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Bu ¢aligmada, 2011 ve 2012 yillarinda Tokat ilinde domates {iretiminin yogun
olarak yapildigi Merkez, Pazar, Turhal, Niksar ve Erbaa il¢elerinde domates tiretim
alanlarinda siirvey yapilarak domates bakteriyel solgunluk hastalifinin bdlgedeki ve
tarladaki bulunma oranlarinin belirlenmesi, hasta bitki Orneklerinden elde edilen
izolatlarin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal testleri, serolojik (ELISA), molekiiler
(PCR) ve yag asit metil ester (Fatty Acid Methyl Ester: FAME) analizleri ile tanisinin
yapilmasi amaclanmistir. Ayrica hastalifin bolgemiz kosullarinda epidemiyolojisi
incelenerek hastalifi basglatma yetenegi olan ilk inokulum kaynaklarimin tespit edilmesi
ve hastalik belirtisi gostermeyen, {ireticiler tarafindan Tokat yoresinde kullanilan
domates fidelerinde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in varlifinin
belirlenmesi amaglanmistir. Yapilan siirvey calismalarinda 2011 yilinda hastaligin
tarlada bulunma orani ortalama %9,64, 2012 yilinda ise %4.,98 olarak belirlenmistir.
Bélgede hastaligm bulunma oranmi ise 2011 yilinda Merkez’de %88.88, Niksar’da
%54,54, Erbaa’da %52,38, Turhal’da %46,15 ve Pazar’da %18,18 olarak, 2012 yilinda
1se Erbaa’da %61,90, Merkez’de %52,85, Turhal’da %47,72, Pazar’da %44,44 ve
Niksar’da ise %0 olarak belirlenmistir. Siirveylerde toplanan hasta bitki érneklerinden
yapilan izolasyonlar sonucu 2011 yilinda toplam 99 adet, 2012 yilinda ise toplam 163
adet bakteri izolat1 elde edilmistir. Patojenite ve viriilenslik testine tabi tutulan izolatlar,
yapilan morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler ile taniy1 destekleyici ELISA,
PCR ve yag asit metil ester analizleri ile Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis olarak tanilannstir. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in
tohum, toprak ve bitki artiklarindaki latent/epifitik yasam siiresinin saptanmasi amaciyla
yapilan calismada, kullandigimiz ydntemlere gore, etmenin domates tohumlarinda
birincil inokulum kaynag olugturdugu ve tohumlardaki inokulumun hastalif baglatacak
yetenege sahip oldugu belirlenmistir. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis




ile bulagtirilmig tohumlarda etmen 370. giine kadar canlilifii stirdiirmistiir.
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in topraktaki yasam siiresinin
saptanmasi amaciyla yiiriitiilen denemede ise, etmenin yaz aylarinda yaklagik 15 giin,
kis aylarinda ise yaklasik 30 giin canli kalabildigi saptanmigtir. Toprakta bulunan
bulasik bitki artiklarinda patojenin yasam siiresini belirlemek amacryla yiritiilen
caligmada ise, bulagik bitki artiklarinda etmen bir ay canli kalabilmigtir. Bélgemizde
yapilan gozlemlerde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'in gorildigi
iiretim sezonundan sonraki sezonlarda da hastalifin yeniden ortaya ¢iktign saptanmigtr.
Domates fidelerinde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in epifitik
popiilasyonunun belirlenmesi amaciyla yiirtitiilen calismada ise, yar1 segici besi yerine
ekim ve gelisen bakterilerin toplanarak total genomik DNA izolasyonunu takiben,
etmene spesifik PCR testleri seklinde uygulanan yontemle, bakteriyel solgunluk
hastaligi belirtisinin heniiz domates fidelerinde goriilmedigi donemlerde, etmenin
varhigl basarili bir sekilde belirlenmistir. Tokat Merkez ve ilgelerinden toplanan 104
fide Orneginin 19’unda etmene rastlanmilmugtir. Bu g¢alisgma ile hastalifin Tokat
yoresindeki epidemiyolojisinde kullamlan fidelerdeki epifitik bulagiklifin rolii de ortaya
konulmustur.
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

STUDIES ON THE IDENTIFICATION AND EPIDEMIOLOGY OF
TOMATO BACTERIAL WILT DISEASE
(Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis) IN TOKAT PROVINCE

Sabriye BELGUZAR

Gaziosmanpasa University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Advisor : Prof. Dr. Yusuf YANAR
Co-advisor : Prof. Dr. Yesim AYSAN

This study aimed to determine the intensity of bacterial wilt disease of tomato in
Central, Pazar, Turhal, Niksar and Erbaa counties which are main tomato production
areas of Tokat. For this purpose surveys were conducted during the 2011 and 2012
growing seasons. For identification of the bacterial isolates, which were isolated from
infected plant samples, morphological, physiological and biochemical tests were
performed and also serological (ELISA), molecular (PCR) and fatty acid methyl-ester
(FAME) analysis were performed. Additional purpose of the study was to evaluate the
epidemiology of disease, to determine the initial inoculum sources and determination of
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis on syptomless tomato seedling used by
farmers in Tokat province. Based on the survey results, the average disease intensities
were 9,64% and 4,98% in 2011 and 2012 respectively. In 2011, the disease prevalences
in Central, Niksar, Erbaa, Turhal and Pazar counties were 88,88%, 54,54%, 52,38%,
46,15% and 18,18% respectively. In 2012 the disease prevalence in Erbaa, Central,
Turhal, Pazar and Niksar counties were 61,90%, 52,85%, 47,72%, 44,44% and 0%. In
2011, 99 bacterial isolates were isolated from infected plant samples. Number of
bacterial isolates, obtained from infected plants, were 163 in 2012 survey. These
bacterial isolates were identified as Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis by
morphological, physiological and biochemical tests and confirmed by ELISA, PCR and
FAME analysis. In the studies conducted to determine latent/epiphytic survival time of
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis in soil, seed and plant debris, it was
determined that tomato seeds were primary inoculum source and infected seeds were
capable of establishing the disease according to the methods used in the present study.
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis could persist for 370 days in infested
tomato seeds. In the conducted to survival period survival of the pathogen in infested
soil, it was determined that Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis could
survive in soil for 15 days during summer and 30 days during winter time. On the other
hand, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis could persist on infected plant
debris only for a month. It was observed that Clavibacter michiganensis subsp.
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michiganensis can be re-emerge in sub-sequent season when it was observed previous
season in Tokat province. In the studies conducted to determine epiphytic population of
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis on symptomless tomato seedling,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis was detected successfully on
symptomless tomato seedling by specific polymerase chain reaction (PCR) assay after
streaking on semiselective medium and extracting DNA of the bacteria growing on the
medium. In the symptomless seedling tests, 19 out of 104 tomato seedlings, collected
from Tokat province, were contaminated with Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis. This study demonstrated the role of epiphyticaly contaminated tomato
seedlings in the epidemiology of the disease in Tokat province.

2014, 140 pages

Keywords: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Tomato Bacterial Wilt
Disease, Tokat, identification, epidemiology, epiphytic population,
symptomless plant

iv




TESEKKUR

Doktora tezimin her agsamasmda yardimlarini esirgemeyen, engin bilgi ve
tecriibelerini benimle paylasan, daima bir yol gosterici olan ve en zor zamanlarda
manevi destegini hissettiren saygt deger hocam Prof. Dr. Yusuf YANAR’a sonsuz
tesekkiirler.

Bana bu konuda galigma olanag1 veren, ¢alismamin her asamasinda bana degerli
bilgilerini aktaran ve Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Bolumii'nden ders almam saglayarak beni Bakteriyoloji alaminda yetistiren degerli
hocam Prof. Dr. Yesim AYSAN’a sonsuz tesekkiirler.

Doktora Tez Izleme Komitesi tiyesi degerli hocam Yrd. Dog. Dr. Ozer CALIS’a
caligmamin tiim agamalarmda y&nlendirici ve olumlu katkilarindan dolayi, ¢alismamda
sera ve Biyoteknoloji Laboratuarn olanaklarindan yararlanmami sagladiklarindan dolay1
sonsuz tesekkiirler.

Doktora Tez Izleme Komitesi iiyesi degerli hocam Prof. Dr. Naif
GEBOLOGLU’na yapic1 ve yonlendirici fikirleriyle katkida bulunduklarindan dolay1
sonsuz tesekkiirler.

Doktora Tezi juri liyelerinden saym hocam Dog. Dr. Mustafa MIRIK e bilgi ve
deneyimlerini paylastiklari i¢in sonsuz tesekkiirler.

Doktora ders doneminde bana o6zel olarak ders veren ve engin bilgi ve
tecriibelerini benimle paylasan Sayin Hocam Prof. Dr. Hikmet SAYGILI’ya, Adana’da
bana ev sahiplifi yapan, laboratuar deneyimlerini benimle paylasan camim arkadasim
Ars. Gor. Stimer HORUZ’a tesekkiirler. Ayrica Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bitki Koruma Béliimii hocalarina bana ¢aligma olanagi sagladiklari i¢in tesekkiirler.

Siirvey ¢alismalarinda ve fide temininde bana imkanlar saglayan ve destek olan
Tokat i1 Gida Tarm ve Hayvancihk Midiirliigii Bitki Koruma Sube Miidiirti Timur
KAPLAN’a ve diger elemanlara tesekkiir ederim.

Calismam igerisinde yer alan yag asit metil ester analizleri i¢in laboratuar
olanaklar1 saglayan Sayin Prof. Dr. Fikrettin SAHIN’e (Yeditepe Universitesi Genetik
ve Biyogenetik Boliimii) tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarim esnasinda desteklerini her zaman goérdigiim, c¢alismamda tiim

boliim olanaklarimi saglayan Boliim Bagkanimz degerli hocam Prof. Dr. Izzet




KADIOGLU na, ¢alismami destekleyen Bitki Koruma Béliimii degerli hocalarina ve
tez caligmalarimda emegi gegen tiim laboratuar ve ¢aligma arkadaslarima tesekkiirlerimi
sunarim.

Canim annem ve babama, kiz kardeslerime girdigim her yolda beni
destekledikleri i¢in sonsuz tesekkiirler.

Sevgisi ve sonsuz sabri ile beni destekleyen esim Ahmet BELGUZAR’a, beni
hayata baglayan, heniiz 10 aylik olan oglum Goktug Berk’e de yiirekten tesekkiirler. ..

Sabriye BELGUZAR
Kasim 2014

vi



ICINDEKILER

Sayfa
L0 YA Ul RO i
ABBTRACT ... o onci0 mimeivumesmoss o5 « 20550 s e i sis s S5 apeis s sioi s o iii
TESEKKUR. ..ottt e e e e e e v
SIMGE ve KISALTMALAR DIZINI..........ooooooiiiiiiiie, ix
CIZELGELER DIZINI.........oooiiiiiiiiiiiiii e, X
SEKILLER DIZINI..........coooiiiiiiiiiiiiiiii e xi
L GIRES . ..o e, 1
2. RAYNAK OZBETLER. ..o coonone s usoaunn snsmssns snsnmsstss saons so st s i 12
2.1. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in Neden Oldugu Domates 12
Bakteriyel Solgunluk Hastalig ile Ngili Genel

L L

2.2. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in Tohum, Toprak ve Bitki 30
Artiklarindaki Latent/Epifitik Yasam Siiresinin Saptanmasi ile Ilgili Yapilan
Caltgmalar. ....coveni s

2.3. Domates Fidelerinde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in 33
Epifitik Popiilasyonunun Belirlenmesi ile Ngili Yapilan

Caligmalar... s viuve e S S e e S € R 6 SR S Y R 8 st
3. MATERYAL VE YONTEM......coiiiiiiiiiiiiiiiie e e 35
B L i | B L 35
2 TR s st B O B A S S S 36
3.2.1. Stirvey calismalari.......ccooeiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 30
3.2.2. Domates bakteriyel solgunluk etmeninin izolasyonu............................. 37
3.2.3. Potasyum hidroksit testi (KOH) ile Gram reaksiyon.............cccoeuvenennn.n. 3
3.2.4. Patojenite ve Virlllenslik Testi... ... ccoviieiniiiiiiiiiiii e e, 38
3.2.5.Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in Tam Testleri................ 39
3.2.6. Taniy1 Destekleyici Testler.....oooviiiniiiiiiiiii e 41

3.2.7. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in tohum, toprak ve bitki 46
artiklarindaki epifitik yagam siiresinin saptanmast ve ilk inokulum
kaynaklarmin belirlenmesi..........coooviiiiiiiiiiiii i

3.2.8. Domates fidelerinde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in 52

epifitik popiilasyonunun belirlenmesi............ccocoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiin
4. BULGULAR ve TARTISMA. ...t e e e 56
4 1. SUrvey Ealismmlil e s normene s b oy e v fi SoERTEs T S R 5 56
4.2. Domates bakteriyel solgunluk etmeninin izolasyonu.................oeeeivinnnnnnn. 5
4.3. Potasyum hidroksit testi (KOH) ile Gram reaksiyonu .............ocevvveenieninnnn. 78
4.4. Patojenite ve Virtilenslik Testi .........ocvviiveiiiieriieeiiiieceeeeaa 83
4.5. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in Tam Testleri................ 92
4.5.1. KOloni @eliimi....ociuiiiiiiiiinenieisiet e et aeaea e 92
4.5.2. Bakteri yogunlugunun belirlenmesi..........ocvviieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennn. 94

vii




4.6. Tanty1 Destekleyici Testler....o.ooiviiiiiii e,

4.6.1.

4.6.2.

4.6.3.

4.7.

4.7.1.

4.7.2.

4.7.3.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatlarinin ELISA testi
Ty

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatlarinin PCR teknigi
VB BAIIERY oo e v oo mes spsiom « s o €3 S 0 SR S 0 S TED RS A 0 e 0,01

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatlarimin yad asit
profillerinin belitlemTBaT oo s s crsromens e 0541 456 samarnnnss sans

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in tohum, toprak ve bitki
artiklarindaki latent/epifitik yasam siiresinin saptanmasi ve ilk inokulum
kaynaklarmm belitlermmest. .. cuosssevsmamsimsmin ssmanirss v P

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in bulagik tohumda yasam
Spesiity DelTTIeITIIENT ... ovumsomsmsmsmissmmm a5 S LA 5 b

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in bulagik toprakta yasam
sirerinin UEl Tl COMIBET . cvuvmvme s e O S SRR S E FRa e
Topraktaki  bitki artiklarinda  Clavibacter — michiganensis ~ subsp.
michiganensis’in yagsam siiresinin belirlenmesi.....................ocoonl,

4.8. Domates Fidelerinde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in
Epifitik Popiilasyonunun Belirlenmesi............ccoooiiiiiiiiiiiiin,

5. SONUC

..............................................................................................

OZGECMIS

viii

95

100

102

106

106

110

114

118

126

128
136
136
138
139
140




Simgeler
%o

i

G

dk

ml

da

2
m

ul

|

mg

cm

mm
Kisaltmalar
Cmm
ELISA

PCR
FAME
DNA
bp
King B
NA
PSF
NB
SCM

NBY
YDC
KOH
HCl
NaCl
Rif"

| pv.

SIMGE ve KISALTMALAR DiZiNi

Aciklama
yiizde

gram

Santigrat derece
dakika

mililitre

dekar
metrekare
mikrolitre

litre

miligram
santimetre
milimetre
Aciklama
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Enzim bagli immunolojik deney (Enzyme Linked

Immunosorbent Assay

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Yag Asit Metil Ester (Fatty acid methyl ester)
Deoksiriboniikleik asit

Baz ¢ifti

King’s medium B

Nutrient Agar

Pseudomonas Agar F

Nutrient Broth

Clavibacter michiganensis igin
(Selective Clavibacter Medium)
Nutrient Broth Yeast Ekstract
Yeast Dekstroz Kalsiyum Karbonat
Potasyum Hidroksit

Hidroklorik asit

Sodyum kloriir

Rifampicin’e dayanikli izolat
pathovar

secici  besi

ix

yeri




Cizelge

Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.
(izelge 3.3.
Cizelge 4.1.
Cizelge 4.2.
Cizelge 4.3.
Cizelge 4.4.

Cizelge 4.5.
Cizelge 4.6.

Cizelge 4.7.
Cizelge 4.8.

Cizelge 4.9.

Cizelge 4.10.
Cizelge 4.11.
Cizelge 4.12.

Cizelge 4.13.

Cizelge 4.14.
Cizelge 4.15.
Cizelge 4.16.

Cizelge 4.17.
Cizelge 4.18.

Cizelge 4.19.

Cizelge 4.20.

CiZELGELER DiZiNi

Sayfa
Siirvey alanlarinin belirlenmesinde kullamlan degerler................
Stirvey alanlarimin kdy bazinda dagilimi...................coooiinl,
Yag asit profilleri belirlenen izolatlar ..............cccceeiiniennn.n.

2011 yilh Tokat yoresinde siirvey calismasi yapilan domates
tarlalarinda hastaligin bulunma orant ..................cocvviivinnnn..
2012 yih Tokat yoresinde siirvey cahsmasi yapilan domates
tarlalarinda hastalifin bulunma orani..............coceevvvineeeeeneenn.n,
2011 yilinda Tokat ilinde hastaligin boélgedeki ve tarladaki
150k B 1 R
2012 yihinda Tokat ilinde hastaligin bolgedeki ve tarladaki
bulunma Orani......c.oueeinieiiiiis e
Tokat ili 2011 ve 2012 yillarina ait iklim verileri.......................
2011 yihinda domateslerde yapilan izolasyonlarda elde edilen
izolatlarve izole edildikleri yerler: ... comve s ivsovmmms mame mnsssnsnsn
2012 yihnda domateslerde yapilan izolasyonlarda elde edilen
izolatlar ve izole edildikleri yerler..............o.oooeiiiiiinininnnn..
2011 yilna ait izolatlar, izolatlarin elde edildigi yerler ve KOH
testi ile Gram reaksiyon SONUGIATL. . ...oovviiiiiviviioionsssmnnnsnnmnnss
2012 yilina ait izolatlar, izolatlarin elde edildigi yerler ve KOH
testi ile Gram reaksiyon sonuglari.............cocooveiiiiiiininnn...
2011 yihna ait izolatlarm viriilenslik dtzeyleri........................
2012 yilina ait izolatlarm virtilenslik diizeyleri........................
ELISA testi sonuclarmna gére 405 nm okumada Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis izolatlarinin absorbans
degerleri (2011 yili bolge izolatlart)...........c.coooeviviiiiinnnnn.
ELISA testi sonuclarina gore 405 nm okumada Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis izolatlanmin absorbans
degerleri (2012 yihi bolge izolatlar)... .covveiiivenimimismiis somennnes
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatlar1 ile
yapilan PCR ¢aligmasi sonuglart...........coooooiiiiiiiiiiinininn...
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatlarinmn
icerdikleri yag asitleri ve izolatlarda bulunma oranlar...............
Yag asit profilleri belirlenen izolatlar ve Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis ‘ye benzerlik oranlart.........
Bulagik domates tohumlarinda patojenin yasam siiresi...............
Yaz aylan boyunca Clavibacter michiganensis  subsp.
michiganensis in bulasik topraktaki yasam siiresinin belirlenmesi..
Kis aylan  boyunca Clavibacter — michiganensis  subsp.
michiganensis 'in bulasik topraktaki yasam siiresinin belirlenmesi..
Domates  fidelerinde  Clavibacter  michiganensis  subsp.
michiganensis’in epifitik popiilasyonunun belirlenmesi amaciyla
yapilan ¢alismada kullanilan fidelere ait bilgiler ve PCR ¢alismasi
L

67

68

69
75

77
79
81
83

88
95

98

100

103

105

107
111

iy}

119




ekil

Sekil 1.1.

Sekil 1.2.

Sekil 1.3.

Sekil 2.1.

Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 3.4.
Sekil 3.5.
Sekil 3.6.
Sekil 3.7.

Sekil 3.8.
Sekil 3.9.

Sekil 3.10.

Sekil 3.11.
Sekil 3.12.

Sekil 3.13.
Sekil 3.14.
Sekil 3.15.
Sekil 3.16.
Sekil 3.17.

Sekil 4.1,
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.
Sekil 4.6.

SEKILLER DiZINi

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in domates
bitkisinde olusturdugu tek tarafh solgunluk ...................... ...

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in domates
meyvesinde olusturdugu kusgézii simptomlart..............oooeveen..

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in domates
meyvesinde olusturdugu kusgoézii simptomlart.............coeveen..
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis in dagilimi EPPO
(European and Mediterranean Plant Protection Organization-IMI,
190 6-WWW.EPPOOTE) .t eveentteeenteitenereennereesineaeraennesaneans
Patojenite ~ testinde  Clavibacter =~ michiganensis  subsp.
michiganensis izolatlarmin bitkilere inokulasyonu.....................
Patojenite testinde nem ¢emberindeki bitkiler...........................
Bakteri siispansiyonuna rifampicin antibiyotiginin eklenmesi........
Tohumlarda vakum ve daldirma yontemleri kullanilarak bakteri
siispansiyonu ile inokulasyonu......c..cooeveviiieiinnerniiiiiiiinennenn
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile bulasik
tohumlarin rifampicin igeren besi yerine ekimi........................
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolati ile
bulagtirilmig topragin teneke kutular icerisinde gomiilmesi.........
Domates  bitkilerinin ~ Clavibacter — michiganensis  subsp.
michiganensis ile inokulasyonu............cooeveiiiiiiiiiiiiiiinin i,
Bitki gévdelerinin kesilmesi ve tartilmast...........cceeevviieeeniann..
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile bulagik bitki
govdelerinin gomUlmesi..........ocooviiiiiiiiiiiiiin e,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile bulasik bitki
govdelerinin NB’de calkalanmasi ve sliziilmesi............c...c.ove....
Siispansiyonun santrifiij edilmesi ve PSF besi yerine ekimi..........
Domateste Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in
epifitik popiilasyonunun belirlenmesinde kullanilan yontem.........
Zirai Ilag Bayilerinden aliman domates fideleri.........................
Fidelerin kok bogazindan kesilmesi

SCM besi yerinde gelisen bakteri kolonilerinin toplanmasi
Toplanan bakteri kolonilerinin NB’a eklenmesi

Fide ¢aligmasinda DNA izolasyonu

Domates bitkisinde goriilen tek tarafh solgunluk ve yaniklik.........
Domates bitkilerinde iletim demetlerindeki kahverengilesme........
Iletim demetlerine koflasma veya 6ziin bosalmasi.....................
Domates bitkilerinde meyve saplarinda goriilen ¢atlamalar.........
Meyvelerde goriilen kug g6zii simptomu.........o.eveveiniiinnn.n..
Uretim alanindaki Domates bakteriyel solgunluk hastaliginin
SITAREY st wvmins vt oo s B RV R S B S S R

Sayfa

6

14

38

39
47
48

48
49
50

50
51

51

51
32

53
54
54
55
55
gt
72
72
13
73
74




Sekil 4.7.

Sekil 4.8.
Sekil 4.9.

Sekil 4.10.
Sekil 4.11.
Sekil 4.12.

Sekil 4.13.
Sekil 4.14.
Sekil 4.15.
Sekil 4.16.
Sekil 4.17.
Sekil 4.18.
Sekil 4.19.

Sekil 4.20.

Sekil 4.21.
Sekil 4.22.

Sekil 4.23.
Sekil 4.24.
Sekil 4.25.
Sekil 4.26.
Sekil 4.27.
Sekil 4.28.
Sekil 4.29.

Sekil 4.30.

Hastaliktan dolay: tireticinin arazi bakimindan vazgectigi tarladan
genel bir goriintli

PSF besi yerinde gelisen sar1 renkte koloniler..........................
KOH testine gére Gram (+) ve Gram (-) degerlendirmesi............
Patojenite testinde gézlemlenen solgunluk simptomlari...............
Pozitif ve negatif kontrolde iletim demetlerindeki farkliliklar........
Negatif kontrol, pozitif kontrol ve Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis (SB-9c) izolatinin uygulandigi bitkilerde
iletim demetlerindeki farkliliklar.. ... ... cocoieciminamisiansincaiiies,
Negatif kontrol, pozitif kontrol ve Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis (SB-20b) izolatinin uygulandig bitkilerdeki
hastalik siddetinin dUzeyi........ccovviiiiiniiiiiiiii e,
Negatif kontrol, pozitif kontrol ve Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis (SB-11b) izolatinin uygulandig bitkilerdeki
hastalile giddetinin dzeyi. o v o srammmsscsssm o
Negatif kontrol, pozitif kontrol ve Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis (K-55/1) izolatimin uygulandigi bitkilerdeki
hastalik siddetinin dUzeyi........ccoceiiiiiiiniiniiiiieee e,
Pozitif ve negatif kontrolde iletim demetlerindeki farkliliklar........
Uygulama yapilan bitkilerin iletim demetlerindeki
kahverengileSme.......cccoiiiiirinerininiieseerssse e eae e
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis bélge izolatmin
(SB-1b) PSF ve NA besi yerlerindeki gelisimi........................
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatimin SCM
besi yerindeki geligitnl...ovcvn vopsonimimomvisivssmmrsons s s ossvae
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatnin
seyreltme serilerindeki (10°-10°) koloni gelisimi.......ooeeveininnnnns
ELISA testi sonucunda platen goriintimii..............ccceceeninnen....,
PCR ¢alismas: sonucu olusan bantlar (PK: Pozitif Kontrol (YY-2);
1: T-5/1a-2 (r); 2: SB-8a/1 (r); 3: SB-19a/1 (r); 4: K-40/1a-1 (r); 5:
SB-13a/1 (r); 6: SB-7a/1 (r); 7: SB-20a/1 (r); 8: K-49/1-1 (r); 9: K-
23/1a-1 (1); 10: K-5/12-1 (1)) vvneeeeiieeeieiie e
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile bulagik
tohumlarinda etrafinda gelisen koloniler............cccceeviiininnia.nn,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile bulasik
tohumlardan gelisen domates fideleri................ooovviviiniinnnnn..
Bulagik topraktan yapilan izolasyonlarda petride gelisen
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis kolonileri.........
28. giinde yapilan izolasyonlarda petrideki goriintim (Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis elde edilememigtir.).........
10° seyreltmesinde petride gelisen Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis kolonileri.............ccoovveviviiiiiiininaninnn..
Temmuz ayinda yapilan izolasyonda King B besi yerinde gelisen
koloniler. .o sosmamamuresmssss o smssinss v s s EvR s HE I S
Agustos ayinda yapilan izolasyonda King B besi yerinde gelisen
0] (0311 S S
Ekim ayinda yapilan izolasyonda King B besi yerinde herhangi bir
koloni geligimi gorilmemistir........ccoevvvviviiiiiiiiiineininr i,

xii

74
75
it
86

86
87

87

88

a1

91

92

93

94

95

101

106

108

112

112

113

115

116

116




Sekil 4.31.
Sekil 4.32.
Sekil 4.33.
Sekil 4.34.

Sekil 4.35.

SCM  besi yerinde Clavibacter  michiganensis  subsp. 121

michiganensisnin gelighl ... covmsssssismimvisis v sssnsss swsn svss
SCM besi yerinde F-5 fidesinden geligsen koloniler.................... 122
SCM besi yerinde F-38 fidesinden geligen koloniler.................. 122
F-35 fide omeginde SCM besi yerinde koloni geligimi 123
i e | T ——

Domates  fidelerinde  Clavibacter  michiganensis  subsp. 123
michiganensis'in varligmin belirlenmesi galismasinda PCR testi
sonucu olugan bantlar (PK: Pozitif Kontrol (YY-2); 1: F-6; 2: F-§;
3: F-9; 4: F10; 5: F12; 6: F-16; 7: F-19; PK Cmm: SCM’de gelisen

xiil




1. GIRIS

Ulke ekonomisinde ¢ok 6nemli bir yeri olan domates (Lycopersicum
esculentum Miller) yetistirme yapilan bolgelerde ¢iftcimizin Onemli gelir
kaynaklarindan birisini olusturmaktadir. Diinya’da ve Tirkiye‘de taze ve islenerek
tiiketimi en bagta gelen sebzeler arasinda yer almaktadir. Domates i¢ piyasada taze
olarak tiiketilmesinin yani sira gida endiistrisinde de ham madde olarak
kullanilmakta, dis pazarlara ise taze olarak veya islenerek ihra¢ edilmektedir.
Uretim miktar1 agisindan incelendiginde 2012 yili verilerine gore domates
tiretiminde Tiirkiye (11.350.000 ton), Cin (50.125.055 ton), Hindistan (17.500.000
ton) ve Amerika Birlegik Devletleri (13.206.50 ton)’nden sonra dérdiincii sirada yer

almaktadir (FAO, 2012).

Tiirkiye farkh iklim bé&lgelerine sahip olusu hem acik alanda hem de 6rti
altinda sofralik ve sanayi domatesinin tiretilmesine olanak saglamaktadir. Ozellikle
Marmara, Akdeniz ve Ege bolgelerinde biiylik alanlarda domates yetistirilmektedir.
Calismanin yiirtitilldigi Tokat ilinde yine domates, {ireticilerin 6nemli gelir
kaynaklarindan birini olusturmaktadir. Tokat ilinde Merkez ve ilgeler dahil 2011
yilinda 76.737 da ekilis alanindan yaklasik 513.886 ton, 2012 yilinda 76.337 da
alandan 449.892 ton domates tiretimi gergeklesmistir (Anonim, 2013).

Tokat ekolojik yapisi itibariyle hem Karadeniz hem de karasal iklimin sicak
ve nemli Ozelliklerini gostermektedir. Bu nedenle boélgede onemli bir iiriin olan
domateslerde hastaliklarin salgin halinde goriilmesi kagimlmazdir. Bélgede yaygin
olarak {iiretimi yapilan domates bitkisinin diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi
fitopatolojik sorunlar1 vardir. Domateslerde fungal ve viral hastalik etmenlerinin
yani sira pek ¢ok bakteriyel etmen de Snemli trlin kayiplarina neden olmaktadir
(Karaca ve Saygili, 1982). Bu bakteriyel hastaliklardan birisi de Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis ve ark.’in neden oldugu domates

bakteriyel solgunluk hastaligidir.




Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ilk kez 1909 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nin Michigan eyaletinde saptannustir. 1945°de
Dogu Afrika’nin bazi arazilerinde %80’nin tizerinde, 1960°larda Kuzey Carolina’da
yine %80’nin iizerinde, 1962°de Kenya’da %60’1n tizerinde ciddi iiriin kayiplarina
neden olmustur. Etmen 1965-1971 yillar1 arasinda ABD’nin Ontario eyaletlerinde
sera Uretimi de dahil tiim domates tretim alanlarinda yillik ortalama %5-10
arasinda degisen oranlarda lirlin kaybina neden olmustur. Bu yillarda iretici

bazindaki iirtin kaybi ise %60°nin tizerinde gériilmiistir (Sherf ve Macnab, 1986).

Ulkemizde ise domates bakteriyel solgunluk hastaligimin varligi Tokgoniil
(1998)’in bildirdigine gére ilk olarak I¢ Anadolu bolgesinde (Bremer ve Ozkan,
1950) saptandiktan sonra, Giiney Dogu Anadolu (Bremer ve ark., 1952), Marmara
(Karahan, 1965) ve Ege bdlgesinde (Karaca ve Saygili, 1977) tespit edilmistir.
Dogu Akdeniz Bolgesinde ise domates bakteriyel solgunluk hastaliginin varligi
Cmar (1980) tarafindan belirlenmistir. Cinar (1980), hasta domates bitkilerinden
elde ettigi izolatlar1 yaptig1 biyokimyasal testlerle Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis olarak tamlamstir. Oktem (1984), Ankara ilinde hastaligin %0,5-23
arasinda bir yayginlik gosterdigini ve bazi ilgelerde %100 bulasik tarlalara
rastlamldigim  bildirmistir. Oktem ve Benlioglu (1993) tarafindan yapilan 6n
calismada Orta Anadolu Bolgesi’'nde Afyon, Ankara, Bolu, Burdur, Cankiri,
Eskigehir, Isparta, Kayseri, Kirsehir, Konya, Nevsehir, Nigde, Yozgat ve
Zonguldak’1 kapsayan 14 ilde domates ekim alanlarinda 354 6rnekleme noktasinda

domates bakteriyel solgunluk hastaliinin stirveyi yapilmistir. Stirveyler sonucunda

Afyon digindaki 13 ilde 97 tarlada domates bakteriyel solgunluk hastaligina

rastlanmistir. Hastalik sirayla Isparta (%5,25), Yozgat (%4,67), Ankara (%3,71),
Cankin (%1,8) ve Nigde (%]1.4) illerinde oldukga yiiksek oranda goriilmiis, diger
illerde ise %0,07-0,71 arasinda degisen oranlarda saptanmistir. Kahveci ve Giircan
(1993), Antalya ilinde domateslerdeki bakteriyel hastaliklarn tespiti {izerine
yaptiklar1 ¢aligmada Alanya, Elmali, Kas, Korkuteli, Kumluca, Manavgat, Merkez
ve Serik ilgelerinde sera ve tarla domateslerinde solgunluk gésteren bitkilerden
izole edilen 72 adet bakteri izolatin1 yaptiklar1 biyokimyasal testlerle Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis olarak tamlamiglardir. Ozyilmaz (2001), Aydin
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ilinde 2000 yih giiz doneminde inceledigi toplam 91 domates serasindan 8’inde
bakteriyel hastalik belirtilerine rastlamis olup, hastalikli bitkilerden yapilan
izolasyonlarda 11 adet izolat elde etmis ve %]1-10 arasinda degisen oranlarda
hastalik yaygmligi belirlenen Cine ilgesinde 2, Incirliova ilgesinde 1 serada
domates bakteriyel solgunluk hastalifi belirtilerine rastlamigtir. Aragtirict yaptigi
testler sonucunda elde ettigi izolatlar1 Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis olarak tamlamistir. Dogu Anadolu Bélgesi’nde ise hastaligin varlig
Sahin ve ark. (2002) tarafindan belirlenmistir. Oltu, Ispir ve Yusufeli ilgelerinde 6
farkli tretim alaninda yiiriitiilen calismada hastalik yaygmligt %100 olarak
belirlenmistir. Elde edilen izolatlar biyokimyasal testlerle Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis olarak belirlenmis olup, 16 izolat yapilan yag
asit metil ester analizleri ile %47-89 benzerlik oraniyla Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis olarak tamlanmistir. Basim (2002) tarafindan Isparta ve
cevresindeki sera domateslerinde goriilen bakteriyel patojenlerin belirlenmesi
lizerine yapilan c¢aligmada, 40 seramin Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis ile bulasik oldugu saptanmigtir. Yine Bati Akdeniz Bdolgesinde
Basim ve ark. (2004) tarafindan yapilan galismada, domates bakteriyel solgunluk
hastaliginin varligr ilk kez rapor edilmistir. Antalya’da Serik, Aksu, Kumluca,
Demre ve Kinik ilgelerinde, Isparta’da Kegiborlu, Candir ve Seyhler ilgelerinde
2003 yili iiretim sezonu boyunca yiiriitiilen ¢aligsmada, Selin, Astona, 198 RN,
Malike ve Tiilin domates c¢esitlerinin {iretiminin yapildigi seralarda hastalik
yayginhg %26-65 arasinda degisen oranlarda belirlenmistir. Patojenite testinde
elde edilen re-izolatlarla SCM’de koloni gelisimine bakilmig olup, 30 izolat ile
yapitlan PCR ve FAME analizleri sonucunda Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis ~ olarak  tamlanmustir.  Clavibacter — michiganensis  subsp.
michiganensis in meyvede olusturdugu enfeksiyonlar ise ilk kez Ozdemir (2005)
tarafindan rapor edilmigtir. 2004 yilinda yapilan ¢alismada NDM 447 domates
cesidinin tiretildigi Izmir Torbali’da hastalik belirlenmistir. Hastalikli bitki
govdelerinden ve kuggozii simptomlart goriilen meyvelerden izolasyonlar yapilmis
olup, elde edilen izolatlar patojenite testi ve aksam safasi (Mirabilis jalapa)
bitkisinde asir1 duyarlilik testleri ile Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis olarak belirlenmigtir. Mersin ve Adana illerinde Cetinkaya-Yildiz
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(2007) tarafindan yapilan siirvey ¢alismalart sonucunda hastalik yaygmligi %15-25
arasinda degisen oranlarda belirlenmistir. Bir dnceki tiretim sezonunda hastalifin
gorildigi alanlarda ise yayginhgin %70-80 oranlarina ulagtifi saptanmuistir.
Calismada, Adana ve Mersin illerinde domates {iretim alanlarinda yapilan
siirveylerin yam sira Antalya, Artvin, Bursa ve Izmir illerinden temin edilen hasta
domates bitkilerinden toplam 57 bakteri izolati morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal, ELISA, PCR ve yag asit metil ester analizleri ile Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis olarak tamilanmistir. Bolgemizde ise Saygi
(2010) domates bakteriyel solgunluk hastaligimin Tokat ili domates iiretim
alanlarinda %1,65°lik bir siklikta oldugunu ortaya koymustur. Caligmada Tokat
ilinde domates yetistiriciligi yapilan alanlarda Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’in rastlanma sikligini belirlemek amaciyla 2008 ve 2009 yillarinda
iki y1llik siirveyler yapilmstir. i1k yil siirvey calismalarinda 44 adet bakteri izolat:
elde edilerek izolatlarla yapilan biyokimyasal analizler sonucunda Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis hastalik etmeni bulunamamustir. Ikinci yil 55
tarlada gozlem yapilmis olup, 39 ayn boélgeden toplanan ozellikle solgunluk
belirtisi gosteren bitkilerden 39 adet bakteri izolati elde edilmistir. Yapilan
molekiiler analizler sonucunda, izole edilen bakterilerden 3 adetinin Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis oldugu bulunmustur.

Solanaceae familyasindan biber ve pathicanda da hastalik olusturabilme
yetenegindeki etmen sadece domateste ekonomik zarar meydana getirir. Hastalik
simptomlar1 sistemik veya lokalize olmus enfeksiyonlardan meydana gelmelerine
gore farklilik gostermektedir. Enfeksiyon tohum veya agilan yaralar yolu ile direkt
iletim demetleri icerisine tagman inokulumdan meydana gelirse sistemik
enfeksiyonun simptomlar1 olugur ve hastalik ilk olarak solgunluk ile kendini
gostermeye baslar (Sekil 1.1.). Bitkiler sistemik olarak enfektelendigi zaman geng
fideler hizla solar ve g¢oker, yash bitkilerde ise solgunluk simptomlari yavas ve
asama asama gerceklesir. Enfekteli govdelerde iletim demetleri sarimsi bir renk
bozulmas1 gosterir, daha sonra kahverengiye domer, Ozellikle dikey c¢atlak
govdelerde ki bogumlarda bu durum acikga goriilebilir. Hastalik admi spesifik

kosullar altinda gelisen gévde solgunluklarindan alir. Patojen ksilemden yammndaki
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floem ve parankima hiicrelerine yayildigi i¢in hasta gévdede ve petiollerde agik sari
kahverengi cizgiler seklinde belirti olusturur. Bu gizgiler gittik¢e koyulasir ve bazen
catlaklar agilir, koyu kahverengi yapilar 6z ve korteksde biiylik nekrozlarin agifa

¢ikmasi ile sonuglanir (Cetinkaya-Yildiz ve Aysan, 2008).

Eger patojen hidatodlar gibi dogal agikliklar veya tiiylerin kirilmasi ile
acilan yaralardan giris yapmigsa, ilk olarak nekrozlar ve yaprak lekeleri ile kendini
gosteren lokalize olmus simptomlar goriiliir. Yaprakg¢iklarin kenar nekrozlari
genellikle lokalize olmus enfeksiyonlarin ilk simptomlaridir. Bazen “yanmis faz”
olarak belirtilen bu goriintim ilk olarak kahverengilik, alt yaprak¢ik kenarlarinin
kurumasi olarak baglar, bazen de ince, sar1 bir doku ile gevrilerek yesil kisimdan
ayrilir. Nekrotik alan gittikge genigler, yapragin ve zamanla biitin gévdenin

biiziilmesine neden olur (Cetinkaya-Yildiz ve Aysan, 2008).

Meyvelerde kus gozii lekesi olarak bilinen ve taze olarak tiiketilen
meyvenin pazar degerini diistiren kii¢iik (0,3 cm ¢apindan daha kiigiik), beyaz hale
ile ¢evrili kahverengimsi lezyonlar etmenin lokalize olmus enfeksiyonunda
gorilmektedir (Sekil 1.2. ve Sekil 1.3.). Enfeksiyonun ilerleyen asamalarinda ise
meyve iletim demetlerinde sarillasma ve kahverengilesme goriilebilmektedir

(Cetinkaya-Yildiz ve Aysan, 2008).




Sekil 1.1. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in domates bitkisinde olusturdugu tek
tarafli solgunluk




Sekil 1.2. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in domates meyvesinde olusturdugu
kusgozi simptomu

Sekil 1.3. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'in domates meyvesinde olusturdugu
kuggdzii simptomu




Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis sistemik yayilan bir
hastalik etmeni olmasi1 nedeniyle genelde infekteli tohumlarla tasmmakta, ayrica
hastalikli bitki artiklar1 ve bulasik topraklarla gelecek iiretim sezonuna aktarilarak
biytik trtin kayiplari meydana getirebilmektedir. Nedumaran ve Vidhyasekaran
(1982, 1982a) Hindistan’in farkli bolgelerinden elde ettikleri domates tohumlari ile
yaptiklart caliymada Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile dogal
bulagikliligmn ciddi bir tehlike olusturdugunu saptamiglar ve bununla ilgili genis
caligmalarin acil olarak baglamas: gerektigini bildirmiglerdir. Ayrica enfekteli
domates tohumlarindan etmenin elde edilmesi ve tanilanmasi i¢in ¢esitli yontemleri
aragtirmiglardir. Chang ve ark. (1991) tarafindan domates bakteriyel solgunluk
hastalik etmeninin epidemiyolojisi tiizerine yapilan bir caligmada, Midwest’te
tohumdan fideye %0,01-0,05 (1000 fide basna 1-5 hastalikli tohum) gibi diigiik bir
tohum bulagsma oranmin, tarlada 6nemli bir epideminin baslangici olabilecegi
sonucuna vartlmigtir. Bryan (1930) etmenin iletim sistemi yardimiyla tohumlar
sistemik olarak enfekte ettigini ve embriyoda bulundugunu belirtmistir. Patino-
Mendez (1964) etmenin tohumlar: tohum kabugu veya tohum zarindan gegerek
enfekte ettigini, tohum zarinin en igteki hiicrelerine dogru hareket ettigini ancak
embriyoya girmedigini saptamistir. Bryan (1930) dogal enfekteli tohumlarda
bakterinin tohuma gegcisinin %1-5, yapay enfekteli tohumlarda %21-40 oraninda
oldugunu saptarken, Strider (1967) yaptiklar: ¢alismada tohuma ge¢me oranimin
%0,25-81 arasmnda degistigini, ancak %! oraninda tohuma gecisin tarlada %54

oraninda domates bitkisinin enfeksiyonuna neden olabilecegini belirtmistir.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in diger bir inokulum
kaynagmin toprak oldugu ve patojenin toprakta belirli kosullarda yasamim
stirdiirebildigi Byran (1930) tarafindan bildirilmistir. Yapilan ¢alismada, Washington
ve New York’da etmenin 11 ay boyunca enfekteli toprakta canli kalabildigini
belirlemistir. Cetinkaya- Yildiz (2007)’ i bildirdigine gore, Ciccarone ve Carili
(1948)’de yaptiklari galigmada Italya’da etmenin toprakta dort yil siireyle
yasayabildigini  belirlemislerdir. ~Ayrica Clavibacter —michiganensis  subsp.
michiganensis’in topraktaki yasam siiresi {izerinde belirli kosullarin etkili oldugu

cesitli galigmalarla belirlenmigtir (Bryan, 1930; Strider, 1967; Basu, 1970). Yapilan

8




bir ¢aligmada, inokulasyondan 8 ay sonra hava ile kurutulmus topraktan etmen geri
izole edilemezken, 2 °C’deki nemli toprakta 18-30 ay siire ile canli ve viriilent
kalabildigi saptanmugtir (Strider, 1967). Basu (1970), topraktaki %2,7 ile 21

arasindaki nem degisikliginin patojenin canliligini etkiledigini belirlemistir.

Cesitli aragtiricilar, kist bulagik bitki artiklarinda gegiren epifitik
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis populasyonunun primer inokulum
kaynag1 olarak rol oynayabilecegini bildirmektedirler (Chang ve ark., 1992a;
Gleason ve ark., 1991; Fatmi ve Schaad, 2002). Gleason ve ark. (1991), toprak
yiizeyinde kalan bulagik bitki artiklarmda etmenin en az 24 ay boyunca canli
kalabildigini, topraga gomiilen bulasik bitki artiklarinda ise 7 ay boyunca canlilifini
stirdirdigiinii  belirlemiglerdir. Basu (1970) vyaptigi calismada, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’in bulagik domates yapraklarinda toprak
sicaklifr -20 °C iken en az 36 hafta canl kalabildigini bildirmistir. Patojen toprak
sicaklif1 5-35 °C iken 3 haftadan daha fazla canli kalamamistir. Chang ve ark.,
(1992a), Fatmi ve Schaad (2002) tarafindan yapilan ¢alismalarda ise, toprak
ylizeyine birakilan domates govdelerinde, gomiilenlere oranla organizma daha uzun

stire canliligini korumustur,

Patojen ayrica gesitli yabanci otlarda, degisik malzemeler (fide saksisi, oluk,
vb), sera konstriiksiyon malzemeleri ve gesitli aletler tizerinde de yagamimi devam

ettirebilmektedir (Gitiatis ve Beaver, 1990; Gleason ve ark., 1991; Gleason ve ark.,

| 1993). Ayrica kiigiik alanlarda hastalik yayilim riizgar, yagmur, bécekler, kiiltiirel

iglemler esnasinda kullanilan alet ve ekipmanlar ile insanlar tarafindan olurken,
genis alanlarda yayihm tohum ve fidelerle olmaktadir. Ozellikle tiiylerin kirilma
noktalar1 patojen girigi igin onemlidir. Kumlu yapiya sahip topraklarda, organik
yapili topraklara gore daha siddetli enfeksiyonlar goriilmektedir. Kus gézii adi
verilen meyve enfeksiyonlar1 genelde yagmurlama sulama sonucu 1slak kalan
meyvelerde goriilmektedir. Damlama sulamanin yapildig1 seralarda ise bu kus gozii

simptomu ¢ok nadir olarak gozlenmektedir (Cetinkaya-Yildiz ve Aysan, 2008).




Etmenin farkli yerlerde yasamini siirdiirebilme 6zelliginden dolay1
miicadelesinde zorluklar yasanmaktadir. Hastalik ile miicadelede en etkin yontem
baglangi¢ inokulumunu azaltmaktir. Sertifikali tohum ve fide kullanimi bakteriyel
solgunluk hastalifimin miicadelesi igin 6nemlidir. Ancak bu etmenle epifitik olarak
bulagik olan tohumlarin sertifika alabilme olasiligi bulunmaktadir. Bu sekildeki
tohumlar ve yine bu tohumlardan elde edilen fidelerin kullanimi ile hastalik

yayilabilmektedir (Chang ve ark., 1992a).

Tokat ilinde 2010 yilinda yapilan arazi surveylerinde domates bitkilerinde
solgunluk, iletim demetlerinde kahverengilesme, 6zde koflasma, kuruma ve
meyvelerde kus gozii belirtileri tespit edilmistir. Bu hastalik belirtilerine Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’in neden olabilecegi diisiiniilmiistiir. Arazi
surveyleri sonucu toplanan Orneklerin Koch postufa‘u ile elde edilen patojenik
ozellikteki re-izolatlarinin, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlere gore ve
taniyt desteklemek igin yapilan PCR test sonuglarina gore Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis olarak tamlanmasi ile bolgedeki domates
tiretim alanlarinin yogun bicimde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
etmeni ile bulasik oldugu saptanmigtir. Etmen 2010 yilinda 6zellikle Tokat Merkez,
Turhal ve Erbaa ilgelerindeki domates tiretim alanlarinda epidemi olusturmus ve %2
ile %100 arasinda degigen oranlarda iiriin kayiplarina neden olmustur. Hastaligin
epidemik boyutlara ulagmasinda iklim kosullanmin hastalik gelisimi i¢in uygun
olmast yaninda, ozellikle bolgede %90 oraninda tek bir ¢esidin yetigtirilmis
olmasinin ve fide kaynakli bir enfeksiyonun rol oynadigi kanisina varilmugtir

(Yazic ve ark., 2011).

Bu calisma kapsaminda; 2011 ve 2012 yillarinda Tokat ilinde domates
tiretiminin yogun olarak yapildigi Merkez, Pazar, Turhal, Niksar ve FErbaa
ilgelerindeki domates tiretim alanlarinda siirvey yapilarak domates bakteriyel
solgunluk hastalifinin bolgedeki ve tarladaki bulunma oranlarimin belirlenmesi,
hasta bitki érneklerinden elde edilen izolatlarin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal
testleri, serolojik (ELISA), molekiiler (PCR) ve yag asit metil ester (Fatty Acid
Methyl Ester: FAME) analizleri ile tanisinin yapilmasi, hastaligin  bolgemiz

kosullarinda epidemiyolojisi incelenerek hastalifi baglatma yetenegi olan ilk
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inokulum kaynaklarmin tespit edilmesi ve hastalik belirtisi géstermeyen, iireticiler
tarafindan Tokat yoresinde kullamilan domates fidelerinde Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis’in varligimin belirlenmesi amaglanmaistir,
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2. KAYNAK OZETLERi

2.1. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in Neden Oldugu Domates

Balkteriyel Solgunluk Hastalig ile Tlgili Genel Bilgiler

Domateslerde fungal ve viral hastalik etmenlerinin yani sira pek ¢ok bakteriyel
etmen de 6nemli iiriin kayiplarma neden olmaktadir (Karaca ve Saygil, 1982). Bu
bakteriyel hastaliklardan birisi de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Smith) Davis ve ark.in neden oldugu domates bakteriyel solgunluk hastaligidir.
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Prokaryota alemi, Firmicutes boliimii,
Thallobacteria smifi, Microbacteriaceae familyasi, Clavibacfer cinsi icerinde yer
almaktadir (Agrios, 2005). Etmen Erwin F. Smith tarafindan ilk olarak Bacterium
michiganense daha sonra Aplanobacter michiganense olarak isimlendirmigtir.
Pseudomonas  michiganensis, Phytomonas michiganensis ve Mycobacterium
michiganensis’i igeren ilave isimlendirme girisimlerinden sonra terminolojik
isimlendirme kabul edilmis ve yaklasik 50 yil Corynebacterium michiganense olarak
adlandinlmistir. 1980°lerde patojenin hiicre duvari yapisit ile ilgili yeni bilgilere
dayanilarak Clavibacter cinsi icerisinde yeniden smiflandirma yapilmis ve Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis ve ark. olarak isimlendirilmigtir

(Gleason ve ark., 1993).

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis diinya ¢apinda domates
tiretimini kisitlayan en 6nemli bakteriyel etmenlerden birisidir (Gleason ve ark., 1993).
Etmen hem ortii altt hem de agik alanda yapilan domates iretimini olumsuz
etkilemektedir. Domates bitkileri dzellikle geng dénemde hastalifa kargi ¢ok duyarhidir.
Sicak ve nemli havada hastalik giddetli zarar yapabilmektedir (Cetinkaya-Yildiz ve
Aysan, 2008).

Etmen Solanaceae familyasindan domates, biber, pathican ve Lycopersicum
hirsutum, L. pimpinellifolium gibi tlirlerde hastalik olugtursa da ekonomik anlamda
zarar verdigi tek kiiltiir bitkisi domatestir (Gleason ve ark., 1993). Ayrica Solanaceae
familyasindaki yabanci otlar (Solanum mammosum, S. douglasii, S. nigrum ve S.

triflorum) da konukgular: arasindadir (Sherf ve Macnab, 1986).
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Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ilk kez 1909 yilinda Amerika
Birlesik Devletlerinde (ABD) saptandiktan sonra (Gleason ve ark., 1993), 1950°li
yillarin baginda tilkemizde de rapor edilmistir. Etmen diinyada domates iiretiminin
vapildigi hemen hemen her alanda goriilmektedir. (Sekil 2.1.; EPPO (European and
Mediterranean Plant Protection Organization-IMI, 1996-www.eppo.org). Avusturya,
Beyaz Rusya, Belgika, Bulgaristan, Cek Cumhuriyeti, Misir, Finlandiya
(dogrulanmamig bilgi), Fransa, Almanya, Yunanistan, Macaristan, irlanda Cumhuriyeti,
[srail, {talya (Sardinya ve Sicilya), Liibnan, Litvanya, Fas, Hollanda, Norve¢ (hastalik
eradikasyonu yapilmus), Polonya, Portekiz (hastalik eradikasyonu yapilmig), Romanya,
Rusya (Avrupa ve Sibirya kismi), Slovenya, Ispanya, Isvigre, Tunus, Ingiltere (ge¢miste
bulunmug ama daha sonra tespit edilememis), Ukrayna, Yugoslavya, Ermenistan,
Azerbaycan, Cin (ge¢miste bulunmus ama daha sonra tespit edilememis), Hindistan
(Madhya ve Pradesh bdlgeleri), Iran, Japonya, Kenya, Kuzey Afrika, Tunus, Togo
Cumhuriyeti, Uganda, Zambia, Zimbabve, Kanada, Amerika Bitlesik Devletleri
(California, Florida, Georgia, Hawaii, Iowa, Illinois, Indiana, Michigan, Kuzey Dakota,
Ohio, Wyoming), Meksika, Kosta Rika, Kiiba Dominik Cumhuriyeti, Grenada, Panama
Cumbhuriyeti, Arjantin, Brezilya, Sili, Kolombiya, Peru, Uruguay, Avusturalya, Tonga
Krallig1 ve Yeni Zelanda’da Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in varlifa
rapor edilmistir. Etmenin varlig1 son olarak 1999 yilinda Tanzanya’da (Black ve ark.,
1999), 2000 yilinda Kibris’da (Ioannou ve ark., 2000), 2004 yilinda Endonezya’da
(Anwar ve ark., 2004), Sumatra ve Java’da (Zainal ve ark., 2008), 2010 yilinda ise
Suriye’de (Ftayeh ve ark., 2010) bildirilmistir.
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Avrupa Igin Hastalik Dagilim Haritasi
Clavibacter michiganensis

Sekil 2.1. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'in dagilim
Mediterranean Plant Protection Organization-IMI, 1996-www.eppo.org)
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Etmen 1965-1971 yillart arasinda ABD’nin Ontario eyaletlerinde sera tiretimi
de dahil tim domates iiretim alanlarinda yillik ortalama %35-10 arasinda degisen
oranlarda iiriin kaybina neden olmustur. Bu yillarda {iretici bazindaki {iriin kaybi ise
%060 nin tizerinde goriilmiistir (Sherf ve Macnab, 1986). Fidelerin tarlaya sasirtilmasi
esnasinda enfektelenen domates bitkilerinde %31-83 oraninda enfeksiyon olustugunda,
ortalama meyve agirhginda 13 g, toplam firiin miktarinda ise %46 oraninda azalma
oldugu bildirilmistir (Chang ve ark., 1992b). Yapilan diger bir ¢alismada, fideler tarlaya
sagirtilmadan dnce etmen tarafindan enfektelendiginde ise ¢evre sartlarina bagh olarak

tirtin miktarmin %63-93 oraninda azaldig1 saptanmistir (Ricker ve Riedel, 1993).

Gram pozitif bakteriler grubuna giren etmen Yeast Dekstroz Kalsiyam Karbonat
(YDC) agar besi yeri kullanilarak kolaylikla izole edilebilir. Patojen Nutrient agar besi
yerinde 5 giin i¢inde san renkli, diizgiin kenarlt karakteristik koloniler olusturmaktadir
(Gitatis, 1991). Patojen aksam safas1 (Mirabilis jalapa) bitkilerinin yapraklarinda asirt
duyarlilik reaksiyonuna neden olmakta, dort gilinliik domates fidelerinin yapraklarinda
olusturdugu beyazimsi sigil benzeri yapilar tamida kullamilmaktadir (Gitaitis, 1990;
Chaldecott ve Preece, 1983). Ayrica yar segici besi yeri olan SCM besi yerinde etmenin
olusturdugu koyu gri etrafi acik renk haleli koloniler tanida kullanilan bir diger énemli
kriterdir (Fatmi ve Schaad, 1988). Ftayeh ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir
calismada, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in domates bitkilerinden ve
tohumlardan izolasyonunda yeni bir besi yeri gelistirilmigtir. BCT (domates bakteriyel
kanser) aym zamanda Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus, nebraskensis ve

tessellarius patojenlerinin izolasyonunda da kullanilmaktadir.

Bakterinin optimum gelisme sicaklign yaklagik 26 °C’dir. Bakteri besi yerinde
uzun siire saklanabilir ve kolay 6lmez. Nutrient agar besi yerinde 13 °C’de en azindan
58 ay yasamimi devam ettirebilir. Bu bakterinin sar1, beyaz veya pembe renkli kolonileri

vardir ancak en viriilent koloniler genellikle sar1 olanlardir (Sherf ve Macnab, 1986).

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in patojenik 6zelliklerinin pat-1
geni {izerinde toplandifi belirlenmigtir (Jahr ve ark., 1999). Par-1 genine sahip olan
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatlar1 viriilent, sahip olmayanlar ise

aviriilent olarak belirlenmistir. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in
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virulent izolati NCPPB382, pCM1 ve pCM2 plazmidlerini tagimaktadir (Gartemann ve
ark., 2003). Her iki plazmid de seliilozla kodlanan bir gen ihtiva eder. pCM1°’de CelA,
pCM2’de proteaz Pai-1 viriillenslik faktrleri mevcuttur. Aymi zamanda bu genler
patates bitkisi patojenlerinden Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus’ta da
bulunmaktadir. Chalupowicz ve ark. (2012) tarafindan yapilan c¢alismada da,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in patojenitesinin kromozomal
chp/iomA bolgesi iizerinde bulunan serin proteaza ve plazmidlere bagh viriilenslik
faktorlerinden kaynaklandigi bulunmustur. Caligsmada, enfeksiyon boyunca Clavibacter
-michiganensis subsp. michiganensis’in kolonize olmasi ve hareketliligi yesil bir
fluoresan protein 1k ile (GFP) tespit edilmistir. GFP ile ifade edilen plazmid bitkide en
az bir ay boyunca sabit kalmisgtir. Inokulasyonun yapildig1 bitki gévdeleri mikroskopla
incelendiginde, ksilem dokusuna tamamen yayildig1 ve &zellikle protoksilem dokusunu
tercih ettigi gorilmustir. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in virulent
izolatt NCPPB382’nmin 15 giin sonra genis bir sekilde sistemik olarak yayildigi da
gozlenmigtir. Buna ragmen, pCM1 ve pCM2 plazmidlerine sahip olmayan Cmm100 ve
chp/tomA PAI bolgesi bulunmayan Cmm27 izolatlarinda ise inokulasyon bolgesinde
yayilma sinirh olmugtur. Elde edilen sonuglar chp/tomA bolgesindeki viriilenslik
faktorlerinin ve plazmidlerin, domates bitkisinde Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis’in yayllmasinda ve kolonize olmasinda etkili oldugunu gostermektedir.

Hastaliga karsi miicadelede dayamikl ¢egit kullanimi en etkin ve gevreci yontem
olarak goriilmektedir. Domates bakteriyel solgunluk hastaligina domatesin yabani tiirii
Solanum pimpinellifolium, S. hirsutum ve §. peruvianum dayaniklidir. Bati Akdeniz
Tarimsal Arastirma Enstitiisii (BATEM) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, BATEM
gen havuzundaki hatlarin dayamklilik durumlarimin belirlenmesi ve 1slah programlarina
dahil edilmesi amag¢lanmigtir. Aragtirmada yurtdigindan temin edilen LA 2157 ve LA
407 dayanikli yabani materyalleri ile enstitli gen havuzunda bulunan 3 saf hat (BATEM
1, 2, 3) kullanilmistir. Testlemelerde inokulasyon yontemi olarak gévdeye enjeksiyon
metodu uygulanmustir. Inokulasyondan 8-10 giin sonra enfekteli fidelerde olusan
solgunluk simptomlart ve iletim demetlerinde olusan kahverengilesmelere gére ¢alisma
sonucunda, yurtdisindan temin edilen 2 materyalin dayaniklilif1 teyit edilmis, enstitii

hatlar1 ise hassas bulunmustur (Kabas ve ark., 2009).
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Domateslerde bakteriyel solgunluga dayaniklilikla ile ilgili yapilan diger bir
calismada ise, Lycopersicon hirsutum 1.A407’deki dayamkliligin seviyesinin, kontrol
grubu L. peruvianum LA2157°den farkli olmadigi belirlenmistir. 1LA407°den gelen
dayaniklilk hem agik alanda hem de serada yapilan denemelerde BC,S; (IBC)
populasyonu ile kazamlmistir. Arazi ve sera kosullarinda vyiiriitillen calismalarda
dayaniklilik durumlan arasinda dogrusal bir korelasyon bulunmustur. Dayanikliliktaki
cevresel ve genetik varyasyon i¢in IBC populasyonunda genetik olarak aktarilan
bilesenler kullanilmistir. Bu degerler 0,34-0,85 arasinda degismistir. Calisma
sonucunda, teorik olarak L. esculenfum genomik iceriginin %87.5’ine sahip oldugu
bilinen, IBC populasyonundan gelen iki hat IBL. 2353 ve IBL 2361 dayamiklilifin
kaynag: olarak teshis edilmigtir (Francis ve ark., 2001).

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in tanilanmasinda ¢esitli tam
testleri  kullanilmaktadir. Gitatis ve Beaver (1990) tarafindan yapilan tam
caligmalarinda, Kanada, Cin, Tayland, Tayvan ve Amerika’dan elde edilen Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis izolatlarinin yag asit metil ester profilleri analiz
edilmis olup, 45 izolatin yag asit metil esterlerinin birbirine benzer oldugu ve C12-C17
zincirlerinin varhig: ile karakterize edildigi tespit edilmistir. Ayrica c¢alismada, yar
segici besi yerinde gelisen morfolojik olarak Gram pozitif bakterilere benzeyen farkli

izolatlar da kullanilmustir.

Serolojik bir yontem olan ELISA ile etmen 10°-10" hiicre/ml gibi digtik
oranlarda bile saptanabilmekitedir. Cetinkaya-Yildiz, (2007)’mn bildirdigine gére Omer
(2002) Agdia marka poliklonal antibodi ve alkalin fosfatazla etiketli konjugat
kullanarak yaptigt DAS-ELISA’da tespit sinir1 107 hiicre/ml olarak saptamustir.

Santos ve ark. (1997) tarafindan yapilan ¢alismada Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’in varligin CM;-5’CCT CGT GAG TGC CGG GAA CGT ATC 3’
ve CM;-5"CCA CGG TGG TTG ATG CTC GCC AGA T 3’ primerleri kullanmlarak
tespit  edilmistir. Louws ve ark. (1998) tarafindan ise = CMM-5
(GCGAATAAGCCCATATCAA) ve CMM-6 (CGTCAGGAGGTTCGCTAATA)

primerleri kullanilarak rep-PCR ile patojen izolatlarin molekiiler tanis1 yapilmgtir.
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Dogal olarak enfekteli ve suni olarak zarar gérmiis domates tohum lotlarinda
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in belirlenmesi igin kullanilan birkag
tohum ekstraksiyon prosediirii gelistirilmigtir. Hadas ve ark. (2005) tarafindan yapilan
bir calismada, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 3 farkli besi yerine ekim
(CNS, mSCM, D,ANX) ve tohumdan direk PCR ve BIO-PCR yontemleri ile
belirlenmigtir. 10000 adet tohum igerisinde Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis ile enfekteli 1 tohum BIO-PCR yontemi ile saptanmustir. Calisma
sonucunda, suni olarak enfekteli tohumlar ve hastalik siddeti arasinda yiiksek bir iliski
(R*=0,945) tespit edilmistir. 58 hiicre/g ile enfekteli tohumlar sera kosullarinda
hastaliga sebep olmazken, 1000 hiicre/g’a sahip lotlar 2000 bitkinin 78’inde hastalik
yapmigtir.

Leon ve ark. (2006) yaptiklar ¢aligmada, immunomagnetic seperation (IMBs)
yontemini kullanmiglardir. Farkli IMBs konsantrasyonu ve iki antiserum kullamlarak
yapilan ¢alismada, 1/3200 oranmda sulandirilan 10° IMBs/ml polyklonal antiserum ile
kaplama yapilarak, 10°-10° hiicre/ml ile inokule edilen bakteriler %50’den daha yiiksek
oranda tespit edilmigtir. IMBs yontemi yiiksek hassasiyete sahip dogal olarak enfekteli
domates tohumlarindan  Clavibacter  michiganensis  subsp. michiganensis’in
izolasyonunda, yar1 segici besi yerlerinde hizli bir sekilde izolasyonda ve tani

laboratuarlarinda kolaylikla uygulanabilen bir yéntemdir.

Simptomsuz domates tohumlarmndan ise, TagMan caligmas1 yapilarak 2 saat
igerinde DNA ektraksiyonu ile Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

belirlenmistir (Zhao ve ark., 2007).

Kokoskova ve ark. (2010) yaptiklart ¢alismada, PTA-ELISA, PAbs Neogen
Europe Ltd (UK) IFAS ve PCR tekniklerini kullanilarak 15 bitki patojenini ve 4
saprofitik bakteriyl tanmilamiglardir. IFAS teknigi ile Pantoea dispersa, P. agglomerans
ve Rahnella aquatilis, PTA-ELISA ile de Curfobacterium flaccumfaciens,
Pectobacterium atrosepticum ve Dickeya sp. tirleri tamlanmustir. Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis ise PCR ile Dreier’in yontemine gore 30 s 65°C

sicaklikta tanilanmugtir. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, siasiyla 10°

hiicre/ml ve 10° hiicre/ml konsantrasyonlarinda iken PTA-ELISA ve IFAS teknikleri ile
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tamlanabilmistir. PCR tekniginde ise 10° hiicre/ml konsantrasyonunda iken

tanilanmustir.

Milijasevic ve ark. (2009a) tarafindan ylriitiilen bir calismada domates

tohumlarinda Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in belirlenmesi i¢in
ogtitme ve 1slatma seklinde 2 yontem gelistirilmistir. Saglikli 2000 ve 5000 adet tohuma
1, 5 ve 10 adet enfekteli tohum eklenerek yapilan ¢alismada, suni besi yerine izolasyon,
tohumdan direkt PCR, NBY besi yerinde gelistirilen bakteri ile yapilan BIO-PCR ve
PCR olmak iizere 4 farkli yontem kullamlmustir. Ogiitme ve 1slatma islemleri ile 1, 5 ve
10 adet enfekteli tohum igeren 2000 adetlik Srnekte 5 tekerriiriin 4’linde 3 farkli metod
ile (segici ortam, direkt PCR ve BIO-PCR) Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis belirlenmistir. 5000 tohum bagina 5 enfekteli tohumun oldugu érnekte ise
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 4 farkli yontem ile belirlenmigtir.
(Calisma sonucunda 6glitme ve 1slatma islemleri arasinda fark olmadigi, uygulanan 4

ekstraksiyon yontemi ile de patojenin belirlenebilecegi gézlenmistir.

Benzer bir ¢alisma Mraz ve ark. (2011) tarafindan 10 adet domates tohumunda
ELISA, IF ve PCR yontemleri kullanilarak yapilmistir. Tohum ¢esitlerinde Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’in belirlenmesinde en etkili yontem PCR olmustur.
Kok, govde ve yapraklardan alinan 6rneklerin hepsinde PCR ile patojen belirlenirken,
IF ve ELISA yontemlerinde ise sadece yaprak &rmeklerinde belirlenmistir. Daha
onceden Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in varliginin belirlenemedigi
4 adet tohum gesiti, 10® hiicre/ml oraninda 2 referans Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis izolatinda (BCCM/LMG 7333 ve 5727) 48 saat bekletilerek
inokulasyona tabi tutulmustur. Ezilen tohumlardan bakteri DNA’simin izolasyonu ise

DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) kullanilarak yapilmgtir.

Domates yapraklarindaki hidadotlar Clavibacter michiganensis  subsp.
michiganensis i¢cin olduk¢a etkili enfeksiyon noktalaridir. Carlton ve ark. (1998)
tarafindan yapilan bir ¢aliymada, inokulasyondan yaklagik 2 hafta sonra klorotik
lezyonlarin yaprakgiklarin uglarinda olustugu belirlenmistir. Zamanla yaprak kenarlar
boyunca lezyonlarin gelistidi ve nekrotiklestigi goriilmiistiir. Histolojik gozlemler

patojen populasyonunun ilk olarak stomalarin altinda uzanan interseliiler ylizeylerde
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gelistigini gostermistir. Inokulasyondan 7 giin sonra bakterinin ilk olarak kenar
damarlar icerisinde gelistigi, 14 giin sonra damarlarda goriildiigii ve 21 gilin sonra ise

dokularda ¢tkiis meydana getirdigi goriilmigtiir.

Medina-Mora ve ark. (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’in aerosoller ve direkt uygulanmasi ile domates
meyvelerinde kus gozii simptomlarinin olusumu izlenmistir. Caligmada 108 hiicre/ml’lﬂc
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 1-2 kez ¢igeklere inokule edilmistir. 3
farkl1 giin 2 kez inokule edildiginde maksimum etki (%80) ve siddetli meyve lekesi (12
leke/meyve) tespit edilmistir. Ciceklerin tam actiktan 2 giin sonra enfeksiyona daha
duyarli oldugu da belirlenmistir. Ayrica bir fir¢a ile meyve yiizeyine uygulandiginda da
meyve lekesinin olduk¢a fazla oldugu (<456 leke/meyve) goriilmiigtir. Domates
govdelerine inokulasyon uygulamalarinda avirulent olan ve aksam safasi (Mirabilis
Jalapa) bitkisinde asir1 duyarlilik reaksiyona sahip oldugu belirlenen izolatlarin bile ¢ok
diigiik seviyede de olsa meyve lekesi olusturdugu belirlenmistir. Bu calismada
geligtirilen inokulasyon metodlarinin, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
izolatlar1 arasindaki konukgu-patojen interaksiyonunu gozlemleme firsat verdigi ayrica

kaliteli enfeksiyon olusumuna da yardimci oldugu kanaatine varilmustir.

Domates bakteriyel solgunluk hastaligi, bitkiden bitkiye enfekteli tohumlarla ve
mekanik olarak yayilmaktadir. Uretim alanlarinda olusan yaralar patojenin yayilmasimi
kolaylastirmaktadir. Ancak endofitlerde oldugu gibi Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’in bitkilerde gelisimi ve yayilmasi iizerinde gevresel faktorlerin etkisi
tam olarak agiklanamamaktadir. Xu ve ark. (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
viriilent biyoluminesans {ireten BL-Cmm 17 Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis izolati, domates fidelerinde Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’in gérintlilenmesini saglamistir. Calismada, yaralar yoluyla fidelerdeki
bakteriyel enfeksiyon diigiik (%45) ve yiiksek (%83) oransal nemde karsilastirilmstir.
Bakteri hizli bir sekilde inokulasyon noktasinda ¢ogalarak gévde boyunca koklere ve
stirgiinlere tagmmugtir. Parlak renkler domates fidelerinin koklerinde olusmus, her iki
nem oraninda da kok gelisimi zayiflamigtir. Yiiksek nem oraninda fidelerde solma daha
siddetli goértlmistiir. Caligma sonucunda, 151k yogunlugu ile bakteri populasyonu

arasindaki iligki, biyoluminesans iireten Clavibacter michiganensis  subsp.
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michiganensis izolatlarimin bakterisitlerin ve konukc¢u dayamklilifinin etkisinin

arttirllmasinda kullanilabilir oldugunu gostermistir.

Domates bakteriyel solgunluk hastalifina karst etkili bir miicadele y6ntemi
olmadigindan ¢ok sayida iilkede ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Hastalik
ile miicadelede yapilan ¢aligmalar incelendiginde, Fatmi ve ark. (1991) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis dogal olarak
enfekteli tohumlardan 5 saat boyunca 0,6 M hidroklorik asit (HCI), 20 dk boyunca
%0,25 ve %0,50 asitli bakir asetat (ACA)’da, 52 °C’de 20 dk ve 56 °C’de 30 dk suda
bekletilerek yok edilmigtir. Caligmada ¢ogu uygulama tohumlar tizerindeki saprofitik
bakteri florasim azaltmigtir. Ancak HCI ve 20 dk boyunca 52 °C’de %0,25 ACA
uygulamalariin saprofitleri tamamen yok ettigi gériilmiistiir. Buna ilaveten uygulama
yapilan tohumlardaki ¢imlenmenin ¢imlenme testleriyle degistigi de goriilmiistiir.

Calisma sonucunda kurutma kagidi testinde, 56 °C’de suda bekletme uygulamas: harig

diger tiim uygulamalarda 6nemli 6l¢tide ¢imlenmenin azaldig da goriillmustiir.

Ozaktan (1991)'1in Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in neden
oldugu Domates Bakteriyel Solgunluk hastalifina karsi savasim olanaklari tizerine
yaptiklar1 ¢caligmada, testlenen tohum uygulamalar arasinda Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’e kars1 en etkili ve sorunsuz uygulamanin sicak su uygulamasi
(54-56 °C/25 dk) oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica ¢alismada meyve etli domates
tohumlarinin 72 saat siireyle fermentasyonunun Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’t  elimine  edebildigi  saptanmugtir.  Yapilan ¢alismada  fide
uygulamalarinda yapay enfekteli fidelerin kdklerini streptomycin’e (1 g/1) daldirmanin
hastalik ¢ikisi ve geligimini basariyla engelleyebildigi gézlenmistir.

Hausbeck ve ark. (2000) arazi ve sera kosullarinda bakterisitlerin etkilerini
aragtirmiglardir. Sera kosullarinda, bakir hidroksit, bakir hidroksit/mancozeb, bakir
hidroksit/mancozeb (spreyleme yapmadan 12 saat 6nce karigtinlmistir), streptomycin ve
streptomycin/bakir hidroksit uygulamalar1 pozitif kontrol grubundan farkli olmasa da,
arazideki kontrolle kiyaslandifinda bitkilerin daha uzun stire canli kalmalarin

saglamislardir. 1995 ve 1996 yillarinda yiirtitiilen ¢alismada, mancozeb disindaki tiim
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uygulamalar kontrolle benzer verim sonuglarini ortaya koymustur. Ancak yapilan hicbir

uygulama meyve lekelenmelerini azaltmamistir.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e karsi antagonistik bakterilerin
etkilerinin arastirildig1 bir ¢caligmada ise, topraktan, rizosferden ve rizoplaneden izole
edilen 178 adet bakteri izolati kullanilmistir. Izolatlarm hepsinin NBYA besi yerinde
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in gelisimini engelledigi, 2-30 mm
arasinda degigsen inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir. Calismada, en etkili
izolatlar Gram negatif olup domates koklerinde kolonize olan fluoresan
Pseudomonas’lardir. Ayrica saksi denemesinde tohum uygulamas: geklinde uygulanan
18 izolatin 3’iiniin enfeksiyonu azalttigi, kék uygulamasini takiben tohum uygulamasi
seklinde yapildiginda ise izolatlarin hepsinin enfeksiyonu tamamen engelledigi

gorilmiistir (Boudyach ve ark., 2001).

Kekik, gazel otu, giivey otu, lavanta, biberiye, adagay1 ve feslefen ucucu
yaglarmin Botrytis cinerea, Fusarium sp. ve Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’e kars1 etkilerinin aragtirildigi bir ¢alismada, suni besi yerlerinde kekik,
gazel otu ve giivey otu yaglarinin duisiik konsantrasyonlarmin (85-300 pg/ml) her ii¢
patojenin gelisimini tamamen engelledifi, lavanta, biberiye, adacayr ve feslegen
yaglarimin ise 1000 pg/ml’den daha yiiksek konsantrasyonlarda etkili oldugu

goriilmistiir (Daferera ve ark., 2003).

Bitki aktivatérii acibenzolar-S-methyl (ASMYin Clavibacter ‘michiganensis
subsp. michiganensis’e olan etkisinin aragtirildign bir ¢aligmada, bakteri gelisimi
%68,2°den daha yiiksek oranda bastirilarak hastalik %75 oraninda azalmigtir (Soylu ve
ark., 2003). ASM uygulanan bitkilerde peroksidaz (POX) ve glutathione peroxidase
(GPX) enzimlerinin varlifi hastalifa dayamkliligi artirmustir. Yapilan ¢alisma
sonucunda, inokulasyonun yapildigi bolgelerde her iki enzimde gériilen artis sonucu

dayanikliligin gelistigi boylece hastalik gelisiminin baskilandigi belirlenmistir.

Baysal ve ark. (2003) tarafindan yapilan bir galigmada ise, domates bakteriyel
solgunluk hastalik etmeni Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e kars: bitki
aktivatorii acibenzolar-S-methyl (benzo-[1,2,3]-thiadizole-7-carbothioic acid-S-methyl
ester, ASM;Bion 50WG) kullamlmistir. Calismada ASM uygulanmadan 6nce bitkilerde,

22




hastalik yogunlugundaki artig (%76,3’den daha yiiksek), diisik bakteriyel gelisim
(%68,2’den daha diiglik) ile baglantili bulunmustur. Calisma sonucunda ASM’nin
etkisinin peroksidaz (POX) ve kitinazin aktivitesindeki degisiklikle belirlendigi, ASM
uygulanan bitkilerdeki dayanikliligin POX ve kitinazin aktivitesindeki artig ile iliskili

oldugu tespit edilmistir.

Sera kogullarinda domates bakteriyel solgunluk hastaligina kars1 farkli biyolojik
uygulamalarin yapildig:r bir ¢alismada, Bacillus subtilis (Quadra 136), Trichoderma
harzianum (RootShield), lizozim, vermikompost, Rhodosporidium diobovatum (S33) ve
B. subtilis (Quadra 137)in sirastyla 0,3 /1, 0,6 g/l, 10 g/1, 1 x 10° hiicre/ml ve 0,5 g/l
konsantrasyonlarinda etkili olduklart goriilmiustiir (Utkhede ve Koch, 2004).

Bacillus pumilus INR7, Bacillus pumilus SE34, Bacillus pumilus T4, Bacillus
subtilis GBO3, Bacillus amyloliquefaciens IN937a ve Brevibacillus brevis IPC11
kullamlarak yapilan bir ¢aligmada da testlenen PGPR (Bitki biiylime diizenleyici
rizobakteriler-Plant Growth Promoting Rhizobacter) izolatlarindan yalmzea 3’1
(IN937a, GBO3 ve IPCll) tohum g¢imlenmesini ve gelisimini artirmustir. Sera
kosullarinda yiiriitiilen calismada bu 3 izolatin hastalik geligimini azaltig da

belirlenmigtir (Girish ve Umesha, 2005).

Yapilan bir calismada Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e karsi
deniz kaplumbagasi Careffa caretta yag kullanilmistir (Baysal ve ark., 2005). Petri
calismasinda etkili olmayan yag, sera kosullarinda da denenmis olup, inokulasyondan 7
glin sonra bakteri gelisimini %50,7’den daha yiiksek oranda diislirdiigli ve hastalik
geligimini azalttigi goriilmustiir. Gaz kromotografi analizi ile yagin eicosapentaenoic
asit ve docosahexaenoic asit bilesenlerine sahip oldugu ve bu bilesenlerin enzim
aktivitesini ylikselttigi ve patojene karsi da bitkide dayamklilign artirdifn

distiniilmektedir.

Yapilan diger bir c¢alismada ise, Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’e kargt HuwaSan TR 50 isimli bitki aktivatorii kullanilmastir.
Laboratuvar kosullarinda, domates tohumlarinda ve fidelerinde tek bagina ve kombine
edilerek Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in micadelesindeki etkisi

aragtirilmigtir. Deneme sonuclart gostermistir ki, petrilerde gerceklestirilen testlerde
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HuwaSan TR 50, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (%61,3)’ye karsi
nemli oranlarda inhibisyon olusturmustur. Tohumlara yapay olarak Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis inokulasyonundan sonra bitki aktivatorii
uygulandiginda, HuwaSan TR 50 ile yapilan muamelede % 73,5°1ik bir engelleme etkisi
saptanmigtir. Bitki aktivatorlerinin domates fidelerinde Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’in engellenmesindeki rolii incelendiginde, HuwaSan TR 50 ‘nin
balkterisit etkili ChampFormula ile birlikte kullanmildiginda etmene kars1 % 80,0 oraninda
etkili oldugu saptanmistir. Domates bitkilerindeki total protein ve peroksidaz enzim
aktiviteleri degerlendirildiginde Peroksidaz enzimi i¢in en iyi aktivite, tek basina
HuwaSan TR 50 ve ChampFormula ile kombinasyonda uygulanan gruplarda
gozlenmistir. Tiim sonuglar degerlendirildiginde, HuwaSan TR 50 bitki aktivatorii

sinifinda yer alabilecegi diistiniilmektedir (Tiirkiisay ve Tosun, 2005).

Tanovic ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada, Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, Pythium sp., Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, F.
oxysporum f. sp. pisi, Verticillium albo-atrum ve Rhizoctonia sp. patojenlerine kars1 17
adet ugucu yagin etkinligi arastirilmistir. /n vitro test seklinde yiiriitiilen denemede 7
giin boyunca patojenler ugucu yag ile muamele edilmistir. 0,65 pl/ml
konsantrasyonundaki ugucu yaglarin hepsinde patojenlerin geligimi kismen veya
tamamen engellenmigtir. Targin, kekik, rezene ve reyhan ugucu yaglari 0,16 pl/ml
konsantrasyonunda antifungal ve antibakteriyal etki gdstermistir. Calisma sonucunda
testlenen ucucu yaglarin bazilarimin toprak kokenli patojenlerin  miicadelesinde

kullanilabilecedi belirlenmistir.

Sera kosullarinda yiiriitilen bir ¢aligmada ise, bazi kimyasal bilesenlerin
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis {izerindeki in vitro ve in vivo etkileri
aragtimlmigtir. 7 adet antibakteriyel bilesen (bronopol, bakir siilfat, kasugamycin,
oxolinik asit, oxytetracycline, streptomycin ve 8-hidroksiquinoline) ve 3 adet kimyasal
formulasyon (¢inko ve bakir iceren oligoelement bilesen olan Antibak RZ, potasyum
sabunu Orthopol, Param) ve tiim bu maddelerin kombinasyonu Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’e karsi test edilmistir. fn vitro uygulamalar
antibakteriyel maddelerin en diisiik engelleme konsantrasyonunun (MIC) 4-8 pg ml™

arasinda degistigini gdstermistir. Kimyasal formulasyonlarin MIC degerleri ise 5-40 pl
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ml” arasinda degismistir. Bakir siilfat iceren uygulamalar biiyiik olgiide bitkiler
tizerindeki hastalik simptomlarimi azaltmistir. Yapilan c¢aligma sonucunda higbir
uygulamanin  hastalifi  tam olarak kontrol altna alamadii ancak 8-
hidroksiquinoline+bakir siilfat kombinasyonunun sera kosullarinda hastaligi kontrol
etmede kullamlabilir oldugu ayrica cevreye dost ve {lirlinlere uygulanan bakirin

miktarim da azaltic1 etkiye sahip oldugu kanaatine varilmistir (Leon ve ark., 2008).

Patlican yapraklarindan elde edilen peptit ekstraktlarinin, Ralstonia
solanaceaarum ve Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis gelisimi iizerine
etkisinin arastirildig bir ¢alismada, yaprak yiizeyindeki (ES) ve hiicre duvarindaki (EP)
peptitlerin  %60’dan daha yilksek oranlarda patojenlerin geligimini engelledigi
goriilmistlir (Almeida ve ark., 2008). Benzer bir ¢alisma Teixeira ve ark. (2006)
tarafindan yapilmis olup, bitki patojenlerine karsi dayanmikli olan “Samara” ve
“Sunshine” biber gesitlerinde hiicre duvan ekstraktlarindan elde edilen anyonik ve
katyonik peptitlerin in vitro kosullarda Ralistonia solanaceaarum ve Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis gelisimini giicli bir sekilde engelledigi tespit

edilmisgtir.

Zanon ve Jorda (2008), sera ve laboratuar kosullarinda yiiriittiikleri 3 uygulama
ile Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’i eradike etmeyi amaglamiglardir.
Birinci uygulamada, torf ve kum hastaligin olmadig: saglikli domates bitkileriyle
karigtirllmigtir. Saksilar plastik torbalarla kapatilmistir. 6 haftalik periyotta 2 farkl
sicaklik (25 °C ve 45 °C) denenmistir. Yapilan uygulamada, 25 °C’de etki
gorilmezken, 4 hafta sonrasinda 45 °C’de patojen elde edilememistir. Suni olarak
enfekteli toprak ve bitkilerle yapilan ikinci uygulamada, Bacillus, Paenibacillus ve
Brevibacillus saprofit tiirlerinin gelisimi gézlenmis ve Bacillus subtilis ile Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis arasinda in vifro antagonizm gorilmiistiir. 3.
uygulamada substrat ile dezenfeksiyona tabi tutularak Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’in varligina bakilmigtir. Suni olarak substrat ile inokule edilen platlerde
25 °C’de 4 hafta sonra, 45 °C’de 1 hafta sonra Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis biiyiik Olglide azalmugtir. Yapilan c¢alisma sonucunda Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’in 4 haftaya kadar oda sicaklhifimda canli

kalabildigi ve biofumigasyon, solarizasyon ve organik materyallerin eklenmesi gibi
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farkli dezenfeksiyon tekniklerin ve ekolojik uygulamalarin Clavibacter michiganensis

subsp. michiganensis’in yagam stiresini etkiledigi gortilmiistiir.

Milijasevic ve ark. (2009b), 3 bakirh preparat (bakir hidroksit, bakir oksiklorit,
bakir siilfat), 2 antibiyotik (streptomycin ve kasugamycin) ve bir bitki aktivitoriiniin
(ASM) Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e etkilerini aragtrrmiglardir.
Sera kosullarinda yiiriitillen ¢alismada, patojenin populasyonunun azalmasinda en etkili
uygulama, Streptomycin antibiyotigi olmustur. Hatta Streptomycin’in Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’in inokulasyon bolgesinden bitkiye yayilmasini
tamamen durdurdugu gorilmistiir. Balarli bilesikler, ASM, kasugamycin tek bagina
uygulandiinda yeterince etkili olamanugtir. Bakirl bilesikler icerisinde de en etkili
bakir hidroksit olmustur. Bunun yamnda bakir hidroksit ile streptomycin
kombinasyonunun patojen populasyonunun diismesinde gok biiyiik etkiye sahip oldugu
da goriilmiistiir. ASM’nin inokulasyondan 3 giin 6nce uygulanmasinda patojen gelisimi

lizerinde daha etkili oldugu da yapilan ¢aligma sonuglarina gore belirlenmigtir.

Besi yerinde ve toprakta yapilan bir ¢aligmada Streptomyces grubunda yer alan
HL-12 izolatinmn Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e olan etkisi
arastinlmistir. Zhejiang Universitesi Kampiisii arazisinden elde edilen izolatin diisiik
Kadmiyum varhiginda 24 saati takiben en yilksek engelleme oranma sahip oldugu
goriilmiistir (Yuan ve ark., 2009).

Benzer bir ¢alisma Pradhanang ve Collier (2009) tarafindan yapilmuistir.
Clavibacter — michiganensis subsp. michiganensis kiltiirine ve Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis ile inokule edilen ve dogal olarak Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis ile enfekteli domates tohumlarina hidroklorik asit
(HCI) uygulamasi yapilmigtir. %1°lik HCI soliisyonunda Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis kiiltiirii canlt kalamamigtir. Calismada, 30 dk boyunca %1°lik HCI
soliisyonunda tohumlar bekletilmistir. Kontrol olarak asit uygulanmamug tohumlar
kullanilmistir. Asit uygulanmis (AT) ve asit uygulanmamig (NAT) tohumlar 7,7x10-
7,7x10° hiicre/g Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis populasyonu ile
inokule edilmistir. Inokulasyondan 12 ay sonra, asit uygulanmamis tohumlarda

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis populasyonu azalmazken, asit
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uygulanmig tohumlarda populasyon ciddi bir sekilde azalma géstermistir. Caligmada, 1
yil sonra asit uygulanmis tohumlarda canli bakteri kalmamustir. Enfekteli domates
tohumlarinda Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in kontrolinde asit
uygulamanin etkisini belirlemek i¢in suni olarak inokule edilen tohumlar
inokulasyondan 15 giin sonra HCl ile muamele edilmistir. Ayrica ¢alismada, dogal
olarak Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile enfekteli tohumlarda
HClP’nin etkisi Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile asir1 derecede
enfekteli domates meyvelerindeki tohumlar kullanilarak yapilmigtir. Tohumlar, 1) bir
gece boyunca fermantasyona tabi tutulmustur, 2) HCI ve enzim uygulamadan lapa
haline getirildikten sonra 2 saat yikanmigtir, 3) pektinaz uygulamasi ile lapa haline
getirildikten sonra 2 saat yikanmustir, 4) asit ekstraksiyonuna (7-10 dk %5’lik HCI
soliisyonunda bekletildikten sonra suda yikanmgtir) tabi tutulmustur. Uygulanan
ekstraksiyon metodlarinda  Clavibacter — michiganensis  subsp.  michiganensis
popiilasyonunun sirasiyla 1) 7,6x10°, 2) 6,4x10°, 3) 6,5x10° ve 4) 2,4x10* hiicre/g
tohum oraninda oldugu belirlenmigtir. Calisma sonucunda asit uygulamasinin
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’t tohumlardan tamamen elimine
etmedigi goriilmiistiir. Ayrica herhangi bir uygulamada toz haline getirilen tohumlarda

canli Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis belirlenememisgtir.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e karsi alternatif miicadele
yontemlerden biri olarak biyolojik miicadelede kullanilabilecek domates bitkisinin
koklerinden ve rhizosferden elde edilen 303 adet Fluoresan Pseudomonas izolat1 oldugu
diistintilmektedir. Amkraz ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada rifampicin,
nalidixic asit, ampisilin ve chloramphenicol ile muamele edilen 42 izolattan 28’inin
koklerde kolonize oldugu goériilmiistiir. Bu 42 izolatla yapilan kotileden yaprak testinde
42 izolattan 8’inin hastalik oranini ve hastalik belirtilerini azalttifn goriilmistiir. Daha
sonra 8 izolat da sera kogullarinda domates bitkisi ile teste tabi tutulmustur. Tohum ve
kok uygulamalar1 geklinde yapilan testte tiim izolatlarin hastalik gelisimini &nemli

olgiide engelledigi tespit edilmistir.

Cetinkaya-Yildiz (2007) domates bakteriyel solgunluk hastalif1 ile miicadelede
kimyasal miicadeleye alternatif olarak bitki biiylime diizenleyici rizobakterilerin

(PGPR) kullanilma olanaklarini aragtirmigtir. Adana, Antalya, Hatay, Osmaniye, Mersin
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ve Mugla illerinden temin edilen 39 farkli toprak &meginden 499 adet aday PGPR
bakteri izolati elde edilmigtir. Bu izolatlar arasinda en fazla fosforu ¢dzme, azotu
baglama o6zelliklerine sahip 30 izolat aday PGPR olarak secilmis olup, bu izolatlar
arasinda en etkili olan 8 izolatin Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
tarafindan neden olunan hastaligi baskilayabilme potansiyelleri in vivo saksi ¢alismalari
ile belirlenmistir. Saksi ¢aligmalar1 sonucunda 3 izolat ve kombinasyonlar ile tohum
denemeleri, 2 izolat ve kombinasyonlar1 ile tarla caligmalar yiiritiilmiistiir.
Calismalarda elde edilen sonuglara gére PGPR izolatlar ile muamele gérmiis domates
bitkilerinde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis tarafindan neden olunan

hastalik giddetinin tarla kogullarinda ortalama %43 oraninda azaldig1 belirlenmistir.

Soykan (2010) yaptiklarnn c¢alismada, yedi adet bitki aktivatéri ve
organik/inorganik giibrelerin (Auxigro, EM1, Herbagreen, ISR-2000, Messenger,
Protamin Cu, Regalia) bakteriyel solgunluk etmenine karsi etkinlifini aragtirmgstir.
Testlenen preparatlar kokten, yapraktan ve hem kék hem de yapraktan olmak iizere ii¢
farkli sekilde bitkiye uygulanmistir. Seradaki saksi galigmalarinda bes preparat (ISR-
2000, Messenger, Auxigro, Herbagreen ve Regalia), a¢ik alanda yapilan tarla
caligmasinda sadece ISR-2000 hastaliga karsi etkili olmustur. Bitki aktivatorii ile
organik ve inorganik giibrelerin hem kokten hem de yesil aksamdan kombinasyon

seklinde uygulanmasi ise hastalikla miicadelede daha etkili bulunmustur.

Tireng-Karut (2011) yaptiklar1 ¢alismada, tohum kokenli inokulumun yok
edilmesi veya azaltlmasmnda organik tarimda kullamlabilecek farkli tohum
uygulamalarimin etkinlikleri aragtirnmglardir. Caligmada, tohum uygulamasi olarak
antagonist bakteri, Serenade, ISR 2000, sodyum hipoklorit, iziim sirkesi, elma sirkesi,
sicak su ve laktik asit denenmistir. Ayrica, uygulamalarin tohumun ¢imlenme giiciine
etkisi de arastinlmmstir. Yapilan tohum uygulamalarmin tohumdaki bakteri
popiilasyonunu  %77-100, bulagik tohum sayisimi %31-100 oraninda azalttign
belirlenmistir. Sodyum hipoklorit, iiziim sirkesi, elma sirkesi, sicak su ve laktik asit
uygulamalar1 basarih tohum uygulamalar olarak saptanmistir. Fakat sicak su
uygulamasi tohumlarin ¢imlenme giiciinii %12,5 oraninda azaltmistir. Ayrica laktik asit
ve sodyum hipoklorit uygulamalarinda az sayida olsa da tohumda bulagiklik

saptanmigtir. Sonug olarak, uygulamalarin etkinligi ve ¢imlenme diizeyleri dikkate
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alindiginda organik tarim yetistiricilifinde Clavibacter —michiganensis subsp.
michiganensis’e karst tohum uygulamas: olarak {iiziim sirkesi ve elma sirkesi

uygulamalarinin daha basarili oldugu sonucuna varilmistir.

Kasselaki ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise, asitlendirilmis
nitrit, antagonistic Bacillus spp. ve kompost ekstraktlarinin Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis lzerindeki etkileri arastirilmistir. Uygulamalarin etkisi tohum
dezenfeksiyon yontemi ile yapilmigtir. 10 dk boyunca 300 mmol 17 asitlendirilmis
nitritte bekletilen tohumlarda %98 oraninda etki gézlenmistir. Bakir hidroksit, kompost
uygulamalarimin hepsinin ve bazi Bacillus tiirlerinin Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis gelisimini %100 oraninda engelledigi goriilmiistiir.

Talibi ve ark. (2011), Fas’tan toplanan bitkilerin Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’e kargi antibakteriyal etkilerini incelemislerdir. n vitro test
seklinde yapilan galigmada 15 familyaya ait 40 tibbi ve aromatik bitkinin etkinligine
bakilmigtir. Calisma sonucunda testlenen 40 bitkinin hepsinin, 5-50 mm arasinda
degisen oranlarda olusturduklar inhibisyon zon ile Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’in gelisimini engelledikleri goriillmiistiir. En etkili bitkilerin Rubus,
Anvillea ve Pistacia cinsinde yer aldig1 belirlenmistir. Bu bitki ekstraktlariyla muamele
edilen tohumlarda ¢imlenme oraminin kontrole oranla oldukg¢a yiiksek oldugu, ayrica
bitki ekstrakti uygulanmadan 6nce suni olarak tohum yiizeyi bakteri ile kaplandiginda

yiizeydeki bakteri oraninin da ekstraktlar ile azaldifi tespit edilmistir.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ve Fusarium oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici patojenlerine karsi miicadele yontemlerinden solarizasyonun
etkisinin aragtirildifn bir ¢caligmada, tek bagina solarizasyonun yaninda metam sodyum,
hidrojen peroksittbenzoik asit kombinasyonunun etkisi aragtinlmigtic. 2009 yili
Temmuz-Agustos aylarinda Mugla Ortaca’da yapilan ¢alismada solarizasyon 6ncesi her
parsel Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ve Fusarium oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici ile suni olarak bulastirilmistir. Solarizasyon periyodu boyunca
Metam sodyum bir kez uygulanirken hidrojen peroksit+benzoik asit 2 farkli dozda 2 kez

uygulanmigtir. Caligma sonucunda tek bagma solarizasyonun patojenlerin gelisimini
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baskilamadigi, 300 1/ha dozundaki hidrojen peroksit+benzoik asit uygulamasinin ise en

yiiksek etkiye sahip oldugu gortilmiistiir (Yiice ve ark., 2011).

2.2. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in Tohum, Toprak ve Bitki
Artiklarindaki Latent/Epifitik Yasam Siiresinin Saptanmasi ile Tlgili Yapilan

Cahsmalar

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis sistemik yayilan bir hastalik
etmeni olmasi nedeniyle genelde enfekteli tohumlarla taginmakta, ayrica hastalikli bitki
artiklar1 ve bulagik topraklarla gelecek tiretim sezonuna aktarilarak biiyiik tirtin kayiplart
meydana getirebilmektedir. Chang ve ark. (1991) tarafindan yapilan domates bakteriyel
solgunluk hastalik etmeninin epidemiyoloji ¢alismasinda, Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’in rifampicin’e dayanikli (Rif") izolatlann kullamlmigtr.
Calismada budama yapilan fideler rifampicin’e dayanikli (Rif") Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis ile bulastirllnigtir. 9-13 glin sonra belirtiler
goriilmeye baglanmigtir. Hasattan bir hafta dnce iiretim alanlarindaki sistemik olarak
enfekteli bitkiler yaklagik %10 artmigtir. Dikimden yaklasik 35-42 giin sonra saglikli
bitkilerde simptomlar go6riilmeye baslanmistir. Calisma sonucunda, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis yaralanma veya budama yoluyla yayildigi i¢in
domates bakteriyel solgunluk hastaligimin bir kiiltiirel uygulama hastaligi oldugu
kanaatine varilmistir. Ayrica ¢alismada, Midwest’te %0,01-0,05 (1000 fide basina 1-5
hastaliklt tohum) gibi diigik bir tohum bulasma oraninin da hastalign baslatma
yetenegine sahip oldugu sonucuna varilmistir. Bryan (1930) etmenin iletim sistemi
yardimiyla tohumlar1 sistemik olarak infekte ettigini ve embriyoda bulundugunu
belirtirken, Patino-Mendez (1964) etmenin tohumlar1 tohum kabufu veya tohum
zarmdan gecerek enfekte ettigini, tohum zarinin en igteki hiicrelerine dogru hareket
ettigini ancak embriyoya girmedigini saptamistir. Bryan (1930) dogal enfekteli
tohumlarda bakterinin tohuma gegisinin %1-5, yapay enfekteli tohumlarda %21-40
oraninda oldugunu saptarken, Strider (1967) yaptiklarn c¢alismada tohuma ge¢me
oramnin %0,25-81 arasinda degistigini, ancak %1 oranmda tohuma gegisin tarlada %54

oraninda domates bitkisinin enfeksiyonuna neden olabilecegini belirtmistir.
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Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in diger bir inokulum
kaynagimn toprak oldufu ve patojenin toprakta belirli kosullarda yasamin
stirdiirebildigi Byran (1930) tarafindan bildirilmistir. Yapilan ¢aligmada, Washington ve
New York’da etmenin 11 ay boyunca enfekteli toprakta canl kalabildigini belirlemistir.
Cetinkaya- Yildiz (2007)’mn bildirdigine gore, Ciccarone ve Carili (1948)’de yaptiklar
calismada [talya’da etmenin toprakta dért yil siireyle yasayabildigini belirlemislerdir.
Ayrica Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in topraktaki yasam siiresi
tizerinde belirli kogullarin etkili oldugu cesitli ¢alismalarla belirlenmistir (Bryan, 1930;
Strider, 1967; Basu, 1970). Yapilan bir ¢aligmada, inokulasyondan 8 ay sonra hava ile
kurutulmus topraktan etmen geri izole edilemezken, 2 °C’deki nemli toprakta 18-30 ay
stire ile canli ve viriilent kalabildigi saptanmistir (Strider, 1967). Basu (1970),
topraktaki %2,7 ile 21 arasindaki nem degisikliginin patojenin canlilifim etkiledigini
belirlemistir.

Cesitli aragtiricilar, ki1 bulagik bitki artiklarinda geciren epifitik Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis populasyonunun primer inokulum kayna@i olarak
rol oynayabilecegini bildirmektedirler (Chang ve ark., 1992a; Gleason ve ark., 1991;
Fatmi ve Schaad, 2002). Gleason ve ark. (1991), toprak yilizeyinde kalan bulasik bitki
artiklarinda etmenin en az 24 ay boyunca canli kalabildigini, topraga gomiilen bulasik
bitki artiklarinda ise 7 ay boyunca canliligini stirdiirdiigiinii belirlemiglerdir. Basu
(1970) yaptig1r ¢alismada, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in bulagik
domates yapraklarmda toprak sicakhigi -20 °C iken en az 36 hafta canli kalabildigini
bildirmistir. Patojen toprak sicaklifn 5-35 °C iken 3 haftadan daha fazla canli
kalamamugtir.  Farkli aragtiricilar tarafindan yapilan calismalarda, toprak yiizeyine
birakilan domates gévdelerinde, gomiilenlere oranla organizmanin daha uzun siire
canliligim korudugu belirlenmistir (Chang ve ark., 1992b; Fatmi ve Schaad, 2002).
Domates tiretim alanlarinda domates bakteriyel solgunluk hastaligimin gelismesinde
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in inokulum kaynaklar ile ilgili
yapilan bir ¢alismada, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in bulagmasinin,
kig mevsimini canli gecirmesinin, {iretim alanlarinda alternatif konukgularina ve
konukgusu olmayan bitkilere yayilmasmin rifampicin’e dayamkli (Rif") Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis izolatlan ile oldugu belirlenmistir (Chang ve ark.,

1992a). Sera kosullarinda yiiriitiilen ¢alismada, diisiik yogunluktaki bakteri tohumlardan
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fidelere bulastirilmigtir. Daha sonra fideler {iretim alanlarina dikilmistir. Hasat edilen
meyvelerdeki tohumlarda Rif" Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
yogunlugunun 10%-10° hiicre/g tohum oraninda degistigi belirlenmigtir. Caligmada,
enfekteli domates yiginlarinda Rif" Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in
yagam siiresinin, topraga gomiilenlerle kiyaslandiginda toprak yiizeyinde kalanlarda
daha uzun stireli oldugu goriilmiistiir. Topragm 10, 20 ve 30 cm derinliklerine gémiilen
orneklerde Rif" Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis popiilasyon yogunlugu
aym oranda azalmigtir. Caligmada, alternatif konukcu bitkilerde ve konuk¢usu olmayan
bitkilerde Rif" Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis popiilasyon yogunlugu
Solanaceae bitkilerinde (Capsicum annuum, Datura stramonium, Lycopersicon
esculentum, Nicotiana tabacum, Solanum melongena, S. nigrum, S. tuberosum) 0-10°
hiicre/g arasinda, Solanaceae familyasina ait olmayan yabanci otlarda ise (dmaranthus
retroflexus, Chenopodium album, Xanthium saccharatum) 0-10° hiicre/g arasinda
degistigi gorilmiistir. Solanaceae familyasma ait olmayan bitkilerin yaprak
viizeylerindeki Rif" Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis popiilasyon
yogunlugunun domates bitkisine nazaran olduk¢a diisiikk oldugu, ayrica bu bitkilerde
ikincil enfeksiyonlarin simptomlarinin da goriilmedigi tespit edilmistir. Hassas (Heinz
1810) ve kismen dayanikli (Heinz 7417) domates cesitlerinin yaprak yiizeyinde 107-10°
hiicre/g populasyon yogunlugu da bu tespiti desteklemistir. Hassas ve dayamikli
domateslerde 10° ve 107 hiicre/g yogunlugu asmadikea ikincil enfeksiyon simptomlari
gorlilmemistir. Aym zamanda ikincil enfeksiyon simptomlarin ilk olarak daha hassas

olan gesitte goriildiigi de belirlenmigtir.

Domates bakteriyel solgunluk hastalik etmeni Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’in yasam siiresi ve yar1 yasam siiresi yar1 segici bir besi yeri kullanilarak
enfekteli bitki artiklar igerisinde belirlenmigtir. Caligma, Fatmi ve Schaad (2002)
tarafindan California, Ohio ve Fas’da dogal arazi kosullan altinda yapilmistir. Caligilan
tiim lokasyonlarda toprak ylizeyine birakilan domates gévdelerinde, gémiilenlere oranla
organizma daha uzun stire canliligini korumustur. Toprak yiizeyine birakilan domates
govdelerinde patojen ABD’nin Ohio, California eyaletlerinde ve USA’da 314 giin,
MelkZhar’da 194 giin, Ait Melloul ve Fas’da 132 giin canlilifini siirdiirmiistiir. Topraga
gomiilenlerde ise patojen Ohio’da 314., California’da 240., MelkZhar ve Ait Melloul’da
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60. gline kadar canlilifini siirdiirmiistiir. Yine yapilan ¢alismada patojenin yar1 yasam
stiresi ise toprak yiizeyine birakilan govdelerde ABD’de 23,2-24,8 giin, Fas’da 7,8-12,3
giin arasinda degismistir. Buna ragmen topraga gémiilenlerde ise ABD’de 14,0-16,7
giin, FAS’da 3,7-9,5 giin arasinda defistigi goriilmistiir. Calisma sonuglari, bitki
artiklarinda Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in yasam siiresinin
olduk¢a uzun oldugunu ve cografik lokasyonun ve topraga birakilma pozisyonunun

etkili oldugunu gostermektedir.

Patojen ayrica gesitli yabanci otlarda, degisik malzemeler (fide saksisi, oluk, vb),
sera konstritksiyon malzemeleri ve cesitli aletler i{izerinde de yasamimi devam
ettirebilmektedir (Gitaitis ve Beaver, 1990; Gleason ve ark., 1991; Gleason ve ark.,
1993). Ayrica kiiclik alanlarda hastalik yayilimi riizgar, yagmur, bocekler, kiiltiirel
islemler esnasinda kullanilan alet ve ekipmanlar ile insanlar tarafindan olurken, genis
alanlarda yayilim tohum ve fidelerle olmaktadir. Ozellikle tiiylerin kirilma noktalar:
patojen girisi i¢in énemlidir. Kumlu yapiya sahip topraklarda, organik yapili topraklara
gore daha siddetli enfeksiyonlar gorillmektedir. Kuggézii adi verilen meyve
enfeksiyonlari genelde vyagmurlama sulama sonucu 1slak kalan meyvelerde
gorilmektedir. Damlama sulamanin yapildigi seralarda ise bu kus gozii simptomu ¢ok

nadir olarak gozlenmektedir (Cetinkaya-Yildiz ve Aysan, 2008).

2.3. Domates Fidelerinde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in

Epifitik Popiilasyonunun Belirlenmesi ile Tlgili Yapilan Calismalar

Gitatis ve ark. (1991) simptomsuz domates fidelerinde Clavibacter
michiganensis  subsp. michiganensis’'m  varh@m belirlemislerdir.  Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis izolasyonu, fidelerden alinan orneklerin, %100
ethanol ile ylizey dezenfeksiyonuna tabi tutulmasi ve yari segici (mCNS) besi yerinde
gelistirilmesiyle yapilmigtir. Sera kosullarinda yiiriitiilen testlerde, bakterinin koklere
dogru yayilmasi inokulasyondan sonra 1-3 giin arasmda olmustur. Izolasyon,
inokulasyondan 7 giin sonra inokulasyon noktasinin 10 cm agagisindan gévde parcalar:
alimarak yapilmistir. Giiney Georgia’da 24 araziden toplanan 24 000 fideden yalmzca
3’iinde mCNS besi yerinde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e

rastlanmistir.  Yapilan ELISA testi ile Clavibacter michiganensis subsp.
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michiganensis’in varlig teyit edilmigtir. Ayrica Gaz kromotografisi ile de bakterilerin
yag asit profilleri belirlenmistir. Yapilan ¢alismada bitki dokularindan izolasyonda
1x10® hiicre/m] bakteri yogunlugunun yeterli oldugu ve inokulasyondan 7 giin sonra
simptomsuz fidelerde ortalama Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

yogunlugunun 1,7x10° hiicre/cm olarak gelistigi goriilmiistiir.

Cetinkaya-Yildiz (2007)’nin bildirdigine gore Gleason (1993), antiserum ile
kaplanmis ELISA c¢ukurlarma direkt bitki gdvdesinden 6zsuyun sikilmasi veya
givdenin batirilmast yontemlerini kullanarak simptomsuz bitkilerde Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’in varligini belirlemislerdir. Fakat bu ¢aligmalarin
patojenin canlilifi konusunda bilgi vermemesi ve sonuclar teyit etmek i¢in kiiltiir
olmamas1 ¢aligmalarin simirlayict yonii olarak bildirilmistir. Benzer sekilde, Gitatis ve
ark. (1995) simptomsuz bitkilerde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in
varliginin ELISA testi ile belirlenebilecegini bildirmislerdir (Cetinkaya-Yildiz, 2007).
Omer (2002), BIO-PCR testi ile hastalik simptomu goriilmeden bile patojenin tespit
edilebilecegini bildirmistir. Bitkinin erken gelisme devrelerinde 6zellikle bitki simptom
gostermediginde ve iiriin tohum iiretimine yonelik oldugunda patojenin tespit edilmesi

i¢in BIO-PCR yontemini énermigtir (Cetinkaya-Yildiz, 2007).

Yapilan bir ¢alismada, domates fidelerinde Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’in varligi BIO-PCR metodu kullanilarak yapilmigtir. Tiire spesifik
CMMS ve CMMG6 primerleri kullanilarak koloniler tespit edilmistir. Calismada
uygulamadan 3 giin sonra 6rneklerin %95’ inde, inokulasyonun yapildig1 bélgeden 8 cm
uzaklikta bakterinin varlig tespit edilebilmistir. Yaklasik 40 cm uzunlugundaki bitkiler
9 gin sonra tamamen bakteriden etkilenmistir. Calisma sonuglari, BIO-PCR
metodunun, enfeksiyonun ilk asamasinda bile patojenin varligini tespit edebilecegini ve
saglikli domates bitkilerine patojenin yayilmasimni énlemede kullanilabilecegini ortaya

koymusgtur (Burokiene, 2006).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Calismanin ana materyalini Tokat ili Merkez, Niksar, Erbaa, Turhal ve Pazar
ilgelerinde domates iiretim alanlarindaki hastalikli domates bitkilerinden elde edilen
Clavibacter — michiganensis subsp. michiganensis izolatlart  olusturmaktadir.
Calismalarda Pozitif Kontrol olarak YY-2 izolat1 (2010 yilinda tarafimizca yiiriitiilen
on ¢aligmalardan izole edilen ve Gram testi, patojenite ve PCR test sonuglarina gire
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis olarak tanilanan en virulent izolat)
kullanilmistir. Gram reaksiyon testinde ise Pseudomonas syringae pv. tomato izolati

kullanilmustir.

[zolasyon galismalarinda Pseudomonas Agar F (PSF), izolatlarin koloni gelisimi
caligmasinda PSF, Nutrient Agar (NA), Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis igin yar1 segici besi yeri Selective Clavibacter Medium (SCM),
rifampicin antibiyotigine dayamikli izolat hazirlamada Nutrient Broth Yeast Extract
(NBY), domates fidelerindeki Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in
epifitik popiilasyonunu belirleme ¢aligmalarinda SCM, King B, Nutrient Broth (NB),
bakteri izolatlarindan hazirlanan siispansiyonlarda NB besi yerleri kullanilmistir. Besi

yerlerinin igerikleri EK-A’da verilmistir.

Etmenin patojenite ve viriilenslik testlerinde, tohumdaki yasam siiresini
belirleme c¢alismalarinda Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e agin duyarh

oldugu bilinen Alsancak RN F; domates ¢esidi kullanilmigtir.

Taniy1 destekleyici testlerde ELISA (Agdia marka ticari kit-AGD 44000) tam

kiti ve PCR (lontek, Fermantes, Thermo marka) malzemeleri kullamlmigtir.
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3.2. Yintem

3.2.1. Siirvey ¢calismalari

Domates bakteriyel solgunluk hastaligimin bolgedeki ve tarladaki bulunma
oranlarmin belirlenmesi i¢in 2011 ve 2012 yillarinda Tokat ili Merkez, Niksar, Erbaa,
Turhal ve Pazar ilgelerinde domates iiretim alanlarinda, Tokat II Gida Tarmm ve
Hayvanciik Miidiirliigii'nden alinan veriler dogrultusunda siirveyler yapilmistir.
Orneklenme alani, ilce bazinda mevcut ekilis alammimn %0,2’si olacak sekilde
belirlenmistir. Omeklemelerde 1 dekar’a kadar olan tiretim alanlarinda 250 m?, 1-3 da
arasi iiretim alanlarinda 500 m?%, 3-5 da arast iiretim alanlarinda 1000 m?, 5-7 da iiretim
alanlarmda 1500 m?, 7-10 da aras: iiretim alanlarinda ise 2000 m? alan incelenmistir.
Incelenen alanda tesadiifi olarak segilen 100 adet bitki incelenerek hastalik belirtisi
gosterip gostermedigi kaydedilmis ve elde edilen verilerle hastaligin bulunma oram
hesaplanmistir (Bora ve Karaca, 1970). Tokat ili Gida Tarim ve Hayvancilik
Miidiirligi'nden alman veriler dogrultusunda; Tokat ili Merkez ve ilgelerinde yapilan
stirvey caligmalarinda kullanilan degerler Cizelge 3.1°de ve siirvey alanlarinin kéy

bazinda dagilimi ise Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Siirvey alanlarinin belirlenmesinde kullanilan degerler (Anonim, 2013)

2011 2012
[l/ilceler Domates Uretim | Ormekleme | Domates Uretim |  Ornekleme
Alam (da) Alani (da) Alani (da) Alani (da)
Tokat-Merkez 12 250 24.5 12 315 24,6
Erbaa 9 900 19.8 10 100 20,2
Niksar 18 850 37,7 17 285 34,5
Pazar 17 600 35,2 18 000 36
Turhal 17 000 34 17 300 34,6
Toplam 75 600 151,2 75 000 149,9
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Cizelge 3.2. Siirvey alanlarinin koy bazinda dagilim

Tokat/Merkez | Turhal Pazar Niksar Erbaa
Kiigiikbaglar Kat Uziiméren Sahinli Degirmenli
Kizilkoy Dékmetepe Derekoy Buzkdsy Cevresu
Guryildiz Senyurt Baglarbas Direkli Kizilgubuk
Biiytikyildiz Necip Tatar Glirgesme

Kigiikyildiz Kalaycik Erkilet Gokeeli

Yesilyurt Tatlica Beycay1r Delicek

Cer¢i

Ulasg

Gozova

3.2.2. Domates bakteriyel solgunluk etmeninin izolasyonu

Stirvey caligmalarinda domates bakteriyel solgunluk hastaligindan siiphelenilen
bitkiler gazete kagidi arasma sarilarak etiketlenmis ve polictilen torba igerisinde
laboratuara getirilmistir. Ayrica {ireticiler tarafindan laboratuara getirilen 6rneklerden de

etmen izolasyonu yapilmigtir.

Domates bakteriyel solgunluk hastaligindan siiphelenilen bitkilerin 6zellikle iletim
demetlerinden 2-3 mm biiyiikligiinde doku pargalar1 kesilmis ve %70°lik alkol ile yiizey
dezenfeksiyonuna tabi tutulmustur. Dezenfekte edilen parcalar steril porselen havanda
fizyolojik tuzlu su (%0,85’lik NaCl ¢ozeltisi-saline buffer) ile homojenize edilmistir.
Hazirlanan stispansiyondan bir §ze dolusu alinmig ve PSF besi yeri iceren petrilere
¢izgi ekim yapilmigtir. Petriler 28 °C’deki inkiibatérde 2-3 gilin inkiibe edilmistir.
Petrilerde gelisen koloniler incelenmis ve agik sari renkli koloni morfolojisine sahip
olan koloniler saflagtirilmigtir. Saflagtirilan izolatlar Gliserol ve Nutrient Broth igerisinde

-20 °C’de muhafaza edilmistir.
3.2.3. Potasyum hidroksit testi (KOH) ile gram reaksiyon

KOH testinde %3’k Potasyum Hidroksit soliisyonu kullanilmisgtir. Lam {izerine
bir damla soliisyondan damlatilmig, 72 saatlik Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis izolatlar1 bir plastik 6ze ile almarak soliisyonla kanstirlmistir. Oze
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yukar1 dogru kaldinldifinda lam iizerinde viskoz, yapiskanmimsi bir uzamanin
olusmamas: ile sonu¢ Gram pozitif olarak degerlendirilmigtir. Calismada Pozitif
Kontrol olarak YY-2 izolati, negatif kontrol olarak uzamanin oldugu Pseudomonas

syringae pv. tomato izolat1 kullamlmustir.
3.2.4. Patojenite ve virulenslik testleri

Sera kosullarinda yiiriitilen ¢aligmada, Alsancak RN F1 domates gcesidi
kullamlmigtir. PSF  besi yerinde 72 saat gelistirilmis olan bolge izolatlar
spektrofotometrede 600 nm 0,2 absorbans degerine ayarlanmustir. Hazirlanan
stispansiyonlardan, steril enjektor yardimiyla 100 pl alinarak, 3-5 yaprakli domates
bitkilerinin gévde kabuk altindan inokule edilmistir (Sekil 3.1.). Pozitif kontrol olarak
YY-2 izolati, negatif kontrol olarak steril saf su kullanilmistir. Deneme 3 tekerriirlii
olarak yiiriitiilmiigtiir. Inokulasyon isleminden sonra bitkiler bir giin boyunca nemli
naylon torba igerisinde tutulmustur (Sekil 3.2.). Inokulasyondan bir giin sonra bitkiler
nem g¢emberinden alnmis ve 15 giin boyunca giinliik olarak bitkilerde simptom

gelisimleri incelenerek goézlemler yapilmustir.

Sekil 3.1. Patojenite testinde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatlarinin bitkilere
inokulasyonu
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Sekil 3.2. Patojenite testinde nem ¢emberindeki bitkiler

Hastalik degerlendirmesi Francis ve ark. (2001) tarafindan verilen 0-5 skalasina
gore yapilmistir. Bitki saglikli ise 0 skala degeri verilmigtir. Skala degerleri enfekteli
bitkilerdeki solgunluk, yaprak yaniklif1 ve kanser yarasi olusumuna gére belirlenmistir.
Bu ii¢ belirti de bitkide orta diizeyde gériiliiyor ise her bir simptoma 1 degeri verilmistir.
Buna gore bu 3 belirtiyi sergileyen bitkide hastalik siddeti 3 olarak tantmlanmistir. Bu
belirtilerin her birinin siddetli veya zayif olmasi durumunda 0,5 birim artirma veya
azaltma yapilmustir. Yani her ti¢ belirtide bitkide zayif diizeyde goriiliiyor ise skala
degeri 1,5 olarak tanimlanmgtir. Her {i¢ simptomun siddetli olmas1 durumunda skala

degeri 4,5 olarak tanimlanmigtir. Bitki 8lmiis ise skala degeri 5 olarak verilmistir.

Ayrica bitkilerde saglikli ve hastalikli yaprak sayimi yapilmus, ¢igek olusumu
kaydedilmis, iletim demetlerindeki nekroz uzunlufunun bitki boyuna oram almarak
yiizde nekroz orani elde edilmistir. Izolatlarin viriilenslik diizeylerini belirlemek igin,
yapilan gozlemlerde elde edilen veriler, SAS istatistik programu kullanilarak varyans
analizine tabi tutulmustur ve ortalamalar arasindaki fark LSD testi kullanilarak

degerlendirilmigtir.

Re-izolasyon igin 6lglimii yapilan bitkiler etiketlenerek gazete kagidi igerisine
sarilmis ve laboratuara getirilmistir. Bu dokulardan re-izolasyon yapilarak re-izolatlar
clde edilmistir. Elde edilen re-izolatlara %3’lik Potasyum hidroksit soliisyonu
kullanilarak Gram reaksiyon testi yapilmigtir. Gram (+) sonug veren re-izolatlar diger
tani galismalarinda kullanilmak tizere Nutrient Broth igerisinde -20 °C’de buzdolabinda
saklanmisgtir.
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3.2.5. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in tani testleri

Koloni gelisimi

Koloni gelisimi testinde, re-izolasyonlar sonucu se¢ilen 10 adet bélge izolati
(SB-6b (r), SB-23b (r), SB-26c¢ (r), SB-3d (r), SB-12a (r), SB-9¢ (r), SB-30b (r), SB-
28a (1), SB-1b (r), SB-35b (1)) kullamilmugtir. Bu 10 izolat, 2011 yilina ait patojenite ve
viriilenslik testi sonucu en viriilens olarak belir]eﬁen bolge izolatlaridir. Referans izolat

olarak ise YY-2 izolat: kullanilmastir.

Pseudomonas Agar F (PSF) besi yerinde koloni gelisimi. PSF besi yerine ¢izilen
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis bolge izolatlar ve referans izolat (YY-
2) 72 saat 28 °C’de inkiibe edildikten sonra agik sart renkli koloni gelisimine gore

pozitif olarak degerlendirilmisgtir.

Nutrient Agar (NA) besi yerinde koloni gelisimi: NA besi yerine ¢izilen 10 adet re-izolat
ve YY-2 izolat, 72 saat 28 °C’de inkiibasyondan sonra agik sar1 renkli koloni

gelisimine gore pozitif olarak degerlendirilmigtir.

SCM besi yerinde koloni gelisimi: SCM besi yerine gizilen izolatlar 72 saat 28 °C’de
inkiibe edildikten sonra koyu gri etrafi acik renk haleli koloniler pozitif olarak

degerlendirilmistir.

Bakteri vogunlugunun belirlenmesi

PSF besi yerinde 72 saat gelistirilmis Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis bolge izolatindan (Y'Y -2) hazirlanan siispansiyon spektrofotometrede 600
nm’de 0,2 absorbans degerine ayarlanmigtir. Bu siispansiyondan 1 ml alinarak 9 ml
fizyolojik tuzlu su (%0,85’lik NaCl ¢ozeltisi-saline buffer) bulunan tiiplere konmus ve
alti kez seyreltilerek seyreltme serisi hazirlanmistir. Her bir seyreltmeden 100 pl
alinarak bir baget yardimi ile PSF besi yerine yayma ekim yapilmigstir. Her seyreltme
i¢in 3 adet petri kab1 kullamilmigtir, 28 °C’de 72 saat inkiibasyona birakilan petrilerde

gelisen koloniler sayilmis ve bakteri sispansiyonunun yogunlugu belirlenmigtir.
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3.2.6.

Tamiy1 destekleyici testler

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatlarinin ELISA testi ile tanisi

2011 ve 2012 willarinda hasta domates bitkilerinden elde edilen izolatlar

patojenite ve Gram reaksiyon testi ile Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

olarak belirlenmis olup, bu taniy1 desteklemek amaciyla da re-izolatlarla ELISA testi

yapilmigtir. Calismada Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e karsi tiretilen

monoklonal antibody (Agdia marka ticari kit-AGD 44000) kullamlarak, Alkalin

Fosfataz ile isaretlenmis DAS ELISA testi yapilmistir. Pozitif ve negatif kontrol olarak

kit igerisinde hazir olarak gelen kontroller kullamilmigtir. Her bir uygulama 2 tekrarli

olarak yapilmigtir. ELISA testi firma tarafindan belirtilen prosediir esas alinarak

uygulanmigtir.

H B B

ELISA galismalarinda kullanilan prosediir agsagida verilmigtir:

Coating Buffer (Kaplama Tampon Cozeltisi) ile 1:200 oraninda seyreltilerek
hazirlanan antibody’den (IgG) platedeki her bir ¢ukura 100 pl eklenmistir.
Plateler 25 °C’de 4 saat inkiibe edilmigtir.

4 saatlik inkiibasyondan sonra plateler 6 kez PBST Buffer 1 X (Yikama Tampon
Cozeltisi) ile yikanmugtir.

Inkiibasyon siiresinde testlemesi yapilacak 6rnekler hazirlanmustir, PSF besi
yerinde 72 saat gelistirilen Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
bélge izolatlarindan steril kiirdan yardimiyla alinmig ve 1 ml General Extract
Buffer (GEB 1X) bulunan ependorf tiipleri i¢erisine konularak vortekslenmistir.
Caligmada kitten ¢ikan pozitif ve negatif kontroller buna ilaveten yine negatif
kontrol olarak GEB 1X kullanilmistir.

Yikama yapilan platelere hazirlanan 6rneklerden 100’er ul konulmustur.

Plateler +4 °C’de buzdolabinda 1 gece bekletilmistir.

Inkiibasyondan sonra plateler 7 kez PBST Buffer 1X ile yikanmustir.

Enzyme Conjugating Buffer (Konjugate Tampon Cozeltisi) ile 1:200 oraninda
seyreltilerek hazirlanan antibody’den (anti-IgG) platedeki her bir ¢ukura 100 pl
eklenmistir. Plateler 25 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda plateler 6 kez PBST Buffer 1X ile yikanmmgtir,
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9. Yikama yapilan platelere 100 pl PNP soliisyonu eklenmistir.
10. Plateler karanlik ortamda 60-120 dakika inkiibe edilmistir.
11. EMPEROR M201 marka ELISA okuyucusunda 405 nm dalga boyunda okuma

yapilarak sonuclar degerlendirilmistir.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatlarinin PCR teknigi ile tanisi
2011 ve 2012 yillarinda hasta domates bitkilerinden elde edilen ve klasik tani,

ELISA testi ile tanilanan 57 adet Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
izolatinin Genomik DNA izolasyonu Nejat ve ark. (2009)’a gore yapilmistir. Bu
yontemde izlenen prosediir asagida verildigi gibidir:

1. Bakteri izolatlar1 9 ml Nutrient broth (EK-A) sivi besi yerine asilanarak 200
devir/dakika (dk) calkalayicida gece boyu 27+1 °C’de gelistirilmisgtir.

2. Bakteri siispansiyonundan 1ml steril ependorf tiipline alinmig ve tiiplerin
agirliklar dengelenerek 15 000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

3. Pellet almarak siipernatant atilmigtir. Pelletin tizerine 600 ul CTAB (pH:8,00)
(EK-B) eklenerek vortekslenmistir.

4. Tiipler 65 °C’deki su banyosunda 30 dk bekletilmistir.

5. Bu siirenin sonunda her bir tiipe 600 pl cloroform isoamyl alkol eklenerek 1°er
dk vortekslenmistir.

6. 13 000 rpm’de 10 dk santrifiij yapilarak siipernatant iginde DNA yeni bir
ependorf tiipe aktarilmigtir.

7. Tiiplere 600 pl derin dondurucuda sogutulmus isopropanol eklenmistir. Tiipler
derin dondurucuda (-20 °C’de) 45 dk bekletilmistir.

8. 12 000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmisgtir.

9. Ust siv1 kistm dokiilmiis ve sogutulmus %70’lik alkolden 1000 pl ependorf
tiiplerine eklenmistir. 12 000 rpm’de 15 dk santrifiij yapilarak alkolle yikama
yapilmisgtir.

10. Ependorf tiipler ters gevrilerek alkol dokiilmiis ve steril kabinde bir saat
kurumaya birakilmistir.

11. Ependorf tiipler igerisine 30 pul TE Buffer (EK-B) konulmustur. Izole edilen
DNA’lar PCR ¢alismalarinda kullamlmak iizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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12. Daha sonra bu DNA’lar %]1°lik hazirlanan agarose jele (EK-B) verilerek izole
edildikleri tespit edilmistir.

Bakteri izolatlarmin DNA’s1 ve PCR fiiriinleri %]1°lik agarose jel iizerinde
goriintiilenmigtir. Patojene spesifik olan CMMS5:5°- GCGAATAAGCCCATATCAA-3’
ve CMMG6:5’-CGTCAGGAGGTTCGCTAATA-3" primer dizilimleri kullanilarak
yapilan PCR ¢alismasinda %1°lik agaroz jel iizerinde Dreier ve ark. (1995)’nin
bildirdigi gibi 614 bp biiyiikliigiinde bant olusumu pozitif olarak degerlendirilmigtir.

PCR isleminin icerigi ve asamalar1 agagida verilmistir.

PCR ¢alismast igin reaksiyon karisiminin igerigi asagida verilen degerlere gére

ayarlanmistir:

Reaksiyon Karisimimin Icerigi Miktar:  (ul)

ddH,O 225
Buffer 8,0
dNTP 34
MgCl, 3,2
Primer I (CMMS) 1,0
Primer II{CMMG6) 1,0
Taq polimeraz 0,1
g-DNA 2,0
Toplam 40

Kullanilan primerlerin dizilisleri asagida verildigi gibidir:

Dreier ve ark. (1995) CMMS5: 5°- GCGAATAAGCCCATATCAA-3’

Dreier ve ark. (1995) CMM6: 5’- CGTCAGGAGGTTCGCTAATA -3°
Thermalcycler cihazinda (PEQLAB) kullanilan program asagida verildigi

gibidir:

Program adimlarn SSRS5TD
Sicakhk  Siire Dingii
) (dk) Sayisi

Ik denatiirasyon 94 5 1

Denatiirasyon 94 1

Primer Baglanmas1 55 1,5 30

Uzama 72 1

Son Uzama 72 5 1

Bekleme -4 Stiresiz
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Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatlarinin yag asit profillerinin

belirlenmesi

Patojenite, ELISA ve PCR ¢alismalar1 sonucu pozitif olarak kabul edilen 13
izolatin yag asit profilleri Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik
Boliimiinde Prof. Dr. Fikrettin SAHIN damismanlifinda yapilmistir. Cizelge 3.3.’de yag

asit profilleri belirlenen izolatlar verilmistir.

Cizelge 3.3. Yag asit profilleri belirlenen izolatlar

Ornek No | Izolat Kodu izolatin Almdigx Yer
1 K-13/1a-1 (1) Tatar/Pazar

2 K-11/1a-1 (r) GiiryildizZMerkez

3 K-29/1a-2 (1) Kat/Turhal

4 K-2/1a-1 (r) Dokmetepe/Turhal

5 K-47/2-1 (1) Biiyiikyildiz/Merkez
6 K-20/2a-1 (r) Ulasg/Merkez

7 K-26/2a-1 (1) Pazar

8 SB-6a/2 (r) Degirmenli/Erbaa

9 E-2/1a-2 (r) Cevresu/Erbaa

10 SB-13a-1 (1) Sahinli/Niksar

11 SB-19a/1 (r) Cerci/Merkez

12 SB-21b/2 (r) Dokmetepe/Turhal
13 SB-12a/1 (r) Kiiciikbaglar/Merkez

[zolatlarin yag asitlerinin izolasyonu asagida verilen prosediire gére yapilmistir

(Chase ve ark., 1992):

1. Tryticase soy agar (TSBA) (EK-C) besi yerine 4 fazhi sekilde ¢izilen izolatlar 25
°C’de 24 saat gelistirilmistir.

2. Gelistirilen bakterinin 3. ve 4. fazindan toplanarak agz teflon kapakli steril cam
tiiplere konulmustur.

3. Hiicreleri pargalamak i¢in her bir test tiipine 1 ml ¢ozelti 1’den (EK-C)
eklenmistir.

4. Tiipler 10 saniye galkalandiktan sonra 100 °C’deki su banyosunda 5 dakika
bekletilmistir.

5. Su banyosundan ¢ikartilan tiipler tekrar 10 saniye daha ¢alkalanmistir.

6. Daha sonra 100 °C’deki su banyosunda 25 dakika bekletilmistir. Bu islemle

bakteri hiicreleri parcalanarak yag asitlerinin serbest kalmasi saglanmustir.
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7. Test tiiplerine 2 ml ¢ozelti 2°den (EK-C) eklenip 10 saniye ¢alkalandiktan sonra
tiipler 80 °C’deki su banyosunda 10 dakika bekletilmistir.

8. Bunu takiben tiipler -20 °C’de 10 dakika tutulmustur. Bu islem ile serbest yag
asitlerine ester baglar ile metil eklenerek yag asitlerinden yag asit metil esteri
elde edilmesi saglanmistir. Bu durum yag asitlerine yiiksek sicaklikta
buharlagma 6zelligi kazandirmaktadir.

9. Sogutulmus tiplere 2,5 ml cozelti 3 (EK-C) eklenerek 5 dakika tiipler
calkalanmistir. Bu agsamada tiiplerin alt kisminda asidik, tist kisminda da organik
sivi fazlar1 olmak iizere iki ayn faz olugmaktadir. Pastor pipet kullamlarak
tiiplerin alt kismindaki asidik faz atilip, organik faz toplanmustir.

10. En son asamada ise her tiipe 3 ml ¢ozelti 4 (EK-C) ilave edilerek 5 dakika
calkalanmustir.

11. Daha sonra tiipler 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

12. Cozelti 4 bazik bir soliisyon olup serbest yag metil esterlerinin daha fazla saf
olarak elde edilmesini saglamaktadir. Bu asamadan sonra tiipler icerisinde
olusan iki farkli fazdan iist fazda toplanan yag asit metil esterlerini igeren faz,
pastor pipet ile alinarak 2 ml’lik gaz kromotografisi tiiplerine aktarilmis ve
agizlari sikica kapatilmistir.

Tiipler ~ Mikrobiyal  Identifikasyon  Sistemin  (MIS  cihazi-HP6890,
Hewlettpackard, Palo Alto, CA) iizerindeki 6rnek depolama birimine yerlestirilmis ve
daha sonra MIS bilgisayar paket programi kullamilarak (Shelock MIS version 4.5
Microbial ID. Inc. Newark, Delaware) her izolat program kiitiiphanesindeki bakteri

izolatlar1 ile benzerlik oranlarma gore tanilanmigtir.
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3.2.7. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in tohum, toprak ve bitki
artiklarindaki latent/epifitik yasam siiresinin saptanmasi ve ilk inokulum

kaynaklarinin belirlenmesi

Bu c¢alismalarda kullanilacak olan bdlge izolatimin re-izolasyonunda
yasanabilecek bulagmalari énlemek i¢in Oncelikle YY-2 izolatinin rifampicine (100

mg/l) dayaniklilik kazanmas1 saglanmustir.

Rifampicine dayanikli bakteri izolati, Tireng Karut (2011)’un belirttigi yonteme
gore elde edilmigtir. PSF besi yerinde 72 saat gelistirilen YY-2 bolge izolatindan bir 6ze
dolusu alinarak 20 ml Nutrient Broth Yeast Extract (NBY) siv1 besi yerine aktarilmis ve
150 rpm hizda ¢alisan calkalayicida 72 saat gelistirilmistir. %70°lik alkol kullanilarak
hazirlanan 25 mg/l dozunda rifampicin soguk sterilizasyon yapilarak bakteri
siispansiyonuna eklenmistir (Sekil 3.3.). 72 saat sonra bu siispansiyondan 25 mg/l
rifampicin iceren PSF besi yerine ¢izim yapilmigtir. Gelisen kolonilerden alinarak 20 ml
NBY besi yerinde tekrar gelistirilmistir. Ug giin siireyle bu ortamda inkiibasyona
birakilan bakteri siispansiyonu tizerine 50 mg/l rifampicin eklenmis ve altinci giine
kadar inkiibasyona devam edilmigtir. Altinct giiniin sonunda buradan alman bakteri
stispansiyonu 50 mg/l rifampicin igeren PSF besi yerine aktarilmigtir. Bu islemler 75 ve
100 mg/l rifampicin dozlar icin tekrarlanmigtir. Elde edilen 100 mg/l rifampicine
dayanikli izolat ile Gram reaksiyon testi ve patojenite testi yapilarak Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis olup olmadigi belirlenmigtir. Yapilan ¢alismada,
100 mg/1 rifampicin’e dayanikh izolat ile etmenin tohum, toprak ve bitki artiklarindaki
yasam stireleri ve bu yerlerdeki birincil inokulum kaynaklarimi olusturma yetenekleri

arastirilmisgtir.
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Sekil 3.3. Bakteri siispansiyonuna rifampicin antibiyotiginin eklenmesi

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in bulasik tohumda vasam siiresinin

belirlenmesi

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in tohumdaki yasam siiresinin
belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen ¢aligmada, Alsancak RN F1 ¢esidi domates tohumlar:
kullamlmigtir. Ik olarak tohumlar %1°lik NaOC]I ¢ozeltisinde yiizey dezenfeksiyonuna
tabi tutulmustur. Daha sonra tohumlar, 100 mg/] rifampicin’e dayanikli patojen izolati

ile inokule edilmistir.

100 mg/] rifampicin’e dayanikli izolat ile 600 nm’de 0,2 absorbans degerine
ayarlanmig olup, tohumlar siispansiyonda 3 saat vakum yontemi ve 1 saat daldirma
yontemi kullanilarak inokule edilmigtir (Sekil 3.4.). Enfekteli tohumlar bir gece
boyunca steril kabinde kurutulduktan sonra, kese kagitlar1 igerisinde oda sicakliginda
saklanmigtir. Calisma boyunca tesadiif olarak segilen 100’er adet tohum ilk inokulasyon
glniinil takip eden 33, 66, 100, 129, 160, 193, 220, 249, 280, 310, 340, 370, 400 ve 430.
glinlerde 100 mg/] rifampicin igeren PSF besi yerine ekilmis olup (Sekil 3.5.), besi
yerinde tohum etrafinda geligsen koloniler sayilarak enfekteli tohum %’si belirlenmistir
(Hankin ve Sands, 1977).
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Sekil 3.5. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile bulagik tohumlarm rifampicin igeren besi
yerine ekimi

Tohumlardaki inokulumun hastaligi baslatacak yetenege sahip olup olmadigin
belirlemek amaciyla tohumlar toprak, kum ve torf karigimi iceren viyollere ekilmistir.
Ekilen tohumlarda 7 giin sonra ¢ikislar baglamistir. Gelisen fidelerde domates bakteriyel
solgunluk hastaligina ait belirtiler gézlenmis olup, 100 mg/I rifampicin igeren PSF besi

yerine izolasyon yapilmigtir.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in bulasik toprakta yasam siiresinin

belirlenmesi

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in topraktaki yasam siiresinin
saptanmasi amaciyla yiiriitiilen deneme Gaziosmanpasa Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Bitki Koruma Béliimii Arasgtirma ve Uygulama Parselinde gergeklestirilmistir. Ilk
olarak 100 mg/l rifampicin’e dayamikl izolata ait inokulum 600 nm’de 0,2 absorbans
degerine ayarlanmis olup, hazirlanan slispansiyon ile toprak inokule edilmigtir. 100 mg/l

rifampicin’e dayanmkli Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolat1 ile
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inokule edilen toprak 25 litrelik teneke kutular igerisine konularak deneme alanina
gomilmiistiir (Sekil 3.6.). Calisma 3 tekerriirlii olarak yiiriitiilmistir. Inokulasyon
tarihinden itibaren yaz ve ki aylar1 boyunca haftalik olarak, bulastirilan topragm 0-15
cm derinliginden 6rnekler alinmigtir. Alinan §rneklerden seyreltme serileri hazirlanarak
100 mg/1 rifampicin igeren PSF besi yerine yayma ekim yapilmistir. Her seyreltme igin
3 adet petri kabi kullamilmigtir. 28 °C’de 72 saat inkiibasyona birakilan petrilerde
gelisen koloniler sayilmis ve bakteri yogunlugu belirlenmistir.

Sekil 3.6. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolati ile bulastirilmis topragin teneke kutular
igerisinde gdomiilmesi

Topraktaki bitki artiklarinda Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in vasam

siiresinin belirlenmesi

Topraktaki bitki artiklarinda Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in
yasam siiresinin saptanmasi amaciyla yiiritiilen deneme, Gaziosmanpasa Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii Arastirma ve Uygulama Parselinde
gergeklestirilmistir. Sera kosullarinda yetistirilen 5-6 yaprakli domates bitkileri 100

mg/l rifampicin’e dayamiklihk kazandinlmis Clavibacter michiganensis subsp.
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michiganensis izolati ile inokule edilmistir (Sekil 3.7.). Inokule edilen bitkiler sera
kosullarinda 15 giin inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon siiresi sonunda solgunluk
simptomu gdsteren bitki gévdeleri 2-3 cm’lik parcalar halinde kesilmis ve 10 g olacak
sekilde tartilarak gévde pargalar: tiilbent (veya kalin kadin ¢orabi) igerisine konularak
topragin 15 cm derinligine gomiilmiistiir (Sekil 3.8. ve Sekil 3.9.). Topraga
gomiildiikten bir ay sonra o6rnekleme islemi baglamistir. Her ay icinde bitki artif
bulunan tiilbent ¢ikartilnus, Nutrient Broth sivi besi yerinde 150 rpm hizda 3 saat
calkalanmigtir. Bir tiilbent veya siizgeg ile siiziilen siispansiyon (Sekil 3.10.), 10.000
rpm’de 10 dakika santrifij edilerek pellet elde edilmistir. %0,85°lik NaCl erigi
icerisinde seyreltilen pelletten 100 mg/l rifampicin iceren PSF besi yerine ekim
yapilarak izolasyon gergeklestirilmistir (Sekil 3.11.).

pasgnh .

Sekil 3.8. Bitki gdvdelerinin kesilmesi ve tartilmasi
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Sekil 3.10. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile bulasik bitki gévdelerinin NB’de

calkalanmas1 ve siiziilmesi

Sekil 3.11. Siispansiyonun santrifiij edilmesi ve PSF besi yerine ekimi
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3.2.8. Domates fidelerinde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in
epifitik popiilasyonunun belirlenmesi

Tokat ve ¢evresinde domates iiretimi tamamen Mersin ve Antalya’dan gelen
hazir fidelerle gergeklesmektedir. Bu nedenle fide kaynakli enfeksiyonlarin hastaligin
epidemi olusturmasinda dnemli rol oynadig: diistiniilmektedir. Bu baglamda, hastalik
belirtisi gostermeyen, domates fidelerinde tarlaya sasirtilmadan once Clavibacter
michiganensis  subsp. michiganensis’in  varlifimin  belirlenmesi  biiyiikk &nem

tasimaktadir.

Domates fidelerinde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in epifitik
popiilasyonunun belirlenmesi amaciyla yiiriitillen bu ¢alismada, 30/04/2013-15/05/2013
tarihleri arasinda Zirai Ilag Bayilerine gidilerek Tokat Merkez, Turhal, Pazar ve
Erbaa’dan toplam 104 domates fidesi Ornegi alinmistir. Domates fidelerinde
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in varlifinin  belirlenmesi igin
Belgiizar ve ark. (2014) tarafindan gelistirilen yontem kullanilmig ve agamalar1 Sekil
3.12°de verilmistir.

Sekil 3.12. Domateste Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in epifitik popiilasyonunun
belirlenmesinde kullanilan yéntem

Domateste yesil aksamdan 6rnek alma

J

Ornegin agirliginim 10 kat1 NB’de 3 saat ¢alkalama

15 000 rpm’de 10 dk santrifiijle pellet elde etme

I

Pellete 9 ml saline buffer ekleme

/7

SCM’ye ekim

\’F

Uygun seriden bakteri toplama

PCR
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Bayilerden alinan fideler naylon posetlere konularak ¢esit isimleri, fidelik
isimleri, lot numaralari, fidenin alindig1 bayinin ismi, 6rnegin alindig1 tarih gibi bilgiler

yazilarak etiketlenmistir (Sekil 3.13.).

Sekil 3.13. Zirai [lag Bayilerinden alman domates fideleri

Fideler kok bogazindan kesilerek yesil aksamlari alinmistir (Sekil 3.14.).
Agirliklan tartilarak 10 kati Nutrient Broth sivi besi yerinde 3 saat ¢alkalanmugtir. Bitki
parcalart slizgecten siiziilerek uzaklagtirilmig ve kalan sivi 15 000 rpm’de 10 dakika

l
santrifiij edilerek pellet toplanmigtir. Elde edilen pelletler 9°ar ml saline buffer (%0,85 g
NaCl) iginde tekrar siispanse edilmistir. Siispansiyon 3 kez seyreltilerek elde edilen
seyreltme serileri yar1 segici olan SCM besi yerlerine iki tekrarli olarak yayilmistir. 28
°C’de 5 giinlitk (120 saat) inkiibasyondan sonra uygun seriden SCM besi yerlerinde
geligen tiim bakteri kolonileri steril bir 6ze yardimiyla toplanarak (Sekil 3.15.), 9’ar
ml’lik NB siv1 besi yerine alimmug (Skeil 3.16.) ve DNA izolasyonunu takiben PCR

caligmasina tabi tutulmustur (Sekil 3.17.).

53




Sekil 3.14. Fidelerin kok bogazindan kesilmesi

Sekil 3.15. SCM besi yerinde gelisen bakteri kolonilerinin toplanmasi
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Sekil 3.17. Fide ¢aligmasinda DNA izas;r(;n

DNA izolasyonu ve PCR c¢alismasi Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis izolatlarimn PCR teknigi ile tanisinda verilen prosediirler dogrultusunda
yapilmustir (bkz 3.2.6.). Bakteri izolatlarinin DNA’s1 ve PCR firiinleri %1°lik agarose jel
lizerinde gorlintiilenmistir. Patojene spesifik olan CMMS5 (lontek marka) ve CMM6
(Tontek marka) primerleri kullamilarak yapilan PCR ¢alismasinda %1°lik agaroz jel
tizerinde Dreier ve ark. (1995)'mn bildirdigi gibi 614 bp biiyiikliigiinde bant olusumu
pozitif olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Siirvey ¢alismalar:

Tokat ili Merkez ve ilgelerinde domates tiretim alanlarinda, Domates Bakteriyel
Solgunluk Hastaligimin bélgedeki ve tarladaki bulunma oranlarinin belirlenmesi i¢in
2011 yihi Temmuz-Eylil, 2012 yili Haziran-Eyliil aylarinda siirvey g¢alismalar
yapilmigtir. 2011 yilinda Tokat 1li Merkeze bagh Cergi, Giiryildiz ve Kiigiikbaglar
koylerinde 9, Pazar Ilgesine bagli Uziiméren ve Tatar kdylerinde 11, Turhal ilgesine
baglh Dékmetepe, Senyurt ve Kalaycik koylerinde 13, Erbaa Ilgesine bagl Degirmenli,
Kizilgubuk ve Cevresu koylerinde 21, Niksar Ilgesine baglh Buzkoy, Direkli, Sahinli,
Giirgesme ve Gokgeli kdylerinde 21 olmak lizere toplam 65 domates tarlasinda siirvey
yapilmusgtir. 2012 yilinda ise Merkeze bagh Cer¢i, Giiryildiz, Kiigiikbaglar, Kiigiikyildiz,
Yesilyurt, Ulas, Biiyiikyildiz, Gézova, ve Kizilkéy kdylerinde 70, Pazar Ilgesine bagl
Erkilet, Beygayir, Baglarbasi, Derekdy, ve Tatar koylerinde 18, Turhal [lgesine baglh
Dokmetepe, Necip, Kat, Tatlica, Senyurt ve Kalaycik kdylerinde 44, Erbaa Ilgesine
bagli Degirmenli, Kizilgubuk ve Cevresu kéylerinde 21, Niksar Ilgesine bagli Sahinli ve

Delicek koylerinde 10 olmak tizere toplam 163 domates tarlasinda siirvey yapilmistir.

Strvey yapilan alanlarda tesadiifi olarak segilen 100 adet bitki incelenerek
hastalik belirtisi gosterip gostermedigi kaydedilmis ve hastaliin tarladaki bulunma
orant hesaplanmistir. 2011 yilinda Tokat yoresinde siirvey calismasi yapilan domates
tarlalarinda hastaligin bulunma oram Cizelge 4.1.’de, 2012 yilina ait hastaligin bulunma

orani ise Cizelge 4.2.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. 2011 yilh Tokat yoresinde siirvey ¢alismasi yapilan domates tarlalarinda
hastaligin bulunma oran

S ) Uretici Adiveya | Sirik | Siirvey | Ornekleme Hastaligin

N'o lgesi Koy Tarla veya Alam Alani bulunma
Koordinati yer (da) (da) orani (%)

1 Merkez Cerci (1) Mahmut KILINC | Suik | 8 2 5

2 Merkez Cerci (2) Senay SOYER Smik | 4 1 0

3 | Merkez | Cerci(3) Ozcan ONCU Sk | 5 1,5 12

4 | Mertkez | Cerci (4) Bayram UN Sirik | 8 2 4

5 | Merkez | Giiryildiz Yahya OZER Sirik | 40 2 6

6 Merkez Kiiciikbaglar | Ahmet CELTEK | Smik | 20 2 35
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Cizelge 4.1. (Devam) 2011 yili Tokat yoresinde siirvey c¢aligmasi yapilan domates

tarlalarinda hastaligin bulunma oram

s. |. ) Uretici Ad1 veya Sk | Siirvey | Ornekleme | Hastalifin
No Tlgesi Koy Teiila Koardinsti veya | Alami Alam bulunma
yer (da) (da) oram (%)

7 Merkez | Kiigiikbaglar | Mehmet BAYIN Sirik 1 12
8 Merkez | Kiigtikbaglar | Mustafa PARLA Swrik | 13 2 16
9 Merkez | Kiigtikbaglar | Mehmet PEKER Sink 2 22
10 | Pazar Uziiméren | K40.2680932

D36.1592166 Bk | 2 03 ¢
11 | Pazar Uziiméren Zeki DEMIRBAS | Suik | 6 1,5 13
12 | Pazar Uziiméren | Hiiseyin ELCI Sirk | 3 1 0
13 | Pazar Uziimaren KA40.2683849

D36.1592166 BnE |2 3 ¥
14 | Pazar Uziimoren K40.2680932

D36.1636000 Stk | 8 2 0
15 | Pazar Uziiméren Hulusi AKDAG Swik | 2 0,5 0
16 | Pazar Uziimaren Omer DONMEZ Sirik | 4 1 0
1 Pazar Uziiméren Yiiksel COKOL Swik | 8 2 28
18 | Pazar Uziiméren K40.2683899

D36.1995733 it | 4 g ?
19 | Pazar Uziiméren K40.2685916

D36.2115883 Sutk | 8 2 0
20 | Pazar Tatar Orhan YASAR Sirik | 10 2 0
21 | Turhal Dékmetepe | Sevki ELCIN Sirik | 6 1,5 0
22 | Turhal Dokmetepe | Ali YILDIZ Yer |15 2 38
23 | Turhal Dékmetepe | Taner SOMUNCU | Sirik | 3 1 0
24 | Turhal Dokmetepe | Ergiin SOMU C Sk | 35 2 8
25 | Turhal | Dokmetepe | Yusuf GOZUTOK | Sirik | 20 2 0
26 | Turhal Dékmetepe | Ergiill SOMUNCU | Sk | 5 1,5 35
27 | Turhal Dokmetepe | K40.3082800

D36.276916 Bt | 3 13 2
28 | Turhal Dokmetepe | Gokay SOMUNCU | Swik | 20 2 0
29 | Turhal Senyurt Abdullah CAKIR Sk | 10 2 5
30 | Turhal Senyurt Nizamettin TURK | Sirik | 25 % 0
31 | Turhal Senyurt Ahmet CANIKLI Yer 13 2 0
32 | Turhal Senyurt Bahattin POLAT | Surik | 22 2 8
33 | Turhal Kalaycik Fatih AL Swik | 20 2 0
34 | Erbaa Kizilgubuk 290228E

4513003N Sk | 3 . g
35 | Erbaa Kizilgubuk 290227E

4513133N Stk | 2 0.5 0
36 | Erbaa Kizilgubuk 290235E

4513120N TeE % ! i
37 | Erbaa Kazilgubuk 290218E

4513211N S | 3 L2 '
38 | Erbaa Kizilgubuk 290210E

4513284N Sk | 2 0.5 0
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Cizelge 4.1. (Devam) 2011 yili Tokat yoresinde siirvey g¢aligmasi yapilan domates

tarlalarinda hastaligin bulunma oram

S Uretici Adiveya | Sirik | Siirvey | Ornekleme | Hastah@in
N- ilgesi Koy Tarla veya | Alam Alani bulunma
° Koordinat yer (da) (da) orani (%)

39 | Erbaa Kizilgubuk | 290183E

4513335N Suik | 3 ! 0
40 | Erbaa Kizilgubuk | 290081E

4513348N Sk |8 ! v
41 | Erbaa Cevresu 289268E

4513711IN w2 L &
42 | Erbaa Degirmenli | Sitki SAG Sk | 6 1,5 0
43 | Erbaa Degirmenli | 286609E

4512056N R |7 é =
44 | Erbaa (11) | Degirmenli | 286582E

4512072 Suik | 4 ! 0
45 | Erbaa(12) | Degirmenli | 286534E

4512138N Sk |5 1,5 62
46 | Erbaa Degirmenli | 286501E

Y 1

4512138N N 0
47 | Erbaa (14) | Degirmenli | 286378E

4512229N Suike | 4 : 28
48 | Erbaa (15) | Degirmenli | Bekir COLAK Sk | 5 1,5 25
49 | Erbaa Degirmenli | 287656E

4510690N il : :
50 | Erbaa Degirmenli | 287415E

4511000N B | 3 1 .
51 | Erbaa Degirmenli | 287350E

4511066N Stk | 3 L> 12
52 | Erbaa Degirmenli | 287324E

4511080N Bk | 4 > 1
53 | Erbaa Degirmenli | 287236E

4511155N L, | 2 ! 18
54 | Erbaa(21) | Degirmenli | Sadi SOLAK Sk |5 1,5 15
55 | Niksar Buzkoy Yildiray )

SENTURK Yer 9 2 16
56 | Niksar Buzkdy Metin CELIK Yer |6 1,5 18
57 | Niksar Buzkdy Ibrahim

DEMIREL Yer 11 2 10
58 | Niksar Buzkoy 316061E

4499707 w8 12 0
59 | Niksar Buzkdy Ibrahim

YURDAKUL Ll L 2 12
60 | Niksar Buzkoy Mehmet

GEZGEL Yer 8 2 0
61 | Niksar Direkli Sadettin ZENGIN | Yer | 10 2 0
62 | Niksar (8) | Sahinli Mehmet

SUSEHRI Sk |7 2 32
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Cizelge 4.1. (Devam) 2011 yili Tokat yo6resinde strvey ¢aligmasi yapilan domates
tarlalarinda hastaligin bulunma orani

S . Uretici Adiveya | Sk | Siirvey | Ornekleme | Hastahgin

N-o Ilgesi Koy Tarla veya | Alam Alamt bulunma
Koordinat yer (da) (da) oram (%)

63 | Niksar(9) | Sahinli g;;t(t;gAN sk | 7 5 35

64 | Niksar Girgesme | Mehmet CITAK | Yer 8 2 0

65 | Niksar Gokgeli Ahmet COBAN Yer 7 2 0

TOPLAM 543 99,5 9,64 (ort.)

Cizelge 4.2. 2012 yili Tokat yoresinde stirvey ¢alismasi yapilan domates tarlalarinda

hastalifin bulunma orani
.. Hastahgin
S. Uretici Adi veya ?::-l:: S;;::f Ornekleme bulunma
No ilesi Koy Tarla Koordinat ¥ Alam oramni (%)
Yer (da)
(da)
Halis PEKER
1 Merkez Kiigiikbaglar | 37307090D Sk 5 1,5 0
4478238K
Ahmet PEKEL
2 Merkez Kiigiitkbaglar | 37274201D Sirik 5 1,5 0
4463794K
Nuri PEKEL
3 Merkez Kiiciikbaglar | 37273984D Sirik 5 L5 0
4463820K
Talip PARLAK
4 Merkez Kiigiikbaglar | 37272114D Sk 25 2 3
4463028K
5 Merkez | Kiiciikyildiz | Celil CETIN Sirik 5 1,5 0
6 Merkez Kigtikyildiz | Yiicel YALCIN Sirik 3 1 40
Cemalettin
7 ; TURKOZ
Merkez Yesilyurt 37275073D Sk 10 2 5
4467132K
Abdullah DEMIR
8 Merkez Yesilyurt 37275006D Sirik 5 1,5 10
4466830K
9 Merkez Yesilyurt Dursun TOPLAR | Sk 4 1 0
10 | Merkez Yesilyurt Ahmet DIN Sk 5 1,5 5
11 | Merkez | Yesilyurt Suayip YUCE Sirik 10 ] 5
12 | Merkez Yegilyurt Savas DINC Sirik 10 2 10
Nurhan GUNEY
13 | Merkez Ulas 37282877D Sk 22 2 0
4468425K
14 37282265D
Merkez Ulag A467067K. Sirik 5 1,5 5
Sami VARAZLI
15 | Merkez Ulag 37282288D Sirik 8 2 0
4467045K
Mustafa YARAR
16 | Merkez Biiyiikyildiz | 37272231D Sirik 5 1,5 0
4465072K
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Cizelge 4.2. (Devam) 2012 yili Tokat yoresinde siirvey ¢aligmasi yapilan domates
tarlalarinda hastaligin bulunma orani

- Sink | Siirvey | Hastahim
S. ) Uretici Ad1 veya viva | AL Ornekleme bulunma
No ligesi Koy Tarla Koordinati Alam orani (%)
Yer (da)
(da)
Mehmet
17 | Merkez - DEMIRCAN
Biiyiikyildiz 3727847D Sk 5 1,5 0
4468469K
Ali KARATAS
18 | Merkez Biyitkydiz | 37278545D Sirik 2 0,5 0
4468520K
19 | Merkez g Muhsin
Bityiikyildiz YURTSEVER Sirik 4 1 30
Fevzi CELIK
20 | Merkez Biwyikkyildiz | 37277783D Sirik 5 1,5 20
4468323K
21 Mustafa SAHIN
Merkez Giliryildiz 37276718D Sk 5 1,5 0
4469199K
Celal YAKAR
22 | Merkez Bityiikyildiz | 37277773D Sirik 10 2 20
4468317K
Hulusi TUNA
23 | Merkez Biyitkyildiz | 37277682D Strik 5 1,5 5
4469496K
Osman CELIK
24 | Merkez Buyikyildiz | 37277174D Sk 10 2 10
4469296K
25 Merkez Biiyitkyildiz | Yavuz OZER Sirik 70 2 60
Miicahit YAMAN
26 | Merkez Giiryildiz 37275468D Sirik 5 1,5 20
4466593K
27 | Merkez | Giiryildiz Ahmet YUCE Sirik 8,5 2 0
28 | Merkez Giliryildiz Smrik 3 1 0
Celal ASLAN
29 | Merkez Giiryilldiz 37276502D Sirik 10 2 8
4467751K
Dursun KOS
30 | Merkez Gliryildiz 37274181D Sk 10 2 5
4466228K
{lhan DEMIR
31 | Merkez Giiryildiz 37274193D Sk 5 1,5 0
4466338K
32 | Merkez Giiryldiz Sirik 5 1,5 10
33 | Merkez Giiryildiz Sk 5 1,5 0
M. Hiisnii ATES
34 | Merkez Giiry1ldiz 37276999D Sk 3 1,5 0
4469123K
Dursun MUTLU
35 | Merkez Giiryldiz 37276346D Sirik 5 1,5 0
44699117K
36 | Merkez | Giiryilldiz Abdullah TURK | Sirik 4 1 8
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Cizelge 4.2. (Devam) 2012 yili Tokat yoresinde siirvey calismasi yapilan domates
tarlalarinda hastaliin bulunma oram

.- Sirik | Siirvey | - Haseahgm
S. ) Uretici Adi veya T Ornekleme bulunma
No Tlgesi Koy Tarla Koordinati Y Alani orani (%)
er (da)
(da)
Omer ALBAK
37 | Merkez Giiryildiz 37276137D Sirik 5 1,5 0
4468915K
Osman SAHIN
38 | Merkez Giiryildiz 37276130D Sirik 2 0,5 0
4468957K
Ali BINBASI
39 | Merkez Giiryildiz 37276129D Sirik 5 1,5 0
4468934K
Mustafa
40 | Merkez " OZDEMIR
Giiryildiz 379758920 Sirik 8 2 0
4467065K
Vasfi ASLAN
41 | Merkez Giiryildiz 37275884D Sirik 10 2 2
4467052K
Kemal TURK
42 | Merkez Giiryildiz 37275743D Sirik 10 2 5
446894K
43| Merkez | Giryildiz i}“(mBig uran Sk | 15 2 15
44 | Merkez Giiryildiz Murat OZER Sirik 3 1 10
Veysel TURK
45 | Merkez Giiryildiz 37275670D Sirik 10 2 5
4466992K
s 37275539D
46 | Merkez | 982 | 4466830 Swk | 3 L9 .
Hiiseyin OZER
47 | Merkez Giiryildiz 37275444D Sirik 5 1,5 5
4466819K
Abdullah OZER
48 | Merkez Giiryildiz 37275482D Sirik 10 2 10
4466776K
49 | Merkez Giiryildiz Ruhi OZER Sirk 5 1,5 0
50 | Merkes Giiryildiz i;éggg;?{[) Sirik 6 1,5 15
izzet TURK
51 | Merkez Giliryildiz 37275469D Sirik 10 2 30
4466596K
Ali MUTLU
52 | Merkez Gozova 37307978D Sirik 3 1 0
4479489K
53 " 37306915D
Merkez Gozova 4478 148K Sirik 3 1 0
54 " 37305015D
Merkez Gozova 4476155K Sirik 3 1 0
55 | Merkez Kazilkéy Salih ILK Sirik 5 1,5 0
56 | Merkez Kizilksy Veli DURSUN Sirik 3 1 0
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Cizelge 4.2. (Devam) 2012 yili Tokat yoresinde siirvey calismasi yapilan domates

tarlalarinda hastaligin bulunma orani

- Sink | Siirvey | - Helsthizm
S. Uretici Ad1 veya ) Ornekleme bulunma
No Tlcesi Koy Tarla Koordina | Y5¥2 | Alam Alan orani (%)
Yer (da)
(da)
Oktay ONCU
57 | Merkez Cergi 37273521D Sk 5 1,5 1
4464782K
Senay SOYER
58 | Merkez Cerci 37281121D Sk 5 1,5 2
4467631K
Bayram UN
59 | Merkez Cerci 37281065D Sk 5 1,5 1
4467662K
. 37281001D
60 | Merkez | % 4467642K Yer | 3 ! 0
Kenan
61 | Merkez ; YILDIRIM
Cerci 37280927D Sirk 6 1.5 2
4467348K
Salih YONEN
62 | Merkez Cerci 37279837D Sirik 5 1,5 1
4467458K
Engin KALE
63 | Merkez Cergi 37279907D Sk 5 L5 0
4467460K
64 | Merkez Merkez Ali SONMEZ Sirik 16 2 0
65 | Merkez Merkez Ahmet YALCIN Sirik 3 1 10
66 | Merkez Merkez Sevki DEMIRCI | Smik 5 1,5 0
67 | Merkez Merkez Osman ELVAN Sirik 5 1,5 10
68 | Merkez Merkez Yunus GOCER Sirik 3 1 50
G Merkez M kex I(\}/I(}jlséia\/fﬁiN Sirik 5 1,5 0
70 | Merkez Merkez Giiler ASAR Sirik 3 1 0
T | Tuhar | RelYek | 3726830 D sk |5 1,5 0
Siikrii
72 | Turhal Kalaycik KOCAMAN
g 37268480D Swic |- 1 2 0
4466153K
Muzaffer GEN
73 | Twhal | Kalaycik 37268520D ¢ Sirik 5 1,5 0
4466184K
Ahmet AKDAG
74 | Turhal Ddékmetepe | 37269530D Sirik 20 2 0
4464346K
Abdulkadir
T | Twhal | Neoip Koyt g%sm sk | 6 1,5 10
4465546K
76 | Turhal Necip Kéyii | Mustafa ISHAK | Sirik 6 1,5 10
Mustafa
77 | Turhal Necip Koyii | ARSLAN Sirik 5 1,5 0
37271350D
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Cizelge 4.2. (Devam) 2012 yili Tokat yoresinde siirvey ¢alismasi yapilan domates
tarlalarinda hastaligin bulunma oram

. Sink | Siirvey | Hastahgm
S. Uretici Adi veya Ornekleme bulunma
No ilgesi Koy Tarla Koordinat1 | 02 Alant Alani orani (%)
Yer (da)
(da)
Fatih ISHAK
78 | Turhal Necip Koyt | 37271279D Sirtk 10 2 10
4465423K
Kat Fatih OZALTIN
79 | Turhal Kasabasi 37265543D Sirik 10 2 2
4465104K
80 | Turhal Kat fsmail ESIN Smik 6 1,5 0
Kasabasi
81 Turhal Kat 37273480D
Kasabast 4465102K Srik 3 1,5 :
Kat Veysel GEDIK
82 | Turhal . 37273480D Sirik 5 1,5 5
4465491K
83 | Turhal Kat Osman OZTURK | Smk 5 1,5 40
Kasabasi
84 Kat Mehmet [KIKAT
Turhal ———p 37273785D Sirik 4 1 2
4465487K
85 Kat Osman ZENGIN
Turhal Roirahiaii 37273513D Sirk 7 2 0
4465666K
56 | Twehal | Kab Ahmet ZENGIN | Swik | 10 2 30
Kasabasi
Kat Fatih YIGIT
87 Turhal Kasabasi 37273102D Sirik 5 1,5 5
4466530K
% | Tutal Ezzabaﬂ thsan KOG sk | 3 1 2
89 Kat 37273088D
Turhal Kasabast 4466567K Bitrik 3 1 0
Kat Murat OZSEVEN
90 | Turhal ——— 37272881D Sirik 8 2 0
4466157K
Kat Omer ESEN
91 Turhal Kasibisi 37272723D Sirik 3 1,5 0
4466084K
Kat 37272608D
92 | Turhal Kasabas1 4466028K - > 4y 3
Kat Harun EREN
93 Turhal Kasabasi 37272568D Sirik 11 2 0
4466038K
Kat Ahmet GENCER
94 | Turhal Rasaibiass 37272572D Sirik 7 2 0
4466089K
Mustafa
95 Turhal Kat GENCER
Kasabasi 37272C488D Bk 6 L5 !
4466107K
Kat 37271495D
96 | Turhal | Kasabasi | 4466513K il 1.3 ;
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Cizelge 4.2. (Devam) 2012 yili Tokat yoresinde siirvey caligmasi yapilan domates
tarlalarinda hastaliin bulunma orani

. Sk | Siirvey | Hastalin
S. Uretici Ad: veya Ornekleme bulunma
No flcesi Koy Tarla Koordinat1 | "5 Alam Alam orani (%)
Yer (da) (da)
Kat Turan YAMAN
97 | Turhal EasaE 37272241D Sirik 8 2 1
4466693K
Kat Dursun KILIC
98 | Turhal Kasabasi 37271495D Sirik 3 1 2
4466312K
Kat Osman YAMAN
99 | Turhal Kasabast 37271048D Sirik 20 2 0
446633 1K
Necip YILMAZ
100 | Turhal Kat HAN
Kasabast 37271878D Smikc |10 2 L
4464982K
Necip YILMAZ
101 | Turhal Kat HAN
Kasabasi 37271760D Stk s La 2
4465004K
Kat Omer OKSAR
102 | Turhal — 37271917D Sk 6 1,5 1
44649841
Necip YILMAZ
103 | Turhal Kat HAN
Kasabast 37271980D L 3 L3 L
4465026K
Kat Aziz USLU
104 | Turhal Pasilinsi 37273516D Sirik 30 2 10
4464790K
Talip ARSLAN
105 | Turhal Tatlica 37279908D Yer 8 2 0
44674631
Yiiksel TEKELI
106 | Turhal Tatlica 37279908D Yer 12 2 0
4467463K
107 Turhal Tatlica iiﬁigggzKD ver 5 1,5 0
Haci
108 Turhal Tatlica g},gl;gi&)]bAN Yer 8 2 ]
4464257K
Duran ACIKGOZ
109 | Turhal Tatlica 37256401D Yer 8 2 0
4464254K
Sadik KALGAN
110 | Turhal Tatlica 37255442D Yer 5 1,5 0
4465647K
Dursun ADALI
111 | Turhal Tatlica 37255414D Yer 10 2 0
4465591K
112 | Turhal Senyurt Ibrahim YUCE Sirik 3 2 0
113 | Turhal Senyurt Sabri SECKIN Sirik 40 2 0
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Cizelge 4.2. (Devam) 2012 yili Tokat yoresinde siirvey ¢alismasi yapilan domates
tarlalarnda hastaligin bulunma oranm

S.
No

flgesi

Koy

Uretici Adi veya

Tarla Koordinati

Sk
veya
Yer

Siirvey
Alan

(da)

Ornekleme
Alam

(da)

Hastahgin
bulunma
orani (%)

114

Turhal

Senyurt

fsmail
KOCAMAN

Sirik

30

2

60

115

Pazar

Erkilet

Saadettin
DURAN
37272852D
446387TK

Sk

1.5

10

116

Pazar

Erkilet

Cemalettin HAN

3727897D
4463871K

Sirik

1,5

117

Pazar

Beygayir

Mehmet KESER

37267624D
4462013K

Sk

10

118

Pazar

Tatar

Musa YURTTAS

37265889D
4461624K

Sirik

119

Pazar

Tatar

Orhan YASAR

37265576D
4461530K

Swik

IS

120

Pazar

Baglarbasi

Sinan ARUK

37263245D
4461413K

Sk

1,5

121

Pazar

Baglarbast

[smail DURUR

37263244D
4461314K

Sirik

122

Pazar

Baglarbasi

Yusuf
GOZUTOK
37268804D
4465852K

Sirik

40

123

Pazar

Baglarbasi

Taner
SOMUNCU
37270069D
4464485K

Sirik

1,5

124

Pazar

Baglarbagt

Orhan
GULTEKIN
3727002D
4464424K

Sirik

1,5

125

Pazar

Baglarbasi

Soner
SOMUNCU
37269991D
4464425K

Sirik

1,5

126

Pazar

Baglarbagi

Fatih [IPEK
37269911D
4464358K

Sk

1,5

10

127

Pazar

Baglarbasi

37262497D
4460746K

Sirik

128

Pazar

Derekosy

Mehmet
KALINER
37263799D
4461534K

Sirik

1,5
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Cizelge 4.2. (Devam) 2012 yili Tokat yoéresinde siirvey ¢alismasi yapilan domates

tarlalarinda hastaligin bulunma orani

s Sink | Siirvey | HustalZin
S. Uretici Ad1 veya Ornekleme bulunma
No flcesi Koy Tarla Koordinatt | *&0 2 alam Alam orani (%)
Yer (da)
(da)
129 Pazar Derekoy iZé?géII{D Sirik 8 2 5
Tugrul OZLU
130 | Pazar Derekoy 37264254D Sk 5 1,5 20
4460618K
Mustafa ALTUN
131 | Pazar Derekdy 37263623D Sirik 3 1 0
4461270K
Alim YARICI
132 | Pazar Derekoy 37263820D Sirik 5 1,5 0
4461069K
Abdullah BAS
133 | Niksar Sahinli 37321913D Sirik 5 1,5 0
4495359K
Tahsin SIVRI
134 | Niksar Sahinli 37322087D Sirik 5 1,5 0
4495181K
Fatih KESKIN
135 | Niksar Sahinli 37321943D Sirik 5 1,5 0
4495151K
Sakir ERDOGAN
136 | Niksar Sahinli 37321905D Sirik 3 1 0
4495187K
137 . o 37321553D
Niksar Sahinli 4495381K Swrik 5 1,5 0
138 . . 37317718D
Niksar Delicek 4499602K Yer 8 2 0
139 i : 37317707D
Niksar Delicek 4499627K Yer 8 2 0
140 ; ; 37317620D
Niksar Delicek 449962TK Yer 15 2 0
141 - ; 37317545D
Niksar Delicek 1499635K Yer 12 2 0
142 ; i 37316024D
Niksar Delicek 4499778K Yer 8 2 0
143 | Erbaa Degirmenli | fbrahim SOLAK | Smik 5 1,5 5
144 | Erbaa Degirmenli | Baki KARAKOC | Sink 5 1,5 7
145 | Erbaa Degirmenli | 37 286666D Yer 2 0,5 3
4510650K
146 | Erbaa Degirmenli | Mustafa EMIR Sirik 5 1,5 2
147 | Erbaa Degirmenli | Sadi SOLAK Yer 15 2 2
148 | Erbaa Degirmenli | Mustafa OZER Sirik 3 1 0
149 | Erbaa Degirmenli | Ibrahim KOC Sirik 2 0,5 0
150 | Erbaa Degirmenli | Nafiz OZER Sirik 5 1,5 2
151 | Erbaa Degirmenli | Ali OZER Sirtk 3 1 4
152 | Erbaa Degirmenli | 37 287482D Sirik 3 1 0
4510961K
153 | Erbaa Degirmenli | Bekir SOLAK Sk 5 1,5 3
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Cizelge 4.2. (Devam) 2012 yili Tokat yoresinde siirvey ¢alismasi yapilan domates
tarlalarinda hastaligin bulunma oram

. Sk | Siirvey | = Hastaligm
S. ) Uretici Adi veya veya | Alam Ornekleme bulunma
No Hgesi Koy Tarla Koordinati Alam orani (%)
Yer (da) (da)
154 | Erbaa Degirmenli | Duran OZER Sk 4 1 0
155 | Erbaa Degirmenli | Halis OZER Sirik 5 1,5 15
156 | Erbaa Cevresu Aslan OCAL Sirik 8 2 )
157 | Erbaa Cevresu Bagar OCAL Sk 11 2 4
158 | Erbaa Cevresu Ahmet CINBAS Sirik 16 2 0
159 | Erbaa Cevresu AlaattinOCALAN | Swik 10 2 10
160 | Erbaa Cevresu 37 289296D Yer 6 1,5 0
4513698K
161 | Erbaa Kizilgubuk Murat OZAYDIN | Sk 6 1,5
162 | Erbaa Kizilgubuk | Kamil DEMIR Sirik 5 1,5
163 | Erbaa Degirmenli | Ali AKAR Sirik 5 1,5
TOPLAM 1246,5 255 4,98 (ort.)

Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.2. incelendiginde; 2011 yilinda toplam 543 da’lik
alanda 65 farkl iiretici tarlasinda siirvey yapilmis olup, ortalama hastalifin bulunma
orant %9,64 diizeyinde olmugtur. 14 adet tarlada yer domatesi iiretiminin yapildigi,
diger alanlarda ise sirik domates yetistiriciliginin yapildig1 gériilmiigtiir. 65 tarlanin
33’tinde ise hastalik tespit edilmigtir. 2012 yilinda ise daha fazla alanda siirvey
yapilarak 1246,5 da’lik alanda ortalama hastaligm bulunma oram %4,98 de kalmustir.
Stirvey yapilan 163 tarlanin 79’unda ise hastalik tespit edilmistir. 2012 yilinda da 16

alanda yer domates yetistiriciligi, 147 alanda ise sirik domates yetistiriciligi yapilmustir.

Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.2.°de verilen bilgiler dogrultusunda genel anlamda
2011 yilinda ilge bazinda hastalifin bélgedeki ve tarladaki bulunma orami Cizelge
4.3.°de, 2012 yilina ait oranlar ise Cizelge 4.4.’de verilmistir.

Cizelge 4.3. 2011 yilinda Tokat ilinde hastaligin bélgedeki ve tarladaki bulunma orant

Tlce Siirvey Alam Hastahigin Hastalhigin
(da) Bolgedeki Tarladaki

Bulunma Oram1 | Bulunma Oram
(%) (%)

Merkez 111 88,88 12,44

Niksar 86 54,54 11,18

Erbaa 85 52,38 10,71

Turhal 199 46,15 9,69

Pazar 62 18,18 3,72
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Cizelge 4.4. 2012 yilinda Tokat ilinde hastaligin b6lgedeki ve tarladaki bulunma orani

Ilge Siirvey Alam Hastahgin Hastahgin
(da) Bilgedeki Tarladaki

Bulunma Orani | Bulunma Oram
(%) (%)

Merkez 513,5 52,85 6,51

Pazar 131 44,44 3,61

Turhal 404 47,72 5,25

Erbaa 129 61,90 2,90

Niksar 74 0 0

Cizelge 4.3.’de gorildugl tizere, 2011 yilinda Tokat Merkez’de 111 da’lik
siirvey alaninda %12,44 bitkide, Pazar ilcesinde 62 da’lik alanda %3,72 bitkide,
Turhal’da 199 da’lik alanda %9,69 bitkide, Erbaa’da 85 da’lik alanda %10,71 bitkide ve
Niksar ilgesinde 86 da’lik alanda %11,18 bitkide hastalik belirtisine rastlanmilmistir,
Diger taraftan Merkez’de 9 araziden 8’inde hastalik gériilmiis olup hastaligin bélgedeki
bulunma oran1 %88,88 olarak belirlenmistir. Diger ilgelerde ise bu oran sirasiyla
Niksar’da %54,54, Erbaa’da %52,38, Turhal’da %46,15 ve Pazar’da %18,18 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.3.).

2012 yili verilerine bakildiginda ise, Merkez’de 513,5 da’lik alanda %06,51
bitkide, Pazar ilgesinde 131 da’lik alanda %3,61 bitkide, Turhal’da 404 da’lik alanda
%5,25 bitkide, Erbaa’da 129 da’lik alanda %2,90 bitkide ve Niksar il¢esinde 74 da’lik
alanda %0 bitkide hastalik belirtisine rastlanilmigtir. Yine bolgedeki hastaligin bulunma
orani hesaplandiginda; Erbaa’da %61,90, Merkez’de 952,85, Turhal’da %47,72,
Pazar’da %44,44 ve Niksar’da ise %0 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4.).

2011 ve 2012 yillarinda yapilan siirveylerde elde edilen sonuglar incelendiginde;
ozellikle Merkez, Erbaa ve Niksar il¢elerinde hastalik yogunlugunda bir diisiigiin oldugu
gorilmektedir (Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4.). Bu diisiis lizerinde aylik mevsimsel
degismelerin ¢ok fazla etkisinin olmadig goriilmektedir (Cizelge 4.5.). Niksar ilgesinde
ise ozellikle yer domatesi yetistiriciligi yapilmaktadir. Bu bolgede hastahigin epidemi
yaptigt donemlerde, domates tiretiminin artik yapilmadigi sezon sonuna denk geldigi
goriilmiistiir. Ayrica 2010 ve 2011 yilarinda hastalik oranmmin yiiksek olmasinda,
bélgede tek bir gesidin yetistiriciliginin yapilmasi ve fide kaynakli bir enfeksiyonun
etkisinin oldugu, fide araziye dikilmeden once enfeksiyonun bagladigi goriilmiistiir.
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2012 wyili itibariyle hastalik oranindaki diigiis tizerinde ise bélgede farkli gesitlerin

yetistiriciliginin yapilmasinin, sulama sistemi olarak damlama sulama sistemini tercih

etmelerinin  ayrica  Ureticilerin ~ hastaligi  taniyarak miicadelesi  konusunda
bilinglenmesinin de etkisinin oldugu kanaatine varilnusgtir.
Cizelge 4.5. Tokat ili 2011 ve 2012 yillarina ait iklim verileri
Aylar 2011 2012
Sicaklik Toplam Yagis | Sicakhk Toplam  Yags
(Ortalama-°C) (mm) (Ortalama-°C) (mm)
Ocak 2.5 2352 1,3 48,0
Subat 3.7 224 -1,6 46,3
Mart 6,7 69,5 3.6 443
Nisan 10,9 73.5 16,1 14,8
Mayis 15,5 59,1 17,9 1147
Haziran 19,5 76,4 21.4 36,3
Temmuz | 24,2 37,9 24.4 30,7
Agustos 22,0 16,5 22,9 1,5
Eyliil 18,4 14,8 20,6 3,1
Ekim 13,1 24,0 16,0 30,8
Kasim 3,3 29.5 9.8 97,0
Aralik 4,1 23,4 5,6 71,2
Bolgemizde Saygi (2010) tarafindan domates yetistiriciligi yapilan alanlarda

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in rastlanma sikligim belirlemek
amaciyla 2008 ve 2009 yillarinda iki yillik siirveyler yapilmustir. Ik yil yapilan
stirveylerden hastalik etmeni bulunamazken, ikinci yil 55 tarlada gézlem yapilmis olup,
39 ayn bolgeden toplanan ozellikle solgunluk belirtisi gosteren bitkilerden 39 adet
bakteri izolati elde edilmistir. Yapilan molekiiler analizler sonucunda, izole edilen
bakterilerden 3 adedinin Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis oldugu
bulunmugtur. Bu sonuglar Tokat ili domates iretim alanlarinda 2009 yili bakteriyel
solgunluk hastaliginin %1,65 gibi ¢ok diisiik bir oranda oldugunu géstermektedir.
Ancak bu caligma kapsaminda yapilan siirveyler, 2011 ve 2012 yillarinda hastalik
yogunlugunda kayda deger bir artisin oldugunu gostermistir. Ozellikle én ¢alismalarin
yurtitiildiigii 2010 yilinda hastaligin hizhi bir sekilde artig gosterdigi ve %2-100 arasinda

degisen oranlarda tiriin kayiplarina neden oldugu goriilmiistiir (Yazic1 ve ark., 2011).

Yukarida da belirtildigi gibi 2010 yili tiretim sezonunda hastaligin boélgede
epidemik boyutlara ulagsmasmin ana nedeninin %90 oraninda tek bir sirtk domates

cesidinin bolgede hakim olmas1 ve gelen fidelerin saglikli olmamasindan kaynaklandigi
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diigtiniilmektedir. Gelen fide partilerinin ¢ogunlugunda, viyollerdeki bitkilerin
bazilarinin enfeksiyon sonucu 6ldiigi ve 6lii bitkiler uzaklagtirilarak saglikh
goziikenlerin tarlalara dikildigi tireticilerle yapilan goriismelerle belirlenmis olup, bu tiir
tarlalar daha sonra siiriilerek bagka bir {irtin (slajlik misir) ekimi yapilmigtir. Diger
taraftan 2011 ve 2012 wyillarinda hastalik yogunlugunda goriilen diigtislerin hem
tireticilerin hastalik konusunda bilgi sahibi olmalarinin ve hem de bolgeye giren

fidelerin biiyiik oranda hastaliksiz olmasinin kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Diger arastiricilar tarafindan yapilan g¢alismalar ile de elde ettigimiz sonuglar
benzerlik gostermektedir. Oktem ve Benlioglu (1993) tarafindan yapilan 6n ¢alismada
Afyon, Ankara, Bolu, Burdur, Cankiri, Eskigehir, Isparta, Kayseri, Kirgehir, Konya,
Nevsehir, Nigde, Yozgat ve Zonguldak’s kapsayan 14 ilde domates ekim alanlarinda
354 6rnekleme noktasinda domates bakteri hastaliklari stirveyi yapilmustir. Hastalik
sirayla Isparta (%5,25), Yozgat (%4,67), Ankara (%3,71), Cankir1 (%1,8) ve Nigde
(%1,4) illerinde oldukga yiiksek oranda goriilmiis, diger illerde ise %0,07-0,71 arasinda
degisen oranlarda saptanmistir. Oktem (1984), Ankara ilinde hastaligin %0,5 ile %23
arasinda bir yayginlik gosterdigini ve bazi ilgelerde %100 bulasik tarlalara
rastlanildigini bildirmistir. Bat1 Akdeniz Boélgesinde Basim ve ark., (2004) tarafindan
yapilan calismada seralarda hastalik yayginhigi %26-65 arasinda degigen oranlarda
belirlenmigtir. Cetinkaya-Yildiz (2007) Mersin ve Adana illerinde yaptigi siirvey
caligmalari sonucunda hastalik yayginligint %15-25 arasinda degisen oranlarda

belirlemistir.

2010 yilinda yaptifimiz on caligmalarda da, domates tiretim alanlarmda
bitkilerde solgunluk, iletim demetlerinde kahverengilesme, 6zde koflasma, kuruma ve
meyvelerde kus go6zii belirtileri tespit edilmistir. Bu belittilere Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’in neden olabilecegi diisiinlilmistiir. Toplanan
orneklerin Koch postulat1 ile elde edilen re-izolatlarinin, patojenisite, morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal testlere gore ve tamyi desteklemek i¢in yapilan PCR test
sonuglarina gére Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis olarak tanilanmast ile
bolgedeki domates tiretim alanlarinin yogun bi¢imde Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis etmeni ile bulagik oldugu saptanmistir.
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2011 ve 2012 yillarinda yapilan silirvey calismalari sonucunda da, domates
iiretimi yapilan alanlarda bitkilerde belirgin bir sekilde solgunluk ve yamiklik (Sekil
4.1.), iletim demetlerinde kahverengilesme (Sekil 4.2.), koflasma veya 6ziin bosalmasi
(Sekil 4.3.) simptomlari gériilmiistiir. Ozellikle meyve sapinda gatlamalar (Sekil 4.4.) ve
meyvelerde kus gézii simptomlart (Sekil 4.5.), enfeksiyonun ilerleyen agamalarinda ise
bitkilerde tamamen kurumalar gorlilmiistir. Sekil 4.6.’da iiretim alanindaki hastaligm
siddeti verilmistir. B6lgede hastaligin yogun olmasindan dolay1 artik iireticiler sulama,
budama, yabanci ot temizligi gibi kiiltiirel énlemlerden vazgegmislerdir. Sekil 4.7."de
hastaliktan dolay: iireticinin arazi bakimindan vazgectigi tarladan genel bir goriintii

goriilmektedir.

Sekil 4.1. Domates bitkisinde goriilen tek tarafli solgunluk ve yaniklik
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Sekil 4.2. Domates bitkilerinde iletim demetlerindeki kahverengilesme

Sekil 4.3. {letim demetlerine koflasma veya 6ziin bogalmasi
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Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Meyvelerde goriilen kus gézil simptomu
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Sekil 4.7. Hastaliktan dolay: tireticinin arazi bakimindan vazgectigi tarladan genel bir goriintii
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4.2. Domates bakteriyel solgunluk etmeninin izolasyonu

Stirveylerde toplanan ve treticiler tarafindan laboratuara getirilen hasta bitki
orneklerinden yapilan izolasyonlar sonucu 2011 yilinda toplam 99 adet bakteri izolat1
(Cizelge 4.6.), 2012 yilinda ise toplam 163 adet bakteri izolati (Cizelge 4.7.) elde
edilmistir.  Yapilan izolasyonlarda PSF besi yerinde agik sar1 renkte koloniler
gelismistir (Sekil 4.8.). Besi yerinde sari renkli kolonilerin olusumu pozitif olarak
degerlendirilmis olup buradan elde edilen izolatlarin Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis olabilme olasilifini artirmigtir.

Sekil 4.8. PSF besi yerinde gelisen sar1 renkte koloniler

Cizelge 4.6. 2011 yilinda domateslerde yapilan izolasyonlarda elde edilen izolatlar ve

izole edildikleri yerler

Sira no | Izolat kodu | Izole edildigi yer Swrano | izolat kodu | izole edildigi yer
1 SB-la Uziimbren 15 SB-5a Senyurt

2 SB-1b Uziimdren 16 SB-5b Senyurt

3 SB-lc Uziiméren 17 SB-6a Degirmenli
4 SB-1d Uziiméren 18 SB-6b Degirmenli
5 SB-2a Uziiméren 19 SB-6¢ Degirmenli
6 SB-2b Uziiméren 20 SB-6d Degirmenli
7 SB-2¢ Uziiméren 21 SB-7a Cevresu

8 SB-3a Derekdy 22 SB-8a Degirmenli
9 SB-3b Derekdy 23 SB-8b Degirmenli
10 SB-3c Derekdy 24 SB-%9a Degirmenli
11 SB-3d Derekéy 25 SB-9b Degirmenli
12 SB-4a Endiz 26 SB-9¢ Degirmenli
13 SB-4b Endiz 27 SB-10a Degirmenli
14 SB-4c Endiz 28 SB-10b Degirmenli
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Cizelge 4.6. (Devam) 2011 yilinda domateslerde yapilan izolasyonlarda elde edilen

izolatlar ve izole edildikleri yerler

Sira no | Izolat kodu | izole edildigi yer Sirano | izolat kodu | izole edildigi yer
29 SB-11a Degirmenli 67 SB-27a Cerci/l

30 SB-11b Degirmenli 68 SB-27b Cergi/l

31 SB-12a Kiigiikbaglar 69 SB-27¢ Cerci/l

32 SB-12b Kiigiikbaglar 70 SB-27d Cergi/1

33 SB-13a Sahinli 71 SB-28a Giiryildiz

34 SB-13b Sahinli 72 SB-28b Giiryildiz

35 SB-14a Degirmenli 73 SB-28c Giiryildiz

36 SB-14b Degirmenli 74 SB-28d Giiryildiz

97 SB-15a Degirmenli 75 SB-29a Biiyiikyildiz
38 SB-15b Degirmenli 76 SB-29b Biiyiikyildiz
39 SB-16a Buzkoy 717 SB-30a Necip

40 SB-16b Buzkdy 78 SB-30b Necip

41 SB-17a Buzkdy 79 SB-30c Necip

42 SB-17b Buzkdy 80 SB-31a Biiyiikyildiz
43 SB-18a Sahinli 81 SB-31b Biiyiikyildiz
44 SB-18b Sahinli 82 SB-32a Biiyiikyildiz
45 SB-19a Cergi/3 83 SB-32b Biiyiikyildiz
46 SB-19b Cergi/3 84 SB-32¢ Biiyiikyildiz
47 SB-19¢ Cergi/3 85 SB-33a Kiigiikbaglar
48 SB-19d Cerci/3 86 SB-33b Kiigiikbaglar
49 SB-20a Cergi/4 87 SB-34a Kiigiikbaglar
50 SB-20b Cergi/4 88 SB-34b Kiigiikbaglar
51 SB-20c Cergi/4 89 SB-35a Kiigiikbaglar
52 SB-20d Cerci/4 90 SB-35b Kiigiikbaglar
53 SB-21a Dokmetepe 9] SB-36a Kiigiikbaglar
54 SB-21b Dokmetepe 92 SB-36b Kiigiikbaglar
55 SB-22a Biiyiikyildiz 93 SB-37a Kiigtikbaglar
56 SB-22b Biiyiikyildiz 94 SB-37b Kiigiikbaglar
57 SB-23a Pazar 95 SB-38a Bitytikyildiz
58 SB-23b Pazar 96 SB-38b Bityitkyildiz
59 SB-24a Dokmetepe 97 SB-39a Biiyiikyildiz
60 SB-24b Dokmetepe 98 SB-39b Biiyitkyildiz
61 SB-25a Senyurt 99 SB-39¢ Biiyitkyildiz
62 SB-25b Senyurt

63 SB-25¢ Senyurt

64 SB-26a Senyurt

65 SB-26b Senyurt

66 SB-26¢ Senyurt
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Cizelge 4.7. 2012 yilinda domateslerde yapilan izolasyonlarda elde edilen izolatlar ve
izole edildikleri yerler

Sirano | Izolat kodu | izole edildigi yer Sirano | izolat kodu | izole edildigi yer
1 K-1/1a Derekdy 51 K-22/1a Gliryildiz

2 K-2/la Dokmetepe 52 K-22/1b Giliryildiz

3 K-2/2a Dokmetepe 53 K-22/2a Giiryildiz

4 K-3/1a Dokmetepe 54 K-23/1a Baglarbagi

5 K-3/1b Dokmetepe 55 K-23/1b Baglarbas1
6 K-3/2a Dikmetepe 56 K-23/2a Baglarbas
7 K-4/1a Dokmetepe 57 K-26/1a Pazar

8 K-4/2a Dokmetepe 58 K-26/2a Pazar

9 K-5/1a Necip 59 K-27/1a Cergi

10 K-5/2b Necip 60 K-27/1b Cerci

11 K-6/1a Tatar 61 K-28/2a Necip

12 K-6/1b Tatar 62 K-29/1a Kat

13 K-6/2a Tatar 63 K-29/1b Kat

14 K-7/1a Biiyiikyildiz 64 K-30/1a Kat

15 K-7/1b Biiyiikyildiz 65 K-30/1b Kat

16 K-7/2a Bitylikyildiz 66 K-31/1a Kat

17 K-8/1a Biiyiikyildiz 67 K-33/1a Biiyiikbaglar
18 K-9/1a Bityiikyildiz 68 K-33/1b Biiyiikbaglar
19 K-11/1a Giiryildiz 69 K-33/2a Biiyiikbaglar
20 K-11/1b Gliryildiz 70 K-33/2a Biiyiikbaglar
21 K-11/2a Giiryildiz 71 K-34/1a Kat

22 K-11/2b Giiryildiz 72 K-35/1a Kat

23 K-12/1a Derekoy 73 K-36/1a Cerci

24 K-13/2a Tatar 74 K-36/1b Cergi

25 K-13/1a Tatar 75 K-37/1a Merkez

26 K-13/1b Tatar 76 K-37/2a Merkez

27 K-14/1a Tatar 77 K-38/1a Merkez

28 K-14/2a Tatar 78 K-39/1a Kat

29 K-14/2b Tatar 79 K-40/1a Necip

30 K-15/1a Giiryildiz 80 K-40/1a Necip

31 K-15/1b Giiryildiz 81 K-41/1 Giiryildiz
32 K-15/2a Giiryildiz 82 K-41/2 Giiryildiz
33 K-16/1a Giiryildiz 83 K-42/1 Girylldiz
34 K-16/1b Giiryildiz 34 K-42/2 Giiryildiz
35 K-16/2a Giiryildiz 85 K-43/1 Gliryildiz
36 K-16/2b Giiryildiz 86 K-43/2 Giiryilldiz
37 K-17/1a Derekoy 87 K-44/1 Giiryildiz

38 K-17/1b Derekdy 88 K-45/1 Yesilyurt

39 K-17/2a Derekdy 89 K-45/2 Yegilyurt

40 K-17/2b Derekdy 90 K-46/1 Kiigiikyildiz
41 K-18/1a Giiryildiz 91 K-46/2 Kiigiikyildiz
42 K-19/2a Giiryildiz 92 K-47/1 Biiyiikyildiz
43 K-19/1b Giiryildiz 93 K-47/2 Bilyikyildiz
44 K-19/1a Giiryildiz 94 K-47/3 Biiyilkyildiz
45 K-20/1b Ulag 95 K-48/1 Giiryldiz
46 K-20/2a Ulas 96 K-48/2 Giryildiz
47 K-20/2b Ulag 97 K-49/1 Giiryildiz
48 K-21/2a Yegilyurt 98 K-49/2 Giiryildiz
49 K-21/1a Yesilyurt 99 K-50/1 Giirylldiz
50 K-21/1b Yesilyurt 100 K-50/2 Giiryildiz
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Cizelge 4.7. (Devam) 2012 yilinda domateslerde yapilan izolasyonlarda elde edilen
izolatlar ve izole edildikleri yerler

Sira no | lzolat kodu | izole edildigi yer Sirano | izolat kodu | izole edildigi yer
101 K-51/1 Yesilyurt 133 T-15/1a Pazar

102 K-53/1 Yesilyurt 134 T-15/1b Pazar

103 K-54/1 Yesilyurt 135 E-la Degirmenli
104 K-55/1 Giiryildiz 136 E-1b Degirmenli
105 K-55/2 Giiryildiz 137 E-lc Degirmenli
106 K-56/1 Biiyiikyildiz 138 E-2/1a Cevresu
107 K-57/1 Biiyiikyildiz 139 E-2/2a Cevresu
108 K-58/1 Kat 140 E-3/1a Degirmenli
109 K-59/1 Kat 141 E-3/2a Degirmenli
110 K-60/1a Merkez 142 E-4/2a Degirmenli
111 K-61/1a Pazar 143 E-4/1a Degirmenli
112 K-62/1a Necip 144 E-4/2b Degirmenli
113 K-63/1a Merkez 145 E-5/1a Cevresu
114 K-64/1a Senyurt 146 E-6a Degirmenli
115 K-66/1a Kat 147 E-6b Degirmenli
116 T-2d Merkez 148 E-7/1a Degirmenli
117 T-2¢ Merkez 149 E-7/1b Degirmenli
118 T-4b Merkez 150 E-7/2a Degirmenli
119 T-la Merkez 151 E-8a Degirmenli
120 T-3b Merkez 152 E-8b Degirmenli
121 T-1d Merkez 153 E-8¢c Degirmenli
122 T-1b Merkez 154 E-9/1a Degirmenli
123 T-4a Merkez 155 E-9/1b Degirmenli
124 T-2a Merkez 156 E-9/2a Degirmenli
125 T-3a Merkez 157 E-10/1a Degirmenli
126 T-1c Merkez 158 E-10/2a Degirmenli
127 T-2b Merkez 159 E-1la Degirmenli
128 T-5/1a Merkez 160 E-12/1a Cevresu
129 T-5/2a Merkez 161 E-12/1b Cevresu
130 T-5/2b Merkez 162 E-12/2a (Cevresu
131 T-5/1b Merkez 163 E-13a Degirmenli
132 T-2d Merkez

4.3. Potasyum hidroksit testi (KOH) ile Gram reaksiyon

Yapilan Gram reaksiyon testinde lam ilizerinde slimiiksii bir yapi olusturmayan
izolatlar Gram pozitif olarak, stimiiksii bir yap1 olusturarak sinmeye neden olan izolatlar
ise Gram negatif olarak kabul edilmistir (Sekil 4.9.). 2011 yilinda elde edilen toplam 99
adet izolattan 86’s1, 2012 yilinda elde edilen toplam 163 adet izolattan 111 adeti Gram
pozitif olarak degerlendirilmigtir. Elde edilen sonuglar izolatlarin ¢ogunlugunun
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis olabilecegi olasilifim artirmistir.
Cizelge 4.8.’de 2011 yilinda yapilan, Cizelge 4.9.’de 2012 yilinda yapilan izolasyonlar
sonucu elde edilen izolatlarm elde edildigi yerler ve Gram reaksiyon test sonuglari

verilmisgtir.
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Sekil 4.9. KOH testine gore Gram (+) ve Gram (-) degerlendirmesi

Cizelge 4.8. 2011 yilina ait izolatlar, izolatlarin elde edildigi yerler ve KOH testi ile
Gram reaksiyon sonuglari

Sira | Izolat izole edildigi | Gram Sira | fzolat | izole edildigi | Gram
no kodu yer reaksiyon no kodu yer reaksiyon
1 SB-1la Uziiméren + 29 SB-11a | Degirmenli

2 SB-1b Uziiméren + 30 SB-11b | Degirmenli

3 SB-lc Uziiméren + 31 SB-12a | Kiigiikbaglar

4 SB-1d Uziiméren + 32 SB-12b | Kiigiikbaglar

5 SB-2a | Uziiméren + 33 SB-13a_| Sahinli

6 SB-2b Uziiméren + 34 SB-13b | Sahinli

7 SB-2¢ Uziiméren + 35 SB-14a | Degirmenli

8 SB-3a Derekdy + 36 SB-14b | Degirmenli

9 SB-3b Derekisy + 37 SB-15a | Degirmenli

10 SB-3c Derekdy + 38 SB-15b | Degirmenli

11 SB-3d Derekoy + 39 SB-16a | Buzkdy

12 SB-4a Endiz

13 SB-4b Endiz

14 SB-4c Endiz

15 SB-5a Senyurt

16 SB-5b Senyurt

17 SB-6a Degirmenli
18 SB-6b Degirmenli
19 SB-6¢ Degirmenli
20 SB-6d Degirmenli
21 SB-7a Cevresu

22 SB-8a Degirmenli
23 SB-8b Degirmenli
24 SB-9a Degirmenli
45 SB-9b Degirmenli
26 SB-9¢ Degirmenli
27 SB-10a Degirmenli
28 SB-10b Degirmenli

40 SB-16b | Buzkdy

41 SB-17a | Buzkdy

42 SB-17b | Buzkdy

43 SB-18a | Sahinli

44 SB-18b | Sahinli

45 SB-19a | Cergi/3

46 SB-19b | Cergi/3

47 SB-19¢ | Cergi/3

48 SB-19d | Cergi/3

49 SB-20a | Cergi/4

50 SB-20b | Cerci/4

51 SB-20¢ | Cergi/4

52 SB-20d | Cergi/4

33 SB-21a | Ddkmetepe
54 SB-21b | Doékmetepe
55 SB-22a | Bilyiikyildiz
56 SB-22b | Biyiikyildiz
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Cizelge 4.8. (Devam) 2011 yilina ait izolatlar, izolatlarin elde edildigi yerler ve KOH
testi ile Gram reaksiyon sonuglar

Sira | Izolat Izole edildigi | Gram Sira | Izolat | izole edildigi | Gram
no kodu yer reaksiyon no kodu yer reaksiyon
57 SB-23a Pazar + 80 SB-31a | Biiyikyildiz +
58 SB-23b Pazar + 81 SB-31b | Biyikyildiz | +
59 SB-24a Déokmetepe + 82 SB-32a | Biiytkyildiz | +
60 SB-24b Dokmetepe + 83 SB-32b | Biiyiikyildiz +
61 SB-25a Senyurt + 84 $B-32¢ | Biytikyildiz | +
62 SB-25b Senyurt + 85 SB-33a | Ktigiikbaglar | +
63 SB-25¢ Senyurt -+ 86 SB-33b | Kiigiikbaglar

64 SB-26a Senyurt + 87 SB-34a | Kigikbaglar | -
65 SB-26b Senyurt e 88 SB-34b | Kiigiikbaglar | -
66 SB-26¢ Senyurt +- 89 SB-35a | Kiiciikbaglar | +
67 SB-27a Cergi/l - 90 SB-35b [ Kiugiikbaglar | +
68 SB-27b | Cerci/1 91 SB-36a | Kiigiikbaglar | +
69 SB-27¢ Cergi/l - 92 SB-36b | Kiigiikbaglar | +
70 SB-27d | Cergi/l - 93 SB-37a | Kigikbaglar | +
71 SB-28a Giiryildiz + 94 SB-37b | Kiigiikbaglar | +
72 SB-28b Giiryildiz + 95 SB-38a | Biiyiikyildiz -
73 SB-28c Giirylldiz + 96 SB-38b | Biwytkyildiz | +
74 SB-28d | Giliryildiz + 97 SB-3%a | Biyikyildiz | +
75 SB-29a Biiyiikyildiz + 98 SB-39b | Biiyiikyildiz +
76 SB-29b | Buyiikyildiz | + 99 SB-39¢ | Biiyiikyildiz

71 SB-30a Necip +

78 SB-30b Necip +

79 SB-30c Necip +
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Cizelge 4.9. 2012 yilina ait izolatlar, izolatlarin elde edildigi yerler ve KOH testi ile

Gram reaksiyon sonuglar

Sira | izolat izole edildigi | Gram Sira | izolat | Izole edildigi | Gram
no kodu yer reaksiyon no kodu yer reaksiyon
1 K-1/1a Derekoy + 51 K-22/1a | Giiryildiz -
2 K-2/1a Dékmetepe + 52 K-22/1b | Giiryildiz -
3 K-2/2a Dékmetepe + 53 K-22/2a | Gliryildiz -
4 K-3/1a Dokmetepe + 54 K-23/1a | Baglarbasi +
5 K-3/1b Dékmetepe + 55 K-23/1b | Baglarbas +
6 K-3/2a Dékmetepe . 56 K-23/2a | Baglarbasi +
7 K-4/1a Diokmetepe - 57 K-26/1a | Pazar -
8 K-4/2a Dékmetepe - 58 K-26/2a | Pazar +
9 K-5/1a Necip + 59 K-27/1a | Cergi +
10 | K-5/2b | Necip + 60 | K-27/1b | Cergi -
11 K-6/1a Tatar +- 61 K-28/2a | Necip +
12 K-6/1b Tatar + 62 K-29/1a | Kat +
13 K-6/2a Tatar 4 63 K-29/1b | Kat +
14 K-7/1a Biiyiikyildiz - 64 K-30/1a | Kat +
15 K-7/1b Biiylikyldiz | - 65 K-30/1b | Kat +
16 K-7/2a Biiyiikyildiz - 66 K-31/1a | Kat +
17 K-8/1a Biiyiikyildiz + 67 K-33/1a | Biiyitkbaglar | +
18 K-9/1a Bilyikyildiz | + 68 K-33/1b | Bityitkbaglar | +
19 K-11/1a | Giiryildiz + 69 K-33/2a | Bityiikbaglar | +
20 K-11/1b | Gliryildiz + 70 K-33/2a | Biiyiikbaglar | +
21 K-11/2a | Gliryildiz - 71 K-34/1a | Kat +
22 K-11/2b | Giiryildiz + 72 K-35/1a | Kat +
23 K-12/1a | Derekoy + 73 K-36/1a | Cerci -
24 K-13/2a | Tatar + 74 K-36/1b | Cergi -
25 K-13/1a | Tatar + 75 K-37/1a | Merkez +
26 K-13/1b | Tatar + 76 K-37/2a | Merkez +
27 K-14/1a | Tatar - i K-38/1a | Merkez -
28 K-14/2a | Tatar + 78 K-39/1a | Kat +
29 K-14/2b | Tatar 4 79 K-40/1a | Necip i
30 K-15/1a | Giiryildiz + 80 K-40/1a | Necip +
31 K-15/1b | Giiryildiz + 81 K-41/1 | Gliryildiz +
32 K-15/2a [ Giliryildiz + 82 K-41/2 | Giiryildiz +
33 K-16/1a | Giiryilldiz - 83 K-42/1 | Giiryildiz +
34 K-16/1b | Giiryildiz - 84 K-42/2 | Gliryildiz +
35 | K-16/2a | Giryildiz = 85 | K-43/1 | Gurylldiz +
36 K-16/2b | Giiryildiz - 86 K-43/2 | Giiryildiz +
37 K-17/1a | Derekoy - 37 K-44/1 | Giiryildiz +
38 K-17/1b | Derekoy + 88 K-45/1 Yesilyurt +
39 K-17/2a | Derekdy + 89 K-45/2 | Yesilyurt +
40 K-17/2b | Derekoy + 90 K-46/1 | Kiigtikyildiz | +
41 K-18/1a | Giiryildiz - 91 K-46/2 | Kiigikyldiz | +
42 K-19/2a | Giiryildiz + 92 K-47/1 | Bityikyildiz | -
43 K-19/1b | Giiryildiz + 93 K-47/2 | Biyikyildiz | +
44 K-19/1a | Giiryildiz + 94 K-47/3 Biyiikyildiz | +
45 K-20/1b | Ulag + 95 K-48/1 | Giiryildiz +
46 K-20/2a | Ulas + 96 K-48/2 | Gliryilldiz +
47 K-20/2b | Ulag + 97 K-49/1 | Giiryildiz +
48 K-21/2a | Yesilyurt + 98 K-49/2 | Giiryildiz 4
49 K-21/1a | Yesilyurt - 99 K-50/1 Giiryildiz +
50 K-21/1b | Yesilyurt + 100 | K-50/2 Giiryildiz +
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Cizelge 4.9. (Devam) 2012 yilina ait izolatlar, izolatlarin elde edildigi yerler ve KOH
testi ile Gram reaksiyon sonuglari

Sira | Izolat izole edildigi | Gram Sira | Izolat | lzole Gram

no kodu yer reaksiyon no kodu edildigi yer | reaksiyon
101 K-51/1 Yesilyurt 133 | T-15/1a | Pazar -

102 K-53/1 Yesgilyurt 134 | T-15/1b | Pazar -

103 K-54/1 Yegilyurt 135 | E-la Degirmenli -
104 K-55/1 Giiryildiz 136 | E-1b Degirmenli -

105 | K-55/2 Giiryildiz 137 | E-lc Degirmenli -
106 | K-56/1 Bityiikyildiz 138 | E-2/1a Cevresu +
107 | K-57/1 | Buyikyildiz 139 | E22a | Cevresu 5

108 | K-58/1 Kat 140 | E-3/1a Degirmenli -
109 | K-59/1 Kat 141 | E-3/2a Degirmenli -
110 | K-60/1a | Merkez - 142 | E-4/2a Degirmenli -
111 K-61/1a | Pazar 143 | E-4/1a Degirmenli -
144 | E-4/2b | Degirmenli +
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112 | K-62/1a | Necip +

113 K-63/1a | Merkez + 145 | E-5/1a Cevresu -
114 | K-64/la | Senyurt + 146 | E-6a Degirmenli +
115 K-66/1a | Kat + 147 | E-6b Degirmenli -
116 | T-2d Merkez =+ 148 | E-7/1a Degirmenli +
117 T-2¢ Merkez + 149 | E-7/1b Degirmenli -
118 T-4b Merkez + 150 | E-7/2a Degirmenli +
119 | T-1a Merkez + 151 | E-8a Degirmenli +
120 T-3b Merkez + 152 | E-8b Degirmenli +
121 T-1d Merkez + 153 | E-8¢c Degirmenli +
122 T-1b Merkez + 154 | E-9/1a Degirmenli -
123 T-4a Merkez - 155 | E-9/1b | Degirmenli -
124 T-2a Merkez - 156 | E-9/2a Degirmenli -
125 T-3a Merkez - 157 | E-10/1a | Degirmenli +
126 | T-1c Merkez - 158 | E-10/2a | Degirmenli -
127 | T-2b Merkez - 159 | E-l1la Degirmenli -
128 T-5/1a Merkez + 160 | E-12/1a | Cevresu +
129 T-5/2a Merkez + 161 | E-12/1b | Cevresu +

130 T-5/2b Merkez
131 T-5/1b Merkez
132 T-2d Merkez

162 | E-12/2a | Cevresu
163 | E-13a Degirmenli -
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4.4.Patojenite ve virulenslik testleri

2011 ve 2012 yilinda hasta domates bitki 6rneklerinden yapilan izolasyonlar
sonucu elde edilen ve Gram reaksiyon testine gore Gram pozitif olarak degerlendirilen
izolatlarla yapilan patojenite ve viriilenslik testinde, yapilan uygulamalardan 20 giin
sonra ilk simptomlar goriilmeye baslanmis olup (Sekil 4.10.), hastalik degerlendirmesi
uygulamadan 30 giin sonra yapilmustir. Cizelge 4.10.’da 2011 yilina ait, Cizelge 4.11°da
ise 2012 yilina ait Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatlarinmn
virlilenslik diizeyleri verilmistir.

Cizelge 4.10. 2011 yilina ait izolatlarin viriilenslik diizeyleri

izolat kodu | izolatin alindig1 yer Hastahk Nekroz oram Solgun yaprak oran
siddeti (%) (%)
NK - 0 0r* 0 s*
PK (YY-2) | Senyurt/Turhal 5 100 a 85,48 a-f
SB-32¢ Biiylikyildiz/Merkez 0 Or 0s
SB-18a Sahinli/Niksar 0 Or 0s
SB-15a Degirmenli/Erbaa 0,5 50 1-0 40,90 k-o
SB-13a Sahinli/Niksar 0,5 27,71 o-q 21,66 n-s
SB-16b Buzkoy/Niksar 0,5 59,70 f-m 15,55 p-s
SB-20b Cerci-4/Merkez 0,5 21,62 g-r 3,121s
SB-31b Bityiikyildiz/Merkez 1 19,64 g-r 23,68 n-s
SB-1d Uziimoren/Pazar 1 55,29 g-m 18,30 0-s
SB-10b Degirmenli/Erbaa 1 24,63 o-q 17,85 n-s
SB-18b Sahinli/Niksar 1 37,03 m-q 26,19 g-s
SB-19¢ Cerci-3/Merkez 1 53,84 h-o 20 n-s
SB-16a Buzkdy/Niksar 1,5 66,66 c-k 51,72 -m
SB-19a Cergi-3/Merkez 1.5 38,80 m-q 32,43 1p
SB-33a Kiigiikbaglar/Merkez 2 37,33 m-q 26,22 n-r
SB-2%a Bityiikyildiz/Merkez 2 27,65 o-q 31,25 m-p
SB-1a Uziiméren/Pazar 2 91,37 abed 59,32 1-m
SB-17a Buzkdy/Niksar 2 45 k-p 41,46 k-o
SB-17b Buzkoy/Niksar 2 53,84 h-o 58,62 1-1
SB-19b Cergi-3/Merkez 2 75,67a-h 37,50 I-p
SB-25a Senyurt/Turhal 2 50 1-0 68,75 c-h
SB-14a Degirmenli/Erbaa 3 40,54 1q 23,43 n-s
SB-19d Cergi-3/Merkez 3 70,49 a-1 48,21 1-m
SB-38b Bityiikyildiz/Merkez 3 93,93 ab 43,54 j-n
SB-31a Bityiikyildiz/Merkez 3 95,91 ab 64,06 f-k
SB-29b Bityiikyildiz/Merkez 3 43,58 k-q 63,82 e-k
SB-9a Degirmenli/Erbaa 3 76,36 a-h 54 -1
SB-11a Degirmenli/Erbaa 3 73,07 b-j 95,65 k-0
SB-20a Cerci-4/Merkez 3 64,15 c-1 65,90 d-j
SB-7a Cevresu/Erbaa 3 65,11 d-1 30,43 m-q
SB-35a Kiiciikbaglar/Merkez 3 100 a 90,24 abc
SB-39a Biiyiikyildiz/Merkez 3 89,04 a-e 87,5 a-e
SB-13b Sahinli/Niksar 3 71,42 b-j 82,97 a-f
SB-20¢ Cerci-4/Merkez 3 64,91 e-m 75 b-h
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Cizelge 4.10. (Devam) 2011 yilina ait izolatlarin virtilenslik diizeyleri

Izolat kodu | Izolatin ahndig1 yer Hastahk Nekroz oram Solgun yaprak oram
siddeti (%) (%)
SB-28¢ Giiryilldiz/Merkez 3 100 a 89,09 abed
SB-25¢ Senyurt/Turhal 3 92,06 abc 77,41 a-h
SB-22a Biyiikyildiz/Merkez 5 100 a 84,21 a-f
SB-32a Biiytikyildiz/Merkez 5 100 a 84,44 a-f
SB-1b Uziiméren/Pazar 5 82,53 a-e 80 a-f
SB-2¢ Uziimoren/Pazar 5 94,91 ab 78,18 a-f
SB-6a Degirmenli/Erbaa 5 100 a 80,24 a-g
SB-6d Degirmenli/Erbaa 5 100 a 98,46 a
SB-8b Degirmenli/Erbaa 5 70,90 c-j 92,30 abe
SB-15b Degirmenli/Erbaa 5 100 a 85 abc
SB-10a Degirmenli/Erbaa 5 100 a 91,93 abc
SB-14b Degirmenli/Erbaa 5 46,87 j-o 87,75 abed
SB-28b Giiryildiz/Merkez 5 76,47 a-h 98,30 a
SB-24a Dokmetepe/Turhal 5 100 a 76,92 a-h
SB-36b Kiigiikbaglar/Merkez 5 100 a 92,98 ab
SB-1c¢ Uztiméren/Pazar 5 83,33 a-f 98,33 a
SB-20d Cergi-4/Merkez 5 94,44 abed 90,62 ab
SB-2b Uziimoren/Pazar 5 94,54 ab 100 a
SB-3a Derekéy/Pazar 5 100 a 97,72a
SB-3¢ Derekty/Pazar 5 80,95 a-g 100 a
SB-25¢ Senyurt/Turhal 5 92,06 a-h 77,41 a-h
SB-39b Biyikyildiz/Merkez 5 100 a 100 a
SB-35b Kiigiikbaglar/Merkez 5 100 a 100 a
SB-2a Uziimoren/Pazar 5 100 a 100 a
SB-3b Derekdy/Pazar S 100 a 100 a
SB-3d Derekty/Pazar 5 100 a 100 a
SB-6b Degirmenli/Erbaa 5 100 a 100 a
SB-6¢ Degirmenli/Erbaa 5 100 a 100 a
SB-8a Degirmenli/Erbaa 5 100 a 100 a
SB-9b Degirmenli/Erbaa 5 100 a 100 a
SB-9¢ Degirmenli/Erbaa 5 100 a 100 a
SB-11b Degirmenli/Erbaa 5 100 a 100 a
SB-12a Kiigiikbaglar/Merkez S 100 a 100 a
SB-12b Kiigiikbaglar/Merkez 5 100 a 100 a
SB-12¢ Kiigiikbaglar/Merkez 5 100 a 100 a
SB-21a Dékmetepe/Turhal 5 100 a 100 a
SB-21b Diékmetepe/Turhal 5 100 a 100 a
SB-3b Pazar 5 100 a 100 a
SB-23¢ Pazar 5 100 a 100 a
SB-24b Dokmetepe/Turhal 5 100 a 100 a
SB-25b Senyurt/Turhal 5 100 a 100 a
SB-26a Senyurt/Turhal 5 100 a 100 a
SB-26b Senyurt/Turhal 5 100 a 100 a
SB-26¢ Senyurt/Turhal 5 100 a 100 a
SB-28a Giirylldiz’Merkez 5 100 a 100 a
SB-28d Giryildiz/Merkez 5 100 a 100 a
SB-30a Necip/Turhal 5 100 a 100 a
SB-30b Necip/Turhal 5 100 a 100 a
SB-30¢ Necip/Turhal 5 100 a 100a
LSD: 26,4 LSD:; 23,9

*Aym siitunda farkl harfle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak énemlidir (p<0.05).
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Cizelge 4.10.°da goriildagi iizere, hastalik siddeti Negatif Kontrol’de 0 olarak
belirlenmis olup bitkide herhangi bir hastalik simptomu gdzlenmemistir. Bunun yaminda
Biiyiikyildiz’dan elde edilen SB-32¢ ve Sahinli’den elde edilen SB-18a izolatlarinin
uygulandig1 bitkilerde de hastalik siddeti (0 olarak belirlenmis olup, bu izolatlarin
patojen olmayan izolatlar oldugu belirlenmistir. Pozitif kontrolde ise hastalik siddeti 5
olarak kaydedilmistir. Uygulama yapilan bitkilerde kanser belirtisi goriilmemis olup,
belirgin bir sekilde solgunluk ve yaprak yanikligi simptomlarina rastlanilnustir.
Izolatlardan 60’inda bitkide hastalik siddeti 5 olarak kaydedilmistir. Bu izolatlarin
alindigr yerlere bakildiginda; Turhal, Pazar, Merkez ve Erbaa’ya bagl arazilerden elde
edildigi goriilmektedir.

Uygulama yapilan bitkilerde iletim demetlerindeki kahverengilesme oranlart %
olarak ifade edilmis olup, Negatif Kontrol’de nekroz oram1 %0 iken, Pozitif Kontrol’de
%100 olarak belirlenmistir (Sekil 4.11). Izolatlarin uygulandig1 bitkilerde ise nekroz
oranlart %0-100 arasinda degismektedir. SB-39b, SB-35b, SB-2a, SB-3b, SB-3d, SB-
6b, SB-6¢, SB-8a, SB-9b, SB-9¢, SB-11b, SB-12a, SB-12b, SB-12¢, SB-21a, SB-21b,
SB-3b, SB-23c, SB-24b, SB-25b, SB-26a, SB-26b, SB-26¢, SB-28a, SB-28d, SB-30a,
SB-30b, SB-30c izolatlarmin uygulandigi bitkilerde nekroz oranm1 %100 olup, Negatif
kontrole gore istatisitiki olarak énemli fark bulunmustur (Sekil 4.12.). Bu izolatlarin
hastalik siddetine bakildiginda 5 olarak belirlendigi ve Turhal, Pazar, Merkez ve
Erbaa’ya bagh arazilerden elde edildigi gériilmektedir.

Solgun yaprak orani, bitkideki saglikli ve hastalikli yaprak saymm yapilarak, %
olarak ifade edilmistir. Negatif Kontrol’de bitkide hi¢ solgun yaprak goriilmemis olup 0
olarak kaydedilmistir. Pozitif Kontrol’de ise solgun vyaprak orani %85,48 olarak
belirlenmigtir. Uygulamalarin yapildigi bitkilerdeki solgun yaprak orani incelendiginde
ise, %0-100 arasinda de@istii gorillmektedir. SB-2b, SB-3¢, ve nekroz boyu %100 olan
SB-39b, SB-35b, SB-2a, SB-3b, SB-3d, SB-6b, SB-6¢, SB-8a, SB-9b, SB-9¢, SB-11b,
SB-12a, SB-12b, SB-12¢, SB-21a, SB-21b, SB-3b, SB-23¢c, SB-24b, SB-25b, SB-26a,
SB-26b, SB-26c, SB-28a, SB-28d, SB-30a, SB-30b, SB-30c izolatlarinin uygulandigi
bitkilerdeki solgun yaprak oran1 %100 olarak kaydedilmistir (Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.).

Hastalik giddeti, nekroz oram1 ve solgun yaprak orami degerlendirildiginde,

izolatlar arasinda 6nemli diizeyde farkliliklar oldugu goriilmektedir. Diger taraftan, aym
85




izolat igin bu ii¢ degerlendirme kriteri karsilastirildiginda bir biri ile paralellik

gostermektedir.

Sekil 4.10. Patojenite testinde gozlemlenen solgunluk simptomlari

74 , the
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Sekil 4.11. Pozitif ve negatif kontrolde iletim demetlerindeki farkhliklar
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: Sekil 4.12. Negatif kontrol, pozitif kontrol ve Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (SB-9¢)
izolatinin uygulandig: bitkilerde iletim demetlerindeki farkliliklar

&
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Sekil 4.13. Negatif kontrol, pozitit kontrol ve Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (éB-20b)
izolatinin uygulandig bitkilerdeki hastahik giddetinin diizeyi
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Sekil 4.14. Negatif kontrol, pozitif kontrol ve Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (SB-11b)
izolatinin uygulandig bitkilerdeki hastalik siddetinin diizeyi

Cizelge 4.11. 2012 yilina ait izolatlarin viriilenslik diizeyleri

izolat kodu | Izolatin almdig yer | Hastalik siddeti | Nekroz orani(%) | Solgun yaprak oram
()
NK - 0 0j* 01*
PK (YY-2) | Senyurt/Turhal 5 100 a 65,93 d-g
T-4b Merkez 1 21,171 20,37
T-1a Merkez 1,5 65,90 fg 85,70 a-e
T-2¢ Merkez 2 39,70 h 28,55h
K-2/1a Dékmetepe/Turhal 2 16,171 59,70 g
E-8a Degirmenli/Erbaa 3 100 a 58,20 g
E-10/1a Degirmenli/Erbaa 3 56,83 g 56,83 g
K-28/2a Necip/Turhal 3 83,30 b-e 72,43 bg
K-26/2a Pazar 4 67,67 efg 60,90 fg
K-63/1a Merkez 4 77,77 def 31,07h
K-53/1 Yesilyurt/Merkez 4 100 a 62,40 fg
E-2/1a Cevresw/Erbaa 4 100 a 63,85 fg
E-7/1a Degirmenli/Erbaa 4 100 a 69,03 c-g
E-4/2b Degirmenli/Erbaa 4 100 a 69,13 c-g
K-29/1a Kat/Turhal 4 100 a 70,47 b-g
T-5/1a Merkez 4 100 a 76,10 b-g
K-12/1a Derekdy/Pazar 4 100 a 76,33 b-g
K-23/1a Baglarbasi/Pazar 4 100 a 77,67 a-g
T-3a Merkez 4 81,25 c-f 83,30 a-f
K-55/1 Giiryildiz/Merkez 4 82,03 cde 87,70 a-d
K-13/1a Tatar/Pazar 4 100 a 86,80 a-d
K-66/1a Kat/Turhal 5 92,40 a-d 86,67 a-d
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Cizelge 4.11. (Devam) 2012 yilina ait izolatlarin viriilenslik diizeyleri

izolat kodu

izolatin alindig1 yer

Hastalik siddeti

Nekroz orani(%)

Solgun yaprak oram
(%)

K-42/1 Giiryildiz/Merkez 5 95,43 abc 68,83 c-g
K-19/1b Giiry1lldiz/Merkez 5 98,73 ab 100 a
K-47/2 Biiyiikyildiz/Merkez | 5 96,67 abe 100 a
K-41/1 Giiryildiz’Merkez 5 100 a 100 a
K-58/1 Kat/Turhal 5 100 a 66,97 d-g
K-46/1 Kiigiikyildiz/Merkez | 5 100 a 100 a
K-49/1 Giiryildiz/Merkez 5 100 a 100 a
K-44/1 Giirylldiz’Merkez 5 100 a 100 a
K-48/1 Giirylldiz/Merkez 5 100 a 72,37 b-g
K-64/1a Senyurt/Turhal 5 100 a 60,07 g
K-57/1 BityiikyildizZ/Merkez | 5§ 100 a 100 a
K-56/1 Bityitkyilldiz/Merkez | 5 100 a 100 a
K-50/1 Giryldiz/Merkez 5 100 a 100 a
K-17/1b Derekdy/Pazar 5 100 a 100 a
K-3/1a Dékmetepe/Turhal 5 100 a 100 a
K-11/1a Giirylldiz/Merkez 5 100 a 100 a
K-59/1 Kat/Turhal 5 100 a 100 a
K-43/1 GiirylldizZMerkez 5 100 a 100 a
K-45/1 Yesilyurt/Merkez 5 100 a 90,3 ab
K-27/1a Cergi/Merkez 5 100 a 100 a
K-15/1a Giiryildiz/Merkez 5 100 a 100 a
K-30/1a Kat/Turhal 5 100 a 73,00 b-g
K-34/1a Kat/Turhal 5 100 a 83,03 a-f
K-33/1b Biiyiikbaglar/Merkez | 5 100 a 90,03 abc
K-13/1a Tatar/Pazar 5 100 a 100 a
K-5/1a Necip/Turhal 5 100 a 100 a
K-6/1a Tatar/Pazar 5 100 a 92,40 ab
K-20/2a Ulag/Merkez 5 100 a 100 a
K-40/1a Necip/Turhal 5 100 a 100 a
E-12/1a Cevresu/Erbaa 5 100 a 100 a
K-37/1a Merkez 5 100 a 100 a
E-5/1a Cevresu/Erbaa 5 100 a 100 a
E-6a Degirmenli/Erbaa 5 100 a 100 a
K-21/2b Yesilyurt/Merkez 5 100 a 100a

*Aym stitunda farkl harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak énemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.11°da goriildligii tizere, hastalik siddeti Negatif Kontrol’de 0 olarak

belirlenmistir. Pozitif kontrolde ise hastalik siddeti 5 olarak kaydedilmistir. 2011 yili

verilerinde oldugu gibi, uygulama yapilan bitkilerde kanser belirtisi goriilmemis olup,

belirgin bir sekilde solgunluk ve yaprak yamikligi simptomlarina rastlanilmistir.

[zolatlardan 35’inde bitkide hastalik siddeti 5 olarak kaydedilmistir (Sekil 4.15.). Bu

izolatlarm alindif1 yerlere bakildiginda; 6zellikle Merkez’e bagli arazilerden elde

edildigi gértilmektedir. Ayrica Turhal, Pazar ve Erbaa’ya bagl arazilerden elde edilen

izolatlarda da hastalik siddeti 5 olarak kaydedilmigtir.
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Nekroz orani ise Negatif Kontrol’de nekroz gériilmezken, Pozitif Kontrol’de
%100 olarak belirlenmistir (Sekil 4.16). Izolatlarin uygulandig: bitkilerde ise nekroz
oranlar1 %21,17-100 arasinda degismektedir. E-8a, K-53/1, E-2/1a, E-7/1a, E-4/2B, K-
29/1a, T-5/1a, K-12/1a, K-23/1a, K-13/1a, K-41/1, K-58/1, K-46/1, K-49/1, K-44/1, K-
48/1, K-64/1a, K-57/1, K-56/1, K-50/1, K-17/1b, K-3/1a, K-11/1a, K-59/1, K-43/1, K-
45/1, K-27/1a, K-15/1a, K-30/1a, K-34/1a, K-33/1b, K-13/1a, K-5/1a, K-6/1a, K-20/2a,
K-40/1a, E-12/1a, K-37/1a, E-5/1a, E-6a, K-21/2b izolatlarinin uygulandig1 bitkilerde
nekroz orant %100 olup, Negatif kontrole goére istatisitiki olarak onemli fark
bulunmustur. Bu izolatlarin ¢ogunun hastalik giddetinin de 5 olarak belirlendigi ve
Merkez, Turhal, Pazar ve Erbaa’ya bagl arazilerden elde edildigi goriilmektedir (Sekil
4.17.).

Solgun yaprak orami degerlendirmesinde ise, Negatif Kontrol’de bitkide hig
solgun yaprak goriilmemis olup 0 olarak kaydedilmigtir. Pozitif Kontrol’de ise solgun
yaprak oran1 %65,93 olarak belirlenmistir. Uygulamalarin yapildig: bitkilerdeki solgun
yaprak orami incelendiginde, %20,37-100 arasinda degistigi goriilmektedir. K-19/1b, K-
4772, K-41/1, K-46/1, K-49/1, K-44/1, K-57/1, K-56/1, K-50/1, K-17/1b, K-3/1a, K-
11/1a, K-59/1, K-43/1, K-27/1a, K-15/1a, K-13/1a, K-5/1a, K-20/2a, K-40/1a, E-12/1a,
K-37/1a, E-5/1a, E-6a, K-21/2b izolatlarmnin uygulandigi bitkilerdeki solgun yaprak
orani %100 olarak kaydedilmigtir. Hastalik siddeti, nekroz orani ve solgun yaprak
oranma bakildifinda izolatlar arasinda Onemli diizeyde farkliliklar oldugu

goriilmektedir. Diger taraftan, aym izolat i¢in bu iic degerlendirme kriteri

karsilastirildiginda bir biri ile paralellik géstermektedir.
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Sekil 4.15. Negatif kontrol, pozitif kontrol ve Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (K-55/1)
izolatinin uygulandig bitkilerdeki hastalik giddetinin diizeyi

Sekil 4.16. Pozitif ve negatif kontrolde iletim demetlerindeki farkliliklar
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Sekil 4.17. Uygulama yapilan bitkilerin iletim demetlerindeki kahverengilesme

Patojenite testi sonrasinda, re-izolasyon ig¢in Olglimii yapilan bitkiler
etiketlenerek gazete kagidi igerisine sarilmig ve laboratuara getirilmistir. Bu dokulardan
re-izolasyon yapilarak re-izolatlar elde edilmistir. Elde edilen re-izolatlara %3’liik
Potasyum Hidroksit soliisyonu kullanilarak Gram reaksiyon testi yapilmistir. Gram (+)
sonug veren re-izolatlar diger tam caligmalarinda kullanilmak {izere Nutrient Broth

igerisinde -20 °C’de buzdolabinda saklanmustir.

4.5.  Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in Tani Testleri

4.5.1. Koloni gelisimi

Koloni gelisimi testinde, 2011 yili patojenite testi sonrasinda yapilan re-
izolasyonlar sonucu secilen 10 adet bolge izolati ve referans izolat YY-2 izolati
kullanilmistir. izolatlar PSF, NA ve SCM besi yerlerine ekilerek koloni gelisimlerine
bakilmistir. Bélge izolatlarinin PSF besi yerinde daha yogun, daha koyu san renkte
olduklari, NA’da ise daha az yogun ve agik sari renkte olduklari goriilmiistiir (Sekil
4.18.). SCM besi yerinde ise pozitif olan petrilerde koyu gri etrafi agik renk haleli
koloniler gézlenmistir ($ekil 4.19). Yapmis oldugumuz geleneksel koloni gelisimi testi

sonuglari, ¢esitli aragtiricilar tarafindan yapilan ¢aligmalar ile benzerlik gostermektedir.
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Bakteri Nutrient Agar besi yerinde 5 giin iginde sar renkli, diizgiin kenarli karakteristik
koloniler olugturmaktadir (Gitaitis, 1991). Fatmi ve Schaad (1988) tarafindan yapilan
¢aligmada da, yan secici besi yeri olan SCM besi yerinde etmenin koyu gri etrafi agik
renk haleli koloniler olusturdugu bildirilmektedir. Cetinkaya-Yildiz (2007) tarafindan
yapilan g¢alismada da, elde ettikleri Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
izolatlarmin koloni gelisimleri incelenmis olup, NA besi yerinde parlak sar1 etrafi diiz,
YDC besi yerinde koyu sar1 etrafi diiz ve SCM besi yerinde koyu gri etrafi agik renk
haleli koloni olusturduklar: goriilmiistiir.

Seki] 4.18. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis bdlge izolatimin (SB-1b) PSF ve NA besi

yerlerindeki koloni gelisimi
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Sekil 4.19. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatmm SCM besi yerindeki geligimi

4.5.2. Bakteri yogunlugunun belirlenmesi

PSF besi yerinde 72 saat gelistitilmis Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis bolge izolatindan (Y'Y-2) hazirlanan siispansiyon spektrofotometrede 600
nm 0,2 absorbans degerine ayarlanmigtir. Bu siispansiyondan hazirlanan seyreltme
serilerinden PSF besi yerine yayma ekim yapilmistir. Her seyreltme igin 3 adet petri
kab1 kullanilmigtir. 28 °C’de 72 saat inkiibasyona birakilan petrilerde gelisen koloniler
saytlmistir (Sekil 4.20.). Yapilan seyreltmelerden -4 seyreltmesinde ortalama 1080
koloni, -5 seyreltmesinde 395, -6 seyreltmesinde ortalama 118 koloni gelistiFi
gorlilmiigtiir.  Yapilan hesaplamada 600 nm’de 0,2’ye ayarlanan  bakteri
stispansiyonunun yogunlugu 1,18x10° hiicre/ml olarak belirlenmigtir. Cetinkaya-Yildiz
(2007) tarafindan yapilan ¢aligmada da, patojenite ¢alismalarinda yiiksek viriilenslik
gésteren bolge izolatimin bakteri stispansiyon yogunlugu 1,1x10% hiicre/ml olarak

belirlenmis olup, bizim ¢aligmamizla benzerlik gostermektedir.
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Sekil 4.20. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatinin seyreltme serilerindeki (10°-10°)

koloni geligimi

4.6. Tamiy1 Destekleyici Testler
4.6.1. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatlarmn ELISA testi ile

tanisi

2011 ve 2012 yillarinda elde edilen bélge izolatlariyla yapilan ELISA testi
sonuglart ve 405 nm’de okunan absorbans degeri ortalamalar1 Cizelge 4.12 ve 4.13’de
verilmistir.

Cizelge 4.12. ELISA testi sonuglarina gore 405 nm okumada Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis izolatlarinin absorbans degerleri (2011 yili bilge izolatlarr)

izolat Adi Izolatin Alindig1 Yer Absorbans Degeri Sonug
(ortalama )
Pozitif Kontrol 2,903 +
Negatif Kontrol 0,208 -
PBS 0,700 -
YY-2 Senyurt/Turhal 2,556 +
YY-2(r) Senyurt/Turhal 2,940 +
SB-1b/1 (r) Uziiméren/Pazar 3,006 B
SB-1d/1 (r) Uziiméren/Pazar 2,795 ¥
SB-2a/1 (r) Uziiméren/Pazar 2,925 +
SB-2b/1 (r) Uziim6ren/Pazar 2,912 +
SB-2¢/1 (r) UziimSren/Pazar 2,706 n
SB-3b/1 (r) Dereckdy/Pazar 2,807 +
SB-3¢/1 (v) Derekdy/Pazar 2,709 +
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Cizelge 4.12. (Devam) ELISA testi sonuglarina gore 405 nm okumada Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis izolatlarimin absorbans degerleri (2011 yili bélge

izolatlarr)
izolat Ad1 izolatin Alindiga Yer Absorbans Degeri Sonug
(ortalama )
SB-3d/1 (r) Derekéy/Pazar 2,671 +
SB-6a/2 (r) Degirmenli/Erbaa 3,055 +
SB-6b/1 () Degirmenli/Erbaa 2,824 +
SB-6¢/1 (r) Degirmenli/Erbaa 2,703 +
SB-6d/1 (r) Degirmenli/Erbaa 2,819 +
SB-7a/l (r) Cevresu /Erbaa 3,109 +
SB-7a/2 (r) Cevresu /Erbaa 2,921 +
SB-8a/l (r) Degirmenli/Erbaa 2,457 +
SB-8a/2 (r) Degirmenli/Erbaa 2,018 +
SB-9a/1 (r) Degirmenli/Erbaa 2,412 +
SB-9b/1 (r) Degirmenli/Erbaa 2,560 +
SB-9¢/1 (x) Degirmenli/Erbaa 2,796 +
SB-10a/1 (r) Degirmenli/Erbaa 2,908 4
SB-10b/1 (r) Degirmenli/Erbaa 1,989 +
SB-11a/1 (r) Degirmenli/Erbaa 1,759 +
SB-12a/1 (r) Kiigitkbaglar/Merkez 3,240 +
SB-12b/2 (r) Kii¢iikbaglar/Merkez 3,009 £
SB-13a/1 (v) Sahinli/Niksar 2,762 +
SB-13b/1 (1) Sahinli/Niksar 2,997 +
SB-14a/1 (r) Degirmenli/Erbaa 1,719 +
SB-14b/2 (1) Degirmenli/Erbaa 1,876 +
SB-15a/1 (r) Degirmenli/Erbaa 2,531 +
SB-15b/2 (r) Degirmenli/Erbaa 1,893 +
SB-17b/1 (1) Sahinli/Niksar 3,225 +
SB-18a/1 (r) Sahinli/Niksar 2,986 +
SB-18b/1 (1) Sahinli/Niksar 3,010 +
SB-18¢/1 () Sahinli/Niksar 2,929 +
SB-19a/1 (r) Cergi-3/Merkez 2,773 +
SB-19b/1 (r) Cergi-3/Merkez 3,056 +
SB-19¢/1 (r) Cer¢i-3/Merkez 3,392 +
SB-20a/1 (r) Cergi-4/Merkez 2,870 +
SB-20¢/1 (r) Cergi-4/Merkez 3,126 +
SB-20d/1 (r) Cerci-4/Merkez 2,850 +
SB-21b/2 (r) Dokmetepe/Turhal 2,804 +
SB-23a/l (r) Pazar 2,934 +
SB-24a/l (r) Dokmetepe/Turhal 3,369 +
SB-24b/1 (r) Dékmetepe/Turhal 3,002 +
SB-25a/l (r) Senyurt/Turhal 2,830 +
SB-25¢/1 (r) Senyurt/Turhal 2,987 +
SB-26a/1 (r) Senyurt/Turhal 2,690 +
SB-26b/1 (1) Senyurt/Turhal 2,872 +
SB-26¢/2 (r) Senyurt/Turhal 2,980 +
SB-28a/2 (r) Giliryildiz/Merkez 2,965 +
SB-28b/1 (r) Giiryildiz/Merkez 3,146 +
SB-28¢/2 (1) Gliryldiz/Merkez 2,903 +
SB-28d/1 (r) GiryilldizZMerkez 3,180 +
SB-30a/1 (r) Necip/Turhal 2,782 +
SB-30b/1 (r) Necip/Turhal 2,698 +
SB-30¢/1 (1) Necip/Turhal 3,109 +
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Cizelge 4.12. (Devam) ELISA testi sonuglarina gore 405 nm okumada Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis izolatlarinin absorbans degerleri (2011 yili bélge

izolatlari)
izolat Adx Izolatin Alimdigi Yer Absorbans Degeri Sonug
(ortalama )
SB-33a/1 (1) Kiiglikbaglar/Merkez 2,883 +
SB-39a/1 (r) Biiyikyildiz/Merkez 2,457 +
SB-39b/1 (r) Biiyiikyildiz/Merkez 2,718 +
SB-31b/1 (r) Biiyiikyildiz/Merkez 3,017 +
SB-35b /2 (r) Kiigiikbaglar/Merkez 1,986 +
SB-38b/2 (r) Biyiikyildiz/Merkez 3,034 +
SB-36b /2 (r) Kiigiikbaglar/Merkez 2,260 +
SB-29b/1 (r) Biiyiikyildiz/Merkez 2,831 +
SB-32a/2 (r) Biiyiikyildiz/Merkez 2,776 +
SB-31a/2 (r) Bilyiikyildiz/Merkez 2,913 +
SB-22a/2 (r) Biiyiikyildiz/Merkez 3,012 +
SB-38b /1 (r) Biiyiikyildiz/Merkez 2,987 +

Elde edilen sonuglara gore, Pozitif Kontrolde absorbans degeri 2,903, Negatif
Kontrolde 0,208 olarak belirlenirken, izolatlarin 405 nm’de absorbans degerleri 1,719
ile 3,392 arasinda degismektedir. Absorbans degerleri negatif kontroliin iki katindan
fazla olan ornekler pozitif olarak degerlendirilmis olup, testlenen 70 izolatin 70’i de

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis olarak tanilanmistir (Sekil 4.21.).

Sekil 4.21. ELISA testi sonucunda platen goriiniimii
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Cizelge 4.13. ELISA testi sonuglarina gére 405 nm okumada Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis izolatlarinin absorbans degerleri (2012 yil1 bolge izolatlart)

izolat Adi izolatm Alindip1 Yer Absorbans Degeri Sonug
(ortalama )
Pozitif Kontrol - 3,179 +
Negatif Kontrol - 1,348 -
PBS - 1,193 -
YY-2(r) . Senyurt/Turhal 2,910 +
PK-2012 (r) Senyurt/Turhal 3,019 +
K-13/1a-1 (r) Tatar/Pazar 3,430 +
K-13/1a-2 (r) Tatar/Pazar 3,000 +
K-17/1a-2 (r) Derekdy/Pazar 3,214 +
K-17/1a-1 (v) Derekdy/Pazar 3,123 +
E-6a-2 (1) Degirmenli/Erbaa 2,918 +
E-6a-1 (r) Degirmenli/Erbaa 3,109 +
E-4/2b-1 (r) Degirmenli/Erbaa 3,500 -
E-4/2b-2 (r) Degirmenli/Erbaa 3,078 +
T-2¢/1 (r) Merkez 3,221 +
E-5/1a-2 (1) Cevresu/Erbaa 3,065 +
E-5/1a-1 (1) Cevresu/Erbaa 3,097 +
K-53/1-2 (r) Yesilyurt/Merkez 1,687 -
K-26/2a-1 (r) Pazar 2,993 +
T-3a-1 (r) Merkez 3,485 +
T-3a-2 (r) Merkez 3,469 +
K-30/1a-1 (r) Kat/Turhal 3,133 +
K-30/1a-2 (r) Kat/Turhal 3,065 +
K-48/1-1 (r) Giiryildiz/Merkez 2,938 +
K-48/1-2 (1) Giiryildiz/Merkez 3,219 +
K-29/1a-2 (r) Kat/Turhal 3,462 +
K-29/1a-1 (r) Kat/Turhal 2,982 +
K-29/2a-1 (r) Kat/Turhal 3,577 +
E-2/1a-2 (r) Cevresu/Erbaa 3,087 +
E-2/1a-1 (r) Cevresu/Erbaa 3,057 +
K-47/2-1 (r) Biiyiikyildiz/Merkez 3,222 +
K-66/1a-2 (r) Kat/Turhal 3,144 %
K-66/1a-1 (r) Kat/Turhal 2,925 +
K-13/1a-1(r) Tatar/Pazar 2,741 +
K-13/1a-2 (r) Tatar/Pazar 3,405 -
T-4b/2 (1) Merkez 1,603 -
T-5/1a-2 (r) Merkez 3,152 +
T-5/1a-1 (r) Merkez 3,405 *
K-5/1a-1 (r) Necip/Turhal 3,059 +
K-50/3-2 (r) Giiryildiz/Merkez 2,838 +
K-28/2a-2 (r) Necip/Turhal 3,055 +
K-28/2a-1 (1) Necip/Turhal 3,416 +
K-21/2b-1(r) Yesilyurt/Merkez 2.962 +
K-12/1a-1 (r) Derekoy/Pazar 3,116 +
K-6/1a-1 (v) Tatar/Pazar 3,081 +
K-6/1a-2 (r) Tatar/Pazar 2,867 +
T-2¢/2 () Merkez 3,145 +
K-11/1a-2 (r) Giiryildiz/Merkez 3,133 +
K-11/1a-1 (r) Giiryildiz/Merkez 3,087 +
K-46/1-2 (r) Kiigiikyildiz/Merkez 3,172 +
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Cizelge 4.13. (Devam) ELISA testi sonuglarina gére 405 nm okumada Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis izolatlarmin

absorbans degerleri (2012 yili bolge

izolatlar1)
izolat A izolatin Alndig Yer Absorbans Degeri Sonug
(ortalama )
K-37/1a-1 (r) Merkez 2,868 ¥
K-33/1b-1 (r) Biiyiikbaglar/Merkez 3,055 +
K-57/1-1 (r) Biiyiikyildiz/Merkez 1,518 -
K-57/1-3 (x) Biiytikyildiz/Merkez 1,273 -
K-56/1-1 (1) Biiyiikyildiz/Merkez 3,069 +
K-59/1-1 (r) Kat/Turhal 2,828 +
K-49/1-1 (r) Giryildiz/Merkez 3,085 +
E-8a-1 (1) Degirmenli/Erbaa 3,376 +
E-8a-2 (1) Degirmenli/Erbaa 3,163 +
K-42/1-1 (r) Giryildiz/Merkez 3,085 +
K-42/1-2 (1) Giiryildiz/Merkez 3,084 +
K-2/1a-1(r) Dokmetepe/Turhal 3,106 +
K-50/1-2 (r) Giiryildiz/Merkez 2,875 +
K-50/1-1 (1) Giiryildiz/Merkez 2,949 +
E-10/1a-1 (r) Degirmenli/Erbaa 3,051 +
E-10/1a-2 (r) Degirmenli/Erbaa 2,784 +
K-19/1b-1 (1) Giiryildiz/Merkez 3,005 +
K-19/1b-2 (r) GiiryilldizZMerkez 3,042 +
K-58/1-2 (r) Kat/Turhal 2,811 +
K-7/1a-1 (r) Biyikyildiz/Merkez 3,381 +
K-15/1a-1 (r) Gliryildiz/Merkez 3.106 +
K-33/1b-2 (v) Biiytikbaglar/Merkez 3,023 +
K-3/1a-1 (v) Dokmetepe/Turhal 2,749 +
K-23/1a-1 (r) Baglarbasi/Pazar 3,130 +
K-64/1a-1 (r) Senyurt/Turhal 3,469 +
K-43/1-1 (r) GiiryildizZMerkez 3,162 e
K-20/2a-1 (r) Ulag/Merkez 3,155 +
K-57/1-4 (v) Biiyiikyildiz/Merkez 2,997 +
K-55/1-1 (r) Giiryildiz/Merkez 2,842 +
K-40/1a-1 (r) Necip/Turhal 3,292 +
K-2/1a-2 (r) Dékmetepe/Turhal 3,210 +
K-27/1a-1 (r) Cerci/Merkez 3,005 +
K-15/1a-2 (r) GlryildizzMerkez 3,159 +

Cizelge 4.13’deki sonuglara gore, 2012 izolatlarinin Pozitif Kontrolde absorbans
degeri 3,179, Negatif Kontrolde 1,348 olarak belirlenmistir. izolatlarm 405 nm’de
absorbans degerleri 1,273 ile 3,577 arasinda degismektedir. Absorbans degerleri negatif
kontroliin iki katindan fazla olan érnekler pozitif olarak degerlendirilmis olup, testlenen

80 izolattan 76°s1 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis olarak tamlanmistir
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4.6.2. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatlarmin PCR teknigi ile

tanisy

Hasta domates bitkilerinden elde edilen ve klasik tam, ELISA testi ile tanilanan
57 adet Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolati ile CMMS5 ve CMM6
primerleri kullanilarak PCR ¢alismasi yapilmistir. Calisma sonucunda 57 izolattan
34’tniin  %1’lik agaroz jel tlizerinde 614 bp biiyikliginde bantlar olusturdugu
saptanmugtir (Sekil 4.22.). Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatlar ile

yapilan PCR ¢aligmasinin sonuglar1 Cizelge 4.14°de verilmistir.

Cizelge 4.14. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatlan ile yapilan
PCR c¢aligsmasi sonuglari

Ornek No izolat Kodu izolatm alindig1 yer Sonug
1 PK-2012 (YY-2) Senyurt/Turhal +
2 K-13/1a-1 (r) Tatar/Pazar +
3 K-11/1a-1 (r) Giiry1ldiz/Merkez +
4 K-29/2a-1 (r) Kat/Turhal +
5 K-2/1a-1(r) Dikmetepe/Turhal +
6 SB-9a/1 (r) Degirmenli/Erbaa -
7 K-47/2-1 (r) Biiyiikyildiz/Merkez +
8 K-20/2a-1 (r) Ulag/Merkez +
9 E-10/1a-1 (r) Degirmenli/Erbaa -
10 K-26/2a-1 (v) Pazar +
11 SB-6a/2 (r) Degirmenli/Erbaa +
12 E-2/1a-2 (r) Cevresu/Erbaa +
13 E-4/2b-1 (r) Degirmenli/Erbaa +
14 SB-28¢/2 () GiiryilldizzMerkez -
15 SB-2a-1(r) Uziiméren/Pazar -
16 K-27/1a-1 (r) Cerci/Merkez -
17 K-15/1a-2 (r) Giiryilldiz/Merkez +
18 E-5/1a-2 (r) Cevresu/Erbaa +
19 SB-18a/1 (r) Sahinli/Niksar +
20 SB-39a-1 (1) Biiyiikyildiz/Merkez +
21 K-17/1b-1 (1) Derekdy/Pazar +
22 K-5/1a-1 (r) Necip/Turhal +
23 K-23/1a-1 (r) Baglarbagi/Pazar +
24 SB-33a/1 (r) Kiigtikbaglar/Merkez -
25 K-49/1-1 (r) Giiryildiz/Merkez +
26 SB-20a/1 (r) Cer¢ci/Merkez +
27 SB-10a/1 (r) Degirmenli/Erbaa -
28 SB-30b/1 (1) Necip/Turhal -
29 SB-7a/l (r) Cevresuw/Erbaa +
30 SB-13a/1 (r) Sahinli/Niksar +
31 K-40/1a-1 (r) Necip/Turhal +
32 SB-19a/1 (r) Cer¢i/Merkez +
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Cizelge 4.14. (Devam) Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatlari
yapilan PCR ¢alismasi sonuglari

ile

Ornek No Izolat Kodu Izolatin ahndig yer Sonug
33 SB-8a/1 (r) Degirmenli/Erbaa +
34 K-30/1a-1 (r) Kat/Turhal o
35 K-21/2b-1 (r) Yesilyurt/Merkez -
36 K-28/2a-2 (r) Necip/Turhal -
37 T-5/1a-2 (¥) Merkez +
38 K-48/1-1 (r) Giiryildiz/Merkez -
39 T-3a-1 (r) Merkez -
40 SB-29b/2 (1) Biiyiikyildiz/Merkez -
41 T-2¢-1 (1) Merkez -
42 K-46/1-2 (r) Kiigiikyildiz/Merkez -
43 SB-21b/2 (1) Dokmetepe/Turhal +
44 SB-22a/2 (r) Bityiikyildiz/Merkez +
45 SB-1b/1 (1) Uziiméren/Pazar -
46 K-6/1a-1 (r) Tatar/Pazar +
47 K-33/1b-1 (r) Biiyiikbaglar/Merkez +
48 K-53/1-2 (r) Yegilyurt/Merkez -
49 SB-12a/1 (v) Kiigiikbaglar/Merkez +
50 SB-25¢/1 (r) Senyurt/Turhal +
51 SB-26/2 (r) Senyurt/Turhal -
52 SB-3b/1 (¥) Derekoy/Pazar -
53 K-19/1b-1 (1) Giiry1ldiz/Merkez +
54 E-8a-2 (1) Degirmenli/Erbaa +
55 K-12/1a-1 () Derekoy/Pazar -
56 K-57/1-1 (r) Bityiikyildiz/Merkez -
57 K-56/1-1 (1) Bityiikyildiz/Merkez -

Sekil 4.22. PCR ¢alismas1 sonucu olugan bantlar (PK: Pozitif Kontrol (YY-2); 1: T-5/1a-2 (r); 2: SB-8a/1
(r); 3: SB-19a/1 (1); 4: K-40/1a-1 (1); 5: SB-13a/1 (r); 6: SB-7a/1 (r); 7: SB-20a/1 (r); 8: K-49/1-1 (1); 9:
K-23/1a-1 (r); 10: K-5/1a-1 (r))
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4.6.3. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatlarimin yag asit

profillerinin belirlenmesi

Patojenite, ELISA ve PCR ¢aligmalar1 sonucu pozitif olarak kabul edilen 13
izolatin yag asit profilleri Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik
Boliimiinde Prof Dr. Fikrettin SAHIN damismanlhiginda yapilmistir. Izolatlarm
icerdikleri yag asit kompozisyonu ve bunlarin bulunma oranlar1 (%) Mikrobiyal
Identifikasyon Sisteminin Sherlock version 6.0B Mikrobial ID. Inc. Newark programi
kullanilarak tanilanmistir. Cizelge 4.15.°de yag asiti profillerine gore tanilama yapilan

izolatlarin igerdikleri yag asiti ¢esitleri ve bulunma oranlar1 verilmistir.
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Cizelge 4.15.°de gorildiigli tzere, Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis izolatlarindan 14:0 iso, 14:0, 15:1 iso G, 15:1 anteiso A, 15:0 iso, 15:0
anteiso, 16:0 N alcohol, 16:0 iso, 16:0, 17:0 iso, 17:0 anteiso, 17:0 cyclo, 17:0, 18:0 iso,
18:0 yag asitleri elde edilmistir. Yag asitlerinin bulunma oranlar1 incelendiginde
izolatlar arasinda biiyiik 6l¢tide benzerlik gosterdigi, 14:0 iso, 14:0, 15:1 anteiso A, 15:0
iso, 15:0 anteiso, 16:0 iso, 16:0, 17:0 iso, 17:0 anteiso ve 17:0 yag asitlerinin her
izolatta bulundugu goriilmektedir. Ozellikle izolatlarda 15:0 anteiso ve 17:0 anteiso yag
asitleri yiiksek oranlarda bulunurken, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
icin karakteristik olan 15:1 anteiso A’nin (Gitatis ve Beaver, 1990) da ortalama % 2,29

oraninda bulundugu gériilmiistiir.

FAME testinde elde edilen degerler gesitli arastiricilar tarafindan yapilan
calismalarla benzerlik gostermektedir. Gitatis ve Beaver (1990) yaptiklar1 g¢alismada
Kanada, Cin, Tayland, Tayvan, ABD’den izole edilen 45 i1zolatin yag asit profillerini
belirlemislerdir. izolatlar arasinda yiiksek oranda benzerlik bulunmus olup C12-C17
doymus dallanmig yag asit zinciri varligr ile karakterize edilmislerdir. Diger doymus
diiz yag asitleri 12:0 ve 16:0 olarak belirlenmistir. Doymamus al5:1,
anteisopentadecenoik asit’t Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis igin
oldukea spesifiktir. al5:1 yag asiti %2,56 oranlarinda bulunmustur. Yine, Cetinkaya-
Yildiz (2007) Mersin ve Adana illerinde yaptiklari surveylerde elde ettikleri 6
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatinin yag asit profillerini
belirlemislerdir. Calismada 12 farkli yag asiti izole edilmistir. Izole edilen yag asitleri,
10:0 OH (%0,58), 15:1 ANTEISO (%3,46), 15:0 ANTEISO (%48,6), 15:0 ISO
(%1,83), 16:0 ISO (%11,59), 16:00 (%6,56), 17:0 ANTEISO (%28.,45), 17:0 ISO
(%1,29), 16:0 ISO 30H (%0,49), 18:1 ISO H (%]1,28), 18:1 woéc (%0,29), 18:00
(%0,65) olarak belirlenmistir. Yag asitlerinden 15:1 ANTEISO A yag asidinin bes

izolatta oldugu saptanmistir.

Caligmamizda izole ettigimiz 13 adet izolat yag asit metil ester analizi ile %58-
82 oraminda Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis olarak tanilanmigtir
(Cizelge 4.16.). Bu degerler yapilan diger c¢aligmalarla benzerlik gostermektedir.
Ornegin; Dogu Anadolu Boélgesinde Sahin ve ark., (2002) tarafindan yapilan bir

calismada Oltu, Ispir ve Yusufeli’nde yapilan surveylerden elde edilen 16 izolatin yag
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asit metil ester analizleri yapilmis olup, izolatlarin %47-89 benzerlik oraniyla
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis oldugu saptanmigtir. Yine, Cetinkaya-
Yildiz (2007), Mersin ve Adana illerinden elde ettikleri 6 adet izolati yag asit
analizlerine gore yaptiklar tanida %41-81 oraninda Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis olarak tanilamislardir.

Cizelge 4.16. Yag asit profilleri belirlenen izolatlar ve Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’e benzerlik oranlar

Ornek Tzolat Kodu Benzerlik oranlari (%)
No
1 K-13/1a-1(r) | 78 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
56 Clavibacter michiganensis subsp. insidiosum
2 K-11/1a-1 (r) |91 Clavibacter michiganensis subsp. insidiosum
69 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
3 K-29/1a-2 (r) | 94 Clavibacter michiganensis subsp. insidiosum
77 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
4 K-2/1a-1 (r) 80 Clavibacter michiganensis subsp. insidiosum
73 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
5 K-47/2-1 (v) 95 Clavibacter michiganensis subsp. insidiosum
6 K-20/2a-1(r) |83 Clavibacter michiganensis subsp. insidiosum
78 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
7 K-26/2a-1(r) | 90 Clavibacter michiganensis subsp. insidiosum
65 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
8 SB-6a/2 (r) 82 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
66 Clavibacter michiganensis subsp. insidiosum
9 E-2/1a-2 (r) 85 Clavibacter michiganensis subsp. insidiosum
74 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
10 SB-13a-1 (v) 38 Clavibacter michiganensis subsp. insidiosum
61 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
11 SB-19a/1 (r) 66 Clavibacter michiganensis subsp. insidiosum
61 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
12 SB-21b/2 (xr) | 58 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
54 Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis
13 SB-12a/1 (r) 70 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
57 Clavibacter michiganensis subsp. insidiosum
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4.7.  Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in tohum, toprak ve bitki
artiklarindaki latent/epifitik yasam siiresinin saptanmasi ve ilk inokulum
kaynaklarmm belirlenmesi

4.7.1. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in bulasik tohumda yasam

siiresinin belirlenmesi

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile bulagtirilan domates
tohumlarinda yapilan aylik izolasyonlarda 100 mg/1 rifampicin i¢eren PSF besi yerinde
tohumlarin etrafinda yogun, sari renkte koloni geligimi gozlenmistir (Sekil 4.23.).

Cizelge 4.17."de bulagik tohumlarda patojenin yagam siiresi verilmistir.

Sekil 4.23. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile bulagik tohumlarinda etrafinda gelisen
koloniler
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Cizelge 4.17. Bulasik domates tohumlarinda patojenin yasam stiresi

Tarih Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
ile bulasik tohum %’si

0.glin 100

33. giin 89

66. glin 91

100. giin 89

129. giin 93

160. giin 83

193. giin 79

220. giin 63

249. giin 76

280. giin 46

310. giin 42

340. giin 30

370. giin 17

400. giin 0

430. giin 0

460. giin 0

Yapilan c¢alismada, kullandlglmm yonteme gore, her ay Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis ile bulastirilmis 100 adet tohum tesadiifi olarak
segilerek 100 mg/l rifampicin iceren PSF besi yerine yerlestirilmis ve tohumlarin
etrafinda gelisen koloniler gozlenmistir. 460 giin boyunca yiiriitilen ¢alismada,
bulagtirmanin yapildig: ilk giin (0. giin) tohumlarm hepsinin etrafinda sar1 renkli koloni
gelisimi gorlilmistiir. Cizelge 4.17.de goriildagii gibi, ilk ay yani 33. giinde yapilan
izolasyonda 89 tohumda, 66. giinde yapilan izolasyonda 91 tohumda, 100. giinde 89
tohumda, 129. glinde 93 tohumda, 160. giinde 85 tohumda, 193. giinde 79 tohumda,
220. glinde 63 tohumda, 249. giinde 76 tohumda, 280. giinde 46 tohumda, 310. giinde
42 tohumda, 340. giinde 30 tohumda, 370. giinde 17 tohumda koloni gelisimi
goriilmiistiir. Daha sonraki giinlerde yapilan izolasyonlarda ise koloni gelisimine

rastlanilmamig olup patojen elde edilememistir.

Yapilan calisma dogrultusunda, tohumlardaki inokulumun hastaligi baslatacak
yetenege sahip olup olmadigin belirlemek amaciyla Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis ile bulagik tohumlar toprak, kum ve torf karigimi igeren viyollere
ekilmigtir. Ekilen tohumlarda ortalama 7 giin sonra ¢ikislar baglamistir. Ilk 2 ayda (33.
giin ve 66. gilin) ekilen tohumlardan gelisen fidelerde domates bakteriyel solgunluk
hastalifina ait belirtiler gézlenmemis olup, 5-6 yaprakli donemdeki fidelerden yapilan
izolasyonlarda da bakteri elde edilememistir. Daha sonraki aylarda ekilen tohumlardan
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gelisen fidelerde ise solgunluk simptomlar1 belirgin bir sekilde goriilmiistiir (Sekil
4.24.). Yapilan izolasyonlarda elde edilen izolatin Gram pozitif oldugu belirlenmis olup,
etmenin Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis oldugu saptanmistir. Yapilan
bu calisma sonucunda, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in domates
tohumlarinda birincil inokulum kaynag: olusturdugu ve hastaliin tohum kokenli oldugu

saptanmustir.

Sekil 4.24. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile bulagik tohumlardan gelisen domates
fideleri

Bilindigi gibi, tohum patojenlerin yasamlarim devam ettirmeleri yoniinden
onemli bir kaynaktir. Diger yandan, patojenlerin tohum aracilig ile tasinmalari da
dikkate alimmasi gereken bir olgudur. Patojenlerin tohumda, vegetatif bitki kistmlarina
veya topraga oranla daha uzun siire canlh kalabildikleri bilinmektedir. Ornegin,
Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus yonca tohumlarinda 3 yi1l yasamini
stirdirebilmektedir. Patojenler tohumla dogrudan temasta olduklar igin olusacak
fidelerin de enfekte olma olasihifn yiiksek olmaktadir. Tohum kokenli bir enfeksiyon
inokulum igin bir merkez gorevini istlenmekte ve epidemilere yol agabilmektedir

(Erkan, 1998).
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Yaptigimiz ¢aligmada elde edilen sonuglar yapilan diger galismalarla benzerlik
gostermektedir. Etmenin tohumda kalicihigr ile ilgili yapilan diger ¢alismalar
incelendiginde; Nedumaran ve Vidhyasekaran (1982, 1982a) Hindistan’in farkli
bolgelerinden elde ettikleri domates tohumlan ile yaptiklart ¢alismada, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis ile bulagikliligin ciddi bir tehlike olusturdugunu
saptamuglardir. Yine, Tokgoniil (1998)’tin bildirdigine gére Grogan ve Kendrik’in
1953°de, Thyr’n ise 1969°da yaptiklar1 ¢alismalarda Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis ile bulagik domates tohumlarinin hastalifin en énemli inokulum kaynagi
oldugu ve etmenin tohumda taginma oranimnin %0,25 ile %100 arasinda degistigi
bildirilmistir. Etmenin tohumdan fideye tagmmmasinin epidemi olusumundaki &neminin
belirlenmesi i¢in yapilan diger bir ¢ahismada ise tohumdan fideye %0,01 oraninda

tasmnan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in tarlada Onemli bir

epideminin baglangici olabilecegi belirlenmistir (Chang ve ark., 1991).

Bunlara ilaveten Byran (1930) etmenin iletim sistemi yardimi ile tohumlar:
sistemik olarak enfekte ettigini ve embriyoda bulundugunu belirlemistir. Ayrica
calismada dogal enfekteli tohumlarda bakterinin tohuma ge¢is oranmin %1-5, yapay
enfekteli tohumlarda ise %21-40 oraninda oldugu belirlenmistir. Yine, Patino-Mendez
(1964) yaptign ¢alismada Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in tohumlari
tohum kabugu veya tohum zarindan gegerek enfekte ettigini, tohum zarinin en igte

bulunan hiicrelerine dogru hareket ettigini, ancak embriyoya giremedigini saptamistir.

Giiniimiizde bir patojenin yeni {iretim alanlarina tohumlar aracihig ile kolayca
yayilabildigi gozlenmektedir. Gelisen ve hiz kazanan nakliye imkanlari ile bir patojenin
bir tilke i¢inde yeni alanlara ya da bir iilkeden diger iilkelere tohumlar ile yayilma sans1
¢ok artmistir. Ulkeler arasindaki bitkisel materyal degisimi tohumlar ile yeni
patojenlerin ortaya gikis riskini de yiikseltmistir (Erkan, 1998). Bu yiizden tohum
kékenli patojenlerin tohumlarda aranmasinda kisa zamanda glivenilir sonug verebilen,
duyarl, tekrarlanabilen, pratik uygulanabilen yontemlerin olmasi dnem tasimaktadir.
Erkan ve ark. (1991), domates tohumlarmmda Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’in varligin1 ELISA ile test etmigler ve tohum &rneklerinde hastalik
etmeninin varlifmin bu yontemle saptanabilecegini bildirmislerdir. Yine, Tokgoniil

(1998), yapay olarak inokule edilen domates tohumlarinda Clavibacter michiganensis
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subsp. michiganensis in varligin1 IFAS yontemi ile saptamiglardir. Zhao ve ark. (2007)
simptomsuz domates tohumlarindan, TagMan ¢aligmas: yaparak 2 saat igerinde DNA

ektraksiyonu ile Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’i belirlemiglerdir.

Geylani ve ark. (2005), ¢esitli firmalardan temin edilen 75 tohum 6rnegini ISTA
(International Seed Testing Association) prosediirlerine gore testlemis ve elde ettigi
izolatlar1 biyokimyasal testler, PCR testi ve Immunofloresan boyama testi ile
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis olarak saptamistir. Yine, Milijasevic
ve ark. (2009a) tarafindan ytriitiilen bir ¢calismada ise 6giitme ve 1slatma yontemleri ve
4 farkl ekstraksiyon yontemi (suni besi yerine izolasyon, tohumdan direkt PCR, NBY
besi yerinde gelistirilen bakteri ile yapilan BIO-PCR, PCR) ile domates tohumlarmda
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in varlig1 belirlenmistir. Benzer bir
calisma Mraz ve ark. (2011) tarafindan 10 adet domates tohumunda ELISA, IF ve PCR
yontemleri kullanilarak yapilmigtir. Tohum c¢esitlerinde Clavibacter michiganensis

subsp. michiganensis 'in belirlenmesinde en etkili yontem PCR olmustur.

4.7.2. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in bulasik toprakta yasam

siiresinin belirlenmesi

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in topraktaki yasam siiresinin
saptanmas1 amactyla yiiriitiilen denemede, 100 mg/] rifampicin’e dayanikli Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis izolati ile inokule edilen toprak tencke kutular
icerisine konularak deneme alanina gémiilmiistiir. Inokulasyon tarihinden itibaren yaz
ve kis aylar1 boyunca haftalik olarak, bulagtirillan topragm 0-15 cm derinliginden

ornekler alinarak izolasyonlar yapilmigtir.

Yaz aylar1 boyunca patojenin topraktaki yasam siiresini inceledigimiz bu ¢aligma
Haziran ayinda baslamis olup Eylill aymna kadar devam ettirilmistir. inokulasyonun
yapildigi giin patojenin 3,2x10° hiicre/g populasyonunda topraga kolonize oldugu
belirlenmistir. Haftahk izolasyonlarda 7. giin 2,1x10° hiicre/g yogunlugunda, 15. giin
1x10° hiicre/g yogunlugunda patojen elde edilmistir (Sekil 4.25.). Inokulasyondan sonra
15. giinden itibaren yapilan izolasyonlarda ise patojene rastlanilmamigtir (Cizelge 4.18.)
(Sekil 4.26.).
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Cizelge 4.18. Yaz aylar1 boyunca Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis in
bulagik topraktaki yagam siiresinin belirlenmesi

Tarih Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(hiicre/g toprak)

0.giin 3,2x10°

7. glin 2,1x10°

15. giin 1x10°

21. giin 0

28. giin 0

35. giin 0

42. glin 0

49. glin 0

56. giin 0

62. giin 0

Ekim 2012 tarihinde baglatilan c¢alismada ise, patojenin kig aylart boyunca
topraktaki yasam siiresi incelenmistir. Inokulasyonun yapildigi giin patojenin 7,5x10°
hiicre/g populasyonunda topraga kolonize oldugu belirlenmistir. Calisma boyunca
yapilan izolasyonlar sonucu, patojen toprakta 28. giine kadar canlh kalabilmistir
(Cizelge 4.19.) (Sekil 4.27.). Daha sonra yapilan izolasyonlarda Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis elde edilememistir.

Cizelge 4.19. Kis aylar1 boyunca Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in
bulasik topraktaki yasam siiresinin belirlenmesi

Tarih Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(hiicre/g toprak)

0.giin 7,5x10°

7. giin 2,3x10°

15. giin 0,3x10°

21. giin 0,16x10"

28. giin 0,3x10°

35. giin 0

42. giin 0

49. giin 0

56. giin 0

62. giin 0
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Sekil 4.25. Bulagik topraktan yapilan izolasyonlarda petride gelisen Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis kolonileri

Sekil 4.26. 28. giinde yapilan izolasyonlarda petrideki gériiniim (Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis elde edilememistir.)
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Sekil 4.27. 10° seyreltmesinde petride gelisen Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis kolonileri

Kullandigimiz yonteme gére, etmen yaz aylarinda yaklasik 15 giin, kig aylarinda
ise yaklagik 30 giin canli kalabilmektedir. Elde ettifimiz sonug¢lar Trevors ve Finnen
(1990) tarafindan yapilan calisma ile benzerlik géstermektedir. Yapilan ¢alismada, steril
olmayan organik maddeler igeren kumlu, killi yapidaki topraga Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis inokule edilmis, daha sonra yapilan izolasyonlarda
30. giine kadar patojen %90 elde edilirken, 30. giinden sonra %10’dan daha az oranda
elde edilebilmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda ise etmenin toprakta daha uzun siire canh
kalabildigi ¢esitli caligmalarla belirlenmigtir (Bryan, 1930; Strider, 1967). Fakat yapilan
calismalarda etmenin kalicilig:s tlizerinde cesitli faktorlerin etkili olabilecegi de
vurgulanmaktadir. Ornegin; Byran (1930) Clavibacter —michiganensis — subsp.
michiganensis’in inokulum kaynaklarindan birinin toprak oldugunu ve patojenin
toprakta belirli kosullarda yagamimi siirdiirebildigini saptamustir. Yapilan calismada,
Washington ve New York’da etmenin 11 ay boyunca enfekteli toprakta canli
kalabildigini belirlemigtir. Cetinkaya- Yildiz (2007)’in bildirdigine gére, Ciccarone ve
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Carili (1948)’de yaptiklart ¢aligmada Italya’da etmenin toprakta dért yil siireyle
yasayabildigini belirlemislerdir. Buna ragmen Grogan ve Kendrick (1953) ise yaptiklar
caliyma sonucunda tarla topraginda yasayan patojenin epidemi olusumunda énemli

olmadigini bildirmiglerdir.

Bizim ¢aligmamizda da elde edilen sonuglara gére, etmenin toprakta kalicilig:
lizerinde sicaklik ve nemin bunun yaminda diger saprofit mikroorganizmalarin da
etkisinin  olabilecegi  disiintilmektedir. ~ Clavibacter ~ michiganensis  subsp.
michiganensis’in topraktaki yasam siiresi lizerinde lokasyonun, pH’nin, mikrobiyal
antagonizmin, sicaklifin ve nemin etkisinin oldugu ¢esitli galismalarla da belirlenmistir
(Bryan, 1930; Strider, 1967; Basu, 1970). Yapilan bir ¢alismada, inokulasyondan 8 ay
sonra hava ile kurutulmug topraktan etmen geri izole edilemezken, 2 °C’deki nemli
toprakta 18-30 ay siire ile canli ve viriilent kalabildigi saptanmustir (Strider, 1967). Basu
(1970), topraktaki %2,7 ile 21 arasindaki nem degisikliginin patojenin canlilifin

etkiledigini belirlemistir.

Bunun yaminda baz1 aragtiricilar toprakta etmenin canblifim  devamh
stirdiirdiiglindi, topraktan izole edilmese bile daha sonraki iiretim sezonunda olusan
bitkilerde hastalifa neden olabilecegini belirlemislerdir (Bryan, 1930; Strider, 1967,
Basu, 1970).

4.7.3. Topraktaki bitki artiklarimda Clavibacter  michiganensis subsp.

michiganensis’in yasam siiresinin belirlenmesi

Toprakta bulunan bulagik bitki artiklarinda patojenin yagam siiresini belirlemek
amaciyla yliiriitiilen g¢alisma, Temmuz 2013°de baglamig olup 12 ay boyunca
stirdiirilmiistiir. Calismada ilk olarak sera kosullarinda yetistirilen 5-6 yaprakli domates
bitkileri 100 mg/l rifampicin’e dayanikliik kazandirnlmig Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis izolat1 ile inokule edilmigtir. Solgunluk simptomu gosteren bitki
govdeleri parcalar halinde kesilerek tiilbent igerisine konulmus ve topragin 15 cm
derinligine gémiilmigtiir. Topraga gomiilen bitki artiklarindan ilk giin yapilan
izolasyonlarda bitki artigimin patojenle 1,4x10° hiicre/ml populasyonu ile inokule oldugu
saptanmustir (Sekil 4.28.). Her ay icinde bitki artigi bulunan 1 adet tiilbent topraktan

¢ikarilarak Nutrient Broth sivi ortaminda ¢alkalanmig, santrifiijlenerek pellet elde
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edilmistir. Seyreltilen pelletden rifampicin igeren King B besi yerine yapilan yayma
ekimlerde koloni saymmi yapilarak patojenin bitki artiklarindaki yasam siireleri

saptanmaistir.

Sekil 4.28. Temmuz ayinda yapilan izolasyonda King B besi yerinde gelisen koloniler

Temmuz ayindan itibaren yapilan izolasyonlarda Agustos ayinda bitki artiginin
patojenin 7,9x10® hiicre/ml populasyonu ile inokule oldugu belirlenmistir (Sekil 4.29.).
Kullandigimiz yonteme gore, ilk ay patojenin elde edilmesine ragmen, daha sonraki
giinlerde Eylil, Ekim, Kasim, Aralik, Ocak, Subat, Mart, Nisan, Mayis, Haziran
aylarinda yapilan izolasyonlarda patojen izole edilememistir (Sekil 4.30.). Tamyi
kuvvetlendirmek amaciyla yapilan izolasyonlarda elde edilen izolatin Gram pozitif
oldugu belirlenmis olup, etmenin Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

oldugu saptanmistir. Bu durumda patojenin 30 giin canli kalabildigi belirlenmistir.
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Sekil 4.29. Agustos ayinda yapilan izolasyonda King B besi yerinde gelisen koloniler

Sekil 4.30. Ekim ayinda yapilan izolasyonda King B besi yerinde herhangi bir koloni geligimi
goriilmemigtir.
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Tokat ili kosullarinda Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in
topraktaki bitki artiklarinda yagam siiresini belirlemek amaciyla yiiriitiilen bu ¢aligmada,
elde edilen sonuclar patojenin domates yetistiricili§inin yapilmadigi ddnemlerde
topraga karistirilan bitki artiklarinda canliligini siirdiiremedigini ortaya koymaktadir.
Benzer sekilde Ulke (2003) Adana’da yaptiklar calismada, domates 6z nekrozu
etmenleri Pseudomonas cichorii ve Pseudomonas corrugata’min yaz aylari boyunca
domatesin olmadigi dénemde yasamlarini siirdiiremediklerini ortaya koymustur. Yine
Yildiz (2002), calismasinda Dogu Akdeniz Bélgesi'nde Erwinia chrysanthemi’nin
konukgu bitkisi domatesin olmadig1 yaz aylarinda yasamini toprakta siirdiiremedigini,
ancak kis aylarinda etmenin toprakta yaklagik 6 ay yasamini devam ettirebildigini
saptamagtir.

Bakterilerin topraktaki yasaminda degisik sicakliklarin ve toprak yapisinin etkili
oldugu Basu (1970) tarafindan bildirilmigtir. Basu (1970) yaptifni calismada,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'in bulagik domates yapraklarinda
toprak sicaklign -20 °C iken en az 36 hafta canli kalabildigini bildirmistir. Patojen
toprak sicakligi 5-35 °C iken 3 haftadan daha fazla canli kalamamistir. Bunun yaninda,
yapilan c¢alismalarda c¢esitli arastiicilar  Clavibacter  michiganensis — subsp.
michiganensis’in bitki artiklarindaki yasam siiresinin cografik bélgeye, bitki artiklarmin
toprak yiizeyinde veya toprak igerisinde gdmiilii olmasina bagl olarak degistigini
bildirmislerdir (Chang ve ark., 1992a; Gleason ve ark., 1991; Fatmi ve Schaad, 2002).
Fatmi ve Schaad (2002) tarafindan yapilan c¢alismada, ABD’nin California, Ohio
eyaletlerinde ve Fas’da calisilan tiim lokasyonlarda toprak yiizeyine birakilan domates
govdelerinde, gomiilenlere oranla organizma daha uzun stire canlilifim korumusgtur.
Toprak yiizeyine birakilan domates govdelerinde patojen Ohio, California ve USA’da
314 giin, MelkZhar’da 194 giin, Ait Melloul ve Morocco’da 132 giin canliliin
stirdlirmiigtiir. Topraga gomiilenlerde ise patojen Ohio’da 314., California’da 240.,
MelkZhar ve Ait Melloul’da 60. giine kadar canliligim stirdlirmiistiir. Calisma sonuglari,
bitki artiklarinda Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'in yagsam siiresinin
olduk¢a uzun oldugunu ve cografik lokasyonun ve topraga birakilma pozisyonunun
etkili oldugunu gostermektedir. Gleason ve ark. (1991) toprak yiizeyinde kalan bulasik
bitki artiklarinda etmenin en az 24 ay boyunca canli kalabildigini fakat topraga gémiilen

bulasik bitki artiklarinda sadece 7 ay boyunca canliligim siirdiirdtigiinii belirlemiglerdir.
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Ayrica aragtiricilar kigi bulasik  bitki artiklarinda  gegiren epifitik  Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis populasyonunun primer inokulum kaynag olarak

rol oynayabilecegini bildirmektedirler.

Bolgemizde yapilan gozlemlerde Clavibacter — michiganensis  subsp.
michiganensis’in goriildiigti tiretim sezonundan sonraki sezonlarda da hastaligin
yeniden ortaya ciktign saptanmistir. Enfekteli bitki artiklarmin bulundugu iiretim
alanlarinda Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in ortaya ¢ikmasi,
patojenin toprakta veya bitki artiklarinda az yogunlukta da olsa canlilifim
stirdiirebilecegi durumunu disiindiirmektedir. Bu durumda patojen kendisine toprakta
veya bitki artiklarinda yagamim siirdiirebilecek bir yer bulabilmektedir. Béylece etmen
toprakta veya bitki artiklarinda yagamlarinmi siirdiirerek bir sonraki iiretim sezonunda

inokulum kaynagini olusturmaktadir.

4.8. Domates Fidelerinde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in

Epifitik Popiilasyonunun Belirlenmesi

Domates fidelerinde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in epifitik
popiilasyonunun belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen c¢alismada, 30.04.2013-15.05.2013
tarihleri arasinda Zirai Ilag Bayilerine gidilerek Tokat Merkez, Turhal, Pazar ve
Erbaa’dan toplam 104 domates fidesi &rnegi alinmustir. 104 fide Grneginin yesil
aksamlar1 NB’de ¢alkalandiktan sonra santrifiijlenmis, olusan pellet seyreltilerek SCM
besi yerine ekim yapilnustir. 28°C’de 5 giinliik (120 saat) inkiibasyondan sonra fide
orneklerinin 92’sinde bakteri kolonisi gelismis olup (Sekil 4.31., Sekil 4.32., Sekil
4.33.), 12’sinde ise yapilan izolasyonlarda SCM besi yerinde herhangi bir koloni
gelisimi gozlenmemistir (Sekil 4.34.). SCM besi yerlerinde bakteri kolonisinin gelistigi
uygun seriden tiim bakteriler steril bir 6ze yardinmyla toplanarak 9’ar ml’lik NB sivi

besi yerine alinmis ve DNA izolasyonunu takiben PCR caligmasina tabi tutulmustur.

Patojene spesifik CMMS5 ve CMM6 primerleri kullanilarak yapilan PCR
gahsmasi sonucunda 104 fide 6rmeginin 19’unun Dreier ve ark., (1995)’nin bildirdigi
gibi 614 bp biiyikliigiinde bantlar olugturdugu saptanmgtir (Sekil 4.35.). Domates fide
Orneklerine ait bilgiler ve PCR ¢aligmasi sonuglari Cizelge 4.20°de verilmistir.
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Cizelge 4.20. Domates fidelerinde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in
epifitik popiilasyonunun belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligmada kullanilan fidelere ait
bilgiler ve PCR caligmasi sonuglart

Ornek No | Cesit Adi Fidelik Kodu | PCR Calismasi Sonucu
F-1 Eden/Yerlikaya 2013-1 -
F-2 Yet Erva 216 2013-2 -
F-3 Alcapone 2013-3 SCM’de koloni gelisimi gbzlenmemistir.
F-4 Bona 2013-4 -
F-5 Alcapone 2013-5 -
F-6 Akarsu 2013-6 +
F-7 Sahmat F1 2013-7 SCM’de koloni gelisimi gbzlenmemistir.
F-8 Yerlikaya 2013-8 + '
F-9 Mandiagon 2013-9 +
F-10 Ganimet 2013-10 +
F-11 Sahmat F1 2013-11 SCM’de koloni gelisimi gbzlenmemistir.
F-12 Esin 2013-12 +
F-13 Lagure 2013-13 -
| F-14 Kero F1 2013-14 -
| F-15 Troy F1 2013-15 -
| F-16 Linda 2013-16 +
F-17 Sahmat F1 2013-17 -
F-18 TT3 2013-18 -
F-19 Durinta F1 2013-19 4
F-20 Olga (yer dom.) 2013-20 -
F-21 Yet Erva 216 2013-21 -
F-22 Lider 2013-22 -
F-23 Siimela RN F1 2013-23 -
F-24 Esin F1 2013-24 -
E-25 Esin F1 2013-25 -
F-26 Esin F1 2013-26 +
F-27 - 2013-27 +
F-28 Samba 2013-28 -
F-29 - 2013-29 -
F-30 Yerlikaya 2013-30
F-31 Egemen 216 2013-31 -
F-32 Depar 2013-32 -
F-33 Siimela 2013-33 SCM’de koloni gelisimi gzlenmemistir.
F-34 Grando 2013-34 -
F-35 Alcapone 2013-35 SCM’de koloni gelisimi gézlenmemistir.
F-36 Alsancak RN F1 2013-36 SCM’de koloni gelisimi gdzlenmemistir.
F-37 Bona 2013-37 -
F-38 Red 2013-38 -
F-39 Natura 2013-39 -
| E-40 Durinta 2013-40 SCM’de koloni gelisimi gézlenmemisgtir.
| F-41 Esin 2013-41 -
| F-42 Bona 2013-42 SCM’de koloni geligimi gézlenmemistir.
| F-43 Tempra 2013-43 -
| F-44 Sarikavak 2013-44 -
F-45 Sahmat 2013-45 -
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Cizelge 4.20.

(Devam) Domates

fidelerinde

Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis’in epifitik popiilasyonunun belirlenmesi amaciyla yapilan calismada
kullanilan fidelere ait bilgiler ve PCR ¢aligmasi sonuglart

Ornek No | Cesit Adx Fidelik Kodu | PCR Cahsmasi Sonucu
F-46 Barbaros 2013-46 -

F-47 Plumer 2013-47 SCM’de koloni gelisimi gézlenmemistir.
F-48 Lagure 2013-48 -

F-49 Alcapone 2013-49 -

F-50 Yerlikaya 2013-50 -

F-51 Tyfrane 2013-51 -

F-52 Sedir 2013-52 -

F-53 Tyfrane 2013-53 -

F-54 Lagure 2013-54 -

F-55 Duratan 2013-55 -

F-56 Alcapone 2013-56 -

F-57 Lagure 2013-57 -

F-58 Bona 2013-58 +

F-59 Sahmat 2013-59 +

F-60 Tyfrane 2013-60 +

F-61 Tyfrane 2013-61 +

F-62 Olga 2013-62 -

F-63 Bona 2013-63 -

F-64 Lagure 2013-64 -

F-65 Depar 2013-65 +

F-66 Tyfrane 2013-66 -

F-67 Tyfrane 2013-67 SCM’de koloni gelisimi gézlenmemistir.
F-68 Troy 2013-68 -

F-69 Yerlikaya 2013-69 -

EF-70 Stimela 2013-70 -

F-71 Barbaros 210 2013-71 -

F-72 Sedir 2013-72 +

F-73 Yet Yigida 2013-73 SCM’de koloni gelisimi gézlenmemistir.
F-74 Alcapone 2013-74 -

F-75 Alsancak RN F1 2013-75 +

F-76 Granda 2013-76 SCM’de koloni gelisimi gézlenmemistir.
E-77 Sahmat 2013-77 -

F-78 Sahmat 2013-78 -

F-79 Alida 2013-79 -

F-80 Alsancak RN F1 | 2013-80 -

F-81 Sagora 2013-81 -

F-82 Bona 2013-82 -

F-83 Alcapone 2013-83 -

F-84 Kardelen 2013-84 -

F-85 Y-65 (yer dom.) 2013-85 -

F-86 Tyfrane 2013-86 -

F-87 Bona 2013-87 -

F-88 Yerlikaya 2013-88 -

F-89 Tyfrane 2013-89 -
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Cizelge 4.20. (Devam) Domates fidelerinde Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’in epifitik poplilasyonunun belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismada
kullanilan fidelere ait bilgiler ve PCR ¢aligsmasi sonuglari

Ornek No | Cesit Adi Fidelik Kodu | PCR Calismasi Sonucu
F-90 Troy F1 2013-90 -
F-91 Tyfrane 2013-91 -
F-92 Alsancak RN F1 2013-92 -
F-93 Kocaman 2013-93 -
F-94 Bona 2013-94 -
F-95 Alcapone 2013-95 -
F-96 Esin 2013-96 -
F-97 Sedir 2013-97 -
F-98 Maya 2013-98 -
F-99 Yerlikaya 2013-99 -
F-100 Durinta 2013-100 -
F-101 Bona F1 2013-101 +
F-102 Bona F1 2013-102 +
F-103 Alsancak RN F1 | 2013-103 +
F-104 Alsancak RN F1 | 2013-104 -

Sekil 4.31. SCM besi yerinde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in geligimi

121




Sekil 4.33. SCM besi yerinde F-38 fidesinden gelisen koloniler
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Sekil 4.35. Domates fidelerinde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in  varhgmnm
belirlenmesi ¢alismasinda PCR testi sonucu olugan bantlar (PK: Pozitif Kontrol (YY-2); 1: F-6; 2: F-8; 3:
F-9; 4: T'10; 5: F12; 6: F-16; 7: F-19; PK Cmm.: SCM’de gelisen Cmm)

Yapilan bu ¢alismada, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in neden
oldugu bakteriyel solgunluk hastalig1 belirtisinin hentiz domates fidelerinde goriilmedigi
ancak patojenin iletim demetlerinde veya yesil aksamda bulasik oldugu dénemlerde,
varhgmin kanitlanmasinda yari segici besi yerine ekim ve gelisen bakterilerin
toplanarak total genomik DNA izolasyonunu takiben, etmene spesifik PCR testleriyle
patojenin varlifn belirlenmigtir. Belgiizar ve ark. (2014) yaptiklari ¢alismada, hastalik
belirtisi gostermeyen, dreticiler tarafindan Tokat yoresinde kullanilan domates
fidelerinde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in varlig belirlenirken

kullanilacak en uygun yéntemi belirlemiglerdir. Yapilan ¢alismada, farkli Clavibacter
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michiganensis subsp. michiganensis konsantrasyonlar1 ile domates fideleri bulastirilmis
ve farkli zaman dilimlerinde (24, 48, 72 ve 96 saat sonra) drneklemeler yapilarak
patojenin varligi genel bir besi yeri olan King B, yar1 secici besi yeri olan SCM’ye
ekim, serolojik (ELISA) ve molekiller (PCR) yontemler kullanilarak belirlenmeye
caligilmistir. Calisma sonunda, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in
iletim demetlerinde ve yesil aksamda bulagik oldugu halde, hastalik belirtisi
gbstermeyen fidelerde belirlenmesinde, genel besi yerine ekim ve ELISA testi sonug
vermemistir. SCM yari segici besi yerine ekim ve gelisen bakterilerin toplanarak etmene

spesifik PCR testleriyle patojenin varligi 24 saat sonra bagarili bir sekilde belirlenmistir.

Benzer sekilde Gitatis ve ark. (1991) simptomsuz domates fidelerinde
Clavibacter ~ michiganensis subsp. michiganensis’in  varligim  belirlemislerdir.
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolasyonu, fidelerden alinan
orneklerin, %100 ethanol ile ylizey dezenfeksiyonuna tabi tutulmasi ve yari secici
(mCNS) besi yerinde gelistirilmesiyle yapilmigtir. Sera kosullarinda yiiriitiilen
denemede, izolasyon, inokulasyondan 7 giin sonra inokulasyon noktasmun 10 cm
agagisindan govde pargalart alimarak yapilmistir. Giiney Georgia’da 24 araziden
toplanan 24 000 fideden yalnizca 3’tinde mCNS besi yerinde Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis e rastlanmistir. Yapilan ELISA testi ile de bu 3 bakterinin varlig
teyit edilmigstir. Ayrica Gaz kromotografisi ile de bakterilerin yag asit profilleri
belirlenmistir. Yapilan ¢alismada bitki dokularindan izolasyonda 1x10® CFU/ml bakteri
yogunlugunun yeterli oldugu ve inokulasyondan 7 giin sonra simptomsuz fidelerde
ortalama Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis yogunlugunun 1,7x10®

hiicre/cm olarak gelistigi goriilmiistiir.

Yapilan diger bir ¢alismada ise, domates fidelerinde Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’in varligi BIO-PCR metodu kullanilarak yapilmistir. Tiire spesifik
CMM5 ve CMM6 primerleri kullamlarak koloniler tespit edilmistir. Calismada
uygulamadan 3 giin sonra 6reklerin %95’inde, inokulasyonun yapildig: bélgeden 8 em
uzaklikta bakterinin varlif tespit edilebilmistir. Yaklagik 40 cm uzunlugundaki bitkiler
9 giin sonra tamamen etkilenmistir. Caligsma sonuglari, enfeksiyonun ilk asamasinda bile

patojenin varhgmin tespit edilebilecegini ortaya koymustur (Burokiene, 2006).
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(etinkaya-Yildiz (2007)’nin bildirdigine gore, antiserum ile kaplanmis ELISA
cukurlarma direkt bitki gévdesinden Gzsuyun sikilmasi veya govdenin batirilmasi
yontemleri kullanilarak simptomsuz bitkilerde Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis 'in varligi belirlenebilmektedir (Gleason, 1993). Benzer sekilde, Gitatis
ve ark. (1995) simptomsuz bitkilerde Clavibacter michiganensis  subsp.
michiganensis’in  varligmun ELISA testi ile belirlenebilecegini bildirmislerdir

(Cetinkaya-Yildiz, 2007).

Calismamizda uyguladigimiz bu yontem, bizlere Tokat yoresinde kullanilan
domates fidelerinin bu patojenin varhigi yoniinden incelenebilecegini ortaya koymustur.
Ayrica hastalifin Tokat yoresindeki epidemiyolojisinde kullamlan fidelerdeki epifitik
bulasikligim rolii de ortaya konulmustur. Domates fidelerindeki bu patojenin epifitik
bulasmalarinin saptanmasi hastaligin tiretim alaminda yayilmasimnin engellenmesi ve
ekonomik kayiplarin Oniine ge¢ilmesi agisindan 6nemlidir. Simptomsuz fide
testlemesinde  kullandigimiz  bu  yontem, Clavibacter michiganensis  subsp.

michiganensis yaninda diger bakteriyel hastaliklarin belirlenmesinde de kullanilabilir.
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5. SONUC

Domates iiretiminin yogun olarak yapildigi Tokat ilinde Domates bakteriyel
solgunluk hastaliginin boélgedeki ve tarladaki bulunma oranlarimin belirlenmesi,
hastalifa neden olan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in tanilanmasi,
bolgemiz kosullarinda epidemiyolojisi incelenerek hastaligi baglatma yetenegi olan ilk
inokulum kaynaklarinin tespit edilmesi ve hastalik belirtisi gostermeyen, ireticiler
tarafindan Tokat yéresinde kullanilan domates fidelerinde Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’in varliginin belirlenmesi {izerine yapilan bu doktora ¢alismasinda

elde edilen sonuglar agagida 6zetlenmistir.

1. Tokat ili Merkez ve ilgelerinde domates iiretim alanlarinda, Domates
Bakteriyel Solgunluk Hastalifinin bulunma oranlarimin belirlenmesi i¢in 2011 yihi
Temmuz-Eyliil, 2012 yili Haziran-Eyliil aylarinda siirvey ¢alismalar1 yapilmigtir. 2011
yilinda toplam 65 domates tarlasinda 2012 yilinda toplam 163 domates tarlasinda
stirvey yapilmustir. 2011 yilinda toplam 543 da’lik alanda siirvey yapilmis olup,
hastalifin tarladaki bulunma orami ortalama %9,64, 2012 yilinda ise 1246,5 da’lik
alanda hastaligin tarladaki bulunma orani ortalama %4,98 olarak belirlenmistir. Bolgede
hastaligin bulunma orani ise 2011 yilinda Merkez’de %88,88, Niksar’da %54,54,
Erbaa’da %52,38, Turhal’da %46,15 ve Pazar’da %18,18 olarak, 2012 yilinda ise
Erbaa’da 961,90, Merkez’de %52,85, Turhal’da %47,72, Pazar’da %44.,44 ve
Niksar’da ise %0 olarak belirlenmistir.

2. Stirveylerde toplanan ve treticiler tarafindan laboratuara getirilen hasta
bitki orneklerinden yapilan izolasyonlar sonucu 2011 yilinda toplam 99 adet, 2012
yilinda ise toplam 163 adet bakteri izolati elde edilmistir. Patojenite ve viriilenslik
testine tabi tutulan izolatlar, yapilan morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler ile
tamy1 destekleyici ELISA, PCR ve FAME testleri ile Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis olarak tanilanmigtir.

% Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in tohum, toprak ve
bitki artiklarindaki epifitik yasam siiresinin saptanmasi ve ilk inokulum kaynaklarimm
belirlenmesi tlizerine yaptigimiz ¢alismada, Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis’in domates tohumlarinda birincil inokulum kaynagi olusturdugu ve
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tohumlardaki inokulumun hastali§i baglatacak yetenege sahip oldugu belirlenmistir.
Kullandigimz yontemlere gore, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile
bulastirilmig tohumlarda etmen 370. giine kadar canlilifim siirdiirmiistiir. Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’in topraktaki yagam stiresinin saptanmasi amaciyla
yiiriitiilen denemede ise, etmenin yaz aylarinda yaklasik 15 giin, kis aylarinda ise
yaklagik 30 giin canli kalabildigi saptanmistir. Yapilan ¢alismada elde edilen sonuglara
gore, etmenin toprakta kalicilifn tizerinde sicaklik ve nemin bunun yamnda diger
saprofit mikroorganizmalarin da etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir. Toprakta
bulunan bulagik bitki artiklarinda patojenin yasam siiresini belirlemek amaciyla
ylriittigtimiiz ¢aligmada ise, bulagik bitki artiklarinda etmen bir ay canli kalabilmistir.
Bolgemizde yapilan gozlemlerde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ’in
goriildigli tiretim sezonundan sonraki sezonlarda da hastalifin yeniden ortaya ¢iktigi
saptanmistir. Enfekteli bitki artiklarimn bulundugu iiretim alanlarinda Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’'in ortaya ¢ikmasi, patojenin toprakta veya bitki
artiklarinda az  yogunlukta da olsa canliigim siirdiirebilecegi  durumunu
diistindiirmektedir.

4, Domates fidelerinde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in
epifitik popiilasyonunun belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen ¢alismada ise, kullandigimiz
yonteme gore, Tokat Merkez ve il¢elerinden toplanan 104 fide 6rneginin 19’unda
etmene rastlanilmistir. Caligmada yar1 secici besi yerine ekim ve gelisen bakterilerin
toplanarak total genomik DNA izolasyonunu takiben, etmene spesifik PCR testleri
seklinde uygulanan yontemle, bakteriyel solgunluk hastalig1 belirtisinin heniiz domates
fidelerinde goriilmedigi ancak patojenin iletim demetlerinde veya yesil aksamda bulasik
oldugu dénemlerde, etmenin varligi bagarili bir sekilde belirlenmigtir. Bu calisma ile
hastaligin Tokat yoresindeki epidemiyolojisinde kullanilan fidelerdeki epifitik
bulagikligin rolii de ortaya konulmustur. Domates fidelerindeki bu patojenin epifitik
bulagmalarimin saptanmasi hastaligin tiretim alaninda yayilmasinin engellenmesi ve

ekonomik kayiplarin &niine gegilmesi agisindan énemlidir.
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EKLER
EK-A

Pseudomonas Agar F (PSF) Besi Yeri

Proteose Peptone 10g
Tryptone 10g
Gliserin 10 ml
K,;HPO, 15¢g
Agar 15¢g
Distile Su 1000 ml

121°C°de 15 dakika otoklav edilmistir

Nutrient Agar (NA) Besi Yeri

Nutrient Agar 13g
Distile Su 1000 ml
121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

Nutrient Broth (NB) Sivi Besi Yeri

Nutrient Broth 8g
Distile Su 1000 ml
121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

SCM Besi Yeri (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis icin yari secici besi

yeri Selective Clavibacter Medium)

Yeast extract 0.1g
Sucrose 10g
H3BO; (Boric acid) 1.5¢g
MgSO4.7H20 0.25 g
K;HPO4 2g
KH2PO4 1.5 g
Agar 15¢
Distile Su 1000 ml

Potassium tellurite (%1 Chapman tellurite 1.0 ml

soliisyonu Difco)

121°C’de 15 dakika otoklav isleminden sonra soguk steril edilen agagida verilen
kimyasallar eklenir:

Nalidixic acid 30 mg
Nicotinic acid 100 mg (20 mg/ml distile su)
Cycloheximide 200 mg (200 mg/ml metanol)
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EK-A (Devam)

Nutrient Broth Yeast Extract (NBY) Besi Yeri

Nutrient Broth (Difco)

Yeast Extract

K2HPO4

KH2PO4

Glucose

Distile Su

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir

80¢g
20¢g
2,0¢g
0,5¢
25g
1000 ml
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EK-B

CTAB (Cetyl Trimethylammonium Bromide)

100 ml buffer i¢in;

1 M Trisbase pH:7,5 10 ml

5 M Na(Cl 14 ml

0,5 M Edta pH:8,0 10 ml
CTAB lg

14 M Beta Merkaptoethanol (BME) 1 ml
dH,0 65 ml
10XTE BUFFER

Tris-HC1 pH:8,0 12,1 gL
Na,EDTA.,H,0 pH:8.,0 3,7gL"

%1’LiK AGAROSE JEL (Kii¢iik Boy-37 ml)

Agarose 037¢g
5xTBE 7,4 ml
dH,0 29,6 ml
Ethidium bromide 4 ml

Ethidium bromide digindaki tiim malzemeler karistirilir, mikrodalgada eritilir, en son
Ethidium bromide eklenerek taraklari ayarlanmis jel tepsisine dokiiliir.
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EK-C

Trypticase Soy Broth Agar (TSBA) Besi yeri

Trypticase Soy Broth 30¢g
Agar I5g
Distile su 1000 ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilir.

Cozelti 1

Metil Alkol 150 ml
Sodyum Hidroksit 450¢g
Distile su 150 ml

Sirast ile 150 ml metil alkol ve 150 ml H,O bir litrelik renkli ¢ozelti sisesine ilave
edildikten sonra sodyum hidroksit eklenip iyice karistirilmistir.

Cozelti 2
Metil Alkol 225 ml
6 N Hidroklorik Asit 325 ml

Sirast ile 6N’lik hidroklorik asit ve metil alkol bir litrelik renkli ¢ozelti sisesinde iyice
kanstirtlmustir.

Cozelti 3
Methyl-tert-butyl Ether 200.0 ml
Hexane 200.0 ml

Renkli ¢ozelti sisesi icerisinde Metil-tert-butil eter lizerine heksan ilave edilerek
hazirlanir.

Cozelti 4
Sodyum Hidroksit 108 g
Distile su 900.0 ml -

Sirasi ile sodyum hidroksit, distile su igerisinde bir litrelik renkli ¢ozelti sigesi icinde
¢oziliinceye kadar karigtirilmigtir.
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