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OZET

VAN GOLU HAVZASINDA YETIiSTIiRiCiLiGi YAPILAN ELMALARDA
Erwinia amylovora’mmn NEDEN OLDUGU ATES YANIKLIGI HASTALIGININ
TESPIiTi ve HASTALIK ORANININ BELIRLENMESI

KIPCAK, Cevdet
Yiiksek Lisans Tezi, BitkiKorumaAnabilim Dalt
Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Ahmet AKKOPRU
Kasim 2016, 52 sayfa

Elma Van Go6li havzasi i¢in onemli bir ekonomik tiriindiir. Bu ¢alismanin amaci Van
Goli havzasinda elma agaclarinda Erwinia amylovora’nin saptanmasi ve Ates yanikligi
hastaliginin yayilim orani1 ve hastalik oraniin belirlenmesidir. Gézlem ve 6rnekleme 2015
yilinda Haziran-Temmuz aylarinda havzada ki iki ile baglhh 9 boélgeden (Van ili; Merkez,
Edremit, Gevas, Ercis ve Muradiye ve Bitlis ili; Merkez, Tatvan, Adilcevaz ve Ahlat) 41
bahcede gerceklestirilmistir. Bu bdlgelerde yaygin olarak Golden Delicious, Starking
Delicious ve lokal gesitlerin {iretimi yapilmaktadir. Ates yanikligi simptomuna sahip
bitkilerden 6rnekler E. amylovora’nin tanilanmasi i¢in toplanmistir. Elde edilen izolatlarin
tanilanmasi biyokimyasal testler, G1-F/G2-R primerleri ile molekiiler ve duyarli Deveci armut
cesidi fideleri ile patojenisite testleri ile gerceklestirilmistir. Havzadaki en yiiksek ates
yanikligi hastalik oran1 % 6,006 ile Edremit’te ve en diisik oran % 0,0077 ile Ahlat
ilgelerinde belirlenmistir. Van go6lii havzasinin ortalama hastalik orani ise % 0.23 tespit
edilmistir. Havzadaki ortalama hastalik yayilim oran1 % 36 olarak belirlenir iken, maksimum

yayilim orani Ercis ilgesinde % 66.6 olarak tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Ates Yanikligi, EIma, Erwinia amylovora, Van Go6lii Havzasi






ABSTRACT

DETECTION OF FIRE BLIGHT DISEASE CAUSED by Erwinia amylovora and THE
DISEASE INCIDENCE IN APPLE TREES IN LAKE VAN BASIN

KIPCAK, Cevdet
M. Sc. Thesis, Plant Protection Department
Supervisor: Yrd. Dog. Dr.Ahmet AKKOPRU
November 2016, 52 pages
Apple is an economically important product in Lake Van Basin. The aim of the study
was to determine Erwinia amylovora, and incidence and prevalence of fire blight on apple
trees in Lake Van basin. Observations and samplings were carried out in 41 apple orchards,
which generally consist of Golden delicious, Starking and local varieties of apple, from 9
district (Van, Bitlis, Edremit, Gevas, Tatvan, Adilcevaz, Ahlati, Ercis and Muradiye) in Lake
Van basin in June-July 2015. The samples from apple trees having the fire blight symptoms
were collected for identification of E. amylovora. Identification of obtained isolates was done
by the phenotypic tests, molecular detection by G1-F/G2-R primer pair and pathogenicity on
susceptible pear sapling (Deveci cv). The incidence of fire blight on apple orchards was
detected in the range of 0.000077 and 0.06006 in Ahlat and Edremit districts, respectively,
and the incidence of disease in all over the basin was detected as 0.23 percent. The disease
prevalence on apple in the basin was 0.36 and maximum prevalence was in Ercis district with
0.666

Keywords: Apple, Erwinia amylovora, Fire Blight, Van Lake Basin
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1. GIRIS

Ulkemiz, diinya iizerinde bulundugu cografi konumu nedeniyle bircok meyve
tiirii icin oldukcga elverigli bir iklime sahiptir. Bu bakimdan iilkemiz, bahce bitkileri
kiiltiiriiniin  dogus yeri ve diinyada yetisen birgok meyve tiiriiniin ana vatani
konumundadir (Agaoglu ve ark., 1997). Tiirkiye’de yetistirilmekte olan meyve
tiirlerinin 6nemli bir kismimi 1liman iklim meyveleri olusturmaktadir. Bunlar igerisinde
elma, findik, armut, seftali, kayisi, erik, kiraz, ceviz, kestane, ayva, badem, antepfistigi
gibi tiirler yaygin olarak yetistirilmektedir. Elma, uzun yillardan beri yetistiriciligi
yapilan, liretim ve alan bakimindan 6teki 1liman iklim meyvelerinin basinda gelen bir
meyve tiiriidiir. Kuzey Anadolu, Karadeniz Kiy1 Bélgesi, I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu
yaylalar1 arasindaki gecit bolgeleri ve Gilineyde Goller Bolgesi, elmanin 6nemli
yetistiricilik alanlarin1 olusturmaktadir (Anonim, 2016a) Elma ekolojik istekleri
bakimindan soguk-iliman iklim meyvesidir. Yiiksek 151k yogunlugu elmada
renklenmede dnemlidir. Elma agaci diisiik sicakliklarin oldugu sert kislara dayaniklidir.
Kis dinlenmesi sirasinda odun kisimlari -35 °C ile -40 OC’ye, acmis cicekler ise -2.2 °C
ile -2.3 °C’ye ve kiigiik meyveler ise -1.1 °C ile -2.2 °C ‘ye dayanirlar. Sicaklik +40 °C
iizerine ¢iktiginda ise biiyiime durur, daha yiiksek sicakliklar ise zarara neden olur
(Ozgagiran ve ark, 2004). Genellikle elma bircok toprak tiplerinde basarili sonuclar
verir. Topragin alt yiizeyi iist ylizeyinden daha onemli olup, yeterli kire¢ ve humus
bulunduran tinl1, tinli kumlu ve kumlu-tinl gecirgen, nemli topraklarda daha iyi verim
alinir. Elma i¢in toprak derinligi 2m veya daha fazla olmali, hafif asit karakterli pH
aralig1 6.0-6.5 dolayinda ve taban suyu seviyesi en az 1 m olmalidir (Karahan ve Ustiin,
2014).

Ulkemizde yumusak cekirdekli meyve iiretimi, tarrmda 6nemli bir yere sahiptir.
Bunun; 3.067.057°lik kismimi yumusak c¢ekirdekli meyve iiretimi olusturmaktadir.
Yumusak cekirdekli meyvelerinden elma 3.128.450 ton ve armut 462.336 ton iiretim
degerine sahiptir (FAO, 2014). Bu iiretim miktarin1 elde etmek icin iilkemizde yogun
olarak kullanilan elma cesitleri; Jerseymac, William’s Pride, Gala, Red Chief,
Starkrimson Delicious, Starkspur, Golden Delicious, Granny Smith olarak sayilabilir

(Karahan ve ark., 2014).



Sekil 1.1°de diinya elma {iretiminde {ilkemizin yeri ve ftretim miktarlar
verilmektedir. Bu veriler 1s13inda Ulkemiz elma iiretiminde diinyada 3. sirada yer aldig1
gorlilmektedir. Ayrica bu yoniiyle i¢ ve dis pazarlara sunulan elma lilke ekonomisi i¢in

Onemli bir tarimsal tirindir.
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Sekil 1.1. Diinya elma iiretiminde ilk siray1 alan iilkeler ve iiretim miktarlar
(FAO, 2014).

Yumusak ¢ekirdekli meyveler grubuna giren; Elma (Malus communis L.), Armut
(Pyrus communis L.), Ahlat (Pyrus pyrifolia (Burm.) Nakai), Ayva (Cydonia oblonga
Mill.), Musmula (Mespilus germenica L.) ve Yenidiinya (Eriobotrya japonica L.), sicak
iklim sartlarinin hakim oldugu bélgelerde yetistirilen ¢ok yillik bitkilerdir. EIma besin
degerleri agisindan Cizelge 1.1°de gosterildigi gibi oldukg¢a degerli bir meyvedir.



Cizelge 1.1. 100 gr taze elma meyvesinin igerdigi besin degerleri (Anonim, 2016b)

100 gr Elma Icerdigi besin 100 gr Elma Icerdigi besin
miktari miktari

Protein 0.2 gr A Vitamini 90 IU
Karbonhidrat 14.5 gr B1 Vitamini 0.03 mgr
Kolesterol 0 B2 Vitamini 0.02 mgr
Yag 0.2 gr B3 Vitamini 0.1 mgr
Lif 1.8 gr B6 Vitamini 0.3 mgr
Fosfor 10 mgr C Vitamini 10 mgr
Kalsiyum 7 mgr E Vitamini 0.7 mgr
Demir 0.3 mgr Folik Asit 0.5 ugr
Sodyum 1 mgr
Potasyum 110 mgr
Magnezyum 8 mgr

Yumusak ¢ekirdekli meyveler taze tiiketiminin yan1 sira meyve suyu, konserve,

recel, marmelat, pekmez ve kurutmalik olarak sanayide hammadde olarak da

kullanilmaktadir.

Yiiksek ekonomik degere sahip ve yaygin olarak iiretilen yumusak cekirdekli
meyvelerde bir¢ok hastaliga neden olan bakteri, fungus ve viriis gibi mikroorganizmalar

onemli irlin kayiplart olusturmaktadir. Cizelge 1.2’de elmada goriilen OSnemli

hastaliklar verilmistir.



Cizelge 1.2. Elmada goriilen 6nemli, bakteriyel, virlis ve fungal hastaliklar

Hastahk Ad1 Hastahi@in Etmeni
Ates yaniklig1 hastalig Erwinia amylovora
Elma da kanser hastalig1 Pseudomonas syringae pv. papulans
Kok uru ve kanseri hastaligi Agrobacterium tumefaciens
Elma mozaik viriis hastalig1 Aplle mosaic ilarviriis
Elma klorotik yaprak leke viriisii Aplle  chlorotic  leafspot  trichovirus(
ACLSV)
Elmada alternarya meyve ¢iiriikliigii Alternaria alternaria
Meyve monilyasi (mumya) Monilinia fructigena
Meyve agaglarinda armillaria Armillaria mellea
kok clirikligi
Elma kara lekesi hastalig1 Venturia inaequalis
Elma kiillemesi hastalig1 Podosphaera leucotricha

Bu hastaliklar icinde Ates yanikligi hastali§i, yumusak ¢ekirdekli meyve
agaclarinda en yikici bakteriyel hastaliklardandir. 18. ylizyilda ates yanikliginin nedeni
olarak bdcek 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 arkadaslar1 tarafindan Erwinia
cinsi i¢inde yer verilerek Erwinia amylovora ismi verilmistir (Zwet ve Keil, 1979).
Hastalik etmeni Erwinia amylovora (Burr.) Winslow et al.’nin Enterobacteriaceae
familyasinda Erwinia cinsi i¢inde yer alan, gram negatif, fakiiltatif anaeorob, 3.0 nm
uzunlugunda, 0.5-1.0 nm ¢apinda, kisa cubuk sekilli ve peritrik kamgili bakterilerdir
(Schroth ve Hilderbrand, 1980). In vitro’da optimum 21-28 °C arasinda gelisen
bakterinin, termal 6liim noktas1 45-50°C’ dir. Optimum pH gelisimi 6,0-7,5°dir (Zwet
ve Keil, 1979). E. amylovora’nin hastalik olusturdugu konukcu bitkiler arasinda: Elma,
armut, ayva, yenidiinya, ahlat, mugmula gibi yumusak cekirdekliler ile kimi sert
cekirdekliler ve iivez, ates dikeni gibi siis bitkileri ile baz1 yabanci otlarda bulunabilir ve
hastalik olusturabilirler (Sobiczewski et al. 1997; Zwet ve Keil, 1979). Ancak hastalik
etmeni asil zarar1 yumusak cekirdeklilerde yapar.Ates yanikligi, Diinya’nin armut ve

elma yetistiriciligi yapilan bir¢cok bolgesinde yaygin olarak goriilen ve dnemli 6lgiide



iiriin kayiplarina neden olan bir hastaliktir (Momol ve Zeller, 1992). Hastalik; ¢icek
tomurcuklari, siirgiin, ana dallar ve bazen tiim agacin 6liimiine sebep olmaktadir. Govde
ve kok bogazi enfeksiyonlar1 agaglarin kisa siirede Oliimiine yol agmakta ve ticari
meyve bahgelerinde, 6nemli dl¢iide kayiplara neden olmaktadir (Zwet ve Beer, 1991).
Hastaligin ilk belirtileri, infekteli ciceklerde 1slak lekeler goriilmesi ve bu
lekelerin kuruyarak burusmasindan meydana gelir. Hastalik tek bir ¢igekte de
gorlilebilecegi gibi c¢icek demetinin tamaminda da goriilebilir. Kuruyan ¢igek
kahverengine bazen de siyah renge biiriiniir ve agacta asili kalir. Cok kii¢iik meyveler
ise, kararir, burusur ve kurur, dokiilmeden agacta asili kalir. Siirgiin ve yapraklar da,
stirglin ucu yere dogru kivrilir, kurur ve siirglinlerin ucu ¢engel seklini alir (balik oltast).
Hastalik stirgiinlerde ¢ok hizli yayilir ve hava sicakligina bagl olarak birka¢ giinde 30-
40 cm kadar ilerleyebilir. ileri diizeyde agaclar ateste kavrulmus gibi bir hal alir.
Meyvelerde ise hastalik daha ¢ok ham olanlarinda goriiliir, infekteli kiigiik meyvelerde
1islak lekeler birlesir daha sonra kahverengilesir ve biiziisiir, siyah bir renk alarak agacta
asili kalir. Aga¢ govdelerinde kanserlesmeye neden olarak 6liimler goriilebilir (Agrios,
2005; EPPO, 2015a). Dallarda ve govdede bir onceki yildan kalan kanserlerin
kenarlarindaki kabuk dokusunda kis1 gecirir. Hastalik etmeni bakteri; yagmur, riizgar,
bocekler, kuslar ve budama aletleriyle agagtan agaca yayilir (Anonim, 2016¢). Etmenin

bazi bitkilerde olusturdugu hastalik belirtileri Sekil 1.2°de verilmistir.

Sekil 1.2. Hastaligin bitkiler lizerindeki belirtileri. a) Cigekte goriilen belirti b) Meyvede
goriilen belirti ¢) Siirgiinde goriilen belirti d) Gévdede goriilen belirti.



Ates yaniklig1 hastalig1 diinyada yaklasik iki asirlik ge¢misi olan bir hastaliktir.
Hastalik ilk olarak, 1780°de, New York eyaletinde belirlenmistir (Arthur, 1985). 19.
Yiizyilin baslarina kadar hastaligin yayilist Kuzey Amerika kitasiyla sinirli kalmistir.
1957°de Ingiltere’ye ve 1964’te Misir’a yayildig: bildirilmistir (Zwet, 1996). Misir’dan
Israil ve Kibris’a buralardan da iilkemize girdigi sanilmaktadir (Oktem ve Benlioglu,
1988). Ates yaniklig1 hastaligi diinyada halen yayilmaya devam eden ve yumusak
cekirdekli meyvelerin en 6nemli bakteriyel hastaliklarindan biridir.

Tiirkiye’de ates yanikligi hastahigr ilk kez, i¢ Anadolu Bélgesinde armut ve
elmalarda bulundugu bildirilmis ise de bu iddia kanitlanmamistir (Karaca, 1977).
Hastalik ilk olarak 1985 yilinda Afyon ilinin Sultandag il¢esindeki armut bahgelerinde
tespit edilmistir. Armut disinda ¢evredeki yumusak c¢ekirdekli diger meyve agaclarinda
ve Rosaceae familyasina ait bitki tiirlerinde de hastaligin bulundugu saptanmistir
(Oktem ve Benlioglu 1988). Arastiricilar hastaligin 1987 yilinda Isparta ve Burdur’ da
belirlemis, elma, armut ve ayva agaglarinda epidemi olusturdugu saptanmistir. Amasya
ve Tokat bolgesinde ise ates yamiklhiginin ilk olarak 1988 yilinda ortaya c¢iktig
bildirilmistir (Momol ve Zeller 1992; Tokgoniil ve Cinar 1991; Tokgoniil ve Bagpinar
1995). Ulkemizde hastaligin 1985°ten berri hizla yayilmasi yumusak cekirdekli meyve
yetistiriciligini 6nemli diizeyde sinirlandirmaktadir.

Bu ¢ercevede Van g6lii havzasinin sahip oldugu azimsanamayacak kadar Elma
agaci varlig1 devlet destekleri ile her gecen giin artmakta ve 6nemli bir tarimsal tiretim
alani olusturmaktadir. Giinlimiizde bu yikici hastaligin Van golii havzasinda varligi ve
yayginligini tespite yonelik ¢alismalar uzun vadede iiretimin planlanmasi ve hastalikla
miicadelede hayati 6neme sahiptir. Hastaligin bdlgedeki varligmin ve yayginliginin
belirlenmesi; yeni olusturulacak bahge ve fidanlik tesisleri i¢in veri altyapis1 saglayacak,
ayrica var olan bahgelerde daha etkin ve giivenli miicadele veya koruma stratejileri
olusturulmasina katki sunacaktir.

Bu c¢aligmada Van Golii havzasinda yetistiriciligi yapilan elma  (Malus
communis L.) agaglarinda ates yaniklig1 etmeni E. amylovora’nin klasik ve molekiiler

yontemler ile tanilamasi ve bolgedeki yayginlik oraninin belirlenmesi amaglanmustir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Ates yaniklig1 Diinya’da ilk kez 1780° de New York’ta gortilmistiir (Arthur,
1985). Bu hastalik Avrupa’da ise ilk defa 1957 yilinda ingiltere’de gériilmiis ve ¢ok
kisa stirede diger birgok Avrupa iilkesine yayilmistir (Zwet and Keil, 1979). Ayrica
hastaligin Israil, Misir, Kibris, Yunanistan gibi diger iilkelerde de goriildiigii
bilinmektedir (Zwet ve Bonn, 1999). Arastiricilar hastaligin uzun mesafeler arasi
yayillmasinda taginan bitki materyallerindeki latent infeksiyon veya belirlenemeyen
kanserler yoluyla ve gdg¢men kuslarla olabilecegini bildirmislerdir ( EPPO, 2015b).
Zwet ve Keil (1979), Sturmus vulgaris L. (s18ircik) gibi gdemen kuslarin E. amylovora
patojeninin {ilkeler arasinda yayilmasinda 6nemli roller iistlendiklerini bildirmislerdir.

Ates yaniklig1 hastaliginin iilkemize, 1982 yilinda Misir’da yasanan epideminin
ardindan bulasmis olabilecegi bildirilmistir (Momol ve Yegen, 1993). Hastalik;
iilkemizde ilk defa 1985 yilinda Afyon ilinin Sultandag il¢esinde tespit edilmis ve ¢ok
hizli yayilmistir (Okten ve Benlioglu, 1988). Ankara Zirai Miicadele Enstitiisiiniin 1987
yilinda yapmis oldugu genis capli siirvey c¢aligmalarinda, Afyon, Ankara, Burdur,
Eskisehir, Isparta, Kayseri, Kirsehir, Konya, Nevsehir, Nigde ve Yozgat illerinde
hastaligt yaygin bir sekilde goriildiigiinii tespit etmis fakat Bolu, Cankir1 ve
Zonguldak’ta hastalik tespit edilmis olmasmna ragmen yayginliginin diisiik oldugu
belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucu, incelenen toplam 160.000 adet armut agacinn
% 15’nin, 16.000 adet ayva agacinin % 60’mnin ve 328.000 adet elma agacinin %
0.84’iiniin enfekteli oldugu bildirilmistir. Hastaligin iilkemizde hizla yayildigi ve énemli
miktarda {rlin kayiplarina neden oldugu belirlenmis bu nedenle Gida Tarim ve
Hayvancilik Bakanlig1 tarafindan 6 Subat 1987 tarihinde hastalikla miicadelede
eradikasyona karar verilmistir (Karahan ve Ustiin, 2014 ).

Tokgonil ve ark., (1991), Mayis-Ekim aylarinda Dogu Akdeniz bolgesinde elma,
ayva ve yenidiinya bahgelerinde yapilan siirveylerde Ates yanikligi hastaligi belirtisi
gosteren agacglardan etmen izole edilerek, E. amylovora olarak tanilanmistir. Bolgede
yapilan siirveyler sonucunda ates yanikligi hastaliginin elmalarda yayginlik oranlari
Adana, i¢el ve Kahramanmaras illerinde sirasiyla; %8.33 ve 3.3, 42.85 iken hastalik

orani swrastyla; %13.14, %6.25 ve %2.69 olarak bulunmustur. igel ilinde ayva ve



yenidiinyalarda yayginlik oran1 ve hastalik oranlari ise sirastyla; % 100 ve 100, 11.76 ve
1.16 olmustur. Gaziantep ilinde elma, Hatay ilinde ise elma ve yenidiinyalarda hastalik
tespit edilmemistir.

Mirik (2000), Amasya ve Tokat illerinde yumusak ¢ekirdekli meyve agaglarinda
gorillen ates yanikligi hastaliginin etmeninin tanilanmasi, yayginhik durumu ve
dayanikli ¢esitlerin saptanmas1 amaciyla yapilmistir. Ates yanikligi hastalik yogunlugu,
Amasya’da % 8.9 ve Tokat’ta 14.4 oranlarinda, yayginlik oranlar1 ise sirasiyla % 68 ve
& 71 olarak tespit edilmistir. Caligma alan1 igerisinde sadece Amasya’nin
Glimiishacikdy ve Hamamozii bolgelerinde ates yanikligina rastlanmamustir.

Yilmaz ve Aysan, (2009), Konya ilinde E. amylovora’ nin Neden Oldugu Ates
Yanikligi Hastaliginin Elmalardan Izolasyonu, Belirtileri, Yayilmasi ve Miicadelesi
aragtirtlmistir. Arastirmada hastaliga duyarli oldugu bilinen M9, M26 ve M27 gibi elma
anaclarindan M9 anaci {izerine asilanan Fuji, Summerred Breaburn ve Granny Smith
elma agaglarinda hastalik etmeni Ea’nin tanilama c¢alismalart yapilmistir. Calisma
sonucunda; yapilan izolasyonlar ve tani ¢aligmalarinda biyokimyasal ve patojenite
testleriyle etmenin E. amylovora adli bakteri oldugu tespit edilmistir. Yapilan arazi
incelemelerinde, M9 anaci lizerine asilanmis olan Fuji, Summerred Breaburn ve Granny
Smith elma agaglarinda da biyokimyasal testler ile hastalig1 tespit edilmis ve 2007
yilinda bu hastaligin yoredeki elmalarda bir epidemi yaptigir saptanmistir. Hastaligin
yaygin olmasimin sebepleri arasinda anag-kalem iliskisinin 6nemli oldugu bunun
yaninda boceklerin, ¢evresel kosullarin ve budama makaslarinin etkili oldugu ortaya
konmustur.

Gilineydogu Anadolu bolgesinde yapilan bir ¢calismada Adiyaman, Bingol, Bitlis,
Diyarbakir, Elaz1g, Hakkari ve Van illerinde ates yaniklig1 hastaliginin yaygin oldugu,
Malatya ve Mus’ta simirli oldugu, Siirt’te ise hastaligin bulunmadig: tespit edilmistir.
Bolgede ki hastalik oranlari, armutta 9%0.007-53.3, ayvada 9%0.005-91.4, elmada ise
%0.05-41.5 araliginda goriildiigii saptanmistir (Karahan ve Ustiin, 2014).

Calisma alaniyla ilgili diger bir veri, Oden ve Alp, (1994), Van ve etrafindan
yumusak ¢ekirdekli meyve agaclarinda ates yanikligi hastaliginin tespiti ve yayginligina
yonelik yaptiklart ¢alismadir. Bu calismada; Ayva agaclarinda 9%100’e yakin hastalik
yayginlig1 tespit edilmisken, armutta % 86.86 ve elmada % 38.00’da olarak



belirlenmistir. Van ve etrafinin hastalik yayginligi en fazla % 63.29 ile Van ili Gevas
ilgesi iken % 33.63 ile en diisiik Van ili merkezde goriilmiistiir.

Manulis ve ark, (1998) tarafindan, Israil’ de yetisen elma, armut, ayva ve
yenidiinyadan izole edilen 205 farkli E. amylovora straininin karakterizasyonu igin
caligmalar yapilmigtir. Calismanin yiiriitiilmesinde bu farkli strainlerin farkli konukgular
tizerindeki viriilenslik derecesi incelenmis, bunun yaninda serolojik testler yapilmis ve
molekiiler karakterleri ortaya konmustur. Yapilan ELISA ve Immunoflourensans
deneyler sonucu Israil strainlerinde serotipik gruplar ortaya ¢ikmamistir. Genomik
cesitlilik calismalari Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) analizi
kullanilarak yapilmigtir. Bu calismada da rastlantisal olarak 10 bp’lik 24 primer
belirlenmistir. Tiim strainlerde uygulanan bu ¢alisma sonucunda Israil’ deki E.
amylovora populasyonunun benzerligi ortaya konulmustur.

Taylor ve Hale, (1998) Avusturalya’ da yetistirilen Dag musmulasi (Cotoneaster
spp.)’ den izole ettikleri E. amylovora izolatlariyla, Ingiltere ve Yeni Zelanda’ da
yetisen Pyrus communis, Malus spp., Crateagus monogyna ve Cotoneaster
melanacarpus konukcularindan izole ettikleri E. amylovora izolatlarin1 molekiiler
diizeyde karsilastirarak incelemislerdir. Izolatlar arasinda fark tespit edilmemis ve
Izolatlarin tamisinda Ea71 primerleri kullanilarak PCR yapilmustir. Calisma sonucunda
187 bp’ lik bant olusumu gozlenmis basarili ve hassas bir sekilde tanilamanin
gerceklestirildigi belirtilmistir. Taylor ve ark, (2001)’de yiiriittiigii sonraki ¢alismada
PCR ile bitki materyalindeki E. amylovora’nmin hizli ve hassas tanilamasina
hedeflenmistir. Bes iilkeden, 10 farkli konuk¢u bitkiden elde edilen 69 Ea izolat: kiiltiirii
iizerinden c¢alisilmis ve dizayn edilen GF1 ve GF2 primerleri yardimiyla basariyla teshis
edilmistir. Ates yaniklig1 hastalik belirtileri ortaya ¢ikmadan bu primerler ile tanisinin
yapilabilecegini belirtmislerdir. Bu c¢alismada PCR metodunun hastaliklarin 6nceden
tanisinda hizli ve bagarili sonuglar verebildigi goriilmiistiir.

Pirc vd (2009) tarafindan, TagMan prob kullanilarak uygulanan Real-Time PCR
yontemi gelistirilmistir. Hokkaido’ dan elde edilen E. amylovora’ ya ait farkli strainlerin
ve Ispanya’ dan elde edilen enfekteli armut ciceklerinden izole edilen E. pyrifoliae ve E.
amylovora strainlerinin Real-Time PCR yoOntemiyle tespitleri yapilmistir. Caligmada
kullanilmak tizere E. amylovora’ nin kromozomal DNA’ sinin amsC gen bolgesinden,

ITS bolgesinden ve plazmidinden spesifik TagMan probe gelistirilmistir. Gelistirilen
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problardan en giivenilir ve kesin sonucu verenin ams gen bdlgesinden dizayn edilen
prob oldugu belirlenmistir.

De Bellis ve ark., (2007)’ yilinda armut yaprak ve c¢igeklerinden real-time
Scorpion-PCR ile E. amylovora bakterisinin tanilanmasi ve miktarinin belirlenmesi
aragtirtlmigtir. Plazmid pEA29’dan 111 bp’lik tek bir DNA fragmanini gii¢lendirici
spesifik bir primer ¢ifti olan E3-E4 ile yapilmistir. Bakteri siispansiyonlarinin seri
seyreltilmesini kullanarak saptama limiti Scorpion-PCR'de 3.2x104 CFU ml-1 ve i¢ ige
geemis Akrep-PCR'da 2.8x102 CFU ml-1 olmustur. Ger¢ek zamanli PCR, DNA
ekstraksiyonu i¢in etkili prosediirler ile kombine edildiginde, yapay olarak asilanmis
armut ¢iceklerinin ve yapraklariin yikanmalarinda E. amylovoramin epifitik
poplilasyonunun tespiti ve miktariin belirlenmesine olanak saglamistir. Yari secici
ortamdaki patojen CFU ile gercek zamanli PCR ile degerlendirilen ilgili hedef DNA
konsantrasyonu arasinda énemli bir korelasyon (r = 0.92) elde edilmistir.

Bozan (2011)’deki ¢alismasinda Ates yanikligi hastalik etmeni E. amylovora’
nin LNA probe kullanilarak kantitatif real-time PCR ile tanis1 ve tespiti yapilmistir.
Bakteriyel patojen, E. amylovora’ nin Real-Time PCR ydntemiyle tanisi i¢in, patojenik
bakterinin polisakkarit tiretiminden sorumlu ve kromozomal ams gen’inin 1,6 kb’ lik
internal diziliminden prob ve primerler dizayn edilmistir. Gelistirilen prob ve primerler
ile Erwinia amylovora genomundan, planlandigi gibi 63 bp’ lik PCR {irlini
cogaltilmistir. Farkli bitki patojeni bakterilerin genomlarindan hi¢bir amplifikasyon
tespit edilememesine ragmen, test edilen tiim yerli ve yabanci farkli E. amylovora
strainlerinden 63 bp’ lik amplifikasyon elde edilmistir. Gelistirilen primer ve probun
hassasiyet limiti direkt bakteriyel siispansiyondan 6 cfu/2, genomik DNA’ dan 10 pg
olarak belirlenmistir. Bu c¢alismada gelistirilen prob ve primer kullanilarak
gerceklestirilen Kantitatif Real-Time PCR metoduyla, hastalikli ve saglikli yaprak,
siirglin ve c¢icegi iceren bitki materyallerinden E. amylovora’ nin tespiti yapilarak,
hastalik etmeninin ¢igeklenme doneminden {iretim sezonunun sonuna kadar epifitik
populasyonlarinin degisimlerinin tespit edilebilecegi ileri siiriilmiistiir.

Bir doktora ¢aligmasi olan bu arastirmada, Tiirkiye’de ilk defa ates yanikligi
etmeni E. amylovora’ nin molekiiler acidan detayli olarak tanis1 ve karakterizasyonu
incelenmistir. Armut, elma, ayva, musmula, yenidiinya ve Rosaceae familyasina ait

Tiirkiye’nin farkli cografik bolgelerinden tespit edilen bitkilerden ates yaniklig1 hastalik



11

belirtilerini tastyan bitki orneklerinden izolasyonlar yapilarak hastaligin tanilamasi igin
LOPAT testleri ile birlikte patojenite testleri yapilmistir. Elde edilen tim E. amylovora
izolatlarina patolojik ve biyokimyasal testler uygulandiktan sonra tiim izolatlarin
molekiiler diizeyde kesin tanilarinin yapilmast amaciyla PCR teknikleri kullanilmistir.
Patojenik bakterilerin polisakkarit {iretiminden sorumlu olan ve kromozal DNA
iizerinde bulunan ams geninin (1.6 kb) cogaltilmasi ile E. amylovora izolatlarinin kesin
tanis1 yapilmistir. Calismada ayrica izolatlarin plazmit profilleri belirlenmis ve
karakterizasyonu yapilmistir (Unlii ve Basim, 2002).

Atasagun (2009)’un bu calismasinda 2006 ve 2007 yillarinda, Konya ilinde
Rosaceae familyasina ait farkli konukgulardan ve bu konukgularin farkli gesitlerinden
alinan Orneklerle E. amylovora’ nin tanilanmasi amaglanmistir. E. amylovora’ nin
teshisinde, cesitli biyokimyasal testler ile molekiiler test olan PCR kullanilmistir.
Molekiiler tanilamada; A ve B primerleri kullanilarak pEA29 plasmidinin yaklagik 1 kb’
lik fragment PCR ile amplifiye edilmistir. Patojenisite testlerinde, her izolat, elde
edildigi konukgusunun fidanlarma ve ham armut meyvelerine 10® hiicre/ml yogunlukta
bakteriyel slispansiyonun inokulasyonu ile ger¢eklestirilmistir. Calismada 213 adet bitki
Oornegi toplanmis olup bunlardan 148 adet bakteri izole edilmistir. Yapilan
biyokimyasal, molekiiler ve patojenisite testleri sonucunda 84 adedi E. amylovora
olarak tanilanmistir.

[zmir ilinde ayvada ve diger yumusak cekirdekli meyve agaclarindan izole
edilen ates yaniklig1 hastalig1 etmeninin (E. amylovora) klasik ve molekiiler yontemlerle
tanis1 ve entegre miicadele olanaklar1 arastirildigi bu ¢alismada; Patojenite testlerinde
ham meyve, koparilmis ayva ¢icekleri ve fidan siirglinleri kullanilmis, klasik tanilamada
ise LOPAT testlerinin yaninda KOH (Potasyum Hidroksit) ve jelatin testi
uygulanmistir. Molekiiler tanimamada ise G1F-G2R primerlerinin kullanildigt PCR
caligmasi ile gergeklestirilmistir. PCR testine tabi tutulan 13 izolatinda kesin tanilamsi
yapilmistir. Calisma sonunda etmenin tanilamasinda giivenilir ve hizli bir sekilde GF1
ve GF2 primer cifti kullanilarak klasik PCR ile gerceklestirilebilecegi belirtilmistir
(Arda, 2016).

Hastaligin yayilmasi ve olusturdugu zararin meyve tiirii ve ¢esidine gore dnemli
diizeyde degisiklik gosterdigi bir¢cok c¢alismada belirlenmistir (Zwet ve Keil, 1979;

Vanneste 2000). Bu yoniiyle proje calisma alanindan elde ettigimiz sonuglarin
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degerlendirilmesin de c¢esit farkliligiin géz onilinde bulundurulmasi 6nemlidir. Bu
cercevede lilkemizde hastaligin yayilimi ve yaptig1 zarar iizerine, yetistiriciligi yapilan
tiir ve cesitlerin etkisini ortaya koyan bazi c¢aligmalar bulunmaktadir. Bu g¢ercevede
Mirik, (2000), Amasya ve Tokat illerinde yumusak c¢ekirdekli meyve agaclarinda
goriilen ates yanikligi hastaliginin etmenine karst dayanikli cesitlerin saptanmasi
amaciyla caligmalar yliriitiilmiistiir. Amasya’da bulunan armut ¢esitlerinden Santa maria
ve Williams en hassas cesitler iken en dayanikli cesidin Keklik ¢esidi oldugu
saptanmigtir. Amasya ve Tokat’ta yetistirilen ayva cesitlerinden Esme ve Ekmek
cesitlerinin hastaliga duyarli oldugu tespit edilmistir. Arastirma bolgesinde yetistirilen
elma ¢esitlerinden ise Golden ve Starking Delicious ¢esitleri hastaliga dayanikli iken
yerel cesit olan Alyanak (Yaz Elmasi) ile Stark Earliest cesitlerinin duyarli olduklari
saptanmistir. Benzer olarak Tokgoniil, (1994)’iin yaptigi c¢alismada, Akdeniz
Bolgesinde yetistiriciligi yapilan yenidiinya ¢esitlerinin E. amylovora’ya Kkarsi
reaksiyonlart aragtirllmigtir. Yenidiinyanin 18 ¢esidinin iizerinde yapilan ¢alismalarda
tiim ¢esitlerinde E. amylovora’ya karsi yliksek derecede duyarli oldugu tespit edilmistir.

Basim ve ark. (2014), Bu calismadaki amag, 1997-2013 yillar1 arasinda Ates
Yaniklig1 Hastali§i etmeni E. amylovoranin farkli strainlerinin elde edilmesi ve bu
bakteriyel hastaliga karsi dayanikli armut cesitlerinin gelistirilmesidir. Bu amagla,
Glineydogu Anadolu Bolgesi hari¢ tiim bolgelerden izole edilerek PCR ile tanilari
yapilan E. amylovora izolatlarinin genom analizleri Pulsed-Field Jel Electroforesiz
(PFGE) teknigi ile yapilarak farkli strainler belirlenmistir. 2013 yili Temmuz ayima
kadar yapilan ¢alismalarda E. amylovora’nin bakir, Oxolinic asic ve Streptomycin’e
kars1 dayanikli herhangi bir strainni tespit edilememistir. Farkli E. amylovora strainleri
kullanilarak 2006-2008 yillarinda yapilan kontrollii melezleme c¢alismalariyla,
pomolojik ozellikleri {istlin ve Ates Yamikligi Hastaligi’na karsi dayanikli armut
cesitleri gelistirilmistir.

Evrenosoglu ve ark. (2014), Bu calismada; ates yanikligi etmeni E.
amylovora’ya karst melez armut bireylerinin duyarlilig aragtirilmistir. Melez bireylerin
testlenmesinde, virulensligi yiiksek olan 7 izolat kullanilmistir. Melez bireyler bu
izolatlarin esit oranda karisimlarindan olusan E. amylovora siispansiyonu ile Agustos
2010 ve Mayis 2011 tarihlerinde siirgiin injeksiyonuyla iki kez inokule edilmistir.

Siirgiin yaniklig1 oranina gore yapilan degerlendirmede, testlenen 7495 melez bitkiden,
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%11,91°u “cok az duyarl”, %3,99’u “az duyarl1”, %6,62’si “orta derecede duyarli”,
%18,07’s1 “duyarli” ve %59,41°1 “¢ok duyarli” grupta yer almistir. Dayanikli Magness
cesidinin ana ebeveyn olarak kullanildigi kombinasyonlarda “cok az duyarli” grupta yer
alan birey sayisinin yliksek oldugu tespit edilmistir.

Aktepe (2012), Bu c¢alisma Adana’da, farkli yenidiinya cesitlerinin E.
amylovora’nin  neden oldugu ates yanikligi hastaligma karsi reaksiyonlarinin
belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Calismada 5 farkli yenidiinya ¢esidi (Akko XIII,
Gold Nugget, Sayda, Hafif Cukurgobek ve Champagne de Grasse) ve Tiirkiye’nin farkli
illerinden izole edilen 14 adet E. amylovora izolati kullanilmistir. Bu ¢esitlerin ates
yaniklig1 hastaliginin yaprak ve siirgiin enfeksiyonlarina duyarlilik diizeyleri 2011 ve
2012 yillarinda arastirilmistir. Calisma sonucunda tiim c¢esitler ates yanikligt
hastaliginin yaprak enfeksiyonuna ¢ok duyarli bulunurken, ates yanikligi hastaliginin
stirglin enfeksiyonlarina Champagne de Grasse, Akko XIII ve Hafif Cukurgdébek
cesitleri orta duyarli, Sayda ve Gold Nugget ¢esitleri az duyarli olarak tespit edilmistir.

Tokgoniil ve Cinar (1995), Bu calismada, Dogu Akdeniz Bolgesinde armutlarda
Ates Yanikligi Hastaligi (E. amylovora Burr. Winslow et al.)’nin iklim kosullar1 ile
iliskisi arastirilmistir. Adana ve Igel illerinde, daha onceki yillarda yapilan
calismalardan E. amylovora’ya duyarli oldugu bilinen Santa Maria armut ¢esidinin
bulundugu 6-7 yaslarindaki bahgelerde yiiriitiilmiistiir. 1990-1994 yillar1 arasinda
armutlarda ¢igeklenme periyodu boyunca iklim wverileri ve hastaligin ¢ikist
kaydedilmigstir. Siddetli hastalik ¢ikiginin maksimum 24 °C’de ve yeterli yagisin(>
2.5mm ) olmasi halinde dahi siddetli varlig1 tespit edilmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Arastirma Bolgesinin Genel Ozellikleri

Arastirma alan1 Van ve Bitlis illerinin kapsayan Van golii havzasidir. Aragtirma
kapsaminda havzada bulunan il ve ilgeler calismadaki sdrvey ve degerlendirme merkezi
olarak kullanilmistir. Van Golii havzasi ve inceleme alanlarinin uydu goriintiisii Sekil
2’de verilmistir.

Arastirmaya konu olan havzanin alami yaklasik 20.000 km® olup bunun 3713
km®*’sini Van Goliiniin kendisi olusturur. Karasal bir iklime sahip olan bolgenin etrafi
tamamen daglarla cevrilidir (Cift¢i ve ark, 2008). Van Golii Havzasinda ortama yillik
yagis miktar1 yaklagik 662.60 mm’dir. En fazla yagis1 59 mm ile Nisan ayinda alirken
en az yagisi ise 4 mm ile agustos ayinda almaktadir. Yillik ortalama sicaklik 24.9 °C
dolaylarinda degisiklik gostermektedir. En sicak ay olan temmuzda ortalama sicaklik
21.2 °C iken en soguk ay olan ocak aymnda ise ortalama sicaklik ise -3.7 °C
civarlarindadir (Anonim, 2016d). Havzada elma yetistiriciliginin yapildig1 yiikseklik
ortalamasi 1650 ile 1800 m arasindadir. Van go6liiniin rakimi ise 1642m’dir (Anonim

2016¢).
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Sekil 2. Arastirma bolgesi olan Van golii havzasinin i¢inde yer alan Van- Bitlis il ve
ilgeleri (Anonim, 2016f).

3.2 Materyal

Calisma materyalini; Van GoOlii Havzasinda yer alan Van ilinin, merkez,
Edremit, Gevas, Muradiye ve Ercis ilgeleri ile Bitlis ilinin, merkez, Tatvan, Ahlat ve
Adilcevaz ilgelerin de tesis edilmis elma bahgeleri olusturmaktadir. Arastirma

bolgesinde bulunan bahgelerle, agag sayilar1 ve ilgili veriler Cizelge 2.1°de verilmistir.



16

Cizelge 2.1. Van ve Bitlis il ve il¢elerinde bulunan toplam agag, gozlem yapilan bahge
ve agag sayilari

il Ornek alinan Toplam agag Gozlem yapilan Gozlem
bolgeler say1sl bahge sayis1 yapilan agac
(adet) sayist (adet)
Van Merkez 163.444 7 821
Edremit 93.081 4 108
Ercis 184.578 6 760
Gevas 7.935 4 125
Muradiye 45.582 3 180
Bitlis Merkez 20.471 2 71
Adilcevaz 180.900 6 176
Ahlat 11.400 5 612
Tatvan 38.500 4 144
Toplam 745.891 41 2997

Bununla birlikte Ates Yanikligi Hastalifinin etmeni olan E. amylovora’nin
izolasyonu i¢in toplanan hastalik belirtisi goriilen siirgiin, meyve ve c¢icek ornekleri
olusturmaktadir. Ayrica, HR testi i¢in yetistirilen “Samsun” cinsi tiitiin fideleri ve
patojenite testi icin kullanilan ham armut meyveleri ile hastaliga duyarli oldugu bilinen
3 yasindaki “Deveci” ¢esidi armut fideleridir. Caligma siiresince genel besi yeri ve
izolasyon caligsmalarinda Kng’s B (KB), levan olusumu i¢in Sakkaroz Nutrient Broth
(SNA) ve Arjinin testi i¢in kullanilan besi yerlerinin igerikleri Cizelge 2.2’te verilmigtir

( Schaad ve ark., 2001; King ve ark., 1954).
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Cizelge 2.2. Ates yaniklig1 hastalig1 etmeni Erwinia amylovora patojen bakterilerinin
tanilanmasinda kullanilan besi ortamlar1 (Schaad et al, 2001 ve King et al.

1954)
Besi Ortaminin Adi 1000 ml Besi Ortamu i¢cin Gerekli Gram/Litre
Kimyasallar*

King’s B Pepton 20,0 gr

(King et al. 1954) Glycerol 10,0 ml
K2HP04 1.5 gr
MgS047H20 1.5 gr
Agar 16 gr
Cycloxeimide** 100 mg

Sakkaroz Nutrient Nurtient Broth 8 gr

Agar (SNA) Agar 15 gr

(Schaad et al, 2001) % 5 Sakkaroz 50 ml

*Tlm besi yerleri 15 dk 121 C’de otoklavlanarak steril edilmistir.
** Cycloheximide otoklavlama isleminin ardindan, besi yeri sicakligi 50°C’ye
diistiikten sonra %70’lik alkolde ¢oziilerek ortama ilave edilmistir.

3.3 Yontem

3.3.1 Sorvey

Ates Yaniklig1 Hastalifinin tespitinin, siddetinin ve yaygmligiin belirlenmesi
amaci ile yapilan sorvey calismalart 2014-2015 yillar1 Mayis ve Temmuz aylar
arasinda, arastirma bdlgesi olan Van Golii Havzasinda gerceklestirilmistir.

Van ve Bitlis il ve ilgelerinin yer aldigi bolgelerdeki ziyaret edilecek bahge
sayisi, kapama bahce olarak yetistirilen elma bahgelerindeki aga¢ sayilarina gore
belirlenmistir. Havzada bulunan elma bahgeleri sayilar1 ve yetistirilen alan biiytikligii
Cizelge 2.3’te verilmistir. Sorveylerde ilgeleri temsil edecek sekilde farkli yonlerden
bahgeler ziyaret edilmistir. Dolasilan bahgelerden gozlemler ve alinan oOrnekler;

agaclarin dort bir tarafi kontrol edilerek gerceklestirilmistir.
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Cizelge 2.3. Van ve Bitlis il ve ilgelerinde bulunan elma agaglarinin sayilari ve {iretim
alan1 (TUIK, 2013)

il Ornek alinan Uretim yapilan alan Toplam agac
yerler (dekar) sayisi (adet)
Van Merkez 8.141 163.444
Edremit 2.476 93.081
Ercis 5918 184.578
Gevas 117 7.935
Muradiye 868 45.582
Bitlis Merkez 385 20.471
Adilcevaz 5.142 180.900
Ahlat 992 11.400
Tatvan 709 38.500
Toplam 24.748 745.891

Sorvey caligmalarinin yapildig1 bahgelerde incelemeler Lazarov (1961) modeline
gore yapilmigtir. Bu metoda gore her bir bahgedeki toplam agag¢ sayilarina gore asgari
incelenecek agag sayisi agagidaki gibi belirlenmistir.

> 20 meyve agac1 olan bahgelerde agaclarin hepsi
21-70 meyve agaci olan bahgelerde 21-30 agag
71-150 meyve agaci olan bahgelerde 31-40 agac
151-500 meyve agaci olan bahgelerde 41-80 agag
501-1000 meyve agact olan bahgelerde agaclarin % 15°1

> 1000°den fazla meyve agaci olan bahgelerde agaglarin % 5 ( en az 150
agac) kontrol edilmistir.

Flma bahgelerindeki gozlem ve incelemeler bahge icerisinde zig zag
olusturulacak sekilde gezilerek sansa bagli olarak yapilmistir. Tipik ates yanikligi
belirtisi tagiyan bitki yapilar1 gozlenmistir. Tek bir belirtinin tespitinde dahi agac
hastalikl1 olarak degerlendirilmistir. Bitkilerdeki hastalik siddeti Cizelge 2.4’ te verilmis
olan 1-10 skalasina gore modifiye edilerek degerlendirilmistir (Zwet ve Keil (1979).
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Cizelge 2.4. Ates yaniklig1 hastalik siddetinin belirlenmesinde kullanilan Zwet ve Keil

(1979)’un modifiye edilmis olan 1-10 skalast araligindaki degerler

Skala Degeri Aciklama

1 Hastalik simptomlarinin olmamasi

2 % 1-3 Hastalik Siddeti veya 1 yasindaki siirglinler iizerinde belirtilerin ortaya ¢ikmasi

3 % 4-6 Hastalik Siddeti veya 1-2 yasindaki siirglinler iizerinde belirtilerin ortaya ¢ikmasi

4 % 7-12 Hastalik Siddeti veya 1-3 yaslarindaki siirglinlerin 1/8’nin iist kisimlarinda
belirtilerin ortaya ¢tkmasi

5 % 13-25 Hastalik Siddeti veya 3 yagsindaki siirgiinlerin 1/4 ‘nin {ist kisimlarinda
belirtilerin ortaya ¢tkmasi

6 % 26-50 Hastalik Siddeti veya 3 yagsindaki siirgiinlerin 1/2 ‘nin {ist kisimlarinda
belirtilerin ortaya ¢tkmasi

7 % 51-75 Hastalik Siddeti veya agag¢ tabaninin ve yasl dallarin 1/4 ‘nin alt kisimlarinda
belirtilerin ortaya ¢tkmasi

8 % 76-88 Hastalik Siddeti veya agag¢ tabaninin ve yasl dallarin 1/2 ‘nin alt kisimlarinda
belirtilerin ortaya ¢tkmasi

9 % 89-99 Hastalik Siddeti veya govdede belirtilerin ortaya ¢ikmasi

10 % 100 Hastalik Siddeti veya agacin tiimiiniin 6lmesi

Sorvey yapilan bahgelerdeki hastalik siddeti, hastalik orami ve hastaligin

yaygimnligit Bora ve Karaca (1970)’in formiillerine gore hesaplamalar1 yapilmistir.

Yukarida belirtilen 1-10 skalasina gore agaclardaki hastalik siddetinin belirlenmesinden

sonra, bahgedeki hastalik siddeti veya indeksini belirlemek icin asagida belirtilen

Hastalik siddeti (Severity (Index)-S) formiilii kullamlmstir. Ilge, il veya havzadaki

hastalik oranin1 belirlemek igin Hastalik Orami (Insidance-I) formiilii, hastalik

yayginligini belirlemek i¢in ise Yayginlik orani (Prevelence-P) formiili kullanilmigtir.

Hastalik Oran (I) =

XY (Hastalkli Agac Sayis1 x Hastalik Skalasi)

Hastalik Siddeti(S) = x100

En Yiksek Skala Degeri x Gozlemlenen Agag Sayisi

X (Hastalikh Bitki Sayis1 x S)

Toplam Gozlemlenen Bitki Sayis1 x 100 *

100

2 Hastalikli Bahge Sayisi

Hastalik Yayginhg (P) = x100

Bolgedeki Toplam Bahge Sayisi
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3.3.2 Orneklerin Alinmasi ve Muhafaza

Inceleme yapilan bahgelerde karakteristik Ates Yanikligi Hastaligi belirtisi
gosteren agaclarin dal, siirgiin ve cigekleri canli dokuyu da igerecek sekilde kesilip
etiketli torbalara konularak agizlar1 kapatilmis ve soguk zincirde laboratuvara
ulastirilmustir. Ornekler kullanilincaya kadar (en fazla 24 saat +4 C°) buzdolabinda

saklanmustir.

3.3.3 Etmenin izolasyonu

Izolasyon calismalarinda % 0,5°lik Na-hipoklorit veya % 70 seyreltilmis alkol
kullanilmistir. Hastaliklh siirgiin ve yapraklardan saglam ve 6lii dokuyu ayiran sinirdan
steril bir bisturi yardimi ile doku parcalar1 alinmigtir.

Yapraktan izolasyon; hastalikli yaprak ornekleri iyice temizlenerek hastalikli ve
hastaliksiz kisimdan steril bir bistliri yardimiyla parcalar aliarak sterilizasyon
islemlerine gecilmistir. Sterilizasyon %70 seyreltilmis alkol icerisinde 3-5 dk
bekletildikten sonra iki ayri beherde steril saf su igerisinde 2 dk bekletilerek
temizlenmesi saglanmistir. Dezenfeksiyonu yapilan parcalar steril kurutma kagitlarinda
kurutulmustur. Hazirlanan 6rneklerin ezme iglemi, steril havanlara bir miktar steril saf
su eklenerek havaneli yardimiyla homojen bir hal alana degin devam etmistir.

Ciceklerden alinan Ornekler seyreltilmis alkol igerisinde 2 dk bekletilip ve
ardindan saf steril suda yaklasitk 1dk bekletildikten sonra kurutma kagitlarinda
kurutularak havanlarda ezme islemi yapilmistir.

Dal ve siirgiin izolazyonunda ise; hastalikl siirgiinler saglam ve 6li dokuyu da
icine alacak sekilde steril bir bisturi ile kesilip sonraki asamaya gecilmistir.
Sterilizasyon islemlerinden sonra steril kurutma kagitlarinda kurutulup steril tiipler
icerisine hazirlanan steril saf sular eklenerek doku parcalar igerisine konulmus ve
yaklagik 30-45 dk beklenmistir.

Daha sonra bu ekstaksiyon siispansiyonlar1 6ze yardimiyla 6nceden hazirlanan
King-B besi yerlerine ¢izgi ekimleri yapilmistir. Ekim yapilan petri kaplar1 27 °C’de
inkiibe edilmistir. Besi ortamlarinda gelisen tipik kolonilere sahip bakterilerden

saflagtirma yapilmistir.
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King-B besi ortamlarinda beyaz-krem renkte, parlak yiliksek bombeli ve mukoid
olan levan tipte koloni gelisimi ve ayrica fluorescent pigment olugturmamasi koloni

seciminde pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.3.4 Tanilama Calismalari

3.3.4.1 LOPAT Testi

a) Tiitiinde asir1 duyarhlik reaksiyonu (HR) testi:

Elde edilen muhtemel E. amylovora izolatlarmin 10° cfu/ml’ lik siispansiyonlari
hazirlanarak en az 5-10 yaprakl tiitliin bitkilerine steril enjektor ile enjekte edilmistir.
Enjekte edilmis tiitiin bitkisi kontrollii gelisme odasinda 27 °C’ de 48 saat bekletilmistir
(Schaad et al., 2001). Bulastirma islemi yapilan tiitiin yapraklarinda siire sonunda
parsomentimsi yapilarin olugmasi tiitiin HR testinin pozitif olarak degerlendirilmesini

saglamistir.

b) Levan olusumu:

Nutrient Agar + % 5 sukrozdan olusan kiiltiir besi ortaminda 24 °C’de ve 48 saat

sonunda gelisen bakteri kolonilerinde kubbemsi yapi olusturanlar da levan pozitif olarak

degerlendirilmistir (Obradovic, 2010).

¢) Oksidaz testi:

Nutrient Agar + % 1 glikozdan olusan besi ortamina 48 saat onceden asilanan
bakteri kolonileri gelistirildikten sonra kurutma kagidinin iizerine % 1’lik tetramethyl-p-
phenylenediamine dihydrochloride’ den bir damla damlatildiktan sonra bir 6ze yardimi
ile bakteri kiiltlirlinden alinarak bu damlatilan bolgeye siiriilmiistiir. Kurutma kagidi 60
saniyeye kadar mavi-mor renk olusumu gozlemlenmeyenler oksidaz negatif olarak

degerlendirilmistir (Schaad et al., 2001).
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d) Patates pektolitik enzim aktivitesi testi:

Yiizey strerilizasyonu %70 alkol ile yapilan patatesler enine halkalar seklinde
kesilerek nemli kurutma kagidinin bulundugu steril kaplar icine yerlestirilmistir. King’s
B besi ortaminda 48 saat gelisen kolonilerden bir 6ze yardimi ile aday bakteriler
alinarak patatesin ylizeyinde 6nceden acgilmig olan oyuklara uygulanmistir. Uygulama
gormiis patateslerin bulundugu kaplara steril distile su ilave edilerek kapaklari
kapatilmistir. 27°C° de 3—4 giin inkiibatdre birakilmistir. Siire sonunda patateslerin
yiizeyinde doku ¢okmesi olusturmayanlar negatif olarak degerlendirilmistir (Schaad et

al., 2001). Negatif kontrol olarak saf steril su kullanilmigtir.

e) Arginin dehidrolaz testi:

Arginin dehidrolaz testi i¢in kullanilan besi yerinin formiilii asag1 verilmistir.

g/l
Peptone 1 gr
NaClI Sgr
K>,HPO4 0.3 gr
Agar 3gr
Phrnol red 1 mg
Arginine HCI 10 gr

Bu testte, tiiplere 3 ml konan arjinin besi ortaminin igine 6ze ile asilanan aday
bakterilerin tizerine 2 ml siv1 agar konulduktan sonra 27 °C’ de 7-15 giin inkiibatdrde
bekletilmistir. Test sonucunda pembe-kirmizi-sar1 renk olanlar negatif olarak

degerlendirilmistir (Obradovic, 2010).
3.3.4.2 KOH testi ile gram reaksiyonunun belirlenmesi
Bu test icin %3’lilk KOH ¢ozeltisi kullanilmistir. Bir lam iizerine %3’lilk KOH

cozeltisinden bir iki damla konulmustur. Canlandirilmig bakteriler 6ze ile alinarak KOH

damlasi icerisinde 5-10 sn karistirilmistir. Oze damlamadan yukar1 dogru kaldirilmistir.
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KOH’un vizkoz bir hal aldig1 ve 0.5-2 cm veya daha yukari iplik gibi uzayan bakteriler
gram negatif (-) olarak degerlendirilmistir (Saygili ve ark., 2006).

3.3.4.3 Molekiiler tanilama

Ates yaniklig1 hastaligi etmeni olan E. amylovora’yi spesifik diizeyde tanilamak
amaciyla G1-F (5'-CCTGCATAAATCACCGCTGACAGCTCAATG-3") ve G2-R (5'-
GCTACCACTGATCGCTCGAATCAAATCGGC-3") primerleri kullanilmistir. (Taylor
et al 2001). DNA ekstraksiyonu 10’ cfu/ml yogunlugunda (ODgonm:0.1) hazirlanan
bakteri stispansiyonu 1 ml 1.5’luk santrifiij tliplerine konularak kuru blok 1siticida 10
dakika siireyle kaynatilarak hazirlanmigtir. Daha sonra kullanilmak iizere -20 °C’de
saklanmistir. Caligmada kullanilacak master-mix ve termal cycle kosullar1 Taylor ve
ark. (2001)’e gore hazirlanarak uygulanmistir. PCR iirlinlerinin degerlendirilmesi %
1.5 lik agaroz jelde 100V ta 30-45 dk kosularak yapilmistir. Orneklerin E. amylovora
oldugunu primerlerin jel {izerinde 187 bp biiyiikliigiinde olusturdugu bantlara gore
degerlendirilmistir.

Monekiiler tanilama isleminde pozitif kontrol olarak; Izmir Ege Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Bakteriyoloji laboratuvarindan getirilen ve

teshisi yapilmis £. amylovora patojen bakterisi kullanilmistir (Bkz. Cizelge 2.5).
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Cizelge 2.5. Spesifik tanilama da kullanilan PCR master mix igerigi ve termal cycle
kosullar1

G1-F/G2-R primerleri i¢cin master mix

Gerekli Kimyasallar

Taq Buffer

MgCl,

dNTP
Primer:G1-F
Primer:G2-R
Taq Polimeraz

Steril Distile Su

Ornek Niikleik Asit

Toplam Hacim

Final

Konsantrasyon

Baslangic¢ Stok

10 X 1X

25 Mm 1,5 mM
2,5 mM 0,1 mM
10 mM 0,4 mM
10 mM 0,4 mM
5U 1U

107 cfu/ml

1 6rnek i¢in

gerekli miktar
2,5 ul

1,2 ul
1 ul

1 ul

1 ul
0,2 ul
13,1 pl
5ul
25 ul

95°C —
94°C _____,
60°C
72°C —
72°C —

15°C —

3.3.5 Patojenisite Testleri

3.3.5.1 Fidan-siirgiin testi:

3 dk

30sn

30sn

1 dk

5 dk

—  » 1dongi

40 dongii

—» 1dongi

Bu testte hastaliga duyarli oldugu bilinen deveci armut ¢esidi kullanilmistir.

Armut siirgiin testi i¢in 48 saat 6ncesinde canlandirilan muhtemel patojenler 10® cfu/ml’
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lik siispansiyonlar seklinde hazirlanmistir. Hazirlanan bu siispansiyonlar steril bir
siringa yardimiyla siirglinlere bulagtirtlmistir. Bulagtirma islemi yapilan siirgiinlerin 25-
30 giin son unda hastalik belirtisi gosterip gostermedigine bakilmigtir. Stirgiinlerde Ates

Yaniklig1 simptomlari olusturanlar pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.3.5.2 Ham meyve testi:

Bu testte ham armut meyveleri kullanilmistir. Saglam, yara almamis ve taze ham
armut meyveleri % 0.5’lik Na-hipoklorit icerisinde 3 dk bekletilerek steril edilmistir.
Daha sonra steril saf sudan gecirilen ham meyveler steril kurutma kagitlarinda
kurutulduktan sonra steril bir bicak yardimiyla enine kesilerek steril kaplara
konulmustur. Kesilen ham armutlara daha énceden -20 °C’ de saklanan ve canlandirilan
muhtemel E. amylovora bakterileri ham meyve parcalar1 lizerine steril bir pens ile agilan
deliklere bulastirilmis ve 27 °C’ de 72 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda enine
kesilen ham armut parcalar1 lizerinde gelisen ve yumusama meydana getiren bakteriler

pozitif olarak degerlendirilmistir.



4. BULGULAR

4.1 Sorvey Sonuclari

Van Goli Havzasinda Ates Yanikligi Hastalifinin tespiti ve yayginlik oranin
belirlenmesine yonelik sorvey ¢aligmalar1 2014-2015 Mayis ve Temmuz aylar1 arasinda
gerceklestirilmistir. Bu caligmalar da Van ve Bitlis il merkez ve ilgelerinde ziyaret
edilecek bahge sayisi ilgelerdeki agag sayisma gore yapilmistir. TUIK verilerine gére
havzadaki toplam aga¢ sayis1 745.891 adettir. Havzada en yliksek aga¢ sayisina sahip
ilgeler sirasiyla Ercis, Adilcevaz ve Van merkezdir. Bu konu ile ilgili gerekli veriler
Boliim 3.2 ‘de yer alan Cizelge 2.1’de verilmistir. Havzada bulunan bdlgelerden en
fazla aga¢ sayisina sahip bolge 184.578 elma agaci ile Van ili Ercis ilgesi, ardindan
180.900 agag sayisi ile Bitlis ili Adilcevaz ilgesi gelmektedir. Aga¢ sayisinin en diisiik
oldugu bolge ise 7.935 agag sayisi ile yine Van ili Gevas ilgesidir.

Cizelge 2.1°de gortildiigii gibi havzada toplam 41 bahge incelenmistir. Sorveyler
sonucu Bitlis ili Tatvan ilgesi disinda havzadaki biitiin il ve ilgelerde hastalik tespit
edilmistir. Dolagilan 41 bahceden 15’in de muhtemel Ates Yaniklig1 Hastalig1 belirtisi
tespit edilmistir. Havzada bulunan ve inceleme yapilan bolgelerin ayrintilar1 Cizelge

3.1’°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Van Golii Havzasinda bulunan bahgelerin konum, bitki cinsi ve bitkilerin

yas ¢izelgesi
il iice Konum Bitki Tiirii Bitki Cesidi Bitkinin Sorvey
Ort. Yas1 Tarihi
VAN Merkez Elmali Koy Elma Starking Delicious 15-20 09.06.2015
Merkez Elmali Koy Elma Starking Delicious 10-15 09.06.2015
Elmali Otel
Merkez Elma Starking Delicious 5-10 09.06.2015
Yani
Eminpasa Starking/golden
Merkez Elma 35-50 09.06.2015
Mabhallesi Delicious
Yyii ¢ikist Starking/Golden
Merkez Elma 5-10 23.06.2015
S5km Delicious
Yyii ¢ikist Starking/Golden
Merkez Elma 0-3 23.06.2015
10km Delicious
Iskele
Merkez Elma Yerli cins 5-10 02.07.2015
mahallesi
Edremit Starking/Golden
Edremit Elma 15-20 02.07.2015
merkez Delicious
Edremit
Edremit Elma Yerli ¢esit 10-15 02.07.2015
merkez
Edremit
Edremit Elma Yerli ¢esit 20 02.07.2015
merkez
Edremit
Edremit Elma Yerli ¢esit 15-20 02.07.2015
merkez
Muradiye Starking/golden
Muradiye Elma 3-5 25.06.2015
giris Delicious
Starking/golden
Muradiye
Muradiye Elma Delicious, Eksi 5-10 25.06.2015
merkez
elma
Muradiye Starking/Golden
Acik yol Elma 10-15 25.06.2015
Delicious
Gevag Gevayg giris Elma Starking/Golden 3-5 25.06.2015
Delicious
Gevag Gevas merkez ~ Elma Starking/Golden 5-7 25.06.2015
Delicious
Gevag Gevas merkez ~ Elma Yerli gesit 40-50 25.06.2015
Gevas Devlet Elma Starking Delicious/ 25-30 25.06.2015
. Pamuk elma
hastanesi
Ercis Unseli beldesi ~ Elma Yerli/Starking 15-20 23.06.2015

Delicious
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Cizelge 3.1. Van Golii Havzasinda bulunan bahgelerin konum, bitki cinsi ve bitkilerin

yas cizelgesi (Devami)
il iice Konum Bitki Bitki Cesidi Bitkinin Sorvey
Tiiri Ort. Yas1 Tarihi
VAN Ercis Unseli ¢ikisi Elma Starking/Golden 3-5 23.06.2015
Delicious
Ercis Merkez kuzey Elma Starking/Golden 5-10 23.06.2015
- Delicious
yonii
Ercis Cinarli Elma Starking/Golden 5-15 23.06.2015
. Delicious
mahallesi
Ercis Merkez Elma Starking/Golden 10-15 23.06.2015
Delicious
Ercis Ercis ¢ikist Elma Starking/Golden 8-10 23.06.2015
Delicious / fuji
BITLIS Merkez Merkeze giris ~ Elma Starking/Golden 3-8 25.06.2015
Delicious
Merkez Cezaevi yani Elma Starking/Golden 8-10 25.06.2015
Delicious
Tatvan Merkez Elma Starking/Golden 25-30 25.06.2015
Delicious/Pamuk
elma
Tatvan Merkez Elma Starking/Golden 20-25 25.06.2015
Delicious
Tatvan Tatvan  ¢ikis Elma Starking/Golden 10-15 25.06.2015
Delicious
nemrut yolu
Tatvan Adabag hasir Elma Starking/Golden 3-7 25.06.2015
beldesi Delicious
Ahlat Ahlat yolu Elma Starking/Golden 3-7 25.06.2015
20 /km Delicious
Ahlat Ahlat giris Elma Fuji 3 25.06.2015
Ahlat Ahlat merkez Elma Starking/Golden 20-30 25.06.2015
Delicious
Ahlat Ahlat merkez Elma Starking/Golden 10-15 25.06.2015
Delicious
Ahlat Ahlat merkez Elma Starking/Golden 10-15 25.06.2015
Delicious
Adilcevaz Ahlat- Elma Starking/Golden 3-5 23.06.2015
. . Delicious
Adilcevaz Adilcevaz aras1  Elma .. 10 23.06.2015
Golden Delicious
Merkez
Adilcevaz Merkez Elma Starking/Golden 15-20 23.06.2015
Delicious
Adilcevaz Merkez Elma Starking Delicious 10-15 23.06.2015
Adilcevaz Universite Elma Starking/Golden 5-10 23.06.2015
Delicious
arkast
Adilcevaz Adilcevaz Elma Golden Delicious 8-10 23.06.2015

¢ikist
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Yukarida Cizelge 3.1°de de goriildiigii gibi sorvey araligi 09 Haziran ile 02
Temmuz 2015 tarihleri arasinda degismektedir. Gozlem yapilan elma bahgelerinde
genellikle Starking/Golden Delicious ¢esidi elma agaglarinin yaninda yerli cesitler ve
iiretimi ¢ok fazla olmasa da Fuji ¢esidi bodur elma bahgeleri goriilmiistiir. incelenen
ticari elma bahgelerindeki agaglarin yaslar1 yaklasik olarak 3 ile 15 arasinda iken hobi
bahgelerdeki agaglarin yasi daha yiiksek ve kullanilan cesitlerin degiskenlik gosterdigi
belirlenmistir (Bkz. Sekil 3.1a,b).

Sekil 3.1 a. S6rvey calismalarinin yapildigi1 bahgeler.
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Sekil 3.1 b: Sorvey calismalarinin yapildigi bahgeler.

Yapilan incelemelerin sonuglart dogrultusunda Van golii havzasinin ve
bolgelerin hastalik siddeti ve hastalik yayginligi Boliim 3.3.1°de gdsterilen formiiller ile
Bora ve Karaca (1970)’in belirttigi yontem dogrultusunda tartili derecelendirme ile

tespit edilmistir. Tespit edilen sonuclar Cizelge 3.2°da verilmistir.

Cizelge 3.2. Van Golii Havzasinda bulunan Ates Yanikligi Hastaliginin hastalik siddeti
ve yayginlik orant

Arastirma Hastahk Hastahgin Bolgelerin Hastahk Hastahgin
bolgesi oram (I) yayginhgi (P) (ilcelerin) orani(l) yayginhgi (P)
(%) (%) (%) (%)

Van merkez 0.25 28
Edremit 6.006 50
Ercis 0.72 66,6

Van goli 0.23 36 Muradiye 1.14 33

Havzasi Gevas 0.09 25
Bitlis merkez 0.32 50
Tatvan 0 0
Ahlat 0.0077 20

Adilcevaz 0.23 50




31

Cizelge 3.2°da goriildiigii lizere hastalik oran1t % 6.006 ile % 0.0077 arasinda
degiskenlik gostermektedir. Hastalik oraninin en yiiksek oldugu bolge % 6.006 ile Van
ilinin Edremit il¢esidir. Bunu takiben Van ilinin Muradiye ve Ercis ilgeleri gelmektedir.
Buna karsilik Bitlis ili Tatvan ilgesinde hastalik tespit edilememistir.

Havzada bulunan hastalik yayginligi ise % 66.6 ile % 20 arasinda degismektedir.
Cizelge 3.2’te gosterildigi gibi hastalik yayginliginin en yiiksek oldugu bolge % 66.6 ile
Van ilinin Ercis ilgesi, hastalik yayginliginin en diisiik oldugu bolge ise % 20 ile Bitlis
ili Ahlat il¢esidir. Bunu sirastyla % 50 ile Van ili Edremit ilgesiyle, Bitlis il merkezi ve
Adilcevaz ilgesi, % 33 ile Van ili Muradiye, % 28 ile Van merkez ve % 25 ile Van ili

Gevas ilgesi izlemektedir.

4.2. izolasyon Sonuglar

Sorveylerde toplanan Ornekler (gigek, yaprak, siirgiin) labaratuvara getirilerek
izolasyon islemlerinin ardindan tiiplere alinarak -20 °C de muhafaza edildi. izolasyon

islem basamaklar1 Sekil 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.2. izolasyqp islem basamaklar1 a) Toplanan 6rneklerin hazirlanmasi b
ve c¢.) Orneklerin sterilazyonu, orneklerin kurutulmasi d) Ezilerek
hazirlanan siispansiiyonun besi yerlerine ekimi.

4.3. Hastaligin Tanilanmasi Ve Belirtileri

Ates Yanikligi Hastalifinin etmeni olan E. amylovora’nin tanilanmasi igin
toplanan Orneklerden elde edilen siipheli izolatlar laboratuvar ortaminda yapilan testler
ile tanilar1 yapilmistir. Yapilan test sonuglar1 Cizelge 3.3’ te verilmistir. Bu testler sirasi

ile;
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4.3.1. LOPAT Testlerinden;

a) Tiitiinde asir1 duyarhlik reaksiyonu (HR) testi:

Hazirlanan stispansiyonlarin verildigi Sekil 3.3 te goriildiigii gibi 5-10 yaprakli
Samsun cinsi tiitlin yapraklarinda siire sonunda parsomentimsi olusumlarin
gozlemlenmesi ile HR testinin pozitif oldugu degerlendirilmistir. Muhtemel izolatlardan
26 ornegin HR testi yapildi. Tiitliinde asir1 duyarlilik reaksiyonu (HR) sonucunda 17
Ornekte parsomentimsi yapilar goriilerek pozitif olarak degerlendirildi. Negatif sonug

veren 9 Ornek ise dikkate alinmadi.
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Sekil 3.3. Tiitlin yapraklarinda hipersensitiv reaksiyonun goriilmesi.

b) Levan testi:

Levan testi i¢in kullanilan Nutrient Agar + % 5 sukrozdan (SNA) olusan kiiltiir
besi yerine ekimi yapilan 17 izolatin tamaminda levan olusumda goriilen kubbemsi
yapilar Sekil 3.4’te gozlenerek pozitif olarak degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak

Pseudomonas syringae pv. syringae kullanilmistir.
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Sekil 3.4. a) SNA besi yerinde levan olusumunun gozlenmesi. b) King’s B
besi yerinde muhtemel E.a izolatlarinin gelismesi.

c¢) Patates pektolitik enzim aktivitesi testi:

Patates testi icin kullanilan E. amylovora oldugu tahmin edilen 17 izolatin
tamaminin dilimlenmis patatesler lizerinde doku ¢okmesi olusturmadigi gézlemlenerek

pozitif olarak degerlendirilmesi yapilmistir (Bkz. Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Patateste pektolitik enzim aktivitesi sonuglari.
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d) Oksidaz testi:

Bu test icin gelistirilen 17 muhtemel bakteri 6rneklerinin tiimiinde kurutma
kagitlar1 iizerinde renk degisimi gozlenmeyen izolatlar negatif (-) olarak

degerlendirilmistir (Bkz. Sekil 3.6).

| Muhtemel “
E.a

Sekil 3.6. Oksidaz testinde renk degisiminin gozlenmesi.

e) Arjinin dehidrolaz testi:

Boliim 3.3.4.1°de belirtildigi gibi hazirlanan besi ortamlarma ekimi yapilan 17
izolatin tiimiinde de renk degisimi pembe-kirmizi gézlenerek negatif (-) sonu¢ alinmigtir

(Bkz. Sekil 3.7).

- A&;

N.K :é Muhtemel Ed’lar

N.K || Muhtemel Ea’lar

e

Sekil 3.7. E. amylovora’nin Arjinin testi sonuglart (negatif) gériiniimii.
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4.3.2. KOH testi ile gram reaksiyonunun belirlenmesi:

Bu teste %3’liikk KOH c¢ozeltisi kullanilarak aday izolatlara Boliim 3.3.4.2°de
belirtildigi sekilde uygulanmis ve toplam 17 izolatin tiimiinde gram negatif (-) oldugu

tespit dilmistir (Bkz. Sekil 3.8).

Sekil 3.8. KOH testi ile gram reaksiyonun belirlenmesi.
4.3.3. Ham meyyve testi:

Bu teste kullanilan ham armut meyvelerine uygulanan muhtemel E. amylovora
izolatlarindan 17°si dilimler iizreinde yumusama ve bakteriyel akinti olusturduklari
gozlenmis ve pozitif olarak degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak daha dnceden E.
amylovora oldugu bilinen izolat kullanilmistir. Izolatlarin uygulandigi armut dilimleri

ve olusan bakteriyel akint1 Sekil 3.9’da goriilmektedir.
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N.K

Muhtemel E.d’lar

Sekil 3.9. Ham armut meyvelerinde bakterilerin olusturdugu
yapilar.

4.3.4. Molekiiler tanilama:

Bu yontemle; biyokimyasal ve ham armut meyveleriyle yapilan potojenite
testleri sonucunda E. amylovora oldugunu diisiiniillen muhtemel 17 izolatin kesin
tanilama islemi yapilmigtir. Monekiiler tanilamanin islem basamaklar1 Boliim 3.3.4.3’te
belirtilmistir. Calismada G1-F ve G2-R primerler ile E. amylovora ‘nin spesifik diizeyde
tanilamas1 yapilmigtir. Molekiiler yontemlere tabii tutulan 17 izolattan 15’inin jel
iizerinde 187 bp biiyiikliigiinde bant olusturdugu tespit edilmis ve bu izolatlarin Erwinia
amylovora olduguna karar verilmistir.

Bu veriler 15183inda Sekil 3.10°da goriildiigii iizere 15 O6rnegin kesinlikle E.

amylovora oldugu kanitlanarak teshis edilmistir.
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Sekil 3.10: PCR ¢aligmasi sonucu 6rneklerin jel goriintiileme cihazindaki
sonugclari.

4.3.5 Fidan-siirgiin testi:

Fidan siirgiin testinde kullanilan deveci cinsi armut fidanlarindan uygulama
gormiis siirglinler Ates yanikligi hastali§i belirtisi gosterenler pozitif (+) olarak
degerlendirilmistir. Fidelere enjektdrle verilen 15 6rnegin tiimiinde hastalik belirtileri
olan siirgiin yaniklig1 goriilmiistir (Bkz. Sekil 3.11). Bu Erwinia amylovora

izolatlarinin patojen oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.11. a) Hazirlanan siispansiiyonlarin siringa ile deveci ¢esidi armut
siirglinlerine inokule edilmesi b) inokule edilen siirliglinlerde hastalik
belirtisinin olusumu. c) negatif kontrol yanlizca su enjeksiyonu
yapildi.

Yapilan caligsmalar sonucu elde edilen izolatlarin 15’sinin E. amylowora oldugu
ve bu izolatlarin patojen oldugu belirlenmistir. Yapilan testler ve elde edilen sonuglar

toplu olarak ¢izelge 3.3’te verilmistir.
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Cizelge 3.3. Tanilama calismalarinda uygulanan testler ve sonuglari

Ham Fidan-
Muhtemel Levan  Oksidaz Patates Arjinin Tiitin KOH armut siirgiin  PCR
E.a'lar olusumu testi testi testi HR testi testi testi testi testi

Eal + - - + —+ + + +

Ea2 + - - + + + + + +
Ea3 + - - + + + + + +
Ea4 + - - + + + + + +
Eas + - - + + + + + +
Ea6 + - - + + + + + +
Ea7 + - - + + + + + +
Ea8 + - - + + + + + +
Ea9 + - - + + + + + +
Eal0 + - - + + + + + +
Eall + - - + + + + + +
Eal2 + - - + + + + + +
Eal3 + - - + + + + + +
Eal4 + - - + —+ + + + +
Eal6 + - - + + + - - -
Eal6 + - - + + + - - -
Eal7 + - - + + + + + +




5. TARTISMA VE SONUC

Ulkemiz elma yetistiriciliginde diinyada énemli bir yere sahip olmakla birlikte
her gecen giin iiretimini arttirmaktadir. Calisma bolgesi olan Van Golii Havzasinda bu
artis daha yiiksektir. TUIK, 2013 verilerine gore 2003 yilindan 2013 yilina toplam elma
agaci sayis1 400.842°den 745.891 adede elma iiretimi ise 9.940 tondan 16.746 tona
ulagmistir. Aradan gegen zaman diliminde bolgede elma tiretiminin hizli bir sekilde
yaklasik 3 kat artmis oldugu goriilmektedir. Bu hizli artis dogal olarak elmanin
havzadaki hastaliklarinin da takip edilmesinin 6nemini arttirmaktadir.

Ulkemizde dnemli bir problem olan ates hastalig1 hastaligimin ilk tespiti ve daha
sonra hizl1 bir sekilde yayilarak ciddi bir sorun haline gelmesi kisa bir zaman diliminde
gerceklesmistir. Hepaksoy ve ark, (1998)’e gore Erwinia amylovora’nin iilkemize
girdikten sonra, yumusak cekirdekli meyve yetistiriciliginin yogun olarak yapildig:
alanlarda Onemli zararlara neden oldugu ve yerli ¢esitlerin kaybolmasi tehlikesini
dogurdugunu bildirmiglerdir. Bu nedenle yetistiricili§in planlanmasi, korunma
yontemlerinin uygulanmasi veya gelistirilmesi i¢in hastaligin yayiliminin takip edilmesi
kadar bolgelerdeki durumunun tespit edilmesi de dnemlidir. Yiiriitiilen bu yiiksek lisans
calismasinda E. amylovora’nin tespiti ve hastalifin Van Golii havzasindaki yayginlik
orani ve hastalik oraninin belirlenmesi amaglanmigtir.

Calisma alan1 olan Van Golii Havzasinda sorveyler 2014-2015 yillarinda Mays,
Haziran ve Temmuz aylar1 arasinda yiiriitiilmistiir. Yapilan arazi incelemelerinde elma
bahgelerinde c¢icek yanikligi, dal ve govdelerde kanserler gozlenmis olsa da en fazla
gozlenen simptom siirgiin yanikligidir.

Yapilan sorveyler ile birlikte laboratuvar ortaminda gergeklestirilen
biyokimyasal ve molekiiler testler ile patojenite testlerinin sonuglariyla, yumusak
cekirdekli meyve agaclarinda Ates Yanikligi Hastaligi etmeni E. amylovora’nin teshisi
yapilmistir. Siipheli 17 izolattan 15’inin PCR testi sonucunda E. amylovora oldugu
tespit edilmis ve patojenite testleri bu sonuglari teyit etmistir. £. amylovora olmayan
diger 2 izolatin ise King’s B besi yerinde flouresant oldugu goriilerek Pseudomonas
s.s.p bakterisi olabilecegi diistiniilmektedir. PCR caligmas1 Taylor ve ark. (2001)’nin
dizayn ettigi G1-F ve G2-R primerleri kullanilarak yapilmis ve basarili sonuglar elde
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edilmigtir. Ayn1 sekilde (Arda, 2016; Lopez, 2006; De Bellis, 2007) bu primerleri
kullanmig ve benzer sonuclar elde etmislerdir. Calismada molekiiler ve biyokimyasal
testlerin kombinasyon halinde kullanilmasinin daha giivenilir ve hizli sonuglar verdigi
goriilmiistiir. qPCR calismalar1 ile hizli ve yiliksek duyarlilikta sonug elde
edilebilmektedir (De Bellis ve ark., 2007; Pirc ve ark., 2009; Bozan, 2011), fakat sistem
kurulumu ve altyapt maliyetinin hala yiiksek olmasi nedeniyle her laboratuvarda
bulunamayacagindan, calismada kullandigimiz klasik PCR kombinasyonlu yontemin
hizli, ucuz ve giivenilir sonuglarin elde etme olanagi saglamaktadir.

Bu bakteriyel patojen arastirma bolgesi olan Bitlis ili Tatvan ilgesi disinda tiim
bolgelerde tespit edilmistir. Cizelge 3.2°te gosterildigi gibi hastalifin yayginlik orani
bolgelerde farklilik gostermektedir. Van Golii Havzasinda genel olarak Hastaliginin
yayginlik oram1 %36 iken havzadaki Hastalik orani ise % 0.23 olarak belirlenmistir.
Illere gére yayginlik orani ise Van ilinde % 41.6 iken Bitlis ilinde % 29.4 olarak
hesaplanmistir. Bolgede benzer sonuglar 1990 yilinda TAGEM tarafindan Giineydogu
ve Dogu Anadolu bolgesini kapsayacak sekilde yapilan sorveylerde elde edilmistir.
Adiyaman, Bingo6l, Bitlis, Diyarbakir, Elaz1g, Hakkari ve Van illerinde ates yanikligi
hastaliginin yaygin oldugunu, Malatya ve Mus’ta sinirli oldugunu, Siirt’te ise hastaligin
bulunmadigimi belirtilmistir. Incelenen bélge kapsaminda ki hastalik oranlari armutta
%0.007-53.3, ayvada 9%0.005-91.4, elmada ise %0.05-41.5 araliginda oldugu
saptanmistir (Karahan ve ark., 2014). Oden ve ark., (1994), ise daha dar bir calisma
alaninda Van ve civarinda 1993 yilinda yumusak cekirdekli meyve agacglarinda ates
yaniklig1 hastali§inin tespiti ve yayginligina yonelik yaptig1 ¢aligmada Ayva agaglarinda
% 100’e yakin hastalik yaygmligr gozlenirken, armutta %86.86 ve elmada %38
oraninda hastalik yaygmligr tespit edilmistir. Havzada yiiriitiilen 6nceki ve bu
caligmalarda hastalik yayginlik oraninin, iiretim alan ve miktarinda artis olmasina
ragmen Onemli bir degisiklik gézlenmese de bir diisiistin oldugu goriilmektedir. Bolgede
ilk degerlendirilmenin yapildigi donemde (hastalik yayginlik orani %41.5) hastaligin
iilke ¢apinda epidemi yaptig1 ve hizli bir sekilde yaptig1 donemlerdir (Tokgoniil, 1988;
Tokgéniil, 1991; Okten ve Benlioglu 1988). Hastaligin yayilisindaki bu diisiisiin yaygin
olarak kullanilmaya baslanan c¢esitlerin tolerant olmasinin ve duyarli olan yerel

cesitlerin azalmasinin etkisi oldugu diisiiniilebilir.
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Yaptigimiz ¢aligmada Havzada ki en yiiksek hastalik yayginliginin % 66.6 ile
Van ilinin Ercis ilgesi, en diisiik oldugu bolge ise % 20 ile Bitlis ili Ahlat ilgesidir. Fakat
Hastalik oraninin en yiiksek oldugu bdlge % 6.006 ile Van ilinin Edremit ilgesidir.
Hastalik oranin en diisiik oldugu bolge ise % 0.0077 ile Bitlis ili Ahlat ilgesidir.
Bununla birlikte Bitlis ili Tatvan ilgesinde hastalik tespit edilmemistir. Bu bolgede 1993
yilinda Oden ve Alp (1994)’in yaptig1 ¢alismada; hastalik yayginhginin en fazla %
63.29 ile Van ili Gevas ilgesinde tespit edilir iken en diisiik oran ise % 33.63 ile Van
merkezde gozlenmistir. Hastalik oranmin en yiiksek oldugu bodlge olan Van ilinin
Edremit ilgesinde elma iiretiminin diger bdlgelere oranla da diisiik oldugu ve tiretimin
genelde hobi bahgesi diizeyinde yapildigi gozlemlenmistir. Yapilan incelemelerde
hastaligin diger bolgelere oranla daha yiliksek olma sebebinin yetistirilen elma
cesitlerinin hastalia duyarli yerli g¢esitlerinin olmasi ihtimalinin yani sira pestisit
kullaniminin diisiik ve bahgelerin bakimsiz olusu hastalik oranimnin yiiksek olmasini
aciklayabilir. Bilindigi gibi hastalikla miicadelede budama gibi bakim islemlerinin yani
sira pestisit kullanim1 hastaligin kontroliinde 6énemli oldugu bildirilmektedir (Vanneste,
2000; Agrios, 2005). Bu bolgelerde genellikle Starking Delicious ve Golden Delicious
¢esitlerinin yaygm olarak kullamldign TUIK, (2003), verilerinin yani sira arazi
gozlemleriyle de tespit edilmistir. Zwet ve Keil (1979)’un ve Demir ve Giindogdu
(1991;1993)’lin bahsi gegen elma cesitlerinin hastaliga karst tolerant oldugunu
belirtmislerdir. Ulkemizde yetistirilen elma cesitlerinden Red Spur, Starkearliest ve
Staymared cesitlerinin dayanikli, Golden Delicious, Grany Smith, Amasya misket ve
Starking Delious cesitlerinin hastaliga orta diizeyde dayanikliyken, Sport Golden
cesidinin ise duyarli oldugunu belirlenmistir (Demir ve Giindogdu, 1991;1993).
Tokgéniil, (1991), Dogu Akdeniz bolgesinde bulunan Adana, i¢el ve Kahramanmaras
illerinde yapt1g1 ¢aligmasinda; Elmalarda hastalik yaygiligi ve orani sirasiyla; % 8.33,
% 3.3, % 42.85 ve % 13.14, % 6.25, % 2.69 olarak hesaplanmistir. Hastaligin bu denli
yiiksek seyretmesinin sebebini ise kullanilan meyve ¢esitlerinin hastaliga kars1 duyarh
olmasini ile agiklanmistir. Benzer diger bir ¢alismada Mirik (2000), Amasya ve Tokat
illeri ve civarindaki hastaligin yayginlik orani sirast ile % 68 ile % 71 olarak belirlemis,
Hastalik oranini ise Amasya’da % 8.9 iken Tokat’ta %14.4 olarak bildirmistir. Mirik,
caligmasinda hastaligin yayginliginin yiliksek olma sebebini ar1 kovanlarinin bolgede

fazlaca bulunmasina ve hastaligin yayilmasinda riizgar, dolu gibi dogal olaylarin etkili
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oldugunu sdylemistir. Yayginligin bu kadar yiiksek olup hastalik oraninin diisiik olma
sebebi ise yetistirilen yumusak ¢ekirdekli meyve agaclarindan Elma, Armut ve Ayva
agaclarinin dayanikli ¢esitlerinin kullanilmasi oldugunu belirtmistir.

Ates Yanikligi Hastalik oraninin Van Go6lii Havzasinda diisiik seyretmesinin
yetistirilmekte olan elma agaglarinin g¢esitlerinin hastalia tolerant olmasinin yani sira
havzanin iklim sartlarinin etkili olabilecegi de diisiiniilebilir. Calismanin yiiriitildigi

2014-2015 yillarina ait ortalama sicaklik verileri Sekil 4’te verilmistir.
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Sekil 4. Van Golii Havzasia da bulunan Van ve Bitlis il ve il¢elerine ait 2014-
2015 yili Nisan-Agustos aylar1 arasindaki sicaklik ortalamasi verileri
(MGM, 2016).

E. amylovora’nin sicaklik isteklerinin minimum 18°C, optimum 21-27°C
arasinda oldugu (Zwet and Keil, 1979) bu isteklerin karsilandigi donemlerde bitkinin
fizyolojisinin uyusmamasindan kaynaklanabilecegi goz ardi edilmemelidir. Yukarida ki
Sekil 4’te goriilecegi lizere aragtirma bolgesinde yer alan Van ve Bitlis il ve ilgelerinin
2014-2015 yillar1, Nisan-Mayis-Haziran-Temmuz ve Agustos aylarina ait sicaklik
ortalamasi verileri goriilmektedir. Hastalik etmeni bakterinin minimum gelisme
sicakliginin 18°C oldugundan ve ¢igeklenme déneminde bitkiye giris yaptigi goz oniine
alindiginda; arastirma bolgesinde bu sicakliga ancak Haziran aymda ulasilabildigi

goriilmektedir. Bunula birlikte havzada elma agaglarinda ilk ¢iceklenme Nisan sonu
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Mayis baglarinda gergeklesmektedir. Boylece bitkinin duyarli oldugu donemde
patojenin dogadaki faaliyeti sinirhi kalir ve hastalik oraniin diisiik seyretmesine neden
olur.

Bu yiiksek lisans ¢aligmasinda biyokimyasal testler ile kombine edilmis GF1 ve
GF2 primerleri ile yapilan PCR calismasinin E. amylovora’nin tespitinde hizli ve
giivenilir sonuclar verdigi belirlenmistir. Calisma kapsaminda havzadaki ates yaniklig
hastaliginin yayginlik oraninin yiiksek olmasina ragmen yetistirilen tolerant cesitler ve

bakim islemleri nedeniyle hastalik oranmin disiik oldugu belirlenmistir.
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