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Dogu Akdeniz Bolgesinden 24 adet yumugak giiriiklitk Frwinia tirii izole
edilmistir. Bu izolatlarin 17 tauesi Lrwinia caratovora subsp. caratovora ve 7 tanesi
Erwinia chrysanthemi olarak tanllannustir. E. chrysanthemi izolatlarmm biovar 6 oldugu
saptannustir,

Dogu Akdeniz Bolgesinde yaz aylarmda patojenin toprakta yasammu devam
ettiremedigi ancak bu donemde bulagik bitki artiklarinda bir sonraki mevsime kadar
yagamm siird{irdiigii saptannugtir, Turfanda domates {iretim mevsimi olan kig aylan
boyunca patojen topraktan ve bitki artiklarindan izole edilinigtir. Ayrica bulagik
tohumlarda etmen yaklagik 11 ay canhiligm korumugtur. Bulasik tohumlardan gelisen
fidelerin kotiledon yapraklarinda hastalik simptomlarimm belirlenmesi etmenin tohumla
tagmabilecegini gostermektedir.

Domates tohumlarindan E. chrysanthemi’yi elimine edebilmek amaciyla gesitli
tohum uygulamalarmm etkinlikleri test edilmistir. Uygulamalarin etkinlii ve ¢imlenme
yiizdeleri dikkate alndigmda E. chrysanthemi’nin neden oldugu gdvde nekrozu
hastaligina kargt 0.6 M HCl'ya 30 dakika ve %/1’lik NaOCl’ya 30 dakika daldirma
uygulamalarimn basacili oldugu saptanmugtir.

Anahtar Kelimeler: Domates, Erwinia chrvsanthemi, biovar, tohum, epidemiyoloji




ABSTRACT

MSc THESIS

IDENTIFICATION, DETERMINATION of BIOVARS a‘nd EPIDEMIOLOGY
of Erwinia chrysanthemi CAUSED STEM NECROSIS in PLASTIC TOMATO
GREENHAUSES in EASTERN MEDITERRANEAN REGION

RAZIYE CETINKAYA YILDIZ
DEPARTMENT of PLANT PROTECTION

INSTITUTE of NATURAL and APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY of CUKUROVA

Supervisor : Prof. Dr. Ozden CINAR
Year: 2002, Page: 61
Jury : Prof. Dr. Ozden CINAR
: Prof.Dr. Ziilkiif KAYA
: Asisst. Prof. Yegim AYSAN

Twenty four soft rot Erwinia species were isolated from Eastern Mediterranean
Region. 17 of them were identified as Erwinia caratovora subsp. caratovora and 7 of
them were identified as Erwinia chrysanthemi. 1t was determined that [forwinia
chrysanthemi isolated were biovar 0.

It was determined that the pathogen couldn’t survive during summer in Eastern
Mediterrancan Regjon but it could survive in plant debris as far as next scason. During
winter months which is the out of tomato growing season, the agent was isolated lrom
soil and plant debris. The pathogen was also survived on contaminated seeds for 11
months.

Determination of disease symptoms on cotiledone leaves growed [rom
contaminated seeds showed that the agent can be transported by seeds.

Effects of various seed applications were tested in order to eliminate Erwinia
chrysanthemi from tomato seeds. From the point of the germination ratios and effect of
applications on the stem necrosis-caused by Erwinia chrysarthemi dipping in 0.6 M HCI
and 1% NaOCl for 30 seconds were effective.

Key Words: Tomato, Erwinia chrysanthemi, biovar, seed, epidemiology

IT



TESEKKUR
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Cahgmalarimda emegi gegen tiim laboratuar arkadaglaruna, her zaman ve her

konuda yammda olan aileme ve esime tesekkiir ederin,
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1. GIRIS - . _ Raziye CETINKAYA YILDIZ

1.GIRIS

Domates diinyada ve iilkemizde tiiketimi olduk¢a yogun olan sebzelerden
biridir. Tiirkiye’de sebze yetistiriciligi son yillarda siirekli bir artis gdstermektedir.
1999 yili verilerine gore 789.702 hektar alandan elde edilen 22.083.352 ton sebze
tirctiminde domates birinci swrada yer alimaktadir. Domates i¢ piyasada taze olarak
tiiketilmesinin yam sira gida endiistrisinde ham madde olarak kullamilmakta, dig
pazarlara ise taze olarak veya islenerek ihrag edilmektedir (DIF, 1999).

Ulkemizde farkh iklim bolgelerinde hem agik alanda hem &rtii altinda
sofrabk ve sanayii domatesi iiretilmektedir. Sofralk domates iiretimi en fazla
Akdeniz bolgesinde kigin plastik ve cam seralarda, yazin ise tarlada yapiimaktadir.

Seracilik pahal bir yatirim ve iyi bir isletmeciligi gerektirmektedir. Seralarn
iyi havalandirlmamasi, yanlig kiiltirel islemlerin uygulanmasi, hasta bitki
artiklarinin  seralardan uzaklagtirlmamasi, ireticinin her yil aym bitkiyi yetistirme
ahgkanhg: gibi nedenlerden dolayr domates bitkileri hastalanmakta ve 6nemli verim
kayiplart ortaya ¢ikmaktadir. Bu kayiplar hem direticiyi hem de domates {iretimine
bagli olan gida endiistrisini olumsuz etkilemektedir.

Domateslerde fungal ve viral hastalk etmenlerinin yam sira pek ¢ok
bakteriyel etmen de énemli {irlin kayiplarina neden olmaktadir (Karaca ve Saygils,
1982). Bolgemiz domates seralarinda 70’k yilarm sonunda Pseudomonas syringae
pv tomato ve Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in 6nemli zararlara
neden oldugu belirlenmistir (Cmar, 1977, Cinar, 1980). Bu hastaliklar hemen her yil
ortaya ¢ikarak ireticiye problem yaratnustir, 1994 yihnda ise seralarda domates
gdvdesinde nekroz ve g¢iiriiklige neden olan yeni bir hastabk ortaya ¢ikmistir.
Yiiriitiilen arastirmalar sonucu hastaliga Erwinia yumugak ciiriikliiklerinin neden
oldugu belirlenmigtir. Yapilan izolasyon ve tami ¢alismalarina gére etmen Erwinia -
caratovora subsp. caratovora (Ginar ve Aysan, 1995; Tokgdniil, 1995) ve Erwinia
chrysanthemi (Cmar ve Aysan, 1995) olarak saptanmgtir,

Yumusak cliriikliige neden olan bu tiirler Erwinia cinsi iginde caratovora
grubunda yer almaktadir. Yumusak ¢iiriiklik Erwinia tiirleri gram negatif, spor

formu olmayan, fakiiltatif anaeroblardir. Bu grup igerisinde yer alan en Snemli tiirler
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Erwinia caratovora subsp. atroseptica (Van Hall, 1902) Dye 1969, Erwinia
caratovora subsp. caratovora (Jones, 1901) Bergey ve ark. 1923 ve Erwinia
chrysanthemi Burkholder ve ark., 1953°dir.

Bu tiirler bitkinin ¢esitli gelisme dénemlerinde, hasatta, taginma esnasinda ve
depolama sirasinda drettikleri pektolitik enzimler (pektinliyaz, pektinmetilesteraz,
pektatliyaz, polygalakturonaz, proteaz) ile bitkilerin parankimatik dokularm
pargalayarak yumusak ¢uriikliige neden olurlar.

Bu tirlerin onemli bir karakteristik ozelligi konukcu spesifiklifinin az
olugudur. Bu ¢ tiir pek gok bitki tiriinii hastalandirabilir. Ancak bir bitki tirii
iizerinde ii¢ tiir aym anda hastalik olugturmaz. Yumusak ciiriikliik Erwinia tirlerinin
sicaklik istekleri farkli oldugundan cografik yayihmlan da ¢ok degisiktir. Diger bir
deyisle cografik yayilimda en onemli kriter sicakliktir.

Yumugak ¢iriklik Erwinia tirlerinin en 6nemli konukgularindan biri
patatestir. E. ¢. subsp. atroseptica’nin konukgu dizisi patates ve serin iklim triinleri
ile siirh iken, E. c¢. subsp. caratovora daha ithman ve tropikal alanlarda genis bir
yayilma gosterir. F. chrysanthemi tropik ve subtropik uriinleri hastalandiran sicak
iklimlerin bir patojenidir. Genellikle sera iginde yetigen Urtinleri, patates (Solarnim
tuberosum), domates (Lycopersicum esculentum), havug (Daucus carota), musir (Zea
mays), seker kamugt (Saccharum officinarum), celtik (Oryza sativa), aygigegi
(Helianthus annus), muz (Musa parasidiaca), ananas (Ananas sativus), hindibag
(Cichorium intybus), palmiye (Phoenix sp.) ve sus bitkilerimi [begonya (Begomia
spp.), krizantem (Chrysanthemum morifolium), karaofil (Dianthus spp.), orkide
(Orchis spp.), siklamen (Cyclamen spp.), lale (Liriodendron mlipifera), difenbahya
(Dieffenbachia spp.), atatirk cicegi (Euphorbia pulchherrima), afrika meneksesi
(Saintpaulia ionantha), dalya (Dahlia spp.), agloanema (Aglaonema trewbii),
pilodendron (Philodendron sp.)] hastalandinr (Tanii ve Baba, 1971, Perombelon ve
Kelman, 1980; Le Guern ve ark. 1992; Perombelon, 1992; Samson ve ark. 1989,
Perombelon ve Solmond, 1995; Abdalla, 2001).

Erwinia yumugak curiikliiklerinin domateste patojen oldugu ilk defa 1960°h
yillarin sonunda Teksas ABD’de rapor edilmigtir (Speights ve ark., 1967). E. c.

subsp. atroceptica Fransa (Barzic ve ark., 1976) ve Yunanistan (Malathrakis ve
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Gounas, 1987) “da, L. c¢. subsp. carotovora ABD (Speight ve ark., 1907: Carrol ve
ark., 1992), Yugoslavya (Arsenijevic, 1978), Tayvan (Hsu ve Tzeng, 1981), Kanada
(Dhantvantari ve Driks, 1987), Yunanistan (Malathrakis ve Goumas, 1987), Arjantin
(Alippi ve ark., 1997) ve Ispanya (Cazorla ve ark., 2000) ‘da E. chrysanthemi’nin ise
Kolombiya (Victoria ve Granada, 1981), Kiiba (Stefanova ve ark., 1984), Yunanistan
(Alivizatos, 1985) ve ABD (Chellemi ve ark., 1998; Wick ve Shrier, 1990) ‘de
domateste govde nekrozuna neden oldugu belirlenmistir. Ulkemizde ise bolgemiz
dismda Enwinia yomugak ¢iiriikliklerine domateste varlips Bate Akdeniz bolpesinde
Basim ve ark. (2000), Ege bolgesinde Ustiin ve Saygilt (2001) tarafindan rapor
edilmigtir.

Domatesin verimini azaltan ve pazar degerini dii)sﬁren etmenlerden biri olan
E. chrysanthemi erken donemde domates bitkisinde sararma, solgunluk ve
yapraklarda su emmiy gibi goriiniimlere neden olur. Hastahk ilerledikge bitkide
porsiime, yumusama, govde iizerinde homojen olarak dagilous grimsi siyah renk
bozulmalari gdzlenmektedir. Bitki boyuna kesildigi zaman k&tii kokan bir sivi
akmakta, iletim demetlerinde ve Gzde kahverengilesme, bosalma ve yumugama
ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 1.1.). Etmen meyve tutumundan sonra infeksiyon
olusturdugunda meyvede yumusama ve g¢iiriikliige neden olmaktadir (Sekil 1.2.).

Yumusak ¢iliriikliik Erwinia tiitlerinin verdigi ekonomik zarar incelenecek
olursa Erwinia yumusak ciiriikliikleri nedeniyle olusan kayiplar Glkeden {lkeye
degismekle birlikte iiriiniin degerine, hastaliin giddetine, iklim kosullarina, tarla ve
depo sartlarina bagh olarak kabaca yilhk 50-100 milyon dolar olarak tahmin
edilmektedir (Perombelon ve Kelman, 1980). Ornegin Kolombiya'da 1978 yilinda
hastalik domateslerin %60°dan daha fazlasinda zarara neden ohlmustur (Victoria ve
Granada, 1981). Suriyc’de 1993 yilmda  diffenbahya iirctiminin = %50°si [,
chrysanthemi’nin verdigi zarardan dolay ctkilenmigtir (Balestra ve Impiglia, 19906).
Kaliforniada 1998°de havug tiretimi E. chrysanthemi dolay: biiyiik zarara ugramig ve
bir yetigtirme sezonunda yaklagtk 1.800 ton {iriin kaybi meydana gelmistir (Farrar,
2000).
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Sekil 1.1 E. chrysanthemi’nin domates bitkisinde olusturdugu solgunluk ve yumusak
ciiriiklii

Sekil 1.2. E. chrysanthemi’nin domates meyvesinde olusturdugu yumugak ¢iiriiklitk
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Ulkemizde ise Mersin ili plastik domates seralarinda hastah@n ilk defa
goriildiigii yildan bu yana sikayetlerin arttigi gozlenmis ve bazi seralar bu hastaliktan
dolayr sokiilmiigtiir. Mersin ilinde 1999-2000 yillari arasinda yapilan sirveylerde bu
hastahn seralarm %24’ {ine yayildigi belirlenmistir (Aysan ve C'mar, 2001).

Erwinia yumusak giiriikliiklerinin  karakteristik ~ Gzellikleri,  etiyolojisi,
epidemiyolojisi ve miicadelesine iligkin arastirmalar ¢ogunlukla patates bitkisi
iizerinde yapilmustir. 20. yiizylln basmda yapilan ilk ¢ahgmalarda bu patojenlerin
toprakta yagadiklari gosterilimesine kargin yumusak giiriikliik Frwinio  tiirlerinin
toprakta yasam siireleri halen tartigmali bir konudur. Saghkli goriilen patates
bitkilerinden elde edilen tohumluk yumrular yetigtirildiginde tipik hastalik
simptomlarimin  goriilmesi pek g¢ok arastiricinmn hastah@r toprak kdkenli olarak
degerlendirmesine neden olmugtur. Oysa diger bir grup arastirici ise patojenlerin
toprakta siirekli bulunmadigmna infekteli iiretim materyallerinden tekrar giris
yaptigina inanmaktadir. Gelistirilmig tami yontemlerine ragmen Erwinia’larin toprak
kokenli olup olmadiklari heniiz a¢ikliga kavusturulamamustir (Perombelon ve
Kelman, 1980).

Bu tiirlerin tropik ve subtropik bolgelerde ve hatta Akdeniz ikliminin hakim
oldugu yerlerdeki ekolojisi hakkinda sl arastirmalar mevcuttur. Sicakhk ve
yagmurun etkisinin - dominant oldugu bu bdlgelerde  yumusak  ¢iiriikliik
Erwinia’larimin  yagam dongiisiiniin belirlenmesi yararhi olacaktir (Perombelon ve
Kelman, 1980).

Bu yiiksek lisans ¢ahigmasinda domateste solgunluk ve govde giiriikliigiine
neden oldugu daba Onceki cahgmalarla saptanmus olan E.  chrysanthemi’nin
epidemiyolojisi {izerine aragtirmalar yapilarak tohum, toprak ve infekteli bitki
artlklarmdakiv yasami belirlenmeye ¢aligilmigtir. Bu konuda elde edilen sonuglar
hastaligin miicadelesinde bizlere 6nemli ipuglar verebilecektir.

Ayrica dogal habitatt ve konukgu spesifikligi konusunda en az arastirma F.
chrysanthemi tizerinde yapilmistir. Samson ve Nassan-Agha (1978) biyokimyasal ve
serolojik 6zelliklerine gore E. chrysanthemi’yi konukgu bazmmda 6 patovara
aymrmugtir. Daha sonra bunlarda bazi degisiklikler yapilmg (Dickey, 1979: Dickey.

1981; Samson ve ark.,1987; Janse ve Scheepens, 1989) ve isimlendirmede patovar
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yerine biovar teriminin kullanilmast Onerilmigtir. Simdiye kadar E. clnysanlhemi'hin

toplam 9 biovarmin oldugu rapor edilmigtir (Ngwira ve Samson, 1990). |
Dogu Akdeniz Bolgesi plastik domates seralarmda yetistirilen domates

bitkilerinde yumusak ¢iiriikliige neden olan E. chrysanthemi’nin biovar diizeyinde

tamsmt yapmak bu ¢aligmamn diger bir amacin olugturmaktadr.

6 7.C. YORSEKOGRETIM KURULD
PHRORIANTASYON MERKEZ!
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2. ONCEKi CALISMALAR

2.1. E clu:vsantlze‘l_ni-’nin Tamst ve Patovarlaruna/Biovarlarmm
Belirlenmesi Uzerine Yapilan Cahsmalar

E. chrysanthemi ilk kéz siis bitkilerinden biri olan krizantemlerde patojen
olarak belirlenmigti, ABD’de seralarda yetistirilen krizantemlerde 501 yillarin
baginda yeni bir hastahifin ortaya c¢iktigr gozlenmistir. Hasta bitki gdvdesine
bastirildiginda bitki kolayca kirilmakta, boyuna kesildiginde 6zde bir yumusama
kiiklerind(; nadiren giirtime  ve  yankhk simptomlarmm  olustugu, lezyonlarin
kahverengiden, kirmizimsi kahverengiye kadar degisen tonlarda meydana geldigi
belirlenmistir. Hastaligin 6zellikle yiiksek nem ve sicakhgin oldufu seralarda
bitkinin sukkulent dokusunda hizla ilerledigi ve infekteli dokudan izole edilen
patojenin Erwinia cinsine ait oldugu saptammistir. Patojen, E. ¢. subsp. atroseptica ve
E. c. subsp. caratovora’dan %1°lik laktozu ge¢ kullanma, krumwiede’s triple sugar
agar ortanunda once sart sonra kirmizt renk olusturma, bromothymol-blue i¢eren
sukroz ortamnda renk bozulmasi, desoxycholate agar ortanunda sart renkli koloni
olusumu, endo-agar ortaminda pembe koloni ve ortamin renginin pembeye
doniigmesi, fermi’s solusyonunda iyi gelisme, metilen kirmizisi ortaminda negatif,
Voges-Proskouer ortammda. pozitif sonug, %5’lik NaCl’da gelisineme ve 37-41
°C’de iyi gelisme ozellikleriyle ayrinustir, Bu farkhliklar dikkate ahnarak
Bulkholder ve ark. (1953) bu yeni bitki patojenini E. chrysanthemi olarak
isimlendirmiglerdir.

Daha sonraki ¢aligmalar etmenin tamsi ve konukgularmmn belirlenmesi iizerine
yapimistir. E. chrysanthemi’nin domateste patojen oldugu ilk kez Victoria ve
Granada (1981) taéaﬁndan Kolombiya’da rapor edilmistir.

E. chrysanthemi {zerine fizyolojik ve biyokimyasal testlerle yapilan daha
detayll calismalarda izolatlar arasi farklihklar oldugu belirlenmis ve patojenin
patovar veya biovarlarmin  belirlenmesi  iizerine  arastirmalar  baslamustir.
Fitobakteriyolojide  patovar terimi konuk¢u dizisine gdre kullanilir (Young ve ark..
1978). E. chrysanthemi ilk 6nce konukgu dizisine bakilarak 4 patovora ayrilmigtir.
Krizantem bitkisinden (Chrysanthemum morifolium) izole edilen izolat pv.

chrysanthemi, difenbahya (Dieffenbachia spp.) tiirlerinden izole edilen izolatlar pv.
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diffenbachia, kavuguk bitkisinden (Parthenium argentatum) izole edilen izolatlar pv.
parthenii  ve musicdan  (Zea mays) izole edilen izolatlar pv. zea  olarak
isimlendirilmigtir. Daha sonra 2 patovar daha eklenmigtir. Kavanfil (Dianthus sp.)
tirrlerinden izole edilen pv. dianthicola ve muzdan (Musa paradisiaca) izole edilen
izolat da pv. paradisiaca olarak adlandinhwstir (Hildebrand ve ark., 1978: Samson
ve Nasan-Agha, 1978; Dickey, 1979; Dickey ve Victoria, 1980; Thomson ve ark..
1981). Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology kitabmda (Lelliott ve Dickey,
1984) yer alan bu 0 pathovarm smiflandirdmast izolatlarn patojenite testi, fenotipik
6zellikleri ve izolatlar arasi serolojik iligkilere gére yapilmigtir.

E. chrysanthemi yaklagik 50 bitki tiiriinden izole edilmig (Bradbury, 1984) ve
etmenin izole edildigi bitkiye goére isimlendirilmesinin zor olduguna karar verilimistir
(Dickey, 1981; Samson ve ark. 1987; Janse ve Ruissen, 1988). Bdylece biyokimyasal
testlerde ortaya ¢ikan farkliik biovar olarak isimlendirilmistir. Bunlar £,
chrysanthemi pv dieffenbahiae (biovar 1), E. chrysanthemi pv parthenii (biovar 2),
E. chrysanthemi pv chrysanthemi (biovar 3), E. chrysanthemi pv zea (biovar 4), L.
chrysanthemi pv dianthicola (biovar 5), E. chrysanthemi pv paradisiaca (biovar 6)
olarak kabul edilmistir. Son olarak Janse ve Ruissen (1988) kalanchoe (Kalanchoe
sp.) bitkisinden izole ettikleri E. chrysanthemi izolatii biovar 7, Ngwira ve Samson
(1990) kalanchoe ve musir bitkisinden saflagtirdiklar izolatlar1 biovar 8 ve 9 olarak
belirlemigleridir,

Samson ve Nasan-Agha (1978) 17 farkh konukgudan elde edilen 129 £.
chrysanthemi izolatmm biyokimyasal dzelliklerine gore smiflandirarak 58%inin biovar
1, 18°nin biovar 2, 42 tanesinin ise biovar 3 oldugunu tamlamislardir.

Goto (1979) Japonya’da geltikte (Oryza sativa L.) ¢iiriikliige neden olan
etmeni E. chrysanthemi olarak saptamugtir. Celtik izolatinin fizyolojik ve
biyokimyasal o&zelliklerini nusw ve krizantemden “izole edilen izolatlarla
kiyasladiginda celtik izolatinin Erwinia chrysanthemi pv zea (biovar 4) ile benzerlik
gOsterdigini gbzlemistir.

Victoria ve Granada (1981) Kolombiya’mn Cauca vadisinde yetisen
domateslerin yaprak, petiol ve gdvdesinde su emnmis lekelere ve 6ziin kurumasmna

neden olan yeni bir hastalik saptamslardir. %60’a yakin verim kayiplart olusturan
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hastaligm  ctmenini £, chrysanthemi - olarak  tamlaomglar ayrica  patovar/biovar
diizeyinde tamsim yaptiklart izolatlare £, chrysanthemi py zea yani biovar 4 olarak
belitlemisleridir.

Janse ve Ruissen (1988) Hollanda’dan elde ettikleri 40 E. chrysanthemi
izolatim 8 farkli karbon kaynagi kullanma 39 “C’de gelisme ve arginin dehidrolaz
testi sonucuna goére biovar 2, 3, 5 ve 7 iginde smiflandirmuglardir.

Janse ve Scheepens (1989) 65 L. c/uysanlhemi izolati biovar ve/veya
scroprup ve kamgr (ipi dzelliklerine pore fenotipik, bivokimyasal testler il indirekt
immunuflorans teknigi kullanarak belirlemiglerdir. Kargilastirma amaciyla daha 6nce
tanimlanmug 41 izolatin bilgileri de ¢alismaya dahil edilmis ve toplam 106 izolat ile
caligilmugtir, Karanfil’den izole edilen izolatlart biovar 1 ve 5, patatesten izole edilen
izolatlar1 biovar 5 ve 7, krizantem’den izole edilen izolatlar: ise biovar 5 ve 6 olarak
belirlemisler boylece bir konukguda birden fazla biovarm bulunabilecegini
vurgulanuglardir.

Samson ve ark. (1989) yaptiklari c¢alismada 5 kitadan muz. karanfil,
dieffenbahia, kalanchoe, mmsir, patates ve aygiceginden elde ettikleri 192 izolat:
kullannuglardir. Calistiklarn 192 izolatn % 49’unu biovar 3, % 24°(nii ise biovar |
icinde siniflandirmsglar ve yaygin bibvar olarak 1 ve 371 belirlemislerdir.

Wick ve Shrier (1990) ABD’de domateste iletim demetlerinde renklenme ve
ozde bosalmaya neden olan etmeni L. chrysanthemi ve pv chrysanthemi (biovar 3)
olarak tamlanmuglardir.

‘Le Guern ve ark. (1992) hindibag koklerinde ciiriikliige neden olan £

chrysanthemi olarak taniladiklari izolatlar1 biovar 5 ve 6 igerisine dahil etmislerdir.

2.2. Hastabgin Epidemiyolojisi Uzerine Yapilan Cahsmalar

Erwinia yumugak cliriikliklerinin tropik ve subtropik blgelerde ve hatta
Akdeniz ikliminin hakim oldugu yerlerdeki ekolojisi hakkinda smirlt bilgiler vardir.
Ayrica hastah@in epidemiyolojisi ile ilgili caligmalar ¢ogunlukla patates bitkisi
lizerine  yapimustir, Hastaligin domates tohumlarinda yasaml, tohumla tagmip
tagmmadig1, bitki artiklar ve toprakta yasam siiresi yani patojenin epidemiyolojisi ile

ilgili higbir aragtirma mevcut degildir. Bu nedenle bu basghik altmda etmenin diger
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konukgulart ve etmenle ¢ok yakin akraba tiirler olan L. ¢. subsp. caratovora ve IS ¢.
subsp. atroseptica ile yapilan 6nceki ¢aligimalara yer verilmigtir.

Burr ve Schroth (1977) ABD’nin California eyaletinde patates bitki artit ve
yabanci ot igermeyen nadasa birakilnis kumlu-killi yapidaki topraklarda . c¢. subsp.
caratovora ve E. c. subsp. atmseplfca’mn kigt geciremedigini saptanuglardir.
Aragtiricilar patojenlerin toprakta yerlesik olmadigmnu fakat bitki kokleri ile birlikte
olduklar1 zaman toprakta yagamlarim devam ettirdiklerini 6ne siirmiislerdir.

Mc Intrye ve ark. (1978) ABD’nin Conectticut eyaletinde yaptiklari
cahigmada tiitiinlerde (Nicotiana tabacum) govde ¢iiriiklik patojeni olan E. ¢. subsp.
caratovora’nin bahar déneminde tiitiin tarlasinda topraktan geri izole edilemedigini
fakat tarlada bir Onceki sezondan kalan giirlimiig tiitin  koklerinden izole
edilebildigini belirlemislerdir. Depolanan tiitiin tohumlarmdan etimeni 8 ay boyunca
geri izole etmislerdir.

Perombelon ve Kelman (1980) Erwinia’larin toprak da canlihklarnu siirdiiriip
siirdiiremediklerinin tam ortaya konmadlgml ve bakterinin topraktaki yasamin
toprak sicakligi ile direkt baglantih oldugunu rapor etmislerdir. E. ¢ subsp.
atroseplica ve E. c¢. subsp. caratovora kuru topraktan ¢ok suyla doymus toprak da
daba uzun siire yagarken E. clzrjzsan//zen;i kuru toprak da daha wzun siire canl
kabmaktadir. Arastiricilar yumusak giiriikliik Erwinia’larmin hasattan sonra toprakta
kalan bitki artiklarinda ve patates yumrulan tizerinde kit gegirdiklerini ve siddetli
kig soguklarmda Olmeden bir sonraki mevsime kadar canhliklarmi devam
ettirdiklerini bildirmiglerdir. E. chrysanthemi’nin toprak mikroflorasi, bazi sinek
larvalari, nematodlar ve yer solucanlar ile tagmdigiu ancak toprak igerisindeki
yogun bakteri populasyonunun metrelerce uzaktaki alanlara yayilmasmm sadece su
ile oldugunu belirtmiglerdir.

Perombelon ve Hyman (1989) Iskogya’da 17 farkli alanda yetisen yabanci ot
ve kiltiic  bitkilerinin  toprak ve rizosferinde E.  caratovora’nn  yasanum
aragurmuglardir.  Patates yetigtirilen alanlarda hasattan hemen sonra bulagikh@m
yogun oldugunu fakat kis boyunca bir sonraki yetistirme sezonuna kadar patojen
yogunlugunun olduk¢a azaldigmm saptamuglardir. 16 aydan uzun bir siire patates

tiretilen alanlardan elde edilen Erwinia izolatlarmin % 91°ni E. ¢. subsp. carafovora,
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% 9'nu ise L. c. subsp. atroseptica olarak tamlanuglardir. Bakterinin toprakita,
yabanct ot ve kiiltiir bitkilerinin rizosferinde kisa siire yagadigini, yasam siiresinin
islak topraga gore (%21 nem) kuru toprakta (%10 nem) daha uzun oldugunu,
sicakh@gin  25°C’nin  iistiine ¢kt durumlarda ise yasam siiresinin  kisaldigin
bildirmislerdir. Arastiricilar bakteriyi lahanagillerin (Brassica spp.) rizosferinde en
yogun, dar yaprakli bitkilerde ve tahillarda daha az yogunlukta saptanuglar, patates
ve yabanci otlarda en az seviyede oldugunu belirlemiglerdir.

Benlioglu (1991) iilkemizin patates tiretiminin yaklagik yansinm gergeklestigi
Bolu, Nevgehir ve Nigde illerinde 1988-1990 yillart arasinda depo ve tarla sdrveyleri
yaparak tohumluk yumrular, toprak, patates bitki rizosferi, yilizey ve yer alt1 sularinda
yumusak ¢iiriiklik Erwinia’larmin varligim aragtirmugtir, ithal edilen tohumluklarin
cesit ve tohum partilerine gdre degismekle birlikte %2.5-16.0 arasinda degisen
oranlarda E. ¢. subsp caratovora ile bulasik oldugunu saptanmstir. Ug farkh bilgeden
toplam 32 farklt toprak Srneginden hi¢ bir Erwinia tiitli izole edememistir. Ancak
Nevsehir ilinde 11 patates bitkisinden 4 tanesinin kok bolgesi topragindan L. c.
subsp. caratovora ve E. ¢. subsp. atroseptica elde edilmistic. Bolu ili Cepni deresi ve
Golkdy baraj goliinden alman su Srneklerinde E. c. subsp. caratovora nm devaml
bulundugunu yapilan izolasyonlarla saptamuglardir.

Tarlada giiriimiis patates yumrulart E. chrysanthemi igin en dnemli infeksiyon
kaynagim olugturur. Topraga salinan bakteriler toprak suyu yolu ile yavru yumrulara
‘taginmaktadir. Hasat, tesviye, ekim gibi mekanik iglemler sirasinda olusan yaralara
dogru ciiriiyen yumrulardan yogun bakteri yayilist olabilmekte. E. chrysanthemni
ancak yiiksek sicakhilarda patateste. karabacak simpldmu olusturmaktadir. Hastalik
gelisimini etkileyen ana faktor toprak nemidir. Ozellikle toprak neminin yagis, asiri
sulama ve topragin zayif drenaji gibi nedenlerle uzun siire devam etmesinin patates

yumrularinin ¢lirlimesine ortam hazirladigs bildirmistir (Perombelon 1992).

2.3. Tohum Uygulamasi Uzerine Yapilan Cabsmalar

Yumusak ¢iiriiklitk Erwinia tiirlerinin patates, tiitiin ve bir orkide tiiriinde

(Oncidium sp.) tohum kékenli oldugu ve tohum uygulamalarinm yapildigt bir ¢ok
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arastirici tarafindan  bildirilmistir. . Ancak hastahgin domateste tohum kd&kenli
oldugunu bildiren bir ¢alisma bulunmamaktadr.

/ Hankin ve Sands (1977) tohumdaki patojenik mikroorganizmalarn yok
edilmesinde alternatif yontemlerden biri olarak mikrodalga uygulamasmm  (iitiin
gohumlarmdaki E. ¢ subsp. caratovora’nn yok edilmesindeki basarisim
aragtirmuglardir. 625 wattlk mikrodalga radyasyon 10 dakika tiitiin tohumlarma
i}ygulandlgmda tohumdaki bulagikkhk %68 oraminda azalirken siire 15 dakikaya
;;ll(arlldlglnda etkinlik %99 olarak artomgtir, 20 dakikalik uygulamada ise tohum
¢imlenmesi azalmadan patojenin tamamen elimine edilebildigi bildirilmistir.
| Mc Intrye ve ark. ('1978) yaptiklan ¢aligmada tiitiinlerde govde ¢iiriikliik
patojeni olan E. c. subsp. caratovora’nin depolanan tiitiin tohumlarinda 8 ay boyunca
canlih@im siirdiirdiigiinii saptanuglardir. Patojenin tohumdan eliminasyonunda 50°C”
deki 12 dakikalik sicak su uygulamasinin basarili oldugunu ve tohum g¢imlenmesini
engellemedi@ini ortaya koymuglardir.

Perombelon ve ark. (1989) tohumluk patates yumrularindaki £. ¢. subsp
atroseplica ve E. c. subsp. caratovora inokulumunu azaltmak i¢in yumrular: 49, 51,
53, 55, 57 ve 59 °C’deki szak suya 3, 5 ve 7 dakika daldirma yOntemlerinin
etkinliklerini arastlrlmslardlr.‘ Uygulamalarm tiimii inokulumu azaltirken 57°C"ye 7
dakika, 59°C’ye ise 3, 5 ve 7 dakika daldirilan tohumluklarda etmenlerin tamamen
yok oldugu goriilmiistiir.

Yungchun ve ark. (2000) orkide tohumlarinda E. chrysanthemi bulagikligm
Onlemek amaciyla tohumlarm 1 dakika %3’lik H,O, soliisyonuna daldirmanm
tohumdaki inokulumu yok etmek igin yeterli oldugunu belirlemiglerdir. Ayrica
lincomycin (100 pmm) ve streptomycin’in (125 ppm) in vitro kagt disk testinde E.

chrysanthemi’nin geligimini engelledigini saptanuglardar.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Mersin ili Erdemli, Kocahasanh ve Limonlu ilgelerindeki domates
seralarmdan tipik hastallk  simptomu  gosteren  domates bitkilerinden izolasyon
sonucu elde édilen bolge izolatlary, tanulama ve biovarlarin belirlenmesi galigmasinda
kullamlmak iizere kargilagtirma kiiltiiri olarak Georg-Agust Universitesi - Ditki
Koruma Béliimiinden (Gottingen-Germany) Dr K. Rudolph’dan temin edilen tamsi
_ya’p:lnus L. ¢ subsp. atroseptica (GSPB 2131), £ c. subsp. caratovora (GSPB
30/77), F. (JII:VSLIH!hCIﬂi (GSBP 415) kiiltiirleri, Heinz-2274 ¢esidi domates tohumu
ve fideleri, patates yumrulan, saksilar, besi yerleri, gesitli Rimyasal!ar, laboratuar

arag ve geregleri bu galigmada materyal olarak kullanmihmstir.

3.2. Yintem
3.2.1. Yumusak Ciiriikliik Erwinia Tiirlerinin Izolasyonu

Dogu Akdeniz bolgesinde Ortii alti sebze yetistiricilifi yapilan Mersin’in
Erdemli, Kocahasanlt ve Limonlu ilgelerindeki domates seralarindan tipik hastalik
;hnptomu gosteren domates bitkileri alnmugtir. Hastaliklt ve saglikll doku
kistmlarun igeren bitki pargalart % 70’lik alkol ile yiizeyden dezenfekie edilmis ve
icinde 2 ml steril su bulunan havanlarda ezilmigtir. Elde edilen ekstraktan bir 6ze
dolusu siispansiyon almarak King B (King ve ark., 1954) besi yerine g¢izimler
yapihgtir. 25°C’de 48 saatlik inkiibasyondan sonra geligen krem renkli koloniler
saflagtiriiinig ve gelecekteki ¢aligmalarda kullamlmak iizere egik olarak hazwlanmig
Yeast extract-Glikoz-Kalsiyum Agar (YDC) agar ortaminda +4°C’de buzdolabinda
saklanmugtir (Lelliott ve Stead, 1987).

3.2.2 .Domates Bitkilerinin Yetistirilmesi

Patojenite testi igin H-2274 ‘domates bitkileri (Lycopersicum esculentum
Mill.) kullamlmgur. iginde 3:1 orammnda killi yapidaki siyah renkli toprak ve torf
karigimt bulunan 25 cm gapinda plastik kaplar igerisine tohum ekimi yapiimgtir.

Fideler 15-20 giinliik oldugunda aym harg karisuni iceren saksilara (8.5 x 8.5 cm)
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sagirtilmustr. Bitkiler 25°C sicaklik, %60-70 nem ve 16 saat aydmlik 8 saat karanlik

kosullardaki iklim odasmda tutulmustur.

3.2.3. Bakteri Siispansiyonun Hazirlanmasi

King B besi yerinde gelistirilen 48 saathk bolge izolatlart ve orijinal kiiltiirler
spektrofotometrede 660 nanometrede 0.2 Slgiim degerine ayarlanarak (yaklagik 10%

hiicre/inl) siispansiyonlar hazwlanmigtie.

3.2.4. Patojenite Testleri

Elde edilen bakteri izolatlari ile 3-5 yaprakh donemdeki domates bitkileri
kullanilarak  patojenite testleri yapilmigtir. Bunun igin 48  saatlik bakteri
kiiltiirlerinden hazirlanan siispansiyona batirdan steril kiirdan ile domates bitkisinin
povdesi birer cm ara ile 3-4 yerden inokule edilmistir. Pozitif kontrol olarak GSPB
415 E. chrysanthemi kiiltiirii, negatif kontrol olarak ise gegme suyu kullanihnustir.
inokule edilen bitkiler iklim odasina yerlestirilmis ve yiiksek nem saglamak amaciyla
24 saat siireyle 1slak polietilen torba igerisinde tutulmugtur. Degerlendirme
inokulasyondan 7 giin sonra bitki gdvdeleri kesilerek olusan simptomlara gdre

yapilmisur (Kelman ve Dickey, 1989).

3.2.5. Yumusak Ciiriikliik Erwinia Tiirlerini Tamlama Testleri
3.2.5.1. Koloni Renk ve Sekli
3.2.5.1.(1). King B Besi Yerinde Geligim

Litrede 20 g proteose pepton, 10 ml gliserin, 1.5 g KatIPOq 1.5 ¢
MgS0..7H,0 ve 15 g agar igeren King B ortamn 121°C°de 15 dakika otoklav
edildikten sonra petrilere dokiilmiigtir (King ve ark., 1954). Besi yerine ¢izilen
yumugak (;iiril_kliik_ Erwinia izolatlar1 ve orijinal bakteri kiiltiirleri 48 saat 26°C ‘de
inkiibe edilmigtir. Gelisen koloniler UV gtk altmda floresan gelisim ydniinden
incelenmigtir. Pozitif kontrol olarak Pseudomonas cichorii (GSPB 2097) kiiltiitii

kullandnugtir.
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3.2.5.1.(2). YDC Besi Yerinde Gelisim

Taze hazirlanan litrede 10 g yeast extract, 20 g dextrose, 20 g kalsiyum
karbonat, 15 g agar iceren besi yeri 121°C’de 15 dakika otoklav edildikten sonra
petrilere dokiilmiistiir. Besi yerine ¢izilen yumusak ¢iiriiklik Erwinia izolatlar ve
orijinal bakteri Kkiiltiirleri 48 saat 26°C ‘de inkiibasyondan sonra mavi suda

¢Oziilmeyen pigmentlerin varligi ydniinden incelenmistir.

3.2.5.2. Potasyum Hidroksit Testi (KOH)

Taze hazirlanan %3’lilkk potasyum hidroksit soliisyonundan lam iizerine bir
damla damlatildiktan sonra yumﬁsak cliriikliik FErwinia izolatlarmin 48 saatlik
kiiltiirinden platin Gzeyle alman bakteri, soliisyona ‘dairesel hareketlerle
kanstimlmistir.  15-20 saniye sonra &ze yukar kaldmildiginda viskoz, yapiskanimst
bir siinmenin olugmasi gram negatif olarak degerlendirilmistir (Sands, 1990). Pozitif
kontrol olarak Clavibacter michiganensis subép michiganensis (GSPB 382) kiiltiirii

kullanidmustir.

3.2.5.3. Levan Olusumu

Nutrient Agar ortamma %5 oraninda sukroz eklenerek hazirlanan besi yerine
yumusak ¢liriiklik Erwinia izolatlar1 gizildikten sonra 25°C’de 3-4 giin inkiibe
edilmigtir. Kalin, beyaz, konveks, mukoid koloniler pozitif olarak degerlendirilmistir
(Lelliot ve Stead, 1987). Pozitif kontrol olarak E. amylovora kiiltiirii kullanilomstir.

3.2.5.4. Oksidaz Testi

Taze hazirlanan %1°likk N; N; N; N’ - Tetramethyl- 1.4 phenylene
diammonium diclorid eriyigi steril filte kagidina damlatilmistr. Yumugak giiriikliik
Erwinia izolatlarmin 48 saatlik kiiltiici platin . 6ze ile islak kurutma kagidma
¢izildifinde 5-10 saniye iginde olusan koyu mor renk pdzilif olarak
degerlendirilmigtir (Kovaks, 1956). Pozitif kontrol olarak P. cichorii (GSPB 2097)

kiiltiirii kullambmstir,
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3.2.5.5. Patates Ciiriikligii Testi

Deterjanh suda firgalanarak yikanan patatesler %1°lik NaOCl'da 3 dakika
bekletilmis daha sonra 3 kez saf su ile durulanmstir. Bu islemden sonra steril bir
bisturi ile kabuklart soyulmustur. Steril wslak filtre igeren steril petri i¢ine kabugu
soyulmug bir cm kalnhgindaki patates dilimleri yerlestirilmistir. Bir 6ze dolusu
yumusak giiriikliik Erwinia kiiltiirleri patates dilimi iizerine bulastirilmustir. 26°C’de
iki giinliik inkiibasyondan sonra degerlendirme yapilmstir. inokule edilen bdlgedeki

yumugaina pozitif olarak kabul edilmigtir (Lelliot ve Stead, 1987).

3.2.5.6. Arginin Dehidrolaz Testi

Litrede 1 g pepton, 5 g NaCl, 0.3 g K;HPO,, 10 g L(+) arginin HCL, 0.01 g
fenol kirmizist, 3 g agar igeren ortam hazirlandiktan sonra pll 7.2'ye ayarlammgtir,
16x1.5 ¢m boyutundaki cam tiiplere 3’er ml ortam konup otoklav edihﬁistir. Taze
‘geligtirilmis  yumugak ¢iiriikliik Erwinia izolatlani ve orijinal kiiltiirler ile nokta
agilama yapimugtir. Tiiplerin lizeri steril vaspar eriyigi ile kapatilmistir. Kiiltiirler
25°C’de 1 hafta inkiibe edildikten sonra kirmizidan visne rengine donenler pozitif
olarak kabul edilmistir (Lelliot ve Stead, 1987). Pozitif kontrol olarak P. corrugata
(GSPB 1224) kiiltiirii kullanilmistir, Negatif kontrol olarak iig tiip agilanmasmistir.

Vaspar eriyigi hazirlanirken eritilen 1 6lii vazeline 3 8lgii stv1 parafin ilave
edilmis ve otoklav edildikten sonra kullamlnnstm

3.2.5.7. Tiitiinde Asi1 Duyarliik (HR)

Tiitiin bitkisi yapragmn ‘alt yiizeyine damar aralarma yumusak ¢iiriikliik
Erwinia izolatlanmin 10° hiicre/m] yojunlugundaki siispansiyonu bir enjektor
yardum ile inokule edilmigtir. 24-48 saat sonra inokule edilen alanlarda olugan
nekrotik goriiniim pozitif olarak kabul edilmistir (Klement ve Goodman, 1967).
Pozitif kontrol olarak P. cichorii (GSPB 2097) kiiltiirii kullanilnugtr.,

3.2.5.8. Gksidasyon/ Fermantasyon Testi (O/F)

Litrede 2 g pepton, 5 g NaCl, 0.3g KH,PO,, 3 g agar, 3 ml %I’lik

bromothymolblue igeren ortam hazirlandiktan sonra tiiplere 5’er ml konulmustur.
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Otoklavdan sonra 50°C’ye kadar sogutulan tiiplerin her birine soguk sterilizasyon
yapilan %10"Muk glikoz soliisyonundan 0.5 ml ilave edilmigtir. Tavze geligtivilimig 48
saatlik yumusak ¢iiriiklitk Erwinia izolatlart ve orijinal bakteri kiiltiirleri ile nokta
agtlama yapiloustir. Her izolat i¢in 6 tiip kullamlmistir. Bu tiiplerden {igiine 1 ml
steril ik vaspar konarak yiizeyi kapatilimg diger iigline higbir ekleme yapilmanustir.
25°C’de 5-6 giinliik bir inkiibasyondan sonra ortam renginin sariya dénmesi pozitif

olarak degerlendirilmigtic (Sands, 1990). Pozitif kontrol olarak . ¢ subsp.

carafovora, nepatil kontrol olarak isc 75 amylovora kiiltiicii kollanidonstr

3.2.5.9. Jelatin Hidrolizasyonu 'Testi

Litrede 3 g yeast eksrakt, 5 g pepton, 120 g jelatin igeren ortamdan diplere
5’er ml konup 121°C’de 15 dakika 1.2 atmosfer basingta otoklav edilmistir. Ortam
katilagtiktan sonra 48 saatlik yumusak ¢iiriiklik Erwinia izolatlari ve orijinal bakteri
kiiltiirleri ile 3 tekrarh olarak delme agilama yaptlmgtir. 25°C°de 14 giinliik
inkiibasyondan sonra +4°C’de yarm saat bekletilip buzdolabindan ¢ikartilan tiiplerde
goriilen sivilagma pozitif olarak kabul edilmigtir (Misaraghi ve Grogan, 1969).
Negatif kontrol amaciyla {i¢ tiip asilanmamustir. Pozitif kontrol olarak P. cr)rrugala
(GSPB 1224) kiiltiirii kullanilmistir.

3.2.5.10, Lesitinaz Uretimi

Taze giinlik yumurtalar deterjanhi su ile yikandiktan sonra 5 dakika %70’lik
- alkolde bekletilip alevden gegirilmigtir. Steril bir meziir igine yumurtanin sarist alinp
%40 oraninda sulandinimistir. 48°C’ye kadar sogutulmus nutrient agar ortanuna bu
soliisyondan %10 oraninda ilave edilmigtir. Yumurta sanisi soliisyonu igeren Nutrient
Agar ortami iyice kangtiriddiktan sonra steril petrilere d(ikiihnﬁaiir. Katillagsan ortama
yumugak ¢iiriiklik Erwinia izolatlarmin 48 saatlik kiiltiirii ile nokta astlama
yapilnugtir.  Koloni  ¢evresinde - siitiimsii  parlak  gelisme  pozitilf  olarak
degerlendirilmigtir (Fahy ve Persley, 1983). Pozitif kontrol olarak P. cichorii (GSPB
2097) kiiltiirti kullantlmugtir,
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3.2.5.11. NaCl Toleranst

Nutrient Broth ortamina %5 oramnda NaCl eklenmis ve tiiplere 5'er ml
konularak otoklav edilmistir. 48 saatlik yumusak ciiriikliik Erwinia izolatlar ve
orijinal bakteri kiiltiirleri ile tiipler agilannug ve 25°C°de 18 giinlitk inkiibasyondan
sonra bakteri gelisimi kontrole gére degerlendirilmigtir (Klement ve Goodman,
1967). Yamlgiyr asgariye indirmek amaciyla bulaniklik gosteren tiiplerden kati besi
ortamina ekim yapilmig ve geligen kolonilerin patates dilimlerinde  pektolitik
aktiviteleri test edilmigtir. Yumusak ¢iiriiklik olusturan  kiiltiirlerin - yumusak

giiriikliik Erwinia tiirleri oldugu kabul edilmistir.

3.2.5.12. Sukroz’dan Madde Azalias

10g peptone, 17g agar 800ml distile su (A soliisyonu) ve 40g sukroz, 100ml
distile su (B soliisyonu) ile iki farkli soliisyon hazirlanmigtir. A soliisyonu otoklav
edilerek B soliisyonu ise filtreden gegirilerek steril edilmigtir. Sogutulan A soliisyonu
B soliisyonunun iizerine cklenmis ve ortam steril petri kaplarma  dokiilmiigtiir.
Yumusak ciiriiklik Erwinia izolatlari ve orijinal bakteri kiiltiirleri steril bir &7zc
yardinm ile ortam lizerine cizilmistir. Petriler 24-48 saat 26°C’de inkiibe edildikten
sonra her petriye Benedict ayracmdan 10 ml konulmugtur. Petriler 30-45 dakika
60°C’de tutulduktan sonra mavi zemin tizerinde turuncu zon olusumu pozitif olarak
kabul edilmigtic (Kelman ve Dickey, 1989). Pozitif kontrol olarak £ c. subsp.
atroseptica (GSPB 2131) kiiltliri kullantdimgtar.

Benedict ayracimin igeriyigi: 173 g Sodyum citrat, 100g Na,CO31H0 ve 800
ml distile su i¢ine karigtirlmig ve kimyasallar eriyinceye kadar sitildiktan sonra su
ile 850 ml’ye tamamlanmstir, Karigima 17.3 g CuSo4H,0 ilave edildikten sonra son

hacim 1 litre olacak sekilde su ilave edilmistir.

3.2.5.13. Fosfataz Uretimi

Litrede 10g bacto pepton, 5g beaf extract 17g agar igeren karigim criyenc
kadar sitilmistir. Ortanun pH’st 7’ye ayarlannmig ve otoklav edildikten sonra 45-
50°C’ye sogutulmustur. Filtre ile sterilize edilen sodyum phenophthalein diphosphate

solusyonu son konsantrasyon %0.05 (%10°luk soliisyonun 5 ml’si) olacak sekilde
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eklenmigtir. Ortam kan'stlr1ld1ktan sonra petrilere dokiilmiistiir. Tam olarak kuruyan
ortam iizerine bakteri kiiltiirleri ile nokta inokulasyonu yapilmig ve 26°C'de 48 saat
inkiibe edilmigtir. 0.1ml amonyum hidroksit petri kapaklarma konmug ve oFtam ters
cevrilip kapaklar iizerine kapatilmigtir. Bakteri kolonilerinin 1-1.5 dakika igerisinde
parlak, pembe, kirnuzi bir renk almasi pozitif olarak kabul edilmistir (Kelman ve
Dickey, 1989). E. chrysanthemi (GSPB 415) kiiltiirii pozitif kontrol olarak
kullanilmugtar. '

3.2.5.14. Indol Testi

Litrede 10g tryptone, 1g L-tryptophan igeren besi yeri tiiplere 5’er ml konup
otoklav edilmigtir, 48 saatlik yumusak ¢iiriikliik Erwinia izolatlar ve orijinal bakteri
kiiltiirleri ile agilanan ortam, 5 giin boyunca 200 rpm hizda ¢alkalanmigtir. Her izolat
icin 4 tiip kullanilnugtir, 2. ve 5. giinlerde 0.5 ml kovacs’in indol ayracindan ortam
tizerine eklenmis ve vortexte kangtirlan tiiplerde ortam iizerinde koyu kirmiza renk
olugsumu pozitif olarak kabul edilmistir (Kelman ve Dickey, 1989). Pozitif kontrol
olarak E. chrysanthemi (GSPB 415) kiiltiirii kullamlmugtir,

Kovaks’in ayract : 5g P-dimethlaminobenzaldehyde, 75 ml saf amyl, iso-
amyl veya butyl alkol, 25 ml HCI (konsantre). 50-55°C’deki su banyosunda alkol
igerisinde  P-dimethlaminobenzaldehyde eritilmis karisum  sogutulduktan sonra

lizerine yavagga asit ilave edilmistir. Istktan koruniak amaci ile aytra¢ koyu renkli

cam gigeye konulmustur.

3.2.5.15. a -Metil-D-Glukoz’un Kullaninn

1. soliisyon KH,PO4 4¢
K2HPO, 14g
NH,CI 2g
Distile su 500 ml

2. solisyon  Bakto agar 308
Kasominoasit 2g
Distile su 500 ml

3. soliisyon  MgS047H,0 10g
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Distile su 100 ml
4, solisyon  a-Metil-D-glukosid 20g
Distile su 100 ml

5. soliisyon  2,3,5, trimethyl tetrazolium klorid 1 g
distile su 100 ml

Bu soliisyonlar otoklav edildikten sonra sogutulmustur. 1. ve 2.
solisyonlardan 500°er ml kangtirilmigs ve son hacim 1 litre olarak ayarlannugtir.
Daha sonra 3. soliisyondan 1 ml, 4. soliisyondan 50 ml ve 5. solusyondan 2 ml ilave
edilmigtir. Karigtirtlan ortam petri kaplarina dokiilerek iyice kurutulmugtur. Bolge
izolatlan ve orijinal kiiltiirler ile nokta agilama yapilimstir. Petriler 22°C°de 48 saat
inkiibe edilmigtir. Pembe olarak gelisen koloniler pozitif olarak degerlendirihnistir

(Kelman ve Dickey, 1989). Pozitif kontrol olarak E. c. subsp. atroseptica (GSPB

2131) kaltiirii kullandnustr,

3.2.5.16. Eritromisin Testi

Nutrient Agar besi yeri iizerine spektrofotometrede 660 nanometrede 0.1
Olgtin degerine ayarlanan orijinal ve bolge izolatlarmin siispansiyonlarindan 100’er
pl yayilmgtir, Petrinin ortasma 15 pl eritromisin igeren ticari antibiyotik diski
yerlestirilmigtir. Diskin etraﬁ-nda zon olugumu bu antibiyotige bakteri izolatlarinin
duyarlt, zon olugturmayan izolatlarin ise dayamkh oldugunu gostermektedir (Fahy ve
Persley, 1983). Pozitif kontrol olarak E. chrysanthemi (GSPB 415) kiiltiiri
kullandmgtir.

3.2.5.17. Metilen Kirmuzist Testi

Litrede 5 g glikoz, 0.5 g NH4HaPO4, 0.5 g KoHHPO4, 0.2 g MgSO471,0, 5 ¢
NaCl, 5 g yeast ekstrakl ile hazirlanan besi yeri ii¢ tekrarh olarak tiiplere 8cr mi
olarak konmugtur. 121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir. 48 saatlik bolge izolatlar:
ve orijinal kiiltiirler ile asilanan tiipler 7 giin boyunca 200 fpm hizda galkalanmstir,
2. ve 7. .giinlerde tiiplere 0.5 ml métilen kirmizist-ayract eklenmis ve karigtirlnustir.
Kiiltiirlerin renginin kirmuziya ddnmesi pozitif' olarak degerlendirilmistir (I'ahy ve

Persley, 1983). Negatif kontrol olarak agillanmaimsg tiipler kullantlnugtie
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Metilen kirnmzist ayrac: 1 g metilen kirnuzisi 300 ml %96’k alkobde

¢oziildiikien sonra 50 ml distile su ilave edilerek ayrag hazirlannmugtir.

3.2.5.18. Karbon Kaynaklarun Kullanma Testi

Ayers ve ark. (1919)’nun tarif ettigi temel besi yeri litrede 1 g NI1Li11,P0,4, 0.2
g KCI, 0.2 g MgS504.7H;0, 0.016 g bromocresol purpur, igeren temel besi yerinin
pl’st 7.1-7.2°ye ayarlanmlsilr. Baglangigta pH’1 4.5 civarinda olan ortamm rengi
sari-turuncu iken pll yiikseltilince mor renge déniigmiistiir. Agar ilave edilip
kaynatilmis ve ortam 3 erlene egit olarak dagitilmgtir. Her bir erlendeki temel ortama
% 0.5 oranmnda maltoz, trahaloz ve laktoz ilave edilmig ve tiiplere 6’sar ml olarak
dagitilnmgtir.  Otoklav edilip egik gekilde dondurulan tiipler yumusak giiriiklik
Lrwinia izolatlart ile aglannugtr. 25°C’de S giinliik bir inkiibasyondan sonra mor
renkli negatif kontrole gbre rengin sartya donmesi pozitif olarak degerlendirilmigtir.

Negatif kontrol olarak agilanmarmus tiipler kullanilimgtir (Lelliot ve Stead, 1987).

3.2.6. E chrysanthemi’ nin Biovarlarmm Tespiti

E chrysanthemi biovarlan, izolatlarin gesitli karbon kaynaklarun kullanma,
arginin dehidrolaz reaksiyonu ve farkh sicakliklarda geligme yeteneklerine gore

belirlenmigtir.

3.2.6.1. Karbon Kaynaklarmm Kullanma Testi

3.2.5.18'de belirtildigi gibi hazulanan temel besi yerine % 0.5 oramnda
melibiose, inulin, mamnitol, raffinose, D (-) arabinose ve D (-) tartarat ilave edilmis
tiiplere 6’sar ml olarak dagitilnug ve otoklav edilip egik sekilde dondurulmustur. %
0.3 oraninda D(-) tartarat eklenen temel besi yeri (litrede 5 g NaCl, 1 g NH4H:POy, |
g KyIIPO4, 0.2 g MgS04.7H0, 0.01 g fenol kirmizisi ve 15 gram agar) otoklav
edildikten sonra petrilere dékiilmiistiir (Gitaitis vé. ark.,1997). E chrysanthemi’nin 7
izolat ile tiipler ve petriler ésllammstlr. 25°C’de 5 giinliik bir inkiibasyondan sonra
mor renkli tiiplerde rengin sartya dénmesi, petrilerde turuncu renk olan besi yerinin

visne rengine donmesi pozitif olarak degerlendirilmistir. D(-) tartrate kullanmm
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testinde pozitif kontrol olarak P. viridiflava (GSPB 1685) kiiltiirii kullanlnugtir
(Lelliot ve Stead, 1987).
3.2.6.2. Arginin Dehidrolaz Testi

3.2.5.6. de belirtildigi gibi hazwlanan ortam F chrysanthemi'nin 7 izolatt ile
agtlannugur. Kiiltiirler 25 °C’de 1 hafia inkiibe edildikten sonra kirnuzidan vigne
rengine donenler pozitil olarak kabul cdilmigtic (Lelliot ve Stead, 1987). Pozitif
kontrol olarak P. corrugata (GSPB 1224) kiiltiirii kullaminugur, Negatif' kontrol

olarak {i¢ tiip agtanmanugtir,

3.2.6.3. Sicaklik Denemesi

E chrysanthemi’nin 7 farkli izolat1 ile hazirlanan siispansiyondan 10x1.5 cin
bﬁyﬁkrlﬁgﬁndéki tiiplere 1-2 ml konmus ve 39°C’ye ayarli sicak su banyosuna
siispansiyonlart  Ortecek gekilde dalduiimugtir (sicaklik degisimi + 1°C). Su
banyosunda 24 saat tutulan siispansiyondan 1 ml alimp besi ortamma verilmigtir.
26°C’de 5-7 gimliik bir inkiibasyondan sonra meydana gelen koloni gelisimi pozitif
olarak degerendirilmistic (Stapp, 1958). Elde edilen izolatlara yandgiyt aspariye

indirmek amaciyla KOU, oksidaz ve patateste pektolitik aktivite testleri yapihmgtr,

N
o



TLRYAL VEYONIEM . Raziye CETINKAYA YILDIZ

3.2.7. E chrysanthemi’nin Toprak, Tobhum Ve Bitki Artiklarindaki
‘Yasam Siiresinin Saptanmas:

Yapay olarak bulastlrllmis domates bitki artiklari, domates tohumlar1 ve
topraktan yapilan izolasyonlarda besi ortaminda geligebilecek pek ¢ok saprofitik
bakteriden E. chrysanthemi’yi -f‘aylrt etmede kolaylik saglamak amaciyla bir bolge
izolatna 100mg/l rifampisin - antibiyotigine karsi dayaniklilik kazandirilnustie
(Mariano ve McCarter, 1992). Ayrica domates bitkileri £ chrysanthemi ile

bulagtirthrken kullmulmak iizere en iyi inokulasyon yéntemi de belirlenmigtir.

3.2.7.1 Rifampisin’e Dayamkh Erwinia chrysanthemi izolatimn Elde
Edilmesi

E. chrysanthemi oldugu tamlanan bir bdlge izolati (AB-ID 3a) King B besi
yerinde 48 saat gelistirildikten sonra tek koloniden alnan bakieri 20 ml YPS
(Rhodes, 1959) sivi besin yerine aktarimusti. 150 rpm hizda ¢aligan ¢alkalayicida
(Heidolph unimox 1010) 48 saat gelistirilen bakteri siispansiyonundan 5 ml almip
200 ml YPS sivi besi yerine aktarlhnnstlr. Calkalayicida 48 saat gelistirilip bulamk
bakteri gOriiniimii gozlendikten sonra %70’lik alkol igerisinde ¢dziilen 25 mg/l
dozunda filtreden gegirilip steril edilen rifampisin  bakteri siispansiyonuna
eklenmigtir, ilk birkag giin bakterilerin ¢ogunun Slmesinden dolayr sivi besi yeri
berraklagmis daha sonra 25 mg/l rifampisin’e dayanikli mutantlar ¢ogalip ortam
tekrar bulaniklaginca 25 mg/l rifampisin igeren KB besi yerine bu siispansiyondan
gizim yapilarak tek koloniler gehstmlmxstlr Tek bir koloni alnip 20 ml besi yerinde
tekrar ¢ogaltilmis ve yukarida anIatllan islemler 50, 75, 100 mg/! dozuna gore tekrar
edilmigtir. Son olarak 100 mg/l rifampisin iceren King B besi yerinde geligen
dayaniklt mutantlarm E. chrysanthemi olup olmadi3i patates dilimlerinde pektolitik
aktivite ve domateste patojenité‘testleri ile kanitlanmugtir. 1 hafta sonra tipik hastahk
simptomu olugturan bitkilerden yapilan reizolasyonlarda 100mg/l rifampisine
dayanikh reizolatlar elde edilmigtir. Bu izolatlar 100 mg/l rifampisin igeren YDC
egik ortaminda +4°C’de saklanmugtir.
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3.2.7.2 En lyi inokulasyon Yénteminin Belirlenmesi

Rifampisin’e dayaniklilik kazandirilan ve E. chrysanthemi oldugu belirlenen
bir bolge izolati en iyi inoku]aéyon yOnteminin belirlenmesi i¢in kullanimigtir.

Yontem 1 Bir ml bakteri siispansiyonu steril bir enjektr yardimu ile domates
bitkisinin gévdesinin topraga baglandigi kisundan 1 cm yukaridan bitki gdvdesi
igerisine enjekte edilmigtir. Bu iglem 5 tekrarh olarak yapilmustir. Negatif kontrol
olarak 5 bitkinin g&vdesine steril su enjekte edilmistir.

Yontem 2 Domates bitkisinin koklerinin ug kisimlart kesildikten sonra
bakteri siispansiyonuna 15 dakika daldiriloigtir. Bu islemden sonra bitkiler tekrar
topraga dikilmigtir. Iglem 5 tekrarh olarak yapilims negatif kontrol olarak aym
sekilde 5 bitki steril su igerisinde 15 dakika bekletilmistir.

Bitkiler yiiksek nem seviyesini saglamak amaciyla 24 saat nemli polietilen
torbalar igerisine konmug ve 25°C sicaklik, %60-70 nem ve 16 saatl aydinhk 8 saat
karanhk kosullardaki iklim odasinda tutulmustur.

3.2.7.3. E. chrysanthemi’nin Topraktaki Yasam Siiresinin Saptanmass

Caligmada 100mg/l rifampisin’e dayamkhiik kazandmlmig AB-ID3a izolat
kullamlmugtir. Bitki artiklart igermeyen toprak 17 litrelik tencke kutular igerisine
konarak Temmuz 1999 tarihinde topraga gémiilmiistiic (Sckil 3.1.). 1 gram toprak
yaklagik 3x10° bakteri hiicresi ile bﬁlastmhmstlr. inokulasyondan 0, 3, 7, 14, 21 ve
30 giin sonra topragmm 0-15 cm derinliginden 6rnek alinmg ve toprak sulandirma
yOntemine gore izolasyonlar yapilarak patojenin yaz aylari boyunca toprakta yagama
stiresi aragtirilmigtir (Aysan ve Cmar, 1998).

Eyliil 1999 tarihinde 1 gram toprak yaklagik 2.6x10% bakteri hiicresi ile
bulagtirilmig ve bir yil boyunca aylik yapilan izolasyonlarla patojenin kig aylarinda

topraktaki yagama siiresi arastirilmugtic (Aysan ve Cmar, 1998).
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Sekii 3.1 F chky&énihénﬁ ile i;ulgsiirilmls toprak

3.2,74. F. chrysanthemi’nin Bitki Artiklarinda Yasam Siiresinin

Saptanmasi

100mg/l  rifampisin’e  dayamkhlik kazandinlmis AB-iD3a  izolatinm
kullamildigr galigmada domates bitkileri patojenin 10® hiicre/ml yogunlugundaki
slispansiyon ile gévde enjeksiyonu $eklinde inokule edilmistir. iki hafta sonra 10 g
gbvde parcasi 10x10 boyutundaki naylon goraplar igerisine konup Temmuz 1999
tarihinde 10 cm toprak derinligine gomiilmiistiir (Sekil 3.2.). Dort ay boyunca 30
giinde bir 6rnek ¢ikartilmig ve rifampisin igeren King B besi yerine izolasyonlar
yapimistir (Aysan ve Cinar, 1998). Etmenin varhigi domateste patojenite, patateste
pektolitik aktivite ve eritromisin’e duyarlilik testleri ile kamtlanmgtir (Lelliot ve
Stead, 1987)

Temmuz 1999 tarihinde topragin 10 cm derinlifine gomiilen Srnekler 30 giin
araliklarla ¢ikartilarak yapilan izolasyonlar sonucu patojenin infekteli bitki

artiklarmdaki populasyonu bir yil boyunca izlenmistir (Aysan ve Cinar, 1998).

.,;gq,j =

i

Npsi

"
Sekil 3.2. E. chrysanthemi ile bulagtinloug bitki artiklarinm gémiildiigii
toprak alam

a5
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3.2.7.5. E. chrysanthemi’nin Tohumlardaki Patojenitesi Ve Yagam

Siiresinin Saptanmasi

%1 NaOCl’ye 3 dakika daldirilarak yiizeysel dezenfekte edilen 11-2274 ¢esidi
domates tohumlann 100mg/! rifampisin’e dayanikli patojen siispansiyonunda vakum
(15 dak.) ve ardindan daldirma (30 dak.) yontemi kullanilarak inokule edilmistir.
Inokuleli tohumlar bir gece boyunca steril kabinde kurutulmus ve kagit torbalar
igerisinde oda sicakliginda saklanmugtir. Tohumlarn patojen ile bulagma oramini
helirlemek amaciyla 100 adet (ohum 100mp/1 rifampicisin igeren King, B besi yerine
ekilmis ve etrafinda bakteri kolonisi gelisen tohumlar sayilarak bulagtk tohum
yiizdesi belirlenmistir. Her ay 100 adet tohum tesadiif olarak segilerek 100mg/I
rifampisin igeren segici besi yerine ekilmigtir (Hankin ve Sands, 1977). Tohum
etrafinda geligen koloniler sayilarak inokuleli tohum %’si belirlenmigtir. Kontrol
amactyla 3 dakika %1 NaOCl'ye batirilan domates tohumlari kullanilmustir. Etmenin
tohumda yagsam siiresi ayda bir kez yapilan izolasyonlarla 14 ay siireyle izlenmigti
(Aysan ve Cinar, 1998). h

Bulagik tohumlardan geligen fidelerde hastalign ortaya ¢ikigi diger bir
deyigle hastahfin tohumlarla taginma olasligmin belirlenmesi amaciyla H-2274
¢esidi domates tohumlart E. chrysanthemi ile bulagtirilmigtir. Tohumlarin patojen ile
bulagma oranmu belirlemek amaciyla 100 adet tohum [00mg/l rifamcisin igeren King
B besi yerine ekilimig ve ctrafinda bakicri kolonisi gelisen tohumlar éay:larak bulagik
tohum yiizdesi belirlenmigtir. Patojen ile bulagik tohumlar iginde 3:1 oraninda killi
yapidaki siyah renkli toprak ve torf kangim bulunan 25 cm g¢apinda plastik kaplar
igerisine ekilmistir. Ortémda yiiksek nem saglamak amaciyla plastik kaplar slak
polietilen torba igerisinde Konuhnus ve tohumlar 25°C sicaklik, %60-70 nem ve 16
saat aydinlik 8 saat karanlik kogullardaki iklim odasinda tutulmustur. Kotiledonlarde
leke gelisimi yoniinden giinliik incelemeler yapilinig ve simptom oluswmundan sonra
lezyonlu bitkilerden 6rnek alinarak 100mg/l rifamcisin i¢eren King B besi yerine
izolasyon yapilmistir. Elde edilen izolatlara patateste pektolitik aktivite, oksidaz ve

KOH testleri yapilarak etmenin tanist desteklenmigtir. Caligina 3 kez tekrarlannustir.
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3.2.8. Tohum Kokenli inoknlumu Bask: Altina Almada Tohum

Uygulamalanmn Etkisi

Patojen ile yapay olarak bulagtmimig hasta tohumlardan patojeni elimine
edebilmek i¢in 50 ve 55 °C’deki sicak suya 20 ve 30 dakika, %1 NaOCl’ ye 3,4 ve 5
dakika, 0,6 M HCI’e 30 ve 60 dakika, %0.5 ve 1.0’lik 8 hidroxyguinolin’e 3 dakika,
%0.2 bakir asetata 3 dakika, 50 ve 100 ppm dozundaki streptomycin’e 5, 10, 15, 30
dakika dalduma ve bronopol (Bronotak, Agrevo) ile kuru ilaglamanin etkinligi
aragurdnugtir (Kritzman 1993; Tokgdniil ve Ciinar, 1998 Aysan ve ark., 2002).

Uygulama gdrmils tohumlar antibiyotik igeren besi yerine ekilerek tohumdan
elimine olan bakteri %’si belirlenmigtir. Abbot formiiliine gre % etki hesaplanmig
ve bilgisayarda ANOVA (p= 0.05) ile istatistiki analizler yapilarak uygulamalarin
birbirinden farki belirlenmistir,
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Yumusak Ciiriikliik Erwinia Tiirlerinin izolasyonu

Dogu Akdeniz bolgesinde ortii altt sebze yetistiriciligi yapilan Mersin’in
Erdemli, Kocahasanlt ve Limonlu ilgelerindeki domates seralarindan solgunluk, govde
iizerinde grimsi lekeler, gévde giiriikliigii, gévde i¢inin bogalmasi ve iletim demetlerinde
renklenme gibi simptomlar gbsteren domates bitkilerinden (Sekil 4.1. ve 4.2.) King B
besi yerine yapilan izolasyonlarda krem renkli koloniler saflagtirihmis ve 24 adet bilge

izolau elde ediliigtir.

Sckil 4.1. Domates bitkisinde [ chrysanthemi ‘nin neden oldugu solgunluk ve
govde lezyonlart
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Sekil 4.2. E. chrysanthemi’nin neden oldu@u govde ici bosalmasi ve domates
bitkisinde iletim demetlerindeki renklenme
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4. 2. Patojenite Testleri

Toplam 24 adet bilge izolat1 ve orijinal kiiltiirler ile yapilan patojenite testlerinde
tiim izolatlar inokulasyondan 7 giin sonra domates bitkilerinin gévde kisminda grimsi
lekelenmelere govde ¢iiriikliigiine ve iletim demetlerinde renklenmelere neden
olmuglardir (Sekil 4.3.). Negatif kontrol olarak geéme suyuyla inokule edilen bitkilerde
ise herhangi bir hastalik simptomu gozlenmemistir. Tipik hastalik simptomu gostetren
bitkilerden yapilan izolasyonlar sonucu reizolatlar elde edilmis ve tam testlerinde
kullamlmugtir. Bu izolatlarm izole edildigi yer ve izolasyon zamam ¢izelge 4.1°de

verilmigtir.

Sekil 4.3. Patojenite testlerinde AB-ID 3a izolatinn domates bitkisinde
olugturdugu gévde lezyonlar ve iletim demetlerindeki renk degisimi
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Cizelge 4.1. Caliymada kullanilan yumugak ¢iiriikliik Erwinia izolatlarinm listesi

izolatlarm Kod Adlan_ Izole Edildigi Yer fzolasyon Tarihi

AE-1a Kocahasanli / MERSIN 04 Kasim 1999
AK-073 Erdemli / MERSIN 16 Kasim 1999
AS-1b _ Erdemli / MERSIN 04 Kasim 1999
AU-1a2 Limonlu / MERSIN 25 Ocak 2001

AY-0Z Erdemli / MERSIN 07 Aralik 2000
Ceil-a2 Limonlu / MERSIN 09 Kasim 2000
FU-07, Erdemli / MERSIN 09 Kasim 2000
Hac-OZ1b Erdemli / MERSIN 25 Ocak 2001

HC-ID Erdemli / MERSIN 07 Aralik 2000
HCO03-0z3b . Erdemli / MERSIN 07 Aralik 2000
HD-0OZ1b Limonlu / MERSIN 17 Subat 2000
HO-ID Erdemli / MERSIN 17 Subat 2000
fbc-kalb Kocahasanli / MERSIN 18 Aralik 1999
iCL-1a Kocahasanh / MERSIN 11 Aralik 1999
Mc-3a Erdemli / MERSIN 18 Mayis 1999
MKY1- Erdemli / MERSIN 18 Mayis 1999
MK-0Z Kocahasanli / MERSIN 04 Aralik 1999
MUSEIL1 Kocahasanli / MERSIN 12 Ekim 2000

MO-0O7Z. Lirdemli / MERSIN 09 Kasim 2000
MS-072 Erdemli / MERSIN 07 Aralik 2000
My-OZ1a Erdemli / MERSIN 04 Kasim 1999
0K2-Oza Kocahasanh / MERSIN 09 Kasim 2000
RU-1D3 Erdemli / MERSIN 17 Subat 2000
Yuc-0Z1b Kocahasanl / MERSIN 12 Ekim 2001

Patates 1* Kiirkgiiler / ADANA 11 Subat 1996
AB-ID 3a Rif* Kocahasanli / MERSIN 16 Kasim 1996
ME-0OZ Rif* Erdemli / MERSIN 16 Kasim 1996
Israil Rif** Israil 08 Mays 1997

* {zolatlar Yrd. Doc. Dr, Yesim AYSAN’dan temin edilmistir.

** Kultiir Dr. Giora Kritzman’dan (Plant Protection Department, Volcani Center ISRAEL) temin

edilmistir.
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4.3. Bakteri izolatlarini Tanilama Testleri
4.3.1. Koloni Renk ve Sekli
4.3.1.1. King B Besi Yerinde Geligim

Bolge izolatlan ve yumusak ¢liriiklik Erwinia tirlerinin orijinal kiiltiirlerinin
King B besi yerinde floresan pigment iiretmeyen, krem renginde, kenart diiz, kivrimsiz
ve mat goriiniimlii koloniler gelistirmiglerdir. Pozitif kontrol olarak kullanilan P. cichorii

(GSPB 2097) kiiltiirii ise parlak floresan renkte koloniler olugturmustur.

4.3.1.2. YDC Besi Yerinde Gelisim

Bolge izolatlarindan bir tanesi taze hazirlanmig YDC besi yerinde 7 giin sonra
suda ¢Oziilmeyen mavi halka geklinde pigmentli gelisifn gostermigtir (Sekil 4.4.).
Victoria ve Granada (1981), Aysan (2001) ile Aysan ve Cmar (2001) domatesten elde
ettikleri E. chrysanthemi izolatlannmn YDC besi yerinde yukarida belirtildigi sekilde
koloni gelistirdigini bildirmiglerdir. Fakat tiim E. chrysanthemi izolatlar1 bu pigmenti
tiretmemektedir (Cother ve Sivasithamparam, 1983). Benzer sekilde E. chrysanthemi’nin
orijinal kiiltiirii olan GSPB 415’in ve bdlge izolatlariun YDC besi yerinde olusturdugu

koloniler mavi renkli pigment tiretmemiglerdir.

Sekil 4.4. AB-ID 3a izolatinn YDC besi yerinde olusturdugu mavi ¢ziinmeyen
pigment
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4.3.2. KOH Testi

Orijinal kiiltiirler ve bolge izolatlari test sonucunda 6zeye yapigarak
stimiiktimsii. bir yapr olusturdugundan gram negatif (Sekil 4.5.),
kargilagtirma kiiltiirii Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
. ise siimilkiimsii bir yapty1 gostermediginden gram pozitif olarak
degerlendirilmigtir.

Sekil 4.5, KOI testinde gram negatif kiiltiiclerin olugturdugiu stimiiksii yapi
(Sekil Duveiller ve ark. (1997)den almmugtur)

4.3.3. Levan Olusumu

Sukroz (% 5) igeren Nutrient Agar besi yerinde orijinal kiiltiirler, bélge izolatlar
ve pozitif kontrol olarak kullamlan E. amylovora kiiltiirleri kahn, beyaz, konveks ve

mukoid koloniler geligtirdiginden levan pozitif olarak degerlendirilmistir.

4.3.4. Oksidaz Testi

Yumusak ¢liriikliik Erwinia tiirlerinin orijinal kiiltiirleri ve
bolge izolatlarn oksidaz test soliisyonu emdirilmis filtre
kagidina gizilen zigzaglar sonucu higbir renk degisimi
gﬁétermediginden oksidaz negatif olarak degerlendirilmigtir.

Pozitif kontrol olarak kullandlan P. cichorii kiiltiirli birkag

saniye i¢inde koyu mor renk olugturmustur (Sekil 4.6.).

Sekil 4.6. Solda oksidaz negatif, sagda pozitif olan reaksiyon
(Sekil Duveiller ve ark. (1997)’den alinmugtir)

4.3.5. Patates Ciiriikliigii Testi

Yumugak ciiriikliik Erwinia tiirlerinin orijinal kiiltiirleri ve bolge izolatlan
26°C’de  iki giinliik inkiibasyondan sonra patates dilimleri iizerinde giiriiklikler

olusturmuslar ve deneme sonucunda pozitil olarak degerlendirilmislerdir (Sekil 4.7.).
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i

Sekil 4.7, OK2-Oza izolatnhm tirettigi pektolitik enzimler sonucu yumusayan
' patates dilimlerinin gériintimii

4.3.6. Arginin Dehidrolaz Testi

Yumugak ¢iiriiklitk Erwinia tiitlerinin orijinal kiiltiirleri ve
bdlge izolatlarinda 3. glin yapilan degerlendirmede herhangi
bir renk degisimi gozlenmezken 6. giin ortamda renk agilmasi
sonucu negatif olarak degerlendirilmigtir. Pozitif kontrol
olarak kullamlan P. corrugata izolat1 asilamadan 3 giin sonra
hafif bir renk degisimi gdstermis 6 giin sonra ise vigne rengine
donmilgtiir (Sekil 4.8.).

Sekil 4.8. Solda arginin dehidrolaz negatif, sagda pozitif olan
reaksiyon

(Sekil Duveiller ve ark. (1997)’den alinmgtir)

4.3.7. Tiitlinde Agin Duyarhhik Testi (HR)

inokulasyondan 24 saat sonra 28 yumusak ¢riiklik Erwinia izolatlanmmn tiimt
tiitlin yapraginda agir1 duyarliik reaksiyonu benzeri simptomlar olusturmustur (Sekil
4.9.). Bizim sonuglarmza benzer gekilde Cmar ve Aysan (1995) domateste yumusak
¢liriikliige neden olan FErwinia caratovora subsp. caratovora ve Erwinia
chrysanthemi’nin tiitlin damar aralarma inokulasyonundan 24 saat sonra tipik agmn

duyarhilik reaksiyonu yerine inokulasyon yerinde ywmugama, porsiime ve iki parmak
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arasina alindiginda yapraklarin lime lime pargalandigint saptamglardir.  Alivizatos
(1985) isc domateste solgunluk etmeni olarak tamladif Erwinia chrysanthemi’nin titiin
yapraklarinda agsin duyarhlik reaksiyonuna neden oldugunu bildirmistic. Denemede
pozitif kontrol olarak kullanlan P. cichorii (GSPB 2097) kiiltiirii tiitiin yapraklarinda

tipik agir1 duyarlilik simptomu olugturmustur (Sekil 4.10.).
g - ' - . . "

Bl B

Sekil 4.9. OK2-Oza izolatinm tiitiin Sekil 4.10. P. cichorii’nin tiiliin
yapraklarinda olugturdugu asir1 duyarhhk yapraklarmda  olusturdugu  agin
reaksiyonu duyarllik reaksiyonu

4.3.8. Oksidasyon / Fermantasyon Testi (O/F)

Degerlendirme 26°C’de 6 giinliik bir inkiibasyondan sonra yapilmis yumugak
ciiriiklik Erwinia tiirlerinin orijinal kiltiirleri ve bolge izolatlarmm tiimii oksijenli
(vasparsiz) ve oksijensiz. (vasparl) ortamda gelisim goslererek tiiplerin rengini sartya
cevirmislerdir. Negatif kontrol olarak kullamlan Erwinia amylovora oksijensiz. orlamda

gelisim gosteremediginden ortamin renginde degisi‘m olmarmugtir.
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4.3.9. Jelatin Hidrolizasyonu Testi
Orijinal kiilttirler ve bolge izolatlarinmn ekim yapildig1 jelatin ortamlarinda

agilamadan 14 giin sonra gozlenen sivilagma pozitil olarak degerlendirilmigtir. Pozitif
kontrol olarak alman P. corrugata (GSPB 1224) kiiltiirii de besi yerini sivilastirirken

kontrol tiiplerde bir sivilagma gdzlenmemistir.

4.3.10. Lesitinaz ﬁretimi

Orjinal P. cichorii kiiltiirii asilamadan 24-48 saat
sonra koloni ¢evresinde parlaklik ve siitiimsii bir
gelisme gOstermesine (Sekil 4.11.) karsihk

yumusak  ¢liriiklik  Erwinia’larinin  orijinal
kiiltiirleri ve bolge izolatlarinda bu geligsim
gozlenmedigi icin negatif olarak

degerlendirilmigtir.

Sekil 4.11. P. | cichorii kiiltiiriin lesitinaz tiretimi sonucu kolonilerinin cevresinde
olusan parlaklik ve siitiimsii geligme

4.3.11. NaCl Toleransi

Nutrient Broth ortamna % 5 oraminda NaCl eklenerek hazirlanan besi yerinde 18
glin inkiibe edilen yumusak ¢iiriikliik Erwinia tiirlerinin orijinal kiiltiirleri ve bolge
“izolatlarinin témii besi ortaminda gelismiglerdir. Yanilgryr azaltniak amaciyla bulamklik
gosteren tiiplerden besi ortamna yapilan gizimlerde bakteriyel gelisim gozlenmigtir.
Besi ortaminda gelisen bakteri kolonilerinden hazirlanan siispansiyon patates dilimlerine
inokule edildiginde tiim izolatlar pektolitik aktiviteden dolay: patates dilimlerinde
¢iiriikliige neden olmuslardir.
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4.3.12. Sukroz’dan Madde Azalmasi
[azirlanan besi yerinde E.- ¢. subsp. caratovora ve k. chrysanthemi otjinial

kiiltiicleri ile bolge izolatlart turuncu zon olusumu gostermezken FE. c¢. subsp.

atropseptica Kiiltiirii mavi zemin tizerinde turuncu zon olusturmustur.

s

4.3.13. Fosfataz Testi -

Besi yerine nokta inokulasyonu geklinde ésllanan orijinal kiiltiirler ve bolge
izolatlar1 26°C’de 48 saat gelistirildikten sonra petri kapagina
0.1 ml amonyum hidroksit damlatilmgtir. Bu iglem sonunda 7
bolge izolatimn ve orijinal E. chrysanthemi kiiltiiriiniin koloni
rengi hizla pembe renge donmiigtiir (Sekil 4.12.). Bu sekilde

reaksiyon gosteren izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir .

Sekil 4.12. Ustte merkezi pembe olan OK2-Oza izolatmmn fosfataz pozitif kolonileri,
altta ICL-1a izolatinn fosfataz negatif kolonileri

4.3.14. indol Testi

indol test ortammda gelisen kiiltiirler tizetine Kovaks ayraci eklendikten sonra 7
bélge izolat1 ve. orijinal E. chrysanthemi kiiltiirii ile inokule edilmis tiiplerde visne renkli

bir katman olustugundan pozitif olarak kabul edilmigtir.

4.3.15. a-Metil -D-Glukozun Kullanum:

Pozitif kontrol olarak kullandlan E. c¢. subsp. atroseptica
kolonileti hazirlanan ortam tizerinde kirmuzimst pembe renkli
geligmiglerdir (Sekil 4.13.). Kullanilan diger orijinal kiiltiirler ve
bolge  izolatlan oﬁamda beyaz  renkli  koloniler

olusturduklarmndan negatif olarak degerlendirilmislerdir.

. i
Sekil 4.13. a-metil-D-glukozu kullanabilen E. c. subsp afroseptica’nin kirmizimsi
pembe renkli kolonileri

4
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4.3.16. Eritromisin Testi

Kurulan deneﬁiede pozitif kontrol olarak kullanilan E.
chrysanthemi kiiltiirti ve bolge izolatlarindan 7 tanesi
15 pl eritromisin antibiyotigi iceren diskin gevresinde
bir zon olugturmus (Sekil 4.14.) ve eritromisine
duyarh olarak kabul edilmislerdir. Kullamlan diger
orijinal kiiltiirler ve bolge izolatlan ise disk
geviesinde  zon  olugturmadiklarmdan — crittomisine
dayamkh olarak degerlendirilmiglerdir.

Sekil 4.14. Eritromisin antibiyotigine duyarh olan OK2-Oza izolatuun olusturdugu
inhibisyon zonu

4.3.17. Metilen Kirmizisi

2. ve 7. giinlerde yapilan degerlendirmede E. chrysanthemi ve E. c. subsp.
caratovara kiiltiirleri ile kullanlan bolge izolatlarmda besi yeri {izerine ayrag
eklendikien sonra ortammn rengi saridan kirmiziya doniismils ve pozitif olarak

degerlendirilmistir. £. ¢. subsp. atroseptica ise negatif sonug vermistir.

4.3.18. Karbon Kaynaklarim Kullanma Testi

Bolge izolatlar1 karbon kaynaf olarak laktoz ve trehalozu kullanmus, maltozu
kullanamamustir. Kargilastirma Kiiltiirti olarak kullanilan E. chrysanthemi ve E. c. subsp.
caratovara laktoz ve trehalozu kullanrken maltozu kullanamamigtir. E. c. subsp.

_atroseplica ise her lig karbon kaynagun kullannugtir.

Sonug olarak yapilan tcsticrin sonuglarina gore 24 adet bilge izolatimin 7’°si F.
chrysanthemi, 17’si E. c. subsp. caralovara olarak tamlanmustir. Diger arastiricilardan
‘alman Israil-2a, ME-OZ ve Patatesl fzolat1 E. c. subsp. caratovara, AB-ID3a izolat1 ise
E. chrysanthemi olarak tamlanmustr. Elde edilen bulgular De Boer ve Kelman (2001)
tarafindan bildirilen sonuglarla uyum igindedir. Tanlama testi sonuglari toplu halde
Cizelgede 4.2°de verilmigtir.
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Cizelge 4.2. Domateste yumusak ciirtikliige neden olan Erwinia izolatlan ile yapilan fizyolojik ve biyokimyasal test sonuglart
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4.4. E. chrysanthemi izolatlarinin Biovarlarimn Tespiti
4.4.1. Karbon Kaynakiari Kullanma Testi

E. chrysanthemi’nin 7 izolati karbon kaynaf: olarak melibioz, rafinoz ve
mannitol'u  kullanwken D (-)
arabinoz, D (-) tartarat ve inulin’i
kullanmamustir.  P.  viridiflava
(GSPB  1685) kiiltiirtii D ()
tartarat’s kullanarak besi yerinin

rengini vigne rengine g¢evirmistir
| ) ~ (Sekil 4.15.).
Sekil 4.15. Solda P. viridiflava kiiltiiriiniin D (-) tartrat’s kullanarak ortamunmn renginin
degistirmnesi, sagda D (-) tartrat’1 kullanamayan OK2-0Za izolatuin geligimi
4.4.2. Arginin Dehidrolaz Testi

E. chrysanthemi’nin 7 izolati arginin dehidrolaz testi sonucunda negatif sonug
‘vermigtir. Pozitif kontrol olarak kullamlan P. corrugata (GSPB 1224) killtiiriinde ise
ortanun renginin vigne rengine déntigmesi pozitif olarak kabul edilmistir.

4.4.3. Sicakhk Denemesi

24 saat boyunca 39°C’de (+1 °C) tutulan E. chrysanthemi’nin 7 izolat1 King B
besi yerine ¢izildiginde koloni gelisimi gozlenmigtir. Kontrol amaciyla elde edilen
izolatlara yapllan' KOH, oksidaz ve patateste pektolitik aktivite testleri ile bunlarin
yumugak ¢lirtiklitk Erwinia tirleri oldugu desteklenmigtir.

Cizelge 4.3’de goriildigl gibi yapilan bu ¢algma sonucuna gore domatesten
izole edilen E. chrysanthemi izolatlar1 biovar 6 olarak belirlenmistir. Biovar 6 daha dnce
Dickey ve Victoria (1980) tarafindan muzdan ve Le Guern ve ark. (1992) tarafindan
hindibagdan izole edilmistir. Domatesten izole edilen E. chrysanthemi izolatlarim
Victoria ve Granada (1981) biovar 4, Wick ve Shrier (1990) biovar 3 olarak saptamstir.
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4.5. Erwmta chrysanthemi’nin Toprak, Bitki Artigs Ve Tohumdaki Eplﬁtlk
Yasam Siiresinin Saptanmasi

4.5.1. Rifampisin’e Dayamkh Erwinia chrysanthemi izolatmn Elde

Edilmesi

E. chrysanthemi oldugu tandanan bir bolge izolati (AB-ID 3a) 100mg/!
rifampisine dayanikliik kazandirilogtir.

4.5.2. En iyi inokulasyon Ydnteminin Belirlenmesi

Bitkinin govdesine bakteri siispansiyonu verildiginde (Yontem 1) bitkinin iletim
demeti ve 6z kismunda inokulasyon yerinde 0.5- 4.0 ¢m arasinda degigen degerlerde renk
bozulmasi saptanmustir. Patojen bitki kéklerinden verildiginde ise (Yontem 2) bitkinin
iletim demetinde kok kismindan baglayan ve 0.7 ile 2.1 cm arasinda degisen degerlerde
renk bozulmalart gézlenmistir.

Bu degeriere baktigimzda E. chrysanthemi domates bitkisine gévdeden inokule
edildiginde, kok inokulasyonuné gore daha hizh ilerlemektedir. Bu veriler dogrultusunda
E. chrysanthemi’ye karsi domdteste patojenite testinde govde inokulasyonu ydntemi

tercih edilmistir.
4.5.3. Erwinia chrysanthemi’nin Toprakdaki Yasam Siiresinin Saptanmasi

AB-ID 3a Rif izolat1 ile Temmuz 1999 tarihinde bulagtirilmus topraktan 3, 7, 14,
21 ve 30 giin sonra yapilan izolasyonlarda patojen saptanamamustir (Sekil 4.16.). Yaz
aylar1 boyunca domatesin olmadii donemde patojenin toprakta yasamm siirdiiremedigi
kamsina varilmugtr. Benzer gekilde Burr ve Schroth (1977) ile Benlioglu (1991)
yumugak giiriikliik  Erwinig tiitlerinin konuk¢u bitki olmadiginda toprakta uzun siire
yasamin devam éttiremedigini bildirmektedir. Bakteriletin topraktaki yasaminda degisik
sicakliklar ve toprak yapisi etkili olmaktadir (Saygih ve ark., 1985). Arastirmamizi
kurdugumuz ayni deneme alam igerisinde onceki yillarda P. syringae pv. tomato il
yapian bir ¢alismada etmenin pH’s1 7.57 olan killi yapidaki toprakta yagamim devam
ettiremedigi bildirilmigtir (Aysari ve Cinar, 1998).
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Sekil 4.16. Is. chrysanthemi’nin yaz aylaninda topraktaki populasyonu

Liyliil 1999 tarihinde 2.6x10° hiicre/g toprak yogunlugundaki patojen ile inokule
" edilen topraktan 7 giin sonra yapilan izolasyonda bakteri yogunlugu 1.4x 10° olarak
* saptanirken 14 giin sonra bakteri populasyonu 7x10%e diigmiis 21 ve 28 giin sonra ise
patojen topraktan geri izole edilememistir. 45. giin 2x10°, 60.giin 3.5x10°, 90.giin 2x10°,
120. giin 3x10°, 150. giin ise 2.85(105 hiicre/ml yogunlukta bakteri topfaktan izole
edilmigtir. Daha sonraki 4 ay boyunca yapilan izolasyonlarda E. chrysanthemi’m varhg
saptanamamugtir (Jekil 4.17.).
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Sekil 4.17. E. chrysanthemi’nin kig aylannda topraktaki populasyonu —

Topragin E. chrysanthemi ile inokule edilmesinden 21 ve 28 giin sonra yapilan
izolasyonlarda patojenin izole edilememesi bu dénemde patojenin petri teknikleri ile
izole edilecek yogunlugun altinda kaldlgl diiglincesini akla getirmektedir (Aysan ve ark.
1997). Jones ve arkadaglan da yaptiklari ¢calismada kullanidan petri teknikleri ile diisiik
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konsantrasyonlardaki bakterilerin izole edilemeyecegini bildirmiglerdir (Jones ve ark.
1981)

: Sonug olarak E. chrysanthemi’nin Dogu Akdeniz Bélgesinde pH’s1 7.57 olan
killi yapidaki toprakta domatesin bulundugu kig aylarinda yaklagik 6 ay yasamini devam
ettirdigi saptanmugtir. Perombelon ve Kelman (1980) yumusak ¢iirtiklik Erwinia’larmin
topraktaki yasammn toprak sicakligi ile direkt baglantih oldugunu bildirmektedir.

Toprak icerisindeki yogun E. chrysanthemi populasyonunun metrelerce uzaktaki

alanlara su ile yayikdigim belirtmiglerdir.

4.5.4. E. chrysanthemi’nin Topraktaki Bitki Artiklarinda Yagam Siiresinin

Saptanmasi

E. chrysanthemi ile bulagik bifki artiklarmdan Temmuz 1999 tarihinde yapilan
izolasyonda patojen populasyonu 3.2x10% olarak belirlenmistir. Bir ay sonra yapilan
izolasyonda bakteri yogunlugu 4.8x10* hiicre/g bitki artigma diigmiig, Eyliil ayinda ise
patojen izole edilememistir. Ug ay sonra yapilan izolasyonda ise bakteri populasyonunun

tekrar 2.0x10* hiicre/g bitki arti31 yogunluga yiikseldigi saptanmustir (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.18. E. chrysanthemi’nin topraktaki bitki artiklarinda yaz
donemindeki populasyonu

Dogu Akdeniz Bolgesi iklim kogullarmda E. chrysanthemi Eyliil ayinda yapian
izolasyonlarda Dbitki artiklarindan elde edilémemis ancak Ekim aymnda yapilan
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izolasyonlarda saptanmugtir. Patojenin Ekim aymda yapilan izolasyonlarda saptanmasi
bizi etntenin yaz. doneminde bitki artiklarinda yasamum siirdtirdiigii fakat kullandigumz
tekniklerle disiik inokulum yogunlugundaki patojeni izole edemedigimiz sonucuna
gotiirmektedir (Aysan ve ark., 1997).

Patojenin kis aylari boyunca bitki artiklarindaki yasam siiresinin izlendigi
galismada 3.2x10% E. chrysanthemi hiicresi ile inokule edilerek topraga gomiilen bitki
artiklarindan bir ay sonra yapilan izolasyonlarda bakteri populasyonu 4.8x10*
hiicre/gram bitki artig1 seviyesine diigmiig, iki ay sonra ise patojen izole edilememistir
(Sekil 4.19.). Ug ay sonta yapilan izolasyonlarda etmenin populasyonu 2.0x10°
hiicre/gram bitki artig degerine yitkselmis 4, 5 ve 6. aylarda ise patojen inokuleli bitki
artiklarindan izole edilememigtir. 7. ay yapilan izolasyonlarda patojen yogunlugu
3.6x10° hiicre/g bitki artsg1 olarak saptanmus 8. ayda ise populasyon yogunlugu 3.6x10°
hiicre/g bitki artigna diigmustiir. 9, 10, 11 ve 12. aylarda yapilan izolasyonlarda ise

patojen belirlenememigtir.
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Sekil 4.19 E. chrysanthemi’nin topraktaki bitki artiklarinda kis
donemindeki populasyonu

Dogu Akdeniz Bolgesi iklim kogullarinda bulagik bitki artiklarmda E.
chrysanthemi populasyonunun gosterdigi dalgalanmalar Eyliil, Kasim, Aralik ve Ocak "
aylarinda izole edilebilecek yogunlugun allniéla kalmig olabilecegi varsayimim
cagnistirmaktadir. Sekizinci aya kadar yapilan izolasyonlarda patojenin bazi aylarda
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saptavamaylp daha sonrasmda belirlenmesi bizi etmenlerin kig doneminde bitki
artiklarnda  yagamlarmn  devam  ettirdikleri fakat kullandigmmiz  tekniklerle diigitk
- yogunluktaki patojenleri izole edemedifimiz sonucuna gotlirmektedir. Sekizinci aydan
sonra yapilan izolasyonlarda patojenin izole edilememesi patojenin bulagtk bitki
arttklaninda ki dOneminde yaklagk 8 ay boyunca canhligiu  koruyabildigini
gostermektedir. Burr ve Schroth (1977) yumugak ¢uriiklitk Erwinia grubunun fiyesi olan
E. c. subsp caratovora ve E. c. subsp atroseptica’nm bitki kikleri ile birlikte toprakta
yasamlarint devam ettirdigini bildirmektedir. Perombelon ve Kelman (1980) yumusak
glriikltk Erwinia’lannin hasattan hemen sonra toprakia kalan bitki artiklarinda ve
patates yumrular lizerinde kisi gegirdiklerini ve siddetﬁ ki soguklarinda dlmeden bir
sonraki mevsime kadar canliiklarmi devam ettirdiklerini bildirmiglerdir. Perombelon
(1992) tarlada ¢lirlimiiy patates yumrularmin E. chrysanthemi igin en Snemli infeksiyon
kaynag oldugunu ve 6zellikle toprak neminin yagiy, agnn sulama ve topragn zayif
drenaji gibi nedenlerle uzun stire devam etmesi durumunda yumru glirlimesine ortam
hazrrlandifim saptamgtir,

Sonug olarak bblgemiz kosullarmda E. chrysanthemi iki domates iiretim sezonu
arasmda seralarm bos kaldigi yaz dSneminde ve ayrica iiretimin devam ettigi kis
doneminde bulagik bitki artiklarmda yagamum devam ettirerek hastalik igin potansiyel
bir inokulum kayna@ olugturmaktadir.

4.5.5. E. chrysanthemi’nin Tohumlardaki Patojenitesi Ve Yagam Siiresinin
Saptanmasi

E. chrysanthemi’nin 10® hilere/ml yogunlugunda hazirlanan stispansiyon ile
bulagtirlan tohumlardan inokulasyon sonrasinda tesadtifen segilen 100 adet tohumun
hepsinin patojen ile bulagk oldugu saptanmmstr. 220. giine Kkadar her ay yapilan
izolasyonlarda tohumlarm %93-100 arasmda degisen degerlerde patojen ile bulagik
oldugu saptanmgtir. 220. giinden sonra patojen populasyonunda periyodik bir diigtig
gbzlenmistir. 370. giin yapilan izolasyonlarda ise etmen belirlenememistir (Sekil 4.20.).
Benzer gekilde Mc Intre ve ark. (1978) depolannug titiin tohumlarindan E. c. subsp
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caratovora’yr 8 ay boyunca geri izole etmiglerdir Dogu Akdeniz bolgesinde domates
{iretimi Agustos aymin 15’inden sonra baglaylp Mayis ayma kadar siirmektedir. Bu siire
icerisinde iki {irlin domates yetigtirilmektedir. Seralarin sadece Temmuz ve Agustos
‘aylannda bos kaldig1 dikkate alindiginda etmenin tohumlardan 11 ay boyunca geri izole
edilebilmesi bulagik 6tohumlarm inokulum kaynag1 olarak kabul edilmesi gerektigini

6rtaya koymaktadir.

10 4

infekteli tohum %
o N » O

2. Ay
4. Ay -
6. Ay
8.Ay -
10. Ay
12. Ay
14. Ay

Se;kll 420 E. chlysaitthemi;'ﬁin'l;ﬁiésil; tohumdakl yasam siiresinin
saptanmast

Tohumlarin' patojen ile bulagma oranmm belirlemek amaciyla 100 mg/l rifampisin
iceren King B besi yerine yapilan ekimden 24 saat sonra biitiin tohumlarin etrafinda
bakteri kolonilerinin geligtifi gozlenmigtir. Plastik kaplar igerisine ekilen tohumlarda ise
2-3 giin sonra tohum gikigmm bagladigi gézlenmis tohum ekiminden 9-11 giin sonra
gelisen kotiledonlarda -ise koyu kahverengi-siyah renkli yuvarlak Ickeler saptannustir
(Sekil 4.21.). Lekelerden 100mg/l rifampisin -igeren King B besi yerine yapilan
izolasyonlarda 'p:atojem'n gelistigi g6ézlenmigtir. Elde edilen izolatin gram negatif oldugu,
oksidaz negatif sonug verdigi ve patateste yumusak ciiriikliik olugturdugu belirlenmigtir.

Sonug olarak bulagik tohumlardan gelisen fidelerde hastalign saptanmasi
patojenin tohum kdkenli olabilecegihi gostermektedir
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<%

Sekil 4.21. E. chrysanthemi ile bulagik tohumdan gelisen
fidelerin kotiledon yapraklarinda olugan lekeler

4.6. Tohum Kokenli inokulumu Basla Altma Almada Tohum

Uygulamalarin Etkisi |

Domates tohumlarindan E. chrysanthemi’yy elimine edebilmek amaciyla yapilan
tohum uygulamalart % 100" ile % 48 arasinda degisen degerlerde etkili olmugtur. 50 ppm
streptomisin’e 15 ve 30 dakika, 100 ppm streptomisin’e 10, 15 ve 30 dakika, 0.6 M
HCl'e 30 ve 60 dakika, % 1 NaOCl'ye 4 ve 5 dakika, % 0.5 ve % U’lik 8-
hydroxyquinoline 3 dakika, % 0.2’lik bakir asetat’a 3 dakika, 50 ve 55°C sicak suya 20
ve 30 dakika daldirma ve bronopol ile muamele uygulamalarindan % 100 basar: elde
edilmigtir. %1 NaOCl'ye 3 dakika daldirma %98, 100 ppm streptomisin’e 5 dakika
| daldirma %88, 50 ppm streptomisin’e 10 dakika daldwrma %80, 50 ppm streptomisin’e 5
dakika daldirma ise %48 oraninda tohumlardan patojeni elimine etmistir (Cizelge 4.4.).

Petri de yapilan ¢imlenme testinde tohumlar %96 ile %0 arasinda degigen
degerlerde 9imlenmislerdif. 50 ve 100 ppm dozlarindaki streptomisin’e 5 dakika
daldirilan tohumlar %96 oramnda ¢imlenirken, 0.6M HCl'ye 30 dakika ve % |
NaOCl’ye 3 dakika daldirma uygulamalar1 sonucunda bu oran % 92 olmustur. %0.2°lik
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bakir aselat’a 3 dakika 50°C°deki sicak suya 20 dakika ve 100 ppm ‘streplomisin’e 15
- dakika daldirma uygulamalarinda petride ki tohumlarm %88’i ¢imlenmigtir. 50 ppm
streptomisin’e 15 dakika, 100 ppm streptomisin’e 10 ve 30 dakika, % 1’lik NaOCI’ ye 4
dakika daldirma sonucunda tohuﬁlar %84 oraminda ¢imlenmiglerdir. 50 ppm
streptomisin’e 10 dakika ve 0.6M HCI’ye 60 dakika daldirma uygulamalari sonucunda
tohumlarin%80’ninde ¢imlenme g6zlenmigtir. 50 ppm streptomisin’e 30 dakika,
55°C’deki sicak suya 20 ve 30 dakika daldirma ve bronopol ile muamelede tohumlarin
% 76’st gimlenmigtir. % 1’lik NaOClI'ye 5 dakika ve 50 °C sicak suya 30 dakika
daldirma uygulamalarinda tohumlarin %72’sinde g¢imlenme gézlenmistir. % 0.5 ve %
1.0 8-hydroxyguinoline 3 dakika daldirmada petrideki tohumlarmn higbirinde ¢imlenme
gdzlenmemistir (Cizelge 4.4.).

Uygulamalarn  etkinligi ve ¢imlenme %’leri dikkate alndiginda ve E.
chrysanthemi nin neden oldugu domates yumusak ciiriikliigiine karsi 0.6M HCl'ye 30
dakika ve % 1’k NaOClye 3 dakika daldirma uygulamalartin etkili oldugu
soylenebilir.

50



4. BULGULAR VE TARTISMA Raziye CETINKAYA-YILDIZ

Cizelge 4.4. Cesitli tohum uygulamalaninn E. chrysanthemi ve tohum ¢imlenmesi
iizerine etkisi

Tohum Uygulamalan Siire . E. chrysanthemi’ye Etki  Cimlenme %’si
oo . ... (Dakika) = %]si .
Kontrol 0 a 100 a
Streptomisin (50 ppm) 15 100 b 84 e
Streptomisin (50 ppm) 30 100 b 76 g
Streptomisin (100 ppm) 10 100 b 84 e
Streptomisin (100 ppm) 15 100 b 88 d
Streptomisin (100 ppm) 30 100 b 84 e
Bronopol 100 b 76 g
0.6 M HCI 30 100 b 92 c
0.6 M HCl 60 100 b 80 f
NaOCl (%1) 4 100 b 84 €
NaOCl (%1) 5 100 b 72 h
8-hydroxyquinoline (%0.5) 3 100 b 0,0 1
8-hydroxyquinoline (%1.0) 3 100 b 0,0 I
%0.2 Bakur asetat 3 100 b 88 d
50°C Sicak su 20 100 b 88 d
50 °C Sicak su 30 100 b 72 h
55 °C Sicak su 20 100 b 76 g
55 °C Sicak su 30 100 b 76 g
NaOCl (%1) 3 98 c 92 c
Streptomisin (100 ppm) 5 88 d 9% b
Streptomisin (50 ppm) 10 80 e 80 f
Streptomisin (50 ppm) 5 48 f 96 b
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5. SONUCLAR VE ONERILER

“Dogu. Akdeniz Bolgesi Plastik Domales Seralarinda Govde Nekrozuna Neden
Olan Erwinia chrysanthemi’nin Tamsi, Bivarlarmin Belitlenmesi ve Epidemiyolojisi
Uzerine Aragtumalar” isimli bu yiiksek lisans ¢alismasinda clde cdilen sonuglar asagida
(‘5zetlenmi$tir..

Mersin ili Erdemli, Kocahasanli ve Limonlu ilgelerinde 6rtii altnda yetistirilen,
gdvde nekrozu simptomu gdsteren domates bitkilerinden yapilan izolasyonlarda 24 adet
yuugak  gtriklik  Jowinia et izole edibigtie. Bo izolatlarm 17 anesi Lrwiniu
caralovora subsp. caratovora ve 7 tanesi Erwinia chrysanthemi olarak tamlanmustir.
Dogu Akdeniz Bﬁigesinde saptanan E. chrysanthemi izolatlarmn ¢esitli karbon
kaynaklarim kullanma, arginin dehidrolaz reaksiyonu ve farkh sicakliklarda gelisme
yeteneklerine gore biovar 6 oldugu yapilan ¢aligma sonucunda saptanmustir.

Bu yﬁksek lisans tezinde domateste solgunluk ve gbvde giiriikliigiine neden olan
E. chrysanthemi’nin epidemiyolojisi iizerine aragtwmalar yapilarak tohum, toprak ve
bulagik bitki artiklarindaki yasamu aragtinlmigtr. Dogu Akdeniz Bélgesinde yaz
aylarinda patojenin lo'prakta yagamunt devam eftiremedigi ancak bu donemde bulagik
Bitki artiklarinda bir sonraki mevsime kadar varhgm stirdiirdiigii saptannustir. Turfanda
domates iiretim mevsimi olan ki aylar1 boyunca patojen topraktan ve bitki artiklarindan
izole edilmigtir. Ayrica bulagik tohumlarda etmen yaklagik 11 ay canhligii korumugtur.
Bulagik tohumlardan geligen fidelerin kotiledon yapraklarinda hastalik simptomlariun
belirlenmesi etmenin tohumla tagmabilecegini gostermektedir. Bu bilgiler dogrultusunda
hastaligin ortaya §1k1§mda tohumlarin ve bitki artiklarmin primer rol oynadigi
saptannmstir. Elde edilen sonuglar hastalim miicadelesinde bizlere &nemli ipuglari
vermektedir.

Domates tohumlarindan E. chrysanthemi’yi elemine edebilmek amaciyla ¢esitli
tohum uygulamalarunn ctkinlikleri test edilmigtic. Uygulamalarin etkinligi ve ¢imlenme
%’leri dikkate alindiginda E. chrysanthemi’nin neden oldugu gévde nekrozu hastalifina
kars1 0.6 M HCl'ya 30 dakika ve %]1’lik NaOCl'ya 30 dakika daldirma uygulamalarinm
bagsarih oldugu saptanmugtir.
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