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Bu calisma, Antalya ili Merkez (Aksu, Kursunlu, Camkoy, Altinova), Serik
(Merkez, Cakallik) ve Kumluca (Merkez, Mavikent, Beykonak) ilgelerinde
yetistirilen domates, biber ve marul alanlarinda Domates Lekeli Solgunluk Virdst
(Tomato Spotted Wilt Virus, TSWV) niin saptanmasi ve yayginliginin ortaya
koyulmasi amaciyla 2007 ile 2009 yillar1 arasinda yarGtalmistor.

Arazide stipheli domates, biber ve marul bitkilerden alinan érnekler, dncelikle
ELISA yontemi ile testlenmis ve hastalik oram toplanan 6rneklerde % 88.25 olarak
hesaplanmustir.

ELISA testi sonucunda TSWV ile bulasik oldugu belirlenen 6rneklerden Ug
tanesi, A1 (marul), S1 (domates) ve K1 (biber) izolatlar1 seklinde kodlanarak
mekanik inokulasyon ve RT- PCR calismalarinda kullamilmustir. Al izolati, indikat6r
bitkiler Gzerinde 7-10 giin sonra simptom olustururken, S1 ve K1 izolatlar1 20-24 giin
sonra simptom ¢ikisina sebep olmustur. Calismada, Al izolatimin daha yiksek
patojeniteye sahip oldugu sonucuna varilmistir.

RT- PCR islemi sonunda, LITSWVR- L2TSWVF primer cifti ile 276 bp ve
BR035- PDHO006 primer cifti ile 514 bp’ lik bandlar %1.5 lik agaroz jel
elektroforezde gozlenmistir.

Anahtar kelimeler: TSWV, ELISA, Survey, Mekanik Inokulasyon, RT- PCR
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This study was conducted in order to detect TSWV and determine its
incidence in tomato, pepper and lettuce growing greenhouses in Antalya center
(Aksu, Kursunlu, Camkoy, Altinova), Serik (Center, Cakallik) and Kumluca (Center,
Mavikent, Beykonak) provinces between 2007 and 2009 by serological and
molecular methods.

The collected samples were firstly tested with ELISA and infection ratio was
determined as 88.25%.

Three TSWV positive sample were coded as Al, S1 and K1 and used for
mechanical inoculation and RT- PCR. The symptom expression was observed on A1
isolate inoculated indicator plants in 7-10 days after the sap inoculation whereas it
was observed in 20-24 days with S1 and K1 isolates. It also seemed that Al isolate
was symptomatologically more aggressive than other isolates.

TSWV was amplified by RT-PCR with virus specific primers LITSWVR and
L2TSWVF and BR035 and PDHOO06 from total RNA confirmed the presence of
TSWV in symptomatic plants. The expected amplicon sizes of 276 and 514 bp were
observed after electrophoresis of PCR products in 1% agarose gel respectively.

Key Words: TSWV, ELISA, Survey, Mechanical Inoculation, RT- PCR




TESEKKUR

CGalismalarimin ydrdtulmesinde bilgi ve deneyimleri ile beni yonlendiren
damsman hocam sayin Yard. Doc. Dr. Muharrem Arap KAMBEROGLU'na ve
katkilarindan dolay: sayin Prof. Dr. Saadettin BALOGLU’ na tesekkiir ederim.

Calismalarimin her asamasinda buyUk bir 6zveri ile bana yardimci ve destek
olan Zir. Yik. Mih. A. Filiz CALISKAN ve Zir. Yik. Miih. Bilge KUCUK
(ALAN)’ e, laboratuar caligmalarimdaki yardimlarindan dolay: Zir. Yik. Mih. Ela
KOSE' ye tesekkiir ederim.

Hayatimin her asamasinda oldugu gibi yiksek lisans ¢alismalarim sirasinda
da maddi ve manevi highbir destegini esirgemeyen ve beni destekleyen ailemin tim
fertlerine tesekkr ederim.

Bunlara ek olarak projenin yuratilmesinde calismalarima maddi olanak
saglayan C. U. Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine tesekkiir ederim.
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1.GIRIS Volkan BOZDOGAN

1. GIRIS

Insanoglunun temel besin unsurlarindan birini olusturan ve genis bir tur ve
cesit yelpazesine sahip olan sebzeler, dinyanin hemen hemen bitin Glkelerinde
yogun olarak dretilmektedir.  Agirlikli  tiketim  miktarr g6z  Onunde
bulunduruldugunda Ulkemizde meyvesi yenilen sebzeler icerisinde domates ve biber,
yaprag1 yenen sebzeler igerisinde ise, marul ilk siralarda yer almaktadir.

2004 yil1 verilerine gore, Turkiye' de toplam 805 237 ha alan sebze Uretimi
icin kullamlmig ve 23 215 577 ton Urun elde edilmistir. Bunun 9 440 000 tonunu
domates, 1 700 000 tonunu biber (710 000 ton sivri, 615 000 ton sal¢alik ve 375 000
ton dolmalik) ve 377 000 tonunu marul (200 000 ton gbbekli, 162 000 ton kivircik
ve 15 000 ton aysberg) Uretimi olusturmustur. Antalya ilinde ise, 40 121 ha lik
alanda sebze Uretimi yapilmis ve toplam 3 059 136 ton Urln yetistirilmistir. Bu
Uretimin 1 693 197 tonunu domates, 181 307 tonunu biber, (36 679 ton dolmalik
biber ve 144 028 ton sivri biber, 600 ton sal¢alik) ve 18 287 tonunu marul (7 801 ton
kivircik marul, 6 470 ton gobekli marul ve 4 016 ton Aysberg)olusturmustur. Turkiye
toplam domates, biber ve marul Uretimlerinin sirasiyla %18, %11 ve %5 i,Antalya
ilinden elde edilmektedir (Anonymous, 2004).

Acik tarla ve ortl alti yestistiriciliginin yogun olarak yapildig: alanlarda, fide
déneminden hasata kadar gecen gelisme doneminde ¢ok sayida bakteriyel, fungal ve
viral kokenli hastalik etmeni, domates, biber ve marul bitkilerinde ¢ok ciddi
kayiplara neden olmaktadir. Bu hastalik etmenleri, bitkilerin yapraklarinda, govde
veya meyveleri Uzerinde halkali lekeler, klorotik ve nekrotik alanlar, mozayik,
sararma, damar bantlasmasi, kicllme, deformasyon, yag lekesi goérinimlu alanlar,
0z bosalmasi, curiklik ve genel olarak bitki boyunda kisalma, gibi simptomlara
neden olmaktadr.

Bu patojenler arasinda viral etmenler, bitkiden bitkiye vektor boceklerle
tasinabilmeleri, cok kisa bir sirede genis alanlara yayilabilmeleri, mekanik olarak
bulasabilmeleri ve dzellikle direkt bir kimyasal miicadele yonteminin bulunmamasi

nedenleri ile ayr1 bir 6neme sahiptir. Virlsiin saptanmasi, tanilanmasi, 6zelliklerinin
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ortaya konularak tasinma yollarinin belirlenmesi, bu viral etmenlere kars1 yapilacak
micedele yontemlerinin ve uygulamalarin esasini olusturmaktadr.

Domates, biber ve marul Gzerinde zararli ¢cok sayida virtis bulunmaktadir.
Hiyar mozayik virisi (CMV), yonca mozayik virisi (AMV), domates lekeli
solgunluk virtsii (TSWV), titin mozayik virisi (TMV), domates mozayik virisi
(ToMV), patates Y virisi (PVY), titin etch virisi (TEV), sekerpancar: tepe
kivirciklik virisi (BCTV), pepper mild mottle virisi (PMMV), marul iri damar
virst (LBVV) ve marul mozayik virusi (LMV)' nin varlig1 diinyada ve tlkemizde
sebzeciligin yogun yapildig1 alanlardan rapor edilmistir (Jones ve ark, 1993; Arli
Sokmen ve ark, 2005).

Domates lekeli solgunluk virlst (TSWV), domates, biber ve marul bitkilerine
zarar veren en 6nemli virlslerden bir tanesidir. TSWV, aralarinda patlican, karpuz,
bezelye, bakla, yerfistigi ve patates gibi kiltur bitkileri yamnda, bir¢ok siis bitkisi ve
yabanci otlarin da dahil oldugu 50’ den fazla bitki familyasindan 650 farkli bitki
tirdnin bulundugu cok genis bir konukcu dizisine sahiptir (Goldback ve Peters,
1994).

TSWV, Bunyaviridae familyasina dahil olup, bitkilerde en yikici zararlara
sebep olan ilk on virls igerisinde yer alan Tospoviris cinsine aittir (German ve ark,
1992; Gnayem, 1995). TSWV, serolojik Ozelliklerine ve nikleotid dizisine gore,
TSWV (type species), Impatients necrotik spot virlis (INSV), Tomato chlorotic spot
virtls (TCSV), Groundnut ringspot viris (GRSV), iris yellow spot (IYSV) ve
Watermelon silver mottle virtis ( WMSMYV) olarak alt: ture ayrilmistir (Mumford ve
ark, 1996).

TSWV patikilleri izometrik yapidadir. Genisligi 85 nm diameter olan
vironlar, % 5 niklelk asit, % 70 protein, % 20 lipid ve % 5 karbonhidrat
icermektedir. Genom yapilar: tek iplikli lineer RNA’ dan meydana gelmis olup, en
blyik genom parcast 8.897 kb (L-RNA)’ dir. Diger parcalart 5.4 kb (M-RNA) ve
2.916 kb (S-RNA)’dir. Temel bilesiminde % 16.2 G, % 31.6 A, % 19.3C, % 32.9 U
bazlar1 bulunmaktadir.

TSWV, Tysanoptera takimindan Frankliniella occidentalis, Thrips tabaci, T.
setosus, T. parmi, Frankliniela occidentalis, F. shultzei, F. fusca ve Scirtothrips
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dorsalis thrips ile persistent olarak tasinmaktadir (Cho ve ark (1987; Eckel ve ark,
1996; German ve ark, 1992). F. occidentalis (Western Flower Thrips, WFT), TSWV’
nin en 6nemli vektorl olarak bildirilmistir (Ullman ve ark, 1992). Thripsler, virlsi
larva doneminde 15 dakika beslenerek blinyesine alabilmekte ve yaklasik 4- 18 giin
sonra saglikli bitkiye tasimaktadr.

TSWV thripslerle tasinmanin yan sira mekanik inokulasyon yontemi ile de
tasinabilmektedir. TSWV ile mekanik inokulasyondan 2- 4 hafta sonra bitkilerde
virtsiin tipik simptomlari: gozlenmeye baslanabilmektedir (Korbin, 2005).

TSWV, infeksiyon zamam ve cevre kosullarina bagli olarak degismekle
beraber, genel olarak, bulasik bitkilerde gelisme geriligi, clicelesme, solgunluk,
yapraklarda ve meyveler Uzerinde halkali lekeler, nekrotik ve klorotik lezyonlar,
deformasyon ve genc¢ sirgunlerde geriye dogru 6lum seklinde simptomlara neden
olmaktadir (Guldir ve ark, 1995; Turhan ve Korkmaz, 2006; Holguin-Pena ve ark,
2007).

TSWV infeksiyonu, bitkilerde kalite ve kantiteyi olumsuz yonde etkilemekte
olup, erken, orta ve ge¢ sezonlardaki infeksiyonlar arasinda verim dustst farklilik
gostermektedir Erken donemlerde bulasma gerceklestiginde bitki basina daha az
meyve alindig: bildirilmektedir (Gitaitis ve ark, 1998; Wangai ve ark, 2001; Farooq
ve ark, 2007a). Yudin ve Mitchell (1990), yaptiklar1 ¢alismada marullarda erken
donemde kullanilan micadele yontemlerinin TSWV infeksiyonunu olumsuz
etkiledigi ve hastalik potansiyelini distirdiigl sonucunu gézlemlemislerdir.

TSWV, Cucumis sativus, Gomphrena globosa, Nicotiana clevelandii, N.
tabacum N. glutinosa, N. rustica ve Petunia hybrida gibi indikator bitkiler Gzerinde
mekanik inokulasyon yontemi ile saptanabilmektedir. Onceki calismalarda TSWV'
nin saptanmast amaciyla tercih edilen bu yonteme ilaveten, daha sonra TSWV' ye
gpesifik antiserumlarin Uretilmesi ile ELISA teknigi ve en son olarak da PCR ve
hibridizasyon teknikleri yogun bir sekilde kullamlmaya baslanmistir (Mumford ve
ark, 1994).

Y apilan bu tez ¢calismasinda, thripsler araciligiyla daha uzak alanlara kolayca
yayilabilen ve 6zellikle son yillarda biyuk ekonomik kayiplara yol agarak Gnemi giin
gegtikge artan Domates Lekeli Solgunluk Virusi (TSWV)' nin, Antalya ilinde
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yetistirilen domates, biber ve marul bitikileri Uzerinde ELISA testi kullanilarak
saptanmasi ve yayginliginin belirlenmesi, biyolojik ve molekiler yontemler (RT-
PCR) kullanilarak ©zelliklerinin ortaya konulmasi amaglanmistir. Ayrica, bu
caligmanin, yoratuldigi Antalya ilinde bu konuda yapilacak olan calismalara bir
basamak olusturmasi ve literatlr agiginin kapatilmasi da hedeflenmistir.
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2.ONCEKI CALISMALAR

Domates lekeli solgunluk virtsii (Tomato spotted wilt virds, TSWV) ilk
olarak 1915 yilinda Avusturalya’ da domates bitkisi Uzerinde Brittlebank tarafindan
rapor edilmistir. 1930 yilinda da viral orjinli oldugu bulunmustur (Samuel ve ark,
1930). Son yillarda ¢ok sik gorilmeye baslayan ve biiytk ekonomik kayiplara neden
olan bu virasin Kuzey ve Guney Amerika (ABD, Brezilya), Avrupa ve Asya
kitalarinda yayildig: bildirilmistir (Adkins ve ark, 2005).

TSWV’ nin birgok Ulkede farkli bitkiler tzerinde bulundugu bildirilmistir.
Goldbach ve Peters, (1994), TSWV’ nin ¢ok genis konukcu dizisine sahip bir viris
oldugunu ve 50’ den fazla botanik familyadan 650 farkli bitki tirinde hastalik
yaptigin: rapor eimislerdir.

TSWV’ nin Thysanoptera takimindan thrips vektorleri ile tasinmasinin, genis
bir alana yayilmas: Uzerine etkili oldugu, bu virls hastaliginin dnemini daha da
arttirg1 ve bu nedenlerden dolay: bircok Ulkede kilttr bitkileri, sis bitkileri ve
yabanci otlarin yetistirilmesinin TSWV tarafindan kisitlandig: bildirilmistir.

TSWV, Iran’ dailk olarak 1999- 2000 yilinda TSWV’ ye spesifik polyclonal
antibody (As- 0526 ve As- 0580, DSM2, Braunschweig, Germany) kullanilarak
Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (DAS- ELISA)
yontemi ile ortaya ¢ikarilmistir. Sonugta Iran’ 1n bes ilinde, soya bitkisinde TSWV’
nin ortaya cikma oram % 5.4 olarak bulunmustur. Ayrica TSWV, Iran’ da patates ve
domates bitkisinde de rapor edilmistir (Golnaraghi, 2001; Pourrahim ve ark., 2001).

TSWV’ nin en dnemli vektori bolgelere gore degismekle birlikte, Western
Flower Thrips (Frankniella occidentalis) olarak bildirilmistir (Ullman ve ark., 1992).
Bu vektor ilk kez 1991 yilinda Israil’ de gok genis bir konukegu dizisinde gozlenmis
ve TSWV 1992 yilinda bir fidanlikta Chrysanthemum bitkisinde ortaya ¢ikarilmistir
(Gnayem, 1995).

TSWV, 1998 yilinda Georgia da yerfistigi, domates, biber ve titinin
Uretimini sinirlayan en onemli hastalik olarak kaydedilmistir. TSWV, Western
Flower Thrips (Frankniella occidentalis Hinds) ve Tabacco thrips (Frankniella fusca
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Pergve) ile tasinmaktadir. Bu virlsten dolayr Georgia da meydana gelen zarar
miktar1 100 milyon dolar olarak bildirilmistir (Jain ve ark, 1998).

Glney Amerika da ise, ilk olarak 1999 yilinda Melampodium divaricatum
bitkisinde ortaya cikarilmustir. Infekteli bitkilerden Melampodium divaricatum
fidelerine ve Nicotiana bentamiana bitkisine mekanik inokulasyon yapilmasi
sonucunda Melampodium bitkisinde 48— 56 gun sonra tipik mozaik simptomlar
gozlenmis, Nicotiana bitkisinde ise siddetli klorozlar, mozaik ve solgunluk
simptomlarindan 14 gin sonra 6lim meydana gelmistir. Bu calisma sonucunda
Melampodium bitkisinde, TSWV’ nin varligi ELISA (Agdia, Elkhart, IN) ile
desteklenmistir (Holcomp ve ark, 2000).

Arjantin’  de, Lisionthus bitkisinin (Eustoma grveiflora Raf. Shin)
yapraklarinda az miktarda benek ve agik kahverengi lekeler ve gelisme geriligi
simptomlar1 gorilmesi sonucunda, mekanik inokulasyon ve ELISA testi
uygulamalar: ile TSWV’ nin Lisionthus bitkisinde varlig: ilk olarak rapor edilmistir
(Wolcan ve ark, 1996)

TSWV, Guney Afrika da ilk olarak 2000 yilinda poptler bir bitki olan
Agapanthus (Agapanthus praecox subsp. orientalis) bitkisi tzerinde rapor edilmistir.
Bitkinin yapraklarinda konsantrik halka ile diizensiz klorotik lekeler ve gizgiler, cizgi
desenleri gozlenmistir. Bu simptomlu yapraklardan alinan orneklere ELISA testi
uygulamast ve simptomlu bitkilerden TSWV’ nin nikleo kapsid protein genine
gpesifik  primerler ile PCR vyapilmasi sonucunda TSWV'nin infeksiyonu
dogrulanmustir. Gorlen band 800 bp biytklugiundedir (Jain ve ark, 1998). Boylece,
bu virts, Amaryllidaceae familyasindan bir tirde ilk olarak rapor edilmistir.

Bu calismalardan farkli olarak Georgia da ilk olarak TSWV’ nin karpuz
bitkisinde dogal infeksiyonu rapor edilmistir. Ttln tarlasinda kendiliginden yetisen
karpuz bitkisi yapraklarinda necrotic lekeli halka ve damar nekozlar1 gbzlenmis ve
ELiSA (Agdia, Elkhart, IN) ile test edilmistir. TSWV' nin nikleokapsid genine
spesifik primerlerden RT- PCR yapilmis ve TSWV' nin karpuz bitkisinde varliginin
teshis edildigi bildirilmistir (Pappu ve ark, 1998).

Kuzey Florida® da, TSWV 2000 yilinda Habanero (Capsicum chinense) ve
Tabasco (Capsicum frutescens) biberlerinde ¢esitli simptomlar gérilmesi sonucunda
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Double Antibody Sandwich Enzyme- Linked Immuno Sorbent Assay (DAS-
ELISA), (Agdia, Elkhart, IN) yontemi ile TSWV’ nin varlig: tespit edilmistir. ELISA
testi ile Habanero biberinde oran 1,57- 1,59 Tabasco biberinde ise bu oran 0,97- 0,80
olarak kaydedilmistir. Bu testte kontrol orani ise 0,001 degerinde bulunmustur.
Ayrica Immuno Capture Reverse Transcription — polymerase chain reaction (IC-RT-
PCR) uygulamasinda PCR Urini genisligi 800 bp olarak bulunmustur. Bu
uygulamada kullanilan primerler 5¢ ATGTCTAAGGTTAAGCTC 3¢ ve 5¢
TTAAGCAAGTTCTGTGAG 3¢dir. Bu calisma sonucunda Florida® da TSWV ilk
olarak rapor edilmistir (Momol, 2000).

Dunyada TSWV’ nin en az 8 thrips turi ile tasinmakta oldugu bildirilmistir
(Cho ve ark, 1987). Kuzey Carolina da bu virtsin birinci vektord, titin thripsi
(Frankliniella fusca (Hinds)) olarak bildirilirken, F. occidentalis te lokal olarak
Onem tastyan bir thrips olarak kaydedilmistir (Eckel ve ark, 1996).

Kuzey Carolina da yapilan bir ¢alismada, iki Urlnsiiz sezon alti tarlada
geneli 28 (cok yillik, iki yillik ve tek yillik ) tir bitki kullamlmug, bu bitkilerden
Sonchus asper, Selleria media, Taraxacum officinale bitkileri, hentiz ergin olmamis
TSWV vektorinden en fazla etkilenen populasyon olarak bildirilmistir. (Groves ve
ark, 2002). Bu calismada Tutln thripsi (F. fusca) en ¢ok gorilen TSWV vektori
olarak kaydedilmistir. Bu yabani bitkilerden ¢ok yilliklar (Plantago rugdlii,
Taraxacum officinale ) sadece lokal olarak gorulirken bir ¢ok tek yillik yabani bitki
(Cerastium vulgatum, Sonchus asper ve Selleria media) daha genis alana yayildigi
belirtilmistir. 1997— 2000’ de rastgele yapilan oniki surveyden onbirinde (% 91.7) 18
bitki familyasindan 72 (cok yillik, iki yillik ve tek yillik) bitkiden 35’ inde (% 49)
DAS- ELISA ile infeksiyon ortaya cikarildig: rapor edilmistir. infeksiyon oram en
yuksek olan bitkiler Taraxacum officinale (% 5.8), Sonchus asper (% 5.1), Cerastium
vulgatum (% 4.2) olarak kaydedilmistir. Ayrica TSWV ile infekteli 9 yeni konukgu
bitki ortaya ¢ikarildig: bildirilmistir (Cardamine hirsuta, Eupatorium capell:folium,
Geranium carolinianum, Gnaphalium purpureum, Linaria canadense, Molluga
veritillata, Pyrrhapappus carolinianus, Raphanus raphanistrum ve Triodanis
perfoliata ).
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Guney Amerika® da 1990 yilinda yapilan calismada diger konukgulara
ilaveten, yerfisigitnin da (Arachis hypogea L.), TSWV ile siddetli olarak
infektelendigi bildirilmistir. Infekteli bitkilerde TSWV’ nin yaprak simptomlar:
olarak Klorotik benekler, klorotik cizgiler, mozaik, halkali lekeler, konsantrik
halkalar, nekrotik benekler ve sararma ile birlikte, erken donemde biyume geriligi ve
sonucta ciddi btyime kayiplari meydana getirmekte oldugu rapor edilmistir (Hagan
ve ark, 1990). TSWV, thripslerle persistent olarak tasinmaktadir (German ve ark.,
1992). Georgia da TSWV epidemisi ile en dnemli vektor birlikteligi WFT (F.
occidentalis) ve titun thrips (F. fusca)’ i olarak bildirilmistir (Todd ve ark, 1995;
Mandal ve ark, 2001)

TSWV ¢ RNA segmenti icermektedir. Kiglik RNA (SRNA), orta RNA
(MRNA) ve buyik RNA (LRNA)’ dir. SRNA ve MRNA’ nin genom organizasyonu
ambisense iken, LRNA’ nmin genom organizasyonu negatif kutupludur. TSWV’ nin
ve diger tospovirtslerin biyolojik ve molekuler gorunusleri gozden gegirildigi
bildirilmistir (Goldbackh ve Peters, 1994; Mumford ve ark, 1996). TSWV ve diger
tospovirtslerin titinde RT- PCR yontemi ile ortaya gikarildigi rapor edilmistir.
Nukleokapsid protein (NP) gen veya LRNA’ dan spesifik primerler dretilmis veya
dejenere olmus primerler kullamldigi belirtilmistir. Viral genomun genisletilmis
kisimlar1 ile bir serogrubun tospo virls turdnin ortaya cikarilmas: veya farkl
serogruplar icin bu baslangi¢lar artik mimkan oldugu bildirilmistir (Mumford ve ark,
1996).

Bu raporlarin gogu TSWV ile infekteli titln gibi bitki dokularindan TSWV’
yi saflastrmak ve RT- PCR' in kullanilabilirligi ve yararim kamtlamak igin
faydalidir. Tatin gibi  konukgu bitki dokularindan TSWV  genomunun
amplifikasyonu mimkuin iken, yerfistigi dokusundan ayni islemin yapilmas: kolay
olmamaktadir. Yerfistiginda TSWV' nin saflastirilmas: ve amplifikasyonu icin RT-
PCR 1n uygulanmast ve sonraki molekiler calismalarda organik c¢ozlculer
kullanlarak birkag adim iceren ekstraksiyon prosedirlerinin uygulanmas: ile
zorluklar engellenmistir. Bu atimlara, yerfistigi dokusunda bulunan ve giclu
inhibitor etkisi gosteren polyfenol bilesiklerin Ustesinden gelmek icin ihtiyag
duyulmustur. Yapilan calismada, IC- RT- PCR ile optimize edilmis ve teknik
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sinirlamalarin Ustesinden gelinerek yerfistiginda TSWV' nin tamsinda kullani mistir.
Ayrica bu yontemin diger virtislerin saptanmasinda kullanilabilecegini bildirmislerdir
(Jain ve ark, 1998).

TSWV, RT- PCR, ELiSA (Cho ve ark, 1989) ve TBIA ile (Hsu ve ark, 1991)
ortaya cikarilabilmektedir. Yetistiriciler icin gelistirilmis ELISA kiti hazir
bulunmaktadir. Bu methodlarin hepsi guvenilirken, en énemlilerinden biri olan RT-
PCR benzeri metodlar, dormant doku vb. veya odunsu ile zor olabilen doku
hazirlama 6zel imkan ve donamim gerektirmektedir. TBIA’ min gelistirilmesindeki
amag dormant dokular ve odunsu dokularla calisilarak erken teshis ve indekslemenin
kullanim ile daha kolay vektor miicadelesi yapabilmektir. TBIA’ nin bircok avantaji
bulunmaktadir. DAS- ELISA’ da ihtiyacimiz olandan daha az antibody ve 6rnek
preperasyonuna ihtiyag duyulur ve bu format drinde kullanim igin potansiyele
sahiptir. Sttroktiral olmayan (NSs) protein enkodlu TSWV’ nin SRNA’ si infekteli
bitkide ve thripsin hicrelerinde bol bulundugu ve infekteli hiicreler icinde bol
paracrystalline iceren formu oldugu rapor edilmistir (Kormelink ve ark, 1991). Bu
arastirma sonucunda; yesil yaprakli bitkilerde yumru ve soganda TSWV’ nin NSs'
nu ortaya cikarmak icin TBIA’ min gelistirildigi, DAS- ELISA ile glvenirligi
karsilastirildig1 ve isaretlemeden sonra TBIA ile ortaya cikarilacak NSs protein
uzunlugu belirlendigi bildirilmistir.

TSWV’ nin neden oldugu lekeli solgunluk hastaliginin, 1986 yilinda Georgia
da ilk flue-cured titin (Nicotiana tabacum) Uzerinde teshis edildigi bildirilmistir.
1988’ de titin Uretimi yapilan 48 sehirden 28’ inde Urlnlerin TSWV ile infekteli
oldugu gozlenmis, fakat hastalik etmeninin ortaya cikmaoram % 1’ den distik olarak
bildirilmistir. 1989 da ise, Georgia da tittn Uretimi yapilan bitin alanlarda lekeli
solgunluk gozlendigi bildirilmistir. Bu alanlarda yapilan incelemeler sonucunda
simptom gosteren bitkilerde hastaligin ortaya ¢ikma oram % 5- 77 den az olmasina
ragmen bazi tdtin bitkilerinde etmenin ortaya ¢ikma oram % 20° den fazla
bulunmustur ve Urinde kayiplar gbzlenmistir. Mart ayinda titin fideleri baska
tarlalara tasindiktan sonra gozlenen ilk simptom bitki boyunda kisalma olmustur ve
haziran ayinda simptomlu bitki sayisimin arttigi bildirilmistir (Culbreath ve ark,
1991).
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Hawaii’ de TSWV periodik olarak marulda siddetli kayiplara neden oldugu
rapor edilmistir (Cho ve ark, 1989). Baz1 yillar 6zellikle yaz aylarinda maruldaki bu
kayiplar % 50- 90 olarak bildirilmistir. Yudin ve Mitchell (1990), yaptiklar:
caismada TSWV tarafindan infekteli marullarda erken donemde miicadele
yontemlerinin - uygulanmasiyla hastalik potansiyelinin  daha c¢abuk Online
gecilebilecegini savunmuslardir. Hastaligin énceden haber verilmesi ve Ureticilerin
uygulayabilecegi ekonomik modeller erken miicadele kararlar: icerisinde yer alip
sarta bagli olasilik ve Urdn bilgilerine dayandirilan lineer geri g¢ekilme plan,
birikerek fazlalasan thrips goklugu ve hastaligin erken ortaya ¢ikma olasiliginin bir
fonksiyonu olarak hastaligin ortaya ¢ikis orant arastirilmustir. Yapilan bu galisma
sonucunda Oretim alamnda thrips fazlalihigimn fark edilerek  miicadeleye
basglanmasindansa daha erken dénemde teshisin hastalig: kontrol altina almada daha
etkili oldugu ortaya ¢cikarilmistir. Bu ¢alismanin amaci TSWV' nin ortaya ¢ikmasinin
cesitli seviyelerinde bir ekonomik plan igerisinde ve tahmini olarak hastaligin ortaya
cikma olasiliginin géz o6ninde bulundurulmasiyla bir yetistiricinin - ekonomik
kazancim saglamak oldugu bildirilmistir.

Mekanik inokulasyonda kullanilan TSWV igin yerfistigi genotiplerinin
(Georgia Green, Georgia Runner, C- 99R ve bir de C11- 2- 39) farkli tepkileri
arastirilmistir (Mandal ve ark, 2002). Bu arastirmada hastaligin tepkisi iki sicaklik;
disik olarak (25- 30 °C) ve vyuksek olarak (30- 37 C° seviyesinde
degerlendirilmistir. Sonucta temel tasinma orani, simptomoloji, TSWV' nin dagilimi
ve TSWV’ nin nikleocapsid (N) protein geninin seviyeleri G. Runner ve G. Green’
de duyarl1 bulunurken, (C- 99R ve C11- 2- 39) genotipleri direncli bulundugu ve bu
dort genotipin test edilmesi sonucu TSWV’ ye en direngli C11- 2- 39 genotipi
bulundugu rapor edilmistir. Ayrica yiksek sicaklik etkisi daha iyi bir direncg tepkisi
olarak sistemik infeksiyonda azalma ile ortaya ¢ikmustir ve lokal simptom da viral
hareket simirlamirken TSWV’ nin antijen seviyesi azalmistir. Bu bilgi mekanik
inokulasyonda kullamlan TSWV igin yerfistigi genotiplerinin farkli tepkilerinin ilk
raporu olarak kaydedilmistir.

TSWV, Lousiana (ABD)’ da ilk olarak 1972' de rapor edilmistir (Black,
1973; Greenogh ve ark, 1990). Solanacea familyasindan 6zellikle domates biber ve
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titinde cok ciddi kayiplara neden oldugu bildirilmistir (Bond ve ark, 1983),
(Greenogh ve ark, 1985). Bitkide klorotik, nekrotik ring spot, gdvde nekrozisi
yapraklarda bozukluk ve mozaik, meyvede azalma siddetli bitki kayiplarina neden
olmaktadir. Yapilan surveylerde TSWV’ nin domateste ortaya ¢ikma oram ticari
Urinlerde % 60 iken, ev bahcelerinde bu oran % 100 olarak kaydedilmistir
(Greenogh ve ark, 1990). Lousiana da TSWV’ nin en 6nemli vektorleri T. Tabaci
(Lind) ve F. fusca (Hinds) olarak bildirilirken F. occidentalis (Pergande)’ de
pamukta teshis edildigi bildirilmistir.

Lousiana’ da yapilan bir ¢alismada (1983) domates, biber ve titiinde plastik
film malg kullammu ile tripslerin go¢ etmesi ve TSWV' nin ortaya ¢ikma oran
arastirilmistir. Calismada; alleminyum yizeyli plastik malg, siyah plastik malg ve
mal¢ kullanilmadan tge ayrilan bir tarlaya rastgele konuldugu belirtilmistir. Thrips
gobcuni 6lecmek icin ise sart yapiskan tuzak kullaniddig: bildirilmistir. Sonucta
aliminyum yuzeyli plastik mal¢li alan, mal¢gsiz alana gére domateste % 64 ile
TSWV’ nin ortaya ¢itkma oram ve % 68 ile tuzaktaki thripslerin sayisi azaldigy,
biberde ise TSWV’ nin ortaya ¢ikma oram ve tuzaktaki thripslerin sayisi % 60- 78
azalchg bildirilmistir. Ikinci bir uygulamada ise domates, biber ve titiinde % 60 ile
TSWV’ nin ortaya ¢gikma orani, % 33 ile thrips sayisinda azalma gézlendigi rapor
edilmistir (Greenogh ve ark, 1985).

Bat1 cigek thripsi (Frankliniella occidentalis) ile tasinan TSWV, kuzey
Florida ve Giiney Georgia da domateslerin ana hastaliklarindan birisi oldugu, vektor
Thrips kontroliinde kullanilan insektisit kullammi bu hastaligin 6nlenmesinde etkili
olmadigi, ayricainsektisitler Ureticiler icin toksik ve pahali olup entegre miicadelede
kullanmimadig: belirtilmistir. TSWV’ nin 6nlenmesinde UV’ yi yansitan mal¢ ortdler,
actigard gibi malzemelerin kombine ve ayr1 kullamimasinin ne kadar etkili oldugu
rapor edilmistir. Actigard ve standart mal¢ Ortulerin hastaligin azalmasinda etkili
oldugu, ancak metal malglarla actigard uygulamasinin etkili  olmadigin
gozlediklerini  bildirmiglerdir. Spinosad, methamidophos kadar etkili bulunup
Ozellikle hastaligin orta ve geg sezonlarinda hastaligin yayilmasim azalttigi, metal
malclarin, actigard ve insektisitlerin beraber kullamlmast TSWV'nin % 76 kadar
yayilmasint azalttig: belirtilmistir ( Momol ve ark, 2002).

11
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TSWV, dinya capindaki pek cok Urinde biyik olclide ekonomik zarar
olusturmaktadir. Giiney Afrika® da, Kwa Zulu-Natal’ da tipik bir tospovirus, dogal
olarak infekte olmus biberden (Capsicum sp.) izole edilmistir. Virusin TSWV
oldugu ELISA, elektron mikroskobu ve protein andlizi yapilarak belirlenmistir.
TSWV' nin Guney Afrika’ daki genetik cesitliligi arastirilmistir. Bu galismada
Guney Afrika'nin farkli bdlgesinden gelen toplam altt TSWV izolat1 kullanildig:
bildirilmistir. Glney Afrika® da, TSWV ile infekte olmus Nicotiana rustica’ dan
izole edilmis toplam bitki RNA’ s;, TSWV’ nin nucleocapcsid genine ¢6zel primerler
kullamlarak RT- PCR uygulandig: belirtilmistir. Uretilen 760 bp triinler daha sonra
klonlanmis ve sequence analizi yapilmistir. N geninin baz dizilimi karsilastirmasi
Guney Afrika izolatlar1 ile yiksek oranda (% 90) benzerlik gosterdigi belirtilmistir.
Guney Afrika TSWV N geni sralarimin ¢oklu dizilimlerine ve dinyadaki farkl
cografi yerlerde ortaya ¢ikan izolatlarina dayanan soyagaci analizi, Amerikan ve
Avrupa gruplarint gosteren iki farkli kime izolatlarimn dallarinin ortaya gikarildigy,
Guney Afrika izolatlari Avrupa TSWV izolatlar: ile yiuksek baz sirasi benzerligi
belirtilmistir. Bu c¢alisma sonucunda elde edilen bu sonuclar 6zellikle ekonomik
olarak dnemli olan virtslerin kotrol altina alinabilmesi igin genetik mihendisliginde
etkili olarak kullanilabilirligi belirtilmistir (Sivparsad ve Gubba 2008).

Hawaii’ de marullarda TSWV oldukga yikici bir hastalik oldugu rapor
edilmistir. TSWV hastaligi1 ve thrips surveyi Maui’ de 1981- 1984 yillar1 arasinda
yapilmistir. TSWV hastaliginin yogunlugu ve thrips sayisi yiksek yerlerdeki tretim
yerleriyle karsilastirildiginda algakta (366 m) bulunan yerlerde daha fazladir oldugu
belirtilmistir. TSWV’ nin tasinmasinda vektorlik yapan Ug thrips tespit edilmistir.
Bunlar Frankliniella occidentalis, F. scultzei, ve Thrips tabaci ‘dir. F. occidentalis
366 m ve 643 m yiksekliklerde dominant olarak bulundugu rapor edilmistir. Thrips
tabaci’ nin ise 701 m de dominant oldugu tesbit edilmistir. Kula'® da 23 adet diger
thrips tarleri tespit edilmistir. Bulardan ¢ tanesi Hawaii icin yeni tdrler oldugu
belirtilmistir. Bunlar, Neohydatothrips gracilipes, Baileyothrips limbatus ve
Sirtothripsinermis’ dir. TSWV’ nin bir marul izolati, Emilia sonchifolia bitkisine F.
occidentalis ile taginmustir. TSWV’ nin yayginlig: ile thrips sayisi arasinda belirli bir
baglant: tespit edildigi bildirilmistir. Ayrica aylik yagis, sicaklik, minimum sicaklik
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ve maximum sicakliklarinda TSWV' nin yogunlugu ign dnemli oldugu bildirilmistir
(Cho ve ark, 1987).

Pennsylvania® da sus bitkisi yetistirilen ticari seralarda TSWV ile infekteli
bitkiler kayit atina alinmis daha 6nceden konukgusu oldugu rapor edilmemis
bitkilerde TSWV simptomlarina rastlanmistir (Hausbeck ve ark., 1992). Bu
calisgmada camguzeli wrklarinda, begonyada % 95 infekteli bitki bulunmustur.
Cineraria, siklamen ve camguzeli bitkilerinde oldukga fazla infekteli bitkilerin tespit
edildigini bildirmistirler.

Mertelik ve ark (1996), 1992 ile 1995 yillar1 arasinda yapmis olduklari bu
calismada 160 bahceden daha fazla alanda TSWV icin survey yapilmistir. Bu
calisma sonucunda 60 bahcgede 64 bitki ¢esidinde 36’ si siis bitkisi, 19' u yabac ot,
6 s sebze, 2’ s tarla bitkisi ve 1’ i odunsu bitki olmak tGzere TSWV’ nin dogal
infeksiyonunu tespit ettikleri bildirilmistir. Bu hastaligin tespitinde TSWV, INSV ve
TOSPO gruba ait ticari kitler kullanilarak DAS- ELISA yontemi ve indikator bitkiler
kullanilarak yapildigi belirtilmistir. Siklikla infekteli olarak tespit edilen bitkiler
domates, Chrysanthemum sp., Zantedeschia sp., biber, Gerbera Jamesonii, Impatiens
sp., Asparagus sprengeri ve yabanci otlardan Stellaria media, Galinsoga parviflora
ve Symphythum officinale’ den olustugu bildirilmistir. Yaz doneminde TSWV
tarlalarinda yetistirilen bitkilerde ve sera etrafindaki yabanci otlarda da tespit edildigi
belirtilmistir. Bu bitkilerin infekteli olmasina bu bitkiler Gzerinde Frankliniella
occidentalis ve Thrips tabaci’ nin kigliyor olmasi rapor edilmistir.

Kolombiya' da TSWV’nin varliginin tespit edilmesi icin bir survey ¢alismast
yuritmislerdir. 38 ticari araziden 2600° den fazla 6rnek toplamiglardir. Bu 6rnekleri
ELISA tedti ile etmislerdir. 38 alandan 25 tanesi TSWV ile bulasik ciktigi rapor
edilmistir. TSWV' nin marul ve camgizeli rklar1 seralar disinda esit dagilimda
oldugu, seraigerisinde camguizeli irkimin daha yaygin bulundugunu rapor etmislerdir.
TSWV'nin 4 adet ¢cok yillik yabanci ot bitkisinde bundugunu tespit bildirmislerdir.
Bunlar Trifolium spp., Cirsium avense, Rumex acetosella ve Oxalis sp.” dir. Bir adet
2 yillik 3 adet kislik ve 5 adet tek yillik yabanci otta da tespit etmislerdir. 9 adet
infekteli yabanct ot tiri seralarin dis kisminda yetisen turler oldugunu
belirtmislerdir. Vektor olarak survey esnasinda sadece Frankliniella occidantais’ e
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rastladiklarini sera icerisinde ve sera disinda yabanc: otlarda da bu ttrin oldukca
yaygin oldugunu belirtmislerdir. TSWV’ nin Kolombiya da oldukga yaygin
oldugunu rapor etmislerdir (Bitterlich ve MacDonald, 1993)

1990 ile 1992 yillar1 arasinda Georgia® da yapilan bu calisma ile TSWV ile
infekteli domates ve biber de hastaligin oldugu vyerler taranarak bir harita
olusturduklarint bildirmislerdir. Hastalik yogunlugunu bazi domates yataklarinda ve
biber tarlalarinda tespit etmisler fakat olgun domates  bitkilerinde
gbzlemlemediklerini rapor etmislerdir. 1990 ile 1991 vyillar1 arasinda domates
yataklarinda hastalik yogunlugunun arttigint ve bunun sebebinin bitisik alanlardaki
titin bitkisi oldugunu rapor etmislerdir. Buna ilave olarak her blokta hastalik
yogunlugu 1990 yilinda birbirine yakin olarak yapilan yataklardan kaynaklandigin
bildirmiglerdir. 1990 yilinda ticari biber tarlalarinda ¢apraz ve alt alta olan siralarda
hastalik yogunlugunun arttigim belirtmislerdir. Uriiniin azalmasi domates bitkilerinin
infekte oldugu donemlere bagli olarak degistigini eger erken dénemlerde bulasma
gerceklesiyorsa bitki bagina daha az meyve alindigim rapor etmislerdir (Gitaitis ve
ark, 1998).

TSWV dinyada birgok Ulkede domateslerde ekonomik Urin kayiplarina
neden olan viral bir eimen oldugu Wangai ve ark (2001), tarafindan bildirilmistir. Bu
etmen icirisinde bir¢cok tarim Urtin ve yabanci otlarida iceren oldukga genis bir
konukcu dizisine sahip ve 7 adet thrips tirt ile tasinabildigi rapor edilmistir. Kenya’
da yapmis olduklart bu calismada 1999 yili kasim ay: ile 2000 yili mart aylar
arasinda  domateslerde  TSWV'  nin  infeksiyon meydana  getirdigini
gozlemlemislerdir. Ureticilerin driinlerinde % 80 Uriin kaybimn oldugunu tespit
etmislerdir. Hastaligin tipik simptomlarinin 6zellikle meyveler yesilken ortaya giktigi
gbzlenmistir. Meyveler Uzerinde halkalarin meydana geldigi ve daha sonradan bu
halkalarin  kahverengileserek gozle gordlur hale geldigi  belirtilmistir. Ancak
yapraklarda bu tip simptomlara rastlamadiklarini sadece bazi  ¢esitlerde
bronzlasmalar oldugunu bildirmisglerdir. TSWV’' nin testlenmesi icin domates
yapraklarim toplamislar ve ticari kitler kullanarak bu yapraklari ELISA ile
testlediklerini belirmiglerdir. Ayrica analizi sonucunda pozitif ¢ikan érnekleri RT-
PCR yontemiyle molekiler olarakta test ettiklerini rapor etmislerdir. Molekiler
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calismada primer olarak 5'- TTA AGC AAG TTC TGT GAG -3 ve 5'-ATG TCT
AAG GTT AAG CTC- 3 baz dizilimini kullandiklarint belirtmiglerdir. PCR
sonucunda elde ettikleri Urini elektroforezde gorintileyerek 777 bp karsihiginda
bantlar olustugunu bildirmislerdir. PCR drdnlerini  ayrica gen bankasiyla
karsilastirmislar ve bilinen TSWV izolatlar: ile kendi irklar1 arasinda % 95 ile 99
arasinda benzerlik oldugunu rapor etmislerdir.

ABD’ nin Georgiya eyaletinde Jain ve ark (1998), nmin yapmis oldugu
arastrmada TSWV’ nin domates biber, titin ve yerfistiginda 6nemli bir hastalik
etmeni oldugunu belirtmislerdir. Ozellikle yerfistiginda molekiler analiz yapilirken
niikleik asit izolasyonu ve bu izolatlarin gogaltiimasindaki pratik uygulamalarda bir
takim engeller ile karsilagilabildigini bildirmislerdir. Bu teknik sorunu ortadan
kaldirabilmek icin 1IC- RT- PCR yontemini kullandiklarint rapor etmislerdir. Bu
analizin domates, biber, titin ve camguzeli gibi birgok bitkide TSWV’ nin tespit
edilmesinde kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Mandal ve ark (2001), yaptiklar1 calismada, TSWV' ye direncli yerfistigi
germplasmasinin degerlendirilmesi, yerfistigina virtisin mekanik olarak tasinmasinin
yuksek oranda basarilmasi gugclikle ortaya cikarildigi belirtilmistir. Bu calismada
ilerlemelerin kaydedildigi ve bir yuksek etkili mekanik tasima protokolt gelistirildigi
bildirilmistir. Sonucta tasinmaya etkili birkag faktor ortaya cikaridmustir. iki
antioksidantin (sodium sulfite ve mercoptoethanol) kullanimi ve iki asindirict madde
(celite ve carboradum) kullammi yan: sira bir pamuklu stingerle ovmak veya bir igne
ile delmek tasinmamin orammi yiksek oranda etkilediginin  saptandigi rapor
edilmistir. Bu denemelerin sonucu olarakta, sadece yaprag: delme ile 1/10, sadece
yapragi ovalama ile 7/10, delme ve ovalama birlikteyken ise, 10/10 basari
gbzlenmistir (Johnson & Johnson, Skillman, NJ). Su kullammu ile % 11.6, buffer (0.1
M phosphate buffer pH; 7.0) kullammu ile % 28.3, buffer ile sodium (% 0.2’ lik)
kullanmminda % 75, buffer ile sodium (% 0.2' lik), mercoptoethanol (% 0.01" lik)
kullaniminda ise % 100 basar1 gozlendigi bildirilmistir. Ayrica sadece karborandum
kullanimu ile % 14.1, sadece celite kullammu ile % 85.8, karboruandum ve celite

birlikte kullaniminda ise % 96.6 basar1 saglandig: rapor edilmistir.
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Mavrik ve ark (2001), yapmis oldugu calismada seralarda yetistirilen
biberlerde 2000 yili temmuz ayinda nekrotik halkali lekeler oldugunu tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Simptomlar: sadece alt yapraklarda gézlenmesine ragmen
gen¢ yapraklar ve meyvelerde gozlemediklerini bildirmislerdir. Simptom gosteren
yapraklardan drnekler alinmis ve elektron mikroskobu altinda gézlenmis ve TSWV’
ye 0zel partikller belirlediklerini belirtmislerdir. TSWV bazi biber ve domateslerde
ayrica seralarda yetistirilen krizantem, siklamen, spatiphylium bitkilerinde DAS-
ELISA yontemi ile tespit etmislerdir. Siddetli sistemik simptomlar: bazi krizantem
bitkilerinde rastladiklarint rapor etmislerdir. Bu sekildeki bitkilerin  satisa
sunulamadiklarin belirtmiglerdir. Simptom géstermeyen ancak infekteli olan bazi
bitkilerde tespit ettiklerini bildirmislerdir. Bazi bolgelerde zambak yapraklarinda
lokal lekelere rastladiklarini bildirmislerdir. Bu hastalik etmenini DAS- ELISA
metodu ve IC- RT- PCR yontemleri kullanarak tespit ettiklerini ve RT- PCR analizi
icin tospovirtslere 6zel primerler kullanarak analizi yurattiklerini rapor etmislerdir.
RT- PCR UrUnlerini gen bankasi araciligiyla karsilastirarak tammlama yaptiklarin
bildirmiglerdir. Arastiricilar, bu ¢alismamin Slovenya da TSWV icin ilk yapilmis
olan caligsma oldugunu rapor etmislerdir.

Williams ve ak (2001), Arjantin’ de domatesleri infekte eden
Tospovirtslerin  cografi dagilimint tespit etmek ici bu calismayr yaptiklarin
bildirmislerdir. Calismada Tospovirisleri tespit icin DAS- ELISA yontemini
kullandiklarim ve alinan érneklerin % 8.8’ inde TSWV ile bulasiklik tespit ettiklerini
rapor eimislerdir.

Whitfield ve ark (2003) yaptiklar1 calismada, Tissue Blot Immiinoassay
yontemi (TBIA)' nin Ranunculus asiaticus yumrularinda TSWV saptanmasi
amaciyla kullamminin givenilirligini DAS- ELISA yontemi ile karsilastirmak
suretiyle yapmislar ve test igin en guvenilir kismin merkez gévde dokusu oldugunu
bildirmiglerdir. Bu calismada, 6rnekleme metodu; yumru infeksiyonu ve ol¢usi
arasindaki iligkiyi, TSWV’ nin yumrularda dagilimini, yumru infeksiyonu ve yumru
filizlenmesi arasindaki iliskiyi ortaya koymuslardir. Arastiricilar, kicuk yumrularin
% 44 Unun infekteli iken, boyuk yumrularin % 19 unun infekteli oldugunu ve
TSWV infeksiyonu sonucu, yumrularin filizlenmesinde azalma oldugunu rapor
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etmislerdir. TBIA yontemi TSWV ile infekteli bitkileri teshiste ve yumrulu bitki
indexinde kullaniabilir bir yontem olarak bildirilmistir.

TSWV, Kuzey Carolin@ da, 1988 yilinda domates ve titinde teshis
edilmistir. Onceleri infeksiyon seviyesi daha az iken, 6- 8 yil sonra Uriinler arasinda
hizla yayilmaya baslamis ve bircok fluencured titinde % 30- 50 kayip goruldugi
rapor edilmistir. Her nekadar genis bir alana yayilsa da infeksiyon oran: sehrin genis
boltimiinde % 10- 15 (2000 Duplin, Onslow, Pende sehirlerinde) iken, baz1 domates,
biber ve titin bitkilerinde % 25- 50 oramnda infeksiyon tekrart gozlendigi
bildirilmistir (Groves ve ark, 2002).

2004 yilinin bahar ve giz aylar1 boyunca Lubnan’ da 1000 m yukseklikte
bulunan arazilerde TSWV’ nin epidemi yaptigi bildirilmistir. Simptomlar TSWV’
nin karakteristik simptomlarinin oldugunu belirtmislerdir. Fideler Byblos un kiy1
bdlgelerinden elde edildigi bildirilmistir. 2005 yili bahar aylarinda TSWV simptomu
benzeri simptomlar ayni bdlgede domateste oldugu kadar biber ve marul bitkilerinde
de gozlemeye baslandig: bildirilmistir. Ik teshisler Immunostrip testler ile yapilmis
ve domates ve marul bitkilerinden alinan 6rneklerden pozitif sonuclar elde edildigi
rapor edilmistir. Aym Ornekler RT- PCR ile testlenmis ve simptom godsteren
orneklerden spesifik bantlar (619 nt) elde edilirken, saglikli bitkilerde herhangi bir
bant gozlenmedigi bildirilmistir. Elde edilen Grinler klonlanmis ve bunlarin
nikleotid baz dizilimi analiz edilmistir. Y apilan karsilastirmada bircok TSWV izolati
% 99 amino asit diizeyinde benzerlik gosterdigi belirtilmistir. Bu ¢aligmanin Labnan’
da TSWV’ nin ilk kez rapor edildigi calisma oldugu bildirilmistir. TSWV'nin
yayilmasint engellemek icin Ureticilerin hastalik hakkinda ve kontrol mekanizmalar:
hakkida bilgilendirilmeleri gerektigini belirtmislerdir (Abou-Jawdah ve ark, 2006).

Korbin (2005), yaptigi calismada dort gerbera bitkisini TSWV' ye
dayaniklilik geni iceren genleri transfer ederek virse karsi olan dayaniklilig:
gozlemledigini belirtmistir. Bu ¢alismada 33 transgenik bitkiden 16 tanesi PCR ile
taranmis ve serada fenotipik ozellikleri gozlendigi bildirilmistir. TSWV ile mekanik
inokulasyondan 2- 4 hafta sonra kontrol bitkilerinde virtisin tipik simptomlarinin

gbzlendigi, oysa transgenik bitkilerde herhengi bir hastalik simptomu gorilmedigi
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rapor edilmistir. Transgenik olan ve olmayan bitkilerden arasinda fiziksel olarak
herhengi bir farklilik gozlenmedigi bildirilmistir.

Bitun dunyada biberlerde TSWV infeksiyonu sonucunda Uretimde kayiplar
oldugu bildirilmistir. Uretim programlarindan tarla kosulunda TSWV’ ye Karsi
dayanikli gesitlerin  bulunmasinin dnemli  oldugu, cunkd bu virlds etmeninin
vektoriyle tasincdig: belirtilmistir. Bu calismada TSWV' ye kars1 dayamkli Capsicum
Spp. cesitlerini tespit etmek icin degisik cevre kosullarinda denemeler yapildig:
belirtilmistir (Genda ve ark, 2007).

Farooq ve ark (2007a), yapmis olduklar: calismada 8 farkli domates ¢esidinin
tarla kosullarinda TSWV' ye kars1 performanst Uzerine etkisini incelemislerdir.
Calismanin 2005- 2006 yillari arasinda gergeklestirildigi  belirtilmistir. Y apmus
olduklart bu calismada saglikli bir domates ile infekteli bir domatesin verimi
kasilastirildigida belirli bir dists oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica TSWV ile erken
orta ve ge¢c sezonlardaki infeksiyonlar verimi farkli bir sekilde etkiledigini
belirtmiglerdir.

Holguin-Pena ve ark (2007), 2005 yilinda yaprmis olduklar: ¢alismada TSWV
simptomlarina benzer simptomlar gosteren 24 adet domates bitkisini serolojik bir
yontem olan ELISA metodunu kullanarak tespit etmislerdir. Bu test sonucunda
tospovirus cinsi Bunyaviridae familyasina dahil olan TSWV etmeninin tespit edildigi
bildirilmistir. Bu analizler sonucunda TSWV icin pozitif sonuclar veren domates
bitkilerinin Kaliforniya icin énemli cesitler oldugunu belirtmislerdir. TSWV’ ye
gpesifik simptomlar olan; klorozlar, tepe yapraklarinda sekil bozukluklari,
bodurlasma ve halkal1 lekeler gozlediklerini bildirmiglerdir. 2006 yilinda TSWV’ ye
0zel simptomlar gosteren 42 adet domates bitkisini DAS- ELISA ile ticari kitleri
kullanarak analiz ettiklerini rapor etmislerdir. Bu analiz sonucunda RT- PCR ile izole
ettikleri nikleik asitleri cogaltmiglar ve primer olarak da 5'- ATG TCT AAG GTT
AAG CTC 3 ve 5- TTA AGC AAG TTC TGT GAG -3 kullandiklarim
bildirmiglerdir. Bu analiz sonucunda elde ettikleri 16 adet pozitif drnegin dUrlnlerinin
yaklasik 800 bp karsiliginda bantlar olusturdugunu rapor etmislerdir. Mekanik olarak
da domates ve Nicotiana glauca bitkilerine inokulasyon yaptiklarint belirtmislerdir.
Mekanik inokulasyon sonucunda domates yapraklarinda klorotik halkalar ve nekrotik
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lezyonlar olusurken N. glauca yapraklar: Gzerinde i¢ ice gecmis halkali lekelerin
olustugunu gozlemlediklerini kaydetmislerdir. Simptom gosteren bitin domates
bitkilerini hem ELISA hem de RT- PCR teknigi kullanarak test eimisler ve simptom
gbstermeyen bitkilerin tamamen negatif ¢iktigint rapor etmislerdir.

TSWV icin hizli ve etkili bir metod olan inokulasyon tekniklerinden sprey
tabacast ve CO2 tozu serpen atomizer kullanmilarak, infekteli bitki parcalar fosfat
tamponu iginde ezilmis ve 320 Carborandum tozu serpilmis yapraklar tzerine sprey
yapildig1 bildirilmis. Uygulamada 1,1 basin¢la spreyleme yapildigi, mekanik
inokulasyonda tutin (Nicotiana tabacum), yerfistigi (Arachis hypogaea), domates
(Lycopersicon esculetum) bitkileri konukgu olarak basariyla kullanildigi, % 75 ile
100 arasinda sistemik infeksiyon gergeklestigi bildirilmistir. Yapilan bu calisma
sonucunda TSWV ile infekte edilen normal mekanik inokulasyona oranla % 50
oranla daha hizl1 oldugu belirtilmistir. Sonug olarak bu inokulasyon yontemi ile daha
cok sayida bitki ile daha hizli calisma imkant bulundugu, 6zellikle virislere
dayanikli cesitlerin teshitinde bu yontem rahatlikla kullamlabilecegi bildirilmistir
(Mandal ve ark, 2008).

Mun ve ark (2008), Kore' de 2006 agustos ayinda mozaik ve nekrotik
simptomlar gosteren seralarda biberlerde 6ldurtict bir hastalik tespit etmislerdir. Bu
viral hastaligin tespit edilmesi icin simptom gosteren ve gostermeyen 11 meyveden
ornek alinmis ve ezilerek total RNA izolasyonunu yapmislardir. CMV, PepMoV,
TSWV ve PMMoV virusleri igin spesifik primerler dizayn edilerek kullandiklarin
belirtmislerdir. Analiz sonucunda elde edilen Grinler % 98 ve 100 oramnda TSWV
ile CMV’ nin kilif proteini ile uyum saglachgim rapor etmislerdir. Bunun da
biberlerde bu simptomlara neden olan viral etmenlerin CMV ve TSWV oldugunun
tespit edildigini bildirmislerdir. Bu calismayr Kore' de biberlerde TSWV ve CMV
icin yapilmis olan ilk ¢aligma olarak rapor etmislerdir.

TSWV, Ulkemizde ilk olarak titinde;, Canakkale' yi takiben Balikesir,
Manisa Usak ve Samsun’ da, daha sonra ise, domateste; izmir, Manisa’ da (Azeri,
1981; 1994) ve Cukurova da (Guldir ve ark, 1995) teshis edilmistir. Once sadece
domates bitkisinde oldugu dustnilmus, fakat 1997- 1998 yillar: stiresince igel’ in
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Kazanl1 bolgesinde biber bitkisinde de ortaya cikarilmistir ve bu bdlgede TSWV’ nin
Frankliniella occidentalis ve Thrips tabaci vektorleri ile tasindig: bildirilmistir.

Turhan ve Korkmaz, 2006 yilinda Canakkale ilinde domates Uretim sezonu
icinde acik alanlarda yetistirilen domates tarlalarinda Domates lekeli solgunluk
virast (TSWV)' nin varliginin belirlemesi amaciyla yaptiklari ¢calismada, domates
ekili alanlarda bir survey calismasi yapmislar ve, TSWV’ ye benzer simptom
gosteren bitkilerden Ornekler alarak ELISA ile testi ile testlemislerdir. iki vl
siiresince toplam 99.2 ha alanda gozlem yapilmis ve TSWV simptomlarin gosteren
toplam 200 bitkiden 6rnek almiglardir. Ayrica, ELISA testinde pozitif ¢ikan 6rnekler,
her iki yontemi birbiriyle kiyaslamak icin DTBIA yontemi ile de testlenmislerdir.
Arastiricilar, ELISA testleri ve DTBIA yontemi sonucunda 9 ornegi TSWV ile
infekteli bulduklarini, her iki yontemin TSWV tarisinda giivenle kullamlabilecegini
bildirmislerdir. Calismada basarili bir sekilde kullanilan DTBIA yodnteminde
hastalikli Orneklerin 10X biyttmeli bir binokuler altinda nitroseliloz membran
Uzerinde tipik pembemsi- kirmizi renk olusumlarint gézlediklerini rapor etmislerdir.

Arli Sokmen ve ark (2005), Samsun ilinde biber Uretim yerlerinde birgok
virts hastaligi oldugunu rapor etmislerdir. Ayni arastiricilar, 1998 ve 1999 yillari
arasinda bu virtsleri tespit icin toplam 313 6rnek almis ve ELISA ile testlemislerdir.
Bu Orneklerde AMV, CMV, PVY, ToMV, TMV ve TSWV olmak Uzere 6 adet virls
tespit edilmis, ayrica TSWV’ nin bircok yabanci ot Uzerinde de varhigi ortaya
konulmustur. Bu calisma ile biber tarlalarinda bulunan bu yabanci otlarin ayn
zamanda biberler icin TSWV infeksiyon riski meydana getirdigini bildirmiglerdir.

Arli-Sokmen ve Sevik (2006), domeatesleri infekte eden virlslerin tespit
edilmesi ve yogunlugunun ortaya konulmasi amaciyla, 2002 ve 2003 Mayis aylari
arasinda Samsun’ da yaptiklar: survey calismasinda, 31 adet tarladan 186 domates
ornegi almislar ve ELISA yontemi ile testlemislerdir. Testlenen drneklerde, ToMV,
TSWV, PVX ve CMV infeksiyonlarint bildirmiglerdir. ToMV, TSWV, PVX ve
CMV’ nin srasiyla, % 52.1, 12.9, 10.7 ve 6.9 sikhiginda tespit ettiklerini rapor
etmislerdir. 30 tane ornekte karisik infeksiyon tespit ettiklerini belirtmiglerdir (%
16.1). En yaygin ve dominant olan ToMV ve TSWV (% 6.4), PVX (% 4.9), ve CMV
(% 3.2) karisik infeksiyon meydana getirdigi rapor edilmistir.
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Kuctk (2006), 2005- 2006 yillar1 arasinda ydrittligt calismada, Adana ve
Mersin illerinde yetistirilen domates ve biberlerde zararli Domates Lekeli Solgunluk
VirGsl' niin saflastiriimasi, biyolojik, serolojik ve molekiler yontemler kullanilarak
tamsinin yapilmasi amaciyla, araziden toplanan ve virtsli oldugundan stphenilen
bitkileri, dncelikle ELISA yontemi ile testlemis ve toplanan Orneklerde hastalik
oramm % 45 olarak hesaplamistir. Arastirici, E8, D2, M5 kodlu izolatlar ile asili
indikator bitkilerde 5-15 guin igerisinde simptom gozlenirken, T1 izolatinin 30-60 giin
gibi bir sirede simptom cikisina neden oldugunu, yapilan SDS-PAGE yonteminde
TSWV’ ye ait bir protein band gozlendigni ve molekil agirligimin 27 kDa olarak
saptandigint  bildirmistir. TSWV' nin saflastirilmast amaciyla kullamlan PEG
coktirme ve kolon kromotogrofisi yontemlerinin  basarili olmadigi ortaya
konulmustur. Saflastirilan TSWV vironlarinin SDS-PAGE yonteminde dort, agarose
jel elektroforez de ise, tek band verdigi belirtilmistir. TSWV ile infekteli test
bitkilerinden total RNA ekstraksiyonu yapilarak, RT- PCR yonteminde kullanilmis
ve PCR Urinleri agarose jel elektroforez ile testlenip beklenen band buyuklukleri
gozlenmistir.

Sevik ve Arli-Sokmen (2007), TSWV’ nin domeates Uretim alamndaki zamana
ve mesafeye bagli olarak thrips tlrleri ile yayilisinin, virts tasinmasinda etkili olan
vektor tirleri ve bunlarin hastaligin bulasma ve yayilmasindaki rollerinin saptanmasi
amaciyla 2004 yilinda yaptiklar calismada, 2100 m* lik bir alana 4080 domates
bitkisi dikmisler ve TSWV ile bulasik bitkileri haftalik olarak izlenmesi sonucu,
vektor populasyonu ile iligkisini arastirmiglardir. Bu amagla, TSWV- domates izolati
ile inokule edilmis 15 adet domates bitkisi, inokulum kaynagi olarak deneme
alanmin merkezine birakilmis ve daha sonra bu infekteli bitkiler 15 gin ara ile
yenileriyle degistirilerek viriis konsantrasyonunun sirekli olarak yiksek seviyede
tutulmast saglanmistir. Deneme alanindaki toplam bitki sayisimn % 6 sini
olusturacak sekilde on hafta boyunca 240 bitkiden 6rnek alinmis ve DAS- ELISA
yontemiyle testlenmistir. Ayni zamanda haftalik olarak araziye yerlestirdikleri
tuzaklardaki thrips tdrlerinin populasyonundaki degisiklikler de takip edilmistir.
Y aptiklar1 calismada deneme alamnda Frankliniella intonsa, Trybom ve Thrips
tabaci Lindeman turd thripsleri tespit etmisler ve thrips populasyonu ile infekteli
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bitki sayisi arasindaki iliskiyi istatistiki olarak P< 0.01 dizeyinde o6nemli
bulmuslardir. Arastiricilar, inokulum kaynagimin araziye birakilmasindan ¢ hafta
sonra, inokulum kaynagina 24.5 m ve 25 m uzakliktaki iki bitkinin infekteli oldugu,
yeni infekteli hale gelen bitki sayisimin sekizinci haftaya kadar artis gosterdigini
bildirmiglerdir. Ayrica, bu calismada domatesten izole edilen TSWV- Samsun
izolatimin domates ve tutinden tekrar domatese T. tabaci bireyleri ile tasinabilirligi
biyolojik, serolojik ve molekiler yontemlerle belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Survey Alanm ve Calisma M ateryali Hakkinda Bilgiler

Survey cikislari, Antalya ilinin Merkez (Altinova, Kursunlu, Camkdy ve
Aksu), Serik (Merkez ve Cakallik) ve Kumluca (Merkez, Mavikent ve Beykonak)
ilcelerinde domates, biber ve marul yetistiriciligi yapilan sera alanlarina yapilmis ve
TSWV’ nin farkli yontemler kullanilarak saptanmast ve bulasiklik oramimin ortaya
konulmast igin gerekli stpheli bitki drneklerinin toplanmast amaciyla yuritilmustir.

Bu amagla yapilan survey calismalarinda, supheli domeates, biber ve marul
bitkilerinden alinan bitki dokular: ¢alismalarda kullanilmistir (Cizelge 3.1.).

Calisma, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bolimii
Fitopatoloji Anabilim Dal1 Viroloji Laboratuvari, Bitki Virusleri Arastirma Serasi ve

mevcut klima odalarinda yurittlmuistar.

Cizelge 3.1. Survey yapilan ilgeler, sera alanlari, testlenen bitki tirt ve sayisi

il flce Sera Sayia | Alan Bitki Tur(l | Testlenen
(Da) Bitki Sayis
Merkez 22 70 Domates 98
35 103 | Biber 175
12 27.25 | Marul 58
Antalya Serik 14 42.75 | Domates 70
16 325 | Biber 80
Kumluca 6 16.75 | Domates 25
18 88 Biber 90
Toplam 123 380.25 596
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3.1.2. Mekanik inokulasyon Calismalarinda Kullanilan M ateryal

Mekanik inokulasyon calismalarinda, araziden toplanan ve TSWYV ile bulagik
oldugu ELISA testleri ile saptanan domates, biber, marul bitkilerinden alinan taze
bitki dokulari materyal olarak kullamlmustir.

Mekanik inokulasyon calismalari, Cizelge 3.2 de verilen test bitkileri
Uzerine, havan ve havan eli, fosfat tampon ¢ozeltisi, sodyum silfit, karborandum
tozu ve cesme suyu kullanilarak yapilmistir.

Mekanik inokulasyon calismalarinda kullanilan indikatér bitkilerin
tohumlarinin ekilmesi ve fidelerin yetistirilmesi igin kum, toprak ve torf karisimi
(1:1:1), plastik saksilar, plastik kivetler, plastik viyoller, mikro ve makro besin
elementleri iceren glbreler ve zaman zaman herhangi bir zararli ve hastalik etmenine
kars1 insektisit ve fungisitler kullamlmustir.

Calismada kullanilan indikator bitkilerin tohumlari, C.U. Ziraat Fakiiltesi,
Bitki Koruma B6limu, Viroloji Laboratuvart’ ndan temin edilmistir.

Cizelge 3.2. Mekanik inokulasyon ¢alismalarinda kullamilan test bitkileri

Turkce Adi Latince Ach

Biber Capsicum annum
Akkaz Ayagi Chenopodium quinoa
Tatun Tarleri Nicotiana glutinosa L.

N. tabacum L.”’ Xanthi’
N. tabacum L.’ Xanthi nc'’
N. tabacum “ Samsun’’

N. rustica

24



3.MATERYAL VE METOD Volkan BOZDOGAN

3.1.3. Serolojik Calismalarda Kullanilan M ateryal

Yapilan ELISA testlerinde, TSWV ile infekteli oldugundan stphelenilen
domates, biber ve marul bitkileri ile mekanik inokulasyon yontemi ile inokule edilen
indikator bitkilerden alinan bitki dokulart materyal olarak kullanilmstir.

ELISA testleri, ticari olarak temin edilmis olan ELISA Kiti, tampon ¢ozeltiler,
diuz tabanli, 96 kuyu iceren Maxi Sorp mikrotiter ELISA plateleri (NUNC-
Danimarka), Medispec ESR 200 marka ELISA okuyucusu (Medispec ESR 200
ELISA Reader), otomatik pipetler ve pipet uglar: ve saf su kullamlarak yapilmistir.

3.1.4. Total RNA Ekstraksiyonu Calismalarinda Kullamlan M ateryal

Y apilan ELISA testleri sonucunda TSWV ile infekteli oldugu saptanan arazi
orneklerinden ve mekanik inokulasyon yontemi ile TSWV bulastirilan otsu indikator
bitkilerden alinan yapraklardan elde edilen bitki Ozsular1 c¢alisma materyalini
olusturmustur.

Total RNA ekstraksiyonu isleminde; steril havan ve havan eli, tampon
cOzeltiler, ependorf tupleri, ayarlanabilir mikro pipetler ve pipet uglari, Universal
320R marka masa tipi sogutmal1 santrifdj kullamlmustir.

Total RNA ekstraksiyonu galismalarinda kullanmilan soliisyonlar Ek 2' de yer
almaktadir.

3.1.5. RT-PCR Cahsmalarinda Kullanilan M ateryal

RT-PCR yonteminde, total RNA ekstraksiyonu c¢alismalari sonunda, TSWV
ile infekteli bitkilerden elde edilen total nikleik asit ekstraktlari materyal olarak
kullanil mastur.

RT-PCR islemi, Moloney Murine Leukaemia Virus'den olusan reverse
transcriptase (MMLV-RT, 200U/ul, Fermentas, EPO441) enzimi ve reverse
transcriptase reaksiyon tampon ¢ozeltisi, Tag polymerase enzimi (Termostabil DNA
polymerase enzyme, 5U/ul, Fermentas, EP0O401) ve reaksiyon tampon cozeltisi,
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dNTP set (dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 25 mM, Promega), MgCl,, MgCl, buffer,
RNAse inhibitdr (40U/ul Fermentas, EO0311), Bench Top 1 kb DNA Ladder
marker (Promega), cesitli tampon ¢ozeltiler, saf su, pipet ve steril pipet uglari, PCR
tupleri ve Cizelge 3.3'de verilen TSWV' ye ve Tospovirtslere spesifik primerler
(10mM) kullanilarak yapilmistir (Adkins ve ark, 2005; Eiras ve ark, 2001).

Ayrica calismalarda, elde edilen sonuglar1 karsilastirmak amaciyla ticari
olarak temin edilen 2X PCR Master Mix (Fermentas)’ de kullanilmistur.

Viris genomu Uzerinde hedef bolgelerin cogaltiimas: isleminde gerekli
sicakliklar, TECHNO GENIUS marka termocycle aleti kullanilarak saglanmustir.

Cizelge 3.3. Calismada Kullamlan Primer Ciftleri ve Sentezlenen Boélgenin
Molekuler Blyuklugt

Primer Dizi Band

Giftleri Buytiklugi (bp)

LITSWVR AATTGCCTTGCAACCAATTC

L2TSWVF ATCAGTCGAAATGGTCGGCA 276
BRO35 GAATATATGACACCATTG
PDHO006 CCCAGAGCAATCAGTGCA 514

3.1.6. Agarose Gdl Elektroforez Calismalarinda Kullamlan M ateryal

Agarose Gel Elektroforez calismalarinda, total RNA ekstraksiyonu islemi
sonucunda elde edilen TSWV’ ye ait total RNA’ lar ile RT- PCR calismalarinda elde
edilen PCR urtnleri materyal olarak kullanilmustur.

Agarose gel elektroforez isleminde, agarose, tampon cozeltiler, BIORAD
marka Mini Sub. DNA Cell Elektroforez cihazi ve gi¢ kaynagi, UVP Ultraviolet
Transilluminator marka UV 151k kaynagi, polaroid film ve Polaroid Gel Cam marka
fotograf makinesinden yararlanlmistir.
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3.2. Metod

3.2.1. Bitki Orneklerinin Toplanmas ve Muhafazas

Calismanin ydratuldigt bolgelerde TSWV' nin bulasiklik orammn ortaya
konulmas: ve toplanan 6rneklerde TSWV varhiginin farkli yontemlerle saptanmasi
amaciyla yapilan survey calismalari, Antalya iline bagli Merkez, Serik ve Kumluca
ilcelerinde Orttalti domates, biber ve marul Gretiminin yapildigi alanlarda
gerceklestirilmistir.

Survey calismalari, 2007- 2009 vyillar1 arasinda ilkbahar ve sonbahar
aylarinda yapil mistir.

TSWV ile bulasik oldugundan stphelenilen bitkilerin belirlenmesi amaciyla
oncelikle simptomatolojik gozlemler yapilmis, 6rnek alinan bitkilerde, TSWV' nin
neden oldugu, yapraklarda deformasyon, klorotik halkal1 lekeler, sararma, klorotik ve
nekrotik alanlar, variegation, gévde ve yaprak sapi1 Uzerinde yag lekeleri ve sok
simptomlar1 aranmustir.

TSWV tarafindan meydana getirilen bu simptomlarin bir veya birkagin
gbsteren domates, biber ve marul bitkilerinden alinan bitki dokular1 naylon posetlere
konulmus ve posetler numaralandirilarak buz kutusu icerisinde uygun kosullarda
laboratuvara getirilmistir. Bu bitki dokular1 yapilacak olan biyolojik, serolojik ve
molekuler ¢calismalarda kullanilincaya kadar kisa bir sire igin buzdolabinda +4 °C’

de muhafaza edilmistir.

3.2.2. indikatér Bitkilerin Yetistirilmes

Mekanik inokulasyon calismalarinda, Cizelge 3.2° de verilen indikator
bitkileri kullamlmis ve bu bitkilerin tohumlar;, C.U.Z.F. Bitki Koruma B&lumii
Viroloji Laboratuvart’ ndan temin edilmistir.

Test bitkilerinin tohumlari, dnce metil bromid ile fumige edilmis, kum,

yanmis hayvan gubresi, toprak ve torf karigimini (1:1.1:1) igeren kiivetlere ekilmis ve
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daha sonra ¢ikan bitkiler 4- 6 yaprakli donemde, ayni karisimun bulundugu plastik
saksilara (12 cm ¢apinda ve 15 cm yiksekliginde) tek tek sasirtilmstir.

Indikator bitkiler, 22-24 °C sicaklik, % 70 nem, 16/8 saat (Isik/Karanlik) ve
5000 Lux aydinlatma kosullarina sahip kontrolli klima odalarinda ¢imlendirilmis,
yetistirilmis ve muhafaza edilmistir (Choueiri ve ark, 1993).

Bitki Koruma BOlumi Viroloji Laboratuvar’ na ait klima odasinda
yetistirilen bitkiler, zararli- hastalik ve simptom gelisimi igin arastirma boyunca
periyodik olarak her gin kontrol edilmislerdir. Bitkilerin saglikli buytmeleri igin
gerekli makro ve mikro besin elementleri sulama suyuna ilave edilerek bitkilere
verilmis ve hastalik ve zararlilara karsi gerektiginde pestisit uygulamalar: yapilmistir.

3.2.3. Mekanik inokulasyon Y éntemi

TSWV'nin biyolojik tarsi, total RNA izolasyonu ile virtsin saflastirilmasi
calismalarinda kullamlacak olan bitkilerin elde edilmesi amaciyla, indikator bitkiler
Uzerine mekanik inokulasyon calismalari, arazi ¢ikislarinda simptomatolojik olarak
TSWV ile bulasik oldugundan stiphelenilen ve ELISA testleri sonucunda TSWYV ile
bulasik oldugu saptanan bitkilerden alinan dokular kullanilarak yapilmistir. Mekanik
inokulasyon yontemi, Mandal ve ark. (2001)’ e gore asagidaki sekilde uygulanmustir.

Supheli bitkilerden alinan bitki dokulari, 1: 5 oraminda 2-Mercaptoethanol ve
% 2'lik sodyum siilfit iceren 0.01 M fosfat tamponu (pH; 7.0) iceren steril porselen
havanda ezilmis ve daha dnceden karborandum tozu serpilmis indikator bitkilerin
yapraklarina mekanik olarak inokule edilmistir. Daha sonra indikator bitkiler
simptom gozlenmesi amaciyla kontrollli kosullarda muhafaza edilmistir ve periyodik
olarak gozlemlenmistir.

Kullanmilan indikator bitkiler asagida verilen ssmptomlar igin gozlenmistir.

Nicotiana tabacum, N. glutinosa; Nekrotik ve lokal lezyonlar, sistemik
nekrotik sekil ve yaprak deformasyonu, geriye dogru 6lim

Nicotiana rustica; Mozayik, klorotik lokal lezyon, yaprak kirigikligi

Capsicum annum; Klorotik lokal lezyon, nekrotik lokal lezyon, halkal1 leke,

damar agilmasi, deformasyon, yaprak kirisikligi, geriye dogru 6lim, mozayik
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Mekanik inokulasyon yapilan indikator bitkiler; belirlenen kosullara sahip
klima odasinda muhafaza edilmisler ve simptom gelisimi icin periyodik olarak
gozlenmislerdir.

Calismalar, C.U.Z.F. Bitki Koruma Bolimi Bitki Viris Hastaliklar:
Arastirma Serasi’ nda yaritalmuistor.

3.2.4. Serolojik Cahsmalar

Arazi cikislarinda, simptomatolojik olarak TSWV ile bulasik oldugundan
sUphelenilen domates, biber, ve marul 6rnekleri, TSWV’'nin varliginin ortaya
konulmas: amaciyla oncelikle Double Antibody Sandwich (DAS) ELISA testi ile
testlenmistir. Ayrica mekanik inokulasyon calismalari sonunda simptom gosteren
indikator bitkiler ile virlsin saflastirilmast isleminin farkli asamalarinda alinan
ornekler de ELISA testine tabi tutulmustur.

Yapilan ELISA testlerinde kullamlan platelerin her birinde, drnek tampon
cozeltisi ve saglikli agaclardan alinan veya firmalardan ticari olarak temin edilen
dokular ile hazirlanan ekstrakt olmak Uzere iki farkli negatif kontrol ve TSWV
bulasik olarak ticari temin edilmis bir pozitif kontrol karsilastirma amaciyla
kullamlmgtir. ELISA testlerinde kullamlan tampon c¢ozeltiler ve bunlarin
hazirlanmasi Ek 1’ de verilmistir.

ELISA testleri sonucunda, saglikli kontrol icin 405 nm'de elde edilen
absorbans degerinin en az iki kati1 ve daha fazla absorbans degeri veren ornekler
pozitif olarak kabul edilmistir (Barba ve Riccioni, 1993; Helguera ve ark, 2002).

3.24.1. DASELISA Testi

DAS-ELISA calismalari, Clark ve Adams (1977) ve Jain ve ark. (1998)
tarafindan bildirilen yonteme gore yapil mustir.

Galismada kullanilan sulandirma oranlart kitin temin edildigi firmamn
belirttigi oranlar dikkate alinarak yapilan DAS- ELISA yontemi asagidaki sekilde

uygulanmustir.
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1. TSWV’ ye spesifik y-globulin, firmanin bildirdigi prosedire gore kaplama
tamponunda belli oranda sulandirilarak, ELISA pleytlerine her cukura 100 pl
konulmustur.

2. Pleytler, 30 °C'de 4 saat inkibasyona tabi tutulduktan sonra, yikama
tamponu ile her yikama 3’ er dakika olacak sekilde 3 kere yikanmustir.

3. Ekdraksiyon tampon c¢ozeltisinde 1/10 oraminda hazirlanmis  olan
ekstrakttan her kuyuya 100 er ul konulmus ve pleytler +4 °C de bir gece
inkiibasyona tabi tutulduktan sonra yikama tamponu ile yukaridaki sekilde
yikanmustir.

4. Konjugat tamponu igerisinde sulandirilmis olan enzimle isaretli -
globulinden (Konjugate) her kuyuya 100" er ul konulmus ve 30 °C’ de 5 saat
inkubasyondan sonra pleytler yikama tamponu ile yikanmustir.

5. Son olarak pleytlerin her kuyusuna substrate tampon ¢ozeltisinde 1mg/mli
olacak sekilde hazirlanan substrattan 100 er pl ilave edilmis ve pleytler 30- 60
dakika oda sicakliginda 1siksiz ortamda bekletildikten sonra ELISA okuyucuda
okunmustur.

Yapilan ELISA testlerinde her 6rnek icin ikiser kuyu kullamlmis ve her
pleytte pozitif, negatif ve buffer kontrol bulunmasina dikkat edilmistir.

ELISA testleri sonunda ELISA okuyucusunda negatif kontrol igcin okunan
absorbans degerinin 2- 3 kat1 absorbans degerine sahip drnekler, TSWV ile bulasik
kabul edilmistir.

3.2.5. Total RNA Ekstraksiyonu
TSWV ile infekteli oldugu ELISA yontemiyle saptanan arazi 6rneklerinden
ve mekanik inokulasyon yontemi ile TSWV asilanan indikator bitkilerden alinan

genc yapraklar kullanilarak yapilan total RNA izolasyon calismalari, Astruc ve ark,
(1996)’ min 6nerdigi yonteme gore asagidaki sekilde yuritilmastr.
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Total RNA ekstraksiyonu yonteminde izlenen basamaklar:

a. Ornekler ekstraksiyon tamponu (100mM Tris-HCI pH.8.0, 50mM EDTA
b-pH. 7.0, 500 NaCl, 10 mM 2. mercapto-ethanol (1/1000) ) ile 1:2 (w/v) oraminda
sulandirilarak ekstrakte edilmis ve bitki 6zsuyu steril ttlbentten stizilmuUstdr.

b. Bitki 6zsuyundan 1ml alinarak eppendorf tlpleri icerisine yerlestirilmis ve
ornekler 3 dakika 4.000 rpm’ de santrifjj edilmistir.

C. Supernatant tizerine % 20’ lik Sodium Dodecylsulfat (SDS)’den 50 i ilave
edilerek vortekste karistirilmis ve sonra tupler 65 °C’'de 30 dakika su banyosunda
ink(ibe edilmistir.

d. Tuplere 250 m potasum asetate (5M) ilave edilerek 20 dakika buz
icerisinde bekletilmis ve daha sonra 15 dakika 13.000 rpm’ de santrifdj yapil mistir.

h. Elde edilen sipernatant ikiye boltinmis ve 500 m’ si yeni hazirlanmis
eppendorf tiiplerine konarak -70 °C de saklanmustur.

Geriye kalan 500 ml slpernatant yeni hazirlanan eppendorf tiplerine
konulmus, Uzerine % 100’ |0k ethanolden 500 m ilave edilerek 1ml’ ye
tamamlanmis ve vortekste karistirilmstir.

1. Daha sonra tiplere 50 m sodium asetate (3M) ilave edilmis ve 6rnekler
tekrar karistirillarak -70 °C’ de bir gece bekletilmistir.

i. Ornekler 15 dakika 14.000 rpm’ de santrifilj edilerek siipernatant kismi
ortamdan uzaklastirilmstir.

j. Eppendorf tupleri filtre kagich Uzerinde ters gevrilerek 5 dakika kurutulmus
ve pellet Gzerine % 70’ lik ethanolden 1ml ilave edilmistir.

k. Ornekler RNA’lar1 ¢oktiirmek amaciyla 5 dakika 13.000 rpm’ de santrifij
edilmis ve tUp icerisindeki ethanol atilarak eppendorf tupleri kurutma kagitlar: ile
dikkatlice kurutulmustur.

|. Elde edilen total RNA’lar 50 Ml RNAse free saf su ile sulandirilarak, 15m
ve 35 m olmak Uzere ikiye boltinmis ve eppendorf tlpleri icerisinde -70 °C de
muhafaza edilmistir.

Daha sonra agaroz jel elektroforez calismasiyla total RNA’ larin varligi
kontrol edilmistir.
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3.2.6. RT- PCR Cahsmalari

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) cift iplikli bir DNA molekilunde, hedef
dizilere iki oligonukleotid primerin baglanmas: ve uzamasi esasina dayanr. Nukleik
asit materyali RNA olan bir hedef cogaltilmak isteniyorsa, énce RNA’ dan Reverse
Transcriptase (RT) enzimi ile cDNA’ lar elde edilir ve daha sonra bu DNA’ lar PCR
islemiyle cogaltilir (RT- PCR).

Bu caismada, RT- PCR islemi; total RNA calismalar1 sonunda elde edilen
viris nikleik asidi Uzerindeki belirli bolgelerin spesifik primerler kullamlarak ve
uygun kosullar altinda cogaltiimast ve boylelikle TSWV’' nin molekiler tanisi
amaciyla yapilmistir.

RT- PCR yontemi, Jain ve ark. (1998); Pappu ve ark. (1998)' e gore
yapilmistir. Iki asamadan olusan islemin birinci asamasinda; RT (Reverse
transcription) islemi ile cDNA’ lar elde edilmis, ikinci asamada ise, bu cDNA’ lar
kullanilarak PCR yapilmustir.

RT asamasinda; her PCR tipline, 1 pul saflastirilmis total RNA ve 1 ul
reverse primer konularak 70 °C' de 5 dakika bekletilmis, daha sonra tipler buz
Uzerine alinmstir.

Bu PCR tuplerine, 16.6 ul saf su, 5 ul RT tampon ¢ozeltisi (250 mM Tris-
HC1 (pH 8.3), 250 mM KC1, 20 mM MgC1, 50 mM DTT), 1 ul dNTP (2 mM), 0.3
ul RNAse ve 0.1 ul RT enzimi ilave edilerek, 42 °C' de 60 dakika inkiibe edilmis
ve islem sonunda cDNA'’ lar elde edilmistir.

PCR asamasinda ise, ayr1 bir PCR tiplne, yukaridaki islemde elde edilen
cDNA’dan 1 pl konulmus, Uzerine 16.8 ul saf su, 2.5 ul 10X PCR tampon ¢ozeltisi
(200 mM Tris- HC1 (pH 8.8), 500 mM KC1, % 0.8 Nonidet P40), 1.5 ul MgClI2, 1 pl
dNTP (2 mM), 0.2 ul Tag DNA polymerase, 1 ul forward primer ve 1 pul reverse
primer ilave edilmistir. Daha sonratipler;
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94 °C'de 2 dakika 1 dongu
94 °C’de 30 saniye
48 veya 53 °C’'de 30 saniye | 35 dongu
72 °C’de 2 dakika
72 °C'de 10 dakika 1 dongu

olacak sekilde ayarlanmis termocycler’a yerlestirilerek PCR  asamasi

tamamlanmustr.

RT islemi ve PCR asamalarinda kullamilan farkli derecelerdeki sicakliklar
asagida verilen amaclar dogrultusunda diizenlenmis ve kontrol edilmistir:

a. 42 °C’de 1 saat; Amplifikasyonu yapilacak olan TSWV’ nin RNA’ sindan
komplementer DNA (cDNA) elde etmek amaciyla kullanilmigtir. 42 °C MMLV
reverse transcriptase enziminin ¢alisma sicakligidir.

b. 94 °C’de 2 dk. ; Virisin RNA’ sina komplementer olarak elde edilmis
olan cDNA’y1 virise ait olan RNA’dan ayirmak amaciyla ayarlanmistir. Cift iplikli
nikleik asitteki zincirler 94 °C’ de birbirinden ayrilmaktadir. PCR asamasinda bu
cDNA cogaltilacaktir.

Cc. 94 °C’de 30 sn.; Amplifikasyonda b’ deki programin calistirilmasi
srasinda birbirinden ayrilmayan RNA ve cDNA'’larin ayrilmasi ve daha sonra
olusacak cift ipliklerin siirekli birbirinden ayrilmast igin ayarlanmustir.

d. 48 veya 53 °C’de 30 sn.; Kullamilan primerlerdeki G, C, A ve T baz
miktarlar1 goz 6ninde bulundurularak Tm=(G+C)x4+(A+T)x2 formult (Tm=melting
temperature=erime 1sis1) ile ayarlanmistir ve bu sicakliktan 5 °C asagisi
kullamlmigtir.  Bu programdaki  sicaklik seviyesi; primerlerin, cogaltiimasi
hedeflenen nikleik asitte bulunan ve primerlere spesifik yerlere baglanmast igin
gerekli olan sicakliktir.

e. 72 °C’de 2 dk. ; DNA Taqg polimeraz enziminin ¢alisma sicakligi olup
d’ deki programin c¢alismasi ile spesifik bolgelere baglanan primerlerin uzamasi igin
ayarlanmistir. Bu sicaklikta DNA Tag polimeraz enzimi dNTP leri kullanarak
amplifikasyonu gerceklestirir.
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c, d ve € deki programlar 35 defa tekrarlanacak sekilde ayarlanmustir.
f. 72 °C’de 10 dk. ; Amplifikasyon sonunda cogaltilan nikleik asit

ipliklerinde tamamlanmayan bdlgelerin tamamlanmast amaciyla ayarlanmustir.

RT-PCR yonteminin her iki asamasinda; tiplerdeki karisim, toplam hacim 25
ul olacak sekilde hesaplanarak hazirlanmstir.

2X PCR Master mix kullanilarak yapilan RT-PCR isleminde, RT kismi
yukarida verildigi sekilde uygulanmig, PCR kismi ise ticari firmamn onerdigi
prosedir kullanilarak, yine son hacim 25 ul olacak asagidaki sekilde
hazirlanmistir.

CDNA e 1l
2X PCR Master MiX........co.cocoovvvcevevnenen 12.5pl
Primerl. ... 1m
PrmMEr2......cccooieeceeee e 1m
0| 1 9.5n

3.2.6.1. Amplifikasyon Sirasnda Kullamlan Primerlerin Optimum
Konsantrasyonlarinin Ayarlanmas

TSWV’nin RT- PCR yontemi ile tanilanmast isleminde kullamlan primerler
ticari firma tarafindan farkli pmol konsantrasyonlarinda purifiye edilmislerdir.
Amplifikasyon sirasinda kullamlmak amaciyla, LITSWVR- L2TSWVF cifti ile
BRO035- PDHOO06 cifti primerler ddH,0 ile sulandirilarak 10 pmol’ e ayarlanmslardir.

3.2.7. Agarose Gdl Elektroforez Calismalari

RT-PCR islemleri sonunda, TSWV'nin ¢ogaltilan niikleik asit materyalleri
% 1- 1.5’ luk agaroz jel elektroforez yontemine tabi tutulmustur.
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Gallitelli ve Minafra (1994)'e gore modifiye edilerek uygulanan

yontemde;

100- 150 mg agaroz 10 ml IXTAE tampon ¢ozeltisi (4.84 gr Tris, 2 ml 0.5
M NaEDTA, 1142 ml Glucial Asetic Acid/1l It) igerisine konularak, agaroz
eriyinceye kadar mikrodalga firinda istilmis ve son hacim tekrar 10 ml’ ye
ayarlanmustir.

Karisim bir sire sogumaya birakildiktan sonra; jel, hazirlanan kisma
bosaltilarak tarak takilmstir.

Jel donduktan sonratarak dikkatlice ¢ekilmis ve bu kisim elektroforez tankina
yerlestirilerek, jeli -2 mm gegecek kadar 0.5x TAE tampon ¢ozeltisi ilave edilmistir.

Ornekler, 5 pl 6rnek ve 1 pl 6x loading buffer olacak sekilde hazirlandiktan
sonra jeldeki kuyulara dikkatli bir sekilde yuklenmistir. Ilk kuyuya marker (4 pl
marker, | ul loading buffer) konulmustur.

Loading buffer icindeki turuncu renk (Orange G) jelin sonuna gelene kadar
elektroforez tankina 50 V elektrik akim verilmistir.

Jel, elektroforez islemi sonunda, oda sicakliginda 10 dk. 30 ul ethidium
bromid/ 100 ml saf su (I0 mg/ml saf su) ¢ozeltisinde calkalanarak boyanmis ve
daha sonra fazla ethidium bromidi uzaklastrmak igin 5 dk. saf su igerisinde
tutulmustur.

Yikanan jel, UV Transilluminator tzerine konularak, UV 1gikta ortaya ¢ikan
bantlar gbzlenmis ve fotografi gekilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Survey Calhismalary

Calismanin yaratuldigt bolgelerde TSWV' nin bulasiklik orammn ortaya
konulmas: ve toplanan 6rneklerde TSWV varhiginin farkli yontemlerle saptanmasi
amaciyla, Antalya ili Merkez (Altinova, Kursunlu, Camkody ve Aksu), Serik (Merkez
ve Cakalik) ve Kumluca (Merkez, Mavikent ve Beykonak) ilgelerinde ortualt:
domates biber ve marul Uretimi yapilan toplam 123 sera alamnda toplam 380,25
dekar alanda survey calismalar: gerceklestirilmistir (Cizelge 3.1.).

Buna gore, Antalyaili Merkez' de, 22 domates, 35 biber ve 12 marul olmak
Uzere 69 sera alam gezilmis ve 98 domates bitkisi, 175 biber bitkisi ve 58 marul
bitkisinden olmak Uzere toplam 331 adet drnekleme yapilmistir. Ayni ile bagl Serik
ilcesinde, Ortualt: yetistiriciligi yapilan 14 domates ve 16 biber alam gezilmis ve 70
domates ve 80 biber 6rnegi olmak Uzere toplam 150 adet 6rnek alinmustir. Kumluca
ilcesinde ise, Ortliat: yetistiricigi yapilan 6 domates ve 18 biber alan gezilmis ve 25
domates ve 90 biber drnegi olmak Uizere 115 adet 6rnek alinmustir.

Orneklerin alindig1 seralardaki bitkilerin yapraklarinda sekil bozukluklari,
klorotik halkal1 lekeler, mozayik, nekrotik lekeler, meyvelerde halkali lekeler,
bitkilerde genel sararma, clicelik ve sok simptomlar: aranmis ve belirtilere sahip olan
bireylerin testlenmek amaciyla, yaprak ve meyveleri alinarak Orneklemeleri
yapilmustir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4,4.5,4.6,4.7).

Simptomatolojik gozlemlerle virisin kesin tamist mimkiin olmadigindan, bu
calismada, Antalya ili merkezi ve bagl ilcelerde, toplam 123 alanda yapilan
orneklemelerde alinan 193 domates, 345 biber ve 58 marul olmak tzere toplam 596
ornek EL1SA testine tabi tutulmustur.

ELISA testleri sonucunda, TSWV ile infekteli oldugu saptanan 6rneklerden
Uc tanesi kodlanarak, mekanik inokulasyon, RT- PCR calismalarinda kullanmlmistir.
Bu calismada, Antalya ili merkezinden alinan TSWV marul izolat1 Al, Serik
ilgesinden alinan TSWV domates izolat1 S1, Kumluca ilgesinden alinan TSWV biber
izolat1 K1 seklinde kodlanmustir.

36



4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Volkan BOZDOGAN

Sekil 4.2. Domates meyvesinde halkal1 lekeler ve deformasyon
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Sekil 4.4. Biber bitkisi meyvelerinde halkal1 lekeler
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Sekil 4.5. Biber yapraklarinda sararma ve halkal1 lekeler

Sekil 4.6. Marul yapraklarl Uzerinde nekrotik alanlar ve deformasyon
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Sekil 4.7. TSWV infekteli marldagelisme geriligi ve
sararma (soldaki saglikli; sagdaki infekteli)

4.2. ELISA Testleri

Antalya ili Merkez, Serik ve Kumluca ilcelerinde yapilan bu calismada
ELISA testlerinde, arazi cikislarinda simptomatolojik olarak, TSWV ile infekteli
oldugundan stiphelenilen 193 domates, 345 biber ve 58 marul bitkisinden olusan
toplam 596 bitki 6rnegi testlenmistir. Testlenen domates 6rneklerinden 156 tanesi (%
80,83), biber drneklerinden, 316 tanesi (% 91,6) ve marul 6rneklerinden ise 54 tanesi
(% 93,1) olmak Uzere toplam 526 bitki (% 88.25) TSWV ile infekteli bulunmustur
(Cizelge 4.1.(a,b), 4.2.(a,b),4.3.(a,b)).
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Cizelge 4.1(a). Antalya ili Merkez' de survey ve Ornekleme alanlari, seramn alani,
toplam bitki sayisi, kontrol edilen bitki sayisi, stpheli bitki sayisi,
testlenen ve infekteli bulunan bitki sayilar: ile test edilen bitkilerde

hastalik oranlari
Bitki TUrl | Bolge Alan Bitki Kontrol SUpheli Testlenen Infekteli | Testlenen
(da) Sayisi | Edilen Bitki Bitki Sayist | Bitki Bitkilerde
Bitki Sayis1 | Sayisi Sayist Hastalik
Oran (%)
Domates Kursunlu 11 27500 2750 31 5 0 0
Domates Kursunlu 6,5 16250 1625 21 5 5 100
Domates Kursunlu 4 10000 1000 12 5 5 100
Domates Kursunlu 1 2500 250 6 5 4 80
Domates Kursunlu 3 7500 750 303 5 4 80
Domates Kursunlu 25 6250 625 397 5 4 80
Domates Kursunlu 2 5000 500 197 5 4 80
Domates Camkdy 2 5000 500 6 5 5 100
Domates Camkdy 2 5000 500 1 1 0 100
Domates Camkdy 5 12500 1250 118 5 5 100
Domates Camkoy 2 5000 500 1 1 0 0
Domates | Aksu 3 7500 750 7 5 3 60
Domates | Aksu 15 3750 375 5 5 3 60
Domates | Aksu 1 2500 250 53 5 4 80
Domates | Aksu 3 7500 750 12 5 4 80
Domates | Aksu 6 15000 1500 9 5 3 60
Domates Altinova 3 7500 750 11 5 5 100
Domates Altinova 2 5000 500 15 5 5 100
Domates | Altinova 4 10000 1000 28 5 5 100
Domates Altinova 25 6250 625 3 3 3 100
Domates | Altinova 2 5000 500 8 5 4 80
Domates | Altinova 3 7500 750 3 3 2 66,6
Biber Altinova 2 3000 300 21 5 4 80
Biber Altinova 2 3500 350 16 5 5 100
Biber Altinova 3 4500 450 11 5 5 100
Biber Altinova 3 4500 450 16 5 5 100
Biber Altinova 3 4500 450 21 5 5 100
Biber Altinova 3 6000 600 11 5 5 100
Biber Altinova 3 6000 600 31 5 5 100
Biber Altinova 7 14000 1400 32 5 3 60
Biber Altinova 2 4000 400 11 5 4 80
Biber Altinova 3 6000 600 302 5 5 100
Biber Altinova 3 6000 600 10 5 5 100
Biber Kursunlu 2 3000 300 25 5 5 100
Biber Kursunlu 4 6000 600 41 5 5 100
Biber Kursunlu 2 3000 300 22 5 4 80
Biber Kursunlu 25 3750 375 5 5 4 80
Biber Kursunlu 1 1500 150 6 5 3 60
Biber Kursunlu 2 4000 400 9 5 4 80
Biber Kursunlu 35 7000 700 48 5 4 80
Biber Kursunlu 3 6000 600 51 5 5 100
Biber Kursunlu 4 8000 800 45 5 5 100
Biber Kursunlu 3 6000 600 102 5 5 100
Biber Camkdy 2 3000 300 27 5 5 100
Biber Camkdy 15 2250 225 11 5 4 80
Biber Camkdy 2 3000 300 7 5 4 80

41




4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Volkan BOZDOGAN

Cizelge 4.1(a)" nin devami

Biber Camkdy 5 10000 1000 32 5 4 80
Biber Camkaoy 3 6000 600 51 5 5 100
Biber Camkaoy 3 6000 600 47 5 4 80
Biber Camkay 5 10000 1000 31 5 5 100
Biber Camkaoy 15 3000 300 23 5 5 100
Biber Camkdy 4 8000 800 31 5 4 80
Biber Camkaoy 3 6000 600 11 5 5 100
Biber Camkdy 2 4000 400 15 5 4 80
Biber Camkaoy 3 6000 600 6 5 5 100
Biber Camkaoy 3 6000 600 30 5 4 80
Biber Camkaoy 4 8000 800 25 5 5 100
Marul Kursunlu 2 6000 600 11 5 3 60
Marul Kursunlu 2 3000 300 53 5 5 100
Marul Kursunlu 3 9000 900 32 5 5 100
Marul Kursunlu 1 4000 400 64 5 5 100
Marul Kircami 3 9000 900 7 5 5 100
Marul Kircami 2 10000 1000 8 5 5 100
Marul Kircami 3 15000 1500 9 5 4 80
Marul Kircami 3 12500 1250 9 5 4 80
Marul Kircami 2 10000 1000 11 5 5 100
Marul Kircami 3 15000 1500 3 3 3 100
Marul Kircami 3 15000 1500 5 5 5 100
Marul Altinova 0,25 500 50 53 5 5 100

Cizelge 4.1.(b) Antalya ili Merkez’ de survey yapilan domates, biber ve marul
alanlarindan elde edilen toplam veriler

Bitki Turu | Bolge Alan | Alan | Testlenen | infekteli | Testlenen Bitkilerde
Sayis | (da) Bitki Bitki Hastalik Oram (%)
Say1si Say1si
Kursunlu 7 29 35 26 74.28
Altinova 6 16.5 26 24 92.30
Domates Aksu 5 14.5 25 17 68.00
Camkoy 4 11 12 10 83.33
Toplam 22 71 98 77 78.57
Kursunlu 10 27 50 44 88.00
Biber Altinova 11 34 55 51 92.72
Camkady 14 42 70 63 90.00
Toplam 35 103 175 158 90.28
Kursunlu 4 8 20 18 90.00
Marul Altinova 1 0.25 5 5 100.0
Kircami 7 19 33 31 93.93
Toplam 12 27.25 58 54 93.10
Genel 69 | 200.25 331 289 87.31
Toplam
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Cizelge 4.1.(b)’ ye gore, Antalya Merkez' de ortlalt: yetistiriciligi yapilan

alanlardaki domates yetistirilen alanlarda infeksiyon orani, % 68 ile 92.30 arasinda

olup, toplam domates 6rneklerinde % 78,57 oramnda tespit edilmistir. Biberlerde bu

oran % 88 ile 92.72 arasinda olup toplam biber 6rneklerinde 90.28, marul yetistirilen

alanlarda da % 90 ile 100 arasinda olup toplam marul drneklerinde % 93.10 oramnda

saptanmustir. Antalya ili Merkez de domates, biber ve marul alanlarindan toplam
331 adet drnekleme yapilmis ve bunlarin 289 tanesi (% 87.31) infekteli bulunmustur.

Cizelge 4.2.(a) Antalyaili Serik ilgesinde survey ve drnekleme alanlari, seramin alani,
toplam bitki sayisi, kontrol edilen bitki sayisi, stpheli bitki sayis,
testlenen ve infekteli bulunan bitki sayilar1 ile test edilen bitkilerde

hastalik oranlari
.Bitki Bdlge Alan Bitki Kontrol Supheli Testlenen Infekteli Testlenen
Tard (da) Sayist | Edilen Bitki Bitki Sayis1 | Bitki Sayisi | Bitkilerde
Bitki Sayis1 | Sayisi Hastalik
Oran (%)
Domates Cakahk 1,25 3125 312 26 5 4 80
Domates Cakahk 1 2500 250 17 5 3 60
Domates Cakahk 15 3750 375 31 5 5 100
Domates Cakahk 2 5000 500 18 5 5 100
Domates Serik 2 5000 500 20 5 4 80
Domates Serik 1 2500 250 16 5 3 60
Domates Serik 15 3750 375 33 5 2 40
Domates Serik 2 5000 500 30 5 4 80
Domates Serik 2,5 6250 625 23 5 5 100
Domates Serik 5 12500 1250 52 5 5 100
Domates Serik 4 10000 1000 7 5 4 80
Domates Serik 10 25000 2500 14 5 4 80
Domates Serik 5 12500 1250 26 5 5 100
Domates Serik 4 10000 1000 13 5 5 100
Biber Cakallik 1,25 2250 225 23 5 4 80
Biber Cakallik 1 2000 200 17 5 5 100
Biber Cakahk 3 6000 600 5 5 4 80
Biber Cakahk 3 6000 600 31 5 4 80
Biber Cakallik 2 4000 400 24 5 5 100
Biber Cakahk 15 3000 300 20 5 5 100
Biber Cakallik 1 2000 200 32 5 5 100
Biber Cakahk 15 3000 300 47 5 5 100
Biber Serik 4 8000 800 12 5 4 80
Biber Serik 3 6000 600 40 5 5 100
Biber Serik 1,75 3500 350 32 5 5 100
Biber Serik 2,5 5000 500 64 5 5 100
Biber Serik 1 2000 200 28 5 4 80
Biber Serik 2 4000 400 30 5 5 100
Biber Serik 2 4000 400 32 5 3 60
Biber Serik 2 4000 400 20 5 4 80
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Cizelge 4.2.(b) Antalya ili Serik ilgesinde survey yapilan domates ve biber
alanlarindan elde edilen toplam veriler

Cesit Bolge Alan Alan Testlenen | infekteli | Testlenen
Sayis | (da) Bitki Bitki Bitkiler de
Sayisi Sayisi Hastalik
Oram (%)
Serik 10 37 50 41 82.00
Domates
Cakallik 4 5.75 20 17 85.00
Toplam 14 42.75 70 58 82.85
Serik 8 18.25 40 35 87.5
Biber Cakallik 8 14.25 40 37 925
Toplam 16 32.50 80 72 90.00
Toplam 30 75.25 150 130 86.66

Cizelge 4.2.(b)’ ye gore, Antalya ilinin Serik ilgesinde 6rtualt: yetistiriciligi
yapilan alanlardaki domates yetistirilen alanlarda infeksiyon oranm, % 82 ile 85
arasinda olup, toplam domates orneklerinde % 82.85 oranminda tespit edilmistir.
Biberlerde bu oran % 87.5 ile 92.50 arasinda olup toplam biber 6rneklerinde % 90.00
oraninda saptanmustir. Serik ilgesinde domates ve biber alanlarindan toplam 150 adet
ornekleme yapilmis ve 130 tanesi (% 86.66) infekteli bulunmustur.
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Cizelge 4.3.(a) Antalya ili Kumluca ilgesinde survey ve drnekleme alanlari, seranin
alani, toplam bitki sayisi, kontrol edilen bitki sayisi, sipheli bitki sayisi,
testlenen ve infekteli bulunan bitki sayilar: ile test edilen bitkilerde

hastalik oranlar:

Bitki TUrl | Bolge Alan Bitki Kontrol SUpheli Testlenen Infekteli | Testlenen

(da) Sayist | Edilen Bitki Bitki Sayis1 | Bitki Bitklerde

Bitki Sayis1 | Sayisi Sayist Hastalik

Oran (%)
Domates Kumluca 5 12500 1250 6 5 4 80
Domates Kumluca 2 5000 500 3 3 3 100
Domates Kumluca 4 10000 1000 24 5 4 80
Domates Kumluca 2 5000 500 36 5 3 60
Domates Mavikent 0,75 2000 200 2 2 2 100
Domates Beykonak 3 7500 750 5 5 5 100
Biber Mavikent 10 20000 2000 111 5 5 100
Biber Mavikent 45 9000 900 21 5 5 100
Biber Mavikent 2 3500 350 153 5 5 100
Biber Mavikent 5 10000 1000 53 5 5 100
Biber Mavikent 5 10000 1000 52 5 4 80
Biber Mavikent 5 10000 1000 50 5 4 80
Biber Mavikent 3,5 7000 700 101 5 5 100
Biber Mavikent 2 3500 350 153 5 5 100
Biber Mavikent 10 20000 2000 121 5 5 100
Biber Mavikent 4 8000 800 86 5 5 100
Biber Mavikent 2 4000 400 24 5 5 100
Biber Mavikent 2 3500 350 143 5 5 100
Biber Mavikent 3 5500 550 467 5 5 100
Biber Beykonak 2 4000 400 50 5 5 100
Biber Beykonak 10 20000 2000 11 5 5 100
Biber Beykonak 8 16000 1600 23 5 4 80
Biber Beykonak 3 5500 550 97 5 4 80
Biber Beykonak 7 14000 1400 287 5 5 100
Biber Mavikent 10 20000 2000 111 5 5 100
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Cizelge 4.3.(b) Antalya ili Kumluca ilgesinde survey yapilan domates ve biber

alanlarindan elde edilen toplam veriler

Cesit Bolge Alan Alan | Testlenen | infekteli Testlenen

Sayis | (da) Bitki Bitki Bitkilerde
Sayisi Sayisi Hastalik

Oram (%)
Kumluca 4 13 18 14 77.77
Domates I \ravikent 1 0.75 2 2 100.0
Beykonak 1 3 100.0
Toplam 6 16.75 25 21 84.00
Biber Mavikent 13 60 65 63 96.92
Beykonak 5 28 25 23 92.00
Toplam 18 88 a0 86 95.55
Toplam 24 104.75 115 107 93.04

Cizelge 4.3.(b) ye gore, Antalya ilinin Kumluca ilgesinde Ortalti
yetistiriciligi yapilan alanlardaki domates yetistirilen alanlarda infeksiyon orani, %
77.77 ile 100 arasinda olup, toplam domates orneklerinde % 84.00 oramnda tespit
edilmistir. Biberlerde bu oran % 92 ile 96.92 arasinda olup toplam biber érneklerinde
% 95.55 oraninda saptanmistir. Kumluca ilgeside domates ve biber alanlarindan
toplam 115 drnekleme yapilmis ve 107 tanesi (% 93.04) infekteli bulunmustur.

Mekanik inokulasyon calismalarinda TSWV bulastirilan indikator bitkilerin
ELISA yontemi ile testlenmesi sonucunda da, TSWV’ nin simptomlarim gosteren
indikator bitkilerde TSWV infeksiyonu saptanmistir. Boylece, yapilan bu calismalar
sonucunda mekanik inokulasyon calismalarinda elde edilen sonuclar, ELISA testleri
ile dogrulanmustir.

TSWV ile infekteli bulunan arazi 6rneklerinden alinan biber ve domates
tohumlarindan da ELISA testleri yapilmis ve TSWV infeksiyonunun varligi
saptanmustir.
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4.3. Mekanik Inokulasyon Calismalari

Yapilan ELISA testleri sonucunda, TSWV ile bulasik oldugu saptanan,
yaprak ve meyve simptomlari gosteren bitkilerden segilen Al, S1 ve K1 kodlu
izolatlar kullanilarak, Cizelge 3.1 de verilen indikator bitkileri Gzerine yapilan
mekanik inokulasyonlarda Cizelge 4.4’ de verilen sonuglar elde edilmistir.

Cizelge 4.4. Fakli TSWV izolatlarn ile Yapilan Mekanik Inokulasyon
Calismalarinda Test Bitkileri Uzerinde Gozlenen Simptomlar

Test Bitkileri Alizolah S1 izolat K1 izolati
Capsicum annuum YK, D, B, K, HL YK, D, B, K, HL YK, D, B, K, HL
Chenopodiun quinoa NLL NLL NLL

Nicotiana glutinosa L. K, B, GO, NLL K,B K,B

N. tabacum L.” Xanthii” YK, D, B, K YK, D, B, K YK, D, B, K

N .tabacum L."’ Xanthii nc”’ YK, D, B, K, HL YK, D, B, K, HL YK, D, B, K, HL
N. tabacum*’ Samsun’’ YK, D, B, K YK, D, B, K YK, D, B, K

N. rugtica YK, D, B, K, HL YK, D, B, K, HL YK, D, B, K, HL

D: Yaprak deformasyonu, HL: Hakal1 lekeler, B: Bodurlasma, YK: Yaprak kivrilmasi, GO: Geriye dogru
6lum, K: Kloroz, NLL: Nekrotik loka lezyon, -: Simptomsuz

Degisik donemlerde yaptigimiz mekanik inokulasyon calismalarinda
kullandigimiz TSWV izolatlarimin hepsi Chenopodium quinoa bitkileri tzerinde
nekrotik lokal lezyon simptomu olusturmustur. Diger indikat6r bitkilerde de yaprak
deformasyonu, halkali lekeler, bodurlasma, yaprak kivrilmasi, geriye dogru 6lim,

kloroz ve nekrotik lokal lezyon simptomlar: gibi birbirlerine benzer veya farkl
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simptomlar olusturmustur. Antigus ve ark (1996) ve Mohammadi ve ark (2000)" da
yaptiklar: caligmalarda benzer sonuglar bulmusglardir.

TSWV’ nin Al izolat indikator bitkiler Uzerinde asilama tarihinden 7- 10 glin
sonra simptom ¢ikisina sebep olurken, S1 (domates izolat) ve K1 (biber izolati)
izolatlar1 ile asil1 bitkilerde 20- 24 gin sonra simptom ¢ikist gozlenmistir. Bunun
yanminda Al izolat1 diger izolatlardan farkli olarak N. glutinosa indikator bitkisi
Uzerinde kloroz ve bodurluk simptomlarina ilaveten geriye 6lim ve nekrotik lokal
lezyon simptomlarina da neden olmustur (Sekil. 4.11)

TSWV'nin bu 3 izolati igerisinde indikator bitkilerde bir hafta gibi kisa bir
siirede igerisinde simptom gostermeye baslayan Al izolati marul bitkisinden elde
edilmis olup, simptom olusturmasindan kisa bir sire sonra bazi test bitkilerinin
O0lumine neden oldugu ve bu izolatin asilandigr test bitkilerinde gorulen
simptomlarin diger test bitkilerinde gorilen simptomlara oranla ¢ok daha siddetli
ortaya ciktigi gozlenmistir. S1 ve K1 izolatlarimin Al izolatina gore daha 1limli
olduklar1 sonucuna varilmstir.

TSWV’'nin Al, S1 ve K1 izolatlar: ile inokule edilmis, N. tabacum “Xanthii’’
ve N. tabacum “’Samsun’ indikator bitkilerinin yapraklarinda deformasyon, kloroz,
kivrilma ile bitkide bodurluk simptomlari olustururken, N. tabacum “Xanthii nc’’ ve
N. rustica yapraklarinda bu simptomlara ilaveten halkali lekeler de meydana
gelmistir (Sekil 4.8; 4.9; 4.10; 4.12).

Izolatlarin hepsi, C. annum bitkisi yapraklarinda benzer olarak deformasyon,
bodurluk, Kloroz, yaprak kivrilmas: ve halkali leke simptomlarina neden olmustur
(Sekil 4.13).
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Sekil 4.8. N. rustica’ da deformasyonve  Sekil 4.9. N. tabacum’’ Samsun’’ da
halkal1 lekeler klorotik ve nekrotik lekeler

Sekil 4.10. N. tabacum “Xanthii’’ de Sekil 4.11. Nicotiana glutinosa’ da
kloroz ve deformasyon kloroz ve geriye 6lim

Sekil 4.12. N.tabacum “Xanthii nc” de  Sekil 4.13. Biber bitkisinde halkal:
halkal1 lekeler lekeler
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4.4. Total RNA Ekstraksiyon Calismalari

RT- PCR isleminde kullanilacak olan tota RNA’ lar, ELISA tedtleri
sonucunda TSWV izolatlar: ile bulasik oldugu saptanan biber, marul ve domates
bitkileri ile N. rustica indikat6r bitkisinin taze yapraklarindan saflastirilmus ve TBE
tampon ¢ozeltisinde hazirlanan % 1.5'lik agaroz jel kullamlarak elektroforez yontemi
ile testlenmiglerdir.

Y apilan kosum islemi sonunda, ethidium bromid ile boyanan jel Uzerinde
hastalikl1 bitkilerden elde edilen total RNA’ lar gozlenmistir (Sekil 4.14).

Total RNA

Sekil 4.14. TSWV izolatlarinin agaroz jeldeki total RNA bandlar:

4.5. RT- PCR Cahsmalari

Glnumuzde viroloji alamnda yapilan calismalarda en yogun sekilde
kullanilan molekiler yontemlerden biri olan RT- PCR ydntemi, TSWV'nin
saptanmasi amaciyla optimize edilmis ve basar1 ile kullamlmstir.

Bu amaglaticari olarak sentezlettirilen,

1. LITSWVR- L2TSWVF kodlu primer ¢ifti 276 bp’lik

2. BRO035- PDH006 kodlu primer cifti 514 bp’ lik mesafeleri cogaltiimak

amaciyla kullanilmis ve beklenen band buyuklukleri elde edilmistir.

Bu primerlerden 1 nolu primer ¢ifti TSWV’ ye spesifik, 2 nolu primer gifti ise
Tospoviruslere spesifiktir.
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Direkt arazi oOrneklerinden ve mekanik inokulasyon yontemi ile TSWV
bulastirilan indikator bitkilerden saflastirilan total RNA’ lar kullamilarak yapilan RT-
PCR islemlerinin sonucunda, testlenen ornekler, kullanillan primer ciftleri ile
beklenen buyUklige sahip bandlar vermistir (Sekil 4.15).

514 bo
276 bp

Sekil 4.15. 1 ve 2 nolu primer ciftleri ile yapilan RT-PCR sonuglari.
1. Al; 2. S1; 3. K1; 4 Marker; 5. Al; 6. S1; 7. K1 izolat

RT- PCR isleminde elde edilen bu sonuglar, calismada saptanan domates,
biber ve marul bitkilerinden elde edilen A1, S1 ve K1 kodlu izolatlarin TSWV
oldugunu ve asilanan indikator bitkilerin yapraklarinda saptanan deformasyon,
halkal1 lekeler, kivrilma, kloroz, bitkilerde bodurluk, geriye 6lim ve nekrotik lokal
lezyon gibi simptomlariin  TSWV infeksiyonu sonucu meydana geldigini
gostermektedir.

Bu calismada elde edilen sonuglar, Adkins ve ark. (2005) ve Mumford ve ark.
(1996)' min, TSWV igin LITSWVR- L2TSWVF primer ciftlerini kullanarak
yaptiklart calisma ile uygunluk gostermektedir. Aym arastiricilar, RT- PCR
calismalarinda 276 bp buyuklikte band elde etmislerdir.

Eiras ve ark (2001) yaptiklar1 galismada ise, Tospovirusler icin BRO35-
PDHO06 primer ciftlerini kullanmislar ve 514 bp’ lik bandlar elde etmislerdir. Buna
paralel olarak bu calismada da aym blyUklikte band elde edilmis ve sonuclar
uygunluk gostermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Dunyada ve tUlkemizde bircok viral hastalik vektérler arayiciligr ile cok daha
uzak alanlara yayilabilmekte ve infekte ettikleri alanlarda ¢ok ciddi kayiplara yol
acmaktadirlar. Antalya ilinde 6zellikle orttialt: yetistiriciligi yogun olarak yapilmakta
ve bu alanlar vektor boceklerin yasamas: ve yayilmasi agisindan ¢ok uygun ekolojiye
sahiptirler. Vektor boceklere karsi, uygun ve etkin micadele yontemlerinin
uygulanmasi ile virls hastaliklarimin yayilmasimin az da olsa kontrol altina
alinabilmesine yardimci olmaktadir. Fakat kesin sonu¢ vermemektedir. Bu yizden
hastaligin bolgeye girisini veya bolge icerisinde yayilmasinmi engellemek, éncelikle
hastaligin teshisinin yapilmasi, varsa vektorinin saptanmasi ve buna goére gerekli
kulturel onlemlerin alinmast ile mimkin olmaktadir.

Antalya ilinde domates, biber ve marul bitkileri Gzerinde calisilan TSWV,
thripsler arayiciligr ile uzak alanlara kolaylikla yayilip, ekonomik kayiplara yol
acmaktadir. Yapilan bu galismada oncelikle hastaligin varlig: biyolojik, serolojik ve
molekiler yontemler kullanilarak ortaya konulmustur. Ayrica, TSWV izolatlar
arasindaki farkliliklar indikator bitkiler Uzerinde biyolojik olarak saptanmustir.

Bu calismada elde edilen sonuclar asagida verildigi gibi 6zetlenebilir.

1. Antalya ili Merkez, Serik ve Kumluca ilgelerinde ortl alti yetistiriciligi
yapilan alanlardan toplanan supheli domates, biber ve marul drnekleri dncelikle
ELISA testine tabi tutulmus ve pozitif sonug veren izolatlar test bitkilerine asilanarak
TSWV'nin biyolojik tanist ve karakterizasyonu yapilmistir. Ayrica spesifik primerler
kullanilarak RT-PCR ydntemi ile molekiler olarak saptanmustir.

2. Arazi ¢ikislarinda toplam 596 drnek toplanmis ve ELISA testi sonucunda
526 ornekte TSWV' nin varligi saptanmistir. Toplam 42 domates serasindan 193
ornek, 69 biber serasindan 345 Ornek, 12 marul serasindan 58 drnek alinms ve
ELISA yontemi ile testlenmistir. Buna gore 156 domates 6rnegi (% 80.82), 316 biber
ornegi (% 91.59), 54 marul 6rnegi (% 93.10) TSWV ile infekteli bulunmustur.

3. Antalya ili Merkez de ortlialti domates yetistiriciligi yapilan alanlarda en
distk infeksiyon oram, % 68 ile Aksu bolgesinde elde edilmis olup, en yuksek
hastalik oran % 92.30 ile Altinova bolgesinden elde edilmistir. Toplamda Antalyaiili
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Merkez'den alinan domates bitkilerinden 98 Ornekten 77’ si infekteli bulunup
hastalik oram % 78.57 olarak saptanmustir.

Biberlerde en dusik hastalik oram % 88 ile Kursunlu bolgesinden, en yiksek
hastalik oran ise % 92.72 ile Altinova’ da elde edilmistir. Antalya ili Merkez' den
toplam 175 biber ornegi alinmis ve 158 tanesi infekteli bulunup, genel hastalik orant
% 90.28 olarak tespit edilmistir.

Antalyaili Merkez' de marul yetistirilen alanlarda ise en disik hastalik oran:
% 90 ile Kursunlu boélgesinden, en yiksek hastalik oram % 100" lik bir oranla
Altinova dan saptanmistir. Toplamda 58 test edilen 6rnekten 54 tanesi infekteli
bulunmus ve % 93.10 oraninda hastalik tespit edilmistir.

Antalyaili Merkez' de domates, biber ve marul alanlarindan toplam 331 adet
ornekleme yapilmis ve bunlarin 289 tanesi (% 87.31) infekteli bulunmustur.

4. Antalya ilinin Serik ilcesinde Ortlalti domates yetistiriciligi yapilan
alanlarda en dustk infeksiyon orani, % 82 ile Serik merkezde elde edilmis olup, en
yuksek hastalik oramt % 85 lik bir oranla Cakallik bdlgesinde saptanmustur.
Toplamda Antalya ilinin Serik ilgesinden alinan domates bitkilerinden 70 6rnekten
58 i infekteli bulunup hastalik oram % 82.85 olarak tespit edilmistir.

Biberlerde en dusUk hastalik oaram % 87.5 lik oran ile Serik merkezden elde
edilip, en yiksek hastalik oram % 92.5 ile Cakallik’ dan elde edilmistir. Serik
ilcesinden alinan biber bitkilerinden toplam 80 6rnek alinmis ve 72 tanesi infekteli
bulunup, hastalik oranm % 90 olarak tespit edilmistir.

5. Antalya ilinin Kumluca ilgesinde Orttiati domates yetistiriciligi yapilan
alanlarda en dusUk infeksiyon orami, % 77.77 ile Kumluca merkezden elde edilmis
olup, en yiksek hastalik oram % 100’ 10k oranla Mavikent ve Beykonak bolgesinde
saptanmitir.  Toplamda Antalya ilinin  Kumluca ilgesinden alinan domates
bitkilerinden 25 6rnekten 21’ i infekteli bulunup hastalik orami % 84 olarak tespit
edilmistir.

Biberlerde en distk hastalik orant % 92" lik oran ile Beykonak bolgesinden,
en yuksek hastalik orani ise % 96.92 ile Mavikent’ den elde edilmistir. Antalyailinin
Kumluca ilgesinde biber bitkilerinden toplam 90 drnek alinmis ve 86 tanesi infekteli
bulunup, genel hastalik oran % 95.55 olarak tespit edilmistir.
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6. Mekanik inokulasyon ¢alismalarinda bittin TSWV izolatlart Chenopodium
guinoa test bitkileri Gzerinde nekrotik lokal lezyon simptomu olusturmustur. Marul
bitkisinde elde edilen TSWV Al izolat1 diger izolatlardan farkli olarak N. glutinosa
indikator bitkisi tzerinde geriye 6lim ve nekrotik lokal lezyon simptomlarina neden
olmustur. Ayrica bu TSWV izolat1 7- 10 gin igerisinde simptom olusumuna neden
olurken, S1 ve K1 izolatlar1 ile asil1 indikator bitkilerde inokulasyondan 20- 24 gilin
sonra simptom ¢ikis1  gozlenmistir. Buna gore Al izolatimn diger TSWV
izolatlarindan daha agresif oldugu sonucuna varilmistir.

7. Tum izolatlar, Nicotiana tabacum L.’ Xanthi’, Nicotiana tabacum L.
“’Samsun’’ test bitkilerinde geng yapraklarda kivrilma, deformasyon, bodurlasma ve
kloroz olusumuna sebep olurken, Nicotiana tabacum L.’ Xanthi nc’’, N. rustica ve
Capsicum annum test hitkilerinde bunlara ilave olarak halkali leke simptomu da
gozlenmistir.

8. TSWV’ nin domates, biber ve marul izolatlar1 ile bulasik bitkilerden total
RNA’lar elde edilmis ve agaroz jel elektroforeze tabi tutularak bandlar
goruntulenmistir. Bu total RNA’ lar ile TSWV ve tospovirlis grubuna spesifik
primerler kullanilarak RT-PCR calismalar1 yapilmis ve sonugta elde edilen ve jelde
goruntulenen bandlar (LITSWVR ve L2TSWVF primer ¢ifti igin 276 bp, BR0O35 ve
PDHO06 primer ciftlerini kullanarak 514 bp’ lik mesafede bulunan) 6rneklerin
Tospovirts grubundan TSWV ile bulasik oldugunu gostermistir.

Sonug olarak, Ulkemiz ve bolgemiz igin ekonomik agidan 6nemli domeates,
biber ve marul yetistiriciligini sinirlayan ve etkin bir miicadele yontemi bulunmayan
TSWV’ nin Antalyailinde survey ¢alismast ELISA testi ile yapilmis ve sonuglar RT-
PCR yontemi ile desteklenerek bulasikligi ortaya konulmustur. Ayrica, elde edilen
TSWV izolatlary, indikator bitkiler Uzerine yapilan mekanik inokulasyon
calismalariyla biyolojik olarak karakterize edilmistir.

Bu calisma, TSWV konusunda Antalya ilinde yapilan ilk arastirma olmasi
dolayisiyla da ayrica bir dneme sahiptir. Elde edilen sonuclar, hem pratikte fikir
vermesi agisindan faydali olacak, hem de bilimsel agidan bundan sonra yapilacak
calismalara basamak teskil ederek bir literatir eksigini tamamlayacak niteliktedir.
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EKLER
Ek 1.

ELISA Testinde Kullamlan Tampon Cozeltiler

1. Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.4 (Fosfat tampon ¢ozeltis)

8.0¢gr NaCl
0.20r KH2PO,4
290r NaHPO,..12H,0 veya
2.3 gr NapHPO,4.7H,0
1.44. gr NapHPO,. 2H,0
1.15 gr Nap;HPO, (anhdrous)
0.2 gr KCl
0.2 gr NaN3

Y ukarida miktarlar: verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH st 0.1 N
NaOH veya 0.1 N HCl ile ayarlanmis ve 4 °C’ de saklanmustir.

2. Coating buffer pH 9.6 (Kaplama tampon ¢ozeltis)

1.59 gr N&CO3

2.93 gr NaHCO;

0.2 gr NaN3

Y ukarida miktar: verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH st ayarlanmis
ve 4 °C’ de saklanmustir.

3. Washing Buffer (Yikama tampon ¢ozeltis)
Bir litre PBS tamponu 0.5 ml Tween-20 ilave edilerek hazirlanmustir.

4. Sample Extraction Buffer (Ornek tampon ¢ozeltisi)

Bir litre yikama tamponu ¢ozeltisi icine 20 gr Polyvinylpyrolidone (PVP-40)
ilave edilerek hazirlanmstir

63



5. Enzyme Conjugate Buffer (Konjugat tampon ¢ozeltis)
Bir litre 6rnek tampon cozeltisine 2 gr ovalbumin (egg albumin) ilave
edilerek hazirlanmustir.

6. Substrat Buffer pH 9.8 (Substrat tampon ¢ozeltis)
97 ml Diethanolamine 800 ml saf su igine ilave edildikten sonra 0.2 gr NaNs
konmus ve HCl ile pH 9.8 e ayarlanarak 1 litreye tamamlanmustir.



Ek. 2

Total RNA Analizlerinde Kullanilan Soltisyonlar

Ekstraksiyon Buffer (100mM Tris-HCI pH.8.0, 50mM EDTA pH. 7.0, 500
NaCl, 10mM 2. mercapto-ethanol (1/1000))

Tris-HCI 2.4228 gr
EDTA 3.7224 gr
NaCl 5.844 gr

Yukardaki miktarlar 150 ml distile su igerisinde sirasiyla ¢ozulmis, pH
ayarlamast yapilmis ve toplam hacim 200 mlI’ ye tamamlanmistir. Daha sonra
1/1000 oraninda 2- Mercaptoethanol ilave edilmistir.

% 20 Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
20 gr sodium dodecyl stilfate 80 ml distile su igerisinde ¢ozilmis ve toplam
hacim100 ml" ye tamamlanmustir.

Potasium asetate (CH3COOK) (5M)
49.075 gr potasium asetate 60 ml su icerisinde ¢ozilmis ve volum 100 ml’

ye tamamlanmustir.

Sodium asetate CH3;COONa(3M)
40.824 gr sodium asetate 60 ml su igerisinde ¢ozilmis ve volum 100 ml’ ye

tamamlanmustur.
% 70’ lik Ethanol

70 ml %99 Iuk ethanol ile 29 ml su karstirillarak % 70" lik ethanol

hazirlanmustir.
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