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Ates yaniklig1 hastaligina neden olan Erwinia amylovora, Rosaceae familyasindan bagta armut,
elma ve ayvalarda zararli bakteriyel bir patojendir. Bu galismada, E. amylovora’ nin 2 viriilent
izolatinin (Ea234-1 ve Ea240-3) farkli elma (Braeburn, Fuji, Gala ve Golden Delicious), armut
(Santa Maria ve Williams) ve ayva (Esme ve Ekmek) ¢esitlerinde enfeksiyonu sonucu zamana
bagli olarak toplam protein miktarlarinin belirlenmesi amaglanmustir. E. amylovora (10° hiicre
ml™) ile yaprak inokulasyonundan sonraki 24, 36 ve 72. saatlerde ornekler alinmustir.
Enfeksiyonlarin dogrulanmasi i¢in, bakteri inokule edilen bitkilerden re-izolasyonlar yapilmis
ve etmen biyokimyasal ve molekiiler testlerle E. amylovora olarak tanilanmistir. Toplam
protein miktarlarinin belirlenmesinde Bradford yontemi ve SDS-PAGE analizleri i¢in Laemmli
yontemleri kullanilmis, protein ekstraktlarinin 595 nm’ de absorbans degerleri elde edilmistir.
Elde edilen bulgulara gore, elma gesitlerinde E. amylovora enfeksiyonu sonrasi kontrole
kiyasla 24. saatte toplam protein miktarinin arttigi, 36. ve 72. saatte miktarin azaldigi,
Braeburn ¢esidinin en yiiksek protein miktarina sahip oldugu belirlenmigtir. Armut
¢esitlerinde, 24. ve 36. saatlerde toplam protein miktar1 artarken, 72. saatte protein miktarinin
azaldigl ve Santa Maria ¢esidinin en yiiksek protein miktarina sahip oldugu tespit edilmistir.
Ayva ¢esitlerinde, toplam protein miktarinin 72. saatte arttigi ve Esme ¢esidinin en yiiksek
protein miktarina sahip oldugu belirlenmistir. SDS-PAGE analizi sonucunda, farkli molekiil
agirliklarina sahip protein fraksiyonlari elde edilmistir. Elma ve ayva gesitlerinde sirasiyla
yaklagik 55-70 ve 35-55 kDa, armut ¢esitlerinde ise yaklasik 55-70 kDa molekiil agirliginda
protein bantlar1 belirlenmistir.
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Fire blight disease caused by Erwinia amylovora is a destructive bacterial pathogen mainly on
pears, apples and quinces from Rosaceae family. In this study, it was aimed determination of
total protein amounts in different apple cultivars (Braeburn, Fuji, Gala and Golden), pear
cultivars (Santa Maria and Williams) and quince cultivars (Egsme and Ekmek) in the infections
of two virulent E. amylovora strains (Ea234-1 and Ea240-3) according as the time. It was
taken leaf samples after leaf inoculation with E. amylovora (10° CFU ml™) at 24th, 36th and
72nd hours. For verification of the infections, re-isolations were made from bacteria inoculated
plants and the agent was identified as E. amylovora by biochemical, physiological and
molecular tests. In determining the amounts of total protein and in the SDS-PAGE analyses
were used Bradford and Laemmli methods, respectively, and absorbance values of protein
extracts derived from the leaf samples taken, were obtained at 595 nm wavelength. According
to the findings obtained; after infection of E. amylovora in the apple varieties comparing to
controls, total protein concentrations at 24th hours increased and a decrease in the amount of
36th to 72nd hours and Braeburn has the highest protein content was determined. In the pear
varieties, while total protein concentrations at 24th and 36th hours increased, a decrease in the
amount of 72nd hour, and Santa Maria variety has the highest protein content was detected. In
the quince varieties, total protein concentrations at 72th hour increased and Esme variety has
the highest protein content was identified. As a result of SDS-PAGE analysis, protein fractions
which have different molecular weights were obtained. The protein bands were defined
approximately 55-70 kDa and 35-55 kDa molecule weight on apple and quince varieties,
respectively and also approx. 55-70 kDa in pear varieties.
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Giris

Meyvecilik, lilkemiz tarimsal iiretimi iginde dnemli
bir yere sahiptir. Ulkemizde 2012 yili itibariyle,
1.937.000.000 hektar alanda 17.810.942 ton meyve
dretilmistir. Bu {iretim miktarmin  %19’luk  kismini
yumusak g¢ekirdekli meyveler olusturmaktadir (Anonim,
2012). Tirkiye onemli yumusak c¢ekirdekli meyve
iireticisi llkelerden biri olmakla birlikte bu meyve
grubuna giren elma, armut ve ayvanin anavatanlarindan
biri olarak da ayr1 bir éneme sahiptir (Ulkiimen, 1938;
Ozbek, 1978). Ulkemiz diinyada yetistiriciligi yapilan
76.378.738 ton elma iiretiminin %4’nii olusturmasiyla ile
3. sirada, 23.580.845 ton armut iiretiminde 7. sirada ve
596.532 ton ayva iretiminin %23’ ile 1. sirada yer
almaktadir (Anonim, 2012).

Yumusak c¢ekirdekli meyve yetistiriciliginde hastalik
ve zararlilardan dolayr 6nemli kalite ve verim kayiplari
meydana gelmektedir. Erwinia amylovora (Burr.)
Winslow ve ark.’ nin neden oldugu ates yanmikligi,
yumusak c¢ekirdekli meyve agaclarinin en tehlikeli
bakteriyel hastaligidir. Etmenin, Pyrus ve Malus
cinslerinin yan1 sira Rosaceae familyasinin 37 cinsine ait
400 tirde hastalik olusturdugu rapor edilmistir. Bu
cinslerin iginde en siddetli yaniklik belirtisi gosterenler ve
ekonomik olarak, Onemli Olgiide zarar gorenler basta
Pyrus ve Malus olmak iizere Cydonia, Eriobotrya,
Cotoneaster, Crataegus, Pyracantha ve Sorbus cinsleridir
(Zwet ve Keil, 1979). Ates yamkligi diinya c¢apinda
46’dan fazla iilkede ates yanikligi rapor edilmistir ve
konukgularinda ciddi ekonomik kayiplara neden
olmaktadir (Zwet ve Beer, 1995; Norelli ve ark., 2003;
Zwet, 2006; Scheer, 2009). Tiirkiye’de ise etmen ilk defa
1985 yilinda Afyon ili Sultandagi ilgesinde armutlarda
tespit edilmistir (Oktem ve Benlioglu, 1988).

Ates yanikligina karsi gliniimiize kadar uygulanan
miicadele yontemlerinin hig¢birinde etkili ve kalict bir

¢6ziim  belirlenememistir.  Giintimiizde  ¢alismalar,
konukgu patojen arasindaki etkilesimin anlagilmasi
iizerinde yogunlagmaktadir. Konukg¢u bitkiler,

hastaliklarin olusturacagi zararlara engel olmak igin
dayaniklilik (Resistance, R) genlerini gelistirmislerdir.
Dayaniklilik geninin iiriinii olan proteinler hastalik
etmeninin bitkiye girmesi sirasinda salgiladigt aviriilens
(Avr) gen {rlinlerini tanima yetenegine sahiptirler.
Dayaniklilik geninin {irlinii olan proteinler tarafindan
alinan sinyal herhangi bir yolla hiicre icerisindeki gerekli
yerlere iletildiginde, bitki aktif savunma sistemi ve tepki
mekanizmasi ¢alismakta ve sonugta da dayamiklilik
olgusu ortaya ¢ikmaktadir (Dixon ve Lamb, 1990; Lamb,
1994).

Biyiik ¢esitlilige ve farkli islevlerine karsin temelde
oldukga benzer yapilar1 olan proteinlerin, iistlendikleri
onemli gorevler nedeniyle yapilarinin aydinlatilmasi,
sentezlerinin ve islevlerinin ortaya konulmasi ¢ok biiyiik
onem tasimaktadir (Temizkan ve Arda, 2004). Nicel ve
nitel protein analizleri metabolizmanin isleyisi hakkinda
onemli ipuglar1 sagladigindan canli ile iligkili tiim temel
bilim dallarinda biiyiik yer tutmaktadir.

Patojenesisle iligkili (Pathogenesis Related; PR)
proteinler, saglikli bitkilerde yaygin olarak ve eser
miktarlarda bulunurlar ancak bitkilerin viris, viroid,

fungus veya bakteriler ile enfeksiyondan sonra ¢ok
yiiksek konsantrasyonlarda iiretilirler (De Wit ve Bakker,
1980; Gianinazzi ve ark., 1980; Ahl ve ark., 1981;
Camacho Henriquez ve Sanger, 1982). PR proteinleri
diigiik molekiil agirligina (6-43kDa) sahip proteinlerdir ve
genellikle  apoplastta  birikmektedirler. ~ Dayanikli
bitkilerde, PR protein birikimi hassas bitkilere gore daha
fazla olmaktadir (Van Loon, 1999).

E. amylovora enfeksiyonu ile elmada farkli PR
proteinlerin biriktigi belirlenmistir (Venisse ve ark., 2002;
Norelli ve ark., 2009). Bonasera ve ark. (2006), elmada,
E. amylovora ile inokulasyondan sonra PR1 protein
ifadesinde artis olmadigint bunun aksine patojen
saldirisina karsit PR1 benzeri proteinlerin (PR2, PR5 ve
PRS8) ifade edildigi proteinlerinin ifadesinin arttigini
belirlemislerdir (Bonasera ve ark., 2006; Milcevicova ve
ark., 2010).

Bu calismada, diinyada ve iilkemizde uygun sartlar
altinda biiylik zararlara sebep olan E. amylovora’ nin
bitkilerde olusturdugu biyotik stresin elma, armut ve ayva
cesitlerinde, zamana bagli olarak, bitki savunma
mekanizmasinda bulunan toplam protein miktarlari
tizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot

Bitki Materyali ve Yetistirme Kosullar

Denemede, Breaburn, Gala, Golden ve Fuji elma
gesitleri, Santa Maria ve Williams armut ¢esitleri, Ekmek
ve Esme ayva ¢esitlerinin saglikli gelisim gosteren 3
yasindaki fidanlar1 materyal olarak kullanilmiglardir.
Armut ve ayva fidanlar1 Arelya Fidancilik, Konya, elma
fidanlar1 Egirdir Bahge Kiiltlirleri Arastirma Enstitiisii,
Isparta’dan temin edilmistir. Fidanlar, toprak-yanmis
giibre-kum (1:1:1) karnisimi igeren 6 kg’lik saksilara
dikilmigler, 23-25°C  sicaklik, 12.000-14.000 lux
aydinlatma ve %65-70 nispi nem kosullarina sahip serada
yetistirilmislerdir. Dikimden sonra bitkilere, toplamda 15
gr kalsiyum nitrat ve 50 ml hiimik asit giibreleri 7 giin
arayla yar1 dozlar1 uygulanmistir (Kacar ve Katkat, 1999).

Bakteriyel Izolatlar ve Bitkilerin Inokulasyonu

Selcuk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Bolimii Kiiltiir Koleksiyonu’ndan secilen 10 adet E.
amylovora izolatma, Norelli ve ark. (1988)’a gore
viriillens testi yapilmis ve yiiksek viriilent olarak
belirlenen iki izolat, Ea234-1 (%84) ve Ea240-3 (%91),
denemelerde kullamilmistir. E. amylovora izolatlarinin
stok kiiltiirden Sakkaroz Nutrient Agar (SNA) besi yerine
ekimleri yapilmis ve 48 saatlik kiiltiirler inokulasyon igin
kullanilmislardir. Inokulasyon icin 10® hiicre ml*
yogunlukta (OD: 0.15, 660 nm dalga boyunda)
stispansiyonlar1 hazirlanmigtir. Bakteriyel stispansiyona
batirilan steril bir makas yardimiyla bitkilerin en geng
yapraklarinin u¢ kismi kesilmis ve bakteriyel siispansiyon
icerisine 30 sn kadar batirilmistir (Norelli ve ark., 1984 ve
1986). inokulasyonlar, bitkilerin siirgiin uzunlar1 25 cm’e
ulastiklarinda yapilmistir. Bu durum farkl bitki tiirleri ve
cesitlerinde farkliliklar  gostermistir. Bitkiler, izolat
numarasi, inokulasyon tarihi ve inokulasyon saati ile
etiketlenmislerdir
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Bitki Orneklerinin Alinmasi

Bakteri inokulasyonundan sonraki 24, 36 ve 72.
saatlerde, kontrol bitkilerde dahil olmak {izere,
inokulasyon yapilan siirgiin iizerindeki en gen¢ olandan
baslanarak almman yaprak oOrnekleri, aliiminyum folyoya
sarildiktan sonra sivi azota batirilarak dondurulmustur.
Protein analizi yapilincaya kadar oOrnekler -80°C’ de
saklanmistir (Bonasera ve ark., 2006).

E. amylovora’ min Re-izolasyonu ve Tanilanmasi

Koch postiilatlar1 geregi, bakteriyel inokulasyondan
15 giin sonra siirgilin ve yaprak ornekleri alinarak aseptik
kosullarda Nutrient Agar (NA) besi yerine izolasyon
yaptlmis  ve  23-25°C° de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan 36 saat sonra olusan tipik kolonilerden
cizgi ekim yapimistir (Saygili, 1995). Etmen,
biyokimyasal, morfolojik ve fizyolojik olarak, Fahy ve
Persley (1983), Lelliot ve Stead (1987), Schaad ve ark.
(2001)’e gore tanilanmistir. Elde edilen izolatlarin PCR
ile tan1lanmasinda, bakterinin pEA29 plazmidi i¢in dizayn
edilen spesifik A/B primer ¢ifti kullanilarak, 1kb’lik
bolgenin amplifikasyonu yapilmistir (Lecomte ve ark.,
1997; Bereswill ve ark., 1992). Spesifik A ve B
primerlerinin baz dizilisi ve PCR protokolii; A:
(5'CGGTTTTTAACGCTGGG3") ve B:
(5'GGGCAAATACTCGGATTS3"), Termal cycler
programi; 95°C de 3 dk (1 dongii), 94°C de 1 dk, 52°C de
1 dk, 72°C de 1 dk (35 dongii), 72°C de 10 dk (1
dongii)’dur.

Bitki Orneklerinden Toplam Protein Izolasyonu

Bitki drnekleri her bitki ¢esidi ve 6rnekleme zamanina
gore 4’er adet olmak iizere 0,5’er g tartilarak, 0,1 M
sodyum fosfat tamponu ve %2 PVPP ile homojenize
edilmigtir. Daha sonra 4°C’ de 14000 rpm’ de 30 dk.
santrifiij edilerek siipernatantlar yeni eppendorf tiiplere
almmustir (Ben Khaled ve ark., 2002).

Bitki ekstraktlarinin protein igerigi Bradford (1976)’ a
gore belirlenmistir. Protein 06ziitlerinin konsantrasyonun
belirlemek i¢in Coomasie Brillant Blue reaktifi ve protein
standartlarinin hazirlanmasi i¢in Bovin Serum Albiimin
(BSA) kullanilmigtir. Bitki 6rneklerindeki protein miktari
595 nm’ de absorbans degerleri dlciilmiistiir. Orneklerin
total protein miktarlart bu ¢alismada olusturulan protein
standart egri grafigi kullanilarak belirlenmistir.

SDS-PAGE Analizi

E. amylovora inokulasyonundan 24, 36 ve 72.
saatlerde izole edilen proteinlerin molekiil agirliklari,
SDS-PAGE analizi Laemmli (1970)’e gore belirlenmistir.
SDS-PAGE analizinde proteinler, yiikleme jeli (%5):
[Akrilamid/bis 1,6 ml, Tris (pH 6,8) 2,5 ml, %10 SDS 0,1
ml, ddH,O 6 ml, TEMED 5 pl ve Amonyum persiilfat 50
ul] ve ayirma jeli (%12): [Akrilamid/bis 12 ml, Tris (pH
8,8) 7,5 ml, %10 SDS 0,3 ml, ddH,0 10 ml, TEMED 15
ul  ve Amonyum persilfat 150 pl] kullanilarak
ayristirilmistir.  Polimerizasyon tamamlandiktan sonra
yikleme jelindeki kuyucuklar saf su ile yikanmig ve
elektroforez tankina 5X TBE doldurularak jeldeki
kuyucuklara 20 pl 6rnek proteinler yiikklenmistir. Jeldeki
irlinler 30 mA’lik akimda seperasyona tabi tutulmuslar ve
elektroforezden sonra jel, izopropanollii fiksatif icinde,
oda sicakliginda 30 dk disik hizda calkalanmigtir.
Izopropanollii fiksatif dokiilerek hizli boyama ¢ozeltisi

katilmis ve oda sicakliginda en az 2 saat calkalanmistir.
Daha sonra boyama ¢ozeltisi uzaklastirilmis ve jel yikama
¢oOzeltisinde calkalanarak yikanmistir. Protein bantlari
gOriiniir hale geldikten sonra jeller fotograflanmigtir (Arda
ve Ertan, 2004).

Istatistiksel Analizler

Elde edilen tim bulgulara, MINITAB 14 (ANOVA)
programinda Varyans analizi ve MSTAT programinda
Duncan testi kullanilarak istatistiksel analizler yapilmustir.

Sonuglar ve Tartisma

Farkli elma, armut ve ayva ¢esitlerinde, E. amylovora
enfeksiyonu sonucu, konukc¢u protein miktarlarindaki
zamana bagli degisimin belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen
denemelerde, konukcu diizeyinde farliliklar ve SDS-
PAGE analizi ile spesifik bantlar elde edilmistir.

Toplam  Protein ~ Miktariin  Belirlenmesi  Icin
Hazirlanan Standart Egri

Bradford (1976) yontemine gore hazirlanan protein
standartlarinin ve E. amylovora inokulasyonu sonrasi
zamana (24, 36, ve 72. saatlerde) bagli olarak armut, elma
ve ayva fidanlarindan alinan yaprak orneklerine ait
protein ekstraktlarinin biyofotometre’de 595 nm’ de
absorbans  degerleri elde edilmistir  (Sekil 1).
Calismamizda elde edilen standart egrinin R=0,9668
degeri, linecer regresyonun  giivenilir  oldugunu
gostermistir.

y =0,6981x + 0,2017
R?=0,9668
4@ Seril;2;

1,514
Seri 1;1,4;
X 1,288
@® sSeril;1,2;
Seri 1;0,8; 1,032
0,853
@ Seri1;06;

055
/0 Seri1:0,2; 0,3

Konsantrasyon

Absorbans

Sekil 1 Bradford Yontemine Gore Hazirlanan Protein
Standart Egri Grafigi

Elma Cesitlerinde E. amylovora Enfeksiyonu Sonrasi
Belirlenen Toplam Protein Miktarlari

Ea234-1 izolat1 ile enfeksiyonunun, Braeburn, Fuji, Gala
ve Golden elma ¢esitlerinde toplam protein miktar1 ve
ornekleme zamanlar1 arasindaki interaksiyon istatistiki
olarak p<0,01 seviyesinde 6nemli bulunmustur (Cizelge
1). Enfeksiyondan sonraki 24. saatte total protein
miktarinda Braeburn, Fuji ve Golden sayisal olarak artig
belirlenirken, Gala ¢esidinde ise sayisal olarak kii¢iik bir
azalma gostermistir. Elde edilen verilere gore,
enfeksiyondan sonraki 24. saatte Fuji ¢esidinde toplam
proteinin kontrol bitkilere oranla en yiiksek sayisal
degere, 36. saatte Braeburn ve Gala ¢esidinde en yiiksek
ve 72. saatte Golden ¢esidinde en diigiik sayisal degere
ulagsmustir (Cizelge 1).
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Toplam protein miktar1 bakimindan ¢esitler arasindaki
farkliliklar istatistiki olarak p<0,01 seviyesinde onemli
bulunmustur. Bu verilere gére, Ea234-1 enfeksiyonundan
sonra Braeburn ¢esidinin en yiiksek protein miktarina
sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 2).

Ornekleme zamanlari arasindaki farklhiliklar istatistiki
olarak p<0,01 seviyesinde oOnemli bulunmustur. Bu
verilere gore kontrole oranla 24. saatte alinan 6rneklerin
protein miktarinda artig, 36. ve 72. saatte alinan
orneklerin  protein miktarinda diisis  belirlenmistir
(Cizelge 3).

Ea240-3 izolat1 ile enfeksiyon sonrasi elma ¢esitleri ve

seviyesinde 6énemli bir iligki bulunmustur. Sayisal olarak
enfeksiyondan sonraki 24. saatte toplam protein miktari
kontrol bitkilere oranla Fuji ve Gala gesitlerinde, 36. ve
72. saattlerde Braeburn ¢esidinde artiglar goriilmiigtiir
(Cizelge 4).

Ea240-3 izolat1 ile enfeksiyondan sonra toplam
protein miktar1 bakimindan g¢esitler arasindaki farkliliklar
istatistiki olarak p<0,01 seviyesinde 6nemli bulunmustur.
Bu verilere gore Braeburn ¢esidinin en yiiksek protein

miktarina sahip oldugu belirlenmisticr (Cizelge 5).
Omnekleme zamanlart arasinda istatistiki  farklilik
belirlenmemistir.

ornekleme zamanlar1 arasinda istatistiki olarak p<0,01

Cizelge 1 Ea234-1 izolat1 enfeksiyondan sonra elma cesitleri ve 6rnekleme zamanlar1 arasindaki interaksiyona bagli

olarak belirlenen toplam protein miktarlar

Ornekleme Zamanlari
Cesit 24, saat 36. saat 72. saat
Kontrol Ornek Kontrol Ornek Kontrol Ornek
Braeburn 0,90+0,10ef 0,93+0,15ef 1,30+0,10cd 1,10+0,10cde 1,80+0,10ab 1,33+0,51¢
Fuji 0,70+0,10fg 1,10+0,17cde 1,00+0,10def 0,93+0,06ef 1,90+0,10a 0,97+0,12ef
Gala 1,10£0,10cde 0,97+0,12ef 0,80+0,10efg 1,00+0,10def 0,80+0,10efg 0,8340,15efg
Golden 0,90+0,10ef 0,97+0,06ef 0,70+0,10fg 0,57+0,06¢g 1,90+0,10a 0,8340,06efg

Ornek: Erwinia amylovora inokule edilmis bitki, Kontrol: Su inokule edilmis bitki, *Cesit ve 6rnekleme zamanlari arasindaki farkliliklar istatistiki

olarak 6nemlidir (p<0,01)

Cizelge 2 Ea234-1 izolat1 ile enfeksiyondan sonra elma cesitleri ve toplam protein miktarlari arasindaki interaksiyon

Cesit Braeburn Fuji Gala Golden
Ortalama 1,23+0,37a* 1,10+0,40b 0,92+0,15b 0,98+0,45b
*Ayni satirda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki farkliliklar istatistiki olarak 6nemlidir (p<0,01)
Cizelge 3. Ea234-1 izolat1 ile enfeksiyondan sonra 6rnekleme zamanlari bakimindan degerlendirilmesi
Ornekleme Zamanlari
Ortalama 24. saat _ 36. saat _ 72. saat ..
Kontrol Ornek Kontrol Ornek Kontrol Ornek
0,90+0,17b* 0,99+0,13b 0,954+0,25b 0,90+0,22b 1,60+0,49a 0,99+0,32b

Ornek: Erwinia amylovora inokule edilmis bitki, Kontrol: Su inokule edilmis bitki, *Aym satirda farkh harflerle gosterilen degerler arasindaki

farkliliklar istatistiki olarak 6nemlidir (p<0,01)

Cizelge 4 Ea240-3 izolati enfeksiyondan sonra elma cesitleri ve 6rnekleme zamanlari arasindaki interaksiyona bagl

olarak belirlenen toplam protein miktarlar

Ornekleme Zamanlari
Cesit* 24, saat 36. saat 72. saat
Kontrol Ornek Kontrol Ornek Kontrol Ornek
Braeburn 1,60+0,10a 1,48+0,17abc 1,10+0,10abcd  1,33+0,49ab 0,80+0,15bcd  1,27+0,50abc
Fuji 0,80+0,15bcd  0,93+0,60bcd 1,10+0,10abcd  0,97+0,15bcd 1,60+0,10a 1,37+0,50ab
Gala 0,80+0,10bcd  1,0040,20bcd  0,80+0,10bcd  1,20+0,53abed  0,70+0,10cd  0,67+0,06d
Golden 0,90+0,10bcd  0,87+0,29bcd 1,20+0,10abed  0,67+0,06d 0,90+0,10bcd  0,67+0,06d

Ornek: Erwinia amylovora inokule edilmis bitki, Kontrol: Su inokule edilmis bitki, *Cesit ve drnekleme zamanlari arasindaki farkliliklar istatistiki

olarak 6nemlidir (p<0,01)

Cizelge 5 Ea240-3 izolat1 ile enfeksiyondan sonra elma gesitleri ve toplam protein miktarlar1 arasindaki interaksiyon

Cesit Braeburn Fuji

Gala

Golden

Ortalama 1,18+0,38a* 1,13+0,41a

0,86+0,28b

0,87+0,22b

*Ayni satirda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki farkliliklar istatistiki olarak onemlidir (p<0,01)
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Armut Cegsitlerinde E. amylovora Enfeksiyonu Sonrasi
Belirlenen Toplam Protein Miktarlar

Ea234-1 izolat1 ile enfeksiyonu sonrasi, armut ¢esitleri
ve Ornekleme zamanlari arasindaki interaksiyonun toplam
protein miktarina olan etkisi istatistiki olarak p<0,05
seviyesinde 6nemli bulunmus, enfeksiyondan sonraki 24,
36 ve 72. saatlerde total protein miktarlar1 Santa Maria
¢esidinde kontrol bitkilere oranla sayisal olarak artig
gostermigtir. Williams ¢esidinde ise 36 ve 72. saatlerde
toplam proteinlerde sayisal olarak diislis belirlenmistir
(Cizelge 6).

Toplam protein miktar1 bakimindan gesitler arasindaki
farkliliklar istatistiki olarak p<0,05 seviyesinde Onemli
bulunmus, Ea234-1 izolat:1 ile enfeksiyonu sonrasi Santa
Maria ¢esidinin en yiiksek protein miktarina sahip oldugu
belirlenmistir ~ (Cizelge 7). Ornekleme zamanlari
arasindaki farklilik istatistiki olarak Onemsiz olarak
belirlenmistir.

Cizelge 6 Ea234-1 izolati ile enfeksiyon sonrasi armut ¢e
olarak belirlenen toplam protein miktarlari

Ea240-3 izolat1 ile enfeksiyon sonrasi armut gesitleri
ve Ornekleme zamanlarinin toplam protein miktarina olan
etkisi istatistiki olarak p<0,01 seviyesinde Onemli
bulunmustur. Enfeksiyondan sonraki 24 ve 36. saatlerde
toplam protein miktar1 kontrol bitkilere oranla Santa
Maria ¢esidinde artig gosterirken, Williams cesidinde ise
36. saatte diisiis belirlenmistir (Cizelge 8).

Ea240-3 izolati ile enfeksiyon sonrasi toplam protein
miktar1 bakimindan ¢esitler arasindaki ve oOrnekleme
zamanlar1 arasindaki farkliliklar istatistiki agidan p<0,01
seviyesinde onemli bulunmustur (Cizelge 9 ve 10). Bu
verilere gore, Santa Maria ¢esidinin daha yiiksek protein
miktarina sahip oldugu tespit edilirken (Cizelge 9),
kontrol bitkilere oranla 24 ve 36. saatte alinan 6rneklerin
toplam protein miktarinda artig, 72. saatte alinan
orneklerin toplam protein miktarinda diisiis belirlenmistir

(Cizelge 10).

sitleri ve drnekleme zamanlar1 arasindaki interaksiyona bagl

Ornekleme Zamanlari
Cesit 24. saat 36. saat 72. saat
Kontrol Ornek Kontrol Ornek Kontrol Ornek
Santa Maria 0,60+£0,10ab  0,83+0,15a 0,60+0,10ab 0,87+0,35a 0,40+0,10b 0,63+0,35ab
Williams 0,90+0,10a 0,91+0,35a 0,90+0,10a 0,83+0,06ab 0,90+0,10a 0,73+0,32ab

Ornek: Erwinia amylovora inokule edilmis bitki, Kontrol: Su inokule edilmis bitki, *Cesit ve drnekleme zamanlar1 arasindaki farkliliklar istatistiki
olarak onemlidir (p<0,05)

Cizelge 7 Toplam protein miktar: bakimindan armut gesitleri arasindaki degerlendirme

Cesit Santa Maria Williams

Ortalama 1,23+0,25a 1,10+£0,21b

*Ayni satirda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki farkliliklar istatistiki olarak énemlidir (p<0,05)

Cizelge 8 Ea240-3 izolat1 ile enfeksiyon sonrasi armut g¢esitleri ve drnekleme zamanlart arasindaki interaksiyona bagl
olarak belirlenen toplam protein miktarlari

Ornekleme Zamanlari
Cesit* 24. saat 36. saat 72. saat
Kontrol Ornek Kontrol Ornek Kontrol Ornek
Santa Maria 0,60+0,10de 0,83+0,12cd 0,70+0,10cde 1,17+0,06a 1,10+0,10ab 0,77+0,06cd
Williams 0,60+0,10de 0,63+0,21de 0,90+0,10bc 0,70+0,10cde 0,50+0,10e 0,50+0,10e

Ornek: Erwinia amylovora inokule edilmis bitki, Kontrol: Su inokule edilmis bitki, *Cesit ve drnekleme zamanlar1 arasmndaki farkliliklar istatistiki
olarak 6nemlidir (p<0,01)

Cizelge 9 Ea240-3 izolat1 ile enfeksiyon sonrasi toplam protein miktarlar1 bakimindan armut cesitleri arasindaki
degerlendirme

Cesit Santa Maria Williams

Ortalama 0,86+0,23a* 0,64+0,18a

*Ayni satirda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki farkliliklar istatistiki olarak onemlidir (p<0,01)

Cizelge 10 Ea240-3 izolati ile enfeksiyon sonrasi toplam protein miktarlart bakimindan 6rnekleme zamanlarinin
degerlendirilmesi

24. Saat 36. Saat 72. Saat

Zaman Kontrol Ornek Kontrol Ornek Kontrol Ornek

Ortalama 0,60+0,09¢c* 0,73+0,19¢ 0,80+0,14b 0,93+0,27a 0,80+0,34b 0,63+0,16¢

Ornek: Erwinia amylovora inokule edilmis bitki, Kontrol: Su inokule edilmis bitki, *Aym satirda farkh harflerle gosterilen degerler arasindaki
farkliliklar istatistiki olarak énemlidir (p<0,01)
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Ayva Cesitlerinde E. amylovora Enfeksiyonu Sonrast
Belirienen Toplam Protein Miktarlar:

Ea234-1 izolat1 ile enfeksiyon sonrast ayva
cesitlerinde Ornekleme zamanina bagli toplam protein
miktarina etkiler istatistiki olarak p<0,01 seviyesinde
onemli bulunmustur. Enfeksiyondan sonraki 24 ve 36.
saatlerde kontrol bitkilere oranla her iki ayva ¢esidinde de
sayisal olarak artig ve 72. saatte dislisler belirlenmistir
(Cizelge 11).

Toplam protein miktar1 bakimindan gesitler arasinda
istatistiki agidan farkliliklar p<0,01 seviyesinde 6nemli
bulunmus, Esme ¢esidinin daha yiiksek protein miktarina
sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 12). Ornekleme

zamanlart  arasinda  istatistiki  olarak  farklilik
belirlenmemistir.
Ea240-3 izolat1 ile enfeksiyon sonrasi, ayva

cesitlerinde Ornekleme zamanina bagli total protein
miktarlar1 ve cesitlerdeki toplam protein miktarlari
istatistiki olarak farklilik gostermemistir. Ornekleme
zamanlart arasindaki istatistiki  farkliliklar  p<0,05
seviyesinde belirlenmis, kontrol bitkilere oranla 24. ve 36.
saatte alinan Orneklerin protein miktarinda diisis, 72.
saatte alman Orneklerin protein miktarinda artis
belirlenmistir (Cizelge 13).

Konukg¢u patojen interaksiyonlar1 sonucu &zellikle E.
amylovora enfeksiyon sonrasit bitkilerdeki protein
calismalar1 sinirli sayida olup bunlarda elma iizerinde
yogunlagmaktadir. Ates yanikligi hastaliginin 6nemli iki
konukgusu olan armut ve ayvalarda yapilan bir
arastirmaya rastlanilmamigtir. Bu yoniiyle caligmamiz,
her ii¢ konukguyu kapsamasi ve total proteinlerin
belirlenmesi, SDS-PAGE analizi ile spesifik protein
ifadelerinin belirlenmesi ve tiim bu verilerin birbirleriyle
kiyaslanmasi agisindan 6nem arz etmektedir.

Calismamiza paralellik gosteren bazi arastirmalar,
bulgularimizi dogrular yonde sonuglara ulagmustir.

Venisse ve ark. (2002)’ nin yaptig1 calismada, iki elma
cesidinde E. amylovora, Pseudomonas syringae pv.
tabaci ve E. amylovora hrp mutanti patojenlerin
inokulasyonundan sonraki 6. ve 72. saat arasinda protein
miktarlarindaki degisimleri Bradford (1976) metodunu
kullanarak gdzlemlemislerdir. PR protein familyasindan
kitinaz, B -1,3-glukanaz ve peroksidaz aktivitelerinin 48.
saatte maksimum seviyeye ulastigi ve daha sonrasinda
yavag yavas azaldig1 saptanmuistir.

Bonasera ve ark. (2006), Gala ve Red Delicious elma
cesitlerinin E. amylovora ve P. s. pv. tomato DC3000
patojenleriyle inokulasyondan oncesi ve inokulasyondan
sonrasindaki 96 saat boyunca PR proteinlerinin (PRI,
PR2, PR5 ve PRSY) ifadelerini gozlemlemislerdir. PR2,
PR5 ve PR8 proteinlerinin elma patojeni olmayan P. s.
pv. tomato DC3000 ve kontrollere kiyasla E. amylovora
ile inokulasyonundan 24. ve 48. saatleri arasinda elma
yapraklarinda ifadelerinin artigini belirlemislerdir.

Ponciano ve ark. (2007), Xanthomonas oryzae pv.
oryzae ile geltik yapraklarinin enfeksiyonundan sonra 72.
saatte PR proteinleri OsPR1a, OsPR1b ve OsPR10a
ifadelerinin artigin1 belirlemislerdir. Hou ve ark. (2012),
ise X. 0. pv. oryzae ile enfeksiyondan sonra ¢eltikte 10 PR
proteininden 6’sinin (PR1, PR2, PR3, PR4b, PR8 ve PR-
pha) ifadesinin artig1, 4’ {in (PRS5, PR6, PR15 ve PR16)
ifadelerinde degisiklik gdstermedigini ifade etmislerdir.

Venture ve Baby Gold5 isimli iki seftali ¢esidinin
Xanthomonas campestris pv. pruni ile inokulasyonundan
sonraki ilk 48 saat iginde PR protein familyasindan iki
PR1 (Pp-PR1a, Pp-PR1b) ve ti¢ PR5 (Pp-TLP1, Pp-TLP2
ve Pp-TLP3) proteinlerinin ifadeleri goézlemlenmis,
inokulasyondan sonraki 8. saatte her iki ¢esitde de PR
proteinlerin ifadesi azaldigi, 24. saatte maksimum
seviyeye ulastigi ve 48. saatte azalmaya basladigi
goriilmistir. Pp-PRla hari¢ biitin PR proteinlerin
direngli ¢esitde (Venture) daha yiiksek seviyede ifade
edildigi saptanmustir (Sherif ve ark., 2012).

Cizelge 11 Ea234-1 izolat1 enfeksiyondan sonra ayva cesitleri ve zamanlar arasindaki interaksiyona bagli olarak

belirlenen toplam protein miktarlari
Ornekleme Zamanlart
Cesit* 24, saat 36. saat 72. saat
Kontrol Ornek Kontrol Ornek Kontrol Ornek
Ekmek 0,50+0,10e 0,87+0,29cde 1,40+0,10ab 1,60+0,10a 1,00+0,10bcd 0,83+0,21cde
Esme 1,20+0,10abc 1,32+0,10ab 0,60+0,10de 1,57+0,40a 1,40+0,10ab 1,00+0,36bcd

Ornek: Erwinia amylovora inokule edilmis bitki, Kontrol: Su inokule edilmis bitki, *Cesit ve 6rnekleme zamanlar1 arasindaki farkliliklar istatistiki

olarak onemlidir (p<0,01)

Cizelge 12 Ea234-1

izolat1 ile enfeksiyondan sonra ayva g¢esitlerinin toplam protein miktart bakimindan

degerlendirilmesi

Cesit Ekmek Esme

Ortalama 0,87+0,33b* 1,13+0,38a

*Ayni satirda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki farkliliklar istatistiki olarak énemlidir (p<0,01)

Cizelge 13 Toplam protein miktar1 bakimindan zamanlar arasindaki degerlendirme

Zaman 24. Saat “ 36. Saat _ 72. Saat "
Kontrol Ornek Kontrol Ornek Kontrol Ornek

Ortalama 0,90+0,14c* 0,82+0,26¢ 1,30+0,34a 0,88+0,47¢ 0,80+0,09¢ 1,10+0,26b

Ornek: Erwinia amylovora inokule edilmis bitki, Kontrol: Su inokule edilmis bitki, *Aym satirda farkh harflerle gosterilen degerler arasindaki

farkliliklar istatistiki olarak 6nemlidir (p<0,05)

159



Cetin ve Bastas | Tiirk Tarim — Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi, 3(3): 154-163, 2015

Yiiriitiilen calismamizda, iki adet yiiksek viriilent E.
amylovora izolat1 ile enfeksiyon sonrasi elma gesitlerinde
genel olarak 24. saatte protein miktarinin artig1, 36. ve 72.
saatte azaldig1 belirlenmistir. Armut ve ayva cesitlerinde
ise enfeksiyondan sonraki 24. ve 36. saatte protein
miktarinin artig1, 72. saatte protein miktarmnin azaldigt
belirlenmistir. Bu veriler, arazi kosullar1 ve farkli gesitler
iizerinde kargilastirmali olarak incelenmelidir. Elma
¢esitleri igersinde Braeburn, armut c¢esitlerinde Santa
Maria ve ayva ¢esitlerinde Esme ¢esidinin toplam protein
miktarlarinin ~ 6rnekleme  zamanma  baghi  olarak
digerlerinden yiiksek oldugu belirlenmistir. Burum
bitkilerin E. amylovora’ ya kars1 dayanmiklilik diizeyleri ile
ilskilendirildiginde, Braeburn elma c¢esidinin elma
cesitleri i¢inde yiiksek hassas oldugu ayrica Santa Maria
cesidi armudun Williams c¢esidine kiyasla daha hassas
oldugu onceki ¢aligmalarda bildirilmektedir (Momol ve
ark., 1993; Bastas ve Maden, 2004). Bu durum, toplam
protein miktar1 ile birlikte, farkli bazi bitki savunma
mekanizmalarinin aktivasyonu ile bitkinin hassasiyet ya
da dayaniklilikla iligkilendirilebilecegi  diislincesini
kuvvetlendirmektedir. Bu sebeple, E. amylovora’ya karst
PR proteinlerinin ifadesi (6zellikle armut ve ayva gibi
konukgularda) devam eden c¢alismalarimizda ele
alinmustir.

Erwinia amylovora’ nin Re-izolasyonu ve Tanilamast

Koch postulatlart geregi, E. amylovora’nin re-
izolasyonundan sonra, izolatlar biyokimsal ve fizyolojik
testlere; 36°C’ de gelisim, indol iiretimi, King B besi
yerinde fluoresan pigment olusumu, maltose, glyserol ve
mannitol’den asit lretimi i¢in negatif sonu¢ verirken,
oksidatif/fermantaif test, aesculin ve jelatinin hidrolizi,
sorbitol’den  asit  iretimine  pozitif = reaksiyon
gostermislerdir. PCR amplikonlar1 ise 1kb’lik degere
sahip olmuslar (Sekil 2), yapilan tiim testlere gore
izolatlar E. amylovora olarak tanilanmustir.

Viriilent E. amylovora Izolatlariin Enfeksiyonu
Sonrasinda  Elma, Armut ve Ayva Cesitlerinden
Saflastirilan Proteinlerin SDS-PAGE Analiz Sonuglar

E. amylovora izolatlar1 Ea234-1 ve Ea240-3 ve saf su
inokulasyonu sonrasi zamana (24, 36, ve 72. sa) bagh
olarak elma, armut ve ayva fidanlarindan alinan yaprak
orneklerine ait protein ekstraktlart SDS-PAGE (Laemmli,
1970) analizine tabi tutulmustur. Farkli molekiil
agirliklarma sahip protein fraksiyonlart elde edilmistir.
Elma ¢esitlerinde yaklagik 100, 70, 55 ve 35 kDa, armut
cesitlerinde yaklasik 55-35 kDa ve ayva cesitlerinde
yaklagik 250, 130, 100, 70, 55 ve 35 kDa molekiil
agirliginda protein bantlar1 belirlenmistir (Sekil 2).

E. amylovora’ nin en Onemli patojenite faktorleri
ekzopolisakkarit amylovoran ve hrp-dsp gen bolgesinden
kodlanan proteinlerdir (Bugert ve Geider, 1995;
Bogdanove ve ark., 1998). E. amylovora tarafindan
salgilanan Tip Ug Salgilama (TTSS) proteinleri, HrpA
HrpN, HrpW, AvrRpt2EA, HopC1 ve DspA/E’ dir (Oh ve
Beer, 2005; Zhao ve ark., 2005). HrpN ve HrpW harpin
familyasina ait proteinlerdir. HrpN ve HrpW proteinleri

E. amylovora’ nin konukgusu olmayan tiitiin bitkisinde
HR olusturur (Wei ve ark., 1992; Gaudriault ve ark.,
1998; Kim ve Beer, 1998). Mutant analizi ile HrpN
onemli bir viriilens faktorii oldugu belirlenmistir (Barny,
1995).

Meng ve ark. (2006), maya ikili hibrit sistemini
kullanarak E. amylovora efektér proteini DspA/E ile
etkilesime giren dort elma proteini  (DIPMs)
belirlemislerdir. Elmadaki dért DIPM proteinin molekiil
agirliklart sirastyla 72.9, 73.1, 73.2 ve 74.4 kDa olarak
belirlenmistir. Farkli duyarlilik ve dayaniklilik goésteren
elma cesitlerinde (Gala, Idared, Jonagold, Mutsu, Rogers
Mac, Libert, Red Delicious) DIPM proteinlerinin ifade
edildigi tespit edilmistir. Ayrica E. amylovora’ nin
konukgusu olan, armut, ali¢, dag musmulasi, ates dikeni
ve cilekte bu dort genin varligi dogrulanmistir. Bizim
SDS-PAGE calismamizda da elma ve ayva cesitlerinde
yaklasitk 70 ve 55 kDa molekiil agirliginda protein
bantlar1 belirlenmistir. Meng ve ark. (2006), 70 kDa
civarinda  patojenisle  ilgili  proteinlerin  varligi
gosterirlerken ¢caligmamizda elde edilen bulgularda benzer
sonuglara ulagilmustir.

Borejsza-Wysocka ve ark. (2006), Elmada DIPM
proteinlerini kodlayan genleri susturarak E. amylovora’
nin DspA/E proteinleriyle etkilesimini ve hasatlik
gelisimini engellemislerdir. Bu genlerin susturulmastyla
bitkide hastaliga kars1 direng saglanmuistir.

Oh ve Beer (2007), maya ikili hibrit sistemini
kullanarak elmada E. amylovora HrpN proteinin etkilesim
gosterdigi HIPM proteinini bulmuslardir. HIPM plasma

membraniyla iligkili ve sinyal peptit fonksiyonu
gostermektedir. HIPM  konukgu Dbitkide hassasiyeti
arttirmaktadir.

Calismamizda, daha 6nce elmalarda belirlenen DIPM
proteinlerinin  (Meng ve ark., 2006), molekiil
agirliklarina paralel sonuglar elde edilirken daha o6nce
iizerinde literatiir belirleyemedigimiz iki konuk¢u armut
ve ayva i¢in ise sirastyla yaklagik 55-35 kDa ve 250-35
kDa molekiil agirliginda protein bantlar1 elde edilmistir.
Bu olusan bantlarin hangilerinin PR protein olabilecegi
konusundaki ¢aligmalarimiz devam etmektedir. Muhtemel
bulgular literatiir i¢in yeni kayit niteligi tasiyabilecektir.

Bu galisma ile elma, armut ve ayva bitkilerinde E.
amylovora’ nin olusturdugu biyotik stresin bitki savunma
mekanizmasindaki ve hastalik olusumundaki proteinlerin
miktari arastirilmistir. Elde edilen bulgular farkli konuk¢u
ve bunlarin cesitleri arasindaki toplam protein miktarinin
bitki savunma sistemindeki etkinliklerinin belirlenmesine,
konukgu patojen arasindaki etkilesimin anlagilmasina ve
hastalik yonetiminde etkili stratejilerin gelistirilmesi gibi
konular da g¢aligmalara 6rnek ve bilgi verici olabilecegi
diistintilmektedir. Bitkinin E. amylovora’dan kaynaklanan
biyotik stres reaksiyonlarina karst savunmasindan
sorumlu proteinlerin 6zel olarak incelenebilmesi ve
bunlarin bitki savunmasindaki rollerinin ortaya konmasi
ile hastalikla miicadele stratejilerinin gelistirilmesinde
onemli sonuglara ulasilabilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 2 A; Erwinia amylovora inokulasyonundan 20 giin sonra goriilen tipik simptomlar Al: Santa Maria armudunda, A2: Gala
elma gesidinde, A3: Ekmek ayva ¢esidi, B; Erwinia amylovora izolatlarinin PCR sonuglari, M: Marker, 1-5: Ea234-1, 6-10: Ea240-3, K: Kontrol, C;
Orneklerin SDS-PAGE ile belirlenen protein bantlari, Erwinia amylovora Ea234-1 ile inokule edilmis Braeburn gesidinden belirli zaman araliklarinda
alinmug protein profili; M: Marker, K: Kontrol, 1: 24.sa, 2: 36.sa, 3: 72.sa, Erwinia amylovora Ea240-3 ile inokule edilmis Braeburn ¢esidinden belirli
zaman araliklarinda alinmus protein profili; M: Marker, K: Kontrol, 1: 72.sa, 2: 36.sa, 3: 24.sa, D; Orneklerin SDS-PAGE ile belirlenen protein
bantlari, Erwinia amylovora Ea234-1 ile inokule edilmis S. Maria cesidinden belirli zaman araliklarinda alinmis protein profili; M: Marker, K:
Kontrol, 1: 24.sa, 2: 36.sa, 3: 72.sa, Erwinia amylovora Ea240-3 ile inokule edilmis S. Maria ¢esidinden belirli zaman araliklarinda alinmis protein
profili; M: Marker, K: Kontrol, 1: 72.sa, 2: 36.sa, 3: 24.sa., E; Orneklerin SDS-PAGE ile belirlenen protein bantlari, Erwinia amylovora Ea234-1 ile
inokule edilmig Williams cesidinden belirli zaman araliklarinda alinmig protein profili; M: Marker, K: Kontrol, 1: 24.sa, 2: 36.sa, 3: 72.sa, Erwinia
amylovora Ea240-3 ile inokule edilmis Williams ¢esidinden belirli zaman araliklarinda alinmis protein profili; M: Marker, K: Kontrol, 1: 72.sa, 2:
36.sa, 3: 24.5a.,F; Orneklerin SDS-PAGE ile belirlenen protein bantlari, Erwinia amylovora Ea234-1 ile inokule edilmis Ekmek cesidinden belirli
zaman araliklarinda alinmig protein profili; M: Marker, K: Kontrol, 1: 24.sa, 2: 36.sa, 3: 72.sa, Erwinia amylovora Ea240-3 ile inokule edilmis Ekmek
gesidinden belirli zaman araliklarinda alinmis protein profili; M: Marker, K: Kontrol, 1: 72.sa, 2: 36.sa, 3: 24.sa., G; Orneklerin SDS-PAGE ile
belirlenen protein bantlari, Erwinia amylovora Ea234-1 ile inokule edilmis Esme cesidinden belirli zaman araliklarinda alinmis protein profili; M:
Marker, K: Kontrol, 1: 24.sa, 2: 36.sa, 3: 72.sa, Erwinia amylovora Ea240-3 ile inokule edilmis Esme ¢esidinden belirli zaman araliklarinda alinmig
protein profili; M: Marker, K: Kontrol, 1: 72.sa, 2: 36.sa, 3: 24.5a.

Kaynaklar

Ahl P, Benjoma A, Samson R, Gianinazzi S. 1981. Induction
chez le tabac par Pseudomonas syringae nouvelles proteines
associees au developpement dune resistance non spesifique
aune deuxieme infection. Phytopath. Z., 102: 201-212.

Arda N, Ertan H. 2004. Proteinlerin Izolasyonu, Analizi ve
Saflastirilmasi, Temizkan, G., ve Arda, N. (ed.), Molekiiler
Biyolojide Kullanilan Yéntemler, Nobel Tip Kitabevleri,
177-273.

Anonim, 2012. TUIK Istatistikleri (http://www.tuik.gov.tr)

Bastas KK, Maden S. 2004. Control of Fire Blight (Erwinia
amylovora (Burr.) Winslow et al.) by Prohexadione-Ca
(BAS 125 10 W) and Benzothiadiazole + Metalaxyl (BION
MX 44 WG). Selcuk University Journal of Agriculture
Faculty 1: 49-58.

Barny MA. 1995. Erwinia amylovora hrpN mutants, blocked in
harpin synthesis, express a reduced virulence on host plants
and elicit variable hypersensitive reactions on tobacco. Eur.
J. Plant Pathol., 101: 333-340.

161



Cetin ve Bastas | Tiirk Tarim — Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi, 3(3): 154-163, 2015

Bereswill S, Pahl A, Bellemann P, Zeller W, Geider K. 1992.
Sensitive and species spesific-detection of Erwinia
amylovora by polymerase chain reaction. Appl. and Env.
Mic., 58: 3522-3526.

Bogdanove AJ, Bauer DW, Beer SV. 1998. Erwinia amylovora
secretes DspE, a pathogenicity factor and functional AvrE
homolog, through the Hrp (type Ill secretion) pathway. J.
Bacteriol., 180: 2244-2247.

Bonasera JM, Kim JF, Beer SV. 2006. PR genes of apple:
identification and expression in response elicitors and
inoculation with Erwinia amylovora. BMC Plant Biol. 2229-
6-23.

Borejsza-Wysocka EE, Malnoy M, Aldwinckle HS, Meng X,
Bonasera JM, Nissinen RM, Kim JF, Beer SV. 2006. Fire
blight resistance of apple clones in which DspE-interacting
proteins are sliend. Acta Hort., 704: 509-513.

Bradford MM, 1976. A rapid and sensitive method for the
quantitation of microgram quantities of protein utilizing the
principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry,
72:248-254.

Bugert P, Geider K. 1995. Molecular analysis of the ams operon
required for exopolsaccharide synthesis of Erwinia
amylovora. Mol. Microbiol. 15: 917-933.

Camacho Henriquez A, Sanger HL. 1982. Analysis of acid-
extractable tomato leaf proteins after infection with a viroid,
two viruses and a fungus and partial purification of the
pathogenesis-related protein p14, Arch. Virol., 74: 181-196.

De Wit PJGM, Bakker J. 1980. Differential changes in soluble
tomato leaf proteins after inoculation with virulent and
avirulent races of Cladosporium fulvum (syn.Fulvia fulva.
Phsiol. Plant Pathol., 17: 121-130.

Dickey RS, Kelman A. 1988. Erwinia the “caratovora” Group.
Laboratory Guide for The Identification of Plant Pathogenic
Bacteria, Il. Edition N. W. Schaad, APS Pres, St. Paul,
Minnesota, 44-49 pp.

Dixon RA, Lamb CJ. 1990. Molecular communications in
interactions between plants and microbial pathogens. Ann.
Rev. Plant. Physiol. and Plant Mol. Biol., 41: 339-367.

Fahy PC, Persley GJ. 1983. Plant Bacterial Diseases A
Diagnostic Guide, Academic Press.

Gaudriault S, Brisset MN, Barny MA. 1998. HrpW of Erwinia
amylovora, a new Hrp-secreted protein. FEBS Lett., 428:
224-228.

Gianinazzi S, Ahl P, Cornu A, Scalla R, Cassini R. 1980 First
report of host P. protein appearance in response to fungal
infection in tobacco. Physiol. Plant Pathol., 16: 337-342.

Hou M, Xu W, Bai H, Liu Y, Li L, Liu L, Liu B, Liu G. 2012.
Characteristic expression of rice pathogenesis-related
proteins in rice leaves during interactions with Xanthomonas
oryzae pv. oryzae. Plant Cell Reports, Vol. 31: 895-904.

Kacar B, Katkat V. 1999. Giibreler ve Giibreleme teknigi.
Vipas, Bursa, 531s.

Khaled BL, Perez-Gilabert M, Morte A, Dreyer B, Oihabi A,
Honrubia M, 2002. Peroxidase study in date palm inoculated
with Trichoderma horzianum and arbuscular mycorrhizal
fungus Glomus mosseae. Plant Peroxidases, 267-270.

Kim JF, Beer SV. 1998. HrpW of Erwinia amylovora, a new
harpin that contains a domain homologous to pectate lyases
of a distinct class. J. Bacteriol. 180: 5203-5210.

Laemmli UK. 1970. Cleavage of structural proteins during
assembly of head of bacteriophage-T4. Nature, 227: 680-
685.

Lamb CJ. 1994. Plant disease resistance genes in signal
perception and transduction. Cell, 76: 419-422.

Lecomte P, Manceau C, Paulin JP, Keck M. 1997. Identification
by PCR analysis on plasmid pEA29 of Isolates of Erwinia
amylovora responsible of an outbreak in Central Europe.
European Journal of Plant Pathology, 103: 91-98.

Lelliott RA, Stead DE. 1987. Methods for the diagnosis of
bacterial diseases plants. Blackwell Scientific Publications,
Oxford, UK.

Meng XD, Bonasera JM, Kim J, Nissinen RM, Beer SV. 2006.
Apple proteins that interact with DspA/E, a pathogenicity
effector of Erwinia amylovora, the fire blight pathogen.
Mol. Plant Microbe Interact., 19: 53-61.

Momol MT, Yegen O. 1993. Fire blight in Turkey: 1985-1992.
Acta Hort., No: 338: 37-39.

Milcevicova R, Gosch C, Halbwirth H, Stich K, Hanke MV, Peil
A, Flachowsky H, Rozhon W, Jonak C, Oufir M. 2010.
Erwinia amylovora induced defense mechanisms of two
apple species that differ in susceptibility to fire blight. Plant
Science, 179: 60-67.

Norelli JL, Aldwinckle HS, Beer SV. 1984. Differential host x
pathogen interactions among cultivars of apple and strains of
Erwinia amylovora. Phytopathology 74: 136-139.

Norelli JL, Aldwinckle HS, Beer SV. 1986. Differential
Susceptibility of Malus spp. cultivars Robusta 5, Novole,
and Ottawa 523 to Erwinia amylovora. Plant Disease 70:
1017-1019.

Norelli JL, Aldwinckle HS, Beer SV. 1988. Virulence of
Erwinia amylovora strains to Malus sp. Novole plants
grown in vitro and in the greenhouse. Phytopathol., 78:
1292-1297.

Norelli JL, Jones AL, Aldwinckle HS. 2003. Fire blight
management in the twenty-first century: using new
technologies that enhance host resistance in apple. Plant
Disease, 87: 756—765.

Norelli JL, Farrell RE, Bassett CL, Baldo AM, Lalli DA,
Aldwinckle HS, Wisniewski ME. 2009. Rapid
transcriptional response of apple to fire blight disease
revealed by cDNA suppression subtractive hybridization
analysis. Tree Genet. Genomes 5: 27-40.

Oh CS, Beer SV. 2005. Molecular genetics of Erwinia
amylovora involved in the development of fire blight, FEMS
Microbiol. Lett., 253: 185-192.

Oh CS, Beer SV. 2007. AtHIPM, an ortholog of the apple
HrpN-interacting protein, is a negative regulator of plant
growth and mediates the growth enhancing effect of HrpN
in Arabidopsis. Plant Physiol., 145: 426-436.

Oktem Y, Benlioglu K. 1988. Studies on fire blight (Erwinia
amylovora (Burr) Winslow et al.) of pome fruits. Journal of
Turkish Phytopathol., 5th. Turkish Phytopatholological
Congress., Antalya, Turkey, 17: 3.

Ozbek S. 1978. Ozel Meyvecilik (Kisin Yapragini Déken
Meyve Tiirleri), C.U. Ziraat Fakiiltesi Yaynlari, Ders kitabi,
Adana, No: 128: 11.

Ponciano G, Yoshikawa M, Lee JL, Ronald PC, Whalen MC.
2007. Pathogenesis-related gene expression in rice is
correlated with developmentally controlled Xa21-mediated
resistance against Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Physiol.
Mol. Plant Pathol. 69: 9.

Saygili H. 1995. Fitobakteriyoloji. Dogruluk Matbaasi, 1zmir,
201s.

Schaad NW, Jones JB, Chun W. 2001. Laboratory Guide for
Identification of Plant Pathogenic Bacteria.

Scheer C. 2009. Feuerbrandsituation im Bodenseeraum und

Ergebnisse der Feuerbrandversuche des KOB 2008,
Obstbau, 3: 168-172.
Sherif S, Paliyath G, Jayasankar S. 2012. Molecular

characterization of peach PR genes and their induction
kinetics in response to bacterial infection and signaling
molecules, Plant Cell Rep., 31, 697-711.

Temizkan G, Arda N. 2004. Molekiiler Biyolojide Kullanilan
Yéntemler. Nobel Tip Yayinlari, Istanbul.

Ulkiimen L. 1938. Malatya’min  Miihim Meyve Cesitleri
Uzerinde Morfolojik, Fizyolojik ve Biyolojik Arastirmalar,
Yiiksek Ziraat Enstittisii Caligmalari, Say1: 65, Ankara.

162



Cetin ve Bastas | Tiirk Tarim — Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi, 3(3): 154-163, 2015

Van Loon LC. 1999. Occurrence and properties of plant
pathogenesis-related proteins. In:  Pathogenesis-related
proteins in plants. Eds. S.K. Datta, S. Muthukrishnan, CRC
Press LLC, Boca Raton, 1-19.

Venisse JS, Malnoy M, Faize M, Paulin JP, Brisset MN. 2002.
Modulation of defence responses of Malus spp. during
compatible and incompatible interactions with Erwinia
amylovora. Mol. Plant Microbe Interact., 15: 1204-1212.

Wei ZM, Sneath BJ, Beer SV. 1992. Expression of Erwinia
amylovora hrp genes in response to environmental stimuli.
J. Bacteriol., 174: 1875-1882.

Zhao YF, Blumer SE, Sundin GW. 2005. Identification of
Erwinia amylovora genes induced during infection of
immature pear tissue. J. Bacteriol., 187: 8088-8103.

Zwet T, Keil L. 1979. Fire Blight, A Bacterial Disease of
Rosaceous Plants, Agriculturae Handbook, U.S.A, Number:
510, 199pp.

Zwet T, Beer SV. 1995. Fire Blight — Its Nature, Prevention, and
Control. A Practical Guide to Integrated Disease
Management, US Department of Agriculture, Agriculture
Information Bulletin, No. 631, Washington DC, 97pp.

Zwet T. 2006. Present worldwide distribution of fire blight and
closely related diseases. Acta Hort., 704: 35-39.

163



