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Bu calsma, Adana ve Mersin illerinde ygirilen domates ve biberlerde
zararli Domates Lekeli Solgunluk Virtisi (Tomato Spotted Wilt Virus, TSWV)'nin
saflastiriimasi, biyolojik, serolojik ve molekuler yontemler kullanilarak tanisinin
yapilmasi amaciyla 2005-2006 yillari arasinda yuratgtimii

Araziden toplanan virtsli olgundanstiphelenilen bitkiler, dncelikle ELISA
yontemi ile testlenngi ve hastalik orani % 45.4 olarak hesaplatmiTSWYV ile
infekteli olan O&rnekler kodlanarak, mekanik inokulasyon sgadlarinda
kullanilmistir.

E8, D2, M5 kodlu izolatlar ile @l bitkilerde 5-15 giin igcerisinde simptom
gozlenmg, bununla birlikte T1 izolati ise, 30-60 giin gibi bir sirede simptongiQei
neden olmstur.

SDS-PAGE'de virlise ait bir protein band gozleawe molekal girlhigr 27
kDa olarak saptantir.

TSWV, santrifujleme yontemi kullanilarak yari saflalmis, PEG ¢oktiirme
ve kolon kromotogrofisi yontemleri karili olmamgtir.

TSWV virionlari saflgtiriimig ve SDS-PAGE’de dort band, agarose jel
elektroforez'de ise tek band gozlentiri

TSWV ile infekteli test bitkilerinden total RNA ekstraksiyonu yapsime
bunlar RT-PCR yonteminde kullanilgtir. PCR Uriinleri agarose jel elektroforez ile
test edilmg ve beklenen band buyiklikleri gozlertimi

Anahtar kelimeler: TSWV, ELISA, Survey, Mekanilknokulasyon, RT-PCR
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The objectives of this study are purification and biological, serological and
molecular detection of TSWV in tomatos and peppers growing in Adana and Mersin
provinces between 2005 and 2006.

Collected samples were firstly tested with ELISA and infection ratio was
determined as 45.4%. TSWV postives were coded and used for mechanical
inoculation. The symptoms were observed on E8, D2 and M5 isolates inoculated test
plants in 5-15 days however, T1 inoculated ones showed in 1-2 months after TSWV
inoculation.

Only one protein of TSWV was observed in SDS-PAGE and molecular
weight of it was estimated as 27 kDa.

Centrifugation method was succesfully used for semi purification of TSWV.
Column chromatography and PEG precipitation methods were not be successed for
TSWV purification.

TSWV virions were purified and four bands were obtained in SDS-PAGE
and one band in agarose gel eectrophoress.

Tota RNA extraction was done from infected test plants and used for RT-
PCR method. DNA bands were observed in respected sizes after the PCR products
were tested in agarose gel electrophoresis.

Key Words: TSWV, ELISA, Survey, Mechanica Inoculation, RT- PCR
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1.GIRIS Bilge KUCUK

1. GIRIS

Insan saligl ve beslenmesi agisindan énemli olan vitaminler, karbonhidratlar,
yag ve protein gibi bircok organik maddeyi, bol miktarda iceren sebzeler, diinyanin
bircok Ulkesinde oldgu gibi tilkemizde de yaun olarak yetitiriimektedir. Uretimi
yapilan sebzeler arasinda domates ve biber ilk sirada yer almaktadyasada taze
olarak tiiketilmesinin yani sirsa gida endustrisinde ham madde olarak kullaniimakta,
dis pazara ise taze olarak veytenerek ihrac edilmektedir (B, 1999)

Ulkemiz ekonomisinde de ©nemli bir yere sahip olan domates ve biber
yetistiricili gi, bu calgmanin yurutildgi Adana ve Mersin illeri ile ¢gevresinde agik
alan ve ortualtinda olmak Uzere gym bir sekilde yapilmaktadir. Adana ve
cevresinde, sebze uretimi icin 34.194 ha'lik alan kullagiirai279 131 ton domates,

2 700 ton dolmalik biber ve 26 661 ton sivri biber tretimi yagtimiMersin ili ve
cevresinde ise, iklim kallarinin daha elvegii olmasi ve seracgin daha yaygin
olmasi sebepleri ile 35.046 ha’'lik alanda 567.087 ton domates, 57.410 ton dolmalik
biber ve 89.094 ton sivri biber udretiimesiyle Adana’dan daha fazla verim elde
edildigi bildirilmi stir (Anonymous, 2002).

Sebze Uretimi yapilan alanlarda, fide doneminden hasata kadar gegeme geli
doneminde 200'den fazla bakteriyel, fungal ve viral kokenli hastalik etmeni domates
ve biber bitkisine zarar vermektedir (Guldur, 1995). Bu patojenler bitkilerin
yapraklarinda klorotik ve nekrotik alanlar, mozayik, kicilme ve deformasyon, gévde
Uzerinde nekroza dogén ya gorinuimli alanlar, govde iginde 6z shtmasi,
meyvelerde curukluk, klorotik ve nekrotik lekeler, genel olarak bitki boyunda
kisalma ve sararma gibi simptomlara neden olmaktadir.

Diger bitki turlerinde oldgu gibi domates ve biberlerde hastalneden olan
patojenler arasinda viral etmenler, bitkiden bitkiye mekanik yollardan kolaylikla
bulasabilmeleri, vektor bocekler arag@iyla tssinabilmeleri ve ¢ok gemialanlara
kisa surede yayilabilmeleri ve 6zelliklegdi etmenlerde oldiu gibi bunlara kan
kullanilabilecek etkili bir kimyasal mucadele ydonteminin bulunmamasi nedeni ile
ayri bir dneme sahiptirler. Bundan dolayr bitkilerde hagtalneden olan viral

etmenler ile micadele edebilmek igin, etmenin saptanmasi, tanilanmasi ve yayilma
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yollarinin ortaya konulmasi ve bunlarin sonucunda da etmegeakaacak kulturel
onlemlerin belirlenmesi gerekmektedir.

Domates ve biber yatirilen alanlarda c¢gtli virislerin varligi bildirilmistir.
Tatin mozayik viristu (Tobacco Mosaic Virus, TMV), domates mozayik virisi
(Tomato Mosaic Virus, ToMV), hiyar mozayik virisu (Cucumber Mosaic Virus,
CMV), patates Y virisu (Potato Virus Y, PVY), titin etch virisu (Tobacco Etch
Virus, TEV), yonca mozayik virisu (Alfalfa Mosaic Virus, AMV) ve domates lekeli
solgunluk virtisi (Tomato Spotted Wilt Virus, TSWV), hem domates hem de biberde
ekonomik kayiplara yol agarken, domates sari yaprak kivircikhk virist (Tomato
Yellow Leaf Curl Virus, TYLCV) domates yatirilen alanlardasekerpancari tepe
kivirciklik virisu (Beet Curly Top Virus, BCTV), biber mild mottle virist (Pepper
Mild Mottle Virus, PMMV), biber mottle viriisii (Pepper Mottle Virus, PMV) ise
biber yetstirilen alanlarda saptangtir (Jones, ve ark.1993).

Bunlar icerisinde, Domates lekeli solgunluk virist (TSWV) domates ve
biberlere zarar veren ve ekonomik anlamda buyiik kayiplara neden olan en dnemli
viriislerden bir tanesidir. TSWV, domates ve biber bitkisindekdy&karpuz, marul,
bezelye, bakla, yerfigh ve patates gibi bircok kultir bitkisinde de zarar
yapmaktadir. Ayrica, birgok sus bitkisi ve yabanci otlarin da bulindak geng bir
konukgu dizisine sahiptir (Goldback ve Peters, 1994).

TSWV, Bunyaviridae familyasina dahil olup, Tospoviris cinsine ait bir
virustir (Gnayem, 1995). Tospovirusler, bitkilere zarar veren en yikici ilk on bitki
virusleri igerisinde bulunmaktadir (German ve ark. 1992). TSWV, nukleotid dizisi ve
serolojik Ozelliklerine gore, TSWV (type species), Impatients necrotik spot viris
(INSV), Tomato chlorotic spot viriis (TCSV), Groundnut ringspot viris (GR81),
yellow spot (IYSV) ve Watermelon silver mottle viris (WSMoV) olmak tzere alti
ture ayriimsgtir (Mumford ve ark., 1996).

TSWV izometrik yapida olup, gegigi 85 nm’ dir. Virionlar, %5 nukleik
asit, %70 protein, %20 lipit ve %5 karbonhidrat icermektedir. Genom yapilari tek
iplikcikli lineer RNA’dan meydana gelmekte ve en buyuk genom pargasi 8.897 kb
(L-RNA), ikinci en bluyik parcasi 5.4 kb (M-RNA), dclncl en buyik parcasi 2.916
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kb (S-RNA)’ dir. Genomik nikleik asitleri, Haan (1990) tarafindan izole egtilmi
ve temel bilgiminde %16.2 G, %31.6 A, %19.3 C ve %32.9 U bazi bulunmaktadir.

TSWV, Tysanoptera takimindafhrips tabaci, T. setosus, T. parmi,
Frankliniela occidentalis, F. shultzei, F. fusca ve Scirtothrips dorsalis ile persistent
olarak tginmaktadir (Eckel ve ark., 1996; German ve ark., 1982pccidentalis
(WFT, Western Flower Thrips), TSWV'nin en dnemli vektori olarak bildigtmi
(Ullman ve ark., 1992). Thripsler viriisi binyesine ancak larva déneminde 15 dakika
beslenerek alabilmekte ve yakla4-18 gun sonra gakli bitkiye tasimaktadir.

TSWV thripslerle tssnmanin yanisira, mekanik yollarla daitebilmektedir.
Fakat kok kayngmasi, tohum ve polen ileggama olmamaktadir.

TSWV, infeksiyon zamani ve cevre skdlarina bgli olarak de&ismekle
birlikte, bulsik bitkilerde gelyme gerilgi, clicelame, genel solgunluk, yaprak ve
meyveler tzerinde halkali lekeler, nekrotik ve klorotik lezyonlar ve geng surgiinlerde
geriye d@ru 6lumseklinde simptomlara neden olmaktadir (Guldur ve ark., 1995).

TSWV' nin saptanmasi amaciyla yapilan dncekisgadlarda, ygun olarak
mekanik inokulasyon yontemi kullanilgnve viris Cucumis sativus, Gomphrena
globosa, Nicotiana clevelandii, N. tabacum N. glutinosa, N. rustica ve Petunia
hybrida gibi indikator bitkiler Gzerine tanmistir. Daha sonra TSWV'’ye spesifik
antiserumlarin Uretiimesi ile birlikte serolojik yontemlerden ELISA tgknie
saptanmy ve en son olarak da gunumuzde molekiler yontemlerden PCR ve
hibridizasyon teknikleri ygun birsekilde kullaniimaktadir (Mumford ve ark., 1994).

Molekiler yontemlerle, TSWV' nin RNA’ sina veya proteinine spesifik
primerler veya dejenere primerler kullanilarak virisiin genom dizisi belirlengbilmi
ve boylece bir serogrubun genetik Ozelliklerinin ortaya c¢ikarilmasi veya farkh
serogruplarin arasindaki genetik farkhliklarin ortaya konulmasi mimkinstimu
(Mumford ve ark., 1996).

Yapilan bu cakmada, son yillarda ulkemiz icin 6nemi gittikge artan ve
thripsler aracifityla uzak alanlara kolayca yayilarak ekonomik kayiplara sebep olan
TSWV'nin biyolojik, serolojik (ELISA) ve molekiler ydntemler (RT-PCR)
kullanilarak saptanmasi ve gahanin yurutuldgu alanlarda ygunlugunun ortaya

konulmasi amagclansmtir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Domates Lekeli Solgunluk Viristi (TSWV) ilk olarak, 1915 yihnda
Brittlebank tarafindan Avusturalya’da domates bitkisi tzerinde tespit a&tilmi
Viral orjinli oldugu ise, Samuel ve ark. (1930) tarafindan ortaya kongtimuSon
yillarda buyik ekonomik 6neme sahip olan bu viris diinyanin bir cok bolgesinde ¢ok
sik gorilmeye bdanms, Kuzey ve Glney Amerika (ABD, Brezilya), Avrupa ve
Asya kitalarina kadar yayilgtir (Adkins ve ark., 2005).

TSWV, bircok Ullkede farkli zamanlarda ve farkli bitkiler tGzerinde rapor
edilmistir. Bu nedenle bu Ulkelerde TSWV igin, survey, vektorler ilgina
denemeleri, konukcu bitkilerinin ve rklarinin saptanmasi ilgedivirtslerle
yakinlklarinin ortaya konulmasi gibi gahalar yapilmgtir.

TSWV, ¢ok geni konukgu dizisine sahip bir viriis olup, 50°’den fazla botanik
familyadan 650 farkli bitki turt Gzerinde bircok Ulkeden rapor edilmiBu kadar
genk bir alana yayllmasinda, virisun Tysanoptera takimindan Thrips vektora ile
tasinabilmesi etkili olmyg ve bu viris hastalinin 6nemini daha da artirghr. Bu
nedenlerden dolayl bir ¢ok Ulkede kulttr bitkileri, sus bitkileri ve yabanci otlarin
yetistirilmesi TSWV tarafindan blylk oranda sinirlandirgiini (Goldbach ve
Peters, 1994).

Cicek Thripsi Frankniella occidentalis), bolgelere gore dgsmekle birlikte,
TSWV'nin en 6nemli vektori olarak bildirilrgtir (Ullman ve ark., 1992). Bu vektor,
ilk kez 1991 yilindalsrail'de ¢ok geni bir konukcu dizisinde gozlengive 1992
yihnda da bir fidelikteChrysanthemum spp. bitkisi Gzerinde TSWV infeksiyonu
saptanmgtir (Gnayem, 1995).

TSWV'nin ilk olarak saptanmasi ve viral orjinli olgunun ortaya
konulmasindan sonra, Binyaviridae familyasina, INSV ve WSMoV'nin de
aralarinda bulundiu 13 virts dahil edilngtir. Daha sonra bir serogrup siniflandirma
sistemi olgturulmus ve serolojik farkhliklar dikkate alinarak, Tospovirus izolatlari
teshis edilmitir. TSWV, serogrup 1'in dyesi, INSV, serogrup 3'Un uUyesi ve

WSMoV, serogrup 4’Un uyesi olarak Tospoviris grubuna awtimiDaha sonra
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yapilan ¢ahmalarda serolojik yakinliktan klea, molekuler veriler temelinde de
siniflandirmalar yapilngtir (EPPO 2004).

Dunyada 6nemli Grin kayiplarina sebep olan Tospoviris genomlu viris
grubu ismini ilk Gyesi olan TSWV'den algtir. 1990 yili balarina kadar TSWV'nin
bu grubun tek dyesi olgu disinilmi; ve sebep olan etmen TSWV olarak
belirtilmistir. Fakat, Bunyaviridae familyasinin, hayvan virislerinin buyuk bir
kismini da icermesinden dolaylr ve Tospoviris genomlu infekteli bitkilerin
bulunmasi, INSV'yi de iceren ger benzer virislerin karakterizasyonunun ve
teshisinin yapilmasini zorunlu hale getigtii. Bundan sonra yapilan ¢ghalarda,
bircok Tospovirls tghis edilerek karakterizasyonu yapunve 6ncelikle bilinmeyen
genlerin turleri tghis etmeye ¢cajilmistir (Adkins ve ark., 2005).

TSWV, en az sekiz thrips turd ilestamaktadir (Cho ve ark..1987). Kuzey
Carolina’da TSWV’ nin en o6nemli vektorintRrankliniella fusca oldugu, F.
occidentalisin ise, lokal olarak dnem gayan bir thrips olarak kaydedilstir (Eckel
ve ark., 1996).

Jain ve ark. (1998) TSWV'nin Georgia'da yerfgstidomates, biber ve titin
Uretimini sinirlayan en 6nemli hastalik etmeni @duou, F. occidentalis ve F. fusca
ile etkin bir sekilde tgindigini ve Georgia’da meydana gelen zararin yakld 00
milyon dolar oldgu bildirmislerdir.

TSWV'nin Iran’da varlgi ilk olarak 1999-2000 yillarinda, TSWV'ye spesifik
polyclonal antibody (As-0526 ve As-0580, DSM2, Braunschweig, Almanya)
kullanilarak DAS- ELISA yodntemi ile ortaya konulgtur. Yapilan bu c¢cajmada,
soya bitkisi Gzerinde TSWV’nin ortaya ¢ikma ora#5.4 olarak saptanstir
(Golnaraghi, 2001). Yapilan gir bazi cabmalarda ise, TSWV'nin patates ve
domates bitkisi Uzerinde de vailortaya konulmstur (Golnaraghi, 2001; Pourrahim
ve ark., 2001).

TSWV, Guney Amerika'da ise, ilk olarak 1999 yilinddelampodium
divaricatum bitkisinde saptanngtir. Stpheli bitkilerdenMeampodium divaricatum
ve Nicotiana benthamiana bitkileri tUzerine mekanik inokulasyonlar yapilmasi
sonucundaM. divaricatum bitkisinde 48-56 glin sonra tipik mozayik simptomisr,

benthamiana bitkisinde ise,siddetli klorozlar, mozayik ve solgunluk simptomlari
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gozlenmgtir. Bundan 14 gun sonra da bitkilerde 6lum meydana ggfmiBu
calsmadaMelampodium bitkisi Uzerinde TSWV'nin varfii ELISA testi kullanilarak
da dg@rulanmstir (Holcomp ve ark., 2000).

TSWYV, Lousiana (ABD)'da ilk olarak 1972'de rapor ed#tiri (Black, 1973;
Greenogh ve ark., 1990%olanacea familyasina dahil bitkilerde ¢zellikle domates,
biber ve titinde ¢ok ciddi kayiplara neden ajtau (Bond ve ark., 1983 ; Greenogh
ve ark., 1985). TSWV'nin, bitkilerde klorotik ve nekrotik halkali lekeler, gbvde
nekrozu, yapraklarda deformasyon ve mozaik, meyvede azalmgddetli Uriin
kayiplarina neden olgu bildirilmistir. Bu bdlgede yapilan survey gahalarinda,
TSWV'nin domateste ortaya ¢ikma orani, ticari trtinlerde % 60, ev bahgelerinde ise
% 100 olarak saptangtir (Greenogh ve ark., 1985).

Wolkan ve ark. (1996) Arjantin'de, Lisianthuditkisinin (Eustoma
grandiflora (Raf.) Shinn) yapraklarinda cok &on olmayan benek ve agik
kahverengi lekeler ile gslne gerilgi simptomlari gézlemlergier ve mekanik
inokulasyon ve ELISA testi ile TSWV’ nin Lisionthus bitkisinde vgm ilk olarak
ortaya koyarak rapor etgherdir.

Wilson ve ark. (2000) ise, TSWV'nin vagini ilk olarak Guney Afrika‘da
populer bir bitki olan AgapanthusAgapanthus praecox ssp. orientalis) bitkisi
Uzerinde saptarlardir. Bitkinin yapraklarinda konsantrik halka ile diizensiz klorotik
lekeler ve cizgiler gozlenmive bu simptomlu yapraklardan alinan ornekler
kullanilarak yapilan ELISA testleri ve TSWV'nin kilif protein genine spesifik
primerler ile PCR vyapilmasi sonucunda, TSWV'nin infeksiyonu g@idu
dogrulanmstir.

Bu calsmalardan farkli olarak, Pappu ve ark. (1998), Georgia‘da ilk defa
TSWV'nin karpuz bitkisinde dgal infeksiyonunu rapor etglerdir. Tutln tarlasinda
kendiliginden yetsen karpuz bitkisinin yapraklarinda nekrotik halkall leke ve damar
nekrozlari gozlenmgi ve bu bitki ELISA yontemi ile test edilgtir. Ayrica,
TSWVnin kilif protein genine spesifik primerler kullanilarak RT-PCR yapsine
TSWV ‘nin karpuz bitkisinde varh ortaya konulmstur.

Momol (2000), Kuzey Florida’da, Habaner@aps cum chinense) ve Tabasco

(Capsicum frutescens ) tlru biber bitkilerinde ggtli simptomlar gdzlemlensi ve
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DAS- ELISA yobntemi ile TSWV' nin varfiini tespit etmgtir. Ayrica, IC-RT-PCR
uygulamasinda 800 bp’lik bolge amplifiye ederek ve busmeal sonucunda,
Florida‘’da TSWV'nin varlgi ilk olarak rapor etngtir.

Guney Amerika’'da yerfisgi (Arachis hypogea L.)’ nin TSWV ile siddetli
olarak infektelendii ve bitkinin yapraklarinda TSWV’'den dolayi, klorotik benekler,
klorotik cizgiler, mozaik, halkali lekeler, konsantrik halkalar, nekrotik benekler,
sararma ile genel olarak infekteli bitkilerde erken ddénemde blylime ggerdi
sonugta ciddi buyume kayiplari meydana geldildirilmi stir (Hagan ve ark., 1990).

TSWV, Kuzey Carolina’da 1988 yilinda domates ve tutun bitkileri Gzerinde
saptannytir. Onceleri yayginlik orani giik iken, 6-8 yil icerisinde trtinler arasinda
hizla artmaya bgamis ve tutinlerde % 30-50' ye varan kayiplar gorigtii
(Groves ve ark., 2002).

Kuzey Carolina’da iki drinsuz sezonda yapilan sgadlarda, alti farkl
alanda, ¢ok yillik, iki yillik veya tek yillik olmak tzere 28 bitki turt kontrol ed§lmi
ve en fazla trips larvasiSonchus asper, Stelleria media, Taraxacum officinale
bitkileri Uzerinde saptanmtir ( Groves ve ark., 2002). Bu gaha sonucundak.
fusca en gok gorilen TSWV vektoru olarak kaydediftini Yabanci otlardan ¢ok
yilliklar Plantago rugelii ve Taraxacum officinale de sadece lokal olarak gorultrken,
bir ¢cok tek yillik yabanci o€erastium vulgatum, Sonchus asper ve Stelleria media
da daha gegialana yayilmgtir. Ayni ¢calsmada, 1997- 2000 yillari arasinda yapilan
surveylerde, 18 bitki familyasindan 72 bitki tiriinden 35’inde (% 49) DAS-ELISA
ile TSWV infeksiyonu ortaya konulmtur. En fazla infeksiyon oranfaraxacum
officinale, Sonchus asper ve Cerastium vulgatum bitkilerinde, sirasiyla %5.8, %5.1
ve %4.2 olarak kaydedilstir. Ayrica, Cardamine hirsuta, Eupatorium capillifolium,
Geranium carolinianum, Gnaphalium purpureum, Linaria canadense, Molluga
veritillata, Pyrrhapappus carolinianus, Raphanus raphanistrum ve Triodanis
perfoliata olmak Gzere TSWYV ile infekteli dokuz yeni konukgu bitki tiru ortaya
ctkariimstir.

Papanice ve ark. (1999), TSWV vezei bitki virtislerini Brindis eyaletinde
(Apuli, Kuzeyltalya) tarim sistemlerinin ekonomik vaninda cok ciddi bir tehlike

olarak gormgler ve bir yildan uzun bir stire bu virislerin epidemiyolojisini daha iyi
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anlamak icin argirmalar yapmglardir. Beg ay icerisinde digoxigeninsaretli
riboproblarla 6500 thrips ve 31 tire ait 2400’den fazla bitkiyi analiz sktrdir.
TSWV, belirti gostermyi olan domates, biber, enginar ve hingibige hi¢ belirti
gostermeyen yabanci otlardAngaranthus retroflexus %20, Calendula officinalis
%?2.3, Capsella bursa pastoris %21, Chenopodium foetidum %4, Convolvulus spp.
%15, Diplotaxis erucoides %36, Fumaria officinalis %3, Malva parviflora %7.5,
Oxalis acetosella %3.7,Papaver rhoeas %15, Portulaca oleracea %7.6 Ranunculus
spp. %2.5, Senecio vulgaris %4, Solanum nigrum %4, Sonchus oleraceaus %8,
Sellaria media %2.8, Trifolium spp. %2.7, Veronica $pp. %1.5) saptanrgiir.
Ayrica, F. occidentalis %30.5, Thrips tabaci %47 ile dger bilinmeyen thrips
turlerine ait ergin bireylerde %34 oraninda, larvalarinda ise, %6 oraninda
belirlenmitir.

Mandal ve ark. (2001), yaptiklari gahada, yerfisfii Uzerine mekanik
inokulasyon yontemi ile tanmasi ¢ok zor olan TSWV'yi Barili ve etkinsekilde
tasima imkani sglayacak etkili bir mekanik inokulasyon protokolt ggtmislerdir.
Tasinmaya etkili olabilecek faktdrlerin ortaya konulmasi amaciyla, iki antioksidant
madde (sodium sulfite ve mercoptoethanol) tampon c¢ozeltilere ekleveniiki
aindirict madde (celite ve carborandum) varlda, pamuk, singer vegne
kullanilarak mekanik inokulasyon denemeleri yapgtmi Bu denemelerin sonucu
olarakta, sadece yagadelme ile 1/10, sadece yapravalama ile 7/10, delme ve
ovalama birlikte iken ise 10/10 {1 gozlenmgtir. Su kullanimi ile % 11.6, tampon
¢Ozelti (0.1 M phosphate buffer, pH: 7.0 ) kullanimi ile % 28.3, tampon c¢ozelti ile
sodium sulfit (% 0.2’ lik) kullaniminda % 75, tampon ¢o6zelti ile sodium sulfit (%
0.2’lik)+ mercoptoethanol (% 0.01'lik) kullaniminda ise, % 10Q;abagdzlenmtir.
Ayrica sadece carboruandum kullanimi ile % 14.1, sadece celite kullanimi ile %85.8,
carboruandum ve celite birlikte kullaniminda ise % 96.Gabasa&landgi
bildirilmi stir.

TSWV, kiiciik RNA (S-RNA ), orta RNA (M-RNA) ve biiyiik RNA (L-RNA)
olmak uzere u¢ RNA segmenti icermektedir. TSWV vgeditospovirislerin bu
nukleik asitlerin kullanilarak tutinde bulungiu RT-PCR yontemi ile de ortaya
konulmustur. Nukleokapsid protein (NP) gen veya L-RNA’' ya spesifik primerler
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uretilmis veya dejenere olmuprimerler kullanilarak viral genomun gelettiimis
kisimlar1 ile bir serogruba ait tospovirtslerin ortaya cikarilmasi veya farkli
serogruplar igin bu B&ngiglar artik mimkuin olngtur (Mumford ve ark., 1996).

Bu calgmalarin birggu TSWV ile infekteli tatlin gibi bitki dokularindan
TSWV'yi saptamak ve RT-PCR’In yararini ortaya koymak agisindan faydaldir.
Tatun gibi konukgu bitki dokulardan TSWV genomunugalalmasi mimkuin iken,
yerfistgl dokusundan aynislemin yapilmasi daha zor olmaktadir. Yerfistda
TSWV'nin saptanmasi ve genomununggliiimasi igin RT-PCR’in kullanimi veya
sonrasinda uygulanacak molekiler gahlarda ortaya ¢ikabilecek zorluklara w«ar
birka¢ adimi iceren ekstraksiyon yontemleri kullanilargimiYerfistgi dokusunda
guclu inhibitdr etkisi gosteren polyfenol'e kdrk olarak bu adimlara ihtiyag
duyulmuwtur (Jain ve ark., 1998). Ayni gtaicilar tarafindan yapilan bir ¢cginada
IC-RT-PCR yontemi optimize edilgive yerfistginda TSWV'nin saptanmasi ve
tanilanmasinda teknik sinirlamalarin lstesinden gelineralaribabir sekilde
kullaniimsstir. Ayrica bu yontemin ger birgok virisiin ortaya ¢ikarilmasinda hizli
ve guvenilir olarak kullanilabile@e gosterilmistir.

Whitfield ve ark. (2003) vyaptiklari camada, Ranunculus asiaticus
yumrularinda TSWV' nin saptanmasinda kullanilan Tissue Blot Immuinoassay
yontemi (TBIA) ile DAS-ELISA yontemlerinin dguluk ve guvenilirliklerini
karsilastirmislardir. Argstiricilar, TBIA yonteminin de ELISA gibi, TSWV ile
infekteli bitkilerin teshisinde ve yumrulu bitkilerin indekslenmesinde kullanilabilir
bir yontem oldgunu bildirmglerdir.

Chu ve ark. (1989) Hawaii'de TSWV’ nin periodik olarak marujiaetli
kayiplara neden oldwnu gozlemlensier ve bazi yillar 6zellikle yaz aylarinda
maruldaki bu kayiplarin % 50-90 olglunu tespit etngierdir. Yudin ve Mitchell,
(1990), yaptiklari cagmada, TSWV tarafindan infekteli marullarda erken donemde
mucadele yOontemlerinin  uygulanmasiyla hagtali daha c¢abuk Onlne
gecilebilecgini savunmylardir. Yapilan bu ¢ajma sonucunda uretim alaninda
thrips fazlahlginin fark edilerek miicadeleye lmnmasi yerine, daha erken donemde

teshisin hastalii kontrol altina almada daha etkili olgluortaya ¢ikarilnstir.
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Greenogh ve ark. (1990) Lousiana’da yaptiklari birsgeda, domates,
biber ve tutiinde plastik film malg kullanimi ile thripslerin go¢ etmesi ve TSWV'nin
ortaya ¢ikma oranlari arasindakiskilyi arastirmiglardir. Yaptiklari ¢akmada, bir
tarlay! ve aliminyum yizeyli plastik malg, siyah plastik malg ve malgsiz alan olarak
rastgele tce ayirrglar ve bunlar arasindaki farki kaydegfardir. Thrips goc¢unu
Olcmek igin ise, sari yagkan tuzak kullanmglardir. Sonugta aliminyum yizeyli
plastik malch alanda, malgsiz alana gore, domateste TSWV'nin ortaya ¢ikma orani
%64 ve tuzaktaki thripslerin sayisi %68 oranlarinda azalmiBiberde ise,
TSWV'nin ortaya ¢ikma orani ve tuzaktaki thripslerin sayisi %60-78 agalmi
Ikinci bir uygulamada ise, domates, biber ve tltiinde TSWV'nin ortaya ¢ikma
oranlarinda %60, thrips sayisinda da %33 azalma gozignmi

Csinos ve ark. (2000), TSWV'ye kar bir bitki aktivatori olan actigard
(acibenzolar-s-methyl)'in  ve bir insektisit olan imidacloprid aktivitesini
argtirmiglardir. K326 c¢eidi tatin kullanilarak yapilan denemede uygulamasiz
kontrol alani, actigard, imidocloprid ve actigard ile imidocloprid’in bir arada
kullanildigi dort lokasyon alani kurulmgtur. Uygulamalar, her iki haftada bir on
yaprak ve kok ornekleri alinip, ELISA testi ile testlepwve TSWV'nin uygulamasiz
alanda ortaya ¢ikma oraninin %8’'derslagarak %19, %26 ve %45 olarak gitgide
arttigi belirlenmitir. Diger U¢ alanda ise, TSWV’nin ortaya ¢ikma oraninin agaldi
saptanmytir.

Chu ve ark. (2001), keserogrubundaki tospovirtslerin ortaya ¢ikarmak igin
dejenere primerler kullanarak WSMV’'nin genom dizilimini tamamlamaya
calismiglar ve WSMV virtistiniin L RNA’sinin nikleotid dizilimini tespit eteirdir.
Arastiricilar, Daha 6nce M ve SRNA’larla yapilan gaialarda elde edilen bulgulari
da kullanarak WSMV tospovivus’'iin bu pargasinin tim genom dizilimini
tamamlamglardir. Ayni aratiricilar, bu virisun L proteininin INSV virtsi L proteini
ile %44.3, TSWV L proteini ile %46.5 aminoasit benzgriosterirken, PBNV L
proteini ile %91.3 aminoasit benzgiligdsterdgini bildirmislerdir. Elde edilen
sonuglar, dejenere primer kullanimi ile RT-PCR’nin farkh serogruplardaki
tospovirusleri ortaya koymak igin hizli ve guvenilir bir metod @ldisonucu ortaya

ctkarmstir.
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Kuzey Carolina’da Tospoviris benzeri belirti gosteren hastalikli patates
bitkilerinden kok, govde ve yaprak ornekleri toplagpnae bu 6rneklerde serolojik
(immuno strips) ve molekuler (RT-PCR) yontemler ile TSWV ‘nin garh
arsgstirilmigtir. Butin belirti gosteren 6rneklerden, RT-PCR ve serolojik yontemlere
ilaveten Nicotiana benthamiana test bitkisi Uzerine mekanik inokulasyonlar da
yapiimstir. Boylece, TSWV'nin N. benthamiana bitkisinin dokularinda var,
seroloji, RT-PCR ve nukleocapsid protein gen (N) dizilim analizleriyle
dogrulanmstir. Ayrica, Kuzey Carolina’da elde edilen izolatlar ve Georgia’da
domates, biber ve yerfigindan elde edilen 11 izolat ile Kuzey Carolina’da patateste
saptanan U¢ TSWYV izolati, N proteini yoniundens#agtiriimistir. Bunlara ilaveten,
Kuzey Carolina’da TSWV'nin bir patates izolati, vektor ilgitaa denemelerinde
kullanilmss ve virs, tutin thripsiRrankliniella fusca) ile patatese tanmistir. Fakat,
infekteli tohum yumrularindan yaprak veya govdeden aktif sgeli patates
surgunlerine dgrudan tainmadgi gozlenmstir (Abad ve ark., 2005).

Colariccio ve ark. (2005), Brezilya’da Sao Paulo State, Sumare ve Campinas
alanlarinda, hidroponik Grinlerdebettuce cv. veronica Uzerinde viris benzeri
belirtiler gozlemlemi ve bu stpheli marul o6rneklerini kullanilarak elektron
mikroskobu, biyolojik, serolojik ve molekiler ¢ghalar yapmglardir. Saptanan
orneklerden, marulun da icinde bulugdu konukgu bitkilere yapilan mekanik
inokulasyonlar sonucunda bu bitkiler Gzerinde benzer viris simptomlari meydana
gelmitir. Bunun yani siraGompherena globosa test bitkisinde olgan lokal lezyon
ve sistemik mozayik simptomlarda bazi farkliliklar gozlegtimi Yapilan bu
calsmada, Tomato Clorotic Spot Virus’in iki izolatt DAS-ELISA ve RT-PCR ile
tespit ediimg ve gen bankasindaki TCSV dizilimi ile yuksek oranda benzerlik
gosterdgi ortaya konulmsgtur. Bu calsma Brezilya'da ticari hidroponik marul
artnlerinde bir Tospovirtsten dolay! kayiplarakin ilk bilgi olarak rapor edilmitir.
TSWV'nin besleyici soliisyon vasitasiyla yaygoiun rapor edildii bu calsmada
argstiricilar hidroponik Grtnler Utzerinde Tospovirlslerin yayllmasini daha iyi
anlamak icin daha ileri epidemiyolojik cahalara ihtiyac duyuldgunu
bildirmiglerdir.

11
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Antignus ve ark. (1997),israilde, aclk alanlarda ve ticari seralarda
yetistirilen sus bitkileri ile sebzelerde TSWV infeksiyonuna benzeyen belirtiler
gozlemlemglerdir. Gozlemler sonucunda, 1992-1996 vyillari arasinda simptomliu
bitkilerden drnekler toplanmive ELISA testi ile bg familyadan 19 tur arasinda
infekteli olanlar bulunmg alti yabanci ot tiriinde de gh infeksiyon rapor
edilmistir. Yapilan bu calmada, virlis tghisi ve konukgu dizisi seroloji ve elektron
mikroskobi ile karakterize edilrgtir. Farkh kaynaklardan ganan antiserumlarin
kullanimi ile bu izolatlar arasindaki serolojik akrabalik ortaya kongtiamuAyrica,
niikleokapsid genin analizinin dizilimi ile TSWV'niiisrail izolatinin tospovirls
serogrupl’in bir Uyesi (Br-01 irk) olgu saptanngtir. Arastiricilar, viris
infeksiyonlu sis bitkisi ve sezelerden toplanan tohumlarda virgintasinin
olmadgini ve Israilde TSWV'nin varlginin ortaya konulmasinin sebze
endustrisinde ve sus bitkilerinde potansiyel bir tehdit olarak gdguflii
bildirmislerdir.

Winter ve ark. (2005)iran‘da domates vyaitirilen alanlarda, TSWV
surveyleri boyunca domates meyveleri Uzerinde acgik sari halkall lekeler
gozlemlemglerdir. Arastiricilar, mekanik tanma calgmalari sonucunda, bu etmenin
bir Tospovirls izolati oldgunu belirlemgler ve elektron mikroskobu c¢amnalarinda
tipik Tospovirts vironlari gorilmesine @aen, bilinen Tospovirtsler igin kullanilan
antibodi ile bu izolat ELISA’da negatif sonug¢ alipo bildirmislerdir. Daha sonra
yapilan molekiler analizler, bu virisin INYS ile yakin akrabalik gosteren Tomato
Varamin Virus olarak adlandirilan farkl bir tospoviris @dou ortaya ¢ikarngir.
Ayni aratiricilar, bu virisiin ggunlukla domateste bulunmasina bk bir cok sis
bitkisi ve yabanci ot tirinde de saptandi, ayni zamanda TSWV ile kark
infeksiyonda oldgunu da bildirilmglerdir.

Cordoba-Selles ve ark. (20043panya’da yaptiklari bir camada, bu giine
kadar s@an yetgtirilen alanlarda TSWV, OYDV, LYSV olarak adlandirilan dnemli
¢ virus hastagn saptamglardir. Bu ¢camada, sgan bitkileri Gzerinde viris benzeri
simptomlar gozlemsi ve bu bitkilerin kisa bir stre sonra 6lmesi Uzerine, hgstali
teshisi icin OYDV, LYSV, CMV, 1YSV ve TSWV'ye kagi spesifik poliklonal
antibadiler kullanilarak DAS-ELISA testi uygulargtmr. ELISA testlerinde infekteli
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2.ONCEKI CALISMALAR Bilge KUCUK

soganlar 1YSV'ye kasi pozitif deser verirken, dierleri negatif sonug versiir.
Aragtiricilar, 1YSV infekteli 6rneklerin nuikleokapsid geninden (IYSV1S ve [YSV1A
primerleri kullanilarak) RT-PCR yapsiwve bu PCR Urinleri ticari kit kullanilarak
saflastirdiktan sonra nikleik asit dizilimlerini analiz etferdir. Gen bankasinda
yapilan kagilastirma sonucunda, %97 oraninda benzerlik gozlgrwei bu viris
Ispanya’da ilk olarak rapor edilgtir. Ayni aratiricilar, bu Tospovirtisthrips
tabaci tarafindan propagatiekilde tgindigini, fakat bu thripsin her ne kadar
Ispanya’da buyiik bir populasyona sahip olsa da Akdeniz iklimi etkisinde INSV’nin
tasinmasinda etkisinin bilinmegini bildirmislerdir.

Adam ve ark. (1994), TSWV'nin tipik belirtilerini gostereAnemone
coronaria bitkisinin yaprak 6z suyu preparasyonlarinda, elektron mikroskobu
calmalarinda bir ¢ok tospoviris benzeri partikillerin vana rastlamalarina
ragmen, TSWV'nin N proteinine spesifik monoklonal antibodi kullanilarak TAS
ELISA testi uyguladiklarinda negatif sonug¢ allandir. Aratiricilar virisu,
Nicotiana clevelandii test bitkisine mekanik olaralgitamis ve elektron mikroskobu
da dahil olmak tzere poliklonal ve monoklonal antibodiler ile daha faziarana
yapmaya cagmislardir. INSV'ye kagi N spesifik MCA ve TSWV glikoproteinine
spesifik MCA ile yapilan TAS ELISA testlerinden pozitif sonu¢ glaxdir.
Antibadilerin kargimi kullanilarak yaptiklari Western Blot Immuno Assay
yonteminde iki virisun vaghini infekteli bitkilerden alinan extraktlarda
saptamglardir. Nicotiana cilevelandii yaprak dokusundan alinan ¢ok ince kisimlarin
elektron mikroscobunda incelenmesi sonucunda, 80-100 nm bigyinklé
partikiller gozlenny, bu sitopatolojik olgumlarin, infekteli hiicrelerde nadir olarak
viris partikulti olgturan veya olsturmayan dier INSV izolatlarindan dnemli
derecede farkli oldtu disunulmdstir. Arastiricilar, bu yeni izolatin, INSV’nin tam
bir formu yada virtslerin M RNA segmentlerinin gigmi ile TSWV ve INSV ‘nin
karsik bir enfeksiyonundan ortaya ¢ikan recombinant bir izolati simgeliyor
olabilecesi sonuglarini ortaya ¢ikargiardir.

Hucresel proteinler ve bunlarin viriisle olargkilieri, boceklerle tgunan
birgok virlisiin hicrelere giine aracilik etmektedir. Elektron mikrasbu

calsmalarinda elde edilen sonuclar, virisin vektor tarafindan alinmasina bir

13



2.ONCEKI CALISMALAR Bilge KUCUK

reseptorun aracilik yagini gostermektedir ve buna ilaveten, TSWV’'nin membran
glikoproteinlerinin (GP1 ve GP2) virlisedhiaprotein gibi gorev aldi belirlenmitir.
Tospovirtslerin,F. occidentalisi de igeren birka¢ thrips tlru tarafindansitean
dyeleri bulunmaktadir.F. occidentalisin hiicresel reseptorlerin kay@a olup
olmadgl ve TSWV'de viral bglh protein gibi davranan GP’lerin varsayilan rolu, jel
ve immonolabelling ¢agmalari ile argtiriimistir. Bir TSWV izolati yada TSWV-
GPs thrips proteinleri kullanilgh zaman, TSWV- GPs ‘de monoklonal antibodiler
ile 50-kDa bolgesinde tek band elde edgiini TSWV'nin kiguk RNA’lari
tarafindansifrelenen yapisal olmayan antibodiler ile yada TSWV N proteinleri ve
vektor olmayan boceklerdeki proteinler Dblotlarda sardadiginda bu band
gozlenmemigtir. Thrips larvalarinin midelerindeki plazmaya §aranti-idiotype
antibodiler ile western blotsleminde gozlenen 50 kDagmliktaki tek band
kullanilarak 6zellikle GP1 yada GP2’'ye kamonoklonal antibodyler hazirlansgtr.

Bu sonuglar, thripslerdeki potansiyel hicresel reseptdrlerin tanimlanmasinda
yardimci olmyg ve TSWV'de virlise bgll protein gibi davranan GP’lerin varsayilan
roliini desteklemektedir (Bandla ve ark., 1997).

Willis ve ark. (2005), yaptiklari bir caimada, TSWV glikoproteini GN’nin
virisiin alinmasina engel olmasi ve TSWV'nin thripsler tarafindamntasi
konularini argtirmiglardir. Aratiricilar, GN ve GC glikoprotein ortilerinin thrips
infeksiyonu i¢cin 6nemli iken, bitkinin infeksiyonu ig¢in gerekli olmgah
saptamglardir. Ayni aratiricilar, GN ‘nin TSWV elde edilmesinde rol oynadi
hipotezini dgrulamak amaci ile yaptiklari ¢cginada, GN proteinin rekombinant
formunu (GN-S) elde etsler ve saflatiriimiglardir. GN-S, dier viral proteinlerin
yoklugunda GN'nin fonksiyonunun incelenmesinigkanitir. GN-S TSWV'nin
baglanmasinda veyagaz epitel hucrelerine girmesinde 6nemli olan, thrips midesine
molekillerin bglanip ba&lamadgini saptamak icin GN-S’nin viriis alinmasi ve
tasinmasini engelleme kabiliyeti atailmigtir. Virs aliminin  engellenmesi
immunolebelling tarafindan, gemmanin engellenmesi iseDatura stramonium
yaprak disklerine bireysel bocekttamasi ile denenrgtir. Tasinmanin engellenmesi
deneyinde thripslerin beslenmesi ile % 56’sinin TSWV iggréb 6’sinin ise TSWV
ve GN-S kombinasyonunun bir arada bulundgrdtespit edilmgtir. Thripslerin hem

14



2.ONCEKI CALISMALAR Bilge KUCUK

TSWV ve GN-S ile beslenmesi sadece TSWV ile beslenmesi ile kiyasiachali
midelerinde daha az TSWV birikimi oldu gosterilmgtir. Ayrica TSWV'nin
tasinmasi TSWV infekteli  Dbitkilerle beslenmeden dnce thripslerin GN-S ile
beslenmesi TSWV’nin tanmasini 6nemli derecede azalgtm Viris davramginda

ve GN-S’deki tainmama, GN-S’ nin viriis alinmasini engelleyen real-time gRT-PCR
tarafindan Olculdgl gibi virlslerin ortaya cikarilabilen miktarini icermgdi
belirlenmitir. Sonug olarak elde edilen bulgular GN'nin, thrigszaepitel hicreleri

ile TSWV reseptorleri arasindagdabir viral ligand gibi gorev aldiini gostermtir.

TSWV, llkemizde ilk olarak tutiin bitkisinde; Canakkale'yi takiben Balikesir,
Manisa Wak ve Samsun illerinde, daha sonra ise, domates bitkisi (izefamlie;ve
Manisa illeri (Azeri, 1981; 1994) ile Cukurova’da (Guldur ve ark., 1995)
saptanmytir.

Bu viris hastafiinin o6nceleri sadece domates bitkisinde bulgndu
distintlmis, fakat 1997-1998 yillari suresincégelin Kazanh bolgesinde biber
bitkisinde de ortaya c¢ikarilgtir ve bu bdlgedefranciniella occidentalis ve Thrips
tabaci vektdrleri ile tgindigi bildirilmistir (Yurtmen ve ark., 1998).

Arli-S6kmen ve ark. (2005) Samsun ve ¢evresinde yaptiklagngadia, biber
bitkisi ve Amaranthaceae familyasina daAimarantus refloflexus ile Malvacea
familyasina dabhil Hibiscus trionum bitkileri tzerinde TSWV infeksiyonunun
varligini ELISA testi kullanarak saptagtardir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Survey Alani ve Calisma Materyali Hakkinda Bilgiler

Survey cikglarl, bu cakmanin yapildil alanlarda TSWV'nin bukaklik
oraninin ortaya konulmasi ve TSWV’nin saptanmasi igin kullanilacak farkli
yontemlerde gerekliipheli bitki 6rneklerinin toplanmasi amaciyla yapsgimi

Bu amagcla yapilan survey gahalarinda, Adana iline i§a Tuzla ilgesinde
ve Mersin iline bah Kazanh ve Erdemli ilgelerinde ortialti ve acgikta sebze
dretiminin yapildg! alanlar gezilmi ve TSWYV ile infekteli oldgundanstuphelenilen
domates ve biber bitkilerinden alinan bitki dokulari gaalarda kullanilmytir.
(Cizelge 3.1.)

Cizelge 3.1. Survey yapilan il, ilge, alan, bitki tird ve testlenen bitki

sayIsl
Il Iice Suvey | Bitki Testlenen Bitki
Alani Taru Sayisl
Icel Kazanli| Seral Biber 15
Sera 2 Biber 15
Sera 3 Biber 15
Sera 4 Biber 15
Sera 5 Biber 15
Sera 6 Domates 15
Sera 7 Domates 15
Sera 8 Domates 15
Erdemli| Acik alan| Domates 15
Acik alan| Biber 15
Aclk alan| Domates 15
Aclk alan| Domates 15
Acik alan| Biber 15
Acik alan| Biber 15
Adana| Tuzla Acik alan| Biber 10
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Calsma, Cukurova Universitesi Ziraat Fakultesi Bitki Koruma Bolumu
Fitopatoloji Anabilim Dali Viroloji Laboratuvari, Bitki Viriisleri Agirma Serasi ve

mevcut klima odalarinda yurattlrgtar.

3.1.2. Mekanik Inokulasyon Calismalarinda Kullanilan M ateryal

Mekanik inokulasyon ¢caimalarinda, araziden toplanan ve TSWV ile bikia
oldugu ELISA testleri ile saptanan domates ve biber bitkilerinden alinan taze bitki
dokulari materyal olarak kullanilgtir.

Mekanik inokulasyon ¢aimalari, Cizelge 3.2’de veriletest bitkileri Gizerine,
havan ve havan eli, fosfat tampon ¢b6zeltisi, sodyum sulfit, karborandum tozu ve
¢esme suyu kullanilarak yapilstir.

Mekanik inokulasyon c¢amalarinda kullanilan indikatér bitkilerin
tohumlarinin ekilmesi ve fidelerin ystirilmesi icin kum, toprak ve torf kagimi
(1:1:1), plastik saksilar, plastik kivetler, plastik viyoller, mikro ve makro besin
elementleri iceren glbreler ve zaman zaman herhangi bir zararli ve hastalik etmenine
karsi insektisit ve fungisitler kullanilngtir.

Calismada kullanilan indikator bitkilerin tohumlari, C.U. Ziraat Fakiiltesi,

Bitki Koruma Bolumd, Viroloji Laboratuvarr’ndan temin edilgtir.
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Cizelge 3.2. Mekanik Inokulasyon Calismalarinda K ullanilan

Tes Bitkileri
Turkce Adi Latince Adi
Biber Capsicum annuum
Domates Lycopersicon esculentum
Tatin Tarleri Nicotiana rustica

Hanim digmesi

Akkaz Ayagi

Nicotiana glutinosd..

Nicotiana tabacunt..”Xanthi”
Nicotiana tabacunt..”Xanthi nc”
Nicotiana tabacunt.. “Samsun”
Nicotiana tabacunt..”SamsunNN”
Gomphena globosa
Chenopodiun quinowild.

C. amaranticolorCosta & Reyn

3.1.3. Serolojik Calismalarda Kullanilan M ateryal

Bilge KUCUK

Yapilan ELISA testlerinde, TSWV ile infekteli oldundan stiphelenilen

domates ve biber bitkileri ile mekanik inokulasyon yontemi ile inokule edilen

indikator bitkilerden alinan bitki dokulart materyal olarak kullangtmu Ayrica

viriisu saflatirma sleminin farkll gamalarinda toplanan kisimlarda, ELISA yontemi

ile testlenmytir.

ELISA testleri, ticari olarak temin edilgidlan ELISA kiti, tampon ¢ozeltiler,

diiz tabanl, 96 kuyu iceren Maxi Sorp mikrotiter ELISA plateleri (NUNC-

Danimarka), Medispec ESR 200 marka ELISA okuyucusu (Medispec ESR 200

ELISA Reader), otomatik pipetler ve pipet uglari ve saf su kullanilarak yaprimi
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3.1.4. Saflastirma (Purifikasyon) Calismalarinda Kullanilan Materyal

Virls saflatirma calsmalarinda, TSWV ile infekteli oldiu ELISA testiyle
saptanan arazi oOrneklerinden alinan dokular ve bu bitkilerin taze yapraklari
kullanilarak yapilan mekanik inokulasyon yontemi ile virisun giulédig1 indikator
bitkilerden alinan bitki dokulari kullanilgtir.

Saflgtirma Eglemi sirasinda; havan ve havan eli, tampon ¢ozeltiler, santrifj
tupleri, ayarlanabilir mikro pipetler ve pipet uclari, Beckman J-21C model santrifij
ile JA-20 ve JA-21 numaral Blgklar! kullaniimistir.

3.1.5. Virion Analizi Calismalarinda Kullanilan M ateryal

Virion analizi galgmalarinda, mekanik inokulasyon yontemi ile TSWV
izolatlarinin bulatirildig! indikator bitkiler materyal olarak kullanilgtir.

Yontemin uygulanmasi sirasinda, havan ve havan eli, tampon c¢ozeltiler,
santrifijler, santrifdj tipleri, otomatik pipet ve pipet uglari, SDS-PAGE ve agarose

jel elektroforez igin gerekli malzemeler kullaniitm.

3.1.6. SDS-PAGE Calismalarinda Kullanilan Materyal

SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate- Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
calsmalarinda, ELISA testleri sonucunda, TSWV ile BiKeoldugu saptanan arazi
ornekleri, mekanik inokulasyon ydntemi ile virisun Butadigl otsu indikator
bitkilerden alinan taze sirgun ve yapraklardan hazirlanan ham ekstraktlar ve viris
aritma sleminde elde edilen yari saf preparasyonlar sgal materyalini
olusturmustur.

SDS-PAGE glemi BIORAD marka vertikal mini jel elektroforez dizeéne
BIORAD marka guc¢ kayna, ayarlanabilir mikro pipetler ve pipet uglari, havan ve
havan eli, protein marker (Fermentas) drneklerin ve jellerin hazirlanmasi ile jellerin
boyanmasi igin hazirlanan tampon ¢oOzelti ve solisyonlar (Ek 2-3-4) de materyal

olarak kullanilmgtir.
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3.1.7. Total RNA Ekstraksiyonu Calismalarinda Kullanilan Materyal

ELISA testleri sonunda TSWV ile infekteli olgu saptanan arazi
orneklerinden ve mekanik inokulasyon yontemi ile TSWV fguldan otsu indikator
bitkilerden alinan yapraklardan elde edilen bitki Ozsularismgal materyalini
olusturmustur.

Total RNA ekstraksiyonusieminde; steril havan ve havan eli, tampon
¢Ozeltiler, ependorf tupleri, ayarlanabilir mikro pipetler ve pipet uglari, Universal
320R marka masa tipi gotmali santrifuj kullaniimtir.

Total RNA ekstraksiyonu ¢amalarinda kullanilan soliisyonlar Ek 5’de yer

almaktadir.

3.1.8. RT-PCR Calismalarinda Kullanilan Materyal

RT-PCR yonteminde, total RNA ekstraksiyonu gahlari sonunda, TSWV
ile infekteli bitkilerden elde edilen total nukleik asit ekstraktlari materyal olarak
kullanilmistir.

RT-PCR glemi, Moloney Murine Leukaemia Virus’den gan reverse
transcriptase (MMLV-RT, 200W, Fermentas, EPO0441) enzimi ve reverse
transcriptase reaksiyon tampon ¢b6zeltisi, Taq polymerase enzimi (Termostabil DNA
polymerase enzyme, 5/ Fermentas, EP0401) ve reaksiyon tampon cozeltisi,
dNTP set (dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 25 mM, Promega), Md@gCl, buffer,
RNAse inhibitér (40Ul Fermentas, EO0311), Bench Top 1 kb DNA Ladder
marker (Promega), gifli tampon ¢oOzeltiler, saf su, pipet ve steril pipet uclari, PCR
tupleri ve Cizelge 3.2'de verilen TSWV'ygpesifik primerler (10mM) kullanilarak
yapiimstir.

Ayrica calsmalarda, elde edilen sonuglarl fdastirmak amaciyla ticari
olarak temin edilen 2X PCR Master Mix (Fermentas)’ de kullagtimi

Virls genomu uzerinde hedef bolgeleringgthilmasi gleminde gerekli
sicakliklar, TECHNO GENIUS marka termocyle aleti kullanilaraitesamstir.
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Bilge KUCUK

Cizelge 3.3. Calismada Kullanilan Primer Ciftleri ve Sentezlenen
Bolgenin Molekiler Buyukltgu

Primer Ciftleri Diz Molekuler
Buayuklagi (bp)

LITSWVR AATTGCCTTGCAACCAATTC

L2TSWVF ATCAGTCGAAATGGTCGGCA 276

S1INSVF AAATCAATAGTAGCATTA

S2INSVR CTTCCTCAAGAATAGGCA 602

H1R ACAGAAAGGTTAGCACTGAA

H2F ACAGAGGACTCCACTCCCGG 700

CP5-Bam ACAACTTTTAGGATCCTCATGTCTAAGGTT

CP3-Ps AACCTGCAGCTGCTTTCAAGCAAGTTC 780

BRO035 GAATATATGACACCATTG 514

PDH 006 CCCAGAGCAATCAGTGCA

3.1.9. Agarose Ge Elektroforez Calismalarinda Kullanilan Materyal

Agarose Gel Elektroforez cginalarinda, total RNA ekstraksiyonglemi
sonucunda elde edilen TSWV’ ye ait total RNA’ lar ile RT- PCRsgadiarinda elde

edilen PCR urunleri materyal olarak kullanigtm

Agarose gel elektroforezleminde, agarose, tampon coOzeltiler, BIORAD
marka Mini Sub. DNA Cell Elektroforez cihazi ve gi¢ kagmaJVP Ultraviolet

Transilluminator marka UVsik kaynai, polaraid film ve Polaraid GelCam marka

fotograf makinesinden yararlanilgtir.
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3.2. Metod

3.2.1. Survey Calismalari, Bitki Orneklerinin Toplanmas ve Muhafazasi

Calsmanin yurutildgt yorelerde TSWV'nin bukaklik oraninin ortaya
konulmasi ve toplanan drneklerde TSWV \arin farkli yontemlerle saptanmasi
amaciyla yapilan survey cghalari, Adana iline b# Tuzla ilgesi ile Mersin iline
bagli Kazanl ve Erdemli ilgelerinde ortualti ve agik alanda domates ve biber Gretimi
yapilan alanlarda gercekteilmi stir.

Survey ¢amalari 2005-2006 yillar1 arasinda ilkbahar ve sonbahar aylarinda
yapiimstir.

TSWV ile bulaik oldugundansuphelenilen bitkilerin belirlenmesi amaciyla
oncelikle simptomatolojik gozlemler yapilshr. Ornek alinan bitkilerde, TSWV'nin
neden oldgu, yapraklarda deformasyon, klorotik halkali lekeler, sararma, klorotik ve
nekrotik alanlar, variegation, govde ve yaprak sapi Uzeringelefeleri ve sok
simptomlari aranngtir.

TSWV tarafindan meydana getirilen bu simptomlarin bir veya birkagini
gosteren domates ve biber bitkilerinden alinan bitki dokular naylogetlpoe
konulmw ve paetler numaralandirilarak buz kutusu igerisinde uygusulkarda
laboratuvara getirilngtir. Bu bitki dokulari yapilacak olan biyolojik, serolojik ve
molekiiler ¢cajmalarda kullanilincaya kadar kisa bir sure igin buzdolabinda, +4

°C’de muhafaza edilryiir.

3.2.2. indikator Bitkilerin Yetistirilmes

Mekanik inokulasyon caimalarinda, Cizelge 3.1'de verilen indikator
bitkileri kullaniimis ve bu bitkilerin tohumlari, C.U.Z.F. Bitki Koruma Bolum

Viroloji Laboratuvari’'ndan temin edilrgir.

Test bitkilerinin tohumlari, dnce metil bromid ile fumige edigmkum,

yanmg hayvan glbresi, toprak ve torf kamini (1:1.1:1) iceren kuvetlere ekilgnie
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daha sonra c¢ikan bitkiler 4-6 yaprakli dénemde, ayngikamn bulundgu plastik
saksilara (12 cm ¢apinda ve 15 cm yuk$ehdie) tek telsasirtiimistir.

Indikator bitkiler, 22-24°C sicaklik, % 70 nem, 16/8 saagikIKaranlik) ve
5000 Lux aydinlatma kmllarina sahip kontrolli klima odalarinda ¢imlendirgmi
yetistirilmi s ve muhafaza edilngtir (Choueiri ve ark., 1993).

Bitki Koruma Bolumu Viroloji Laboratuvari'na ait klima odasinda yetien
her gun kontrol edilmglerdir. Bitkilerin sa&likh buyumeleri icin gerekli makro ve
mikro besin elementleri sulama suyuna ilave edilerek bitkilere venienhastalik ve

zararlilara kagn gerektginde pestisit uygulamalari yapilgtir (Anonymous, 1990).

3.2.3. Mekanik Inokulasyon Y 6ntemi

TSWV'nin biyolojik tanisi, total RNA izolasyonu ile virisin safialmasi
calsmalarinda kullanilacak olan bitkilerin elde edilmesi amaciyla, indikator bitkiler
tzerine mekanik inokulasyon gahalari, arazi ¢iklarinda simptomatolojik olarak
TSWV ile bulaik olduzundanstuphelenilen ve ELISA testleri sonucunda TSWYV ile
bulasik oldugu saptanan bitkilerden alinan dokular kullanilarak yagtlimiMekanik
inokulasyon yontemi, Mandal ve ark. (2001)’e gtyasalakisekilde uygulanmstir.

Supheli bitkilerden alinan bitki dokulari, 1: 5 oraninda 2-Mercaptoethanol ve
% 2’lik sodyum sulfit iceren 0.01 M fosfat tamponu (pH; 7.0) iceren steril porselen
havanda eziln3i ve daha dnceden karborandum tozu serpiimdikator bitkilerin
yapraklarina mekanik olarak inokule edigtm. Daha sonra indikator bitkiler
simptom gozlenmesi amaciyla kontrollisktiarda muhafaza edilstir ve periyodik
olarak gozlemlenntir.

Kullanilan indikator bitkiler gagida verilen simptomlar igin gozlenghi.

Nicotiana tabacum, N. glutinosa; Nekrotik ve lokal lezyonlar, sistemik
nekrotiksekil ve yaprak deformasyonu, geriyegdo 61im

Lycopersicon esculentum; Klorotik lokal lezyon, nekrotik lokal lezyon,
damar agilmasi, deformasyon, yaprakskktigi, geriye dgru 6lim, mozaik.

Nicotiana rustica; Mozaik, klorotik lokal lezyon, yaprak kigikligi
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Capsicum annuum; Klorotik lokal lezyon, nekrotik lokal lezyon, halkali
leke, damar agilmasi, deformasyon, yaprakikirgi, geriye dgru 6lim, mozaik

Mekanik inokulasyon yapilan indikator bitkiler; klima odasinda belirlenen
kosullara sahip klima odasinda muhafaza edileni ve simptom gefimi igin
periyodik olarak gozlenrglerdir.

Calsmalar, C.U.Z.F. Bitki Koruma Bolumu Bitki Virtis Hastaliklari
Arastirma Serasi’'nda yuruttlngtiir.

3.2.4. Serolojik Calismalar

Arazi c¢ikglarinda, simptomatolojik olarak TSWV ile bwik oldugundan
siphelenilen domates ve biber 6rnekleri, TSWV'nin anin ortaya konulmasi
amaciyla oncelikle Double Antibody Sandwich (DAS) ELISA testi ile testlgimi
Ayrica mekanik inokulasyon camalari sonunda simptom gosteren indikator bitkiler
ile virisun saflgtiriimasi sleminin farkli gamalarinda alinan 6érnekler de ELISA
testine tabi tutulmgtur.

Yapilan ELISA testlerinde kullanilan platelerin her birinde, 6rnek tampon
¢Ozeltisi ve sglikh agaclardan alinan veya firmalardan ticari olarak temin edilen
dokular ile hazirlanan ekstrakt olmak Uzere iki farkli negatif kontrol ve TSWV
bulssik olarak ticari temin edilngi bir pozitif kontrol kasilastirma amaciyla
kullaniimstir. ELISA testlerinde kullanilan tampon ¢ozeltiler ve bunlarin
hazirlanmasi Ek 1’de verilstir.

ELISA testleri sonucunda, @&kl kontrol icin 405 nm’'de elde edilen
absorbans derinin en az iki kati ve daha fazla absorbangedeveren drnekler

pozitif olarak kabul edilmgtir (Barba ve Riccioni, 1993; Helguera ve ark., 2002).
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3.24.1. DASELISA Tedti

DAS-ELISA calgmalari, Clark ve Adams (1977) ve Jain ve ark. (1998)
tarafindan bildirilen ydnteme gére yapitm.

Calsmada kullanilan sulandirma oranlari kitin temin edgildfirmanin
belirttigi oranlar dikkate alinarak yapilan DAS-ELISA yontemga@daki sekilde

uygulanmgtir.

1. TSWV'’ye spesifiky-globulin, firmanin bildirdgi prosedire gore kaplama
tamponunda belli oranda sulandirlarak, ELISA pleytlerine her cukura 1100
konulmustur.

2. Pleytler, 30°C’'de 4 saat inkiibasyona tabi tutulduktan sonra, yikama
tamponu ile her yikama 3’er dakika olagakilde 3 kere yikanrgtir.

3. Ekstraksiyon tampon c¢o6zeltisinde 1/10 oraninda hazirfanotan
ekstrakttan her kuyuya 100'el konulmus ve pleytler +4 °C'de bir gece
inkibasyona tabi tutulduktan sonra ylkama tamponu ile yukaridekilde
yikanmsgtir.

4. Konjugat tamponu igerisinde sulandirgmolan enzimle garetli y-
globulinden (Konjugate) her kuyuya 100’¢d konulmws ve 30C'de 5 saat
inkiibasyondan sonra pleytler yikama tamponu ile yikgtmmi

5. Son olarak pleytlerin her kuyusuna substrate tampon ¢ozeltisinde 1mg/ml
olacaksekilde hazirlanan substrattan 100/¢ilave edilmg ve pleytler 30-60 dakika
oda sicakiiinda s1ksiz ortamda bekletildikten sonra ELISA okuyucuda okugtoru

Yapilan ELISA testlerinde her 6rnek igin gkr kuyu kullaniimg ve her
pleytte pozitif, negatif ve buffer kontrol bulunmasina dikkat ediiimi

ELISA testleri sonunda ELISA okuyucusunda negatif kontrol icin okunan
absorbans derinin 2-3 kati absorbans gkxine sahip 6rnekler TSWV ile bylk
kabul edilmitir.

25



3.MATERYAL VE METOD Bilge KUCUK

3.2.5. Virus Saflastirma (Purifikasyon) Calismalari

Virisu saflgtirma calsmalari; mekanik inokulasyon yontemiyle TSWV’nin
bulastirildigi indikatoér bitkilerden alinan yapraklar kullanilarak yapidgibi,
dogrudan araziden getirilen ve TSWV ile bulaoldugu ELISA testlerinde saptanan
domates ve biber bitkilerinden alinan yapraklar kullanilarak da yaprmi

Yari purifikasyon cabmalarinda, PEG ¢oktirme ve ik ve Yuksek Devir
Santrifiijleme ydntemleri, tam purifikasyon icin ise, Kolon Kromotografi yontemi

kullanilmistir.

3.2.5.1. PEG Gokturme Metodu

Bu yontem, Bar-Joseph ve ark. (1985), Gonsalves ve ark. (1978) ve
Kamberglu (2000)’in dnerdii prosedure gore modifiye edilerek kullanijtm.

Calismada izlenilen basamaklar:

a. Infekteli test bitkilerinin yapraklari, 1: 5 (w: v) oraninda 0.02M,$(@;,
0.01M DIECA ve 0.01M EDTA iceren 0.01M Tris- HCI buffer (pH, 8.0) ile
havanda ekstrakte edilerek ttlbentten gegisiimi

b. Sivi kisim 7.000 rpm‘de 10 dak. Beckman JA 20 rotor kullanilarak
santrifij edilmg ve pellet atilmgtir.

c. Sivi kisim Uzerine %5'i kadar %10’luk Triton X-100 ilave edime 60
dak. +4°C karstiriimistir.

d. Daha sonra %6 oraninda PEG (8000) ve 0.125 M NacCl ilave edilerek 180
dak. +4°C ‘de karstirilmistir.

e. Karisim, 10.000 rpm‘de 20 dak. santrifuj edilmie pellet tzerine 0.02 M
N&SQO; iceren 50 ml 0.1M Tris-HCI (pH, 8.0) tampon c¢ozelti eklenerek

¢OzUlmtar.
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3.2.5.2. Santriftjleme Metodu

Bu yontem, Adam ve ark. (1975)'in 6netdisekilde modifiye edilerek
kullaniimis ve gagidaki basamaklar takip edilgtir.

a. Infekteli bitki materyali 1:6 (w:v) oraninda 0.1M M&O; iceren 0.1 M
fosfat tampon ¢ozelti (pH, 7.0) icerisinde ekstrakte edilvei 20 dak. homojenize
edildikten sonra tulbentten gecirilgtr.

b. Ekstrakt, 1.000 rpm‘de 5 dak. santriftij edgree st sivi alinngtir.

c. Supernatant 17.000 rpm’de 20 dak. santrifij yapildiktan sonra pellet
alinmg ve Uzerine 0.1M N&G; iceren 0.01 M fosfat tampon ¢ozelti (pH, 7.0)
konularak restispense ediktm.

d. 1.000 rpm’'de 5 dak. santrifuj edilerek sivi kisim algw@ 17.000 rpm’de
santrifij edilerek pellet alinrgtir.

e. Pellet 8 ml 0.1M NgBO; iceren 0.01 M fosfat tampon ¢ozelti (pH, 7.0)
icerisinde sulandirilngive bir gece bekletilrgiir.

f. Bunun 4 ml'si yari purifiye olarak ayrilgyidiger yarisi ayni tampon ¢ozelti
kullanilarak 25 ml'ye tamamlandiktan sonra tzerine %5 oraninda PEG (8000) ve
0.125 M NaCl eklenngtir.

g. Suspansiyon, 3 saat kamildiktan sonra, 10.000 rpm’'de 20 dakika
santrifij edilmg ve pellet alinarak ayni tampon ¢ozeltide ¢Ozighint

Elde edilen yari purifye viris preaparati 1: 10 oraninda sulandirilarak,
spektrofotometrede 200-400 nm dalga boylari gwada absorbans derleri

okunmugtur.
3.2.5.3. Kolon Kromotografis Yontemi ile Virtsiin Saflastirilmasi
Yari purifikasyon gleminden sonra elde edilen preparasyonlar TSWV’nin

tam saflatirimasi amaciyla Kolon kromotografisi yonteminde kullangtmi Bu

amagcla yapilan ¢gmalarda gagidaki yollar izlenmgtir.
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3.2.5.3.1. Kromotografi Kolonunun Hazirlanmasi

1.5 x 50 cm ebatlarindaki cam kolonugizae aks hizini kontrol etmek
amaciyla kugik bir pamuk parcasiyla tikantiktan sonra %20 ‘lik etil alkol iginde
suspanse edilmive S-300 kolon meteryalinden (SEPHACRYL S-300-HR) 20 ml
alinarak yavgayavas cam kolona verilngtir.

Hava kabarg@ kalmamamsi i¢in bir stire S-300 ‘Gn kolonda kendine kendine
sikismasi beklenmtir.

Yapilan kolona , igcinde bulungu sivi henliz bitmeden 0.20 M NaCl, 0.1 M
Na —azide ve 0.1 M MgCI iceren 0.05 M Na Fosfat ( pH:7.5) buffer tampon

¢Ozeltisi kolona ilave edilmgive kolon yikannstir.

3.2.5.3.2. Kolon Kromotogr afi Y6nteminin Uygulanmasi

Kolona 0Ornek yuklenmeden oOnce kolon meteryalinin tzerinde bulunan
tampon ¢ozelti bir pipet yardimiyla alindiktan sonra elde egdilyarl saf virts
preparasyonunun 2 ml ‘si pipet yardimi ile S-300 kolon Uzerinesyeitrai s sonra
fraksiyonlar toplanmaya kanmstir.

Ornesin tamami kolonunu icerisine gegtikten sonra 0.05 M Na- Fosfat
tampon ¢oOzeltisi kolona verilmive ardindan kolondan ¢ikan franksiyonlar ELISA
testine tabi tutulmgiur.

3.2.6. Virion Analizi

Virion analizi ¢algmalari, TSWV izolatlarina ait virionlarin analiz edilmesi
ve aralarinda farkligin var olup olmadiinin ortaya konulmasi amaciyla, Alvarado
ve ark. (1995) tarafindan bildirilen prosediire uygun olakakida belirtildigi gibi
yuratalmugtar.

a. 1 gram taze doku, bir havan igerisinde 2 nguo0.2M’lik sodyum sitrat
tampon ¢ozelti (pH, 6.5) ve 4 ul 2-mercaptoethanol geadia ezilmg ve ekstrakt
tulbentten gegirilmtir.
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b. Sivi kisim tzerine 1.5 ml kloroform eklenmie 10.000 rpm’de 30 sn.
Santrifyj edildikten sonra sivi kisim alingrue Gzerine gt miktarda %14'luk PEG
konulmustur.

c. Gece boyu inkiibe edilen kg 5.000 rpm’de 30 dak. santrifiij edignie
pellet alinarak 1 ml %5 sukroz iceren 5mM EDTA (pH, 7.0) tampon ¢Ozeltide
¢cOzulmigtur.

d. Daha sonra tekrar 5.000 rpm’de 30 dak. santrifij yapilraisivi kisim

alinarak buzdolabinda 4 °C’de muhafaza edgiiimi

Elde edilen preparasyonlar SDS-PAGE ve agarose gel elektroforez

yontemleri kullanilarak kontrol edilmive fotgsraflari ¢ekilmitir.

3.2.7. SDS-PAGE Y ontemi

Direkt olarak araziden alinan 6rneklerden ve virlisin sbalaigl otsu
indikator bitkilerden alinan taze yapraklardan hazirlanan ham ekstraktlar ile virts
arilastirma sleminde elde edilen yari saf preparasyonlardan TSWV'nin kilif
proteinlerinin karakterize edilmesi (kilif protein bantlarinin sayisinin ve molekil
agirhklarinin saptanmasi) amaciyla yapilan SDS-PAGE yonteaeimmli (1970)'ye
gore gagidaki sekilde uygulanmtir.

Ayrica, virion analizi cabmalari sonucu da SDS-PAGE yontemi kullanilarak

kontrol edilmitir.

SDS-PAGE ydnteminin uygulanmasi:

a. Toplam 5 ml alt jel (1.6ml kD, 2.0 ml % 30 luk Acrylamide , 1.3ml Tris
(2.5 M, pH.8.8), 0.05 ml SDS % 10, 0.05 ml) hazirlandiktan sonratikdarak
homojenize edilnstir.

b. Daha sonra tzerine % 10’luk Ammonium persilfate (APS) ve 0.002 ml
TEMED ilave edilm§ ve tekrar kastirilmistir. Bu kargim elektroforez plakalari
arasina bgaltiimis ve Gzerine 1ml n-butanol konularak 45 dakika polimerize olmasi

icin bekletilmistir.
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c. Toplam 2 ml Ust jel (1.4 ml #, 0.33 ml % 30 luk Acrylamide, 0.25 ml
Tris 1.0 M pH 6.8, 0.02 ml SDS %10) hazirlagme iyice karsmasi sglanmstir.

d. Daha sonra kagima 0.02 ml % 10’luk Ammonium persulfate (APS),
0.002 ml TEMED ilave edilerek katiriimistir.

e. Alt jelin Gzerindeki n-butanol filitre edilerek alingve elektroforez taga
cam plakalar arasina yegteilmi stir.

f. Hazirlanan ust jel, tagan kenarindan pipet yardimiyla hava kabarci
olmayacalsekilde baaltilarak 45 dakika polimerizasyona birakgtim

g. Sure sonunda tarak jel icerisinden dikkatlice alywe olwan gukurlarin
ici distile su ile yikannstir.

h. Elektroforez plakalari elektroforez tankina ystildmis, alt ve Ust
havuzlar running tampon (3g Tris-Base, 14.4g Glycine, 1g SDS/ It) ile

doldurulmutur.

Jelin hazirlanmasindan sonra ise, sgafida kullanilan 6rneklerin

hazirlanmasi icingagidaki yollar izlenmgtir:

Ornek tampon icerisinde 1:5 oraninda ezilerek elde edilen bitki 6zsuyundan
15 pl ahnarak, 0.5 mllik ependorf tipiine konulgpnwe Gzerine 15ul yukleme
tamponu ilave edilngtir. Bu kargim kaynamakta olan (10) su banyosunda 5 dk.
bekletilmis ve daha sonra masa tipi bir santrifijde 11.000 rpm’'de 8 dk. santrifij
edilmistir. Santrifij sleminden sonra hazirlanan ornekler buz UGzerine ajirval

daha sonra jele ytklengtir.
Orneklerin yiiklenmesinden songeim aagidaki sekilde devam etngiir.
i. Plakalara Bromofenolblue boyasi Ust jeli gegene dek 80 V akim wgilmi

Ornekler Ust jeli gectikten sonra da akim 100V'a yikselsimé boya jelin

sonundan ¢ikana kadarskon devam etngtir.
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j. Kosum sonunda jel cam plakalar arasindan alinarak boyama sollisyonunda
boyanmgtir. Daha sonra destain sollisyonu igerisinde bekletilerek jeldeki boya

uzaklatiriimistir.

k. Degerlendirmeler, jel Uzerinde afan viris proteinine ait bandlarin

molekul airliklari, markerlarin molektl@rhklari ile kasilastirilarak yapilmgtir.

3.2.7.1. SDS-PAGE Jdlinin Boyanmasl

SDS-PAGE jelinin boyanmasislémi &agida belirtilen siraya gore
yapiimstir.

a-Plakalar arasindan alinan jel 45 dakika fixing soliisyonu (Ek.4) igerisinde

40 °C’ de 30 dak. inkubatdrde tutulgne desitain solisyonu ile 2 kere yikagim

b-Jel desitain solisyonu igerisinde 40 °C de 30 dakika inkubatdrde tutularak

%10’'luk Asetik asit ile yikanngtir.

c- Sonra oda sicalinda %10 Iluk asetik asit igcerisinde 15 dakika
bekletilmistir.

d- Jel asetik asitte (%10 luk) 40 °C’ de 15 dakika inkubatorde tutularak ayni

konsantrasyondaki asetik asitte oda sigahtia 1 gece bekletilrytir.
e-Jel Gizerindekiazla boya %10 luk asetik asit ile yikanarak gidewgtmi

f-Distile su ile yikanan jel %1 lik gliserol ile 4 de 15 dak. inkubatore

tutulmus ve Whatman 3 mm [gadi ile kurutulmutur.

3.2.8. Total RNA Ekstraksiyonu

TSWV ile infekteli old@gu ELISA yontemiyle saptanan arazi 6rneklerinden
ve mekanik inokulasyon yontemi ile TSW\ilanan indikator bitkilerden alinan

geng yapraklar kullanilarak yapilan total RNA izolasyonsgadlari, Astruc ve ark.,

(1996)’ nin 6nerdii yonteme gore yurutilnstiir.
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Total RNA ekstraksiyonu yonteminde izlenen basamaklar:

a. Ornekler ekstraksiyon tamporflOOmM Tris-HCI pH.8.0, 50mM EDTA
b-pH. 7.0, 500 NaCl, 10mM 2. mercapto-ethanol (1/10G@ 1:2 (w/v) oraninda
sulandirilarak ekstrakte edilgnve bitki 6zsuyu steril tilbentten stizilghiir.

b. Bitki 6zsuyundan 1ml alinarak eppendorf tipleri icerisine yerileni s ve
ornekler 3 dakika 4.000 rpm’de santrifiij edigiimi

c. Pelet uzerine %20’lik Sodium Dodecylsulfat (SDS)'den |50 ilave
edilerek vortekste kagtirilmis ve sonra tipler 65 °C’de 30 dakika su banyosunda
inkiibe edilmgtir.

d. Taplere 250pul potasium asetate (5M) ilave edilerek 20 dakika buz
icerisinde bekletilmi ve daha sonra 15 dakika 13.000 rpm’de santrifiij yagtimi

h. Elde edilen stpernatant ikiye bolingnie 500 ul'si yeni hazirlanmy
eppendorf tiiplerine konarak -7G de saklanngtir.

Geriye kalan 500pl supernatant yeni hazirlanan eppendorf tiplerine
konulmu;, tizerine % 100’luk ethanolden 5Q0ilave edilerek 1ml' ye tamamlangi
ve vortekste kagtiriimistir.

I. Daha sonra tiplere H0 sodium asetate (3M) ilave edilgnve Ornekler
tekrar kargtirilarak -70 °C’de bir gece bekletilgtir.

i. Ornekler 15 dakika 14.000 rpm'de santrifllj edilerek slipernatant kismi
ortamdan uzakkurilmistir.

|- Eppendorf tupleri filtre k&di Gzerinde ters cgevrilerek 5 dakika kurutulmu
ve pellet Gzerine % 70’lik ethanolden 1ml ilave edshni

k. Ornekler RNA'lari ¢coktiirmek amaciyla 5 dakika 13.000 rpm’de santriflj
edilmis ve tUp icerisindeki ethanol atilarak eppendorf tupleri kurutngatlka ile
dikkatlice kurutulmuytur.

|. Elde edilen total RNA'lar 5Qul RNAse free saf su ile sulandirilarak, 45
ve 35l olmak lzere ikiye boélinmiive eppendorf tlpleri icerisinde -70 °C'de

muhafaza edilmstir.
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Daha sonra Agaroz Jel Elektroforez galsiyla total RNA’larin vargi

kontrol edilmitir.

3.2.9. RT- PCR Calismalari

Polimeraz Zincir Reaksiyonu 1980’ li yillardan itibaren in vitro ortamda
spesifik bir DNA pargasinin kopyalarinin kisa zincirli oligonuikleotid primerler
yardimi  ile  yonlendirilerek enzimatik olarak sentezlenmeseklinde
tanimlanmaktadir.

DNA molekilundeki dizisi bilinen iki bdlge arasindaki spesifik DNA
parcasini ¢galtmak amaciyla, ¢cok az miktarda mRNA'dan cDNA'lar sluarak
bitki patojenleri'nin ntkleik asit dizileri belirlenebilmektedir. Polimeraz zincir
reaksiyonu cift iplikli bir DNA molekulinde hedef dizilere iki oligonikleotid
primerin bglanmasi ve uzamasi esasina dayanir. Nukleik asit materyali RNA olan
bir hedef ¢@altilmak isteniyorsa, 6nce RNA’dan Reverse Transcriptase (RT) enzimi
ile cDNA'lar elde edilir ve daha sonra bu DNA'lar PCftemiyle ¢agaltilir (RT-
PCR).

Bu calsmada, RT-PCRslemi; total RNA ¢cakmalari sonunda elde edilen
viris nukleik asidi Gzerindeki belirli bélgelerin spesifik primerler kullanilarak ve
uygun kaullar altinda ¢@altilmasi amaciyla yapilstir.

RT- PCR yontemi, Jain ve ark. (1998); Pappu ve ark. (1993)'e gore
yaplimstir. iki asamadan olgan islemin birinci gamasinda; RT (Reverse
transcription) glemi ile cDNA’lar elde edilmy, ikinci asamada ise, bu cDNA'lar
kullanilarak PCR yapilntir.

RT aamasinda; her PCR tlupune,ul saflastiriimis total RNA ve 1l
reverse primer konularak 70 °C'de 5 dakika beklegildiaha sonra tipler buz
tzerine alinmytir.

Bu PCR tiplerine, 16.6l saf su, 5ul RT tampon ¢ozeltisi (250 mM Tris-
HC1 (pH 8.3), 250 mM KC1, 20 mM MgG150 mM DTT), 1ul dNTP (2 mM), 0.3
ul RNAse ve 0.1ul RT enzimi ilave edilerek, 42 °C' de 60 dakika inkiibe edilmi

ve islem sonunda cDNA'lar elde edilgtir.
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PCR aamasinda ise, ayri bir PCR tupune, yukaridglkmde elde edilen
cDNA’dan 1 pl konulmu, tzerine 16.8 saf su, 2.511 10X PCR tampon ¢ozeltisi
(100 mM Tris- HC1 (pH 8.8), 500 mM KC1, % 0.8 Nonidet P40),11.MgClI2, 1 pl
dNTP (2 mM), 0.2ul Tag DNA polymerase, Ll forward primer ve 1ul reverse

primer ilave edilmjtir. Daha sonra tipler;

94 °C'de 2 dakika 1 dongu
94 °C’de 30 saniye

52 °C’de 30 saniye 35 dongu
72 °C’de 2 dakika

72 °C'de 10 dakika 1 dongu

olacak sekilde ayarlannmy termocyclera yerlgirilerek PCR  gamasi

tamamlanmtir.

RT islemi ve PCR gamalarinda kullanilan farkh derecelerdeki sicakliklar

asaglda verilen amaglar doultusunda duzenlengive kontrol edilmgtir:

a. 37 °C’de 1 saat; Amplifikasyonu yapilacak olan PDV’'nin RNA’sindan
komplementer DNA (cDNA) elde etmek amaciyla kullangtmi 37 °C MMLV
reverse transcriptase enziminin gada sicakigidir.

b. 94 °C’de 2 dk. ; Virisin RNA’'sina komplementer olarak elde edjimi
olan cDNA'y1 virise ait olan RNA'dan ayirmak amaciyla ayarlagmiCift iplikli
nukleik asitteki zincirler 94 °C’de birbirinden ayrilmaktadir. PC§anaasinda bu
cDNA cogaltilacaktir.

Cc. 94 °C'de 30 . ; Amplifikasyonda b’deki programin cadtiriimasi
sirasinda birbirinden ayrilmayan RNA ve cDNA’larin ayrilmasi ve daha sonra

olusacak cift ipliklerin stirekli birbirinden ayrilmasi i¢in ayarlagtmt
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d. 52 °C’de 30 sn. ; Kullanilan primerlerdeki G, C, A ve T baz miktarlari
gbz oOnunde bulundurularak Tm=(G+C)x4+(A+T)x2 formuli (Tm=melting
temperature=erime Isis1) ile ayarlagim ve bu sicakliktan 5 °C sagisi
kullaniimistir. Bu programdaki sicaklik seviyesi; primerlerin, gatiilmasi
hedeflenen nikleik asitte bulunan ve primerlere spesifik yerlegaraasi icin
gerekli olan sicakliktir.

e. 72°C'de2dk.; DNA Taq polimeraz enziminin ¢cama sicakig olup
d’deki programin ¢cagymasi ile spesifik bolgelere planan primerlerin uzamasi igin
ayarlanmgtir. Bu sicaklikta DNA Taq polimeraz enzimi dNTP’leri kullanarak
amplifikasyonu gercekigirir.

¢, d veedeki programlar 35 defa ¢ahcaksekilde ayarlannstir.

f. 72 °C'de 10 dk. ; Amplifikasyon sonunda galtilan ntkleik asit

ipliklerinde tamamlanmayan bélgelerin tamamlanmasi amaciyla ayagtanmi

RT-PCR yonteminin her ikisamasinda; tuplerdeki kamm, toplam hacim 25
ul olacaksekilde hesaplanarak hazirlarytmn.

2X PCR Master mix kullanilarak yapilan RT-PCgeminde, RT kismi
yukarida verildgi sekilde uygulanmy, PCR kismi ise ticari firmanin onegdi
prosedir kullaniing ve yine son hacim 25ul olacak aagidaki sekilde

hazirlanmgtir.

CDNA 1l
2X PCR Master MiX.........cccccocvveeiennn. 12.5ul
Primerl.. ... ul.1
PrHMEr2.. ... ul.1
AH20 i) @l.5
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3.29.1. Amplifikasyon Sirasinda Kullanilan Kimyasallarin Optimum

Konsantrasyonlarinin Ayarlanmasi

TSWV icin kullanilan primerler farkli pmol konsantrasyonlarinda purifiye
edilmislerdir. Amplifikasyon sirasinda kulaniimak amaciyla LITSWVR50Q/
L2TSWVF 1068 oraninda, S1INSVF 160, S2INSVR 1080, H1R 1058, H2F
10%3, CP5-Bam 1009, CP3-Pst 1@\, BR60 1025, BR65 1056, BRO35 1085,
PDHO006 10\70 (PH,0) oraninda ddkD ile sulandirilarak 10 pmol'e ayarlangtn.

3.2.10. Agarose Gel Elektroforez Calismalari

RT-PCR glemleri sonunda, TSWV'nin galtilan nikleik asit materyali ile
virion analizi galymalarinda elde edilen preparasyonlar, bromofenol blue ile

boyanip % I'lik agaroz jel elektroforez yontemine tabi tutujtau
Gallitelli ve Minafra (1994)’e gore uygulanan yontemde;

360 mg agaroz 30 ml IXTAE tampon ¢Ozeltisi (4.84 gr Tris, 2 ml 0.5 M
NaEDTA, 1.142 ml Glucial Asetic Acid/1 It) icerisine konularak, agaroz eriyinceye
kadar mikrodalga firinda isitilgnwve son hacim tekrar 30 ml'ye ayarlagtm

Karisim bir sire sgumaya birakildiktan sonra; jel, hazirlanan kisma
bosaltilarak tarak takilnstir.

Jel donduktan sonra tarak dikkatlice cekgrmé bu kisim elektroforez tankina
yerlestirilerek, jeli -2 mm gegecek kadar 0.5x TAE tampon ¢ozeltisi ilave egilmi

Ornekler, 15ul 6rnek ve 4ul 6x loading buffer olacakekilde hazirlandiktan
sonra jeldeki kuyulara dikkatli bigekilde yuklenmgtir. Ilk kuyuya marker (jul
marker, lul loading buffer, 4ul saf su) konulmstur.

Loading buffer i¢indeki turuncu renk (Orange G) jelin sonuna gelene kadar
elektroforez tankina 40 V elektrik akimi verikti.
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Jel, elektroforezslemi sonunda, oda sicakinda 10 dk. 30ul ethidium
bromid/ 100 ml saf su (I0 mg/ml saf su) ¢ozeltisinde ¢alkalanarak bogarami
daha sonra fazla ethidium bromidi uzagkianak icin 5 dk. saf su icerisinde
tutulmustur.

Yikanan jel, UV Transilluminator tzerine konularak, Uykia ortaya ¢ikan

bantlar g6zlenmive fotgsrafi ¢cekilmitir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTI SMA

4.1. Survey Calsmalar

Calsmanin yurutildgt yorelerde TSWV'nin bukaklik oraninin ortaya
konulmasi ve toplanan drneklerde TSWV \arin farkl yontemlerle saptanmasi
amaciyla, Adana iline ga Tuzla ilgesi ile Mersin iline bgi Kazanlh ve Erdemli
ilcelerinde Ortualti ve agikta domates ve biber Uretimi yapilan toplam 15 alanda
survey cakmalari gergeklgirilmistir. Surveylerde gezilen alanlar ve toplanan 6rnek
sayilari Cizelge 4.1.de verilsitir.

Buna gore,icel iline bal Kazanl ilgesinde, 5 biber ve 3 domates olmak
Uzere 8 sera alani geziknive 75 biber bitkisi ile 45 domates bitkisinden drnekleme
yapilmstir. Ayni ile bagsh Erdemli ilgesinde, agikta yatiricilik yapilan 3 biber ve 3
de domates alani gezilgnve 45 biber, 45 de domates &gnéoplanmstir. Adana
iline bali Tuzla ilgesinde ise, agikta ygiricilik yapilan biber alanindan 10 biber
ornesi alinmistir.

Orneklerin alindii bitkilerin yapraklarindasekil bozukluklari, mozayik,
klorotik halkal lekeler, nekrotik lekeler, meyvelerde halkal lekeler, bitkilerde genel
sararma, cicelik vgok simptomlari aranrgive belirtilere sahip olan bireylerin
testlenmek amaciyla yaprak ve meyveleri alinarak érneklemeleri ygimlii$ekil
4.1,4.2,4.3,4.4).

Simptomatolojik gbzlemlerle viriisiin kesin tanisi mimkun olgadean, bu
calsmada,icel ve Adana illerine kg ilcelerde, toplam 8 sera ve 7 agik alanda
yapilan orneklemelerde alinan 90 domates ile 130 biber olmak lzere toplam 220
ornek ELISA testi ile testlenstir.

ELISA testleri sonucunda, TSWV ile infekteli olglu saptanan drneklerden
dort tanesi kodlanarak, mekanik inokulasyon, RT-PCR, SDS-PAGE, virus
saflastirma ve virion analizi cagmalarinda kullantlngtir.

Bu ¢alsmada, Tuzla ilgesinden alinan izolat T1 ve Erdemli ilgesinden alinan

izolat E8 ve Kazanli ilgesinden alinan izolatlar M5 vesBRlinde kodlannstir.
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Sekil 4.1. Biberde deformasyon simptomu

Sekil 4.2. Biber bitkisi yapranda kivrilma ve deformasyonlar

39



4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Bilge KUGUK

m—

Sekil 4.3. Domates bitkisi yapganda TSWV simptomu

Sekil 4.4. Domates meyvesi tzerinde halkali leke ve deformasyon

4.2. Mekanikinokulasyon Calsmalari

Yapilan ELISA testleri sonucunda, TSWV ile bykaoldugu saptanan,
yaprak ve meyve simptomlari gosteren T1l, E8, M5 ve D2 kodlu izolatlar
kullanilarak, Cizelge 3.1.’de verilen indikator bitkileri Gzerine yapilan mekanik

inokulasyonlar sonucunda Cizelge 4.2'de verilen sonuglar elde gafilmi

40



4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
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Cizelge 4.1. Farki TSWV izolatlari ile Yapilan Mekaniknokulasyon
Calismalarinda Test Bitkileri Uzerinde Gozlenen Simptomlar

Test Bitkileri M5 izolat D2izolati E8izolati | T1lizolat

Capsicum annuum HL, D, K HL, K HL, GO HL, K

Lycopersicumesculentum | D, K, GO D, K D, K, GO D, K

Gompherana globosa - - K -

Chenopodiun quinoa - - - -

C. amaranticolor - - - -

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

N. tabacumL.”’ Xanthi’ YK, D, B, K YK, D, B, K YK, D, B,K | YK, D, B, K

N .tabacumL.”’ Xanthi nc’’ | YK, D, B, K, YK, D, B, K, YK, D, B, K, | YK, D, B, K,
HL HL HL HL

N. tabacum'’ samsun nn'’ YK, D, B, K YK, D, B, K YK, D, B, K | YK, D, B, K,

HL

N. tabacum‘’samsun’’ YK, D, B, K YK, D, B, K YK, D, B,K | YK, D, B, K

N. rustica YK, D, B, K, YK, D, B, K, YK, D, B, K, | YK, D, B, K,
HL HL HL HL

D: Yaprak deformasyonutHL: Halkali lekeler,B: Bodurlama, YK: Yaprak kivrilmasi,GO: Geriye d@ru 6liim,K: Kloroz,
-: Simptomsuz

Farkli donemlerde tekrarlanan mekanik inokulasyoryigaliarinda kullanilan
TSWV izolatlari, Chenopodium amaranticolor ve C. quinoa bitkileri tzerinde
herhangi bir simptom ofturmams, buna kagihk diger indikator bitkilerde benzer
veya farkli simptomlara neden olgtur. Sadece E8 izolatbompherana globosa
klorotik ve lokal

bitkisinin yapraklarinda renk acgilmasi, lezyonkgklinde

simptomlara neden olurkenggér U¢ izolat herhangi bir simptom vermatii
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Mekanik inokulasyonlar sonrasi indikator bitkilerin muhafaza eglildi
sicaklgin (22-24 °C) simptom cikisuresi tzerinde etkili oldw gozlenmg, buna
karsillk simptomsekli ve siddetinde farklilk saptanmagtir.

M5 izolati indikator bitkiler Gizerindesdama tarihinden 7- 13 gin sonra, D2
izolatl 14- 20 giin sonra, T1 izolati 30- 60 giin sonra simptomlara neden olurken, E8
izolati ile gili bitkilerde 4- 7 giin gibi kisa bir sure agalicerisinde simptom ¢iki
gozlenmitir.

Mekanik inokulasyon caimalarinda,N. rustica indikator bitkisi kullanilan
izolatlarin tamamina en kisa slrede, erguyo ve TSWV'nin en karakteristik
simptomlarini vernsir.

TSWV'nin bu dort izolati igerisinde indikator bitkilerde bir hafta gibi kisa bir
surede igerisinde simptom gostermeysldymn E8 izolati domates bitkisinden elde
edilmis olup, simptom olgturmasindan kisa bir stire sonra test bitkilerinin 6limiine
neden oldgu ve bu izolatin glandg! test bitkilerinde gorilen simptomlaringer
test bitkilerinde gorilen simptomlara oranla ¢ok dafddetli ortaya cikigl
gozlenmitir. Diger M5, D2 ve T1 izolatlarn ise, biber bitkisinden aligme E8
izolatina gore daha ilimli olduklari gozle i

Izolatlarin hepsi,C. annum bitkisi yapraklarinda halkali lekelere neden
olurken, dgerlerinden farkh olarak M5 izolati yapraklarda deformasyon, E8 izolati
da geriye 6lum simptomuna neden oltow. Ayrica Ug izolat kloroza neden olurken
ES8 izolati ile inokule edilen bitkilerde kloroz gdzlenmetini

Lycopersicon esculantum utzerinde, TSWV izolatlarinin hepsi yapraklarda
deformasyon ve klorozeklinde simptomlara neden olurken, M5 ve E8 izolatlari
bunlara ilaveten geriye 6lim simptomuna da neden gimu

M5 ve E8 izolatlar ile inokule edileiN. glutinosa bitkilerinde, kloroz ve
bodurluk simptomlari gozlenirken, E8 izolati ayrica bu bitkilerde geriye 6lime neden
olmustur. D2 ve T1 izolatlar ise simptom ggkna neden olmarstur.

TSWV'nin M5, D2 ve E8 izolatlari ile inokule edilgi N. tabacum
“Xanthii”, N. tabacum “Samsun” ve N. tabacum “Samsun NN indikator
bitkilerinin yapraklarinda kivrilma, deformasyon ve kloroz ile bitkide bodurluk

simptomlari olgtururken,N. tabacum “Xanthi nc” ve N. rustica yapraklarinda bu
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simptomlara ilaveten halkali lekeler meydana ggimi T1 izolati ile yapilan
mekanik inokulasyonlar sonucunda da benzer simptomlar elde gdfmkat bu

izolat digerlerinden farkli olarak ilerleyen zamanlards, tabacum “Samsun NN”

bitkisinin yapraklarinda da halkali lekeler ortaya ¢ikmasina nedergimu

Sekil 4.5.N. rugtica'da deformasyon ve Sekil 4.6.N.tabacum”Samsun”da
halkah lekeler klorotik ve nekrotik lekeler

Sekil 4.7.N. tabacum “Xanthii” de Sekil 4.8. N. tabacum “Samsun NN” de
klorotik ve nekrotik lekeler halkali lekeler
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Sekil 4.9. N.tabacum “"xanthii nc”de halkal lekeler
ve deformasyon

Sekil 4.10.N. rustica'da halkali lekeler
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Sekil 4.11. Domates bitkisinde yaprak deformasyonu

Sekil 4.12. Biber bitkisinde kloroz , yaprak kivriimasi
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4.3. ELISA Testleri

Yapilan ELISA testlerinde, arazi ¢gkarinda simptomatolojik olarak, TSWV
ile infekteli oldusundanstiphelenilen 90 domates ve 130 biberdearuoplam 220
bitki 6rnezi testlenmgtir. Testlenen domates 6rneklerinden 31 tanesi (%34.4), biber
orneklerinden ise, 69 tanesi (%30) olmak tzere toplam 100 bitki (%45.4) TSWV ile

infekteli bulunmuytur.

Cizelge 4.2. Survey yapilan alanlar, bitki turd, testlenen ve infekteli bulunan bitki
sayilari ile hastalik orani

Il Iice Suvey Bitki Testlenen | infekteli Hastalik
Alani Tara Bitki Sayisi | Bitki Sayisi | Orani (%)
Icel Kazanli| Seral Biber 15 5 33.3
Sera 2 Biber 15 7 46.6
Sera 3 Biber 15 7 46.6
Sera 4 Biber 15 12 80.0
Sera 5 Biber 15 12 80.0
Sera 6 Domates 15 8 53.3
Sera7 Domates 15 3 20.0
Sera 8 Domates 15 2 13.3
Erdemli| Acik alan | Biber 15 5 33.3
Acik alan | Biber 15 8 53.3
Acik alan | Biber 15 9 60.0
Acik alan | Domates 15 11 73.3
Acik alan | Domates 15 4 26.6
Acik alan | Domates 15 3 20.0
Adana| Tuzla Acik alan| Biber 10 4 26.6

Cizelge 4.2.'ye goreicel iline ba&l Kazanl ilgesinde ortualti yatiricili gi
yapilan biberlerde infeksiyon orani, %33.3- 80.0 arasinda olup, domateslerde bu oran
%13.3- 53.3 arasinda gigmektedir. Erdemli ilgesinde ise, agikta biber gteicili gi
yapilan alanlarda infeksiyon orani %33.3- 60.0 arasinda, domates alanlarinda ise,
%20- 73.3 arasinda saptastiri

Adana iline bl Tuzla ilgesinde ise, acik alanda biber ggtien alanda
infeksiyon oraninin %26.6 olgu bulunmytur. Elde edilen bu sonug¢, TSWV'nin bu

ilcede varoldgunu ilk olarak ortaya koymaktadir.
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Mekanik inokulasyon c¢aimalarinda kullanilan indikator bitkilerin ELISA
yontemi ile testlenmesi sonucunda, belirti gosteren bitkilerde TSWV infeksiyonu
saptanmytir. Belirti vermeyen indikator bitkiler deChenopodium amaranticolor ve
C. quinoa), herhangi bir latent infeksiyonun bulunma ol&sildikkate alinarak
testlenmg, fakat bu bitkilerde TSWV infeksiyonu belirlenmesin. Bdylece,
mekanik inokulasyon c¢gmalarinda elde edilen sonuglar, ELISA testleri ile
dogrulanmstir.

Ayrica, TSWV ile infekteli arazi 6rneklerinden ve mekanik inokulasyon
calsmalarinda inokule edilen indikator bitkilerden alinan tohumlardan ELISA
testleri yapilmgtir. Bu calsmada, arazi drneklerinden alinan biber ve domates
tohumlarinda TSWV infeksiyonu saptanirken, indikator bitkilerin tohumlarinda
rastlanmarnstir.

Bunlara ilaveten, TSWV'nin saf§ariimasi amaciyla kullanilan yontemlerin
farkli asamalarinda alinan preparasyonlarda viris gemin saptanmasi amaciyla
ELISA testi ile testlenngive bir sonraki gamada, 6zellikle santriftij hizi ve sliresinde
yapilacak dgisiklikler ile preparasyonlarda virisun vaniidaha net olarak ortaya

konulmustur.

4.4. Saflgtirma (Purifikasyon) Calismalari

TSWV ile infekteli old@gu saptanan arazi drneklerinden (M5, D2, T1 ve E8
izolatlarr) ve TSWV inokule edileMN. rudtica indikator bitkilerinden alinan taze
surgln ve yapraklar kullanilarak virts safiama galgmalari yapilimgtir.

Bu calsmada, yar saf viris preparasyonunun elde edilmesi amaciyla, PEG
¢cOkturme ve santrifijleme yontemleri, tam sgtilalmis virlis preparasyonu igin de
kolon kromatografisi yontemi kullanilgtir.

TSWV'nin yari saflatiriimasi igin PEG ¢oktirmesi yonteminin kullaniimasi
uygun olmamgtir. Bu yontemde izlenensamalarin herbirinde virisan énemli bir
miktarinin  kayboldgu, preparasyonlarin ELISA ile testlenmesi sonucunda
gorulmistur. Farklh gamalarda uygulanan santrifijleme hizi ve suresinde

degisiklikler yapilmig, fakat olumlu bir sonug¢ edilemegtir. Arica, ekstraksiyon ve

47



4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Bilge KUCUK

elde edilen pelletin sulandirmagamalarinda farkli tampon ¢ozeltiler kullaniimasi,
bun larin pH’'si ve konsantrasyonundagidi&ler yapilmasi, inhibitdr engelleyici
maddelerin (Sodyum sulfit, mercaptoethanol) ve deterjanlarin (Triton X-100) ilave
edilmesi de elde edilen sonucu etkilemgmi

Farkli santrifij hizlarn (1000- 17 000 rpm arasinda) kullanilarak yapilan
saflgtirma yontemi ile viris vyari saf olarak edilebittm. Bu preparatin
spektrofotometrede 200-400 nm dalga boylari arasinda absorbans okumalari
sonucunda elde edilen grafik, preparasyon igcinde ¢ok fazla bitki kontaminasyonu

oldugunu gosternstir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. TSWV'nin Yari Saf Preparasyonunun Spektrofotometre Okumasinda
Elde Edilen Absorbans [Zerleri

Yari saf viris preparatinin 1: 10 sulandirmasi yapildiktan sonra, 260 ve 280
nm dalga boylarinda okunan absorbangederi ise, sirasiyla 0.076 ve 0.060 olarak
alinmsg, 260/ 280 orani 1.2 olarak hesaplagtmi ELISA testinde okumasinda ise,
negatif kontrol 0.114 dgerini verirken, yari saf viris preparatindan 2.22@edie
alinmstir.

Yari saf viris preparatinin biraz daha temizlenebilmesi ve bir adim daha

ilerliyebilmek amaciyla, bu yontemin ardindan PEG c¢oOktirme ydntemi
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kullanildiginda, viris kaybedilmeryifakat bu adimin safjarma glemine herhangi
bir katkisi da olmangtir.

Yari saf TSWV'nin tam olarak safiarilabilmesi igin gerekli ultrasantrifuj
imkaninin bulunmamasi nedeniyle, bgleine kolon kromatografisi ydontemi
kullanilarak devam edilngiir. Fakat bu gsamada virlis kaybedilsgtir. Oncelikle
saflggtirma gleminde kullanilan bitki dokusunun ve gerekli kolon materyalinin kisitli
miktarda olmasindan dolayi, bu ydntemin bu viris igin modifiye edilmesi imkani

olmamgtir.

4.5. Virion Analizi Calismalan

TSWV izolatlarina ait virionlar arasinda elektriksel alanda fark olup
olmadginin ortaya konulmasi amaciyla, infektllirustica bitkilerinden alinan taze
dokular kullanilarak virion analizi ¢amalari yapilmy ve elde edilen preparasyonlar,
SDS-PAGE ve agarose jel elektroforez yontemleri ile kontrol egtilmi

Yapilan agarose jel elektroforegeiminde, TSWYV izolatlarina (M5, D2, T1
ve E8) ait virionlarin varfii gbozlenmg ve aralarinda herhangi bir fark
bulunmamgtir. G6zlenen bandlarin gorintulenebilecek kadar ¢ok net olmamasi ve
etrafinda ¢ok fazla suruklenme olmasindan dolayi, jelin gorintilenmesi mimkin
olmamgtir.

Ayrica hazirlanan preparasyonlar, SDS-PAGEmine tabi tutulmg ve

TSWV izolatlarinin virionlarina ait bandlar jel Gzerinde gozlegim{Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. TSWV Virionlarinin SDS-PAGE de Elde Edilen Bandlari

Virion analizi calgmalarinda, TSWV izolatlari ile infekteli indikator
bitkilerin yaninda, negatif kontrol olarak@eli bitkilerde kullaniimgtir. TSWV ile
infekteli bitkilerden yapilan ¢aimalarda, SDS-PAGE’'de 4 band gozlegnfakat
salikli bitkilerden elde edilen pareparasyonlarda virise ait herhangi bir band

gbzlenmemitir.

4.6. SDS-PAGE Calmalari

TSWV izolatlarina ait proteinlerin  molekul galiklarinin  saptanmasi
amaciyla, infektelN. rustica indikator bitkilerinden elde edilen ham ekstraktlar ve
virus saflgtirma slemleri sonunda elde edilen yari saf viris preparasyonlari SDS-
PAGE yOntemine tabi tutulngtur.

Bu islem sonunda, jel Gzerinde sadece TSWYV izolatlari ilesdu@neklerde
bulunan ve 27 kDa molekugaligina sahip oldgu hesaplanan bir band gozlestini

(Sekil 4.15). Bu band negatif kontrol olarak kullanilan érneklerde bulunghami
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Sekil 4.15. TSWV'nin SDS-PAGE’'de Ofturdusu Protein Bandlari
A. Protein Marker, B-E. TSW\zolatlari, F;Sghkl

Virts Proteini
‘—

Mohamed ve ark. (1973) ve Tas ve ark. (1977), bu virlise ait 4 protein
bulundwunu, bunlarin en buyiinin 120 kDa L proteini, ikincisinin 78 kDa G1
membran glikoproteini, uguncisi 58 kDa G2 membran glikoproteini ve en
sonuncusunun ise, 27 kDa N proteini gidou bildirmsglerdir.

Bu virliise ait 4 protein bulunmasinagmeen, bu ¢ajmada TSWV'nin tek
bandi elde edilebilngiir. Virtisin daha biyik molekilergmliga sahip protein
bandlar yapilan bu camada elde edilemestir. Yapilan tekrarlamalarda da ayni
sonu¢ alinmgtir. Bitki bunyesinde bu proteinlerin miktari, santrifi§amalarinda
meydana gelen kayiplar ve elektroforezsitarindan dolayr bu sonucun elde

edildigi dusUnUlmstdr.
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4.7. Total RNA Ekstraksiyon Calsmalari

RT-PCR §leminde kullanillacak olan total RNA'lar, ELISA testleri
sonucunda TSWV'nin izolatlari ile buylkk oldusu saptanarN. rustica indikator
bitkisinin taze yapraklarindan saflaiimis ve TBE tampon c¢b6zeltisinde hazirlanan
% 1.5’lik agarose jel kullanilarak elektroforez yontemi ile testlglerdir.

Yapilan kgum klemi sonunda, ethidium bromid ile boyanan jel Gzerinde
hastalikli bitkilerden elde edilen total RNA’lar gozlegtmi(Sekil 4.16).

Total RNA

Sekil 4.16. TSWV'nin Agaroz Jeldeki Total RNA Bandlari
4.8. RT-PCR Calsmalar

Gunumizde viroloji alaninda yapilan egalalarda en ygun sekilde
kullanilan molekiler yontemlerden biri olan RT-PCR ydntemi, TSWV’nin

saptanmasi amaciyla optimize edirae baari ile kullaniimstir.

Bu amagla ticari olarak sentezlettirilen,

1. LITSWVR-L2TSWVF kodlu primer gifti 276 bp’lik
2. S1INSVF-S2INSVR kodlu primer ¢ifti 602 bp’lik
3. H1R-H2F primer ¢ifti 700 bp’lik

4. CP5-Bam-CP3-Pst primer cifti 780 bp’li
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5. BRO035-PDH006 primer ¢ifti 514 bp’lik mesafeleriggitiilmak amaciyla
kullanilmis ve beklenen band buyuklukleri elde editimi

Bu primerlerden 1ve 4 nolu primer ciftleri, TSWV'ye spesifik, ve 5 nolu
primer ciftleri Tospoviruslere spesifik, 2 nolu primer ¢ifti INSV'ye spesifik ve 3 nolu
primer ciftt WSMoV'ye spesifiktir.

Mekanik inokulasyon yontemi ile TSWV butailan indikator bitkilerden
elde edilen total RNA'lar kullanilarak yapilan RT-PCHeinlerinin sonucunda
testlenen ornekler, 1, 4, 5 nolu primer ciftleri ile beklenen biuyigkEahip bandlar
vermg olup, 2 ve 3 nolu primer ciftleri ile yapilan RT-PCgeminde herhangi bir
band gozlenmertir (Sekil 4.17, 18).

A B C DE A B C DE

780 bp

276 bp

Sekil 4.17. 1 ve 4 nolu primer ciftleri ile yapilan RT-PCR sonuglari
A; M5, B; E8, C;D2,D; T1
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A B C DE

Sekil 4.18. 7 nolu primer giftleri ile yapilan RT-PCR sonuglari
A; M5, B; E8, C; D2,D; T1

RT-PCR sleminde elde edilen bu sonugclar, gadada kullanilan domates ve
biber bitkilerinden elde edilen M5, D2, E8 ve T1 kodlu izolatlarin TSWV gidiu
ve gilanan indikator bitkilerin yapraklarinda saptanan deformasyon, halkali lekeler,
kivrilma, kloroz, bitkilerde bodurluk ve geriye 6lim simptomlarinin TSWV
infeksiyonu sonucu meydana geguii, buna kagilik calisilan drneklerde INSV veya
WSMoV infeksiyonu bulunmagdi gostermektedir.

Bu calsmada elde edilen sonuglar, Eiras ve ark. (2001) tarafindan bildirilen
sonuglar ile uyum icerisindedir. Agtaricilar, saflgtirilmis viral RNA’lari ve BRO35-
PDHO006 primer ciftini kullanarak yaptiklari RT-PCReminde tospovirtis vagini
saptamglar ve 514 bp’lik band gozleierdir.

Ayrica, Adkins ve ark. (2004), L1ITSWVR- L2TSWVF, S1INSVF-
S2INSVR ve HI1R-H2F primer ciftlerini kullanarak yaptiklari RT-PCR
calismalarinin sonuglari ile bu ¢ginada elde edilen sonuglar arasinda bir paralellik
vardir. Argtiricilar, yukarida isimleri verilen primerleri kullanilarak tospovirusleri

saptamylar ve sirasiyla, 276 bp, 602 bp ve 700 bp’lik bandlar eldesletrdir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Calsmanin yapildii Adana ve Mersin illeri ile gevresi, sebze ve meyve
yetistiricili gi icin uygun iklim kaullarina ve ekonomik yapiya sahiptir. Urln
¢esidinin ¢ok geng oldugu bu bolgelerde birgok zararh ve hastalik etmeni blyik
kayiplara yol agmaktadir. Bu hastalik etmenleri igerisinde virtsler, gerek kimyasal
mucadele yontemlerinin bulunmamasi, gerekse vektorler yardimiyla ¢ok uzak ve
genk alanlara kolayca yayilabilmeleri yiiziinden ayri bir 6neme sahiptirler. Bunlara
ilaveten, vektor bocekler ile yapilan kimyasal micadelenin de virtslerin yayilmasini
engellemede c¢ok etkili olmamasi, bu hastalik etmenlerinin 6nemini daha da
arttirmaktadir.

Sebzelere zarar veren virus hastaliklari igcerisinde en onemlilerinden biri
TSWV'dir. Bu viris hastafiinin tlkemiz sebze yatiricili gi agisindan énemi son
yillarda gittikge artmaktadir. Vektori olan thripsler argeyla etkili bir sekilde ¢ok
genk alanlara kolayca ganabilmesi ve cok gegikonukgu dizisine sahip olmasi bu
hastalik etmeninin 6nemini daha da arttirmaktadir.

Ozellikle domates ve biber ygtiirilen alanlarda, ekonomik anlamda buyiik
kayiplara neden olan TSWV’ye karmicadele edebilmek icin g#di kiltirel
Oonlemler alinmahdir. Bu viris etmeninin gikve yayllmasinin (mekanik yollarla
veya vektorler aracgiyla) engellenmesine yonelik olarak alinabilecek bu énlemlerin
belirlenmesi icin, ©ncelikle hastalik etmeninin saptanmasi ve kesin tanisinin
yapilarak yayginlik oraninin ortaya konulmasi gerekmektedir.

Bu ¢alsma, TSWV’'nin Adana ve Mersin illeri ile gevresinde survey yapilan
domates ve biber yatirilen alanlarda, yayginlik oraninin belirlenmesi, biyolojik,
serolojik ve molekiler yontemler kullanilarak saptanmasi ve tanilanmasi amaciyla

yapiimstir.
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TSWV'nin saptanmasi ve tanilanmasinda izlenen yollar, Cizélge de

verilmistir.

Cizelge 5.1. TSWV'nin Tanilanmasind#enilen Yollar

Supheli Orneklerin Toplanmasi

|

ELISA

|

Mekanik inokulasyon

|

indikator Bitkilerden Ornekleme

|

ELISA
Total RNA Ekstraksiyonu Staihaa (Purifikasyon)
RT- PCR Virion Analizi—> SDS-PAGE

Agaroz Jel Elektroforez

'

Tanilama
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Bu calsmada elde edilen sonuglagagidakisekilde 6zetlennsiir.

1. Yapilan surveylerde, 130 biber ve 90 domates bitkisinden olmak tzere
toplam 220 bitki 6rng toplanmg ve ELISA testine tabi tutulngtur. Testlenen
orneklerden 31 domates (%34.4) ve 69 biber (%30) bitkisinde TSWV sagtanmi
Toplanan domates ve biber drneklerinde hastalik orani % 45.4 olarak hesgtplanmi

2. TSWV ile bulaik 6rneklerden her ilgeyi temsil edecegkilde 4 tanesi
(Tuzla ilgesinden alinan T1, Erdemli ilgesinden alinan E8, Kazanli ilgesinden
alinanlar M5 ve D2 olarak kodlangn) secilmis ve izolat olarak kabul edilerek,
mekanik inokulasyon, SDS-PAGE, virion analizi ve RT- PCR sgalarinda
kullanilmistir.

3. Mekanik inokulasyon ¢aimalarinda;

Buituin izolatlar,Nicotiana rustica test bitkisininyapraklarinda deformasyon
ve halkali leke simptomuna neden oktur. Diger test bitkilerine gore en kisa surede
simptom bu bitki Gzerinde gozlengtir.

Sadece ES5 izolatGomphena globosa test bitkisi yapraklarinda renk agiimasi,
klorotik ve lokal lezyonlageklinde simptom gostergidiger izolatlar herhangi bir
belirtiye sebep olmarytir.

Izolatlar, Nicotiana tabacum ‘Xanthi’, N. tabacum ‘Xanthi nc’, N. tabacum
'Samsun’ veN. tabacum ‘Samsun NN’ test bitkilerinin yapraklarinda kivriima,
deformasyon, kloroz, getne gerilgi ve halkal leke simptomlarina neden oltur.

M5 ve E8 izolatlariN. glutinosa test bitkisi yapraklarinda kloroz, ggtfie
geriligine ve 6lim simptomlarina neden olurken, D2 ve T1 izolatlari ile infeldteli
glutinosa test bitkisinde herhangi bir simptom gézlenmgimi

Bu calgmada kullanilan batin izolatlarlLycopersicon esculentum ve
Capsicum annum test bitkileri tzerinde benzer simptomlara neden olurken,
Chenopodium amaranticolor ve C. quinoa bitkileri Gizerinde herhangi bir simptom
olusmamstir.

E8, D2, M5 kodlu izolatlar ile @l bitkilerde 5-15 glin igerisinde simptom
gbzlenmg, bununla birlikte T1 izolati ise, 30-60 gun gibi bir slirede simptongigei

neden olmstur.
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4. TSWV'nin kilif proteininin molekdl grhgini saptamak amaciyla yapilan
SDS PAGE yontemi ile virisin proteinin molekigihg 27 kDa olarak
hesaplannstir.

5. TSWV'nin yari ve tam safkdiriimasi amaciyla kullanilan PEG ¢oktiirme
yontemi ve kolon kromatografisi yontemleri sgali olmamstir. Santrifujleme
yontemi kullanilarak virlis yari purifiye edilebilgnve elde edilen preparasyonun
spektrofotometrede okunan 260 ve 28@atkerinin orani 1.20 olarak hesaplagtmi

6. Virion analizi caymalarinda, TSWYV izolatlari arasinda herhangi bir fark
gozlenmemigtir. Hazirlanan preparatlardan yapilan SDS PAGEminde butin
izolatlarda 4 band gozlenstir.

7. TSWV izolatlarina ait total RNA’lar elde edilgnwe agaroz jel elektroforez
de goruntulenmgtir. Bu preparasyonlar, RT-PCR ile testlegnve beklenen
buytkliklerde bandlar elde edilgtir. Boylece, bu ¢cagma ile son yillarda yapilan
bircok calsmada rutin olarak kullanilan molekiler bir yontem, bdélgemizde de

TSWV infeksiyonunu saptamak igin gaeuli bir sekilde kullaniimgtir.

Sonug olarak, bu ¢amada, domates ve biber wéiticili gini sinirlayan ve
etkin muicadele yontemi bulunmayan TSWV'nin saptanmasi ve tanilanmasi
amaciyla, biyolojik, serolojik ve molekdler yontemlegéa ile uygulanmytir.

Bundan sonra TSWV'nin karakterize edilmesi ve irklarinin ortaya konularak
aralarindaki farkhliklarin saptanmasi gerekmektedir. Ayrica, bu virtisiin vektori olan
thripslere kag1 pratikte kullanilabilecek uygulamalar da ortaya konulmalidir.
Boylece, kimyasal mucadelesi yapilamayan ve c¢ok etkili bir vektorgedsehip

olan TSWV'nin baski altina alinmasi s6z konusu olacaktir.
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EKLER
Ek 1.

ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

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

80g¢gr NaCl
0.2¢gr KH2PO4
290r NaHPO,4.12H,0 veya

2.3 gr NapHPO,4.7H,0
1.44. gr Na;HPO,. 2H,0
1.15 gr NaxHPO, (anhdrous)
0.2 gr KCI
0.2 gr NaNs

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

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

1.59 gr Na,COs

2.93 gr NaHCO3

0.2 gr NaN3

Y ukarida miktar verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH s ayarlanmig
ve 4 °C de saklanmistir.

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

4. Sample Extraction Buffer (Ornek tampon ¢ozeltisi)

Bir litre yikama tamponu ¢ozeltisi igine 20 gr Polyvinylpyrolidone (PVP-40)

ilave edilerek hazirlanmistir
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5. Enzyme Conjugate Buffer (Konjugat tampon ¢ozeltis)
Bir litre 0rnek tampon cozeltisine 2 gr ovalbumin (egg albumin) ilave

edilerek hazirlanmistir.
6. Substrat Buffer pH 9.8 (Substrat tampon ¢ozeltis)

97 ml Diethanolamine 800 ml saf su igine ilave edildikten sonra 0.2 gr NaN3

konmus ve HCl ile pH 9.8’ e ayarlanarak 1 litreye tamamlanmistir.
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Ek 2.

SDS- PAGE Elektroforez Calismasinda Kullanilan Soltsyonlar

1. % 30 luk ACRYLAMIDE:
30 gr acrlyamide 60 ml su igerisinde ¢ozilmuis ve 100ml ye tamamlanmistir.

2. % 10 luk SDS:
10 gr sodium dodecyl! siilfate 80 ml distile su icerisinde ¢ozilmus

ve volum 100 ml ye tamamlanmistir.

3. 15M TRIS, pH 88:
18.17 gr Tris 70 ml distile su icerisinde ¢ozulmus, pH % 37 lik HCl ile 8.7

ye ayarlanmis ve volum 100 ml ye tamamlanmistir.

5. 1M Tris,pH 6.8:
12.11 gr tris 70 ml distile su icerisinde ¢ozulmus, %37 lik HCI ile pH 6.8 e

ayarlanmig ve volum 100 ml ye tamamlanmustir.
6. Runnig buffer pH 8.3 (5X):
15 gr Tris, 72 gr Glycine 800 ml distile su igerisinde ¢ozdiikten sonra 5gr

SDS ilave edilmis ve volum 1000 ml ye tamamlanmustir.

7. % 10 luk Ammonium Persulfate:
100 mg Ammonium Persulfate 1 ml distile su igerisinde ¢ozulmastur.
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Ek 3.

Viral Proteinlerin Molekil Agirligini Saptamak Icin % 12 Alt
Jelin (Seperating gel) Hazirlanmas igin Kullanilan Miktarlar

Distile su 1.6ml
%30 Acrylamid mix 2.0ml
1.5M Tris, pH 8.8 1.3 ml
%10 SDS 0.05 ml
%10 APS 0.05 ml
TEMED 0.002 mi
Toplam hacim 5.00 ml

Viral Proteinlerin Molekiil Agirhigini Saptamak Icin % 5 Ust
Jelin (Stacking gel) Hazirlanmasi icin Kullanilan Miktarlar

Distile su 1.4ml
%30 Acrylamid mix 0.33ml
1.5M Tris, pH 8.8 0.25 ml
%10 SDS 0.02 ml
%10 APS 0.02 ml
TEMED 0.002 ml
Toplam hacim 2.000ml
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Ek.4

SDS-PAGE Jelin Boyanmasinda Kullanilan Soltisyonlar

Fixing Solusyonu

Asetik asit % 10
M ethanol % 45
Distile H,O % 45

Staining Soltisyonu

Coomassie brilliant blue %0.2
Methanol % 40
Asetik asit % 10
Distile H,O % 50

Desitaining Sol iisyonu

M ethanol % 25
Asetik asit %75
Distile H,O % 67.5
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Ek.5

Total RNA Analizlerinde Kullanilan Soltisyonlar

Ekstraksyon buffer1 (100mM Tris-HCI pH.8.0, 50mM EDTA pH. 7.0, 500
NaCl, 10mM 2. mercapto-ethanol (1/1000))

TrissHCI 2.4228 gr
ADTA 3.7224 or
NaCl 5.844 gr

Yukardaki miktarlar 150 ml distile su igerisinde sirasiyla ¢ozulmuis pH
ayarlamasi yapilmis ve toplam hacim 200 ml ye tamamlamistir. Daha sonra 1/1000

oraninda 2-Mercaptoethanol ilave edilmistir.

% 20 Sodium Dodecyl Slilfate (SDS)

20 gr sodium dodecyl stilfate 80 ml distile su igerisinde ¢ozilmus
ve volum 100 ml ye tamamlanmistir.

Potasium asetate (CH3;COOK) (5M)

49.075 gr potasium asetate 60 ml su igerisinde ¢ozilmis ve volum 100 ml ye
tamamlanmistir.

Sodium asetate CH3;COONa(3M)

40.824 gr sodium asetate 60 ml su igerisinde ¢ozulmis ve volum 100 ml ye
tamamlanmustir.

% 70 lik Ethanol

70 ml %99 Iuk ethanol ile 29 ml su karistirilarak % 70 lik ethanol

hazirlanmistir.
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