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MAKALE BILGISI OZET

Makale Gegmisi: Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi Clavibacterium michiganensis subsp. michiganensis
Gelis: 27.06.2024 (Cmm) iiretimde 6nemli 6l¢lide tiriin kayiplarina neden olmaktadir. Hastaligin inokulum kaynagi

tohumda bulunan bir bakteri olmasi alinacak 6nlemlerin patojenin bulasiminin 6nlenmesine yonelik
Kabul: 30.06.2024 olmalidir. Fakat uygulanabilirligi kabul edilmis tohum uygulamalar1 her zaman olumlu sonug
Cevrimici mevcut: 30.06.2024 gostermemektedir. Son yilarda Cmm’e karsi biyolojik altenatif miicadele yontemi olabilecegi
belirtilmektedir. Yapilan bu ¢alismanin amaci topraktan izole edilen antagonist bakteri adaylarinin
biyokimyasal ozelikleri ve domates bakteriyel kanser ve solgunluk etmeni Cmm’i engelleme

Anahtar Kelimeler: potansiyeli in vitro kosullarda denendi. Calismada Diizce ilindeki topraklardan izole edilen 10 adet
Clavibacterium michiganensis antagonist bakteri aday1 kullanilmistir. in vitro sonuglarina gore en etkili antagonist bakteri aday1
subsp. michiganensis Gram (-) oldugu tespit edilmis, test edilen bakteriyel antagonistlerin 0,26-0,6 cm arasinda degisen
Antagonist bakteriler engelleme zonlari olusturmustur.

Bakteriyel Kanser ve solgunluk
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Antagonist bacteria activity against tomato bacterial cancer and wilt disease
(Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis)

ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Tomato Bacterial Cancer and Wilt Disease Clavibacterium michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) causes
Received: 27.06.2024 significant crop losses in production. Since the inoculum source of the disease is a bacterium found in the

seed, the measures to be taken should be aimed at preventing the transmission of the pathogen. However,
Accepted :30.06.2024 accepted seed treatments do not always show positive results. In recent years, it has been stated that
Available online: 30.06.2024 biological alternative control methods may be used against Cmm. The aim of this study was to test the
biochemical properties of antagonist bacterial candidates isolated from soil and their potential to inhibit
tomato bacterial cancer and wilt agent Cmm under in vitro conditions. In the study, 10 antagonist bacterial
candidates isolated from soils in Diizce province were used. According to the in vitro results, the most
effective antagonist bacterial candidate was found to be Gram (-) and the tested bacterial antagonists
formed inhibition zones ranging from 0.26-0.6 cm.
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1.Giris

Solanacea familyasinda yer alan domates (Solonum lycopersicum) bitkisi diinyada
ve llkemizde liretimi ve tiiketimi fazla miktarda yapilan sebze tiirlerinden biridir.
Diinyada her gectigimiz yil iliretim miktarinda artis gostermektedir (Anonymous,
2005). Turkiye’de domates iiretimi ilk defa Adana ilinde 1900 yillarinin basinda

*Sorumlu Yazar. e-mail: iremaltin@duzce.edu.tr


https://orcid.org/0009-0008-6038-9157
https://orcid.org/0000-0002-3293-9894

Diizce. Uni. Zir. Fak. Der., c. 2, s. 1, 55.7-13, 2024.

tiretime gecilmistir. Ulkemizde sera sartlarinda yetistiriciliginin baslangici 1950
yillaridir. 1990 yilina kadar liretimi artmaya devam etmistir. 1990 yilindan sonra
domates lretimimin de hizli bir artis yasanmistir. Beslenmede vazgecilmez
urunlerden biri olmasi nedeni ile sal¢a, ketcap, konserve liretimine gecinilmistir. Gida
sanayisindeuygulanan bu cesitlilik sayesinde domates tliretiminde artis saglanmistir
(Giiney,2005). Ureticilerin énemli gelir kaynaklarindan olan domates bitkisinin
uretim ve tiiketimi g6z ontinde bulundurdugumuzda listenin en tstiinde yer alan bir
sebzedir. Bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligina neden olan Clavibacterium
michiganensis subsp. michiganensis iilkemizde ve diinya genelinde tirtinlerde yiiksek
miktarlarda verim kayiplarina neden olmaktadir. Hataligin Amerika Birlesik
Devletleri'nde 1910 yilinda ilk tespiti yapilmistir (Hayvard ve Waterson ,1964).
Clavibacterium michiganensis subsp. michiganensis’in tipik belirtisi solgunluktur.
Domates bitkisi erken donemde hastaliga yakalanmis ise bitki olgunlasmada gec¢ fide
doneminde solmaya baslar. Bu bitki enfeksiyonuna karsi yenik diiser ve sistemik
enfeksiyon gercgeklesir ancak bitki olgunken ge¢ donemde hastalifa yakalanmissa
solgunluk belirtisinin yayilimi ve gelisimi yavas ilerledigi go6zlemlenir. Bitki
yapraklarindaki lekeler ise lokal enfeksiyona sebep olmaktadir (Cetinkaya ve ark.,
2019).

Domateste bakteriyel ve solgunluk hastaligli tohum, toprak, topraktaki bitki
artiklari, yagmur ve sulama suyu, dogal acikliklar ve yara acikliklar1 yayilisina neden
olmaktadir. Etmenin tohum ile tasinmasini o6nlemek amaciyla basvurulacak
yontemlerden birisi sertifikali tohum kullanilmasidir. Bu durum hastaligin yayilimini
kismen baskiladig1 gézlemlenmistir ancak fide doneminde saglikli bir bitki hastaliga
yakalanabilmektedir (Chang ve ark. 1992).

Fiziksel miicadele yontemlerinden biri olan solarizasyon yontemi hastalig
baskilamada %50 iizeri oranda basar1 saglamistir. Bu yéntem uzun vade kullanimda
sonu¢ vermektedir. Solarizasyon uygulamasi is¢i yikii ve maddi kiilfet
gerektirmektedir. Bir bagka fiziksel miicadele yontemi olan budama ve koltuk alma
islemleri bilingsiz bir sekilde yanlis uygulamalarla yaralanmalar, agikhlar
olusmaktadir, bu aciklilarda da bakteriler kolaylikla giris yapabilmektedir (Ozaktan ve
Bora, 1991). Hastalik etmeninin bitkiye girisini engellemek icin koruyucu bakir
uygulamas1 da yapilabilmektedir. Etmene karsi bazi fungusit uygulamalar
kullanildiginda hastalig1 baskilamada yeterli seviyede olmadigi gézlemlenmistir.
Ulkemizde domates yetistiriciligi iiretim ve tiikketim acisindan gectigimiz her giin artis
saglanmaktadir. Yetistiriciligi sirasinda fungus, bakteri ve viriis hastaliklariyla
miicadele edilmektedir. Yapilan baz1 arastirmalarda kis1 bitki artiklarinda gegiren
Clavibacterium michiganensis subsp. michiganensis topragin alt ylizeyindeki bitki
artiklarinda 7 ay, topragin st ylzeyinde ise 24 ay kadar canhhgim
surdiirebilmektedir. Topragin -200C ve -35°C sicakliginda canliligini siirdiiren hastalik
etmeni, farkli yerlerde konaklamasiyla miicadelesini olduk¢a zorlastirmaktadir.
Ureticilerin hastalik ve zararhya kars1 uygulanacak miicadele yénteminde her zaman
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akla ilk gelen yontemlerin basinda kimyasal miicadele gelmektedir. Kimyasal
miicadele insan, hayvan ve cevre sagligina zararlar1 yadsinamaz olc¢iide buytiktiir.
Kimyasallar yalnizca hastalik etmenine karsi etkili olmazlar, su ve topraga karisarak
istemedigimiz kadar ¢ok sayida sorunlara neden olabilmektedir. Diinya tizerindeki
bitkiler, hayvanlar ve biitiin canlilar kimyasal pestisitlerden etkilenirler. Kimyasal
kullanim1 sonucu hastalik etmeninde dayaniklilik olusturmasi miicadelenin
kontroliinden ¢ikmasina neden olmaktadir. Biyolojik miicadele insana, cevreye ve
dogaya zarar vermeyen bir baskilayici yontemdir. Biyolojik miicadelede kullanilan
etmenler bocekler, akarlar, bakteriler, funguslar, nematodlar, protozoalar ve diger
canli gruplaridir. Basarili biyolojik miicadele i¢in hastaliga neden olan patojen ve bu
hastaligi baskilayan antagonist arasinda gerceklesen etkilesmedir. Antagonistler
hiperparazit olarak patojen lzerinde yasayarak gelisimini veyayilimini baskilarlar
(Ozaktan ve Bora, 1998).

2. Materyal ve Metot

Ulkemizde Bat1 Karadeniz Bolgesinde bulunan Diizce ilimizden toprak numuneleri
alinmistir. Alinan bu numuneler Universitenin Ziraat Fakiiltesinde yer alan Bitki
Koruma Bolimiine ait laboratuvarda incelemeye tabi tutulmus ve toprak
numunelerinden aday antagonist bakteriler izole edilmistir.

Aday antagonist bakteri izolasyon icin her bir toprak érneginden 10 gr tartilarak 90
ml nutrient broth(NB) icerisinde 2-3 saat slireyle 150 rpm hizla orbital ¢alkalayicida
calkalanmistir. Her birsiispansiyondan 1’er ml alinarak igerisinde 9 ml NB bulunan
tiiplere aktarilmistir. Boyleceher bir 6rnekten ayri ayri seyreltme serisi hazirlanmistir.
Son li¢ seyreltme serisinde 100 er p alinarak 3 tekerriirlii olacak sekilde NSA
(Nutrient Sucrose Agar: 3 g Beef extract, 5 g Sucrose and 15 g agar) iceren petrilere
steril baget ile yayilmistir. Petriler 48 saat 26 °C'de inkiibe edilmistir. Farkl koloni
morfolojisine sahip bakteriler saflastirilmis ve tiitiin bitkisinde hipersensitif reaksiyon
testi yapilmistir.

Koloni morfolojisinden antagonist oldugu diisiiniilen bakteriyel izolatlarin
hipersensitif reaksiyonu (HR) gozlemlemek i¢in tiitiin (Nicotianatabacum cv. Samsun
N) bitkisinin yapraklarinin alt ylizeyine damar aralarina aday antagonist bakterilerin
108 hiicre/ml yogunlugundaki stispansiyonu infiltre edilmistir. 24-36 saat icerisinde
bakteri infiltre edilen alanlarda nekrotik bir goriiniim olusturmayan izolatlar HR
negatif olarak kabul edilmis ve aday antagonist bakteri olarak degerlendirilmistir
(Klement ve Goodman, 1967). Bakteriyel siispansiyonlarin tiitiin bitkisine
infiltrasyonundan 24-48 saat sonra, inokule edilen alanlarda nekrotik goériiniim
olusmasi durumunda sonu¢ HR pozitif olarak degerlendirilmis ve bu bakteriler ile
biyolojik miicadele kapsaminda ¢alismalara devam edilmemistir. HR negatif olan
izolatlar daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere YDCA besi yerinde +4°C’'de
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Bakterilerin katalaz aktivitesini tepit etmek icin lam
tzerine 30 pl %3’lik H202 ¢ozeltisi damlatilmistir. Bakteri izolatlarinin 6ze yardimiyla
H202 ¢ozeltisi ile karistirilmasi sonucu gaz ¢ikisi olup olmadigi gozlenmistir. Gaz ¢ikisi
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olmasi pozitif reaksiyon, olmamas: ise negatif reaksiyon olarak degerlendirilmistir
(Klement ve ark., 1990). Bu test icin Xanthomonas campestris pv. vesicatoria pozitif
kontrol olarak kullanilmistir.

Calismada kullanilan antagonist bakteri izolatlarinin patojen bakteriye Kkarsi
antibakteriyel 6zelliklerinin belirlenmesi icin NSA besi yeri igeren petriler kullanilmistur.
Bunun i¢in patojen bakteri NSA besi ortaminda 24 °C’de 1-2 giin siire ile gelistirilmistir.
Potansiyel antagonist bakteri izolatlari ise Nutrient Agar (NA) besi ortami iceren petrilere
ekilerek 24 °C’de inkiibasyona birakilarak taze kiiltiir elde edilmistir. Gelisen taze bakteri
kiltiirleri steril 6ze ile alinarak sdH20 ile siispanse edilmis ve bakteriyel hiicre
konsantrasyonu 1x108 hiicre/ml’'ye ayarlanmistir. Konsantrasyonlar1 ayarlanan
antagonist bakterilerden 20 pl pipet yardimi ile alinarak icerisinde NSA besi yeri bulunan
petrilere nokta seklinde ii¢ kez olacak sekilde birakilmistir. U¢ nokta bakteri inokulasyonu
yapilan petrilere patojen bakterinin 106cfu/ml konsantrasyonundan piiskirtiilmiistiir.
Petriler 24- 36 saat stre ile 24 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda aday
antagonist bakterilerin olusturdugu engelleme bolgesinin ¢ap1 6l¢tilmiistiir. Her bakteri 3
tekerrir olarak test edilmis ve elde edilen degerler yardimiyla antagonist bakterilerin
olusturdugu etkileri belirlenmistir (Tekiner ve ark., 2018).

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. izolatlarin biyokimyasal ézellikleri

Diizce ilinden elde edilen izolatlarin biyokimyasal oOzelliklerini belirlemek amaci ile
Potasyum Hidroksit (KOH), Katalaz testi ve Tiitiin’de asir1 duyarlilik testi (HR) yapilmistir
(Tablo 1).

Tablo 1. Calismaya ait izolatlar, izolatlarin elde edildigi yerler ve biyokimyasal 6zellikleri.

izolat izolasyon izole Edildigi ~ Ornegin Gram Katalaz Hipersensitif
No Tarihi Yer Lokasyonu Reaksiyon Testi Reaksiyon
Al-1 11.2023 Akcakoca Toprak Negatif Pozitif Negatif
Al-2 11.2023 Akcakoca Toprak Negatif Pozitif Negatif
A2-2 11.2023 Akcgakoca Toprak Negatif Pozitif Negatif
C1-1 11.2023 Cumayeri Toprak Pozitif Pozitif Negatif
c1-1 11.2023 Cilimli Toprak Pozitif Pozitif Negatif
C1-2 11.2023 Cilimli Toprak Negatif Pozitif Negatif
C1-5 11.2023 Cilimli Toprak Negatif Pozitif Negatif
Cal2-1 11.2023 Cumayeri Toprak Negatif Pozitif Negatif
M1-2 11.2023 Merkez Toprak Negatif Pozitif Negatif
M3-2 11.2023 Merkez Toprak Negatif Pozitif Negatif

Uygulanan Gram reaksiyon testinde, Gram pozitif olan izolatlar uygulamada kullanilan lam
Uzerinde siimiks{ bir yapi olusturmayan izolatlardir. Lam lGzerinde siimiks{ bir yapi olusturan
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izolatlar Gram negatif olarak kabul edilmistir. Elde edilen toplam 10 adet izolattan 2 adet izolat
Gram pozitif oldugu 8 adet izolatin ise Gram negatif oldugu tespit edilmistir. Katalaz testinin
sonucuna bakildiginda bu izolatlarin hepsinin sonucunun pozitif oldugu goézlemlenmistir.
Uygulanan titln asirt duyarhlik testi (HR) bir siringa yardimi ile titin bitkisinde yapraklarin
damarlarina izolatlar enjekte edilmistir. Sonug gézlemlendiginde bu izolatlarin enjekte edildigi
bolgelerde hicbir 6l dokuya rastlanilmamistir. Tim izolatlarin negatif reaksiyon gosterdigi
gozlemlenmistir.

3.2. izolatlarin in vitro etkinligi

izole edilen 10 antagonist bakteri adayr Clavibacterium michiganensis subsp.
michiganensis‘ekarsi in vitro biyokontrol aktivesi agisindan test edilmistir (Tablo 2). in
vitro test sonuglarina gore 5 izolatta 0,26-0,6 cm arasinda degiserek engelleme zonlari
olusturarak Clavibacterium michiganensis subsp. michiganensis’e kars1 gelisimi
gostermistir.

Tablo 2. Antagonist aday1 bakterilerin Cmm’e karsl in vitro etkililik testi sonuglari.

Izo;lat Linhibisyon 2.inhibisyon 3.inhibisyon inhibisyonZonu
o
Zonu (cm) Zonu (cm) Hnu (cm) Qrtalamasi (cm)

Al-1 0,7 0,4 0,3 0,46

Al-2 0,3 0,2 0,6 0,26

A2-2 0 0 0 0

C1-1 0 0 0 0

c1-1 04 03 05 04

c1-2 0,4 0,9 05 0.6

15 0 0 0 0

Cal2-1 0 0 0 0

M1-2 0,4 0,3 0,4 0,36

M3-2 0 0 0 0

Bakteriyel antagonistlerin Domateste Bakteriyel Kanser ve Solgunluk etmeni
Clavibacterium michiganensis subsp. michiganensis’e karsi in vitro etkinligi yukaridaki
Tablode gostermektedir. in vitro’da gergeklestirilen test sonucuna bakildiginda C1-2 no lu
izolat 0,6 cm engelleme zonu ile en basarili antagonist bakteri olurken, A2-2, C1-1, C1-5,
Cal2-1, M3-2 nolu izolatlarda patojen hi¢ gelismemistir.

Ulkemizde yapilan calismalara bakildiginda Ozaktan ve Bora 1991 yilinda domates
bitkisinin meyve etinin fermantasyon sivisindan, fermantasyon sirasinda izole ettikleri
antagonist bakterilerin Cmm’e karsi biyolojik savasimi ile ilgili konuda yapilan calismalar
incelendiginde Streptomyces citrefluorescens ve S. pulcher’ in etkileri arastirildi. Bakteriyel
antagonistlerle Cmm’e karsi uygulanan in vitro ve in vivo ¢alismalar lavanta, kekik,
adacayy, geyik otu, yer fist1g1, kusburnu ve yabani feslegen gibi bitkilerden eterik yag elde
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edildi ve bu yaglar in vitro kosullarinda Cmm’e karsi gosterdigi etkilerin degerlendirildi
bir ¢alisma olmustur (Dimitra ve ark., 2022). Akat ve Ozaktan’in 2016 yilinda yaptig
calismada in vitro test sonuglarina bakildiginda Gram (+) bakterilerin Cmm’e karsi daha
etkili olduklari 2,8 - 3,7 cm engelleme zonu olusumu ile gozlemlenmistir.

Yapilan bu ¢alismada in vitro sonuglarina bakildiginda 0,6 cm engelleme zonu
olusturan C1-2 no lu izolat Gram (-) bir bakteri tiirtidiir. G6zlemlenen bu sonu¢ Akat ve
Ozaktan'in yaptigi calismadan farkh bir sonug elde edilmistir. Engelleme zonu 3,7 cm
olusturan gram (+) bakteri en etkili antagonist ¢ikmasina ragmen uygulanan in vivo
testinde aynm1 sonu¢ gézlemlenmemistir. Ozaktan ve Bora (1998) yilinda séyle
aciklamistir: Antagonist bakteri besi yerinde patojenin gelismesini engellemek igin
antibiyotik veya metabolitler {iretilebilir fakat saksi testinde bunu yapmak zor
olabilmektedir. Patojen ve antagonist bakteri petri kabinda birbirine belirli uzakliklarda
ekildigi icin karsilasma olasiligi yiiksek olabilmektedir fakat saksida bu sans
bulunamayabilir. Akat ve Ozaktan'in yaptig1 calismada ki 49 antagonist bakteri aday:
Clavibacterium michiganensis subsp. michiganensis’e karsi kullanilmis olup 13 adet izolat
patojenin gelisimini basarili bir sekilde engelleye bilmistir. Bu tezde ytriitiilen calismada
ise 10 antagonist bakteri aday: izolatin 5 adet izolat1 patojene kars1 engelleme zonlari
olusturmustur.

4. Sonuglar

Diinyada ve iilkemizde domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi 6nemli bir
miktarda iiriin kaybina sebep olmaktadir. Uriine yatma dénemin birden kendini belli
etmesi ve bitkinin igerisinde sistemik bir sekilde yayilmasindan dolay1 alinacak 6nlemleri
sinirlamaktadir. Yapilan calismalara baktigimizda bakirh preparatlar ile bitkiye uygulama
ve tohum ilaclamasi gibi miicadele yontemlerinin uygulandig1 gorilmiistiir. Yapilan bu
calismada Clavibacterium michiganensis subsp. michiganensis’e karsi biyolojik savasimi
konusunda gerceklestirilmis bir ¢alisma niteligindedir. Bu bulgular ilerleyen yillarda
hastalik ile miicadele yapilmasi gerektiginde patojenin engellenmesinde entegre
miicadelenin yani birden fazla miicadele yonteminin bir arada kullanilmasina 6nem
vermek ve bu amaca yonelikmiicadele programi olusturmaktir. Gegtigimiz bir kag yilda
bu anlamda zararsiz kimyasallar ve biyolojik uygulama gibi alternatif miicadele
yontemleri dikkat ¢ekmektedir. Bitki iletim demetine yapilacak damla sulama ile
antagonistlerin uygulamasi sorunu bir nebze azaltabilir. Bu patojeni engellemede timit
var sonuglar gorilebilir. Bu calismanin amac1 domateste bakteriyel kanser ve solgunluk
etmeni Cmm’e kars1 antagonist bakterilerin biyokontrol potansiyellerin saptanmasidir.
Bakteriyel antagonistlerin basarili olmasi durumunda domates bitkisinin ekosisteminde
popiilasyonlari zamanla artacaktir. Uretimi yapilan domates bitkisinde tehdit olusturan
patojene karsi etkin bir miicadele gelistirilebilecektir.
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Yazarlar yukarida belirtilen konularda ¢alismaya katki sagladiklarini beyan ederler.

Cikar Catismasi Beyani

Herhangi bir ¢cikar catismasi yoktur.
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