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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Erwinia amylovora’YA DAYANIKLI ELMA CESITLERINi VE
GENOTIPLERINI BELIRLEYEBILMEK iCIN ERKEN SELEKSiYONA
OLANAK SAGLAYACAK BiR BELIRTEC TESPIiTi CALISMASI

Sahin KAYA

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal1
Bitkisel Biyoteknoloji Bilim Dali

Danisman: Dog¢. Dr. Emine ORHAN

Dogal populasyonlardaki genetik ¢esitlilikten yararlanarak dayanikli ¢esit ve genotiplerin
belirlenmesi seklinde gerceklestirilen seleksiyon 1slahi, genetik kaynak zenginligi olan
bolgelerde etkin bigimde kullanilan bir 1slah yéntemidir. Ozellikle son yillarda énem
kazanmaya bagslamis olan markor destekli seleksiyon (MAS=Marker Assisted Selection)
caligsmalarinin klasik bitki 1slah1 yontemlerinden olan seleksiyon ¢alismalarina bir hiz ve
etkinlik kazandirdigr bilinmektedir. Bir 6n caligma olarak planlanan bu caligmada,
Erwinia amylovora etmeninin neden oldugu ates yaniklig1 hastaligina kars1 dayanikli olan
elma cesitlerini ve genotiplerini erkenden belirleyebilecek molekiiler belirtegleri tespit
etmek amaglanmustir.

Bunun i¢in, Ates Yanikligi’na dayaniklilik ile ilgili oldugu tespit edilmis olan RLP1 gen
dizisinden yararlanilmistir. Bu gen dizisinden dizayn edilen primer ciftleri dokuz elma
cesidinde taranmustir. E1F/1R ve E2F/2R primer ciftleri ile ‘Kasel37° ve ‘Galaxy Gala’
elma cesitlerinin ‘Gala’, ‘Aksaki1’, ‘Mondial Gala’, ‘Vista Bella’, ‘Starkrimson’, ‘Golden
Delicious’, ‘Royal Gala’ ¢esitlerinden ayirt edilebilegi ortaya ¢ikmistir. Diger taraftan,
E2F/3R primer c¢iftine ait jel goriintiisiinde, ‘Gala’, ‘Kasel37’ ve ‘Galaxy Gala’ elma
cesitlerinin ‘Aksak1’, ‘Mondial Gala’, ‘Vista Bella’, ‘Starkrimson’, ‘Golden Delicious’,
‘Royal Gala’ elma cesitlerinden ayirt edilebilecegine yonelik bir bilgi elde edilmistir.
Sonug olarak; c¢alismada kullanilan E1F/IR, E2F/2R ve E2F/3R primer ¢iftlerinin
Erwinia amylovora etmeninin neden oldugu ates yaniklig1 hastaligina dayaniklilik yada
hassasiyet gosteren elma gesitlerini ve genotiplerini ayirt etmede kullanilabilecegi ortaya
¢ikmustir.

2018, 49 sayfa
Anahtar Kelimeler: Malus, Ates Yanikligi, Molekiiler Belirteg
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A MOLECULAR MARKER IDENTIFICATION STUDY TO ALLOW
EARLY SELECTION TO IDENTIFY APPLE VARIETIES AND
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The selection breeding in the form of determination of resistant varieties and genotypes
by utilizing the genetic variability in the natural populations is a breeding method that is
used effectively in areas with genetic resource richness. Marker Assisted Selection
(MAS) studies, which have gained importance especially in recent years, have given
speed and efficiency to the selection studies which are among the classical plant breeding
methods. In this study which is planned as a preliminary study, it was aimed to identify
molecular markers that could identify early on for apple varieties and genotypes that were
resistant to the fire blight disease caused by Erwinia amylovora.

For this, the RLP1 gene sequence which has been found to be related to fire blight, has
been utilized. The primer pairs designed from this gene sequence were screened in nine
apple varieties. With E1F/1R and E2F/2R primer pairs, 'Kasel37' and 'Galaxy Gala' apple
varieties can be distinguished from 'Gala', 'Aksaki', 'Mondial Gala', 'Vista Bella,
‘Starkrimson’, 'Golden Delicious’, 'Royal Gala' varieties. On the other hand, in the gel
image of the E2F/3R primer pair, it has been learned that the varieties of 'Gala’, 'Kasel37'
and 'Galaxy Gala' apples can be distinguished from 'Aksaki1', 'Mondial Gala', 'Vista Bella’,
‘Starkrimson’, 'Golden Delicious', 'Royal Gala' apple varieties. As a result; the E1F/1R,
E2F/2R and E2F/3R primer pairs used in the study, may be used to discriminate apple
varieties and genotypes that exhibit resistance/susceptibility to fire fever.
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TESEKKUR

Bu ¢alismanin planlanmasindan yazilmasia kadar gecen siire¢ igerisinde destegini
esirgemeyen, bilgisi ve deneyimi ile devamli yonlendiren, egitimim boyunca maddi ve
manevi her tilirlii destegi saglayan, tez danigmanim degerli hocam Dog¢. Dr. Emine

ORHAN’a tesekkiir eder, sonsuz saygi ve siikranlarimi sunarim.

Calismamda kullandigim elma 6rneklerini temin etmis oldugum Atatiirk Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii elma koleksiyon bahgesi tesisinde onemli
katkilar1 olan Prof. Dr. Rafet ASLANTAS’a tesekkiir ederim. Elma orneklerini
koleksiyon bahgesinden temin etmemde yardimlarini esirgemeyen Dr. Ogr. Uyesi Giirsel
OZKAN’a tesekkiir ederim. Tez c¢alismamda DNA izolasyon metodu konusunda
bilgilerini esirgemeyen Dog¢. Dr. Murat AYDIN’a tesekkiir ederim. Laboratuvar
caligsmalar1 sirasinda bana her zaman yardimci olan ve desteklerini gordiigiim Doktora
ogrencisi degerli arkadaslarim Esma YIGIDER ve Mohammed ALDAEEF ile Yiiksek
Lisans 6grencisi degerli arkadaglarim Furkan UZUNDUMLU, Siimeyra UCAR ve Sedat
KARACAya tesekkiir ederim. Her zaman yanimda olup manevi destegini esirgemeyen

Ebru SOLAK ’a tesekkiir ederim.

Tiim egitim donemimde benden maddi ve manevi yardimlarini esirgemeyip her kosulda

yanimda olan Annem, Babam ve Kardeslerim’e goniilden sonsuz tesekkiir ederim.

Sahin KAYA
Haziran, 2018



ICINDEKILER

OZET oottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt i
ABSTRACT ..ttt bt bbbt nb e n e i
TESEKKUR .....cviiitieiteeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt es sttt sttt as s st es s s ansans iii
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI ....ccocviiiniiisseesseesnens v
SEKILLER DIZINI....cociiiiiiiiieieeeeeeee ettt vii
CIZELGELER DIZINI .....cooiiiiiiiiiiicicce ettt viii
€] 1 24 1T 1
2. KAYNAK OZET ..ooooiiiiiiiieiseisei sttt 8
3. MATERYAL ve YONTEM.........c.ccccceiiviieiiiiieieeeeiees e sese e 15
B.L  MALEIYAL ... 15
311, BitKi MAEIYaAli......ccvveieiieieesie e 15
3.1.2. DNA izolasyonu i¢in kullanilan ¢ozeltiler: ...........ccoooiiiiiiiiiiiieee, 23
3.1.3. PCR ve elektroforez islemleri i¢in kullanilan ¢ozeltiler: ...........ccoovverriinennnn. 26
3.1.4. Calismada kullanilan bazi alet ve cihazlar ............ccccooviiiiiiiii e, 28
R 401 115) 1 o B TSP U T PRP PR PR 29
3.2.1. Primer diZaynl Ve SENEZI .......cccviivieiiiiiiiieiiisie e 29
3.2.2. DNA TZOIASYONU ..ottt 30
3.2.3. DNA konsantrasyonu ve safliginin belirlenmesi...........cccooeviveiiiniicnciieennn, 31
3.2.4. PCR ve elektroforez iSlemlert ..........cceoiiiiiei i 32
4. ARASTIRMA BULGULARI ........ccciiiiiiiieie e 34
5. TARTISMA Ve SONUQ .....oooiiiiiiiiiiiiee et 40
N N I SRS 44
OZGECMIS ..ottt ettt sttt 50



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Bp Base pair

CTAB Setil trimetil amonyum bromiir deoksiriboniikleik asit
dH20 Distile su

DNA Deoksiriboniikleik asit
dNTP Deoksiniikleotit trifosfat
EDTA etilendiamintetra asetik asit
g Gram

GAA Glasiyel Asetik asit

HCI Hidroklorik asit

kb Kilobaz

L Litre

mg Miligram

ml Mililitre

mM Milimolar

Na2S04 Sodyum siilfit

NaCl Sodyum klortir

NaOH Sodyum hidroksit

NCBI Uluslararasi biyoteknoloji bilgi merkezi
PCR Polimeraz zincir reaksiyonu
pH Power of hydrogen

PVP Polivinilpirolidon

RNaz Riboniikleaz

rpm Dakikada devir sayisi

SB Sodyum Borat

TBE Tris- borat- EDTA tamponu
TE Tris-EDTA tamponu

uv Ultraviyole

\Y Volt

viv Hacim/Hacim



ul

ng

Mikrolitre
Mikromolar
Mikrogram

Vi



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1. Erwinia amylovora’nin elektron mikroskop gorintlisii.........cccceeerverererereenne. 1
Sekil 1.2. Ates yaniklig1 etmeninin elma siirgiinlerindeki simptomlari.............cc.cceeeneen. 2
Sekil 1.3. Ates yaniklig1 etmeninin elma ¢igeklerindeki simptomlari...........cccoceevvernnns 2
Sekil 3.1. Gala elma ¢esidinden bir @Orintll..........cueeieriiiiiiriiieiie e 17
Sekil 3.2. Ak saki elma ¢esidinden bir gOTUNLH .......evevvveeriiiieiiieiece e 18
Sekil 3.3. Mondial Gala elma ¢esidinden bir gOTlntl ........ccoevvvvveiiiiiiiiinniiie e 18
Sekil 3.4. Kasel 37 elma cesidinden bir gOrlintii ..........cccveveeiiiiiiiiiiieiec e 19
Sekil 3.5. Vista Bella elma ¢esidinden bir @Orintii.........coeoeeieiiniriiiieniinieesee e 20
Sekil 3.6. Starkrimson elma ¢esidinden bir gOrintii..........ccccovcvviviiiiniii i 20
Sekil 3.7. Golden Delicious elma ¢esidinden bir gOrintli .........ccoccvvvviveiiiieniieeiiien s 21
Sekil 3.8. Royal Gala elma ¢esidinden bir gOTUNti ........cveeveeiieiiiriiieeeeesee e 22
Sekil 3.9. Galaxy Gala elma ¢esidinden bir gOrintli ..........ccoeceevivereeniiniieenesie e 22
Sekil 3.10. 100 bp’lik DNA TAUET .......ccoveiieiieiieiiee e 27
Sekil 3.11. PCR isleminin yapildig1 thermocycle cihazi ve elektroforez sistemi........... 33
Sekil 4.1. E1F/1R primer ¢iftinin agaroz jel gorintlisti...........covvrviiniiieneiciiniscns 34
Sekil 4.2. E2F/2R primer ciftinin agaroz jel gorintlisli...........ccovvvrvirieieeiinicnieiese 35
Sekil 4.3. E2F/3R primer ¢iftinin agaroz jel gorintiisii...........covevvrrivenieeiiieninsieeneee 35
Sekil 4.4. E1F/2R, E1F/3R, E1F/4R ve E1F/5R primer ¢iftleri agaroz jel goriintiisii.... 36
Sekil 4.5. E2F/1R primer ¢iftine ait agaroz jel gorintlisli ........cccovvverviiriiiiesnieesiiee e 37
Sekil 4.6. E2F/4R ve E2F/5R primer ¢iftleri agaroz jel gorintiisii.........ccccovvvviieiinnnnn. 37
Sekil 4.7. E3F/3R primer ciftine ait agaroz jel gorintisli ...........ceevrveiieeiinieciiesinn 38
Sekil 4.8. E3F/1R, E3F/2R, E3F/4R, E3F/5R primer ¢iftleri agaroz jel goriintiisii........ 38
Sekil 4.9. E4F/4R primer ¢iftine ait agaroz jel gorintlisli ........cccovvvvevviviriiiienniee e 39
Sekil 4.10. E4F/1R, E4F/2R, E4F/3R, E4F/5R primer ¢iftleri agaroz jel goriintiisii...... 39

vii



CiZELGELER DiZiNi

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan elma ¢esitleri ve Ates yaniklig1 etmenine
dayaniklikla ilgili bazi bilgiler..........ccoviviiiiiiiiiiii e
Cizelge 3.2. Calismada kullanilan primer ¢iftlerinin baz dizileri, baz sayilar1 ve
Tm(°C) degerleri (F: Forward primer, R: Reverse primer) ..............co.......
Cizelge 3.3. Calisma 6rneklerinin DNA konsantrasyon miktarlari ve 260/280

AEEETIOTT ..vvvee it

viii



1. GIRIS

Elma, Rosales takimmin Roseaceae familyasinin Pomoideae alt familyasindan Malus

cinsi’de yer almaktadir ve iliman iklim meyve tiirlerindendir (Hancock et al. 2008).

Ates yanikligi, armut, elma ve diger Rosaceae familyasi’na ait bitkileri etkileyen 6nemli
hastaliklar arasinda yer almaktadir (Zwet and Beer 1995). Ates yaniklig1 hastalik etmeni
olan Erwinia amylovora; Enterobacteriaceae familyasi, Erwinia cinsi iginde yer alan kisa
cubuk seklinde, gram negatif, fakiiltatif anaerob ve peritrik kamgili bakteriler oldugu
bildirilmistir (Sekil 1.1). In vitro ortamda optimum 21-28 °C arasinda gelisebilen
bakterilerin optimum gelisme pH’s1 6,0-7,5 ve termal 6liim noktas1 45-50 °C’dir. Erwinia
amylovora, meyve, siirgiin ve aga¢ kabugu gibi ¢esitli bitki dokularinda damlaciklar
halinde “Oo0ze” diye isimlendirilen bakteriyel akinti1 ve “Strand” adi verilen bakteriyel
iplik¢ikler olusturmaktadir. Ooze i¢indeki bakteriler genellikle virulent olmakta ve 2 yil
yada daha uzun siire patojenitelerini siirdiirebilmektedir. Sert yapida olan ve zamanla

kirilabilen iplikciklerin %20’sini bakteriyel hiicre olugturmaktadir (Zwet and Keil 1979).
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Sekil 1.1. Erwinia amylovora’nin elektron mikroskop goriintiisii (Johnson 2000)

Erwinia amylovora, bitkide, siirgiin, ¢icek tomurcuklar1, gévde, kokler ve ana dallarda
enfeksiyona neden olarak agaglarin az bir sirede Oliimiine sebep olmaktadir
(Pejchinovski 1996) (Sekil 1.2 ve Sekil 1.3). Ates yanikligi hastaligi, meyve



fidanliklarinda ¢ok onemli zararlar yaptigi gibi, bazen de ticari amagla ekilen meyve
bahgelerini etkileyebilmektedir (Hale et al. 1996).

Sekil 1.3. Ates yaniklig1 etmeninin elma ¢iceklerindeki simptomlar1 (Leonberger and
Gauthier 2017)

Ates yaniklig1 hastalig1 nedeniyle elma, ayva ve armut bahgelerinde bazi yillarda yiiksek
ekonomik kayiplara neden olmustur. 1998 yilinda Ates yanikligi nedeniyle Yeni



Zellanda’da 10 Milyon Dolar maddi kaybin oldugu ve Italya’da yaklasik olarak 500.000
meyve agacinin sokiildiigii bildirilmistir (Vanneste 2000). Giineybati Michigan’da Ates
yanikligi’ndan dolay1r 220.000°den fazla elma agaci kaybi oldugu ve yaklasik 240
hektardan fazla alanin kaybina neden olmustur, ekonomik agidan bu bolgede 42 Milyon
Dolar kayba neden olmustur, ABD’nin biitiiniinde ise 100 Milyon Dolar oldugu
bildirilmistir (Norelli et al. 2003). Melbourn Avustralya 1997 yilindaki salgin ile 2,2
Milyon Dolar’lik zararin oldugu bildirilmis, fidan endiistrisi ve yumusak cekirdekli
meyveler i¢in ise ekonomik kaybin yaklasik 20 Milyon Dolar oldugu tahmin edilmistir
(Rodoni et al. 2006). Macaristan’da 1996 yilinda ¢ogunlugu ayva ve armut olmak iizere
60.000 agacin sonu olmustur (Nemeth 1999). Yillik elma ve armut tiretimi 4-5 bin ton
olan Norveg’te, 1986 ile 2004 yillar1 arasinda Ates yanikligin’dan dolay:r 3.5 Milyon
Dolar kayibin meydana geldigi bildirilmistir (Sletten and Rafoss 2006).

Ik olarak 1780 yilinda, Ates yaniklign New York, Hudson vadisinde belirlenmis ve
diinyadaki diger bolgelere buradan taginmistir. 1993 yilina kadar 31 iilkede Ates yaniklig
hastalig1 bildirilmistir (Zwet 1992). Erwinia amylovora nin sebep oldugu Ates yanikligt,
Rosaceae familyasinin 40 tiiriinde gériilmiis oldugu bildirilir. Malus, Pyrus, Cotoneaster,
Crateageus, Pyracantha, Cydonia, Sorbus ve Stranvaesia gibi 8 tiirde 6nemli derecede
zararlar olusturmaktadir. Meyvelerde meydana getirdigi tahriplerle 6nemli ekonomik
kayiplar olusturmaktadir (Zwet and Beer 1995). 1975 yilinda Layne and Quamme, Ates
yaniklig1 hastaliginin kontroliiniin yiiksek ticretler gerektirmesi, insan ve gevre sagligina
zararli olmasindan dolayi, miicadele uygulamalarinin giderek azaldigindan; kesin
¢Oziimiin bulunmamas1 yaninda, organik yetistiriciligin de glindeme gelmesiyle,
dayanikli anag, ara anacglar ve cgesitlerin kullaniminin, hastaligt kontrol altinda
tutulmasinda 6nem kazandigindan bahsetmislerdir. Bu noktadan hareketle, Ates

yanikligina direngli 1slahin iizerinde ciddi olarak durulmasi gerektigine 6nem verilmistir.

Oktem ve Benlioglu (1988) tarafindan bildirldigine gore Tiirkiye’de Ates yanikligi ilk
olarak 1985 yilinda Sultandagi/Afyon’da bir armut bahgesinde tespit edilmistir. 1986 ve
1987 yillarinda siddetli enfeksiyonun olmasi sonucunda armut agaglar1 ciddi anlamda

zarar gordiigi bildirilmistir (Momol et al. 1992). Bu nedenden dolayi, Tiirkiye’de bir an



once Ates yaniklig1 hastaligina dayanikli gesitlerin tespit edilmesi bir gereksinim haline

gelmistir (Oztiirk vd 2011).

Ates yaniklig1 hastaligr miicadelesi i¢in giiniimiizde bir cok miicadele yontemi denenmis
olmasina ragmen simdiye kadar kalic1 ve etkili bir miicadele yontemi gelistirilememistir.
Kimyasal miicadelede kullanilan antibiyotik ve bakirlar koruyucu 6zellikte olmaktadir.
Kullanilan bakirin &zellikle ¢igek fizyolojisi ve gelisimi iizerine olumsuz etkilerinin
oldugu bildirilmistir. (Basim 1999). Antibiyotik kullanimin sirasinda kimi dénemlerde
Ates Yanikligiyla miicadelede basar1 saglansa bile ve insan sagligin1 olumsuz etkiledigi
bilinmektedir (Moller et al. 1981). Bastas ve Saygili (2008) yaptig1 ¢alismada yine ayni
sekilde, Diinyanin pek c¢ok iilkesinde meyve iiretimindeki verim ve kaliteyi olumsuz
yonde etkileyen Ates yanikligi hastaliginin miicadelesinde, en etkili yontemlerden birinin
kimyasal miicadele olarak kabul edildigini ve kimyasal miicadelede kullanilan bakirli
bilesiklerin baz1 meyvelerde paslanmaya sebep olmasina ragmen, diger uygulamalardan
daha az maliyete sahip oldugu i¢in dormant ve ¢igeklenme donemlerinde yaygin olarak
kullanildigint ve ayrica hastaligin kontroliinde kullanilan diger bir yontemin ise,

1950’1lerde kesfedilen ve uygulanmaya baslanan antibiyotikler oldugundan bahsetmistir.

Ates yanikliginin miicadelesinde alternatiflerden biri olan streptomisin, dogal asilama ile
arastirma kosullarinda test edilmis, elma ve armutta Ates yaniklig1 hastaliginin kontrolii
icin umut verici bulunmustur. Bakirin mancozeb ile kombinasyonu ticari bahgesi olan
ireticiler icin bir alternatif olmus, diisiik inokulum veya diistik sicakliklar altinda bakir
streptomisin kadar etkili olmustur. Fakat, hastalik gidisatinin daha iyi denetlenebilmesi
amaci ile gilinlik sicaklik ve yagmur ile nemlilik gibi meteorolojik veriler ve bitki
fenolojisi dikkate alinarak uygulanan tahmin ve erken uyar1 modellerinden biri olan
MARYBLYT modelinin 6ngordiigii infeksiyon kosullari ortaya ¢ikarsa, streptomisinin
diger alternatiflerden daha fazla koruma sagladig1 goriilmiistiir. Streptomisinin elma ve
armutlarda ki Ates yanikligin1 6nlemek i¢in iyi bir kimyasal oldugu fakat hastaligin

baskin oldugu kosullarda etkisinin sinirl kaldigi saptanmistir (Breth et al. 1998).



Aragtirmalar sonucu streptomisin antibiyotiginin insan ve cevre sagligi acisindan
olumsuz etkileri, meyvede toksik kalintilarindan endiselenilmesi ve antibiyotige
dayanikli bakteriyel izolatlarin olusumu sebebiyle uygulamalar sinirlandirilmistir.
Hastaliga kars1 kullanilan bakirli preparatlarin ve antibiyotiklerin, etmende dayaniklilik
olusumuna ve ayni1 zamanda bitkide fitotoksisiteye sebep olmalari, etkili kimyasallarin

belirlenmesi i¢in ¢aligsmalarin devam etmesine neden olmaktadir (Bastas ve Saygili
2008).

Ates yanikligi hastaligi i¢in Kimyasal miicadelenin pahali ve insan saghigmna ciddi
zararlar1 olmasindan dolay1, hastalikla miicadele giderek kisitlanmaktadir. Bitki
hastaliklar1 i¢in tercih edilen, bilingsiz ve yogun pestisit kullanimi bir ¢ok sorunu da
olusturmaktadir. Pestisit kalintilarinin ¢evre ve insan saghigimi kotii yonde etkileyerek,
cevre kirliligine ve dogal dengenin bozulmasina neden olmaktadir. Bundan dolayi,
kimyasal miicadeleye alternatif olabilecek yeni metodlar {izerinde galismalara agirlik
verildigi bildirilmistir. Bu hastalikla miicadele i¢in biyolojik yontemler ciddi bir sekilde
kullanilmaktadir. Ozellikle organik yetistiriciligin de énem kazanmasiyla hastaliklara
dayaniklilikla ilgili bitki 1slah1 ¢alismalar1 da 6nem kazanmustir. Dayanikli anag, ara anag
ve cesit kullanilmasi, Ates yanikligi hastaligini kontrol altina alinmasinda Onem

kazanmaktadir.

Ulkemizde ve diinya iilkelerinde yararli boceklerle yapilan biyolojik savas konusunda
Oonemli arastirma ve ¢alismalar yapilmaktadir. Kaynaklarin bildirdigine gére; ABD’de bal
arilar1t meyvelerde 6nemli bir hastalik olan Ates yanikligi’na kars1 kullanilmaktadir. Bu
konuda su bilgiler verilmektedir: Disi bocegin tablasi (stigma) lizerinde koloni halinde
gelisen ve Ates yanikligi’na neden olan Erwinia amylovora, bal arilarinin tasidigi faydali
bakteriler tarafindan burada etkisiz hale getirilmekte ve agacta zarar yapmalari

onlenmektedir (Gokge ve Usta 2013).

Ates yaniklig1 hastaliginin yayilmasini 6nlemede ve miicadelesinde en etkili ve en 6nemli
yontemlerden birisi de karantinadir. Diinyanin pek ¢ok iilkesinde hastalik i¢in karantina

tedbirleri uygulanmakta olup, kurallara titizlikle uyuldugunda olumlu sonuglar



alimmaktadir. Ates yaniklig1 goriilen iilkelerden, Rosaceae familyasi bitkilerindeki, tiim
meyve, tohum, siirgiin ve diger bitki kisimlariin ithalini engellemek en etkili karantina
diizenlenmesidir. Avrupa Bitki Koruma Teskilati (EPPO) Avrupa ilkeleri igin,
uymalarin1 O6nerdigi A2 karantina listesindeki bakteriyel hastaliklar i¢inde Erwinia
amylovora bulunmaktadir. Ayrica iilkemizde 6968 sayili Zirai Miicadele ve Zirai
Karantina yonetmeliginde girisi yasak baktariyel hastaliklar igerisinde etmen yer

almaktadir (Zwet and Keil 1979; Maden ve Toros 1991).

Elma i1slahinin amaci, énem dereceleri iilkelerin kendi durumlarina gore degisiklik
gostermektedir. Genel olarak, hastaliklara dayanim (kiilleme, karaleke, ates yanikligi,
vb.) oncelikli amag olarak karsimiza ¢ikarken diger islah programlarinin ortak ¢alisma
temalar1 olarak soguklara dayamim, aga¢ formu, diisiik soguklama ihtiyaci, hasat
fizyolojisi gibi durumlarin dikkat cektigi bildirilmistir. Ana¢ secimi ve seleksiyon,
tizerinde durulmasi gereken diger konulardir. Diinya genelinde ana¢ se¢iminde dikkate
aliman en 6nemli 6zellikler yeme kalitesi ve hastaliklara dayanim olmustur. Seleksiyon
ilkelere gore degisse de, genellikle Kiilleme ve Karalekeye ¢ok hassas gesitler ilk olarak
elenmektedir. Sonrasinda, albeni, renk, aga¢ formu, tat, depolanabilme, soguklama istegi,
verimlilik veya soguklara dayanim gibi kriterler degerlendirilmektedir. Elma 1slah
programlarinda ‘Gala’, ‘Red Delicious’, ve ‘Fuji’ gibi ¢esitler dikkate alinmakta iken,
ozellikle Kuzey Avrupa’da ‘Breaburn’ ve ‘Elstar’ gibi daha fazla asitli gesitler tercih
edilmektedir. Elma 1slahinda, halen yaygin olarak melezleme yontemi kullanilmaktadir.
Fakat son donemlerde, gerekli siirenin olabildigince kisaltilmasi amaciyla molekiiler
yontemler iizerinde yogun calismalar siirdiiriilmektedir. Ozellikle hastaliklara dayanim
ve meyve Kkalitesi ile alakali molekiiler markorler, erken seleksiyona olanak

saglayabilecegi i¢in biiyiik onem kazanmaktadir (Atay vd 2010).

Diger taraftan, Erwinia amylovora’ya dayaniklilik 1slah1 konusunda ¢alismalar tizerinde
durulsa da direngli gesit eldesinde yeterince basari elde edilememis ve meydana gelen
cesitlerden bircogu da hassas ¢esitlerin yerini alacak gibi goriinmemektedir. Buna

ragmen, 1slah c¢alismalarinda, yeni yeni seleksiyonlar, hassas gesitlerle yarisabilecek,



meyve kalitesi iyi ve yeterince dayanikliliga sahip c¢esitler belirlense de uzun bir 1slah

stireci almasindan dolayi istenilen sonuglar elde edilememistir.

Klasik 1slah yontemleri ¢alismalar ile yapilacak olan bir bitki 1slah1 ¢aligmasi, bitki
tiirline gore degigsmekle birlikte 6-12 y1l gibi uzun bir siire¢ gerektirmektedir. Bu hastalik
etmenini erkenden teshis edebilecek ve elma islahi ¢alismalarinda kisa siirede sonug

aliabilecek yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu calisma ile son yillarda 6nem kazanan markor destekli seleksiyon ¢alismalarinda
yardimc1 olabilecek belirteglerin (markorlerin) tasarlanmasi hedeflenmektedir. Boylece
seleksiyon 1slaht calismalarina hiz kazandirilmis olacak ve kisa siirede amaglanan

ozellikte ¢esit/ genotip tespiti miimkiin olabilecektir.

Ates yanikligi hastaligiyla miicadelede, dogal populasyondaki genetik g¢esitlilik
kullanilarak hastaliga direngli tip ve gesitlerin belirlenmesi seklinde yapilan seleksiyon
1slah1 ¢aligmalarinda, genetik zenginligi olan bolgelerde etkili ve siirekli sekilde
kullanilan 1slah yontemidir. Ozellikle son yillarda 6nem kazanmaya baslamis olan markér
destekli seleksiyon (MAS=Marker Assisted Selection) ¢alismalarinin klasik bitki 1slah1
yontemlerinden olan seleksiyon ¢alismalarina bir hiz kazandirdigi bilinmektedir. Yapmis
oldugumuz bu tez konusun da bir markor destekli seleksiyona olanak saglayacak bir
calisma olup, Ates yanikligi hastaligi etmenine dayanikli/ hassas olan elma gesitlerini
belirleyebilmektir.

Bir 6n ¢alisma olarak gergeklestirilen bu ¢alismada amag; Erwinia amylovora‘nin neden
oldugu Ates yaniklig1 hastaligina karsi1 dayanikli olan elma ¢esitleri ve genotiplerini

erkenden belirleyebilecek molekiiler belirtegleri tespit etmek olmustur.



2. KAYNAK OZETi

Erwinia amylovora bakterisinin sebep oldugu Ates yanikligi hastaligi diinya genelinde
elma ve armut bahgelerinde ¢ok ciddi bir tehdit olarak bilinmektedir. Elma tiirlerinde ve
cesitlerinde uzun zamandan beri 6zellikle Ates yanikligi etmeni ile iligkili olarak diinya
genelinde ¢ok sayida karakterizasyon, tespit ve hastalifa dayaniklilikla ilgili bitki 1slah

programlar ylritilmiistiir.

Aldwinckle ve Preczewski (1976), higbir ticari elma ve armut ¢esidinin Ates yanikligi’na
tamamiyla dayanikli olmadiginmi fakat cesitler arasinda hassasiyetleri arasinda farklilik
oldugunu tespit etmislerdir. Anaglarin farkliligi, giibreleme, agacin yasi, toprak tipi ve
bahgenin topografyasi ¢esit hassasiyetinin farkliligini1 engelleyen faktorler arasindadir ve
aymt bolgede veya aym iklim sartlar1 altinda yetistirilen bitkilerin hassasiyetlerinde

farkliliklar olusturmaktadir.

Erwinia amylovora‘nin sebep oldugu Ates yaniklig1 hastaligi, elma, armut, yenidiinya ve
ayva, gibi yumusak ¢ekirdekli meyve tiirlerinin bulundugu Rosaceae familyasimin 37
cinsine ait 129 tiirde belirti gosterdigi ve bu cinslerin iginde en siddetli yaniklik belirtisi
gosterenlerin ve ekonomik olarak onemli 6l¢lide zarar gorenlerin basta Malus ve Pyrus
olmak {izere Crataegus, Cotoneaster, Sorbus, Cydonia, Stranvaesia ve Pyracantha

cinsleri oldugu bildirilmistir (Zwet and Keil 1979).

QTL haritalama ¢aligsmalari ile bir¢ok yabani Malus tiirii (M. sublobata, M. robusta, M.
atrosanguinea, M. fusca ve M. prunifolia) Ates Yaniklig1 etmenine dayanikli olarak

tamimlanmustir. (Aldwinckle and Beer 1979).

Kleinhempel vd (1984) yaptiklari bir ¢alismada Golden Delicious c¢esidinin Ates
yanikligina yiiksek derecede hassas oldugu ifade edilmistir. Benzer sekilde, Fucikovsky
(1987) Meksika'da Golden Delicious elma ¢esidinde Ates yanikliginin baskin oldugunu
kaydetmistir.



Adana ilinde ‘Golden’, ‘Starking” ve ‘Amasya’ elma ¢esitlerinin yogunlukta oldugu
bahgelerde Ates yanikligi hastaligi tespit edilmemistir. Adana Pozanti ilgesi Ziraat
Fakiiltesi ¢iftliklerinde deneme amaciyla yapilan tel askilara alinmis tiretim yapilan ii¢
cesit bodur tip elmanin (Golden Sel-B, Erwin Spiir, Lut's Golden) bulundugu bahgede
Ates yaniklig1 hastaligi tespit edilmistir. Ates yaniklig1 hastaligi Hatay ve Gaziantep’te
‘Golden’ ve ‘Starking’ elma ¢esitlerinde tespit edilmezken, sadece karisik olarak dikildigi
bilinen Kahramanmaras'in Afsin il¢esinde bu elma gesitlerinin 2 bahg¢ede bu hastalik
gozlenmistir. Bu bahgelerde yapilan incelemede 6nceki yildan kalmis kurumus enfekteli

cicek buketleri bulunan dallarin varligi tespit edilmistir (Tokgonil 1991).

1992-1993 yillarinda Van ve yoresinde yumusak cekirdekli meyve agaclarinin Ates
yaniklig1 hastaligina genel olarak hassasiyetinin belirlendigi bir ¢alisma yapilmistir.
Yorede Ates yanikligina hassasiyet ayvalarda % 85, armutlarda % 60, elmalarda ise % 25
oraninda kaydedilmistir (Oden and Alp 1994).

Warner (1992) ‘Gala’ ¢esidinin Erwinia amylovora etmeninin neden oldugu Ates

yaniklig1 hastaligina oldukca hassas bir ¢esit oldugunu bildirmistir.

Avrupa’da yetistirilen ‘Cox’, ‘Braeburn’, ‘Gala’, ‘Gloster’, ‘Idared’, ‘James Grieve’,
‘Jonaglod’, ‘Jonathan’ ve ‘Mclintosh’ elma cesitlerinin Ates yanikligina ¢ok hassas
olduklar1 bildirilmistir (Zwet 1996).

Janick vd (1996) tarafindan bakteriyel Ates yanikligi’na karsi bagisiklik sisteminin bazi
Malus tiirlerinde bulundugu ifade edilmistir (Hancock et al. 2008).

Ates yanikligina dayaniklili§in karmasik bir olay oldugunu ve ¢ok gen ile idare edilen

poligenik bir 6zellik gosterdigini bildirmiglerdir (Bell et al. 1996).

Elmada kantitatif lokus ozellik (QTL) ¢aligmalar1 ile biiyiime ve fidanlarin gelisimi

incelenmistir (Conner et al. 1998). Kantitatif karakter bolgelerinin bulunmasi hastaliklara
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dayanim ve ekonomik agidan dnemli 6zelliklerin 1slahinin yapilabilmesi agisindan 6nem

arz etmektedir.

‘Nova Easygro’ ve ‘Florina’ gibi baz1 Malus domestica ¢esitlerinde umut verici diizeyde
Ates yaniklig1 hastaligina dayaniklilik gézlenmistir (Keck et al. 1997; Fischer and Fischer
1999).

Ik transgenik elma ¢esidinin (James et al. 1989) bildirilmesinin ardindan 20 den fazla
elma ¢esidine basarili sekilde gen aktarimi yapilmistir. Aktarilan 6zellikler arasinda
Karalekeye dayaniklilik (pinB, HerV12), Ates yanikligina dayaniklilik (AMPs, attacin E,
MB39), koklenme kabiliyetinin artirilmast (rolA, rolB, rolC), zararhilara karsi
dayaniklilik kazandirilmasi, herbisite dayaniklilik, kendine verimlilik ve kaliteye yonelik
calismalar (PPO, ACO) bulunmaktadir (James et al. 1989; James et al. 1993; Dandekar
et al. 2004; Maximove et al. 1998).

Amasya ve Tokat illerini kapsayan bir ¢alismada Erwinia amylovora etmeninin neden
oldugu Ates yanikligi hastaligina yonelik ‘Golden Delicious’, ‘Starking’, ‘Misket’,
‘Alyanak’ ve ‘Stark Earliest’ ¢esitleri karsilastirmistir. Calismaya gore ‘Golden
Delicious’ ve ‘Starking’ cesitleri diger cesitlere gore Erwinia amylovora’ya daha

dayanikli bulunmus olup bunlar1 ‘Misket’ ¢esidinin izledigini belirtmistir (Mirik 2000).

Unlii (2002) yapmis oldugu bir calismada, 100’iin iizerinde &rnek toplamis ve bunlardan
sadece 75 tanesinde Erwinia amylovora’nin varligini tespit etmistir. Ayrica, yapilan
calismada Tirkiye’nin gesitli bolgelerinden topladiklar1 elma, armut, ayva, ates dikeni

bitkilerinde Erwinia amylovora bakterisini tespit etmistir.

Webster ve Wertheim (2003) tarafindan Agrobacterium veya Erwinia 'nin neden oldugu
virlis ve bakteriyel hastaliklardan arindirilmis, saglikli ve as1 uyusmasi iyi olan ideal
anaclarin ozellikleri belirlenmistir. Anag¢ 1slahinda; spesifik hastaliklara, zararlilara,
koklerde ur olusumuna, kok c¢iiriikliigline, elma Pamuklu biti ve Ates yanikligina

dayaniklilik 6n plana ¢ikan hedefler arasinda yer almistir.
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Norelli vd (2003) elmada Ates yanikligi’na dayaniklili§i artirmak icin yapilan yeni
calismalardan bahsetmektedir. Coklu sayida hastaliklara dayanikli hat elde edilmesine

ragmen, ticari olarak diisiik kalitede iirlin veren ¢esitlerin de ortaya ¢ikti1 gézlenmistir.

Son yillarda QTL haritalama yaklasimi Ates yanikligina dayamiklilikla ilgili olarak
elmalarda (Calenge et al. 2004, Calenge et al. 2005) ve armutlarda (Dondini et al. 2004)
kullanilir olmustur. Liebhard vd (2003) Ates yanikligi etmenine dayanikli kantitatif
karakter lokuslarim1 (QTLs) belirlemek amaciyla ‘Fiesta’x‘Discovery’ elma

melezlerinden faydalanmuslardir.

Yapilan bircok ¢aligma sonucu ile heniiz elma tiirlerinde bu hastalia dayaniklilikla
iligkili monogenik tespitler yokken kantitatif karakter lokuslariin (QTLs) tespit edildigi
bildirilmistir (Korban et al. 1988; Brisset et al. 2002; Dondini et al. 2004; Khan et al.
2006; Hancock et al. 2008)

Sansavini vd (2004) elma islah g¢alismalar1 yapan 15 iilkede 25 kurum ile goriiserek
calismalar yapmislar ve ortak amaglarinin iyi meyve kalitesi, Ates yanikligi, Kiilleme ve

Karaleke gibi hastaliklara dayaniklilik oldugunu belirtmislerdir.

Elmalarda Erwinia amylovora, Alternaria mali, Phyllosticta solitaria, Nectria galligena,
Venturia inaequalis, Gymnosporangium juniperi-virginianae, Phytophthora cactorum,
Podosphaera leucotricha, Eriosoma lanigerum, Dysaphis plantaginea ve D. devecta gibi
cok sayida hastalik zararliya karsi genetik dayaniklilik bilgilerinin tespit edildigi
bildirilmistir (Hancock et al. 2008).

Khan vd (2006)’nin bildirdigine gore; elma cesitleri, Ates yanikli§i etmenine
dayaniklilik/hassasiyet bakimindan nispeten genis bir aralia sahiptir. Bu hastalig
kontrol eden c¢ok sayida genin varligindan yani kantitatif karakter lokuslarindan
(QTL’ler) emin olunan g¢alismalar ortaya ¢ikmistir. Yabani elma tiirleri ile bazi elma
cesitleri molekiiler 1slah ¢caligmalarinin kaynagini olusturmaktadir. Bu nedenle yapilan bir

calismada ‘Fiesta’x‘Discovery’ elma ¢esitlerinin melezlerinde (F1’ler) Erwinia
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amylovora’nin bir 1rki kullanilarak (Ea610) inokulasyon caligmalar1 yapilmis ve bu

hastaliga dayaniklilikla iligkili QTL’ler tespit edilmistir.

Kotan vd (2006) tarafindan yapilan bir calismada, Tirkiye’nin Dogu Anadolu
Bolgesi’nden yumusak c¢ekirdekli meyve agaclarindan izole edilen bakterinin tanilanmasi
ve patojenitesi belirlenmeye calisilmistir. Sherlock mikrobiyal tanilama sistemi
kullanilarak toplamda 36 cinste 76 tiire ait 324 bakteri izolati tanilanmistir. En yogun
olarak E. amylovora (% 16.9) izolatlart bulunmustur. 12 farkli tiirden alinan 82 izolat
potansiyel patojen olarak degerlendirilmistir. Ciinkii bu izolatlarin tiitiinde hipersensitif
reaksiyon testi pozitif olup, Golden Delicious elmasinin yapraklarinda enfeksiyona neden

olmusglardir.

Atasagun (2009)’un arastirmasina gore 101 tane elma 6rneginden 38 adet izolat ve %
37,6 bulasiklilik, 43 adet armut 6rneginden 17 adet izolat ve % 39,5 bulasiklilik, 21 tane
ayva orneginden 10 adet izolat ve % 42,6 bulasiklilik, 3 adet ates dikeni 6rneginden 2
adet izolat ve % 66,6 bulasiklilik, 4 tane dag musmulas1 6rneginden 4 adet izolat ve %
100 bulasiklilik, 5 tane alig 6rneginden 4 tane izolat ve % 80 bulasiklilik ve 33 tane siis
elmasi 6rneginden 9 tane izolat ve % 22,2 oraninda E. amylovora ile bulasiklilik tespit

edilmistir.

Yilmaz ve Aysan (2009) yilinda yayinlanan makalelerinde “iilkemizdeki yerel elma
cesitlerinin Ates yanikligi etmenine ¢ok duyarli olmadigini ifade ederek, yerel elma
cesitlerinin ¢igek agma zamaninin Erwinia amylovora epidemisine denk gelmemesi
nedeniyle bu hastaligin elmalarda biiyiik zararlar olusturmadigini; ancak, iilkeye giren
yeni elma gesitlerinde ve anaglarda Ates yanikligi hastaligi belirtilerine son yillarda
rastlandigini” ifade etmislerdir. Arastirmacilar ayrica, 2007 yili ilkbahar aylarinda tam
bodur M9 anaci tizerinde asilanmis ‘Gala’ ¢esidi elma yapraklarinda, siirgiinlerinde,

dallarinda ve anagta Ates yaniklig belirtilerine rastlandigini bildirmislerdir.

Yeni elma gesitleri gelistirmeye yonelik ¢alismalar ¢ok eski tarihlerden beri baglatilmustir.

Cicero, M.O. 50 yilinda elma tohumlarindan yeni tath elma gesitleri gelistirmeye
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calismis, Roma’da yasayan Ispanyol asilli J.M. Columella M.S. 50 yilinda her bir
tohumun yeni bir ¢esit aday1 oldugunu ve hepsinin birbirinden farkli genetik yapiya sahip
oldugunu bildirmigtir. Thomas Andrew Knight Ingiltere’de 1790 yilinda yeni elma
cesitleri gelistirmek i¢in kontrollii melezleme ¢alismalar1 yapmistir (Lynd 2008).

Gilniimiizde tiiketici tarafindan en fazla tercih edilen gesitler ‘Starkrimson Delicious’,
‘Starkspur Golden Delicious’, ‘Starking Delicious’, ‘Golden Delicious’, ‘Granny Smith’,
‘Stark Earlyeast’, ‘Beacon’, ‘Black Stayman Improved 201°, ‘Mutsu’, ‘Jonathan’,
‘Prima’, ‘Jerseymac’, ‘Vista Bella’, ‘Gala’, ‘Red Chief’, ‘Primiera’, ‘Elstar’, ‘Breaburn’,

‘Fuji’, ‘Red Delicious’ ve ‘Jonagold’ oldugu bildirilmistir (Aslantag 2014).

Cok sayida iilkede elmalarda hastaliklara dayaniklikla ilgili 1slah programlari ele alinmis
olup Ates yanikligina dayanikli yeni elma gesit 1slahi tizerinde de c¢alismalar
yiiriitiilmiistir.  Ornegin; elma 1slah ¢alismalar1  Almanya’da, 1928 yilinda
Miincheberg’de baslamistir. Dresden’de 1971’den bu yana genis ¢apta bir elma 1slah
programi yiiriitiilmekte oldugu bildirilmektedir. Yiiksek meyve kalitesinin yiiksek
verimle kombinasyonunu, c¢alismada amaglamiglardir. Calismada Kiillemeye ve
Karalekeye ¢ok hassas olan biitiin tipler ilk etapta elenmektedir. ‘Pinova’, ‘Piros’, ‘Pilot’
ve diger Pi-serisi elma gesitleri bu program ¢ikislidir. Programin ikinci agamasi olarak
1932 yilinda bir dayaniklilik 1slah1 projesi baslatilmistir. Bu kisimda Kirmizi 6riimeek,
Ates yanikhg, Kiilleme, Bakteriyal kanser, Ilkbahar ve Kis donlarma dayaniklilik
calismalarini igerdigi bildirilmistir. Bu ¢esitlerde Re-serisi cesitler (‘Rewena’, ‘Remo’,
‘Reanda’ ve ‘Rebella’ vb.) olarak adlandirilmaktadir. Elde edilen biitiin tipler ilk 3 yilda
Mildiyo, Ates yanikligi ve Karalekeye karsi test edilmekte ve ¢ok hassas olanlar elemine
edilmektedir. Her yil 8000 melez bitki elde edilmekte ve bazi agronomik &zellikler ile
dayanikliliga gore yapilan eleme isleminden sonra 1000-1500 melez bitki kalmaktadir.
Simdiye kadar 20°den fazla elma gesidi gelistirildigi belirtilmistir (Fischer and Fischer
2002, 2008). Ornegin; 1990’larin baginda Budapeste’de, elma 1slah programi
baglatilmistir. Yiiksek meyve kalitesine sahip, verimli Ates yanikligi, Karaleke ve
Kiillemeye dayanikli yeni ¢esitler gelistirmeyi amaglamustirlar (Toth et al. 2006). Mesela;
1948 yilinda Arges’de (Fruit Research Institute of Pomology) yeni bir program
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baslatilmigtir. Son zamanlarda baglica hedefin Ates yamikligi hastaliina dayanikli
cesitleri gelistirmek olmustur (Ballard 2002).

Elmada Karaleke ve Ates yamikligi hastaliklarina dayaniklilik ve gec ciceklenme
karakterleri bakimindan 6nemli bir gen merkezi olan Dogu Karadeniz Bélgesi’nin sahil
kusagina ait 75 yerel elma genotipinde gerceklestirilen ¢alismalar sonucunda elmanin
mikro ¢ogaltiminda basariyla kullanilabilecek bir protokol gelistirilmistir. Bu protokole
gore; 1) baslangic asamasinda kahverengilesme ve enfeksiyon sorunlarina karsi
eksplantlarin, soguklamasin1i tamamlamis 1 yaslh dallardan kontrollii kosullarda
stirdiiriilen siirgiinlerin u¢larindan alinmasi ve dezenfeksiyonun %0,1’lik civa kloriir
soliisyonu ile 2,5 dakika siireyle yapilmasi; 2) besin ortami olarak 1,0 mg/l BA, 0,3 mg/|
GA3, 2 ml/l dozunda PPM (Plant Preservative Mixture), 30 g/l sakaroz ve 7 g/l agar
katilmis MS besin ortaminin kullanilmas, ilk kiiltiirlere 4,0 g/1 aktif komiir ilave edilmesi;
3) mikro c¢eliklerin 3,0 mg/l 1AA, 1,0 g/l PVA (polivinil alkol) ve 25 mg/l kazein
hidrolizat katilmis makro element diizeyi %2 kuvvetindeki MS ortamu {izerinde ve ilk 1
hafta karanlik uygulamasi ile koklendirilmesi; 4) in vitro bitkiciklerin sicaklik ve nem
kontrollii serada plastik tiineller altinda 3 haftalik siiregte dis kosullara alistirilmasi
onerilmektedir. Calismada, 6zellikle 67 nolu elma genotipinin, Ates yaniklig1 ve Karaleke
hastaliklarina dayanikli olmasinin yaninda yiiksek mikro ¢ogaltim performansiyla da

degerli bir klonal ana¢ genotipi olabilecegi belirlenmistir (Dumanoglu vd 2016).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Calismada kullanilan elma gesitlerine ait yaprak ornekleri, Atatiirk Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahce Bitkileri Béliimii koleksiyon bahgesinden temin edilmistir. ilkbaharda
tomurcuklardan ilk ¢ikan yeni yapraklar alinmig, buz igeren kutular i¢cinde laboratuvara
getirilmis ve DNA izolasyonu yapilincaya kadar derin dondurucu dolapta (-80 °C)

muhafaza edilmistir.

Calismada, ‘Gala’, ‘Ak Saki1’, ‘Mondial Gala’, ‘Kasel-37°, ‘Vista Bella’, ‘Starkrimson’,
‘Golden Delicious’, ‘Royal Gala’, ‘Galaxy Gala’ olmak iizere kullanilan dokuz elma
cesidi kullanilmis olup bu elma ¢esitlerinin Ates yaniklig1 hastaligina dayaniklilikla ilgili
bazi literatiir bilgileri Cizelge 3.1°de verilmistir. Ayrica, bu elma ¢esitlerinin baz1 genel

ozellikleri bu ¢izelge sonrasinda siralanmastir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan elma ¢esitleri ve Ates yanikligi etmenine dayaniklikla
ilgili bazi bilgiler

Sira | Cesit Dayamkli/Hassas
No
1 Gala Cok hassas (Zwet 1996)

Cok hassas (Warner 1992)

Orta dayanikli (Vanneste 2000)

Cok hassas (Hampson and Kemp 2003)
Hassas (Y1lmaz ve Aysan 2009)

Hassas (Kellerhals et al. 2014)

Hassas (Kost et al. 2015)

Cok hassas/Hassas (Koski and Jacobi 2018)
Cok hassas (Beckerman, 2018)

2 Aksaki Orta dayanikli (Demir and Giindogdu 1993)

3 Mondial Gala Orta dayanikli (Akgiil vd 2005; Ozgagiran vd 2004)
4 Kasel 37 Orta dayanikli (Demir and Giindogdu 1993)

5 Vista Bella Dayanikli (Sehic et al. 2009)

6 Starkrimson Orta dayanikli (Demir and Giindogdu 1993)

Hassas (Koski and Jacobi 2018)

7 Golden Delicious Cok hassas (Kleinhampel et al. 1984)

Cok hassas (Fucikovsky 1987)

Orta dayanikli (Demir and Giindogdu 1993)
Orta dayanikli (Mirik 2000)

Hassas (Koski and Jacobi 2018)

Hassas (Beckerman, 2018)

Dayanikli (Sehic et al. 2009)

8 Royal Gala Hassas (Koski and Jacobi 2018)

9 Galaxy Gala Orta dayanikli (Akgiil vd 2005; Ozgagiran vd 2004)
Hassas (Norelli et al. 2003; Turchek 2004)
Hassas (Kost et al. 2015)
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1-Gala: Bu ¢esit, Yeni Zelanda’da tahminen 1934 yilinda ‘Kidd’s Orange Red’ x ‘Golden
Delicious’ melezlemesiyle elde edilmis ve 1962 yilinda bu ismi almistir. Gala grubu
cesitleri arasinda ‘Tenroy (Royal Gala)’, ‘Imperial Gala (Mondial Gala, MitchGala)’,
‘Regal Gala’, ‘Scarlet Gala’, ‘Fulford Gala’, ‘Brookkfield Gala’, ‘Buckeye Gala’,
‘Pacific Gala’, ‘Gale Gala’, ‘Delaf Gala’, ‘Regal Prince (Gala Must)’ ve ‘Waliser
(Crimson Gala)’ ¢esitleri yer almaktadir. ‘Galaxy Gala’ Yeni Zelanda’da 7 yasinda bir
‘Tenroy (Royal Gala)’ agacinin dogal mutasyonu olarak 1985 yilinda 1slah edilmistir
(Kiddle 2006).

Agaci kuvvetli ve dik-yayvan gelisir. ‘Golden Delicious’ ¢esidine benzer fakat dal agilari
daha dardir. Karalekeye (6zellikle meyvesi), Ates yanikligina yiiksek derecede hassas,
Kiillemeye kismen hassas bir ¢esittir (Hampson and Kemp 2003).

Sekil 3.1. Gala elma ¢esidinden bir goriintii (Anonymous 2018)

2-Ak Saki: Erzincan civarinda yogun olarak yetistiriciligi yapilan ve yore halki
tarafindan zevkle tiiketilen bir cesittir. Yorede Ak ve Kara ‘Saki’ ekotipleri iyi
bilinmektedir. 3 Mayis 1990 tarihinde ‘Ak saki’ ismi ile tescillendirilmistir (Oztiirk vd
2013). Erzincan Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii biinyesinde 1999 yilinda Saki elma
tipinin klon seleksiyonu yoluyla 1slah1 projesi baslatilmis olup 1999-2001 yillar1 arasinda
yapilan ¢aligmalar sonucunda 7 Saki elma tipi timitvar olarak se¢ilmistir. Halen projenin
I1. asamas1 devam etmekte olup farkli anaglar tizerinde tipler degerlendirilmektedir (Atay

vd 2010).
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Sekil 3.2. Ak saki elma ¢esidinden bir goriintii (Kars1 ve Aslantas 2016)

3-Mondial Gala: Akgiil vd (2005) ve Ozgagiran vd (2004)’e gore; Yeni Zelanda'da
‘Orange Red’ x ‘Golden Delicious’ melezi olarak bulunmustur. Agaci kuvvetli ve yayvan
gelisir. Siirekli yliksek miktarda iiriin elde edilir. Seyreltme ile meyve kalitesi artar.
Meyvesi sar1 zemin lizerine yogun kirmizi-turuncu renktedir. Meyve kabugu ‘Royal
Gala’ ¢esidinden daha agik, ‘Galaxy Gala’ ¢esidinden daha koyu renktedir. Meyve eti
rengi sarimsi, meyvesi tatli ve aromalidir. Ortalama meyve agirligi 152 g, ortalama meyve
eni 66 mm, ortalama meyve boyu 60 mm'dir. Bugiine kadar tiim {iretim bolgelerinde en
iyi mutasyon olarak kabul edilmektedir. Cesit Ates yaniklig1 ve Karalekeye orta derecede
dayaniklidir. Tam ¢igeklenmeden derime kadar gegen siire 110-120 giindiir. Hasat tarihi
agustos aymin 4. haftasidir. ‘Golden Delicious’ ¢esidinden 22 giin once hasat
edilmektedir. Derimde gecikilirse biitiin ‘Gala’ gesitlerinde oldugu gibi sap ¢ukurunda
catlamalar goriilebilir. Diploid bir cesittir. Kendine verimli olup, iyi bir tozlayicidir.
Ayrica ‘ldared’, ‘Fuji’, ‘Breaburn’, ‘Granny Smith’ ve ‘Elstar’ c¢esitleri tarafindan
tozlanir (Ceylan 2008).

Sekil 3.3. Mondial Gala elma gesidinden bir goriintii (Ceylan 2008)
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4-Kasel 37: Eltez ve Kaska (1985) Amasya elmasiyla ilgili olarak, ilk kez, Nigde
yoresinde yaptiklar1 seleksiyon ¢aligsmastyla her yil meyve veren ve Kasel elmasi olarak

adlandirilan, 6zellikleri birbirinden farkli 52 tip elde etmislerdir (Atay vd 2010).

Amasya ¢esidinin 6zellikleri ise sunlardir; Agact kuvvetli ve yar1 dik gelisir. Verimli bir
cesit olmakla birlikte siddetli periyodisite gdstermektedir (Ozongun vd 2004; Kaplan et
al. 2003; Ozkan ve Celep 1995). Tozlayici olarak ‘Golden Delicious’, ‘Granny Smith’ ve
‘Starking Delicious’ gesitleri Onerilebilir. Meyveleri kiigiik-orta irilikte, kiiresel konik
sekillidir. Meyve kabuk rengi yesilimsi beyaz zemin iizerine soluk kirmizi, iizerine
cizgilidir. Meyve eti beyaz renkte, orta sertlikte, sulu ve ¢ok tathdir. Tam ¢iceklenme ile
hasat arasindaki siire 155-165 giindiir. Modifiye atmosfer kosullarinda depolama siiresi
7-8 aydir (Ozkan ve Celep 1995). Klon seleksiyonu sonunda belirlenmis olan ¢ok sayida
¢esidi bulunmaktadir. Bunlardan bazilari; ‘Kasel 36°, ‘Kasel-37°, ‘Kasel 4’ ve ‘Kasel
43’diir (Eltez ve Kagka, 1985)

Sekil 3.4. Kasel 37 elma ¢esidinden bir goriintii (Kars1 ve Aslantas 2016)

5-Vista Bella: ABD orjinli, agaci1 kuvvetli olup, yar1 dik ve hatta yayvan sekilde gelisir.
Meyvesi orta irilikte olup; yiik ¢ok selatin yassi-konik sekle sahiptir. Kabuk rengi sari-
yesil zemin rengi lizerine stvama kirmizidir. Meyve eti sert, bol sulu ve mayhos bir tada

sahip olup, kalitesi iyidir. Hasat1 Haziran sonu Temmuz basinda yapilabilir. Tozlayicilari,
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‘Idared’, ‘Jerseymac’, ‘Prima’ ve ‘Priam’dir. Marmara, Ege ve Akdeniz bolgelerinde

tavsiye edilen yazlik bir gesittir (Oz vd 1998).

—

F

Sekil 3.5. Vista Bella elma ¢esidinden bir goriintii (Kars1 ve Aslantas 2016)

6-Starkrimson: ABD orjinli olup ‘Starking Delicious’un bir tomurcuk mutasyonu olarak
1952’de bulunmustur. Sinonimi ‘Bisbee Delicious’. Agaci orta kuvvette olup, yari-dik,
dik gelisir, cok verimlidir. Meyvesi iri, stvama koyu kirmizi morumsu renkte, diizgiin
sekilli, ¢cok iyi kalitededir. Hasat1 eyliil ortalarina dogru yapilmaktadir. Tozlayicilar
‘Golden Delicious’, ‘Starkspur Golden Delicious’, ‘Stark Earliest’tir. Bir ana ve ¢ok
say1da yan dali bulunan, noel ¢gamina benzeyen bir terbiye ister. Dikim aralig1 tohum anact
kullanildiginda topragin kuvvetine gore 5x3 m, 6x3 m veya en ¢ok 5x4 m olabilir. Verimli
toprak, kuvvetli anag, dikkatli meyve seyreltmesi, daha ¢ok giibre ve su, kuvvetli budama
ister. Meyveleri soguk depoda Nisan ayma kadar saklanabilir. Elma yetistirilen biitiin

bolgelere tavsiye edilir (Oz vd 1998).

Sekil 3.6. Starkrimson elma ¢esidinden bir goriintii (Kars1 ve Aslantas 2016)
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7-Golden Delicious: ABD orjinli olup, 1890’da bulunmustur. Sinonimi ‘Azany
Delicious’, ‘Delicious Aurin’, ‘Prevuzhonda’, ‘Stark Golden Delicious’, ‘Yellow
Delicious’, ‘Zlatna’, ‘Zolotoe Prevoshodnoe’dir. Agaci dik, yari-dik ve orta kuvvette
gelisir, cok verimlidir. Meyvesi iri, altin saris1 renkte, silindirik-konik sekilli ve ¢ok 1yi
kalitededir. Hasati Eyliil’tin ikinci haftasi yapilmaktadir. Tozlayicilari; ‘Starking
Delicious’, ‘Starkrimson Delicious’, ‘Jonathan’ ve ‘Winesap’tir. Biitiin bolgelere tavsiye
edilir. Dikkatli meyve seyreltilmesi yapilirsa her yil diizenli ve bol {iriin verir. Mart ayina

kadar soguk depoda saklanabilir (Oz vd 1998).

Sekil 3.7. Golden Delicious elma g¢esidinden bir goriintii (Kars1 ve Aslantag 2016)

8-Royal Gala: ‘Golden Delicious’ ve ‘Kidds Orange Red’in melezlemesiyle yeni
Zellanda’da elde edilmis bir ¢esittir. Kabuk rengi kirmizi, meyve eti serttir. Meyveleri
irilestirmek i¢in seyreltme yapilmaktadir. Karaleke, Ates yanikligi, Mildiyo ve Pasa kars1
hassastir. Meyve biiylikligi kiiciikten orta biiyliklige kadardir. Et rengi beyaz-krem
rengidir. Tad1 mitkemmeldir. Eyliil aymin ilk haftasinda veya Agustos sonunda hasat

edilir. Tozlayict olarak ‘Golden Delicious’ kullanilabilir (Anonim 2014).
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Ej
Sekil 3.8. Royal Gala elma ¢esidinden bir goriintii (Kars1 ve Aslantas 2016)

9-Galaxy Gala: ‘Galaxy Gala’ yedi yasinda bir Tenroy (‘Royal Gala’) agacinin dogal
mutasyonu olarak 1985 yilinda islah edilmistir (Kiddle 2006). Akgiil vd (2005) ve
Ozgagiran vd (2004)’e gore; Yeni Zelanda'da ‘Kidd's Orange Red’ x ‘Golden Delicious’
melezi olarak bulunmustur. Agaci kuvvetli biiyiiyen ¢ok verimli bir gesittir. Erken
meyveye yatar. Meyvesi kirmizi-turuncu renkli ve iizeri ¢izgilidir. Meyveleri erken
renklenmeye baslar. Meyve eti rengi sarimsi, meyvesi sulu, gevrek, tatli ve aromalidir.
Ortalama meyve agirhigt 150 g' dir. Ates yanikhigi ve Karalekeye orta derecede
dayaniklidir. Derimde gecikilirse biitiin ‘Gala’ ¢esitlerinde oldugu gibi sap ¢ukurunda
catlamalar goriilebilir. Tam ¢igeklenmeden derime kadar gegen siire 110-120 giindiir.

Hasat tarihi Agustos ayinin 4. haftasidir. Tozlayicilar1 ‘Fuji’, ‘Breaburn’, ‘Granny Smith’,
‘Jersey Mac’ ve ‘Golden Delicious’ gesitleridir (Ceylan 2008).

Sekil 3.9. Galaxy Gala elma ¢esidinden bir goriintii (Ceylan 2008)
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3.1.2. DNA izolasyonu icin kullanilan ¢ozeltiler:

1M Tris-HCL(1000ml):

121,1 g Tris-base

700 ml dH20

42 ml konsantre HCI (%37,2-12,1 m)

700 ml su igerisinde 121,1 gr Tris-base karistirilmistir. Uzerine 42 ml konsantre HCI

eklenerek toplam hacim 1 litreye tamamlanmis ve otoklavlanmustir.

0,5M EDTA (Ph: 8,0) (1000ML):

136,19 EDTA

20 g NaOH

800 ml dH20

800 ml su igerisinde 136,1 g EDTA eritilip iizerine 20 g NaOH eklenerek pH: 8,0 olarak

ayarlanmigtir. Filtreden ge¢irilmis ve otoklavlanmustir.

5 M NaCl(500ml):

146,1 g NaCl

450 ml dH20
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146,1 g NaCl 450 ml suda eritilmistir. Toplam hacim 500 ml’ye tamamlanip oda

sicakliginda saklanmistir (otoklavlanmamaistir).

10XTE Buffer (1000 ml):

100 ml 1 M Tris-HCI pH: 8,0

20ml 0,5 M EDTA

880 ml dH20 kullanilarak hazirlanmstir.

1XTE Buffer (1000 ml):

10X TE Bufferdan 100 ml alinip 900 ml saf su ile 1000 ml’ye tamamlanmistir. (DNA 1X
TE’de ¢ozlilmiistiir.)

3M Sodyum Asetat (pH:5,2) (100ml)

40,8 g Sodyum Asetat (NaOAc.3H20) 80 ml ultra saf suda iyice eritilir ve pH:5,2 oluncaya
kadar Glasiyel Asetik asit (GAA) eklenmis ve toplam hacim 100 ml’ye tamamlanmistir.

10M Amonyum Asetat:

77 g Amonyum Asetat

800 ml dH20

77 g Amonyum Asetat 800 ml dH20 igerisinde ¢oziilmiistiir. dH20 kullanarak hacmi 1

litreye tamamlanarak stok hazirlanmis ve +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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DNA ekstraksiyon tampon (50 ornek i¢gin):

1 g toz CTAB (Setil Trimetil Amonyum Bromiir)

0,5 g (%0,1) Sodyum bisiilfit (NaHS3 ve Na2S20s karisimi) (Sigma, 243973)

5 ml Tris-HCI (1M)

14 ml NaCl (5M)

2 ml EDTA(0,5M)

0,1 ml (%0,2) B- merkaptoetanol(v/v)

0,2 g PVP (Polivinilpirolidon)

Kloroform: izoamil alkol:

24: 1 oraninda hazir olarak kullnilmistir (Fluka, 25666).

2-propanol (isopropanol):

Hazir olarak kullanilmistir (Sigma, 19516).

Proteinaz K:

Mililitrede 10 mg olacak sekilde hazirlanmistir (Sigma, P2308).
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Riboniikleaz (RNaz):

Mililitrede 10 mg olacak sekilde hazirlanmistir (Sigma, R6513).

%70’lik Etil Alkol:

70 ml saf etil alkol’iin hacmi dH20 ile 100 ml’ye tamamlanmustir.

3.1.3. PCR ve elektroforez islemleri icin kullanilan ¢ozeltiler:

Etidyum Bromiir Cozeltisi:

500 ml 0,5X TBE tampon igerisinde 300 pl etidyum bromiir ilave edilerek hazirlanmis

ve karanlik ortamda oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Bromfenol Blue Cozeltisi:

0,25 g bromfenol blue ve 30 ml gliserol’iin toplam hacminin 100 ml’ye tamamlanmasiyla

hazirlanmistir. Cozelti otoklavda steril edildikten sonra +4 °C’de muhafaza edilmistir.

10X TBE tamponu:

108 g Tris- base

55 g Borik asit

40 ml 0,5 M EDTA

700 ml dH20
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700 ml dH20 igerisinde 108 g Tris-base, 55 g Borik asit ve 40 ml 0,5 M EDTA

¢Oziilmiistiir. Toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanmis ve otoklavlanmustir.

0,5X TBE tamponu:

10X TBE tampon seyreltilerek (50 ml 10X TBE + 950 ml saf su) 0,5X TBE tampon

hazirlanmistir.

Primerlerin hazirlanmasi:

Kullanilan primerler firmanin 6nerdigi miktarda sulandirilarak stok soliisyonu, daha

sonra da uygun hesaplamalar ile 1 pM olacak sekilde ¢alisma soliisyonlar1 hazirlanmastir.

DNA Marker:

Calismada, 100 bp’lik DNA ladder (VC 100 bp Vivantis, NL1403) kullanilmistir.

———1000 bp
900 bp
- 800 bp

- 700 bp
600 bp
- 500 bp

400 bp
- 300 bp

200 bp

- 100 bp

Sekil 3.10. 100 bp’lik DNA ladder (VC 100 bp Vivantis, NL1403)
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3.1.4. Calismada kullanilan baz1 alet ve cihazlar

Inkiibator (Memmert, GERMANY)

Otoklav (Wiseclave Wac-47, KOREA)

Manyetik karistirict (Heidolph, GERMANY)

pH metre (Ohaus Starter3000, USA)

Derin dondurucu (Nuaire -86 Ultralow Freezer, NU6613W37, USA)
Hassas terazi (Shimadzu, JAPAN)

Buzdolab1 (Argelik, TURKIYE)

Su banyosu (Memmert WNB14, GERMANY)

Mikrodalga firin (Arcelik, TURKIYE)

Saf su cihaz1 (GFL 2004, GERMANY)

Nanodrop spektrofotometre (Thermo scientific multiskan go, USA)
Vorteks (Wisemix Vm-10, KOREA)

Santrifiij (Therma Mr23 I, GERMANY)

Elektroforez tanki (Biometra, GERMANY)

Elektroforez akim saglayici (Biometra standart power pack P25, GERMANY)
Jel goriintiileme sistemi (Ultra lum inc, USA)

PCR cihazi (Thermo Cycler Block, GERMANY)
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3.2. Yontem

3.2.1. Primer dizayni ve sentezi

Gardiner et al. (2012)’1n Ates Yaniklig1 etmeni olan Erwinia amylovora’ya dayaniklilik
genini belirlemis oldugu ¢alisma esas alinmistir. Bu ¢alismada NCBI gen bankasindan
belirlenmis olan RLP1 geni (Accession No: JN798166) dizisi, primer dizayninda
kullanilmistir. Dizayn edilen primerlerin sentez islemi yaptirilmis ve bu pimerler DNA
orneklerinde PCR amplifikasyonunda kullanilmistir. Calismada, 4 adet forward ve 5 adet
reverse olmak iizere toplam 9 primer kullanilmis olup bu primerlerle toplam 20 primer
kombinasyonu denenmistir. Cizelge 3.2.”de, bu primerlerin 5°—3’ yonde baz dizileri ile

baz sayilari ve Tm (°C) degerleri verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan primer giftlerinin baz dizileri, baz sayilar1 ve Tm(°C)
degerleri (F: Forward primer, R: Reverse primer)

Primer adi Primer dizisi (5°—3”) Baz sayist | Tm (°C)
E1F TCCGAATCCTTGACCTCATC 20 60,01
E1R AGGTGGTTGTGGCTCAAATC 20 59,97
E2F ACCGCCCAGTTTAATTGTATC 21 60,00
E2R TTGTGGCTCAAATCTAAGTGC 21 60,00
E3F TTCCTTGAACCAGCTTTCG 19 58,98
E3R AAGACGACGCTTCAAGGTG 19 59,02
E4F ACTTTATCACCGGTACCATC 20 54,00
E4R TTGTGGCTCAAATCTAAGTG 20 53,97
E5R TTGTTGCAATCGAGATTTAG 20 53,92
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3.2.2. DNA izolasyonu

Calisma i¢in temin edilen elma ¢esitlerinin yaprak drnekleri 6ncelikle kriyojenik tanklarla

getirilen s1v1 azotla porselen havanlarda pudra kivaminda ezilmistir.

Li and Quiros (2001)’dan modifiye edilen DNA izolasyon protokolii asagidaki gibi
yapilmstir;

a. DNA ekstraksiyon tamponu g¢alisma aninda hazirlanmis olup 6nceden 65°C’ye
1sitilmis su banyosunda bekletilmistir. Bitki materyaline ilave edilmeden Once
ekstraksiyon tamponuna %0.2(v/v) oraninda 8- merkaptoetanol ve 0,2 g PVP ilave

edilmistir.

b. Daha sonra sivi azotta pargalanip 2 ml’lik tiiplere alinan 0,3 g bitki materyali
tizerine 1000 pl DNA ekstraksiyon tamponu eklenmis ve alt iist edilerek
karistirtlmis ve 6nceden 65°C’ye 1sitilmis su banyosunda her 10 dk’da bir alt st

edilip karigtirilarak 60 dk beklenmistir.

c. Su banyosu agsamasindan sonra 10 dk oda sicakliginda sogumaya birakilmistir ve
bu siire sonunda her 6rnege 750 pl fenol kloroform izoamil alkol eklenip tiim

ornekler 15 dk yavasca alt iist edilerek karistirilmustir.

d. 14000 G ve 24°C’de 20 dk santrifiijlenip iist faz yeni bir tiipe aktarilmistir.

e. Alinan oranda kloroform izoamil eklenmistir.

f. 14000 G ve +4°C’de 20 dk santrifiijlenip tist faz dikkatli bir sekilde yeni bir tiipe

aktarilmustir.
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g. Ust faza 2,5 ul RNaz ve 8 pl proteinaz K eklenmis ve 45 dk 37°C’de
bekletilmigtir.

h. DNA’y1 ¢oktiirmek igin her tiipe 100 ul amonyum asetat, 100 pl sodyum asetat
(3M), ve hacmin iki buguk kat1 kadar -20°C’de muhafaza edilen izopropanol

eklenir. Yavasca alt iist edilir ve bu esnada DNA’lar goriiliir.

I. 14000 G ve +4°C’de 20 dk santrifiijjlenip tst faz atilir. Tekrar 1 dk santrifiij

yapilarak kagitta ters ¢evrilip kurutulmustur.

J. 37°C’de 15 dk kurutulur ve tizerine 100 ul 1X TE eklenmistir.

K. 24 saat +4 °C’de dinlendirdikten sonra kullnilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.

3.2.3. DNA konsantrasyonu ve safliginin belirlenmesi

Izolasyon sonrasinda elde edilen DNA’larin miktar1 ve kalitesi optik dansite (OD) ile
kontrol edilmistir. Bunun igin, 260 (ODz60) ve 280 (OD2so) optik dansitede ki Nanodrop
spektrofotometre okumalar1 kaydedilmistir. Elde edilen degerler ve bunlarin birbirine
oranlart kullanilarak, DNA miktar ve safliklar1 belirlenmistir (Cizelge 3.3).
Konsantrasyonlari belirlenen DNA’lar agaroz jel goriintiisiinde parlama yapma ihtimalini

azaltmak icin uygun matematiksel islemler kullanilarak DNA’lar esitlenmistir.
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Cizelge 3.3. Calisma 6rneklerinin DNA konsantrasyon miktarlar1 ve 260/280 degerleri

Sira No | Cesit Konsantrasyon 260/280 orani
(ng/ul)
1 Gala 2373 1,28
2 Aksaki 2344 1,15
3 Mondial Gala 1105 1,44
4 Kasel 37 511 1,27
5 Vista Bella 2207 1,40
6 Starkrimson 1720 1,86
7 Golden Delicious 2705 1,09
8 Royal Gala 1525 1,64
9 Galaxy Gala 554 1,04

3.2.4. PCR ve elektroforez islemleri

PCR islemi, toplam reaksiyon hacmi 22 pl olacak sekilde; 12,5 ul dH20, 1 pl genomik
DNA, 0,5 ul dNTP, 2 pl 1x PCR buffer, 2,5 pul MgClz ve 0,5 ul Taq polimeraz ve her
primerden (forward ve reverse) 1 ul alinarak PCR igerigi hazirlanmigtir. PCR dongiisii
olarak thermocycle cihazinda; 94°C’de 5 dakika, 45 dongii olacak sekilde 94°C’de 1
dakika + 45-60°C’de 1 dakika + 72°C’de 1 dakika islem sonrasinda en son olarak 72°C’de

5 dakika islem yapacak olan program kullanilmstir.
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Sekil 3.11. PCR isleminin yapildigi thermocycle cihazi ve elektroforez sistemi

PCR isleminden sonra drnekler agaroz jel kullanilarak elektroforezi’de yiiriitiilmiis ve
olusan bantlara gore primerlerin hibridize olup olmadig1 tespit edilmeye g¢alisilmistir.
Bunun igin; %1°lik konsantrasyon olacak sekilde agaroz tartilarak %1°lik SB (sodyum
borat) tamponu igerisinde mikrodalga firinda bir jel hazirlanmstir. Igerisine 0,5 mg/ml
olacak miktarda Ethidium bromid eklenmistir. Elektroforez tankinda jel donduktan sonra
her bir kuyucuga ayri bir 6rnek (bromfenol mavisi + PCR {iriinii) yiiklenmistir. Jelin ilk
kuyucuguna elektroforez islemi sonucunda olusacak bantlarin dogru sekilde
yorumlanmasint saglayacak olan 100 bp’lik DNA markdrii yliklenmistir. 70 Volt
degerinde elektrik akimi verilerek yaklasik olarak 2,5 saat siire ile DNA’lar elektroforez
islemine tabi tutulmustur. Elektroforez tankindan ¢ikarilan jel, goriintiileme cihazinda

UV 1s1k altinda incelenerek fotografi ¢ekilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Dokuz elma ¢esidinde Erwinia amylowora etmenine karsi dayaniklilik ve hassasiyetle
ilgili olarak bilgi vermesi amaglanan toplam 9 primerin karsilikli olarak kullanilmasi
sonucunda elde edilen 20 primer g¢ifti goriintiisii asagida verilmistir. E1F/1R, E2F/2R ve
E2F/3R primer ciftlerine ait elde edilen agaroz jel goriintiilerinde belirgin bir sekilde
farkli bant goriintiileri elde edilmistir. Sekil 4.1°de E1F/1R primer ¢ifti jel gorilintiisiinde
‘Kasel37’ ve ‘Galaxy Gala’ elma ¢esitlerinde yaklasik 90bp’lik tek bir bant elde edilirken
‘Gala’, ‘Aksaki’, ‘Mondial Gala’, ‘Vista Bella’, ‘Starkrimson’, ‘Golden Delicious’,
‘Royal Gala’ ¢esitlerine ait ise yaklasik 90bp, 150bp ve 220bp boyutlarinda olmak {izere

ticer bant goriintiisli elde edilmistir.

Sekil 4.1. E1F/IR primer giftinin agaroz jel gorintisii (M: marker, 1-Gala, 2- Aksaki, 3-Mondial
Gala, 4- Kasel37, 5-Vista Bella, 6-Starkrimson, 7-Golden Delicious, 8-Royal Gala, 9-Galaxy
Gala)

E2F/2R primer ¢ifti jel goriintiisiinde ‘Kasel37’ ve ‘Galaxy Gala’ elma cesitlerinde
yaklagik 70bp’lik tek bir bant elde edilmistir. ‘Gala’ ve ‘Golden Delicious’ elma
cesitlerinde yaklagik 70bp ve 175bp’nde olmak lizere iki bant goriiliirken diger elma
cesitlerinde (Aksaki, Mondial Gala, Vista Bella, Starkrimson, Royal Gala) ise yaklagik
70bp, 175bp ve 200bp boyutlarinda olmak iizere licer bant goriintiisii elde edilmistir
(Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. E2F/2R primer giftinin agaroz jel goriintiisii (M: marker, 1-Gala, 2- Aksaki, 3-Mondial
Gala, 4- Kasel37, 5-Vista Bella, 6-Starkrimson, 7-Golden Delicious, 8-Royal Gala, 9-Galaxy
Gala)

E2F/3R primer ¢iftine ait jel goriintiisiinde ise, ‘Aksaki’, ‘Mondial Gala’, ‘Kasel37’,
‘Vista Bella’, ‘Starkrimson’, ‘Golden Delicious’, ‘Royal Gala’ elma gesitlerinde yaklasik
olarak 280bp boyutunda belirgin bir bant elde edilirken ‘Gala’ ve ‘Galaxy Gala’ elma
cesitlerinde daha farkli bir goriintii elde edilmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. E2F/3R primer giftinin agaroz jel gorintisii (M: marker, 1-Gala, 2- Aksak1, 3-Mondial
Gala, 4- Kasel37, 5-Vista Bella, 6-Starkrimson, 7-Golden Delicious, 8-Royal Gala, 9-Galaxy
Gala)
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E1F/2R, E1F/3R, E1F/4R ve E1F/5R primer ¢ifti kombinasyonlarindan elde edilen jel
goriintiisii Sekil 4.4’de verilmis olup calismada kullanilan 9 adet elma ¢esidi arasinda
Ates yanikligi hastaligina dayanikli yada hassas olduklarina yonelik herhangi bir farklilik

arz edecek bant goriintiisii elde edilememistir.

Sekil 4.4. E1F/2R, E1F/3R, E1F/4R ve E1F/5R primer ¢iftleri agaroz jel goriintiisii (M: marker,
1-Gala, 2- Aksaki, 3-Mondial Gala, 4- Kasel37, 5-Vista Bella, 6-Starkrimson, 7-Golden
Delicious, 8-Royal Gala, 9-Galaxy Gala)

E2F/1R primer ¢iftinden elde edilen jel goriintiisti Sekil 4.5°de verilmis olup ¢aligmada
kullanilan 9 adet elma ¢esidi arasinda Ates yaniklig1 hastaligina dayanikli yada hassas

olduklarina yonelik herhangi bir farklilik arz edecek bant goriintiisii elde edilememistir.
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Sekil 4.5. E2F/IR primer ciftine ait agaroz jel goriintiisiit (M: marker, 1-Gala, 2- Aksaki, 3-
Mondial Gala, 4- Kasel37, 5-Vista Bella, 6-Starkrimson, 7-Golden Delicious, 8-Royal Gala, 9-
Galaxy Gala)

E2F/AR ve E2F/5R primer ¢ifti kombinasyonlarindan elde edilen jel goriintiisii Sekil
4.6’de; E3F/3R primer ¢ifti kombinasyonlarindan elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.7°de;
E3F/1R, E3F/2R, E3F/4R, E3F/5R primer ¢ifti kombinasyonlarindan elde edilen jel
goriintiisii Sekil 4.8’de; E4F/4R primer ¢ifti kombinasyonlarindan elde edilen jel
goriintiisic Sekil 4.9°da; ve E4F/1IR, EA4F/2R, EA4F/3R, E4F/5R primer ¢ifti
kombinasyonlarindan elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.10°da verilmis olup calismada
kullanilan 9 adet elma ¢esidi arasinda Ates yanikligi hastaligina dayanikli yada hassas

olduklarina dair herhangi bir farklilik arz edecek goriintii tespiti miimkiin olmamustir.

Sekil 4.6. E2F/4R ve E2F/5R primer giftleri agaroz jel goriintiisii (M: marker, 1-Gala, 2- Aksaki,
3-Mondial Gala, 4- Kasel37, 5-Vista Bella, 6-Starkrimson, 7-Golden Delicious, 8-Royal Gala, 9-
Galaxy Gala)
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Sekil 4.7. E3F/3R primer giftine ait agaroz jel gortuntiisii (M: marker, 1-Gala, 2- Aksaki, 3-
Mondial Gala, 4- Kasel37, 5-Vista Bella, 6-Starkrimson, 7-Golden Delicious, 8-Royal Gala, 9-
Galaxy Gala)
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Sekil 4.8. E3F/IR, E3F/2R, E3F/4R, E3F/5R primer c¢iftleri agaroz jel goriintiisii (M: marker, 1-
Gala, 2- Aksaki, 3-Mondial Gala, 4- Kasel37, 5-Vista Bella, 6-Starkrimson, 7-Golden Delicious,
8-Royal Gala, 9-Galaxy Gala)
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Sekil 4.9. E4F/4R primer ciftine ait agaroz jel goriintiisiit (M: marker, 1-Gala, 2- Aksaki, 3-
Mondial Gala, 4- Kasel37, 5-Vista Bella, 6-Starkrimson, 7-Golden Delicious, 8-Royal Gala, 9-
Galaxy Gala)

Sekil 4.10. E4F/1R, E4F/2R, E4F/3R, E4F/5R primer giftleri agaroz jel goriinttisii (M: marker,
1-Gala, 2- Aksaki, 3-Mondial Gala, 4- Kasel37, 5-Vista Bella, 6-Starkrimson, 7-Golden
Delicious, 8-Royal Gala, 9-Galaxy Gala)
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5. TARTISMA ve SONUC

Meyvecilikte 1slah ¢caligmalarinin uzun zamana yayilmasi ve yiiksek maliyet gerektirmesi,
Tiirkiye’de oldugu gibi baz1 lilkelerde melezleme ve mutasyon islahinin geri plana
atilmasina neden olmustur. Tiirkiye’de elma ile ilgili 1slah ¢aligsmalar1 genel olarak
seleksiyon 1slahi1 geklinde yiiriitiilmiistiir. Ayrica, yapilan caligmalar kapsamli bir
program dahilinde yiiriitilmedigi i¢in siireklilik arz etmemis, sadece tiplerin 6zellikleri
belirlenmis ve daha ileriye gidilememistir. Elma yetistiriciliginde ¢esit se¢imi en 6nemli
adimlardan birini olusturmaktadir. Bu c¢aligmalar sonucu elde edilmis ¢esit adaylarinin
birgogu degerlendirilememistir. Ancak, Tiirkiye disinda pek ¢ok iilke meyve
yetistiriciliginde melezleme 1slahina gereken 6nemi vererek kendi ekolojilerine uygun

¢ok sayida gesit ve anag gelistirmislerdir (Kagal vd 2009; Atay vd 2010).

Diger taraftan, elma tiirii gibi ¢ok yillik meyve tiirlerinde genetik yapilarinin muhafaza
edilebilmesi i¢in vejetatif olarak cogaltim tercih edilmektedir. Elma tiiriinde 1slah
calismalar1 oldukca zordur. Uzun bir genglik kisirligi periyodu, genis bir bahge alani
gerektirmesi ve bu alanlardaki yillik bakim masraflarinin  fazlaligi ¢alismalari

zorlagtirmaktadir.

Son yillarda, bitki 1slahi ¢aligmalarinda daha kisa siirede sonuglar elde etmek amaciyla
DNA esasli molekiiler yontemler daha fazla kullanilir olmustur. Meyve kalitesi ve verim
ile ilgili karakterlerle ilgili olarak ve hastaliklara dayaniklilikla ilgili molekiiler
markdrlerin kullanimi, erken seleksiyona olanak saglama potansiyelindedir. Meyve
tiirlerinde uygulanmakta olan biitiin 1slah programlarinda en ¢ok tizerinde durulan konu

hastaliklara dayaniklikla ilgili olmustur.

Gergeklestirilen bu ¢alisma, bir 6n c¢alisma niteliginde planlanmis olup, Erwinia
amylovora etmenine karsi dayanikli olan elma gesitlerini ve genotiplerini erkenden
belirleyebilecek molekiiler belirtegleri tespit edebilmek i¢in Ates yanikligi etmenine

dayaniklilik ile ilgili bulunan bir gen dizisinden (RLP1 geni) yararlanilmistir. Bu gen
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dizisinden primerler tasarlanmis ve bu primerler dokuz elma ¢esidinde (‘Gala’, ‘Ak Sak1’,
‘Mondial Gala’, ‘Kasel37’, ‘Vista Bella’, ‘Starkrimson’, ‘Golden Delicious’, ‘Royal
Gala’, ‘Galaxy Gala’) taranmstir. Calismada kullanilan 4 adet forward ve 5 adet reverse
primerin karsilikli olarak toplam 20 kombinasyonu degerlendirilmistir. Sonugta, 3 primer
ciftine ait agaroz jel goriintiistinden Ates yanikligina dayaniklilik yada hassasiyet ile ilgili

kullanilabilecek bilgiler elde edilmistir.

ETF/IR primer ¢ifti ile ‘Kasel37” ve ‘Galaxy Gala’ elma cesitlerinin ‘Gala’, ‘Aksak1’,
‘Mondial Gala’, ‘Vista Bella’, ‘Starkrimson’, ‘Golden Delicious’, ‘Royal Gala’
cesitlerinden ayirt edilebilegi ortaya ¢ikmaigstir.

Benzer sekilde, E2F/2R primer ¢ifti yine ‘Kasel37’ ve ‘Galaxy Gala’ elma ¢esitlerinin
belirgin sekilde diger ¢esitlerden farkli bant gésterimi elde edilmistir. Ayrica, bu primer
¢ifti kullannominda ‘Gala’ ve ‘Golden Delicious’ elma ¢esitlerinde ¢ok azbir farklilikla;
‘Aksak1’, ‘Mondial Gala’, ‘Vista Bella’, ‘Starkrimson’ ve ‘Royal Gala’ elma ¢esitlerinde
ayirt edilebilecek nitelikte bant verdigi gozlenmistir.

Diger taraftan, E2F/3R primer ¢iftine ait jel goriintiisiinde ise, ‘Aksaki’, ‘Mondial Gala’,
‘Vista Bella’, ‘Starkrimson’, ‘Golden Delicious’, ‘Royal Gala’ elma gesitlerinin yine
belirgin sekilde Ates aynikligi etmenine dayamiklilik yada hassasiyet ile ilgili bilgi
eldesinde kullanilacak farkli bir bant yansimasiyla diger elma gesitlerinden (‘Gala’,

‘Kasel37’ ve ‘Galaxy Gala’) ayrildigi gozlenmistir.

Calismada kullanilan elma cesitlerine ait Ates yaniklig1 etmenine dayaniklikla ilgili
bilgilerin bulundugu Cizelge 3.1 de, cogunlukla klasik 1slah ve fenotipik degerlendirme
sonuglarina gore bir literatiir degerlendirmesi yer almaktadir. Diger taraftan, yildan yila
degisen iklim sartlar1 degisikliklerinde bile ates yanikli§i etmenine dayaniklilik ve
hassasiyet derecesinin degisiklik gosterdiginden bahsedimektedir (Koski and Jacobi

2018).
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Bu ¢izelgedeki bilgilere gore, ‘Gala’ elma ¢esidi cok hassas ve hassas olarak ve ‘Kasel37’
ile ‘Galaxy Gala’ elma gesitleri ise orta dayaniklikta ifade edilmistir (Zwet 1996; Warner
1992; Hampson and Kemp 2003; Yilmaz ve Aysan 2009; Kost et al. 2015; Beckerman,
2018; Koski and Jacobi 2018). 2014 yilinda Kellerhals vd tarafindan gergeklestirilen bir
calismada, Ates yanikligina dayamiklilik geni igerdigi ifade edilen ‘Malus x robusta’
yabani elma formundan hassas bir ¢esit olarak ifade edilen ‘Gala’ elma ¢esidine gen
aktarimindan bahsedilmektedir. 2015 yilinda yapilmis olan bir gen aktarimiyla ilgili
calismada, Norelli et al. (2003) ve (Turchek 2004) tarafindan ‘Galaxy Gala’ ¢esidi igin
Ates yanikligina hassas bir ¢esit oldugu ifade edilmektedir (Kost et al. 2015). ‘Gala’
cesidi ile ‘Royal Gala’ ¢esidi, ‘Kidd’s Orange Red’ x ‘Golden Delicious’ melezlemesiyle
elde edilmis olan elma gesitleri olup; ‘Galaxy Gala’ ¢esidi ise ‘Gala’ grubu elma
cesitlerinden olan ‘Royal Gala’ elma agacinin dogal mutasyonu olarak 1slah edilen bir

elma ¢esididir (Kiddle 2006).

Sehic et al. (2009) tarafindan yapilan bir molekiiler degerlendirmede, AE10-375 ve GE-
8019 SCAR primerlerinin (Khan et al. 2007) kullanilmasiyla ‘Vista Bella’ ¢esidi ates
yanikigina dayanikli olarak ifade edilirken; ‘Golden Delicious’ ¢esidi ise sadece AE10-
375 isimli SCAR primeri (Khan et al. 2007) ile ates yanikigina dayanikli olarak
bildirilmistir.

DNA esasli molekiiler belirteglerin, morfolojik ve fenotipik degerlendirmelere gore daha
dogru bilgi vermesi iizerine bir yorum yapilacak olursa; ¢alismada kullanilan E1F/1R,
E2F/2R ve E2F/3R primer ¢iftlerine ait elde edilen agaroz jel goriintiilerinde yer alan
‘Vista Bella’, ‘Golden Delicious’ ¢esitlerine ait bant bilgisine benzer olan Ak sakr’,
‘Mondial Gala’, ‘Starkrimson’ ve ‘Royal Gala’ ¢esitlerine ait bant ile ayn: olmasi
dolayistyla bu elma g¢esitlerinin Ates yanikligina dayaniklik gen dizisini icerdigi

bilgisinden bahsedilebilir.

Bu bilgilere gore bir degerlendirme yapilacak olursa; E1F/IR ve E2F/2R primer ¢iftleri
agaroz jel gorlintiilerine gore muhtemelen ‘Kasel37° ve ‘Galaxy Gala’ elma ¢esitleri

hassas ve diger elma ¢esitleri dayaniklilikla ilgili bir izlenim vermektedir. Diger taraftan,



43

E2F/3R pirmer c¢iftine ait agaroz jel goriintiine gore; ‘Ak Saki’, ‘Mondial Gala’, ‘Vista
Bella’, ‘Starkrimson’, ‘Golden Delicious’, ‘Royal Gala’ elma ¢esitlerinin Ates yanikligi
etmenine dayaniklilik ile ilgili ve ‘Gala’, ‘Kasel37’ ve ‘Galaxy Gala’ elma ¢esitlerinin ise

bu hastalik etmenine hassas olduklarina yonelik bir yorum ¢ikmaktadir.

Ates yaniklig1 hastaliginan ¢ok hassas ve hassas olarak farkli kaynaklarda ifade edilen
‘Gala’ ¢esidinin E2F/3R primer ciftine ait bant goriintiisiiniin E1F/1R ve E2F/2R primer
ciftleri agaroz jel goriintiilerine gore farklilik arz etmesi durumu ise muhtemelen farkli
allel goriintiisii ile ilgili olabilir ve bunun daha detayli bir arastirma ile netlestirilmesi

gerektigi bilgisi elde edilmistir.

Sonug olarak; calismada kullanilan E1F/1R, E2F/2R ve E2F/3R primer c¢iftlerinin
Erwinia amylovora etmeninin neden odugu Ates aynikligi hastaligina dayanikli yada
hassas olan elma cesitlerini ve genotiplerini ayrit etmede kullanilabilecegi ortaya

¢ikmustir.

Bu caligsma sonrasinda, Ates yaniklig1 hastaligina dayanikli ve hassas olan elma c¢esitleri
ile genotiplerinin erkenden tespit edilebilmesine yonelik olarak ve beraberinde diger
yumusak ¢ekirdekli meyve tiirlerinden yine bu hastalik etmeni tarafindan oldukga
etkilenen armut ve ayva gibi ekonomik 6nemi olan meyve tiirlerininde dahil edilecegi bir
calisma planlanmaktadir. Bu hastalia dayaniklikla ilgisi kanitlanmis gen bolgelerinin
kullanimiyla erken seleksiyona olanak taniyacak DNA esasli molekiiler belirteglerin

meyve 1slahi ¢calismalarina biiyiik kolayliklar saglayacag diisiiniilmektedir.



44

KAYNAKLAR

Akgiil, H., Dolunay, E.M., Ozongun, S., Ozyigit, S., Atasay, A., Demirtas, ., Pektas, M.,
Oztiirk, G., Karamiirsel, O.F., Sesli, Y., Goktas, A., Giir, 1., Sarisu, H.C. ve
Karaarslan, Z., 2005. Meyve Cesit Katalogu. Egirdir Bahge Kiiltiirleri Arastirma
Enstitiisti, Isparta.

Aldwinckle, H.S. and Preczewski, J.L., 1976. 'Reaction of terminal shoots of apple
cultivars to invasion by Erwinia amylovora, Phytopathology, 66, 1439-1444.

Aldwinckle, H.S. and Beer, S.V., 1979. Fire blight and its control. Hortic. Rev, 1, 425-
476.

Anonim, 2014. Elma yetistiriciligi. Isparta tarim,
https://isparta.tarim.gov.tr/Belgeler/Faydal%C4%B1%20Bilgiler/%E2%80%8B
Bitkisel%20Y eti%C5%9Ftiricilik/Meyve%20Y eti%C5%39Ftiricili%C4%9Fi/elm
a%20Y eti%C5%9Ftiricili%C4%9Fi.pdf#search=elma%20yeti%C5%9Ftiricili%
C4%9Fi (31.05.2018).

Anonymous, 2018. Gala apple identification. http://www.applename.com/varieties/gala
(02.06.2018).

Aslantas, R., 2014. Yumusak ve Sert Cekirdekli Meyve Tiirleri. Atatiirk Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bahg¢e Bitkileri Boliimii Ders Notu, Erzurum

Atasagun, R., 2009. Rosaceae familyasindaki farkli bitki tiirlerinden elde edilen Erwinia
amylovora (Burr.) Winslow et al. 'nin biyokimyasal ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) testleriyle tanilanmas1. Doktora Tezi, Selcuk Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii).

Atay, N., Atay, E. ve Koyuncu, F., 2010. Diinya Elma Islah Programlarina Genel Bir
Bakis (Derleme). Bahge, 39(1), 31-44.

Ballard, J., 2002. Apple Breeding Worldwide (Condensed PNWFTA) Report.
www.hort.purdue.edu/newcrop/maia/newsletter/2002newsletter.pdf
(Subat,2009).

Basim, H., 1999. Erwinia amylovora Izolatlarinin Streptomisin ve Bakir’a
Dayanikliliklar1 ve Plazmid Profilleri. Su Uriinleri Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 12
(17), 22-30.

Bastas, K.K. ve Saygili, H., 2008. Ates Yanikligi Hastaligi, Fire Blight, Erwinia
amylovora. Bitki Bakteri Hastaliklar1 Kitabi, Editorler: Saygili H., Sahin, F. ve
Aysan, Y., 61-68.

Beckerman, J., 2018. Fruit Diseases: Disease Susceptibility of Common Apple Cultivars,
BP-132W. https://www.extension.purdue.edu/extmedia/BP/BP-132-W.pdf

Bell, R.L., Quamme, H.A., Layne, R.E.C. and Skirvin, R.M., 1996. Fruit Breeding, Pears,
Volume 1, 481.

Breth, D.1., Bentley, A., Momol, M. T. and Aldwinckle, H.S., 1998. Alternative control
measures for blossom blight in commercial apple and pear orchards. ISHS Acta
Horticulturae 489: VIII International Workshop on Fire Blight.

Brisset, M.N., Faize, M., Heintz, C., Cesbron, S., Chartier, R., Tharaud, M. and Paulin,
P.J., 2002. Induced resistance to Erwinia amylovora in apple and pear. Acta
Hort, 590, 335-338.



https://isparta.tarim.gov.tr/Belgeler/Faydal%C4%B1%20Bilgiler/%E2%80%8BBitkisel%20Yeti%C5%9Ftiricilik/Meyve%20Yeti%C5%9Ftiricili%C4%9Fi/elma%20Yeti%C5%9Ftiricili%C4%9Fi.pdf#search=elma%20yeti%C5%9Ftiricili%C4%9Fi
https://isparta.tarim.gov.tr/Belgeler/Faydal%C4%B1%20Bilgiler/%E2%80%8BBitkisel%20Yeti%C5%9Ftiricilik/Meyve%20Yeti%C5%9Ftiricili%C4%9Fi/elma%20Yeti%C5%9Ftiricili%C4%9Fi.pdf#search=elma%20yeti%C5%9Ftiricili%C4%9Fi
https://isparta.tarim.gov.tr/Belgeler/Faydal%C4%B1%20Bilgiler/%E2%80%8BBitkisel%20Yeti%C5%9Ftiricilik/Meyve%20Yeti%C5%9Ftiricili%C4%9Fi/elma%20Yeti%C5%9Ftiricili%C4%9Fi.pdf#search=elma%20yeti%C5%9Ftiricili%C4%9Fi
https://isparta.tarim.gov.tr/Belgeler/Faydal%C4%B1%20Bilgiler/%E2%80%8BBitkisel%20Yeti%C5%9Ftiricilik/Meyve%20Yeti%C5%9Ftiricili%C4%9Fi/elma%20Yeti%C5%9Ftiricili%C4%9Fi.pdf#search=elma%20yeti%C5%9Ftiricili%C4%9Fi
http://www.applename.com/varieties/gala
http://www.hort.purdue.edu/newcrop/maia/newsletter/2002newsletter.pdf
https://www.extension.purdue.edu/extmedia/BP/BP-132-W.pdf

45

Calenge, F., Drouet, D., Weg, W.E., Brisset, M.N., Paulin, J.P. and Durel, C.E., 2004.
QTL analysis of the genetic architecture determining resistance to fire blight in
an apple progeny. Acta Hort, 663, 141-146.

Calenge, F., Drouet, D., Denance, C., Weg, W.E., Brisset, M.N., Paulin, J.P. and Durel,
C.E., 2005. Identification of a major QTL together with several minor additive
or epistatic QTLs for resistance to fire blight in apple in two related progenies.
Theor. Appl. Genet, 111, 128-135.

Ceylan, F.B., 2008. Bodur Ve Yari Bodur Anaglar Uzerine Asili Bazi elma Cesitlerinin
Nigde Ekolojik Sartlarinda Fenolojik Ve Pomolojik Ozelliklerinin Tespiti.
Selcuk Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi

Conner, P.J., Brown, S.K. and Weeden, N.F. 1998. Molecular-marker analysis of
quantitative traits for growth and development in juvenile apple trees. Theoretical
and Applied Genetics 96, 10271035.

Dandekar, A.M., Teo, G., Defilippi, B.G., Uratsu, S.L., Passey, A.J., Kader, A.A., Stow,
J.R., Colgan, R.J. and James, D.J., 2004. Effect of down-regulation of ethylene
biosynthesis on fruit flavor complex in apple fruit. Trans Res 13, 373-384.

Demir, G. and Giindogdu, M., 1993. Fireblight of pome fruit in Turkey: Distribution of
the disease, chemical control of blossom infections and susceptibility of some
cultivars. Acta Horticulturae, 338.

Dondini, L., Pierantoni, L., Gaiotti, F., Chiodini, R., Tartarini, S., Bazzi, C. and
Sansavini, S., 2004. Identifying QTLs for fire-blight resistance via a European
pear (Pyrus communis L.) genetic linkage map. Mol. Breed, 14, 407-418.

Dumanoglu, H., Aygiin, A., Erdogan, V., Serdar, U., Kalkisim, O., Pakyiirek, M.A. ve
Maden, S., 2016. Dogu Karadeniz Bolgesi Sahil Kusagindaki Elma Genetik
Materyalinin Mikro Cogaltim Potansiyelinin Belirlenmesi.

Eltez, M. ve Kaska, N., 1985. Nigde Yoresinde Her Y1l Meyve Veren Ustiin Ozellikte
Kasel-Amasya elma Tiirlerinin Seleksiyonu. Doga Bilim Dergisi, 1-9.

Fischer, M. and Fischer, C., 1999. Evaluation of Malus species and cultivars at the Fruit
Genebank Dresden-Pillnitz and its use for apple resistance breeding. Genet.
Resour. Crop Evol, 46, 235-241.

Fischer, M. and C. Fischer, 2002. The Dresden-Pillnitz Long-Term Apple Breeding
Program and its Results. The Compact Fruit Tree 35(1), 21-25.

Fischer, M. and C. Fischer, 2008. The Pillnitz Re-Series of Apple Cultivars-Do They
Hold Promise?-80 Years of Professional German Fruit Breeding. Erwerbs-
Obstbau 50, 63-67.

Fucikovsky, L., 1987. Present Status and new occurences of fribelight. Nevvsletter,
January.

Gardiner, S.E., Norelli, J.L., Silva, N., Fazio, G., Peil, A., Malnoy, M., Horner, M.,
Bowatte, D., Carlisle, C., Wiedow, C., Wan, Y., Bassett, C.L., Baldo, A.M.,
Celton, J.M., Richter, K., Aldwinckle, H.S. and Bus, V.G.M., 2012. Putative
resistance gene markers associated with quantitative trait loci for fire blight
resistance in Malus ‘Robusta 5” accessions. BMC Genetics,13, 25.

Gokee, G., ve Usta, C., 2013. Biyolojik Kontrol, Organik Tarim ve Cevre
Kirlenmesi.Tiirk Bilimsel Derlemeler Dergisi, (1), 63-67.

Hale, C.N., Taylor, R.K,, Clark, R.G. and Batchelor, T.A., 1996. Quarantine and market
access, Fire Blight (Erwinia amylovora), Some Aspects of Epidemiology and



46

Control, P. Sobiczewski, T. Deckers, and J. Pulawska (Eds.), Research Institute
of Pomology and Floriculture, Skierniewice, 84 p, Poland.

Hampson, C.R. and Kemp, H., 2003. Characteristics of Important Commercial Apple
Cultivars. In Apples Books, CABI Publishing, Cambridge, 61-89.

Hancock, J.F., Luby, J.J., Brown, S.K. and Lobos, G.A., 2008. Apples (Chapter 1).
https://www.researchgate.net/publication/257826786

James, D.J., Passey, A.J., Barbara, D.J. and Bevan, M.W., 1989. Genetic transformation
of apple [Malus pumila Mill.] using a disarmed Ti-binary vector. Plant Cell Rep
7, 658-661.

James, D.J., Uratsu, S.L., Cheng, J., Negri, P., Viss, P. and Dandekar, A.M., 1993.
Conditions that induce Agrobacterium Vir genes also enhance apple cell
transformation. Plant Cell Rep 12, 559-563.

Janick, J., Cummins, J.N., Brown, S.K. and Hemmat, M., 1996. Apples. In: Janick J,
Moore J (eds.) Fruit Breeding, Vol.I: Tree and Tropical Fruits. John Wiley &
Sons, 1-77, New York.

Johnson, K.B., 2000. Fire blight of apple and pear. The Plant Health Instructor. DOI:

10.1094/PHI-1-2000-0726-01 Updated 2015,
https://www.apsnet.org/edcenter/intropp/lessons/prokaryotes/Pages/FireBlight.as
px (31.05.2018).

Kagal, E., Oztirk, G., Atay, N., Sarisu, C., Ozongun, S., Atay, E., Emre, R.A.,
Yiirekli, O. Karamiirsel,O. F., 2009. Egirdir Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii
elma Islah Calismalar1. Tarim Bilimleri Arastirma Dergisi, 2 (1):57-60,

Kaplan, N., Ozcan, M. and Celik, M., (2003). Clonal Selection in Apple (Malus domestica
Borkh cv. Amasya) Pakistan Journal of Botany 35 (4): 571-578.

Karsi, T. ve Arslantas, R.., 2016. Erzurum’da Yetistirilen Baz1 Elma (Malus communis
L.) Cesitlerinin Fenolojik, Pomolojik Ve Kimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi.
Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 2016 ISSN: 1300-9036. 47(1), 11-
21.

Keck, M., Chartier, R., Lecomte, P., Reich, H. and Paulin, J.P., 1997. First
characterization of Erwinia amylovora isolates from Australia and fire blight
susceptibility of some apple genotypes from Central Europe. Pflanzenkrank,
Pflanzenschutz, 104, 17-22.

Kellerhals, M., Schutz, S., Baumgartner, 1.0., Schaad, J., Kort, T., Broggini, G. and
Patocchi, A., 2014. Breeding fire blight resistant apple varieties. Agrarforschung
Schweiz. 5(10): 414-421

Khan, M.A., Duffy, B., Gessler, C. and Patocchi., A., 2006. QTL mapping of fire blight
resistance in apple. Molecular Breeding, 17, 299-306.

Khan, A.M., Durel, C.E., Duffy, B., Drouet, D., Kellerhals, M.,Gessler, C. and Patocchi,
A. (2007): Development of molecular markers linked to the ‘Fiesta’ linkage group
7 major QTL for fireblight resistance and their application for marker-assisted
selection. Genome, 50: 568-577

Kiddle, K.W., 2006. Apple (Malus Mill.): Galaxy. Plant Varieties Journal, 59, 1-2.

Kleinhempel, H., Kegler, H., Ficke, W. and Schaefer, H.J., 1984. Methods of testing
apples for resistance to fireblight. Ac¢ta Horticulturae 151, 261-265.

Korban, S.S., Ries, S.M., Klopmeyer, M.J, Morrisey, J.F. and Hattermann, D.R., 1988.
Genotypic response of scab-resistant apple cultivars/selections to two strains of


https://www.researchgate.net/publication/257826786
https://www.apsnet.org/edcenter/intropp/lessons/prokaryotes/Pages/FireBlight.aspx
https://www.apsnet.org/edcenter/intropp/lessons/prokaryotes/Pages/FireBlight.aspx

47

Erwinia amylovoraand the inheritance of resistance to fire blight. Ann. Appl.
Biol, 113, 101-105.

Koski R.D. and Jacobi W.R., 2018. Fire Blight 2907. Colorado state University
Extension.
http://extension.colostate.edu/topic-areas/yard-garden/fire-blight-2-907/
(20.06.2018)

Kost, T. D., Gessler, C., Jansch, M., Flachowsky, H., Patocchi, A., and Broggini, G. A.
(2015). Development of the first cisgenic apple with increased resistance to fire
blight. PLOSONE. 10(12), article number: e0143980

Kotan, R., Sahin, F. and Ala, A., 2006. Identification and pathogenicity of bacteria
isolated from pome fruit trees in the Eastern Anatolia region of Turkey. Journal
of Plant Diseases and Protection 113 (1) Stuttgart: Verlag Eugen Ulmer GmbH,
8-13.

Layne, E.C. and Quamme, H.A., 1975. Advances in Fruit Breeding, ed: Janick. J. and
Moore, J., 39-70.

Leonberger, K. and Gauthier, N.W., 2017. Fire Blight Symptoms Now Visible. Kentucky
Pest  News, https://kentuckypestnews.wordpress.com/2017/05/15/dont-get-
burned-by-fire-blight-disease-management-begins-now/ (31.05.2018)

Li, G. and Quiros, C.F., (2001). Sequence-related amplified polymorphism (SRAP), a
new marker system based on a simple PCR reaction: its application to mapping
and gene tagging in Brassica. Theoretical and applied genetics, 103(2-3), 455-
461.

Liebhard, R., Koller, B., Gianfranceschi, L. and Gessler, C., 2003. Creating a saturated
reference map for the apple(Malusxdomestica Borkh) genome. Theor. Appl.
Genet.106, 1497-1508.

Lynd, M., 2008. Great Moments in Apple History. www.hort.purdue.edu

Maden, S. ve Toros, S., 1991. Tarimsal Savasim ve Yontemleri. Ankara Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Yayinlari, Ankara.

Maximova, S.N., Dandekar, A.M. and Guiltinan, M.J.,, 1998. Investigation of
Agrobacterium-mediated transformation of apple using green fluorescent protein:
high transient expression and low stable transformation suggest that factors other
than T-DNA transfer are rate-limiting. Plant Mol Biol 37, 549-559.

Mirik, M., 2000. Amasya ve Tokat Illerinde Yumusak Cekirdekli Meyve Agaglarinda
Ates Yanikligi (Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al.) Hastaliginin
Yayginlik Orani, Duyarli ve Dayanikli Cesitlerin Belirlenmesi. Yiiksek Lisans
Tezi, Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Tekirdag.

Moller, W.J., Schroth, M.N. and Thomson, S.V., 1981. The scenario of fire blight and
streptomycin resistance (Erwinia amylovora; California; USA), Plant Diseases
65, 563-68, USA.

Momol, T.M., Yegen, O., Basim, H. and Rudolph, K., 1992. Identification of Erwinia
amylovora and the occurance of fire blight of pear in Western Mediterranean
Region of Turkey. Journal of Turkish Phyto. 21(1), 41-47.

Nemeth, J., 1999. Fireblight (Erwinia amylovora) of pome fruits in Hungary: national
phytosanitary measures and management of the disease. EPPO Bulletin 29, 135-
144.



http://extension.colostate.edu/topic-areas/yard-garden/fire-blight-2-907/
https://kentuckypestnews.wordpress.com/2017/05/15/dont-get-burned-by-fire-blight-disease-management-begins-now/
https://kentuckypestnews.wordpress.com/2017/05/15/dont-get-burned-by-fire-blight-disease-management-begins-now/
http://www.hort.purdue.edu/

48

Norelli, J.L., Jones, A.L. and Aldwinckle, H.S., 2003. Fire blight management in the
twenty first century: using new techniques that enhance host resistance in apple.
Plant Disease 87, 756-765.

Oktem, Y.E. ve Benlioglu, K., 1988. Yumusak Cekirdekli Meyve Agaclarinda Goriilen
Ates Yaniklig1 Hastalik Etmeni (Erwinia amylovora (Burr.)) lizerinde ¢alismalar,
Tiirkiye Fitapatoloji Kongresi, 71, Antalya.

Oden, S. and Alp, S., 1994. Investigations on the Fire Blight Infection in Pome Fruits
Grown in Van and Around, 9. Congress of the Mediterranean Phytopathological
Union, 531-533, Kusadasi-Aydin.

Oz, F., Bulagay, A.N., Biiyiiky1lmaz, M. Ve Burak, M., 1998. Elma ¢esit katalogu, Editor
(Akcay, M.). Yayin Dairesi Bagkanlig1, Ankara.

Ozgagiran, R., Unal, A., Ozeker, E. ve Isfendiyaroglu, M., 2004. Iliman iklim Meyve
Tiirleri (Yumusak Cekirdekli Meyveler). Ege Univ. Ziraat Fakiiltesi Yayinlari,
No: 556, Bornova/lzmir.

Ozkan, Y. ve Celep, C. 1995. Tokat ilinde Yetistirilen Yerel Elma Cesitlerinin Pomolojik
Ozellikleri Uzerine Bir Arastirma, GOU Z.F. Dergisi, 12(1), 8-14.

Ozongun, S., Dolunay, E.M., Oztiirk, G., Karakus, A., Kankaya, A. ve Kiiden, A., 2004.
Elma Adaptasyon Denemesi I (Sonug raporu), T.C. Tarim ve Koyisleri Bakanligi
Tarimsal Arastirmalar Genel Miidiirliigli Egirdir Bahge Kiiltiirleri Arastirma
Enstitiisti Miidiirligii, Egirdir/Isparta.

Oztiirk, G., Basim, E., Basim, H., Emre, R.A., Karamiirsel, O.F., Eren, 1., isci, M. ve
Kagal, E., 2011. Kontrollii melezleme yoluyla ates yanikligi (Erwinia amylovora)
hastaligina karsi dayanikli yeni armut cesitlerinin gelistirilmesi: Ik meyve
gozlemleri. VI. Bahge Bitkileri Kongresi, 04-08.

Oztiirk, B., Keskin, S., Yildiz, K., Kaya, O., Kilig, K. ve Ugar, M., 2013. Erzincan
kosullarinda yetistirilen ‘Ak Saki’elma ¢esidinin depolama performansi {izerine
hasat Oncesi naftalen asetik asit ve aminoetoksivinilglisin uygulamalarinin
etkileri. Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 2013(1).

Pejchinovski, F.D., 1996. Fire blight in Republic of Macedonia (distribution and control),
Fire Blight (Erwinia amylovora), Some Aspects of Epidemiology and Control, P.
Sobiczewski, T. Deckers, and J. Pulawska (Eds.), Research Institute of Pomology
and Floriculture, Skierniewice, 84 p, Poland.

Rodoni, B.C., Merriman, P.R., McKirdy, S.J. and Wittwer, G., 2006. Costs Associated
with Fire Blight Incursion Management and Predicted Costs of Fututre Incursions.
Acta Horticulturae 704, 55-61.

Sansavini, S., Donati, F., Costa, F. and Tartarini, S., 2004. Advances in Apple Breeding
For Enhanced Fruit Quality and Resistance to Biotic Stresses: New Varieties for
The European Market. J. Fruit Ornam. Plant Res. Special Ed. 12, 13-52.

Sehic J., Nybom H., Garkava Gustavsson L., Patocchi A., Kellerhals M., Duffy B., 2009.
Fire blight (Erwinia amylovora) resistance in apple varieties associated with
molecular markers. International Journal of Horticultural Science, 15 (1-2).
https://www.researchgate.net/publication/280133447 Fire_blight Erwinia_amyl
ovora_resistance_in_apple_varieties_associated_with_molecular_markers
(30.06.2018).

Sletten A. and Rafoss, T., 2006. Fire blight in Norway - An assessment of the plant health
risk for the plant disease fire blight in Norway. Bioforsk Report Vol. 2 No. 13



https://www.researchgate.net/publication/280133447_Fire_blight_Erwinia_amylovora_resistance_in_apple_varieties_associated_with_molecular_markers
https://www.researchgate.net/publication/280133447_Fire_blight_Erwinia_amylovora_resistance_in_apple_varieties_associated_with_molecular_markers

49

2007. Commissioned by the Norwegian Scientific Committee for Food Safety
(VKM). See Appendix.

Turchek W.W., 2004. Apple Diseases and their Management. In: Nagvi SAMH, editor.
Diseases of Fruits and Vegetables. Springer. pp. 35-35.

Tokgoniil, S., 1991. Dogu Akdeniz Bolgesinde Elma, Ayva ve Yenidiinyalarda Ates
Yanikligi Hastaligi (Erwinia amylovora Burr Winslow Et al.) Uzerinde
Calismalar. Bitki Koruma Biilteni.

Toth, M., Kasa, M., G6ndor, M., Honty, K. and Hevesi, M., 2006. First Results of Fire
Blight Resistance Screening in A Hungarian Apple Breeding Programme. Acta
Horticulturae 704, 545-549.

Unlii, A., 2002. Tiirkiye’deki Erwinia amylovora Izolatlarinin Elde Edilmesi ve Bu
Izolatlarin Patolojik, Biyokimyasal ve Molekiiler Karakterizasyonu. Akdeniz
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi, Antalya.

Vanneste, J.L., 2000. What is Fire Blight? Who is Erwinia amylovora? How to Control
It pp 1-6. In: Fire Blight The Disease and its Causative Agent, Erwinia amylovora.
Edited by J.L. Vanneste. CABI Publishing UK 2000.

Warner, J.,1992. Field susceptibility of 68 apple cultivars to cedar apple rust, quince rust
and hawthorn rust. Fruit Varieties Journal 46, 6-10.

Webster, A.D. and Wertheim, S.J., 2003. Apple rootstocks. In Ferree DC and Warrington
IJ (ed.) Apple: botany, production and uses. CABI Publishing, Cambridge, 91-
124.

Yilmaz, M.A. ve Aysan, Y., 2009. Erwinia amylovora’nin neden oldugu ates yanikligi
hastaliginin elmalardan izolasyonu, belirtileri, yayilmasi ve miicadelesi. Tarim
Bilimleri Arastirma Dergisi, 2(1), 75-77.

Zwet, T. and Keil, H.L., 1979. Fire Blight A Bacterial Disease Of Rosaceous Plants.
Agriculture Handbook USA Dept. of Agr, Washington: 200, 510.

Zwet, T., 1992. Worldwide Spread and Present Distribution of Fire Blight- An Update,
Acta Hort, 338, 2931.

Zwet, T. and Beer, S,V., 1995. Fire Blight-Its Nature, Prevention, and Control. A
Practical Guide to Integrated Disease Management, US Department of
Agriculture, Agriculture Information Bulletin, 91.

Zwet, T., 1996. Present Worldwide distribution of fireblight. Acta Horticulturae 411.



50

OZGECMIS

Sahin KAYA, 06/06/1990 tarihinde Erzurum’un Tortum ilgesinde dogdu.
[Ikogretimini 2004 yilinda Erzurum ili Tortum ilgesinde Sehit Hasan Kars1 Ilkogretim
Okulu’nda ve Ortadgretimini 2007 yilinda Erzurum ili Tortum ilgesinde Tortum Cok
Programli Lisesi’nde tamamladi. 05/09/2008 tarihinde basladigi lisans egitimini
15/06/2012 tarihinde Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii'nde tamamladi. 2013 yilinda Atatiirk Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal1, Bitkisel Biyoteknoloji Bilim Dali’nda

basladig1 yiiksek lisans 6grenimini halen devam ettirmektedir.



