T.C
CANAKKALE ONSEKIZ MART UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiTKi KORUMA ANABILIM DALI

CANAKKALE YORESINDE YETISTIRILEN DOMATESLERDE
DOMATES LEKELI SOLGUNLUK ViRUSUNUN SEROLOJIK VE
BiYOLOJIiK YONTEMLERLE SAPTANMASI

YUKSEK LiSANS TEZi

Pmar TURHAN

CANAKKALE - 2005



T.C
CANAKKALE ONSEKIZ MART UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BAHCE BITKIiLERi ANABILIM DALI

CANAKKALE YORESINDE YETISTIRILEN DOMATESLERDE
DOMATES LEKELI SOLGUNLUK ViRUSUNUN SEROLOJIK VE
BiYOLOJIiK YONTEMLERLE SAPTANMASI

YUKSEK LiSANS TEZI
Hazirlayan : Pinar TURHAN
Danisman : Dog¢. Dr. Savas KORKMAZ

CANAKKALE - 2005




Bu Calisma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Arastirma Fonu Baskanhg
Tarafindan Desteklenmistir.

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigii’ ne,

Bu arastirma, jlirimiz tarafindan Bitki Koruma Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans Tezi

olarak kabul edilmistir.
Baskan
Uye
Uye
Kod No:

Yukandaki imzalarin adi1 gecen 6gretim iiyelerine ait oldugunu onaylarim.

Enstitii Miidiirii

Prof. Dr. Mehmet Emin Ozel



ICINDEKILER

Sayfa No
OZ .o I
ABSTRACT ... II
CIZELGELER.. ... ..ttt I
SEKILLER . ...ttt AY
L GIRIS . 1
2. ONCEKI CALISMALAR. ......oiiuiiii e 4
3. MATERYAL VE YONTEM......oottiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeees 15
Bl Materyal. ..o 15
3.1.1. Mekanik Inokulasyonda Kullanilan indikatér Bitkiler........... 15
3.1.2. Serolojik Calismalarda Kullanilan Materyal...................... 15
T 01115, 1+ P 15
3.2.1. Sorvey Calismast.......o.ovuiiiiiiii i 15
3.2.2. Serolojik Yontemler...........ooviiiiiiiiiiiiii e 16
3.2.2.1. Direkt Doku Boyama Yontemi........................... 16
3.2.2.1. ELISA YONteMi...ouetiniiiiniiiiieieeieieeeea 18
3.2.2.1.1. Tampon Cozeltiler...............c..oeveiiini. 19
3.2.3. Mekanik Inokulasyon Calismast.................cccoeeveeineinnnnn. 20
3.2.4. Tohumla Tasima Denemeleri.............cooviiiiiiiiiiiiannann.... 21
4. ARASTIRMA BULGULARI. ...t 22
4.1. Sorvey Calismasina Ait Bulgular.......................oo 22
4.2. Serolojik Yontemlere Ait Bulgular.................cooooiii 29
4.3. Mekanik Inokulasyon Calismasina Ait Bulgular......................... 33
4.4. Tohum Ile Tasima Denemelerine Ait Bulgular........................... 34
5. TARTISMA VE SONUCLAR.......oiiiiiii e, 36
O ZET e 43
SUMMARY .. 45
KAYNAKLAR. .. e 46
TESEKKUR ...ttt 51
OZGECMIS . ..o 52

IN D EK S . .ot 53



O0Z

Bu caligma, Canakkale yoresinde 2003 ve 2004 {iretim sezonu i¢inde, domates
tarlalarinda TSWV’nin varligiin belirlenmesi amaciyla ytirtittilmiistiir.

Bu amagla 2003 ve 2004 yillarinda Canakkale yoresinde domates ekili
alanlarda bir sorvey c¢aligmas1 yapilarak TSWV’ye benzer simptom gosteren bitkilerden
ornekler almmis ve ELISA ve/veya DTBIA yontemleriyle test edilmistir. Yapilan
testlerin sonucunda TSWYV ile infekteli olan veya oldugu diisiiniilen 6rnekler mekanik
inokulasyon yontemiyle indikator bitkilere tagmmistir.

2003 yilinda toplam 61 tarlada gézlem yapilmis, 24 tarlada TSWV tarafindan
olusturulan simptomlara benzer simptom olusturan bitkilerden toplam 127 6rnek
almmustir.  Serolojik testler sonucunda TSWYV ile infekteli bitki Ornegine
rastlanmamistir. 2004 yilinda ise toplam 29 tarlada ornekleme yapilmis, 9 tarlada
TSWV simptomlarina benzer simptom gosteren bitkilerden 73 Ornek almmigtir.
Serolojik testler sonucunda 9 6rnek TSWYV ile infekteli olarak bulunmustur. TSWV ile
infekteli olarak bulunan Ornekler ayni zamanda mekanik inokulasyonla indikator

bitkilere taginmis ve bu bitkilerde sistemik simptomlar olusturmustur.

Anahtar Kelimeler: Domates, sorvey, seroloji, mekanik inokulasyon, TSWV.



ABSTRACT

This study was carried out to determine presence of TSWV in tomatoes gown in
open fields during growing seasons of 2003 and 2004 in Canakkale Province.
Therefore, a survey study was conducted in tomato fields of Canakkale Province in
2003 and 2004, and samples taken from the plants showing TSWV-like symptoms were
tested using ELISA and/or DTBIA methods. According to the results of tests, TSWV
infected or thought to be infected samples were used for mechanical inoculation to
transmit the virus into indicator plants.

In 2003, total 61 different fields were examined and 127 samples were taken
from 24 fields in where the plants showed the similar symptoms with TSWV.
According to the results of serological tests, there was not any infected plant sample. In
2004, sampling was carried out in 29 fields; the 73 samples were taken from 9 fields in
where TSWV-like symptoms were observed. Serological tests showed that 9 of 73
samples were found to be TSWV-infected. In addition, these TSWV-infected samples
were also used for transmission of the virus into the indicator plants and it caused

systemic symptoms on these plants

Keywords: Tomatoes, survey, serology, mechanical inoculation, TSWV.
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GIRIS

Sebzeler, insanlarin dengeli beslenmesinde vitamin ve mineral kaynag1 olarak
onemli bir yer tutmaktadir. Tiirkiye, bircok dnemli sebze tiiriiniin gen merkezi olmas1
nedeniyle, iilkemizde sebzecilik sektorii tarmmin 6nemli bir alt koludur. Ulkemizde
sebze yetistiriciligi acisindan en Onemli bitkilerden birisi de domatestir. Domates
yetistiriciligi, Tirkiye’nin farkli iklim ve toprak yapismna sahip biitiin tarmmsal
bolgelerine yayilmis durumdadir. Ulkemizde ekilis, iiretim ve ekonomik ydnden
domates, sebze yetistiriciligi agisindan ilk siralarda yer almaktadir. 1996 yilinda 7 800
000 ton olan Tiirkiye’deki domates iiretimi 2004 yilinda 8 000 000 tona ulasmistir
(FAO, 2004).

Diinya domates tiretiminde (116 milyon ton); Cin (30 milyon ton ) birinci,
ABD (12 milyon) ikinei, Tiirkiye (8 milyon ton) {igiincii, Endonezya (7.6 milyon ton)
dordiincii, Misir (6.780 milyon ton) besinci sirada yer almaktadir. Bu durum domates
iiretiminde diinya capmda Tiirkiye nin énemli bir yere sahip oldugunu gdstermektedir
(FAO, 2004).

2004 yili verilerine gore; Canakkale’de, Canakkale Merkez 3200 ha, Ayvacik
300 ha, Bayrami¢ 1000 ha, Biga 2200 ha, Bozcada 0.8 ha, Can 250 ha, Eceabat 400 ha,
Ezine 580 ha, Gelibolu 700 ha, Gok¢eada 30 ha, Lapseki 1 350 ha ve Yenice’de 750 ha
olmak iizere toplam 10 761 ha domates iiretim alaninda domates yetistiriciligi
yapilmaktadir. Canakkale’de toplam domates tiretimi ise 492 970 bin ton’dur. Domates
tiretiminde Canakkale merkez 131 000 ton ile birinci, Biga 121 000 ton ile ikinci ve
Lapseki 54 000 ton domates {iiretimi ile {igiincii sirada yer almaktadir (Anonymus,
2004).

Tiirkiye’de 220 000 ha domates iiretim alant mevcuttur (FAO, 2004). 2004 yil1
verilerine gore; Canakkale Tiirkiye’deki toplam domates {liretim alani igerisinde
%4.9’luk bir paya sahiptir. Tiirkiye’deki toplam domates iiretiminin de %6.2’si
(Canakkale’den karsilanmaktadir. Bu da domates yetistiriciliginde Canakkale’nin 6nemli
bir paya sahip oldugunu gdstermektedir.

(Canakkale’de domates iiretimi tarlada, sofralik ve sanayilik olarak
yapilmaktadir. Diger tarim iiriinlerinde oldugu gibi agik alanlarda yetistirilen domates
bitkisi bircok hastaligin etkisi altindadir. Bolgemizde ayni alanda siirekli olarak domates

bitkisinin yetistirilmesi ve bilingsiz ilaglama programlar1 hastaliklarin artmasina neden



olmaktadir. Bu nedenle iirlindeki verim ve kaliteyi arttirmak amaciyla hastaliklarla
miicadele etmek zorunlu hale gelmistir. Acik alanlarda yetistiriciligi yapilan
domateslerde fungal hastaliklar ve virlis hastaliklarmm Onemi biiyiiktiir. Fungal
hastaliklarin kimyasal miicadelesi miimkiin olabilirken viriis hastaliklarinm heniiz
kimyasal miicadelesi bulunmamaktadir. Bu nedenle viriis hastaliklarinin belirlenmesi ve
virlis hastaliklar1 ile miicadele yontemlerinin arastirilmasi biiyiik 6nem kazanmaktadir.
Domates bitkisi de diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi bir¢ok viriis
hastaliginin etkisi altindadir. Bugiin domates tariminda 30’dan fazla viriis ve viriis
benzeri hastaligin oldugu bilinmektedir. Bu viriis hastaliklarinin en 6nemlilerinden
birisi de domates lekeli solgunluk viriisii (Tomato spotted wilt virus=TSWV)’diir.
TSWYV, subtropik bolgelerde ve belirli sicakliklarda diinya capinda yayilmis bir
hastaliktir (Mickowski, 1981). TSWV, arthropodlarin neden oldugu ve Bunyaviridae
icindeki Tospovirus cinsine dahildir (Francki ve ark. 1991). Tospoviriisler, bitkileri en
fazla hastalandiran 10 bitki viriisii arasindadir (Peters ve ark. 1991; German ve ark.
1992; Antignus ve ark. 1997). Genis bir konukcu araligina sahip olup 69 dikotiledon
bitki familyasi, 15 monokotiledon bitki familyasi ve pteridophyte’lerin 1 familyasina ait
toplam 1090 bitki tiirii TSWV’ye konukguluk etmektedir (Parrella ve ark. 2003).
TSWV, thripslerle persistent olarak taginmaktadir (German ve ark., 1992;
Wijkamp ve ark., 1993; Antignus ve ark., 1997). En 6nemli TSWYV vektorlerinden biri
olan sogan thripsi, Thrips tabaci olup Tiirkiye’de yaygindir ve tarla ve sera {riinlerinde
hastaligin yayilmasmna neden olmaktadir (Lodos, 1981; Azeri, 1994). Ayrica
TSWV’nin, domatesin tohum kabugunda tasindig1 da rapor edilmistir (Anonim, 1970).
TSWV, domates bitkisinde; gen¢ yapraklarin bronz renge doniismesine,
yapraklarda ¢ok kiiciik ve bol miktarda siyah lekeler olusmasina, bitkide solgunluk ve
clicelige, bitki govdesinde siyah ¢izgi seklinde lekelere, meyvelerin lizerinde yumru ve
klorotik halkali lekelerin olusmasina, meyvelerde deformasyon ve siirgiin uglarindan
itibaren geriye dogru dliimlerin olusumuna neden olarak domates meyvelerinin kalite ve
veriminde azalmalara yol a¢maktadir. Bu sekildeki meyve, insan beslenmesinde
kullanilamaz hale gelmekte, ekonomik degerini kaybetmekte ve pazarlanmasi
imkansizlagmaktadir. Bu nedenle ililkemiz ve Canakkale yoresinin dnemli bir bitkisi
olan domates ve bu bitkide Onemli bir viriis hastaligt olan TSWV hastaliginin
belirlenmesi, su an ve ileride karsilasilacak sorunlarin da 6nlenmesi agisindan biiyiik bir

Onem arz etmektedir.



Hastaliga neden olan etmenlerin hizli ve dogru bir sekilde teshisi saglikli bitki
sertifikasyonu i¢in esastir (Lin ve ark., 1990). TSWV’nin saptanmasinda genellikle
serolojik yontemler kullanilmaktadir. Serolojik ¢aligmalarda enzimle isaretlenmis
antibadilerin kullanimi diisiik maliyet, giivenirlilik, yiiksek oranda duyarlilik gibi bir
cok avantajlar saglamaktadir (Clark ve Bar-Joseph, 1984). En ¢ok kullanilan serolojik
yontemlerden birisi ELISA yontemidir. ELISA disinda kullanilan bir diger serolojik
yontem ise immunoblot yontemidir. Bu yontemde antijen, protein baglanma 6zelligine
sahip olan nitroseliiloz gibi bir membrana baglanir ve isaretlenmis bir drnek (probe) ile
dogrudan veya dolayli olarak muamele edilir (Lin ve ark.,, 1990). Son yillarda
immunoblot tekniginin degisik bir varyasyonu olan direkt doku boyama ydntemi (Direct
Tissue Blot Immunoassay=DTBIA) olarak adlandirilan bir yontem gelistirmislerdir. Bu
yontem, bir ¢ok viriis hastaligi ve mikoplazma benzeri hastaliklara karsi basari ile
uygulanmistir (Hsu ve Lawson, 1991).

Bitki viriislerinin serolojik olarak teshis edilmesi i¢in 6rnek olarak secilen
dokunun hazirlanmasi yada infekteli dokulardan elde edilen viriis antijenlerinin
ekstraksiyonu gerekir. Bu 6rnek hazirlanmasinin kisa zamanda yapilmasi, bitki-viriis
epidemiyolojisi ¢aligmalarinda ve ¢ok sayidaki 6rnegin rutin indekslenmesinde istenen
bir olaydir. DTBIA yonteminde herhangi bir ekstraksiyon hazirligmma gerek duyulmaz
ve ayni zamanda bu yodntem, patojenin bitki i¢inde dagilimi ve lokalize oldugu yer
hakkinda bilgi verir (Garnsey ve ark., 1980; Brlansky ve ark., 1988). Bu nedenle
hastaliga neden olan viriisiin hizli ve dogru bir sekilde bulunmasi icin DTBIA ydntemi
yada viriis hastaliklarmin teshisinde giivenilirligi yiiksek ve en ¢ok kullanilan serolojik
yontem olan ELISA yontemi, TSWV hastaliginin teshisinde de basariyla
kullanilmaktadir.

Bu caligmada; Canakkale yoresinde yetistirilen domates tarlalarinda bir sérvey
caligmasi yiirtitiilerek TSWV benzeri simptom gosteren bitkilerden 6rnekler alinmis, bu
ornekler serolojik yontemlerden ELISA yada DTBIA yontemleri ile test edilerek
TSWV’nin varlig1 belirlenmistir. Ayrica mekanik inokulasyon yontemiyle de hastalik

etmeni indikatdr bitkilere taginmustir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Brittlebank (1919), yaptigi calismada 1915 yilinda Giliney Avustralya’da
yetistirilen domateslerde TSWYV hastaliginin varligmi belirlemistir. Bu ¢alisma,
hastaligin varliiyla ilgili olarak yapilan ilk ¢aligmadir.

Best ve Palk, (1964), TSWV ile infekteli tiitiin yapraklarinda (Nicotiana
glutinosa) differansiyel yonteme ilave olarak sukrose density gradient santrifuj
yontemini kullanarak TSWV nin incelenmesi sonucu etkili partikiil capinin ortalama 50
mp oldugunu bulmuslardir.

Robert ve Gustaaf, (1966), yaptiklar1 arastirmada TSWV yada TMV infekteli
yapraklari, elektron mikroskobunda ve ince kesit alma yontemi ile incelemislerdir. Kat1
ortamda fiksasyon ve sivi i¢inde bekletme olarak iki farkli yontem deneyen arastiricilar,
osmium tetroxide’i takiben glutaraldehyde’in cromo osmium’dan daha iyi doku fikse
edici oldugunu bulmuslardir. Her iki yontemde de kesitteki her bir TSWV ve TMV
partikiillerinin goriiniimlerinde ¢ok farklilik olmadigmi saptayan arastiricilar, Epon ve
Araldite siv1 igerisinde bekletme ortami olarak hemen hemen benzer sonuglar verdigini
vurgulamislardir.

Francki ve Grivell, (1970), TSWYV ile infekteli Datura stramonium’un yaprak
hiicrelerinin stoplazmasinda 85 nm ¢apinda kiiresel partikiiller belirlemislerdir, fakat
saglikli bitkilerde bu belirlenmemistir. Bu nedenle bu partikiillerin viriis partikiilleri
oldugu sonucuna varilmustir. Iki ilave sitoplazmik inclusion, TSWV infeksiyonu ile;
boyanan graniiler materyal ve uzun filament y1gim ile iliskilendirilmistir. Arastiricilar,
inclusionlarn tamaminin infeksiyon ile iligkili oldugunu bildirmislerdir. TSWV
partikiillerini, yaprak epidermisi hiicrelerinde, stomalarda ve mezofilllerde, iletim
demetlerinde ve yaprak damarlarinin floem parankimasinda gozlemlemislerdir. TSWV
partikiilerini sik sik yaprak hiicrelerinin kromozomlar1 arasinda daginik halde bulmuslar
ve hiicrenin niikleer membrani mitoz bdliinme sirasmda bozuldugunu belirtmislerdir.

Mohamed ve ark., (1973), TSWV nin protein sentezinin analizi, gelistirilmis
bir metot ile saflastirilmasi ve polyakrilamid jel elektroforezinin, 3 biiylik yapisal
proteinin (molekiiler agirligi; 84000, 50000 ve 29000 Da) oldugunu gosterdigini, bu 3
biiyiik yapisal proteinin, toplam viral proteinin yaklasik %98’ini olusturdugunu ve
3’iniin de glikoprotein oldugunu bildirmislerdir. Bu biiyiikk proteinlerden birisi
(molekiiler agirligi; 29000 Da) ve kiigiik protein non-iyonik deterjan Nonidet P-40 ile

viriisten izole edilen subviral partikiiller ile iligkili oldugunu gosterdigini bildirmislerdir.



Diger iki proteinin yalnizca kiiglik bir kismimi subviral partikiillerde belirlemislerdir.
TSWYV ile infekteli tiitiin yapraklarinda virlislerin olusturdugu proteinlerin sentezi
infekteli ve saglikli dokularm swasiyla ['H] ve ['*C] valine ile isaretlemislerdir.
Isaretlenmis dokular, ham subselular fraksiyonlara ayrildiktan sonra, saghkli ve
infekteli dokularin protein desenleri polyakrilamid jellerde elektroforez yontemiyle
karsilagtirmislardir. Yalnizca bir viriise spesifik protein (molekiiler agirligi; 49000 Da)
virlisle zenginlestirilmis fraksiyonlarda belirlemislerdir. Bunun molekiiler agirligi
50000 Da olan viral yapisal proteini isaret ettigini belirtmiglerdir.

Paliwal, (1978), kiiresel viriis benzeri partikiilleri (VLP), saglikli tiitiin thripsi
dokularinda bulmustur. Bu partikiiller, Ontrio’daki thripslerin yogun oldugu yerlerde
gorlilmiis fakat ayni kosullara sahip Oklahoma’da thripslerin az oldugu yerlerde
goriilmemistir. VLP, F. fusca’nin 7 bitki konukg¢usunun hi¢ birisi i¢in tasiyict oldugu
bulunmamistir. Arastirict bunun bir bocek viriisii oldugunu bildirmistir. Arastirict
TSWV’nin F. fusca ile tasindigmin daha dnceden bilindigini ancak bunun VLP’nin
varlig1 yada yoklugunu etkilemedigini belirtmistir. Arastiric, TSWV partikiillerini F.
fusca’nin dokularinda belirlemis ve test bitkilerine tagimistir. VLP thripsin hemocoele
ve birka¢ i¢ organinda meydana geldigini ve bagirsak dokularini homojen olarak
hazirlayarak in vitroda izole etmistir. Arastirici, VLP nin, hiicre sitoplazmasinda yogun
viroplasmlarda meydana geldigini ve 6244 nm ¢apinda oldugunu bildirmistir.

Fazio ve Kudamatsu, (1983), yaptiklar1 bir c¢alismada, distamycin-A
hydrocloride, a synthetic antibiotic ve 2,3-bromo dihydroxy-6-bromo-pyrazino (2,3,-p3)
pyrazine tiirevleri tiitiin bitkisinde TSWV’ye kars1 kullanmislardir. Bu ilaglar1
yapraklara 200 ve 400 mg/l konsantrasyonlarinda uygulamislardir. Sonug olarak her iki
ilacin da virlisiin bitki icerisindeki yayilimmi ve sistemik simptom olusumunu
geciktirdigini gostermistir. Arastiricilar, Pyrazino pyrazine tiirevlerinin, 200 ve 400
mg/l konsantrasyonlarinda ve daha diisiik miktarlarda, Dystamycin-A 400 mg’da
TSWYV replikasyonunu 6nemli derecede azatligini belirtmislerdir.

Lin ve ark., (1990), tissue blot tekniginin, virlis epidemiyolojisi
caligmalarinda ¢ok sayidaki 6rnegin rutin olarak test edilmesi i¢in uygun bir yontem
oldugunu bu nedenle passionfruit woodiness, papaya ring spot, tatll patates yumusak
tiylillik ve beneklilik, fasulye sar1 mozaik (BYMV), bambu mozaik (BoMV),
cymbidium mozaik, hiyar mozaik (CMV) ve TSWV hastaliklarinda viriislerin
teshisinde basariyla kullanildigin1 belirtmislerdir.



Cordoba ve ark. (1991), domates bitkisinde TSWV infeksiyonu ve hastaligin
sistemik hareketi iizerine su stresinin etkilerini incelemislerdir. Su stresi uygulanan ve
uygulanmayan seklinde iki grup olusturmuslardir ve hastaligi yaprak uglarindan iig
yerden inokule etmislerdir. TSWV inokulasyonunun her iki grupta da etkili oldugunu
gormiislerdir. Gruplarin tamaminda inokulasyon, ilk olarak koklerde, daha sonra siirgiin
uclarinda ve bunun ardindan ise yaprak uglarinda saptanmistir. Stres uygulamalarmnin,
TSWV simptomlarin hafiflemesine yardimeir oldugunu ve infeksiyonda onemli bir
sekilde azalma sagladigmi bildirmislerdir. Sonu¢ olarak domates bitkisinde sistemik
infeksiyon ve viriis konsantrasyonunun kontroliinde su stresinin etkili olabilecegini
belirtmiglerdir.

Culbreath ve ark. (1991). Giircistan’da TSWV’yi 1986’da flue cured tipi
(firmnda kurutulan) tiitiinlerinde ilk kez teshis etmislerdir. 1988 yilinda, tiitiin lireten 48
adet tiitlin tarlasinin 28’inin, TSWYV ile infekteli oldugunu ve bu tarlalarda hastaligin
ortaya ¢ikma oraninin %1’den az oldugunu bulmuslardir. Arastiricilar, 1989 yilinda
Giircistan’da tiitlin yetistirilen yorelerin tamammda TSWV’yi gdzlemlemislerdir.
Hastaligin ortalama ortaya ¢ikma oranmin %35-7 gibi diisiik bir oranda oldugunu ancak
baz1 tarlalarda bu oranin %20’den fazla oldugunu belirtmislerdir. ilk simptomlarmn
fideler tarlaya sasirtildiktan kisa bir siire sonra goriildiigiinii ve simptom gosteren bitki
sayisinin hasat baslangicina kadar olan donemde arttigini belirtmislerdir.

Hsu ve Lawson (1991), yaptiklari bir ¢alismada, TSWV’nin teshisi i¢in
DTBIA yontemi ile ELISA yontemini karsilastirmiglardi. TSWV’yi, infekteli
Nicotiana benthamiana yapraklarindan doku blotlamasi ile kolaylikla belirlemislerdir.
Yontemde monoklonal antibadileri kullanmislardir. DTBIA yontemini, Nicotiana
benthamiana yapraklarinin ekstraktlarnda TSWV’nin belirlenmesinde ELISA’dan
sekiz kat daha duyarli olarak bulmuslardir. Viriis benzeri simptom gosteren lisianthus
ve birkag¢ kina ¢icegi bitkilerinden yaprak ve doku 6rnekleri alinarak ELISA ve DTBIA
ile test etmislerdir. Simptom gdstermeyen bazi bitkilerden yaprak ve dokular, ELISA ile
test ettiklerinde negatif olarak bulmuslardir ve direkt doku boyama yonteminde ise
blotlanan dokularda ¢iplak gozle negatif sonuglar bulunurken 10X20 biiyiitmeli
mikroskopta incelendiklerinde pozitif olarak bulmugslardir.

Yeh ve ark. (1992), Tayvan’da karpuzlarda yaptiklar1 bir calismada,
tospoviriislerde TSWV benzeri viriisleri; morfolojik olarak, konukgu reaksiyonlariyla,

serolojik olarak ve thrips ile tasima denemeleriyle tanimlamislardir. Konukgu



simptomlarinda, yapraklarda burusma, beneklilik, sar1 lekeler, bogum aralarinda
kisalma, gen¢ dallarin dik olarak gelisme gostermesi ve u¢ kisimlarda nekrozlar
gozlemlemiglerdir. ~ Sistemik  infeksiyonu  belirlemek  i¢in  kabakgillerden
yararlanmiglardir. Viriisiin thripslerle tasmmmasinda Thrips palmi tiirii thripslerden
yararlanmiglardir ve hastaligin teshis edilmesinde serolojik yontemlerden ELISA ve
western blot yontemini kullanmislardir. Serolojik yOntemler i¢in monoklonal ve
poliklonal antibadileri kullanmiglardir.

Garnsey ve ark. (1993), DTBIA yontemini turunggil trizteza viriisiiniin
teshisi i¢in kullanmiglardir. Bu yontemin kolay ve hizli bir sekilde yapilabildigini ve az
miktarda 6rnek gerektirdigini, oda sicakliginda blotlanan 6rneklerin 30 giin sonra dahi
test edilebildigini, blotlanmig membranlarin bagka bir yere kolaylikla gonderilebildigini
ve bu testlerin ticari teshis i¢in de uygun oldugunu vurgulamislardir.

Azeri (1994), yaptig1 bir calismada TSWV’nin son yillardaki epidemik
durumunu, ELISA testleri ve indeksleme yolu ile tiitiin ve domates bitkilerinde tespit
etmistir. Calisma sonucunda Izmir ve Manisa yoresinde etmenin tohumla tasindigimn
saptamis ve hastalikla miicadelede viriisten ari tohum kullanilmasini, tohum yataginda
ve tarlada erken thrips teshisi ile popiilasyonun belirli bir diizeyde tutulmasi gerektigini
belirtmistir.

Giildiir ve ark. (1995), Adana-Mersin karayolu {izerinde a¢ik alanda ekili 13
domates tarlasindan TSWV simptom gosteren ornekler toplamislardir. Bu 6rneklerin,
mekanik olarak otsu bitkilere inokulasyonu ve serolojik testler sonucunda, Cesmeli ve
Kazanli’dan alman 6rneklerin tiimiiniin TSWYV ile bulasik oldugunu saptamiglardir.

Hill ve Moran (1996), siis bitkisi fidanliklarindaki bitkilerde TSWV nin
goriilme sikligini bir sorvey calismasi ile belirlemislerdir. Avustralya’daki 6 iilkede,
69000 bitki tizerinde 62 tiir siis bitkisinde inceleme yapmigslardir. Bunlardan 355’ini
ELISA, elektron mikroskobu ve indikator bitkiler ile test etmislerdir. Avustralya
fidanliklarinda bu viriisiin ortaya ¢ikma oranmnin ¢ok diisik (%1°den az) oldugunu
saptamiglardir.

Lavina ve ark. (1996), Ispanya’nin kuzeydogusunda ana sebze iiretimi
yapilan bolgelerde TSWV ve CMV’nin goriilme sikligini, 1992-1993 yillar1 arasinda
iretim sezonu icerisinde Temmuz ve Eyliil aylar1 boyunca ¢alismiglardir. Her iki viriis
de domates {iretilen ve yabanci otlarin c¢evreledigi yerlerde dagilmis oldugunu

gbézlemlemiglerdir. Kiyr bolgelerin her iki viriis i¢in de etkili oldugunu oysa i¢



bolgelerde TSWV’nin hemen hemen hi¢ goriilmedigini bildirmiglerdir. Domates ve
yabanc1 otlarda TSWV’nin ve domates bitkisinde ise CMV ’nin sonbaharda infeksiyon
oraninin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Yabanci otlarda 19 familyanin 51 tiiriini
toplamiglar ve bunlarin 35 tirii CMV ile 15 tiirii ise TSWV ile infekteli olarak
bulmuslardir. Bunlarin arasinda Convolvulus arvensis, Malva sylvestris ve Sonchus
tenerrimus bitkileri, lokal kaynak olmasi agisindan 6zellikle 6nemli oldugunu ve
domates bitkisi ile yaygin olarak iligkili oldugunu ve bu yabanci otlarin olduk¢a sik
olarak CMV ve/veya TSWYV ile infekteli oldugunu bulmuslardir.

Al-Shahwan ve ark. (1997), Suudi Arabistan’in kuzey bdlgelerinde ard arda 4
sezon (1989 yaz, 1990 ilkbahar ve yaz, 1991 yaz) Tabuk ve Hail’den 242 patates 6rnegi
almislar ve viriis teshisi i¢in ELISA yontemini kullanmiglardir. Tabuk’da 11 ve Hail’de
12 farkl bitki virlisii belirlemiglerdir. Tabuk’da yonca mozaik viriisi (AMV), hiyar
mozaik viriisii (CMV), tiitiin mozaik viriisii (TMV), patates leaf roll viriisii (PLRV),
domates lekeli solgunluk viriisii (TSWYV), tiitiin halkal1 leke viriisii (TRSV) ve patates
A, M, S, X ve Y virlisleri belirlemislerdir. Hail’de bunlara ilaveten bir de patates sar1
clicelik virlisii (PYDV) belirlemislerdir. Tabukda en ¢ok AMV, en az ise CMV
belirlemislerdir. Hail’de en ¢cok PVA ve en az PLRV belirlemislerdir.

Antignus ve ark. (1997), Israil’de tarlada ve sera kosullarinda yetistirilen
sebzelerde ve siis bitkilerinde TSWV simptomlarina benzer 6zellik gosteren bitkileri
ELISA ile test etmisler ve 5 familyaya baghh 19 tiirde hastaligin varligini
belirlemiglerdir. Ayrica 6 yabanci ot tiirlinde de dogal infeksiyonun oldugunu
bulmuslardir. ELISA’nin disinda virlisiin varligimi konuk¢u denemesi, seroloji ve
elektron mikroskobu yontemleriyle de saptamiglardir

Gaborjanyi ve ark. (1998), Macaristan’da biberlerde gelisme geriligi
(decline) simptomlarma neden olan faktorleri arastirmislardir. Arastiricilar bu tip
simptomlarin genel olarak biberde bodurlagsma, genel bir sararma, yapraklarda kiigiilme
seklinde ortaya c¢iktigmi, bunun nedenlerinin fungal, bakteriyel, viral ve fitoplazmalar
yada uygun olmayan g¢evre kosullarmin oldugunu belirtmislerdir. En ¢ok karsilasilan
viral hastaliklarin ise farkli tobamoviriisler, CMV, patates Y viriisii ve TSWV oldugunu
zaman zaman da stolbura rastlandigmi belirtmislerdir.

Mertelik ve Mokra, (1998), Cekoslovakya’da 1992-1997 yillar1 arasinda
kiiltiir bitkileri ve yabanci otlarda TSWV’nin yaygmnlik durumunu belirlemek amaciyla

indikator bitkiler, serolojik yontemler ve elektron mikroskobu yontemlerini kullanarak



bir ¢caligma yapmislardir. Calisma sonucunda TSWV, 91 bitki tiiriinde tespit edilmis ve
vektor bocek F. occidentalis’in bulundugu bolgelerdeki seralarda dogal yayilmanin
daha fazla oldugu saptanmustir. Ozellikle sebze tariminm yapildigi alanlarda TSWV’ye
en fazla domates ve biberde rastlanilmistir.

Korkmaz ve ark. (1998), yaptiklar1 ¢aligmada, turunggil tristeza viriisiiniin
10 izolatim1 monoklonal ve poliklonal antibadiler kullanarak DTBIA yontemiyle test
etmislerdir. Bu caligmada, tristeza izolatlarinin tamami poliklonal antibadilere pozitif
reaksiyon gosterirken, monoklonal antibadilerden MCA-13 yalnizca Igdir ve Kibris
izolatlarma kars1 pozitif reaksiyon gostermistir. DTBIA testinde pozitif reaksiyon
gdsteren tiim izolatlarm ELISA testinde de pozitif reaksiyon gosterdigi bulunmustur.

Chatzivassiliou ve ark. (2000), Yunanistan’da TSWV ve ISNV (Impatiens
spot necrotic virus) konukgular1 olan siis bitkilerinin rapor edilmesi i¢in bir sorvey
caligmas1 yapmislardir. Yapraklar tizerinde klorotik, nekrotik halkali lekeler ve kusurlu
olusumlar ve c¢iceklerde nekrosis olusumu gibi tospoviriis infeksiyonu benzeri tipik
simptomlar gosteren bitkilerden yaprak Ornekleri alimmistir. Bu 6rnekler DAS-ELISA
ile polyklonal antibadiler kullanilarak TSWV’nin N proteinler ve INSV (NL-07)
kullanilarak test edilmistir. ELISA’daki pozitif Ornekler mekanik olarak, Petunia
hybrida, Nicotiana rustica ve N. benthamiana bitkilerine de inolule edilerek
kanitlanmistir. Higbir 6rnek INSV ile infekteli olarak bulunmazken TSWV bulunan 42
botanik tiir, 27 familyaya bagh 40 cinste rapor edilmistir. Bunlarin i¢cinde Beloperone
gutata, Coleus barbatus, Impatiens petersiama ve Lilium auratum tiirleri ilk kez TSWV
konukgusu olarak rapor edilmistir. Begonia sp., Catharanthus roseus, Celosia eristata,
Dianthus chinenesis, Fuchsia hybrida ve Stephanotis floribunda gibi benzeri bitkiler
Yunanistan’da viriisiin yeni konukgular1 olarak bulunmustur.

Mijatovic ve ark. (2000), Sirbistan’da serada, oOrtii altinda ve agikta
yetistirilen domateslerde yaptiklar1 bir sorvey ¢aligmasinda viriis hastaliklar1 ile ilgili
infeksiyon oranini belirlemeye calismislardir. Calismada domates mozaik (ToMV),
tiitlin mozaik (TMV), domates lekeli solgunluk (TSWV), alfalfa mozaik (AMV), patates
X (PVX), patates Y (PVY), domates ringspot (ToRSV), domates aspermy (ToAV) ve
hiyar mozaik viriislerini (CMV) tespit etmislerdir. Ayrica arastiricilar seralarda ve ortii
altinda yetistirilen domateslerin %92.94’liniin, agikta yetistirilen domateslerin ise %

89.82’sinin yukarida belirtilen viriislerden en az biri ile bulasik oldugunu bulmuslardir.



Horvath ve ark., (2001), Macaristan’da patates bitkisinde yapraklarda
sararma, kivirciklasma, bodurlagsma ve nekrotik simptomlar gosteren ve siddetli {iriin
kayiplarma yol acan TSWV’yi DAS-ELISA ve mekanik inokulasyon yontemleriyle
tespit etmisler ve infeksiyonun biiyiik olasilikla civarda bulunan tiitiin bitkilerinden
Thrips tabaci tarafindan patates bitkilerine tasindigin1 vurgulamislardir.

Hristova ve ark. (2001), Bulgaristan’da {i¢ vejetasyon doneminde
tospoviriisler ile ilgili olarak tiitlin, domates, yabanci otlar ve siis bitkilerinde yaptiklar1
bir calismada toplam 258 farkli virlis izolat1 elde etmislerdir. Viriis izolatlarindan
TSWYV icin ELISA, digerleri icin ise indikator bitkileri kullanmiglardir. Ayrica ¢alisma
sonucunda Bulgaristan TSWV izolatinin yiiksek oranda F. occidentalis tarafindan
tagindigini tespit etmiglerdir.

Bostan ve ark. (2002), yaptiklar1 bir ¢alismada 2000-2001 yili siiresince,
Tiirkiye’de Dogu Anadolu Bolgesi’nde bulunan Uzundere, Ispir, Olur, Ilica (Erzurum)
ve Yusufeli’ndeki (Artvin) seralarda bir sorvey ¢alismasi yiiriitmiislerdir. Domates ve
hiyar bitkilerinde viriis benzeri simptom gosteren (mozaik, bronzlagsma, sararma kusurlu
olusumlar, yapraklarin yuvarlaklasmasi, c¢alilasma) siipheli yaprak Orneklerini
toplayarak DAS-ELISA ile test etmislerdir. ELISA sonuglarma goére; Uzundere,
Tortum, Ispir, Olur, Ilica ve Yusufleli'ndeki seralardan alinan orneklerde sirasiyla
%1.73,%1.76, %1.41, %1.62, %2.48 ve %1.02 oraninda TMV saptanmistir. ToMV,
Yusufeli ve Ilica’dan alman domates orneklerinde sirasiyla 9%0.18 ve 9%1.45 olarak
belirlenmistir ve TSWV, Ilica’daki domateslerde %0.22 oraninda gézlenmistir.

Golnaraghi ve ark. (2002), 1999 ve 2000 yillarinda, iran’da yaz boyunca
soya yetistiriciligi yapilan 5 ana bolgede viriis sorveyi yliriitmiisleridir (Golestan,
Azendaran, Ardebil, Lorestan ve Khuzestan). Arastirmacilar, 80 soya tarlasindan toplam
3110 yaprak 6rnegi (tarla basina 30-50 6rnek olacak sekilde) rastgele toplamislardir. Bu
ornekler, ACMV, BYMV, CMV, SMV, TMV, TRSV, ToRSV, BCMV, TSV, TSWV,
PEMV, BICMV ve PeMoV i¢in, son iki viriis immunodot ve ELISA yontemleriyle ve
diger virlisleri ise DAS-ELISA yoOntemiyle test etmislerdir. Laboratuar testleri
sonucunda en yaygin goriilen viriisiin %13.3 ile SMV oldugunu, bunu TSWV (%5.4),
TRSV (%4.2), TSV (%4.1), PEMV (%2.9), BYMV (%2.2), ToRSV (%2.1), TMV
(%1.5), ACMV (%1.3), BCMV (%0.8), ve CMV (0.6) ile izledigini bulmuglardir.

Stavisky ve ark. (2002), Florida’da tarlada yetistirilen domateslerde TSWV

olusumu ve Frankliniella spp. poplilasyonu iizerine ultraviyole (UV) yansitici malglama
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ve 2 farkli oranda nitrojenli toprak giibresi uygulamasmnin etkilerini arastirmiglardir. 2
farkli nitrojenli giibreleme uygulamasi ile Frankliniella occidentalis (Prergande)’nin
popiilasyonunun 6nemli derecede arttifini ve yansitici malglama uygulandiginda ise
onemli derecede azaldigini saptamiglardir. UV yansitict malglama ile azalan thrips
popiilasyonu ile konukcu-beslenme davraniglarinin bozulmasma neden oldugunu,
yilksek oranda nitrojenli giibreleme uygulamasi ile ¢igeklerden besin almanin
kolaylasabildigini belirtmiglerdir. Bu arastirmada kiiltiirel 6nlemler ile vektor ve vektor
olmayan tiirlerin %45 ve TSWV’ nin %50 oraninda azaldigini gézlemlemislerdir.

Chaisuekul ve ark. (2003), domates bitkisinde TSWV nin thrips ve mekanik
olarak tasinmasinda, inokulasyon zamanindaki bitki yasi ile iligkisini arastirmislardir.
1999 yilinda bitkileri tarladan izole etmisler, kafesler altinda ¢imlendirdikten 7, 14, ve
28 giin sonra karsilastirmiglardir. 2000 yilinda, thrips ile tasinma ¢imlenmeden 7, 14,
21, 28, 35 ve 42 giin sonra ve mekanik inokulasyon ise ¢cimlenmeden 14, 21, 28, 35, 42
ve 49 giin sonra degerlendirmislerdir. 1999 yilinda tasinmada kullanilan TSWV ile
infekteli ciceklerden thrips alt ornekleri, %59 Frankliniella occidentalis (Pergande),
%34 F. tritici (Fitch) ve 2000 yilindaki tagmmmada kullanilan sogandan toplanan thrips
alt ornekleri %78 F. occidentalis (Pergande), %19 F. fusca (Hinds) icermistir.
Arastiricilar tasima denemelerinde TSWV’yi ayrica ELISA testi ile belirlemis ve bunun
sonucunda domates bitkilerinde TSWV’nin erken infeksiyonlarinda ge¢ infeksiyonlara
gore TSWV’den zarar gormiis meyvelerin daha yiiksek oranda oldugunu ve verimin
daha fazla azaldigini gérmiislerdir.

Culbreath ve ark. (2003), TSWYV vektorii olan thripsler nedeniyle TSWV nin
yerfistig1 (Arachis hypogaea L.) iretiminde oldukca ciddi bir problem oldugunu
belirtmiglerdir. TSWV ve virlis vektorii thripsler olan Franklininella fusca ve
Frankliniella occidentalis, hastalikla miicadelede ve epidemiyolojide ¢alisilmas1 zor ve
komplike oldugunu bildirmislerdir. Basit bir sekildeki tipik bir vektor kontroliiniin,
TSWV’de sonu¢ vermedigini ve tek basma yapilmayan degerlendirmelerin, siddetli
epidemiler TSWV’nin yeterli bir sekilde kontroliinii saglayabildigini belirtmislerdir.
Bununla birlikte arastirmalarin, bir dereceye kadar dayanikli cesitler, kimyasal ve
kiiltiirel yontemler ve bunlarin her birinin birlikte kullanilmasiyla ortaya ¢ikan entegre
miicadelenin gelistirilmesiyle sonuclandigini belirtmislerdir. Boyle sistemleri hastaligi

minimize etmek i¢in birgok bolgede yerlestirmiglerdir.
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Mason ve ark. (2003), TSWV vektorii olan Frankliniella occidentalis’de
TSWV’nin teshisi icin RT-PCR’1 kullanmiglar, bu metotu virlis epidemiyolojisi
calismalarinda kullanmak i¢in gelistirmisler ve bu yontemin bu amag¢ i¢in hizli ve
giivenilir bir metot oldugunu belirtmislerdir. Bu metodu, tarladan toplanan thripslerle ve
laboratuarda tasima denemelerini de igeren thripsler iizerinde test etmislerdir.
Thripslerin tasima yeteneklerini daha dnceden yaprak diskleriyle belirlemislerdir. RT-
PCR sonuglarmin yaprak diskleriyle elde edilen sonuglar ile tutarli oldugunu
bulmuslardir.

Parrella ve ark. (2003), TSWV nin bitki viriisleri arasinda diinyada en yaygin
goriilen, en genis konukgu araligma sahip olan dikkate deger bir viriis oldugunu ve bu
viriisiin genellikle bahge bitkileri ve ¢igekli bitkilerde diinyanin farkli yerlerinde ¢ok
sayida epidemiden sorumlu olduklarini ve sik sik yikici ve agir ekonomik kayiplara
neden olduklarin1 belirtmiglerdir. Hastalikla miicadelenin zor oldugunu fakat hastaligin
olugsmasini 6nleyici yontemler, vektorlerle etkin miicadele ve virlise konukguluk yapan
yabanc1 otlarin yok edilmesi gibi yontemlerin bir arada kullanilmasiyla ortaya ¢ikan
entegre miicadele yonteminin ve bu yontemi olusturan diger yontemlerin viriisiin
kontroliinde énemli rol oynadiklarimi bildirmigleridir. Bu nedenle TSWV nin konukgu
listesinin modernlestirilmesinin, arastiricilar yada g¢iftciler tarafindan kullanilmasi igin
yararli olacagini belirtmiglerdir. Bu giincel listeye gore; 69 dikotiledon bitki familyasi,
15 monokotiledon bitki familyas1 ve pteridophyte’lerin 1 familyasina ait toplam 1090
bitki tiirliniin TSWV’ye konukc¢uluk ettigini bulmuslardir.

Salomone ve ark. (2003), italya Liguria’da yaptiklar1 calismada, serada
saksilarda yetistirilen Asclepias curassavica ve Euphorbia eritrea bitkilerini INSV ve
TSWYV i¢in test etmislerdir. Test yontemi olarak ise ELISA ve immunochromatographic
lateral flow assay yontemini kullanmiglardir. Test sonucunda test edilen bu iki bitki
tiriinin  TSWV ile bulasik olduklar1 bulunmustur. Ayrica Ornekler elektron
mikroskobunda kontrol edilerek tospoviriislerin varligi belirlenmistir. TSWV ile bulagik
bitkiler ayrica mekanik inokulasyon yapilarak otsu bitkilere taginmistir. Bu g¢alisma
TSWV’nin E. eritrea ve A. curassavica’da infeksiyon olusturmasi ile ilgili ilk rapordur.

Shahraeen ve ark. (2003), 1999-2001 yillarinda Iran’da yaglk kolza
bitkilerinde yaptiklar1 sorvey sonucunda 581 yaglik kolza 6rnegi almislar ve bunlari
DAS-ELISA ve elektron mikroskobu ile test etmislerdir. Testlerin sonucunda 6rneklerin

%14.45’ini BWYV, %12.9’nu CaMV, %9.3’nii TuMV, %4.6’sin1 CMYV ve %0.51’ini
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ise TSWV ile infekteli olarak bulmuslardir. Ozellikle BWYV, TuMV ve CaMV’nin
yaglik kolza bitkisinde goriilmesi, Iran’daki yaglik kolza iiretimi icin énemli bir sonug
oldugunu ve infekteli bitkilerin hastaliga duyarl diger bitkiler i¢in virlis kaynag1 olarak
hizmet ettigini belirtmislerdir.

Whitfield ve ark. (2003), Ranunculus asiaticus yumlarindan ve diger siis
bitkilerinden TSWV’yi teshis etmek i¢in direct tissue blot teknigini kullanmislardir.
Teknigin dogrulugunu ve giivenirligini belirlemek i¢in ayni zamanda DAS-ELISA
yontemini de birlikte uygulamislardir. Yumrularin farkli bolgelerinden ve farkh
biiyliklerde almman pargalardan yapilan ¢aligmalar sonucunda en iyi sonuglarin orta
kisimlardan elde edilen 6rneklerden alindigini ve kiiciik 6rneklerin biiyiik 6rneklerden
daha iyi sonu¢ verdigini saptamiglardir. Arastiricilar direct tissue blot tekniginin
sertifikasyon islemlerinde ve yumrulu bitkilerin indekslenmesi ¢alismalarinda TSWV’yi
teshis etmede basariyla kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Katoh ve ark. (2004), yaptiklar1 ¢calismada, in-vitro asilama yontemi ile apikal
meristemlerden virilisten ari biber bitkileri elde etmek i¢in bir yontem gelistirmislerdir.
Siirgiin uclarinit (0.4-0.8 mm) seradaki infekteli bitkilerden kesmiglerdir ve anag olarak
kullanilan fidelerin ug¢larini keserek bunlarin iizerine agilamiglardir. Siirgiin uclar1 apikal
meristem ile dort yaprak primordiasindan olugmustur. Siirgiin gelisimini, asilanan
stirglin uclarmmin %2-83’linde belirlemislerdir. Bu yontem ile virilisten ari bitkiler, tiitiin
mozaik viriisii (CMV) ile domates lekeli solgunluk viriisii (TSWV) yada her iki viris ile
birlikte infekteli anag¢ bitkilerinden iiretmislerdir.

Matsuura ve ark. (2004), TSWV’ye duyarli krizantem stok bitkilerinde
TSWV’nin lokalizasyonu ve onlarin latent olarak infekteli stok bitkilerinden kesilerek
thripslere maruz birakildigindaki etkililiklerini, DAS-ELISA, RT-PCR, kiiltivasyon ve
dot-blot ile kombine ederek arastirmiglardir. Simptom gostermeyen bitkilerde lokalize
olan TSWV’yi, bu bitkilerden keserek almiglar ve hastaligin bulunma sikligmin alt
yapraklarda yiiksek oranda fakat kesilen terminal tomurcuklarda diisiik oranda
bulundugunu bildirmislerdir. Seinoyakata cesidinde, infekteli stok bitkilerde TSWV
orant, 2002 yilinda %26.3-38.5 ve 2003 yil1 %16.7-39.1 olarak ve Jimba ¢esidinde 2003
yil1 Ocak-Mayis aylarida %37.5-47.1 olarak belirlemislerdir. Stok bitkilerin koklerinde
TSWV’nin bulunma oranini en ¢ok %50 olarak gdzlemlemislerdir. Aragtirmanin sonucu
olarak infekteli krizantem bitkilerinin kesilerek taginma etkinliginin oldukga yiiksek ve

sera ve tarlalardaki {tretimler icin ikincil infeksiyon kaynagi olabilecegini
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belirtmiglerdir. Arastiricilar ayrica degisik alt yapraklarin kesilerek stok bitkilerdeki
infeksiyon oranlarinin ortaya c¢ikarilmasinda ELISA ile kombine edilebilecegini

belirtmiglerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Mekanik Inokulasyonda Kullanilan indikator Bitkiler

Arastrmada, indikator bitki olarak, TSWV hastaliina duyarlh tiitiin
(Nicotiana xanthi ve Nicotiana tobacum L. (Samsun)), boriilce (Vigna sinensis L.) ve
fasulye (Phaseolus vulgaris L.) gibi tek yillik bitkiler kullanilmagtir.

Tohumlar 1:1 oraninda ticari torf ve tarla topragi karigimi igeren plastik
saksilar igerisine ekilmis ve diger hastalik ve zararlilardan korumak i¢in kapali bir
ortamda yetistiriciligi yapimustir. Bitkiler yaklasik olarak bir hafta igerisinde
cimlenmistir. Bitkiler iki yaprakli olduklari donemde yine igerisinde 1:1 oraninda ticari
torf ve tarla topragi karistmi olan 250 g’lik plastik saksilara sasirtilmistir. indikatdr
bitkilerin periyodik olarak bakimi yapilmis ve bitkinin istegine gore gerekli ihtiyaglar1
karsilanmustir.

Mekanik inokulasyon iglemlerinin yapilabilmesi i¢in bu bitkilerin tohumlar1

belirli araliklarla ekilmis ve bitkilerin siirekli elde bulundurulmasi saglanmastir.

3.1.2. Serolojik Calismalarda Kullanilan Materyal

TSWV ’nin serolojik olarak tanilanmasinda kullanilan ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) yontemlerinde LOEWE (Almanya) firmasindan saglanan 96
cukur iceren Microtiter plate’ler kullanilmistir. ELISA testi icin gerekli complate kit ve
kimyasallar da yine ayni firmadan saglanmistir. DTBIA yontemi i¢in gerekli
nitroseliiloz membran BIO-RAD firmasindan saglanmistir. Kullanilan nitroseliiloz

membran 15X15 cm boyutlarinda ve 0.45 pm kalinligna sahiptir.

3.2. Yontem

3.2.1. Sorvey Cahismasi

Sorvey calismasi, 2003 ve 2004 yillarinda domates iiretim sezonu iginde,
(Canakkale yoresinde domates ekili agik alanlarda yiiriitiilmiistir. Bu amagla
Canakkale’de, Umurbey, Kemiklialan, Ozbek, Yapildak, Kepez, Musakdy, Ciplak,
Halileli, Kumkale, Tevfikiye, Diimrek ve Yenimahalle olmak {izere toplam 12 farkl
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yorede, domates ekim zamanina gore erkenci, orta ge¢ ve gegei olarak iiretilen domates
tarlalarinda sorvey caligmasi yapilarak, TSWV’ye benzer simptom gosteren bitkilerden
ornekler alinmistir.

Sorvey caligmasi tesadiifi Ornekleme desenine gore yapilmistir. Sorvey
caligmasi rutin olmayan bir diizende haftada 2 kez olacak sekilde sorvey yapilmaya
caligilmistir. Sorvey ¢aligmasinda bitkiler gorsel olarak incelenerek TSWV hastaligina
benzer simptom gosteren bitkilerden drnekler alinmistir.

Tarladan alman ornekler bir plastik torba icine konularak buz kaplari i¢inde
muhafaza edilmistir. Bu sekilde alman 6rnekler laboratuara getirilerek test yapilana
kadar buzdolabinda bekletilmistir.

Sorvey c¢alismast siiresince her tarladaki domates ¢esitleri, ekim zamani,
dretim yapilan tarlanin biytikligli gibi bilgiler de ireticilerden ogrenilerek
kaydedilmistir. Caligma genellikle meyvelerin olgunlasma doneminde yapilmistir. Yeni
tarlaya sasirtilan ve heniiz biiyiime asamasinda olan bitkilerde sérvey yapilmamaistir.

Sorvey sirasinda domates bitkisinde genel olarak goriilen TSWV benzeri
simptomlar gdz Oniine aliarak bu tip simptom gdsteren bitki kisimlarindan alinan
ornekler serolojik testlerde kullanilmistir.

Calisma 2003-2004 yillarinda, Canakkale Merkez ve ilgelerine baglh (Sekil 1)
90 tarlada ve toplam 992 dekarlik bir alanda yiiriitiilmiis ve buralardan toplam 200
ornek alinmig ve bu Ornekler daha sonra serolojik yontemler olan ELISA ve/veya

DTBIA yontemine gore test edilmistir.

3.2.2. Serolojik Yontemler
3.2.2.1. Direkt Doku Boyama Yontemi

DTBIA yontemi  Whitfield ve ark. (2003)’nin belirttigi yOnteme gore
yapilmistir. Direkt doku boyama ydnteminin uygulanma asamalar1 sirasiyla asagidaki
sekilde gerceklestirilmistir:

. YOntemin uygulanmasina baslanmadan Once eller dezenfekte edilmis,
biitlin islemler bir kez kullanilip atilan steril plastik eldivenlerle yapilmistir ve

kullanilan biitiin alet ve ekipmanlar steril edilmistir.

16



o HapPoint.'I

Gallipali

Tttt Burhaniy

2005 Mictosof Cor S .?PT

Sekil 1. Canakkale ilinde sorvey yapilan alanlar

17



2. Direkt doku boyama yonteminin uygulanmasinda ilk olarak teshiste
kullanilacak olan nitroseliiloz membran, tikenmez kalem yardimiyla 1 cm®’lik alanlara
boliinmiis ve boliinen her kare harflendirilmistir.

3. Daha sonra arazide viriisle infekteli oldugu diisiiniilen bitkiler alinarak
keskin ve temiz bir bistiiri yardimiyla enine bir sekilde kesilmis ve kesilen yiizey
membran iizerindeki karelere ayrilan kisimlara hafifce bastirilmistir (blotlanmistir). Bu
sekilde bitkinin 6zsuyunun membrana ge¢mesi saglanmistir.

4. Burada blotlama islemi i¢in bitkinin siirglin ve meyve sap1 gibi degisik
kisimlarindan yararlanilmistur.

5. Daha sonra herhangi bir arta kalan protein baglama bdlgesini bloke
etmek i¢in %1’lik BSA’dan (Bovine Serum Albumin) 0.2 g alinarak 10 ml saf suda
eritilmis ve membran oda sicaklifinda 30 dakika inkiibe edildikten sonra yikama
tamponu ile (PBS-Tween) ile 5 dakika ara ile 3 kez yikanmugtir.

6. Inkiibasyon sona erdikten sonra membran 1-2 saat oda sicakliginda
antijene spesifik, biotin-conjugate antibadi (10 ml PBS + 20 pl IgQG) ile inkiibe
edilmistir ve membran sonra yine yikama tamponu ile (PBS-Tween) 5’er dakika ara ile
3 defa yikanmistir. Bu siire icerisinde kimyasallarin buharlasmamasi i¢in membranin
tizeri kapatilmigtir.

7. Membran | saat strept avidin-alkaline-phosphatase conjugate (10 ml PBS
+ 20 pl konjugat) ile 2 saat inkiibe edilmis ve membran sonra yine yikama tamponu ile
(PBS-Tween) 5’er dakika ara ile 3 defa yikanmugtur.

8.  Tablet halinde bulunan substrat 10 ml saf su igerisinde eritildikten sonra
membran bu substrat icerisinde 5-20 dakika inkiibe edilmistir ve 0.001 M EDTA veya
saf su ile yikanarak reaksiyon durdurulmustur.

9.  Sonuglar fotograflama yontemi kullanilarak binokiilerde 20 biiylitmeyle
gozle goriilebilecek sekilde renk olusumlarina gore degerlendirilmistir. Renk olusumu

goriilenler pozitif gériilmeyenler negatif olarak degerlendirilmistir.

3.2.2.2. ELISA Yontemi

ELISA testi Clark ve Adams (1977)’m belirttigi yonteme goére yapilmis,

antiserum ve konjugat iiretici firmanimn onerileri dogrultusunda kullanilmistir.
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1) ik olarak ELISA platelerinin her bir ¢ukuruna 1/500 oraninda kaplama
tamponu ile seyreltilmis olan IgG ¢ozeltisinden 200 pl ilave edilerek 37 °C’de 4 saat
inkiibe edilmistir.

2) Platelerin her bir ¢ukuru yikama tamponu ile 5 dakika ara ile 3 kez
yikanmugtir.

3) Daha onceden hastalikli oldugu diisliniilen araziden getirilen 6rneklerin
simptom goriilen kisimlarindan 1’er gram tartilmis ve 9 g 6rnek/konjugat tamponu
ilave edilerek ornekler temiz bir havan icerisinde ezilmistir ve drneklerin 6zsular1 elde
edilmistir. Bu 6rneklerden ve iki adet pozitif (+) ve iki adet negatif (-) kontrollerden, her
bir plate gukuruna 200 pl ilave edilerek 37°C’de tiim gece inkiibe edilmistir.

4) Platelerin her bir ¢ukuru yikama tamponu ile 5 dakika ara ile 5 kez
yikanmuigtir.

5) Konjugat, 1/500 oraninda 6rnek/konjugat tamponu ile seyreltildikten sonra
her bir plate gukuruna 200 pl ilave edilerek 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir.

6) Platelerin her bir ¢ukuru yikama tamponu ile 3 dakika ara ile 3 kez
yikanmugtir.

7) 20 ml substrat tamponunun pH’1 9.8 olacak sekilde ayarlandiktan sonra bir
tablet substrat (1mg/ml) ezilerek {izerine ilave edilmis ve eritilmistir. Bu substrattan her
bir ¢ukura 200 pl olacak sekilde ilave edilmistir ve oda sicakliginda 2 saat bekledikten
sonra reaksiyon 3 M NaOH’tan 50 pl ilave edilerek durdurulmustur.

8) Sonuglar, plate cukurlarinda renk degisiminin olup olmamasi durumuna
gore ciplak gozle veya ELISA okuyucusunda 405 nm dalga boyunda okunarak

degerlendirilmistir.

3.2.2.2.1. Tampon Cozeltiler

1) Kaplama Tamponu: 1.59 g Na,COs, 2.93 g NaHCOs3,1000 ml distile su, (pH
9.6)

2) Yikama Tamponu (PBS-Tween): 8.0 g NaCl, 2.9 g Na,HPO, x 12 H,0, 0.2
g KH,;POy4, 0.2 g KCL, 0.5 ml Tween 20.

3) Konjugat Tamponu: 20 g polyvinyl pyrolidone (vizikositesi K10 — K40), 2
g bovin serum albumin, 0.1 g NaNj, 1 It i¢in yikama formiili. 1000ml distile su (pH
7.4).
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4) Ornek Tamponu: Konjugat tamponu ile ayni igerige sahiptir.

5) Substrat Tamponu: 97 ml diethanolamine, 0.2 m MgCl, x 6 H,O, 1000 ml
distile su, (pH 9.8).

6) Substrat soliisyonu: 1 mg/ml 4-nitrophenyl phosphate, di-Na-tuz substrat

tamponu i¢inde.

3.2.3. Mekanik inokulasyon Calismasi

Mekanik inokulasyon caligmalart 2003 ve 2004 yillarinda ELISA ve/veya
DTBIA yontemleri ile test edilen ve hastalikli olabileceginden siiphe edilen veya
hastalikli oldugu belirlenen 6rneklerden yapilmustir.

Inokulasyon ¢alismalar1 igin her bir 6rnekten 0.5 g tartilmis ve tartilan bu
ornekler, bir havan icersinde 0.01 M’lik tris veya fosfat tampon ¢ozeltisinden 4.5 ml
ilave edildikten sonra iyice ezilerek bitki sivisi elde edilmistir. Bitki sivis1 bir tiilbentten
gecirilerek diger bitki pargaciklar1 ortamdan uzaklagtirilmistir.

Indikatér bitkiler 2-4 yaprakli dénemde iken mekanik inokulayon yapilmistur.
Inokulasyon yapilacak olan otsu bitkilerin yapraklarinda yara olusumunu saglamak igin
karborandum tozu serpistirilmistir ve elde edilen sivi, bir pamuk yardimiyla bu
yapraklara hafifce ovularak bitkide yara olusumu saglanan yerlerden bitki 6zsuyu
icerisindeki viriislin, saglikli olan indikator bitkiye inokulasyonu saglanmistir.

Inokulasyonun sonunda otsu bitkiler, viriisle birlikte viriisii inhibe edebilecek
maddelerin ortamdan uzaklastirilmasi icin musluk suyu ile yikanmistir. Bu islemin
hemen ardindan mekanik inokulasyon yapilan otsu bitkiler, gblge bir yerde tutularak
simptom olusumu gézlenmeye calisilmistir.

Inokulasyon yapilan bitkiler 4-6 hafta siireyle periyodik olarak gdzlenmis ve
bu gozlemler sonucunda olusan simptomlar not edilmistir. Ayrica infekteli bitkiler ile
saglikli bitkiler arasindaki farklari gorsel olarak kiyaslamak amaciyla bu bitkiler

fotograflandirilmstir.
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3.2.4. Tohumla Tasima Denemeleri

Tohumla tasima denemelerinde 2003 ve 2004 yillarinda serolojik testler
sonucunda pozitif ¢ikan veya infekteli olabileceginden siiphe edilen domates bitkilerinin
meyvelerinden elde edilen tohumlar kullanilmistir.

Tohumlar1 elde etmek icin ilk olarak domates meyveleri ikiye boliinmiis ve
tohumlar yuvalariyla birlikte kesilerek c¢ikartilmigtir. Daha sonra ince bir siizgeg
icerisine konulmus ve biraz su yardimi ile hafif bir sekilde ovularak yuvalarindan
ayrilmstir. Elde edilen tohumlar iyi bir sekilde yikandiktan sonra bir giin siiresince oda
sicakliginda kurutulmustur. Elde edilen tokumlar iyice temizlendikten sonra 1/2 torf ve
1/2 toprak karigimi igeren viyollere her bir 6rnekten 5’er adet olacak sekilde ekilmistir.
Hastalikli tohumlarin disinda ayni viyollere 5 adet saglikli domates tohumu ekilmistir.

Tohumlarin gelisimi i¢in optimum gelisme kosullar1 saglanmigtir. Tohumlar
cimlenmeye basladiktan sonra sulama ve giibreleme diizenli bir sekilde yapilmis ve
geligen bitkiler periyodik olarak gozlenmistir. Hastalikli tohumlarin ¢imlenme orani ve
zaman1  belirlenerek saglikli tohumlarin ¢imlenme ve canliik oranlariyla

karsilastirilmastir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1 Sorvey Cahsmasina Ait Bulgular

Sorvey calismasi, 2003 ve 2004 yillarinda domates iiretim sezonu iginde
Canakkale ili ve il¢elerinde agik alanda domates tarimi yapilan tarlalarda yiiriitiilmiistiir.
Canakkale yoresinde 2003 yilinda 628 da ve 2004 yilinda 364 da olmak iizere toplam
992 da domates ekili alanda sorvey ¢aligmasi yapilmistir. Sorvey caligmasinda goézlem
yapilan tarlalarda domates bitkilerinde, gen¢ yapraklarm bronz renge doniismesi,
yapraklarda ¢ok kiiclik ve bol miktarda siyah lekeler olusmasi, bitkide solgunluk ve
clicelik, silirglin uglarindan itibaren geriye dogru oOliimlerin olusumu ve bitki
meyvelerinin iizerinde yumru ve klorotik ring spotlarin (halkali lekeler) olusmasi gibi
belirtilere bakilarak drnekleme yapilmistir. Sorvey ¢aligmasi siiresince tarla kosullarinda
gbzlem yapilan bitkilerde goriilen TSWV benzeri bazi simptomlar Sekil 2, 3, 4, 5, 6,
7°de gosterilmistir.

Cizelge 1°’de 2003 yilinda Canakkale yoresinde 6rnek alman tarla sayisi ve
orneklenen bitki sayis1 verilmistir. Cizelgede de goriildiigii gibi bir iiretim sezonu
stiresince toplam 61 tarlada gozlem yapilmis ve bu goézlemler sonucunda TSWV’ nin
belirtilerine benzer belirti gdsteren 24 tarladan 127 6rnek alinmistir. En fazla 6rnekleme
domates tarimin en yogun oldugu Umurbey beldesinde yapilmis burayi Halileli ve
Kumkale izlemistir. Umurbey’de toplam 15 tarladan 92 6rnek alinirken, Halileli’'nde 3
tarladan 8, Kumkale’de ise 2 tarladan 11 6rnek alinmistir. Canakkale ilinde toplam 11
ayr1 yorede domates tarlalar1 gézlemlenirken bunlarin 9’undan 6rnek almmis iki yorede
Tevfikiye ve Musakdy’de TSWV simptomlarna benzer bitki yada meyvelere

rastlanilmamis ve bu yorelerden 6rnek alimmamastir.
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Sekil 3. Siirgiin uclarinda kurumalar
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Sekil 5. Solda saglikli bir bitki ve sagda TSWYV ile infekteli bir bitki (hastalikl1 bitkide
ciicelesme ve geriye dogru oliimler)
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Sekil 6. Meyvede deformasyonlar (a, b)

Sekil 7. Meyvelerde halkali lekeler (ring spot) olusumu
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Cizelge 1. 2003 yili Canakkale yoresinde ornekleme yapilan yerler ve alinan 6rnek

sayilari
Ornekleme .
Ornek Alinan Alinan
Yapilan Tarla .
Mevki Alan (da) Tarla Sayisi Ornek Sayisi
Sayisi

Umurbey 26 240 15 92
Halileli 21 206 3 8
Kumkale 6 92 2 11
Tevfikiye 1 55 - -
Yapildak 1 8 1 9
Kepez 1 6 1 4
Ozbek 2 12 1 2
Yenimahalle 1 5 1 1
Musakdy 2 4 - -
TOPLAM 61 628 24 127

Cizelge 2’de 2004 yilinda Canakkale yoresinde ornek alman tarla sayis1 ve
orneklenen bitki sayis1 verilmistir. Cizelgede de goriildiigii gibi ikinci yilda da toplam
29 tarlada gozlemler yapilmis ve toplam 9 tarladan 6rnek alinmistir. Alman 6rnek sayisi
ise 73 olarak gerceklesmistir. En fazla 6rnekleme 2003 yilinda oldugu gibi Umurbey
beldesinde yapilmis ve bunu Kepez beldesi izlemistir. Umurbey’den toplam 11 tarladan
68, Kemiklialan’dan 1 tarladan 2 6rnek ve Kepez’den 1 tarladan 3 6rnek alinmistir.
Canakkale ilinde 2004 yilinda 7 ayr1 yorede domates tarlalar1 gézlemlenmis ancak
Umurbey, Kepez ve Kemiklialan digindaki yorelerde (Diimrek, Kumkale, Halileli,

Ciplak) TSWV benzeri simptom gosteren bitki yada meyvelere rastlanmamistur.
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Cizelge 2. 2004 yili Canakkale yoresinde ornekleme yapilan yerler ve alinan 6rnek

sayilari
Ornekleme )
Ornek Alinan Alnan
Mevki Yapilan Tarla Alan (da) .
Tarla Sayis1 | Ornek Sayisi
Sayisi
Umurbey 12 75 7 68
Kemiklialan 1 2 1 2
Diimrek 1 3 - -
Kumkale 8 219 - -
Halileli 3 30 - -
Ciplak 3 30 - -
Kepez 1 5 1 3
TOPLAM 29 364 9 73

Canakkale il ve ilgelerinde domates tariminin agik alanlarda dikim sekline
gore Ui¢ farkli zamanda yapilmasi g6z Oniinde bulundurularak arazi ¢ikislar1 ve 6rnek
alimi bu zaman dilimlerine bagli olarak yapilmistir. Cizelge 3’te goriildiigii gibi bitki
dikim tarihleri ii¢ farkli zamanda gerceklesmekte ve iireticiler olgunlasma zamanini

erkenci, orta ve gecei olarak adlandirmaktadirlar.

Cizelge 3. Canakkale yoOresinde domates iiretiminin fide dikim tarihlerine gore

smiflandirilmasi

Dikim Zamam Hasat Zamam Uriin Simflandirmasi
15 Mart-30 Nisan Haziran-Temmuz Erkenci

1 Mayis-15 Haziran Temmuz-Agustos Orta

15 Haziran-30 Temmuz Eyliil-Ekim Gecgei

Cizelge 4.°de 2003 yilinda iiriin smiflandirmasina gére Ornek alinan tarla
sayilar1 ve alinan 6rnek sayilar1 verilmistir. Buna gore, 2003 yilinda toplam 90 orta
mevsim ve 37 adet gecei olarak yetistirilen bitkilerden 6rnekler alinmistir. Geggi bitki

orneklerinin tamami Umurbey yoresinden almmustir. Orta bitki drneklerinden 60’1
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Umurbey’den, 3’1 Halileli’'nden, 11’1 Kumkale’den, 9’u Yapildak’tan, 4’ii Kepez’den,
2’si Ozbek’den, ve 1’i Yenimahalle’den almmustir. 2003 yilinda erkenci gesitlerde

TSWYV benzeri simptom gosteren herhangi bir bitki 6rnegine rastlanilmamistir.

Cizelge 4. 2003 yilinda iiriin smiflandirmasina gore drnek alinan tarla sayilar1 ve alinan

ornek sayilari

Ornek Alinan Tarla Alman Ornek Sayisi
Mevki Sayis1/Gozlem

Yapilan Tarla Sayisi Erkenci Orta Gegs
Umurbey 15/26 - 60 32
Halileli 321 - 3 5
Kumkale 2/6 - 11
Tevfikiye 0/1 - - -
Yapildak 1/1 - 9 -
Kepez 11 - 4 -
Ozbek 1/2 - 2 -
Yenimahalle 11 - 1 -
Musakdy 0/2 - - -
TOPLAM 24/61 - 90 37

Cizelge 5’de 2004 yilinda iirtin smiflandirmasina gore Ornek alman tarla
sayilar1 ve alinan ornek sayilar1 verilmistir. Buna gore, 2004 yilinda toplam 7 erkenci,
63 orta ve 3 gecei bitki 6rnegi alinmistir. Erkenci 6rneklerin 5’1 Umurbey’den ve 2’si
Kemiklialan yorelerinden alinmistir. Orta Orneklerin tamami Umurbey yoresinden
alimmistir. Geggi Orneklerin tamami ise Kepez’den almmugstir. Diimrek, Kumkale,
Halileli ve Ciplak yorelerinde, TSWV benzeri simptom gosteren bitki Ornegine

rastlanilmamustir.
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Cizelge 5. 2004 yilinda iiriin siiflandirmasina gore drnek alinan tarla sayilar1 ve alinan

ornek sayilari

Ornek Alinan Tarla .
Alman Ornek Sayisi
Mevki Sayis1/Gozlem Yapilan
Tarla Erkenci Orta Gecci
Umurbey 7/12 5 63 -
Kemiklialan 1/1 2 - -
Diimrek 0/1 - - -
Kumkale 0/8 - - -
Halileli 0/3 - -
Ciplak 0/3 - - -
Kepez 1/1 - - 3
TOPLAM 9/29 7 63 3

4.2. Serolojik Yontemlere Ait Bulgular

2003 yilinda Canakkale yoresinde yetistirilen domates alanlarinda 9 ayri
yorede yapilan sorveyler sonucunda TSWV simptomlarina benzer simptom gdsteren
toplam 127 adet ornek alinmis ve serolojik yontemlerden ELISA ve/veya DTBIA ile
test edilmistir. Alman 6rneklerden 37°si ELISA yontemiyle, 47°si DTBIA yontemiyle,
43’1 ise hem ELISA hem de DTBIA yontemleriyle test edilmistir. ELISA ile test edilen
orneklerin hi¢biri ELISA plate’lerinde bir renk olusumuna neden olmamis ve 405 nm
dalga boyundaki bir spektrofotometerede yapilan okuma sonucunda hicbir Ornek
saglikli bitki (negatif kontrol) ve tampon ¢6zelti degerlerinin ortalamasinin iki kat1 yada
tizerinde bir deger olusturmamustir. Bununla birlikte DTBIA yontemiyle test edilen 47
ornekten 13’1 iletim demetlerinde ¢ok hafif bir renklenme meydana getirmis ancak bu
orneklerle yapilan mekanik inokulasyon c¢alismalarinda inokule edilen bitkilerde bir
belirti gozlenmemistir. Her iki yontemle test edilen 43 6rnekten hi¢biri ELISA testinde
pozitif sonu¢ vermezken 12 drnek DTBIA ydnteminde iletim demetlerinde ¢ok belirgin

olmayan renklenmelere rastlanmis ancak bu Orneklerde daha sonra yapilan mekanik
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inokulasyon caligmalarinda indikator bitkilerde lokal yada sistemik belirti

olusturmamasi nedeniyle negatif olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 6. 2003 yilinda serolojik yontemlerle test edilen 6rnekler

Serolojik Yontemler Infekteli Ornek/Test Edilen Ornek
ELISA 0/37

DTBIA 0/47

DTBIA ve ELISA 0/43

TOPLAM 0/127

2004 yilinda Canakkale yoresinde yetistirilen domates tarlalarinda 7 ayri
yorede yapilan sorveyler sonucunda TSWV’ye benzer toplam 73 6rnek ELISA ile test
edilmistir. Test sonucunda 73 Ornekten 9’u TSWYV ile infekteli olarak bulunmustur
(Cizelge 7). Pozitif olan drneklerde 405 nm dalga boyunda okuma degerleri saglikl
bitki ve tampon ¢ozelti ortalamasinin iki kat1 ve lizerinde bir deger olusturmus ve ¢iplak
gozle yapilan degerlendirmelerde ise plate’lerde c¢ok belirgin sar1 renk olusumu
gozlenmigtir (Sekil 8). Ayrica 12 6rnek okuma degeri ortalamanin biraz iizerinde
cikmis ve pozitif ¢ikan 9 6rnekle birlikte bu 6rnekler DTBIA yOntemi ile test edilmis ve
test sonucunda ELISA testinde pozitif ¢ikan 9 6rnek DTBIA yonteminde de pozitif
sonug¢ vermis iletim demetlerinde tipik renklenme olusturmus (Sekil 9) diger 6rneklerde
ise herhangi bir tipik renk olusumuna rastlanmamis ve bu Ornekler negatif olarak
degerlendirilmistir.

Iki yillik bir c¢alisma sonucunda Canakkale yoresinde toplam 200 ornek
serolojik yontemlerle test edilmis bu Orneklerden sadece 9’u domates TSWYV ile
infekteli olarak bulunmustur.

Cizelge 7. 2004 yilinda serolojik yontemlerle test edilen 6rnekler

Serolojik Yontemler Infekteli Ornek/Test Edilen Ornek
ELISA 9/73
*DTBIA 9/21
TOPLAM 9/73

*ELISA ile de test edilmistir.
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Sekil 8. ELISA yonteminde, TSWV ile infekteli oOrneklerin bulundugu plate

cukurlarinda olusan sar1 renk olusumu

Sekil 9. DTBIA yonteminde TSWV ile infekteli 6rneklerin iletim demetlerinde koyu
renk olusumu (1, 2, 3, 5, 6, 7) ve infekteli olmayan 6rnekler (4, 8)
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Cizelge 8’de 2004 yilinda serolojik testler sonucunda TSWV ile infekteli
olarak belirlenen 6rnekler fide dikim zamanmma gore degerlendirilmistir. Buna gore,
2004 yilinda domates ekili tarlalardan toplam 7 erkenci, 63 orta ve 3 gecci bitki 6rnegi
alinmig ve serolojik olarak test edilmistir. Serolojik tesler sonucunda Umurbey’de ve
Kemiklialan’da toplam 1 erkenci ve Umurbey’de 7 orta olmak tizere toplam 9 bitki
ornegi TSWV ile infekteli olarak bulunmustur.

Diimrek, Kumkale, Halileli ve Ciplak’ta TSWV benzeri simptom gdsteren

bitki 6rnegine rastlanmamaigtir.

Cizelge 8. 2004 yilinda serolojik testler sonucunda TSWYV ile infekteli olarak belirlenen

orneklerin fide dikim zamanina gore degerlendirilmesi

Ornek Ahnan Tarla | TSWYV ile infekteli Bitki Sayisy/Toplam
Mevki Sayis1/Gozlem Alman Ornek Sayisi
Yapilan Tarla Sayis1
Erkenci Orta Geggi

Umurbey 7/12 1/5 7/63 -
Kemiklialan 11 172 - -
Diimrek 0/1 - - -
Kumkale 0/8 - - -
Halileli 0/3 - - -
Ciplak 0/3 - - -
Kepez 1/1 0/3
TOPLAM 9/29 2/7 7/63 0/3

Cizelge 9’da, Serolojik ve biyolojik testlerde infekteli bulunan 6rneklerin gesit
bazinda dagilimi ve elde edildigi mevkiler gosterilmektedir. ELISA testinde pozitif
cikan ornekler cogunlukla Umurbey yoresinde bulunmus, ¢esit olarak da Beril (73124)
ve RFT-4413 c¢esitlerinde saptanmistir. Bir infekteli 6rnek de yerli domates ¢esidinde

bulunmustur.
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Cizelge 9. Serolojik ve biyolojik testlerde infekteli bulunan 6rneklerin ¢esit bazinda

dagilimi ve elde edildigi mevki.

Ornek Cesit Mevki | ELISA | DTBIA Inl(‘)ieli‘l:'s‘;';n
1 | Beril (73124) Umurbey 4 4 +
) gg;l; 113351;1211;2; on) Kemiklialan N N N
3 | Beril (73124) Umurbey + + +
4 | Beril (73124) Umurbey + + +
5 | Beril (73124) Umurbey + + +
6 | RFT-4413 Umurbey + + +
7 | RFT-4413 Umurbey + + +
8 | RFT-4413 Umurbey + + +
9 | RFT-4413 Umurbey + + +

4.3. Mekanik Inokulasyon Calismasina Ait Bulgular

Mekanik inokulasyon g¢aligmalarmda 2003 yilinda DTBIA yontemi ile iletim
demetlerinde hafif renk olusumu gozlenen bitkilerden indikator bitkilere yapilan 6zsu
inokulasyonu sonucunda bitkilerde lokal yada sistemik bir simptom goézlenmemistir.
Inokule edilen bitkiler inokulasyondan sonra inokule edilen yapraklarda lokal simptom
olusumu icin, yeni ¢ikan yapraklarda ise sistemik simptom olusumu i¢in 4-6 hafta
siireyle gozlenmistir. Bu siireler icerisinde hastalikli olabileceginden sliphe edilen
bitkiler ile kontrol olarak inokule edilen saglikli bitkiler arasinda biliylime ve gelisme
yoniinden bir fark gézlenmemistir. Bitkilerde bir belirti olugsmamaistir.

Ikinci yil yapilan mekanik inokulasyon calismalarinda ELISA ve DTBIA
yonteminde pozitif sonug veren 9 drnek ile ELISA testi ¢calismalarinda siiphelenilen 12
ornek titlin (Nicotiana tobacum L. (Samsun) ve Nicotiana xanthi L.) inokule edilmistir.
Inokule edilen toplam 21 6rnekten ELISA ve DTBIA ydnteminde pozitif sonug veren 9
ornek inokule edilen bitkilerin yapraklarinda inokulasyondan 3-4 hafta sonra simptom
olusturmaya baslamislardir. indikatér bitkilerde yaprak damarlarinda sararma (Sekil
10), yapraklarda sararma ve sararmay1 takiben solma ve kuruma belirtileri gibi sistemik

simptomlar gozlenmistir (Sekil 11). Kontrol bitkilerinde ise her hangi bir simptoma
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rastlanmamistir (Sekil 12). Inokule edilen diger 12 drnek ise indikator bitkiler iizerinde

bir belirti olusturmamastir.

4.4. Tohum ile Tasima Denemeleri

2003 yilinda DTBIA yontemiyle test edilen ve TSWV ile infekteli
olabileceginden siiphe edilen bitkilerin tohumlar: ile 2004 yilinda TSWV ile infekteli
olarak bulunan 6rneklerin tohumlari, kontroller ile birlikte viyollere 5’er adet olacak
sekilde ekilmistir. 2003 yili ve 2004 yilinda ekilen tohumlar kontrol bitkileri ile
karsilagtirilmigtir. 2003 yilina ait hastalikli bitki tohumlar1 ve kontrol bitkilerinin
tohumlar1 ekildikten 2 hafta sonra ¢cimlenmistir. 2004 yilina ait hastalikli bitki tohumlar1
ve kontrol bitkilerinin tohumlari ekildikten 4 hafta sonra ¢imlenmistir. Bitkilere diizenli
olarak gerekli bakim ve sulama islemleri yapilmistir. Bunun sonucunda TSWYV ile
infekteli bitki tohumlar1 ile kontrol bitkileri arasinda ¢imlenme ve ¢ikis zamani ve
cimlenme giicii acisindan herhangi bir fark bulunmamistir. Bitkiler fide donemine
ulastiklarmda TSWV benzeri herhangi bir simptom olusturmamaislardir. Bu nedenle bu

bitkilere her hangi bir serolojik test uygulanmamistir.
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Sekil 10. Mekanik inokulasyon yaplln indi]klator bitkinin yaprak damarlarmda
sararmalar

Sekil 11. Mekanik inokulasyon yapilan indikator bitkide solgunluk, kuruma ve daha
sonra bitkinin dliimii
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Calismanin yapildigir 2003 yili i¢inde toplam 61 tarlada goézlem yapilmis, 24
tarlada TSWYV tarafindan olusturulan simptomlara benzer simptom olusturan bitkilerden
toplam 127 6rnek alinmistir. Alinan 6rnekler hem ELISA hem de DTBIA yontemi ile
test edilmis ayrica DTBIA yonteminde siipheli olabilecek bazi orneklerde mekanik
inokulasyon ile de test edilmistir.

Yapilan serolojik testler ve mekanik inokulasyon c¢aligmalar1 sonucunda 2003
yilinda Ornekleme yapilan Canakkale yoresinde TSWV infekteli bitkiye
rastlanmamastir.

Ulkemizde domateslerde viriis hastaliklar1 ile ilgili olarak bir cok ¢alisma
yapilmig, bu c¢aligmalarin bazilarinda TSWV’ye rastlanilmamig, bazilarinda da bu
calismanin ikinci yilinda elde edilen bulgularda oldugu gibi yayginlik durumu g¢ok
diisiik olarak bulunmustur.

Ozgoz ve ark. (1995), Bursa ve yodresinde 1993 yilinda yaptiklar: bir
caligmada, virlis hastaliklarmin tespiti amaciyla 6nemli diizeyde domates yetistirilen 4
ilce ve merkez koylerdeki viriis belirtisi gosteren domates bitkilerinden yaprak 6rnekleri
toplamiglardir. Toplanan ornekleri test bitkilerine inokule etmigler ve sonu¢ da TMV
(Tiitlin Mozaik Viriisii), CMV (Hiyar Mozaik Viriisii) belirtileri ve karisik infeksiyonlar
saptamislardir. Serolojik testlerde, izolatlardan bazilar1t TMV antiserumu ile, bazilari
patates X virlisii antiserumu ile, pozitif sonuclar verdigini tespit etmislerdir.

Yardimct ve Culal (2002), Isparta yoresinde 2000-2001 yillar1 arasinda
domates iiretim alanlarmmdan viriis benzeri simptomlar sergileyen yaprak ornekleri
toplayarak biyolojik ve serolojik yontemlerle test etmislerdir. Seroloik testler sonucunda
alinan yaprak orneklerinin %31.8’inin CMV, %22.71’inin TMV ile bulasik oldugunu
saptamiglardur.

Calisma siiresince test edilen bitkilerin TSWV simptomlarma benzer simptom
gbstermesine ragmen serolojik ve biyolojik testler sonucunda negatif sonu¢ vermesi,
olasilikla bitkilerin diger viriis ve virlis benzeri hastaliklarla karigik infeksiyona sahip
olmasindan kaynaklandigini gostermektedir. Nitekim sorvey c¢aligmasi siiresince
tarlalarda domates bitkilerinde gen¢ yapraklarin bronz renge doniismesi, yapraklarda
cok kiiciik ve bol miktarda siyah lekelerin olugmasi, bitkilerde solgunluk ve meyveler
tizerinde renk agilmasi ve halkali leke olusumu gozlenmistir. Bu sekilde belirtilerin

olusumu daha ¢ok viriis ve viriis benzeri hastaliklarla iliskilidir. Tek bir hastalik etmeni
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bu sekilde bir simptom olusumuna neden olabilecegi gibi birden fazla viriis
hastaliklarinda karisik infeksiyonlar sonucu ayni belirtileri gosterebilmektedir.

Bu calismada Ornekleme yapilan bitkilerde sadece TSWV’nin varliginin
belirlenmesine g¢alisilmistir. Bu calisma sirasinda da hizli, giivenilir ve pratik olan
serolojik yontemler kullanilmistir. Hem ELISA hem de DTBIA ydntemi birgok tilkede
TSWV’nin tanisinda basariyla kullanilmaktadir.

Mathews (1992), viriis hastaliklarini tanisinda simptomolojik bulgularin yeterli
olmadigini, hatta biyolojik yontemlerin bile zaman zaman ¢ok giivenilir olmadigini, bu
nedenle hastaligin tanisi i¢in birden fazla yontemin kullanilmasi gerektigini belirtmistir.

Calismanmn ikinci yilinda toplam 29 tarlada 6rnekleme yapilmis, 9 tarlada
TSWYV simptomlarma benzer simptom gosteren bitkilerden 73 6rnek alinmistir. Alinan
ornekler 2003 yilinda oldugu gibi ELISA ve DTBIA yontemleriyle test edilmistir.
Testlemeler sonucunda 9 6rnek TSWV ile infekteli olarak bulunmustur.

Toplam 2 yillik bu siire¢ sonunda Canakkale yoresinde yapilan ¢aligmalarda
TSWV’nin infeksiyon orani ¢ok diisiik (%1 den daha az) ¢ikmistir. Ayrica infekteli
bitkilerin cogunlugu (8 adet) Umurbey yoresinde saptanmustir.

Umurbey yoresi tarla bitkileri ve bahge bitkilerinin yetistiriciliklerinin yogun
olarak yapildigi, kiiltiir bitkisi ve yabanci ot ¢esitliliginin ¢ok fazla oldugu bir yoredir.
Polikiiltiir tarim yapilmas1 ve tiim yil siliresince degisik iiriin desenine rastlanilmasi
ozellikle polifag olan bdcekler i¢in uygun bir yasam alani olusturmaktadir. Ayrica bu
yore denize acik olmayip biraz daha i¢ kisimda kalmakta, yaz doneminde sicaklik ve
nem diger yoOrelere gore biraz daha yiiksek olmaktadir. Biitlin bu faktorler TSWV’ye
vektorliik yapan thripslerin yasam dongiisiiniin tamamlanmasi i¢in optimum kosullar1
saglamaktadir. Ayrica caligma Oncesi iireticilerle yapilan goriismelerde Umurbey
yoresinde TSWV simptomlarina benzer belirtilerin bazi yillar ¢ok yogun olarak
goriildiigiinii baz1 yillarda az oldugunu belirtmislerdir.

Ulkemizde daha once yapilan g¢aligmalarda TSWV ile infeksiyon orani
genellikle diisiik bulunmustur. Bostan ve ark. (2002), 2000-2001 yillar1 arasinda
yaptiklar1 bir ¢aligmada, Tirkiye’de Dogu Anadolu Boélgesi’nde bulunan Uzundere,
Ispir, Olur, Ilica (Erzurum) ve Yusufeli’deki (Artvin) seralarda bir sdrvey calismasi
yiirlitmiislerdir. Viriis benzeri simptom gosteren (mozaik, bronzlagma, sararma kusurlu
olusumlar, yapraklarin yuvarlaklasmasi, calilasma) siipheli yaprak Orneklerini

toplayarak DAS-ELISA ile test etmislerdir. ELISA sonuglarma goére; Uzundere,
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Tortum, 1spir, Olur, Ilica ve Yusufleli'ndeki seralardan alinan orneklerde sirasiyla
%1.73,%1.76, %1.41, %1.62, %2.48 ve %1.02 oraninda TMV saptanmistir. ToMV,
Yusufeli ve Ilica’dan almman domates Orneklerinde swrasiyla %0.18 ve %1.45 olarak
belirlenmistir ve TSWV, Ilica’daki domateslerde %0.22 oraninda gézlenmistir.

Glldir ve ark. (1995), yaptiklar1 bir ¢alismada, Adana-Mersin karayolu
iizerinde agik alanda ekili 13 domates tarlasindan TSWV simptom belirtisi gosteren
ornekler toplamislardir. Bu 6rneklerin, mekanik olarak otsu bitkilere inokulasyonu ve
serolojik testler sonucunda, Cesmeli ve Kazanli’dan alinan 6rneklerin TSWV ile bulagik
oldugunu saptamiglardir.

Diinyada domates iiretimi yapilan birgok iilkede TSWV ile ilgili bir¢ok
caligma yiritiilmistir. Hastaligin teshisinde yaygm olarak ELISA yOnteminin
kullanildig1 bir¢ok arastiric tarafindan belirtilmistir.

Golnaraghi ve ark. (2002), 1999 ve 2000 yillarinda, iran’da yaz boyunca
yapilan viriis sérveyi, soya yetistiriciligi yapilan 5 ana bolgede (Golestan, Azendaran,
Ardebil, Lorestan ve Khuzestan) yiiriitiilmiistiir. Arastirmacilar, 80 soya tarlasindan
toplam 3110 yaprak Ornegi (tarla basmma 30-50 Ornek olacak sekilde) rast gele
toplamiglardir. Bu ornekler, ACMV, BYMV, CMV, SMV, TMV, TRSV, ToRSV,
BCMV, TSV, TSWV, PEMV, BICMV ve PeMoV ig¢in, son iki viriis immunodot ELISA
ve diger virlisler DAS ELISA ile test etmiglerdir. Laboratuar testleri sonucunda en
yaygin goriilen virlis %13.3 ile SMV’dir bunu TSWV (%5.4), TRSV (%4.2), TSV
(%4.1), PEMV (%2.9), BYMV (%2.2), ToRSV (%2.1), TMV (%1.5), ALMV (%]1.3),
BCMV (%0.8), ve CMV (0.6) ile takip etmistir.

Parrella ve ark. (2003), TSWV nin bitki viriisleri arasinda diinyada en yaygm
goriilen, en genis konukgu araligma sahip olan dikkate deger bir viriis oldugunu ve bu
viriisiin genellikle bahge bitkileri ve ¢igekli bitkilerde diinyanin farkli yerlerinde ¢ok
sayida epidemiden sorumlu olduklarini ve sik sik yikici ve agir ekonomik kayiplara
neden olduklarmi belirtmislerdir. Hastalikla miicadelenin zor oldugunu fakat hastaligin
olusmasini Onleyici yontemler, vektorlerle etkin miicadele ve virlise konukg¢uluk yapan
yabanc1 otlarin yok edilmesi gibi yontemlerin bir arada kullanilmasiyla ortaya ¢ikan
entegre miicadele yonteminin ve bu ydontemi olusturan diger yontemlerin viriisiin
kontroliinde 6nemli rol oynadiklarini bildirmisleridir. Bu nedenle TSWV nin konuk¢u
listesinin modernlestirilmesinin, arastiricilar yada giftciler tarafindan kullanilmasi igin

yararli olacagini belirtmiglerdir. Bu giincel listeye gore; 69 dikotiledon bitki familyasi,
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15 monokotiledon bitki familyas1 ve pteridophyte’lerin 1 familyasima ait toplam 1090
bitki tiiri TSWV’ye konukguluk ettigini bildirmislerdir..

Bu calismada TSWV nin teshisinde DTBIA yontemi basariyla kullanilmistir.
ELISA teshisinde pozitif sonu¢ veren 9 ornek DTBIA testinde de pozitif sonug
vermigtir. Blotlanan membran {izerinde iletim demetlerinde tipik renklenme olugmustur.
DTBIA yontemi ilk olarak 1980°1i (Lin ve ark. 1990) yillarin sonlarinda kullanilmaya
baslanmustir.

Whitfield ve ark. (2003), Ranunculus asiaticus yumlarindan ve diger siis
bitkilerinden TSWV’yi teshis etmek i¢in direct tissue blot teknigini kullanmislardir.
Teknigin dogrulugunu ve giivenirligini belirlemek i¢in ayni zamanda DAS-ELISA
yontemini de birlikte uygulamislardir. Yumrularin farkli bolgelerinden ve farkh
biiyliklerde alman pargalardan yapilan ¢alismalar sonucunda en iyi sonuglarin orta
kisimlardan elde edilen 6rneklerden alindigini ve kiiciik 6rneklerin biiyiik 6rneklerden
daha iyl sonu¢ verdigini saptamislardir. Arastiricilar direct tissue blot tekniginin
sertifikasyon islemlerinde ve yumrulu bitkilerin indekslenmesi ¢alismalarinda TSWV’yi
teshis etmede basariyla kullanilabilecegini belirtmislerdir.

DTBIA yontemi, iilkemizde ilk olarak, Korkmaz ve ark. (1998) tarafindan
turuncgil tristeza viriisiiniin teshisinde kullanilmis ve yontemin bu viriisiin teshisinde ve
sorvey calismalarinda basariyla kullanilabilecegini belirtmistir.

Cesit bazinda pozitif ¢ikan drneklere bakildiginda ¢cogunlukla iki cesitte (Beril
ve RFT-4413) TSWV bulunmustur. Ancak bu sonuclar bu ¢esitlerin hastalik etmenine
daha duyarl olduguna iliskin bir bulgu olusturmamaktadir. Zira Umurbey ydresinde
bu ¢esitler daha ¢ok kullanilmakta ve hastaligin bu ¢esitlerde ortaya ¢ikma olasiligi da
daha yiiksek olmaktadir. Ayrica bu zamana kadar yapilan caligmalarda cesit bazinda
duyarhilik yada dayaniklilik yoniinden bir ¢alisma da yapilmamistir. Diger yandan
Canakkale yoresinde ¢esit bazinda bir secicilik yoktur ve iireticiler her yil ayn1 ¢esitleri
kullanmamaktadir.

2004 yilinda ELISA ve DTBIA yontemleriyle hastalikli (pozitif) olarak
bulunan 9 6rnekle yapilan mekanik inokulasyon c¢alismalarinda inokule edilen bitkiler
tizerinde hastaliga 6zgii tipik belirtiler gézlenmistir.

Mekanik inokulasyonda amag, bitki hiicrelerinin 6liimiine yol agmadan bitki

lizerinde yara olusturmak ve olusan bu yaralardan hastalikli bitkideki viriisiin basarili
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bir sekilde saglikli bitki hiicrelerine girigini saglamak ve bitki ilizerinde lokal veya
sistemik simptom olusumunu saglamaktir.

Azeri (1994), yaptig1 bir ¢alismada TSWV’nin son yillardaki epidemik
durumunu, ELISA testleri ve indeksleme yolu ile tiitiin ve domates bitkilerinde tespit
etmistir. Calisma sonucunda izmir ve Manisa yoresinde etmenin tohumla tasindigimn
saptamis ve hastalikla miicadelede viriisten ari tohum kullanilmasini, tohum yataginda
ve tarlada erken thrips teshisi ile popiilasyonun belirli bir diizeyde tutulmas gerektigini
belirtmistir.

Hill ve Moran (1996), siis bitkisi fidanliklarindaki bitkilerde TSWYV ’nin
goriilme sikligin1 bir sorvey calismasi ile belirlemiglerdir. Avustralya’daki 6 iilkede,
69000 bitki iizerinde 62 tiir siis bitkisinde inceleme yapmislardir. Bunlardan 355’ini
ELISA, elektron mikroskobu ve indikator bitkiler ile test etmislerdir. Bu viriisiin
fidanlhk endiistrisinde her yerde diisiikk goriilme siklignin (%1’den az) oldugunu
belirlemiglerdir.

Antignus ve ark. (1997), Israil’de tarlada ve sera kosullarmda yetistirilen
sebzelerde ve siis bitkilerinde TSWV simptomlarina benzer 6zellik gosteren bitkileri
ELISA ile test etmisler ve 5 familyaya baghh 19 tiirde hastaligin varligini
belirlemiglerdir. Ayrica 6 yabanci ot tiirlinde de dogal infeksiyonun oldugunu
bulmuslardir. ELISA’nin disinda virlisiin varligimi konuk¢u denemesi, seroloji ve
elektron mikroskobu yontemleriyle de saptamiglardir.

Mertelik ve Mokra, (1998), Cekoslovakya’da 1992-1997 yillar1 arasinda kiiltiir
bitkileri ve yabanci otlarda TSWV’nin yayginlikk durumunu belirlemek amaciyla
indikator bitkileri, serolojik yontemleri ve elektron mikroskobu yontemlerini kullanarak
bir calisma yapmiglardir. Caligma sonucunda TSWYV 91 bitki tiirlinde tespit etmiglerdir
ve vektor bocek F. occidentalis’in bulundugu bolgelerdeki seralarda dogal yayilmanm
daha fazla oldugunu saptamuslardir. Ozellikle sebze tarmmmin yapildig: alanlarda
TSWV’ye en fazla domates ve biberde rastlanilmistir.

Chatzivassiliou ve ark. (2000), Yunanistan’da TSWV ve ISNV (Impatiens
spot necrotic virus) konukcular1 olan siis bitkilerinin rapor edilmesi i¢in bir sorvey
caligmas1 yapmislardir. Yapraklar iizerinde klorotik, nekrotik halkali lekeler ve kusurlu
olusumlar ve g¢igeklerde nekrosis olusumu gibi tospoviriis infeksiyonu benzeri tipik
simptomlar gosteren bitkilerden yaprak ornekleri almislardir. Bu 6rnekler DAS-ELISA
ile poliklonal antibadileri ve TSWV’nin N proteinler ve INSV (NL-07) kullanarak test
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emislerdir. ELISA’da ki pozitif 6rnekleri mekanik olarak, Petunia hybrida, Nikotiana
rustica ve N. benthamiana bitkilerine de inolule ederek kanitlamislardir. Higbir 6rnek
INSV ile infekteli olarak bulunmazken TSWV bulunan 42 botanik tiir, 27 familyaya
bagli 40 cinste rapor etmislerdir. Bunlarin i¢inde Beloperone gutata, Coleus barbatus,
Impatiens petersiama ve Lilium auratum tiirleri ilk kez TSWYV konukg¢usu olarak rapor
etmislerdir. Begonia sp., Catharanthus roseus, Celosia eristata, Dianthus chinenesis,
Fuchsia hybrida ve Stephanotis floribunda gibi benzeri bitkiler Yunanistan’da viriisiin
yeni konukgular1 olarak bulunmustur.

Horvath ve ark., (2001), Macaristan’da patates bitkisinde yapraklarda sararma,
kivirciklagma, bodurlasma ve nekrotik simptomlar gosteren ve siddetli iiriin kayiplarina
yol agan TSWV’yi DAS-ELISA ve mekanik inokulasyon yontemleriyle tespit etmisler
ve infeksiyonun biiylik olasilikta civarda bulunan tiitiin bitkilerinden Thrips tabaci
tarafindan patates bitkilerine tagindigimi vurgulamislardir.

TSWV benzeri simptom olusturan bitkiler fide dikim tarihlerine gore
smiflandirildiklarimda en ¢ok erkenci ve orta domates tarlalarmda bu simptomlarin
goriildiigii belirlenmistir. Ancak thripslerin yasam dongiisii ve bir yil i¢inde verdikleri
dol sayis1 dikkate alindiginda domates {iretim sezonu boyunca hastalikla
karsilagilabilecegi ongoriilmektedir. Ancak bu durum hem vektor bocek populasyonu
hem de ekolojik faktorlerle iligkilidir.

Tohum yoluyla yapilan tasima denemelerinde, basarili olunamamistir.
Ozellikle domates tariminda hibrit tohumlarin kullanilmas: ve her yil ekilen tohumlarmn
degistirilmesi tohum yoluyla tasinmayir Onemsiz kilmaktadir. Anonim (1970),
TSWV’nin tohum kabugunda tasindigini belirtmis ancak tasinma oraniyla ilgili
herhangi bir bilgi verilmemistir. Bu ¢alisma sonucunda TSWV’nin Canakkale yoresinde
varlig1 belirlenmis ancak infeksiyon oraninin ¢ok diisiik oldugu saptanmistir. Viriisiin
vektor boceklerle tasmiyor olmast ve vektor boceklerinde yorede bulunmasi hastaligin
her zaman potansiyel bir tehlike olusturdugunu gostermektedir. Hastalikla miicadelede
basarili olunabilmesi etkin bir strateji yonteminin gelistirilmesine baghdir.

ELISA ve DTBIA yontemlerinin basari ile kullanilarak TSWV’nin varliginin
belirlendigi bu calisma sonucunda, hastalikla miicadelede asagidaki oOnerileri
siralayabiliriz:

Tarlalarda hastaligin yayilmasii onlemek amaci ile kiiltiirel 6nlemler

alinmali,
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Viriis ve viriis benzeri hastaliklara karst  dayanikli sertifikali tohumluk

kullanilmali,

TSWV hastaligmin vektorii olan boceklerle kimyasal miicadele
yapilmali,

TSWV-vektor iliskilerine yonelik aragtirmalar yapilmali

Ureticilere viriis ve viriis benzeri hastaliklarla ilgili bir egitim programi
hazirlanmaly,

TSWV ile ilgili caligmalara devam edilmeli, diger sebzelerde de
hastaligin olup olmadig:1 belirlenmeli ve aralarindaki serolojik ve molekiiler iligkiler

ortaya ¢ikarilmalidir.
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OZET

CANAKKALE YORESINDE YETISTIRILEN DOMATESLERDE
DOMATES LEKELI SOLGUNLUK VIRUSUNUN SEROLOJIK VE
BIYOLOJIK YONTEMLERLE SAPTANMASI

Bu calisma, 2003-2004 yillar1 arasinda Canakkale yoresinde agik alanlarda
yetistirilen domates tarlalarinda TSWV’nin varhigmin belirlenmesi amaciyla
yiirtitiilmiigtir. TSWV’nin teshisinde serolojik yontemler ve biyolojik ydntemler
kullanilmistir.

Calismanin yapildigir 2003 yili i¢inde toplam 61 tarlada goézlem yapilmis, 24
tarlada TSWV tarafindan olusturulan simptomlara benzer simptom olusturan bitkilerden
toplam 127 6rnek alinmistir. Alinan 6rnekler hem ELISA hem de DTBIA yontemi ile
test edilmis ayrica DTBIA yonteminde siipheli olabilecek bazi orneklerde mekanik
inokulasyon ile de test edilmistir. Yapilan serolojik testler ve mekanik inokulasyon
caligmalar1 sonucunda 2003 yilinda 6rnekleme yapilan Canakkale yoresinde TSWV
infekteli bitkiye rastlanmamaistir.

2004 yilinda ise toplam 29 tarlada ornekleme yapilmis, 9 tarlada TSWV
simptomlarina benzer simptom gdsteren bitkilerden 73 6rnek alinmistir. Alinan 6rnekler
ELISA ve DTBIA yontemleriyle test edilmistir. Bu serolojik testler sonucunda 9 6rnek
TSWYV ile infekteli olarak bulunmustur. TSWYV ile infekteli (pozitif) olarak bulunan 9
ornekle yapilan mekanik inokulasyon caligmalarinda inokule edilen bitkiler iizerinde
hastaliga 6zgii tipik belirtiler gozlenmistir. Bu ¢alismada TSWV nin teshisinde DTBIA
yontemi basariyla kullanilmistir.

2003-2004 yillarinda Canakkale yoresinde yapilan bu ¢alismada TSWV’nin
infeksiyon orani ¢ok diisiikk (%1°den daha az) ¢ikmistir. Ayrica infekteli bitkilerin
cogunlugu (7 adet) Umurbey yoresinde saptanmistir.

TSWV benzeri simptom olusturan bitkiler fide dikim tarihlerine gore
smiflandirildiklarinda en ¢ok orta ve gecci domates tarlalarinda bu simptomlarin
goriildiigii belirlenmistir.

Bu calisma sonucunda TSWV’nin Canakkale yoresinde varligi belirlenmis
ancak infeksiyon orani c¢ok diisiik olarak bulunmustur. Viriisiin vektor boceklerle

taginiyor olmasi ve vektor boceklerinde yorede bulunmasi hastaligin her zaman
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potansiyel bir tehlike olusturdugunu gdstermektedir. Hastalikla miicadelede basarili

olunabilmesi etkin bir strateji yonteminin gelistirilmesine baghdir.
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SUMMARY

DETERMINATION OF TOMATO SPOTTED WILT VIRUS (TSWYV)
USING SEROLOGICAL AND BIOLOGICAL METHODS IN TOMATOES
GROWN IN CANAKKALE REGION

This study was carried out to determine presence of TSWV in tomatoes gown
in open fields during growing seasons of 2003 and 2004 in Canakkale Province. For
identification of TSWV, serological and biological methods were used.

In 2003, total 61 different fields were examined and 127 samples were taken
from 24 fields in where the plants showed the similar symptoms with TSWV. The
samples were tested using both ELISA and DTBIA test methods. In addition, some
suspicious samples from DTBIA were also tested by mechanical inoculation. According
to serological and mechanical inoculation tests, there was not any TWSV-infected plant
found in sampled area of Canakkale in 2003.

In 2004, sampling was carried out in 29 fields; the 73 samples were taken from
9 fields in where TSWV-like symptoms were observed. The samples were tested using
ELISA and DTBIA methods. Serological tests showed that 9 of 73 samples were found
to be TSWV-infected. From mechanical inoculation studies carried out with these 9
TSWV-infected plants, typical TSWV symptoms were observed on the inoculated
plants. In this study, DTBIA method was successfully used for identification of TSWV.

In this study conducted in Canakkale Province during 2003 and 2004, TSWV
infection rate (smaller than 1%) was very low. Moreover, most of the infected plants

(seven plants) were found in Umurbey Region.

When the plants showing TSWV-like symptoms are classified in terms of their
field transplant dates, the symptoms were mostly observed in medium and late tomato

fields.

As a result of this study, presence of TSWV in Canakkale Region was
determined, but infection rate was found to be very low. Transmission of the virus by
vector insects and presence of these vector insects in the region indicate that the disease
always has a potential treat for the region. It is necessary to develop an effective

strategy for combating with the disease.
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INDEKS

Kisaltmalar:

FAO
ABD
TSWV
DTBIA
™™V
VLP
BYMV
BoMV
CMV
AMV
PLRV
TRSV
PVA
ISNV
ToMV
PVX
PVY
ToRSV
ToAV

Adi:

Gida ve tarim orgitii
Amerika Birlesik Devleti
Domates lekeli solgunluk viriisii
Direkt doku boyama yontemi
Tiitlin mozaik viriisii

Viriis benzeri partikiiller
Fasulye sar1 mozaik viriisii
Bambu mozaik viriisii

Hiyar mozaik viriisii

Yonca mozaik viriisii

Patates leaf roll viriisii

Tiitiin halkali leke viriisii
Patates A viriisii

Impatiens nekrotik leke viriisii
Domates mozaik viriisii
Patates X viriisii

Patates Y viriisii

Domates halkali leke viriisii

Domates aspermy viriisii
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