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Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis adli bakteri domateste
bakteriyel solgunluk hastaligina neden olur. Bu hastalik tarlada ve 6rtl altinda tim
dunyada 6nemli sorunlardan biridir. Bakteriyel solgunluk hastaligina kars: yeterli ve
etkili bir micadele yontemi bulunmamaktadir. Bu calismada, tohum kokenli
inokulumun yok edilmesi veya azaltilmasinda organik tarimda kullanilabilecek farkli
tohum uygulamalarinin etkinlikleri arastirilmustir.  Tohum uygulamasi olarak
antagonist bakteri, Serenade, ISR 2000, sodyum hipoklorit, Gzim sirkesi, elma
sirkesi, sicak su ve laktik asit denenmistir. Ayrica, uygulamalarin tohumun ¢imlenme
guiciine etkisi de arastirilmustir.

Y apilan tohum uygulamalarinin tohumdaki bakteri poptlasyonunu %77-100,
bulagik tohum sayisim % 31-100 oraminda azalttigi belirlenmistir.  Sodyum
hipoklorit, Gzim sirkesi, elma sirkesi, sicak su ve laktik asit uygulamalar1 basarili
tohum uygulamalar: olarak saptanmustir. Fakat sicak su uygulamasi tohumlarin
¢cimlenme gucuni % 12.5 oramnda azaltmustir. Ayrica laktik asit ve sodyum
hipoklorit uygulamalarinda az sayida olsada tohumda bulasiklik saptanmustir. Sonug
olarak, uygulamalarin etkinligi ve ¢cimlenme duzeyleri dikkate alindiginda organik
tarim yetistiriciliginde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensise karsi
tohum uygulamasi olarak Gizim sirkesi ve elma sirkesi uygulamalarinin daha basaril
oldugu sonucuna varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Domates, Clavibacter, Tohum uygulamalari, Organik tarim
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USABLE SEED TREATMENTSFOR TOMATO BACTERIAL WILT
DISEASE AGENT (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis) IN
ORGANIC PRODUCTION
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Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis causes bacterial wilt disease
on tomato. The disease is one of the important problems in greenhouses and open
fields all over the world. There is no effective control of bacterial wilt disease on
tomato. In the study, effectiveness of different seed treatments in the elimination or
decrease of seed-born inoculum was investigated for organic tomato production.
Antagonistic bacterium, Serenade, ISR 2000, sodium hypochloride, vinegar from
grape, vinegar from apple, hot water and lactic acid were tested as seed treatments. In
addition, effects of the seed treatments on seed germination were evaluated.

It was detected that bacterial populations on seeds and contaminated seeds
were decreased as 77-100% and 31-100% ratios by the seed treatments, respectively.
Sodium hypochloride, vinegar from grape, vinegar from apple, hot water and lactic
acid were found effective seed treatments. But seed germination was reduced 12.5%
ratio by hot water application. Reduced numbers infected seeds were also detected in
lactic acid and sodium hypochloride treatments. Therefore, vinegar from grape and
vinegar from apple can be recommended as the best seed treatments for organic
tomato production based on effectiveness and seed germinations.

Key Words: Tomato, Clavibacter, Seed treatment, Organic production
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1. GIRIS Sebnem TIRENG KARUT

1. GIRIS

Dunya ¢apinda yetistiriciligi yapilan, Solanaceae familyasindan bir tur olan
domates (Solanum lycopersicum Mill.), tropik bolgelerde cok yillik, diger bolgelerde
ise tek yillik bir kdltdr bitkisidir. Anavatam ekvatordan Sili'ye kadar uzanan
Amerika mn dar bat1 kiyilaridir ve diinyaya Meksika dan yayilmistir. Domatesin ilk
olarak ticari gelisimi 1800t yillarin ortalarinda Amerika’da gergeklesmistir.
Icerisinde A, B1, B6, C vitaminleri ve yilksek miktarda Likopen bulunmaktadr.
Likopen'in bir antioksidant olarak degisik kanser turlerine ve kalp hastaliklarina
kars1 koruyucu etkisi oldugu bilinmektedir (Anonim, 2009).

Iki bin dokuz yili dinya taze domates Uretimi incelendiginde, dinya
genelinde yaklasik olarak 126 milyon ton taze domates Uretilmektedir. Uretimin
%901 Kuzey Yarimkirede Temmuz - Aralik aylarinda ve %10'u ise Glney
Yarimkire'de Ocak - Haziran aylarinda yapilmaktadir. Bu Uretimin tamam taze
olarak tuketilmemektedir. 2006 yilinda sanayiye yonelik olarak yaklasik 30 milyon
ton domates Uretilirken, 2008 yilinda bu miktar yaklasik 36.5 milyon tona gikmustur.
Sanayi domatesi; salgca, pire, konserve (dilimlenmis, tim soyulmus), ketcap,
domates suyu vb. yapiminda kullamimaktadir (Bayrak ve Kaya, 2009).

Tlarkiye'de toplam sebze Uretiminin  yaklasitk  %38'ini  domates
olusturmaktadir. Uretim tlkemizin her bolgesinde yapilmakla birlikte, sofralik
domates Adana, Mersin, Antalya, Antakya, Izmir, Canakkale, Konya ve Tokat
illerinde yogunlasmaktadir. Sanayi domatesi Uretimi ise Marmara ve Ege
bdlgelerinde Balikesir, Bursa, Manisa ve Canakkale illerinde yapilmaktadir (Bayrak
ve Kaya, 2009). Ulkemiz 2009 (iretim sezonunda 10.745.572 ton domates iiretimi ile
dinyada Cin, Amerika ve Hindistan dan sonra dérdiincti sirada yer almistir (Cizelge
1.1) (FAO, 2010).
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Cizelge 1.1. Ulkelere gére domates tretimi (FAO, 2009 yil1 verileri)

Ulkeler Uretim (Ton)
1 Cin 34.120.040
2 USA 14.141.850
3 Hindistan 11.149.000
4 Tirkiye 10.745.572
5 Misir 10.000.000
6 italya 6.382.700
7 iran 5.887.714
8 ispanya 4.749.200
9 Brezilya 4.204.638
10 Meksika 2.936.773

Gerek Ortl ati gerekse tarla kosullarinda domates Uretiminde ekonomik
kayiplara neden olan faktorlerin basinda bitki hastaliklari gelmektedir. Domateste
hastalik olusturan bakteriler Pseudomonas, Xanthomonas, Clavibacter, Erwinia,
Agrobacterium ve Ralstonia cinsleri icerisinde yer almaktadir (Blancard, 1988;
Ustiin, 2008). Prokaryota aemi, Firmicutes bolimi, Thallobacteria simfy,
Microbacteriaceae familyas,, Clavibacter cinsi icerisinde yer alan, domates
bakteriyel solgunluk hastaligina neden olan Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, dinya c¢apinda domeates Uretimini kisitlayan en 6nemli bakteriyel
etmenlerden biridir (Gleason ve ark., 1993; Saygil1 ve ark., 2006).

Etmen bakteri, Erwin F. Smith tarafindan ilk olarak Bacterium michiganense
daha sonra Aplanobacter michiganense, Pseudomonas michiganensis, Phytomonas
michiganensis ve Mycobacterium michiganensis olarak isimlendirilmis, daha sonra
terminolojik isimlendirme kabul edilmis ve uzun sire Corynebacterium
michiganense olarak adlandirilmustir. 1980’ lerde patojenin hiicre duvar: yapisi ile
ilgili yeni bilgilere dayamlarak Clavibacter sinifi icerisinde yeniden siniflandirma
yapilmis ve Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis et al.
olarak isimlendirilmistir (Gleason ve ark., 1993).

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, domates (Solanum
lycopersicum Mill.), biber (Capsicum annum L.), patlican (Solanum melongena) ve
Lycopericium hirsutum, Lycopericium pimpinellifolium gibi bazi Solanaceae
familyasina ait turlerde hastalik olustursa da, domates ekonomik anlamda Gnemli
oldugu tek kualttr bitkisidir (Gleason ve ark., 1993; Cetinkaya-Yildiz ve Aysan,
2008).
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Etmen ilk kez 1909 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinin Michigan
eyaletinde domates Uretim alanlarinda saptandigindan beri  dinyamn domates
yetistirilen biitiin bolgelerinde rapor edilmistir (Gleason ve ark.,1993). Ulkemizde ise
bakteriyel solgunluk hastaliginin varligi Tokgonul (1998) un bildirdigine gore ilk
olarak i¢ Anadolu bdlgesinde (Bremer ve Ozkan, 1950) saptandiktan sonra, Giiney
Dogu Anadolu (Bremer ve ark.,1952), Marmara (Karahan, 1965) ve Ege bdlgesinde
(Karaca ve Sayqgili, 1977) tespit edilmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda etmen
Dogu Akdeniz (Cinar, 1980), Bat1 Akdeniz (Basim ve ark., 2004) ve Dogu Anadolu
(Sahin ve ark., 2002) bdlgelerinde domates tretim alanlarinda belirlenmistir.

Hastalik belirtileri eémenin bitkiye giris yoluna gore farklilik gostermektedir.
Enfeksiyon tohumdan gelisirse veya yaralar yoluyla patojen direkt iletim demetlerine
giris yapmissa sistemik enfeksiyondan soz edilir. Sistemik enfeksiyonlar bitkilerde
solgunlukla baglar (Sekil 1.1). Tek tarafl1 solgunluk, renk degisimi ve yaniklik (Sekil
1.2) tipik hastalik belirtileridir. Sistemik enfeksiyonlar fide doneminde meydana
gelmisse genc fideler hizla solar, coker ve 6lir. lerleyen donemde ise hasta bitkilerin
govdeleri boyuna kesildiginde iletim demetlerinde basta sarimsi renklenme (Sekil
1.3) daha sonra kizilimst kahverengiye donen renk degisimi goOzlenir. Solmus
bitkilerin iletim demeti tikandigindan ileri ddnemde yapraklara besin ve su tasinmasi
gerceklesmez bunun sonucunda da yanikliklar hatta kavrulmus gibi gortnimler
ortaya cikar. Patojen hidatodlar gibi dogal agikliklar veya tiylerin kirilmasiyla agilan
yaralardan bitkiye girdiginde ise, lokalize olmus enfeksiyondan soz edilir.
Yaprakciklarin  kenar nekrozlari genellikle lokalize olmus enfeksiyonlarin ilk
simptomlaridir (Sekil 1.4). Lokaize olmus bir enfeksiyon zamanla, iletim
demetlerine ilerleyerek uygun kosullar altinda sistemik bir enfeksiyonu baslatabilir.
Hastaliktan dolay1 meydana gelen kayiplar esas olarak bitkilerin solmasi ve ¢okmesi
ile olusmakta, domates meyveleri Gizerinde kus gozti lekesi olarak bilinen lekeler de
meyvenin pazar degerini disiurmektedir (Gleason ve ark., 1993; Cetinkaya-Yildiz ve
Aysan, 2008).

Etmen toprakta, bitki artiklarinda, yabanci otlarda, sera konstriksiyon
malzemeleri, cesitli tarimsal aletler (fide saksisi, oluk, budama makasi vb), Uzerinde
ve tohumlarda yasamimi sirdirebilmektedir (Blancard, 1988). Tokgonul (1998)’ in
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bildirdigine gore Grogan ve Kendrik’'in 1953'de, Thyr'in ise 1969'da yaptigi
calisgmalarda Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile bulasik domates
tohumlarinin hastaligin en énemli inokulum kaynag: oldugu ve etmenin tohumda
taginma oraninin %0.25 ile %100 arasinda degistigi bildirilmistir.

Ayrica Tokgonil (1998) iin bildirdigine gore, Oktem (1985) Turkiye de
domates Uretiminin periyodik artisina paralel olarak tohumluk probleminin ortaya
ciktigim ve ¢ok sayida gesidin Ulkeye girisi ile domates bakteriyel hastaliklarinda
artis goruldigini bildirmistir.

Primer enfeksiyonlarin o6nlenmesinde tohum bulasikligimin  giderilmesi
oncelikli bir konudur. Tohumla tasinan bakteriyel etmenlerin micadelesinde tohum
uygulamalari olarak;

1. Genel olarak Uretim materyaline (tohum, fide, fidan vb) uygulanan
antagonistlerin  (Bacillus subtilis (Quantum 4000TM), Penicillium oxalicum,
Chaetomium spp., Pseudomonas cepacia, Sreptomyces griseoviridis (Mycostop),
Gliocladium virens, Agrobacterium radiobacter ve Trichoderma spp.) yer aldigi,
biyolojik micadele yontemi,

2. Tohum partilerinde patojenlerin enfeksiyonlari nedeni ile rengi, sekli ve
gorinimu degismis, zarar gormus tohumlarin mekanik olarak ayrilmasi esasina
dayanan, mekanik miicadele yontemi,

3. Tohumlara zarar vermeden, sicaklikla (sicak su uygulamasi, sicak hava
uygulamasi, havali buhar uygulamasi ve radyasyon uygulamasi) patojenlerin ortadan
kaldirilmasi prensibi ile calisan fiziksel micadele yontemi,

4. Streptomisin sllfat, Streptomisin, Kasugamisin, Na hipoklorit (NaOCl),
Bronopol, Captafol, Mancozeb, TCMTB, Thiram, Hidroklorik asit (HCI), Sodyum
hidroksit (NaOH) ve Sodyum fosfat (NasPO4) gibi kimyasallarin kullanildig:
kimyasal micadele yontemi uygulanmaktadir (Agarwal ve Sinclair, 1987;
Karsavuran ve ark., 2005).
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Sekil 1.1. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'in neden oldugu sistemik
enfeksiyon sonucu olusan solgunluk gérintmi

Sekil 1.2. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'in neden oldugu yaprak
yanikligi
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Sekil 1.3. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'in neden oldugu iletim
demetlerindeki renklenme belirtileri

Sekil 1.4. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'in neden oldugu lokalize
enfeksiyon sonucu olusan lokal yaprak yanikliklar
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Tohum uygulamalari, tohum ve toprak kokenli mikroorganizmalarin zararin
Onlemek veya azaltmak icin distintlmts yontemlerdir (Agarwal ve Sinclair, 1987;
Karsavuran ve ark., 2005). Sodyum hipoklorit, hidroklorik asit, bakir asetat, sicak su
uygulamalar: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis' e kars1 etkili bulunan
fiziksel ve kimyasal tohum uygulamalaridir (Dhanvantari, 1989; Fatmi ve ark., 1991,
Ozaktan, 1991). Hastalik ile miicadelede yogun bicimde kullanilan kimyasallarin
insan ve gevre sagligi Uzerine olan olumsuz etkilerinin ortaya gikmasi, dusuk
dozlarda ve cgevreye dost kimyasal kullammimin hizla artmasina neden olmustur.
Bunun yanminda bakteriyel solgunluk hastaligina kars: yeterli ve etkili bir micadele
yonteminin olmayisi, icerisinde biyolojik micadele gibi alternatif yontemlerin
uygulandigi organik tarim yetistiriciligini 6ncelikli konular haline getirmistir.

Organik tarim (Ekolojik tarim veya Biyolojik tarim); tarimsal ilag, suni guibre,
hormon, antibiyotik ve zararli gida katki maddeleri gibi uygulamalar1 yasaklayan,
yalnizca yonetmelikler cercevesinde izin verilen girdilerin kullanim ile yapilan,
Uretimden tuketime her asamasi kontrollt, dogal kaynaklar: en iyi sekilde kullanarak
saglikli  tarimsal  OrUnler  Oretilmesini saglayan  bir  tarim  sistemi olarak
tanmlanmaktadir (ilbas, 2009).

Dunyada 1950'li yillardan sonra yasanan hizli sanayilesme ve nifus artisi
karsisinda ortaya c¢ikan acglik probleminin giderilmesine yonelik politikalar
gelistirilmis ve yogun girdi kullamlarak birim alandan yiiksek verim almaya ve yeni
alanlarin tarima agilmasina yonelik hedefler belirlenmistir. Yogun ve bilingsiz tarim
ilact ve gubre kullammi, kalinti riski, topragin fiziksel ve kimyasal yapisinin
bozulmasi ile besin maddesi dengesinin bozulmasi, tuzlulasma ve goraklasma gibi
Onemli cevre sorunlarini da beraberinde getirmistir (Zengin, 2007). Tarimsal
Uretimde kullanilan ilag, guibre vb. kimyasallarin olumsuz etkilerinin insan ve toplum
saglhigr Uzerindeki zararlarinin artarak kendini  hissettirmeye baslamasi Uzerine
konvansiyonel tarim yontemine alternatif sistem arayislari ortaya cikrmistir. 1910
yilinda Albert Howard'in “Tarimsal Vasiyetnamesi” ve 1924 yilinda Dr. Rudolf
Steiner’in “Biyodinamik Tarim Yontemi” calismalari, birgok Avrupa tlkesinde bu
konuda duyarl: Uretici ve tuketicilerin de bir araya gelmesiyle ekolojik tarim
caligmalarina baglanmistir. 1970°li yillara kadar Ulkesel boyutta devam eden
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calisgmalar 1972 yilinda Uluslararasi Organik Tarim Hareketleri Federasyonunun
(IFOAM/International Federation of Organic Agriculture Movement) kurulmasiyla
uluslararasi nitelik kazanmustir (Ilbas, 2009).

Organik tarim konusunda kapsamli ilk yonetmelik Avrupa Birligi (AB)
tarafindan 1991 yilinda (EEC 2092/ 91) yayinlanmis ve daha sonraki yillarda birgok
degisiklikler yapilarak 1999 yilinda hayvansal drlnlerle ilgili (EC 1804/1999) kisim
da eklenmistir. Isvicre’nin hazirlachg: Bioswiss ve FAO tarafindan 1999 yilinda
hazirlanan Codex Alimentarius'tan sonra 2000 yilinda ABD’de National Organic
Program (NOP), Japonya’ da Japanese Agricultural Standards (JAS) yurirlige giren
organik tarim standartlari, tim dinyada kiresel pazar hareketlerini etkilemistir
(llbas, 2009). Organik tarim 6nce gelismis Ulkelerde, daha sonra gelismekte olan
ulkelerde baslamistir. Avustralya, Arjantin ve Italya organik tarim Gretim alanlar:
bakimindan ilk U¢ sirada yer alirken, bu Ulkeleri ABD, Brezilya ve diger Avrupa
Birligi Ulkeleri izlemistir. Son yillarda, Cin, diger Urinlerde oldugu gibi, organik
tarimda da ©6nemli Uretim alanlarina sahip olmaya baslamistir (Besirli, 2009).
Almaya, Ingiltere, italya, Hollanda ve Isveg'in katilimiyla Mart 2003’ de, organik
tohum elde edilebilmesi igin, tohumla tasinan patojenlerin kontrolinde kimyasal
yontemlerin kullamlmamas: ve yeni metodlarin gelistirilmesi amaciyla Stove (Seed
treatments for organic vegetable production) projesi baslatilmistir. Bu projeyle,

1- Mevcut fiziksel yontemlerin gelistirilmesi,

2- Bitki ekstraktlarinin, bitki aktivatorlerinin, antagonist
mikroorganizmalarin test edilmesi ve bitki gelisimindeki etkinliklerinin
gelistirilmesi,

3- Mikroorganizmalarin, bitki aktivatorlerinin, sicak su, sicak hava ve
elektron deneylerini igeren fiziksel yontemlerin tohum canliligina
etkisinin karsilastirilmas: ve

4- Fiziksel yontemler ile dogal yontemlerin kombinasyonu amaglanmaktadir
(Anonymous, 2010a).

Ulkemizde organik tarim faaliyetleri 1986 yilinda Avrupa daki gelismelerden

farkli olarak, ticari firmalarin istekleri dogrultusunda ihracata yonelik olarak
baslamistir. Daha sonra 2092/91 sayil1 yonetmelige ve Avrupa Topluluguna organik
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Urdn ihrag edecek Ulkelerin uymak zorunda oldugu hususlara bagli olarak Tarim ve
Koyisleri Bakanligr yonetmelik hazirlama galismalarina baglamistir. 1994 yilinda
“Bitkisel ve Hayvansal Uriinlerin Ekolojik Yontemlerle Uretilmesine iliskin
Y onetmeligi” yrurlige koymustur. Bu konudaki gelismelere bagli olarak Bakanlik,
2002 yilinda mevcut yonetmeligi yurdrlukten kaldirarak “Organik Tarimin Esaslart
ve Uygulanmasina iliskin Yonetmeligi” yururlige koymus ve 2006 yilinda yapilan
degisikliklerle bu yonetmelik son halini almistir (Zengin, 2007).

Organik Tarimin Esaslar1 ve Uygulanmasina iliskin Y 6netmelige gore tohum;
genetik olarak yapisi degistirilmemis, dollenmis hicre ¢ekirdegi icindeki DNA
dizilimine disaridan midahale edilmemis, sentetik pestisitler, radyasyon veya
mikrodalga ile muamele gormemis biyolojik ©zellikte Uretilmis olmalidir. Ayrica
kullanilacak tohum veya gogaltim materyali organik tarim yontemiyle Uretilmis
olmali,, ancak fide disindaki cogaltim materyallerinin, organik olarak elde
edilememesi durumunda konvansiyonel dretimden gelen, Cizelge 1.2'de yer alan
maddelerin digindaki herhangi bir sentetik kimyasal madde ile muamele gérmemis
olmasi gerekmektedir (Anonim, 2010).

Bu ylksek lisans tezinin amaci, tohum kokenli domates bakteriyel solgunluk
hastaligi etmeni Clavibacter michiganensis subsp. michiganensisin domates
tohumlarindan yok edilmesi veya azaltilmasinda organik tarimda kullanilabilecek
farkli tohum uygulamalarinmin etkinligini ortaya koymaktir. Bu kapsamda suni olarak
patojenle bulastirilmis tohumlara; antagonist bakteri, Serenade, bitki aktivatoru
olarak ISR 2000, sodyum hipoklorit, izim sirkesi, elma sirkesi, sicak su ve laktik
asit uygulamalar1 yapilarak etkinlikleri ve tohumun cimlenme guicline etkisi
arastirilmistur.
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Cizelge 1.2. Organik tarimda bitki koruma amaciyla kullamlabilecek maddeler

(Anonim, 2010).

Kullanilan maddeler

Kullanim Yerleri

1. Bitki veya hayvansal kdkenli maddeler

Lesitin

Fungisit

Nane yagi, cam yagl ve kimyon yagi gibi
bitkisel yaglar

insektisit, akarisit, fungisit ve cimlenme
Onleyici

2. Zararlilara karsi biyolojik miicadelede kullanilacak mikroorganizmalar

Antagonist bakteri,
mikroorganizmalar

virls ve fungus gibi

Sadece genetik olarak modifiye edilmemis
ardnleri kapsar

3. Organik tarimda geleneksel

olarak kullanilan maddeler

Bakir hidroksit, Bakir oksiklordr, (tribazik) bakir
sulfat ve bakiroksit

Fungisit
Yetkilendiriimis kurulus
kullanimina onay verilmelidir

tarafindan

Kireg- kukurt (kalsiyum polistilfit)

Fungisit, insektisit, akarisit
Yetkilendiriimis kurulus
kullanimina onay verilmelidir

tarafindan

Mineral yaglar

Insektisit, akarisit, fungisit
Sadece meyve agaclari,
agaclart ve muz gibi
kullanilir

Yetkilendiriimis kurulus
kullanimina onay verilmelidir

asma, zeytin
tropik Urunlerde

tarafindan

Potasyum permanganat

Fungisit, bakterisit
Sadece meyve agaclari, zeytin ve asmada
kullanilabilir

Kukurt

Fungisit, akarisit, uzaklastirici

Kalsiyum hidroksit

Fungisit

Fidanliklarda dahil olmak Uzere sadece
meyve agdaclarinda Nectria galligena’yi
kontrol altinda tutmak icin kullanilir

10
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2. ONCEKI CALISMALAR

Thyr ve ark. (1973), tohuma uygulanan farkli fermantasyon yontemleriyle
domates solgunluk hastaligi etmeninin bulasik tohumlardan eradike edilebildigini
bildirmiglerdir. Hidroklorik asit (HCI) kullanilarak meyve etinden ayiklanan
tohumlarin 66°C’de 3 saat kurutulmas: ile klasik yontemler kullamlarak meyve
etinden ayiklanmis tohumlarin 43°C’de kurutulmasindan elde edilen tohumlardan
gelisen fidelerdeki hastalik dizeyini karsilastirmiglardir. Klasik yontemlerin
kullanmldig1 uygulamalarda 5 ile 15. hafta arasinda bitkilerde hastalik goézlenmistir.
Hidroklorik asit kullanlarak elde edilen ve 66°C’de kurutulan tohumlardan gelisen
bitkilerde ise hastalik belirtileri gozlenmemis ve bu uygulamanin en etkili tohum
uygulamast oldugunu bildirmistir.

Cinar (1978), Cukurova bdlgesinde domateslerde buyik ekonomik kayiplara
neden olan Corynebacterium michiganense, Pseudomonas tomato ve Xanthomonas
vesicatoria etmenlerinin neden oldugu bakteriyel hastaliklara karsi kimyasal
micadelede en uygun preparatlart secebilmek amaciyla cesitli preparatlarin besi
yerinde etkinligini arastirmiglardir. Corynebacterium michiganense' ye karsi tohum
ilaglarindan Orthocide 50 hari¢ tim ilaglarin (Brassicol, Brestan, Derasol, Dithane
M22, Dithane M45, Pomarsol forte, Sublimat ve Bakir silfat), P. tomato’'ya karsi
Sublimat, Dithane M-22 ve Dithane M-45'in, Xanthomonas vesicatoria'ya karsi ise
Sublimat, Dithane M-22, Derasol ve Bakir silfat’in etkili oldugunu bulmustur.
Plskirtme seklinde uygulanan preparatlardan her lc¢ bakteriye kars1 en iyi sonucu
antibiyotiklerin verdigini belirtmistir. Arastirici, Clavibacter michiganense'ye karsi
Dikotan Z-78, Dithane M-22, Polyram combi ve Tiezene preparatlarinin
antibiyotiklere esdeger etki gosterdigini saptamustir.

Cinar (1980), Clavibacter michiganenss subsp. michiganensise karsi
kimyasal miicadelede kullamlabilecek en uygun tohum ilacim belirleyebilmek igin
toz ilaglardan Brassicol, Derasol, Dithane M-22 ve Femaset %0.2’yi; sivi ilaglardan
Formalin %1, Polyram combi ve Tiezene %0.3' U; antibiotiklerden ise 100 ppm
dozunda Streptomycin siilfat’1 sera ve tarla kosullarinda denemistir. Ayrica 100 ppm
dozunda Antipen strepto, Streptomisin stilfat, Tetra ve Vitaklorin antibiyotiklerinin
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etkinligini in vitro ve in vivo kosullarda arastirmistir. Calisma sonucunda sivi tohum
ilaclarindan Tiezene, kuru tohum ilaglarindan Femaset ve antibiyotiklerden Tetra nin
domates bakteriyel solgunluguna kars: etkili oldugunu bildirmistir.

Dhanvantari  (1989), domateste bakteriyel solgunluk  hastaliginin
miicadelesinde 0.6 M hidroklorik asit (HCl)'e 1 saat, %0.6'lik sodyum hipoklorit’e
15 dakika veya %0.05'lik orto-hidroksidifenil’e 15 dakika daldirilan domates
tohumlarinda Clavibacter michiganensis subsp. michiganensisin  gelisme
gogteremedigini bildirmistir. Arastrici, hastaligin tohumlardan eradikasyonu igin
20°C’'de 96 saatlik fermentasyonun gerekli oldugunu ve 0.6 M hidroklorik asit’e 1
saat daldirma uygulamasinin ya da %0.05 hidroksidifenil ile 15 dakika muamelenin
fidelerde solgunluk hastalig: siddetini, 15 dakika %0.6 NaOH uygulamasindan ¢ok
daha fazla oranda azalttigim belirlemistir. Ayrica yapay olarak bulastirilmis
tohumlarin 0.6 M hidroklorik asit iginde bir saat bekletilmesinin fidelerde solgunluk
hastaligi simptomlarim %0.1 ile %38 oramnda azalttigim saptamustir.

Fatmi ve ark. (1991), dogal bulasik domates tohumlarindan Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis'in eradike edilebilmesi icin yapilan sicak su,
hidroklorik asit ve bakir asetat uygulamalarindan sadece hidroklorik asit ve bakir
asetat uygulamalarinin tohumda bulunan saprofitleri tamamen elimine edebildigini
saptamiglardir. Kurutma kagitlart Uzerinde yaptiklari gimlenme testinde bitin
yontemlerin Clavibacter michiganensis subsp. michiganens’yi eradike edebildigini
ancak 56°C'lik su uygulamasinin tohum cimlenmesini 6nemli oranda azalttigim
bildirmislerdir.

Mangama ve Sreeramulu (1991), yapmis olduklar: ¢alismada, Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria ile bulasik domates tohumlarina sarimsak ekstraktlar:
uygulandiginda sarimsagin fidelerdeki hastalik siddetini blylk oranda azalttigini
bildirmislerdir.

Ozaktan (1991), farkli tohum uygulamalarimn domates tohumlarindaki
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis inokulumuna olan etkisini
arastirmistir. Calismada 54-56°C’ de 25 dakika sicak su, 300 ug/ml streptomisin, 30
ug/ml metoksietil  civaklorir ve antagonist uygulamalarimin  Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’ e kars: etkili oldugunu, tarla kosullarinda sicak
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su (54-56°C' de 25 dakika) uygulamasinin %94, antagonist uygulamasinin %75, kuru
sicaklik uygulamasinin ise %40 oramnda etki gosterdigini bildirmistir. Civaklorir ve
kuru sicaklik uygulamalarimn  tohum  ¢imlenmesini  olumsuz  etkilemesi,
streptomisine ise bakterilerin kisa sirede direng kazanma ihtimalinin olmast
nedeniyle hastalikla micadelede sicak su uygulamasim Onermis, meyve etinde
bulunan domates tohumlarinin 72 saat siireyle fermantasyonunun tohumdaki patojeni
yok ettigini bildirmistir.

Kritzman (1993), alt1 y1l stiresince yapmus oldugu calismalarda Pseudomonas
syringae pv. tomato (PT), Pseudomonas corrugata (PC), Xanthomonas campestris
pv.vesicatoria (XV) ve Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'i - kontrol
altina alabilecek bir tohum uygulamasi sistemi gelistirmistir. Domates tohumlarin
icerisinde bakir asetat, asetik asit, pentakloronitrobenzen (PCNB), 5-etoksi 3-
triklorometil 1, 2, 4 thiadiazole ve Triton X-100 bulunan 25-45°C’deki ¢ozeltide
farkli strelerde bekletmistir. Termostatik olarak kontrol edilebilen klvetlerde
yuritilen denemelerde, Pseudomonas syringae pv. tomato, Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria, ve Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'in 25°C’ deki
cozeltiye 30 dakika daldirma sonucunda kontrol edilebildigini, Pseudomonas
corrugata’ nin tam olarak kontrol altina alinabilmesi icin 45°C’de 1 saat tutulmasi
gerektigini bildirmistir. Uygulamalarin basarisinin ¢ozelti icerisinde bulunan bakir
(Cu?") organik kompleksinin formiilasyonuna bagl: oldugunu, uygulamanin tohumun
cimlenmesini ve kalitesini etkilemedigini belirtmistir. Israil’de Uretilen ve ithal
edilen tohumlara bu sistemin basariyla uygulandigin bildirmistir.

Dhanvantari ve Brown (1993), yaptiklar: galismada 0.1 M’ lik hidroklorik asit
(HCIl) yada 9%0.05'lik o-hidroksidifenil c¢ozeltisine 1 saat sireyle daldirilan
tohumlarin daha sonra su ile yikanmp yikanmamasimin gimlenmeyi benzer 6lglide
etkiledigini  bildirmislerdir.  Arastiricilar, Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis ile bulasik tohumlarin 0.1 M’lik hidroklorik asit veya %0.05’lik o-
hidroksidifenil ¢ozeltilerine 1 saat stireyle daldirilmasinin, tohum bulasikligin %1’ in
altina dusUrdiguni belirtmislerdir. Serada yapilan calismalarda ise kontrol ile
karsilastirildiginda hastalik siddetinin %2’ nin altina distiguni saptamislardir. Bir
baska uygulamada, %0.6'l1k sicak (50°C) sodyum hipoklorit cozeltisine 15 dakika

13



2. ONCEKI CALISMALAR Sebnem TIRENG KARUT

daldirilan tohumlarda bulasikligin tamamen yok oldugu, ancak sera kosullarinda
hastalik siddetinin %4.5 oraminda ortaya ¢iktigin bildirmiglerdir.

Demir ve Gindogdu (1994), cesitli tohum uygulamalarimin (Kasugamisin,
Streptomisin - silfat, sicak su ve sicak hava) Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola’ya kars1 etkinligini belirlemek amaciyla yaptiklari ¢calismada yapilan
uygulamalarin %0-79 arasinda degisen oranlarda etkili olduklarint belirlemiglerdir.
Ancak bazi uygulamalarin 6nemli oranda bitki ¢ikisini engelledigini bildirmislerdir.

Wilson (1996), domatesin Pseudomonas syringae pv. tomato, Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria ve Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis olmak
Uzere U¢ bakteri hastaligimin oldugunu, bu hastaliklarin micadelesinde hastaliksiz
tohum veya fide kullamimu ile koruyucu olarak bakir uygulamasinin dnerildigini
bildirmistir. Bu hastaliklarla micadelede entegre miicadele programlarinin
gelistirilerek  kullamlmasinin ~ yararli  olacagini,  bitki  blyime dizenleyici
rizobakterilerin (PGPR: Plant Growth Promoting Rhizobacteria) uygulandigi
tohumlardan olusan fidelerde sistemik dayaniklilig: arttircigint belirtmistir.

Tokgonul (1998), Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'in
biyolojik micadelesine yonelik olarak in vitro ve in vivo ¢alismalarda Actinomycetes
sp. ve fluoresan Pseudomonas sp. izolatlarini Gmitvar bulmus, in vitro ve in vivo
calismalarda 45°C'deki asetik asit ile asidiye edilmis %0.25 bakir asetat (ACA)
icinde 60 dakika bekletilen domates tohumlarinda patojenin  gelisiminin
engellendigini saptamustir.

Diver ve ark., (1999), biyolojik fungisitlerin Ureticiler igin yeni bir miicadele
yontemi oldugunu, bu fungusitlerin hastaliklarin baski altina alinmasina yardimci
olan mikrobiyal antagonist olarak isimlendirilen bakteri ve funguslardan olustugunu
bildirmislerdir. Arastiricilar domateslerde tohum uygulamalarinda da ruhsatlanan F-

TM,

stop "'un Trichoderma viride'yi igerdigini, T-22 G'nin ise domates ve diger
sebzelerde toprak uygulamalari i¢in ruhsat aldigim ve Trichoderma harzianum’ un
KRL-AG2 kodlu izolatint igerdigini bildirmislerdir.

Tokgonul ve Cinar (1999), yaptiklari ¢alismada Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis e karsi antagonist bakteriler ile yapilan tohum uygulamalarinin

etkilerini arastrmak amaciyla Icel, Adana ve Hatay illerinde uzun yillar agikta ve
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Ortt altinda domates yetistirilen yerlerde hastaligin gorilmedigi veya hasta bir tretim
alaninda saglikli kalmis domates bitkilerinin rizosfer ile rizoplamndan ve organik
maddece zengin orman topragindan izolasyonlar yapmuslardir. In vivo kosullarda
patojenin rifampisine dayanikli mutantlar: ile yaptiklar: uygulamalarda en iyi etkiyi
sirasiyla Actinomycetes, fluoresan Pseudomonas ve Bacillusizolatlarimn gosterdigini
belirtmislerdir. Bu calismalarda en etkili bulunan 7 antagonist izolatin in vivo
kosullarda etkinligini degerlendirmis ve steril toprakta %45.5-100, bulasik toprakta
ise %64.5-100 arasinda degisen oranlarda etki gosterdigini bildirmiglerdir.

Basim ve ark., (2000), kekik yag1 (Thymbra spicata var. spicata)’ mn kontak
ve ucucu yag formunun, Erwinia amylovora, Erwinia carotovora pv. carotovora,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Agrobacterium tumefaciens ve
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’'ya karst antimikrobiyal aktivitesini
arastirdiklar1 ¢calismalarinda, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis' e karsi
yagin kontak formunun minimum bakterisit dozunun 405 mg/ml, ugucu yag
formunun ise 91 mg/ml olarak belirlemistir. Yagin ugucu formunun Erwinia
carotovora pv carotovora, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
Agrobacterium tumefaciens ve Xanthomonas axonopodis pv vesicatoria’ya daha
toksik oldugunu saptarmiglardir.

Aysan ve Cinar, (2001), Xanthomonas campestris pv. vesicatoria ile bulagik
domates tohumlariyla yaptiklart calismada tohum uygulamas: olarak Bronopol,
NaOCl ve sicak su uygulamalarim etkili bulmuslardir. Ancak NaOCI ve sicak su
uygulamast gormis tohumlarin o yil icerisinde kullanilmalart gerektigini
bildirmislerdir.

Boudyach ve ark., (2001), Fas in Souss- Massa vadisinde domates bitkilerinin
kok cevresinden, kok cevresi disindaki topraktan ve yaprak yizeyinden elde ettikleri
178 adet antagonist izolati gram reaksiyon, sporulasyon, King B besi yerinde
floresan renk olusumu ve fizyolojik testlerle talamislardir. Elde edilen 178 adet
izolatin %28'ini floresan Pseudomonas spp., %20'sini Bacillus spp, %9 unu
Actinomiset ve %43 Uni tanmilanamamis gram negatif bakteri olarak belirlemis, 18
izolatin Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'i baski altina alabilme
yeteneklerini saksi calismalar: ile arastirmislardir. Tohumlara uygulanan izolatlardan
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sadece (¢ tanesinin hastalik siddetini azalttigini, tohum uygulamasindan sonra ve
uretim alanina dikimden o6nce koklere uygulanan 10 izolatin hastalik siddetinde
azalmaya neden oldugunu belirlemislerdir.

Daferera ve ark., (2003), keklik otu (Origanum vulgare), kekik (Thymus
capitatus), gazelotu (Origanum dictamnus), mercan kosk (Origanum majorana),
lavanta (Lavandula angustifolia), biberiye (Rosmarinus officinalis), adacay: (Salvia
fruticosa) ve yarpuz (Mentha pulegium) bitkilerinin ugucu yaglarimin, Botrytis
cinerea, Fusarium solani var. coeruleum, Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis'e etkilerini yapay ortamda arastirdiklari ¢alismalarinda, keklik otu,
kekik, gazelotu ve mercan kosk bitkilerinin ugucu yaglarimn diisik dozlarda (85-300
wl/ml) dahi her Gi¢ etmenin gelisimini tamamen durdurdugunu belirtmislerdir.

Baysal ve ark., (2003), abiyotik uyaricilar ssifina giren Actigard veya Bion
50 WG (acibenzolar-S-methyl) adiyla bilinen ticari preparatin domates bitkilerinde
bakteriyel solgunluk hastaligi olarak bilinen Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis' e kars1 dayaniklilig: tesvik etmek amaciyla kullanmis ve Actigard in
hastalik siddetini %76.3, bakteriyel gelismeyi ise %68.2 oramnda azalttigin,
bitkilerde peroxidase ve chitinase enzimlerinin miktarlarim artirarak Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensise kars1  dayaniklihg: tesvik — ettigini
bildirmislerdir.

Boudyach ve ark., (2004), HF22 ve HF142 kodlu floresan Pseudomonas
izolatlarinin Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'e karsi etkinligini
arastirmiglardir. Arastiricilar destile su, %0.85'lik sodyum klorit (NaCl), %0.1 ve
%0.2'lik agar ile %0.25 ve %0.5'lik xanthan sakizi gibi maddelerin bakteri
hiicrelerinin domates tohumuna girisine olan etkilerini saptamislardir. En iyi bakteri
koloni gelisiminin %0.5 xanthan sakizi uygulanmis tohumlarda elde edildigini
bildirmiglerdir. Ayrica, HF142 bakteri izolatimn ©6nce tohum, ardindan koklere
uygulanmasinin hastalik infeksyonunu tamamen engelledigini saptamslardir.

Groot ve ark., (2004), yaptiklar1 calismada tohumla tasinan bakteri ve
funguslarin miicadelesinde kullanlabilecek dogal bilesikleri belirlemek amaciyla 30
farkli ugucu yag: laboratuvar kosullarinda denemis ve bunlardan kekik yaginin
Xanthomonas campestris pv. campestris ve Clavibacter michiganensis subsp.
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michiganensis' in micadelesinde en yuksek etkiyi gogterdigini bildirmiglerdir. Ayrica
l[ahana tohumlarina yarim saat %0.25'lik kekik yagi uygulanmasiyla tohum kokenli
bakterilerin (>%99) ve saprofitik funguslarin dnemli derecede azaldigini, ancak yag
konsantrasyonunun %0.25'in Uzerine ¢ikmasi ve 4 saat sireyle uygulanmasi
durumunda tohumun gimlenme kapasitesinin olumsuz etkilendigini bildirmislerdir.

Cakmaker ve ark. (2005), yapmis olduklar: galismada PGPR’larin yiksek
potansiyele sahip olduklarim, test ettikleri Bacillus (OSU-142, M-13, RCO07),
Paenibacillus RC05, Pseudomonas RC06 ve Rhodobacter RCO04 izolatlarinin
organik ve surddrtlebilir tarimda basariyla kullamlabileceklerini vurgulamislardir.
Ayrica kimyasal gubre kullanimimin neden oldugu cevre kirliligi ve yuksek maliyet
dikkate alindiginda bu bakterilerin ¢evre dostu oldugunu ve tarim igin oldukca
Umitvar olduklarint belirtmiglerdir.

Cetinkaya-Y1ldiz ve Aysan (2005), domates fidelerinde bakteriyel solgunluk
hastaligina kars1 bitki aktivatorii olan Crop Set, ISR 2000 ve Turf Set’in etkinligini
belirlemek icin yaptiklar: calismada, yesil aksama yapilan uygulamalarin hastalik
gelisimini azaltma yeteneklerini ve bitki boyuna etkisini belirlemislerdir. Sonug
olarak uygulamalarin bitki boyunu 9%6.96-18.26 oramnda arttirdigini, hastalik
olusumunu ise %2773 arasinda degisen oranlarda engelledigini bildirmiglerdir.

Basim ve ark. (2005), isci bal arilarinin aga¢ ve calilarin yaprak tomurcugu,
gbvde yaralar1 gibi buyuyerek yenilenen kisimlarindan topladiklar: sari, yesil ve
kahverengi reginemsi bir madde olan propolis ve polen ekstraktinin Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis' e kars1 antibakteriyel etkisini arastirmislardir.
Arastiricilar  polen  ekstraktimn  1/5, propolis ekstraktinin ise 1/10 oraminda
kullamldiginda patojene karst en etkili uygulama oldugunu, polen oram 1/100,
propolis oram ise /1000’ e dusUruldiginde antibakteriyel etkinin minimuma indigini
belirtmislerdir, Bu calismada polen ve propolisin bitki patojeni bakterilere karsi
antibakteriyel aktivitesinin oldugu ortaya konmustur.

Ivey ve Miller (2005), Ohio (ABD) da bulunan OSU/OARDC ve Hirzel
Ciftliginde yaptiklar1 calismalarda tohumlara sicak su uygulamalarimin bakteriyel
hastaliklara olan etkisini arastirmiglardir. Bélgedeki hastalikla bulasik tarlalardan
toplanan meyvelerden elde edilen tohumlarin bir kismina sicak su uygulamus, bir
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bolimine de uygulamamuslardir. Sicak su uygulanan ve seralara aktarilan
domateslerde hastaliga hi¢ rastlamamiglardir. Hirzel ciftliginde ticari olarak satilan
domates tohumlarinin bir kismina sicak su uygulamasi yapilirken, bir kismi dogrudan
hic bir uyulama yapmadan seraya aktarilmustir. Sicak su uygulamast yapilan
tohumlardan gelisen bitkilerde, uygulama yapilmayanlara oranla hastalik ¢ok az
gorulurken, hasat edilen Grin miktar1 daha yuksek, meyve iriligi de daha buyik
olarak belirlenmistir.

Mirik ve Aysan (2005), turp (Raphanus raphanistrum), sarimsak (Allium
sativum), nane (Mentha piperita), sogan (Allium cepa), marata (Clematis marata),
zakkum (Nerium oleander), biberiye (Rosmarinus officinalis), okaliptis (Eucalyptus
sp.), yalanci karabiber (Schinus sp.), menengic (Pistacia terebinthus) ve ¢cam (Pinus
sylvestris)  bitkilerinin - sulu  ekstraktlarimin - Xanthomonas axonopodis  pv.
vesicatoria’ya karst domates ve biber tohumlarinda antibakteriyel etkilerini in vitro
ve in vivo denemeleriyle arastirmislardir. Sulu okaliptis ve sarimsak ekstraktlari in
vivo kusullarinda Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ mn tohum kokenli
inokulumunu azaltmada cok etkili olmus ve en iyi tohum uygulamas: olarak
bulunmustur.

Turkisay ve Tosun (2005), laboratuvar kosullarinda hidrojen peroksit igeren,
HuwaSan TR 50 (hidrojen peroksit 580 g/l ve kolloid gimis 0.36 g/l)’ nin
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensisin micadelesinde etkili olup
olmadigini belirlemek icin calismalar yapmiglardir. HuwaSan TR 50'nin petri
denemelerinde oldukga etkili oldugunu ve patojenin gelisimini %61.3 oraminda
azalttigim belirtmislerdir. Ayrica yapay olarak patojenle bulastirilmis tohumlara
HuwaSan TR 50 uygulandiginda, kontrol uygulamasina gore elde edilen %73.5
oranindaki  etkinin  Clavibacter ~ michiganenss subsp.  michiganensis'in
micadelesinde Umit var bir sonu¢ oldugunu bildirmislerdir. Saksi denemelerinde ise
HuwaSan TR 50 uygulamasimin domates tohumlarinda %80 basar1 sagladigin,
hidrojen peroksit uygulanan tohumlarda yiksek peroksidaz enzimi aktivitesinin
oldugunu belirlemiglerdir. Calisma sonucunda HuwaSan TR 50'nin bir bitki
aktivatori oldugunu belirtmislerdir.
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Wszelaki ve Miller (2005), organik 0retim sistemlerinde kullamlan 16
preparatin  ve kombinasyonlarimn  domates hastaliklarimin - miicadel esindeki
etkinliklerini arastirdiklar1 ¢alismada Bordo bulamaci, bakir hidroksit, sarimsak
(Allium sativum) ve zamzalak (Azadirachta indica) yaglari, deniz yosunu ekstrakti ve
Serenad’ in kontrolle karsilastirildiginda hastalik gelisimini azalttigim bildirmislerdir.

Umesha (2006), Hindistan’ in Karnataka eyaletine yaptig1 sorvey calismasinda
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensisin domates tarlalarinda yaygin
oldugunu ve bu alanlarda hastalik siddetinin %25 ile %48 arasinda degistigini
bildirmistir. Ayrica arastirict laboratuvarda yaptigi calismalarda tohumlarin
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile bulasik oldugunu belirlemis ve
bunu farkli tami metodlar1 kullanarak testlemislerdir. Dogal bulasik tohumlarda
tasinma oramnin %46 oldugunu, tohumlara bir antagonist olan Pseudomonas
fluorescens uygulanmasinin laboratuvar kosullarinda tohum kalitesini arttirdigim ve
tarla kosullarinda hastaligin gorilme sikligint azalttigini belirtmistir.

Cetinkaya-Y1ldiz (2007), kimyasal micadeleye alternatif olarak Clavibacter
michiganenss subsp. michiganensise karst  bitki  blyime  dizenleyici
rizobakterilerin kullamilma olanaklarim arastirdigi calismasinda, Adana, Antalya,
Hatay, Osmaniye, Mersin ve Mugla illerinden aldig1 39 farkl: toprak 6rneginden 499
adet aday PGPR bakteri izolat1 elde etmistir. Bu izolatlardan en fazla fosforu ¢ozme,
azotu baglama 0Ozelliklerine sahip 30 izolat1 aday PGPR olarak belirlemistir. Bu
izolatlar arasinda en etkili olan 8 izolatin Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis'i baskilayabilme potansiyellerini in vivo saksi calismalart ile
arastirmistir. Saksi calismalar1 sonucunda 3 izolat ve kombinasyonlar: ile tohum
denemeleri, 2 izolat ve kombinasyonlar ile tarla ¢calismalarim yuritmistir. Calisma
sonucunda PGPR izolatlar1 ile muamele gormis domates bitkilerinde Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis tarafindan neden olunan hastalik siddetinin tarla
kosullarinda ortalama %43 oraminda azaldigimi, hastalik etmeninin bulunmadig:
kosullarda PGPR izolatlarimn bitki biytmesini (bitki boyu, govde capi, dal sayisi,
bitki yas agirlig1 ve kuru agirligi, kok boyu ve verim) degisen oranlarda arttirdigini
belirtmistir.
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Raudales ve Gardener (2008), organik tarimda bitki hastaliklarinin
miicadelesinde kullanlabilecek, ABD Cevre Koruma Orgiitii (US EPA) ve Organik
Materyal Kontrol Engtitisi tarafindan onaylanmis biyopestisitlerin  listesini
hazirlamislardir.  Listede Agriphage™ (Xanthomonas spp. ve Pseudomonas
tomato’ nun bakteriyofajlar); Bio-Save® 10LP? (Pseudomonas syringae izolat ESC
10); Bloomtime Biological™ FD?, Bloomtime Biological ™ * (Pantoea agglomerans
izolat E325); Actinovate® AG, Actinovate® SP (Streptomyces lydicus WY EC 108);
Ballad® Plus (Bacillus pumilus QST 2808); Contans® WG (Coniothyrium minitans
izolat CON/M/91-08); Kodiak® (Bacillus subtilis GB03); Plant Shield® HC,
RootShield® Graniil (Trichoderma harzianum Rifai izolat KRL-AG2); Serenade®
(Bacillus subtilis izolat QST 713); SoilGard 12G® (Trichoderma virens); Sonata®
(Bacillus pumilus QST 2808); T-22™ HC, T-22™ Planter Box (Trichoderma
harzianum Rifai izolat KRL-AG2); Yield Shield® (Bacillus pumilus GB34) ve
Rhapsody® (Bacillus subtilis QST 708)’yi organik tarimda kullanilabilecek
biyopestisidler olarak bildirmiglerdir.

Wolf ve ark. (2008), sebze tohumlarimin hastaliklardan arindiriimasi icgin
yaptiklart bitki ekstrakti, ugucu yaglar ve organik asit uygulamalarindan, %2.5
konsantrasyonunda uygulanan laktik asidin Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis gibi tohumla tasinan bakterileri elimine ettigini ve sadece propiyonik
asidin tohum ¢imlenmesini olumsuz etkiledigini bildirmislerdir.

Pradhanang ve Collier (2009), arastrmalarinda Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis ile yapay veya dogal olarak bulagmis domates tohumlarina
uygulanan hidroklorik asit (HCI) in etkinligini arastirmiglardir. Domates tohumlari
patojenle yapay olarak bulastiriimasindan 15 gin sonra yapilan hidroklorik asit
uygulamasinin  oldukga etkili oldugunu bildirmislerdir. Dogal bulasmalarda,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile infekteli bitkilerden toplanan
meyvelerden elde edilen tohumlarin bir giin fermante edilmesinin etkili ancak yeterli
bir yontem olmadigimt belirtmiglerdir. Arastiricilar ayrica tek basina asit
ekstraksiyonunun Clavibacter michiganensis subsp. michiganensisi tohumdan
yeterince elimine edemedigini bildirmiglerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Patojen izolat: TUBITAK tarafindan desteklenen 1050465 nolu proje
gercevesinde Mersin’ den izole edilen ve tamlanan Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensisin CMM 3/1A kodlu izolat1 kullamlmistir (Aysan ve Cetinkaya
Y 1ldiz, 2006).

Bes Yerleri: Rifampisine dayanikli Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis elde edilmesinde NBY (8.0 g Nutrient Broth (Difco), 2.0 g Yeast
Extract, 2.0 g Ko;HPO4, 0.5 g KH2PO4, 2.5 g Glucose, 1000 ml distile su) besi yeri
kullanilirken, etmenin gelismesi icin Pseudomonas Agar F (10 g Protose Pepton, 10
g Tryphtone, 10 ml Gliserin, 1.5 g K;HPO4, 1.5 g MgSO4 7H20, 15 g Agar 1000 ml
su) besi yeri kullamlmstir (Saygili ve ark., 2006).

Antibiyotik: Patojen izolatin adaptasyon yoluyla rifampisin antibiyotigine
dayaniklilik kazanmasiyla ilgili calismada Sigma marka K10514807 912 kodlu
Rifampisin antibiyotigi kullanlmustur.

Domates Tohumlary: Iklim odasinda yapilan saksi calismalarinda ve
uygulamalarin tohum cimlenmesine etkisi belirlenirken Batiasya Tohumculuk
A.S. ye ait H-2274 standart ¢esidi domates tohumlar: kullanlmstir.

iklim Odaamin Ozellikleri: Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki
Koruma Bolimi Fitopatoloji Anabilim dalinda bulunan 25+2°C, %70 nem, 16 saat
aydinlik 8 saat karanlik kosullarina sahip stten aydinlatmali, klimaile 1sitilan iklim
odasinda denemeler yUrutilmstr.

Toprak ve Saks Ozellikleri: Saksi denemelerinde, 3:2 oraminda tarla toprag:
ve torf karistirillarak hazirlanmis ve karisim 15 cm capindaki plastik saksilara
doldurularak kullamlmustir.

Antagonist Bakteri (K2C): TUBITAK tarafindan desteklenen 1050465
no’ lu proje gercevesinde izole edilmis olan K2C kodlu antagonist bakteri izolat1 10°
hiicre/ml yogunlugunda kullamlmistir (Aysan ve Cetinkaya Y1ldiz, 2006; Cetinkaya
Yildiz, 2007).
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ISR-2000: Improcrop firmasi tarafindan Oretilen [1SR-2000; bir bitki
aktivatori olup Y ucca bitki ekstrakti, Lactobacillus acidophilus fermantasyon Gring,
maya 0zl ve benzoik asit icermektedir (www.improcrop.com).

Serenade: AgraQuest Inc. firmas: tarafindan Uretilen Serenade, bakterisit ve

fungisit etkiye sahip Bacillus subtilis'in QST 713 izolatidir (www.agraguest.com).
Sodyum hipoklorit (NaOCI): Piyasada ticari olarak satilan %5’ lik Sodyum
hipoklorit (Ace marka) kullamlmustir.

Uzim Sirkes: Piyasada ticari olarak satilan %5’ lik (izim sirkesi (Migros
marka) kullanmlmustir.

Elma Sirkes: Piyasada ticari olarak satilan %5’lik elma sirkesi (Migros
marka) kullanmlmustir.

Laktik Agit: Sigma firmasina ait 088K1230 kodlu %98 oraminda saf laktik
asit kullanilmstur.

3.2. YOntem

3.2.1. Rifampisine Dayanmkli M utant Bakteri Elde Edilmes

Calisma siresince yapilan izolasyonlarda, besi yerinde sadece bizim patojen
bakterimizin gelisimine olanak saglamak ve karisik populasyonlarin ortaya gikmasini
engellemek amaciyla rifampisin’e dayanikli mutant bakteri izolat1 kullanilmistir.
Rifampisin’e dayanikli mutant bakteri, Aysan ve ark. (2002), Cetinkaya-Yildiz
(2002) ile Cetinkaya-Y1ldiz ve ark. (2003)’ min belirttigi yonteme gore elde edilmistir.
Bu yontemde, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'in CMM 3/1A kodlu
bolge izolat1 Pseudomonas Agar F (Psf) besi yerinde 72 saat gelistirildikten sonratek
koloniden alinan bakteri 20 ml NBY sivi besi yerine aktarilmis ve 150 rpm hizda
calisan calkalayicida (Heidolph unimox 1010) 72 saat gelistirilmistir. %70’ lik alkol
kullanilarak hazirlanan 25 mg/l dozunda rifampisin soguk sterilizasyon yapilarak
bakteri stispansiyonuna eklenmistir. ilk birkag giin bakterilerin gogunun 6lmesinden
dolay1 sivi besi yerinin berraklasmasi beklenmis daha sonra 25 mg/l rifampisine
dayanikli mutantlar cogalip ortam tekrar bulaniklasinca 25 ml/g rifampisin iceren Psf
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besi yerine bu slispansiyondan ¢izim yapilarak tek koloniler gelistirilmistir. Tek bir
koloni alimp 20 ml NBY besi yerinde tekrar gogaltilmis ve yukarida anlatilan
islemler 50, 75 ve 100 mg/l dozuna goére tekrar edilmistir. Son olarak 100 mg/I
rifampisin iceren Psf besi yerinde gelisen dayamkli mutantlarin  Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis olup olmadigi gram reaksiyonu ve patojenite
testleri ile belirlenmistir.

3.2.2. Potasyum Hidroksit Testi (KOH) ile Gram Reaksiyonunun Belirlenmes

Taze hazirlanan %3’ [Uk potasyum hidroksit soltisyonundan lam Uzerine bir
damla damlatildiktan sonra Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'in
CMM 3/1A kodlu bodlge izolatimn 48 saatlik kultirinden platin 6zeyle alinarak
solusyona dairesel hareketlerle karistirilmistir. 15-20 saniye sonra 0ze yukari
kaldirildiginda viskoz, yapiskanumsi bir sinmenin olusmasi gram negatif olarak,
mukoid siinmenin olusmamasi pozitif olarak degerlendirilmistir (Sands, 1990).

3.2.3. Patojenite Testi

Patojenite testinde saf koloniden elde edilen ve spektrofotometre’ de Aggo: 0.2
yogunlugunda hazirlanan 100u! Rif*Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
siispansiyonu genc domates fidelerine gévdeden enjekte edilmistir. Inokulasyondan
10 guin sonra tipik hastalik simptomu gosteren bitkilerden yapilan reizolasyonlardan
100 mg/l rifampisine dayanikli reizolatlar elde edilmistir. Bu izolatlar 100 mg/I
rifampisin iceren NBY egik ortaminda +4°C’ de saklanmustir.

3.2.4. Aksamsafas (Mirabilisjalapa L.) Bitkisnde Asir1 Duyarhilik Reaksiyonu
Domates bakteriyel solgunluk izolatimn 48 saatlik kiltirinden hazirlanan
siispansiyon Aksamsafasi bitkisinin yaprak damar aralarina enjekte edilmistir.

Calismada Fransa dan ithal edilen Vilmorin marka F1 tohumlarindan gelistirilen
bitkiler kullamlmistir. 48 saatlik inklbasyon periyodundan sonra Aksamsafasi
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bitkilerinin yapraklarinda asirt duyarlilik reaksiyonu olusumu pozitif olarak
degerlendirilmistir (Gitaitis, 1990; Gitaitis ve Beaver, 1990). Negatif kontrol olarak
steril distile su kullanilmistir

3.2.5. Domates Tohumlarinin Patojenle Yapay inokulasyonu

Calismada 25 g domates tohumu kullanilmistir. Tohumlar 1.1x108 hiicre/ml
yogunlugunda hazirlanan 125 ml Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
stispansiyonu icerisine daldirilmis ve 30 dakika vakum uygulamasinin ardindan 24
saat siispansiyon igerisinde bekletilerek patojenle bulastirilmistir (Ozaktan, 1991).

Uygulamadan sonra slzilen tohumlar steril kurutma kagich Uzerinde
kurutulmustur. Kagit torbalara alinan tohumlar kullanilincaya kadar muhafaza
edilmistir.

3.2.6. Farkli Tohum Uygulamalari
3.2.6.1. Antagonist Bakteri (K2C) Uygulamas

K2C kodlu antagonist bakteri izolat1, Psf besi yerinde 24 saat gelistirildikten
sonra  spektrofotometre  yardimiyla  10°  hiicre/ml  yogunluguna (A600:0.2)
ayarlanarak 500 ml antagonist bakteri slspansiyonu hazirlanmistir. Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis ile bulasik 1 g ve ayrica 100 adet domates
tohumu, bu slispansiyon icerisine konup 30 dakika 150 rpm’de calkalanarak tohuma
antagonist uygulamasi gerceklestirilmistir (Tokgonal, 1998). Uygulama gormis
tohumlar oda sicakliginda filtre kagidinda 24 saat bekletilerek kurutulmustur.

3.2.6.2. Serenade Uygulamas
Ticari olarak satin alinan Serenade, 15 ml/l dozunda (7.5 ml Serenade / 500

ml saf su) bir soltisyon haline getirilerek kullamlmstir. Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis ile bulasik 1 g ve ayrica 100 adet domates tohumu, hazirlanan
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Serenade soltisyonu igerisine 30 dakika daldirilarak tohuma uygulanmistir (Wszelaki
ve Miller, 2005). Uygulama goérmis tohumlar oda sicakliginda filtre kagidinda 24
saat bekletilerek kurutulmustur.

3.2.6.3. Bitki Aktivatort Olarak | SR 2000 Uygulamas

Ticari olarak satin alinan ISR 2000, 1 ml/l dozunda (500 pl ISR 2000 / 500
ml saf su) bir soltisyon haline getirilerek kullamlmustir. Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis ile bulasik 1 g ve ayrica 100 adet domates tohumu, hazirlanan
ISR 2000 soliisyonu igerisine 40 dakika daldirilarak tohum uygulamas: yapilmistir
(Cetinkaya-Y1ldiz ve Aysan, 2005). Uygulama gérmis tohumlar oda sicakliginda
filtre kagidinda 24 saat bekletilerek kurutulmustur.

3.2.6.4. Sodyum hipoklorit (NaOCI) Uygulamasi

Ticari olarak satin alinan %5’ lik NaOCI ¢ozeltisi, suyla seyreltilerek %60.25
oraninda (25 ml %5’ lik NaOCI / 475 ml saf su) 500 ml’ lik bir ¢ozelti hazirlanmstir.
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile bulasik 1 g ve ayrica 100 adet
domates tohumu, %0.25' lik NaOCI ¢ozeltisi igerisine 40 dakika bandirilarak tohum
uygulamas: gerceklestirilmistir (Anonymous, 2010b). Uygulama gérmis tohumlar
oda sicakliginda filtre kagidinda 24 saat bekletilerek kurutulmustur.

3.2.6.5. Uziim Sirkesi Uygulamas

Ticari olarak satin alinan tizim sirkesinden hazirlanan %10’ luk (30 ml Gzim
sirkesi / 270 ml saf su) Uzim sirkesi icerisinde Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis ile bulastk 1 g ve ayrica 100 adet domates tohumu, 12 saat
bekletilerek tohuma uygulanmistir (Anonymous, 2010c). Uygulama gormus
tohumlar oda sicakliginda filtre kagidinda 24 saat bekletilerek kurutulmustur.
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3.2.6.6. EIma Sirkes Uygulamas

Ticari olarak satin alinan elma sirkesi, %10’ luk (30 ml Gzim sirkesi / 270 ml
saf su) seyrelti haline getirilerek kullanilmustir. Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis ile bulasik 1 g ve ayrica 100 adet domates tohumu, %10’ luk elma
sirkesi igerisine 12 saat bandirilarak tohum uygulamas: gergeklestirilmistir
(Anonymous, 2010c). Uygulama gormis tohumlar oda sicaklhiginda filtre kagidinda
24 saat bekletilerek kurutulmustur.

3.2.6.7. Sicak Su Uygulamas

Termostath ve sirkilasyonlu su banyosu 55°C'ye ayarlandiktan sonra
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile bulasik 1 g ve ayrica 100 adet
domates tohumu, sicak suda 25 dakika bekletilerek uygulama gergeklestirilmistir
(Ozaktan, 1991). Uygulama gormiis tohumlar oda sicakliginda filtre kagidinda 24
saat bekletilerek kurutulmustur.

3.2.6.8. Laktik Asit Uygulamas

Sigma firmasina ait laktik asitten %30’ luk bir ¢ozelti (15 g laktik asit / 50 ml
saf su) hazirlanarak kullanilmistir. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
ile bulasik 1 g ve ayrica 100 adet domates tohumu, laktik asit ¢ozeltisi icerisine 30
dakika daldirilarak uygulama gerceklestirilmistir (Wolf ve ark., 2008). Uygulama
gbrmis tohumlar oda sicakliginda filtre kagidinda 24 saat bekletilerek kurutulmustur.

3.2.7. Patojenle Bulastirnlan Tohumlardaki Bakteri Populasyonunun
Saptanmas

Patojenle bulastirilan tohumlardaki bakteri populasyonunu belirlemek icin 9
ml salin buffer (%0.85 NaCl) icine konulan 1 g hastalikli tohum, 150 rpm’de 30
dakika sireyle calkalanmistir. Elde edilen stspansiyon 10, 100 ve 1000 kat
seyreltilmistir. Her bir seyreltme serisinden 100 pl slispansiyon alinip igerisinde 100
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mg/l rifampisin bulunan Psf besi yerine baget yardimiyla yayilmistir. Besi yeri
ekimleri 3 tekrarl: olarak yapilmustir. inktibatorde 25°C’ de bekletilen petriler 4-6 giin
sonra kontrol edilerek her bir seyreltmedeki koloni sayilari belirlenmistir. Higbir
tohum uygulamasi gérmemis sadece patojenle bulastirilmis bu tohumlar, farkl
tohum uygulamalarinin tohumdaki bakteri populasyonuna etkisi belirlenirken kontrol
olarak kullanilmugtir.

Besi yerindeki rifampisinden dolay: besi yerinde sadece bu antibiyotige
dayaniklilik kazandirilmis olan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
gelismistir. Ayrica, tesadiifi olarak her uygulamada besi yerinde gelisen, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis koloni morfolojisine benzeyen toplam 39 adet
bakteri kolonisi saflastirilarak gram reaksiyonu tespit edilmis ve patojen olup
olmadig1 Aksamsafas bitkisinde asir1 duyarlilik reaksiyonlarina gére teyit edilmistir.

3.2.8. Farkli Tohum Uygulamalarimin Tohumdaki Bakteri Populasyonuna
Etkis

Farkli uygulamalara tabii tutulmus 1'er g hastalikli tohumdan 3.2.7'de
anlatildigi gibi izolasyon yapilarak her bir uygulamamn tohumdaki bakteri
populasyonuna etkisi saptanmustir. Sadece patojenle bulastirilan tohumlardaki bakteri
populasyonu, uygulama goérmis tohumdaki bakteri populasyonuyla karsilastirilarak
% etki Abbott formillyle hesaplanmistir. Boylece uygulama gormis tohumlardaki
patojen populasyonundaki degisim ortaya konmustur. Uygulamalar arasindaki
istatistiki farklar MstatC istatistik programinda Duncan ¢oklu karsilastirma testinde
p<0.05 6nem diizeyine goére yapilmistir. Aym istatistiki grupta yer alan uygulamalar
ayni harfle isaretlenmis ve sonuglar yorumlanmustir.

3.29. Patojenle Bulastirnlan Tohumlardaki Bulastk Tohum Oramimin
Saptanmas

Farkli uygulamalara tabii tutulmus tohumlar kurutulduktan sonra 100 mg/I
rifampisin iceren Psf bes yerine her petriye 10'ar adet olmak Uzere, 10 tekrarli
toplamda 100 tohum yerlestirilmistir. Petriler 25°C’ de 7-10 giin inkiibasyondan sonra
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cevresinde sar1 renkli bakteri gelisen tohum sayilar1 belirlenerek bulasik tohum
ylzdesi hesaplanmistir. Hicbir tohum uygulamasi gormemis sadece patojenle
bulastirilmis bu tohumlar, farkli tohum uygulamalarinin bulasik tohum oranina etkisi
saptanirken kontrol olarak kullanilmistir.

Besi yerindeki rifampisinden dolay: besi yerinde sadece bu antibiyotige
dayaniklilik kazandirilmis olan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
gelismistir. Ayrica, tesadifi olarak her uygulamada tohum etrafinda gelisen,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis koloni morfolojisine benzeyen
toplam 26 adet bakteri kolonisi saflastirilarak gram reaksiyonu tespit edilmis ve
patojen olup olmadigi Aksamsafasi bitkisinde asir1 duyarlilik reaksiyonlarina gore
teyit edilmistir.

3.2.10. Farkl Tohum Uygulamalarinin Bulasik Tohum Oramna Etkis

Farkli uygulamalara tabi tutulmus 100'er adet hastalikli tohum 3.2.9'de
anlatildig1 gibi 100 mg/I rifampisin igeren besi yerine ekilerek her bir uygulamanin
bulasik tohum sayisina etkisi ortaya konmustur. Boylece uygulama gorms
tohumlardaki bulasik tohum %’'si saptanmustir. Sadece patojenle bulastirilan
tohumlardaki bulasik tohum sayisi, uygulama gormis tohumdaki bulasiklik
duzeyiyle karsilastirilarak % etki Abbott formiltyle hesaplanmistir. Uygulamalar
arasindaki istatistiki - farklar MstatC istatistik  programinda  Duncan  ¢oklu
karsilastirma testinde p<0.05 6nem diizeyine gore yapilmistir. Ay istatistiki grupta
yer alan uygulamalar aymi harfle isaretlenmis ve sonuclar yorumlanmustir.

3.2.11. Farkh Tohum Uygulamalarinin Tohum Cimlenme Gictine Etkis

Patojen ile bulasik olmayan saglikli 100’ er adet domates tohumuna antagonist
bakteri, Seranade, bitki aktivator olarak SR 2000, sodyum hipoklorit, Gzim sirkesi,
elma sirkesi, sicak su ve laktik asit uygulamalar1 yapilarak bu uygulamalarin
tohumun ¢imlenme gictine etkisi arastirilmistir. Bu amagla, icerisinde torf bulunan
10X30X5 cm (genislik x uzunluk x yukseklik) olgulerindeki kivetlere 100’ er adet
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uygulama goérmis domates tohumu ekilmistir. Deneme 3 tekrar olacak sekilde
kurulmustur. Kontrol olarak highir tohum uygulamasi yapilmayan saglikli tohum
kullamlmstir. Iklim odasinda muhafaza edilen kivetler giinlik gozlemler ile kontrol
edilmis ve cimlenen tohum sayilar1 kaydedilerek uygulama gormis tohumlardaki
cimlenme %' si hesaplanmistir. Herhangi bir tohum uygulamasi yapilmayan kontrol
parseldeki ¢imlenen tohum sayisi, uygulama gérmuis tohumdaki ¢cimlenme dizeyiyle
karsilastirilarak % etki Abbott formiline goére hesaplanmistir. Uygulamalar
arasindaki igtatistiki farklar MstatC istatistik programunda Duncan c¢oklu
karsilastirma testinde p<0.05 6nem diizeyine gore yapilmistir. Ay istatistiki grupta

yer alan uygulamalar aymi harfle isaretlenmis ve sonuclar yorumlanmustir.

3.2.12. Saksa Calismalar

Bolim 3.2.6." da agiklandig: sekilde tohumlara farkli uygulamalar yapilmis ve
farkli tohum uygulamalarimin  hastalik Gzerine etkisi sakst  calismalariyla
arastirilmistir. Farkli tohum uygulamalari gormis 100’ er adet tohum her saksiya 10
adet olacak sekilde ekilmistir. Pozitif kontrol olarak sadece patojenle bulastirilmus,
negatif kontrol olarak herhangi bir uygulama yapilmamis tohumlar kullaniimstir.
Materyalde Ozellikleri tarif edilen iklim odasinda muhafaza edilen saksilar gunltk
gbzlemler ile kontrol edilerek hastalik belirtisi gosteren bitki sayilar1 saptanmustir.
Pozitif kontrolde yer alan bitkilerde hastalik belirtisi gozlenene kadar bitkiler
izlenmis ve hasta bitki sayilar1 karsilastirilarak degerlendirme yapilmistir. Saksi
calismasi iklim odasi sartlarinda 2 kez tekrarlanmistir. Sadece patojenle bulastirilan
tohumlardaki hasta bitki sayisi, uygulama gormis tohumlardan gelisen hasta bitki
sayisina oranlanarak % etki Abbott formiluyle hesaplanmistir.  Uygulamalar
arasindaki igtatistiki - farklar MstatC istatistik  programinda  Duncan  ¢oklu
karsilastirma testinde p<0.05 6nem diizeyine gore yapilmistir. Ay istatistiki grupta
yer aan uygulamalar aynm harfle isaretlenmis ve sonuclar yorumlanmustir.
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4. BULGULAR
4.1. Rifampisine Dayanmkh Mutant Bakteri Elde Edilmes
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'in 3/1A kodlu bélge izolat1

100 mg/l rifampisin iceren Psf besi yerinde gelisim gostererek adaptasyon yoluyla
rifampisine dayanikli mutant bakteri izolat1 elde edilmistir. Bu besi yerinde patojen

bakteri onceleri acik sar1 yaslandikga koyu sariya dénen koloniler Gretmistir (Sekil
4.1).

Sekil 4.1. Rifampisin iceren Psf besi yerinde bu antibiyotige dayaniklilik kazanmus
patojenin koloni gelisimi

4.2. Potasyum Hidroksit Testi (KOH) ile Gram Reaksiyonunun Belirlenmes

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'in 3/1A kodlu bdlge izolat1
tes sonucunda Ozeye yapismamis, sUmiksl bir olusum gozlenmemis ve gram
reaksiyonu pozitif olarak degerlendirilmistir.

4.3. Patojenite Testi

Rifampisine dayanikli mutant bakteri izolatiyla yapilan patojenite testinde

inokulasyondan 10 gin sonra domates fidelerinin yapraklarinda solgunluk ve
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yaniklik belirtileri gozlenmistir (Sekil 4.2). Tipik hastalik simptomu gosteren

domates fidelerinden etmen yeniden izole edilmistir.

Sekil 4.2. Rifampisine dayanmikli mutant bakteri izolatinin patojenite testinde
olusturdugu hastalik belirtisi

4.4. Aksamsafas (Mirabilisjalapa L.) Bitkisnde Asir1 Duyarlihk Reaksiyonu

Elde edilen izolatlar Aksamsafasi bitkisinde asiri duyarlilik reaksiyonu
olusturmus ve pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.3). Negatif kontrol olarak
kullanilan steril distile su uygulamasinda ise herhangi bir degisim gézlenmemistir.

Sekil 4.3. Rifampisine dayanikli mutant bakteri izolatimn Mirabilis jalapa L.
(Aksamsafasi) bitkisinde olusturdugu asir1 duyarlilik reaksiyonu
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4.5. Patojenle Bulastirilan Tohumlardaki Bakteri Popllasyonunun Saptanmas

Patojenin  1.1x10° hiicre/ml  yogunlugunda hazirlanan siispansiyon ile
bulastirlmis 1 g tohumdaki, patojen bakteri popiilasyonu 2.76x10" bakteri hiicresi
olarak tespit edilmistir.

Farkli tohum uygulamalarinin tohumdaki bakteri populasyonuna etkisi
saptanirken kontrol dahil tim uygulamalarda petrilerin -1 seyreltmelerindeki koloni
sayilart karsilastirilmistir. Pozitif kontrolden yapilan -1 seyreltmedeki bakteri koloni
sayimlar1 U¢ tekrarda 224, 284 ve 319 olarak belirlenmistir (Sekil 4.4). Bu
seyreltmedeki ortalama koloni sayisi 275.7 olmus ve diger uygulamalar bununla
karsilastirilmustir.

4.6. Farkli Tohum Uygulamalarinin Tohumdaki Bakteri Populasyonuna Etkis

Yapilan tohum uygulamalarimin pozitif kontroldeki 275.7 adet bakteri
populasyonunu ne diizeyde azalttigi yaptigimiz calisma sonucu ortaya konmustur.
Cizelge 4.1.’de goruldugl gibi uygulamalar %77-100 arasinda bu popilasyonu
baskilamada etkili olmustur.

Yapilan tek yonli varyans analizi (ANOVA) sonucunda ortalamalar
arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (Serbestlik dercesi: 18, F:
2995, P<0.005) (Ek cizelge 1). Verilere analiz yapilmadan once In(X+1)
transformasyonu uygulanmistir. Patojen ile bulastirilan domates tohumlarina yapilan
Uztm sirkesi, elma sirkesi, sicak su ve laktik asit uygulamalarinin -1 seyreltmesinin
hichir tekerririnde bakteriye rastlanmamus, bu uygulamalara ait ortalamalar sifir
olarak bulunmustur. Belirtilen uygulamalar: ortalama 0.3 ile Sodyum hipoklorit
uygulamasi izlemistir. Uziim sirkesi, elma sirkesi, sicak su, laktik asit ve sodyum
hipoklorit uygulmalar1 sonucunda elde edilen ortalama bakteri yogunlugu aym grup
icerisinde yer almis ve istatistiksel olarak aralarindaki fark Gnemsiz bulunmustur.
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Cizelge 4.1. Farkli tohum uygulamalarinin tohumdaki bakteri populasyonuna etkisi

TEKERRUR %

UYGULAMALAR 1. 2. 3. ORTALAMA ETKI
Pozitif Kontrol 224 284 319 275.7 a*
Antagonist 61 69 57 62.3b 77.4
Serenade 44 31 42 39.0c 85.9
ISR 2000 17 46 28 30.3¢c 89.0
Sodyum hipoklorit 1 0 0 0.3d 99.9
Uziim sirkesi 0 0 0 0.0d 100.0
Elma sirkesi 0 0 0 0.0d 100.0
Sicak su 0 0 0 0.0d 100.0
Laktik asit 0 0 0 0.0d 100.0

*Situnda aym harfe sahip ortalamalar arasinda Duncan coklu karsilastirma testine
gore istatistiksel olarak fark yoktur

Sekil 4.4. Patojenle bulastirilmis 1 g tohumdan yapilan izolasyonda, -1 seyreltmede
gelisen bakteri kolonileri (A). Patojenle bulastirilrus ve ISR 2000
uygulanmis 1 g tohumdan yapilan izolasyonda, -1 seyreltmede gelisen
bakteri kolonileri (B)

Serenade ve ISR 2000 uygulamalar1 sonucunda ortalama bakteri yogunlugu
sirastyla 39.0 ve 30.3 olarak belirlenmis ve bu uygulamalar istatistiksel olarak ayni
grup icerisinde yer almislardir. Antagonist uygulamasi sonucunda ortalama bakteri
yogunlugu 62.3 olarak belirlenmis ve bu deger diger tim ortalamalardan istatistiksel
olarak farkli bulunmustur. En yiksek ortalama 275.7 ile pozitif kontrolde elde
edilmis ve bu deger istatistiksel olarak diger ortalamalardan farkli bulunmustur.
Abbot’a gore hesaplanan % etki degerleri incelendiginde yapilan uygulamalardan
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Uz0m sirkesi, elma sirkesi, sicak su ve laktik asit %100 etkili olmus, bunlari1 %699.9
ile sodyum hipoklorit izlemistir. Diger uygulamalar ile karsilastirildiginda antagonist
uygulamasinin %77.4 ile en distk etkiye sahip oldugu, bunu %85.9 ve %89.0 ile
Serenade ve ISR 2000'in izledigi belirlenmistir (Cizelge 4.1).

4.7. Patojenle Bulastirilan Tohumlardaki Bulasik Tohum Oranimin Saptanmas

Patojenle bulastirilmis 100 adet tohum besi yerine ekim yapildiginda 7’ sinin
etrafinda fungal gelisim tespit edilmis ve bunlar degerlendirme dig1 birakilmstir.
Degerlendirilen 93 adet tohumdan 86’ simin gevresinde sar1 renkli patojen bakteri
gelisimi (Sekil 4.5) gozlenmistir. Patojenle bulastirilan tohumlarin %92.5'inin
patojenle bulasik oldugu saptanmis ve bu deger farkli tohum uygulamalarinin

tohumlardaki bulasik tohum oranim belirlerken kontrol olarak kullanilmustr.

Sekil 4.5. Patojenle bulastirilmis tohumlarin etrafinda sar1 renkli patojen bakteri
gelisimi (A). Patojenle bulastirilmis ve Serenade uygulanmis tohumlarin
etrafinda sar1 renkli patojen bakteri gelisimi (B)

4.8. Farkli Tohum Uygulamalarinin Bulasik Tohum Oranina Etkis

Cizelge 4.2’de gorlldigt gibi, farkli tohum uygulamalari bulasik
tohumlardaki patojeni %31-100 oraminda engellemislerdir. Sicak su, Gzim ve elma
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sirkesi uygulamalar1 patojeni tohumdan tamamen yok ederek son derece basari
gostermistir. Sodyum hipoklorit ve laktik asit de %95.7 ve %96.8'lik etkiyle basaril1

uygulamalar arasinda bulunmustur.

Cizelge 4.2. Farkli tohum uygulamalarinin bulasik tohum sayisina etkisi

Toplam Bulasgik Bulasgik

Uygulamalar Tohum Tohum Tohum % Etki

Sayisi Sayisli %'si

Pozitif Kontrol 93 86 92.5
Antagonist 92 59 64.1 30.6
Serenade 99 19 19.2 79.2
ISR 2000 97 15 155 83.3
Sodyum hipoklorit 100 4 4.0 95.7
Laktik Asit 100 3 3.0 96.8
Uziim Sirkesi 100 0 0.0 100.0
Elma Sirkesi 100 0 0.0 100.0
Sicak Su 100 0 0.0 100.0

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile bulasik tohumlara hicbir
uygulama yapilmadan 100 mg/I rifampisin iceren Psf besi yerine ekilerek elde edilen
pozitif kontrolde toplam bulagik tohum sayisi 86 adet ile en yuksek bulunurken bunu
59 adet ile antagonist uygulamas: izlemistir. Serenade ve ISR 2000 uygulamalari
sonucunda belirlenen toplam bulasik tohum sayisi degerleri birbirine yakin olmus
(srasiyla 19 ve 15), bu uygulamalar1 4 ve 3 adet ile sodyum hipoklorit ve laktik asit
uygulamalar1 sonucunda elde edilen degerler izlemistir. Uzim sirkesi, elma sirkesi
ve sicak su uygulamalari sonucunda ekilen tohumlarin higbirinde patojen
gelismemistir (Cizelge 4.2).

Deneme sonucunda pozitif kontrolde %92.5 olan bulasik tohum oranina en
yakin deger %64.1 ile antagonist uygulamasi sonucunda elde edilmistir. Serenade,
ISR 2000, sodyum hipoklorit ve laktik asit uygulamalarina ait % bulasik tohum
oranlari ise sirastyla 19.2, 15.5, 4.0 ve 3.0 olarak bulunmustur (Cizelge 4.2).

Y apilan uygulamalardan elma sirkesi, Gziim sirkesi ve sicak su Abbot’a gore
%100 etkili bulunurken, laktik asit ve sodyum hipoklorit icin bu oranlar sirasiyla
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%96.8 ve 95.7 olarak bulunmustur. 1SR 2000 %83.3 etkili bulunurken, Serenade igin
bu oran %79.2 olmustur. Tum uygulamalar icerisinde Abbot’a gore en disik % etki
%30.6 ile antagonist uygulamas: sonucunda elde edilmistir (Cizelge 4.2).

Y apilan tek yonlu varyans analizi (ANOV A) sonucunda elde edilen ortalama
bulasik tohum sayilari arasindaki farkin idtatistiksel olarak 6nemli oldugu
belirlenmistir (Serbestlik derecesi: 81, F: 95.31, P<0.005) (Ek cizelge 2). Ortalamalar
arasindaki fark MstatC paket program kullamlarak Duncan coklu karsilastirma
testine gore belirlenmistir. Farkli uygulamalarin ortalama bulasik tohum sayilari
karsilastirildiginda en yiiksek ortalama bulasik tohum sayisi 8.6 ile pozitif kontrolde
elde edilmis ve bu deger idtatistiksel olarak diger tim uygulamalardan farkli grup
icerisinde yer almistir. Pozitif kontrolden sonra ikinci en yiksek ortalama bulasik
tohum sayisi 5.9 adet ile antagonist uygulamasi sonucunda elde edilmis ve bu
degerde istatistiksel olarak diger uygulamalardan farkli bulunmustur. Serenade ve
ISR 2000 sirasiylaortalama 1.9 ve 1.5 adet ile istatistiksel olarak ayni grup igerisinde
yer almis ve aralarindaki fark 6nemli bulunmamistir. Sodyum hipoklorit ve laktik
asit uygulamalart sonucunda elde edilen ortalama bulasik tohum sayilari oldukga
distk olmus (sirasiyla 0.4 ve 0.3) ve %100 etkili bulunan Gzim sirkesi, elma sirkesi
ve sicak su uygulamalarimin  aralarindaki  fark igtatistiksel olarak  6nemli
bulunmamistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile bulasik domates
tohumlarinda farkli uygulamalar sonucunda elde edilen bulasik tohum
sayilart (OrtalamatSH). * Aymi harfe sahip ortalamalar arasinda Duncan
coklu karsilastirma testine gore istatistiksel olarak fark yoktur.

4.9. Farkli Tohum Uygulamalarinin Tohum Cimlenme Gictine Etkis

Farkli uygulamalarin tohumlarin ¢imlenme glictine olan etkisinin belirlenmesi
icin yapilan calismada en yiksek ortalama ¢cimlenen tohum sayisi 88.0 adet ile higbir
uygulama yapilmayan negatif kontrolde elde edilmis, bunu ortalama 86.7, 86.3, 86.0,
85.3, 84.7, 83.3, 83.0 ve 77.0 ile sirastyla Antagonist, Sodyum hipoklorit, ISR 2000,
pozitif kontrol, laktik asit, elma sirkesi, Gzim sirkesi ve sicak su uygulamalari
izlemistir. Farkli uygulamalarin ¢imlenme %'sine etkileri incelendiginde ise en
yiksek etki %12.5 ile sicak su uygulamas: sonucunda elde edilmistir. Baska bir
anlatimla sicak su uygulamasi tohumlarin ¢imlenme gicini %12.5 dizeyinde
azaltmistir. Sicak su uygulamasi gormis tohumlar icerisinde cimlenenlerin
gelismesinin zayif ve ciliz oldugu gozlenmistir (Sekil 4.7). Serenade uygulamasinda
tohum cimlenme yetenesi %7.2 oraninda azalmistir. Uziim sirkesi ve elma sirkesi

uygulamalar1 ¢cimlenme glicini birbirine yakin oranda (sirastyla %5.7 ve %5.3)
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azaltmis, bunlart %3.8 ile laktik asit uygulamasi izlemistir. Higbir uygulama
yapilmadan sadece Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis bulastirilan
pozitif kontrolde tohumlarin da ¢imlenme yetenegi %3 oranminda azalmistir. ISR 2000
ve sodyum hipoklorit uygulamalar1 tohumlarin ¢cimlenme giclini sirasiyla %2.3 ve
%1.9 oraminda azaltirken en distk azalis %1.5 ile antagonist uygulamasi sonucunda
elde edilmistir (Cizelge 4.3)

Cizelge 4.3. Farkli tohum uygulamalarimin domates tohumlarinin ¢gimlenme gicline

etkisi

TEKERRUR %
UYGULAMALAR 1. 2. 3. ORTALAMA ETKI

Negatif Kontrol 85 93 86 88.0
Pozitif Kontrol 90 81 85 85.3 3.0
Antagonist 86 87 87 86.7 15
Serenade 79 83 83 81.7 7.2
ISR 2000 90 81 87 86.0 2.3
Sodyum hipoklorit 88 83 88 86.3 1.9
Uztum Sirkesi 75 89 85 83.0 5.7
Elma Sirkesi 87 85 78 83.3 5.3
Sicak Su 74 80 77 77.0 12.5
Laktik Asit 85 86 83 84.7 3.8

4.10. Saks Calismalari

Iklim odas: kosullarinda gerceklestirilen her iki denemede 8 hafta sonra
yapilan degerlendirmede tipik hastalik belirtisi olan solgunluk goruntmleri tespit
edilememistir. Ancak ilk saksi denemesinde pozitif kontrolde yer alan 4 adet bitkide
ve Seranade uygulamast yapilmis 11 bitkide Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis'in diger bir hastalik belirtisi olan kotiledon yapraklarda epidermis
patlamalar1 seklinde sigil benzeri olusumlar tespit edilmistir (Sekil 4.8). Bu belirti
etmenin hizli tanisinda yaygin olarak kullanilir (Tokgontl, 1998; Cetinkaya-Y 1ldiz,
2007). Bu hastalik gorunimu pozitif kontrolde yer alan 100 adet bitkinin sadece

dordunde gozlendigi icin herhangi bir degerlendirme yapilamamustir.
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Sekil 4.7. Sicak su uygulamasi gorms tohumlardan gelisen domates bitkileri

Sekil 4.8. Pozitif kontrolde yer alan bitkilerin ktiledon yapraklarindaki epidermis
patlamalar1



4. BULGULAR SEBNEM TIRENG KARUT

Bir patojenin konukcu bitkide hastalik olusturabilmesi icin patojenin kritik
inokulum yogunlugunun Uzerinde bulunmasi yani hastalik yapmak igin yeterli
populasyona ulasmast gerekir. Bunun yaminda konukcgu bitkinin duyarli ve cevre
kosullarinin (sicaklik ve nem) patojenin gelisimi icin uygun olmasi gereklidir. Chang
ve ark. (1992) Clavibacter michiganensis subsp. michiganensisin 10*-10° hiicre/g
tohum popilasyonuyla bulasik tohumlar: ektiklerinde, optimum iklim faktorlerinin
varhiginda 6 hafta sonra sistemik enfeksiyon sonucu bitkilerde solgunluk
gozlemlemislerdir. Tokgonul (1998) ise latent peryotlari gbz 6niine alarak bu siireyi
8 hafta olarak uzatmstir. Bizim calismamizda bulasik tohumdaki patojen
poplilasyonu 2.76x10" hiicre/g tohum olarak saptanmis ve 8 hafta sonra patojenle
bulastirilan tohumlarda herhangi bir hastalik belirtisi tespit edilmemistir. Calismada
kullandigimiz H-2274 cesidi domates tohumlarinin bu etmene duyarl: oldugunu goz
Ondne aldigimizda hastalik gelisimi icin uygun cevresel faktorleri iklim odast
sartlarinda olusturamadigimizi ve patojenin latent kaldigim distiinmekteyiz.
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5. TARTISMA

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'in neden oldugu domates
bakteriyel solgunluk hastaligi Ulkemiz dahil domates yetistiriciligi yapan pek c¢ok
tlkenin 6nemli sorunlarindan biridir (Gleason ve ark., 1993; Saygil1 ve ark., 2006).
Bitki bakteri hastaliklariyla micadelede ilk adim hastaliksiz Uretim materyali
kullanmaktir. Dunyada aktif olan tohum ticaretiyle hastalik etmeni temiz Gretim
alanlarina bulasabilmektedir. Patojen bakteri Uretim alamna bir kez bulastiktan sonra
kiltdrel islemler esnasinda acilan yaralardan tim Uretim alanina dagilabilmektedir.
Ozellikle 6rtu atinda bitkiler 1slakken yapilan kiiltirel islemler bu patojeni kolayca
yayabilmektedir. Uretim sezonu sonunda patojen bakteri toprakta, bitki artiklarinda,
civardaki konukcu veya konukcu olmayan bitkilerde hatta sera konstriksiiyon
materyalinde yasamaya devam etmektedir (Gleason ve ark., 1993). Ureticilerimizin
aym tarlada veya serada her yil aym 0OrlnU yetistirme tercihlerinden dolayr da
inokulum bir sonraki Uretim sezonuna populasyonunu artirarak yayilmaya devam
etmektedir. Boylece patojen bakteri, bir kez bir alana giris yaptiktan sonra iklim
kosullart da patojenin gelisimini desteklerse her yil hastalik ortaya gikabilmektedir.
Bu sekilde her yil artis gosteren bakteri inokulumuyla miicadele etmek son derece
zordur. Ulkemizde su an bu hastalik etmeninin bulasmachg: yore hemen hemen yok
gibidir (Tokgonul 1998; Cetinkaya-Y 1ldiz, 2007).

Bu hastalik sadece tarla veya serada degil aym zamanda fide Uretim yerlerinin
de 6nemli bir sorunudur. Domates tohumlarinin pek cok yerinde (tohum kabugu,
endosperm ve embriyo) yasaminm strdirebilen Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis tohumun ¢imlenmesi esnasinda populasyonunu arttirir ve iletim
demetlerine ulasarak bitkide solgunluk belirtileri olusturur (Cetinkaya-Yildiz ve
Aysan, 2008). Inokulum saglikli fidelere hava yoluyla veya sulama suyu
sicratmasiyla bulasarak fidelikte cok sayida fidenin imha edilmesine neden olabilir.
Hastalikli tohumdan gelisen fideler uygun iklim kosulunu bulamazlarsa belirti
gostermeksizin epifitik olarak fidelerde yasamaya devam ederler. Bu fideler
pazarlamp Uretim alamna dikildiginde uygun iklim kosullar1 olustugunda hastalik
ortaya gikabilir.
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Bu hastaligin epidemiyolojisinden de anlasildig: gibi inokulumun yayilmasini
engellemek ve hastalik dongusiinti kirabilmek icin topraktaki inokulumu azaltmak ve
hastaliksiz tohum/fide kullanmak bir zorunluluktur. Bu hastaligin neden oldugu
ekonomik kayiplari ortadan kaldirmak veya en aza indirmek igin ilk inokulum
kaynaklarinin yok edilmesi bir 6n kosuldur. Micadelede ilk adimin tohumdan
baglanmasi gerektiginden dolay: geleneksel Uretimlerde ve organik Uretim yapan
yerlerde kullanmlabilecek tohum uygulamalarinin belirlenmesi gereklidir.

Ulkemizde organik sebze Uretiminin yapildig:1 yerlerde geleneksel sekilde
uretilmis tohum ve fide kullanimi yaygindir. Ancak diinya standartlarinda organik
sebze Uretimi yapmak igin organik tohum ve organik fide kullanimint sisteme dahil
etmek zorundayiz. Bu calisma gergevesinde organik tarim mevzuatina uygun,
tohumun cimlenme yetenegini azaltmayan, tohumdaki Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis bulasikligim yok edecek tohum uygulamalar: arastiril mistir.

Epidemiyolojik  calismalarda etmen  mikroorganizmanin  yayilmast,
populasyon artisi veya patojenin yasam yerleri incelenirken tam secici besi
yerlerinden yararlamlir. Eger sadece hedef patojenin gelisimine izin veren segici bir
besi yeri bilinmiyorsa mikroorganizma genis spektrumlu bir antibiyotige dayaniklilik
kazandirilarak mutant izolat1 kullamlir (Chang ve ark., 1992; Tokgonil, 1998; Aysan
ve ark., 2002; Yildiz ve ark., 2004; Aysan ve ark., 2004). Boylece tohum, toprak ve
bitki artiklar: gibi karisik populasyonlarda sadece tek bir mikroorganizmay: izole
etme olanagi saglayan kosullar yaratilmuis olur. Bu c¢alismada Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis'in tohumlardan izolasyonunda rifampisin
antibiyotigine adaptasyon yoluyla dayaniklilik kazandirilmis bir bolge izolat
kullanlmgtir. Dayarniklilik seklinin gen aktarimiyla yapilmamasindan dolayi
antibiyotige dayaniklilik birkag yil sonra kirilabilir. Bu durum da cevre ekolojisi
acisindan olumsuz bir durum yaratmamaktadir. Bu mutant bakteri izolat1
kullanimiyla tohumlara patojenin bulasma diizeyi ve tohum uygulamalarinin etkinligi
net bir sekilde tespit edilebilmistir.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis icin izolasyonunda SCM
gibi yar1 secici besi yerlerinin (Davis ve Vidaver, 2001) kullammu tercih edildiginde
klasik petri  teknikleriyle patojen populasyonunu tam belirlemek mumkin
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olamayabilir. Uygulama sonrasinda etkinlik ortaya konurken distk dizeydeki
bakteri, saprofitler tarafindan baskilanarak gelisimi engellenebilir. Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis besi yerinde 25°C’de 3-4 giinde yavas gelisim
gogteren bir bakteridir. Bu nedenlerle yar1 segici besi yeri kullanimi yerine rifampisin
antibiyotigine dayaniklilik kazandirilmis bir mutant izolatin kullammi tercih
edilmistir. Tohumlardan yapilan izolasyonlarda rifampisine dayanikli, sar1 koloni
morfolojisine sahip, gram reaksiyonu ve aksamsafasi bitkilerinde asir1 duyarlilik
reaksiyonu pozitif olan izolatlarin eldesi bu mikroorganizmalarin herhangi bir sekilde
bulasmadigini, tohuma inokule edilen mutant bakteri izolat1 oldugunun da
gbstergesidir.

Cizelge 5.1. Farkli tohum uygulamalarimin  domates tohumlarinda bakteri
populasyonu, bulasik tohum sayisi ve ¢imlenme giicline etkisi

oy PO IO G v cuce
UYGULAMALAR

Ortalama % Etki %'si % Etki Ortalama % EtKki
Pozitif Kontrol 275.7 a* 92.5 85.3 3.0
Antagonist 62.3b 77.4 64.1 30.6 86.7 1.5
Serenade 39.0c 85.9 19.2 79.2 81.7 7.2
ISR 2000 30.3c 89.0 155 83.3 86.0 2.3
Sodyum hipoklorit 0.3d 99.9 4.0 95.7 86.3 1.9
Uztm Sirkesi 0.0d 100.0 0.0 100.0 83.0 5.7
Elma Sirkesi 0.0d 100.0 0.0 100.0 83.3 5.3
Sicak Su 0.0d 100.0 0.0 100.0 77.0 125
Laktik Asit 0.0d 100.0 3.0 96.8 84.7 3.8

*Situnda aym harfe sahip ortalamalar arasinda Duncan c¢oklu karsilastirma testine
goreistatistiksel olarak fark yoktur

Rifampisine dayanikli izolatla yapilan galismalarda patojenin miktar: veya
varligi kesin olarak tespit edilebildigi icin saksi ¢alismalar: ile patojenin dizeyini
belirlemeye ihtiya¢ duyulmadigini gosteren pek ¢ok calisma mevcuttur (Fatmi ve
ark., 1991; Paradhanag & Colier, 2008). Kullandigimiz yontemle gok kiigik bakteri
bulasiklig1 bile tespit edilebilmistir. Ancak saksi ¢alismasinda hastalik belirtilerinin
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cikmamast bakterinin belirti olusturacak populasyonun atinda olmast ve iklim
sartlari ileilgili olabilecegi kanaatine varilmistur.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'in domates tohumlarindan
arindirilmasinda  organik tarimda  kullamilabilecek tohum uygulamalar: olarak
antagonist bakteri, Serenade, ISR 2000, sodyum hipoklorit, Gzim sirkesi, elma
sirkesi, sicak su ve laktik asidin etkinligi arastirilmistir. Sodyum hipoklorit, Gzim
sirkesi, elma sirkesi, sicak su ve laktik asit uygulamalar1 tohumdaki bakteri
populasyonunu yok etmede basarili olmustur. Uygulama goérmis tohumlar besi
yerine ekildiginde yine bu uygulamalar en basarili olarak bulunmustur. Her iki
calismanin da bulgular: birbirini destekler nitelikte olmustur. Cok distk orandaki
bakteri bulasikligi bile tohum partilerinin bulasmasina kaynak olusturacagindan
uygulamalarin %100 etkili olmasi beklenir. Bu nedenle sodyum hipoklorit ve laktik
asit uygulamalarinda basarili bulunmasina ragmen organik tarimda Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis'i tohumdan eliminasyonunda 6nerilmemistir.

Tohumlarin ¢gimlenme yetenekleri de gbz 6niine alindiginda sadece sicak su
uygulamast tohum ¢imlenmesini %12.5 oraninda azaltmistir. Bu bulgumuz Fatmi ve
ark., (1991) ile Tokgonul (1998)'le uyum icindedir. Fami ve ark., (1991) ve
Tokgonul (1998) sicak su uygulamasinin  Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis'i tohumdan yok edebildigini ancak cimlenmeyi ©nemli oranda
azalttigini bildirmislerdir. Ozaktan (1991) ise bunlardan farkli bulgular elde etmistir.
Ozaktan (1991) 56°C sicaklikta 30 dakika sicak su uygulamasimn tohumlarin
cimlenme guciinde sadece %4 oraminda bir azalma tespit etmistir. Bu farklilik
kullanilan tohum cesidinden kaynaklanmis olabilir (Tokgonil, 1998). Ancak sicak su
uygulamasinin bu yan etkisi yaygin bilinen bir bulgudur. Ayrica bizim calismamizda
sicak su uygulamast gormis tohumlarin ¢cimlensede fide gelismelerinin digerlerine
gore daha zayif ve ciliz oldugu gézlemlenmistir. Goruldigt gibi farkli tohum
uygulamalar1 tohum c¢esitlerinin ¢cimlenmesi Gzerinde farkli etkiye sahip olabilir.
Fami ve ark. (1991) belirttigi gibi tohum uygulamasi tim tohum partisine
uygulanmadan o6nce kullanmilacak tohum cesidine etkisi 6n cimlendirme testleri

yapildiktan sonra uygulanmalidir.
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Uygulamalarin  etkinligi ve c¢imlenme duzeyleri dikkate alindiginda
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis e karsi1 organik tohum veya fide
uretilirken tohum uygulamasi olarak Uziim sirkesi ve elma sirkesi uygulamalarinin
oncelikle kullanilabilecegi sonucuna varilmstir. Ancak Uzim ve elma sirkesi
icerisinde 12 saat bekletilen tohumlar, sisip kolaylikla c¢imlenebileceginden

saklanmamali hemen ekilmelidir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis adli bakteriyel etmeninin
neden oldugu bakteriyel solgunluk hastaligi, dinya capinda domates Uretimini
kisitlayan en 6nemli bakteriyel etmenlerden biridir. Bakteriyel solgunluk hastaligina
kars1 yeterli ve etkili bir micadele yontemi bulunmamaktadir. Bu nedenle,
micadelesinde organik tarim yetistiriciligi icerisinde yer alabilen cevre dostu
aternatif mucadele yontemleri dncelikli konular haline gelmistir. Bu yuksek lisans
tezinde, domates bakteriyel solgunluk hastaligi etmeninin suni olarak bulastirilmis
domates tohumlarindan yok edilmesi veya azaltilmasinda organik tarimda
kullarilabilecek farkli tohum uygulamalarinin  etkinlikleri arastirilmistir.  Bu
kapsamda patojenle bulastirilmis tohumlara antagonist bakteri, Serenade, bitki
aktivatoru olarak 1SR 2000, sodyum hipoklorit, Gzim sirkesi, elma sirkesi, sicak su
ve laktik asit uygulamalart yapilmistir. Ayrica, belirtilen uygulamalarin tohumun
cimlenme gucline etkisi de arastirilmistir. Calisma sonucunda elde edilen sonuglar
asagida 6zetlenmistir.

Bu calismada Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'in rifampisin
antibiyotigine adaptasyon yoluyla dayaniklilik kazandirilmuis bir bolge izolat: ile
tohumlar bulastirilmistir. Bulasik tohumlara antagonist bakteri, Serenade, bitki
aktivatoru olarak 1SR 2000, sodyum hipoklorit, Gzim sirkesi, elma sirkesi, sicak su
ve laktik asit uygulamalari yapilmistir. Uygulama gérmiis ve gérmemis tohumlardan
izolasyonlar yapilarak elde edilen bakteri popilasyonlar: karsilastirilmistir. Herhangi
bir tohum uygulamasi yapilmamis bulasik tohumdan elde edilen yikama suyunun
1/10 seyreltmesindeki bakteri populasyonu ortalama 275.7 olarak belirlenirken
sodyum hipoklorit, Uzim sirkesi, elma sirkesi, sicak su ve laktik asit uygulamasi
yapilmis tohumlardan herhangi bir bakteri izole edilememistir. Bu uygulamalar
tohumdaki bakteri poptilasyonunun timini yok ederek basarili uygulamalar olarak
degerlendirilmistir. Diger uygulamalarda (antagonist bakteri, Serenade, bitki
aktivatoru olarak ISR 2000) tohumdaki bakteri popullasyonunu %77-89 oramnda
azaltruglardir.

Farkli tohum uygulamalarinin bulasik tohum %' sine etkisinin arastirildig:
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diger petri denemelerinde, sodyum hipoklorit, Uzim sirkesi, elma sirkesi, sicak su ve
laktik asit uygulamast %96-100 arasinda etki gostererek basarili tohum uygulamalari
olarak saptanmustir.

Farkli tohum uygulamalarinin tohum ¢imlenme gictine etkisinin belirlendigi
calismada, sicak su uygulamasi % 12.5, Serenade uygulamasi tohumlarin ¢imlenme
guicunl %7.2 diizeyinde azaltmistir. Diger uygulamalar etkisi %1.5 ile %5.7 arasinda
degismistir.

Sonug olarak, uygulamalarin etkinligi ve c¢imlenme duizeyleri dikkate
alindiginda organik tarim yetistiriciliginde Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis'e karsi tohum uygulamasi olarak Oncelikle Gzim sirkesi ve elma
sirkesi uygulamalar1 6ncelikle onerilebilir.
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EK1. Farkli tohum uygulamalarimin tohumdaki bakteri poptlasyonuna etkisinin
belirlendigi calismada elde edilen verilere In(X+1) transformasyonundan
sonra uygulanan tek yonli varyans analizi (ANOV A) sonuclari

OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans

Pozitif Kontrol 3 16.83691 5.612304 0.032226
Antagonist 3 12.43607 4.145358 0.00909
Serenade 3 11.0336 3.677866 0.034266
Isr 2000 3 10.10782 3.369272 0.230295
Sodyum hipoklorit 3 0.693147 0.231049 0.160151
Uzium sirkesi 3 0 0 0
Elma sirkesi 3 0 0 0
Sicak su 3 0 0 0
Laktik asit 3 0 0 0
ANOVA

Varyans Kaynag| SS df MS F P-degeri F oélcitl
Gruplar Arasinda 124.102 8 15.51275 299.5842 1.53E-17 2.510158
Gruplar iginde 0.932057 18 0.051781
Toplam 125.0341 26
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EK2. Farkli uygulamalarin bulasik tohum sayilarina olan etkisinin belirlendigi
calismada elde edilen verilere uygulanan tek yonli varyans analizi (ANOV A)

sonuglari
OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans
Pozitif Kontrol 10 86 8.6 2.044444
Antagonist 10 59 59 1.655556
ISR 2000 10 15 15 1.611111
Hypo 10 4 0.4 0.266667
Elma Sirkesi 10 0 0 0
Uzum Sirkesi 10 0 0 0
Serenade 10 19 1.9 3.211111
Laktik Asit 10 3 0.3 0.233333
Sicak Su 10 0 0 0
ANOVA
Varyans Kaynagi SS df MS F P-degeri F olgutu
5.82665E-
Gruplar Arasinda 764.4 8 95.55 95.31466 38 2.054882
Gruplar iginde 81.2 81 1.002469
Toplam 845.6 89
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