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Kabakgil Tohumlarinda Karpuz Bakteriyel Fide Yanikligi ve Meyve Lekesi
Hastaligi Etmeni Acidovorax citrulli’'nin Varhiginin Belirlenmesinde
Kullanilabilecek Uygun Yontem(ler)in Saptanmasi
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Karpuz bakteriyel fide yanikhgi ve meyve lekesi hastaligi etmeni Acidovorax citrulli (Ac) tohumla tasinan bir bakteriyel
etmendir. Bakteri tohum kabugunda ve embriyosunda uzun yillar yasamini strdirir. Bu ¢alisma, tohum kokenli
hastalik etmeni Ac’nin tohumda varliginin belirlenmesinde kullanilabilecek en uygun, hizli ve giivenilir yontem(ler)in
belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Bu amagla kabakgil tohumlari pargalayicida pargalanarak homojenize edilmis, daha
sonra sivi besi yerinde 24 saat orbital galkalayici icinde ¢alkalanmistir. Tohumda etmenin aranmasinda fidede belirti
izleme, tohum galkalama suyundan genel bir besi yeri olan King B, yari segici besi yerleri P-278 ve mEBB’ye ekim ile
bakteri izolasyonu yapilmis, tanilama calismalarinda tlre spesifik ELISA ve tire spesifik BIO-PCR yontemleri
kullanilmigtir. Galisma sonucunda, tohumdan gelisen fidede kotiledon yapraklarda su emmis alanlar oldugu
gozlenmistir. Ancak tohum ¢alkalama suyunun genel besi yerine ekimi ile yapilan DAS-ELISA ve PCR testi sonug
vermemistir. Yari segici besi yerlerine ekim ve gelisen bakterilerin toplanarak etmene spesifik PCR testleriyle patojenin
varligl basarili bir sekilde belirlenmistir. Gelistirilen bu yontemle karpuz, karpuz anaci, kavun ve hiyar tohumlarini
iceren 22 farkh kabakgil tohum 6rnegi Ac varligi yoniinden incelenmis ve dért drneginin (bir hiyar, bir kavun ve iki
karpuz) patojenle bulasik oldugu saptanmistir. Calisma sonucunda belirlenen bu BIO-PCR yontemine gore, kabakgil
tohumlari fide haline getirilmeden uygun ve hizli bir sekilde bu patojenin varligi yéniinden incelenebilir.
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Determination of Appropriate Method(s) to Detect Watermelon Seedling
Blight And Fruit Blotch Disease Agent Acidovorax citrulli in Cucurbit Seeds

Watermelon seedling blight and fruit blotch caused by Acidovorax citrulli (Ac) is a seed-borne bacterial
disease. The bacterium survives in/on seeds for years. The aim of this study was to determine the most
favourable, reliable and fast method for detection Ac from cucurbit seeds. Cucurbit seeds were
homogenised using a blender and left in orbital shaker for 24 h in a nutrient broth. The methods seedling
grow out, pathogen isolation from seed washing water dilutions onto semi selective media P-278 and
mEBB and general medium King B, DAS-ELISA and BIO-PCR were used for detection. Water-soaked lesions
observed on cotyledons. Since DAS-ELISA and PCR tests with seed dilutions onto King B has failed to detect
Ac from seed lots, Ac specific PCR with dilutions from semi selective media has successfully detect the
pathogen. As a result of this study, four (one cucumber, one melon and two watermelon seed lots) out of
twenty two tested cucurbit seeds were contaminated with Ac. This study recommended that this BIO-PCR
is safe, reliable and fast for detection Ac from cucurbit seeds without any seedling growth.

Key words: BIO-PCR, ELISA, watermelon, seed, pathogen

ve Akdeniz’'in sicak bolgelerinde yetisen ve
Cucurbitaceae familyasina giren Citrullus cinsi
Cucurbitaceae familyasinda yer alan sebze tiirleri  igerisinde dért tir bulunmakta ve bu tirler diploid
meyveleri ve gicekleri icin yetistirilirler. Afrika, Asya  (2n=22) kromozom sayisina sahiptirler (Robinson
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ve Decker-Walters, 1997). Adi gecen tirlerden
Citrullus  lanatus gunimulzde ticari olarak
yetistiriciligi yapilan ve karpuz olarak tiiketilen
tlrdar. Diger turler ise, C. colocynthis (L.) Schrad.,
C. eccirrhosus Cogn.ve C. rehmii De Winter'dir
(Robinson ve Deckers-Walters, 1997). Citrullus
lanatus ve C. rehmii tek vyillk tirler iken, C.
colocynthis ve C. eccirrhosus ¢ok yillik tirlerdir
(Jarret ve Newman, 2000). Tam Citrullus tirlerinin
gen merkezi Afrika’dir (Robinson ve Deckers-
Walters, 1997).

Ulkemizde erken (riin hasadini saglamasi amaciyla
karpuz, 6rti altinda algak tiinellerde yetistiriimekte
ve ilk hasat Mersin ili Tarsus ilcesi Kulak Koyi'nde
Mayis ayi baslarinda yapilmaktadir. Ardindan
Adana ili Karatas ilgesi Tuzla Beldesi'nde kumlu
topraklarda  yetistirilen karpuzlar  hasada
gelmektedir. Erken dénem hasadindan sonra
Adana’nin ¢esitli ilgelerinde (Merkez, Ceyhan,
Karatas, Yumurtallk) ve Osmaniye ili Kadirli
ilcesinde yetistirilen karpuzlar hasat edilmektedir.
Bolgemizde en geg¢ hasada gelen karpuzlar ise
Adana’nin  Karaisali ilcesinde uretilmektedir.
Ulkemizin karpuz tretiminin yaklasik %75’lik kismi
Gukurova Bolgesinde yapilmaktadir (Horuz, 2014).

Geleneksel karpuz Uretiminde karpuz Uretimini
kisitlayan en ©6nemli bakteriyel hastalik Ac’nin
neden oldugu bakteriyel fide yanikligi ve bakteriyel
meyve lekesi hastaligidir. Bu hastalk ilk olarak,
ABD'nin Georgia eyaletinde, Tirkiye’den ithal
edilen iki farkli karpuz tohum partisinin (174103 ve
174104) fidelerinde Webb ve Goth (1965)
tarafindan saptanmistir. Arastiricilar hastaligin
tohum kokenli  olabilecegini bildirmis ancak
hastaliga neden olan bakterinin tar dizeyinde
tanisini  yapamamistir.  Hastalik  belirtilerinin
ABD’de pek ¢ok fidelikte ortaya c¢ikisi sonucu,
hastalik etmeninin tohumla tasindigi ilk olarak
Sowell ve Schaad (1979) tarafindan kanitlanmistir.
Tohum kokenli bu inokulumla ilk muicadele
calismalari olan tohum uygulamalari, Wall (1989)
tarafindan arastiriimistir. Ac ‘nin neden oldugu
bakteriyel meyve lekesi hastaligi ilk kez 1987
yilinda Bilylk Okyanusun batisinda, Filipinler’in
dogusunda yer alan ABD’ye bagli bir adalar Glkesi
olan Mariana Adalar’nin Guam ve Tinian
bolgelerinde karpuz Uretim tarlalarinda bayik bir
epidemi yapmis ve tiim dikkatleri Gizerine ¢ekmistir
(Wall ve Santos, 1988). Ulkemizde ise ilk defa
1996’da Edirne’nin Enez ilgesinde ortaya ¢ikmis ve
tretim alani yakilarak temizlenmistir (Demir,
1996). Mirik ve ark. (2006) tarafindan Cukurova
Bolgesinde karpuz Uretim alanlarinda 2004 yilinda
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ilk kez tespit edilen Ac etmeninin lGlkemizdeki en
siddetli epidemisi 2009 yilinin Haziran ayinda
gerceklesmistir (Aysan ve ark., 2011). Hastalk
etmeni lilkemizde karantinaya tabidir. Bu nedenle
hastalik tespit edilen alanlar karantinaya alinarak
bulasik tarlalar derin stirim yapilmis ve dort sene
boyunca herhangi bir kabakgil Urini ekimi
yasaklanmistir (Aysan ve ark., 2011).

Hastalik igin ilk inokulum kaynag bulasik
tohumlardir. Hastalik etmeni bakteri uygun
kosullarda depolandiginda tohumda otuz yil kadar
yasamini devam ettirebilir (Block ve Shepherd,
2008). Patojenle bulasik tohumlar ekildiginde
inokulum kolaylkla yeni gelisen fidelere gecer
(Johnson ve Walcott, 2013). Son yirmi yildir tim
karpuz ve kavun yetistirilen tlkelerde kullanilan
tohumlar Cin’de uretilmektedir (Feng ve ark.,
2013). Kabakgil tohumlarinda sifir toleransi olan bu
patojenin, Cin’de tarlalarda (Ren ve ark., 2006) ve
kabakgil tohumlarinda (Ren ve ark., 2004; Ren ve
ark., 2006; Zhao ve ark., 2006; Xu ve ark., 2008)
varliginin saptanmasi tiim diinya icin tehlike olarak
degerlendiriimektedir (Feng ve ark., 2013).
Ulkemizde, bu hastaligin epidemi yaptigi yerlerde
yapilan ¢alismalar sonucunda hastaligin hem yerli
hem de ithal F1 tohumlari ile Gretim yapilan
alanlarda da bulundugu belirlenmistir. Yasanan bu
epidemiden sonra tiim dikkatler (lkede kullanilan
tohumlara ydnelmistir. Ozellikle fide firmalarinin
satin aldigi ithal karpuz tohumu analizi 6nem
tasimaktadir. Ozel tohum firmalari, tohum ithalati
icin Zirai Karantina Middrliigline bagvurarak Zirai
Karantina Yonetmeligi’'ne gbre EK/II-B (Turkiye'de
varhgi sinirli olarak bulunan zararli organizmalar)
listesinde olan bakteriyel meyve leke hastaligi
yoniinden karpuz tohumlarini analiz ettirmek
zorundadirlar.

Bu ¢alisma kapsaminda 2012-2013 yillari arasinda
Ulkemizde kullanilan ticari kabakgil tohumlarinda
tohum kokenli karpuz bakteriyel meyve lekesi

hastaligi etmeni Ac varligi ve izolasyonunda
kullanilabilecek en uygun, glvenilir, hizh ve
ekonomik  yontem arastirilmistir.  Tohumda

etmenin aranmasinda fidede belirti izleme, tohum
calkalama suyundan genel bir besi yeri olan King B,
yari segici besi yerleri P-278 ve mEBB’ye ekimiyle
bakteri izolasyonu, tiire spesifik ELISA ve tire
spesifik BIO-PCR tanilama yontemleri kullanilmistir.

Materyal ve Yontem

Besi Yeri: Patojen bakterinin ¢ogaltiimasinda genel
besi yeri olarak King B (20 g Proteose peptone, 1,5
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g K2HPO4. 3H20, 1,5 g MgS0a. 7H20, 10 g Glycerol,
15 g Agar, 1000 ml Distile Su, pH: 7.0-7.2) (King ve
ark., 1954) besi yeri ve yari segici P-278 (1.5 g
MgS04.7H20, 1.5 g KaHPO4, 15 ml gliserin, 20 g
proteose peptone, 1.5 ml brothymol blue (10
mg/ml stok sollisyon), 100 ul Methyl violet (10 mg
ml? stok soliisyon, 1000 ml Distile Su pH: 7.0-7.2,
otoklav sonrasi 1 ml cycloheximide, 1 ml
vancomycin, 1 ml ampicillin, 100 ul gentamycin, 1
ml 5-flourosil ve 2 ml cefaclor) (Randhawa ve ark.,
2001) ve mEBB (2.6 g NH4H2PO4, 0.8 g K2HPO4, 0.3
g KH2PO4, 0.2 g KCI, 0.2 g MgS04x7H20, 0.3 g yeast
extract, 0.5 g boric acid, 16 g agar, 1000 ml saf su,
0.6 ml bromcresol purple (15 mg ml? stok
soliisyon), 1 ml brilliant blue R (10 mg ml? stok
sollsyon) pH: 5.3-5.5, otoklav sonrasi 10 ml
ethanol ve 2 ml cycloheximide) (Zhao ve ark., 2009)
besi yerleri kullanilmistir.

Karsilagtirma kiiltiirii: Testlerde pozitif kontrol
olarak Dr. Hatice Selgcuk (Selguk, 2014) tarafindan
izole edilen ve tanilanan Tas¢i-1 kodlu Ac izolati
kullantimustir.

Testlenen kabakgil tohumlari ve cesitler:
Calismada yontem gelistirildikten sonra farkl ticari
firmalardan  temin  edilen  tohumlar Ac
varhigi/yoklugu yéniinden incelenmistir. Buna gore
farkli hibrit karpuz gesitleri (Dizayn MK 14,
Starburst, Sahmaran, Ustiin, Zeugma F1), karpuz
anacl (AG 1355 F1, Cremna, Ferro RZ, TZ 148),
kavun cesidi (Ali Bey) ve hiyar ¢esidi (E-Z 2003 F1)
testlenmistir. Toplamda 22 adet farkh kabakgil
tohumu Ac varligi/yoklugu yéniinden testlenmistir.

iklim odasinin 6zellikleri: Cukurova Universitesi,
Ziraat Fakiltesi, Bitki Koruma BolimU Fitopatoloji
Anabilim dalinda bulunan 25+2°C, %70 nem, 16
saat aydinlik 8 saat gece kosullarina sahip klima ile
isitilan iklim odasinda galisma yirGtilmustar.

ELISA tani kiti: Agdia marka (Agdia Inc., Belkart,
USA) SRA 14800 Reagent Set kodlu Ac’ye spesifik
monoklonal antiserum iceren Double Antibody
Sandwich (DAS)-ELISA ticari tani kiti kullaniimistir.

PCR malzemeleri: Calismada Walcott ve Gitaitis
(2000)’in bildirdigi gen dizilimi lontek (istanbul)
firmasi tarafindan sentezlenen etmene spesifik
WFB1 (5’-GAC CAG CCA CAC TGG GAC-3’) ve WFB2
(5’-CTG CCG TAC TCC AGC GAT-3’) primerleri, PCR
master mix (Thermo Fisher Scientific, K0171),
agaroz (Sigma, A9539), TAE Buffer (Merck,
1.06023), nuclease free water, PCR tlpi, 100 bp
DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, SM0241)
kullaniimistir.
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Fidede belirti izleme testi: Her bir kabakgil tohum
partilerinden (1.000-25.000 adet tohum) iki adet
150 ser adet tohum sayilmistir. Her tohum
partisine ait 150 adet tohum steril torf igeren
42x28x17 c¢cm (boy, en, yiikseklik) boyutundaki
plastik kaplara ekilmis, 28 2C ve % 85 neme sahip
iklim odasinda muhafaza edilmislerdir. Cimlenen
tohumlarda kotiledon lekeleri kontrol edilmistir.
Kotiledon yapraklar su emmis leke varligi/yoklugu
yoniinden incelenmistir. Lekeli ve lekesiz kotiledon
yapraklardan rastgele segilerek steril havanda
homojenize edilmistir. Olusan slispansiyondan
King B, P-278 ve mEBB besi yerlerine izolasyon,
kotiledon yapraklardan BIO-PCR yapilmistir.

Tohum orneklerinden Ac’nin izolasyonu: Her bir
tohum partisinden fidede belirti izleme testi igin
gerekli tohumlar ayrildiktan sonra geriye kalan
tohumlar tartilmig ve not edilmistir. Tohumlar steril
havanda dovilerek tohumda vyara acgilmasi
saglanmistir. Anag¢ tohumlar gibi daha buyik
tohumlar ise parcalayicidan gegirilmistir. Ardindan
tohumlar icerisinde agirliklarinin 10 kati kadar
nutrient broth iceren erlenlere aktarimistir.
Tohumlar 24 saat siireyle 25 °C de 250 rpm hizda
calkalayicida calkalanmigtir.  Her bir tohum
partisine ait tohum ekstrakti steril tllbentten
suzilerek tohum pargalari uzaklastirilmis ve 50 ml
lik tliplere aktarilmistir. Ekstrakt 15000 rpm hizda
10 dakika santrifij edilmis ve pellet alinmistir.
Pellet bulunan 50 ml lik tiplere 4 ml nutrient broth
eklenerek tlip ¢alkalayicisinda ¢alkalanmistir.

Elde edilen yikama suyundan Acidovorax
citrulli'nin izolasyonu: igerisinde nutrient broth
bulunan ekstraktan 1 ml alinmis ve steril salin
buffer (% 0.85 NaCl ¢ozeltisi) igerisinde 1/10, 1/100
ve 1/1000 oraninda lg kez seyreltilmistir. Her bir
seyreltmeden King B, P-278 ve mEBB besi yeri
iceren petrilere 100 pl eklenerek Ug tekrarl olarak
yayma islemi gergeklestirilmistir. P-278 besi
yerinde 48 saat inklibasyon sonrasi 3-4 mm
capinda, lila (agik mor) renkte, yaslandik¢a (7-10
glin sonra) ortasi koyu yesil etrafi acik mor renkte
koloniler ve mEBB besi yerinde ise 7 gilin
inkibasyondan sonra 1-2 mm c¢apinda, mavimsi
yesil renkte kolonilerin varligi incelenmis ve stipheli
olan kolonilerden saflagtirmalar
gerceklestirilmistir.

DAS-ELISA testi ile tohumda ac varliginin tespiti:
Petriye ekim sonrasi geriye kalan tohum galkalama
suyu, kotiledon vyapraklarin havanda ezilmesi
sonucu elde edilen siispansiyon ve petriye yayma
sonucu gelisen bakterilerin toplanmasi sonucu elde
edilen karisim Ac varligi/yoklugu yoniinden DAS-
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ELISA testiyle testlenmistir. Pozitif kontrol olarak
Tasci-1 ve negatif kontrol olarak DAS-ELISA tani kiti
ile beraber gonderilen saghkh karpuz yapragi
ekstrakti  kullanilmistir.  Yontem olarak ticari
firmanin 6nerdigi protokol izlenmistir. Her 6rnek iki
tekrarh ve her tekrar 200 pl olarak ELISA Pleyt’inde
belirtilen gukurlara yiiklenmistir. Ornekler ELISA
pleyt okuyucusunda (Medispec, ESR 200) 405 nm
absorbans degerinde  okunmustur.  Negatif
kontroliin iki kati veya daha yiksek olan degerler
pozitif olarak degerlendirilmistir.

PCR testi ile tohumda Acidovorax citrulli’'nin
izolasyonu : Tohum calkalama suyu, kotiledon
yapraklarin havanda ezilmesi ile elde edilen
slispansiyon ve petriye yayma sonucu gelisen
bakterilerin toplanmasiyla elde edilen karisim Ac
varhgi/yoklugu yoniinden BIO-PCR ve tiire spesifik
PCR testiyle testlenmistir. Pozitif kontrol olarak
Tas¢l-1 ve negatif kontrol olarak PCR karigimi
kullanilmistir. Her bir siispansiyondan 1 ml alinarak
genomik DNA Nejat ve ark., (2009)'un bildirdigi
yontem modifiye edilerek izole edilmistir. PCR
karisimi bir mikrosantrifdj tipte (200 ul) 12.5 ul
PCR Master Mix, 6.5 ul nukleaz free water, her bir
primerden 2 pl ve 2 pl DNA 6rnegi olmak Uzere 25
pl'ye  tamamlanmistir.  Tlpler etiketlenerek
thermocycler cihazina  yerlestirilmistir.  PCR
islemlerinde Walcott ve ark., (2000)'in bildirdigi
thermalcycler  programi  modifiye  edilerek
kullaniimistir. Buna gore 95 2C’de 3 dakika isinma
saglanmis, 95 2C’de 45 saniye ilk denatiirasyon, 55
°C’'de 45 saniye primerlerin ilgili bolgelere
baglanmasi, 72 2C’de 45 saniye olusan yeni DNA
fragmentlerinin uzamasi seklinde bir déngii olacak
sekilde bu asamalar 35 dongliye tamamlanmistir.
72°C'de 10 dakika son uzama ile program
tamamlanmistir. Elde edilen PCR Uriinleri % 1.5
agaroz jelde 360 bp bant varligi/yoklugu yoniinden
incelenmistir.
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Bulgular ve Tartisma

Fidede belirti izleme yontemiyle ac’nin aranmasi:
Fidede belirti izlemek amaciyla ekilen tohumlardan
gelisen kotiledon yapraklarda su emmis leke
olusumu 3 adet farkli karpuz tohum 6rneginde
gozlenmistir (Sekil 1). Su emmis lekelerden King B
besi yerine izolasyon yapilmis ve patojen bakteri
izole edilmistir. Patojen Ac tanisi karpuz fidelerinde
patojenite testi ve tire spesifik PCR testiyle teyit
edilmistir.

Cimlenen tohumlardan gelisen fidelerden hastalik
belirtisi gbézlenmeyen 6rneklerde, rastgele yaprak
ornekleri alinarak steril havanda ezilmesiyle elde
edilen pellet seyreltilerek King B, P-278 ve mEBB
besi yerlerinde gelistirildikten sonra tim bakteri
kolonileriyle yapilan DAS-ELISA testinde patojen
varhgi saptanamamistir. King B besi yerinde gelisen
tim bakteri kolonileriyle yapilan PCR testinde
herhangi bir bant elde edilemezken, P-278 ve
mEBB besi yerinde gelisen bakterilerle yapilan PCR
testinde 360 bp blyukliginde bant gorilmis ve
pozitif olarak degerlendirilmistir. Genel bir besi yeri
olan King B besi yerinde pek cok bakteri cinsi
gelisebilmektedir. Ozellikle Pseudomonas’lar diger
cinslere gore bu besi yerinde daha iyi
gelismektedir. Acidovorax cinsine ait tirler King B
besi yerinde gelisene kadar Pseudomonas cinsine
ait tlrler hizla geliserek bu besi yerini kaplamakta
ve az miktarda olan Ac populasyonunun gelismesini
engellemektedir. Yari segici P-278 ve mEBB besi
yerlerinde Acidovorax cinsi diger cinslere gére daha
kolay gelistiginden az sayidaki populasyon ELISA ile
saptanamazken, PCR testlerinde saptanmistir.
Sonug olarak tohumlar ekilip gelisen fidelerden
elde edilen pellet seyreltilerek petriye ekildiginde
gelisen bakteri kolonileriyle yapilan tiire spesifik
PCR testiyle Ac varligi basariyla saptanmistir. Ancak
tohumdan fide elde edilmesini beklemek zaman
kaybina neden olmaktadir.
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Sekil 1. Karpuz kotiledon yapraklarinda gézlenen su emmis lekeler (ok)

Figure 1. Water soaked lesions on watermelon cotyledons (pointed)

Elde edilen yikama suyundan bakteri izolasyonu:
Testlenen tohum o&rneklerinin  bir ¢ogunun
fungisitle kapli olmasindan dolayi tohum galkalama
suyundan uygun pellet elde edilememis, bu
nedenle direk DAS-ELISA ve PCR testlerine tabi
tutulamamistir.  Sonug¢ olarak, Ac tohum
orneklerinin calkalanmasiyla elde edilen pelletin
incelenmesi yéntemiyle her zaman patojen tespit

yapilan DAS-ELISA testinde patojen varhg
saptanamamistir.  Ancak P-278 ve mEBB
besiyerinde gelisen bakteri kolonilerinin

toplanmasiyla elde edilen pellet ile yapilan DAS-
ELISA ve PCR testinde patojen saptanmistir. Bu
yonteme gore tohum calkalama suyundan, P-278
ve mEBB besi yerinde gelisen bakterilerden elde
edilen stispansiyondan yapilan DAS-ELISA testinde,

edilememistir. bir adet karpuz o6rneginde Ac bulasikhig
. i . . . Tablo 1).
Pellet elde edilen 6rneklerde ise genel besi yeri saptanmistir (Tablo 1)
King B besi yerinde gelisen bakteri kolonileriyle
Tablo 1. Acidovorax citrulli spesifik antiserumla yapilan DAS-ELISA testi sonuglari
Table 1. DAS-ELISA test results of Ac specific antiserum
Cesit ELISA Okuma Degerleri (405 Sonug
nm)
Negatif Kontrol 0,065 -
Pozitif Kontrol (Ac) 3,063 +
Petride gelisen bakterilerden yikama
Karpuz 1 1,112 +
Karpuz anaci 1 0,119 -
Karpuz anaci 2 0,170 -

DAS-ELISA testiyle patojen varliginin tespiti:
Testlenen 22 adet tohum 6rnegi nutrient broth sivi
besi yerinde c¢alkalandiktan 24 saat sonra elde

edilen tohum calkalama suyundan direk yapilan
DAS-ELISA testlerinde bir adet kavun 6rneginde Ac
bulasikligi saptanmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Acidovorax citrulli spesifik antiserumla yapilan DAS-ELISA testi sonuglari

Table 2. DAS-ELISA test results of Ac specific antiserum

Cesit ELISA Okuma Degerleri (405 nm) Sonug
Negatif Kontrol 0,615 -
Pozitif Kontrol (Ac) 3,316 +
tohum calkalama suyu
Kavun 1 0,526 -
Kavun 2 2,160 +
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PCR testi ile tohumda Ac’nin aranmasi: Tohum
¢alkalama suyunun yari segici besi yerine yayma
islemlerinden elde edilen suspansiyon ile yapilan
tire spesifik PCR testinde bir adet hiyar tohumu,
bir adet kavun tohumu ve 2 (iki) adet karpuz
cesidine ait tohumlarda pozitif kontrolde oldugu
gibi 360 bp biylkliglinde bant olusumu gorilms
ve testlenen hiyar, kavun ve karpuz cesitlerinin Ac
ile bulasik oldugu saptanmustir.

Patojenin tohumda bulundugu vyer patojenin
saptanmasi agisindan énemlidir. Bakteriyel etmen
tohumun hem kabuguna hem de embriyosuna
yerlesebilmektedir. Bu nedenle c¢alismada
testlenen tohumlarda yara acgilmasi saglanarak
embriyoya yerlesen patojenin de saptanabilmesi
saglanmistir. Dutta ve ark., (2012) Ac’nin tohumda
bulundugu vyerin, tohum saglk testlerinde
patojenin saptanmasina etkisinin olup olmadigini
arastirmiglardir. Patojen, karpuza stigmadan pistil

inokulasyonu  veya  ovaryumdan  perikarp
inokulasyonu  vyapilarak  bulastinlmistir.  Bu
meyvelerden elde edilen tohumlar,

pargalanmadan tiim halde ve parcalandiktan sonra
ekstraksiyon sivisinda calkalanarak, tohumdaki
etmenin varligl yari segici besi yerine ekim ve
quantitative realtime PCR ile arastiriimistir.
Patojen, karpuza stigmadan pistil inokulasyonu
sonucu bulagsmissa tohum embriyosuna
yerlesmistir.  Patojen, karpuza ovaryumdan
perikarp inokulasyonu sonucu bulasmissa tohum
kabuguna yerlegmistir. Pistil inokulasyonu sonucu
embriyoya yerlesen bakteriyi ararken, tohum tim

olarak kullanildiginda patojenin varhgi
belirlenememigken, tohum parcalanarak
kullanildiginda tohumdaki patojen bakterinin

varligi saptanmustir.

Serolojik bir yontem olan ELISA testinde dusik
poplilasyondaki  patojen  saptanamamaktadir.
Horuz, (2014) doktora ¢alismasinda 10* hiicre/ml
ve Uzeri yogunluktaki Ac popiilasyonunu DAS-ELISA
testinde basarili bir sekilde saptarken, 10°® ve
altindaki  Ac poplilasyonunu bu testle
belirleyememistir. Ayrica kullanilan ticari kitin 10*
hicre/ml yogunlugundaki bakteri populasyonunu
saptayacak duyarhlikta oldugunu bildirmistir. Bu
calismada da tohumda disik popilasyonlarda
latent olarak bulunan bakteri DAS-ELISA testiyle
saptanamamigtir.

Yapilan bu cgalisma ile fidede belirti izleme
yontemine gore hastalik belirtisi gozlenen
fidelerden etmen izole edilebilirken, belirti

gostermeyen fidelerden alinan 6rneklerden sadece
birinde etmen saptanabilmistir. Fidede belirti
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izleme testinin tek basina kullanilamayacagi, diger
serolojik ve molekiler ydontemlerle kombine halde
kullanilmasi gerektigi saptanmistir. Calismamiza
benzer sekilde Walcott ve ark., (2003) karpuzun
ciceklenme evresinde Ac’nin gigege bulastiginda, o

bitkiden elde edilen tohumlardaki patojenin,
bulasikliik  oranini  belirlemeyi amacgladiklari
calismalarinda, tohumda bakteriyi saptarken

serolojik test olan immuno-magnetic-separation ve
molekiler bir test olan PCR’1 (IMS-PCR) birlikte
kullanmiglardir.  IMS-PCR ile, bulasik tohum
partilerinin %44’linde patojen saptanirken, fidede
belirti izleme yonteminde sadece %27’sinde
patojenin varligi saptanmistir. Fidede belirti izleme
yontemiyle diger serolojik ve molekiler
yontemlerin  kombine  edilerek  kullanildig
durumda testlemelerin daha duyarli olacag ifade
edilmistir. Bir baska calismada Walcott ve ark.,
(2006) Ac’nin tohumlardan saptanmasi igin IMS
PCR’1 kullanmislardir. Bu yontemle fidede belirti
izleme yontemi karsilastinldiginda, IMS-PCR ¢ok
daha duyarli olarak saptanmistir. 10.000 adet
patojenle bulasik tohumla yapilan ¢alismada IMS-
PCR ile patojenin varligini belirleme orani % 87.5
iken, fidede belirti izleme testinde bu oran % 37.5
olarak belirlenmistir. Yeni gelistirilen bu yontemin
kabakgil tohum partilerinin incelenmesi
asamasinda fidede belirti izleme yontemine gore
alternatif olarak degerlendirilmistir.

Bu calismada testlenen 22 adet kabakgil
tohumundan dort tanesinin (bir hiyar, bir kavun ve
iki karpuz) Ac ile bulasik oldugu tohum ¢alkalama
suyundan elde edilen pelletin P-278 ve/veya mEBB
adl yari segici besi yerlerine ekim ve gelisen
bakterilerin toplanarak etmene spesifik PCR
testleriyle basarili bir sekilde belirlenmistir. Calisma
sonucunda belirlenen bu BIO-PCR yéntemine gore,
kabakgil tohumlari fide haline getirilmeden hizli bir
sekilde  bu  patojenin  varligi  yoniinden
incelenebilecegi ortaya konmustur. Benzer sekilde
Ren ve ark., (2004) kavun tohumlarini su ve PBST
icerisinde galkaladiktan sonra elde edilen pelletten
direk DNA'y1 izole edip Ac’ye spesifik primerle PCR
calismalari yapmislardir. Bu yontemle Cin Halk
Cumbhuriyeti’'nde marketlerden satin aldiklari 11
kavun cesidinden sekizinde patojen bakterinin
varligini tespit etmislerdir. Bahar ve ark., (2008)
Ac’nin kavun ve karpuz tohumlarindan
saptanmasinda dizayn ettikleri primerle Immuno-
magnetic-separation ile molekiiler bir test olan
PCR’In  kombinasyonuyla  olusturulan  yeni
yontemle (IMS-PCR), 5000 adet kavun veya karpuz
tohumundan  sadece biri bu patojenle
bulastirildiginda kullanilan bu yontemle patojenin
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varligi tohumlarda saptanmistir. Gelistirilen bu
yontemle patojenin tohum calkalama suyundan
son derece uygun, hizli, duyarl ve spesifik olarak
saptandigi belirtilmistir. Zhao ve ark., (2009) kavun
ve karpuz tohumlarindan Ac’nin varhiginin
saptanmasinda yari segici besi yerine (EBB ve EBBA)
ekim ve real-time PCR’a dayali bir “real-time BIO-
PCR”  ybntemi  gelistirmislerdir.  Tohumlar
pargalandiktan sonra Vancomycin iceren bir tohum
ekstraksiyon sivisinda ¢alkalanmis ve tohum
¢alkalama suyu EBB ve EBBA besi yerlerine
ekilmigstir. Besi yerinde gelisen bakteri kolonileri
toplanarak real-time PCR islemleri uygulanmistir.
Sadece canli bakteri hiicrelerinin reaksiyon
olusturdugu PCR islemi olan real-time BIO-PCR ile

ml’deki tek bir Ac hicresi pozitif olarak
saptanmistir. Feng ve ark., (2013) kabakgil
tohumlarindan Ac’nin  saptanmasinda bugline

kadar kullanilan yontemlerin karsilagtirmasini
yaptigi derlemede, genel ve yari segici besi yerinin,
fidede belirti izleme, serolojik teknikler (immuno-
izolasyon, immuno-strip, MFIS, immuno-sensor) ve
molekiiler tekniklerin (klasik PCR, BIO-PCR, IMC-
PCR, IMS-PCR, MCH-PCR, EMA-PCR, Real time PCR)
etki durumunu degerlendirmiglerdir. BIO-PCR,
IMC-PCR, IMS-PCR, MCH-PCR, Real time PCR’I en
etkili ydntemler olarak bildirmislerdir.

Sonug

Kabakgil tohumlarinda bakteriyel patojenlerin
aranmasinda ISTA, ISHI veya EPPO gibi uluslararasi
kuruluslarin ~ 6nerdigi gibi tohum partileri
testlenirken en az 10.000 adet tohum
kullaniimalidir. Gelistirilen BIO-PCR yontemiyle, bu
¢alismada testlenen hibrit gesitlerden 1.000 adet,
anag olarak kullanilan gesitlerde ise 2.500-25.000
adet tohum kullanilmistir. Hibrit tohumlarin
testlendigi  laboratuvarlarda  Ac  bulasikligi
saptanirken  10.000-30.000 adet tohumun
kullanilmasi 6nerilmektedir.

Calisma sonucunda, yari segici besi yerlerine ekim
ve gelisen bakterilerin toplanarak etmene spesifik
PCR testleriyle patojenin varligi basarili bir sekilde
belirlenmistir. Gelistirilen bu ydntemle karpuz,
karpuz anaci, kavun ve hiyar tohumlarini iceren 22
farkli kabakgil tohum 6rnegi Ac varligi yoninden
incelenmis ve dort 6rnegin (bir hiyar, bir kavun ve
iki karpuz) patojenle bulasik oldugu saptanmistir.
Belirlenen bu BIO-PCR yontemine gore, kabakgil
tohumlari fide haline getiriimeden uygun ve hizli
bir sekilde bu patojenin varligi yoniinden
incelenebilir.
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Sonug olarak, tohum kokenli olan ve dogada pek
¢ok yerde yasama yetenegindeki bu bakterinin
micadelesinde saglikh ya da hastaliksiz tohumlarla
Uretime baglamak, etkili tohum uygulamalarini
kullanmak (Mengulluoglu ve Soylu, 2012), uygun
bitki besleme programlarinin takip edilmesi
(Zimerman-Lax ve ark., 2016), biyolojik miicadele
elemanlarinin kullanilmasi (Horuz ve Aysan, 2018)
gibi yontemler hastaligin miicadelesi agisindan
onemlidir.
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