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ARASTIRMA MAKALESI RESEARCH ARTICLE

Domates Bakteriyel Kanser ve Solgunluk Hastaligi Etmeni Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’ in Tohumda Aranmasi ve Farkli Tohum Uygulamalarinin
Hastalik Gelisimi Uzerine Olan Etkisinin Belirlenmesi

Detection of Tomato Bacterial Canker and Wilt Disease Agent Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis on/in Tomato Seeds and Efficacy of Different Seed Treatments on
Pathogen Development

Sebnem TIRENG KARUT! Siimer HORUZ? Yesim AYSAN®

Oz

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), domateste tohum koékenli bakteriyel kanser ve solgunluk
hastaligina neden olur. Bu hastalik tim diinyada seralarda ve tarlada yetistirilen domateslerde ciddi kayiplar
olusturmaktadir. Hastaliga karsi etkin bir miicadele yontemi bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin amaglarindan biri
iilkemizde kullanilan 41 adet ticari domates tohumlarinda patojen Cmm varligmin fidede belirti izleme, tohum
calkalama suyundan King B ve SCM besi yerlerine ekim ile bakteri izolasyonu yapilarak tiire spesifik ELISA ve
BIO-PCR yontemleriyle tespit etmektir. Diger amaci ise, tohum kokenli inokulumu yok edebilecek veya
azaltabilecek farkli tohum uygulamalarimin etkisini belirlemektir. Bu amagla, yapay olarak patojenle bulasik
domates tohumlarina K,C kodlu bolgesel bir antagonist bakteri, Serenade, ISR 2000, sodyum hipoklorit, tizim
sirkesi, elma sirkesi, sicak su ve laktik asit uygulanmistir. Tohum galkalama suyundan yapilan ELISA testlerinde
bir adet tohum partisinde (tohum partisi 13) ve SCM besi yerinde gelisen bakterilerin toplanmasiyla yapilan ELISA
testlerinde iki farkli tohum partisinde (tohum partisi 6 ve 13) Cmm bulagikligi saptanmstir. Yapilan gesitli tohum
uygulamalari, tohumdaki bakteri yogunlugunu %77-100, bulasik tohum sayisint % 31-100 oraninda azaltmistir.
Sodyum hipoklorit, iziim sirkesi, elma sirkesi, sicak su ve laktik asit uygulamalar1 basarili tohum uygulamalar
olarak saptanmistir. Calisma ile, konvansiyonel ve organik tarim yetistiriciliginde patojene karsi tiziim ve/veya
elma sirkesi tohum uygulamalarinin kullanilabilecegi sonucuna varilmastir.

Anahtar Kelimeler: Domates, Clavibacter, tohum, miicadele, organik tarim

Abstract

Seed-borne pathogenic bacterium, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), causes bacterial
canker and wilt disease on tomato plants. Disease raises severe economic losses both on greenhouse or field grown
tomatoes worldwide. No effective management strategy is available to avoid the disease. The aims of this study
were (1) to detect Cmm on/in seeds of 41 individual seedlots using the methods seedling grow-out assay, pathogen
isolation from seed washing water dilutions onto King’s Medium B and SCM with the aid of Cmm specific ELISA
and BIO-PCR, (2) to determine the efficacy of seed treatments like regional antagonistic bacterium coded K-C,

**Sorumlu Yazar/Corresponding Author: Yesim Aysan, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii 01330 Adana, E-
mail: aysanys@cu.edu.tr {2} OrcID: 0000-0003-2647-5111

1Sebnem Tireng Karut, Biyolojik Miicadele Arastirma Enstitiisii, 01321, Adana sebnem.tirengkarut@tarimorman.gov.tr, OrclD: 0000-
0002-1634-724X

2 Siimer Horuz, Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii 38039 Kayseri, E-mail: shoruz@erciyes.edu.tr {) OrclD: 0000-
0002-5374-7082

Atif/Citation: Tireng Karut $, Horuz S, Aysan Y. Domates Bakteriyel Kanser ve Solgunluk Hastalig1 Etmeni Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’ in Tohumda Aranmas1 ve Farkli Tohum Uygulamalarinin Hastalik Gelisimi Uzerine Olan Etkisinin Belirlenmesi

Tekirdag Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 16(3), 284-296

©Bu ¢alisma Tekirdag Namik Kemal Universitesi tarafindan Creative Commons Lisans1 (https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/)
kapsaminda yayinlanmistir. Tekirdag 2019


http://jotaf.nku.edu.tr/
mailto:aysanys@cu.edu.tr
mailto:shoruz@erciyes.edu.tr
https://orcid.org
https://orcid.org
https://orcid.org

JOTAF/ Journal of Tekirdag Agricultural Faculty, 2019, 16(3)

Serenade, ISR 2000, sodium hypochloride, grape and apple vinegars, hot water and lactic acid to reduce/eliminate
pathogen inoculum from tomato seeds. Cmm specific ELISA could detected one contaminated seed lot (seed lot
13) from seed washing water and two contaminated seedlots (seedlot 6 and 13) from seed dilutions onto semi
selective medium SCM. Seed treatments successfully reduced pathogen inoculum on/in seeds and contaminated
seeds from 77 to 100% and from 31 to 100%, respectively. In this study, the seed treatments sodium hypochlorite,
grape and apple vinegars, hot water and lactic acid proved to be most efficient. As a result, the study concluded
that grape and apple vinegars can be used as seed treatments in conventional and organic farming systems to avoid
Cmm contamination.

Keywords: Tomato, Clavibacter, seed, control, organic farming
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Extended Summary

Tomato is grown and consumed as many purposes worldwide for years. Tomato bacterial canker and wilt
disease caused by the bacterium Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) is one of the most
destructive tomato disease. The pathogen induces disease symptoms on all above green parts and fruits and reduces
yield. Disease control is a challenge due to the absence of resistant cultivars, the pathogen is seed borne and copper
applications are ineffective. The first aim of this study was to detect Cmm in commercial 41 individual tomato
seedlots widely used in Turkey. The seedlots tested using seedling grow-out assay, pathogen isolations from seed
washing water dilutions onto King’s Medium B (KB) and SCM with the aid of Cmm specific ELISA and BIO-
PCR. Two seed groups (per 150 tomato seeds) were counted from each seedlots. First group of 150 tomato seeds
were sown in sterilized soil and kept under favourable conditions until the observation of wilt symptoms on
seedlings. Randomly picked cotyledons were homogenized and isolations onto KB and SCM media and BIO-PCR
tests conducted from the suspensions. Second group of 150 tomato seeds agitated in nutrient broth and overnight
for 24 h and were centrifuged to get a pellet. A hundred fold seed dilutions made and a 100 pl suspension was
spread onto King B and SCM from each dilution serial. The second aim of the study was to assign the ability of
several seed treatments to reduce/eliminate pathogen from seeds. Artificially pathogen inoculated tomato seeds
were treated with a regional antagonistic bacterium coded K,C, Serenade, ISR 2000, sodium hypochlorite, apple
and grape vinegars, hot water and lactic acid and the efficacy of these treatments on pathogen development and
seed germinations were evaluated. The wilting symptoms on cotyledons were not induced by the bacterium and
no Cmm detected from seedling grow out assays using the methods ELISA and BIO-PCR. Cmm specific ELISA
could detect one contaminated seed lot (seed lot 13) from seed washing water and two contaminated seedlots (seed
lot 6 and 13) from seed dilutions onto semi selective medium SCM. This result proved the high contamination of
the seedlots. 1 g of tomato seeds could artificially inoculated with a population of 2.76x10* ¢fu ml- Cmm. Pathogen
development did not observe on tomato cotyledons treated with apple and grape vinegars, hot water and lactic acid,
respectively. Seed treatments pressured Cmm populations ranged from 77.4 to 100%. A percentage of 92.5%
tomato seeds were contaminated with the pathogen. Seed treatments successfully eliminated pathogen inoculum
on contaminated seeds from 30.6 to 100%. The seed treatments grape, apple vinegars and hot water totaly
eliminated the pathogen from seeds. Unlike hot water treatment reduced seed germinations up to 12.5%. Thus, this
study concluded to include seed treatments of grape and apple vinegars in both conventional and organic farming
systems.
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Domates (Solanum lycopersicum Mill.) Solanaceae familyasindan bir tiir olup diinyada yaygin olarak
yetistirilmektedir (Anonim, 2018). Domates hem taze olarak sofralik, hem de islenmis haliyle salga, piire, konserve,
ketcap yapiminda kullanilmaktadir (Bayrak ve Kaya, 2009). Domates yetistiriciligi iilkemizin her bolgesinde
yaygin bir sekilde yapilmaktadir. Ulkemizde 2016 yili iiretim sezonunda 12 milyon 600 bin ton domates iiretimi

ile diinyada dordiincii sirada yer almistir (FAO, 2016).

Fidelik, sera ve tarla kosullarinda domates tiretimini kisitlayan en 6nemli faktdrlerden biri bitki hastaliklaridir.
Simdiye kadar arastiricilar tarafindan tespit edilen 200’e yakin bitki patojeni domatesi hastalandirmaktadir
(Chetelat, 2014). Bakteriyel hastalik etmenleri igerisinde en 6nemlileri Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm), Pseudomonas syringae pv. tomato ve Xanthomonas spp. tiirleridir. Hastalik etmenleri

bitkinin toprak iistii tiim aksaminda hastalik olusturabilirler.

Hastaliga dayanikli domates ¢esidinin olmayisi, etmenlerin tohumda uzun siire yasayabilmesi ve bakir
uygulamalarinin etkisiz olmasindan dolay1 domateste bakteriyel hastaliklarla miicadele olduk¢a zordur. Primer
enfeksiyonlarin 6nlenmesinde tohum bulasikliliginin giderilmesi olduk¢a onemlidir. Hastaliklarla miicadelede
Bronopol, Thiram, Sodyum hipoklorit, Hidroklorik asit ve Bakir asetat gibi ¢esitli kimyasallar, dayanikliligin
tesvik edilmesi, bitkisel esasli ekstrakt ve ugucu yaglar, ¢esitli antibiyotikler ve sicak su gibi fiziksel uygulamalar
tohumdaki inokulumu yok etmek veya azaltmak i¢in kullanilan ¢ok farkli yontemlerdir (Fatmi ve ark., 1991;

Ozaktan, 1991; Soylu ve ark., 2003; Mengiilliioglu ve Soylu, 2012; Horuz ve ark., 2018) .

Domates tiretiminde hastaliksiz tohumla ise baglamak gerekir. Ancak bakteriyel etmenlerin tohumda hastalik
belirtisi olusturmadan latent olarak bulunabilmesi, tohumdaki diisiik inokulum miktarinin saptanmasinda
kullanilabilecek hassas yontemlerin olmayisi, tohum mikroflorasinin patojen gelisimi iizerine etkisi ve patojenlerin
tohum igerisine 6zellikle embriyoya yerlesebilme 6zelliklerinden dolay1 tohumlarin saglikli testlenmesi oldukga
zorlagmaktadir. Tohumlarda bulunan hastalik etmenlerinin saptanmasi ve tanilanmasi konusunda Uluslararasi
Tohum Testleme Birligi (ISTA) cesitli yontemler gelistirmekte ve sonuglart tohum testleyen birimlerle ve
aragtiricilarla paylasmaktadir. Laboratuvarlar ISTA’nin belirledigi yontemleri kullanmakta ve yeni ydntemler

gelistirmeye devam etmektedir.

Bu caligma iki asamadan olusmustur. Calismanin ilk kisminda, 2012-2015 yillar1 arasinda iilkemizde kullanilan
ticari domates tohumlarinda tohum kokenli bakteriyel hastalik etmeni Cmm’in varliginin tespit edilmesi
aragtirtlmistir. Bu asamada, fidede belirti izleme, tohum g¢alkalama suyundan genel ve segici besi yerlerine ekim,
tiire spesifik ELISA ve tiire spesifik BIO-PCR tanilama yontemleri kullanilmistir. Caligmanin ikinci kisminda
Cmm’in domates tohumlarindan uzaklastirilmas: veya azaltilmasinda fidelik/sera gibi alanlarda kullanilabilecek
¢esitli tohum uygulamalarmin etkisini ortaya koymak amaglanmigtir. Bu amagla suni olarak patojenle bulagtirilmig
tohumlara; ticari biyopreparat, Serenade, yoresel bir antagonistik bakteri, ticari bitki aktivatorii, ISR 2000, sodyum
hipoklorit, liziim sirkesi, elma sirkesi, laktik asit ve sicak su uygulamalari yapilarak ¢esitli uygulamalarm patojen

geligimi {izerine ve tohumun ¢imlenme giiciine etkileri aragtirtlmistir.
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Materyal ve Yontem

Patojen izolat ve Besi Yerleri: Calismada CMM 3/1A kodlu Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
izolat1 kullanilmistir (Aysan ve Cetinkaya Yildiz, 2006). Rifampisine dayanikli Cmm elde edilmesinde Nutrient
Broth (NB), petride gelistirilmesinde King B (King ve ark., 1954) ve tohumdan bakteri aranmasinda yar1 segici
SCM (Fatmi ve Schaad, 1988) besi yerleri kullanilmigtir.

Calismada Kullamilan Kimyasallar: Patojenin antibiyotige dayaniklilik kazandirilmasinda Rifampisin
(Sigma, K10514807912) antibiyotigi, tohum denemelerinde %98’lik laktik asit (Sigma, 088K1230), %5’lik

Sodyum hipoklorit (NaOCl), liziim ve elma sirkeleri ¢aligmada kullanilmistir.

Antagonist Bakteri ve biyolojik preparatlar: K»C kodlu antagonist bakteri izolat1 (Cetinkaya-Y1ildiz, 2007),
ISR-2000 ve Serenade kullanilmistir.

Testlenen Domates Tohumlar ve Cesitler: Calismada farkli ticari firmalardan temin edilen 41 farkli hibrit
domates ¢esitlerine ait tohumlar Cmm varligi/yoklugu yoniinden incelenmistir. Tohum partilerinin ticari ¢esitler

olmasi nedeniyle bunlara kod verilmis ve yayinda kod isimleri kullanilmgtir.

ELISA Tam Kiti: Agdia marka (Agdia Inc., Belkart, USA) BRA 44001 Reagent Set kodlu Cmm’e spesifik

monoklonal antiserum igeren Antigen coated plate (ACP) ELISA ticari tani kiti kullanilmistir.

PCR Cahismalari: Calismada etmene spesifik CMMS5 (5’- GCG AAT AAG CCC ATATCA A-3") ve CMM6
(5’- CGT CAG GAG GTC GCT AAT A -3”) primerleri kullanilarak PCR gergeklestirilmistir.

Fidede Belirti izleme Testi:

41 farkli tohuma ait her bir domates tohum partisinden (1.000-5.000 adet tohum) iki adet 150 ser adet tohum
sayilmistir. Her tohum partisine ait 150 adet tohum steril torf iceren 42x28x17 cm (boy, en, yiikseklik) boyutundaki
plastik kaplara ekilmis, 28 °C ve % 85 neme sahip iklim odasinda muhafaza edilmislerdir. Gelisen fidelerde
solgunluk belirtisi gosteren bitkilerin sayisi not edilmistir. Gelisen fidelerden rastgele secilen kotiledon yapraklar
steril havanda homojenize edilmistir. Olusan siispansiyondan King B ve SCM besi yerlerine izolasyon, kotiledon
yapraklardan BIO-PCR yapilmistir.

Tohum Orneklerinden Cmm’in izolasyonu:

Her bir tohum partisinden fidede belirti izleme testi i¢in gerekli tohumlar ayrildiktan sonra geriye kalan
tohumlar tartilmis ve not edilmistir. Tohumlar steril havanda doviilerek tohumda yara agilmasi saglanmstir.
Ardindan tohumlar igerisinde agirliklarinin 10 kati kadar NB s1v1 besi yeri igeren erlenlere aktarilmistir. Tohumlar
24 saat siireyle 25 °C de 250 rpm hizda galkalayicida ¢alkalanmistir. Her bir tohum partisine ait tohum ekstrakti
steril tiilbentten siiziilerek tohum pargalar1 uzaklastirilmig ve 50 ml lik tliplere aktarilmistir. Ekstrakt 15.000 rpm
hizda 10 dakika santrifiij edilmis ve olusan pellet alinmistir. Pellet bulunan 50 ml’lik tiiplere 4 ml NB eklenerek

tiip ¢alkalayicisinda ¢alkalanmistir.
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Elde Edilen Yikama Suyundan Cmm’in izolasyonu:

Icerisinde nutrient broth bulunan ekstraktan 1 ml alinmis ve steril fizyolojik su (% 0.85 NaCI ¢ozeltisi)
icerisinde 1/10, 1/100 ve 1/1000 oraninda ii¢ kez seyreltilmistir. Her bir seyreltmeden King B ve SCM besi
yerlerine yayma iglemi gerceklestirilmigtir. SCM besi yerinde gri renkte ortasi siyah noktali koloni gelisimleri

incelenmis ve siipheli olan kolonilerden saflastirmalar gergeklestirilmistir.
Tohumda Cmm Varhginin ELISA Testi ile Tespiti:

Petriye ekim sonrasi geriye kalan tohum ¢alkalama suyu, kotiledon yapraklardan elde edilen siispansiyon ve
petriye yayma sonucu gelisen bakterilerin toplanmasi sonucu elde edilen karigim Cmm varligi/yoklugu yoniinden
testlenmistir. Yontem olarak ticari firmanin dnerdigi protokol izlenmistir. Her 6rnek iki tekrarli ve her tekrar 200
ul olarak ELISA pleyt’inde belirtilen cukurlara yiiklenmistir. Ornekler ELISA pleyt okuyucusunda (Medispec,
ESR 200) 405 nm absorbans degerinde okunmustur. Negatif kontroliin iki kat1 ya da daha yiiksek degerler pozitif

olarak yorumlanmustir.
PCR Testi ile Tohumda Cmm’in Tespiti:

Tohum c¢alkalama suyu, kotiledon yapraklardan elde edilen siispansiyon ve petriye yayma sonucu gelisen
bakterilerin toplanmasiyla elde edilen karisim Cmm varligi/yoklugu yoniinden BIO-PCR ve tiire spesifik PCR
testiyle incelenmistir. Her bir siispansiyondan 1 ml alinarak genomik DNA Nejat ve ark. (2009)’un bildirdigi
yontem modifiye edilerek izole edilmistir. PCR islemlerinde Dreier ve ark. (1995)’in bildirdigi PCR programi
kullanilmistir. Buna gore 95 °C’de 3 dakika i1sinma, 94 °C’de 30 saniye ilk denatiirasyon, 55 °C’de 30 saniye
primerlerin baglanmasi, 72 °C’de 1 dakika yeni DNA fragmentlerinin uzamasi bir déngii olacak sekilde bu agama
30 dongiiye tamamlanmustir. 72 °C’de 10 dakika son uzama ile program tamamlanmistir. Elde edilen PCR firiinleri %

1.5 oraninda hazirlanan agaroz jelde 614 bp biiyiikliigiinde bant varligi/yoklugu yoniinden incelenmistir.
Domates Tohumlarina Patojen inokulasyonu ve Tohum Uygulamalari:

Calismanin ikinci asamasinda, 25 g domates tohumu (cv. H-2274) 100 mg/l rifampisin antibiyotigine
dayaniklilik kazandirilmis Cmm (1.1x108 hiicre/ml) siispansiyonuna daldirilmis ve 30 dakika vakumlama islemi
sonras1 bir giin siireyle patojen siispansiyonu icinde bekletilip etmenle bulastirilmistir (Ozaktan, 1991). Ardindan
tohumlar kurutma kagitlari {izerine alinip iyice kurumaya birakilmistir. Tohumlar +4 °C’de tekrar kullanilincaya

kadar bekletilmistir.

Tohum uygulamalarinda her bir uygulama i¢in hazirlanan, patojenle bulastirilmig 1 gram ve ayrica 100 adet
domates tohumu % 0.25°1lik NaOCl, % 30’luk laktik asit ¢ozeltisine, % 10’luk iiziim ve elma sirkesine, K,C kodlu
antagonist bakteri siispansiyonuna (10° hiicre/ml), Serenade (15 ml/l dozunda) ve ISR 2000 (1 ml/l dozunda)
icerisine ayr1 ayr1 konulup 30 dakika 150 rpm hizdaki ¢alkalayicida 25 °C de galkalanmak suretiyle tohuma farkli
uygulamalar yapilmistir. Ayrica ayn1 miktarda domates tohumu 55 °C sicak suda 25 dakika bekletilerek fiziksel
tohum uygulamasi da yapilmistir. Uygulama yapilmig tohumlar 25 °C de filtre kagidi {izerinde bir giin bekletilerek

kurumaya birakilmstir.
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Farkli Tohum Uygulamalarinin Tohumdaki Bakteri Popiilasyonuna Etkisi:

Uygulama gormis ve gérmemis domates tohumlarindaki bakteri sayisimi kargilagtirmak igin 9 ml steril
fizyolojik su igerisine bandirilan 1 g hastalikli tohum, 150 rpm hizdaki ¢alkalayicida 30 dakika siireyle
calkalanmigtir. Elde edilen siispansiyon li¢ kez seyreltilmis ve her bir seyreltmeden 100 mg/1 rifampisin bulunan
King B besi yerine yayilmstir. Inkiibasyondan 4-6 giin sonra petrilerde gelisen koloni sayilari belirlenmistir.
Sadece patojenle bulagtirilan tohumlar pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Ayrica, her uygulamada besi yerinde
gelisen, Cmm olabilecegi diigiiniilen toplam 39 adet bakteri kolonisi saflagtirilmig, gram reaksiyonu ile gram pozitif
olduklar1 tespit edilmis, patojen olup olmadiklari Aksamsefasi bitkisinde olusturduklari asiri duyarlilik

reaksiyonlarina gore belirlenmistir.
Farkh Tohum Uygulamalarinin Bulasik Tohum Oranina EtkKisi

Farkli tohum uygulamalarina maruz birakilan 100’er adet hastalikli tohum 100 mg/I rifampisin i¢eren besi
yerine 10’ar adet olmak iizere yerlestirilmistir. Petrilerin 25 °C’de 7-10 giin inkiibasyonundan sonra ¢evresinde
sar1 renkli bakteri gelisen tohum sayilar1 kaydedilerek bulasik tohum yiizdesi hesaplanmistir. Sadece patojenle
bulastirilan tohumlar pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Bdylece uygulama gormiis tohumlardaki bulagik

tohum %’si saptanmuistir.
Farkli Tohum Uygulamalarinin Tohum Cimlenme Giiciine Etkisi

Patojen ile bulasik olmayan saglikli 100°er adet domates tohumuna farkli tohum uygulamalar1 yapilarak
uygulamalarin tohumun ¢imlenme giiciine etkisi arastirilmistir. Bu amagla, igerisinde torf bulunan kiivetlere 100’ er
adet domates tohumu ekilmistir. Deneme ii¢ tekrarli kurulmustur. Kontrol olarak higbir tohum uygulamasi
yapilmamis saglikli tohum kullanilmistir. Denemeler 2542 °C sicaklikta, % 70 nem, 16/8 saat aydinlik/karanlik
kosullara sahip iklim odasinda yiiriitilmiistiir. Deneme giinliik takip edilmis ve ¢imlenen tohum sayilar1 not

alinarak uygulama gormiis tohumlardaki ¢imlenme %’si hesaplanmuistir.
Denemelerin Degerlendirilmesi ve Istatistiki Analiz

Farkli uygulamalarin tohumdaki bulasiklik diizeyine ve ¢imlenmeye etkisi hesaplanirken Abbott formiiliinden
yararlanilmigtir. Uygulamalar arasindaki istatistiki farklar MSTAT istatistik programinda Duncan c¢oklu
karsilastirma testiyle (P<0.05) yapilmistir. Ayni istatistiki grupta yer alan uygulamalar ayni1 harfle isaretlenmis ve

sonuglar yorumlanmistir.

Bulgular ve Tartisma

Tohum partilerinde patojen Cmm Aranmasi

Calisma ile toplamda 41 adet farkli domates tohumu Cmm varligi/yoklugu yoniinden testlenmistir. Fidede
belirti izleme testinde fidelerden King B ve SCM besi yerlerine yapilan izolasyonlarda King B besi yerinde sari
renkte, SCM besi yerinde de gri renkte herhangi bir koloni gelisimi olmamustir. Bu nedenle, fidelerde gozlenen
lekelerin Cmm kaynakli olmadig1 saptanmistir. Ayrica lekeli ve lekesiz fidelerden gergeklestirilen ELISA ve BIO-

PCR testlerinde de Cmm varligina rastlanilmamugtir.
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Tohum ¢alkalama suyundan yapilan ELISA testlerinde bir adet tohum partisinde (tohum partisi 13) ve SCM besi
yerinde gelisen bakterilerin toplanmasiyla yapilan ELISA testlerinde iki adet tohum partisinde (6 ve 13 numarali

tohum partileri) Cmm bulagiklilig1 saptanmustir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)’e Spesifik Antiserumla Yapilan ELISA Testi

Sonuclart

Table 1. ELISA test results of Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Cesit ELISA Okuma Degerleri (405 Sonu¢
nm)
Negatif Kontrol 0,54 -
Pozitif Kontrol (Cmm) 3,31 +
tohum calkalama suyu
Tohum partisi 1 0,62 -
Tohum partisi 2 0,63 -
Tohum partisi 3 0,63 -
Tohum partisi 4 0,66 -
Tohum partisi 5 0,68 -
Tohum partisi 6 0,68 -
Tohum partisi 7 0,63 -
Tohum partisi 8 0,63 -
Tohum partisi 9 0,49 -
Tohum partisi 10 0,51 -
Tohum partisi 11 0,63 -
Tohum partisi 12 0,65 -
Tohum partisi 13 1,25 +
SCM Besi yerinde Gelisen
Bakterilerden Yikama

Tohum partisi 1 0,83 -
Tohum partisi 2 0,65 -
Tohum partisi 3 0,71 -
Tohum partisi 4 0,68 -
Tohum partisi 5 0,83
Tohum partisi 6 2,90 +
Tohum partisi 7 0,76 -
Tohum partisi 8 0,68 -
Tohum partisi 9 0,83 -
Tohum partisi 10 0,64 -
Tohum partisi 11 0,49 -
Tohum partisi 12 0,68
Tohum partisi 13 1,22 +

ELISA testi, 6lii bakteri hiicrelerini de tantyabildiginden tohum 6rneklerinin testlenmesinde ¢ok fazla tercih
edilmez. Ancak yar1 se¢ici besi yerinde yogun olarak gelisen bakteri sispansiyonundan yapilan ELISA testinde de
pozitif sonuglarin alinmasi tohum partisi 13 ve tohum partisi 6 adiyla testlenen tohum lotlarinda canli Cmm

populasyonunun bulundugunun kanitidir.
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Farkli Tohum Uygulamalarinin Tohumdaki Bakteri Popiilasyonuna Etkisi

Patojen ile bulagtirilmis 1 g tohumdaki patojen bakteri sayis1 2.76x10% bakteri hiicresi olarak belirlenmistir.
Patojen ile yapay bulastirilmis domates tohumlarina yapilan {iziim ve elma sirkesi, sicak su ve laktik asit
uygulamalarinin higbirinde bakteri gelisimi gergeklesmemistir. Yapilan tohum uygulamalari tohumdaki patojen

popiilasyonunu % 77.4-100 oranlarinda baskilamistir (Cizelge 2).

Cizelge 2. Farklh Tohum Uygulamalarinin Tohumdaki Bakteri Popiilasyonuna Etkisi

Table 2. Efficacy of several seed treatments on pathogen population

Uygulamalar Bakteri Koloni sayisi (cfu/ml) % Etki
Pozitif Kontrol 275.7%

Antagonist (K2C) 62.3° 77.4
Serenade 39.0¢ 85.9
ISR 2000 30.3°¢ 89.0
Sodyum hipoklorit 0.3¢ 99.9
Uziim sirkesi 0.0¢ 100.0
Elma sirkesi 0.09 100.0
Sicak su 0.0¢ 100.0
Laktik asit 0.09 100.0

* Ayni siitunda ayni harfe sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore (P<0.05) istatistiksel

olarak fark yoktur.

Uziim sirkesi, elma sirkesi, sicak su, laktik asit ve sodyum hipoklorit uygulamalar1 sonucunda elde edilen
ortalama bakteri yogunlugu ayni grup icerisinde yer almigs ve dolayisiyla istatistiksel olarak aralarinda fark
gbzlenmemistir. Serenade ve ISR 2000 uygulamalar1 sonucunda ortalama bakteri yogunlugu 39.0 ve 30.3 olarak
belirlenmis ve bu uygulamalar istatistiki olarak ayni grup igerisinde yer almiglardir. Antagonist bakteri (K2C)
uygulamasinda ortalama bakteri sayis1 62.3 olarak belirlenmis ve bu sonug diger tiim uygulamalardan istatistiksel

olarak farkli bulunmustur.

Farkli Tohum Uygulamalarmin Bulagik Tohum Oranina Etkisi

Suni olarak patojenle bulastirilan tohumlarin % 92.50’sinin Cmm ile bulagik oldugu saptanmistir. Farkli tohum
uygulamalar1 bulagik domates tohumlaridaki Cmm’i % 30.6-100 oraninda engellemistir. Sicak su, tiziim ve elma
sirkesi uygulamalar1 patojeni tohumdan tamamen yok ederek en yiiksek basariy1 gostermistir. Sodyum hipoklorit
ve laktik asit de % 95.7 ve % 96.8’lik etkiyle bir diger etkili uygulamalar arasinda yer almiglardir. Tim

uygulamalar istatistiksel olarak pozitif kontrolden farkli harf almig ve basarili uygulamalar olmustur (Cizelge 3).

Cizelge 3. Farkhh Tohum Uygulamalarinin Bulasik Tohum Oranina Etkisi

Table 3. Efficacy of several seed treatments on contaminated seed

Uygulamalar Toplam Tohum Sayisi Bulasik Tohum Sayis1
Pozitif Kontrol 93 86
Antagonist bakteri (K2C) 92 59
Serenade 99 19
ISR 2000 97 15
Sodyum hipoklorit 100 4
Laktik Asit 100 3
Uziim Sirkesi 100 0
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Elma Sirkesi 100 0

Sicak Su 100 0
* Ayni stitunda ayni harfe sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore (P<0.05) istatistiksel
olarak fark yoktur.

Farkh Tohum Uygulamalarinin Tohum Cimlenme Giiciine Etkisi

Yapilan caligmada en yiiksek ¢imlenen tohum sayis1 ortalama 88.0 adet ile hi¢bir uygulama yapilmayan negatif
kontrolde elde edilmig, bunu 86.7, 86.3, 86.0, 85.3, 84.7, 83.3, 83.0 ve 77.0 ortalama ile sirastyla antagonist bakteri
(K2C), sodyum hipoklorit, ISR 2000, pozitif kontrol, laktik asit, elma sirkesi, {iziim sirkesi ve sicak su uygulamalari
izlemistir. Sicak su uygulamasi tohumlarin ¢imlenme giiciinii %12.5 ile en yiiksek oranda azaltmistir. Serenade
uygulamasinda tohum ¢imlenme yetenegi %?7.2, iiziim sirkesi ve elma sirkesi %5.7 ve %5.3, laktik asitte %3.8,

pozitif kontrolde ise %3 oraninda azalmistir (Cizelge 4).

Cizelge 4. Farkh Uygulamalarin Domates Tohumlarimin Cimlenme Giiciine Etkisi

Table 4. Efficacy of several seed treatments on seedling germination

Uygulamalar Cimlenen tohum sayisi % Etki
Negatif Kontrol 88.0

Pozitif Kontrol 85.3 -3.0
Antagonist bakteri (K2C) 86.7 -1.5
Serenade 81.7 -7.2
ISR 2000 86.0 -2.3
Sodyum hipoklorit 86.3 -1.9
Uziim Sirkesi 83.0 -5.7
Elma Sirkesi 83.3 -5.3
Sicak Su 77.0 -12.5
Laktik Asit 84.7 -3.8

Sonug¢

Bu ¢alismada her bir tohum partisinden 1.000-5.000 adet tohum patojen varligi yoniinden incelenmistir.
Patojenin tohumda bulundugu yer patojenin saptanmasi agisindan Snemlidir. Bakteriyel etmen hem tohum
kabuguna hem de embriyoya yerlesebilmektedir (Gleason ve ark., 2014). Bu nedenle ¢alismada testlenen
tohumlarda yara acgilarak tohum g¢alkalama suyu ve besi yerinde patojenin gelismesi gerceklesmis, boylece

embriyoya yerlesen patojenin de saptanabilmesi saglanmistir.

Serolojik bir yontem olan ELISA testinde diisiik popiilasyondaki patojen saptanamamaktadir. Kullanilan ticari
kit 10* hiicre/ml yogunlugundaki bakteri popiilasyonunu saptayacak duyarhliktadir. Tohum galkalama suyu ve
yar1 segici besi yerine ekim sonrasi gelisen bakterilerden yapilan ELISA testlerinde iki 6rnegin Cmm ile bulagik
olmasi testlenen iki tohum partisinin yiiksek oranda bakteri popiilasyonuyla bulasik oldugunun da bir gostergesidir.

Ancak bu caligmada tohumda diisiik popiilasyonlarda latent olarak bulunan bakteri ELISA testiyle saptanamamustir.

Bir patojenin konukcu bitkide hastalik olusturabilmesi igin kritik inokulum yogunlugunun iizerinde bulunmasi
gerekir. Bunun yaninda konukgu bitkinin duyarli ve ¢evre kosullarinin (sicaklik ve nem) patojenin gelisimi igin
uygun olmasi sarttir. Chang ve ark. (1992) Cmm’in 10%-10° hiicre/g tohum popiilasyonuyla bulasik tohumlarda,
optimum kosullarda alt1 hafta sonra sistemik enfeksiyon sonucu bitkilerde solgunluk gézlemlemisken, Tokgoniil

(1998) ise sekiz hafta sonra hastalik belirtilerini gézlemlemistir. Bizim ¢alismamizda bulasik tohumdaki patojen
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popiilasyonu 2.76x10* hiicre/g tohum olarak saptanmis ve sekiz hafta sonra patojenle bulastirilan tohumlarda
herhangi bir hastalik belirtisi tespit edilmemistir. Calismada kullandigimiz H-2274 ¢esidi domates tohumlarinin
bu etmene duyarli oldugu goz oniine alindiginda hastalik gelisimi i¢in uygun gevresel faktorlerin iklim odasinda

yeterince saglanamadig1 ve patojenin latent kaldig1 goriisii olusmustur.

Tohumlarin ¢imlenme yetenekleri de dikkate alindiginda, sicak su uygulamasinda tohumlarin
gimlenmesi %12.5 oraninda azalmigtir. Aymi sekilde Fatmi ve ark. (1991) ve Tokgoniil (1998) sicak su
uygulamasinin Cmm’i tohumdan yok edebildigini, ancak ¢imlenmeyi 6nemli oranda azalttigini1 bildirmislerdir.
Ozaktan (1991) farkli olarak 56 °C sicaklikta 30 dakika sicak suda bekletilen tohumlarm ¢imlenme giiciinde
sadece %4 oraninda bir azalma tespit etmistir. Domateste yapilan bir baska ¢aligmada Horuz ve ark. (2018)
bakteriyel benek hastaligi etmeni Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst)’nun tohumdan eliminasyonunda 50 °C
sicaklikta 30 dakika sicak su uygulamalarinin patojen gelisimini tamamen yok ettigini ve tohumlarin ¢imlenme
yeteneginde ve bitki gelisiminde hi¢bir olumsuz etkisi olmadigint bildirmistir. Bu farklilik kullanilan tohum
cesidiyle alakali olabilmektedir (Tokgoniil, 1998). Ayrica bu ¢alismada sicak suda bekletilen tohumlar ¢imlense
de fide gelismelerinin daha zayif ve ciliz oldugu gézlenmistir. Bu durum gostermistir ki farkli tohum uygulamalari
tohum ¢esitlerinin ¢imlenmesi {izerinde farkl etkiye sahip olabilir. Fatmi ve ark. (1991)’in bildirdigi gibi tohum

uygulamalari, 6n ¢imlendirme testleri yapildiktan sonra tiim tohum partisine uygulanmalidir.

Cmm’in domates tohumlarindan arindirilmasinda kullanilabilecek tohum uygulamalari bu ¢alismada
aragtinlmigtir. Laktik asit, sicak su, Sodyum hipoklorit, {iziim ve elma sirkesi uygulamalar1 tohumdaki bakteri
yogunlugunu yok etmede basarili olmustur. Uygulama gérmiis tohumlar besi yerine ekildiginde de yine bu
uygulamalar en basarili olarak bulunmus, her iki ¢alismanin sonuglar1 birbirini desteklemistir. Benzer sekilde
Horuz ve ark. (2018) sodyum hipoklorit uygulanmis domates tohumlarinda % 90-95 oraninda Pst popiilasyonunun
azaldigini ve ¢cimlenmede olumsuz etkileri olmadigini saptamistir. Bitki saglig1 disinda gesitli organik asitler insan
sagliginda tohumlarla bulasabilen bakterilerin tohumdan uzaklastiriimasinda da kullanilmistir. Lang ve ark. (2000)
yonca tohumlarina bulasan Esherichia coli popiilasyonunu laktik ve asetik asit uygulamalariyla basarili bir sekilde
yok etmis ve tohumlarin ¢imlenmesinin iyi oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde Nei ve ark. (2013) mas
fasulyesi tohumlarindaki gida kaynakli bulasan Esherichia coli ve Salmonella bakterilerinin yogunlugunu sicak
su uygulamasinin ardindan klorin uygulamasiyla tamamen yok etmistir. Yapilan bu ¢alismalar bizim ¢alismamizla
benzer sonuglar ortaya koymustur. Cesitli uygulamalar tohuma bulasan insan ya da bitki patojeni bakterilerin
miicadelesinde etkili olarak kullanilabilmektedir. Cok diisiik orandaki bakteri bulagiklilig: bile tohum partilerinin
bulagsmasina kaynak olusturacagindan uygulamalarm tamamen etkili olmasi istenir. Bu nedenle bu ¢aligmada
sodyum hipoklorit ve laktik asidin tohuma uygulanmalar bagarili olarak bulunmus ve konvansiyonel tarimda bu

iki uygulama Cmm’in tohumdan eliminasyonunda onerilmisken, organik tarim i¢in 6nerilmemistir.

Yapilan ¢aligmada tiziim sirkesi ve elma sirkesi uygulamalarinin tohum uygulamasi olarak hem konvansiyonel
hem de organik tarimda dncelikle kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Ayrica tohumlara yapilacak priming
uygulamalarinda sirkeden faydalanilabilecegi agiktir. Ekim oncesinde tohum canliligi ve giiciinii arttirmaya
yonelik tohumlarin bir ¢ozeltide bekletilmesi esasina dayanan priming ydnteminde cesitli asitlerden

faydalanilmaktadir (Sivritepe, 1999). Ancak iiziim veya elma sirkesi igerisinde 12 saat gibi bir siire bekletilecek
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olan tohumlarda priming gergeklesip kolayca ¢imlenebilme yetenedi olacagindan tohumlarin o yil igerisinde

kullanilmas1 uygun olacaktir.
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