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Fire blight disease caused by Erwinia amylovora can infect almost 140 plants of the Rosaceae family
and poses a great threat to pome fruits growing all over the world. It needs amylovoran and Type IlI
secretion systems (T3SS) to cause disease in host plants. AmsB, AmsD, AmsE, AmsF, AmsG, AmsJ,
Amsl and AmsK proteins are involved in the binding of different galactose, glucuronic acid and pyruvyl
subunits to the lipid carrier to form an amylovoran unit. T3SS proteins secreted by E. amylovora are
HrpA HrpN, HrpW, AvrRpt2ea, HopCl and DspA/E. DspAJE, the sole effector of E. amylovora, is
secreted by during the formation of pilus T3SS. The chaperone protein of E. amylovora is DsB/F, which
is in the 1A class. EopB (outer membrane protein) has been characterized as one of the secretory proteins
of E. amylovora. In addition to the harpins, the pathogenicity protein DspE and OrfB proteins are
secreted via the Hrp-secretory system of E. amylovora. E. amylovora forms a Hrp pilus, which is
produced by the structural protein HrpA. Genes encoding antimicrobial proteins cloned and expressed
in apples and pears for impart resistance to the pathogen, attacin E are cecropins and lysozymes. The
expression of PR2, PR5 and PR8 proteins is increased with E. amylovora infection in apple. Again, the
HIPM protein in apples interacts with the E. amylovora HrpN protein, and the HIPM protein is found in
higher amounts in flowers than leaves and shoots. In addition, four apple proteins (DIPMs) that interact
with E. amylovora effector protein DspA/E have an effective role in endurance. In order to understand
the interaction between the plant and the pathogen, it will be possible to understand the proteins that
recognize the pathogen in the host, as well as the signal system and plant defense mechanism resulting
from the infection. In this study, the roles of proteins associated with pathogenesis as a result of infection
of E. amylovora in apples were tried to be revealed.
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Erwinia amylovora’nin neden oldugu ates yanikligi hastaligi, Rosaceae familyasindan yaklasik 140
bitkide enfeksiyon yapabilmekte ve tiim diinyada yumusak ¢ekirdekli meyve yetistiriciligi agisindan
biiyliik bir tehdit olusturmaktadir. E. amylovora, konukgularinda hastaliga neden olabilmesi icin
amylovoran ve Tip 11 salg: sistemlerine (T3SS) ihtiyag duymaktadir. AmsB, AmsD, Amsg, AmsF,
AmsG, AmsJ, Amsl ve AmsK proteinleri, bir amylovoran birimi olusturmak i¢in farkli galaktoz,
glukuronik asit ve piruvil alt birimlerinin lipit tagiyiciya baglanmasinda rol oynarlar. E. amylovora
tarafindan salgilanan T3SS proteinleri, HrpA HrpN, HrpW, AvrRpt2ea, HopC1 ve DspA/E’ dir. E.
amylovora’nin tek efektorii olan DSpA/E, pilusun olusumu sirasinda T3SS yoluyla salgilanmaktadir.
E. amylovora’nin saperon proteini ise IA sinifi igerisinde yer alan DsB/F’dir. Eopl (dis membran
proteini), E. amylovora salg: proteinlerinden biri olarak karakterize edilmistir. Harpinlere ek olarak,
E. amylovora’nin Hrp-salgi sistemi yoluyla patojenisite proteini DsSpE ve OrfB proteinleri
salgilanmaktadir. E. amylovora, bir Hrp pilusu olugturmaktadir ve bu da yapisal bir protein olan HrpA,
tarafindan meydana gelmektedir. Patojene karsi diren¢ kazandirmak amaciyla elma ve armutta
klonlanan ve eksprese edilen antimikrobiyal proteinleri kodlayan genler; attacin E, cecropins ve
lizozimlerdir. Elmada, E. amylovora enfeksiyonu ile PR2, PR5 ve PR8 proteinlerinin ifadesi
artmaktadir. Yine elmalardaki HIPM proteini, E. amylovora HrpN proteini ile etkilesim gostermekte
olup HIPM nproteini ¢igeklerde, yapraklarda ve siirgiinlerde oldugundan daha fazla miktarda
bulunmaktadir. Ayrica E. amylovora efektor proteini DSpA/E ile etkilesime giren dort elma proteini
(DIPMs) dayaniklilikta etkili role sahiptirler. Bitki ve patojen arasindaki etkilesimin anlagilabilmesi
icin konukguda patojeni taniyan proteinlerin yani sira enfeksiyon sonucu olusan sinyal sistemi ve bitki
savunma mekanizmasmin da anlagilmas: ile miimkiin olacaktir. Bu ¢aligmada E. amylovora’nin
elmalarda enfeksiyonu sonucu patogenezle iligkili proteinlerin rolleri ortaya konulmaya ¢aligilmigtir.
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Elma (Malus domestica L.), diinya genelinde muz ve
tiziimden sonra en fazla iiretilen tigiincti meyvedir (FAO,
2018). Ulkemiz 3,6 milyon ton ile diinya elma iiretiminin
yaklasik %4’ini gergeklestirmektedir (Anonim, 2020).
Elma yetistiriciliginde hastalik ve zararlilardan dolay:
onemli kalite ve verim kayiplar1 meydana gelmektedir.
Erwinia amylovora neden oldugu ates yanikligi hastaligi,

Rosaceae familyasi  bitkilerinin  ¢ogunu  enfekte
edebilmekte ve diinyanin birgok yerinde basta elma ve
armut  olmak tiizere yumusak c¢ekirdekli meyve
yetistiriciligi  yapilan  yerlerde biiyiik bir tehdit

olugturmaktadir. Hastalik bitkilerde, siirgiin, yaprak ve
meyve yaniklig1 belirtilerinin yansira solgunluk ve kanser
belirtilerine de neden olmaktadir. Ates yanikligi nedeniyle
diinya genelinde onemli ekonomik kayiplar meydana
gelmektedir. Ornegin ABD’de, hastalik nedeniyle meyve
endiistrisinin yillik 100 milyon dolarlik ekonomik zarar
gergeklestigi  bildirilmistir  (Norelli ve ark., 2003).
Giliniimiizde hastalikla miicadelede kalici ve etkili bir
yontem tespit edilememis olmakla beraber her yil,
karantina onlemleri nedeniyle enfekteli elma ve armut
bahgelerinin biiylikligii azalmaktadir (Deckers ve Schoofs,
2008).

Son zamanlarda, ates yanikligina direncgli gesitlerin
gelistirilmesi  i¢in, bu etmenin genetik kontroliinii
anlamaya yonelik caligmalar yapilmaktadir. Elmalarda
farkli seviyelerde ates yamikligi direncinin varhigma dair
raporlar bulunmaktadir (Calenge ve ark., 2005; Khan ve
ark., 2006, 2007; Peil ve ark., 2008; Kellerhals ve ark.,
2009; Durel ve ark., 2009; Le Roux ve ark., 2010;
Parravicini ve ark., 2011).

Elma dayaniklilik genlerinin irinii olan proteinler,
patojenin  aviriilenslik ~ (Avr) proteinlerini  tanima
yetenegine sahiptir. Bu tanima islemi bitki savunma
sisteminin harekete gegirilmesini saglamaktadir. Bu
mekanizmanin uyarilmas: antimikrobiyal etkiye sahip
bir¢ok proteinin bitkide ifadesine neden olmaktadir. E.
amylovora’nin viriilensliginde etkili proteinler; AmsB,
AmsD, AmsgE, AmsF, AmsG, AmsJ, Amsl ve AmskK,
HrpA HrpN, HrpW, AvrRpt2EA, HopCl ve DspA/E,
DsB/F olarak bilinmektedir. Elmada ise E. amylovora
enfeksiyonu ile PR2, PR5 ve PR8, HIPM ve DIPM
proteinlerinin ifadesi arttigi bildirilmektedir (Eastgate,
2000; Langlotz ve ark., 2011; Meng ve ark., 2006; Oh ve
Beer, 2007).

Bitki ve patojen arasindaki etkilesimin anlagilabilmesi
icin konukguda patojeni taniyan proteinlerin yani sira
patojen enfeksiyonu sonucu olusan sinyal sistemi ve bitki
savunma mekanizmasinda etkili olan proteinlerin
anlagilmasi gerekmektedir.

Bu c¢aligmada, E. amylovora ve elmalarda varlig:
belirlenen, patojenisitesi ve konuk¢u dayanikliliginda rol
oynayan proteinlerin etkililik durumlarinin  ortaya
konulmasi amaglanmustir.

Erwinia amylovora’min Viriilenslik Faktorleri

E. amylovora’nin patojenitesi ve viriilensligi farkl
faktorlere baghdir. Ekzopolisakkarit (EPS) Amylovoran ve
Levan, Tip 3 salg1 sistemi (T3SS), biyofilm olusumu,
motilite, demir  siderofor  {iretiminin  yam1  sira

metaloproteazlar, plazmidler, iki bilesenli sinyal
transdilksiyon sistemleri ve histon benzeri proteinler gibi
diger virtilenslik faktorlerinin varligi da patogenezde 6nemli
rol oynamaktadir. Bununla birlikte, farkli E. amylovora
strainleri arasindaki viriilenslik farkhiliklarimin en 6nemli
nedenlerinin, ekzopolisakkaritlerin sentezi ve T3SS’deki
ilgili ~ proteinlerin  mekanizmasindaki  degisiklikten
kaynaklandig: bilinmektedir (Dellagi ve ark., 1998; Expert,
1999; Smits ve Duffy, 2011; Llop ve ark., 2011, 2012;
Mohammadi, 2010; Wang ve ark., 2009; Zhao ve ark., 2009;
Hildebrand ve ark., 2006; Mann ve ark., 2013).

Ekzopolisakkaritler (EPS)

EPS 6zellikle kurak kosullarda bakteriyi su ve besin
kaybina kars1 korudugu, bitkinin wvaskiiler sisteminde
iletimi engelledigi bitkinin savunma sistemini agmada
anahtar rol oynadigi ve biyofilm olusumunda 6nemli bir
madde oldugu bildirilmistir (Bellemann ve ark., 1994;
Ramey ve ark., 2004; Koczan ve ark., 2009; Ordax ve ark.,
2010; Koczan ve ark., 2011; Vrancken ve ark., 2013).
Levan, viriilenslik derecesi ile dogru orantili olan ve E.
amylovora strainleri tarafindan firetilen amylovoranin
miktarma katki saglayan bir faktordiir. Levan sentezinin
olmamasi, konuk¢u bitkide simptomlarin yavas
gelismesine neden olabilmektedir (Geier ve Geider, 1993).
Amylovoran biyofilm olusumu igin gerekli bir EPS’dir
(Koczan ve ark., 2009; Vrancken ve ark., 2013; Maes ve
ark., 2001) ve amylovoran iiretme yetenegine Ssahip
olmayan E. amylovora strainleri bitki igerisinde
yayilamazlar (Vrancken ve ark., 2013; Bellemann ve
Geider, 1992). On iki ams geni (AmsA-AmsL’ye)
tarafindan kodlanan amylovoran, bitki savunmasim
baskilamaktadir (Geider, 2000; Konczan ve ark., 2009;
Wang ve ark., 2009). Bunlardan AmsC, AmsH ve
AmsL’nin oligosakkarit tagima ve yerlestirmede rol
oynadigma inanilirken, AmsA’nin bir tirozin kinaz
aktivitesine sahip oldugu diisiiniilmektedir. AmsB, AmsD,
AmsE, AmsG, AmsJ ve AmsK proteinleri, bir amylovoran
birimi olusturmak i¢in farkli galaktoz, glukuronik asit ve
pyruvyl alt birimlerinin lipit tasiyiciya baglanmasinda rol
oynarlar. AmsF, yeni sentezlenen tekrar eden birimleri
isleyebilir ve/veya mevcut bir amylovoran zincirine
ekleyerek polimerizasyonlarma dahil olabilmektedir. Amsl
ise  sentezlenen  tekrarlama  biriminin  serbest
birakilmasindan sonra difosforilize olan lipit tasiyicinin
geri donistiiriilmesinde rol oynamaktadir (Eastgate, 2000;
Langlotz ve ark., 2011).

Tip 3 Salg: Sistemi (T3SS)

T3SS konukgularinda basarili bir enfeksiyon i¢in E.
amylovora tarafindan kullanilan Onemli viriilenslik
faktorlerindendir (Vrancken ve ark., 2013). Etmenin
patojenitesi T3SS salgi sistemine ve AVrE efektor
ailesinden olan DspA/E’ye dayanir (Jin ve ark., 2001).

T3SS’nin sadece Hrp pilus bolgesinde meydana geldigi
ve pilusun efektor proteinleri bakteri hiicresinin disina
yonlendirdigi ve bir iletim modelini destekledigi
gosterilmistir (Jin ve ark., 2001). T3SS proteinlerin
salgilanmas1 Ve bitki hiicresi igerisindeki etkinligi, sadece
protein sinyallerine bagli degil aym zamanda bu
proteinlerin baglandiklar1 spesifik sitoplazmik saperonlara
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da baghdir. T3SS saperonlari tipik olarak kiigiik,
Leucine’ce zengin ve baglandiklart molekiillere 6zellesmis
proteinlerdir. Birka¢ gruba ayrlabilirler; A smifi
saperonlar1 bir veya birkag homolog efektérle etkilesimde
bulunurken, IB smifi saperonlar1 genis bir efektor protein
grubuna baglanabilir. E. amylovora’nin saperon proteini
ise 1A simifi icerisinde yer alan DsB/F’dir (Losada ve
Hutcheson, 2005; Biittner ve Bonas, 2006).

Hrp Proteinleri

Oh ve Beer (2005), E. amylovora str. Ea321’in Hrp
patojenisite bolgesini (PAI) karakterize etmislerdir (Sekil 1).
Bu bolge yaklasik 60 kb genomik DNA biiyiikliigiine sahip
olup yaklagtk 60 gen icermektedir. Bunlar: hrp/hrc
bolgeleri, hrp efektor ve elisitor (HEE) bolgeleri, Hrp ile
iliskili enzim bolgeleri ve transfer ada bolgesi (1T)’dir (Oh
and Beer, 2005). Hrp/hrc bolgesi 25 geni icermektedir ve
bu genler hrpL, hrpS, hrpX ve hrpY olmak iizere 4
diizenleyici gen igerir. HEE bolgesi 7 gene sahiptir. Bu
genler; iki harpin geni (hrpN ve hrp W), iki dsp geni (dsp
AJE ve dsp B/F), 1 yopJ homologu (eopB) ve iki varsayilan
homologu (OrfA ve OrfC) kodlar (Oh ve Beer, 2005).

E. amylovora tarafindan salgilanan T3SS proteinleri,
HrpA HrpN, HrpW, AvrRpt2ea, HopCl ve DspA/E’ dir
(Cizelge 1, Sekil 2) (Oh ve Beer, 2005; Zhao ve ark., 2005).
Zhao ve ark. (2006), konuk¢u bitkilerin enfeksiyonu
sonucu uyarilan genleri tanimlayarak varsayilan efektor
geni olan avrRpt2ga ve HopCL1’i belirlenmislerdir. DSpA/E
ise E. amylovora patojenisitesi i¢in salgilanan efektor
proteinlerini kodlayan bir gendir (Boureau ve ark., 2006).
HrpA, pilus olusumunda goérev almaktadir (Kim ve ark.,
1997). HrpN, HR agi1ga ¢ikarabilen 44 kDa biiyiikliigiinde
bir protein olarak karakterize edilmistir. HrpW’nin ise
viriilenslik fonksiyonu olmadigi belirlenmistir (Wei ve
ark., 1992a, 1992h).

E. amylovora’ min Hrp patojenite adasi, hrp / hrc
bolgesi, Hrp efektorleri ve elisitorler bolgesi, Hrp ile iliskili
enzimler bolgesi ve transfer ada bolgesinden olusan
yaklagik 60 gen igermektedir. Hrp / hrc bolgesi, diger hrp
genlerinin ifadesini kontrol eden dort diizenleyici gen,
hrpL, hrpS ve hrpX/Y dahil olmak iizere 25 gen ve dokuz
hrc (HR ve korunmus) geni icermektedir. Hrp efektorleri
ve elisitorleri bolgesinde yedi gen bulunmaktadir. Bunlar;
iki (hrpN ve hrpW) harpin geni, ikisi dsp geni (dspA/ E ve
dspB / F), eopB ve iki saperon (orfA ve orfC) genidir.
HrpL, bilinen tim hrp ve hrc genlerinin ifadesini kontrol
eder ayrica sensor proteini olarak varsayilan HrpX ve
birlikte iki bilesenli bir diizenleyici sistem olusturan
potansiyel bir yamt diizenleyici olarak gorev alan HrpY,
hrpL geninin ekspresyonunda rol oynar (Sekil 1) (Oh ve
Beer, 2005).

HrpN, titin bitkilerinin hiicreler arasi bosluklarina
inokule edildiklerinde HR agiga ¢ikarabilen bir hiicre zar
ile iliskili 44 kDa biyiikliigiinde bir protein olarak
karakterize edilmistir (Wei ve ark., 1992a, 1992b). Bu
proteinin bitkilerde E. amylovora’nin viriilensligi i¢in
gerekli oldugu bildirilmistir (Wei ve ark., 1992a; Barny,
1995; Barny ve ark., 1999; Gaudriault ve Borny, 1999).

HrpWnin viriilenslik fonksiyonu olmadig: belirlenmis
ve Il sinif pektat liyaz i¢in C-terminal bolgesinde homolog
olan varsayilan liyaz domain’ine sahiptir (Kim ve ark.,
1997; Kim ve Beer, 1998).

Erwinia amylovora Ea321’in Patojenisite adasi

Hip/dsp gen kiimesi
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Sekil 1. E amylovora strain Ea321’in Hrp patojenite adasi
ve hrp / dsp gen kiimesi (Oh ve Beer, 2005)
Figure 1. Hrp pathogenicity island of E. amylovora Ea
321 and hrp/dsp gene cluster

Cizelge 1. Erwinia amylovora’nin Tip 3 salgi sistemine
aracilik eden proteinler ve siniflandirilmalari

Table 1. Proteins related with Type 3 secretion system and
their classification

Protein Simif Referans
Bogdanove ve ark.
HrpJ Diizenleme (1996); Forsberg ve
ark. (1991)
Bogdanove ve ark.
HrcQ Salgt (1996)
HrpA Hrp pilus Kim ve ark. (1997)
HrpN Harpin Wei ve ark. (1992a)
HrpW Harpin Kim ve Beer (1998)
. Bogdanove ve ark.
DspE Avr benzeri (1998);
Kim (1997); Galyov
. ve ark. (1994); Mills
Eop 1 Avr benzeri ve ark. (1997); Hardt
ve Galan (1997)

Wei ve Beer (1995) harpin proteinlerinin salgilanmasi
icin gerekli olan pozitif diizenleme geni olan hrpL’yi
karakterize etmislerdir. Erwinia amylovora str. Ea321’in
hrpL geni, eubakteriyel RNA polimeraz faktorlerinin ECF
(ekstra sitoplazmik fonksiyonlar) alt familyas: iiyelerine
benzer 21,7-kDa’lik diizenleyici proteini kodlamaktadir.
Ayrica  HrpL’nin  belirlenen  aminoasit  sekanst,
Pseudomonas syringae’nin HrpL’yi kapsayan bolgesinin
aminoasit sekansi1 ile benzerlik gostermektedir. ECF
familyasinin iyeleri, ekstrastoplazmik fonksiyonlarin
diizenlenmesini saglamaktadir.

Harpinler sadece HR’i uyarmakla kalmaz aym
zamanda bitki metabolizmasi i¢inde reaktif oksijen tiirleri
(ROS)’nin agiga c¢ikmas1 gibi diger metabolik etkilere
sahiptir (Baker ve ark., 1993; He ve ark., 1994). Ayrica
Wei ve Beer (1993, 1996), E. amylovora’nin 78 kDa’lik bir
proteini olan Hrpl’yi belirlemislerdir. Hrpl, harpin
proteinlerinin salgilanmasinda gérev almaktadir (Wei ve
Beer, 1993).

E. amylovora, bir Hrp pilusu olusturabilmektedir ve
Hrp pilusu igin yapisal bir protein HrpA’dir. Hrp pili’nin
rolii, bakteriyel sitoplazmadan bitki hiicrelerine efektor
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proteinleri iletmek veya bakteri proteinleri arasinda
translokasyonu kolaylastirarak bakteriler ve bitki hiicresi
arasinda yakin temas saglamaktir.

Hrp salgi operonlarindaki bazi yapisal proteinlerin,
ornegin  HrpJ, diger T3SS’lerin  proteinleri ile
homolojilerine dayanarak Hrp-iletiminde rol oynadig:
varsayilmaktadir (Kim ve ark., 1997). Hrp efektor ve
elisitor (HEE) bolgesi, iki harpin genini (hrpN ve hrpW),
E. amylovora patojenitesi ig¢in salgilanan efektor
proteinlerini kodlayan bir geni (dspA/E) ve bir grup
saperon genini (ORFA, ORFB, ORFC ve DspB/F)
icermektedir (Boureau ve ark., 2006).

Eopl (syn. orfB veya EopB), AvrRXv/YopJ efektor
ailesi tiyeleri ile benzer bir homolojiye sahiptir. Eop1’in bir
sistein proteaz olarak hareket ettigine inanilimaktadir.
Rubus strainlerinden elde edilen Eopl’in sekansi, Malus
strainlerinden elde edilen Eopl sekanslarindan olduk¢a
farklidir ve Rubus strainlerinde Eopl’in konukgu araligini
smirlayict bir faktor olarak islev gordiigii belirlenmistir.
Eop2, HopPmaH / HopAK ailesi proteinleri ile aym
homolojiyi paylasmakta ve Eop3’iin ise AvrPphE (HopX)
ile homolog oldugu belirlenmistir. Eop3 (HopX1ga olarak
da bilinir) elmada aviriileslik geni olarak iglev gormektedir
(Oh ve Beer, 2005).

Eop1 (dis membran protein EopB) proteini ile homolog
olan YopJ (Yersinia pseudotuberculosis-Yersinia dis
protein J) proteini sistein proteaz aktivitesi igin kritik bir
katalitik triad olusturan {i¢ aminoasidin korunmasini
saglamaktadir (Staskawicz ve ark., 2001). Eopl ilk olarak,
yabani tip strain olan ve hrp-uyarict ortamda gelistirilen,
T3SS-eksik bir mutant strainin  protein profillerini
kargilagtirarak elde edilen, E. amylovora salgi
proteinlerinden biri olarak karakterize edilmistir. Son
zamanlarda, AvrRpt2 raportor sistemi kullanilarak Eopl’in
bitki hiicrelerine translokasyonu gésterilmistir (Oh ve ark.,
2005).

Jup diizenlem ;,_

o v
s < lip/c salgigenleri
harpin ve awr .
enleri \\ ATP ADP
Saperonlar?

e protein
salg1 aparsh

Bakteri

Bitki
Hiicresi

cw
(o]
PM
/ \ ’
\ !
!
HR ve Savunma Cevab \ Hastahk
(Dayanikh Bitki) (Hassas Bitki)

Sekil 2. Hrp protein salg1 sisteminin varsayimsal modeli
ve Erwinia amylovora’nin Hrp ile taginan proteinlerinin
muhtemel varis noktalar1 (Kim ve Beer, 2000)
Figure 2. Hypothetical model of hrp protein secretion
system and possible target points of E. amylovora
transmitted by hrp

Hrc proteinlerinin, Hrp aparatim olusturan temel
proteinler oldugu distiniilmektedir. HrpJ, salgi sisteminin
bir pargasi oldugu varsayilan bir temas sensoridiir.
Cevresel sinyalleri algilayan hrp diizenleme genleri hrp/c,
harpin ve avr genlerini uyarmaktadir. Genlerin uyarilmasi
sonucu olusan efektor proteinler T3SS araciligi ile
konuk¢u hiicreye ulagmaktadir. HrpA, hrp pilusunun bir
bilesenidir, bu da etkili bir kanal olusturabilmektedir.
Harpinler bitki hiicre duvarinda islev gorebilmekte ve
efektor proteinlerin bitki sitoplazmasina veya cekirdegine
girmesine yardimci1 olabilmektedir. Efektor proteinler
konuk¢u hiicreye ulastiginda bitkide R genleri olmadigi
takdirde hastalik olusturabilmekte ve bu bitki hassas bitki
olarak degerlendirilmektedir. Konuk¢uda R genlerinin
varligi ise HR olusumu ile sonuglanmakta ve bu bitki
dayanikl bitki olarak degerlendirilmektedir (Sekil 2) (Kim
ve Beer, 2000).

Sekil 2°de gosterildigi gibi hrp ve hrc ile iliskili genler,
diger hrp genlerini pozitif olarak diizenleyen ve bakteri
hiicresinden salgilanan proteinleri kodlar. Gozlemlenen
HR, Hrp salgi mekanizmasi tarafindan bitkinin hiicreler
aras1 bosluklarina veya bitki hiicrelerinin igine gonderilen
harpin ve viriilenslik proteinlerinin toplu etkisinin bir
sonucudur. Bu proteinler, bitki hiicrelerine saldirarak veya
sinyal  yollarmi1  bozarak  duyarli  konuk¢unun
metabolizmasini bozabilmektedir.

Konukgu-patojen iligkileri acisindan incelendiginde,
patojenlerin avr genlerinin tiriinleri, konukgunun R geninin
proteini tarafindan taninmaktadir. Daha sonra bu R genleri,
fosforilasyon yoluyla diger genleri harekete gegirerek
bitkideki tepki ve savunma mekanizmasim aktif hale
getirmektedir  (Tor, 1996). Bakteriyel viriilenslik
proteinlerini tantyan bitkinin R proteinleri, konukgu veya
konukgusu olmayan bitki tarafindan algilanabilmektedir.
Bu durum, HR gelisimiyle sonuglanarak hastalik olusumu
engellenmis olur (Kim ve Beer, 2000). Hrp genlerinin nasil
diizenlendigini, salgi sisteminin mekanik olarak nasil
calistigini, salgilanan proteinlerin tam sayisi ve islevlerinin
ne oldugu bilinirse bakteriyel hastaliklarin temeli
anlagilarak etkili miicadele stratejilerinin  gelismesi
saglanabilecektir.

Erwinia amylovora’min Dig Membran Proteinleri

Gram negatif bakterilerin dis membrani, hiicre ve dig
ortam arasinda bir ara yiiz olusturdugundan, dis zar
tzerinde bulunan reseptorlerin  rollerinin  bilinmesi
patojenisite agisindan 6nemlidir. Dig membran proteinleri
bakteri hiicresi ve konukgu hiicre yiizeyi arasinda bulunan
anahtar molekillerdir ve iki tip protein tespit edilmistir.
Bunlar lipoproteinler ve dis membran proteinleridir. Dig
membran yiizeyi ayn1 zamanda pilli, T2SS, T6SS yani sira
T3SS’ nin bulundugu yerdir (Smits ve ark., 2010; De
Maayer ve ark., 2011; Oh ve Beer, 2005, Mann ve ark.,
2012).

E. amylovora’min dig membran proteomu {izerine
mevcut bir veri yoktur. Yapilan ¢alismalarla proteinlerin,
strainler arasinda virtilenslik farklilig1 i¢in dnemli faktorler
olduklar1 belirlenmistir (Holtappels ve ark., 2016). Dis
membran proteom c¢aligmasinda E. amylovora’nin alti
proteini (YaeT, TolC, OmpA, OmpX, OmpF, IcsP/SopA)
tammmlanmigtir  (Holtappels ve ark., 2016). Erwinia
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amylovora’nin  dis  membran proteini  IcsP/SopA,
proteazlarin Enterobakterial omptin ailesinin bir tyesidir
ve proteinin viriilenslikle ilgili her hangi bir islevi
tanmimlanmamustir (Steinhauer ve ark., 1999).

OmpA, Enterobacteriaceae familyasinin 6nemli dig
membran proteinlerinden  biridir. Bakterinin  hiicre
yiizeyinde yapisal saglamlikta 6nemli bir fonksiyona
sahiptir (Koebnik ve ark., 2000). TolC, E. amylovora’nin
bir dig membran proteinidir.  Bitkilerin  irettigi
fitoaleksinlere kars1 direngte etkin rol oynar (Al-Karablieh
ve ark., 2009).

Porin proteinleri, gram negatif bakterilerin dis
membraninda 600 kDa dan kiigiik hidrofilik molekiillerin
gecisini kontrol eden, su dolu kanallar olarak tanimlanur.
Porinler dis membranda kanal olusturan proteinlerdir
(Darcan ve Ozkanca, 2007). E. amylovora’ nin bilinen
porin proteinleri OmpC ve OmpF’dir (Darcan ve Ozkanca,
2007).

HrcC, J ve T bakterinin dis membraninda bulunan
proteinlerdir. HrcC proteini, dig membrandan kars: tarafa
proteinlerin taginmasinda rol oynar. HrcJ proteini bir
ekstraselliiler sensor olarak hareket eder. Temasa bagl
olarak virillens faktorlerin salgilanmasinda Onemlidir
(Bogdanove ve ark., 1996).
Elma-Erwinia amylovora Alan
Proteinler

Etkilesiminde Rol

Ates yanikligi hastaligina karsi konuk¢unun direnci
arttirmak igin farkli stratejiler gelistirilmistir. Rekombinant
DNA teknolojisi ile patojenlere karst direncini artirma
stratejileri, enfeksiyondan sonra bitki igindeki patojenin
cogalmasini kisitlayarak bitki ve patojen arasinda uyumsuz
etkilegsimler {iretmeyi amaglamaktadir. Giiniimiizde bu
hastaliga karsi; (1) konukeu bitkide antimikrobiyal
proteinlerin  iretimi, (2) bakteriyel patojenisite
faktorlerinin engellenmesi ve (3) dogal bitki savunmasinin
gelistirilmesi ~ yoOniinde  stratejiler  gelistirilmeye
caligilmaktadir.

Antimikrobiyal Proteinlerin Uretimi

Antibakteriyel proteinler, eklembacaklilar, amfibiler ve
memeliler de dahil olmak iizere birgok hayvan grubunun
genel antimikrobiyal savunma mekanizmalarinin 6nemli
bilesenleridir (Mourgues ve ark., 1998). Ates yanikligina
kars1 direng kazandirmak amaciyla elma ve armutta
klonlanan ve eksprese edilen antimikrobiyal proteinleri
kodlayan genler Attacin E, cecropins ve lizozimlerdir.
Attacinler ve cecropinler, bakteriyel enfeksiyona yanit
vermeyen Hyalophora cecropia’nin hemolenfinde bulunan
antimikrobiyal peptitlerdir (Sekil 3 ve Cizelge 2)
(Hultmark ve ark., 1980).

Attacin dis zarin gegirgenliginde bir artisa neden olur,
buda bakteri hiicresinin liimiiyle sonuglanir (Carlsson ve
ark., 1991; Flink ve ark., 1989). Attacin E ve
indiiklenebilen (Pin2) ve yapict (CaMV35S) promotorlerin
kontrolii altinda sentetik Cecropin (SB-37, Shiva 1, and
MB39) analoglari, E. amylovora karsi direnci arttirmak
icin ¢esitli elma genotiplerine eklenmistir (Cizelge 2). Bu
genlerin ates yanikligina karsi kismi dirence neden oldugu
bildirilmigtir. Sera ve arazi kosullarindaki elma

agaclarindaki Attacin ekspresyonu, ates yanikligina karsi
direng seviyesini 6nemli 6l¢iide arttirmistir (Aldwinckle ve
ark., 1998, 2003; Hanke ve ark., 2000; Ko ve ark., 2000).
Cecropin SB-37 transgenini iceren 13 Royal Gala
transgenik hatti E. amylovora karsi direng¢ agisindan
degerlendirilmis ve transgenik hatlarin birgogunda kontrol
bitkilerden daha az hastalik simptom go6zlenirken sadece
transgenik T245 hatt1 (siirgiinlerin  %12’si  enfekteli)
kontrol Royal Gala’dan (%67) 6nemli 6lgtide daha direngli
belirlenmistir (Liu ve ark., 1998).

Lizozimler; faj, bakteri, fungus, bitki ve hayvanlardan
karakterize edilen bakteriyolitik enzimlerdir (Jolles ve
Jolles, 1984; During, 1996). Diger antimikrobiyal
peptitlerle (cecropin veya attacin) sinerji iginde hareket
ederek aktivite gosterirler (Boman ve Hultmark, 1987).
Hanke ve ark. (2000) pSR8-36 kullanarak T4 lizozim
genini Pinova ¢esidi elmalara aktarmuslardir. Bu gen,
seradaki bazi transgenik hatlarda direnci arttirmigtir.

Ko ve ark. (1998) ayrica bu kimerik T4 lizozim genini
Pin promotoriiniin  kontrolii altinda attacin E ile
birlestirmiglerdir. Bu iki yap1 Galaxy elma g¢esidine
eklenmistir (Aldwinckle ve ark., 1998; Ko ve ark., 1998).
Galaxy’nin baz1 T4 lizozim transgenikleri, 6n denemelerde
ates yaniklig1 direncinde artiglar gostermistir (Ko ve ark.,
2002).

PR Proteinleri

Sistemik direng sirasinda fitoaleksin ve yiiksek
konsantrasyonlarda PR proteinlerinin tretimi
gerceklesmektedir (De Wit ve Bakker, 1980; Gianinazzi ve
ark., 1980; Ahl ve ark., 1981; Camacho Henriquez ve
Sénger, 1982). PR proteinleri diisiik molekiil agirligina
sahip (6-43kDa) proteinlerdir ve apoplast PR proteinlerin
biriktigi temel alam olusturur (Van Loon, 1999). Cesitli PR
proteini gruplar1 fonksiyonlarina, serolojik iliskilerine,
amino asit sekansina, molekiil agirhgma ve diger belli
ozelliklerine gore smiflandinlmistir. Iyi bilinen PR
proteinleri; PR1 proteinleri, B -1,3-glukanazlar (PR2),
kitinazlar (PR3, PR4), lizozimler (PR8), ozmotin ve
taumatin benzeri proteinler (PR5), lipid transfer proteinleri
(PR14), proteinaz inhibitorleri (PR6), endoproteinazlar
(PRY7), peroksidazlar (PR9), sistince zengin proteinler,
glisince zengin proteinlerve kitosanazlar’dir. Birgok
bitkide genelde her PR proteininin ¢esitli izoformlar1 vardir
(Agrios, 1997; Van Loon ve ark., 2006).
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Sekil 3. Erwinia amylovora’ya kars: direnci arttirmak i¢in
elmada var olan mekanizmalar (Malnoy ve Aldwinckle, 2009).
Figure 3. Mechanisms existing in apple increase
resistance against E. amylovora
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Cizelge 2. Transgenik elma cesitlerinde E. amylovora’ya karsi gen ifadeleri
Table 2. Gene expressions against E. amylovora in transgenenic apple varieties

Elma Cesitleri Gen Tanimi Gen Kokeni Promotor Temel Sonuglar Kaynaklar
Gala SB (+/- sp) Sentetik Pin 2, g/ilreg;\ﬁibs;lz‘iesmde’ kismi Norelli ve ark.,
Shival(-sp) peptid CaMV35S SB37transgenik hatlar 1999;
modifive Meyve bahgesinde, yedi
Royal Gala MB39 (+sp) ekro )i/n Osmatin transgenik hattan 3’ i Liu ve ark., 2001
gekrop kismi direng gosterdi
Bazi transgenik hatlar, Norell! ve ark.,
Hyalophora  Pin2 serada ve meyve 1994; Ko ve
M 26 Attacin E - ' . . ark., 2000;
cecropia CaMV35S bahgesinde kismi direng !
ssterdi Aldwinckle ve
goste ark., 1998, 2003
Pinova, Pilot, Hyalophora
E:;?;’r P;anegn% Attacin E (-sp) cecropia, Pin 2, E:,ﬂfﬁan?f? tragfl?lflr:l'(k Hanke ve ark.,
ol ' | T4 lizozim T4 CaMV35S atdr kismi daya 2000
Liberty, Reka, Bakterivofai gosterdi
Pi-AU 5683 yora
Seralarda bazi transgenik
Hyalophora  Pin2 hatlar kismi dayaniklilik Ko ve ark.,
cala Igc'lel’sfl“\‘; 24 cecropia, (AttacinE),  gosterdi 1998, 2002;
okli AttacinyE T4 CaMV35S Attacin geni ile kombine Aldwinckle ve
Bakteriyofaj (T4 Lyz) edildiginde dayamiklilik ark., 1998, 2003
artmadi

E. amylovora enfeksiyonu ile elmada farkli PR
proteinlerin biriktigi belirlenmistir (Venisse ve ark., 2002;
Malnoy ve ark., 2007a; Norelli ve ark., 2009). Bonusera ve
ark. (2006) elmada, E. amylovora ile inokulasyondan sonra
PR1 protein ifadesinde artis olmadigini bunun aksine PR2,
PR5 ve PR8 proteinlerinin ifadesinin  artigim
belirlemislerdir. Ancak elmada PR1 proteinlerin ifadesinin
patojen tarafindan baskilandig: belirlenmis bunun yaninda
patojen saldirisina karst PR1 benzeri proteinlerin ifade
edildigi  belirlenmistir (Bonusera ve ark., 2006;
Milgevicova ve ark., 2010).

DIPM Proteinleri

Meng ve ark. (2006), maya ikili hibrit sistemini
kullanarak E. amylovora efektor proteini DspA/E ile
etkilesime giren dort elma proteinini  (DIPMs)
belirlemislerdir. EImadaki doért DIPM proteinin molekiil
agirhiklar sirasiyla 72,9, 73,1, 73,2 ve 74,4 kDa olarak
belirlenmistir. Ayn1 zamanda DIPM 1, 2, 3 ve 4 sirasiyla
666, 676, 665 ve 682 amino asitlik polipeptitleri
kodlamaktadirlar. Farkli duyarlilik ve dayaniklilik
gosteren elma gesitlerinde (Gala, Idared, Jonagold, Mutsu,
Rogers Mac, Libert, Red Delicious) DIPM proteinlerinin
ifade edildigi tespit edilmistir. Ayrica E. amylovora’ nin
konukg¢usu olan, armut, ali¢, dag musmulasi, ates dikeni ve
cilekte bu dort genin varligi dogrulanmustir. E. amylovora,
elmay1 enfeksiyonu sonucu patojenisite efektorii DSpA/E,
konukgu hiicrelerine yerlestiginde, hedef DIPM’lerle
etkilesime girer. Meydana gelen efektor-konukgu
kompleksini algilamak igin karsilik gelen bir R geni
olmadigindan, direngle iligkili savunma mekanizmasini
tetikleme olasilig1 disiiktiir. Boylece DspA/E, DIPM
sinyal iletimini bloke ederek savunma tepkisini
bastirabilmektedir. Ilaveten DIPM’lerin, E. amylovora

tarafindan elmanin enfekte olup olmadigini kismende olsa
belirleyen duyarlilik faktorleri olarak hareket edebildigi
goriilmektedir (Meng ve ark., 2006; Cetin ve Bastas, 2015).

HIPM Proteinleri

Elmadan elde edilen HIPM geni, 60 amino asit igeren
yaklasik 6,5 kDa’lik bir proteini kodlamaktadir. Oh ve
Beer (2007), elmada E. amylovora HrpN proteinin
etkilesim gosterdigi HIPM proteinini  belirlemislerdir.
HIPM plasma membraniyla iliskili ve sinyal peptid
fonksiyonu gostermektedir ve konukgu bitkide hassasiyeti
arttrmaktadir. HrpN 198 amino asitlik amino ucunun,
HIPM proteini ile etkilesim gostermesi igin gerekli
olmasina ragmen ham armut meyvelerinde viriilenslik i¢in
yeterli olmadig goriilmiistiir.

HIPM’in elma gigeklerinde yapraklarda ve siirgiinlerde
oldugundan daha fazla oldugu belirlenmistir (Oh ve Beer,
2007). HIPM, enfeksiyon icin gerekli olan onemli E.
amylovora efektorii HrpN igin gerekli bir transmembran
reseptorii olarak varsayilir. Bu nedenle, HIPM, mevcut
terminolojide bir “S geni” tarafindan kodlanmig kabul
edilebilir (van Schie ve Takken, 2014).

Transgenik elma hatlarinda yapilan denemeler
gostermigtir ki HIPM ekspresyonu azaltilmig bitkilerin E.
amylovora enfeksiyonuna duyarlihigi azalmistir. Malnoy
ve ark. (2008), RNAI teknolojisini kullanarak elmadaki
HIPM genini susturmus ve HIPM’nin hastalik gelisimi
tizerindeki etkilerini degerlendirmislerdir. Bazi hatlarin E.
amylovora’ya duyarliligi "Galaxy" cesidine gore %50
oraninda azalmigtir. Campa ve ark. (2019) transgenik
elmada (cv. Galaxy) HIPM’i susturmuglar boylece elmanin
E. amylovora’ya kars1 duyarhiligi 6nemli 6lgiide azalmugtir.
Ayrica, elmada HIPM ile etkilesime giren, oksijen
olusumunu arttirict proteini (MdOEE) tanimlamislardir.
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Elma- Erwinia amylovora Proteinlerinin Etkilesimi

Elmada ates yanikhiginin direncine yonelik yeni
mekanizmalar olusturmak i¢in, promotér gstl veya
konstitiitif promotér CaMV 35S ile E. amylovora’dan elde
edilen elisitor harpinNga’y1 igeren bir yapi ile olusturulmusg
baz1 transgenik elma hatlar1 iiretilmistir (Abdul-Kader ve
ark., 1999). HarpinNga’nin  konstitiitif CaMV 35S
promoteri ile entegrasyonu, transgenik elmada herhangi bir
tespit edilebilir olumsuzluga neden olmamustir (Abdul-
Kader ve ark., 1999). Gstl promotérii ile harpinNga genini
iceren M26 transgenikhatli bitkilerin iki yillik arazi
denemeleri, ates yanikligina duyarlilikta 6nemli bir azalma
gostermistir.

Bazi arastiricilar elmadan bir NPR1 ortologu olan
MpNPRZ1’i klonlamiglardir. Bu gen, ates yanikligina
dayaniklilig1 arttirmak amaciyla Galaxy ve M26°da pin2
veya CaMV35 S promoter’larin kontrolii altinda ifade
edilmigtir (Malnoy ve ark., 2007b). MpNPRZ1’in agir1
ifadesi, bazi PR proteinlerinin (PR2, PR5 PR8) ifadesinin
ve ates yamkligina kargi direnci arttirmistir. Kontrole
oranla simptomlarda yaklasik %40°lik bir azalmaya sahip
oldugu belirlenmistir (Malnoy ve ark., 2007b).

Venisse ve ark. (2002), iki elma c¢esidinde E.
amylovora inokulasyonundan sonra ii¢ PR proteinin ( -
1,3-glukanaz, kitinaz ve peroksidaz) ve Fenilalanin
amonyum liyaz (PAL) enzim ifadelerinin artigin
belirlemislerdir. Biitiin enzim aktiviteleri inokulasyondan
sonra 18. ve 24. saatleri arasinda 6nemli artig gostermistir.

Acimovic ve ark. (2015), acibenzolar-S-methyl ve
potasyum fosfit uygulamasindan sonra, elma yapraklarinda
PR-1, PR-2 ve PR-8 protein genlerinin sistemik kazanilmig
dayanikhigi  (SAR) uyarildigmi  ve ates yamkhgi
hastaliginin kontrol edildigini belirlemiglerdir.

Beer ve ark. (2006), E. amylovora’nin HrpN elisitor
faktorii ile etkilesime giren bir proteini tanimlayabilmistir.
Bu kiigiik protein (60 aa) fonksiyonel bir sinyal peptidine
sahiptir ve bitki plazmembranlari ile iligkilidir. Campa ve
ark. (2019), Malus’un HrpN ile etkilesime giren proteini
(HIPM) kodlayan genin ifadesinin % 50’den fazlasi
susturulmustur.

Song ve ark. (2002), E. amylovora nmin HrpN proteinin,
FIB4 proteini ile etkilesim gosterdigini belirlemislerdir.
FIB4 proteini, E. amylovora’nin hedef veya reseptor
proteini olabilecegi diisiiniilmustiir. FIB4 proteini abiyotik
ve biyotik stres yanit1 igin gereklidir. Singh ve ark. (2010),
RNAI teknolojisi kullanilarak elmada fib4 genini
susturarak bu elmalarm E. amylovora’ ya karsi ¢ok hassas
olduklarini gostermislerdir.

Boureau ve ark. (2006) ve Bonasera ve ark. (2006),
elmadaki DspE/A ile etkilesime giren bir oncii ferredokini
(Pre-Fd) tamimlamig ve karakterize etmiglerdir. Pre-Fd
dizisi birgok bitki Pre-Fd proteinininkine benzerdir.
Kloroplastlardan alindiktan sonra Pre-Fd, fotosistem I’de
bir elektron tasiyicisi olarak islev goren ferredoksine (Fd)
donustiiriilir. Bonasera ve ark. (2006), DspE/A’nin geng
yapraklarda Pre-Fd’nin gelismekte olan kloroplastlara
alimmin1  engelleyerek fotosentezi engelledigini  ve
gelismekte olan yapraklarda fotosentezi sinirlandirarak
hastalik olusumunu kolaylastirabildigini belirtmislerdir.

Sonug ve Tartisma

E. amylovora 'nin enfeksiyon siirecindeki, avirulenslik
genlerinin islevi, patojenisite faktorlerinin miktar1 ve T3SS
sisteminin patojen i¢in 6zel mekanizmasi heniiz tam olarak
anlagilamamigtir.  Bununla birlikte, sadece patojeni
tanmimak bu hastalik ile miicadele etmek igin yeterli
degildir. Bu nedenle konukguyu tanimaya yonelik
molekiiler markerlarin mevcudiyeti ve konukgunun
genetik haritasi, direng genlerinin ve hastaliga 06zgi
lokuslarin belirlenmesine olanak saglayacaktir.

Ayrica ates yanikligina karst konukgunun direnci
arttrmak i¢in farkli mekanizmalar mevcuttur. Bunlar
enfeksiyondan sonra bitki igindeki patojenin gelisimini
engelleyerek bitki ve patojen arasinda uyumsuz
etkilegsimler  iiretmeyi amaclamaktadir. Bitkide
dayanikliligi artirmak i¢in Attacin, cecropin ve lizozim,
konukgu bitkide antimikrobiyal proteinlerin {retimini,
depolimeraz geni bakteriyel patojenisite faktorlerinin
engellenmesini ve PR, DIPM, HIPM ve HarpN gibi
proteinler dogal bitki savunmasimin gelistirilmesinde rol
oynamaktadir.

Bitki patojen arasindaki etkilesimin anlasilabilmesi igin
konuk¢uda patojeni taniyan proteinlerin yani sira patojen
enfeksiyonu sonucu olusan sinyal sistemi ve bitki savunma
mekanizmasinda etkili olan proteinlerin  galisiimasi
gerekmektedir (Cetin ve Bastas, 2015). Bu bilgiler 1s1ginda
da ates yanikligina kars1 konuk¢unun direncini arttirmak
icin farkl stratejiler gelistirilerek, dayanikli/toleransh
elmalarin gelistirmesine imkan saglayacaktir.
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