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DOMATES BAKTERIYEL SOLGUNLUK HASTALIGI ETMENi [Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis et. al.]’NIN IZOLASYONU,
GELENEKSEL, SEROLOJIK VE MOLEKULER YONTEMLERLE TANILANMASI*

Isolation and identification of tomato bacterial wilt diseases agent [Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis et. al.] by using traditional,
serological and molecular methods

Raziye CETINKAYA YILDIZ Yesim AYSAN
Bitki Koruma Anabilim Dal Bitki Koruma Anabilim Dali
OZET

Bu c¢alismada Adana ve Mersin illerinde vyetistiriciligi yapilan domates
Uretim alanlarinda yapilan soérveylerin yani sira Antalya, Artvin, Bursa ve lzmir
illerinden temin edilen hasta domates bitkilerinden toplam 57 bakteri izolati elde
edilmistir. Bu izolatlar morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, serolojik (indirekt ELISA),
ve molekiller (PCR) yodntemlerle domates bakteriyel solgunluk hastaligi etmeni
olan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) olarak tanilanmigtir.
Anahtar 'Kelimeler: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, domates,
izolasyon, tani

ABSTRACT

In this study, 57 bacterial strains were isolated from tomato plants growing
in surveyed field located in Adana and Mersin provinces and also infested plants
which were sent from Antalya, Artvin, Bursa and Izmir provinces. All bacterial
strains were identified as Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm),
causal agent of tomato bacterial wilt disease by using morphological physiological,
biochemical, serological (indirect ELISA),and molecular (PCR) methods.
Key Words: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, tomato, isolation,
identification

Giris

Domates (Lycopersicum esculentum Mill.) yiksek vitamin ve mineral icerigi
ile dinyada ve Uulkemizde tlketimi oldukga yodun olan sebzelerden biridir.
Dinyada ve Ulkemizde en fazla tiketilen sebzelerin basinda gelen domatesin
uretimi, bu ihtiyaci karsilamak amaci ile her gegcen yil artis goéstermektedir.
(Anonymous, 2005). Ulkemizin farkli iklim bélgelerine sahip olugu hem agik alanda
hem de 6&rtl altinda sofrallk ve sanayi domatesinin Uretiimesine olanak
saglamaktadir.

Domateslerde fungal ve viral hastalik etmenlerinin yani sira pek g¢ok
bakteriyel etmende énemli trln kayiplarina neden olmaktadir (Karaca ve Saygili,
1982). Bu bakteriyel hastaliklardan biri de Clavibacter michiganensis subsp.
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michiganensis (Smith) Davis et al.'in (Cmm) neden oldudu bakteriyel solgunluk
hastaligidir. Etmen ilk kez 1909 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinin Michigan
eyaletinde domates Uretim alanlarinda saptandigindan beri dinyanin domates
yetistirilen biitiin bélgelerinde rapor edilmistir (Gleason ve ark., 1993). Ulkemizde
ise bakteriyel solgunluk hastalidinin varligi Tokgdnul (1998)’Un bildirdigine goére ilk
olarak i¢ Anadolu bélgesinde (Bremer ve Ozkan, 1950) saptandiktan sonra, Giiney
Dogu Anadolu (Bremer ve ark.,1952), Marmara (Karahan, 1965) ve Ege
bolgesinde (Karaca ve Saygili 1977) tespit edilmisti. Daha sonra yapilan
calismalarda etmen Dogu Akdeniz (Cinar, 1980), Bati Akdeniz (Basim ve ark.,
2004) ve Dogu Anadolu (Sahin ve ark., 2002) bdlgelerinde domates Uretim
alanlarinda belirlenmistir.

Etmen domateste solgunluk; iletim demetlerinde baslangigta sarimsi, ilerleyen
dénemde kahverengiye dénen renk bozulmasi olusturmaktadir. Yaprak nekrozlari
ve meyvelerde kus g6zl lekesi olarak bilinen ve Uriunin direkt pazar kalitesini
dusuren lezyonlar etmenin enfeksiyonlari sonucunda meydana gelmektedir
(Gleason, 1993). Etmen Solanaceae familyasindan domates (Lycopericium
esculentum L.), biber (Capsicum annum L.), patlican (Solanum melongena) ve L.
hirsutum, L. pimpinellifolium gibi tlrlerde hastalik olustursa da domates ekonomik
anlamda 6nemli oldugu tek kultir bitkisidir (Gleason ve ark., 1993; Forster ve
Echandi, 1973).

Bu galismanin amaci domates Uretim alanlarinda problem olan bakteriyel
solgunluk hastaligi etmeni Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’i izole
etmek ve elde edilen izolatlari morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, serolojik (indirekt
ELISA), ve molekller (PCR) yontemlerle tanilamaktir.

Materyal ve Metot
Materyal

Calismanin materyalini Adana, Mersin, Antalya, Bursa, Artvin ve izmir
illerinde domates Uretim alanlarindan izole edilen Cmm’in bélge izolatlari, Almanya
Georg-Agust Universitesi Dr. Rudolph’dan temin edilen GSPB 382 kodlu Cmm
izolati, domates fideleri, aksamsafasi bitkisi, besi yerleri, ¢esitli kimyasallar, ELISA
tani kiti ve PCR malzemeleri olusturmustur.

Metot
Hasta Domates Bitkilerinin Toplanmasi

Adana ve Mersin illerindeki domates yetistiriciligi yapilan tarla ve seralar
incelenerek solgunluk ve iletim demetlerinde kahverengilesme simptomu goésteren
domates bitkilerinden drnekler alinmistir. Ornekler gazete kagidi arasina sarilip
polietilen torba igerisinde laboratuara getirilmistir. Antalya Bursa, Artvin ve izmir
illerinden Ureticiler tarafindan laboratuarimiza gonderilen hasta bitki érnekleri de
galismaya dahil edilmistir.
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Domateste Bakteriyel Solgunluk Etmeninin izolasyonu

Hasta bitkinin iletim demetlerinden hastalikh ve saglikli kismi iceren 2-3
mm bayudkliginde bitki pargalari alinip %70’lik alkol veya %1’lik NaOCL ile
ylzeyden dezenfekte edilmistir. Pargalar steril havanda fizyolojik tuzlu su
(%0.85’lik NaCL c¢ozeltisi) ile homojenize edilmistir. Bir 6ze dolusu slispansiyon,
YDC agar ve King B besi yeri igeren petrilere gizgi ekimiyle gizilmistir ve 25°C’deki
inkibatérde 2-3 gun inklbe edildikten sonra gelisen koloniler incelenmistir
Saflastirilan izolatlar gelecekteki calismalarda kullaniimak Uzere egik olarak
hazirlanmis  YDC agar besi yerinde gelistirilmis ve +4°C’de buzdolabinda

saklanmistir(Lelliott ve Stead, 1987).

Patojenite Testi

Hasta domates bitkilerinden izole edilen bakteri izolatlari, 3-5 yaprakli
donemde bulunan domates fidelerine gévdeden steril kiirdan yardimiyla 3 tekrarl
olarak inokule edilmistir. Calismada 36-48 saatlik bolge izolatlari, pozitif kontrol
olarak GSPB 382 kodlu Cmm referans izolati ve negatif kontrol olarak steril su
kullanilmistir. inokule edilen bitkiler iklim odasina yerlestirilmis (16 saat 1sik, 8 saat
karanlik, 25°C sicaklik, %70-80 nisbi nem) ve yiiksek nem saglamak amaciyla 24
saat siireyle islak polietilen torba igerisinde tutulmustur. . inokulasyondan 8-10 giin
sonra enfekteli fidelerde olusan solgunluk simptomlari ve iletim demetlerinde
olusan kahverengiliklere gore, hastalik var/yok olarak degerlendiriimis ve izolatlarin
patojen olup olmadigi belirlenmistir. Simptom veren bitkilerden re-izolasyonlar
yapilarak elde edilen re-izolatlar ile tani galismalari yapilmistir.

Clavibacter michiganensis. subsp. michiganensis’in Geleneksel Tani Testleri

YDC Agar, Nutrient Agar ve SCM Besi Yerinde Koloni Geligimi:

Taze hazirlanmis YDC agar, Nutrient Agar (NA) ve SCM besi yerine gizilen
domates bakteriyel solgunluk hastaligi izolatlari ve referans izolat 25°C’de inkiibe
edilmistir. izolatlar YDC agar ve NA besi yerine 48 saat, SCM besi yerinde ise 2-3
gln inkibasyondan sonra koloni gelisimine gére degerlendirilmiglerdir Lelliot ve
Stead, 1987; Fatmi ve Schaad, 1988).

Potasyum Hidroksit Testi (KOH)

Taze hazirlanan %3’lik potasyum hidroksit soliisyonundan lam Uzerine bir
damla damlatildiktan sonra domates bakteriyel solgunluk izolatlari ve referans
izolatin 48 saatlik kdultirinden platin 6zeyle alinarak solisyona dairesel
hareketlerle karistinimistir (Sands, 1990). Negatif kontrol olarak Pseudomonas
cichorii (GSPB 2297) kulturd kullaniimistir.

Aksamsafasi (Mirabilis jalapa) Bitkisinde Asiri Duyarlilik Reaksiyonu

Domates bakteriyel solgunluk izolatlari ve pozitif kontrol (GSPB 382)’lin 48
saatlik kdltirinden hazirlanan slspansiyonlar Aksamsafasi (Mirabilis jalapa)
bitkisinin yaprak damar aralarina enjekte edilmistir. Calismada Fransa’'dan ithal
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edilen Vilmorin marka F1 tohumlarindan gelistirilen bitkiler kullaniimistir. Negatif
kontrol olarak steril distile su kullaniimistir (Gitaitis, 1990).

Domates Kotiledon Testi

Domates bakteriyel solgunluk izolatlari ve pozitif kontrol (GSPB 382)'lUin 48
saatlik kiltiirinden 10" hiicre/ml yogunlukta bakteri sispansiyonlari hazirlanmistir.
Doért gunlik domates fidelerinin tam gelismis kotiledon yapraklari bu bakteri
sUspansiyonlarina batirilan ucu pamuklu bir gubuk yardimi ile inokule edilmistir.
inokulasyondan 3-4 giin sonra degerlendirme yapilmistir. Negatif kontrol olarak
steril distile su kullaniimistir (Chaldecott ve Preece, 1983).

C. m. subsp. michiganensis izolatlarinin indirekt ELISA Testi ile Tanisi

Domates Uretim alanlarindan izole edilen bakteri izolatlarinin igerisinden
virllenslikleri yiksek olan izolatlar segilerek tanilamalari Vunakis (1980) ve Coligan
ve ark., (1991)e gore ug¢ tekrarli olarak ELISA testi kullanilarak yapilmigstir.
Calismada Cmm’e karsi Uretilen monoklonal antibody [Agdia marka ticari kit (BRA
44001)] kullanilarak, Alkalin Fosfataz ile isaretlenmis indirekt ELISA testi
yapiimistir. Okumalar Titertek Multiscan marka ELISA plate okuyucusunda 405 nm
dalga boyunda yapilarak sonuglar degerlendirilmistir.

C. m. subsp. michiganensis izolatlarinin PCR Teknigi ile Tanisi

Klasik tani ve Indirekt-ELISA testi ile tanilanan Cmm izolatlari igerisinden
farkl illerden gelen drneklerden secilen 5 izolat (Muc 1c, Cicik 1, 33-A (TT111),
Coruh Nehri 1, 15/4a1) ve GSPB 382 kodlu referans izolatin genomik DNA’siI De
Boer ve Ward (1995)'a gére izole edilmistir. iki farkh PCR galismasi yapilmistir.
Dreier ve ark.,, (1995)na gbre vyapillan calismada CMM5 (5-
GCGAATAAGCCCATATCAA-3’) ve CMM6 (5’- CGTCAGGAGGTTCGCTAATA -3))
primerleri, Santos ve ark., (1997)’na goére yapilan ¢alismada ise CM; (5’- CCT CGT
GAG TGC CGG GAA CGT ATC 3) ve CM, (5- CCA CGG TGG TTG ATG CTC
GCG AGA -3’) primerleri kullaniimigtir.

Thermalcycler cihazinda (Genius Marka) kullanilan program Cizelge 1’deki

gibidir.
Cizelge 1. PCR islemi i¢in kullanilan programlar
Program adimlar Dreier ve ark (1995)
Sicaklik (°C) Sire(dak) Doéngii Sayisi

ilk denatiirasyon 93 2 1
Denatilirasyon 94 1
Primer Baglanmasi 55 1.5 30
Uzama 72 1 —
Son Uzama 72 10 1
Bekleme 4 Siresiz
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DNA cogaltimi sonucu elde edilen PCR dUrinleri %1.2'lik agaroz jele
verilerek 70 miliamper akim uygulanmis ve etidium bromir boyamasi sonucu
olusan bantlar transsimilatérde incelenmis ve fotograflanmistir. Elde edilen Grtn -
20°C 'de saklanmistir (Sambrook ve ark. 1989). Dreier ve ark (1995)'nin énerdigi
primerler ile yapilan PCR c¢alismasinda 614 bp buyukliginde bant olusumu;
Santos ve ark., (1997)nin dizayn ettigi primerler kullanilarak yapilan PCR
calismasinda 645 bp buydkligindeki bant olusumu pozitif  olarak
degerlendirilmistir.

Arasgtirma Bulgular ve Tartisma

Hasta Domates Bitkilerinin Toplanmasi

Mersin (Erdemli, Tarsus, Bozyazi) ve Adana (Merkez, Tuzla) illerinde arazi
sorveylerinde solgunluk, yaprak yanikligi iletim demetlerinde renklenme, gévdede
sigiller ve gatlaklar gézlenmistir (Sekil 1a-b). Antalya (Gazipasa, Kas, Koyunlar),
Bursa (Yenisehir, Karacabey, Kemalpasa), Artvin ve izmir (Dikili) illerinden ise
ureticiler tarafindan génderilen érneklerde de benzer belirtilere rastlanmigtir.

Domateste Bakteriyel Solgunluk Etmeninin izolasyonu

Hasta bitki 6érneklerinden yapilan izolasyonlarda 2-3 glin iginde YDC agar
ve King B besi yerinde sari renkte dominant koloniler gelismistir. Mersin ilinden 32
adet, Adana ilinden 9 adet, Antalya ilinden 3 adet, Artvin ilinden 2 adet, izmir
ilinden 6 adet ve Bursa ilinden ise 5 adet olmak Uzere toplam 57 adet izolat
saflastirilarak bu tez galismasinda kullaniimigtir. Bu izolatlardan Cmm 23 kodlu
izolat Dr. Sabiha Tokgonll'den temin edilmistir.

Sekil 1a-b. Hasta domates bitkilerinin gérinimu
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Patojenite Testi

Calismada kullanilan 57 adet bdlge izolati ve referans kultir ile yapilan
patojenite testlerinde tim izolatlar inokulasyondan sonraki 8-10 gin iginde
domates fidelerinde inokulasyon bdlgesinde kahverengilikler, yapraklarda ve
dallarda solgunluk, iletim demetlerinde ve 6zde kahverengilesme olusturmustur
(Sekil 2). Negatif kontrolde herhangi bir hastalik simptomu gdézlenmemistir. Tipik
hastalik simptomu goésteren bitkilerden yapilan re-izolasyonlar sonucu da 57 re-
izolat tekrar elde edilmisgtir.

Sekil 2. Domates fidelerinde patojenite testi
Clavibacter michiganensis. subsp. michiganensis’in Geleneksel Tani Testleri

YDC Agar, Nutrient Agar ve SCM Besi Yerinde Koloni Geligimi

Domates re-izolatlar ve referans kiltir YDC agar besi yerinde koyu sari,
etrafl diz (Sekil 3a); NA besi yerinde tipik parlak san etrafi diz (Sekil 3b); SCM
besi yerinde ise koyu gri etrafi agik renk haleli koloniler (Sekil 3c) olusturmustur

Sekil 3. Cmm izolatinin (a) YDC Agar besi yerinde, (b) NA besi yerinde, (c) SCM
besi yerinde koloni geligimleri
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Potasyum Hidroksit Testi (KOH)

Cmm re-izolatlari ve referans kiltir test sonucunda 6zeye yapisarak
simikslt bir yapi olusturmadigindan gram pozitif olarak kabul edilmistir
Karsilastirma kultirt olarak kullanilan Pseudomonas cichorii (GSPB 2297) kultura
Ozeye yapisarak siUmuiksi bir yapr olusturduundan gram negatif olarak
degerlendirilmigtir.

Aksamsafasi (Mirabilis jalapa) Bitkisinde Asir Duyarliik Reaksiyonu

Domates bakteriyel solgunluk izolatlari ve pozitif kontrol (GSPB 382) ile
inokule edilen Aksamsafasi bitkilerinin yapraklarinda asiri duyarliik reaksiyonu
olusmus ve pozitif olarak degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan steril
distile su uygulamasinda ise herhangi bir degisim gézlenmemistir (Sekil 4).

Domates Kotiledon Testi

Domates bakteriyel solgunluk izolatlar ve pozitif kontrol (GSPB 382) doért
gunlik domates fidelerinin tam gelismis kotiledon yapraklarinda beyazimsi sigil
benzeri yapilar olusturarak pozitif olarak degerlendiriimislerdir. Negatif kontrol
olarak kullanilan steril distile su uygulamasinda ise herhangi bir degisim
gozlenmemistir (Sekil 5).

Sekil 4. Aksamsafasi bitkisinde Sekil 5. Domates kotiledon testi

inokulasyon noktasinda (*) asiri sonucunda olusan beyaz
duyarllik reaksiyonu sigilimsi yapilar

C. m subsp. michiganensis izolatlarinin Indirekt-ELISA Testi ile Tanisi

Bdlge izolatlarinin Agdia firmasindan satin alinan ticari tani kiti ile yapilan
Indirekt-ELISA calismasinda, 405nm’de izolatlarin absorbans degerleri 1.051 ile
1.722 arasinda kaydedilmistir. Pozitif kontroldeki absorbans degeri 3.518 iken
negatif kontrolde 0,389 olarak belirlenmistir. Elde edilen absorbans degerlerinin
negatif kontrolliin iki katindan fazla olusu nedeniyle izolatlarimiz Cmm olarak
tanilanmistir.
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C. m. subsp. michiganensis izolatlarinin PCR Testi ile Tanisi

Cmm izolatlarinin DNA izolasyonu igleminden sonra saflastirilan genomik
DNA’lari ile iki farkli PCR galismasi yapilmistir. Dreier ve ark., (1995)'nin dizayn
ettigi CMM5 ve CMM6 primerler kullanilarak yapilan ¢alismada tim izolatlarin 614
bp bulylkliginde bant olusturdugu saptanmistir (Sekil 6). Santos ve ark.,
(1997)nin 6nerdigi primerler kullanilarak yapilan PCR galismasinda ise kullanilan
bitin izolatlarin 645 bp blyukligin bant olusturmasi pozitif olarak
degerlendirilmistir (Sekil 7). Bu calismada elde edilen bantlar Dreier ve ark., (1995)
ve Santos ve ark., (1997) yaptidi calisma ile birebir ortismektedir. Sonug olarak bu
¢alisma gergevesinde elde ettigimiz izolatlarin Cmm oldugu molekiler galisma ile
de saptanmis ve izolatlarin spesifik, duyarli ve hizli tanisi yapilmistir.

614 bp i B e 00 -

Sekil 6. Dreier ve ark., (1995)'nin primeri kullanilarak yapilan PCR isleminde
olusan bantlar. Cukur 1: 1 kb markir, Cukur2: GSPB 382, Cukur3: Muc 1c, Cukur4:
Cicik 1: Cukur5: Negatif kontrol, Cukur6: 33-A (TT111), Cukur7: Coruh Nehri 1,
CGukur8: Negatif kontrol, Cukur9: 15/4a1
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Sekil 7. Santos ve ark., (1997)'nin primeri kullanilarak yapilan PCR igleminde
olusan bantlar. Cukur 1: 1 kb markir, Cukur2: GSPB 382, Cukur3: Muc 1c, Cukur4:
Negatif kontrol, Cukur5: Cicik 1, Cukur6: 33-A (TT111), Cukur7,8,9,10,11: Bos,
Cukur12: Coruh Nehri 1, Cukur13: 15/4a1, Cukur14:Dikili 3, Cukur15: Negatif
kontrol, Cukur16: Erwinia spp., Gukur17: 10/1B, Cukur18: Negatif kontrol: Cukur19:
11/1b1, Cukur20: Pseudomonas spp, Cukur21: Dom.il. dem.
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Tesekkir

Bu calisma C. U. Arastirma Projeleri Birimi (ZF2005D5) ve TUBITAK tarafindan
(105 O 465) Desteklenmistir.
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