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1999-2000 yillarinda Aydin iline ait 13 ilgede domates yetistirilen seralarda
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pseudomonas corrugata ve
yumusak ciiriikliik grubu Erwinia sp. varligini saptamak i¢in survey ¢aligmalari
yapilmistir. Aydin ilinin 13 il¢esindeki seralarda Pseudomonas corrugata ve
yumusak c¢iirliklik grubu Erwinia tirlerine rastlanmazken, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis' e Cine ilgesinde 2, incirliova ilgesinde 1 olmak
lizere 3 serada rastlanmistir. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Cmm)’nin bilinen 4 yari se¢ici besiyerinde (D2an, SCM, mSCM ve KBT) gelisme
durumu ve Cmm’ in gozle gorulebilir koloni olusturma sureleri ile bu besiyerlerinin
domates tohumlar1 ve bitkilerinden izole edilen tanilanmamis diger bakterilere karsi

seciciligi degerlendirilmistir.

Anabhtar sozciikler
Aydin, Domates, Bakteriyel kanser, Clavibacter

ABSTRACT

Survey was conducted in tomato growing greenhouses of 13 towns of Aydin
province in order to determine Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
Pseudomonas corrugata and soft rot Erwinia sp. in 1999-2000. Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis was determined in 3 greenhouses (two in
Incirliova and one in Cine town) while P. corrugata and Erwinia sp. was not found
in 13 towns of Aydin province Four semi selective agar media (D2an, SCM, mSCM
and KBT) were evaluated for the recovery and visible colony forming time of
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) and the selectivity of

unidentified bacterial isolates from tomato seed and plants.
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1. GIRIS

19. yiizyila kadar meyvelerinin giizelligi nedeniyle bir siis bitkisi olarak
yetistirilen domates (Lycopersicon esculentum L.), zehirli oldugu sanilarak
yenilmezdi. Oysa en yliksek dozda icerdigi tomatine adli alkoloidin bile zehir

etkisinin diisiik oldugu bilinen bir gercektir (Sevgican, 1999).

Kiiltiirli yapilan domatesin anavataninin Giiney Amerika’nin orta ve giiney
kisimlart oldugunu bilinmektedir. Kiiltiir domatesi Amerika’dan Avrupa’ya, oradan
da Afrikaya’ya ge¢mistir. Bugiin kiiltiirli yapilmis domateslerin L. hirsitum, L.
peruvianum ve L. pimpinellifolium’dan faydalanilarak gelistirildigi, ana mataryelin

ise L. peruvianum oldugu bilinmektedir (Vural et al., 2000).

Domates beslenme programlarinda onemli yeri olan sebzelerdendir.
Domatesin 100 graminda 0.55 mg vitamin B6, 1000 IU vitamin A ve 0.10 mg
vitamin B1 ile 21 mg vitamin C vardir. Bu vitamin iceriklerine gére domates 38
sebze arasinda B6 vitaminince altinci, A ve B1 vitaminince oniigiincii, C vitaminince
yirmiliclincii sirada yer almaktadir (Sevgican, 1981). Bu degerler bir yetigkinin
giinde 4-5 domates yemesi halinde giinliik vitamin gereksinimini karsilayabilecegi
gercegini ortaya koymaktadir. Bir yetigkinin giinliik vitamin gereksinimi B6 vitamini
icin 1-2 mg, A vitamini i¢in 5,000-6,000 IU, B1 vitamini i¢in 0.5-1 mg ve C vitamini
icin ise 45-70 mg’dir. Taze domatesin kalori degeri %19 gibi ¢ok diisiik olmasina
karsin, domatesten elde edilen iiriinlerin kalori degerleri oldukga yiiksektir. Ornegin
ketcapta %106’°dir. Kalori degerinin diisiik olmasi taze domatesi iyi bir rejim besini
haline getirmistir. Domatesin beyin hiicrelerinin yaslanmasini yavaslattigi, bagisiklik
sistemini giiclendirdigi, kireclenmeyi onledigi, saclar1 ve cildi giizellestirdigi,
insanlara nese verdigi, kalp hastaliklar1 ve kansere karst koruyucu etkisinin oldugu

son yapilan ¢aligmalarda ortaya konulmustur (Sevgican, 1999).

Domates olduk¢a derin bir sagak koke sahiptir. Kokiin derinlemesine ve
yanlara dagilimi 1-1.5 m’yi bulur. Seralarda ise koklerin gerek yanlara gerekse
derinlemesine dagilim alani, toprak suyunun hareketinin asagidan yukar1 olmasi

nedeniyle daha azdir. Bu nedenle kok, sera domateslerinde bitkiyi dik tutabilecek



glicte degildir. Seralardaki domates bitkilerinin mutlaka askiya alinmalarinin bir

nedeni de budur (Sevgican, 1999).

Ulkemiz ekonomisinde ¢ok énemli bir yeri olan domates, yetistiriciligi
yapilan bolgelerde ¢ift¢cimizin 6nemli gelir kaynaklarindan birisini olugturmaktadir.
Karadeniz Bolgesi’nin yogun yagis alan alanlari1 diginda iilkemizin hemen her
tarafinda yetistirilebilen bir sebzedir. Ozellikle Marmara, Ege ve Akdeniz

Bolgelerinde biiylik boyutlarda domates tliretimi yapilmaktadir (Vural et al., 2000).

Ulkemizin iklim sartlarinin bu sebzenin yetistirilmesi i¢in ¢ok uygun olusu,
bu sebzeyi isleyecek bir sanayinin 1970’li yillardan itibaren hizli gelismis bulunmasi,
domatese olan yonelmeyi hizlandirmis ve lilkemiz domates iiretiminde Diinya
iilkeleri arasinda alt siralardan hizla iist siralara tirmanarak Amerika ve Italya gibi
iiretim devlerinin arasina girmistir. Ayrica sadece liretim miktart arttirilmamis
domatesten elde edilen islenmis domates {iriinleri ¢esitlendirilmis, kaliteli {iriin alan
Japonya, Kanada, Amerika Birlesik Devletleri gibi pazarlara da mal satabilecek bir

iiretim miktar1 ve kalitesine ulagilmistir (Vural et al., 2000).

1995 yili iiretim sezonunun sonunda 320,000 tonluk salga {iretimine ulasan
iilkemiz bu iiriin disinda soyulmus domates, kubik kesilmis domates, parcalanmis
domates, glineste kurutulmus domates iiretimini de ¢ok onemli Olglide arttirmistir.
Sadece ihra¢ edilen domates iirlinlerinin miktar1 yaklasik 200 milyon dolar ile iilke

ihracatinda 6nemli bir kalemi olusturmaktadir (Vural et al., 2000).

1995 yil1 verilerine gore Tiirkiye, domates yetistirilen Diinya iilkeleri arasinda
ABD ve Italya’nin ardindan 3. sirada yer almakta iken (Anonymous, 1995), 1998
FAOQ verilerine gore, ekim alan1 olarak ABD’den (164,410 ha) sonra 158,000 ha ile
Diinya 2.’si konumuna yiikseldigimiz goriilmektedir. Buna ragmen 47.7 ton/ha verim
ile sadece OECD fiilkeleri arasinda 21. sirada yer almamizin nedenlerinden birinin de
yetersiz tarim tekniklerinin yaninda hastalik ve zararlilardan da kaynaklandigi

diisiiniilebilir. Verim olarak Diinya 1.’si konumundaki Hollanda 466.6 ton/ha verim



ile yaklasik 11 kat, en yakin rakibimiz ABD 13. sirada 65.6 ton/ha verim ile yaklasik

1.5 kat bizden daha fazla verim almaktadir’.

1998 yili kayitlarina gore Tiirkiye’de bulunan toplam 899,000 ha sebze ekilis
alaninin 18,800 ha’inda sera iiretimi yapilmaktadir (Abak et al., 2000). Sebze
seralarinin %51’inde domates yetistirilmektedir (Sevgican et al., 2000). Domates
iiretimine bakildiginda 1998 yili itibariyle Tiirkiye’de iiretilen toplam 8,200,000 ton
domatesten 1,011,361 ton’u serada iiretilmektedir. (Anonymous, 1999; Abak et al.,
2000).

Aydin ilimizde Ortii alt1 yetistiriciligi dikkate alindiginda ise 1998 yihi
verilerine gore toplam 1,163 serada 997,881 m’ alanda domates iiretimi
yapilmaktadir. Bu iiretimde ise diger iirlinlerle yapilan mukayesede serada iireticisine
iyi gelir saglayan domatesin tercih edildigi goriilmektedir. Aydin ili merkez ve
ilcelerindeki domates seralarinin 1998 yili verilerine gore sergiledigi durum Cizelge
1’de gosterildigi gibidir. Aydin ilindeki ortii alt1 yetistiriciligi giderek artmaktadir.
Son yillar dikkate alindiginda genel sera alanlar1 1990 yilinda 524.5 da iken 1998
yilinda bu %90°1ik bir artisla 997.8 da’a ulasmustir’.

Sera domateslerinde karsilasilan problemlerin basinda kalite ve kantite
kayiplarina neden olan hastaliklar gelmektedir. Genelde fungal ve bakteriyel
etmenlerin neden oldugu hastaliklar verim f{izerine etkili olmaktadir. Domates
bitkisinde hastalik olusturan bakteriyel etmenler siralanacak olursa; Domates
Bakteriyel Kanseri (Solgunluk) (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
‘Smith’ Jensen), Domates Bakteriyel Benek Hastaligi (Pseudomonas syringae pv.
tomato (Okabe) Alstatt), Domates Bakteriyel Leke Hastaligi (Xanthomonas
vesicatoria (Doidge)), Domates Gévde Oz Nekrozu (Pseudomonas corrugata
Roberts and Scarlett), Domateslerde Bakteriyel Yumusak Cirtklik, (Erwinia
carotovora subsp. carotovora, E. chrysanthemi) ve Stolbur (Iri Tomurcuk

(Erkeklesme))’dur.

" Food and Agriculture Organization of USA. FAOSTAT, Statistics Database Agriculture Database,
Crop Primery. WebSite: http://apps.fao.org.
* Tarim ve Koy Isleri Bakanligi, Aydin Tarim il Miidiirliigii kayitlarindan alimustir.



Cizelge 1. 1998 yilinda Aydin Ili Merkez ve ilgelerinde domates seracilig1 yapan kdy sayisi,
seract sayisi, toplam sera alani ile bu alanda domatesin pay1

Seraciik Toplam Toplam sera Domatesin toplam
Yapilan Seract  Toplam Sera  domatesi  sera alanindaki %
ilge Koy Sayisi Say151a Alam (m?) alam (m?) payl
Incirliova 17 216 344,880 236,280 68.5
Nazilli 12 173 241,930 179,672 74.3
Cine 20 164 180,500 154,800 85.8
Merkez 25 181 169,512 132,564 78.2
Germencik 9 68 127,360 81,160 63.7
Kogarl 14 61 54,395 39,335 72.3
Sultanhisar 7 54 41,620 37,020 88.9
Karpuzlu 9 85 37,950 30,000 79.1
Buharkent 6 30 28,985 26,425 91.2
Kuyucak 11 33 22,630 16,780 74.1
Bozdogan 6 16 20,200 15,200 75.2
Didim 5 16 18,980 14,580 76.8
Soke 8 23 22,310 9,965 44.7
Kosk 3 6 11,400 9,000 78.9
Yenipazar 3 26 32,700 6,800 20.8
Karacasu 3 5 4,450 4,200 94 .4
Kusadasi 5 6 10,600 4,100 38.7
Toplam 163 1,163 1,370,402 997,881

* Diger bitkilere ait seralar da dahil.

Bakteriyel hastaliklarin toprak kaynakli olanlar1 sera topraginda ve bitki
artiklarinda kisladiklar1 igin etkilidir. Seranin yerinin veya topraginin
degistirilemeyecegi, ayrica bu hastalilara karsi etkili bir miicadele yonteminin
olmayisi diisiiniildiigiinde sera topraginin bir kez bu patojenler ile bulagsmasi, takip
eden yillarda artan bir sekilde iirlin kayiplarinin beklenmesi anlamina gelmektedir.
Sera domateslerinde hastalik olusturan toprak ve bitki artig1 kaynakli bakteri
hastaliklari; Domates Bakteriyel Kanser (Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis) (Cmm), Domates Gévde Oz Nekrozu (Pseudomonas corrugata) (Pc),
Domates Bakteriyal Yumusak Ciiriikliik Hastaligi(Erwinia caratovora subsp.

caratovora) (Ecc)’dir. Genelde domatesin hasadina yakin zamanlarda ortaya ¢ikan



bu ii¢ hastalik i¢in sera kosullarindaki yiiksek nem ve sicaklik kosullar1 hastaligin

olusumunu ve yayilisini tesvik eden en 6nemli faktorlerdendir.

Bu tezde, son yillarda giderek artan Aydin ili seralarinda Domates Bakteriyel
Kanserinin (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis) ve govde nekrozu
hastaliklarinin (Pseudomonas corrugata, Erwinia spp.) varligini arastirmak, ayrica
Cmm i¢in Onerilen yar1 segici besi yerlerini degerlendirerek, segiciligi yiiksek
Cmm’in gelismesine maksimum oOlgiide izin veren bir besiyerinin gelistirilmesi

hedeflenmistir.



2. LITERATUR BILDIRISLERI

Domates Bakteriyel Kanser Hastaligi 1910 yilinda A.B.D.” de ilk rapor
edilisinden bu yana, tiim Diinya’ya yayilmis ve tarla ile seradaki domateslerde ciddi
kayiplara neden olmustur (Hayward and Waterston, 1964). Hastalik rapor
edildiginden bu yana Avusturya, Bel¢ika, Bulgaristan, Cek Cumbhuriyeti, Fransa,
Almanya, Yunanistan, Macaristan, irlanda, italya, Litvanya, Hollanda, Romanya,
Rusya, Isvigre, Ukrayna, Yugoslavya, Ermenistan, Azerbaycan, Hindistan, iran,
Israil, Japonya, Liibnan, Tiirkiye, Kenya, Madagaskar, Fas, Giiney Afrika, Tunus,
Uganda, Zambia, Zimbabve, Orta Amerika’nin Geneli, Arjantin, Brezilya, Kanada,
Sili, Kolombiya, Kostarika, Kuba, Dominik Cumhuriyeti, Ekvator, Meksika,

Panama, Peru, Uruguay, Avustralya ve Yenizellanda’da saptanmustir’.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) tarafindan
olusturulan Bakteriyel Kanser Hastaligi domatesin tohum kaynakli en 6nemli
hastaliklarindandir. Cmm domates bitkisinin her doneminde belirti olusturan bir
hastaliktir. Bu belirtiler bitkinin enfekte oldugundaki yasina, enfeksiyon sekline ve
cevre faktorlerine baglidir. Belirtilerin nedeni genelde sistemik enfeksiyonlardan
kaynaklanir. Sekonder enfeksiyonlardan meydana gelen belirtiler ise genelde sinirl
kalir. Cmm’in en belirgin belirtilerinden bir tanesi solgunluktur. Eger domates bitkisi
geng yasta bu hastalik ile enfekte olursa bir-iki giin i¢inde solar ve ardindan oliir.
Diger taraftan gelismis bitkilerdeki solgunluk yavas ve dereceli olarak ilerler.
Sistemik olarak enfekte olmus bitkilerde ilk belirtiler yash yapraklarda goriiliir. Bu
yapraklar solar ve asagiya dogru sarkip asili kalir. Bu hastalikta bitkinin bir tarafi
soldugu halde diger tarafi saglikli goriilebilir. Baz1 durumlarda ayni yaprak sapina
bagl yaprakeiklarin bir kismi solgun goziikiirken diger yaprakgiklarin turgorunu
korudugu ve saglikli goriildiigii durumlara da rastlanabilir. Yapraktaki belirtileri
genelde yapraklarin kenar kisimlarinda gozlenir. Hastaligin bu donemine “yaniklik
donemi” adi verilir. Bu hastaliga ait en 6nemli belirtilerden iki tanesi daha ise “kus
gbzii” ve iletim demetlerindeki kahverengilesmedir. Meyvede meydana gelen

belirtiler genelde sekonder olarak meyvenin enfekte olmasiyla olusur. Belirti ilk

 EPPO PQR bilgisayar programi, 1995 veri tabani.



basta ufak ve beyaz bir benek seklindedir. Hastaligin gelismesiyle beraber bu
noktalar genisler ve ortast “kus g6zii” etkisi verecek sekilde koyulasir. Her zaman
icin meyve enfeksiyonlar1 goriillmeyebilir. Enfekte olmus gévdenin igindeki iletim
demetlerindeki kahverengilesme govdenin boylamasina kesilmesiyle kolayca
gozlenebilir. Bu belirti genelde bitkinin iist kisimlarinda ve yaprak sapinin gévdeye
baglandig1 yerlerde gozlenir. {letim demetlerindeki kahverengilesme ileri durumlarda

0ziin kuruyup bos bir goriiniim almasina da neden olabilir (Anonymous, 1982).

Cmm domates bitkisinin yoklugunda toprakta 2 yila kadar, bitki artiklarinda 3
yila kadar, odunlasmis domates gévdesinde ise 10 aya kadar canli kalabilmektedir.
Hastalik, kopek liziimii gibi bazi Solanaceae familyas1 iiyelerinde de yasiyabilir.
Hastalik dogal acikliklardan giris yapabilecegi gibi genelde yaralar yoluyla bitkiyi
enfekte eder. Nem etmenin bitkiyi hastalandirabilmesi i¢in 6nemli bir kriterdir

(Fatmi and Schaad, 1988).

Cmm; aerobik, gram pozitif, coryneform c¢ubuk, 0.6-0.7u x 0.7-1.2u
biiytlikliikte, tek veya "V" seklinde ciftler halinde bulunan, hareketsiz, spor
olusturmayan, kemoorgano ototrofik, glikozdan ve diger bazi karbonhidratlardan
zay1f asit olusturan, optimum gelisme sicakligr 20-29°C olan, 35°C’nin iistiinde ¢cok
nadir gelisebilen, katalaz pozitif, okzidaz negatif, nitrati indirgemeyen, indole

negatif, bakteriyel bir mikroorganizmadir (Holt et al., 1994).

Cmm’e kars1 uygulanan tohum uygulamalar1 her zaman i¢in bu hastalik ile
miicadelede etkili olmayabilir (Thyr et al., 1973; Shoemaker and Echandi, 1976). Bu
nedenle; Cmm ile bulasik hastalikli tohumlarin saptanip elimine edilmesi tohum
kaynakli olan bu 6nemli hastalik ile miicadelede etkili bir yontemdir. Diinya’da
yapilan arastirmalarda bir¢ok tanilama teknigi tizerinde ¢aligilmistir. Bunlar; bitkinin
gelisimine bakilmasi (Ark, 1944; Grogan and Kendrick, 1953), yar1 kat1 (Bryan,
1930) veya ayirici besi yerlerinde (Strider, 1967) tohumlarin kiiltiire alinmasi, tohum
filtrat1 ile domates bitkilerinin inokule edilmesi (Thyr, 1969), immunofluoresan test
(IF) (Trigalet and Rat, 1976), immunofluoresan test ve patojenisitenin birlikte
kullanim1 (Van Vaerenberg and Chauveau, 1987) ve polimeraz zincir reaksiyonu

(PCR) (Dreier et al., 1995)’dur. Ancak dogrudan besiyerine ekim seklindeki klasik



izolasyon yontemi; uygulamasinin basitligi, daha ucuz olmasi ve sonucta gelisen
bakterinin patojenisite testine karar vermede kullanilabilir olmas1 gibi bir ¢ok

avantaja sahiptir (Schaad, 1982).

Serolojiye dayali testler ve PCR ile tohumda bu hastaligin varligi ¢ok kolay
ve hizli bir sekilde tesbit edilebilmesine ragmen, etmenin canli olup olmadig1 kesin
olarak anlasilamamaktadir. Bu nedenle son yillarda tohumda bulunan sadece canli
patojenin duyarl olarak saptanmasina yonelik BIO-PCR yontemi gelistirilmistir. Bu
yontemin esas1 da tohum ekstraktinin segici besiyerine ekilmesinden sonra toplu igne
bast biiyiikliiginde Cmm kolonilerinin olustugu devrede PCR uygulanmasidir

(Schaad et al., 1998).

Diinya’da Cmm’in izolasyonu i¢in yar1 segici besi yerleri ile ilgili bir ¢ok
arastirma yapilmistir. Bu arastirmalar sonucunda; D2 (Kado and Heskett, 1970),
D2an (Hwanger, 1975), SCM (Fatmi and Schaad, 1988), KBT (Dhanvantari, 1988)
ve mSCM (Waters and Bolkan, 1992) yar1 segici besi yerleri gelistirilmistir.

Kado ve Heskett (1970) yapmis olduklar1 segici besiyeri gelistirme
calismalarinda Agrobacterium, Corynebacterium, Erwinia, Pseudomonas ve
Xanthomonas genuslari i¢in 5 farkli segici besiyeri gelistirmislerdir. Gelistirdikleri
bu besi yerlerinin etkinliklerini (Secici besiyerinde gelisen bakteri kolonisi sayis1 /
secici olmayan besiyerinde gelisen bakteri koloni sayist x 100) 4. tumefaciens igin
D1 besiyerinde %90.3, C. michiganense i¢in D2 besiyerinde %27.1, E. amylovora
icin D3 besiyerinde %77.7, P. syringae igin D4 besiyerinde %6.5 ve X. campestris
icin D5 besiyerinde %78.4 olarak bulmuslardir. Ayrica yaptiklar1 ¢alismada diger
saprofitik bakterilerin varliginda bu bakterilerin gelismesine izin verme etkinlikleri
incelendiginde (secici besiyerinde topraktan gelisen bakteri koloni sayist / ayni
besiyerinde toprak olmadigi durumda gelisen bakteri koloni sayisi x 100) sirasiyla
D1 besiyerinde %48.1, D2 besiyerinde %79.8, D3 besiyerinde %57.0, D4
besiyerinde %26.9 ve D5 besiyerinde %79.9 olarak bulmuslardir.

Fatmi ve Schaad (1988) yapmis olduklar1 ¢alismada Domateste Bakteriyel
Kanseri etmeni Cmm’in tohumdan tesbitine yonelik SCM ad1 verilen bir yar1 secici

besiyeri gelistirmiglerdir. Gelistirmis olduklar1 bu yeni segici besiyerinin testlenen 34



adet Cmm izolatinin karsilastirma ortami nutrient broth yeast ekstrakt (NBY)’a gore
%85-132 oraninda gelismesine miisaade ettigini ve saprofitik karakterli bakterilerin
gelismesini de %98 oraninda engelledigini bulmuslardir. Bu besiyeri ile 10,000
tohum i¢inden 50 hiicre/ml bakteri i¢eren tek bir tohumdan bile etmenin varligini

tesbit edebilmislerdir.

Domatesin 6nemli patojenlerinden olan Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’in neden oldugu Domates Bakteriyel Kanser ve Solgunlugu
iilkemizde ilk kez Bremer ef al. (1952) tarafindan Ankara’da daha sonra Karahan
(1965), i¢ ve Giiney Anadolu’da, Karaca ve Saygili (1977), Marmara ve Ege
Bolgesi’nde, Ulukus (1982), Elazig, Diyarbakir ve Mardin’de, Cinar (1980),
Cukurova Bolgesi’'nde, Oktem (1985), Ankara ve Eskisehir’de bulundugunu
bildirmislerdir (Kahveci ve Giircan, 1993).

Hastaligin Ankara ilinde %0.5 ile %23 arasinda bir yayginlik gosterdigi tespit
edilmis, ancak bazi ilgelerde %100 bulasik tarlalara da rastlanmistir. Yapilan
caligmalarda patojenin kurumus domates gévdesinde 5 ay, kurumus yaprakta (sapli)

ise 4 ay siire ile yasadig1 tespit edilmistir (Oktem, 1984).

Orta Anadolu Bolgesi’nde 14 ilde (Afyon, Ankara, Bolu, Burdur, Cankiri,
Eskisehir, Isparta, Kayseri, Kirsehir, Konya, Nevsehir, Nigde, Yozgat ve Zonguldak)
domates ekim alanlarinda 354 6rnekleme noktasinda domates bakteri hastaliklar
surveyi yapilmistir. Surveyler sonucunda Afyon disindaki 13 ildeki 97 tarlada
Domates Bakteriyel Kanser Hastaligina rastlanmigtir. Hastalik sirayla Isparta
(%5.25), Yozgat (%4.67), Ankara (%3.71), Cankir1 (%]1.8) ve Nigde (%]1.4) illerinde
oldukca yiiksek oranda goriilmiis, diger illerde ise %0.07-0.71 arasinda degisen
oranlarda saptanmistir (Oktem ve Benlioglu, 1993).

Domates Govde Oz Nekrozu Hastalig1 domates bitkilerinde kahverengi-siyah
govde lekeri, iletim demetlerinde kahverengilesme 6zde renk degisimi, nekroz ve
bosalmanin yani sira, iist yapraklarda sararma, genel kloroz ve adventif kdk olusumu
seklinde belirtilere neden olan ve Pseudomonas corrugata olarak adlandirilan diger
domates bakteriyel hastaliklarindan biridir (Scarlett et al., 1978). P. corrugata

non—fluorescent, polar kamgilara sahip ve hiicreler aras1 depo graniilii olarak poly-B
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hidroksibutirate biriktiren, nutrient dekstroz agar (NDA) ortaminda ise yesil
merkezli, sarimtrak, hafif kubbeli, genelde merkezi veya kenarlar1 kirisik ve
sari-yesil, ortama yayilabilen bir bakteridir. Genelde diisiik gece sicakligi ve
toprakta yiiksek azot seviyesi nedeniyle yumusak yapi kazanan bitkilerin
yetistirildigi 1sitilmamis, yiiksek neme sahip ve yogunlagsma sonucunda bitki
yilizeyinde serbest su damlacigi olan seralarda goriildiigii vurgulanmistir (Scarlett et

al., 1978).

Ik olarak 1978 yilinda Ingiltere’de (Scarlett et al., 1978) saptanmasindan
sonra Fransa (Paulin, 1979), Almanya (Naumann, 1980; Kohn, 1982), Ispanya
(Lopez and Noval, 1980), Israil (Zutra and Kritzman, 1983), Isvigre (Vogelsanger
and Grimm, 1983), Isve¢ (Olsson, 1986), Italya (Fiori et al., 1983; Scortichini, 1989;
Catara and Albanese, 1993; Sesto et al., 1996), ABD (Lai ef al., 1983; Wick and
Rane, 1990; Carroll et al.,1992), Yeni Zellanda (Clark and Watson, 1986), Giiney
Afrika (Bradbury, 1987), Yugoslavya (Mijatovig et al., 1988), Japonya (Kuwata and
Oikavwa, 1989), Sovyetler Birligi (Popkova and Nosova, 1989), Brezilya (Rodrigues
Meto et al., 1990), Tiirkiye (Demir, 1990), Arjantin (Alippi et al., 1993), Yunanistan
(Buonario et al., 1993)’da da belirlenmistir.

Ege Bolgesi’nde 6zellikle ortiialt1 yetistiriciliginde, domateslerde baslangicta
govdede c¢iirlik nekrozlara, giderek 6zde renk degisimi, 6z bosalmast ve
solgunlasmaya doniisen belirtiler saptanmis ve hastaligin etmenini ve bdlge
seralarindaki durumunu ortaya koymak amaciyla 140 sera incelemeye alinmistir.
Hastalikl1 bitki 6rneklerinde elde edilen bakteriyel izolatlarin tanilanmasina yonelik
olarak yiiriitiilen ¢alismalar sonucunda elde edilen izolatlarin Domates Gévde Oz
Nekrozu etmeni (Pseudomonas corrugata) ile ¢ok benzer oldugu belirtilmistir

(Demir ve Glindogdu, 1988).

1989 yilinda Ege Bolgesi’nde incelenen 136 domates serasinin 3’iinde
Domates Govde Oz Nekrozu belirtileri saptanmistir. Hastalikli bitkilerden elde
edilen 3 izolat, morfolojik, biyokimyasal ve patojenisite test sonuglarina gore P.

corrugata olarak tanilanmistir (Demir, 1990).
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Akdeniz Bélgesinde tipik Govde Oz Nekrozu gdsteren domateslerden 17
bakteri izolat1 toplanarak bunlar orjinal kiiltiiriiyle klasik bakteri tanilama testlerine
verdikleri cevaplar1 karsilastirilmis ve elde edilen sonuglarla her iki kiiltliriin
birbirine benzemesi nedeniyle bolge izolat1 P.corrugata olarak saptanmistir (Bas ve
Cinar, 1995).

Ustiin (2000), yapmis oldugu calismada Domates Gévde Oz Nekrozu
Hastaliginin Ege Bolgesi domates seralarindaki durumu, hastaligin etmenleri ve sera
kosullarinda saks1 denemelerinde N, K, yiiksek orantili nem, diisiik gece sicakligi ve
bunlarin kombinasyonlarinin hastalik siddetine etkisini arastirmistir. 1997, 1998 ve
1999 yillarinda yapilan survey caligmalarinda yayginlik oranini sirasiyla %20.89,
%27.45 ve %28.57 olarak bulmus, bulunus oranlarini ise %1.53, %1.33 ve %2.55
olarak belirlemistir. Biyokimyasal ve fiziksel 6zellikleri incelendiginde bu hastalik
etmenlerinin Pseudomonas cichorii, Pseudomonas viridiflava, Pseudomonas
corrugata, Pseudomonas sp. ve yumusak ¢iiriikliik etmeni Erwinia sp. olarak

tanilamistir.

Pseudomonas genusu disinda yumusak ¢iiriikliikk grubu Erwinia’lar bitkinin
Oliimi ile sonuglanan govdede koyu renkli alanlarin olusumu, 6zde sulanma, renk
degisimi, par¢alanma ve yumusak c¢iiriikliik belirtilerine neden olabilmektedir.
Pektolitik aktiviteye sahip, gram negatif, cubuk sekilli, fakiiltatif anaerob, King B’de
(King et al., 1954) krem renkli, 4-5 mm capinda, diizensiz kenarli koloniler
olusturan bakteriler, Diinya’nin bir ¢ok yerinde bir ¢ok bitki tiiriinde ciddi zararlara
yol agmaktadir. Toprak kaynakli bu patojen ayrica sularda, rizosferde ve bitki

artiklarinda canliligini siirdiirebilmektedir (Ustiin, 2000).

E. carotovora subsp. carotovora’nin olusturdugu goévde ciiriikliigii ve 6z
parcalanmasinin serada once su damlayan yerlerde ortaya ¢iktigi ve sonra yiiksek
orantili nem ve serbest nem kosullarinda siddetlendigi bildirilmistir (Dhanvantari and

Dirks 1987).

Malathrakis ve Goumas (1987) 1979-1985 yillar arasinda Girit adasinda sera

domateslerinden yapmis olduklar1 izolasyon ¢alismalarinda Erwinia ve Pseudomonas

genusuna ait bakteriler izole etmislerdir. Bunlarin fizyolojik ve biyokimyasal
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karakteristikleri incelendiginde ise 22 tanesinin Erwinia carotovora subsp.
carotovora, 10 tanesinin Erwinia carotovora subsp. atroseptica, 4 tanesinin
Pseudomonas viridiflava ve 13 tanesinin ise Pseudomonas fluorescens biotype |

oldugunu bulmuslardir.

Akdeniz Bolgesi’nde 1992 ve 1993 yillarinda yapilan survey ¢alismalarinda
ortii altinda yetistirilen domateslerde Domates Govde Nekrozu Hastaligi’nin
goriildiigii bitkilerden toplam 13 izolatin iigiinliin Pseudomonas cichorii, birinin
Erwinia caratovora subsp. caratovora, dokuzunun ise fluoresan Pseudomonas spp.

olduklar1 belirlenmistir (Tokgdniil, 1993, 1995).

Adana, Erdemli ve Kocahasanli bolgelerinde domates seralarindan izolatlar
toplanmig ve bunlardan Adana ve Erdemli’den alinan izolatlarin Erwinia caratovora
subsp. carotovora, Kocahasanli’dan alinan izolatin ise E. chrysanthemi oldugu testpit
edilmistir. Bu ¢alisma ile ilk kez Dogu Akdeniz Bolgesi domateslerinde Erwinia
caratovora subsp. carotovora ve Erwinia chrysanthemi bakterilerinin domateslerde

patojen oldugu bulunmustur (Cinar ve Aysan, 1995).



3. MATERYAL ve METOD

Calismalarda; Aydin ilinde seralarda yetistirilen hastalikli domates bitkileri,
patojenisite calismalarinda kullanilacak H2274 ¢esidi domates tohumlari, tiitiin
(White Burley) bitkileri kullanilmistir. Bakteri kiiltiirleri ise Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis Cmm-9 (Oktem ve Benlioglu, 1993),
Pseudomonas corrugata NCPPB-2445 [National Collection Plant Pathgenic
Bacteria], Erwinia caratovora subsp. caratavora Ecc-133 [Scothish Crop Research
Institute (SCRI)], Erwinia caratovora subsp. atroseptica Eca-1039 [Scothish Crop
Research Institute (SCRI) ve secici besiyeri ¢alismalarinda kullanilmak {izere
domates tohumlarindan ve domates bitkileri ylizeyinden izole edilen 22 adet

bakteriyel izolat materyal olarak kullanilmistir.
3.1. Survey Calismalari

2000 yaz donemi (Subat-Temmuz)’'nde Aydin iline ait 27 kdy ve ilge
merkezinde 68 iireticinin 89 serasi gezilmistir. Bu vejetasyonu takip eden giiz
donemi (Kasim-Aralik)’nde ise 21 koy ve ilge merkezinde 53 iireticinin 91 serasi

gezilmistir (Cizelge 2).
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Cizelge 2. Survey caligmalarinda incelenen domates seralari

incelenen sera  incelenen sera incelenen sera

alan1 (m?) sayisi Yosi
Toplam sera

ilce domatesi alami (m?) Yaz Giiz Yaz Giiz Yaz Giiz
Incirliova 236,280 4,200 28,700 5 33 1.8 12.1
Nazilli 179,672 18,500 12,250 16 8 10.3 6.8
Cine 154,800 7,200 1,500 10 2 4.7 1.0
Merkez 132,564 6,800 8,200 15 12 5.1 6.2
Germencik 81,160 5,500 12,800 6 16 6.8 15.8
Kogarl 39,335 7,500 5,000 8 7 19.1 12.7
Sultanhisar 37,020 1,350 1,050 3 2 3.6 2.8
Karpuzlu 30,000 5,000 500 10 1 16.7 1.7
Yenipazar 6,800 1,500 500 1 1 22.1 7.4
Buharkent 26,425 3,500 - 4 - 13.2 -
Kuyucak 16,780 1,200 1,500 3 3 7.2 8.9
Soke 9,965 - - - - - -
Bozdogan 15,200 4,500 11,400 7 6 29.6 75.0
Didim 14,580 500 - 1 - 34 -
Kosk 9,000 - - - - - -
Kusadasi 4,100 - - - - - -
Karacasu 4,200 - - - - - -
Toplam 997,881 67,250 83,400 89 91

3.1.1. Orneklerin toplanmasi

Gidilen seralarda tiim sira aralarina girilip tim bitkiler incelenerek,
hastalikli bitki sayist belirlenmis ve ylizde hastalik oranlar1 saptanmistir. Hastalik
belirtisi gosteren bitkiler sokiilerek polietilen torbalara konmus ve seraya ait bilgiler
(Ureticinin ismi, sera alani, mevkii) yazilarak etiketlenmistir. Toplanan drnekler
izolasyon g¢aligmalart i¢in laboratuvara getirilmis ve 24 saat i¢inde izolasyon

caligmalarina baglanmistir.
3.2. Izolasyon ve Tamlama Calismalari
3.2.1 Izolasyon ¢cahismalar

Laboratuvara getirilen domates bitkilerinin belirti gosteren kisimlarindan
saglikli dokularida igerecek sekilde pargalar alinmis, bu parcalar yiizey

dezenfeksiyonu i¢in %2’lik sodyum hipokloriir ¢ézeltisinde veya %70’lik etil alkolde



-15-

2 dakika bekletilmistir. Daha sonra steril damitik su ile durulanmis ve steril kurutma
kagitlar1 ile kurulanmistir. Bu pargalar steril havan iginde 0.5-1 ml steril damitik su
icinde ezilmistir. Elde edilen siispansiyondan KB (Pseudomonas agar F (Merck) 35
g/L + gliserin %1) (King et al., 1954) ve D2an (dekstroz %1, kasein hidrolizat 9%0.4,
yeast ekstrakt %0.2, NH4CI %0.1, MgS04.7H,0 %0.03, LiCl %0.5, tris %0.12, agar
%1.5, otoklavdan sonra nalidiksik asit 28 mg/L, nyastatin 10 mg/L, polymixin B
sulfat 40mg/L, sodyum azid 2 mg/L, cycloheximide 100 mg/L) (Hwang, 1975)
ortamlarina ekim yapilmistir. Inkubasyon igin petriler 26°C deki inkubatdre
konmustur. Inkubatdrde 48-72 saat inkubasyon sonrast KB’de UV 1sik altinda
fluoresan pigment vermeyen koloniler ve D2an besiyerinde gelisen sar1 koloniler
saflagtirilarak nutrient agar igeren tiiplere alinarak stoklanmis ve +4°C de

saklanmistir.
3.2.2. Bakterilerin tanilanmasi ve patojenisite calismalari

Domates bitkilerinden izole edilen bakterilerin tanilanmasi i¢in su yol
izlenmistir. Gram pozitif olan Cmm silipheli izolatlarin tanilanmasi i¢in ilk 6nce
D2an besiyerinde gelisimine bakilarak sari renkteki kolonilerin gram boyamalari
yapilmigtir. Gram boyama sonunda mavimsi mor kisa ¢ubuk seklinde “V” bigiminde
cift halinde goriilen bakterilere ait izolatlar tiitinde asir1 duyarlilik testlerine
alinmistir. Tiitlinde asir1 duyarlilik reaksiyonu verenler ise domates bitkilerinde
patojenisiteleri yapilmis ve domates bitkilerini hastalandiran izolatlarin biyokimyasal
testleri yapilarak bu izolatlarin tanilama yoluna gidilmistir. Gram negatif olan Pc ve
Ecc siipheli izolatlarin tanilanmasi i¢in KB besiyerinde UV 1s1k altinda fluoresan
pigment vermeyen kolonilerin gram boyamasi yapilmis ve gram negatif sonug veren
izolatlara yine aym sekilde ilk Once tiitlinde asir1 duyarlilik testi uygulanmistir.
Pozitif sonug verenler domates bitkilerinde patojenisiteleri yapilmis, sonucu pozitif
olan izolatlarin biyokimyasal karakteristikleri incelenerek tanilama yoluna

gidilmistir.
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a) Gram boyama

Gram boyama testi Klement (1968)’de belirtilen yonteme gore yapilmistir.
Bu amagla ilk dnce temiz bir lam alinarak {izerine bir damla steril su damlatilmistir.
Sonra 24-48 saatlik nutrient agar besiyerinde gelismis olan bakteriler steril bir 6ze
yardimiyla su damlasi i¢inde yayilmis ve daha sonra lam hafifce alevden gegirilerek
bakteriler sabitlenmistir. Bu lam iizerine crystal violet solusyonu damlatilarak bir
dakika bekletilmis ve lamlar ¢cesme suyunda yikanmistir. Sonra ayni lama gram
iodine damlatilarak bir dakika beklenmis ve tekrar gesme suyunda yikanmistir. Daha
sonra lamin tizeri %95’lik etil alkol ile yikanip 30 saniye beklenmistir. En son olarak
lamin tizeri safranin sollisyonu ile kaplanmis ve 2 dakika beklenmis ardindan lam
yikanmis ve temiz bir pegete ile kurulanmistir. Hazirlanan preparatlara normal 151k
mikroskobunda 100 x objektif altinda immersiyon yag1 ile bakilmig; mavi-mor
goriilen bakteriler gram pozitif, pembe-kirmizi olarak goriilenler de gram negatif

olarak degerlendirilmistir.
b) Patojenisite calismalari
Tiitiinde agwr1 duyarlilik

Bu amagla yetistirilen White Burley cinsi tiitiin bitkileri kullanilmistir.
Nutrient agar besiyerinde 24-48 saat gelismis olan bakterilerden steril su ile
siispansiyon hazirlanmistir (=107 hiicre/ml). Bu siispansiyon steril bir enjektor
yardimiyla tiitiin yapragmin iki yan damar arasina enjekte edilmistir. iklim odasinda
21°C de inkube edilmis, 2-5 giin sonra belirti olusumu i¢in incelenmistir. Enjekte
edilen bolgenin nekroze olup derimsi bir hal almasi pozitif sonug olarak, saglikli

olmasi ise negatif sonug olarak degerlendirilmistir (Klement, 1968).
Domates bitkilerinde patojeniste testi

Elde edilen Cmm siipheli bakteriyel izolatlar i¢in uygulanan patojenisite
calismalar1 su sekilde yiriitilmiistiir: Bunun i¢in 2-3 ger¢ek yapragi bulunan
domates bitkileri (H2274) kullanilmistir. Kotiledon yapraklarinin gévdeye baglandigi
noktanin 6-7 mm yukarisindan steril bisturi ile gévde kesilerek bitkinin iist kismi1

¢ikartlmistir. Mililitrede ~10° hiicre/ml igeren siispansiyondan bu kesilen yaraya
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mikropipet yardimiyla bir damla damlatilmistir. Bu bitkilerin {izeri nemlendirilmis
polietilen torba ile kapatilip hastaligin ortaya ¢ikisi i¢in gereken nemli kosullar
saglanmigtir. 24 saat sonra bu torbalar ¢ikarilmistir. 1-2 hafta i¢inde kotiledon
yapraklariin solup kurumasi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Chaldecott and

Preece, 1983).
¢) Biyokimyasal tanilama testleri
Oksidaz testi

Bu test isleminde Kovacs (1956)’da belirtilen yonteme gore %1 tetra
methyl-p-phenylendiamine dihydrochoride igeren test soliisyonu kullanilmistir.
Nutrient agar besiyerinde 24-48 saat gelistirilen bakteriler, platin 6ze yardimiyla bir
miktar alinmis ve kurutma kagidina yayilmistir. Daha sonra taze olarak hazirlanan
oksidaz test soliisyonundan 50ul kagit iizerindeki kiiltiire damlatilmig, kiiltiiriin 10
saniye i¢inde maviye donmesi pozitif, 60 saniye i¢inde maviye donmesi ge¢ pozitif,

60 saniyeden sonra rengin degismemesi negatif sonug olarak degerlendirilmistir.
Nitrat rediiksiyonu testi

Bu test isleminde Lelliot et al. (1966)’da belirtilen yonteme gore hazirlanan
besiyeri (peptone 10 g, K;HPO,4 5 g, KNO; 1 g, agar 2 g, yeast extract 1 g, damitik su
1000 ml pH=7.2) kullanilmistir. Nitrat ayiraci olarak soliisyon A (sulfanilik asit 400
mg, 5N asetik asit 50 ml) ve soliisyon B (1-naphthylamine 300 mg, 5N asetik asit 50
ml) kullanilmistir. Hazirlanan besiyeri su banyosunda eritilerek vidali kapakli tiiplere
4’er ml konmus ve 121°C de 15 dakika otoklav edilmistir. Nutrient agar besiyerinde
24-48 saat gelistirilen bakteriler steril 6zeyle alinmis ve bu tiiplere batirma
yontemiyle inokule edilmis ve 26°C’de 2 giin boyunca inkube edilmistir. Daha sonra
bu tiiplerin {izerine bir damla gram iodine damlatilmistir. Ayr1 bir yerde 1 ml
sollisyon A ile 1ml soliisyon B karistirilmis, bu karisimdan mikropipet yardimiyla
100 wul alinmis ve bu tiiplerin tlizerine damlatilmistir. Tiiplerde nitratin indirgendigini
gosteren kirmizi renk olusmasi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir. 10 dakika
icinde renk olugsmazsa bir bistiiri ucuyla ¢inko tozu ilave edilmis ve tiiplerde renk

olugmasi negatif, renk olusmamasi ise pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.
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37°C’ de gelisme

Bu test isleminde Dye (1968)’de belirtilen yontem kullanilmistir. Nutrient
agar besiyerinde 24-48 saat gelismis taze bakteri kiiltiirleri steril 6zeyle alinmis ve
nutrient agar besiyerine ¢izgi ekimi yapilmistir. Bu petriler 37°C’de 48 saat inkube
edilmistir. Test sonucunda koloni olusturan bakteriler pozitif sonug¢ olarak

degerlendirilmistir.
Hidrojen siilfiir (H>S) olusumu

Bu amagla NH4H,PO4 0.5 g, K;HPO4 0.5 g, MgS04.7H,0 0.2 g, NaCl 5 g,
yeast extract 5 g, sodyum thiosiilfat 0.5 g, damitik su 1000 ml, (pH=7.2) olmak iizere
hazirlanan besiyeri tiiplere 5’er ml dagitilmis ve 121°C de 15 dakika otoklav
edilmistir. Bu test islemi i¢in 0.5 cm eninde ve 12 cm uzunlugunda kurutma kagitlar
kesilmistir. Bu kurutma kagitlar1 %5°lik kursun asetat ¢ozeltisine emdirilmis, 37°C
de kurutulduktan sonra 121°C de 15 dakika otoklav edilmistir. Daha sonra tiipler
nutrient agarda gelistirilmis 24-48 saatlik taze bakteri kiiltiirleri ile inokule
edilmistir. Her tiip i¢ine kursun asetat emdirilmis bir serit besiyerine temas
etmeyecek sekilde yerlestirilmis ve bu tiipler 26°C de 7-10 giin siireyle ¢alkalama
kiiltiir seklinde inkube edilmistir. Test sonucunda H,S olusumu nedeniyle kagit serit
siyahlagirsa pozitif sonu¢ olarak, kagit serit siyahlagsmazsa negatif sonug olarak

degerlendirilmistir (Dye, 1968).
Katalaz testi

Bir damla hidrojen peroksit (%30) temiz bir lam iizerine damlatilmis ve
lizerine 24-48 saatlik nutrient agarda gelismis bakteri kiiltlirleri bir platin 6ze
yardimiyla yayilmistir. Kiigiik oksijen kabarciklarinin meydana gelmesi katalazin

varligini gostermis ve pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Schaad, 1988).
Sitrat kullanimi

Bir litre damitik su i¢ine MgS0O4.7H,0 0.2 g, NH4sH,PO4 1 g, KoHPO4 2 g,
sodyum sitrat 2 g, NaCl 5 g, bromthymol blue 0.08 g, agar 15 g gelecek sekilde
karistirilmis ve sicak su banyosunda eritilmistir (pH=6.8-6.9). Bu ortam su

banyosunda sicaklikla eritilerek 5 ml olacak sekilde tiiplere dagitilmig, 121°C'de 15
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dakika otoklav edilmistir ve egik olarak hazirlanmistir. Test tiipleri 24-48 saatlik
nutrient agar (NA) kiiltiirleri ile inokule edilip 26°C’de 7-10 giin inkubasyona
birakilmigtir. Bu siire sonunda tiiplerdeki ortamin mavi renge donmesi pozitif

reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Schaad, 1988).
Indole iiretimi

Bu test i¢in Bacto tryptone (Difco) 10 g, K;HPO4 1 g, NaCl 5 g olacak sekilde
1 L damitik su i¢inde eritilmis ve 5 ml olacak sekilde tiiplere dagitilmistir. 24-48
saatlik NA kiiltiirlerinden inokule edilen bu tlipler 72 saat calkalama kiiltiir olacak
sekilde 26°C’de inkubasyona birakilmistir. Gelismeden sonra 0.5 ml xylol eklenmis
ve bunun lizerine daha 6nceden hazirlanmis olan 0.5 ml Kovacs ayiract (50°C’deki
su banyosunda 1 g p-4 dimethylaminobenzaldehide [CoH;;NO] 15 ml butil alkol
icinde eritilmis ve lizerine 5 ml HCI eklenmistir) ilave edilmistir. Bir dakika iginde
olusan kirmizi renk indoliin varligin1i goéstermis ve pozitif sonu¢ olarak

degerlendirilmistir (Ramamurthi, 1959).
Jelatinin hidrolize olmast

Bu test i¢in 1 litre damitik su i¢ine 120 g Bacto Jelatin gelecek sekilde
karigtirilmis, su banyosunda eritilmis ve 6 ml hacimlerde tiiplere dagitilmistir.
Ortamlar 121°C’de 15 dakika otoklav edilmis, soguyan ortamlara bakterilerin
inokulasyonu yapilmis ve 26°C’de inkubasyona kaldirilmigtir. 48 saat sonra bu tiipler
+4°C’de ki buzdolabina kaldirilmistir. Buzdolabinda yarim saat sonunda sivi kalan

ortamlar pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Lelliott ef al., 1966).
3.3. Secici Besiyeri Ile Tlgili Cahsmalar

Segici besiyeri ¢alismalarinda kullanilmak iizere, ortamlarin segiciligini
saptamak amaciyla, D2an secici besiyerinde gelisen 15’1 tohumdan 7’si bitki
yilizeyinden elde edilen toplam 22 adet bakteriyel izolat kullanilmistir. Ayrica bilinen
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis kiiltiirii olarak Cmm-9 izolat1

kullanilmistir.
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3.3.1. Calismalarda kullanilan bakterilerin izolasyonu

Bu amagla kullanilan bakteriyel izolatlar domates tohumlar1 ve bitkileri
yilizeyinden (yapraktan) izole edilmistir. Bunun i¢in; 24 g domates tohumu (yaklasik
10,000 adet) veya 3—4 adet yaprak¢ik 150 ml steril fosfat tamponu (Na;HPO4 7.75
g/L; KH,PO4 1.65 g/L; Tween 20 0.2 ml/L, pH=7.4) iceren erlenlere alinmis, 15
dakika +4°C de (buzdolabinda) inkube edilmistir. Erlenler icerikleriyle beraber
calkalayiciya konmus ve 15 dakika ¢alkalanmigtir. Bu siispansiyondan 30 ml alinmis
ve 1200 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Supernatant atilmis ve pelletin iistiine 3
ml steril fosfat tampon (tween igermeyen) ¢dzeltisi konarak 107, 107 seyreltmeler
hazirlanmistir. Ana soliisyon dahil her seyreltmeden 3’er adet olmak iizere D2an
ortamina 0,1 ml bagetle yayilarak ekimi yapilmistir. Petriler 26°C’de bir hafta
boyunca inkube edilmistir. Gelisen degisik koloniler ayri1 ayri1 nutrient agar

besiyerine saflastirilip +4°C de saklanmistir (Franken et al., 1993).
3.3.2. Secici besi yerlerinin karsilastiriimasi

Cmm i¢in gelistirilmis olan ve sonraki sayfada icerikleri verilen yar1 segici
besi yerleri; secicilik, Cmm’in gelismesine izin verme ve gelisme siireleri goz

onilinde bulundurularak karsilastirilmali olarak incelenmistir.



D2an (Hwang, 1975)

DEXITOSE....covveeveneeeieiieieeeieieieeiene %1
Casein hydrolyate..........c.ccecvenene %0.4
Yeast eXtract......ecveeveeeeeeeennnne %0.2
NH4Cl .o %0.1
MgSO4.7THy0...ccoveieeieee %0.03
LiClucicieicieeieeeeeeeeeeeeenns %0.5
TS eueeieieieieeeeeeeeeeeeee e %0.12
AGAT e %1.5
pH=7.8

Otoklavdan sonra

Nalidixic acid ........ccceevvreennne 28 mg/L
Nyastatin......ccoceeevereereereneennne 10 mg/L
Polymyxin b sulfate .............. 40 mg/L
Sodium azide..........cccoecvruenene. 2 mg/L
Cycloheximide .................... 100 mg/L
mSCM (Waters and Bolkan, 1992)
KyPO4.3HyO e %0.262
KoHPOy o %0.05
MgSO4.7H;0....cociveienee %0.025
Boric acid .....ccceceevveiririeinnnne. %0.15
MANNOS ...vvevreeienieiieiieieeeeeeeeeeeiene %1
Yeast eXtract......cocceeeeeeveeenenne. %0.01
Agar %1.2

Otoklavdan sonra

Nicotinic acid .........ccceueee.e. 100 mg/L
Nalidixic acid ........ccceevveeennne 30 mg/L
Cycloheximide .................... 200 mg/L

Karsilagtirma ortami olarak nutrient dekstroz agar (NDA: nutrient agar (Merck) %2,

SCM (Fatmi and Schaad, 1988)

SUCTOSE ..o %1
Yeast eXtract.......cceevvveeeeenennene %0.01
KoHPOy e %0.2
KHoPOy e %0.05
MgSO,4.7Hy0 ..o %0.025
Boric acid ......cccoevvivinirininene %0.15
Agar %1.5

Otoklavdan sonra

Nicotinic acid..........ceceeuene. 100 mg/L
Nalidixic acid.........cceceeuenenee. 30 mg/L
Potassium tellurite................. 10 mg/L
Cycloheximide................... 200 mg/L)
DYCA (tarafimizca hazirlanmistir)
DEXIrOSe ..oovvevervieveeeiriniieieeieeeenes %0.2
MgSO,4.7H20.....ccoveiiene. %0.025
Yeast eXtract.......cceeveerveeenennenn %0.02
Casamino acid.........ccecevvrernnnne %0.05
KoHPOy oo %0.2
KHoPOy e %0.05
AGAT .o %1.8
Otoklavdan sonra
Cycloheximide.................... 200 mg/L
Nalidixic acid..........ceceeuenenee. 30 mg/L
KBT (Dhanvantari, 1988)
Pseudomonas F Agar................. %3.8
Glycerol......ocevvivinininiriiinenne %1
Otoklavdan sonra
Cycloheximide.................... 200 mg/L
Nalidixic acid.........ccoceevenenne. 30 mg/L
Potassium tellurite................. 10 mg/L

dextrose %0.5, pH=7.2) genel besiyeri olarak kullanilmistir.

Fosfat tampon ¢ozeltisinde hazirlanan Cmm-9 soliisyonundan (ODgp=0.735)
1/10 luk seyreltme serileri hazirlanmig ve 6. ile 7. seyreltmelerden 200 pul olacak
sekilde 3 tekerrilirlii olarak besi yerlerine baget yardimiyla yayilarak ekimi
yapilmistir. Besiyerlerinin 26°C’de inkubasyonu sonunda gelisen koloniler sayilmig
ve her besiyeri i¢in mililitrede saptanabilen bakteri sayist hesaplanmigtir. Kullanilan

besi yerlerinin etkinlikleri NDA karsilagtirma besiyerinde saptanabilen mililitredeki

bakteri sayis1 dikkate alinarak asagidaki formiile gére hesaplanmistir.
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Secici besiyerinde saptanabilen mililitredeki bakteri sayisi

% Etkinlik = x 100

NDA besiyerinde saptanabilen mililitredeki bakteri sayisi

Bu test sirasinda her besiyeri i¢in Cmm’in gozle goriilebilir koloni olusturma
stireleri de belirlenmistir. Ayrica besi yerlerinin Cmm’in izolasyonu sirasinda elde
edilen 22 adet diger bakteriyel izolat1 engelleyip engellemedigi incelenmistir. NA’da
gelistirilen 24 saatlik bakterilerden fosfat tampon c¢dzeltisi ile hazirlanan
siispansiyondan (-10%) 5pul olacak sekilde alt yiizeyine 1 cm® lik 25 kare ¢izilmis
petrideki besi yerlerine her kareye bir izolat gelecek sekilde damlatilmistir. Besi
yerleri 26°C’de inkubasyona birakilmis ve gelisip gelismedikleri kaydedilmistir. Bu

testler 3 tekerriirlii olarak yirtitiilmiistiir.
3.3.3. Engelleyicilerin testlenmesi

Besiyerine eklenen bazi boya ve kimyasallarin Cmm ve domatesten izole
edilen diger bakterilerin gelisimine olan etkilerini saptamak ve besiyerinde Cmm’in
koloni rengine etkilerini incelemek igin testler yapilmistir. Bu kapsamda; orange g,
alizarin red, berberin sulfat, nile blue, eosine g, thionin, methyl orange, kresol rot ve
crystal violet boyalar1 100 mg/L, potassium tellurite 10 mg/L konsantrasyonunda
NDA besiyerine eklenmistir. Cmm-9 ve diger bakterilerin 24 saatlik NA
kiiltiirlerinden bakteri siispansiyonu hazirlanmis ve 5Sul olacak sekilde besi yerlerine
3 tekerriirlii olarak ekim yapilmistir. Petriler 26°C’ deki inkubatére konarak

bakterilerin gelisimleri izlenmistir.

Yukarida belirtilen testler sonucunda, 100 mg/L konsantrasyonda Cmm’i
engelleyici etkisi saptanmayan boyalarin bu kez Cmm kolonilerini boyama
yeteneginde olup olmadiklar1 aragtirilmistir. Bunun i¢in boyalar 2, 20, 40, 100, 200
mg/L doz araliklarinda, potassium tellurite 1, 2, 5, ve 10 mg/L lik dozlarda mSCM
besiyerine eklenmis ve 26°C de inkubasyon sonrasi bakterilerin gelisimi ve koloni

renkleri kaydedilmistir.



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Survey Calismalar:

Aralik 1999-Subat 2000 tarihleri arasinda Aydin 1li ve ilgelerindeki 6rtii altt
domates alanlar1 gezilmis, ancak sozii edilen tarihler arasinda kisin ¢ok sert ve donlu
gecmesi nedeniyle (Ek Cizelge 1) 1sitmanin hemen hemen hi¢ yapilmadigi Aydn ili
seralarinda domatesler onemli Olg¢iide zarar gérmiistiir. Bu nedenle incelenen
seralarda hastalikli bitkilere rastlanmamistir. 2000 yaz donemi (Subat-Temmuz)’nde
Aydin ilinde incelenen toplam 89 domates serasindan toplanan ornekler
degerlendirildiginde herhangi bir bakteriyel patojene rastlanmamistir. Bu
vejetasyonu takip eden giiz donemi (Kasim-Aralik)’'nde incelenen toplam 91
domates serasindan 8’inde (Sekil 1) bakteriyel hastalik belirtilerine rastlanmaistir.
Bunlardan alinan 6rneklerden yapilan izolasyon caligmalarinda 11 izolat elde
edilmistir. Cine ilgesinde 2, Incirliova ilgesinde 1 olmak iizere 3 serada Bakteriyel
Kanser Hastalig1 belirtilerine rastlanmistir. Cine ilgesindeki iki seradaki bulunma
oranlari sirasiyla %1 ve %10 olarak saptanmigtir. Her 3 serada hastalikli bitkilerden
yapilan izolasyon c¢alismalarindan 3 adet Cmm izolati (Cm-4, Cm-5, Cm-8) elde

edilmisgtir.

Manisa

,.

Denizli

Karacasu
o

Ege
Denizi

[ 3 0]
Bozdodan

E Yncelenen sera say?lar
@ Hastal?k rastlanan ilce

Sekil 1. Aydin ili’nde 2000 yilinda Kasim-Aralik aylarinda incelenen domates seralari ve sayilari;
Tncirliova—Erbeyli 3, Nazilli-Giizelkdy 4, Sultanhisar—Merkez 2, Tncirliova-Karabag 30,
Nazilli-Isabeyli 3, Kuyucak—Merkez 3, Kogarli-Cincin 2, Merkez-Armutlu 9, Bozdogan—Merkez 3,
Kogarli-Biiyiikdere 2, Merkez—Kozalakli 3, Bozdogan-Alamutlu 1, Kogarli-Sabuca 1,
Karpuzlu-Cobanhisar 1, Bozdogan-Pmarli 2, Kogarli-Derekdy 2, Germencik-Merkez 3,
Yenipazar-Derekdy 1, Nazilli-Ocakli 1, Germencik—Alangiillii 13, Cine—Kahramanlar 2.
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Aydin ili merkez ve ilgelerinde 1999-2000 yillarinda domates seralarinda
yapilan survey caligmalarimiz sonucunda Domates Gévde Oz Nekrozu ve diger
govde yumusak ¢iiriikliik grubu bakteriyel hastaliklarina rastlanmamistir. Ustiin
(2000) yapmis oldugu calismada Ege Bdlgesi domates seralarinda 1997 yilinda
Domates Gévde Oz Nekrozu Hastaliginin (Pc) yayginlik ve bulunus oranini
arastirmis ve inceledigi seralarda bu konu ile ilgili herhangi bir bakteriyel patojene
rastlamamistir. Ancak 1998 ve 1999 yillarinda survey ¢alismalarini tekrarladiginda,
1998 yilinda incirliova Ilgesinde bu hastaliga inceledigi 4 seranin 1’inde rastlamis ve
bulunma oranini %0.88 olarak belirtmistir. 1999 yilinda ise yine Incirliova ilgesinde
inceledigi 6 seranin 3’linde bu hastaliga rastlamis ve bulunma oranini %1.69 olarak

saptamistir.

Demir (1990), 1989 yilinda yapmis oldugu calismada Aydin’in Cine ve
Mugla’nin Fethiye il¢esindeki domates seralarindaki hastalikli bitkilerden

Pseudomonas corrugata’yi izole etmistir.

4.2. Tamlama Calismalari

4.2.1. Patojenisite testleri

Survey calismalari sirasinda incelenen § seradan toplanan 11 izolatin gram
boyama ve tiitiinde agir1 duyarlik testleri yapilmis ve bunlarin hepsinin gram pozitif
fakat 8 tanesinin tiitiinde asir1 duyarlilik reaksiyonu verdigi saptanmistir (Sekil 2).
Tiitiinde asir1 duyarlilik veren bu 8 izolat patojenisite i¢in domates bitkilerine
verilmis ve bunlardan 3 tanesi domates bitkilerini hastalandirarak pozitif sonug

vermistir (Sekil 3, Cizelge 3).
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Sekil 2. Titiinde asirt duyarlilik testinde pozitif sonug.

Sekil 3. Domateste patojenisite testi sonucu (a: hastalikli, b: saglikli).
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Cizelge 3. Survey calismalar1 sonucunda elde edilen izolatlarin D2an besiyerinde gelisme durumlari,
KB’de UV 151k altinda fluoresans pigment vermeleri, tiitiinde asir1 duyarlilik ve
domateste patojenisite sonuglari

KB’de UV
altinda Tiitiinde
D2an’de fluoresans asir1 Domates bitkisinde

izolat Alindigr yer” gelisme pigment duyarhhk patojenisite
Cm-1 Cine 1 + - — —
Cm-3 Cine 2 + - — —
Cm-4 Cine 2 + - + +
Cm-5 Cine 3 + -

Cm-6 Cine 4 + - — —
Cm-7 Merkez 5 + - _ _
Cm-8 Incirliova 6 + - + +
Cm-9 Incirliova 7 + - - _
Cm-10 incirliova 7 + - - _
Cm-11 Incirliova 8 + - ¥ _
Cm-12 Incirliova 8 + - _
Cmm-9 pozitif kontrol + - + +

4 Ayni sayilar ayni seralari belirtmektedir.
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4.2.2. Biyokimyasal tanilama testleri

Domates bitkilerinde patojen oldugu saptanan 3 Cmm izolat1 ve bilinen Cmm
kiiltiirii (Cmm-9)’ne ait biyokimyasal test sonuglar1 Cizelge 4’te verilmistir (Sekil 4).
Cizelge 4 incelendiginde testlemis oldugumuz 3 adet Cmm izolat1 (Cm-4, Cm-5,
Cm-8) tanilamas1 yapilan Cmm-9 ile ayni sonuclar1 vermistir. Bu bulgular Bergey’s
manual of determinative bacteriology’de belirtilen test sonuglar1 ile ayn1 paraleldedir
(Holt et al., 1994). Bu veriler dikkate alindiginda Aydim ili’nde 3 serada Domates
Bakteriyel Kanseri (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis)’in varligi

ortaya konulmustur.

Karaca ve Saygili (1977), Ege ve Marmara Bolgelerinde yaptiklar1 survey

caligmalarinda Cmm’i Manisa, Balikesir ve Canakkale’de tespit etmislerdir.

Kahveci ve Giircan (1993), yaptiklar1 ¢alismalarda Antalya ili’nde ele
aldiklar1 tiim ilgelerdeki (Alanya, Kas, Kumluca, Manavgat ve Merkez) sera
domateslerinde Domateste Bakteriyel Kanser Hastaligina rastlamislardir. Giillii ve

Ulukus (1985)’da bu etmenin Antalya seralarinda bulundugunu bildirmislerdir.

Cizelge 4. Domates Patojenisite sonucu pozitif olan izolatlarin biyokimyasal test sonuglar1

=
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- Z = =
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> = 23 = =] =
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Cmm-9 (Kontrol)
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Sekil 4. Tanilama calismalarinda uygulanan bazi biyokimyasal testler ve sonuglari
[1: H,S olusumu (a: pozitif, b: negatif), 2: jelatinin hidrolize olmasi
(a: inokulasyon yok, b: pozitif, c: negatif), 3: nitrat rediiksiyonu (a: pozitif,
b: negatif, c: negatif), 4: sitrat1 kullanma (a: negatif, b: pozitif)].
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4.3. Secici Besi Yerleriyle Ilgili Yapilan Calismalar

Cmm icin en uygun secici besiyerinin saptanmasina yonelik, farkli
aragtiricilarin segici besi yerleri kullanilarak yurutulen denemenin sonuclar1 Cizelge

5’de verilmigtir.

Cizelge 5. Cmm-9 izolatinin NDA ve secici besi yerlerinde gelisen koloni sayilari, besi yerlerinin
etkinlikleri ve Cmm’in goriilebilir koloni olusturma stireleri

Diger bakterileri Cmm’in koloni
Besiyeri engelleme (%)° Hilcre/ml (Cmm)° % Etkinlik  olusturma siiresi(giin)
NDA" 0.0 1.64%0.06x10° 100.0 3
D2an 36.4 1.60£0.06x10° 97.3 4
MSCM 63.6 1.76+0.12x10° 107.0 6
SCM 27.3 0.33%0.11x10° 20.0 9
DYCA 36.4 2.14+0.20x10° 130.2 6
KBT 9.1 1.05%0.10x10° 64.0 3

* Karsilagtirma besiyeri olarak kullanilmustir.

® Cmm’in izolasyonu sirasinda elde edilen diger bakterileri engeleme oranlar1 [22 bakteriyel izolattan
engellenenlerin yuizde oranlar1 (gelismeyen bakteri sayis1 / toplam bakteri sayis1 x 100)].
¢ 1 ml soliisyonda saptanabilen ortalama hiicre sayis.

Cizelge 5 incelendiginde; secici besi yerlerinin NDA’daki gelisen Cmm
koloni sayilart dikkate alinarak yapilan karsilagtirmada etkinligi en yuksek olan
besiyeri %130.2 ile DYCA olmus, bunu %107.0 ile mSCM izlemistir. D2an ise
yaklagik olarak NDA ile ayni etkinligi gostermigtir. SCM ise Cmm’in geligsimini %80
oraninda engellemistir. Hwang (1975) D2an ortami ile yapmis oldugu testlerde;
saprofitik toprak bakterilerinin varliginda Cmm’in tesbit edilebilme oraninit %62.5
olarak bulmustur. Fatmi ve Schaad (1988) ise kendi gelistirmis oldugu SCM
ortaminin etkinligini %107 olarak bildirmistir. Testlenen besi yerlerinde koloni
olusturma surreleri dikkate alindiginda; KBT ve NDA’da 3. giinde, D2an’de 4. gunde,
mSCM’de 6. giinde, SCM’ de ise 9. giinde gozle gorulebilir Cmm kolonileri
saptanmigtir. Hwang (1975) yapmis oldugu caligmada D2an besiyerinde ciplak gozle
goriilebilir Cmm kolonilerinin ¢alismamizdakine benzer olarak 4-5 giin sonra
olustugunu saptamistir. Fatmi ve Schaad (1988) ise yapmis oldugu arastirmada SCM
besiyerinde 7 guin sonra bakteri sayimlart yaptigini bildirmistir. Franken et al. (1993)

SCM, KBT ve degistirilmis CNS besi yerleri ile yaptig1 denemelerde Cmm’in
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KBT’de diger besi yerlerine gore 2-5 gun daha once koloni olusturdugunu

belirtmistir.

Secici besiyerinde testlenen 22 bakteriyel (Sekil 5) izolatin gelisme durumlari
g6z onunde bulunduruldugunda mSCM’nin %63.6 ile en segici 0zellige sahip
besiyeri oldugu bulunmustur. D2an ve DYCA ise %36.4 oraninda bir secicilik
gostermistir. Seciciligi en dusuk ortam %9.1 ile KBT olarak bulunmustur. Fatmi ve
Schaad (1988), farkli orijinli 11 domates tohumluk partilerinden izole ettigi
saprofitik bakterilerle yuruttugu denemelerde SCM’nin ortalama %98 oraninda
secicilik sagladigini bildirirken caligmamizda bu deger bizim izolatlarimizla %?27.3
olarak bulunmustur. Franken et al. (1993), denemelerinde KBT besiyerinde ¢ok fazla
saprofitik bakteri gelistigini ifade etmistir. Bulgularimizda da KBT seciciligi en

dusuk besiyeri olmustur.

Sekil 5. Secici besiyeri calismalarinda kullanilan domates tohumu ve bitkileri yuizeyinden izole
edilen bakteriler.

Cmm ve diger bakterilere engelleyicilerin etkisinin arastirildigi denemede;
nile blue ve crystal violet 100 mg/L konsantrasyonda Cmm’in gelisimini
engellemistir. Diger boyalarin Cmm tizerinde 100 mg/L konsantrasyonda engelleyici
etkisine rastlanmamistir. Cmm’in gelismesini engellemeyen bu 7 boya ile testlenen
diger bakterilerin engellenme yuzdeleri ve Cmm kolonilerini boyamasi Cizelge 6’da

verilmistir. Bu veriler dikkate alindiginda kullandigimiz 9 boyadan hi¢ birisi diger
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bakterilere karg1 onemli bir engelleme olusturmamistir. Fatmi ve Schaad (1988)
yaptig1 denemelerde kullandigimiz boyalardan farkli 18 boyanin Cmm’e etkisini
arastirmis ve sadece potassium tellurite’in Cmm kolonilerini koyu gri boyayarak
farklilik yarattigini bulmustur. Bizim calismamizda da potassium tellurite Cmm

kolonilerini koyu gri renkte boyamuistir.

Cizelge 6. Cmm’in gelismesi engellemeyen boyalarin (100 mg/L) diger bakterileri engellemesi ve
Cmm kolonilerini boyamast

Boyalar Cmm kolonilerini boyama Diger bakterileri engelleme (%)
Orange g - 0.0

Alizarin red - 13.3

Berberin sulfat - 6.7

Eosine g - 0.0

Thionin - 6.7

Metyl orange - 0.0

Potassium tellurite 42 0.0°

*5-10 mg/L doz aralig:
® 10 mg/L



5. SONUCLAR ve ONERILER

Yapilan survey calismalar1 sonucunda incelenen seralarda toprak ve bitki
artig1 kaynakli bakteriyel hastaliklara sadece 3 serada rastlanmis olmasi: Aydin’da
sera alanlariin yeni kurulmasi ve bu nedenle seralarin daha dnceden bu hastaliklar
ile bulasmamis olmasina baglanabilir. Ayrica seralardaki domates bitkileri hibrit
tohumlardan elde edildigi icin sertifikali olan bu tohumlardan hastalik bulagma
ihtimalinin olmayig1 bagka bir neden olarak dusunulebilir. Ilerleyen yillarda bu
hastalik etmenleri ile sera topraginin bulugmasi ve Aydin iklim kogsullarinin toprak
kaynakli hastalik etmenlerinin hizla gelisip yayilmasi i¢cin uygun olmasi I¢ Anadolu
ve Akdeniz Bblgelerinde oldugu gibi urun kayiplarinin meydana gelebilecegi
anlamina gelmektedir. Bu da temiz tohumluk ve fidelerin kullaniminin gerekliligini
ortaya cikarmaktadir. Survey caligsmalar1 sirasinda yapilan goruigsmelerde bazi
ureticilerin fidelerini Antalya ve Fethiye gibi bu hastaliklar ile bulagik olan yerlerden
temin ettikleri dustinuldugunde bu hastaliklarin sonraki vejetasyonlarda ortaya ¢ikma

ithtimalini arttirmaktadir.

Bu hastaliklar ile mucadelede hastaligin sera topragina bulagtirmadan uretim
materyalinde saptamak ve eradike etmek en uygun yontemdir. Bunun icin secici besi
yerlerinin kullanimi hizli, ucuz ve basit olmasi nedeniyle tercih edilebilir. Bu
kapsamda Cmm’in teshisi i¢in yapilan secici besiyeri ¢alismalarinda; mSCM’nin
yuksek secicilikte oldugu ve Cmm’in gelisimi agisindan kontrol besiyeri NDA’ya
yakin degerde oldugunun bulunmasi, bu secici besiyerinin Cmm’in tesbiti icin
kullanilabilecek en iyi ortam oldugunu gostermistir. Fakat diger besi yerlerine gore
orta duzeydeki koloni olusturma suiresi bu ortam i¢in bir dezavantajdir. Bu besiyeri
uzerinde yapilabilecek cesitli modifikasyonlar ile besiyeri iyilestirilebilir ve Cmm’in
izolasyonunda kullanilabilecek daha secici, daha etkili ve daha kisa suirede

gelismenin saglandig1 bir besiyeri gelistirilebilir.



OZET

Bu ¢alisma, Aralik 1999-Subat 2000 tarihleri arasinda Aydin ili ve ilgelerinde
ortli altt domates alanlarinda Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
Pseudomonas corrugata ve yumusak cliriiklik grubu Erwinia sp. varligin1 saptamak
amaciyla yapilmistir. 2000 yaz donemi (Subat-Temmuz)'nde Aydin ilinde incelenen
toplam 89 domates serasindan toplanan Ornekler degerlendirildiginde herhangi bir
bakteriyel patojene rastlanmamistir. Bu vejetasyonu takip eden giiz donemi
(Kasim—Aralik)’nde incelenen toplam 91 domates serasindan 8’inde bakteriyel hastalik
belirtilerine rastlanmistir. Bunlardan alinan Orneklerden yapilan izolasyon
calismalarinda, Cine ilgesinde 2, Incirliova ilgesinde 1 olmak iizere 3 seradan
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) izole edilmistir. izole edilen
bakteriler bilinen Cmm kiiltiirii ile karsilastirildiginda ayni biyokimyasal karakterde
oldugu ve domates bitkilerinde (H2274 ¢esidi) patojen oldugu saptanmistir. Domates
seralarinda yapilan survey calismalarimiz sonucunda Pseudomonas corrugata ve diger
govde yumusak ciiriikliik grubu bakteriyel hastaliklarina Aydin ili’nde rastlanmamustir.
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)’nin bilinen 4 yar1 secici
besiyerinde (D2an, SCM, mSCM ve KBT) gelisme durumu ve Cmm’ in gozle
gorulebilir koloni olusturma sureleri ile bu besiyerlerinin domates tohumlar1 ve
bitkilerinden izole edilen tanilanmamis diger bakterilere karsi seciciligi
degerlendirilmigstir. D2an, SCM, mSCM ve KBT besi yerlerinde Cmm’in gelisme orani
nutrient dextrose agar (NDA) kasilastirma ortami dikkate alinarak hesaplandiginda
sirastyla %97.3, %20.0, %107.0 ve %64.0 olarak bulunmugtur. Tanilanmamis diger 22
bakteri izolatinin geligimlerinin engellenmesi D2an’de %36.4, SCM’de %27.3,
mSCM’de %63.6 ve KBT de %9.1 olarak saptanmistir. Cmm’in gorunebilir kolonileri
KBT ve NDA’da 3 gunde, D2an’de 4 guinde, mSCM’de 6 giinde ve SCM’de 9 gunde
meydana gelmistir. Ayrica bazi boyalarin (orange g, alizarin red, berberin sulfate, nile
blue, eosine g, thionin, methyle orange, kresol rot ve crystal violet) Cmm’in ve
tanilanmamig bakteri izolatlarinin gelisimini engellemesi ve kolonilerin farklilagmasi
yonunden etkisi incelenmigtir. Nile blue ve crystal violet, Cmm’i 100 pg/ml
konsantrasyonda gelisimini engellemis ancak boyalardan hi¢ biri Cmm kolonilerini

boyamamustir.
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SUMMARY

Through this study, tomato plants grown in greenhouses of Aydin province were
investigated to determine Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
Pseudomonas corrugata and soft rot Erwinia sp. in 1999-2000. No bacterial pathogen
was found in tomato plants from 89 greenhouses examined in summer 2000. Eight out
of 91 tomato growing greenhouses were found to be infected with bacterial disease in
surveys carried autumn 2000. According to laboratory examinations, three Cmm were
isolated from one greenhouse in Cine and two greenhouses in Incirliova. All Cmm
suspected isolates showed the same bio- chemical characteristics as the know Cmm
isolate (Cmm-9) and were found pathogenic on tomato plants (cv H2274). According to
survey in tomato plants grown in greenhouses of Aydin, Pseudomonas corrugata and
soft rot Erwinia sp. were not found in Aydin province. Four semi selective agar media
(D2an, SCM, mSCM and KBT) were evaluated for the recovery and visible colony
forming time of Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) and the
selectivity of unidentified bacterial isolates from tomato seed and plants. Recovery of
Cmm on D2an, SCM, mSCM and KBT in comparison to nutrient dextrose agar (NDA)
medium ranged from 97.3%, 20.0%, 107.0% and 64.0%, respectively. Percent reduction
of unidentified bacteria was 36.4% on D2an, 27.3% on SCM, 63.6% on mSCM and
9.1% on KBT. Visible colonies of Cmm were observed after 3 days on KBT and NDA,
4 days on D2an, 6 days on mSCM and 9 days on SCM medium. The dyes (orange g,
alizarin red, berberin sulfate, nile blue, eosine g, thionin, methyle orange, kresol rot and
crystal violet) were also tested for inhibitory effect and colony differentiation of Cmm
and the unidentified bacteria. Nile blue and crystal violet inhibited Cmm at 100ug/ml

concentration but none of the dyes induced pigmentation of Cmm colonies.
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EKLER

Ek Cizelge 1. Aydim ili'nde 1999 yilinda Ocak-Nisan aylarinda minimum, maksimum sicaklik
degerleri ve yagis miktarlari.

Ocak Subat Mart Nisan
Sicakhk Sicakhk Sicakhk Sicakhk
Giinler Min. Maks. Yags Min. Maks. Yagis Min. Maks. Yagis Min. Maks. Yagis
1 3.6 15 7.5 19 95 64 20 7.3 168 0.9
2 54 16.6 7.6 16 11.4 67 187 6.6 194
3 6 10.2 3.8 14 6.4  20.6 9 15.2
4 92 145 146 1.7 10 7.6 223 93 176 34
5 9 15.3 7.5 08 121 33 13 226 0.1 9.8 167 24
6 5 15.7 3 127 06 76 226 0.1 81 214 1
7 44 162 63 102 112 82 23 92 227 08
8 34 17 09 123 8.9 9 23 85 234
9 7.7 15 7.5 16 86 66 164 6.7 9 24.3
10 10 151 5.4 16 1.2 45 194 11.4 245
11 94 175 0.3 9 17.1 5.6 21 13.4 18
12 9.8 177 8.8 144 6.2 20.6 11.6 198 59
13 8.8 18 74 136 231 74 22 9 20.2 111
14 74 157 64 132 178 7 21.6 125 212 0.8
15 94 176 1.2 7 152 125 4 16.7 9 23.6
16 56 134 3 74 112 26 2 16.7 11 271
17 28 164 7.2 8.4 36 63 15 3.6 13 271
18 4 12.8 33 125 10 14 183 1.4 15 292
19 1.1 13 2.4 9.6 18 11.6 172 7 13.1  21.8
20 09 146 -1.2 11 82 126 43 85 229
21 3.7 126 38 177 64 142 1 8.6 237
22 7.1 117 4.1 10 13 03 21 136 94 252
23 7 16.3 36 11.6 195 74 32 172 10.8 27.8
24 14.4 56 149 02 72 136 12.6  28.1
25 2 15.5 1.8 15 1.5 58 203 158 10.8 28
26 34 114 34 16.6 6 21.2 16.4 254
27 29 152 07 44 182 7 20.2 10.4 263
28 57 134 08 54 192 11.9 155 34 119 272
29 88 115 185 104 126 48 128 273
30 7.7 122 171 73 152 11 125 303
31 6.2 11.7 16.6 87 186 2.6
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