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SAMSUN iLiNDE FARKLI KULTUR BiTKiLERINDE
DOMATES LEKELi SOLGUNLUK VIiRUSU (TSWV)’NUN BULASIKLIK
DURUMUNUN BELIiRLENMESI VE BAZI TiCARi DOMATES CESITLERINDE
DAYANIKLILIGI KIRAN TSWV VARYANTLARININ ARASTIRILMASI

0z

Bu calismada, Samsun’un Bafra, Carsamba, Alacam, Vezirkoprii ve Tekkekoy
ilcelerindeki domates, biber ve tiitiin alanlarindan 2008 yilinda 414 adet 6rnek toplanmis
ve ornekler Domates lekeli solgunluk viriisii (Tomato spotted wilt virus; TSWV) poliklonal
antiserumu  kullanilarak DAS-ELISA (Double antibody sandwich-enzyme linked
immunosorbent assay) yontemi ile test edilmistir. Test edilen 6rneklerin 28 (% 6.8)’inin
TSWYV ile enfekteli oldugu belirlenmistir. Viriisiin il¢elere gore bulagiklik oran1 Alagam’da
% 21.2, Vezirkopri’de % 9.6, Carsamba’da % 7.5 ve Bafra il¢esinde % 6.3 olarak tespit
edilirken, Tekkekoy ilcesinden alinan hicbir 6rnekte TSWV enfeksiyonu saptanmamaistir.
Surveyler sirasinda toplanan tiitiin 6rneklerinin % 39.4’1i, domates orneklerinin % 35.6s1,
biber 6rneklerinin % 25’1 TSWYV ile bulasik olarak tespit edilmistir.

ELISA testi sonucuna gore biber, tiitiin ve domates Orneklerine ait ve yiiksek
absorbans degerlerine sahip birer TSWYV izolat1 [sirasiyla Ba-Ag-Bi (1), Al-Ka-Tii (1), Ba-
Gii-Do (1)] secilerek, konukcu reaksiyonlarina gore izolatlarin biyolojik olarak ayriminda
ve dayamiklilhk c¢aligmalarinda kullanilmistir. Secgilen 3 izolatin bazi bitkilerde
olusturduklar1 simptomlara gore, biyolojik olarak birbirinden farkli oldugu belirlenmistir.

TSWV’ye kars1 dayaniklilikta rol oynayan Sw-5 genini icerdigi belirlenen Esin F1,
Logero RZ F1, Swanson F1 ve Petek F1 domates ¢esitleri ve kontrol olarak hassas oldugu
bilinen Falcon ¢esidi kullanilarak domateste dayamikliligi kiran TSWV varyantlarinin
Samsun ilinde bulunup bulunmadigr arastirnllmistir. Bu ¢esitlere ait bitkiler, Ba-Ag-Bi (1),
Al-Ka-Tii (1), Ba-Gii-Do (1) izolatlar ile ayr1 ayr1 mekanik olarak inokule edilmisler ve 25
giin sonra ELISA ve RT-PCR ile test edilmiglerdir. Al-Ka-Tii (1) izolatinin Esin F1
cesidinde, Ba-Gii-Do (1) izolatinin ise Logure RZ F1 ve Petek F1 c¢esitlerinde

dayanikliligin kirilmasina sebep oldugu saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: TSWYV, tiitiin, biber, domates, dayaniklilik, Sw-5
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DETERMINATION OF TOMATO SPOTTED WILT VIRUS (TSWYV)
INCIDENCE IN VARIOUS CROPS GROWN IN SAMSUN PROVINCE
AND INVESTIGATION ON RESISTANCE-BREAKING VARIANTS OF TSWV
ON SOME COMMERCIAL TOMATO CULTIVARS

ABSTRACT

In this study 414 pepper, tomato and tobacco samples were collected during
surveys conducted in Alacam, Bafra, Carsamba, Vezirkoprii and Tekkekoy districts of
Samsun province in the 2008 growing season and tested by DAS-ELISA (Double
Antibody Sandwich-Enzyme Linked Immunosorbent Assay) using the polyclonal
antiserum of Tomato spotted wilt virus. The results of ELISA tests showed that a total of
twenty eight samples (6.8%) were infected with TSWV. Incidences of TSWV infection
were 21.2 % in Alacam, 9.6 % in Vezirkoprii, 7.5 % in Carsamba, 6.3 % in Bafra districts,
but none of the samples collected from Tekkekdy district were found to be positive for
TSWV. The percentages of TSWV infection in tobacco tomato, pepper samples collected
during surveys were 39.4%, 35.6% and 25%, respectively.

Three TSWV isolates [Ba-Ag-Bi (1), Al-Ka-Tii (1), Ba-Gii-Do (1) belonging to
pepper, tobacco and tomato, respectively], which had higher absorbance values in ELISA
tests, were selected to inoculate indicator plants and tomato cultivars for host reactions and
resistance tests. It was found that these three isolates differ in biological characteristics in
respect to their symptom occurrence in some test plants.

Tomato varieties (Esin F1, Logero RZ F1, Swanson F1 and Petek F1) containing
resistance gene “Sw-5" were used to investigate whether TSWYV isolates determined in
Samsun province were resistant-breaking variants or not. Three seedlings of each tomato
cultivars were mechanically inoculated with Ba-Ag-Bi (1), Al-Ka-Ti (1), Ba-Gii-Do (1)
isolates separately and tested by ELISA and RT-PCR 25 days after inoculation. The
TSWYV isolate named Al-Ka-Tii (1) was found to break resistance in Esin F1, and the other
isolate, Ba-Gii-Do (1) in Logure RZ F1 and Petek F1 cultivars.

Key Words: TSWYV, tobacco, pepper, tomato, resistance, Sw-5
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1. GIRIS

Sebzeler icerdikleri protein, karbonhidrat, mineral madde ve vitaminler
yOniinden besleyici 6zelligi sebebiyle insan viicudu ve saglig1 acisindan oldukca dnemli
bir yere sahiptir (Vural ve ark., 2000). Kiiltiir sebzeleri yetistiriciligi acisindan c¢ok
zengin bir iilke olan Tiirkiye, sebze tarimi i¢cin uygun bir ekolojiye sahiptir. Diinya’da
sebze iireten lilkeler arasinda Cin ve ABD’den sonra Tiirkiye 3. sirada yer almaktadir
(FAO, 2007). Diinya’da ve iilkemizde en fazla iiretimi yapilan sebze tiirii ise domates
(Lycopersicon esculentum Mill.)’tir (Abak ve ark., 2000). FAO’nun 2007 yili1 sebze
tiretimi verilerine gore Diinya’da yaklasik 4.626.232 ha alanda 126.246.708 ton
domates iiretimi yapilmaktadir. Tiirkiye’de ise 2007 yili verilerine gore yaklasik
270.000 ha alanda ve 9.919.673 ton domates iiretilmistir (FAO, 2007).

Domates’in anavatani Orta ve Giliney Amerika’dir ve sistematik olarak
Tubuflora (Personata) takiminin Solaneceae familyasinin Lycopersicon cinsinde yer alir
(Giinay, 1992). Su icerigi % 94 ve kuru madde igerigi % 6 olan domates bitkisinde kuru
maddenin % 4’ii karbonhidrat, % 0.81 protein, % 0.2’ si yag ve kalan kismu1 ise vitamin
ve minerallerden meydana gelmektedir. Domates meyvesinde protein, A, B1, B2 ve C
vitaminleri, potasyum, fosfor, magnezyum, kalsiyum ve demir elementleri
bulunmaktadir (Abak ve ark., 2000). Kullanim alan1 oldukc¢a genis olan domates taze
olarak tiiketiminin yanisira, salata, salca, ketcap ve tursu seklinde de kullanilmaktadir
(Giinay, 1992; Vural ve ark., 2000). Kanser riskini azaltan bir antikanserojen likopen
antioksidani icermekte olan domates, kani durultup iire mitarim1 diisiiriir, viicudu
genclestirerek kalp, karaciger, bobrek bozukluklari igin fayda saglar. Ulkemizde
domates iiretiminin % 73l taze ve % 25’1 salca olarak tiiketilirken % 2’si de yurt disina
ihra¢ edilmektedir (Abak ve ark., 2000).

Domatesin iiretiminde bazi1 hastalik ve zararlilar ekonomik olarak Onemli
kayiplar meydana getirmektedir. Viriisler domates iiretiminde verim kaybina sebep olan
hastalik etmenleri arasinda ilk sirada yer almaktadir. Diinya’da yaklasik 40 viriis tiirii
domateste enfeksiyon olusturmaktadir (Polston ve Anderson, 1997). Viriisler; mekanik
olarak bitki 6z suyu ile vektorler araciligiyla ve enfekteli iiretim materyalinin
kullanilmas1 nedeniyle tarim alanlarinda kolayca yayilmaktadir. Bu nedenle viriis

hastaliklar1 ile etkili bir miicadele zordur. Domates yetistirilen alanlarda en fazla iiriin



kaybina sebep olan viriislerin basinda Domates lekeli solgunluk viriisii (Tomato spotted
wilt virus: TSWV) gelmektedir (Goldbach ve Peters, 1994).

TSWYV, Diinya’da ilk olarak 1915 yilinda Brittlebank tarafindan Avustralya’da
tespit edilmistir (Murphy ve ark., 1995; Adkins, 2000). Avrupa ve Akdeniz iilkelerinde
Al karantina listesinde olan TSWV (Griep ve ark., 2000), ekonomik olarak ciddi
kayiplara yol agmasi sebebiyle Tiirkiye’de i¢ ve dis karantinaya tabi viriis etmenleri
arasinda yer almaktadir.

TSWYV, on farkli trips (Insecta; Thysanoptera; Thripidae) tiirii tarafindan
propagatif (vektor biinyesinde ¢cogalma 6zelligi) olarak tasinir (Whitfield ve ark., 2005).
TSWV’nin Diinya’da farklh kiiltiir bitkilerinde 1 milyar ABD dolarindan fazla kayip
meydana getirdigi tahmin edilmektedir (Griep ve ark., 2000). Cok genis bir konuk¢u
cevresi olan TSWV, monokotiledon ve dikotiledon 6zellikte 80 familyaya ait 1100’den
fazla bitki tiirtinii enfekte etmektedir. Tropik ve subtropik bolgelerde yetistirilen bir¢ok
sebze, meyve, siis bitkisi ve bazi yabanci otlar TSWV’ye hassastir (Peters, 2004; Griep
ve ark., 2000; Chatzivassilliou ve ark., 2001; Momol ve ark., 2002).

Hem viriis hem vektoriin konukc¢u cevresinin genis olmasindan dolay1
TSWV’nin kontrolii olduk¢a zordur (Yudin ve ark., 1986; Edwardson ve Christie,1986).
TSWV enfeksiyonunun kontrolii icin dayaniksiz olmayan iiriinlerde rotasyon veya
yabanci ot konukc¢ularinin doniisiimlii olarak ortadan kaldirilmas: gibi kiiltiirel onlemler
miicadelede etkiye sahip degildir. Diger yandan farkli iirtinlerde de TSWV
enfeksiyonunu azaltmak icin trips kontroliinde insektisit uygulamasi, cok etkili
olmamaktadir (Cho ve ark., 1989; Todd ve ark, 1994).

Viriis epidemisini azaltmak i¢in en etkili yontem dayanikl ¢esit kullanmaktir (De
Haan ve ark., 1996; McPherson ve ark., 1992). TSWV’ye dayanikli domates cesitlerinin
gelistirilmesinde Lycopersicon peruvianum en iyi kaynak olarak goriilmektedir (Rosello
ve ark., 1998). Lycopersicon esculentum ve L. peruvianum cesitlerinin melezlenmesi
sonucu farkli TSWV izolatlarina dayanikli Stevens adi verilen domates ¢esidi elde
edilmistir (van Zijl ve ark., 1986). Stevens cesidinin TSWV’ye dayaniklilikta rol
oynayan Sw-5 dayanmiklilik genini icerdigi tespit edilmistir (Stevens ve ark., 1992; Cho
ve ark., 1996). Giiniimiizde dayanikli olan bu ¢esidin kullanilmasiyla viriisiin neden
oldugu ekonomik kayiplar azaltilabilmektedir.

Daha sonralar1 yapilan bazi1 ¢alismalarda TSWV’nin domateste (Aramburu ve

Marti, 2003) ve biberde dayaniklilik geninin etkisini yitirmesine sebep olan yeni irklari



(strainleri) belirlenmistir. Ancak biberdeki dayanikliligi kiran irklar dayanikli domates
varyetelerinde, yine domateste dayanikliligi kiran irklar ise biberde enfeksiyona sebep
olmamustir. Bu durum dayaniklilik ile ilgili domateste Sw-5 lokusunun, biberde ise Tsw

lokusunun farkli 6zelliklere sahip olduguna isaret etmistir (Roggero ve ark., 2002).

Tiirkiye’de tiretimi yapilan domatesin % 5’°lik boliimii (7.000 ha ekilis alam ve
371.000 ton iiretim miktar1) Samsun ilinde 6zellikle Bafra ve Carsamba ovalarinda
yetistirilmektedir (Samsun 11 Tarim Miidiirliigii 2007 verileri). Bolgede domates
bitkisinde yapilan bir ¢calismada TSWYV bulagiklik oraninin 2002 yilinda % 14.6, 2003
yilinda ise % 18.11 oldugu belirlenirken TSWV’nin domates bitkilerinde % 95.5
oraninda pazarlanabilir deger kaybina, % 42.14 oraninda verim kaybina sebep oldugu
belirlenmistir (Sevik, 2007). Ancak, Samsun ilinde TSWV’nin degisik kiiltiir
bitkilerinde farkli streynlerinin veya varyantlarinin enfeksiyon olusturup olusturmadigi
ve bunlara kars1t TSWV’ye dayanikli oldugu bilinen bazi ticari domates cesitlerinin
reaksiyonu bilinmemektedir. Bu calismanin ilk asamasinda Samsun’da yetistirilen farkli
kiiltiir bitkilerinde (domates, biber ve tiitiin), TSWV’nin bulasiklik durumunun
belirlenmesine ve elde edilen TSWYV izolatlarinin biyolojik olarak ayrimina
calistimistir. Daha sonra TSWV’ye dayanikli ticari domates c¢esitlerinde, calisma
sirasinda elde edilen bu izolatlarin sistemik enfeksiyon olusturup olusturmadigi
arastirtlmig ve dayaniklilik kirict TSWV strainlerinin veya varyantlarinin bolgede

varlig1 konusunda ilk bulgulara ulagilmasi1 amag¢lanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

TSWYV, taksonomik olarak boceklerde ve omurgali hayvanlarda enfeksiyon

olusturan RNA viriislerinin yogun olarak bulundugu Bunyaviridae familyas: icinde yer

alan (Bunyavirus, Phyleboviriis, Nairovirus, Hantavirus ve Tospovirus) Tospoviriis

cinsine ait bir viriistiir. Bu familyada yalnizca Tospoviriis cinsi bitkilerde enfeksiyon

olusturan viriis tiirlerini icermektedir (Uhrig ve ark., 1999; Adkins, 2000; Thomas-

Carroll ve Jones, 2002). Onbes viriis tiiriiniin yer aldig1 bu viriis grubunda (Cizelge 2.1)

tarimsal iirlinlerde en tahripkar olani, TSWV (German ve ark., 1992)’dir. Vektoriin trips

aracilig ile genis alanlara tasinmasi bu viriisiin 6nemini bir o kadar daha artirmistir.

Bolgelere gore degismekle birlikte en etkili vektorii Frankliniella occidentalis’dir

(Ullman ve ark., 1992).

Cizelge 2.1. Tospoviriis Cinsine Ait Bitki Viriis Tiirleri

No | Viriis Ad1
1 Domates Lekeli Solgunluk Viriisii | Tomato spotted wilt virus TSWV
2 | Impatiens nekrotik leke viriisii Impatiens necrotic spot virus INSV
3 | Karpuz giimiisi mozayik viriisii Watermelon silver mottle virus | WSMV
4 | Karpuz tomurcuk nekroz viriisii Watermelon bud necrosis virus | WBNV
5 | Kavun sari leke viriisii Watermelon yellowspot viriis MYSV
6 | Domates klorotik leke viriisii Tomato chlorotic spot virus TCSV
7 | Biber kloroz viriisii Capsicum chlorosis virus CaCV
8 | Kabak oldiiriicii kloroz viriisii Zucchini lethal chlorosis virus | ZLCV
9 | Yerfistig1 halkali leke viriisii Groundnut ringspot virus GRSV
10 | Yer fisti§1 tomurcuk nekroz viriisii | Peanut bud necrosis virus PBNV
11 | Yer fistig klorotik viriisii Peanut chlorotic fan virus PCFV
12 | Yer fistig1 sar1 leke viriisii Peanut yellow spot virus PYSV
13 | Siisen sar1 leke viriisii Iris yellow spot virus IYSV
14 | Krizantem gévde nekroz viriisii Chrysanthemum stem necrosis | CSNV
virus
15 | Fenerotu siddetli mozayik viriisii Physalis severe mottle virus PSMV

TSWYV partikiilleri (virionlar1) 80-120 nm c¢apinda ve kiiresel goriiniimlidiir
(Sekil 2.1), yapisinda % 5 niikleik asit (RNA), % 70 protein, % 20 lipit ve % 5
karbonhidrat bulunmaktadir (Kormelink, 2005).
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Sekil 2.1 TSWV’nin elektronmikroskop goriintiisii
(http://www.jppn.ne.jp/fukuoka/wadai/tswv/1b.jpg) (05.05.2008)

TSWV genomu negatif veya “ambisense” tek sarmal RNA (ssRNA)’dan
olusmaktadir (Adkins, 2000). TSWV genomu, 3 ayr1 segment (genomik parca)
icermektedir. Bunlar;

a.) LRNA (9 kb)

b.) MRNA(4.8 kb)

c.) SRNA (3 kb) olarak adlandirilmaktadir (Tsompana ve ark., 2005) (Sekil 2.2
ve Sekil 2.3).

a) LRNA: Negatif polariteye sahip olan bu molekiil, cRNA (komplementer RNA)‘y1
olusturduktan sonra enfekteli hiicrelerde replikasyondan sorumlu viral RNA-dependent-
RNA polimeraz (RdRp) enzimi olarak gorev yapan bir protein sentezlemektedir. Bu
proteinin biiyiikliigii 331.5 kDA’dur (Chapman ve ark., 2003; Whitfield ve ark., 2005).
b) MRNA: Bu molekiil ambisense 6zellikte olup, 6nce ¢ogalip pozitif kopyasin1 yapip
daha sonra negatif polaritede kendi orijinal molekiiliinii olustururken ayn1 zamanda 33.6
kDA’luk partikiil yapisinda yer almayan, ama viriisiin foksiyonel proteinlerinden biri
olan (NSm) (+) proteinini kodlar. Bu protein viriisiin hiicreden hiicreye tasinmasini
saglar. Ayrica, MRNA molekiili G1 (=Gc) ve G2 (=Gn) membran proteinlerini
olusturan 127.4 kDA’luk bir proteini kodlamaktadir. G1 (=Gc) ve G2 (=Gn) proteinleri
virionun hem bitkide, hem de viriisiin vektorii olan trips biinyesinde lokalizasyonunda
ve ¢cogalmasinda onemli bir rol oynamaktadir (Takeda ve ark., 2002; Kormelink ve ark.,
1992; Snippe ve ark., 2007).

¢) SRNA: MRNA gibi ambisense 6zelliktedir ve RNA susturulmasinin (RNA silencing)

baskilanmasinda etkili olan 52.4 kDa’luk (NSs) (4+) proteini ve ayrica viriisiin yasam



dongiisiinde ©nemli olan 29 kDA’luk kilif proteini (N)'nin sentezlenmesini

saglamaktadir (Griep ve ark., 2000; Pappu ve ark., 2000: Tsompana ve ark., 2005).

LRNA —— RdRp
+ —
MRNA ooz |—
+ —_
S RNA MSs M

Sekil 2.3. TSWV’nin genomik organizasyonu (Tsompana, 2005)

TSWV’nin konukcgular1 arasinda domates, biber, patlican, marul, yer fistidi,
kabakgiller (hiyar, kavun, karpuz), enginar gibi {iriinler, siis bitkileri ve bazi yabanci
otlar yer almaktadir (Marchoux ve ark., 1991). Siis bitkisi olarak Chrysanthemum
konukcular1 arasindadir. TSWV, Japonya’da krizantem iiretimini sinirlayan en onemli
faktorlerden birisidir (Matsura ve ark., 2002).

TSWV’nin  konukgularinin  ¢ogu  Astreacea, Solanecea ve Fabaceae
familyalarinda yer almaktadir (Herrero ve ark., 2000). Yabanci otlar ise hem viriise,
hem viriis vektorii tripslere konukculuk yaparak hastaligin daha genis alanlara
yayilmasina neden olmaktadir (Wilson, 1998). Bu nedenle kiiltiir bitkilerinin bulundugu
alanlarda yabanci ot populasyonunun azaltilmast hastalikla miicadelede Onemlidir
(Chatzivassilliou ve ark., 2001). TSWV’nin bilinen baglica yabanci ot konukculari;

Dendranthema, Amaranthus spp., Galinsoga spp., Plantoga rugelii, Cerastium



vulgatum, Cardamine hirsuta, Geranium carolinianum, Polygonum lapathifolium,
Solanum nigrum, Stellaria media, Conyza bonariensis, Portulaca oleracea, Ranunculus
spp. Senecio vulgaris, Taraxacum officinale, Datura stramonium, Lactuca florida,
Sonchus spp., Sonchus oleraceous (Johnson ve ark, 1995; Finetti Sailer ve ark.,
2002;Groves ve ark., 2002)’dur .

Yunanistan’in kuzey bolgesinde 2007 yilinda tiitiin alanlarindan TSWV’yi tasiyan
vektor Trips tabaci ornekleri alinmig ve viriisiin bu vektor aracilig ile Amaranthus
retreflexus (Amaranthaceae), D. stramonium, S. nigrum (Solaneceae) ve S. oleraceus
(Asteraceae) gibi yabanci otlarda tasinma oranlarindaki farkliligi tespit etmek amaciyla
bu bitkilere beslenmeleri i¢in birakilmistir. Calisma sonucunda TSWV‘yi tasiyan
tripslerin viriisii farkli oranlarda S. nigrum (% 17.5), L. serriola (% 16.3), S. oleraceus
(% 14.3) bitkilerine tasiyabildigi tespit edilmistir (Chatzivassilliou ve ark., 2007).

Italya’da yapilan bir calismada, domates, biber, patlican, ve marul gibi 6nemli
kiiltiir bitkileri ile D. Stramonium ve S. oleraceus yabanci otlarindan TSWYV siiphesi
gosteren ornekler toplanmis ve reverse transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) yontemine tabi tutularak bu orneklerde TSWV enfeksiyonu saptanmistir (Finetti
Sailer ve ark., 2002).

Ispanya’nin kuzey dogusunda 1992 ve 1993 yillar siiresince toplam 51 yabanci
ot tiirii toplamis ve bu orneklerin 25 tiirlinde Cucumber mosaic virus (CMV) tespit
edilirken, 15 tiirtinde ise TSWV oldugu saptanmistir. TSWV ile enfekteli belirlenen
yabanci otlar; Convolvulus arvensis, Malva sylvetris ve Sonchus tenerrimus olarak
tespit edilmigstir (Lavinia ve ark., 1996).

TSWYV, Meksika’da birkag iiriinde tomatillo, Physalis ixocarpa, domates, tiitiin,
biber ve krizantem bitkilerinde tespit edilmistir (Ochoa ve ark., 1996).

2001 yilinda Bulgaristan’da yapilan ¢alismada domates, biber, tiitiin ve siis
bitkileri ve yabanci otlardan alinan Orneklerde ELISA uygulamast sonucu TSWV
izolatlar1 belirlenmistir (Hristova ve ark., 2001).

Avustralya’da marul iiretim alanlarindan toplanan marul 6rnekleri ile 18 farkl
tiirden yabanci ot ornekleri toplanmis ve bu bitkilere ELISA testi uygulanmistir. Test
sonucunda yabanci otlarda TSWV enfeksiyonuna rastlanmistir. Bu tiirler arasinda
Arctotheca calendula, Brassica rapa, S. oleraceus, Trifolium spp., Capsella bursa-
pastoris, Erodium moschatum, Malva sylvestris, Medicago polymorpha, Rumex spp.,

Solanum nigrum yer almaktadir (Wilson, 1998).



2005 yilinda Samsun ve cevresinde yapilan siirvey calismasinda biber ve bazi
yabanci otlardan Ornekler toplanmis ve bu orneklerden A. retroflexus ve Hibiscus
trionum bitkilerinde TSWYV tespit edilmistir. (Arli S6kmen ve ark., 2005).

Denizli ilinde 2005-2006 yillarinda yapilan calismada bazi yabanci otlarda ve
serada yetistirilen domateste TSWV varlig1 belirlenmistir. Calismada 71 yaprak ve 7
meyve Orneginde ELISA ile TSWYV saptanmustir. Daha sonra virlis izolatlar1 N. rustica,
N. glutinosa ve D. stramonium test bitkilerine inokule edilmis ve bu bitkilerin inokule
edilen yapraklarinda klorotik, nekrotik ve halkali lekeler sistemik olarak mozayik,
yaprak deformasyonu ve nekrotik alanlar olustugu bildirilmistir (Ozdemir ve ark.,

2007).

2.1. TSWV’nin Simptomlari

TSWV’nin olusturdugu simptomlar, bitkinin hassasiyetine, tiir ve c¢esidine ve
ekolojik sartlara bagli olarak farklilik gostermektedir. Ayrica, simptomlarin goriintiisii
ve siddeti; bitkinin gelisme donemine, yasina ve viriis irkina bagh olarak farklilik
gostermektedir (German ve ark., 1992; Soler ve ark., 1998; Mau ve Martin, 2007).
Etmen nekroz, kloroz, geriye dogru oliim, bogum aralarinda kisalma, mozayik,
konsantrik halka lekeler ve yapraklarda sekil bozuklugu gibi belirtilere neden

olmaktadir (Mumford ve ark., 1996).

2. 1.1. TSWV’nin Domatesteki Simptomu:

Yapraklar iizerinde 6nce kahverengi daha sonra bronz rengine doniisen lekeler
olusmaktadir (Sekil 2.4). Bazen bronzluk nekroza doniiserek bitkiyi kurutabilir.
Yapraklar asagi ve ice dogru kivrilir ve kirilgan bir yap1 alir. Yaprak sapinda, govdede
ve yeni gelisen siirgiinlerde koyu kahverengi cizgiler gozlenirken, siirgiin uclarinda
geriye dogru 6liim, bitkide bodurlagsma ve solgunluk meydana gelmektedir. Meyveler
tizerinde cok sayida i¢ ice gecmis, merkezi kabarik olan halkali lekeler goriilmektedir.
Enfeksiyondan sonra ise olgunlasmamus, yesil renkli meyvelerde sekil bozuklugu ve i¢
ice gecmis yuvarlak lekeler goriiliir. Olgunlasmis meyvelerde ise ¢ok sayida konsantrik
ve etraf1 sar1 renkte olan daire seklinde lekeler olusur (Roja ve ark., 1997; Aramburu ve

ark., 2000; Sevik, 2007).



Sekil 2.4. TSWV’nin domates yapragindaki (A) ve meyvesindeki (B) simptomu
(http://edis.ifas.ufl.edu/pp134) (22.04.2008)

2.1.2. TSWV’nin Biberdeki Simptomu:

Bitkinin tiimiinde genel bir bodurluk ve sararma ile solgunluk en tipik belirtisidir.
Yapraklarda, klorotik cizgili lekeler ya da nekrotik lekeler dikkati c¢eker. Tepe
siirgiinlerde beneklenmelerle birlikte oliimler meydana gelmektedir. Olgun meyvede
konsantrik sar1 halkali noktalar veya nekrotik cizgiler gozlenirken meyvede sar1 ve

konsantrik lekeler olusmaktadir (Sekil 2.5) (Zitter ve ark., 1989 ).

Sekil 2.5. TSWV’nin biber meyvelerindeki simptomu

A) http://www.plantmanagementnetwork.org/pub/php/brief/2003/pepper/image/
jalapenolsm.jpg (01.05.2008)
B) http://www.scielo.cl/fbpe/img/agrtec/v65n3/at01img04.jpg (01.05.2008)
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2. 1. 3. TSWV’nin Maruldaki Simptomu:

Bitkinin tek tarafindaki yapraklarda, klorotik kahverengi beneklenmelerle baslar
ve renk degisimleri gobekteki yapraklara kadar yayilir (Sekil 2.6). Bitki de tek tarafh
gelisme meydana getirerek sebzeden iiriin alinamayacak kadar zarar verir (Gracia ve

ark., 1999).

Sekil 2.6. TSWV’nin maruldaki simptomu
(http://193.209.42.51/data/kso/Kasvintarkastus/Kasvintuhoojat/tswv_salaatti.jpg)
(05.05.2008)

2.1.4. TSWV’nin Yerfistigindaki Simptomu:

TSWV yer fistiginda ¢ok degisik belirti olusturmakla birlikte infekteli bitkiler
tizerindeki yapraklarda genel olarak es merkezli halkalar seklinde goriiliir. Bitki
bodurlasir, gen¢ yapraklarda halkalar ve benekler olusur. TSWV bazi durumlarda,
enfekteli bitkide ©liime neden olabilir. Bitki iizerinde sonradan olusan yapraklar,

genellikle normalden kiiciiktiir ve kloroz /beneklenme goriiliir (Oztiirk, 2007).

2. 1.5. TSWV’nin Siis Bitkilerindeki Simptomu:

Tiire bagli olarak belirtiler farklilik gosterir. Govdede siyah ¢izgiler ve solgunluk
tipik belirtisidir. Biiyiimeyi engelleyen yaprak mozayikleri ve beneklenmeler seklinde
simptomlarla klorotik lekeler, yaprakta renk bozulmasi, yaprak ve govde nekrozlari,
bitkinin genelinde sekil bozuklugu ve damar acilmasi goriiliir (Sekil 2.7). TSWV ile

bulasik alanlardan iiriin almak miimkiin olmamaktadir (Matsura ve ark., 2002).



11

Sekil 2.7. TSWV’nin begonyada (A) ve krizantemdeki (B) simptomu
A.) http://www.hort.uconn.edu/ipm/greenhs/pics/begonia.jpg (05.05.2008)

B.) http://www.defra.gov.uk/planth/pestpics/tswv.jpg.(05.05.2008)

2.2. TSWV’nin Tasinmasi

TSWV, Tripsle (dogada) ve mekanik olarak (laboratuar sartlarinda)
taginmaktadir. Tripsler emgi yaparak bitkinin klorofil yapilarin1 bozmalarinin yani sira
viriislere vektorlik ederek de zarar yapmaktadirlar. TSWV’nin ¢ok diisiik oranda
tohumla tagindigina dair eski kaynaklarda bazi bilgiler olsa da giiniimiizde bu bilgi pek
kabul gormemektedir (http://www.dpvweb.net/dpv/showdpv.php?dpvno=412).

2.2.1 Tripslerin Biyolojisi

Tripsler, Tysanoptera takiminin Thripidae familyasinda yer alip, bircok bitkide
(kavun, karpuz, fasulye, biber, bamya, yerfistifi, sogan ve sarimsak gibi)
beslenmelerinden dolayr polifag bocekler olarak adlandirilmaktadir (Uygun, 2006).
Viicutlart uzun ve oval yumurtalar1 beyaz renkli, disiler 0.9-1 mm boyunda olup
erkeklerden daha uzundurlar. Gelismelerini yumurta, 1. ve 2. larva, pupa ve ergin olarak
4 donemde tamamlamaktadirlar (Ohnishi ve ark., 2001). Sicakliga bagli olarak
yumurtadan ergin hale gecinceye kadar 20-30 giin siire ge¢gmektedir (Sherwood, 2005).
Subat sonundan itibaren populasyon artig1 baglayan tripsin yasam siiresi 20-40 giin’diir.
Kis1 genellikle pupa olarak bitki artiklar1 arasinda gecirirken nadiren kisin larva olarak

da bulunurlar. Disiler yumurtalarini bitki dokusu i¢ine teker teker birakir ve bir diginin
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80 yumurta biraktifi gozlenmistir. Partenogenetik olarak cogalabildikleri icin erkek
birey olmamas: iiremelerini engellemez (Demirsoy, 1990). Yilda 3-6 dol verip kisa
siirede populasyonunu arttiran tripslerin yasamalar1 i¢in ideal sicaklik 25-27°C dir
(Murphy ve ark., 2004). Tripslerin canli kalma oranin1t TSWYV izolati, konukcu bitki
tiirli ve sicaklik etkilemektedir (Stumpf ve Kennedy, 2005).

2.2.2. Trips-Tospoviriis Iliskisi

Tripsler bircok bitkide bitki 6zsuyunu emerek klorofil yapisina zarar vermesinin
yant sira vektor olarak viriis tasinmasina neden olmaktadir. TSWV, on trips tiirii
tarafindan tasinabilmektedir (Tsompana ve ark., 2005, Ullman ve ark., 2002; Mound,
2001) (Cizelge 2.2). Daha sonra yapilan calismalar ile F. tenuicornis Uzel ve Scirtotrips
dorsalis Hood.”in TSWV’nin vektorleri olarak rapor edilmis olsalar bile deneysel olarak
yapilan calismalarda TSWV’yi F.occidentalis ve T. tabaci gibi tasiyamadigi tespit
edilmistir (Ullman ve ark., 1997). Yapilan baska bir ¢alisma ile TSWV’nin, F. gemina
ile de tasinabildigi tespit edilmistir (De Borbon ve ark., 2006). Viriisiin trips tarafindan
kazanilmasinda virionda yer alan GP proteinleri gorev yapar (Sherwood, 2005).
TSWV’nin bitkiden bitkiye tasinmasinda etkili olan tripsler viriisii yalnizca 1. larva
donemindeyken 15-30 dakikalik bir beslenme siiresi sonunda kazanmakta, 2. larva
ve/veya ergin donemdeyken viriisiin saglikli bitkilere bulastirilmasi gerceklesmektedir
(Sekil 2.8) (Nagata ve ark., 2002). Erginlerde viriis bulastirma yetenegi daha ¢ok
gelismistir (Wijkamp ve Peters, 1993; Sadof ve Cloyd, 1993). Vektor biinyesine alinan
viriis once bagirsak hiicrelerine gecerek replike olmakta ve daha sonra salgi kanallarina
taginmaktadir. Erginlerde orta barsak duvarmin kalinligi, viriisiin vektor biinyesinde
gecisine engel oldugu icin TSWYV sadece 1. larva doneminde kazanilmaktadir (German
ve ark, 1992). Trips konukcu bitkide beslenirken tasidigi viriisii tiikriik bezlerinden
gelen salgiyla birlikte disar1 atmakta ve bulastirma gerceklesmektedir. Viriisiin ergin

tripsin yumurtasina gegme durumu yoktur (Sherwood, 2005).
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Cizelge 2.2 TSWV’yi Tasiyan Trips Tiirleri

Trips tiirleri Tospoviriis
F. occidentalis Pergande TSWV
F. schultzei Trybom TSWV
F. fusca Hinds TSWV
F. intonsa Trybom TSWV
T. tabaci Lindeman TSWV
T. setosus Moulton TSWV
T. palmi Karny TSWV
S. dorsalis Hood TSWV
F. bisipinosa Morgan TSWV
F. gemina TSWV

2000 yilinda Nagata tarafindan yapilan bir ¢alismada, F. occidentalis’in TSWV
ile enfekteli petunya bitkisinde beslenmesinin ardindan vektor biinyesinde viriisiin hangi
asamalardan gectigi incelenmis, larvanin 24 saatlik beslenmesinin ardindan midede
epitel hiicrelerde % 83.3 oraninda, 24-96 saatlik beslenmeden sonra hem midede hem
epitelyum hiicrelerinde, 96 saatlik bir beslenmenin ardindan ise % 97.1 oraninda mide
epitelyum ve kas hiicrelerinde bulundugu tespit edilirken, ergin bireylerde beslenmenin
ardindan ise TSWV % 100 oraninda midede saptanmistir (Nagata ve ark., 2002). Bir
bitkinin TSWYV ile enfekteli olabilmesi icin tripsin bitkide en az 5 dk emgi yapmasi
gerekmektedir. Tripsin prepupa ve pupa doneminde gomlek degistirmesi sirasinda
meydana gelen epitel kayip nedeniyle trips biinyesinde viriis konsantrasyonu azalmakta

ve sadece enfekteli doku ile smirli kalmaktadir (Mumford ve ark., 1996).
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TSWV vektor trips tarafindan tasinarak bir ¢ok iilkede salgin hale gelmistir.

Ispanya’da domates, biber ve marul alanlarinda iiretimi 6nemli derecede sinirlayan
TSWYV, temel vektor olan F. occidentalis tarafindan {iiriinlerde 6nemli kayiplara neden
olmustur (Lavina ve ark., 1996).

TSWV’nin en oOnemli vektorii olan F. occidentalis, ilk kez 1989 yilinda
Macaristan’da saptandiktan sonra ¢ok kisa siirede iilkede seralarda yayilim gostermis ve
bir ¢ok bitkinin meyvesinde onemli derecede zararlara neden olmustur (Hatalo ve Kiss,
2008)

1987-1988 yillar1 arasinda F. occidentalis, Finlandiya’da salgin hale gecerek
ozellikle 1987 yilinda Agustos ayinda sorun olusturmustur. Daha sonra vektore karst
yapilan biyolojik calismalar ile vektor populasyonunun azaldigi tespit edilmistir
(Rautapoa, 2008).

1991 yilinda Fransa’da yapilan calismada, TSWV’nin F. occidentalis tarafindan
tasinmasi arastirilmistir. Domates, biber, patlican, marul ve krizantem gibi bitkilerden

alman TSWYV izolatlariin test bitkilerine inokulasyonunun ardindan bu bitkilerde
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vektor F. occidentalis’in beslenme durumu ve TSWV’nin vektdr biinyesine gecip
gecmedigi ELISA testi ile saptanmistir (Marchoux ve ark., 1991).

Israil’de 1994-1998 yillar1 arasinda seralarda ve agik alanda TSWYV ile bulagik
oldugundan siiphe edilen bitkiler ELISA ile test edilmis ve bu bitkilerde hem TSWV
enfeksiyonu hem de hizla yayilmasinda etkili olan F. occidentalis saptanmistir. Ayrica
bu calismada TSWYV’ nin tasinabilirlik oranin1 saptamak amaciyla D. stramonium ve
Petunia hybridae yapraklan iizerinde trips bireyleri beslenmeleri i¢in birakilmis ve
caligmanin sonucunda F. occidentalis’in % 26 oraninda TSWV’yi tagidig1 saptanmistir
(Gera ve ark., 2008).

1997 yilinda Ispanya’nmin dogu ve kuzey dogu bolgelerinde saptanan enfekteli
bitkilerde F. occidantalis’in larvalarinin beslenmesi saglandiktan sonra vektoriin
L. esculentum ve D. stramonium gibi test bitkilerine viriisii tasidig tespit edilmistir
(Roja ve ark., 1997).

TSWYV, Yunanistan’da ilk olarak 1972 yilinda iilkenin kuzey kisminda tiitiin
bitkisinde rapor edilmistir. Enfeksiyonun iilkeye 7. tabaci ile giris yaptig1 ve daha sonra
F. occidentalis ile 1988 yilinda salgin hale geldigi tespit edilmistir (Roditakis, 1991).
1989 yilinda ise Yunanistan’da domates ve biber bitkilerinde ilk enfeksiyonlar tespit
edilmistir (Katis ve Avgelis, 1991). Yunanistan’da 1999 yilinda pirasadan elde edilen
TSWYV izolatim 7. tabaci’nin % 11.6 oraninda F. occidentalis’in ise % 38.4 oraninda
bulastirdig tespit edilmistir (Chatzivasilliou ve ark., 1999).

1992 yilinda Cek Cumbhuriyetin’de ilk olarak tespit edilen TSWYV, enfekteli
bitkilerin yok edilmesine ragmen, vektdr F. occidentalis’in salgin yaptig1 seralarda
tekrar ortaya ¢ikmis ve TSWV oldugundan siiphe edilen bitkilere ELISA uygulamasi
yapilarak viriisiin varlig1 test ile saptanmustir. Viriisiin daha ¢ok siis bitkilerini enfekte
ettigi, bunun yanm sira domates ve biberde de ¢ok sik enfeksiyon olusturdugu tespit
edilmistir (Mertelik ve Mokra, 1998).

2001 yilinda Arnavutluk’ta TSWYV ilk kez domates, hiyar ve yabanci otlarda
tespit edilmistir. Yapilan calismada domates, hiyar ve yabanci otlarda beslenen TSWV
vektorli F. occidentalis, sar1 ve mavi yapiskan tuzaklar kullanilarak yakalanmis ve
vektore karst ELISA uygulamasi yapilmasi sonucunda TSWV’yi tasidigl saptanmistir
(Cota ve Merkuri, 2005).

Samsun ilinde, TSWV’nin domates iiretim alanlarinda bulasma ve yayilmasindaki

etkenleri belirlemek i¢in yapilmis bir ¢calismada bolgede trips tiirlerinden Frankliniella
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intonsa Trybom ve T. tabaci Lindeman saptanmistir (Sevik, 2007). Ancak en son
olarak, 2009 yilinda Samsun ili Carsamba ilcesinde seradan alinan biber bitkileri

tizerinde F. occidentalis bireylerine rastlanmstir (Sozlii goriisme, Akca, 2009).

2.3. TSWV’nin Cografi Dagilimi, Kiiltiir Bitkilerinde Olusturdugu Zaran

ve Ekonomik Onemi

Diinya’da bir ¢ok tarim {irliniinii olumsuz olarak etkileyen TSWV ilk olarak 1915
yilinda Avustralya’da Brittlebank tarafindan domateste tespit edilmistir (Adkins, 2000)
1968 yilinda ise TSWV’nin farkli wrklart (streynleri) tanimlanmistir (Stevens ve ark.,
1994).

Sicak bolgeler basta olmak iizere Kuzey ve Giiney Amerika, Afrika ve Avrupa
kitalarinda bir ¢ok iilkede ¢ok sayida kiiltiir bitkisi, siis bitkisi ve yabanci otta siddetli
enfeksiyona neden olan TSWV (Avila ve ark., 2006), ekonomik Oneminden dolayi
Avrupa ve Akdeniz iilkelerinde A1 karantina listesine dahil edilmis olup (Griep ve ark.,
2000), iilkemizde ise i¢ ve dis karantina listesindeki viriisler arasinda bulunmaktadir.
Diinya’daki en zararli ilk 10 viriis icinde yer alan TSWV’nin yilda 1 milyar ABD
dolarindan fazla ekonomik kayip olusturdugu rapor edilmistir (Uhrig ve ark., 1999;
Griep ve ark., 2000; Prins ve Goldbach, 1998).

Israil’de 1994-1998 yillarinda yapilan c¢alismada seradan ve agik alanlardan
TSWV benzeri simptom gosteren domates, biber, marul, lahana, hiyar ve patlican
bitkilerinden ornekler alinmis ve ELISA ile orneklerin TSWYV ile bulasik oldugu
saptanmugstir (Gera ve ark., 2008).

TSWV 1999 yilinda Giiney Amerika’da Melampodium divericatum bitkisinde
ortaya c¢ikmistir. Enfekteli bitkilerden M. divericatum ve Nicotiana benthamiana
bitkisine mekanik olarak bulastirilmis ve inokulasyondan 45 giin sonra Melampodium
bitkisinde mozayik, N. benthamiana bitkisinde ise kloroz, mozayik ve solgunluk
gozlenmistir. Bu orneklerin DAS-ELISA ile testlenmesi sonucunda TSWYV ile bulasik
oldugu belirlenmistir (Holcomb ve Valverde, 2000).

Iran’da 1999-2000 yillar1 arasinda soya bitkisinde yapilan bir calisma ile
TSWV’ye spesifik “poliklonal antikor” kullanilarak DAS-ELISA yontemi ile TSWV
belirlenmistir. Ulkenin 5 farkli ilinde yapilan deneme sonucunda soya bitkisinde

TSWV’nin ortaya ¢ikis oran1 % 5.4 olarak saptanmistir (Golnaraghi, 2001).
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Giiney Afrika’da ilk olarak 2000 yilinda Agapanthus (Agapanthus praecox
subsp. orientalis) bitkisinde TSWV’nin konsantrik halkali lekeler ve diizensiz klorotik
leke seklinde simptomlarin1 gosteren bitki Orneklerine yapilan ELISA ve PCR
uygulamalar1 sonucunda bitkide TSWV enfekiyonu saptanmistir (Jain ve ark., 1998).

2001 yilinda Arjantin’de domatesi enfekte eden Tospoviriislerin dagilimini
belirlemek i¢in yapilan calismada ve domates alanindan toplanan Orneklere ELISA
uygulamasi yapildiginda 6rneklerin % 8.8’inin TSWYV ile bulasik oldugu saptanmistir
(Williams ve ark., 2001) .

2001 ve 2002 yillarinda Ispanya’da yapilan bir ¢alismada marul alanlarinda
TSWYV oldugundan siiphe edilen bitkiler ELISA ile test edildiginde, TSWYV ile bulasik
oldugu belirlenmistir (Moreno ve ark., 2003).

RT-PCR yontemi, TSWV’nin teshis edilmesinde basarili bir sekilde
kullanilmaktadir (Inoue-Nagata ve ark., 1997; Okuda ve Hanada, 2001). 2005 yilinda
yapilan bir caligmada, TSWV simptomlarina benzer simptomlar sergileyen 24 domates
ornegi ELISA ile test edilmis ve 6rnekler TSWYV ile enfekteli bulunmustur. Orneklere
aynt zamanda RT-PCR yontemi uygulanarak izole edilen viriisiin niikleik asitleri
cogaltilmis ve 800 bp’lik bantlar elde edilmistir. Pozitif olan TSWYV izolatlar1 mekanik
inokulasyon yoOntemiyle domates bitkisine asilandiginda, domates yapraklarinda
klorotik halkalar ve nekrotik lezyonlar elde edilmistir. Calismada diger bir test bitkisi
olarak da Nicotiana glauca kullanilmis ve bu bitkide yapraklarda inokulasyon sonucu i¢
ice gecmis halkali lekeler elde edilmistir. Simptom gosteren bitkilerin tamami hem
ELISA ile hem de RT-PCR ile testlenmis, simptomlu bitkilerde TSWV saptanirken,
simptom gostermeyen bitkilerde TSWV tespit edilmemistir (Holguin- Pena ve Rueda
Puente, 2007).

Tunus’ta yapilan bir calismada iilkenin 3 farkli bolgesinde viriis oldugundan
siiphe edilen bitki 6rnekleri, ELISA ile test edilmis ve test sonucunda TSWV varligi
saptanmistir. Ayrica bu viriisiin bolgeden bolgeye bireysel olarak tasinmasinda
tripslerin etkili oldugu saptanmistir (Ben Moussa ve ark., 2008).

2009 yilinda Kore’nin 2 farkli bolgesinden TSWV’nin patates, domates, susam,
kirmiz1 biber ve domates izolatlar1 elde edilmis ve bu izolatlarin gen bankasindaki bagka
izolatlar ile niikleotit iligkilerini ve biyolojik 6zelliklerini belirlemek amaciyla izolatlar
Chenopodium quinoa, N. glutinosa, N. rustica ve L. esculentum bitkilerine inokule

edilmistir. Inokulasyon sonucunda C. quinoa’da inokule edilen yapraklarda nekrotik
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lekeler, N. glutinosa’da inokule edilen yaprakta nekrotik lezyonlar, iist yapraklarda ise
sekil bozukluklari, L. esculentum’da ise inokule edilen yapraklarda nekrotik lekeler ve
ist yapraklarda sekil bozukluklar1 ve renk agilmasi tespit edilmistir. Elde edilen bu
izolatlara ait PCR {riinleri (777 bp), gen bankasindaki Japonya AB010997, Amerika
AY870391, Almanya D13926, Brezilya DQ915947 ve Hollanda D00645 izolatlar ile
karsilastirilmis ve bu izolatin sadece Japonya’daki izolat ile benzer oldugu saptanmistir
(Cho ve ark., 2009).

TSWYV, bir ¢ok kiiltiir bitkisi ve siis bitkilerinde epidemik hale gecerek
(Goldbach ve Peters, 1994) % 30 ile % 100 arasinda degisen verim kayiplarina neden
olmustur (Cho ve ark., 1986; German ve ark., 1992; Rosello ve ark., 1996). TSWYV,
1988-1989 yillarinda A.B.D’nin Georgia eyaletinde ilk olarak tiitiinde rapor edilmistir
(Culbreath ve ark., 1991). 1996 ylinda yapilan calismada Georgia’da domates, biber,
yer fistig1 ve tiitiin bitkilerinde TSWV’den kaynaklanan yillik verim kaybinin yaklasik
100 milyon dolar oldugu saptanmistir (Riley, 2004). Yine 1989 yilinda TSWV ABD ve
Kanada’da salgin hale gecerek domates ve biberde % 100’e varan verim kayiplari
meydana getirmistir (Gitaitis ve ark., 1998).

Japonya Ibaraki Prefecture’de 1978 ve 1979 yillarinda tath biberde nekrotik ve
klorotik lekeler gosteren TSWYV izolatinin % 20 oraninda iiriin kayb1 meydana getirdigi
ve zararin ekonomik boyutunun 320 milyon Japon yeni oldugu saptanmistir
(Yoneyama, 1980).

1986-1992 yillarinda ABD’de TSWYV yerfistiginda % 95 oraninda verim kaybi
meydana getiren virlis (Hoffman ve ark., 1998), 1995 yilinda ise ABD’de domates,
biber tiitiin ve yer fistiginda % 70 ve % 90 oraninda yogunluk gostermistir (Todd ve
ark., 2002).

Italya’nin kuzey batisinda yer alan Liguria bolgesinde ise TSWV ilk olarak
1989 yilinda tespit edilmis olup, ¢ogu iiriinii siddetli bir sekilde etkilemistir (Vaira ve
ark., 1993). Yine ayni1 bolgede 2000 yilinda seralardan almman 1000 adet Euphorbia
eritrea (Siitlegen) bitkisinde klorotik ve nekrotik lekelere neden olmus ve TSWV’nin
iriinlerde % 20 kayip meydana getirdigi tespit edilmistir (Salomena ve ark., 2003).

1994 yillinda Arjantin’de yapilan calisma ile TSWV’nin etkiledigi baslica
tiriinlerin domates, biber ve marul oldugu tespit edilmistir ve bu bolgede bir ¢ok alanda

domates ve marul hasati yapilamamistir. Bu alandan toplanan 6rneklerin % 32.7’sinin
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bu viriisle bulasik oldugu ve ciddi kayiplarin meydana geldigi saptanmistir (Gracia ve
ark., 1999).

Ispanya’da domates alanlarinda yapilmis olan bir calismada, TSWV nin domates
tiretimini 6nemli derecede sinirlayan bir etmen oldugu saptanmistir (Lavinia ve ark.,
1996).

2000 yilinda Kuzey Florida’da Habanera (Capsicum chinense) ve Tabasco
(Capsicum frutescens) biber c¢esitlerinde yapilan c¢alismada TSWV’ye benzer
simptomlar goriilmiis ve ornekler DAS-ELISA yontemi ile test edilmistir. Calismada
Habanero biber tiiriindeki TSWV oran1t % 1.57 iken Tabasco biber tiiriinde ise bu oran
% 0.97-0.80 olarak tespit edilmistir. Calismada “Immuno Capture Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction” (IC-RT-PCR) uygulamasi yapilmasi
sonucunda 800 bp biiyiikliigiinde PCR iiriinii elde edilmistir (Momol, 2000).

2000 yilinda Kenya’da yapilan bir ¢alisma ile TSWV’nin domates alanlarinda
% 80 oraninda iiriin kaybr meydana getirdigi saptanmistir. Simptomlu olan domates
orneklerinin DAS- ELISA ve RT-PCR ile test edilmesi sonucunda TSWV’nin varlig
belirlenmistir (Wangai ve ark., 2001).

Tiirkiye’de ilk kez TSWV Mersin’de marul bitkisinde (Tekinel ve ark., 1969)
saptandiktan sonra Antalya’da domates bitkisinde (Tekinel, 1973), Samsun’da tiitiinde
(Azeri, 1994), Mugla’da domates bitkisinde (Fidan, 1995), 1995 yilinda ise Adana-
Mersin bolgesinde domates alanlarinda yapilan caligmada belirlenmistir [Turhan ve
Korkmaz, 2006; (Giildir ve ark., (1995)’den]. Ayrica 1995 yilinda Sanlurfa’da
domates bitkisinde TSWYV tespit edilmistir [Sevik, 2007; Yilmaz ve ark., (1995)’den].

Samsun ilinde biber alanlarinda 1998 ve 1999 yillarinda yapilan surveylerde
aliman orneklerin TSWYV ile enfekteli oldugu DAS-ELISA yontemi ile belirlenirken,
viriis ile bulasiklik orani 1998 yilinda % 2.2, 1999 yilinda ise % 9.2 olarak tespit
edilmistir (Arli-Sokmen ve ark., 2005).

Samsun ilinde yapilan bagka bir ¢calismada TSWV’nin domates tarimint olumsuz
etkileyen bir viral etmen oldugu tespit edilmistir. Bu calismada TSWV’nin domateste
% 42.1 oraninda iiriin kaybina ve % 95.5 oraninda birinci sinif pazarlanabilir bir deger
kaybina neden oldugu saptanmistir. Yine bolgede yapilan ¢calisma ile TSWV bulasiklik
oraninin 2002 yilinda % 14.6, 2003 yilinda ise % 18.11 oldugu belirlenmistir. Calisma

sonucunda ilcelere gore bulasiklik orani incelendiginde en fazla bulasiklik Tekkekoy
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ilgesinde (% 22.5), swrastyla Carsamba’da (% 21) ve Merkez ilgede (% 21) tespit
edilirken, en az bulasiklik Terme ilgesinde (% 4.28) saptanmustir (Sevik, 2007).

2003 yilinda Canakkale’de yapilan ¢alismada ise domates yetistiriciligi yapilan
acik alanlardan alinan 200 6rnek testlenerek 9 tanesi TSWYV ile enfekteli bulunmustur
(Turhan ve Korkmaz, 2006).

2006 yi1linda Adana’da yapilan survey calismasinda 130 tanesi biber ve 90 tanesi
domates olmak iizere toplam 220 bitki toplanmis. Bitkilere ELISA testi uygulandiginda
% 45.4 oraninda TSWYV tespit edilmistir (Kiiciik, 2006).

Bozdogan (2009), Antalya ili Merkez, Serik ve Kumluca ilcelerinde yaptigi
calismada 193 domates, 345 biber ve 58 marul bitkisi olmak iizere toplam 596 bitki
ornegini ELISA ile test etmis ve domates orneklerinin % 80.8’inin, biber orneklerinin
% 91.6’smnin ve marul Orneklerinin ise % 93.1’inin TSWV ile enfekteli oldugu

saptanmigtir.

2.4. TSWV’nin Kontrolii

Diinya’da tarim alanlarinda bakteri, fungus ve viriis hastaliklarinin neden oldugu
iriin kayiplart her gecen giin artmaktadir. Bu hastaliklardan 6zellikle viriislerin tropik
ve subtropik bolgeler basta olmak iizere bir cok iilkede iiriin kalitesi ve miktar
yoniinden yaptiklart zarar ©Onemli boyutlardadir. Viriis enfeksiyonlarina karsi
giiniimiizde degisik metotlarla korunma yollarina gidilmektedir. Bunlarin basinda doku
kiiltiirii yontemi ve termoterapi uygulamasi ile viriisten arindirilmig bitki {iretimi
gelmektedir. Ayrica bulagik bitkilerin tarim alanindan uzaklastirilmasi, bocek ve
nematod gibi viriis tasiyic1 vektorlerle miicadele edilerek viriis tasinmasinin bitkiden
bitkiye gecisi engellenmektedir (Ozcan, 2001).

Bitki viriislerine karsi yapilan diger miicadele yontemleri yeterince etkili
olamadigr icin en etkili yol dayanikli tiir ve cesitlerin kullanilmasidir. Viral
hastaliklarinin tarimda olusturdugu kayiplart kontrol altina almak i¢in 80 yildir bitki
dayaniklilig1 kullanilmaktadir (Kang ve ark., 2005).

Bitki viriislerine kars1 pratik miicadele olanaklar1 oldukca kisithdir.
TSWYV, kontrolii en zor olan viriislerden birisidir. Vektore kars1 bitkinin yapraklarina
insektisit uygulayarak TSWV’nin kontrol altina alinmasina c¢alisilmaktadir. Fakat bu
yontem vektoriin ve viriisiin yogunlugunu azaltmada ¢ok fazla etkili olmamaktadir.

Vektoriin nimflerinin bulundugu alanlarda kullanilan ilaclar tam olarak nimflere
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ulasamadig i¢in ilaclarin etkisi sinirli kalmaktadir. Ayrica topragin 1yi islenmesi, bitki
artiklarinin ortadan kaldirilmasit ve yabanci otlarla miicadele tripslerin populasyon
yogunluklarim1 diistiren diger yontemlerdir (Demirsoy, 1990). Trips tiirleri i¢inde
TSWV’nin en 6nemli vektorleri ise F. occidentalis ve T. tabaci’ dir (Krisha-Kumar ve
ark., 1993; Mau ve Martin, 2002). TSWYV epidemisinde viriisiin tasinmasinda en énemli
rolii ergin tripsler oynamaktadir (Cho ve ark.,1989).

Tripse kars1 bazi insektisitler (Disulfoton, fenamiphos, carbofuran, terbufos ve
aldicarb gibi sistemik insektisitler) kullanilarak trips ve TSWV’nin yogunlugu
azaltilabilmektedir. Trips ve TSWV’ye karsi kullanilan ilaglardan birisi de
Neonicotinoid insektistlerdir. Tohum veya toprak etrafina uygulanarak bitkinin kokleri
tarafindan hizla emilerek alinan bu kimyasal, vektoriin populasyonunu diisiirdiigii icin
viriisiinde yayilmasini1 engellemektedir. Vektore karst Imidacloprid’in uygulanmasi ile
F. fusca ve TSWV’nin yogunlugunun azaldig: tespit edilmistir (Pappu ve ark., 2000;
Csinos ve ark., 2001; Culbreath ve ark., 1999).

ABD-Florida’da 2000-2002 yillar1 arasinda yapilan c¢alismalarda TSWV ve
tripslere karst UV 1s181im1 yansitan malg¢larin kullanilmasiyla trips populasyonunda
azalma oldugu belirlenmistir (Momol ve ark., 2004). Tripslere kars1 uygulanan diger bir
kimyasal, ticari ismi Laser ve etkili maddesi Spinosad olan biyolojik bir preparattir. Bu
ila¢ Sacchoropolyspora spinosa bakterisinden elde edilen 2 metabolidin karistmini
icerir ve bu metabolide Spinosad adi verilmistir. Tripsin yan1 sira bir¢ok bocekte ve
Lepidopterler’de de etkili bir ilagtir. Domates, biber, patlican, kabakgiller, elma, iiziim,
armut ve siis bitkilerinde kullanilabilir bir ilagtir. Kullanim dozu diisiik ve ¢evreye dost
bir ilag oldugu icin 1999 yilinda Yesil Kimyasal Atilim 6diiliinii, 2001 Isvigre’de
organik iiriinlerde kullanilmis ve 2003’de Italya’da da ruhsat almis bir ilagtir (Tescari ve

ark., 2004).

2.5. TSWYV ile Miicadelede Dayamkh Bitkilerin Kullamlmas:

Bitkilerde patojen saldirilarina karsi olusturulan bir savunma mekanizmasi
mevcuttur. Bu mekanizmaya sahip bitkiler patojen istilasi ile karsilastiginda bu istilay1
tanir ve patojene cevap vererek patojenin cogalmasimi engeller (Tor, 1998). Bitkiler
patojen istilasint durdurabilmek icin uyarilabilir savunma tepkilerini de kullanirlar

(Ryals ve ark., 1996).
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Bitki patojene kars1 savunma mekanizmasi ile 2 farkli diren¢ gostermektedir.

1. HR (Hypersensetive reaction; Asir1 hassasiyet reaksiyonu)

2. SAR (Systemic Acquired reaction; Sistemik kazanilmis dayaniklilik )

SAR: Bitkide salisilik asit olusumuna bagli olarak ortaya cikan dayaniklilik
mekanizmasidir (T6r, 1998).

Giintimiizde bitki viriisleri ile miicadele amaghh dayanikli ¢esit gelistirme
caligmalar1 2 yonde ilerlemektedir. Bunlardan ilki ©zellikle molekiiler biyoloji ve
biyoteknolojideki gelismeler sonucunda 90’11 yillardan sonra elde edilen transgenik
dayanikliliktir. Bu tip ¢aligmalarda viral genlerde manipulasyonlar yapildiktan sonra
bitkilere aktarilmakta ve viriisiin bitki hiicresinde c¢ogalmasi engellenmeye
calisilmaktadir. 1990’11 yillarin basinda TSWV’ ye dayanikli transgenik domates ve
biber bitkileri elde edilmistir (Moyer, 2006). Dayanikli ¢esit gelistirmede kullanilan
diger yol klasik 1slah yontemlerini icermektedir. Tospoviriislere kars1 dayamkliligin
kaynag tespit edilmis ve dayanikli domates cesitleri gelistirilmistir. Ayrica, TSWV’ye
dogal dayanikli krizantem, marul ve biber bitkileri bulunmaktadir. TSWV’ye kars1 2
dominant gen; domateste Sw-5, biberde ise Tsw geni mevcutken, su ana kadar yapilan
dayanmiklihk  caligmalarinda  marulda  bulunan  dayamiklihbk, bir gen ile
adlandirilamamustir, tiitiin bitkisinde ise TSWV’ye dayaniklilik saptanamamistir (John
ve ark., 2000). Domates ve biberde bulunan dayaniklilik genlerinin ikisi de bitkide
hipersensitif reaksiyona (asir1 hassasiyet reaksiyonu; HR) neden olmaktadir. HR
sirasinda bitki viriis ile enfekteli olmus hiicre etrafinda 6lii alanlar meydana getirerek,
patojeni bu alanda hapsedip diger bolgelere yayilmasini engellemektedir. Bu olay
sonucunda bitkide nekrotik lokal lezyonlar olugmaktadir (Maris, 2004). Bu esnada
bitkide PR proteinleri (Pathogenesite related; patojenisite ile ilgili) birikmekte ve bu
proteinlerin birikmesi ile bitkide sistemik diren¢ olusmaktadir. Konuk¢u hiicre icinde
PR proteinleri hem lokal, hem sistemik diren¢ siiresince meydana gelmektedir. PR
proteinlerinin ilk kez Tiitiin mozayik viriisii (TMV) ile enfekte edilmis tiitiin
yapraklarinda yapilan ¢alismada HR sonucu meydana geldigi tespit edilmistir (Tor,
1998).

TSWV’nin miicadelesinde Oonemli bir yere sahip olan dayaniklilik konusunda
bircok calisma yapilmis ve halen bu calismalar devam etmektedir. TSWV’ye karst ilk
dayanikli domates cesitleri 1988 yilinda gelistirilmis (Thompson ve van Zijl, 1996), ve

daha sonra ticari olarak bu cesitler uygulamada yer almistir. Bu dayamkli cesitler
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Amelia (Hmx-0800), EX 1405037, BHN 444, BNN 640’dwr. Stevens ve ark., (1992)
tarafindan yapilan calisma ile Lycopersicon pimpinellifolium (Jusl.) Mill., L. hirsutum
Humb.& Bonpl., ve L.esculentum hatlarimin melezlenmesi ile elde edilen domates
cesitlerinden “Rey de los Tempranos” ve “Manzana” cesitlerinde dayamiklilik tespit
edilirken, Stevens ve ark. (1994) tarafindan yapilan baska bir dayaniklilik ¢calismasinda
L. pimpinellifolium’dan ise Pearl- Harbor , L. peruvianum (L.) Mill.’dan ise “Anahu” ve
“Stevens” dayanikli cesitleri tiiretilmistir. Domateste TSWV’ye dayamiklilikta etkili
olan gen bolgesi domatesin 9. kromozomda belirlenmis ve Sw-5 olarak kodlanmistir
(Stevens ve ark., 1995). Bu geni bulunduran cesitler kullanilmadiginda zarar orani
onemli diizeyde artis gdstermektedir. Domateste Sw-5 geninin eksikliginden dolay: asir
hassas cesitlerde siddetli olarak yaprak ve meyvede TSWV enfeksiyonunun neden
oldugu simptomlar olugsmaktadir (Garland ve ark., 2005).

Son yillarda yapilan ¢alismalarla TSWV’nin domateste ve biberde dayaniklilik
geninin etkisini yitirmesine sebep olan yeni strainler (irklar) belirlenmistir. ispanya’da
daha onceki caligmalarda TSWV’ye dayanikli oldugu tespit edilmis olan Bodar, Bond,
Lisboa ve Maresme domates cesitlerine GRAU olarak isimlendirilen TSWV izolatinin
inokule edilmesi sonucu bu hibrit ¢esitlerde hem lokal, hem de sistemik simptomlar
saptanmistir. Lokal simptomlar bitkideki Sw-5 dayaniklilik geninin etkisiyle HR
sonucunda olusmustur. Fakat TSWV izolati Bodar dayanikli domates cesidinde bu
dayanikliligi ortadan kaldirarak bitkide sistemik enfeksiyona neden olmustur
(Aramburu ve Marti, 2003).

Amerika’nin giineyinde 3 farklh fistik ¢esidinde [Georgia Green (standart ¢esit),
C-99R (TSWV’ye azda olsa dayanikli cesit) ve Georgia Runner (TSWV’ye hassas
cesit)] mekanik inokulasyon ¢alismasi yapilarak TSWV nin bu ¢esitlerdeki dayaniklilik
durumlan karsilastirtlmistir. Calisma 2 farkli sicaklik degerinde (25-30°C) ve (30-37°C)
yiirlitiilmiistiir. Georgia Green cesidinde Georgia Runner’a gore daha siddetli gelisme
geriligi ve iirlin kayb1 olusurken, C-99R cesidinin TSWV’ye kars1 en dayanikli gesit
oldugu tespit edilmistir (Mandal ve ark., 2002).

Brezilya’da TSWV’nin patlicanda 6nemli derecede ekonomik kayiplara neden
oldugu belirlenmis ve Brezilya’nin degisik bolgelerinden alinan patlican genotiplerine
TSWYV, Groundnut ring spot virus (GRSV), Chrysanthemum stem necrotic virus
(CSNV) izolatlar inokule edilerek inokulasyon sonrasinda yapraklarda nekrotik lekeler,

klorotik lekeler, mozayik, yaprak bozuklugu, govde ve yaprak sapinda nekrozlar tespit
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edilmistir. Bu calisma ile bazi patlican tiirlerinin Tospoviriis cinsindeki viriislere
oldukca hassas, bazilarinin ise daha toleransli oldugu belirlenmistir (Lima ve ark.,
2002).

TSWV’ye kars1 dayanikli veya hassas domates tiirlerinin belirlenmesine yonelik
bir calismada L. cheesmanii, L. chilense, L. chmielewski, L. hirsutum, L. parviflorum,
L. penelli ve L. peruvianum domates hatlarindan 1088 tane bitki TSWV’nin 85-9, Glox
ve T-2 izolatlarina dayaniklilik durumlar icin taranmis ve bitkilere TSWV izolatlar
inokule edildikten sonra ELISA ile bitkiler test edildiginde, L. penelli, L. parviflorum,
L. hirsutum, L. cheesmanii, L. chmielewski tiirlerine ait hatlarin TSWV izolatlarina
hassas oldugu, L. chilense, L. peruvianum hatlarinda ise dayamikliligin kirilmadigi
saptanmugstir (Stevens ve ark., 1994).

Ispanya’da 1999 yilinda TSWV’ye kars1 dayaniklilik icin yeni kaynaklarin tespiti
amaciyla viriilensi yiiksek TSWYV izolatlart (HA-931100, T-941117) Sw-5 dayaniklilik
geni aktarilmis olan L. peruvianum’un PI-126935, PI-126944, CIAPAN-16, PE-18 ve
CIAPAN-17 hatlarina hem mekanik olarak, hem viriis vektorii trips tarafindan
bulastirilmistir. Calismada hassas kontrol olarak L. esculentumun Ne-1 hatti
kullanilmustir. izolatlar domates hatlarina verildikten sonra simptom olusumu icin
gozlenmistir. PE-18 hattina ait bazi bitkilerin yetistirme kosullarina iyi adapte olamadig:
icin hemen simptom gostererek Oldiigii tespit edilirken, en yiiksek dayaniklilik PI-
126935 ve PI-126944 hatlarinda saptanmistir. CIAPAN-16 ve CIAPAN-17 hatlarinda
ise trips tarafindan TSWYV bulastirilmasi ile % 6.25 oraninda dayanikliligin kirildigi
saptanmistir. Yine aymi arastirict tarafindan yapilan baska bir c¢alismada L.
esculentum’un 3 hattinin (RDD, UPV1, UPV2) TSWV’ye dayaniklilig1 arastirilmigtir.
Bu hatlardan RDD hattina Sw-5 dayamiklilik geni aktarilmis, diger 2 hat ise normal
sartlarda gelistirilerek bu hatlara, F. occidentalis tarafindan TSWV’nin yiiksek
viriilenslige sahip Ispanya izolati mekanik inokulasyon yontemi ile ayr1 ayri
bulastirilmistir. Calismada F. occidentalis’in mekanik inokulasyon yOntemine gore,
daha yiiksek oranda bulagsma sagladigi belirlenmis ve RDD ile UPV 1 hatlarinda
dayaniklilik seviyesinin yiiksek oranda oldugu tespit edilirken, UPV?2 hattinda yiiksek
dayaniklilik belirlenememistir (Rosello ve ark., 1999).

Biberde Tsw olarak adlandirilan dayaniklilik geni Capsicum chinense’de 10.
kromozomda tespit edilmistir (Boiteux ve de Avila, 1994 ; Boiteux, 1995; John ve ark.,

2000). TSWV’ye kars1 yapilan miicadeleye yonelik calismalarda dayaniklilik geni 1slah
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pogramlarinda genis Ol¢iide kullanilmaktadir. Yapilan bu dayaniklilik ¢alismalarinda
biberde bulunan 7sw dayaniklilik geninin de izolatlara ve inokulasyon kosullarina bagl
olarak kirilabildigi onceden saptanmistir. Rosello ve ark. (1997), dayanikliliklari
saptanmis olan C. chinense’nin PI-152225 ve PI-159236 biber hatlarinda dayanikliligin
kirlip kinlmadigini arastirmiglardir. Buna gore iki farkli sicaklik degeri secilerek
(glindiiz/gece; 25°C-18°C, 28°C-18°C) TSWV’nin viriilensi yiiksek T-941117 izolati,
dayanikli bitkilere 4-6 yaprakli donemde iken mekanik inokulasyon yontemi ile
bulastirilmistir. Bir ay boyunca yapilan gozlemler ile bitkilerde TSWV’nin tipik
simptomlari tespit edilmis ve bitkilere serolojik yontem olarak ELISA testi uygulanmis
ve simptomsuz olan bitkilerde de TSWV saptanmistir. Kontrol olarak kullanilan Negral
cesidinde TSWYV izolat1 sar1 halkalar, yaprak kivircikligi, inokule edilen yapraklar
tizerinde nekrotik lekeler ve u¢ yapraklarda da nekroz olusturmustur. Diger taraftan PI-
152225 ve PI1-159236 biber hatlarinda 25°C’de inokule edilen yapraklarda lokal lezyon,
28°C’de ise hem lokal lezyon hem de sistemik nekroz olusmustur. Ispanya’da biber
bitkilerinde TSWYV ile yapilan bir calismada tek etkili yontem olarak biberdeki
dayaniklilik geni Tsw kullamilmistir. Bir baska calismada, TSWV’ye kars1i dayanikli
olan C. chinense bitkisinin PI 152225 dayanikli hattina mekanik inokulasyon yontemi
ile TSWV’nin BR 01 ve P105 izolatlar1 verilmis ve inokule edilen yapraklar iizerinde
nekrotik lekeler olusurken, inokule yapilmayan yapraklarda ise sistemik simptomlar
ortaya ciktigi tespit edilmistir. Bu bitkiden alinan yapraklarin ELISA ile testlenmesi
sonucunda TSWV saptanmustir. Bitkinin inokule yapilmayan iist yapraklarindan alinan
yaprak Ornekleri ile TSWV’yi tespit etmek icin niikleokapsid genine ©6zel primerler
kullanilarak RT-PCR uygulamas: yapilmis ve 800 bp’lik bir iiriin elde edilmistir. Daha
sonra bu iiriin klonlanip sekans analizi yapilarak gen bankasindaki dayaniklilik kiran
TSWYV izolatlar ile karsilastirilmis ve bu izolatlarin diger dayaniklilik kiran izolatlar ile
% 99 oraninda benzer oldugu tespit edilmistir (Margaria ve ark., 2004).

2002 yilinda Avustralya’da yapilan bir dayaniklilik ¢calismasinda Avustralya’nin
4 farkli bolgesinden toplanmis 17 farkli TSWYV izolatina karsi, domates, biber ve marul
cesitlerinin dayaniklilik diizeyleri incelenmistir. Calismada biber cesidi olarak Rialto
(Hassas), Yatasto (Dayanikli), C. chinense’nin dayanikli olan 3 hatti, (C00943,
P1152225, P1159236), domates ¢esidi olarak Grosse Lise (Dayaniksiz), Cougar, Stevens
x Rodade, Tsw-10, Zodiac, Tex-019 (Dayanikli) ve L. chilense’den iiretilmis SA 98 -1
ve SA 98-7 dayanikli hatlar1 ve marul olarak da Lactuca virosa’min ACC 89 ve ACC
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3350 dogal dayanikl ¢esitleri kullanilmistir. 17 izolattan Toras-1 dc izolat1 hari¢ diger
izolatlar Grosse Lisse domates cesidinde ve Rialto biber cesidinde sistemik simptom
meydana getirirken, C. chinense’nin dayanikli 3 hattinda inokulasyon yapilan
yapraklarda nekrotik lezyonlar saptanmustir. Sekiz izolatin (Anwa-1, Cay,-1, Dawa-1,
Leqip- 1, Liwa-1, POwa-1, TOwa-3 ve Toras-1d) ise bu bitkilerin tamaminda sistemik
nekroza neden oldugu tespit edilmistir. C. chinense’nin P1 159236 dayanikli hattinda
nekrotik lekeli lezyonlarla birlikte, sistemik nekrotik lekeler ve tepe siirgiinlerde
beneklenmeler goriilirken, C00943 dayanikli hattinda ise siirgiinlerde nekrotik lekeli
lezyonlar belirlenmistir. Yatasto biber cesidinde ise sistemik enfeksiyon olusmadan
sadece inokulasyon yapilan yapraklarda nekrotik lekeli lezyonlar meydana gelmistir. Bu
izolatlardan Anwa-1 di, Anwa-leii ve Leqgip- 1d izolati dayanikli olan 6 domates
cesidinde de inokule edilen yapraklarda nekrotik lokal lezyonlar olusturmus fakat
sistemik enfeksiyon olusturmamistir. L. virosa’min ACC 3350 ve ACC 89 dogal
dayanikli cesitlerinde izolatlarin inokulasyonu sonucu TSWV’nin dayanikliligi
kiramadig1 saptanmistir (Thomas-Carroll ve Jones, 2002).

Cebolla-Cornejo ve ark., (2003) yaptiklar1 calismada; TSWV’ye dayaniklilik i¢in
Capsicum germplasmlarin1 taramislardir. TSWV’nin 3 farkli izolatt (L-3565, HA-
931100, T-941117), Capsicum spp.’nin 5 farkli cesidine (C. annuum, C. pubescens, C.
chinense, C. frutescens, C. baccatum) mekanik olarak inokule edildikten sonra
TSWV’ye kars1 dayanmikliligi incelenmistir. Calismada hassas cesit olarak ‘“Negral”
biber ¢esidi kullanilmistir. Bu ¢esitte TSWYV izolatlan sistemik enfeksiyon olusturmus
ve simptomlar zamanla siddetlenerek govde nekrozu ile birlikte bitkinin daha ¢ok
hastalanmasina neden olmus, denemenin sonucunda ise bitkilerin % 93.3” ii 6lmiistiir.
C. chinense’nin PI-152225 dayanikli biber hattina TSWYV izolatlar1 inokule edildikten
sonra inokule edilen yapraklarda hipersensetif (asir1 hassasiyet) reaksiyon belirtisi
olarak lokal lezyonlar gdzlenmis, fakat sistemik enfeksiyon olusmamustir. C. annum’un
5 ve C. baccatumun 3 hattinda ise TSWV inokulasyon sonras1 “Negral” hassas kontrol
cesidi ile aym sonuglar olusurken, C. baccatum’un “ECU-507" ve “ECU-957”
hatlarinda inokulasyondan 60 giin sonra % 44.4 ve % 68.8 oraninda siddetli simptomlar
ortaya cikmustir. C. frutescens hatlarinda ise % 50-100 sistemik enfeksiyon meydana
gelmis ve inokule edilen yapraklarda lokal lezyonlar gézlenmistir. C. pubescens tiiriiniin
“ECU-365" hatt1 hari¢, diger 4 hattinda % 60-87.5 oraninda sistemik enfeksiyon
gozlenmstir. “ECU-365" hattinda ise % 28.6 oraninda inokule edilen yapraklarda lokal
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lezyonlar tespit edilmistir. C. chinense’nin “ECU-715” ve “ECU-469” hatlarinda
inokulasyondan 15 giin sonra % 100 sistemik enfeksiyon olusmustur. inokulasyon
yapilmayan yapraklarda ise sekil bozuklugu, siskinlik ve kloroz olusurken inokule
edilen yapraklarda ise lokal lezyon olusmus, inokulasyondan 60 giin sonra ise bitkiler
tamamen Olmiistiir. Calisma sonucunda ise TSWV’ye dayaniklilikta en iyi sonucu C.
chinense’nin “ECU-973” hatt1 gostermis ve denemenin sonuna kadar sistemik
enfeksiyon olugsmamaistir.

Biberde yapilan dayaniklilik ¢alismalarinda Capsicum spp.’nin Tsw dayaniklilik
geni bulunduran “PI-159236”, “CNPH-275” (Boiteux ve ark., 1993), “PI-157,
“C00943” (Hobbs ve ark.,1994) ve “7204” (Nuez ve ark., 1994) biber hatlarinda
TSWYV izolatlarinin mekanik inokulasyonu sonucu bu hatlarda dayamiklilik geninin
etkisinden dolayr hipersensitif bir reaksiyon olustugu ve viriisiin bitkide dayaniklilig
kiramadigr saptanmistir (Cebolla-Cornejo ve ark., 2003).

Florida Universitesi’'nde yapilan bir ¢alismada Florida’da Tomato mottle
virtisii'ne karst dayanikliligt onceden saptanmis olan L. chilense (LA 1938) ve L.
esculentum’un melezlenmesi ile iiretilmis FIBC1S6 ve Y118 (Fla 925-2) domates
hatlarinda TSWV dayanikliligi arastirilmis, bu domateslere HR-1 TSWYV izolati
mekanik inokulasyon yontemi ile asilanmustir. Inokulasyondan sonra FIBC1S6 hattinin
dayanikliligr kirilirken, Y118 hattinin dayanikliliginin kirilamadigy tespit edilmistir
(Canady ve ark., 2001).

2000 yilinda yapilan bir calismada, Sw-5 genini tasiyan dayanikli domates
bitkilerinin meyveleri iizerinde TSWV enfeksiyonunun etkileri arastirilmis, viriisii
tasiyan vektor tripsin 380 adet larvast TSWV’nin TM-1 ve GB-1 izolatlar ile enfekteli
D. stramonium ve L. esculentum (c.v. Marmande) bitkilerinin yapraklarinda 48-72 saat
beslenerek viriis kazanilmasi saglanmistir. Beslenmenin ardindan trips bireyleri viriisii
bulastirmalari i¢in Sw-5 dayaniklilik genini iceren domateslere verilmistir. Beslenmeden
4 giin sonra meyve lizerinde halkali lekeler gelistigi ve 8 giin sonunda simptomlarin
daha siddetli hale geldigi saptanmistir. Bitkide halkali lekelerin yanisira yapraklarda
nekrotik lezyonlar, siddetli damar nekrozu olusmus ve daha sonra bu nekrozlar bitkinin
uc siirgiinlerinde oOliimlere neden olmustur. Bu enfeksiyonlu kisimlardan alinan
dokulari ELISA ile testlenmesi sonucunda TSWYV saptanirken enfeksiyonlu kisimlarin

kenarlarindan alinan dokular ise negatif sonug¢ vermistir. Calismada kullanilan dayanikli
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bitkilerdeki TSWV oran1 % 4 iken dayaniksiz olan bitkilerde ise % 14 olarak tespit
edilmistir (Aramburu ve ark., 2000).

Kuzey Karolina Universitesi'nde yapilan bir dayamklilik calismasinda
TSWV’nin 5 farkli izolat1 L. esculentum, N. glutinosa ve N. tabacum bitkilerine inokule
edilmis ve simptom olusumlart gozlenmistir. Calisma sonucunda L. esculentum
bitkisinde A, B ve C izolatlar1, N. glutinosa bitkisinde C ve D izolatlari, N. tabacum
bitkisinde ise B, C, ve D izolatlarinin sistemik nekroza neden oldugu saptanmistir. Yine
yapilan bu ¢alisma ile bu izolatlardan en gii¢lii olan 2 izolat (A ve D) kombine edilerek
dayanikli olan L. esculentum, C. annum ve transgenik olan N. tabacum bitkisine inokule
edilerek dayanikliligin kirtlip kirilmadigr arastinlmistir. Calisma sonucunda domates
bitkisinde dayanikliligin kiritlmasinda A izolatinin MRNA (medium RNA)’sinin, biber
bitkisinde D izolatinin MRNA’sinin ve tiitiin bitkisinde de yine A izolatinin
MRNA’sinin dayanikliligi kirmada etkili oldugu saptanmistir (Moyer, 2006).

Avustralya’da yapilan dayanmiklilik ¢alismasinda domates, biber, siis bitkisi ve
yabanci otlardan temin edilen 15 farkli TSWV izolati, Sw-5 dayaniklilik genini tagiyan
L. peruvianum’un PI 128660R ve PI 128660S hatlari ile birlikte 7sw dayaniklikik genini
tasiyan C. chinense’nin P1 152225, PI 159236 ve AVRDC C00943 dayanikli hatlarina
mekanik inokulasyon yontemi ile verildiginde 13 izolatin sistemik enfeksiyona sebep
olmayip, sadece nekrotik lokal lezyon olusturdugu ve dayamikliligi kiramadigi
saptanirken, iki izolatin ise 752 bitkinin 22 tanesinde sistemik reaksiyon olusturarak
dayaniklilig1 kirdig1 saptanmistir. Bu bitkilerde simptomlu yapraklardan alinan 6rnekler
ELISA ile testlendiginde de TSWV enfeksiyonu teyid edilmistir (Latham ve Jones,
1998).

2002 yihinda  Giiney  Avustralya-Virginia’da  TSWV’nin  biberdeki
dayanikliliginin kirilip kirtlmadigini belirlemek icin TSWV izolatlari, C. annum’un Tsw
dayaniklilik genini iceren PI 152225 ve PI 159236 biber hatlari ile birlikte hassas biber
cesitlerine ve L. esculentum’un, DRW6189, Gaudi ve Stevens olarak adlandirilan
dayanikli c¢esitlerine mekanik olarak inokule edilmistir. Bu c¢alismada TSWV
izolatlarinin C. annum hatlarinda klorotik beneklenme ile birlikte sistemik reaksiyon
olusturdugu gozlenirken, hassas biber cesitlerinde yine klorotik beneklenme ve sistemik
reaksiyon tespit edilmistir. Dayanikli domates cesitlerinde ise izolatlarin inokulasyonu
ile sistemik reaksiyon olusmadigi, hatlarin TSWV’ye kars1 yiliksek derecede dayanikli
oldugu belirlenmistir (Sharman ve Persley, 2006).
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2004 yilinda italya’nm iki farkli bolgesinden toplanan TSWYV izolatlari, Sw-5
dayaniklilik genini iceren domates cesitlerine inokule edilerek dayanmikliligin kirilip
kirllmadig arastirilmustir. Inokulasyon sonucunda iki izolattan birisinin dayamikli
domateslerde sistemik simptom olusturdugu tespit edilmis ve bu bitkilerden alinan
yaprak ornekleri ELISA ile test edildiginde TSWV saptanmistir. Calismada ayrica
dayaniklilik kiran izolatin N protein geninin baz dizisinin % 99.6 oraninda Bulgaristan
izolat1 ile benzer oldugu tespit edilmistir. Dayamkilik kiran bu izolat Italya’da

dayaniklilik kiran ilk TSWYV izolat1 olarak kayda ge¢mistir (Ciuffo ve ark., 2005).
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1. Test Bitkileri

TSWYV simptomundan siiphelenerek araziden alinan hastalikli bitkilerin yaprak
ve meyve Oneklerinin, serolojik olarak DAS-ELISA yontemi ile testlenmesinin
ardindan, TSWV izolatlarinin konukcu reaksiyonlarinin belirlenebilmesi icin yapilan
mekanik inokulasyon calismalarinda, farkli familyalara ait cesitli test bitkileri
kullanilmistir (Cizelge 3.1). Bu bitkilerden C. album ve Lactuca sativa “Batavia” tohum
ornekleri yurt disindan (USDA/ARS Plant Germplasm Inspection Station Building 580
BARC-East, Beltsville, MD 20705-2350, USA ), Nicotiana spp. C. annuum., D.
stramonium ve L. esculentum Mill., tohum Ornekleri Ondokuz Mayis Univeritesi Ziraat
Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Viroloji laboratuari tohum stogundan, Cucumis sativus
“Dzhezelo” (Ukrayna), Petunia hybrida pendula Vilm. Istanbul Tohumculuk ve
Phaseolus vulgaris “Balkiz” ise Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisiin’den temin

edilmistir.

Cizelge 3.1. TSWV’nin Simptomatolojik Olarak Teshisinde Kullanilan Test Bitkileri

Botanik Adi Tiirkce Adi
Petunia hybrida pendula Vilm. Petunya
Lycopersicon esculentum Mill. Domates
Phaseolus vulgaris “Balkiz” Fasulye
Capsicum annum Biber
Nicotiana glutinosa L. Tiitiin

N. clevelandii L. Tiitiin

N. tabacum L. “Xanthi-nc” Tiitiin
N.rustica L. Tiitiin

N. benthamiana Tiitiin
Cucumis sativus “Dzhezelo” Hiyar
Chenopodium album L. Kazayagi
Lactuca sativa “Batavia” Marul
Datura stramonium Seytan elmasi
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3.1.2. Enfekteli Bitki Ornekleri

Arastirma materyalini olusturan domates ve biber bitkilerinin meyve ve yaprak
ornekleri ile tiitiin bitkilerinin yaprak 6rnekleri, Samsun ilinin Bafra, Carsamba, Alagam
Vezirkoprii ve Tekkekdy ilcelerinde yapilan survey calismalar1 sonucunda 25 koyde 42

tarladan elde edilmistir.

3.1.3. Antiserum
Domates lekeli solgunluk viriisii (TSWV)’niin antiserumu yurt disindan Bioreba
firmasindan (BIOREBA AG Chr. Merian-Ring 7 CH-4153 Reinach BL 1 Switzerland)

temin edilmistir.

3.1.4. ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler (gr/1)

I. Fosfat Tamponu Salin (PBS) (pH=7,4)

0.13 M NaCl (8 gr), 0.014 M KH,PO4 (0.2 gr), 0.002 M KCI (0.2 gr), 0.08 M Na,
HPO4.12 H,O (2.9 gr).
Yukaridaki kimyasallar 1 litre saf suda eritilmis, pH’s1 0.1 M HCI ile ayarlanarak
+4°C’de saklanmustir.

I1. Kaplama Tampon Cozeltisi (pH=9,6)

0.015 M Na »,CO 3(1.59 gr), 0.035 M NaHCO 3 (2.93 gr)

Yukaridaki kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1 ayarlanarak +4°C’de
saklanmistir. Ancak her kullanimda pH’s1 tekrar kontrol edilmistir.

IT1. Yikama Tampon Cozeltisi (pH=7.4)
1 litre PBS igerisine 0.5 ml Tween-20 ilave edilerek hazirlanmistir.
IV. Ekstraksiyon Tampon Cozeltisi (pH=7.4)

1 litre yitkama tampon ¢ozeltisi + 20 gr. (%2) Polyvinylpyrolidone 40.000 (PVP-
40) + 1 gr yagsiz siit tozu ilave edilerek hazirlanmgtir.
V. Konjugat Tampon Cozeltisi (pH= 7.4)

Ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi ayn1 zamanda konjugat tampon ¢ozeltisi olarak da
kullanilmastar.
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VI. Substrat Tampon Cozeltisi (pH= 9.8)

9.7 ml Diethanolamin, 80 ml saf su igerisine ilave edildikten sonra konsantre

HClI ile pH 9.8’e ayarlanarak 100 ml’ye tamamlanmistir.

3.1.5. Mekanik Inokulasyon Sirasinda Kullanilan Tampon Cozeltiler

TSWYV ile enfekteli yapraklarin test bitkilerine inokulasyonu sirasinda
kullanilmak iizere % 0.1 oraninda Na,SO; (Sodyum siilfit) iceren 0.01 M Fosfat
Tampon Cozeltisi (PBS) (pH= 7.0); Na,HPO4.12H,O (0.358 gr/100 ml) ve
NaH,P0O4.2H,0 (0.156 gr/100 ml) kullanilarak hazirlanmistir (Krisha-Kumar, 1993;
Gracia, 1999).

3.1.6. Mikropleytler
Calismada 96 cukurlu polystrene maddeden yapilmis olan ve diiz tabanlt NUNC
marka (Danimarka) ELISA mikropleyti kullanilmistir.

3.1.7. PCR Cahsmalarinda Kullamilan Primerler

Calismanin molekiiler asamasinda TSWV’ye kars1 dayaniklilik saglayan Sw-5
genine spesifik primerler ile CT220 fragmentine spesifik primerler kullanilmistir.
Ayrica RT-PCR uygulamasinda TSWV’nin SRNA’sinda bulunan N (kilif protein)
genine spesifik primerler kullanilmistir. Primerler fontek (Istanbul) firmasi tarafindan
sentezlenmistir.

Cizelge 3.2. Sw-5 geninin Tespitinde Kullanilan Primerler ve Baz Dizileri

Primerler Baz Dizini

Sw-5b-LRR: (Forward Primer) TCTTATATTGTGGAGTTTTTGTCG
Sw-5b-LRR-R (ReversePrimer) | TCACCCTATCAAATCCAAC
ZUP641A: AAGCCGAATTATCTGTCAAC,
ZUPG642A: GTTCCTGACCATTACAAAAGTAC

Cizelge 3.3. TSWV’nin Niikleokapsid Protein Genini Tespitinde Kullanilan Primerler

Primerler Baz Dizini
TSWYV (Forward primer) CTCTTGATGCAAAGTCTGTGA;
TSWYV (Reverse primer) TCTCAAAGCTATCAACTGAAGCAATAA
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3.2. Yontemler

3.2.1. Survey Calismalar:

Survey calismalari, Samsun i1 Tarim Miidiirliigii 2007 yili verilerine gore
Samsun ilinde toplam domates, biber ve tiitiin yetistiriciliginin % 95’inin yer aldig1
Bafra, Carsamba, Tekkekdy, Vezirkoprii ve Alacam ilcelerinde gerceklestirilmistir
(Cizelge 3.4, 3.5 ve 3.6). Ilge Tarim Miidiirliigii verilerinden faydalanarak bu ilcelere
bagl 25 koyden (Sekil 3.1) 414 6rnek toplanmistir. Ornekleme, arazide caprazlama (X)
gidilerek ve TSWV simptom belirtisi olan bitkilerin siirgiin ug¢larindan 4-5 yaprak
koparilarak yapilmistir. Orneklemede alan biiyiikliigiine bagh olarak farkli sayida

ornekler alinmistir (Sikora ve ark., 1998) (Cizelge 3.7).

3.2.2. Bitki Orneklerinin ELISA Yontemi ile Test Edilmesi

Domates, biber ve tiitiin 6rnekleri viriisiin varligini tespit etmek icin serolojik bir
test olan DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich-ELISA) yontemi ile Clark ve
Adams (1977)’a gore testlenmistir. Antiserumun temin edildigi firmanin kullanim
Onerisine gore 1:1000 oraninda sulandirilan antiserum, pleytin her kuyucuguna 100 pl
olacak sekilde koyulup, 30°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra yilkama tampon
cozeltisi ile pleyt 3’er dakika ara ile 3 kez yikanmistir. Enfekteli bitkilerin yapraklari
ekstraksiyon tampon ¢ozeltisinde 1:10 oraninda sulandirilarak homojenize edilmis ve
ELISA mikropleytinin her kuyucuguna 100 ul olacak sekilde ilave edilmistir. Pleytler 1
gece (16 saat) +4°C’de bekletildikten sonra yikama tampon cozeltisi ile 4 defa
yikanmistir. Alkalin fosfotaz enzimi ile isaretli TSWV spesifik IgG (Konjugat),
konjugat tampon ¢o6zeltisi ile 1/1000 oranina gore sulandirildiktan sonra mikropleyt
cukurlarina 100 pl ilave edilmistir. Konjugat inkubasyonu 30°C ‘de 5 saat yapilmistir.
Bu islemin ardindan mikropleyt tekrar yikama tampon ¢ozeltisi ile 3’er dakika arayla 4
kez yikanmistir. Daha sonra p-nitrofenil fosfat (Sigma), substrat tampon ¢ozeltisinde
1 mg/ml konsantrasyonda sulandirildiktan sonra pleyt c¢ukuruna ilave edilmistir.
Mikropleytler oda sicakliginda 30-120 dk karanlik ortamda substrat inkubasyonuna
birakilmistir. Ayrica yapilan testlemelerin her birinde biri saglikli digeri TSWV ile
enfekteli 2 bitki, 1:10 oraninda 6rnek tampon ¢ozeltisi ile eksrakte edildikten sonra

negatif ve pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Sonuglar, ELISA mikropleyt
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okuyucusnda (Tecan Spectra II) 405 nm dalga boyunda absorbans degerlerinin

alinmasiyla elde edilmigstir. Saglikli orneklerin 2 kati1 ve iizerinde deger veren ornekler
pozitif kabul edilmistir (Clark ve Adams, 1977; Cebolla-Cornejo ve ark., 2003).
Cizelge 3.4 Samsun ili Domates Ekim, Uretim ve Verim Miktarlar1 (2007)

ILCELER EKILEN ALAN URETIM VERIM
(da) (ton) (kg/da)
BAFRA 15000 75000 10000
CARSAMBA 20500 123000 6000
ALACAM 1200 3600 6000
MERKEZ 1000 2000 2000
ASARCIK 21 31 1500
HAVZA 300 540 1800
VEZIRKOPRU 2050 4100 4000
ONDOKUZ MAYIS 210 1050 5000
TERME 4000 20000 5000
TEKKEKOY 3000 9000 3000
KAVAK 500 450 900
LADIK 210 420 2000
SALIPAZARI 50 100 2000
TOPLAM 48041 239291 49200
Cizelge 3.5. Samsun ili Tiitiin Ekim, Uretim ve Verim Miktarlar1 (2007)
ILCELER EKILEN ALAN URETIM VERIM
(da) (ton) (kg/da)

BAFRA 50000 5000 100
ALACAM 9000 900 100
MERKEZ 5000 350 70
TEKKEKOY 2500 250 100
VEZIRKOPRU 2000 200 100
ONDOKUZ MAYIS 3500 350 100
TOPLAM 72000 7050 570
Cizelge 3.6. Samsun ili Biber Ekim, Uretim ve Verim Miktarlari ( 2007)
ILCELER EKILEN ALAN URETIM VERIM

(da) (ton) (kg/da)
BAFRA 24500 72250 8000
CARSAMBA 36500 106900 5800
ALACAM 520 1090 6000
TEKKEKOY 1800 2460 2700
VEZIRKOPRU 450 540 2400
ASARCIK 20 16 1600
MERKEZ 300 300 2000
TERME 5000 11250 4500
ONDOKUZMAYIS 190 390 6000
KAVAK 200 200 1000
LADIK 100 100 2000
SALIPAZARI 80 80 2000
HAVZA 75 73 1900
TOPLAM 69735 195649 45900
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Cizelge 3.7. Orneklerin Alndig ilce, Koyler, Almdig1 Alanlarin Biiyiikliikleri ve

Ornek Sayilan
Tice Koy Adx Alan Alan Tiitiin Domates | Biber
Sayisi Biiyiikliigii
Giizpinar 2 1da - 4 10
Saricali 2 4da - 2 4
CARSAMBA Saragh 2 3da - 4 12
Celikli 2 1da - 1 3
Toplam 40
Cetinkaya 2 8da 9 10 -
Giimiisyaprak 2 8da 13 8 2
Ortadurak 2 6da 16 - -
Kuscular 3 6da - 8 21
Karpuzlu 2 10da - - 16
Agillar 2 Sda - - 21
BAFRA Karincak 2 8da - - 16
Karaburg 1 6da - - 14
Gokgesu 2 15da 18 4 -
Orencik 2 11da 22 4 2
Dedeli 2 6da 13 4 -
Tiirbe 2 4da - - 18
Toplam 239
Aydogdu 2 Sda 12 - -
VEZIRKOPRU | Tekkekiran 2 4da 5 - -
Cekalan 2 10da 14 - -
Toplam 31
Asagicinik 3 31da 24 6 10
TEKKEKOY Biiyiikli 2 21da 22 6 3
Toplam 71
ALACAM Yukarielma 1 Sda 7 - -
Etyemez 2 6da 7 4 1
Bedes 1 4da 10 - -
Karli 1 4da 4 - -
Toplam 33
Genel Toplam 414
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3.2.3. Test Bitkilerinin Yetistirilmesi

Viriislerin mekanik olarak taginmalarinda kullanilan test bitkilerinin tohumlart,
icerisinde torf ve kum karisimi bulunan plastik kaplara ekilmistir. Bu c¢alismanin bir
bolimu Bitki Koruma Bolimii’ne ait serada, bir bolumii ise iklim odasinda
yiiriitiilmistiir. Fideler 4-5 yaprakli doneme geldiginde (Sekil 3.2 ve 3.3) sasirtilarak,

20-25°C sicaklik ve % 70 neme ayarli iklim odasinda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.3. Mekanik inokulasyon doneminde domates (sol) ve hiyar (sag) bitkileri
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3.2.4. TSWV’nin Test Bitkilerine Mekanik Olarak Tasinmasi

Survey caligmalar1 sirasinda TSWYV ile bulasik oldugu siipheli olan ornekler,
simptom tipi, alindig1 yer ve 6rnek numarasi yazildiktan sonra polyetilen torbalara
konulup, uygun sartlarda laboratuvara getirilmis ve fotograflar1 ¢ekildikten sonra
-18°C’deki derin dondurucuda saklanmustir. Bu 6rnekler, TSWV enfeksiyonu
bakimindan ELISA yontemi kullanilarak test edilmis ve pozitif sonu¢ verenler iklim
odasinda yetistirilen test bitkilerine mekanik olarak inokule edilmistir. Bu islem icin
enfekteli bitki ornekleri 121°C’de 20 dk steril edilmis havan ve havan eli kullanilarak
9% 0.1 oraninda Na,SO; (Sodyum Siilfit) iceren 0.01 M Sodyum Fosfat Tampon
Cozeltisi (pH= 7.0) (Cho ve ark., 1987; Krisha-Kumar ve ark., 1993; Gracia ve ark.,
1999) yardimiyla (1 gr yaprak/2 ml tampon ¢o6zelti) buz kutusu iizerinde homojenize
edilmistir (Cho ve ark., 2006). Elde edilen bitki 6zsuyu, dokuda yara a¢gmak icin
tizerlerine 500 meslik alimiinyum oksit (AlO3) (karborandum tozu) serpilen test
bitkilerinin yapraklarina siiriilerek inokule edilmistir (Sekil 3.4). Inokule edilen bitkiler
musluk suyu altinda yikandiktan sonra 25°C sicaklikta % 70 nem ve 16/8 saat
(1sik/karanlik) aydinlatma kosullarina sahip kontrollii iklim odasinda muhafaza
edilmistir (Sekil 3.5). Test bitkilerinin reaksiyonlar1 giinliik olarak 3-4 hafta siireyle

gozlenmis ve olusan simptomlar kaydedilerek fotograflar ¢ekilmistir.

sad

Sekil 3.4. TSWV’nin N. rustica bitkisine mekanik inokulasyonu
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Sekil 3.5. TSWV ile inokule edilmis tiitiin bitkilerinin goriintimii

3.2.5. TSWYV lzolatlarinin Elde Edilmesi ve Cogaltim

2008 yilinda araziden alinan domates, biber ve tiitin  6rnekleri,
Yontem 3.2.2°deki gibi DAS-ELISA yontemi ile test edildikten sonra TSWV ile
enfekteli ornekler belirlenmistir. Bu 6rneklerin diger viriisler ile karisik olarak enfekteli
olma ihtimaline karst TSWV izolatlarinin biyolojik ayrimina calisilmistir. Bu amagla
N.rustica, N. glutinosa, ve P. hybridae test bitkileri kullanilmistir. iki tekerriirlii olarak
gerceklestirilen ilk inokulasyondan sonra olusan nekrotik lokal lezyonlar bistiiri
yardimiyla kesilip ¢ikarilarak, ayni test bitkilerine 2. inokulasyonda kullanilmistir. Her
inokulasyondan 1-3 hafta sonra inokule edilen bitkiler ELISA ile test edilerek TSWV
enfeksiyonun varligi teyit edilmistir. Bu sekilde tek bir lokal lezyondan elde edilen
TSWYV izolatlar1 4 tekerriir olarak hem lokal lezyon, hem de ¢ogaltim konukgusu olarak
kullanilan N. rustica bitkilerine asilanmislardir. Bu bitkilerde muhafaza edilen ve farkli
konukg¢ulardan (domates, biber, tiitiin) elde edilen TSWYV izolatlar1 (Ba-Ag-Bi: Biber
izolat1; Ba-Gii-Do: Domates izolati; Al-Ka-Tii: Tiitlin izolat1) daha sonradan dayanikli

ve hassas domates cesitlerine inokulasyonda kullanilmastir.
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3.2.6. Dayamkh ve Hassas Domates Cesitlerine TSWYV izolatlarmm

Inokulasyonu

3.2.5’de belirtilen TSWYV izolatlari, 2-3 yaprakli donemdeki Logero RZ FI,
Swanson F1, Esin F1, Petek F1 dayamikli domates cesitlerine ve hassas domates
cesidine (Falcon) 3 tekerriir olacak sekilde Yontem 3.2.4°deki beliritildigi sekilde
inokule edilmis ve simptom gelisimi i¢in 3-4 hafta siireyle izlenmeye birakilmistir.
Inokulasyondan 20 giin sonra bu bitkiler Yontem 3.2.2.’de aciklandig1 sekilde DAS-
ELISA ile test edilmistir.

3.2.7. Dayanmikh ve Hassas Domates Cesitlerinden DNA Ekstraksiyonu

Calismanin baglangicinda DNA ekstraksiyon metodunun optimize edilmesi icin
2 farkli donemdeki (21 giinliik ve 30 giinliik), TSWV’ye dayanikli Logure RZ F1
bitkileri kullanilmistir. Domates bitkisinden DNA izolasyonu icin 2 ayr1 ekstraksiyon
yontemi (havanda ve mikrosantrifiij tiipiinde) uygulanmistir. Domates yapraklarindan
DNA ekstraksiyonu icin Edwards ve ark. (1991)’min yontemi modifiye edilmistir.
Domates yapraklarindan 0.1-0.2 gr olacak sekilde 0.5 cm’lik diskler alinarak steril
havan ve mikrosantrifiij tiiplinde sivi nitrojen yardimiyla toz haline gelinceye kadar
ezilmistir. Daha sonra bu orneklerin iizerine 400 pl (200 mM Tris-HCI pH: 7.5, 25 mM
EDTA, 0.5 % SDS) ekstraksiyon ¢ozeltisi ilave edilerek vorteks yardimiyla karistirilmis
ve 13.000 rpm’de 2 dk siire ile santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 {ist kisimda olusan
s1v1 (slipernatant) alinarak yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilip, bu tiipiin icerisine
300 ul fenol:kloroform:isoamil alkol (25:24:1) karisimu ilave edilmis ve 2-5 dk 13.000
rpm’de santrifiij edilmigtir. Santrifiij isleminin ardindan iistte kalan sivi faz alinarak
tekrar yeni bir tiipe aktarilmis ve iizerine 1 hacim isopropanol ilave edildikten sonra 2-5
dk siire ile 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Daha sonra sivi kisim atilmis ve olusan
pelet % 70’lik etil alkol ile bir kez daha santrifiij edilmistir. Tiiplerin oda sicakliginda
tyice kurumasi saglandiktan sonra pelet, 50 ul TE (10 mM Trsi-HCI, 1 mM EDTA, pH:
8.0) ¢ozeltisi ilave edilerek c¢oziilmiis ve elde edilen DNA ornekleri PCR ¢alismasinda
kullanilincaya kadar -18°C’de saklanmistir. Bu 6n calismadan sonra uygulanan PCR
calismast ve jel elektroforez yonteminin ardindan havanda ekstraksiyon yontemi ve 30
giinliik domates bitkileri kullanildiginda daha 1yi sonuglar alinmistir. Bu sonuglara gore
diger dayanikli domates c¢esitlerinden DNA izolasyonunda havan kullanilarak

ekstraksiyona devam edilmistir.
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Bu calismada Logure RZ F1, Swanson F1, Esin F1, Petek FI (TSWV’ye
dayanikli), kontrol olarak da Falcon (hassas) ve Anatolia (hassas) domates cesitlerde
TSWV’ye dayaniklilik geni “Sw-5" in varlig1 bu gene spesifik primer ile PCR yontemi
uygulanarak teyit edilmek istenmistir. Her ne kadar Logero RZ F1, Swanson F1, Esin
F1 ve Petek F1’in temin edildigi firmalarin katologlarinda TSWV’ye dayanikli oldugu
bildirilmis olmasina ragmen, bu c¢alismada Sw-5 geninin sdz konusu cesitlerde
varliginin bilimsel olarak ortaya konulmasi ve ondan sonra bu cesitlerin TSWV

izolatlar1 ile inokulasyon ¢alismalarinda kullanilmasinin dogru olacag: diistiniilmiistiir.

3. 2. 8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Domatesin 9. kromozomunda bulunan Sw-5 lokusunun, TSWV' nin bir¢ok
izolatina (Cho ve ark., 1996; Rosello ve ark., 1996) ve Tospovirus cinsindeki iki diger
virlise (Groundnut ring spot virus ve Tomato chlorotic spot virus) (Boiteux ve
Giordano, 1993) karst dayaniklilikta etkili oldugu bilinmektedir. Bu caligmada PCR
yontemi, dayanikli oldugu bildirilen domates cesitlerindeki Sw-5 dayaniklilik geninin
belirlenmesi icin kullanilmistir. Domates cesitlerinden Yontem 3.2.8’de belirtildigi
sekilde elde edilen genomik DNA’lar ve Sw-5 genine spesifik Sw-5b-LRR-F ve Sw-5b-
LRR-R primerleri (Cizelge 3.2) (Garland ve ark., 2005) ile reaksiyon olusturulmustur.
Domatesin genomunda bulunan ve Sw-5 genine link konumda olan CT220 fragmentine
spesifik primerler [CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence) primerleri,
ZUP641 ve ZUP642] (Cizelge 3.2) ise PCR yonteminin dogrulanmasi ve hatali negatif
sonuglarin kontrolii i¢in kullanilmistir (Garland ve ark., 2005). PCR kosullar1 asagida
oldugu gibidir.

PCR reaksiyonu: 5 ul 5SXPCR Buffer (Promega), 0.25 ul Primer Sw-F (100 nM),
0.25 pl Primer Sw-R (100 nM), 0.25 ul ZUP 641A (100 nM), 0.25 ul ZUP 642A (100
nM), 3.5 ul dANTP (10 mM), 6 ul MgCl, (25 mM), 0.5 ul (0.1 Unit) Tag polimeraz
enzimi (Promega), 2 ul DNA (50 ng) PCR tiiptine konularak 10 ul H,O ile toplam
hacim 25 pl’ye tamamlanmustir.

PCR sicaklik degerleri; 94°C’de 3 dk (denaturasyon), 35 dongii olacak sekilde
94°C’de 30 sn, 56°C’de 30 sn ve 72°C’de 1 dk olarak uygulanmstir. En son olarak
reaksiyon 72°C’de 1 dk tutularak sonlandirilmistir.
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3.2.9. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

PCR sonrasi olusan DNA fragmentlerinin analizi i¢cin % 1’lik agaroz jel
kullamilmistir. 0.5 gr Agaroz (Merck, Almanya) 50 ml’lik 1x TBE tampon ¢ozeltisi
(45mM Tris, 45mM Borik asit, ImM EDTA) igerisinde karistirilarak mikro dalga firin
icinde erimesi saglanmistir. Karisim 1lidiktan sonra icerisine 2.5 ul (10 mg/ml) ethidium
bromiir ilave edilmis ve jel yatay elektroforez tabagina dokiilmiistiir. Jelin tamamen
katilagsmas1 saglandiktan sonra icerisinde 1x TBE tampon c¢ozeltisi bulunan elektroforez
cihazinin tankina yerlestirilmistir. PCR tiipleri icerisindeki DNA orneklerinden 10 ul
almarak 2 pl yiikkleme tamponu (% 0.25 bromophenol blue, %0.25 xylene cyanaol, % 30
glycerol ve 50 mM EDTA) ile karistirilarak jeldeki hiicrelere yerlestirilmistir. Ilk
hiicreye bantlarin molekiiler biiyiikliigiinii belirlemek icin 7 pul markoér (I kb DNA
Ladder; Promega) konulduktan sonra, diger hiicrelere 6rnekler yerlestirilmis cihaz 90
V’a ayarlanarak 1 saat kosturulmustur. Goriintileme cihazinda (Jel DOC, 2000,
BIORAD) jelde olusan DNA bantlarinin fotograflar ¢cekilmistir.

3.2.10. Dayanikh Cesitlerden RNA Ekstraksiyonu

Domates bitkilerinden RNA ekstraksiyonu Verwoerd ve ark. (1989)’nin 6nerdigi
sekilde uygulanmistir. Buna gore steril havan ve havaneli yardimiyla Ornekler sivi
nitrojen icerisinde toz haline gelinceye kadar ezilmistir. 2 ml’lik ependorf tiipler igine
alinan orneklerin iizerine 80°C’de 1sitilmig 250 ul fenol ve 250 ul RNA ekstraksiyon
cozeltisi [0.1M LiCl, 100 mM Tris-HCI pH=8.0, 10 mM EDTA, 1% SDS (1:1)] ilave
edilerek vorteks yardimiyla 30 sn karistirilmistir. Bu karigimin iizerine 250 ul
chloroform-isoamylalcohol (24:1) ilave edilerek tekrar 30 sn vortekslenmistir. Bu
islemin ardindan 5dk 13.000 rpm’de santrifiij edilerek 2 ayr1 faz olusumu saglanmstir.
Ustte olusan siipernatant kisim alinip, temiz bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir.
Almnan siipernatant kadar iizerine 4M LiCl ilave edilmis ve 1 gece + 4°C’de
bekletilmistir. Bu islemin ardindan 5 dk 13.000 rpm’de tekrar santrifiij edilip i¢indeki
siipernatant dokiilerek, olusan pelet i¢ine ¢oziinmeyi saglamak i¢in 200 ul H,O ilave
edilmistir. Daha sonra 20 ul 3 M NaOAc (pH: 5.2) ve 400 ul etanol ilave edilmis ve 5
dk 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Daha sonra 500 ul % 70 etanol ilave edilip tekrar
5 dk 13.000 rpm’de santrifiij sonrasi tiipteki pelet kurumaya birakilmistir. Elde edilen
RNA’lar RT-PCR calismalarinda kullanilincaya kadar — 18°C’de saklanmustir.
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3.2.11. RT-PCR Yoéntemi fle TSWV’nin Niikleokapsid Protein (N) Geninin

Amplifikasyonu

TSWYV izolatlar1 ile inokule edilmis olan domates bitkilerinde TSWV
enfeksiyonunun varliginin arastirilmasi i¢in RT-PCR yontemi uygulanmistir. RT-PCR
caligmasinda TSWV SRNA’da bulunan N (niikleokapsid protein) genine spesifik
primerler kullanilmistir (Cizelge 3.3). PCR kosullar1 asagidaki gibi uygulanmistir.

RT-PCR reaksiyonu; 2 ul SXPCR Buffer, 0.4 ul (400 uM) dNTP, 1 ul (0.6 uM)
reverse primer, 1 ul (0.6 uM) forward primer, 0.4 ul Taqg DNA polimeraz ve reverse
transkriptaz enzimleri karigtmi (unit / pl), 0.4 pl toplam RNA ve 4.8 ul RNase enzimi
icermeyen H,O PCR tiipiine konularak toplam hacim 10 pl’ye tamamlanmistir.

RT-PCR dongii degerleri; 50°C’de 30 dk (reverse transkripsiyon), 95°C’de 15 dk
(ilk denaturasyon), 40 dongii olacak sekilde 94°C’de 30 sn (denatiirasyon), 47.7°C: 30
sn (primerlerin sarmallara yapismasi), 72°C’de 30 sn (uzama), ve 72°C’de 5dk (son

inkiibasyon siiresi) olarak uygulanmistir.
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4.1. Survey Cahsmasinda Alinan Orneklerin ELISA Sonuclar:

Samsun ilinde domates, biber ve tiitiin alanlarindan toplanan 414 adet 6rnegin

DAS-ELISA yontemi ile test edilmesi sonucunda, 28 (% 6.8) 6rnegin Domates lekeli

solgunluk viriisii (TSWV) ile enfekteli oldugu saptanmistir. Bulagiklik orani ilgelere
gore; Alacam’da % 21.2, Vezirkoprii’de % 9.6, Carsamba’da % 7.5, Bafra’da % 6.3

iken, Tekkekoy ilcesinden alinan bitki Orneklerinin hi¢ birinde TSWYV tespit

edilmemistir (Cizelge 4.1.)

Cizelge 4. 1. Toplanan Orneklerin flcelere Gore TSWYV ile Bulasikhk Oranlar

ilge Ad1 Ornek Alinan | Tarla sayisi Test Edilen TSWYV (%)
Koy Sayisi Ornek Sayisi

BAFRA 12 24 239 15 (% 6.3)
CARSAMBA 4 5 40 3 (% 7.5)
ALACAM 4 5 33 7 (% 21.2)
VEZIRKOPRU 3 6 31 3 (% 9.6)
TEKKEKOY 2 5 71 0 (% 0)
TOPLAM 25 45 414 28 ( % 6.8)

ELISA sonuglar test edilen bitki tiirlerine gore incelendiginde test edilen tiitiin

orneklerinin % 39.4’1, domates Orneklerinin % 35.6’s1, biber oOrneklerinin % 25°i

TSWYV ile enfekteli olarak belirlenmistir (Sekil 4.1). Ayrica, araziden alinan ve

enfekteli olarak belirlenen biber, domates ve tiitiin yapraklarinda karakteristik TSWV

simptomlar1 gozlenmistir (Sekil 4.2 ve 4.3).

Bulasiklik Orani (%)

50
40
30
20
10

TSWV ILE BULASIKLIK ORANI (%)

35,6

39,4

Domates

Biber

BTSWV ILE BULASIKLIK
ORANI(%)

Tatln

Sekil 4.1. Ornekleme yapilan bitki tiirlerine gore TSWV’nin bulasiklik oranlari
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-A- -B-
Sekil 4.2. Araziden alinan TSWYV ile enfekteli ornekler. Biber yapraginda klorotik
halkal1 lekeler, ilerleyen donemde leke merkezi nekrotik (A), domates yapraginda bronz

renkli lekelenme (B).

k

Sekil 4.3. TSWV ile bulasik tiitiin yapraginda nekrotik lekeler

4.2. TSWYV lzolatlarinin Test Bitkilerinde Olusturdugu Simptomlar

Samsun ilinin 5 farkli ilcesi (Bafra, Carsamba, Vezirkoprii, Alacam ve
Tekkekoy)’den alinan domates, biber ve tiitiin bitkilerine ait yaprak ve meyve ornekleri,
ELISA ile test edildikten sonra izolatlarin konukg¢u cevresine gore biyolojik ayrim
calismalarinda kullanilmistir. Test bitkilerinin reaksiyonlar1 ve konukcu cevrelerinin
belirlenmesi amaciyla TSWYV izolatlar1 bir dizi test bitkisine Yontem 3.2.4°de
belirtildigi sekilde inokule edilmistir. Inokulasyondan 1-3 hafta sonra test bitkilerinde

gbzlenen simptomlar kaydedilmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. TSWYV izolatlarmn Test Bitkilerinde Olusturdugu Simptomlar

. . TSWV IZOLATLARI
TUR ADI TU/?]I;ICE AL-KA-Tii (1) BA-AG-Bi (1) BA-GU-Do (1)
Lo Sy Lo Sy Lo Sy
Lactuca sativa cv. Batavia Marul ] ] ] ] ] ]
KL NL KL B - -
Cucumis sativus “Dzhezelo”. Hiyar
Phaseolus vulgaris “Balkiz”. Fasulye - - - - - -
Lycopersicom esculentum Mill Domates - Mo, B NL Mo, B - Mo, B
N.clevelandii L. Tiitiin * * NL NL * *
N.glutinosa L. Tiitiin NL NL NL Mo, D NL D
N.rustica L. Tiitiin NL, KHL NL,D NL, KHL NL,D NL, KHL NL,D
N.tabacum cv.”’Xanthi-nc” Tiitiin NL NL, NHL NHL NHL * *
N. benthamiana L. Tiitiin KL K,D KL K,D - K,D
Petunia hybridae pendula 1. Petunya NL NL NL NL NL NL
Datura stramonium Seytan Elmasi * * KL Mo, NL * *
Capsicum annum spp. Biber KL Mo, NL KL KHL KL KHL
Chenepodium album Kaz ayagi NL NL NL NL NL NL

Lo, Lokal; Sy, Sistemik, B: Bodurluk, D: Sekil bozuklugu, KL: Klorotik Lekeler; K: Kloroz, KHL: Klorotik Halkal1 Lekeler, NL: Nekrotik leke, NHL:
Nekrotik Halkali Lekeler, Mo: Mozayik, --, Simptom yok; *, Test edilmedi.
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C. sativus “Dzhezelo” cesidinde Al-Ka-Tii (1) izolat1 inokulasyondan 1 hafta
sonra inokule edilen yapraklarda klorotik lokal lezyonlar olusturmus (Sekil 4.4.A),
sistemik olarak yapraklarda etrafi klorotik alanla ¢evrili nekrotik lekeler (Sekil 4.4.B) ve
bodurluk meydana getirmistir. Sistemik enfeksiyon ayni zamanda ELISA testi ile de
dogrulanmistir. Ba-Ag-Bi (1) izolatt da aym sekilde hiyar bitkisinin inokule edilen
yapraklarinda klorotik lekelere ve bodurlasmaya neden olmustur. Ba-Gii-Do (1) izolat1
ise 2 tekerriirlii olarak yapilan inokulasyonlarda gerek inokule edilen gerekse edilmeyen
yapraklarda hi¢bir simptom olusturmamustir (Cizelge 4.2). ELISA ile bu bitkilerin test
edilmesi sonucunda, Al-Ka-Tii (1) izolat1 ve Ba-Ag-Bi (1) izolat1 pozitif, Ba-Gii-Do (1)
izolat: ise negatif sonug¢ vermistir.

N. clevelendii bitkisinde ise Ba-Ag-Bi (1) izolat1 inokulasyondan 12 giin sonra
inokule edilen yapraklarda, daha sonra ise iist yapraklarda nekrotik lekelere neden
olmustur (Sekil 4.5). Bu tiire ait ekilen tohumlarin biiyiik bir kisminin ¢imlenmemesi
sebebiyle diger 2 izolat i¢in bu bitki testlenememistir.

C. album bitkisinde Al-Ka-Tii (1), Ba-Ag-Bi (1) ve Ba-Gii-Do (1) izolatlarinin
tamam1 ayn1 reaksiyonu vermistir. Inokule edilen yapraklarda (Sekil 4.6) 2 hafta icinde,
daha sonra da iist yapraklarda sistemik nekrotik lekeler olusturmustur (Sekil 4.7).

N. rustica bitkisinde izolatlarin hepsi inokule edilen yapraklarda nekrotik ve/veya
klorotik halkali lekeler meydana getirirken (Sekil 4.8.A), hastaligin ilerleyen
asamalarinda iist yapraklarda hem klorotik hem de nekrotik lekeler (Sekil 4.8.B) ve
sekil bozukluklar1 olusturmustur.

N. tabacum “Xanthi-nc” bitkisinde ise Al-Ka-Tii (1) izolati inokulasyondan 10
giin sonra lokal nekrotik lekelere neden olurken, iist yapraklara da tasinarak nekrotik
lekeler ve/veya halkali lekeler meydana getirmistir. Ba-Ag-Bi (1) izolat1 ise inokule
edilen yapraklarda 2 hafta sonra nekrotik halkali leke (Sekil 4.9.A) meydana getirirken,
viriis iist yapraklara tasmarak nekrotik lekeler ve/veya halkali lekeler (Sekil 4.9.B)
olusturmustur. Ayrica, izolat ge¢c donemde iist yapraklarda ¢ok hafif seyreden mozayik
belirtisi gostermistir. Ba-Gii-Do (1) izolat1 ise bu bitki i¢in testlenememistir.

N. glutinosa bitkisinde ise 3 izolatin olusturdugu simptomlar belirgin olarak
farkli elde edilmistir. Al-Ka-Tii (1) izolati hem sistemik hem de inokule edilen
yapraklarda ¢cok yogun olmak iizere nekrotik lekeler olustrmustur (Sekil 4.10). Ba-Ag-
Bi (1) izolat1 ise inokule edilen yaprakta ¢ok az sayida nekrotik leke, iist yapraklarda

hafifi mozaik ve sekil bozuklugu meydana getirmistir (Sekil 4.11). Ba-Gii-Do (1)
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izolati, N. glutinosa’min inokule edilen yapraginda az sayida nekrotik leke, {ist
yapraklarda ise siddetli sekil bozuklugu olusturmustur (Sekil 4.11). Elde edilen sonuglar
bitkilere yapilan ELISA testi ile paralellik gostermis, test edilen biitiin bitkilerde TSWV
enfeksiyonu belirlenmistir.

Lycopersicum esculentum’un “Falcon” cesidinde sadece Ba-Ag-Bi (1) izolati
inokule edilen yaprakta nekrotik leke olusumuna, biitiin izolatlar ise sistemik olarak
mozayik, klorotik leke ve bodurlagsmaya (Sekil 4.12.A) sebep olmustur.

C. annum bitkisinde Al-Ka-Tii (1) izolat1 inokulasyondan 5 giin sonra klorotik
lekeler, iist yapraklarda ise mozayik ve nekrotik lekeler meydana getirmistir. Ba-Ag-Bi
(1) ve Ba-Gii-Do (1) izolatlar1 ise daha benzer olarak bitkide inokule edilen yapraklarda
klorotik leke, sistemik olarak ise klorotik halkali lekeler olusturmustur (Sekil 4.12.B).

N. benthamiana’da ise inokulasyondan 10 giin sonra Al-Ka-Tii (1) izolat1 ile Ba-
Ag-Bi (1) izolat1 inokule edilen yapraklarda hafif klorotik lekeler olustururken (Sekil
4.13.A), st yapraklarda ise kloroz ve siddetli yaprak deformasyonu (Sekil 4.13.B)
meydana getirmistir. Ba-Gii-Do (1) izolat1 ise inokule edilen yapraklarda belirti
olusturmadan, sistemik olarak kloroz ve sekil bozuklugu seklinde simptom
sergilemistir.

D. stramonium’da ise yine tohum yetersizligi sebebiyle sadece Ba-Ag-Bi (1)
izolat1 testlenmis ve inokulasyondan 7 giin sonra inokule edilen yapraklarda once renk
acilmas1 baslamis ve sonra iist yapraklarda yaprak deformasyonu, mozayik ve nekrotik
lezyonlar olugsmustur (Sekil 4.14). Sonuglar ELISA testi ile de dogrulanmustir.

P. hybridae’da biitiin izolatlar, 4 giin sonra inokule edilen yaprakta ¢ok sayida
nekrotik lezyon olusturmustur. Daha sonradan sistemik reaksiyon olusmustur (Sekil
4.15). Sonuglar ELISA ile de test edilerek TSWV’ nin varlig1 bu bitkide 3 izolat icin de
tespit edilmistir.

TSWYV izolatlarinin hicbirisi inokule edilen L. sativa “Batavia” c¢esidine ait
bitkilerde ve P. vulgaris “Balkiz” bitkisinde simptom gostermemistir. Bu sonuclar en

az iki defa tekrarlanarak ELISA (negatif sonu¢) ile dogrulanmustir.
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“A-

Sekil 4.4. C.sativus bitkisinin inokule edilen (A) yapraginda ve iist yapraginda (B)
Al- Ka-Tii (1) izolatinin olusturdugu simptomlar

Sekil 4.5. N. clevelandii bitkisinde Ba-Ag-Bi (1) izolatinin neden oldugu nekrotik

lekeler
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Sekil 4.6. C.album bitkisinde TSWV izolatlarinin inokule edilen yapraklarda
olusturdugu nekrotik lekeler [soldan saga Ba-Gii-Do (1), Ba-Ag-Bi (1), Al-Ka-Tii (1)].

Sekil 4.7. C. album bitkisinde Al-Ka-Tii (1) izolatinin olusturdugu sistemik nekrotik

lekeler
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“A- -B-

Sekil 4.8. N. rustica bitksinde Ba-Ag-Bi (1) izolatinin olusturdugu sistemik nekrotik
lekelenmeler (A) ve Al-Ka-Tii (1) izolatinin inokule yaprakta neden oldugu klorotik
halkali lekeler (B).

“A- -B-

Sekil 4.9. N. tabacum “Xanthi-nc”de Ba-Ag-Bi (1) izolatinin inokule edilen yaprakta
olusturdugu nekrotik halkal1 leke (A) ve sistemik nekrotik lekeler (B)
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RS e s
N

Sekil 4.10. N.glutinosa’da Al- Ka-Tii (1) izolatinin olusturdugu nekrotik lekeler

T ————

Sekil 4.11. N. glutinosa’da soldan saga Ba-Gii-Do (1), Ba-Ag-Bi (1) ve Al-Ka-Tii (1)

izolatlarinin olusturdugu simptomlar
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“A- -B-

Sekil 4.12. A) L .esculentum’da Ba-Ag-Bi (1) izolatinin neden oldugu bodurluk (sol) ve

saglikli bitki (sag) , B) C.annum’da Ba-Gii-Do (1) izolatinin olusturdugu klorotik
halkal1 lekeler

“A- -B-

Sekil 4.13. N. benthamiana bitkisinde Al-Ka-Tii (1) izolatinin olusturdugu simptomlar.
Inokule edilen yaprakta olusturdugu klorotik leke (A) ve iist yapraklardaki kloroz ve
siddetli yaprak deformasyonu (B)



54

Sekil 4.14. Datura stramonium bitkisinde Ba-Ag-Bi (1) izolatinin olusturdugu

mozayik ve yaprak deformasyonu.

Sekil 4.15. Al-Ka-Tii (1) izolatinin P. hybridae’da olusturdugu nekrotik lezyonlar
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4.3. Dayanmikli Domates Cesitlerinde Sw-5 Dayamiklilik Geninin Tespiti

Dayanikli ve hassas domates cesitlerinden Yontem 3.2.7°de belirtildigi sekilde
genomik DNA’lar izole edilmistir. Oncelikle 21 ve 30 giinliik dayamkli Logure RZ F1
domates c¢esidinin yapraklarindan DNA izolasyonu yapilmistir. Yapraklar 2 farkl
yontemle (havanda ve mikosantrifiij tiipii i¢inde) ezilmistir. Elde edilen DNA {iriinleri
Yontem 3.2.8’de acgiklandigi sekilde PCR calismasinda kullamilmistir. Elektroforez
sonrasi PCR iiriinlerinin jel goriintiilleme cihazinda incelenmesi sonucunda 300 bp (baz
cifti)’lik Sw-5b-LRR fragmentine ve 200 bp’lik CT 220 fragmentine ait bantlar elde
edilmistir (Sekil 4.16). Bu 06n c¢alismada, havan kullanilarak yapilan DNA
izolasyonunda PCR sonrasi1 daha net bantlar elde edilmis oldugu i¢in daha sonraki DNA
izolasyonlar1 havan yontemiyle yapilmistir. Daha sonra TSWV’ye dayanikli Logure RZ
F1, Swanson F1, Esin F1, Petek F1 cesitleri ile TSWV’ye hassas Anatolia ve Falcon
cesitlerinden elde edilen DNA iiriinlerinin Sw-5b-LRR ve CT 220 primerleri ile PCR
amplifikasyonu gerceklestirilmistir. Dayanikli ¢esitlerin tamaminda Sw-5b (300bp) ve

CT 220 (200 bp) fragmentleri, hassas cesitlerde ise sadece CT 220 fragmenti elde
edilmistir (Sekil 4.17).
1 2 3 4 5 6

<— 1000 bp

500 bp

300bp = «— 250bp
200bp >

Sekil 4.16. Logure RZ F1 dayanikli ¢esidine ait bitkilerde Sw-5 geninin ve CT-220
fragmentinin PCR ile amplifikasyonu. 200 bp’lik CT-220 fragmenti ve 300 bp’lik Sw-
5b-LRR fragmentine ait bantlar.1: mikrosantrifiij tiipii/21 giinliik bitki; 2: mikrosantrifiij
tiipii/30 giinliik bitki; 3: havan/21 giinliik bitki; 4: havan/30 giinliik bitki; 5: negatif
kontrol (DNA icermeyen); 6: 1 kb Ladder.
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1000bp —*
500bp

4_
200 bp

Sekil 4.17. Dayanikli ve hassas domates c¢esitlerinde Sw-5 geninin ve CT-220
fragmentinin amplifikasyonu. M: 1 kb Ladder; 1: Logure RZ F1; 2: Swanson F1; 3:
Esin F1; 4: Petek F1; 5: Falcon; 6: Anatolia ¢esitlerine ait DNA ornekleri ile elde edilen
PCR iiriinleri; 7: Negatif kontrol.

4. 4. TSWYV izolatlarinin Dayanmikh ve Hassas Domates Cesitlerinde

Olusturdugu Simptomlar

DNA Ekstraksiyonu ve PCR calismalar1 sonucu Sw-5 dayamklilik genini
icerdigi tespit edilen Esin F1, Logure RZ FI, Swanson F1 ve Petek F1 domates
cesitlerine ait bitkilere her izolat [Al-Ka-Tii (1), Ba-Ag-Bi (1), Ba-Gii-Do (1)] ayr1 ayri
3 tekerriirlii olarak inokule edilmistir. Izolatlarin inokule edilmesinin ardindan giinliik
olarak bitkilerde simptom olusup olusmadig izlenmistir. Inokulasyondan 12 giin sonra
Al-Ka-Tii (1) izolat1 Logure RZ F1’in 1. tekerriiriinde, Esin F1 ve Petek F1’in tiim
tekerriirlerinde, Swanson F1’in 1. ve 2. tekerriir bitkilerinde hipersensitif reaksiyon
sonucu inokule edilen yapraklarda nekrotik lekeler olusturmustur. Bunlarin disindaki
diger bitkilerde inokule edilen yapraklarda herhangi bir belirtiye sebep olmamistir. Bu
izolat, Esin F1’e ait bitkilerin 2. tekerriiriinde inokulasyondan 30 giin sonra sistemik

mozayik meydana getirmistir (Cizelge 4.3).
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TSWV IZOLATLARI

DON.IATES'
CESITLERI Al-Ka-Tii (1) Ba-Ag-Bi (1 Ba-Gii-Do (1)

L | Elisa S Elisa | L | Elisa| S | Elisa | L | Elisa | S | Elisa
Logure RZ N - - - N + - - N + | M| +
F1()
Logure RzF1 | - - - - N + - - - - - -
2
Logure RzF1 | - - - - N + - - - + - -
3
Logure RZ - - - - - - - - - - - -
F1 (Saghkh)
Esin F1 (1) N - - - N + - - - - - R
Esin F1 (2) N - M + N + - - - + - -
Esin F1 (3) N - - - N + - - - - - R
Esin F1 - - - - - - - - - - R _
(Saghkl)
Swanson F1 N - - - N + - - - - - -
(1)
Swanson F1 N - - - N + - - N + - _
(2)
Swanson F1 - - - - N + - - - - _ -
3
Swanson - - - - - - - - - - _ -
(Saghkl)
Petek F1 (1) N - - - N + - - - - - R
Petek F1 (2) N - - - N + - - N + _ +
Petek F1 (3) N - - - N + - - - + - -
Petek F1 - - - - - - - - - - R R
(Saghkl)
ve ELISA Sonuclarn

( M: Mozayik, N: Nekrotik leke, L: Lokal Enfeksiyon, S: Sistemik Enfeksiyon)

Ba-Ag-Bi (1) izolati, dayanikli cesitlerin tiim tekerriirlerinde inokule

edilen

yapraklarda nekrotik leke olusturmus (Sekil 4.18-21) ve sistemik olarak hicbir belirti

gostermemistir (Cizelge 4.3).




58

Ba-Gii-Do (1) izolatt1 Logure RZ F1’in 1. tekerriirii, Swanson F1 ve Petek F1
bitkilerinin 2. tekerriirlerinde inokule edilen yaprakta nekrotik leke olusturmustur. Bu
izolat, Logure RZ F1’in 1. tekerriirii ve Petek F1’in 2. tekerriiriinde Sw-5 geninin
etkisini kirarak sistemik olarak bitkiyi enfekte etmis ve mozayik belirtisi (Sekil 4.22)
olusturmustur (Cizelge 4.3).

Biitiin c¢esitlerin su ile inokule edilen kontrol bitkilerinde hem inokule edilen

hem de sistemik yapraklarda hi¢bir belirti olusmamustir.

Sekil 4.18. Ba-Ag-Bi (1) izolatinin Swanson F1 bitkisinin inokule edilen yapragindaki

nekrotik lekeler

M,

Sekil 4.19. Ba-Ag-Bi (1) izolatinin Petek F1 bitkisinin inokule edilen yapragindaki
nekrotik lekeler
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Sekil 4.20. Ba-Ag-Bi (1) izolatinin Esin F1 bitkisinin inokule edilen yapragindaki
nekrotik lekeler

N

Sekil 4.21. Ba-Ag-Bi (1) izolatinin Logure RZ F 1 bitkisinin inokule edilen yapragindaki
nekrotik lekeler

Sekil 4.22. Ba-Gii-Do (1) izolatinin Logure RZ F1 1. tekerriir bitkisinin iist

yapraklarinda olusturdugu mozayik simptomu
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4.5. Dayanmikli Domates Cesitlerinde TSWYV Enfeksiyonunun ELISA

Testi ile Arastirilmasi

U¢ ayrt TSWV izolat1 ile inokule edilen dayanikli (Logure RZ F1, Esin F1,
Petek F1 ve Swanson FI1) ve hassas (Falcon) domates casitlerine ait bitkiler,
inokulasyondan 25 giin sonra ELISA ile test edilmistir (Sekil 4.23). Toplam 90 6rnek
[Inokule edilen yapraklar icin 45 test = 5 ¢esit (hassas dahil) x 3 tekerriir x 3 izolat;
sistemik yapraklar icin 45 test = 5 ¢esit (hassas dahil) x 3 tekerriir x 3 izolat] TSWV’ye
spesifik antiserum kullanilarak test edilmistir.

Al-Ka-Tii (1) izolati, Esin F1 2. tekerriir bitkisinin inokule edilen yapraklarinda
hipersensitif reaksiyon (HR) sonucu nekrotik leke olusturmus, ancak bu yapraklar
ELISA testinde negatif sonuc vermistir (Cizelge 4.3). Ilging bir sekilde bu bitkinin iist
yapraklari ELISA ile test edildigi zaman sistemik simptom sergilememis olmasina
ragmen, ELISA’da pozitif sonug vermistir (Asos: 0.498, Negatif Kontrol: 0.195). ELISA
testinden bir hafta sonra ise bu bitkinin {ist yapraklarinda mozayik simptomu
gozlenmistir. Ba-Ag-Bi (1) izolati, dayanikli domates cesitlerine ait bitkilerin TSWYV ile
inokule edildikten sonra nekrotik leke olusturan yapraklarinda ELISA’da pozitif, iist
yapraklarinda ise negatif sonu¢ vermistir (Cizelge 4.3). Boylelikle, dayanikliligin bu
bitkilerde Ba-Ag-Bi (1) izolatina kars1 kirilmadig tespit edilmistir. Ba-Gii-Do (1) izolati
Petek F1 2. tekerriir bitkisinde inokule edilen yaprakta nekrotik leke olusturmus ve
ELISA testinde pozitif sonu¢ vermistir. Bu bitkide aym1 zamanda ilgi ¢ekici bir sonug
olarak sistemik simptom olusmamasina ragmen test edilen iist yapraklar ELISA testi
sonucunda pozitif olarak degerlendirilmistir (A4os: 0.770, Negatif Kontrol: 0.098). Ayn
izolat Petek F1 3. tekerriir bitkisinde inokule edilen yapraklarda nekrotik leke
olusturmaksizin ELISA’da pozitif sonug vermistir. Ust yapraklar ise ELISA’da negatif
bulunmustur. Bu izolat, Swanson F1 2. tekerriir bitkisi ELISA ile test edildiginde pozitif
olarak degerlendirilmis, bu sonug¢ olusan nekrotik lekelerle paralellik gostermistir. Esin
F1 2. tekerriir bitkisi ve Logure RZ F1’in 3. tekerriiriinde inokule edilen yapraklar
fenotipik olarak negatif olmasina karsin ELISA’da pozitif sonu¢ vermistir (Cizelge 4.3).
Bu izolat ile dayanikliligin kirilmasina yonelik diger bir sonu¢ Logure RZ F1 1.tekerriir
bitkisiyle elde edilmistir. Bu bitkide gerek inokule edilen yapraklar, gerekse {ist
yapraklar ELISA ile test edildiginde pozitif sonu¢ vermistir (Asps: 1.344, Negatif
Kontrol: 0.098). Bu durum fenotipik gozlemlerle paralellik gostermistir (Sekil 4. 22).
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Sekil 4. 23. Dayanikli ve hassas domates c¢esitlerine ait ELISA sonuglari. (Sar1 renkli

alanlar pozitif).

4.6. RT-PCR Yontemi Ile Domates Cesitlerinde TSWV’nin
Niikleokapsid Protein (N) Geninin Belirlenmesi

ELISA ve simptomatolojk gozlem sonuglarina gore Sw-5 dayamklilik genini
iceren domates cesitlerinde, 2 TSWYV izolatinin [Ba-Gii-Do (1) ve Al-Ka-Tii (1)]
dayanmikliligr kirdigr tespit edilmistir. Bu sonuclarin RT-PCR yontemi ile de
dogrulanmasina calisilmistir. Bu amagla enfekteli ve saglikli domates bitkilerinin
yapraklarindan Yontem 3. 2. 10’da belirtildigi sekilde toplam RNA ekstraksiyonu
yapilmistir. Elde edilen RNA fiiriinleri ve TSWV’nin niikleokapsid protein genine
spesifik primerler kullanilarak Yontem 3. 2. 11°de ac¢iklandig: sekilde N geni, RT-PCR
yontemiyle cogaltilmistir. Daha sonra PCR iiriinleri % 1’lik agaroz jelde 90 V’da
yiiriitiilmistiir. Jel goriintiileme cihazinda analiz edilen orneklerde [Ba-Gii-Do (1)
izolat1 i¢in Petek F1 ve Logure RZ F1; Al-Ka-Tii (1) izolatt i¢in Esin F1] 84 bp
molekiiler biiyiikliikliigiinde DNA fragmentleri elde edilmistir (Sekil 4. 24).
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<«— 1000 bp
500 bp
“— 250 bp

84bp _,

Sekil 4.24. Dayanikli domateslerden izole edilen toplam RNA’lar kullanilarak RT- PCR
yontemi ile TSWV Kapsid Protein Geninin Cogaltilmasi. M: 1 Kb ladder, 1: Esin F1
(2), 2: Logure Rz F1 (1), 3: Petek F1 (2), 4: Pozitif kontol, 5: Negatif Kontrol (RNA

icermeyen kontrol)
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda, Samsun ilinde TSWV’nin farkli kiiltiir bitkilerindeki
bulasiklik durumu ve TSWYV izolatlarima karsi dayanikli oldugu bilinen bazi ticari
domates cesitlerinin reaksiyonlar1 belirlenmeye c¢alisilmistir. Boylelikle Samsun ilinde
domates, biber ve tiitiin alanlarinda enfeksiyon olusturan TSWYV izolatlarinin
domatesteki dayaniklilik geni “Sw-5"in etkisini kirip kiramadig arastirilmak istenmistir.
Samsun ilinde domates, biber ve tiitiin yetistirilen alanlarin % 95’inin bulundugu Bafra,
Carsamba, Tekkekoy ve Vezirkoprii ilcelerinden toplanan 414 bitki 6rneginin DAS-
ELISA yontemi ile test edilmesi sonucunda 28 ornegin (% 6.8) TSWV ile enfekteli
oldugu tespit edilmistir. TSWV enfeksiyonunun ilgelere gore incelenmesi durumunda
en fazla bulasikligin Alagam (% 21.2) ilgesinde oldugu ve bunu sirasiyla Vezirkoprii (%
9.6), Carsamba (% 7.5) ve Bafra (% 6.3) il¢elerinin izledigi belirlenmistir. Bu caligmada
Tekkekoy il¢esinde ise TSWYV ile enfekteli bitkiye rastlanmamustir.

DAS-ELISA, viriis hastaliklarinin tespitinde en ¢ok kullamilan ve en hizh
sonug¢ veren serolojik teshis yontemidir. Arli-S6kmen ve ark. (2005), Samsun ilinde
biber alanlarinda 1998 ve 1999 yillarinda yapilan siirveylerde, DAS-ELISA yontemi ile
TSWV’nin varligin1 saptamiglar, toplanan orneklerdeki enfeksiyon oraninin 1998
yilinda % 2.2, 1999 yilinda ise % 9.2 olarak tespit etmislerdir. Sevik (2007) tarafindan
yine bolgede yapilan bagka bir ¢calismada, domateste TSWV bulasiklik oraninin 2002
yilinda % 14.57, 2003 yilinda ise % 18.11 oldugu tespit edilmistir. Samsun’da ilgelere
gore bulasiklik orani incelendiginde en yiiksek bulasiklik Tekkekoy ilgcesinde (%
22.85), swrastyla Carsamba (% 21) ve Merkez ilcede (% 21) tespit edilirken, en az
bulasikligin ise Terme ilcesinde (% 4.28) oldugu belirlenmistir. Yine ayni calismada
TSWV’nin domateste % 42.1 oraninda iiriin kaybina ve % 95.5 oraninda birinci sinif
pazarlanabilir deger kaybina neden oldugu saptanmaistir.

Bu sonuglara benzer sonuglar yurt disindaki arastiricilar tarafindan yapilan
caligmalarda da tespit edilmistir. Gitaitis ve ark. (1998) tarafindan 1996 yilinda
Macaristan’da tiitiin alanlarinda siddetli TSWV  salgmm gozlenmis ve yapilan

incelemede, tiitiinlerde % 5-15 oraninda viriis yogunlugu saptanmustir.
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Gracia ve ark. (1999) tarafindan 1994 yilinda Arjantin’de yapilan bir ¢alismada
domates ve biber alanlarindan alinan bitki ornekleri DAS-ELISA ile testlenmis ve
orneklerde % 32.7 oraninda TSWYV tespit edilmistir.

Bu calismada araziden alinan bitki orneklerinde yapilan DAS-ELISA testinin
sonuglarina gére TSWV’nin yogunlugu bitkiden bitkiye farklilik gostermistir. Bu
sonucglara gére TSWYV ile bulagiklik orani en yiiksek tiitiin bitkisinde (% 39.4) daha
sonra domateste (% 35.6) ve biberde (% 25) tespit edilmistir.

Bozdogan (2009), Antalya ili Merkez, Serik ve Kumluca ilgelerinde yaptigi
calismada 193 domates, 345 biber ve 58 marul olmak iizere toplam 596 bitki ornegini
ELISA ile test etmis ve domates orneklerinin 156 (% 80.83)’sinin, biber orneklerinin
316 (% 91.6)’sinin ve marul 6rneklerinin ise 54 (% 93.1)’{iniin olmak iizere 526 bitkinin
TSWYV ile enfekteli oldugunu saptamustir.

Mekanik inokulasyon yontemi viriisiin ¢cogaltilmasinda ve teshisinde kullanilan
yardimci bir yontemdir. Bu tez caligmasinda, araziden alinan 6rneklerin DAS-ELISA
yontemi ile test edilmesinin ardindan TSWV-pozitif olan 6rneklerden bitki tiiriine gore
absorbans degerleri yiiksek olan 3 izolat secilmis ve mekanik inokulasyon c¢alismasinda
kullanmilmistir. Bu 3 farkli izolat, Bafra il¢esinden biber izolat1i Ba-Ag-Bi (1), Alacam
ilcesinden tiitiin izolat1 Al-Ka-Tii (1) ve Bafra ilgesinden domates izolat1 Ba-Gii-Do (1)
olarak adlandirilmistir. Secilen bu izolatlarin konukcu cevresine gore farkliliklarim
belirleyebilmek ve bolgedeki TSWYV izolatlarinin biyolojik ayrimini yapilabilmek igin
mekanik inokulasyon yontemi kullanilmistir.

TSWV’nin biyolojik olarak ayrimini saglamak amaciyla kullanilan test
bitkilerinde olusan simptomlara ait sonuclar, hem yurt disinda, hem de Tiirkiye’de
yapilan ¢alismalarla genelde paralellik gostermistir. Ancak bazi test bitkilerinde farkli
sonucalar gozlenmistir. Chatzivassilliou ve ark. (2000) tarafindan Yunanistan’da
yapilan c¢alismada, farkli konukgulardan toplanan izolatlar alindiklar1 bitkilere gore
kodlanmis ve test bitkilerine inokule edilmistir. Bu inokulasyon sonucunda domates
bitkisinden alinan TSWYV izolati C. quinoa bitkisinde nekrotik lezyon olustururken, C.
sativus, P. vulgaris bitkilerinde ise hicbir belirti olusturmamistir. N. rustica ve L.
esculentum bitkisinde izolatlar inokule edilen yaprakta belirti meydana getirmezken, iist
yapraklarda ise mozayik simptomuna sebep olmustur. N. benthamiana, N. glutinosa, P.
hybrida ve Capsicum spp. test bitkilerinde ise inokule edilen yapraklarda nekrotik

lezyon goriiliirken sistemik olarak ise kloroz ve klorotik halkalar tespit edilmistir. N.
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clevelendi bitkisinde ise inokule edilen yapraklarda nekrotik lezyon tespit edilmistir.
Calismada kullanilan tiitiin izolat1 ise yine ayn1 domates izolat1 gibi C. quinoa’da sadece
inokule edilen yaprakta nekrotik lekeler olusturuken, C. sativus ve P. vulgaris
bitkilerinde hicbir belirti olusturmamus, L. esculentum, N. clevelendii, N. glutinosa test
bitkilerinde ise sistemik mozayik tespit edilmistir. Bu tez calismasinda da
Chatzivassilliou ve ark. (2000)’nin sonuclarina benzer olarak domates izolat1 Ba-Gii-Do
(1), C. sativus’da gerek inokule edilen yaprakta, gerekse inokule edilmeyen iist
yapraklarda hicbir simptom olusturmamis ve ELISA’da da negatif sonuc¢ vermistir.
Farkli olarak tiitiin izolati Al-Ka-Ti (1), C. sativus bitkisinde hem lokal, hem de
sistemik simptom meydana getirmistir. Bu simptomlar da ELISA ile dogrulanmistir. Bu
tez ¢alismasinda kullanilan 3 izolat yine farkli olarak C. album bitkisinde inokule edilen
yapraklardan sistemik olarak yayilarak sadece inokule edilmis yapraklarda degil {ist
yapraklarda da nekrotik lekeler olusturmustur (Sekil 4.7).

Sevik (2007), tarafindan yapilan c¢alismada, TSWV domates izolatinin
bulastirildig: test bitkilerinde olusan simptomlar ile bu calismadaki sonuglar paralellik
gostermistir. C. amaranticolor bitkisine TSWV’nin domates izolatinin inokule edilmesi
sonucunda nekrotik lekeler elde edilmistir. Yapilan calismada test bitkisi olarak
kullanilan L. sativa’da ise domates izolatlarinin inokule edilmesi sonucunda higbir
simptom elde edilememis, diger taraftan tiitiin bitkilerine yapilan inokulasyon sonucu
mozayik ve nekrotik lezyonlar olugsmustur.

Antignus ve ark. (1997), Israil’de TSWYV izolatlarinin konukcu bitkideki
reaksiyonlarimi tespit etmek amaciyla yaptiklart ¢alismada, TSWYV izolatlarin1 test
bitkilerine inokule etmisler ve bu inokulasyon sonucunda C. quinoa’da inokule edilen
yapraklarda simptom olusurken, sistemik olarak viriisiin taginamadigini belirlemislerdir.
D. stramonium, L. esculentum, N. benthamiana bitkilerinde sistemik olarak mozayik,
inokule edilmis yapraklarda ise lokal lezyon tespit etmislerdir. N. glutinosa, N. rustica
ve P. hybridae test bitkilerinde ise inokule edilen yapraklarda lokal lezyon
saptamislardir.

Sharman ve Persley (2006) tarafindan, 2002 yilinda Avustralya’nin giineyinde
Virginia bolgesinde yapilan calismada elde edilen TSWV izolatlart N. benthamiana’da
ve P. hybridae’de sistemik olarak tasinarak mozayik olusturmus ve N. glutinosa’da ve
D. stramonium’da ise nekrotik lokal lezyonla birlikte mozayik ve yaprakta sekil

bozuklugu meydana getirmistir.
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Cho ve ark. (2009) tarafindan Kore’de yapilan bir ¢alisma ile domates ve kirmizi
biberden alinan izolatlar, konukcu bitkilere inokule edilerek test bitkilerinde
olusturdugu simptomlar teshis edilmistir. Domates izolatinin C. quinoa, N. rustica, N.
glutinosa, N. tabacum “Xanthi-nc” ve C. sativus ve L. esculentum bitkilerinde inokule
edilen yapraklarda nekrotik ve klorotik lekeler olusturdugu saptanirken, sistemik olarak
ise nekrotik halkali lekeler meydana getirdigi belirlenmistir. Biber izolatinin ise C.
quinoa, D. stramonium, N. rustica test bitkilerinde inokule edilen yapraklarda nekrotik
lekeler olustururken, sistemik olarak sekil bozuklugu ve nekrotik lekelere sebep oldugu
tespit edilmigtir.

TSWYV, in vitro kosullarda stabil olmayan bir viriis oldugu i¢in mekanik
inokulasyon isleminde basar1 orani diisiiktiir. Bu ¢alismada Cho ve ark. (2006)’nin
onerdigi sekilde mekanik inokulasyon yontemi +4°C’de uygulandiginda ve kullanilan
inokulum kaynagr 1/2 oraminda (1 gr yaprak/2 mililitre tampon c¢ozelti)
sulandirildiginda inokulasyondan daha iyi sonuglar alinmis ve hemen hemen her
inokulasyon sonrasinda sonuglarin pozitif oldugu saptanmistir. Ayrica bu tez
caligmasinda mekanik inokulasyon uygulanan bitkiler inokulasyon isleminden 1 gece
once ve inokulasyondan hemen sonra 1 gece karanlikta bekletildiginde, inokulasyon
isleminden daha 1yi sonuclar alindig1 belirlenmistir.

Domates, biber ve tiitiin izolatlart mekanik inokulasyon yontemi ile test
bitkilerine inokule edildiginde Ba-Ag-Bi (1) izolatinin domates ve tiitiin izolatlarina
gore L. sativa “Batavia” ve P. vulgaris “Balkiz” bitkileri hari¢ diger tiim test
bitkilerinde simptom meydana getirdigi tespit edilmistir. Bu durum izolatlarin DAS-
ELISA testi sonuclarindaki absorbans degerleri ile paralellik gostermistir. Araziden
toplanan izolatlara ELISA testi uygulandiginda, Ba-Ag-Bi (1) izolatinin en yiiksek
absorbans degerine sahip oldugu belirlenmistir. Yine aym sekilde N. glutinosa
bitkisinde Ba-Ag-Bi (1) izolat1 sistemik olarak mozayik olustururken, diger 2 izolatta
ise mozayik tespit edilmemistir. Ancak domates izolatinda [Ba-Gii-Do (1)] toplu igne
basi biiyiikliigiinde sistemik nekrotik leke ve deformasyon, tiitiin izolatinda [Al-Ka-Ti
(1)] ise sistemik olarak daha iri nekrotik leke olusumu gozlenmistir (Sekil 4.11). Test
bitkilerindeki farkliliklara ilave olarak, dayanikli domates cesitlerinde de farkh
reaksiyonlar elde edilmistir. Ozellikle Ba-Ag-Bi (1) izolat1 dayanikl1 cesitlerin hepsinde
inokule edilen yapraklarda HR (hipersensetif reaksiyon) sonucu nekrotik lokal lekeler

olusturmustur (Sekil 4.18-4.21). Bu sonuglar, Ba-Ag-Bi (1) izolatinin, tiitiin ve domates
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izolatlarindan farkli genetik karakterde olabilecegine isaret etmektedir. Izolatlar
arasinda biyolojik olarak farkliliklar tespit edilmis olmasina karsin kesin bulgulara
molekiiler caligmalar ile ulasilabilir. TSWV izolatlarinin kapsid protein (N) geninin baz
dizi (sekans) analizi yapilirsa, bu konuda daha net sonuglara ulasilabilir.

TSWV’nin bircok konukgu bitkisi olmasi ve yayilmasinda vektor tripsin biiyiik
rol oynamasi sebebiyle viriis kisa siirede salgin hale gelmektedir. Gerek yurt icinde,
gereksede yurt disinda yapilan caligmalar, vektor tripsin TSWV’nin yayilmasindaki
onemini gostermektedir. Lavinia ve ark. (1996) tarafindan Ispanya’da domates, biber ve
marul alanlarinda yapilan ¢alismada TSWV’nin iiretimi 6énemli derecede sinirladigi
tespit edilirken, hastaligin hizli bir sekilde yayilmasinda vektor F. occidentalis’in biiyiik
rolii oldugu ve bitkilerde salgin olusturudugu tespit edilmistir. Gera ve ark. (2008)
tarafindan 1994-1998 yillarinda Israil’de seralarda ve agik alanlarda yapilan siirveylerde
TSWV’li bitkilerin oldugu ve hastaligin F. occidentalis tarafindan yayildigi tespit
edilmistir. Sevik, (2007) tarafindan yapilan calismada, Samsun ilinde TSWV
enfeksiyonunun belirlendigi alanlarda trips tiirii olarak F. intonsa ve T. tabaci tespit
edilmistir. Ayrica bolgemizde 2009 yilinda Carsamba ilgesinde biber serasindan alinan
ornekler iizerinde F. occidentalis tespit edilmistir (Sozlii goriisme, 1. Akca, 2009).

TSWYV ile miicadelede tripsle etkili bir miicadelenin onemlidir. Ancak vektor
tripse kars1 yapilan uygulamalarda kimyasallarin kullanimi trips populasyonun
azalmasinda cok etkili degildir. Diger yontemlerle viriisiin kontrolii zor oldugu icin
TSWV ile miicadelede en etkili yontemin dayanikli cesit kullanimi oldugu
bildirilmektedir (Kang ve ark., 2005). Ancak son yillarda gerek Samsun ilinden, gerekse
domates tiretiminde 6nemli olan Tokat ilinden gelen sikayetler ve test edilen 6rneklerde
TSWV’ye oldukca sik rastlanmasi iizerine bu ¢alismada dayanikli domates cesitlerinde
TSWV’nin enfeksiyon olusturup olusturmadigi, Samsun ilinde TSWV’nin dayaniklilik
kiran varyantlarinin bulunup bulunmadigr arastinnlmak istenmistir. Bu amacla, cesit
katologlarinda TSWV’ye dayanikli oldugu belirtilen Logure RZ F1, Esin F1, Swanson
F1 ve Petek F1 domates bitkilerinden DNA izolasyonu gerceklestirilmis ve PCR
uygulamasi ile Sw-5b genine spesifik fragment elde edilmistir. Boylece bu ¢esitlerin
dayanikli oldugu teyit edilmistir.

Aramburu ve Marti (2003) tarafindan, 2002 yilinda Ispanya’da Bodar olarak
adlandirilan domates ¢esidinden DNA ekstraksiyonu yapilmis ve PCR ile Sw-5 geninin
karakteristik band1 elde edilmistir. Bu bant dayanikl1 domates cesidi Stevens’deki Sw-5
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dayanmikliklik geni ile karsilastirllarak bu domates c¢esidinin  dayaniklilig
kesinlestirilmistir. Dayanikliligi ispatlanan bu domates cesidine TSWV izolatlari
bulastirildiginda bitkilerin % 30’unda TSWV’nin tipik simptomlar1 goézlenmistir.
Yapilan ELISA uygulamasi ile enfekteli domates bitkilerinde TSWV’nin varligi
saptanmistir.

Dayanikli domates bitkilerinde Sw-5 geninin etkisiyle virilisiin giris yaptig
yerden hizla yayilmasinin engellenmesi i¢in bu bitkiler TSWV’ye kars1 hipersensitif
savunma tepkisi (HR) olusturmakta ve bunun sonucunda yapraklar {izerinde lokal
lezyonlar meydana gelmektedir (Aramburu ve Rodriguez, 1999). Bu tez ¢alismasinda
kullanilan 3 izolatin [Ba-Ag-Bi (1), Al-Ka-Tii (1) ve Ba-Gii-Do (1)] dayanikl cesitlerin
inokule edilen yapraklarinda olusturdugu nekrotik lekeler HR sonucu olusmus olan
lekelerdir. Ba-Ag-Bi (1) izolati, inokule edilen dayanikli ¢esitlerin biitiin tekerriirlerinde
nekrotik leke olusturmustur (Cizelge 4.3, Sekil 4.18-4.21).

Dayanikli domates ¢esitlerinde elde edilen simptomlar dayamikliligin kirilmasi
konusunda kesin bilgi veremeyecegi icin hem inokule edilen yapraklar hem de {ist
yapraklar serolojik olarak ELISA ile test edilmistir. Yapilan ELISA uygulamasi ile Ba-
Ag-Bi (1) izolat1 ile inokule edilen tiim domates cesitlerinde inokule edilen yapraklarda
TSWV enfeksiyonu tespit edilmis ancak viriisiin sistemik olarak iist yapraklara
tasinamadi@1 saptanmustir. Bu izolat ile elde edilen sonug ilgin¢ bulunmustur. Ciinkii
Ba-Ag-Bi (1) izolatinin gerek orneklerdeki yiiksek absorbans degeri, gerekse kullanilan
tiim test bitkilerinde simptom olusturmasi sebebiyle diger 2 izolata gore daha viriilent
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Fakat bu izolat siirpriz bir sekilde dayaniklt domates
cesitlerinin hicbirisinde dayanikliligi kiramamugtir.

Ba-Gii-Do (1) izolat1 ise Logure RZ F1, Swanson F1 ve Petek F1 cesitlerinin
sadece birer tekerriirinde HR olusumuna sebep olmustur. Dayanikliligi 2 bitkide
(Logure RZ F1 ve Petek F1) kirarak (Cizelge 4.3), en fazla sistemik enfeksiyona Ba-
Gii-Do (1) izolat1 neden olmustur. Ancak bu izolat nekrotik leke olusturdugu halde iki
bitkide daha sonra dayanikliligin kirilmasina sebep olmustur. Al-Ka-Tii (1) izolat1 ise
sadece Esin F1 dayanikli cesidinde tek bir bitkide sistemik olarak taginmayi basarmus,
diger 3 domates cesidine dair hicbir bitkide dayamikliligi kiramamistir. Hassas cesit
olarak kullamilan L. esculentum “Falcon” ¢esidinde ise tim TSWYV izolatlar1 hem

inokule edilmis yapraklarda, hem de iist yapraklarda ELISA ile belirlenmistir.
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Latham ve Jones (1998), Sw-5 dayaniklilik genini igeren L. peruvianum’un PI-
128660R ve PI-128660S dayanikli domates hatlarinda 15 farkli TSWV izolat ile
yaptiklar1 dayaniklilik caligmasinda sadece 2 izolatin 752 bitkinin 22 tanesinde sistemik
reaksiyon olusturdugunu, diger 13 izolatin ise sadece inokule edilen yapraklarda
nekrotik lekeler olusturdugu ve dayanikliligi kiramadigim belirlemislerdir.

TSWV’ye kars1 yiiksek dayaniklilik gosteren L. peruvianum’a ait domates
hatlarinin (PI-126935, P1-126944, CIAPAN-16, PE-18 ve CIAPAN-17), 2 farkli TSWV
izolat1 ile inokule edilmesi sonucunda, PI-126935 ve PI-126944 hatlarinda yiiksek
dayaniklilik tespit edilirken, CIAPAN-16, CIAPAN-17 hatlarinda % 6.25 oraninda
dayanikliligin kirildig: belirlenmistir (Rosello ve ark., 1999).

Thomas-Carroll ve Jones (2002), 17 farkli TSWV izolatimm dayanikli olan,
Cougar, StevensxRodade, Tsw-10, Zodiac, Tex-019 domates cesitlerine ve L.
chilense’den iretilmis SA-98-1, SA98-7 dayanmikli domates hatlarina inokule ettigi
zaman tiim domates hatlarinin sadece lokal olarak nekrotik lezyonlar olusturdugunu ve

dayanikliligin kirtlmadigini saptamiglardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calisma ile Samsun ilinde domates, biber ve tiitiin yetistirilen alanlarda
TSWV’nin varligi biyolojik, serolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak tespit
edilmistir. ELISA testi sonucunda tiitiin, biber ve domates 6rneklerinin % 6.8 oraninda
TSWV ile bulasik oldugu saptanmistir. TSWV bulasiklik oraninin ilcelere gore
incelenmesi durumunda en fazla bulagiklifin Alacam (% 21.2) ilgesinde oldugu ve bunu
sirastyla Vezirkoprii (% 9.6), Carsamba (% 7.5) ve Bafra (% 6.3), ilgelerinin izledigi
belirlenirken, Tekkekoy ilcesinde ise TSWV ile enfekteli bitki 6rnegi bulunmadigi
tespit edilmistir.

Domates gerek sofralik, gereksede taze olarak tiiketilebilen 6nemli bir sebze tiirii
olup bolgemizde yetistiriciligi yapilmaktadir. Bolgede gecimini bu iirlinden saglayan
ireticilerin TSWV’den sikayetlerinin her gecen giin daha ¢cok artmasi sebebiyle bolgede
etkin bir kontrol yontemi zorunlu hale gelmistir. TSWV’nin kontroliinde trisplerle
yapilan miicadele yeterince etkili olamadig1 i¢in bolgedeki iireticilere dayamikli ¢esit
kullantm1 Onerilebilir. Ancak bu ¢alisma, TSWV’ye dayaniklik i¢in Sw-5 geni disinda
baska dayaniklilik kaynaklarinin bulunmasma ihtiya¢ duyuldugunu gostermistir. Bu
calisma, TSWV dayamikliligmin kirilmasi konusunda Tiirkiye’de yapilan ilk calisma
olmas1 sebebiyle ayrica bir 6neme sahiptir. Bu c¢alismada 4 farkli dayanmikli domates
cesidine TSWV’nin tiitiin, biber ve domates izolatlar1 verilerek dayanikliligin 2 izolat
tarafindan [Ba-Gii-Do (1) ve Al-Ka-Tii (1)] kirildig: belirlenmistir.

Bu tezde sinirh sayida izolat ile calisilmis olmasina ragmen, TSWV izolatlar
arasinda biyolojik farkliliklarin oldugu ve buna baglh olarak da dayanikli ¢esitlerin bu
izolatlara degisik sekilde reaksiyon verebildigi ve Sw-5 geninin etkisinin kirilabilecegi
gosterilmistir. Ancak gelecekte bu konuda Tirkiye'nin farkli bolgelerinden elde
edilecek olan TSWYV izolatlar1 ile daha detayli molekiiler calismalarin yapilmasina
gereksinim vardir.

Bu sonuglara gore Samsun ilinde TSWV ‘nin dayaniklilik kiran varyantlar tespit
edilmistir. Biitiin izolatlar Swanson F1 cesidinde sistemik reaksiyon olusturmamais, yani
bu cesitte dayanikliligi kiramamistir. Bu ceside ait daha fazla sayida bitkiyle TSWV
izolatlarinin yeniden denenmesi yerinde bir yaklasim olacaktir. Bu detayli c¢alisma

sonucunda Swanson F1 ¢esidinde dayanikliliginin kiritlmamasi s6z konusu olursa bolge
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ireticilerine TSWV’ye dayanikli ¢esit olarak Swanson F1 Onerilebilir. Boylece viriisiin
zarar orani azaltilarak hem bolge hem de iilke ekonomisine katki saglanabilir. Ayrica
elde edilen bu TSWYV izolatlar1 gelecekte farkli domates genotiplerinde yeni

dayaniklilik kaynaklarinin arastirilmasi icin kullanilabilir.
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