959%+T -

CUKUROVA fJN.iVERSile,Si”
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

DOKTORA TEZI

ITUSU

Yesim (YIGENOGLU) AYSAN

g{)' 9()(”2/

Domates Bakteriyel Kara Leke Hastalimin (Pseudomonas
syringae pv. tomato) Tanimlanmasi, Irklarinin Belirlenmesi ve

Kimyasal Savagima Alternatif Yontemlerin Saptanmas: Uzerinde

Aragtirmalar

C. U. FEN BILIMLERI ENST

BITKI KORUMA ANABILIM DALI

o WURSES il -y
FORSHANCASYON T

ADANA, Ocak-1999




CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

DOMATES BAKTERIYEL KARA LEKE HASTALIGININ
(Pseudomonas syringae pv. tomato) TANIMLANMASI, IRKLARININ
BELIRLENMESI VE KIMYASAL SAVASIMA ALTERNATIF
YONTEMLERIN SAPTANMASI UZERINDE ARASTIRMALAR

YESIM (YIGENOGLU) AYSAN
DOKTORA TEZi
BIiTKI KORUMA ANABILIM DALI

Bu tez 14 /01 /1999 Tarihinde Asagidaki Jiiri Uyeleri Tarafindan Oybirligi ile

Kabul Edilmigtir.
@ Mu/ W W
of. Dr Ozden CINAR  Prof. Dr Hikmet SAYGILI Prof. Dr M.Asil YIL

DANISMAN UYE UYE

Bu tez Enstitiimiiz Bitki Koruma Anabilim Dalinda hazirlanmagtir.

Kod No: 458
\WM2o——

Prof. Dr Melih BORAL
Enstitii Miduri

Bu Calisma C. U. Arastirma Fonu Tarafindan Desteklenmistir.

Proje No: FBE.97.D.137

Not: Bu tezde kuilamlan 6zgiin ve bagka kaynaktan yapilan bildiriglerin, ¢izelge, sekil ve fotograflarin
kaynak gosterilmeden kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere

tabidir.



iCINDEKILER Sayfa No

OZ ..ottt e mae ettt I
ABSTRACT ..ottt e b ettt s s sessaeseressantsbenssnaseennes Il
ONSOZ ...ttt e r et ss s s s sebenas st 1
TESEKKUR ....oviriirititciteie ettt ess s e esa s s sesaes s ssssssessasbases v
SIMGELER ve KISALTMALAR ........ocoovviitcieeeee et \'
CIZELGELER DIZINI ..ottt ses s senssnans Vil
SEKILLER DIZINI ......ooooieee et et esmasseneesaassenssssssnnens IX
L GHRIS oottt s e et bnnas 1
2. ONCEKI CALISMALAR .......cooviiiiiiceies et sesesssassesssstesssssss s sassasens 9
2.1. PST’ nin Irklari Uzerine Calismalar .............ccooovvvveeeieeciceeereencesesesnnns 9
2.2. PST" nin Tohum, Toprak ve infekteli Bitki Artiklarinda Yagam
Stiresinin Belirlenmesi Uzcerine Calismalar .............ccoeovcvevviecieeniveennnens 10
2.3 PST’nin Domates Tohumlarda Saptanmasi Uzerine Calismalar .................... 13

2.4. PST’ nin Kimyasal, Fiziksel ve Biyolojik Kontrolii Uzerine

CalISMALAT .......ooeeeii et eb et sa e 16

3. MATERYEL Ve YONTEM .....ooootiiirinriieiinnseiseereseisesesssesssreessssssssssssesssne 23

30 MALEIYAL oot sb e bbb e bt entes 21

J.2  YOMIEII ...ttt a ettt be st st s es s san et asa e ebesas s eaenes 21

3.2.1. PST {zolatlarinin TamIS! ...........oocvvriereieereessr e eeereenesre e aenseseenes 21
3.2.1.1. PST izolatlannin Klasik Bakteriyolojik

Yontemlerle Tanist ...t 22

3.2.1.2. PST izolatlarnin ELISA Testi ile Tamsi ..........c..ccocveeerennnen. 22

3.2.1.3. PST izolatlarinin PCR Teknigi ile Tanist .............cc.cveeervennnne 23

3.2.2. PST Izolatlarinun Irklarintn TesSpiti .......occoovvvveveriemriensenserieenesseeisessns 25

3.2.3. PST'nin Infekteli Bitki Artiklari, inokule Edilmis Toprak ve
Tohumda Yasam Siiresinin Belirlenmest ..........c.oooeveieenecreneveecennn, 26
3.2.3.1. PST'nin Infektcli Bitki Artiklarinda Yagam Stiresinin

BelITIOIIMEST oo e e e e e s e et e es s seesaseaeesaesnessanes 26



3.2.3.2. PST ' nin inokule Edilmis Toprakta Yagam Sitresinin
Belirlenmesi .......c.coccoeovevioiiicicece e 28
3.2.3.3. PST'nin inokuleli Tohumlarda Yasam Siiresinin
Belirlenmesi ...........ccocoeieeureciriieeceeeeee e 28
3.2.4. Ticari Domates Tohumlarindan PST'nin Saptanmasit ................c.e....... 29

3.2.4.1. Yapay Olarak Bulastinnlmig Domates Tohumlannda

PST'nin Saptanmast ..............cccceveeeereecinreneesieeereeeeteeresesseenvanaes 31

3.2.5. PST' ye Kars1 Fiziksel, Kimyasal ve Biyolojik Kontrol
YONEMIETI ...ttt et sas s e vesas 32
3.2.5.1. Tohum Uygulamalar ...........c.ccccoovieveienniniienncneinesrernnenees 32
3.2.5.2. Biyolojik Kontrol Calismalart ............c.....ccoovvvevevinceeicnrnne, 33
3.2.5.2.(1). Aday Antagonistlerin izolasyonu ..................cco.o.... 33

3.2.5.2.(2). Aday Antagonistlerin PST'ye Karst Antagonist
Etkilerinin J/n vitro'da Testlenmesi ......................... 34
3.2.5.2.(3). Antagonistlerin PST’ ye Kars: Antagonist

Etkilerinin /n vivo'da Testlenmesi .......................... 34
3.2.5.2.(3a). Tohum Kokenli Inokuluma
Antagonistlerin Etkisi ...........ccccoovnnne 34
3.2.5.2.(3b). Toprak Kokenli inokuluma
Antagonistlerin Etkisi ......................... 35
3.2.5.2.(3c). Yesil Aksamdaki Inokuluma
Antagonistlerin Etkisi ........................ 36
3.2.5.3. Solarizasyon Caligmalart .........c.....ccceeeevrrieeenecveeveneerereennene. 37

3.2.5.3.(1). Toprak Solarizasyonunun Hastalik Geligimi
Uzering BKiSi .......ocovevveeeeeeeeeeeeeeereseecvennseenseses 38

3.2.5.3.(3). Toprakta Infekteli Bitki Artiklarindaki Patojen

Canhihdt Uzerine Solarizasyonunun

ELKISE cvovveicicceecec i ssesesesesnssessssssnseneene 39
3.2.5.3.(4). Solarizasyonunun Topraktaki Toplam

Mikroorganizma Populasyonu Uzerine

EAKISE ....voerierireciceec s er et scn e e nans 39



3.2.5.3.(5). Toprak Solarizasyonunun Verime Etkisi ............... 40

4. BULGULAR ve TARTISMA ..ottt esee e e 41
4.1, PST 1zolatlarinin TANISI ..........c.oc.ouivreeeeceecececeeee e eneenees s seresaane 41
4.1.1.PST izolatlannin Klasik Bakteriyolojik Yontemlerle Tanusi .............. 44
4.1.2. PST izolatlarimin ELISA Testi [le Tanist .........cccoocovvvevrvvvinnivsssirinionns 44
4.1.3. PST izolatlarimin PCR Teknigi ile Tamst ..............cccveeeverecrenrennnnnne. 46
4.2. PST izolatlarinin IrKIarnmm TESPith ............v.ooveeeeerreereererreeseeeseeeesssrasesesesens 49
4.3. PST’ nin Infekteli Bitki Artiklari, inokule Edilmis Toprak ve
Tohumda Yasam Siiresinin Belirlenmesi ...........cc.ccocoovevviviveeeecveecneeennne. 52
4.3.1. PST’ nin Infekteli Bitki Artiklarinda Yasam Siiresinin
Belirlenmesi .........ccoooiiieniiiiercccs e e 52

4.3.2. PST’nin inokule Edilmis Toprakta Yasam Siiresinin

Belirlenmesi .......c.cc.ooviiiiieceeceeeecee et 57
4.3.3. PST’nin inokuleli Tohumlarda Yasam Siiresinin Belirlenmesi ........... 57
4.4. Ticari Domates Tohumlarinda PST’nin Saptanmasi ...............ccccocovevevuennnee. 58

4.4.1. Yapay Olarak Bulastinimigs Domates Tohumlarinda PST nin
ATANIMAST (...t sreeete et e te s st srs st ts b esasbesessesssbsaness 60

4.5. PST’ ye Karsi Fiziksel, Kimyasal ve Biyolojik Kontrol Yéntemleri

Uzering CalIFMAAr ............oooveeeeereeeeeeeeeie s es et s e eese s sessasasestsneseenene 62
4.5.1. Tohum Uygulamalan ............c.c.ocoeviiiiiineeicr e 62
4.5.2. Biyolojik Kontrol Caligmalar: ............c.ccccvevevinveiicvennrnrenneerneneseensnnes 66

4.5.2.1. Aday Antagonistlerin lzolasyonu ...............cocooovevivverecninnnn 66

4.5.2.2, Aday Antagonistlerin PST’ ye Kars1 Antagonistik
Etkilerinin /i vitro’da Testlenmesi .............c..cc.ooveveervereinenns 66
4.5.2.3. Antagonistlerin PST’ ye Karg1 Antagonistik Etkilerinin

In vive’da TeSHENMES] .....c.veeeeeeieiireeeeeer et 70
4.5.2.3.(1). Tohum Kokenli Inokuluma Antagonistlerin
BHKIST oottt ceane e 70



4.5.2.3.(3). Yesil Aksamdaki inokuluma Antagonistlerin

ELKIST c.ovcvevireererc e 74
4.5.3. Solarizasyon Caligmalart ...............ccccccovevvreveneinreieseeceseereeene e 79
4.5.3.1. Toprak Solarizasyonunun Hastalik Geligimi
UZCrNE LAKISI.........oovvevercerrereecve e essess e ssssssessseans 79
4.5.3.2. Toprakta infekteli Bitki Artiklanindaki Patojen Canhiligi
Uzerine Solarizasyonunun EtKisi ..............c.ococvvemceveerecneennennes 84

4.5.3.3. Solarizasyonunun Topraktaki Toplam Mikroorganizma

Populasyonu Uzering EAKiSi ...........c.cooovrvrveeerrieveeeerensernsennne 85

4.5.3.4, Toprak Solarizasyonunun Verime Etkisi ...............ccccovvevrvennene. 87

5. SONUGLAR ve ONERILER .......cooceooommieeirtreeeecteee st sssssses e sasassesens 89
KAYNAKLAR ottt et n et sae e st e 92
OZGECMIS oottt ss ettt asa s b sasseasasnne b ssnanns 105



0z

DOKTORA TEZi

DOMATES BAKTERIYEL KARA LEKE HASTALIGININ
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Bu g¢aligmada Pscudomonas syvringae pv. tomato (PST)‘nun neden oldugu
domates bakieriyel kara leke hastaliys fizyolojik, biyokimyasal, patojenite, ELISA ve
PCR testleri ile tanimlanmistir.

Ontario 7710 fidclerinin kullanilmasiyla Tirkiye’de PST wrk in varhiit bu
arastirma ile belirlenmistir.

PST’ nin toprakta yasamim sirdiremedigi fakat topraktaki infekteli bitki
artiklarinda ve tohumlarda yasamim sirdirebildigi bulunmugtur. Bunlar Cukurova
Bolgesinde PST” nin ilk inokulum kaynaklan olarak degerlendinimislerdir.

Toplam 47 farkli domates tohum o6rne@i in direkt immunofloresans (IFAS),
yan segici besi yeri kullanmmi ve tohum ¢imlenmesinden sonraki 7 gin iginde
kotiledonlar Uzerinde tipik hastalik simptomlarinin incelemeleriyle testlenmistir.
Sadece 1 tohum 6rnegi PST ile bulagik bulunmustur.

Tohumdaki PST’yi elemine etmek igin bronopol ve bakir asetat en etkili tohum
uygulamalan olarak bulunmustur.

Aynica PST’ ye karsi kimyasal kontrole alternatif kontrol yontemler (biyolojik
kontrol ve toprak solarizasyonu) arasgtinlmigtir. Toprak, tohum ve yesil aksamdaki
PST inokulumuna karst bazit antagonistler (4KI1f, MTDI1) iyi etkiye sahip
bulunmuslardir. Toprak solarizasyonu topragin 30 cm derinliine kadar etkili olmus,
hastalik olugumu % 77 azaltilmustir ve PST’ ye karsi etkili bir kontrol yontemi olarak
degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler : domates bakteriyel kara leke hastahifi, ELISA, PCR,
IFAS, irklar, yasam, tohum uygulamalan, biyolojik kontrol, toprak solarizasyonu



ABSTRACT

PhD THESIS

RESEARCHES ON IDENTIFICATION OF TOMATO BACTERIAL
SPECK DISEASE (Pseudomonas syringae pv. tomato),
DETERMINATION OF RACES AND ALTERNATIVE CONTROL
METHODS TO CHEMICAL CONTROL

Yesim (YIGENOGLU) AYSAN

DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF CUKUROVA

Supervisor : Prof. Dr Ozden CINAR
Year : 1999, Pages : 106
Jury : Prof. Dr. Ozden CINAR
Prof. Dr. Hikmet SAYGILI
Prof. Dr. M. Asil YILMAZ

In this study, tomato bacterial speck discase caused by Pscudomonas syringae
pv. tomato (PST) was identified by physiological, biochemical, pathogenicity,
ELISA and PCR tests.

Occurrence of PST race 1 in Turkey were determined using Ontario 7710
seedlings with this research.

It was found that PST can’t survive in soil, but it can survive infected plant
debris in soil and on seeds. And they were evaluated as primer inoculum of PST in
Cukurova Region.

Total 47 different tomato seed samples were tested by IFAS, using semi
selective medium and examination for typical speck symptoms on cotyledons within
7 days after emergence for detection of PST in seeds. Only 1 seed sample was found
as contaminated by PST.

To eradicate PST from seeds, bronopol and cupric acetate were found as the
best seed treatments.

Altcrnative control methods (biological control and soil solarization) to
chemical control against PST were also investigated. Some antagonists (4K 1f,
MTD1) have the good cffective against PST inoculum on seeds and leaves and in
soil. Soil solarization was found effective until 30 cm depth of soil, disease incidence
was reduce as 77% by soil solarization and it was evaluated as an effective control
methods against PST.

Key words : tomato bacterial speck disease, ELISA, PCR, IFAS, races,
survive, seed treatment, biological control, soil solarization



ONSOZ

Domates Bakteriyel Kara Leke Hastalifs etmeni olan Pseudomonas syringae
pv. tomato (PST) nun varligs 1933 yilindan beri bilinmektedir. {lk defa 1978 yilinda
ABD’ de fide iiretim alanlarinda olusturdugu epidemi sonucu milyonlarca fide imha
edilmis ve hastalik diinyaya yayilmaya baglamistir. Ulkemize ise 1970°li yillarin
sonlarinda giris yaptii saptanmig ve halen o6rtii altinda ve agikta domates iiretiminin
yapildifn alanlarda problem olmaya devam etmektedir.

Tohumda, toprakta infekteli bitki kalintilarinda uzun siire canli kalabilen,
domates, gesitli konukgular ve yabanci otlarda epifitik yasama yetenegine sahip olan
etmen igin kimyasal kontrol tek bagina basarisiz olmaktadir. Etmenin ayni anda pek
¢ok yerde yasayabilmesi, bakirli preparatlara dayamkhk olusturmasi ve 2000’ li
yillardan sonra metil bromit kullanimina getirilecek simirlama goz oniine alindiginda
kimyasal savaga alternatif kontrol yontemlerinin arastinimas: zorunlu gorillmektedir.
Bu dusiince 15181 altinda yaptlan bu doktora tezinde tipik hastalik simptomu gésteren
domates bitkilerinden etmenin izolasyonu, fizyolojik, biyokimyasal, patojenite,
ELISA ve PCR testleriyle tanisi ve irklan tespit edilmigtir. Tohumdaki inokulumu
elemine etmek amactyla gesitli tohum uygulamalan, tohumdaki, topraktaki ve yesil
aksamdaki inokulumu baski altina almada biyolojik kontrol ajanlarinin kullamm
olanaklann ve toprak solarizasyonunun etkisi arastinlmigtir. Hastahifin entegre
micadelesinde bu uygulamalann birlikte kullaniimasi ile basan elde edilecegi
mimkiin gorilmektedir.

Bu konularda galigan ve gelecekte ¢alisacaklara bu tezde elde edilen bulgularin

yararlt olmasi dilerim.
Yesim AYSAN

m



TESEKKUR

Caligmamim her agamasinda yardimlarini esirgemeyen Sayin Hocam Prof. Dr.
Ozden CINAR’a tesekkiir ederim.

Calhismalanm siresince bilyitk emegi gegen bakteriyoloji laboratuvar
calisanlarina, teknisyen Seval YUCESOY’a ve bolim arazisi personeline
tesekkiirlerimi sunanm.

ELISA testi galismalan igin antiserum temin eden Dr. Giora KRITZMAN ve
Issac ASSOLINE’e, PCR uygulamalarinda gerekli alet ve kimyasallari, IFAS testi
antiserumunu safilayan Dr. Klaus RUDOLPH’a, domates tohum 6rmeklerini temin
eden Prof. Dr. Hikmet SAYGILI’ ya, IFAS testi islemlerinde yardimci olan Dr.
Sebiha TOKGONUL ’e ve Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisiine tesekkiirlerimi borg
bilirim,

Ayrica doktora ¢alismam siiresince manevi desteklerinden dolayr aileme

tesekkiir ederim.



SIMGELER ve KISALTMALAR

A : Absorbans

ABD : Amerika Birlesik Devletleri

C : Santigrat derece

Ca : Kalsiyum

CVPCI : Kloroform/isoamil alkol (fenol)

CTAB : Hexadecyl trimethyl amonyum bromide
DNA : Deoksiribonukleik asit

ELISA : Enzyme-linked immunosorbent assay
F-135 : Fantastik 135

F-144 : Fantastik 144

FITC : Fluorescein isothiocyanate

g : Gram

GSPB : Gottinger Sammlung Phytopathogener Bakterien
H-2274 : Heinz 2274

HCI : Asetik asit

HR : Hypersensitive reaction (asin duyarlilik reaksiyonu)
IFAS : In dirck immunofluorescence

KB : King’s medium B

1: Litre

M : Molar

Mg : Magnezyum

ml . Mililitre

mM : Mili molar

ug : Mikro gram

pl : Mikro litre

N : Azot

NaQCl : Sodyum hipo klorit

OD : Optical density

PB : Phosphate buffer



PBG : Phosphate buffer gliserol

PBS : Phosphate buffered saline

PCR : Polymerase chain reaction

pmol : Piko mol

PST : Pseudomonas syringae pv. tomato

pv. Pathovar

RNA : Ribonukleik asit

rpm : Rounds per minutc (dakikada donig mzi)
SDS : Sodyum dodecy! siilfat

SEM : Scanning electron microscopy

spp : Species (tiirler)

TE : Tris - EDTA (ethylen di amin tetra asetat)
Tris : Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane
UV : Ultra violet

YDCA : Yeast extract calsium carbonat agar

YPS : Yeast pepton sukroz

V1
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1. GiRIS

Ulkemizde 1995 yili verilerine gore 6.625.510 dekar alanda 17.5 milyon ton
sebze iretimi yapilmaktadir. 7.250.000 ton iretimle tilkemizde en fazla yetistirilen
sebze, domatestir. Akdeniz Bolgesi, agikta ve 6rtii alunda yapilan domatcs iirctimi
goz onine alindifinda 1.850.040 ton iretimle 9 tarimsal bolge iginde 3. sirada yer
alitken sofralik domates dretimi incelendiinde Akdeniz Bolgesi 1. siraya
yerlesmektedir (Devlet Istatistik Enstittisii, 1998).

Beslenmemizde énemli bir yer tutan domates, sebze olarak titketiminin yaninda
salga olarak da tiiketilmektedir. Eskiden yalmzca yaz ve sonbahar sebzesi olarak
bilinen domates, artik iilkemizde dort mevsim bulunabilen bir iiriin olmustur. Sera
yetigtiriciliinin ilerleme kaydetmesi ve gida endiistrisinin i¢ ve dig pazarlara dayali
olarak canlanmasi1 domatesi en ¢ok aranan bir iiriin haline getirmistir.

Domates yetistiriciligi yoniinden uygun iklim kosullarina sahip ilkemizde
iireticiyi bugiin hala mesgul eden gesitli giiglitkler vardir. Bunlardan biri ve belki de
en dnemlisi hastaliklardir. Son yillarda domates iiretiminde azalmamn oldugu ve
bunun hastalik artisina baglt oldugu bildirilmektedir (Karaca ve Saygih, 1982).
Pahali yatinmlar ve iyi bir isletmeciligi gerektiren seracilikta dreticilerin her yil aym
irtind yetigtirme ahgkanhklari, yeterli havalandirmanin yapilmayisi, hastalikh bitki
kalintilanmin seradan uzaklagtirtlmamasi nedeni ile bitkiler pek ¢ok hastahktan
etkilenmekte ve onemli verim kayiplan ortaya gikmaktadir (Yildiz ve ark, 1991).
Olusan hastaliklar ireticiyi bityiik zararlara siiriiklerken, zarar eden sadece uretici
olmamakta, domates iretimine bagli olan gida endistrisi de gerekli faaliyeti
gosterememektedir.

Domateslerde verimi azaltan bitki hastalik etmenlerinden fungal ve viral
hastahklarin yam sira son yillarda 6nemli pek ¢ok bakteriyel hastaliklar da sorun
olmaya baglamistir (Karaca ve Saygili, 1982). Domatesin pazar degerini diisiiren ve
verimi azaltan bakteriyel bir hastalik da PPseudomonas syringae pv. tomato'nun (PST)
neden oldugu Domates Bakteriyel Kara Leke Hastaliidir.

Patojen, domates bitkisinin yaprak, ¢igek, govde ve meyve gibi biitin toprak
tistit organlarim hastalandinr (Sekil 1.1). Hastalifin simptomlan, yapraklarda san bir
hale ile gevrili koyu kahverengi-siyah lekelerdir. Bu lekeler birleserek yapragin
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kurumasina neden olur. Govde ve yan dallardaki Ickeler kahverengi-siyah renkte
uzunca ve yiizeyseldir. Cigeklerdeki lekeler yapraklardaki kadar belirgin degilse de
ozellikle itk gigeklerde hastalik goriiliirse meyve tutumunu engelleneceginden biiyiik

triin kayiplan olusur (Sherf ve Macnab, 1986).

Sekil 1.1. PST’ nin domates yaprak, gévde ve meyve sapinda olusturdugu tipik

hastalik simptomu

Cigcklenmeden sonra ortaya ¢tkan cpidemilerde meyveler yofiun zararlara
ufrayabilir. Meyve Ickeleri yaklagik 1 mm ¢apinda, yiizeysel, dokunmayla belli
olacak kadar disari gikintihidir. Ozellikle agin yagmur, dolu ve riizgar sonucu olugan
yaralardan dolay1 zarar artar ve hastalik hizli bir sckilde gelisir. Ftmen 6zellikle yesil
meyveleri hastalandinr (Yunis ve ark, 1980). Meyvelerde olusan bu Ickeler
birlesince meyve sckli bozulur. Siddetli zarardan sonra lekeli meyveler kigiik

kaldigindan pazar dederi azahr (Goode ve Sasser, 1980).

N
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Patojenin geligmesi igin yilksek nem ve 13-28°C sicakliga gereksinim vardir.
Uriindeki verim kaybi iklim kosullari ile direk iligkilidir. Ekim ayinda fide dikiminin
yapildifii tarihlerde seralarda iklim kosullan patojen geligimi i¢in uygun oldugundan
infekteli bitki orami %75’ iken, havalarin 1sindi1 mevsim sonunda ise bu oran %5 ‘e
dismektedir (Yunis ve ark, 1980). Siddetli etkilenen bir domates tarlasinda %12-23'e
kadar varan tiriiln azahginin olabilecegi bilinmektedir (Bashan ve ark, 1978; Yunis ve
ark, 1980; Aysan ve ark, 1995).

Calismanin yiriitildiigii Dogu Akdeniz Bélgesinde domates tarinm Igel ve
Hatay illerinde yogun olarak yapilmaktadir. igel ili Huzurkent, Erdemli, Kocahasanli
ve Silifke ilgelerinde ve Hatay ili Samandag ilgesinde ortii alnda plastik seralar
igerisinde uretim yapilmakta, Hatay’in Kirikhan ilgesinde de daha ¢ok agikta tarla
domatesi iiretimi gergeklestirilmektedir. Uretici ortii alti yetistiriciliginde genellikle
Israil kokenli singa ahinan hibrit gesitleri (F-135, F-144), tarla yetistiriciliginde ise
yurt iginde tretilen agik dollenen standart 1-2274 veya Linda gesitlerini tercih
etmektedir. Standart gesitlerin tohumlanm dretici bir yil  6nceki iiretimden
saglamaktadir. C. U. Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bolimii Bakteriyoloji laboratuar:
elemanlannin bu yorelerde yaptigs yaklasik 6 yillik arazi ¢alismalaninda kullamlan
hibrit ve standart gesitlerin bu hastabifa son dercce duyarli oldufiu gozlenmistir.
Bolgemiz kogullarinda 6zellikle serin ve yagish gegen kig aylarini takiben Subat ve
Mart aylaninda plastik seralarda PST’ nin siddetli infeksiyonlarina rastlaniimaktadir.
Yeterli havalandirmanin yaplamamasi sonucu asin nemli olan bu plastik seralarda
yaygin olarak gigek ve govde infeksiyonlan ortaya gikmaktadir. Ancak standart
¢esitlerde meyve simptomlarinin gok fazla oldugu, kabugu kalin, sert, yola dayanikl
ve ihracatta tercih edilen hibrit ¢esitlerde ise ok az oranda oldugu goézlenmistir.

Eskiden az bir ekonomik oneme sahip oldugu diisiniilen bu hastalik simdi
domateslerin driin ve kalite miktarin1 azaltan onemli bir bakteriyel hastalik olarak
diinyaca kabul edilmektedir (McCarter ve ark, 1983; Devash ve ark, 1980).

Hastalik ilk olarak, 1929'da Amerika Birlesik Devletlerinde Wisconsin'de,
1930'da Florida'da gorilmiigtir. 1931'de Florida'da yapilan g¢aligmalar ile yeni bir
hastalik olarak tamilanmmgtir (Bryan, 1933). Her ne kadar 1930'lu yillarin basindan

beri hastaligin varhi bilinse de 1978'e kadar yogun epidemilerine rastlamimamustir,
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1978'de Georgia'da 1.600 doniimlik fide dretim alamindaki tdm bitkilerin bu
hastaliktan dolay: imha edilmesinden sonra hastahk dikkat ¢gekmeye baslamistir, Fide
tretimlerinin yapildig: tarlada tek bir bitkinin hasta olmasi tehlike tegkil etmektedir.
Cinku hastahk uygun kosullarda kisa siirede diger bitkilere hizh bir gekilde yayiima
ozelligine sahiptir (Smitley ve McCarter, 1982; McCarter ve ark, 1983).

Domates Bakteriyel Kara Leke Hastahigimin varhii Amerika (Bryan, 1933),
Israil (Volcani ve ark, 1971), isvigre (Burki, 1971. Bosshard-Heer ve Vogelsanger,
1977° den), Yeni Zelanda (Wilkie ve Dye, 1974), Avustralya (Chambers ve
Merriman, 1975), Kanada (Bonn, 1980), Yunanistan (Mavridis ve Rudolph, 1981),
Fransa (Laterot ve Rat, 1981), Cek Cumhuriyeti (Kudela ve ark, 1984), Portekiz
(Oliveria ve De Santa-Marta, 1985), Fas (Colin, 1985), italya (Tamietti ve Cuguddo,
1987), Sili (Latorre ve Lolas, 1988), Bulgaristan (Bogatsevska ve Boneva, 1991),
Brezilya (Mariano ve Mc Carter, 1992) ve Eski Yugoslavya (Arsenijevic ve
Jocanovic, 1993)da ¢esitli arastiricilar tarafindan rapor edilmistir. Ulkemizde ise itk
tespitler 70'li yillann sonlarinda Akdeniz Bolgesinde Cinar (1977a) ve Ege
Bolgesinde Saygili (1975) tarafindan yapilmustir.

Hastalifin ortaya g¢ikist ile diinyada gesitli olkelere yayiligi yaklasik ayni
zamana denk gelmektedir, Bu yillarda PST 'nin ekolojisi ve epidemiolojisi hakkinda
detayli bilgilerin olmamasindan dolay: hastalifin tarlada ilk gikisinin ve yayilisimin
tohumla oldufu dusinilmastir. Ancak o tarihlerde hastalik hakkinda yapilan
calismalarm azhigi, duyarlh tohum testlerinin bulunmayisi nedeniyle PST’ nin
tohumla yayildig1 kanitlanamamistir (McCarter ve ark, 1983). Ancak 80'li yillarda
Amerika Birlesik Devletleri (Kim, 1979) ve Israil'de (Devash ve ark, 1980) yapilan
¢aligmalar ile patojenin tohumla tasindifi saptanmig ve diinyamin gegitli bolgelerine
aym anda yayiths nedeninin tohumlar oldugu distinilmustir (McCarter ve ark,
1983).

Tohum endiistrisinin diinyada aktif hale gelmesi ile birlikte bolgeler, tilkeler ve
kitalar arasi1 tohum aligverisi sonucu tohum kokenli bakteriyel hastaliklar buralara
tasinabilmektedir (Kritzman, 1994). Tohum ticaretinin ¢ok iyi kontrol edilemedigi
iilkemizde tohumla taginan hastaliklar her zaman bir risk olusturmaktadir (Karaca ve

Saygili, 1982, Baloglu ve ark, 1998). Yasal ve yasal olmayan yollarla yapilan
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domates tohumu ithali ile hastalik etmenlerinin dlkemize sokuldugu da ayn bir
gergektir (Oktem, 1985). Bélgemiz domates seralannda hemen hemen her yil
goriilen s6z konusu olan bu hastaligin varhg erken dénemlerde saptanamamaktadir.
Domates tohumlan iizerinde yasamim sirdiiren PST (Chambers ve Merrimann,
1975; Bashan ve ark, 1978), tohumun ¢imlenmesi sirasinda populasyonunu artirir ve
tohum kabugundan fide apeksine veya kotiledon yapraklarina yayilarak yaprak,
gévde ve yakimindaki fideyi bulagtirabilir (Kritzman, 1993a). Tohumlardaki
patojenin gerek az populasyonlarda gerekse latent halde bulunmasindan (Gitaitis ve
ark, 1986) dolay disitk miktardaki inokulum yogunlugunun kiisik bakteriyolojik
tekniklerle saptanmast hem zor hem de uzun siireye, degisik kimyasallara, arag ve
gereglere ihtiyag duydugundan ¢ofu zaman yetersiz kalmaktadir. Patojenlerin
tamlanmasinda kisa siirede sonug veren hizh ve givenilir yéntemler olan molekiler,
serolojik ve faj (Cuppels, 1983; Cuppels, 1994; Erkan ve Saygih, 1987)
tekniklerinden tek baslarina veya petri teknikleri ile kombinasyon hilinde
yararlanilmaktadir, Bu amag¢ dogrultusunda ouchterlony double diffusion (ODD),
micro agglutinasyon .(MA), in direk immunofluorescence (IFAS) (Jones ve ark,
1983), polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) (Nabizadch-Ardckani ve ark, 1995) ve
DNA hibridizasyon teknikleri (Denny, 1988) ile tant yapilmaktadir.

Karantina amagh tohum kontrollarinda kullamlan yontemlerin ¢ok kisa
zamanda sonug¢ vermesi ve giivenilir olmasi gerekmektedir. Son yillarda tohumdaki
bakteriyel patojenlerin tespiti igin duyarli testler iizerine ¢aligmalar yapilmakta ve
kullanilan yontemler gelistirilmeyc galisiimaktadir (Kritzman, 1993a; Kaaya ve
Mortensen, 1993). Gegmiste saglik sertifikalari, tarla gozlemlerine veya tohumlardan
gelisen fidelerdeki lezyonlara gore yapilmaktaydi fakat son yillarda bir laboratuar
sertifikasina ihtiyag duyulmaktadir (Kritzman, 1994). Tohum ekstraksiyonu sonucu
elde edilen peletdeki bakterilerin segici veya yan segici ortamlarda gelistirilmesi
(Scortichini, 1990; Kaaya ve Mortensen, 1993), ELISA (Yorganci ve ark, 1994),
Immunufluorescence boyama (Bolkan, 1987, Jones ve ark, 1989) ve Polimeraz zincir
reaksiyonu (Nabizadch-Ardckani ve ark, 1995) gibi serolojik ve molckiler
yontemlerin kullamlmast ve tohumlardan gelisen fidelerdeki lezyonlanin gozlenmesi

(Jones ve ark, 1989) gibi asamalardan sonra tohumdaki patojen tespit
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edilebilmektedir. in direk immunufluorescence boyama ve ELISA testlerinde olii
hiicreler de pozitif sonu¢ verdiginden bakterilerin canlihinin patojenite ve petri
testleriyle saptanmasi zorunludur.

PST, tohumun disinda toprakta ve infekteli bitki kalintilarinda yasamim devam
ettirebilir. PST’ nin toprak ve bitki kalintlanndaki yasamu ile ilgili gesitli goriisler
mevcuftur. Arastinicilarin bir kismi toprak ve bitki kalintilarinda bu patojenin
yasamadifiini (McCarter ve ark, 1983), bir kismi toprakta en fazla bir yil varhigim
stirdirdiigiinii (Bashan ve ark, 1978), bir kism: toprakta bir ka¢ ay, infekteli bitki
kalintilarinda bir sonraki mevsime kadar yasadigim1 (Goode ve Sasser, 1980) bazilan
ise sadece bitki kalintilarinda canli kaldifini ve primer enfeksiyonlan baglatma
yeteneginde oldugunu bildirmislerdir (Getz ve ark, 1981; Perez ve ark, 1987; Jardine
ve ark, 1988). Bat1 Anadolu Bolgesi domates ekim alanlarindaki toprakta PST 'nin en
fazla 1-14 giin yasadifn belirlenmistir (Saygih ve ark, 1985). Bu yasam siiresi farkh
toprak tiplerine gore degismektedir.

Bitki patojen bakterilerin bir mevsimden digerine gegiste yakinindaki bitkilerde
epifitik yasamn onemli bir kriterdir. PST 'nin simptomsuz olarak yabanci otlarda
(Bogatzevska ve Boneva, 1991), domates ve konukgusu olmayan bitkilerde (Jones ve
ark, 1981) epifitik yasam kiiltiire! pratiklerle miicadelesini zorlagtirmaktadir (Devash
ve ark, 1980).

Bu hastalifiin kontroliinde gesitli kiiltiirel pratikler, sertifikah hastaliksiz iretim
materyali kullammi, tohuma kimyasal ve biyolojik uygulamalar, yesil aksam
ilaglamalari, toprak solarizasyonu ve dayaniklt gesidi igine alan kombine
uygulamalarin birlikte kullamimi 6nerilmektedir (Bennett ve ark, 1991).

Domates Bakteriyel Kara Leke Hastalifina karsi dayanikh gesit kullammu ile
etkili kontrolii saglanabilir. Bu yolla pek gok hastalik kolayca ve tiimiyle bir bolamii
ise kismen kontrol edilmektedir (Abak ve ark, 1989). Pitblado ve Kerr (1980)
Kanada menseli olan Ontario 7710 isimli domates ¢esidinin PST’ ye dayanmikh
oldugunu bildirmigtir. Ancak Lawton ve Macneil (1986) Kanada'da 4 yil boyunca
yaptiklan sorveylerde Ontario 7710 g¢esidinde tipik PST simptomlanna

rastlamiglardir. Bu ¢esit iizerinde simptomlara neden olan etmeni PST Irk 1, higbir

6
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simptom olusturmayani ise Irk 0 olarak tamlamiglardir. PST 'nin yeni bir rkinin
varh ile birlikte bu ¢esidin kullanimi simrlanmig olmaktadir.

Tohum ve toprak kokenli bu hastahgin kontrolinde sadece temiz tohum
kullanmak ve kimyasallarla ilaglama yapmak vyeterli olmamaktadir. Uygulama
yapilmadigi: taktirde patojen topraktaki bitki kalintilarinda yasamim devam ettirerek
bir sonraki mevsime gegmekte ve hastaliin ortaya ¢ikiginda ilk inokulum kaynag
olarak gorev yapmaktadir (Goode ve Sasser, 1980). Patojenin topraktan
eleminasyonu i¢in kullamlan uygulamalardan biri toprag: plastik ile 1sitma yontemi
olan solarizasyondur (Katan, 1980). Toprak solarizasyonu nemli topragin Glines
iginlan aracihiilyla 1sittlmasi temeline dayanan fiziksel bir miicadele yontemidir
(Dogan, 1995). Solarizasyon yontemi ucuz ve kolay olmasinin yaninda kalinti
probleminin olmamasindan dolay: tercih edilmektedir. Toprak kokenli hastaliklan
kontrol etmek igin toprak fiimigasyonu ve sterilizasyonu gibi yontemler de
kullamlabilinir. Ancak her iki uygulama topraktaki zararli mikroorganizmalarn
yaninda antagonistlere de ctkilidir. Fimigasyon uygulamasi sonucunda bitkilerde bir
fitotoksite gorilebilir. Bu uygulamalar solarizasyona gére daha riskli ve pahahdr.
Metil bromit gibi kimyasallarin ozon tabakasina verdigi zarar goz oniine ahndifinda
pek ¢ok dezavantaja sahiptir.

Solarizasyon bugtin Israil basta olmak {izere Yunanistan, italya, Fransa vc
Ispanya gibi Akdeniz iilkelerinde fungal, bakteriyel hastaliklar ve nematodlara kars
kullamimaktadir (Katan, 1989). Aynica solarizasyon topraktaki organik maddeyi
parcalayarak N, Ca ve Mg oranimmi arttirmakta ve boylece bitki beslenmesine
yardimc1 olmaktadir (Stapleton ve ark, 1991).

Bugiin geligmis iilkeler tarim alanlanindaki hastahik ve zararhlara karsi
micadclede alternatif yontemleri aragtirmakta entegre miicadele programlar
igerisine biyolojik micadele ¢aligmalarini dahil etmeyi hedeflemektedir (Tjamos,
1995). Bu g¢alismalar fitopatolojide yeni olmasina ragmen son yillarda basanh
sonuglar elde edilmigtir. Patojenlerin inokulum diizeyini azaltmak veya yok etmek
igin yapilan bu miicadele sekli gelecekte kimyasal kontroliin yerini alabilecektir
(Elad, 1990). Bilindigi gibi pek gok hastaliin kontroliinde antagonist bakterilerden

rahathkla yararlanilmaktadir. Domates tohumlanndaki Ralstonia solanacearum,
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Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (El-Abyad ve ark, 1993) ve
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Cinar ve Aysan, 1995) gibi tohum kokenli
bakteriyel patojenlerin inokulum miktarini azaltmak igin gesitli antagonist bakteri ve
Streptomyces ’lerin tohuma uygulandiinda fidedeki hastalik ¢ikigimi azalttin bu
aragtiricilar tarafindan bildirilmistir. Bakteriyel hastaliklarin kimyasal miicadelesinde
copunlukla bakirli bilesikler kullaniimaktadir.

Son yillarda bazi domates alanlaninda bakith preparatlanin etkisiz kaldi
gorilmis ve PST’ nin bakirli bilesiklere dayanikhihk kazandifi tespit edilmistir
(Cooksey, 1986, Pernezny ve ark, 1995, Benlioglu ve Benlioglu, 1998). Ozellikle
bakirh preparatlarin PST miicadelesinde yetersiz kaldia alanlarda biyolojik kontrol
onem kazanmaktadir (Wilson ve ark, 1997).

Hastalik simptomu gdstcren domates bitkilerinden patojenin izolasyonu,
fizyolojik ve biyokimyasal testlerin yanminda ELISA ve PCR testleri ile tamis1 ve
irklarimin saptanmasi, PST 'nin tohum, toprak ve infekteli bitki kalintilarinda yagam
sliresinin belirlenmesi, tohumdaki patojenin varhimin IFAS ve petri testleriyle
saptanmasi, patojenin tohumdan eleminasyonu igin basarili bir tohum uygulamasinin
belirlenmesi, solarizasyon uygulamasi ile patojenin topraktan yok edilmesi veya
bask: altina alinmasi, antagonist bakterilerle yegil aksam, toprak ve tohumdaki PST

inokulumunun azaltilmast bu ¢alismanin amacini olusturmaktadir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR
2.1. PST? nin Irklan Uzerine Caligmalar

Bu hastaliga karsi dayanikl gesit bulmaya yonelik ¢alismalar 1970°1i yillarin
sonlarinda baglamigtir. Pitblado ve Kerr (1980) Kanada kokenli Ontario 7710
gesidini PST” ye dayamkl olarak bulmuslar ve bir siire sonra bu gesidin Kanada’da
kullammi yayginlagmistir. Ayrica PST’ yc dayamkh gesit arama ¢ahgmalan o
yillarda tlkemizde de yaptimistir. Fakat birkag yil sonra bu gesit tizerinde simptom
olusturan PST’ nin yeni bir irki ortaya ¢itkmistir. Dayamkl gesit ve patojenin irklar
ile tlgili yapilan ¢aligmalar asagida anlatilmigtir.

Crnar (1978) gergeklestirdigi ¢esit reaksiyonu denemesinde Supermarmande ve
Montfavet 63/5 F1 gcsitlerinin PST’ ye ¢ok duyarli, Antalya 1 ve Antalya 2 Tl
¢esitlerinin ise daha az duyarli oldugunu saptamstir.

Pitblado ve Kerr (1980) inceledikleri 210 domates gesidinden sadece “Ontario
7710 ¢esidinin PST’ye bagisiklik dizeyinde dayamkli, Manette gegidinin kismen
dayanikli oldugunu belirlemislerdir.  Ontario 7710 gesidindeki dayamkhlik
ozelliginin monogenik dominant oldugunu ileri siirmislerdir.

Laterrot ve Rat (1981) 71 farkh domates ¢esidi tizerinde 98 degisik PST
izolatinin duyarhiliklanni incelediklerinde sadece Ontario 7710 gesidinin tim
izolatlara kargi dayaniklr oldugunu bildirmislerdir.

Karaca ve Saygili (1982) 6 domates ¢esidinin PST” ye aym diizeyde duyarh
oldugunu iilkemizde yapilan bir gahisma ile saptamislardir.

Kerr ve Cook (1983) erkenci, diizgiin ve yuvarlak sekilli, mekanik hasada
uygun ve PST’ ye dayamkhlik ozelligine sahip Ontario 7710 gesidinin 1slah
caligmalarinda baglangic materyali olarak kullamlabilecegini belirtmiglerdir. Bu
dayanikhilifin monogenik dominant bir dzellik oldugunu ve dayaniklihk geninin
“Pto” olarak ifade edilmesini 6nermislerdir.

Ulkemizde yapilan bir ¢aligmada Cokmiis (1984) 54 yerli domates gesidimiz ve
2 yurtdigindan gelen toplam 56 domates ¢esidinin PST’ ye karsi tepkisini
arastirdifinda sadece Ontario 7710 ¢esidinin dayanikli diger gesitlerin hastaliktan az

veya ¢ok etkilendigini g6zlemistir.
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Abak ve ark. (1989) Ontario 7710 gesidinin PST* ye dayanikliginin kalitsal
oldufiunu, bu gesidin meyve seklinin kiigik ve veriminin disik olusu nedeni ile
tanimsal degerinin kisitlanmakta oldugunu bildirmiglerdir. Aragtirilan bu gegidin
onemli bir 1slah materyali olmasi nedeniyle ilkemizde yaygin bigimde kullanilan
gesitlere bu ozelligin  aktariimasi  gerektigini vurgulamiglardir. Bu amag
dogrultusunda Abak ve ark. (1990) Ontario 7710 g¢esidinde bulunan PST’ ye
dayanikhlik genini (I’10) geriye melezleme yontemi ile H2274 ve ES 58 (2889)F
cesitlerine aktarmigslar ve Tirkiye’nin degisik domates ekim alanlanndan elde edilen
PST izolatlarmin hepsini patojen oldugunu, Ontario 7710 gesidinde simptom
olusturmadiklarimt ve bu dayamkhhik geni aktanlan H-2274 ve ES 58 (2889)F
gesitlerinin tiim izolatlara karst yeterli dayanim gosterdigini saptamiglardir.

Varvaro ve ark. (1993) duyarlt ve dayanikli (Ontario 7710) domates
¢esitlerinin - yapraklarina PST siispansiyonunu  piiskiirttilkien  sonra  elektron
mikroskobu ile yaptiklan incelemelerde stoma yapisimin her iki ¢esitte farkh
oldugunu saptamiglar ve dayanmikh gesitteki bu yapisal farklilik patojenin bitki
igerisine girisinde fiziksel bir bariyer olarak rol oynadiim bildirmislerdir.

Ontario 7710 ¢esidindeki dayamkhilik geninin diger domates gcesitlerine
aktanilisindaki basanlar ilk bakigta bu hastahifin yeterli kontroliinun saglanacagini
ortaya koymustu. Fakat Lawton ve MacNeil (1986) Kanada’da 1982 -1985 yillan
arasinda yapuiklan sorveylerde PST’nin yeni bir patojenik irkim saptadiklanm :
bildirmiglerdir. Pto geni iceren PST’ ye dayamkli olarak bilinen Ontario 7710 gesidi
iizerinde tipik PST simptomu olusturan bu irki, PST Irk 1 olarak isimlendirmigler ve
sorvey alaninin %65-100’inde bu irki saptamtslardir. Bu irkin varhif: Kanada disinda
Bogatsevska ve ark. (1989) tarafindan Bulgaristan’da ve Buonaurio ve ark. (1996)

tarafindan Italya’da rapor edilmistir.

2.2. PST' nin Tohum, Toprak ve infekteli Bitki Artiklarinda Yasam

Siiresinin Belirlenmesi Uzerine Cahgmalar

PST'nin 1970'li yillarin sonunda pek ¢ok ilkede ozellikle ABD ve israil'de
yaptii epidemilerden sonra gergeklestirilen ilk ¢aligmalar patojenin tohum ve toprak

iligkilerine dayalidr.
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Schneider ve Grogan(1977) Kaliforniya (ABD)da infekteli bitkilerin
bulundugu tarla topragindan patojeni o yil iginde ve bir y1l sonra domates yetistirilen
ve yetistirilmeyen aym tarlalardan tekrar elde etmisler ve PST’ yi toprak kokenli bir
patojen olarak degerlendirmislerdir. Bir sonraki y1l epidemilerinin baglamasi igin
toprak kokenli inokulumun yeterli oldugunu, PST'nin domates bitkilerinde, yabanci
otlarda ve civardaki diger bitkilerde simptomsuz olarak yasamini devam ettirdigini
ve bir epifitik faza sahip olabilecegini saptamiglardir.

Bashan ve ark. (1978) Israil'de yaptiklan galismalarda domates yetistirilen bir
tarladan ve bir yil sonra bugday ekilen aym tarladan tekrar PST’ yi izole etmislerdir.
PST ile bulagtk 2 ticari tohum partisinden geligen fidelerde hastalik simptomlarinin
olustugunu ancak ylizey sterilizasyonu yapilan tohumlardan yetistirilen fidelerde
hastalia rastlanmadiin1 ve bu tohumlardan tekrar PST'nin izole edilemedigini rapor
etmislerdir. Aynica domates bitkilerinin gesitli kisimlanna uygulanan PST
inokulasyonundan sonra yapilan Scanning Elektron Mikroskobu (SEM)
incelemelerinde etmenin bitki iletim sistemini etkilemedigini boylece hastalifiin
sistemik degil lokal lezyon hastah@ oldu@unu saptamiglardir.

Okon ve ark. (1978) israil'de 10 ticari domates tohum partisinde patojeni
belirlemislerdir. PST “nin toprak, tohum yiizeyi ve bitki yapraklarinda 2 -12 ay
arasinda varhifim sirdirdigiinii ve sera kosullarinda infekteli toprafia yiizey
sterilizasyonu yapilan tohumlar veya steril topraga bulagik tohumlar ekildiginde
bitkilerde simptomlar olustugunu bildirmiglerdir.

Kim (1979) ABD'de PST ile infekteli domates meyvelerinden elde edilen
tohumlardan ve ticari tohum partisinden patojeni izole etmis ve 17-26°C’ de, nemli
kosullarda bir aylik inkiibasyondan sonra geligen fidelerde hastalik simptomlaninin
ortaya ¢iktifim goézlemistir.

Devash ve ark. (1980) serada ncmli kogullarda yapay infekteli topraga yiizey
sterilizasyonu yapilan tohumlar veya steril topraga yapay olarak bulagtinlms
domates tohumlan ektiklerinde fidelerde hastalik simptomian gelismis ve boylece
patojenin tohum ve toprak kokenli oldugu belirtilmigtir. Ayrica PST” yi kuru tohum
yiizeyinden, steril topraktan, dogal topraktan, domates ve diger konukgu olmayan

bitki rizosferinden tekrar izole etmeyi basarmislardir.
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Getz ve ark. (1981) ABD, Michigan kosullarinda rifampicine dayanmiklt bir PST
izolat1 ile infekteli bitki artiklarini bir torba igerisinde topragin 0, 8 ve 17 cm
derinliklerine gommislerdir. Kig aylan boyunca yapilan aylik izolasyonlarda etmeni
geri izole etmisler ve domates tarlalannda esas inokulum kaynagimin infekteli
yapraklar oldugunu bildirmislerdir.

Bashan ve ark. (1982) kurutulmus domates tohumlan iizerinde PST'nin 20 yil
yasamim stirdiirdGigini saptamiglardir.

McCarter ve ark. (1983) ABD, Georgia bolgesinde fide iiretimi igin kullamlan
domates tohumlarim incelemisler ve 1566 tohum partisinin 19'unda PST'yi
saptamiglardir. Patojenin toprak, bitki artiklan ve yabanci otlardaki canhilifi
tizerindeki calismalarinda PST' nin toprak ve bitki artiklarinda hizhi bir gekilde
oldiging 15 ile 24 giin sonraki izolasyonlarla ortaya koymuslardir. Giiney Georgia
gibi yiiksek toprak sicakh@i kosullarinda PST' nin toprak ve bitki artiklarinda
canhhiim kisa stirede kaybettii fakat digitk sicakliktaki topraklarda varhigint
siirdiirebileceginin olasi oldugunu bildirmislerdir. Bu aragtiricilara gore PST'nin esas
inokulum kaynag1 tohum ve yabanci ot konukgulandir.

Colin ve Mahtaj (1984) Fas’da dogal kosullar altinda PST nin bir mevsimden
difierine gecistc yapay olarak bulagtinlmis toprakda, bitki artiklarinda, yabanci
otlarda ve infekteli domates meyvelerinden ¢ikanlan tohumlarda patojenin yagamini
aragtirmislar ve iki gelisme mevsimi arasinda PST’nin yagamimin degisken oldugunu
ve diger mevsime kadar toprak ve infekteli bitki artiklarinda yasamim devam
ettiremedigini bildirmislerdir.

Saygili ve ark. (1985) Bati Anadolu’nun Balikesir, Bursa, Canakkale, {zmir,
Manisa ve Mugla illerinde 1981-1984 yillart arasinda domates yetistirilen alanlardan
toplanan toprak oOrneklerinde PST’nin topraktaki yagam sfiresini aragtirmiglardir.
Steril toprakta etmenin kisa (1-30 giin), steril olmayan toprakta daha uzun stire (1-90
giin) yasamint devam ettirdifini saptamiglardir.

Gitaitis ve ark. (1986)’'na gore PST toprak kosullarina bagh olarak bitki
artiklan ve toprakta yasamim devam ettirerek diger mevsime kadar canlhilifini
koruyabilmektedir. Sicaklik ve toprak mikrobiyal aktivitesi PST nin yasamina etki

eden esas kriterlerdir. PST, disiik sicakhiklarda, toprak ve infekteli bitki artiklarinda
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12 hafta veya daha uzun siire yasamimt siirdiirtirken uygun olmayan mikrofloramn
varhginda, yiiksek sicaklikta kurumus bitki artiklarinda veya toprakta 2 hafta iginde
yok olmaktadir. Tarlada PST inokulumu ¢ok az olsa bile sicaklik ve toprak nemi gibi
uygun kosullar olustugunda populasyon hizhi bir sekilde artig gosterir ve yayilmaya
baslar.

Perez ve ark. (1987) steril toprak, steril olmayan toprak, domates kok, govde,
tohum ve yapraklanint PST ile inokule edip ayri ayn naylon torbalar igerisinde
topragin 0, 5 ve 10 cm derinligine gommislerdir. Kasim ayindan itibaren bir yil
boyunca yapilan izolasyonlarda PST steril olmayan toprakta 46, steril toprakta ve
koklerde 69, tohum, gévde ve yapraklarda 207 gin canlihgm strdiirmistir. Kig
kosullan altinda Pensilvanya'da PST'nin domates bitki artiklaninda yasamini devam
ettirerek bir sonraki yetigtirme mevsiminde esas inokulum kaynaf olarak gorev
yaptiini rapor etmislerdir.

Jardine ve ark. (1988) rifampicine dayanikl bir PST izolat: ile inokule ettikleri
domates bitki pargalarim delikli naylon torbalar icerisinde 0, 8 ve 18 cm. toprak
derinligine gommislerdir. ABD, Michigan'da kis kosullannda 26 hafta boyunca
yapilan izolasyonlarda infekteli bitki artiklanndan, baharda kendiliginden yetisen
domates bitkilerinden patojeni tekrar elde etmiglerdir. Ancak aym tarladaki 23 farkh
yabanci otun toprak, kok rizosferi ve yesil aksamindan PST’ yi izole etmeyi
basaramamglardir, Bu aragtinicilara gore ilk inokulum kaynag olarak infekteli bitki
parcalan ve kendi gelisen domates bitkileri yabanci otlara gire daha fazla 6neme
sahiptir. PST'nin infekteli bitki artiklarinda bir sonraki mevsime kadar yagamim
devam ettirmesinde toprak isleme sekli ve zamanimin da etkisi vardir. Sonbaharda
pullukla yapilan derin toprak isleme sonucu bir sonraki mevsimde domates
bitkilerinde PST simptomu olugmazken baharda yiizeyden yapilan toprak isleme ve

hig bir islem yapilmayan tarlada simptomlarin gelistiii saptanmstir.

2.3 PST’nin Domates Tohumlarinda Saptanmas: {/zerine Calismalar

Tohumlardaki fitopatojen bakterilerin az miktanimi klasik izolasyon teknikleri
ile tespit etmek zordur. Tohumdaki patojen bakterilerin yaninda saprofitik bakteriler

de segici olmayan besi yerlerinde hizhica geliserek petriyi kaplayabilirler. Bu
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zorluklarin yanminda tohumdaki patojen bakterilerin izolasyonu ve tamist hizh ve
giivenilir testlerle yapilmahidir. Bu sorunlan asabilmek igin gesitli aragtincilar farkl
izolasyon, tohum ekstraksiyon yontemlerini, segici besi yerlerini ve farkli tani
tekniklerini deneyerek domates tohumlarindan PST’ yi tespit edebilen giivenilir ve
hizl1 yontemleri aragtirmislardir.

Sharon ve ark. (1982) domates tohumlanndaki PST’ yi belirlemek igin
tohumlan nutrient broth ortaminda ¢alkalandiktan sonra elde edilen siispansiyonu,
su-agar ortami {zerine yerlestirilmis yiizeyden dezenfekte edilmis domates
yapraklarina inokule etmiglerdir. Bu yapraklar iizerinde geligen tipik PST simptomu,
tohumdan elde edilen siispansiyonda PST’nin varhifit dofrulamaktadir. Bu
yontemle sadece yasayan PST hicrelerinin 10-100 hiicre /g tohum miktarn
belirlenebilmektedir.

Bashan ve Assouline (1983) 4000 adct domates tohumunu 40 ml sivi King B
ortaminda, 28°C’ de 4 saat galkalamislar, olusan siispansiyondan peleti toplamiglar
ve tekrar sulandimiglardir. Hazirlanan siispansiyonla Sharon ve ark. (1982)nin
bildirdigi besi yeri tizerindeki domates yapraklarini inokule etmislerdir. 28°C* de 7
gunlik inkiibasyondan sonra asai yukan 1 g tohumdaki 1000 PST hiicresi bu
yontemle belirlenebilmistir. Ayrica tohumdan clde edilen siispansiyon baz fuksin ve
trifenil tetrazolium klorit ile zenginlestirilmis King B besi yerine yayilmustir. Bu
yontemle Israil’deki 53 domates tohum partisi testlenmistir.

Naumann ve ark. (1986) domates tohumlarim nutrient broth siv1 besi yerinde
28°C’ de calkalayarak elde ettikleri siispansiyonu King B besi yerine yaymis ve
domates yapraklarina piskiortmislerdir. King B besi yerine penicilin ve actidione
ekleyerck gram pozitif bakterilerin ve funguslarin gelismesini engellemis PST
hiicrelerinin gelisimini tesvik etmiglerdir. Bu yontem ile 3 yil once PST ile
bulastiriimig domates tohumlanndaki PST’ yi tespit etmeyi bagarmiglardir.

Bolkan (1987) 24 g domates tohum ornegini steril bufferde galkaladiktan sonra
elde cdilen peletden hazirladifi seyrelime serilerini KBBC ortamina yaymig ve diiz,
mavi floresan kolonilerin varlifint g6zlemistir. Bu ortam iizerinde PST’ ye benzeyen
kolonileri King B besi yerine saflagtinlarak IFAS testini ger¢eklestirmigtir. KBBC’de

mavi floresan, King B’ de yesil floresan, IFAS ve domateste patojenite testinde
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pozitif sonug veren tohum 6rneginde PST’ nin varhZim ortaya koymustur.

Karaca ve Demir (1988) iilkemizde yaygin kullanilan domates tohumlarinda
PST’ yi segici besi yeri kullanarak aramiglar ve bu yontemle PST’ yi izole
edebildiklerini bildirmislerdir.

Jones ve ark. (1989) yaklagik 100 adet domates tohumunu steril toprak i¢eren
10 cm ¢apindaki saksilara ekmisler ve 18-20°C’ de nemli ortamda 4 hafta inkiibe
etmiglerdir. Kotiledon yapraklarda olusan lekelerin sayisina gére tohumlarin bulagma
%’sini kaydetmislerdir. Lekeli yapraklardan yapilan izolasyon sonucu elde edilen
floresan kolonilerin tamsim klasik bakteriyolojik teknikler, serolojik testler (IFAS)
ve domateste patojenite testine gore yapmiglardir, Tiim testlerde pozitif sonug veren
kltiirtin izole edildigi tohum partisini PST ile infekteli olarak degerlendirmiglerdir.

Scortichini (1990) 4000 adet domates tohumunu 40 ml sivi King B besi yerinde
28-29°C’ de 4 saat inkiibe etmis ve elde edilen siispansiyonu King B besi yerine
yaymis ayrica domates yapraklarina piiskiirtmistiir. Pozitif ¢ikan érnegi IFAS testi
ile dogrulamigtir. ltalya’da bu yontemle domates tohumlarimin hizh, basit ve ucuz
yolla testlenmesini gergeklestirmistir.

Kritzman (1991) 10 kg'lik tohum partisinden iyi karnistirtlarak alinan 7 g
domates tohum 6reginin, PST’nin belirlenmesinde yeterli oldugunu bildirmisgtir. 7 g
tohumu bufferde c¢alkaladiktan sonra olusan peleti cycloheximide igeren
Pseudomonas agar F ortamina yaymistir. Gelisen floresan koloniler ile domateste
patojenite testini gergeklestirmistir. Bu tarihten beri israil’deki domates tohumlarn bu
yonteme gore testlenmektedir. Ancak arastinct daha kolay, duyarh ve hizli test
yéntemleri de aragtinimaya devam etmektedir (Kritzman, 1993a).

Kaaya ve Mortensen (1993) Tanzanya’da ireticilerden, arastirma
istasyonlarindan ve tohum iiretim firmalarindan topladiklan 27 tohum partisinde
PST’ yi ararken 12 g tohum ornegini 100 mi steril pepton bufferde 5 °C’ de 3 saat
inkfibasyondan sonra 1 saat c¢alkalama, filtrasyon ve santriftj islemlietini
gergeklestirmislerdir. Elde edilen peleti seyrelterck modifiye edilmis Pseudomonas
agar F ortamina yaymislardir. Bu testleme yontemi yan segici besi yerinde
gelistirmeye dayanmaktadir.

Yorganci ve ark (1994) Ulkemizde kullamlan domates tohumlannda PST’ yi
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ararken ELISA testini kullanmiglar ve testledikleri tohumlarda PST’ ye
rastlamadiklarint bildirmislerdir.

Nabizadeh-Ardekani ve ark. (1995) PST izolatimin tamsim PCR teknigi ile
yapmuslar ve gelecekte bu teknigin domates tohumlarinda PST’nin saptanmasinda

kullamlir duruma getirilmesini amagladiklanim bildirmislerdir.

2.4. PST’ nin Kimyasal, Fiziksel ve Biyolojik Kontrolii Uzerine

Cahismalar

Ulkemizde agikta ve ortii alinda domates tiretiminde goriilen bu hastalik,
seralarda oOzellikle isiilmayan veya yetersiz isitilan plastik seralarda, yagmur
sularimin damladify yerlerde yogunluk kazandifn gézlemlenmistir (Abak ve Laterrot,
1988). PST’nin miicadelesinde treticilerin en sik bagvurdugu yéntem kimyasal
savasuir. Domates Bakteriyel Kara Leke Hastahimin micadelesinde 2 haftada bir ve
sulama sonrast koruyucu olarak bakir hidroksit piiskiirtmelerinin énemli oranda
hastalifit azaltti1 ve verimi % 23 oraminda artirdiin Yunis ve ark. (1980) tarafindan
bildirilmigtir. Smitley ve McCarter (1982), Conlin ve McCarter (1983) ve Ramos ve
ark. (1989)°a gore bakiroksiklorit + mancozeb, bakir hidroksit + mancozecb veya
streptomisin + mancozeb’in yesil aksama piskiirtiimesi infeksiyonu azaltmaktadir.
Diger baz1 arastincilar ise ozellikle serin ikiim kosullaninda bakirh preparatiarin
etkisiz. oldugunu gostermislerdir (Macnab, 1980; Pitblado ve Shanks, 1980). Conlin
ve McCarter (1983) sera kosullarmda streptomisin siiifatin olduk¢a @mit verici
oldugunu belirtmigstir. Jardine ve Stephens (1987) uygulanacak ilacin segimi ve
uygulama zamammn hastahin kontroliinde kritik bir faktor oldufunu Gnemle
vurgulamiglardir., Bu arastincilar sera  kosullarinda  streptomisin  siilfat,
oxytetracycline ve bakir + mancozeb kompleksini PST inokulasyonundan dnce ve
sonra uygulamiglar, streptomisin sillfatin inokulasyondan sadece 24-48 saat sonraki
sirede ctkili olabildigini saptanuslardir. Ozaktan ve ark. (1991) bakirh preparatlar
igerisinde PST izolatlanna kars1 en yiiksek etkinligin bakir amonia ‘da saptandifn,
bunu bakir hidroksitin izledifini ve bakir siilfatin ise in vitro’da olumlu sonug
vermesine karsin in vivo’da yeterince etkili olamadigim sdylemislerdir. Denenen

bakirli preparatlanin etkinliginde igerdikleri etkili maddelerin eriyebilirliklerinin de
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pay1 oldugunu, domatcs alanlarinda yogun olarak kullanilan bakir oksikloritin bazi
izolatlarda duyarlilik azalisina neden oldugunu bildirmiglerdir. PST’nin kimyasal
miicadelesi ile ilgili benzer 6rekleri gogaltmak miimkiindiir. Kimyasallarla yapilan
miicadelede bagan, bitki ve iklim kosullan ile sik1 bir iligki igindedir. Hava kosullan
(sicaklik ve nem) hastaligin geligimi igin uygun gitmediginde ilaglamalara gerek
yoktur, hastalik kendiliginden yok olmakta, havalar ¢ok nemli ve serin oldugunda
bakirli preparatlarla ilaglamalar yetersiz kalmaktadir (Smitley ve McCarter, 1982).

Sertifikal, hastaliklardan ari temiz tohum kullanmak hastaliklarin verdigi
zararin 6nlenmesi ve ilk inokulum kaynaginin yok edilmesi agisindan 6n kosuldur.
Sali (1994)’c gore tohumdaki patojeni azaltmak veya oldiirmek iin yapilan islemicr
tohum kalitesini azaltabilir. Tohumdaki patojeni tamamen yok eden hig bir kimyasal
yontem yoktur. Yapilan islemlerin etkinligi patojenin tohumdaki yerine ve
populasyon yogunluguna baglidir. Tohum dretici firmalar tohumdaki patojemi yok
etmek igin tohuma ¢esitli uygulamalar yerine tohumluk bitkinin yetisme déneminde
hastalanmasimi  6ncelikle Onlemelidir. Bu dénemde yagmurlama sulamadan
vazgegmek, etraflaki yabanci otlan, kendi biiyiiyen domates bitkilerini temizlemek,
hasta bitkileri uzaklagtirmak, aym alanda 3 yilda bir domates yetistirmek, bitkilere
yara agmaktan kaginmak, budama gibi kiltirel iglemlerden, yagmur ve rizgarh
havalardan sonra bakirl preparatlarla ilaglama yapmak hastalik miicadelesinde etkili
olmaktadir (Goode ve Sasser, 1980). Patojen bakterilerin tohuma epifitik olarak
bulagabildikleri de dikkate alindifinda tohuma gesitli uygulamalann yapilmasi
zorunlu olmaktadir.

Chambers ve Merriman (1975) PST’ yi domates tohumlarindan arindirabilmek
i¢in fermantasyon yontemini onermislerdir.

Okon ve ark. (1979) PST ilc inokuleli tohumlan 1 saat 48°C ‘deki sicak su ile
muamele ettikierinde bakterilerin 6ldiigunt bildirmiglerdir.

Devash ve ark. (1980) yapay olarak PST ile bulastinlmis domates tohumlarim
1 saat 52°C’ deki sicak suya veya % 1' lik NaOCl’ ye 2 dakika daldirdiklarinda
tohum ¢imlenmesi engellenmeden patojeni anndirdiklarini rapor etmiglerdir.

Goode ve Sasser (1980) domates tohumlarindan patojeni elemine etmek igin 30

dakika 56°C’ deki sicak su veya sodyum hipoklorit uygulamalarim 6nermcktedirler.
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Ancak bu seckilde uygulama goérmiis tohumlann ayni mevsim iginde kullanilmasi
gerektigini 6nemle vurgulamiglardir.

Jurchak ve ark. (1982) domates tohumlarinin 50°C” deki sicak suya 30 dakika
daldinlmasinin PST” yi yok ettigini saptamiglardir.

Pyke ve ark. (1984) PST ile inokuleli domates tohumlarindan patojeni
temizlemek igin 6 farkht uygulamanin etkinligini incelediklerinde sadece antibiyotik
uygulamasimin (streptomisin siilfat) tamamen kontrol sagladigim bildirmislerdir.

Bogatscvska ve ark. (1989) Bulgaristan’da 1983-1987 yillan arasinda
laboratuar ve tarla denemeleri olarak gerceklestirdikleri tohum uygulamalarinda,
domates tohumlarnim 25 dakika 52°C° deki % 0.25 fenilmercury asetata
daldirdiklarinda PST “nin etkili sekilde kontrol edildifini rapor etmislerdir.

Naumann ve Griesbach (1990) PST’den ari domates tohumu iiretimi igin
fermantasyon ve tartarik asit uygulamasinin etkili sonug verebildigini saptamislardr,

Siviero (1991) domates tohumlanindaki PST’nin kontroliinde en iyi yontemin
24 saat klorik asit ilc fermantasyonunu takiben 10 dakika sodyum hipoklorit (3.5-4
/1) uygulamas: oldugunu stylemistir. Ayrica 24 saat asetik asit (%1.2), laktik asit
(%5) veya pektolaz (0.2 g/1) ile yapilan tohum fermantasyonunun gimlenmeye toksik
etki yapmadigim saptamiglardir.

Kritzman (1993b) PST dahil domates tohumlarindaki bakteriycl patojenlerin
yok edilmesi igin kimyasal-sicaklik uygulamasinin birlikte kullanimini 6nermektedir.
Yapay olarak PST ile inokuleli tohumlar 45°C °deki bakir asetat, asetik asit,
pentakloronitrobenzen, S-ethoxy 3 (triklorometil)-1, 2, 4 -thiadiazole ve Triton X
iceren soliisyon igerisine 1 saat daldinldiklarinda patojenin eradike edildigini
bildirmistir.

Bakteriyel hastaliklara kargt biyokontrol ajanlarinin kullammina dayanan
biyolojik kontrol ile ilgili ilk ¢aligmalar bakirli preparatlarla kimyasal miicadelesi
olmayan veya ¢ok gii¢ olan patates bakteriyel hastaliklarindan patates uyuzu hastalif
etmeni Streptomyces scabies (Garrett, 1970. Bora ve Ozaktan, 1998 den) ve Erwiniu
yumusak ¢irikliklerine (Colyer ve Mount, 1984; Xu ve Gross, 1986) karsi
yaptlmistir.

Domateste PST’ ye karsi bakirh bilesiklerin kullanimiyla kontroliin zorlagmasi
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sonucu biyokontrol ajanlari bu etmene karst da denenmeye alinmistir. Colin ve
Chafik (1986) Fas’da izole ettikleri 2 antagonist ’seudonionas *in haftalik olarak
domates bitkilerine piskiirtilmesi sonucu bakirli bilesiklere es deger sonuglar
bulmuslardir. Yine Colin ve ark. (1987) 2 antagonist floresan Pseudomonas ile 3
bakterisit uygulamasinin karsilastirmasimt sera ve tarla denemeleri halinde 3 farkh
¢evre kosulunda denediklerinde birbirlerine uymayan farkh sonuglar elde etmislerdir.
Antagonistlerin etkinliginin ¢evre kosulu ile ¢ok ilgili oldugunu ve iyi bir
antagonistin her gevrede etkili olmas: gerektigini vurgulamislardar.

Wilson (1996) PST’ yi de igine alan domates bakteriyel yesil aksam
hastaliklarimin kontroliinde bilinen yontemlerin yetersiz kaldifini ve bu nedenle
entegre edilmis biyokontrol stratejilerinin geligtirilmesini 6nermigtir. Bu amag
dogrultusunda bakira dayanikhi antagonistlerin yesil aksama piskiirtillmesi, bitki
dayanikligini tesvik eden rhizobakterilerin tohuma ve topraga uygulanmasi sonucu
ABD’nin 4 farkli bolgesinde yaptiklan denemelerden olumlu sonuglar elde
etmislerdir. Yesil aksam antagonistleri olan Pseudomonas fluorescens A506 ve
patojenik olmayan P. syringue izola TLP2 ve Cit 7'nin yesil aksama
uygulanmasiyla sera kosullarinda PST’ ye kars1 %60°a yakin basan elde etmislerdir.

Wilson ve ark. (1997) bakirh bilesiklere kargi dayamklihik kazanmig PST
izolatlan tarafindan neden olunan PST infeksiyonlaninin yaygin olduu domates
alanlarinda dogal olarak patojenitesini kaybetmis bir P. syringae izolatt ve hrp
genleri aktanlmig patojenik olmayan bir PST mutantimt biyolojik kontrol ajam olarak
kullanmiglar ve basanht sonuglar elde etmislerdir. Bu patojenlere karsi yapilan
¢alismalarin yeni olmasina karsin iimit var sonuglann elde edilmesi sevindiricidir.
Hentiz domates bakteriyel hastaliklarina karsi piyasada biyolojik preparat olarak
ruhsatlandimlmig ilaglarin bulunmamasina ragmen domateste fungal hastaliklardan
Botrytis cinerea ‘ya karst Trichodex (Elad, 1990), bakteriyel hastaliklardan £
amylovora "ya kargi Frostban (Norelli ve Aldwinckle, 1992) gibi biyolojik kokenli
ilaglarin varlii gelecekte bu tiir galigmalarin iimit verici oldugunu géstermektedir.

Bakteriyel hastaliklarin miicadelesinde toprak kokenli inokulumun azaltiimas:
veya baski altina alinmasinda toprak fiimigasyonuna alternatif olarak toprak

solarizasyonu ile ilgili caligmalar da yapilmaktadir. Toprak solarizasyonu uygulamasi
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bakteriyel hastaliklardan ilk olarak Agrobacterium radiobacter pv. tumefuciens ‘e
kars1 Kaliforniya, ABD’de denenmistir (Stapleton ve DeVay, 1982). Antoniou ve
ark. (1995) Yunanistan’da domates plastik seralarinda ist Uste bir kag yil toprak
solarizasyonu yapildiginda Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile hasta
bitki %’sinin ¢ok hizli bir gekilde azaldiim rapor etmiglerdir. Toprak
solarizasyonunun patojen inokulumu iizerine etkisini saptarken ajz1 dar, kapakli cam
siseler igerisindeki bakteri kiiltiriinii topraga gémmisler ve solarizasyon sonrasi
patojen inokulumunun azaldigim tespit etmiglerdir. Bu arastiricilara gore toprak
solarizasyonu bakteriyel hastaliklanin kontroliinde etkili bir yéntemdir.

Dogu Akdeniz Bolgesinde 1980°li yillardan bu yana yapilan galigmalar ile
solarizasyon uygulamasinin toprak koékenli fungal ve bakteriyel patojenlere karsi
kullanmlabilirligi pek ¢ok aragtirici tarafindan ortaya konulmustur (Cinar ve Bigici,
1985, Pala, 1987, Erkilig ve ark., 1994).

Erkilig ve ark. (1994) bir 6nceki yil PST simptomlarinin goriildiigis domates
plastik  scrasinda  gergeklestirdikleri  solarizasyon  ¢alismasinda  toprak
solarizasyonunun tek basina PST infeksiyonunu %43, toprak solarizasyonu, yesil
aksam vc tohum ilaglamasi kombinasyonunun ise %79 oramnda azalttigim
saptamislardir. Aysan ve ark. (1995) toprak solarizasyonunun plastik scrada PST
bulagikh@imin yaklagitk % 50 azaltirken verimi %47 oraninda artirdiimi

bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

Tipik hastalik simptomu gosteren domates bitki Orneklerden izole edilen
bakterilerin tanilanmasi ve itk belirleme ¢ahismalarinda karsilastirma killtiiri olarak
Georg-Agust Universitesi, Bitki Koruma Boliimiinden (Géttingen, Almanya) Dr. K.
Rudolph’dan (GSPB 479, 483, 487, 1776 ve 1778), Ankara Zirai Miicadele
Aragtirma Enstitiisinden Zir. Yok. Miih. Meri¢ Ozakman‘dan (4101, 4212, 4215 ve
4216) ve Ege Universitesi Ziraat Fakaltesi Bitki Koruma Boliminden Prof. Dr.
Hikmet Saygili’dan (PT1, PT2 ve PT3) temin edilen tamsi yapilmig PST izolatlan,
Akdeniz ve Orta Anadolu Bolgesinden izole edilen PST izolatlari, domates
tohumlan, besi yerleri, saksilar, ELISA plateleri, antiserum, konjugat, ELISA plate
okuyucusu immunofluorescence mikroskobu, PCR aleti, g¢esitli kimyasallar ve

laboratuar aletleri bu galigmanin materyalini olugturmustur.

3.2. Yintem
3.2.1. PST izolatlarimin Tamsi

Adana (imamogilu ve Yumurtalik ilgeleri), igel (Huzurkent, Erdemli ve
Kocahasanl ilgeleri), Hatay (Samandag ve Kirikhan ilgeleri), Konya (Aksehir ilgesi)
ve Antalya (Merkez ve Gazipasa ilgeleri, Koyunlu ve Doyuran koyleri) illerinden
tipik hastallk simptomu gosteren yaprak ve govde oOrnekleri toplanmistir.
Orneklerden hastalikli ve saghkli alanlan igerecek sekilde alinan bitki pargalari
%70'lik alkol ile yiizeyden dezenfekte edilmistir. Steril havanda 2 ml steril su iginde
ezilerek elde edilen ekstraktan King B besi yerine (KB) (King ve ark, 1954) gizimler
yapilmistir. 25°C° de 48 saatlik inkiibasyondan sonra florcsan gelisen koloniler
saflastinllmistir. Elde edilen izolatlar ve kargilagtirma kiltiirii olarak alinan tiim
izolatlar PST’ ye duyarli bir gesit olan H-2274 domates ¢esidi yapraklarina
plskfirtilerck patojenitc testleri gergeklestiriimistir (Jones ve ark, 1989). Yapilan
reizolasyonlar sonucu elde edilen izolatlarin tams: klasik bakteriyolojik yontemierin

yaninda ELISA ve PCR teknigi ile de yaptimistir.
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3.2.1.1. PST izolatlarimin Klasik Bakteriyolojik Yontemlerle Tanis:

Levan olusumu, patateste pektolitik aktivite, oksidaz, arginin dehidrolaz testi,
titinde HR, KB ortaminda floresan pigment iretimi, karbon kaynag olarak DL-
laktat kullanini ve domateste patojenite testlerine gorc tam gergeklestirilmigtir
(Cinar, 1977b; Jones ve ark, 1985; Lelliott ve Stead, 1987, Jones ve ark, 1989).
Karstlastirma kiiltiirii olarak GSPB 483 izolati kullamlmgtir.

3.2.1.2. PST izolatlarimn ELISA Testi ile Tamsi

Calismanin bu kismi Volcani Tanimsal Aragtirma Merkezi (Agricultural
Research Organization, The Volcani Center, Israel) ile yaptigimz is birlii
cercevesinde Israil'de gerceklestirilmigtir. ELISA testi islemleri Clark ve Adams
(1977), Baloglu (1988) ile McLaughlin ve Chen (1990Ya gore yiiratalmusgtir.

ELISA testinin asamalari,

*Kaplama tamponu (1.59 g/l Na,CO;, 2.93 g/l NaHCO, ve 0.2 g/l NaN;,, pH:
7.0) iginde sulandinlan gama globiilinden ELISA platenin her ¢ukuruna 200pl
konmus ve plate'nin iizeri kapatilarak 37°C 'de 4-6 saat inkiibe edilmistir.

*Inkiibasyondan sonra yikama tamponu (8 g/l NaCl, 0.2 g/l KH,PO,, 2.3 g/l
Na,HPO,.7H,0, 0.2 g/l KCI, 0.2 g/l NaN, ve 0.5 ml Tween 20) ile tim gukurlar 3 kez
yikanmigtir. Yikama tamponu 3 dakika siire ile gukurda bekletilmis ve aniden ters
gevrilerek plate bosalulmig, havada sallayarak veya 6-8 kat kagit havlu iizerine
vurularak kurumasi saglanmigtir.

*Yan yana gelecek sekilde her bir ¢ift gukura 200 pl 6rnek tamponu (ytkama
tamponu ¢ozeltisi igine %2 polyvinylpyrolidone 40.000 [PVP-40] igerir) ile PST
izolatlarinindan bir 6ze dolusu bakteri, hazirlanmg plana gore yerlestirilmis ve
plate'nin izeri kapatilarak 37 °C’ de 4-6 saat veya 6 °C” de bir gece boyu inkitbe
edilmigtir.

*Inkiibasyon sonrasi plate, cukurlar aras1 karigma olmayacak sckilde dikkatlice
yikama tamponu ile 3 kez yikanmistir.

*Konjugate tamponu (6rnek tamponuna %2 ovalbumin ilave edilir) ile
optimum kullanilacak konsantrasyona gore sulandiriims konjugattan her bir ukura

200 ul konmus ve plate 30°C de 4-6 saat veya 6°C de gece boyu inkiibasyona

22



3.MATERYAL ve YONTEM Yesim AYSAN

birakilarak yikanmugtir,

*Substrat tamponu (97 ml dicthanolamine, 0.2 g NaN,, 1.0 litre distilc su vc
pH: 9.8) ile taze olarak hazirlanan substrattan (0.75-1.0 mg/ml p-nitrophenyl
phosphate) her bir gukura 200 pl konmus ve 30-60 dakika veya gerekli oldugiunda
daha uzun siire oda sicakhinda karanlikta inkiibe edilmistir.

*Titertck Multiscan marka ELISA plate okuyucusunda 405 nm. dalga boyunda
plate gukurluklarinin absorbans degerleri 30 ve 60 dakika sonra belirlenmistir. Daha

sonra devam cden reaksiyon 50 pl 3N NaOH ile durdurulmustur.

3.2.1.3. PST izolatlarmin PCR Teknigi ile Tamsi

Calismamin bu kismi Georg-Agust Universitesi Bitki Koruma Bolumiinde,
(Gottingen, Almanya) Nabizadeh-Ardekani ve ark. (1995)na gore yiurittImistir.
PCR islemleri igin DNA ekstraksiyonu Ausubel ve Fredric (1987) 'e gére yapilmustir.

Bakterilerden genomik DNA'nin hazirlanmasi asamalar ;

*48 saat KB ortaminda gelistirilen PST izolatlarinin tek kolonilerinden alinip
YPS ortaminda (Rhodes, 1959) 24 saat galkalayicida kiiltiirler gelistirilmigtir.

*Spectrofotometrede (Shimadzu, UV- 120 -01) 660nm de 6lgim yapilmig, 500
fakior baz alinarak istenilen hacim hesaplanmigtir (ul deki hiicre sayisi=Faktor/OD
660).

*Belirlenen miktardaki bakteri siispansiyonu cpendorf tiiplere konup, +4°C’ de
8000 rpm'de 3 dakika santrifiijlenerek pelet elde edilmistir.

*Pelet igine Cizelge 3.1 “de belirtilen miktar olan, %10 SDS 'den 30 pl, TE
bufferinden 567 pl ve Proteinaz K” dan 3 pul konup vorteksde iyice karnstinlmustir,
Tipler 37°C' deki su banyosunda 60 dakika bekletilmistir.

*Her bir tibe SN NaCl'den 100ul eklenerek, vortekslenmistir.

*0.7 M NaCl IXTE iginde hazirlanan %10 CTAB 'den cklenerek iyice
kanistinimigtir.

*Her hir tiibe CI/PCI (24:1 oraninda) kanigimindan 700ul eklenmis ve tiipler 5
dakika buz iginde bekletilmistir.

*+4°C” de 11.000 rpm'de 10 dakika santrifiij yapilmustir.
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Cizelge 3.1. Bakterilerin genomik DNA'larinin saflastirilmasinda kullamlan

kimyasal miktarlan

2 ml 14 ml 40 ml
FAKTOR 500 3.500 10.500
TE 567 4.000 12.000.
%10 SDS 30 210 630
Proteinaz K (20 mg/ml) 3 21 63
5 M NaCl 100 700 2.100
%10 CTAB (0.7 M NaCl iginde 80 560 1.680
1X TE
CI/PCl 700 5.000 5.000
%70 EtOH 500 5.000 5.000
TE Buffer 50 100 200

*Santrifijden sonra altta CI/PCl artiklan, ortada protein fazi, ustte DNA
bulunmaktadir. Kirik bir pipet ucu ile dikkatlice iisttcki DNA toplanmustir.

*Yeni bir ependorf tiipiine toplanan DNA aktariimig, aynt miktarda CI/PCl (1:1
oraninda) eklenmis ve kanstirtlmgtir.

* +4°C 'de 11.000 rpm'de 10 dakika santrifiij yapilmastir.

*Santrifiijden sonra iistteki faz miktan belirlenerek alinmustir. Belirlenen
miktann 0.6 kat: kadar isoproponal cklenmis ve 30 dakika buz iginde bekletilmisgtir.

*+4°C” de 11.000 rpm'de 10 dakika santrifiij yapilmig ve pelet elde edilmisgtir.
% 70 lik EtOH'dan 500ul ekienerek +4°C’ de 11.000 rpm'de 10 dakika tekrar
santrifiij yapilmig ve pelet elde edilmistir. Tiiplere TE bufferinden 50ul eklenerck
saflagtinian DNA buzdolabinda muhafaza cdilmistir.

* DNA'mn saflagtirldigindan emin olmak igin RNA/DNA calculator aleti ile
okuma yapilmistir. Bu alct ile yapilan okumada OD 260 ve 280 degerleri okunmus
ve OD 260/280 ile 280/260 oranlan hesaplanmistir. 260/280 orami 1.8 civarinda,
280/260 orami 0.50 civaninda ise DNA’nin saflasgtinldig diiiiniilir. Ancak kesin

emin olmak igin agorose jel (%0.8) elcktroforez caligmalan ile bant olusumu
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gozlenmis ve fotograf ¢ekimi yapilmistir.

PCR uygulamalarinda 10 ng toplam DNA kullanilmigtir. 0.8 u taq polimeraz
(Fermantas), 0.2 mM dNTPs, 10 mM Tris- HCL pH: 8.8, 50 mM KCl, %0.08
Nonidet P40, %5 DMSO, 10 mM mercaptoethanol ile 100 pg bovine serum albiimin
iceren 50ul PCR kansimi ve 2 oligoniikleotid primer (her biri 25 pmol)
kullanslmistir. PCR kansim 50 ml parafin ile kaplanmistir. 11k denatiirasyon 94°C’
de yapilmis daha sonraki denatiirasyonlar 92°C 'de 2 dakika yapilmustir. 1k
denatiirasyondan sonra polymeraz eklenmistir. 52°C de 2 dakikada 2 dongii
baglamig, her iki dongiide annealing sicakhg 0.5 °C dusmis, 11 déngii sonunda
sicaklik 48°C’ ye diismiistiir, primerler 72°C de 2 dakika extented edilmistir.

Bu ¢alismada Hybaid-Omni Gene marka termo saykil kullamlmigtir. Olusan
PCR driileri % 1.5k agorose jel'e yerlestirilerek 100 voltluk elektrik akim

uygulanmig ve elektroforez galigmalar sonucu olusan bantlar fotograflanmistir.

3.2.2. PST izolatlarinmn Irklarmn Tespiti

Pto geni igeren PST’ nin Itk O' ina dayanikli olarak bilinen Kanada menseyli
Ontario 7710 domates ¢esidi 1tk ayriminda kullamlmigtir. Bu hastaliga duyarh H-
2274, Pto dayamklilik geni kazandinlmig H-2274 (Abak ve ark, 1990) ve Ontario
7710 domates ¢esitleri 25°C” deki klima odasinda yetigtirilmigtir. Domates bitkileri
3-S yaprakli doneme geldiklerinde, gesitli yorelerden toplanan PST oldugu klasik
bakteriyolojik yontemler, ELISA ve PCR testleri ile tamlanmig toplam 24 izolatin
106 hiicre/m! yogunlugunda hazirlanan siispansiyonu her 3 ¢eside 3 tekrarli olmak
iizere bir el piilverizatorii ile paskartilmistiir. Bir hafta sonra yapilan simptomolojik
gozlemlere gore hastalik olusumu kaydedilmistir. Sadece H-2274 ¢esidi iizerinde
simptom olugturan izolatlar Itk O olarak degerlendirilirken, H-2274, Pto geni
kazandirtlmig H-2274 ile Ontario gesitlerinin her Ggiinde simptom olugturan izolatlar
Irk 1 olarak saptanmistir (Lawton ve MaC Neill, 1986; Bogatsevska ve ark, 1989;
Buonaurio ve ark, 1996).

Pozitif kontrol olarak GSPB 1776, PST-Irk 0 ve GSPB 1778, PST-Irk 1

izolatlar1 kullamlmistir. Negatif kontrol amaciyla her gesitten 3'er bitki steril su ile

inokule edilmistir.
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3.2.3. PST'nin infekteli Bitki Artiklari, inokule Edilmis Toprak ve

Tohumda Yasam Siiresinin Belirlenmesi

Yapay infekteli bitki artiklari, toprak ve tohumdan yapilan izolasyonlarda besi
ortamminda pek ¢ok saprofitik floresan bakteriler gelismistir. Bunlardan PST' nin ayirt
edilmesinde kolaylik saglamak amaciyla bir bolge izolati asagida agiklanan
prosediire gore 100mg/l rifampicin antibiyotige dayamklilik kazandinlmistir (Jardine
ve ark, 1988; Mariana ve McCarter, 1992).

Rifampicin (100 mg/ml)’ e dayanikh PST izolatinin elde edilmesi;

Bir bolge izolati KB ortaminda 48 saat gelistirildikten sonra tek koloniden
alinan bakteri 20 ml YPS sivi besi yerine aktanlmstir. 150 rpm hizla ¢ahisan
calkalayicida (Gerhardt, Schiittelmaschine RO 10) 48 saat gelistirilen bakteri
siispansiyonundan 5 ml almp 200 ml YPS sivi besi yerine aktarilmistir.
Calkalayicida 48 saat gelistirilip, bulanik bakteri goriinimi gozlendikten sonra %70
lik alkol iginde gozillen 25 mg/l dozunda filtreden gegirip steril edilen rifampicin
bakteri siispansiyonuna eklenmistir. ilk bir kag giin bakterilerin ¢ogunun 6lmesinden
dolay1 svi1 besi yeri berraklagmig daha sonra 25 mg/I rifampicine dayamkh mutantlar
cogaldiginda ortam tekrar bulamklagmistir. 25 mg/l rifampicin igeren KB besi yerine
bu siispansiyondan ¢izim yapilarak tek koloniler gelistirilmistir. Tek bir koloni ahmp
20 ml siv1 besi yerinde tekrar gogaltitmis ve yukarida anlatilan iglemler 50, 75 ve 100
mg/l dozuna gore tekrar edilmistir. Son olarak 100 mg/l rifampicin igeren KB besi
yerinde gelisen dayamkli mutantlarin PST olup olmadifii domateste patojenite
testiyle kanitlanmistir, 1 hafta sonra domates bitkisi tizerinde tipik hastalik simptomu
olusturan yaprak omeklerinden yapilan reizolasyonlarla 100mg/l rifampicine
dayamkh reizolatlar elde edilmistir. Bu izolatlar 100 mg/l rifampicin igeren YDCA
(Lelliott ve Stead, 1987) egik ortaminda +4°C de saklanmigtir.

3.2.3.1. PST'nin Iinfekteli Bitki Artiklarinda Yasam Siiresinin

Belirlenmesi

Bu deneme C.U. Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bolimii Aragtirma ve
Uygulama Parselinde gergeklestirilmistir. Bu g¢aligma ile PSTnin yaz ve kig

aylarinda topraktaki infekteli bitki artiklan iizerindeki yasami aragtinimigtir.
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Serada yetigtirilen 15-20 cm boyundaki domates bitkileri 100 mg/l rifampicine
dayaniklilik kazandiriimig PST izolat: ile yapraklara piskiirtme, gévdeye injeksiyon
seklinde inokule edilmigtir. Yaklasik 1 hafta sonra simptomlu govdeler 2-3 em'lik
parcalar halinde kesilmig, simptomliu yapraklar toplanmigtir. 3 g yaprak ve 7 g govde
pargast olmak lzere toplam 10 g yas arahfindaki bitki pargalarn delikli naylon
torbalar (naylon kadin gorabi) igine konup topragin 10 cm derinligine gémillmistiir
(Getz ve ark,1981; McCarter ve ark,1983; Pcrez ve ark, 1987; Jardine ve ark, 1988).

(1).PST 'nin Yaz Mevsiminde Infekteli Bitki Artiklannda Yasam Siiresinin
Belirlenmesi : Subat-Haziran tarihleri arasinda plastik sera igerisinde domates
firetiminin yapildiy, yaz aylarinda bos olan topraga 4.5x10° hiicre/g bitki artif
yogunlugu ile inokule edilmis bitki artiklan yukanda anlatilan yonteme gore
gémilmagtir. Haziran 1996-Ocak 1997 tarihleri arasinda 8 ay boyunca her 30 giinde
bir, bitki artifii iceren 3 adet torba topraktan gikanlarak izolasyonlar yapilmigtir, 100
mg/] rifampicin ve cycloheximide igeren KB besi yerinde geligen floresan kolonilerin
PST oldugunu dofrulamak amaciyla petride gelisen bakterilerden yikama yapilarak
hazsrlanan siispansiyon ile domateste patojenite, tiitinde HR testi yapilmastir.

Ayrica bir y1l dnce domates iiretiminin sona erdigi tarih olan Haziran ayinda
domates bitkileri PST ile inokule edilerek firetim yapilan parselin yansina
kangtiriimigtir.  Kontrol amaciyla aym  bayioklikteki parselin  diger yarnsina
hastaliksiz bitki pargalan kangtinlmigtir. Subat ayinda bu alana, %1 lik NaOCl'ye 3
dakika batinlip 3 kez steril su ile yikanarak yiizeyden dezenfekte edilen tohumlar
(Devash ve ark, 1980) ekilmigtir. Mart ayinda bu tohumlardan gelisen fidelerin
kotiledon yapraklan incelenerek hastalik simptomlarin varliga gozlenmistir (Okon ve
ark, 1978). Kotiledon Ilekelerinden yapilan izolasyonlar sonucu petride gelisen
bakterilerle domateste patojenite, titiinde HR testi ile tam desteklenmigtir.

(2).PST 'nin K15 Mevsiminde infekteli Bitki Artiklannda Yasam Siiresinin
Belirlenmesi : yazin tarla domatesi iretilen kigin bos olan topraga 6.0x10” hicre/g
bitki artiiin yogunlugu ile inokulele edilen bitki artiklan torbalar igerisinde
gomiilmastiir. Eylil 1996-Mart1997 tarihleri arasinda yukanda anlatilan yontemle
patojenin yasam siiresi bitki artiklanndan yapilan izolasyonlarla ve kotiledon lekeleri

incelenerek tespit edilmistir.
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Ayrica 1995 yaz aylarinda 19x20m. biyiikliigindeki parsellerde yetigtirilen
domates bitkileri PST ile inokule edilerek yaz sonunda topraga kangstirilmigtir. Ayni
buyiiklukteki diger bir parsele inokule edilmemis hastaliksiz bitki parcalan
kanstirilmigtir. Mart 1997 “‘de yiizeyden dezenfekte edilmis (%1 lik NaOCl'ye 3
dakika daldirma) ve steril topraga ckilmis tohumlardan gelisen fideler bu alana
dikilmigstir. Yapilan haftalik gozlemler sonucu PST ile infekteli bitki sayist tespit
edilmis ve yapilan izolasyonlar, domateste patojenite, tiitinde HR testlerine gore

PS'T"nin varlii kamtlanmigtir,

3.2.3.2. PST ' nin inokulc Edilmis 'Toprakta Yagam Silresinin

Belirlenmesi

Domates bitki artiklan igermeyen 3x9m. boyutundaki bir toprak alamnin ctrafi
tahtalarla ¢evrilmistir. 2 giin sivi KB ortaminda gelistirilen 100 mg/l rifampicine
dayamkli PST izolatinin 25 litre siispansiyonu ile bu alan Haziran 1996 tarihinde
inokule edilmigtir. 8.6x107 hiicre/g toprak yogunlugu ile bulastinian topraktan,
inokulasyondan 0, 7, 14, 21, 30, 45, 60, 90 vc 120 gin sonra 0-15 c¢m toprak
derinliklerinden 6rnek alinmis ve toprak sulandirma ydntemine gore izolasyonlar
yaptlmustir. Bu siire igerisinde toprak hi¢ sulanmamistir,

Ayni alan Kasim 1996 tarihinde yukanidaki yonteme gore PST ile inokule
edilmis ve 0, 7, 14, 21, 30, 45, 60, 90 ve 120 gin sonra aym yontemle toprak
izolasyonlann yapilmigtir. Bu siire igerisinde toprak sulanmamig fakat agik alan
olmasi nedeniyle yagmurlardan dolay: nemlenmistir.

Deneme yapilan topragin ozellikleri C.U. Ziraat Fakiiltesi Toprak béliimii

tarafindan ortaya konulmustur.

3.2.3.3. PST'nin inokuleli Tohumlarda Yasam Siiresinin Belirlenmesi

%1 lik NaOCl'ye 3 dakika daldinlarak yiizeyden dezenfekte edilmis H-2274
¢esidi domates tohumlan 100 mg/l rifampicine dayamkh PST izolatimn yaklasik
2.109 cfu/ml (A660:1.5) siispansiyonunda vakum (15 dakika) ve ardindan daldirma
(30 dakika) yontemi kullamilarak inokule edilmistir (Ozaktan, 1991; Mariana ve

McCarter, 1992). inokuleli tohumlar bir gece boyunca steril kabinde kurutulmus ve
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kagst torbalar igerisinde oda sicaklifiinda saklanmigtir. Her ay 100 adet tohum tesadif
olarak segilmig, 100 mg/l rifampicin igeren KB besi yerine ekilmigtir. Tohum
etrafinda floresan gelisen koloniler sayilarak inokuleli tohum %’si belirlenmisgtir.
Kontrol amaciyla 3 dakika % 1' lik NaOCl'ye batirilan domates tohumlian
kullanilmgtar.

Ayrica drnekleme zamam 7 g tohum (Kritzman, 1993b) kagit torbalardan
alinmig 70 ml siv1 besi yerinde 1 gece boyunca galkalandiktan sonra sivi 10.000 g'de
15 dakika santrifiij edilmis ve pelet toplanmistir. Pelet sulandinlarak domates

yapraklarina puskirtilmustiir.

3.2.4. Ticari Domates Tohumlarindan PST'nin Saptanmas:

Cesitli antibiyotiklerle zenginlestirilmis yan segici ortama (KB) ekim, IFAS ve
domateste patojenite testleri ile tohumiarda PST’ nin varhiit belirlenmeye
cahgilmistir. Ulkemizde yetistirilen hibrit ve standart 47 ¢esit domates tohumu
tireticilerden ve tohum {ireten firmalardan saglanmigtur.

Her bir ¢esitten 5-7 g tohum ornegi (Kritzman, 1991) 50-70 ml steril PBS
(Na,HHPOL. 12H,0 2 g/l, Nal{,PO,. 2H,0 0.4 g/l ve NaCl § g/l) iginde 25°C dc 18 saat
boyunca bir ¢alkalayicida (Gerhardt, Schiittelmaschine RO 10) 150 rpm de
calkalannustir. Elde edilen sivi, santriftyj tiplerine alinarak 10.600 g'de 15 dakika
santrifijjlenerek pelet toplanmis ve 1ml PBS iginde tekrar sulandinimgtir.
Suispansiyonun 100 pl® si cycloheximide ve penicilin (100 mg/l) iceren KB besi
yerine 3 tekrarhi olarak yayilmistir. 48 saat 25°C’ de inkilbasyondan sonra petride
geligen floresan bakterilerin tanisi IFAS ve domateste patojenite testi ile yapilmistir,

. Tohum ekstraksiyonu sonucu elde edilen siispansiyon ile petri denemeleri
yapildiktan sonra kalam ile asafiida anlatilan yonteme goére IFAS testi
gerceklestirilmigtir (Bolkan, 1987). IFAS ¢alismalarinda kullanilan PST antiserumu,
Cukurova ve Georg-Agust Universitelerinin ortaklaga yirittigd bir proje
gercevesinde Almanya'da tretilmistir. ik olarak kuru antiserum 1 ml PBS iginde
¢oOziilmis ve 1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1600, 1/3200, 1/6400, 1/12800 ve 1/25600
oraninda seyreltilerek PST oldugu bilinen bir izolat ile IFAS testi yapilmistir. IFAS

testinde pozitif bulunan en disik antiscrum yogunlugu difer dencmelerde
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kullanacagimiz antiserum titri'ni ortaya ¢gikarmigtir.

Aynica her gesitten yaklagik 100 adet domates tohumu steril toprak igeren

saksilara ekilmistir. Saksilara yiiksek nem saglamak amaciyla nemli polietilen ortitler

gegirilmigtir. 25°C deki klima odasinda muhafaza edilen saksilarda, tohum

¢imlenmesinden sonra, kotiledon yapraklarda olusan lekeler incelenmistir (Jones ve

ark, 1989). Kotiledon Iekelerinden 6rnek ahinarak, KB besi yerine izole edilmisgtir.

Tiitinde HR ve domateste patojenite testlerine gore tam desteklenmistir. izlenen

prosediir Sekil 3.1°de gosterilmigtir.

TOHUMLARDAN PST’NiN SAPTANMASI

Tohum Ekstraksiyonu
ve Peleti Toplama

l

Modifiye Edilmis
King B Besi
Yerine Ekim

Floresan Geligen
Koloniler ile

Domateste
Patojenite

Saksilara Tohum Ekimi
ile Simtomolojik Gozlem

IFAS

IFAS

Sekil 3.1. Domates tohumlarinda PST’nin aranmasinda izlenen prosedir
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IFAS testinin agamalar ;

*Ornek hazirlanmasi : Tohum ckstraksiyonu sonucu elde cdilen pelet 1ml PBS’
de ¢ozilmis ve 1/10 seyreltilerek o6rnek hazirlanmigtir.  PST oldugundan
siuphelenilen koloniler ise KB ortaminda 24-48 saat tek koloni halinde gelistirilmis
ve tek bir koloni PBS’ de seyreltilerek 6rnek hazirlanmigtir.

*12 adet gukura sahip IFAS cam lamu tzerine 2 tekrarli olarak 25ul ornek
konulmustur.

*50 cm yiiksekten bir sa¢ kurutma makinast ile lam izerindeki ornekler
kurutulmustur.

*Lam 3 kez alevden gegirilerck 6rek fikse edilmisgtir.

*Her bir qukura daha 6nce titri belirlenmis antiserumdan 20pul konulmusgtur.

*L.am 30 dakika oda sicakhinda karanlik ve nemli hiicrede inkiibe edilmistir.

*3 kez 0.01 M PB (Na,HP0,.12H,0 2.7 g/l ve NaH,PO, 0.4 g/l, pH:7.2) ile S'er
dakika yikama yapilmistir. Filtre kagid: ile lam tizerindeki nem dikkatlice alinmig ve
havada kurutulmustur.

*Her bir gukura FITC konjugat'dan (rabbit immunogiubulins, DAKOPATTS)
20ul eklenmigtir.

*30 dakika oda sicakhginda karanlik ve nemli hiicrede inkiibasyon yapilmstir.

*3 kez 0.01 M PB ile 5'er dakika yikama yapilmig, nem bir filtre kagidi ile
dikkatlice alinmig ve havada kurutulmustur.

*Her bir gukura 1 damla PBG (Na,HPQ,.12H,0 3.2 g/l, NaH,PO,.2H,0 0.15
g/l ve gliserol 50 mi/it, pH:7.6) damlatiimigtir.

*Uzeri bir lamel ile kapatilan lam Olympus BH2-RFCA marka IF
mikroskopunda incelenmistir.

* Hicre duvarlanimin boyanmasi sonucu floresan gortllen ¢ok sayidaki hicre

testin pozitif sonug verdigini gostermigtir.

3.2.4. Yapay Olarak Bulagtiriimig Domates Tohumlarinda PST'nin

Saptanmasi

Domates tohumlarinda PST’ nin saptanmasinda kullamlan IFAS testinin, 1

gram tohumdaki ne kadar PST inokulumu saptayacak duyarlilikta oldugunu
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belirlemek amaciyla bu deneme yapilmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda farkh PST
siispansiyonu ile inokule edilen domates tohumlarindan elde edilen ckstrakt ile IFAS
testi gergeklestirilmigtir.

Domates tohumlari yapay olarak bulastinlmadan once spectrofotometrede
A660 : 1.5 yogunlugunda hazirlanan PST siispansiyonundaki inokulum miktan
saptanmustir. Yiizeyden dezenfekte edilen 7 ‘ser gram H-2274 gesidi domates tohumu
PST siispansiyonunun 2x108, 2x106, 2x104 ve 2x103 hiicre/ml konsantrasyonu ile
vakum ve daldirma yontemi kullamlarak inokule edilmistir. Inokule edilen tohum
gruplan 70 ml PBS iginde 18 saat calkalandiktan sonra olusan siispansiyon 10.600
g'de 15 dakika santrifiijlenerek pclet toplannmgtir. 1/10, 1/100 ve 1/1000 oraninda
PBS ile sulandinlarak yukanda anlatilan yonteme gore IFAS testi uygulanmugtir.
Aynica elde edilen siispansiyon scyreltilerck cycloheximide ve penicilin ile
zenginlestirilmis KB besi yerine yayilmistir. Petride gelisen floresan koloniler
sayilarak IFAS testinde pozitif bulunan en dusik PST inokulum miktar
hesaplanmugtir. Ayrica farkh PST konsantrasyonlan ile inokule edilen tohumlar steril
toprak igeren saksilara ckilerek 1 ay sonra kotiledon yapraklarindaki lekelerin varlij

yoniinden incelenmis ve hasta bitki orani (%) ile hastalik siddeti %’si hesaplanmistir.

3.2.5. PST' ye Kars: Fiziksel, Kimyasal ve Biyolojik Kontrol Y0ntemleri
3.2.5.1. Tohum Uygulamalan

% 1’ lik NaOCl ile yiizeyden dezenfekte edilmis H-2274 g¢esidi domates
tohumlan 1 gece boyunca steril kabinde kurutulmustur. Tohumlar 100 mg/ml
rifampicine dayanikli PST izolatimn 2.109 hiicre/ml siispansiyonu ile vakum ve
daldirma yontemi kullamlarak inokule edilmistir. Tohumlar | gece boyunca steril
kabinde steril filtre kagitlan iizerinde kurutulmustur. Tohumlann inokule olup
olmadiim kontrol etmek amaciyla rifampicin igeren KB besi yerine ckim
yapilmagtir,

Bulagik tohumlardan patojeni elemine edebilmek igin 50 ve 55°C” deki sicak
suya 20 ve 30 dakika, %1 NaOCl'ye 3, 4 ve 5 dakika, 0.6 M HCl'e 30 ve 60 dakika,
% 0.5 ve 1.0 8-hidroxyquinoline'e 3 dakika, % 0.2 bakir asetata 3 dakika, 50 ve 100
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ppm dozundaki streptomisine 5, 10, 15 ve 30 dakika daldirma, bronopol (Bronotak,
Agrevo) ile kuru ilaglama yapilarak muamele edilmiglerdir (Devash ve ark, 1980;
Goode ve Sasser, 1980; Salcedo ve ark, 1992; Kritzman, 1993b).

Uygulama gormils tohumlar antibiyotik iceren KB besi yerine ekilerek
tohumdan elemine olan bakteri %'si belirlenmistir. ABBOTT formiiliine gore % etki
hesaplanmmg ve bilgisayarda ANOVA (p=0.05) ile istatistiki analizler yapilarak
uygulamalarin birbirinden farki: belirlenmistir.

Rifampicin (100 mg/l) igeren besi yerinc ckilen tohumlanin gevresinde sadece
Rift PST'min gelisecefi g6z oOniine alindifinda floresan koloniler PST olarak
degierlendirilmistir. Ayrica taniyt kuvvetlendirmek amaciyla tesadifi segilen bir kag
floresan bakteri ile KOH, oksidaz, tutinde HR ve domateste patojenite testleri
gerceklestirilmistir (Lelliott ve Stead, 1987).

Tohumlarin ¢imlenme %'leri nemli steril kurutma kagidi igeren petrilerde
testlenmigtir. 25°C” deki inkiibatérde 10 giinlitk inkiibasyondan sonra tohumlarin
¢cimlenme %'si saptanmistir (Bashan ve ark, 1982; Agarwal ve Sinclair, 1987).
Kontrol amaciyla PST ile bulagtinimg hig bir tohum uygulamasi gérmemis tohumlar

kullanitmastur,

3.2.5.2. Biyolojik Kontrol Cahgmalar
3.2.5.2.(1). Aday Antagonistlerin izolasyonu

Huzurkent, Erdemli, Kocahasanhi ve Balcah (Bitki Koruma Aragtirma ve
Uygulama Parseli)'da domates iiretiminin yapildig hastaligin gorillmedigi seralardan
ve PST ilc bulagik alandaki saglam gorinimli bitkilerin yesil aksamn ile kok
bolgesinden toprak 6rmegi alinmistir.

10 g toprak veya yaprak drnegi 100 ml PBS igerisinde oda sicakhifiinda 2 saat
siireyle 3.2.3.” de bildirilen ¢alkalayic1 iizerinde g¢alkalanmistir. Siispansiyondan
]/1.000, 1/10.000 ve 1/100.000 seyreltme serileri hazirlanmis ve KB besi yerine
ekimler yapiimigtir. 25°C'de 48 saat inkiibasyondan sonra farkli morfolojik yapilarda
gelisen bakteri kolonileri saflastinimigtir. Aday antagonistler +4°C'de YDCA cgik

ortaminda saklanmigtir.

3



3.MATERYAL ve YONTEM Yesim AYSAN

3.2.5.2.(2). Aday Antagonistlerin PST'ye Karsi Antagonist

Etkilerinin in vitro'da Testlenmesi

Antagonistik ¢zellikleri saptanacak bakteriyel izolatlar KB besi yerine nokta
inokulasyonu ile ekilip (Mitchel, 1992) 25°C'de 48 saat geligtirilmistir.
Spectrofotometrede hazirlanan 106 hilcre/ml yogunlugundaki PST siispansiyonu
ortam {izerinde gelisen aday antagonistlere 15-20 cm uzakliktan bir piiskiirtme
tabancasi yardimiyla piskirtiilmastir. 25°C'de 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
olusan inhibisyon zonlan cm olarak olgilmigtir. Her izolat 3 tekrarli olarak
testlenmigtir. Etkili bulunan izolatlar in vivo sakst ¢alismalarinda kullaniimak tizere

saklanmiglardir.

3.2.5.2.(3). Antagonisticrin PST’ ye Karsi Antagonist Etkilerinin

in vivo'da Testlenmesi

Tohum, toprak kokenli inokuluma ve yesil aksamdaki PST’ ye segilen
antagonistlerin etkilerini  belirlemck amaciyla g¢alisma 3 ayn yoOnteme gore
yariitillmistiir. /n vivo galismalan sonucunda etkili olarak bulunan izolatlar ileride

tarla ve sera ¢cahigmalarinda kullanilmak iizere saklanmstir,

3.2.5.2.(3a). Tohum Kokenli inokuluma Antagonistlerin EtKkisi

PST ile infekteli tohumlardaki inokulumu bastirmada segilen antagonistlerin
etkisi, steril topraga antagonist uygulamasi gérmiis yapay infekteli tohumlarnn
ekilmesiyle tespit edilmistir.

% 1 lik NaOCI’ ye 3 dakika daldinlarak yiizeyden dezenfekte edilen H-2274
cesidi domates tohumlart 108 hiicre/m! yogunlugundaki PST siispansiyonuna 30
dakika daldinhip ardindan 15 dakika vakum uygulanarak inokule edilmistir. inokule
edilen tohumlar bir gece boyunca steril filtre kagidi uizerinde steril kabinde
kurutulmustur. Tohumlarin PST ilc bulagtinldifam kamtlamak amaciyla tesadifi
olarak segilen 30 tohum KB besi yerine ekilerek testlenmistir. Yapay infekteli
tohumlar %1 oraminda karboksimetil sellulaz igeren steril su ile hazirlanan yaklagik

108 hiicre/ml yogunlugundaki antagonist siispansiyonuna 15 dakika daldinlmstir.

34



3.MATERYAL ve YONTEM Yesim AYSAN

Metil bromit ile fumige edilerck steril edilen toprak, torf ve kum (1:1:1) kangimi
igeren saksilara antagonist uygulamasi gérmiig PST ile bulagik tohumlar ekilmisgtir.
Pozitif kontrol amaciyla steril topraga sadece PST ile inokule edilmis tohumlar,
negatif kontrol amaciyla steril topraga yiizeyden dezenfekte edilmis saghkli domates
tohumlannin ekimi yapilmigtir. 3 tekrarh olarak yiiriitiilen denemede her bir saksiya
10 adet tohum ekilmigtir. 20-25°C, %70-80 nem igeren klima odasinda bitkiler nem
saglamak amaciyla ilk 15 giin polictilen torbalar ile kaplanmigtir. 1 ayhk
inkilbasyondan sonra geligen fidelerin kotiledon yapraklarinda hastaligin varhifi
yoniinden inceleme yapilarak (Okon ve ark, 1978) hasta bitki oramt (%) ve 0-3
skalasina (0 = kotiledonlarda leke yok, 1 = kotiledonlarda 1 leke, 2 = kotiledonlarda
2-3 leke, 3 = kotiledonlarda 4 ve daha fazla leke) gore hastalik indeksi hesaplanarak
% hastalik siddeti saptanmiy ve antagonistlerin etkisi degierlendirilmistir. Abbott
formilltine gore % etki hesaplanarak (Karman, 1971) bilgisayarda Annova ile

istatistik analizler yapilmig ve Duncan testi (p=0.05) ile gruplandinlmstir.

3.2.5.2.(3b). Toprak Kikenli inokuluma Antagonistlerin Etkisi

Topraktaki PST inokulumuna segilen antagonistlerin ctkisi, infekteli bitki
artiklan igeren topraga, antagonist uygulamasi gérmiis bulagik olmayan tohumiarin
ekilmesiyle testlenmistir.

PST’ ye duyarh olan 3-5 yaprakh donemdeki H-2274 gesidi domates bitkileri
yapraklara piskiitme ve govdeye injeksiyon seklinde PST ile bulastinlmstir.
Yaklagik bir hafta sonra belirgin hastalik simptomu gosteren domates bitkileri 2-3
cm'lik pargalar halinde kesilerek 108 hiicre/ml yogunlugundaki PST siispansiyonuna
30 dakika daldinimgtir. 3 giin boyunca oda sicaklifinda gazete kagitlan iizerinde
kurutulan bitki pargalan steril toprak igeren 10X10 cm boyutundaki saksilara 5 gram
gelecek sekilde kanstinlarak toprak inokule edilmistir. Denemede kullanilan domates
tohumlan % 1 NaOCI’ ye 3 dakika daldinlarak yizeyden dezenfekte edilmistir.
%]1'lik steril karboksimetil sellulaz ile hazirlanan yaklagtk 108 hiicre/ml
yogunlugundaki antagonist siispansiyonuna tohumlar 15 dakika batirilarak antagonist
siispansiyonu ile kaplanmistir. Hasta bitki artiklart igeren PST ile bulasik topraga

10ar adet antagonist uygulamasi gormis tohumlar ekilmigtir. Pozitif kontrol olarak
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hasta bitki artiklan igeren topraga antagonist uygulamasi yapilmayan temiz tohumlar
ekilmistir. Negatif kontrol olarak steril topragia temiz tohum ekimi yapilmistir, Her
bir antagonist ile 3 tekrarh olarak deneme yuritiimistir. Her tekrarda bir saksiya 10
adet tohum ekimi yapilmigtir. 20-25°C, %70-80 nem igeren klima odasinda ilk 15
giinde bitkiler polietilen torbalar ile kaplanarak yeterli nem saglanmaya ¢aligilmistir.
| ayhik inkiibasyondan sonra gelisen fidelerin kotiledon yapraklarinda hastalifin
varhig yoniinden inceleme yapilarak (Okon ve ark, 1978) hasta bitki orant (%) ve 0-3
skalasina gore hastalik indeksi saptanarak % hastalik siddeti hesapianmistir. Abbott
formilime gore % ctki hesaplanmis (Karman, 1971), bilgisayarda Annova ile

istatistik analizler yapilmig ve Duncan testi ile (p=0.05) gruplandiriimistir.

3.2.5.2.(3¢). Yesil Aksamdaki inokuluma Antagonistlerin Etkisi

Yesil aksamdaki PST inokulum miktarim azaltma veya bask: altina aimada
segilen antagonistlerin etkisi, PST’ ye duyarh olan 3-5 yaprakh donemdeki H-2274
¢esidi domates bitkilerine antagonist ve patojen siispansiyonunun piiskirtiiimesi ile
saptanmigtir. Digier antagonist ¢aliymalarda kullanlan izolatlara ek olarak pek ¢ok
fungal ve bakteriyel hastalia kars: antagonistik 6zelligi bilinen {srail’ den getirilen 6
izolat bu ¢aligma dahilindc testienmistir.

ilk adim olarak PST'nin domates bitkilerinde simptom olusturan en digik
inokulum yogunlugu belirlenmistir. Spectrofotometrede A660 : 0.06 yofunlugunda
PST inokulumu hazirlanarak 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000 ve 1/100.000 oraninda
seyreltilmis ve 3 tekrarli olarak domates bitkilerine piskirtilmistir. Yukanda
Ozellikleri belirtilen iklim odasinda bir haftalik inkiibasyondan sonra tipik hastalik
simptomunun gorildigii en digiik inokulum yogunlugu saptanmugtir.

Her bir antagonist bakterinin 108 hticre/ml yogunlugundaki stspansiyonu 3-5
yapraklh donemdeki H-2274 ¢esidi domates bitkilerine puskiirtilmisgtiir.
Yapraklardaki islaklik kuruyuncaya kadar, yaklagik 3-5 saat sonra daha once tespit
edilen domates bitkilerinde simptom olusturan patojenin en disik inokulum
yogunlugu bu bitkilere bir el piilverizatoriy yardimiyla piskiirtitlmistir. Her tekrarda
3 bitki olmak iizere, 3 tekrarli kurulan deneme 1 hafta sonra her bir bitkide olusan

lekeler sayilarak degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak sadece PST stspansiyonu,
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negatif kontrolde ise steril su ile bitkiler inokule edilmistir. Abbott formiiliine gore %
etki hesaplannmg (Karman, 1971), bilgisayarda Annova ile istatistik analizler

yapilmis Duncan testi (p=0.05) ile gruplandinlmistir.

3.2.5.3. Solarizasyon Cahsmalari

Bu deneme C.U. Ziraat Fakiltesi Bitki Koruma Bélimii Arastirma ve
Uygulama Parselinde kurulmustur. i1k solarizasyon 6n ¢alismas: 8 hafta boyunca 1
Temmuz-1 Eyliil 1994 tarihleri arasinda 3x9 m? boyutundaki bir alanda yapilmistir.
Daha sonraki 3 yilda (1995, 1996 ve 1997) Temmuz-Eyliil tarihleri arasinda 18 m
boyunda 4 m genisliindeki bir plastik 1sitmasiz serada solarizasyon uygulamasi
Katan (1989)a gore gergeklestirilmistir. Ayrica 1995 yilinda 18 m boyunda 3.5 m
genisligindeki bir cam 1sitmasiz sera topragit da aymi tarihlerde solarize edilmistir.

Mayis, Haziran aylan boyunca klima odasinda yetistirilen H-2274 ¢esidi
domates bitkileri Rif+ PST izolatiyla yapraklara piiskiitme ve govdeye injeksiyon
yontemiyle inokule cdilmigtir. Yaklastk bir hafta sonra bitkilerde simptomlar
gelisince bitkiler 2-3 cm'lik parcalar halinde kesilmistir. Hasta bitki artiklani on
denemenin yapilacagi alanin timiine Haziran ayinin sonunda kanstirilarak toprak
PST ile bulagtinlmigtir. Ayrica sivi besi yerinde gelistirilen bakteri siispansiyonuyla
da toprak 1slatilmigtir. Topragiin 40 cm derinligi nemlenecek sekilde toprak sulanmig
ve topragiin polietilen 6rti ile iyice temasinin saglanmas: amactyla sulamadan 2 giin
sonra toprak yiizeyi tirmikla iyice diizeltilmigtir. Alan 12 esit pargaya bolinerek 6
parsele hi¢bir uygulama yapilmaksizin kontrol olarak birakilmis ve digier 6 parselin 4
kenarina 6nceden kariklar agtlarak 30pum kalinh@indaki seffaf polietilen ortd iyice
gerilerek kanklar igine gomiulmily ve 1 Temmuz-1 Eylal tarihleri arasinda toprak
solarize edilmigtir. Solarizasyon uygulamasi esnasinda yiizey diiz olmadik¢a toprakta
olugan golgelenme sonucu solarizasyonun etkisi azalabilmektedir (De Vay, 1997).
Bu nedenle yiizeyin diiz ve naylon 6rtiiniin gergin olmasina dzen gosterilmistir.

1995, 1996 ve 1997 yillanimin Haziran aymnin sonunda i1sitmasiz bir plastik sera
topragina PST ile infekteli bitki artiklan traktorle kangtinlarak toprak bulagtinimig
ve solarizasyon uygulamas: yukarida anlatildii gibi 1 Temmuz-1 Eylil tarihleri

arasinda 8 hafta boyunca yapilmistir. Solarize edilecek parsel ne kadar bilyiik olursa
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uygulamanin etkisinin o kadar artigt (De Vay, 1997) goz oniine ahndiindan tim
sera alam esit olarak ikiye bolinmiis ve yansi solarize edilmigtir. Aym biyiikliikteki
yan parsel hig bir uygulama yapiimaksizin kontrol parsel olarak birakilmstur.

Dijital elektronik toprak termometreleri ile solarize edilen ve kontrol parselin
5, 10, 15, 30 ve 40 cm derinlijindeki toprak sicakhfii her giin saat 15:%de

solarizasyon siiresi boyunca kaydedilmisgtir.

3.2.5.3.(1). Toprak Solarizasyonunun Hastahk Geligimi Uzerine Etkisi

Bolgemiz kosullarinda 1sitmasiz plastik scralara fide dikimi Mart ayinda
yapilmakta ve tretim Haziran ayina kadar devam etmektedir. Bu kosullar géz 6niine
alindigindan 1994 yihinda 6n ¢alisma olarak solarizasyon uygulamasinin yapildiii
alanin tiim parsellerine Subat ayinda temiz tohum ekimi yaptlmistir. Bitkilere yeterli
nem saglamak ve gece soguktan fideleri koruyabilmek amaciyla tohum ekimi yapilan
alanin (zerinde algak tiinel olusturularak iizeri naylon ile kaplanmistir. Tohum
cimlenmesinden sonra her giin gézlemler yapilarak kotiledon yapraklarda hastalik
siptomlaninin varh@ gozlenmistir (Okon ve ark, 1978). Yaklastk 1 ay sonra gelisen
fidelerin kotiledon yapraklarinda simptomlar ortaya ¢ikmis ve toplam fide sayist,
hastalik simptomu gosteren fide sayisi, hasta fide kotiledon yaprakiarindaki lezyon
sayis1 saptanmistir. Infekteli fide sayisimn toplam fide sayisina oranlanmasiyla hasta
bitki orani (%) ve hasta fidelerdeki lezyon sayisi 0-3 skalasina gére deferlendirilerek
hastahik giddeti saptanmig (Aysan ve ark, 1995) ve solarize cdilen ile kontrol
parsellerde belitlenen bu oranlar karsilastinfarak hastahk gelisimine toprak
solarizasyonunun etkisi Abbott’a gore hesaplanmigtir.

Isitmasiz plastik serada uygulanan solarizasyon ¢aligmalarinda scra toprag
Eylil ayinda solarizasyon uygulamas: bittikten sonra Subat ayma kadar bog
kalmstir. Subat ayinda solarize edilen ve kontrol parselin tam ortasindaki Im eninde
18 m boyundaki alana yizeyden dczenfekte edilmis H-2274 ¢esidi domates
tohumlan ckilmigtir. Hastalifin ¢ikigini tegvik etmck amaciyla tohum ckimi yapilan
alamn tizerinde polietilen o6rtii ile algak tiinel olusturulmustur. Yaklagik bir ay sonra
¢imlenen tohumlann kotiledon yapraklari incelenerck hastalik %'si ile hastahik

siddeti saptanmig ve solarizasyon uygulamasinin etkisi Abbott’a gére hesaplanmistir.
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3.2.5.3.(2). Toprakta infekteli Bitki Artiklarindaki Patojen Canhhi

Uzerine Solarizasyonunun Etkisi

Plastik scra topragi 1995, 1996 ve 1997 yillannda sirastyla 8.0x10°, 8.6x107 ve
3.0x10° , cam sera topragt ise 1995 yilinda 5.6x10° hiicre/g bitki artigi yogunlugu ile
inokule edilmis bitki artikiart ile bulagtiriimigtir. Solarizasyon sonrasi alinan toprak
omegi elenerek infekteli bitki artiklan topraktan ayrilmistir. infekteli bitki artiklan 1
saat steril PBS’de calkalanmig ve elde edilen siispansiyon KB ve rifampicin ile
cycloheximide igeren KB besi yerine yayilmighr. Yapilan izolasyonlar sonucu
solarizasyonun topraktaki patojen populasyonuna etkisi saptanmaya ¢aligiimstir.

Aynica 100 ppm rifampicine dayamkh PST izolat: ile inokule edilen domates
bitki pargalan naylon kadin orab1 igerisinde, solarizasyon 6ncesi, topragin 0, 5, 15,
30 ve 40 cm derinligine gdmiilmistiir. Solarizasyon sonrasi her derinlikten gikarilan
orneklerden ayn ayn izolasyonlar yamlmig ve rifampicin igcren ortamda gelisen
floresan koloniler ile titinde HR, domateste patojenite testleri yapilarak PST ‘nin
tanis1 yapilmistir. KB ortaminda PST'nin disinda diger floresan bakterilerin de yogun
gelisimi olduBundan, bakteriler steril distile su ile yikanarak santrifijj edilmis, pelet
tckrar siispanse edildikten sonra titinde HR ve domatestc patojenite testleri
gergeklestirilmisgtir.

Bu calismanin disinda, 7 cm boyunda ve 8 cm enindcki cam regel
kavanozlarinin iginde YDCA egik ortamt bulunan 100ppm rifampicine dayamkli
PST izolati gizilerek solarizasyon 6ncesi, uygulama yapilacak ve kontrol parsellerin
5, 15, 30 ve 40 cm derinliklerine gémillmistir. Solarizasyon uygulamast bittikten
sonra ¢ikanlan siselerdeki PST'nin canlilifim testlemek amaciyla KB besi yerine

gizimler yapilmigtir. Tam, tiitinde HR, domateste patojenite testine gore yapiimigtir,

3.2.5.3.(3). Solarizasyonunun Topraktaki Toplam Mikroorganizma

Populasyonu Uzerine Etkisi

Solarizasyonun topraktaki toplam bakteri populasyon yogunlufuna etkisini
saptamak amaciyla her parselin ii¢ ayrt yerinden 0-40 cm. derinliklerinden bir toprak

burgusu yardimyla toprak omekleri ahnmis 3 tekrar karistinlarak tek 6rek haline
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getirilmistir. Topraktaki total bakteri degisimi, polietilen ortitler drtitlmeden dnce ve
ortiller kaldinldiktan hemen sonra toprak sulandirma yontemine gére yapilan
izolasyonlar ile izlenmistir. 1zolasyonlarda KB besi yeri kullamlmistir. Toplam

bakteri populasyonu hiicre/g toprak olarak ifade edilmisgtir.

3.2.5.3.(4). Toprak Solarizasyonunun Verime Etkisi

Mart ayinda plastik serada her iki uygulamanin bulundugu parsellere Fantastik
144 gesidi (Hazera tohumculuk) domates fideleri dikilerek hasat doneminde kontrol
ve solarize edilen parsellerdeki meyveler ayn ayn toplanarak tartilmis ve

solarizasyonu verime olan etkisi Abbott’ a gore saptanmgtir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. PST izolatlarinin Tamss

Adana, igel, Hatay, Konya, Antalva illerinde agikta ve serada yetistirilen
domates bitkilerinde tipik hastahk simptomu gésteren ornckler saptanmgtir.
Hastalik simptomu olarak yaprak kenarlarinda sararma ile birlikte kuruma, yaprak
ayasinda san hale ile gevrili koyu kahverengi-siyah lekeler, géivde boyunca
sivahimsi lekeler ve meyve tzerinde toplu ifine bagi buyiikliginde disa ¢ikintih
lekeler saptanmistir. Govdedeki lekeler yiizeysel ve timakla kazininca yesil kismin
ortaya ¢iktifi gozlenmistir. Meyve lekelerine agikta tarla domatesi tretimi yapilan,
Yumurtalik (Adana) ve Kinkhan (latay)ilgelerinde rastlamlmis ve scralarda meyve
lekelerine rastlanilmamigtir, Seralarda siddetli infektelenen singa alinan gesitlerin
govdeleri tamamen Ickeler ile kaplanmis ve ¢igek dokiimleri gozlenmistir (Sekil

4.1,4.2,4.3,4.4)

Sckil 4.1, Pseudomonas syringace pv. tomato ‘nun Hatay ili Samandag

ilgesinde bir plastik serada domates bitkisinin gévdesinde

olusturdugu leke
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Sckil 4.2. Pseudomonas syringae pv. tomato *nun Antalya ili Gazipasa
ilgesinde bir plastik serada domates bitkisinin meyve sapinda ve

govdesinde olusturdugu uzunca siyah lekeler
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Sckil 4.3, Pscudomonas syringac pv. tomato ‘nun igel ili Erdemli ilgesinde
bir plastik serada domates bitkisinin yapraginda olusturdugu ctrafi

sart hale ilc gevrili Iekeler

Sckil 4.4. Pscudomonas syringae pv. tomato *nun Adana ili Yumurtahk

ilgesinde agik alandaki bir domates meyvesinde olusturdugu Iekeler
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4.1.1.PST izolatlarinin Klasik Bakteriyolojik Yéntemlerle ‘Tanisi

Toplam 26 izolat arasindan segilen A3f ve 1B izolatlannin tams1 klasik
bakteriyolojik yontemlerle yapilmistir. Levan tip koloniler iireten, oksidaz, patateste
pektolitik aktivite ve arginin testi sonucu negatif olan, titinde HR pozitif simptom
olusturan, KB besi yerinde floresan renkte gelisen, karbon kayna@ olarak DL-
laktati kullanamayan domates bitkileri iizerinde tipik hastahk simptomu olusturan
A3f ve 1B izolatlan kargilastirma kiltirii olan GSPB 483 ile paralel olarak ayni

-sonuglar vermigler ve PST olarak tanilanmstir.

4.1.2. PST izolatlarimn ELISA Testi ile Tanis:

Yapilan ELISA testi ¢calismalarinda IA-Isreael kodlu PST kultiriine karg
iiretilmis olan antiserumdan hazirlanan belirtegler (gama globillin, enzimle
isaretlenmis gama globiilin = konjugate) kullamlmistir. Testte pozitif 6rnek olarak
IA-Isreael kodlu PST kiltird kullanmihirken negatif kontrol olarak kiiltir
hazirlamasinda kullamlan PBS tamponu kullamlmistir. Cizelge 4.1.°de gorildugi
gibi yapilan test sonuglarinda diger bakteri kaltiirlerinden elde edilen 405 nm’de
okunan absorbans degerleri pozitif kontrolde okunan absorbans degerlerine yakin
sonuglar vermistir. Negatif kontrol amaglt kullanilan PBS tamponu ¢ok disiik
absorbans degeri vermigtir. Sonug olarak testlenmeye alinan diger kiitirlerin de
PST oldugu sonucuna varilmistir. ilk okuma 30 dakika sonra yapilmig ve 60 dakika
sonra yapilan ikinci okuma zamanina kadar halen reaksiyonun devam cttigi
goriilmigtar. Reaksiyon 3N NaOH ile durdurulduktan sonra gériilen san renk tim
izolatlarin PST oldugunu kamtiamaktadir (Sckil 4.5).

44



4, BULGULAR ve TARTISMA Yesim AYSAN

Cizelge 4.1. ELISA plate okuyucusunda PST izolatlarinin okunan

absorbans degerleri

izolat Adi 405 nm’ de okunan deger
30 dakika sonra 60 dakika sonra

PBS(negatif knt) 0.040 0.080
IA-Israel 0.295 0.300
GSPB 1776 0.171 0.209
GSPB 1778 0.172 0.260
GSPB 479, 0.181 0.195
GSPB 483, 0.199 0.201
GSPB 487 0.179 0.206
4101 0.114 0.117
4212 0.190 0.225
4215 0.159 0.222
4216 0.167 0.200
PT1 0.139 0.167
PT3 0.178 0.199
PT4 0.198 0.204
GPG2 0.195 0.201
KGS1 0.185 0.211
DYI 0.191 0.232
Danllia 0.213 0.258
A3f 0.191 0.232
H2a 0.235 0.250
K1 0.159 0.200
Hi 0.139 0.158
AUl 0.171 0.203
FK-YK1 0.184 0.193
13/2 0.165 0.199
1B 0.297 0.304
iM 0.184 0.202
AAD-1b 0.171 0.209
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Sekil 4.5. PST izolatlanmin ELISA testi sonucu olusturdugu reaksivon

4.1.3. PST izolatlarinin PCR Teknigi ilc Tamsi

RNA/DNA calculater aleti ile yapilan okuma sonuglarina gére OD 260/280
oram 1.31-2.24 arasinda OD 280/260 oram 0.45-0.76 arasinda degiismistir (Cizclge
4.2). OD 260/280 oram yaklagik 1.8 ve¢ OD 280/260 oram 0.5 civarinda oldugiunda
genomik DNA'nin saflagtinldifina karar verilir. Titm izolatlanin asag) yukan bu
degerlere yakin sonuglar verdigi gorillmistir. Genomik DNA'nin saflastinldigindan
emin olabilmck amaciyla agorese jel (% 0.8) iizerinde de saptanmustir. Sekil 4.6°da
gorildugii gibi olusan bantlar genomik DNA’min saflastinldifim kamtlamaktadir,
Saflasgtinilan genomik DNA’lar ile yapilan PCR denemelerinde, PCR iriinlerinin
clcktroforez ¢alismalan sonucu agorose jelde (% 1.5) olusturdufiu bantlar tim
izolatlarin PST oldugunu gostcrmektedir (Sckil 4.7). Bu ¢alisma ile PST izolatlaninin
molekiler dizeyde, spesifik ve duyarh tamsi gergeklestirilmistir. Serolojik (ELISA)
ve molckiiler (PCR) yo6ntemlerin laboratuarimizca tamida rutin kullamhr hale

gelmesi, gelecekte yapilacak ¢ahgmalanmiza basamak olugturmasi agisindan éncm

tagimaktadir.
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Cizelge 4.2. Saflagtirtlan genomik DNA miktarlarimin RNA/DNA calculater

aletinde okunan degerleri

izolat Adi OD 260 OD 280 | 260/280 oram1 | 280/260 oram
GSPB 1776  0.425 0.256 1.66 0.60
GSPB 1778]  0.529 0.291 1.82 0.55
GSPB 479, 0.600 0.386 1.55 0.64
GSPB 483, 0.720 0.321 2.24 0.45
GSPB 487 0.300 0.182 1.65 0.61
4101 0.400 0.220 1.82 0.55
212 0.390 0.197 1.98 0.50
4215 0.414 0.222 1.88 0.53
4216 0.006 0.003 1.87 0.50
PTI 0.979 0.644 1.52 0.65
PT3 0.520 0.302 1.72 0.58
PT4 1.626 0.922 1.767 0.56
GPG2 0.601 0.397 1.51 0.66
KGS! 0.480 0.280 1.71 0.58
DY1 0.399 0.187 2.13 0.47
Danlla 0.012 0.008 1.75 0.66
A3f 0277 0.174 1.59 0.62
112a 1.598 1.223 1.31 0.76
Kl 0.379 0.248 1.54 0.65
H1 0.440 0.236 1.87 0.53
AUl 0.613 0.431 1.43 0.70
FK-YK1 0.310 0.202 1.54 0.65
13/2 0.448 0.253 1.79 0.56
1B 0.300 0.170 1.76 0.57
iM 0.425 0.258 1.65 0.61
AAD-1b 0.200 0.132 1.52 0.66
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Sekil 4.6. PST izolatlaninin genomik DNAlarinin agarose jel tzerinde
olusturdugu bantlar (hat 1: PT4, hat 2: H1, hat 3: 4215, hat 4: K1,
hat 5; 13/2, hat 6: AU, hat 7: A3f, hat 8: steril su, hat 9-11 : 200 ng

‘marker)

Sekil 4.7. [P'C.R ilc cogsaltilan PST izolatlart DNA’larinin agarose jel tizerinde
olusturdugu bantlar (hat 1: steril su, hat 2-6: bos, hat 7: PT1, hat 8:
PT2, hat 9: bos, hat 10: GPG2, hat 11: KGS1, hat 12: DY, hat 13:
Danlla, hat 14; A3f, hat 15: [2a, hat 16: bos , hat 17: 1, hat 18:
bos, hat19: 1B ve hat 20: AAD-1b).
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4.2. PST izolatlarinin Irklarimin Tespiti

Almanya’dan getirilen ve Irk 0 oldugu bilinen GSPB 1776 Irk 0 ve GSPB
1778 Irk 1 ile karsilastirmali olarak yapilan galisma sonucuna gore sadece H-2274
cesidi iizerinde PST simptomu olugturan KGS1, DY1, Dan 11a, FK-YK1 ve AADIb
izolatlar Itk O olarak tamlanmistir. Buna karsin H-2274, I’to geni igeren H-2274 ve
Ontario ¢esitlerinin her ii¢ii iizerinde tipik hastalik simptomu olusturan 4101, 4212,
4215, 4216, PT1, PT3, PT4, GPG2, A3f, H2a, K1, H1, AUI, 13/2, 1B ve IM isimli
izolatlar PST Irk 1 olarak saptanmistir. Almanya’dan getirilen PST oldugu bilinen
fakat hangi itk oldugu bilinmeyen GSPB 479, 483 ve 487 izolatlar Irk 0 olarak
saptanmistir. Bu izolatlarin toplandifn yerler, domates bitkileri {izerindeki
simptomu ve rklan Cizelge 4.3.°de verilmistir. Irk 1 olarak saptanan H2a
(Samandag) izolatimn H-2274, P’to geni iceren H-2274 ve Ontario 7710 gesidi

iizerinde olusturdugu tipik hastahk simptomlan Sekil 4.8°de goriilmektedir.

B s 6;;30"“"-'! °"“°
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Sckil 4.8. H2a izolatimin H-2274, P’ro geni igeren H-2274 ve Ontario 7710

cesitleri tizerinde olugturdugiu tipik hastahk simptomlan
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Cizelge 4. 3. PST izolatlaninin toplandijit yerler, domates bitkileri tizerindeki

simptomu ve Irklan

izolat Adh Yer H-2274 | H-2274 | Ontario | Irk
+Pto 7710
GSPB 1776 | Almanya + - - Irk 0
GSPB 1778 | Alinanya + + + Irk 1
GSPB 479, | Almanya + - - Ik 0
GSPB 483, Almanya 4 - - Itk 0
GSPB 487 Almanya + - - Itk O
4101 Ankara + + + Irk 1
4212 Ankara *+ + + Irk 1
4215 Ankara + + + Irk 1
4216 Ankara iz Eie i Irk 1
PTI1 Kemalpasa(Bursa) 1 + + Irk 1
PT3 Karacabey(Bursa) + S + Irk 1
PT4 Turgutlu(Manisa) + + + Irk 1
GPG2 Gazipasa(Antalya) + + + Irk 1
KGS1 Koyunlu(Antalya) + - - Ik 0
DY1 Doyuran(Antalya) + - - Itk 0
Danlla Merkez(Antalya) + - - Ik 0
A3f Konya(Akgchir) + + + Irk 1
H2a Samandaj(Hatay) + + + Irk 1
K1 Kirikhan(latay) + + + Irk |
HI Huzurkent (icel) + + + Irk |
AU1 Erdemli(lgel) + + + Irk 1
FK-YK1 Erdemli(igel) + - - Itk 0
1372 Erdemli(igel) + + + Irk |
B3 Kocahasanli (Igel) + + + ik 1
iM Imamoglu (Adana)| + + + Irk 1
'AAD-Ib Yumurtalik(Adana)|  + - ; Itk 0
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Bu ¢alisma ile dlkemizin gesitli yorelerinden izole edilen 21 PST izolatinin 5
tanesi irk 0, 16 tanesi irk 1 olarak tamlanmigtir. Abak ve ark, (1990) Turkiye’nin
¢esitli yorelerinden topladiklant hasta bitki 6meklerinden izole ettikleri PST
izolatlanmin  hi¢ birinin Ontario 7710 ¢esidinde simptom olusturmadigim
bildirmislerdir. Yapilan bu ¢aligma ile Itk 1’in dilkemizde varhf saptanmistir. Bu
itk Kanada (Lawton ve MacNeil, 1986) ve Bulgaristan’da (Bogatsevska ve ark,
1989) da saptanmigtir. Konukgu patojen iligkilerinde dayamikli gesitlerin bolgeye
girisi ve yetistirilmesinden sonra yeni iklarin olusumu bilinen bir gergektir
(Brinkerhaff, 1970; Mew ve ark, 1992). Bu irk sayesinde Ontario 7710 ¢esidinin
dayamkhgimmn kinldigt goritlmiis ve Pro geni ile saglanan kontrol kisa sitrmiistiir.
Buonaurio ve ark, (1996)’ na gore islahgilar yeni olusan irklara karst bu gesitlere
yeni genler eklemelidirler. Stockinger ve Walling (1994) Lycopersicum hirsutum
var. glabratum ‘da Irk 0’1 kontrol eden Pto 3 ve Irk 1°i kontrol eden Pto 4 genlcrini
izole etmislerdir. Bu major dayanmkii genlerin tek bagina veya mindr dayamikh
genler ilc kombinasyon halinde domates ¢esitlerine aktarilabilmesi bu hastalifin

kontroliinde gelecekte basan safilayabilecektir.
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4.3. PST’ nin infekteli Bitki Artiklar), inokule Edilmis Toprak ve

Tohumda Yagam Siiresinin Belirlenmesi

Bir bolge izolati (A3f Rif+) 100 mg/l rifampicin antibiyotige dayaniklilik

kaz&indmlmls ve denemclerde kullamlmustir.

4.3.1. PST’ nin Infekteli Bitki Artiklarinda Yasam Siiresinin

Belirlenmesi

(1).PST 'nin Yaz Mevsiminde Infekteli Bitki Artiklarinda Yasam Siresinin
Belirlenmesi : Cizelge 4.4 ve Sekil 4.9°de gorilldagii gibi 1 ve 2 ay sonra yapilan
izolasyonlarda hig bakteri izole edilememistir. 3. ve 4. ayda yapilan incelemelerde
inokulum yogunlugunun 1 g kuru agirhindaki bitki artiginda 2X102 hiicreye
ytikseldigi belirlenmigtir. S, 6 ve 7 ay sonra yapilan izolasyonlarda bitki artiklarinda
100 mg rifampicine dayamkli PST izolat: olan A3c Rif+’in populasyonunda artig
oldugu dikkati ¢ekmektedir. ilk iki ayda etmenin belirlenememe nedeninin iklim
(sicaklik ve nem) ile iligkili oldugu diistinitlmigtiir. Bu durum yaz aylarinda giinlitk
ortalama sicakhigin 35-40°C, 10 cm’deki toprak sicakhginin 30-34°C’ yi buldugu
Cukurova Bolgesi kogullarinda (Aysan ve ark, 1997) PST populasyonunun azalmig
ve izole edilebilecek yogunlugun altinda kalmis olabilecegini, klasik petri
teknikleriylc patojenin elde edilemedigi distincesini akla getirmektedir. Jones ve
ark, (1981)’na gore bilinen petri teknikleri bitki patojenlerin diisitk populasyonunu
elde edebilmek igin basanh olmayabilir. Bolgemiz kosullannda havalann
serinlemeye ve sonbahar yagmurlarimin baglamasi ile birlikte populasyonda artig
oldugu kaydediimistir. Bu bulgularimiz Yunis ve ark, (1980) ve Jardine ve ark,
(1988) ile uyum igindedir. Diger bakteriyel patojenlerde oldugu gibi PST de asin
sicak ve soguk iklim kosullarinda metabolizmasint yavaglatabilir, uygun iklim

kosullarinda tekrar mikrobiyal aktivitesini artirarak populasyonunu yikseltebilir.
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Cizelge 4.4. PST nin yaz aylarinda hasta bitki artiklarindaki populasyonu

(hiicre/g bitki artifit)

Aylar Giin Populasyon
Haziran 0 4.5X105
Temmuz 30 0
Agustos 60 0
Eyliil 90 2.0X102
Ekim 120 2.0X102
Kasim 150 5.2X104
Arahk 180 4.0X103
Ocak 210 3.0X104

Plastik ortii altinda Mart-Haziran aylan arasinda dnceden domates {iretiminin
yapildii parscle Subat ayinda domates tohumu ckilmistir. Mart ayinda fidelerin
kotiledon yapraklan incelendiginde toplam 812 fidenin 65’inde kotiledon
yapraklarinda Ickeler saptanmistir (Sekil 4. 10). Bu durum bitkilerin % 8’ inde
hastalik olustufunu gostermektedir. Bu lezyonlardan yapilan izolasyonlarda elde
edilen baktcerinin 100 mg rifampicine dayanmikli PST oldugu goriilmiistiir. Kontrol
parselde hastalifa rastlaniimamistir. Domates tohumlan yapay . infekteli bitki
artiklant kanstinlmig topraga ekildiginde fidelerde hastalifin ortaya gikist etmenin
yaz aylan boyunca toprakta infekteli bitki artiklaninda yasamimi siirdiirdiigiini bir
kere daha kanitlamaktadir. Okon ve ark, (1978) infekteli toprafa yuzey
sterilizasyonu yapilan tohumlar ckildigginde uygun iklim kogullarinda bitkilerde PST
smptomlanmin  goérildigioni  bildirmislerdir. infe!(teli fidelerden yaptifimiz
izolasyonlarda elde edilen bakterinin rifampicine dayanikli oldugunun belirlenmesi
bu etmenin deneme alanina her hangi bir sekilde bulagmadigim bizim
bulagtirdifimiz  izolatin yazi hasta bitki artiklan dzerinde gegirdigini

kamtlamaktadir.
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f PST nin yaz aylarinda hasta bitki artiklarindaki populasyonu

: log 10 hﬁcr.e;gmiailluf kalintiss

Hazian  Temmuz  Agustos Eytid Ekim Kasim Aralik Ocak

PR

Sckil 4.9. PST’nin yaz aylarinda hasta bitki artiklanndaki populasyonu
(log hiicre/g bitki artifi)

Sckil 4.10. Topraktaki PST inokulumunun fide kotiledon vapraklarinda

olusturdugu lezyonlar
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(2).PST 'nin Kig Mevsiminde infekteli Bitki Artiklarinda Yasam Siresinin
Belirlenmesi : Cizelge 4.5 ve Sekil 4.11°de gorilldigi gibi yazin tarla domatesi
iiretilen kisin bos olan topraga torbalar igerisinde gdmiilen bitki artiklarindan aylik
yapilan izolasyonlarda PST’nin bir sonraki yetigme mevsimine kadar canl kaldig
saptanmugtir. Populasyon yogunlugunda kis boyunca dalgalanmalar olmus fakat
populasyon hi¢ bir zaman sifirlanmamigtir. Kis aylannda yagmur ve sicakhik PST
gelisimi ig¢in uygun gectiinden etmen hasta bitki artiklarindan her ay izole
edilmistir. Ozellikle yazhik domates dikiminin yapildin Mart ayi populasyonu,
baslangi¢ populasyonunun uygulandigi Eylil ayi1 diginda en yiksek dizeye
ulasmigtir. Bu sonuglara gore PST infekteli bitki artiklarinda yagamim devam
ettirerek bir sonraki vejetasyon déneminde yeni fideleri infckte etme yetenegine

sahiptir,

Cizelge 4.5. PST nin kis aylarinda hasta bitki artiklarindaki populasyonu

(hiicre/g bitki artifi)
Aylar Giln Populasyon
Eylal 0 6.0X107
Ekim 30 2.8X103
Kasim 60 2.0X104
Aralik 90 4.0X102
Ocak 120 3.0X104
Subat 150 2.0X103
Mart 180 3.0X105

Yazhik domates iiretimini yapildigs bir énceki vejctasyon mevsimi sonunda
infekteli bitki artiklan ile bulagtinlan topraga Mart ayinda temiz fideler dikilmistir.
Haftalik yapilan incelcmelerde 3 hafta sonra (20. giin) 60 domates bitkisinin 4
tanesinde tipik yaprak simptomlan ve ¢igek c¢anak yapraklarinda lekeler
goralmigtir (Sekil 4.12) diger bir ifade ile bitkilerin % 6.6° sinda hastalik ortaya
¢ikrigtir. Ancak havalarin isinmastyla birlikte tarlada hastahigin ilerlemedigi, hasta

yapraklarin 1.5 ay sonra kuruyup dokiildiigi gozlenmistir. Kontrol parselde ise
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hastalik gézlenmemistir.
Bulagik alana temiz tohum ekimi veya temiz fide dikimi yapilan alanlarda da

gelisen bitkilerde hastahik simptomlari saptanmamigtir.

PST' nin kig aylarinda hasta bitki artiklarindaki populasyonu
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Sekil 4.11. PST nin kig éylarmda hasta bitki artiklanindaki populasyonu
(log hiicre/g bitki artifin)

Sckil 4.12. Topraktaki PST inokulumunun domates yaprak ve ¢igck ¢anak

vapraklarinda olusturdugu lekeler
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4.3.2.PST’nin inokule Edilmig Toprakta Yagam Siiresinin Belirlenmesi

Haziran 1996 tarihinde 8.6x10” hiicre yogunlugu ile inokulasyondan 7, 14, 21,
30, 45, 60, 90 ve 120 giin sonra yapilan toprak izolasyonlarinin hi¢ birinde PST
izole edilememigtir. Kasim 1996 tarihinde 2. kez 9X105 hiicre yogunlugu ile
inokule edilen topraktan yapilan incelemelerde de ayni sonug elde edilmistir.

Yapay olarak bulastirilmis toprakta Cukurova bolgesi kosullaninda PST’nin
yasamim siirdiremedigi bu ¢alisma ile saptanmigtir. Bu etmenin topraktaki yasami
igin toprak pH’s1 son derece dnemlidir. Ozellikle asit karakterli topraklarda etmen
¢ok kisa sire yasamimi devam ettirir. En iyi geligmenin notr veya hafif alkali
topraklarda oldugu Saygili ve ark, (1985) tarafindan bildirilmigtir. Bu aragtincilar
yaptiklari ¢alismalarinda hafif alkali toprakta etmenin 1-14 giin, asit karakterli
toprakta 1 giin yasayabildigini kamitlamiglardir. Bosshard-Herr ve Vogelsanger
(1977) toprak pH’simin 5 oldugu durumda PST’nin 1 giin 7.5 oldufunda 26 giin
yasadiim saptamiglardir. Ancak pH’s1 7.57 olan killi yapidaki topraktan PST’nin
izole edilememesi toprak pH’si kadar toprak sicaklifi ve nemi gibi toprak
faktorleri, bolgenin iklim kogullarnt ve toprak isleme teknikleri PST’nin yasaminda
etkili oldugundan (McCarter ve ark., 1983, Jardine ve ark., 1988) yapilan

calismalarda farkh sonuglar elde edilmistir.

4.3.3. PST’nin inokuleli Tobumlarda Yasam Siiresinin Belirlenmesi

Tohum inokulasyonundan sonra tesadiif olarak segilen 100 adet tohumun
hepsinin PST ile bulastinldifs saptanmugtir ilk 5 ayda 100 tohumun timinde
patojen saptanirken bu oran 6., 7. ve 8. aylarda %80’¢ 9. ve 10. ayda %75’e 11. ve
12. ayda %70’e digmistir. Ayrica PBS iginde tohumlarn ¢alkalanmast sonucu elde
edilen pelet sulandirilarak domates yapraklarina piskirtaldaginde 12 ay boyunca
tipik yaprak simptomlarinin olustugu gézlenmistir. Boylece bir yil boyunca yapilan
izolasyonlarda tohumlarda PST’nin canh kaldi tespit edilmisgtir.

PST’nin inokuleli tohumlarda yasaminin arastinldigi calismada etmen bir yil
boyunca tohum iizerinde canli kalmistir. Bashan ve ark, (1982) kuru tohumlar

iizerinde PST’nin 20 yildan fazla yasadifans belirlemislerdir. Infekteli tohumlardan
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yetisen fideler temiz alanlarda kullamildiklarinda hastalik kolayca yayilabilmekite ve
o alam bulagtirabilmekiedir. Bu etmen bir alana bir kez giris yaptifinda hizh bir
sekilde yayilir ve hastalik yerlestiiinde de kontrolli zordur (Jardine ve ark, 1988).
PST her zaman fidelerde simptom olusturmayabilir, Yeterli nemi ve sicaklifii
bulamadii durumlarda fidelerde epifitik olarak yasamini devam ettirerek uygun
iklim kosullarda epidemi olugturur (McCarter ve ark, 1983). Bu hastalifin tilkkemize
ilk defa infekteli iretim materyali ile girdigini var sayarsak bitki artiklarinda
yasamint bir sonraki mevsime kadar sirdirdiigiinii yaptigimiz bu ¢aligma ile tespit
etmis bulunmaktayiz. Ureticilerimizin her yil ayni iiriinii yetigtirme aliskanliklari ve
yanhs kiltiirel uygulamalar nedeniyle hemen hemen her y1l bolgemiz seralannda bu
hastaligin nasil ortaya ciktift agiklanabilir. Bunlanin diginda PST konukgusu
olmayan bitkilerde ve yabanci otlarda da epifitik olarak yasayabilmektedir (Smitley
ve McCarter, 1982).

4.4. Ticari Domates Tohumlarinda PST’nin Saptanmasi

Cesitli antibiyotiklerle zenginlcstirilmis yan scgici besi yerine ekim, IFAS,
domateste patojenite ve bu tohumlardan geligen fidelerin simtomolojik olarak
incelenmesi temeline dayanan testlerin kombinasyonu ile tilkemizde kullanilan 47
farkli domates c¢esidinde PST aranmgtir. IFAS testinde kullamlan PST
antiserimunun titri 1/1600 olarak belirlenmistir.

Ulkemizde kullamlan 47 domates g¢esidinin IFAS testi ile testlenmesi
sonucunda 9 domates ¢esidi pozitif sonug vermistir. Ancak PBS iginde 18 saat
calkalanan tohumlardan elde edilen pelet seyreltilerek penicilin ve cycloheximide
igeren KB besi yerine ekildiginde IFAS testinde pozitif sonug veren 9 dmekten
sadece | tanesi bu ortamda floresan gelisme g6stermigtir. Difer 6rneklerden elde
edilen pelet ortama yayildiginda ortam ilizerinde gelisme olmamugtir. Floresan
gelisme gosteren ornekteki bakteri kolonileriyle yapilan domateste patojenite ve
IFAS testleri de pozitif sonug vermistir. Bu domates gesidinden 100 adet tohum
steril toprak igeren saksilara ekildiginde yapilan goziemlerde kotiledon

yapraklarmda higbir simptoma rastlamlmamigtir. McCarter ve ark, (1983) steril
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toprak iceren sakstlara 100° er adet tohum ektiklerinde gikistan 7 giin sonra baz
tohum partisinden gelisen fidelerin kotiledonlarinda ve ilk gergek yapraklarda PST
simptomlarimi gozlemislerdir. Yitksek nem saglamak amaciyla bitkiler polietilen
torba ile kaplandifinda simptomlarin olustuunu bildirmisler ve nemin 6nemini
vurgulamislardir. Bizim galigmamizda PST ile bulagik oldugu petri denemeleri ve
IFAS testi ile kantlanan tohum c¢esidinin fidelerinde higbir simptomun ortaya
¢itkmamasi yeterli nemin saglanamamast veya inokulum miktarinin bu yontemle
belirlenecek diizeyin altinda olabilecegi diisiincelerini aklimiza getirmektedir.
Tohumdaki inokulum yogunlugunun disiik olusu nedeni ile kotiledon yapraklarda
simptom olugmamig olabilir.

Bu ¢alisma sonucuna gore 47 farkli tohum o6rneginden sadece 1 tohum
¢esidinin PST ile bulagik oldugu saptanmistir. Bu gesit standart bir gesittir ve tiretici
bir yil sonra kullanmak iizere tohumu kendisi elde etmistir. Biyiikk olasilikla,
hastalikli meyvelerden tohum ¢ikarimi esnasinda etmen tohuma bulagmustir.

Bu galisma esnasinda karsimiza ¢tkan sorunlardan biri yurt digindan gelen
hibrit gesitlerin tohumlarimin ilaglarla kaphi olmasidir. 18 saat siiresince yapilan
calkalama sonunda ilag ve boya maddeleri bu sivi igerisine gegmistir. Elde edilen
pelet bu madde ile kaplanmistir. IF mikroskobu incelemelerinde mikroskop alani bu
boyar maddelerden dolayr tam olarak incelenememistir.

Tohumlardaki patojen bakterilerin  saptanmast amaciyla kullamlan
yontemlerin fazla teknik bilgiye ihtiya¢ duyulmayan kolay, daha az laboratuar
aletlerine ihtiya¢ duyulan ucuz, giivenilir, az miktardaki inokulum diizeyini tespit
edebilecek duyarhhikta ve kisa siirede sonug veren yontemler olmast her zaman
tercih edilir (Bashan ve Assouline, 1983, Schaad, 1982). Bu amagla petri testleri
varsa segici besi yeri ve serolojik yontemler (6zellikle IFAS) ile birlikte kullamlir
(Scortichini, 1990). PST igin gelistirilmis bir se¢ici besi yerinin olmamasindan
dolay1 g¢aligmada penicilin ve cycloheximide ile zenginlestiriimis KB besi yeri
kullammiyla gram pozitif bakterilerin ve funguslanin gelisimi engellenmigtir. IFAS
testinde 6lit hiicrelerin de pozitif sonug¢ vermesi, PST’ ye yakin akraba

Pseudomonas tiirleri veya P. syringae patovarlarinin cross reaksiyon olusturabilme
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olasthiklan gdz Onine alindiinda  serolojik  yontemlerin petri teknikleri ile
kombinasyon halinde kullanimi zorunlu olmaktadir. Boylece bakteri hiicrelerinin
canlihfi belirlenebilmektedir. Petride gelisen bakteriler ilc yapilan patojenitc
testleri de patojenin varliim daha kesin olarak ortaya koymaktadir. Calismamizda
da 8 6rnek bu sekilde yanlig pozitif sonug vermistir. Bu orneklerden elde edilen
pelet besi yerine yayildifinda hicbir bakteri gelisiminin olmamast yanhg pozitif
reaksiyonu dogrulamaktadir.

Cesitli antibiyotiklerle zenginlestirilmis yan segici ortama ckim, IFAS,
domateste patojenite ve bu tohumlardan gelisen fidelerin simtomolojik olarak
incelenmesi temeline dayanan testlerin kombinasyonu olan y6ntemimizde
tohumlardan gelisen fidelerin simtomolojik olarak incelenmesi 1-2 haftalik gibi
uzun bir sireye ihtiyag duymaktadir. Ayrica IFAS testinde canli olmayan PST
hiicreleri de pozitif sonug olusturmaktadir. Bulasikliktan kesin emin olmak igin
IFAS testinin petri teknikleri ile desteklenmesi yararlt olacaktir. IFAS testi 4.4.1.°
de anlatildigi gibi bir gram tohumdaki 2X103 PST hiicresini tespit edecek
duyarliliktadir. Inokulum miktan olarak 2X103 hiicre/g tohum veya daha yiiksek
konsantrasyonla bulasik tohumlarda bu yontem kullamlarak PST kolayca tespit
edile bilinir. Ancak daha diigiik bakteri inokulumu ile bulagik tohumlarda etmenin

saptanmasi i¢in daha duyarli yontemlere ihtiyag vardir.

4.4.1. Yapay Olarak Bulastinnirms Domates Tohumlarinda PST’nin

Aranmasi

Spektrofotometrede A660 :1.5 olarak élgilen PST siispansiyonunun ml’de
2.0X10? hiicre yogsunluguna sahip oldugu saptanmigtir. 2.0x 108, 2.0x 106, 2.0x 104
ve 2.0x 103 inokulum yogunlugu ile bulagtinilan tohumlardan yapilan incelemelerde
IFAS testinin 2.0X103 hiicre/ml konsantrasyonla inokule edilen tohumlardan PST
hiicresini tespit edebilecek duyarlihkta oldufu saptanmustir. Farklh inokulum
yogunluklan ile inokule edilen domates tohumlarindan gelisen fideler hastalik

gelisimi yéniinden incelendiginde Cizelge 4.6°da verilen sonuglar elde edilmigtir.
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2.0x 103, 104 106 ve 108 hiicre/ml PST siispansiyonu ile bulastinlan tohumlardan
gelisen fidelerde hasta bitki oram sirasiyla 3.00, 6.22, 15.00 ve 15.42 olarak
saptamirken hastalik siddeti %’si sirasiyla 77.66, 75.66, 83.33 ve 86.00 olarak
saptanmigtir.  Fide kotiledon yapraklarinda olusan lekeler Sekil 4.13’da

gorillmektedir.

Cizelge 4.6. Farkh PST inokulum yogunluklan ile bulastinilan domates

tohumlardan yetisen fidelerde hastalik geligimi

inokulum | Toplam Hasta Toplam | Hastahk | Hasta
Miktan ‘ide Fide Leke Siddeti bitki

(hiicre/m)) Sayisi Sayisi Sayist %’si | oram (%)
2.0X103 100 3 5 77.66 3.00
2.0x104 423 68 155 75.66 6.22
2.0X106 80 12 30 83.33 15.00
2.0X108 188 29 75 86.00 15.42

Sckil 4.13. PST ile bulastinlan tohumlardan gelisen fidelerde ortaya gikan

simptomlar
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4.5. PST’ ye Karg1 Fiziksel, Kimyasal ve Biyolojik Kontrol Yéntemleri

Uzerine Calismalar
4.5.1. Tohum Uygulamalari

100 mg/ml rifampicine dayanikli PST izolatinin 2.10% hiicre/ml siispansiyonu
ile inokule edilen tohumlar. KB besi yerine ekildiginde tohumlarin %96.88’inin
PST ile bulagtinimis oldugu saptanmgtir.

Domates tohumlarindaki PST’ yi elemine cdebilmek amaciyla yapilan gesitli
tohum uygulamalan petri denemelerinde % 73-100 arasinda etkili olmustur.
Cizelge 4.7°de goraldigi gibi tohumdaki PST’ yi clemine etmek igin 5, 10, 15 ve
30 dakika 100 ppm. streptomisin, 3 dakika % 0.2’ lik bakir asetat (Sekil 4.14), 3
dakika % 0.5 ve 1’ lik 8-hydroxyquinoline, 30 dakika 55°C’ deki sicak su
uygulamalarinda %100 bagan elde edilmistir. Diger uygulamalar etki sirasina gore
stralandiiinda 50 ppm dozundaki streptomisine 10 dakika, 0.6 M HCl'e 60 dakika,
55°C’ deki sicak suya 20 dakika, 0.6 M HCl'e 30 dakika, 50°C’ deki sicak suya 30
ve 20 dakika , %1 NaOCl'ye §, 4, 3 dakika daldirma ve bronopol (Bronotak,
Agrevo) ile kuru ilaglama seklinde yapilan uygulamalar farkli dizeylerde
tohumdaki PST’ yi elemine etmiglerdir. Cizelge 4.7° de goruldiagu gibi yapilan
istatistik degerlendirmelere gore (% 5 6nem dizeyinde) aym grup igerisinde yer
alan uygulamalar aym harflerle ifade edilmisgtir.

Cizelge 4.8°de gorildiigi gibi uygulamalar tohumlarnn ¢imlenmesini
engellememistir. Petride yapilan ¢imlenme testinde tohumlar % 90-100 oraninda
¢imlenmislerdir. Petride en digsik ¢imlenme %’si 5 dakika NaOCl (%!)
uygulamasinda olmustur. NaOCl uygulamalarinin (ohum O6mrint kisalttifindan
aym mevsim igerisinde kullamimalarimn gerektigi de bildirilmistir (Goode ve
Sasser, 1980). Petride ¢imlenme testinde PST ile infekteli tohumdan gelisen
fidelerin (Sekil 4.15) kotiledonlarinda hastalik simptomlarimin varhfi tespit

edilmistir.
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Cizelge 4.7. Cesitli tohum uygulamalarinin PST” ye olan etkisi

Tohum Uygulamalan Siire Bulagik Tohum |Etki (%)
(Dakika) (%)
Kontrol (PST) 96.88 -
Streptomisin(50ppm) 10 1.00 9896 b
Streptomisin(100ppm) 5 0.00 100.00 a
Streptomisin(100ppm) 10 0.00 100.00 a
Streptomisin(100ppm) 15 0.00 100.00 a
Streptomisin( 100ppm) 30 0.00 100.00 a
Bakir asetat 3 0.00 100.00 a
8-hydroxyquinoline(%0.5) 3 0.00 100.00 a
8-hydroxyquinoline(%1.0) 3 0.00 100.00 a
55°C Sicak Su 20 1.53 9842 ¢
55°C Sicak Su 30 0.00 100.00 a
50°C Sicak Su 20 11.53 88.09 f
50°C Sicak Su 30 10.00 89.67 e
HC1 (0.6 M) 30 3.85 96.02 d
HCI1 (0.6 M) 60 1.54 9851 ¢
NaOCI (%1) 3 26.15 73.00 j
NaOCI (%t1) 4 23.85 75.38 1
NaOCl (%1) 5 19.23 80.15 g
Bronopol 20.78 78.55 h
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Cizelge 4.8. Cesitli tohum uygulamalarnimin tohum ¢imlenmesine etkisi

Tohum Uygulamalan Siire Petride
(Dakika) |Cimlenme %’si
Kontrol (PST) 92.85
Streptomisin(100ppm) 5 100.00
Streptomisin(100ppm) 10 97.50
Streptomisin(100ppm) 15 95.71
Streptomisin(100ppm) 30 9428
Bakir asetat 3 97.50
8-hydroxyquinoline(%0.5) 3 100.00
8-hydroxyquinoline(%1.0) 3 100.00
55°C Sicak Su 30 94.28
Streptomisin(SOppm) 10 100.00
HC1 (0.6 M) 60 97.14
55°C Sicak Su 20 98.57
HCI (0.6 M) 30 92.85
50°C Sicak Su 30 92.85
50°C Sicak Su 20 95.71
NaOClI (%1) 5 90.00
Bronopol 92.85
NaOClI (%1) 4 95.71
NaOCI (%1) 3 98.58

Uygulamalarin etkinlifi ve ¢imlenme %’leri dikkate alindifinda domatcs
bakteriyel kara leke hastalifina karsi tohum ilaglamas: olarak 8-hydroxyquinoline,
streptomisin (100 ppm) ve bakir asetat Onerile bilinir. Antibiyotiklere kargi
bakteriletin bir siire sonra dayamkhlik kazanabilmeleri goz ontine ahindiginda bakir
asetat ve Bronopol'un diger preparatlara gore ekonomik olmalar nedeniyle éncelik

almasi onerilmektedir.
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Sekil 4.15. Petride gimlenme testinde PST ile infckteli tohumdan gelisen

fidedeki simptom
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4.5.2. Biyolojik Kontrol Cahsmalan
4.5.2.1. Aday Antagonistlerin izolasyonu

Biyolojik kontrol ¢alismalarinda kullanilmak {izere domates iiretiminin
yapildifii yerlerden alinan toprak ve bitki Grneklerinden toplam 538 adet aday
antagonist izole edilmistir. 373 tanesi floresan, 95’1 beyaz,18’i sar1, 7’si turuncu
olmak tizere tdblam 493 adet bakteri, 35 aktinomycetes ve 10 Bacillus

saflagtinlmistir.

4.5.2.2. Aday Antagonistlerin PST’ ye Kargi Antagonistik Etkilerinin

In vitro’da Testlenmesi

Izole cdilen aday antagonist izolatlann PST' ye karst antagonistik
davramiglann ilk elemesi KB besi yerinde yapilmigtir. izolatlar bu besi yerinde ii¢
nokta seklinde 48 saat gelistirildikten sonra PST siispansiyonunun bu ortama
puskirtilmesi sonucu olugan inhibisyon zonlarimin varlifn  saptanmustir.
Sobiczewski (1987)’ nin bildirdifine gore Vidaver ve ark, (1972) kiltiiriin yaginin
biyolojik kontrol ¢aligmalarinda sonucu etkileyebilecegini rapor etmistir. Bu
nedenle antagonistik etkisi testlenen izolatlarin yaginin 48 saatlik olmasina 6zen
gosterilmistir. 538 adet aday antagonistin 137 tanesi in vitro denemelerde 0.2-1.0
cm arasinda degisen inhibisyon zonlan olusturmustur (Sekil 4.16). Testlenen aday
antagonistin antibakteriyel aktivitesine, kullamlan konsantrasyona ve ortamin
sicaklifina bagh olarak patojenin engellenme miktarinin degisebildigi bilinmektedir
(Shirata ve ark, 1983. Sobiczewski, 1987’den). /n vitro gahsmalarinda etkili
bulunan 137 adet izolatin aynt anda saksi ¢aligmalarinda testlenmesinin gok uzun
zaman almast ve zor olmasi nedeni ile 0.2-1.0 cm inhibisyon zonlart olusturan
antagonistler arasindan secim yapilmistir. /n vitro ve in vivo test sonuglar
arasindaki uyumsuzluk olasiliklan da goz oniine alinarak 0.2, 0.3 ve 0.4 cm
inhibisyon zonuna sahip izolatlardan iiger adet, 0.5 cm inhibisyon zonuna sahip
izolatlardan ikiser adet, 0.6 cm inhibisyon zonuna sahip izolatlardan dért adet, 0.7

cm inhibisyon zonuna sahip izolatlardan birer adet ve 1.0 cm inhibisyon zonuna
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sahip izolatlardan ikigcr adet olmak tizerc toplam 18 adet antagonist izolat in vivo
caligmalan igin segilmistir. Bu antagonistierin koloni renkleri ve PST’ ye karg
petride olusturduklan inhibisyon zonlan cm olarak Cizelge 4.9°da verilmistir. Yesil
aksamdaki PST” ye antagonistlerin etkisi belirlenirken Israil’den getirilen fungal ve
bakteriyel hastaliklar tizerine antagonistik etkisi saptanmis olan 3 bakteri ve 3
mayamn {P1(3), P1(4), G2, Mell6, Tal6, 6BA] in vitro deneme sonuglann da bu
cizelgede gosterilmistir,

Aday antagonistlerin PST” ye kars1 etkisinin in vitro' da testlenmesi sirasinda
son derece fazla miktarda zaman, kimyasal kayb géz oniine alindifinda testlerin
daha kisa sirede daha az masraf ile yapiimasi zorunlu olmaktadir. Bu nedenle
antagonist segiminde /in vitro gahsmalan atlayarak direk in vivo ¢alismalara
gecilmesi pek ¢ok kazang saglamaktadir. Aynica bir ¢ok durumda in vitro test
sonuglanyla in vivo testlerden elde edilen sonuglar birbiriyle uyumsuzluk
gostermektedir. /n vitro testleri sonucunda ¢ok etkili bulunan giiglii inhibisyon
zonlan olusturan baz1 izolatlar in vive calismalarinda aym olumiu sonucu
vermedikleri pek cok arastirici tarafindan rapor edilmistir (Colin ve ark., 1987,
Elad, 1990; Chard ve ark., 1992). Bu durumlar goz 6niinc alindifiinda antagonist
segiminde petri denemelerinin pek gok arastirici tarafindan ikinci derecede 6nem
teskil ettigi gorilmektedir (Elad, 1990). Bizim ¢aligmamizda 538 aday antagonistin
in vivo ¢ahsmalarda direk testlenmesinin ¢ok zor olacag dusinildiginden ilk
elemeyi petri testleri ile yaptik. PST’ ye karst antagonistik elemenin yapilabilecegi
Erwinia amylovora’ da oldufu gibi yan in vivo testler (Kerr ve ark, 1990) var
olsaydt yada ¢ok fazla sayida izolat testlenmeyccek olsaydi dirck in vivo
denemelerinin yapilmasi yarar sajilayacakti. Ayrica bu testlerle izolatlan
kargtlagtirma imkam bularak farkli inhibisyon zonu olugturan antagonistlerin segimi

yapilarak in vivo denemelere gegilmistir.
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Sckil 4.16. In vitro petri denemelerinde 4K3g ve MTDI izolatlanimin PST” ye

kargt olusturdugu inhibisyon zonu
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Cizelge 4.9. In vivo galigmalarda kullanilan antagonistlerin koloni renkleri ve

PST’ ye karst petride olugturduklan inhibisyon zonlan

fzolat Adr | Tiir Koloni Rengi | inhibisyon zonu (cm)|
20K5a Bakteri Krem 0.2
4K1a Bakteri Floresan 0.4
4K1f Bakteri Krem 0.6
4K2b Bakteri Krem 0.6
4K2g Bakteri Krem 0.7
4K2h Baktcri Krem 0.4
4K?2j Bakteri Floresan 0.6
4K3g Bakteri Floresan 1.0
4K4a Bakteri Krem 0.3
4K4b Bakteri Krem 0.2
4K4e Bakteri Floresan 0.3
4K4f Bakteri Krem 0.3
4K6h Bakteri Krem 1.0
5K2d Bakteri Floresan 0.2
ASla Bakteri Krem 0.4
MTD1 Bakteri Krem 0.5
Tée Bakteri Krem 0.5
0-10 5¢ Bakteri Krem 0.6
P1(3) * Bakteri Krem 0.5
P1(4) * Bakteri Krem 0.4
G2 * Bakteri Krem 0.5
Mel 16 * Maya Beyaz 04
Tal 6 * Maya Beyaz 0.1
6B* Maya Beyaz 0.3

(*: Israil’den getirilen izolatlar)
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4.5.2.3. Antagonistlerin PST* ye Karst Antagonistik Etkilerinin

In vivo'da Testlenmesi
4.5.2.3.(1). Tohum Kokenli inokuluma Antagonistlerin Etkisi

Cizelge 4.10°da gorildigi gibi hasta tohumdan gelisen fidelerde hasta bitki
orant %10-67 arasinda degismistir. Antagonistler hastalik olusumunu %631-90
diizeyinde engellerken hastalik siddetini % 5-84 diizeyinde engellemislerdir. Bu
sonuglar dogrultusunda hastahik olusumunu ve aymi zamanda hastalik siddetini en
fazla baskilayan 4K2b, 0-10 Sc, 4K2h, 4K1f, MTD1 ve T6e izolatlari en basarili
izolatlar olarak degerlendirilmistir. Antagonistlerin  tohuma kaplama olarak
uygulanmasi antagonistin rizosferde kalici olmasim sagilamaktadir (Weller, 1984,
Rovira ve ark. 1992°den).

Hastalik gelisimi igin yeterli nemin olusturulmasi amaciyla bitkiler nemli
naylon torbalar ile kaplanmislardir. Kotiledon yapraklarda ilk lekeler fide
¢ikisindan 7 giin sonra olmus fakat simptom gelisimi 3. haftanin sonuna kadar
devam etmistir. Bu nedenle son leke sayimi fide ¢ikisimdan 3 hafta sonra (tohum
dikiminden bir ay sonra) yapilmistir (Sckil 4.17). Okon ve ark, (1978) ile McCarter
ve ark, (1983) tohumlardan gelisen fidclerin kotiledonlarinda ve ilk gergek
yapraklarda PST simptomlarimin ortaya ¢ikmast igin yiksek nem amaciyla

bitkilerin nemli naylon torba ile kaplanmasi gerektigini énemle vurgulanslardr.

Sckil 4.17. PST ile bulagik tohumlardan gelisen kontrol fidelerdeki lekeler
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Cizelge 4.10. Aday antagonistlcrin bulagik tohumdan yetigen fidclerde

hasta bitki oram ve hastalik siddeti %’sine etkisi

izolatadi | Hasta Bitki | % Etki | Hastalk Siddeti | % Etki
Oram (%) %’si
Kontrol 97 - 67.67 -
20K5a 67 3la 64.11 5a
4K3g 60 38 b 58.00 14 b
4K2g 57 41 ¢ 55.00 19 ¢
4Kaf 47 52 d 40.78 53 h
4K2j 47 52 d 39.22 51 g
4Kla 40 59 e 35.56 40 d
4K4a 37 62 f 35.56 80
4K6h 33 66 g 35.56 47 f
4K4e 30 69 h 33.22 42 e
5K2d 27 7 33.33 47 f
4K4b 27 72 1 31.78 47 f
ASia 23 76 f 25.89 51 g
4K2b 23 76 ] 24.11 65 j
0-10 5¢ 20 79 k 14.78 62 1
4K2h 10 |90 13.33 84
4KIf 10 90 .11 84
MTD! 10 90 11.11 78 k
Tée 10 90 .11 84
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4.5.2.3.(2).Toprak Kikenli inokuluma Antagonistlerin Etkisi

Cizelge 4.11° de gorildiga gibi hastalik etmenleriyle bulagik topraga ekilen
antagonist uygulamas: gormiis tohumlardan geligen fidelerde hastalikh bitki orani %
0-89 arasinda degismistir. 20K5a, 4K3g ve 4K1a izolatlarinda hastalikh bitki oram
kontrol (PST) uygulamasindan daha fazla ortaya ¢ikarak en etkisiz izolatlar olarak
degerlendiriimislerdir.

Cizelgede gorildigii gibi infekteli toprakta yetisen fidelerde hastalik siddetine
cesitli antagonistlerin etkisi ise % 19-52 arasinda degismistir. Hastalik siddetini %
52 dizeyinde azaltan MTD1 izolau en etkili izolat olarak degerlendirilmistir.
Cizelge incelendiginde kontrol amaciyla PST ile bulasik topraga, hi¢bir antagonist
uygulamas) yapilmayan tohum ekimi yapildifinda hastalik siddeti %’sinin %46.67
oldugu gorilmektedir. Bu deger oldukg¢a dustiktiir. Tohum kékenli inokuluma
antagonistlerin etkisi testlenirken bu deger %67.67 olarak saptanmmgti. Tohumlar
¢imlenme esnasinda infekteli bitki artiklan ile temas ettiginde hastalik yeni fidelere
gegmektedir. Kontrol saksilar dahil dier saksilarda da tohum ¢imlenmesi sirasinda
tohum, hasta bitki artiklariyla temas etmezse fidelerdeki hastalik olusumu ve
siddetinin az olacag disiincesi aklimiza geimektedir.

Bu sonuglara gore sadece MTD1 izolatimin toprak kékenli PST inokulumunu
baski altina almada hem hastalik olusumunu hem de hastalik siddetini azalttifi
goriilmektedir.

Bir gok aragtirmada in vitro test sonuglanyla in vivo testlerden elde edilen
sonuglann birbiriyle uyumsuzluk gosterdigi rapor edilmistir (Colin ve ark., 1987,
Elad, 1990; Chard ve ark., 1992). Bizim ¢alismamizda da benzer bulgular elde
edilmistir. Cizelge 4.9°da goriildidi gibi 4K6h izolat petride 1.0 cm’ lik inhibisyon
zonu ile ¢ok etkili izolatlar arasina girmektedir. Fakat bu izolat Cizelge 4.10° da
goriilecegi gibi PST nin tohum kokenli inokulumunu bask: altina almada hastahk
olusumunu % 33 ve siddetini % 47, Cizelge 4.11° de goriilecegi gibi toprak kokenli
inokulumunu baski altina almada hastalik olusumunu % 53 ve siddetini % 19

dizeyinde engelleyerek basansiz izolatlar arasinda yer almistir. Bityitk olasilikla bu
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izolat petride Grettigi antibiyotikle PST’nin gelismesini engellerken saksida ve yesil

aksamda aym iretimi yapamamigtir. Bu izolat antibiyotik iretimi igin gerekli

besinleri petride bulurken toprakta aym besinleri bulamamig olabilir. Yada

antagonistin {irettii antibiyotik topragin kimyasal ortaminda etkisini yitirmis
olabilir (Bora ve Ozaktan, 1998).

Cizelge 4.11. Cesitli antagonistlerin infekteli toprakta yetigsen fidelerde hasta

bitki orant ve hastalik siddeti %’sine etkisi

izolat Adi | Hasta Bitki % Etki Hastahk Siddeti % Etki
Oram (%) %’si
Kontrol 63 - 1.40 -
20K5a 73 -16a 1.14 19a
4K3g 67 6 b 1.05 25 ¢
4Kla 67 -6 b 1.00 29 d
4K2g 63 0 ¢ 1.06 24 b
4K6h 53 16 d 1.13 19a
4KAf 50 21 e 1.00 29 d
4K2j 50 2l e 1.00 29 d
4K4e 50 21 e 1.00 29 d
4K4a 50 21 ¢ 1.00 29 d
4K4b 43 32 f 1.00 29 d
5K2d 33 48 g 1.00 29 d
4K2b 27 57 h 1.00 29 d
ASla 23 63 1 1.00 29 d
0-10 5¢ 20 68 j 1.00 29 d
4K2h 17 73 1.00 29 d
4K1f 10 84 1.00 29 d
Tée 10 84 1.00 29 d
MTD1 7 89 0.67 52 e
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4.5.2.3.(3). Yesil Aksamdaki inokuluma Antagonistlerin Etkisi

PSTnin domates bitkilerinde simptom olusturan en disik inokulum
yogunlugu, 8X107 hiicre/ml (A660:0.06) olarak hazirlanan siispansiyonunun
1/100.000 oraninda seyreltilmesi (8X102 hiicre/ml) sonucu elde edilmistir. iklim
odast kosullarinda bir haftalik inkiibasyon sonunda bitkide olusan ortalama lcke

say1si Cizelge 4.12°de ve yapraktaki lekeler sckil 4.18de verilmis tir.

Cizelge 4.12. Farkhi PST yogunluklarimin domates yapraklarinda

olusturduklar ortalama lezyon sayilan

inokulum Yogunlugu Bitkideki Ortalama Lezyon Sayisi

8X107 Cok yogun sayilamadi
8X106 Cok yogun sayilamadi
8X105 250
8X104 146
8X103 89
8X102 60
8X10! 18
8 0

Sekil 4.18. A3f izolatimin domates yapraginda olusturdugu Ickeler
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Cizelge 4.13. Yesil aksama inokule edilen PST’nin hastalik olugturmasi

lizerine antagonistlerin etkisi

izolat Ady Lezyon Sayisi % Etki
Ortalamasi

Kontrol (PST) 59.67

Tée 57.00 447 a

20K5a 50.67 15.09b

4K la 43.67 26.82 ¢

6BA 33.53 43.80 d

4K2j 32.33 4580 e

Tal 6 2143 64.08 f

5K2d 18.00 6983 g

Mel 16 15.53 73.97

4K4a 14.67 75.42

ASla 14.33 75.98

4K2b 12.67 78.77

4K6h 12.57 78.93

P1(3) 5.00 91.62

G2 333 94.41 m

4K4e 3.17 94.64 m

4K3g 2.33 96.09 n

4K2h 2.33 96.09 n

Pi(4) 1.67 97.21

0-10 5¢ 1.00 98.32

4K4b 0.67 98.88

MTDI 0.33 99.44 s

4K1f 0.00 100.00 t
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Son yillarda kimyasallara kargt olusan dayanikhlik sorunu ve biyolojik
tarnmin 6nem kazanmasi IPM programlan igerisine biyolojik kontrolii alma
zorunlugunu ortaya ¢ikarmigtir. Bu hedef dogrultusunda yesil aksamdaki PST
inokulumunun bask: altina alinmast amactyla yapilan g¢aligmada antagonist
izolatlarin etkisi %4.47-100 arasinda degismistir (Cizelge 4.13). %64’den fazla
etkiye sahip bulunan izolatlar etkili antagonist olarak degerlendirilmigtir. Calisma
sonunda 17 antagonist etkili olarak saptanmigtir. 10 izolat %90’in tizerinde etki
olustururken 1 izolat ise % 100 etkili bulunmustur. %100’likk etkiye sahip olan
4K 1f izolati en basarili antagonist olarak belirlenmistir.

Yapilan denemelerde in vitro test sonuglartyla in vivo testlerden elde edilen
sonuglann birbiriyle uyumsuzluk gosterdiginden daha 6nce de bahsedilmigti. Her
zaman petride etkili olup saksi ¢alismalarinda etkisiz olma uyumsuzlugu goritllmez.
Tal 6 izolatinda saptandifin gibi tam tersi sonuglar da elde etmek miimkiindur.
Cizelge 4.9°da goriildiigi gibi Tal 6 izolat1 petride 0.1 cm’lik inhibisyon zonu ile
etkisi ¢ok zayif bir izolat olarak goriillmektedir. israil’den getirilen fungal ve
bakteriyel hastaliklar iizerine antagonistik etkisinin oldugiu bilinen bu izolat ile yesil
aksam g¢aligmalarinda kullamldifinda olumlu sonuglar clde cdilmistir. Bu izolat
yesil aksamdaki PST inokulumunu % 64.08 diizeyinde engellemeyi basarmistir
(Cizelge 4.13). Petri kosullaninda patojen iirettigi metabolitlerle antagonistin
gelisimini engellemis fakat in vivo kosullarda bu durum olmadifindan Tal 6 yesil
aksamda patojeni bask: altina almada basarihi olmus olabilir (Bora ve Ozaktan,
1998). Ayrica potansiyel antagonistler besi yerindeki gok fazla besin ile yetinerek
patojen ile rekabete girmeyebilir ve antagonistik etkisi maskelenebilir (Elad, 1990).

Cizelge 4.10° da goriillecegi gibi 4K2b, 0-10 Sc, 4K2h, 4K1f, MTDI ve Tée
izolatlari tohum kokenli PST inokulumunu baski altina almada hastalik olugumu ve
hastalik siddetini azaltmay:1 basaran antagonistler olarak saptanmiglardir. Cizelge
4.13 incelendiginde T6e hari¢ diger 5 izolat aym zamanda yesil aksamdaki PST
inokulumunu baski altina almada yine etkili olmuglardir. Bu ¢aligmada Tée isimli
izolat % 4.47’lik etkiyle en etkisiz izolat olarak tespit edilirken tohum kokenli

inokulumu baski altina almada aym izolat % 84’ lik etkiyle en etkili izolatlar
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arastna girmistir (Cizelge 4.10). Bitki yiizeyi genellikle bir antagonist i¢in uygun
olmayan bir yasam yeridir. Antagonist ¢evre kosullarindan (yaprak eksudatlan, pH,
sicaklik ve nem diizensizlikleri, osmotik basing, atmosferik gazlar, 151k, radyasyon,
riizgar, hava kirliligi, gitbreleme), kiiltirel pratiklerden ve kimyasal preparatlardan
kolaylikla etkilenebilir. Bu nedenlerden dolayr T6e izolati toprakta iyi bir sekilde
kolonize olurken yesil aksamda gogalip patojeni baskt altina alamamus olabilir
disiincesi aklimza gelmektedir. Genellikle yesil aksam bitki hastaliklarimin
biyolojik kontrolii ile ilgili calismalar toprak kokenli patojenlerin biyolojik kontrolii
ile karsilastinldifiinda oldukga azdir.

PST’ ye karsi ¢esitli mikroorganizmalanin antagonistik etkileri testlenirken
antagonistler yesil aksamda testlenmelidir. Ciinkii yapraktaki lekeler sayilarak
sonucglar daha gorsel olarak gorilmekte, simptom ¢ikisi igin g¢esitli iklim
kosullarmin aym anda olugmasina ihtiyag duyulmamaktadir. Bundan 6te PST bir
yesil aksam patojenidir ve esas zararimi burada olusturur. Sadece tohuma veya
topraga antagonist uygulamasi yapmak kontrolde yeterli olmamaktadir. Antagonist
toprak ve tohum kokenli inokulumu baskilarken yesil aksama uygulandiinda da
etkili sonuglar olusturmahidir. Wilson ve ark, (1996) da bizim bu disiincelerimizi
destekler bulgular elde etmiglerdir. Bu arastiricilar PST’ nin biyolojik kontroliinde
yesil aksama bakira dayamiklt antagonistleri piiskiirtmiisler ve bunun yaninda
tohuma ve topraga da dayamiklilifi tesvik eden rizobakterileri uyguladiklarinda
basarih sonuglar elde ettiklerini bildirmislerdir.

fyi bir antagonist, gevre kosullarina kolayca adapte olabilmeli, diger
mikroorganizmalar ile uyum sagflamali, bitki yiizeyinde aktif duruma gelmel,
patojene kargi savasabilmeli ve fungisitlerden etkilenmeyerck yasamim devam
ettirebilmelidir. 4K 1f izolatinin yesil aksamda basaril sekilde kolonize oldufiunu ve
patojen ile savasip etkin bir miicadele verdigini ¢aligmamizda gérmekteyiz. Yesil
aksamdaki patojene karst bir antagonistin bakirli bir preparat kadar iyi bir etki
gostermesi  beklenemez. Genellikle ilk antagonist uygulamasinda etki, bakirh
ilaglarla karsilagtinldiinda gok fazla olmayabilir ancak bunu takip eden antagonist

puskiirtmelerinde etkinin attif1i belirlenmistir (Elad, 1990). Antagonist bakirls
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preparatlardan etkilenmiyorsa dondgimlid  kullammi  kimyasal kullanimim
azaltacak, artik sorununa bir dlgiide ¢oziim getirecektir. Bu ¢alismada etkili olarak
saptanan antagonistlerin sera kosullarinda yesil aksamdaki populasyon
dalgalanmalan goézlenerek, bitki yiizeyindeki yasama adaptasyonlan saptanmahdir.
Etkili izolatin tamsimin yapilmasi, yesil aksamda kullanilan preparatlarla (fungisit
ve insektisitler) etkilesimi ve serada yesil aksamdaki kolonizasyonu gelecekteki
calisma konmlanmiz arasinda yer alacaktir. PST’ nin biyolojik kontrold ile ilgili
caligmalarimzin yeni olmasina ragmen basanlt bulgulanmizin olmasi umut
vericidir.

Yesil aksam bitki hastaliklarinin miicadelesinde ucuz ve etkili fungusitlerin
varligt ve bunlann yesil aksama kolayca uygulanabilirligi bu konudaki ¢aligmalarin
az olmasina neden olmustur. (Elad, 1990). Ancak tanm ilaglarinin topraga ve suya
diger bir ifade ile ¢evreye verdigii zararin artik daha iyi anlasilmasi, ilaglara karsi
patojenlerin  dayamkhiik olusturmalan, kullanmlan kimyasallann ekonomik
durumlan ve dogal dengeye olan olumsuz etkisi g6z oniine alindifinda kimyasal
savagima alternatif yontemlerden biri olan biyolojik kontroliin 6nemi daha iyi
ortaya ¢itkmaktadir. Diinyada pek ¢ok aragtirma merkezi ve ¢zel sektor biyolojik
kontrol ajanlannin topraga, tohuma ve yapraja uygulanmasi gibi konulara
yonelerek biitgelerinden milyonlarca dolar bu amag igin harcamaktadir (Tjamos,

1995)
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4.5.3. Solarizasyon Cahsmalar

4.5.3.1. Toprak Solarizasyonunun Hastahk Gelisimi Uzerine Etkisi

C.U. Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bolimii Arastirma ve Uygulama
Parselinde yapilan toprak solarizasyonu boyunca dijital elektronik toprak
termometreleri ile solarize edilen ve kontrol parselin 5, 10, 15, 30 ve 40 cm

derinlifinde olgtlen toprak sicakhklan gizelge 4.14° de verilmistir.

Cizelge 4.14. Solarize edilen ve kontrol parselierinin farkl derinliklerdeki

toprak sicakliklan (°C)

Solarizasyon Kontrol Fark
Derinlik |[Max Min Ort {Max Min Ort Max Min Ort
5cm 51.6 40.1 445 417 367 367 1|99 94 7.8
10cm (513 362 412 |372 321 346 [14.10 4.1 6.6
15cm 405 33.1 381 |356 304 324 49 27 5.7
30cm 367 300 346 (335 292 309 {32 08 3.7
40 cm 36.0 294 338 |31.0 270 299 |50 24 39

Cizelge 4.14’den de gorilldagia gibi 5 cm toprak derinlifinde maksimum
sicaklik 51.6 °C’ ye yiikselmis ve konrol parselde ise 41.7 °C’ de kalmig ve aradaki
fark 9.9°C olmustur. Solarize edilen ve kontrol parseller arasinda 5-40 cm toprak
derinligindeki maksimum sicaklik farklan 14.1-3.2 °C, minumun sicaklik farklan
9.4-0.8 °C ve ortalama sicaklik farklari ise 7.8-3.7 °C arasinda degismigtir. Toprak
solarizasyonu sonucu olusan sicakliklar genellikle toprak tipi, mevsim ve toprak
derinligine bagh olarak artma gostermektedir (Dogian, 1995). Buna kargin genellikle
solarizasyon esnasinda 35-60°C toprak sicakligina ulagilabilmektedir. Bu sicaklik
smirlan igerisinde 4-8 haftalik solarizasyonla topraktaki patojenler zayiflatilarak
diger uygulamalara duyarh hale getirilebilir (Katan 1980, Stapleton ve De Vay,
1986. Dogan, 1995° den). Pek ¢ok mikroorganizma 50 °C ilzerindeki sicakliklarda

birkag saatte canlihgini kaybeder. Ayrica 37-50 °C arasinda ise 6lim yada zayiflama
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2-5 hafta igerisinde goriilmektedir (Stapleton ve De Vay, 1986). Bu oldiriici
sicakhklar ve siiresi organizmalara gére degismesine karsin, genellikle 45°C
tizerindeki sicakliklarda LD 90 degerine kisa bir siirede ulagilir (Stapleton ve De
Vay, 1991. Dogan, 1995’ den). Nemli kosullarda 35°C ‘de PST populasyonunun
azalmaya basladifn 48 °C ‘de tamamen 6limiin oldugu Devash ve ark, (1980)
tarafindan rapor edilmistir. Bizim gahgmamizda solarize edilen parselde 30 cm
toprak derinligi dahil maksimum sicaklik olarak 37 °C ‘ye ulagilmistir. 51 °C ve
tzerindeki toprak sicakhifina ise 5 ve 10 cm toprak derinliginde ulasilmistir. Bu
sicakhik verilerine gore 15-30 cm toprak derinliklerinde patojen populasyonu
azalmaya baglamakta 5-10cm toprak derinliklerinde etmen yok olmaktadir.

1994 yihinda 6n galigma olarak uygulanan ilk solarizasyon denemesinde alan
12 egit pargaya boliinerek yarisi solarize edilmis ve diger yarisi kontrol parsel olarak
birakiimistir. Bu parsellere Subat ayinda temiz tohum ekimi yapilarak hastalikli bitki
orani (%) ve hastalik siddeti saptanmugtir. Cizelge 4. 15 incelendiginde 0-3 skalasina
gore hastalik indeksi ve hastalik siddeti %’si hesaplandiginda kontrol parselde bu
oran %69.28 iken solarize edilen parselde %68.28 olarak saptanmistir.
Solarizasyonun hastalik siddetini %1.44 oraminda azalttifn belirlenmistir. Kontrol
parseldeki bitkilerin yaklagik % 24° ( hastalanirken solarize edilen parselde ise bu
oran % 8 olarak saptanmistir. Abbott formiiline gére solarizasyon uygulamas

hastalik olugumunu % 66 oraninda engellemistir.
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Cizelge 4.15. 1994 yilinda yapilan 6n ¢alismada hastalik geligimi

tizerine solarizasyonun etkisi

Uygulama Hasta Bitki/  Hasta bitki Hastahk
Toplam Bitki Oram (%) Siddeti %’si

Kontrol 1 32/69 46.38 80.33
Kontrol 2 14/75 18.67 45.33
Kontrol 3 10/67 14,93 60.00
Kontrol 4 13/83 15.66 71.67
Kontrol 5 10/78 12.82 86.67
Kontrol 6 26/74 35.14 71.67
Ortalama 23.93 69.28
Solarizasyon 1 3/81 3.70 55.67
Solarizasyon 2 3/76 395 89.00
Solarizasyon 3 8/84 9.52 87.67
Solarizasyon 4 7/86 8.14 47.67
Solarizasyon 5 979 11.39 66.67
Solarizasyon 6 9/77 11.69 63.00
“Ortalama 8.07 68.28
% Etki 66.27 1.44

Daha sonraki yillarda solarizasyon solarize edilen plastik sera toprag (Sekil
4.19) Eylil ayinda solarizasyon uygulamasi bittikten sonra Subat ayi ortalanna kadar
bos birakilmistir. Subat ayinda solarize edilen ve kontrol parselin tam ortastndaki
Im eninde 18 m boyundaki alana domates tohumlan ekilmigtir. Yaklagik bir ay
sonra ¢imlenen tohumlarin kotiledon yapraklari incelenerek hastahik varlifi
gozlenmigtir (Sekil 4.20). 1995 vel996 yaz aylarinda yapilan solarizasyon
uygulamasimin hastahk tzerine olan etkisi gizelge 4.16°da verilmigtir. 1995 yilinda
yapilan solarizasyon uygulamas: hastalikh bitki %’sini 79, hastalik siddetini % 20
diizeyinde azaltmustir.1996 yilinda ise hastalikl bitki %’sini 75 ve hastahk siddeti

81



4, BULGULAR ve TARTISMA Yesim AYSAN

% 25 azaltmigtir. 1997 yazinda solarize edilen parsellere bir sonraki yilin Subat
ayinda tohum ekimi yapildifinda kontrol ve solarize edilen parsellerin hig birisinde

hastalik simptomlarina rastlanilmadigindan degerlendirme yapilamanustir,

Cizelge 4.16. Plastik serada yapilan toprak solarizasyonunun hastalik geligimi

iizerine etkisi

Yil Uygulama  Hasta Bitki/  Hasta Bitki Hastalik
Toplam Bitki Oram (%)  Siddeti %’si

1995 Kontrol 116/1084 10.70 66.66
Solarizasyon 21/929 2.26 53.33
%kitki 78.87 19.99
1996 Kontrol 102/825 12.00 75.66
Solarizasyon 20/758 3.00 56.66
%Etki 75.00 25.11

Iki yillik veriler degerlendirildiginde solarizasyon hastalik olusumunu yaklagik
% 77, hastalik siddetini % 22.5 diizeyinde azaltarak toprak kokenli inokulumu baski
altina almada etkili bir uygulama olarak degerlendirilmistir. Erkili¢ ve ark (1994)
isitmah plastik serada @retici kogullarinda yaptiklan denemelerinde solarizasyonun
PST’nin geligimini % 43 oraninda azalttiim ve bu hastahifin kontroliinde giftgilere
onerilebilecck bir uygulama oldugunu bildirmislerdir. Bu arastiricilar hastalik
degerlendirmesini hasata yakin gelismis bitkiler iizerinde olusan simptomlann
saytmi ile yapmiglardir. Bizim galismamizda denemeyi yaptigimiz alanin gok sayida
bitki geligimi i¢gin yeterli olmamasindan dolay: degerlendirme tohumdan geligen fide
kotiledon yapraklarindaki simptomlarin sayimt ile yaptimigtir. Deneme alanina fazla
sayida tohum ekebilme sansi solarizasyonun etkisini degerlendirmede bize kolayhik

ve sonucun dogrulugunda eminlik saglamigtir.
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yapraklarda olusan Ickeler
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4.5.3.2. Toprakta infekteli Bitki Artiklarindaki Patojen Canhhifiy Uzerine

Solarizasyonunun Etkisi

1995 yilinda solarizasyon dncesi 8.0x105, 1996 yilinda 8.6x107, 1997° d¢ ise
3.0x106 hiicre/g bitki artig1 yogunlugu ile bulastinilan sera topragindan solarizasyon
sonrast yapilan izolasyonlarda topraktaki bitki artiklarinda PST’ye rastlaniimamstir.

1995 yilinda 5.6x106 hiicre/g bitki artigi yogunlugu ile bulastinlan sera
topraindan solarizasyon sonrast 1 gram bitki arhiginda 2.9x104 PST hiicresinin
bulundugtu saptanmistir. izole edilen floresan bakterilerin rifampicin igeren ortamda
gelismeleri, totinde HR pozitif reaksiyon vermeleri bunlarin PST oldugunu
kamtlamistir. Bu bulgu cam serada solarizasyonun etkisiz oldugunu gostermektedir.
Yaz boyunca cam seraya giines isiklan kirilarak girmekte ve sera igerisinde
golgelenme olugmaktadir. Seranin iist camlarim agma olanagimizin olmamasi
sonucu sera igindeki sicakhik ne kadar yikselse de toprak yeterli diizeyde
isinamamistir. Bu nedenlerden dolay: israil kosullarinda bile pek ¢ok cam serada
solarizasyon basarisiz olmaktadir (Kritzman, 1997, sozlii bildiri).

Cizelge 4.16 dan anlagildign gibi 1995 ve 1996 yillarinda solarize edilen
parsellerdec  de  hastalik  ¢ikistinin - olmasi  toprakta  inokulumun  varlifin
kanitlamaktadir. Topraktaki patojen yogunlugu az oldugunda klasik petri
teknikleriyle bunlart saptamak zor olmaktadir. 2 ay sonra higbir uygulamanin
yapilmadig kontrol parselde ise 1 gram bitki artigindan 1995°de 3.0x104 ve 1996’
da ise 7.0x105 PST hiicresi izole edilmistic. 1997 yilinda 2 ay sonra kontrol
perselden yapilan izolasyonda da PST’ ye rastlamlmamigtir. Bu sire iginde
sicakliktan dolay1 etmenin toprakta yasamim siirdiiremedigi diisintilmektedir.

Ayrica 100 ppm rifampicine dayamkli PST izolat: ile inokule edilen domates
bitki pargalart naylon kadin gorabi igerisinde, solarizasyon dncesi, topragin 0, §, 15,
30 ve 40 cm derinligine gomilmiistiir. Solarizasyon éncesi naylon kadin corabi
igerisindeki bitki pargalarindan yapilan izolasyonda 1 gram bitki par¢asinin 4.5x107
PST hiicresi ile inokule edildii saptanmustir. Solarizasyon sonrasi topragin farkh

derinliklerinden gikarilan bitki pargalan igeren naylon kadin gorabindan yapilan
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izolasyonlarda antibiyotik igeren ortamda PST’ ye rastlanilmamigtir. Ancak solarize
edilen parselin farkli derinliklerinden ¢ikarilan bitki artiklanndan antibiyotik
icermeyen KB ortamina yapilan izolasyonda besi yerinde yogun gelisen floresan
bakteriler petriden yikanarak santrifiij edilmis, pelet tekrar siispanse edildikten sonra
titinde HR ve domateste patojenite testleri gergeklestirilmistir. Bu yontemle
solarize edilen parselin 40 cm derinliginde PST’nin varh@ kamtlanmigtir. Kontrol
parselde isc 5 cm toprak derinligi hari¢ diger tim derinliklerden PST izole
edilcbilmistir. Patojenin populasyonu belirlencmemis fakat solarize edilen parselin
40 cm, kontrol parselin 10, 15, 30 ve 40 cm derinliginde varlii saptanmgtir,

Bu galigmanin diginda, 7 cm boyundaki cam kavanozlannin igine YDCA
ortamt lizerinde 100 ppm rifampicine dayamkli PST izolati gelistirilcrek
solarizasyon 6ncesi, uygulama yapilacak ve kontrol olarak birakilacak parselin 5, 15,
30 ve 40 cm derinliklerine gomiilmugtiir. Solarizasyon uygulamas: bittikten sonra
PST'nin 30 ve 40 cm derinliginde canh kaldifn saptanmistir. Konrtol parsclde ise
S5cm toprak derinligi harig digier derinliklerden izole edilebilmistir. Tam, titiinde
HR, domateste patojenite testleri ile desteklenmistir. Cam kavanozlarin
kalinhfindan dolayr sicaklik yetcrince igeri girip patojeni oldiremediginden
uygulama yapilan parselin yalmz 30 ve 40 cm derinliginde etmen canl oldugu
saptanmustir.

Bu bulgulara gore higbir uygulamanin yapiimadifii kosullarda yazin artan
toprak sicakliindan dolayr etmen 5 cm derinlikte yasamimi siirdirememektedir.
Solarizasyon uygulamasi termal 6liim sicakhifs 48 °C olan PST’ ye 30 cm toprak

derinligine kadar etki gostererek etmenin canli kalmasini engellenmektedir,

4.5.3.3. Solarizasyonunun Topraktaki Toplam Mikroorganizma

Populasyonu Uzerine Etkisi

Solarizasyonun topraktaki toplam bakteri populasyon yogunluguna etkisini
belirlemeck amaciyla yapilan toprak izolasyonlarinda solarizasyon dncesi 1995, 1996
ve 1997 yillaninda sirasiyla 6.0X107, 1.1X106 ve 5.6X107 hiicre/g toprak

mikroorganizma populasyonu saptanmigtir.  Solarizasyon sonrast  toplam
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mikroorganizma populasyonu bu yillarda sirastyla 2.0X108, 4,0X105, ve 3.6X107
hiicre/g toprak olarak bulunmus ve solarizasyonun toplam bakteri populasyonu

tizerine olumsuz bir etkisinin olmadif saptanmistir (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. Topraktaki toplam bakteri populasyonu iizerine

solarizasyonun etkisi

Yil Solarizasyon Oncesi  Solarizasyon Sonras:
(hiicre/g toprak) (hiicre/g toprak)

1995 6.0X107 2.0X108

1996 1.1X106 4.0X103

1997 5.6X107 3.6X107

Toprak solarizasyonunun topraktaki bakteri ve floresan Pseudomonaslarin
populasyonunu azalttifi bazi ¢aligmalarda bildirilmigtir ( Yicel, 1987; Dogan, 1995).
Fakat solarizasyondan 1 ay sonra floresan Pseudomonaslarin ve diger bakterilerin
toprag tekrar kolonize ederek populasyonlanim artirdifn Dogan (1995) tarafindan
rapor edilmigtir. Stapleton ve De Vay (1986) solarizasyonun topraktaki
Agrobacterium, floresan Pseudomonas, pektolitik Pseudomonas ve bazt gram pozitif
bakterilerin populasyonlarinda yaklagik % 69-98 oraninda azahsa neden oldugiunu
saptamiglardir. Ancak uygulamadan 3-6 ay sonra floresan Pseudomonaslarin tekrar
topragn kolonize ettifini bildirmislerdir. Solarizasyon uygulamasi sonucu toprakta
Aktinomiset, sicaft seven fungus ve bakterilerin populasyonunda artisin oldugu
bilinmektedir (Stapleton ve De Vay 1982, Yicel, 1987). Bizim ¢aligmamizda
floresan ve diger tiim bakteriler beraber sayilmugtir. Solarizasyon uygulamast sonucu
sicafa duyarli bakteri populasyonu azalirken, sicafi seven bakterilerin artig

gostermesi sonucu toplam populasyonda fazla bir degisim olmamas olabilir.
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4.5.3.4. Toprak Solarizasyonunun Verime Etkisi

Cizelge 4.18’ de goruldugii gibi 1995, 1996 ve 1997 yillarinda meyve verimi
sirasiyla %9, 12 ve 6 oraninda artmistir. 3 yillik veriler degerlendirildiinde

solarizasyon meyve verimini % 9 artirdiii saptanmigtir.

Cizelge 4.18. Verim Uzerine solarizasyonun ctkisi

Yil Solarizasyon Kontrol %
(kg/da) (kg/da) Etki
1995 61 56 9
1996 84 75 12
1997 51 48 6

Verimde ortaya gikan bu artigin solarizasyondan dolay: oldugiu gorilmektedir.
Aysan ve ark. (1995)’ nin bildirdigine gore solarizasyon meyve verimini %47
oramnda artirmigtir. Bu verim artisi  solarizasyon sonucu toprak yapisinin
lyilestiriimesi ve hastalik azaligina baghdir. Bizim g¢ahismamizda plastik seraya
meyve tretimi igin fide dikimi yapildiginda solarizasyon parselinde bitkilcr tizctinde
hastalik olusmazken sadece 1995 yilinda kontrol parseldeki bitkilerin % 4’ @
hastalanmigtir. Verimde ortaya gikan bu artigin hastalik azalisindan degil toprak
yapisinin iyilesmesinden yani bitki besin maddelerindeki artistan kaynaklandif
distinilmektedir. Solarizasyonun meyve verimini artirdifi pek ¢ok galismada da
rapor edilmigtir (Stapleton ve ark. 1991; Erkilig ve ark., 1994, Aysan ve ark., 1995)

Mevcut tarim alanlarimizin yogun olarak kullanimi sonucu toprak kokenli
patojenlerden dolayr driinde verim azahslan ortaya c¢ikmaktadir. Toprak
patojenlerine karg1 fungisitler etkisizdir ve fungisitlere karg: patojenlerin dayamklihk
probleminden dolay: ilk akla gelen yontem toprak fiimigasyonudur. Bu uygulamanin
pahali ve toksik olmasi, ozon tabakasina verdii zarar ve hatta 2000 yilindan sonra
kullanimina simirlama  getirilecegi  diginildiginde fumigasyona alternatif

yontemlerin arastinlmasi zorunlu olmaktadir. Kimyasal kontrole alternatif olarak
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toprak yonetimi (Orin rotasyonu, topraga organik madde ckleme ve fiziksel
uygulamalar), biyolojik savas ve toprak solarizasyonun birlikte kullammi toprak
kokenli patojenlerin kontroliinde dnerilmektedir (Tjamos, 1995). Ucuz, uygulamasi
kolay ve ¢evreye dost olan solarizasyon uygulamasina ¢evre kogullan (hava
sicakhigi, giin uzunlugu vb) ve kullanilan naylonun kalinlifn son derece etkilidir.
Ayrnica topraga eklenen organik maddeler ve biyokontrol organizmalan toprak
kokenli hastaliklart baski altina almada basariy: artirics kriterlerdir (DeVay, 1997).
Toprak solarizasyonu igin uygun iklim kogullarina sahip bolgemizde agikta ve ortii
altinda sebze, ¢ilek ve fidancilik alanlarindaki toprak kékenli fungal ve bakteriyel
patojenlere karst solarizasyonun 1985°den beri kullamldigi bilinmektedir (Cinar,
1983, Cinar ve Bigici, 1985, Erkili¢ ve ark, 1994). Bu ¢alismada denencn toprak
solarizasyonu yontemi PST’ nin toprak kékenli inokulumunu baski altina alarak
hastalik olusumunu % 77 engellemis ve basarili bir uygulama olarak saptanmigtir.
Hastallkk olugumu direk tohumlardan gelisen fideler tzerinde testlendiginden
solarizasyonun fide topraginda kullamm onerilebilinir. Ozellikle fideliklerdeki ilk
bulagmalann inokulum kaynag: olarak 6nemli olmasindan dolay1 burada yapilacak
uygulamalar hastahifin yayilmasimt onleyecektir. Erkihg ve ark. (1994)
solarizasyonun plastik serada hastahk ¢ikiggmt % 43 diizeyinde azalttigim
bildirmiglerdir. Son yillarda diinyada yapilan g¢alismalar toprak solarizasyonu ile
farkli kontrol yontemlerinin birlikte kullammina dogru yodnelmektedir. Diger bir
deyigle hedef entegre kontrol igerisine toprak solarizasyonunu almaktir. Kimyasal
kullanimim yapilan bu doktora galigmasi gergevesinde PST’nin entegre kontroliinde

solarizasyonun kullanilabilirligi gosterilmistir.

88



5.SONUCLAR ve ONERILER Yesim AYSAN

5. SONUCLAR ve ONERILER

Domates bakteriyel kara leke hastalifi etmeninin (Pseudomonas syringae pv.
tomato) tamm, irklanimin tespiti, domates tohumlarinda saptanmasi ve kimyasal
savasima alternatif yontemlerin arastirilmast hedeflenen bu doktora ¢alismasinda
elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

1. Ortti altinda ve agikta domates {iretiminin yapildifn Adana, Igel, Hatay,
Antalya ve Konya illerinden tipik hastalik simptomu gosteren bitkilerinden yapilan
izolasyonlarda Pseudomonas syringae pv. tomato izole edilmisgtir.

2. Elde edilen bakteri izolatlaninin tanisi fizyolojik, biyokimyasal ve domateste
patojenite testlerinin yaninda ELISA ve PCR testleri ile yamlmistir. Serolojik ve
‘molekiiler yontemlerin laboratuvanmizca tamda rutin kullanithr hale gelmesi,
gelecekte  yapilacak gahgmalanmiza basamak olusturmasi  agisindan  dnem
tagimaktadir.

3. Ulkemizin gesitli yorelerinden izole edilen 21 PST izolatimin 5 tanesi Irk 0,
16 tanesi Irk 1 olarak tanilanmistir. Bu galigma ile Irk 1’in tilkemize giris yaptifi ve
yayildiga saptanmigtir. Bu wrk sayesinde Ontario 7710 ¢esidinin dayantkhilifimn
kinldiy goriilmiis ve Pro geni ile saglanan kontrol kisa strmiisttir. Islahgilarin bu
irklara karg1, verimi ve kalitesi iyi olan domates cesitlerine major dayamkh genlerin
tek bagina veya mindr dayamkli genler ile kombinasyon halinde yeni genler
eklemeleri yararh olacaktir.

4. Cukurova bolgesi kosullarinda PST yaz ve kig aylan boyunca topraktaki
infekteli bitki kalintilarinda yagamim siirdiirerek bir sonraki vejetasyon déneminde
yeni fideleri infekte etme yetenegin sahiptir. Etmen bir yil boyunca tohum iizerinde
canli kalmig fakat toprakta yasamim siirdiirememistir. Bu yasam dongiisiinin
belirlenmesi hastaliiin kontroliinde bize yardim edecektir.

5. Cesitli antibiyotiklerle zenginlestirilmis yari segici besi yerine ekim, IFAS,
domateste patojenitc ve bu tohumlardan gelisen fidelerin simtomolojik olarak
incelenmesi temcline dayanan testlerin kombinasyonu ile tilkemizde kullanilan 47
farkh tohum ¢esidi incelendiginde bir tohum dmeginde PST saptanmigtir. PST’ nin

tohumla yeni alanlara taginabildigi bir kez daha vurgulanmig ve ayrica bu yontemin

tohumdaki 2.0x103 PST hiicresini tespit edebilecek duyarljlikta oldugu saptanmistir.
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Daha dugik bakteri inokulumunu saptayabilecek, daha basit ve ucuz yontemler her
zaman arastirlmaya devam edilmelidir.

6. Domates tohumlarindaki PST’yi elemine edebilmek amaciyla yapilan gegitli
tohum uygulamalan %73-100 arasinda etkili olmugtur. Uygulamalann etkinligi ve
¢imlenme %’leri dikkate alindiinda Domates Bakteriyel Kara Leke Hastalifiina
kargt tohum ilaglamast olarak 8-hydroxyquinoline, streptomicin (100 ppm), ve bakir
asetat onecrilebilinir. Antibiyotiklere karsi bakterilerin bir siire sonra dayamiklihik
kazanabilmeleri goz oniine alindiginda bakir asetat ve Bronopol'un onerilen diger
preparatlara gore ckonomik olmalan nedeniyle 6ncelik almasi 6nerilmektedir.

7. Biyolojik kontrol ¢alismalaninda PST ’ye karg1 538 adet aday antagonistin
137 tanesi 0.2 ile 1.0 cm arasinda inhibisyon zonu olusturmustur. Fakat bunlarnn
testlenmesi esnasinda son derece fazla miktarda zaman ve kimyasal kayb1 goz 6niine
alindifinda antagonist se¢iminde petri testleri yerine direk in vivo galigmalarla ctkili
antagonistlerin tespit edilmesi onerilmistir. Bunlar arasinda segilen 18 antagonist ile
in vivo galismalar yapilmigtir. 4K1f ve MTDI izolatlan toprak, tohum kékenli ve
yesil aksamdaki inokulumu bask: altina almada etkili izolatlar olarak belirlenmistir.
Bu 2 izolatin ve israil’ den getirilen antagonistlerin (3 bakteri ve 3 maya) PST’ ye
etkisi dogal kosullar altinda steril olmayan sera ve tarla topraginda denenmesi
onerilmektedir. Hatta antagonistler ile toprak solarizasyonu birlikte uygulanarak
hastalija etkisi denenmelidir.

8. Toprak kokenli inokulumu bask:i altina almak veya azaltmak amaciyla
yapilan solarizasyon uygulamasi toprak sicakhiini artirarak hastalik olusumunu %
77 ve hastalik siddetini %22.5 azaltirken verimi % 9 artirmisgtir. Termal 6ltm
sicakhifn 48° C olan PST' ye karst solarizasyon uygulamasi toprafiin 30 cm
derinligine kadar ctkisini gostcrmigtir. Aynca toprak solarizasyonunun topraktaki
toplam mikroorganizma populasyonu iizerine higbir olumsuz etkisinin olmadif
saptanmisti.  Cukurova Bolgesi kosullarinda plastik seralarda ve fideliklerde
solarizasyon uygulamasinin kullammu giftgiye onerilebilir.

Son yillarda kimyasallara karsi olugsan dayamkhlik sorunu ve biyolojik tarimmn
onem kazanmasi entegre savag programlan igerisine toprak solarizasyonu ve

biyolojik kontrol gibi kimyasal savasa alternatif micadele y6ntemlerinin dahil
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5.SONUCLAR ve ONERILER Yesim AYSAN

edilmesi zorunlulufunu ortaya ¢tkarmigtir. Bu hedef dogrultusunda bu
uygulamalardaki baganlar ve PST ’nin kontrolinde bu uygulamalann
kullamlabilirligi yapilan bu ¢alisma ile ortaya konmustur.

Tohum kokenli, topraktaki infekteli bitki kahntilarinda yasamimi devam
ettirebilen, domates ve etraftaki difier konukgu bitkiler ile yabanci otlarda efititik
yasama yetenegine sahip bu patojene karsi tek bir kontrol yontemi kullanmak
basanisiz olmaktadir. Bu nedenle Bakteriyel Kara Leke Hastalifinin kontroliinde
temiz tohum ve dayanikli ¢esit kullanimi, infekteli bitki kalintilannin yok edilmesi,
tohuma cegsitli uygulamalarin yapiimasi, biyokontrol ajanlaninin kullammi ve toprak
solarizasyonu iglemleri kimyasal savasima alternatif kontrol ydntemi olarak

Onerilebilinir,
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EK : Kullamlan Besi Yerleri ve icerikleri

Kullanilan besi yerleri 121°C’deki otoklavda 15 dakika steril edildikten sonra

kullamiimagtir.

King’s Medium B (KB) (King ve ark, 1954)

Proteose pepton 20g
Gliserin 8.0 ml
K,S04

MgSQOQ4x7H,0

Agar

Distile su

I1.5g
15g
15¢g

1 litre

Yeast extract dextrose calsiyum carbonat agar (YDCA)

(Lelliott ve Stead, 1987)
Yeast extract
CaCO3
D-glikoz

20g

Agar

Distile su

10g

20¢g
15g

1 litre

Yeast Pepton Sodium Cloride (YPS) (Rhodes, 1959)

Yeast extract
Pepton
NaCl

Distile su

g
10g
58
1 litre
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