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This study aimed to determine Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Cmm) caused tomato bacterial cancer and wilt disease on tomato seedling used
by farmers in Tokat province. In 2013, 2015, 2016, 2017 and 2018 years 104, 82,
94, 102 and 169 tomato seedling samples were taken from seedling providers
located in Central, Turhal, Pazar, Niksar and Erbaa in Tokat, respectively. The
disease agent was detected on tomato seedling by specific polymerase chain
reaction (PCR) assay after streaking on semiselective medium and extracting
DNA of the bacteria growing on the medium. In 2013, 2015 and 2016, 19 out of
104, 7 out of 82 and 4 out of 94 tomato seedlings were infected with pathogen,
respectively. On the other hand the disease agent was not detected in tomato
seedlings samples collected in 2017 and 2018 years. According to results of
this study, in seedling entered to the province, contamination ratio with Cmm
decreased at important level.
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GIRIS

Domates iilkemizde itiretimi ve tiiketimi en fazla olan
sebzedir. Ulkemizde vyetistiriciligi hizla artan domates
hem agcikta sofralik olarak hem de ortii altinda turfanda
Ozellikle Akdeniz

Ege Bolgelerinde biiyiik alanlarda domates iiretimi

yetistirilmektedir. Marmara, ve
yapilmaktadir. Tokat ilinde de domates, ireticilerin
onemli gelir kaynaklarindan birini olusturmaktadir. Tokat
ilinde Merkez ve ilgeler dahil 2017 yilinda 59.969 da ekilis
alanindan 456.873 ton sofralik ve salcalik domates tiretimi

gerceklesmistir (TUTK 2018).

Tokat

hastalik sorun olmaktadir. Bu sorunlardan dolayir hem

ilinde domates vyetistiriciliginde ¢ok sayida

verim ve iriin azalmakta hem de kalite diismektedir.

Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastalig1 domates
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uretiminde sorun olan en onemli hastaliklardan birisidir.
Hastalik

michiganensis (Smith) Davis et al. (Cmm) ilk kez Amerika

etmeni Clavibacter — michiganensis  subsp.
Birlesik Devletlerinin Michigan eyaletinde saptanmuis
olup, Diinya'nin domates yetistirilen butiin bolgelerine
de yayilmistir (EPPO 2019, Gleason et al. 1993). Hastalik
etmeninin inokulum kaynaklari, bagta bulasik tohum ve
fideler olmak tizere Cmm ile bulasik toprak, topraktaki
bitki artiklari, yabanc otlar, enfekteli bitkilerdir (Gitaitis
et al. 1989). Cmm sistemik tasinan bir hastalik etmeni
oldugu icin ozellikle enfekteli tohumlarla yayilmaktadir.
Uretim materyalindeki %0.01-0.05 (1000 fide bagina 1-5
hastalikli tohum) gibi diistik bir tohum bulagsma orani bile

tarlada 6nemli bir epideminin baslangic1 olabilmektedir
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(Chang et al. 1991). Hastalik etmeni ile miicadelede en
etkin yontem, baglangi¢ inokulumunun azaltilmasidir. Bu
baglamda, sertifikali hastaliksiz tohum ve fide kullanimi
bakteriyel kanser ve solgunluk hastaliginin miicadelesinde
biytk 6nem arz etmektedir. Enfekteli tohumlar ve
yine bu tohumlardan elde edilen fidelerin kullanimi ile
hastalik yayilabilmekte ve biiyiik iiriin kayiplarina neden
olabilmektedir (Chang et al. 1992).

Tokat ilinde 6zellikle 2010 yilindan itibaren Cmn7’in neden
oldugu Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastalig1
biiyiik epidemi yapmuis ve yillara gore degismekle beraber
%100’lere varan iiriin kayiplarina neden olmustur. Domates
iretiminin yogun olarak yapildigi Tokat ilinde 2011 ve 2012
yillarinda yapilan ¢alismada, Domates bakteriyel kanser ve
solgunluk hastaliginin bolgede 2011 yilinda %18-88, 2012
yilinda ise %0-62 oranlarinda yaygin oldugu belirlenmis
ve biyokimyasal testler ile molekiiler yontemlerle etmenin
tanis1 yapilmistir (Belgiizar et al. 2016). Bolgede patojenin
epidemiyolojisine yonelik yapilan ¢alismalarda etmenin
toprakta ve topraga karigtirilan bitki artiklarinda bir
sonraki sezona kadar canliligini stirdiiremedigini ortaya
koymustur. Ancak bulasik tohumlarda uzun siire canl
kalabildigi belirlenmistir (Belgiizar et al. 2018). Bu bulgular
dogrultusunda, 2010 yili ve sonrasinda bolgede domates
iretim alanlarinda goriilen bakteriyel solgunlugun fide
kaynakl1 olabilecegi kanisina varilmistir.

Tokat ve gevresinde domates iiretiminin ¢ogu Mersin ve
Antalya’dan gelen hazir fidelerle gergeklesmektedir. Bu
nedenle fide kaynakli enfeksiyonlarin hastaligin epidemi
olusturmasinda 6nemli rol oynadigi disiintilmektedir.
Hastalik belirtisi gostermeyen domates fidelerinde tarlaya
sasirtilmadan 6nce Cmm’in varliginin belirlenmesi bitytik
6nem tagimaktadir. Caligma, 2013, 2015, 2016, 2017 ve 2018
yillarinda Tokat yoéresinde kullanilan domates fidelerinde
Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligina sebep
olan hastalik etmeni Cmm’in varliginin belirlenmesi

amaciyla yapilmigtir.

MATERYAL VE METOT
Domates fideleri

Caligmada kullanilan domates fideleri 2013, 2015, 2016,
2017 ve 2018 yillarinda Tokat ili ve ilgelerinde domates
fidesi satis1 yapan zirai ilag bayilerinden toplanmugtur.

Besi yerleri

Calismada nutrient broth (NB) (23 g nutrient broth, 1000
ml distile su) ve yar1 segici SCM [(0.1 g yeast extract, 10 g
sucrose, 1.5 g¢ H,BO, (boric acid), 0.25 g MgSO,.7H,0, 2 g
K,HPO,, 1.5 g KH,PO,, 15 g agar, 1000 ml distile su, 1.0
ml potassium tellurite (%1 Chapman tellurite soliisyonu
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Difco), 121 °C’de 15 dk. otoklav isleminden sonra soguk
steril edilen 30 mg nalidixic acid, 100 mg (20 mg/ml
distile su) nicotinic acid, 200 mg cycloheximide (200

mg/ml metanol)] (Fatmi and Schaad 1988) besi yerleri

kullanilmistir.

Primer ¢ifti

Calismada Cmm’e spesifik CMM5:5*-
GCGAATAAGCCCATATCAA-3 ve CMM6:5-
CGTCAGGAGGTTCGCTAATA-3" primer dizilimleri

(Dreier et al. 1995, Iontek marka) kullanilmistur.

Yiritilen c¢aligmada 2013, 2015, 2016, 2017 ve 2018
yillarinda Nisan-Haziran aylarinda Tokat Merkez, Turhal,
Pazar ve Erbaa ilgelerinde domates fidesi satist yapan
zirai ilag bayilerine gidilerek domates fide drneklemeleri
yapilmigtir. 2013 yilinda 104 adet, 2015 yilinda 82 adet,
2016 yilinda 94 adet, 2017 yilinda 102 adet, 2018 yilinda
ise 169 adet domates fide 6rnegi alinmistir. Bayilerden
alinan fideler naylon posetlere konularak gesit isimleri,
fidelik isimleri, lot numaralari, fidenin alindig1 bayinin
ismi, fide 6rneginin alindig: tarih gibi bilgiler yazilarak
etiketlenmistir. Domates fidelerinde Cmm’in varligi/
yoklugu Belgiizar et al. (2017)'nin belirledigi yénteme gore
yapilmigtir.

fide

kistmlarindan kesilerek yesil aksamlar1 alinmigtir. Yesil

Toplanan domates orneklerinin  kok bogazi
aksam kisimlarinin agirhiklar: tartilmig, agirliginin 10
kat1 NB siv1 besi yerine konularak 3 saat ¢alkalanmustir.
Stire bitiminde, bitki pargalar1 stizgecten stiziilerek
uzaklagtirilmis ve kalan sivi 15.000 rpm’de 10 dk. santrifijj
edilerek pelet toplanmistir. Elde edilen peletler 9ar
ml saline buffer (%0.85 g NaCl) i¢inde tekrar siispanse
edilmigtir. Stispansiyon 3 kez seyreltilerek elde edilen
seyreltme serileri yar1 segici SCM besi yerine iki tekrarli
olarak yayma yontemi ile ekim yapilmistir. 28 °C’de 5
giinliik inkiibasyondan sonra uygun seriden SCM besi
yerlerinde gelisen tiim bakteri kolonileri steril bir 6ze
yardimiyla toplanarak, 9 ml NB siv1 besi yerine alinmig
ve DNA izolasyonunu takiben PCR analizleri yapilmistir.
Geligen bakterilerin DNA izolasyonu Nejat et al. (2009)’a
gore yapilmigtir. DNA izolasyonundan sonra patojene
spesifik olan CMM5:5-GCGAATAAGCCCATATCAA-3
ve CMM6:5-CGTCAGGAGGTTCGCTAATA-3’ primer
dizilimleri kullanilarak yapilan PCR ¢alismasinda %1’lik
agaroz jel tizerinde 614 bp buyiikligiinde bant olusumu
pozitif olarak degerlendirilmistir (Dreier et al. 1995).

SONUCLAR VE TARTISMA

Tokat ilinde iireticiler tarafindan kullanilan domates

fidelerinde Domates bakteriyel kanser ve solgunluk
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Cizelge 1. 2013, 2015, 2016, 2017 ve 2018 yillarinda Tokat
iline gelen domates fidelerinin Clavibacter michiganensis

subsp. michiganensis ile bulagiklik diizeyleri

Yillar Ornek sayist  Cmm ile bulagtk  Cmm ile bulagiklik
(adet) fide sayis1 (adet) orani (%)

2013 104 19 18.26
2015 82 7 8.53
2016 94 4 4.25
2017 102 0 0
2018 169 0 0

hastaligi  etmeni Cmm’in epifitik popiilasyonunun
belirlenmesi i¢in, fidelerden elde edilen siispansiyonlar
SCM besi yerine ekilmis, besi yerinde koloni gelisimini
takiben DNA izolasyonu ve PCR ¢alismasi yapilmistir.
2013, 2015, 2016, 2017 ve 2018 yillarinda Tokat iline gelen
domates fidelerinin Cmm ile bulasiklik diizeyleri Cizelge
I’de verilmistir. Yapilan ¢aligmalarda elde edilen bulgulara
gore, 2013 yilinda ¢alistlan 104 fide 6rneginden 19’unda

(%18.26) Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastalig1
etmeni Cmm ile bulagiklik belirlenmistir (Sekil 1 ve Sekil 2).

Sekil 1. SCM besi yerinde Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’in gelisimi

Sekil 2. SCM besi yerinde F-5 fidesinden gelisen koloniler

Sekil 3. F-35 fide 6rneginde SCM besi yerinde koloni

gelisimi gortilmemistir

2015 yilinda yuritiilen ¢alismada ise testlenen 82 fideden
81 SCM besi yerinde Cmm’ye benzer koloni gelisimi
gostermistir. Bu 8 fide ile yapilan PCR ¢alismasinda ise 7
fidede Crmm hastalik etmenine rastlanilmistir. Bu bilgilere
gore 2015 yilinda toplanan 82 fide 6rneginin 7’sinde (%8.53)
Cmm tespit edilmistir.

Calismanin devami olarak 2016, 2017 ve 2018 yillarinda ise
bu oran daha da diigmiistir. 2016 yilinda 94 domates fidesi
ile ¢aligma yapilmistir. Testlenen 94 fide 6rneginin 4’tinde
(%4.25) hastalik etmenine rastlanilmistir. 2017 yilinda 102
adet, 2018 yilinda ise 169 adet domates fidesi toplanmis
olup, yapilan testlerde her iki yilda toplanan fidelerin
hi¢birinde (%0) hastalik etmenine rastlanilmamustir (Sekil 3).

Benzer c¢alismalar cesitli aragtiricilar tarafindan da
gergeklestirilmis olup, yapilan ¢aligmalarda simptomsuz
bitkilerde hastalik etmeninin varliginin ELISA, BIO-PCR,
yag asit profil testleri ile belirlenebilecegi bildirilmistir.
Gitatis et al. (1991), Gliney Georgia’da 24 araziden toplanan
24.000 fide ile yaptiklari ¢aligmada yar1 segici (mCNS) besi
yeri kullanmiglardir. Toplanan fidelerin yalnizca 3’tinde
mCNS besi yerinde Cmm’e rastlanilmistir. Elde edilen
sonuglar yapilan ELISA ve yag asit profil testleriyle de teyit
edilmistir. Burokiene (2006) tarafindan yapilan bir diger
calismada ise domates fidelerinde Crmm’in varligi BIO-PCR
metodu ile saptanmigtir. Calismada tiire spesifik CMM5
ve CMM6 primerleri kullanilmig ve elde edilen sonuglara
gore, ilk enfeksiyon agamasinda bile patojenin varliginin

tespit edilebilecegi ortaya konulmustur.

Sonug olarak bu ¢aligma ile, 2013, 2015, 2016, 2017 ve 2018
yillarinda Tokat iline gelen domates fidelerinin Cmm ile
bulasiklik diizeyleriincelenmigtir. Elde edilen sonuglar, fide
kaynakli bulagsiklik oraninin yillara gore azalma egilimi
gosterdigini ve 6zellikle 2017 ve 2018 yillarinda 6rneklenen
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fidelerin tamamen hastaliksiz oldugunu gostermektedir.
Buna ilaveten Belgiizar et al. (2018) tarafindan Tokat
ilinde hastalik etmeni Cmm’in epidemiyolojisi ile
ilgili yapilan bir ¢aligmada, Tokat ili domates iretim
alanlarinda Cmm ile bulagik topraklarda yaz aylarinda
15 gin, ki aylarinda 30 giin, toprakta bulunan bitki
artiklarinda ise 30 giin canli kalabildigi belirlenmistir.
Ayni galisma igerisinde patojenin tohumdaki yasam siiresi
ise 370 giin olarak belirlenmistir. Bu ¢aligma, bulagik
tohumlarin birincil inokulum kaynagini olusturdugunu
ve tohumlardaki inokulumun hastalig1 baslatacak yetenege
sahip oldugunu gostermektedir. Bu durum, hastaligin
Tokat ilindeki epidemiyolojisinde, yayilisinda kullanilan
fidelerdeki bulagikligin roliinii de ortaya koymaktadir. Bu
baglamda, Tokat iline giren domates fidelerindeki epifitik
bulagsmalarin saptanmasi ve bunu engellemeye yonelik
tedbirlerin alinarak bulagik fide kaynakl: hastaligin tiretim
alaninda yayilmasinin engellenmesi, olusacak ekonomik
kayiplarin minimuma indirilmesi a¢isindan 6nem arz

etmektedir.

TESEKKUR

Bu ¢alisma, Tokat Valiligi 11 Ozel Idaresi tarafindan
desteklenmistir. Bu caligmaya ait 2013 yili verileri ilk
yazarin doktora ¢aligmasindan tiretilmistir. Ayrica 2015 yili
verileri de Uluslararasi Katilimli Ttirkiye VI. Bitki Koruma

Kongresi'nde 6zet bildiri (poster) olarak sunulmugtur.

OZET

Bu calisma, tireticiler tarafindan Tokat ilinde kullanilan,
hastalik belirtisi gostermeyen domates fidelerinde Domates
bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi etmeni Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)’in varliginin
belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Tokat Merkez, Turhal,
Pazar, Niksar ve Erbaa ilgelerinden 2013 yilinda 104,
2015 yilinda 82, 2016 yilinda 94, 2017 yilinda 102 ve
2018 yilinda 169 adet domates fide ornegi toplanmigtir.
Toplanan Orneklerden hazirlanan siispansiyonlar yar1
segici besi yerine ekilmis, gelisen bakteriler toplanarak
DNA izolasyonundan sonra etmene spesifik primerler ile
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) analizi yapilmistir.
Yapilan ¢alisma sonucunda, 2013 yilinda Tokat Merkez
ve ilgelerinden toplanan 104 fide 6rneginin 19’unda, 2015
yilinda 82 fide 6rneginin 7’sinde, 2016 yilinda 94 fide
6rneginin 4’tinde etmene rastlanilirken, 2017 yilinda
toplanan 102 fide 6rneginde ve 2018 yilinda toplanan 169
fide orneginde hastalik etmenine rastlanilmamistir. Bu
calisma sonuglarina gore, bolgeye giris yapan fidelerde

Cmm ile bulasiklik orani 6nemli diizeyde azalmistir.

Anahtar kelimeler: Clavibacter michiganensis subsp.

36

michiganensis, domates bakteriyel kanser ve solgunluk
hastalig1, Tokat, PCR
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