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OZET

KANTITATIF REAL-TIME PCR iLE KARPUZ BAKTERIYEL MEYVE LEKE
HASTALIK ETMENI Acidovorax citrulli (Schaad vd. 2008) ’nin TANISI, TESPITi
VE KARPUZ ve KAVUN CESITLERININ HASTALIK ETMENINE KARSI
DUYARLILIK REAKSIYONLARININ ARASTIRILMASI

Nurhan OZTURK
Doktora Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Hiiseyin BASIM
Haziran 2018, 91 sayfa

Bu ¢alismada, Karpuz Bakteriyel Meyve Leke hastalik etmeni Acidovorax citrulli
(Acidovorax avenae subsp. citrulli)’ nin Real-Time PCR ile hassas tanisi ve bitki
dokularindan tespiti i¢in primer ve prob setleri gelistirilmistir. Karpuz ve kavun
cesitlerinin hastaliga kars1 duyarlilik reaksiyonlari arastirilmistir. Acidovorax citrulli’nin
Real-Time PCR ile tanisi1 ve tespiti i¢in hrpB2 gen dizisini ve ITS (Internally Transcribed
Spacer) bolgesini kullanarak her iki bolgeye 6zel primer dizayn edilmistir. 8 bazdan
olusan LNA (Locked Nucleic Acid) probe gelistirilmistir. Gelistirilen primer ve prob
setlerinin spesifikligi; farkli Acidovorax citrulli strainleri, farkli bitki patojeni bakteriler
ve karpuz genomik DNA’s1 kullanilarak test edilmistir. Test edilen tiim yerli ve yabanci
Acidovorax citrulli izolatlarinda her iki primer-prob seti 88 bp’lik amplifikasyon
gerceklesirken, farkli bitki patojeni bakterilerde ve karpuz genomik DNA’sinda higbir
amplifikasyon tespit edilmemistir. Bu ¢alismada bakteriyel hiicre hassasiyet sinir1 2
bakteriyel hiicre ve DNA diizeyindeki hassasiyet sinir1 ise 12 fg’dur.

Hastaliga etki eden bakteri popiilasyonlarinin sayisini belirlemek i¢in Kantitatif
Real-Time PCR ve hastalikli bitki materyali {izerinde yasayan bakterilerin saptanmasi
icin Bio-PCR gergeklestirilmistir. Kantitatif Real-Time PCR sonucunda her iki primer-
prob seti igin standart egri elde edilmistir. Kantitatif Real-Time PCR yonteminde
kullanilan hrpB2 ve ITS primer-prob setlerinin etkinlikleri sirasiyla % 97.941 ve %
98.215 oranlarinda yiiksek giivenirlikte bulunmustur. Bu ¢alismada gelistirilen Real-
Time PCR metotlar1 bakteriyel patojenin varlig1 a¢isindan karpuz ve kavun tohumlarinin
taranmasina yardimeci olabilecektir. Ayrica bu metot bakteriyel patojenin direkt hastalikli
bitki materyalinden ve direkt bakteriyel hiicreden tan1 ve tespitine yardimci olabilecektir.
Bu giivenilir, hassas ve tekrarlanabilir gercek zamanli PCR yontemi, potansiyel inokulum
kaynaklarimin kontrol edilmesine ve alandaki bakteriyel patojenlerin yayilmasinin
Onlenmesine yardimcei olabilecektir.

Karpuz ve kavun ¢esitlerinin Acidovorax citrulli‘ye karsi duyarlilik reaksiyonlari,
dokuz farkli 6lgeklendirmeye gore degerlendirilmistir. Test edilen bitkilerin duyarlilik
reaksiyonlart istatistiki olarak anlamli bulunmamastir.
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Time PCR, Karpuz, Karpuz Bakteriyel Meyve Lekesi, Kavun, PCR Etkinligi, Real-Time
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ABSTRACT

IDENTIFICATION AND DETECTION OF Acidovorax citrulli ( Shaad et al.
2008), A CAUSAL AGENT OF WATERMELON BACTERIAL FRUIT BLOTCH
DISEASE BY QUANTITATIVE REAL-TIME PCR, AND INVESTIGATION OF

SUSCEPTIBILITY REACTIONS OF WATERMELON AND MELON
VARIETIES AGAINST THE DISEASE PATHOGEN

Nurhan OZTURK
Ph. D. Thesis in Plant Protection
Adyviser: Prof. Dr. Hiiseyin BASIM
June 2018, 91 pages

In this study, primer and probe sets were developed for sensitive identification and
detection from both the diseased plant tissue and cell of Acidovorax citrulli (Acidovorax
avenae subsp. citrulli), a causal agent of bacterial fruit blotch disease by Real-Time PCR.
The susceptibility reactions of the watermelon and melon varieties to the bacterial
pathogen have been investigated. The specific primer pairs for identification and
detection of Acidovorax citrulli using Real-Time PCR were designed from both regions
of the internal sequence of hrpB2 and the Internal Transcribed Spacer (ITS) region. A
LNA (Locked Nucleic Acid) probe with 8 bases was developed. The specificity of the
primer and probe sets was determined by testing different plant pathogenic bacteria,
different Acidovorax citrulli isolates and watermelon genomic DNA. No amplification
was detected in the genomes of different plant pathogenic bacteria and watermelon
genomic DNA while both primer-probe sets showed a 88 bp- PCR product in all the tested
national and foreign Acidovorax citrulli isolates. In this study, bacterial cell sensitivity
limit was 2 bacterial cell, and DNA sensitivity limit was 12 fg.

Quantitative Real-Time PCR was performed to determine the number of disease-
affecting bacterial populations and for detection of living bacteria on the disease plant
material using Bio-PCR. Quantitative Real-Time PCR resulted a standard curve for both
the developed primer-probe sets in this study. The efficiency of the quantitative Real-
Time PCR using primer-probe sets for hrpB2 and ITS was found to be highly reliable
with 97.941% and 98.215%, respectively. These Real-Time PCR methods developed in
this study may help to screening of watermelon and melon seeds in terms of the presence
of the bacterial pathogen. The method may also help to detection and identification of the
bacterial pathogen from directly the diseased plant materials and bacterial cells. This
developed dependable, sensitive and repeatable Real-Time PCR method can help to
controlling potential sources of inoculum and prevent to spreading of bacterial pathogen
in field.

The susceptibility reactions of watermelon and melon varieties to Acidovorax

citrulli, were evaluated based on the nine different scales. The susceptibility reactions of
tested plants were not statistically important.
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ONSOZ

Bu calisma kapsaminda Cucurbitaceae familyasina ait karpuz ve kavun
bitkilerinde kalite ve verimde 6nemli kayiplara neden olan Karpuz Bakteriyel Meyve
Lekesi hastalik etmeni Acidovorax citrulli’nin Kantitatif Real-Time PCR yontemi ile tani
ve tespiti yapilmistir. Farkli karpuz ve kavun g¢esitlerinin hastalik etmenine karsi
duyarlilik reaksiyonlari arastirilmistir.

Bu c¢alisgmanin  planlanmasinda, arastirilmasinda,  yiriitilmesinde ve
gerceklestirilmesinde, degerli bilgilerini ve birikimlerini hi¢ tereddiit etmeden benimle
paylasan, benim i¢in kiymetli zamanini ayirip sabirla ve biiylik bir 6zveriyle bana faydal
olabilmek igin elinden gelenden fazlasimi sunan ve gelecekteki mesleki hayatimda da
bana verdigi degerli bilgilerden faydalanacagimi diisiindiigiim sayin danisman hocam
Prof. Dr. Hiiseyin BASIM’a gdstermis oldugu destek ve sabrindan dolayi sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Bu aragtirmanin yiritilmesinde ve gergeklesmesinde maddi destek saglayan
Akdeniz Universitesi Arastirma Fonu’na tesekkiir ederim.

Hayatimin her agamasinda oldugu gibi doktora ¢alismalarimda da maddi ve
manevi desteklerini ve sevgilerini hi¢bir zaman esirgemeyen ve herzaman bana giivenen
canim babam Selahattin OZTURK, canim annem Fatma OZTURK ’e ve canim AILEME
sonsuz tesekkiir ederim. Tiim egitim donemi boyunca hertiirlii destegi esirgemeyen
agabeylerim Insaat Miih. Yiicel OZTURK, Cemil OZTURK ve ablam Siikiife
GULENGIL’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler

°C : santigrad derece
bp : baz ¢ifti

cm : santimetre

dk - dakika

ha - hektar

fg : femtogram

gr : gram

kb : kilo baz (1000 baz gifti)
I : litre

ml - mililitre

ul : mikrolitre

ng :nanogram

pg . pikogram

pH : potenz hidrojen
sn : saniye
Kisaltmalar

A : Adenin

A.citrulli :Acidovorax citrulli

A. avenae subsp. citrulli : Acidovorax avenae subsp. citrulli

Cfu : Koloni Olusturan Birim

cfu/ml : Mililitredeki canli hiicre sayisi

C : Sitozin

Ct : Cycle threshold PCR

ddH20 : Iki Kere Distile Edilmis Saf Su

dNTPs : Deoksi Niikleotit Trifosfat

DNA . Deoksriboniikleik Asit

EBB : Ethanol bromcresol purple/brilliant blue

ELISA : Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

EPPO : European and Mediterranean Plant Protection Organization



FAO : Birlesmis Milletler Beslenme ve Tarim Orgiitii
G : Guanin

ITS . Internal Transcribed Spacer

LNA : Locked Nucleic Acid

NA : Nutrient Agar

NB : Nutrient Broth

NSA : Nutrient Sakkaroz Agar

PCR : Polimerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
MQ - Milli Q

NCBI : The National Center for Biotechnology Information
NCPPB : National Collection of Plant Protection Bacteria

PE : Fosfat buffer

PFGE : Pulsed Field Gel Electrophoresis

pv. . Patovar

rpm : Revolutions per minute

sp. : Tir

Taq : Thermus aquaticus

T : Timin

uv : Ultra Viyole

var. : varyete

vd. : ve digerleri

WP : Wettable powder

3 : DNA molekiiliiniin 3' terminal hidroksil ucu of DNA
5 : DNA molekiiliiniin 5' terminal fosfat ucu of DNA

Tezde ondalik yazim kullaniliminda nokta (.) ondalik ayiract kullanilmaktadir
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1. GIRIS

Cucurbitaceae familyasi, 119 cins ve 825 tiirden olugmaktadir (Jeffrey 2005;
Sartjlu 2011). Bu familya igerisinde yer alan biiyiikk oranda ekonomik oneme sahip
tirlerden karpuz (Citrullus lanatus L.) ve kavun (Cucumis melo L.) sicak bolgelerde
gelisim gostermektedir. Karpuzun likopen igerigi bakimindan diger kirmizi renkli meyve
cesitlerine gore daha fazladir. Likopenin bazi hastalik tiirlerinin 6nlenmesi i¢in yararl
oldugu Ongorillmiistiir (Gliner ve Wehner 2004). Karpuzun seker orami % 8-14
arasindadir. Karpuz B, C, A vitaminlerince zengin olmasinin yanisira Ca, Fe, P, Mg
igermektedir. Buna karsilik kimyasal bilesiminde protein, yag ve kalori az oldugu i¢in bu
besin igerikleri bakimindan fakirdir (Anonim 1990, 2005). Kavun ise igerigindeki dogal
vitamin, mineral ve pigment barindiran antioksidan ve antiinflamatuvar 6zelliklere sahip
olup A, C vitamini, potasyum ve B6 vitamini kaynagidir. Ayrica kavunun bazi
hastaliklarin onlenmesini saglayan, antioksidan Ozellikli fitokimyasallar ve bir grup
karotenoidi icermektedir. Bu ozelliklerinden dolay: tiiketimi oldukca fazladir (Van
Kappel vd. 2001; Vouldoukis vd. 2004; Solval vd. 2012; Kubilay 2014).

Citrullus tiirlerinin gen merkezi Afrika’dir (Robinson ve Deckers-Walters 1997).
Hindistan’in ise ikincil bir gen merkezi oldugu savunulmaktadir (Whitaker ve Davis
1962). Cucurbitaceae familyasina giren Citrullus cinsi (Cizelge 1.1) Afrika, Asya ve
Akdeniz yetisen 4 diploid (n=11) tiir igermektedir (Jeffrey 1975; Whitaker ve Davis 1962;
Robinson ve Decker-Walters 1997; Sar1 vd. 2007). Bunlar; Citrullus lanatus, Citrullus
colocynthis, Citrullus eccirrhous, Citrullus rehmii (Sar1 vd. 2007)’dir. Kavunun
(Cucumis melo L.) kokenine dair bilgilerde De Candolle 1882 yilinda kavunun gen
merkezinin Bat1 Afrika ve Hindistan oldugunu ileri siirmiistiir. Daha sonra yapilan
aragtirmalar ile Hooker 1897 yilinda kavunun ilk gen merkezi Afrika, ikinci gen merkezi
ise Iran, Hindistan, Rusya ve Cin olarak saptamistir (Candan ve Kesercioglu 2012).
Kavun, Cucurbitaceae familyasinda Cucurbitales takimina ait olan bir kiiltiir bitkisidir
(Cizelge 1.1) Arastirmacilar, kavunun smiflandirmasini yaparken farkli taksonomik
yollar izlemisler ve kavunun alt1 farkli varyete grubuna ayrildigini ortaya koymuslardir
(Ozgiir 1995).

Cizelge 1.1. Karpuz ve kavunun bilimsel siniflandirilmasi

Karpuz Kavun
Alem Plantae Plantae
Boliim Magnoliophyta Spermatophyta
Simif Magnoliopsida Dicotyledonae
Takim Cucurbitales Violales
Familya Cucurbitaceae Cucurbitaceae
Cins Citrullus Cucumis
Tiir Citrullus lanatus (Thunb.) Cucumis melon L.
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Kabakgil yetistiriciliginde en ¢ok talep edilen {iriinler arasinda yer alan karpuz ve
kavun tiretiminde FAOSTAT 2016 yil1 istatistiki verilerine gére Asya kitasi talebin biiytlik
cogunlugunu karsilamakta ve tiretimde biiylik paya sahip konumdadir (Sekil 1.1).

OKyanusya
% 0.2 s Afrika OKkyanusya
\) / i %0.3 \ Afrika

e i i = e |
Avrupa Amerika — ® —  Amerik
% 4.9 % 5.6 Avrupa 4 D .1116 "
% 6.1 Py

Asya o
% 84.1 Asya

a b %755

Sekil 1.1. Diinyada karpuz (a) ve kavun (b) tiretiminin kitalar diizeyindeki dagilimi
(FAOSTAT 2016)

Diinyada ki karpuz ve kavun iiretiminde Tiirkiye Cin’den sonra ikinci sirada yer
almaktadir (Sekil 1.2). Cin, 79.244.271 ton ile diinya karpuz tiretiminin yaklagik %68’ini
tek basina karsilamaktadir. Agik ara lider olan Cin’i yaklasik 4 milyon tonla Tiirkiye takip
etmektedir. Tiirkiye nin diinya karpuz tiretimindeki pay1 % 3.9 seviyesindedir. Tiirkiye’yi
Iran, Brezilya, Ozbekistan, Cezayir, ABD, Rusya, Meksika ve Misir takip etmektedir
(FAOSTAT 2016) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Diinya’da karpuz (a) ve kavun (b) iiretimindeki 6nde gelen iilkeler (FAOSTAT
2016)

Tiirkiye’de, karpuzun {iretim oranina, tiiketim oranina ve ekonomideki énemine
bakildiginda sebzeler igerisinde ikinci sirada yer almakta ve Tiirkiye’de toplam sebze
{iretiminin % 28’ini karsilamaktadir (TUIK 2016). Kavun ise Tiirkiye’de karpuzdan sonra
en fazla iiretilen tiir olmaktadir (Anonim 2016). Karpuz ve kavun iiretiminde alinan
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verimde yillara gore artislar FAOSTAT 2016 verilerine gore hazirlanan Cizelge 1.2
gozlenmektedir.

Cizelge 1.2. Diinya ve Tiirkiye’de karpuz ve kavun ekim alan1 (ha) ve tiretimi (ton)

DUNYA TURKIYE
Yillar Karpuz Kavun Karpuz Kavun
Ekili n Ekili P Ekili P Ekili -
Alan Uretim Alan Uretim Alan Uretim Alan Uretim
(ha) (ton) (ha) (ton) (ha) (ton) (ha) (ton)

2012 | 3.327.671 | 105.257.242 | 1.161.596 | 28.628.373 | 97.732 | 4.022.296 | 79.642 | 1.688.687

2013 | 3.358.842 | 108.078.173 | 1.170.064 | 29.723.606 | 97.946 | 3.887.324 | 78.769 1.699.550

2014 | 3.432.697 | 111.507.074 | 1.181.743 | 30.146.285 | 95.463 | 3.885.617 | 79.149 | 1.707.302

2015 | 3.432.449 | 113.708.019 | 1.175.831 | 29.974.647 | 95495 | 3.918558 | 79.274 | 1.719.620

2016 | 3.507.243 | 117.022.560 | 1.245.841 | 31.166.896 | 94.333 | 3.928.892 | 84.589 | 1.854.356

*FAOSTAT 2016

Kavun ve karpuz Diinya’da ve Tiirkiye’de en ¢ok iiretim ve tiiketim oranina sahip
sebzeler igersinde ilk siralarda yer almaktadir. Karpuz ve kavun tek yillik bitki ve iklim
kosulu olarak da sicak ve 1liman iklimde yetismektedir. Kavun ve karpuz agik alanlarda
yetistirilmekle birlikte ortli altinda da yetistiriciligi yapilmaktadir (Taskaya ve Keskin
2004). Tirkiye’de ortii alti karpuz ve kavunun iiretiminde Akdeniz bolgesi 6nemli bir
paya sahiptir. Akdeniz Bolgesi iiretimde 653.836 ton karpuz ve 147.768 ton kavun ve
Antalya ili ortii alt1 yetistiricliginde ise karpuz 52.336 ton ve 22.879 ton kavun liretim
miktarina sahiptir (TUIK 2016).

Karpuz cesitleri meyve biiytikliigiine (<4 kg ila >14,5 kg) ve cekirdeklilik
durumlarina gore ¢ekirdekli ve cekirdeksiz olmak iizere gruplandirilirlar. Cekirdekli
karpuzlardan en ¢ok tercih edilen kirmizi et renginde biiyiik meyveye (8-11 kg) sahip
olanlardir. Cekirdeksiz karpuzlarda ise kirmizi etli, oval sekilli ve orta biiytikliikte (5-8
kg) olan gesitler tercih edilmektedir (Wehner 2008).

Karpuz, iyi havalanma kapasitesine sahip, su tutma kapasitesi ytiksek olan, kumlu,
kumlu-tinl 6zellikteki topraklarda yetistirilmektedir. Yetistigi en elverisli oldugu yap1
hafif asitli topraklar yani pH araligi 5.0-6.5 oldugu topraktir. Iliman iklim bitkisi oldugu
icin ilkbahar ve sonbahar aylar1 arasinda yetistiricilige daha uygun olamaktadir (MEB
2008). Kavun, uzun bir gelisme siiresine sahip 1lik ve sicak iklim de yetisen bir bitkidir.
Giinesli, sicak hava ve yeterli toprak nemi uygun yetistirme kosullarini olusturmaktadir
(Saygil1 2005). Toprak istegi bakimindan pH 6.0-6.7 olan derin, gegirgen, humus ve besin
maddelerince olduk¢a zengin, kumlu-tinli veya tinli-kumlu yapilar yetistiricilik i¢in
uygun olmaktadir (Milli Egitim Bakanligi 2008).
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Karpuzun %95°1 sudur ve taze tiiketim basta olmak iizere meyve suyu iiretimi,
surup, tursu, recel ve konserve iiretiminde de kullanilmaktadir. Kabuklar1 hayvan
beslenmesinde kullanilabilmekte, c¢ekirdekleri ise kozmetik ve ilag sanayinde
degerlendirilmektedir (Giines ve Askin 2016). Karpuz tiiketiminde kirmizi etli kisminin
altindaki beyazimsi kisimda beraber tiiketimi Onerilmektedir. Bunun yaninda tarim
irlinlerini ¢ekirdeginden kabuguna kadar degerlendirmek miimkiin oldugu i¢in karpuz ve
kavun kabuguda gida, ilag ve kozmetik sektoriinde kullanilmaya baslanmigtir. Tiirkiye
karpuz ve kavun kabugu ihracatin1 en ¢cok Almanya, Fransa, Italya ve Yunanistan’a
yapmaktadir. Kavun ve karpuz kabugunun en biiyiik alicis1 olan iilkeler ise italya ve
Almanya’dir. Kavun, karpuz kabugu cevre kosullarinin degisimlerinden olumsuz yonde
etkilenmesinin yaninda ihracatta riskli grup iriinler igerisinde yer almasina ragmen
yiiksek kazang saglamasi ile bu sorunlar goz arda edilebilmektedir (Taskaya ve Keskin
2004).

Karpuz meyveler igersinde, istah agici, ferahlatici bir etkiye sahip besin
maddelerinden biridir. Karpuz tiiketiminin bazi hastaliklarin giderilmesinde etkili oldugu
gdzlenmistir. Ornegin; mide rahatsizligmna, géz agrilarma, bas agrilarma iyi geldigi
bilinmektedir (Sar1 2006). Karpuz, igerigindeki bol miktardaki likopen bakimindan
antioksidan olmasindan tiiketimi ile insanda pankreas, prostat ve mide kanseri riskini
azalttig1 ve deriyi UV zararindan korudugu yapilan ¢alismalar ile ortaya konulmustur
(Garster 1997; Anonim 2003; Perkins 2005).

Tiirkiye’de ve diinyada hastalik ve zararlilardan kaynaklanan {iriin kayiplart hig
de azimsanacak boyutlarda degildir. Karpuzda onemli kayiplara neden olan bir¢ok
hastalik mevcuttur. Bitkinin gelisme donemine bagli olarak ¢ok ciddi iiriin kayiplar
meydana gelmektedir. Bazi hastaliklarda erken donemde enfeksiyonlar % 100 iiriin
kayiplarina neden olmaktadir. Karpuzun pazar degerini diisiiren, verimini azaltan
bakteriyel bir hastalik Acidovorax citrulli (Schaad vd. 2008)’ nin neden oldugu Karpuz
Bakteriyel Meyve Leke hastaligidir.

A. citrulli’nin diinyada birgok iilkede (Sekil 1.3) elde edilien verilerin 1s18inda
kalic1 ve gegici olarak dagilmis bir epidemiye sahip oldugu rapor edilmistir. A. citrulli
bitki saglig1 siniflandirmasinda EPPO iilkelerinde A1 listesinde (List no. 379) ve Avrupa
ilkeleri arasinda Tiirkiye’ de 2007 yihi itibari ile A2 karantina listesinde yer almistir
(EPPO 2018).
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Sekil 1.3. Diinya’da Acidovorax citrulli’nin dagilimi

A. citrulli’nin neden oldugu Karpuz Bakteriyel Meyve Leke hastaligindan tiim
cucurbit Dbitkileri etkilenmesine ragmen, hastalik en ¢ok Kkarpuz bitkisinde sorun
olusturmaktadir (Webb ve Goth 1965; Isakeit vd. 1997, 1998; Assis vd. 1999; Martin ve
O’Brien 1999; Zhao vd. 2001; Walcott vd. 2003). Konukgusu odugu bitki tiirleri ve
konukcu tip 6zelligi Cizelge 1.3’te verilmistir (EPPO 2016). Ilk olarak bakteriyel
hastaligin ilk belirtileri 1960’larda bildirilmis olmasina ragmen patojen tespit
edilememistir. Daha sonra 1989 yilinda Amerika’ nin Florida, Giiney Carolina ve Indiana
eyaletlerinde karpuz yetistirilen alanlarda Karpuz Bakteriyel Meyve Leke hastaligina
neden olan ilk salginlar ve bitki kayiplar1 rapor edilmistir. Ayrica; 1996 yilindan beri
kabakgil yetistirilen Amerika, Avustralya, Tayvand, Cin, Japonya ve Brazilya da; kavun
(Cucumis melo var. cantalupensis) sulu kavun (C. melo var. indorus Jacq.), hiyar (C.
sativus L.), kabak ve bal kabagi (Cucurbita pepo, Cucur. maxima ve Cucur. moschata),
agac¢ kavunu (C. lanatus [Thunb.] Matsum. & Nakai var. citroides), dikenli kavun (C.
myriocarpus subsp. myriocarpus) ve gesitli su kabaklarinda ekonomik kayiplara neden
olmustur (Isakeit vd. 1997; O’Brien ve Martin 1999; Cheng vd. 2000; Shirakawa vd.
2000; Zhao vd. 2001).Tiirkiye’de ise ilk olarak 1995 yilinda karpuz yetistirilen Edirne’
de (Demir 1996) ve 2005 yilinda Adana’da rapor edilmistir (Mirik vd. 2006). Hastalik
karpuz (Citrullus lanatus) ve kavun (Cucumis melo) cesitlerinde 6zellikle siddetlidir.
Diger cucurbitlerde hastaliktan daha az oranda etkilenebilmekte ve bu tiirler belirti
gostermeyen konukgu potansiyelindedir (Dutta vd. 2014).
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Cizelge 1.3. Acidovorax citrulli’nin konukgu ve konukgu tipleri

Konuk¢u Konukgu tipi

Citrullus lanatus Karpuz Birincil (Primer)

Citrullus lanatus var. citroides | Yem karpuzu Yabani/Yabanci ot

Cucumis melo Kavun Birincil (Primer)

Cucumis sativus Hiyar Ikincil (Sekonder)

Cucurbita moschata Bal kabagi Ikincil (Sekonder)
Cucurbita pepo Sakiz kabag1 Ikincil (Sekonder)

Piper betle Betel biberi Tesadiifi (Goniillii Konukgu)

A. citrulli tohum kokenli patojendir ve tohumla bulagirlar. Kontamine tohumlar A.
citrulli hastalik etmeninin yayilmasi birincil inokulumun en 6nemli kaynagini temsil
etmektedir. A. citrulli tohumdan fide aktariminda, karpuz basta olmak iizere birgok
Cucurbitaceae familyasindaki bitkilerde hastalik olusturmaktadir (Hopkins ve Thompson
2002a). Enfekte olmus bitki dokiintiileri de potansiyel inokulum kaynaklaridir; ancak,
bunlar tiim ortamlarda 6nemli degildir. Bulasik tohumlar dogrudan topraga ekildiginde,
ortaya ¢ikan fidelerin bir kism1 ¢imlenmeden 6 ve 10 giin sonra Karpuz Bakteriyel Meyve
Lekesi simptomlart ortaya ¢ikmaktadir. Simptom gelisiminin kesin zamani, ¢evresel
sartlara (birincil olarak sicaklik ve bagil nem) ve tohum basina A. citrulli popiilasyonuna
baghdir. Yiiksek sicaklik, bagil nem ve siddetli tohum bulasikligi A. citrulli'nin daha hizli
simptom ekspresyonuna yol agmaktadir (Burdman ve Walcott 2012).

Karpuz Bakteriyel Meyve Lekesi hastaliginin epidemik gelisimi i¢in en 6nemli
birincil inokiilim kaynagini patojen ile kontamine tohumlar olusturmaktadir (1).
Transplant {iretimi i¢in tohumlar, saks1 ortaminda yetistirilerek fide elde edilmektedir (2).
Fideler transplant tiretim tesislerinde sicak, nemli ortamda muhafaza edilmektedir. Bu
kosullar hastaligin gelisimi icin de elverisli kosullar olmaktadir. Istila edilmis
tohumlardan bakteriler, tohum kilifindan kotiledonlar ortaya ¢iktikga gelismekte olan
fideleri enfekte etmektedir. Piiskiirtme ile sulama, A. citrulli komsu fidelere etkili bir
sekilde yayilmaktadir(3). Seradaki sekonder yayilma, tarlalara ulasan enfekteli fidelerdir
(4). Bitkiler tarlada bityiidiik¢e, patojen yeni yapraklara ve komsu bitkilere yayilmaktadir
(5). Enfekte olmus bitkilerin kalintilarindaki lezyonlar, olgunlasmamis meyvelerin
enfeksiyonu igin bir inokulum kaynagmi olusturmaktadir (6). Karakteristik leke
simptomlar1 olgunlagsmadan kisa bir siire 6nce meyvede goriilmektedir. Hastalikli meyve
¢lirigiinden tohumlar topraga dokiilmektedir (7). Bu tohumlar, takip eden sezonda
enfekte olmus fideleri olusturur ve yerel inokulum kaynagini olusturmaktadir (8). A.
citrulli'nin enfekte olmus kabakgil yabani otlarinda ve tarladaki fidelerde olusturdugu
etki, gesitli cevresel faktorlerden etkilenmektedir (9) (Sekil 1.4) (Silva 2016).


https://gd.eppo.int/taxon/CITLA
https://gd.eppo.int/taxon/CITLC
https://gd.eppo.int/taxon/CUMME
https://gd.eppo.int/taxon/CUMSA
https://gd.eppo.int/taxon/CUUMO
https://gd.eppo.int/taxon/CUUPE
https://gd.eppo.int/taxon/PIPBE
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Sekil 1.4. Karpuz Bakteriyel Meyve Lekesinin hastalik dongiisii (Walcott 2005)

A. citrulli gram negatif, 0.5 um-1.7 pm ortalama boyutlarinda, yaklasik 5.0
mikron uzunlugunda) ¢ubuk sekilli, aerobik ve polar kamg¢ili bir bakteridir (Schaad vd.
1978; Hopkins ve Thompson 2002b). Genom biyikligi 5352.8 kb
(Accession:NC_008752)’dir. Ilk inokulum kaynag: tohumdur. Yagmur, ¢ig, sulama
suyu, bocekler, hayvanlar, kullanilan alet ve ekipmanlar ile patojen yayilir. Epifitik
olarak kalabilir. Bitkiye acilan yaralardan ve dogal agikliklardan giris yaparlar. Patojen
hiicreleri tohumda, hiicreler arasi bosluklarda lokalize olabilmektedir (Sekil 1.5) (Rane
ve Latin 1992). Optimum gelisme sicakligi 32 °C olup 4-30 °C’ de 26 ay karpuz
tohumlarinda canliligini korudugu tespit edilmistir (Shirakawa vd. 2003).
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Sekil 1.5. Taramali elektron mikroskobu ile Acidovorax citrulli’nin ksilem iletim
demetinde (20 pum) (Bahar vd. 2009a) (a) ve kotiledon dokusunun apoplastindaki
(hiicreler arasi bosluk) hiicre kolonizasyonu (b) (Walcott 2005)

A. citrulli’nin koloni gelisiminde King’s B besi ortaminda (King vd. 1954), 48
saat inkiibasyondan sonra (Schaad vd. 1978) sonra tiim kenarlari, yar1 saydam, piiriizsiiz
ve hafif digblikey yuvarlak, floresan olmayan yapida olmaktadir (Sekil 1.6-b). Koloniler
30 °C'de 5 giinliik inkiibasyondan sonra 2-3 mm ¢apa ulasabilmektedir (Schaad vd. 1978;
Bahar vd. 2009b). A. citrulli, arginin dihidrolaz-negatif, oksidaz-pozitif, CVP (crystal
violet pectat) ortaminin c¢ukurlagsmasi negatif, nitrat rediiksiyonu ve levan {iretimi
negatiftir. Patojen de lipolitiktir ve nisastay1 hidrolize etmez 6zellikte, ancak hafif jelatin
hidrolizine neden olmaktadir (Somodi v. 1991). A. citrulli B-alanin, D-serin, n-propanol,
etanol, sitrat ve fruktozu kullanir, ancak siikroz veya glukozda gelisme gostermemektedir
(Schaad vd. 1978). A. citrulli strainleri genellikle inokiilasyondan 24 saat sonra tiitiin
yapraklarinda hipersensitif bir tepki indiiklemektedir (Somodi vd. 1991). A. citrulli nin
GC igerigi % 65-67 arasinda degismektedir (Schaad vd. 1978).

A. citrulli’nin in-vitro kosullarinda gelisiminde farkli besi ortamlarinda gelisim
gostermektedir (Sekil 1.6). Calismalarda genellikle kullanilan ve bizim ¢alismamizda da
kullandigimiz nutrient agar, King’s B (King vd. 1954) ve A. citrulli’nin tohumdan tespiti
i¢in, yar1 segici besi ortam1 ethanol bromcresol purple/brilliant blue R (EBB)’dir (Schaad
ve Sechler 1999). EBB besi ortaminda krem rengi ortasi siskin etrafinda diizensiz gember
ile ¢evrili tipik koloni olusturmaktadir (Schaad ve Sechler 1999) (Sekil 1.6-c).



GIRIS N. OZTURK

Sekil 1.6. Acidovorax citrulli’nin in-vitro kosullarda koloni gelisimi (a: NA, b: King’s B,
c: EBB)

Karpuz Bakteriyel Meyve Leke hastaliginin ilk belirtisi kotiledon yapraklarda
goriilmektedir. Kotiledon suyla 1slanmis bir belirti olusturur (Sekil 1.7-a). Daha sonra
yapraklarda kiiciik koyu kahverengi lekeler olusturur. Meyveler 2-3 haftalik
gelisimdeyken bile bakteriyel etmen tarafindan enfeksiyondan etkilenebilmektedir.
Meyvelerde olusan lekeler ilk basta kii¢iik, suyla 1slanmis gibi bir belirti olusturur, daha
sonra ise lekeler hizla biiyiir ve meyve kabugunun tiim yiizeyini kaplayabilmektedir
(Sekil 1.7-b). Yogun nemli kosullarda meyve kabugu iizerindeki lekelerin bulundugu
yerlerden bakteriyel sivi (ooze) cikisi gdzlenmektedir (Sekil 1.7-c). ileri donmelerde
lekelerin rengi kirmizi kahverengiye donmekte ve catlaklar ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 1.7-
B). Bu c¢atlaklarin olusmasi saprofit organizmalarin, genel meyve c¢iiriikliigiine sebep
olabilmektedir (Sekil 1.7-d). Benzer belirtiler diger cucurbit bitkilerinde de
goriilmektedir (O’Brien ve Martin 1999; Walcott 2005). Hastalik i¢in uygun kosullarin
(s1caklik, nem, yagish hava) oldugu bolgelerde kayiplar % 90-100 oraninda olmaktadir
(Anonim 2009).
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Sekil 1.7. Karpuz Bakteriyel Meyve Lekesi hastaliginin kotiledon yaprakta (a) ve
meyvedeki tipik simptomlari (b-c-d) (Walcott 2005)

Yetistiricilikte tiretim verimliligini arttirmak igin ticari tohumluk tiretiminde fide
transplantlar1 kullanilmaktadir. Tohumlar sera kosullarina gore ekilerek 3-4 hafta sonra
fideler tarlaya aktarilmaktadir. Yiiksek sicakliklar, bagil nem, yogun bitki popiilasyonlari
ve piiskiirtme sulama dahil olmak iizere tipik transplant kosullari, Karpuz Bakteriyel
Meyve Lekesi gelisimi i¢in olduk¢a elverislidir ve fideler arasinda hizla
yayilabilmektedir. Aerosol iiretimi nedeniyle, diisiik oranda bile A. citrulli ile bulasik
tohumlardan elde edilen tohumlarda, % 100 fide enfeksiyonu ile sonuglanabilmektedir.
Son ¢aligmalar, bir tohum partisinde A. citrulli igeren tek bir tohumun bile sera
kosullarinda Karpuz Bakteriyel Meyve Lekesi bulagsmasina yol agabilecegini gostermistir
(Dutta vd. 2012a). Karpuz Bakteriyel Meyve Lekesinin yetistiricilik alaninda
ilerlemesinin gevresel kosullara bagli olmaktadir (Bahar ve Burdman 2010). ilkbahar
veya yaz aylarinda siddetli yagis ve riizgarl kosullar Karpuz Bakteriyel Meyve Lekesi
gelismesine tetiklemektedir (Schaad vd. 2003). Alandaki enfekte bitkicikler; gercek
yapraklar ve daha 6nemlisi gelismemis meyveler igin bir inokulum kaynagidir (Latin ve
Hopkins 1995). Patojenin stomaya (Frankle vd. 1993) veya ¢icege (Walcott vd. 2003)
niifuz ederek meyveye bulasmasi ger¢ceklesmektedir. Karpuz meyvesi enfeksiyonunun,
meyve stomalarinin anthesis sonrasi 2-3 hafta olustugunu gostermistir. Meyve
gelisiminin erken asamalarinda, simptomlar yoktur, ancak karakteristik suyla 1slatilmig
lezyonlar, hasat olgunlugundan kisa bir siire 6nce gelismektedir. Meyveler sonunda
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tarlada clirimekte ve ¢iirliyen dokudaki bakteriler ya da igindeki kirlenmis tohumlar
sonraki mevsimde inokulum kaynagi olmaktadir (Frankle vd. 1993).

Karpuz Bakteriyel Meyve Leke hastaliginin dayanikli higbir ticari cucurbit ¢esidi
bulunmamaktadir. Bu nedenle, etkili hastalik yonetimi, tohum, transplant ve meyve
tretiminde bir dizi yaklasimin entegrasyonunu gerektirmektedir. Tohumlar primer
inokulumun en 6nemli kaynagi oldugundan, tohum enfeksiyonunu dnlemeye yonelik
cabalar kritik olmaktadir. Kabakgil tohumlar1 genellikle serin kuru iklime sahip veya kuru
donemlerde olan tilkelerde iiretilir. Ticari tohum tiretimi igin sadece A. citrulli igermeyen
stok tohumlar kullanilmali ve tohum alanlar1 kontaminasyondan ka¢inmak icin diger
cucurbit alanlarindan fiziksel olarak ayrilmalidir. Tohum alanlar1i, Karpuz Bakteriyel
Meyve Leke hastaliginin meyve ve yaprak belirtileri agisindan gorsel olarak incelenmeli
ve simptomatik bitkiler igeren alanlar tohum {iretimi i¢in kullanilmamalidir (Burdman ve
Walcott 2012). Cucurbit tohumlarinin dekontaminasyonu i¢in bir dizi tedavi onerilmistir;
ancak, bugiine kadar higbiri % 100 etkili olmamistir. Tohum muamelelerinin etkinligini
etkileyen faktorler; tohum muamelelerinin tohum kabuguna niifuz etme yetenegi ve
tohum {iizerinde yada ig¢inde bulunan bakterilerin lokasyonu olmaktadir. Uygulanan
kimyasal ilaclarin tohum muamelelerinde hastaligin fide aktarimini azalttig1 bildirilmisse
de, bunlar genellikle bakteriyi tohum yiizeyinde yok etmekte basarisiz olmaktadir (Sowell
ve Schaad 1979). Bu nedenle, miicadele uygulamalar1 giderek azalmaktadir. Kesin
¢Oziimiinliin bulunmamasi sebebiyle, dayanikli ¢esit ve ana¢ kullanimi, hastaligin
kontroliinde biiylik 5nem kazanmaktadir. A. citrulli, sadece o yilin {irintinii etkilemekle
kalmay1p, karpuz tohumlar1 ve bitki artiklari ile gelecek yillardaki iiriine de etki edip bazi
durumlarda meyvenin yetistiricilik alaninda patlamasina ve bitki artiklarinin alana
yayllmasina neden olmaktadir. Bu derece onemli olan bir hastaligin, modern
biyoteknolojik yontemler kullanilarak tanisinin yapilabilmesi kapsaminda caligsmalar
yiriitiilecektir. Hastalik etmeninin bitki materyalinden erken tespit ve hizli tanis1 ile erken
miicadelenin yapilmasi hastaligin zararinin en aza indirilmesine olanak saglayacaktir. Bu
caligma ile hem patojenin hizl ve giivenilir tanisi igin primer ve prob gelistirilerek bitkisel
materyallerden kesin ve giivenilir tespit hedeflenmis hem de Tiirkiye’ deki yerel ve ticari
karpuz gesitleri test edilerek dayanikli ¢esit elde edilmesi hedeflenmistir.

Bakteriyel patojenlerin tani ve tespitinde ge¢cmisten giiniimiize kadar gelistirilen
bircok yontem bulunmaktadir. Bunlar; hastalikli bitki materyallerinden besi ortamlarina
izolasyon, fidelerde belirti izleme yOntemi, test bitkilerine inokulasyon yontemi,
bakteriyofaj yontemi, serolojik yontemler, biyokimyasal yontemler, mikroorganizmalarin
yag asidi kompozisyonunun belirlenmesi ve genetik farkliliklarin esas alindigi modern
biyoteknolojik yontemlerinden olan klasik PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve Real-
Time PCR (Gerg¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemleridir.

Bu hastaligin kontroliinde ¢esitli kiiltiirel tedbirler, sertifikali tohum kullanimu,
tohuma cesitli kimyasal ve biyolojik uygulamalar, yesil aksam ilaglamalari, toprak
solarizasyonu uygulanirken, hastalik etmenine karsi en etkili miicadele yontemi dayanikli
cesittir.

A. citrulli ‘nin sebep oldugu Karpuz Bakteriyel Meyve Leke hastaliginin etkin bir

kimyasal miicadelesinin olmamasi, meyvede verdigi zararin ekonomik agidan ¢ok fazla
olmasi ve tohum kaynakli bir patojen olmasinin yaninda karantina listesinde yer almasi
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gibi 6nemli faktdrler etmenin erken donemlerde tespitini gerekli kilmistir. Bu amagla
calisma kapsaminda A. citrulli nin spesifik primer seti ve prob gelistirilerek, Real-Time
PCR yontemi ile hastalifin direkt bitki dokularindan hizli, hassas ve kesin bir sekilde tani
ve tespiti amaglanmistir. Ayrica yine bu ¢alisma kapsaminda A. citrulli 'nin tohumdaki
popiilasyon yogunlugunun belirlenmesi i¢in Kantitatif Real-Time PCR yontemi ile tespit
amagclanmustir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Ekonomik olarak onemli bitki hastaliklarinin ve nedensel ajanlarinin ¢ogu,
modern fitopatolojinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte, 19. yiizyilin sonlar ile 20. yiizyilin
baslarinda tanimlanmistir. Aksine, Acidovorax citrulli’nin rapor edilme tarihi 1960'larda
baslamis ve 1980'lerin sonuna kadar bu hastaligin ekonomik etkisi 6nemli diizeyde
olmamistir. Bu nedenle, diger 6nemli bitki hastaliklarina gore A. citrulli’nin olusturdugu
hastalikla ilgili tespitler ve ¢alismalar yakin ge¢miste baslamistir (Burdman ve Walcott
2012).

Karpuz Bakteriyel Meyve Leke hastalik etmeni A. citrulli kabakgillerde hastalik
olusturmaktadir. ilk olarak karpuz fidelerinde tespit edilerek Pseudomonas
pseudoalcaligenes subsp. citrulli (Schaad vd. 1978) olarak isimlendirilmistir. Daha sonra
ise DNA/DNA ve DNA-rRNA homolojisi ve fenotipik karakterlere gore tekrardan
simiflandirilarak A. avenae subsp. citrulli olarak isimlendirilmistir (Willems vd. 1992).
En son isimlendirme A. citrulli 16S rDNA ve 16S-23S rDNA ITS (internal transcribed
spacer) bolgelerine ait dizilere ve AFLP analizlerine gore siniflandirilmistir (Schaad vd.
2008).

A. citrulli'nin biyolojisi ve patojenisitesine dayali ¢ok az sey bilinmektedir.
Genom dizisi yapilan grup Il straini AACO00-1'in (Joint Genome Institute (JGI;
GenBankNC_008752) tarafindan 2007 yilinda yaymlanmis Cizelge 2.1 ve A. citrulli’nin
cok yonlii arastirilmasina biiyiik katki saglamistir. AACO00-1 genomu, yaklagik 5.3 Mb'lik
tek bir dairesel kromozom igermektedir (Sekil 2.1). Yapilan ¢alismalar ile Grup I ve 11
genomlart arasindaki karsilastirmali  analizlerin, uygun deneysel yaklasimlarla
birlestirilmesi, iki A. citrulli grubunun genetik faktorlerin belirlenmesini saglayacagi
diistiniilmektedir (Burdman ve Walcott 2012).

Cizelge 2.1. Acidovorax citrulli AA C00-1 genomunun 6zellikleri

Ozellikler

Siralama merkezi DOE Joint Genome Institute
Yayin Tarihi 1Mart 2007
Siralama yontemi Sanger

Siralama derinligi 11X

Dagilim Tek bir kromozom
Boyut (bp) 5352772

GC (%) 68.53

DNA kodlama bolgeleri (%) 89.47

Toplam gen sayis1 4868

Protein kodlama genleri 4793

Tahmini fonksiyonlara sahip protein kodlama genleri 3376 (69.35%)
Acik okuma gerceveleri sayisi 4709

*JGI Entegre Mikrobiyal Genomlar (IMG; http://img.jgi.doe.gov) ve Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Acidovorax avenae subsp. citrulli AACO0-1, complete genome

Y
4500 kbp

T 3500 kbp
>

Accession; NC_Q08752 Topology: circular; Length; 5,352,772 bp, Genes: 4,774

Sekil 2.1. Acidovorax citrulli (Acidovorax avenae subsp. citrulli) AA C00-1 genom
haritasi

A. citrulli hastalik etmeninin tarihsel gelisiminde; 1965 yilinda ABD'de bulunan
ABD Tarim Bakanhig Bitki Tanitim Istasyonunda, Tiirkiye'den elde edilen nekrotik
karpuz kotiledonlarindan izole edilmis, tanimlanamayan, tohumla tasinan bir
fitobakterium bildirilmistir (Webb ve Goth 1965). Webb ve Goth raporundan doért yil
sonra Crall ve Schenck 1969 yilinda Karpuz Bakteriyel Meyve Lekesi simptomlarini
tanimlamiglardir. 1967 ve 1968'de Leesburg, FL, ABD'deki deneysel bir istasyonda,
yaprak lekeleriyle birlikte, meyve iizerinde biiylik, koyu yesil, suyla 1slatilmig lezyonlarin
goriinlimiinii bildirmislerdir. Bununla birlikte, 1980'lerin sonuna kadar, hastalik sadece
fideleri etkiledigi ve tarlada karpuz meyvelerinde diisiik bir hasar potansiyeline sahip
oldugu diisiiniilmiistiir (Sowell ve Schaad 1979). Hastaligin fide ile sinirli oldugu
bildirilmis ve bu hastalik olusumunun nedensel etmeni daha sonraki ¢calismalarda Schaad
ve arkadaglari tarafindan 1978 yilinda Pseudomonas pseudoalcaligenes ssp citrulli olarak
siniflandinimustir. ilk Karpuz Bakteriyel Meyve Leke hastaliginin yayginligi Mariana
Adalari'nda meydana geldigi (Wall ve Santos 1988) ve tiim karpuz tarlalarinin meyve
infeksiyonu sonucu kayboldugu 1987 yilina kadar bu patojenin yikici potansiyeli tespit
edilmemistir. Ticari karpuz alanlarindaki salginlar, Florida, Indiana, Delaware ve
Texas'taki yiiksek verim kayiplariyla birlikte hizla yayilmistir (Latin ve Rane 1990; Evans
ve Mulrooney 1991; Somodi vd. 1991; Black vd. 1994).
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1995 yilinda Sultanige koyii (Enez-Edirne) ticari karpuz tarlalarinda karpuz
tiretimini 6nemli Ol¢iide azalmasinin nedeni olan hastalik gercek yapraklarda nekroz,
genis kok nekrozu ve meyve lekesi ile karakterize edilmistir. Meyve, yaprak, yaprak sapi,
dal ve kok lezyonlariin kenarlarindan bir floresan olmayan Gram -, oksidaz + bakterisi
izole edilmistir. Bu izolatin tiitiinde asir1 duyarliligi indiikledigi test edilmistir (cv. White
Burley). Patojenik testler i¢in, hem karpuz meyvesi hem de kotiledonlara, 108 cfu/ml
bakteri siispansiyonu kullanilarak enjeksiyon ile inokiilasyon yapilmigtir. Bakterinin
dogal tohum kaynakli asilanmasi, enfekte olmus karpuz meyvesinden c¢ikan 260
tohumdan 44'iniin fideler iizerinde simptomlara neden oldugu saptanmustir. izole edilen
bakterinin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri A. avenae subsp. citrulli’nin
bildirilen 6zelliklerine benzedigi i¢in ve A. avenae subsp. citrulli olarak tanimlanmis ve
bu Tiirkiye'de bakteri meyve lekelerinin ilk raporu olmustur (Demir 1996).

1997'nin baslarinda, Managua, Nikaragua ve Tipitapa'daki karpuz yetistiricileri,
meyvelerinde tanimlanamayan bir hastalik bildirmistir. Sorunun kullanilan tohumlardan
kaynakli oldugu belirlenmistir. Tarim Bakanligi Bitki Koruma Boliimii tarafindan
bulasik tohumlar toplatilmis ve bir dizi laboratuvar testi uygulanarak hastaliga, A. avenae
subsp. citrulli’nin neden oldugunu saptamislardir. Bu Nikaragua'daki bu bakterilerin ilk
bildirilen raporu olmus ve yerlesik patojenlerin listesine eklenmistir (Munoz ve
Monterroso 2002).

1990'larda, Karpuz Bakteriyel Meyve Leke hastaliginin hizla yayilmasini
konukgu araligmin genislemesi ve kiiresel biiyiimesini etkilemistir (Isakeit vd. 1997,
1998; Langston vd. 1999, Martin ve O'Brien, 1999; Walcott vd. 2004). Patojen diinya
capinda, oOzellikle uluslararasi iiretim ve bulagik tohumlarin satis1 yoluyla yayilmistir.
Bugiine kadar Amerika, Asya, Avrupa, Afrika, Orta ve Uzak Dogu ve Avustralya'da
Karpuz Bakteriyel Meyve Leke hastalik etmeni salginlart bildirilmistir (Evans ve
Mulrooney, 1991, Somodi vd. 1991, Black vd. 1994, O'Brien ve Martin, 1999, Schaad
vd. 2003, Walcott vd. 2004, Burdman vd. 2005; Mirik vd. 2006, Ren vd. 2006, Palkovics
vd. 2008, Park vd. 2008, Amadi vd. 2009, Holeva vd. 2010). Ayrica, patojenin, konukgu
olmayan bitkilerin tohumlar1 yoluyla yayilmasi da miimkiin oldugu bildirilmistir.
Assouline vd. 1997 yilinda, Israil'in, iilkeye ithal edilen domates tohumu sevkiyatlarindan
ve ithal tohumlardan elde edilen patlican fidelerinde Karpuz Bakteriyel Meyve Leke
hastalik etmeninin izole edildigi bildirilmistir. Bu rapor dogrultusunda 2000'li yillarin
basinda Israil'de hem karpuz hem de kavunda Karpuz Bakteriyel Meyve Leke hastaligi
salginlar goriilmiistiir (Burdman vd. 2005).

Tirkiye'nin Dogu Akdeniz Bolgesi'ndeki Adana ilinde 35.000 ha bir {iretim
alaninda 2005 baharinda, Karpuzda Bakteriyel Meyve Leke hastaligina benzeyen ciddi
bir salgin gézlenmistir. Bu ¢alismada incelenen 13 ticari karpuz tarlasinda, simptomlu
meyve yaygmligr % 30 ile 45 arasinda oldugu goézlenmistir. Bakteriler, etkilenmis
meyvelerden siirekli olarak izole edilmis ve King’s B besi ortami iizerinde floresan
olmayan koloniler gozlenmistir. Tiim izolatlar oksidaz pozitif, gram negatif, arginin
dihidrolaz negatif ve tiitiin yapraklarinda hipersensitif yanit olusturmustur. Biyokimyasal
testler ve tek karbonlu substrat kullanimina dayanilarak % 75 ila 93 benzerlik indeksleri
ile izolatlarin A. avenae subsp. citrulli oldugu belirlenmistir. Ug hasat edilmis karpuz
meyvesinin kabugu altinda ve ii¢ fidenin govdesine bakteri siispansiyonu (108 cfu/ml
salin) enjekte edilerek saptanan dokuz strain igin patojenisite testi gergeklestirilmistir.
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Salin negatif kontrol olarak kullanilmistir. Asilamadan 3 ila 5 giin sonra, tipik sSimptomlar
gelismistir. Bakteri, inokiile edilmis meyvelerden ve fidelerden kolaylikla yeniden elde
edilmistir. Tlirkiye'nin Dogu Akdeniz Bolgesi'nde karpuz iizerinde ilk Karpuz Bakteriyel
Meyve Lekesi salgini olarak rapor edilmistir (Mirik vd. 2006).

Taksonomi ile ilgili olarak yapilan galismalarin yiiksek seviyelerde fenotipik ve
rRNA cistron benzerliklerinin bir sonucu olarak Pseudomonas cinsinden farkliliklar
gozlendigi i¢in Acidovorax cinsi iiyelerine transfer edilmistir (Willems vd. 1992) ve
Pseudomonas pseudoalcaligenes ssp. citrulli (Schaad vd. 1978) A. avenae ssp. citrulli
olarak yeniden smiflandirilmistir. Daha sonraki ¢alismalar ile A. avenae'de ssp. citrulli
iki diger fitobakteriyel alt tiir oldugu yulaf, misir, bugday, arpa, ¢avdar, sorgum, seker
kamais1 ve piring fideleri dahil olmak iizere Poaceae familyasinin ¢esitli tiirlerine patojenik
olan A. avenae ssp. avenae ve orkideler i¢in patojen olan A. avenae ssp. cattleyae’ nin
bulundugu Acidovorax cinsine aktarilan (Willems vd. 1992) ve adlandirilan taksonomik
calismalara son zamanlardaki calismalar ilave edilerek yeniden siniflandirma 6nerilmis
ve Karpuz Bakteriyel Meyve Leke hastaliginin etmeni A. citrulli olarak tiir seviyesinde
yeniden adlandirilmistir (Schaad vd. 2008).

A. citrulli’nin hastalikli bitki materyalinden o6zellikle yaprak ve meyveden
izolasyonda farkli yari-segici besi ortamlar1 gelistirilmistir. King’s B ortaminda 41 °C
inkiibasyonda ve 48 saat sonra piiriizsiiz, yuvarlak krem renkli koloniler gelismistir
(Schaad vd. 1978). Yeast extract-dextrose-CaCO3 (YDC) agar ortaminda saydam non-
mukoid ve yuvarlak bej renkli koloniler olusmustur (Jones vd. 2001). Tohumlardan
izolasyonda birkag yari-secici besi ortamlari gelistirilmistir. Bunlar Ethanol bromcresol
purple/brilliant blue R (Schaad ve Sechler 1999) ve ampicillin igeren EBB ortami olan
EBBA (Zhao vd. 2009) ortamlaridir. EBB ortamlar1 A. citrulli’nin koloni farklilasmasi
icin gelistirilmistir (Schaad ve Sechler 1999). Izolasyonda elde edilen bakteriyel
siispansiyon 37 °C de gelismeye birakilarak inkubasyondan bes giin sonra EBB veya
EBBA ortaminda 1.5-2 mm c¢apinda, digbiikey, hafif a¢ik kenar bosluklari ile yayilan
yesil-mavimsi koloniler elde edilmistir (Zhao vd. 2009).

Fide transplant tesislerinde Karpuz Bakteriyel Meyve Lekesi igin sifir toleransla,
tohum sagligi testi hastalik yonetimi igin ¢ok onemlidir. A. citrulli i¢in tohumlarin test
edilmesinde bir¢ok polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) bazli yontemler gelistirilmektedir
(Walcott ve Gitaitis 2000; Song vd. 2003; Fessehaie vd. 2005; Bahar vd. 2008; Park vd.
2008). Bununla birlikte, cucurbit tohumlar1 PCR inhibitorleri igerdiginden, Bio-PCR,
immiinomagnetik ayirma ve PCR (IMS-PCR) ile manyetik yakalama hibridizasyonu ve
PCR gibi bir dizi teknik, algilama dogrulugunu ve verimliligini arttirmak igin
gelistirilmistir (Walcott ve Gitaitis 2000; Walcott vd. 2006; Ha vd. 2009; Zhao vd. 2009).

Niikleik asit temelli molekiiler yontemler de A. citrulli ait 16S ribozomal DNA
(rDNA), 16S-23S internal transcribed spacer (ITS) bolgesi, BOX fragmenti ve hrp gen
dizisi kullanilarak farkli metotlar gelistirilmistir (Woese 1987).

A. citrulli'nin 16S-23S ITS bdlgesine gore klasik PCR yontemi igin

SEQID4/SEQID5 primerleri dizayn edilmistir. Yapilan g¢alismada primerlerin A.
citrulli’nin tespiti i¢in yliksek spesifiklikte oldugu tespit edilmistir (Schaad vd. 2000).
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Karpuz tohumunda A. avenae subsp. citrulli'nin saptanmasi i¢in immiinomagnetik
ayristirma ve polimeraz zincir reaksiyonu (IMS-PCR) bazli bir deney gelistirilmistir.
IMS, King’s B besi ortamina dogrudan yayilma iizerine A. avenae subsp. citrulli'nin geri
kazanilmasinda 10 kat artis goriilmiis ve tohum enkazinin varligi IMS verimliligini
azaltmistir. Sentetik oligoniikleotid primerleri, bilinen A. avenae subsp. citrulli'nin 16S
rRNA genine dayanilarak tasarlanmis ve PCR ile spesifik DNA amplifikasyonu i¢in test
edilmistir. Test edilen tim A. avenae subsp. citrulli strainlerinde primerler DNA'ya
baglanmis amplifikasyon gerceklesmis fakat ayn1 zamanda yakin iliskili birgok bakteri
ile amplikonlar olusturdugu goézlenmistir. IMS-PCR, direkt PCR'ye gore IMS-PCR igin
A. avenae subsp. citrulli'nin belirlenme esigi, karpuz ¢ekirdegi yikamasinda 10 cfu/ml ve
% 0.1 enfekteli cekirdekler tutarli bir sekilde tespit edilmis. IMS-PCR, karpuz
¢ekirdeklerinde A. avenae subsp. citrulli'yi tespit etmede kullanilabilirligi belirlenmistir.
Fakat calismada diger Acidovorax tiirleri de tespit edilebildiginden kaynakli bu
primerlerin spesifiklik seviyesi yiiksek olmadig1 belirlenmistir (Walcott ve Gitaitis 2000).

A. avenae subsp citrulli ile bulasik tohumlarin karpuz cicegi asilamadaki
etkinliginin arastirilmasinda cicek basina 1x107 veya 1x10° cfu A. avenae subsp. citrulli
bakteri slispansiyonlar1 kullanilmistir. Bulastirilmis ciceklerden elde edilen yaklasik %
98 (84/87) meyvede simptom olusmadigi gdzlenmistir. immiinomagnetik ayrilma ve
polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak, meyve simptomlarinin olmamasina ragmen,
test edilen tohum partilerinin % 44'tinde A. avenae subsp. citrulli tespit edilmistir. Ayrica,
tohum partilerinin % 31'inden canli hiicre saptanmistir. Calismada karpuz ¢igeklerinin,
A. avenae subsp citrulli tarafindan meyve ve tohum bulasmasi igin potansiyel bir giris
yeri oldugunu ortaya konulmustur (Walcott vd. 2003).

Acidovorax avenae tiirlerinin ve A. avenae subsp. citrulli'nin hizli tespiti i¢in PCR
analizleri gelistirmek i¢in, 16S-23S rDNA'nin intergenik aralayici bdlgesinin dizisi elde
edilmis ve bu bolgeye spesifik klasik primerler ve real-time PCR primerleri ve problari
tasarlanmustir. Tirlere 6zgii klasik primerleri Oafl/Oarl ve real-time PCR primerleri
Oafl/Oar2 ve prob AaP1, farkli konukgulardan tiim A. avenae strainlerinde tanimlama
gergeklestirmis, buna karsilik A. avenae subsp. citrulli'ye 6zgii klasik primerler
Aacf2/Aacr2 ve Real-Time PCR primerleri Aacf3/Aacr2 ve prob AaP2 sadece A. avenae
subsp. citrulli'de spesifik oldugu diger tirlerde amplifikasyon gergeklestirmedigi
saptanmistir (Song vd. 2003).

Bir dizi cucurbit konukgularindan elde edilen 121 A. citrulli straini evrensel
popiilasyonunu analiz etmek i¢in PFGE-DNA parmak izi ve gaz kromatografisi-yag asidi
metil esterini (GC-FAME) kullanarak, genetik ve fizyolojik olarak ayri iki grup oldugu
ortaya konulmustur. Grup Il strainleri esas olarak karpuzdan izole edilirken, grup | ATCC
tipi straininin yani sira diger cucurbit konakg¢ilarindan elde edilen strainleri igerdigi
saptanmistir (Walcott vd. 2000). Sonraki bir ¢alismada, tekrarlayan PCR kullanarak iki
genetik olarak ayri A. citrulli strainlerinin varligin1 dogrulamislardir. Grup I strainlerinde
ayrica L-leucine olmadigi ve bir dizi cucurbit konukc¢usunda orta derecede agresif
oldugunu dogrulanmistir. Bunun aksine, esas olarak karpuzdan izole edilen grup II
strainlerinin, karpuz iizerinde oldukga agresif oldugu, ancak sadece diger cucurbitlerde
hafif derecede agresif oldugu saptanmistir (Walcott vd. 2004).
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A. avenae subsp. citrulli, Israil'deki 2000 ile 2003 yillar1 arasinda karpuz ve
kavunda yetistirilen alanlarda ilk 6nemli hastalik olusumu gergeklestigi rapor edilmistir.
Bu salginlarla iligkili 12 bakteriyel izolati, patojenite analizleri, yag asit metil esterlerin
gaz kromatografisi ve substrat kullanim profilleri ile ortaya konulmustur. izolatlarin
tohum, fide ve meyve asilart ile farkli konukgularda agresif olmalar1 ve PFGE ve
tekrarlayan-PCR yaklasimlar1 kullanilarak DNA parmak izi profillerine gére karakterize
edilmistir. A. avenae subsp. citrulli igerisindeki iki farkli grubun, biri karpuz (grup II) ile
daha cok iligkili olan strainleri icerdigi, digeri ise genellikle sudan etkilenmeyen
kabakgiller ile iliskili olan strainleri (grup I) icerdigini saptamislardir. Caligsmada, her iki
gruptan alinan izolatlarin Israil'de elde edilen izolatlarmn PFGE analizi ile, daha 6nce
rapor edilmemis olan bes farkli haplotipe boliinebildigi saptanmistir (Burdman vd. 2005).

A. avenae subsp citrulli igin ticari 6lgekli PCR tabanli analiz gelistirmek igin
immiinomagnetik ayrilma (IMS) parametreleri optimize edilmistir. Hedef hiicre geri
kazamimi i¢in en uygun kosullar, kaplama i¢in 10® immiinomagnetik boncuk (IMB)
basina 40 ug poliklonal anti-AAC antikoru, numune basia 2.5 x 10’ IMB ve 4 °C'de bir
saat boyunca immiinokaplamayi uygulamislardir. Yapay olarak bulagtirilmig tohumlarla
(10* cfu/tohum) kontamine olmus lotlarm kullanilmasiyla IMS-PCR, patojen % 25 ve %
87.5 oraninda (n=10.000 tohum) sirasiyla % 0.01 ve % 0.1 bulasiklig1 saptamislardir.
Benzer bulastirmaya sahip tohumluklar i¢in, fide biiyiitme testi (SGO) i¢in tespit
frekanslar1 % 12.5 ve % 37.5 bulunmustur. Calismada, IMS-PCR'nin A. avenae subsp
citrulli ticari karpuz ¢ekirdeklerinden tespiti igin SGO'ya etkili bir alternatif olarak biiyiik
bir potansiyele sahip oldugun saptanmistir (Walcott vd. 2006).

Karpuz Bakteriyel Meyve Leke patojeni A. avenae subsp. citrulli'nin tespiti i¢in
bir immiino-yakalama PCR (IC-PCR) yontemi, floriir iyon segici elektrot (ISE) yontemi
gelistirildi ve klasik PCR teknigi ve dogrudan PCR yontemi ve biiyiime kontrol yontemi
ile karsilastirilmistir. Sonuglar, A. avenae subsp. citrulli'nin test edilen tiim strainlerinde,
IC-PCR ve direkt PCR yontemiyle 360 bp spesifik fragment olusturdugu, diger 10 farkli
cins strainin ise negatif PCR sonucu gosterdigi saptanmistir. IC-PCR ve direkt PCR
yoénteminin minimum saptama konsantrasyonu, sirasiyla yaklasik 50-102 cfu/mL ve 10*
cfu/mL olarak belirlenmistir. IC-PCR ile pazarlardaki 7 farkli kavun tohumunun tespiti,
1 kantalup kavun c¢esidinin, 2 bal kavun ¢esidinin ve 2 karpuz ¢esidinin tohumunun,
neredeyse kavun tohumlarinin biiyiime kontroliiniin sonucuyla eslesen patojeni tasidigini
gostermigtir. IC-PCR'nin dogru, hassas, hizli ve diisiik maliyetli oldugu bu ¢alismada
vurgulanmistir (Zhao vd. 2006).

A. citrulli’nin tohumdan tespiti i¢in magnetik ¢ekim-hibridizasyon PCR (MCH-
PCR) yontemi gelistirilmistir. Bu ydntemde bir biyotinlenmis hibritlesme yakalama
sistemi bir streptavidin baglantis1 bir manyetik boncuk ile konjuge edilmistir. Sonrasinda
denatiire olmus DNA ekstraktina streptavidin kapli manyetik boncuklar eklenir ve
hibridizasyon ger¢eklesmistir. MCH Real-Time PCR yontemi i¢in BOX fragmentine
gore 480 bp bolgeyi cogaltan BOXAACF/BOXAACR?2 primer seti ve 26 bazdan olusan
AACPROBE probe gelistirilmistir. En diisik hiicre konsantrasyonu 10° cfu/ml
belirlenmistir (Amagliani vd. 2006; Feng vd. 2006; Zhao vd. 2009). Benzer bir ¢calismada
ITS bolgesine gore 448 bp bolgeyi ¢ogaltan HuiF/HUiR primerleri ve 26 bazdan olusan
HuiP probu (TAMRA) gelistirilmistir (Hui vd. 2007).
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Karpuzda Bakteriyel Meyve Leke hastaligina neden olan A. avenae subsp.
citrulli’nin tespiti i¢in immuno-capture polimeraz zincir reaksiyonu (IC-PCR) metotu
gelistirilmistir. Bu yontemde klasik PCR ile immunosorbent enrichment (ISE)
birlestirilmistir. IC-PCR ve klasik PCR yonteminde 360 bp kismin amplifikasyonuna
gore sonuglar degerlendirilmistir. Calismada sirastyla minimum 50-100 cfu/ml ve 10*
cfu/ml konsantrasyonlar tespit edilmistir (Xiao vd. 2007).

Bakteriyel Meyve Leke hastaligina neden olan tohum kaynakli A. avenae subsp.
citrulli bakterisinin saptanmasi igin yeni alt tiir spesifik primerler, Aac strainleri ERIC ve
BOX-PCR profillerinde elde edilen PCR fragmanlarina dayanilarak tasarlanmistir. Her
iki primer grubu ile PCR, farkli konumlardan ve konakgilardan alinan 30 strain
tammlanmis, ancak, A. avenae subsp. citrulli’nin bir strainin DNA's1 harig,
degerlendirilen diger yakin tiirlerden ve alt tiirlerden DNA'y1 ¢ogaltmamaistir. Klasik PCR
yontemi igin BX-L1/ BX-S-R2 primerleri A. citrulli’nin BOX-PCR fragmentine goére
dizayn edilmis ve bu primerlerin yiiksek spesifiklikte oldugu ve uygun olmayan
kosullarda (annealing sicaklig1 68 °C) bile duyarliliginin yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Primerler ayrica kontamine karpuz ve kavun tohumu 6rneklerinden patojeni tespit etme
yetenekleri agisindan da degerlendirilmistir. BX-S primerleri, % 0.02 infestasyon ile
5000 tohumlu o6rneklerin yikanmasindan patojenin saptanmasini kolaylastirmistir. Bu
primer seti ayrica immiinomagnetik ayirma polimeraz zincir reaksiyonu (IMS-PCR)
kullanilarak tespit i¢in degerlendirilmis ve tohum numunelerinde% 0.02'lik bulasmay1
saptayarak daha once agiklanan bir primer seti (AACF2 / R3) kadar hassas oldugu
saptanmistir (Bahar vd. 2008).

Karpuz tohumlarindan A. citrulli’nin tespiti i¢in birka¢ duyarliliga gore tespit
edebilen modifiye membran filtre immun boyamasi (MFIS) yontemi gelistirilmistir. 1000

ticari tohumun cfu basina 100 ml tampon buffer uygulamasi yapilmistir (Matsuura vd.
2008).

Cucurbit manyetik yakalama hibridizasyonu (MCH) ve multipleks ger¢ek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) kullanilmasiyla A. avenae subsp. citrulli’nin ve
Didymella bryoniae’nin tespiti yapilmistir. A. avenae subsp. citrulli’nin DNA'sim
hedefleyen tek iplik¢ikli DNA hibridizasyon yakalama problari, bakteriyel etmenin ve
sakizli kok yanikliginin etmeni izolatlari, manyetik partikiillere kovalent olarak eklenmis
ve sablon DNA'sin1 seliilozik tohumdan segici olarak konsantre etmek i¢in kullanilmistir.
Sekansli sablon DNA'lar daha sonra patojene 6zgii TagMan PCR deneyleri kullanilarak
multipleks ger¢ek zamanli PCR ile amplifiye edilmistir. MCH multipleks ger¢ek zamanli
PCR testinde, en diisiik sinir A. avenae subsp. citrulli’nin 10 cfu/ml tespit edilmistir.
Dogrudan gercek zamanli PCR testi, test edilen numunelerin % 25'inde (1/4 6rnek) 100
fg/ul'lik A. avenae subsp. citrulli DNA's1 i¢in bir saptama esigi géstermesine ragmen,
MCH ger¢ek zamanli PCR'si % 100 algilama frekansi gostermistir (Ha vd. 2009).

Karpuz Bakteriyel Meyve Leke hastalik etmeni olan A. avenae subsp. citrulli i¢in
gelistirilmis bir ¢ift antikorlu sandvi¢ nokta enzim baglantili Immiinosorbent Testi (DAS-
Dot-ELISA) olusturulmustur. Bu gelistirilmis DAS-Dot-ELISA testinde A. avenae
subsp. citrullimin en diisiik yogunluk oram1 1.9x10° cfu/ml belirlenmistir. Her bir
tohumun sonucu olarak, bu gelistirilmis yontem,% 99'unda microwell plaka ELISA ile
cakismis ve tatmin edici bir beklenti gosterdigini saptamislardir (Xiong vd. 2010).
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A. citrulli igin membran filtrasyonu ve dongii-aracili izotermal amplifikasyon
(LAMP) kullanilarak yontem gelistirilmistir. Bu yontemde hrpG-hrpX gen dizisine gore
F3/B3/FIP/BIP primerleri kullanilmistir. Calismada, bakteri hassasiyeti 10° cfu/ml olarak
belirlenmistir (Oya vd. 2008). Son yillarda da alttiirlere spesifik olan HB2F2/HB2R2
primerleri hrpB2 gen dizisine gore dizayn edilmistir (Tian vd. 2010).

Karpuz Bakteriyel Meyve Leke hastalik etmeni A. citrulli’nin tespiti i¢in ithal
edilen karpuz tohumlarin dogrudan ezilmesiyle, ¢ift antikorlu sandvi¢ enzim baglantili
immiinosorbent (DAS-ELISA) yontemi ile immunocapture polimeraz zincir reaksiyonu
(IC-PCR) yontemi kullanilarak tespit edilmis, PCR iiriinii ¢ogaltilmis ve dizilenmistir.
Sonuglar, DAS ELISA-pozitif 6rneklerinin, IC-PCR testine tabi tutuldugunda da pozitif
sonuglar verdigini gostermistir. Dizi, A. citrulli'nin karsilik gelen 16S ribozomal RNA
(rRNA) gen dizisine % 100 homoloji gosterdigi bulunmustur. Sonuglar ile 2006 yilinda
Tayvan, Cin'den ithal edilen bu karpuz tohumlarinda A. citrulli'nin bulundugunu
gostermistir (Furong vd. 2010).

Karpuz ve kavun meyve lekesine sebep olan tohum kaynakli bakteri A. avenae
subsp. citrulli’nin tespiti i¢in immunosensore dayali spesifik monoklonal antikorlar 11E5
(MAD 11ES5) kullanilarak yiizey plazmon rezonans (SPR goriintiileme) gelistirilmis ve
geleneksel ELISA teknigi ile karsilagtirilmigtir. SPR goriintiileme teknigini kullanan A.
avenae subsp. citrulli saptama sinir1 (LOD) ve dogrudan saptama analizi 108 cfu/ml
olarak belirlenmis ve bir poliklonal antikor (PAb) kullanilarak SPR sinyalinin bir sonraki
amplifikasyonu LOD'u 5x10° cfu/ml'ye indirilmistir. A. avenae subsp. citrulli’nin ELISA
teknigi ile saptanmasi i¢in i¢in LOD oran1, 5x10* cfu/ml belirlenmistir. Bununla birlikte,
SPR goriintiilemesine dayanan sensor ylizeyi, ylizey rejenerasyonu agisindan dnemli bir
avantaj sunarak, daha kisa bir zaman tahliliyle en az bes ¢evrime, ¢ok-yonlii saptama
lizerine bir uygulama ile ¢ok kanalli analize ve yiizey kullanimi i¢in kolay bir kullanima
olanak saglamistir. Dogal olarak enfekte olmus bitkide A. avenae subsp. citrulli
tespitinde yiizey dogal olarak enfekte olmus numuneye karsi test edilmis ve A. avenae
subsp. citrulli bakterilerine karsi iyi secicilik gosterdigi saptanmistir (Puttharugsa vd.
2011).

A. avenae subsp. citrulli’nin saptanmasi igin altin nano pargacik etiketli
oligontikleotid problara dayanan DNA serit sensorii gelistirilmistir. Hedef DNA'nin hem
nitel hem de yar1 niceliksel saptamalari, gelistirilen DNA serit sensorii kullanilarak
saptanmistir. Serit sensoriiniin kalitatif tespit limiti (LOD) 4 nM olarak belirlemislerdir.
Yar: kantitatif tespit icin LOD, 0-10 nM aralifinda 0.48 nM olarak hesaplanmustir.
Genomik DNA’y1 dogrudan DNA serit sensorii kullanilarak tespit edilmistir. Bu DNA
serit sensorll yerinde hizli DNA taramasi i¢in potansiyel olarak yararli bir ara¢ olacagi
calismada vurgulanmistir (Zhao vd. 2011).

A. avenae subsp. citrulli'yi tohumdan saptamak igin gelistirilen yontemde;
tohumlar 2 hafta boyunca test tiiplerinde yetistirilmis ve bakteriler tohumlarda ve
fidelerde yar1 segici olarak gelistirilmistir. Daha sonra bitkiler, bakteriyel hiicreleri askiya
almak i¢in su i¢inde kuvvetli bir sekilde ¢calkalama yapmislar ve elde edilen siispansiyon,
koloni sayisini belirlemek i¢in segici bir ortama yayilmistir. Yontemin, bakteri ile enfekte
olmus tohumlarin yiizdesini degerlendirmek i¢in arastirma amaglarina uygun oldugunu,
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ancak binlerce tohumla birlikte ticari partilerdeki bakteriyel kontaminasyonu tespit
etmekte uygun olmadigini saptamislardir (Kubota vd. 2011).

Tohum kaynakli bakteri A. citrulli 'ye 6zgii yeni bir monoklonal antikor (MAD)
tiretilmistir. MAb 11ES, 6zellikle 19 A. citrulli strain ile reaksiyona girmistir, ancak
Comamonadaceae familyasindan ii¢ bakteri ile (A. facilis, Comamonas acidovorans ve
C. testosteroni) ve farkli yedi fitopatojenik bakteriyle reaksiyon gergeklesmemistir.
Ayrica, bu MAD, ticari bir enzime bagli immiinosorbent assay (ELISA) bazli kit ve ticari
bir immiinokromatografik serit testi ile saptanmayan bir A. citrulli strainini de
saptanmistir. Western blot analizinde, MADb 11E5 molekiiler kiitlesi >170 kDa olan bir
A. citrulli proteini ile reaksiyona girmistir. MAb 11ES, iki sandivi¢ ELISA sistemini
gelistirmek i¢in kullanilmistir: MAb yakalanmis-sandvi¢ ELISA (MC-SELISA) ve
poliklonal antikor yakalanmis-sandvi¢ ELISA (PC-SELISA). MC-sELISA, cucurbit
yaprak ve tohum ekstrelerinde A. citrulli nin tespiti i¢in PC-sELISA'dan 10 kat daha
duyarli bulunmustur. MC-SELISA'nin tespit limiti 5x10* cfu/ml saptanmustir (Himananto
vd. 2011).

A. citrulli'nin tohumdaki lokalizasyonunun etkilerinin aragtirildigi ¢aligmada pistil
ve perikarp agilanmis lotlardan alinan tohum numuneleri (n=20 veya 50 tohum/lot), testa,
perisperm-endosperm (PE) tabakasi ve embriyo dokularina ayrilarak A. citrulli igin tiire
0zgli PCR ile test edilmistir Testa orneklerinin % 8'inden azinda, tohum asilama
yontemine bakilmaksizin A. citrulli pozitif olarak elde edilmistir. Ek olarak, iki tohum
lotu arasinda kontamine testa yiizdeleri arasindaki fark anlamli (P=0.64) bulunmamustir.
Real-Time PCR testi ile tayin edilen A. citrulli-pozitif PE tabaka 6rneklerinin yiizdesi,
perikarpla asilanmis lotlardan (% 80.3) tohumlara kiyasla, potile inokiile edilmis
lotlardan (% 97) elde edilen tohumlar i¢in 6nemli 6l¢iide daha yiiksek saptanmistir. A.
citrulli-pozitif embriyo 6rneklerinde ortalama yiizde ise, pistil asilanmis lotlardan (% 94),
perikarp asilanmis partilerin (=% 8,8) (P=0.0001) tohumlarindan elde edilen tohumlara
gore Onemli Ol¢iide daha yiiksek saptanmistir. PE tabakalarinin ve testa'nin
uzaklastirilmasi, perikarp asilanmis lotlardan (% 14.8), pistil asilanmis lotlara (% 72)
gore A. citrulli’nin tohumdan tohuma gegis oranlarinda 6nemli bir diisiise neden
oldugunu tespit etmislerdir (Dutta vd. 2012b).

A. avenae subsp. citrulli’'nin PCR ve matriks destekli lazer desorpsiyon
iyonizasyon siiresi-ugus kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS) kombinasyonu
kullanilarak A. avenae subsp. citrulli’nin virulens strainlerini tanimlamak i¢in bir yontem
gelistirilmistir. PCR {riinlerinin  tek iplik¢ikli DNA'si, bir enzim ve alkali
denatiirasyonundan sonra MALDI-TOF MS ile analiz edilmistir. Kiitle spektrumlari,
niikleotid sekanslarindaki farkliliklarin bir sonucu olarak strainler arasinda farklilik
gosterdigi saptanmustir (Kajiwara vd. 2012).

A. citrulli’nin tespiti i¢in g¢apraz primasyon amplifikasyonu (CPA) yo6ntemi
gelistirilmistir. Yontemde saf bakteri kiiltiirii igin CPA testinin duyarliliginda 3.7x103
cfu/ml kullanilmistir. Dogal olarak enfekte olmus karpuz tohumlarindaki bakteriler, CPA
testi kullanilarak tespit edilmistir (Zhang vd. 2012).

2010-2011 yillarinin Subat ve Agustos aylarinda, Adana ve Mersin illerinde
kavun tarlalarinda ve ticari fidanliklarda hastalik belirtileri tespit edilmistir. 2010 ve 2011
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yillarinda yaklasik 75 ve 85 doniimlikk iiretim alanlarinda yaprak ve meyvelerde
lezyonlar gdzlenmistir. Izolatlarin patojenitesi, kavun fideleri ve meyveleri kullanilarak
saptamistir.  Klasik, serolojik ve molekiiler analizlere gore A. citrulli olarak
tamimlanmustir (Horuz vd. 2014).

A. citrulli kavun ve karpuzda bakteriyel meyve lekesi olusumunun, Brezilya'daki
bazi1 bolgelerle sinirlt oldugu, ancak daha ¢ok kavun iireten bolgelerde 6nemli kayiplara
neden oldugu saptanmistir. Calismada Brezilya’daki kavun ve karpuzdaki izolatlari,
biyokimyasal, patojenite, serolojik ve molekiiler analizler yoluyla karsilastirilmistir. 15
biyokimyasal test, izolatlar ve konukgular arasinda c¢apraz asilama, ELISA ve REP,
ERIC, BOX primerleri ile tekrarlayan dizi analizi (repPCR) yapilmis ve beslenme
karakterizasyonu ya da seroloji ile higbir fark olmadigini saptamislardir. Ancak capraz
asilama, baz1 bolgelerde kavunlarda yiiksek agresiflie neden olan farkli patojenite
gruplar1 gozlemlenmistir (Melo vd. 2014).

Karpuz tohumlarinda A. avenae subsp. citrulli'nin tespiti i¢in nested-PCR yontemi
gelistirilmistir. Nested PCR olusturmak i¢in BOX kisa tekrarlanan dizisinden tiiretilen
iki ¢ift spesifik primer setini (BX-L1/BX-R5 ve BX-L1/BX-S-R2) se¢ilmistir. Farkli
strainlerde A. avenae subsp. citrulli, sirasiyla BX-L1/BX-R5 ve BX-L1/BX-S-R2
spesifik primer setleri ile ¢ogaltilmistir. Bir hedef bant, A. avenae subsp. citrulli
strainlerini amplifiye etmis, fakat A. avenae subsp. cattleyae, A.avenae subsp. konjaci ve
diger bakterilerde amplifiye saptanmamistir. Nested-PCR testi, en diisiik saptama sinir1
4.7x10% cfu/ml, dogrudan PCR'den 1000 kat daha vyiiksek duyarlilikta oldugu
belirlenmistir. Enfekte tohumun tastyici orant % 0.1-% 0.5 iken, pozitif saptama oran1 %
66.7; enfekte tohumun tasiyici oran1 % 1-% 10 oldugunda, pozitif saptama oran1 % 83-
% 100 olarak saptanmistir (Wang vd. 2014).

2013 yilinda Kalifornia'da bulunan 10 doniimliik kavun arazisinden kii¢iik (5 ila
10 mm ¢apinda), koyu kirmizimsi-kahverengi, sar1 halelerle ¢evrili agisal lezyonlar ve
yaprak kenarlarindan orta kisma kadar uzanan daha genis V sekilli lezyonlara sahip
yaprakli bitkiler toplanmistir. Toplanan izolatlar i¢in pozitif immunoassay testine ve
tiirlere 6zgii primer setleri, BX-L1/BX-S-R2 (Bahar vd. 2008) ve ZUP2436/2437 (Woudt
vd. 2009) kullanilarak patojen A. citrulli olarak tanimlanmustir. 16S ribozomal RNA
geninin 360 bp'lik bir fragmani, WFB1 ve WFB2 primerleri (Walcott vd. 2000) ile klasik
PCR yontemi kullanilarak test edilmistir. BLAST sorgusu ile A. citrulli (CP000512)
straini AACOO0-1'in ilgili bolgeleri ile % 100 benzerlik gosterdigi saptanmistir. Real-Time
PCR deneyleri (Bahar vd. 2008; Woudt vd. 2009) kullanilarak A. citrulli i¢in pozitif
olarak test edilmistirr Bu calisma Karpuz Bakteriyel Meyve Leke hastaliginin
Kalifornia'da ilk resmi kaydi olmustur (Kumagai vd. 2014).

A. avenae subsp. citrulli tespiti i¢in YD-repeat protein genini hedef alan yeni bir
SYBR Green-dayali Real-Time PCR testi gelistirilmistir. Primer setinin spesifitesi,
patojenler ve patojen olmayanlar da dahil olmak iizere 6 ayr1 A. avenae subsp. citrulli, 7
diger Acidovorax tiirli ve patojenik olmayan 22 izolattan saflagtirilmis DNA kullanilarak
degerlendirilmistir. AC158F/R primer seti, A. avenae subsp. citrulli strainlerinden elde
edilen genomik DNA'dan beklenen boyuttaki tek bir band elde edilmis, fakat diger
bakteri cinslerinde ve diger Acidovorax tiirlerinde amplifikasyon ger¢eklesmemistir. Bu
yontemde reaksiyon bagina 5x100 fg/ul saflagtirilmis genomik DNA kullanarak veya
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kalibre edilmis bir hiicre siispansiyonu kullanilarak ¢ogaltilmis hedef DNA'nin en az bir
genom esdegerini tespit etmek miimkiin olmustur ve reaksiyon basma 6.5 koloni
olusturan birim kullanilmistir (Cho vd. 2015).

A. citrulli, tohum kaynakli bir patojendir ve meyvede bakteriyel leke olusumuna
neden olan bir patojendir. EPPO tarafindan A1l karantina patojeni olarak listelenmistir.
Tohum sertifikasi, tohum partilerinde hassas ve spesifik bir patojen tespitinin
mevcudiyetine dayanmaktadir: Bu, etkili bir hastalik yonetimi stratejisi i¢in sarttir. Bu
nedenle, etkili bir DNA ekstraksiyonu ve saflastirma prosediirii, saglam bir PCR analizi
saglamak i¢in kritik bir konudur. Tohum partilerindeki patojen tespiti, A. citrulli
tarafindan bilinen farkli kirlilik seviyelerini test ederek uygulanmistir. Baslangicta iki
farkli 6rnek hazirlama yontemi test edilmis bunlar gecelik 1slatma ve kuru tohumlarin
ezilmesi, ardindan ii¢ farkli manuel DNA ekstraksiyonu ger¢eklesmistir. Elde edilen her
bir DNA alt 6rnegi, patojeni saptama yetenegini degerlendirmek i¢in SEQID3/SEQID4
ve WFB1/WFB2 olmak iizere iki farkli primer seti ile analiz edilmistir. Sonuglar,
tohumlarin 1slatilmasina dayanan bir DNA ekstraksiyonu ve saflastirma prosediiriiniin,
yikama sivilari tizerinde DNeasy Plant Mini kitinin (Qiagen) kullanilmasinin ardindan,
patojenin saptama esigini arttirmaya yetecek kadar yiiksek miktarda DNA verdigini
gostermistir (Giovanardi vd. 2015).

A. citrulli’yi PFGE ile ¢ok merkezli sekans siniflamasi (MLST) ile grup I ve grup
II olarak iki gruba aywrmislardir. Iki grubun icinde daha hizli ayirt edilen izolatlar,
spesifik polimerik zincir reaksiyonu (PCR) i¢in bir ¢ift spesifik primer, AACO00-1'in pilL
genine gore tasarlanmistir. PCR sonuglarinde, grup II izolatlarinda 52 izolatin 51" i¢in
332-bp'lik bir bandin olustugu gézlenmisleridir. Ancak 93 gruba ait grup I izolatlarinda
sadece t¢ii pozitif oldugu saptanmistir (Zhong vd. 2016).

A. citrulli i¢in TagMan probu temelli izotermal PCR (TiiPCR) testine dayanarak
bir yontem gelistirilmistir. ilk olarak, spesifik primerler ve problari, A. citrullinin
genomundan spesifik bir DNA fragmanina dayanilarak tasarlanmistir. Her reaksiyon
tiiptinde 10 bakteri hiicresi ve 1.8'in iizerinde bir floresan sinyal yogunlugu ile tespit
edilmistir (Wu vd. 2016).

Bakterilerin enfekte tohumlarini saglikli tohumlardan hizli, dogru ve tahribatsiz bir
tespit aract olarak ayirmak i¢in Raman hiperspektral goriintiileme teknigini
kullanmislardir. ANOVA kullanilarak bakteri A. citrulli tarafindan enfekte edilen karpuz
tohumlarinin ayristirilmasi igin en uygun bant oranini belirlemek iizere 400-1800 cm™
spektral araliginda Raman hiperspektral goriintiileme verileri kullanilmistir. Bakteriyle
enfekte tohumlarin saptanmasi i¢in 1076.8 cm ve 437 cm iki bant en uygun Raman tepe
noktasi1 olarak secilmistir. Sonuglar, Raman hiperspektral goriintiileme tekniginin,
bakteriyle enfekte olmus karpuz tohumlarinin saptanmasi igin iyi bir potansiyele sahip
oldugunu ve geleneksel yontemlere uygun bir alternatif olusturabilecegini ortaya
konulmustur (Lee vd. 2017).

A. citrulli’yi tespit etmek i¢in marker olarak fluorescein izotiyosiyanat
kullanilarak immunoassay banti gelistirilmistir. Bakteri inkiibasyonu i¢in 6rnek kiiltiir
ortamina floresein izotiyosiyanat (FITC) ilave edilmis ve bakteriler ultraviyole 15181
altinda bir sari-yesil floresan yaydigini ve bir floresan prob haline doniistigiini
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belirlenmistir. Bu immiinofloresan bant (IFS), floresan bakteriler ve nitroseliilloz
zarindaki test alaninda immobilize edilmis etiketsiz monoklonal antikor (McAD)
arasindaki baglanmaya dayanmaktadir. Seridin saptama smirini 10 dakika iginde
gozlemlenebilen bir sonugla 10° cfu/ml saptamuslardir. Tespit sonuglari, dogal alan
numunelerindeki bitki veya bilinmeyen mikroorganizmalardaki safsizliklardan
etkilenmeyecek ve IFS'nin yiiksek dogruluga sahip oldugunu belirten PCR sonuglar ile
tutarli oldugu gozlenmistir. IFS, geleneksel enzime bagli immiinosorbent assay (ELISA)
ve PCR yontemleriyle karsilastirildiginda tespit siiresini ve basitlestirilmis operasyon
prosediirlerini azalttigi saptanmustir (Zeng vd. 2018).

Gelisen teknoloji ile Real-Time PCR farkli prob sistemleri de gelistirilmis ve
kullanilmaya baslanmistir. Giinlimiizde kullanilan en gelismis en ileri prob
sistemlerinden biri LNA (Locked Nucleic Acid) adi verilen sistemdir. Bu sistemde, prob
tizerinde yer alan DNA analogu monomerlerde bulunan seker halkalar1 metilen bir koprii
ile baglanmigtir. Bu sayede monomerlerin her biri spesifik baglanma i¢in en uygun
konformasyon olan N konformasyonunda sabit kalabilmektedirler. Bu durum spesifik
olmayan baglanmalara izin vermemekte, problarin spesifik bolgelere olan baglanma
afinitelerini arttirmakta ve gerceklesen spesifik baglanmalarin daha stabil olmasini
saglamaktadir. Bu tip problara ait diziler, diger ¢alismalarda kullanilan Real-Time PCR
problarin dizilerinden uzunluk olarak daha kisadir. Bu sayede prob dizisinin kendi i¢inde
baglanmasi olasiligini ortadan kaldirmakta ve amplifikasyon isleminin daha kisa siirede
gerceklesmesine imkan saglamaktadir. LNA kimyasal yapis1 Real-Time PCR yonteminin
daha spesifik olarak ¢aligsilmasini ve alinan sonuglarin daha hizli ve giivenilir olmasini
saglamaktadir (Anonim 2014). Real-Time PCR ydnteminin fitopatojen bakteriyel, fungal
ve viral etmenlerin tanisinda kullanilabilecegini belirterek yontemin avantaj ve
dezavantajlarini tartismiglardir. Real-Time PCR yontemini klasik PCR yontemine gére
10" kat daha hassas olmasi, kontaminasyon olasiliginin daha diisiik olmas, elektroforezis
islemine gerek duyulmamasi, hizli sonug vermesi gibi avantajlart vardir (Freeman vd.
1999; Raeymaekers 2000).

Pseudomonas tomato (syringae) pv. tomato’nun tespit ve tanisini igin spesifik
primerler ve prob gelistirmislerdir. Gelistirilen primer ve prob setiyle direkt bakteriyel
hiicreden, tohumdan ve hastalikli bitki dokularindan Real-Time PCR ve Real-Time Bio
PCR yontemleriyle kisa slirede ve hassas bir sekilde patojenin tanisi ve tespiti ortaya
cikartlmistir (Basim ve Basim 2007).

Asma’da ciddi kayiplara neden olan Xylella fastidiosa i¢cin EBXY1-EBXY2
primer ¢ifti-prob gelistirilerek Real-Time PCR yontemi ile patojenin tanisi ve tespiti
gerceklesmistir (Basim ve Basim 2009).

Clavibacter michiganensis subsp. michinganensis ve Xanthomonas axonopodis
pv. vesicatoria’nin tanisi ve tespiti igin Cmm’ye ait pat-1 gen dizisi ve Xav’ye ait hrp gen
dizisini kullanarak Real-Time PCR yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen primer ve
problarin spesifikligi farkli bitki patojeni bakteriler kullanilarak test edilmistir (Caplik ve
Basim 2009).

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
ve Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans patojenlerinin patojenisiteden
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sorumlu 6zel gen bdlgelerinden dizayn edilen primeler ve LNA prob kullanilarak Real-
Time PCR ile tespitleri ve tanilar1 yapilmustir (Oztiirk ve Basim 2011).

Erwinia amylovora’nin tespiti ve tanisini yapmak amaciyla Real-Time PCR
yontemini kullanmiglardir. Real-Time PCR yOntemiyle tanisi i¢in, patojenik bakterinin
polisakkarit liretiminden sorumlu ve kromozomal ams gen’inin 1,6 kb’lik internal
diziliminden prob ve primerler dizayn etmislerdir. Kantitatif Real-Time PCR ile hastalikli
ve saglikli yaprak, siirgiin ve cigcegi iceren bitki materyallerinden tespiti yapilarak,
hastalik etmeninin ¢igeklenme doneminden {iretim sezonunun sonuna kadar epifitik
populasyonlarinin degisimlerinin tespit edilmesine olanak saglamistir (Bozan ve Basim
2011).

Tag Gali hastalik etmeni, Rhizobium vitis’in oktopin, nopalin ve vitopin katabolize
eden strainlerinin her birine 6zel gelistirilen primer ve prob setleri ve Real-Time PCR
yontemi kullanilarak hem direkt bakteriyel hiicreden, hem asma bitki 6zsuyundan, hem
de asma ve domates tiimor dokularindan oktopin ve nopalin sirasiyla, 62 ve 78 baz gifti
uzunlugunda DNA fragmentlerini ¢ogaltilabilen hizli ve hassas bir diizeyde tan1 ve
tespitlerinin yapilabilecegi yontem gelistirilmistir (Turgut ve Basim 2014)

Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Pseudomonas cichorii, P. corrugata, P. fluorescens, P. mediterranea ve P. viridiflava’nin
patojenisiteden sorumlu 6zel gen bolgelerinden dizayn edilen primeler ve LNA problar
kullanilarak 6z nekrozuna neden olan farkli bakteriyel patojenlerin Real-Time PCR ile
tespitleri ve tanilar1 yapilmistir (Baki ve Basim 2014).

Pseudomonas syringae pv. actinidiae tanisini ve tespitini i¢in Real-Time PCR
yontemini  kullanilmis ve yontemde hrpW gen bolgesinden 593 bp’lik internal
diziliminden faydalanilarak primerler gelistirilmistir. Gelistirilen P3F/P5R1 primerleri
147 bp, P3F/P6R primerleri 158 bp’lik bolgeyi gogaltmistir. Farkli P. syringae pv.
actinidiae strainleri ve farkl tiirlere ait bakteriyel izolatlar1 ¢alismada test edilmistir.
Calismada Kantitatif Real-Time PCR yontemi ile P. syringae pv. actinidiae’nin kivi
bitkisindeki populasyon oranlarinin kantitatif olarak tespitini saglanmistir (Gallelli vd.
2014).

Turunggillerde stubborn hastalik etmeni Spiroplasma citri’nin tanisin1 ve tespiti
i¢cin Real-Time PCR yontemi gelistirilmistir. Real-Time PCR yonteminde Spiroplasma
citri’nin tan1 ve tespiti i¢in prophage gen bélgesine gore Php-orfl ve Php-orf3
primerlerini gelistirilmis ve floresan boya olarak SYBR-Green kullaniimistir (Wang vd.
2015).

Bakteriyel fide ve meyve lekelerinin hastalik etmeni A. citrulli'nin canli hiicreleri,
bakteriyel ¢ozelti DNA baglayict boya ile muamele edildikten sonra gercek zamanli
floresan polimeraz zincir reaksiyonu amplifikasyonu ile 6lii hiicrelerden ayirt edilmistir.
Calismada son yillarda, ger¢ek zamanli PCR'da DNA-interkalasyon yapan boya
propidium monoazidin (PMA) kullanilmigtir. Primerler ve TagMan probu A. citrulli
genomuna (Aave_1909, Gene ID: 4669443) dayanmakta ve A. citrulli i¢in spesifik olarak
gelistirmiglerdir. Bu Real-Time PCR yonteminde tespit esigi, enfekte olmus karpuz

25



KAYNAK TARAMASI N. OZTURK

tohumlarinda canli ve 6lii hiicreleri iceren 10° cfu/ml birim hiicre siispansiyonlar
kullanilmustir (Tian vd. 2016).

Zeytin Dal Kanseri hastalik etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi'ye
Ozel primer seti ve LNA kullanilarak Real-Time PCR yontemi gelistirilmistir. Real-Time
PCR yo6ntemi i¢in Indoleacetate-lysine ligase (iaal) gen dizisi kullanilmis ve bu diziye
gore primer seti ve prob gelistirilmistir. Caligsmada, bakteriyel hiicre hassasiyet sinir1 2
hiicre ve DNA hasasiyet simir1 ise 11.8 pg olarak saptanmustir. Epifitik populasyon
icerisindeki sadece canli P. savastanoi pv. savastanoi'lerin tespiti igin gelistirilen
Kantitatif Real-Time Membran Bio-PCR yontemi ile bitkideki canli bakterilerin
popiilasyonun kantitatif olarak tespit edilebilecegi ortaya konulmustur (Aktas ve Basim
2017).

Kasava Yaniklik Hastalik etmeni Xanthomonas axonopodis pv. manihotis Real-
Time PCR yontemi ile kisa siirede, hassas bir sekilde tanisin1 yapmak amactyla primer ve
prob (LNA) setleri gelistirilmistir. Gelistirilen yontemde bakteriyel hiicre hassasiyet sinirt
1 hiicre ve DNA diizeyindeki hassasiyet sinir1 ise, 13 pg olarak saptanmistir Calisma ile
Real-Time PCR yontemini kullanarak her birine 6zel primer ve prob setleri gelistirilen
Kasava Bakteriyel Yaniklik Hastaligi etmeni X. axonopodis pv. manihotis'nin bakteriyel
hiicreden ve hastalikli bitki dokularindan 20-25 dakikada hizli bir sekilde tani ve
tespitlerini gergeklestirmistir (Abdullai ve Basim 2017; Abdullai vd. 2018).

Karpuz Bakteriyel Meyve Lekesi diinya ¢capinda ekonomik agidan 6nem olusturan
ilk siralarda yer alan bakteri hastaligidir. Patojen tohumla bulasir ve bir¢ok bitkide
bitkinin tiim asamalarinda etki etmekte ve sonugta yikici meyve cliriimelerine yol
agmaktadir. Bir¢ok fitobakteriyel hastalik gibi, Karpuz Bakteriyel Meyve Leke hastaligi
ile kimyasal mucadele segenekler sinirhidir ve temel olarak bakir bazli bilesikler
mevcuttur. Buna ek olarak, Karpuz Bakteriyel Meyve Lekesi dayanikliligi ile ticari
cucurbit gesitlerinin mevcut olmamasi hastalik yonetimini zorlagtirmaktadir. Karpuz
Bakteriyel Meyve Leke hastaliginin miicadelesinde, gerekmedikge, tohumluk iiretim
alanlarinin tohum tarla denetimi ve sertifikasyonu, tohum saglig testi, fide denetimi ve
profilaktik bakir bazli yonetim yoluyla izole edilen tohumlarin iiretimi Yyoluyla
primerinokulumu hari¢ tutmay1 amaglayan entegre bir yaklasimi mevcuttur. A. avenae
subsp. citrulli'ye kars1 miicadelede, Karpuz Bakteriyel Meyve Leke salgmlari diinya
capinda periyodik olarak olarak devam etmektedir. Daha etkin bir entegre hastalik
yonetimi stratejisi gelistirmek i¢in, meyve ve tohum firetim ortamlarinda Karpuz
Bakteriyel Meyve Lekesi epidemiyolojisi ve patojenisitesinin daha iyi anlagilmasi
gerekmektedir. Ayrica, tohum enfeksiyonundaki ¢igeklerin roliinlin anlasilmasi, entegre
hastalik yonetimi i¢in potansiyel yollar saptanmaktadir (Walcott 2008).

1997'den beri Tayvan'da tarlalarda, suyla islatilmis kiigiik lezyonlarla kavun
meyveleri bulunmustur. Tayvan'daki farkli bolgelerden gelen hastalikli karpuzdan izole
edilen 2 strain yani sira, hastalikli kavunlardan izole edilen on iki bakteri tiirti, A. avenae
subsp. citrulli olarak tanimlanmistir. Bu patojen, hiyar, su kabagi, ac1 kabak, balmumu
kabak, oryantal dekapaj kavun, kabak ve sise kabak i¢in virulent oldugu saptanmistir. Bu
patojene 21 ticari kavun ve karpuz ¢esidi duyarl bulunmustur. Hastalikl1 fidelerden elde
edilen tohumlara uygulanan, streptomisin+tetrasiklin % 10 WP, kasugamisin+bakir
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oksikloriir % 81.3 WP veya % 1 hidroklorik asit muamelesinden sonra 6nemli dlgiide
patojen etkisinin azaldig: saptanmistir (Cheng vd. 2000).

Agrobacterium tumefaciens'in etkili bir AHL (N-asil-homoserin lakton) biyoassay
straini JZA1, A. avenae subsp. citrulli'den AHL iiretimini tespit etmek i¢in kullanilmustir.
A. avenae subsp. citrulli bir 3-O-C8-homoserin (HSL) tipi sinyal molekiilii tiretmistir.
AHL molekiillerini bozabilen aiiA geni, NJF10 straini A. avenae subsp. citrulli straini
NJF10-aiiA’a doniistiiriilmiistiir. NJF10-aiiA'dan gelen AHL tiretimi, virulant tip NJF10
ile karsilastirildiginda 6nemli Olclide azaltilmistir. Asilama testleri, NJF10-aiiA'nin
karpuz meyvelerinde belirgin bir viriilans azalmasma sahip oldugunu goOstermistir.
Calismada A. avenae subsp. citrulli tarafindan yapilan AHL iiretiminin patojenisite ile
iliskili oldugu sonucuna varilmistir (Tao vd. 2009).

Gram-negatif bitki patojenik bakterilerde hipersensitif yanit ve patojenite (hrp)
genleri bulunur ve bakterilerin patojenitesinden sorumludur. Konukg¢u olmayan ve
dayanikli bitkiler tizerinde asir1 duyarlilik tepkisi (HR) olusturabilirler. hpaA, hrcT, hrcC
ve hrpG genleri, A. avenae subsp. citrulli'nin hrp geni kiimesinden klonlanmistir. Xj112
straininin mutantlari, tek bir ¢aprazlama olay: ile basariyla olusturulmustur. Elektron
mikroskobu incelemesi ile, hpaA ve hrpG mutantlannin hiicrelerinde flagella eksik
oldugu ve hiicre morfolojisinde belirgin bir sekilde degistigini, hrcT ve hrcC
mutantlannin flagella ve hiicre morfolojisinin degismedigi saptanmistir. Ayrica, hpaA,
hrcT ve hrcC mutantlari, tiitiinde HR ile indiiklenen kapasiteyi ve hrpG mutanti 6nemli
Ol¢iide kavun (Hami cantaloupe) yapraklarindaki patojenligi kaybetmistir. Ayrica,
biiylime analizi sonuglari, hpaA, hrcT, hrcC ve hrpG mutantlarinin kolonizasyonunun,
sirastyla, onemli Ol¢iide azaldigini gostermistir. Genel olarak, bu sonuglar, tip III
salgilama sisteminin temel bir bileseni olarak kavun bakteriyel meyve lekesinin hrp
genlerinin, konake¢i1 bitkiler iizerindeki patojenligi ve konak¢it olmayan ve direngli
bitkilerde hastalik direncini etkiledigini gostermistir (Wang vd. 2011).

A. avenae subsp. citrulli’nin alternatif konukgulariyla ilgili yapilan g¢alismada,
hastalik etmeni cesitli tiirlerin/cesitlerin, kabakgiller, soya fasulyesi, otsu bitkiler,
baklagiller dahil olmak tizere ilk ger¢ek yaprak asamasinda bitkilerde belirlenmistir.
Caligmada, sirastyla, kavun ve karpuzdan izole edilen Aac 1.49 ve Aac 12.13 strainleri
iceren bakteriyel siispansiyonlar yapraklara piiskiirterek inokiile edilmistir. Bitkilerin
duyarliligi, inkiibasyon siiresi (PI) ve hastalik insidans1 (INC) esas alinarak
degerlendirilmistir. Bortiilce, fasulye, tiitiin ve misirda belirti gozlenmemistir. Su kabagi
(6.83 d) hari¢ en diisiik PI'lar kabakgillerde (3.0 d) gézlenmistir. Baska bir deneyde,
kabak, kabak, patlican, papaya, kabak, karpuz, kavun, hiyar, biber ve domates
meyvelerinde Aac 1.49 ve Aac 12.13 strainlerine karsi duyarlilik agisindan analiz
edilmistir. Meyveye hastalik etmeni sub-epidermal enjeksiyon ile asilanmustir. Pl ve
INC’nin yaninda dissal lezyon capt (DLE) ve lezyon derinligi (PL) 6l¢iilerek hastalik
siddeti degerlendirilmistir. Papaya, karpuz, kavun ve dolmalik biber meyvelerinde en
diisiik PI'lar (2.0 d) tespit edilmistir. Kabak (% 93.75) ve bal kabag1 (% 34.37) hari¢ tim
asilanmig meyvelerde yilizde yliz insidans gozlenmistir. En yiiksek DLE'ler, Aac 1.49
straini i¢in hiyar (1.47 cm) ve Aac 12.13 i¢in karpuz (1.60 cm) ve kavun (1.70 cm) ile
goriilmiistiir. En yiiksek PL'ler karpuzda (Aac 1.49 ve Aac 12.13 strainleri igin sirasiyla
1.72 ve 0.75 cm) goriilmiistiir. Patlican meyvelerinde dig simptom gézlenmemis ancak i¢
kisimda derin lezyonlar gozlenmistir (Nascimento vd. 2004). Bu c¢alismalar ile A.
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citrulli’nin alternatif konukgu olan aga¢ kavunu tohumlarinda en az 7 yil boyunca hayatta
kalabildigi ortaya konulmustur (Dutta vd. 2014).

Meksika da ithal karpuz tohumlarindaki A. avenae subsp. citrulli'nin tilkeye ilk
giris ve ortaya ¢ikiginin riskini analiz etmek i¢in yapilan ¢alismada NAPPFAST sistemi
kullanilmistir. Calisma Meksika'da karpuz yetistirme alanlarinda bakterinin A. avenae
subsp. citrulli'nin bulunma potansiyelini belirlemek igin bir cografi analizde dahil olmak
tizere bu patojeni degerlendirmek iizere modifiye edilmis 5.02APHIS-PPQ risk analiz
stirecine dayanmaktadir. Sonuglar, toplam A. avenae subsp. citrulli'nin riskinin
Meksika'da yiiksek oldugunu ve kategorize edilen risk unsurlar tizerinde 12 puanlik bir
deger elde edildigini gdstermektedir. Yucatan, Quintana Roo, Campeche, Tabasco ve
Giliney Veracruz eyaletlerinde yetisen karpuz yetistirme alanlari, yiiksek risk altinda
oldugu ve bunun nedeninin iklim kosullari, ekinlere duyarli oldugu Mayis ve Haziran
aylarinda bakterinin enfeksiyonunun yogun olmasiyla desteklenmektedir. Sinaloa,
Durango, Zacatecas, Meksika, Hidalgo, Queretaro, Michoacan, Guanajuato, Tlaxcala ve
Puebla eyaletlerindeki karpuz lireten bolgelerde risk diisiiktiir. Bu riski en aza indirmek
icin tohumun peroksiasetik asit ile muamele edilmesi yaygin olarak tavsiye edilmektedir
(Elizalde vd. 2011).

Bir¢ok gram-negatif bitki-patojenik bakteri, protein efektorlerini, 6zel tip III
sekresyon (T3S) sistemi yoluyla konake1 hiicreye dogrudan salgilar (Alfano ve Collmer
2004; Bogdanove vd. 1996; Mansfield 2009) ve tip Il sekresyon (T2S) sistemi ise
bakteriyel sitoplazmadan hiicre dis1 c¢evreye birgok patogenezle iligkili proteinin
translokasyonundan sorumludur (Douzi vd. 2012). A. citrulli grup 11 straini AAC00-1'in
genom dizisi ile bir Hrp-T3S sisteminin varlig1 ortaya konulmustur. Dizi analizi ve kiime
organizasyonu temelinde, A. citrulli hrp kiimesi smif [I'ye aittir. Hem grup I hem de II
strainleri hrp mutantlarinin jenerasyonu ve karakterizasyonu, A. citrulli’de, hem
konukgulart tizerindeki patojenite hem de non-konukgu tiitiin ve domates tizerinde HR-
indiikleme yetenegi i¢in fonksiyonel bir Hrp-T3S sisteminin gerekli oldugunu ortaya
cikarmistir (Bahar ve Burdman, 2010; Johnson vd. 2011). A. citrulli AAC00-1, iki takim
T2S gen kiimesine sahiptir. Bir kiime, gspl, gspA, S, B ve N'den yoksundur, ikinci
kiimelenme, gsp2, gspA, B, S ve F'den yoksundur. A. citrulli AAC00-1'de gspG'nin
(major pseudopilin) her iki kopyasinin silinmesi, kayipla sonuglanmigtir. A. citrulli’ nin
karpuz ¢ekirdegi kolonizasyonu ve hastaligin fide aktarma deneylerinde, AAC00-1'in
gspGl/G2 delesyonu (T2S) mutanti, ekimden sonra 96 saatte tohum kolonizasyonunda
Oonemli bir azalma ve tohumdan fide Karpuz Bakteriyel Meyve Leke hastaliginin
iletiminde 6nemli bir azalma gosterdigini saptamislardir (Johnson 2010). Tip IV pili
(T4P) genis bir bakteri yelpazesinin ylizeyinde bulunan uzantilardir. Bunlar, kam¢idan
farkli olan, 6zgiil dalgalanma 6zelliginden bagimsiz bir yilizey motilitesi i¢in etkili bir
arac teskil eden ve yapiskanlik, kolonizasyon, biyofilm olusumu, genetik materyal alimi
ve viriilans dahil olmak iizere birgok baska bakteriyel aktivitede yer alan yapilardir (Craig
vd. 2004; Nudleman ve Kaiser, 2004). Yakin zamanda, viriilans taramalar1 ile kombine
edilen rastlantisal bir mutagenez yaklagimi, T4P'nin, kavun fideleri {izerinde A. citrulli
grubunun M6 strainin virulensine énemli 6l¢iide katkida bulundugunu ortaya ¢ikarmistir.
T4P diizenegi i¢in gerekli olan bir proteini kodlayan pilM'de bozulmus bir transpozon M6
mutantinin, tohum transmisyonu ve kok inokiilasyon deneylerini takiben tutunma
motilitesi, biyofilm olusumu ve viriilensligin bozuldugu gézlenmistir (Bahar vd. 20093,
Bahar vd. 2010).
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Karpuz Bakteriyel Meyve Leke hastaligina karsi direng igin bakterinin iki farkli
bitki giris yontemi kullanilarak 22 farkli karpuz cesidi taranmistir. Cesitler arasinda
hastalik siddeti agisindan 6nemli farkliliklar gézlenmis, ancak higbir ¢esit bakteri icin
dayanikli olmadig1 saptanmustir. Saha testlerinde, 18 ticari tarladan olusan meyveye tek
tek inokiile edilmis ve ayrica hastalik yapraklarda dogal olarak enfekte olmustur.
Nispeten dayaniklt meyvelere sahip olan ¢esitler arasinda “Seker Bebek™, “Jubilation”,
“Mirage”, “Calsweet”, “Crimson Sweet”, “Royal Sweet” ve “Sangria” bulunmaktadir.
Daha duyarli kiiltivarlarin genellikle agik renkli bir kabugu oldugu gézlenmistir (Hopkins
vd. 1993).

A. avenae subsp. citrulli’ ye karsi dayamiklilikta 1,344 Citrullus spp. ve
Praecitrulllus fistulosus cesitleri kullanilmistir. Calismada her bitki ¢esidinden 16
tekerriir kullanilmis ve PI 532811 (Cin), P1482279 (Zimbabve), ve Pl 385964 (Kenya)
elde edilen ¢esitler hastalik etmenine karst daha dayanikli oldugu tespit edilmistir
(Hopkins ve Thompson 2002b).

A. avenae subsp. citrulli olarak belirlenen on alt1 test straini, bakterilerin 16S rDNA
genine gore evrensel primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifiye
etmisler ve bunlarin amplifiye edilmis fragmanlarinin niikleotid sekanslarini elde
etmislerdir. Bu diziler ile GenBank'taki ilgili bakteri strainlerinin 16S rDNA dizisi
arasindaki homolojini incelenmis ve 16S rDNA sekanslarina dayanan bir filogenetik agag
olusturarak ve 6-9 strainlerininl6S rDNA sekanslari ve A. avenae subsp. citrulli'nin
standart strainleri arasinda ii¢ niikleotit farki bulundugunu, homolojinin ise % 99.8'den
fazla oldugunu saptanmistir. Agacta strainler ayni filogenetik dalda kiimelendigi
belirlenmistir (Zhang vd. 2007).

A. avenae subsp. citrulli nedensel ajan i¢in tespit yontemleri, tohumlar membran
filtrasyonu ve ilmek aracili izotermal amplifikasyon (LAMP) kullanarak yeni yontem
gelistirilmistir. Bir LAMP primer seti, A. avenae subsp. citrulli ‘deki hrpG-hrpX gen ara
parcasinin spesifik amplifikasyonu i¢in dizayn etmislerdir. Bu ¢aligmada A. avenae
subsp. citrulli'nin tespit duyarlilig1 i¢in 1000 adet her iki karpuz, balmumu kabagi ve
kavun tohumuna 100 ml suda yaklagik 10E3 cfu yapay olarak bulastirilmistir. Dogal
olarak enfekte olmus kavun ve karpuz tohumlarindan da A. avenae subsp. citrulli’yi tespit
edilmistir (Oya vd. 2008).

Zimbabve ve Zambiya'dan elde edilen karpuz gegislerinden olusan bes
popiilasyonun BFB'ye yiiksek diizeyde direng gosterdiklerini bildirmistir (Hopkins ve
Thompson 2002b). Crimson Sweet Ozellikteki karpuz ¢esidi ile yapilan 1slah
calismasinda PI 482279 ve PI 494817 c¢esitlerinde A. avenae subsp. citrulli karsi
dayniklilik belirtileri goézlenmistir (Hopkins ve Levi 2008). Daha yakin zamanlarda
Wechter vd. (2011) yaptigi ¢alismada toplanan bitkilerden 332 Cucumis sp. ve dort C.
melo ve bir C. ficifolius bitkisinin yiiksek diizeyde A. citrulli'ye direng gosterdigini
bildirmislerdir. Bahar vd. (2009b) yabani kavunlarda A. citrulli'ye toleransli olduklarini
bildirilmistir.

MH21 olarak isimlendirdikleri izolati, hastalikli kavun meyvesinden izole etmisler

ve A. avenae subsp. citrulli olarak tanimlanmustir. Calismada, MH21 izolati, kavun fidesi
tizerinde patojenligi kusurlu olan mutantlar1 se¢gmek i¢in transpozon Mini-Tn5
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kullanilarak mutasyona ugratilmistir. Southern blot analizi, transpozon TnS'nin, MH21
izolati kromozomundaki rastgele ve tek kopya eklemeleri olusturdugunu ortaya
cikarmigtir. Bir mutant M543, kavun fidesi iizerinde patojenitesini kaybettigi ve Tn5
tarafindan bozulan genin, 1yi belgelenmis bazi bakteriyel patojenlerde Tip III sekresyon
sisteminin (TTSS) korunmus bir i¢ zar proteinini kodlayan hrcR geninin homologu
oldugu belirlenmistir. Saks1 deneyleri, M543"in patojenikliginin, plazmidin genis tipli
hrcR geni ile tamamlanabilecegini ortaya ¢ikarmistir. Ayrica, hrcR genindeki mutant
M543, tiitlin yapragi iizerinde asir1 duyarli reaksiyonunu tetikleme yetenegini de
yitirdigini saptamiglardir (Zhengguang vd. 2009).

Kuzey Cin'deki hami kavunda (Cucumis melo var. saccharinus) ciddi epidemi
yapan Karpuz Bakteriyel Meyve Leke hastaligi i¢in biyo-kontrol ajanlart kullanilmak
icin bitki epifitik mayalar1 elde ederek bir ¢alisma yapilmistir. Sonuglar, Cin'de ti¢ farkli
yerden toplanan bitkilerin yapraklarindan veya ¢iceklerinden izole edilen 463 maya
strainden 24'{inilin agar {izerinde antibiyotik ve 732-1 strainini igeren sekiz antagonistik
maya strainninin 18 mm ¢apindan daha biiyiik inhibisyon bdlgeleri olusturdugunu
gostermistir. Xinjiang'da yetisen karpuzdan izole edilen 0732-1 straininin sprey
uygulamasi, A. avenae subsp. citrulli’nin hami kavunun yapraklar1 {tizerindeki
hastaliklarinin goriilme sikligin1 ve siddetini azaltmada etkili olmustur. Hami kavun
tohumlarinin, 0732-1 maya strainlerinin hiicresiz kiiltiirel siiziintiileri ile muamelesi,
tohumlu A. avenae subsp. citrulli’nin neden oldugu fide yanikliginin siddetinde énemli
bir azalmaya neden oldugunu ve streptomycine siilfat (% 0.1 w/v) ve hidroklorik asit (%
2 VvlIv) igeren kimyasal tohum muamelelerinin etkinliginin 6nemli oOlglide farkli
olmadigimi (P> 0.05) saptamislardir. Morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerine ve ribozomal
DNA'nin i¢ transkripsiyonlu ara pargasinin DNA sekansinin analizine dayanarak, maya
straini 0732-1 Pichia anomala Kurtzman olarak tanimlanmistir. Bu ¢alisma, maya straini
0732-1'in, A. avenae subsp. citrulli’nin neden oldugu hami kavun bakteriyel meyve
lekesinin biyo-kontrolii potansiyeli olan bir madde oldugunu géstermistir (Wang vd.
2009).

A. avenae subsp. citrulli’nin Citrullus spp.'de az sayida bitki girisinde (PIs) sinirl
diren¢ bulunmasina ragmen, Cucumis spp.'nin germplazm hatlarinda yiiksek direng
seviyeleri rapor edilmemistir. Bu ¢alismada 332 Cucumis spp. PI'ler, yeni gelistirilen bir
tohum vakum-infiizyon testi kullanilarak A. avenae subsp. citrulli’ye karsi direng
acisindan taranmistir. PI'nin A. avenae subsp. citrulli'ye iletilmesinde 6nemli farkliliklar
gozlenmistir. Cizgilerin ¢ogunun hastaliga asir1 derecede duyarli oldugunu ve bununla
birlikte, daha diisiik direng diizeylerine sahip birkag PI de tanimlanmugtir. Test edilen 332
PI'dan 16's1 standart bir sprey inokiilasyon testi kullanilarak ek degerlendirme icin
se¢mislerdir. Hepsi C. melo'ya ait Pl 353814, Pl 381171, P1 536573, Pl 614401 ve PI
504558 (C. ficifolius)'un iki bagimsiz sprey inokiilasyon testinde duyarli kontrol
kiiltiirlerinden veya diger PI'lerden 6nemli dl¢lide daha fazla direng seviyesine sahip
oldugu saptanmustir. Bu PI'lerden gelistirilen germplazm hatlari, Cucumis yetistirme
programlarinda A. avenae subsp. citrulli'ye karsi direng kaynagi olarak yararh
olabilecegini belirtilmistir (Wechter vd. 2011).

Etkili miicadele yontemi olmamasi sebebiyle, A. citrulli igin biyolojik kontrol

tohumu tedavisi olarak patojenik olmayan A. citrulli etkinliginin arastirildigi ¢aligmada
AACO00 1AhrcC tipinde bir tip III salgilama sistemi mutant1 olan A. citrulli iiretilmistir.
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Bu mutant, karpuz {iizerinde patojenik olmayan ancak c¢imlenen karpuz tohumunu
kolonize etme yetenegini korudugu saptanmustir. Dogal olarak, A. citrulli ile enfekte
edilen karpuz tohumu ile AAC00-1AhrcC ile muamele edilmis kontrol tohumuna gore %
81.8 oraninda hastaligin fide aktarimini azaltmistir (Johnson vd. 2011).

A. avenae subsp. citrulli’ye kars1 miicadelede G-14 Paenibacillus polymyxa izolati
kullanilmigtir. 28 °C’de ph 7°de gelismeye birakilmistir. Besi ortaminda A. avenae subsp.
citrulli’yi inhibe ettigi gozlenmistir (Shi vd. 2012).

A. citrulli'nin neden oldugu Karpuz Bakteriyel Meyve Lekesi, Brezilya'daki karpuz
bitkisi i¢in ciddi bir tehdittir. Meyve lekelerinin yonetiminde potansiyel kullanim ile
genotiplerin secilmesi, c¢igeklenme ve meyvecilik sirasinda bitkilerin yani sira
ciceklenme Oncesi (29 genotip) Brezilya Kuzeydogu, fide ve bitkileri i¢in Cucurbits
Germplasm Active Bank'a ait karpuz genotiplerinin direng diizeyi (yedi genotip)
aragtirtlmistir. Genotipler, tanimlayict 6lgeklerin yardimiyla tahmin edilen hastaligin
insidans1 veya siddeti acisindan degerlendirilmistir. Ek olarak, simptomatik ve
asimptomatik meyvelerden elde edilen tohumlarda A. citrullimin aktarimi belirlenmistir.
Karpuz genotipi, meyve lekesine kars1 immiin olmadigi gézlenmis ve gogunluk direng
tepkilerinde farkliliklar gostermistir. Bununla birlikte, BGCIA 979, BGCIA 34 ve Sugar
Baby genotipleri bitki gelisiminin en iist safhalarinda yiiksek diizeyde direng
gostermislerdir, bu da bu genotiplerin lireme programlarinda kullanilabilecek meyve
lekesi diren¢ genlerine sahip oldugunu gostermektedir. Test edilen yedi genotipin
simptomatik ve asimptomatik meyvelerinden elde edilen tohumlar, A. citrulli'nin
strastyla % 35.3 ve % 8.7 oranlarinda bulagma oranlarin1 gostermistir. Bu sonuglar,
asimptomatik meyvelerin, bakterilerin bulasmasindan sorumlu olan kontamine tohumlar
tasiyabildigini dogrulamaktadir (Carvalho vd. 2013).

Antibakteriyel etkiye sahip kitosan karpuz fidelerinde A. citrulli’ye Kkarsi
kullanilmistir. Sonuglar, {i¢ tip kitosanin, 6zellikle de 0.40 mg/ml'de kitosan A'nin, A.
citrulli'min biiylimesini 6nemli Olgiide engelledigini gostermistir. Kitosan A'nin
antibakteriyel aktivitesi kitosan konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresinden etkilenmistir.
Kitosanin direkt antibakteriyel aktivitesi, transmisyon elektron mikroskopik gozlemiyle
kanitlanan membran lizisine etkisiyle ger¢eklesmistir. Toprakta ekilen karpuz fidelerinin
hastalik indeksi ve perlit i¢inde ekilen fidelerin 6liim orani, patojen kontroliine kiyasla
0.40 mg/ml'de kitosan A ile 6nemli 6l¢lide azalmistir. Topraga ekilen karpuz fidelerinin
taze ve kuru agirligi kitosan tohumu muamelesi ile arttirilmistir. Laboratuvar
uygulamalarinda bakteriyel kiiltiirde kitosan konsantrasyon miktart olarak 0.40 mg/ml
onemli derecede etkili oldugu saptanmistir (Li vd. 2013).

A. citrulli'ye dayanikli gesit saha deneyi, 1699 ¢esit kullanilmis, 3 y1l ve tek bitki
parsellerinin 2 replikasyonu ile tesadiifii tam bir blok olarak yapilmistir. Hastalik
derecesi, hastalik alan boyunca homojen olarak dagildigi zaman 0-9 arasinda olan
(O=simptom yok, 1-2= iz, 3-4= hafif, 5-6= orta, 7-8= siddetli ve 9= 0lii) skala ile
degerlendirilmistir. Her yil birka¢ kez degerlendirme yapilmistir. Haftalik
degerlendirmelerde yapilan istatistiksel analizler, girisimler arasinda hastalik siddetinde
anlamli farkliliklarin oldugunu gostermistir (P= 0.05). Direnglilik, 4.5'den kii¢iik oran ve
replikasyonlar {izerinde diisiik standart sapma ve ¢oklu ¢ogaltma (>4) temel alinarak
belirlenmistir. Segilen 23 dayanikli cesit, Zimbabve, Zambiya, Giiney Afrika ve
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Nijerya'dan temin edilmis ve C. lanatus ya da C. lanatus var. citroides bitkilerinde
gerceklesmistir (Ma 2014).

Calismada, kavunda A. citrulli'nin sekonder yayilimini etkileyen bitki parcalar1 ve
kiiltir uygulamalar1 (sulama yontemleri ve bakterisit spreyler) incelenmistir.
Yagmurlama sulama, enfekte fidelerden patojeni komsu saglikli fidelerin% 95'ine
yaydigir ve bunlarin % 80'i yiiksek hastalik siddeti gosterdigi belirlenmistir. Tersine,
dalma sulama kullanildiginda, enfekte olanlarin komsu bitkileri hastalik simptomlari
gostermemistir. Kotiledon ortaya c¢iktiktan sonra Kocide ile yaprak tedavisi, hastalik
insidansini % 40'a diisiirdiigii, bitkilerin% 37'sinde hastalik siddeti azaldig1 gézlenmistir.
Fidelerin farkli bolgelerinde degerlendirilmesi, kotiledonlarin bitkinin en kolonize kismi1
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. GFP-etiketli A. citrulli strainni ile enfekte fideler floresan
ve konfokal lazer-tarama mikroskobu goriintiileri patojenin, kotiledonlar yiizeyinde bol
agregatlar olusturdugunu, yaygin olarak parenkima dokularinda hiicre aras1 bosluklarinda
kolonize ve vaskiiler sistemi boyunca hareket ettigi tespit edilmistir. Bu ¢alismanin
sonuglari, kotiledon evresinde bakterisidal bir spreyle kombine olarak damlama sulama
ile kavun fidelerinde A. citrulli’nin sekonder yayilmasinin Onlenmesinin Karpuz
Bakteriyel Meyve Lekesinin kontrolii i¢in etkili bir ara¢ saglayabilecegini gostermektedir
(Chalupowicz vd. 2015).

Biyofilm olusumu, ¢ok sayida bitki patojenik bakterilerinin virilensi igin
onemlidir. Gergekten de, bazi viriilens genlerinin, Karpuz Bakteriyel Meyve Lekesi
patojeni A. citrulli'de biyofilm olusumuna dahil oldugu bulunmustur. Ancak, A.
citrulli'nin bazi1 virulent strainleri, biyofilm olusumu ve viriilens arasindaki karmasikligi
gosteren biyofilmi bigimlendirememistir. Bu ¢alismada, viriilensle iliskili genlerin Tn5
eklenmesi; patojenite testi ve yiiksek verimli termal asimetrik interlaced PCR (hiTAIL-
PCR) kullanilarak A. citrulli'nin biyofilm-kusurlu strainninden tanimlanmustir.
Calismada, elde edilen 301 mutantlarindan 22'sinin, yabani tiple karsilagtirildiginda, A1l
straininin virulensini 6nemli Ol¢iide azalttigini gdstermistir. Dahasi, dizi analizi, elde
edilen 22 mutantin, Aave 4244 (katyon difiizyon kolaylastirict soy tasiyici), Aave 4286
(varsayimsal protein), Aave 4189 (alfa/beta hidrolaz katlama), Aave 1911 (IMP
dehidrogenaz/GMP rediiktaz bolgesi), Aave 4383 (bakteriyel ihracat proteinleri, aile 1),
Aave 4256 (Hsp70 proteini), Aave 0003 (histidin kinaz, DNA giraz B ve HSP90 benzeri
ATPaz) ve Aave 2428 (piridoksal-fosfat bagimli enzim) dahil olmak {izere sekiz gene Tn5
eklenmesinden kaynaklandigini gdstermistir. Ayrica, mutant Aave 2428'in biiylimesi
etkilenmemistir ve hatta inkiibasyon sicakligi, NaCl konsantrasyonu ve LB broth’un pH
degerindeki degisim ile artmistir ve bu genin bakteriyel virtilense dogrudan dahil
olabilecegi ortaya ¢ikarilmistir (Luo vd. 2015).

A. citrulli'ye kars1 yapilan bir ¢alismada kullanilan antibakteriyel aktivite i¢in
nanomateryaller (Ni nanopartikiiller, Ni-grafitler ve grafitler) Radyo Frekansi (RF) -
termal plazma ile hazirlanmigtir. Nanomalzemelerin antibakteriyel etkisini dogrulamak
i¢in onbes strainde A. citrulli kullanilmistir. Antibakteriyel aktivite testlerinin sonucu, Ni
nanopartikiillerin, tiim on bes A. citrulli strainde % 100 inhibisyon orani ile en etkili
antibakteriyel ajan oldugu saptanmustir. Ni-grafitin inhibisyon oran1 grafit ile
karsilagtirildiginda, Ni-grafitin A. citrulli'yi inhibe etmede daha etkili oldugu saptanmistir
(Park vd. 2015).
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A. avenae subsp. citrulli iki yiiz straini, Karpuz Bakteriyel Meyve Leke hastaligini
etkin bir sekilde kontrol edebilen baz1 antagonistik bakterileri taramak i¢in kullanilmastir.
Antagonistik aktivite deneyleri, sera testleri ve saha denemeleri sonuglarina dayanarak,
5 test straini hastalig1 kontrol etmek icin yiiksek etkinlik géstermis. 5 bakteri straininden
biri, 54 isimli olan strain hastalig1 kontrol etmek i¢in en yiiksek potansiyele sahip olan
strain olarak belirlenmistir. 54'lin biyo-kontrol etkinligi % 60'a kadar olmustur. Straini
karakterize etmek i¢in, morfoloji analizi, fizyolojik biyokimyasal test ve biyomolekiiler
deney de dahil olmak {izere bakteriyi degerlendirmek i¢in bir dizi yontem kullanilmustir.
Strain 54'tin Bacillus amyloliquefaciens tiiriine ait oldugunu belirlenmistir. Kolonizasyon
testi sonuglari, 54'lin en yiiksek kolonizasyon seviyelerine sahip oldugunu ve yapraklarin
lizerindeki strainin yogunlugunun, yaprak basma 10° koloni olusturan birim (cfu)
oldugunu gostermistir. B. amyloliquefaciens 54'in, mevcut N, P, K ve yaprak klorofilinin
iceriginin yiikseltilmesi nedeniyle bitki biiylimesini destekleyebilecegini ¢alisma
sonuglarinda saptanmistir. Antagonistik bakteri 54, savunma ile iligkili gen PR1'in
ekspresyon seviyesini ve bitkideki hidrojen peroksidin birikmesini arttirarak Karpuz
Bakteriyel Meyve Leke hastaligin1 6nemli 6lgiide kontrol edilebildigini saptamiglardir.
Bu ayn1 zamanda Karpuz Bakteriyel Meyve Lekesi hastaligini kontrol edebilen B.
amyloliquefaciens straininin ilk raporu olmustur (Jiang vd. 2015).

A. avenae subsp citrulli'nin karpuzdaki etkinligini kontrol etmek igin yapilan
calismada ticari antibakteriyel pestisitleri kullanmislar ve uygulamada tohum ve fide
asamasinda dort adet antibakteriyel pestisitin etkinligini arastirilmistir. Calisma da;
tohumda % 90"n tlizerinde kontrol etkinligi gosteren oxytetracyclin WP, % 90'mn iizerinde
kontrol verimi ve akvaryumda sicak su aritma yonteminde goriilen asibenzolar-S-
metil+mancozeb WP'nin tohumdaki enfeksiyon oranini azaltmasi miimkiin olabilecegi
saptanmistir (Back vd. 2016).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Cahsmada Kullanilan Bakteriyel Strainler

Bu ¢alisma kapsaminda Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Boliimii, Fitopatoloji Anabilim Dali, Bakteriyoloji Laboratuvari’nda Prof. Dr. Hiiseyin
BASIM tarafindan olusturulmus -86 °C’de vidali1 2 m1’lik steril tiipler i¢erisinde saklanan
kiiltiir stoklarindaki yerli ve yabanci Acidovorax citrulli strainleri ve farkli cins ve tiirlere

ait bitki patojeni bakteriler kullanilmistir (Cizelge 3.1, Cizelge 3.2).

Cizelge 3.1. Real-Time PCR’da test edilen yerli-yabanci Acidovorax citrulli strainleri

izolat No Konukeu Tarih Orijini Yerli/Yabanci
FC247 Karpuz 1978 ABD Yabanci
FC376 Karpuz 1989 ABD Yabanci
FC383 Karpuz 2000 Glrcistan Yabanci
FC 454 Karpuz Cin Yabanci
FC 456 Karpuz Cin Yabanci
FC 458 Karpuz Cin Yabanci
FC 463 Karpuz Cin Yabanci
FC440-FC471 Karpuz 2000 Cin Yabanci
FC513 Karpuz 2001 Tayland Yabanci
FC515 Karpuz 1990 Glrcistan Yabanci
FC517 Karpuz 1994 Glrcistan Yabanci
M1 Kavun 2005 Israil Yabanci
M6 Kavun 2005 Israil Yabanci
8408 Karpuz Tiirkiye Yerli
Yesim Aysan Karpuz 2009 Tiirkiye Yerli
HBCC2011 Hiyar 2011 Tiirkiye Yerli
HBCP2011 Kabak 2011 Tiirkiye Yerli
HBCM2009 Kavun 2009 Tiirkiye Yerli
CM1 Kavun Tiirkiye Yerli
CM2 Kavun Tiirkiye Yerli
CW3 Karpuz Tiirkiye Yerli

Cizelge 3.2. Real-Time PCR’da kullanilan farkl bitki patojeni bakteriler

Bakteri ismi

Konuk¢cu Tarih

Orijini Referans

Bacillus subtilis

Erwinia amylovora

Pectobacterium caratovora subsp.caratovora
P. corrugata

P. tomato pv. tomato

P. savastanoi pv. savastanoi

P. syringae pv. syringae

C. michiganensis subp. michiganensis
X. axonopodis pv. phaseoli
Rhizobium vitis

Xylella fastidiosa

X. axonopodis pv. vesicatoria

X. campestris pv. campestris

Toprak
Armut

2008
2011

Domates 2004
Domates
Domates 2008

Zeytin

2008

Turunggil 2008
Domates 2008

Fasulye
Asma
Asma
Biber
Lahana

2003

2009
2009

Tirkiye  H.Basim
Tirkiye  H.Basim
Tirkiye  H.Basim
Tirkiye  H.Basim
Tirkiye  H.Basim
Tirkiye  H.Basim
Tirkiye  H.Basim
Tirkiye  H. Basim
Tirkiye  R. Kotan
Tirkiye  H.Basim
Tirkiye  H.Basim
Tirkiye  H.Basim
Almanya W. Zeller
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3.2. Primerler ve Probun Tasarlanmasi

Karpuz Bakteriyel Meyve Leke hastalik etmeni A. citrulli’nin Real-Time PCR
yontemi i¢in hrpB2 gen dizisi ve ITS (internal transcribed spacer) bolgesi kullanilmistir.
Klasik PCR ile hrpB2 gen dizisinin tanisinda HB2F2/HB2R2 (Tian vd., 2010) primerleri
kullanmilmistir  (Cizelge 3.3). ITS bolgesi igin ise gen banktan (NR_114464)
yararlanilmistir. Genbankasindan elde edilen ITS bolgesine ait 280 bp’lik bolge
kullanilmustir. A. citrulli strainlerinden segilen izolatlar, hrpB2 geni i¢in klasik PCR’da
test edilmistir. A. citrulli strainlerinin hrpB2gen dizisi tizerindeki 290 bp’lik kismi klasik
PCR ile amplifiye edilmistir. A. citrulli strainlerinin klasik PCR ile tan1 ve tespitinin
gerceklestirilmesi amaciyla Cizelge 3.4°teki PCR programi kullanilmistir.

Cizelge 3.3. Acidovorax citrulli hrpB2 genine spesifik klasik PCR primer seti

Primer Primer dizi (5°>3’) PCR iiriinii Referans
HB2F2 CCTCCAGCTGCCCGTATC
HB2R2 CGGACACCCGGTACATCAGC

290 bp (Tian vd. 2010)

Klasik PCR yonteminde kullanilacak bakteriyel siispansiyonlarin hazirlanmasi
icin -86 °C kiiltiir koleksiyonunda stoklanan A. citrulli strainlerinden secilenler nutriet
agar (NA) besi ortami aktarilmis ve 27 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmigtir. Tek
koloni gelisimi gozlenen bakteriler eppendorf tiiplere steril 6ze yardimiyla alinip steril
deiyonize su ilave edilerek silispansiyonlar hazirlanmis ve bakteriyel konsantrasyonlar
1x108  cfu/ml  diizeyinde ayarlanmast  i¢in  Eppendorf  Biophotometer
6131spektrofotometresi kullanilmistir. Bakteriyel konsantrasyonlar optik yogunlugu
1x10® cfu/mI’ye karsilik gelen ODg0o=0.1 olarak ayarlanmistir.

PCR reaksiyonu i¢in her ornek icin 50 pl’lik karigimlar hazirlanmistir. PCR
yonteminde kullanilan master mix; 5.0 pl 10x buffer (Thermo Scientific, Massachusetts,
USA), 3.0 ul (2.5mM) MgClz, 8.0 ul (100 mM) dNTPs, 1 pl (320 pmol) her bir primerden,
0.25 ul (5U/MI) Taq polimeraz (Thermo Scientific, Massachusetts, USA), 27.8 ul of steril
distile su ve 4.0 pl bakteriyel stispansiyon kullanilmigtir. PCR yontemi Techne TC-512
Gradient Thermal Cycler (Bibby Scientific Limited, Staffordshire, Ingiltere) klasik PCR
cihazi kullanilarak ve optimize edilen Cizelge 3.4’te belirtilen PCR programi cihaza
girilerek yapilmistir. Elde edilen PCR iiriinii (15 pl) ve 100 bp marker (Thermo Scientific,
Massachusetts, USA) hazirlanan 1 % agarose jel in 0.5x TAE (Tris-Base 4.84 g, Acetic
Acid [Glacial] 1.02 ml, 0.5 M EDTA [pH: 8.0] 2 ml, ddH20 1000 ml) buffer’da 85 V/cm
1 saat 30 dakika yiiriitiilmiistiir. Agaroz jel ethidium bromide (0.5 pg/ml) igerisinde 15
dakika bekletilmistir. Agaroz jelin goriintlisii ultraviyole (UV) 1s1k goriintiilleme
sisteminde (Viber Lourmat SR 12575 UV transilluminator (Fransa) ve BioCapt Siiriimii
11.02, film-Sony Corporation-Shinagawa-ku, Tokyo, Japonya) goriintiileme kagidina
aktarilmistir.
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Cizelge 3.4. Acidovorax citrulli’nin hrpB2 gen bolgesine gore optimize edilen klasik PCR
programi

PCR Asamasi Sicaklik (°C) Siire (Saniye) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95 300 1
Denatiirasyon 95 30
Baglanma 62 30 35
Uzama 72 45
Son Uzama 72 300 1

A. citrulli i¢in gen bankasindan elde edilen ITS bolgesi ve klasik PCR yontemiyle
elde edilen amplifikasyon bdlgelerinin sekanst BM Labosis - Macro Gene (Cankaya,
Ankara) (www.bmlabosis.com) tarafindan yapilmistir. Sekans sonuglari Bioedit
programi (Hall 1999) kullanilarak birlestirilmis ve GenBankasi’nda blastlar1 yapilmistir.
Bu bolgelere 6zel primer-prob setleri tasarlanmistir. Tasarlanan problar tip alanindaki
Real-Time PCR c¢alismalarinda kullanilan LNA (Locked Nucleic Acid) prob sistemidir
(Petersen ve Wengel 2003). Calismada kullanilan LNA prob, Real-Time PCR
sistemlerinde daha siklikla kullanilan 25-30 niikleotitlik uzun problardan dizi sayisi ve
baglanma oran1 bakimindan farklilik gosteren 8-9 niikleotidden olusan LNA problardir.
Bu tip problar dizi uzunlugu olarak daha kisa olduklari i¢in kendi i¢inde baglanma
olasiligm1 ortadan kaldirmakta ve amplifikasyon isleminin daha kisa siirede
gerceklesmesine imkan saglamaktadir (Anonim, 2014). Bu ¢alismada kullanilan problar
raportor boya olarak fluorescein amidit (FAM), baskilayict boya olarak
karboksitetramethilrodamin (TAMRA) i¢ermektedir. PCR ¢alismasinda kullanilacak
primerler BM Labosis - Macro Gene (www.bmlabosis.com), problar Roche Molecular
Systems (lifescience.roche.com) laboratuvarina sentezlettirilmistir.

Calismada elde edilen diziler i¢in hrpB2 geni igin sekans sonucunda 279 bp dizi
elde edilmis ve ITS boélgesi igin ise gen bankasindan elde edilen 280 bp’lik diziler
kullanilmigtir. Her ikisinde de 88 bp uzunlugundaki bdlgeyi ¢ogaltan primer-prob setleri
tasarlanmustir. Sekil 3.1° de yer alan bélgelerde kullanilan diziler ve dizi {izerindeki
primer-prob setlerinin baglanma yerleri farkli renklerle (mavi renk; primerler (left-right),
pembe renk; prob) belirtilmistir.
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hrpB2 geni

CGTATCCCCCGCGCCGGCCATCGAATCCGGCGCCGCCCAGCCCAGCAACCT
GAGCGCGCTGGCGGAGAAGTTCGCGCGCATGATGGAAGGCAAGCCCCAG
GCGCCCCTGGCCGAGATGGCCCCCGACTCCACCCTGGGCAACGCGCTCAT
GCACCAGGACGAATCCATGCGCAAGGCACTGCAGGACATGCACGCGCTGG
CCCACGCGCAGAAAGACAACTCGATGAACGACATCGACATGACGTCCCGCC
AGATCGAGCTGATGTACCGGGTGTCCGA

ITS bolgesi

TTTCTGGAAAACAGCATTCAATATTGAACGCCCACACTTATCGGTTGTTGGA
AGAAGTCGGTGCTAACCGACATGGGTCTGTAGCTCAGCTGGTTAGAGCACC

GTCTTGATAAGGCGGGGGTCGTTGGTTCGAGCCCAACTAGACCCACCAAAT

CTTCCGAACATAAGATGCGAGGATCAGTGGGGGATTAGCTCAGCTGGGAG
AGCACCTGCTTTGCAAGCAGGGGGTCGTCGGTTCGATCCCGTCATCCTCCA
CCAACCAATACGCTCTGCGGTAGGG

Sekil 3.1. Real-Time PCR’da Acidovorax citrulli’nin tanisi i¢in kullanilan diziler ve
primer-prob setlerinin dizi tizerindeki baglanma yerleri

3.3. Real-Time PCR Optimizasyonu

A. citrulli’nin Real-Time PCR ile kisa siirede tanilarinin gergeklestirilmesi
amaciyla dizayn edilen primer-prob setleri Cizelge 3.5’de ve buna uygun optimize Real-
Time PCR programi ise Cizelge 3.6’da verilmistir. Real-Time PCR reaksiyonunda,
primerlerin herbirinden 1.2 pl, 0.3 ul LNA prob, 4.8 ul dNTP karisimi, 3 pl 10X tampon
cozelti, 7.2 ul MgClz, 0.36 ul Taq polimeraz ve 9.54 ul steril deiyonize su ve 2 ul
bakteriyel siispansiyon ya da kalip DNA kullanilarak toplam hacim 29.6 pul olacak sekilde
her bir reaksiyon i¢in karisim soliisyonu hazirlanmigtir. Calismada gelistirilen Real-Time
PCR yonteminin uygulanmasinda Cepheid Smart Cycler Il Real-Time PCR cihaz1 ve
Cepheid Smart Cycler Software V.2.0c programi kullanilmistir.

Cizelge 3.5. Acidovorax citrulli’nin Real-Time PCR y6ntemi igin gelistirilen primer-prob
seti

Gen/Bolge Primer Primer dizi (5°>3’) PCR iiriinii
HBACHRPB2 GATTCGTCCTGGTGCATGA
hrpB2 HBACHRPB21  GCATGATGGAAGGCAAGC 88 bp
Prob CTGGGCAA
HBACITSL CTCAGCTGGGAGAGCACCT
ITS HBACITSR CCCTACCGCAGAGCGTATT 88 bp
Prob CTCCACCA
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Cizelge 3.6. Acidovorax citrulli igin optimize edilmis Real-Time PCR programi

Asama Sicaklik (°C) Siire (Saniye) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95 120 1
Denatiirasyon 95 15
Baglanma 56 10 35
Uzama 72 10
Son Uzama 72 60 1

3.4. Primerler ve Problarmm Acidovorax citrulli Strainlerine Spesifikliginin
Belirlenmesi

A. citrulli patojenine ozel tasarlanan primer-prob seti kullanilarak kiiltiir
koleksiyonunda bulunan Cizelge 3.1°de yer alan yerli ve yabanci strainlerin tanisi
gerceklestirilmistir. Real-Time PCR isleminde kullanilacak tiim strainleri i¢in kullanilan
bakteriyel siispansiyonlar -86 °C deki kiiltiir koleksiyonundan nutrient agar ve King’s B
besi ortamina inokiile edilmis ve 27 °C’de 48-72 saat inkiibasyona birakilmigtir. Besi
ortaminda gelisen bakteriler steril deiyonize su ile stok soliisyonlar hazirlanmis ve
bakteriyel konsantrasyon yogunlugu 1x108 cfu/ml optik yogunlugu ODeoo=0.1 olacak
sekilde Eppendorf Biophotometer 6131 spektrofotometre cihazi kullanilarak
ayarlanmigtir. Her strainden elde edilen stok siispansiyondan her iki bdlgeye dizayn
edilmis primer-prob setlerinin spesifikligini test etmek i¢in 2’ser pl’lik bakteriyel
stispansiyon kullanilarak Real-Time PCR islemi gerceklestirilmistir.

3.5. Primerler ve Problarin Saf DNA’dan Hassasiyetinin Belirlenmesi

A. citrulli etmeninin tespit edilebilir minimum DNA miktarinin gelistirilen Real-
Time PCR yontemi ile tespiti i¢in saf bakteriyel DNA’dan hassasiyet c¢aligmasi
yapilmistir. Calisma igin kiiltiir koleksiyonunda yer alan en viriilens A. citrulli 8408
strainni kullanilmigtir. Bakteri total genomik DNA izolasyonu i¢in Thermo FastPrep
FP120A-230 multi tiip homojenizatdr (Thermo Scientific, Massachusetts, ABD) ve
Qbiogene/B10101 FastDNA molekiiler izolasyon kiti (MP Biomedicals, Kaliforniya,
ABD) kullanilmistir.

A. citrulli strainlerinden izole edilen DNA’nin konsantrasyonun oranini
belirlemek i¢in ilk olarak nanogram diizeyinde 6l¢iim yapan Thermo NanoDrop ND-1000
spektrofotometre (Thermo Scientific, Massachusetts, ABD) ile yapilmis ve daha sonra
1000 kat daha diisiik olan konsantrasyonun diizeyinde olan pikogram yogunluklari i¢in
Invitrogen Qubit florometre (Invitrogen, Kaliforniya, ABD) cihazi kullanilmistir.
Baslangic DNA yogunlugu 372 ng diizeyinde elde edilmis ve stok solusyon olarak
kullanilmistir. Real-Time PCR ydnteminin hassasiyetinin belirlenmesinde A. citrulli i¢in
48.8 pg, 37.2 pg, 28.8 pg, 21.2 pg ve 12 pg DNA yogunluklar: elde edilmistir. Pikogram
diizeyinde Ol¢iimler icin gerekli olan kalibrasyon soliisyonlarinda ve hazirlanan
seyreltmelerde steril deiyonize su kullanilmistir. Elde edilen her bir seviyedeki
DNA’lardan 2’ser pl alinarak Real-Time PCR islemi gergeklestirilmistir. Daha sonraki
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asamada pikogramin binde biri olan femtogram diizeyinde 6l¢iim i¢in 12 pg stok soliisyon
olarak kullanilmis ve bu soliisyondan 10’nun katlar1 seklinde seyreltemeler yapilarak
1200 fg, 120 fg, 12 fg ve 1.2 fg elde edilmistir. Elde edilen her bir seviyedeki DNA’lardan
2’ser ul alimarak Real-Time PCR islemi gerceklestirilmistir.

3.6. Direkt Bakteriyel Hiicreden Primerler ve Probun Hassasiyetinin Belirlenmesi

A. citrulli tespit edilebilecek minimum bakteri sayisinin belirlenebilmesi igin, en
viriilen 8408 straini NA besi ortamina aktarilarak gelistirilmis ve tek koloni gelisimi
gozlenen petrilerden 1x10® cfu/ml yogunlugunda calismada kullanilacak stok ¢ozelti
hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiden 10 °den 107%°a kadar 10’un katlar1 seklinde
seyreltmeler c¢alismanin giivenirligi igin 3 tekerriirlii olarak ayr1 ayr1 tiiplerde
hazirlanmistir. Elde edilen her bir soliisyondan 2’ser pl alinip Real-Time PCR islemi i¢in
kullanilmistir. Es zamanl olarak hazirlanan 10%’den 107%°a kadar seyreltilmis
sollisyonlardan 2 pl alinip 50 pl steril deiyonize su igerisinde karistirllmig ve NA besi
ortamlarina steril yayma ¢ubuk ile inolulasyon yapilmis ve 27 °C’de 3 giin inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki koloni sayilar1 sayilmis ve
minimum gelisme gdsteren en diisiik seyreldilmis soliisyon yogunlugu ve koloni sayisi
belirlenmistir.

3.7. Primerler ve Probun Seciciliginin Belirlenmesi

A. citrulli igin gelistirilen primer ve problarin 6zgiilligiinii belirlemek i¢in primer-
prob seti kiiltiir koleksiyonundan segilen diger bitkilerde patojen olan bakteri tiirlerine
karsi test edilmistir (Cizelge 3.2). Real-Time PCR isleminde kullanilan bakteriyel
stispansiyonlarin hazirlanmasi igin -86 °C den NA besi ortamlarina aktarilmis ve
patojenler i¢in uygun kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Bu ortamlarda gelistirilen
kolonilerden biri segilerek steril deiyonize su ile siispanse edilmistir. Tiim patojenlerin
bakteriyel konsantrasyonu 1x10® cfu/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Her bitki patojeni
bakteri i¢in elde edilen silispansiyondan 2’ser upl alinarak Real-Time PCR islemi
gerceklestirilmistir.

3.8. Acidovorax citrulli’nin Hastalikh Bitki Dokularindan Tespiti

Bakteriyel patojenlerin hastalikli bitki dokusundan tespiti igin A. citrulli
karakteristik simptom gosteren dokular (tek nekroz) kullanilmistir. Saglikli doku ile
hastalik belirtisi gosteren yaprak parcagiklari kesilerek yaklagik 1 dk boyunca % 70 etanol
ile ylizey sterilize edilmis ve daha sonra steril distile su ile iki kere yikanarak etanol
uzaklagtirilmistir. Daha sonra yaprak pargaciklari filtre kagit (Whatman, 125 Dia, ABD)
ile kurultularak steril bistiiri ile kiigiik pargaciklara (0.5-1 mm) ayrilmistir. Yaprak
parcaciklar1 santrifiij tliplerine alinmis ve steril ezme ¢ubuk yardimi ile dokularin
parcalanmasi bakterinin siv1 i¢ine gecisi saglanmistir. Ezildikten sonra 14000 g’ de 3 dk
stire ile santrifiij edilmis ve tizerine 30 pl MQ su ilave edilerek stok soliisyon
hazirlanmistir (Sekil 3.2). Bitki total DNA’s1 ile tasarlanan primer-prob setlerinin
herhangi bir amplifikasyon olusturup olusturmadigini kontrol etmek i¢in saglikli bitkiden
ornek alinarak bitki total genomik DNA izolasyonu PureLink™ Genomic DNA Mini Kit
kullanilarak yapilmistir. Bitki DNA’s1 konsantrasyonu i¢in Thermo NanoDrop ND-1000
spektrofotometre kullanilarak nanogram diizeyinde yaklagik 100-150 ng/pul olacak
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sekilde ayarlanmistir. Caligmada bitki total genomik DNA’dan 2 ul alinarak primer-prob
setinin spesifikligi kontrol edilmistir.

Sekil 3.2. Acidovorax citrulli’'nin hastalikli bitki dokularindan izolasyonu
3.9. Real-Time Bio-PCR

Real-Time PCR ile tohum iizerinde var olan 6lii bakterilerin de tespiti miimkiin
olabildigi i¢in bu ¢alismada tohum iizerinde canli olarak bulunan patojenlerin tespiti
icin Real-Time Bio-PCR islemi gergeklestirilmistir. Bu amagla 6ncelikle, en diisiik
bakteri sayisinin tohumdan tespitinde kullanildigi gibi stok bir bakteriyel stispansiyon
hazirlanmis ve bu soliisyon 10°’den 10a kadar seyreltilmistir. Tiiplerdeki 6rneklerden
2 ser pl alinip 50 pl deiyonize su igerisinde karistirilarak NSA (Nutrient Sucrose Agar)
besi ortamlarina steril yayma ¢ubuk ile inokule edilmis ve A. citrulli’nin gelisimi igin
inkiibatorde 27° C’de 16 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra petrilere 1
ml steril deiyonize su eklenerek canli olan bakteriler yayma cubugu kullanilarak besi
ortaminin yikanmasi ile suya gegmesi saglanmig ve siispansiyon, pipet ile 1,5 ml’lik
eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Elde edilen stok bakteriyel siispansiyon 10™°den 10%’e
kadar seyreltilmistir. Her seyreltmeden 2 pl alinarak Real-Time PCR islemi
gergeklestirilmistir.

3.10. Kantitatif Real-Time PCR ve PCR Etkinligi
Hastalikl1 bitki materyallerindeki bakteri sayisinin belirlenmesi i¢in Kantitatif

Real-Time PCR yontemi uygulanmistir. Real-Time PCR’ da en diisik yogunlukta
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amplifikasyonun gergeklestigi siispansiyon g¢alismada kullanilmistir. Bakteriyel tespit
edilebilinen yogunluk A. citrulli i¢in 107 olarak sistemde belirlenmis ve bu yogunluga
denk gelen koloni sayilar1 cihaz programina girilerek kantitatif yontem her iki primer-
prob seti i¢in uygulanmustir.

Kantitatif Real-Time PCR reaksiyonu sonucunda A. citrulli i¢in referans standart
egri olusturmustur. Standart egrinin belirlenmesinde; esik dongiisiiniin (Ct: threshold
cycle) degerleri ile 10°nun katlar1 seklinde elde edilmis bakteri konsantrasyonlarinin
(cfu/2 ul) logaritmik artisindaki giiclii dogrusal iligkiler arasinda olusan yiiksek
korelasyon katsayisi ile standart egri elde edilmistir. Standart egri sonucunda denklemde
egrisinin R? degeri elde edilmis ve deneyler iki kez tekrarlanmistir. Dogrusal gerileme
egrileri, her reaksiyonun esik c¢evrimlerini (Ct) bakteriyel konsantrasyonlarinin
logaritmik degerlerine karsi cizerek ortaya ¢ikmistir. Bu egride verilerin gilivenilir
degerlerde olabilmesi icin regrasyon degerinin 1’e¢ yakin olmasi istenilen sonuclardir.
Olusturulan bu referans egri, saglikli veya hastalikli bitki materyallerinden hazirlanmis
bir bakteriyel soliisyonun 2ul’sindeki bakteri sayisini tespit ederek numunelerin
kontroliinde refere bilgi olarak kullanilabilecek diizeye getirilmistir. Sonugta saglikli ve
hastalikli bir bitki materyallerinden alinan O6rneklerde A. citrulli etmeninin tespit
edilebilecek ve ekonomik zarar seviyesi belirlenebilecektir.

PCR etkinligini (E) belirlemek igin; E = 10 (1/51°%®) 1 (Rasmussen 2001) formiilii
kullanilmistir. Standart egri sonucu olusan regrasyon denklemindeki degerler formiilde
yerine konularak PCR isleminin kullanilabilirlik seviyesisinin ne kadar etkin oldugu
yiizde (%) olarak ifade edilmistir.

3.11. Acidovorax citrulli’nin Tohum Hassasiyetinin Belirlenmesi ve Tohumdaki
Popiilasyon Yogunlugunun Kantitatif Real-Time PCR ile Karsilastirilmasi

A. citrulli’nin tohumdan tespiti i¢in in vitro kosullarda yapay olarak bulastirilacak
100 adet karpuz tohumu kullanilmistir. Tohumlar steril bir petri kabi igerisinde 1x108
cfu/ml taze kiiltiirden hazirlanan bakteriyel siispansiyondan 1 ml alinarak muamele
edilmistir. Bu islem sonrasinda tohumlar, laminar kabin igerisinde 24 saat boyunca
kurumaya birakilmistir. Daha sonra 100 adet karpuz tohumu 500 ml hacimli steril
erlenmayer igerisine konularak iizerine 60 ml PE Buffer (85 gr NaCl, 0.2 KCl, 1.15 gr
NaHPO ve 0.2 gr KH,PO,) ilave edilip 6 saat boyunca inkiibatdr igerisinde 27 °C’de 100
rpm hizindaki calkalayicida birakilmigtir. Inkiibasyon siiresinden sonra olusan
siispansiyondan 10 ml almip 4100 g’de 20 dk ve 4 °C’de santrifiijlenerek, olusan pelet
PE Buffer igerisinde iyice ¢oziindiiriilerek stok ¢ozelti olusturulmustur. Stok ¢ozeltiden
kantitatif sonuglar ile karsilastirma yapmak igin en diisiik seviye smiri belirlenerek
10®°ya kadar seyreltme soliisyonlar1 hazirlanmistir. Her bir seyreltme 6rneginden 2 pl
alinip Real-Time PCR islemi uygulanmustir.

Real-Time PCR sonucunda elde edilen seyreltmelerin Ct degerleri ile Kantitatif
Real-Time PCR sonucu elde edilen standart egri karsilastirilarak tohumdaki bakteriyel
popiilasyon miktarlar1 belirlenebilmistir. Her iki primer-prob setleri icin olusturulan
regrasyon egrisi karsilastirilmistir.
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3.12. Karpuz ve Kavun Cesitlerinin Acidovorax citrulli’ye Kars1 Duyarhhk
Reaksiyonlari

A. citrulli’ye kars1 karpuz ve kavundaki duyarlilik reaksiyonlarmin arastirtlmasi
icin bitki materyalleri (tohum ve fide) bolgedeki tohum ve fide iireticilerinden temin
edilmistir. Temin edilen bazisi1 fide bazisi da tohum materyali olan 28 karpuz ve 31
kavun ¢esidi (Cizelge 3.7) Bitki Koruma Boliimiimiize ait serada tohumlar ve fideler iki
gercek yaprak oluncaya kadar ve fidelerde uygun kosullara aktarilarak yetistirilmistir.
Daha sonra istenilen 6zelliklere sahip olan (kotiledon yapraklar1 ve en az iki gergek
yapraga sahip bitki) fideler, 48 saat % 90-95 nispi nem igeren ortamda tutularak
bakteriyel inokiilasyona hazir hale getirilmistir.

A. citrulli’ nin bitkiye inokiilasyonu igin NA ortaminda 48 saat boyunca
gelistirilmis strain NB (Nutrient Broth) s1v1 besiyeri ortamina inokiile edilerek 27 °C’de
yaklasik 18-24 saat inkiibasyonda bekletildikten sonra 3000 rpm’de 10 dKk santrifiij
yardimiyla c¢oktiiriilerek ardindan steril saf suyu ile farkli strainler icin
spektrofotometrede (Eppendorf Biophotometer 6131) bakteriyel konsantrasyonlar 108
cfu/ml’ye karsilik gelen ODeg0o=0.1 olacak sekilde ayarlanmistir. Bu soliisyonlar fidelere
puskiirtillerek inokulasyon gergeklesmistir. Ayrica es zamanli olarak enjeksiyon
yontemi ile bakteriyel sollisyon karpuz yapraklarmma 5 ml enjektor ile yapragin alt
kismindan orta damar kismindan yaklagik 50 pl bakteriyel konsantrasyon inokiile
edilmistir. Aym bitkide bir yapraga hastalik etmeni bir yapraga da kontrol i¢in steril su
enjekte edilmistir. Inokulasyon sonrasinda hastalifin diizgiin seyri i¢in ortam sicaklig
giin iginde 24+1 °C, gece sicakliginin da 33 °C’nin iistiine ¢tkmamasi i¢in sera kosullar
kontrol edilmistir. Hastaliga dair simptomlar inokiilasyondan yaklagik 1 haftayla 10 giin
sonra kotiledon ve gergek yapraklarda spesifik lezyonlar Hopkins ve Levi (2008)
skalasina gore 9 farkli seviyede degerlendirilmistir.

Calismada uygulanan 1-9 skalasina gore:

1= simptom yok

2= kotiledonlarda ¢ok kii¢iik lezyonlar

3= kotiledonun <20% sini kaplayan kiigiik lezyonlar

4= kotiledonun >20% sini kaplayan kiiciik lezyonlar

5= kotiledonlarda nekrotik lezyonlar ile kloroz olusumu 20- 50% oraninda

6= kotiledon ve gergek yapraklarda nekrotik lezyonlar %20-50 oraninda

7= kotiledon ve yapraklarda biiylik nekrotik lezyonlar >50% oraninda

8= kotiledon ve yapraklarda nekrotik lezyonlar ve kloroz >50% oraninda

9= kotiledon ve yapraklarda nekrozlar >90% oraninda veya bitki Oliimii
seklindedir.

Karpuz ve kavun ¢esitlerinin yapraklarindaki lezyonlarin yayilimu siirekli kontrol
edilerek hastaliga kars1 bitkideki duyarlilik reaksiyonlar1 skalaya gore degerlendirilerek
sonuglar SPSS (Version 16.0) paket programlar1 kullanilarak % 5 6nem seviyesinde
ANOVA GLM prosediirii uygulanarak Tukey ve Duncan ¢oklu karsilastirma testleri
uygulanarak ¢esitlerin  gosterdigi duyarlilik reaksiyonlar1 istatistiksel olarak
belirlenmistir.
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Cizelge 3.7. Duyarlilik testlerinde kullanilian karpuz ve kavun gesitleri
No Cesit Bitki Fide/Tohum | No Cesit Bitki Fide/Tohum
1 Starbus F1 Karpuz Fide 1 Balozii F1 Kavun Fide
2 Joker F1 Karpuz Fide 2 Alibey F1 Kavun Fide
3 501 F1 Karpuz Fide 3 Anka F1 Kavun Fide
4 Ustiin F1 Karpuz Fide 4 Balhan F1 Kavun Fide
5 Celine F1 Karpuz Fide 5 Adahan F1 Kavun Fide
6 Usta F1 Karpuz Fide 6 Davutbey F1 Kavun Fide
7 Nostalji F1 Karpuz Fide 7 Dardanos F1 Kavun Fide
8 Ohman F1 Karpuz Fide 8 Karna F1 Kavun Fide
9 Crimstar F1 Karpuz Fide 9 Sinem F1 Kavun Fide
10 Crimsontide Karpuz Fide 10 Hacibey F1 Kavun Fide
11 Odipus F1 Karpuz Fide 11 Sigal F1 Kavun Fide
12 Starburst F1 Karpuz Fide 12 MGH78 Kavun Fide
13 Empreror F1 Karpuz Fide 13 Ziimra F1 Kavun Fide
14 Karaoglan F1 Karpuz Fide 14 Konak F1 Kavun Fide
15 Elize F1 Karpuz Fide 15 Melita F1 Kavun Fide
16 Leanca F1 Karpuz Fide 16 Napolyon F1 Kavun Fide
17 Crimstil F1 Karpuz Fide 17 Kirkagac Kavun Fide
18 Karain F1 Karpuz Fide 18 Ankara Kavun Tohum
19 Crimsonsweet Karpuz Fide 19 Adana Kavun Tohum
20 Aglgcr;“;”f)o” Karpuz Fide 20 | Gazipasa-dilimli | Kavun Tohum
21 Style F1 Karpuz Tohum 21 Camlica Kavun Tohum
22 Sahmaran F1 Karpuz Tohum 22 Gladron-Gazipasa Kavun Tohum
23 Carayan F1 Karpuz Tohum 23 Eskigehir Kavun Tohum
24 Crisbye F1 Karpuz Tohum 24 Zorbey Kavun Tohum
25 Adana Karpuz Tohum 25 Bugra F1 Kavun Tohum
26 Gazli(gisﬁzkara Karpuz Tohum 26 Siikriibey F1 Kavun Tohum
27 Lena Karpuz Tohum 27 Citirex Kavun Tohum
28 Bozbey Karpuz Tohum 28 Baldo F1 Kavun Tohum
29 Ozbey Kavun Tohum
30 Ishakbey F1 Kavun Tohum
31 Payam F1 Kavun Tohum
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4. BULGULAR
4.1. Acidovorax citrulli’nin Klasik PCR ile Tanis1
Acidovorax citrulli’nin hrpB2 gen dizisinin Klasik PCR ile ¢ogaltmak igin

HB2F2/HB2R2 (Tian vd. 2010) primerleri ve bu primerlere uygun Cizelge 3.3’te yer alan
PCR programi kullanilarak istenilen bolge ¢ogaltilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Acidovorax citrulli’nin hrpB2 geninin klasik PCR ile amplifikasyonu. M,
marker (100 bp); 1, 2: 8408-Karpuz; 3: M1 Kavun; 4:NK (su) (Negatif kontrol)

4.2. Acidovorax citrulli’nin Real-Time PCR ile Tanis1

A. citrulli’nin Real-Time PCR ile tanmisim gergeklestirmek igin Akdeniz
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii, Fitopatoloji Anabilim Dali’na ait
kiiltiir koleksiyonunda yer alan yerli ve yabanct A. citrulli strainleri kullanilarak hrpB2
geni ve ITS bolgesi igin tasarlanan primer-prob setleri ve optimize edilen Real-Time PCR
programlarinin kontrolii yapilmistir (Sekil 4.2).
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Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol
ASE | Acidovorax citrulli(8408) | 21.51 A. citrulli A6 | Acidovorax citrulli (8408) | 20.82 A. citrulli
A7 Negative Control 00.00 A. citrulli A7H | Negative Control 00.00 A. citrulli

Sekil 4.2. Acidovorax citrulli’nin (a) hrpB2 geni primer-prob setine ait ve (b) ITS bolgesi
primer-prob setine ait Real-Time PCR sonuglar1

Amplifikasyon sonrasit erime egrisi analizi, primer-dimer artifaktlar1 icin gergek
zamanli PCR reaksiyonlarin1 kontrol etmek ve reaksiyon spesifitesini saglamak icin
kullanilmaktadir. Niikleik asitlerin erime sicakligi, diger faktorlerin yani sira, farkli PCR
tirtinleri, uzunluk, GC igerigi ve baz uyumsuzluklarin varligindan etkilendigi i¢in
genellikle erime 6zelliklerine gore ayirt edilebilir. Bunun igin ¢aligmada A. citrulli’nin
tanisinda kullanilan primer giftleri ve floresan boya olarak SYBR Green kullanilarak
Real-Time PCR da tek bir pik egrisi olugmasi ile Thermal Melting (Erime Grafigi) grafigi
elde edilmistir. hrpB2 geni ve ITS boélgesi igin tasarlanan primer g¢iftlerinin maximum
erime sicakligi sirasiyla 84.88 °C ve 87.44 °C olarak tespit edilmistir (Sekil 4.3-a-b).
Ayrica Klasik PCR ile Real-Time PCR primerlerinin tek bant olusturdugu kontrol edilmis
ve %2’°lik (1 gr NuSieve Agaroz and 1 gr Agaroz) agaroz jelde 70 voltta 2 saat yiiriitiilerek
beklenen 88 bp’lik tek bir bant olusumu ile basarili sonug elde edilmistir (Sekil 4.3-c).
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Site ID | Sample ID Melt Peak | Protocol Site ID | Sample ID Melt Peak | Protocol
ASH Acidovorax citrulli(8408) 84.88 A. citrulli ASM | Acidovorax citrulli(8408) 87.44 A. citrulli

Sekil 4.3. Acidovorax citrulli’nin (a) hrpB2 geni primer setine ait (b) ITS bdlgesi primer
setine ait erime grafigi ve Real-Time PCR primerleri ile klasik PCR sonuglarinin agoroz
jelde goriintiilenmesi (M: marker (100 bp), 1: hrpB2 Real-Time primer seti, 2: ITS Real-
Time PCR primer seti) (c)

4.3. Acidovorax citrulli Strainlerinin Real-Time PCR ile Tanis1

A. citrulli'nin Real-Time PCR ile tamisim1 gergeklestirmek igin kiiltiir
koleksiyonunda yer alan yerli ve yabanci A. citrulli strainleri kullanilarak primerler ve
probun strainlere spesifikligi test edilmistir. Tasarlanan primerler ve probun A. citrulli 'nin
yerli ve yabanci kullanilan tiim strainlere spesifik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4; Sekil
4.5).
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SiteID | Sample ID FAMCt | Protocol SiteID | Sample ID FAMCt | Protocol
A1l FC247 20.69 A. citrulli All FC247 2044 A citrulli
A2l FC376 20.70 A, citrulli A2l FC376 15.61 A citrulli
A3 FC383 21.00 A. citrulli A3W FC383 16.60 A citrulli
AsSHE FC513 20.97 A. citrulli AsH FC513 16.75 A. cifrulli
A6 FC454 21.61 A. citrulli A6 FC454 16.69 A citrulli
A7 FC456 20.98 A. citrulli A7 FC456 16.59 A. cifrulli
AgH FC440/471 20.79 A. citrulli Agl FC440/471 16.73 A citrulli
Al0 FC458 21.53 A. citrulli Al0 FC458 15.83 A. citrulli
AllE | FC463 22,63 A. citrulli AllE [ FC463 17.00 A. citrulli
Al2E FC515 21.19 A. citrulli Al12E FC515 16.45 A. citrulli
Al3E FC517 20.24 A. citrulli Al3m FC517 14.79 A. citrulli
Al4E M1 KAVUN 21.81 A. citrulli Al4E M1 KAVUN 14.83 A. citrulli
AlS M6 KAVUN 21.30 A. citrulli AlS M6 KAVUN 16.35 A. citrulli
Al6l NK 00.00 A. citrulli Alcl NK 00.00 A. citrulli

Sekil 4.4. Acidovorax citrulli yabanci strainlerin (a) hrpB2 geni primer-prob setine ait ve

(b) ITS bolgesi primer-prob setine ait Real-Time PCR sonuglari
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Cycles Cycles
SiteID | Sample ID FAM Ct | Protocol SiteID | Sample ID FAM Ct | Protocol
Al 8408 17.67 A. citrulli A1l 8408 16.52 A. citrulli
A2H Yesim Aysan 2009 17.35 A. citrulli A2l Yesim Aysan 2009 14.93 A. citrulli
A3l HBCC2011 17.42 A. citrulli A3l HBCC2011 15.18 A. citrulli
ASH HBCP2011 17.50 A. citrulli ASH HBCP2011 24.49 A. citrulli
A6 HBCM2009 17.64 A. citrulli A6 HBCM2009 25.78 A. citrulli
A7 CM1 17.14 A. citrulli A7H CM1 15.14 A. citrulli
AgH CM2 2042 A. citrulli AgH CM2 14.70 A. citrulli
Al0 CwW3 17.24 A. citrulli Al0 CwW3 15.13 A. citrulli
AllE NK 00.00 A. citrulli Al12E NK 00.00 A. citrulli

Sekil 4.5. Acidovorax citrulli yerli strainlerin (a) hrpB2 geni primer-prob setine ait ve (b)
ITS bolgesi primer-prob setine ait Real-Time PCR sonuglari

4.4. Primerler-Prob setlerinin saf DNA’dan Hassasiyeti

Real-Time PCR ile primer seti ve probun genomik DNA’dan hassasiyetini
belirlemek igin A. citrulli’den izole edilen genomik DNA’ya 6nce ng diizeyinde 6l¢iim
sonucu 372 ng elde edildi ve stok soliisyon olarak kullanilmistir. Daha sonra pg diizeyinde
Olgtimleri yapilmistir. Pikogram diizeyindeki 6l¢iimlerde yaklasik 48.8 pg, 37.2 pg, 28.8
pg, 21.2 pg ve 12 pg diizeyinde seyreltmeler elde edilmistir. elde edilen seyreltmeler Real-
Time PCR yontemi her iki primer-prob seti ile tespit edilmistir (Sekil 4.6). Bir sonraki
asamada pikogramin alt birimi olan femtogram diizeyinde tespitte en minimum seviye
tespitinin yapilabilirligi denenmistir. Bu kisimda 12 pg stok sloiisyon olarak alinmistir ve
10’nun katlar1 seklinde seyreltme yapilarak 1200 fg, 120 fg, 12 fg ve 1.2 fg elde edilmistir.
Hazirlanan seyreltmeler Real-Time PCR’da test edilmis ve uygulanan yontem ile
patojenin tespitinde kullanilan her iki primer-prob setlerinin A. citrulli’nin genomik
DNA’sindan minimum sinir 12 fg olarak tespit edilmistir (Sekil 4.7).
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Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol Site ID Sample ID FAM Ct | Protocol
AlN Stok (372 ng) 25.84 A citrulli A1l Stok (372 ng) 14.87 A. citrulli
A2H 48,8 pg 26.27 A. citrulli AzE 48.8 pg 19.40 A. citrulli
A3 37.2pg 25.42 A. citrulli A3 37.2pg 20.14 A. citrulli
AsH 28.8pg 25.16 A. citrulli AsH 28.8pg 19.33 A. citrulli
Ab 21,2pg 26.30 A. citrulli A6 21,2pg 20.06 A. citrulli
ATH 12 pg 25.72 A. citrulli A7H 12pg 21.64 A. citrulli
AgH NK 00.00 A. citrulli AgH NK 00.00 A. citrulli

Sekil 4.6. Acidovorax

citrulli’nin saf DNA’dan (pikogram diizeyinde) (a) hrpB2 geni

primer-prob setine ait ve (b) ITS bolgesi primer-prob setine ait Real-Time PCR hassasiyet

sonuglari
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Site ID Sample ID FAM Ct Protocol Site ID Sample ID FAM Ct Protocol
AlN 12000 fg (12 pg) 20.59 A. citrulli AlN 120001fg (12 pg) 20.93 A. citrulli
A2l 1200fg 24.13 A. citrulli A2l 1200fg 24.36 A. citrulli
A3 120fg 27.20 A. eitrulli A3 120fg 27.59 A. citrulli
As5H 12fg 3047 A. eitrulli As5H 12fg 32.16 A. citrulli
A6 1212 0.00 A. eitrulli A6 12fg 34.96 A. citrulli
A7H NK 0.00 A. citrulli A7H NK 0.00 A. citrulli

Sekil 4.7. Acidovorax citrulli’nin saf DNA’dan (femtogram diizeyinde) (a) hrpB2 geni
primer-prob setine ait ve (b) ITS bolgesi primer-prob setine ait Real-Time PCR hassasiyet
sonuglari
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4.5. Direkt Bakteriyel Hiicreden Primer ve Prob Setlerinin Hassasiyeti

A. citrulli’nin direkt bakteriyel hiicreden hassasiyet limitini belirlemek igin
yapilan seyreltmeler sonucunda her iki primer-prob i¢in yapilan Real-Time PCR’da
bakteriyel hiicre tespit limiti 107 (Cizelge 4.1; Sekil 4.8) olarak saptanmistir. Es zamanl
yapilan petri uygulamasinda NA besi ortamina yapilan 3’lii tekerriir sonucunda ortalama
minimum bakteriyel koloni say1s1 107°de 2 (cfu/ml) olarak tespit edilmistir (Sekil 4.7).

Cizelge 4.1. Direkt bakteriyel hiicre hassasiyet calismasinda hazirlanan bakteriyel
seyreltmelerin NA besi ortamindaki koloni sayilari

K t | Tekerriir Hesaplama Real-Time PCR
onsantrasyonlar 1 > 3 . std PN
Stok * * * - - +
10-1 * * * _ _ +
10-2 * * * _ _ +
10°® 3986 3988 3983 3985,6 2.51 +
10+ 462 463 461 462 1.00 +
10° 134 133 136 134,3 1.53 +
10¢ 16 14 17 15,6 1.53 +
107 2 2 2 2 0 +
108 0 0 0 0 0 -
10° 0 0 0 0 0 -
1010 0 0 0 0 0 -
Negatif Kontrol 0 0 0 0 0 -

*: Petride yogun bakteri gelisimi nedeniyle sayilamadi
std: Standart sapma

P/N: Pozitif/Negatif

x: Aritmetik ortalama
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Sekil 4.7. Direkt bakteriyel hiicredeki primer-prob setlerinin hassasiyetindeki bakteriyel
seyreltmelerin (stok ila 10°1°a kadar) NA besi ortamindaki gelisimi
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
A3M | Stok 20.52 A. citrulli A3M | Stok 14.60 A. citrulli
AsSm | 10! 19.36 A. citrulli ASm | 10! 16.36 A. citrulli
A6M | 102 20.38 A. citrulli A6M | 102 17.92 A. citrulli
A7H | 103 19.87 A. citrulli A7H | 103 16.82 A. citrulli
A8 104 20.07 A. citrulli A8 10+ 16.70 A. citrulli
Al0M | 103 19.80 A. citrulli Al0M | 105 16.69 A. citrulli
Al1M | 10¢ 20.26 A. citrulli Al1M | 10¢ 16.64 A. citrulli
Al2 107 21.90 A. citrulli Al2 107 17.62 A. citrulli
Al13M | 108 00.00 A. citrulli Al13M | 108 00.00 A. citrulli
Al4M | 10° 00.00 A. citrulli Al4M | 10° 00.00 A. citrulli
Al5H | 1010 00.00 A. citrulli Al5H | 1010 00.00 A. citrulli
A16M | Negatif Kontrol 00.00 A. citrulli A16M | Negatif Kontrol 00.00 A. citrulli

Sekil 4.8. Direkt Acidovorax citrulli hiicrelerinden (a) hrpB2 geni primer-prob setine ait
ve (b) ITS bolgesi primer-prob setine ait Real-Time PCR hassasiyet sonuglari

4.6. Primerler ve Probun Seciciligi

Karpuz Bakteriyel Leke hastalik etmeninin tani ve tespiti i¢in hrpB2 geni ve ITS
bolgesine gore tasarlanan primer-prob setlerinin segiciligini saptamak amaciyla,
gelistirilen Real-Time PCR yontemi A. citrulli (Cizelge 3.1) ve diger bitki patojeni
bakterilere (Cizelge 3.2) uygulanmigtir. Uygulama sonucunda A. citrulli i¢in tasarlanan
her iki primer-prob setleri sadece A. citrulli bakterisine spesifik oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.9).
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10 20 30 10 20 30
Cycles Cycles
Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol
AlN P. syringae pv. syringae 00.00 A citrulli A1l P. syringae pv. syringae 00.00 A. citrulli
A2H X axonopodis pv. vesicatoria | 00.00 A. citrulli A2H X axonopodispv. vesicatoria | 00.00 A citrulli
A3 Erwinia amylovora 00.00 A citrulli A3 Erwinia amylovora 00.00 A. citrulli
AsH P. fomatopv. tomato 00.00 A. citrulli AsH P. tomatopv. tomato 00.00 A citrulli
A6 X campestris pv. campestris | 00.00 A citrulli A6 X campestris pv. campestris | 00.00 A. citrulli
arm | C  michiganensis subsp | ) o A cirulli || a7m | ©,  michiganensis subsp | g0 60 | g cir
michiganensis michiganensis
ASH Bacillus subtilis 00.00 A. citrulli AsH Bacillus subtilis 00.00 A. citrulli
A9 X axonopodis pv. phaseoli 00.00 A citrulli A9 X axonopodispv. phaseoli 00.00 A citrulli
A10M | P. savastanoipv. savastanoi | 00.00 A. citrulli A10M | P. savastanoipv. savastanoi | 00.00 A. citrulli
Al11W | Xylellafastidiosa 00.00 A. citrulli Al11W | Xvlellafastidiosa 00.00 A citrulli
A128 | Rhizobiumvitis 00.00 A. citrulli A128 | Rhizobiumvitis 00.00 A. citrulli
A13M | P. corrugata 00.00 A. citrulli A13M | P. corrugata 00.00 A citrulli
Al4 Pectobacterium carotovorum 00.00 A citrulli Al4 Peclobacler.mm carotovorum | o0 o 4 citrulli
subsp. carotovorum subsp. carotovorum
A158 | PK (dcidovorax citrulli) 20.43 A. citrulli A15E | PK (Acidovorax citrulli) 16.35 A. citrulli
Al6H | Negative Kontrol 00.00 A eitrulli Al6H | Negative Kontrol 00.00 A citrulli

Sekil 4.9. Acidovorax citrulli strainlerinin (a) hrpB2 geni primer-prob setine ve (b) ITS
bdlgesi primer-prob setine gore Real-Time PCR segicilik sonuglari

4.7. Real-Time PCR ile Hastalikh Bitki Dokularindan Acidovorax citrulli’nin Tespiti

Karpuz ve kavun yetistiriciliginde iiriin ve kalite kayiplarina sebep olan A.
citrulli’nin Real-Time PCR ile direkt hastalikli bitki dokularindan tespiti i¢in enfekteli
karpuz bitkisinin yapraklarindaki Sekil 4.10’daki sar1 okla gosterilen nekrotik dokulardan
alinan hastalikli yaprak pargaciklari eppendorf tiipiinde ezilerek elde edilen soliisyondan
2 ul alinarak Real-Time PCR islemi gergeklestirilmistir. Calismada primer-prob
setlerinin spesifikligi i¢in bitki DNA’da test edilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.10. (a) Karpuz ve (b) kavunda Acidovorax citrulli’nin olusturdugu nekrotik
simptomlar (Bu ¢aligmadan)

a 50

| 2019 24.96 800
110+ |
600-
8 / LI
E L (]
S 3 400-
) g -
3 0¥ — ' S0
10 = il
50+ , | " "
10 20 30 10 20 30
Cycles Cycles
Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol
A2W | Hastahkh Bitki Dokusu 2096 | A citrulli A10M | Hastalikh Bitki Dokusu 17.52 | A. citruili
A3l | Bitki DNAs1 (Karpuz) 00.00 | A citrulli Al1M | Bitki DNA"s1 (Karpuz) 00.00 | A citrulli
ASW | PK (Acidovorax citrulli) 20.18 | A citrulli Al12M | PK (Acidovorax citrulli) 16.54 | A. citruili
Al4M | Negatif Kontrol 00.00 | A citrulli Al4M | Negatif Kontrol 00.00 | A cirrulli

Sekil 4.11. Acidovorax citrulli’nin direkt hastalikli bitki dokusundan (a) hrpB2 geni
primer-prob setine ve (b) ITS bolgesi primer-prob setine gére Real-Time PCR sonuglari

4.8. Real-Time Bio-PCR

Real-Time PCR yo6ntemi ile hem canli ve hem de 6lii bakterilerin tespiti miimkiin
olabilmektedir. Bu nedenle bu c¢aligmada yalniz canli A. citrulli popiilasyonlarinin
tespitini gergeklestirmek amaciyla Real-Time Bio-PCR islemi gergeklestirilmistir. Stok,
10?, 102 ve 107 seviyeleri ile yapilan Real-Time Bio-PCR islemi sonucunda patojenin
her iki primer-prob seti ile tespiti yapilmistir (Sekil 4.12).
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a 26.8%32 b 2622842,
10-
il 110-
7 ”
o ] ~
E % 70° //
o i ! £
s S 00 v
] 6 3 4 a
m 2 |
=10
50- i -50- i
10 20 30 10 20 30
Cycles Cycles
Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol
A1l Stock Solution 00.00 A. citrulli AlM | Stock Solution 27.36 A. citrulli
A2l 101 26.87 A. citrulli A2H 10! 26.31 A. citrulli
A3 102 2832 A. citrulli A3l 102 28.03 A citrulli
AS 107 00.00 A. citrulli As5H 10 29.50 A. citrulli
A6M | Negative Control | 00.00 A. citrulli A6M | Negative Control | 00.00 A. citrulli

Sekil 4.12. Acidovorax citrulli’nin karpuz tohumlarindan (a) hrpB2 geni primer-prob
setine ait ve (b) ITS bolgesi primer-prob setine ait Real-Time Bio-PCR sonuglari

4.9. Kantitatif Real-Time PCR ve PCR Etkinligi

Erken donemde bitki materyallerinde bulunan epifitik bakterilerin sayisinin

belirlenmesi i¢in Kantitatif Real-Time PCR islemi ile referans standart egri
olusturulmustur. Bunun icin hazirlanan stok ¢ozeltiden 10 den 101% a kadar 10 un
katlar1 seklinde seyreltme yapilmistir. Hazirlanan seyreltmeler NA besi ortamina yayilmis
ve gelisen koloniler sayilmistir. Sayim sonrasi elde edilen veriler Kantitatif Real-Time
PCR islemi i¢in programina kaydedilmistir. Kantitatif Real-Time PCR isleminde olusan
amplifikasyon degerlerine bagl olarak referans bir standart egri olusturulmustur (Sekil.

4.13).
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| b
; 5 :
c e
3 9 8 4
: : ‘
3 3 g%
o o
i § >
46 18 20 2 24 2 28 30 32 34 3% M 17 19 2 2 2% a4 M M W3
Threshold Cycle Threshold Cycle
¥ =-0.593x + 20.135. r-squared = 0.888 y=-0.572x + 18.965. r-squared = 0,949
2028  24.5hekkenbs 20150(185.27 2293mos
20 52 - /
8 )
$ A § 300 P
% 100 e % 2 A H—
; [ g A
2 B0 5 g g
= = i & 1005y 4 f
~100
10 20 30 10 20 30
Cycles Cycles
SiteID | SampleID | FAMCt | Protocol SiteID | SampleID | FAMCt | Protocol
430 | Stok 2026 | Acitndli 230 | Stok 21.18 A citrulli
ASH | 107 2451 A citrulli ASH | 1071 21.81 A citrudli
A6 | 102 26.50 A citrulli A6l | 102 2314 A citrdli
ATH | 102 2130 | A.citndli ATH | 103 2522 | Acitrudli
ASH | 10% 28.85 A citrulli A8 104 2873 A citndli
Al0M | 10 2927 A citrulli Al0M | 10 2958 Acitndli
Al | 10 30.28 A.citndli AlE |10 3142 A citndli
A120 | 107 00.00 | Acitndli Al2 107 30.95 A citrudli
Al3E | 108 0000 | A citrulli Al30 | 108 00.00 | A citrudli

Sekil 4.13. Acidovorax citrulli’nin (a) hrpB2 geni primer-prob setine ait ve (b) ITS
bolgesi primer-prob setine ait Kantitatif Real-Time PCR ig¢in referans standart egrinin
olusturulmasi

Esik dongiisiiniin (Ct: threshold cycle) degerleri ile 10 nun katlar1 seklinde elde
edilmis bakteri konsantrasyonlarinin (cfu/2 pl) logaritmik artigindaki gii¢lii dogrusal
iligkiler arasinda olusan yiiksek korelasyon katsayilari ile elde edilen standart egri
sonucunda olusan denklemdeki slope degeri kullanilarak her iki primer-prob seti i¢in test
edilmis ve PCR etkinligi (E); E = 10 (1/51%°®) -1 hesaplanmis Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Kantitatif Real-Time PCR: Standart egri ve PCR etkinligi

Strain Locus Regresyon Denklemi  2R?  PSlope °Y =int 9PCR etkinligi (E) (%)

hrpB2  y=-0.593 +20.135 0.888 -0.593  20.135 97.941
A. citrulli
ITS y=-0.572+18965 0.949 -0.572 18.965 98.215

R2, ayn1 ve farkli seri diliisyonlarin teknik kopyalari arasinda veri dogrusalligmin bir 8lgiisiidiir; 1 en uygunudur.

bSlope, Standart egri icin denklemin agisal katsayisidir (y = mx + b).

°Y = int, egrinin y eksenini gectigi Ct degerini temsil eder.

9E = PCR etkinligi, % 100 maksimum teorik degerdir, yani her déngiide molekiillerin miikemmel iki katina gikmasi
anlamina gelmektedir (E = 10 ¢1/¢gim) _1)

4.10. Acidovorax citrulli’nin Tohum Hassasiyetinin Belirlenmesi ve Tohumdaki
Popiilasyon Yogunlugunun Kantitatif Real-Time PCR ile Karsilastirilmasi

A. citrulli’nin tohumdan tespiti igin in vitro kosullarda yapay olarak bulastirilan
100 adet karpuz tohumu kullanilarak elde edilen stok ¢ozeltiden kantitatif sonuglar ile
karsilastirma yapmak igin en diisiik seviye 10®ye kadar seyreltme soliisyonlar test
edilmistir (Sekil 4.14). Real-time PCR sonucunda elde edilen seyreltmelerin Ct degerleri
ile Kantitatif Real-Time PCR sonucu elde edilien standart egri karsilastirilarak tohumdaki
bakteriyel popiilasyon miktarlar1 belirlenmistir. Her iki primer-prob setleri ig¢in
olusturulan regresyon egrisi karsilastirilmistir.

a, 2433270800 b 25.28mpda 14
o V7 o 100-
g 100 / / g
9 Gu_ A 2 60 | A7
8 o g ;
g g0 / . 2 - .
T 20° A A L - Pl —
=20 20
-60- i i
10 20 30 10 20 30
Cycles Cycles
Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
A1W | Stok 00.00 A. citrulli A1N | Stok 00.00 A. citrulli
A2m | 10! 2433 A. citrulli A2W | 101 2542 A. citrulli
A3 102 27.07 A. citrulli A3 102 26.87 A. citrulli
ASH | 10° 27.56 A. citrulli ASH | 107 27.89 A. citrulli
Ab 10+ 30.11 A. citrulli Ab 10+ 29.41 A. citrulli
A7H | 10° 30.73 A. citrulli A7TH | 107 30.14 A. citrulli
ARM | 10° 00.00 A. citrulli ASH | 10° 00.00 A. citrulli

Sekil 4.14. Acidovorax citrulli’nin tohumdan (a) hrpB2 geni primer-prob setine ait ve (b)
ITS bolgesi primer-prob setine ait Real-Time PCR hassasiyet sonuglari
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Hastalik etmeni ile bulagik karpuz tohumu Kantitatif Real-Time PCR’ da test
edilmistir. Sonuglar, referans verisi ile karsilastirilarak tohumdaki A. citrulli’ye ait
bakteriyel populasyon belirlenmistir. Calismanin sonucunda, 100 tohumdan elde edilen
stispansiyon her iki primer-prob seti ile karsilastirilmistir. Karsilastirma sonucunda elde
edilen Ct degerleri referans egrideki standart araliginda yer almistir. Sekil 4.15°teki egride
mavi noktalar standart1 ve kirmizi noktalar 6rnegi temsil etmektedir. Referans egri ile
tohum hassasiyet verileri karsilastirilarak populasyon sayisi1 ve grafik elde edilmistir.
Bulasik tohumdan yaklasik 8x10° (hrpB2 primer-prob seti) ve 5x108 (ITS primer-prob

seti) bakteri tespit edilmistir.

Log Concentration

= t t t t 1 t t t
16 18 20 22 24

26

28

Threshold Cycle

30

y =-0.593x + 20.135, r-squared = 0.888

Log Concentration
i

32

34

36

15 17 19 21 23

25 27
Threshold Cycle

29

y =-0.572x + 18.965. r-squared = 0.949

Data Type Symbol
Unknown |
Standard e

Sekil 4.15. Acidovorax citrulli’nin tohumda (a) hrpB2 geni primer-prob setine ait ve (b)

31

ITS bolgesi primer-prob setine ait Kantitatif Real-Time PCR sonuglari
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4.11. Karpuz ve Kavun Cesitlerinin Acidovorax citrulli’ye Karst Duyarhhik
Reaksiyonlari

A. citrulli’ye kars1 karpuz ve kavundaki duyarlilik reaksiyonlarmin arastirtlmasi
icin bitki materyalleri (tohum ve fide) bolgedeki iireticilerden temin edilerek duyarlilik
reaksiyonunun arastirilmasi i¢in uygun kosullarda yetistirilerek gelistirilmistir. Gelisen
bitkilere en patojenik A. citrulli strainni i¢eren bakteri siispansiyonu hem sprey hemde
enjeksiyon yoluyla inokiile edilmistir. Hastaligin inkiibasyon siiresi sonucunda (10 giin)
tiim farkli karpuz ve kavun ¢esitlerinde kontrol bitkisi 6lgek alinarak hastalik olusumu
gozlenmistir. Bitkilerdeki hastalik olusumu kotiledon yapraklar ve gergek yapraklar baz
aliarak bitkideki fizyolojik degisimler; 9 farkli degerden olusan skala 6lgegine gore
degerlendirilmistir.

Karpuz ¢esitlerindeki degerlendirme sonucunda 28 ¢esit igerisinde Nostalji Flve
Crimsonsweet ¢esitlerinde simptomotolojik farklilik gozlenmistir. Diger karpuz
cesitlerinde kloroz olusumu, kotiledon yapraklar ve gercek yapraklardaki hastalik
gelisimi yogun (9. skala) bir sekilde belirlenmistir (Sekil 4.16). Nostalji F1 ve
Crimsonsweet ¢esitlerinde kotiledon ve yapraklarda nekrotik lezyonlar ve kloroz >50%
oraninda (8. skala) gozlenmistir (Sekil 4.17/18).

Kavun cesitlerindeki degerlendirme sonucunda 31 gesit icerisinde Baldo F1,
Citirex ve adahan F1 ¢esitlerinde simptomolojik farklilik gozlenmistir. Diger kavun
cesitlerinde kloroz olusumu, kotiledon yapraklar ve gercek yapraklardaki hastalik
gelisimi yogun (9. skala) bir sekilde gozlenmistir (Sekil 4.19). Baldo F1, Citirex ve
Adahan F1 ¢esidinde kotiledon ve yapraklarda biiyiik nekrotik lezyonlar >50% oraninda
(7. skala) belirlenmistir. Kloroz olusumu adahan gesidinde baldo ve ¢itirex gesitlerine
nazaran daha fazla olusmustur (Sekil 4.20/21/22).

Bitkilerdeki hastalik olusumunun kotiledon yapraklarda baslayip gergek ve yeni
yaprakciklara dogru ilerledigi saptanmistir. Kullanilan skala ile inokiile edilen toplam
59 farkli karpuz ve kavun c¢esidindeki simptom gozlemleri istatistiki olarak
degerlendirilmis ve Cizelge 4.3’de detaylandirilmistir.

Calismada kullanilan farkli karpuz ve kavun ¢esitlerinin hastaliga kars1 gosterdigi
duyarlilik reaksiyonlar1 SPSS (Version 16.0) paket programlar1 kullanilarak %5 6nem
seviyesinde ANOVA prosediirii uygulanarak Tukey ve Duncan ¢oklu karsilastirma
testleri uygulanarak cesitlerin gosterdigi duyarhilik reaksiyonlar: belirlenmistir. SPSS, p
degerini (Sig.-Onem seviyesi) vermektedir. Eger bu deger 0,05 ten kiiciikse Ho hipotezi
reddedilir. Tukey testi ve Duncan testlerinde Sig. degeri >0.05 olarak elde edildigi igin
homojenlik testi i¢in olan H, hipotezi kabul edilmistir. Yani %95 giivenli gruplarin
varyanslart homojendir ve istatistiksel olarak anlamli bir farklihk bulunmamistir.
Gruplar arasinda onem seviyesinde bir farklilik varken gruplarin kendi icinde bir
farklilik  bulunmamistir. Gruplarin arasindaki farkliligr inceledigimizde karpuz
cesitlerinden “Nostalji F1” ve “Crimsonsweet”, kavun gesitlerinden de “Baldo F1”,
“Critirex” ve “Adahan F1” diger ¢esitlere gore simptomolojik oranlarda farklilik
gbstermis olmasina ragmen hastalik olusumunun yogunlugu bitkideki duyarlilik i¢in
anlamli bulunmamistir (Cizelge 4.4; Cizelge 4.5).
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Bitki ¢esit ozelliklerinin etkisi ile bitkide hastalik degisik oranlarda olmustur.
Bitkilerdeki olusan simptomlar hastalik etmeninin bitkide yayilmasinda yeterli
goriilmiistiir. Bu gozlem ayrica bitkilere es zamanli yapilan enjeksiyon ile patojenin
bitkiye inokiilasyonu ile de desteklenmistir. Bu sonuclar degerlendirildiginde
bitkilerdeki duyarlilik reaksiyonu testi verilerine gore test edilen tiim bitkilerde dayanikli
cesit tespit edilememistir.

Sekil 4.16. Acidovorax citrulli ile test edilen karpuz bitkisinde (Elize F1) hastalik
olusumu (Skala 6l¢egi: 9) (a: Kontrol, b: Sprey uygulama c: Enjeksiyon uygulama)

Sekil 4.17. Acidovorax citrulli ile test edilen Nostalji F1 ¢esidinde olusan nekrotik yaprak
simptomlar1 (Skala 6lgegi: 8) (a: Kontrol, b: Sprey uygulama c: Enjeksiyon uygulama
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Sekil 4.18. Acidovorax citrulli ile test edilen Crimsonsweet karpuz ¢esidinde olusan
nekrotik yaprak simptomlar1 (Skala 6lgegi: 8) (a: Kontrol, b: Sprey uygulama c:
Enjeksiyon uygulama)

T——

b

—

Sekil 4.19. Acidovorax citrulli ile test edilen kavun bitkisinde (Sinem F1) hastalik
olusumu (Skala 6lgegi: 9) (a: Kontrol, b: Sprey uygulama c: Enjeksiyon uygulama)

61



BULGULAR N. OZTURK

Sekil 4.20. Acidovorax citrulli ile test edilen Baldo F1 kavun ¢esidinde olusan nekrotik
yaprak simptomlar1 (Skala 6l¢egi: 7) (a: Kontrol, b: Sprey uygulama c: Enjeksiyon
uygulama)

Sekil 4.21. Acidovorax citrulli ile test edilen Citirex kavun ¢esidinde olusan nekrotik
yaprak simptomlar1 (Skala 6l¢egi:7) (a: Kontrol, b: Sprey uygulama c: Enjeksiyon
uygulama)
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Sekil 4.22. Acidovorax citrulli ile test edilen Adahan F1 kavun ¢esidinde olusan nekrotik
yaprak simptomlar1 (Skala 6l¢egi:7) (a: Kontrol, b: Sprey uygulama c: Enjeksiyon
uygulama)
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Cizelge 4.3. Karpuz ve kavun c¢esitlerinin Acidovorax citrulli’ye karsi duyarlilik reaksiyonlarmin simptomolojik olarak degerlendirilmesi
(Sprey uygulama)

Kotiledon-Nekrotik Lezyonlar Kloroz Olusumu Gergcek Yapraklar-Nekrotik Lezyonlar
Cesit Karpuz/ Yeni Yeni Nekrotik Lezyon Rengi
Kavun 5 Yapragm 5 < Yapragin
Az | Orta | Yogun Az | Orta | Yogun | Yapraklarda | Az | Orta | Yogun Yapraklarda
Tamam Tamam
Olusum Olusum
Joker F1 Karpuz + + + + + Koyu kahverengi-siyaha
yakin
Starbus F1 Karpuz + + + + + Koyu kahverengi-siyaha
yakin
Celine F1 Karpuz + + + + + Koyu kahverengi-siyaha
yakin
Ustiin F1 Karpuz + + + + + Koyu kahverengi-siyaha
yakin
Ohman F1 Karpuz + + + + + Koyu kahverengi
Usta F1 Karpuz + + + + + Koyu kahverengi
Nostalji F1 Karpuz + + + + + Koyu kahverengi-siyaha
yakin
501 F1 Karpuz + + + + + Koyu kahverengi
Crimstar F1 Karpuz + + + + + Koyu kahverengi-siyaha
yakin
Crimsontide Karpuz + + + + + Koyu kahverengi-siyaha
yakin
Odipus F1 Karpuz + + + + + Koyu kahverengi-siyaha
yakin
Starburst F1 Karpuz + + + + + Koyu kahverengi
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Cizelge 4.3.’nin Devami

Kotiledon-Nekrotik Lezyonlar

Kloroz Olusumu

Gercek Yapraklar-Nekrotik Lezyonlar

. Karpuz/ . .
Cesit Ka\F/)un Vaorasn Yeni Vapragn Yeni Nekrotik Lezyon Rengi
Az Orta | Yogun pragt Az | Orta | Yogun | Yapraklarda | Az | Orta | Yogun pragi Yapraklarda
Tamam Tamam
Olusum Olusum
Empreror F1 Karpuz + + + + + Koyu kahverengi-siyaha
yakin
Karaoglan F1 Karpuz + + + + + Koyu kahverengi
Elize F1 Karpuz + + + + + Koyu kahverengi
Leanca F1 Karpuz + + + + + Koyu kahverengi
Crimstil F1 Karpuz + + + + Koyu kahverengi
Karain F1 Karpuz + + + + Koyu kahverengi
Crimsonsweet Karpuz + + + + + Koyu kahverengi-siyaha
yakin
Ala
F1(Crimson Karpuz + + + + Koyu kahverengi
Glory F1)
Style F1 Karpuz + + + + Koyu kahverengi-siyaha
yakin
Sahmaran F1 Karpuz + + + + + Koyu kahverengi-siyaha
yakin
Carayan F1 Karpuz + + + + + Koyu kahverengi
Crisbye F1 Karpuz + + + + + Koyu kah;’:lifgg"s'yaha
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Cizelge 4.3.’nin Devami

Kotiledon-Nekrotik Lezyonlar

Kloroz Olusumu

Gercek Yapraklar-Nekrotik Lezyonlar

Cesit Karpuz/ Yeni Yeni Nekrotik Lezyon Rengi
Kavun _ Yapragin _ 5 Yapragin
Az Orta | Yogun Az | Orta | Yogun | Yapraklarda | Az | Orta | Yogun Yapraklarda
Tamam Tamam
Olusum Olusum
Adana Karpuz + + + + + Koyu kahverengi-siyaha
yakin
Gazipaga-kara Koyu kahverengi-siyaha
Karpuz Karpuz + + + + + yakn
Lena Karpuz + + + + + Koyu kahverengi-siyaha
yakin
Bozbey Karpuz + + + + + Koyu kahverengi-siyaha
yakin
Alibey F1 Kavun + + + + + Kahverengi
Balhan F1 Kavun + + + + + Kahverengi
Anka F1 Kavun + + + + + Kahverengi
Balozii F1 Kavun + + + + + Kahverengi
Adahan F1 Kavun + + + + + Kahverengi
Davutbey F1 Kavun + + + + + Kahverengi
Dardanos F1 Kavun + + + + + Kahverengi
Karna F1 Kavun + + + + + Kahverengi
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Cizelge 4.3.’nin Devami

Kotiledon-Nekrotik Lezyonlar Kloroz Olusumu Gergcek Yapraklar-Nekrotik Lezyonlar
Cesit Karpuz/ Yeni Yeni Nekrotik Lezyon Rengi
Kavun . Yapragin . . Yapragin
Az Orta | Yogun Az | Orta | Yogun | Yapraklarda | Az | Orta | Yogun Yapraklarda
Tamam Tamam
Olusum Olusum

Sinem F1 Kavun + + + + + Kahverengi
Hacibey F1 Kavun + + + + + Kahverengi
Sigal F1 Kavun + + + + + Kahverengi
MGH78 Kavun + + + + + Kahverengi
Ziimra F1 Kavun + + + + + Kahverengi
Konak F1 Kavun + + + + + Kahverengi
Melita F1 Kavun + + + + + Kahverengi
Nap'gllyon Kavun + + + + + Kahverengi
Kirkagag Kavun + + + + + Kahverengi
Ankara Kavun + + + + + Kahverengi
Adana Kavun + + + + + Kahverengi
Gazipasa- .
dilimli Kavun + + + + + Kahverengi
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Cizelge 4.3.’nin Devami

Kotiledon-Nekrotik Lezyonlar Kloroz Olusumu Gergcek Yapraklar-Nekrotik Lezyonlar
Cesit Karpuz/ - - Nekrotik Lezyon Rengi
Kavun Yapramn Yeni Yaprasm Yeni
Az Orta | Yogun prag Az Orta Yogun | Yapraklarda § Az | Orta | Yogun prag Yapraklarda
Tamam Tamam
Olusum Olusum

Camlica Kavun + + + + + Kahverengi
Gladron- Kavun + + + + + Kahverengi
Gazipasa
Eskisehir Kavun + + + + + Kahverengi

Zorbey Kavun + + + + + Kahverengi
Bugra F1 Kavun + + + + + Kahverengi
SUk;libey Kavun + + + + + Kahverengi

Citirex Kavun + + + + + Kahverengi
Baldo F1 Kavun + + + + + Kahverengi

Ozbey Kavun + + + + + Kahverengi
ISh?:klbey Kavun + + + + + Kahverengi
Payam F1 Kavun + + + + + Kahverengi
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Cizelge 4.4. Calismada yer alan karpuz cesitlerinin Acidovorax citrulli’ye karsi

duyarliliklar1 (Sprey uygulama)

Cesit aSkala Olgegi "Tukey (")qem “Duncan (")pem Hastalikly/
(1-9 Seviyesi Seviyesi Dayamikl

Lena 9.00a Hastalikli
Gazipasa-karakarpuz 9.00a Hastalikli
Adana 9.00a Hastalikli
Sahmaran F1 9.00a Hastalikli
Style F1 9.00a Hastalikli
Ala F1(Crimson Glory F1) 9.00a Hastalikl1
Crimstil F1 9.00a Hastalikli
Leanca F1 9.00a Hastalikli
Karaoglan F1 9.00a Hastalikli
Starburst F1 9.00a Hastalikli
Crimstar F1 9.00a Hastalikli
Ohman F1 9.00a Hastalikl1
Usta F1 9.00a Hastalikl1
Bozbey 8.95a 100 0,762 Hastalikli
Crisbye F1 8.95a Hastalikl1
Carayan F1 8.95a Hastalikli
Odipus F1 8.95a Hastalikl1
Crimsontide 8.95a Hastalikli
501 F1 8.95a Hastalikli
Elize F1 8.85a Hastalikli
Celine F1 8.85a Hastalikli
Joker F1 8.85a Hastalikli
Karain F1 8.80a Hastalikli
Starbus F1 8.80a Hastalikli
Empreror F1 8.70a Hastalikli
Ustiin F1 8.70a Hastalikli
Nostalji F1 7.90b Hastalikl1
Crimsonsweet 7.85b 0.978 0132 Hastalikli

2 Skala 6lgegi (1-9)’deki derecelendirme materyal-metot kisminda detayli verilmistir.

bcSig. degeri >0.05
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Cizelge 4.5. Calismada yer alan kavun cesitlerinin Acidovorax citrulli’ye karsi
duyarliliklar1 (Sprey uygulama)

Cesit aSkala Degeri bTuke)f (")l.lem CDunca'n Opem Hastahkly/
(1-9) seviyesi seviyesi Dayanikh
Sinem F1 9.00a Hastalikli
Napolyon F1 9.00a Hastalikli
Kirkagac 9.00a Hastalikli
Camlica 9.00a Hastalikli
Gladron-Gazipasa 9.00a Hastalikli
Bugra F1 9.00a Hastalikli
Zorbey 8.95a Hastalikli
Hacibey F1 8.95a Hastalikli
Ozbey 8.95a 1.00 0,400 Hastalikli
Ishakbey F1 8.90a Hastalikli
Payam F1 8.90a Hastalikli
Alibey F1 8.85a Hastalikl1
Dardanos F1 8.85a Hastalikli
MGH78 8.85a Hastalikli
Melita F1 8.85a Hastalikli
Ankara 8.80a Hastalikli
Adana 8.80a Hastalikli
Siikriibey F1 7.95b Hastalikli
Davutbey F1 7.95b Hastalikli
Sigal F1 7.90b Hastalikli
Eskisehir 7.90b Hastalikli
Balhan F1 7.85b Hastalikli
Konak F1 7.80b 1.00 0,399 Hastalikli
Balozii F1 7.80b Hastalikli
Karna F1 7.80b Hastalikli
Gazipasa-dilimli 7.80b Hastalikli
Anka F1 7.75b Hastalikli
Ziimra F1 7.75b Hastalikli
Citirex 6.90c Hastalikli
Adahan F1 6.85¢C 1.00 0,483 Hastalikl
Baldo F1 6.75¢ Hastalikl

2 Skala degerii (1-9)’deki derecelendirme materyal-metot kisminda detayli verilmistir.

beSig. degeri >0.05
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5. TARTISMA

ABD'de 1980'lerin sonlarinda karpuz bakteriyel leke hastaliginin yikici etkisinden
sonra hastalik, Brezilya, Kosta Rika, Nikaragua, Avustralya, Tayvan, Cin, Israil, Japonya
ve Tiirkiye de dahil olmak iizere diinyanin farkli bolgelerinde ekonomik agidan sorun
olabilecek diizeyde etki ederek yayilmistir (Isakeit vd. 1997; Langston vd. 1999; Martin
ve O’Brien, 1999; O’Brien ve Martin, 1999; Schaad vd. 2003; Walcott vd. 2003;
Burdman vd. 2005). Acidovorax citrulli, diinya ¢apinda ekonomik olarak 6nemli olan bir
fidelik {iriintidiir. Son yillarda saglanan ilerlemelere ragmen, tohum saglik testi ile tohum
tedavilerinde patojene karsi etkin yontemlerin olmamasindan kaynaklanan kayiplari
minimize etmekte sinirli kalmaktadir. Ekonomik agidan 6nemli olmasia ragmen, A.
citrulli ekolojisinin temel yonleri yeterince anlasiimamustir. Cok spesifik tohum kékenli
bir bakteri olan A. citrulli depolama kosullari (4 °C ve % 50 bagil nem) siiresince en az 7
yil boyunca kavun (Citrullus lanatus var. citroides) tohumlariyla iliskili olarak hayatta
kalabildigi saptanmistir (Dutta vd. 2014). Karpuz ve kavun tohumlarinin diisiik sicaklikta
(5 °C veya alt1) saklanmasi da, A. citrulli’nin tohumda canli kalmasina neden olmustur
(Block ve Shepherd, 2015). A. citrulli’nin tarlada hayatta kalmasi i¢in bir bagka strateji
de mevsimler arasinda konak¢i olmayan veya goniillii bitkilerle oldugu cesitli
calismalarda potansiyel alternatif konakgilar1 arastirmalarda kullanilarak saptanmigtir
(Nascimento vd. 2004). Bu nedenlerle etmenler ile miicadelede basarili olabilmek i¢in
hastalik etmenlerinin hizli, glivenilir ve erken donemde tan1 ve tespitlerinin yapilmasi
gereklidir. Giinlimiize kadar patojenlerin tanisi ve tespiti i¢in pek ¢ok ydntem
gelistirilmistir. Bunlar arasinda secici ve yar1 se¢ici besi ortami1 kullanimu, ¢esitli serolojik
testler gelistirilmistir. Ancak bu testlerin olduk¢a uzun zaman almasi ve bazi durumlarda
kesin sonu¢ vermemesi sebebiyle niikleik asit temelli yontemler daha hizli ve giivenilir
olmasindan dolay1 tercih edilmektedir.

Son yillarda, birgok PCR bazli tohum saghig: tahlili gelistirilmistir (Feng vd.
2013). Tohum bilesiklerinin igerigi, yanlis negatif sonuglara yol agabildiginden ve PCR'1
inhibe edebildiginden, DNA saflastirma ve hedef organizmalarin (BIO-PCR) secici
olarak zenginlestirilmesi (Schaad vd. 1995) ve immiinomagnetik ayrilma ve PCR (IMS-
PCR) (Walcott ve Gitaitis, 2000) dahil olmak iizere birgok PCR oOncesi yontem
gelistirilmistir. Duyarlilik, zaman ve harcama bu yontemler arasinda degisir ve hedef bir
patojenin saptanmasi i¢in basarili bir PCR stratejisi gelistirilirken dikkate alinmasi
gereken Onemli faktorlerdir. Organizmalar ile ilgili en kesin ve dogru bilgiler niikleik
asitlerde yer almaktadir. Bu nedenle hastalik etmenlerinin tan1 ve tespitleri i¢in kullanilan
diger metotlara oranla niikleik asit temelli yontemlerin kullanimi daha giivenilir ve kesin
sonuglar vermektedir. Real-Time PCR (RT-PCR) yontemi, niikleik asit amplifikasyonu
ile es zamanl artis gosteren floresan sinyalin 6l¢iilmesine dayanan ve olduke¢a kisa siirede
sonu¢ veren bir PCR yontemidir. Real-Time PCR yonteminde sonuglar klasik PCR
yontemlerine oranla oldukga kisa siirelerde (20-30 dakika) ve kantitatif olarak elde
edilebilmektedir. Real-Time PCR yo6nteminde klasik PCR metoduna nazaran daha az
miktarda (1-2 pl) DNA kullanilarak daha hassas ve dogru sonuglar elde edilebilmektedir.
Real-Time PCR yonteminde tiim islem kapali bir PCR tiipii icerisinde ve tek seferde
gerceklestigi i¢in bulagsma riski, klasik PCR metoduna gore ¢ok daha diisiiktiir. Ayrica
Real-Time PCR sisteminde tiim PCR asamalar1 bir bilgisayar ekrani aracilig ile kontrol
edilebilmekte ve iglem istenildiginde durdurulabilmektedir. Real-Time PCR yonteminin
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klasik PCR yontemine gore bir diger ustiinliigii de kantitatif sonuglarin daha giivenilir
sekilde elde edilmesine imkan vermesidir.

PCR tabanli teshis yontemleri, tiire 6zgii primerler gerektirir ve A. citrulli igin, alt-
maddelere 6zgii primerler gereklidir. Ozel oligoniikleotid primerleri, farkli DNA
sekanslarina dayali olarak tasarlanabilmektedir. Bu amag i¢in kullanilan en yaygin diziler
arasinda 16S rDNA ve 16S-23S dahili transkripsiyonlu aralayict bolge (ITS)
bulunmaktadir (Louws vd. 1999). Bu ¢alismada ITS bolgesi ile birlikte hastalik olusturma
ve asirt duyarlilik olusturmadan sorumlu olan hrp gen salkimininda hrpB2 geni
kullanilarak cift tekerriir saglayan tanilama ve tespit yapilmistir.

A. citrulli etmeninin tam ve tespitinde kullanilan 30-35 dongiiliik klasik PCR
yontemleri ortalama 2-4 saat arasinda ve birkag giin siire alirken Real-Time PCR yontemi
ile minimum 14 dakika ve maksimum 25 dakikada (soliisyon yogunlugundan ve bitki
materyalindeki bilesiklerden dolay1 tani ve tespit siiresi farlilik gosterebilemekte)
tamamlanmaktadir. Ayrica Real-Time PCR sistemi bilgisayar ile beraber kontrol edilerek
islemin istenildiginde sonlandirilmasina ve sonuglarin es zamanli saptanmasina olanak
vermektedir.

Caligmada Real-Time PCR analizlerinde kullanilan Smart Cycler II cihazi diger
Real-Time PCR cihazlarindan farkli olarak analizlerin hem laboratuvar hem de arazi
kosullarinda yapilabilmesine olanak sunmaktadir. Ayrica, her 6rnek icin ayr1 PCR
programinda drnekleri analiz etme ve sonuglanan 6rnegin yerine tekrar baska bir 6rnegin
test edilebilmesi gibi olduk¢a onemli 6zellikler tasimaktadir. Bu ozellikler bakteriyel
patojenlerin, tohumdan, saglikli ve hastalikli bitki materyalinden ve saf bakteriyel
hiicreden direkt tan1 ve tespit analizlerinin hem laboratuvar hem de arazi kosullarinda
yapilabilmesine ve kisa siirede kesin, giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglar vermesine
olanak saglamaktadir.

Real-Time PCR metoduyla patojenlerin tan1 ve tespitleri iki sekilde yapilmaktadir.
Bunlardan birincisi; DNAya spesifik olmayan ve DNA sarmali arasina baglanarak 1s1ma
veren Syber Green adi verilen boyalarla yapilmaktadir. Ikinci yontem ise; DNA’ ya
spesifik olan problarla (Tagman, Molekiiler Beacon, Scorpion vb.) yapilmaktadir. Bu
caligmada patojenlerin tan1 ve tespitleri icin hedef DNA dizisine spesifik LNA prob
sistemi kullanilmistir. Real-Time PCR islemi icin DNA’ ya spesifik olmayan flouresan
boyalarin kullanilmasi durumunda yanlis baglanmalardan dolay1 bazen tutarsiz sonuglar
elde edilmesi, yeterli teknik bilgi ve iyi yetismis eleman ihtiyact duymasi dezavantajlar
arasinda sayilabilir. Real-Time PCR yonteminin kolayligi, tan1 ve tespitlerin hizli,
glivenilir ve hassas sekilde gerceklestirilebilmesi, direkt bitkisel materyallerden tespit
yapilabilmesi, bitki patojeni bakterilerin tan1 ve tespitlerini gerceklestirmek amaciyla son
yillarda yontemin kullaniminin yayginlasmasinda nemli rol oynamaktadir. Real-Time
PCR ile giiniimiize kadar farkli bitki patojeni bakterilerin tan1 ve tespitleriyle ilgili
¢alismalar tamamlanmistir (Freeman vd. 1999; Weller vd. 2000; Basim ve Basim 2004;
Basim ve Yilmaz 2005; Basim ve Basim 2007; Benlioglu ve Ozyilmaz 2007; Bellis vd.
2007; Luo vd. 2008 Basim ve Basim 2009, Caplik ve Basim 2009; Gottsberger 2010,
Bozan ve Basim 2011, Oztiirk ve Basim 2011, Licciardello vd 2011, Cottyn vd 2011,
Johnson ve Walcott 2012, Gallelli vd 2014; Aktas ve Basim 2017; Abdullai vd. 2017).
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Patojenlerle miicadelede erken donemde yapilan dogru, glivenilir ve hassas tani
ve tespit biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu nedenle, bu ¢alismada A. citrulli 'nin tohumdan,
bakteriyel hiicreden, hastalikli bitki dokularindan direkt tani ve tespitlerini
gerceklestirmek i¢in Real-Time PCR yontemi gelistirilmistir. Kantitatif Real-Time PCR
ile standart regresyon egrisi elde edilerek bitki materyallerindeki popiilasyon yogunlugu
belirlenmistir. Kantitatif Real-Time PCR yonteminin PCR etkinligi hesaplanmis ve
yiiksek oranda etkin oldugu saptanmistir. Caligmada hastalik etmenine karsi duyarlilik
reaksiyonun belirlenmesi i¢in en popiiler karpuz ve kavun gesitleri ayrica bazi yerli
cesitler test edilmistir.

A.avenae tiirleri ile A. avenae subsp. citrulli'nin tespiti i¢in yapilan ¢alismada 16S-
23S rDNA'nin intergenik aralayici bolgesinin dizisi kullanilmistir. Bu bolgeye spesifik
klasik primerleri ve Real-Time PCR primerleri ve problart tasarlanmistir. Real-Time
PCR primerleri Aacf3/Aacr2 ve prob AaP2 sadece A. avenae subsp. citrulli'de spesifik
oldugu diger tiirlerde amplifikasyon ger¢eklestirmedigi saptanmistir (Song vd. 2003). A.
citrulli’nin tohumdan tespiti i¢in magnetik ¢ekim-hibridizasyon PCR (MCH-PCR)
yonteminde biyotinlenmis hibritlesme yakalama sistemi bir streptavidin baglantisi bir
manyetik boncuk ile hibridizasyon gergeklestirilmistir. MCH Real-Time PCR yontemi
icin BOX fragmentine gore 480 bp bolgeyi ¢ogaltan BOXAACF/BOXAACR2 primer
seti ve 26 bazdan olusan AACPROBE probe gelistirilmistir. En diisiik hiicre
konsantrasyonu 10° cfu/ml? belirlenmistir (Feng vd. 2006; Amagliani vd. 2006; Zhao
vd. 2009). Benzer bir ¢alismada ITS bolgesine gore 448 bp bolgeyi ¢cogaltan HuiF/HuiR
primerleri ve 26 bazdan olusan HuiP probe (TAMRA) gelistirilmistir (Hui vd. 2007). A.
avenae subsp. citrulli’nin YD-tekrarli protein genine dayali Real-Time PCR yontemde
SYBR Green kullanilmis ve reaksiyon basina 5x100 fg/ul'lik saflagtirilmis genomik
DNA veya reaksiyon basina 6.5 koloni olusturan birim kullanilmistir (Cho vd. 2015). A.
citrulli'nin tespiti igin yapilan bir diger ¢alismada, primerler ve TagMan probu A. citrulli
genomu (Aave 1909, Gene ID: 4669443) kullanmiglardir. Bu testin tespit esigini, ml
(cfu/ml) basma 10° koloni olarak saptamislardir (Tian vd. 2016). A. citrulli icin TagMan
probu temelli izotermal PCR (TiiPCR) testinde spesifik primerler ve problari, her
reaksiyon tiipiinde 10 bakteri hiicresi kullanilmistir (Wu vd. 2016). A. citrulli'nin
kabakgil tohumlar1 iizerinde rutin olarak tespit edilmesinde kullanilacak bir qPCR
analizinde kullanilmak iizere uygun olan 98 bp'lik bir fragmani ¢gevreleyen bir primer seti
tasarlanmistir (Silva 2016). Bu ¢alismada ise 8 bp uzunlugunda daha kisa ve daha spesifik
olan LNA prob kullanilmistir. Calismamizda gelistirilen Real-Time PCR yontemi ile A.
citrulli 'nin minimum 14 dakika gibi kisa siirede tespit ve tanis1 yapilmistir. Real-Time
PCR yontemi ile A. citrulli’nin tanisinda kullanilan her iki primer-prob setlerinde 88
bp’lik bolge cogaltilmistir. Bu da daha kisa siirede sonug elde etmemizi saglamakta yani
cogaltilan DNA bolgesi daha kisa siirede amplifiye olarak dongii siiresi kisalmaktadir.
Bu da patojenin daha erken donemde teshisi ve daha erken miicadele yontemlerinin
uygulanmas1 bakimimdan 6nem tasimaktadir. Patojenlerin tespiti ve tanisinda kullanilan
diger yontemler ele alindiginda, ¢alismada kullanilan Real-Time PCR yontemi daha
hassastir ve zamandan tasarruf saglamaktadir. Diger tanit ve tespit yontemlerinde
kullanilan bakteri yogunlugu genellikle daha yiiksek olmasina ragmen bu calismada,
gelistirmis oldugumuz Real-Time PCR ydnteminde primer-prob setlerinin hassasiyet
siirt  direkt bakteri yogunlugunda 2 cfu/ml, bakteri DNA’sinda 12 fg olarak
bulunmustur. Boylece patojenin tanisi basaril bir sekilde ger¢eklesmistir. A. citrulli’nin
tan1 ve tespitleri icin elde edilen Real-Time PCR sonuglariyla, daha 6nce farkli bitki
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patojeni bakterilerin tani ve tespitleri i¢in elde edilen sonuglar karsilastirildiginda, bu
calismada gelistirilen yontem ile patojenlerin tespitindeki primer-prob setlerinin
hassasiyet limitlerinin oldukga diisiik oldugu belirlenmis ve sonuglarin hem ¢ok hizli hem
de giivenilir ve yliksek etkinlikte oldugu ortaya konulmustur. Calismada kullanilan bir
diger yontem Kantitatif Real-Time PCR’dir. Bu yontemle A. citrulli’nin karpuz ve kavun
tohumu {izerinde bulunan ve yeni enfeksiyonlar i¢in inokulum kaynagi olan popiilasyon
yoyunlugunun sayisal verilerinin elde edilmesi tizerinde ¢alisilmistir. Real-Time PCR’a
kantitatif degerler eklenerek olusturulan standart egri sonucunda bakteriyel populasyon
miktarini sayisal olarak ortaya koymamizi saglayabilmektedir. Bu dogrultuda gelistirilen
Kantitatif Real-Time PCR yontemi (Licciardello vd. 2011; Gallelli vd. 2014; Forootana
vd. 2017) ile yetistiricilik alanina aktarilmadan 6nce iiretim materyallerinde ¢oklu tarama
sonucunda bakteriyel popiilasyonun sayisal miktarinin belirlenmesi ile hastalik
etmenlerinin olusturacagi ekonomik kayiplarin azaltilmasina ve hastalik etmenlerinin
bitki materyaliyle bir sonraki donemlere aktarilmasinin 6niine gegilebilecektir.

A. citrulli, enfekteli tohumlar yoluyla belirli bir bolgeye yayilabilmekte (Assis vd.
1999) ve saglikli tohum ekimi hastaligin kontrolii i¢in 6nerilen birincil 6nlem olmaktadir
(Latin ve Hopkins 1995). Karpuz Bakteriyel Meyve Lekesi miicadelesinde,
gerekmedikge, tohumluk tiretim alanlarmin tohum tarla denetimi ve sertifikasyonu,
tohum saglig1 testi, fide denetimi ve profilaktik bakir bazli yonetim yoluyla izole edilen
tohumlarin tretimi yoluyla birincil inokulumu hari¢ tutmayr amaglayan entegre bir
yaklagimi mevcuttur. A. citrulli'ye kars1 miicadelede, Karpuz Bakteriyel Meyve Lekesi
salginlar1 diinya c¢apinda periyodik olarak olarak devam etmektedir. Daha etkin bir
entegre hastalik yonetimi stratejisi gelistirmek i¢in, meyve ve tohum iiretim ortamlarinda
Karpuz Bakteriyel Meyve Lekesi epidemiyolojisi ve patogenezisininin daha iyi
anlasilmasi gerekmektedir. (Walcott 2008). Hastalikla miicadelede simdiye kadar bir¢ok
yontem gelistirilmis ve denenmistir. Miicadele farkli kimysal bilesikler, dayanikli ¢esit
arastirmasi ve tohum uygulamasi yapilmigtir. Calismalar sonucunda yeni yaklasimlar
ortaya ¢ikartilarak hastaligin gelisiminin sinirlandirilmasina ve hastalikla miicadelesine
katki saglamistir.

A. avenae subsp. citrulli’nin alternatif konukgulariyla ilgili yapilan ¢alismada,
hastalik etmeni ¢esitli tilirlerin/cesitlerin, kabakgiller, soya fasulyesi, otsu bitkiler,
baklagiller dahil olmak iizere ilk ger¢ek yaprak asamasinda bitkilerde belirlenmistir.
Kavun ve karpuzdan izole edilen Aac 1.49 ve Aac 12.13 strainleri iceren bakteriyel
siispansiyonlar yapraklara piiskiirtiillerek inokiile edilmistir. Bitkilerin duyarhiligi,
inkiibasyon siiresi (PI) ve hastalik insidansi (INC) esas alinarak degerlendirilmistir
(Nascimento vd. 2004). 22 farkli ¢esit karpuz fidesinin hastalik etmenine karsi
dayaniklilig: test edilmis ve nispeten dayanikli meyvelere sahip olan “Seker Bebek”,
“Jubilation”, “Mirage”, “Calsweet”, “Crimson Sweet”, “Royal Sweet” ve “Sangria”
cesitleri saptamislardir. Daha duyarli kiiltivarlarin genellikle agik renkli bir kabugu
oldugu gozlemlemislerdir (Hopkins vd. 1993). A. avenae subsp. citrulli’ ye karsi
dayaniklilikta 1.344 Citrullus spp. ve Praecitrulllus fistulosus cesitleri kullanilmistir.
Calismada her bitki ¢esidinden 16 tekerriir kullanilmis ve PI 532811 (Cin), P1482279
(Zimbabve), ve PI 385964 (Kenya) elde edilen cesitler hastalik etmenine kars1 daha
dayanikli oldugu tespit edilmistir (Hopkins ve Thompson 2002b). Zimbabve ve
Zambiya'dan elde edilen karpuz gecislerinden olusan bes popiilasyonun Karpuz
Bakteriyel Leke hastaligina yiiksek diizeyde direng gosterdiklerini bildirilmistir (Hopkins
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ve Thompson 2002b). Crimson Sweet Ozellikteki karpuz cesidi ile yapilan 1slah
calismasinda PI 482279 ve PI 494817 gesitlerinde A. avenae subsp. citrulli karsi
dayaniklilik belirtileri gozlenmistir (Hopkins ve Levi 2008). Daha yakin zamanlarda
yapilan ¢alismada toplanan bitkilerden 332 Cucumis sp. ve dort C. melo ve bir C. ficifolius
bitkisinin yiiksek diizeyde A. citrulli'ye direng gosterdigini bildirmislerdir (Wechter vd.
2011). MH21 olarak isimlendirdikleri izolati, hastalikli kavun meyvesinden izole etmisler
ve A. avenae subsp. citrulli olarak tanimlamigtir. MH21 izolati, kavun fidesi lizerinde
patojenikliklerinde kusurlu olan mutantlar1 segmek i¢in transpozon Mini-Tn5 kullanilarak
mutasyona ugratilmistir. Southern blot analizi, transpozon TnS'min, MH21 izolati
kromozomundaki rastgele ve tek kopya eklemeleri olusturdugunu ortaya ¢ikarmistir. Bir
mutant M543, kavun fidesi iizerinde patojenisitesini kaybettigi belirlenmistir
(Zhengguang vd. 2009). Farkli konsantrasyonlarda bakteri ile enfekte olmus bir tohumda
A. citrulli'nin bulasma seviyeleri % 16.7 ila % 100 arasinda degismektedir (Dutta vd.
2012a). Miicadelede farkli tohum muamele yontemleri kullanilmistir. Melo vd. 2015
yilinda tohum muamelesinde, LMA1 ve CC-2 mayalarmin kullanarak, hastalikla
miicadelede etkinliklerini teyit etmislerdir, ancak tohumda hastaligi azaltmamislardir.
Wang vd. 2009 yilinda ayrica A. citrulli ile enfekte edilen Hami kavun tohumlarini P.
anomala 0732-1 hiicre siiziintiisii ile muamele farkli ettiklerinde hastalik siddetinde
onemli bir azalma olmadigin1 gézlemlemislerdir. Yaptigimiz ¢alismada hastaliga karsi
dayanikli cesitlerin varliginin arastirllmasi i¢in test edilen bitkilerde duyarlilik
reaksiyonlar1 sprey ve kontrol amacli yapilan enjeksiyon yontemiyle test edilmistir.
Kullanilan 59 popiiler ticari g¢esit ve bazi yerel karpuz-kavun g¢esitlerinde hastalik
simptomlar1 yiiksek oranda gozlenmistir. Bitkilerde olusan belirtilerin ileri zamanlarda
bitkinin yeni gelisen yapraklarina dogru ilerledigi gozlenmistir. Bu sonuglar sonucunda
28 karpuz cesidinde skala 8 ve 9 gozlenirken 31 kavun c¢esidinde skala 7, 8 ve 9
gozlenmistir. Caligmada test edilen 59 bitkide kullanilan skala degelerinin 7,8 ve 9
disinda kalan1 hari¢ hicbir cesitte bakteriye karsi kismen veya yar1 duyarlilik
saptanmamustir. Veriler SPSS (Version 16.0) paket programlari kullanilarak birden fazla
coklu karsilastirma testleri ile gosterdigi duyarlilik reaksiyonlar: istatistiksel olarak da
degerlendirilmistir.
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6. SONUCLAR

Karpuz ve kavun yetistiriciligi birgok iilkede ve iilkemizde de sicak ve 1liman iklime
sahip alanlarda yetistiriciligi yapilmaktadir. Yetistiricilik sirasinda verimi etkileyecek
canlt ve cansiz hastalik etmenlerinden kaynakli kayiplar olusabilmektedir. Bitkideki
fizyolojik degisiklige neden olan etmeninin varliginin tespit edilmesi ve tanisinin
yapilmas1 yetistiricilik i¢cin Onemli faktordiir. Bu nedenle ozellikle Cucurbitaceae
familyas1 i¢inde yer alan karpuz ve kavun yetistiricilik alanlarinda 6nemli meyve
kayiplarina neden olan Karpuz Bakteriyel Meyve Lekesi hastaligmin kontrol altina
alinmasi ve alternatif yontemlerin gelistirilerek {liretimde olusan sorunlar1 en aza
indirilmesi hedeflenen amagclarin basinda gelmektedir.

Calismada gelistirilen LNA prob ile Real-Time PCR yontemi; Acidovorax
citrulli’nin karantina listesinde yer almasindan ve bir tohumun bile bulasik olmasi
tasinmada yeterli inokiilasyonu sagladigindan dolay1 kisa ve etkili bir sekilde yurtigi ve
yurt dis1 tohum stoklarinin kisa siirede (14 dk) taranmasina olanak saglayacaktir. Bu
gelistirilen Real-Time PCR yontemi ile ¢ok kisa siirede (14-25 dk) herhangibir DNA
izolasyonuna gerek duyulmadan direkt bakteriyel hiicreden (bir A. citrulli hiicresi) ve A.
citrulli DNA’sindan (12 fg) ¢ok hassas ve giivenilir bir sekilde patojenin tanisi basariyla
sonuglanmistir. Caligmada gelistirilen Kantitatif Real-Time Bio-PCR ile bakterinin
karpuz ve kavun tohumundan direkt canli patojen bakterinin tespiti basarilmistir. Bu
sayede birincil inokulim kaynagi olan tohumla taginmaya engel olunabilecektir.
Karantina uygulamalarinda kullanilarak yeni A. citrulli strainlerinin tilkemize tohumla
tasinmasi engellenebilicektir.

Bu gelistirilen Real-Time PCR yontemi ile herhangi bir DNA izolasyonu
yapilmadan hastalikli bitki materyalinden (kotiledon ve ger¢ek yaprak dokularindan)
patojenin ¢ok hassas ve giivenilir bir sekilde tespiti gergeklestirilebilmistir. Karpuz
materyallerinden A. citrullinin kisa ve etkin bir sekilde belirlenmesi ve bitki
materyallerinde patojenin popiilasyon oranmin belirlenmesi igin uygulanan kantitatif
Real-Time PCR yontemi ile olusturulan regresyon egrileri sayesinde etmenin tohum veya
fidedeki bulasiklilik oranlarini belirlenmesini saglayan standart egri elde edilmistir. Bu
sayede test edilmesi gereken materyallerdeki canli ve 6lii bakteri hiicresinin popiilasyon
miktarlar1 belirlenerek miicadele yontemlerinin tercihine ve zamanimna klavuzluk
saglayabilecektir.

Ayrica ¢alismada kantitatif Real-Time PCR ile elde edilen standart egri sonucunda
PCR etkinlik orani belirlenmistir. Standart egri tiim konsantrasyon araliginda dogrusal
olarak elde edilmistir. Dogrusal bir standart egri, ayn1 zamanda, biiyiitme verimliliginin
degisen sablon konsantrasyonlarinda tutarli oldugunu ifade etmektedir. ideal olarak,
standart egri ve numune reaksiyonlarinin verimliligi % 90 ile 110 arasinda olmasi
istenmektedir. Calismada her iki primer-prob seti i¢in elde edilen PCR etkinligi % 97.941
ve % 98.215 oranlarinda elde edilerek yiiksek verimlilik saglamigtir.

Bu ¢aligmada bolgemizde tercih edilen popiiler ve bazi yerel karpuz-kavun
cesitlerinin patojen bakteriye karsi 6n bir degerlendirilmesi yapilmistir ve A. citrulli’ye
kars1 duyarlilik reaksiyonlarinin aragtiritlmasinda 28 karpuz-31 kavun ¢esidi test edilmis
ve test edilen higbir ¢esidin patojen bakteriye karsi dayanikli olmadigi saptanmistir.
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Sonug olarak, Karpuz Bakteriyel Meyve Lekesi hastaligina neden olan A. citrulli
bakteriyel etmenin tanisi, tespiti ve duyarlilik reaksiyonu ic¢in ¢ok yonlii molekiiler
aragtirma yapilmistir. Calismada gelistirilen Kantitatif Real-Time PCR yontemi ile birgok
farkl1 kombinasyon testlemeler ile spesifikligi, seciciligi, etkinligi ve pratikte
kullanilabilirligi giivenilir PCR sonuglari ile ortaya konulmustur. Ayrica arazi ¢aligmalart
ile farkl bitki cesitleri yetistirilerek hastaligin simptomatolojik gelismeleri incelenerek
bitkilerin duyarlilik reaksiyon oranlari belirlenmistir. Bu ¢aligma ile elde edilen aragtirma
sonuglar1 teorik ve pratik olarak bilimsel arastirmalara ve yetistiricilik alanlarina
uygulanabilmesi ile de miicadele yontemlerine biiyiik katki saglayacaktir.
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