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OZET

AKDENIiZ BOLGESI’ NDE ORTUALTI DOMATES URETIMINDE
KULLANILAN YAYGIN DOMATES CESITLERININ DOMATES
BAKTERIYEL SOLGUNLUK VE KANSER HASTALIK ETMENI Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’ E KARSI DAYANIKLILIK
REAKSIYONLARININ BELIRLENMESI

Serkan UYAR
Yiiksek Lisans Tezi Bitki Koruma Anabilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Hiseyin BASIM

OCAK 2011, 78 sayfa

Bu calismada, Akdeniz Bolgesi’ nde oOrtu altinda yaygin olarak yetistirilen bazi
domates c¢esitlerinin bakteriyel Solgunluk ve Kanser hastalik etmeni Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis’ e karsi dayaniklilik reaksiyonlari belirlenmistir.

Arastirmada bitki materyali olarak Antalya ilindeki ticari domates fidesi Ureten
firmalardan temin edilen 93 farkl yerli domates ¢esidine ait fideler kullanilmistir. Fideler
gelistirme odasinda 18 saat 1siklanma suresi ile 8 hafta suresince ginduz sicakligi 25

°C, gece sicakligi ise 18 °C sicaklikta gelistirilmistir.

inokulasyona hazir hale gelen bitkilere, Antalya’ nin Aksu ilgesinden izole edilen
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 10 straini  (1x10® cfu/ml) petiol

kesilerek insulin ignesi ile inokule edilmigtir. Bitkiler, hastaligin duzgun seyri igin



gelistirme odalarina (Bitki Koruma Bélimii Kontrollii iklim Odalari) aktarilarak giindiiz-

gece sicakhidi 26/18 °C’ de gelismeye birakiimistir.

Hastalik siddetinin belirlenmesinde Bakteriyel Solgunluk ve Kanser Hastalik
etmeninin tipik simptomu olan solgunluk oOlgut alinmistir. Hastaliga ait simptomlar 17.
gunden itibaren gb6zlenmeye baslanmistir. Yapilan c¢alismada hastaligin bitki
cesitlerindeki seyri inokulasyon sonrasi 28’ inci ginde yapilan kontrolle 1-5 skalasina

gore analizi yapilmistir.

Elde edilen veriler 1-5 skalasina gore degerlendirilmigtir. Cesitlerin tamaminda
buydme ucu oldugu icin degerlendirme skalasinda 1. skala degerinde yer almistir.
Arastirma sonucuna gore test edilen 93 farkli domates ¢esidinin tamaminin Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis’ e kargi dayaniksiz oldugu tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Domates, Domates Bakteriyel Solgunluk ve Kanser Hastaligi,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Dayaniklilik

JURI: Prof. Dr. Hiseyin BASIM (Danigsman)
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ABSTRACT
THE RESISTANCE REACTIONS OF COMMON
TOMATO VARIETIES USED IN THE PRODUCTION OF GREENHOUSE
TOMATOES IN MEDITERRANEAN REGION OF TURKEY AGAINST Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis CAUSAL AGENT
OF BACTERIAL CANKER and WILTING DISEASE OF TOMATO
Serkan UYAR
M. Sc. Thesis in Plant Protection
Adviser: Prof. Dr. Huseyin BASIM
January 2011, 78 Pages

In this study, the resistance reactions of tomatoes grown commonly in
greenhouse cultivation in Mediterranean Region of Turkey were determined against
Bacterial Canker and Wilting of Tomato Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis.

In the research, 93 different domestic types of tomato seedlings provided by the
commercial companies producing seedlings in Antalya provience were used as plant
producing materials. The seedlings were cultivated for 8 weeks with 18 hours of light

and 18 °C at night exposure at 25 °C in growth chamber.

The plants have been inoculated with bacterial suspensions (1x10® cfu/ml) by
infiltrating the bacteria into excised-petiole with 1 ml plastic syringe with a 27-gauge
needle. The plants were kept at the temperature of 26 °C/18 °C day/night temperatures,

respectively in growth chamber.

The wilting which is a typical symptom of Bacterial Wilting and Cancer Disease
was taken as a scale for indicating the intensity of disease. The symptoms of disease

had been observed starting from the 17th day. In this study, the progress of disease in



the different varieties is evaluated by the observation done based on 1-5 scale in the

28th day after inoculation.

Based on the observation on the desiccation sites of the leaflets, the resistance
reactions of the varieties were ranked in the 1st in the scale. In conclusion, it has been
determined that all of the 93 different varieties were susceptible to Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis.

KEY WORDS: Tomato, Tomato Bacterial Wilting and Cancer Disease, Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis, Resistance

COMMITTEE: Prof.Dr. Huseyin BASIM (Adviser)
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ONSOz

Bu galisma kapsaminda Akdeniz Bolgesinde ortualtinda yaygin olarak yetistirilen
domates cesitlerinin Bakteriyel Solgunluk ve Kanser hastalik etmeni Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’ e kargl gosterdigi dayaniklihk seviyeleri
belirlenmigtir. Calismanin tamami Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki koruma
BoIUmU’ nde gergeklestiriimistir.

Tez konumun belirlenmesinde, galismalarin ve sonuglarin degerlendiriimesinde
degerli katkilarini esirgemeyen, bana kargi gostermis oldugu sabir ve ilgiden dolayi
sayin hocam Prof.Dr. Huseyin BASIM’ a tesekkuru bir borg bilirim.

Bu tez calismasini destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Birimine, yabanci menseli domates c¢esitlerini temin etmemi saglayan Tomato Genetics
Resource Center a, yine calismalarim boyunca bana her ydnden destek olan
arkadaslarima ve bu suregte bana gosterdikleri 6zveri ve verdikleri destekten dolayi

aileme tesekklr ederim.
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1.GIRIS

Dinya ndfusunun glnden glne hizli bir sekilde artmasi birgok sorunu
ortaya cikarmistir. Bu sorunlardan bir tanesi de niufusun beslenme ihtiyacinin
kargilanmasidir. Gunumuzde mevcut tarim alanlarinin sinirlarinin - daralmis
olmasi ve tarimsal arazilerin miktarinin  arttirlmasinin  neredeyse
imkansizlagsmasi, bilim ¢evrelerini harekete gecgirmis ve birim alandan daha fazla

urun elde etme cabalarina sokmustur.

Tahminlere gore global sebze Uretimi son 10 yilda %56 artis gostererek
893.432.504 tona ulagmigtir. 2010 yilinda ise 1 milyar tona ulasmasi
beklenmektedir. 1995-2005 vyillari arasinda sebze ekilen alanlar %42 artmisg,

gunumuzde 52 milyon hektar olmustur (Anonim 2007-b).

Akdeniz Ulkelerinin toplam sera alani 168.200 hektardir. Bunun yaklasik
29.954 hektari Tuarkiye’ de bulunmaktadir. Toplam sera varligi bakimindan
Turkiye, Ispanya (26.300 ha) ve italya’ nin (26.500 ha) dniinde yer almaktadir.
Ancak, Hollanda 10.500 hektarllk cam sera varligi ve modern isletme
yontemleriyle seracilikta dnde gitmektedir. Yaklasik 50 yili askin bir ge¢gmisi
olan ulkemiz seraciligi ¢ok hizli bir gelisme ile 29.954 hektarlik alanda buyuk bir
sektdr olmustur. Ozellikle, buylk sermayenin bir kisminin bu sektdre kaymasi
ile son 10 yil icerisinde sektorun blUylme hizi, tarimin diger alanlan ile
kargilastirildiginda ¢ok ciddi bir ivme kazandidi ortaya ¢ikmaktadir. 1997 yilinda
20.000 hektar olan toplam sera alani %33’ luk artig ile 2001 yilinda 29.954

hektara ¢ikmistir ve artis devam etmektedir (Anonim 2007-a).

Tarkiye'de ortlalti yetigtiriciligi ilk defa 1940° h yillarinda Antalya da
kurulan seralarda baslamistir (Abak ve Ertekin 1985; Tekinel ve Baytorun
1990). Ortlialti yetistiriciliginin ilk yirmi yilini kapsayan devrede gerek 6rtii alti

(sera) alanlarinin, gerekse sayilarinin ¢gok az oldugu goértlmektedir.



Plastigin 1970li yillardan itibaren orti materyali olarak kullaniimasi ile
ortualti alanlarindaki gelismeler hizlanmistir. 1960 yilinda 10 030 dekar olan
toplam sera alani yillik ortalama % 10-15 artarak 1990 yilinda 78 211 dekara
ulasmistir (Karatas ve Besiroglu 1992).

Tarkiye de 1996 yili sonu itibariyle ortl altinda sebze yetistirilen alanlar
379 870 dekar olmustur. Bunun 160 267 dekar alani sebze yetistirilen seralar,
219 603 dekar alan turfandacilik yapilan algak ve ylksek plastik ttnellerdir.
Toplam sera alaninin % 23’ 0 36 899 dekar cam sera ve % 77si olan 123 368
dekar plastik sera alanidir. Turkiye’de cam seralarda yetistirilen sebze tirleri
icinde birinci sirayl 16 603 dekar (% 48,2) ve plastik seralarda yetistirilen sebze

turleri igcinde yine birinci siray1 57 682 dekar (% 51,8) ile domates almaktadir.

1960’ tan buglne dunyada domates Uretimi %300 artmigstir. Domates,
dinyada en c¢ok Uretilen, tuketilen ve ticarete konu olan tarim drunlerinin
basinda gelmesi, insan beslenmesinde vazgecilmez Urunlerden olmasi ve gida
sanayinde dondurulmus, konserve, salca, ketgap, tursu gibi ¢ok ¢esitli kullanim
alanlarina sahip olmasi nedeniyle onemli sebzelerin basinda gelmektedir.
Domates dunyada birgok uUlkede yetigtiriimekle birlikte, Turkiye uygun iklim
kosullari nedeniyle domates Uretiminde dnemli Ulkelerden biridir. Gida sanayi
icinde en onemli hammaddelerden biri olan ve ¢ok genis bir kullanim alani
bulunan domates ile ilgili sanayilerin basinda, meyve ve sebze isleme sanayisi
gelmektedir. Bu sanayinin tum alt dallarinda da domates hammadde olarak
kullaniilmaktadir. Bunlar: Meyve ve sebze konserve sanayisi, salca sanayisi,
meyve suyu sanayisi, dondurulmus meyve ve sebze sanayisi, kurutulmus sebze

ve meyve sanayisi ve diger sanayilerdir (Keskin ve Gul 2004).

Ulkemiz, Birlegsmis Milletler Beslenme ve Tarim Orgiitii (FAO, Food and
Agriculture Organization of the United Nations) 2007 yili verilerine gére 984.603
hektarlik alanda sebze Uretimi yapiimaktadir. Bu alanin 270.000 hektarlik
kisminda domates Uretimi gergeklestiriimektedir. FAO’ nun 2005 yili verilerine

gore ulkemizde 6.625.510 dekar alanda yaklagik 24,5 milyon ton sebze uretimi



yapilmakta ve 1.500.000 tonu sanayi tipi olmak Uzere 9.824.877 ton ile bu

urtnler icinde domates ilk sirayr almaktadir.

Tirkiye istatistik Kurumu’ nun (TUIK) 2006 yili verilerine gore; sebze

Uretimi

icinde, 9.854.877 ton duretim miktariyla domates

ilk sirada yer

almaktadir. Domates’i 5.570.911 ton dretimle kavun ve karpuz, 1.842.175 ton

uretimle biber, 1.799.613 ton uretimle hiyar ve 924.165 ton uretimle patlican

izlemektedir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. 1987-2006 yillar arasinda Turkiye’de yetistirilen sebze

miktari (ton)

Yillar Domates Kavun-Karpuz Biber Hiyar Patlican
1987 5.000.000 5.350.000 750.000 800.000 710.000
1988 5.250.000 5.250.000 730.000 800.000 730.000
1989 5.750.000 4.500.000 853.000 800.000 720.000
1990 6.000.000 4.950.000 900.000 1.000.000 735.000
1991 6.200.000 5.700.000 920.000 | 1.010.000 750.000
1992 6.450.000 5.300.000 954.000 | 1.050.000 750.000
1993 6.150.000 4.900.000 965.000 1.050.000 750.000
1994 6.350.000 5.400.000 1.008.000 1.140.000 810.000
1995 7.250.000 5.400.000 1.080.000 1.250.000 750.000
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 1.560.00 1.740.00 945.00

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




Birlesmis Milletler Beslenme ve Tarim Orguti (FAO, Food and Agriculture

Organization of the United Nations) 2007 yili verilerine gére Dinyada toplam

domates Uretim miktar1 126.090.702 tona ulasmistir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. Dunya genelinde 2000-2007 yillar1 arasinda uretilen domates miktarlari

(ton)
Ulkeler/Yillar 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006
Cin 22.324.767 24.116.211 27.153.121 28.842.743 30.143.929 31.618.462 32.540.040
AB 17.980.856 17.109.192 15.716.991 17.520.238 19.806.171 18.418.743 16.572.655
ABD 11.558.800 10.001.720 12.383.200 10.522.000 12.854.480 10.982.790 11.298.040
TURKIYE 8.890.000 8.425.000 9.450.000 9.820.000 9.440.000 10.050.000 9.854.877
DIGER 47.585.129 46.764.243 49.876.602 50.649.297 53.288.815 55.153.684 56.730.439
Dudnya genelindeki Ulkelerin domates uretim miktarina bakildiginda
Tarkiye, Cin, Amerika Birlesik devletleri (ABD), ve Avrupa Birligi (AB)

ulkelerinden sonra dorduncu sirada yer almaktadir (Sekil 1.1).

HCIN

HABD

L AB

14 DIGER

M TURKIYE

Sekil 1.1. Dinya domates Uretimindeki Ulkelerin toplam tretimdeki paylari
(%) [FAO 2007]



Solaneceae familyasinin Lycopersicum cinsine bagli tek yillik bir bitki olan
Domates icerdigi gesitli mineraller ve vitaminler ile nemli bir besin maddesidir.
Domates, mevcut Uretim potansiyeli ile Ulke igindeki tuketiminin yani sira, hem
taze olarak ve hem de dilimlenmis gsekilde yapilan ihracati nedeni ile Ulkemiz
ekonomisine buylk katkilar saglayabilecek niteliklere sahip bulunmaktadir
(Erkan vd 1992).

Domates yetigtiriciligi ortu altinda ve agik alanda olmak Uzere iki sekilde
yapilir (Sevgican 1999). Ulkemizin tamaminda domates yetistiriciligi
yapiimasina kargin, ekonomik anlamda domates yetistiriciliginin 6nemli oldugu
bolgeler, basta Akdeniz Bolgesi olmak Gzere Ege Bolgesi ve Marmara Bdlgesi’
dir (Keskin ve Ddlekoglu 2005).

Ortl alti tarimin gelismesi ile kltiirel islemlerin yeteri oranda yapilimamasi,
uzun yillar ast Uste ayni bitki kultird yapilmasi, hastalikli materyallerin Gretim
alanindan uzaklastirimamasi, sera havalandirmasinin yanhg yapiligi, ilagh
mucadelenin dogru zamanlarda uygulanmamasinin sonucunda domates uretim
alanlarinda her yil 6nemli oranda hastalik meydana gelmektedir. Dlinyada ve
Tarkiye’ de her yil zararlilar, yabanci otlar ve hastalilk etmenlerinin neden
oldugu urin kayiplari toplam uretimin yaklasik olarak % 35 kadaridir. Fungal ve
viral hastalik etmenlerinden baska, bakteriyel kdkenli patojenler de verim ve
uriin kalitesinde 6nemli dususler meydana getirmektedir. Domates Uretimini ve
verimini olumsuz yonde etkileyen bir¢cok cinse dahil dnemli bakteriyel hastalik
etmenleri bulunmaktadir. Kultur bitkilerinin ¢cogunda oldugu gibi, domates
yetistiriciliginde de birgok hastalik ve zararli, Uretimi tehdit eden unsurlar olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Uretimin arttinimasinda verimli, kaliteli ¢esit secimi
yaninda domates uretim alanlarinin hastalik ve zararlilardan korunmasinin
dénemi blylktir (Erkan vd 1992, Ozgdéz vd 1994). Diinyada bitin hastalk
etmenlerinden dolay! olan verim kayiplarinin yaklagik 500 milyar dolar (USD)
dolayinda oldugu tahmin edilmektedir (Oerke vd 1994).



Antalya ve g¢evresindeki sera domateslerinde Ozellikle 6z nekrozu,
bakteriyel kanser, bakteriyel leke, bakteriyel benek ve yumusak c¢uruklik
etmenleri tarafindan olusturulan bakteriyel hastaliklar énemli Grin kayiplarina
neden olmaktadir (Basim ve Oztiirk 2000). Bu hastalik etmenlerinden Domates
Bakteriyel Solgunluk ve Kanser etmeni Clavibacter michinagenesis subsp.

michinagenensis (Smith) Davis et al.,1984 (Cmm) énemli yer teskil etmektedir.

Bu hastalik etmeninin tohum kokenli olmasi nedeni ile Ulkemizde
uygulanan karantina duzenlemeleri kapsaminda i¢ ve dig karantina listesinde
yer almaktadir. Ozellikle yurt digindan ithal edilen Gretim materyallerinin (tohum,
fide) bu patojenler acisindan incelenmesi zorunludur. Yine Glkemizde 308 sayili
Tohumluk Sertifikasyonuna bagl yonetmelikte adi domates tohumlarinda gecen
bu etmeninin varlhdi ve erken donemde tespiti gok 6nemlidir. Bu patojenin
tohum uzerinde kabul edilebilir limiti sifirdir. Bu sebepten dolay! yurt disindan
ithal edilen Uretim materyalinin bu patojene karsi incelenmesi son derece

onemlidir.



2. KURUMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI

Lycopersicon esculentum, Lycopersicon esculentum Mill.,, Lycopersicon
esculentum var. esculentum, Lycopersicon lycopersicum, Lycopersicum
esculentum, Solanum esculentum, Solanum esculentum Dunal, Solanum
lycopersicon, Solanum lycopersicum L. gibi cesitli sekillerde adlandirilan
domates; Plantae aleminin Magnoliophyta boélumdnin, Magnoliopsida
sinifindadir. Domates bu sinif iginde Solanales takiminin, Solanaceae familyasi
dahilindedir. Solanum genusu i¢inde yer alan domates ginuimuzde taksonomik

olarak Solanum lycopersicum olarak adlandiriimaktadir.

Kaltirh yapilan domatesin anavataninin Gliney Amerikanin orta ve gliney
kisimlari oldugunu bildirmistir  (Jenkins 1948). Bugun kultira yapilan
domateslerin L. hirsitum, L. peruvianum ve L. pimpinellifolium dan
faydalanilarak geligtirildigi, ana materyalin ise L. penivianum oldugu
bilinmektedir. Lycopersicon cinsinin bulunus merkezi Guney Amerika’nin dar
bati serididir. Ekvatorla 30° giiney enlemi arasindaki dar bati seridinin dogusu
And Daglari, batisi ise Buylk Okyanusla cgevrilidir. Avrupalilarin Amerikayi
kesfetmelerinden 6nce domates yetistiriciligine ait hi¢ bir bilginin bulunmamasi
Meksika’ nin dinyaya yayilis merkezi oldugu tezini kuvvetlendirmektedir. Kiraz
domateslerinin bugunkud kultir domateslerinin atasi oldugu tartisma kabul
etmemektedir. Domates ile daha 6nce gida olarak kullanilan Physalis alkekengi
(cilek domatesi) nin birbirine genel olarak benzemesi domatesinde besin
maddesi olarak Meksika da ilk defa kullanildii tezini ortaya cikarmistir.
Domates buradan Avrupa'ya Avrupa’dan da dunyanin diger merkezlerine
yaylimistir. Domates Meksika dilinde Tomana olarak adlandiriimaktadir. Bunun

disinda Cennet elmasi, Ask elmasi, Peru elmasi gibi isimlerle de aniimaktadir.

L. esculentumun kromozom sayisi 12 olup L. pimpinellifoliumla kolayca
melezlenir. L. hirsitumla ¢aprazlanabilirse de F1 ddlleri kisirdir. L. peruvianum

polenleri ile L. esculentum dollenirse genellikle Partenokarpik meyveler gelisir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Plantae
http://tr.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
http://tr.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Solanales&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Solanaceae

Buglin domates Kuzey ve Guney yarim kirede ¢ok buydk alanlarda

uretilmektedir. Domatesin Ulkemize Adana’dan girdigi tahmin edilmektedir.

Domates, anavatani Glney ve Orta Amerika olan, biber, patlican ve
patates ile yakin akraba, tek yillik, ¢ift cenekli, otsu bir bitkidir. Bitkinin tirtikl
kenarlara sahip 5-9 yaprakcik barindiran pinnat yapraklarinin boyu 10-25
santimetre arasinda degisir. Bazi durumlarda tuylu yapidaki yaprakgiklarin
boylari 8 santimetreye kadar c¢ikabilmektedir. Cicekleri bes kolludur ve 1-2
santimetre ¢apinda ta¢ yapraklar bulundurur (Acquaah 2002). Domatesin kuguk
sarl meyveler veren atasi Lycopersicon cerasiforme’ nin ilk kez Aztekler
tarafindan Meksika’ da kdltire alindigina dair deliller mevcuttur. Domatesi

Avrupa’ ya ispanyol kasiflerin getirdigi diisiinilmektedir (Anonim 2008-a).

Domatesin hasat edilen kismi, rengi likopen birikimine bagli olarak saridan
koyu kirmiziya kadar degisen meyvesidir. Meyvenin sekli ve buyuklugu
domatesin c¢egsidine gore degisiklik gostermektedir. Meyvelerin c¢aplari 2-15
santimetre arasindadir. Meyveler A, C vitaminleri ve potasyum agisindan
oldukga zengindir (Rhodes 2008) (Cizelge 2.1). Domatesin insanlar tarafindan
en fazla Uretilen ve tiketilen tarimsal Grin olmasi (Anonim 2007-b), taze
tiketilebilmesinin yaninda pek ¢ok farkli drtine iglenebilirligi, yiksek vitamin ve
mineral igerigi goz onune alindiginda insan saglgi agisindan 6nemi daha iyi

anlasllir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/G%C3%BCney_Amerika
http://tr.wikipedia.org/wiki/Orta_Amerika
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bitki

Cizelge 2.1. Ortalama buyuklukte (123 g) olgun bir domatesin Birlesik Devletler

Tarim Bakanhgi (USDA, United States Department of Agriculture)

Milli Gida Standart Referans Veritabani’ na gore kimyasal igerigi
(Anonim 2008-c)

Genel Kompozisyonu Mineral igerigi Vitamin icerigi Aminoasit igerigi
Su 116,23 g Kalsiyum 12mg |C vitamini 15,6 mg Triptofan 0,007 g
Enerji |22 kcal |Demir 0,33 mg (Tiamin 0,046 mg |Treonin 0,033 g
Protein |1,08g |Magnezyum |14 mg |Riboflavin 0,023 mg |izolésin 0,022 g
Toplam yag 025 g Fosfor 30 mg |Niasin 0,731 mg |Loésin 0,031g
Doymus 0,034 g |Potasyum 292 mg |Pantotenik asit 0,109 mg |Lizin 0,033 g
Tekli o o
doymamis 0,038 g [Sodyum 6 mg B-6 vitamini 0,098 mg |Metionin 0,007 g
Goklu _ "
doymamis 0,102 g (Cinko 0,21 mg |Folat 18 ug Sistin 0,011 49
Fitosterol 9 mg Bakir 0,073mg |Kolin 8,2 mg Fenilalanin {0,082 g
Kl 0,61g [Mangan 0,14 mg |Betain 0,1 mg Tirozin 0,017 g
Seker 4,829 |Flor 2,8 ug |B karoten 552 ug Valin 0,022 g
Diyet lif 154 a karoten 124 ug Arjinin 0,026 g
Glukoz 1,54 ¢ A vitamini 1025 1U Histidin 0,017 g
Fruktoz 1,699 Likopen 3165 mg Alanin 0,033 g
E vitamini 0,66 mg Aspartikasit {0,166 g
K vitamini 9,7 ug Gll.Jtamik 0,5304¢
asit
Glisin 0,023 g
Prollin 0,018¢g
Serin 0,032¢g




2.1 Patojenlere Karsi Bitkilerde Savunma ve Antioksidanlar

Bitkiler patojen saldirilarindan kendilerini korumak i¢in birgcok savunma
mekanizmasina sahiptir. Bu savunma mekanizmalari bazi patojenler igin
caydirict bir rol oynar iken bazi patojenler icin etkisiz kalmaktadir. Bunun

sonucunda da hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir.

Bakteriler, funguslar, virusler ve nematodlar gibi birgok organizma igin
besin kaynagi olan bitkiler, patojenlerden soyutlanamazlar fakat kaginilmaz olan
patojen saldirilarini algilamak ve karsi koymak igin evrim surecinde uygun
savunma stratejileri gelistirmislerdir. Bitkiler patojen istilasina etkili bir bicimde
durdurabilmek icin yapilarinda varolan fiziksel ve kimyasal engeller kadar,

patojen atag@i ile aktive olan, uyarilabilir savunma tepkilerini de kullanirlar.

Bitkiler farkl stres faktorlerine karsi ayni veya benzer savunma
mekanizmalari gelistirmiglerdir. Bitkiler stresi ya tolere etmekte yada ondan
kaginmaktadirlar. Stres faktorleri yapisal ve metabolik hasarlara neden
olmaktadirlar. Bu hasarlar tersinir ya da geri donusimsuz olabilirler. Bu yuzden
bitkiler sekonder metabolitlerin yani sira bagka savunma yollari geligtirmislerdir.
Bunlar dehidrin veya PR proteinleri gibi spesifik proteinler, fenilpropanaoid
yolunun aktivasyonu, reaktif oksijen tlrlerin olusumu, antioksidanlarin
aktivasyonu, thionin, thaumatin, kitinaz, glukanaz gibi PR proteinleri,
fitoaleksinler, dustik molekul adirlikhi fenolikler, savunma enzimleri ve dusuk
sicaklik, agir metaller, ozmotik stres, ozon ve patojen gibi stres faktorlerine
karg! sentezlenen diger savunma faktorleri, programlanmig hucre olimu olan
HR, SAR vs.’dir (Plaz 2003).

Bitkilerin hastalik etmenlerine kargi olusturduklari savunma mekanizmalari

genel dayaniklilk, 6zel dayanikhlik ve antioksidanlar adi altinda 3 baslik

seklinde incelenir.
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Genel dayanikhlik; Birgok bitki tiri bazi hastaliklara karsi dogal olarak
dayaniklihk gosterirler. Genelde bir bitkide hastalik olusturabilen bir etmen
baska bir bitkide herhangi bir hastalik olusturmayabilir. Bu durum genel
dayaniklihk veya temel dayaniklilik olarak adlandiriimaktadir. Bu tip dayaniklilik
uzun omurluadar. Genel dayanikliigin mekanizmasi birgok durumda bitkide
patojen sporlarinin gelismesini, hiucre ve dokulari enfekte etmesini Onleyici
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bitkideki kuatikula, hucre c¢eperinin yapisi,
fenolik bilesiklere ya da hastalik etmeni tarafindan uyarilabilecek bir savunma
sistemine sahip olmasi, o bitkinin hastaliga karsi dayanikli olmasini
saglamaktadir (Ozcan vd 2001).

Ozel dayaniklilik; Konukgu bitkiler hastaliklarin olusturacagi zararlar engel
olmak icin dayanikhlik genlerini gelistirmislerdir. Dayaniklilik geninin Granu olan
proteinler hastalik etmeninin bitkiye girmesi sirasinda salgiladigr sinyal
molekdllerini tanima yetenegine sahiptirler. Bu tanima iglemi bitkinin savunma
sisteminin harekete gegirilmesi bakimindan zorunludur. Sonugta bitki savunma
mekanizmasinin uyariimasi antimikrobiyal etkiye sahip birgok proteinin bitkide

Uretilmesine neden olmaktadir (Ozcan vd 2001).

Genel dayanikhlik ile 6zel dayanikliik arasindaki en 6énemli fark, genel

dayaniklihgin 6zel dayaniklihga oranla ¢ok daha uzun dmurla olmasidir.

Bitki kendisini patojen saldirisindan koruyabilmek i¢in su 6zelliklere sahip

olmalidir:

- Bitki patojenin kendisini konukgu olarak tanimasina firsat

vermemelidir .

- Bitki patojenin igeri sizmasini onleyici silahlara sahip olmalidir.

- Bitki iceriye girmeyi bagarmis patojenlerin gelismesini

onleyebilecek donanima sahip olmahdir.
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Bitki patojen tarafindan etkilense bile patojenin daha fazla yayilarak tim
bitkiyi 6ldiirme olasiligini en aza indirebilecek sistemlere sahip olmahdir (Ozcan
vd 2001).

Yaralanma, patojenik olmayan organizmalarin yanisira virilent olmayan
ve virllent patojenlerle enfeksiyon sonrasinda bitkilerde genel olarak bir
savunma cevabl meydana gelmektedir. Virulent olmayan bir patojen ile
enfeksiyon sonrasinda virtlent patojenler ve nonpatojenlerle interaksiyonda
meydana gelmeyen hipersensitif bir cevap (HR) olustururlar. Bu ylzden farkl iki
sinyal yolu meydana meydana gelmektedir. Bunlardan biri cesitli uyarimlara
kargi olusan genel bir savunma cevabi ve digeri avirllent patojenlere karsi

olusan HR'dir.

Bitkilerde savunma cevaplarinin bir boélimUu ¢esitli fonksiyonel gruplara
ayriimaktadir (Baron vd 1995). ilk olarak Fenilalanin amonyum liyaz (PAL),
Salkon sentaz (CHS) ve Salkon izomeraz gibi fenilpropanoid metabolizmasidir.
Bu metabolizmanin birgok son Urlnu gibi fitoaleksinler, hicre duvari yapisina
katilan lignin gibi dogrudan antimikrobiyal etki gostermektedir. Fenilpropanoid
artnleri farkh biyotik ve abiyotik uyarimlara karsi bitki savunmasinda farkl

rollere sahiptirler.

Konukgu bitkiler hastaliklarin olusturacagi zararlar engel olmak igin
dayaniklilk genlerini gelistirmislerdir. Dayaniklilik geninin Grina olan proteinler
hastalik etmeninin bitkiye girmesi sirasinda salgiladigi sinyal molekullerini
tanima yetenegine sahiptirler. Bu tanima islemi bitkinin savunma sisteminin
harekete gegiriimesi bakimindan zorunludur. Sonugta bitki savunma
mekanizmasinin uyarilmasi antimikrobiyal etkiye sahip birgok proteinin bitkide
Uretilmesine neden olmaktadir (Ozcan vd 2001).

ikinci savunma cevabi hidroksiprolin-zengin glikoproteinler (HRGPs)'in

sentezi ve peroksidazlardir. Bu savunma genlerinin UrUnleri patojenin
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yayllmasini  engelleyen yapisal Dbariyerlerin sentezlenmesinde gorev

yapmaktadirlar.

Uclinci savunma cevabini ise Kitinaz, Glukanaz, Pektinaz enzim
sentezleri olusturmaktadir. Bu enzimler savunma cevaplarinin uyariimasinda
gorev yapan bitki hucre duvarindan endogenik elisitorlerin (uyarici) serbest

kalmasini ve fungusun hicre duvarinin pargalanmasini saglamaktadirlar.

Son olarak cesitli bitki patojen sistemlerinde lipoksigenaz (LOX)
aktivitesinde meydana gelen artigtir. LOX UrUnleri jasmonik asit gibi patojen ve

yaralanmalara karsi olusan genel cevaplardandir (Baron vd 1995).

Ayrica bitki dokularinin UV, yaralanma, don vs. streslere maruz
birakilmasi da fitoaleksin sentezlenmesine neden olmaktadir (Kodame ve Li
1992).

Bitkiler ve patojenler arasindaki interaksiyonda ya basarili bir sekilde
enfeksiyon yada basarili bir sekilde direng meydana gelmektedir (Mansfield vd
1999). Direng sirasinda virus, bakteri veya funguslar ile enfeksiyon sonucunda
enfekte olmus hicrelerin etrafinda bir dizi lokalize cevaplar meydana
gelmektedir. Bu cevaplara hicre 6lumune neden olan oksidatif stres de dahildir.
Bu sekilde patojenler 6lu hucrelerde hapsolmakta ve enfeksiyon bdlgesinden
bitkinin diger bodlgelerine yayilmalari engellenmis olmaktadir. Ayrica lokal
cevaplar sirasinda hucrelerin hicre duvarlarinin yapisinda degisimler meydana
gelmekte bdylece patojenin hiicre igine girisi de engellenmektedir. Fitoaleksin,
PR (Patojen ile baglantili proteinler) proteinleri gibi antimikrobiyal bilesiklerin de
novo sentezi ile de patojenlerin hicreleri enfekte etmesi sirasinda patojene
karsi bir direng olusturulmaktadir. Enfeksiyon sonrasinda olusan sinyallar ile
henlz enfekte olmamis bitki bolgelerinde gen ekspresyonu da uyarilarak lokal

cevaplarin olugmasi saglanmaktadir.
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Sistemik diren¢ (saldirtya ugrayan bitkinin enfeksiyon bolgesinden uzak
dokularda savunma kapasitesini artirmasi) sirasinda fitoaleksin ve PR
proteinlerinin Uretimi gergeklesmektedir. Fitoaleksinler lokal cevaplarin baglica
antimikrobiyal bilesikleriyken PR proteinleri hem lokal hem de sistemik direng

surecinde meydana gelmektedirler (Mansfield vd 1999).

Uyarilabilir bitki savunma mekanizmasi fitoaleksinler, litik enzimler, okside
olan maddeler, hicre duvari lignifikasyonlari ve patojenite ile ilgili birkag proteini

de kapsayan antimikrobiyal maddeleri icermektedir.

Bitkilerde antimikrobiyal bilegikler genel olarak iki gruba ayriimaktadir;
Fitoantisipin ve fitoaleksinler (Mansfield vd 1999). Fitoantisipinler enfeksiyon
oncesinde bitkilerde var olan veya enfeksiyon sonrasinda da meydana gelen
disuk molekul agirligina sahip olan antimikrobiyal bilesiklerdir. Fitoaleksinler ise
bitkiler abiyotik strese veya mikroorganizmalara maruz kaldiktan sonra bitkilerde
hem sentezlenen hem de biriken dusuk molekul agirhgina sahip antimikrobiyal
bilesiklerdir. Fitolakesinler enfeksiyon bdlgesinde birikirler ve in vitro ortamda
bakteri, fungus geligsimini inhibe etmektedirler. Bu ylzden fungus ve bakteri
tarafindan meydana gelecek olan hastaliklara kargi savunma bilesikleri olarak

kabul edilmektedirler.

PR proteinleri bitkilerde patojen enfeksiyon sonucu veya buna benzer
stres kosullarinda sentezlenen proteinlerdir. Sistemik direng olusturmaktadirlar.
PR proteinleri  patojenin  saldirisini, yayillmasini, ¢ok yonluligunu
sinirlandirmakta ve yaralanma, incinme, yuksek osmotik basing gibi diger stres
kosullarinda da olugsmaktadirlar. PR proteinlerinin ilk kez TMV (Tutun Mozaik
Virtsul) ile enfekte edilen tltiin yapraklarinda yapilan ¢alismada hipersensitif bir

reaksiyon sonucunda meydana geldigi tespit edilmigtir (Lonn vd 1999).
PR proteinleri ilk olarak enfeksiyon sonrasinda yuksek bitkilerde

kesfedilmistir. PR proteinlerinin simdiye kadar 14 familyada 40 tlrd bulunmustur

(Lonn vd 1999) (Cizelge 2.2). Bu proteinler interselller alanlarda lokalize olan
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asidik PR proteinleri ve genellikle vakuolde intraselller alanlarda biriken
fonksiyonel olarak asidik PR proteinlerine benzeyen fakat farkli molekuler
agirliklarina ve aminoasid dizilerine sahip bazik proteinler olmak Uzere iki buyuk

gruba ayrilmaktadir ( Legrand vd 1987).

PR proteinleri sistemik direngte bir marker olarak kabul edilmektedir.
Fitoaleksinler gibi in vitro ortamlarda antibakteriyal ve antifungal aktiviteye
sahiptirler (Legrand vd 1987).

Birgok calisma ile baslica iki sinyal yolu oldugu tespit edilmistir (Rojo ve
Solanao 2003). Patojen saldirilarina karsi direng yolu olan SA’ e bagl sistemik

direng ve herbivorlara kargi etkili olan JA’ e bagl direng.

Bitkiler herbivor ve hastaliklarin etkisini azaltabilmek igin de cesitli
savunma mekanizmalari gelistirmiglerdir. Bocek veya patojen saldirilari
bitkilerde savunma mekanizmalarini harekete gecirecek olan endogenik
hormonlarin birikimine neden olmaktadir. SA, JA ve Etilen gibi spesifik bitki
hormonlari ¢odu patojen ve zararli bdceklere karsi sentezlenmektedirler.
Patojenle enfeksiyon sonucunda savunma mekanizmalarini harekete gecirecek
olan sinyaller olusmakta ve buna bagli olarak da lokal ve sistemik antimikrobiyal
savunma olusmaktadir. Ug bitki hormonu SA, JA ve etilen hormonlari patojenle
enfeksiyon sonrasi bitkilerde sinyal olarak gorev yapmaktadirlar (Rojo ve
Solanao 2003).

SA, JA ve etilen patojen enfeksiyonu veya herbivorlarin olusturdugu
yaralanmayla birikirler ve uzak ya da kismen birlikte savunma baglantili genleri
aktive etmektedirler. Direng genleri transkriptleri, enfekte hlicrede ve ¢ogunlukla
etrafindaki hicrelerde birikirler. Bu genler PR proteinleri olarak adlandirilan
kitinaz, glukanaz, defensin, peroksidaz ve fitoaleksin sentez yolunda yer alan

enzimleri kodlamaktadirlar (Rojo ve Solanao 2003).
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Eksojen uygulanan SA’in, gen ekspresyonu ve fitoaleksinler ile aralarinda
PR proteinlerinin de yer aldigi birgcok proteinin sentezini uyardigi bildirilmigtir.
SA birikimi, bitki dokularinda patojene karsi hem lokal savunma tepkilerinin
olusturulmasinda, hem de Sistemik kazanilimis diren¢ (SAR)’in kurulmasinda
gereklidir. Tutin yapraklart TMV inokule edildiginde, SA iceriginin 180 kat arttigi
bulunmustur. SA’e baglh bir diren¢ yolu olan SAR en fazla uyarilan dayaniklilik
mekanizmasi olarak kabul edilmektedir. SA bitkilerde hareketli bir molekdl
olmasina karsin, SAR i¢cin mobil bir sinyal olma 6zelligi gdéstermemektedir. Uzun
mesafe taginabilen sinyallerin (lipid turevli sinyaller) algilanmasi, enfekte
olmamis dokularda SA birikimine neden olur; bunun sonucu olarak da
aralarinda PR genlerinin de yer aldigi savunma genlerinin aktivasyonu
gerceklesmektedir (Heil 2002).

Cizelge 2.2 Farkli PR proteinleri (Lonn vd 1999)

PR Proteinleri Uye tipi Ozellikleri
PR-1 Tatan PR-1a Bilinmiyor
PR-2 Tatun PR-2 B-1,3 Glukanaz
PR-3 Tatan P,Q Kitinaz I, I ,IV,V,

VI, VII

PR-4 Tatin R Kitinaz tip 1,11
PR-5 Tatan S Thaumatimn benzeri
PR-6 Domates inhibitorl Proteinaz inhibitori
PR-7 Domates P Endoproteinaz
PR-8 Salatalik Kitinaz Kitinaz 11
PR-9 Tatdn (lignin olusumu peroksidaz ) Peroksidaz
PR-10 Maydanoz-PR1 Ribonukleaz benzeri
PR-11 Tatan sinif V kitinaz Kitinaz tip |
PR-12 Turp Rs— AFP3 Defensin
PR-13 Arabidopsis THI2-1 Thionin
PR-14 Arpa LTP4 Lipid- transfer protein
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Bitkiler patojenden kaynaklanan bazi molekulleri (elisitorleri) algilayarak
savunma tepkilerini baslamaktadirlar. Bu tur biyotik uyaricilar, glikoproteinlerin
dahil oldugu proteinler, polifenoik yag asitleri, kitin ve B-1,3 glukanlardan
tirevlenen fragmentler gibi patojenlerden kaynaklanan ve spesifik olmayan
elisitorlerdir (Heil 2002).

Savunma tepkimelerinin ilk ve 6nemlisi, diren¢ genleri tarafindan spesifik
patojenlerce kodlanan avirulens (Avr) proteinlerin algilanmasidir (Heil 2002). PR
genleri ile olusturulan savunma tepkisi (ayni zamanda gen igin-gen direnci),
saldiri bdlgesinde bulunan hucrelerde hizli nekrozlarin (hipersensitif tepki veya
HR) ortaya cikmasina neden olmakta ve patojenin o bdlgede etkin bir sekilde
sinirlandiriimasi ile sonuglanmaktadir. Yani bitkilerde patojen interaksiyonu
suresince HR’nin dahil oldugu bircok savunma mekanizmalari aktif hale

gelmektedir.

HR hastaliklara diren¢ saglamak icin hizli bir hidcre oOlumu olarak
tanimlanmaktadir. Programlanmis hicre 6liminde enfeksiyon bdlgesinde ve
cevresinde hucre olumu gerceklestirilerek patojenin yayilmasi engellenmektedir
(Heil 2002).

Biyolojik olarak, birka¢ uyariimis sistemik savunma sistemi detayh olarak
tanimlanmistir (Heil 2002). Bunlar nekrotik patojenler tarafindan tetiklenen SAR
patojen olmayan rizobakter strainlerinin koklerde kolonize olmasiyla aktive olan
uyariimis sistemik direng (ISR) ve bdceklerin beslenmesine bagl olarak ortaya
clkan doku hasarlariyla wuyarilan yara uyarimli savunma sistemlerini
kapsamaktadir. Uyarilmig savunma tepkileri, i¢ baglantilari sinyal transduksiyon

yollari agi ile dizenlenmektedir.
Patojenler de bitkilerin bu savunma mekanizmalarina karsin bitki dokulari

icerisinde ilerlemelerini saglayacak sistemler gelistirmislerdir (Mariana vd 2005).

Bunlardan birisi hicre duvarinin yapisinda bulunan yapisal bilesikleri
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pargalayan hidrolitik enzimler (Kitinaz, Pektinaz, Selulaz, Hemiselllaz, Ligninaz)

bir digeri ise toksinlerdir.

Bitkiler ise patojenin bu virllens faktorlerine karsi 6nemli savunma
mekanizmalari gelistirmiglerdir. Bunlar iginde Antioksidanlar, Fenolikler,

Fitoaleksinler, Savunma peptitleri ve proteinleri, HR, SA, JA vs. bulunmaktadir.

Antioksidanlar; Serbest radikaller (Hidroksil radikali, superoksit radikalleri
vs.) oksidatif fosforilasyon sonucu meydana gelirler ve oksidatif hasarlara neden
olmaktadirlar. Serbest radikaller yagam igin gereklidir. Elektron transferi enerji
uretimi ve pek c¢ok diger metabolik iglevde temel olusturur. Ama zincir
reaksiyonu kontrolsliz bir davranig goOsterirse hlcrede hasarlara neden
olmaktadir. Normal kosullar altinda bu serbest radikallerin yikimi ve Gretimi bitki
hdcresi iginde duzenlenmektedir. Buna ragmen cevresel stresler (yuksek 1sik
yogunlugu, herbisitler, patojen saldirilar, kuraklik, tuzluluk, hava kirliligi vs.)
sonucunda serbest radikaller ile antioksidan sistemin aktivitesi arasinda denge
bozulmakta ve protein denaturasyonu, lipid peroksidasyonu, DNA
mutasyonlarini i¢ine alan oksidatif hasarlar meydana gelmektedir (Poontariga
vd 2003).

Serbest radikal, atomik ya da molekiler yapilarda cifttenmemis bir veya
daha fazla tek elektron tagiyan molekullere verilen isimdir. Bagska molekduller ile
¢ok kolayca elektron aligverisine giren bu molekullere oksidan molekuller veya
reaktif oksijen turleri (ROS)’de denilmektedir (Cavdar 1997) .

Bu ylUksek aktiviteye sahip bilesikler (serbest radikaller) kirli havalarda,
radyasyonda (isinim), bitki koruma ilaglarinda, bozulmus gidalarda ve normal
metabolik suregte bulunurlar. Serbest radikaller hicrelere saldirip tahrip
etmektedirler. ik saldirida éncelikli olarak yeni bir serbest radikal olusmakta ve

kontrol edilemeyen zincirleme bir reaksiyon baslamaktadir.
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Reaktif oksijen tirleri reduksiyon ve oksidasyon olaylari sirasinda
kloroplast, mitokondri gibi hicre organellerinde elektron taginimi sonucu bitki

hicrelerinde dusuk dizeylerde meydana gelmektedirler (Mehdy 1994).

ROS aslinda patojen ve herbivor saldirilarina kargi bitkinin savunma
cevabinda 6nemli bir yere sahip olan bilesiklerdir. Oksidatif yaralanma, aktif
programlanmis hucre olumu ve PR proteinleri gibi antimikrobial savunma
suresince meydana gelmektedirler. Son yillarda patojen-bitki interaksiyonu
uzerinde yapilan galismalarda reaktif oksijen turlerinin toksik etkilerini ortadan
kaldiran Askorbat peroksidaz, Katalaz gibi enzimlerin etkili oldugu ortaya
konmustur. Bitki dokularinin patojenle inokulasyonu veya hucre kulturlerine

mikrobiyal uyaricilarin uygulanmasi Hidrojen Peroksit (HZO2 Yin hizh bir sekilde

olusturulmasi ile karakterize edilen oksidatif yaralanmaya neden olmaktadir.

HZO2 hipersensitif hicre 6limu icin bolgesel sinyal olarak gérev yapmaktadir.

Herbivorlar sonucu meydana gelen yaralanma sonucu sistemin meydana
gelmektedir. Sistemin plazma membraninda bulunan reseptérlere baglanarak
hicre igine sinyal gondermektedir. Sinyal sonucu JA sentezledigi, JA ve

HZOZ’de domates yapraklarindaki mezofil hlcrelerindeki savunma genlerini

uyardigi tespit edilmistir (Low vd 1994 , Lamb vd 1997 , Bolwell 1999).

Reaktif oksijen tlrlerinin etkileri uzun sureli olarak kabul edilmekte ve
canlilarda hastaliklara, yaslanmaya neden olmaktadir. ROS gecici olarak
meydana geldikleri gibi enzimatik olarak da meydana gelmektedirler. ROS’nin
enzimatik kaynaklari hem ekstraselller hem de intraselllerdir. Bluyuk ROS
kaynaklari hicre duvarlarinda bulunan peroksidazlar ve aminoksidazlar, plazma
membraninda bulunan NADP oksidaz, mitokondri, kloroplast, peroksizomlarda

bulunan intraselller oksidaz ve peroksidazlardir (Cizelge 2.3) (Bolwell 2002).
Bitkilerde hastalik etmenin olusturdugu sinyalin algilanmasi bitkinin

savunma mekanizmasini aktif hale getirmektedir. Bitki savunmasinda aktif

oksijen olarak adlandirilan Urtnler bitki htcresi tarafindan uretilmeye baslanir.
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Reaktif oksijen Urunleri arasinda H202 ve superoksit anyonlari sayilabilir.

Aktif oksijen tlirevleri bitkide en az dért degisik role sahiptir (Ozcan vd 2001).

Reaktif oksijen tdrleri ilk olarak hipersensitif hlicre 6limine neden
olmaktadir. Hipersensitif, bitkinin sadece patojenin enfekte ettigi bdlgedeki
hdcrelerini dldurmesi olayidir. Hicre oOlumua patojenin sadece enfeksiyonun
oldugu bdlgede lokalize olmasina neden olmakta ve bu sekilde hastaligin

yaylimasi onlenmektedir.

Reaktif oksijen turevlerinin ikinci bir fonksiyonu hastalik etmenine karsi

dogrudan oldirdci etkide bulunmasidir. Bilindigi gibi H, O, yaralarin enfekte

olmasini 6nlemek ve c¢evreyi mikroplardan arindirmak igin kullaniimaktadir
(Ozcan vd 2001).

Reaktif oksijenin bir bagka fonksiyonuda lignifikasyonda rol oynamasidir.
Lignin  olusumu  bitkilerde enfeksiyondan sonra hicre  duvarinin
saglamlagtiriimasi bakimindan onemlidir. Bitkide lignin yapilmasi da hidrojen
peroksit yapimini gerektirir. Gereksinim duyulan hidrojen peroksit bitki

hicresinde enfeksiyona tepki olarak Uretilen HZOZ’dir (Ozcan vd 2001).

Reaktif oksijen turlerinin diger bir roli de bitkide sinyal molekuli olarak
gorev yapmasidir. Hastalik etmeninin enfeksiyonu sonucunda bitki hicresinde

tretilen H,O, veya oOteki aktif oksijen bilesikleri bitkinin dayaniklilik sistemini

uyarici etkide bulunmaktadir. Reaktif oksijen sadece enfekte olmus bolgelerdeki
genleri uyarmakla kalmaz, ayni zamanda sistemik doku olarak bilinen ve bitkinin
hastalik tarafindan henliz etkilenmedigi bolgelere giderek oradaki genlerin de
aktif hale gelmesini saglamaktadir. Bu olay SAR olarak bilinir. SAR sistemi
uyariimis bitkide, bundan sonraki enfeksiyonlara kargi dayaniklilik son derece
artar. Bu olay bir yerde bitkinin asilanmasi ile esdegerdir (Chen vd 1994 ve

Neuenschwander vd 1995).
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Canli hdcrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside
olabilecek maddelerin oksidasyonunu onleyen veya geciktirebilen maddelere

antioksidanlar ve bu olaya antioksidan savunma denir (Cavdar vd 1997).

Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan olmak Uzere iki gruba
ayrilmaktadir. Enzimatik olmayan antioksidanlar vitamin A, C, E, KoenzimQ10,
Selenyum, Cinko gibi mineraller, Melatonin hormonu, Kareteneoidler; Likopen,
a-Karoten, B-Karoten, Lutein, Zeaksantin, Astaksantin, Flavonoller; Quercetin,

Rutin, Tanninlerdir. Enzimatik antioksidan grubunda ise Katalaz (CAT) [HZOZ’nin

molekuller oksijene doénusimund katalizler], Askorbat peroksidaz (APX)

[HZOZ’nin su ve monodehidroaskorbata donusumund katalizler], Glutatyon

reduktaz (GR) [okside glutatyonu (GSSH) indirgenmis Glutatyona (GSH)
katalizler] ve Glutatyon peroksidaz [hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu
enzim], Glutatyon S-transferaz [basta arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri
olmak uzere lipid peroksitlerine karsi bir antioksidan savunma mekanizmasi

olustururlar] bulunmaktadir.

Patojenle enfeksiyon sirasinda elisitor ve reseptor arasindaki interaksiyon
sonucunda hizli iyon akislari ve oksidatif stres meydana gelmektedir. Erken
cevap olusmasi icin dolayh yoldan heterotrimerik G proteine ihtiya¢ vardir. G
proteinleri plazma membraninda lokalize olmustur ve bitkide patojene karsi
savunma sirasinda hem Ca kanallarinin aktivasyonunu hem de membrana

bagdli NADPH oksidaz’in aktivasyonunu uyarmaktadir (Xing vd 1997).

Bitkilerde ve diger aerobik organizmalarda enerji Uretimi sirasinda oksijen

gereklidir. O, ‘nin H20’ya indirgenmesi suresince ROS meydana gelmektedir.

ROS birgok hucresel kompartimanda meydana gelebilirler. Stres kosullarinda
kurakhlik, tuz stresi, ozon, yuksek ve dusuk sicakliklar, ayrica kalvin
dongusinde NADP’nin indirgenmesi, elektron transferi, lipid katabolizmasi,

fotosolunum olaylarinda olusmaktadirlar (Uranova vd 2002).
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Bitki hUcrelerinde ROS kloroplast, mitokondri, plazma membrani,
apoplastik alanlarda meydana gelmektedir. Peroksizomlarda da normal
metabolizma suresince slperoksit radikalleri meydana gelmektedir. Meydana
gelen ROS Suiperoksit dismutaz (SOD) ve GR gibi antioksidan savunma sistemi

tarafindan etkisiz hale getiriimektedir (Palma 2002).

Yuksek sitotoksik 6zellige sahip olan ROS’larin olusumu ve birikimi bitki
hicresinde siki kontrol altindadir. Bitkiler hucreleri oksidatif hasardan savunma
mekanizmalari ile korumaktadirlar. Bitki savunmasinda ROS ’lar sinyal olarak

da gérev yapmaktadirlar: Ornegin HZO2 SA’i uyararak savunmada gorev yapan

PR-1 proteinlerininin sentezinden sorumlu olan PR-1 genlerini uyarmaktadirlar.

Ayrica HZO2 bitki savunmasinda o6nemli bir yere sahip olan Glutatyon

peroksidaz, GR gibi antioksidanlarin sentezinden sorumlu olan genler igin de bir
uyarici olarak gorev yapmaktadir (Levine vd 1994). Yani ROS turleri hlicresel
hasarlara neden olmalarina karsin bitkilerde sinyal molekulu olarak da gorev
yapmaktadirlar. Dusuk konsantrasyonlarda savunma ile ilgili genlerin
uyarilmasinda, savunma cevaplarinin olusmasinda goérev yapmasina karsin
yuksek konsantrasyonlarda hucre hasarlarina, hiucre olumlerine neden

olmaktadirlar.

Patojenle enfeksiyon sonucunda bitki hlcresinde oksidatif strese neden
olan Nitrik oksid (NO) ve ROS meydana gelmektedir. Bu ROS patojenin hlicre
icine girisini engelledigi gibi Hipersensitif cevap (HR)In olusumunda goérev
yapan savunma sistemlerindeki enzimlerin (SOD, APX vs.) aktiflesmesi ve
dolayisiyla ROS’lerinin etkisiz hale getiriimesi, GSSG olugsumu, ligninlesmenin
meydana gelmesi, patojenlerin enfeksiyonu sonucunda NO meydana gelmesi ki
NO programlanmig hicre 6lumi suresince askorbat peroksidazin ifade
edilmesinde dolayisiyla askorbat ve glutatyonun azalmasi gibi olaylarda anahtar
olarak gorev yapmaktadir (Sekil 2.1.) (Gara vd 2003).

Stres kosullar altinda hucreleri korumak ve ROS duzeylerini kontrol
altinda tutabilmek icin bitki dokulari ROS’ni ortadan kaldiran SOD, CAT,
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Peroksidaz, Askorbat Peroksidaz vs. cesitli enzimler ve dusuk molekuler

agirhga sahip antioksidanlarn (Askorbat,

Glutatyon, Fenolik Bilesikler,

Tokoferoller vs.) icermektedirler (Blokhnina 2000).

HUCRE Plazma
DUVARI Patojen membrani
‘ | |
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\
POD — H,0,
' |
PAO /
DAO Hiicre duvan
gapraz baglar
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; 535G
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A

Sekil 2.1. HR cevap slresince Antioksidan sisteminde meydana gelen

degismeler
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Cizelge 2.3. Bitkilerde ROS olugumu, lokalizasyonu ve uzaklastiriimasi (Mitler 2002)

Mekanizma Lokalizasyon Baslica Reaktif oksijen
turleri Olugum ( Urin )
Fotosen. ET ve PSI-II Kloroplast o .
2
Solunum ET Mitokondri o .
2
Glikolat Oksidaz Peroksizom Hz O2
NADPH oksidaz Plazma Membrani o .
2
Yag asidi 3- oksidasyonu Peroksizom H2 O2
Oksalat Oksidaz Apoplast HZ O2
Ksantin Oksidaz Peroksizom o .
2
Peroksidaz ,Mn ve NADH Hiicre Duvari HOo O
2 2, 2
Amino oksidaz Apoplast HZ O2
Pargalama
Siperoksit dismutaz Kloroplast,Sitozol, o
mitokondri,Apoplast 2
Askorbat peroksidaz Kloroplast,Sitozol, H2 O2
mitokondri,Apoplast
Katalaz Peroksizom H2 O2
Glutatyon Peroksidaz Sitozol H2 O2 ROOH
Peroksidaz Hiicre duvari, Sitozol, Vakuol H2 O2
Askorbik Asit Kloroplast,Sitozol,mitokondri, HO O
Apoplast 222
Glutatyon Kloroplast,Sitozol,mitokondri, H2 O2
Apoplast
a-Tokoferol Membranlar ROOH, Oz-
Karetenoidler Kloroplast O2
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Oz_ve HZO2 ‘in verimli bir sekilde yikimi igin gesitli antioksidan enzimlerin

aktivasyonu gerekmektedir. Bitki hdcrelerinin  farkli  kompartimanlarinda

meydana gelen silperoksit SOD tarafindan HZOZ’e donustlrdlmektedir.

Kloroplast gibi organellerde yuksek konsantrasyonlarda bulunan askorbat hizli

bir sekilde Oz’e indirgenmektedir. H,O, thiol gruplarini hizli bir sekilde okside

eden guclu bir oksidanttir. Fotosentez thiol-duzenleyici enzimlerle baglantili

oldugu igin H202’in kloroplastlarda birikimine izin verilmemesi gerekmektedir

(Noctor 1998).

CAT H202’i su ve molekuler oksijene donusturmektedir. Bu enzimin

substrata ilgisi dusuk olmasina kargin yuksek katalitik aktiviteye sahiptir. Bunun
icin de HZOZ’i baglayan iki aktif bolgeye sahiptir. Ayrica katalazin yoklugu
kloroplastlarda kalvin dongusunde thiol-duzenleyici enzimlerin korunmasinin

engellenmesine neden olmaktadir. H202’in yikilmasinda alternatif diger bir yol

ise  hucrelerin  tumunde bulunan  peroksidazlarin  aktivasyonu ile

gerceklestirilebilmekte ve HZOZ’in suya indirgenmesini saglamaktadir (Sekil 2.2 )

(Beyer 1994).

Hayvanlarda peroksidazlar glutatyon (GSH)'un olusumunda ve HZOZ’in

detoksifikasyonunda dnemlidir. Yani CAT ve Peroksidaz ROS ‘larin detoksifiye

edilmesinde gorev yapmaktadirlar. HZOZ’i elemine ederler ve hucrelerde HZO2

konsantrasyonun dizenlenmesinde goérev yaparlar. Patojenin enfeksiyonu

sonucu meydana gelen H202’in bircok etkisi bulunmaktadir (Noctor 1998).

Birincisi peroksidaz aktivitesinin uyariimasi ile patojenin penetrasyonu
engellenmektedir. ikincisi konukgu lzerinde oksidatif stres meydan getirdigi gibi
patojen (zerinde de stres olusturmaktadir. Uglinclisii ise sistemik direncin

olusumunu saglayan bir sinyal olarak gorev yapmaktadir.

25



KATALAZ

SOD PEROKSIDAZ
0, > O > H.0, C——> H0
OKSIJEN SUPEROKSIT HIDROJEN Su
PEROKSIT

Sekil 2.2 Enzim Aktivitesi

Bitki hucrelerinde H202’in detoksifikasyonunda en 6nemli indirgen substrat
askorbattir. APX askorbati HZO2 ve suya parcalamaktadir. Askorbik asit,
Superoksit anyonu, singlet oksijen ve HZO2 gibi ROS’larin genis bir bolumunu

elemine etmekte ve zincir kirici olarak gérev yapmaktadirlar (Beyer 1994).
Primatlar hari¢c butun hayvanlarda askorbik asit sentezlenmektedir. Bitkilerde
Askorbat hem fotosentetik hem de fotosentetik olmayan dokularda milimolar
konsantrasyonlarda birikebilir. Yapraklar klorofilden daha fazla askorbat
icermektedir. Askorbat en onemli antioksidanlardan biridir ve dogrudan hidroksil
radikalleri, siperoksit ve singlet oksijen ile reaksiyona girmektedir. Fotosentezin
dizenlenmesinde, 1sida karsi korumada 6nemli olmasinin yanisira prostetik
grup olarak metal iyonu bulunduran enzimlerin aktivitelerinin korunmasinda da

onemli bir role sahiptir.

APX enzimi yuksek bitkilerde kesfedilmigtir. Vakuol, hicre duvari, sitozol
de bulunan Guiacol peroksidaz gibi birgok enzimden farkli olarak organellerde
lokalize olmustur. APX izoenzimleri dort farkli hicresel kompartimanda lokalize
olmustur. Kloroplastlarda stromatal APX (sAPX) ve tilakoid membrana bagli
APX (tAPX), peroksizom ( mikrobody) membranina bagh APX (mAPX) ve
sitozolik APX (cAPX). Besinci bir APX izoenzimi mitokondri membranina bagli
olarak (mitAPX) bulunmustur (Shigeoka vd 2002).

GSH ise gugli bir hdcresel reaktantdir ve peroksitleri ortadan

kaldirmaktadir  (Meister 1988). Hayvan dokularinda, bitkilerde ve

mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunan bir antioksidandir. Canlilarda
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yuksek diuzeylerde (0.1mM- 10 mM) bulunurlar ve dusuk molekal agirligina

sahip peptid ve tiol bulundururlar.

GSH hicreleri toksik ROS’lere karsi korumanin yanisira katalitik -
metabolik olaylarda ve tasimada da fonksiyonlari bulunmaktadir. Protein ve
nukleik asit sentezi sirasinda meydana gelen reaksiyonlara katilmakta, serbest
radikalleri ve peroksitleri detoksifiye etmektedirler. Bazi enzimler igin kofaktor
olarak, sisteinin transportunda ve depolanmasinda goérev yapmaktadir.
Intraselliler alanlarda sentezlenir ve hiicre disinda hiicre membranindaki belirli
enzimler tarafindan yikimi baglatiir. GSH'in oksidatif hasara, toksik bilesiklere
ve radyasyona karsi hucreleri korumak icin hicresel duzeylerinde artis oldugu
metodlarla tespit edilmistir. GSH peroksidazlar tarafindan glutatyon disdulfid
(GSSG)’e donusturilmektedir.

GSH peroksidazlar da oksidasyona karsi hiicre membranlarini ve hicre
proteinlerini korumaktadirlar. GSH peroksidaz doért altiiniteden meydana
gelmektedir ve her biri selenyum atomu icermektedir. Diger bir peroksidaz GSH-
S-transferazdir. Bu enzimde organik peroksitlerin indirgenmesinde gorev
yapmaktadir (Meister 1988).

HZOZ’i uzaklastirmak icin meydana gelen bir dizi reaksiyon Askorbat-

Glutatyon donglsu olarak bilinmektedir. Yapraklarda ve dokularda askorbat
okside oldugunda daima Monodehidroaskorbat'dan (MDHA) Dehidroaskorbat
(DHA) meydana gelmektedir. DHA GSH’I substrat olarak kullanan DHA
Reduktaz’'in  aktivasyonu ile askorbata indirgenmektedir. Bu reaksiyon
sonucunda GSSG meydana gelmektedir. GSSG NADPH tarafindan tekrar
GSH’a donusturulmektedir. Bu sirada NADPHdan kopan elektronlar
kullanilarak H,O, suya indirgenmektedir (Noctor 1998).

Hidroksil radikali (OH_) yuksek reaktif bir 6zellie sahip oldugundan
(oksidatif stres altinda hucresel hasarlarin ana sebebi) enzimatik bir sekilde

kontrol edilmesi oldukga zor bir serbest radikaldir. Yagayan organizmalar bu
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radikalden SOD ile kaginmaya calismaktadirlar. Bu enzim aerobik olan tum
organizmalarda bulunmaktadir (Bowler vd 1992). Enzimin metal kofaktorlerine
gbre Ug¢ tipi bulunmustur. Bunlardan FeSOD (prokaryotik organizmalarda,
kloroplast stromasinda) ve MnSOD (prokaryotik organizmalarda ve dkaryotlarin
mitokondrisinde) yapisal olarak benzerlik gostermesine karsin Cu/ZnSOD
(sitozolde ve kloroplastlarda) diger ikisinden farkli bir yapiya sahiptir. Bu

enzimler H,O, 'e olan farkli duyarliliklarina gore lokalize olmaktadirlar (Bannister
vd 1989). SOD, superoksidin HZOZ’e dismutasyonunu katalize eden bir

metaloenzimdir. SUperoksit radikallerinin dismutasyonu ile ya da direkt olarak
olusan hidrojen peroksit ile Glutatyon peroksidaz (GPx) ve CAT enzimleri
tarafindan suya donusturulerek detoksifiye edilir. Normal kosullarda hicrede

olusan HZOZ’in detoksifikasyonunda esas olarak bir selenoenzim olan GPx
fonksiyona sahiptir. CAT'In HZO2 olusumunun arttigi durumlarda o6nemli

etkinliginin oldugu kabul edilmektedir. SOD, GPx ve CAT enzimlerinden ayri
olarak E ve C vitamini de hucre i¢i antioksidan 6zellige sahiptir. Her ikisi de
hidcre membranlarindaki lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini kiran
antioksidanlardir (Cavdar vd 1997).

Polifenoller serbest radikalleri ortadan kaldirmada etkisiz hale getirmede
guclu ve ideal bir kimyaya sahiptirler, invitro ortamda tokoferol ve askorbat dan
daha etkili antioksidanlar olarak goésterilmektedirler. Polifenollerin antioksidan
Ozellikleri hidrojen ve elektron donorleri olarak ve zincir kirici olarak gorev

yapmalaridir. Yapilan arastirmalar fenoliklerin bitki hicrelerinde HZO2 I etkisiz

hale getirmekte etkili oldugunu gostermistir(Takahama vd 1997).

Vitamin E yagda ¢6zinen zincir kirici bir antioksidantir. Vitamin E terimi bir
grup tokoferol ve tokotrienoller igin kullaniimaktadir. Bu grup igine giren
tokoferoller (a,B,y,0 ) ve dort tokotrienol (a,B,y,0 ) antioksidan aktiviteye sahiptir.

Bunlardan a tokoferol dogada en bol bulunan Vitamin E’dir ve yuksek biyolojik

aktiviteye sahiptir. Tokoferoller ROS’nin 6zellikle singlet oksijen ve OH radikalini

etkisiz hale getiren detoksifiye etme 6zelligine sahip antioksidatif bir fonksiyon
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tasimaktadirlar. Vitamin E lipid peroksidasyonunu engellemekte ve diger
oksidatif reaksiyonlar sirasinda meydana gelen radikallerin etkisini
onlemektedir. Bunlarin yanisira hucresel sinyal olarak da gorev yapmaktadir
(Flohe vd 1999).

Likopen ve karoten gibi karetenoidler de antioksidan Ozelligi
gOstermektedirler. Likopen sekiz izopren biriminden olusan kirmizi karetenoid
pigmentidir. Domateste, karpuz, Gzim vs. meyvelerde bulunur. Singlet oksijenin
verecegi zarari engelleyen bir antioksidantir. Karoten fotosentez i¢in dnemli
olan fotosentetik pigmettir. Kimyasal olarak sekiz izopren biriminden olusan bir
terpendir (Mascio 1989).

Antioksidanlar Uzerinde arastirmalar, yapilan en ©nemli savunma

mekanizmalarindan biridir.

Soguk ve sicak gsoka maruz birakilmig Cucumis sativus (Salatalik)
fidelerinde yapilan calismalarda bitkide bu strese kargi antioksidan savunma
sisteminin kullanildigi, soguk sok uygulanmis fidelerde antioksidan enzimlerin
aktivitelerinde azalma oldugu sicak sok uygulanmis bitkilerde ise enzim

aktivitelerinde bir artis oldugu belirlenmistir (Kang vd 2001).

Farkli NaCl (Tuz) konsantrasyonlari uygulanan Citrus (turuncgiller)’da
antioksidan bir savunma olustugu SOD, GR, APX gibi antioksidan enzimlerin

aktivitelerinde belirgin degisimler oldugu gézlenmistir (Arbona vd 2003).

Antioksidant aktivite degisimleri oksidatif stres olusturan fungal patojen B.
cinerea Pers. ile enfekte edilmis domates bitkisinde reaktif oksijen turevlerinin
meydana geldigi ve bunlarin detoksifiye edildigi yaprak peroksizomlarinda da
incelenmigtir. Yapilan arastirmalar sonucunda SOD, katalaz gibi enzimlerin

aktivitelerinde artis oldugu belirlenmistir (Kuzniak vd 2000).
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Antioksidant bakimindan zengin olan dut kulturlerinde tuzlulugun
antioksidant enzimler Gzerindeki etkileri incelenmis ve 50, 100 ve 150mM tuz
uygulanmig dut kadlttrlerinde 150 mM tuz konsantrasyonunda SOD, peroksidaz,
glutatyon reduktaz enzimlerinin aktivitelerinde diger konsantrasyonlara nazaran

artis oldugu saptanmigtir (Harinasuf vd 2003).

ABA' in farkli konsantrasyonlari misir fidelerinin yapraklarina uygulanarak
antioksidantlarda nasil degisimler oldugu saptanmaya calisiimistir (Jiang vd
2001). Misir fidelerine 10 ve 100pM ABA uygulandiginda O2 ve HZOZ’ in

dizeylerinde artis oldugunu saptamis ve buna takiben SOD, CAT, APX ve GR
enzimlerinin aktivitelerinde ve a-Tokoferolin miktarinda artis oldugunu tespit
etmiglerdir.  100uM  ABA uygulamasini takiben 24 saat icinde lipid
peroksidasyonu ve protein oksidasyonunda bir artis olmadigi gozlenmistir.

1000uM ABA uygulamasinda ise asiri miktarda 02, H,O, ve HZOZ’ in olusumda
cok onemli olan katalitik Fe igeriginde artis oldugu gorulmustar. 1000pM ABA

uygulamasinda antioksidant enzimlerin aktivitelerinde, a-Tokoferol igeriginde
artis oldugu fakat bu etkinin 100uM ABA uygulamasi kadar uzun surmedigi
tespit edilmistir. Bu sonuclar distik ABA konsantrasyonun oksidatif hasara karsi
antioksidant savunmayi meydana getirdigini, ABA'nin yuksek
konsantrasyonlarinda asiri miktarda ROS olustugunu ve bununda Dbitki
hicrelerinde oksidatif hasarin olugsmasina neden oldugunu gostermektedir
(Jiang vd 2001).

insan ve hayvanlarda oldugu gibi bitkilerin de zararllarin saldirilarindan
kendilerini korumak icin g¢esitli savunma sistemlerine sahip oldugu bilinmektedir.
Bunlar bitkideki morfolojik engeller ve bazi biyokimyasal olaylar arasinda
degisen bir dizi faktorlerdir. Bitkilerdeki biyokimyasal olaylardan sonra
sentezlenen sekonder metabolitler, bitki-zararli iliskilerinde dnemli rol oynarlar.
Zararlilar Uzerinde davranigsal ve fizyolojik etkilere sahip olan bu metabolitler
¢ok degisik kategorilerde siniflandiriimaktadir. Bunlarin en dnemlilerinin

alkoloidler, glikozidler, fenoller, terpenoidler, taninler ve saponinler oldugunu
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belirtiimistir. Tarimda bu maddeler, zararlilara karsi yuzyillardan beri dogrudan

veya dolayl olarak da kullaniimaktadir (Guncan vd 2004).

HR ile birlikte, hiicre duvarlarinda dedismeler, kalloz, fenolik polimerler,
lignin, suberin, hidroksi prolince zengin glikoproteinler ve en Onemlisi
antimikrobiyal Dbilesikler, fitoaleksinler sentezlenmekte ve enfeksiyon
noktalarinda lokazile olmaktadirlar. Bitki patojene karsi olusturdugu bodyle bir
tepkiyle, patojenin besin alimini engelleyerek gelismesini durdurdugu gibi
bundan sonra olabilecek ikincil enfeksiyonlardan da kendini korumaktadir (Tor
1998). Bunun disinda JA, ABA, SA ve etilen de gibi hormonlar da savunma da

goOrev almaktadirlar.

Goruldagu gibi bitkiler, igerisinde bulunduklari ortami diger canlilarla
(patojen ve simbiyontlar gibi) paylasmak ve hatta onlarla zaman zaman rekabet
etmek zorundadirlar. Bunun iginde yasadiklari alan ve sartlar ne olursa olsun,
icinde bulunduklari g¢evreyi tanima ve o ortama adapte olma islevini cesgitli

molekuler ve fizyolojik olaylar sayesinde gergeklestirmektedirler (Tor 1998).

Ulkemizde ve diinyada oénemli bir beslenme kaynadi olan domatesin
verimini azaltan ve Pazar degerini dusltren pek ¢ok bakteriyel, fungal ve viral
hastalik etmenleri mevcuttur. Bu hastalik etmenlerinden bir tanesi’ de Bakteriyel
kanser ve solgunluk hastalilk etmeni Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis’ tir.

2.2 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis et
al., 1984 ile ilgili Bilgiler

Gram pozitif bakterileri de igceren ¢ok sayida bitki patojeni bakteri
morfolojik olarak cornyeform sekillidir. Bu sebepten dolayr Gram pozitif
bakteriler daha &nceleri gostermis olduklari morfolojik 6zellikler nedeni ile
Corynebacterium cinsi igerisinde siniflandinimistir. Kemotaksonomik ve daha

ileri molekuler tekniklerin gelismesi ile birlikte Corynebacterium cinsi igerisinde
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yer alan bir¢ok bitki patojeni bakteri tiru arasindaki farkhlik ortaya cikariimis,
buna bagh olarak bakteriler birka¢ yeni cins olusturacak sekilde yeniden
siniflandiriimistir. Ginimuzde bakteriler hiicre duvari ve 16S rDNA dizilerine

gore siniflandiriimaktadir (Cetinkaya 2007).

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis gram pozitif bir bakteri
oldugu ve cgesitli besi ortamlarinda duzensiz yapida sekiller olusturdugundan
dolayr 1930-1980 vyillari arasinda Corynebacterium michiganense olarak
siniflandinidi. 1980 yillarinda hicre duvari yapisi ile ilgili bilgilerin ortaya

cikmasi ile Clavibacter cinsi olarak yeniden siniflandirildi (Davis vd 1984).

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis tarafindan domates de
sebep olunan bakteriyel kanser nemli hava kosullarinda domates
yetigtiriciliginde 6nemli bir problemdir. Bu hastalik bakterinin iletim demeti
icerisinde sistemik olarak hareket etmesinden dolayi tahrip edicidir (Pine vd
1955). Tahmini bdlgesel Urin kaybi yillik %10 (Hibberd 1992) ile %84 arasinda
meydana gelmektedir (Gleason 1993). Kontrol edilen bakteriyel kanser
calismalarinda %11 den %99 a kadar Urin kaybi nitelendirilebilir (David vd
2001). Sistemik infeksiyon tohumla bulagsmalara yol acabilir; bu nedenle, tohum
endustrisi hibrit tohum partilerinin testlerini gayretle degistirmek icin yatirnm
yapmalidir. Bakteriyel kanserin dnemine ragmen, su siralar onaylanmis bir
kontrol yoktur (Gleason vd 1993).

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis domates’ de bakteriyel
solgunluk’ a sebep olmaktadir. infeksiyondan sonra, Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis NCPPB382 domates bitkisinin kisilemi igerisinde sistemik
olarak yayilir. Stoma, gdvde, yapraktaki dodal acikliklardan, dogal veya yapay
olarak kokten veya bulasik tohumlarla ¢esitli infeksiyon bigimleri tanimlanmistir
(Strider 1969). Hidatodlar vasitasiyla infeksiyon daima gézlemlenmistir (Carlton
vd 1998).
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Sekil. 2.3. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’ in erken
donemde domates bitkisinde olusturdugu solgunluk belirtileri
(Basim 2007)
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Fidelerin Infeksiyonu

Patojenin Bulastk
Tohumlarla Yayumast

Patojenin Budamalar
Yoyuyla Yayilmast

Patojenin Ksilem
Icinde Yayiumast

Kok, Govde ve
Yapraklardaki
varalar yoluyla
olusan infeksiyonlar

Patojenin Bitki kalintilarinda Yagamun: Siirdiirmesi

Sekil 2.4. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’ in bitkilerdeki
hastalik dongusu (Eichenlaub vd 2006)
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2.3 Clavibacter michiganensis ile Konukgu Bitki Arasindaki

Etkilesimler

Bir gram-pozitif bakteri olan Clavibacter michiganensis’in bulasmasi, zirai
agidan onemli gesitli bitkilerde bakteriyel solgunluga neden olmaktadir. Aslinda,
C. michiganensis alfaalfa (Adi yonca - C. michiganensis subsp. insidiosus),
misir (C. michiganensis subsp. nebraskensis), patates (C. michiganensis
subsp. sepedonicus) ve domates (C. michiganensis subsp. michiganensis) igin
bazi alt turler ile birlikte en tehlikeli patojen olarak degerlendiriimektedir.
Bunlardan son ikisi, 6zellikle de domateste bakteriyel kanser ve solgunlugun
etken ajani olan C. michiganensis subsp. michiganensis uluslararasi karantina
yonetmeliklerine tabidir. Bu organizma, tum temel yetistiricilik alanlarinda ¢ok
ciddi urln zararlarina neden olan (Shirakawa vd 1991) ve Avrupa Birligi Bitki
Sagligi mevzuatina gore (European Unione 1995) karantina kapsamindaki bir
organizmadir. Son donemde yapilan 16S rRNA analizi ile incelenmesiyle, C.
michiganensis subsp. michiganensis’in alt turlerinin tamaminin belirli bir

monofiletik grup olusturdugu ortaya ¢ikarilmistir. (Lee vd 1992).

Konukgu bitki enfeksiyonu genellikle yaralar halinde kendini g0sterir.
Bunu ksilem damarlarinin invazyonu takip eder. Ksilem damarlarinin invazyonu
sistemik bir damar hastaligina yol agar (Wallis 1977). Bir slre sonra bitkiler
solgunluk semptomlar gelistirir ve tamamen bozulabilir. Bitki gelisiminin daha
ge¢ bir evresinde ortaya cikarak latent (uyur) bir enfeksiyonla sonuglanan
enfeksiyonlar da tahrip edici niteliktedir. Clnkl hastaligin yayilmasina neden
olan kontamine tohumlar, ya da patates érneginde oldugu gibi, enfekte tuberler

(yumru kok) uremektedir.

Hastaligin antibiyotikler ya da bakir bilesikleriyle kimyasal kontrolu pek
etkili degildir ve ayrica ciddi ¢evresel sorunlara neden olabilmektedir. Ayrica,
hastalia karsi direncli kultir bitkisi cesidi gelistirme cabalari su ana kadar
basarili olamamistir. Bu nedenle hastaligin 6nlenmesi ancak test sonuglarinda

C. michiganensis subsp. michiganensis barindirmadigi goérulen sertifikali
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tohumlarin kullaniimasiyla mimkundur (Chang vd 1991, Mansfeld 1997). Neyse
ki son zamanlarda, kontamine tohumlari ve transplantlari taramak icin oldukca
hassas ve ylksek derecede 6zglin yontemler gelistiriimis bulunmaktadir (Dreier
vd 1995, Santos vd 1997).

Yukarida da ifade edildigi gibi C. michiganensis subsp. michiganensis
bulastigi bitkilerde oldukga yuksek titreli bir damar hastaligina neden
olmaktadir. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, orneginde ise
domatesteki titreler, 10° bakteri/bitki dokusu grami seviyelerine ulasabilmektedir
(Metzus vd 1993). Bakteri oncelikli olarak ksilem damarlarinda konumlandigi
icin su naklinin fiziksel olarak bozulumu olasidir. Bunun sonucunda hastaligin

bulastidi bitkinin solgunlasmasina etkisi olabilir (Sek. 2.5 ve 2.6).

Toprak ve bitki ile iligkili bakterilerin blylk ¢ogunlugu gibi Clavibacter
michiganensis de ekzopolisakkaritler (EPS) uretir. Bunlar birden ¢ok onemli
biyolojik islevi belirlemektedir. EPS’ler dehidrasyona karsi bir koruma olarak,
bakteri c¢evresinde bir su doygun matris Uretirler (Leigh ve Coplin 1992).
Bakteriyel EPS’ ler cogunlukla asidik olduklarindan, mineral ve besinleri
yogunlastirmakla birlikte toksik bilesikleri baglayan iyon degistiriciler olarak da
hareket edebilirler. Ozellikle bitki hiicreleri ile patojenik etkilesim baglaminda,
EPS bitkinin savunma sisteminin patojeni teshis etmesini engelleyebilir,
aglutinin ya da lektinleri bloke edebilir ve fitoaleksinlerin ya da reaktif oksijen
turlerini detoksifiye edebilir. (Bradshaw vd 1981, Romeiro vd 1981, Young ve
Sequeira 1986; Kiraly vd 1997). Dahasi, EPS abiyotik ve biyolojik ylzeylere
tutunuma aracilik eder ve konukgu bitkinin enfeksiyonunu ve kolonizasyonunu
ilerletebilir ki bunlar da hastalik gelisiminin birer 6n sartidir (Tharaud vd 1994,
Bermpohl vd 1996; Saile vd 1997).

Asitik Clavibacter EPS’nin molekuler agirhgr 1 - 10MDa araligindadir.
Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus ve Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’in ESP’leri bir birinin aynisi olup asetat ve pirivat yan

gruplariyla bezenmis 2:1:1 oraninda fruktoz, galaktoz ve glikozdan olugmakta
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iken Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus’un EPS’i bunlara ilaveten
manoz bulundurmaktadir (Denny 1995). Viskoz olup ylksek molekuler agirliga
sahip bulunan EPS, ksilem damarlari i¢indeki bakterilerin titresi ile birlikte ¢ok
ciddi su gerilimine neden olabilir (Van Alfen vd 1987) ve bu nedenle de hastalik
gelisimine dahil olduklari ileri surilmektedir (Fulkerson 1960, Rai ve Strobel
1968, Denny 1995). Dahasi, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
prufiye edilmis EPS domates epikotil kesilerinde solgunlugu tetiklediginden
(Bulk vd 1989), izole kloroplastlarin thylacoid membraninin pargalanmasina
neden oldugundan (Kramer ve Leistner 1986) ve domates protoplastlarinda
minicalli yenilenmesini engellediginden (Bulk vd 1990) bir fitotoksin (bitki toksini)
olarak yorumlanmistir. Boylelikle, ilk bakista, EPS Uretimi ile beraber konukgu
bitkinin sistemik kolonizasyonu Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
hastaligi kapmis olan bitkinin neden solgunluk hastaligi gelistirdigi sorusuna

yeterli bir cevap getiriyor gibi gérinmektedir.

Ne yazik ki EPS’nin Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
patojenliginde gercekten nasil bir rol oynadidi sorusuna cevap verebilecek
herhangi bir EPS” mutanti bulunmamaktadir. Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’in kimyasal mutajenez yoluyla ayristirilan EPS- mutantlari, (ki
bunlar vahsi tip EPS miktarinin yalnizca %10’unu Uretmektedir), domates
bitkilerinde virilans agisindan degismemistir (Bermpohl vd 1996), Bu da, bu
sistemde, EPS’'nin ¢cok da o6nemli bir patojenlik etkeni olmayabilecegini
gOstermektedir. Bermpohl vd (1996) tarafindan gergeklestiriimis olan arastirma,
oldukga ilging bir sekilde, EPS’nin seker bilesiminindeki varyasyonlarin domotas
bitkilerinin kolonizasyonunun becerilememesi ile iligkili oldugunu gostermistir.
Bu da, EPS’nin kimyasal yapisinin konukgunun teshis etmesi ve enfeksiyonun

erken safhalari Gzerinde bir etkiye sahip olabilecegini isaret etmektedir.
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Sekil.2.5 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis tarafindan
enfekte edilmis bir domates bitkisinin ksilem damarinin dikey kesiti. Bakteriler
ksilem damarinin limenini doldurmus durumdadir. Taramali bir elektron

mikroskobu kullanilarak ¢ekilmistir.

Hucre disi enzimler, 6zellikle de selulaz ve pektinazlar gibi bitki hicre
duvarlarina saldirabilme ve bu duvarlari agindirabilme yetisine sahip olanlar,
cesitli Clavibacter michiganensis cinsleri tarafindan Uretilmektedir. Morfolojik
arastirmalar, bakteriler tarafindan salgilanan hucre digi enzimlerin ksilem
damarlarina ve bunlara komgsu parankimatik hicrelere saldirarak solgunluk
olusumuna katkida bulunabilecegini ileri surmektedir (Wallis 1977, Benhamou
1991). Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis cinslerinin buyuk
¢ogunlugunda endogliukanaz geni yerli bir plazmid tarafindan tasinmaktadir
(Meletzus ve Eichenlaub 1991; Dreier vd 1995). Artik ne endo-3-1,4-glikanazi
ne de pat-1 gen Urdnd Urtemeyen plasmid - islahl cinsler, domates bitkisinin

kolonizasyonu bozulmamig olsa da solgunluga neden olmamaktadir. Buna
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paralel olarak, patates patojeni Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus’un kimyasal olarak tetiklenmis selllaz — negatif cinsleri de artik
olumcul niteliginden uzaklagir. Ancak, Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’ten endoglikanaz genin girigi yalniz selllaz hareketliligini
yenilemekle kalmaz ayni zamanda virtlansi (6lumcullik) da kismen yeniler
(Metzler vd 1997).

Bu, “sellulazlarin” gergekten de bir patojenlik etkeni gibi gdrtnduklerini
ortaya koymaktadir. Dahasi Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
tarafindan Uretilen amilazin virllans Uzerinde etkiye sahip oldugu ortaya
¢cikmistir. Bunun, muhtemelen patates yumru koklerinin ¢irimesiyle dnemli bir

ilgisi vardir.

Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis’te, bakteri tarafindan
salgilanan bir anyon — kanal bigimlendirici protein tanimlanmigtir. Ancak, bu
voltaj kontrolll klorid kanali proteininin 6zellikleri bugtiine degin yalnizca in vitro
olarak incelenmistir (Schurholz vd 1991) Oyle ki bu bilesenin misirdaki hastalik
gelisimi Uzerindeki rolindn ne oldugu sorusu halen acikhidga kavusturulmayi

beklemektedir.
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Sekil. 2.6 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis hastali§i kapmis bir
domates bitkisinin govdesinin yatay kesimi. Ksilem damarlari bakterilerle
doludur. Ortadaki ksilem damarlari, damar limeninin igcine dogru sisen iki tilozy
gOstermektedir. Bu bitkinin, bakterilerin yayillmasini 6nlemek Uzere olasi bir

savunma tepkisidir. Isik mikroskopu (x600).

Belirli bazi konuk¢u olmayan ya da direngli bitkilerde, potojenik bakteriler
asiri hassas bir tepkiyi tetiklemektedir (hypersensitive reaction - HR). Bu HR,
patojen invazyonu sahasinda hizli bir tepkidir ve bu konumda bulunan bitki
hdcresinin hizla olumuayle kendini gostermektedir (Dangl vd 1996). Gitaitis
(1990) Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in 6lumcdl cinslerinin
konukgu olmayan aksam sefasi bitkisinde (Mirabilis jalapa) asir hassas —
benzeri, birlesik (confluent) bir nekrozu tetikledigini bildirmistir. Aslinda, yalnizca
dogal konukgu domateste kolonize olma yetisi bulunan cinslerin aksam sefasi
bitkilerinin yapraklarinda bir HR tetikleyebildigi daha sonradan ortaya konmustur
(Bermpohl vd 1996). Yakin zamanda, Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis kultira Usteltisinden (supernatant) alinan protein(ler)in aksam
sefasi bitkisinin yapraklarina enjekte edildiginde HR tetikleyebildigi bildiriimistir
(Alarcon vd 1998). Bu protein(ler)in daha fazla &zelliklerinin belirlenmesi ile
bunlarin, tipki gram negatif bakterilerde asiri hassas tepkime olusturan
aktiviteye sahip proteinlerin salgilanmasinda oldugu gibi, bir tip Ill salgilama

40



sistemi tarafindan mi ihra¢ edildikleri sorusuna 1sik tutacaktir. (Wei vd 1992,
Alfano ve Collmer 1997).

Gram pozitif bakterilerdeki patojenligin molekller analizi, gram negatif
bakteriler igin geligtiriimis genetik ara¢ ve yontemlerin, gram pozitif bakteriler
icin herhangi bir igse yaramamasi gerge@i nedeniyle son derece aksamaktadir.
Bu nedenle bu sistemlerde modern molekiler genetik araglari saglanabilmesi
icin dnemli miktarda ¢aba sarf edilmesi gerekmektedir. 1991 yilinda, Clavibacter
michiganensis  subsp.  michiganensis NCPPB382 transfeksiyonunun
tanimlanmasi igin bakteriyofaj pCM1 ile DNA'nin elektroporasyonu kullanilarak
bir prosedir tanimlanmisti. (Meletzus ve Eichenlaub 1991). Bu prosedur
Clavibacter michiganensis igin klonlama vektorlerinin ingasina bir temel
dayanak teskil etmigtir. (Meletzus ve Eichenlaub 1991, Laine vd 1996).
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis NCPPB382 cinsi iki endojendz
plazmid, pCM1 (27.5 kb) ve pCM2 (72 kb), tasimaktadir. Bu plazmidler, genelde
gram pozitif bakterilerde oldukga iyi eksprese edilen Tn5 neomisin
fosfotransferaz geni (nptl), Tnl696 gentamisin asetiltransferaz geni ya da
Corynebacter um str atum (xeros s) M82B kloramfenikol rezistans geni gibi
antibiyotik direng genleri tasiyan pBR325 turlerine entegre edilebilecek (Tauch
vd 1998), Clavibacter — spesifik replikon kaynagi olarak secilmistir. Bu strateji ile
ya pCM1 ya da pCM2 replikonunu tasiyan ve subsp. michiganensis,
sepedonicus, nebraskensisand, insidiosus gibi Clavibacter michiganensis alt
turlerine dengeli bir bigimde tureyebilen iki mekik vektor ailesi olusturulmustur
(Meletzus ve Eichenlaub 1991, Laine vd 1996).

Klonlama deneylerinde alici olmak Uzere, herhangi bir bagdasmazlik
reaksiyonunun 0Ongorulmemesi sart olan, uygun Clavibacter cinsi elde
edebilmek igin, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis NCPPB382
cinsi her iki plazmidin de bulunmadigi ve artik bakteriyel solgunluga neden
olmayan ancak yine de domates bitkilerini etkin bir sekilde kolonize edebilen
CMM100 tarevi veriimek Gzere pCM1 ve pCM2 plazmidlerinden arindiriimigtir

(Meletzus vd 1993). Plazmidlerin arindiriimasi, patojeni, hastalik semptomlarini
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tetiklemeyen, dustk — tehlikeli bir bitki endofitine ¢evirdi. CMM101(pCM1) ve
CMM102(pCM2) plazmidlerinden birini ya da digerini tasiyan diger olasi
arindirma turevlerinin her ikiside enfekte domates bitkilerinde solgunluga neden
olmustur ancak teskil ettikleri dlumcullik orani dugmusg, yani solgunlagmanin
ortaya ¢ikmasi daha fazla zaman alir hale gelmigtir. Tam virtlans (6lumculluk)
yalnizca, kok cins olan NCPPB382’'de de oldugu gibi, her iki plazmidin mevcut

bulundugu hallerde gézlenmisgtir.

Bu nedenle, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis nedeniyle
domateste gorulen solgunluk hastaliginin plazmidler tarafindan tasinan
genlerden kaynaklandidi ve ne ksilemin yuksek — titre kolonizasyonu ne de EPS
uretiminden kaynaklanmadigi ileri surulmustur. Plazmidlerin patojenik gen
tasiyicisi olmalari, yalnizca Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
O0zgu, 6zel bir durum olarak gérinmektedir. Cunku patojenlige herhangi bir
muadahalesi  bulunmadigi  bilinen  Clavibacter  michiganensis  subsp.
michiganensis sepedonicus’un bir ¢ok olumcul izolatinda 51 kb yerli plazmidi
bulunmustur (Mogen vd 1988). Ayrica diger alt tirler icin de plazmidlerle

virilans arasinda herhangi bir kargilikli ilinti bulunmamigtir (Vidaver 1982).

Patojenik  determinantlarin  belirlenmesi icin pCM1 ve pCM2
plazmidlerinin  DNA restriksiyon fragmentleri plazmidsiz CMM100 cinsine
eklenmistir. Enzim analizleri ve nukleotid diziliminin belirlenmesi Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis pCM1 plazmidi tarafindan tasinan bir
patojenik determinant, bir endo-glikonaz gdstermistir (Meletzus vd 1993).
Dizilim bilgisi Clavibacter michiganensis subsp. spedonicus’un “endoselilaz”
geninin tanimlanmasinda kullaniimistir. Ayrica burada da bir “endoselllaz” —
negatif cins, Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus ya da Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’ ten birinden endoglikonaz tasiyan bir
vektorel plazmid ile donUsturildiginde virllans geri gelebilmektedir. (Laine vd
1996). Mevcut durumda, endo-f3-1,4-glukonazlarin domates ve patateste
solgunluk hastaliginin yerlesmesinde bir role sahip olduklari agik¢a kanitlanmig

durumdadir. Ancak, yakin zamanda kullandigimiz domates sisteminde tehlikeli
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bir fenotipin eksprese edilmesinde endoglikanazin tek basina yeterli olmadigi
yonunde kanitlara ulastik. Acik bir sekilde ilave bir gen Urinunu
gerektirmektedir. Ayrica pCM1 plazmidi tarafindan da kodlanmistir (H. Jahr ve
R. Eichenlaub, yayinlanmamis veri). Bu gen ve UrGinU halen tanimlanmayi

beklemektedir.

pCM2 plazmidi (72 kb) tarafindan kondlanan Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’in ikinci patojenik determinanti klonlanmig ve nukleotid
dizilimi belirlenmigtir (Dreier vd 1997). Pat-1 adi verilen bu gen silme analizi ve
tamamlama calismalariyla haritalandirilmig 1.5 kb Bgll/Smal DNA restriksiyon
fragmenti Gzerinde konumlanmigtir. Bu klonlanmis gen plazmidsiz CMM102
cinsine eklendiginde, dogal plazmidinde pat-1 genini tasiyan CMM102 (pCM2)
icin gozlemlenenle ayni virllans seviyesine tekrar gelmektedir. Buna paralel
olarak, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in farkli cografik
kokene sahip kimi dusuk — virtlansh izolatlari, pJD2107 hiprid plazmidi ile
birlikte transformasyona tabi tutulduklarinda pat-1 geni tasiyarak solgunluga
neden olan fenotipe dénismustir. Pat-1 genine bir cergeve kaymasi mutasyonu

gisiri, patojenik fenotipin kaybolmasina yol agcmistir (Dreier vd 1997).

Pat—1 nukleotid diziliminin analiz edilmesi 280 amino asitli ve 29.7 kDa
molekuler agirliga sahip bir protein icin bir okuma cergevesi ortaya koymustur.
Transkripsiyon baglama sahasi primer genisleme ile haritalandinimis ve
Escherichia coli a70 ve Bacillus subtilis a43 kolaylastiricilara dnemli
benzesiklige sahip bir -10/35 bolgesinin pat-1 genini dnceledigi gorulmustar.
ilginc bir sekilde, kolaylastirici bélgede diizenleyici sinyaller olarak islev gérmesi
muhtemel dort dizilim tekrari gdézlenmistir. Pat—1 proteininin ilk 33 amino asidi iki
pozitif yakla agrinin kalintisi (Arg — 6 ve Arg 9) ile tipik bir sinyal dizilimi ve
sirasiyla 33 ve 34Uncu konumlarda bir alanin ve bir valin kalintisi arasinda
varsayimsal bir kesim noktasi sergilemektedir. Daha sonra yapilan bir homoloji
arastirmasi Pat-1 proteininin Lysobacter enzymogenes ve Streptomyces
griseusdan alinan serin proteazlari ile ayni homolojiyi paylastigini ortaya

koymustur. Pat-1 amino asit diziliminin 230uncu konumunda serin
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proteazlarinin, serinin aktif sahada bulundugu tripsin ailesinde tipik olarak
gorulen bir konsensis G-D-S-G-G motifi bulunmaktadir. Gelecekteki
calismalarda, Pat-1 proteininin bir sinyal peptidazi tarafindan salgilandigi ve
isleme tabi tutuldugu ve proteinin proteaz aktivitesi bulundugu gosteriimek

zorundadir.

Pat—1 geninin transkript uzunlugu Northern Hybridization ile belirlenmis
olup yaklagik 1500 nukleotidden olustugu gorulmustur. Transkripsiyon baglama
sahasi zaten primer genisleme ile haritalandiriimig oldugundan, pat-1
MRNA’sinin  boyutu, transkripsiyon bitisinin gercekte pat-1 mRNA’sinin 3’
bitisinde tanimli rho — bagimli bir varsayimsal sonlandiricida ortaya c¢iktigini
goOstermektedir. Pat—1 mRNA’sinin ¢evrilmemis 3’ bdlgesinin oldukga ilgi gekici
bir ozelligi bulunmaktadir. Clinku bu bdlge altt ya da yedi nukleotidin 18
dogrudan tekrari tarafindan takip edilen 14 guanozin kalintisini barindiran bir
poli(G) motifi barindirmaktadir. Teorik olarak bu bdlgenin, mMRNA’nin 3’ ucunda
yuksek termodinamik istikrara sahip (-38.3 kcal mor1) kompleks bir gévde —
Kivrim (stem — loop) yapisi olusturmasi mumkundur. Hibrid pJD1671 plazmidi
icindeki tekrar bolgesinin tamamini kaplayan bir 255 bp’nin silinmesi, virtlansin
dusmesine yol agmigtir. Bu da pat-1 mRNA’sinin 3’ ucundaki varsayimsal
govde — kivrim yapisinin mRNA'y1 dengeleyebilecegi, yani mRNA’y1 bakteriyel
hidcrelerin mRNA donugumune mudahil olan iki onemli nuklez olan RNase Il ve
polinukleotid fosforilaz bozulmasina kargi koruyabilecegi anlamina gelmektedir.
Bu enzimler 3’ uctaki tek dizili RNA’y1 hizl bir sekilde bozunuma ugratmaktadir
ancak govde — kivrim yapisinda mevcut bulunan cift dizili RNA Uzerinde aktif

degildir (Belasco ve Brawerman 1993).

Daha once de bahsedildigi gibi, solgunluk hastaligi salginlarinin
engellenebilmesi igin tohumda Clavibacter michiganensis’in tespit edilmesinde
kullaniimak tUzere hizli ve hassas bir analize ihtiyag vardir. Klasik mikrobiyolojik
tespit yontemi zaman kaybettirmekte, immunolojik analizler siklikla ¢apraz
reaksiyonlar ve mevcut antikorlarin yetersiz belirginligi nedeniyle aksamaktadir.

Domateste solgunlugun ortaya c¢ikmasinda sorumlulugu bulunan genlerin

44



molekller analizi baz alindiginda, Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’in  6zgun bir sekilde tespit edilebilmesi i¢in Southern
Hybridization ve polimeraz zincir reaksiyonu yontemlerini tesis etmek Uzere
endoglikanaz ve pat-1 geninin dizilim bilgilerinin kullaniimasi gerektigi acikca
gorulmustir. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile insidiosus,
nebraskensis, tesselar-ius ve sepedonicus alt turleri arasinda endoglikanaz
geninden tureyen bir DNA probu (celA) farkliik gdstermektedir. Diger bitki
patojeni ya da saprofitik bakteriler ile herhangi bir sinyal bulunmamistir (Dreier
vd 1995). Pat-1 geninden tlireyen bir diger prob daha da 6zglndir. Bu prob
yalnizca 6liumcul Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis cinsleri ile bir
melezlesme sinyali vermis ancak olumcul olmayan (avirtlent) Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis ya da diger altturler ile bir sinyal
vermemistir. Bu gozlem, yalnizca dunyanin farkli bolgelerinden gelen 6lumcul
izolatlarin genellikle bir plazmid Uzerinde tasinan pat—1 genine sahip olduklari
gercegine dayanmaktadir. Dahasi, pat—-1 mRNA’sinin 3’ bolgesinin diziliminin
karsilastiriimasi bunlarin, guanozin kalintisi ve tekrarlarin sayilari degisiklik
gOsterse de tamaminin poli — G bolgesine ve tekrarlara sahip olduklarini ortaya
koymustur. Ancak PCR, Southern Hybridization’ dan daha hassastir ve bu
nedenle pat—-1 geninin diziliminden tdretiimis PCR primerleri gelistirilmistir. Bu
primerler ile, enfekte bitkilerden ve dogal olarak kontamine tohumlardan
hazirlanan  homojenatlar iginde  Clavibacter = michiganensis  subsp.
michiganensis’in  6lumcul cinsleri tespit edilebilmistir. Kontamine bitki
homojenatinda 2 x 10? bacteri / ml kadar diisiik bir pozitif sonuc elde edilmistir.
Boylece, molekuller potojenlik analizii, domates patojeni olan Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’in tespit edilebilmesi icin hizli ve 6zgun bir
analiz saglamis olup bu da bitki patojen teshisinde uygulanmasi i¢in faydali hale

gelebilir.

C. michiganensis subsp. michiganensis’ in plazmid — kodlu patojenik
determinantlarinin molekuler ve biyokimyasal analizi hastaligin bu 6nemli
patojen tarafindan tetiklenmesinin mekanizmasinin anlagiimasinda yeni

kavrayislara yol agcacaktir. Pat—1 gen Urlinunun Ozelliklerinin daha ¢ok ortaya
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konmasi ve bu gen Urununun bitki — miktop etkilesimindeki rolunin aciga
ctkariimasi gerekmektedir. Ayrica, pCM1 plazmidi Uzerinde konumlanan ve
endoselllaz ile birlikte c¢alisir goérinen potojenlikle ilgili diger gen(ler)in
tanimlanmasi ve oOzelliklerinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu gen urunlerinin
eylemlerinin birlesiminin hastalik semptomu olan “solgunluga” nasil yol actigi

sorusuyla bundan sonra ilgilenilebilecektir.

Olimcil Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis cinsinin
plazmidlerden arindirilarak bir endofite c¢evrilmesi, bodyle cinslerde gen
arnlerinin eksprese edilmesi olasiligina kapi agmaktadir ki bu da diger
domates patojenlerinin infekte etmelerini engelleyecektir. Bahro ve Eichenlaub
tarafindan yayinlanmig calismada, bir kitinaz geni tasiyarak, CMM100 gibi
plazmidsiz bir Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis cinsine
eklendiginde bu enzimi eksprese eden bir hibrid plazmid tamamlanmistir.
Laboratuar ortaminda, domates bitkilerinin bdyle bir cinsle enfekte edilmesi
gercekten de bitkilerin bir domates mantar patojeni olan Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici enfeksiyonuna karsi hassasiyetini azaltmistir (Bahro ve

Eichenlaub yayinlanmamig veri).

Gelecekteki calismalar ayrica, baslangic enfeksiyonu ve kolonizasyonun
erken safhalari esnasinda konukgu ile etkilesime katkisi bulunan kromozomsal
genlerin tanimlanmasina olanak saglayacak ilave genetik araglarin gelistiriimesi
Uzerine yogunlagsmak zorundadir. Halen bu amagla, Arthrobacter’den alinan bir
IS elementi kullanan bir transpozon sistemi gelistirmeye c¢aligiimaktadir.
(Gartemann ve Eichenlaub, yayimlanmamis veri). ilk sonuglar umut verici
oldugundan, transpozin mutogenesisinin Clavibacter michiganensis Uzerinde
mumkun olacagina ve hangi genlerin konukgu tanimasinda katkida bulundugu

sorusunun cevabinin bulunacagina dair Umit oldugu dusunulmektedir.
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2.4 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’ in Miicadelesi ile

ilgili Calismalar

1991 yilinda yapilan bir galigmada domates bitkilerinde budama yerlerinde
acilan yaralardan bulastirilan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
'in epifitik populasyonu acgik alanda yetistirilen domates bitkilerinde iletim
demetlerine kolonizasyonu ve yesil aksamda hastalik gelisimini artirirken 1990
yilinda herhangi bir degisikligine neden olmamistir. 1991 yilinda budanmayan
bulasik bitkilere gore budananlarda 6nemli dlgide verim diagsusu gozlenmis;
1990 yilinda yapilan galismada ise bdyle bir bulguya rastlanmamigtir. Fakat
hastalik her iki yilda Urin miktarinda énemli oranda azalmaya neden olmustur
(Carlton vd 1994).

Thyr ve ark. (1973) domates tohumlari %0.6’ik HCL ile 30-45 dakika sure
daldirildiktan sonra 66 °C’de 3 saat siireyle kurutulmasinin sistemik bulasik
domates tohumlarinda bulunan Clavibacter michiganense’ yi elemine ettigini
belirlemislerdir. Tohum kokenli olan etmenle mucadelede Brassicol (%18 Teknik
Pentachlornitrobenzol), Brestan (%54 Triphenyltinacetate), Derasol (%60
Carbendazim), Dithane M22 (%80 Maneb=Manganese ethylene bis
dithiocarbamate), Dithane M45 (Maneb+Zineb=%16 Manganese iyonu- %2
Cinko iyonu+ %62 ethylene bis dithiocarbamate), Orthocide 50 (%50 Captan-N-
Trichloromethylmercaptan-4-Cyclohexene -1,2 dicarboximide) ve Pomarsol
Forte (%80 Teknik Thiuram=tetramethylthiuram disulfide) kuru ilaglama
seklinde tohuma uygulanmis ve Orthocide 50 hari¢ diger tim ilaglarin etkili
olduklari belirlenmistir( Cetinkaya 2007).

Yapay besi yerlerinde puskurtme seklinde kullanilan ilaglarin ve bazi
antibiyotiklerin  Corynebacterium michiganense’ yi engelleme yetenekleri
arastinimistir. Etmeni engellemede Streptomycin silfat (100-200 ppm) ve
Tetracyclin HCI (100-200 ppm) oldukga etkili olurken Dikotan Z78, Dithane M22,
Polyram Combi ve Tiezene antibiyotikler kadar etkinlik gostererek saksi ve tarla

calismalari igin Umit var ilaglar olmuslardir (Cinar 1978).
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Cinar (1980) Cukurova bolgesinde yaptigi ¢calismada ise 23 adet domates
cesidini bakteriyel solgunluk hastaligina dayanikllik yonunden incelemis ve Ug¢
domates cesidini az duyarli olarak saptamigtir. Ayrica yas tohum ilaglarindan
Tiezene, kuru tohum ilaglarindan Femaset ve antibiyotiklerden Tetra etmene

karg! etkili olarak saptanmigtir.

Dhanvantari (1989) patojenin tohumlardan eradikasyonu icin 20 °C’de 96
saatlik fermentasyonun gerekli oldugunu ve 0,6 M HCL'e 1 saat daldirma
uygulamasinin ya da %0.05 hydroxydiphenyl ile 15 dakika muamelenin
fidelerde solgunluk hastaligi yogunlugunu, 15 dakika %0.6 NaOH
uygulamasindan ¢ok daha fazla oranda azalttigini belirlemistir. Yapay olarak
bulastiriimig bir tohum lotunun 0.6 M HCL iginde bir saat islatiimasinin fidelerde
solgunluk hastaligi simptomlarini %0.1 ile %38 oraninda azalttigi saptanmistir.
Fatmi ve ark., (1991) etmenin dogal enfekteli domates tohumlarindan 0.6 M
HCL’e 5 saat, %0.25 ve 0.50’lik cupric (bakir) asetata 20 dakika, 52 °C’de sicak
suya 20 dakika ve 56 °C’de ki sicak suya 30 dakika daldirma uygulamalari
kullanilarak elimine edilebilecegini bildirmiglerdir. Bu uygulamalarin tohum
cimlenmesine olan etkisine bakildiginda ise sadece 56 °C’de 30 dakika sicak su
uygulamasinin tohum c¢imlenmesi Uzerinde herhangi bir olumsuz etkisi
gbzlenmemigtir. Buna kargin buhar ile sterilize edilen topraga ekilen domates
tohumlarindan HCL uygulamasi yapilanlar da ¢imlenme orani 6nemli Ol¢ide
diiserken 52 °C’de 20 dakika sicak su uygulamasinda kontrollere gére daha

yuksek cimlenme orani gézlenmistir ( Cetinkaya 2007).

Ozaktan (1991) sicak su (54-56 °C’'de 20 dakika), streptomycin (300
pg/ml), metoksietil civaklortr (30 ug/ml) ve antagonist uygulamasinin patojene
karsi etkili oldugunu saptamigtir. Arastirici tarla kosullarinda sicak su (54-56
°C’de 20 dakika) uygulamasinin %94, antagonist uygulamasinin %75 ve kuru
sicaklik uygulamasinin %40 oraninda etki gdsterdigini belirlemigtir. Fakat civa
klorir ve kuru sicaklik uygulamalarinin tohum c¢imlenmesine toksik etkisi,

streptomisine ise bakterilerin kisa surede direng kazanma ihtimali goz 6nlne
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alindiginda sadece sicak su uygulamasini 6nermektedir. Ayrica yapilan
calismada meyve etli domates tohumlarinin 72 sureyle fermentasyonunun
tohumdaki patojeni elimine ettigi saptanmistir. Kritzman (1993) bakir asetat,
asetik asit, pentakloronitrobenzen, 5-ethoxy-3 (triklorometil),-1,2,4-thidiazol ve
Triton x-100 iceren kimyasal solusyona domates tohumlarini daldirmis ve
tohumun ¢imlenmesine zarar vermeden patojenin eredikasyonunu arastirmistir.
Arastirict yaptigi calismalar sonucu 25 °C’de tutulan kimyasal solusyonuna 30
dakika sureyle daldirilan domates tohumlarindan etmenin eredike oldugu ve
uygulamanin tohumun ¢imlenmesinde herhangi olumsuz bir etkisinin olmadigini
belirlemistir. Ricker ve Riedel (1993) bakirli ilaclari tek baslarina veya cgesitli
kontakt fungisitlerle karistirarak 5-7 gune bir yapilacak puskiartme seklinde
uygulamanin yaprak yanikhgl ve/veya meyve lekelenmesini dnemli oranda
azalttigini bildirmistir (Cetinkaya 2007).

Hausbeck vd (2000) bazi bakterisitlerin etmenin populasyon buyukligi ve
hizina olan etkilerini arastirmislardir. Yaptiklari ¢alismada bakir hidroksit, bakir
hidroksit/mankozeb,  streptomisin  ve  streptomisin/  bakir  hidroksit
uygulamalarinin ~ 5x10”den  kiiclk Cmm populasyonunu sinirladigini
bildirmislerdir. Tarlaya sasirtilan fidelerde patojen populasyonu 10 hiicre/gram
bitki dokusu miktarina esit veya daha fazla oldugunda, bitkinin canlihgini ve
tarladaki aran miktarini 6nemli Olgide etkilemektedir. Ayrica arastiricilar bu
uygulamalarin hi¢ birinin inokuleli kontrol bitkiler ile karsilastirildigi zaman
meyve lekelerinin siddetini 6nemli oranda azalmaya neden olmadigini
saptamiglardir. Yunanistan'da yapilan bir ¢alismada 5-6 haftalik solarizasyon
uygulamasinin plastik seralarda domates bakteriyel solgunluk hastaligini 6nemli
Olclde azalttigi rapor edilmigtir (Antoniou vd 1995). Werner vd 2002 1996-1998
yilllari arasinda vyaptiklari ¢alisma sonucunda tarlada Cmm tarafindan
olusturulan domates bakteriyel solgunluk hastaliginin giddetini azaltmak ve
etmeni baski altina almak igin bitkiler henuz serada iken Dbakterisit
uygulamalarina baslamalari ve bunu devam ettirmeleri gerektigini bildirmiglerdir.
Arastiricilar dayanikli gesit ve acidibenzolar-S-metil kullaniminin hastalikla

mucadelede yardimci olabilecegini bildirmiglerdir (Cetinkaya 2007).
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Tokgonul (1997), solarizasyon uygulamasinin plastik tinelde 5 ve 30 cm,
cam serada 15 cm derinliklerde patojene zayif etkide bulundugunu saptamistir.
Dogal kosullarda yapilan galismalarda toprak solarizasyonun tek basina bir yil
uygulamasi etkili bulunmazken, ayni yerde ikinci yil uygulandigi zaman etki
%55 oraninda arttigini bildirmistir. Daferera ve ark., (2003) Cmm’e kargsi keklik
otu, kekik, gazelotu, mercan kosk, lavanta, biberiye, adagayl ve vyarpuz
bitkilerinin ugucu yaglarinin etkilerini arastirmiglardir. Arastiricilar besi vyeri
uzerinde patojenin gelisimini keklik otu, kekik, gazelotu, mercan kosk bitkilerinin

dusuk oranlarda (85-300 ul/ml) bile tamamen engelledigini saptamiglardir.

Polenlerin ve propolis (is¢i bal arilarinin aga¢ ve calilarinin yaprak
tomurcugu, goévde yaralari gibi bayuyerek yenilenen kisimlarindan topladiklari
sarl, yesil ve kahverengi recinemsi bir madde) ekstraktinin Cmm’ e karsi
antibakteriyel etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan g¢alismada polen
ekstraktinin 1/5 oraninda, propolis ekstraktinin ise 1/10 oraninda kullanildiginda
patojene karsi en etkili sonucu verdigi saptanmistir. Polen orani 1/100, propolis
orani ile 1/1000’ e dusuruldugunde ise antibakteriyel etkinin minumum oldugu
belirlenmistir. Bu ¢alisma ile polen ve propolisin bitki patojeni bakterilere kargi

antibakteriyel aktivitesinin oldugu ortaya konmustur (Basim vd 2005).

Cmm’e karsi antagonist bakterilerin kullanim olanaklarinin arastirildigi bir
calismada, Tokgonul ve Cinar (1999) 79u Aktinomiset, 9u floresan
Pseudomonas ve 2’si Bacillus olmak Uzere toplam 90 adet antagonist bakteri
izolati elde etmislerdir. Bunlardan 27 tanesinin in vitro petri denemeleri
sonucunda etkili oldugunu saptamislardir. Bu izolatlar arasindan segilen 7
antagonist bakteri izolatin invivo saksi c¢aligmalarinda domates bakteriyel
solgunluk hastaliginin geligsimini temiz toprakta %46-100; bulasik toprakta ise
%65-100 arasinda degisen oranlarda engelledigini belirlemisler, bu

antagonistleri Gmit var izolatlar olarak degerlendirmislerdir.
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Boudyach vd (2001) Fas’'in Souss- Massa vadisinde domates bitkilerinin
kok cevresinden, kok cevresi digindaki topraktan ve yaprak yuzeyinden elde
ettikleri 178 adet antagonist izolati gram reaksiyon, sporulasyon, King B besi
yerinde floresan renk olusumu ve fizyolojik testlerle tanilamiglardir. 178 adet
izolatin  %43’'U  tanilanamamis gram negatif bakteri, %28 floresan
Pseudomonas, %20’si Bacillus spp. ve %9u da actinomiset olarak tespit
edilmigtir. Arastiricilar 18 izolatin  Cmm’ engelleme yeteneklerini saksi
calismalar ile arastirmislardir. izolatlar tohuma uygulandiklarinda sadece (g
izolat hastalik siddetinde azalma yaparken, tohum uygulamasini takiben tretim
alanina dikimden once izolatlar koklere uygulandiginda 10 izolatin hastalik

siddetinde azalmaya neden oldugunu saptamiglardir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Calismada Kullanilan Bakteriyel Strain

Bu calisma kapsaminda Akdeniz Universitesi Ziraat Fakdiltesi Bitki Koruma
Bolumu Fitopatoloji Anabilim Dali’ na ait kaltir kolleksiyonunda yer alan Antalya
ili Aksu ilgesi orijinli Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 10 straini

kullanilmistir.
3.2. Caligmada Kullanilan Domates Cesitleri ve Gelisgtiriimesi

Bu calismada kullanilan domates cesitleri Antalya ili ve ilgelerindeki fide
firmalarindan temin edilmistir. Yabani domates tohumlari ise Tomato Genetics
Resource Center ve Akdeniz Universitesi Ziraat Fakultesi Bitki Koruma
Boluminde mevcut olan tohumlar yine ayni bolume ait olan ¢imlendirme

odalarinda geligtirilmistir.

Ticari domates fidesi Ureten firmalardan alinan fideler 15,24 cm derinlige
sahip plastik saksilara aktarilmigtir. Yapilan ©6n c¢alismalarda, fidelerin
yetigtirimesinde sadece torf veya 1:2:1:2 perit-torf-toprak-kum karisimi
kullaniimasinin bitkiler acisindan 6énemli bir fark yaratmadidi belirlendiginden

fidelerin dikiminde sadece torf kullaniimistir.

Bitkiler, sera kosullarinda (Bitki Koruma Bolumu Fitopatoloji Anabilim Dal
Bitki Deneme Serasli) sodyum buharli isikta 18 saat 1siklanma suresi ile 8 hafta
gelistirilmistir. ~ Fideler, deneme serasinda giindiiz sicakligi 25-30 °C gece
sicakhigl ise 18-20 °C sicaklikta gelistirilmistir (Medina vd 2001).
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan domates cesitleri

No | Cesit Adi Ait Oldugu Kurulusg Tes.ci.l
Tarihi

1 2242 Tescilsiz -

2 | 2246 Tescilsiz -

3 | 2247 Tescilsiz -

4 | Harys (RFT 4413) | Syngenta Tarim San. ve Tic. A.S. 15.01.1997

5 |575 Tescilsiz -

6 |Alex - -

7 | Alexey - -

8 |Alida Toros Tarim Sanayi ve Ticaret A.S. 19.06.2002

9 |Allegro Toros Tarim Sanayi ve Ticaret A.S. 28.02.2008

10 | Alsancak Yuksel Tohumculuk Tarim San. ve Tic. Ltd. $ti. -

11 | Alsancak RN Yuksel Tohumculuk Tarim San. ve Tic. Ltd. Sti. 13.08.2003

12 | Altess Antalya Tohum. Tarimsal Uretim Pazarlama A.S. -

13 | Aristo HB Tar. Ur. Petrol ve Kim. Ur. Top. Gida Mad. S.Tic. 13.10.2004

Ltd. Sti.

14 | Aspava Su Tarim Tic. Ltd. Sti. 16.08.2006

15 | Astona Nunhems Tohumculuk Ltd. Sti. 13.08.1997

16 | Astona ReNe Nunhems Tohumculuk Ltd. Sti. 12.07.2000

17 | Atabey Rn Yiksel Tohumculuk Tarim San. ve Tic. Ltd. $ti. -

18 | Atalay istanbul Tarim A.S. 17.08.2005

19 |Bali - -

20 | Bandita istanbul Tarim A.S. 14.07.2004

21 Belen Nadide Tar. Toh. Ur. Tic. ve S.Ltd. Sti. 29.05.2008

22 | Beril/73-14 Rito Tohumculuk A.S. 10.02.1999

23 | Bobo Santo San. Toh. Tic. Ltd. $ti. 28.02.2008

24 | Bolkar Tasaco Tarim San. ve Tic. A.S. 18.01.2006

25 | Cibellia/73-14 Rito Tohumculuk A.S. 11.05.2005

26 | Clotilde Syngenta Tarim San. ve Tic. A.S. 13.04.2005

27 | Crisol Fito Tohumculuk Tic. Ltd. $ti. 10.12.2003

28 | Deniz Toros Tarim Sanayi ve Ticaret A.S. 19.06.2002

29 | Depar Neobi Toh. Zirai Tarim Ur. San. ve Tic. A.S. -

30 | Diamond Santo Tarim Ltd. $ti. 13.07.2005

31 | Durinta istanbul Tohumculuk Tarim San. ve Tic. Ltd. Sti -
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan domates cesgitleri (devami)

32 | Export Altin Tohumculuk Ticaret ve Sanayi A.$. -

33 | Gokge/ FA-191 Toros Tarim Sanayi ve Ticaret A.S. 03.12.1991
34 | Grendal istanbul Tarim A.S. 22.03.2007
35 | Hadino Hazera Tohumculuk Tic.A. S. 22.03.2007
36 | Hamlet Nunhems Tohumculuk Ltd. $ti. 21.02.2007
37 |Han Yiksel Tohumculuk Tarim San. ve Tic. Ltd. Sti. -

38 | Helena RN May Tohumculuk Ltd. $ti. 11.09.2002
39 | ligin Monsanto Gida ve Tar. Tic. Ltd. Sti. 11.09.2002
40 | idalyo - -

41 | ikram Syngenta Tarim San. ve Tic. A.S. 12.07.2000
42 | inci Anamas Tohum Tarim Uretim ve Paz. Ltd. Sti. 14.04.2004
43 | izmir Syngenta Tarim San. ve Tic. A.S. 13.09.2006
44 | Karakaya RN Yiksel Tohumculuk Tarim San. ve Tic. Ltd. Sti. 11.08.2004
45  Kardelen Bircan Tarim Turizm Tic.ith. ihr. ve San. Ltd. Sti. 19.04.2007
46 | Kiymet Multi Tarim Ticaret Ltd. Sti. 18.01.2006
47 | Klasdo May Tohumculuk Ltd. $ti. 16.05.2007
48 | Klass Antalya Tohum Tarimsal Uretim Pazarlama A.S. -

49 | Linda Simge Tar. San. i¢ ve Dis Tic. Ltd. Sti. 29.05.2008
50 | M-09 Agrotek Tohumculuk Tar. Tic. ve San. Ltd. Sti. 09.07.1997
51 | M-16 Agrotek Tohumculuk Tar. Tic. ve San. Ltd. $ti. 08.03.2000
52 | M-28 Agrotek Tohumculuk Tar. Tic. ve San. Ltd. $ti. 09.07.2003
53 | M-79 Agrotek Tohumculuk Tar. Tic. ve San. Ltd. $ti. 19.02.2003
54 | M-89 Agrotek Tohumculuk Tar. Tic. ve San. Ltd. $ti. 23.01.2008
55 | Malike Su Tarim Ticaret Ltd. Sti. 10.01.2001
56 | Manyla Fito Tohumculuk Tic. Ltd. Sti. 25.07.2007
57 | Maya RN May Tohumculuk Ltd. $ti. 16.11.2005
58 | Melis Seto Sebze Tohumlari Uretim ve Ticaret A.S. 11.05.2005
59 | Milas Yiksel Tohumculuk Tarim San. ve Tic. Ltd. $ti. -

60 | Mirella Hazera Tohumculuk ve Tic. A.S. 11.06.2003
61 | Mondi May Tohumculuk Ltd. $ti. 17.12.2007
62 | Multy Multi Tarim Ticaret Ltd. $ti. 15.06.2005
63 | Nakis istanbul Tarim A.S. 22.03.2007
64 | Newton Syngenta Tarim San. ve Tic. A.S. 12.07.2000
65 | Nun 3080 Nunhems Tohumculuk Ltd. Sti. 12.01.2005
66 | Orient Nunhems Tohumculuk Ltd. Sti. 24.10.2007
67 | Party Multi Tarim Ticaret Ltd. $ti. 15.06.2005
68 | Pascal Syngenta Tarim San. ve Tic. A.S. 14.11.2002
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan domates ¢esitleri (devami)

69 | Pegasus/At-03 Ant Tohum Tarimsal Uretim ve Paz. Ltd. Sti. 14.06.2006
70 | Pelin Toros Tarim Sanayi ve Ticaret A.S 25.07.2007
71 | Petrus Seto Sebze Tohumlari Uretim ve Ticaret A.S. 13.06.2001
72 | Piccadilly Syngenta Tarim San. ve Tic. A.S. 16.05.2007
73 | Polyana Fito Tohumculuk Tic. Ltd. Sti. 23.01.2008
74 | Posseidon Ant Tohum Tarimsal Uretim ve Paz. Ltd. Sti. 01.11.1995
75 | Prenses Yiksel Tohumculuk Tar. San. ve Tic. Ltd. Sti. -

76 | Redo May Tohumculuk Ltd. $ti. 16.05.2007
77 | Sarafin Seto Sebze Tohumlari Uretim ve Ticaret A.S. 11.05.2005
78 | Selin Toros Tarim Sanayi ve Ticaret A.S. 07.02.1996
79 | Simela May Tohumculuk Ltd. Sti.

80 | Suvari Tasaco Tarim San. ve Tic. A.S. 18.01.2006
81 | Titanic Hazera Tohumculuk ve Tic. A.S. 10 12.1998
82 | Tore May Tohumculuk Ltd. Sti. -

83 | Tuana Neobi Toh. Zirai Tarim Ur. San. ve Tic. A.S. 12.07.2001
84 | Tyty Syngenta Tarim San. ve Tic. A.S. 13.07.2005
85 | Victory May Tohumculuk Ltd. $ti. 17.12.2007
86 | Vitamin Yuksel Tohumculuk Tarim San. ve Tic. Ltd. Sti. -

87 | Vo-5656 Hazera Tohumculuk ve Tic. A.S. 13.08.1997
88 | Vuslat Monsanto Gida ve Tarim Tic. Ltd. $ti. 12.07.2006
89 | Yagmur Yuksel Tohumculuk Tar. San. ve Tic. Ltd. Sti. 12.08.1998
90 | Yeni Talya Ant Tohum Tarimsal Uretim ve Paz. Ltd. Sti. 21.05.1993
91 | Yenigeri Yuksel Tohumculuk Tar. San. ve Tic. Ltd. Sti. 11.08.2004
92 Yidiz istanbul Tarim A.S. 08.03.2006
93 | Zorro Fiser Fidecilik A.S. -

3.3. Bitki Materyallerinin Bakteriyel Patojen ile inokiilasyonu

Bati Akdeniz Bolgesinde domates yetigtiriciliginde bu hastalik genellikle

hidatodlardan meydana gelmektedir (Basim 2007). Bu calismada fazla sayida

domates gesitine inokulasyon yapildidi igin iki farkh inokulasyon teknigi dikkate

alinmistir.

Birinci inokulasyon teknigi

elenmesi bakimindan yapilmistir.

Bitkilerin

inokulasyonunda

kullanilan inokulumun

cesitlerin daha hassas olanlarinin

hazirlanmasinda,

Antalya’ nin Aksu ilgesinden izole edilen CMM 10 straini (Akdeniz Universitesi
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Bitki Koruma Bolumiu Fitopatoloji Anabilim Dali  Kudltur Koleksiyonu)
kullaniimistir. -86 °C de stoklanan patojen bakteriler, Glucose Yeast Carbonate
Agar besi ortami iceren petrilere inokule edilmis ve 26 °C’ de 48 saat boyunca
gelistirilmigtir. Bu besi ortaminda gelistirilen kolonilerden biri segilmig, bu segilen
koloni Glucose Yeast Carbonate Agar igeren baska bir petriye aktarilmis ve 48
saat siire ile 26 °C’ de inkubasyona birakilmistir. Bu ortamda gelistirilen
bakteriler steril deiyonize su ile suspanse edilmis ve bakteriyel konsantrasyonun
1x10®  cfu/ml  olmasi saglanmistir. inokulum konsantrasyonunun
spektrofotometrik olarak saptanmasinda Eppendorf Biophotometer 6131
kullaniimistir. inokulum absorbansi 1x10® cfu/ml’ ye karsilik gelen A600=0,3

olacak sekilde ayarlanmistir.

Bakteri kiiltiirlerinden hazirlanan yaklasik 1x10® cfu/ml’ lik taze bakteriyel
solusyonlar, petiol kesilerek inokule edilmigtir. Bitkiler, hastahdin dizgun seyri
icin gelistirme odalarina (Bitki Koruma Bélimi Kontrollii iklim Odalari)
aktariimistir. inokule edilen bitkiler, giindiiz-gece sicakligi (1 26/18 °C olacak

sekilde hastaligin seyri gozlemlendi.
3.4. Hastalik Siddetinin Belirlenmesi

Hastalik siddetinin belirlenmesinde Bakteriyel Solgunluk ve Kanser
Hastalik etmeninin tipik simptomu olan solgunluk ol¢ut alinmigtir. Hastaliga ait
simptomlar 17. gunden itibaren go6zlenmeye baslanmistir. Yapilan 06n
calismalarda hastahgin bitki cesitlerindeki seyri inokulasyon sonrasi 28’ nci
glinde yapilan kontrolle takip edilmistir. Cesitlerin hastalia karsi hassas,
toleransli veya dayanikh oldugu V. Poysa (1993) skalasina gore
degerlendirilmigtir. Bu skalada bes farkli seviye yer almaktadir. Skalaya gore:
1= Bitkiler 6l0 2= Tum yapraklarin bir tarafinin tamami 6li veya siddetli
solgunluk 3= TUm yapraklarin bir tarafi 6lG veya siddetli solgunluk 4=Biraz
solgunluk veya geriye dogru 6lim, fakat bir yaprak’ in yaprakgiklarinin hepsinde
tek yonlu solgunluk yok 5=Bitkiler saglikli. Goézlemler sonucunda patojenin

inokule edildigi butin domates c¢esgitlerinde bitkilerin buyime ucu dlmugtar.
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4. BULGULAR
4.1 Hastaligin Seyri ve Enfeksiyon Sinifinin Belirlenmesi

1x10°® cfu/ml  yodunlukdaki  Clavibacter —michiganensis  subsp.
michiganensis 10 straini ile petiol kesilerek inokule edilen domates fidelerinde
17. gunde solgunluklar goralmeye baslamistir (Sekil 4.1)

Sekil 4.1. Hastahgin ilk belirtisi.

ileryen giinlerde bitkilerin tamaminda bir solgunluk ve blyiime ugunda
O0lium meydana gelmistir (Sekil 4.2)
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Sekil 4.2. Cmm ile inokule edilen bitkilerde ortaya ¢ikan karakteristik

belirtiler.

Hastaligin enfeksiyon sinifi belirlenirken 1-5 skalasi dikkate alinarak
belirlenmeye calisiimigtir. Karakteristik belirtilerin enfeksiyondan 17 gln sonra
ortaya c¢iktigi, solgunlugun zamanla bitkinin blyime ucunu etkiledigi
gOzlemlenmistir. Bitkinin ¢egidine bagh olarak ilk simptomun gorilme zamaninin
farkhlik gosterdigi belirlenmistir. Bu farkhiligin temel sebepleri arasinda
bakterinin bitki dokusuna kolonize olmasi ve uygun ortamin olusup ¢ogalmasi

gOsterilebilir. Yapilan gunlik takipler sonucu cesitlerin hastalik belirtilerinin
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inokulasyondan sonra ortaya ¢ikma zamani ve buyume ucunun 6lme zamani

belirlenmistir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile inokule

edilen domates bitkilerinde ilk hastalik belirtisinin gézlemlendigine kadar

gegen sure
No | Cesit Adi ik belirti (giin)  Biiyiime ucunun élmesi(giin)
1 2242 17 22
2 | 2246 19 27
3 | 2247 18 25
4 | Harys (RFT 4413) 17 22
5 |575 21 28
6 |Alex 20 27
7 | Alexey 17 22
8 |Alida 17 24
9 |Allegro 19 25
10 | Alsancak 20 28
11 | Alsancak RN 20 28
12 | Altess 17 26
13 | Aristo 17 25
14 | Aspava 18 27
15 | Astona 17 28
16 HAstona ReNe 19 27
17 | Atabey Rn 17 26
18 | Atalay 18 25
19 Bali 17 26
20 | Bandita 17 25
21 |Belen 17 27
22 | Beril/73-14 18 26
23 | Bobo 17 24
24 | Bolkar 17 26
25 | Cibellia/73-14 19 27
26 | Clotilde 20 28
27 | Crisol 17 25
28 | Deniz 17 26

59



Cizelge 4.1. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile inokule edilen domates
bitkilerinde ilk hastalik belirtisinin gézlemlendigine kadar gegen sure (devami)

29 | Depar 19 28
30 | Diamond 20 28
31 |Durinta 17 27
32 | Export 19 25
33 | Gokge/ FA-191 17 26
34 | Grendal 17 25
35 | Hadino 19 28
36 | Hamlet 17 27
37 |Han 20 28
38 | Helena RN 19 26
39 |ligin 17 25
40 | idalyo 20 28
41 | ikram 19 26
42 |inci 17 27
43 | izmir 17 26
44 | Karakaya RN 19 28
45 | Kardelen 17 25
46 | Kiymet 20 28
47 | Klasdo 17 25
48 | Klass 17 26
49 | Linda 19 28
50 M-09 19 25
51 M-16 17 24
52 ' M-28 20 28
53 | M-79 17 25
54 | M-89 17 25
55 | Malike 17 24
56 | Manyla 17 25
57 | Maya RN 19 28
58 | Melis 17 25
59 | Milas 17 26
60 | Mirella 17 24
61 | Mondi 20 28
62 | Multy 17 24
63 | Nakis 20 27
64 | Newton 19 26
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Cizelge 4.1. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile inokule edilen domates
bitkilerinde ilk hastalik belirtisinin gézlemlendigine kadar gecen stire (devami)

65 | Nun 3080 17 24
66 | Orient 17 25
67 | Party 17 23
68 | Pascal 19 27
69 | Pegasus/At-03 20 28
70 | Pelin 17 24
71 | Petrus 17 25
72 | Piccadilly 20 28
73 | Polyana 17 25
74 | Posseidon 17 24
75 | Prenses 19 27
76 | Redo 17 26
77 | Sarafin 19 28
78 | Selin 17 25
79 | Simela 19 26
80 | Suvari 17 25
81 | Titanic 17 24
82 | Tére 20 28
83 | Tuana 17 24
84 | Tyty 17 23
85 | Victory 20 28
86 | Vitamin 17 25
87 | Vo-5656 17 24
88 | Vuslat 19 25
89 | Yagmur 17 24
90 | Yeni Talya 20 27
91 | Yenigeri 17 26
92 | Yildiz 17 27
93 | Zorro 20 28

Hastalik ilk simptomlarin gorilmeye bagslamasindan sonra hizli bir sekilde
ilerlemistir. llk simptomunun gérildigi ginden itibaren bitkiler 10 gin igerisinde
Olmastir. Yabani domates cesitleri olan L. pimpinellifolium, L. hirsutum LA407
ve L. peruvianum LA2157 e yapilan inokulasyon sonucunda herhangi bir

simptom goézlemlenmemisgtir.
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5. TARTISMA

Ulkemizin sahip oldugu farkl ekolojik dzellikler; pek gok farkh Griinln,
buyuk miktarlarda Gretilmesine izin vermesinden dolaylr tarimsal Uretim
potansiyeli oldukga yuksektir. Turkiye, dinyada yuzolgimu bakimindan 37’ nci
sirada yer almasina ragmen, pek ¢ok zirai mahsulin Uretiminde 6n siralarda yer
almaktadir. Ancak ulkemizde tarimsal duretim alanlarinin arttinimasinin
zorlagsmasi, Ureticileri birim alandan daha fazla Urlin elde etme vyoluna
goturmustar. Bu ylzdendir ki ortualti yetistiricilik ekonomik getirisinin fazla
olmasi sebebiyle 6zellikle uygun iklim kosullarina sahip bolgelerde ve hatta bazi
mikroklima bdlgelerde énem kazanmistir. Turkiye'de, iklim sartlarina bagl bu
gelisim Akdeniz Bolgesi’ nde, 6zellikle de bdlgenin batisinda yer alan Antalya ili

ve cevresinde kendini gostermistir.

Ortualti Gretim alanlarinda olusturulan kontrollii ortam bitkiler igin oldugu
kadar hastalik ve zararlilar agisindan da olduk¢a uygundur. Bu sebeple bitkisel
uretim artiginin yaninda bakteri, virus, fungus kaynakh hastaliklara ve zararlilara

bagli ekonomik kayiplar da artmaktadir.

Ortl alti ve agik tarim alanlarinda vyetistiriciligi yapilan domates yas
olarak tuketildigi gibi bircok Urinde ham madde ve salgalik olarakta
kullaniimaktadir. Bu denli dnemli olan domates Uretimini etkileyen ¢ok sayida
bakteriyel, viral ve fungal hastalik etmenleri mevcuttur. Bu etmenler gerek o6rtu
alti tariminda gerekse acik tarla yetistiriciligi yapilan alanlarda etkili olmakta,
ciddi Urun ve kalite kayiplarina sebebiyet vermektedir. Kalite kayiplari nedeniyle
arinlerin  pazar degerleri dusmekte ve ekonomik acgidan da kayiplar

olusmaktadir.

Mikroorganizmalara bagli hastaliklar iginde bakteriyel kaynakh olanlar;
yuksek yayillma hizlari, ortam degiskenlerine karsi goOsterdikleri ylksek
adaptasyon yetenekleri, miucadelesinin zorlugu, Urin kayiplari yaninda urin

kalitesinde de dususlere sebep olmasi ile diger hastalik faktorleri iginde 6ne
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¢ikmaktadir. Ortialtinda yetigtirilen Urlinlerin énemli bir miktarinin ihracata
yonelik olugu gercegi goz onunde bulunduruldugunda bakteriyel hastaliklarin
sebep oldugu kalite kayiplarinin da urun kayiplari kadar ekonomik olarak zarar

verdigi kolayca anlagilabilir.

Domates Uretimini dlinya c¢apinda sinirlayan en onemli bakteriyel
etmenlerden biri olan Cmm ilk kez 20. yuzyihn basinda Amerika Birlegik
Devletlerinde saptandiktan sonra (Gleason ve ark., 1993), 1950’li yillarin
basinda Ulkemizde de rapor edilmisti. EPPO (European and Mediterranean
Plant Protection Organization), Cmm’in yayildidi alanlari gdsteren bir harita
ortaya koymustur (IMI, 1996-www. eppo.org). Etmen dinyada domates
uretiminin yapildigi hemen hemen her alanda gorulmektedir. Avusturya, Beyaz
Rusya, Belgika, Bulgaristan, Cek Cumhuriyeti, Misir,  Finlandiya
(dogrulanmamis bilgi), Fransa, Almanya, Yunanistan, Macaristan, irlanda
Cumhuriyeti, israil, Iitalya (Sardinya ve Sicilya), Liibnan, Litvanya, Fas,
Hollanda, Norveg¢ (yok edilmis), Polonya, Portekiz (yok edilmis), Romanya,
Rusya (Avrupa ve Sibirya kismi), Slovenya, Ispanya, isvigre, Tunus, ingiltere
(ge¢miste bulunmus ama daha sonra tespit edilememis), Ukrayna, Ermenistan,
Azerbaycan, Cin (ge¢miste bulunmus ama daha sonra tespit edilememis),
Hindistan (Madhya ve Pradesh bélgeleri), iran, Japonya, Kenya, Kuzey Afrika,
Tunus, Togo Cumhuriyeti, Uganda, Zambia, Zimbabve, Kanada, Amerika
Birlesik Devletleri (California, Florida, Georgia, Hawaii, lowa, lllinois, Indiana,
Michigan, Kuzey Dakota, Ohio, Wyoming), Meksika, Kosta Rika, Kiba Dominik
Cumbhuriyeti, Grenada, Panama Cumhuriyeti, Arjantin, Brezilya, Sili, Kolombiya,
Peru, Uruguay, Avusturalya, Tonga Kralligi ve Yeni Zelanda’da Cmm’in varhgi
rapor edilmistir. Etmenin varligi son olarak 1999 yilinda Tanzanya’'da (Black ve
ark., 1999), 2000 yilinda Kibris’da (loannou ve ark., 2000), 2004 vyilinda ise
Endonezya’da (Anwar ve ark., 2004) bildirilmistir (Cetinkaya 2007).

Ulkemizde bu hastalik etmeninin varh@ ile ilgili yapilan calismalar

incelendigi zaman Tokgonudl (1998)’Un bildirdigine gore ilk olarak Bremer ve
Ozkan (1950), Bremer ve ark. (1952), Karahan (1965) ve Karaca ve Saygili
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(1977) tarafindan sirasi ile i¢ Anadolu, Giiney Dogu Anadolu, Marmara ve Ege
Bolgelerinde saptanmistir. Dogu Akdeniz bolgesinde ise Cinar (1980) acikta ve
Ortualtinda vyetigtirilen domates bitkilerinde Cmm’in neden oldugu bakteriyel
solgunluk hastaligini gozlemlemigtir. Arastirici hasta domates bitkilerinin
yaprak, yaprak sapi, govde ve meyvelerinden elde ettigi bakteriyel izolatlar
biyokimyasal yontemlerle Cmm olarak tanilamistir. Sahin ve ark., (2002) Dogu
Anadolu bolgesinde Oltu, Ispir ve Yusufeli ilcelerinde Target cesidi ticari
domates Uretimi yapilan 6 farkli dUretim alaninda hastalik yayginhdinin %100
oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar elde ettikleri izolatlari  yaptiklari
biyokimyasal testler ve yag asit metil ester analizleri sonucunda Cmm olarak
tanilamiglardir. Isparta ili ve cevresinde ortu alti domates uretim alanlarin
bakteriyel hastaliklar yoninden incelenmesi sonucunda 40 seranin Cmm, 25
seranin Pseudomonas corrugata ve 2 seraninda Erwinia caratovora subsp.
caratovora ile bulasik oldugu saptanmistir (Basim, 2002). (Basim ve ark., 2004)
Bati Akdeniz bdlgesinde Isparta (Kegiborlu, Candir ve Seyhler ilgeleri) ve
Antalya (Serik, Aksu, Kumluca, Demre ve Kinik ilgeleri) illerinde orti alti
domates yetigtiriciligi yapilan Gretim alanlarini %26 ile %65 arasinda degisen
oranlarda Cmm ile bulasik olarak saptamiglardir. Hastahgin goraldugu
seralarda Selin, Astona, 198 RN, Malike ve Tulin ¢esidi domates yetistiriciligi
yapildigini bildirmiglerdir. Arastiricilar elde ettikleri izolatlari patojenite, SCM
(semiselective medium for C. michiganensis) besi yerinde koloni morfolojisi,
PCR testi ve yag asit metil ester analizleri ile Cmm olarak tanilamiglardir.
Ozdemir 2005 yilinda yayinladiyi ¢alismasinda NDM 447 gesidi domates
bitkilerinin meyvelerinde etmen tarafindan olusturulan kusg6zi simptomlarini
saptamigtir. Arastirici etmen tarafindan hastalandiriimis bitkilerin goévde ve
meyvelerinden elde ettigi izolatlari Cmm oldugunu aksamsafasi bitkisinde asir

duyarlilik ve patojenite testleri ile dogrulamigtir.

Hastaliga kargi dayanikhligin kalitimina bakildidinda,  Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’ e dayanikllik birden fazla genle kontrol
edilmektedir. Bu hastaligin dayanikhlik kaynagi olarak yabani domates turleri

olan L. pimpinellifolium, L. hirsutum LA407 ve L. peruvianum LA2157
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gosterilmektedir(Sandbrink, 1995). Tohumluk Tescil ve Sertifikasyon Merkezi
MuadarlGgu verilerine gore ticari olarak tescil ettirlen 577 domates gesiti icinde
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’ e Kkarsi dayanikli c¢esit
bulunmamaktadir. Hastallk etmenine karsi dayaniklilik birden fazla genle

kontrol edildigi icin dayanikli gesit gelisimi zorlagtirmaktadir.

V. Poysa 1993 yilinda yaptigi ¢alismada yapraktan inokulasyon ve kok
daldirma yontemi ile yaptigi denemede i1shah hatlarini denemis ve dayaniki
buldugu cesitleri dayanikli gesit 1slahinda kullanmak Uzere islah programina

almigtir.

Francis ve ark., (2001), yaptiklari c¢alismalarda kullandiklari LA 407
hattini dayanikli olarak belirtmiglerdir. Diger dayaniklihlk kaynagi olarak L.
perivianum LA 2157 gosterilmistir ve en iyi dayaniklihk kaynadi olarak tespit

edilmistir.

Ayrica LA2157 ile yapilan genetik analizlerde dayaniklilik genleriyle ilgili
ilk calismalarda 5 QTL (Sandbrink ve ark.,1995) ve sonraki ¢alismalarda 3 QTL
(Van Heusden ve ark.,1999) belirlenerek, en etkili QTL'in 7. kromozomda
oldugu ortaya konmustur. 7 nolu kromozomda L. perivianum kaynakli
dayanilikla iligkili SCAR molekuler isaretleyicisi de belirlenerek 1slahta
kullanilabilecegi belirtilmistir. L. hirsutum LA407 materyali ile yapilan genetik
calismalarda da Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatlarina
dayaniklilikla ilgili 2 ve 5. kromozomlarda bulunan 2 QTL belirlenerek, her iki

QTL ile iligkili RGA igaretleyicileri belirlenmisgtir.

L. hirsutum kaynakl LA407 dayanikli aksesyonla L. esculentum hatlari
arasindaki melezmelerden olusturulan iki F2 populasyonunda yapilan genetik
analizlerde dayanilikla iligkili 2 QTL (2. ve 5. kromozomlarda) ve dayanikhlik
genleriyle iligkili RGA molekuler isaretleyicisi belirlenmistir (Kabelka ve ark.,
2002).
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Cmm’ ye karsi dayanikl cesit gelistirimesinin éneminden bahsedilen,
calismanin Ozellikle bdlgede bulunan domates cgesitlerin dayanikliklarinin
degerlendiriimesi bakimindan onem tagidigi ve bu caligmada test edilen 93
domates cesiti hastaliga karsi duyarli olmasi sebebi ile mutlaka iyi planlanan
Islah programlariyla ve patojenin farkl strainlerinin test edilmesi kaydi ile yeni
cesitlerin 1slah edilme zorunlulugu vardir. Bunun ig¢in yabani domates
anaclarinin dayanikli oldugu dikkate alindiginda geri melezlemelerle, bu
hastalia karsi dayanikh cesitler gelistiriimelidir. Bu amacla hastaligin
mucadelesinde mevcut mucadele yontemlerinin pek yeterli olmadigi ve mevcut
domates cesitlerininde hastaliga karsi pek dayanikli olmadidi dustnuldigunde,
Domates Bakteriyel Solgunluk ve Kanser hastalik etmenine karsi dayanikl

cesitler gelistirilmelidir.
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6. SONUG

Dunyada yetistiricilik yapilan alanlarin sinirlarinin zorlanmis olmasi ve bu
alanlardan elde edilen Urin miktarinin insan beslenmesi igin yetersiz kalmasi
bilim gevrelerini harekete gecirmis ve birim alandan daha fazla Grin alma ugrasi
baglamigtir. Domateste besin olarak kullanilan sebzelerin en basinda yer
almaktadir. Turkiye’de Dinya domates uretiminde Cin ve ABD’ den sonra 3.
sirada yer almaktadir. Antalya ili ve cevresi, Turkiye’ de ortlalti domates

yetistiriciligi ve domates fideciligi bakimindan ulkemiz igin baylk éneme sahiptir.

Domates Bakteriyel Solgunluk ve Kanser hastalik etmeni ile kimyasal
micadelede henlz kesin bir sonuca ulasilamamistir. GUnimuiz de kimyasal
mucadele olarak bakirli bilesikler ve antibiyotikler kullaniimaktadir. Bunun

neticesinde telafi edilemez gevresel sorunlar ortaya ¢ikmaktadir.

Bakteriyel Solgunluk ve Kanser hastaliginin kontrolliinde, g¢esitli kalttrel
tedbirler, sertifikali tohum kullanimi, tohuma c¢esitli kimyasal ve biyolojik
uygulamalar, yesil aksam ilaglamalari, toprak solarizasyonu, dayanikh gesitlerin
kullanimini igine alan entegre bir miicadele 6nerilmektedir. Ulkemizde, bu
entegre mucadelenin en oOnemli yollarindan biri olan dayanikh cesit

kullaniminda buyuk bir eksiklik vardir.

Sonu¢ olarak, bu c¢alismada Turkiye’deki bazi domates c¢esitlerinin
Domates Bakteriyel Solgunluk ve Kanser hastalik etmeni Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’ e kargl test edilen tum domates
cesitlerinin  hassas olduklarini  ortaya koymustur. Dayanikli domates
cesitlerinden dayanikliik geninin gerek klasik 1slah gerekse modern
biyoteknolojik yontemlerle aktarilarak yeni dayanikli gesitlerin elde edilmesi
gerektigi ortaya cikmaktadir. Bu c¢alisma, daha genisletiimis arastirmalarin

yuratulmesine katki saglayacaktir.
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