45‘5{35

IMMUNOFLORESAN
(IF) YONTEMI iLE
FASULYE TOHUMLARINDA
PSEUDOMONAS SYRINGAE PV. PHASEOLICOLA
ARANMASI

MEHMET BURCIN MUTLU
Yiiksek Lisans Tezi

Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah
HAZIRAN 2001

Bu tez ¢ahsmasi Anadolu Universitesi Arastirma Fonu tarafindan desteklenmistir.

Proje No: 99 10.46




JURI VE ENSTITU ONAYI

Mehmet Bur¢cin MUTLU’ nun “Immunofloresan (IF) Yontemi ile
Fasiilye Tohumlarinda Pseudomonas syringae pv. phaseolicola Aranmasi”
bashikh Biyoloji Anabilim Dalindaki yiiksek lisans tezi 06.08.2001 tarihinde,
agagidaki jiiri tarafindan Anadolu flniversitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim
ve Smav yonetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca degerlendirilerek kabul

edilmistir.

Adi-Soyad:r Imza
Uye (Tez Damsmam) : Dog. Dr. Kiymet GUVEN
Uye ' : Prof. Dr. Merih KIVANC

Uye : Yrd. Dog. Dr. Nalan YILMAZ

Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulunun

08.08.2004 tarih ve 26!8 sayih karariyla onaylanmustir.




OZET

Yiiksek Lisans Tezi

IMMUNOFLORESAN (IF) YONTEMI ILE FASULYE TOHUMLARINDA
PSEUDOMONAS SYRINGAE PV. PHASEOLICOLA ARANMASI
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Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Dog¢. Dr. Kiymet GUVEN
2001, 81 sayfa

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola fasiilyelerde hale yaniklig hastahf: etmeni
tohumla taginan bir bitki patojenidir. Hastalk iilkemizde ve diinyanmm bir ¢ok bolgesinde
hiiyiik oranda verim kaybmma yol acan tnemli bir hastaliktir. Hastah@m &nlenmesi icin en
ideal yontem temiz tohumluk kullanmaktir. Bu nedenle tohumlardaki patojenin deteksiyonu
hastalifin kontrolii agisitndan son derece dnemlidir.

Bu c¢ahsmada, fasiilyelerde hale yamkhg: etmeni Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola’ ya spesifik ii¢ farkh poliklonal antiserum iiretilmigtir. Bu antiserumlarm IF
hiicre boyama ve IF koloni boyama yontemlerinde kullamilabilirligi referans kiiltiirlerle
yapilan caliymalarla gosterilmis, daha sonra da aym ydntemlerle fasiilye ununda bakteri
deteksiyonu ¢cahsmalan gerceklestirilmistir.

Fasiilye tohumlarinda bakteri deteksiyonu icin IF hiicre ve IF koloni boyama
yontemlerinin spesifisite ve hizlan agisindan rutin testler icin uygun oldufu sonucuna

variimistir,

Anahtar Kelimeler: IF hiicre boyama, IF koloni boyama, Pseudomonas s. pv. phaseolicola,

Poliklonal Antiserum
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ABSTRACT
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DETECTION OF PSEUDOMONAS SYRINGAE PV. PHASEOLICOLA IN
BEAN SEEDS BY IMMUNOFLUORESCENCE (IF) METHOD
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Anadolu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Program

Supervisor: Assoc. Prof. Kiymet GUVEN
2001, 81 pages

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola is a seedborne phytopathogenic bacteria that
causal agent of Halo Blight disease of beans. Halo Blight is a disease which causes yield lost
in our country and many region of world. Most ideal methods to prevent this disease is to use
pathogen free seed. Therefore detection of pathogen in seed is most important for preventing
this disease.

In this study, three different polyclonal antisera were produced against to
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola which causal agent of hale blight. Availability of this
antisera in the IF cell staining and IF colony staining methods were evaulated by using
reference cultures. Thereafter, detection of bacterium in bean flour was determined by unsing

the same mcthods.

Keywords: IF cell staining, IF colony staining, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola,

Polyclopal antisera



i

TESEKKUR

Bu ¢alisma konusunun se¢iminde bana onderlik eden ve arastirmalanmin
baglangicindan bitimine kadar yardim ve elestirilerini esirgemeyen tez hocam
Sayin Dog. Dr. Kiymet GUVEN’ e tesekkiirii bir borg bilirim.

Tezim boyunca bolimin tim olanaklarindan yararlanmami saglayan
bolim baskanimiz Sayin Prof. Dr. Ahmet OZATA’ ya ve degerli hocam Saym
Prof. Dr. Merih KIVANC’ a tesekkiir ederim.

Caligmalanm sirasinda maddi ve manevi yonden desteklerini gordugim
tiim ¢alisma arkadaslarima tesekkiir ederim.

Verdikleri egitim ve gosterdikleri anlayisla bugiinlere gelmemi saglayan

sevgili aileme en igten tesekkiirlerimi sunarim.



v

ICINDEKILER
Sayfa

OZET .o cttrieeerireriesisesertenses et tanes et sttt ettt ss bbb s e i
ABSTRACT ..ttt sttt ere et sr e st st st e sasteeree s srneentesrsnsereans i
TESEKKUR.....cveritiarirereteses e sstssssse st sesesasssssssssssessssessesessss et sesssssssssessssessenns iii
JCINDEKILER. .....civoiteteiceieectistesse s s s s sesae s s sesees s s ssassss st s snsassanens iv
SEKILLER DIZINI....ouiioiuiiieiiiernitecritese e ssessssses sttt st sss s ess st esssnanes vii
CIZELGELER DIZINL....ccocviriririrnirresisiirssesessssesesssessssssssessssessesssssessssssssssnes ix
Lo GIRIS. oottt ettt st bbb s b s et sa bt b et st s sns e s 1
1.1. Bakteriyel Hale Yanikligi Hastalii.......ccccovviirenrininneninennnccieninennn 5

1.1.1. Hastalik Belirtileri.......ccovorenevernrininienenieeiiiiescce e 6

1.1.2. Hastaligin Cografik DagiliSi.....cccvveriinieeriuenienienen e ceeeenenneens 11

1.1.3. Hastaltk Kontrolil.......cooceveeereirnininienenieneecenesie e cvnenens 11

1.2. Patojen (Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Burkholder)......... 14

1.3. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’ nin Sinonimleri................. 15

1.4. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’ nin Konukgulart................ 15

1.5. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’ nin Enfeksiyonu................ 16

1.6. Serolojik Terminoloji. ... ercerrrrcerreninrerrneneeeiieseeneearseesieenseseens 17

16,1, ADEEIL.ccoviiiiiiecieniieieereecrsr sttt esn et ensr s s e e s e se s 17

1.6.2. ADEIKOT....cciiiiniiiiiinie ettt et e saeser s snessees s esneens 17

1.6.3. Antijen Antikor Reaksiyonlari.........ccoeverevvivinreesrenenenvueneenns 18

1.6.3.1. AgHItinaSYON:.....ovveeverenererreneeriecrrreeeeesr e e rse e e eaes 18

1.6.3.2, PresipitasyOn.. . cceereeneneerieseessnesseensnenseessseesseesaeessenss 18

1.6.4. AdJUvantlar.........co.oceeveeevenenennneeciientcet e s 19

1.7. Serolojik TekniKIer.....c.ccuviereririnninniiiiicce e 20

2. MATERYALVE YONTEM......ocecmsrumemmierninsississssesssesssseeseesessessssans 24
2.1, MAterVal..ocoveeereeeecrrnieirennenneeineirenresesienesresnistsssessness aesrsessessesssssasssenes 24
2.1.1 Deney Hayvanlari........coeecenieiinonnincneneesenens 24

2.1.2. Kuru Fasiilye Orneklerinin ToOplanmast.....c.ccov.uevceeuvecrsessessensenens 25



2.1.3. Test BakterileTi......ccverrrereiererieiriee ettt st eeees 26
2.1.4. Besiyerleri ve Tampon COzeltiler........oovvevvvvvvivereesieeeeeeeeeennn, 27
2.1.4.1. King’s Medium B......cccccoiviieiriiieniieierice e evveeens 27
2.1.4.2. Nutrient Brothu......cccooevviiiiicnini e 27
2.1.4.3. Minimal Meditm.......cocovvvvenerecreirereeieiee e 27
2.1.4.4, Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) (0.01 M, pH 7.2)................. 28
2.1.4.5. 0,01 M Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) (pH 7.2)....coceueue... 28
2.1.4.6. 0.01 M Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) (pH 7.4)...cccccovveuen 28
2.1.4.7.17.5 MM PO4 (PH 6.5)..ccovevrveiininciieriecenenerie e, 29
2.1.4.8. 35 mM POy (PH 6.5).cccveeiiiecincrineceeieiee e 29
2.1.4.9. 0.5 M PO4 (PH 8.0)...cvveeiienieeiiecienrerreeeceenenvere s 29
2.1.4.10 0.1 M Karbonat-Bikarbonat Tamponu
(PH 9.5) ittt sttt st er e 30
2.2, YONTEM..ccoomiricrnieneneseesesesesessasesssessessesssessnsessssessssssssssssssasnsssnns 31
2.2.1. Antijenlerin Hazirlanmast.......ccoeveiiienenicininienisceceess e 31

2.2.1.1.LEPS  (Exopolisakkarit)  Ekstraksiyonu ile Antijen

Hazirlanmash. ..o 31
2.2.1.2. Glutaraldehit Fiksasyonu ile Antijen Hazirlanmasit.......... 31
2.2.1.3. Toplam Hiicre Antijenleri......cccceereerercrenrenenernnenenrinsenns 32
2.2.2. On BaBiStKIIK TeSt.......uevrverecreerieeresrensesesnsessessesessessessesssssnssanns 32
2.2.3. IMMIUNIZASYON. ....cviviiervererereeeesrensnssses e sss s ssssesessssessesesessnenens 33
2.2.4 Antiserumun Ayrilmasi ve Saklanmast........cccoeecevenieneennnienenne. 37
2.2.5. Antiserum Titresinin TayiNi.......cccereireerieenieeivenineseeseesiesiersrersenns 37
2.2.6. Immiinoglobulin (Ig) G Fraksiyonunun Saflastiriimasi................ 37
2.2.6.1. DEAE-Sephacel Kolon Uygulamasi.........ccccveecenveenercnns 38
2.2.6.2. Amonyum Siilfat Presipitasyonti.......ccoevreeivinnniincninnens 38
2.2.7. 1gG Preparasyonunun FITC (Fluoresein izotiyosiyanat) ile
KONJUZASYONU. ....ueereemiriireinrinneseiniisisnistessinsssissnsnssstssnssesesssnssnsssnas 39
2.2.8. Konjugasyon Isleminden Sonra Baglanmamig FITC’ nin
UzaKIastirIimast......c.eeeererreeneenreesenniriiie s ses e ssenne 39

2.2.9. Konjugasyonun Degerlendirilmesi ve IgG-FITC Konjugatlarinin
SaAKIANMASL et eivereecrereseeereeestere ittt e ere s n e ea et eas 40



vi

2.2.10. Kuru Fasiilye Orneklerinin Un Haline Getirilmesi..................... 40

2.2.11. Un Haline Getirilmis Fastilye Orneklerinin IF Hiicre boyama ve

IF Koloni Boyama i¢in Hazirlanmast........cocceeevevveveernennecnennne, 40

2.2.12. IF HUcre BOYanmMask . .cceviirieeceennrinniennnerinietiensessesneersessseensesnes 40
2.2.13. Immunofloresan Koloni Boyama.........cceeeeeeierererereesessnenseenens 41

3. BULGULAR. ...ttt ettt ssae st e e sees e s e st e ennessassesresaesnasas 42
3.1. On Bagisiklik Testi SONUGIATL ......covveverirereereeieeeetese e ssees e seseesseneas 42
3.2. Titrasyon Tayini SONUGIATrL..c.ceceeeviirviriiniciii i e 42
3.3. Antiserum Spesifikliginin Tayini....c.ccccevevemrinvecrieennrnrenenrenieneenenenes 42
3.4. DEAE-Sephacel Kolon Uygulamast.......cccceeeeririnecrirninenennenennecnenvenne 46
3.5. FITC-As Konjugasyonlarinin Degerlendirilmesi.......ccccoovvnieecennvrncnens 48
3.6. IF Hilcre Boyama.......coocvvvveeniieniiniiiii ittt 48
3.7. IF Koloni Boyama........coccuiieenvnniinciiiiie i ciccnseee e 58
4. TARTISMA VE SONUC.....cocviiimiininiri i st ssesssnes 62

5. KAYNAKLAR....coiitieraiinenict sttt 74




1.1.
1.3.
1.4.
1.5.
1.6.

2.1
3.1.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

vii

SEKILLER DiZiNi
Saghkli Fasulyelerin Tarladaki GOriintmii........eeevervveerereneieeiieriereesneennen. 7
Hastaligin yapraklardaki gorintimil........ccceeerueeeriveesioniiecis e 8

Fasulye bitkisi yaprag: lizerinde suyla 1slanmig gériiniimii veren lekeler....8

Fasulye bitkisi yapragi iizerinde suyla 1slanmig goriiniimii veren lekeler....8

Yaprak iizerindeki nekrotik alanlar.........ccoccocoeeinniiinnniii e, 9
Yaprak lizerindeki sar1 renkli lekeler........ccoovcevvinviinciininnnniccecee, 9
Antiserum Uretimi i¢in Kullanilan Yeni Zelanda Cinsi Tavsan............... 24

EPS ekstraksiyonuyla elde edilmis antiserumun FITC konjugati ile
reaksiyona girerek koyu zemin iizerinde floresan yesil renk veren hedef
BDAKLETIIET ..ottt st 49

Glutaraldehit fiksasyonu ile elde edilmis antiserumun FITC konjugat: ile
reaksiyona girerek koyu zemin lizerinde floresan yesil renk veren hedef
BAKIETIIET ..ottt e e 50

Toplam Hiicre Antiserumunun FITC konjugat: ile reaksiyona girerek koyu
zemin tizerinde floresan yesil renk veren hedef bakteriler.............o..c........ 51
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola N52 ile Xanthomonas campestris
pv. phaseoli 'min 1:100 oranmdaki karigtk kiiltliriinlin =~ floresan
mikroskopta goériintiisi (40X objektif). (Okla gosterilen hiicre FITC-As
(EPS) ile boyannus tipik bir Pseudomonas syringae pv. phaseolicola N52
BUCTESIAIL. oeeveeecirerreerereeeree st eee e sree st e st oo e st es st e e s bt e e ebae st e besessaaseseenne 53

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola N52 ile Xanthomonas campestris
pv. phaseoli 'nin 1:100 oramindaki kangik  kiltlirlinin 151k
mikroskobundaki gériintiisii (40X objektif). (Okla gdsterilen hiicre Sekil
de gosterilmis olan FITC-As (EPS) ile boyanmus hiicredir.)..........cccoeunen. 53

Fasiilye unu 6rneklerinden yapilan IF hiicre boyama ile hedef bakterilerin
floresan mikroskopta verdikleri isima (Toplam Hiicre Antiserumunun
FITC konjugati ile) (Okla gosterilen hiicreler)........ocoviviiviiniiinniinicnnnns 55

Sekil 3.6 da gorillen alanin 151k mikroskobundaki goriintiisii (Okla
gosterilen hiicreler hedef bakteriye ait olan ve Sekil 3.6.” da verdikleri

floresan 1s1ma ile digerlerinden ayrilan hiicrelerdir)........ccooviiiinnnnnn, 55



3.8.

3.9.

3.10.

3.1%L.

viii

EPS ekstraksiyonuyla elde edilmis antiserumun FITC konjufati ile
reaksiyona girerek 1s1ma veren hedef bakteri kolonileri...........cccoveevennnnen. 58
Glutaraldehit fiksasyonu ile elde edilmis antiserumun FITC konjufati ile
reaksiyona girerek 1s1ma veren hedef bakteri kolonileri...........cccccvvenennnnn, 59
Toplam hiicre antiserumunun FITC konjufat: ile reaksiyona girerek isuma
veren hedef bakteri Kolonileri.......ccvvericreriininenienicic e, 59
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola ile Xanthomonas campestris pv.
phaseoli’ nin 1:5 oramindaki karigtk  kiiltlirline Toplam Hiicre
antiserumunun FITC konjugat: ile uygulanan IF koloni boyama sonucu
1sima veren hedef bakteriye ait koloniler (Floresan mikroskoptaki
GOTUNTIIN Y. ¢1evvteiirreerireeieiseeeesuaeeres s areesseessrasserassaeessuesssstnesneessseesosessssesanens 60

Sekil 3.11.” de goriilmekte olan sahann 151k mikroskobu goriintiisi (Okla
belirtilen koloni 1s1ma vermeyen Xanthomonas campestris pv. phaseoli’ ye

ait bir KOLONIAIT).....oceeiriieteirreeeceerte e et e s 60



1.1.

1.2

1.3.

2.1

2.2.

2.3,

24.

3.1

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

4.1.

ix
CIZELGELER DiZiNi
Sigir eti ve Bugdayla Kargilagtirmali Olarak Nohut,

Mercimek, Soya fasulyesi ve Fasulye Bilegimi............ SRR 2

Sigir Eti ve Bugdayla Kargilastirmali Olarak Bazi Baklagiller

I¢in Amino asit Bilesimi (Amino asit bilegimi (mg/g Protein))................... 3
Tiirkiye’ de 1988-1996 yillan arasinda kuru fasulye ekim alanlan (ha),
tiretimleri (ton) ve verimleri (kg/ha)..............c.cooooi i 4
Bakterl Strainleri.............cooooiiiiiieii e, 26

EPS antiserumunun dretimi igin uygulanmus olan enjeksiyon semasi....... 34
Glutaraldehit  Fiksasyonu  Antiserumu Uretimi Igin  Uygulanan
Enjeksiyon Semast..........cccooiiiiiiiiiieii e 35

Toplam Hiicre Antijenleri antiserumunun iretimi igin uygulanmug olan

ENJEKSIYON FETMASL......eotiieiiiiiiiieiiiie ettt et iee et ettt 36
P. 5. pv. phaseolicola NCPPB 52 (N52) bakterisine karst tretilen EPS
antiserumunun Spesifikigl..........c.oooiiiiiii 43

P. 5. pv. phaseolicola NCPPB 52 (N52)’ nin glutaraldehitle fikse edilmisg
hiicrelerine karst tiretilen Glutaraldehit antiserumunun spesifikligi.......... 44
P. 5. pv. phaseolicola NCPPB 52 (N52) bakterisine karst uretilen toplam
hiicre antiserumunun SPestfikiBi............oooiiiiiiiiii 45
Ug Farkli Antiserumun IF Hicre Boyama Yonteminde Kangik
Kiiltiirlerdeki Hedef Bakteriye Ait Hiicreleri Detekte Edebilme Guici......54
Fasilye Unu Orneklerinde, IF mikroskopi yontemiyle, 100 mikroskop
alannda 3 farkh antiserumla tespit edilen Pseudomonas syringae pv.
phaseolicolasayllan....................cc.cooiiii 56
Fasiilye Unu Orneklerinde 3 farkh antiserumla tespit edilen Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola sayllan............................ 57
Tohumla Tasinan Bakterilerin Deteksiyonunda En ¢ok Kullamlan
Serolojik Tekniklerin Bazt Onemli OzelliKleri..............ccccovinieirenininnnn. 66



As
DPI
ELISA
Assay)
EPS
FITC
FITC-As
IF
IFAS
IFC
ISIF
ODbD
PCR

SIMGELER ve KISALTMALAR DIiZiNi

: Antiserum
: Dilisyon plating identifikasyon

: Enzim Bagh Immiin Deney (Enzyme-linked Immunosorbent

: Ekzopolisakkarit

: Floresanizotiyosiyanat (Fluoresceinisothiocyanat)
: FITC ile konjuge edilmis antiserum

: Immunofloresan

: Indirekt Floresan Antikor Boyama

: Immunofloresan koloni boyama

: Immunosorbent immunofloresan

: Ouchterlony Duble Diffiizyon

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)



1. GIRIS

Fasulye (Phaseolus vulgaris), koken olarak, bir “Yeni Diinya”
mahsuliidiir; fakat glinimiuzde tim biyik kitasal alanlarda genis c¢apta
yetistirilmektedir. Uretim alanlant 52° kuzeyden 32° giiney enlemine, Amerika ve
Avrupa kitalarinda deniz seviyesinden 3000 metreyi askin vyiikseklere kadar
uzanmaktadir [1].

Diinya capinda 12 milyon hektar alan tzerinde yetistirilmekte ve Latin
Amerika ve Afrika’daki 500 milyon insan i¢in en Onemli besin olmayi
stirdtirmektedir. Fasulye, dinyanin bu iki bolgesindeki son derece fakir birgok
insan igin en 6nemli kalori ve protein kaynagidir [2].

Dogan her canli yagamum ve hayatiyetini devam ettirebilmek i¢in yeterli
derecede besin almak zorundadir. Diinya Saglik Orgiitiiniin 6nerilerine gore
yetigkin bir insamn kilo bagma 0,43 gr proteine gereksinimi vardir. Bu deger
cocuklarda, hamile kadinlarda ve agir islerde caligsan iscilerde daha fazladir [3].

Dinyada tarim yapilan alanlann simirh olmasi ve bu alanlarda iiretilen
besin miktar, artan nifusu beslemede yetersiz kalmaktadir Yapilan hesaplara gore
dinyada insan varliiun protein gereksinmesini karsllamak olanag giderek
azalmaktadir. Buna bagli olarak diinyada var olan protein agift hizla
biyimektedir. Bu sorun dengeli beslenmenin en 6nemli unsuru olan proteini
arttirmamn  gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu durum, yida ortalama %2,7
niifus artis1 olan tilkemiz igin, bugiin olmasa bile 6éniimiizdeki yillarda dengesiz ve
yetersiz beslenmeye neden olabilecektir. Kuru fasulye, protein kaynag: olarak
hem tiketim hem de iiretim agisindan tlkemizin onemli bir yemeklik tane
baklagil bitkisidir. Tanelerinde %22-30 arasinda protein igermektedir [4].

Protein kalitesini belirleyen amino asit bilesimleri agisindan kuru fasulye

sigir eti ile de egdeger diizeydedir (Cizelge 1.1-Cizelge 1.2) [S].

uy %\miversitei;

Anadgaitt UiV
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Cizelge 1.1. Sigir eti ve Bugdayla Karsilastirmali Olarak Nohut, Mercimek, Soya fasulyesi ve

Fasulye Bilesimi [5].
Her 100gr icin
BESIN NOHUT | MERCIMEK | SOYA |[KURU [ SIGIR | BUGDAY
FAS. FAS. ETi SERT
BESIN K.cal 364 338 416 333 287 332
ENERJISI
SU er 11.5 11.2 8.5 11.3 579 |13
PROTEIN gr 19.3 28.1 36.5 23.4 17.5 | 12.7
YAG er 6 1 19.9 0.9 236 |25
HAM LIF gr 4.1 52 5 6 0 1.8
DIYET LIF gr 6.4 11.2 12.5 9.7 0 8.5
KALSIYUM | mg 105 51 277 240 7 37
DEMIR mg 6.2 9 15.7 10.4 1.9 43
CINKO mg 3.4 3.6 4.9 3.7 3.5 2.7
C VITAMINI | mg 4 6.2 6 0 0 0
TIMIN mg 0.5 0.5 0.9 0.4 0.1 0.7
RIBOFLOVIN | mg 0.2 0.2 0.9 0.2 0.2 0.1
NIASIN(NE) | mg 0.5 2.6 1.6 0.5 3 4.4
VIT. B6 mg 0.5 0.5 0.4 0.3 0.5 0.5
VIT. B12 ug 0 0 0 0 2.8 0
VIT.ARE ug 7 4 2 0 0 0
FOLIK ASIT | ug 557 433 375 388 6 52




Cizelge 1.2. Sigar Eti ve Bugdayla Karsilagtumali Olarak Bazt Baklagiller Icin Amino asit
Bilesimi (Amino asit bilesimi (mg/g Protein)) [5].

NOHUT |MERCIMEK [SOYA FASULYE [SIGIRETI |[BUGDAY
Triptofan | 10 9 14 12 12 8
Threonine |37 36 39 42 40 29
Isoleucine |43 43 45 44 48 40
Leucine 71 72 75 80 84 76
Lysine 67 70 61 69 84 30
Toplam 27 21 26 26 37 40
SAA
Toplam 79 76 82 82 80 89
AAA
Valin 42 50 46 28 50 50
Arginin 94 77 7 62 66 56
Histidin 28 28 25 28 29 27
Alanin 43 42 43 42 64 37
Aspartik 118 111 115 121 88 50
asit
Glutamik [ 175 155 177 152 144 300
asit
Glisin 42 41 42 39 71 40
Prolin 41 42 54 42 54 9%
Serin 50 46 53 54 38 48
Protein 193 28.1 33.0 21.9 17.5 12.7
G/100 G




Insan beslenmesinde iyi bir protein kaynag: olan kuru fasulye, bir baklagil
bitkisi olmamin avantajiyla, kok nodiillerindeki azot bakterileri yardimiyla;
. havamn serbest azotunu faydalamlabilir azot haline déniistiirerek topraktaki azot
miktarini zenginlestirir ve ¢ok Snemli bir ekim ndbeti bitkisidir. Ayrica sap ve
samamn proteince zengin olmasi kaba yem olarak hayvan beslenmesindeki
Onemini arttirir,

Tirk mutfaginin vazgecilmez bir {iriinii olan kuru fasulye yetistiriciligi
Tirkiye’nin degisik bolgelerinde, c¢ofunlukla aile igletmeciligi seklinde
yapilmaktadir. Son yillarda, aile isletmeciligi seklinde yapilan kuru fasulye tarimi
yavag yavas tarla tarimi i¢inde yerini almaya baglamistir [6].

Fasulye gerek taze ve gerekse kuru olarak iilkemizin her ydresinde
yetistirilen nemli tarmmsal @iriinlerimizden olup i¢ tiiketimin yani sira, yaklasik 30
bin tona varan ihracatla 19 milyon dolar déviz girdisi saglamaktadir [7].

1988-1996 yillar1 arasinda Tiirkiye’de kuru fasulye iiretimi ve verimi

asagidaki ¢izelgede (Cizelgel.3) ifade edilmektedir [8].

Cizelge 1.3. Tirkiye’ de 1988-1996 yillar1 arasmda kuru fasulye ekim alanlari (ha), tiretimleri
(ton) ve verimleri (kg/ha) [9].

YILLAR EKILIS (ha) URETIM (ton) VERIM (kg/ha)
1988 176.000 211.000 1199
1989 178.000 193.000 1084
1990 171.000 210.000 1228
1991 178.000 214.000 1204
1992 168.000 200.000 1196
1993 162.000 200.000 1235
1994 163.000 180.000 1104
1995 170.000 225.000 1324
1996 172.500 230.000 1333

1997 yilinda 175.000 hektar ekim alanindan 235.000 ton iiriin elde edilmis
ve verim 1343 kg/hektar olmus, 1998 yilmmda 171.000 hektar ekim alanindan
262.000 ton iiriin ve 1415 kg/hektar verim elde edilmistir [9].




Iklim olaylart ve dogal afetler diginda verimi etkileyen faktorler su ana
basghiklar altinda toplanabilir:

- Islah edilmis ¢esitlerin yeni devreye girmesi ve heniiz yayilmamasi
- Yetistirme tekniklerinin eksik uygulanmasi
- Hastalik ve zararhlarla yeterince miicadele yapilmamasi

Tirkiye’de yetistiriciligi yapilan bolgelerde ekonomik yénden en biiyiik
zarart bakterilerin neden oldugu hastaliklar yapar. Bunlann baglicalan
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Burkholder)’ mn neden oldugu Yaprak
Hale Lekesi=Bakteriyel Yag Lekesi Hastaigy, Pseudomonas syringae pv.
syringae’ nin neden oldugu Kahverengi Leke Hastaligi, Xanthomonas campestris
pv. phaseloli var fuscans’ i neden oldugu Fuscans Yamkh@ Hastaifn ve
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens’ in neden oldugu Bakteriyel
Solgunluk Hastaligidir [10].

Bakteriyel hale yanikligt etmeni Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
bazt yillar yetistirme bolgelerinde biiyiik tinin kayiplarina neden olmaktadir.
1989-1991 yillari arasinda Ankara Zirai Miicadele Enstitlisii ve Eskigehir Gegit
Kugagi Arastirma Enstitisii tarafindan yapilan c¢aligmalarda Nigde, Nevsehir,
Afyon, Eskisehir, Bursa yorelerinde %50’lere varan zaran tespit edilmistir [11].

1.1. Bakteriyel Hale Yamklig: Hastalig:

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Burkholder) isimli bakteri
tarafindan olusturulan hastalik genellikle yazlari serin gegen bolgelerde gorilir.
20-23 °C hastahigin gelismesi i¢in en uygun sicakliktir. Bunun yamnda nispi
nemin de yiiksek olmasi gerekmektedir.

Hastalik degisik tlkelerde degisik isimlerle amlir.Ulkemizde “Halo Blight
(Hale yaniklig1)”, “Tache Grasse (Yagh leke)” veya “Yag Lekesi Hastahig:”
olarak bilinmektedir [5].

Tohumla tagmabilen bu hastalik uygun epidemi kosullarinda ve hassas

cesitlerin ekildigi bolgelerde %100’e varan hasarlar meydana getirebilmektedir

[6].



Enfekte olmus tohumlar enfekte olmus fideleri verirler (birincil enfekte
ediciler ) fakat bunlar genellikle {iriinde bulunan fidelerin toplam miktarina gore
azdir. Bu birincil enfektorlerden hastaligin sonraki yayiligt yagmur sulariyla,
genellikle riizgann egemen oldugu yondedir. Amerika’ da bir birincil enfeksiyon
kaynagindan 26 metre kadar uzakta yeni enfeksiyonlar kaydedilmistir [12].
16. 000’ de 1 enfekte olmus bir bitki uygun epidemi kosullarinda {iriiniin
tamammn kaybi igin yeterlidir [13]. Bu bakterinin meydana getirdigi tane
kayiplan Michigan’® daki arastirma tarlalannda % 23-43  oramnda
degismektedir.Kesin rakamlar olmamasina karsin, verimde meydana gelen iriin

kayiplari ortalama %10 ile % 50 arasinda degismektedir [12].

1.1.1. Hastalik Belirtileri

Hale yaniklig hastalift belirtileri 24-28 °C’ de 6 ila 10 giin i¢inde ortaya
cikmaktadir. Fakat yilksek sicakliklarda, belirtilerin ortaya ¢ikist 2-3 gin kadar
gecikir [12].

Hastalik fasulye bitkisinin yaprak ve meyvelerinde goriiliir. ilk hastalik
belirtileri enfeksiyondan 5-6 giin sonra 3’ lit fasulye yapraklannda noktaciklar
seklinde olusur. Fasulye yapraklarinda kiigiik koseli, solgun yesilimsi renkli, sulu
lekeler seklinde(Sekil 1.4.) gorilmektedir [14]. Sekil 1.1° de saglikh fasiilyelerin
tarladaki gorinimi, Sekil 1.2° de ise hastahgin yapraklardaki goérinimi

verilmigtir.



Sekil 1.1. Saglikli Fasulyelerin Tarladaki Goriintimi



LE Walkius, Urii: of Nelnwsks

Sekil 1.3. Bitki biryiiditkce hastahigin daha da belirgin bir gériiniim almasi

Yapraklar daha gok kiigikken goriilen hastalik bitkiler biiyiidiikge, daha
belirgin bir durum alirlar (Sekil 1.3) [12].

Sekil 1.4. Fasulye bitkisi yaprag tizerinde suyla 1slanmug goriiniimii veren lekeler



Sekil 1.5. Yaprak tizerindeki nekrotik alanlar

Lekeler genigleyip birleserek daha sonra biyik nekrotik alanlan
olustururlar ($ekil 1.5.) [15]. Yapraklar ustiinde kigikli buyiiklii lekeler olugur.
Bu lekeler onceleri san renklidir (Sekil 1.6.) [12].

s ul Helwushs

Sekil 1.6. Yaprak iizerindeki san renkli Iekeler

Hale yamikliginda, haleye benzer yesilimtirak-san bir doku zonu, sulu
zonun diginda olusur ve yapraklara sanmtirak bir goériiniig verir. Bu klorotik

lekeler zamanla kurur ve kahverengine déner.Daha sonra bu lekelerin rengi saman
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saristna doniigiir. Kuru lekelerin istii pudrams: bir toz ile kaphdir. Aslinda bu
tozlu goriinils leke Ustinde kuruyan bakteri siispansiyonundan bir damladir [12].
Bakteriler, aym zamanda yapragin vaskiiler dokusuna girebilirle ve govdeye
yayilabilirler. Meyvelerdeki lekeler yapraklardakinden daha bilyiikk ve fasulye
meyvesi istine serpilmis durumdadir. Hastalikli gévde, bakla (=kapsiil ) ve
tohumlarda olusan bakteriyel akinti, agik krem giimiisi renktedir.

Cimlenme doneminde kotiledon yapraklannda san lekeler seklinde
goruliir Hastalik ilerledikge govde ve dallarda uzunca kirmizimsi- kahverengi
lekeler olusturur. Hastaligin ilk ¢iktigi tarla kisimlaninda, bitkilerdeki kuruma ve
¢okelme sonucu olusan zarar uzaktan gériilebilir.

Govdedeki simptomlar sulu, bazen ¢okik ve genellikle uzunluguna
buyliyen ve kahverengilesen cogunluk yizeyde catlayan ve bakteriyel akmt:
ctkaran lekeler seklinde gorilir. Boyle lekeler, en ¢ok govdeyi tam olarak kusatan
1. bogum yakimnda yaygindir. Agirlasan bitki, lekelerin oldugu yerlerden kirilir
ve bu simptoma da gévde kusatmasi veya eklem ciiriikliigii ad: verilir.

Go6vde ve baklalarda yag damlatilmig gibi yuvarlak ya da uzunca, krem
renkli akmtili, sigile benzer lekeler olusturur. Bu ¢ogunlukla birlesir ve
yaglandik¢a kirmizimtirak veya kahverengimsi olur [15]. Kapsiil etmen tarafindan
enfeksiyona ugratildigy takdirde bakteri iletim sistemi yardimiyla tohumu enfekte
etmektedir. Ozellikle beyaz tohumlu ¢esitlerde tohum kabugu iizerinde sari renk
almig enfekteli alanlan gormek miimkindir [16]. Eger bakla ¢ogunlukla ( iletim
demetlerinin oldugu) birlesme yerinden enfekte edilirse, bakteri vaskiiler sisteme
girer ve tohumu i¢ten enfekte eder. Tohumlar funikulus yoluyla enfeksiyonu alir
[15], baz1 durumlarda ise enfekteli bitki parcaciklanyla temas eden tohum
kabugundaki catlaklardan bakteri giris yaparak tohum bulagikigina neden
olmaktadir [16]. Tohumlar ¢iriyebilir, enfeksiyon erken donemde olursa burugur
veya enfeksiyon zamam ve siddetine bagh olarak degisik derecelerde renk
degisikligi gosterebilirler [15]. Tohum kabugu sikhkla enfekteli bitkilerle tohum
gomleginin iligkisi vasitasiyla digsal olarak zarar gdérmeye bagslar.

Hastalk yapraklarda fazla yogun oldugu zaman yapraklarin kavrulmasina
yol agarKavruk yapraklar g¢ogu zaman dokilirler. Hastalk erken donemde

baslarsa bitkiler gelisemez, gigek agamaz ve meyve veremezler [16].
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1.1.2. Hastahigin Cografik Dagilis1

Ik kez Amerika Birlesik Devletleri’ nde rastlanan bu bakteri daha sonra
Almanya’dan rapor edilmigtir [16]. Etiyopya, Malawi, Fas, Mauritius, Rodriguez
Adasi, Giiney Afrika, Tanzanya, Uganda, Zambiya, Zimbabwe, Hindistan, Israil,
Japonya, Suudi Arabistan, Avustralya, Fiji, Yeni Zelanda, Avusturya, Belcika,
Britanya, Bulgaristan, Cekoslovakya, Danimarka, Fransa, Macaristan, Irlanda,
Italya, Hollanda, Polonya, Romanya, Ispanya, Isveg, Rusya, Isvigre, Yugoslavya,
‘Kanada, Meksika, Barbados, Kosta Rica, Dominik Cumbhuriyeti, Sili, Guadeloupe,
Agjantin, Kolombiya, Peru, Surinam, Venezuela’da bu hastalik gérilmiistiir. Bu
hastaliga Brezilya’da rastlanmamustir [17].

Ulkemizde hastalik ilk kez Karadeniz Bolgesi ve Bursa civarinda, Afyon,
Ankara, Antalya, Balikesir, Bolu, Bursa, Cankiri, Corum, Denizli, Edire,
Erzincan, Isparta, Kayseri, Kirgehir, Konya, Kiitahya, Malatya, Nigde,
Kahramanmarag, Nevsehir, Tokat, Yozgat, Eskigehir yorelerinde tespit edilmistir
[5,18].

1.1.3. Hastalik Kontrolii

Bitkilerin bakteri hastaliklarinin  kontroliine, hastalifa neden olan
organizmamn izolasyonu ve identifikasyonu igin gereken islemlerin uzunlugu
engel olmaktadir.

Tohumla tagmabilen patojen Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
(Burkholder), tim dinyada yaygm olan tohum kaynakli bir patojen olup,
canlth@m toprak yiizeyinde kalan bitki dokulannda uzun siire siirdiirebilmektedir.
Starr ve Kercher [19], 1969°da yaptiklant ¢aligmada bakterinin hastalikhi bitki
pargalarim yiyen kuzulann diskilarmda 9 ay canliifim sirdiirebildigini ifade
etmiglerdir. Tohum orijinli hastaliklara karst en iyi miicadele temiz tohumluk
kullanmaktir Bu konuda tohum dezenfeksiyonu igin gesitli kimyasallar ve sicak su
uygulamalan 6nerilmektedir. Ancak, tohum kabugu altinda bulunan bakterilere

yeterince etkin olmamaktadir, sadece inokulum potansiyelini azaltmaktadir.
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Amerika’da yapilan bazi arastirmalarda denenen pek ¢ok metoda ragmen
uygulama yapilmis ve yapilmamus tohumlar arasinda hastalik ¢ikist agisindan pek
fark gozlenememigtir. Ayrica, fasulye cesitlerinin pek ¢ogunun da sicak suya karst
duyarh oldugu bilinmektedir.

Hastalik, bordo bulamaci, bakir oksiklorid, bakir siilfat, bakir oksit,
streptomisin  stlfat ve dihidro streptomisin siilfat gibi kimyasallarla kontrol
edilmeye ¢alisilmug, ancak, bu yontemler etkili ve pratik olamamusgtir.

Ik enfeksiyonun % 98 tohumdan bagladigi kabul edilerek, tohumun ekim
oncesi, %0.2° lik streptomisin veya kasugamisin ile muamele edilmesinin etkili
oldugu bildirilmistir [20]. Ancak yiizeysel dezenfeksiyonlarda tohumlarin %0.2’
lik streptomisin soliisyonunda 2 saat bekletilmesiyle ¢imlenmede %20’ lik zararin
meydana geldigi gozlenmistir [12].

Penicilin, Streptomisin, Aureomycin, Chloromycetin, Neomisin ve
Subtilin gibi antibiyotikler denenmis ve kismen sonu¢ ahnmustir [16].
Antibiyotiklerin kolayca direnglilik kazanma ve insan saghgt yoniinden

sakincalan da olabilir.

Kiiltiirel uygulamalar olarak

- Hastalikla bulasik tarlalardan elde edilen tohumlar asla
kullamimamalidir.

- Tohumluk iiretimi hastalik igin uygun olmayan bolgelerde, yani
sicak ve kurak bolgelerde yapimahdir. (Bu sartlarda yapilan
iiretimlerde bile tohumlarin tamamen temiz oldugu s6ylenemez ve
tohum iireten sirketler tohumlann saghgint garanti edemez).

- Ekim nobeti uygulanmali, ekimden once tarla derin bir gekilde
sirilmeli, bir ©6nceki yildan tarlada birakilan hastahkh bitki
pargalan tarladan uzaklagtinhp, yakilmalidir.

- Hastaliga tolerant cesitlerin tiretimine yonelinmelidir.

- Sekonder enfeksiyonlart arttiran yagmurlama sistemi sulamadan
miimkiin oldugunca kagimlmalidir.

- Hastaligin bulagik ekipmanla tarladan tarlaya gegisinde dikkatli

olunmahdir Hastaligin  kontroli amact ile kangik ekim
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onerilmektedir. (6mmegin Karadeniz Bolgesi’'nde fasulye-musir
karigtk  ekimlerinde  hastahgin  genis  alanlara  yaydmas:
engellenmistir. Bunun nedeni olarak musir bitkisinin  bakteri
sporlarinin yayilmasinda fiziksel bir onleyici rol oynadigi kamsina

vanlmigtir [12,21,22].

Bu yontemlerin hepsi hastaligin yayilmasii ve zaranm en aza
indirgemektedir, fakat kesin sonug¢ vermemektedir.

Bu yontemlerin yamnda hastalikla miicadelede tohum sertifikasyon
programlann da uygulanmaktadir ve hastali§in yayilmasinda ve zarann en aza
indirgenmesinde etkili bir yol olarak gorilmektedir. Yaygin yamkliga kars:
Michigan’daki tohum sertifikasyon programu laboratuvar testleri; enfekte
olmadig bilinen tohumlar ile tarlada yetisme esnasinda % 0,05 oraninda yamikliga
sebep olan tohumlara izin vermektedir [23].

Amerika Birlesik Devletleri’ nde temiz tohum tretimi Hale Yamklg:
kontrolii igin ana metottur. Idaho’ daki temiz tohum tiretimi programt i¢in yapilan
¢aligmalarda; enfeksiyonun gozle gorilebilir delillerinin saptanmast amagh arazi
denetimleri, giipheli “pod” larin tohum o6rneklerinden preparasyonlarla laboratuvar
inokiilasyonlarimin  yapilmasi, tohumla taginan mikroorganizmalarn serolojik
degerlendirilmesi, patojen bulunan boélgelerden fasulye tohumlarin girisimi
onlemek amaciyla karantina uygulamalan geceklegtirilmektedir. Eger tohum
yigiminda bakteri tespit edilirse bu tohumlar sertifika alamaz ve ekimi yapilamaz
[12].

Bir ¢ok aragtirmact tohum sertifikasyonunda kullanmak igin daha ileni
yontemleri denemislerdir. Tarlalarda hale yamklhig: hastah@ riskini azaltmak ve
fasiilye tohumlarinda Pseudomonas syringae pv. phaseolicola varhgmn tespiti
icin immunofluoresans mikroskopi yontemi [24,25], ELISA testi [26] ve
immunosorbent diliisyon plak yontemi (ISDP) [27], denenmis olup tohum

sertifikasyonunda rutin olarak kullanabilirligi aragtinlmaktadr.
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1.2. Patojen (Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Burkholder)

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Burkholder) aerobik, gram
negatif gubuklardir. Buyikhikleri 1.5-5.0x0.5-1.0 mikrondur. 1-6 mono veya
bipolar kamgih olup, hareketlidirler. Genellikle tek ya da ¢ift fakat nadiren zincir
halinde goriinirler [28].

Biyiume faktorlerine ihtiya¢ duymaz. Poly-B-hidroksibutirat hiicre igi
karbon rezervi olarak biriktirilmez. Glutarat, meso-tartrat, DL-gliserat,
izoaskorbat, eritritol, sorbitol, meso-inositol ve N-kaproati kullanamazlar. D-
glukonat, L(+) arabinoz, sukroz, suksinat, DL-3-OH butirat, transakonitat, I-
serin, L-alanin ve p-hidroksibenzoat: kullanabilirler {12].

Havug ve patates agarda daha ince bir tabaka yaratirlar. Steril havug ve
patates dilimlerinde iyi gelisirler. Asit ortamda gelismezler. Jelatini
sulandirmazlar. Sitih ne kuagiile eder ne de peptonlastinirlar. Nitratlann rediikte
etmezler. Ne indol ne de hidrojen siilfid olustururlar, fakat amonyak meydana
getirirler. Uschinsky ve Cohn eriyiklerini simrl: bulandinr ve hafif yesil bir renk
gosterirler. Bu belirtiler Fermi eriginde meydana gelmez. Glukoz, sakkaroz,
maltoz ve rhamnose’den asit olugturur fakat gaz olusturmazlar. Laktoz, arabinoz,
mannitol, dulsitol veya sorbitoldan asit ve gaz olusturmazlar. Nisastayr baz
yazarlar sulandirdifuu, bazilan da sulandirmadigini yazar. Pamuk tohumu yagini
bozmazlar. Optimum gelisme sicakhigi 25-30 °C arasi, maksimum 36-37 °C ve
minumum 0 °C altindadwr. Termal 6lim noktast 49-50 °C dir. Gelismesi igin
uygun pH dereceleri 5-8,8 dir. Optimum derece ise pH 6,7-7,3 tir. Bakteri suda
¢bzillen ve pyoverdin olan floresan pigmentine sahiptir. Bu pigment uzun dalga
boylu ultraviole 15181 altinda (365 nm) yesil 1s1ma verir.

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Burkholder); Pseudomonas
syringae pv. syringae ile %60-63, Pseudomonas aptata ile %60, Pseudomonas
morsprunorum ile %83-84, Pseudomonas tomato ile %63, P.cichorii ile %34
DNA-DNA homoloji derecesine sahiptir. Pektolik aktivite gostermedigi igin
yumusak ¢iiriklik simptomu meydana getirmezler [12,29].

Bakteriyal hiicreler, sivi nitrojen iginde —172°C’de 30 ay patojenite
ozelliklerini kaybetmeden canlt halde kalabilirler [12].
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1.3. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’ mn Sinonimleri

Kuru fasulye hale yamkligi etmeni olan Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola (Burkholder ) giinimiize degin asagidaki adlan almustir [17].

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Burkholder ) Young,
Dye&Wilkle, 1978 Phytomonas medicaginis var.phaseolicola ( Burkholder ),
1926

Bacterium medicaginis var.phaseolicola ( Burkholder ),Link& Hull, 1927

Pseudomonas medicaginis var. phaseolicola (Burholder ) Stapp& Kottle,
1929

Pseudomonas medicaginis f.sp. phaseolicola (Burkholder ) Dowson, 1957

Xanthomonas medicaginis var. phaseolicola (Burkholder ) Elliott, 1951

Pseudomonas phaseolicola ( Burkholder ) Dowson, 1943

Bacterium puerariae, Hedges, 1927

Phytomonas puerariae ( Hedges ), Bergey et. Al. 1930

1.4, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’ nin Konukcular:

Esas konukgusu kuru fasulye ( Phaseolus vulgaris )dir. Diger konukgulan
ise, Phaseolus acutifolius, Phaseolus angularis, Phaseolus bracteatus, Phaseolus
polyanthus, Phaseolus polystachyus, Phaseolus radiatus, Cajanus cajan ( L,
Millsp. ) Macroptilium atropureum ( Phaseolus atropurpureus ), Phaseolus
coccineus, P. lunatus ( P. lunatus var. macrocarpus ), Pisum sativum, Puararia
lobata (Wild), P. thunbergiona, Vigna radiata (Phaseolus aureus L. Wilczek), V.
Unguiculata (V.sinensis Elliot, 1951)dir. Aynca Glycine jaunica, G. Max (L.
Merill), G. Wightii de de bildirilmustir [17].
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1.5. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’ nin Enfeksiyonu

Bu hastahig bulastiran bakteriler tohumun iginde, tohum kabugu ile
kotiledon yapraklan arasinda veya tohumun ustiinde bulunurlar [12]. Bakteri kisi
tohumda ya da hastalikl bitki artiklani (zerinde toprakta gegirir. Bulagik
tohumlarda canlibiini 2-12 yil koruyabilir [21].

Bakteri enfeksiyonu tohum igerisinde ve fasulye govdelerinde baglar.
Tohumda bakteriler 6nce kotiledonlar1 enfekte eder ve buradan da yapraklara
sigrar ya da vaskuler sisteme girerek sistemik enfeksiyona neden olurlar [15].
Ayrica bakteriyle bulagik bitki salgilanindan yayilarak enfeksiyon yaparlar. Stoma
yoluyla penetrasyon oldugunda enfeksiyon da lokal olarak gelisir. O zaman
hastalik hangi yaprakta, meyvede olusmussa, orada kalir. Ya da sistemik olur. O
zaman da biitin bitkiye yayilir [12]. Béylelikle gévde ve yaprak lezyonlari olugur.
Dahili olarak, bakteriler hiicreler aras: hareket eder ve hiicreler ¢oker. Boylelikle
bosluklar olusur. Ksilemde iken bakteriler ¢ok ¢abuk cogalirlar. Asagt yukan
hareket ederler, parankimayr digan dogru iterler. Doku igindeki stoma veye
yanklardan disann dogru akinti geklinde gikarlar. Stoma ve yara yoluyla gévde
yapraklara tekrar girebilirler.

Aynica Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Burkholder) ile sadece
distan kontamine olmus olan tohumlardan da bu hastalik fidelere gecebilmektedir
[22]. Enfeksiyon bakterinin hareketi sayesinde bir dig kabuk lezyonundan alttaki
yakin bir tohum yiizeyine olabilir. Fasulyede hale yanikligi semptomlan 24-28 °C
de 6-10 giin iginde gelismektedir. Yiksek isilarda gelisme 2-3 giin gecikir.
Gelisen semptomlann gozle gorilebilmesi igin 30 cm’ lik bir yaprak dokusunda
bir milyon koloni olugturan birim bulunmas: gerekmektedir [5].

Bakteri yaythsi ile klorotik lekeler arasinda bir iligki bulunmadig
anlagiimuigtir. Leke tastmayan yapraklardan izole edildigi halde baz klorotik
lekelerin bulundugu yapraklardaki bakteri izole edilememigtir. Bu klorotik
lekelerin bakteri olmaksizin, toksinlerden ileri geldigi anlagiimustir [12]. Bu toksin
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Burkholder) tarafindan tretilen ve N-
phosphosulfamylornithine yapisinda olan Phaseolotoksin olarak bilinmektedir.

Bitkilerde pas enfeksiyonu da varsa, hale yamklig:i lezyonlart daha da
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belirginlesmektedir [5]. Gergekten Pseudomonas phaseolicola kuvvetli bir toksin
salgilamaktadir. Ancak bakteri olmadan toksinlerle bu lekelerin olusma sekli
heniiz agiklanabilmis degildir [12].

Patojen yagmurlu giinlerde su zerrecikleri ve riizgar yardimu ile bitkiler
arasinda hizla yayilmaktadir. Daha sonra, bakteriler tomurcuk, nod ve bakla
aksonlarinda ¢ogalmaktadir. Patojen ozellikle, ¢igli ve nemli ortamda bitkinin
yaprak yiizeyinde hizla gogalmaktadir [5,12].

1.6. Serolojik Terminoloji:

" Immin" Latince kokenli bir deyimdirEski Roma’ da vergiden ve
askerlikten bagiglanmig (muaf) olanlara denirdi.

Benzer bigimde, kisilerde bazi hastaliklara karsgt bir muafiyet
kazamlabilecegi ve bu suretle hasta olmaksizin bu hastahklardan hatta belki
yagam boyu artik muaf (bagislanmig) kalnabilecegi eskiden beri bilinmektedir.
Bu muafiyet (bagigiklik) haline immiinite denmektedir.

Immiinoloji, bu bagistkhigin nasil olustugunu, biyolojik ve klinik sonuglan
ile birlikte inceleyen bir bilim dalidir .

1.6.1. Antijen:

Bagigik yanit verebilecek diizeyde gelismis organizmalara verildiklerinde,
kendilerine kars1 bir bagisik yanitinin olugmasina yol agan ve bu yamt sonucunda
ortaya ¢ikan drinler ile Ozgiil olarak birlesme Ozelligindeki maddelerdir.
Antijenler genellikle verildigi organizmaya yabanci olan kompleks molekillerdir.
Bazi maddeler 6megin biiyitk molekiil agirhkli polisakkaritler ve proteinler

miikemmel antijenlerdir.
1.6.2. Antikor:

Immiin cevap siiresince olugan bir globulin proteinidir. Antikor

molekiiliiniin antijene baglanacak spesifik baglanma bolgeleri bulunur.
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Antijenler ve antikorlar arasindaki reaksiyonlan inceleyen bilim dalina ise
seroloji denir.

Antikorlar gamma globulin yapisindadir.

Bir antijen organizmaya girdiginde, hiicresel ve/veya sivisal yapida bir
bagisik yanitt harekete gecirir. Bagisik yanitta, antijenin immun sistem tarafindan
tanindiktan sonra, yamt: organize edebilecek, immunolojik bakimdan elverigli
belirli sayida hiicrenin harekete gegmesi gerekir. Bagisik yamtta makrofajlar ve
lenfositler olmak tizere iki gesit hiicre rol oynamaktadir.

Saf haldeki tek bir antijene, fakat gergekte o antijenin gegitli biitiin
determinantlara karsi, muhtelif antikor yapici hicre klonlarmin sentezledikleri
antikorlar heterojen bir populasyon olustururlarBu heterojen populasyonda,
immunoglobulinlerin agir zincir izotipine, hafif zincir tipine, allotipine, V bdlgesi
amino asit sekansmna ve idyotipine gore, degisik yapida antikorlar yer alirlar.Bu
antikorlara poliklonal antikorlar denir.

Tek bir hiicre klonunun sentezledigi antikorlar ise monoklonal antikorlar
'dir.

1.6.3. Antijen Antikor Reaksiyonlar
1.6.3.1. 'Agliitinasyon:

Antijen bir partikil (6rn: bakteri hiicrest) veya bir hiicre komponenti (6rn:
kamc1) oldugu zaman spesifik antikoru ile birleserek kiimeler meydana getirilmesi
olayidir.
1.6.3.2. Presipitasyon:

Antijen suda eriyebilir 6zellikte bir madde (6rn:bakterinin yiizeyindeki

lipopolisakkaritler) ise spesifik antikoru ile birleserek ¢okelir. Bu olaya da

presipitasyon denir.



19

1.6.4. Adjuvantlar

Zayif antijenler, bazs maddeler ile kanstinhp sirnga edildiginde, zayif
antijenlere kargt kuvvetli immun cevap alinmaktadir. Immun cevabi arttine: dzgiil
olmayan bu maddelere adjuvant adi verilir Freund adjuvanti en ¢ok kullanilan
adjuvantlardan birisidir. Freund adjuvant: tam veya tam olmayan diye iki tiirli
hazirlamr. Tam olmayan Freund adjuvanti sadece lanolin ve parafin yag karngimu
olup, suda erimis 6zgiil antijen ile iyice kanstinlarak deney hayvanmna ginnga
edilir, tam freund adjuvanti ise tam olmayan adjuvanta oli tiberkiiloz basili
ilavesi hazirlamir. Tiuberkiiloz basilinin adjuvant etkisi bakterinin hiicre duvarinda
bulunan balmumu D maddesindeki peptido-glukolipid molekiilii ile ilgilidir. Tam
freund adjuvanti hem hiicresel, hem de humoral cevapta arttinct etki yapar.
Adjuvant etkisi gosteren birgok madde bildirilmistir. Bunlardan bazilan gunlardir:
Potasyum aliiminyum silfat (Alum), Aliminyum fosfat, Aliiminyum hidroksit,
Kalsiyum fosfat, silika pargaciklan, madeni yaglar, saponin, lanolin, amonyum
bilesikleri, vitamin A, bunlara ilaveten bircok bakterilerinde 6zgil olmayan
adjuvant etkileri vardir, 6rnegin, Bordetella pertussis, Corynebacterium parvum,
BCG gibi. Endotoksinler, stafilokok ekzotoksini, fitohemagglutinin ve niikleik
asidin yikim tiriinleri olan poliniikleotidler de adjuvantdir. Adjuvantlar ¢ok yaygin
bir kullanim sahast bulmasmna ragmen etki mekanizmasi kesin olarak bilinmiyor.
Fakat adjuvantlarin etki mekanizmasinda asagidaki etkenlerin rol oynadil
samlmaktadur:

1-Antijenin adjuvantin lipofilik ve hidrofilik etkisiyle devamh bir
emilsiyon halinde kalmasi ve bu suretle antijenin emilimi ve atiimi gecikerek,
uzun siire antijenik uyarimin devam etmesi,

2-Makrofajlarin fagositoz etkisini arttirarak, antjjenin immun cevap igin
isleme girmesinin hizlandirilmast,

3-Yerel yangisal cevabin arttirilmasi,

Adjuvant maddeler kanstirilarak verildigi gibi ayn ayn da verilebilir, bu
hallerde adjuvanti antijenden once veya aym zamanda vermek gerekir. Eger

adjuvant madde, antijenden sonra sinnga edilirse humoral cevapta artma olmasia
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ragmen hiicresel cevapta azalma veya baskilanma olur ki bu olaya immun sapma

denir [30).

1.7. Serolojik Teknikler

Serolojik reaksiyonlar antijen ve antikorlann meydana gikanlmast igin
yapilan deneylerdir. Bunlardan birisinin bizim tarafimizdan bilinmesi gereklidir.
Bu sekilde digerinin varhigiu ve miktanim tahmin edebiliriz. Ornegin bilinen bir
antijen kullanarak insamin kan serumunda buna karg antikor bulunup
bulunmadigim meydana ¢ikarabildigimiz gibi bunun miktarint da belirleyebiliriz.
Bunun tersine elimizde bilinen antikorlar varsa bir mikroorganizmamn degisik
antijenlerinin veya diger biyolojik maddelerin taninmasi miimkiindiir. Bu sekilde
bir enfeksiyondan izole edilmis olan mikroorganizmanin kesin olarak taninmasi
olasidir.

Immunofluoresan mikroskopi (IF) yontemi de tohum sertifikasyon
programlarinda rutin olarak kullamlabilirligi arastirilmig olan bir yéntemdir.

Immunofloresan yénteminin 6zelligi antikor molekiiliiniin floresan 11ma
veren ¢esitli kimyasal bilesikler ile birlestikten sonra imminolojik ozgilliygiiniin
degismemesidir. Direkt ve indirekt seklinde iki tip uygulama alam vardir. Direkt
yontemde Ornegin, bir bakteri tamisinda o bakteriye 6zgiil antiserum, fluorescein
isothiocyanate (FITC) ile kimyasal olarak baglamr. FITC yerine dier bir
floresans veren madde rhodamin ile de isaretleme yapilabilir. Rhodamin ile
isaretlenen antikor boyanmalarinda mikroskopta kirmuzi renkli floresan goniliir.
Bu bakteriden siiphe edildigi ortamdan alinan 6mek lam tzerine yayilip tesbit
edildikten sonra isaretlenmis antiserum lam uzerine damlatihr. Belirli bir siire
bekletildikten sonra yikamir ve floresan igik veren istk kaynag: ile mikroskopta
incelenir. FITC ile isaretli antiserumlar ile yapilan boyamada bakteriler yesil-san
gorilir. Direkt yontem ozellikle hasta numunelerinde bakteri teshislerinde
kullamlmaktadir. Bugiin diskidan enteropatojenik E.coli, bogazdan alnan
orneklerde B-hemolitik streptokok grup A tamsinda, kuduz tamsmnda kuduziu
beyinlerden yapilan siirme preparatlarda Negri cisimciklerinin saptanmasinda ve

diger birgok bakteri ve viriis tanisinda kullamlmaktadir [30].
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IF yonteminin bagka bir uygulama sekli de Immunofloresan koloni
boyama (Immuno fluorescein colony staining) (IFC) adi verilen yontemdir. Bu
yontem de bakteri aranmasi ve izolasyonu igin kullamlmaktadir. Agar iizerinde
mikro-koloniler olusturulduktan sonra sicak hava ile ortam kurutulur. FITC bagh
antikorlar ile inkiibasyon sonunda mikroskopta inceleme yapilir ve 151ma gésteren
kolonilerin hedef bakteriye ait oldugu saptanmug olur. Saptanan bu koloniler yeni
besiyerine aktanlarak izolasyonu saglanmus olur. Yontemin en biyik o6zelligi
canl hiicreleri ayirt etme gilictidir. Bu nedenle IFC yontemi vasitasiyla belirlenen
canh hiicreler izole edilip diger testler icin de kullamilabilir. Franken ve Van
Vuurde, IFC yontemi kullanarak yaptiklan c¢aligmada yontemin Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola aranmasinda iyi sonug verdigini bulmusglardir [31].

Tohum orneklerindeki bitki patojeni bakterilerin rutin indekslemelerinde
deteksiyon metodlart  yiiksek duyarllik ve spesifisite de olmalidir.
Standartizasyonu ve otomasyonu mumkiin olmali, ¢ok miktardaki tohum
omeklerine uygulanabilmesi igin de iz yiiksel olmalidir. IF gibi serolojik testler,
bu ozel gereklilikleri kargilayabilecek potansiyeldedir.

Serolojik testler hizli olmalar, kolay uygulanabilirlikleri ve ¢ok
miktardaki o6megi test edebilme gugleri nedeniyle rutin uygulamalar igin
uygundurlar. Daha da Onemlisi IF gibi serolojik testler ¢ok duyarhdir. IF” nin
duyarliift  gozlenen mikroskop alammn  arttinlmasina  bagh  olarak
arttinlabilmektedir.

Tohumla tasinan bakterilerin aranmasinda kullamlan diger serolojik
tekniklerle IF’ yi karsilagtirdifimizda IF’ nin digerlerine gore ¢ok avantajli oldugu
agikga gorilir. Cunki IF yonteminin analitik spesifisitesi, analitik duyarhhg,,
potansiyel  standartizasyonu ve fazla miktardaki Ornege  potansiyel
uygulanabilirligi yiiksektir. Serolojik tekniklerin bu ¢ok Onemli 4 kriterine
bakildiginda IF’ nin digerlerine gore daha avantajh oldugu goriilmektedir. ELISA,
Ouchterlony Double Diffusion (ODD) ve Lam Aglutinasyon testlerinin analitik
duyarlthgs IF° ye gore gok dusiktir. IF° nin hizi da digerlerine gére gok daha
fazladir ve daha gabuk sonug verir [31].
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Trigalet ve Bidaud, yaptiklan calismada Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola’ nin tohum ekstraktinda direkt identifikasyonu i¢in immunofloresan
mikroskopiyi kullanmuglardir [32].

Wyatt ve arkadaslan, fasiilye hale yanikhig hastalifi etmeni Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola’ mn spesifik deteksiyonu igin ELISA teknigini
uygulamuglardir.  Patojenisitede rol oynayan yiizey polisakkaritlerinin  bir
preparasyonunu immunojen olarak kullanmuslar ve bu yiizey polisakkaritlerinin
organizma igin karakteristik oldugunu bulmuglardir. Metodun alternatif
yontemlere gore Onemli derecede hizhi oldugunu ve iiretilmis antiserumun,
organizmamun IF mikroskopi ile deteksiyonu igin de kullamlabilir oldugunu
bildirmiglerdir [33]. "

Van Vuurde, Van Den Bovenkamp ve Brinbaum, yaptiklan ¢aligmada IF’
nin, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’ nin fasiilye tohumlarinda aranmasi
agisindan ELISA’ ya gére daha giivenilir ve rutin uygulamalar igin daha ucuz
oldugu sonucuna varmuglardir [26].

Van Vuurde ve arkadaslan, tohumla tagman Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola’ mn rutin aranmast igin direkt IF’ yi kullanarak bir diizenek
olusturmuglardir. Bu rutin metod 1980 yilindan beri Government Seed Testing
Station’ da ticari 6rnekler iizerinde uygulanmaktadir. Yine aym ¢aligmada IF* nin
kisa inkiibasyon periyodu ve diigiik sicaklikta ¢ahiymast nedeniyle muhtemel non-
spesifik bakterilerin artigint siirlayan bir teknik oldugu bildirilmistir [26].

Van Vuurde, IF’ nin 10.000-50.000 tohumdaki 1 enfekte olmug tohumu
detekte edebildigini gostermigtir [26].

Van Vuurde ve Van Henten, kati faz immunosorbsiyon metodlart olan
immunosorbent immunofloresan mikroskopi (ISIF) ve immunosorbent diliisyon-
plate (ISDP) yontemlerini bakteriyolojik arastirmalar i¢in gelistirmigler ve tohum
patolojisi igin adapte etmislerdir. ISIF’ m temel avantajmn, IF mikroskopi
yonteminin kalitesini ve duyarhihigim arttirmasi oldugunu bildirmislerdir. Bunu da
konsantre tohum ekstraktlarindan patojenik bakterilerin lam tzerine segici
absorbsiyonu yolu ile gostermislerdir. Caligmalaninda IF metodu ile mililitredeki

10? antijenik bakteriyel hiicrenin belirlenebilecegini tespit etmislerdir [27].
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Benlioglu ve Ozakman, tavsanlarda Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola’ mn 1siyla muamele edilmis hiicrelerine ve aym bakterinin
glutaraldehitle fikse edilmis hticrelerine (iki farkli enjeksiyon semast uygulayarak)
ti¢ antiserum Gretmislerdir. Farkli orjinli Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
strainlerini, kuru fasiilyeden izole edilmis bazi floresan Pseudomonaslari ve baz
diger bitki patojeni bakterileri iki serolojik metotla (Indirekt floresan antikor
boyama (IFAS) ve ELISA) test etmislerdir. Bu iki deneyin deteksiyon limitlerini
ve bakteri strainleriyle c¢apraz reaksiyonlarini degerlendirmigler ve IFAS’ m
ELISA’ ya gore hale yanukligi hastaligi etmeninin deteksiyonunda daha duyarh
oldugunu bulmuglardir [18].

Bu ¢alismada Pseudomonas syringae pv. phaseolicola igin spesifik 3 farkli
poliklonal antiserum tretilmistir. Bu antiserumlarin immunofloresan mikroskopi
ve immunofloresan koloni boyama metodlan agisindan kullamlabilirligi oncelikle
referans kiiltirlerde yapilan caligmalarla aragtinlmig, daha sonra da aym
yontemlerle Eskisehir ve ¢evresindeki fasiilye tretimi yapilan alanlardan
saglanmus kuru fasiilye tohumlarinda, hastalik etmeni bakteri aranmugtir.

Elde edilen sonuglann temiz tohumluk tescilinde 6ncii bir yontem olarak
uygulanabilecegi ve rutin kullanima imkan saglayabilecegi disintilmigstir. Bu
yontemle patojen bakteri igerdigi tespit edilen tohum 6rnekleri reddedilerek bunun
yerine bagka tohumun kullandmas: tavsiye edilecek ve bu sayede ciftgiye temiz
tohum saglanmasina katkida bulunulacaktir. Sonugta da verimi arttirarak ilke
ekonomisine bir katki saglanabilecektir. Ayrica uygulanacak IFC yontemi ile
tohum orneklerindeki canli bakteriler ayirt edilebilecek ve bunlar izole edilip

bilyiitiilerek farkli galigmalarda kullarulabilecektir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1 Materyal
2.1.1 Deney Hayvanlar

Caligmada kullamlmak amaciyla Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesine bagh DETAM (Deney Hayvanlari Tibbi Arastirma Merkezi)’dan 3
adet Yeni Zelanda cinsi digi tavsan temin edilmistir. Tavsanlar 3 aybk ve yaklagik
1.5 kg agiliginda olanlardan segilmistir. Bakimlant 55x30x35 cm ebatlarindaki
celik kafesler iginde ve oda sicakhigmmda yapidmugtir. Kafeslerin taban kismuna
talag dokiilerek kafes temizliginin kolay yapilmasi ve 1s1 muhafazasi saglanmugtir.

Her tavsan ayn bir kafes icerisinde buyutilmiis ve beslenmeleri sirasinda taze

sebzeler ve kuru yem kullantlmugtir.

Sekil.2.1. Antiserum Uretimi igin Kullamlan Yeni Zelanda Cinsi Tavsan



25

2.1.2. Kuru Fasiilye Orneklerinin Toplanmast

2000 yili Eylil ve Ekim aylan arasinda Eskigehir’ in dért ayn semtinde
kurulan halk pazarlanindan temin edilen, Seyitgazi, Alpu, Sivrihisar ilgelerine ve
Konya iline ait kuru fasiilye ornekleri temiz naylon posetler iginde laboratuvara
getirilerek, hale yamkligi etmeni Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’ mn

deteksiyonu igin incelemeye alinmgtir.
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2.1.3. Test Bakterileri

Calismamizda kullamlan test bakterileri ve alindiklari yerler Cizelge 2.1 de

verilmistir.
Cizelge 2.1. Bakteri strainleri

ORGANIZMA STRAIN NO KOKENI
P. s. pv. phaseolicolatkl  NCPPB 52 Kanada
P. s. pv. phaseolicolairkl T 1516 A *

P. s. pv. phaseolicola ikl T 1355 A *

P. s. pv. phaseolicolawk2 T 1599 A *

P. s. pv. phaseolicolawk2 T 1817 A *

P. s. pv. phaseolicola tk2 Q1495 A *

P. s. pv. phaseolicola tk3 T 1301 A * Tanzanya
P. s. pv. phaseolicola tkl ~ TPPB 4101 ** Turkiye
P. s. pv. tomato TPPB 4212 ** Turkiye
P. marginalis TPPB 4650 ** Tiirkiye
P. cichorii TPPB 4061 ** Turkiye
P. flourescens TPPB 4660 ** Turkiye
P. s. pv. syringae TPPB 4250 ** Tirkiye
X.c. pv. phaseoli TPPB 5001 ** Tirkiye
Bacillus cereus A

Escherichia coli *oAok

* ‘East Anglia Universitesi Norwich/Ingiltere (Dr. John Turner)
** - Ankara Zirai Arasgtirma Merkezi (Kemal Benlioglu)
*#%% - Anadolu tniversitesi Fen Fakuiltesi Biyoloji Bolimi
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2.1.4. Besiyerleri ve Tampon Cozeltiler

2.1.4.1. KING’S MEDIUM B:

Proteose pepton ... 20.0 gr
Gliserol........oooiiiii e 10.0 ml
KoHPO4 .o 1.5gr
MgSO4.TH20. ..o 1.5gr
AGar. 15 gr
Distile SU.....ccooooiii L 1000 ml

pH=7.2’ye ayarlanmustir. 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril
edilmistir ve daha sonra steril petrilere 15-20’ser ml olacak sekilde dagitilmustir
[341.

2.1.4.2. NUTRIENT BROTH
Nutrient Broth............... USSR 8gr
DASHIE SU. .o e 1000ml

Tuplere dagitildiktan sonra 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril

edilmigtir [35].

2.1.4.3. MINIMAL MEDIUM
KoHPOu4. ..o 105 gr
KHoPOu4 oo 45 gr
(NHL)2SO04. e 1gr
Sodyum sitrat-2Hz0........cooooiiiii 0.5gr
MgSO4-7H20 ........................................................ 0.25 gr
SUKTOZ. ..ot 2gr



121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir [36].

2.1.4.4. FOSFAT TAMPONLU TUZ (PBS) (0.01 M, pH 7.2)

NACL . i 8gr
NaHPO4. 12H0... 2.7¢gr
NaH;P04.2H,0 o 0.4gr
Distile SU....ocoiii 1000mi

121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir [37].

2.1.4.5. 0,01 M FOSFAT TAMPONLU TUZ (PBS) (pH 7.2)

NaCl....ooooi 8 gr
Na;HPO,4. 12H;0. 2.7gr
NaH,PO4. 2Hz0.......cooovie. 0.4 ¢gr
Distile su.......ooooveiii 1000 ml

121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmigtir [37].

2.1.4.6. 0.01 M FOSFAT TAMPONLU TUZ (PBS) (pH 7.4)
NaCl....ooooiiiiii 8 gr
203 A 0 YN 0.2 gr
Na,HPO4. 12H,0.........o 29 gr
KClL oo 0.2 gr
Distile SU.......cocovviiiiiceee 1000 ml

121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir [37].
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2.1.4.7. 17.5 mM POy (pH 6.5)

NagHPOy4. .o 0.369 gr (160 ml igin)
NaHPO4. 2H,O..e 0.928 gr (340 ml i¢in)

0.369 gr Na,HPO4 160 ml distile su iginde ve 0.928 gr Na,HPO,4. 2H,0
340 ml distile su i¢inde ¢oziindurilmistir. Kangim distile su ile 1000 ml’ ye
tamamlanmustir. 121 °C* de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir [37].

2.1.4.8. 35 mM PO, (pH 6.5)

NaHPOs oo 0.396 gr (160 ml igin)
Na;HPO4. 2ZH30..coocooiii 0.928 gr (340 ml igin)

0.369 gr Na,HPO4 160 ml distile su iginde ve 0.928 gr Na,HPO4. 2H,0
340 ml distile su iginde ¢ozindirilip kangtriir. 121 °C’ de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmigtir [37].

2.1.4.9. 0.5 M PO4 (pH 8.0)
NagHPO4...ooviiiiiiieie 4.58 gr (64.6 ml igin)
KoHPO4ooooiiiiee e 0.42 gr (6.22 ml i¢in)

4.58 gr Na,HPO4 64.6 ml distile su iginde ve 0.42 gr KbHPO4 6.22 ml
distile su i¢inde ¢ozindiriiliip kangtiriir. 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak
steril edilmistir [37].
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2.1.4.10 0.1 M KARBONAT-BIKARBONAT TAMPONU (pH 9.5)

NaHCOs. ..o 8.4 gr/ 100 ml
Na2C03 ....................................... 53 ar / 100 ml

56.8 ml NaHCO; ¢ozeltist 14.4 ml Na,CO; ¢ozeltisi ile kanstinlir. Distile
su ile 1000 ml’ ye tamamlanir. 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril
edilmistir [37].
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2.2. YONTEM
2.2.1. Antijenlerin Hazirlanmasi:

Tavsanlarda poliklonal antiserum tretimi i¢in kullamilacak olan antijenler

3 farkh yontemle hazirlanmugtir.
2.2.1.1.EPS (Exopolisakkarit) Ekstraksiyonu ile Antijen Hazirlanmasi:

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola NCPPB 52 (N52)' nin stok
kultiri Tryptic Soya Broth’ da 28° C' de bir gece ¢alkalamali etiivde inkiibe
edilerek canlandinlmis ve daha sonra Anderson’ a gére [36], 200 ml Minimal
Medium (10.5 g KoHPOs, 4.5 g KH;PO,, 1 g (NH4)2SO04, 0.5 g sodyum sitrat-
2H,0, 0.25 g MgS04-TH,0, 2 g sukroz ve 15 g agar) igeren erlenlere asilanmus
25°C'de 2 giin calkalamali etiivde inkiibe edilmistir. 12.000 g' de 10°C'de 10
dakika santrifiijle elde edilen pelet 1M NaCl (100ml) i¢inde ¢oziinmiis ve bu
sispansiyon yavas¢a calkalanmugstir. Tekrar santrifiijden sonra, islem 1 M NaCl
ile ve sonra da 0.15 M NaCl ile tekrarlanmugtir. Siispansiyon ¢esme suyuna ve
distile suya kars1 diyaliz edilmis ve diyaliz ekstrakti rotary evaporator (Rotavapor
R-3000 BUCHI Switzerland) ile (40°C, 4 saat) konsantre edilmistir. Konsantre
edilen bu ekstraktin iizerine 60 ml etanol eklenmis ve 6 °C' de 12 saat
bekletildikten sonra toplanan presipitat 10 dakika 10.000 g 'de santrifiijle pelet
olarak elde edilmigtir. Pelet 5O ml distile suda ¢ozilmiis ve bakteriyel hiicre
yiizeyinin EPS komponentleri antijen olarak kullamimak tizere elde edilmistir.
Siispansiyon 0.5 ml’ lik hacimler halinde steril Ependorf tiiplerine konarak —20

°C’ de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
2.2.1.2. Glutaraldehit Fiksasyonu ile Antijen Hazirlanmasx:
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola NCPPB 52 'nin stok kiiltiiria 10

ml Tryptic Soya Broth da 28 °C' de bir gece ¢alkalamal etiivde inkiibe edilerek
canlandinimis ve buradan tekrar 100 ml Tryptic Soya Broth besiyerine ekim
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yapilmstir. 28 °C’ de ¢alkalamali etiivde bir gecelik inkiibasyondan sonra kiiltiir
12.000 g’ de 20 dakika santrifiij edilmistir. Olugan pelet 0.01 M PBS (pH 7.2) ve
0.15 M NaCl tamponlan i¢inde 3’ er kez yikanmig ve yikanan bakteriler 10 ml
0.01 M PBS (pH 7.2) iginde ¢oziindirilmistir. Bakteri siispansiyonu, %2’ lik
glutaraldehite karsi 3 saat ve sonrasinda da 0.01 M PBS (pH 7.2) ye kars1 +4 °C’
de 20 saat siiresince diyaliz edilmis (Diyaliz tiip no Sigma D-9777) ve diyaliz
tamponu stk sik degistirilmistir. Elde edilen siispansiyon 0.5 ml’ lik hacimler
halinde Ependorf ttplerine konmus ve -20 °C’ de derin dondurucuda muhafaza

edilmigtir [38].
2.2.1.3. Toplam Hiicre Antijenlerinin Hazirlanmasi:

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola wk1 NCPPB 52 bakterisi stok
kultirinden KB besiyerine ekim yapilmig ve safligindan emin olunan kiiltiirden
NB siv1 besiyerine pasajlanmugtir. Kiiltiirler 120 rpm de 30 °C’ de 24 saat inkiibe
edilmigtir. Siispansiyondan 30 ml ahinarak 15000 rpm, 4 °C sicaklikta 10 dakika
santrifij edilmigtir. Stpernatant uzaklastimlarak peletin lizerine 30 ml 0.01 M
fosfat tamponlu tuz (PBS) (pH 7.2) eklenerek hiicreler 2 kez yikanmustir.
Siispansiyonun optik yogunlugu, Benlioglu ve Ozakman’ i yéntemine [18] gore,
PBS (pH=7.2) kullanilarak Ass;=0.63’e ayarlanarak ml’ de 10° bakteri igermesi
saglanmugtir. Elde edilen stispansiyondan steril Ependorf tiiplerine 0.7’ser ml

konularak, enjeksiyona kadar —20 °C derin dondurucuda muhafaza edilmistir [18].

2.2.2. On Bagisikhik Testi

Her bir antijen i¢in bir tavsan belirlenmis ve tavsanin kulagindaki tiyler
jiletle traglanarak vazelin ile kulak kokiinden ucuna dogru sivazlamalar yapilarak
kan toplanmasi saglanmustir. Temiz ve steril bir jiletle kulak toplardamarnna
kiigiik bir ¢izik yapilarak kanm akmasi saglanmg ve yaklagk 5 ml kan temiz bir
beherde toplanmustir. Kan, énce oda sicakliginda 2-3 saat, daha sonra da +4 °C’ de

bir gece bekletilerek kurmuzi kan hiicreleri dibe ¢oktiiriilmiigtir. Ustte toplanan
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stvt kisim (serum) 4.000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildikten sonra steril
Ependorf tiiplerine alinmugtir.

On bagigiklik testi mikroaglittinasyon testi ile [37] yapilms ve 96 cukurlu
ELISA petrileri kullanilmugtir. Bir ¢ukura 50 pl serum 50 pl antijen diger bir
cukura ise 50 ul serum ve 50 ul 0.01 M PBS (pH 7.2) konmustur. Once 27 °C’ lik
etiivde 2-3 saat, daha sonra +4 °C’ de bir gece bekletilerek agliitinasyon olup

olmadif1 gozlenmistir.
2.2.3. Immiinizasyon

Yukanda belirtildigi gibi farkli sekillerde hazirlanan antijenlere spesifik
olan antiserumlar, 3 aylk Yeni Zelanda cinsi beyaz disi tavsanlarn
immiinizasyonuyla elde edilmistir. Tavsanlarda EPS antiserumu i¢in Wyatt [33],
Glutaraldehit antiserumu Uretimi i¢in Allan ve Kelman [38] ve toplam hiicre
antijenlerine karst Uretilen antiserum igin ise Schaad ve De Boer’ in [39]
yontemleri kullamlmigtir. Antiserum Uretimi igin uygulanan enjeksiyon yollar ve
miktarlan sirasiyla Cizelge 2.2, Cizelge 2.3 ve Cizelge 2.4° te verilmigtir.
Antiserum titresi test kanatmalanyla 1/1024 ya da daha yiksek bulundugunda

antiserumun toplanmasi planlanmustir.
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Cizelge 2.2. EPS antiserumunun iiretimi igin uygulanmig olan enjeksiyon semasi:

GUN ISLEM

0. giin On kanatma

1. giin LEnjeksiyon (100 pl antijen + 2 ml Freund's incomplete adjuvant¥)
(Ense deri alti)

7. giin 11.Enjeksiyon (100 pl antjjen + 2 ml Freund's incomplete adjuvant*)
(Ense deri alt1)

14. giin ITT.Enjeksiyon (100 pl antijen + 2 ml Freund's complete adjuvant**)
(Ense deri alt1)

21. gin IV.Enjeksiyon (100 pl antijen + 2 mi Freund's complete adjuvant**)
(Bacak kas i¢i)

28. gin V.Enjeksiyon (100 ul antijen + 2 ml Freund's complete adjuvant**)
(Ense deri alt1 ve bacak kas ici)

32. gin Titrasyon tayini i¢in test kanatmasi

35. giin V1.Enjeksiyon (300 pl antijen + 3 ml Freund's complete adjuvant**)
(Ense deri alt)

* Freund’s Incomplete Adjuvant Sigma F-5506
** Freund’s Complete Adjuvant Sigma F-5881

Anadoi |

Werkez jrii
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Cizelge 2.3. Glutaraldehit Fiksasyonu Antiserumu Uretimi Igin Uygulanan Enjeksiyon Semasi

GUN ISLEM

0. giin On kanatma

1. giin LEnjeksiyon (1000 ul antijen + 1 ml Freund's incomplete adjuvant*)
(Bacak kas igi)

7. giin I1.Enjeksiyon (1000 pl antijen + 1 ml Freund's incomplete adjuvant*)
(Bacak kas i¢i)

14. giin 111 Enjeksiyon (1000 pl antijen + 1 ml Freund's incomplete adjuvant¥)
(Bacak kas ici)

21. giin IV.Enjeksiyon (1000 pl antijen + 1 ml Freund's complete adjuvant**)
(Bacak kas i¢i ve ense deri alt1)

28. giin Titrasyon tayini igin test kanatmasi

35. glin V.Enjeksiyon (2000 p! antijen + 2 ml Freund's complete adjuvant**)

(Ense deri alt1 ve bacak kas i¢i)

*Freund’s Incomplete Adjuvant Sigma F-5506
** Freund’s Complete Adjuvant Sigma F-5881
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Cizelge 2.4. Toplam Hiicre Antijenleri antiserumunun dretimi igin uygulanmis olan enjeksiyon

semast:
GUN ISLEM
0. giin On kanatma
1. giin LEnjeksiyon (1 ml 10° hiicre/ml’ lik bakteri siispansiyonu+ 1 ml Freund's
complete adjuvant**)
(Ense deri alt1)
11. giin I Enjeksiyon (1 mi 10° hiicre/ml’ lik bakteri siispansiyonu + 1 ml Freund's
complete adjuvant**)
(Ense deri alty)
22. giin II1.Enjeksiyon (1 mi 10° hiicre/ml’ lik bakteri siispansiyonu + 1 ml Freund's
complete adjuvant**)
(Ense deri alt1 ve bacak kas i¢i)
39. giin IV.Enjeksiyon (1 ml 10° hiicre/ml’ lik bakteri siispansiyonu + 1 ml Freund's
incomplete adjuvant*)
(Ense deri alti ve bacak kas ici)
53. glin Test kanatmast
55. giin Kanatma

*Freund’s Incomplete Adjuvant Sigma F-5506
** Freund’s Complete Adjuvant Sigma F-5831
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2.2.4 Antiserumun Ayriimasi ve Saklanmasi

Her 3 antiserum igin de aym yontem kullaniarak kan almmustir,
Intrakardiyak yontemi uygulanarak tavsanm kalbine enjektorle girilmis ve
gekilebilen tiim kan alnmigtir. Tavsan kam steril bir cam beher iginde toplanms
ve once oda sicakhiginda 2-3 saat, daha sonra da + 4 °C’ de bir gece bekletilmistir.
Serum kismum kirmuzi kan hiicrelerinden ayirmak igin 4.000 rpm’ de 10 dakika
santrifiij iglemi uygulanmustir. Ustte kalan berrak kisim steril Ependorf tiiplerine
alinarak hi¢bir koruyucu madde ilave edilmeden —20 °C’ de derin dondurucuda

saklanmigtir.

2.2.5. Antiserum Titresinin Tayini

Antiserum titresinin tayini mikroaglutinasyon testi ile 96 c¢ukurlu
mikrotitrasyon petrilerinde yapilmustir.

Yukanda belirtildigi sekilde elde edilen antiserumdan PBS (pH 7.2) %’ lik
seyreltmeler yapilmig ve %2’ den 1/1024° e kadar dilisyonlar elde edilmistir.
Antiserum uretimi igin kullanilan standart antijen suspansiyonundan 50’ ger ul,
mikrotitrasyon  petrisindeki 12 ¢ukura konmustur. Uzerine antiserum
diliisyonlarinin her birinden 50 ul ilave edilerek kanstinlmustir. Son gukura PBS
konarak negatif kontrol olarak kullamilmigtir. Once 27 °C’ de etiivde 2-3 saat,
daha sonra +4 °C’ de bir gece bekletilerek agliitinasyonun gozlendigi son

cukurdaki seyreltme antiserumun titresi olarak kaydedilmigtir.

2.2.6. Immiinoglobulin (Ig) G Fraksiyonunun Saflastinlmasi

Antiserumun IgG kismunin saflagtiniimasi iglemi Tijssen’ e [40] gbre 2

agamada gerceklestirilmigtir.
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2.2.6.1. DEAE-Sephacel Kolon Uygulamasi

Saflastinlacak 1 ml antiserum igin 2.5 ml DEAE-Sephacel kaidesinden bir
kolon hazirlanmustir. Kullanilacak olan DEAE-Sephacel oncelikle 175 mM POy
(pH 6.5) ile daha sonra da 17.5 mM PO4 (pH 6.5) tamponlan ile bir beher i¢inde
2-3 kez yikanmustir. Antiserum, esit hacimde 35 mM PO4 tamponu iginde
seyreltilmistir. Kolon hazirlanirken 5 ml hacimli bir sinngamn i¢ tabanma ,tip
capinda kesilmig, filtre (cam kagidi) yerlestirilmigtir. 1m! antiserum igin 2.5 ml
olarak hesaplanan DEAE-Sephacel ﬁip icine doldurulmug ve kolonun st yiizeyi
iizerine yine tip capinda kesilmis bir filtre (cam kagidi) yerlestirilmistir. Kolon
izerine 2-3 kez 2’ ser ml 17.5 mM PO4 (pH 6.5) tamponu eklenmis ve kolondan
stizillen tamponun pH’ s1 pH metre kagidi ile kontrol edilmistir. Siiziilen kismin
pH’ 1 stok tamponun pH’ 1 ile aym oldugu zaman antiserum kolona aktarilmugtir.
Antiserum kolona konduktan sonra stiziilen her 2 ml’ lik fraksiyon sirastyla 12.
tiipe kadar tipler iginde toplanmaya baslanmigtir. Bu arada kolona 2’ gser ml’ lik
17.5 mM POs (pH 6.5) tamponundan eklenmeye devam edilmistir. Tiiplerdeki
fraksiyonlar Ay7s nm’ de kuartz kiivetlerde okunmusgtur. Kor olarak 17.5 mM POy
(pH 6.5) tamponu kullamlmistir. Okunmas: yapilan fraksiyonlar alindiklar tiipe
geri konmustur. Tim fraksiyonlarin okunmasi bittikten sonra Az7s nm’ deki
absorbans degeri 0.2° den buyik olanlar tek bir tlp iginde toplanarak
birlestirilmigtir. Defalarca degistirilen 0.5 M PO4 (pH 8) tamponuna kars1 +4 °C’
de 1 gece diyaliz edilmigtir.

2.2.6.2. Amonyum Siilfat Presipitasyonu

Diyalizden sonra protein soliisyonunun hacmi olgiilerek %18 agirhk/hacim
(w/v) oraminda amonyum siilfat (NazSO4) ¢ok hafif bir sekilde ¢alkalanmakta olan
soliisyona kiigiik miktarlar halinde 1 saat siiresi iginde eklenmigtir. Bulanik hale
gelmis olan protein soliisyonu 8.000 rpm’ de 15 dakika oda sicaklhigmmda santrifiij
edilmis ve sipernatant kismu uzaklagtinlarak pelet kismi orijinal protein

soliisyonunun %40’ 1 miktardaki 0.5 M POs (pH 8.0) tamponu iginde
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¢oziindiirtilmigtir. Amonyum siilfat %12 (w/v) oramnda azar azar soliisyona
tekrar eklenmis ve oda sicakliginda 30 dakikalik bir inkiibasyondan sonra bulamk
haldeki siispansiyon 8.000 rpm’ de 15 dakika oda sicakliginda santrifiij edilerek,
pelet orijinal protein solisyonunun 1/10° u hacmindeki 0.1 M Karbonat-
bikarbonat (pH 9.5) tamponu iginde ¢oziindirilmistir. Solisyonun protein

konsantrasyonu Bradford yontemiyle [41] belirlenmistir.

2.2.7. IgG Preparasyonunun FITC (Fluoresein izotiyosiyanat) ile

Konjugasyonu

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’ ya karst tretilmis olan 3 farkh
antiserumun saflagtirma igleminden sonra FITC ile konjuge edilmesi Allan ve
Kelman’ in yonteminde [38] bazi degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir. IgG
soliisyonlariin protein igerigi 0.1 M Karbonat-bikarbonat (pH 9.5) tamponu
eklenmesiyle 10 mg/ml olacak sekilde ayarlanmugtir. 0.1 M Karbonat-bikarbonat
(pH 9.5) tamponu i¢inde mlI’ de 2 mg olacak sekilde FITC standart soliisyonu
hazirlanmugtir.  FITC solisyonu 1/10° luk oranda ¢ok yavag bir sekilde
calkalanmakta olan IgG solisyonuna Spl’ lik hacimler halinde eklenmistir. FITC
iceren IgG solisyonunun pH’ st 0.1 N NaOH ilavesiyle pH 9.5” a getirilmis ve
reaksiyon tiipleri 1k gegirmeyen bir kutuda oda sicakhginda 1 gece

bekletilmigtir.

2.2.8. Konjugasyon Isleminden Sonra Baglanmamis FITC’ nin
Uzaklastirdmasi

FITC ile konjugasyondan sonra baglanmayan FITC’ nin uzaklastirilmasi
icin Chantler ve Mc Illmurray’ m yontemi [42] kigik degisikliklerle
uygulanmustir. Bunun i¢in konjugat siispansiyonu defalarca degistirilen 0.01 M
PBS (pH 7.4) tamponuna karst +4 °C’ de 3 giin boyunca diyaliz edilmistir. Daha
sonra partikil halindeki materyallerin uzaklagtirilmasim saglamak amaciyla

diyalizat 3000 rpm’ de 3 dakika santriflij edilmistir.
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2.2.9. Konjugasyonun Degerlendirilmesi ve IgG-FITC XKonjugatlarinin

Saklanmasi

Konjugasyon isleminin basarili olup olmadig, Chantler’ de [42]
tammlandig gibi, diyalizden sonra konjugatin optik yogunlugunun 280 nm ve 495
nm’ de olgiimiyle belirlenmistir. Konjugatin A49s/Azse oramt degerinin 0.6 ve 0.9
arasinda olmasi optimum konjugasyon degeri olarak belirlenmistir. Bu nitelikteki
konjugatlar (FITC-As) 25 pl’ lik hacimler halinde temiz Ependorf tiipleri igine
konarak ve hi¢cbir koruyucu ilavesi yapilmadan -20 °C’ de muhafaza

edilmiglerdir.
2.2.10. Kuru Fasiilye Orneklerinin Un Haline Getirilmesi

Fasiilye 6rnekleri 2 mm gozenek ¢apl bitki ogiitme degirmeninde (Uslu)
dgiutiilerek un haline getirilmis ve fasiilye unlari temiz naylon posetler iginde + 4

°C’ de muhafaza edilmistir.

2.2.11. Un Haline Getirilmis Fasiilye Orneklerinin IF Hiicre boyama ve IF

Koloni Boyama icin Hazirlanmasi

Fasiilye unundan 100 gr tartilarak iizerine 400 ml distile su eklenmis ve +
4 °C’ de 6 saat bekletilmigtir. Siv1 kistm IF hiicre boyama ve IF koloni boyama

yontemleri ile incelenmistir.
2.2.12. Immunofloresan (IF) Hiicre Boyama

Van Vuurde ve Van Den Bovenkamp' m yontemine [26] gore, Tryptic
soya agar da gelistirilen Pseudomonas syringae pv. phaseolicola N52 ve
Xanthomonas campestris pv. phaseoli TPPB 5001 bakterileri 0,05 M fosfat
tamponu (pH 7.0) ile 10%-10° hiicre/m! olacak sekilde seyreltilmistir.
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola N52’nin saf kultiiri ve Xanthomonas
campestris pv. phaseoli TPPB 5001 ile 15, 1:6, 1:8, 1:10, 1:100 ve 1:1000
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oraninda kangik siispansiyonlar hazilanmigtir. Temiz bir lam etanolle silindikten
sonra lzerine 6 mm ¢aph daireler ¢izilmis ve hazirlanmuis olan saf ve kangik
kiiltirlerden 30 pl bu dairelerin igine konup siispansiyon havada kurutulmustur.
Alevle fiksasyondan sonra preparat 0.01 M fosfat tamponu (pH 7.2) ile 3 dakika
yikanmug fazla sivimn emilmesinden sonra 1:10 ve 1:100 oranlarinda 0.01 M PBS
(pH 7.4) i¢inde seyreltilmis olan FITC-As dan 30 ul eklenerek 28 °C’ de 30
dakika karanhkta inkiibe edilmistir. Baglanmayan FITC-As yikanarak
uzaklastinlmis ve floresan mikroskopta (Olympus BX 50F) 40X hk objektifte

incelenmigtir.

2.2.13. Immunofloresan Koloni Boyama (IFC)

Van Vuurde’ un yontemi [43] bazi degisiklikler yapilarak uygulanmstir. 4
ml KB besiyeri, kigik siselerde otoklavlanmustir. Daha sonra, 45 °C’ lik su
banyosunda tutularak besiyerinin sivi halde kalmast saglanmustir. Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola N52’nin saf kiltiri ve Xanthomonas campestris pv.
phaseoli TPPB 5001 ile 1:5, 1:6, 1:8, 1:10 oranlarindaki kangtk kiltiirlerinin
diliisyon serilerinden 1’ er ml, erimig haldeki (~45-50 °C) 4 ml KB besiyeri ile
homojen bir gekilde kanstirilmugtir. Bu kangim 5 cm ¢apindaki steril petrilere
bosaltilmig ve homojen bir dagilm saglanmustir. Topluigne bagt buyiikliginde
koloniler olusuncaya kadar petriler 28 °C’ de 2 giinliik inkiibasyona birakilmugtir.

10°-10* koloni igeren petriler secilmis ve 40 °C’ lik sicak hava agar
yiizeyine 6-8 saat boyunca iuflenerek bu petrilerdeki agarn ince bir film tabakas:
haline gelmesi saglanmugtir. Kolonileri igeren kurutulmug agar filmi + 4 °C’ de
silika jelli bir kutuda boyama yapilincaya dek muhafaza edilmistir.

FITC ile konjuge edilmis olan antiserumlardan 25p1 0.01 M PBS (pH 7.4)
tamponu iginde 10 kez (1:10) ve 100 kez (1:100) seyreltiimis ve kurutulmus agar
filmi ylzeyine dokulmigtir. Istk gecirmeyen bir kutuda bir gecelik
inkiibasyondan sonra baglanmamus konjugatin uzaklastinlmas: i¢in 0.01 M PBS
(pH 7.4) ile 5 dakikahk bir yikama islemi uygulanmustir. Bundan sonra agar filmi
floresan mikroskopta (Olympus BX 50F) 4X lik ve 10X luk objektifler

kullanilarak incelenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. On Bagisiklik Testi Sonugclari

On bagigiklik testi igin ilk kanatma kulak veninden yapilmustir. Bir giin +4
°C’ de bekletilen ¢ tavsana ait serumlarn hicbirinin agliitinasyon olusturmadig
gozlenmistir. Bu sonug, tavsanlarin Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’ ya
karst bir on bagisikliklarmin olmadigim gostermigtir. Bu nedenle tavsanlarda

immiinizasyon iglemine baslanmistir.

3.2. Titrasyon Tayini Sonuclari

96 gukurlu mikrotitrasyon petrilerinde yapilan titrasyon tayini sonuglarina
gore EPS ekstraksiyonu ile hazirlanmis olan antijene kargi iretilmis olan
antiserumun titresi 1/1024, Glutaraldehit fiksasyonu ile hazirlanmug antijene
spesifik antiserumun 1/1024, Toplam Hiicre antijenlerine spesifik antiserumun

titresi ise 1/512 olarak tespit edilmisgtir.

3.3. Antiserum Spesifikliginin Tayini

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola igin tretilen antiserumlann
spesifikligi test edildifinde retilmis olan antiserumlarin Pseudontonas syringae
pv. phaseolicola disindaki diger bakterilerle reaksiyon vermedigi gézlenmistir. Bu
durum her ii¢ antiserumun da bakteriye oldukga spesifik oldugunu gostermektedir.
Cizelge 3.1 EPS-Antiserumun, Cizelge 3.2 Glutaraldehit fiksasyonlu-
Antiserumun ve Cizelge 3.3 toplam hiicre antijenlerine karst iretilmis

antiserumun spesifikligini gostermektedir.
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Cizelge 3.1. P. s. pv. phaseolicola NCPPB 52 (N52) bakierisine karsi iiretilen EPS antiserumunun

spesifikligi
Poliklonal 1gG

Organizma Seyreltilmemis 1:10 1:100 PBS
P.s.pv.phaseolicola NCPPB 52 ++ ++ ++ -
P.s.pv.phaseolicola TPPB 4101 ++ + + _
P.s.pv.phaseolicola T 1516 ++ + + -
P.s.pv.phaseolicola T 1817 ++ + + -
P.s.pv.phaseolicola Q 1495 ++ + + -
P.s.pv.phaseolicola T 1301 ++ + + -
P.s.pv.phaseolicola T 1599 ++ + + -
P.s.pvphaseolicola T 1355 ++ + + -
P.s.pv.syringae TPPB 4250 - - - -
P.marginalis TPPB 4650 - - - -
P.cichorii TPPB 4061 - - - -
P flourescens TPPB 4660 - - - -
P.s.pv.fomato TPPB 4212 - - - -
Xanthomonas.campestris.pv.phaseoli - - - -
TPPB 5001

Bacillus cereus - - - Z
Escherichia coli - - - -

++: Cok kuvvetli pozitif
+: Pozitif
-: Negatif
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Cizelge 3.2. P. 5. pv. phaseolicola NCPPB 52 (N52)’ nin glutaraldehitle fikse edilmis hiicrelerine
karg1 iiretilen Glutaraldehit antiserumunun spesifikligi

Organizma

Poliklonal IgG

Seyreltilmemis 1:10 1:100 PBS
P.s.pv.phaseolicola NCPPB 52 ++ ++ ++ -
P.s.pv.phaseolicola TPPB 4101 ++ + + -
P.s.pv.phaseolicola T 1516 ++ + + -
P.s.pv.phaseolicola T 1817 ++ + + -
P.s.pv.phaseolicola Q 1495 ++ + T N
P.s.pv.phaseolicola T 1301 + + - -
P.s.pv.phaseolicola T 1599 ++ + + -
P.s.pv.phaseolicola T 1355 ++ + + -

P.s.pv.syringae TPPB 4250

P.marginalis TPPB 4650

P.cichorii TPPB 4061

P.flourescens TPPB 4660

P.s.pv.tomato TPPB 4212

Xanthomonas.campestris.pv.phaseoli

TPPB 5001

Bacillus cereus

Escherichia coli

++: Cok kuvvetli pozitif
+: Pozitif
-: Negatif
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Cizelge 3.3. P. 5. pv. phaseolicola NCPPB 52 (N52) bakterisine kars iretilen toplam hiicre
antiserumunun spesifikligi

Poliklonal IgG

Organizma

Seyreltilmemis 1:10 1:100 PBS

P.s.pv.phaseolicola NCPPB 52 ++ +4 4+ -
P.s.pv.phaseolicola TPPB 4101 ++ + + -
P.s.pv.phaseolicola T 1516 ++ + + -
P.s.pv.phaseolicola T 1817 ++ + + -
P.s.pv.phaseolicola Q 1495 ++ ‘ + + -
P.s.pv.phaseolicola T 1301 ++ + + -
P.s.pv.phaseolicola T 1599 ++ + + -
P.s.pv.phaseolicola T 1355 ++ + + -
P.s.pv.syringae TPPB 4250 - - - -
P.marginalis TPPB 4650 - - - -
P.cichorii TPPB 4061 - - - -
P.flourescens TPPB 4660 - - - -
P.s.pv.tomato TPPB 4212 - - - -
Xanthomonas.campestris.pv.phaseoli - - - -
TPPB 5001

Bacillus cereus - - - -
Escherichia coli - - - -

++: Cok kuvvetli pozitif
+: Pozitif
-: Negatif
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3.4. DEAE-Sephacel Kolon Uygulamas:

Antiserumlar kolona konup siizillen fraksiyonlar 2’ ser ml’ lik hacimler
halinde spektrofotometrede okutulduklarinda elde edilen sonuglar asagida
verilmigtir:

EPS Ekstraksiyonu ile Hazirlanmig Antijenlere Spesifik Antiserumun
DEAE-Sephacel Kolon dan siizilmesi islemi sirasinda okunan absorbans

degerleri:

Fraksivon No: Aj7g’ de Okunan Degeri
1 0,676\
1.214

0.711 ? 0.2’ den biiyiik olanlar teplanmistir
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Glutaraldehit Fiksasyonu ile Hazirlanmug Spesifik Antiserumun DEAE-

Sephacel Kolon dan stizilmesi islemi sirasinda okunan absorbans degerleri:

Fraksivon No: Aj7s’ de Okunan Degeri

1 O.S(B

2 1.472

3 1.992

4 0.820

5 0.457 >0.2’ den biiyiik olanlar toplanmistir
6 0.384

7 0.306

8 0.298

9 0.360

10 0.221/

11 0.181

12 0.144

Toplam Hiicre Antijenlerine Spesifik Antiserumun DEAE-Sephacel Kolon

dan siiziilmesi iglemi sirasinda okunan absorbans degerleri:

Fraksivon No: Aa7s’ de Okunan Degeri
1 0.012

0.305

0.237 { 0.2’ den biiyiik olanlar toplanmistir
0.223
0.203
0.178
0.152
0.094
0.082

AV-T - IR - VL7 L I N O B
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3.5. FITC-As Konjugasyonlarinin Degerlendirilmesi

Diyaliz isleminden sonra her ¢ antiserumun FITC konjugatlarimin optik
yogunluklart Az7s ve Ag9s nm’ de okunarak Asgs/Agrs oranlan belirlenmistir. Buna
gore asagidaki sonuglar elde edilmistir.

EPS ekstraksiyonu ile hazirlanmis antijenlere spesifik antiserumun FITC
konjugatt A49s/Az7g orant 0.9 olarak bulunmustur.

Glutaraldehit fiksasyonu ile hazilanmig antijenlere spesifik antiserumun
FITC konjugati A4g9s/Az73 oram 0.71 olarak bulunmustur.

Toplam Hiicre antijenlerine spesifik antiserumun FITC konjugat: Asgs/Azzg
oram 0.635 olarak bulunmustur.

Elde edilen bu sonuglar optimum konjugasyon degeri olarak belirlenen 0.6
ve 0.9 degerleri arasinda yer almaktadir. Bu nedenle konjugatlarin IF mikroskopi
ve IF koloni boyama c¢aligmalari agisindan kullanilabilir durumda oldugu

belirlenmigtir.

3.6. IF Hiicre Boyama

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola NCPPB 52'ye spesifik olarak
Uretilmis antiserumlarin her birinin IgG fraksiyonlannmn FITC ile hazirlanan
konjugati (FITC-As) floresan mikroskopta bakteri kiiltiirtinden hazirlanmig gesitli
seyreltmelerdeki orneklerle inkiibe edilmistir. Floresan isimamn saptanmasi
antiserum-FITC konjugatiin optimum baglandigim ve bu konjugattan bakteri
deteksiyonu amaciyla yararlanilabilecegini gostermistir. Yapilan deneylerde PBS
pH 7.4 ile 1:10 oramnda seyreltilmis FITC-As’ nm 1:100 oramnda seyreltilmis
FITC-As’ a gore direkt IF yonteminde daha iyi floresan 1sima verdigi
gozlenmigtir. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola NCPPB 52 cubuk seklinde
bir bakteridir, genellikle tek ya da ¢ift nadiren zincir seklinde gorilir. FITC
etiketli EPS, Glutaraldehit ve Toplam Hiicre antikorlan ile reaksiyona giren
bakteriler floresan mikroskopta koyu zemin iizerinde floresan yesili renk vermistir

( Sekil 3.1., Sekil 3.2., Sekil 3.3.)
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Sekil 3.1. EPS ekstraksiyonuyla elde edilmis antiserumun FITC konjugat: ile reaksiyona girerek
koyu zemin iizerinde floresan yesil renk veren hedef bakteriler (Saf kiiltiirde)
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3.2. Glutaraldehit fiksasyonu ile elde edilmis antiserumun FITC konjugat: ile reaksiyona girerek

koyu zemin iizerinde floresan yesil renk veren hedef bakteriler
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3.3. Toplam Hiicre Antiserumunun FITC konjugat: ile reaksiyona girerek koyu zemin iizerinde

floresan yesil renk veren hedef bakteriler

Kangik kiltirde ise Xanthomonas campestris pv. phaseoli bakterisine ait
hiicreler FITC-As’ lan ile reaksiyona girmediginden igima gostermemistir. Bu
nedenle kangstk kiltiirle hazirlanmig preparatlarda floresan mikroskopta gorilen
isima veren bakteriler Pseudomonas syringae pv. phaseolicola olarak ayirt
edilmigtir.

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola bakterisine kargi uretilmis ti¢
farkli antiserumun Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’ mn Xanthomonas
campestris pv. phaseoli ile 1:5, 1:6, 1:8, 1:10, 1:100 ve 1:1000 oramnda
hazirlanmis  kangik kiiltiirlerinin IF hiicre boyama yoOntemi i¢in hassasiyetleri
Cizelge 3.4’ te gosterilmektedir. Cizelgeden de anlagilabilecegi gibi her iig
antiserum da 1:1000 oranindaki kangik kiltirlerde bile hedef bakteriye ait
hiicreleri detekte edebilmigtir. Sekil 3.4. ve Sekil 3.5.” te 1:100 oranindaki karigik
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kiltirde EPS ekstraksiyonuyla elde edilmis spesifik antiserumun FITC
konjugatimn hedef bakteriyi detekte edebildigi goénilmektedir. Kangik kultiiriin
floresan mikroskoptaki goriintiisiinde parlak igima veren hedef bakteriler, 151k
mikroskobu goérintisiinde ise hedef bakteri hiicreleri ile Xanthomonas campestris

pv. phaseoli’ ye ait floresan mikroskopta 1gtma vermeyen hicreler goriilmektedir.
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Sekil.3.4. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola N52 ile Xanthomonas campestris pv. phaseoli
'nin 1:100 oramndaki kangik kiiltirinin floresan mikroskopta gériintiisii (40X objektif). (Okla
gosterilen hiicre FITC-As (EPS) ile boyanmus tipik bir P.s. pv. phaseolicola N52 hiicresidir.)

Sekil 3.5. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola N52 ile Xanthomonas campestris pv. phaseoli
'‘nin 1:100 oramundaki kangik kiiltiiriiniin 151k mikroskobundaki goriintiisii (40X objektif). (Okla
gosterilen hiicre Sekil de gosterilmis olan FITC-As (EPS) ile boyanmms hiicredir.)
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Cizelge 3.4. Ug Farkh Antiserumun IF Hiicre Boyama Yénteminde Kangik Kiltirlerdeki Hedef
Bakteriye Ait Hicreleri Detekte Edebilme Giicii

IF Hiicre Boyamada Kullamilan Antiserum

Kansik Kiiltiirin Oram
Pseudomonas syringae pv.
p(haseolicola / ij;fhimozas BPS Glutaraldehit Toplam Hicre

campestris pv. phaseoli)

1:5 + + +

1:6 + + +

1:8 + + +

1:10 + + +

1:100 + + +

1:1000 + + +

+ = Hedef bakteri deteksiyonundaki bagar durumu

IF hiicre boyama yontemi, un haline getirilmis fasilye o6rneklerine
uygulandiginda spesifik FITC-As ile reaksiyona giren hedef bakteriler verdikleri
floresan 1s1ma ile tespit edilebilmiglerdir (Sekil 3.6. ve Sekil 3.7.). Un haline
getirilmis fasiilye Ormeklerinde 100 mikroskop alamnda floresan i1sima veren

hiicrelerin sayisi Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6° da gosterilmektedir.



Sekil 3.6. Fasiilye unu orneklerinden yapilan IF hiicre boyama ile hedef bakterilerin floresan

mikroskopta verdikleri 1s1ma (Toplam Hiicre Antiserumunun FITC konjugat: ile) (Okla gosterilen
hiicreler) a: Hedef bakteriler b: Hedef olmayan ve 1suna vermeyen bakteriler

P

; s y e

Sekil 3.7. Sekil 3.6.” da gorilen alanin 151k mikroskobundaki gorintiisi (Okla gosterilen hiicreler
hedef bakteriye ait olan ve Sekil 3.6.° da verdikleri floresan 1sima ile digerlerinden aynlan

hiicrelerdir) o T
a: Hedef bakteriler b: Hedef olmayan ve 1g1ma vermeyen bakteriler
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Cizelge 3.5. Fasiilye Unu Orneklerinde, IF mikroskopi yontemiyle, 100 mikroskop alaminda 3

farkli antiserumla tespit edilen ortalama Pseudomonas syringae pv. phaseolicola sayilan (n/100)

Omegi‘]‘;g::emd“g“ Toplam Bere | Giutaraldehit EPS
Sivrihisar Kaymaz | 64 57 73
Sivrihisar Kaymaz I >100 71 >100
Seyitgazi I 12 9 21
Seyitgazi 11 >100 >100 >100
Alpul 2 0 0
Konyal 78 50 64
Konya II 36 23 45
Alpu II (Agapinar Koyi) 29 19 44
Sivrihisar Kaymaz III 54 37 65
Seyitgazi Il 67 72 90
Konya III >100 >100 >100
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Cizelge 3.6. Fasilye Unu Orneklerinde 3 farkli antiserumla tespit edilen Pseudomonas syringae
pv. phaseolicola sayilan (hiicre/g)

émegi;(i;gcmd“g“ Toplam Hicre ) Grytaratdehit EPS
Sivrihisar Kaymaz I 8532 7600 9732
Sivrihisar Kaymaz II >13332 9466 >13332
Seyitgazi I 1600 1200 2800
Seyitgazi II >13332 >13332 >13332
Alpul 266 0 0

Konya I 10400 6666 8532
Konya II 4800 3066 6000

Alpu IT (Agapinar Kdyii) 3866 2532 5866

Sivrihisar Kaymaz Il 7200 4932 8666
Seyitgazi IIT 8932 9600 12000
Konya IIT >13332 >13332 >13332
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3.7. IF Koloni Boyama

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’ mn saf kaltira ile yapilan
calismalarda, kurutulmus agar filminde bulunan, bakteriye ait kolonilerin her ¢
antiserumun FITC konjugatlaniyla reaksiyona girerek floresan mikroskopta parlak
istma verdigi tespit edilmigtir (Sekil 3.8., Sekil 3.9. ve Sekil 3.10.) Antiserumlann
1:10 oramndaki seyreltmeleri 1:100 oranli seyreltmelerine gore daha iyi bir

1simamn gézlenebilmesini saglamigtir.

Sekil 3.8. EPS ekstraksiyonuyla elde edilmis antiserumun FITC konjufat1 ile reaksiyona girerek

1stma veren hedef bakteri kolonileri
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Sekil 3.9. Glutaraldehit fiksasyonu ile elde edilmis antiserumun FITC konjufati ile reaksiyona

girerek 151ma veren hedef bakteri kolonileri

Sekil 3.10 Toplam hiicre antissrumunun FITC konjufat: ile reaksiyona girerek 1s1uma veren hedef

bakteri kolonileri

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola ile Xanthomonas campestris pv.
phaseoli’ nin 1:5, 1.6, 1:8 ve 1:10 oranlanindaki kangik stspansiyonlarinin
dilisyon serilerinden yapilan galigmalar da gOstermistir ki her ¢ antiserumun

FITC konjugat: da sadece Pseudomonas syringae pv. phaseolicola kolonileri ile

iy
4
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reaksiyona girerek floresan 1gima vermistir (Sekil. Xanthomonas campestris pv.
phaseoli’ ye ait koloniler ise floresan 1sima vermemistir. Her ti¢ antiserum 1:10

oranindaki kangik siispansiyonlarda dahi hedef bakteri kolonileriyle reaksiyona

girerek bu kolonilerin deteksiyonunu saglayabilmislerdir (Sekil 3.11. ve Sekil
3.12)).

Sekil 3.11. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola ile Xanthomonas campestris pv. phaseoli’ nin
1:5 oranindaki kansik kiiltiiriine Toplam Hiicre antiserumunun FITC konjugat: ile uygulanan IF
koloni boyama sonucu 1suma veren hedef bakteriye ait koloniler (Floresan mikroskoptaki

goriiniim)

Ky

i o REL A AR

Sekil 3.12. Sekil 3.11.” de gorillmekte olan sahamn 151k mikroskobu goriintiisii (Okla belirtilen

koloni 151ma vermeyen Xanthomonas campestris pv. phaseoli’ ye ait bir kolonidir)
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Un haline getirilmis fasiilye omekleri ile yapilan IF koloni boyama
caligmalarinda hedef bakteriye ait koloniler verdikleri floresan isima ile tespit

edilebilmislerdir. Ancak ornek igerisindeki partikiiller deteksiyonu zorlagtirmustir.



4. TARTISMA ve SONUC

Enfekte / kontamine olmug tohumlar tiim diinya ¢apinda ana besinlerin ve
ekinlerin 6nemli fitobakteriyal hastaliklarimin ¢ogunun &nciil inokulumunun ana
kaynagidr. Bu nedenle; Uretim, test etme ve patojen igermeyen tohum ve
materyallerin ekimi diinyanin bir¢ok bdlgesinde, 6nemli bakteriyel hastaliklarin
kontroliinde son derece Onemli bir esastir. Bu &zellikle ekonomik kaynaklarin
alternatif kontrol Slgiilerinin smirli oldugu az gelismis iilkelerde daha da ¢ok
Onem tasimaktadir. Enfekte tohumlar ya da ¢ogalma yetenegindeki materyaller
fitobakteriyel hastaliklarin lokal ya da uzun mesafeli yayiliminda ana faktorlerdir.
Bircok ilgili kurulus ve gruplar patojen icermeyen tohum sertifikasyonunu yapar.
Bu sertifikasyon programlarinin ¢ogu temelde ilkeldir ve birkag istisna disinda,
bakteriyel hastaliklarin deteksiyonu igin geligmekte olan ekinlerin gdrsel arazi
teftislerinin yapilmasma dayalidir. Enfeksiyon belirtisi gdstermeyen ekinlerin
patojen icermedigi Ongériilir ve hasat edilen tohumlarla propagatif materyal
“temiz” olarak deZerlendirilir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar gdstermistir ki bazi
bakteriyel patojenler tolerantli konukcularin tohumlariyla tasmabilmekte ve
semptomsuz bitkilerden hasat edilmis tohumlarda da bulunabilmektedirler. Bu da
sadece gorsel teftigslere dayal sertifikasyon programlarmin tam etkili olamadigim
g6stermektedir [44].

Herhangi bir ekin igin 6zel konukg¢u / bitki patojeni bakteri kombinasyonu
acisindan bitki materyalindeki inokulumun deteksiyonu ile ilgili bir¢cok teknik
yayimlanmigtir. Ne yazik ki, farkli laboratuvarlarda gelistirilmis bireysel teknikler
farkli deteksiyon limitlerine sahiptir ki bu yiizden sonuglar: kiyaslamak oldukca
giictiir. Bu anlasilmazlik farkli kuruluslarca uygulanan ve farkh tekniklere
dayanan fitosanitari ya da karantina uygulamalarinda ve tanimlamalarinda,
dzellikle de sonuglarin pratige gegirilmesi ¢aligmalarinda zorluklar yaratmaktadir
[44]. |

Son 25 yilda ¢ogu tohumla taginan patojenlerin tam deteksiyonu i¢in yeni
teknikler gelistirilmistir. Bunlar cevresel inkiibasyon ve identifikasyona yardimei
olan liquid plating assay, enzim bagli immunosorbent deney (ELISA) ve

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknolojilerini icermektedir [45].
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Herhangi bir patojenik organizmanmn kontroliindeki basari, hizli ve
giivenilir deteksiyon ve identifikasyon metodlarinin uygulanabilirligine baglhdir.
Direkt ve indirekt olmak lizere, iki temel metodoloji, tohumlardaki ve diger bitki
¢ogalma parcalarindaki bitki patojeni bakterilerin deteksiyonu igin kullanilabilir.
Metod se¢imi su faktorlere baghidir:

a) Deneyin amaci (Arastirma ya da rutin testleme amach mi?)

b) Patojenin lokasyonu

¢) Uygun zaman ve ekipman

d) Personelin egitimi

e) Bakteriyel populasyonun diizeyi

f) Tohum yi18minda hastalign gelisimi i¢in gerekli inokulum diizeyi

Direkt deteksiyon metodlar;, patojenin ekstraksiyon basamagi olmadan
yapilan deteksiyonu tanumlarlar. Direkt deteksiyon metodlar1 ¢ok az teknik bilgi
gerektirir fakat pahali olabilir, ¢ok fazla zaman harcanir ve siklikla yetersiz sonug
verirler. Direkt deteksiyonun en yaygm metodu yetistirme testleridir ki bu testler
arazide ya da seralarda yapilmaktadir. Tohum yignlar: 6zellikle viriis ya da
bakterilerden ¢ok funguslarla kontamine olmus tohumlar acisindan yiiksek
oranldrr. Yetistirme ve diger direkt deteksiyon metodlar1 tohumla taginan
funguslar a¢isindan hala g6zde olan tekniklerdir. Fakat bakterilerle kontamine
olmus tohumlarin yiizdesi siklikla % 0.1 ya da daha azdir. Dahasi her tohum igin
bakteriyel inokulumun yogunlugu ¢ok diigiiktiir. Bu diizeydeki kontaminasyonlar
her kontamine tohum bagma 10.000 ya da daha fazla tohumun arasindan 6rnek
ekimlerini gerektirir ve bu yiizden ¢ok pahali ve zaman alicidir. Yetigtirme
testlerinin diger dezavantajlar tohum ¢imlenmesine gevresel faktorlerin etkisi ve
diger organizmalarin neden oldugu semptomlarn etkisi olarak sayilabilir [34].

Tohumla tagman patojenlerin deteksiyonu iizerine ilk ¢aligmalarin ¢ogu
siipheli tohumlarm arazi ekimlerinin yapilmas: ile gergeklestirilmistir.
Xanthomonas campestris pv. phaseoli, Xanthomonas campestris pv.malvacearum,
Xanthomonas campestris pv. carotae, Xanthomonas campestris pv. incanae,
Xanthomonas campestris pv. nigramaculans, Xanthomonas campestris pv.
oryzae, Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, Xanthomonas campestris pv.

campestris, Pseudomonas syringae pv..glycinea, Pseudomonas syringae pv.
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phaseolicola ve Pseudomonas syringae pv. pisi gibi bircok organizmanmn
deteksiyonu yetistirme testleriyle yapilmistir. Canliliga dayali prosediirler
konukgu bitkinin tohum ekstraktiyla inokulumunu ya da siipheli patojenin agar
ortamunda izolasyonunu igerir. Konukgu bitkiler tohum ekstraktlariyla enjeksiyon
yoluyla ya da ham tohum ekstraktinin spreylenmesiyle inokiile edilebilirler.
Patojenler, olusmus lezyonlardan izole edilebilmeli, ardindan kiiltiir haline
getirilip patojenitesi belirlenmelidir. Bu gerekliliklerden dolay:r bu testler ¢ok
pahali, zaman alic1 ve uygulanma agisindan da olduk¢a giigtiir. Bu testlerin en
biiyltk avantaji konukcu bitki lizerinde ¢ok az sayidaki bakterinin g¢ogalarak
semptom olusturabilmesidir. Agar ortaminda patojenlerin izolasyonundaki basart
ise biiyiik oranda segici besiyerlerinin uygunluguna baglidir. Son yillara kadar ¢ok
az sayida boylesi besiyeri uygun olabilmistir. Baz1 patojenlerin izolasyonu genel
besiyerlerinde miimkiin olmaktadir. Orne§in Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola King’s B ortaminda izole edilebilmektedir. X. c. pv. phaseoli
niitrient agarda, X c. pv. campestris niitrient starch agarda izole edilebilmektedir
[34].

Bununla beraber izolasyondaki basari, tohum yigmindaki patojen
miktarmm fazlahig: ile ya da tohum yigminda nispeten az sayida bulunan
saprofitik bakterilerle smwlanmaktadir. Bu sartlar ¢ogu durumda miimkiin
olmadig: igin genel besiyerleri smirli bir basariya sahip olmaktadirlar. Saprofitik
bakteriyel biiylime kontrol edilebilindiginde segici besiyerleri olduk¢a degerli
olabilmektedir. Siipheli kolonilerin tahmini identifikasyonu bir ya da birkag
metodla yapilabilmektedir. Ornegin Pseudomonas syringae pv. syringae ve
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola gibi floresan Pseudomonaslar, yiiksek
dalga boylu UV s18inda KB besiyerinde karakteristik floresan pigmentlerinden
dolay: 151ma verirler. Biyokimyasal testlerle ayrima gidilecek olunursa saprofitik
Pseudomonaslar genellikle daha fazla pigment iiretirler ve oksidaz pozitiftirler
[34].

Biyokimyasal metodlarm diginda  identifikasyon igin  fajlarda
kullanilabilmektedir. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola ve Pseudomonas

syringae pv. pisi nin hizh identifikasyonu i¢in fajlar kullamilmistir [34].
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Kahveci ve Maden 1994 yilinda Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’
nin bakteriyofajlar ile tespiti lizerine yaptiklar1 ¢alismada, bakteri i¢in 13 faj izole
etmisler ve bu fajlardan 1 tanesinin bakteriye oldukg¢a spesifik oldugunu
bulmuglardir. Bu spesifik fajin patojen bakterinin identifikasyonunda kullanigh
olabilecegini bildirmislerdir [46].

Southern Blot yOntemiyle yapilan bir c¢aligmada argK geninin
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola igin spesifik oldugu gésterilmistir. Ancak
yontemin hassasiyeti, maliyeti ve kompleks olusu nedeniyle rutin analizler i¢in
uygun bulunmamistir. Bu nedenle aym arastiricilar argK geni igin spesifik iki
oligoniikleotid tasarlamiglar ve PCR temelli bir deteksiyon prosediirii
gelistirmislerdir. Metod saf kiiltiirlere ve karigik kiiltiirlere uygulanmigtir. Ancak
PCR sinyali, bir inokiille tohum 400 patojensiz tohumla karigtirildiginda
g6zlenmistir. Yontem hassas olarak degerlendirilebilecegi halde oldukca yiiksek
maliyetlidir [2].

Tim bu geleneksel metodlardan farkli olarak rutin testler i¢in uygunlugu
olduk¢a fazla olan serolojik teknikler deteksiyon amacina hizmet edebilecek
niteliktedirler. Bitki patojeni bakteriler igin serolojik testler 1918 den beri
bilinmektedir. Bu tarihten beri birgok arastirmaci, serolojik testlerin hizli ve
glivenilir deteksiyon ya da identifikasyon kabiliyetlerinin farkindaydilar. Son
yillarda serolojik testlere olan ilgi ve tohumla tagman bakterileri de igeren bitki
patojeni bakterilerin identifikasyonu ya da deteksiyonunda serolojinin Onemi
biiyilk oranda artmustir. Bu artan ilginin sebeplerinden biri daha kaliteli
antiserumlarmn elde edilmesi, 6rnegin hibridoma teknolojisinin gelistirilmesiyle
monoklonal antibadilerin iiretimi ve spesifik bakteri antijenlerinin izole
edilmesidir. Monoklonal antibadilerin kullammi smirli olmasima ragmen
poliklonal antiserumlar tohum  bakteriyolojisinde hala genis ¢apta
kullanilmaktadir. Tohumla taginan bakterilerin deteksiyonu ve identifikasyonu
icin Uluslaras1 Tohum Test Etme Birligi (ISTA)’ nde en ¢ok kullanilan serolojik
testler: Immunofloresan Mikroskopi (IF), Enzim Bagl Immunosorbent Deneyi
(ELISA), Ouchtérlony Double Diffusion (ODD), Agliitinasyon testleridir. Cizelge
4.1’ de tohumla tasman bakterilerin deteksiyonunda en ¢ok kullamilan serolojik
teknik‘ler-fn baz1 dnemli dzellikleri karsilagtirilmaktadir [31].
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Cizelge 4.1. Tohumla Tasman Bakterilerin Deteksiyonunda En ¢ok Kullamlan Serolojik
Tekniklerin Bazn Onemli Ozellikleri (31).
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Serolojik testlerin uygulanmasinda temel unsur spesifik antiserumlarin
iiretilmesidir. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola igin ilk spesifik antiserum
Guthrie ve ark. [13] tarafindan 1965 yilinda iretilmig ve antiserum iiretiminde
Yeni Zelanda cinsi beyaz tavsan kullamlmistr. Yaptiklar: ¢aligmalar sonucunda
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola igin spesifik antiserumu ile Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola identifikasyonunda az zamanda sonug alinabilecegini
ortaya koymustur. Ayni ¢aligmada koyunda da deri alt1 enjeksiyonuyla antiserum
iiretilmis ve serolojik testlerde kullanilmugtr [13].

Guthrie ‘(1968) Pseudomonas syringae pv. phaseolicola igin spesifik
antiserum iiretiminde inek kullanmugtir. Spesifik antiserumu kullanarak yaptig
immunodifiizyon testi sonucunda Pseudomonas syringae pv. phaseolicola' mn 1rk
1 ve rk 2 izolatlarmin somatik flagellar antijenlerinin homolog oldugunu
gOstermistir. Antiserumun tiire spesifik fakat iklara spesifik olmadigim
belirtmistir. Benzer sekilde ¢aligmamizda iiretilmis olan {i¢ farkh antiserumun tiire

spesifik fakat wklara spesifik olmadig1 gozlenmigtir [47].
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Tiirkiye'de ise ilk defa Oktem 1976 yilinda Yeni Zelanda cinsi beyaz
tavsan kullanarak Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (NCPPB 52) igin
spesifik antiserum iiretmis, ayni islem i¢in koyun da kullamlabilecegini
belirtmigtir. Yapti1 ¢aligmalarda iiretilen spesifik antiserumun identifikasyonda
kullanilabilecegini ve kisa siirede sonug almabilinecegini g&stermistir [48]. Bizim
calismamuzda da iiretilen antiserumlarin aglutinasyon testleriyle spesifik olduklari
belirlenmis ve ¢apraz reaksiyon vermedikleri i¢in identifikasyon amach
kullanilabilecekleri g6sterilmistir.

Alan ve Kelman 1977 yilinda, Erwinia carotovora var. atroseptica’ nin
%?2’ lik glutaraldehitle fikse edilmis hiicrelerine karsi spesifik antiserum
tiretmisler ve iirettikleri antiserumu Floresan Antikor Boyama (FAS) yontemi i¢in
kullanmuglardir. FAS yontemiyle Erwinia carofovora var. atroseptica (Eca) ve
Erwinia carotovora var. carotovora (Ecc)’ min karigik kiiltiirlerinde mililitredeki
500 Erwinia carotovora var. atroseptica hiicresini tespit edebilmiglerdir. FAS
yonteminin Eca deteksiyonu i¢in oldukga spesifik ve giivenilir oldugu
saptanmistir [38].

Van Vuurde, Van Den Bovenkamp ve Birnbaum 1983 yilinda yaptiklari
calismada IF’ nin Phaseolus vulgaris tohumlarmda Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola’ mn deteksiyonu i¢in rutin bir metod olarak kullanilabilecegini
belirtmiglerdir. IF’ nin 10.000-50.000 saglikli tohum arasinda 1 enfekte tohumu
detekte edebilecegi sonucuna varmiglardwr. Calhigmalarinda Barzic ve Trigalet
(1982)’ ye benzer olarak Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
identifikasyonunda IF’ nin ELISA’ ya gére daha duyarli oldugunu bulrﬁuslardu
[26].

Van Vuurde ve Van Henten 1983 yilinda otoklavlanmis bakteriyel
hiicrelerin “enjeksiyonu yoluyla spesifik antiserum iiretmislerdir. Tohum
ekstraktlarda serolojik pozitif hiicrelerin sayisinin belirlenebilmesi agisindan IF’
nin yiikksek potansiyelde oldugunu tespit etmislerdir. Tohum ekstraktinin
santrifiijii yoluyla patojenik bakterilerin konsantrasyonu arttirilarak testin
deteksiyon diizeyinin Immunosorbent Immunofloresan (ISIF) ySnteminde
arttirilabilecegini belirtmiglerdir. Caligmalarinda ISIF’ 1n duyarhihimin 100 kez

konsantre edilmis tohum ekstraktlarinda beklenenden az oldugunu bulmuglar ve
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bunun sebebinin; santrifiij sirasinda bakteriyel hiicrelerin tohum partikiillerine
spesifik olmayan absorbsiyonu ya da tohum pargaciklariin immunosorbsiyon
tabakasini bloke etmesi olabilecegini bildirmiglerdir [27].

G. M. Wyatt, J. G. Turner ve M. R. A, Morgan yaptiklar1 ¢alismada
antiserum firetiminde ekzopolisakkaritleri kullanmistir. Bu ¢alismadan elde edilen
sonuglarda, bitki patojeni Pseudomonas tiirlerinin hiicre yiizeyinde bulupan ve
hastalif1 meydana getiren ekzopolisakkaritlere karg1 iiretilen antiserumun oldukca
spesifik oldugu gézlenmigtir [33]. Bu ¢aligmada da, ilk defa olarak, Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola hiicrelerinin ekzopolisakkarit komponentlerine spesifik
antiserum {retilmis ve bu antiserumun serolojik testlerden IF hiicre ve IF koloni
boyama yb'ntemléri icin uygun oldugu sonucuna varilmigtir.

Van Vuurde ve ark. (1991) ¢aligmalarinda 100 alanda 2 ya da daha fazla IF
pozitif hiicre goriilen Orneklerin diliisyon plate yontemiyle tekrar testlerini
yapmuglar ve IF pozitif hiicre sayismin artmasiyla dogru orantili olarak IF ve
diliisyon plate ySntemleri arasmdaki korelasyonunu arttigim gézlemislerdir. 100
alanda 2500°den fazla IF pozitif hiicrenin gériildiigi 6rneklerde IF ve diliisyon
plate yontemleriyle hedef bakterinin izolasyonunda iki yOntem arasindaki
korelasyon %76.2 olarak bulunmustur [25]. Bu deger oldukga yiiksektir ve rutin
indekslemelerde bu iki metodun kombinasyonu olduk¢a glivenilir sonuglar
vermektedir. Caliymamizda fasulye unu 6rneklerinde IF pozitif hiicrelerin 100
alandaki sayilar tespit edilmistir. Orneklerdeki IF pozitif hiicre sayilar1 genel
olarak yiiksek bulunmustur ve ¢ok sayida patojen iceren bu Orneklerin klasik
deteksiyon metodlar1 ile incelenmesi ile de Grnekteki patojenin tespiti miimkiin
olabilecek durumdadir. Ancak az sayida patojen iceren (¢aligmamizda incelenmis
Alpu I 6rnegi gibi) 6rneklerdeki hedef bakterinin deteksiyonu klasik metodlarla
yapilamamaktadir. Cizelge 3.5. incelendiginde Alpu ilgesinden almmig fasiilye
drneginde 100 alanda toplam hiicre antiserumu ile 2 IF pozitif hiicrenin tespit
edilebildigi, Glutaraldehit fiksasyonu ve EPS ekstraksiyonu ile hazirlanmig
antiserumlarm ayni 6rnekte IF pozitif hiicre tespit edemed{gi gOriilmektedir.
Bunun sebebi‘ toplam hiicre antiserumunun bakterinin tiim antijenik
determinantlarina karsi spesifik antikor gruplarim igermesi olarak diistiniilebilir.

Farkli determinantlara spesifik antikor gruplar ¢esitli nedenlerle baskllz‘mm1$'olan
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antijenik  determinantlarla  birlesemese bile bunlarin  digindaki  diger
determinantlarla birlesebilirler ve bu sayede bakterinin detekte edilebilmesini
saglarlar. EPS ekstraksiyonu ve glutaraldehit fiksasyonu ile hazirlanmis olan
antiserumlarin titreleri yliksek olmasina ragmen bakterinin belirli antijenik
determinantlarma spesifik antikor gruplar1 icerdikleri igin spesifik olduklari
determinantlar c¢esitli nedenlerle baskilandifinda antijen antikor reaksiyonu
olusamamakta ve bu nedenle hedef bakteri detekte edilememektedir. Sonug olarak
toplam hiicre antiserumunun IF mikroskopi yOnteminde daha avantajli oldugu
diisliniilebilir. Ancak farkli antijenik determinantlara spesifik antikor gruplarinin
fazla olmasmin hedef bakteri disindaki bakterilerdeki benzer determinantlarla
capraz reaksiyon dlusmas1 ihtimalini arttiracagi gz 6niine alinmalidir.

Calismamizda fasiilye Orneklerinde 100 alandaki IF pozitif hiicre sayisi
tespit edilmis ancak bu Orneklerin diliisyon plate yOntemleriyle kontroli
yapilmamuistir. Bunun yerine ayni Ornekler IF koloni boyama ydntemiyle
degerlendirilmistir. IF pozitif hiicreleri fazlaca sayildigi Srneklerde IF koloni
boyama sonuglarinda da sayilan hedef kolonilerde artma oldufu gdzlenmistir.
Ancak saprofitlerin artig1 hedef kolonilerin agik bir sekilde tanmmasi zorlagtiran
bir faktor olarak ortaya ¢ikmustir.

Gaszczunska ve Serfontein 1998’ de yaptiklari calisgmada Pseudomonas s.
pv. phaseolicola ve Pseudomonas s. pv. syringae’ nin izolasyonu ve ayrimi i¢in
Milk-Tween Agar (MT)’ 1 kullanmiglar ve koloni morfolojisine gére bu
bakterilerin ayirt edilebilirligini gostermislerdir. Caligmalarinda bu besiyeri ile
saprofitlerin eleminasyonunu kismen indirgeyebilmislerdir. Ancak MT
besiyerinin diagnostik bir besiyeri olmadigmi belirtmislerdir. Patojen olmayan
Xanthomonas® lar ile saprofitik Pseudomonas’ larm besiyerinde ayrimimnin
miimkiin olmadléml tespit etmiglerdir [49]. Milk Tween Agar gibi saprofit
gelisimini baskilayan ve bitki patojeni bakterilerin gelisimini destekleyen segici
besiyerlerinin kullanilmas: bu sorunu giderebilecektir.

Benlioglu ve Ozakman tarafindan 1993 yilinda Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola' nin 1s1 uygulanmis ve glutaraldehitle fikse edilmis hiicrelerine karst
2 farkhi enjeksiyon ydntemiyle tavsanlardan 3 antiserum elde edilmisgtir. Uretilen 3

farkh antiserumdan, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’ nn glutaraldehitle
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fikse edilen hiicrelerine kars: tiretileni digerlerinden daha spesifik bulunmustur.
Bu ¢aligmada dé glutaraldehitle fikse edilmig hiicrelere karsi tiretilmis olan
antiserumun oldukg¢a spesifik oldugu tespit edilmistir. Urettikleri antiserumlari
Indirekt Floresan Antikor Boyama (IFAS) ve ELISA ydntemlerinde kullanmuglar
ve JFAS’ m ELISA’ ya gbre hale yamklig: hastaligi etmeninin deteksiyonunda
daha duyarl oldugu sonucunu elde etmiglerdir [18].

Benlioglu ve Ozakman [18] 1993' te yaptiklari ¢alismada irettikleri
antiserumun P. syringae wklarina (P. s. pv tomato, P. s. pv pisi, P. s. pv glycinea,
P. s. pv syringae, P. s. pv lachrymans) ve P. cichorii' ye kars1 ¢apraz reaksiyon
olusturdugunu gdzlemlemis, bunun antijenin difer organizmalarla benzer yapida
hiicre duvarma saihip olmasindan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir. Lucas ve
Grogan 1969' da P. s. pv tomato, P. s. pv phaseolicola, P. s. pv mori, P. s. pv
lachrymans izolatlarinin antijenlerinin ortak oldugunu rapor etmislerdir. Taylor
1970'de P. s. pv phaseolicola' nin otoklav edilmemis toplam hiicrelerine kars1 P.
morsprunorum, P. antirrhini, P. maculicola, P. lachrymans, P. tomato, P.
primulae, P. delphini, P. viridiflava ve P. cichorii’ ye ¢apraz reaksiyon verdigini
rapor etmistir. Caligmamizda {retilmis olan antiserumlarin c¢apraz reaksiyon
vermedikleri belirlenmistir.

Tiirkiye’ de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola izolatlarinin antijenik
yapisi, 1995 yilinda, ilk defa Ertugrul tarafindan [22] karsilastiridmstir.
Calismasida Pseudomonas syringae pv. phaseolicola izolatlarmm 1s1ya dayanikh
antijenlerini Ouchterlony Immunodiffiizyon testini kullanarak incelemis ve
izolatlarin ortak antijenik yap: 6zelligi gOsterdigini bildirmistir. Ayn1 ¢alismada,
bizim ¢aligmamizin sonuglarina uygun olarak, {retilmis olan antiserumun
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola tiirine spesifik fakat wklara spesifik
olmadif: belirtilmistir.

Tohumla tagman bakteriler icin Immunofloresan (IF) iizerine ilk ¢alisma
Coleno tarafindan Pseudomonas syringae pv. phaseolicola igin yapilmistir.
Coleno fasiilye tohumu Srneklerindeki diisiikk sayidaki Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola hiicrelerinin IF ile potansiyel deteksiyonunu géstermigtir. Hemen
ardindan metot ¢cok sayidaki Srnefe rutin uygulanabilirlifi agisindan adapte

edilerek  gelistirilmigtir. Schaad ve Donaldson, lahana tohumlarindaki
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Xanthomonas campestris pv. campestris i¢in IF ve DPI (diliisyon plating
identifikasyon) tekniklerini kargilagtirmuglar ve IF* nin duyarliliginin DPI’ a yakin
oldugunu bulmuslardir [24].

IF yOnteminin bagka bir uygulama sekli de Immunofloresan koloni
boyama (Immuno fluorescein colony staining) (IFC) adi verilen ydntemdir. Bu
yontem de baktéri aranmasi ve izolasyonu i¢in kullanilmaktadir. Agar iizerinde
mikro-koloniler olusturulduktan sonra sicak hava ile ortam kurutulur. FITC bagl
antikorlar ile inkiibasyon sonunda mikroskopta inceleme yapilir ve 1s1ma gosteren
kolonilerin hedef bakteriye ait oldufu saptanmig olur. Saptanan bu koloniler yeni
besiyerine aktarilarak izolasyonu saglanmig olur. Yontemin en biyiik 6zelligi
canlt hiicreleri ayirt etme gliciidiir. Bu nedenle IFC yontemi vasitasiyla belirlenen
canli hiicreler izole edilip diger testler i¢in de kullamilabilir. Franken ve Van
Vuurde, IFC yontemi kullanarak yaptiklari ¢aligmada yontemin Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola aranmasinda iyi sonug verdigini bulmuslardir [31].

Antiserumlar IF’ de kullanilmadan Once titrelerine, spesifisitelerine gére
degerlendirilmis olmalidir. Bu, homolog bakterinin segilmis strainlerine, yakin
bakterilere ve materyalden izole edilmis mikroorganizmalara kargi titrasyon
yoluyla yapilir. Ouchterlony Double Diffusion gibi diger serolojik metodlar
antiserum spesifikli§inin tayininde yardimc1 olabilir fakat sonuglar IF° de bulunan
diger antijenik determinantlarin igerilmesine dikkat edilmelidir. Antiserum
spesifikligi ¢capraz reaksiyon veren bakterilerle absorbsiyon yoluyla gelistirilebilir.

IgG tipi antibadilerin Fc bolgesi ile reaksiyona girebilen protein A gibi
molekiilleri  iceren mikroorganizmalarin  spesifik olmayan reaksiyon
gisterebilecegi gozden kagirilmamahdir [24].

Bu tipteki spesifik olmayan reaksiyonlar, spesifik antiserumun, aymi
gamma globulin grubundan olan ancak §rnekte mevcut olmayan antijenler igin
spesifik affinitesi (ilgisi) bulunan antibadilerle karistiriimasiyla elemine edilebilir.

Antiserum  kalitesinin  ve  kalite  kontrol  prosediirlerinin
standartizasyonunun gelistirilmesi Uluslaras1 Tohum Test Bir,ligi (ISTA) catis1
altinda ¢alistimaktadir [24].

IF’ nin dezavantaji hatali pozitif sonuglar verebilmesidir. Antiserum hedef

organizmalarin digindaki organizmalarla spesifik olmayan reaksiyonlar verebilir.



Bu yiizden antiserumun ¢apraz reaksiyonlara karsi yeterli diizeyde test edilmis
olmas1 gerekmektedir [24]. Caligmamizda kullanilmis olan antiserumlarmn
spesifikligi yeterli diizeyde test edilmis ve ¢apraz reaksiyon olusturmadiklar:
gbzlenmistir. Bu nedenle IF’ nin olast en biiylik dezavantaji irettigimiz
antiserumlar i¢in gegerli degildir.

Antiserumun patojenin farkl: serotiplerine karsi da test edilmesi gerekir.
Clinkdi hatali negatif sonug¢larin kaynagi da bu testlerin yeterli yapilmamasidir.
Galhsmamizda Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’ nin farkl wrklarma kargt
testler uygulanmis ve her {i¢ antiserumun da patojenin farkli wklarini tespit
edebildigi gézlenmistir. Bu nedenle 6rneklerde hatali negatif sonuglarm ¢ikmasi
oldukea diisiik bir ihtimaldir.

Kati faz immiinosorbsiyon metotlari Immunosorbent immunofloresan
mikroskopi ve Immunosorbent diliisyon-plate, bakteriyolojik arastrmalar icin
gelistirilmis ve tohum patolojisi i¢in adapte edilmistir. ISIF’ mn temel avantaji
konsantre ekstraktlardan patojenik bakterilerin lam lizerine segici absorbsiyonu
yoluyla IF mikrdskopi kalitesi ve duyarliligini arttirmasidir. Immiinosorbsiyondan
sonra tohum partikiilleri ve otofloresan fungisidler indirgenebilmektedir [27].

Shephardz ve arkadaslar1 [50] (1986) diagnostik duyarlilik ve diagnostik
spesifisitenin salgm hastaliklarin test de8erlendirmesi ag¢isindan en Onemli
Szellikler oldugunu bildirmislerdir.

Diagnostik duyarliligi; “tohum yigmmimn hastalikk durumu bilindiginde,
spesifik hastalikli tohum yiginlarm dogru bir sekilde pozitif testlerle identifiye
edebilme giicli (Gergek Pozitif)” olarak, analitik duyarlihg: ise “cok kiigiik
miktarda antijeni test edebilme giicii” olarak tanimlamiglardir. Bu tanimlara gore
serolojik tekniklerden IF hem diagnostik duyarliik hem de analitik duyarlilik
Olgilitleri agisindan uygun bir testtir.

Diagnostik spesifisite “Hastalik durumu bilindiginde bu hastahk etmenini
icermeyen saghkh tobum yi1gmlarini dogru Bir gekilde identifiye edebilen negatif
testlerin giiclinin Slg#imi (Gergek Negatif)” olarak, -analitik spesifisite ise
“verilmis antiserumla reaksiyona giren benzer antijenler (ya da organizmalar)

arasindaki immiinolejik ¢apraz reaksiyon diizeyi” olarak tammlanmustir [S0].
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Yine bu tammlamalara gore degerlendirildiginde IF’ nin diagnostik ve analitik
spesifisitesinin de oldukea yiiksek oldugu gériilmektedir.

Herhangi bir patojen i¢in deteksiyon metodolojisi g6z &niine alinmadan
Once; spesifiklik, duyarhihk, giivenilirlik, etkililik ve tohum yiginindaki patojen
toleransmin anlasilirhgy, teknigin klinik tohum saghg: testi olarak kabuliinden
once distiniilip degerlendirilmesi gereken unsurlardir. Kabul edilebilir tohum
saghg testleri, hastalik risk yonetimi ve tohum kalitesi degerlendirmesindeki rutin
kullamim acisimndan bir ara¢ durumundadirlar. Tohum saglhig1 sorunlar1 uluslarasi
tohum ticaretinde giderek artan bir 6neme sahiptir. Serbest ticaretin gelismesiyle
birlikte, bircok iilke ,iilkelerine tahrip edici patojenlerin girmesini kendi bitki
saghg1 (phytosanitary) sartlarini yeniden tanimlayip ortaya koymuslardir [45].

Bununla beraber, birgok bitki saghgi diizenlemeleri, patojenlerin
ekonomik tehlikesi tam anlagilmadan ya da o {iilkede bulunan patojenin tam
bilimsel analizi yapilmadan uygulanmaktadir. Bu da diizenlemelerin karigmasina,
gereksiz testlerin yapilmasmna ya da siiphe gerekceleri ve haksiz ticaret
bariyerlerinin olugmasma O6nciilitk etmektedir. Bu nedenlerle serolojik teknikler
gibi spesifisitesi ve duyarlilig1 yiiksek testlerin iilkemizde uygulanmasi ekonomik
yonden oldukga Snemlidir. Fakat serolojik teknikler i¢cinden de tohumla tagmman
bakteriler i¢in rutin kullamima uygun ve spesifisitesinin yiiksek olmasinin yaninda
pahali da olmayan IF gibi bir yontemin benimsenmesi tilkemiz tarimi igin gerekli
bir kosul olarak gdriilmektedir.

Yapilan bu c¢aligma ve yukarida ozetlenmis olan diger g¢aligmalarin
sonuglarindan da anlasilabilecegi gibi IF® nin fasiilye tohumlarindaki patojenlerin
deteksiyonu agismdan uygun bir yéntem oldugu gériilmektedir. Uretilmis olan
EPS antiserumu ilk defa bu ¢alismada IF ve IFC yontemlerinin uygulanmasi igin
kullanilmis ve bu antiserumun her her iki yontemle de Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola deteksiyonunda uygun oldugu tespit edilmistir. Glutaraldehitle fikse
edilmis Pseudomonas syringae pv. phaseolicola hiicrelerine spesifik olarak
tretilmis antiserum yine ilk defa bu calismada IF koloni boyama y6nteminde
kullanmilmis ve yontem i¢in uygun bulunmustur. Calismamizda iiretilmis olan ii¢
- farkli antiserumun titrelerine bakildiginda, EPS ekstraksiyonu ve Glutaraldehit

fiksasyonu ile elde edilmig antijenlere spesifik antiserumlarm titresi 1 / 1024,
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toplam hiicre antijenlerine spesifik olarak iiretilmis antiserumun titresi ise 1 / 512
olarak bulundugu halde, toplam hiicre antijenlerine spesifik antiserumun IF hiicre
boyama ve IF koloni boyama y&ntemlerinde titresi daha viiksek olan diger iki
antiserum kadar yontem i¢in kullamigh oldugu tespit edilmistir. Her ¢
antiserumun FITC konjugati da hedef bakterinin arandigi fasiilye unu
Orneklerinde ve farkli oranlarda hazirlanmig karigik kiiltiirlerin  tiimiinde
deteksiyon amacina hizmet edebilmislerdir. IF hiicre boyama yonteminin IF
koloni boyama y&ntemiyle birlikte kullanilmasimin dogruluk derecesi ve pratik
uygulanirhgi yﬁkéek rutin testlemelere uygun oldugu sonucuna varilmigtir.
Bundan sonraki c¢aligmalarda daha spesifik poliklonal antiserumlarm
iiretilmesi ya da monoklonal antikorlarin kullanim ydntemin hassasiyetini daha
da arttiracak olan faktSrler olarak Onerilebilir. Daha spesifik poliklonal
antiserumlar bakterinin diger antijenik kisimlarmin (kamg¢i antijenleri gibi)
immiinizasyonuyla farkli deney hayvanlari kullanilarak elde edilebilir. Aym
drneklerin serolojik testlemesinde farkli antijenik determinantlara spesifik
antiserumlarin eg-zamanli test sonuglar: aranan patojenlerin varhg: hakkinda ya da

en uygun antiserumun Szelligi a¢isindan kullanigh bilgiler verebilecektir.
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