CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

Siddika ERFEN

ACIDOVORAX AVENAE SUBSP. CITRULLP’NIN FARKLI
POPULASYONUNUN KULTURDE GELIiSiMi VE KARPUZ FIDELERINDE
ARANMASINDA UYGUN BESi YERLERININ ARASTIRILMASI

BiTKi KORUMA ANABILIM DALI

ADANA, 2011






CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

ACIDOVORAX AVENAE SUBSP. CITRULLI’NIN FARKLI
POPULASYONUNUN KULTURDE GELIiSiMi VE KARPUZ FIiDELERINDE
ARANMASINDA UYGUN BESi YERLERININ ARASTIRILMASI

Siddika ERFEN
YUKSEK LiSANS TEZi

BiTKi KORUMA ANABILIM DALI

Bu Tez 30/05/2011 Tarihinde Asagidaki Jiri Uyeleri Tarafindan
Oybirligi/Oyeekluagu ile Kabul Edilmistir.

Prof. Dr. Yesim AYSAN Prof. Dr. Saadettin BALOGLU Yrd. Dog. Dr. Mustafa MIRIK
DANISMAN UYE UYE

Bu Tez Enstitiimiiz Bitki Koruma Anabilim Dalinda hazirlanmustir.
Kod No:

Prof. Dr. ilhami YEGINGIL
Enstitii Miidiirii

Bu Calisma C. U. Arastirma Projeleri Birimi Tarafindan Desteklenmistir.
Proje No: ZF2010YL23

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve baska kaynaktan yapilan bildirislerin, cizelge ve fotograflarin
kaynak gosterilmeden kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere
tabidir.







0z

YUKSEK LiSANS TEZi

ACIDOVORAX AVENAE SUBSP. CITRULLI’NIN FARKLI
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Yard. Dog. Dr. Mustafa MIRIK

Acidovorax avenae subsp. citrulli karpuzda bakteriyel meyve leke hastaligina
neden olur. Bu hastalik iilkemiz de dahil karpuz iiretimi yapilan pek ¢ok iilkede
onemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu ¢alismada simptomsuz karpuz
fidelerinden patojenin epifitik bulasmalarinin saptanmasinda kullanilabilecek genel
ve yar1 segici besi yerlerinin tespiti arastirilmistir. Denemeye alinan bes adet genel
besi yeri (Nutrient Agar, King B, Yeast Extract Calcium Carbonate Agar, Tryticase
Soy Agar ve Nutrient Broth Yeast Sucrose Agar) ve yedi adet yar1 segici besi yerleri
(WFB 08, WFB 44, WFB 68, EBBA, mEBB, PYDAC ve P-278) kullanilmistir. Bu
besi yerlerinde patojenin farkli popiilasyonunun gelisimi de karsilagtirilmistir.

Sonug olarak, karisik olmayan temiz bir popiilasyondan Acidovorax avenae
subsp. citrulli izolasyonu yapilacaksa genel besi yerlerinden King B ve tryticase soy
agar besi yeri; yari secici besi yerlerinden P-278 ve EBBA veya mEBB tercih
edilmelidir. Hastalik belirtisi gosteren veya gostermeyen karpuz fidelerinden
Acidovorax avenae subsp. citrulli izolasyonunda yar1 segici besi yeri olan P-278 ve
mEBB kullanimi tercih edilebilir.

Anahtar Kelimeler: Karpuz, Acidovorax avenae subsp. citrulli, besi yeri, fide







ABSTRACT

MSc THESIS

DEVELOPMENT OF DIFFERENT POPULATION OF ACIDOVORAX
AVENAE SUBSP. CITRULLI ON CULTURE AND INVESTIGATION OF
SUITABLE MEDIA FOR DETECTION OF THE PATHOGEN FROM
WATERMELON SEEDLINGS

Siddika ERFEN

CUKUROVA UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE
DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION

Supervisor  : Prof. Dr. Yesim AYSAN
Year : 2011, Pages: 47

Jury : Prof. Dr. Yesim AYSAN
Prof. Dr. Saadettin BALOGLU
Assist. Prof. Dr. Mustafa MIRIK

Acidovorax avenae subsp. citrulli causes bacterial fruit blotch on watermelon.
This disease causes important economic losses in many watermelon producing
countries, also including our country. In this study, determination of general and
semiselective media can be used for detection of epiphytic infection of pathogen
from asymptomatic watermelon seedlings was investigated. Five general media
(Nutrient Agar, King’s Medium B, Yeast Extract Calcium Carbonate Agar, Tryticase
Soy Agar and Nutrient Broth Yeast Sucrose Agar) and seven semi selective media
(WFB 08, WFB 44, WFB 68, EBBA, mEBB, PYDAC and P-278) were used in the
study. Different growth of pathogen populations were also compared in so-called
media.

In conclusion, if Acidovorax avenae subsp. citrulli would like to be isolate
from a clear population, general media, King’s Medium B and tryticase soy agar, and
semiselective media, P-278 and EBBA or mEBB should be preferred. Semi selective
media, P-278 and mEBB can be preferred for isolation of Acidovorax avenae subsp.
citrulli from symptomatic or asymptomatic watermelon seedlings.

Key Words: Watermelon, Acidovorax avenae subsp citrulli, medium, seedling
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TESEKKUR
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GUL’e tesekkiir ederim.
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1. GIRIS Siddika ERFEN

1. GIRIS

Karpuz [Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum ve Nahai], Plantae alemi,
Magnoliophyta (kapali tohumlular) bolimii, Magnoliopsida (iki g¢enekliler) simifi,
Cucurbitales takimi, Cucurbitaceae familyasindan olan tek yillik bir bitkidir. Sicak
ve 1liman iklimde yetigir. Soguklardan ¢ok etkilendigi i¢in yetisme devresinde don
tehlikesi olmamalidir. Tohum ekiminde toprak sicakligi 12°C’nin {izerinde olmalidir.
Govdesi hafif tiiylii olup kollar1 toprak yiizeyinde 3-4 m kadar uzayabilir. Kdkleri
susuz olarak yetistirilen yerlerde olduk¢a derine inmesine ragmen sulak arazilerde
sacak kokler daha ¢cok 40-50 cm derinlikte yogunlasir. Meyveleri ise, tath ve suludur
(Anonim, 2010a).

Beslenme uzmanlar1 karpuzun igerisinde barindirdigi maddelerle tam bir
saglik kaynagi oldugunu belirtmektedir. Karpuzun faydalarini1 séyle siralayabiliriz:
Karpuzun bedeni temizleyici 6zelligi vardir, ¢iinkii yiizde 95’1 sudur. Bu sebeple
bobrekleri cok iyi ¢alistirir. Idrar soktiiriir. Bobrekteki iire ve iirat tuzlarini temizler.
Ayrica kum dokme, tas diisiirmeye de etkilidir (Anonim, 2010b). Bol bol B, C
vitamini ve antioksidan icerir. Sodyum, kalsiyum, potasyum, ¢inko ve demir
mineralleri acisindan zengin bir meyvedir. Boylelikle karpuz, bagisiklik sistemini
gliglendirir, viicuda zindelik, serinlik ve ferahlik verir. Soguk alginligina iy1 gelir.
Icerdigi kalsiyum sayesinde kemik gelisimini de destekler. Igerdigi yiiksek potasyum
kalp fonksiyonlarinin ve kan basincinin diizenlenmesine yardimeci olur. Cinko
icermesi ile de cinsel giicli arttirir. Ayrica ¢esitli kanser tiirlerine kars1 etkili olan
Beta-karoten ve kansere karsi koruma 6zelligi olan likopen maddesi bakimindan da
olduk¢a zengin bir meyvedir. Kansere yol acan en biiyilik sebeplerden biri, doku ve
organlarin zararli maddeler nedeniyle hasar gérmesidir (Anonim, 2010c). “Likopen”
maddesi ise, antioksidan 06zelligi sayesinde, serbest radikaller denilen zararl
toksinlerin saglikli doku ve organlara baglanmasii engeller. Likopen, doku ve
organlara baglanarak zararli maddelere karsi koruma saglar. Bu nedenle karpuz,
kansere karsi koruma saglayan en Onemli besinlerden biridir (Anonim, 2010d).
Karpuzda bulunan likopenin kansere kars1 koruyuculugunun A vitamininden 2 kat, E

vitamininden 10 kat fazla oldugu bilinmektedir. Likopen ayrica kan basincinin
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diizenlenmesine de yardimci olur (Anonim, 2010e). Potasyum ve Beta Karoten
maddesi kalbi enfarktiise kars1 koruyucu 6zelliktedir. Karpuz cekirdekleri de i¢inde
bulunan “Cucurbocitrin” adli maddeyle kan basincimi diistirmeye ve bobrek
fonksiyonlarmin diizenlenmesine yardimci olur. Kilo sorunu olan bayanlara da bol
bol karpuz tiiketmeleri Onerilir. Karpuz bol miktarda su icermesi ve seker
barindirmamasi, ayrica bosaltimi hizlandirmast ve kabizligi oOnlemesi gibi
ozellikleriyle kilo vermeyi hizlandirir. Bu sebeple hem fazla kilosu olan, hem de kilo
almak istemeyenlerin bol bol karpuz yemeleri tavsiye edilir. Karpuz, yag ve
kolesterol igermez. Kalorisi de ¢ok diisiiktiir. Bu sebeple yazin diyet yapanlar i¢in
bulunmaz bir gidadir. Karpuz tam anlamiyla bir sifa kaynagidir. Sifa kaynagi
karpuzdan, azami sekilde faydalanabilmek icin dogru tiiketilmesi de ¢cok dnemlidir.
Karpuz tiiketiminde yapilan bir yanlis1 da soyle dile getirebiliriz; “Karpuzu genelde
yemeklerden sonra tiiketilmesidir. Yemekten hemen sonra tiiketilen karpuz siskinlik,
hazimsizlik ve sindirim problemleri meydana getirir. Bol bol tiiketilemez. Karpuzu
acken tiiketmek igerdigi faydalardan azami sekilde yararlanilmasmi saglar. Bu
sebeple karpuzun bu 6zelliklerinden yararlanmak i¢in yemeklerden ¢ok once, mide
bosken tiiketilmesi gereklidir (Anonim, 2010f).

Karpuz, iilkemizde tiretilen bitkisel iirlinler arasinda 4.002.285 milyon ton ile
19. swrada yer almaktadir (FAO, 2008). Diinya’da karpuz iiretiminde 1. smrayi
67.203.275 milyon ton ile Cin almaktadir. Ulkemiz ise, 4.002.285 milyon ton
iiretimle 2. swrada yer almaktadir (Cizelge 1) (FAO, 2008). Ulkemizde karpuz
iretiminde ilk siray1 841.805 ton ile Adana (Cizelge 2); Adana ilinde ise ilk siray1
242.500 ton iiretim ile Karatas ilgesi almaktadir (Cizelge 3) (TUIK, 2009).

Cizelge 1.1 Karpuzun Diinya’daki Uretimi (FAO, 2008)

SIRA ULKE URETIM (Milyon Ton)
1 Cin 67.203.275

2 Tiirkiye 4.002.285

3 Iran 2.566.660

4 Brezilya 1.995.206

5 Amerika Birlesik Devletleri 1.814.500
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Cizelge 1.2 Karpuzun Tiirkiye’deki Uretimi (TUIK, 2010)

SIRA  SEHIR URETIM (Ton)
1 Adana 833.955
2 Antalya 370.453
3 [zmir 224.645
4 Diyarbakir 187.623
5 Ankara 136.112

Cizelge 1.3 Karpuzun Adana’daki Uretimi (TUIK, 2010)

SIRA ILCE URETIM (Ton)
1 Yiiregir 230.000

2 Karatas 205.000

3 Seyhan 159.750

4 Ceyhan 137.230

5 Yumurtalik 55.225

Tarmmsal alanda ve insan beslenmesinde dnemli bir paya sahip olan karpuzda
bircok fungal, viral ve bakteriyel etmen tespit edilmistir. Acidovorax avenae subsp.
citrulli bakteriyel etmenler icerisinde en Onemlileri arasinda yer almaktadir. Bu
etmen karpuzda bakteriyel meyve leke hastaligina neden olmaktadir. Etmen ilk 6nce
Pseudomonas pseudoalcaligenes subsp. citrulli, daha sonra Pseudomonas avenae
subsp. citrulli olarak adlandirilmistir (Willems ve ark., 1992). Son taksonomide ismi
Acidovorax avenae subsp. citrulli olarak degismistir. Patojen, gram negatif, aerobik,
diiz veya ¢ubuk seklinde ve tek bir polar kamgiya sahiptir, kamg¢1 sayis1 nadiren iki
ya da li¢ de olabilmektedir. Boyutlar1 0.2-0.8 ile 1.0-5.0 um arasindadir. Etmen,
oksidaz pozitif oOzelliktedir ve tiitiin yapraklarinda asir1 duyarlilik reaksiyonu
olusturmaktadir (Lelliott ve Stead, 1987; Schaad ve ark., 2001). Bakteri, taze
lekelerden besi yerlerine kolaylikla izole edilebilmektedir (Mirik ve Aysan, 2008).

Acidovorax avenae subsp. citrulli’nin neden oldugu bakteriyel meyve lekesi

hastalig1 ilk defa 1988°’de Mariana Adalari’nda ortaya ¢ikmistir (Wall ve ark., 1990).
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Bir y1l sonrasinda da ABD’nin ¢esitli eyaletlerinde (Florida, Giiney Karolina Indiana
ve llinois) siddetli epidemiler yapmistir (Hopkins, 1989; Babadoost ve Pataky, 2002).
2001 yilinin Nisan ayinda Florida’da bir fidelikte siddetli epidemilere rastlanmis ve
fideler imha edilmistir. Su anda ABD’nin 17 eyaletinde hastaligin varligi
bilinmektedir. ABD disinda Giircistan (Langston ve ark., 1999), Brezilya (Assis ve
ark., 1999), Japonya (Takashi ve ark., 2000), Avustralya (Martin ve Horlock, 2002),
Kosta Rika (Munoz ve Monterroso, 2002), Nikaragua (Munoz ve Manterroso, 2002),
Tayland (Walcott ve ark., 2004), Israil (Burdman ve ark., 2004), Cin (Ren ve ark.,
2006), Tayvan (Tzeng ve Hsu., 2007), Iran (Harighi, 2007), Macaristan (Palkovics ve
ark., 2008) ve Yunanistan (Holeva ve ark., 2009)’da varlig1 rapor edilmistir. israil,
bu hastaligm smirl yerlerde var oldugunu ve buralarin artik karantinaya alinarak
temizlenmeye ¢alisildigini bildirmistir (Burdman ve ark., 2004). Macaristan ise, 2007
yilinda meydana gelen epideminin kaynaginin belli olmadigini, ancak hasta tarlada
kullanilan asili karpuz fidelerini Tiirkiye’den ithal ettiklerini belirtmistir (Palkovics
ve ark., 2008).

Ulkemizde hastalik, ilk defa 1996’da Edirne’nin Enez ilcesinin Sultanice
Koyii’nde ortaya ¢ikmis ve iiretim alani yakilarak eradike edilmistir (Demir, 1996).
Cukurova Bolgesi’'nde ise, ilk kez 2005 yilinda Mirik ve ark., (2006) tarafindan
karpuz iiretim alanlarinda tespit edilmistir. 2009 ve 2010 yillarinin yaz aylarinda
Cukurova Bolgesi’'nde Adana (Tuzla, Karatas ve Merkez ilgeler) ve Osmaniye
(Kadirli ilgesi) illerine bagh koylerde, hastalik biiyiik epidemiler yaparak onemli
ekonomik kayiplara neden olmustur. Adana ve Osmaniye illerinde 4763 dekarlik
karpuz tlretim alan1 Tarim Bakanli§inca karantinaya alinarak dort yil boyunca bu
tarlalarda kabakgil iiretimi yasaklanmistir (Aysan ve ark., 2011). Aym yillarda
Adana, Mersin ve Antalya illerindeki pek cok ticari fidelikte bu etmenden dolay1 cok
sayida fide imha edilmek zorunda kalimmistir (Aysan ve ark., 2011). Hastalk
belirtileri 2010 yazinda Cukurova Bdlgesinde kavunda da epidemi yapmis ve
bolgede hastaligmm 6nemli bir konukcusu olarak kavun dikkat ¢ekmistir (Horuz ve
ark., 2011).

Acidovorax avenae subsp. citrulli fidede, yaprakta ve meyvede belirti

olusturur. Govde, yaprak sap1 ve kokler genellikle hastalanmaz. Bu hastalik 6zellikle
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karpuz fidelerini etkilemektedir. Fidelerde ilk belirtiler enfekteli kotiledonlar
iizerinde su emmis lekeler seklinde goriilmektedir (Sekil 1.1). Geng fidelerde
hipokotil {lizerindeki lezyonlar bitkinin yikimina neden olabilmektedir. Kotiledonlar
biiytidiiglinde lezyonlar yapraklara gecger. Gergek yapraklar {lizerindeki lezyonlar
kiiciik, koyu kahverengi ve genellikle sar1 bir hale ile ¢evrilmektedir. Sar1 renkli
alanlar gelismis olan yaprak damarlar1 boyunca ilerler. Yapragin alttan goriiniisiine
bakildiginda lezyon smirlar1 6zellikle yagmurlu ya da nemli havalarda su emmis
sekilde goriilmektedir. Yaprak lekeleri bazen halesiz, yag emmis ve diizensiz lekeler
seklinde de gozlenebilir (Sekil 1.2) (Latin ve Hopkins, 1995; Mirik ve Aysan, 2008).
Bakteriyel meyve lekesinin en karakteristik belirtileri, hasat zamani meyveler
iizerinde olusur ve iirlinlin pazar degerini yok eder. Enfekteli meyvenin en {ist
kismindaki koyu zeytin yesili lekeler hastaligin karakteristik belirtileridir.. Karpuz
meyvelerindeki lekelerin baslangigta 1 cm’den kiigiik oldugu goézlenmistir. Meyve
ylizeyindeki lezyonlar 7-10 giin icerisinde tiim meyveyi saracak sekilde
genislemektedir (Sekil 1.3). Lekelerin biiyiikliigii arttikca ilk enfeksiyon yeri
kahverengilesmektedir. Meyve lizerinde kiigiik ¢atlamis alanlar gozlenebilir. Meyve
lezyonlar1 meyve etine ilerleyerek bakterinin tohuma bulagsmasina neden olur.
Genisleyen lezyon boliimii ilerleyerek kabuk epidermisini kirar ve yapiskan, temiz,
kehribar rengi bir akint1 olusur. Bakterinin asit iretmesinden dolay1 nemli kosullarda
meyvelerden disariya beyaz kopiik ¢ikis1 gozlenir.

Acidovorax avenae subsp. citrull’'nin, tim kabakgil (kabak, hiyar, kavun,
karpuz) bitkileri konukgusu olmasina ragmen en biiyiik zarar1 kavun ve karpuzda
yapar. Ayrica domates ve kantalop kavunu da etmenin konukcusudur (Mirik ve
Aysan, 2008).

Acidovorax avenae subsp. citrulli adl1 bakteri hasta karpuz meyvelerindeki
lezyonlarm ice dogru ilerlemesiyle tohuma bulasir ve etmen tohum kaynaklhidir.
Etmen tohum kabugunun i¢ ve dis kismina lokalize olabilir. Patojenle bulagmis
tohumdan gelisen fidelerde uygun iklim sartlarinda hastalik gozlenir. Karpuz
tohumlarmda bulunan patojen tohum c¢imlenmesi esnasinda ¢ogalarak kotiledon
yapraklarda su emmis lekeler olusturur. Ozellikle 1lik, nemli, asir1 sulanan fidelerde

patojen kolaylikla yayilir. 26-30 °C civarindaki sicaklik basarili enfeksiyon igin
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gereklidir. Etmen yaprakta ¢ok fazla leke olusturmaz, hatta pek ¢ok yaprakta etmen
epifitik olarak bulunur. Hasta tohumdan gelisen belirti gostermeyen fidelerde tarlada
hastaligin yayilmasi i¢in ilk inokulum kaynagi olarak gorev yapar. Sekonder
enfeksiyonlar 6zellikle yagmurlama sulama yapilan tarlalarda su sigratmasi yoluyla,
yaprak stomalar1 gibi dogal agikliklardan meydana gelir. Uretim alani igerisinde
lezyon yiizeylerinde ¢ogalan bakteriler yeni gelisen yapraklara ve komsu bitkilere
yayilirlar. Nemli, sicak iklim kosullari, yagmurlama sulama, bitki yiizeyinin 1slak
kalmasi, kullanilan ¢esidin duyarh olusu ve bakim islemleri esnasinda yesil aksamin
yaralanmas1 sonucu tarlada sekonder yayilmalar gerceklesir ve siddetli hastalik
belirtileri meyvelerde gozlenir. Bazen yaprakta epifitik bulunan bakteri, yaprakta hi¢
belirti olusturmazken sadece meyvede belirtiler gozlenebilir. Patojen yapraktan
meyveye bulasir. Patojen bitkide sistemik olarak tasinmaz (Latin ve Hopkins, 1995;
Latin, 1996; Mirik ve Aysan, 2008).

Acidovorax avenae subsp. citrulli adl1 bakteriyel etmenin miicadelesinde
birinci kosul hastaliksiz tohum kullanimidir. Kullanmadan Once tohumlara on
cimlenme yapilarak tohumlarmn hastalikli olup olmadigi kontrol edilmelidir. Tohum
partisinde tolerans diizeyi sifirdir. Bu nedenle tohumluklarda hastalik tespit edilirse
hemen imha edilmelidir.

Son yillarda iireticilerimiz fide firmalarindan kabak {izerine asili karpuz
fideleri temin ederek tarlaya sasirtma yoluyla iiretim yapmaktadirlar. Uretim
sezonunda goriilen yogun hastalik nedeniyle iireticiler ve fide firmalar1 sikinti
yasamaktadirlar. Bu nedenle Acidovorax avenae subsp. citrulli’nin fidelerden

izolasyonu ve teshisi ¢ok biiyiik 6nem tasimaktadir.
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Sekil 1. 1. Acidovorax avenae subsp. citrulli’nin fidelerdeki belirtileri

Sekil 1. 2. Acidovorax avenae subsp. citrulli’nin karpuz ve kavun yapragindaki
belirtileri
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Sekil 1. 4. Acidovorax avenae subsp. citrulli’nin kavun meyvesindeki belirtileri
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Tarim ve Koy Isleri Bakanligi’na bagl karantina laboratuarlarinda yapilan
analizlerde 50 gr (yaklagik 1000 adet) karpuz tohumu 250 ml fosfat buffer i¢cinde
yiiksek dongiide (yaklasik olarak 150 rpm/saat) 4 saat ¢alkalandiktan sonra tohumlar
bir tiilbentle siiziilmektedir. Geriye kalan tohum calkalama suyu 50 ml’lik santrifiij
tiiplerine aktarilmakta ve tiipler 10.000 rpm’de 20 dakika santriflij yapildiktan sonra
iistteki stipernatant atilmakta, kalan pellet kismina 2 ml fosfat buffer eklenip tekrar
siispanse edilmektedir. Daha sonra elde edilen siispansiyondan 100 pl almip genel
besiyerlerinden King B ve yar1 secici besiyerlerinden P-278 besi yerine 2 tekrarh
olarak ekimi yapilmaktadir. Ayrica tohum ¢alkalama suyu Immuno Floresan Testi
(IF) ile incelenmekte floresan boya ile isaretlenmis koloniler aranmaktadir. Siipheli
goriilen koloniler saflagtirilip ELISA testleri ile diger biyokimyasal testlere
gecilmektedir.

Tohum ve fidelerde bulunan diisiik bakteri populasyonunu saptamak bazen
oldukca gii¢ olmaktadir. Bakteri izolasyonu ic¢in kullandigimiz genel besi yerleri
epifit ve latent bulasikliklar1 belirlemede yetersiz kalabilmektedir. Pek ¢ok arastirict
farkli besi yerleri veya bunlarm modifiye edilmis seklini kullanmaktadir. Tohum
testlemelerinde standartlar1 belirleyen Uluslararasi Tohum Testleme Birligi
(ISTA)’nin ve Avrupa Birligi Bitki Koruma Organizasyonu (EPPO)’nun da bu etmen
icin Onerdigi bir tohum testleme prosediirii bulunmamaktadir. Bu yiiksek lisans
calismasinin amaci, Acidovorax avenae subsp. citrulli’nin en kii¢iik yogunlugunu
saptayacak, 12 farkli besi yeri i¢inden en uygun genel veya yar1 segici besi yerinin
tespitidir. Ayrica bu etmenle suni olarak bulastirilmis hastalik belirtisi gdstermeyen
karpuz fidelerinde ve bolgemizde bulunan ticari fideliklerden temin edilecek karpuz
fidelerinde (hastalik belirtisi gdsteren veya gostermeyen) bu etmenin bulasikligi

yoniinde arastirma yapilmastir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Walcott ve Gitaitis (2000) karpuz tohumlarindan Acidovorax avenae subsp.
citrulli’nin saptanmasinda serolojik ve molekiiler testlerin birlesimi olan
immunomagnetik ayrim ve PCR’a dayali bir yontem gelistirmiglerdir. Bu yontem
genel bir besi yeri olan King B besiyeri kullanimina gore 10 kat daha duyarh olarak
bulunmustur. Karpuz tohumlarindan direk PCR yapmak tohumdaki engelleyicilerden
dolay1 basarisiz olmaktadir. Ancak tohumdaki bakteri hiicreleri serolojik bir test olan
immunomagnetik ayrim ile tespit edildikten sonra PCR yapildiginda 1 ml tohum
calkalama ¢ozeltisinde 10 bakteri hiicresinin varligmi belirleyecek diizeyde oldugu
saptanmustir.

Xiao ve ark. (2007) karpuz tohumlarindan Acidovorax avenae subsp.
citrulli’nin saptanmasinda immunolojik ve molekiiler testlerin birlesimi olan immuno
capture (IC) PCR’a dayali bir yontem kullanmiglardir. IC-PCR yOntemi, spesifik
PCR’a gore 100 kat daha duyarli bulunmustur. IC-PCR’n saptayabildigi en diisiik
bakteri yogunlugunun 10%-10* hiicre/ml oldugunu belirlemislerdir. Bu ydntemin
duyarl, hizli ve ucuz oldugu belirtilmistir.

Grondeau ve ark. (2007) tath misirda (Valerianella locusta) bakteriyel kara
leke hastaligina neden olan Acidovorax valerianellae’nin topraktan ve bitki
artiklarindan izolasyonunda yari-secici bir besi yeri gelistirmislerdir. Genel bir besi
yeri olan tryptic soy agar (TSA) besi yerine 5 mg/litre 5-fluorouracyl, novobiocin ve
propiconazole ekleyerek secicilik kazandirmiglardir. Bu yar1 segici besi yerinin
kullanimiyla topraktan, bitki kdklerinden ve artiklarindan patojen 39 giin sonra bile
izole edilmistir. Bu besi yerinin temeli, fluoresan Pseudomonas’larin gelisiminin 5-
florouracyl ile engellenmesine dayanmaktadir. Boylece bu besi yerinde Acidovorax
valerianellae daha dominant olarak gelisebilmektedir. Besi yerine 5 mg/litre
dozundan daha yiliksek oranda eklenen antibiyotikler Acidovorax valerianellae
kolonilerinin kii¢iik olmasina neden olur. Bu dezavantaji ortadan kaldirabilmek i¢in
besi yerine novobiocin eklenmistir. Sonug olarak, TSAV besi yeri farkli bakterilerle
bulasik 6rneklerden sadece Acidovorax valerianellae’nin degil ayn1 zamanda diger

Acidovorax tiirlerinin izolasyonu i¢in basit, ucuz ve kullanish bir besi yeridir.
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Park ve ark. (2008) Acidovorax avenae subsp. citrulli’'nin neden oldugu
bakteriyel meyve lekesi hastaliginin miicadelesinde 6nemli kriterin saglikli tohum
kullanimi oldugunu vurgulamislar ve ticari tohumlarm bu etmen ydniinden
incelenmesi gerektigine dikkat c¢ekmislerdir. Tim {ilkelerde en gecerli tohum
testleme yonteminin, direk tohum veya tohum calkalama ¢ozeltisinden Walcott ve
Gitaitis (2000) tarafindan gelistirilen immunomagnetik ayrim ve PCR’a dayali
yontemin kullanilmasidir. Bu patojene karsi1 pek ¢ok spesifik PCR primeri
gelistirilmistir. Arastiricilar bu PCR primerlerinden Syngenta firmasi tarafindan
gelistirilen “ZUP 2288/2289”, Seminis firmasi tarafindan gelistirilen “Seminis WFB
1/2” ve Walcott ve Gitaitis (2000) tarafindan gelistirilen “RST49/51” ve “RST63/64”
kodlu 4 primer seti 12 bakteri tiirline karsi testlemislerdir. Bu 4 primer seti,
Acidovorax konjaci ve Acidovorax avenae’nin diger 3 alttiiriinii de tanimigtir. Primer
setleri icinde RST49/51’1n en duyarli oldugu tespit edilirken Seminis WFB 1/2 kodlu
primer setinin Acidovorax avenae subsp. citrulli’nin diger tiirlerden ayriminda c¢ok
kuvvetli bantlar verdigi tespit edilmistir.

Bahar ve ark. (2008) Acidovorax avenae subsp. citrulli’'nin PCR’a dayali
tanisinda simdiye kadar kullanilan primer setlerinin sadece tiire spesifik oldugunu
fakat alttiir diizeyinde ayrim yapamadigini belirtmis ve sadece Acidovorax avenae
subsp. citrulli’yi tantyan ve diger alt tiirlerden ayiran bir primer seti gelistirmislerdir.
Karpuz tohumlarindan direk PCR yapmanin pek ¢ok dezavantaji oldugunu o6zellikle
karpuz tohumlarindaki engelleyicilerin yanlis negatif sonucglar verebilecegi
belirtilmistir. Yeni gelistirilen bu primer setini kullanarak Acidovorax avenae subsp.
citrulli’nin karpuz tohumlarindan aranmasinda immunomagnetik ayrim ve PCR’a
(IMS-PCR) dayali testte basarili bulgular elde etmislerdir. Bu caligmada, 5.000
tohum i¢inde 1 adet hasta tohum (% 0.02 bulasiklik) var oldugunda IMS-PCR
yontemiyle bakteriyi tohum calkalama ¢ozeltisinde saptayabilmislerdir.

Ha ve ark. (2009) kabakgil tohumlarindan bakteriyel etmen Acidovorax
avenae subsp. citrulli’yi ve fungal etmen Didymella bryoniae’yi saptarken 2 ayri
prosediir takip etmek yerine magnetic capture hibridizasyon (MCH) ve multiplex real
time polimerase chain reaction (PCR) kombinasyonuyla her iki patojeni tek islemde

saptamay1 basarmislardir. Bu yontem tek basina yapilan real time PCR’a gore 10 kat
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daha duyarli bulunmustur. Bu yontemle Acidovorax avenae subsp. citrulli’yi
saptayacak en diisiik inokulum yogunlugunun 10 hiicre/ml, Didymella bryoniae’yi
saptayacak en diisik inokulum yogunlugunun 10° konidi/ml oldugu belirlenmistir.
Acidovorax avenae subsp. citrulli ile bulasik dort 6rnek MCH real time PCR
yontemiyle testlendiginde tamanindaki bulasiklik saptanirken, tek bagina yapilan real
time PCR ile sadece bir 6rnek bulasik olarak belirlenmistir. Bu arastirmada, 5.000
adet kavun ve karpuz tohumu icinde 1 adet Acidovorax avenae subsp. citrulli ve
Didymella bryoniae ile bulagik tohumun (% 0.02 bulasiklik) varligt MCH ve
multiplex real time PCR ile tespit edilebilmistir. Bu yontem 06zellikle her iki
patojenin aranacagi karantina laboratuarlarinda emin ve hizli sonug¢ elde etmek i¢in
kullanimi1 Onerilebilir.

Zhao ve ark. (2009) kavun ve karpuzda tohum kokenli olarak tiim diinyaya
yayllma potansiyelinde olan Acidovorax avenae subsp. citrulli’nin, tohumdaki
varligin tespit etmek i¢in karantina laboratuarlarinda rutin olarak kullanilabilecek
tohum calkalama ¢ozeltisi (tampon buffer) ve besi yeri tespiti lizerine bir arastirma
yapmuslardir. Acidovorax avenae subsp. citrulli bulasikligi yoniinden testlenecek
tohumlar vancomycin iceren ¢ozeltide c¢alkalandiktan sonra yari-segici besi yeri
olarak, etanol bromcresol purple/brilliant blue R iceren EBB ve ampisilin igeren
EBBA besi yerine yayilmistir. Bu yari-segici besi yerlerinde gelisen siipheli
kolonilere direkt real-time PCR veya real-time BIO-PCR testi yapilarak bakterinin
Acidovorax avenae subsp. citrulli oldugu kanitlanmistir. Bu calismada tohum
calkalama c¢ozeltisine antibiyotik ekleyerek tohum yiizeyindeki saprofitler
uzaklastirilmis ve besi yerinde secicilik daha artirillarak kavun ve karpuz
tohumlarinda sadece Acidovorax cinsine ait bakterilerin gelisimi i¢in uygun kosullar
yaratilmistir. Calismada tohum calkalama ¢ozeltisi, yar1 secici besi yeri ve real-time
PCR’1mn birlesimini i¢eren bir yontem kullanilmistir. Sonug olarak, 1000 adet saglikl
tohum i¢ine sadece 1 adet hasta tohum karistiginda, bu yontemin bulasik tohum

partisini belirleyecek diizeyde oldugu ortaya konmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Patojen izolat: Prof. Dr. Yesim AYSAN danismanliginda doktora egitimine
devam eden Zir. Yiik. Miih. Hatice ORNEK tarafindan Adana ilinin Karatas ilcesine
bagl Tas¢1 kdyiinden izole edilen ve bu doktora tezi ¢ercevesinde geleneksel ve
molekiiler yontemlerle Acidovorax avenae subsp. citrulli olarak tanilanan Tasci-1
kodlu izolat kullanilmustir.

Besi yerleri: Calismada genel besi yeri olarak Nutrient Agar (Lelliott ve
Stead, 1987), King B (King ve ark., 1954), Yeast Extract Calcium Carbonate Agar
(Lelliott ve Stead, 1987), Tryticase Soy Agar (Lelliott ve Stead, 1987) ve Nutrient
Broth Yeast Sucrose Agar besi yerleri (Bugbee ve ark., 1987); yar1 se¢ici besi yeri
olarak WFB 08 (Gitaitis, 1993), WFB 44 (Gitaitis, 1993), WFB 68 (Walcott ve ark.,
1999), EBBA (Zhao ve ark., 2009), modifiye edilmis ethanol bromcresol purple
brilliant blue (mEBB) (Zhao ve ark., 2009), PYDAC (Grondeau ve ark., 2007) ve P-
278 besi yerleri (Randhawa ve ark., 2001) kullanilmistir.

Karpuz tohumlar: Acidovorax avenae subsp. citrulli ile karpuz
tohumlarmin bulastirilmasi ve buradan patojenin aranmasi ¢alismalarinda Nunhems
tohum firmasma ait Crimson Sweet ¢esidi hibrit karpuz (Citrullus lanatus) tohumlar1
kullanilmstir.

Karpuz fideleri: Patojenite ¢alismalarinda Atlas fide firmasi (Yeniyayla
koyii, Adana) tarafindan iiretilen 2-3 gergek yaprakli donemdeki saghkli Zeugma
cesidi hibrit karpuz (Citrullus lanatus) fideleri kullanilmistir.

Ticari fidelikler: Cukurova Bdlgesinde Adana ve Mersin illerinde bulunan
ticari olarak karpuz fidesi iiretip satisini yapan ili¢c adet ticari fidelikten Ornekler
toplanmig ve denemeler yiiriitiilmiistiir.

ELISA tam kit: Agdia firmasma ait “SRA 14800 Reagent Set” kodlu ticari
tan1 kiti kullamilmistir. DAS-ELISA testinde Acidovorax avenae subsp. citrulli i¢in
spesifik olan monoklonal antiserum ve alkaline fosfataz enzimiyle isaretlenmis

RUB3 kodlu konjugate kullanilmistir.

15



3. MATERYAL VE YONTEM Siddika ERFEN

Kullanilan alet ve makinalar: Calismada hassas terazi, saf su cihazi,
magnetik karistiricy, pH metre, otoklav, steril kabin, inkiibator, erlen calkalayici,

tohum ogiitiici ve ELISA okuyucusu kullanilmisgtir.

3.2. Yontem

3. 2. 1. Genel ve Yar Secici Besi Yerlerinin Hazirlanmasi

Nutrient Agar Besi Yeri: Bir litre saf su icerisine 1 gr beef extract, 2 gr
yeast extract, 5 gr bakteriyolojik pepton ve 5 gr NaCl eklenmis ve magnetik
karistiricida iyice karistirildiktan sonra pH: 7.2-7.4’e ayarlanmistir. Karisim igerisine
15 gr agar ilave edilmis ve 121°C’de 20 dk otoklavlanarak besi yeri sterilize
edilmistir (Lelliott ve Stead, 1987). Otoklavdan sonra 50°C’deki su banyosunda
sogutulan besi yeri, steril kabinde bulunan 9 cm ¢apindaki steril petrilere yaklasik
15-20 ml dokiilmiis ve donmaya birakilmistir. Petrilerin yiizeyindeki nem
kurutulduktan yaklasik 24-48 saat sonra besi yeri kullanilmistir.

King B Besi Yeri: Bir litre saf su igerisine 20 gr proteose peptone, 1.5 gr
K;HPO4.3H,0, 1.5 gr MgS04.7H,0 ve 10 ml gliserin eklenmis ve magnetik
karigtiricida iyice karigtirildiktan sonra pH: 7.0-7.2°ye ayarlanmustir. Karigim
icerisine 15 gr agar ilave edilmis ve 121°C’de 20 dk otoklavlanarak besi yeri sterilize
edilmistir (Lelliott ve Stead, 1987). Otoklavdan sonra 50°C’deki su banyosunda
sogutulan besi yeri, steril kabinde bulunan 9 cm ¢apindaki steril petrilere yaklasik
15-20 ml dokiilmiis ve donmaya birakilmistir. Petrilerin yiizeyindeki nem
kurutulduktan yaklasik 24-48 saat sonra besi yeri kullanilmistir.

Yeast Extract Calcium Carbonate Agar Besi Yeri: Isitilmis bir litre saf su
icerisine 10 gr yeast extract, 20 gr glikoz ve 20 gr kalsiyum karbonat (CaCO3)
eklenmis ve magnetik karistiricida iyice karistirildiktan sonra pH: 7.0-7.2°ye
ayarlanmistir. Karisim igerisine 12 gr agar ilave edilmis ve 121°C’de 20 dk
otoklavlanarak besi yeri sterilize edilmistir (Lelliott ve Stead, 1987). Otoklavdan
sonra 50°C’deki su banyosunda sogutulan besi yeri, steril kabinde bulunan 9 c¢m

capindaki steril petrilere yaklasik 15-20 ml dokiilmiis ve donmaya birakilmistir.
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Petrilerin ylizeyindeki nem kurutulduktan yaklasik 24-48 saat sonra besi yeri
kullanilmastir.

Tryticase Soy Agar Besi Yeri: Bir litre saf su icerisine 30 gr trypticase soy
broth eklenmis ve magnetik karistiricida iyice karistirildiktan sonra pH: 7.0-7.2°ye
ayarlanmistir. Karisim igerisine 15 gr agar ilave edilmis ve 121°C’de 20 dk
otoklavlanarak besi yeri sterilize edilmistir (Lelliott ve Stead, 1987). Otoklavdan
sonra 50°C’deki su banyosunda sogutulan besi yeri, steril kabinde bulunan 9 c¢m
capindaki steril petrilere yaklasik 15-20 ml dokiilmiis ve donmaya birakilmistir.
Petrilerin ylizeyindeki nem kurutulduktan yaklasik 24-48 saat sonra besi yeri
kullanilmastir.

Nutrient Broth Yeast Sucrose Agar Besi Yeri: Bir litre saf su icerisine 8 gr
nutrient broth, 8 gr yeast extract, 0.5 gr K;HPO4, 0.5 gr sukroz eklenmis ve magnetik
karigtiricida iyice karigtirildiktan sonra pH: 7.0-7.2°ye ayarlanmustir. Karigim
icerisine 15 gr agar ilave edilmis ve 121°C’de 20 dk otoklavlanarak besi yeri sterilize
edilmistir. Otoklavdan sonra 50°C’deki su banyosunda sogutulan besi yerine,
filtreden gecirilerek steril edilmis olan 1 ml MgSO4x7H,0 steril sartlarda eklenmis
(Bugbee ve ark., 1987) ve 9 cm ¢apindaki steril petrilere yaklasik 15-20 ml dokiilmiis
ve donmaya brrakilmistir. Petrilerin ylizeyindeki nem kurutulduktan yaklasik 24-48
saat sonra besi yeri kullanilmistir.

PYDAC Besi Yeri: Isitilmis bir litre saf su igerisine 3 gr peptone, 3 gr yeast
extract, 5 gr glukoz, 40 gr kalsiyum karbonat (CaCOs) magnetik karistiricida iyice
karistirildiktan sonra ph: 7.0-7.2’ye ayarlanmis ve 15 gr agar eklenmistir (Grondeau
ve ark., 2007). Besi yeri 121°C’de 20 dk otoklavda sterilize edilmis 50°C’ye
sogutulduktan sonra 9 cm capindaki steril petrilere yaklasik 15-20 ml dokiilmiis ve
donmaya birakilmigtir. Petrilerin yiizeyindeki nem kurutulduktan yaklasik 24-48 saat
sonra besi yeri kullanilmigtir.

WFB 08 Besi Yeri: Bir litre saf su icerisine 5 gr NaCl, 1 gr NaH4POg4, 1 gr
K;HPOy, 0.2 gr MgS04x7H,0, 0.2 gr Berberine, 5 pl Pourite, 3 gr f-Hydroxybutyric
acid eklenmis ve magnetik karistiricida iyice karistirildiktan sonra 0.01 gr Phenol red
ve 1 ml Methyl violet B (% 1°lik stok soliisyonundan) eklenmistir. pH’s1 7.0-7.2’ye

ayarlanan besi yerine 15 gr agar ilave edilerek, biiyiik bir erlende i¢inde bir magnet
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ile birlikte 121°C°’de 20 dk otoklavda sterilize edilmistir. Otoklavdan sonra
50°C’deki su banyosunda sogutulan besi yerine, filtreden gegirilerek steril edilmis
olan 0.1 gr cycloheximide adli antibiyotik steril kosullarda eklenmis ve magnetik
karigtiricida karistirilmistir (Gitaitis, 1993). Hazirlanan besi yeri 9 cm ¢apindaki
steril petrilere yaklasik 15-20 ml dokiilmiis ve donmaya birakilmistir. Petrilerin
yilizeyindeki nem kurutulduktan yaklasik 24-48 saat sonra besi yeri kullanilmistir.
WFB 44 Besi Yeri: Bir litre saf su igerisine 5 gr NaCl, 1 gr NH4POq, 1 gr
KH;PO4, 0.2 g MgSO4x7H,O eklenmis ve magnetik Kkaristiricidda iyice
karistirildiktan sonra 0.01 gr Phenol red, 0.01 gr Methyl violet B (% 1’lik stok
solisyonundan), 0.2 gr Berberine, 0.02 ml Pourite, 26 gr CMC
(Carboxymethylcellulose’m ¢ok viskoz olan sodyum tuzu) eklenmistir.
Carboxymethyl cellulose (CMC)’in 1yi bir sekilde karigabilmesi icin, azar azar
eklenmistir. CMC 1yice eridikten sonra besi yerinin donmasinda sikinti
yasandigindan icerisine literatiirde bildirilen 5 gr agarin aksine 8 gr ilave edilmis ve
pH: 7.0-7.2°ye ayarlanmistir. Biiylik bir erlen i¢inde hazirlanan besi yeri bir magnet
ile birlikte 121°C°’de 20 dk otoklavda sterilize edilmistir. Otoklavdan sonra
50°C’deki su banyosunda sogutulan besi yerine, filtreden gegirilerek steril edilmis
olan 30 mgr cefaclor adh antibiyotik steril kosullarda eklenmis ve magnetik
karigtiricida karistiridlmistir (Walcott ve ark., 1999). Besi yeri 9 cm ¢apindaki steril
petrilere yaklasik 15-20 ml dokiilmiis ve donmaya birakilmistir. Petrilerin
yilizeyindeki nem kurutulduktan yaklasik 24-48 saat sonra besi yeri kullanilmistir.
WFB 68 Besi Yeri: Bir litre saf su icerisine 5 gr bacto-peptone, 0.25 gr
CaCl,.2H,0, 10 ml Tween 80 eklenmis ve magnetik karistiricida iyice karistirildiktan
sonra 0.2 gr berberine ve 0.01 gr methyl violet B eklenmistir. Kimyasallar iyice
eridikten sonra icerisine 15 gr agar ilave edilmis ve pH 7.0-7.2’ye ayarlanmistir.
Biiyiik bir erlen i¢cinde hazirlanan besi yeri bir magnet ile birlikte 121°C’de 20 dk
otoklavda sterilize edilmistir. Otoklavdan sonra 50°C’deki su banyosunda sogutulan
besi yerine, filtreden gecirilerek steril edilmis olan 0.05 gr carbenicillin adli
antibiyotik steril kosullarda eklenmis ve magnetik karistiricida karistirilmistir

(Walcott ve ark., 1999). Hazirlanan besi yeri 9 cm ¢apindaki steril petrilere yaklasik
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15-20 ml dokiilmiis ve donmaya birakilmistir. Petrilerin yiizeyindeki nem
kurutulduktan yaklasik 24-48 saat sonra besi yeri kullanilmistir.

EBBA Besi Yeri: Bir litre saf su igerisine 0.3 gr yeast extract, 2.6 gr
NH4H,POy4, 0.8 gr KoHPOy4, 0.3 gr KHPO,, 0.2 gr KCI, 0.2 gr MgSO4x7H,0, 0.5 gr
boric acid eklenmis ve magnetik karistiricida iyice karistirildiktan sonra pH: 5.3-
5.5’e ayarlanmustir. Besi yeri igerisine 15 mg/ml stok soliisyondan 0.6 ml bromcresol
purple ve 10 mg/ml stok soliisyondan 1 ml brilliant blue R ilave edilmis ve besi yeri
tekrar karistirilmis ve karisim igerisine 16 gr agar ilave edilmistir. Biiyiik bir erlen
icinde hazirlanan besi yeri bir magnet ile birlikte 121°C’de 20 dk otoklavda sterilize
edilmistir. Otoklavdan sonra 50°C’deki su banyosunda sogutulan besi yerine,
filtreden gecirilerek steril edilmis olan 1 mg/ml stoktan 1 ml ampicillin ve 250 mg/ml
stoktan 2 ml cycloheximide adli antibiyotikler ile 10 ml % 96’lik ethanol steril
kosullarda eklenmis ve magnetik karistiricida karistirilmistir (Zhao ve ark., 2009).
Hazirlanan besi yeri 9 cm c¢apindaki steril petrilere yaklagik 15-20 ml dokiilmiis ve
donmaya birakilmigtir. Petrilerin yiizeyindeki nem kurutulduktan yaklasik 24-48 saat
sonra besi yeri kullanilmigtir.

Modifiye Edilmis Ethanol Bromcresol Purple Brilliant Blue (mEBB) Besi
Yeri: Bir litre saf su igerisine 2.6 gr NH4H,POy4, 0.8 gr K;HPOy4, 0.3 gr KHPOy, 0.2
gr KCI, 0.2 gr MgSO4x7H,0, 0.3 gr yeast extract, 0.5 gr boric acid eklenmis ve
magnetik karistiricida iyice karistirildiktan sonra ph: 5.3-5.5’e ayarlanmistir. Besi
yeri igerisine 15 mg/ml stok soliisyondan 0.6 ml bromcresol purple ve 10 mg/ml stok
soliisyondan 1 ml brilliant blue R ilave edilmis ve besi yeri tekrar karistirilmastir.
Karisim igerisine 16 gr agar ilave edilmistir. Biiyiik bir erlen i¢inde hazirlanan besi
yeri bir magnet ile birlikte 121°C’de 20 dk otoklavda sterilize edilmistir. Otoklavdan
sonra 50°C’deki su banyosunda sogutulan besi yerine, filtreden gegirilerek steril
edilmis olan 10 ml ethanol ve 250 mg/ml stoktan 2 ml cycloheximide steril
kosullarda eklenmis ve magnetik karistiricida karistirilmistir (Zhao ve ark., 2009).
Hazirlanan besi yeri 9 cm ¢apindaki steril petrilere yaklagik 15-20 ml dokiilmiis ve
donmaya birakilmistir. Petrilerin yiizeyindeki nem kurutulduktan yaklasik 24-48 saat

sonra besi yeri kullanilmigtir.
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P-278 Besi Yeri: Bir litre saf su igerisine 1.5 gr MgS04.7H,O, 1.5 gr
KoHPO,, 15 ml gliserin, 20 gr proteose peptone eklenmis ve magnetik karistiricida
tyice karistirildiktan sonra ph’st 7.0-7.2°ye ayarlanmis besi yerine 10 mg/ml stok
soliisyondan 1.5 ml brothymol blue, 10 mg/ml stok soliisyondan 100 pl Methyl violet
ve 15 gr agar eklenmistir. Biiylik bir erlen i¢inde hazirlanan besi yeri bir magnet ile
birlikte 121°C’de 20 dk otoklavda sterilize edilmistir. Otoklavdan sonra 50°C’deki su
banyosunda sogutulan besi yerine, filtreden gecirilerek steril edilmis 100 mg/ml stok
soliisyondan 1 ml cycloheximide, 1 mg/ml stok soliisyondan 1 ml vancomycin, 1
mg/ml stok soliisyondan 1 ml ampicillin, 10 mg/ml stok soliisyondan 100 pl
gentamycin, 10 mg/ml stok soliisyondan 1 ml 5-flourosil ve 10 mg/ml stok
solisyondan 2 ml cefaclor eklenmis ve magnetik karistiricida iyice besi yeri
karistirilmistir (Randhawa ve ark., 2001). Hazirlanan besi yeri 9 cm ¢apindaki steril
petrilere yaklasik 15-20 ml dokiilmiis ve donmaya birakilmistir. Petrilerin

yilizeyindeki nem kurutulduktan yaklasik 24-48 saat sonra besi yeri kullanilmistir.

3.2. 2. Yan Secici Besi Yerlerinde Kullamlan Antibiyotik ve Indikatérlerin Stok

Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Yar1 secici besi yerlerine eklenen antibiyotikler (ampicillin, carbenicillin,
cefaclor, cycloheximide, 5-flourosil, gentamycin ve vancomycin) ve indikatorler
(brothymol blue, bromcresol purple, brilliant blue R, methyl violet ve phenol red) az
miktarlarda stok soliisyon seklinde hazirlanmistir. Indikatorler sadece saf su iginde
coziiliirken antibiyotiklerin bir kismi % 70’ lik etil alkolde bir kismi1 da saf su i¢inde
cOzililmiistiir. Ampicillin ve cycloheximide adli antibiyotikler % 70 lik etil alkolde
coziilmiistiir. Antibiyotikler ve indikatorler, milipore marka 0.22 pm’lik filtreden
gecirilerek steril edilmis ve steril kapakli cam kaplara alinmislardir. Uzerine tarih
etiketi yapistirilan steril kaplarda 6 ay buzdolabinda saklanmistir. Ornek olarak bir
antibiyotik ve bir indikatoriin nasil hazirlandig1 asagida detayli olarak anlatilmistir.

0.1 gr cycloheximide antibiyotiginin hazirlanmasi: 1 litre besiyeri icerisine
0.1 gr cycloheximide antibiyotiginden ilave etmek i¢in stok soliisyonu hazirlanmistir.

10 ml % 70’lik etil alkol icerisine 1 gr cycloheximide eklenmis, bir magnet
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yardimiyla karigtirilarak antibiyotigin tamamen erimesi saglanmistir. Boylelikle 10
ml % 70’lik etil alkol igerisine 1 gr cycloheximide eklendiginde 0.1 gr/ml stok
soliisyonu elde edilmistir. Sonug olarak, hazirlanan 10 ml stok soliisyonundan 1 ml
almip 1 litre besiyerine eklendiginde litreye 0.1 gr cycloheximide icermis olur.

10 mg/ml methyl violet stok soliisyonun hazirlanmasi: 10 ml saf su
icerisine toz halinde bulunan methyl violetten 100 mg (0.1 gr) tartilmis, saf su ve
tartilan methyl violet cam tiip igerisine aktarilmistir. Stok soliisyon tiip
karistiricisinda iyice karistirilmistir. Daha sonra hazirlanan stok soliisyonundan 100
pul almarak 1 litrelik besiyerine eklenmis, besiyeri iyice karistirildiktan sonra

otoklavda sterilize edilmistir.

3. 2. 3. Farkh Acidovorax avenae subsp. citrulli Populasyonunun Farkh Besi

Yerlerinde Gelisimi ve Uygun Besi Yeri Secimi

Adana ilinin Karatas ilcesine bagli Tas¢1 Koyii’nden izole edilen ve
Acidovorax avenae subsp. citrulli olarak tanisi yapilmis Tasci-1 kodlu izolat
spektrofotometre’de Agpo’de 0.2°ye ayarlanarak 1.44x10% hiicre/ml yogunlugunda
hazirlanmistir. Elde edilen bu siispansiyon 7 kez seyreltilip Acidovorax avenae
subsp. citrulli’'nin 8 farkli populasyonunu iceren siispansiyonlar1 hazirlanmistir. 3. 2.
1.’de igerikleri detayli olarak anlatilan 12 adet besi yerlerine her bir patojen
populasyonundan ii¢ tekrarli olarak 100°er pl yayilmistir. Calismada kullanilan
toplam 288 adet petriden 240 adedi, 24-72 saat 25°C’de mEBB ve EBBA
besiyerlerini igeren petriler ise 5 giin 37 °C’de inkiibasyona tabii tutulmustur. Gelisen
bakteri kolonileri sayilarak en diisiik bakteri populasyonunun gelisebildigi besi yeri
veya yerleri tespit edilmistir. Acidovorax avenae subsp. citrulli'nin karpuz

fidelerinden tespitinde sec¢ilen bu besi yerleri kullanilmistir.
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3. 2. 4. Farkh Acidovorax avenae subsp. citrulli Populasyonuyla Bulastirilmis

Karpuz Fidelerinde Patojenin Tespiti

Tasc¢1-1 kodlu izolat spektrofotometre’de Agoo’de 0.2’°ye ayarlanarak 1.44x108
hiicre/ml yogunlugunda siispansiyon hazirlanmistir. Elde edilen bu siispansiyon 7
kez seyreltilip Acidovorax avenae subsp. citrulli'nin 8§ farkli yogunluktaki
populasyonunu  igeren  siispansiyonlart1  hazirlanmistir.  Her  bir  bakteri
populasyonundan 50 ml siispansiyon bir el piilverizatoriiyle saglikli 2-3 gercek
yaprakli donemdeki Zeugma c¢esidi karpuz fidelerine 5 tekrarli olarak
puskiirtiilmiistiir. Calismada 40 fide hastalandirilirken, 5 fideye de kontrol olarak
sadece su puskiirtiilmiistiir. Patojen inokulasyonundan yedi giin sonra farkl
yogunluktaki Acidovorax avenae subsp. citrulli populasyonu ile bulastirilmis hastalik
belirtisi gostermeyen karpuz fidelerinin yesil aksamindan 9 gr alinip 90 ml fosfat
buffer i¢cine konulmustur. Ornekler 250 rpm/saat ¢alkalama hizinda oda sicakliginda
3 saat calkalanmistir. Siispansiyondan 5 kez seyreltme yapilmis ve her bir
seyreltmeden ii¢ tekrarli olarak 100°er pl almnarak, segilen besi yerlerine (King B,
tryticase soy agar, mEBBve P-278) bagetle yayilmistir. Petriler 25°C’deki
inkiibatorde besi yerinin 6zelligine gore 2-5 giin, mEBB igeren petriler ise 5 giin 37
°C’de inkiibe edilmistir.

Besi yerinde gelisen Acidovorax avenae subsp. citrulli kolonilerine benzer
bakteri kolonileri genel besi yerlerinden TSA veya King B besi yerlerine
saflagtirilmistir. Saflastirilan izolatlarin oksidaz reaksiyonu ve tiitiin bitkilerinde asir1
duyarhilik reaksiyonlar1 testlenmistir. Oksidaz reaksiyonlar1 ve tiitiinde asir1
duyarlhlik reaksiyonlar1 pozitif olan izolatlar ile Acidovorax avenae subsp. citrulli’ye
spesifik tani kiti kullanilarak DAS-ELISA testi yapilmistir. ELISA testinde pozitif
bulunan izolatlar Acidovorax avenae subsp. citrulli’nin farkli yogunluktaki
populasyonu ile bulastirilan fide 6rneklerinde patojenin varliginin gdstergesi olarak

degerlendirilmistir.
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3. 2. 5. Ticari Fideliklerin Ziyareti ve Alnan Orneklerin Testlenmesi

Karpuz fide tiretimi donemi olan 20 Aralik 2010, 15 Ocak 2011 ve 9 Subat
2011 tarihlerinde Adana ve Mersin ilindeki ticari fidelikler ziyaret edilerek hastalik
belirtisi gosteren ve gostermeyen karpuz fideleri toplanmistir. Ticari fideliklerden
toplanan oOrnekler 3.2.4’te detayli sekilde anlatildigi gibi testlenmistir. Ticari
fideliklerden izole edilen ve Acidovorax avenae subsp. citrulli’ye benzer koloni
morfolojisine sahip izolatlarin tanisi oksidaz reaksiyonu, tiitiinde asir1 duyarlilik

reaksiyonu ve patojene spesifik tani kiti kullanilan DAS-ELISA testi ile yapilmistir.

3. 2. 6. Bakteri izolatlarinin Tanisi

Acidovorax avenae subsp. citrulli’nin farkli populasyonu ile bulastirilan
karpuz tohumu ve karpuz fidelerinden izole edilen bakteri izolatlar1 ile ticari
fideliklere yapilan ziyaretlerde hastalik belirtisi gosteren ve gostermeyen karpuz
fidelerinden elde edilen bakteri izolatlarmin tanisi oksidaz reaksiyonu, tiitiinde asir1
duyarlhilik reaksiyonu ve patojene spesifik tani kitinin kullanildigi DAS-ELISA testi
ile yapilmustir.

Oksidaz reaksiyonunun belirlenmesi: Taze hazirlanan %1°lik N; N; N; N’ -
Tetramethyl-1.4 phenylene diammonium diclorid erigi steril filtre kagidina
damlatilmistir. Testlenecek izolatlarin 48 saatlik kiiltiirii platin 6ze ile 1slak kurutma
kagidina c¢izildiginde 10 saniye i¢inde olusan koyu mor renk pozitif olarak
degerlendirilmistir (Lelliott ve Stead, 1987). Pozitif kontrol olarak Tasci-1 kodlu
izolat kullanilmastir.

Tiitiinde asin duyarhhk reaksiyonunun belirlenmesi: Tiitiin (Nicotiana
tabacum cv Samsun) bitkisi yapragmin alt ylizeyine damar aralarma testlenecek
izolatlarm 10® hiicre/ml yogunlugundaki siispansiyonu bir enjektér yardimi ile
infiltre edilmistir. 24-48 saat sonra inokule edilen alanlarda olusan nekrotik goriiniim
pozitif olarak kabul edilmistir (Lelliott ve Stead, 1987). Pozitif kontrol olarak Tas¢1-1

kodlu izolat kullanilmustir.
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DAS-ELISA testi: DAS-ELISA testi Agdia firmasmin belirttigi prosediire
gore yapilmistir. Negatif kontrol olarak saglikli karpuz bitkisi yapragi ekstrakti,
pozitif kontrol olarak Tasci-1 izolat1 kullanilmistir. 26 adet Aac siiphesi bulunan
ornek ELISA testine tabi tutulmustur. Calismada, oncelikle capture antibody 1:200
oraninda carbonate coating buffer ( 1.59 gr sodyum karbonat, 2.93 gr sodyum
bikarbonat, 0.2 gr sodyum azid, 1 litre saf su, pH 9.6) ile seyreltilmis ve ELISA
cukurlarina 2 tekerriirlii olarak 200’er pl eklenmistir. ELISA Plate naylon posetle
tyice kapatilarak 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Bu siire icerisinde general extract
buffer (27.9 gr buffer tozu, 500 ml saf su) hazirlanmistir. Daha sonra steril eppendorf
tiipti icerisine 300°er pul general extract buffer (GEB2) eklenmistir. 24-48 saatlik 26
ornekten kiirdan yardimiyla ayri ayr1 alinarak GEB2 igeren ependorf tiiplerine
birakilmis ve karistiricida karistirilarak siispansiyon elde edilmistir. Stire bitiminde
ELISA Plate’i inkiibatorden alinmis ve 1X PBST washing buffer ( 8 gr sodyum
chloride, 1.15 gr dibazik sodyum fosfat, 0.2 gr monobazik potasyum fosfat, 0.2 gr
potasyum chloride, 0.5 gr Tween 20, 1 litre saf su) ile yikanmistir. Cukurlarin iyice
bufferdan armmmasi i¢in plate hizlica bir havlu iizerine vurulmustur. Bu islem 2 kez
tekrarlanmistir. Ardindan ¢ukurlara 6rneklerden 200’er pl eklenmis, ayni miktarda
negatif kontrol (taze karpuz bitkisinden elde edilmis ekstrakt), pozitif kontrol (Tasc1-
1) ve general ekstrakt buffer plate’de belirtilen yerlerine konulmustur. ELISA Kiti
naylon posetle sarilarak bir giin (24 saat) 4 °C’de bekletilmistir. Plate alinarak 1X
PBST washing buffer ile 6-8 kez yikanmistir. Alkaline fosfataz enzim conjugate
RUB3 enzim conjugate diluent ile 1/200 oraninda seyreltilmistir. Daha sonra her bir
cukura enzim conjugate eklenmis ve plate naylon poset ile kaplanarak 37°C’de 2 saat
inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra plate 1X PBST washing buffer ile 6-8 kez
yikanmistir. Ardindan her bir ¢ukura 200 pl 1X PNP buffer (0.1 mg magnezyum
chloride hexahydrate, 0.2 gr sodyum acid, 97 ml diethanolamine 800 ml saf su
icerisinde ¢Ozdiiriilmiistiir. pH 9.8’e¢ ayarlanmis, ardindan hacim saf su ile 1000
ml’ye tamamlanmistir) eklenmistir. Plate naylon posetle kapatilarak 45 dakika
karanlikta bekletilmistir. Sonug¢lar Medispec ESR 200 marka ELISA plate
okuyucusunda 405 nm absorbans degerinde okunmustur. Negatif kontroliin iki kat1

veya daha yiiksek olan degerler pozitif kontrol olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4. 1. Farkh Acidovorax avenae subsp. citrulli Populasyonunun Farkh Besi

Yerlerinde Gelisimi ve Uygun Besi Yeri Secimi

Acidovorax avenae subsp. citrulli’nin 1.44x108, 1.44x107, 1.44x106,
1.44x10°, 1.44x10%, 1.44x10°, 1.44x10%, 1.44x10' hiicre/ml yogunlugundaki
populasyonu genel besi yerlerinden nutrient agar, King B, yeast extract calcium
carbonate agar, tryticase soy agar ve nutrient broth yeast sucrose agar ile yar1 segici
besi yerlerinden WFB 08, WFB 44, WFB 68, EBBA, mEBB, PYDAC ve P-278’de
ii¢ tekrarh olarak gelistirilip ortalama koloni sayilar1 karsilastirildiginda elde edilen
sonuglar Cizelge 4.1’de sunulmustur. Patojenin 1.44x10%, 1.44x107 ve 1.44x10°
hiicre/ml yogunlugundaki populasyonu genel ve yar1 secici besi yerlerinde

sayllamayacak kadar yogun gelistiginden degerlendirme dis1 brrakilmistir.

Cizelge 4.1. Besi yerlerinde patojenin farkli populasyonunun gelisimi

Populasyon  1.44x10° 144.000 1.440 144 14,4
/Besi Yeri hiicre/ml hiicre/ml hiicre/ml hiicre/ml hiicre/ml
NA yogun Yogun 268 22,33 2

KB yogun Yogun 355 61,67 7,667
YDC yogun Yogun 337 14,67 5,667
TSA yogun Yogun 536 39 5,333
NYS yogun Yogun 248 24 3,333
WEB 08 669 47 4 0 0
WEFB 44 167,3 19,3 0 0 0
WEB 68 yogun 1106 114 21 1
EBBA yogun 1836 190 21,67 1,667
mEBB yogun 1656 194 20,67 1
PYDAC yogun Yogun 282 27 3,333
P-278 yogun 907 221 22,67 2
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Cizelge 4.1’de goriildiigii gibi 1.44x10° hiicre/ml yogunlugundaki patojen
populasyonu gelisimi, yar1 segici besi yerlerinden WFB 08 ve WFB 44 haric diger 10
besi yerinde c¢ok yogun olmustur. Bu besi yerlerindeki bakteri populasyonun
sayllamayacak kadar yogun oldugu gozlenmistir. 1.44x10" hiicre/ml yogunlugundaki
patojen bakteri populasyonu genel besi yerlerinin (nutrient agar, King B, yeast
extract calcium carbonate agar, tryticase soy agar ve nutrient broth yeast sucrose
agar) tiimiinde ve PYDAC besi yerinde en iy1 gelisim gostermistir (Sekil 4.1). Yar1
secici besi yerleri arasinda karsilastirma yaptigimizda en iyi gelisim sirastyla EBBA,
mEBB, WFB 68, P-278 (Sekil 4.2), WFB 08 ve WFB 44 besi yerlerinde olmustur.
Patojenin ml’de 1440 adet bakteri hiicresinin bulundugu populasyon en iyi gelisimi
sirasiyla tryticase soy agar, King B, yeast extract calcium carbonate agar, PYDAC,
nutrient agar, nutrient broth yeast sucrose agar, P-278, mEBB, EBBA, WFB 68 ve
WEB 08 besi yerlerinde gostermistir. Bu populasyon WFB 44 besi yerlerinde gelisim
gostermemistir. Bulgular diger iki popiilasyon olan 144 ve 14,4 hiicre/ml
yogunlugunda da benzer olmustur.

Patojenin ml’de 1440 adet bakteri hiicresinin yer aldig1 populasyonu ortalama
TSA’da 536, King B besi yerinde 355, YDC besi yerinde 337, PYDAC besi yerinde
282, nutrient agar besi yerinde 268, nutrient broth yeast sucrose agar besi yerinde
248, P-278’de 221, modifiye edilmis EBB besi yerinde 194, EBBA besi yerinde 190,
WEFB 68 besi yerinde 114 ve WFB 08 besi yerinde 4 koloni gelisimi olmustur. Bu
populasyon WFB 44 besi yerinde gelismemistir (Sekil 4.3).

Benzer sekilde patojenin ml’de 144 adet bakteri hiicresinin yer aldigi
populasyonu, ortalama olarak King B besi yerinde 62, tryticase soy agar besi yerinde
39, PYDAC besi yerinde 27, nutrient broth yeast sucrose agar besi yerinde 24, P-278
besi yerinde 23, nutrient agar ve EBBA besi yerinde 22, WFB 68 besi yerinde 21 ve
yeast extract calcium carbonate agar besi yerinde 15 adet bakteri kolonisi
gelistirmistir. Bu populasyon WFB 08 ve WFB 44 besi yerinde gelisim

goOstermemistir.
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Sekil 4.1. Patojenin 1.44x10° hiicre/ml populasyonunun farkl besi yerlerindeki
koloni gelisimi

Sekil 4.2. Patojenin farkli populasyonunun P-278 besi yerindeki koloni geligimi
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Sekil 4.3. Patojenin ml’de 1440 adet bakteri populasyonu farkli besi yerindeki koloni
sayilar1

Genel besi yerlerinden biri olan King B besi yerinde Acidovorax avenae
subsp. citrulli’nin kolonileri 2-3 mm capinda ve krem renginde (Sekil 4.4) gelisim
gosterirken nutrient broth yeast sucrose agar besi yerinde ayni renkte fakat 3-4 mm
capinda olan etrafi haleli koloniler (Sekil 4.5) gelismistir. Yar1 se¢ici besi yerlerinden
saydam renkte olan mEBB besi yerinde koloniler 1-2 mm capinda etrafi hale ile
cevrili mavimsi yesil renkte (Sekil 4.6); EBBA besi yerinde 2-3 mm c¢apinda, koyu
yesil renkte etrafi dalgali koloniler seklinde gelisim gostermistir (Sekil 4.7). WFB 08
(Sekil 4.8), WFB 44 ve WFB 68 (Sekil 4.9) besi yerleri pembe renklidir, patojenin
kolonileri WFB 44 ve WFB 08 besi yerlerinde 1-2 mm ¢apinda ve mor renkte
gelismistir. WFB 68 besi yerinde ise 2-3 mm c¢apida ve merkezi sar1 renkte olan
haleli kolonilerin gelisimi gozlenmistir. Koloniler yaslandik¢a rengi agilmis ve
konilerin etrafinda temiz alanlar (haleler) belirmistir. P-278 besi yerinde patojenin
kolonileri daha biiylik geliserek 2-3 mm capmna ulasmis ve lila (agik mor)renkte
(Sekil 4.10) gelismistir. Koloniler yaslandik¢a merkezi daha koyu renkte, morumsu
yesil koloniler (Sekil 4.11) gdzlenmistir.
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Sekil 4.4. Patojenin King B besi yerindeki 2-3 mm c¢apinda ve krem rengindeki
kolonileri

Sekil 4.5. Patojenin nutrient broth yeast sucrose agar besi yerindeki 3-4 mm ¢apinda
ve haleli kolonileri
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Sekil 4.6. Patojenin mEBB besi yerindeki 1-2 mm ¢apinda ve etrafi mavi renkli hale
ile ¢evrili olan mavimsi yesil renkteki kolonileri

Sekil 4.7. Patojenin EBBA besi yerindeki 2-3 mm ¢apinda ve koyu yesil renkte
dalgal1 kolonileri
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Sekil 4.8. Patojenin WFB 08 besi yerindeki 1-2 mm ¢apinda olan lila rengindeki
kolonileri

Sekil 4.9. Patojenin WFB 68 besi yerindeki 2-3 mm ¢apinda ve merkezi sar1 renkte
olan haleli kolonileri
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Sekil 4.11. Patojenin P-278 besi yerinde yaslandik¢a rengi koyulagsan merkezi agik
yesil renkte olan haleli kolonileri

Nutrient agar ve nutrient broth yeast sucrose agar besi yerleri bakteriyolojik
calismalarda yaygin olarak kullanilan genel besi yerleridir. Bu ¢alismada P-278 besi
yerindeki koloni gelisimi genel besi yerlerindekine ¢ok yakin olmustur. Bu besi yeri

patojenin gelisimi i¢in basarili bulunmustur.
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Sonug olarak karisik olmayan temiz bir populasyondan Acidovorax avenae
subsp. citrulli’nin kiiltiir gelisimi yapilacaksa genel besi yerlerinden King B ve
tryticase soy agar besi yeri, yar1 secgici besi yerlerinden P-278 ve EBBA veya mEBB

tercih edilmelidir.

4. 2. Farkh Acidovorax avenae subsp. citrulli Populasyonuyla Bulastirilmis

Karpuz Fidelerinde Patojenin Tespiti

Acidovorax avenae subsp. citrulli’nin 1.44x10°%, 1.44x107, 1.44x10°,
1.44x10°, 1.44x10%, 1.44x10°, 1.44x10%, 1.44x10' hiicre/ml yogunlugundaki
populasyonu, Zeugma ¢esidi karpuz fidelerine piiskiirtme yoluyla bulastirildiginda
yedi giin sonra kontrol dahil 45 fidede hicbir hastalik belirtisi gozlenmemistir.

Cizelge 4.2. Patojenin farkli populasyonuyla bulastirilmis fidelerden patojenin eldesi

Besi Yeri/ | Hastahk King B Tryticase | EBBA | P-278

Populasyon Belirtisi soy agar

1.44x10° hiicre/ml - - B

1.44x10" hiicre/ml - - B

1.44x10° hiicre/ml - - B

o+ ]+
o+ ]+

1.44x10° hiicre/ml - - B

1.44x10" hiicre/ml - - - _ B

1.44x10° hiicre/ml - - - _ B

1.44x10? hiicre/ml - - - _ B

1.44x10" hiicre/ml - - - _ B

Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi patojenle bulasik ancak hastalik belirtisi
gostermeyen fidelerden yapilan izolasyonda genel besi yeri kullanildiginda patojen
izole edilememistir. Ancak yar1 secici besi yeri olan mEBB ve P-278’¢ yapilan
izolasyonlarda patojen hastalik belirtisi gostermeyen fidelerden izole edilebilmistir.
Elde edilen bu izolatlarin oksidaz pozitif ve tiitiinde asir1 duyarlilik reaksiyonlarinin

pozitif oldugu saptanmistir. Patojene spesifik tami kiti kullanilarak yapilan DAS-
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ELISA testi ile de izolatlarin Acidovorax avenae subsp. citrulli oldugu teyit
edilmistir.

Sonug olarak, hastalik belirtisi gdstermeyen fidelerden Acidovorax avenae
subsp. citrulli’ nin izolasyonunda genel besi yeri kullanmak yerine P-278 ve mEBB

gibi yar1 segici besi yeri tercih edilmelidir.

4. 3. Ticari Fideliklerin Ziyareti ve Alinan Orneklerin Testlenmesi

Adana ve Mersin ilindeki ticari fideliklere yapilan ziyaretlerde toplanan ve
hastalik belirtisi gdstermeyen karpuz fidelerinden Acidovorax avenae subsp. citrulli
izole edilememistir. Buna karsin hastalik belirtisi gosteren karpuz fidelerinden 10
adet Acidovorax avenae subsp. citrulli’ye koloni morfolojisi benzeyen izolat P-278
ve mEBB besi yerlerinde gelisim gdstermistir. Izolatlarn tiimiiniin oksidaz pozitif ve
tiitlinde asir1 duyarhilik reaksiyonu olusturdugu belirlenmistir. Patojene spesifik tani
kiti kullanilarak yapilan DAS-ELISA testi ile de izolatlarin Acidovorax avenae
subsp. citrulli oldugu teyit edilmistir.

Sonu¢ olarak, hastalik belirtisi gosteren veya gostermeyen karpuz
fidelerinden Acidovorax avenae subsp. citrulli izolasyonunda yar1 seg¢ici besi yeri

olan P-278 ve mEBB kullanilmalidir.

4. 4. Bakteri izolatlarinin Tanisi

Hastalik belirtisi gostermeyen karpuz fidelerinden patojenin izolasyonu ve
ticari fideliklere yapilan ziyaretlerde hastalik belirtisi gosteren bitkilerden elde edilen
26 adet izolatin tiimii oksidaz pozitif reaksiyon gostermistir. Bu izolatlarin 24 tanesi
tiitiinde asir1 duyarlilik reaksiyonu olusturmustur (Sekil 4.12). Yapilan DAS-ELISA
testinde 405 nm absorbans degerinde yapilan okumalarda negatif kontrol ortalama
olarak 0.541 degerinde iken testlenen izolatlar 1.299-3.311 arasinda degerler
olusturmuslardir (Cizelge 4.3). Testlenen 26 izolatin 24’ DAS-ELISA testine gore

Acidovorax avenae subsp. citrulli olarak tanilanmistir (Sekil 4.13).
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Cizelge 4.3. Ticari fideliklerin ziyaretinde hastalik belirtisi gosteren bitkilerden
elde edilen izolatlarin tani testlerinin sonuglari

Elde edildigi ELISA
izolat Ad besi yeri Deger Sonu¢ | Oksidaz | Tiitiinde HR

AF 8a WEFB 68 3.311 + + +
AF 8¢ TSA 3.217 + + +
AF 8e mEBB 2.115 + + +
AF 8c mEBB 3.238 + + +
AF 8¢ mEBB 3.274 + + +
AF 8¢ TSA 3.193 + + +
AF 4b TSA 2.905 + + +
AF 8b TSA 2.7075 + + +
AF 8d TSA 3.035 + + +
AF 7a King B 3.234 + + +
AF 8b PYDAC 3.308 + + +
AF 8b King B 2.905 + + +
AF 8a King B 2,906 + + +
AF 4b King B 3.224 + + +
AF 7a mEBB 2.625 + + +
AF 8a mEBB 0.598 - + -
AF 8b mEBB 0.613 - + -
AF 8d P-278 1.718 + + +
AF 8b P-278 3.221 + + +
AF 8c P-278 1.780 + + +
AF 4b P-278 2.485 + + +
AF 4c King B 3.288 + + +
AF 8d mEBB 1.685 + + +
AF 8b WEB 68 1.321 + + +
AF 8a WEFB 68 1.299 + + +
AF 8d P-278 1.731 + + +
Tas¢1-1 Referans 3.240 + + +
PBS Neg. Kontrol | 0.653 -

Karpuz yapragi | Neg. Kontrol | 0.541 -
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Sekil 4.12. Ticari fideliklerden elde edilen izolatlarin tiitinde HR testinin pozitif
gorunimu

Sekil 4.13. Ticari fideliklerden elde edilen izolatlarmm ELISA testi sonucu
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5. TARTISMA

Acidovorax avenae subsp. citrulli’nin neden oldugu karpuz bakteriyel meyve
leke hastaligi tilkemiz dahil karpuz yetistiriciligi yapan pek cok iilkenin dnemli
sorunlarindan biridir (Demir, 1996; Assis ve ark., 1999; Takashi ve ark., 2000;
Martin ve Horlock, 2002;; Burdman ve ark., 2004; Wallcott ve ark., 2004; Ren ve
ark., 2006; Harighi, 2007; Palkovics ve ark., 2008; Holeva ve ark., 2009).

2009 yilinda Dogu Akdeniz Bolgesinde Adana ve Osmaniye illerinde karpuz
iretim alanlarinda, 2010 yilinda ise karpuz ve kavunlarda biiylik bir hastalik
patlamas1 yaganmistir (Aysan ve ark., 2011; Horuz ve ark., 2011).

Karpuzda meyve lekesine neden olan bakteriyel etmen tohum kaynaklidir. Ilk
inokulum kaynagi bulasik tohumlardir. Bitki bakteri hastaliklartyla miicadelede ilk
adim hastaliksiz iiretim materyali kullanmaktir. Diinyada aktif olan tohum ticaretiyle
hastalikk etmeni temiz iiretim alanlarmma bulasabilmektedir. Patojen bakteri iiretim
alanina bir kez bulastiktan sonra kiiltiirel islemler esnasinda agilan yaralardan tiim
iiretim alanina dagilabilmektedir. Ozellikle bitkiler 1slakken yapilan kiiltiirel islemler
bu patojeni kolayca yayabilmektedir. Uretim sezonu sonunda patojen bakteri
toprakta, bitki artiklarinda, civardaki konuk¢u veya konuk¢u olmayan bitkilerde
yasamaya devam etmektedir (Latin, 1996). Ureticilerimizin ayn1 tarlada her yil ayn1
irlinii yetistirme tercihlerinden dolayr da inokulum bir sonraki iiretim sezonuna
populasyonunu artirarak yayilmaya devam etmektedir. Boylece patojen bakteri, bir
kez bir alana giris yaptiktan sonra iklim kosullar1 da patojenin gelisimini desteklerse
her yil hastalik ortaya cikabilmektedir. Bu sekilde her yil artis gosteren bakteri
inokulumuyla miicadele etmek son derece zordur (Tireng Karut, 2011).

Bu hastalik sadece tarlada degil, ayn1 zamanda ticari fideliklerin de 6nemli
sorunlarindan biridir. Karpuz tohumlarmda yasamini siirdiirebilen Acidovorax
avenae subsp. citrulli tohumun ¢imlenmesi esnasinda populasyonunu arttirir ve
kotiledon yapraklarin alt kismindaki su emmis lekelere neden olur ardindan bakteri
gercek yapraklara gecerek yasamimi devam ettirir (Mirik ve Aysan, 2008). Inokulum
saglikli fidelere hava yoluyla veya sulama suyu sigratmasiyla bulasarak fidelikte ¢ok

sayida fidenin imha edilmesine neden olabilir. Hastalikli tohumdan gelisen fideler
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uygun iklim kosulunu bulamazlarsa belirti gostermeksizin epifitik olarak fidelerde
yasamaya devam ederler. Onceleri bakteri yaprakta belirti olusturmadan bulunur. Bu
fideler pazarlanip iiretim alanma dikildiginde uygun iklim kosullar1 olustugunda
hastalik ortaya c¢ikabilir ve uygun iklim sartlarinda iriinii pazarlanamaz hale
getirebilir.

Bu hastalikla miicadeleye tohum asamasinda baglanmali ve hastaliksiz fide
kullannmi ilk adim olmaldir. Tohumluk {iretimi hastalifin olmadig1 yerlerde
yapilmali ve bu tarlalarda sik sik kontroller yapilarak tarlada hastaligin
goriilmediginden emin olunmalidir. Hastalikli alanlardan tohum elde edilmisse
bunlar kullanilmamali derhal imha edilmelidir. Ciinkii bulagik tohumlardaki
inokulumu yok etmek i¢in sicak su uygulamalari bile yetersiz kalmaktadir.

Bu bilgiler dogriltusunda hastaligin iilkemizde yayilmasimni 6nlemek i¢in ithal
edilen tohumlarin karantina kuruluslarinca dikkatle testlenmesinin 6nemi ortaya
cikmaktadir. Karpuz iiretiminde asili fide kullanimindaki artis da g6z Oniine
alimdiginda, sadece karpuz tohumlar1 degil, ayn1 zamanda anag¢ olarak kullanilan
kabakgil tohumlar1 da bu etmen yoniinden testlenmelidir. Halen ISTA veya EPPO
tarafindan kabakgil tohumlarindan 4ac’m aranmasi1 konusunda hazirlanmis bir test
protokolii bulunmamaktadir. Bu nedenle patojenin gelisimi i¢cin en uygun olan,
tohum ve fidelerdeki epifitik bulagmalar1 saptamada kullanilabilecek genel ve yar1
secici besi yerlerinin tespiti bu yiiksek lisans tezinde arastirilmistir. Denemeye alinan
bes adet genel besi yeri (Nutrient Agar, King B, Yeast Extract Calcium Carbonate
Agar, Tryticase Soy Agar ve Nutrient Broth Yeast Sucrose Agar) ve yedi adet yar1
secici besi yerleri (WFB 08, WFB 44, WFB 68, EBBA, mEBB, PYDAC ve P-278)
arasinda basarili olanlar belirlenmistir. Sonu¢ olarak karisik olmayan temiz bir
populasyondan Acidovorax avenae subsp. citrulli izolasyonu yapilacaksa genel besi
yerlerinden King B ve tryticase soy agar besi yeri, yar1 se¢ici besi yerlerinden P-278
ve EBBA veya mEBB tercih edilmelidir. Hastalik belirtisi gdsteren veya
gostermeyen karpuz fidelerinden Acidovorax avenae subsp. citrulli izolasyonunda
yar1 segici besi yeri olan P-278 ve mEBB kullanimai tercih edilebilir. P-278 ve mEBB
besi yerleri tohum testleyen laboratuarlar, karantina kuruluslar1 ve bu konuda ¢alisma

yapacak arastiricilar tarafindan 6ncelikle tercih edilebilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Acidovorax avenae subsp. citrulli adli bakteriyel etmeninin neden oldugu
karpuz bakteriyel meyve leke hastalii, diinya capinda karpuz ve kavun iiretimini
kisitlayan en onemli bakteriyel hastaliklardan biridir. Bu hastaliga kars1 yeterli ve
etkili bir miicadele yontemi bulunmamaktadir. Bu nedenle, hastaliksiz {iretim
materyali (tohum ve fide) kullanimi bir zorunluluktur. Bu yiiksek lisans tezinde,
Acidovorax avenae subsp. citrulli’nin farkli populasyonunun bes adet genel besi yeri
(Nutrient Agar, King B, Yeast Extract Calcium Carbonate Agar, Tryticase Soy Agar
ve Nutrient Broth Yeast Sucrose Agar) ve yedi adet yar1 segici besi yerinde (WFB
08, WFB 44, WFB 68, EBBA, mEBB, PYDAC ve P-278) gelisimi arastirilmistir.
Ayrica Acidovorax avenae subsp. citrulli’nin farkli populasyonu ile bulastiriimis
tohumlarda ve fidelerde patojen tespit calimalarinda en uygun besi yeri tespit
edilmistir. Calisma sonucunda elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

Patojenin ml’de 144 adet bakteri hiicresinin yer aldig1 populasyonu, ortalama
King B besi yerinde 62, tryticase soy agar besi yerinde 39, PYDAC besi yerinde 27,
nutrient broth yeast sucrose agar besi yerinde 24, P-278 besi yerinde 23, nutrient agar
ve EBBA besi yerinde 22, WFB 68 besi yerinde 21 ve yeast extract calcium
carbonate agar besi yerinde 15 adet bakteri kolonisi gelistirmistir. Bu populasyon
WEB 08 ve WFB 44 besi yerinde gelisim gostermemistir. Karigik olmayan temiz bir
populasyondan Acidovorax avenae subsp. citrulli gelistirilecekse genel besi
yerlerinden King B ve tryticase soy agar besi yeri, yar1 se¢ici besi yerlerinden P-278
ve EBBA veya mEBB tercih edilmelidir.

Calismada farkli Acidovorax avenae subsp. citrulli populasyonuyla
bulastirilmis karpuz tohumlarinda patojenin tespitinde besi yeri olarak genel besi
yerlerinin kullanimmin uygun olmadigi buna karsin yar1 segici besi yerlerinden P-
278 ve mEBB kullanim1 sonucu gayet basarili sekilde patojenin yakalanabildigi
ortaya konmustur. Farkli Acidovorax avenae subsp. citrulli populasyonuyla
bulastirilmis karpuz fidelerinde ve ticari fideliklerden alman karpuz fidelerinde
patojenin tespitinde benzer sekilde besi yeri olarak P-278 ve mEBB kullanimi

Onerilmektedir.
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