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Sis bitkileri son yillarda ekonomik yodnden Ureticinin ve Turkiye nin
ekonomisine 6nemli katkilarda bulunmaktadir. Ulkemizde siis bitkilerine duyulan
ihtiyaci karsilamak icin Uretim materyali ithalat1 baglamig ve bunun sonucunda yeni
hastalik etmenlerinin girisi nemli bir sorun haline gelmistir. Cukurova Universitesi,
Ziraat Fakiltesinde yuritilen TOV AG-1060333 nolu proje kapsaminda, 8 farkl: siis
bitkisinden (Primula sp., Kalanchoe sp., Diffenbachia spp., Cactus sp., Yucca
aloifolia, Ficus elagtica, Schefflera actinophylla, Senecio cruentus) 14 adet yumusak
clrdklige neden olan Erwinia izolat1 elde edilmis ancak tir ve alttir dizeyinde
tanilar1 yapilamamustir. Bu yUksek lisans tezinde bu izolatlarin PCR yontemi ile tir
ve at tur dizeyinde tanilari yapilmistir. Calismada Erwinia carotovora subsp.
atroseptica, Erwinia carotovora subsp. carotovora ve Erwinia chrysanthemi’ye
spesifik 6 primer cifti (ADE1-ADE2, ERWFOR-CHRREV, ERWFOR-ATROREW, Y 1-
Y2, YA5Y46 ve ECAI-ECA2Z) kullanilmistir. Denenen izolatlarin timinin Erwinia
carotovora subsp. carotovora oldugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Sus bitkileri, yumusak curtkltk, Erwinia, PCR
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In recent years, ornamental plants have economicly important contribitons to
the grower’s and Turkey’ s economyln our country, production material has started to
importation for the need to ornamental plants and as a result of a new fungal and
bacterial diseases have been input to start.Cukurova University, Faculty of
Agriculture, conducted under the project number TOVAG-1060333, the fourteen
soft rot Erwinia isolates were obtained,from 8 different ornamental plant (Primula
sp., Kalanchoe sp., Diffenbachia spp., Cactus sp., Yucca aloifolia, Ficus elastica,
Schefflera actinophylla, Senecio cruentus) but which cause the diagnosis be made at
the level of species and subspecies. Thi Master thesis, these isolates have been
diagnosed at the level of species and subspecies by moleculer methods as PCR. At
the study, the specific six primer sets (ADEL-ADE2, ERWFOR-CHRREV, ERWFOR-
ATROREW, Y1-Y2, Y45Y46 ve ECAL-ECAZ) for Erwinia carotovora subsp.
atroseptica, Erwinia carotovora subsp. carotovora and Erwinia chrysanthemi were
used. All tested isolates was found to Erwinia carotovora subsp. carotovora.

Key Words. Ornamental plants, soft rot, Erwinia, PCR
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1. GIRIS Mehmet KILIC

1. GIRIS

SUs bitkileri son yillarda Turkiye' de guinlik yasam igerisinde 6nemli bir yer
almistir. Ekonomik yonden de gerek reticinin ve gerekse Turkiye nin ekonomisine
Oonemli katkilarda bulunmaktadir. Turkiye, sis bitkileri yetistiriciliginde uygun
iklimsel ve cografi kosullara, pazarlanan Ulkelere yakinliga ve ucuz isguctine sahip
olmas:i gibi nedenlerle 6nemli avantajlara sahiptir. Son yillarda Turkiye'de siis
bitkileri yetistiriciligi 6nemli dizeylerde artis gostermektedir. Cizelge 1.1'de de
gorildugt tUzere 2001 yilinda 1.392 ha alanda siis bitkisi tretimi yapilirken 2005
yilina gelindiginde 3.930 ha alanda tretim yapilmistir. Bu degerlerde gostermektedir
ki, slis bitkilerine olan ilgi diinyaya paralel olarak Turkiye de de artmaktadhr.

Cizelge 1.1. Turkiye sus bitkileri Uretim alanlar: (ha)

Uretim Cesidi 2001 2002 2003 2004 2005
Kesme Cigekler 758 1.036 1.145 1.198 1.200
Ic Mekan Bitkileri 38 79 57 73 167
D1s Mekan Bitkileri 584 723 918 1.193 2.337
Soganli-Rizomlu Bitkiler 11 19 51 54 226
TOPLAM 1.392 1.858 2172 2.519 3.930

(Anonim, 2010)

2005 yil1 verilerine gore Turkiye sus bitkileri Uretiminin %59 unu dis mekan
bitkileri, %31'ini kesme cicekler, %6’ sim dogal cigek soganlari, %4’ Unl ise i¢
mekan bitkileri olusturmustur. Toplam Uretimin %28'i seralarda, %72’ s ise agik
alanda yapilmaktadir (Anonim, 2010). Turkiye'de 28 ilde sis bitkileri Gretimi
yapiimaktadir. Uretimin en fazla yapildig: iller sirasiyla Antalya, izmir, Yalova ve
Istanbul’ dur. Marmara ve Ege Bolgesinde istanbul, Yalova, Izmir ve Aydin illerinde
yapilan kesme cicek Uretimi genellikle i¢ pazara yoneliktir. Antalya bdlgesinde ise
cogunlugu seralarda olmak Uzere yuksek kaliteli ve ihracata yonelik Gretim
yapilmaktadir.

Turkiye sus bitkileri Uretimi itibariyle dinya tretiminde yaklasik binde 7’ lik
bir paya sahiptir. Trkiye’den sis bitkileri ihracat1 20 yil 6nce baslamistir ve diizenli
gelisim gostermektedir. Ihracattaki ana Urtin gruplari kesme cicekler, fideler,
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fidanlar, i¢c ve dis mekan bitkileri, cicek soganlari, yosun ve celenklerdir. Son
yillarda Antalya ilinin yayla bolgesinde baslayan ihracata yonelik Uretim sayesinde
yil boyu yiksek kaliteli gigek ihracati yapilmasina olanak saglanmaktadir.

Tarkiye nin sis bitkileri ihracatimin yillar itibariyle gelisimi Cizelge 1.2'de de
gorildugi Gzere Turkiye sUs bitkileri ihracat: Uretime paralel olarak, her yil ortalama
% 25 artarak; 2000 yilinda 13 milyon dolar iken, 2009 yil1 sonunda 50 milyon dolara
ulagmustir (Anonim, 2010).

Cizelge 1.2. Turkiye sus bitkileri ihracat

YILLAR DEGER (1.000 USD)
2000 12.956
2001 14.282
2002 22.299
2003 31.485
2004 37.748
2005 36.229
2006 40.522
2007 46.447
2008 45.524
2009 49.150

(Anonim, 2010)

Cizelge 1.3'de de goruldugt gibi 2008 yil1 istatistiklerine gore Turkiye nin
sis bitkileri ihracatimn % 60’1 Antalyadan yapilmaktadir. Antalya’dan sonra
sirastyla Istanbul (% 10), izmir (% 8) ve Yalova (% 6) siis bitkileri ihracatinda
onemli iller olarak ortaya gikmustir. Isparta, Burdur ve Korkuteli bolgelerinde yapilan
yayla Uretimi nedeniyle ihracat sezonu 12 aya kadar yayilmustir.

Cizelge 1.3. illere gore 2008 yilinda Turkiye sis bitkileri ihracat:

iLLER IHRACAT(USD) PAY (%)
ANTALYA 27.499.527 60
ISTANBUL 4.553.534 10
izMIR 3.635.404 8
YALOVA 2.764.077 6
ISPARTA 65.546 0
DIGERILLER 6.981.586 15
TOPLAM 45.499.674 100

(Anonim, 2010)
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Tark ibracatcilari, Turkiye'nin cografi konumu ve biylk toketim
merkezlerine yakinliginin avantajint kullanmaktadir. Tarkiye' den dinya tzerinde 52
Ulkeye sus bitkileri ihracati yapilmaktadir. Kesme cicek ihracatinda en onemli
pazarlarimiz Hollanda, ingiltere, Almanya, Rusya, Dogu Avrupa Ulkeleri ve Balkan
Ulkeleridir. Canli bitkiler ihracatinda giderek Onem kazanan pazarlarimiz
Tarkmenistan, Azerbaycan, Irak ve KKTC'ye ihracatimiz da artmaya devam
etmektedir (Anonim, 2010).

SUs bitkilerinin ekonomideki 6neminin artmas: ile birlikte Uretim materyali
ithalat1 ile Ulkemize cesitli hastalik girisi de olabilmektedir. Ulkemizde siis
bitkilerinde goriilen hastaliklar Uizerine ilk calismalar Oden (1991)’in bildirdigine
gore Turkmenoglu (1953), Karel (1958), Karahan (1969) ve Gircan (1970)
tarafindan yapilan calismalarda elde edilen sonuclar fungal hastaliklarin ilk
kayitlaridir. Bunlara ilaveten, Bornova Zirai Micadele Arastirma Enstitiisi 1979-
1984 yillar1 arasinda yapmis oldugu arastirmalarda siis bitkilerinde sorun olan highir
bakteriyel hastalik etmeni saptanamamistir. SUs bitkilerinde bakteri hastaliklar
Uizerine yapilan ilk detayli arastirma Oden (1991) tarafindan yapilmistir. Arastirmaci
Istanbul ve izmir illerinde Chrysanthemum spp. (Krizantem) ve Rosa spp. (Guil)'de
Agrobacterium tumefaciens (kok bogazi uru), Zantadeschia aethiopica (Kalad),
Ariocarpus trigonus (Kaktts), Lilium candidum (Mis Zambak), Saintpaulia ionantha
(Afrika meneksesi), Dieffenbachia sp. (Difenbahya) ve Gerbera L. (Gerbera)’ dan
elde ettigi izolatlarda yumusak clriklige neden olan Erwinia carotovora subsp.
carotovora’y: tamlamustir (Oden, 1991). Dogu Akdeniz bolgesinde 2000'li yillarin
baslarinda ise Dieffenbachia spp. (Difenbahya)’de ise Erwinia carotovora subsp.
carotovora’mn neden oldugu bir hastalik patlamas: belirlenmistir (Aysan ve
Cetinkaya-Y1ldiz, 2002; Cetinkaya-Yildiz ve ark., 2004). Konya'da Tulipa spp.
(Lale)’ lerde sogan, yaprak ve sap cirikligine neden olan Pectobacterium (synonim:
Erwinia) carotovorum’un problem oldugu Boyraz ve ark., (2006) tarafindan
bildirilmistir. Aysan ve ark., (2009) yuruttUkleri bir proje cercevesinde farkl: sis
bitkilerinde yumusak ¢uruklige neden olan Erwinia turleri izole etmisler ve bunlarin

tanilanmasinda hizl1 yontemler gelistirmislerdir.
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Erwinia cinsi iginde yer alan bakteriler DNA:DNA hibridizasyonu ile yapilan
son sistematige gore Pectobacterium cinsi icerisine dahil edilmistir (Hauben ve ark.,
1998). Y apilan son degisiklikle Erwinia yumusak ¢lriklik etmenlerinin sistematigi:

Alem :Procaryotae

BAlUm : Bacteria

Sinif . Protebacteria

Takim : Gammaproteobacteria

Familya . Enterobacteriaceae

Cins . Pectobaterium

Tar :Pectobacterium caratovorum (Jones 1901) Waldee 1945 (AL

1980) Hauben ve ark. 1999 (Erwina caratovora (Jones) Bergey et a)

Erwinia cinsi bakteriler, sebep olduklar1 hastaliklarin simptomlarina gore
ayirt edilen ¢ok sayida tire sahiptir. Bu cins U¢ ana grup altinda incelenir;
amylovora, carotovora ve herbicola (Leliott ve Dickey, 1984). Amylovora grubu
elma ve armut gibi yumusak cekirdekli meyve agaclarinda ve sis calilarinda ates
yanikligr hastaligina sebep olup, Erwinia amylovora ile temsil edilmektedir.
Carotovora grubu yumusak curtkluk hastaligina sebep olan tdrleri igerir. Bu
bakteriler, hem tarlada hem de depoda Urtine cok dnemli zararlar verirler. Pektolitik
enzim Ureten bu tdrler; Erwinia carotovora subsp. carotovora, Erwinia carotovora
subsp. betavascularum, Erwinia carotovora subsp. atroseptica, Erwinia caratovora
subsp. wasabiae, Erwinia caratovora subsp. odorifera, Erwinia cypripedii, Erwinia
rhapontici, Erwinia cacticida ve Erwinia carotovora subsp. chrysanthemi’dir.
Herbicola grubu iki ana tirt icermektedir; Erwinia herbicola, genellikle bitkilerin
Uzerinde bulunan bir epifittir. Bu gruptaki diger tir olan Erwinia stewartii ise
musirlarda Stewart’ in solgunlugu diye bilinen hastaliga sebep olmaktadir (Superyona
ve Pataky, 1989).

Yumusak curtklik Erwinia tirleri, Urettikleri endopoligalakturonaz, pektin
liyaz ve pektin metil esteraz, endoglukonaz ve proteaz enzimleri gibi pektolitik
enzimler Ureterek bitki dokusunu yumusatma yetenegine sahiptir. Yumusak ¢urtklik
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veya carotovora grubu olarak isimlendirilen pektolitik enzimler Ureten bu tirler
fitopatolojik dzellikleri bakimundan diger Erwinia turlerinden farklhidirlar ve konukgu
bitkide yumusak ciriklik hastaliklarina neden olurlar.

Cetinkaya-Y1ldiz ve Aysan (2002)' min bildirdigine gore, Erwinia carotovora
subsp. atroseptica’ nin konukgu dizisi patates ve serin iklim drdnleri ile sinirl iken,
Erwinia carotovora subsp. caratovora daha iliman ve tropikal alanlarda genis bir
yayillma gosterir. Erwinia chrysanthemi tropik ve subtropik Ortinleri hastalandiran
sicak iklimlerin patojenidir. Genis bir konukcu dizisinde (sebzeler, meyveler ve siis
bitkileri) yumusak ciriklik hastaligi olustururlar. Sis bitkileri icerisinde Erwinia
carotovora subsp. atroseptica’ mn konukgu dizisi ¢ogunlukla Sardunya ve Kelebek
Cicegi ile sinirli iken Erwinia carotovora subsp. caratovora Begonya, Sus Biberi,
Siklamen, Dalya Hibritleri, Difenbahya, Atatirk Cicegi, Kalanchoe, Sardunya, Onbir
Ay Cicegi, Afrika Meneksesi, Kelebek Cicegi, Yilbasi Kaktusiinde hastalik yapar.
Erwinia chrysantemi ise genelde sicak bolgelerde seraicinde yetisen Uriinleri ve sis
bitkilerinden Begonya, Biber, Siklamen, Dalya Hibritleri, Atatirk Cicegi, Kalanchoe,
Sardunya, Afrika Meneksesi, Krizantem, Karanfil, Difenbahya ve Agloanema
turlerini hastalandirmaktadir (Perombelon ve Kelman, 1980; Daughtrey ve ark.
1995). Erwinia yumusak curtkluk grubu icerisinde yer alan Erwinia cyripedii ise
orkidelerde kahverengi ¢urtkluge, Erwinia rhanpotici sumbtlde ve Erwinia cacticidi
ise kaktuste yumusak curikltige neden olmaktadr.

Erwinia toru bakteriler 0Ozellikle ylzey sularinda, bitki artiklarinda ve
topraktaki rizosfer tabakasinda bulunurlar. Rutubetli, sisli ve yagmurlu bolgelerde
Erwinia torleri oldukca etkili olmalarina ragmen kurak ve yagissiz yerlerde
patojeniteleri azdir.

Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Bolimi, Bakteriyoloji
laboratuvarinda yapilan c¢esitli gcalisgmalar sonucunda 8 farkl: siis bitkisi turinde
(Primula sp., Kalanchoe sp., Diffenbachia spp., Cactus sp., Yucca aloifolia, Ficus
elagtica, Schefflera actinophylla, Senecio cruentus) yumusak curtkluk hastaligi
belirtilerinden 14 adet Erwinia izolat1 elde edilmis (Aysan ve ark., 2009) ancak tir ve
alttir dizeyinde tanilar1 yapilamamustir. Bu yUksek lisans tez calismasinda bu siis
bitkilerinde yumusak curiklige neden olan Erwinia izolatlarimin tir ve alt tor



1. GIRIS Mehmet KILIC

diizeyinde tarlariin yapilmas: icin farkli arastiricilar tarafindan dizayn edilen
turlere 6zellesmis ADE1- ADE2 (Nassar ve ark., 1996), ERWFOR-CHRREV (Smid ve
ark., 1995), ERWFOR-ATROREW (Smid ve ark., 1995), Y1 -Y2 (Darasse ve ark.,
1994b), Y45-Y46 (Frechon ve ark., 1995) ve ECALf -ECA2 (De Boer ve ark., 1995)
primer ciftleri kullamlarak PCR ile tarilanmasi amaglanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2. 1. Sis Bitkilerinde Yumusak Curiiklik Etmeni Erwinia Tirleriyle Tlgili
Calhismalar

SUs hitkilerinde basta yumusak curtklik olmak Uzere bakteriyel etmenlerin
neden oldugu hastaliklarin simptomolojik olarak tanilanmasi ve hastalik etmenlerinin
epidemiyolojileri hakkinda ayrintili bilgi veren kitaplar Amerikan Fitopatoloji
Dernegi tarafindan hazirlanarak yayimlanmistir (Chase, 1987; Daugtery ve ark.,
1995). Bu kaynaklarda yapilan incelemeler sonucunda Erwinia yumusak
curdkluklerini olusturan bakterinin genis bir konukgu dizisine sahip patojenlerden
biri oldugu gozlemlenmistir. Hastalik etmenlerinden dolay:r 6nemli Griin kayiplar
meydana gel mektedir.

Yumusak curuklik hastaligina Erwinia tirlerinden, (1) Erwinia carotovora
subsp. atroseptica (van Hall) Dye, Sinonim: Pectobacterium atrosepticum (van Hall)
Gardan et al.; (2) Erwinia carotovora subsp. carotovora (Jones) Dye, Sinonim:
Pectobacterium caratovorum subsp. carotovorum (Jones) Hauben et al.; (3) Erwinia
chrysanthemi (Burkholder et al.), Sinonim: Dickeya chrysanthemi (Burkholder et al.)
Samson et al. neden olmaktadir (Perombelon, 2002; Saygili ve ark., 2008).

Sayqgil1 ve arkadaglarinin (2008) bildirdigine gore, yumusak ¢urtklik hastalik
etmenlerinden Erwinia carotovora subsp. carotovora ilk kez 1901 yilinda Jones
tarafindan tammlanmis ve Bacillus carotovorus adi verilmistir. Diger yumusak
cUrdklik etmeni Erwinia carotovora subsp. atroseptica ise ilk kez 1902’ de van Hall
tarafindan Bacillus atrosepticus olarak isimlendirilmistir. Her iki bakteri de 1980
yilinda uluslararasinda da kabul edilen bakteri isimlerinin yer aldig: listede Erwinia
carotovora subsp. carotovora ve Erwinia carotovora subsp. atroseptica olarak
isimlendirilmislerdir (Skerman et al. 1980). Ancak son yillarda bakterilerin genetik
Ozellikleri dikkate alinarak yapilan molekiler taksonomiye dayali simiflandirmaya
gobre Erwinia carotovora subsp. carotovora ve Erwinia carotovora subsp atroseptica
Pectobacterium genusu icine, Erwinia chrysanthemi ise Dickeya genusuna dahil
edilmistir (Hauben ve ark., 1998).
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Her ¢ patojen de gram negatif, cubuk sekilli ve cevresel kamcili, genelde
ciftler halinde, arasira da birkag hiicreden meydana gelen zincir seklinde bulunur,
blyukligi 0.5-0.8 x 1.3 um boyutlarda, kapsili bulunmayan fakiltatif anaerob
bakterilerdir(Saygili ve ark., 2008).

Perombelon ve Kelman (1980),'in bildirdigine gore, pektolitik enzim
Uretebilme yetenegine sahip olan bu G¢ bakteriyi birbirlerinden ayirmada
biyokimyasal testlerden yararlanlabilmektedir. Ornegin, Erwinia carotovora subsp.
carotovora, 37°C'de gelisebilme, maltoz ve a-methylglucoside’'den asit ve
sakkorazdan indirgenmis maddeler olusturma yeteneginden yoksun olma
Ozellikleriyle Erwinia carotovora subsp. atroseptica’ dan ayrilmaktadir. Ayni sekilde
Erwinia chrysanthemi ise diger iki bakteriden, indol ve fosfataz Uretebilme yetenegi,
laktaz ve trehaloz’ dan asit olusturamama, %5 NaCl’ de gelismeme ve erythromycin’'e
duyarli olma Ozelliklerinin bulanmasi nedeniyle digerlerinden ayrilmaktadir
(Bradbury, 1977a; Bradbury, 1977b). Ayrica, Erwinia carotovora subsp. carotovora,
Erwinia carotovora subsp. atroseptica ve Erwinia chrysanthemi birbirinden farkl:
minumum ve maksimum sicakliklarda gelisebilme 6zelligine sahip bakterilerdir.
Ornegin Erwinia carotovora subsp. atroseptica 36-37°C’de gelisemezken Erwinia
carotovora subsp. carotovora bu sicaklikta rahatlhikla gelisebilmektedir. Bunun
yanisira pek ¢cok Erwinia carotovora subsp. carotovora izolat1 39°C’ de gelisemezken
Erwinia chrysanthemi oldukga iyi gelisme gostermektedir (Perombelon ve Kelman,
1980).

Cok genis bir konukgu dizisi olan yumusak ciriklik hastaligir etmenlerinin
epidemiyolojisi Uzerine detayli calismalar patates Uzerinde yapilmistir. Bu etmenler
bulasik patates yumrulari, bitki artiklar1 ve toprakta yasamini stirdirebilmektedir.
Bunlardan Erwinia carotovora subsp. atroseptica daha ¢ok tohumluk yumrularda
Erwinia carotovora subsp. carotovora ise toprakta yasayan bakterilerdir. Ayrica
patojen sulama sularinda gol, golet ve akarsularda yasamini strdirebilmektedir. Bu
nedenle tarlada ilk enfeksiyonlar bulasik yumrular veya toprak ve sulama sularindan
tohumluk yumrulara lentiseller veya yaralar yolu ile ilk enfeksiyonlar olusur.
Hastalikl1 bitkilerden sulama sulari, sigrayan yagmur damlalari, bdcek ya da toprak
isleme aletleri ile hastalik diger saglikl bitkilere de bulasir (Benlioglu, 1991).
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Yumusak curiklik hastaliklarina neden olan bu bakterilerin sis bitkilerinde
de sorun oldugunu ortaya koyan pek ¢ok calisma mevcuttur.

Munnecke (1960), Los Angeles, ABD yakinlarindaki seralarda 1956 yilinin
Mart ayinda Dieffenbachia bitkilerinde (Dieffenbachia picta cultivar Rudolph Roers,
Dieffenbachia X bausel ve Dieffenbachia amoena) cok siddetli yumusak ¢lriklik
hastalig1 belirtilerini tespit etmistir. Hasta bitkilerde yumusamanin toprak ylzeyine
yakin veya celik alinan yaralanmis yerler civarinda oldugu belirlenmistir. Hastaligin
ilk evrelerinde bitkinin alt yapraklarinda solgunluk, govdede su emmis lekeler ve
iletim demetlerinde agik kahverengi renk degisimmleri gozlenmistir. Govdedeki su
emmis lekeler kisa slirede yumusamaya donmis ve hastalik gorinimi ¢ok hizl
ilerleyerek 2-3 gun icinde akiskan bir yumusama sonucu tim bitkinin ¢oktugi tespit
edilmistir. Hasta govdeden alinan doku ¢rnekleri mikroskobik olarak incelendiginde
iletim demetlerinin ve ksilem parankima hicrelerinin bakteriyle dolu oldugu
saptanmustir. Hasta bitkilerden alinan celiklerde de benzer belirtilerin gok hizli
ilerledigi gbzlenmistir. Hasta bitki 6rneklerinden yapilan izolasyonlarda elde edilen
krem rengindeki bakteri izolatlar1 Erwinia chrysanthemi olarak tamlanmustir.
Hastalikla micadele etmek ve Uretim seralarinda bulunan patojen bakteriyi yok
etmek icin Oncelikle sanitasyon (temizlik) onlemleri uygulanmistir. Cogaltma
materyali olarak kesilen geliklerdeki bakteriyi yok etmek icin gelikler Agrimycin 100
(200 ppm dozunda streptomisin ve terramisin antibiyotikleri) iceren antibiyotik
solisyonuna 15 dakika ardindan 40-60 dakika 120°F (48°C)'deki sicak suya
batirilmistir. Celiklerin govdesi ne kadar kalinsa yapilan uygulamalarin etkinligi o
kadar az olmaktadir. Bu nedenle celikler 1-1.5 in¢ (2.5-3.8 cm)’den fazla
olmamalidir. Bu hastalikla miicadelede 6ncelikle saglikli bitkilerden gelik alinmali,
Uretim alanindaki hasta bitkiler uzaklastirilmali, alinan gelikler 15 dakika Agri-mycin
100 ardindan 40-60 dakika 120°F (48°C)’deki sicak su icine daldirilmalidir. Ancak
bu uygulamalar da bitki icinde bulunan bakteriyi tamamen yok eden uygulamalar
olamamis bu nedenle hastalikla miicadelede yeni yontemlerin arastirilmast gerektigi
vurgulanmustir.

Janse ve Ruissen (1988), Hollandaida bes farkli sis bitkisi tirinden
(Aechmea fasciata, Aglaonema, Cichorium intybus, Dieffenbachia, Kalanchoe
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blossfeldiana, Philodendron erubescens ve Scindapsus pictus) ve patatesten izole
ettikleri 41 farkli Erwinia chrysanthemi izolatin: fizyolojik, biyokimyasal, serolojik
ve patojenite testlerini kullanarak karakterize etmislerdir. Yedi biovara sahip olan
Erwinia chrysanthemi’ nin Hollanda izolatlarimin biovar 2, 3, 5 ve 7'ye ait oldugunu
belirlemiglerdir. Patates izolatlarinin gogu ve Kalanchoe izolatlar1 biovar 7 olarak
tespit edilirken, geriye kalan patates izolatlar: ve Cichorium intybus izolatlar1 biovar
5 olarak tespit edilmistir. Dieffenbachia izolatlar1 biovar 2 ve Aechmea, Aglaonema,
Philodendron ile Scindapsus izolatlart biovar 3 olarak saptanmustir. Yedi farkli
antiserum kullamlarak yapilan serolojik karsilastirmalarda biovar ve orijinal
konukgusu arasinda herhangi bir iliski tespit edilmemistir. TUm izolatlarin misir ve
patatesi hastalandirma yeteneginde oldugu belirlenmistir. Erwinia chrysanthemi
izolatlar1 karakterize edilirken konukgusuna gore ayrim yaparak pathovar dizeyinde
bir simiflandirmamn mimkin olamadigi sonucuna varilmstir.

Bogatko ve Sobiczewski (1989), Polonya nin Varsova sehri yakininda ticari
Uretimi yapilan simbil alanlarindan yumusak ciriklik belirtisi gosteren simbdil
soganlarini toplanmiglar ve hastaliga neden olan etmeni Erwinia carotovora subsp.
atroseptica olarak tanmilamiglardir. Polanya da ilk defa 1988 yilinda ortaya ¢ikan bu
hastaligin, kimyasal micadelesinde bakir ve streptomisinin  etkisiyle tlkede
kullarilan simbll gesitlerinin bu hastaliga duyarlihgim arastirmiglardir. Bakirl
preparatlar hastalik siddetini azaltsa da tamamen hastaligi  6nleyemezken
streptomisin  uygulamasi hastalik gelisimini tamamen engellemistir. Hastaliga
reaksiyonu testlenen 10 simbil cesidinden yedisi bu hastaliga ¢cok duyarliyken ¢
¢esit (Grow Princess, Lady Derby, Scarlet Pimpernel) daha dayanikli simbdl
cesitleri olarak tespit edilmistir.

Berger ve ark. (1994), Almanya da iris rizomlarinda yumusak curuklige
neden olan etmenin Erwinia carotovora subsp. carotovora oldugunu ve hastaliksiz
Uretim materyali eldesinde doku kultiri yonteminin bile etkisiz kalabilecegini
belirtmislerdir. Bulasik Uretim materyalinden patojenin dezenfeksiyonunda alkol,
sodyum hipoklorit, kalsiyum hipoklorit ve merkurik klorit kullammina dayal: bir

yontem gelistirmiglerdir.
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Balestra ve Impiglia (1996), Suriye nin kuzeyinde Halep yakinlarindaki Al
Bab koyunde seralarda yetistirilen Dieffenbachia maculata bitkilerinde ¢ok siddetli
govde cUrikligli belirtilerinin varhgim saptamuglardir. Ilk defa 1990 yilinda
gozlenen, ardindan 1993 yilinda yeniden ortaya cikan bu hastaliktan dolayi
Uretiminin yaklasik olarak 9%50’'sinin etkilendigini belirtmislerdir. Hasta bitki
orneklerinden izole ettikleri bakteriyi geleneksel yontemlerle (morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal ve patojenite testleri) Erwinia chrysanthemi olarak tanilamislardir.
Yedi pathovari (pv. chrysanthemi, pv. dianthicola, pv. dieffenbachiae, pv.
paradisaca, pv. parthenii, pv. philodendri ve pv. zeae) bulunan Erwinia
chrysanthemi’ nin patojenite, fenotipik ve serolojik Ozellikler yontinden pathovarlar
aralarindaki iligskisinin halen belirsiz oldugunu vurgulamiglardir. Bu hastaliga neden
olan patojenin, yurt digindan getirilen Uretim materyalleri araciligiyla Suriye'ye
bulastigim dustinmiislerdir. Uretim alamnda yapilan hatalar ve kimyasal miicadelenin
yapilmamasinin zarar1 arttrdigim belirtmislerdir. Suriye’'de ilk defa varligi rapor
edilen bu hastaligin mucadelesinde oncelikle Ulkeye giren Uretim materyalinin
hastaliksiz oldugunun testlenmesi gerektigi, ayrica Uretim alamindaki hasta bitkilerin
uzaklastirilmasi, hasta bitkilerden celik alinmamasi, Uretimde steril toprak ve
kimyasal olarak bakirli preparatlarin kullanilmasi gerektigi belirtilmistir.

Wright (1998), Yeni Zelanda'da yazin cicek acan kala zambaklarinda
(Zantedeschia spp.) 1994-1998 vyillar1 arasinda tarlada yetisen bitkilerde zayif bir
sirgin  gelisiminin - oldugunu, yapraklarin sararchigini, ilerleyen doénemlerde
govdelerin kahverengilestigini ve yaniklik belirtilerinin bulundugunu belirtmistir.
Ayrica depodaki yumrularda su emmis lekelerin varhgindan stz etmistir. Uygun
iklim kosullarinda yumrulardaki lekelerin  hizla bOyudigi, tim  yumruyu
yumusatarak c¢Urittiigd ve yumrunun peynir gibi dagildigim belirlemistir. Bu
belirtilere neden olan hastalik etmenini Erwinia carotovora subsp. carotovora (Jones
1901) Bergey et a. 1923 olarak tanilamistir. Kisin cicek acan kala zambaklarimin her
ne kadar hastaliga tolerant oldugu bilinse de yazin cigcek acan cesitlerde bu hastaligin
ekonomik olarak zarar verdigi belirtilmistir.

Mansvelt ve Carstens (1999), Giney Afrikada cesitli sis bitkisi
Ureticilerinden alinan yumusak ¢urikluk belirtisi gosteren beyaz cigekli kala zambak
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(Zantedeschia oculata ve Zantedeschia elliottiana) 6rneklerinde Erwinia carotovora
subsp. carotovora’min neden oldugu bir hastalik patlamasi belirlenmis ve bu
bitkilerde yaklasik olarak %25 triin kaybi tespit edilmistir.

Chenve Lin (2000), Tayvan'da yetistirilen cicekli kala zambak (Zantedeschia
sp.)’da Erwinia carotovora subsp. carotovora’ min neden oldugu yumusak curakltk
hastaliginin bu sis bitkisinin Gretimini sinirlayan en 6nemli  faktorlerden biri
oldugunu ve bu hastaligin hem yumruda ciriklige hem de yesil aksamda lekelere
neden oldugunu belirtmiglerdir. Hastaligin miicadelesinde Ulkede yetistirilen gicekli
kala zambak ¢esitlerinin bu etmene duyarlilik dizeyini, bu bitkinin yetistirilecegi
saksi topragi icerigini ve hastalik siddetini azaltacak kimyasal uygulamalari
arastirmiglardir. Tayvan'da yetistirilen cicekli kala zambak c¢esitlerinden 26’ simin bu
hastaliga duyarliligi incelendiginde sadece “Pink Opal” c¢esidinin tarla sartlarinda
%?2.5 hastalik siddetine sahip olan en dayanikli ¢esit oldugu belirlenmistir. Diger tg
cesitte (Dominque, Inspiration ve Pasific Pink cesitleri) ise %20'den az oranda
hastalik siddeti gozlenirken, 12 gesitte %20-50 arasinda ve geriye kalan 10 cesitte ise
%50 den fazla hastalik siddeti belirlenmistir. Saksida yetistirilen bu siis bitkisinde
Uretim toprag: olarak yer fistigi kiispesi, vermikulit ve perlit karisimi kullanildiginda
yumru ¢urtkliginin en az oldugu tespit edilmistir. Hastalik miicadelesinde sekiz
bakterisit ve 12 mikrobiyal pestisitin yumru curikligl ve yaprak lekesine etkisi
testlenmistir. Yumru ¢urikliguni ve yaprak lekelerini azaltmak icin %12.5lik
streptomisin, %10’ luk streptomisinttetrasiklin, %40’ 11k oxine bakir+bakir hidroksit
karistminin  dikim oncesi yumruya ve yaprak olustuktan sonra yesil aksama
puskirtilmesini 6nermislerdir.

Snijder ve van Tuyl (2002), Araceae familyasindan sis bitkisi olan kala
zambak tlrlerinin (Zantedeschina spp.) Erwinia carotovora subsp. carotovora’ya
kars1t duyarlilik diizeylerini arastirmislar ve Zantedeschia aethiopica’ nin yumusak
cUrdklik hastaligina dayanikli bir tir oldugunu belirtmiglerdir.

Norman ve ark. (2003), ABD’nin Florida eyaletinde yasanan su sikintist
nedeniyle belediyeler tarimsal sulamalarda kullamilmak Uzere yagmur goletleri, geri
donisumli sulama suyu ve geri donustimli kanalizasyon suyu kullammin tavsiye

etmistir. Ancak bu sularin kullamldigi Uretim alanlarinda yumusak curtuklik
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hastaliginin sorun olabilecegine dikkat ¢cekmislerdir. Florida daki sulama sularindan
1 yil boyunca ornekler toplamis ve bu sulardan izole edilen bakteriyel tirlerin
%99’ unun Diffenbachia bitkisi Gizerinde patojen oldugunu belirlemislerdir. Ayrica bu
sulama sularimin %98’ inde Erwinia carotovora subsp. carotovora ve %2’ sinde ise
Erwinia chrysanthemi’ye rastlamiglardir. Bu sulari kullanan sis bitkileri Oretim
yerlerinde ve fideliklerdeki Erwinia populasyonlarinin molekiler karakterizasyonunu
BOX-, ERIC- ve REP-PCR ile yaparak Erwinia chrysanthemi ve Erwinia carotovora
subsp. carotovora etmenlerini tanilamislardir.

GraciaaGarza ve ark. (2004), Kanada'mn Ontario eyaletinin Niagara
bolgesinde yetistirilen sis bitkileri (kala zambak, sklamen ve poinsettia) Uretiminde
Erwinia carotovora subsp. carotovora’nin neden oldugu yumusak clriklikten
dolay1 meydana gelen ekonomik kayiplarin yillik bir milyon amerikan dolarindan
fazla oldugunu bildirmistir. Ozellikle beyaz cicekli kala zambak tirlerinin
(Zantedeschia spp.) bu etmene kars1 en duyarl: sis bitkisi oldugu ve meydana gelen
parasal kayiplarin yarisimin bu tirde olustugu vurgulanmustir.

Lee ve ark. (2006), Tayvan'da beyaz cicekli kala zambak tiri olan
Zantedeschia aethiopica’ dan izole ettikleri Erwinia cinsine ait bakteri izolatlarim
molekiller dizeyde bir karakterizasyon calismasi yaparak Erwinia chrysanthemi
olarak tanilamglardir.

Chao ve ark. (2006), Tayvan'in guney kisminda saksili sis bitkisi olarak
yetistirilen Sithiporn cesidi Aglaonema tirlerinin (Aglaonema marantifoloum ve
Aglaonema rotundum) yapraklarinda yumusak curuklik belirtilerine neden olan
etmeni, patojenite, biyokimyasal ve molekiler test sonuclarina goére Erwinia
chrysanthemi olarak tamlamuslarcir. Uretim yapilan fidelikteki bitkilerin %50 sinin
bu hastaliktan dolayi etkilendigi ve pazarlanamaz duruma geldigini rapor etmislerdir.

Ismail ve ark. (2006), M1sir’da Yucca aloifolia’ da govde cliriikliigline neden
olan etmeni biyokimyasal testler ve farkli konukgulardaki patojenite testlerine gore
Erwinia chrysanthemi olarak tamlamislardir.

Ulkemizde bakteriyel etmenlerin siis bitkilerinde olusturdugu hastaliklar
uzerine ilk detayl: arastirma olarak Oden tarafindan yapilan doktora calismasi dikkat
cekmektedir (Oden, 1991). Arastirici Istanbul ve Izmir illerinde yaptig:
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incelemelerde krizantem (kasimpati) (Chrysanthemum spp.) ve gillerde (Rosa spp.)
kok bogazi uruna neden olan Agrobacterium tumefaciens'i, Schlangenlcraut
palustris (Kala), Ariocarpus trigonus (Kaktis), Lilium candidum (Zambak),
Sainpaulia ionatha (Afrika Meneksesi), Dieffenbachia sp. (Difenbahya) ve Gerbera
L. da (Gerbera) yumusak ciriklige neden olan Erwinia carotovora’'y: tanilamistir
(Oden, 1991).

Akdeniz bolgesinde 2000'1i yillarin basglarinda ise Gul’lerde Agrobacterium
tumefaciens in (Aysan ve Sahin, 2003) ve Difenbahya’ larda ise Erwinia carotovora
subsp. carotovora’ nin (Cetinkaya-Y1ldiz ve Aysan, 2002; Cetinkaya- Yildiz ve ark.,
2004) neden oldugu bir hastalik patlamasi rapor edilmistir.

Konya nin Cumrailgesinde, 15-20 dekarlik alanda yillik 1.200.000-1.500.000
adet 22 g¢eside ait tohumluk lale (Tulipa spp.) sogam Uretimi yapilmaktadir. Bu
Uretim alaninda 2002 ve 2003 vyillarinda tohumluk lale soganlarinda yumusak
cUrUkluk ve yaprak lekesi belirtileri tespit edilmistir. Gander ¢esidinin her iki yilda
da tarlada hastaliktan en c¢ok etkilenen cesit oldugu belirlenmis ve yapilan
izolasyonlarda 30 bakteri izolat1 elde edilmistir. Depolarda yapilan incelemelerde ise
Salmon Parrot c¢esidinin en fazla etkilenen ¢esit oldugu belirlenirken depo
déneminde yapilan izolasyonlarda 117 bakteri izolat1 elde edilmistir. TUm izolatlar
patojenite, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlere gore Pectobacterium
(synonim Erwinia) carotovorum’un olarak Boyraz ve ark. (2006), tarafindan
tamlanmustir.

Aysan ve ark. (2009), TUBITAK destekli bir arastirma projesinde Hatay,
Adana, Mersin, Antalya, Mugla, Manisa, izmir, Bursa, Yalova, Istanbul ve Tekirdag
illerinde siis bitkileri Uretim alanlarindan hasta bitki 6rnekleri toplams ve bakteriyel
etmenlerin izolasyonuyla tamsint yapmislardir. Saksili sis bitkilerinden (Primula sp.,
Kalanchoe sp., Diffenbachia spp., Cactus sp., Anthrium sp, Yucca aloifolia, Ficus
elagtica, Hibiscus rosasinensis, Schefflera actinophylla ve Senecio cruentus)
yumusak curuklige neden olan Erwinia izolatlari;; Anthurium andraeanum’dan
Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae; Hibiscus rosa-sinensis'den tir
duzeyinde tamlamayan bir Xanthomonas sp., Begonia spp.’den Xanthomonas
axonopodis pv. begoniae; Pelargonium peltatum’ dan Xanthomonas axonopodis pv.
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pelargonii; Hedera helix’den Xanthomonas axonopodis pv. hederae; Schefflera
actinophylla’dan Pseudomonas cichorii; Ficus benjamina, Euonymus japonica ve
Rosa sp.’ den Agrobacterium tumefaciens ve Nerium oleander, Jasminium officinale,
Myrtus communis ve Fontonesia phillyreocides den Pseudomonas savastanoi izole
edilmistir. izolatlarin tamsinda klasik yontemler, BIOLOG, MIDI, ELISA,
Immunostrip ve tire spesifik PCR kullamirken izolatlarin  genotipik olarak
farkliliklarint  belirlerken BOX-PCR yontemini  kullanmiglardir. Bu projeyle,
Ulkemizde yetistirilen veya ithal gelip satis1 yapilan sis bitkilerindeki bakteriyel
hastaliklarin son durumu ortaya konmustur. En yaygin hastalik gérintimanin ortt
altinda yetistirilen saksil1 bitkilerde yumusak ¢lruklik belirtileri oldugu vurgulanmis
ve bu etmenlerin Diffenbachia tirlerinden hizli tamsinda secici besi yeri olan
CVPye izolasyon ve tire spesifik PCR yontemini kombine ederek kullanimin
Onermislerdir. Bu proje cercevesinde cesitli siis bitkilerinden elde edilen Erwinia

izolatlar1 bu yiksek lisans tez ¢aligmasinda kullamlmustir.

2. 2. Yumusak Curiklige Neden Olan Erwinia Turlerinin Molekiler Tamayla

flgili Cahsmalar

Darrasse ve ark. (199449), Fransa da patateslerde karabacak hastaligina neden
olan Erwinia carotovora subsp. atroseptica’mn toprakta, bitki dokusunda ve
Ozellikle tohumlukta varliginin erken donemde ve kisa siirede saptanmasinin onemi
belirtmislerdir. Bu amag dogrultusunda molekiler tarida kullanilabilecek bu patojene
spesifik DNA proplar1 gelistirmeye calismislardir. 87 adeti Erwinia carotovora
izolat1 olan 130 mikroorganizmayla yaptiklar: ¢alismada, yaklagik 180 ile 400 bp
blyUklGglinde bant olusturan 6 DNA parcasini izole etmis, klonlamis ve dizilimini
belirlemislerdir. Bunlar icerisinde yer alan bir probun Erwinia carotovora subsp.
atroseptica’ya spesifik oldugu belirlenmistir. Patenti alinan bu DNA parcasinin
Escherichia coli’nin putP genleriyle homolog oldugu ve tamda umut veren probun
detayl1 calisilmasi gerektigini vurgulamgslardr.

Darrasse ve ark. (1994b), Erwinia tirleri tarafindan Oretilen pektolitik

enzimlerin, patates basta olmak Uzere farkli konukgularda yumusak curtklik
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belirtisine neden oldugunu ve bu enzimleri kodlayan pel genlerinin dizilimini
kullanarak Erwinia carotovora’ya spesifik bir PCR yontemi gelistirmislerdir. Y1 ve
Y2 isimleri verilen pel genlerini kodlayan bu bdlge, PCR’da cogaltildiginda 434
bp'lik bant olusturmustur. Bu primer cifti Erwinia carotovora nin atroseptica,
caratovora, wasabiae ve odorifera alt tlrdnu tamrken betavasculorum alt tdrdng
tammmamigtir. Pektolitik enzim dreten 5 alt tarin ayriminda ise PCR-RFLP
(restriction fragment lenght polymorphism)’ den faydalanmslardir.

Smid ve ark. (1995), patates yumrularinda latent halde bulunabilen Erwinia
carotovora subsp. atroseptica ve Erwinia chrysanthemi populasyonunu saptamak
icin geleneksel yontemlerin yeterli olamadigim vurgulamislar ve tire spesifik PCR’ 1
kullanarak daha kisa siirede bakteriyel patojenleri saptamislardir. Bu amacla tire
gpesifik primerler dizayn etmislerdir. Tim yumusak c¢lUriklik patojenleri igin
kullanlabilecek dizilime ERWFOR, Erwinia carotovora subsp. atroseptica’ya
gpesifik primer dizilimine ATROREW ve Erwinia chrysanthemi’ye spesifik primer
dizilimine de CHRREV adhni vermislerdir. Orneklerden Erwinia carotovora subsp.
atroseptica’'y1 tamlarken ERWFOR ve ATROREW primer cifti kullamldiginda 389
bp’lik bant elde edilirken, Erwinia chrysanthemi’yi tanilarken ERWFOR ve
CHRREV primer ¢ifti kullanildiginda 450 bp’ lik bant elde edilmistir.

De Boer ve ark. (1995), patateste karabacak hastaligina neden olan Erwinia
carotovora subsp. atroseptica’nin  hastalik belirtisi  gostermeyen tohumluk
patateslerde latent olarak bulunmasinin hastalik epidemiyolojisinde ¢cok 6nemli bir
role sahip oldugunu belirtmislerdir. Tohumluk yumrulardaki bu patojenin varligin
belirlemek icin sadece bu tire spesifik olan, ECA1f ve ECAZ2r olarak adlandirilan bir
PCR primer seti dizayn etmisler ve 690 bp blyuiklGglinde bantlar elde etmislerdir. Bu
primer seti diger Erwinia turlerini tammmazken sadece Erwinia carotovora subsp.
atroseptica’y1 tamyarak tire spesifik oldugu kamtlanmistir. DisUk populasyondaki
bakteri yogunlugu ELISA ile saptanamazken bu primer seti kullanilarak yapilan PCR
calismalarinla patojen saptanabilmistir. ELISA’nin duyarlilig: 10° hiicre/ml iken bu
primerlerle yapilan PCR’in duyarlihginin 3x10% hiicre/ml oldugu belirlenmistir.

Helias ve ark. (1998), ABD, Almanya, Arjantin, Cezayir, Fas, Fransa,
Hollanda, ispanya, Japonya, Kongo, Meksika ve Tunus'tan elde edilen 140 adet
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yumusak clriklige neden olan Erwinia izolatinin karakterizasyonunda, Y1 ve Y2
primerlerini kullanarak PCR’da 434 bp’'lik bantlar elde etmislerdir. Bu primerler
Erwinia carotovora subsp. betavasculorum hari¢ Erwinia carotovora min tim alt
turlerini tammustir. Erwinia carotovora subsp. atroseptica’ min patates yumrusu, yesil
aksam, toprak ve sulama suyunda varligim saptarken DAS-ELISA, PCR ve IMS-
PCR (immunomagnetic separation-PCR)’ 1 kullanmuglardir.

Frechon ve ark. (1998), Erwinia carotovora subsp. atroseptica’ nin patateste
saptanmasinda Probelia firmasi tarafindan ticari hale getirilen PCR’a dayal1 bir tam
kitini 4 Ulkeden 5 farkl: laboratuarda ayr1 ayr1 testlemislerdir. PCR calismalarinda
Frechon ve ark. (1995) tarafindan dizayn edilen ve Sanofi Diagnostics Pasteur
firmast tarafindan patenti alinan Y45 veY46 primer ciftini kullanmiglardir. Saf
kilttirde patojenin saptanabilme limiti 1.3x10% ile 1.5x10° hiicre/ml arasindayken,
suni olarak bulastirilmis patates yumrularinda patojenin saptanabilme limitinin
1.0x10" ile 6.2x10° arasinda oldugu belirlenmistir.

Toth ve ark. (1999d), sekiz Bat1 Avrupa Ulkesinden izole edilen 60 adet
Erwinia carotovora subsp. atroseptica izolatimn fenotipik ayriminda BIOLOG
testini ve molekuler tiplendirmesinde ise PCR-RFLP (restriction fragment length
polymorphism), ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus)-PCR, RAPD
(random amplified polymorphic DNA)-PCR, ODD (ouchterlony double diffusion) ve
fa tiplendirme testlerini kullanmiglardir. Serolojik bir test olan ODD’ye gore
Erwinia carotovora subsp. atroseptica izolatlar1 arasinda blyUk oranda farkliliklar
gozlenmistir. Izolatlarin molekiler tiplendirmesinde PCR-RFLP, ERIC-PCR ve
RAPD-PCR’a gore izolatlar arasinda ¢ok fazla ayrim yapilamamustir. Ancak faj
tiplendirme testlerinin izolatlar arasi farklilig: belirlemede oldukga basarili oldugu
saptanmistir.  Bu bulgular dogrultusunda patateslerde karabacak hastaliginin
epidemiyolojisinde faj testlerinin kullanilabilecegi belirtilmistir.

Toth ve ark. (1999b), tohumla tasinan patojenler olarak bilinen Erwinia
carotovora subsp. carotovora, Erwinia carotovora subsp. atroseptica ve Erwinia
chrysanthemi’nin hizl1 ve givenilir tamsinda bu etmenlerin 16S rRNA bdlgesini
kodlayan SR3F ve SRI1cR adli primer dizilimini kullanarak 16S-PCR’a dayal1 bir
yontem gelistirmislerdir. Farkli yerlerden elde edilen 65 izolat testlendiginde 119
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bp'lik bantin varlhigi tespit edilmistir. Patojenin saptanabilme limitinin in vitro
sartlarda sivi killtiirde 2.0x10? ile 3.4x10* hiicre/ml arasindayken mini bitkilerde bu
miktar 2.3x107 ile 1.9x10* hiicre/ml olarak saptanmustir. Doku killtiriyle tiretilmis
mini yumru ve mini bitkilerde bile bu patojenlerin yasamaya devam etmelerinden
dolay1, Uretim materyallerinde bu U¢ etmenin latent enfeksiyonlarim saptayacak
duyarlilikta oldugu belirtilmistir.

Hyman ve ark. (2000), patetes yumrularinda ciddi oranda zarara neden olan
Erwinia carotovora subsp. atroseptica’ nin tespiti icin PCR dayal1 bir tani yontemi
gelistirmislerdir. PCR, segici besi yeri olarak CVP'ye ekim ve immunofloresan
mikroskopi tekniklerini karsilastirdiklarinda PCR’1in olduk¢a duyarli bir yontem
oldugunu belirtmiglerdir.

Kang ve ark. (2003), Kore'de Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum tanilanmasi icin dizayn ettikleri EXPCCR ve EXPCCF adl1 primerleri
kullanarak PCR’a dayal1 hassas bir yontem gelistirmislerdir. 24 primer icinden
sectikleri bu primer seti kullanildiginda Pectobacterium carotovorum  subsp.
carotovorum izolatlar1 550 bp btiytkluginde bantlar olusturmustur.

Norman ve ark. (2003), ABD’nin Florida eyaletinde geri donustimli sulama
suyu kullanan sis bitkileri Gretim yerlerinden ve fideliklerden izole ettikleri yumusak
curdakluge neden olan Erwinia izolatlarinin tir diizeyindeki tamisim yaparken spesifik
PCR yanminda izolatlar arasindaki genetipik ayrimda BOX-PCR, ERIC-PCR
(enterobacterial repetitive intragenic consensus) ve REP-PCR (repetitive extragenic
palindromic)’1 kullanmuslardir. izole ettikleri bakterilerin 52 adetini Erwinia
chrysanthemi ve 137 adetini Erwinia carotovora. subsp. carotovora olarak
belirlemiglerdir.

Yishay ve ark. (2008), monokotiledonlu (Curcuma spp., Hippeastrum spp.,
Hosta spp., Lilium spp., Ornithogalum dubium, Schismatoglottis spp., Spathiphyllum
spp., Zantedeschia aestivae, Zantedeschia aethiopica, Zantedeschia albomaculata,
Zantedeschia elliottiana, Zantedeschia renmamii) ve dikotiledonlu (Aconitum spp.,
Brassica oleracea, Capsicum annum, Cucumis melo, Cyclamen spp., Solanum
esculentum, Solanum tuberosum) sebze ve sls bitki tdrlerinden izole edilen
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum izolatlarimin  genotipik
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karekterizasyonunda 16S rRNA dizilimi ve ITS-PCR (intergenic transcribbed spacer-
PCR) yontemini kullanmuglardir. izolatlarin patojenitesi ve konukgusu arasindaki
iliski genotipik olarak degerlendirildiginde bu tiriin taksonomisinin yeniden detayl:
olarak arastirilmasi gerektigini belirtmislerdir.

Laurila ve ark. (2008), Finlandiya da patates bitkilerinden ve bu bitkilerin
sulamasinda kullamlan nehir sularindan izole ettikleri Pectobacterium ve Dickeya
izolatlarint ture spesifik PCR testleriyle tanilamiglardir. Bitkilerden elde edilen
izolatlarin gogu Pectobacterium atrosepticum olarak tanilanirken, nehir sularindan
elde edilen izolatlarin gogunun Dickeya spp. oldugu belirlenmistir. Dickeya
izolatlarinin filogenetik analizlerinde 16S-23S rDNA analizlerini kullandiklarinda
izolatlarin 3 gruba ayrildigim saptamislardir. Bu galigmayla Dickeya turlerinin
sadece sicak Ulkelerde sorun olmadigi aym zamanda Finlandiya gibi soguk kuzey
Avrupa ulkelerinde problem oldugu ortaya konmustur.

Gallelli ve ark. (2009), Italya'min glney kisminda yer alan Sele vadisinde
yetistirilen enginar bitkilerinde 2001 yilimin Temmuz-Eylul aylari arasinda
yapraklarda ve sapta kahverengilik, 6zde yumusama ve sonucta enginar baslarinin
sapa baglandigr kisimdan devrilmesi seklindeki belirtileri ilk defa gozlemislerdir.
Pektolitik enzim tUretme yetenegindeki 24 bakteri izolatimin Pectobacterium cinsine
ait oldugu belirlenmis ve Pectobacterium carotovorum' a spesifik olan pel genlerini
kodlayan Y1 ile Y2, Pectobacterium atrosepticunta spesifik olan Y45 ile Y46
primer setleriyle tire spesifik PCR yapmuslardir. Dort izolat hari¢ 20 izolat 434
bp'lik bant olusturarak Pectobacterium carotovorum olarak tanmlanmistir. Higbir
izolat Pectobacterium atrosepticum’'a spesifik olan Y45 ile Y46 primer setiyle
yapilan PCR’da pozitif sonug vermemistir. PCR-RFLP c¢alismalarinda dort izolatin
UcUniin Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum birinin ise Pectobacterium
carotovorum subsp. odoriferum oldugu belirlenmistir.

Slawiak ve ark. (2009), yumusak clruklik belirtisi gosteren patatesierden
1979 ve 1994 yillar1 arasinda Avrupa nin ¢esitli Ulkelerinden (Almanya, Fransa,
Finlandiya, Hollanda, ingiltere, ispanya, Polonya) izole ettikleri ve Peru, Tayvan,
Israil ve Avustralya da getirilen toplam 65 adet Dickeya (sinonim Pectobacterium ve
Erwinia) cinsine ait bakteri izolatimn tir dizeyinde tamsim molekiler testlerle
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yapmuslardir. Altt farkli tort bulunan Dickeya (D. chrysanthemi, D. paradisiaca, D.
dadantii, D. dianticola, D. diffenbachiae, D. zeae) izolatlarinin ayriminda REP-PCR,
16S rDNA ve dnaX dizi analizlerini kullanmislardir. Avrupa ve Israil izolatlar:
cogunlukla D. dianticola iken sadece iki Alman izolat1 D. diffenbachiae ve D.
dadantii olarak tamlanmustir. Peru izolatlari D. dadantii, Avustralya izolatlar1 D.
zeae, Tayvan izolatlar1 D. chrysanthemi olarak saptanmustir.

Diallo ve ark. (2009), patateste 6nemli zararlar yapan bakteriyel patojenlerden
olan Pectobacterium atrosepticum ve Dickeya tirlerinin tarladaki zararim azaltmanin
en etkili yolunun hastaliksiz tretim materyali kullamimiyla olacagini belirtmislerdir.
Bu nedenle Fransa'da kullamlan tohumluk patateslerin bu etmenler agisindan
dikkatlice testlenmesi gerektigini vurgulamiglardir. Tohumluk patateslerde
Pectobacterium atrosepticum ve Dickeya chrysanthemi’nin varligim molekiler
testlerle belirlerken tek bir PCR tUpinde her iki patojeni de belirleyebilecek
multiplex-PCR yontemi gelistirmislerdir. Calismada Frechon ve ark. (1995)
tarafindan dizayn edilen Y45 ile Y46, Nassar ve ark. (1996) tarafindan gelistirilen
ADEL ile ADE2 ve calismalar1 kapsaminda kendilerinin dizayn ettigi Ech 1/1’
primer ciftlerini kullanmuglardir. Tek bir PCR ve tek bir jel ile her iki patojenin
varliginda jelde 420 ve 600 bp'lik bantlar olusmustur. Gelistirilen bu yontemle her
iki patojen kisa stirede ve daha az kimyasal kullanilarak basariyla tanmlanabilmistir.

Rezaei ve Taghavi (2010), iran’'da 2005-2006 yillari arasinda yumusak
cUrUklik belirtisi gosteren patates, havug, biber, sogan, sekerpancari, salgam, marul
ve lahana bitkilerinden izole ettikleri pektolitik enzim Ureten 42 adet bakterinin
fenotipik ve genotipik karakterizasyonunu yapmiglardir. EXPCCR ve EXPCCF
primerleri kullamlarak yapilan tire spesifik PCR testleriyle 20 izolat 550bp’lik bant
Ureterek Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (sinonim Erwinia
carotovora. subsp. carotovora) olarak tanmilanmistir. Ayrica BOX-PCR, ERIC-PCR
ve REP-PCR ile yapilan tir ve alt tir diizeyinde ayriminda, 6 izolat Pectobacterium
carotovorum subsp. odoriferum, 4 izolat Pectobacterium betavasculorum ve geriye
kalan 6 izolat da Dickeya chrysanthemi (sinonim Pectobacterium chrysanthemi,

Erwinia chrysanthemi) olarak tamlanmistir. Yumusak c¢urioklige neden olan
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bakterilerin tir ve alt tur dizeyinde ayriminda REP-PCR'in basariyla

kullarilabilecegini gostermislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3. 1. 1. Erwinia izolatlari

Calismada, TOVAG 1060333 nolu proje cercevesinde 8 farkli siis bitkisi
turdnden (Primula sp., Kalanchoe sp., Diffenbachia spp., Cactus sp., Yucca aloifolia,
Ficus elastica, Schefflera actinophylla, Senecio cruentus) izole edilen 14 adet
Erwinia izolat1 kullanilmistir. Karsilastirma kalttrd olarak Dr. Mavridis den (Georg-
Agust Univ., Gottingen, Almanya) temin edilen GSPB 415 (Erwinia chrysanthemi),
GSBP 1405 (Erwinia carotovora subsp. caratovora) ve GSBP 2131 (Erwinia
carotovora subsp. atroseptica) kodlu referans izolatlar kullamimistir. Cizelge 3.1'de
gorildugu gibi izolatlara yeniden kod verilerek calismada toplam 17 izolat
kullanl mstur.
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Cizelge 3.1.Calismada kullamilan bakteri izolatlarimin listesi

izolat Adi Yeni izole Edildigi K aynak
Verilen Sus Bitkis
K odlar
1 |Primulal MK-1 Primula sp. TOVAG 1060333 nolu
proje
2 |Primula2 MK-2 Primula sp TOVAG 1060333 nolu
proje
3 |Kaoncheal MK-3 Kalonchea sp. TOVAG 1060333 nolu
proje
4 |Kalonchea2a MK-4 Kalonchea sp. TOVAG 1060333 nolu
proje
5 |Kaonchea2b MK-5 Kalonchea sp. TOVAG 1060333 nolu
proje
6 |Diffen-Antalya MK-6 Diffenbachia TOVAG 1060333 nolu
1 super tropic proje
7 |Diffenbachia 1 MK-7 Diffenbachia TOVAG 1060333 nolu
amoena proje
8 |Kaktis-Antalya MK-8 Cactus . TOVAG 1060333 nolu
1 proje
9 |Kaktis-Antalya MK-9 Cactus . TOVAG 1060333 nolu
2 proje
10 |Kaktis MK-10 | Cactus sp. TOVAG 1060333 nolu
proje
11 Yucca MK-11 |Yuccaaloifolia |TOVAG 1060333 nolu
proje
12 |Ficus MK-12 |Ficuselastica TOVAG 1060333 nolu
proje
13 |Schefflera MK-13 | Schefflera TOVAG 1060333 nolu
actinophylla proje
14 |Sinenererya MK-14 | Senecio cruentus | TOVAG 1060333 nolu
proje
15 |GSPB 415 - Dr. Mavridis
16 |GSBP 1405 - Dr. Mavridis
17 |GSBP 2131 - Dr. Mavridis

3. 1. 2. PCR Primerleri

Cizelge 3.2.de goruldugi gibi, Erwinia chrysanthemi icin Nassar ve ark.,
(1996) tarafindan gelistirilmis olan pektolitik enzim Ureten bakterilerin pel genlerini
kodlayan ADE1 ve ADE2 kodlu primer cifti ile Smid ve ark., (1995) tarafindan
dizayn edilen metalloproteaz gen bdlgesini kodlayan ERWFOR ve CHRREV adl
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primer cifti kullamlmustir. Erwinia carotovora’ya spesifik olan Darrasse ve ark.,

(1994) tarafindan gelistirilen ve pektolitik enzim Ureten bakterilerin pel genlerini

kodlayan Y1 ve Y2 isimli primer cifti kullanilmistir. Erwinia carotovora subsp.

atroseptica igin Frechon ve ark., (1995) tarafindan dizayn edilen Y45 ve Y46 adl,
Smid ve ark., (1995) tarafindan gelistirilen ERWFOR ve ATROREW adl1 primer
ciftleri ile De Boer ve ark., (1995) tarafindan gelistirilen ECA1f ve ECA2r kodlu
primerler PCR ¢alismalarinda kullamlmustir.

Cizelge 3.2. PCR ¢aligmasinda kullanilan primerler

Patojen | Primer PCR drand (bp)/ | Literatlr
primerin etki ettigi
gen

Echr ADEL (5'-GAT CAG AAA GCC Nassar ve
CGC AGC CAG AT-3) 420 ark., 1996
ADE2 (5-CTG TGG CCG ATC pel gen
AGG ATG GIT TTG TCG
TGC-3)

Echr ERWFOR (5-ACG CAT GAA Smid ve
ATC GGC CAT GC-3) 450 metalloprotease | ark., 1995
CHRREV (5-AGT GCT GCC gen
GTA CAG CACGT-3)

Ecc Y1l (5-TTA CCG GAC GCC Darrasse ve
GAG CTG TGG CGT-3) 434 ark., 1994
Y2 (5-CAG GAA GAT GTC pel gen
GTT ATC GCG AGT-3)

Eca Y45 (5-TCA CCG GAC GCC Frechon ve
GAA CTG TGG CGT-3) 438 ark., 1995
Y46 (5-TCG CCA ACG TTC pel gen
AGC AGA ACA AGT-3)

Eca ERWFOR (5-ACG CAT GAA Smid  ve
ATC GGC CAT GC-3) 389 metalloprotease | ark., 1995
ATROREW (5-ATC GAT ATT gen
TGA TTG TC-3)

Eca ECAIf (5-CGG CAT CAT AAA De Boer ve
AAC ACG-3) 690 ark., 1995
ECAZ (5-GCA CAC TTC ATC unknown
CAG CGA-3) chromosomal
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3.2. YONTEM

3. 2. 1. Bakteri izolatlarimin Besi Yerinde Cogaltiimas ve Pektolitik
Aktivitelerinin Saptanmas

Calismada kullamlacak siis bitkilerinden izole edilen 14 adet Erwinia izolati
(MK-1, MK-2, MK-3, MK-4, MK-5, MK-6, MK-7, MK-8, MK-9, MK-10, MK-11,
MK-12, MK-13, MK-14) ve 3 referans izolat (GSPB 415, GSBP 1405 ve GSBP
2131) olmak Uzere toplam 17 izolat King B besi yerine Ug¢ gizgi yontemiyle gizilerek
48 saatlik kulturlerin koloni morfolojileri incelenmistir. Kat1 besi yerinde gelisen 17
izolatin 48 saatlik kultard kullamlarak izolatlarin patates dilimlerindeki pektolitik
aktiviteleri Lelliott ve Stead (1987)’ ye gore belirlenmistir.

Pektolitik aktivite: Patates yumrular1 yilzeysel dezenfeksiyon igin ©nce
deterjanli suda fir¢alanarak yikanmis ve daha sonra %1’'lik NaOCl’ da (hypo marka
%48’ lik ticari solusyon) 3 dakika bekletilmistir. NaOCI'yi uzaklastirmak icin 3 kez
steril saf su ile durulanmustir. Bu islemden sonra steril bir bisturi ile patates
yumrularimn kabuklarr soyulmustur. Steril 1slak filtre kagidi iceren steril petri icine
kabugu soyulmus bir cm kalinligindaki patates dilimleri yerlestirilmistir. Bir 6ze
dolusu bakteri kulttrli patates dilimi tzerine bulastirilmistir. 25°C’de iki gunlik
inkUbasyondan sonra degerlendirme yapilmustir. Inokule edilen bolgedeki yumusama
pozitif olarak kabul edilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).

3. 2. 2. Erwinia Tirune ait DNA’larin izolasyonu

Elde edilen bakteri izolatlarinin ve referans izolatlarin DNA’s1 De Boer ve
Ward (1995)’a gore izole edilmistir. Bu yontemde izlenen prosediir asagida detayl:
olarak agiklanmustir.

Bakteri izolatlart 9 mL Nutrient broth sivi besi yerine (litrede 13 g Nutrient
Broth) asilanarak 200 dev./dak. donen calkalayicida gece boyu 27+1°C'de
gelistirilmistir. Bakteri stispansiyonundan 1mL steril ependorf tipine alimp tiplerin
agirliklart dengelenerek 14.000 dev/dak.’da 20 dakika santrifdlj edilmistir. Cokelti
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alinarak stipernatant atilmistir. Cokelti Gzerine hiicre parcalanmasini saglamak tzere
%1’ lik SDS+TAE bufferdan (10 ml 10xTAE buffer1 90 mL su, 1 g Sodium dodecyl
sulphate ) 100uL eklenmis ve tlp karistiricisinda karistirilmistar. Tpler 50°C’ deki su
banyosunda 3 saat bekletilmistir. 50 uL 7.5M Amonyum asetat (57.75 g Amonium
acetate, 100 ml distile su) eklenmistir. 14.000 dev/dak.’da 10 dakika santrifdj
yapilarak amonyum asetat artiklarimin altta toplanmas: saglanmis ve tstte kalan DNA
kesik bir pipet ucu ile alinip (yaklasik 130uL) yeni bir ependorf tliptne aktaril mistir.
Buna esit miktarda (yaklasik 130uL) derin dondurucuda sogutulmus isopropanol
eklenmistir. Tupler derin dondurucuda 45dak. bekletilmistir. 10.000 dev/dak.’da 10
dakika santrifiy yapilarak pellet alinmistir. Sogutulmus %70’ lik alkolden 100yl
ependorf tlplerine eklenip 10.000 dev/dak.’da 10 dakika santrifllj yapilarak alkolle
yikama yapilmistir. Ependorf tipler ters gevrilerek alkol dokulup steril kabinde bir
saat kurumaya birakilmistir. Ependorf tlpler icerisine 50 pl bidistile su (ddH20)
konularak tup karistincisinda  karistinlmistir.  izole edilen  DNA’lar PCR
calismalarinda kullamimak lzere -20°C’ de muhafaza edilmistir. Elde edilen bakteri
DNA’sinin Agarose jel elektroforezine yonelik calismalar Sambrook ve ark, (1989)'a
gore yapilmistir. Bunun icin 0.9g agarose 90mL 1XTAE (0.24 g TrissHCI, 0.074 g
EDTA, 200 mL digtile su) tamponuna konularak mikrodalga firinda eriyinceye kadar
kaynatilmistir. Y aklasik 50°C’ye kadar sogutulan sollisyon, taragin yerlestirildigi jel
tepsisine dokulmis ve agaroz jelin donmasindan sonra jel tanki igerisine jeli
ortinceye kadar 1XTBE buffer (litrede 107.89 g Tris, 55.0 g Borik asit, 7.44 g N&
EDTA, pH:8.0) konulmustur. Daha sonra drnek koymak icin kullanilan tarak
dikkatlice gekilerek cikarilmistir. Bu sekilde hazirlanan agaroz jel cukurlarina 3uL
loading buffer (30.0 mg Bromophenol blue, 4.25 mL 5xTBE, her ikisi karistirildiktan
sonra 5.75 ml Gliserin eklenmistir) ve 12ul PCR Urind karisimi bir mikropipet
yarchmi ile dikkatlice yUklenmistir. Elektroforez tankinda agaroz jeldeki 6rnek
hiicrelerin bulundugu yer gi¢ kaynaginin negatif (-) kutbuna denk gelecek sekilde
yerlestirilip PCR drdnleri 70V elektrik akiminda yaklasik 1 saat sire ile
yurttilmustar. Bantlarin gorulmesi igin ethidium bromir ile (10 mg/mL) 10 dak.
boyama yapilip bunu takiben 15 dak. saf suile jel yikanarak transliminatérde bantlar
incelip fotograflanmustir.
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3. 2. 3. Bakteri izolatlarimin PCR Tegti ile Tamisi

Calismanin bu kisminda farkli primer dizilimleri kullamlmistir. PCR
cogatmalarinda 6.5 nL distile su, 12.5nmL. PCR Master Mix (Promega, M7502), 2.0
mL primerl, 2.0 L primer2 ve 2.0 mL genomik DNA olmak Uzere toplam 25.0 niL
icerik kullamilmustir. Thermal cycler aletine (PCR aleti) 6rnekler koyularak Cizelge
3.3.’de goruldugu gibi amplifikasyonlar uygun literatiire gore programlanmustur.

ADE1 ve ADE2 primerlerinin kullanilchgi amplifikasyonlar 94 °C'de 4
dakika 1 dongl, 94°C'de 1 dakika, 67°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika (34 dongli)
ve son dongl 72°C’de 5 dakika olacak sekilde programlanmistir (Nassar ve ark.,
1996).

ERWFOR ve CHRREV primerlerinin kullanilchg: amplifikasyonlar 94 °C’de
4 dakika 1 dongu, 94°C’ de 1 dakika, 55°C’ de 1 dakika, 72°C’ de 2 dakika (30 dongui),
94°C’'de 1 dakika 1 dongl, 55°C’de 1 dakika 1 dongu ve son dongt 72°C’de 10
dakika olacak sekilde programlanmustir (Smid ve ark., 1995).

Y1 ve Y2 primerlerinin kullamldigi amplifikasyonlar 94 °C'de 5 dakika 1
dongi, 94°C’ de 30 saniye, 65°C’de 30 saniye, 72°C’ de 45 saniye (35 dongti) ve son
dongli 72°C’ de 5 dakika olacak sekilde programlanmustir (Darrasse ve ark., 1994b).

Y45 ve Y46 primerlerinin kullamldigir amplifikasyonlar 94 °C'de 5 dakika 1
dongl, 94°C’ de 30 saniye, 65°C’ de 45 saniye, 72°C’ de 45 saniye (40 dongti) ve son
dongli 72°C’ de 5 dakika olacak sekilde programlanmustir (Frechon ve ark., 1995).

ERWFOR ve ATROREW primerlerinin kullamldigi amplifikasyonlar 94
°C’de 4 dakika 1 dongu, 94°C’de 1 dakika, 55°C’ de 1 dakika, 72°C’de 2 dakika (30
dongti), 94°C’de 1 dakika 1 dongu, 55°C’ de 1 dakika 1 dongli ve son dongl 72°C' de
10 dakika olacak sekilde programlanmustir (Smid ve ark., 1995).

ECA1f ve ECA2r primerlerinin kullanilcigi amplifikasyonlar 95 °C'de 5
dakika 1 dongu, 94°C'de 30 saniye, 62°C’'de 45 saniye, 72°C'de 45 saniye (30
dongti) ve son dongli 72°C’ de 8 dakika olacak sekilde programlanmustir (De Boer ve
ark., 1995).

DNA cogaltimi ile elde edilen PCR Urunleri %1.2'lik agaroz jele yiklenerek
70 mA akim uygulanmp ethidium bromir boyamas: sonucu bantlar transliminatorde
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incelenerek fotograflanmistir  (Sambrook ve ark., 1989). Olusan bantlarin
tekrarlanabilir bantlar oldugunu gostermek icin calisma 3 kez tekrarlanmustir.

Cizelge 3.3. PCR Caligmasinda Kullanilan Programlar

Echr (ADE1- ADE2)( Nassar ve ark., 1996)
Program adimlar: Sicaklik (°C) Siire
1 Ilk denattirasyon Y] 4 dak.
2 Denatlrasyon 94 1 dak.
3 Primer baglanmasi 67 1 dak.
4 Uzama 72 1 dak.
Dongl sayisi 34
5 Sonuzama 72 5 dak.
6 Beklemede 4 Slresiz
Echr (ERWFOR-CHRREYV )(Smid ve ark., 1995)
Program adimlar: Sicaklik (°C) Siire
1 Ilk denattirasyon 4 4 dak.
2 Denatlrasyon 94 1 dak.
3 Primer baglanmasi 55 1 dak.
4 Uzama 72 2 dak.
Dongl sayisi 30
5 Sonuzama 94 1 dak.
55 1 dak.
72 10 dak.
6 Beklemede 4 Slresiz
Ecc (Y1-Y2)(Darrasse ve ark., 1994b)
Program adimlar: Sicaklik (°C) Siire
1 Ilk denattirasyon 4 5 dak.
2 Denatlrasyon 94 30 sn.
3 Primer baglanmasi 65 30 sn.
4 Uzama 72 45 sn.
Dongl sayisi 35
5 Sonuzama 72 5 dak.
6 Beklemede 4 Slresiz
Eca (Y45Y46) (Frechon ve ark., 1995)
Program achimlar Sicaklik (°C) Siire
1 1Ilk denattirasyon Y] 5 dak.
2 Denatirasyon 94 30 sn.
3 Primer baglanmasi 65 45 sn.
4 Uzama 72 45 sn.
Dongl sayisi 40
5 SonUzama 72 5 dak.
6 Beklemede 4 Slresiz
Eca(ERWFOR-ATROREW) (Smid ve ark., 1995)
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Program achimlar Sicaklik (°C) Siire
1 1Ilk denattirasyon Y] 4 dak.
2 Denatlrasyon 94 1 dak.
3 Primer baglanmasi 55 1 dak.
4 Uzama 72 2 dak.
Dongl sayisi 30
5 SonUzama 94 1 dak.
55 1 dak.
72 10 dak.
6 Beklemede 4 Slresiz
Eca (ECAI-ECAZ )(De Boer ve ark., 1995)
Program acimlar Sicaklik (°C) Siire
1 1Ilk denattirasyon 95 5 dak.
2 Denatlrasyon 94 30 sn.
3 Primer baglanmasi 62 45 sn.
4 Uzama 72 45 sn.
Dongl sayisi 30
5 SonUzama 72 8 dak.
6 Beklemede 4 Slresiz
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4. BULGULAR

Calismada kullanilan 14 adet Erwinia izolati (MK-1, MK-2, MK-3, MK-4,
MK-5, MK-6, MK-7, MK-8, MK-9, MK-10, MK-11, MK-12, MK-13, MK-14) ve (¢
referans izolat (GSPB 415, GSBP 1405 ve GSBP 2131) King B besi yerinde non
floresan tipte, krem renkte ve yuvarlak koloniler seklinde gelisim gostermislerdir
(Sekil 4.1.) Ayrica Sekil 4.2.”de goruldigi gibi test edilen izolatlarin timi patates
dilimlerinde clrimeye neden olarak pektolitik aktivitelerinin pozitif oldugu

belirlenmistir.

Primula 1

Sekil 4.2. Erwinia Izolatlarinin Patates Dilimlerinde Olusturdugu Y umusak
Curuklik
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Calismada kullanilan 17 izolatin DNA izolasyonlar1 basariyla yapilmis ve
elde edilen bantlar agaroz jelde gorilerek fotograflanmustir (Sekil 4.3).

56 78 910111213141516

123456780910 .ﬁll.‘!ld 15161718 19 20

- “r‘

‘ 567 8 91011121314 1516171819 20
[ ‘

Sekil 4.3. 1zole Edilen DNA’larin Agaroz Jeldeki Goriintiisii
1.Sra Cukurl-3: MK1, Cukur4-6: MK2, Cukur7-9: MK3, Cukurl0-12:
MK4, Cukur13-15: MK5, Cukurl6:MK6
2.Srra. Cukurl-2: MK6, Cukur3-5: MK7, Cukur6-8: MK8, Cukur9-11:
MK®9, Cukurl2-14: MK10, Cukur15-17:MK11, Cukur18-20: MK12
3.Sra Cukurl-3: MK13, Cukur4-6: MK14, Cukur7-9: GSPB 1405,
Cukur10-12: GSPB 2131, Cukurl3-15: GSPB 415, Cukur16-18:MK1
Erwinia chrysanthemi icin spesifik olan Nassar ve ark., (1996) tarafindan
gelistirilmis olan pektolitik enzim Ureten bakterilerin pel genlerini kodlayan ADE1
ve ADE2 kodlu primer cifti ile Smid ve ark., (1995) tarafindan dizayn edilen
metalloproteaz gen bolgesini kodlayan ERWFOR ve CHRREV adl1 primer cifti ile
siUs bitkilerinden izole edilen 14 bakteri izolatin DNA’ lar1 kullanmilarak yapilan PCR
testlerinde herhangi bir bant elde edilememistir (Cizelge 4.1). Referans izolat olan
GSPB 415 kodlu Erwinia chrysanthemi izolat1 ADE1 ve ADE2 kodlu primer cifti ile
yapilan PCR’da 420 bp’lik, ERWFOR ve CHRREV adli primer cifti ile yapilan
PCR’'da 450 bp'lik bant gozlenmistir. Sadece Erwinia chrysanthemi’yi tamyan bu
primerlerle yapilan PCR calismalarina gore test edilen 14 Erwinia izolatimn Erwinia
chrysanthemi olmadhg: belirlenmistir.
Erwinia carotovora subsp. atroseptica icin spesifik olan Frechon ve ark.,

(1995) tarafindan gelistirilmis olan pektolitik enzim Ureten bakterilerin pel genlerini
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kodlayan Y45 ve Y46 kodlu primer cifti, Smid ve ark., (1995) tarafindan dizayn
edilen metalloproteaz gen bdlgesini kodlayan ERWFOR ve ATROREW adl1 primer
cifti ile De Boer ve ark., (1995) tarafindan gelistirilmis olan bilinmeyen kromozomal
bir bolgeyi kodlayan ECA1f ve ECA2r kodlu primer ciftiyle siis bitkilerinden izole
edilen 14 bakteri izolatin DNA’lar1 kullamilarak yapilan PCR testlerinde herhangi bir
bant elde edilememistir (Cizelge 4.1). Referans izolat olan GSPB 2131 kodlu
Erwinia carotovora subsp. atroseptica izolat1 Y45 ve Y46 kodlu primer cifti ile
yapilan PCR’da 438 bp’'lik, ERWFOR ve ATROREW adl1 primer cifti ile yapilan
PCR’'da 389 bp’'lik ve ECAIf ve ECA2r kodlu primer ciftiyle yapilan PCR’da 690
bp’lik bantlar gbzlenmistir. Sadece Erwinia carotovora subsp. atroseptica’yi tantyan
bu primerlerle yapilan PCR calismalarina gore testledigimiz 14 Erwinia izolatinin
Erwinia carotovora subsp. atroseptica olmadigi saptanmustir.

Erwinia carotovora igin spesifik olan Darasse ve ark., (1994b) tarafindan
gelistirilmis olan pektolitik enzim Ureten bakterilerin pel genlerini kodlayan Y1 (5'-
TTA CCG GAC GCC GAG CTG TGG CGT-3) ve Y2 (5-CAG GAA GAT GTC
GTT ATC GCG AGT-3) kodlu primer ciftiyle, siis bitkilerinden izole edilen 14
bakteri izolatimn ve GSBP 1405 kodlu Erwinia carotovora subsp. caratovora
izolatin  DNA’lart  kullanillarak yapilan PCR testlerinde 434 bp’lhik bantlar
gbzlenmistir (Sekil 4.4.) (Cizelge 4.1). Sadece Erwinia carotovora’y: tamyan bu
primerle yapilan PCR calismalarina gore testledigimiz 14 Erwinia izolatimn Erwinia
carotovora oldugu belirlenmistir. Olusan bantlarin tekrarlanabilir bantlar oldugunu
belirlemek icin calisma 3 kez tekrarlanmis ve bu bantlar 3 kez gézlenmistir. Tum
calismada kullanilan izolatlarimiz tekrarlanabilir bantlar verdikleri icin sis
bitkilerinden elde edilen izolatlarin Erwinia carotovora oldugu molekiler diizeyde
kanitlanmustir.
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Cizelge 4.1. Erwinia izolatlarimin farkl: primer setleriyle yapilan PCR sonuclar:

Erwinia

chrysanthemi

Erwinia
carotovora

Erwinia carotovora subsp.

atroseptica

izolatlar

ADEY
ADE2

ERWFOR/
CHRREV

YUY2

Y4s/
Y46

ERWFOR/
ATRORE

ECALf/
ECAZ

MK-1

MK-2

MK-3

MK-4

MK-5

MK-6

MK-7

MK-8

MK-9

MK-10

MK-11

MK-12

MK-13

MK-14

||| ]+

GSPB 415

GSBP
1405

+

GSBP
2131

-: PCR tedti negatif, +: PCR testi pozitif
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8 2161112131415161718 19 20

434 bp

Sekil 4.4.Y1 ve Y2 Primerleri Kullanilarak Y apilan PCR Isleminde Olusan Bantlar;
Cukur 1: 100 bp marker; Cukur 2: GSPB 1405; Cukur 3: MK-1; Cukur 4:
MK-2; Cukur 5: MK-3; Cukur 6: MK-4; Cukur 7: MK-5; Cukur 8: MK-6;
Cukur 9: Negatif kontrol; Cukur 10: MK-7; Cukur 11: MK-8; Cukur 12:
MK-9; Cukur 13: MK-10; Cukur 14: MK-11; Cukur 15: MK-12; Cukur
16: MK-13, Cukur 17: MK-14; Cukur 18: MK-1; Cukur 19: MK-2, Cukur
20: GSPB 2131
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5. TARTISMA

Apartmanlar arasindaki yasamda blyUk parklarin 6neminin artmasi, bahceli
evlerde, sitelerde yasam modelinin gelismesiyle birlikte sis bitki tir ve cesitleri ithal
edilmeye baglanmistir. Bunun yaninda uygun iklim kosullarimiz nedeniyle saksili siis
bitkilerinin anaglar1 yurt disindan getirilerek Ulkemizde Uretilip yurt disina satisi
yapilmaktadir. Adana, Mersin ve Antalya da kisin hava sicakliginin sera tretimleri
icin uygun olmasi nedeniyle, orti altinda yetistirilen saksil1 siis bitkileri pek c¢ok
Avrupa Ulkesine ihrag edilmektedir. Bu sekilde yapilan Uretimler hem tlkemize
doviz getirmekte hem de yeni tarimsal is alanlari olusturmaktadir. Bu Uretim
materyali (fide, tohum, celik, anag bitki vb) degisimi sonucu yeni gesitler tlkemize
girmesi yamnda Ulkemizde olmayan hastaliklari da kendi Uretimimize
bulasabilmektedir (Aysan ve ark., 2009).

Bu yiksek lisans tezinde, oOrtli atinda yetistirilen saksili siis bitkilerinden
Primula sp., Kalanchoe sp., Diffenbachia spp. (Diffenbachia super tropic,
Diffenbachia amoena), Cactus sp., Yucca aloifolia, Ficus elastica, Schefflera
actinophylla ve Senecio cruentus'da yumusak curiklik hastaligina neden olan
patojen bakterinin molekiler testler kullamlarak tamsi yapilmistir. Y umusak
curdkluk hastaligina Erwinia turlerinden, Erwinia carotovora subsp. atroseptica,
Erwinia carotovora subsp. carotovora ve Erwinia chrysanthemi neden olmaktadir
(Perombelon, 2002; Saygili ve ark., 2008). Calismamizda Erwinia carotovora subsp.
atroseptica’ya spesifik 3 primer seti, Erwinia carotovora subsp. carotovora’'ya
gpesifik tek primer seti ve Erwinia chrysanthemi’ye spesifik 2 primer seti
kullanilmigtir. Tim PCR calismalarinda referans kiltirler (GSBP 2131, Erwinia
carotovora subsp. atroseptica; GSBP 1405, Erwinia carotovora subsp. caratovora
ve GSPB 415, Erwinia chrysanthemi) de kullamlmistir. Darasse ve ark., (1994)
tarafindan gelistirilen ve pektolitik enzim Ureten bakterilerin pel genlerini kodlayan
Erwinia carotovora subsp. carotovora’'ya spesifik Y1 ve Y2 isimli primer gifti
kullanildiginda referans izolat olan GSBP 1405 ile 14 adet sus bitkisi izolatinin
timinin PCR’ da 434bp’ 11k bant olusturarak pozitif sonug verdigi belirlenmistir. Sis
bitkilerinden elde edilen 14 izolatin Erwinia carotovora subsp. carotovora oldugu
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ortaya molekiler dizeyde ortaya konmustur. Sadece bir tek bu patojen bakteri
tirdnin sus bitkilerinde hastalik olusturdugu belirlenmistir. Yumusak curiklige
neden olan Erwinia tir ve altturlerinin tamsinin, PCR testlerinde Gg farkli primer
setinin killanimiyla gergeklestirilebilecegi bu ¢alismayla ortaya konmustur.

Benzer sekilde, Oden (1991) izmir ve istanbul’ da yetistirilen Diffenbachia
bitkilerinde, Berger ve ark., (1994) Almanya da iris rizomlarinda, Wright (1998)
Yeni Zelanda da yazin ¢gigcek acan kala zambaklarinda (Zantedeschia spp.), Mansvelt
ve ark. (1999) Guney Afrika da beyaz cigekli kala zambak turlerinde (Zantedeschia
oculata ve Zantedeschia elliottiana), Chen ve Lin (2001) Tayvan'da yetistirilen
cicekli kala zambakta (Zantedeschia sp.), Gracia-Garza ve ark., (2004) Kanada nin
Ontario eyaletinde yetistirilen kala zambak, sklamen ve poinsettia’da, Boyraz ve
ark., (2006) Konya min Cumra ilgesinde, yetistirilen lale (Tulipa spp.) soganlarinda
bakteriyel clriklige neden olan etmeni Erwinia carotovora subsp. carotovora olarak
tamlamuglardir.

Munnecke (1960) Los Angeles, ABD’de vyetistirilen Dieffenbachia
bitkilerinde (Dieffenbachia picta cultivar Rudolph Roers, Dieffenbachia X bausal ve
Dieffenbachia amoena), Janse ve Ruissen (1988) Hollanda da bes farkli siis bitkisi
tirinde (Aechmea fasciata, Aglaonema, Cichorium intybus, Dieffenbachia,
Kalanchoe blossfeldiana, Philodendron erubescens ve Scindapsus pictus), Balestra
ve Impiglia (1996) Halep, Suriye'de yetistirilen Dieffenbachia maculata’da, Lee ve
ark., (2006) Tayvan' da yetistirilen Zantedeschia aethiopica’ da, Chao ve ark., (2006)
Tayvan'da Aglaonema tlrlerinde (Aglaonema marantifoloum ve Aglaonema
rotundum), Ismail ve ark., (2006) Misir'da yetistirilen Yucca aloifolia’ da bakteriyel
curdklige neden olan etmeni Erwinia chrysanthemi olarak tamlamglardir.

Norman ve ark., (2003) Florida, ABD’de vyetistirilen Diffenbachia
bitkilerinde bakteriyel ¢lriklige neden olan etmenleri Erwinia carotovora subsp.
carotovora ve Erwinia chrysanthemi olarak tanmlamiglardir.

Bogatko ve Sobiczewski (1989) Varsova, Polonya da ticari Uretimi yapilan
sumbil alanlarindan yumusak clridklik etmeni olarak Erwinia carotovora subsp.
atroseptica’ y1 tanillamglardir.
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Daha once farkl: arastiricilar tarafindan yapilan galismalarda goraldugi gibi
yumusak ¢Uriklik hastaligina tic Erwinia tirti neden olmaktachr. iklim kosullar: bir
bolgedeki dominant tiriin hangisi olacagina etki eden en 6nemli faktordir. Erwinia
carotovora subsp. atroseptica serin iklimlerde, Erwinia carotovora subsp.
carotovora daha iliman kosullarda, Erwinia chrysanthemi ise sicak iklime sahip
tropik ve subtropik bolgelere yayilim gostermektedir (Perombelon ve Kelman, 1980).

Aysan ve ark., (2009) yumusak curtklik hastaliginin ilk 6nce Difenbahya tir
ve cesitlerinde ortaya ¢iktigini ardindan diger turlere kultirel islemler esnasinda
bulastigimt bildirmislerdir. Cogaltma materyali olarak kullanmilan celiklerin alindig:
anag bitkileri incelendiklerinde bir isletmede Diffenbachia sp.’da Erwinia carotovora
bulasikligint belirlemislerdir. Anag olarak kullamilan bitkilerin belirli araliklarda
hastalik yoniinden test edilmesinin faydali1 olacagim 6nemle vurgulamiglardr.

Sonug olarak, cogaltma materyali belirli araliklarda hastalik yoninden
incelenerek saglikli oldugu kanitlanmalidir. Bu testlemelerde segici besi yerine ekim
ve PCR gibi molekiler yontemler entegre edilerek kullanildiginda guvenilir ve hizl
sonuglar elde edilebilir. Cesitli sus bitkilerinde yumusak ¢uruklik hastaligina neden
olan Erwinia turlerinin saptanmasinda c¢alismamizda kullandigimiz PCR primerleri

kullarilarak tar ve alt tur diizeyinde tam yapilabilecegi gosterilmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Erwinia carotovora subsp. atroseptica, Erwinia carotovora subsp.
carotovora ve Erwinia chrysanthemi’ nin neden oldugu yumusak curtkltk hastaligi,
dinya capinda sis bitkileri Oretimini kisitlayan en 6nemli bakteriyel hastaliklardan
biridir. Bu yuksek lisans tezinde, Ortu atinda yetistirilen saksili siis bitkilerinden
Primula sp., Kalanchoe sp., Diffenbachia spp., Cactus sp., Yucca aloifolia, Ficus
elagtica, Schefflera actinophylla ve Senecio cruentus dan izole edilen yumusak
clrdklik hastaligina neden olan patojen bakterinin molekiler testler kullamlarak
tamsi yapilmis ve Erwinia carotovora subsp. carotovora oldugu ortaya molekiler
duzeyde ortaya konmustur. PCR testlerinde t¢ farkli primer setinin kullanimiyla
yumusak curikltge neden olan Erwinia tir ve alttirlerinin tanisimn yapilabilecegi
belirlenmistir.

Sus bitkilerinin genellikle gelikle gogaltildigi gbz 6nuine alindiginda gogaltma
materyallerinin belirli araliklarda hastalik yoninden incelenerek saglikli oldugu
kanitlanmalidir. Bu testlemelerde secici besi yerine ekim ve PCR gibi molekiler
yontemler birlikte kullamldiginda givenilir ve hizli sonuglar elde edilmektedir.
Yumusak curikluk hastaligina neden olan Erwinia tirlerinin Uretim materyalinde
varliginin saptanmasinda calismamizda kullandigimiz PCR primerleri kullanmlarak
tir ve alttir dizeyinde tanmisi yapilabilir. Sonug olarak Uretim alaninda hastalik
etmeni ne kadar kisa siirede tanilanirsa o kadar hizli bir sekilde hastalik etmeniyle
mucadele islemlerine baglanabilir. Bu sekilde hastaliklarin verecegi ekonomik
kayiplar en aza indirilebilir.

41



6. SONUCLAR VE ONERILER Mehmet KILIC

42



KAYNAKLAR

ANONIM, 2010. Turkiye Sus Bitkileri Sektor Raporu,
http://www.aib.org.tr/duyuru/susbitkirapor. (2010) pp: 1-9.

AYSAN, Y. ve SAHIN, F., 2003a. An outbreak of crown gall disease on rose caused
by Agrobacterium tumefaciens in Turkey. Plant Pathology, 52:780.

AYSAN, Y., MIRIK, M., CETINKAYA-YILDIZ, R., 2009. Sus Bitkilerinde
Bakteriyel Hastalik  Etmenlerinin @ Tamsi,  Fenotipik,  Genotipik

Karakterizasyonu ve Onemli Bakteriyel Etmenlerin Hizli Tam Y 6ntemlerinin
Gelistirilmesi, TUBITAK TOVAG-1060333 nolu proje raporu, 129s.

BALESTRA, G. M., IMPIGLIA, A., 1996. Occurence of Erwinia chrysanthemi on
Dieffenbachia maculata in Syria. Phytopathologia Mediterranea, 35:127-128.

BERGER, F., WAITES, W. M., LEIFERT, C., 1994. An improved surface
disinfection method for shoot explants from Iris rhizomes infected with
bacterial soft rot (Erwinia carotovora subsp. carotovora). Journal of
Horticultural Science, 69(3):491-494.

BOGATKO, J.,, SOBICZEWSKI, P., 1989. Bacterial soft rot of hyacinths and trials
of its control. Proc 7" Int. Conf. Plant. Path. Bach.Budapest, Hungary, (1989)
pp:801-805.

BOYRAZ, N., BASTAS, K. K., MADEN, S., A. YASAR, 2006. Bacterial leaf and
peduncle soft rot caused by Pectobacterium carotovorum, on tulips, in
Konya, Turkey. Phytopathology, 34(3):272-280.

BENLIOGLU, K., 1991. Bolu, Nevsehir ve Nigde illerindeki patates uUretim
alanlarinda Erwinia spp.’nin yayginlik oranlari, tamtiimas: ve inokulum
kaynaklar: Uizerine arastirmalar. Ege Universitesi, Fen Bilimleri Engtitiisi-

Doktora Tezi, izmir, 122s.

CHAOQ, Y. C, FENG, C. T., HO, W. C., 2006. First report of aglaonema bacterial
blight caused by Erwinia chrysanthemi in Tawan. Plant disease,
90(10):1358.

CHASE, A.R., 1987. Compendium of ornamental foliage plant diseases. APS Press,
St. Paul, Minnesota, USA, 92s.

43


http://www.aib.org.tr/duyuru/susbitkirapor

CHASE, A.R., 1997. Foliage plant disease diagnosis and control. The American
Phytopathological Society St. Paul, Minnesota 97:73395:20.

CHEN, C.W., LIN, C.Y., 2000. Control of Erwinia soft rot disease of callalily. Plant
Pathology, 9(3):107-114.

CETINKAYA-YILDIZ, R., AYSAN, Y., 2002. Sus bitkilerinde cnemli bakteriyel
hastaliklar. Il. Ulusal Siis Bitkileri Kongresi. Antalya, (2002) pp:310-315.

CETINKAYA-YILDIZ, R., MIRIK, M., AYSAN, Y., KUSEK, M., SAHIN, F.,
2004. An outbreak of bacterial stem rot of Dieffenbachia amoena caused by
Erwinia carotovora subsp. carotovora in the Eastern Mediterranean Region
of Turkey. Plant Disease, 88: 310.

CETINKAYA-YILDIZ, R., AYSAN, Y., CINAR, O., 2001.Dogu Akdeniz Bolgesi
domates seralarinda gévde nekrozu etmenlerinden olan Erwinia carotovora
subsp carotovora ve Erwinia chrysanthemi’nin yasamlarini strdurdikleri
potansiyel kaynaklar Turkiye IX Fitopatoloji Kongresi 3-8 Eylul 2001
Tekirdag.

DARRASSE, A., PRIOU, S.,, KOTOUJANSKY, A., BERTHEAU, Y., 19%a.
Isolation by genomic subtraction of DNA probes specific for Erwinia
carotovora subsp. atroseptica. Applied and Environmental Microbiology,
60:298-306.

DARRASSE, A., PRIOU, S.,, KOTOUJANSKY, A., BERTHEAU, Y., 1994b. PCR
and restriction lenght polymorphism of a pel gene as a tool to identify
Erwinia carotovora in relation to potato diseases. Applied and Environmental
Microbiology, 60:1437-1443.

DAUGHTREY, M.L., WICK, R.L., PETERSON, J.L., 1995. Diseases caused by soft
rot Erwinia spp. Compendium of flowering potted plant diseases. APS Press,
St. Paul, Minnesota, USA. pp:49-51.

DE BOER, S. H., WARD, L. J.,, 1995. PCR Detection of Erwinia carotovora subsp.
atroceptica associated with potato tissue. Phytopathology, 85:854-858.



DIALLO, S., LATOUR, X., GROBOILLOT, A..SMADJA, B., COPIN, P.,
ORANGE, N., FEUILLOLEY, M.G.J,,CHEVALIER, S., 2009. Simultaneous
and selective detection of two major soft rot pathogens of potato:
Pectobacterium atrosepticum (Erwinia carotovora subsp. atrosepticum) and
Dickeya spp. (Erwinia chrysanthemi). European Journal of Plant Pathology,
125:349-354.

FRECHON, D., EXBRAYAT, P., GALLET, O., GUILLQOT, E., LE CLERC, V.,
PAYET, N., and BERTHEAU, Y., 1995. Secuences nuceotidiques pour la
detection des Erwinia carotovora subsp. atroseptica. Institut National de la
Recherche Agronomique, Institut National Agronomique Paris-Grignon,
Sanofi Diagnostics Pasteur. Brevet 95:12-803.

FRECHON, D., EXBRAYAT, P., HELIAS, V., HYMAN, L.J., JOUAN, B., LLOP,
P., LOPEZ, M.M., PAYET, P., PEROMBELON, M.C.M., TOTH, I.K.,,
BECKHOVEN, JR.CM.V., VAN DER WOLF JM., BERTHEAU , Y.,
1998. Evaluation of a PCR kit for the detection of Erwinia carotovora subsp,
atroseptica on potato tubers. Potato Research, 41:163-173.

GALLELLI, A., GALLI, M., DE SIMONE,D., ZACCARDELLI,M., LORETI, S,
2009. Phenotypic and genetic variability of Pectobacter:um carotovorum
isolated from artichoke in the sele valley. Journal of Plant Pathology,
91(3):757-761.

GRACIA-GARZA, JA., BLOM T.J, BROWN W., ROBERTS D.P., SCHNEIDER
K., FREISEN, M., GOMBERT, D., 2003. Increased incidence of Erwinia
soft-rot on calla lilies in the presence of phosphorous. European Journal of
Plant Pathology, 110: 293-298.

HAUBEN L., MOORE E.R.B., VAUTERIN, L. STEENACKERS, M.,
MERGAERT, J,VERDONCK, L., SWINGS, J., 1998. Phylogenetic position
of phytopathogens within the Enterobacteriaceae. Systematic Applied
Microbiology, 21:384-97.

45



HELIAS, V., LE ROUX, A. C., BERTHEAU, Y., ANDRIVON, D., GAUTHIER,
J.P., JOUAN, B., 1998. Characterization of Erwinia carotovora subspecies
and detection of Erwinia carotovora subsp. atroseptica in potato plants, soil
and water extracts with PCR-based methods. European Journal of Plant
Pathology, 104:685-699.

HYMAN, L. J, BIRCH, P. R. J, DELLAGI, A., AVROVA, A. O, TOTH, I. K.,
2000. A competitive PCR-based method for the detection and quantification
of Erwinia carotovora subsp. atroseptica on potato tubers. Lettersin Applied
Microbiology, 30:330-335.

ISMAIL, M. |., ABO ELNAGA, H. I. G.,, AHMED, N. G., 2006. Bacterial stem rot
disease of Yucca aloifolia in Egypt. Assiut Journal of Agricultural Sciences,
37(2): 221-233.

JANSE, J.D., RUISSEN, M.A., 1988. Characterization and classification of Erwinia
chrysanthemi strains from several host in the Netherlands. Phytopathology,
78:800-808.

KANG, H. W., KWON, S. W., GO, S. J, 2003. PCR-based specific and sensitive
detection of Pectobacterium carotovorum subsp.carotovorum by primers
generated from a URP-PCR fingerprinting-derived polymorphic band. Plant
Pathology, 52:127-133.

LAURILA, J, AHOLA, V., LEHTINEN, A., JOUTSJOKI, T., HANNUKKALA,
A., RAHKONEN, A., PIRHONEN, M., 2008. Characterization of Dickeya
strains isolated from potato and river water samples in Finland. European
Journal of Plant Pathology, 122:213-225.

LEE, Y.A.,, CHEN, K. P, HSU, Y.W. 2006. Characterization of Erwinia
chrysanthemi, the soft-rot pathogen of white-flowered calla lily, based on
pathogenicity and PCR-RFLP and PFGE analyses. Plant Pathology, 55:530-
536.

LELIOTT, R.A., DICKEY, R.S,, 1984. Genus VII Erwinia. In Bergey’'s Manual of
Systematic Bacteriology Vol 1. Krieg, N.R. and Holt, J.G. (eds), Baltimore:
Williams and Wilkins, 469-476.

46



LELLIOT, R.A., STEAD, D.E.,, 1987. Methods for the diagnosis of bacterial
diseases plants. Blackwell Scientific Publications, Oxford, UK, 216s.

MANSVELT, E. L., CARSTENS, E., 1999. Outbreak of Erwinia carotovora on
Zantedischia spp. in South Africa, Plant Disease, 83(10):966.

MUNNECKE, D.E., 1960. Bacterial stem rot of Dieffenbachia. Phytopathology,
50:696-700.

NASSAR, A., DARRASE, A., LEMATTRE, M., KOTOUJANSKY, A., DERVIN,
C., VELED, R., and BERTHEAU, Y., 1996. Characterization of Erwinia
chrysanthemi by pectinolytic isozyme polymorphism and restriction fragment
length polymorphism analysis of PCR-amplified fragments of pel genes.
Applied and Environmental Microbiology, 62:2228-2235.

NORMAN, D. J, YUEN, J M. F, RESENDIZ, R., BOSWELL, J., 2003.
Characterization of Erwinia populations from nursery retention ponds and
lakes infected ornamental plants in Florida, Plant Disease, 87(2):193-196.

ODEN, S., 1991. izmir ve Istanbul illerinde 6nemli sis bitkilerinde goriilen
bakteriyel hastaliklar ve etmenlerin saptanmasi Uzerine arastirmalar. Ege
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisil, Bitki Koruma Anabilim Dal1 — Doktora
Tezi, Izmir, 88s.

PEROMBELON, M. C. M., and KELMAN, A., 1980. Ecology of the soft rot
erwinias. Annual Review of Phytopathology, 18:361-387.

PEROMBELON, M. C. M., 2002. Potato diseases caused by soft rot erwinias. an
overview of pathogenesis. Plant Pathology 51:1-12.

REZAEI, R., TAGHAVI, S.M., 2010. Phenotypic and genotypic characteristics of
Iranian soft rot bacterial isolates from different hosts. Phytopathogial.
Mediterranea, 49:194-204.

SAMBROOK, J., FRITSCH, E. F., MANIATIS, T. 1989. Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2nd Edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY ., USA.

SAYGILI, H., SAHIN, F., AYSAN, Y., 2008. Bitki Bakteri Hastaliklari. Meta
Basim Matbaacilik Islemleri, izmir, 317s.

47



SKERMAN, V.B.D., MCGOVAN, V., SNEATH, P.H.A., 1980. Approved list of
bacterial names. International Journal of Systematic Bacteriology,
30:225-420.

SLAWIAK, M., van BECKHOVEN, J R. C. M., SPEKSNIJDER, A.G.C.L.,
CZAIJKOWSKI, R., GRABE, G., van DER, WOLF J. M., 2009. Biochemical
and genetical analysis reveal a new clade of biovar 3 Dickeya spp. strains
isolated from potato in Europe. European Journal of Plant Pathology,
125:245-261.

SMID, E. J, JANSEN, A. H. J, GORRIS, L. G. M., 1995. Detection of Erwinia
carotovora subsp. atroseptica and Erwinia chrysanthemi in patoto tubers
using polymerasechain reaction. Plant Pathology, 44:1058-10609.

SNIJDER, R.C., VAN TUYL, J.M., 2002. Evaluation of teststo determine resistance
of Zantedeschia spp. (Araceae) to soft rot caused by Erwinia carotovora
subsp. carotovora. European Journal of Plant Pathology, 108:565-571.

SUPERY ONO, PATAKY, JK., 1989. Infulance of host resistance and growth stage
at the time of inoculation on stewart’s wilt and gross's wilt development and
sweet corn hybrid yield. Plant Disease, 73:339-345.

TOTH, K., BERTHEAU, Y., HYMAN, L.J, LAPLAZE, L., LOPEZ, M.M,,
MCNICOL, J, NIEPOLD, F.,, PERSSON, P., SALMOND, G.P.C,
SLETTEN, A., van der WOLF, JM., PEROMBELON, M.C.M., 1999a.
Evaluation of phenotypic and molecular typing techniques for determining
diversity in Erwinia carotovora subspp. atroseptica. Journal of Applied
Microbiology 87: 770-781.

TOTH, K., HYMAN, L.J., and WOOD, JR., 1999b. A one step PCR-based method
for the detection of economically important soft rot erwinia species on
micropropagated potato plants. Journal of Applied Microbiology, 87:158-166.

WRIGHT, P.J, 1998. A soft rot of calla (Zantedeschia spp.) caused by Erwinia
carotovora subspecies carotovora. New Zealand Journal of Crop and
Horticultural Science, 26(4):331-334.

48



YISHAY, M., BURDMAN, S., VALVERDE, A., LUZZATTO, T., OPHIR, R,
YEDIDIA, 1., 2008. Differential pathogenicity and genetic diversity among
Pectobacterium carotovorum ssp. carotovorum isolates from monocot and

dicot hosts support early genomic divergence within this taxon.
Environmental Microbiology, 10(10):2746—2759.

49



50



OZGECMIS

12.02.1982 tarihinde Gaziantep'te dogdu. ilk, orta ve lise ogrenimini
Gaziantep’'te tamamladi. 2000 yilinda baslachgn Atatirk Universitesi, Kazim
Karabekir Egitim Fakiltesi, Fen Bilgisi Ogretmenligi Bolimir nden 2004 yilinda
mezun oldu ve aym yil Mersin'in Tarsus ilgesinde Fen ve Teknoloji Ogretmeni
olarak goreve basladi. 2008 yilinda Cukurova Universitess Fen Bilimleri

Enstitisiinde Biyoteknoloji Anabilim dalinda yiiksek lisans egitimine bagladi. Evli ve
bir cocuk babasidir.

51



EKLER

52



53



EK 1

Nutrient Agar (NA) Bes Yeri (Lelliot ve Stead, 1987)
Nutrient Agar 13.0¢9

Distile Su 1000.0 mL

121°C’ de 15 dakika otoklav edilmistir.

Nutrient Broth Sivi Bes Yeri (Lelliot ve Stead 1987)
Nutrient broth 8.0g

Digtile Su 1000.0 mL

121°C’ de 15 dakika otoklav edilmistir.



EK 2

PCR Calismasnda Kullanilan Soltisyonlar

%1’ lik Sodium Dodecyl Sulphate (SDS)

10.0 mL 10xTAE buffer1 90.0 mL su ile karistirilir ve behere koyulur. Stispansiyon
bulunan beher; igerisinde sicak su bulunan baska bir beher icerisine yerlestirilir ve 1
g Sodium dodecyl sulphate eklenir. Calkalayicida SDS nin iyice ¢dzllmesi saglanir.

7.5M Amonium Acetate
57.75 g Amonium acetate 100.0 mL su icerisinde ¢ozulmustir.

%1 Agarose Jel
IXTAE buffer igerisine 1.0 g agarose eklenir ve mikrodalgada isitilarak eritilir.

TAE buffer (10mM Tris. Imm EDTA. pH:8)
TrisHCI 0.24 g

EDTA 0.074 g

Distile Su 200.0 mL

TBE buffer

Tris 107.89 g
Borik asit 55.09g
Na2 EDTA 7.44¢g
Digtile su 1000.0 mL
pH: 8.0

6.5x Loading Buffer

Bromophenol blue 30.0mg

5XTBE 4.25 mL

Her ikisi karistirildiktan sonra5.75 mL Gliserin eklenerek +4°C’ de saklanir.
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