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Domateste Bakteriyel Solgunluk ve Kanser Hastalik etmeni Clavibacter michiganensis
subsp.michiganensis (Cmm) olup hastalik etmeni 6zellikle domateste 6nemli {iriin kayiplarina
neden olmaktadir. Bakteriyel hastalik etmeni tohum kaynakli bir etmen oldugundan yapilan
kiiltiirel onlemler tek basina yetersiz kalmakta kimyasal kullanimini artirmaktadir. Hastaligin
kontrolii i¢cin dayaniklilik genleri tasiyan domates bitkilerinin gelistirilmesi hastaligin %100
genetik kontroliinli saglayacak ve tarimsal iiretimin g¢evre iizerindeki olumsuz baskisini
azaltacaktir.

Tokat ili karasal iklim ile karadeniz nemli ikliminin birlestigi ve bakteriyel kanser hastalik
etmenin ihtiyag duydugu tiim sartlar1 igermektedir. Bu amagla ¢alismada Tokat ili domates
yetistiriciligi yapilan alanlarda 2008 ve 2009 yillarinda hastalik etmeni Cmm’ nin rastlanma
sikligmi belirlemek amaciyla iki yillik siirveyler yapilmustir. ik yil siirvey calismalarinda
domates yetistiriciligi yapilan alanlardan 44 adet bakteri izolat1 elde edilerek izolatlarda
yapilan biyokimyasal analizler sonucunda Cmm hastalik etmeni bulunamamustir. Ikinci yil
stirvey caligmalar1 domates arazilerinden 55 tarlada yiiriitiilmiis, bunlardan 39 ayr1 bolgeden
toplanan 6zellikle solgunluk belirtisi gosteren bitkilerden elde edilen 39 adet bakteri izolati
molekiiler analizlerden gecirilmis, izole edilen bakterilerden 3 adetinin Cmm oldugu
bulunmustur. Bu sonuglar Tokat ili domates iiretim alanlarinda 2009 yil1 bakteriyel kanser
hastaliginin %1,65’lik bir siklikta oldugunu ortaya koymustur.

Bakteriyel kanser etmenine karsi dayanikli domatesler elde edebilmek icin hassas EBR3
domates hattt mutasyona ugratilarak olusturulan M2 mutant populasyonunda bitkiler
patojenisite testlerinden gecirilmistir. Patojenisite testlerinden gegirilen 300 adet M2 mutant
domates bitkisinden 25 adeti bakteriyel kanser hastalik etmeninden etkilenmemis ve M3
mutant populasyonu i¢in tohumlar1 alinmistir. Bakteriyel kanser hastaligina dayanikl kiiltiir
domatesi olusturabilmek icin genotip iizerinde yapilan tek baz ¢iftinden (single base pairs)
olusan mutasyonlar sonucunda bulunan 25 adet M2 domates bitkisi ileride yapilacak
calismalar i¢in ¢ok 6nemli sonuglar vermektedir.

2010, 67 sayfa
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PREVALENCE OF TOMATO BACTERIAL CANCER DIiSEASES iN PRODUCTION
FiELD OF TOKAT AND DETERMINATION OF TOMATOES EBR3 MUTANTS
REACTION AGAINST THIS DiSEASES
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Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ozer CALIS

Tomato Bacterial Wilt and Canker Disease caused by Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm) reasons significant crop loss especially on tomatoes. The bacterial
canker is seedborn disease; however, cultural management is insufficient to control the
disease and chemical applications slightly increase to control the bacterial pathogen. Tomato
plants containing disease resistant genes are able to ensure resistance the bacterial disease in
100% efficency and the genetical control prevents environment from unwanted chemical
applications.

Continental and humid black sea climates meet at Tokat, therefore, the climatic factors
encourage the bacterial canker disease. Two year survey programs have established to
investigate prevalence of bacterial Cmm for 2008 and 2009 years in tomato grown areas at
Tokat. In the first year surveys 44 bacterial isolates were collected and analyzed with
biochemical tests analysis, none of the bacterial isolates was found as Cmm. In the second
year surveys, 39 bacterial isolates were collected from tomaato fields. All 39 isolates were
anlyzed with molecular test and 3 of them were found as Cmm. These results revaled that
tomato grown areas of Tokat province infected with bacterial canker where bacterial canker
density was %1,65.

To obtain resistant tomatoes, tomato cultivars were tested in pathogenicty tests. A susceptible
EBR3 tomato line was mutagenised and all produced M2 mutant plants were inoculated with
Cmm?2 bacteria. The pathogenicity tests have shown that 25 M2 tomato mutant plants were
resistant among 500 M2 seedlings. Bacterial canker resistant 25 M2 tomato mutant plants
have single base pair mutation in their genotypes, the mutations will be further anayzed in
future studies.

2010, 67 pages
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1. GIRIS

Anavatan1 Giliney Amerika’nin orta ve giiney kisimlar1 oldugu bilinen domates
(Lycopersicon esculentum L.) diinyada tarimi en fazla yapilan sebzelerden biridir.
Kiiltiir domatesi Amerika’dan Avrupa’ya, oradan da Afrika’ya ge¢mistir. Bugiin kiiltiirti
yapilmis olan domateslerin L. hirsitum, L . peruvianum ve L. pimpinellifolium’ dan
faydalanilarak gelistirildigi, ana materyalin ise L. peruvianum oldugu bilinmektedir
(Vural ve ark., 2000). Taze olarak tiiketilmesinin yaninda domates islenmis {iriin olarak
sofralarimizda sal¢a, domates kurusu, domates suyu ve konserve olarak yer almakla
birlikte insan beslenmesinde de olduk¢a Onemli bir yere sahiptir (Topkaya, 2008).
Domatesin 100 gr.” da 0,55 mg. vitamin B6, 1000 IU vitamin A ve 0,10 mg. Vitamin
B1 ile 21 mg. Vitamin C vardir. Bu degerler bir yetiskinin giinde 4-5 adet domates
yemesi halinde giinliik vitamin gereksinimini karsilayabilecegi gergegini ortaya
koymaktadir (Sevgican, 1981). Kalori degerinin diisiik olmasi1 taze domatesi iyi bir
rejim besini haline getirmistir. Domatesin beyin hiicrelerinin yaglanmasini yavaslattigi,
bagisiklik sistemini gii¢lendirdigi, kireclenmeyi onledigi, saglar1 ve cildi giizellestirdigi,
kalp hastaliklar1 ve kansere karsi koruyucu etkisinin oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya

konmustur (Sevgican, 1999).

Diinya taze domates iiretimine bakildiginda diinya genelinde yaklasik 126 milyon ton
taze domates lretilmektedir. Ancak iiretimin tamami taze olarak tiiketilmemektedir.
2006 y1ilinda endiistriye yonelik olarak yaklasik 30 milyon ton domates tiretilirken, 2008
yilinda yaklasik 36,5 milyon ton domates {iretilmistir. Diinya taze domates ihracat1 2007
yilinda 5,6 milyon tondur. Tiirkiye 2007 yili verilerine gore diinya taze domates
thracatinda 370.613 ton ile 5. siradadir (Anonim, 2007). Tiirkiye’ de toplam sebze
tiretiminin yaklasik % 38’ ini domates olusturmaktadir. Diinya taze domates {iretimi
igerisinde Tiirkiye FAO’ nun 2008 yil1 verilerine gore 260 bin hektar ( ha ) alanda 9,9
milyon ton ( t ) domates iiretimi ile 3. sirada yer almaktadir (Anonim, 2008). Uretilen
domatesin % 80’ 1 taze olarak tiiketilmekte % 20’ si ise isleme endiistrisine
gonderilmektedir. iklim kosullar1 agisindan pek segici olmayan domates Tiirkiye’nin
hemen her bolgesinde yetistirilmektedir. Ozellikle Giiney Marmara, Ege, Akdeniz
Bolgelerindeki ¢ogu ilde tiretimi yapilan sebzenin iiretimi giderek artmaktadir. Bunda

iilkemiz dogal kosullarinin domates yetistirilmesi i¢cin son derece uygun olmasinin



yaninda 6zellikle 1960’11 yillardan sonra hizla bu sebzeyi isleyecek sanayinin kurulmus,
ilerleyen yillarda ¢esitlenmis olmasi da etkili olmustur (Doganay, 1992).

Arastirma sahamiz olan Tokat ili Tiirkiye’ de domates tarimi yapilan illerden en
onemlilerinden birini olusturmaktadir. 2007 yilinda Tiirkiye domates iiretiminde
yaklasik %7’lik, Diinya domates iiretiminde ise yaklasik % 0,5’lik bir paya sahip olan
ilimizde 8571.2 ha alanda yaklasik 510 bin ton {iretim gerceklestirilmistir (Anonim,
2007). Ozellikle 1994 yilindan itibaren baslatilan ¢alismalarla dis pazar isteklerine
uygun ¢esitlerin  dreticilere kazandirilmis olmasi  giiniimiizde Tokat ilinde
gerceklestirilen liretimi elde edilen verim miktarin1 Diinya ve Tiirkiye ortalamasinin
tizerine c¢ikarmistir (Yirtidir ve Akkurt, 2008). Ilik ve sicak iklim meyvesi olan
domates, sicaklik degerleri agisindan minimum 16 °C, maksimum 35 °C’ de normal
gelisimini slirdiirebilir. Tokat’in sahip oldugu sicaklik ve yagis degerleri domates
tarimina oldukga miisaittir. Tokat’in uygun dogal kosullar1 hemen her ilgede bu sebzenin
liretimine olanak saglamis olsa da pazarlama sorununun ¢6ziildiigii, sulanabilen ovalik

alanlarda yogun bir iiretim gergeklestirilmektedir (Yiiridiir ve Akkurt, 2008).

Cizelge 1.1. Tokatta Domates Uretim Alam ve Uretim Miktarinin Ilgelere Gore Dagilimi
(2007)

ilceler Ekilen alan (ha) Uretim (ton)
Merkez 1916 149.739,26
Almus 150 3.000,00
Artova 1 30,00
Basciftlik - -
Erbaa 865 45.250,00
Niksar 1900 51.500,00
Pazar 1650 117.500,00
Resadiye 13 195,00
Sulusaray 0.2 72,00
Turhal 2036 141.440,00
Yesilyurt - -
Zile 40 2.000,00
TOPLAM 8571.2 510.726,26




2007 yilinda 8571,2 ha olan domates iiretim alanlarinin yaklasik % 97’ si ve tiretiminin
yaklasik % 99’ u Merkez, Erbaa, Niksar, Pazar, Turhal ilgeleri tarafindan karsilanmustir.
Tokat iklimsel olarak hem Karadeniz hem de karasal iklimin sicak ve nemli 6zelliklerini
gosterdigi icin bu derece onemli olan iirlinde hastaliklarin salgin halinde goriilmesi

kaginilmazdir.

Domateslerde fungal ve viral etmenlerin yani sira pek ¢ok bakteriyel etmende onemli
irtin kayiplarina neden olmaktadir (Karaca ve Saygili, 1982). Bu bakteriyel
hastaliklardan biride Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis ve
ark.,’in (Cmm) neden oldugu bakteriyel solgunluk hastaligidir. Bakteriyel solgunluk
hastaligi tohum kaynakli olmasi nedeniyle savasi gii¢ hastaliklardandir (Smith ve
Jensen, 1982; Gitaitis, 1991; Agarwal ve Sinclair, 1997; Erkan, 1998). Etmen domates
bitkisi disinda fasulye, bezelye, misirda da {iriin kayiplarina neden olmaktadir. Patojen
1910 yilinda A.B.D’ de ilk rapor edilisinden bu yana tiim Diinya’ya yayilmus, tarla ve
seradaki domateslerde ciddi kayiplara neden olmustur (Hayward ve Waterson, 1964).
Tokgoniil (1998)° iin bildirdigine gore iilkemizde bakteriyel kanser hastaliginin varligi
ilk olarak I¢ Anadolu Bélgesinde (Bremer ve ark, 1952) saptandiktan sonra , Giiney
Dogu Anadolu (Bremer ve ark.,1952), Marmara (Karahan, 1965) ve Ege bdlgesinde
(Karaca ve Saygili 1977) tespit edilmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda etmen Dogu
Akdeniz (Cmar, 1980), Bat1 Akdeniz (Basim ve ark., 2004) ve Dogu Anadolu (Sahin ve

ark., 2002) bolgelerinde domates iiretim alanlarinda belirlenmistir.

Bakteriyel kanser hastaligi domatesin tohum kaynakli en 6nemli hastaliklarindandir.
Cmm tarafindan olusturulan hastalik ilk olarak, iletim dokularinin bakterilerce isgal
edilmesi sonucu olusan ilk goriiniir belirti diyebilecegimiz solgunluk seklinde ortaya
cikar. Bu hastalikta bitkinin bir tarafi soldugu halde diger tarafi saglikli goriilebilir.
Etmen govde, meyve ve iletim demetlerinde renk degisikligi, govdede catlama
seklindeki kanserlere ve sonunda bitkinin 6liimiine neden olan sistemik simptomlarin
yani sira meyveler lizerinde 3-6 mm. ¢apli ortas1 kahverengi ve ¢evresi beyaz bir hale
ile gevrili kus gozii lekeleri olarak bilinen simptomlar gdsterir (Ozaktan ve Bora , 1991).
Yaprakta da genelde kenar kisimlarda yaniklik seklinde belirtiler olusur. Hastalik kopek
lizimii gibi Solanaceae familyasi liyelerinde de yasayabilir. Nem, etmenin bitkiyi

hastalandirabilmesi i¢in 6nemli bir etkendir (Fatmi ve Schaad, 1988).



Hastalia kars1 alinabilecek miicadele Onlemleri, Domates Bakteriyel Solgunluk
Hastaliginin primer inokulum kaynaginin tohum kabugu veya embriyoda bulunan
bakteri olmasi nedeniyle tohumdaki patojeni elemine etmeye yonelik olmalidir
(Ozaktan ve Bora, 1991). Ancak uygulanabilirligi kabul edilmis olan tohum
uygulamalar1 da Cmm’ e karsi her zaman etkili olmayabilir (Thyr ve ark., 1973;
Shoemaker ve Echandi, 1976). Ayn1 zamanda kiiltiirel 6nlemlerin tek basina yetersiz
olusu ciftgileri yogun olarak kimyasal kullanimina yoneltmektedir. Kimyasallarin
kullanim1 kolay uygulanabilirligi, ¢cabuk ve gozle goriilebilir sonuclar vermesi gibi
Ozelliklere sahip olmasina ragmen hem iiriin maliyetini artirmast hem de ¢evre ve 6teki
canlilara verebilecegi zararlar yiiziinden her gegen giin kisitlanmaktadir (Ozcan ve ark.,

2001).

Bu bilgiler dogrultusunda bu c¢alismada ilk olarak Tokat ikliminin sicak ve nemli
Ozellikler gostermesi  ve domates tohumlarinin ozellikle Antalya bolgesindeki
firmalardan temin edilmesi ile tohum kaynakli olan domates bakteriyel solgunlugu
hastaliginin varliginin tespit edilmesi amaciyla 2008-2009 déoneminde Tokat ili Merkez,
Kazova, Erbaa, Niksar bolgelerinde siirvey calismalari yapilmistir. Projenin ikinci
asamasinda Cmm2’ ye karst hassas olan hatlar patojenisite testleri yapilarak
belirlenmistir. Bu hassas kiiltiir domatesleri mutasyona ugratilarak bitkilerde hastaliga

kars1 dayaniklilik elde edilmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1.  Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis ve ark.,

hakkinda genel bilgiler

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ; Prokaryota alemi, Firmicutes bolimi,
Thallobacteria sifi, Microbacteriaceae familyasi, Clavibacter cinsi igerisinde yer alir
(Agrios, 1997). Etmen Erwin F. Smith tarafindan yaklasik 50 yil Corynebacterium
michiganense olarak adlandirilmis, 1980’lerde patojenin hiicre duvart yapisi ile ilgili
olarak yeni bilgilere dayanilarak Clavibacter smifi igerisinde yeniden siniflandirma

yapilmis ve Cmm olarak isimlendirilmistir (Gleason ve ark., 1993).

Cmm’ nin sebep oldugu Domates Bakteriyel Kanser hastaliginin birincil inokulum
kaynaginin tohum oldugu bilinmektedir. Etmenin bulagik meyve etinin ekstraksiyon
islemi sirasinda tohumlari ytizeysel olarak bulastirabildigi ve tohumdan kotiledonu daha

sonrada vaskiiler dokuyu kapladig: bilinmektedir (Ozaktan ve Bora, 1991).

Bazi aragtiricilar Cmm i¢in topraginda inokulum kaynagi oldugunu ve etmenin toprakta
belirli kosullarda canliligini siirdiirebildigini belirtmislerdir. Ciccarone ve Carili (1948)
bu etmenin toprakta 4 yil siireyle canli kalabildigini belirtmislerdir. Cmm’ nin ikincil
bulagma kaynaginin ise budama, koltuk alma gibi kiiltiirel islemlerle birlikte yagmur, su
ve pestisit damlaciklarinin oldugu belirtilmektedir. Dick (1981) kis1 toprakta geciren

bakterinin meyve lizerinde lekelenmelere sahip oldugunu saptamiglardir.

Cmm domates bitkisinin her doneminde belirti olusturan bir hastaliktir. Bu belirtiler
bitkinin enfekte oldugundaki yasina, enfeksiyon sekline ve c¢evre faktorlerine baglidir.
Cmm; aerobik, gram pozitif, coryneform ¢ubuk, 0.6-0.7 p x 0.7-1.2 p biiytikliikte, tek
veya ‘V’ seklinde ciftler halinde bulunan, hareketsiz, spor olusturmayan, kemoorgano
ototrofik, glikozdan ve diger baz1 karbonhidratlardan zayif asit olusturan, optimum
gelisme sicakligr 20-29 °C olan, 35 °C’ nin istiinde ¢ok nadir gelisme gosterebilen,

katalaz pozitif, oksidaz negatif bakteriyel bir organizmadir (Holt ve ark., 1994).

Hastalik simptomlar1 sistemik veya lokalize olmus enfeksiyonlardan meydana
gelmelerine gore farklilik gostermektedir. Belirtilerin nedeni genelde sistemik

enfeksiyonlardir. Sekonder enfeksiyonlardan meydana gelenler genelde smirh



kalmaktadir. Enfeksiyon tohum veya acilan yaralar yolu ile direkt iletim demetleri
dokusu igerisine taginan inokulumdan meydana gelirse sistemik enfeksiyonlarin
simptomlar1 olugur ve hastalik ilk olarak solgunlukla kendini gostermeye baslar. Bitkiler
sistemik olarak enfektelendigi zaman geng fideler hizla solar ve ¢oker, yasl bitkilerde
ise solgunluk simptomlar1 yavas ve asama asama gerceklesir. Enfekteli gdvdelerde
iletim demetleri sarimsit bir renk bozulmasi gosterir, daha sonra kahverengiye doner,
ozellikle dikey catlak gévdelerde ki bogumlarda bu durum agik¢a goriilebilir. Hastalik
adin1 spesifik kosullar altinda gelisen govde solgunluklarindan alir. Patojen ksilemden
floem ve parankima hiicrelerine yayildigi i¢in hasta gévdede agik sar1 kahverengi
cizgiler seklinde belirti olusturur. Bu ¢izgiler gittikge koyulasir ve bazen catlaklar agilir,
koyu kahverengi yapilar 6z ve nekrozda biiyiik nekrozlarin agiga ¢ikmasiyla sonuglanir.
Eger patojen dogal agikliklardan ve yaralardan giris yapmigsa, ilk olarak nekrozlar ve
yaprak lekeleri ile kendini gosteren lokalize olmus simptomlar goriiliir. Yaprakciklarin
kenar nekrozlar1 genellikle lokalize olmus enfeksiyonlarin ilk simptomlaridir. Bazen
‘'yvanmis faz" olarak belirtilen bu goriiniim ilk olarak kahverengilik, alt yaprakcik
kenarlarinin kurumasi olarak baglar. Bazen de ince, sar1 bir doku ile ¢evrilerek yesil
kisimdan ayrilir. Nekrotik alan gittikce genisler, yapragin ve zamanla biitiin gévdenin

bliziilmesine neden olur (Yildiz, 2007).

Meyvelerde kus gozii lekesi olarak bilinen ve taze olarak tiiketilen meyvenin pazar
degerini disiiren kiiclik, beyaz hale ile cevrili kahverengi lezyonlar etmenin lokalize
olmus enfeksiyonunda goriilmektedir. Enfeksiyonun ilerleyen agamalarinda ise meyve
iletim demetlerinde sarilasma ve kahverengilesme goriilmektedir. Etmen Solanaceae
familyasindan domates, biber, patlican gibi tiirlerde hastalik olustursa da domates

ekonomik anlamda 6nemli oldugu tek kiiltiir bitkisidir (Yildiz, 2007).

Hastalik ile miicadelede en etkin yontem baslangic inokulumunu azaltmaktir. Temiz
iretim alanlaria hastalik, tohum ve fideler yolu ile tagindigi i¢in temiz tohum ve fide
kullanimi en etkin miicadele seklidir. Domateslerde budama ve koltuk alma
islemlerinde kullanilan budama makaslar1 her bitkiden bitkiye geciste % 1 * lik NaOCl
stispansiyonuna daldirilarak dezenfeksiyon saglanmalidir (Gitaitis, 1991). Hastalikli
bitkiler iiretim alanindan uzaklastirilmali ve yakilmahidir. Eger hasta bitkiler iretim

alaninda var ise bunlarin budama ve koltuk alma iglemleri en sona birakilmalidir. Dikim



ve lretim esnasinda kullanilacak biitiin malzemeler (saksi, sirik, ip vs.) % 2-5 oraninda
ticari formalin i¢inde 1 saat siire ile tutulduktan sonra 24 saat siireyle plastik torba
ierisinde tutularak kapali halde birakilmalidir. Uretim alaninda ikincil yayilmalari en
aza indirebilmek icin bitkiler 1slak halde iken herhangi bir kiiltiirel islem
yapilmamalidir. Bulasik alanlarda Solanaceae familyasina dahil olmayan bitkiler ile
iiriin rotasyonu yapmak toprakta bulunan inokulumun azaltilmasinda Onemlidir
(Gitaitis, 1991). Uretim alanlarinda &zellikle fidelik ve seralarda iyi havalandirma
yapilarak asirt nem birikimi Onlenmelidir. Bulasik sera topragi eger yeniden

kullanilacak ise mutlaka sterilize edilmelidir.

Hastalik ile miicadelede etkili bir kimyasal uygulamasi yoktur. Fakat 6zellikle ortii alt1
domates yetistiriciliginde budama ve koltuk alma islemlerinden sonra bakir uygulamasi
hastaliga girig kapisi olabilecek yara yerlerinin kapanmasini saglamakta, 5-7 giin ara ile
yapilacak bakirli preparat uygulamalari ile yaklasik hastalik % 50 oraninda
azaltilabilmektedir (Ozaktan ve Bora, 1991).

Domates tohumlarinin ekimden dnce 54-56 °C’ deki suya 20 dakika daldirilmasi ya da
meyve eti ile domates tohumlarinin 72 saat siireyle fermantasyonunun tohumdaki
patojeni elimine ettigi belirlenmistir (Ozaktan ve Bora, 1991). Tohuma sulandirilmig
hidroklorik asit, kalsiyum hipoklorit veya sicak su uygulamalariyla hastalik yok
edilebilir. Antagonist bakterilerin hastalik gelisimini temiz toprakta % 46-100, bulasik
toprakta ise % 65-100 arasinda degisen oranlarda engelledigi saptanmistir (Tokgoniil ve
Cinar, 1999). Son dénemde arastirilan konulardan biri de farkli maddelerin Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis aktivitesi iizerine olan etkisidir. Polen ve propolis
ekstraktinin Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’ e kars1 antibakteriyel etki
gosterdigi belirlenmistir (Basim ve ark., 2005). Ayrica cesitli kekik tiirlerinde bulunan
ucucu yaglarin da patojene karsi antibakteriyel aktivite gosterdigi yapilan ¢aligmalarla
ortaya konmustur. (Kizil ve Uyar, 2006). Etmen ile miicadelede arastirilan alternatif
yontemlerden biri de ¢alisilmaya baglanan Bitki Biiyiime Diizenleyici Rizobakterilerle

(PGPR) biyolojik miicadele olanagidir. (Yildiz, 2007).



2.2.  C. m. subsp. michiganensis’ in yayginhg ile ilgili yapilan ¢caliymalar

Diinyada domates tliretiminin yapildigi hemen hemen her alanda goriilen ve iiretimi
siirlayan en Onemli bir bakteriyel etmen olan Cmm ilk olarak 20. ylizyilin baginda
A.B.D.” de saptanmistir (Gleason ve ark., 1993). Avusturya, Beyaz Rusya, Bel¢ika,
Bulgaristan, Cek Cumbhuriyeti, Misir, Fransa, Almanya, Yunanistan, Macaristan, Irlanda
Cumbhuriyeti , Israil, Italya, Liibnan, Litvanya, Fas, Hollanda, Norveg (eredike edilmis),
Polonya, Portekiz (eredike edilmis), Romanya, Rusya, Slovenya, Ispanya, Isvicre,
Tunus, Ukrayna, Ermenistan, Azerbaycan, Cin (ge¢miste bulunmus ancak daha sonra
tespit edilememis), Hindistan, iran, Japonya, Kenya, Kuzey Afrika, Kanada, A.B.D,
Meksika, Avusturalya ve Yeni Zelanda’ da Cmm’ nin varligi1 rapor edilmistir. Etmenin
varligt son olarak 1999 yilinda Tanzanya’da (Black ve ark., 1999), 2000 yilinda
Kibris’da (Ioannou ve ark., 2000), 2004 yilinda ise Endonezya’da bildirilmistir (Anwar
ve ark., 2004; Yildiz, 2007).

Cmm domateslerde hem kalite hem de kantite de azalmaya neden olmaktadir. Etmenin
A.B.D.” nin Midwest (1930’ lu ve 1980’ 1i yillar), Ontario (1960’ 1 ve 1980’ 1i yillar)
ve Kuzey Carolina (1960’ l1 yillar) eyaletlerinde farkli yillarda meydana getirdigi
epidemilerde {iretici bazinda % 80’ nin {izerinde, bdlgesel olarak ise % 5-10 oraninda

tiriin kaybina neden oldugu saptanmistir (Yildiz, 2007).

Hindistan’ 1 farkli bolgelerinde yapilan bir ¢calismada elde edilen domates tohumlarinin
Cmm ile dogal bulagikliginin 6énemli bir tehlike olusturdugu saptanmistir (Nedumaran

ve Vidhyasekaran, 1982, 1982a).

Ulkemizde domates yetistiriciliginin yapildigi her bdlgede goriilebilen Cmm ilk kez
Bremer ve ark., (1952) tarafindan Ankara ilinde tespit edilmistir. Sonraki yillarda
Karahan (1965), i¢ ve Giiney Anadolu’ da, Karaca ve Saygili (1977), Marmara ve Ege
Bolgesi’nde, Ulukus (1982), Elazig, Diyarbakir ve Mardin’ de, Cinar (1980), Cukurova
Bolgesi’nde, Oktem (1985), Ankara ve Eskisehir’ de bulundugunu bildirmislerdir.
(Akat, 2008).

Hastaligin Ankara ilinde %0.5 ile %23 arasinda bir yayginlik gosterdigi tespit edilmis,
ancak bazi ilgelerde %100 bulasik tarlalara da rastlanmistir (Oktem, 1984).



Orta Anadolu Bolgesi’'nde Afyon, Ankara, Bolu, Burdur, Cankiri, Eskisehir, Isparta,
Kayseri, Kirsehir, Konya, Nevsehir, Nigde, Yozgat ve Zonguldak olmak iizere 14 ilde
domates ekim alanlarinda domates bakteri hastaliklar1 siirveyi yapilmistir. Siirveyler
sonucunda Afyon digindaki illerde 97 tarlada Domates Bakteriyel Kanser Hastaligina
rastlanmistir. Hastalik sirayla Isparta (%5.25), Yozgat (%4.67), Ankara (%3.71),
Cankir1 (%1.8) ve Nigde (%]1.4) illerinde oldukca yiiksek oranda goriilmiis, diger illerde
ise %0.07-0.71 arasinda degisen oranlarda saptanmistir (Ozy1lmaz, 2001).

Kahveci ve Giircan (1993) yaptiklar1 ¢alismada Antalya (Alanya, Elmali, Kas, Korkuteli,
Kumluca, Manavgat, Merkez ve Serik ilgeleri) ilinde incelenen sera ve tarla
domateslerinde solgunluk gdsteren bitkilerden izole edilen 72 adet bakteri izolatini
yaptiklari testler sonucunda Cmm olarak tanilamiglardir.

Yapilan bir ¢alismada Dogu Anadolu Bélgesi’'nde Oltu, Ispir ve Yusufeli ilgelerinde
Target ¢esidi ticari domates iretimi yapilan 6 farkli tretim alaninda hastalik
yayginliginin % 100 oldugu bildirilmistir. Arastiricilar elde ettikleri izolatlar1 yaptiklar
biyokimyasal testler ve yag asit metil ester analizleri sonucunda Cmm olarak

saptamislardir (Sahin ve ark., 2002; Yildiz, 2007).

Basim (2002) tarafindan yapilan bir ¢calismada Isparta ili ve ¢evresinde ortii alt1 domates
tiretim alanlarinin bakteriyel hastaliklar yoniinden incelenmesi sonucunda 40 seranin
Cmm ile bulasik oldugu saptanmistir. Batt Akdeniz Bolgesi’nde Isparta (Kegiborlu,
Candir ve Seyhler ilgeleri) ve Antalya (Serik, Aksu, Kumluca, Derme ve Kinik ilgeleri)
illerinde ortli alti domates yetistiriciligi yapilan iiretim alanlarinin bakteriyel hastaliklar
yoniinden incelenmesi sonucunda % 26 ve % 65 arasinda degisen oranlarda Cmm ile

bulasik oldugu saptanmistir (Basim ve ark., 2004).

Yildiz (2007) 'nin Cukurova Boélgesi’nde yaptig1 arazi siirveyleri sonucu hasta domates
bitkilerinden yapilan izolasyonlarda domates bitkilerinin yogun bicimde Cmm etmeni
ile bulasik oldugunu tespit etmistir. Calismada Adana, Mersin, Antalya, Bursa, Artvin
ve Izmir illerinde domates iiretim alanlarinda siirveyler yapilmistir. Siirvey yapilan
iiretim alanlarinda simptomolojik olarak yapilan gdzlemler sonucunda bakteriyel kanser

hastaliginin goriildigii yillarda % 15-25 arasinda degisen oranlarda yaygimlik gosterdigi
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belirlenmistir. Ozellikle bir dnceki iiretim sezonunda hastalik saptanmis ve yayginlik

oraninin % 70-80’lere vardig1 saptanmustir.

Ozyilmaz (2001)’m yaptig1 bir ¢alismada 2000 yili giiz dénemi (Kasim-Aralik)’nde
inceledikleri toplam 91 domates serasindan 8’ inde bakteriyel hastalik belirtilerine
rastlamis, bunlardan aldiklar1 6rneklerden yapilan izolasyon c¢aligmalarinda 11 izolat
elde etmislerdir. Cine ilgesinde 2 (% 1- % 10), incirliova ilgesinde 1 olmak iizere 3
serada Bakteriyel Kanser hastaligi belirtilerine rastlamislardir. Arastirict elde ettigi

izolatlar1 yaptiklar testler sonucunda Cmm olarak saptamustir.

2.3.  Bitki patojeni bakterilerin tanilanmasi ve karakterizasyonu

Diinya niifusuna yetecek gida maddelerinin iiretimi, kiiltiir bitkilerinin yetistirildigi
alanlarin genisletilmesi ve birim alandan alinacak olan verim miktarni artirmak
amaciyla kullanilan uygulamalarla gerceklestirilebilir. Bu uygulamalar igerisinde en
onemlilerinden birisi modern bitki koruma yontemlerinin kullanilmasidir. Bu sayede
uygun olmayan cevre kosullarinin, hastalik, zararli ve yabanci otlarin olusturacagi
kayiplar en az diizeye indirilebilecektir (Doken, 2000). Patojenlerin tanilarinin dogru
olarak yapilmasi, patojen popiilasyonlar1 igerisindeki varyasyonlarin tespit edilmesi,
patojenlerin inokulum kaynaklarinin saptanmasi, yayilma sekli ve yollarinin
belirlenmesi ve bunlara bagli olarak da miicadele yontemlerinin belirlenmesi igin
mikrobiyal tan1 yOntemlerinin kullanilmas1  gerekmektedir (Donmez, 2004).

Mikroorganizmalarin tanilanmasinda klasik ve molekiiler sistemler kullanilmaktadir.

2.3.1. Klasik yontemler

Mikroorganizmalarin tanisi, molekiiler biyoloji tekniklerinin gelistirilmesine kadar
klasik metotlarla yapilmistir. Bu metotlarla mikroorganizmalarin morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal ve patolojik karakterlerinden faydalanilmistir. Klasik tani yontemleri
genellikle birbirlerinden bagimsiz olarak kullanilamamakta ve her birisi kendisinden
baska alternatif sistemlere ihtiya¢ duymaktadir. Uzun siireli deneylere, fazla is giiciine,
yetismis arastirmacilara ihtiyag olusturmasi ve alinan sonuclarin farkli yorumlara acik

olusu klasik testlerin dezavantajlar1 arasindadir (Miller ve Joaquim, 1993). Son yillarda



11

molekiiler biyoloji alanindaki ilerlemeler, yeni mikrobiyal tan1 tekniklerinin
gelistirilmesini hizlandirmis, buna bagh olarak da molekiiler yontemler gelistirilmis ve

kullanima sunulmustur (D6nmez, 2004).

2.3.2. Molekiiler yontemler

Molekiiler yontemler karbonhidratlari, lipidleri, proteinleri ve genetik materyalleri
(DNA ve RNA) caligma materyali olarak kabul etmekte ve bunlardan birinin veya
kombinasyonlarinin kullanimi ile mikroorganizmalarin tani1 ve karakterizasyonunun
yapilmasini saglamaktadir (Manceau ve Horvais, 1997). Metabolik enzim profillerinin
belirlenmesi (Biolog), yag asit analizleri (Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi), serolojik
teknikler  (Agliitinasyon, Immunofluorescence, Dot Immunobinding Assay,
Immunoblot, Radioimmunoassay, Enzim-Linked Immunosorbent Assay: ELISA), gen
amplifikasyonu ve genetik profiller (Randomly Amplified Polimorphic Detection =
RAPD, Restriction Fragment Length Polymorphism = RFLP, Repetitive Extragenic
Palindromic = Rep-PCR, Enterobacterial Repetitive Intragenic Consensus = Eric-PCR,
rDNA-PCR, Box -PCR, Spesifik PCR) gibi elektroforetik yontemler son yillarda sik
olarak kullanilan molekiiler metotlar olmustur. Bu yontemlerin her birisi tek basina,
alternatifsiz olarak kullanilabilmekte, kisa zamanda c¢ok sayida ornek tiir alt1 seviyede
tanilanabilmektedir. Elde edilen sonuglar oldukc¢a hassas ve giivenilirdir (Donmez,
2004). Ancak sistemlerin pahali olmasi ve deneyimli elemanlar tarafindan yapilmasi
gerekliligi bu yontemlerin dezavantajidir. Biolog, Mikrobiyal Identifikasyon, Polimeraz
Zincir Reaksiyonu ve Seroloji testleri son yillarda yaygin olarak kullanilan molekiiler

tan1 yontemleri olarak bilinmektedir (Dénmez, 2004).

2.3.2.1. Biyolog sistem

Mikroorganizmalarin c¢esitli karbon kaynaklarmi enerji kaynagi olarak kullanma
ihtiyacinda gdosterdigi farkliliklar tam1 ve karakterizasyonda kullanilabilmektedir.
Mikroorganizmalarin farkli karbon kaynaklarini (basit sekerler, alkoller, amino asitler,

deterjanlar, amino asit benzeri molekiiller) kullaniminda gosterdikleri farkliliklar



12

metabolik profil olarak adlandirilmakta ve profildeki bu farkliliklar sahip olduklar
metabolik enzimlerin gesitliligine bagl olarak degiskenlik gostermektedir (Black ve
Sweetmore 1994, Hobbie ve ark., 2003). Mikroorganizmalarin tasidigi bu enzim
farklilig1 ise onlarin familya diizeyinden baslayip alt tiir seviyesine kadar devam

etmektedir (Miller ve ark., 1993; Konopka ve ark., 1998).

Bu sekilde metabolik farkliliklara gore tanilamada en yaygin olarak kullanilan sistem
Biolog mikroplate sistemidir (Donmez, 2004). Bilgisayar kontrollii ¢alisan Biolog
sistemi; turbitimetre, kinetik okuyucu ve bilgisayar sistemi olmak iizere 3 ana par¢adan
olugmaktadir (Kingler ve ark., 1992). Ayrica mikroorganizmalar kendi aralarinda
gruplandirilmis (fungus, maya, anaerobik bakteri, GN bakteri, GP bakteri), her bir
mikroorganizma grubu igin belirleyici olan karbon kaynaklarindan olusan farkl
mikroplateler olusturulmustur. Mikroplatelerin iizerlerindeki ¢ukurcuklardan bir
tanesine negatif kontrol olarak sadece su, diger 95 cukurcugun her birisine ise farkli bir
karbon kaynag1 kodlanmis ve redox boyasi olarak da tetrazolium violet ilave edilmistir
(Garland ve Mills, 1991; Bernards ve ark., 1995; Garland, 1996). Hazirlanan
mikroorganizma siispansiyonlarimin mikroplateler lizerindeki farkli karbon kaynaklari
ile kodlanmis ¢ukurlara verilmesi sonucunda, onlarin karbon substratlarini kullanima
bagl olarak ortamda organik asit igerikli metabolitler iiretilmekte ve ortam asidik
ozellik kazanmaktadir. Olusan asit ise pH indikatorii boyalar ile reaksiyona girmekte ve
sonuglar renklenme seklinde gézlenmektedir. Kullanilan karbon substratlarinda goriilen
renk degisikligi otomatik bir plate okuyucusu yardimi ile degerlendirildikten sonra her
organizmanin karbon — kullanim profili (metabolik profili) belirlenmektedir (Miller ve
ark., 1993; Konopka ve ark, 1998). Elde edilen bu veriler kullanilarak,
mikroorganizmalar ait olduklar1 gruplar igerisinde, ticari kiitiiphaneleri bulunan
MicroLog paket programina bagli olarak cins, tiir ve tiir alt1 seviyede tanimlanmaktadir
(Fang ve ark., 2001). Analiz sonuglari, metabolik profil tablosu ve tani sonucu yazili
rapor halinde verildigi gibi sistemin genel hafizasina otomatik olarak kayit edilmekte ve
bu bilgilere istenilen zamanda ulasilarak tekrar yeni bir ¢ikt1 alinabilmektedir (Sahin,

2003).
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2.3.2.2. Mikrobiyal identifikasyon Sistem

Mikroorganizmalarin yag asitleri ¢esitliligi, karbon atomlarinin sayisina, bu atomlar
arasindaki ¢ift bag miktarma, ¢ift bagin hangi karbon atomlar1 arasinda olduguna ve
karbonlarin hidrojen atomlar1 tarafindan doyurulup doyurulmamalarina baglidir (Keha
ve Kiifrevioglu, 1997). Yag asidi profillerindeki farkliliklar ise dolayli olarak
mikroorganizmalar arasindaki genetiksel farkliligi ifade etmektedir (Sahin ve ark.,

2000; Fang ve ark., 2001).

Mikroorganizmalarin hiicre yapilarinda (sitoplazma ve membranda) fosfolipid,
glikolipid veya lipopolisakkarit olarak bulunan yag asitlerini, sayisina, ¢esitliligine ve
% miktarlarina gore tanilayan sistem 1985 yilinda gelistirilmistir (Miller ve Berger,
1985). Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi (MIS), bilgisayar kontroliinde caligmakta
olup, gaz kromatografisi, bu kromatografiyi besleyen gaz tanklar1 (hidrojen, azot ve
hava), bilgisayar lnitesi, bilgisayar iinitesi ile uyumlu ¢alisan kiitiiphaneler ve yazici
olmak iizere 5 kisimdan meydana gelmektedir (Lelliott ve Stead, 1987). Anaerobik ve
aerobik bakteriler, actinomycetes, maya ve gelismis funguslar bu sistem sayesinde

kolaylikla ve ¢ok kisa siirede tanimlanabilmektedir (Miller ve Berger, 1985).

2.3.2.3. Serolojik tam1 metotlari

Serolojik metotlar antijen-antikor iliskisine dayanan testleri icermekte ve bunlar
arasinda ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) hizli sonu¢ vermesi ve
uygulanabilirliginin kolaylig1 sayesinde fitopatolojide yaygin olarak kullanilmaktadir
(Miller ve Joaquim, 1993; Narayanasamy, 1997). ELISA, plateler iizerine kodlanan
antijenlerin, enzim kodlanmis antikorlarla tespit edilerek substrat ile reaksiyona
sokulmas1 sonucu elde edilen pozitif reaksiyonlarin renklenmis bir sekilde alindig
bilgisayar kontrollii bir sistemdir (Lelliott ve Stead, 1987). ELISA direkt ve indirekt
olmak tizere iki sekilde yapilabilmektedir. Bu konuda yiiriitiilen ¢aligmalar indirekt

ELISA’nin daha hassas bir yontem oldugunu gostermistir (Sahin, 2000).
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2.3.2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu ( PCR)

PCR (polimerase chain reaction) olarak tanimlanan yontem; genetik materyaller (DNA
ve RNA) iizerinde secilmis bir veya birden fazla bolgenin in vitro sartlar altinda
oligoniikleotit primer ve Taq polimeraz enzim kullanilarak bir otomatik termocycle

sistem (PCR aleti) yardimiyla amplifiye edilmesidir (Sahin ve ark., 2000).

PCR 1i¢ farkli basamaktan olusan reaksiyonlar zinciridir:
e PCR reaksiyonlar;; DNA ¢ift zincirinin birbirinden ayrildigi denatiirasyon

basamagi;
e Primerlerin tek zincirli DNA’ya yapistig1 baglanma (annealing) basamagi;

e Taq polimeraz enziminin niikleotidleri zincire ekledigi uzama (extension)

basamagindan olusmaktadir.

PCR ilk kez 1985°de Saiki ve arkadaslar tarafindan gelistirilmistir. Thermus aquaticus
bakterisinden yiiksek sicakliklara dayanikli Taq DNA polimeraz enziminin izole
edilmesi ve bu enzimin DNA amplifikasyonunda kullanilmast PCR’mn
uygulanabilirligini artirmistir (Narayanasamy 1997; Sahin ve ark., 2000; Dénmez,
2004). Bugiin birgok obligat fungal ve bakteriyel mikroorganizmalarin ve kiiltiir
ortamlarinda ¢ogaltilamayan patojenlerin olusturdugu hastaliklarin teshisi PCR ile
kolayca yapilabilmektedir. PCR, tohum safliginin belirlenmesinde, ¢esitli tiirlerin
tanisinda ve tiirler arasindaki genetik akrabaligin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Ar1,

1999).

Patojen-konukcu arasindaki uyumlu reaksiyonu kodlayan bazi genler (patojenite,
viriilanslik, aviriilanslik, toksin, enzim ve hormon iiretimini kodlayan) vardir. Farkli
patojenlerde bu tiir genlerin baz dizilisleri, genlerin kromozom iizerindeki dagilimlari
ve tekrarlanma sikliklar1 hakkinda elde edilen genetik bilgiler patojenin kimligini
aciklamaktadir. O nedenle yukarida bahsedilen genlerden bir veya bir kag1 igin spesifik
olarak sentezlenen oligoniikleotit primerler yardimu ile farkli patojenlerden izole edilen
genetik materyaller PCR ile kolayca amplifiye edilmektedir. Daha sonra elde edilen

PCR firtinlerinin agaroz jel iizerinde elektroforez edilmesiyle patojene spesifik bant
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veya bant profilleri belirlenerek hastaliga neden olan etmenin tanisi ve ayn1i zamanda da

hastaligin teshisi yapilmaktadir (Sahin ve ark., 2000).

2.4. C. m. subsp. michiganensis’ in izolasyonu ve tamsi ile ilgili cahismalar

Kahveci ve Giircan (1993) Antalya ilinde yaptiklar1 siirveyler sonucu topladiklari
hastalikli bitki 6rneklerini naylon torbalara koyarak izolasyon yapilincaya kadar + 4 °C’
de saklamislardir. izolasyon igin bitkilerin yaprak veya yaprakcik sapindan aldiklari
doku parcalarini ezerek steril distile su ile hazirlanan siispansiyondan GYCA besi yerine
0ze ile ¢izgi ekimi yapilmis ve besi yerlerini 27 °C’ de inkubasyona birakmiglardir (Fahy
ve Persley, 1983). Yaprak ve meyve lekeleri bulunan bitkilerden de tek bir lekeyi igeren
doku pargasindan hazirlanan siispansiyon KBA (King’ s Medium B Agar)’ a ekilmis ve
25 °C’ de gelistirmislerdir. GYCA besi yerinde gelisen sar1 ve KBA besi yerinde gelisen
floresan pigment olusturan koloniler saflastirildiktan sonra GYCA egik besi yerinde + 4
°C’ de saklanmigtir. Patojenisite testleri sonucunda bakterilerin tanilanmasi amactyla
Gram Boyama, % 3’ lik KOH testi, hareketlilik, GYCA’ da pigmentasyon, koloni
ozellikleri ve gelisme hizi, KingB besi yerinde floresan pigment olusumu, NSA’ da levan
olusumu, glikozun oksidatif/fermantatif metabolizmasi, jelatinin hidrolizi testleri

yapilmistir (Fahy ve Persley, 1983).

Balkan (1987) etmenin izolasyonunda yar1 secici ortam olan SCM (semiselective
medium for Cmm)’ nin basar ile kullanilabilecegini bildirmistir. Gleason (1993)’ {in
bildirdigine gdre patojen igin yar1 segici 6zellik gosteren diger bir besi yeri olan KBTS
besi yerinin daha hizli koloni gelisimine olanak verdigi ve SCM besi yerinden daha

duyarlt oldugunu bildirmistir.

Kaaya ve Mortensen (1993) Cmm ’ nin domates tohumlarindan izolasyonunda 6nce
tohumlar1 3 saat 5 °C’ de inkiibe etmisler ardindan 1 saat siireyle ¢alkalamiglardir. Daha
sonra silizerek santrifiij etmisler ve elde ettikleri pelletleri KB, PF, PFCC, NA, NAD,
CKTM ve SCM besi yerlerine yaymiglardir. Yapilan ¢alismada SCM besi yeri en duyarl
besi yeri olarak saptanmustir. Ayrica arastiricilar elde ettikleri izolatlar1 Das-ELISA

yardimi ile de Cmm olarak tanilamiglardir.
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Diinya’ da Cmm’ nin izolasyonu i¢in yar1 segici besi yerleri ile bircok aragtirma
yapilmistir. Ozyilmaz (2001) in bildirdigine gore bu arastirmalar sonucunda D2 (Kado
ve Heskett, 1970), D2an (Hwanger, 1975), SCM (Fatmi ve Schaad, 1988), KBT ve
mSCM (Waters ve Bolkan, 1992) yar1 secici besi yerleri gelistirilmistir.

Fatmi ve Schaad (1988) yapmis olduklar1 ¢aligmada Domateste Bakteriyel Kanseri
etmeni Cmm’in tohumdan tespitine yonelik SCM adi verilen bir yar1 segici besi yeri
gelistirmislerdir. Gelistirmis olduklar1 bu yeni segici besi yerinin testlenen 34 adet Cmm
izolatinin karsilagtirma ortami nutrient broth yeast ekstrakt (NBY)’a gore %85—132
oraninda gelismesine miisade ettigini ve saprofitik karakterli bakterilerin gelismesini

de %98 oraninda engelledigini bulmuslardir.

Yildiz (2007)’ 1n bildirdigine gore yapilan bir calismada, dort giinlik domates
fidelerinin tam gelismis kotiledon yapraklarina, en az 105 hiicre/ml yogunlukta
hazirlanan Cmm soliisyonu pamuklu bir ¢ubuk yardimiyla siiriildiikten sonra, 26 °C’ de
yaklagik %50 -70 nispi nem iceren iklim odasi kosullarinda 3-4 giin inkiibe edildiginde

yapraklarda beyazimsi sigil benzeri yapilarin olustugunu bildirilmistir.

Etmenin tanilanmasinda serolojik bir yontem olan ELISA testi de kullaniimaktadir.
Gitaitis ve ark., (1990) simptomsuz bitkilerde Cmm’in varliginin ELISA testi ile
belirlenebilecegini bildirmislerdir. Yapilan bir calismada ELISA testinde patojenin son
sulandirma noktasi 10’ hiicre/ml yogunluk olarak belirlenmistir. Arastiricilar domates
tohumlarindan ve bulasik topraktan elde ettikleri izolatlart ELISA yontemini kullanarak

tanilamiglardir (Yildiz, 2007).

Etmenin tanilanmasinda kullanilan serolojik yontemlerden biride immunofluorescence
(IF) yontemidir. Gleason (1993)’ un bildirdigine gore IF ve seroloji ile agar ortami
tizerinde gelismenin birlestirildigi bir diger yonteminde, diger bitki patojenlerinde
oldugu gibi Cmm’ nin izolasyonunda da yiiksek secicilik ve duyarlilik gosterdigi

saptanmustir.
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Cmm’ nin PCR testi ile saptanmasi1 amaciyla Santos ve ark., (1997) tarafindan CM3 -
5’CCT CGT GAG TGC CGG GAA CGT ATC 3’ ve CM4 - 5* CCA CGG TGG TTG
ATG CTC GCG AGA T 3’ primer ¢ifti, Louws ve ark., (1999) tarafindan ise CMMS5-5’
GCGAATAAGCCCATATCAA 3° ve CMM6-5’CGTCAGGAGGTTCGCTAATA 3°
primer ¢ifti gelistirilmistir (Y1ildiz, 2007).

Burokiene (2006) domates fidelerinde Cmm’in neden oldugu enfeksiyonun erken
donemde tanilanabilmesi i¢in Bio-PCR’1n kullanim olanaklarini aragtirmigtir. Arastirici
CMM-5 ve CMM-6 primerlerini kullandig1 Bio-PCR ¢alismasi sonucunda bu teknigin
seciciliginin yiiksek, hizli ve giivenilir oldugunu, saglikli domates bitkilerine patojenin
yayilmasini erken donemde Onlemede kullanilabilecegini bildirmistir. Yapilan tani
calismalarinda viriilent Cmm izolatlarin1 ayirt etmek icin PCR testinde kullanilan
primer dizilerinin pat-1 geni lizerinde bulunan baz dilimlerine goére dizayn edildigini
bildirmislerdir (Y1ildiz, 2007).

Bach ve ark., (2003) ise fitopatojenik C. michiganensis alt tiirlerinin farkliliklarmin ve

niteliklerinin belirlenmesi i¢in TagMan-PCR protokolii olusturmusglardir.

Yapilan bir caligmada g¢esitli firmalardan temin edilen 75 tohum O6rnegini ISTA
(International Seed Testing Association) prosediirlerine gore testlenmis ve elde edilen
izolatlar biyokimyasal testler, PCR testi ve Immunofloresan boyama testi ile Cmm

olarak saptanmistir. (Geylani ve ark., 2005).

Hiicre duvari yapisinda 2,4-diaminobutrikasit bulunan, yiiksek Guanin/Sitozin oranina
sahip gram pozitif bitki patojenlerini iceren Clavibacter cinsi serolojik ve molekiiler
testler ile {i¢ ana gruba ayrilmistir. 1. grupta C. michiganensis (C. m. ssp. michiganensis,
C. m. ssp nebraskensis, C. m. ssp sepedonicus, C. m. ssp tessellarius ve C. m. ssp
insidious alt tiirlerini icermektedir), 2. grupta otsu bitkilerde zamklanma olusturan tiirler
(C. iranicus, C. rathayi, C. tritici ve C. toxicus), 3. grupta ise ksileme yerlesen C. xyli (C.
x. ssp. xyli ve C. x. ssp cynodontis) alt tiirleri yer almaktadir. Arastiricilar 6zellikle C.
michiganensis ve C. xyli alt tiirlerinin bitkilerde sik sik simptomsuz bulunmalar1 nedeni
ile tanmilanmalarinin zor olabilecegini saptamislar ve bu hastaliklarin kontroliiniin
saglanmast i¢in serolojik ve DNA temelli tanm1 sistemlerinin gelistirilmesinin gerekli

oldugunu bildirmislerdir (Y1ildiz, 2007).
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Etmenin tanilanmasinda kullanilan yontemlerden biride yag asit analizleriyle ilgili
yapilan ¢aligmalardir. Gitaitis ve Breaver (1990) etmenin yag asit metil ester (FAME)
profillerinin kiitliphanesini olusturmuslardir. Arastirmacilar tohumlardan ve domates
bitkilerinden elde etmis olduklar1 tiirlerin igerdigi yag asit metil ester oranlarinda
bulunan farkliliklar1 belirlemislerdir. Bu analiz ile biitiin izolatlarin Cmm olarak
tanilanmasi, asir1 duyarlilik reaksiyonu ve patojenite testlerinin de pozitif sonug
vermesiyle sonuclanmistir. Cmm’ ninde i¢inde bulundugu gram-pozitif bakteriler igin
spesifik BIOLOG test platelerinin dizayn edilmesi ile etmenin karakterizasyonu igin

gereken siirenin daha da kisaldigi bildirilmistir (Gleason, 1993).

Ozyillmaz (2001)’ in yaptiklar1 arazi sdrveyleri sonucunda inceledikleri seralardan
toplanan izolatlara gram boyama, tiitinde asirt duyarlilik testleri yapmiglar ve bu
testlerin sonucunda izolatlarin hepsini gram pozitif oldugunu bazilarinin da asirt

duyarlilik reaksiyonu verdigini saptamislardir.

Yildiz (2007) tarafindan yapilan c¢alismada Cukurova Bolgesi’nde domates liretimi
yapilan tarla ve seralardan elde ettikleri bakteri izolatlar1 YDC besi yerinde
gelistirilmistir. Elde ettikleri izolatlar ile yapilan patojenisite testlerinin pozitif sonuglar
vermesiyle tipik hastalik simptomu gosteren bitkilerden yapilan re-izolasyonlarla tekrar
re-izolat elde etmislerdir. Arastirmacinin bu izolatlar1 tanilamak amaciyla koloni
gelisimi , potasyum hidroksit testi, asir1 duyarlilik testi gibi caligmalar yapmistir. Ayni
zamanda bu geleneksel tan1 yontemlerini desteklemek amaciyla Indirect-ELISA, PCR
testi, yag asit metil ester analizi gibi testlerde yapmuiglardir. Bu testler sonucunda

izolatlarin Cmm olarak tanilamiglardir.

2.5. Hastaliklara dayanikh bitki kullanim

Yerlesik yasamin baglayip ilk insanlarin tarim hayatina gegisleri, patojenler ile kiiltiir
bitkileri arasinda yakin bir iligkinin baslangicini olusturmustur. Bu yakin iligki bazen
hastalik salginlarinin ortaya ¢ikarak tiim iirlinlin kullanilmayacak duruma gelmesine ve
bunun sonucunda da bir ¢ok insanin yasamini yitirdigi kitliklarin goriilmesine neden

olmustur. Uriinleri hastalik ve zararlilarin verebilecegi zararlardan korumak icin bir ¢ok
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yontem kullanilmasina ragmen hastaliklar halen kiiltiir bitkilerini tehdit edici boyuttadir.
Hastaliklar iirlin miktarin1 diisiirmekle birlikte ayn1 zamanda {iriiniin kalitesini de
etkilemektedir. Hastaliklarin yaptig1 zararlar1 dnlemek icin bir ¢ok durumda kimyasallar
kullanilsa bile bitki hastaliklarinin olusturacagi zarar tamamen Onlenemez. Ustelik
kimyasallarin kullanim1 hem iirlin maliyetini artirmas1 hem de ¢evreye ve oteki canlilara

verebilecegi zarar yiiziinden her gegen giin kisitlanmaktadir (Ozcan ve ark., 2001).

Son yillarda molekiiler biyoloji alanindaki yeni gelismeler ile birlikte hastalik, zararli ve
kotii gevre kosullaria karsi saptanan dayaniklilik genlerinin kolayca ve kisa zamanda
cok sayida kiiltiir bitkisine aktarilma imkani veren bir teknoloji gelistirilmistir. Bu
nedenle zirai miicadele ¢alismalarinda da bakteriyel patojenlere kars1 dayaniklilik geni
bulunduran kiiltiir veya yabani bitki tiirlerinin belirlenmesi iizerine yapilan arastirmalar
artmistir (Schuster ve ark., 1983, Silva ve ark., 1989). Dayaniklilik ¢aligmalar1 bitki
genotiplerinde var olan ve bir veya birden fazla gen tarafindan kontrol edilen
dayanikliligin tespit edilmesi, bu dayaniklilig1 veren genlerin klonlanmasi ve agronomik
Ozellikleri ¢ok iyi olan bitkilere klonlanan genlerin transferini igermektedir (Agrios,
1997).1963° te Vanderplank yapilan biitiin epidemiyolojik c¢aligmalari incelemis
bitkilerdeki dayaniklilik mekanizmasini 2 kisimda toplamistir (D6nmez, 2004).

o Irk spesifik dayamikhihk ( Vertikal dayaniklilik, Qualitative dayaniklilik )

Tek gen tarafindan kontrol edilen dayaniklilik mekanizmasidir. Bu dayaniklilik tipinde
bitkide simptom gelisimi goriilmez. Dayaniklilik fenotipik olarak asir1 duyarlilik
(Hypersensitive Response=HR) seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Irk spesifik dayaniklilikta
bitki ile patojen arasindaki dayaniklilik mekanizmasi “gen igin gen” hipotezine dayali
oldugu i¢in stirdiiriilebilir bir dayaniklilik degildir ve patojendeki aviriilans geni ya da
bitkideki dayaniklilik geni kisa siirede kirilabilmektedir. Ancak genin yerinin tespiti
kolay oldugu i¢in biyoteknolojik yontemlerle klonlanmasi ve bitkiler arasi transferi

daha kolay ve basarili olmaktadir (D6nmez, 2004).
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e Irk spesifik olmayan dayamkhhk (Horizantal dayaniklilik, Quantitative
dayaniklilik )

Birden fazla gen ve cevresel faktorlerin ortak katkisi ile kontrol edilen dayaniklilik
mekanizmasidir. Her bir gen belirli oranlarda dayaniklihiga katki saglamaktadir. Bu
dayaniklilik patojenin bir bireyine veya irk grubuna karsilik degil patojenin biitiin
izolat/irk/strainlerine kars1 etkili bir dayanikliliktir. Irk spesifik olmayan dayaniklilik
mekanizmasinda simptom olusumu az da olsa vardir ancak bitki bunu tolere
edebilmektedir. Uzun silire kalict olan bir dayanikliliktir ve kirilmasit c¢ok zordur.
Konuke¢u dayaniklilik mekanizmasi ¢ok sayida genin ortak katkisi ile kontrol edildigi

icin mutasyonlara dayali dayanikliligin kirilmasi s6z konusu degildir. (Dénmez, 2004).

Bitkisel iiretimde arzulanan iiretim artislarinin gergeklestirilebilmesi igin yapilacak
caligmalarin basinda ya ekim alanlarinin genisletilmesi ya da birim alan veriminin
artirilmasi gelir. Verimin artirilmasinda 6nemli olan etkenlerden birisi hastaliklara karsi
dayamkli bitkilerin kullanimidir. Ulkemizde geyrek yiizyil dncesine kadar daha gok
ekim alani artistyla gerceklestirilen iiretim artiglari, daha sonraki caligmalarda birim
alan veriminin artirilmasina yoneltilmistir. Bu konuda yapilacak ¢aligmalarda, degisik
1slah  yontemleriyle genetik yapilart  farkli  yeni genotiplerin elde edilmesi

amagclanmaktadir (Unver, 1989).

Yeni ¢esitlerin elde edilmesi amaciyla yapilacak 1slah ¢aligmalarinda ya dogada bulunan
ya da yapay olarak ortaya cikarilacak varyasyonlardan yararlanilir. Farkli genotiplerin
yaratilmasi i¢in bugiine kadar uygulanan islah yontemlerinin basinda melezleme
1slahinin geldigi bilinmektedir. Ancak son ¢eyrek yiizyilda uygulamaya konulan ve
islah¢ilarin  uygulamaya basladiklari mutasyon 1slaht dogrudan veya melezleme
1slahinin tamamlayicist olarak biiylik bir 6nem kazanmistir (Akbay, 1988). Mutasyon
islahinda temel ilke bitkilerin degisik kisimlarina farkli yontemlerle degisik
mutagenlerin farkli dozlarda uygulanarak olumlu veya olumsuz varyasyonlarin ortaya
¢ikarilmasidir. Onemli olan diger bir nokta ise bu varyasyonlar icinden uygun
yontemlerle amaca yonelik seleksiyonlarin yapilabilmesidir. Boylece elde edilen yeni
cesitlerin ekonomik amagcla iiretime alinmasi ya da mutantlarin melezleme 1slahinda

ebeveyn olarak kullanilmasi 1slah¢inin ulagsmak istedigi sonuctur (Unver 1989).



21

Mutasyon 1slahinda kullanilan mutagenler genelde fiziksel ve kimyasal olmak tizere iki
grupta toplanir. Kimyasal mutagenlerin tohumla iiretilen bitkilerde fiziksel mutagenlere
oranla daha yiliksek mutasyon frekansi olusturdugu bilinmektedir. Ancak tiim
mutagenlerin uygulandiklar1 bitkilerde fizyolojik zararlar olusturdugu ve asir1 doz

uygulamalarinda ise dliimlere neden oldugu bilinmektedir (Unver, 1989).

2.6. Bakteriyel Kanser Hastahig1 (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Smith) Davis ve ark.,)’ na karsi yapilmis olan dayamiklihik mekanizmalariyla

ilgili ¢calismalar

Bakteriyel kanser etmeni olan Cmm hem agik alanda hem de ortii altinda yapilan
domates yetistiriciliginde Onemli oranlarda verim kaybina neden olmaktadir. Bu
hastaligin zararim1 6nlemek i¢in kimyasallar kullanilsa bile bitkide olusturacagi zarar

tamamen Onlenemez.

Diinyanin cesitli tilkelerinde diger bir¢ok bitki patojenine karsi oldugu gibi Cmm’e kars1
da dayanikli ¢esitler hakkinda ¢aligsmalar yapilmustir.

Ulukus (1982) tarafindan Elazig, Mardin ve Diyarbakir illerinde yiiriitiilmiis olan bir
dayaniklilik caligmasinda 15 ¢esitten Siiper-1 ve Red top ¢esitlerinin hastaliga karsi
oldukg¢a hassas, buna kars1 Stipermarmande, P378RT17, Siiper-14, SC2121, Es-24, Cal-
Ace ve YF-134 cesitlerinin hastaliga daha az duyarli oldugu belirlenmistir. Ancak

hastaliga tam bagisik bir ¢esit saptanamamustir.

Cinar (1980) Cukurova Bolgesinde yaptig1 calismada 23 adet domates ¢esidini Cmm’e

dayaniklilik yoniinden incelemis ve 3 domates ¢esidini az duyarl olarak saptamistir.

Cmm’e dayanmikliligin kaynag1 daha ¢ok domatesin yabani akrabalarinda bulunmustur

(Thyr, 1968,1969).

Thyr ve Berry (1969) en yiiksek dayaniklilik seviyesinin Lycopersicum pimpinellifolium
ve L. hirsitum’ da bulundugunu belirtmiglerdir. Ancak bu kaynaklar dayanikliligin

sadece kismi bir seviyesine sahiptir.
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Lindhout ve Purimahua (1989) Cmm’e dayaniklilik i¢in L.peruvianum’ un 57 genotipini
taramislardir. Sadece 5 c¢esitin hastaliga karst1 daha az duyarli oldugunu tespit
etmislerdir. Dayanikli bulduklar1 ¢esitlerden olan LA2157 ve hassas ¢esit olan LA2172
hattini melezleyerek dayanikliligin kalittmini1 arastirmiglardir. Dayanikliligin kalitatif
bir oOzellikte oldugunu yani tek bir gen tarafindan kontrol edildigi sonucuna

varmiglardir.

Cmm’e kars1 dayanikliligi kontrol eden genler hakkinda farkli tahminler vardir. Bazi
yazarlar dayanikliligin tek bir gen tarafindan kontrol edildigi sonuglarin1 bulmus,
bazilar1 ise Cmm’e dayanikliligin kalitminin birden fazla gen tarafindan kontrol
edildigi yani kantitatif 6zellikte oldugunu 6ne siirerek bu durumun tiirlere gore farklilik

gosterdigini belirtmislerdir (Thry, 1969).

Coaker (2004) tarafindan yapilan bir ¢calismada Lycopersicon hirsutum un LA407 hatt1
Cmm’e karsi kismi bir dayanikliliga sahip oldugu yapilan patojenisite testleriyle
bulunmustur. Bu hattin genetik olarak 6zellikleri incelendiginde ise kantitatif 6zellikte

bir dayanikliliga sahip oldugu belirlenmistir.

Dayanikliligin genetik 06zelliklerinin saptanmasi yaninda hastaliga karst bitkinin

savunma sistemini artirmasi konusunda da ¢alismalar yapilmaktadir.

Bitkilerde dayanikliligin tesvik edilebilmesi i¢in biyotik uyaricilar (bakteri, fungus,
virlis ve nematodlar) yada abiyotik uyaricilar (salisilik asit, glisin, jasmonat, etilen ve
baz1 herbisitler) olduk¢a genis bir patojen dizisine karst pek cok kiiltiir bitkisinde
kullanilmigtir (Ozeretskovskaya, 1995).

Baysal ve Soylu (2003) tarafindan yapilan bir ¢aligmada bitki aktivatorii kullanilarak
domates bitkilerinde peroxidase, glutathione peroxidase, -chitinase, superoxide
dismutasu ve glutathione S-transferase enzimlerinin miktarlarin1 artirarak Cmm’e karsi
dayaniklilig tesvik ettigi ayrica uygulamalar sonucu bitkilerde hastalik siddetini %76,

bakteriyel gelismeyi ise %68 oraninda azalttig1 belirlenmistir.

Tiirkiisay ve Tosun (2005), bitki aktivatorii olarak bilinen hidrojen peroksit’ in in vivo
ve in vitro etkilerini degerlendirmistir. Bitki aktivatorii yardimiyla domatesin Cmm’e

kars1 etkililigin arttirilmasi ve uyarilan bitki savunma mekanizmasi enzimlerinde
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meydana gelen degisikliklerin saptanmasi amaciyla yapilan bu calismada hidrojen
peroksit’in laboratuar kosullarinda petrilere, tohumlar {izerine ve fidelere uygulamalari
gergeklestirilmistir. Bu denemede in vitro testlerde, bitki aktivatorii tarafindan Cmm’nin
koloni gelisimi %61.3 oraninda engellenmistir. Tohumlara yapay olarak Cmm
inokulasyonundan sonra uygulanan hidrojen peroksit muamelesi % 73.5’lik bir etki
saglamistir. Domates fidelerinde Cmm’nin engellenmesi amaciyla uygulanan
aktivatoriin etkisi incelendiginde ise patojenin etkisinin %70’lik bir oranda azaldig:

tespit edilmistir (Tirkiisay ve Tosun 2005).

Yapilan uygulamalar sonucunda Cmm ile enfekte edilmis olan bitkilerde savunma
tepkisinin bir gostergesi olarak peroksidaz enziminin spesifik aktivitesinde kontrol
grubuna oranla 6nemli artig saptanmistir. Bu calisma sonucunda bitkide peroksidaz
enziminin arttig1 goriilmiistiir. Savunma mekanizmasinin isleyisinde etkin olarak yer
alan peroksidaz enziminin bitkilerdeki ¢oklu savunma sisteminin énemli bir boliimiinii
olusturmaktadir ve bitkilerin cogunda kloroplastlarda sentezlenmektedir (Tiirkiisay ve

Tosun 2005).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. MATERYAL
3.1.1. Kullanilan fitopatojen bakteriler

Calismada 2008 ve 2009 yaz donemleri ayr1 ayr1 olmak iizere Tokat ili domates ekim
alan1 en fazla olan Merkez, Kazova, Niksar ve Erbaa ovalarinda domates tarlalarinda
stirvey yapilmistir. Tipik olarak solgunluk belirtisi gosteren bitki 6rnekleri toplanarak
bakteriler izole edilmistir. Elde edilen bakteri strainleri c¢alismamizin materyalini
olusturmaktadir. Ayni zamanda projenin ikinci kismini olusturan mutasyon
caligmalarinda kullanmak i¢in Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
etmeninin en viriilent ki olan Cmm2 Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Béliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Hiiseyin Basim tarafindan calismalarda

kullanilmak tizere hediye edilmistir.

3.1.2. Kullanilan test bitkileri

Calismada kullanilan domates NCEBR 1-6 hatlar1 Prof. Dr. Randy GARDNER(
Horticultural Science, North Caroline University, USA ) tarafindan, diger yabani
domates tohumlar1 ve kiiltiir domates tohumlar1 NC84173 California Universitesi
Tomato Genetics Resource merkezinden temin edilmistir. Asagidaki c¢izelgede

calismalarimizda kullanilan kiiltiir domateslerinin orijinleri verilmistir

Cizelge 3.1. Kullanilan test bitkileri, orijinleri ve Latince isimleri

Tohumun adi (Accession Orijini Latince ad1
No)
NC84173 Amerika L. esculentum
NC EBR-1 Amerika L. esculentum
NC EBR-2 Amerika L. esculentum
NC EBR-3 Amerika L. esculentum
NC EBR-4 Amerika L. esculentum
NC EBR-5 Amerika L. esculentum
NC EBR-6 Amerika L. esculentum
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3.1.3. Kullanmilan ¢ozelti ve besi yerlerinin hazirlanisi

1. Glikoz yeast carbonate agar (GYCA): 5 g glucose, 5 g yeast extract, 40 g calsium
carbonat sirasiyla tartilarak igerisine 1 L distile su eklenmistir. Karisimin PH’ 1 7.2 © ye
ayarlandi. Sonrasinda 15 g agar ilave edilmistir. Besi yeri 20 dk 1 atm basincta otoklav
edilmistir. Sogutulduktan sonra steril plastik petrilere dokiilerek ortamin donmasina izin

verilmistir.

2. Nutrient agar (NA): 28 g nutrient agar tartilarak icerisine 1 L distile su ilave
edilmistir. Besi yeri otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edilmistir. 45°C’ye kadar

sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek katilagsmaya birakilmistir.

3. Nutrient brooth (NB): 13 g nutrient broth tartilarak iizerine 1 L distile su ilave
edildikten sonra karisim otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edilmistir.

4. Lauryl broth (LB): 10 g pepton, 10 g NaCl ve 5 g yeast extract sirasiyla tartilarak
icerisine 1 L distile su eklenmistir. Stv1 besi yeri otoklavda 121 °C’de 15 dk steril

edilmistir.

5. % 30 ‘luk Gliserol: 70 ml steril distile su icerisine 30 ml gliserol eklendikten sonra

otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edilerek hazirlanmustir.

6. % 3’liik KOH cozeltisi: 3 g KOH 100 ml steril distile su igerisinde ¢oziilerek

hazirlanmustir.

7. Biolog Universal Growth Agar + % 0.025 Maltoz (BUG+M): 1 L distile su
icerisine besiyeri karisimi ilave edilerek otoklavda 121 °C’de 15 dk. steril edilmistir.
Sterilizasyon sonrast 45 °C’ye kadar sogutulan besiyeri steril petrilere dokiilmiis ve

katilagsmasi saglanmistir.

8. % 7lik H,0, Cozeltisii 7 ml H,O;’in hacmi steril saf su ile 100 ml’ye

tamamlanarak hazirlanmistir.

9. Trypticase soy broth agar (TSBA) besi yeri: 30 g Trypticase soy broth (BBL #
11768), 15 g graniile agar (BBL # 11849) 2 L’lik bir erlenmayer igerisindeki 1 L dH,O
icerisine ilave edilmistir, 1sitmalt magnetik karistiric1 iizerinde agar eriyinceye kadar

karistirilmistir. Daha sonra karisim 121 °C’de 15 psi basing altinda 15 dk siireyle
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otoklav edilmistir. Steril edilen ortam 60 °C’ ye ayarli su banyosunda sogutulduktan
sonra steril kabinde petrilere (100x15 mm) 20-25 ml’lik kisimlar halinde dokiiliip oda

sicakliginda katilagmaya birakilmistir.

10. Nutrient strach agar (NAS): 23 g nutrient agar (Difco) ve 10 g %1°lik nisasta 1 L
saf su igerisine konularak otoklavda 121 °C’de 15 dk. steril edilmistir. Sterilizasyon
sonrasit 45 °C’ye kadar sogutulan besi yeri steril petrilere dokiilmiis ve katilasmasi

saglanmistir.

11. Nutrient sukroz agar: 23 g nutrient agar (Difco) ve 50 g sukroz tartilmis, toplam
hacim saf su ile 1 L’ye tamamlanmigtir. Besi yeri otoklavda 121 °C’de 15 dk. steril
edildikten sonra 45 °C’ye kadar sogutulmus ve steril petrilere dokiilerek katilagmaya

birakilmistir.

12. % 0.85’lik NaCl ¢ozeltisi: 8.5 g NaCl’liin hacmi 1 L’ye tamamlanmigtir. Cozelti

otoklavda steril edilmistir.

13. %70’lik Etil alkol: 70 ml etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 ml’ye

tamamlanmustir.

14. Mutagenin (EMS) hazirlamisi: Calismada mutajen olarak Ethyl methano sulfonate
(EMS: Sigma) kulanilmis olup bu kimyasal bitki genomu iizerinde tek bazlik
mutasyonlar olusturmaktadir. EMS mutajeni %0.5’lik hazirlanmig olup 100 ml

dsH,O’ya 500 ul EMS ilave edilmistir.
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3.2. YONTEM

Bu calismada ilk olarak Tokat ili domates iiretim alanlarinda bakteriyel kanser
etmeninin varhigini belirlemek i¢in 2008 ve 2009 yaz donemleri boyunca , ikinci olarak
da bu hastalifa karst hassas homozigot domates c¢esidinde kimyasal mutasyonlar

olusturulup dayanikli mutant bitkileri arastirmak i¢in ¢aligmalar yapilmistir.

3.2.1. Hastalikh bitki érneklerinin araziden toplanmasi

2008 ve 2009 yil1 yaz donemlerinde Tokat ili domates ekim alan1 en fazla olan Kazova,
Niksar ve Erbaa ovalarinda domates tarlalar1 secilerek solgunluk belirtisi goriilen
hastalikli bitki ornekleri alinmistir. Bolgedeki varligini belirlemek amaciyla her 50
bitkiden bakteriyel solgunluk belirtisi gosteren bitkiler sayilmis arazideki hastalik
ylizdesi hesaplanarak kaydedilmistir. Alinan 6rnekler polietilen torbalara konulmus
araziye ait bilgiler (Ureticinin ismi, arazi alam, mevkii) yazilarak etiketlenmistir.
Toplanan 6rnekler buz kutusu igerisinde laboratuara getirilmis, izolasyon islemine kadar

+4°C°de saklanmustir.

3.2.2. Bakteri strainlerinin izolasyonu ve muhafazasi

Laboratuara getirilen hastalikli bitki 6rnekleri musluk suyunda yikandiktan sonra iletim
demetlerinden hastalikli ve saglikli kismi igeren 1-2 cm biiyiikliiglinde bitki parcgalar
kesilmistir. Bu pargalar yiizey dezenfeksiyonu icin %5’lik sodyum hipokloriir
cozeltisinde ve % 70’ lik alkol icerisinde 45 saniye (s) bekletildikten sonra 2 ayr distile
su icerisine 1-2 dakika (dk) birakilmistir. Daha sonra 3. distile su igerisinde yaklasik
yarim saat bekletilerek bakterilerin suya gecmesi saglanmistir. Bir 6ze dolusu bakterili
siispansiyon NA ve GYCA besi yeri igeren petrilere ¢izgi ekimiyle ¢izilmigtir. 25-28
C’ deki inkiibatérde 2-3 giin inkiibe edildikten sonra gelisen koloniler incelenmis ve
acik sar1 renkli koloni morfolojisine sahip olanlar saflagtirtlmigtir. 2008 yilinda yapilan
calisma sonucu elde edilen 44 adet bakteri ve 2009 yilinda elde edilen 39 adet bakteri
izolat1 teshis ¢alismalarinda kullanilmak {izere 500 pl %30 gliserol ve 500 pl Nutrient
Broth (NB) yada 500 pl Lauryl Broth (LB) igeren ependorf tiiplerinde stok haline
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getirilmistir. Bu stoklar — 80 °C' de buzdolabinda ileride yapilacak caligmalar igin

muhafaza edilmektedir.

3.2.3. Tamlamada kullanilan Biyokimyasal testler

2008 yilinda yapilan siirvey calismalari sonucunda elde edilen bakteri strainlerini
tamlamak amaciyla calismanin biyokimyasal test asamasi Atatiirk Universitesi Ziraat

Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Bakteriyoloji Laboratuarinda gergeklestirilmistir.

3.2.3.1. Gram reaksiyon testi

Bakteri strainlerinin hiicre duvarlarindaki farkliligin1 belirleyebilmek i¢in bir lam
tizerine, % 3’liik KOH c¢o6zeltisinden bir iki damla damlatilmistir. Ardindan GYCA
tizerinde gelistirilen 24-48 saatlik (sa) bakteri kiiltiirinden 6ze ile alinarak KOH
cozeltisi ile 5-10 s karistirildiktan sonra 6ze yukartya dogru kaldirilmistir. Gram negatif
Ozellikte olan mikroorganizmalarda hiicre duvarindaki peptidoglycan tabakasi tek katli
olup, takoik asit igermediginden KOH ile kolayca parcalanmis, sitoplazma sivist serbest
hale ge¢mistir. Bunun sonucunda da viskoz bir uzama goriilmiistiir. Hiicre duvari
ozelligi gram pozitif olan bakterilerde ise KOH-bakteri karigimi sulu bir sivi halinde

kalmis ve 6ze yukar1 dogru kaldirildiginda uzama gézlenmemistir (Saygili 1995).

Sekil 3.1. Gram reaksiyon testi sonucunda gram negatif 6zellik gosteren bakteride
meydana gelen viskoz bir uzama
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3.2.3.2. Katalaz testi

Katalaz, elektron transfer zincirinin sonunda agiga ¢ikan H,O, ‘in pargalanarak O, ve
H,0O’ya doniisiimiinii saglayan bir enzimdir. Katalaz enziminin varlik veya yoklugunu
belirlemek i¢in bakteri strainleri NA ortaminda gelistirilmistir. 24-48 sa’lik bakteri
kiiltiirtinden bir 6ze alinmis ve {lizerine 1 damla H,O; ilave edilmistir. Kabarcik olusumu
katalaz pozitif, olugsmamas1 ise katalaz negatif sonu¢ olarak degerlendirilmistir

(Klement ve ark., 1990).

Sekil 3.2. Katalaz testi sonucunda katalaz pozitif 6zellik gosteren bakteride meydana
gelen kabarcik olusumu

3.2.3.3. Oksidaz testi

Elektron transferinde bakterilerin cytochrome c proteinine sahip olup olmadiklar1 bu
testle saptanmistir. Solunum prosesinde cytochrome c proteini (oxidaz c) gorev almakta
ve elektron transfer sisteminde maddeleri birinden digerine indirgeyerek hiicresel enerji
(ATP) olusumuna neden olmaktadir. Test igin % 1 tetra methyl-p-phenylendiamine
dihydrochloride igeren diskler kullanilmistir. Bu diskler 1 damla sdH,O ile doyurulmusg
ve sonra iizerleri 24-48 sa’lik bakteri ile kaplanmistir. Gézlemlenen mavimsi-mor renk,
diskte kodlu olan kimyasal ile enzimin reaksiyona girdigini ve bakteride citocrome c
proteininin oldugunu ifade etmistir. Bu renk degisiminin olusmasi pozitif, olusmamasi
ise negatif sonu¢ olarak kabul edilmistir (Klement ve ark., 1990, Saygili 1995,
Narayanasamy 1997).
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Sekil 3.3. Oksidaz testi sonucu renk degisimi goriilen oksidaz pozitif bakteriler (A);

oksidaz testi sonucu renk degisimi olusturmayan negatif bakteriler (B; C).

3.2.3.4. Nisasta hidrolizi (Amilaz) testi

Nisasta molekiiliinii parcalayarak biyolojik enerjiye doniistiirmede gorev yapan amilaz
enziminin var olup olmadig bu testle belirlenmistir. NAS besi yerine bakteriler nokta
veya ¢izgi ekimle kontamine edilmistir. 2-7 gilinliik bir inkiibasyon sonrasinda bakteri
kolonisinin etrafinda goriilen renk agikligit veya hale amilaz pozitif olarak
degerlendirilmistir. Sonug ¢iplak gozle fark edilemediginde lugol soliisyonundan 5 ml
petrilere dokiilmiis ve mavi renk verenler negatif, mavi renk vermeyip ekim ¢izgileri
etrafinda agik renk hale verenler pozitif olarak tespit edilmistir (Klement. ve ark., 1990,

Saygili 1995, Narayanasamy 1997).
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Sekil 3.4. Lugol soliisyonu ile mavi renk olusumu goriilen negatif bakteriler (A); Lugol
soliisyonu ilave edildikten sonra bakteriler ¢cevresinde hale olusumu gosteren
amilaz pozitif (B) bakterilerin goriiniimdi.

3.2.3.5. Levan (Sukroz) testi

Bu teste nutrient sukroz agar besi yeri kullanilmistir. Kiiltiirler ¢izgi ekim seklinde
ekilerek 27 °C’de 5 giin inkiibe edilmistir. Levan sucrase enziminin sukrozu kullanmasi
sonucu olusan konveks, mukoid koloniler levan pozitif, konveks ve mukoid yapida
olmayan koloniler ise levan negatif olarak belirlenmistir (Klement ve ark., 1990, Lelliot

ve Stead 1987).
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(negatif) (pozitif)

Sekil 3.5. Levan sucrase enziminin sukrozu kullanmasi sonucu bakteri kolonilerin NSA
besi ortaminda gelisimi (solda) ve levan sucrase enzimine sahip olup NSA
besi yerinde mukoid bir kolani yapis1 gosteren bakterilerin gelisimi (sagda)

3.2.4. Tamlamada kullanilan molekiiler testler

3.2.4.1. BIOLOG testi

Biolog testi i¢in gram negatif ve gram pozitif hiicre yapisina sahip olan bakteriler
ayrilmistir. Bu amagla plateler icerisinde hazir olarak bulunan farkli karbon kaynaklari
lizerine ¢aligmalarda gram pozitif yada gram negatif olarak bulunan bakteriler ilave
edilmistir. Gram negatif ve gram pozitif strainler i¢in degerlendirilen 95 karbon kaynagi

iceren plateler asagidaki ¢izelgede verilmistir.
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Cizelge 3.2. Gram negatif strainler icin degerlendirilen 95 karbon kaynaginin
mikroplate’e kodlanisi

Al | Sterilsu B1 | [-Erythritol

A2 a-Cyclodextrin B2 D-Fructose

A3 Dextrin B3 L-Fucose

A4 Glycogen B4 | D-Galactose

A5 Tween 20 B5 | Gentiobiose

A6 Tween 80 B6 | a-D-Glucose

A7 N-Acetyl-D-Galactosamine B7 | m-Inositol

A8 N-Acetyl-D-Glucosamine B8 | a-D-Lactose

A9 Adonitol B9 | Lactulose

A10 | L-Arabinose B10 | Maltose

All | D-Arabitol B11 | D-Mannitol

A12 | D-Cellobiose B12 | D-Mannose

C1 D-Melibiose D1 | Acetic Acid

C2 B-Methyl-D-Glucoside D2 | Cis-Aconitic Acid

C3 D-Psicose D3 | Citric Acid

C4 D-Raffinose D4 | Formic Acid

C5 L-Rhamnose D5 | D-Galactonic Acid Lactone
Co6 D-Sorbitol D6 | D- Galacturonic Acid
C7 Sucrose D7 | D-Gluconic Acid

C8 D-Trehalose D8 | D- Glucosaminic Acid
9 Turanose D9 | D-GlucuronicAcid
C10 | Xylitol D10 | a-Hydroxybutyric Acid
C11 | Pyruvic Acid Methyl Ester D11 | B-Hydroxybutyric Acid
C12 | Succinic Acid Mono-Methyl Ester | D12 | y-Hydroxybutyric Acid




Cizelge 3.2. Devam ediyor..
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E1l p-Hydroxy-phenlyacetic Acid F1 Bromosuccinic Acid

E2 Itaconic Acid F2 Succinamic Acid

E3 a-Ketobutyric Acid F3 Glucuronamide

E4 a-Ketoglutaric Acid F4 L-Alaninamide

ES a-Ketovaleric Acid F5 D-Alanine

E6 D.K-Lactic Acid Fé6 L-Alanine

E7 Malonic Acid F7 | L-Alanyl-Glycine

ES8 Propionic Acid F8 L-Asparagine

E9 Quinic Acid F9 | L-Aspartic acid

E10 | D-Saccharic Acid F10 | L-Glutamic Acid

E11 | Sebacic Acid F11 | Glycyl-L-Aspartic Acid
E12 Succinic Acid F12 | Glycyl-L-Glutamic Acid
Gl L-Histidine H1 | Urocanic Acid

G2 Hydroxy-L-Proline H2 | Inosine

G3 L-Leucine H3 | Uridine

G4 L-Ornithine H4 | Thymidine

G5 L-Phenylalanine HS | Phenylethyl-amine

Go6 L-Proline H6 | Putrescine

G7 L-Pyroglutamic Acid H7 | 2-Aminoethanol

G8 D-Serine HS 2,3- Butanediol

G9 L-Serine H9 | Glycerol
G10 | L-Threonine H10 | D,L, a-Glycerol Phosphate
G11 | D,L-Camitine H11 | a-D-Glucose-1-Phosphate
G12 | y-Aminobutyric Acid H12 | D-Glucose-6- Phosphate
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Cizelge 3.3. Gram pozitif strainler i¢in degerlendirilen 95 karbon kaynaginin
mikroplate’e kodlanisi

Al Steril su B1 | L-Arabinose

A2 a-Cyclodextrin B2 D-Arabitol

A3 B- Cyclodextrin B3 | Arbutin

A4 Dextrin B4 | D-Cellobiose

AS Glycogen BS | D-Fructose

A6 Inulin B6 | L-Fucose

A7 Mannan B7 | D-Galactose

A8 Twen 40 B8 | D-Galacturunic Acid
A9 Twen 80 B9 | Gentiobiose

A10 | N-Acetyl-D-Glucosamine B10 | D-Gluconic Acid
All | N-Acetyl-B-D-Mannosamine B11 | a-D-Glucose

Al12 | Amygdalin B12 | M-Inositol

C1 a-D-Lactose D1 B-Methyl-D-Glucoside
C2 Lactulose D2 | o -Methyl-D-Mannoside
C3 Maltose D3 | Palatinose

C4 D-Maltotriose D4 | D-Psicose

C5 D-Mannitol D5 | D-Raffinose

Co6 D-Mannose D6 | L-Rhamnose

C7 D-Melezitose D7 | D-Ribose

C8 D-Melibiose D8 | Salicin

9 a -Methyl-D-Galactoside D9 | Sedoheptulosan

C10 | B-Methyl-D-Galactoside D10 | D-Sorbitol

C11 | 3-Methyl-D-Glucose D11 | Stachyose

C12 | a -Methyl-D-Glucoside D12 | Sucrose
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Cizelge 3.3. Devam ediyor..

E1l D-Tagatose F1 Lactamide

E2 D-Trehalose F2 | D-Lactic Acid Methyl Ester
E3 Turanose F3 | D-Lactic Acid

E4 Xylitol F4 D-Malic Acid

ES D-Xylose F5 | L-Malic Acid

E6 Acetic Acid F6 | Pyruvic Acid Methyl Ester

E7 a-Hydroxybutyric Acid F7 Succinic Acid Mono-Methyl Ester
ES8 B-Hydroxybutyric Acid F8 Propionic Acid

E9 y-Hydroxybutyric Acid F9 | Pyruvic Acid

E10 | p-Hydroxy-phenlyacetic Acid F10 | Succinamic Acid

E11 | a-Ketoglutaric Acid F11 | Succinic Acid

E12 a-Ketovaleric Acid F12 | N-Acetyl-L-Glutamic Acid
Gl L-Alaninamide H1 | Adenosine

G2 D- Alanine H2 | 2’-Deoxy Adenosine

G3 L-Alanine H3 | Inosine

G4 L-Alanyl-Glycine H4 | Thymidine

GS L-Asparagine H5 | Uridine

Go6 L-Glutamic Acid H6 | Adenosine-5’-Monophosphate
G7 Glycyl-L-Glutamic Acid H7 | Thymidine-5’-Monophosphate
G8 L-Pyroglutamic Acid H8 | Uridine-5’-Monophosphate
G9 L-Serine H9 | D-Fructose-6-Phasphate
G10 | Putrescine H10 | o-D-Glucose-1-Phosphate
G11 | 2,3-Butanediol H11 | D-Glucose-1-Phosphate
G12 | Glycerol H12 | D-L-a-Glycerol Phosphate
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BIOLOG test protokolii
Domates bitkisinden izole edilen bakteriyel strainlerin metabolik profillerinin
belirlenmesi, bu profillere gore tanilanmasi, tir ici ve tiirler arast metabolik

akrabaliklariin saptanmasi asagida anlatilan protokole gore yapilmistir.

1. Gram reaksiyon ozelliklerine gore mikroorganizmalar gruplara ayrilmis, gram negatif

olan bakteri strainleri TSA’a, gram pozitif olanlar ise ise BUG+M besi yerine ekilmistir.

2. 27 °C’de 16-24 sa siireyle kiiltiir ortaminda ¢ogaltilan canli hiicreler salina tampon

cozeltisi ( % 0.85’1lik NaCl ) icerisinde slispanse edilmistir.
3. Standart turbudity tiipline gore turbitimetre ile konsantrasyon ayarlamasi yapilmstir.

4. Yogunluklar1 ayarlanan mikroorganizma silispansiyonlarindan uygun mikroplate (
Biolog 3938 Trustway, Hayward, CA 94545, USA ) lizerindeki her bir ¢ukurcuga 150
ul eklenerek, plateler 4 saat siireyle 27 °C’de inkiibasyona birakilmistir.

5. Inkiibasyon sonras1 mikroplateler iizerinde gelisen metabolik reaksiyon renklenme
seklinde gozlenmistir. Test edilen mikroorganizmalarin metabolik reaksiyon profilleri
biolog kinetik (Program: Biolog MicroLog3 4.20, A;=405 nm A,=750 nm) ile

okunmustur.

6. Sistemin paket programindaki bilinen mikroorganizmalarin metabolik profilleri, test

edilen mikroorganizmalarin profilleri ile karsilagtirilarak tanisi yapilmustir.
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Sekil 3.7. Standart turbidity tiipline gore turbitimetre ile konsantrasyon ayarlamasi
yapilmasi
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Sekil 3.8. Yogunluklar1 ayarlanan siispansiyonlarin uygun mikroplateler tizerindeki

cukurcuklara yiiklenmesi

Sekil 3.9. Inkiibasyon sonras1 mikroplateler iizerinde gelisen metabolik reaksiyonun
renklenme seklinde goriilmesi ve mikroorganizmalarin metabolik reaksiyon

profillerinin okunmasi i¢in sisteme yerlestirilmesi
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Sekil 3.10. Sistemin paket programindaki bilinen mikroorganizmalarin metabolik
profillerinin test edilen mikroorganizmalarin profilleri ile karsilastirilmasi

3.2.5. Elde edilen bakteri strainlerinin teshis edilmesi

2009 yaz donemi yapilan siirvey caligmalart sonucunda 39 ayr1 bdlgeden alinan
hastalikli bitkilerden elde edilen 39 adet bakteri izolatinin tanilanmasi amaciyla
calismanin bu kismu Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii
Bakteriyoloji laboratuarinda Prof. Dr. Hiiseyin BASIM yonetiminde yiiriitilmiistiir. —
80 °C' de derin dondurucuda muhafaza edilen 39 adet bakteri izolati Cmm icin secici
besi yeri olan GYCA besi yeri igeren petrilere 3° lii ¢izgi ekimi ile ¢izilmistir. 25-28 °C’
deki inkiibatorde 2 giin birakilan petrilerde bakteri olusumu gozlenmistir. Bakteriler
gelistikten sonra kiiltlirlere gram reaksiyon testleri uygulanmistir. Gram pozitif olarak
belirlenen bakterilerden 6ze yardimiyla ¢ok az miktarda alinip igerisinde 700 pl distile
su bulunan ependorf tiiplere konularak bakteri soliisyonlar1 hazirlanmistir. Bu

siispansiyonlar bakterileri teshis etmek amaciyla PCR ¢aligmalarinda kullaniimistir.
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3.2.5.1. Master mix’in hazirlanmasi

Calismada 13 6rnek baz alinarak PCR’ 1 yapilacak her bir 6rnek i¢in 361.4 ul dH,0, 65
ul 10X, 39 ul MgCl,, 104 pl ANTP (deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP,
dTTP), 13 pl Primer 1 (CmmbJ), 13 pl Primer2 (Cmmé), 3.25 pl taq polimeraz ependorf
tiipe konularak mix elde edilmistir. 10 tane PCR tiipiine bir tanesi negatif kontrol olmak
tizere 4’ er ul bakteri soliisyonu koyulmustur. Negatif kontrole ise 4 ul dH,O

koyulmustur. Bakteri soliisyonlari iizerine 46 ul hazirlanmis olan PCR mix eklenmistir.

3.2.5.2. PCR programinin hazirlanmasi

PCR termocycler cihazinda 95 °C’ de denetiirasyon, 58 °C’ de anealing, 72 °C’ de
extention ve 72 °C’ de final programlari ayarlanarak hazirlanan ornekler cihaza

yerlestirilmistir. 1,5 saat boyunca iiriinler PCR cihazinda birakilmistir.

3.2.5.3. PCR iiriinlerinin Elektroforez jelde yiiriitiillmesi

Caligmada PCR f{irlinlerini goriintiileyebilmek i¢in drnekler hazirlanan %1°lik agaroz
jele yiiklenmistir. Yiikleme yapilmadan once PCR iiriinlerine 1 pl loading die
eklenmistir. Jel donduktan sonra ilk kuyucuga 1 kilobaz (kb)’lik PCR marker’dan
yuklenmistir. Diger kuyucuklara ise her bir 6rnek i¢in 51 pl PCR iiriinii yiiklenmistir.
Elektroforez jel diizenegi 120 volta ayarlanarak 6rnekler 1h 30 dk kosturulmustur.
Yiiriitme igleminden sonra jel, icerisinde etidium bromid bulunan 0.5 x TBE tamponlu
bir kaba alinarak 20 dk bekletilmistir. Jel {izerinde bulunan ve ethidium bromid ile
boyanan bantlar jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiillenmistir ve bilgisayar ortaminda

analiz edilmistir.
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Sekil 3.11. Bakteri 6rneklerinin PCR amplifikasyonundan sonra ilave edilen

loading boyasi ile birlikte hazirlanan % 1°lik agaroz jele yiiklenmesi

Sekil 3.12. Gram pozitif bulunan bakteri izolatlarinin PCR amplifikasyonundan sonra

%]1,5 lik agaroz jelde kosturulmasi (A); Kosturulan agaroz jelin ethidium
bromid ile boyandiktan sonra jel dokiimantasyon sisteminde

goriintiilenmesi ve analizleri (B).
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3.2.6. Cmm’ ye kars1 domates genotiplerinin reaksiyonlarinin belirlenmesi

Calismanin bu boliimiinde Cmm’ ye karsi hassas olarak bulunan domates ¢esitlerinde
olusturulacak kimyasal mutasyonlarla dayanikli mutant bitkileri belirlemek i¢in bitkiler

patojenisite testlerinden gecirilmislerdir.

3.2.6.1. Bitkilerin yetistirilmesi

Kiiltiir domatesi bitkilerinin tohumlar1 viyollere ekilerek 2-3 gercek yaprakli hale
gelince biiylik saksilara sasirtilmistir. Bu bitkiler Ziraat Fakiiltesi Biyoteknoloji

Laboratuar: serasinda kontrollii atmosfer sartlarinda yetistirilmistir.

3.2.6.2. Patojenisite testi

Patojenisite testleri hastalik etmeninin dayanikli ve hassas domates bitkilerini ortaya
koyabilmek i¢in yapilmistir. Bu amagcla steril sartlarda besi ortaminda gelistirilen Cmm2
izolatlar steril bir kiirdan yardimiyla domates fidelerinin govdelerine batirilarak inokule
edilmistir(Y1ldiz, 2007). Hassas domates cesitlerinden olan EBR3 hatt1 secilmis, bu
hattin kimyasal mutasyona ugratilarak dayanikli mutantlar elde etme amaciyla

caligmalar yuriitiilmiistiir.

Sekil 3.13. Steril sartlarda besi ortaminda gelistirilen Cmm?2 bakteri
izolatlarinin steril kiirdan yardimiyla domates fidelerinin
govdelerine ilistirilere inokulasyonlarin gerceklestirilmesi.
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3.2.6.3. EBR3 domates hattinin kimyasal mutasyona ugratilmasi

Cmm?2’ ye karsi hassas olan EBR3 domates hattinin mutasyona ugratilarak dayanikl
mutant tohumlarin elde edilmesi amaglanmustir. Oncelikle 200 adet domates tohumu 8-
10 saat boyunca islak kurutma kagidina konmustur. Daha sonra 20 ml. distile su
icerisine % 0,5 EMS soliisyonu hazirlanmig ve tohumlar 12 saat boyunca calkalayicida
bekletilmistir. EMS mutajeni C/G’ nin T/A’ ya doniisiimiine sebep olan bir bazlik
mutasyon olusturan bir kimyasaldir. Calkalayicida 12 saat karistiktan sonra tohumlar
EMS soliisyonu igerisinden alinarak ¢esme suyunda 10 dk. boyunca yikanmistir. EMS
soliisyonuna ise 150 ml. 1M NaOH ilave edilerek notr hale getirmek amaciyla bir giin
bekletilerek EMS ortamdan uzaklastirilmistir. Cesme suyunda yikanan tohumlar petri
icerisinde kurutma kagidi iizerine alinarak 1-2 saat kurutulmustur. Ayni giin icerisinde
tohumlar viyollere ekilerek sera sartlarinda yetistirilmistir. Mutant tohumlarin ekimden
8 giin sonra ¢imlendikleri gdzlenmistir. Mutasyona ugratilan 200 tohumdan tiimii
ekilmig, 191 tanesi ¢imlenerek saksilara sasirtilmis, geri kalan tohumlarda ¢imlenme

olmamustir.
3.2.6.4. M2 bitki tohumlarinin eldesi ve bitkilerin Cmm2 ile inokulasyonu

Ekilen M1 bitkileri kontrollii sartlar altinda biiyiitiilerek meyvelerinden 3600 adet M2
bitki tohumu elde edilmistir. Elde edilen M2 bitki tohumlar1 karistirilarak bir bulk
olusturulmustur. Bu bulktan 500 adet mutant domates tohumu Biyoteknoloji serasinda
viyollere ekilmistir. Ekilen tohumlardan ¢imlenen 400 adet bitki biiyiik saksilara
sagirtilmistir. Saksilara sasirtilan 400 fideden 100 tanesi kontrol olarak ayrilmis, 300
fideye steril kiirdan yardimiyla Cmm2 inokule edilmistir. Inokulasyonun basaris1 igin
kiirdan ile inokule edilen bitkilere inokulasyondan 10 giin sonra gévdenin kdke yakin
kisimlarindan her bitkiye 5 ml. olmak iizere enjektor ile bakteri soliisyon uygulamasi

yapilmistir.
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4. BULGULAR

Proje ¢alismasinin ilk asamasini olusturan arazi slirveyleri projenin baslangicinda tek
yillik yapilmasi diisiiniilmiis olup sonradan sonuglarin giivenirliligi i¢in 2 yillik yaz
donemi siiresi boyunca yapilmasina karar verilmistir. Siirveyler sonucunda hastalikli
bitkilerden elde edilen bakteri izolatlarindan ilk y1l alinanlarin tanilamasi biyokimyasal
ve molekiiler yontemlerle yapilirken ikinci yil hastalikli bitkilerden alinan 6rneklerden
elde edilen izolatlarin tanilamast ise gram reaksiyon testi ve polimeraz zincir

reaksiyonu (PCR) yontemiyle yapilmistir.
4.1. Hastahkh bitki orneklerinin araziden toplanmasi

Projenin ilk yilt olan 2008 yil1 yaz doneminde Tokat ili domates ekim alani en fazla
olan Kazova, Niksar ve Erbaa ovalarinda gerek sirik gerekse yer domatesi tiretimi
yapilan tarlalardan solgunluk belirtisi goriilen hastalikli bitki ornekleri alinmistir.
Hastalik belirtisi gosteren bitki 6rneklerinin alindig1 yerler, elde edilen bakterilerin sus

kodlari, arazi alanlar1 ve hastalik oranlar1 Cizelge 4.1° de verilmistir.

Cizelge 4.1. Projenin 2008 yilinda siirvey calismalar1 yapilan domates ekim alanlari.
Hastalik belirtisi gosteren domates arazilerinde hesaplanan hastalik oranlar1 ve izole
edilen bakteriler.

Sira no Sus kodu Yer Alan (Dekar) Hastalik orani (%)
1 SS-1 Erbaa/Asagigandir 12 %30
2 SS-2 Cergi 5 %20
3 SS-3 Giiryildiz 10 %10
4 SS-4 Giiryildiz 15 %16
5 SS-5 Giiryildiz 10 %10
6 SS-6 Giiryildiz 8 %10
7 SS-7 Pazar/ Beyovast 4 %10
8 SS-8 Erbaa/Asagicandir 5 %30
9 SS-9 Erbaa/Asagicandir 5 %20
10 SS-10 Pazar/ Derecayalt1 2 %80
11 SS-11 Pazar/ Deregayaltt 5 %40
12 SS-12 Niksar 5 %20
13 SS-13 Giiryildiz 5 %20
14 SS-14 Niksar /Muradiye 5 %30
15 SS-15 Niksar /Muradiye 6 %20
16 SS-16 Kat Kasabasi 8 %20
17 SS-17 Kat Kasabasi/ Doganl: Ciftligi 15 %20
18 SS-18 Dokmetepe/Kantaryant 50 %10
19 SS-19 Erbaa/ Erek 10 %20
20 SS-20 Erbaa/ Erek 15 %20
21 SS-21 Erbaa/Yukaricandir 10 %70
22 SS-22 Kat Kasabasi 8 %20




Cizelge 4.1. Devam ediyor...
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Sira no Sus kodu Yer (DAe ll?:r) Hastz;logz)oram
23 SS-23 Kat Kasabast1 12 %30
24 SS-24 Pazar/Beyovasi 8 %10
25 SS-25 Niksar 6 %20
26 SS-26 Erbaa/Ak¢a 6 %30
27 SS-27 Erbaa /Erek 1 %20
28 SS-28 Erbaa /Erek 4 %10
29 SS-29 Giiryildiz 4 %10
30 SS-30 Cergi 3,5 %10
31 SS-31 Pazar 15 %4
32 SS-32 Uzundren 8 %10
33 SS-33 Erbaa /Erek 10 %20
34 SS-34 Erbaa/Ortayollar 5 %5
35 SS-35 Erbaa/Ortayollar 7 %20
36 SS-36 Erbaa/Ortayollar 8 %5
37 SS-37 Biiyiikyildiz 10 %12
38 SS-38 Biiyiikbaglar 6 %20
39 SS-39 Biiyiikyildiz 8 %10
40 SS-40 Kat Kasabasi 8 %20
41 SS-41 Erbaa/Asagicandir 4,5 %20
42 SS-42 Erbaa/Cevresu 10 %1
43 SS-43 Niksar /Muradiye 4 %20
44 SS-44 Erbaa/Asagicandir 5 %30

Cizelge 4.1. de verilen 44 ayr araziden alinan domates 6rneklerinde solgunluk belirtisi

gosteren domates bitkilerinin oldugu bir sirada bulunan 50 bitki arasindan hastalikli

domates bitkileri sayilarak bitkilerin hastalik oranlar1 hesaplanmigstir. Bitkilerde ©on

gozlemler ile bulunan hastalik oranlar1 %1 ile %70 arasinda degistigi ortaya konmustur.

Laboratuara getirilen hastalikli bitki 6rneklerinin iletim demetlerinden hastalikli ve

saglikli kismi igeren bitki parcalar1 alinarak 44 adet bakteri izolat1 elde edilmistir.

4.2. Tanillamada kullanilan biyokimyasal test sonuclar:

2008 yili yapilan siirvey c¢alismalart sonucunda elde edilen bakteri izolatlarinin

tanilanmasi amaciyla yapilan biyokimyasal test sonuglar1 Cizelge 4.2. de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Kullanilan bakterilerin sus kodlar1 ve biyokimyasal test sonuglari

Sus kodu | GRT KT oT AT LT
SS-1 G(+) K(+) (kuvvetli) O(+) (cok zayif) A(+) L(+) (zayif)
SS-2 G(+) K(+) 0(-) A(+) L(-)
SS-3 G(+) K(+) O(-) A() L(-)
SS-4 G(+) K(+) o(+) A() L(-)
SS-5 G(-) K(+) O(+) A(-) L(-)
SS-6 G(H) | K() (kuvvetli) 0(-) A() L(-)
SS-7 G(-) K(+) O(+) (zay1f) A(-) L(-)
SS-8 G(H) | K() (kuvvetli) 0(-) A(+) L(-)
SS-9 G(H) | K(*) (kuvvetli) 0(-) A(+) L(-)

SS-10 G() | K() (kuvvetli) O(+) A(+) L(-)
SS-11 G(-) K(+) o(+) A() L(+H)
SS-12 G(+) K(+) O(+) (gok zay1f) A() L()
SS-13 G(+) K(+) 0(-) A() L(+)
SS-14 G(-) K(+) 0(-) A() L(+)
SS-15 G(-) K(+) 0(-) A(5) L(+)
SS-16 G() | K() (kuvvetli) 0(-) A(+) L(+) (zay1f)
SS-17 G(-) K(+) (kuvvetli) O(+) (zayif) A() L(-)
SS-18 G(H) | K (kuvvetl) | O(+) (ok zayif) A() L(+)
SS-19 G(-) K(+) 0(-) A() L(-)
SS-20 G(-) K(+) O(-) A(-) L(-)
SS-21 G(+) K(+) 0(-) A() L(-)
S$S-22 G(-) K(+) O(+) A(-) L(-)
$S-23 G(-) K(+) (kuvvetli) 0(-) A() L(-)
SS-24 G() | K(#) (kuvvetli) 0(-) A(H)(kuvvetli) L(+) (zay1f)
SS-25 G() | K(*) (kuvvetli) 0(-) A(+) L(+) (zayif)
$S-26 G(+) K(+) 0(-) A(+) L(-)
SS-27 G() | K(#) (kuvvetli) O(+) (zay1f) A() L(-)
$S-28 G(-) K(+) o(+) A() L(-)
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Cizelge 4.2. Devam ediyor..

Suskodu | GRT KT oT AT LT
SS-29 G(-) K(+) (kuvvetli) O(+) (zayif) A() L(-)
$S-30 G(-) K(+) (kuvvetli) o(+) A() L(-)
SS-31 G(+) K(+) 0(-) A(-) L(-)
8S-32 G(-) K(+) O(+) (zay1f) A() L(-)
$S-33 G(-) K(+) (kuvvetli) o(+) A() L(-)
SS-34 G(-) K(+) (kuvvetli) o(+) A() L(-)
SS-35 G(-) K(+) 0(-) A(-) L(+)
$S-36 G(-) K(+) 0(-) A(-) L(H)
SS-37 G(-) K(+) o) A(-) L(-)
SS-38 G(-) K(+) 0(-) A(-) L(-)
$S-39 G(-) K(+) o) A() L(-)
SS-40 G(H) | K@) (kuvvetli) 0() A(9) L(-)
SS-41 G(-) K(+) 0(-) A(-) L(+)
SS-42 G(-) K(+) 0(-) A() L(-)
SS-43 G(+) | K@) (kuvvetl) | O(+) (cok zayif) A(9) L(-)
SS-44 G(+) K(+) 0(-) A(+) (zayif) L(+)

Cizelge 4.2 incelendiginde Gram Reaksiyon testlerinde (GRT) 16 adet bakteri izolat1
gram pozitif (G+) sonug verirken diger 28 adet bakteri izolat1 gram negatif (G-) olarak
bulunmustur. Gram reaksiyon testleri biyokimyasal testler igerisinde ucuz ve hizh
olarak gergeklestirildigi i¢cin 6nemli bir ilk agamadir. Cmm G(+) bir bakteridir. Katalaz
testi (KT) sonuglarinda ise 44 adet bakteri izolatinin tiimii katalaz pozitif (K+) olarak
belirlenmistir. SS-1, SS-6, SS-8, SS-9, SS-10, SS-16, SS-17, SS-18, SS-23, SS-24, SS-
25, SS-27, SS-29, SS-30, SS-33, SS-34, SS-40, SS-43 sus kodlu bakteri izolatlari
kuvvetli pozitif olarak bulunmustur. Cmm K(+) bir bakteridir. Oksidaz testi (OT)
sonuglarina bakildiginda 44 adet bakterinin 11 adedi oksidaz pozitif (O+) olarak
bulunurken 9 adet bakteri izolat1 ¢ok zayif/zayif oksidaz pozitif sonu¢ vermistir. Geriye
kalan 24 bakteri izolatinda herhangi bir oksidaz aktivite tespit edilmemistir. izole edilen

44 bakterinin %54.5' nin oksidaz aktiviteye sahip olmadig1 bulunurken %45.5'nin farkli
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seviyelerde oksidaz aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Cmm O(-) bir bakteridir.
Bakterilerde amilaz enziminin var olup olmadigin1 belirlemek amaciyla yapilan Amilaz
testi (AT) sonuglarinda 44 adet bakteri izolat1 arasindan 10 adet izolat Amilaz pozitif
(A+), 34 adet izolat ise Amilaz negatif (A-) olarak bulunmustur. Cmm A(-) bir
bakteridir. Levan sucrase enziminin sukrozu kullanmasi sonucu bakterilerde olusan
mukoidligi belirlemek amaciyla yapilan Levan testi (LT) sonuglarinda ise 44 adet
bakteriden 9 adeti levan sucrase enzimince zengin iken (L+), 4 bakteri levan sucrase
enzimine daha az sahiptir. Test edilen diger 31 bakteri izolat1 (L-) levan sucrase
enzimine sahip olmadigi i¢in sukrozu kullanamamakta ve mukoid bir yap1
olusturmamaktadir. Levan testi i¢in bakteriler NSA ortamina ekilmis olup %70.4’1
ortamdaki sukrozu kullanamazken diger %29.6° s1 besi ortamindaki sukrozu

kullanabilmektedir . Cmm L(+) bir bakteridir.

4.3. Tanmilamada kullanilan molekiiler test sonuclari
4.3.1. BIOLOG testi sonuclari

Izole edilen 44 adet bakteri strainlerinin  biyokimyasal test sonuglari
degerlendirildiginde Cmm’ in Ozelliklerine yakin olan 7 adet bakteri izolat1 biolog
testine tabi tutulmustur. Cizelge 4.3 de 44 adet bakteri arasindan segilen izolatlarin hem

biyokimyasal hemde biolog testleri sonuclar1 verilmistir.

Cizelge 4.3. Secilen bakteri izolatlarinin biyokimyasal ve biolog test sonuglari

Sus Gram Katalaz Oksidaz | Amilaz Levan Biolog testi
kodlar1 | reaksiyon testi testi testi testi

Prob Sim Benzerlik gosteren bakteri
SS-41 G(-) K(+) O(-) A(-) L(+) 100 0.69 Pantoea agglomerans
SS-35 G(-) K(+) O(-) A(-) L(+) 99 0.50 Pantoea agglomerans
SS-15 G(-) K(+) O(-) A(-) L(+) 100 0.56 Serratia odorifera
SS-31 G(+) K(+) O(-) A(-) L(-) 100 0.55 Curtobacterium pusillum
SS-26 G(+) K(+) O(-) A(+) L(-) - 0.16 Microbacterium saperdae
SS-42 G(-) K(+) O(-) A(-) L(-) 83 0.63 Burkholderia glumae
SS-14 G(-) K+) O(-) A(-) L(+) 100 0.52 Pantoea agglomerans
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Cizelge 4.3 incelendiginde 44 izolat arasindan segilen Cmm’ in biyokimyasal
ozelliklerine yakin olan bakteri izolatlarinin metabolik profilleri ile sistemin paket
programindaki bilinen mikroorganizmalarin metabolik profilleri karsilastirildiginda

teste tabi tutulan bakterilerin Cmm’ e benzerlik gostermedigi belirlenmistir.
4.4. Ikinci y1l siirvey sonuclar

Yapilan ilk yil siirvey sonuglarinda elde edilen bakteri izolatlarinin tanilanmasi amaci
ile yapilan testler sonucunda Cmm’ nin elde edilememesi ile 2009 yili yaz doneminde
de siirvey calismalar1 yapilmistir. Solgunluk belirtisi goriilen bitki 6rneklerinin alindigi
yerler, elde edilen bakterilerin sus kodlari, arazi alanlar1 ve hastalik oranlar1 ¢izelge
4.4°de verilmistir. Cizelgede gosterilen hastalik oranlar1 hesaplanirken bir 6nceki yilda
yapilan c¢aligmalarda oldugu gibi solgunluk belirtisi gosteren domates bitkilerinin
oldugu arazilerde bir sirada bulunan 50 bitki arasindan hastalikli olanlar sayilarak
hesaplanmastir.

Cizelge 4.4. Projenin 2008 yilinda siirvey c¢alismalar1 yapilan domates ekim alanlari.
Hastalik belirtisi gosteren domates arazilerinde hesaplanan hastalik oranlar1 ve izole
edilen bakteriler.

Sira no Sus kodu Yer Alan (doniim) Hastahk oram
(%)
1 SS-1 Giiryildiz 10 %5
2 SS-2 Giiryildiz 10 %10
3 SS-3 Giiryildiz 15 %10
4 SS-4 Kat Kasabasi 8 %15
5 SS-5 Erbaa/Degirmenli 3,5 %20
6 SS-6 Kat Kasabasi 3 %5
7 SS-7 Erbaa/Asagicandir 3 %5
8 SS-8 Niksar/Y olkonak 2 %5
9 SS-9 Kiiciikbaglar 10 %10
10 SS-10 Emirseyit 5 %100
11 SS-11 Giiryildiz 8 %40
12 SS-12 Erbaa/Cevresu 8 %60
13 SS-13 Erbaa/Degirmenli 2 %40
14 SS-14 Erbaa/Degirmenli 5 %30
15 SS-15 Erbaa/Degirmenli 10 %?2
16 SS-16 Erbaa/Degirmenli 4 %40
17 SS-17 Erbaa/Degirmenli 5 %2
18 SS-19 Erbaa/Degirmenli 5 %80
19 SS-20 Pazar/Kiiciikkbaglar 4,5 %20
20 SS-21 Pazar/Kiiciikkbaglar 1,5 %2
21 SS-22 Pazar/Kiiciikkbaglar 2,5 %40
22 SS-23 Pazar/Kiiciikkbaglar 2,5 %10
23 SS-24 Cergi 15 %20
24 SS-25 Pazar/Biiyiikbaglar 4 %10
25 SS-26 Pazar/Biiyiikbaglar 8 %2
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Sira no Sus kodu Yer Alan (doniim) | Hastahk orani
(%)
25 SS-26 Pazar/Biiyiikbaglar 8 %2
26 SS-27 Pazar/Erkilet 3 %10
27 SS-28 Pazar/Erkilet 2 %60
28 SS-29 Dokmetepe 6 %20
29 SS-30 Pazar/Kiicilikbaglar 4 %2
30 SS-31 Pazar/Erkilet 10 %60
31 SS-32 Erbaa/Degirmenli 5 %100
32 SS-33 Niksar/Sahinli 2 %100
33 SS-34 Niksar/Sahinli 2,5 %100
34 SS-35 Erbaa/Degirmenli 2 %100
35 SS-36 Niksar/Sahinli 2 %100
36 SS-37 Niksar/Sahinli 5 %380
37 SS-38 Niksar/Sahinli 3,5 %60
38 SS-39 Niksar/Y olkonak 5 %100
39 SS-40 Niksar/Sahinli 2 %100

Laboratuara getirilen hastalikli bitki O6rneklerinin iletim demetlerinden hastalikli ve

saglikli kismi igeren bitki pargalar1 alinarak 39 adet bakteri izolat1 elde edilmistir.

Orneklerden izole edilen 39 adet bakteri izolatt Cmm

i¢in secici besi ortami olan

GYCA besi yeri igeren petrilere iiclii ¢izgi ekimi yapildiktan sonra 25-28°C’deki

inkiibatorde 2 giin gelismeye birakilmig ve bakteri kolonileri gdzlenmistir.

4.4.1. Elde edilen bakteri strainlerinin teshis edilmesi

Bakteri strainlerinin hiicre duvarlarindaki farklilig1 belirlemek amaciyla yapilan gram

reaksiyon test sonuglarina gore izole edilen bakterilerin %23’li gram pozitif bakteri

cikmis geri kalan gram negatif bakterilerin orani ise %77 olarak bulunmustur (Cizelge

4.5).
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Cizelge 4.5. Kullanilan bakterilerin sus kodlar1 ve gram reaksiyon testi sonuglari

Sira No Sus Kodu Test Sonucu
1 SS-1 G(-)
B SS-2 G(-)
3 SS-3 G(-)
4 SS-4 G(-)
5 SS-5 G(-)
6 SS-6 G(-)
7 SS-7 G(-)
3 SS-8 G(-)
9 SS-9 G(+)
10 SS-10 G(+)
11 SS-11 G(-)
12 SS-12 G(-)
13 SS-13 G(+)
14 SS-14 G(+)
15 SS-15 G(+)
16 SS-16 G(+)
17 SS-17 G(+)
18 SS-19 G(-)
19 SS-20 G(-)
20 SS-21 G(-)
21 SS-22 G(-)
22 SS-23 G(-)
23 SS-24 G(-)

24 SS-25 G(-)
25 SS-26 G(-)
25 SS-27 G(+)
27 SS-28 G(-)
28 SS-29 G(-)
29 SS-30 G(-)
30 SS-31 G(-)
31 SS-32 G(-)
32 SS-33 G(-)
33 SS-34 G(-)
34 SS-35 G(-)
35 SS-36 G(+)
36 SS-37 G(-)
37 SS-38 G(-)
38 SS-39 G(-)
39 SS-40 G(-)

Cizelge 4.5 de goriildigi gibi yapilan gram reaksiyon testi sonucunda SS-9, SS-10, SS-
13, SS-14, SS-15, SS-16, SS-17, SS-27, SS-36 sus kodlu izolatlar gram pozitif (G+)

reaksiyon vermistir. Bakteriyel kanser ve solgunluk etmeni Cmm gram pozitif bir
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bakteri oldugundan izole edilen bakterilerden sadece pozitif olarak sonug¢ verenler PCR

analizlerinde kullanilmistir.

4.4.2. PCR analiz sonuclari

PCR amplifikasyonunda CMMS5 ve CMM6 primer kombinasyonu (Bakiniz Materyal ve
Metot) ile ¢ogaltilan sadece Cmm’ye spesifik olan 614 bp biikliiglindeki bantlar SS-9,
SS-10 ve SS-15 bakteri izolatlarinda ve pozitif kontrolda bulunmustur (Sekil 4.1). Diger
6 bakteri izolat1 ve negatif kontrolde herhangi bir bant olusumu bulunmamistir (Sekil
4.1). Cmm’ e spesisifik olan PCR analizleri sonucunda 2009 yilinda izole edilen 39
bakteri icerisinde 3 bakteri izolatinin Cmm olarak bulunmasi siirvey calismalarinin
yuritildigli domates tretimi yapilan alanlarda Cmm etmenine ~%1.65 oraninda

rastlandigini ortaya koymaktadir.

PCR yontemi ile daha hassas ve hizli olarak Tokat domates {iretim alanlarindan izole
edilen bakterilerin teshisi yapilmistir. PCR yoOntemi bir ka¢ saat igerisinde sonuca

ulagmay1 saglarken maliyeti biyokimyasal testlere gore daha fazladir.
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é
:

§8-9

§S-10
§8-13
SS-14
88-15
§8-16
88-17
88-27
§8-36

P. Kontrol
N. Kontrol

Sekil.4.1. PCR da spesifik Cmm primeri ile amplifike edilen iriinlerin %1,5 lik
elektroforezde goriintiilenmesi. Orneklerden SS-9, SS-10 ve SS-15
izolatlar1 tipki poztif kontrol Cmm bakterisinde oldugu gibi spesifik
primerler ile 614 bp iirlin olusgturmustur.l Kb ladder: molekiiler marker;
SS-9 ile SS-36 izole edilen gram pozitif 6rnekler; P. Kontrol: Gram pozitif
Cmm bakterisi; N. Kontrol: Distile su.

4.5. Cmm2’ ye kars1 domates genotiplerinin reaksiyonlari

Calismanin son bdliimiinde Cmm?2 virulent bakterisine karsi dayanikli domates
genotiplerini ortaya koyabilmek i¢cin homozigot olan 7 kiiltiir domates hatt1 hastalik
etmeni ile patojenisite teslerine tabi tutulmustur. Test edilen tiim hatlar Cmm2 ye kars1

hassas bulunmustur (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Virulent Cmm?2 ile patojenisite testlerinden gecirilen 7 homozigot domates
hattinin fenotipik reaksiyonlari. Ayni sayida domates hatti kontrol olarak kullanilmis
kontrollerde sadece steril distile su ile inokulasyon yapilmaistir.

FENOTIPiK REAKSiYONLAR
HAT Kontrol
Hassas Az hassas Dayamkh

EBRI 10 - - 10

EBR2 10 - - 10

EBR3 10 - - 10

EBR4 10 - - 10

EBRS5 10 - - 10

EBR6 10 - - 10
NC84173 10 - - 10

Hassas kiiltiir domateslerinden agronomik o6zellikleri iyi oldugu i¢in sec¢ilen EBR3
hattinda EMS mutasyonu olusturulmustur. Homozigot EBR3 hattinda mutasyon
olusturulduktan sonra M1 bitkileri kendilemeye birakilmis ve olusturulan M2
populasyonundaki 300 domates bitkisi patojenisite teslerinden gegirilmistir. Patojenisite
testleri 25 adet M2 mutant domates bitkisinin hastaliktan etkilenmedigini ortaya
koymustur. Inokulasyondan sonraki 2 hafta icerisinde bitkilerde solgunluk belirtileri
gbzlenmistir. Hastaligin hassas bitkilerde ilerleyen donemlerdeki gelisimi bitkilerden
govde boyunca lezyon uzunlugu oSlgiilerek bulumustur. Calismada dayanikli domates
genotipleri bulmak esas oldugu i¢in domateslerde goriilen dayaniklilik ve hassaslik bir
skala derecelendirmesine tabii tutulmamis olup hassas ve dayamikli fenotipler
karsilagtirilarak, inokulasyondan sonra hastalik belirtisi gostermeyen saglikli bitkiler
timitvar dayanikli olarak kabul edilmistir. Bu iimitvar dayanikli bitkiler normal

gelisimlerini siirdiirerek tohum olusturmustur.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bakteriyel Kanser ve Solgunluk etmeni olan Cmm gerek acik alanda gerek ortii altinda
yapilan domates yetistiriciliginde 6nemli oranlarda verim kaybina neden olmaktadir. Bu
hastaligin ilk inokulum kaynaginin tohum kabugu yada embriyo olmasi nedeniyle
miicadele olarak tohumdaki patojeni elemine etmeye yonelik ¢alismalar yapilmaktadir
(Ozaktan ve Bora, 1991). Ancak tohum uygulamalari da hastaligi énlemede yeterli
olmamaktadir. Bu hastaligin bitkiye verdigi zararlar1 onlemek icin kimyasallar
kullanilmis olsa bile bitkide olusturacagi zarar tamamen onlenemez. Ayni1 zamanda
kimyasal kullanimi {iriin maliyetini artirmakta ve de ¢evreye ve diger canlilara zarar

verebilmektedir.

Diinyanin ¢esitli lilkelerinde birgok bitki patojenine karsi oldugu gibi Cmm’ e karsi da
dayanikli cesitler hakkinda ¢aligmalar yapilmaktadir. Ancak bu hastaliga karsi tam
dayanikli bir domates ¢esidi saptanamamistir. Yapilan ¢alismalarda Cmm’ye
dayanikliligin kaynagi daha c¢ok yabani domates ¢esitlerinde bulunmustur. Thyr ve
Berry (1989) en yiiksek dayaniklilik seviyesinin Lycopersicum pimpinellifolium ve L.
hirsitum’ da bulundugunu belirtmislerdir. Ancak bu tiirler de hastaliga karsi tam

dayaniklilik géstermemektedir.

Tokat ilinde domates tiretimi yapilan alanlarda Bakteriyel Kanser ve Solgunluk hastalik
etmeni 2009 y1l1 calismalar1 sonucunda yaklasik %1.65 oraninda bulunmustur. Ozellikle
son yillarda Tirkiye’de i¢ karantina tedbirlerinin uygulanmasindaki yetersizlik basta
Clavibacter gibi bakteriler olmak iizere bakteriyel ve viral hastaliklarin Antalya, Adana
ve Mersin gibi ticari domates tohumu ve fideciliginin yaygin oldugu alanlardan
bolgemize girisine neden olmaktadir. Ozellikle ¢ok miktarda tohum ve fidenin belirtilen
illerden getirilerek Tokat domates iiretim alanlarinda kullanilmasi bakteriyel ve viral
hastaliklarin yayilmasinin 6niinii agmistir. Bu yiizden hem iiretim alanlarindaki hava
sicakliklarindaki artiglar hemde iireticilerin disaridan getirtikleri hazir tohum ve
fidelerden kaynaklanan domates hastaliklarinda bir artis goriilmektedir. Belki
calismanin ilk yili olan 2008 de Bakteriyel Kanser ve Solgunluk hastaliginin
bulunamamasi, 2009 yili siirveylerinde %1.65’lik oranda rastlanmasi bu yukaridaki

hipotezi dogrulayan sonug olarak goriilebilir. Siirvey ¢aligmalarina 2010 yilinda devam
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edilebilseydi domatesten alinan bu yi1l 6rneklerinde ¢ok biiyiik oranda bakteriyel kanser
bulasiklig1 goriilebilecekti. Yapilan siirvey ¢alismalari sonucunda hastaliklarin bulasma
nedenlerinin iklim sartlarinin hastaliklara uygun olmasinin yaninda bilingsiz ve yetersiz
kiiltiirel islemlerin de etkili oldugu gozlemlenmistir. Tokat domates tiretim alanlarinda
ireticilerin  yanlis uygulamalar yapmalari, miinavebe uygulamadan hastaligin
bulundugu araziye ertesi y1l yeniden domates ekimi yapmalari, drenaj kanallarindaki
suyu sulama suyu olarak kullanmalar1 6zellikle toprak kokenli hastaliklarin arazilerde
her yil daha fazla oranlarda goriilmesinin sebepleri arasinda oldugu tahmin

edilmektedir.

Tarimsal verimin artirilmasinda 6nemli olan etkenlerden birisi hastaliklara karsi
dayanikli bitkilerin kullanilmasidir. Bu amagla yapilacak olan ¢alismalarda degisik 1slah
yontemleriyle genetik yapilar1 farkli yeni genotiplerin elde edilmesi amaglanmistir
(Unver, 1989). Yeni cesitlerin elde edilmesi amaciyla yapilacak 1slah ¢alismalarinda ya
dogada bulunan ya da yapay olarak ortaya cikarilacak genetik varyasyonlardan
yararlanilmaktadir. Son ¢eyrek yiizyilda uygulamaya konulan ve 1slahgilarin
uygulamaya basladiklari mutasyon 1slah1 dogrudan veya melezleme 1slahinin
tamamlayicist olarak biiyiik bir 6nem kazanmistir (Akbay, 1988). Mutasyon 1slahinda
temel ilke bitkilerin genetik yapilarina farkli yontemlerle degisik mutagenlerin farkli
dozlarda uygulanarak olumlu veya olumsuz genetik varyasyonlarinin ortaya
cikarilmasidir. Boylece elde edilen yeni ¢esitlerin ekonomik amagla iiretime alinmasi ya
da mutantlarin melezleme 1slahinda ebeveyn olarak kullanilmasi 1slah¢inin ulagmak

istedigi sonugtur (Unver 1989).

Bu amagla yapilan ¢alismanin bir boliimii Cmm2’ye karsi hassas olan domates hattinda
dayaniklilik elde etmek amaciyla gergeklestirilmistir. Bu amacla patojenisite testleri
sonucunda olduk¢a hassas oldugu belirlenen fakat agronomik 6zellikleri iyi EBR3 hatt1
kimyasal mutasyona ugratilmistir. Mutasyon sonucunda M2 populasyonunu olusturan
bitkilerden 500 adeti patojenisite testlerinden gecirilmistir. Viyollere ekilen 500 adet
M2 tohumdan 100 adedi ¢imlenmemistir. Bu sonu¢ bize tohumlarda yapilan
mutasyonun basarisin1 gostermektedir. Cilinkii kimyasal mutagenler uygulandiklar
bitkilerin genetik yapilarinda letal degisimler yaninda fizyolojik ve matabolik

bozukluklara neden olabilmektedir. Patojenisite teslerinden gecirilen M2 mutant
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domates bitkilerinden 25 adeti bakteriyel kanser hastalifindan etkilenmeyip M3
populasyonu olusturmustur. Bu 25 adet {mitvar dayanikli dometes bitkisinin

olusturdugu tohumlar ileride yapilacak ¢alismalar i¢in son derece onem arz etmektedir.

Projenin ikinci asamasinda izole edilen bakteri izolatlarinin PCR yontemiyle
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis olarak agik¢a bulunmasi Tokat ili
domates iiretim alanlarinda bu hastaligin varligini kesinlikle ortaya koymus, izole edilen
orneklerdeki simptomlarin Ralstonia solanacearum bakterisi (bakteriyel solgunluk
hastalik etmeni) gibi diger bakterilere benzemesi nedeniyle izole edilen bakterilerde

daha detayli molekiiler caligmalar yapilabilecektir.
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