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ABSTRACT

This study was conducted to determine the most appropriate method for determining the presence of causal
agent of tomato bacterial wilt disease Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) in symptomless
tomato seedlings. Tomato seedlings were infected with different concentrations of Cmm and sampled at different
time intervals. The presence of the pathogen in infected seedling tried to determine by plating on King B medium
and a semi-selective Clavibacter Medium (SCM) and by using serological (DAS-ELISA) and molecular (PCR)
methods. At the end of the study, both methods (plating on King B and DAS-ELISA) did not give any positive
results even though the presence of the pathogen in leaves and vascular bundles of infected tomato seedlings. The
presence of the pathogen is determined successfully in infected tomato seedling 24 hours post-inoculation by plating
on SCM and performing specific PCR tests with bacteria grown on the medium. As a result of the study, tomato
seedlings were tested with this method in terms of the presence of the pathogen, revealing the role of epiphytic
infection in the regional epidemiology of the disease.
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OZET

Domateste Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in Epifitik Popiilasyonunun
Belirlenmesinde Uygun Yontemin Se¢cimi

Bu calisma, hastalik belirtisi gdstermeyen domates fidelerinde Domates bakteriyel solgunluk hastaligina
sebep olan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)’in varligi belirlenirken kullanilacak en uygun
yontemin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Farkli Cmm konsantrasyonlar1 ile domates fideleri bulastirilmis ve
farkli zaman dilimlerinde 6rneklemeler yapilarak patojenin varligi genel bir besi yeri olan King B, yar1 segici besi
yeri olan Selective Clavibacter Medium (SCM)’a ekim, serolojik (DAS-ELISA) ve molekiiler (PCR) yontemler
kullanilarak belirlenmeye ¢aligilmistir. Caligma sonunda, Cmm’in iletim demetlerinde ve yesil aksamda bulagik
oldugu halde, genel besi yerine ekim ve DAS-ELISA testi olumlu sonu¢ vermemistir. SCM’ye ekim ve gelisen
bakterilerin toplanarak etmene spesifik PCR testleriyle, patojenin varligi 24 saat sonra basarili bir sekilde
belirlenmistir. Caligma sonucunda belirlenen bu yontemle domates fideleri bu patojenin varlig1 yoniinden incelenmis
olup, hastaligin bolgesel epidemiyolojisinde epifitik bulasikligin roli ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Domates, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, epifitik, PCR.

* Bu caligma 3-5 Subat 2014 tarihleri arasinda Antalya’da diizenlenen Tirkiye V. Bitki Koruma Kongresi’nde poster bildiri
olarak sunulmus olup kongre kitabinda kisa 6zet olarak basilmustir.
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GIiRiS

Diinya’da ve Tiirkiye’de sofralik ve sanayilik tiretimi en fazla olan sebze domates (Solanum lycopersicum)’tir.
Ulke ekonomisinde ¢ok 6nemli bir yeri olan domates yetistirme yapilan bdlgelerde ciftcimizin &nemli gelir
kaynaklarindan birisini olugturmaktadir. Tiirkiye farkli iklim bodlgelerine sahip olusu, hem agik alanda hem de ortii
altinda sofralik ve sanayi domatesinin iiretilmesine olanak saglamaktadir. Uretimi bu denli yaygin olarak yapilan
domates bitkisinin diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi fitopatolojik sorunlar1 vardir. Domateslerde fungal ve viral
hastalik etmenlerinin yani sira pek ¢ok bakteriyel etmen de 6nemli iiriin kayiplarina neden olmaktadir. Bu bakteriyel
hastaliklardan biri de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis et al.’in neden oldugu
bakteriyel solgunluk hastaligidir (Jones ve ark., 1991).

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) diinya c¢apinda domates iiretimini kisitlayan en
onemli bakteriyel etmenlerden biridir (Gleason ve ark., 1993). Etmen ilk kez 1909 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri’nin Michigan eyaletinde domates iiretim alanlarinda saptandigindan beri, diinyanin domates yetistirilen
biitiin bélgelerinde rapor edilmistir (Gleason ve ark., 1993). Ulkemizde ise i¢ Anadolu, Giiney Dogu Anadolu, Dogu
Anadolu, Marmara, Ege ve Akdeniz Bolgesinde bu hastaliginin varligi 1950’lerden beri bilinmektedir (Tokgoniil,
1998; Cetinkaya-Y1ldiz 2007; Sahin ve ark., 2002; Basim, 2002).

Hastalik belirtileri sistemik veya lokalize olmus infeksiyonlardan meydana gelmelerine gore farklilik
gostermektedir. Infeksiyon tohum veya agilan yaralar yolu ile direkt iletim demetleri dokusu igerisine taginan
inokulumdan meydana gelirse sistemik infeksiyonun belirtileri olusur ve hastalik ilk olarak solgunluk ile kendini
gostermeye baslar. Bitkiler sistemik olarak enfekte oldugu zaman geng fideler hizla solar ve ¢oker, yash bitkilerde
ise solgunluk belirtileri yavas ve asama asama gergeklesir. Enfekteli govdelerde iletim demetleri baslangicta sarimsi
bir renk bozulmasi gosterir, daha sonra kahverengiye doner, 6zellikle dikey catlak govdelerdeki bogumlarda bu
durum agikca goriilebilir. Eger patojen hidatodlar gibi dogal agikliklar veya tiiylerin kirilmasi ile agilan yaralardan
giris yapmussa, ilk olarak nekrozlar ve yaprak lekeleri ile kendini gosteren lokal belirtiler goriiliir. Yaprak¢iklarin
kenar nekrozlar1 genellikle lokalize olmus infeksiyonlarin ilk belirtileridir. Meyvelerde kus gozii lekesi olarak
bilinen ve taze olarak tiiketilen meyvenin pazar degerini diisiiren kii¢iik (0.3 cm ¢apindan daha kiiciik), beyaz hale
ile cevrili kahverengimsi lezyonlar hastalik etmenin lokalize olmus infeksiyonlarinda goriilmektedir. Infeksiyonun
ilerleyen asamalarinda ise meyvede iletim demetlerinde sarilasma ve kahverengilesme goriilebilmektedir
(Cetinkaya-Yildiz ve Aysan, 2013).

Solanaceae familyasindan biber ve patlicanda da hastalik olusturabilme yetenegindeki etmen, sadece
domateste ekonomik zarar meydana getirir. Patojen bakteri, domatesin olmadigi dénemde tohumda, toprakta,
topraktaki hastalikli bitki artiklarinda, ¢esitli yabanci otlarda, degisik malzemeler (fide saksisi, oluk, vb), sera
konstriiksiyon malzemeleri ve gesitli aletler tizerinde yasamini devam ettirebilir (Gitaitis ve ark., 1991; Gleason ve
ark., 1991; Gleason ve ark., 1993).

Etmenin farkl yerlerde yasamin siirdiirebilme 6zelliginden dolay1 miicadelesinde zorluklar yasanmaktadir.
Sertifikali tohum ve fide kullanimi bakteriyel solgunluk hastaliginin miicadelesi i¢in dnemlidir. Ancak bu etmenle
epifitik olarak yani diisiik popiilasyonda bakteriyle bulagik olan tohumlarin da sertifika alabilme olasilig
bulunmaktadir. Bu sekildeki tohumlar ve yine bu tohumlardan elde edilen fidelerin kullanimi ile hastalik
yayilabilmektedir (Chang ve ark., 1992).

Bu ¢alisma, hastalik belirtisi géstermeyen, iireticiler tarafindan kullanilan domates fidelerinde Cmm’in varlig:
belirlenirken kullanilacak en uygun yontemin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Bu amagla farkli Cmm
popiilasyonuyla domates fideleri bulastirilmig ve farkli zaman dilimlerinde (24, 48, 72 ve 96 saat sonra)
orneklemeler yapilarak patojenin varligi yari segici besi yerine ekim, serolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak
belirlenmistir. Yapilan bu calismayla, hastalik belirtisi gostermeyen domates fidelerinde kullanilacak en uygun
yontem arastirilmistir.

Bu ¢aligmada yamit aranilan sorular: (1) Hastalik belirtisi gostermeyen domates fidelerinde bu patojen
aranirken; yar1 seg¢ici besi yerine ekim, serolojik testlerden ELISA ve molekiiler testlerden PCR ydntemlerinden
hangisi en duyarlidir? (2) Patojenin varligini belirlemede yar1 segici besi yerine ekim, ELISA ve PCR tek basina mi1
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yoksa kombinasyon olarak mi1 kullanilmalidir? (3) Eger birkag yontem kombine olarak kullanilacaksa en uygun
kombinasyon nedir? (4) Bu yontemler patojenin sistemik infeksiyonunu ve iiretim alaninda su sigratmasiyla bulasan
lokal infeksiyonlar1 belirleyecek duyarlilikta midir? (5) Patojenin farkli popiilasyonuyla (108, 107, 106, 10°, 10¢, 103
ve 102 hiicre/ml) bulagtirilmis domates fidelerinde patojenin varligi kag giin (1, 2, 3 ve 4 giin) sonra bizim
yontemimizle saptanabilir? (6) Hastalik belirtisi gostermeyen domates fidelerinden tesadiifi olarak ornekleme
yapildiktan sonra yapilacak izolasyonlarda King B gibi genel bir besi yeri mi, SCM gibi yar1 segici olan bir besi yeri
mi veya her ikisi mi kullanilmalidir? (7) Domates ornekleri sivi besi yerinde calkalandiktan sonra elde edilen
pelletten direk genomik DNA izolasyonuyla PCR ve ELISA ¢alismast mu1 yapilmali, yoksa pellet besi yerinde
gelistirildikten sonra gelisen bakterilerin genomik DNA’s1 izole edilip PCR ve ELISA testleri mi yapilmalidir?

Bu amagcla farkli Cmm konsantrasyonuyla domates fideleri bulastirilmis ve farkli zaman dilimlerinde (24, 48,
72 ve 96 saat sonra) drneklemeler yapilarak patojenin varligi yari segici besi yerine ekim, serolojik ve molekiiler
yontemler kullanmilarak belirlenmistir. Yapilan bu galismayla, hastalik belirtisi géstermeyen domates fidelerinde
kullanilacak en uygun yontem arastirilmustir.

MATERYAL ve METOD
Materyal

Domates Fideleri: iklim odasinda yapilan saksi calismalarinda, Mihrimah g¢esidi (Yeniyayla koyii,
Sarigam/Adana) domates fideleri kullanilmistir.

Patojen izolat: Tokat ilinden izole edilen ve tamlanan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in
YY-2 kodlu izolat1 kullanilmisgtir (Yazici ve ark., 2011).

Besi Yeri: Patojen bakterinin ¢ogaltilmasinda besi yeri olarak King B (20 g Proteose peptone, 1.5 g KoHPOa.
3H20, 1.5 g MgSO0.. 7H,0, 10 g Glycerol, 15 g Agar, 1000 ml Distile Su) (King ve ark., 1954) besi yeri ve SCM
(0.1 g Yeast extract, 10 g Sucrose, 1.5 g HsBOs (Boric acid), 0.25 g MgS04.7H,0, 2 g K;HPO4, 1.5 g KH2PO4, 15 g
Agar, 1000 ml Distile Su, 1.0 ml Potassium tellurite (%1 Chapman tellurite soliisyonu Difco), 121°C’de 15 dakika
otoklav igleminden sonra soguk steril edilen 30 mg Nalidixic acid, 100 mg (20 mg/ml distile su) Nicotinic acid, 200
mg Cycloheximide (200 mg/ml metanol) (Fatmi ve Schaad, 1988) besi yeri kullanilmigtir.

iklim Odasmn Ozellikleri: Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boéliimii Fitopatoloji
Anabilim dalinda bulunan 25+2°C, %70 nem, 16 saat aydinlik 8 saat gece kosullarina sahip klima ile 1sitilan iklim
odasinda denemeler yiiriitiilmiistiir.

ELISA Kkiti: Calismada Cmm’e karsi iiretilen monoklonal antibody (Agdia, AGD 44000) kullamilarak,
Alkalin Fosfataz ile isaretlenmis Double Antibody Sandwich (DAS) ELISA testi yapilmustir.

PCR malzemeleri: Iontek firmasi tarafindan iretilen primer ¢ifti (CM3: 5’- CCT CGT GAG TGC CGG
GAA CGT ATC 3”) ve (CM4: 5°- CCACGG TGG TTG ATG CTC GCG AGA -3”), PCR master mix (Fermantas,
SM0241), 100 bp’lik DNA ladder (Invitrogen, 15628019) kullanilmistir.

Yontem

King B besi yerinde 25°C’de 72 saat gelistirilmis olan Cmm’in YY-2 kodlu izolatindan steril su ile
hazirlanan siispansiyonu, spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda 0.2 absorbans degerine ayarlanmis ve 9 ml
saline buffer igerisinde (% 0,85 NaOCI) 6 kez seyreltilerek, patojenin 6x108, 6x107, 6x10°, 6x10°, 6x10% 6x10° ve
6x10? hiicre/ml yogunlugunda yedi farkli konsantrasyonda bitkilere inokule edilmek amaciyla hazirlanmustir.

Patojen Bakterinin Domates Fidelerine Bulastirilmasi

Sistemik infeksiyonu saglamak amaciyla Cmm’in yedi farkli popiilasyonundan 100’er pl siispansiyon,
domates bitkisinin gdvdesine steril bir enjektor yardimiyla tek bir noktadan inokule edilmistir (Cetinkaya Yildiz,
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2007; Cakmak ve ark., 2008). Her bir konsantrasyon i¢in dort bitki kullanilmis ve bdylelikle toplam 28 domates
bitkisi patojenle bulastirilmigtir. Lokal infeksiyonu saglamak amaciyla Cmm’in yedi farkli konsantrasyonu bir el
piilverizatoriiyle domates bitkisinin yapraklarina piskiirtilmiigtiir. Her bir konsantrasyonda yine dort bitki
kullanilmis ve toplamda 28 domates bitkisi patojenle bulastirilmistir. Patojenle bulastirilmis 56 adet domates bitkisi
iklim odasinda muhafaza edilmistir.

Cmm’in Epifitik Popiilasyonunun Belirlenmesi

Patojenin farkli popiilasyonuyla (6x108, 6x107, 6x10%, 6x10° 6x10% 6x10° ve 6x10? hiicre/ml) bulastirilmis
domates fidelerinde patojenin varligimin kac giin sonra saptanabilecegini belirlemek amaciyla, inokulasyondan 24,
48, 72 ve 96 saat sonra, iki farkli yontemle yedi farkli patojen popiilasyonuyla inokule edilen bitkilerden dorder gr
yesil aksam Ornegi alinmistir. Toplamda 56 farkli bitki 6rnegi testlenmistir. Her bir 6rnek 40 ml Nutrient Broth
icerisinde ii¢ saat ¢alkalanmigtir. Bitki pargalari slizgegten siiziilerek uzaklastirilmis ve kalan sivi 15.000 g’de 10
dakika santrifiij edilerek pellet toplanmistir. Elde edilen pelletler dokuz ml saline buffer (%0,85 g NaCl) i¢inde
tekrar siispanse edilmistir.

Pelletlerden 1’er ml alinarak direk genomik DNA izolasyonu yapilmis (Nejat ve ark., 2009) ve Cmm’e
spesifik olan CM3 ve CM4 primerleriyle PCR yapilmigtir. Yapilan PCR c¢aligmasi sonucunda, elde edilen PCR
tirtinleri % 1.5°lik agaroz jelde yiiriitiilerek 645 bp’lik bantlarin olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir (Santos ve
ark., 1997).

Calismamizda kullandigimiz islemler Sekil 1°de gésterilmektedir.

Domateste yesil aksamdan 6rnek alma

v

NB’de ii¢ saat calkalama

v

Santrifiijle pellet elde etme

— |

SCM’ye ekim
/ Y KB’ye ekim PCR
Gri renkli koloni Uygun seriden - —
saflastirma bakteri toplama Sart renkli koloni izleme
uygun seriden bakteri

\4

/ \ toplama
R ELISA / \
PCR

Gram testi PC

!

PCR

ELISA

Sekil 1. Domateste Cmm’in epifitik popiilasyonunun belirlenmesinde kullanilan yontem
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Geriye kalan {i¢ ml siispansiyon ii¢ kez seyreltilerek elde edilen seyreltme serileri King B ve SCM besi
yerlerine iki tekrarli olarak yayilmustir. 25°C’de 72 saat inkiibasyondan sonra King B ve 96 saat inkiibasyondan
sonra SCM besi yerlerinde gelisen tiim bakteri kolonileri steril bir 6ze yardimiyla toplanarak 9’ar ml saline buffer
icine alimmustir. Bunlardan 100’er pl siispansiyon alinarak Cmm’e spesifik olan DAS-ELISA testi gergeklestiril-
mistir. DAS-ELISA testinde pozitif kontrol olarak YY-2 kodlu izolat, negatif kontrol olarak saglikli domates
yaprag1 ve buffer kullanilmistir. Bir saat sonra ELISA okuyucusunda 405 nm’de yapilan okumada, negatif kontroliin
iki katindan fazla olan degerler pozitif olarak kabul edilmistir. Ayrica geriye kalan siispansiyondan bir ml alinarak
genomik DNA izolasyonu yapilmis ve CM-3 ve CM-4 primerleriyle PCR gergeklestirilmistir. Yapilan elektroforez
calismalariyla 645 bp’lik bantlarin varligi sonucun pozitif oldugunun gostergesidir. King B ve SCM besi yerlerine
yapilan ekimlerde Cmm’e benzer koloni gelisimlerine sahip olanlar secilerek saflastirilmiglardir. Bunlarin tanisi yine
tiire spesifik PCR ve Gram reaksiyonu (%3’liik KOH) testlerine gore yapilmstir (Cetinkaya-Yildiz, 2007).

BULGULAR ve TARTISMA

Sistemik infeksiyonu saglamak amaciyla Cmm’in yedi farkli konsantrasyonuyla govde inokulasyonundan, 24
saat sonra yapilan incelemelerde, alinan bitki drnekleri Nutrient Broth sivi besi yerinde calkalandiktan sonra elde
edilen pelletten yapilan DAS-ELISA ve PCR testlerinde patojen bakterinin varligina rastlanilmamstir. Lokal
infeksiyonu saglamak amaciyla Cmm’in yedi farkli konsantrasyonuyla yaprak inokulasyonundan, 24 saat sonra
yapilan incelemelerde, benzer sekilde pelletten yapilan DAS-ELISA ve PCR testlerinde yine patojen
saptanamamugtir. Sonug olarak, patojen bakteri iletim demetlerine veya yesil aksama bulastiktan 24 saat sonra,
pelletin incelenmesi yontemiyle tespit edilememistir. Bitkilerden elde edilen pellet seyreltilerek King B ve SCM
besi yerlerinde gelistirildikten sonra tiim bakteri kolonileriyle yapilan DAS-ELISA testinde patojen yine
inokulasyondan 24 saat sonra saptanamamustir. King B besi yerinde gelisen tiim bakteri kolonileriyle yapilan PCR
testinde herhangi bir bant elde edilememistir. Ancak SCM besi yerinde geligsen bakterilerle yapilan PCR testinde
tiimii 645 bp biiyiikliigiinde bant olusturarak pozitif sonu¢ vermistir. Sonug¢ olarak, Cmm’in 6x108, 6x107, 6x108,
6x10°, 6x10% 6x10° ve 6x10? hiicre/ml yogunlugundaki yedi farkli popiilasyonuyla bitkiler iletim demetlerine veya
yesil aksama bulastiktan 24 saat sonra SCM besi yerine ekim ve burada gelisen bakterilerle tiire spesifik PCR
yapildiginda basariyla varligi saptanmustir (Cizelge 1).

Genel bir besi yeri olan King B besi yerinde pek ¢ok bakteri cinsi gelisebilirken, 6zellikle Pseudomonas’lar
diger cinslere gore bu besi yerinde daha iyi gelismektedir ve bazi tiirleri floresan parlama yapmaktadir. Clavibacter
cinsine ait tiirler King B besi yerinde gelisene kadar Pseudomonas cinsine ait tiirler hizla geliserek bu besi yerini
kaplamakta ve az miktarda gelisme gostermis olabilen Cmm popiilasyonunun gelismesini engelleyebilmis oldugu
diistiniilmektedir. Bu nedenle Cmm popiilasyonu King B besi yerinde az oldugundan 24 saat sonra yapilan
islemlerde DAS-ELISA ve PCR testlerinde saptanamamustir. Yari secici bir besi yeri olan SCM besi yerinde
Clavibacter cinsi diger cinslere gore daha kolay gelistiginden az sayidaki popiilasyon ELISA ile saptanamazken,
PCR testlerinde saptanmistir. King B besi yerinde gelisen bakteriler {i¢ giin, SCM besi yerinde gelisimin daha yavas
olmasindan dolay1 bakteriler dort giin sonra toplanip DAS-ELISA ve PCR testlerine tabii tutulmus ve SCM besi yeri
daha basarili bulunmustur. Orneklerin incelenmesinde SCM besi yeri kullanildiginda fazladan bir giine ihtiyac
duyulsa da Cmm popiilasyonu daha iyi gelistiginden dogru sonuglar alinmustir.
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Cizelge 1.Cmm’in epifitik popiilasyonunun bitkiye inokulasyonundan 24 saat sonra tespit edilebilme durumu

Ornekler ELISA Okuma Degerleri PCR
1.Tekrar 2.Tekrar Ortalama Sonug 645 bp’lik bant varh@
24-Pellet-E*0** 0.446 0.453 0.449 - -
24-Pellet-E1 0.497 0.463 0.480 - -
24-Pellet-E2 0.407 0.421 0.414 - -
24-Pellet-E3 0.409 0.412 0.411 - -
24-Pellet-E4 0.403 0.406 0.405 - -
24-Pellet-E5 0.411 0.421 0.416 - -
24-Pellet-E6 0.403 0.401 0.402 - -
24-KB- EO 0.518 0.500 0.509 - -
24-KB- E1 0.470 0.453 0.462 - -
24-KB- E2 0.516 0.580 0.548 - -
24-KB- E3 0.481 0.468 0.475 - -
24-KB- E4 0.511 0.531 0.521 - -
24-KB- E5 0.469 0.468 0.469 - -
24-KB- E6 0.513 0.462 0.488 - -
24-SCM- EO 0.724 0.648 0.686 - +
24- SCM- E1 0.616 0.639 0.628 - +
24- SCM- E2 0.575 0.527 0.551 - +
24- SCM- E3 0.566 0.594 0.580 - +
24- SCM- E4 0.544 0.516 0.530 - +
24- SCM- E5 0.561 0.587 0.574 - +
24- SCM- E6 0.593 0.627 0.610 - +
24-Pellet- PO 0.555 0.562 0.559 - -
24-Pellet-P1 0.442 0.436 0.439 - -
24-Pellet- P2 0.513 0.407 0.460 - -
24-Pellet- P3 0.409 0.416 0.413 - -
24-Pellet- P4 0.425 0.435 0.430 - -
24-Pellet- P5 0.416 0.423 0.420 - -
24-Pellet- P6 0.411 0.400 0.406 - -
24-KB- PO 0.521 0.504 0.513 - -
24-KB- P1 0.642 0.601 0.622 - -
24-KB- P2 0.639 0.575 0.607 - -
24-KB- P3 0.506 0.494 0.500 - -
24-KB- P4 0.549 0.542 0.545 - -
24-KB- P5 0.504 0.507 0.505 - -
24-KB- P6 0.561 0.549 0.555 - -
24-SCM- PO 0.763 0.725 0.744 - +
24- SCM - P1 0.565 0.606 0.585 - -
24- SCM - P2 0.484 0.473 0.478 - -
24- SCM - P3 0.577 0.68 0.628 - +
24- SCM - P4 0.511 0.54 0.525 - +
24- SCM - P5 0.526 0.523 0.524 - +
24- SCM - P6 0.587 0.567 0.577 - +
Negatif Kontrol 0.488 0.476 0.482 - -
Pozitif Kontrol 1.050 1.095 1.073 + +

*E: Enjeksiyon yontemi, P: Yapraga piiskiirtme yontemi
**0: 6x108%, 1: 6x107, 2: 6x10°, 3: 6x10°, 4: 6x10%, 5: 6x10°, 6: 6x10? hiicre/ml

Cizelge 2’de goriildiigii gibi, patojenin yedi farkli popiilasyonuyla gévde ve yaprak inokulasyonundan, 48
saat sonra pelletten yapilan DAS-ELISA ve PCR testlerinde patojen bakterinin varligi belirlenememistir. Cmm’in
iletim demetlerine veya yesil aksama bulagsmasindan 48 saat sonra bitki pargalart nutrient broth sivi besi yerinde
calkalanarak pellet elde edildiginde direk pelletten DNA izolasyonu yapilarak gerceklestirilen PCR testleri ve bu

patojene spesifik DAS-ELISA testi, etmeni saptamaya yeterli olamamustir.
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Elde edilen pellet SCM besi yerlerine yayildiginda pelletteki bakteri popiilasyonu besi yerinde ¢ogaldiktan
sonra yapilan DAS-ELISA ve PCR testleri patojeni saptamada basarili olmustur. Bir dnceki ¢aligmayla benzer
sekilde, King B besi yeri kullanimi tekrar basarisiz bulunmugtur. 24 saat sonra yapilan islemlerin hi¢cbirinde DAS-
ELISA testi basarili degilken, SCM besi yerinde gelisen bakterilerle 48 saat sonra yapilan ELISA testlerinde
Cmm’in hem sistemik hem de yesil aksamdaki epifitik bulasikligi belirlenebilmistir. Patojen bakterinin
inokulasyondan sonra bitkide popiilasyonunu artirdigindan SCM besi yerinde daha fazla Cmm kolonisi gelistiginden
DAS-ELISA testinde basari elde edilmistir. Patojenin 6x10%, 6x107 ve 6x10° hiicre/ml yogunlugundaki
popiilasyonuyla iletim demetlerine bulastirilan bakteri 48 saat sonra DAS-ELISA ile saptanmustir. Patojenin yedi
farkli popiilasyonuyla iletim demetlerine ve yesil aksama bulastirildiginda, inokulasyondan 48 saat sonra, SCM besi
yerinde gelistirilip PCR yapildiginda tiimiinde 645 bp’lik bantlar elde edilmistir (Cizelge 2).

Cizelge 2. Cmm’in epifitik popiilasyonunun bitkiye inokulasyonundan 48 saat sonra tespit edilebilme durumu

Ornekler ELISA Okuma Degerleri PCR
1.Tekrar 2.Tekrar Ortalama Sonug 645 bp’lik bant varh@
48-Pellet-EQ 0.615 0.652 0.634 - -
48-Pellet-E1 0.446 0.428 0.437 - -
48-Pellet-E2 0.403 0.422 0.413 - -
48-Pellet-E3 0.394 0.415 0.405 - -
48-Pellet-E4 0.424 0.423 0.424 - -
48-Pellet-E5 0.453 0.429 0.441 - -
48-Pellet-E6 0.389 0.410 0.399 - -
48-KB- EO 0.518 0.601 0.559 - -
48-KB- E1 0.486 0.481 0.484 - -
48-KB- E2 0.488 0.481 0.485 - -
48-KB- E3 0.516 0.527 0.522 - -
48-KB- E4 0.499 0.489 0.494 - -
48-KB- E5 0.54 0.541 0.541 - +
48-KB- E6 0.572 0.68 0.626 - +
48-SCM- EO 1.397 1.262 1.329 + +
48- SCM- E1 0.984 1.004 0.994 + +
48- SCM- E2 0.928 0.924 0.926 + +
48- SCM- E3 0.511 0.501 0.506 - -
48- SCM- E4 0.541 0.545 0.543 - +
48- SCM- E5 0.609 0.677 0.643 - -
48- SCM- E6 0.759 0.704 0.732 - +
48-Pellet- PO 0.565 0.501 0.533 - -
48-Pellet-P1 0.421 0.434 0.428 - -
48-Pellet- P2 0.414 0.411 0.413 - -
48-Pellet- P3 0.413 0.407 0.410 - -
48-Pellet- P4 0.442 0.432 0.437 - -
48-Pellet- P5 0.424 0.403 0.414 - -
48-Pellet- P6 0.452 0.413 0.433 - -
48-KB- PO 0.526 0.533 0.530 - -
48-KB- P1 0.475 0.466 0.471 - -
48-KB- P2 0.510 0.503 0.507 - -
48-KB- P3 0.539 0.523 0.531 - -
48-KB- P4 0.481 0.480 0.481 - -
48-KB- P5 0.508 0.507 0.508 - +
48-KB- P6 0.526 0.532 0.529 - +
48-SCM- PO 2.112 2.150 2.131 + +
48- SCM - P1 0.889 0.868 0.879 - +
48- SCM - P2 0.608 0.573 0.591 - +
48- SCM - P3 0.651 0.613 0.632 - +
48- SCM - P4 0.645 0.717 0.681 - +
48- SCM - P5 1.770 1.573 1.672 + +
48- SCM - P6 0.491 0.500 0.496 - -
Negatif Kontrol 0.488 0.476 0.482 - -
Pozitif Kontrol 1.050 1.095 1.073 + +
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Cizelge 3 ve Cizelge 4’de goriildiigi lizere, 72 saat ve 96 saat sonra pelletten yapilan ELISA ve PCR
testlerinde patojen bakterinin varligi belirlenememistir. 48 saatlik uygulamalarda oldugu gibi, Cmm’in iletim
demetlerine veya yesil aksama bulasmasindan 72 saat ve 96 saat sonra bitki parcalar1 nutrient broth siv1 besi yerinde
calkalanarak pellet elde edildiginde direk pelletten DNA izolasyonu yapilarak gerceklestirilen PCR testleri ve bu
patojene spesifik DAS-ELISA testi etmeni saptamaya yeterli olamamustir.

Ayni sekilde SCM besi yerlerinde pelletteki bakteri popiilasyonu ¢ogaldiktan sonra yapilan ELISA ve PCR
testleri patojeni saptamada basarili olurken, King B besi yeri kullanim1 basarisiz bulunmustur. SCM besi yerinde
gelisen bakterilerle 72 saat ve 96 saat sonra yapilan DAS-ELISA testlerinde Cmm’in hem sistemik hem de yesil
aksamdaki epifitik bulasiklig: belirlenebilmistir. Patojenin yedi farkli popiilasyonuyla iletim demetlerine ve yesil
aksama bulastirildiginda, inokulasyondan 72 saat ve 96 saat sonra, SCM besi yerinde gelistirilip PCR yapildiginda
tiimiinde 645 bp’lik bantlar elde edilmistir (Cizelge 3 ve Cizelge 4).

Cizelge 3. Cmm’in epifitik popiilasyonunun bitkiye inokulasyonundan 72 saat sonra tespit edilebilme durumu

ELISA Okuma Degerleri PCR
Ornekler 1.Tekrar 2.Tekrar Ortalama Sonug¢ 645 bp’lik bant varhigi

72-Pellet-EO 0.678 0.679 0.679 - -
72-Pellet-E1 0.731 0.738 0.735 - -
72-Pellet-E2 0.520 0.506 0.513 - -
72-Pellet-E3 0.499 1.028 0.764 - -
72-Pellet-E4 0.422 0.421 0.422 - -
72-Pellet-E5 0.436 0.445 0.441 - -
72-Pellet-E6 0.430 0.430 0.430 - -
72-KB-EQ 0.559 0.524 0.542 - +
72-KB-E1 0.499 0.522 0.511 - +
72-KB-E2 0.503 0.511 0.507 - +
72-KB-E3 0.535 0.563 0.549 - +
72-KB-E4 0.581 0.695 0.638 - +
72-KB-E5 0.458 0.457 0.458 - +
72-KB-E6 0.483 0.466 0.475 - +
72-SCM-EO0 0.978 1.340 1.159 + +
72- SCM -E1 1.070 1.028 1.049 + +
72- SCM -E2 1.332 1.291 1.312 + +
72- SCM -E3 0.771 0.734 0.753 - +
72- SCM -E4 0.676 0.664 0.670 - +
72- SCM -E5 0.524 0.533 0.529 - +
72- SCM -E6 0.540 0.621 0.581 - +
72-Pellet-PO 0.502 0.496 0.499 - +
72-Pellet-P1 0.466 0.481 0.474 - +
72-Pellet-P2 0.404 0.400 0.402 - -
72-Pellet-P3 0.402 0.411 0.407 - -
72-Pellet-P4 0.538 0.495 0.517 - -
72-Pellet-P5 0.417 0.396 0.407 - -
72-Pellet-P6 0.445 0.433 0.439 - -
72-KB-P0 0.463 0.473 0.468 - -
72-KB-P1 0.523 0.537 0.530 - -
72-KB-P2 0.484 0.480 0.482 - -
72-KB-P3 0.485 0.482 0.484 - -
72-KB-P4 0.504 0.490 0.497 - -
72-KB-P5 0.476 0.477 0.477 - -
72-KB-P6 0.463 0.473 0.468 - +
72-SCM-PO 0.650 0.658 0.654 +
72- SCM -P1 1511 1.273 1.392 + -
72- SCM -P2 0.470 0.473 0.472 - -
72- SCM -P3 0.594 0.621 0.608 - -
72- SCM -P4 0.490 0.487 0.489 - -
72- SCM -P5 0.479 0.480 0.479 - -
72- SCM -P6 0.493 0.495 0.494 - -
Negatif Kontrol 0.488 0.476 0.482

Pozitif Kontrol 1.050 1.095 1.0725 + +
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Cizelge 4. Cmm’in epifitik popiilasyonunun bitkiye inokulasyonundan 96 saat sonra tespit edilebilme durumu

ELISA Okuma Degerleri PCR
Ornekler 1. Tekrar 2. Tekrar Ortalama Sonug 645 bp’lik bant varligi
96-Pellet-EO 0.736 0.723 0.730 - -
96-Pellet-E1 0.653 0.608 0.631 - -
96-Pellet-E2 0.561 0.571 0.566 - -
96-Pellet-E3 0.413 0.446 0.430 - -
96-Pellet-E4 0.482 0.551 0.517 - -
96-Pellet-E5 0.496 0.482 0.489 - -
96-Pellet-E6 0.414 0.409 0.412 - -
96-KB-EQ 0.508 0.494 0.501 - -
96-KB-E1 0.460 0.505 0.4825 - -
96-KB-E2 0.453 0.447 0.450 - -
96-KB-E3 0.467 0.459 0.463 - -
96-KB-E4 0.459 0.453 0.456 - -
96-KB-E5 0.457 0.477 0.467 - -
96-KB-E6 0.481 0.463 0.472 - -
96-SCM-EQ 0.608 0.549 0.579 - +
96- SCM -E1 1.022 0.942 0.982 + +
96- SCM -E2 1.075 0.967 1.021 + +
96- SCM -E3 0.485 0.489 0.487 - +
96- SCM -E4 0.498 0.517 0.508 - +
96- SCM -E5 0.992 0.929 0.961 + +
96- SCM -E6 0.787 0.791 0.789 - +
96-Pellet-PO 0.469 0.466 0.468 - -
96-Pellet-P1 0.424 0.422 0.424 - +
96-Pellet-P2 0.667 0.425 0.546 - -
96-Pellet-P3 0.410 0.414 0.412 - -
96-Pellet-P4 0.422 0.479 0.451 - -
96-Pellet-P5 0.796 0.450 0.623 - -
72-Pellet-P6 0.457 0.398 0.428 - -
96-KB-P0 0.467 0.469 0.468 - -
96-KB-P1 0.486 0.499 0.493 - -
96-KB-P2 0.602 0.490 0.546 - -
96-KB-P3 0.469 0.476 0.473 - -
96-KB-P4 0.463 0.514 0.489 - -
96-KB-P5 0.516 0.495 0.506 - -
96-KB-P6 0.472 0.485 0.479 - -
96-SCM-P0 0.681 0.638 0.660 - -
96- SCM -P1 0.453 0.450 0.452 - -
96- SCM -P2 0.565 0.554 0.560 - -
96- SCM -P3 0.524 0.575 0.550 - -
96- SCM -P4 0.476 0.452 0.464 - -
96- SCM -P5 0.458 0.463 0.461 - -
96- SCM -P6 0.474 0.459 0.467 - -
Negatif Kontrol 0.488 0.476 0.482 - -
Pozitif Kontrol 1.05 1.095 1.073 + +

Yapilan bu ¢alismada, Cmm’in neden oldugu bakteriyel solgunluk hastaligi belirtisinin heniiz domates
fidelerinde goriilmedigi, ancak patojenin iletim demetlerinde ve yesil aksamda bulasik oldugu dénemde, varhigimin
kanitlanmasinda yar1 segici besi yerine ekim ve gelisen bakterilerin toplanarak total genomik DNA izolasyonunu
takiben, etmene spesifik PCR testleriyle serolojik testlerden ELISA kullanmadan patojenin varligi son derece
basarili sekilde belirlenmis ve bu iki yontem patojenin epifitik popiilasyonunun saptanmasinda en duyarli yontemler
olarak saptanmuistir.

Patojenin 6x10? hiicre/ml popiilasyonuyla yesil aksama veya iletim demetlerine inokule edilen bitkilerde,
bulagmadan 24 saat sonra bile yar1 segici besi yerine ekim ve tiire spesifik PCR gibi molekiiler yontemleri kombine
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ederek kullanimiyla patojen saptanabilmistir. Patojenin inokulasyondan bir giin sonra gibi en kisa siirede varligini
belirlemede bu iki yontemin kombine halde kullaniminin basar1 getirecegi belirlenmistir.

Yari secici besi yerine ekim ve molekiiler yontemi kombine ederek kullanmak, patojenin sistemik ve iiretim
alaninda su sigratmasiyla bulasan lokal infeksiyonlarini belirleyecek duyarliliktadir.

Calismamizda, besi yerine ekim yapmaksizin fidelerden alinan bitki Ornekleri sivi besi yerinde
calkalandiktan sonra santrifiijleme sonucu elde edilen pelletten genomik DNA izolasyonunu takiben yapilan PCR ve
ELISA testlerinin yeterince bagarili olmadig: tespit edilmistir. Patojen inokiilasyonundan 24, 48, 72 ve 96 saat sonra
elde edilen pelletten yapilan DAS-ELISA testlerinin tiimiinde negatif sonu¢ alinmistir. Molekiiler testlerde ise,
patojenin en yiiksek (6x108 hiicre/ml) popiilasyonuyla yesil aksama veya iletim demetlerine inokulasyondan 72 saat
sonra yapilan PCR testlerinde 645 bp’lik bantlar olusturarak pozitif sonug elde edilmistir. Buna karsin pellet yart
secici besi yerine ekildikten sonra yapilan PCR testlerinde patojen en diisiik (6x102 hiicre/ml) popiilasyonda bile 24
saat sonra tespit edilmistir. Bu nedenle bundan sonraki ¢alismalarimizda elde edilen pelletten direk ELISA ve PCR
testlerinin yapilmasinin uygun olmayacagina karar verilmistir.

Patojen bakteri epifitik donemde oldugunda, domates fidelerinden 6rnek alindiktan sonra nutrient broth besi
yerinde en az 3 saat ¢alkaladiktan sonra elde edilen pellet seyreltilerek genel besi yeri olarak King B ve yari segici
besi yeri olarak SCM’ye ekim yapilmigtir. SCM’de gelisen bakterilere PCR yapildiginda 24 saat sonra pozitif
sonuclar elde edilirken, King B besi yerinde gelisen bakterilere PCR yapildiginda 24 saat sonra negatif sonuclar elde
edilmistir. Bu nedenle ileriki ¢aligmalarimizda bu patojenin saptanmasinda genel besi yeri kullanimi yerine yar1
secici besi yeri olan SCM’nin kullaniminin uygun olacagi kanaatine varilmistir.

Yaptigimiz calisamaya benzer sekilde, Gitaitis ve ark. (1991) belirti gostermeyen domates fidelerinde
Cmm’in varligint arastirmiglardir. Cmm izolasyonu, fidelerden alinan Orneklerin, %100 ethanol ile yiizey
dezinfeksiyonuna tabi tutulmasi ve yar1 segici (mCNS) besi yerinde gelistirilmesiyle yapilmigtir. Sera kosullarinda
yiiriitillen denemede, izolasyon, inokulasyondan 7 giin sonra inokulasyon noktasinin 10 cm asagisindan govde
parcalari alinarak yapilmistir. Giiney Georgia’da 24 araziden toplanan 24.000 fideden yalnizca 3’iinde mCNS besi
yerinde Cmm e rastlanmistir. Yapilan ELISA testi ile bakterinin varligi teyit edilmistir. Ayrica Gaz kromotografisi
ile de bakterilerin yag asit profilleri belirlenmistir. Yapilan ¢alismada bitki dokularindan izolasyonda 1x108 CFU/ml
bakteri yogunlugunun yeterli oldugu ve inokulasyondan 7 giin sonra belirti gostermeyen fidelerde ortalama Cmm
yogunlugunun 1,7x108 hiicre/cm olarak gelistigini bildirmislerdir.

Yapilan diger bir c¢aligmada ise, domates fidelerinde Cmm’in varligt BIO-PCR metodu kullanilarak
yapilmistir. Cmm’e spesifik CMM5 ve CMM6 primerleri kullanilarak koloniler tespit edilmistir. Calismada
uygulamadan ii¢ giin sonra drneklerin %95’inde, inokulasyonun yapildig1 bélgeden 8 cm uzaklikta bakterinin varlig
tespit edilebilmistir. Yaklagik 40 ¢cm uzunlugundaki bitkiler dokuz giin sonra tamamen etkilenmistir. Calisma
sonuglari, infeksiyonun ilk asamasinda bile patojenin varligmin tespit edilebilecegini ortaya koymustur (Burokiene,
2006).

Cetinkaya-Yildiz (2007)’nin bildirdigine gore, antiserum ile kaplanmis ELISA ¢ukurlarma direkt bitki
govdesinden 6zsuyun sikilmasi veya gévdenin batirilmasi yontemleri kullanilarak da belirti géstermeyen bitkilerde
Cmm’in varlhigl belirlenebilmektedir (Gleason, 1993). Benzer sekilde, Gitaitis ve ark. (1995) belirti gdstermeyen
bitkilerde Cmm ’in varliginin ELISA testi ile belirlenebilecegini bildirmislerdir (Cetinkaya-Yildiz, 2007).

Yaptigimiz bu ¢alismada, kullandigimiz yontemlere gére, Cmm’in domates fidelerinde belirtilerinin heniiz
goriilmedigi donemde, varligi arastirtlirken genel besi yerine ekim ve DAS-ELISA testinin Cmm’i belirlemede
yetersiz oldugu saptanmustir. Laboratuar caligmalarinda kisa siirede, dogru sonuca en az maliyetle ulasmak ana
hedeflerimiz arasindadir. Bu nedenle Cmm’in epifitik popiilasyonunun belirlenmesinde yari segici besi yerine ekim
ve bu besi yerinde gelisen bakterilerin toplanarak total genomik DNA izolasyonunu takiben, etmene spesifik PCR
testlerinin kombinasyonun kullanimi bagar1 getirmistir.
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Sonug olarak, ¢alisma sonucunda belirlenen bu yontemle, domates fideleri bu patojenin varligi yoniinden
incelenebilecektir. Hastaligin epidemiyolojisinde, kullanilan fidelerdeki epifitik bulasikligin rolii ortaya
konabilecektir. Domates fidelerindeki bu patojenin epifitik bulagsmalarinin saptanmasi hastaliin iiretim alanlarinda
yayilmasinin engellenmesi ve ekonomik kayiplarin 6niine gegilmesi agisindan onemlidir. Ayrica belirlenen bu
yontem, gelecekte Cmm ile ¢alisacak arastiricilar tarafindan da kullanilabilecektir.
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