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Bu calismada, Domates Bakteriyel Solgunluk ve Kanser hastalik etmeni
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) ve Domates ve Biber
Bakteriyel Yaprak Lekesi hastalik etmeni Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
(Xav)’ nin Real-Time PCR ile tanis1 ve Real-Time Bio-PCR ile tohumdan ve
hastalikli bitki dokulardan tespitini gerceklestirmek icin hassas ve secici bir Real-

Time PCR yontemi gelistirilmistir.

Gelistirilen Real-Time PCR ydntemine uygun yeni primer ve probe setinin
hassasiyeti farkli Cmm ve Xav strainlerine, farkli cins ve tiire ait bitki patojeni
bakterilere ve domates ve biber genomik DNA’ sina karsi test edilmistir. 73 bp’ lik
PCR {riinii tim Cmm strainlerinden, 69 bp’lik PCR irini ise tim Xav
strainlerinden ¢ogaltilabilirken, Cmm ve Xav olmayan diger bakteri strainlerinden
ve domates ile biber genomik DNA’ sindan ¢ogaltilamamustir. Gelistirilen TagMan
Real-Time PCR yodnteminin Cmm ve Xav i¢in direkt bakteriyel siispansiyondan
tespitindeki hassasiyet limitleri sirasi ile 1 cfu/ml ve 2 cfu/ml, saf genomik DNA’
dan ise her iki patojen i¢in 10 pg olarak bulunmustur. Real-Time PCR yénteminin
Cmm ve Xav’ nin tohumdan tespitindeki hassasiyet limitleri ise sirasi ile 1 cfu/ml

ve 2 cfu/ml olarak bulunmustur. Cmm ve Xav’ nin igsel dizi kontroliinlin



saglanmasi icin LNA probu kullanilarak gelistirilen bu Real-Time PCR y6ntemi
secici hassas ve tekrarlanabilir bir yontemdir. Bu yontem Cmm ve Xav’ nin
hastalikli bitki dokularindan ve tohumlardan hizli ve hassas bir sekilde tanisinda

ve tespitinde yaygin olarak kullanilabilecektir.
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ABSTRACT

LNA PROBE BASED REAL-TIME PCR
FOR DETECTION AND IDENTIFICATION OF TOMATO BACTERIAL CANKER
(Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis) and TOMATO BACTERIAL

LEAF SPOT (Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria)

DENIZ CAPLIK
M.Sc. in Plant Protection
Adviser: Prof. Dr. Hiiseyin BASIM
December 2009, 90 pages

In this study, a sensitive and selective Real-Time PCR method was
developed for identification and detection of Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm) causal agent of Tomato Bacterial Canker and Wilting Disease
and Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Xav) causal agent of Bacterial Leaf

Spot Disease of tomato and peppers.

The sensitivity of primer and prob sets developed in this study were tested
against different Cmm and Xav strains, plant pathogenic bacteria from different
genus and species, tomato and pepper total genomic DNA. Although 73 bp and 69
bp DNA fragments were amplified from all Cmm and Xav strains, respectively, no
amplified product was obtained from bacterial genus and species except Cmm and
Xav, and tomato genomic DNA. The detection limits of Real-Time PCR were found
to be 1 cfu/ml and 2 cfu/ml from seeds, 1 cfu/ml and 2 cfu/ml from direct bacterial
cell and 10 pg DNA from purified genomic DNA, for Cmm and Xav, respectively.
This Real-Time method developed by using LNA probe providing internal control

of the sequence is selective, sensitive and repeatable.



This method can be used for rapid and sensitive identification of Cmm and
Xav strains from direct bacterial cell and detection of Cmm and Xav strains from

seed and diseased plant tissues.

KEY WORDS : Tomato, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm),
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Xav), Real-Time PCR

(RT-PCR), Real-Time Bio-PCR, Diagnosis, Detection
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ONSOZ

Bu c¢alismada Diinyada ve Tirkiye’ de gerek ortu alti gerekse acik tarla
domates yetistiriciliginde énemli iiriin kayiplarina neden olan Domates bakteriyel
solgunluk ve kanser hastalifi etmeni Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm) ile Domates ve Biber Bakteriyel Yaprak Lekesi etmeni
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin oldukg¢a hassas ve guvenilir teknikler
olan Real-Time PCR ve Real-Time Bio-PCR ile tohum ve hastalikli bitki
materyallerinden tespiti ve tanilar1 yapilmistir. Calismanin tiim asamalar1 Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Fitopatoloji Anabilim Dalina ait

Molekiiler Bitki Bakteriyolojisi laboratuarlarinda gerceklestirilmistir.

Tez konumun belirlenmesinde, laboratuar ¢alismalarinin ve sonuglarinin
degerlendirilmesinde, kullanilacak cihazlarin egitiminde degerli katkilarini
esirgemeyen sayin hocam Prof. Dr. Hiiseyin BASIM’ a, yine bana bu tezi
hazirlamada gerekli destegi sunan ¢alisma arkadaslarima tesekkiir ederim. Bu tez
calismasimi  2009.02.0121.013 nolu proje kodu ile  destekleyen Akdeniz

Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimine ayrica tesekkiir ederim.

Tim o6grenim hayatim boyunca her tiirli zor kosullara ragmen vermis
olduklar1 maddi ve manevi destekten dolay1 aileme 6zelliklede sevgili ablam Sirin

CAPLIK’ a minnettarligimi ifade etmeyi bir borg bilirim.
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1. GIRIS

Diinya nifusunun giinden giine artmasi bir¢ok sorunu da beraberinde
getirmistir. Bu sorunlardan bir tanesi de niifusun beslenme ihtiyaclarinin
karsilanmasidir. Diinyada tarim yapilan alanlarin limitlerinin zorlanmis olmasi ve
bu alanlarin genisletilmesinin neredeyse imkansiz olmasi bilim ¢evrelerini mevcut

alanlardan daha fazla iiriin alma ugrasi icine sokmustur.

Birlesmis Milletler Beslenme ve Tarim Orgiitii (FAO, Food and Agriculture
Organization of the United Nations) 2007 yili verilerine gére Diinyada toplam

domates tiretim miktar1 126.090.702 tona ulasmistir (Cizelge 1.1).
Diinya genelinde turetilen toplam Domates tretim miktarlarina bakildiginda
Turkiye, Cin, Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve Avrupa Birligi (AB)

tilkelerinden sonra dordiinci sirada yer almaktadir (Sekil.1.1).

Cizelge 1.1. Dinya genelinde 2000-2007 arasinda iretilen domates miktarlari

(ton)*
Ulkeler/Yillar 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Gin 22.324.767 24116211 27.153.121 28.842.743 30.143.929 31.618.462 32.540.040 33.645.00
AB 17.980.856 17.109.192 15.716.991 17.520.238 19.806.171 18.418.743 16.572.655 15.764.070
ABD 11.558.800 10.001.720 12.383.200 10.522.000 12.854.480 10.982.790 11.298.040 11.500.000

TURKIYE 8.890.000 8.425.000 9.450.000 9.820.000 9.440.000 10.050.000 9.854.877 9.919.673

Diger 47.585.129 46.764.243 49.876.602 50.649.297 53.288.815 55.153.684 56.730.439 55.417.959

* FAO 2007 yih verileridir.



M CiN

H ABD

K AB

® TURKIYE

14 DIGER

Sekil.1.1. Diinya domates tliretiminde s6z sahibi iilkelerin toplam tretimdeki
paylar1 (%) (FAO 2007)

Tiirkiye gerek cografi konumu gerekse iklimi itibari ile bir¢cok meyve ve
sebze tiirliniin yetistirilmesi icin uygun kosullara sahiptir. Domateste bu sebzeler
icerisinde 6nemli bir yer teskil etmektedir. Birlesmis Milletler Beslenme ve Tarim
Orgiitii (FAO, Food and Agriculture Organization of the United Nations) 2007 yili
verilerine gore lilkemizde 984.603 hektarlik alanda sebze tlretimi yapilmaktadir.
Bu alanin 270.000 hektarlik kisminda domates tiretimi gerceklestirilmektedir.
FAO’ nun 2005 y1li verilerine gore tilkemizde 6.625.510 dekar alanda yaklasik 24,5
milyon ton sebze lretimi yapilmakta ve 1.500.000 tonu sanayi tipi olmak tlizere

9.824.877 ton ile bu lrtnler icinde domates ilk siray1 almaktadir (Cizelge 1.2).



Cizelge 1.2. 1996-2006 yillar1 arasinda Tiirkiye’ de yetistirilen sebze miktarlari*

Y11/Uriin Domates (ton) Kavun-Karpuz (ton) Biber (ton)  Hiyar (ton)  Patlican (ton)
1996 7.800.000 5.800.000 1.150.000 1.300.000 850.000
1997 6.600.000 5.550.000 1.130.000 1.400.000 847.000
1998 8.290.000 5.815.000 1.400.000 1.475.000 915.000
1999 8.956.000 5.725.000 1.462.000 1.650.000 976.000
2000 8.890.000 5.805.000 1.480.000 1.825.000 924.000
2001 8.425.000 5.795.000 1.560.000 1.740.000 945.000
2002 9.450.000 6.395.000 1.750.000 1.670.000 955.000
2003 9.820.000 5.950.000 1.790.000 1.780.000 935.000
2004 9.440.000 5.575.000 1.700.000 1.725.000 900.000
2005 10.050.000 5.795.000 1.829.000 1.745.000 930.000
2006 9.854.877 5.570.911 1.842.175 1.799.613 924,165

*FAO 2007 yili verileridir.
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Sekil 1.2. Tirkiye’ de 1996-2006 yillar1 arasinda yetistirilen sebze miktarlarinin
grafiksel gosterimi (FAO 2005)



FAO (2007) verilerine gore dunya biber uretim miktar1 ise 27.129.807
tondur. Diinya biber tliretiminde Cin 14.026.272 ton ile ilk sirada yer alirken
Tirkiye 1.759.224 ton ile Meksikadan sonra 3. sirada yer almaktadir (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3. Tiurkiye’ nin 2007 yih itibari ile biber lretiminde diinya tilkeleri
arasindaki yeri*

Ulkeler Ekim Alanm (Ha) Toplam Uretim (ton)  Verim (kg/ha) Diinya Uretimindeki Yeri (%)
Cin 652510 14026272 21.495 51,7
Meksika 87863 1890428 21.515 6,96
TURKIYE 88000 1759224 19.991 6,48
Endonezya 204048 1128790 5.531 4,16
ispanya 21900 1059500 48.378 3,9
*FAQ, 2007

Istatistiki veriler degerlendirildiginde Tiirkiye Diinya genelinde toplam
domates iiretiminin % 8’ ini, toplam biber lretiminin ise % 6,48’ lik kismini1 tek

basina karsilamaktadir.

Solaneceae familyasinin Lycopersicum cinsine bagh tek yillik bir bitki olan
Domates icerdigi cesitli mineraller ve vitaminler ile 6nemli bir besin maddesidir.
Domates, mevcut iiretim potansiyeli ile tlke icindeki tiiketiminin yani sira, hem
taze olarak ve hem de dilimlenmis sekilde yapilan ihracati nedeni ile tilkemiz
ekonomisine blyiik katkilar saglayabilecek niteliklere sahip bulunmaktadir (Erkan

vd 1992).

Domates yetistiriciligi tarlada ve ortii altinda olmak tizere iki sekilde
yapilmaktadir (Sevgican 1999). Ulkemizin tamaminda domates yetistiriciligi
yapilmasina karsin, ekonomik anlamda domates yetistiriciliginin yapildig1 bolgeler
yillara gore degismekle birlikte, Tiirkiye liretiminin btyiik bir kismini karsilayan
basta Akdeniz Bolgesi olmak iizere Ege ve Marmara Bolgeleridir (Keskin ve
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Doélekoglu 2005). Tiirkiye’ de farkli iklim bolgelerinde agik alanda ve ortii altinda
hem sofralik hem de sanayi domatesi tiretilmektedir. Akdeniz bolgesinde sofralik
domates iiretimi yazin tarlada kisin ise cam ve plastik seralarda yapilmaktadir.
Tiirkiye’ de seracilik ekolojik kosullara bagh olarak, ozellikle Akdeniz sahil
seridinde yogunlasmistir Ulkemizin mevcut sera varhginin % 90’ 1 Akdeniz sahil
seridinde, % 5’ i ise Ege’ de yer almaktadir. Tiirkiye genelinde iller diizeyinde
seralarin (algak tilinel haric), % 47’ si (13.962 ha) Antalya’ da, % 29’ u (8.634 ha)
Mersin’ de ve % 10’ u (3.116 ha) da Mugla’ dadir (Anonim 2007).

Ortiialt1 tarimin gelismesi ile kiiltiirel islemlerin yeteri oranda yapilmamasi,
uzun yillar tst tste ayni bitki kiltiirti yapilmasi, hastalikli materyallerin tiretim
alanindan uzaklastirilmamasi, sera havalandirmasinin yanhs yapilisi, ilagh
miicadelenin dogru zamanlarda uygulanmamasinin sonucunda domates tretim
alanlarinda her yil 6nemli oranda hastalik meydana gelmektedir. Diinyada ve
Turkiye’ de her y1l zararlilar, yabanci otlar ve hastalik etmenlerinin neden oldugu
urun kayiplar1 toplam tretimin yaklasik olarak % 35 kadaridir. Fungal ve viral
hastalik etmenlerinden bagka, bakteriyel kokenli patojenler de verim ve triin
kalitesinde onemli diisiisler meydana getirmektedir. Domates tiretimini ve
verimini olumsuz yonde etkileyen bircok cinse dahil 6nemli bakteriyel hastalik
etmenleri bulunmaktadir (Smith vd 1988). Kiiltiir bitkilerinin ¢cogunda oldugu gibi,
domates yetistiricilginde de bircok hastalik ve zararly, iretimi tehdit eden unsurlar
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Uretimin arttirilmasinda verimli, kaliteli cesit secimi
yaninda domates liretim alanlarinin hastalik ve zararlilardan korunmasinin énemi

biyiiktiir (Erkan vd 1992, Ozgoz vd 1994).

Domates ve Biber yetistiriciliginde tiretim ve kalite gesitli bakteriyel, fungal
ve viral hastaliklar nedeniyle dismektedir. Bu hastaliklar, tiim {riinin
kullanilamayacak duruma gelmesine neden olabilmektedir. Diinyada biitiin
hastalik etmenlerinden dolay: olan verim kayiplarinin yaklasik 500 milyar dolar

(USD) dolayinda oldugu tahmin edilmektedir (Oerke vd 1994).



Domates tliretiminde ciddi sorunlara neden olan bakteriyel tohum kokenli
patojenler arasinda Domates Bakteriyel Leke etmeni Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria (Dawson 1939) (Xav) ve Domates Bakteriyel Solgunluk ve Kanser
Etmeni Clavibacter michinagenesis subsp. michinagenensis (Smith) Davis et al., 1984

(Cmm) 6nemli yer teskil etmektedir.

Bu hastalik etmenlerinin tohum kékenli olmasi ve bunlarin ekimlerinden
once tohumdan dogru ve hizli bir sekilde tespiti, bu hastalik etmenleri ile
miicadelede son derece énem arz etmektedir. Ulkemizin ciddi bir hibrit tohum
ithalatcis1 oldugu disuniildiginde hastalik etmenleri ile bulasik tohumlarin
tilkemize girmeden hizli, hassas ve gilivenli bir sekilde tespiti olduk¢a 6nem
kazanmaktadir. Bu kapsamda domates tohum kokenli bakteriyel patojenlerinden
Xav ile Cmm’ nin oldukc¢a hassas ve hizli sonu¢ veren Real-Time PCR (RT-PCR) ve
Real-Time Bio-PCR teknikleri kullanilarak direkt bakteriyel hiicreden, tohumdan ve

hastalikli bitki dokularindan tani ve tespitleri amaglanmistir.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ve Xanthomonas axonopodis
pv. vesicatoria iilkemizde uygulanan karantina diizenlemeleri kapsaminda i¢ ve dis
karantina listelerinde yer almaktadir. Ozellikle yurt disindan ithal edilen iiretim
materyallerinin (tohum, fide) bu patojenler acisindan incelenmesi zorunludur.
Yine tilkemizde 308 sayili Tohumluk Sertifikasyonua baghh yonetmelikte adi
domates tohumlarinda geg¢en bu etmenlerin varlig1 ve erken donemde tespiti ¢cok
onemlidir. Her iki patojenin (Cmm, Xav) tohum iizerinde kabul edilebilir limiti

sifirdir.

Ulkemiz tarimsal iiretiminde kullanilan sebze tohumlarinin biiyiik bir kismi
yurt disindan ithal edilmektedir. Bu yontemin yayginlastirilmasi sonucu yurt
disindan gelen tohumlarin Cmm ve Xav icin kontrolii miimkiin olabilecek ve bu
patojenler ile bulasik tohumlarin iiretime kullanilmadan 6nce iilkemize girisleri

engellenebilecektir.



2. KURAMSAL BiLGILER ve KAYNAK TARAMALARI

Anavatani Gliney Amerika olan Domates , Solanaceae familyasina ait diger
sebzeler olan biber, patlican ve patatesle yakin akraba tek yillik, cift cenekli, otsu
bir bitkidir. Domatesin kiiciik sar1 meyveler veren atasi Lycopersicon cerasiforme’
nin ilk kez Aztekler tarafindan Meksika’ da kiiltiire alindig1 yine o yillarda Peru ve
Galapagos adalarinda yetistirildigine inanilmaktadir. Domatesin Avrupa’ ya 15.
Yiizyilda Portekizli ve Ispanyol gezginler tarafindan getirildigi diisiiniilmektedir.
Avrupa’da baslangicta meyvelerinin it Uzliimiine (Nightshade) benzemesinden
dolay1 zehirli oldugu dustniilmis ve kozmetik amacgh kullanilmistir. Ancak 18.
Yuzyilda Avrupa ve Amerika kitasinda ¢ok onemli bir besin kaynagi oldugu

anlasilmis ve yaygin olarak tiiketilmeye baslanmistir (Carver 2008).

Gerek ulkemizde gerek diinyada bu 6nemli triiniin verimini azaltan ve pazar
degerini dustiren pek cok bakteriyel, fungal ve viral hastalik etmenleri mevcuttur.
Bu etmenler arasinda bakteriyel patojenler son yillarda 6nemli bir yer tutmaktadir.
Domates yetistiriciligi yapilan alanlarda siklikla goriilen Domates Bakteriyel
Solgunluk ve Kanser etmeni Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)
ile Domates ve Biber yetistiriciligi yapilan alanlarda Bakteriyel Yaprak Lekesi

etmeni Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Xav) 6nemli yer teskil etmektedir.

2.1. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis et al.,

1984 ile ilgili Bilgiler

Diinya genelinde domates tarimi yapilan alanlarda fungal ve viral hastalik
etmenlerinin yaninda, 6nemli oranlarda iiriin kayiplarina neden olan bakteriyel
patojenler de mevcuttur (Gartemann vd 2003). Bitkilerde hastaliklara neden
bakteriler genellikle gram negatif olanlardir. Ancak ¢ok az sayida gram pozitif
bakteri de ciddi kayiplara neden olduklar i¢in olduk¢a énemlidir. Bunlardan biri
de Bakteriyel Kanser ve Solgunluk etmeni Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis’ tir (Gartemann vd 2003).



Gram pozitif bakterileri de iceren ¢ok sayida bitki patojeni bakteri morfolojik
olarak cornyeform sekillidir. Bu nedenden dolay1r Gram pozitif bakteriler daha
onceleri gostermis olduklar1 morfolojik 6zellikler nedeni ile Corynebacterium cinsi
icerisinde smiflandirilmistir. Kemotaksonomik ve daha ileri molekiiler tekniklerin
gelismesi ile birlikte Corynebacterium cinsi igerinde sayilan bir ¢ok bitki patojeni
bakteri tiirti arasindaki farklilik daha iyi ortaya c¢ikarilmis, buna bagh olarak
bakteriler birka¢ yeni cins olusturacak sekilde yeniden smiflandirilmistir.
Glinimuzde bakteriler hiicre duvar1 yapilar1 ile 16s rDNA dizilerine gore

siniflandirilmaktadir ( Cetinkaya 2007)

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis gram pozitif bir bakteri
oldugu ve cesitli besi ortamlarinda diizensiz yapida sekiller olusturdugundan
dolay1 1930-1980 yillann arasinda Corynebacterium michiganense olarak
siniflandirildi. 1980 yilinda hiicre duvar yapisi hakkinda yeni bilgilerin ortaya

cikmasiyla Clavibacter cinsi olarak yeniden siniflandirildi (Davis vd 1984).

Domates Bakteriyel Solgunluk etmeni olan Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis gram pozitif (+) bir bakteriyel patojendir. ilk olarak 1909’
da Grand Rapids (Michigan, ABD)’ de rapor edildi. Diinya’ nin ve Tirkiye’ nin
domates yetistiriciligi yapilan hemen hemen tiim acik alanlarinda ve ortii alti
yetistiriciliginde bu hastalik etmenine rastlanilmaktadir. Hastalik etmeni
hastaligin siddetine baglh olarak %10-25 arasinda {riin kaybina sebep olabilir
(Huang vd 2001). Baz1 seralarda % 80 oraninda iiriin kaybina sebep oldugu
rapor edilmistir (Burokiene 2006). Infekteli tohumlar domates yetistirilen
alanlarda patojenin ilk infeksiyon kaynagini olusturmaktadir (Thyr 1969).
infekteli tohumlar Cmm nin neden oldugu salginlarin en biiyiik kaynag
durumundadir (Tsiantos 1987, Gleason vd 1991). Patojen kis1 bitki kalintilari,
diger konukcu bitkilerde ve bazi odun parcgalar icinde gecirebilir. Amerika’ nin
kuzey bolgelerinde patojenin bu sekilde 2 yil canh kalabildigi gozlenmistir (Bryan
1930, Chang vd 1990).



Domates disindaki diger konukgu bitkiler ve patojene hassas domates
fideleri Cmm’ nin yasamasi i¢in uygun kosullar olustururlar (Strider vd 1969).
Clavibacter michiganensis’ in en onemli konukcusu domates olmakla beraber
domates disindaki biber, patlican gibi diger solanacea familyasi bitkilerinde de
dogal enfeksiyonlar meydana getirmektedir (Chang vd 1992b). Yiiksek nem, iliman
hava kosullari, patojene hassas ve genc¢ bitkiler Cmm’ nin {retim alaninda
yayllmasini tesvik eder ve hastalik simptomlarinin gortilme periyodunu kisaltir
(Chang vd 19924, Carlton vd 1998). Cmm tohum koékenli bir patojen oldugu i¢gin
(Tsiantos 1987) ¢ok az sayida hastalikla bulasik domates tohumundan elde edilen
fideler bile patojenin salgin yapabilmesi icin yeterlidir (Chang vd 1991, Gitaitis vd
1991).

Fidelerin Infeksiyonu

Patojenin Bulastk
Tohumlarla Yaytimast

Patojenin Budamalar ~=
Yoyuyla Yayiimast

Patojenin Ksilem
Icinde Yayiimast

Kok, Govde ve
Yapraklardaki
varalar yoluyla Gk O
olugan infeksiyonlar @M%

] ¥

Patofenin Bitki kalintilarinda Yagamunt Silrdiirmesi

Sekil 2.1. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’ in bitkilerdeki hastalik
dongiisii



Clavibacter tiirleri optimum olarak 25-28 °C’ de varligin siirdiiren mezofilik
bakterilerdir. Agar iceren besi ortaminda patojeni karakterize edecek kolonilerin
gorulebilmesi i¢in 3-4 giinliik bir zamanin ge¢mesi gerekmektedir. Patojen i¢in
maksimum gelisme sicakligi 35 °C, termal 6liim noktasi ise 50 °C’ dir. Clavibacter
tirleri pH 7-8 arasinda optimum olarak gelisirken, bitkide ksilem dokusu

icerisindeki pH istegi 5 civarinda olmaktadir (Strider 1969).

Clavibacter strainleri oksidaz negatif, gelismesi icin mutlaka oksijene ihtiyac
duyan (obligat aerob) mikroorganizmalardir. Bu strainler ne nitrat (NO3) nede
nitrit (NOz) indirgemesi meydana getirirler (Davis vd 1984). Yag asitleri, diiz bir
zincir yapisinda ve anteiso- ve iso-methyl seklinde dallara ayrilmis doymus yag
asitlerinden olusur. Patojenin hiicre duvari rhamnose ve fucose gibi hareketli

olmayan bilesenlerden meydana gelmistir (Collins ve Bradbury 1986).

Patojen gelismesi i¢cin genis oranda karbonhidrat ve karbonik asit tiirevleri
kullanir (Strider 1969). Seliiloz ve nisasta gibi diger bazi polisakkaritler ile tire ve
peptonlar gibi organik azot kaynaklar1 patojenin gelismesini tesvik eder (Strider

1969).

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis topraktaki bitki kalintilari
tizerinde 2-3 yil kadar yasamini devam ettirebilir. Topraktaki bitki kalintilari
lizerindeki patojen daha sonraki yillarda olusturulan enfeksiyonlardan da
sorumludur (Chang vd 1992b, Fatmi ve Schaad 2002, Gleason vd 1991, Smidt ve
Vidaver 1986). Patojenin dogada bir¢ok bitki yaprag: iizerinde epifitik olarak
bulundugu bilinmektedir (Behrendt vd 2002, Carlton vd 1994, Jacobs ve Sundin
2001, Smidt ve Vidaver 1986).

Patojen ile bulasik tohumlardan elde edilen fidelerde bitkide gelisim
geriligi, bodurlasma ve hastalifin gelisim slirecine baglh olarak geriye
dondiiriilemeyen 6liim gerceklesir (Hausbeck vd 2000). Bakteriyel kanserin neden
oldugu kompleks simptomlar sistemik ve lokal infeksiyona bagl olarak farklilik

gosterir (Strider 1969, Gleason vd 1993).
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Tohum ve dogrudan yarali dokulardan iletim demetlerine giren patojen
bitkide solgunluk, yaprak dokilmesi ve govde uizerinde nekrozlar gibi sistemik
infeksiyonlar meydana getirebilir. Sistemik infeksiyonlar bitkide ilk olarak tek
yonlii solgunluga neden olmakta hastalik ilerledik¢e yapraklarda yukar1 dogru
kivrilmalar ve yaprak kenarlarinda nekrozlar gortlebilir. Hastaligin son
asamalarinda domates bitkisinin govdesi kesilip incelendiginde patojenin iletim
demetleri boyunca ilerleyen ve saridan kahverimsi kirmiziya varan renklerde
yumusak ve siingerimsi dokular meydana getirdigi gozlenebilmektedir. Patojen
ksilem i¢inde sistemik olarak tasindigindan dolay1 6nemli oranlarda tiriin kayiplari

meydana gelmektedir (Cetinkaya 2007).

Cmm’ nin neden oldugu lokal infeksiyonlarda ise stoma ve hidatod gibi
dogal acikliklardan giren patojen Oncelikle yaprak kenarlarinda nekrozlara ve
solgunluklara neden olmakta daha sonra bu nekrozlar genisleyerek yapraklara
oradan da iletim demetlerine yayilmaktadir. Lokal infeksiyon patojenin iletim
demetlerine ulasmasiyla sistemik infeksiyon 6zelligi kazanmaktadir (Gleason vd

1993).

Meyvede ise simptomlar kus gozi (Bird’s eye) olarak tarif edilen etrafi
beyaz bir hale ile ¢evrili kiiciik ve kabarik lekeler olarak kendini belli eder.
Meyvedeki simptomlar Cmm igin karakteristik 6zelliktedir. Meyvede olusan lekeler
irtin kalitesini diisirdiigiinden dolay1 pazar degerini distiriir ve ciddi ekonomik
kayiplara neden olur (Bryan 1930). Meyve belirtileri bu hastalik etmeninin diger

solgunluk etmenlerinden ayrilmasinda belirleyici rol oynar.
Patojen bitki cesidi, bitkinin fizyolojik durumu, yetistirme ortami (sera, agik

tarla), yapilan kiiltiirel uygulamalar ve infeksiyonun olustugu zamana bagl olarak

bitki lizerinde genis oranda hastalik belirtisine neden olmaktadir (EPPO 2005).
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Sekil. 2.2. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in erken donemde
domates bitkisinde olusturdugu solgunluk belirtileri (Basim 2007)

Sekil. 2.3. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in domates govdesinde
olusturdugu siingerimsi dokular (Blancard 1988)
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Sekil. 2.4. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’ in domates meyvesinde
olusturdugu “Kus Gozl” belirtisi (Blancard 1988)

Ortii alti domates tarimi yapilan alanlarda uygun kosullar saglandiginda
(25-30 °C ve evapotranspirasyon stres icinde) patojen birka¢ giin icinde bitkinin
tim yapraklarinda biiziisme ve solgunluk meydana getirmektedir. Acik tarla
tarimi yapilan alanlarda ise yash yapraklarda hidatodlar araciligi ile bitki icerisine
giren bakteri, yaprak kenarlarinda kivrilmalar, sararmalar ve nekrotik lekeler

seklinde belirtiler olusturmaktadir (Carlton vd 1998).

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’ in neden oldugu solgunluk,
sistemik infeksiyon 6zelligi bulunan diger hastalik etmenleri ile karistirilabilir. Bu
etmenler arasinda Fusarium ssp., Ralstonia solanacearum ve Verticillium ssp. gibi
fungal etmenler ile Pseudomonas corrugata ve Erwinia caratovora gibi bakteriyel

etmenlerde bulunmaktadir.

Cmm dinya genelinde ticari olarak domates yetistiriciligi yapilan alanlarda
% 60 lara varan biiylik kayiplara neden olmustur (Strider 1969). Patojen tretim
alanlarinda verdigi ciddi kayiplardan sonra uluslar arasi karantina diizenlemeleri
(International quarantine regulations) kapsamina alinmistir (Kahn 1982, Franken

vd 1993).
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Cmm dinyada domates yetistirilen alanlarda goriilen en 6nemli bakteriyel
hastaliktir (Davis vd 1984, Strider 1969). Patojenle miicadelede simdiye kadar ne
dayanikli bir cesit nede etkili bir kimyasal miicadele yontemi bulunamamistir
(Thompson 1986). Bu nedenle patojenle miicadele de sertifikali tohum kullanimi
hastaligin onlenmesinde kullanilan en o6nemli yodntemdir. Hastallk domates
yetistirilen alanlarda oldukca yaygin olarak goriilmesine ragmen patojen ile
miicadelede tatmin edici bir miicadele yontemi bulunmamaktadir (Gleason vd
1993).

Patojen ile miicadelede oOncelikle hastaliktan ari tohum ve fidelerin
kullanilmasi 6nerilmektedir (Strider 1969, Thyr vd 1973, Gleason vd 1993) ama bu
her zaman memnun edici sonuclar vermemektedir. Eger yetistiricilik alanindaki
trlinler patojen tarafindan infekte edilmisse bundan sonra alinacak kontrol
onlemleri patojenin neden olacagi ikincil enfeksiyonlarin azaltilmasi ve bitki
lizerinde yasayan epifitik bakteri populasyonunun diisiiriilmesine yo6nelik
olmalhdir (Moffet ve Wood 1984, Gleason vd 1993, Carlton vd 1994, Hausbeck vd
2000, Medina-Mora vd 2001, Werner vd 2002).

Patojen ile miicadelde kullanilan yontemlerin gelistirilmesi icin bitki
dayanikliligin1 arttirmaya yonelik bazi bakteri gruplar1 ile kontrol edilmesi
onerilmistir (Boudyach vd 2001, Umesha 2006). Ancak su ana kadar Cmm ile
miicadelede etkili bir yontem olamamistir. Benzer sekilde genetik calismalar
sonucunda ¢ok az sayida ticari ¢esit patojene karsi kismi dayanikhilik saglamistir
(Gleason vd 1993).

Patojen ile miicadelede kullanilan bazi1 onlemler arasinda tohum
dezenfeksiyon uygulamalari, hastaliktan ari bitki parcaciklarinin kullanilmasi ve
fideliklerde bitkiye uygulanan cesitli bakirli preparatlar sayilabilir (Hausbeck vd
2000). Hastalikla miicadelede kullanilacak bakirh preparatlarla belirli bir takvime
baghh kalinmak sartiyla siklikla yapilmalidir. Ancak bakir iceren bakterisitlerin
cevreye olumsuz etkileri s6z konusudur. Ciinkii bakir iceren bakterisitler dogada

yer alan toprak solucani ve mavi-yesil algler gibi yararli mikroorganizmalar
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uzerinde dogrudan toksik etki gostermektedir (Dumenstre vd 1999, Scott-
Fordsman vd 2000). Ayrica bakir toksisitesi yatay gen transferi aracilig ile hizh

bir sekilde bakteriyel popiilasyonlar arasinda yayilabilir (Silver 1996).

Cmm genellikle patojen ile bulasik tohum ve bitki materyalleri ile tasinir
(Gitaitis vd 1991, Fatmi and Shcaad 1988). Bu nedenle olduk¢a énemli olan bu
patojenin yayilmasi, ancak hastalikli olan bitki dokularinin tespiti ve eleminasyonu

ile kontrol altina alinabilir (Dreier vd 1997).

Ana konukgusu domates (Lycopersicon esculentum Mill.) olmakla birlikte
patojen diger Lycopersicon tiirlerinde, Solanum douglasi, Solanum nigrum ve
Solanum trifolium gibi yabani bitkilerde de hastalik meydana getirebilmektedir.
Patojenin suni olarak inokulasyonunda bir ¢ok Solanaceae familyas:1 bitkisinin
hassas oldugu ortaya cikmistir (Tyre vd 1975). Son zamanlarda yapilan
arastirmalar ile patojenin, bugday, arpa, yulaf, aycicegi, karpuz ve salatalik gibi

triinlerde de hastalik olusturdugu rapor edilmistir (Stamova ve Satirova 1987).

Hastalik etmeni ile bulasik tohumlar patojenin ilk inokulum kaynagini
olusturmaktadir (Thyr 1969). Eger patojen ile miicadelenin etkili olmasi
isteniyorsa, tohumdan patojenin hizli ve giivenilir bir sekilde tespitini saglayacak
metotlarin gelistirilmesi gerekmektedir (Gleason vd 1991). Tohum iizerinde
bulunan patojenin yogunlugu oldukca diisiik miktarlarda olabilir. Bu yogunluktaki
bakterilerin de tespiti icin yaygin olarak kullanilan tespit yontemlerinden daha
givenli olan PCR destekli metodlar gelistirildi (Dreier vd 1995, Santos vd 1997).
Patojen tohum koékenli oldugu icin (Tsiantos 1987) 1/10000 oraninda bulasik
tohum bile domates tarimi yapilan alanlarda ciddi kayiplara neden olan
epidemilerin baslamasina neden olmaktadir (Chang vd 1991, Gitaitis vd 1991).
Biitiin bu nedenlerden dolay: ticari domates tohum ve fidelerinde bu patojenin
tespitini saglayacak etkili, hassas ve giivenilir yontemlerin gelistirilmesi icin
calismalar yogun bir sekilde siirmektedir (Gitaitis 1991, Kritzman 1991, Ghedini ve
Fiore, 1995, Fatmi ve Schaad 1988, Biggerstaff vd 2000).
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Son 20 y1l boyunca yapilan ¢alismalar bitki patojeni bakterilerin konukgusu
oldugu bitkilerde hastalik meydana getirme mekanizmalarinin aciklanmasi tizerine
yogunlasmistir. Ancak bu calismalar sonucunda gram negatif patojenlerin
patojenisitesi tizerinde molekiiler diizeyde basarili sonuglar elde edilmis fakat
gram pozitif bakteriler i¢in bunun sdylenmesi miimkiin degildir. Gram negatif (-)
patojenlerin aksine gram pozitif (+) bakterilerin bitkilerde hastalik yapma
mekanizmalar1 hakkinda detayl bilgiler mevcut degildir. Aym sekilde dayanikli
domates cesitlerinin de gram pozitif bakterinin neden oldugu sistemik

infeksiyonlar1 nasil engelledigi hakkinda da bilinenler sinirhdir.

Genellikle gram negatif yapidaki bitki patojeni bakterilerin type III
sekresyon sistemini kullanarak kendisi icin gerekli bazi proteinleri konukc¢u
hiicreye tasidigina inanilmaktadir (Ham vd 1998, Wei vd 2000, Staskawicz vd
2001, Casper-Lindley vd 2002). Birka¢ Type IIl sekresyon sistemini tesvik eden
proteinin patojene hassas olan konukgularda viriilens faktor gorevi yaptig1 da
bildirilmistir (Galan ve Colmer 1999). Gram pozitif patojenler gram negatif
patojenler gibi type IIl sekresyon sistemine sahip degildirler bu nedenle gram
pozitif patojenlerin hiicre duvari yapisini bozan bir takim enzimleri ve diger
viriilenslik faktorleri konukgu hiicrelere nasil tasidigi hakkinda da bilinenler

sinirhidir.

Cmm nin domates bitkisinde infeksiyon yapma mekanizmasi1 tam olarak
anlasilmadigindan dolay1 patojenin hastalik yapma mekenizmasi hakkinda birbiri
ile celisen raporlar ortaya cikmistir. Cmm ksilem iletim demetini kullanarak suyun
akis yoniine bagh olarak hizli bir sekilde bitkinin diger kisimlarina yayilan

solgunluk etmenidir (Wellhausen 1938).

Cmm’ nin domates bitkisi icindeki yayilmasu ile ilgili raporlarda patojenin
oncelikle ksilem iletim demetinin calismasini sinirlandirdigindan
bahsedilmekteydi (Pine ve Grogan 1954, Wallis 1977, Benhamou 1991). Ancak
patojene karsi tam olarak dayaniklilik saglayacak bir gen bolgesi Quantitative Trait

Loci (QTL) bulunamadi. Cmm’ nin hastalik yapma mekanizmasi (virulenslik)
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lizerinde c¢esitli goriisler olmasina ragmen bu mekanizma da tam olarak

bilinmemektedir (Jahr vd 2000).

Sekil.2.5. Claibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)’ nin boyuna kesilen
domates bitkisinin iletim demetlerinde kolonize olusu (Jahr 2000)
(Scanning Electron Microscope (SEM) )
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Sekil.2.6. Claibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)’ nin enine kesilen
domates bitkisinin iletim demetlerindeki goriintisii (Jahr 2000)
(Scanning Electron Microscope)

Patojenin hastalik yapma mekanizmasi ile ilgili bir ¢ok hipotez rapor
edilmistir. Bu raporlara gore laboratuar kosullarinda yetistirilen domates
fidelerinde patojen tarafindan salgilanan exopolisakkarit ve glikoproteinlerin
bitkide ksilem araciligl ile yapilan suyun tasinma mekanizmasini engelledigi
bildirilmistir (Rai ve Strobel 1968a, 1968b, Van den Bulk vd 1990). Yine yapilan
baz1 calismalarda Cmm’ nin farkh strainlerinin irettigi cesitli exopolisakkaritler
(EPS) incelendiginde bu maddelerin aslinda patojenin viriilensligi iizerinde gerekli

oldugu ancak ¢okta hayati 6nemi olmadig tespit edilmistir (Bermpohl vd 1996).

Yapilan ¢calismalarda exopolisakkaritlerin, bakterinin bitki savunma sistemi
tarafindan salgilanan maddelerce taninmasini engelledigi rapor edilmistir.
(Niehaus 1993). Eksopolisakkaritlerin patojeni agliitininler, lektinler, fitoaleksinler
ve aktif oksijen tilirevlerine karsida korudugu bildirilmistir (Bradshaw-Rouse vd

1981, Romeiro vd 1981, Young ve Sequeira 1986, Kiraly vd 1997). EPS’ ler
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patojenin konukcu igerisinde infeksiyon ve kolonizasyonunu tesvik etmektedir
(Tharaud vd 1994, Bermpohl vd 1996, Saile vd 1997). Domates bakteriyel
solgunluk ve kanser etmeni (Cmm)’ nin neden oldugu solgunlugun parankima
hiicreleri ve ksilem lizerinde patojen tarafindan yapilan bir enzimatik saldirinin
sonucu oldugu bildirilmistir (Wallis 1977, Benhamou 1991). Bu konuda ¢alisan bir
cok laboratuar hastaligin gelisimi lizerinde ekstraseliiler ve hiicre duvari yapisini
bozan bir ¢ok enzimin rol oynadigi belirtilmektedir. Bu enzimler arasinda
endoseliilazlar (Meletzus vd 1993), poligalakturunazlar (Beimen vd 1992), pektin
metil esterazlar (Strider 1969) ve xylanaz (Beimen vd 1992) oldugu bildirilmistir.

Glniimiizde Cmm nin patojenisite mekanizmasini agiklayabilmek igin ¢esitli
vektorler ve transformasyon sistemlerini iceren genetik yontemler gelistirilmistir.
(Meletzus ve Eiclanlaub, 1991, Laine vd 1996). Yapilan bu genetik calismalar
sonucunda patojenin sahip oldugu pCM1 ve pCM2 plazmidlerinin patojenisite de
rol oynayan cesitli genleri tizerinde tasidig belirlenmistir. Son yapilan ¢alismalar
gosteriyor ki patojenin hastalik yapma mekanizmasinda 6nemli yer tutan ve
bitkinin hiicre duvar1 yapisini degrede eden endoseliilaz enzimi geninin (celA)
pCM1, yine hastalik simptomlarinin gelismesi icin gerekli olan pat-1 geninin de

pCM2 plazmidi iizerinde yer aldig1 ortaya ¢ikarilmistir (Meletzus 1993).

Cmm’ nin iilkemizde varhg ile ilgili bilgiler ilk olarak I¢ Anadolu bélgesinde
(Bremer 1948), saptandiktan sonra Giiney Dogu Anadolu (Bremer vd 1952),
Marmara (Karahan 1965) ve Ege bolgesinde (Karaca ve Saygili 1977) calismalari
ile elde edilmistir. Daha sonra yapilan calismalarda etmen Dogu Akdeniz (Cinar
1980), Bati Akdeniz (Basim vd 2004) ve Dogu Anadolu (Sahin vd 2002)
bolgelerinde domates tiretim alanlarinda belirlenmistir. Cmm strainlerinin
karakterizasyonu ise Basim ve Basim’ in 2007 yilindaki ¢alismalarn ile ortaya

cikarilmistir.
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2.2 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Dawson, 1939) ile ilgili Bilgiler

Xanthomonas Dawson 1939, ¢ubuksu, gram negatif ve tek kamgili bir
bakteri cinsidir. Besi ortamlarinda sari1 renkli koloniler olustururlar. Bu da
patojenin  sahip oldugu Xanthomonadin adli bir renk pigmentinden
kaynaklanmaktadir. Az sayida saprofitik ve epifitik tiir disinda tiirlerinin biiytik

cogunlugu bitki patojenidir (Goto 1992).

Xanthomonas cinsi dogada ¢ok biiyiik bir cesitlilige sahiptir. Bu bakteri cinsi
icin 20 farkli DNA homoloji grubu tespit edilmistir. Bu gruplarin tamami genomik
tiir olarak kabul edilmistir (Vauterin vd 1995). Aynui tiirler arasinda ortalama DNA

homolojisi strain bazinda % 77 dir.

Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin strainleri domates ve biberde
ki patojenisite Ozelliklerine gore 3 gruba ayrilir. Bunlar sadece biberde patojen
olanlar, sadece domateste patojen olanlar ve hem biber hem de domates te
patojenik olanlar seklindedir (Stall 1995). Patojenin bitki seciciliginde sahip
oldugu aviriilens genlerin 6nemli yer tuttugu belirlenmistir (Minsavage 1990, Stall

1993)

Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria strainleri fizyolojik olarak iki gruba
ayrilmistir. Bu gruplardan B grubu pektolotik ve amylilotik 6zelliklere sahipken A
grubuna dahil patojenle de bu 6zelliklere raslanilmamaktadir (Stall vd 1994).
Xanthomonas patovarlarindan DNA-DNA hibridizasyon c¢alismalar1 sonucunda A
grubuna dahil olanlar Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, B grubuna dahil
olanlar ise Xanthomonas vesicatoria olarak tekrar siniflandirlmislardir (Vauterin

vd 1995)

Jones vd (2004) yilinda biber, domates ve her iki kultir bitkisinde
bakteriyel leke hastaligina neden olan dort farkh fenotipik Xanthomonas grubunun
bulundugunu ve bunlarin Grup A ve C (Xav), grup B (X. vesicatoria) ve grup D (X

gardneri) oldugunu bildirmislerdir. Ad1 gecen arastiricilar DNA homolojisine gore
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hastaliga neden olan etmenleri X. euvesicatoria (grup A), X. vesicatoria (grup B), X.

perforans (grup C) ve X. gardneri (grup D) olarak isimlendirmislerdir.

Xav ¢ubuksu (0,4-07 X 0,7-1,8 um) tek bir polar kamgiya sahip obligat aerob
gram negatif bir bakteridir. Kapsiillii fakat spor olusturmayan bakteride son yillara
kadar pili ve fimbria hakkinda bilininler sinirli idi. Ojanen-Reuhs vd (1996) yilinda
Xav strainlerinin fimA geni tasidigini belirlemislerdir. Xav azot kaynagi olarak
nitrati nitrata indirgeyemez, oksidaz negatif ve katalaz pozitiftir. Patojen karbon ve
nitrojen kaynagi olarak Asparagine kullanmaz. Xav’ nin G-C igerigi % 61’ den % 71’

e kadar degisebilir.

Xav' nin biberlerde patojen oldugu ilk kez 1921 yilinda Giiney Afrika’ da
saptanmistir (Gardner ve Kendrick 1923). Hastaligin varlig1 daha sonra yagmurlu
ve sicak iklime sahip domates ve biber yetistirilen pekgok tlilkede rapor edilmistir
(Cook ve Stall, 1982). Biberde bakteriyel leke hastalig1 Israil (Volcani, 1969), ABD,
Yeni Zelanda, italya, Hindistan, Macaristan, Guadelop, El Salvador, Brezilya,
Avustralya ve Arjantin'de bulundugu Cook ve Stall (1982) tarafindan bildirilmistir
(Mirik 2005).

Ulkemizde Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin domateste hastalik
yaptig1 ilk kez Canakkale ilinde Karaca ve Saygili (1982) calismasi ile ortaya
cikartilmistir. Turkiye’ nin Giineybati bolgelerinde Basim vd (2004) ¢alismalari ile
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin domates ve biberde neden oldugu

hastaliklar irk bazinda ortaya konulmustur.

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria’ nin neden oldugu bakteriyel yaprak
lekesi hastaligi biber (Capsicum annuum L.) ve domates’ in (Lycopersicon
esculentum Mill.) en 6nemli bakteriyel etmenlerinden bir tanesidir (Jones vd 1991,
Stall 1993). Hastalik etmeni diinya genelinde domates ve biber yetistiriciligi
acisindan ekonomik 6nemi olan iliman ve uygun hava kosullarina sahip tilkelerde
siklikla ortaya ¢ikmaktadir (Jones vd 1998). Dogal enfeksiyonlarda hastalik etmeni

bakteri (Xav) bitkiye stoma veya yaralanmis dokular aracilig ile girerek hiicreler
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arasli bosluga ilerler ancak patojen, domates bakteriyel solgunluk ve kanser etmeni
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) gibi ksilem iletim demetini

istila etmez (Bonas vd 2000).

Patojen oldukc¢a genis bir konuk¢u araligina sahiptir. Aralarinada 124’ i
monokotiledon 268’ i dikotiledon olan ¢ok sayida bitkide hastalik olusturdugu
bilinmektedir (Leyns vd 1984, Chan ve Goodwin 1999). Ozellikle sicagin ve yagis
miktarinin fazla oldugu yerlerde bu hastalik etmeni epidemilere neden
olabilmektedir (Stall 1993). Geng bitkilerde olusan hastalik yash bitkilere oranla
daha siddetli olmakta dolayisiyla lirtin kayb1 da daha fazla olmaktadir (Pohronezy
ve Volin 1983, Stall 1993).

Ana konukgular1 Domates (Lycopersicon esculentum) ve Biber (Capsicum
spp.) olan Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin bir ¢ok bitkide epifitik
olarak bulundugu bilinmektedir. Bunlar arasinda Solanaceae familyasina ait
yabanci otlar 6nemli yer tutar. Datura spp. Hyoscyamus spp., Lycium spp.,
Nicotiana rustica, Physalis spp., Solanum spp. bunlar arasinda sayilabilir (EPPO

1988).

Patojen bitki icerisine ya dogal acikliklardan (stoma, hidatod) yada
bocekler, kiiltiirel uygulamalar ve riizgarin neden oldugu yaralardan girmektedir.
Patojenin optimum sicaklik istegi 24-30 9C olmasina ragmen bu seviyelerin altinda

ve Ustiindeki sicakliklardada gelisim gosterebilmektedir (Kucharek 2000).

Hastalik belirtileri Domates Bakteriyel Benek hastalik etmeni olan
Pseudomonas tomato pv. tomato’ nun neden oldugu simptomlarla genelde
kanstirilir. Ancak Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin neden oldugu
lekeler Pseudomonas tomato pv. tomato’ nun neden oldugu lekelerden daha biiytiik
ve diizensizdir. Meyvedeki lezyonlarin orta kisimlar1 zamanla ¢atlar. Meyve sap1 ve
genc saplardaki ilk belirtiler yaprak belirtilerine benzer sert ve ince uzun cizgiler
seklinde gortiniim alirlar. Hastalik etmeninin neden oldugu simptomlar arasinda

govde, yaprak ve meyvede olanlar patojen i¢in karakteristiktir. Iliman ve yagish
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hava kosullarinda patojen bitkilerde ciddi tiriin kayiplarina sebebiyet vermektedir

(Pohronezny vd 1986).

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria’ nin domates ve biber tohumlari
lizerinde tasinabildigi cesitli defalar rapor edilmistir (Bashan vd 1982b, Gardner ve
Kendrick 1921, Gardner ve Kendrick 1923, Jones vd 1986, Sijam vd 1991). Ayrica
hastalik etmeni ile bulasik tohumlardan elde edilen fidelerde patojenin neden
oldugu karakteristik simptomlar ortaya ¢ikmaktadir (Gardner ve Kendrick 1923,
Higgins 1922). Saglikli goriilen bitkilerden elde edilen tohumlarin patojenle
bulasik olabilecegi, hastalik etmeni Xav’' in kurutulmus biber tohumlarinda 10 yil,
domates tohumlarinda 20 yil canlihiginm stirdiirebildigi, primer inokulum kaynagi
olarak infekteli tohumlarinin 6nemli rol oynadig1 ve hastaligin uzun mesafelere
infekteli tohumlarla yayildig bir¢ok arastirici (Goode ve Sasser 1980, Bashan vd
1982a, Diab vd 1982, Bashan ve Okon 1986) tarafindan bildirilmistir.

Hastalik etmeni Xav konukgu bitkilerde, hastalikli bitkilerden elde edilen
tohumlarda (Bashan vd 1982b), bitki kalintilarinda (Peterson 1963) ve
yabanciotlar iizerinde epifitik olarak yasayabilmesinin yani sira topraktaki bulasik
bitki artiklarinda canlhiligini 18 ay siirdiirebilmektedir (Jones ve Scott 1986). Xav
kis1 bugday, domates ve soya bitkilerinin rizosferinde gecirirken bu tip infekteli
toprakta gelisen bitkiler icin inokulum kaynag olusturur (Stall 1993). infekteli
topraklarda bakterinin canl kalma siiresi topragin yapisi ve kullanilan giibrelere

bagl olarak degisir (Saygili vd 1985).

Domates ve Biber bitkilerinde neden oldugu yaprak ve meyve lekeleri
nedeniyle 6nemli kayiplara neden olan Xav’ nin iletim demetleri, sekonder kokler,
govde, ovaryum ve tohumlardan izole edildigide bildirilmistir (Crosan ve Morehart

1963).

Domates ve Biber Bakteriyel Yaprak Lekesi hastaligi i¢in yogun yagmur,
yliksek nem ve 30 9C civarinda sicaklik optimum kosullar1 olustururken, 35 °C

tizerindeki sicakligin hastalik gelisimine uygun olmadigr bildirilmistir (Diab vd
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1982). Nisbi nem, domates ve biber bitkilerinde bakteriyel yaprak leke hastaliginin
gelisimini etkiler. Uzun periyotlarda yapraklardaki serbest suyla birlikte yliksek
nemin infeksiyon i¢in uygun oldugu ancak hastaligin ortaya ¢ikabilmesi i¢in ytliksek
nisbi nemle birlikte 1liman bir iklimin gerekliligi vurgulanmistir (Diab vd 1982).
Tarla icerisinde seyreltme, fide dikimi, budama, baglama ve meyve toplama gibi
kiltlrel islemler sirasinda hizla yayilir (Goode ve Sasser 1980, Pohronezny vd
1990, Ward ve O’Garro 1992, Stall 1993). Tim ticari ilretim alanlarinda
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin aerosoller araciligl ile yayilabilecegi

bildirilmistir (McInnes vd 1988).

Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Xav) domateste yaprak, govde,
cicek sap1 ve meyve gibi tim toprak ustii aksamda goriilebilmektedir. Hastalik
belirtileri yapraklar tizerinde ¢ok kiiciik sulu benekler seklinde goriilir. Benekler
zamanla siyahlasarak yagh bir goruniis alir. Meyvedeki lekeler koyu renkte ve
etrafl sulu bir hale ile ¢evrilidir. Daha sonra bu alanlar kuruyarak ¢okiik nekrotik
bir hal alir (Jones vd 1993). Meyve enfeksiyonlarinda iiriiniin pazar degeri ciddi

anlamda duiser

Yapilan calismalar sonucunda, Xav ve konukcusu oldugu bitkiler arasindaki
iliski, hem patojende hem de bitkide bulunan genler arasindaki uyuma gore
farklilik gostermektedir. Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin viriilent olan
bir straini, hassas olan bitki dokularinda sulumsu lezyon ve nekrotik lekeler
meydana getirmektedir. Ancak bitkide bu patojene karsi dayanikli bir genin (Bs3,
Bs..) varliginda ise, bu genin bakteride var olan aviriilenslik geni (avrBs3) ile
uyusmasl sonucu bitkide asir1 duyarhlik reaksiyonlar1 (Hypersensitive Reaction
(HR)) olusmaktadir (Minsavage vd 1990). Genetik ¢alismalar sonucunda bakteride
hrp ve avr genlerinin varligl ortaya c¢ikarilmistir. Bu genlerden, hrp geni konukc¢u
araliginda olan hassas bitkilerde patojenisiteden, dayanikhilik geni tasiyan

bitkilerde ise HR’ dan sorumludur (Bonas vd 1991).

Xav strainlerinin ¢ogu 6zel bir patojenisiteye sahiptir. Bazi strainler sadece

domateste patojenik, bazilar1 sadece biberde patojenik iken bazi strainler ise hem
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biber hemde domateste patojenik olabilir (Stall 1995). Patojen ile konukgu
arasinda ki bu iligki gen icin gen teorisi ile aciklanmaktadir (Stall 1993). Xav’ nin
hrp genleri patojenin patovarlari arasinda ¢ok az farklilik gostermekte ve ana
kromozom iizerinde yer almaktadir (Leite vd 1994). hrp genleri birbirini

tamamlayan 6 genden olusan gen salkimi seklindedir (Bonas vd 1991).

Bakterilerde bulunan bir diger gen grubu olan aviriilenslik genleri konukg¢u
ve ¢esit seciminde rol oynamakta ve hem ana kromozom hem de plasmid lizerinde
yer bulunmaktadir (Stall 1993, Minsavage vd 1990). Xav hem RFLP (Cooksey ve
Graham 1989, Stall vd 1994), hemde plasmid icerigi bakimindan da biiyiik bir
cesitlilige sahiptir. Plasmid buyiiklugi 3-300 kb arasinda degisebilir. 13 farkh
plasmid sinifi ve 71 farkli plasmid profili tespit edilmistir (Canteros 1990, Stall
1993). Aviriilenslik genlerinin ¢ogu, bakira dayaniklilik genleri ve streptomisine
dayaniklilik genleri plasmid tizerinde yer almaktadir (Stall vd 1986, Minsavage vd
1990). Yapilan arastirmalar sonucunda kromozal bir bakira dayaniklilik geni
varlig1 da belirlenmistir (Basim 1996). Yine yapilan ¢alismalarda hem plasmidlerin
hemde ana kromozumun horizantal (yatay) gen transferi ile farkl strainlere

aktarildig1 ispatlanmistir (Basim 1996).

Tohum bakteriyolojisinde hem poliklonal hemde monoklonal antikorlarin
kullanilmasina ragmen, monoklonal antikor (MABs) kullanim1  gittikce
artmaktadir. Ciinkii MAB’ lar patojene oldukg¢a spesifik olduklar1 igin cross-
reaction (¢apraz reaksiyon) olasiigini azaltmaktadir. Kullanilacak bir MAB ile 107*
cfu/ml oranindaki bakteri popitlasyonu tespit edilebilmektedir (Jones vd 1997).
Daha o6nceki baz1 ¢alismalarda (Tsushiya vd 2003) Xav’ nin cesitli strainlerinin
urettigi liposakkaritlere karsi, bazi monoklonal antikorlar (MAB) elde edilmistir.
Ancak serolojik testin hassasiyetindeki diisiikliikler nedeniyle bunlarin rutin
olarak hastalik teshisinde kullanilmasinin sinirh oldugu ifade edilmistir (Tsuchiya

ve Ursel 2004).
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Sekil.2.7. Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin domates yapraginda
olusturdugu “yaprak lekesi” belirtisi (Blancard 1988)

Sekil.2.8. Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin domates meyvesinde
olusturdugu belirtiler (Blancard 1988)

Bitki patojeni Xanthomonas tiirlerinin klasik bakteriyolojik metodlar ile
tespiti ve tanisi, bu patojenlerin saf kiiltiirde gelistirilmesi ile ¢esitli biyokimyasal,
serolojik ve patolojik testlerle yapilmaktadir (Seattler vd 1989, Schaad 1988).
Hastalik etmeni bakterilerin tanisi ve tespiti icin secici ve yar1 secici besi yerleri de

kullanilmaktadir. Segici besi yerleri bitki materyalleri lizerinde bulunan ve hizla
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geliserek hedef bakterinin gelismesini engelleyen mikroorganizmalarin

eleminasyonu i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Seattler vd 1989).

Bitki patojeni bakterilerin tanisi ve tespitinde son zamanlarda daha giivenli
olan niikleik asit temelli tekniklerden oldukga fazla yararlanilmaktadir (Bereswill
vd 1992, Manulis vd 1991, Schaad 1989, Seal vd 1992). Patojenin kesin olarak
teshisi laboratuar ¢alismalari ile miimkiin olabilmekte iken meyve iizerindeki bazi

karakteristik simptomlar teshiste yaygin olarak kullanilmaktadir (Kucharek 2000).

Son 15 yil icinde bitki patojeni Xanthomonas tiirlerinin hastalik meydana
getirme  mekanizmalarinin  tanillanmasi  acisindan  6nemli ilerlemeler
kaydedilmistir. Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Xav), Xanthomonas
campestris pv. campestris (Xcc) ve Xanthomonas oryzae pv. oryzae’ nin (Xoo0) genom
dizilerinin c¢ikarilmasi ve bunun ile ilgili calismalar bu ilerlemeye kakida

bulunmustur (Da Silva vd 2002, Qian vd 2005).

Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin patojenisitesi type III
sekresiyon sistemine bagldir (Becker vd 1998, Bonas vd 1991). Type III
sekresiyon sistemi hayvan ve bitki patojeni bakterilerde olduk¢a korunmus
bolgelerden yonetilir. Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ da Type III protein
sekresiyon sistemi, hipersensitif reaksiyon ve patojenisiteden sorumlu hrp gen
salkimi tarafindan kodlanmakta (Bonas vd 1991) ve tretilen proteinler bitki
hiicresi igerisine tasinmaktadir (Szurek vd 2002). Type III sekresiyon sistemi
sonucu olusturulan proteinler, 6ncelikle bitki sitoplazmasina gecmekte daha sonra
bitki savunma sistemini engellemek gibi konuk¢u hiicre islemlerini

engellemektedir (Alfano vd 2004, Brown vd 1995).

Patojen tarafindan salgilanan ve avirulens proteinler olarak adlandirilan
bazi maddeler konukc¢u hiicre tarafindan taninir. Bu mekanizma sonucunda
konukgu hiicre, savunma sistemini harekete gecirir ki sonucta asir1 duyarhhk

reaksiyonlar1 (HR) olusur (Alfano vd 2004).
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Su ana kadar Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria icerisinde type III
sekresiyon sistemini etkileyen az sayida protein tanimlanmistir. Ancak bunlarin
molektiler fonksiyonlar1 hakkinda ¢ok az miktarda bilgi mevcuttur (Buttner ve

Bonas 2002, Buttner vd 2003, Noel vd 2003, Rimsky 2004)

Bakteriyel bitki patojenleriyle miicadelede kimyasal uygulamalar etkili
olmadigindan dolay1 (Bashan vd 1982a, Jones 2001), hastalik etmeninden ari
tohum ve bitki materyallerinin kullanim ile sanitasyon kosullarinin iyi yapilmasi
onerilmektedir (Pohronezny vd 1990, Marco ve Stall 1983). Hastalik etmeni ile
miicadelede basar1 ancak birka¢ yontemin bir arada kullanilmasi ile miimkiin
olmaktadir. Tohumlarin asit ve ¢camasir suyu ile muamele edilmesi, sertifikali1 ve
hastaliktan ari tretim materyallerinin kullanimi, belirli konsantrasyonlarda
maneb+bakir uygulamalari bakteriyel enfeksiyonlarin onlenmesinde
kullanilmaktadir. Bitkiler 1slak iken iiretim alaninda ¢alismaktan kaginmak
patojenin hizla yayilmasini 6nleme acgisindan o6nemli sonuglar vermektedir.
Yagmurlama sulama sistemleri yerine damlama sulama sistemleri tercih

edilmelidir (Kucharek 2000).

Bakir igerikli preparatlarla yapilan ilaglamalar domates ve biber bitkisinde
yaprak lekelerinde azalmaya ve buna bagh olarak iiriinde artisa neden olur.
Yapilacak ilaglama ile bitki ytizeyinde bakirh fungisitle bir film tabakasi saglanirsa
bakterinin yaprak ve meyvelerde hastalik olusturamadan engellenebilecegi, bu
nedenle yagmurlu periyot 6ncesinde yapilacak bakirl bir kimyasal uygulamanin
cok onemli oldugu ancak ilaclamanin doku icerisine girmis olan bakteriye karsi
etkili olmadig1 bildirilmistir (Goode ve Sasser 1980, Pernezy vd 1995, Ritchie
1996, Wright ve Miller 2000).

2.3 Bakteriyel Patojenlerin Tani ve Tespitine Yonelik Metotlar

Domates Tohum Kokenli bakteriyel etmenleri ile miicadelede, bunlarin erken
donemde tani ve tespitlerinin gerceklestirilmesi biliyiik 6nem arz etmektedir. Bu

amagla giinlimiize kadar patojenler ile miicadele icin cesitli kiiltiirel tedbirler,
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sertifikali tohum kullanimi, tohuma ¢esitli kimyasal ve biyolojik uygulamalar, yesil
aksam ilaclamalari, toprak solarizasyonu, dayanikli cesit kullanimini icine alan
entegre miicadele yontemi Onerilmektedir. Bu hastalik etmenlerinin tespiti icin
simdiye kadar cesitli metotlar gelistirilmistir. Bunlar arasinda yar1 segici besi
ortamindan se¢im, serolojik testler (ELISA vb.), yag asidi profillerinin ¢ikarilmasi
(FAME) ve Polimerase Chain Reaction (PCR) gibi yontemler yer almaktadir. Son
yillarda klasik tani ve tespit yontemlerinden ziyade niikleik asit temelli metodlarin
kullanimi yayginlasmistir. Bu metodlardan Real-Time PCR da hassas, glivenilir ve
kisa siirede sonu¢ vermesinden dolay1 patojenlerin tespitinde ciddi anlamda
kullanilmaya baslanmistir. Ulkemizde domates tohum kokenli bakteriyel
patojenlerden Cmm’ nin molekiler diizeyde tespitine yonelik Benlioglu ve
Ozyillmaz’ 1n (2007) calismalar1 da bulunmaktadir. Arastiricilar flouresan boyalar
ile isaretli Molekiiler Beacon probe kullanarak Flouresan PCR ile patojeni
saptayabilmislerdir. Klasik PCR sonuglarn ile karsilastirilan Flouresan PCR
sonuglarinin birbirleriyle % 100 uyumluluk gosterdigi ve testin duyarhliginin 10

bakteri/ml diizeyinde oldugunu bildirmislerdir.

Real-Time PCR yontemi, niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanh artis
gosteren floresan sinyalin olciilmesine dayanan ve oldukca kisa siirede sonug
veren bir PCR yontemidir ( Huletsky vd 2004, Qin vd 2003). Real-Time PCR kisa
stirede sonug veren ve sonuglarin kantitatif olarak elde edilebildigi bir yontemdir.
Bu yontemde klasik PCR islemlerinden farkli olarak tiiplerin agizlar1 agilmadan
tanilama yapildigl icin kontaminasyon olasiligl olduk¢a dusiiktiir. Real-Time PCR
yonteminde ayrica elektroforezis islemi uygulanmamaktadir. Biitiin islemler
sisteme bagl bir bilgisayar iinitesinden takip edilebilmektedir. Klasik PCR
yontemine oranla Real- Time PCR yontemi 107 kat daha dinamiktir (Freeman

1999, Raeymaekers 2000).

Bu calismada ele alinan hastalik etmenlerinin (Cmm, Xav) tohumdan ve erken
donemde bitki materyallerinden dogru ve hizhi bir sekilde tespiti, bu hastalik
etmenleri ile miicadelede son derece énemlidir. Ulkemizin ciddi bir hibrit tohum

ithalatcis1 oldugu diisliniildiiglinde hastalik etmenleri ile bulasik tohumlarin
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ulkemize girmeden hizli, hassas ve giivenli bir sekilde tespiti olduk¢a 6nem

kazanmaktadir.

Bitki patojeni bakterilerin tani ve tespitlerini gerceklestirmek amaciyla son
yillarda Real-Time PCR yonteminin kullanimi da artmistir. Yontemin kolayligi, tani
ve tespitlerin hizli, giivenilir ve hassas sekilde gerceklestirilebilmesi, direkt bitki
dokularindan tespit yapilabilmesi yontemin yayginlasmasinda rol oynamistir.
Real-Time PCR ile gliniimiize kadar ¢esitli bitki patojeni bakterilerin tespitleri de

gerceklestirilmistir.

Weller vd (2000), Tagman Real-Time PCR ile bircok iiriinde bakteriyel
solgunluk hastalik etmeni Ralstonia solanacearum’un RS primer ve prob seti (tim
biovarlar) ve B2 primer ve prob setini (biovar 2A) kullanarak patates

yumrusundan tespitini gerceklestirmislerdir.

Luo vd (2008), Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’ in tohumdan
tespiti amaciyla canli ve 6lii bakterilerin, DNA’ ya baglanan ethidium monoazide
(EMA) ve Tagman prob kullanarak ayrimina dayali Real-Time PCR yontemi

gelistirmislerdir.

Bellis vd (2007), yumusak cekirdekli meyve agaglar1 (elma, armut, ayva) ve
ciceklerde ates yaniklig1 hastalik etmeni Erwinia amylovora’ y1 Real-Time PCR i¢in

gelistirdikleri Scorpion probe ve E3- E4 primer ¢ifti ile tespit edebilmislerdir.

Vandroeme vd (2008), cilek koseli yaprak lekesi hastalik etmeni
Xanthomonas fragaria’ nin direkt yaprak dokusundan hassas tespiti icin Real-Time

PCR metodunu kullanmislardir.

Tohum kokenli domates bakteriyel benek hastalik etmeni Pseudomonas
tomato (syringae) pv. tomato’ nun direkt hiicreden, tohumdan ve hastalikli bitki
dokularindan tanis1 ve tespiti Real-Time PCR ve Real-Time Bio-PCR ile

gerceklestirilmistir (Basim ve Basim 2007). Bu tez kapsaminda diger domates
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tohum kokenli bakteriyel patojenlerin, Real-Time PCR ile tanisi ve tespiti
yapimistir. Boylece, tim domates tohum kokenli bakteriyel patojenlerin

tohumdan Real-Time PCR ile tanisi ve tespiti gergeklestirilebilecektir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Calismada Kullanilan Bakteriyel Strainler

Bu calisma kapsaminda Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma

Boluiimi Fitopatoloji Anabilim Dali’ na ait kiiltiir kolleksiyonunda yer alan yerli ve

yabanct Cmm ve Xav strainleri, gelistirilen primer ve prob setlerinin seciciligini

tespit etmek icin fakl cins ve tiirlere ait bitki patojeni bakteriler kullanilmistir

(Cizelge 3.1-3.2 - 3.3).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan yerli ve yabanci Cmm strainleri

izolat No Bakteri [smi Orijini Referans
1 Cmmb5 Cmichiganensis subsp. michiganensis Aksu H.Basim
2 Cmm6 Cmichiganensis subsp. michiganensis Aksu H.Basim
3 Cmm 10 C.michiganensis subsp. michiganensis Aksu H.Basim
4 Cmm 11 C.michiganensis subsp. michiganensis Isparta H.Basim
5 Cmm16 C.michiganensis subsp. michiganensis Boztepe H.Basim
6 Cmm 17 Cmichiganensis subsp. michiganensis Boztepe H.Basim
7 Cmm 18 C.michiganensis subsp. michiganensis Boztepe H.Basim
8 Cmm 19 C.michiganensis subsp. michiganensis Boztepe H.Basim
9 Cmm 26 C.michiganensis subsp. michiganensis Dalaman H.Basim
10 Cmm 27 Cmichiganensis subsp. michiganensis Serik H.Basim
11 Cmm 28 Cmichiganensis subsp. michiganensis Alanya H.Basim
12 Cmm 29 Cmichiganensis subsp. michiganensis PD 807 Hollanda J.D. Janse 1986
13 Cmm 30 Cmichiganensis subsp. michiganensis PD 3925 Hollanda J.D. Janse 2000
14 Cmm 31 Cmichiganensis subsp. michiganensis Macaristan ICMP 2550
15 Cmm 32 Cmichiganensis subsp. michiganensis Yeni Zelanda ICMP 1809
16 Cmm 33 Cmichiganensis subsp. michiganensis Yeni Zelanda ICMP 1899
17 Cmm 36 Cmichiganensis subsp. michiganensis ABD Campell Seed,H. Bolkan
18 Cmm 37 Cmichiganensis subsp. michiganensis ABD Campell Seed,H. Bolkan
19 Cmm 44 C.michiganensis subsp. michiganensis Ispanya Valencia Inst.
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Cizelge 3.2. Calisma dahilinde kullanilan yerli ve yabanci Xav strainleri

izolat Numaras1 ~ Bakteri Ismi Orijini Referans
1 Xav 76-3 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria USA ].B.Jones
2 Xav 82-8 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria USA ].B.Jones
3 Xav 85-13 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria USA ].B.Jones
4 Xav 86-27 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria USA J.B.Jones
5 Xav 87-14 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria USA ].B.Jones
6 Xav 87-16 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria USA J.B.Jones
7 Xav 89-10 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria USA ].B.Jones
8 Xav Kumluca Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria Tiirkiye H.Basim
9 Xav Mavikent Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria Tiirkiye H.Basim
Cizelge 3.3. Calisma dahilinde kullanilan farkl cins ve tiirlere ait bakteriler
Izolat/Strain Bitki Kaynag1 Orijini Referans
Acidovorax avenae subsp. citrulli Karpuz Amerika N.Schaad
Bacillus subtilis Toprak, Toz Turkiye H.Basim
Erwinia amylovora Elma, Armut Turkiye H.Basim
Erwinia caratovora pv. caratovora Domates Tirkiye H.Basim
Pseudomonas corrugata Domates Tirkiye H.Basim
Pseudomonas tomato pv. tomato Domates Tiirkiye H.Basim
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi Zeytin Tiirkiye H.Basim
P.syringae pv. phaseolicola Fasulye Tiirkiye H.Basim
P. fluorescens Toprak Almanya W.Zeller
Rhizobium vitis Asma Tirkiye H.Basim
X. campestris pv. campestris Lahanagiller Almanya W.Zeller
Xylella fastidiosa Asma Tirkiye H.Basim

33



3.2. Real-Time PCR Optimizasyonu

Bu calismada piyasada bulunan ¢ok sayida Real-Time PCR cihazindan Smart
Cycler II (Cepheid) isimli cihaz kullanilmistir. Diger Real-Time PCR cihazlarindan
farkli olarak bakteriyel patojenlerin teshislerinin oldukca kisa siirelerde ve arazi
kosullarinda gergeklestirilmesine olanak sagladigindan dolayr Smart Cycler II

tercih edilmistir.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ve Xanthomonas axonopodis
pv. vesicatoria’ nin Real-Time PCR ile kisa siirelerde tanilarinin gergeklestirilmesi
amaciyla Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ve Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria i¢in ortak bir Real-Time PCR programi olusturulmustur
(Cizelge 3.4). Optimizasyon ¢alismalari sonucunda elde edilen ortak Real-Time PCR

programi asagidaki gibidir.

Cizelge 3.4. Real-Time PCR optimizasyonu sonucunda Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis ve Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria i¢in
olusturulan ortak program

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Initial Denaturation 95 2 dakika 1
Denaturation 95 10 saniye 40
Anneling 56,6 10 saniye 40
Extension 72 10 saniye 40
Final Extension 72 1 dakika 1
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3.3. Primer ve Prob Dizayni

Bakteriyel patojenler’ in (Cmm, Xav) Real-Time PCR ile tani ve tespitlerini

gerceklestirmek icin primer ve problar bu tez ¢alismast kapsaminda
gelistirilmistir. Bu amagla Cmm’ye ait ve patojenisiteden sorumlu 843 bp’ lik pat-1
gen dizisinin tamami (Cizelge 3.5), Xav icin ise hipersensitif reaksiyon ve
patojenisiteden sorumlu hrp gen salkiminda yer alan 2601 bp’ lik hrp B gen
dizisinin tamami kullanilmistir (Cizelge 3.6). Primer ve problarin belirlenmesinde
insan gen transkriptlerinin RT-PCR ile belirlenmesi i¢in olusturulan “Universal
Probe Library” (Roche Applied Science) ve LNA (Locked Nucleic Acid) sistemi

kullanilmistir (Petersen vd 2003).

Bu c¢alismada kullanilan problar (LNA prob), bugin Real-Time PCR
sistemleri icin siklikla kullanilan 25-30 niikleotidlik uzun problardan farkhlik
gostermektedir. LNA problar 8-9 niikleotid uzunlugunda fakat sahip oldugu son
teknolojik oOzellikler nedeniyle uzun dizilere sahip problar kadar gilivenilir ve
hassas sonuglar elde etmektedir. Bu ¢alismada kullanilan problar icin reporter

boya Flourescin (FAM), Quencher boya ise TAMRA' dir.

Cizelge 3.5. Real-Time PCR’ da Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’ in tespiti

icin kullanilan pat-1*geni dizisi

55321 GGCTTGTATC TGTGGAGAGT GCACGCTCGT  CGCCTGTTCC  GGGCGCTACT  ATGCAGTTCA
55381 TGTCGCGCAT AAACAGGATA  TTGTTCGTCG  CTGTAGTCAG  TCTTCTCAGC  GTTCTCGGTT
55441 GCTGTGTCGC CGCCGCACCA  GCCCAGGCTG  TAGACCGTAT  AGCCCGTGTT — TCGTTGCCTG
55501 TACGGGCGGG TACTCATCTC  ATCTTCAGCG  ACAGTCAAGG  TCCTGCTCGT  TCGGCGGACT
55561 ACGACTGCAC GGCTGGGGCT  GTGCTGACGG  GGTCGGGGAT  CCTCTCGCGA  ATCAGCCCAT
55621 ATCAACGTGC TGTCCGATAT  GTCGTTACCG  CGAAGCATTG  CGGCGGTCGT — GGTGCGCATG
55681 TGCGCGTCGG TGACGTGCAA  GTCGGCTCGG  TCATTTGGGA  ATCGTCAGAC — GCCGATCTCT
55741 CGATTGTCCG GATCGAGCCC  TTGCAGACGA  CCAGAAGAAG TTGTTATCCG  ACTTCGGCCG
55801 GCATACGCTG TACTCTCGTC  AATGACTACG  AGCCTCG[EHe GTCTTCHeold
55861 CAAGGAACCG ATCAMEEINe [FeTcAaTCCG TCIXIEwNe [IIVYYIPVYY] GTCCCGGCTG
55921 ATCGAGAGAT TTTCTGCACT AGCGGGGCAA TAACCGGAAT TCTGTGTAAT TGGGTATCAG
55981 CTCCACCGCC TCGAGGGCTG  GAAATAGGAA  GTCACCAAGT  CGTAGCGGAG  ACCTTTTCAG
56041 CTGCGACGAG GCAAGGGGAC TCGGGGGGGC CCGTTGTCAG CAGGGACATG  AAAATCATCG
56101 GTGTAATATG CGACGGTGGG TTGCCAGGGT CTGGAGACGA TACCTATATG  AGCTACCTTC
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Cizelge 3.5’ in devami

56161
56221
56281
56341

CGATTTCGGT
CGCGGCTCCG
AGGACACGGA
GGCAGCGCAT

GCTTTTCCGC
CGTGATCGCT
GATCCTCTGG
GACGACGTGC

GAGCAACCGT
GCCGAGGTGA
GCGGTAATAG
CGCCCCGAAG

ATTACATATT
TGACCTCGCT
GTCTCAGGAG
ACGACGGTGA

AGCGACCTCC
CGTGGAGCAT
TTCTGGGACA
AGTCGAGCAT

TGACG CGCGC
TGACCAGGCG
GGGGTGTATG
TTTTAATCGG

* pat-1 geni (NCBI Accession Nimber : NC_009479 843bp)

* Kirmiz1 renkle isaretli kisimlar bu calismada pat-1 geni kullanilarak gelistirilen HBCMML ve

HBCMMR primerlerini, mavi renkle isaretli kisim ise probu gostermektedir.

Cizelge 3.6. Real-Time PCR’ da Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin tespiti i¢cin
kullanilan hrp B* geni dizisi

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

GTGCGCTGTA
ATCTCCCCGT
GAAGCCCCGC
TGGCTGGCCG
GCGCAGTTCA
CGCTTCGAGA
ACCCGGCTGA
TTCCACGAAC
CAGGTGCGCG
GCCGGCTTTC
GCGCACTTTC
CACGCGTTGT
GCGCGGGTGC
CACGGCGAGC
CGCCGCGTGG
GTAGTGATCG
CGGCTGGACG
CGTGTCGCCA
CGCCGTGCCG
GGCAGCAGCG
GAGCTGCTGC
CGCATGCTCG
GCGCCGCGTG
CGCCAGGGTG
CGCAGCGCGG

TCGTGGTGAG
NIGCAGCAG
TGTTGCCGCA
CCGGCGCCGG
GCCGCAGAAT
TGGCGCGCCA
ACAAGACCTC
TCCAGGACGA
GCCATCTGGC
ATGACCTACG
TGGAAGCGCC
CGGCGCGCCaG
CCACGCATCC
ATCGCGCACT
TGTCGGTGGA
TGCTGGCCAC
ACAGCGGGCT
TGGCCGCCAT
GCGGCTGGGC
AGATCACCCA
CGCTGCGCTT
GGCGGCTGGG
CGCTGGGCAC
TGGCGCTGGC
GCGATGGGCT
CCGACGCCGA

CCGGAACGCA
RAACGTATCC
AATTCGCGAC
CAAGACCACC
CGTGATGCTC
GCTCGGCGAG
CGCGCGCACC
CCCCATGCTG
CGGCGACCTG
CATCGTGGCG
GCGGCTGAGC
CGACGAAGCG
CGGCGACGTG
GCAGGATGCG
GGCGCAAAGC
CAACGTGGCC
GGCGCGCGAG
TGCGCAGGCT
CTACCGGCTG
GGTGGAACTG
TGTCGATGCG
CGCGCTCACC
GCATCCACGC
CTGCGACCTG
GGCCGCGCGT
TCGTGGCGGC
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GCGGGCTGCC
TTCCCGCGCH
AGTCTCGCTG
CAGGTGCCGC
GAACCGCGCC
CCGGTCGGCG
CGCATCGAAG
GAAAGCGTCG
GGTCTGGCGC
ATGTCGGCCA
AGTGCCGGGC
CTGGAGCCGC
CTGGTGTTTT
CTGGATCCGG
CAGGTACTGC
GAATCTTCGG
CCGCATTACG
TCGGCCGAAC
TGGCCGCAGT
GCCGGCCTGG
CCGCCCAGTG
GCAAGCGGCG
CTGGCGGCGA
GCCGCGTTGC
TGGCGGGCGC
CTGGCTGCCA

GGCAGTTGCG
CGCATCCGCG
TGGCGTTGCT
GCGTGGCGGC
AAACGGTGGG
TCGTCACCGA
GCGCGCTGCT
TGGCGCTGGA
CGCTCGATGG
GCAGTTTCCC
AGACGCGGCG
TGCCCGGCCA
CGGTGCAGGT
AGCCCGACCC
TCACCTTGCC
ACCCCAACAG
AGCGCGCCGG
CGCAACGGCT
CGCTGGAACT
GCGCACTGGC
GCATCACCAC
TGCTGGCGCA
TGGAAGCGCG
TGGCGGCATT
TCGACAGCGC

CACAGGTCTC
TGCTTTTCHE
GCTGGTGCTG
GGACGCGCCG
CCGCAGCGCG
GTACCGCATC
AGGCATCCTG
GTTCGACGAA
TGTGCAGGCG
CGAACGCCTG
GGTGGAGATT
CGCGGTGGAG
GCGCGAGATC
GCTGCCGCTG
GCAAGGCCGC
CGGCGTGCGC
CGGGTTTTCG
CCGCGCCGGG
GGAACCGCAG
GGCCGCCTGG
CGCCGCGCGC
GCTCGGCCGG
GGCCGGCGAT
CGATCCGCTG
TCGTCAGGGC
CGCCAAACAA



Cizelge 3.6’ nin devami

1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581

TGGCGGCGCC
GGCGACCTGC
CTGCGCTACC
GGCGAACCGT
CGCGCCGCGC
CAGGACGTGG
TTCGACCGCA
GCCGCGCTCA
CTGCAGCAGT
CCCGATCTCT
GCCGGCAAGA
GCGCTGCCCT
CCCTCCGGCA
CCGGTGCTGG
GACGGCCGTA
ACCCAGGACT
GGGAGGTATC
GCAAAACCAC

GGCTGCGCTG
TGTCGCACGC
TGCTCGCCAA
GGCTGGTGGC
CGGTGGATGA
TGCAGTGGGA
TCGTGCTCGA
CCGACGCAGT
GGCGCGCCCG
CCGATGCCAC
CCCGCCTGGA
GGGAGCGCCG
TGGAGCGCCC
CGGTCAAACT
TCCGGTTGAC
TGAAGAGTTT
CGAGGCATCC
GCGGCACCTG

CGACAGCGCC
ATTTCCCGAT
CGGCCGCAGC
CAGCGAACTG
AGCCTACCTG
CGCGGACAAA
CAGCCGCCCG
GCGTCAACTC
CGTGCAGTCG
ACTGCTGGAG
CGCGCTGGAT
CCAGTGGATC
CATCAGCTAT
GCAGGAACTG
CTTGCACCTG
CTGGGCGAAT
GTGGCCGGAC
A

CCGCCATCCA
CGCATCGCCG
GCGCGCCTGT
CGCTATGAAG
CGTCGCAGCC
CGGGCCCTGG
GCCGGCCGCG
GGCCTGGACG
CTGCAGAGAT
ACGCTGGACA
GAGGCCAGCC
GACCGCCATG
GCCCTCGACC
TTCGGCCTGG
CTGTCGCCCG
ACGTATCCGG
GATCCCTGGA

GCGTGGAGGC
CACGCCACCC
TCGACCATAG
CCAAGGATGC
TGCCTGAGCG
TCGCCCGCCG
TCGACCCGGC
CCCTGCCTTG
GGATGCCCGA
CCTGGCTACG
TGGGCGAAGC
CGCCCACCCG
ACGCCGGCCA
CCGAAACCCC
GCGGGCGGCC
ACGTTAAAAA
CAGCTGCCGC

GCACGCGCTC
GGCCGACCCG
CGATCTGCGC
GCTGTTGCTG
CTTCGTGCAG
CCAATCCAGC
ACACGCCGCA
GACAGAAAAC
GCTGGCGCTG
CCCGGCCTTC
ACTGAAGAGC
CATCAGCGTG
ACCGCTACCG
ACGCATCGCC
GTTGCAGGTG
AGAGATGAAG
AACCCACAGA

* hrp B (NCBI Accession Nimber : NC_007508 2601bp)

* Kirmizi renkle isaretli kisimlar bu ¢alismada hrpB geni kullanilarak gelistirilen HBXAVL ve

HBXAVR primerlerini, mavi renkle isaretli kisim ise probu gostermektedir

3.4. Primer ve Probun Saf DNA’ dan Hassasiyetinin Belirlenmesi

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ve Xanthomonas axonopodis

pv. vesicatoria’ nin Real-Time PCR ile tespit edilecek en diisiik DNA miktarinin

tespiti icin saf DNA’ dan hassasiyet calismasi yapilmistir. Calisma icin Akdeniz

Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Fitopatoloji Anabilim Dalina ait

kiltir kolleksiyonundan faydalanilmistir. Bu amacgla dncelikle Cmm ve Xav’ nin

DNA’

lan,

Thermo FastPrep FP 120A-230 multi

tiip homozenizator ve

Qubiogene/Bio 101 Fast DNA molekiiler izolasyon Kit’ ine gore izole edilerek DNA

miktarlar1 hassas spektrofotometrelerle (Thermo Nanodrop ND-1000 ve Qubit

(Qubiogene, Amerika)) gerceklestirilmistir. Calismada tespit edilebilecek en diisiik

DNA miktar1 hedeflendiginden pikogram (pg) diizeyine kadar seyreltmeler Qubit

(Qubiogene, Amerika) ile yapilmistir.
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Real-Time PCR yonteminin hassasiyetinin belirlenmesinde 50 pg, 40 pg, 30
pg, 20 pg ve 10 pg DNA seviyeleri test edilmistir. Elde edilen her bir seviyedeki
DNA’ lardan 2 ser pl alinarak Real-Time PCR islemi gerceklestirilmistir. PCR
isleminde kullanilan master mix; toplam volume 27,6 pl olacak sekilde 2 pl
bakteriyel siispansiyon yada template DNA, Forward ve Reverse primerlerin
herbirinden 1,2 pl, 0,3 pl Tagman prob, 4,8 pl DNTP karisimi, 3 pl 10X Buffer, 7,2
ul MgClz, 0,36 pl Taq polimerase ve 9,54 pl Milli Q (MQ) su seklindedir. Kullanilan
Real-Time PCR programi 95 °C’ de 1 dongti (2 dakika), 95 °C’ de 40 dongi (10 sn.),
56,6 °C’ de 40 dongii (10 sn.), 72 °C’ de 40 dongii (10 sn.) ve 72 °C’ de 1 dongii (1

dakika) olarak belirlenmistir.

3.5. Direkt Bakteriyel Hiicreden Primer ve Probun Hassasiyetinin

Belirlenmesi

Bakteriyel patojenler olan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ve
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin Real-Time PCR ile tespit edilecek en
diisiik bakteri sayisinin tespiti icin, Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Bolimii Fitopatoloji laboratuarindaki kiiltiir kolleksiyonundan

yararlanilmigtur.

Patojenler kiiltiir koleksiyonundan alinip kendileri igin secici besi
ortamlarinda gelistirilmis, gelisen kolonilerden her bir patojen i¢in ayr1 ayr1 olmak
kosulu ile yogun bir stok ¢ozelti olusturulmustur. Olusturulan stok ¢ozeltiden 10-Y
den 10-%" a kadar 10’ un katlar1 seklinde seyreltmeler 3 tekerrirlii (paralel) olarak
gerceklestirilmis ve bunlar ayri1 ayn tiiplere konulmustur. Elde edilen her bir
soliisyondan 2 pl alinip Real-Time PCR islemi i¢cin kullanilmistir. PCR isleminde
kullanilan master mix; toplam volume 27,6 pl olacak sekilde 2 pl bakteriyel
stispansiyon yada template DNA, Forward ve Reverse primerlerin herbirinden 1,2
ul, 0,3 pl Tagman prob, 4,8 ul DNTP karisimi, 3 pl 10X Buffer, 7,2 pl MgClz, 0,36
ul Taq polimerase ve 9,54 pl Milli Q (MQ) su seklindedir. Kullanilan Real-Time PCR
programi 95 °C’ de 1 dongii (2 dakika), 95 °C’ de 40 dongii (10 sn.), 56,6 °C’ de 40
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dongti (10 sn.), 72 °C’ de 40 dongt (10 sn.) ve 72 °C’ de 1 dongu (1 dakika) olarak

belirlenmistir.

Bu asamada Real-Time PCR ile tespit edilecek en diistiik bakteri sayisinin
tespiti hedeflendiginden 10-1 den 10" a kadar seyreltilen ve ayr tiiplere alinan
slispansiyonlardan 2 ul alinip 50 pl deiyonize su igerisinde karistirilmis ve NA
(Nutrient Agar) Dbesi ortamlarina steril cam baget ile inokule edilmistir.
inokulasyondan sonra besi ortamlarinda gelisen bakteri sayilarini tespit etmek i¢in

petriler 3 giin stire ile inkiibasyona birakilmistir.

3.6. Primer ve Probun Seciciliginin Belirlenmesi

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ve Xanthomonas axonopodis
pv. vesicatoria icin gelistirilen primer ve problarin bu hastalik etmenleri i¢in
seciciligini (spesifitesini) belirlemek icin farkli bakteri cinsleri kullanilmistir

(Cizelge 3.3).

Kiltir koleksiyonundan gelistirilen bakteriyel strainlere ait tek koloniler,
her birinde 100 pl steril deiyonize su bulunan mikrofij tiiplerine alinmis, bu
tiiplerdeki sivilardan 2 ser ul alinip Real-Time PCR islemi gerc¢eklestirilmistir. Real-
Time PCR isleminde kullanilan master mix; toplam volume 27,6 pl olacak sekilde 2
ul bakteriyel slispansiyon yada template DNA, Forward ve Reverse primerlerin
herbirinden 1,2 pl, 0,3 pl Tagman prob, 4,8 pl DNTP karisimi, 3 pl 10X Buffer, 7,2
ul MgCl;, 0,36 pl Taq polimerase ve 9,54 ul Milli Q (MQ) su seklindedir. Kullanilan
Real-Time PCR programi 95 °C’ de 1 dongii (2 dakika), 95 °C’ de 40 dongii (10 sn.),
56,6 °C’ de 40 dongt (10 sn.), 72 °C’ de 40 dongi (10 sn.) ve 72 °C’ de 1 dongt (1

dakika) olarak belirlenmistir.
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3.7. Bakteriyel Patojenlerin (Cmm, Xav) Tohumdan Tespiti

Bakteriyel patojenler Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ve
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin tohumdan tanilari igin in vitro
kosullarda yapay olarak bulastirilacak 1000 adet domates tohumu kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Tohumlar steril bir petri kabi igerisinde 1x108 cfu/ml taze kiiltiirden
hazirlanan bakteriyel siispansiyondan 1 ml alinarak muamele edilmistir. Bu islem
sonrasinda tohumlar, laminar flow icerisinde 24 saat boyunca kurumaya
birakilmistir. 24 saatlik periyottan sonra 200 adet bulasik domates tohumu
alinmis ve tizerine 30 ml PE Buffer (Fosfat Tamponu) ilave edilip 8 saat boyunca
200 rpm hizindaki calkalayicida sivi ve tohumlarin karismasi saglanmistir. Bu
islemden sonra olusan siispansiyondan 10 ml alinip 4100 g’ de 20 dk. ve 4 °C’ de
santriflijlenerek, olusan pelet PE Buffer icerisinde iyice ¢ézdiriilmiis ve stok bir
cozelti olusturulmustur. Stok cozeltiden 101 den 10 a kadar 10’ un Kkatlar
seklinde seyreltmeler gerceklestirilerek bunlar ayr1 ayr tiiplere konulmustur. Her
bir seyreltme ornegi 3 tekerriirlii (paralel) olarak test edilmistir. Elde edilen
herbir soltisyondan 2 ul alinip Real-Time PCR islemi i¢in kullanilmistir. Real-Time
PCR isleminde kullanilan master mix; toplam volume 27,6 pl olacak sekilde 2 pl
bakteriyel siispansiyon yada template DNA, Forward ve Reverse primerlerin
herbirinden 1,2 pl, 0,3 pl Tagman prob, 4,8 pl DNTP karisimi, 3 ul 10X Buffer, 7,2
ul MgClz, 0,36 upl Taq polimerase ve 9,54 ul Milli Q (MQ) su seklindedir. Kullanilan
Real-Time PCR programi 95 °C’ de 1 dongii (2 dakika), 95 °C’ de 40 dongii (10 sn.),
56,6 °C’ de 40 dongt (10 sn.), 72 °C’ de 40 dongi (10 sn.) ve 72 °C’ de 1 dongt (1
dakika) olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglarin aritmetik ortalamalar:

hesaplanarak standart sapmalari belirlenmistir.
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3.8. Real-Time Bio-PCR

Real-Time PCR ile tohum iizerinde var olan o6lii bakterilerinde tespiti
mimkiin olabildigi icin bu c¢alismada tohum tizerinde canli olarak bulunan

patojenlerin tespiti i¢in Real-Time Bio-PCR islemi gerceklestirilmistir.

Bu amagla oncelikle, en diisiik bakteri sayisinin tohumdan tespitinde
kullandildig1 gibi stok bir bakteriyel slispansiyon hazirlanmis ve bu solusyon 10-
den 10-3 a kadar 10’ un katlar seklinde seyreltilmistir. Tiiplerdeki érneklerden 2
ser pul alinip 50 pl deiyonize su igerisinde karistirilarak NSA (Nutrient Sucrose
Agar) besi ortamlarina cam baget ile inokule edilmis ve 8 saat siire igin
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra petrilere 1 ml steril deiyonize su
eklenerek canli olan bakterilerin suya ge¢mesi saglanmistir. Elde edilen stok
bakteriyel stispansiyon 10-1 den 10-3’ e kadar seyreltilmistir. Her seyreltmeden 2
ul alinarak Real-Time PCR islemi gerceklestirilmistir. Real-Time PCR isleminde
kullanilan master mix; toplam volume 27,6 pl olacak sekilde 2 pl bakteriyel
slispansiyon yada template DNA, Forward ve Reverse primerlerin herbirinden 1,2
ul, 0,3 pl Tagman prob, 4,8 ul DNTP karisimi, 3 pl 10X Buffer, 7,2 pl MgClz, 0,36
ul Taq polimerase ve 9,54 pl Milli Q (MQ) su seklindedir. Kullanilan Real-Time PCR
programi 95 °C’ de 1 dongii (2 dakika), 95 °C’ de 40 dongii (10 sn.), 56,6 °C’ de 40
dongii (10 sn.), 72 °C’ de 40 dongii (10 sn.) ve 72 °C’ de 1 dongii (1 dakika) olarak

belirlenmistir.

3.9. Hastalikl Bitki Dokularindan Bakteriyel Patojenlerin (Cmm, Xav) Tespiti

Hastalikl bitki dokularindan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
ve Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin dogrudan tespiti icin bu tez

calismasi kapsaminda Real-Time PCR islemi gerceklestirilmistir.

Bu amacla Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boéliimii
Fitopatoloji Anabilim Dali’ na ait serada yetistirilen domates ve biber fidelerine

Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria ve Clavibacter michiganensis subsp.
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michiganensis, 1x108 cfu/ml konsantrasyon 1ml’ lik as1 ignesi (insiilin ignesi) ile
inokule edilerek hastalik etmenleri i¢in karakteristik simptomlarin olusmasi icin
23-28 °C sicaklik ve % 60-70 nismi nem iceren ortamda 3 hafta siire ile
bekletilmistir. Bakteriyel patojenler (Cmm, Xav) igin karakteristik simptom
gosteren dokular (tek nekroz) steril bir bistiiri yardimi ile kesilerek santrifij
tiiplerine konulmustur. Tiiplerdeki bitki dokular1 14000 g’ de 3 dk siire ile santrifiij
edilmis ve lizerine 30 pl MQ su ilave edilerek 10-2 oraninda siispansiyonlar
hazirlanmistir. Olusturulan siispansiyonlardan alinan 2 pl’ den Real-Time PCR
islemi gerceklestirilmistir. Kontrol sadece steril su injekte edilen saghkl bitki
yapragindan alinan dokulardan yararlanilmistir. Real-Time PCR isleminde
kullanilan master mix; toplam volume 27,6 pl olacak sekilde 2 pl bakteriyel
siispansiyon yada template DNA, Forward ve Reverse primerlerin herbirinden 1,2
ul, 0,3 pl Tagman prob, 4,8 ul DNTP karisimi, 3 pl 10X Buffer, 7,2 pl MgClz, 0,36
ul Taq polimerase ve 9,54 ul Milli Q (MQ) su seklindedir. Kullanilan Real-Time PCR
programi 95 °C’ de 1 dongii (2 dakika), 95 °C’ de 40 dongti (10 sn.), 56,6 °C’ de 40
dongti (10 sn.), 72 °C’ de 40 dongt (10 sn.) ve 72 °C’ de 1 dongu (1 dakika) olarak

belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1.Clavibacter michiganesis subsp. michiganensis’ in Real-Time PCR ile Tanis1

Clavibacter michiganesis subsp. michiganensis’ in Real-Time PCR ile tanisini
gerceklestirmek icin Akdeniz Univesitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii
Fitopatoloji Anabilim Dali’ na ait kiiltlir kolleksiyonunda yer alan ve farkhliklari
Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) ile belirlenmis (Basim 2007) yerli ve
yabanci Cmm strainleri kullanilmistir (Sekil 4.1 - 4.2).

Calismada Cmm’ nin tanisinda kullanilan Real-Time PCR yonteminin
dogrulugunu ispatlamak ve Real-Time PCR ile tek bir fragmentin elde edildigini
gostermek amaciyla Syber Green ile karsilastirilmali Thermal Melting (Erime

Egrisi) egrisi elde edilmistir (Sekil. 4.3).

4.2. Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin Real-Time PCR ile Tanis1

Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin Real-Time PCR ile tanisini
gerceklestirmek icin Akdeniz Univesitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii
Fitopatoloji Anabilim Dalr’ na ait kiiltiir kolleksiyonunda yer alan yerli ve yabanci

Xav strainleri kullanilmistir (Sekil 4.4).

Calismada Xav’ nin nin tanisinda kullanilan Real-Time PCR yodnteminin
dogrulugunu ispatlamak ve Real-Time PCR ile tek bir fragmentin elde edildigini
gostermek amaciyla Syber Green ile karsilastirilmali Thermal Melting (Erime

Egrisi) egrisi elde edilmistir (Sekil. 4.5).
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Cycles
Site ID | Sample ID FAMCt  |Protocol
Al [Jjeom 5 23.96 cmm
A2 M|cmm 6 23.42 cmm
A3 cmm 10 19.76 cmm
Ad . cmm 11 26.71 cmm
A3 cmm 16 22,07 cmm
A6 [J{emm 17 32.89 cmm
A7 . cmm 18 19.55 cmm
AR cmm 19 25.89 cmm
A9 M|cmm 22 20.35 cmm
All . cmm 27 20.88 cmm
A12 JJ[Neg. Kontrol 0.00 cmm

Sekil 4.1. Farkli Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis strainlerinin Real-
Time PCR ile tespiti (I. Grup)
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Al Jenm 26 1948 |emm
A2 [B|emm 28 1881 |onm
A3 [){emm 29 2270 cmm
A4 JfJomm 30 2 [onm
AS [ |emm 3 20.81 cmm
A6 [fomm 32 ANK cmm
AT [enm 33 22,67 cmm
AL0 [ com 36 2560 fomm
All [§omm 37 20.60 cmm
Al2 I cmm 44 25.67 cmm
Al3 | Neg. Kontrol 0.00 cmm

Sekil 4.2. Farkh Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis strainlerinin Real-
Time PCR ile tespiti (IL.Grup)
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Al Jlemm 87.52 cmm syber melt

Sekil 4.3. Real-Time PCR ile Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis igin
yapilan thermal melting egrisi
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A2 || xav 763 21.26
A3 [ |xav 82-8 22.87
A4 || xav 85-13 26.66
AS | |xav 8627 25.00
A7 [J|xav 87-16 22.59
A8 [|xav 89-10 25.96
A12 [ Xav Kum. Macar  |24.62
A13 [ xav mavikent 25.46
Al4 |Neg K 0.00

Sekil 4.4. Farkli Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria strainlerinin Real-Time
PCR ile tespiti
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Sekil 4.5. Real-Time PCR ile Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria i¢in yapilan
thermal melting grafigi
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4.3. Primer ve Probun Saf DNA’ dan Hassasiyeti

Real-Time PCR ile primer ve prob setinin genomik DNA’ dan hassasiyetini
belirlemek icin Cmm ve Xav’ den izole edilen saf genomik DNA’ lar 50 picogram
(pg), 40 pg, 30 pg, 20 pg ve 10 pg olacak sekilde seyreltilmis, yapilan c¢alisma
sonucunda her iki bakteriyel patojen i¢cin genomik DNA’ dan tespit limiti 10 pg

olarak bulunmustur (Sekil 4.6 - Sekil 4.7)

Fluorescence

|

2773901

33.67)

10 20 30
Cycles

Site 1D [Sample ID FAM Ct

Al [|cmm-50pg 19.97

A2 [[emm-40pg 20.28

A3 emm-30pg 33.67

A4 [} emm-20pg 27.39

A5 cmm-10pg 27.97

A6 | Neg Kontrol 0.00

Sekil 4.6. Real-Time PCR ile Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’ in

genomik DNA’ dan hassasiyeti
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Site ID |Sample ID FAM Ct
Al [J[xav 50 pg 21.79
A2 [W|xav 40 pg 22.15
A3 xav 30 pg 21.82
A4 [ xav 20 pg 21.71
A5 xav 10 pg 21.25
A6 | Neg Kontrol 0.00

Sekil 4.7. Real-Time PCR ile Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin genomik
DNA’ dan hassasiyeti
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4.4. Direkt Bakteriden Primer ve Probun Hassasiyeti

Gerceklestirilen bu calisma kapsaminda, Real-Time PCR ile Cmm’ nin direkt
bakteriyel hiicreden tespit limiti Cmm igin 1 cfu/ml olarak bulunurken (Sekil 4.8),

Xav igin tespit limiti 2 cfu/ ml olarak bulunmustur (Sekil 4.9).

e 1710418 RZBHE 9757

8

c 300

o

0

0

g

S

T 100

- po.0

-100
10 20 30 40
Cycles

Site 1D | Sample 1D FAM Ct Protocol
Al [l cmm stok 17.84 cmm
A2 ll{emm 10-1 1376 cmm
A3 W|emm 10-2 19.16 cmm
A4 Jjemm 103 N9 cmm
A3 cmm |04 19.18 cmm
A6 [lemm 10-5 5.9 cmm
A7 [Wlcmm 106 21.57 cmm
AS [|cmm 10-7 il cmm
A9 lcmm 10-8 21.19 cmm
ALD [llcmm 10-9 0.00 cmm
A1l [ljemm 10-10 0.00 cmm
A12 [J[Neg. Kontrol 0.00 cmm

Sekil 4.8. Real-Time PCR ile Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’ in
direkt bakteriyel hiicreden tespiti
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Site ID |Sample ID FAM Ct
Al | Xav stok 0.00
A2 | xav 10-1 21.37
A3 [|xav 102 21.31
A4 [B|xav 10-3 20.72
AS xav 104 20.80
A6 [l xav 10-5 22.32
A7 [J|xav 106 22.98
A8 |xav 10-7 0.00
A9 | xav 10-8 0.00
A10 | xav 109 0.00
All | Neg.K 0.00

Sekil 4.9. Real-Time PCR ile Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin direkt
bakteriyel hiicreden tespiti
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Cizelge 4.1 Real-Time PCR ile Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ve
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria nin direkt bakteriyel hiicreden
tespiti ve hassasiyet limitlerinin belirlenmesi

Konsantrasyon RT-PCR Sonucu (Ct) Bakteri sayilar (cfu/ml)
Cmm  Xav Cmm X D Xav X d P/N
Stok 20.54 0.002 * * * - * * * -4
10 28.74 19.28 * * * - * * * - +
102 2437 1885 1189 1198 1196 1194 4,74 2086 2090 2082 2086 4,06 +
103 23.14 1827 107 105 99 104 4,18 231 235 229 232 3,08 *
10+ 29.56 18.16 11 14 10 11,7 1,58 24 27 25 25 1,58 +
10 2692 27.66 1 2 1 1,3 07 2 3 2 23 07 *
106 0.00  0.00 0 0 0 - 0 0 0 - -
107 0.00 0.00 0 0 0 - 0 0 0 - -
108 0.00  0.00 0 0 0 - 0 0 0 - -
Negatif Kontrol ~ 0.00  0.00 0 0 0 - 0 0 0 - -

a : Stok ¢ok yogun oldugundan amplifikasyon gerceklesmedi
d : Standart sapma
* : Petride yogun bakteri gelisimi nedeniyle sayilamadi
P/N : Pozitif/ Negatif
X: Aritmetik ortalama

4.5. Primer ve Probun Seciciligi

Calismada ele alinan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ve

Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin tani ve tespitleri icin tasarlanan

primer ve problarin seciciligini test etmek amaciyla herbir patojen icin, Cizelge 3.3’

te verilen farkli cins ve tiirlere ait bitki patojeni bakteriler ile Real-Time PCR islemi

gerceklestirilmistir. Real-Time PCR islemi sonucunda hem Cmm hemde Xav igin

tasarlanan primer-prob setinin bu patojenler icin spesifik oldugu kanitlanmistir

(Sekil 4.10 - 4.11).
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Cycles

Site ID | Sample ID FAM Ct

Al | Acidovorax citrulli |0.00

A2  [l| Agrobacterium vitis |0.00

A3 Bacillus subtilis 0.00

A4 M| Erwinia amylovora [0.00

AS E.caratovora pv. 0.00
caratovora

A6  [l| X.axonopodis pv. 0.00
vesicatoria

A7 M| X.campestris pv. 0.00
campestris

A8 P.savastonoi pv. 0.00
savastonoii

A9 | P.tomato pv.tomato |0.00

Al10 - P.cormagata 0.00

A1l | P.phascolicola 0.00

Al2 | P-fourocences 0.00

A13 | Xylella @stidiosa 0.00

Al14 | P-Kontrol (cmm) 19.13

A15 | Neg. Kontrol 0.00

Sekil 4.10. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis i¢in gelistirilen primer
ve probun segciciligi
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Site ID |Sample ID FAM Ct

Al | Acidovorax citrulli  |0.00

A2 | Agrobacterium vitis |0.00

A3 Bacillus subtilis 0.00

A4 | C.michiganensis 0.00
ssp.michiganensi

AS Erwinia amylovora [0.00

A6 [l Erwinia caratovora |0.00
pv.caratovora

A7 | X. campestris pv. 0.00
campestris
AR P.savastonoi pv. 0.00

savastonoi

A9 - P.tomato pv.tomato |0.00
A10 [l P.corrugata 0.00
All | P.phaseolicola 0.00
Al2 - P.flourocenc 0.00
Al3 - Kwvlella fastidiosa 0.00

Al4 ll|Pozitif Kont.(Xav) [20.74

A15 [l Neg.Kontrol 0.00

Sekil 4.11. Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria igin gelistirilen primer ve
probun segiciligi
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4.6. Bakteriyel Patojenlerin (Cmm, Xav) Tohumdan Tespiti

Bu c¢alismada gelistirilen Real-Time PCR yodntemi

ile Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis ve Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin

tohumdan tan1 ve tespitleri gerceklestirilerek primer-prob setinin hassasiyet

limitleri belirlenmistir (Sekil 4.12 - Sekil 4.13). Hassasiyet limitleri Cmm i¢in 1

cfu/ml ve Xav i¢in ise 2 cfu/ml olarak bulunmustur (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Real-Time PCR ile Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ve
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin tohumdan tespiti ve
hassasiyet limitlerinin belirlenmesi

Konsantrasyon RT-PCR Sonucu (Ct) Bakteri sayilar1 (cfu/ml)
Cmm  Xav Cmm X D Xav X d P/N

Stok 17.84 0.00 * * * - * * * - +
101 23.76 21.37 * * * - * * * - +
10-2 19.16 21.31 * * * - * * * - +
103 2293 20.72 * * * - 1268 1272 1275 1272 3,53 +
104 19.18 20.80 * * * - 129 133 131 131 2 +
105 2597 22.32 1352 1348 1354 1351 3,08 13 14 12 13 1 +
10-6 27.57 2298 111 109 112 111 1,58 2 1 2 1,6 07 +
107 22.71 0.00 12 11 12 11,7 0,7 0 0 0 - +
108 21.79 0.00 1 1 1 1 - 0 0 0 - +
109 0.00 0.00 - 0 0 0 - -

Negatif Kontrol 0.00 0.00 0 1] 0 - 0 0 0 - -

a : Stok cok yogun oldugundan amplifikasyon gerceklesmedi

d : Standart sapma

*: Petride yogun bakteri gelisimi nedeniyle sayillamadi
P/N : Pozitif/ Negatif
X : Aritmetik ortalama
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Sekil 4.12. Real-Time PCR ile Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’ in
tohumdan tanisi ve hassasiyeti
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Sekil 4.13. Real-Time PCR ile Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin
tohumdan tanisi ve hassasiyeti
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4.7. Real-Time Bio-PCR

Real-Time PCR yontemi ile tohum iizerinde bulunan canli ve oli
bakterilerin tespiti miimkiin olabilmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada yalniz canlh
bakterilerin tespitlerini gerceklesetirmek amaciyla Real-Time Bio-PCR islemi
gerceklestirilmistir. 10-1, 10-2 ve 10-3 seviyeleri ile yapilan Real-Time Bio-PCR islemi
sonucunda Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ve Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria, her li¢ seyreltme seviyesinde tespit edilmistir (Sekil
4.14-Sekil 4.15).
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Al [JJ|Cmm stok 0.00
A2 [W[10-1 22.07
A3 102 26.80
A4 |03 23.76
AS |04 0.00
A6 [J[Neg Kontrol 0.00

Sekil 4.14. Real-Time Bio- PCR ile Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’
in tohumdan tespiti
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Sekil 4.15. Real-Time Bio- PCR ile Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin
tohumdan tespiti

60



4.8. Hastalikh Bitki Dokularindan Bakteriyel Patojenlerin (Cmm, Xav) Tespiti

Domates ve Biber yetistiriciliginde ciddi oranda iiriin ve kalite kayiplarina
neden olan Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria ve Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’ nin hastalikli bitki dokularidan direkt tespiti i¢ginde bu
calismada Real-Time PCR islemi gergeklestirilmis, her iki patojenin tespiti olduk¢a
kisa stirelerde gercgeklestirilmistir (Sekil 4.16 - Sekil 4.17 - Sekil 4.18).

2007 20.71
¢ 100-
=
0
i .
o 0.- — — — ,_,/____ E—— — e—
3 e —
W
-100-
10 20 30 40
Cycles
Site ID |Sample ID FAM Ct Protocol
Al ]| Dom.Nekroz 20.71 cmm
A2 [|Dom. DNA 0.00 cmm
A3 Neg. Kontrol 0.00 cmm

Sekil 4.16. Real-Time PCR ile Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’ in
direkt domates nekrozundan tespiti
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Sekil 4.17. Real-Time PCR ile Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin direkt
domates nekrozundan tespiti
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Sekil 4.18. Real-Time PCR ile Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin direkt
biber nekrozundan tespiti
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5. TARTISMA

Diinya’ da ve Tiirkiye’ de yetistirilen sebze miktarlar dikkate alindiginda
domates ve biber ilk siralarda yer almaktadir. Ortii alt1 ve acik tarim alanlarinda
yetistiriciligi yapilan domates ve biber, yas olarak tiiketildigi gibi bir¢ok iirtinde
ham madde ve salc¢alik olarakta kullanilmaktadir. Bu denli 6nemli olan domates ve
biberin, Uretimini etkileyen  ¢ok sayida bakteriyel, viral ve fungal hastalik
etmenleri mevcuttur. Bu etmenler gerek ortii alti tariminda gerekse acgik tarla
yetistiriciligi yapilan alanlarda etkili olmakta, ciddi iiriin ve kalite kayiplarina
sebebiyet vermektedir. Kalite kayiplar1 nedeniyle turiinlerin pazar degerleri
diismekte ve ekonomik acidan da kayiplar olusmaktadir. Tarim alanlarinda sebze
yetistiriciligini etkileyen hastalik etmenleri arasinda bakteriyel patojenler, hizli
cogalma ve yayilabilme kabiliyetleriyle ortam degiskenlerine karsi gosterdikleri
yiksek adaptasyon yetenekleri sebebiyle ayr1 bir 6neme sahiptir. Domates
vejetasyon periyodu boyunca pekcok bakteriyel etmen tarafindan saldiriya
ugramaktadir. Bunlar arasinda Domates Bakteriyel Benek etmeni Pseudomonas
tomato pv. tomato (Ptt), Domates Bakteriyel Solgunluk ve Kanser etmeni
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) ve Domates ve Biber
Bakteriyel Yaprak Lekesi etmeni Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Xav) ile
Domates Oz nekrozu hastalk etmenlerinin neden oldugu kayiplar ciddi
boyutlardadir. Bu etmenlerden Ptt, Cmm ve Xav tohum kokenli olup, tohumlarin
ekiminden 6nce bu hastalik etmenlerinin erken teshisleri, bu patojenlerin ortaya

cikardig1 hastaliklarla miicadelenin basarisi agisindan 6nem tasimaktadir.

Domates tohum kokenli bakteriyel patojenler ile miicadelenin basarisi i¢in;
kiltirel onlemler, sertifikali tohum kullanimi, kimyasal ve biyolojik tohum
uygulamalari, yesil aksam ilaclamalari, toprak solarizasyonu ve dayanikl cesit
kullanimini kapsayan entegre savasim yontemi Onerilmektedir. Patojenler ile
miicadele de entegre savasim metodlar1 yaninda, hastalik etmenlerinin hizl,
glivenilir ve erken donemde tani ve tespitlerinin yapilmasi 6nemlidir. Glinlimiize
kadar patojenlerin tanisi ve tespiti icin pekcok yontem gelistirilmistir. Bunlar

arasinda segici ve yari secici besi ortami kullanimi, ¢esitli serolojik testler (ELISA,
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Agliitinasyon testi vb.), yag asidi profillerinin ¢ikarilmasi, cesitli fiziksel ve
biyokimyasal testler ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( Polimerase Chain Reaction)

yontemleri yer almaktadir.

Organizmalar ile ilgili en kesin ve dogru bilgiler niikleik asitlerde yer
almaktadir. Bu nedenle hastalik etmenlerinin tani ve tespitleri i¢in kullanilan diger
metodlara oranla niikleik asit temelli yontemler daha giivenilir ve kesin sonuglar

vermektedir.

Niikleik asit temelli metotlar1 kullanarak giiniimiize kadar Cmm’ nin tanisi
ve tespitine yonelik yapilan bazi ¢alismalar mevcuttur. Dreier vd (1995) C.
michiganensis’ in alt turlerinin pCM1 plasmidi Uzerinde yer alan ve endoseliilaz
enzimini kodlayan cel A’ ya spesifik olarak gelistirdikleri DNA problar kullanilarak
ayirt edilebilecegini ortaya koymuslardir. Ayrica Cmm’ ye 06zgli olan ve
virilenslikten sorumlu pat-1 genine spesifik primer kullanilarak PCR metoduyla
viriilent izolatlarin saptanabilecegini belirtmislerdir. pat-1 geni kullanilarak Cmm’
nin Klasik-PCR ile tanisi ve tespiti i¢in Santos vd (1997) tarafindan CMM3 (5’ CCTC
GTGAGTGCCGGGAACGTATC 3’) ve CMM4 (5 CCACGGTGGTTGATGCT
CGCGAGAT 3’) primer c¢ifti Louws vd (1998) tarafindan ise CMM5
(5’GCGAATAAGCCCATATCAA 3’) ve CMM6 (5 CGTCAGGAGGTTCGCTAATA 3')

primer cifti gelistirilmistir.

Bakteriyel patojenlerin kesin tani ve tespiti icin son yillarda yayginlik
gosteren ve nikleik asit temelli olan Real-Time PCR yodnteminden
faydalanilmaktadir. Klasik PCR yontemi, PCR isleminden sonra c¢ogaltilan DNA
fragmentlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi ve ethidium bromide ile boyanip
ultraviole (UV) 151k altinda goruntileme gibi bir takim yan islemlere ve uzun
stureye gereksinim duymaktadir. Bu yontemde, kesin sonuglar elde edilmesine
ragmen is giicii ve zaman kayiplari fazladir. Bu nedenle son yillarda patojenlerin
erken tani ve tespitleri icin Klasik-PCR yonteminde yapilan agaroz jelde yiiriitme
ve UV 151k altinda DNA fragmetlerinin gortintiilenmesi gibi ek islemlere ihtiyag

duymayan Real-Time PCR yontemi gelistirilmistir.
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Real-Time PCR (RT-PCR) yontemi, niikleik asit amplifikasyonu ile es
zamanl artis gosteren floresan sinyalin o6l¢iilmesine dayanan ve oldukca kisa
siirede sonu¢ veren bir PCR yontemidir. Real-Time PCR yonteminde sonuglar
Klasik PCR yontemlerine oranla oldukga kisa stirelerde (20-30 dakika) ve kantitatif
olarak elde edilmektedir. Real-Time PCR yodnteminde Klasik PCR metoduna
nazaran daha az miktarda (1-2 pl) DNA kullanilarak daha hassas ve dogru sonuglar
elde edilmektedir. Real-Time PCR yonteminde tiim islem kapali bir PCR tiipi
icerisinde ve tek seferde gerceklestigi icin kontaminasyon (bulasma) riski Klasik
PCR metoduna gore ¢ok daha diisiikttir. Real-Time PCR sisteminde yapilan islemin
dogrulugunu test etmek ve tek bir DNA fragmentinin cogalip c¢ogalmadigini
anlamak icin Thermal Melting (Erime Egrisi) calismasi da yapilmaktadir. Ayrica
Real-Time PCR sisteminde tiim PCR asamalar: bir bilgisayar ekrani aracilig ile
kontrol edilebilmekte ve islem istenildiginde durdurulabilmektedir. Real-Time
PCR yonteminin Klasik PCR yontemine bir diger ustiinligide kantitatif sonuglarin

daha giivenilir sekilde elde edilmesine imkan vermesidir.

Real-Time PCR metoduyla patojenlerin tani ve tespitleri iki sekilde
yapilmaktadir. Bunlardan ilki DNA’ ya spesifik olmayan ve DNA zincirleri arasina
baglanarak 1s1ma veren SYBER GREEN adi verilen boyalarla yapilmaktadir. Ikinci
yontem ise DNA’ ya spesifik olan problarla (Tagman, Molekiiler Beacon, Scorpion
vb.) yapilmaktadir. Bu calismada patojenlerin tani ve tespitleri icin DNA’ ya

spesifik Tagman prob sistemi kullanilmistur.

Real-Time PCR metodunun dezavantajlar1 arasinda bu yontemin su an i¢in
ekonomik olmamasi, Real-Time PCR islemi icin SYBER GREEN gibi DNA’ ya spesifik
olmayan flouresan boyalarin kullanilmasi durumunda yanlis baglanmalardan
dolay1 bazen tutarsiz sonuglar elde edilmesi, yeterli teknik bilgi ve iyi yetismis

eleman ihtiyaci duymasi gosterilebilir.

Real-Time PCR Yontemin kolayligi, tan1 ve tespitlerin hizh, giivenilir ve
hassas sekilde gerceklestirilebilmesi, direkt bitki dokularindan tespit

yapilabilmesi, bitki patojeni bakterilerin tani ve tespitlerini gergeklestirmek
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amacilyla son yillarda yontemin kullaniminin yayginlasmasinda onemli rol
oynamistir. Real-Time PCR ile giiniimiize kadar cgesitli bitki patojeni bakterilerin

tan1 ve tespitleriyle ilgili baz1 ¢calismalar tamamlanmistir.

Schaad vd (1999), Patetes halka ¢tirtikliigii etmeni Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus (Cms)’ un patates yumrusundan Tagman Bio-PCR ile tani ve

tespitini gerceklestirmistir.

Basim ve Basim (2009), Asma da Pierce's Hastalik etmeni Xylella fastidiosa’
icin gelistirdikleri EBXY1- EBXY2Z primer c¢ifti ve Tagman probu kullanarak,
oldukca kisa siirede direkt bakteriyel hiicreden ve hastalikli asma dokusundan

patojenin tanisini ve tespiti yapmislardir.

Weller vd (2000), Tagman Real-Time PCR ile bir¢ok iiriinde bakteriyel
solgunluk hastalik etmeni Ralstonia solanacearum’un RS primer ve prob seti (tiim
biovarlar) ve B2 primer ve prob setini (biovar 2A) kullanarak patates
yumrusundan tespitini gerceklestirmislerdir. Arastiricilar patates yumrusundan
elde edilen bakteriyel soliisyondan, gelistirdikleri yontemin hassasiyet limitinin

102 cfu/ml oldugunu bildirmislerdir.

Luo vd (2008), Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’ in tohumdan
tespiti amaciyla canli ve 6lii bakterilerin, DNA’ ya baglanan ethidium monoazide
(EMA) ve Tagman prob kullanarak ayrimina dayali Real-Time PCR yontemi
gelistirmislerdir. Yontem bakteriyel konsantrasyonun 107 cfu/ml ve asagisi oldugu
durumlarda 1pg/ml EMA (Ethidium Monoazide) kullanarak canh bakterileri
Olilerden ayirabildikleri, metodun hassasiyet limitinin ise 103 cfu/ml oldugu
bildirilmistir. Arastiricilar gelistirilen yontemin Bio-PCR ile birlikte kullanilmasi

durumunda patojenin tohumdan tespitinde daha etkili olacagini da vurgulamistir.

Benlioglu ve Ozyilmaz (2007), Flouresan boyalar ile isaretli Molekiiler
Beacon probe kullanarak Flouresan PCR ile patojeni saptayabilmislerdir. Klasik

PCR sonugclar ile karsilastirilan Flouresan PCR sonuglarinin birbirleriyle % 100
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uyumluluk gosterdigi ve testin duyarliliginin 10 bakteri/ml diizeyinde oldugunu

bildirmislerdir.

Bellis vd (2007), Yumusak ¢ekirdekli meyve agag¢lar1 (elma, armut, ayva...) ve
ciceklerde ates yaniklig1 hastalik etmeni Erwinia amylovora’ y1 Real-Time PCR i¢in
gelistirdikleri Scorpion probe ve E3-E4 primer c¢ifti ile tespit edebilmislerdir.
Arastiricilar Erwinia amylovora’ nin bu yontem kullanilarak tespitinde hassasiyet
limitlerinin 3,4x10% cfu/ml (bakteriyel siispansiyon) ve 10# cfu/ml (direkt yaprak

dokusu) oldugunu bildirmislerdir.

Vandroeme vd (2008), Cilek koseli yaprak lekesi hastalik etmeni
Xanthomonas fragaria’ nin direkt yaprak dokusundan hassas tespiti i¢cin Real-Time
PCR metodunu kullanmislardir. Calismada bakteriyel patojenin 100 mg yaprak
dokusunda 3x102 cfu/ml konsantrasyona kadar tespit edilebildigi bildirilmistir.
Yalniz arastiricilar gelistirdikleri yontemin Xanthomonas campestris pv. campestris

ile Xanthomonas fragaria’ nin ayriminda guivenilir olmadigini da agiklamislardir.

Patojenlerle miicadele de erken donemde dogru, giivenilir ve hassas tani ve
tespit blyik Onem arz etmektedir. Bu nedenle, bu c¢alismada Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) ve Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria (Xav)’ nin tohumdan, bakteriyel hiicreden ve hastaliklh  bitki
dokularindan direkt tani ve tespitlerini gergeklestirmek icin Real-Time PCR
primer-prob ve yontemi gelistirilmistir. Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’ in Real-Time PCR ile tani ve tespitlerini gerceklestirmek amaciyla
primer ve prob seti gelistirilmistir. pCM2 plasmidi tlizerinde yer alan ve
patojenisiteden sorumlu 843 bp’ lik pat-1 gen dizisi dikkate alinarak HBCMML : 5’
GGCTAGCGG TGAGGTCTTC 3’, HBCMMR: 5 TTTGGTTCCGGCTACCTG 3’ primerleri
ve Tagman: 5" GGCCAGGA 3’ probu gelistirilmistir.

Cmm’ nin tohumdan ve bakteriyel hiicreden, birbirinden farkhliklar: Pulsed
Field Gel Electrophoresis (PFGE) ile belirlenmis strainlerden ve hastalikl

dokulardan Real-Time PCR ile tani ve tespiti icin 73 bp’ lik bir amplifikasyon tirtini
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elde edilmistir. Bu PCR iirtinii Cmm disindaki farklh bitki patojeni bakterilerden ve
domates genomik DNA’ sindan ¢ogaltilamamistir. Real-Time PCR yonteminin Cmm
icin hassasiyet calismalar1 da gergeklestirilmistir. Gelistirilen metodunun Cmm igin
tohumdan hassasiyet limiti 1 bakteri, direkt bakteriyel hiicreden hassasiyet limiti 1
bakteri ve saf genomik DNA’ dan ise 10 pg olarak bulunmustur. Bu elde edilen
hassasiyet limitleri Cmm’ nin tan1 ve tespitine yonelik daha 6nce Klasik PCR ve
Real-Time PCR ile elde edilen hassasiyet limitlerine gore daha basarilidir ve ¢ok

daha kisa stlirede islemler tamamlanabilmektedir..

Bitki patojeni Xanthomonas tirlerinin klasik bakteriyolojik metodlar ile
tespiti ve tanisinda, secici besi kiiltiirtinde gelistirilme, cesitli biyokimyasal testler,
serolojik ve patolojik testlerin uygulanabilmektedir (Seattler vd 1989, Schaad
1988). Ancak bu testlerin olduk¢a uzun zaman almasi ve bazi durumlarda kesin
sonu¢ vermemesi sebebiyle ntikleik asit temelli yontemler daha hizli ve givenilir

olmasindan dolayi tercih edilmektedir.

Klasik PCR yontemi ile Xav’ nin tanisinda patojenisite ve hipersensitif
reaksiyondan sorumlu hrp gen salkimindan gelistirilen RST2 (5
AGGCCCTGGAAGGTGCCCTGGA 3") ile RST3 (5' ATCGCACTGCGTACCGC-GCGCGA 3",
RST9 (5' GGCACTATGCAATGACTG 3') ile RST10 (5'AATAC-GCTGGAACTGCTG3") ve
RST21 (5'GCACGCTCCAGATCAGCAT-CGAGG 3" ile RST22 (5'
GGCATCTGCATGCGTGCT CTCCGA 3’) primer ciftleri yaygin olarak kullanilmaktadir
(Leite vd 1994).

Bu c¢alismada, Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin Real-Time PCR
ile tan1 ve tespitlerini gerceklestirmek amaciyla primer ve prob gelistirilmistir. hrp
gen salkiminda yer alan 2601 bp’ lik hrpB geni bu amagla kullanilmistir. Gelistirilen
primer ve prob dizisi HBXAVL :5° CAGGTCTCTGTCGCACTC 3’ , HBXAVR: 5
GAAAAGCAGGGTCGGTCAT 3’ ve Tagman prob : 5’ GCAGCAGA 3’ dir.

Xav’ nin tohumdan, bakteriyel hiicreden, farkli Xav strainlerinden ve

hastalikli bitki dokularindan Real-Time PCR ile tanisi ve tespiti i¢in 69 bp’ lik bir
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PCR iiriini elde edilmistir. Bu PCR iiriinii Xav disindaki farklhi bitki patojeni
bakterilerden ve domates ile biber genomik DNA’ sindan ¢ogaltilamamistir. Real-
Time PCR yo6nteminin Xav igin hassasiyet c¢alismalar1 da gerceklestirilmistir.
Gelistirilen metodun Xav i¢cin tohumdan hassasiyet limiti 2 bakteri, direkt
bakteriyel hiicreden hassasiyet limiti 2 bakteri ve saf genomik DNA’ dan ise 10 pg

olarak bulunmustur.

Real-Time PCR yontemi ile tohum tlizerinde bulunan 6li bakteriler tespiti de
miimkiin olabilmektedir. Bu nedenle tohum {izerinde sadece canl olarak bulunan
bakteriyel patojenlerin tespiti icin Real-Time Bio-PCR islemi gerceklestirilmistir.
Hem Cmm hemde Xav icin gerceklestirilen Real-Time Bio PCR ile patojenler

seyreltilen stok ¢ozeltiden 10-3 cfu/ml konsantrasyona kadar tespit edilmislerdir.

Bu calismada gerek Cmm gerekse Xav’ nin tani ve tespitleri i¢cin elde edilen
Real-Time PCR sonuclariyla, daha once farkh bitki patojeni bakterilerin tani ve
tespitleri icin elde edilen sonuclar karsilastirildiginda bu calismada gelistirilen
yontemle patojenlerin tespitindeki hassasiyet limitlerinin daha distik ve ¢ok daha
hizli gerceklestirilebildigini ortaya c¢ikarilmistir. Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis ve Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin Real-Time PCR ile
tohumdan, bakteriyel hiicreden ve hastalikli bitki dokularindan direkt tani ve
tespitleri gerceklestirilmistir. Domates bakteriyel benek hastalik etmeni
Pseudomonas tomato (syringae) pv. tomato’ nin Real-Time PCR ile tani ve tespiti
daha o6nce Basim ve Basim (2007) calismalar ile gerceklestirilmistir. Basim ve
Basim’ 1n (2007) ¢alismalar1 ve bu ¢alisma ile birlikte, tim domates tohum kokenli
bakteriyel patojenlerin Real-Time PCR ile kisa siirelerde (20-30 dk) hizl, glivenilir

ve hassas bir sekilde tani ve tespitleri miimkiin olabilmistir.
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6. SONUC

Diinyada yetistiricilik yapilan alanlarin sinirlarinin zorlanmis olmasi ve bu
alanlardan elde edilen iirtin miktarinin insan beslenmesi i¢in yetersiz kalmasi bilim
cevrelerini harekete gecirmis ve birim alandan daha fazla triin alma ugrasi
baslamistir. Domateste besin olarak kullanilan sebzelerin en basinda yer
almaktadir. Tiirkiye’de Diinya domates tiretiminde Cin ve ABD’ den sonra 3. sirada
yer almaktadir. Tiirkiye domates iiretiminde bu denli 6nemli bir konuma sahipken
bu bitkinin yetistiriciliginde viral, fungal ve bakteriyel patojenlerin neden oldugu
kayiplar o6nemli boyutlardadir. Domateste hastalik olusturan bakteriyel
patojenlerden Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ve Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria, bu ¢alismada ele alinmis, bu patojenlerin hizli tan ve

tespitleri i¢in etkili glivenilir ve hassas bir yontem gelistirilmistir.

Bu hastalik etmenlerinin tohum kokenli olmasi ve bunlarin ekimlerinden
once tohumdan dogru ve hizli bir sekilde tespiti, bu hastalik etmenleri ile
miicadelede son derece énem arz etmektedir. Ulkemizin ciddi bir hibrit tohum
ithalatgisi, ayn1 zamanda bir ¢ok yerli tohum 1slah firmasi tarafindan tretilen sebze
tohumu potansiyeli ve bolgemizde 60 dan fazla fide tliretim firmasinin hemen
hemen Tiirkiye’ nin sebze fidesi iretim ihtiyacin1 karsiladigi diisiiniildiiglinde
hastalik etmenleri ile bulasik tohumlarin tilkemizde liretimde kullanilmadan 6nce
hizli, hassas ve giivenli bir sekilde tespiti patojenle miicadele sansini

arttirabilecektir.

Bu calismada domates tohum  kokenli bakteriyel patojenlerinden
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile Xanthomonas axonopodis pv.
vesicaoria’ nin olduk¢a hassas ve hizli sonug¢ veren Real-Time Bio-PCR ile

tohumdan ve hastalikli bitki dokularindan tani ve tespitleri gerceklestirilmistir.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) ve Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria (Xav) tohum kokenli bakteriyel batojenlerdir. Bu

calismada Cmm ve Xav’ nin labaratuvar kosullarinda suni yollarla bulastirilmis
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domates ve biber tohumlarindan tanisi ve tespitleri gerceklestirilmistir. Elde
edilen sonuglarin pratige aktarilmasi agisindan dogal infekteli tohumlardan bu
patojenlerin tespitlerinin yapilmasi faydali olacaktir. Yine bu calismada test edilen
8 Xav straininden 2 tanesi lilkemizden izole edilmis olandir. Bu nedenle daha sonra

yapilacak calismalarda daha fazla Tiirk izolati ile calisilmasi yararl olacaktir.

Bu ¢alismada gelistirilen yontemin yayginlastirilmasi sonucunda daha kisa
siirede Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis  ve Xanthomonas
axonopodis pv. vesicaoria’ ile bulasik tohumlarin tespiti miimkiin olabilecek, fide
tretiminde ve sonucta bitkisel Giretimde temiz tohum kullanimi saglanarak tohum
kokenli domates bakteriyel hastalilk etmenlerinin olusturacagi hastalik
kayiplarinin 6ntine gecilmesine buiyiik katki saglanabilecektir. Ayrica bu ¢alismada
gelistirilen primer, prob ve RT-PCR yontemi Cmm ile Xav’ nin kesin ve glvenilir

tanisi calismalarina 6nemli katki saglayabilecektir.
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