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MERSIN iLI SILIFKE iLCESi ORTU ALTI DOMATES
YETIiSTiRiCILIGINDE GORULEN BAKTERIYEL HASTALIK
ETMENLERININ TANISI VE YAYGINLIK DURUMLARININ
BELIRLENMESI
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OZET

Bu ¢alismada Mersin ili Silifke ilgesi merkez ve sekiz farkli mahallesinde ortii altinda
domates {iiretimi yapilan 130 serada bakteriyel hastalik surveyi gergeklestirilmis ve
hastaliklarin bolgede yayginlik durumlar tespit edilmistir. Ayrica, ortii altinda domates
tiretimi yapan {ireticilere anket ¢aligmasi yapilarak bitki koruma ve bakteriyel hastaliklar
konusundaki bilingleri analiz edilmistir. Incelemeler esnasinda seralarda yapraklarda
kloroz, nekroz, bitkide solgunluk, gévdede yumusama ve nekrozlar gibi hastalik belirtisi
gosteren 39 farkli seradan ornekler alinmistir. Calismada 31 farkli seradan 317 adet
bakteriyel izolat elde edilmistir. Izole edilen bakterilerden 109 tanesi secilerek LOPAT,
cesitli fizyolojik ve biyokimyasal testler, MALDI-TOF MS, PCR ve sekans analizi ile
tanilart yapilmistir. Ankete gore lireticilerin daha ¢ok zararlilarla karsilastigi, hastalik
belirtilerini tanidiklari, ancak hastaliga bakterinin neden oldugunu bilmedikleri
gozlenmistir. Silifke ilgesinde Ortii altinda domates {iretimi yapilan alanlarda bakteriyel
etmenlerin yayginlik oran1 %23.8 olarak bulunmustur. Bolgede domates iiretiminde en
fazla sorun olusturan bakteriyel hastalik %17.7 yayginlik oranmi ile Pseudomonas
syringae pv. tomato iken, bunu %4.6 yayginlik oraniyla Stenotrophomonas spp., %1.5
yayginlik  oranlartyla  Clavibacter michiganensis  subsp.  michiganensis ve
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum izlemistir. Oz nekrozu etmenlerinden
Pseudomonas corrugata, Paenibacillus amylolyticus, Paenibacillus polymyxa,
Microbacterium sp. ve Arthrobacter sulfonivorans %0.8 yayginlik oranlariyla bolgede
en az saptanan tlirler olmustur. Mersin ilinde ilk defa domateste firsatg1 patojen
olabilecekleri diisiiniilen Stenotrophomonas, Paenibacillus, Microbacterium ve
Arthrobacter cinsinde yer alan bakteriler izole edilmistir. Bu izolatlarin domateste

patojen olma durumlarinin daha fazla ¢alisma ile ortaya konmasi 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Silifke, Lycopersicum, bitki patojeni bakteriler, sorvey
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ABSTRACT

In this study, tomato bacterial disease surveys were conducted in 130 greenhouses
located in the center and eight neighborhoods of Silifke and prevalence of the bacterial
diseases were evaluated. Moreover, a questionnaire was carried out to analyze the
awareness of the farmers about plant protection and plant bacterial diseases. Among
surveyed greenhouses, a collection of disease infected plant samples showing chlorosis
and necrosis on leaves, wilt, stem rot and pith necrosis were obtained from 39
individual greenhouses. Totaly, 31 out of 39 greenhouses, 317 bacterial strains were
isolated from diseased plants. Among them, 109 bacterial strains were identified using
LOPAT, physiological and biochemical tests, MALDI-TOF MS, PCR and sequencing
tools. It is concluded from the questionnaire that farmers are commonly faced to plant
pests, familiar with disease symptoms, however, they are aware of the the causal agent
as bacterium in greenhouses. The prevalence of bacterial diseases in tomato growing
greenhouses in Silifke, Mersin was recorded as 23.8%. The pathogenic bacterium,
Pseudomonas syringae pv. tomato, was widespread by 17.7% in the region followed by
a prevalence 4.6% of Stenotrophomonas spp. and 1.5% prevalence of Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis and Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum, respectively. The low prevalences of pith necrosis caused by
Pseudomonas corrugata, Paenibacillus amylolyticus, Paenibacillus polymyxa,
Microbacterium sp. and Arthrobacter sulfonivorans were 0.8% in the region. The
assuming  plant  opportunistic  bacteria  Stenotrophomonas  Paenibacillus,
Microbacterium and Arthrobacter spp. were rarely isolated for the first time in Silifke,
Mersin. The study suggests that further tests should be conducted to verify their

pathogenicity on tomatoes.

Keywords: Silifke, Lycopersicum, phytopathogenic bacteria, survey
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GIRIS

Domates (Solanum lycopersicum Mill.) Solanaceae familyas: igerisinde yer alan bir
kiiltiir bitkisidir. Anavatan1 Orta Amerika ile Giiney Amerika’nin kuzey kesimleridir.
Diinya’da ilk olarak Peru ile Meksika’da kiiltiir bitkisi olarak yetistirilmis ve buradan
Diinya’ya yayilmistir. Orta ¢agda Avrupa’ya getirilen domates meyvelerinin o yillarda
zehirli oldugu disiintilerek sadece bahgelerde siis bitkisi olarak yetistiriciligi yapilmigtir
(Durmus vd., 2018). Italya domates iiretimini yapan ilk Avrupa iilkesidir. Domates
Italya’dan sonra diger Avrupa iilkelerine yayilmistir (Peralta ve Spooner, 2007).

Ulkemizde ise domates yetistiriciligi ilk olarak Adana ilinde yapilmistir (Seniz, 1992).

Domates insan sagligin1 koruyan A, E ve C vitaminlerince ¢ok zengin bir sebze tiirtidiir.
Domates % 85 oraninda ¢ok giiglii bir antioksidan olan likopen icermektedir (Rhodes,
2008).

Domates taze veya islem gormiis sekilde tiiketilebilen bir sebzedir. Konserve, domates
suyu, tursu, sal¢a, kurutulmus domates ve ketcap olarak degerlendirilmektedir. Tiirkiye
domates salgast ve domates kurusu ihracatinda diinyada onemli bir konuma sahiptir
(Bayrak ve Kaya, 2009). Tirkiye’de tiretilen domatesin yaklasik %25-30"u islenmekte,
kalan miktar taze olarak tiiketilmektedir. Islenmeye alinan toplam domates miktarinin
%380’1 salca, %15°1 ise konserve olarak islenmektedir. Kalan kisim ise ket¢ap, domates

suyu gibi domates iiriinlerinin tiretimi i¢in kullanilmaktadir (Ertiirk ve Cirka, 2015).

Domates Diinya’nin pek ¢ok iilkesinde farkli ekolojiye sahip bolgelerde yetistiriciligi
yapilan ve tiiketilen, ¢cevreye uyumu olduk¢a fazla olan bir sebze tiiriidiir. Sicak ve 1lik
iklime adapte olmus domatesin acik tarlalarda yetistiriciligi yapildigi gibi kislart 1lik

gecen bolgelerde 6nemli bir ortii alt1 bitkisi olarak tiretimi yapilmaktadir.



Diinyada 4.762.457 hektar alanda 182.256.458 ton domates iiretilmektedir. Cin
61.631.581 ton tiretimi ile en fazla domates iireten iilkedir. Tiirkiye ise 12.150.000 ton
tiretim ile diinyada dordiincii sirada yer almaktadir (Tablo 1) (FAO, 2018).

Tablo 1. Diinya’daki Domates Uretimi (FAO, 2018)

SiraNo  Ulkeler Ekilen Alan (ha)  Uretim (ton)
1 Cin 1 040126 61 631 581

2 Hindistan 786 000 19 377 000

3 Amerika Birlesik Devletleri 130 280 12 612 139

4 Tiirkiye 176 430 12 150 000

5 fran 158 991 6 577 109

6 Misir 161 702 6 624 733

7 Italya 97 092 5798 103
Diinya (toplam) 4762 457 182 256 458

Ulkemizin biitiin bolgelerinde domates yetistiriciligi yapilmaktadir. Ulkemizde
domatesin iiretim amaci bolgelere gore degismektedir ve bu amaglara gore iiretim
sekilleri de farklilik gostermektedir. Bu yiizden tiretimi yapilan domates cesitleri de
sanayi ve sofralik olmak iizere iki farkli grupta toplanmaktadir (Vural vd., 2000). Ortii
alt1 domates yetistiriciliginde sadece sofralik ¢esitlerin turfanda iiretimi yapilmaktadir.
Tarla kosullarinda domates yetistiriciliginde ise sanayi ve sofralik g¢esitlerin iiretimi

yapilmaktadir.

Ortii alt1 sebze yetistiriciligi, birim alandan yiiksek verim ve gelir elde edilmesi ve ayn
zamanda bitkisel iiretimi yilin her mevsimine yayarak yil igerisinde diizenli bir i giicii
kullanim1 saglamasi nedeniyle tarim sektdriimiiz igerisinde Onemli bir yere sahiptir.
Tablo 2 incelendiginde, iilkemizde 290.256 dekarlik alana kurulu seralarda 4.083.681
ton domates tretilmektedir. Mersin ili 29 652 da alanda 406.880 ton sofralik domates
{iretimi ile Tiirkiye’de sofralik domates iiretiminde iigiincii sirada yer almaktadir (TUIK,
2019a). Bu iiretimin ii¢ milyon ton gibi biiylk bir kismi plastik seralarda
gerceklestirilmektedir.



Tablo 2. Bazi illerin ortii alt1 domates tiretim miktarlari (ton) ve ekim alanlar1 (da)

Iller Uretim(ton) Ekim Alani (da)
Antalya 2.421.247 176.599
Mugla 581.746 35.497
Mersin 406.880 29.652
Burdur 143.781 8.735
Amasya 59.940 3.046

Diger 564.728 36.727
Toplam 4.178.322 290.256

Mersin ilinde en fazla ortii alt1 domates yetistiriciligi Erdemli ve Akdeniz ilgelerinde
yapilirken, tez ¢alismasinin yiriitiildigi Silifke il¢esinde ise 3.151 dekar alanda 31.510
ton &rtii altr domates iiretimi yapilmaktadir (Tablo 3) (TUIK, 2019b).

Tablo 3. Mersin ilinde ilgelere gore ortii alti domates tiretimi

Sira No Tice Ad Alan(da) Uretim (ton)
1 Erdemli 15.710 257.050
2 Akdeniz 8.100 84.100
3 Silifke 3.151 31.510
4 Anamur 1.880 14.720
5 Tarsus 650 7.800
6 Mezitli 50 550
7 Yenisehir 25 375
8 Gilnar 40 341
9 Aydincik 20 180

10 Bozyazi 13 150
11 Toroslar 13 104
Toplam 29.652 406.880

Son yillarda artan kiiresel 1sinmanin etkisiyle birlikte olumsuz iklim kosullarinda
bitkisel iiretimin devamlilig1 biiyilk 6nem arz etmektedir. Diger bitkilerin liretiminde

oldugu gibi sebze yetistiricilifinde de biyotik ve abiyotik stres kosullar1 iiretimi



siirlamaktadir. Bitkisel tiretimde stres; biyotik etmenler (viriis, bakteri, fungus, viroid,
fitoplazma, spiroplazma, zararlilar vb.) ve abiyotik etkenler (tuzluluk, kuraklik,
alkalilik, diisiik ve yiiksek sicakliklar, besin elementlerinde eksiklik veya fazlaliklar,
agir metaller, hava kirliligi, radyasyon vb.) sebebiyle ortaya ¢ikmaktadir. Bu etkenler
bitkinin biiyiime ve gelismesini olumsuz etkilerken, verim ve kalite diisiikligiine de yol

agmaktadir.

Ortii alt1 sebze yetistiriciliginde kiiltiirel islemlerin iireticiler tarafindan yeterince ve
zamaninda yapilmamasi, sanitasyon dnlemlerine 6zen gosterilmemesi, bitkiler 1slakken
sera icerisinde dolasilmasi, havalandirmanin yeterince saglanamamasi, tiretim alaninda
drenajin iyi olmamasi, dengeli bitki beslemenin yapilmamasi gibi nedenlerden dolay1
yillar igerisinde pek ¢ok hastalik ortaya ¢ikmistir (Aysan ve Cinar., 2002). Giiniimiize
kadar yapilan arastirmalarda, domates bitkisini 200’e¢ yakin bitki patojeninin
hastalandirdigr farkli arastiricilar tarafindan tespit edilmistir (Chetelat, 2014). Bu
patojenlerden bitkiye en fazla zarar veren ve ciddi verim kayiplarina neden olan biyotik
etmenlerden biri bakterilerdir. Giiniimiizde domates iiretiminde sorun olan &nemli
bakteriyel hastaliklar olarak Pseudomonas syringae pv. tomato’nun neden oldugu
bakteriyel benek hastaligi, farkli Xanthomonas spp. tiirlerinin (X. euvesicatoria, X.
vesicatoria, X. gardneri, X. perforans) neden oldugu bakteriyel leke hastaligi,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in neden oldugu bakteriyel kanser ve
solgunluk hastaligi, Ralstonia solanacearum’un neden oldugu bakteriyel solgunluk
hastaligi, Pectobacterium ve Dickeya tiirlerinin neden oldugu govde curikligi
hastaligi, farkli Pseudomonas tiirlerinin (P. corrugata, P. cichorii, P. mediterranea, P.
viridiflava, P. fluorescens) neden oldugu 6z nekrozu hastaligit ve Rhizobium
radiobacter’un yol actig1 ur hastaligi siralanabilir ( Jones ve ark., 2014). Bu hastaliklar
tilkemizde domates iiretimi yapilan her bolgede zaman igerisinde tespit edilmistir
(Aysan vd., 2002).

Mersin ilinde arastiricilarin  yapmis olduklart farkli c¢aligmalarda domateslerde
bakteriyel yaprak leke etmenlerinden: Pseudomonas syringae pv. tomato, yumusak
ciiriikliik etmenlerinden: Pectobacterium caratovorum ve Dickeya chrysanthemi, 6z
nekrozu etmenlerinden: Pseudomonas corrugata ve Pseudomonas viridiflava (Giines ve

Aysan, 2018), bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligt etmeni Clavibacter



michiganensis subsp. michiganensis (Cetinkaya-Yildiz, 2007; Unlii 2018), 6z nekrozu
etmenlerinden Pseudomonas cichorii (Aysan vd., 2002)’nin varlig1 tespit edilmistir.
Yapilan bu calismalarda Orneklemelerin daha ¢ok Erdemli ilgesinde yogunlastigi
goriilmustiir. Silifke ilgesi Ortii altt domates liretim alaninda sorun olan bakteriyel

hastaliklar ile ilgili detayl1 bir ¢alismaya rastlanmamuistir.

Bu tez ¢alismasinin amaci Mersin ili Silifke ilgesinde 6rtii alt1 domates iiretiminde sorun
olusturan bakteriyel etmenlerin izolasyonu, patojen olma 6zelliklerinin ortaya konmasi,
fenotipik ve molekiiler testlerle bakterilerin kesin tanisinin yapilmasi, ilgedeki ve
seradaki yayginlik durumlarinin belirlenmesidir. Bu amagla 2019 ve 2020 yillar1 Aralik-
Mayis aylar1 arasinda belirli periyotlarla ilcedeki domates seralarina surveyler
gerceklestirilmis ve hastalikli bitki 6rnekleri toplanmistir. Tan1 ¢aligmalarinda klasik
tan1 yontemlerinin yan1 sira, MALDI-TOF MS ile tani, tiire spesifik primerler

kullanarak PCR testi ve universal primerlerle sekans analizi gergeklestirilmistir.



1. BOLUM

GENEL BILGILER VE LITERATUR CALISMASI

1.1. Arastirmanin Amaci

Onemli bir domates iireticisi olan Mersin ili Silifke ilgesinde bakteriyel hastaliklarin
durumu konusunda daha 6nce kapsamli bir survey calismasi yapilmamistir. Bu amagcla:
ilk once bolgedeki tireticilere anket caligmasi yapilmistir. Ankette ¢iftilerin yetistirmis
olduklar1 domates gesitleri, bakteriyel hastaliklar1 tanima durumlari, hastaliklara karsi
kiiltiirel onlemlere gosterdikleri 6zen, sanitasyon ve temizlik Onlemleri konusunda
aldiklar1 6nlemler ile hastaliklara karsi kullandiklari kimyasallar konularinda sorular
sorularak ireticilerin bakteriyel hastaliklar konusundaki bilinci analiz edilmistir. Daha
sonraMersin ili Silifke ilgesi ortii alti domates yetistiriciliginde sorun teskil eden
bakteriyel hastalik etmenleri izole edilerek, gesitli fiziksel, biyokimyasal ve molekiiler
testlerle tanilar1 yapilmis, sera ve bolgedeki yayginlik durumlart ortaya konmustur.
Patojenlerin kesin tanist yapildiktan sonra iireticilere bakteriyel hastaliklarin miicadelesi

hakkinda bilgiler verilerek iireticiler arasinda farkindalik yaratilmaya calisilmistir.
1.2. Arastirmanin Onemi

Mersin ili Silifke ilgesi Tiirkiye’nin 6nemli domates {ireticisi olan il¢elerinden biridir.
llge i¢ tiiketimin yam sira ihracatta da ciddi bir paya sahiptir. ihracat yapilan iilkelerin
taleplerini karsilamak icin ilgede iiretilen domatesi hastalik ve zararlilardan korumak dis
piyasa ile rekabet sansini artiracaktir. Bakteriyel hastalik etmenleri ile miicadele etmek
oldukca zordur ve kimyasal miicadelede etkili bir bakterisit bulunmamaktadir. Dogu
Akdeniz Bolgesi’nde goriilen bakteriyel hastaliklarin tespiti konusunda yapilan
calismalarin ¢ogunlukla Cukurova Universitesi’nden arastiricilar tarafindan yapildig ve

Mersin ilinde en fazla sera domatesi iiretiminin yapildigi Erdemli il¢esinde ¢alismalarin



ve Orneklemelerin yogunlastigi gézlenmistir. Mersin ilinin Erdemli ilgesinden sonra en
onemli bir diger ilgesi olan Silifke’de domateslerde sorun yaratan bakteriyel hastalik
etmenleriyle ilgili yakin zamanda detayli bir ¢alismanin yapilmadigi gorilmistiir.
flgedeki domates iireticileri ile yapilan goriismelerde seralarinda ya da bodlgede hangi
bakteriyel hastaliklarin oldugu, yayginliklart ve dolayisiyla miicadele konusunda
yetersiz kaldiklar1 gozlenmistir. Tamamlanan bu tez ¢alismasinda sera domatesi
iireticilerinin bakteriyel hastaliklar1 taniyabilmesi saglanarak bakteriyel hastaliklarla
miicadelede alacaklar1 Onlemler konusunda bilgilendirmeler yapilmistir. Boylelikle
tireticilerin gereksiz ve yanlis kimyasal kullanimindan uzaklagmasi saglanarak entegre

miicadeleyi tercih etmeleri konusunda bilinglenmelerine yardimer olunmustur.
1.3. Literatiir Calismasi

Domates iiretiminde diinyada soz sahibi olan iilkemizde fidelik, sera ve tarlada
yetistirilen domateslerde sorun olan bakteriyel hastaliklarin belirlenmesi ve tanisi
tizerine farkli yillarda cesitli arastiricilar tarafindan g¢alismalar yiiriitilmustir. Bu

calismalar asagida siralanmistir.

Kahveci (1987), Antalya ilinde ortii alt1 ve tarla domates yetistiriciliginde bakteriyel
hastaliklara neden olan etmenleri ve bunlarin yayginlik oranlarini belirlemek amaciyla
Aralik 1985 ile Temmuz 1986 tarihleri arasinda yapmis oldugu surveyler sonucunda
Clavibacter michiganensis pv. michiganensis (Cmm) ve Pseudomonas syringae pv.
tomato (Pst)’ nun varligini tespit etmistir. Seralarda Cmm il diizeyinde %1.75 oraninda,
Pst ise dikkate alinmayacak derecede az bulunmustur. Tarlada ise Cmm %212.85, Pst

%2.73 oranlarinda saptanmistir.

Oktem ve Benlioglu (1993), Orta Anadolu Bélgesi’nde 14 ilde (Afyon, Ankara, Bolu,
Burdur, Cankir1, Eskisehir, Isparta, Kayseri, Kirsehir, Konya, Nevsehir, Nigde, Yozgat
ve Zonguldak) domates ekim alanlarinda 354 6rnekleme noktasinda domateste sorun
olan bakteriyel hastaliklarin surveyini yapmuslardir. Surveyler sonucunda Afyon
disindaki 13 ilde Cmm’e rastlamislardir. Hastaligin en yogun oldugu iller sirayla Isparta
(%5.25), Yozgat (%4.67), Ankara (%3.71), Cankirt (%1.8) ve Nigde (%1.4) olarak
saptanmistir ve diger illerde ise %0.07-0.71 arasinda degisen oranlarda hastalik

etmenini saptamiglardir.



Ozyilmaz (2001), 1999-2000 yillarinda Aydin iline ait 13 ilgede ortii altinda domates
iretimi yapilan alanlarda Cmm, Pseudomonas corrugata ve yumusak ¢iiriikliige neden
olan etmenlerin varligini saptamak igin survey ¢alismalar1 yapmustir. Survey alanlarinda
P. corrugata ve yumusak ¢iiriikliik etmenlerine rastlamazken, Cmm’e Cine ilg¢esinde iki,

Incirliova ilgesinde bir serada olmak iizere ii¢ serada rastladigini bildirmistir.

Ustiin ve Saygili (2001), survey c¢alismalari ile domateslerde 6z nekrozu hastaligma
neden olan bakteriyel etmenlerin Akdeniz ve Ege Bolgesi’nde bulundugunu tespit
etmiglerdir. Akdeniz Bolgesi’nden elde ettikleri O6rneklerde 6z nekrozuna yol agan
etmenleri Pseudomonas cichorii, Dickeya chrysanthemi, P. viridiflava, Pectobacterium
carotovorum, P. mediterranea, P. corrugata ve P. fluorescens olarak tanilamislardir. Bu
hastaliklarin Akdeniz Boélgesi’ndeki seralarin %6-17’sinde var oldugunu bildirmislerdir.
Akdeniz Bolgesi’'nde sorun olan bu etmenlerin bdlgedeki yaygilik durumunun %1-3
oldugunu bildirmislerdir. Ege Bolgesi’nde ise 6z nekrozuna neden olan etmenlerin
%42’si P. viridiflava, %26’s1 P. cichorii, %16’s1 P. carotovorum, %14’t Pseudomonas
spp., %2’si P. corrugata olarak bildirilmistir. Ege Bolgesi’'ndeki domates seralarinin

%20.89-28.57’sinin 6z nekrozu etmenleri ile bulasik oldugunu rapor etmislerdir.

Aksoy (2002), Samsun ilinde bakteriyel hastalik etmenlerini ve yaygimnlik oranlarini
sekiz ilgede 1037.9 dekar alanda gergeklestirdigi surveylerle belirlemistir. Bakteriyel
etmenleri fizyolojik, biyokimyasal ve patojenite 6zelliklerine gore tanilamistir. Samsun
ili domates tiretimi yapilan alanlarda Cmm (% 0.64), P. carotovorum (% 0.22), P.
corrugata (% 0.53), Pst (% 0.42) ve Xanthomonas vesicatoria (% 1.70) olmak iizere bes

farkli bakteriyel hastalik etmeninin varligini tespit etmistir.

Cetinkaya-Yildiz (2002), Mersin ili Erdemli ilgesi domates seralarinda yapmis oldugu
surveylerde yumusak ciiriikliik belirtisi gosteren bitki 6rneklerini toplamistir. Surveyler
sonucunda 24 adet yumusak ciiriikliik etmeni izole etmistir. Morfolojik ve biyokimyasal
Ozelliklerine gore izolatlarin 17 tanesini P. caratovorum ve yedisini de D. chrysanthemi

olarak tanilamistir.

Yilmaz (2005), Antalya ilinde (Aksu, Serik, Manavgat, Alanya, Gazipasa, Finike ve
Kumluca) yapmis oldugu surveylerde 6z nekrozu hastaligi belirtisi gosteren domates

bitkilerinden ornekler toplamistir. Bitki patojen bakterilerin tanisinda, LOPAT testleri



ve tiire spesifik primerler kullanarak PCR ile kesin tanilarmi yapmistir. Surveyler
sonucunda Antalya ilinde 06z nekrozu etmenlerinden P. corrugata ve P.

mediterranea’nin varhigini bildirmistir.

Tekman (2005), Adana ve Mersin illerinde ortii altinda domates iiretimi yapilan
seralarda survey calismast yapmistir. Mersin ili Erdemli ve Tarsus ilgelerinden, Adana
ilinde ise Yumurtalik ve Ceyhan ilgelerinden 16 adet bakteri izolat1 elde etmistir. Bu
izolatlardan domates govdesinde 6z nekrozuna neden olan etmenleri Pseudomonas spp.

olarak tanilamstir.

Umesha (2006), Hindistan’in Karnataka eyaletinde, domates {iretim alanlarinda yapmis
oldugu survey c¢alismasinda Cmm’i hastalikli bitkilerden ve domates tohumlarindan
izole etmistir. Uretim alanlarinda hastalik oranm1 %25-48 arasinda degismistir. Cmm ile

bulasik arazilerin %46 sinda patojenin tohuma kadar bulasma gosterdigini bildirmistir.

Cetinkaya-Yildiz (2007), yapmis oldugu doktora tez caligmasinda Adana, Mersin,
Antalya, Bursa, Artvin, [zmir illerinde domates iiretimi yapilan alanlardan Cmm
simptomu gosteren bitki ornekleri toplamistir. Bu 6rneklerden 57 adet bakteri izolati
elde etmistir. izolatlarin tamammi patojenite, morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal,

serolojik ve molekiiler testlerle Cmm olarak tanilamistir.

Belgiizar (2014), 2011 ve 2012 yillarinda Tokat ilinde tarlada domates iiretiminin
yogun olarak yapildigi Merkez, Pazar, Turhal, Niksar ve Erbaa il¢elerinde surveyler
yaparak domateste Cmm’in bolgedeki ve tarladaki bulunma oranlarini belirlemistir.
2011 yilinda hastaligin tarlada bulunma oranini ortalama %9.64, 2012 yilinda ise %4.98
olarak belirlemistir. Bolgede hastaligin bulunma oranlarini ise 2011 yilinda Merkez’de
0088.88, Niksar’da %54.54, Erbaa’da %52.38, Turhal’da %46.15 ve Pazar’da %18.18
olarak, 2012 yilinda ise Erbaa’da %61.90, Merkez’de %52.85, Turhal’da %47.72,
Pazar’da %44.44 ve Niksar’da ise hastalik olmadigini belirlemistir.

Karabiiyiik vd. (2014), 2013-2014 yillarinda Adana’da ticari fideliklerde ve agik tarla
domates iiretim alanlarinda sorun olan bakteriyel etmenleri tespit etmislerdir. Domates
yetistiriciligi yapilan 770 dekar alanda ve iki ticari fidelikte survey caligmasi
yapmiglardir. Survey ¢alismalari sonucunda Yyedi tarladan 62 bakteri izolati,

fideliklerden ise 48 bakteri izolat1 elde etmislerdir. Bu izolatlar1 Gram reaksiyonu, King
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B besi yerinde Floresan pigmentasyon, Nisasta hidrolizasyonu, LOPAT ve patojenite

testlerine gore Pst ve X. axonopodis pv. vesicatoria olarak tanilamislardir.

Oztiirk (2016), 2015 ve 2016 yillar1 arasinda Samsun ili Bafra ve Carsamba ilcelerinde
domates iretim alanlarinda sorun olan bakteriyel hastalik etmenlerini belirlemek
amacityla 20 koy ve 80 arazide survey calismasit yapmustir. Survey caligsmalari
sonucunda 126 adet bakteriyel izolat elde etmistir. Elde edilen izolatlardan morfolojik,
fizyolojik, molekiiler ve patojenite testlerine gore 28 tanesinin patojen oldugunu
belirlemistir. Bu izolatlardan 15 tanesini Pst, 12 tanesini Cmm ve birini de P. syringae

pv. syringae olarak tanilamistir.

Bayman (2017), Diyarbakir ilinde yapmis oldugu ¢alismada Kayapinar, Ergani, Bismil,
Yenisehir ve Cmar ilgelerinde domates yetistiriciliginde sorun teskil eden bakteriyel
hastalik etmenlerini ve yayginlik oranlarini belirlemistir. Yapmis oldugu surveylerden
20 bakteriyel izolat elde etmistir. Calisma ile domates alanlarinda Cmm’i %40.62,
Xanthomonas campestris pv vesicatoria’yr %9.37, Pst’yi %3.12 ve P. carotovorum

subsp. carovotorum’u ise %6.25 oranlarinda yaygin bulmustur.

Giines ve Aysan (2018), Mersin ilinin Erdemli ilgesinde ortii alti domates
yetistiriciliginde sorun olan bakteriyel hastaliklar1 ve yayginlik durumlarini belirlemek
icin 63 sera incelemesi yapmistir. Survey calismalarinda 43 hastalikli bitki 6rneginden
yaptig1 izolasyonlarda bes farkli patojenik tiire ait 113 bakteri izolat1 elde etmistir.
Izolatlarin tamisinda morfolojik, biyokimyasal, fenolojik ve molekiiler testleri
kullanmistir. Survey sonuglarina gore yaprak leke etmenlerinden Pst %17, yumusak
ciiriikliik etmenlerinden P. caratovorum %6 ve D. chrysanthemi %2, 6z nekrozu
etmenlerinden P. corrugata %4 ve P. viridiflava ise %2 yayginlik oranlar ile hastalikli

bitki 6rneklerinden en fazla izole edilen patojen tiirler olarak bulmustur.

Unlii (2018), Mersin ili Erdemli (Kocahasanli, Piistiillii, Kizil En) ve Silifke
(Delikkaya, Ovacik) il¢elerinde survey calismasi yapmistir. Yapmis oldugu surveyler
sirasinda dort adet tarla ve bes adet domates serasindan Cmm belirtisi gosteren 28 adet
ornek toplamistir. izolasyonu yapilan hastalikli bitki rneklerinden yedi adet Cmm

izolat1 elde etmistir.
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Sunyar (2019), Igdir ilinin Aralik, Tuzluca, Karakoyunlu ilgelerinden ve Igdir
merkezde domates iiretimi yapilan alanlarda survey calismasi yapmustir. Toplamis
oldugu orneklerden 98 adet bakteri izolat1 elde etmistir. Bakteri izolatlarin1 floresan
pigment iiretimi, gram reaksiyonu, LOPAT 0zelliklerine gore tanilamistir. Taniy1
desteklemek icin Mikrobiyal Identifikasyon Sistem (MIS) ve BIOLOG Gen III
sisteminden faydalanmistir. Testleme sonucunda sekiz izolati X. axonopodis pv.

vesicatoria, iki tanesini P. viridiflava ve bir adedini de Pst olarak tanilamistr.



2. BOLUM

MATERYAL VE YONTEM

Mersin ilinin Silifke ilgesinde yapilan survey c¢aligmasi ile ortii altt domates
yetistiriciliginde sorun teskil eden bakteriyel hastalik etmenlerinin izolasyonu,
patojenitesi, morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler tanisi ile yayginlik
oranlari tespit edilmistir. Bu amagla LOPAT testleri, nisastanin hidrolizi, indol testi gibi
klasik testler ile, MALDI-TOF MS ile tani ve tiire spesifik primerler ile PCR testleri ve

sekans analizi yapilarak bakterilerin tanis1 desteklenmistir.
2.1. Materyal
2.1.1. Tez Cahismasinda Kullanilan Bitkisel Materyaller

Calismada, Mersin ilinin Silitke ilgesindeki domates {liretim alanlarindan elde edilen
hastalikl1 bitki ornekleri, patojenite ¢alismalarinda Hazara F1 c¢esidine ait domates
fideleri, asir1 duyarlilik testleri igin tiitiin (Nicotiana tabacum cv. Samsun) ve aksam
sefas1 (Mirabilis jalapa) bitkileri, pektolitik aktivite testinde ise taze patates yumrulari

bitkisel materyal olarak kullanilmistir.
2.1.2. Tez Cahsmasinda Kullanilan Alet, EKipman ve Kimyasallar

Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma Birimi’ndeki laboratuvarlarda bulunan
manyetik karistirict (Heidolph), terazi (IKA), otoklav (HIRAYAMA HV-50), inkiibator
(NUVE), erlen ¢alkalayici (Heidolph), tiip karistirict (Heidolph), buzdolabi ve derin
dondurucu (Thermo), tiip calkalayici (IKA), bitki yetistirme kabini (NUVE), pH metre
(OHAUS), mikropipet seti (EPPENDORF), steril kabin (NUVE), thermocycler (BIO
RAD), DNA jel goriintileme ve dokiimantasyon sistemi (BIO RAD), su banyosu
(NUVE) ve spektrofotometre (Shimadzu) kullanilmistr.
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Tez caligmasinda kimyasal olarak; N,N,N’,N’-Tetrametilenetilendiamin (Merck), HCI
(Merck), Glucose (Carlo Erba), Tryptone (Acumedia), Phenol red, L-Arginine (Merck),
CaCOg3 (Merck), Ethidium Bromiir (Fluka), PCR Master Mix (Fermantas), Glycerol
(Carlo Erba), Agar (Merck), Peptone (Acumedia), Potasyum Bromide (Merck), K;HPO4
(Merck), MgSO4.7H,0O (Merck), Sucrose (Merck), Yeast Extract (Merck), NaOH
(Merck) KOH (Merck) gibi kimyasallar besi yeri hazirliginda ve ¢esitli testler i¢in

kullanilmustir.
2.1.3. Molekiiler Calismalarda Kullanilan Kimyasallar ve Primerler

PCR ¢alismalarinda PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific Dream Taq Green), 6x
DNA Loading Dye (Thermo Scientific), Water nuclease-free (Thermo Scientific),
Agaroz (Sigma) ve TAE buffer (Thermo scientific) kullanilmstir.

PCR c¢alismalarinda Cmm igcin Cmm5 (5’-GCGAATAAGCCCATATCAA-3*) ve
Cmmé6 (5’- CGTCAGGAGGTTCGCTAATA-3’) primer ¢ifti, Pst i¢in Pstl (5’-GGC
GCT CCC TCG CAC TT-3) ve Pst2 (5’-GGT ATT GGC GGG GGT GC-3’) primerleri,
P. carotovorum subsp. carotovorum ig¢in Y1 (5’- TTA CCG GAC GCC GAG CTG
TGG CGT-3") ve Y2 (5’-CAG GAA GAT GTC GTT ATC GCG AGT-3") primerleri
kullanilmistir. Kullanilan bu primerler Sentegen firmasinda sentezlettirilerek ¢aligmada

kullanilmastir.
2.2. Yontem
2.2.1. Uretici Anketi

Mersin ili Silifke ilgesinde domates tiretimi yapan 130 cift¢i ile anket g¢alismasi
yapilmustir (Sekil 2.2.1). Ankette tireticilerin domates {iretim alanlarinda karsilagtiklari
hastaliklar, tretim alaninda hastalilk oldugunda yaptiklari islemler, bitkilere
uyguladiklart pestisit ve giibreler, uyguladiklari sanitasyon onlemleri, bitki koruma
acisindan sik karsilastiklari problemler ve kimyasal ilaglari uyguladiklari donemler
hakkinda sorular yoneltilmistir. Yapilan anket ¢aligmasi ile ilgedeki ankete katilan ¢iftei

profili ortaya konulmustur. Anket sorulari Ek-1’de verilmistir.



14

Sekil 2.2.1.1. Domates iireticileri ile yapilan anket ¢alismasi

2.2.2. Survey Cahsmalar1 ve Bakteriyel Hastahklarin Yayginhk Durumlarinin

Belirlenmesi

Mersin 1li Silifke ilgesi merkez, Atayurt, Atakent, Arkum, Sokiin, Kurtulus, Cayir,
Celtik¢i ve Narlikuyu mahallelerinde domates yetistiriciligi yapilan 500 m? den biiyiik
plastik seralar Ocak, Subat, Mart, Mayis aylarinda gezilmistir. Sera incelemeleri 15-
22.01.2019, 19-26.02.2019, 18-25.03.2019, 10-18.05.2019 ve 01-14.02.2020
tarihlerinde olmak {izere toplam bes kez yapilmistir. Calismada Bora ve Karaca
(1970)’in boliimlii érnekleme yontemi kullanilmugtir. Incelenen seralardaki domates
bitkilerinde yapraklarda sararma, kahverengilesme, genel ya da tek tarafli solgunluk,
govdede yumusama ve nekrozlar gibi farkl tipte hastalik belirtisi gdsteren bitkilerden
ornekler alinmistir. Alinan oOrnekler peceteye sarilarak polietilen torbalar icerisine
konulmustur. Her bir 6rnek icin bilgiler iceren kagitlar hazirlanarak torbalar iginde
muhafaza edilmistir. Toplanan bitki 6rnekleri Erciyes Universitesi Seyrani Ziraat
Fakiiltesi Arastirma Birimindeki Fitopatoloji Laboratuvarina getirilmistir. Hastalik
etmenlerinin bolgedeki yaygmligini belirlemek amaciyla survey yapilan sera sayisi
bakteriyel hastalik tespit edilen sera sayisina oranlanmistir. Ornekleme yapilirken her

serada tesadiifi olarak 100 bitki sayilmis, seradaki hasta bitki yiizdesi saptanarak
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hastaligin seradaki yayginlik orani tespit edilmistir. Yapilan tez ¢alismasiyla bolgede

bulunan bakteriyel hastaliklarin yayginlik orani tespit edilmistir.
2.2.3. Domates Bakteriyel Hastahk Etmenlerinin izolasyonu

Enfekteli bitkinin hastalikli ve saglikli dokusunu igerecek sekilde yaprak, iletim demeti
ya da govde kismindan 2-3 mm biiyiikliigiinde bitki dokular1 steril bir bistiiri yardimiyla
kesilerek %70 alkol emdirilmis steril pamuk arasinda 30-40 saniye bekletilmis ve
yiizeyden dezenfekte edilmistir. Hemen ardindan doku kisimlari steril porselen
havanlara aktarilmis ve iyice ezilmislerdir. icerisine 2 ml steril saf su eklenmis ve
stispanse edilmistir. Elde edilen siispansiyondan bir 6ze dolusu (10ul) alinarak King B
(King et al., 1954) besi yerine iki tekrarli olarak ii¢ ¢izgi yontemi ile ¢izimleri
yapilmistir (Lelliot ve Stead, 1987). Petriler 25°C’de inkiibatérde 2-3 giin inkiibe
edildikten sonra gelisen koloniler incelenmistir. Bakteri gelisimi gdzlenen petrilerde
farkli tipteki kolonilerden saflastirma islemi yapilmistir. Saflagtirilan izolatlar ilerleyen
caligmalarda kullanilmak tizere cam tiipte (16x160 mm) egik olarak hazirlanmis YDCA
besi yerinde +4°C’deki buzdolabinda ve gliserin (%20) igerisinde -20°C’de deepfreezde

saklanmustir.
2.2.4. Hastahk Etmenlerinin Patojenitesi ve Re-izolatlarin Elde Edilmesi

Bakteriyel hastalik etmenleri ile enfekteli domates bitkilerinden izole edilen bakteri
izolatlarinin patojenitesi 3-5 yaprakli donemde bulunan Hazara F1 ¢esidi saglikli
domates fidelerinde yapilmistir. izole edilen saf bakteriler King B besi yerinde
gelistirilmis ve izolatlarin bu taze kiiltiirlerinden siispansiyon hazirlanmistir.
Stispansiyonlar spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda 0.2 absorbans degerinde 10
hiicre/ml yogunluguna ayarlanmistir. Ardindan yapraktaki kloroz ve nekrozlardan elde
edilen izolatlar yapraga piiskiirtme yontemi ile bitkilere inokule edilmistir. Iletim
demetinde olusan renklenme, gévdede nekroz ve yumusama sonucu izole edilen bakteri
izolatlar1 ise steril bir enjektér yardimiyla gévdeye tek noktadan (50-100 ul) enjekte
edilmistir. Inokule edilen bitkiler test kabinine yerlestirilerek (16 saat 151k, 8 saat
karanlik, 27°C sicaklik, %70-80 nisbi nem) hastalik belirtileri gozleninceye kadar
bekletilmislerdir. Inokulasyonlardan yaklasik 15-30 giin sonra enfekteli fidelerde olusan

simptomlar degerlendirilmistir. Belirti gosteren bitkilerden King B besi yerine re-
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izolasyonlar yapilmig ve boylelikle re-izolatlarin KOCH Postulati islemleri
tamamlanmistir. Re-izolatlar egik olarak hazirlanmis YDCA besi yerinde +4 °C’deki
buzdolabinda ve gliserin (%20) igerisinde -20 ve -80°C’de deepfreezde saklanmustir.

Klasik ve molekiiler tan1 ¢alismalarinda bu re-izolatlar kullanilmastir.
2.2.5. Biyokimyasal ve Fizyolojik Testler
2.2.5.1. Potasyum Hidroksit Testi (KOH)

Lam iizerine pastor pipet yardimiyla 1 damla taze hazirlanan %3’liik potasyum hidroksit
soliisyonu damlatilarak tizerine Nutrient Agar (NA) (Ek 2) besi yerinde taze sekilde
gelistirilen izolatlar plastik o6zeyle alinarak soliisyona dairesel hareketlerle
bulastirilmistir. Oze 15-20 saniye sonra yukar1 kaldirildiginda vizkoz yapiskanimsi bir
stinmenin olmasi pozitif olarak degerlendirilmistir. KOH ile bakterilerin hiicre duvari
parcalanmakta, sitoplazma ve niiklear materyal aciga ¢ikmaktadir ve olusan bu vizkoz
yap1 bunlart igermektedir. Bu durumun gozlendigi izolatlar gram negatif, siinmenin

olmadig izolatlar ise gram pozitif olarak degerlendirilmistir (Fahy ve Hayward, 1983).
2.2.5.2. Levan Olusumu

Sakkaroz Nutrient Agar (SNA) (Ek 2) besi yerine taze bakteriyel izolatlar ¢izgi ekim
yontemiyle cizildikten sonra petriler 25 °C ‘de inkiibatérde 3- 4 giin siireyle inkiibe
edilmistir. Petrilerde gelisen kubbemsi, kalin, beyaz, konveks, mukoid koloniler pozitif

olarak degerlendirilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).
2.2.5.3. Oksidaz Testi

Bu test i¢in taze hazirlanan % 1°’lik N; N; N; N- Tetramethyl - 1.4 phenylene
diammonium diclorid eriyiginden steril filtre kagidina pastor pipet yardimiyla bir damla
damlatilmigtir. Damlatilan soliisyonun iizerine izolatlarin 48 saatlik taze kiiltiirii platin
oze ile bulastirildiginda 20 saniye iginde olusan koyu mor renk degisimi pozitif olarak
degerlendirilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).
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2.2.5.4. Pektolitik Aktivite Testi

Pektolitik aktivitenin belirlenmesi testi i¢in taze ve hastaliksiz patates yumrular iki defa
saf su ile yikanmis ve kuruduktan sonra yiizey dezenfeksiyonu i¢in %70 lik alkol
patates yumrularinin {izerine piiskiirtiillmistiir. Daha sonra kurumaya birakilmistir. Steril
bicak yardimi ile patates yumrularimin kabugu soyulduktan sonra 2 cm kalinliginda
dilimlenerek i¢inde nemli steril kurutma kagidi bulunan steril cam petrilere
yerlestirilmistir. Yerlestirilen patates dilimlerine 48 saatlik taze bakteri izolatlar1 6ze
yardimu ile inokule edilmistir. Patates dilimlerine bakteri izolatlar1 inokiile edildikten
sonra petrilerin kapagi parafilm ile sarilmigtir. Bakteri bulastirilan patates dilimleri
26+2°C’deki inkiibatérde 2 giinliik inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda inokule
edilen bolgede yumusama, ice ¢okme, kararma ve kotii koku olusumu pozitif olarak

kabul edilmistir (Lelliot ve Stead, 1987). Kontrol olarak steril saf su kullanilmustir.
2.2.5.5. Arginin Dehidrolaz Testi

Bu test Pseudomonas spp. tiirleri i¢in yapilmistir. Hazirlanan besi yeri Ek 2’de
verilmistir. Taze olarak petride gelistirilen izolatlardan 6ze yardimiyla tek bir bakteri
kolonisi alinarak tiiplere agilanmis ve tizerleri 2-3 ml steril parafin veya mineral yag ile
kaplanmistir. Daha sonra tiipler 24-26 °C’deki inkiibatorde 7- 14 giin siireyle inkiibe
edilmistir. Ortamin agik pembe renginin kirmiziya doniismesi durumunda reaksiyon

pozitif olarak degerlendirilmistir.
2.2.5.6. Tiitiinde Asir1 Duyarhlik Testi

Bakteri izolatlar1 Tryptic Soy Agar (TSA) (Klement et al.1990). (Ek 2) besi yerine
cizilerek 25°C’deki inkiibatorde 48 saat inkiibe edilmistir. Taze bakteri izolatlarindan
bir 6ze dolusu alinarak igerisinde sivi besi yeri bulunan tiiplere aktarilmistir. Tiipler
iyice tip karigtiricisinda karigtirilmig, soliisyonun homojen olmasi saglanmistir.
Hazirlanan karistmin konsantrasyonu spektrofotometre yardimiyla 10° hiicre/ml’ye
ayarlanmigtir. Titiin (Nicotiana tabacum cv. Samsun) bitkisinin yaprak damar aralarina
steril enjektor yardimi ile bakteriyel izolatlarin siispansiyonlari enjekte edilmistir. Tiitiin
bitkileri test kabinine yerlestirilerek (16 saat 151k, 8 saat karanlik, 27°C sicaklik, %70-80

nisbi nem) 24-48 saatlik bir inkiibasyon sonucunda inokule edilen alanlarda olusan
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nekrotik ve su emmis lekeler pozitif reaksiyon olarak kabul edilmistir. Negatif kontrol

olarak tiitiin bitkisine steril saf su enjekte edilmistir.
2.2.5.7. Aksam Sefasinda (Mirabilis jalapa) Asir1 Duyarhlik Testi

Domateste patojen Cmm tiitiin yerine aksam sefast (Mirabilis jalapa) bitkisinin
yapraklarinda asir1 duyarlilik reaksiyonu olusturmaktadir. Bu amagla Cmm oldugu
siiphelenilen izolatlar TSA besi yerine ¢izilerek 25°C’de inkiibatorde 72 saat siireyle
gelistirilmistir. Taze bakteri izolatlarindan 6ze yardimiyla alinarak cam tiiplerde
bulunan 9 ml steril saf su igerisinde siispanse edilmislerdir. Hazirlanan siispansiyondan
steril bir enjektor yardimi ile alinarak Mirabilis jalapa bitkisinin yapraginin iki
epidermis tabakasi arasmna enjekte edilmistir. Bakteri enjekte edilen aksam sefasi
bitkileri 24-48 saatlik bir inkiibasyon siiresince kontrol edilerek inokule edilen alanlarda
olusan nekrotik ve su emmis lekeler pozitif reaksiyon olarak kabul edilmistir. Kontrol

olarak steril saf su kullanilmustir.
2.2.5.8. Nisasta Hidrolizi Testi

Bu test domateste patojen Xanthomonas spp. tiirlerinin tanis1 igin yapilmistir. izolatlar,
nigasta igeren besi yerine (Ek 2) ¢izildikten sonra 24-26 °C’de inkiibatérde inkiibe
edilmistir. Bakteri gelisimi gergeklesen petrilerin tizerine 5 ml kadar Lugol Solusyonu
(300 mI’ye 1 griodine, 2 gr potasyum iodine) damlatilmis, gelisen bakterilerin etrafinda
acik alanlarin olusmasi pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Lelliot ve Stead,
1987).

2.2.5.9. indol Uretimi

Yumusak ciiriikliikk etmenlerinden Pcc, Pca ve Dch olabilecegini disiindiigiimiiz
izolatlar igin yapilmistir. Patojen bakteriler TSA besi yerinde gelistirildikten sonra
tiiplerde bulunan indol besi yerine (10 gr tryptone, 5 gr yeast extract, 1000 ml su,
pH:7.4) asilanmistir. indol iiretim testi i¢in 26+2°C’de 2 giin siireyle tiiplerde s1v1 besi
yerinde gelistirilmis olan izolatlara pipetle 1 ml kovacs ayiract damlatilmis ve tiipiin st
kisminda halka seklinde olusan kirmizi-pembe renk pozitif olarak, sari-kahverengi renk

olusumu ise negatif olarak degerlendirilmistir (Dickey ve Kelman, 1988).
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2.2.5.10. Yumusak Ciiriikliik Etmenleri I¢in Farkh Sicakliklarda Gelisim

Yumusak ¢iiriikliik etmenlerini tanilayabilmek i¢in farkli sicakliklarda (27, 33.5, 37 ve
39°C) gelisme yetenekleri incelenmistir. Patojen bakteri izolatlart TSA besi yerine
cizilerek 27, 33.5, 37 ve 39°C’deki inkiibatorde 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon

stiresi sonunda petrilerde gelisme olup olmadigi incelenmistir (Lelliot ve Stead, 1987).
2.2.6. Molekiiler Testler
2.2.6.1. DNA izolasyonu

Klasik testlere gore Pst, Cmm ve Pcc olarak tanilanan izolatlarin tanilarini desteklemek
amaciyla molekiiler testler yapilmistir. Bu amagla izolatlardan DNA izolasyonu Qiagen
marka DNA izolasyon kiti kullanilarak yapilmistir. Firmanin belirttigi protokole gore

izolasyon islemi tamamlanmistir. Buna gore;

TSA besi yerinde 23-25°C’de 48 saat gelistirilen saf bakteri kiiltiirlerinden tek bir
koloni alinarak cam tiiplerdeki 4.5 ml lik NB siv1 besi yerine asilanmistir. Asilanan
tiipler calkalayicida 25°C de 250 rpm hizda 1 giin calkalanmistir. Ertesi giin gelisen
bakteri kiiltiirinden 700 pl alinmis ve 2 ml hacimli santrifiij tiiplerine aktarilmigtir. Her
bir bakteriyel siispansiyon 5000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Stipernatant (listteki sivi kisim) atilarak dibe ¢oken pellet kismina 1 ml steril saf su
eklenerek vortekslenmis ve tekrar 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilmistir.
Mikrosantrifiij tiip icerisindeki DNA pelletine 180 pl enzimatik lysis buffer eklenmistir
ve pellet homojen karisacak sekilde iyice vortekslenmistir. Ornekler 37 °C sicakliktaki
inkiibatorde en az 30 dakika inkiibe edilmistir. Siire bitiminde tiiplerin igerisine sirasiyla
25 ul Proteinaz K ve 200 pl ethanolsiiz Buffer AL eklenerek vortekslenmistir. Ornekler
56 °C’ deki su banyosunda 30 dakika bekletilmistir. Bekletilen drneklere 200 pl ethanol
(%96-100) eklenerek vortekslenmistir. Vortekslenen ornekler yaklasik 600 pl olarak
DNeasy mini spin tiiplerine aktarilmis ve 16000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir.
Altta kalan toplama tiipii atilmis, iistteki DNeasy mini spin tiipleri yeni bir toplama
tiipiine konulmustur. Uzerine 500 pl Buffer AW1 eklenerek 16000 rpm’de tekrar 1
dakika santrifiijlenmistir. Bir onceki agama tekrarlanarak tizerine 500 pl Buffer AW2
eklenmis ve 16000 rpm’de 3 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Son asama olarak

DNeasy mini spin tiipleri 2 ml lik yeni mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirilmis, ilizerine
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200 pl AE eklenerek 16000 rpm hizda 1 dakika boyunca santrifiijlenerek DNA’nin tiipe
gegmesi saglanmistir. DNA’lar PCR c¢alismalarinda kullanilmak tizere -20 °C de

muhafaza edilmistir.
2.2.6.2. PCR Reaksiyonun Kurulmasi

PCR reaksiyonunun igerigi 25 pl olacak sekilde (12.5 ul PCR Master Mix, 1.0 ul
Forward ve Reverse primerler (10 pmol), 8.5 ul ultra saf su, 2 ul genomik DNA)
hazirlanmisttr.  DNA  hari¢ diger malzemeler bir ependorf tiipte hazirlanarak
karistirtlmistir. Daha sonra PCR tiiplerinin her birine 23 ul olarak boliistiiriilmiis, en son
bakteri DNA’s1 belirtilen tiiplere 2 pl olarak eklenmistir Kontrol tiiplerine sadece PCR

karigimi eklenmistir.
2.2.6.3. Pst’nin PCR ile tamis1

Yaprak lekelerinden elde edilen floresan ozellikteki bakteri izolatlarinda Pst’yi
tanilamak igin Bereswill et al. (1994) tarafindan gelistirilen ve bakterilerde koronatin
toksini iireten gen bolgesini kodlayan primerler ve PCR protokolii kullanilmustir.

Termal cyclerda Pst i¢in kullanilan PCR protokolii Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4. Termal cyclerda Pst i¢in kullanilan PCR protokolii

Program Adimlari Sicakhik (°C) Siire (dakika) Dongii Sayisi
[k denatiirasyon 95 2 1
Denatiirasyon 95 1 37
Primer Baglanmasi 54 2 37
Uzama 72 2 37
Son Uzama 72 5 1
Bekleme 4 Siiresiz

2.2.6.4. Cmm’in PCR ile tanisi

Patojen bakteri Cmm’in PCR ile tanisinda Dreier et al. (1995) tarafindan gelistirilen pat-
1 bolgesini kodlayan primerler ile tiire spesifik PCR yontemi kullanilmistir. Termal

cyclerda Cmm tanisi i¢in kullanilan PCR protokolii Tablo 5’te gosterilmistir.
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Tablo 5. Termal cyclerda Cmm tanisi igin kullanilan PCR protokolii

Program Adimlar Sicaklik (°C) Siire (dakika) Dongii Sayisi
[k denatiirasyon 94 5 1
Denatiirasyon 94 1 30
Primer Baglanmasi 47 1.50 30
Uzama 72 1 30

Son Uzama 72 5 1
Bekleme 4 Siiresiz

2.2.6.5. Pcc’nin PCR ile tanisi

Pcc tanisinda Darrasse et al. (1994) tarafindan gelistirilen ve pektolitik enzim iireten
bakterilerin pel gen bolgesini kodlayan primerler ve PCR protokolii kullanilmustir.
Termal cyclerda Pcc’nin molekiiler tanisi i¢in programlanan PCR protokolii Tablo 6’da

gosterilmistir.

Tablo 6. Termal cyclerda Pcc tanisi i¢in kullanilan PCR protokolii

Program Adimlari Sicaklik (°C) Siire (dakika) Dongii Sayisi
[k denatiirasyon 94 5 1
Denatiirasyon 94 0.30 35
Primer Baglanmasi 65 0.30 35
Uzama 72 0.45 35
Son Uzama 72 5 1
Bekleme 4 Siiresiz

2.2.6.6. PCR iiriinlerinin elektroforez sisteminde yiiriitiilmesi

200 ml’lik 1X TAE buffer igerisine 2.4 gr agaroz eklenmis ve mikrodalga firinda
eriyinceye kadar kaynatilmistir. 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra taraklar tanka
yerlestirilmis ve jel tankina %1.2°1lik agaroz dokiilmiistiir. Agaroz jel donduktan sonra
taraklar dikkatlice ¢ikarilmistir. Daha sonra elektroforez tankinin igerisine jeli ortecek
sekilde TAE buffer eklenmistir. PCR sonucu elde edilen tiriinlerden 5 pl alinarak agaroz

jelde ilgili kuyucuklara mikropipetle inokule edilmistir. Olusan bantlarin molekiiler
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agirliklarini belirlemek amaciyla ilk ve son kuyucuga 2 pl 100 bp’lik molekiiler
isaretleyici eklenmistir. Agaroz jel 110 voltta 70 miliamper akim uygulanarak 2 saat
stireyle kosturulmustur. Jel kosturulduktan sonra etidyum bromiir (10mg/ml) bulunan
bir kapta 10 dakika bekletilerek olusan bantlarin boyama islemi yapilmistir. Boyama
isleminden sonra olusan bantlar UV 15181 yayan transliminatorde incelenmis ve
fotograflanmistir. Orneklerde Pst tanis1 i¢in 650 bp, Cmm icin 614 bp ve Pcc tanisi igin
434 bp biiyiikliiglinde bant varligi/yoklugu yoniinden incelemeler yapilmustir.

2.2.7. MALDI-TOF MS ile Bakteri izolatlarimin Tanisi

PCR ile tanis1 miimkiin olmayan bakteri izolatlarmin fizyolojik ve biyokimyasal test
sonuglarini destekleyici olarak matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus siiresi
kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS) teknigine dayali yontemle tanilar1 yapilmistir.
Bu analiz Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bitki Sagh§ Klinigi Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nde hizmet alimi seklinde yaptirilmistir. Sonuglar degerlendirilirken
yesil ve sart renkli ve en yliksek skor ile (=1.70) benzerlik gosteren bakteri tiirleri

dikkate alinmistir (Uysal vd. 2019)
2.2.8. Bakteri izolatlarinin Sekans Analizi

Morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler, MALDI-TOF MS ile taniya ek olarak
bes adet izolatin bakterilere spesifik universal primerler (27F ve 1492R) kullanilarak
16S rRNA gen bolgesini cogaltan PCR testi yapilmistir (Lane, 1991). Her bir izolata ait
PCR fiiriinii BM Labosis firmasia gonderilmis, iirlinlerin purifikasyonu ve ¢ift yonlii
sekans analizi hizmet yoluyla yaptirilmistir. Firmanin gonderdigi sekans sonuglari
Bioedit programinda diizenlenmis, elde edilen tek niikleotit dizilimi FASTA formatina
cevrilmistir. Elde edilen FASTA formatindaki niikleotit dizisi National Center for
Biotenchnology Information (https://www.ncbi.nIm.nih.gov) websitesinde niikleotit
BLAST ekraninda sistemde kayithh yliksek benzerlik gosteren bakteri tiirleri ile
karsilastirilmistir. Tiim testler goz onilinde bulundurulmus ve en yiiksek niitleotit

benzerligi gosteren tiirler segilerek tanilart yapilmistir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

3. BOLUM

BULGULAR

3.1. Uretici Anketi

Mersin ili Silifke il¢esinde oOrtii altinda domates tiretimi yapilan alanlarda 130 tiretici ile
goriisme yapilarak anket formlart doldurulmustur. Uretici seralar1 incelenirken
tireticilere serada bulunan hastaliklar ve bu hastaliklar ile nasil miicadele etmeleri
gerektigi hakkinda bilgiler verilmistir. Hastalik tespit edilen seralarda fungal, bakteriyel
ve viral etmenlerin bitkilerde olusturduklari benzer ve ayirt edici belirtiler gosterilmis
ve bu etmenleri ayirt edebilmeleri igin farkindalik yaratilmaya ¢aligilmistir. Yapilan

anket ¢alismasi ile elde edilen sonuglar asagida siralanmistir.

Yapilan anket ¢aligmasinda iireticilerin egitim durumlar1 soruldugunda, %74 gibi biiyiik
bir boliimiiniin ilkokul, % 19’u lise ve ankete katilan ¢iftgilerin % 7°sSi ise tiniversite

mezunu olduklar1 kaydedilmistir (Sekil 3.1.1).

milk Okul mLise m Universite

Sekil 3.1.1. Ankete katilan tireticilerin egitim durumu
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Ankete katilan tireticilerin domates iiretimi yaptiklar1 sera alanlar1 1-20 dekar arasinda
degiskenlik  gostermektedir. Domates  dretimi  yapilan sera  biyiiklikleri
degerlendirildiginde, ireticilerden %38’si 1-2 dekarlik alanda retim yaparken, %9’u
ise 4-5 dekarlik alanda domates iiretimi yaptiklarini beyan etmislerdir. Bolgede anket
calismasina katilan iireticilerden 49 ireticinin 1-2 dekar biiytikliigiinde, 13 iireticinin ise

5 dekar ve lizeri biiylikliigiinde serasi bulunmaktadir (Sekil 3.1.2).

ml-2da m2-3da m3-4da m4-5da m5-20da

Sekil 3.1.2. Bolgedeki iireticilerin sera alanlari

Domates ¢esitlerinin hastalik ve zararlilara dayaniklik/duyarlilik diizeyinde farkliliklar
olabilmektedir. Bu nedenle kullanilan gesit ile hastaliklara duyarlilik arasindaki iligkiyi
yorumlamak amaciyla iireticilerin yetistirdikleri domates ¢esitleri sorulmustur. Anket
calismasina katilan 130 cift¢ciden 79°u Retinto F1, 24’ Seyran F1, 9’u Astona F1, 5’i
DRW 7806, 3’i Enda F1 ve 7 tanesi farkli gesitleri kullandiklarini bildirmislerdir.
Mersin ili Silifke ilgesinde iireticilerin biiyiik boliimiiniin sera yetistiriciliginde Retinto

F1 domates ¢esidini tercih ettikleri gériilmektedir (Sekil 3.1.3).
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mRetinto mSeyran F1 mAstona F1 mDRW 7806 mEndaF1 mDiger

Sekil 3.1.3. Ureticilerin yetistirdikleri domates cesitleri

Domates, diinyada yaygin olarak iiretimi yapilan ve farkli sekillerde tiiketilen dnemli
sebze tiirlerinden biridir. Domatesi hastalandiran birgok fungal, bakteriyel, viral,
fitoplazma gibi etmenler bulunmaktadir. Survey yapilan 130 domates serasi
incelendiginde bolgede domatesi hastalandiran daha ¢ok fungal etmenler oldugu
gdzlemlenmistir. Incelenen seralarda en yaygm Fusarium solgunlugu ve mildiyd
hastaliklar1 oldugu, bu iki etmeni takiben kursuni kiif, kiilleme ve erken yaprak
yaniklig1 hastaliklarinin zarar olusturdugu gozlenmistir (Sekil 3.1.4). Bakteriyel hastalik
olarak daha ¢ok bakteriyel kara leke hastaligi (Sekil 3.1.5a), 6z nekrozu ve govde

curtikliigii (Sekil 3.1.5b) zararina incelenen seralarda rastlanmustir.

B Mildiyo B Kursuni Kiif
B Erken Yaprak Yanikligi B Fusarium Solgunlugu

m Killeme

Sekil 3.1.4. Survey yapilan seralarda goriilen fungal hastaliklar
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Sekil 3.1.5.  Uretim alanlarinda goriilen bakteriyel kara leke (a) ve govde ciiriikliigii
(b) hastalik belirtileri

Domates hastaliklart ile miicadelede yogun olarak pestisitlerden faydalanilmaktadir.
Kullanilan pestisitin hangi hastaliklara etkili oldugunu bilmek, pestisitin kullanim dozu,
icerigi ve uygulama zamani hastalikla miicadelede 6nemlidir. Bu sebeple iireticilere
kullandiklar1 bitki koruma triinleri sorulmustur. Sekil 3.1.6’da goriildiigii gibi bolgede
en fazla %64 Mancozeb +%8 Metalaxyl etken maddeli fungisitler islanabilir toz (WP)
formunda kullanilmaktadir. Propineb etken maddeli ilaglarin 2019 yilinda kullaniminin
yasaklanmasi ile birlikte 2020 yilindaki surveyler sirasinda yapilan anket caligmalarinda
reticilerin bu yasaga uydugu ve Propineb igerikli kimyasallar1 kullanmadiklar

gorilmiustir.
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m % 70 Propineb WP

m %64 Mancozeb +%8 Metalaxyl WP

m Bakir

m %4,2 Cymoxanil + %39,75 Metalik Bakira Esdeger Bakir Oksiklorid WP
m % 80 Fosetyl-Al

Sekil 3.1.6. Ureticilerin serada hastaliklara kars1 kullandig1 fungisitlerin etken maddesi

Bitkinin yeterli ve gerekli elementleri alabilmesi i¢in toprakta bulunan minerallerin
analiz edilmesi gereklidir. Ankete katilan iireticilere giibreleme Oncesi toprak analizi
yaptirtyor musunuz sorusu sorulmustur. Ureticilerin vermis olduklar1 cevaplar
incelendiginde iireticilerin %85’inin toprak analizi yaptirmadiklar1 goriilmiistiir (Sekil

3.1.7).

m Toprak Analizi Yaptiriyorum m Toprak Analizi Yaptirmiyorum

Sekil 3.1.7. Ankete katilan {ireticilerin toprak analizi yaptirma durumlari
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Saglikli bir bitki yetistirmek igin dogru giibreleme yapmak biiyiik 6nem arz etmektedir.
Bitkinin fizyolojik durumuna gére uygun zamanda, uygun miktarda giibre verilmesi
verim ve Kaliteyi arttirmaktadir. Bitki beslemenin iyi yapilmas: bitkide hastalik ve
zararlilara kars1 da koruyuculuk gorevi iistlenmektedir. Bu nedenle fireticilere hangi
giibreleri ne siklikla kullandiklar1 sorulmustur. Ureticiler en fazla %35 oranla 16-8-24
(N-P-K) giibresini kullanmaktadir (Sekil 3.1.8).

m 16--8-24 m 18-18-18+ ME
® Potasyumlu Giibreler m Kalsiyumlu giibreler

Sekil 3.1.8. Ureticilerin kullandiklar: giibreler

Hastaliklarin yayilmasinda ve bulagsmasinda nem 6nemli bir faktordiir. Sera igerisinde
bitkiler 1slakken ve sera icerisinde nem oranmi yiiksek oldugunda kiiltiirel islemler
yapmak hastaliklarin sera igerisinde diger saglikli bitkilere ulagsmasina neden
olmaktadir. Bu nedenle iireticilerin sera igerisinde ¢alismaya basladiklar1 zaman dilimi
sorulmustur. Anket c¢alismasina gore ¢iftciler seraya girdiklerini bildirmistir.
Ureticilerin verdikleri cevaplar incelendiginde %63’ii serada nem oranmin azaldig1
sabah saat 10:00°dan itibaren Seraya girdigini, %37’si iSe seraya giliniin her saati giris
yaptigini belirtmistir (Sekil 3.1.9).
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mSabah ® Ginun her saati

Sekil 3.1.9. Ureticilerin seraya giris zamani

Uretim alaninda hastalikli bitki oldugunda diger saglikli bitkilere de bulasma riski
bulunmaktadir. Bu bulasma, genellikle su, bocekler, insan faaliyeti ve c¢evre
faktorlerinin etkisiyle gergeklesir. Anket yapilan ireticilere tiretim alaninda hastalikli
bitki goriildiigiinde ne gibi Onlemler aliyorsunuz sorusu sorulmustur. Ciftgilerin
verdikleri cevaplar incelendiginde hastalik Onlemi olarak %56’s1 kimyasal ilag
kullandigini, %29’u hastalikli bitki 6rnegini imha ettigini ve %15’i ise hastalikli bitki
kisimlarini budadigini ifade etmistir (Sekil 3.1.10).

® ila¢ kullanirim
m Hastalikl1 bitkiyi imha ederim

W Hastalikli bitki kisimlarini budarim

Sekil 3.1.10. Ureticilerin serada hastalikl bitki gordiiklerinde almis olduklari dnlemler
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Ureticiler sera icerisinde calisirken hastaliklarin yayilmasina aracilik etmektedir.
Ozellikle fungal sporlar ve bakteriyel etmenler insanlarm kiyafetine yapisarak hastaligin
heniiz var olmadig1 alanlara yayilabilmektedir. Bu amacla anket ¢alismasinda {ireticilere
serada ¢alisma kiyafetlerini hangi siklikla degistiriyorsunuz sorusu sorulmustur. Alinan
cevaplar incelendiginde {iireticilerin %36°s1 2 giine 1 ¢alisma kiyafetlerini degistirirken,

%22’si her giin degistirmektedir (Sekil 3.1.11).

B Hergiin W2 giline bir M3 giine bir W4 giine bir W5 giin ve lizeri

Sekil 3.1.11. Ureticilerin is kiyafetlerini degistirme sikliklar1

Hastaliklarin yayilmasin1 engellemek i¢in kiiltiirel islemler sirasinda alinan onlemler
bulagma riskini azaltmaya yardimci olur. Bu amagla iireticilere kiiltiirel islemler
sirasinda eldiven kullaniyor musunuz sorusu sorulmustur. Ureticilerin e %951 kiiltiirel

islemler sirasinda eldiven kullanmaktadir (Sekil 3.1.12).
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m Eldiven Kullantyorum  ® Eldiven Kullanmiyorum

Sekil 3.1.12. Ureticilerin kiiltiirel islemlerde eldiven kullanma durumlari

Baz1 bitki hastalik etmenleri ¢esitli formlarda toprakta yasamini devam
ettirebilmektedir. Bu yilizden toprak kokenli hastaliklar i¢in topragin dezenfekte
edilmesi Onemlidir. Toprak dezenfeksiyonu yapilmadiginda toprakta kalan hastalik
etmenleri bir sonraki iiretim sezonuna tasinmaktadir. Bu amagla ireticilere toprak
dezenfeksiyonu icin ne tiir islemler yaptiklari sorulmustur. Ureticilerin vermis olduklari
cevaplar incelendiginde %54’li sadece solarizasyon, %25’i solarizasyon+ fumigant,
%20’si sadece fumigant uygulamakta, %1°i ise hi¢bir uygulama yapmamaktadir (Sekil
3.1.13).

m Solarizasyon m Solarizasyon + Fumigant
®m Fumigant m Uygulama yapmiyorum

Sekil 3.1.13. Ureticilerin toprak dezenfeksiyonu i¢in yapmis olduklar1 uygulamalar
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Bitkilere uygulama yapilan koruma ve tedavi edici ilaglarin se¢imi ve dozu dnemlidir.
Ilag secimi ve dozunun uygun olmamasi ilagtan beklenen etkinin yetersiz olmasina,
dolayisiyla iireticilere ekonomik kayip, fazla is giicii, fitotoksite ve g¢evre kirliligine
neden olmaktadir. Bu nedenle ireticilere ilag ve uygulama doz onerisini kimden
aldiklar1 sorulmustur. Alinan cevaplar incelendiginde ilag ve doz Onerisini {iireticilerin

%73’1 Zirai ilag bayisinden, %27’si ilag etiketinden almaktadir (Sekil 3.1.14).

W Zirai [lag Bayi milac Etiketinden

Sekil 3.1.14. Ureticilerin ilag ve doz onerisi aldiklar kisiler

Domates iiretiminde hastaliklar, zararlilar ve yabanci otlar 6nemli verim kayiplarina
neden olmaktadir. Ureticilere domates yetistiriciligi sirasinda bitki koruma agisindan
karsilastiklar1 en 6nemli problemin ne oldugu sorulmus, treticilerin %62’si zararlilar,

%381 hastaliklar cevabin1 vermistir (Sekil 3.1.15).
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W Hastaliklar ™ Zararlilar

Sekil 3.1.15. Ciftcilerin karsilastigi bitki koruma problemleri

Silifke ilgesinde iireticilerin kiigiik isletmeler seklinde iiretim yaptiklari goriilmektedir.
Bu ylizden kiigiikk alanlardan yiiksek verim almak ekonomik agidan Onemlidir.
Anketimizde iireticilere dekara ne kadar verim aliyorsunuz sorusu sorulmustur. Alinan
cevaplar incelendiginde dekara 10 -15 ton arasinda verim aldiklar1 goriilmustiir.
Ureticilerin %31’i en yiiksek verim oram ile dekara 15 ton verim almaktadir (Sekil

3.1.16).

m15ton/da m14ton/da m13ton/da m12ton/da m10 ton/da

Sekil 3.1.16. Ureticilerin dekara aldiklar1 verim miktar1



34

Bakteriyel hastaliklar ile kimyasal miicadelede sadece bakir igerikli preparatlar
kullanilmaktadir. Bu amagla anket yapilan ireticilere bakir igerikli preparatlari ne
siklikla kullantyorsunuz sorusu sorulmustur. Ureticilerin vermis oldugu cevaplar
incelendiginde lireticilerin %52’si 15 giine bir, %38’1 10 giine bir, %5’1 7 giine bir, %5’i
20 giine bir bitkilere bakirli bilesikleri uyguladigini ifade etmistir. Ureticiler bakirl
ilaglarin domates bitkisinin gelisimini durdurdugunu, meyve iizerinde kalint1 biraktigini
ve g¢iceklerin dokiilmesine neden oldugunu diisiindiikleri i¢in ilaglamay1 genellikle

bitkinin ¢igeklenme donemine kadar yaptiklarimni ifade etmislerdir (Sekil 3.1.17).

Bm7 giinde bir ®10 giinde bir ™15 giinde I ®W20 giinde 1

5% 5%

Sekil 3.1.17. Ureticilerin bakir igerikli preparatlar1 kullanma sikliklart

Anket yapilan iireticilere kimyasal ilaglar1 hangi donemde uyguluyorsunuz sorusu
sorulmustur. Ureticilerin %65 gibi biiyiikk bir cogunlugu hastaligi gérmeden &nce,
%20’si komsuda goriince, %12’si hastaligi gordiikten sonra ve %3’1 ise teknik eleman

oOnerisi ile kimyasal ilaglart bitkiye uyguladigini ifade etmistir (Sekil 3.1.18).



35

m Hastalig1 gormeden atarim m Hastalig1 gordiikten sonra atarim

m Teknik elemanlarin 6nerisi ile W Komsuda goriince atarim

Sekil 3.1.18. Ureticilerin kimyasal ilaglar1 bitkiye uyguladiklari dSnemler
Hastalikla bulasik bitki artiklart en 6nemli inokulum kaynaklaridir. Hastalikli bitki
artiklar1 sera igerisinde veya seraya yakin alanlarda birakilmamalidir. Sera igerisinde
sanitasyon islemlerine 6zen gosterilmelidir. Bu amagla {ireticilere bitki artiklarini nasil
yok ettikleri sorulmustur. Ureticilerin vermis olduklar1 cevaplar incelendiginde
tireticilerin %43 tniin sera digma attigi (Sekil 3.1.19b), %29 unun yaktigi, %21 inin
serada biraktigi (Sekil 3.1.19a), %7’sinin ise gomdiikleri gozlenmistir (Sekil 3.1.20).
Bazi {ireticilerin sezon sonunda bitki artiklarini iyice pargalayip sera igerisinde yesil

giibre olarak solarizasyon i¢in serilen Ortiiniin altinda biraktiklart gériillmiistiir.

Sekil 3.1.19. Ureticilerin bitki artiklarmni sera igine (a) ve disina (b) attiklar1 yerler
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W Sera disina atarim M Serada birakinm  WYakarim B GOmerim

Sekil 3.1.20. Ureticilerin bitki artiklarmni degerlendirme sekli

Bakteriyel hastaliklarin taginmasinda kiiltiirel islemler sirasinda kullanilan aletler
Oonemli bir paya sahiptir. Bu nedenle ankete katilan iireticilere kiiltiirel islemler sirasinda
budama makas: kullanip kullanmadiklari sorusu sorulmustur. Ureticilerin vermis
olduklari cevaplar incelendiginde %69’u budama makas1 kullanmazken, %31°i budama

makasi kullanmaktadir (Sekil 3.1.21).

mEvet mHayir

Sekil 3.1.21. Ureticilerin budama makasi kullanip kullanmama durumu
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Insanlar bitki hastaliklarinin tasinmasinda en &nemli faktdrlerdendir. Bu amagla
iireticilere serada calisan insan sayist sorulmustur. Ureticilerin verdigi cevaplar
incelendiginde %39’u 2 kisi, %38’1 3 kisi, %15°1 4 kisi ve %81 5 ve tlizeri kisi
calismaktadir (Sekil 3.1.22). Tlce de seracilik faaliyetleri genellikle kiiciik aile isletmesi
seklinde yapilmaktadir. O ylizden fazla isci gereksinimi duymamaktadirlar.

B2 kisi m3kisi ®m4kisi M5 ve lizeri

Sekil 3.1.22. Seralarda ¢alisan insan sayisi

3.2. Domates Seralarinda Bakteriyel Hastaliklarin Survey Sonuclari

Tez calismas1 kapsaminda Mersin ili Silifke ilgesinde (Atayurt, Atakent, Arkum, Sokiin,
Kurtulus, Celtik¢i, Cayir, Narlikuyu mahallelerinde) domates iiretimi yapilan 130 sera
bes farkli tarihte incelendiginde, ilk sera incelemesi olan 15-22.01.2019 tarihlerinde 15
adet serada herhangi bir bakteriyel hastaliga rastlanmamstir. ikinci sera incelemesi 19-
26.02.2019 tarihleri arasinda 25 serada yapilmis ve bu seralardan 10 tanesinde
bakteriyel hastaliklar tespit edilmistir. Bu hastalikli seralarda, sera i¢i hastalik orani
yaprak lekesi %5-20, bakteriyel kanser ve solgunluk %1 olarak tespit edilmistir. Uciincii
sera incelemeleri olan 18-25.03.2019 tarihlerinde 32 sera incelenmis ve 12 tanesinde
bakteriyel hastaklara rastlanmistir. Bu hastalikli seralarda sera igi hastalik oran1 yaprak
lekesi %10-100 ve govde ciriikliigii %3 olarak tespit edilmistir. Dordiincii sera
incelemeleri 10-18.05.2019 tarihleri arasinda 48 serada yapilmis ve seralardan 7

tanesinde bakteriyel hastaliga rastlanmistir. Bu hastalikli seralarda sera i¢i hastalik orani
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yaprak lekesi %5-90 ve govde ciirlikliigi %2 olarak tespit edilmistir. Besinci sera

incelemeleri 01-14.02.2020 tarihleri arasinda 10 serada yapilmis ve 2 tanesinde

bakteriyel hastaliga rastlanmistir. Bu hastalikli seralarda sera i¢i hastalik orani yaprak

lekesi %3-84, bakteriyel kanser ve solgunluk %2 ve 6z nekrozu hastaligi %1 olarak

tespit edilmistir. Surveyi gergeklestirilen 130 farkli seranin 31 tanesinde (%23.85)

bakteriyel hastaliklar gozlenmistir (Tablo 7).

Tablo 7. Survey bilgileri ve seralarda hastalik bulunma oranlari

Hastaligin
Incelenen | Hastahkh serada
Sera Sera Bulunan bulunma
No Survey Tarihi Adedi Adedi Hastahklar orani (%)
1 15-22.01.2019 15 0 - 0
Yaprak lekesi
5-20
2 19-26.02.2019 25 10 Bakteriyel Kanser ve 1
solgunluk
Yaprak lekesi 10-100
3 18-25.03.2019 32 12
Govde ctrtikligi 3
Yaprak lekesi 5-90
4 10-18.05.2019 48 7
Govde ctrtkligi 2
Yaprak lekesi 3-84
Bakteriyel Kanser ve 2
5 01-14.02.2020 10 2
solgunluk
Oz nekrozu 1
Toplam 130 31
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Sekil 3.2.1. Yaprak leke etmenleriyle bulasik bir seradan goriiniim

Incelenen seralarda yapraklarda sararma, kahverengilesme (Sekil 3.2.1), bitkide genel
solgunluk, govdede yumusama (Sekil 3.2.2a), 6z kisminda nekrozlar (Sekil 3.2.2b) ve
iletim demetinde renk degisimi (Sekil 3.2.2c) gibi hastalik belirtileri tespit edilmistir.
Hastalikli 39 farkli seradan alinan bitki 6rneklerinden, bakteriyolojik yontemlere gore
King B besi yerine yapilan izolasyonlar sonucuna gore 317 tane farkli tip ve renkte
koloni yapisina sahip bakteri izolatlar1 saflastirilmistir (Tablo 8). izole edilen izolatlar

YDCA besi yerine alinarak +4 °C’ de ileri ¢galismalarda kullanilmak tizere saklanmistir.
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Sekil 3.2.2. Govdede yumusama (a), 6zde nekroz (b) ve iletim demetinde renklenme (c)

Tablo 8. izolasyon yapilan bitki kisimlar1 alindiklar1 yerler ve izolat sayist

Mahalle Izolasyon Yapilan Bitki Parcasi . Toplam
Yaprak Govde Cicek Sap1 Izolat Sayisi

Kurtulus 22 16 - 38
Sokiin - 5) - 5
Atakent 21 64 5 90
Atayurt 25 120 - 145
Cayir 7 7 - 14
Celtikgi 4 4 - 8
Arkum 3 11 - 14
Narlikuyu - 3 - 3
Toplam 82 230 5 317

3.3. Hastalik Etmenlerinin Patojenite Testi ve Re-izolatlarin Eldesi

Hastalikl1 bitkilerden elde edilen 317 adet izolat igerisinden renk ve koloni tipine gore
secilen 109 farkli izolat ile patojenite caligmast yapildiginda, 109 adet bakteri izolatinin

patojen oldugu belirlenmistir.
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3.3.1. Yaprak ve ciceklerden izole edilen bakterilerin patojenite sonuglar:

Yaprak lekesi ve ¢igcek yanikligi belirtisinden izole edilen 76 adet izolat, domates
yapragina piiskiirtiildiiginde 10-14 giin sonra yapraklarda kloroz ve nekroz iceren

yaprak lekeleri (Sekil 3.3.1) tespit edilmistir.

Sekil 3.3.1 Domates yapraklarinda Pst’nin neden oldugu kloroz ve nekrozlar

3.3.2. Bitkide genel solgunluk ve iletim demetinde renk degisiminden izole edilen

bakterilerin patojenite sonuclari

Bitkide tek tarafli solgunluk, govde ve iletim demetinde renk degisimi belirtisi gosteren
bitkilerden izole edilen 5 adet izolat, domates govdesine steril enjektdr yardimiyla
inokule edidiginde 15-20 giin sonra bitkide solgunluk ve iletim demetinde renk degisimi

belirtileri gdzlenmistir.

Sekil 3.3.2. Domates bitkilerinde genel solgunluk (a) ve iletim demetinde nekroz (b)



42

3.3.3. Govde ciiriikliigiinden izole edilen bakterilerin patojenite test sonuglari

Govdede olusan ¢iiriikliik belirtilerinden izole edilen 6 adet izolat domates bitkisinin
govdesine tek bir noktadan steril enjektor yardimiyla inokule edidiginde 3-7 giin sonra
bitkide genel solgunluk, 6z kisminin tamamen bosalmas1 (Sekil 3.3.3.1a), govdenin dis
yiizeyinde su emmis ve grimsi yesil renkte lekeler (Sekil 3.3.3.1b) seklinde belirtiler

gbzlenmistir.

3.3.4. Govde ve Oz Nekrozu Belirtisi Gosteren Bitkilerden izole Edilen

Bakterilerin Patojenite Test Sonuclar:

Yapraklarda sararma, bitki boyuna kesildiginde 6zde nekroz, govde lizerinde diizensiz
koyu kahverengi nekrotik alanlarin olustugu bitkilerden izole edilen 22 adet izolat
domates bitkisinin gdévdesine tek bir noktadan steril enjektér yardimiyla inokule
edidiginde 15-20 giin sonra bitki boyuna kesildiginde 6z kisminda nekrozlar (Sekil
3.3.4.1a,b) ve govde iizerinde diizensiz koyu kahverengi lekelerin (Sekil 3.3.4.2)

olustugu gézlenmistir.
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Sekil 3.3.4.1. Stenotrophomonas rhizophila (a) ve Stenotrophomonas maltophila ve
Paenibacillus amylolyticus (b)’un neden oldugu 6zde nekrozlar

Sekil 3.3.4.2. Microbacterium sp.’nin govde {lizerinde olusturdugu diizensiz koyu
kahverengi lekeler
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Patojenite testi tamamlanan 109 adet bakteriyel izolatin tiimii domates bitkilerini
hastalandirmis, inokule edildikleri bitki kisimlarda beklenen hastalik belirtilerini
gostermis ve domates bitkisinde patojen olduklar1 tespit edilmistir. Hastalik belirtisi
gozlenen yaprak, govde, 6z kismu ve iletim demetlerinden yeniden izolasyonlar
gerceklestirilmis ve her bakteri igin dort adet re-izolat olmak iizere 436 adet bakteri
izolat1 saflastirilmistir. Patojenite c¢alismalarinda elde edilen re-izolatlar ile tami

caligmalarina gecilmistir.
3.4. Patojen Bakteri izolatlarinin Fizyolojik ve Biyokimyasal Test Sonuclari
3.4.1. Potasyum Hidroksit Testi (KOH)

Bu calisma bakterilerin hiicre duvarlar1 arasindaki farkliligi belirlemek amaciyla
yapilmis ve 109 re-izolatin 105’inin gram negatif, 4 izolatin ise gram pozitif oldugu
tespit edilmistir (Sekil 3.4.1a).

3.4.2. Levan Olusumu

SNA besiyerine ¢izilen bakterilerin siikrozu kullanmasi sonucunda petride mukoid ve
kubbemsi sekilde gelisen koloniler incelenmis ve 109 izolatin 84 tanesi levan tipte
koloniler tiretirken 27 tanesi levan negatif koloni yapisina sahip oldugu belirlenmistir
(Sekil 3.4.1b).

3.4.3. Oksidaz Testi

Bu test sitokrom oksidaz enzimini iireten bakterileri ayirt etmek igin yapilmis ve
calisma sonucunda 24 adet patojen bakteri izolat: oksidaz pozitif iken 87 bakteri izolati

oksidaz testine negatif reaksiyon olusturmustur (Sekil 3.4.1c).
3.4.4. Pektolitik Aktivite Testi

Bu test yumusak ciiriiklik simptomu gosteren bitkilerden izole edilen bakterilere
yapilmis ve 109 izolattan 3 tanesi patates dilimlerinde yumusak ve kahverengi ciiriikliik
olustururken (Sekil 3.4.4.1a), 5 tanesi de patates dilimlerinde yumusak ¢iiriikliik ve kot
koku olusturarak (Sekil 3.4.4.1b) pozitif olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 3.4.4. Yumusak ve kahverengi ciirlikliik (a), yaumusak ciirtikliik (b)

3.4.5. Arginin Dehidrolaz Testi

Patojenite ¢aligmasi sonucunda elde edilen 109 adet re-izolata bu test yapilmis ve

sadece 1 tane izolat pozitif sonug vermistir (Sekil 3.4.1d).
3.4.6. Tiitiinde Asirn Duyarhhik (Hypersensitive Reaction=HR ) testi

Patojen oldugu bilinen 107 farkli re-izolat tiitiin (Nicotiana tabacum) bitkisinin
yapraklarinin iki epidermis tabakasinin arasina steril enjektor yardimi ile enjekte

edildiginde, izolatlarin 99 tanesi pozitif sonug vermistir (Sekil 3.4.1e).
3.4.7. Aksam Sefasinda (Mirabilis jalapa) HR Testi

Domateste patojen Cmm izolatlari aksam sefast (Mirabilis jalapa) bitkisinin
yapraklarinda asir1  duyarlilik reaksiyonu olusturmaktadir. Cmm  olabilecegini
diistindtigiimiiz 6 farkli izolat Mirabilis jalapa bitkisine enjekte edilmis ve inkiibasyon
stiresinde tiim izolatlar aksam sefas1 bitkisinin yapraklarinda asir1 duyarlilik reaksiyonu

gostererek pozitif sonug vermistir (Sekil 3.4.1f).
3.4.8. Nisastamin Hidrolizi

Bu test bakterilerde nisasta molekiiliinii pargalamada gorev yapan amilaz enziminin var

olup olmadigimi belirlemek amaciyla yapilmis ve 18 izolat ile yapilan galismada 10
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izolatin nisasta hidrolizi negatif iken 8 izolat pozitif reaksiyon gostermistir (Sekil
3.4.19).

3.4.9. indol Uretimi

Bu test yumusak ciiriikliik etmenleri Pcc, Pca ve Dch ayirt etmek igin yapilmistir.
Pektolitik aktivite sonucu pozitif olan 6 farkli izolatin higbirinin indol iiretmedigi

goriilmiistiir.

Sekil 3.4.1.a. KOH, b. levan testi, c. oksidaz testi, d. arginin dehidrolaz testi, e. tiitlinde

HR testi, f. aksam sefasinda HR testi, g. nisastanin hidrolizi testi

Mersin ilinin Silifke Ilgesinde 6rtii altinda domates iiretimi yapilan alanlardan toplanan
orneklerden izole edilen patojen bakterilerin tanisinda kullanilan fizyolojik ve
biyokimyasal test sonuglar1 Tablo 9°da verilmistir. Izole edilen 76 adet Pst izolat1 gram
negatif Ozellikte, LOPAT testlerinden SNA besi yerinde levan tipte koloni gelisimi ve
tittinde HR testi pozitif sonucunu vermis ve tiim izolatlar LOPAT la (+---+) grubunda
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yer almislardir. 5 adet Cmm izolat1 gram pozitif 6zellik gostermis ve aksam sefasi
bitkisinde asir1 duyarlilik reaksiyonu pozitif olmustur. Yumusak ciiriikliige neden olan
Pcc ve Paenibacillus spp. etmenleri ise gram negatif ozellikte, LOPAT testlerinden
pektolitik aktivite ve tiitinde HR testleri pozitif (--+-+) sonu¢ vermistir (Tablo 11). Bu
bakterilerin indol tiretemedigi de goriilmiistiir. Ayrica yumusak ¢iiriikliikk etmenlerinden
Pectobacterium spp. 27°C ve 33,5°C’de gelismis, 37°C ve 39°C de gelisim
gostermemistir. Klasik testler sonucunda 22 adet izolat farkli reaksiyonlar géstermistir
(Tablo 9).

Tablo 9. Calismada testlenen izolatlarin fizyolojik ve biyokimyasal test sonuglari

Pst P. corrugata Pcc Cmm Diger
Testler
(76 adet) (1 adet) (5 adet) | (5adet) | (22 adet)

Gram - - - + -
Levan + + - - -
Oksidaz - + - - D
Patateste Pektolitik Aktivite - - + - D
Arginin Dehidrolaz - + - - -
Tiitiin HR + + + D
Indol Uretimi - - - - -
Mirabilis jalapa HR - - - + D
Nisastanin Hidrolizi - - - D

+: pozitif reaksiyon; -: negatif reaksiyon; D: degisken reaksiyon gdsteren bakteri izolatlar
3.5. King B ve YDCA Besi Yerinde Bakterilerin Koloni Morfolojisi

King B besi yerine c¢izilen patojenler renk ve koloni morfolojisi bakimindan
incelenmigstir. Yaprak ve ¢icek lekelerinden elde edilen Pst’nin krem renkte ve sanki
riizgarla savrulmus gibi bir koloni yapisi oldugu gériilmiistiir. iletim demetinden ve
0zde nekrozlardan izole edilen Cmm sar1 renkte ve Stenotrophomonas spp. krem-sari,
mukoid oOzellikte gelismistir (Sekil 3.5.1). Yumusak c¢iiriikliikk etmenleri Pcc ve
Paenibacillus polymxa (Sekil 3.5.2a) ile 6z nekrozuna yol acan Paenibacillus

amylolyticus (Sekil 3.5.2b) ise krem renkli koloniler goriilmiistiir. Microbacterium
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arborescens ve Arthrobacter sulfonivorans KB besiyerinde iki farkli sar1 tonunda
gelismistir (Sekil 3.5.3). YDCA besi yerine Cmm oldugunu diisiindiigiimiiz izolatlar ile

ve sart ve mukoid gelisim gosteren 18 tane bakteri izolati ii¢ ¢izgi yontemi ile

cizildiginde, izolatlardan 13 tanesi sar1 renkli ve mukoid yapida geligmistir.

Sekil 3.5.2. Paenibacillus polymxa (a) ve Paenibacillus amylolyticus (b) gelisimi
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Sekil 3.5.3. Microbacterium arborescens (a) ve Arthrobacter sulfonivorans (b)

3.6. Patojen Bakterilerin Tamsimin Tiire Spesifik PCR ile Desteklenmesi
3.6.1. Pst’nin PCR ile tamis

Geleneksel tan1 yontemleri sonucunda 76 adet re-izolat Pst olarak tanilanmigtir.
Tanilanan bu re-izolatlardan hastalikli bitki 6rnekleri alinan seralari, survey yapilan
alanlari, yetistirilen domates gesitlerini temsil edecek sekilde 40 adet re-izolat segilerek
koronatin toksini tireten gen bolgesini kodlayan primerler kullanilarak tiire spesifik PCR
caligmas1 yapilmis ve tiim izolatlar agaroz jel iizerinde 650 bp biiyiikliiglinde bantlar
olustugu saptanmistir (Sekil 3.6.1). Boylece 76 izolatin Pst oldugu PCR testiyle de

kanitlanmustir.

F1ER0E000COHE2EEA MO FMDOODHOOH@OOD M E

650 bp

- -

----ua““-““.u-“-- L L R

Sekil 3.6.1. Agaroz jelde 650 bp bant olusumu
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3.6.2. Cmm’in PCR ile tanisi

Geleneksel tani test sonuglarina gore 5 re-izolat Cmm olarak tanilanmistir. Pat-1
bolgesini kodlayan primerler ile yapilan PCR ¢alismasi sonucunda tiim izolatlar agaroz
jelde 614 bp biiyiikliiglinde bantlar olusturmus ve tiimiiniin Cmm oldugu PCR testiyle
de teyit edilmistir.

3.6.3. Pcc’un PCR ile tanisi

Geleneksel tan1 yontemleri sonucunda 5 adet re-izolat Pcc olarak tanilanmis ve taninin
desteklenmesi amaciyla pektolitik enzim iireten bakterilerin pel gen bolgesini kodlayan
primerler ile yapilan PCR ¢alismasinda tiim izolatlar 434 bp biiyiikliigiinde bantlar

olusturmustur.
3.7. MALDI TOF MS ile Bakteri izolatlarimin Tam Test Sonuclari

Izolasyon yapilan bitkilerde gévdede (Sekil 3.7.1a) ve dzde nekrozlar (Sekil 3.7.1b)
iletim demetinde renklenme (Sekil 3.7.1C) olan kisimlardan alinan bakteri izolatlarinin
tanisin1 desteklemek i¢in MALDI-TOF MS yonteminden yararlanilmistir. Bu nedenle
patojenite, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlerle cins/tiir diizeyinde tanisi
yapilamayan 20 adet izolat MALDI-TOF MS ile tanilanmistir. En yiiksek benzerlik
oranlarina gore 8 izolat Stenotrophomonas rhizophila (1.62-1.92) (Sekil , 8 izolat
Stenotrophomonas maltophila (>1.50-2.30), 1 izolat Microbacterium arborescens
(1.84), 1 izolat Arthrobacter sulfonivorans (1.36), 2 izolat Paenibacillus amylolyticus
(>2.00), 1 izolat Paenibacillus polymxa (2.00) ve 1 izolat Pseudomonas corrugata
(1.90) olarak tanilanmistir (Tablo 10).


file:///C:/Users/Hp/Admin/AppData/Roaming/Bruker%20Daltonik/MALDIBiotyperAutomationControl/HtmpResults/Sumer%20Horuz%20Hoca%2041%20adet%20bakteri%20teshis_06042020.html%23ID0ENCA

Sekil 3.7.1. Govdede nekroz (a) Ozde nekroz (b) Iletim demetinde renklenme (c)

Tablo 10. MALDI TOF MS testiyle tanilanan bakteriler

No | izolat adi Koloni rengi | Hastahk belirtisi Bakteri tiirii

1 | AY2-1-1 Krem- Sar Govdede ve 6zde nekroz S. rhizophila

2 | AY 2-1-2 Krem- Sar Govdede ve 6zde nekroz S. rhizophila

3 | AY 2-1-3 Krem- Sar Govdede ve 6zde nekroz S. rhizophila

4 | AY 2-1San3 | Krem- Sar1 Govdede ve 6zde nekroz S. rhizophila

5 | AY 2-1Sarn5 | Krem- Sari Govdede ve 6zde nekroz S. rhizophila

6 |[YY1-1 Sar1 Govdede ve 6zde nekroz M. arborescens
7 |YY13 Krem- Sar1 Govdede ve 6zde nekroz A. sulfonivorans
8 KU 1-1 Beyaz Ozde nekroz Pb. amylolyticus
9 | KU31 Beyaz Ozde nekroz Pb. amylolyticus
10 | SG 2-1 Krem- Sar1 fletim demetinde ve 6zde nekroz | S. maltophila
11 | SG2-3 Krem- Sari fletim demetinde ve 6zde nekroz | S. maltophila
12 | SG4-2 Krem- Sari [letim demetinde ve 6zde nekroz | S. rhizophila

13 | SG 4-3 Krem- Sar fletim demetinde ve 6zde nekroz | S. rhizophila

14 | SS2-4 Krem Govdede ve 6zde nekroz S. maltophila
15 | MS 3-1-2 Krem Yumusak ¢tiriiklik Pb. polymyxa
16 | MS 6-1 Sar1 Govdede ve 6zde nekroz S. rhizophila

17 | MD 1-5 Krem Ozde nekrozlar P. corrugata

18 | HU 2-2 Krem Ozde nekrozlar S. maltophila
19 | HU 2-3 Krem Ozde nekrozlar S. maltophila
20 [ ST1-1 Krem Ozde nekrozlar S. maltophila
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Tablo 11. MALDI TOF MS testiyle tanilanan bakterilerin geleneksel tani test sonuglari

o Gram Domateste Nisasta L.
Bakteri Tiirii L LOPAT . .. | Hastalk Belirtisi
+/- patojenite Hidrolizi
S. rhizophila Govde, 6z ve iletim
- +* -+-DD D .
(8 Adet) demetinde nekrozlar
S. maltophila Govde, 6z ve iletim
+x* -+-D+ D ]
(8 Adet) demetinde nekrozlar
M. arborescens R i
- +H* -+--- + Govde ve 6zde nekroz
(1 Adet)
A. sulfonivorans B .
- +** -+--- + Govde ve 6zde nekroz
(1 Adet)
Pb. amylolyticus ,
- % +-+++ - Ozde nekroz
(2 Adet)
P.b. polymyxa o
- +F* -+-+ - Yumusak ¢iiriikliik
(1 Adet)
P. corrugata .
- + -+-++ - Ozde nekroz
(1 Adet)

+: pozitif reaksiyon; -: negatif reaksiyon; D: degisken reaksiyon gosteren bakteri izolatlari, *: testin g,
**: testin iki defa yapildigini gostermektedir

3.8. Bakteri izolatlarimin Sekans Analizi

Klasik yontemler ve MALDI TOF MS sonuglarina gore segilen bes adet izolatin sekans
analizi yapildiginda izolatlar NCBI kayitli bakteri tiir/cinsleriyle %97-99 oraninda
benzerlik gostermistir. MALDI TOF MS sonucunu destekler sekilde 1 izolat
Stenotrophomonas rhizophila (%97.25) ile 1 izolat Paenibacillus amylolyticus (%98.80)
ile benzerlik gostermistir. MD 1-5 kodlu izolat Pseudomonas sp. (%98.21), ST 1-1
kodlu izolat Stenotrophomonas sp. (%98.23) ve YY 1-1 kodlu izolat ise
Microbacterium sp. (%99.07) ile yiiksek oranda benzerlik gostermislerdir (Tablo 12).

Tablo 12. Bakteri izolatlarinin sekans sonuglari

Izolat kodu Eslestigi Bakteri Tiirii NCBI Benzerlik oram (%)
AY 2-1 San 3 Stenotrophomonas rhizophila 97.25
KU 3-1 Paenibacillus amylolyticus 98.80
MD 1-5 Pseudomonas sp. 98.21
ST 1-1 Stenotrophomonas sp. 98.23
YY 1-1 Microbacterium sp. 99.07
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4. BOLUM

TARTISMA-SONUC VE ONERILER

4.1.Tartisma- Sonug¢

Tiirkiye’de en fazla iiretimi yapilan sebzelerin basinda domates gelmektedir. Dogu
Akdeniz Bolgesi’'nde yer alan Mersin ili domates iiretiminde énemli bir paya sahiptir.
Domates {iretimi Mersin ilinde hem ortii altinda turfanda tiretim hem de yaylalarda
yazin tarla tiretimi olarak yapilmaktadir. Mersin ilinde ortii alti domates yetistiriciligi
agirhikli olarak Erdemli ve Silifke ilgelerinde yapilmaktadir. Giiniimiizde modern
seraciligin gelismesi ile birlikte 12 ay boyunca bir serada domates {retimi
yapilabilmektedir. Domates tiretiminin artmasi ve tiretim sezonunun uzamasi ile birlikte
sera igerisindeki kiiltiirel islemlerin 6nemi de artmaktadir. Sera yetistiriciliginin ¢iftciler
tarafindan tercihinin artmasiyla birlikte domateslerde biyotik ve abiyotik kaynakl
sorunlar da artmaktadir. Gerekli kiiltlirel islemlerin tam yapilamamasi, hastalik ile
bulasik fidelerin kullanilmasi, siirekli monokiiltiir tarim yapilmasi, seralarin yeterince
havalandirilmamasi, seralarin drenajinin iyi olmamasi, bitkiler i1slak iken kiiltiirel
islemlerin yapilmasi, serada calisan insanlarin uzun siire ayni1 kiyafetleri giymesi,
bilingsiz gilibreleme ve ilaglama yapilmasi ve bitki artiklarinin sera igerisinde veya
yakininda birakilmasi domates hastaliklarinin olusmasina ve sera igerisinde yayilmasina
sebep olmaktadir. Ulkemiz de dahil birgok iilkede yapilan arastirmalarda bir¢ok
arastirict  bakterileri de igine alan 200’¢ yakin bitki patojeninin domatesi
hastalandirdigini rapor etmistir (Chetelat, 2014). Bu bakteriyel etmenlerden domateste
en fazla ekonomik kayiplara neden olan etmenler olarak Pseudomonas ve Xanthomonas
cinslerine ait patojenler oldugu bildirilmistir (Basim vd., 2004a; Aysan vd., 2005;
Popovi¢ ve Ivanovi¢, 2015; Mensi et al., 2018).
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Dogu Akdeniz Bolgesi’nde bulunan Mersin’de 6zellikle Erdemli ilgesinde domateslerde
goriilen bakteriyel hastaliklarla ilgili 1970°li yillardan giiniimiize kadar farkli
arastiricilar  tarafindan tamamlanmis c¢alismalar bulunmaktadir. Bu calismalar
incelendiginde 1980 yilina kadar Pst ve Cmm izole edilmis (Cinar, 1980), 2000’li
yillarda ise bunlara ilaveten 6z nekrozu etmenleri (Pseudomonas corrugata, P.
viridiflava, Pseudomonas sp. P. mediterranea) ile govde ciiriikligii etmenlerinin
(Pectobacterium caratovorum ve Dickeya chrysanthemi) varligi bildirilmistir (Aysan
vd., 2002). Mersin ili Erdemli ilgesindeki domates seralarinda goriilen hastaliklar ile
ilgili genellikle Adana iline yakin olmasindan dolayr Cukurova Universitesi’nde gorev
yapan arastirmacilar tarafindan ¢alisma yapilmis ve en giincel ¢alismanin 2017 yilinda
tamamlandig1 goriilmiistiir. Ancak yapilan literatiir arastirmalart sonucunda Mersin ili
Silifke il¢esinde seralarda yetistirilen domateste hastalik olusturan bakteriyel etmenler
lizerine sadece 2018 yilinda bir ¢alismaya rastlanmis (Unlii, 2018), bu ¢alismada da
Silitke’nin tek bir mahallesindeki tarladan izolat temin edildigi, hastaligin yayginlik
durumunun calisilmamis oldugu goriilmiistiir. Tiim il¢eyi dikkate aldigimizda 6zellikle
seralarda domateste goriilen bakteriyel hastaliklar ve bu hastaliklarin yayginliklar:

konusunda kapsamli bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Yapilan tez caligmasinda Mersin ili Silifke ilgesinde yogun olarak domates tiretimi
yapilan Merkez, Atayurt, Atakent, Arkum, Sokiin, Kurtulus, Cayir, Celtik¢i ve
Narlikuyu mahallelerinde 500 m®den biiyiik plastik seralarda Ocak-Mayis aylari
arasinda 130 farkli {ireticinin serasi bakteriyel hastaliklar yoniinden incelenmistir.
Incelenen seralarda yapraklarda sararma, kahverengi lekeler, solgunluk, gévdede
yumusama ve nekrozlar gibi farkl tipte hastalik belirtisi gosteren 39 farkl lireticiden
ornekler alinmigstir. Toplanan 6rneklerden yapilan izolasyon sonucunda 317 tane farkli
renk ve koloni yapisma sahip bakteri izolat1 elde edilmistir. Izole edilen 317 izolat
arasindan bakterilerin koloni 6zelligi ve rengine gore secilen 109 izolat ile patojenite
caligmas1 yapilmistir. Segilen tiim izolatlarin domates bitkisinde patojen oldugu tespit
edilmistir. Patojenite ¢alismasi sonucu elde edilen re-izolatlarin tanisinda gram
reaksiyonu, LOPAT testleri, indol {iretimi, nisastanin hidrolizi, Mirabilis jalapa’da HR,
tiire spesifik PCR, MALDI-TOF MS ve sekans analizi yontemlerinden yararlanilmistir.
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Tez caligmasmin ilk kisminda ziyaret edilen sera iireticilerine bir anket uygulamasi
yapilmistir. Ankette ciftcilerin domates ¢esidi tercihleri, bakteriyel hastaliklar1 tanima
durumlari, hastaliklara karsi Kkiiltiirel onlemlere gosterdikleri 6zen, sanitasyon ve
temizlik Onlemleri konusunda aldiklari onlemler ile hastaliklara karsi kullandiklari
kimyasallar konularinda sorular sorularak iireticilerin bakteriyel hastaliklar konusundaki
bilinci analiz edilmistir. Yapilan sera incelemelerinde tireticilerin biiyiik ¢ogunlugunun
kislik dikime uygun Retinto F1 gesidini tercih ettigi belirlenmistir. Bu ¢esidi 6zellikle
domateste sorun ¢esitli viral ve fungal hastaliklara, soguga dayanimi ve giiclii bitki
yapisi nedeniyle tercih ettiklerini paylasmuslardir. Ureticilerin karsilastiklarr bitki
koruma sorunlariin daha ¢ok zararlilar oldugu, bunu hastaliklarin izledigi bildirilmistir.
Ureticilerin ¢gogunun hastalik belirtilerini tanidig1, bu belirti tiplerine gore yerel isimler
verdikleri (Pst’ye yagli kanser, Cmm’e yan felci), ancak hastaliga bir bakterinin neden

oldugunu bilmedikleri gézlenmistir.

Hastaliklarin sera igine bulasmasinda ve yayilmasinda 6nemli faktorlerden biri insandir.
Incelenen seralarda kendilerinin haricinde, teknik eleman ya da disardan gelen birinin
seraya hastalik getirebileceginin farkinda olan {ireticiler oldugu, bu nedenle survey
sirasinda bazi seralara giris yapilmasina izin vermeyen {ireticiler ile karsilagilmistir.
Sera biiylikliigiine gore iireticilerin biiyiik ¢ogunlugunun 1-2 dekarlik alanda tiretim
yapmast ve aile isletmesi seklinde sadece 1-2 kisinin serada tiim islemleri yapiyor
olmast nedeniyle hastaliklarin bulagsmasi ve yayilmasinda degiskenlik gorilmiistiir.
Ozellikle Kkiiltiirel islemlerden budama esnasinda biiyiikk ¢ogunlugunun makas
kullanmadig1 ve makas dezenfeksiyonu igin sodium hipoklorit kullanmadiklari, ancak
budama esnasinda eldiven kullandiklar1 anket verilerine yansimistir. Benzer sekilde
Gaffaroglu (2018) Erdemli ilgesinde domates seralarinda itreticilerin bakteriyel
hastaliklar1 pek tanimadigini, kiiltiirel islemler esnasinda eldiven kullanip, ancak, makas

ve el temizligine pek dikkat etmediklerini vurgulamistir.

Bitki bakteri hastaliklar1 ile bitki besleme ve gilibreleme arasinda iliski bulunmaktadir.
Yeterli ve bilingli besleme i¢in toprak analizi yaptirilmas: bitki hastaliklarinin
onlenmesi acisindan 6nemlidir. Ureticilerin biiyilk ¢ogunlugunun toprak analizi
yaptirmadigi ve en fazla 16-8-24 (N-P-K) giibresini kullandiklarini, ayrica hastaliklara

dayanimi arttirdig1 i¢in potasyumlu ve kalsiyumlu giibreleri de kullandiklarini ifade
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etmislerdir. Ureticilerin bitki besleme ile hastaliklar arasinda bir iliski oldugunun
farkinda olduklar1 ama toprak analizi konusunda bilingsiz olduklar1 goriilmistiir. Ayni
sekilde Giines (2017) Erdemli ilgesinde ylriittiigli surveylerde ayni durumla karsilagmis
ve giftlerin hastaliklara dayanimda kalsiyumlu ve yapraktan giibreleri tercih ettiklerini

bildirmistir.

Yapilan sera incelemelerinde iireticiler ozellikle govdede goriilen hastaliklara karsi
govdeye tas koyarak bakterili 6z suyu akittiklarini ifade etmislerdir. Yanlis bilinen bu
yontemle hastalik etmenini serada yaydiklar1 goriilmiistiir. Bolgeye yaptiklar
surveylerde ayn1 durumdan Aysan vd., (2002), Giines (2017) ve Gaffaroglu (2018)
bahsetmis ve bu tez calismasi ile dogru bilinen yanlis yontemin hala geleneksel sekilde

devam ettigi gbzlenmistir.

Bakteriyel hastaliklarla miicadelede antibiyotik kullaniminin yasak olmasi ve kimyasal
miicadelenin yetersiz kalmasi nedeniyle hastaligin miicadelesinde kiiltiirel 6nlemler 6n
plana ¢ikmaktadir. Bunlarin igerisinde sanitasyon dnlemlerinden lireticilerin hastalikli
bitki Orneklerini seradan uzaklastirmak yerine %56 gibi biiyiikk bir kismimin ilag
uyguladiklari, bitki kalintilarin1 seradan uzaklastiran iireticilerin de %43 oraninda
oldugu goriilmistiir. Bakteriyel hastaliklarin kimyasal miicadelesinde tek kullanilan ilag
bakir igerikli preparatlardir. Incelenen seralarda bakir igerikli preparatlar1 fungal ve
bakteriyel hastalik etmenlerine kars1 kullandiklari, bakirli ilaglar1 uygulama donemleri
soruldugunda biiyiik ¢ogunlugu hastalig1 gormeden koruyucu amagli bakirl preparatlar
uyguladiklarint belirtmislerdir. Ancak bu preparatlart ¢iceklenme donemine kadar
uygulamalar1 nedeniyle bakteriyel hastaliklarla kimyasal miicadelede yetersiz kaldiklari

gorilmiistiir.

Domates bitkisinde bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi etmeni Cmm EPPO A2
karantina listesinde yer almaktadir (EPPO, 2020). Bu hastalik iilkemizde domates
tiretimi yapilan tiim bolgelerde goriilmektedir. Tokgoniil (1998)’lin bildirdigine gore ilk
olarak I¢ Anadolu Bolgesi’nde saptanmustir. Ardindan giiniimiize kadar pek ¢ok bdlgede
varlig1 rapor edilmistir (Cinar, 1980; Karaca ve Saygili, 1982; Sahin vd., 2002; Basim
vd., 2004b; Belgiizar 2014). Mersin ili Erdemli ilgesinde farkli arastiricilar Cmm
bakterisini izole etmis ve tanilamiglardir (Cinar, 1980; Cetinkaya-Yildiz, 2007; Giines,
2017). Bizim ¢alismamiza benzer sekilde, Unlii (2018) yaptig1 tez calismasinda Silifke
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ilgesinin Delikkaya mahallesinde tarladan ve Erdemli ilgesinde seradan Cmm’i izole
etmis ve tanilamistir. Tez c¢alismamizda Silitke ilgesi Atayurt ve Kurtulus
mahallelerinde 2 farkli iireticinin Seyran F1 c¢esidi domateslerinden 5 adet Cmm
bakterisi izole edilmis ve Klasik yontemler ve tiire spesifik PCR ile tanilanmistir.

Bakteriyel kanser ve solgunluk hastaliginin bolgedeki orani %1.54 olarak bulunmustur.

Yaprak leke etmenlerinden Pst’nin neden oldugu domates bakteriyel kara leke hastaligi
Mersin ilinin Erdemli ilgesinde (Aysan, 1999; Giines, 2017; Cemen vd. 2018;
Karabiiyiik, 2018) farkli yillarda izole edilmis ve tanilanmustir. Silifke ilgesinde
yaptigimiz tez calismasinda domateste sorun olan bakteriyel etmenlerin biiyiik
cogunlugunu Pst’nin olusturdugu gorilmiistiir. Survey yapilan 23 farkli {ireticinin
seralarindan toplam 76 adet Pst izole edilmis ve klasik yontemler ve PCR testleriyle
tanilanmiglardir. Hastaligin bolgede bulunma orani1 %17.7 olarak saptanmis, hastaligin

bolge icin hala 6nemli bir tehdit oldugu saptanmastir.

Mersin ilinde domates 6z nekrozu etmenleri tizerine en kapsamli ¢aligma 2000 ve 2002
yillarinda Aysan vd. (2002) tarafindan yapilmistir. Yapmis olduklari ¢alismada, Mersin
ilinin Erdemli ve Silifke ilgeleri ile Hatay ilinin Samandag ilgesinde ortii alt1 domates
yetistiriciligi yapilan alanlardan Pseudomonas corrugata, P. cichorii, P. viridiflava, P.
fluorescens ve tanilanmayan Pseudomonas tiirlerini izole etmis ve tanilamiglardir.
Tekman (2005), tez ¢alismasinda Mersin ili Tarsus ve Erdemli il¢elerinde 6z nekrozuna
neden olan Pseudomonas tiirlerinin var oldugunu bildirmistir. Imriz ve Cinar (2015),
Mersin ve Adana illerinde domates seralarindan P.cichorii ve P.corrugata’yr izole
etmis ve tanilamiglardir. Glines (2017), tez ¢calismasinda, Erdemli ilgesinde P. corrugata
ve P. viridiflava izole etmis ve tanilamistir. Tanilamis oldugu 6z nekrozu etmenlerinin
yayginlik durumlarini P. corrugata (%4), P. viridiflava (%2) olarak bildirmistir. Silifke
ilgesinde yapmis oldugumuz tez c¢alismasinda 6z nekrozu etmenlerinden Atayurt
mabhallesinden bir lireticinin serasindan Pseudomonas corrugata izole edilmis, klasik

yontemler ve MALDI-TOF MS ile tanilanmustir.

Yumusak ciiriiklik etmenleri domates tiretim alanlarinda ciddi zararlara neden
olmaktadir. En biiyiik zarar1 ise Ortii altt domates yetistiriciliginde yapmaktadirlar.
Yumusak c¢iiriiklik etmenlerinden Pcc ve Dch Tiirkiye’de ilk kez 1994 yilinda Dogu
Akdeniz Bolgesindeki domates seralarinda tespit edilmistir (Aysan vd. 2005). Mersin
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ilindeki Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum ve Dickeya chrysanthemi
etmenlerinin yayginlik oram1 %24-32 olarak bildirilmistir (Aysan ve Cinar, 2001).
Aysan vd. (2005) ilerleyen yillarda yapmis olduklar1 bir ¢alismada yumusak c¢iiriikliik
etmenlerinin yayginlik durumunun %25 oldugunu bildirmislerdir. Giines (2017) Mersin
ilinin Erdemli ilgesinde yapmis oldugu tez calismasinda 2 adet Pectobacterium
caratovorum, 5 adet Dickeya chrysanthemi izolati elde etmis, yayginlik durumlarini ise
%6 ve %2 olarak tespit etmistir. Tez ¢alismamizda Silifke il¢esinde 2 farkli iireticinin

serasindan 5 adet Pectobacterium caratovorum izole edilmis ve tanilanmustir.

Bolgede ilk defa 6z nekrozu hastaligi belirtisine neden olan, gram negatif ve pektolitik
enzim treten Paenibacillus amylolyticus ve yumusak c¢iiriikliik hastaligi belirtisine
neden olan, gram negatif ve pektolitik enzim tireten Paenibacillus polymyxa adli iKi
patojenik tiir tanilanmistir. Paenibacillus tiirleri gram pozitif 6zellikli olmasina karsin,
Mohammadi (2018) yapmis oldugu doktora tez ¢alismasinda bizim ¢alismamiza benzer
sekilde bitkiden elde edilmis gram negatif Paenibacillus tiirlerini ¢aligmasinda
kullanmigtir. Bakteriyel etmen toprak (Teeraphatpornchai et al 2003), tasylinii substrati
(Validov et al 2006) ve kahve ¢ekirdegi (Sakiyama et al 2001) gibi gesitli ortamlardan
faydali mikroorganizma olarak izole edilmis, ancak bitkilerde patojen olduguna dair
herhangi bir bilgiye ulasilamamistir. Iki farkl: iiretici serasindan izole ettigimiz iki farkl
tiriin domateste gercek patojen olma potansiyelleri konusunda yeterince bilgimiz

bulunmamaktadir.

Yapilan surveylerde 5 iireticinin serasindan alinan 12 farkli bitkiden izole edilen, 6zde
ve iletim demetinde nekroz belirtilerine neden olan Stenotrophomonas maltophila ve S.
rhizophila tiirleri izole edilmis, domates fidelerinde ii¢ defa tekrarlanan patojenite testi,
LOPAT testleri, gesitli fizyolojik ve biyokimyasal testler, MALDI-TOF MS ve sekans
analiz sonuglarina gére tanilanmustir. izolatlarin tiimii domatesi hastalandirmis, levan
tipte koloni gelisimi ve patatesi pektolite etme 6zelligi gostermezken, tiimii oksidaz
pozitif reaksiyon vermistir. Stenotrophomonas maltophila olarak tanilanan iki izolat ve
1 adet S. rhizophila tiirii arginin dehidrolize etmis, geriye kalan tiim Stenotrophomonas
maltophila ve S. rhizophila tiirleri negatif reaksiyon olusturmustur. Stenotrophomonas
maltophila ve S. rhizophila tiirlerinde tiitiinde asir1 duyarlilik reaksiyonu da degiskenlik

gostermistir. Ayni sekilde nisasta hidrolizi testinde de izolatlar arasinda degiskenlik
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saptanmustir. Pst den sonra %4,6 yayginlik orani gibi yiiksek oranda Stenotrophomonas
tiirleri elde edilmistir. Yine bu tiirler bitkilerden ¢ogunlukla bitki biiyiime diizenleyici
endofit bakteri olarak izole edilmistir (Wozniak et al 2019) Ayrica pamukta Rhizoctonia
solani ile biyolojik miicadelede topraga uygulanmis, bitkide dayaniklilik
mekanizmalarini harekete gecirdigi saptanmistir (Selim et al 2017). Insan patojeni
olduklar1 da bildirilirken (Guzek et al 2017; Steffen et al 2020), bitki patojeni
olduklarina dair herhangi bir ¢calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle etmenlerin firsatgi

patojen olabilecekleri ve bitkiyi hastalandirabilecekleri diisiiniilmektedir.

Mersin ilinin Silifke il¢esinde yapilan tez g¢aligmasi sonucunda Ortii alti domates
tiretiminde hastalik olusturan bakteriyel etmenlerin yayginlik orant %23.8 olarak
bulunmustur. Ilgede domates iiretiminde en fazla sorun olusturan bakteriyel hastalik
%17.7 yayginlik oran1 ile Pseudomonas syringae pv. tomato oldugu saptanmistir. Cmm
ve Pcc %1.5, 6z nekrozu etmenlerinden Pseudomonas corrugata %0.8 yayginlik orani
ile bulunmustur. Mersin ilinde ilk defa yararli olarak bilinen bakterilerden, gram negatif
Bacillus tiirleri bulunmustur. Paenibacillus amylolyticus ve Paenibacillus polymyxa
%0.8 yaygimlik orani ile bolgede bulunmustur. Domates bitkisinde patojen olan gram
negatif Microbacterium sp. ve Arthrobacter sulfonivorans %0.8 yayginlik orani ile
bulunmustur. Bu durum bolgede 6zellikle bitki dayanikliligin zayif oldugu donemlerde,
bitkilerde bulunan endofit faydali bakterilerin firsat¢1 patojen olarak domatesi

hastalandirdigi diisiniilmektedir.
4.2. Oneriler

Bolgedeki domates Tlireticilerinin %85’inin toprak analizi yaptirmadiklar: goriilmuistiir.
Bu da bilingsiz giibreleme yapmalarina neden olmaktadir. Genel olarak ¢ogunlugu asir
gibre kullandigindan sera topraklarinda bazik ortam olugmakta ve dolayisiyla
bozulmaya neden olmaktadirlar. Bolgedeki iireticilerin toprak analizi yaptirmasi tesvik

edilerek daha bilingli bir giibreleme yapmalar1 6nerilmektedir.

Ureticilerin %64’{iniin sezon sonunda bitki artiklarin1 imha etmedikleri goriilmiistiir.
Bunun sonucunda hastalikl1 bitkiler bolgedeki domates seralarina inokulum kaynagi
olusturmaktadir. Bolgedeki iireticilerin bitki artiklarini topraga gomerek imha etmeleri

ya da kompost yapiminda degerlendirilmesi onerilmektedir.
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Bolgedeki {ireticilerin %74’ tiniin ilkokul mezunu olduklar1 goriilmiistiir. Bolgedeki
iireticilere domates yetistiriciliginde yapilan kiiltiirel islemler, hastalik ve zararlar ile

miicadele hakkinda seminerler diizenlenerek iireticilerde farkindalik yaratilmasi dnerilir.

Serada yetistirilen domateslerde sorun olan govde ciiriikligi hastaligina karst
tireticilerin bitkinin gdvdesini jilet ile keserek govde igerindeki eksudatlar1 akittiklar
goriilmiistiir. Ureticilere bu uygulamanin hatali oldugu ve bdyle bitkileri imha etmeleri

gerektigi konusunda daha ¢ok bilgilendirmelerin yapilmasi gerekmektedir.

Bu calisma ile iilkede ilk defa domateste patojen olabilecekleri varsayilan bakteriyel
tirlerin daha detayli calisilmasi ve ileride domateste Onemli hastaliklar arasina

girebilme potansiyellerinin irdelenmesi gerekmektedir.

Bakteriyel hastaliklar seralarda nemin kontrol edilemedigi durumlarda siddetli
enfeksiyonlar olusturmaktadir. Bu nedenle iireticilerin nem yonetimi konusunda

bilinglendirilmesi gerekmektedir.

Bakteriyel hastaliklar zaman zaman seralarda c¢ok ciddi enfeksiyonlara yol
acabilmektedir. Miicadelesinin zor oldugu bu hastaliklarla miicadele i¢in en az iki yillik

bir miinavebe yapilmasi fayda saglayacaktir.
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Ciftci Adi Soyadi

Yetistirilen Domates Cesidi

Uretim Alani (da)

Mahalle Tsmi

Uretim Alaninda Hastalikli Bitki Sayist

Uretim Alaninda Goriilen Hastaliklar

Kullanilan flaclar

Kullanilan Giibreler

Giinlin Hangi Saatlerinde Seraya
Giriyorsunuz?

Hastalik Oldugunda Ne gibi Onlemler
Aliyorsunuz

Kiiltiirel Islemler Sirasinda Eldiven
kullantyor musunuz?

A) Evet

B) Hayir

Dezenfeksiyon i¢in Neler
Yapiyorsunuz?

Kiyafetlerinizi Hangi Siklikla
Degistiriyorsunuz?

Toprak Dezenfeksiyonu I¢in Topraga ne
tiir Islemler Yapiyorsunuz?

Ilag ve Doz Onerisini Kimden
Alryorsunuz?

A) Zirai Ilag Bayi

B) Iilag Etiketinden

Bitki Koruma Agisindan en 6nemli
sorun Nedir?

A) Hastalik

B) Zararh

Ciftci Egitim Durumu

Dekar da ortalama ne kadar verim
altyorsunuz?

Toprak Analizi Yaptirtyor musunuz?

A) Evet

B) Hayir

Bakirli flaclar1 Ne siklikla
Kullaniyorsunuz?

Kimyasal ilaglar1 Hangi Dénemde
Uyguluyorsunuz?

A) Hastalig1
gérmeden atarim
B) Hastaligi
gordiikten sonra
atarim

C) Teknik
elemanlarm Onerisi Ile
D) D)Komsuda
gorunce

Bitki Artiklarin1 Nasil Yok
Ediyorsunuz?

A) Seranin digina
atarim
B) Sera da Birakirim

C) Yakarim
D) Gomerim

Kiiltiirel Islemler de Budama Makasi
Kullaniyor musuz?

A) Evet

B) Hayir

Serada Calisan Kisi Sayis1 Ne kadar?

A)2
B)3

C) 4
D) 5 ve daha fazlasi
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EK 2: TEZ CALISMASINDA KULLANILAN BESI YERLERI
Tez Calismasinda Kullanilan Besi Yerleri

Nutrient Agar (NA ): 20 g hazir NA (Merck) 1L saf su i¢inde ¢6zdiiriilmiistiir. Besi
yeri cam sgiseler icerisinde otoklavda 121°C’de 20 dakika steril edilmistir ve 50°C’ye
kadar sogutulduktan sonra sterilize kabin igerisinde petrilere dokiilerek donmaya
birakilmistir (Lelliot ve Stead 1987).

Nutrient Broth (NB): 8 g NB (Merck) 1 L saf su igerisinde ¢ozdiiriilmistiir ve
hazirlanan besi yeri otoklavda 121°C’de 20 dakika steril edildikten sonra sogumaya
birakilmistir (Lelliot ve Stead 1987).

Tryptic Soy Agar (TSA): 20 g hazir TSA 1L saf su iginde ¢ozdiiriilmiistiir. Besi yeri
cam siseler icerisinde otoklavda 121°C’de 20 dakika siireyle sterilize edilmistir ve
50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril kabin icerisinde petrilere dokiilerek donmaya
birakilmistir (Klement et al.1990).

King’s Medium B (King B ): 10 g Proteose Pepton, 10 g Tryptone, 10 ml Gliserin, 1.5
g KoHPO4, 1.5 g M@gSO4.7H,0, 1L saf su iginde ¢Ozdirilmiistir ve ph 7.2°ye
ayarlanmigtir. Hazirlanan besi yeri otoklavlanmak {izere cam siselere eklenmistir.
Litreye 15 g Agar olacak sekilde siselere eklenmistir. Karigim 121°C’de 20 dakika
slireyle otoklavda steril edilmistir (King et al.1954).

Yeast Dekstroz Kalsiyum Karbonat Agar (YDCA): 10 g Yeast-extract, 20 g Glucose,
20 g CaCOs, 15 g Agar 1L saf su igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Besiyeri cam tiiplere 9-10
ml olarak bolistiiriilmiis ve kapaklar1 kapatilmistir. Ardindan otoklavda 121°C’de 20
dakika siireyle sterilize edilmis ve 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra tiipler

karistiricida hafif karigtirlldiktan sonra besi yeri egik sekilde donmaya birakilmistir
(Lelliot ve Stead, 1987).

Sakkaroz Nutrient Agar (SNA): 20 g hazir NA (Merck), 50g Sakkaroz 1 L su saf su
igerisinde ¢Ozdiiriilmiistiir. Otoklavda 121°C’de 20 dakika sterilizasyondan sonra besi
yerleri steril kabin igerisinde petrilere dokiilerek donmaya birakilmistir (Lelliot ve
Stead, 1987).
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Thornley 2A Besi Yeri: 1g Proteose Pepton (Acumedia), 5g NaCl (Merck), 0.3 g
K,HPO, (Merck), 3g Agar (Merck), 0,01 g Phenol red, 10g L-Arginine ortam igerigi
agar disinda tartilip lizerine 1L saf su eklendikten sonra manyetik karistirict (1500 rpm
hizda ve 55 °C) yardim ile kanistirilmis, pH 7.2° ye ayarlanmis ve agar ilavesinden
sonra homojenize edilmistir. Homojenize edilmis karisimdan 4,5 ml pipet yardimu ile
alinarak cam tiiplere paylastirilmis ve 121 °C’de 20 dakika siireyle otoklavda sterilize
edilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).

Nisastanin Hidrolizi: 20 g hazir NA (Merck), 2g Eriyebilen nisasta 1L saf su icerisinde

¢oztinmistiir. Karigim 121 °C’de 20 dakika siireyle otoklavda sterilize edilmistir.

Lugol Solusyonu: 1 g lodine ve 2g Potassium Iodide 300 ml saf su igerisinde
¢coziinmiistiir (Lelliot ve Stead, 1987).

indol Uretim Testi: 1L saf su icerisine 10 gr Tryptone (sigma) ve 5 g Yeast extract
(Merck) eklenerek hazirlanan karisim ¢oziiniinceye kadar karistirilmis ve pH 7,4 olarak
ayarlanmistir. Elde edilen karisimdan 5 ml tiiplere aktarilarak 121°C’de 15 dk otoklavda
steril edilmistir (Dickey ve Kelman, 1988).
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