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Ozet: Domates (Lycopersicum esculantum Mill), iilkemizde {iretimi yapilan sebzeler arasinda ilk
siralarda yer almaktadir. Ulkemizde domates iiretiminin en ¢ok yapildigi Bat1 Anadolu Bolgesi’nde
domates stolbur hastalig1’nin yogun olarak goriildiigii Bursa ve Canakkale illerinin domates iiretimi
yapilan ilge ve koylerinde survey caligmalar1 yapilmistir. Stolbur hastaliginin goriildiigii donemde
araziden toplanan stolbur hastalig1 belirtisi veren domates bitkilerinden ve saglikli bitkilerden alinan
domates tohumlar1 materyal olarak kullanilmistir. PCR yontemi ile P1/P6, P1/P7 iiniversal primer
setleri kullanilarak stolbur hastaliginin varligi saptanmaya g¢aligilmuistir. Calismalarimiz sonucunda,
domates stolbur hastaliinin, yogun olarak goriildigii bolgeler saptanmug ve domates stolbur
hastaliginin tohumla tasinmadigi sonucuna varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Domates, Stolbur, Tohum, Fitoplazma, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR).

A Study On The Transmission With The Seed Of Stolbur Disease In
Western Anatolia Tomato Areas

Abstract: Tomato (Lycopersicum esculantum Mill), is one of the most important vegetable crops in
our country. A survey was carried out in tomato production areas, especially in Western Anatolia
region, Bursa and Canakkale. Tomato seeds were collected from tomato fields with stolbur disease
observed. They were used as a material. Total genomic DNA were isolated from seeds and tomato
plants and then amplified by universal primer sets (P1/ P6 and P1/P7) spesific for phytoplasma . The
results showed that the role of the seed in spreading of stolbur disease in tomato was not confirmed.
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Doktora Tezimden Yazilmistir.
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Giris

Domates (Lycopersicon esculentum Mill), Diinya’da ve Tirkiye’de genis ekim
alanlarinda tiretimi yapilan 6nemli bir sebzedir. Basta Marmara Bolgesi olmak {izere Ege ve
Akdeniz bolgelerinde ve Tiirkiye’de birgok bolgede domates {iiretimi yapilmaktadir.
Akdeniz bolgesinde daha gok oOrtli alti domates yetistiriciligi yaygindir. Marmara ve Ege
Bolgelerinde ise sanayiye yonelik domates tiretimi yapilmaktadir (Mural ve ark., 2000).
Domates stolbur hastaligi da fitoplazmalarin (mikoplazma benzeri organizmalar) neden
oldugu 6nemli hastaliklardan biridir. Bu hastalik nedeniyle baz1 bolgelerde 6zellikle sanayi
domatesi tiretiminde zaman zaman 6nemli iiriin kayiplari meydana gelmektedir. Domates’te
fitoplazma enfeksiyonlar1 Akdeniz havzasinin birgok bolgesinde goriilmektedir
(Zimmermann-Gries and Kleis, 1978; Alivizatos, 1989; Vibio et al., 1996; Del Serrone et
al., 2001; Ghandi et al., 2003). Fitoplazmalar floemle sinirli, diinya ¢apinda ¢ok sayida
hastalikla taninan prokaryotlardir. (Mc Coy et al., 1989; Schneider et al., 1999). Mollicutes
smifinda yer alan bitki patojeni bakterilerdir. Hucre ¢eperi olmayan gruba dahil
organizmalar filogenetik yapisi ile ilgili olarak diisik G+C (Guanin + Sitozin) igerigine
sahip, gram (+) bakterilerdir (Weisburg et al., 1989; Pracros et al., 2006). Bag, meyve
agaclari, siis bitkileri ve sebzeler gibi ¢ok sayida bitkiyi etkileyen yiizlerce hastaliga
fitoplazmalarin neden oldugu saptanmistir (McCoy et al.,1989; Lee et al.,2000; Seemller
et al.,2002 ;Pracros et al., 2006). Yillardir stolbur hastaliginin, konukgular1 iginde domates
bitkisi de bilinmektedir (Valenta et al; 1961; Pracros et al., 2006). Canakkale ilinde
domates stolbur hastaliginin yayginlik durumunun belirlenmesi ve hastaligin as1 yoluyla,
kiiskiitle ve tohumla taginma oranlariin saptanmast ile ilgili bir ¢aligma 2002-2003 yillart
arasinda yiritilmistiir. Yapilan survey g¢alismasi sonucunda bolgede stolbur hastaliginin
2002 yili icinde ortalama infeksiyon orami % 0,38 olarak belirlenmistir. Tagima
denemelerinde ise hastaligin asi yoluyla % 96 oraninda, kiiskiit ile % 85,7 oraninda
tagindig1; tohum yoluyla ise tasinmanin olmadigi saptanmistir (Afat, 2004). Fitoplazmalar
tarafindan olusturulan hastaliklarin teshisi ve miicadelesi olduk¢a zordur. Diinya’da son
yillarda bu tip hastaliklarin belirlenmesinde molekiiler teknikler kullanilmaya baglanmistir
(Marcone et al., 1997). Fitoplazmalar, obligat parazit olduklar: i¢in standart besiyerlerinde
¢ogaltilmalart miimkiin degildir. Ancak bu hastaliklarin simptomlar: genellikle viriis
hastaliklarina ¢ok benzedigi i¢in yapilan teshisler ¢ogunlukla alternatif yorumlara agiktir ve
bilimsel degildir. Son yillarda ileri molekiiler tekniklerin gelistirilmesi ile kiiltiire
alimamayan organizmalarin (fitoplazma, viriis ve viroid gibi) tanist ve hastaligin teshisinde
yeni bir ¢1gir agilmigtir (Namba et al., 1993). Fitoplazmalar1 in-vitro kosullarda kiiltiire
almak zor olmasina ragmen fitoplazmalar1 saptamak ve tanilamak icin alternatif metotlar
vardir. Hem serolojik hem de DNA hibridizasyon metotlar1 eskiden beri bu amag icin
kullanilmustir (Kirkpatrick et al., 1987; Clark et al., 1989; Kuske et al., 1991; Kirkpatrick,
1992). PCR (Polimeraz Chain Reaction) fitoplazmaya konukguluk yapan diger alternatif
bitki tiirlerinin ve vektor boceklerin saptanmasinda kullanilmistir (Deng and Hiruki 1991;
Ahrens and Seemiiller 1992; Schaff et al., 1992; Firrao et al., 1993; Lee et al., 1993; Liu et
al., 1994; Lorenz et al., 1995;). PCR, muhafaza edilen geni g¢ogaltarak c¢ok sayida
fitoplazmanin saptanmasi ve tanimlanmasini saglamistir (Gundersen and Lee, 1996; Poggi
Pollini et al., 2001; Abou- Jawdah et al., 2002; Castro and Romero, 2002; Harrison, 2002).
Bu ¢aligmada spesifik PCR yontemlerini kullanarak ve saksi denemeleri yaparak domates
stolbur hastaliginin tohumla tasinip tasinmadig1 saptanmaya calisilmistir.
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Materyal ve Yo6ntem

Bat1 Anadolu bélgesinde domates tiretimi yapilan yerlerde yayginligi belirlemek igin
Bursa ve Canakkale illerinde domates ekimi yapilan tarim alanlarinda, illerdeki domates
ekim alanlarina bagh olarak toplam 100 tarla secilmistir. Her tarladan tesad(ff 50 bitki
kontrol edilmistir. Siirvey yapilarak hastaligin bolgedeki yayginligi, epidemi durumu ile
ilgili saptamalar yapilmistir. Siirveyler bitkilerin fide, cicek ve meyve donemleri olmak
iizere 3 kez yapilmustir.

Domates stolbur hastaliginin tohumla taginip taginmadigini saptamak amaciyla, arazide
stolbur hastaligina rastlanan domates ¢esitlerinden saglikli ve stolburlu bitkilerden
meyveler alinmistir. Tohumla taginma denemesinde bu bolgede en ¢ok yetistirilen 6 gesit
materyal olarak kullamilmigtir. Kullanilan ¢esitler DR-447, Hyper-303, Shasta, Rio-Grande,
Hazera, XPH-5811 c¢esitleridir. Araziden toplanan meyvelerden alinan tohumlar goélgede
kurutulduktan sonra buzdolabinda( +4°C’de) ekim zamanina kadar saklanmistir. Saglikli ve
stolbur hastaligi belirtisi gosteren bitkilerden toplanan meyvelerden elde edilen tohumlar
calismamizda materyal olarak kullanilmustir. (Sekil 1 ve 2). Arazi ¢aligmast domates stolbur
hastaliginin ¢ok goriildiigii Bursa ve Canakkale illerinin yogun olarak domates iiretimi
yapilan ilce ve kdylerinde yapilmistir. Domates tohumlari domates meyvelerinin hafif
yumusamaya basladigi donemlerde alinmistir ( Raymond, 1999).

Sekil 1. Stolburlu Bitkilerden Alinan Domates Meyvesi (A) ve Saglikli Bitkilerden Alinan
Domates Meyvesinin (B) Gorlinimu

Sekil 2. Domates Tohumlarinin Alinma Asamast
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Araziden toplanan meyvelerden ayrilan domates tohumlari, ekim zamanlar1 geldiginde
(Subat ay1 sonu- Mart ay1 basi) saglikli ve stolburlu meyvelerden alinan tohumlar ayr1 ayri
viyollere ekilerek tohumdan ¢ikacak bitkinin stolbur hastaligini tasiyip tasimadigi, saglikli
olan bitkilerle kontrollii olarak yapilmistir (Sekil 3).

Sekil 3. Saglikli ve Stolburlu Meyvelerden Alinan Tohumlarin Ekildigi Viyollerin
GOrunima

Her cesitten 50°ser tohum viyollere ekilmistir. Mart ay1 basinda viyollere ekilen
domates tohumlarindan elde edilen fideler Mayis ay1 basinda biiyiik saks1 seklinde 8 It.’lik
polietilen torbalara sasirtilmistir (Sekil 5). Torbalar 1/3 oraninda elenmis bahge topragi, 1/3
oraninda kum, 1/3 oraninda yanmis ve elenmis hayvan giibresi karisimi ile doldurulmustur.
6 farkli ¢esidin saglikli meyvelerinden alinmis tohum ve 6 farkli ¢esidin stolbur hastalig
belirtisi gdsteren bitkilerden elde edilen meyvelerinden alinmis tohum olmak iizere toplam
12 ¢esit, 3 tekerriirlii olarak yetistirilmistir. Her tekerriirde 3 bitki bulunmaktadir.
Gozlemler bitkilerin gelisme doneminin sonuna kadar devam etmistir. Stolburlu meyveden
alman tohumlardan yetistirilen bitki kisimlarindan DNA elde edilerek PCR yapilmistir.

Laboratuar kosullarinda da stolburlu ve saglikli domates tohumlar1 1-2 dakika %70’lik
etil alkolde bekletilmistir. I¢erisinde su-agar bulunan erlenlere steril kabinde her kaba 5
tohum olacak sekilde, 5 erlene saglikli, 5 erlene hastalikli tohumlarin ekimi yapilmistir
(Sekil 6). Kotiledon yapraklari ¢ikinca toplanip DNA elde edilerek PCR yapilmistir. Cikan
sonuglara gore, hastaligin tohumla taginip taginmadig1 belirlenmeye calisiimistir.
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Sekil 5. Viyollerden Sasirtilan Sekil 6. Su-Agarda Saglikli Ve Stolburlu
Tohumlarin Polietilen Tohumlarin G6riinimi
Torbalardaki Gortinimi

Bitki Orneklerinden DNA izolasyonu

Domates tohumlarindan elde edilen bitkilerden alinan yaprak ornekleri golgede
kurutulup DNA elde etme isleminde kullanilmistir. Ornekler toz haline getirilmistir.

Tohumdan yetistirdigimiz bitkilerin stolbur hastaligini tasiyip tasimadiklarmi PCR
yontemini kullanarak tesbit etmek, bitkiden en saf DNA elde etmek ve pratikte kisa siirede
sonug alabilmek amaciyla asagidaki protokol takip edilmistir (Warude et al., 2003).

0,1 gr. 6rnek ependorf tiipe alinmustir. Uzerine icerisinde % 0,3’lik p-Merkoptoetanol
bulunan extraksiyon tamponundan 1000 pl. eklenmistir. Tiipteki karisim homojen hale
gelinceye kadar vortekste karigtirilmistir. Daha sonra 65 *C’de 1 saat su banyosunda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra tiiplere esit hacimde kloroform- izoamilalkol (24:1)
¢ozeltisi eklenmistir. Tiipler 700 rpm’de 25 °C’de 10 dk. santrifiijlenmistir. Santrifiij
sonucu 3’lii faz olusmustur. Ustteki sulu faz temiz tiipe aktarilmistir. Sulu fazin aktarildig
tiiplerin {izerine tekrar esit hacimde kloroform- izoamilalkol (24:1) eklenmistir. Tiipler 700
rpm’de 25 °C’de 10 dk. santrifiijlenmistir. Ustteki faz tekrar temiz bir tiipe aktarilmustir.
Tiplere DNA’y1 ¢oktiirmek i¢in 1/10 hacim Na- Asetat ve 2 hacim soguk etil alkol ilave
edilmistir. lyice karismalar1 saglandiktan sonra 5-10 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.
Tiipler 700 rpm’de 4°C’de 5 dk. santrifiijlenmistir. Ustteki siipernatant uzaklastirilmstir.
Pelet % 70’lik etil alkol ile yikanmistir. 10.000 rpm’de 4°C’de 10 dk. santrifiijlenmistir.
Santrifiij sonunda siipernatant uzaklastirilmis ve peletin tamamen kurumasi saglanmistir.
DNA peleti 50 pl. TE tamponu ile ¢ozillmiistiir. Coziinen DNA’lar -20°C’de derin
dondurucuda saklanmustir.

Primerler ve Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR testleri i¢in daha 6nceki ¢alismalarda kullanilan ve fitoplazma irk ve strainleri igin
tiniversal oldugu belirlenmis 16S rDNA genlerine spesifik P1/P6, P1/P7 (Smart et.al., 1996;
Deng and Hiruki, 1991) primer setleri temin edilmistir.

P1/P6 ve P1/P7 primerleri kullanilarak her bir 6rnek icin toplam 50ul olacak sekilde
master mix hazirlanmustir.
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1 tlp icin master mix; PCR Buffer 5ul, MgSO,4 6pl, dNTP (10mM) 1.3pul, Primerl 2ul,
Primer2 2ul, Taq Pol. 0.5ul, Temp DNA 5ul, dH,O 28.2ul, toplam hacim 50ul olacak
sekilde hazirlanmistir.

PCR igin hazirlanan &rnekler, 94°C’de 5 dk. denetiirasyon, bunu takip eden 36 déngii
olacak sekilde 94°C’de 1dk. denatiirasyon, 56°C’de 1.15 dk. baglanma ve 72°C’de 1.40 dk.
uzama basamaklar1 ve son olarak 72°C’de 10dk uzama basamagindan sonra drnekleri +4
°C’de muhafaza edecek sekilde programlanan PCR termocycler cihazina yerlestirilmistir.
Segilen programda hedef bolgelerin amplikasyonu yapilmustir.

Arastirma Sonuclar ve Tartisma

Hastaligin yogun oldugu Bursa ili Karacabey Ilgesinde; Bogaz, Kindirg1 Ciftligi,
Kepekler, Beykdy, Ekinli 1, Ekinli 2, Cerpes ve Hayirlar koyleri, Yenisehir Ilgesinde,
Karakdy ve Kiremitlik koyleri, Canakkale ili Biga il¢esinde Cesmealtr, Giimiiscay
kdylerinde domates stolbur hastaliginin goriildiigii tarlalarda yogunluk saptama ¢alismalari
yapilmigtir. Yapilan incelemeler sonucunda Bursa ili Karacabey ilgesi Bogaz mevkii’nde
domates stolbur hastaligi ile bulasik olan tarlalarda bulasiklik oraninin ortalama %80-%90
oraninda oldugu gozlenmistir. Bursa’nin Yenisehir ilgesinde ve koylerinde yapilan
hastaligin yogunlugunu belirleme calismalarinda stolbur hastaliginin goriildiigii bolgelerde
%80 oraninda oldugu saptanmistir. Canakkale ilinin ilge ve kdylerinde yapilan hastaligin
yogunlugunu belirleme ¢alismamiz sonucunda; Biga ilgesi ve kdylerinde sanayi domatesi
dretim alanlarinda stolbur hastaligi goriilen tarlalarda bulagiklik oraninin %60-%70
oraninda oldugu gozlenmistir. Canakkale Universitesinde yapilan bir ¢alisma sonucunda,
domates tarlalarinda stolbur hastaliginin 6nemli verim kayiplarina neden oldugu ve yogun
olarak gorildiighi bildirilmistir (Afat, 2004). Calismamiz bu literatiirle paralellik
gostermektedir. Saglikli meyveden alinan tohumlar ile stolburlu meyveden alinan tohumlar
arasinda ¢ikis agisindan bir fark gézlenmemistir (Sekil 4).
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Saghkh Bitkiden Stolburlu Bitkiden
Almman Tohum ¢ Almman Tohum

Sekil 4. Stolbur Belirtisi Gosteren Bitkilerden ve Saghkh B1tk1lerden Alman Tohumlardan
Yetisen Bitkilerin Viyoldeki Goriiniimii
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Domates stolbur hastaliginin tohumla tasmip taginmadigini saptamak amaciyla
yaptigimiz ¢alismada gézlemlerimiz meyve baglama donemine kadar devam etmistir. Sekil
7 ve Sekil 8’de goriildiigii gibi saglikli meyvelerden almman tohumdan yetisen bitki ile
stolburlu meyveden alinan tohumdan yetisen bitkide gelisme bakimindan hicbir fark
gozlenmemistir. Stolburlu meyveden alinan tohumlardan yetisen bitkilerde makroskobik
olarak domates stolbur hastaliginin belirtisine benzer belirtilere rastlanmamustir. Bitki
kisimlarindan elde edilen DNA ile P1/P6, P1/P7 iiniversal primer setleri kullanilarak
yapilan PCR sonucunda da stolbur hastaligina rastlanmamustir. Laboratuar kosullarinda
erlenler igerisinde yetistirilen saglikli ve hastalikli tohumlar ¢imlendikten sonra ilk ¢ikan
kotiledon yapraklar toplanarak DNA elde edilmis ve P1/P6, P1/P7 Universal primer setleri
kullanilarak PCR yapilmistir. PCR sonucunda tohumda stolbur hastaligi etmenine
rastlanmamigtir. Afat (2004)’in  yaptig1 calismada sadece makroskobik gozlemlere
dayanilarak stolbur hastaliginin tasinmadigi kanisina varilmistir. Bizim c¢alismamizda
makroskobik gozlemlere ek olarak laboratuar ve tarla kosullarinda yetistirilen stolburlu
meyvelerden alinan tohumlardan yetigen bitkilerden alinan oOrneklerle PCR c¢alismasi
yapilmigtir. PCR c¢alismast sonucunda domates stolbur hastaliginda tohum yoluyla
taginmanin olmadigi saptanmuistir.

 RIoGRANDE
SACLIKLI TOHUM

Sekil 7. Saglikli Bitkiden Alinan Sekil 8. Stolburlu Bitkiden Alinan Tohumdan
Tohumdan Yetisen Domates Yetigen Domates Bitkisi
Bitkisi
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