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OZET

ANTALYA iLiINDE DOGAL KONUKCULARI UZERINDEN DAYANIKLILIGI
KIRAN TOMATO SPOTTED WILT VIRUS (TSWV-RB) iZOLATLARININ
BELIRLENMESI VE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Ailar GONBADI
Doktora Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dal
Damsman: Doc. Dr. Hakan FIDAN
Haziran 2022; 68 sayfa

Tez galismas: Antalya ilinde sahil (Serik) ve yayla bolgesi (Elmali) olmak tizere bir
biber ve bir domates serasinda yiritiilmiistiir. S6rvey alanlarinda kiiltiir bitkileri ve
yabanci otlardan 6rneklemeler yapilmis ve Tomato spotted wilt virus (TSWV, Domates
Lekeli Solgunluk Viriisii)’niin biyolojik, serolojik (DAS-ELISA testi) ve molekiiler
testler (RT-PCR, gRT-PCR) ile varligi, yayginligi ve irklar1 arastirilarak dayaniklilig
kiran izolat igin tarama yapilmistir. Toplamda 270 adet yabanci ot ve 112 adet farkli
bitki tiiri (domates, biber, patlican, marul, fasulye, misir, bamya, pazi, maydanoz) test
edilmistir. Serolojik calismalar sonucunda virlis ile enfekteli bulunan bazi yabanci
otlarin yapraklarinda mozaik, klorotik lekeler, sararma, sekil bozuklugu, bodurluk ve
tripslerin beslenme izleri gibi gesitli belirtiler gzlemlenirken, baz1 enfekteli yabanci
otlarda herhangi bir belirtiye rastlanilmamistir. Testlenen 39 yabanci ot tiirinden 19
tanesi hastalikla bulasik bulunmustur, bu tiirler arasinda en yiiksek bulasiklilik orani
Asteraceae familyasinda ve Sonchus asper (L.) tiiriinde saptanmis ve sirasiyla Poaceae
ve Solanaceae familyalar1 takip etmistir. Calisma esnasinda tasarlanan ve Viriisiin
medium segmentindeki nokta mutasyonu saptayabilen 6zel primer ¢ifti ve domateste
dayanikliligi kirmayan izolat (TSWV-NRB) kullanilarak yapilan qRT-PCR ve melt-
curve analizi sonucunda enfekteli yabanci otlarda viriisiin 1rk1 belirlenmistir. Izolatlarin
karsilagtiritlmas1 sonucunda iki farkli Tm degeri saptanmis olup bu bulgular sekans
verileri ile teyit edildikten sonra kullanilan Kit, protokol ve primerlerin Sw-5
dayanikliligimi kiran izolatlarin belirlenmesinde sekans hizmetine gerek duymaksizin
hizl1 ve giivenilir bir tan1 kiti olusturdugunu ortaya koymustur.

ANAHTAR KELIMELER: Dayamklhiligi kiran izolat, TSWV, Tan kiti, gRT- PCR,
Yabanc1 ot
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ABSTRACT

IDENTIFICATION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF TOMATO
SPOTTED WILT VIRUS (TSWV-RB) RESISTANCE BREAKING ISOLATES
THROUGH NATURAL HOSTS IN ANTALYA PROVINCE

Ailar GONBADI
PhD Thesis in Plant Pathology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr Hakan FIDAN
June 2022; 68 pages

The study was carried out in a pepper and tomato greenhouse in Antalya, in the
coastal (Serik) and highland region (Elmali). Cultivated plants and weeds were sampled
in the survey areas and the presence, prevalence and races of Tomato spotted wilt virus
(TSWV) were investigated by biological, serological (DAS-ELISA test) and molecular
tests (RT-PCR, gRT-PCR) and a screening was performed for the isolate that broke
resistance. A total of 270 weeds and 112 different plant species (tomato, pepper,
eggplant, lettuce, bean, corn, okra, chard, parsley) were tested. As a result of serological
studies, various symptoms such as mosaic, chlorotic spots, yellowing, deformity,
stunting and feeding traces of thrips were observed on the leaves of some weeds
infected with the virus, while no symptoms were observed in some infected weeds. Of
the 39 weed species tested, 19 were infected with the disease. The highest rate of
infestation was found in the Asteraceae family and Sonchus asper (L.) species, followed
by the Poaceae and Solanaceae families, respectively. The strain of the virus in the
infected weeds was determined as a result of qRT-PCR and melt-curve analysis using a
special primer pair designed during the study and the isolate that does not break
resistance in tomato (TSWV-NRB). As a result of the comparison of the isolates, two
different Tm values were determined, and these findings were confirmed by the
sequence data, revealing that the kit, protocol and primers used constitute a fast and
reliable diagnostic kit without the need for sequencing service in identifying the isolates
that break the Sw-5 resistance.

KEYWORDS: Diagnostic kit, Isolate breaking resistance, TSWV, gRT-PCR, Weed
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ONSOZ

Tez galismasi1 kapsaminda, Tomato spotted wilt virus (TSWV, Domates Lekeli
Solgunluk Viriisii)’ne inokulum kaynagi olabilecek potansiyelde olan dogal konukgular
arastirilmis ve hastaligin dongiisii belirlenerek TSWV salginlar1 hakkinda etkili ve
sirdiiriilebilir kapsamli bir anlayis gelistirilmistir. Birgok viriiste oldugu gibi,
TSWV’nin enfeksiyon bdlgesindeki varligi ve yayilisy, {iriin ve cografik konuma gore
degiskenlik gosterebilmektedir. Bu nedenle, domates ve biber yetistiriciliginin yogun
olarak yapildigi Antalya ilinde TSWV’ nin yayilmasina neden olan ve ¢ogu zaman goz
ard1 edilen faktorler incelemeye alinmistir. Elde edilen bulgular iilkemizde gerek kiiltiir
bitkilerinde gerekse yabanci otlarda TSWV izolatlarinin belirlenmesi ve Sw-5
dayanikliligin1 kiran izolatlarin tespit edilmesinde kullnilabilecektir.

Bu calisma Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii
Molekiiler Viroloji laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Tez ¢aligmasinin planlanmasi
ve yiritilmesinde ilgi ve destegini esirgemeyen, engin bilgi ve tecriibelerinden
yararlandigim, yonlendirme ve bilgilendirmeleriyle ¢alismami bilimsel temeller 1s181nda
sekillendiren danisman hocam Dog. Dr. Hakan FIDAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Tez jurime katilarak goris ve tecribeleri ile tezime destek olan Prof. Dr.
Saadettin BALOGLU ve Dr. Ogr. Uyesi Yasin Emre KiTIS, Dog. Dr. Ozer CALIS ve
Prof. Dr. Bayram CEVIK hocalarima sonsuz siikranlarimi sunarim.

Bu calismada projeyi destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma
Fonu’na, c¢alisma imkanlar1 sunan Akdeniz Universitesi Bitki Koruma Boliimii
Bagkanligina ve doktora egitim silirecimde bana {icretsiz 6grenim firsat1 saglayan, ge¢im
masraflarimi karsilarken, barinma imkan1 ve saglik sigortasi gibi giderlerime de destek
olan Yurtdis1 Tirkler ve Akraba Topluluklari Baskanligina minnet ve siikranlarimi
sunmay1 bir borg¢ bilirim. Uluslararas1 6grencilerin yasamlart boyunca elde ettikleri
basarilara katkida bulunan Tiirkiye Burslar1 programi kapsaminda egitimime devam
ederek mezuniyet agamasina gelmekten biiyiik onur ve gurur duymaktayim.

Sorvey ¢aligmalarimda yardimlarm esirgemeyen Elmali Tlge Tarim ve Orman
Miidiirii Dilek BOGATIMUR ve giiler yiizlii personeline, arazi ¢alismalarimda ulasim
destegi saglayan Murat OLCULU, Muhammet Ali Cift¢ioglu ve Haci ACIKGOZ’e
tesekkiir ederim. Ayrica Orneklerin toplanmasinda yardimci olan sevgili arkadaslarim
Giilsen (ERBERK) KOC ve Hasty SAYADY ’ye tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora egitimim boyunca ¢alismalarimda yardimlarini esirgemeyen ekKip
arkadaglarima (Cekirgeler) ve her tiirli maddi ve manevi destegi saglayan degerli
annem Alieh GONBADI, canim babam Abdolvahab GONBADI ve sevgili aileme
yaptiklar tiim fedakarliklardan dolay1 sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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AKADEMIK BEYAN

Doktora Tezi olarak sundugum “Antalya Ilinde Dogal Konukgular1 Uzerinden
Dayaniklilig1 Kiran Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV-RB) izolatlarmin Belirlenmesi
ve Molekiiler Karakterizasyonu” adli bu ¢aligmanin, akademik kurallar ve etik degerlere
uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez caligmasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin
kaynagini gosterdigimi beyan ederim.
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GIRIS A. GONBADI

1. GIRIS

Bitkiler, bir¢cok hastaliga neden olan biyotik etmenler tarafindan enfeksiyonlara
kars1 duyarlidirlar ve sonugta kalite, verim ve yasam siirelerinde 6nemli azalmalara
maruz kalabilmektedirler. Kayiplar, tim bitkilerde ve o6zellikle de gelismekte olan
iilkelerde siddetli olarak ortaya c¢ikmaktadir. Kiiresel agidan bakildiginda, tarimsal
tiretimde bitki hastaliklar1 yillik milyarlarca dolar degerinde kayiplara neden olmaktadir
(Agrios 2005). Giiniimiize kadar hastalik salginlart nedeniyle 6nemli bazi kitliklar
yasanmustir. Ornegin, yaklasik iki milyon insan1 6ldiiren ve c¢ok daha fazlasinin
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'ye go¢ etmesine neden olan 1840' lardaki irlanda
kithgi, patateslerde (Solanum tuberosum) mildiy6 hastaliginin (Phytopthora infestans)
bunlarin arasinda en 6emlilerinden biri oldugu bilinmektedir (Vidhyasekaran 2007).

Domates ve biber yetistirilen tiim alanlarda sik¢a karsilagilan Domates lekeli
solgunluk viriisii (Tomato spotted wilt virus-TSWV), RNA viriisleri arasinda en genis
konukgu yelpazesine sahip genel bir patojen olarak dikkate alinmaktadir. Bu virlisiin
2020 yilinda Uluslararast Virlis Taksonomisi Komitesi (ICTV)’nin yaptigi son
giincellemelere gore Bunyaviridae familyasindan alinip, Bunyavirales takimindaki
Tospoviridae familyasinin Orthotospoviriis cinsinin igerisine yerlestirildigi Herath vd.
(2020) tarafindan bildirilmistir.

Sebze tirtinleri ekonomik agidan 6nemli bitkilerdir ve Tiirkiye'de Antalya ilinde
yaygin olarak yetistirilmektedir. Antalya’nin subtropikal bir iklime sahip oldugu goz
Oniine alindiginda, su anda bildirilenden daha fazla tospoviriis tiiriiniin bulunma olasilig
yiiksektir. Antalya'nin sahil kisminda ortli alt1 {iretimin Haziran aymin sonuna kadar
devam etmesi, Temmuz ay1 basinda ise yaylalarda ortli alt1 {liretiminin baslamasi,
tiretimin hi¢ durmadan devam etmesini ve seralarda yaz kig {irin bulunmasini
saglamaktadir. Dolayisiyla yas sebze ve meyve basta olmak {izere cesitli tarimsal
iretimde adindan s6z ettiren Antalya'da, tarim iscileri yaz kis demeksizin sera ve
tarlalarda tiretim yapmaya devam etmektedir.

Hastalik etmeni diinyanin bir¢ok tropik ve subtropik bdlgesinde kiiltiir
bitkilerinin yan1 sira, yabanci otlar ve tek yillik siis bitkileri dahil 1500°den fazla bitki
tirtinden rapor edilmistir (Oliver ve Whitfield 2016). TSWV agisindan siis bitkileri
yetistiriciliginin ayr1 bir 6énemi vardir. Viriisiin tohumla tasinmasinin s6z konusu
olmadigi ancak ozellikle vejetatif olarak g¢ogaltilan siis bitkilerinin TSWV i¢in en
onemli inokulum kaynaklarini olusturdugu bilinmektedir (Fidan ve Kog¢ 2016). Etmen
viris 15 farkli trips tiirii ile tasinabilmektedir (Riley vd. 2011). Bu arada enfekteli
yabanci otlar veya siis bitkileri etmen virlis i¢cin hem ara konuk¢u hem de inokulum
kaynagi olarak bilinmektedir.

Virtis trips vektorlerinde, 6zellikle Frankliniella occidentalis tarafindan
persistent-propagatif olarak hizli ve kolayca yayilmakta, konukgu yelpazesinin genis
olmas1 ve domatesten sonra, Ozellikle biberde benzer ekonomik kayiplara sebep
olmasinin siksik epidemiler yapmasina neden oldugu Ramchiary vd. (2014) tarafindan
rapor edilmistir.
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Yabanci otlar TSWV vektorlerinin konukgusu olarak, inokulum kaynagi
olusturmalar1 nedeniyle kritik 6neme sahip olduklar1 bildirilmektedir (Duffus 1971). Bu
arada virlsiin izolatlarinin degiskenligi, kisa siireli viriis alim periyodu, etmenin vektor
biinyesinde ¢ogalmasi, yiiksek tasinma orani, tripslerin genis dagilimi ve bir¢ok
insektisite kars1 dayaniklilik olusturmalar1 nedeniyle miicadelenin zorlagsmasi ve sonucta
TSWV miicadelesinin daha da zorlagmasina neden oldugu bazi arastiricilar tarafindan
belirtilmistir (Rosell6 vd. 1998).

Whitfield vd. (2005) TSWV'nin pleomorfik partikiillerinin, biiyiik (L), orta (M)
ve kiiciik (S) RNA olarak adlandirilan ii¢ tek iplikli RNA segmentinden olusan {i¢lii bir
genom igerdigini rapor etmislerdir. Negatif anlamda L RNA segmentinin tamamlayici
ipligi, viral RNA'ya bagimli RNA polimeraz1 kodladigi, M ve S RNA segmentlerinin
her birinin, bir ambisense diizenlemesinde iki proteini kodladigt M RNA’nin zarf
membran glikoproteinlerinin Onciisiinii ve viral hareket proteinini (NSm) kodladig1 ve
tic genomik RNA, N proteininin bircok kopyasi tarafindan ayr1 ayr1 kapsiillendigi ve
GN ve GC'nin entegre oldugu konukgulardan tiiretilmis bir lipit zarf ile ¢evrili oldugu
da bildirilmektedir (Van De Wetering vd. 1996; Whitfield vd. 2005).

TSWV tarafindan neden olunan belirtiler, konukguya, etmenin 1rkina,
enfeksiyon siiresine ve c¢evresel kosullara bagli olarak degiskenlik gostermektedir.
Belirtiler arasinda bitki boyunun kisalmasi, yani bodurlasma ve solma, yaprak ve
meyvelerde halkali lekeler yaninda, klorotik ve nekrotik lekeler, yaprak ve govdelerde
degisik lezyonlar ve deformasyonlar viriisle bulasik, hastalanmig bitkilerde sikca
goriilmektedir. Ancak hafif enfeksiyonlarda domates bitkilerinin gen¢ yapraklarinda
bronzlagma (morumsu-kahverengi) ve daha sonra ¢ok sayida kiigiik, koyu lekelerin
gelisimi goriilmektedir.

Yapraklarda bronzlasma yaprak ayasinin, yiizeyinin tamamia kadar
yayilabilmekte ve bronzlagmis alanlar ice dogru kivrilarak sonugta dokularda siklikla
Oliimler ortaya ¢ikmaktadir. Siddetli gelisen enfeksiyonlarda ise domates bitkilerinde
bodurlagsma, meyve ve yaprak saplarinda parlak, koyu kahverengi cizgiler ortaya
¢ikmakta ve biiyliyen ug¢ noktalarda geriye dogru 6liim gergeklesirken bazen de enfekte
olmus bitkilerde siddetli nekroz belirtilerinin ortaya ¢iktig1 bildirilmektedir (Holguin-
Pena ve Rueda-Puente 2007).

Tez calismas1 Antalya ilinin iki farkli cografik il¢esinde 6zellikle domates ve
biber yetistiriciligi yapilan seralar ve ¢evresinde bulunan yabanci ot tiirleri ve diger
cesitli kiiltiir bitkilerinde TSWV’nin varhigimin serolojik ve molekiiler testler ile
belirlenmesi ve saptanan virlisiin molekiiler karakterizasyonunun yapilmasi amaciyla
planlanmis ve yiriitilmiistiir. Caligmalara 2019-2021 yillari arasinda EKim-Mayzis aylari
arasinda yiritiilmiis ve yapilan sorveylerde hem belirti gosteren hem de belirti
goriilmeyen bitkilerden tarafli ve tesadiifi 6rnekleme yoluyla alinan bitki drneklerinden
virlis taramasi1 yapilmistir. Sonug olarak sorveylerin yiiriitiildiigli alanlarda etmen viriis
belirlenmis, ayrica TSWV’ye konukculuk eden yaygin yabanct ot tiirleri de
saptanmistir.

Bu esas amaglarin yaninda, 6zellikle bitki verimliligini arttirmak igin etkili

hastalik yonetimi stratejileri gelistirmek, Antalya ilinin farkli cografik bolgelerinde
TSWV’nin yasam dongiisiinii belirlemek ve alternatif dogal konukgulart tespit etmek,

2
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konukcular hakkinda bilgi olusturmak ve bu bitkilerin hastaligin epidemiyolojisindeki
onemlerini degerlendirmek, farkli konukgulardan elde edilen TSWYV izolatlarini
belirlemek, karakterize etmek ve hangi izolatin yaygin oldugunu ortaya koymak, ve
ayrica tim tarimsal paydaslarin yaygin TSWV konukgulari hakkindaki bilgilerini ve
farkindaligin1 yenilemek ve gelistirmek amaglar1 da yer almustir.

1.1. Tospoviriislerin Dagilim

Tospoviriisler Antarktika hari¢ tim kitalarda bulunur. Iliman bolgelerde,
seralarda tospoviriisler yaygindir (Cebolla-Cornejo vd. 2003). Tropikal ve subtropikal
bolgeler Asya ve Giiney Amerika sirasiyla 20 ve 11 rapor edilen tiire sahip en biiyilik
tospoviral ¢esitlilige sahiptir. Kiiresel ¢icekeilik endiistrisi, tospoviriislerin yayilimina
biiyiikk katki saglamistir. TSWV ve INSV, genis konuk¢u yelpazesiyle (Sether ve
DeAngelis, 1992), uluslararasi giris limanlarinda tespit edilmistir. Bazilar1 bu
tospoviriisleri bulastiran trips tiirlerinin de uluslararasi ticarette hareket eden siis
bitkileri ilizerinde tagindigi tespit edilmistir. Kesme ¢icek ticareti, tospovirlislerin ve
vektorlerinin yayillmasinda biiyiik 6l¢iide rol oynamistir (Coutts vd. 2005). Ayrica, daha
diisiik is¢ilik maliyetleri, daha iyi ulasim ve Kuzey Amerika Serbest Ticaret Anlagmasi
ve Diinya Ticaret Orgiitii Anlagsmas1 gibi anlagmalar nedeniyle domates iiretiminde
iliman bdlgelerden tropik bolgelere kaymalar, tropik ve subtropiklerdeki tospoviriis
sorunuyla ¢akigsmaktadir (Robbins vd. 2010).

1.2. Taksonomi

Tospoviriisler, Tospoviridae familyasindaki Orthotospovirus cinsine aittir ve
Bunyavirales takiminda yer almaktadir. Diinya ¢apinda 1 milyar dolarin {izerinde kayba
neden olan bitki verimliligine yonelik en biiyiik tehditlerden sayilmaktadir (Prins ve
Goldbach 1998). Esas olarak hayvan ve insanlar1 enfekte eden viriis tiirlerini igeren bu
yeni virlis diizeninde bitkiyi enfekte eden sadece ii¢ viriisten biridir (Tsompana vd.
2005; Rotenberg vd. 2009). Tospoviriisler, adlarin1 ilk kez 1915'te Victoria,
Avustralya'da bildirilen Domates lekeli solgunluk viriisiinden almistir (Brittlebank
1919). Etmen, 1970 yilinda partikiil morfolojisine, konukc¢u araligina ve trips ile
bulagmaya dayal1 olarak “domates lekeli solgunluk viriisii grubu”nun tip iiyesi olarak
smiflandirilmigtir.  Virlis grubu daha sonra ICTV tarafindan bir cins olarak
belirlenmistir.

1.3. Tospoviriislerin Ozellikleri
1.3.1. Morfolojik ve fizikokimyasal 6zellikler

Tospoviriisler, 80-120 nm ¢apinda benzersiz yar kiiresel parcacik morfolojisine
sahiptir. Virionlar, bir lipid ¢ift tabakasina gomiilii olan 5-10 nm'lik yiizey glikoprotein
projeksiyonlarint gosterir. 5 nm kalinliginda zarf. Viral niikleokapsidler 200-300 nm
uzunlugunda ve 2-2.5 nm ¢apindadir (Whitfield vd. 2005; King vd. 2012). Virion %5
niikleik asit, %5 karbonhidrat, %20 lipid ve %70 protein igerir. Molekiil agirligr 300 x
106 ila 400 x 106'dir ve ¢okelme 6zelligine sahiptir (Adkins 2000).
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1.3.2. Genomik organizasyon

Tospoviriisler, hataya meyilli replikasyon, yiiksek replikasyon oranlari, kisa
nesil siireleri ve biiyiikk bir popiilasyon boyutuna atfedilen yliksek genetik cesitlilige
sahiptir (Tsompana vd. 2005). Yiiksek gesitlilik ayn1 zamanda eski viriislerden yeni
izolatlarin1 ortaya ¢ikmasini ve yeni veya direncli konukgulara hizla adapte olma
yetenegini de agiklar.

Genom ii¢ tek sarmalli RNA'dan olusur: L RNA (~8.9kb), viral tamamlayici (vc)
dizideki RNA'ya bagli RNA polimerazi (RdRp) (331k) kodlar. M ve S segmentlerinin
her biri iki protein kodlar., M RNA (~4.8kb), vc anlaminda zarf membran
glikoproteininin onciisiinii ve viral (v) anlammda NSm'yi kodlar. Genomik RNA'lar
tamamlayict 5' ve 3' uglarmma sahiptir (5 ucunda AGAGCAAU, 3' ucunda
UCUCGUUA) ve sozde dairesel bir kanatgik yapisi alabilir. M ve S RNA'larin her biri,
stabil bir sa¢ tokasi yapisi olusturabilen yiiksek A-U igerigine sahip bir intergenik
bolgeye (IGR) sahiptir (Bag vd. 2010). U¢ genomik RNA, tek tek N proteininin birgok
kopyasi tarafindan kapsidlenir ve iki harici glikoproteinin (GN ve GC) entegre edildigi
konukgudan tiiretilmis bir lipit zarf ile ¢evrilidir (King vd. 2012). Iki glikoprotein, viriis
partikiiliniin yiizeyini kaplayan basak benzeri ¢ikintilar olarak goriiliir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Bir TSWV virionunun sematik gosterimi. Konuk¢u kokenli (mavi) gift
katmanli bir zar, monomerik ve dimerik konfigiirasyonlarda yiizeyden ¢ikint1 yapan
viral kodlu proteinler GN ve GC (yesil) ile gosterilmistir. Genomik RNA, bircok N
proteini (seftali) kopyasi ile birlesmesi ile olusturulan bir riboniikleoprotein (RNP)
kompleksi formunda kovalent olmayan sekilde kapali daireler olarak sunulur. Viryonla
iliskili RNA'ya bagli RNA polimerazin (RdRp) birka¢ kopyasi, RNP'lerle baglantili
olarak (mor) gosterilmistir (Whitfield vd. 2005)

1.3.3. Tospoviral replikasyon

Viral replikasyonun ve virion olusumunun tim asamalari, konukcu bitki
sitoplazmasinda ve bocek vektoriinde meydana gelir. Viriis, bitki hiicresine, virtislii trips
tarafindan sondalama veya beslenme sirasinda girer (Whitfield vd. 2005).
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Hiicreye girdikten sonra viriis partikiilii niikleokapsidini sitoplazmada kaybeder.
N protein konsantrasyonuna bagli olarak viral RNA ya transkripte olur ya da
kopyalanir. N proteinlerinin konsantrasyonu arttik¢a, polimeraz replikaz moduna geger
ve viral genomik RNA'lar ¢ogalir (Maris vd. 2003). S ve M ambisense RNA'larindan
proteinlerin translasyonu, subgenomik mRNA'lardan meydana gelmektedir. Cogaltilan
viral RNA'lar, plazmodesmata yoluyla bitisik bitki hiicrelerine hareket i¢cin muhtemelen
NSm proteini ile birlesebilen riboniikleoproteinleri (RNP'ler) olusturur. Alternatif
olarak, RNP'ler glikoproteinlerle birleserek ve Golgi zarlar1 boyunca tomurcuklanarak
virionlar olusturur. Virionlar baslangigta ¢ift zarlidir, ancak kisa siire sonra birleserek
baska bir zarla ¢evrili tek bir zarl1 virion gruplar1 olustururlar (Bag vd. 2010).

1.3.4. Tasinma

Viriisleri larva agsamasinda edinmis olan yetiskin tripsler, tospoviriisleri iletirler
(Naidu vd. 2008; Riley vd. 2011). Besleme sirasinda viriisleri ilk kez alan yetiskin
tripsler, tospoviriis bulagsmis bitkilerde uzun siire beslenmelerine izin verilse bile vektor
olamazlar. Bunun nedeni, viriislerin yetiskin boceklerin i¢indeki yasam dongiilerini
bulagsmaya izin verecek sekilde tamamlayamamalaridir (Pappu vd. 2009). Birinci ve
ikinci donem larvalar, viriisiin alinmasinda etkilidirler ve trips larvalari gelistikce
TSWV’y1 edinme oranlar1 diiser (Sekil 1.2).

TASINMA %
Larva de kazanim gok
’ vumurts \ onembde

1 Larva
dgonerm

4

Ergin
erkek

'\

Viras girigi

2 Larva donems

VirUs girigi

Pupa donemi

Sekil 1.2. Tospoviriislerin tripsler ile biyolojik doneme gore tasinma periyodu
(Whitfield vd. 2005)

Tospovirtisler trips vektorlerinde ¢ogalirlar, bu nedenle bocekler sadece virlisii
yaymakla kalmaz, ayn1 zamanda virlis konukgusu olarak da hizmet ederler. Tripsler,
enfekteli bitkilerden larva evrelerinde viriisii alirlar ve bunlari larva evrelerinin sonunda
saglikli bitkilere aktarirlar. Tiirkiye'nin Samsun ilinde TSWV'nin domates verimi
tizerindeki etkisinin arastirildig1 bir vaka ¢alismasi, TSWV'nin domatesin veriminde ve
pazarlanabilir degerinde sirasiyla %42.1 ve %95.5'lik bir azalmaya neden oldugunu
gostermistir (Sevik ve Arli-So6kmen 2007).
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TSWV'in genis bir konuk¢u yelpazesi nedeniyle, diger konukcu bitkilerde,
ozellikle biberlerde benzer ekonomik kayiplar bildirilmistir (Ramchiary vd. 2014). Trips
bitki dokusunda yumurtlar ve birkag¢ giin i¢inde ilk donem larvalar1 ortaya ¢ikar.

Virlis edinimi, yalnizca virlisiin transstadial olarak yetiskine gectigi larva
evrelerinde gergeklesir. Pupa evreleri beslenmez ve viriis enfeksiyonunu siirdiirmelerine
ragmen hareket etmezler. Bu evreler ya toprakta ya da yapraklarda gergeklesir. Daha
sonra yetiskinler ortaya ¢ikar ve genis bir alana yayilma egilimi gosterir. Yalnizca larva
evrelerinde virlisli kapmis olan yetiskin tripsler tospoviriisleri bulagtirabilir.

1.4. Tospoviriislerin Tespiti ve Teshisi

Basaril1 tospoviriis teshisi, kullanilan 6rnekleme teknigine baglidir. Diger RNA
virlislerinde oldugu gibi, toplanan ornekler bozulmadan hemen Once islenmelidir.
Tropik ve subtropiklerde, toplanan bitki 6rnekleri bozulmadan 6nce dogru kosullarda
laboratuvarlara teslim etmek bazen zordur. Bu nedenle, hizli alan algilama ve/veya daha
sonraki islemler i¢in depolama teknikleri gelistirilmistir. Birkag¢ tospoviral tani teknigi
mevcuttur ve daha fazlasi gelistirilmeye devam etmektedir. Temel olarak teknikler
simptomatoloji, konukc¢u indeksleme, seroloji, elektron mikroskobu ve molekiiler
teknikler olarak siniflandirilabilir.

1.5. Konukeu Indeksleme

Indeksleme, bulasici patojenlerin varhigini veya yoklugunu tekrarlanabilir bir
sekilde degerlendiren veya spesifik indikator bitkilerde olusturulan reaksiyon temelinde
bir hastaligi tanimlayan herhangi bir testtir. Tospoviriisler, indikator bitkilerde belirti
{iretimi temelinde tespit edilebilir (Cizelge 1.1). indikatdr bitkiler, viriis igermemeli ve
biiylimesi kolay olmalidir. Belirli bir viriis tiiriine hizl1 ve spesifik olarak tepki vermeli,
farkli kosullar altinda tanisal belirtiler gostermeli ve biiyiime mevsimleri boyunca
kolayca erigilebilir olmalidirlar (Lin vd. 2012).

Cizelge 1.1. Tospoviriisler i¢in bazi indikator konukgular

Bitkisel isim Yaygin isim Familya
Arachis hypogaea Yer fistig1 Fabaceae
Capsicum annuum Biber Solanaceae
Chenopodium album Kazayagi Amaranthaceae
Chenopodium quinoa Kinoa Amaranthaceae
Cucumis sativus Hiyar Cucurbitaceae
Datura stramonium Seytan elmasi Solanaceae
Impatiens Cam giizeli Balsaminaceae
Solanum lycopersicum Domates Solanaceae
Spinacia oleracea Ispanak Amaranthaceae
Nicotiana tabacum Tiitiin Solanaceae
Nicotiana glutinosa Tiitlin Solanaceae
Nicotiana clevelandii Tiitiin Solanaceae
Nicotiana benthamiana | Tiitiin Solanaceae
Petunia hybrida Petunya Solanaceae
Phaseolus vulgaris Tarla fasulyesi Fabaceae
Pisum sativum Bezelye Fabaceae
Vigna unguiculata Boriilce Fabaceae
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1.6. Seroloji

Serolojik tespit veya immiinokimyasal teshis, viriis tespiti i¢in monoklonal veya
poliklonal antikorlarin kullanimina dayanir. Antikorlar, spesifik virlis antijenlerine
baglanma yetenegine sahiptir. En yaygin olarak kullanilan serolojik yontem, enzime
bagli immiinosorbent testidir. Bu test ¢ift antikorlu sandvi¢ ELISA (DAS-ELISA) ve
ticlii antikorlu sandvi¢ ELISA (TAS-ELISA) olmak tizere ikiye ayrilir (Naidu vd. 2008).
ELISA, bitki 6rnegi basina bir kuyu kullanilarak tek bir tospoviriis i¢in birden fazla
bitkiyi test etmek i¢in kullanilabilir. Ayrica, tek bir bitki, her bir kuyucuga iki veya li¢
kopya halinde kaplanmis farkli antikorlarla tek bir plaka {izerinde bir¢ok tospoviriis i¢in
ayn1 anda test edilebilir. Dogru, ucuz, son derece hassas ve basit bir sekilde patojenleri
Olcebilir. ELISA'nin 6nemli bir sinirlamasi, bitki proteinleri ile c¢apraz reaksiyona
girmeyen ilgili her viriis i¢in spesifik monoklonal veya poliklonal antikor serumu
gerektirmesidir (Webster vd. 2004; Lin vd. 2012).

1.7. Molekiiler Teshis

Molekiiler testler niikleik asit molekiillerini olusturan farkli bazlarin spesifik
tamamlayici iliskisine dayanirlar. Bu tiir testler, duyarlilik, hiz, 6zgiillik veya uygun
serolojik testlerin bulunmadigi durumlarda diger yontemlere gore daha 1iyi
alternatiflerdir. Ozgiilliik, hem primerlerin tasarimi hem de amplifikasyon protokolleri
ile dogrudan iligkilidir (Olmos vd. 2007). Yaygin olarak kullanilan molekiiler teknikler,
ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT- PCR) ve yeni nesil dizilemedir
(NGS).

RT-PCR, tek iplikli RNA'y1 tamamlayict DNA'ya (cDNA) doniistiiren bir ilk
ters transkripsiyon adimini igerir. Bu, ters transkriptaz enzimi kullanilarak
gerceklestirilir. Ardindan, yeni sentezlenen cDNA, geleneksel PCR kullanilarak
amplifiye edilir. RT-PCR ¢ok hassastir ve gergeklestirmek igin minimum beceri
gerektirir. Viriis tespitinin etkinligi, sablon niikleik asit, polimeraz enzimi, tampon
bilesimi, stabilite, deoksiniikleotit trifosfatlarin (ANTP'ler) safligi ve konsantrasyonu ile
dongii parametrelerine baglidir (Lin vd. 2012).

1.8. Yeni Nesil Dizileme (Next-Generation Sequencing-NGS)

Yiiksek verimli dizileme olarak da adlandirilan NGS, niikleik asitlerin
dizilenmesini Sanger dizilemesinden ¢ok daha hizli ve ucuza saglayan bir dizi farkh
modern dizileme teknolojisi olarak kabul edilmektedir. Bu islem, tiim genomu kii¢iik
parcalara bolerek ve daha sonra bu kiigiik pargalart DNA sentezi sirasinda rastgele
okuma igin belirlenmis adaptorlere baglayarak gergeklestirilir (Grada ve Weinbrecht
2013). NGS'de, genellikle tek calistirma basina onlarca veya ylizlerce gigabayt veya
deney basina terabayt olmak tizere ¢ok biiyiik miktarda veri tiretilir (Xuan vd. 2013).

Asagidakiler dahil olmak iizere ¢esitli NGS platformlart mevcuttur; Roche GS-
FLX 454, Illumina Genom Analizorii, ABI SOLiD Analizorii, Polonator ve Helicos
HeliScope. Bu platformlar, Sanger dizilimine ve birbirlerine gore farkli temel okuma
uzunluklari, hata oranlar1 ve hata profilleri iiretir. Ortalama okuma uzunlugu, Sanger
dizilimi i¢in 1000-1200 bp'ye kiyasla 35-500 bp okumasidir (Zhang vd. 2011).
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1.9. Tospoviriis Hastaliklarinin Yo6netimi

Tospoviriis yonetiminde kullanilan taktikler, epidemiyolojik ilkelerin tam olarak
anlasilmasina dayanmali ve biyolojik, kimyasal, kiiltiirel, konukgu-bitki direnci ve
fiziksel kontrolii iceren Entegre Hastalik Yonetimi (IDM) yaklagimlarina girmelidir
(Culbreath vd. 2003).

1.9.1. Biyolojik kontrol

Biyokontrol, tripslerin avci akarlar (Neoseiulus cucumeris, Stratiolaelaps
scimitus ve Gaeolaelaps aculeifer), kiigiik korsan bdocekleri (Orius insidious),
entomopatojenik nematod (Steinernema feltiae) ve entomopatojenik mantarlar
(Beauliarhizium ansiana) gibi dogal diismanlarin kullanimina dayanir. Basarili
biyokontroliin yolu, dogal diismanlar1 iriin dongisiinde yeterince erken serbest
birakmaktir (Cloyd 2009).

1.9.2. Kimyasal kontrol

Dogrudan miicadelede herhangi bir kimyasalin ya da etkili bir miicadele
yonteminin s6z konusu olmadig viriis ve benzeri hastaliklar, acik alanlarda ve ortii
altinda yetistirilen kiiltiir bitkilerinde verimi ve kaliteyi en fazla etkileyen hastaliklarin
basinda gelmektedir. Trips ile bulasan tospoviriislerin neden oldugu hastaliklar,
diinyanin farkli bolgelerinde 6nemli sebze, baklagil ve siis bitkilerinin iiretiminde
onemli kisitlamalar meydana getirmektedir. Simdiye kadar birkag tospoviriis igin, pratik
ve etkili entegre hastalik yonetimi programlarinin basarili bir sekilde gelistirilmesi ve
uygulanmasinda 6nemli ilerleme kaydedilmistir. Bununla birlikte, dayanikliligi kiran
veya bilinen tospoviriislerin diger yeni izolatlart ve diinyanin gesitli bolgelerinden
tamamen yeni tospoviriis tiirleri tanimlanmaya devam ettigi ve zararli salginlara neden
olma potansiyeline sahip oldugu igin zorluklar devam etmektedir (Pappu vd. 2009).

1.9.3. Kiiltiirel kontrol

Gelisimin ilk asamalarinda viriis ile enfekte olan bitkiler, nemli bir tospoviriis
kaynagidir. Bu tiir bitkilerde tripsler ile miicadele onceliklidir. Bu, 6zellikle Asteraceae
ve Solanaceae familyalarindan ve saricicekli duyarli bitkiler ve yabanci otlar i¢cin de
gecerlidir. Ciftciler, duyarli bitkilerin iist iiste ekiminden ve yan yana sirali ekimlerden
kacinmalidir. Viriisii edinen trips vektorleri eski liriinden yeni liriine go¢ edip virtisleri
yayabileceginden, bir “yesil koprii” olusturma egilimindedirler (Cloyd 2009).

1.9.4. Fiziksel kontrol

Gilimiis yansitict malglar ve sira ortiileri trips istilasini azaltir ya da engeller. Sera
havalandirma deliklerindeki ve yan duvarlarindaki elek aglari, seraya giren trips
poplilasyonunu azaltir. Tarlada, zemini samanla kaplamak, trips avcilarinin birikmesine
izin verir. Bitkisel yaglar ve film olusturucu {iriinlerin bitkilere uygulanmasi da
viriislerin ~ vektorler tarafindan yayilmasmi azaltir. Yaglar vektorde davranis
degisikliklerine neden olur (Khan ve Dijkstra 2006).
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Hastaligin Bulunusu ve Yayilmasi

Domates lekeli solgunluk viriisii ilk olarak 1915 yilinda Avustralya’daki
domates bitkilerinde kesfedilmistir (Brittlebank 1919). Viral kokenli oldugu ise 1930'da
Samuel ve arkadaglar tarafindan ortaya ¢ikarilmistir (Adkins ve Baker 2005). Viriis
Cezayir, Avusturya, Belgika, Bulgaristan, Hirvatistan, Kibris, Cek Cumhuriyeti, Misir,
Fransa (ilk olarak 1933'te ortaya ¢ikmis fakat 1987°den beri bir daha goriilmemis),
Almanya, Yunanistan, Irlanda, Israil, italya, Libya, Litvanya, Malta, Moldova,
Hollanda, Polonya, Portekiz, Romanya, Rusya, Slovakya, Ispanya, isvec, Tiirkiye, Iran,
Ingiltere, Iskogya, Ukrayna, Yugoslavya, Tunus ve Fas’dan rapor edilmistir. Ek olarak,
Norveg, Danimarka ve Finlandiya’da viriis tespit edilmis ancak eradike edilmis veya
edilmektedir (Lewandowski vd. 2005).

Hastalik etmeni Tirkiye’de ilk kez Tekinel vd. (1969) tarafindan ortii altinda
sebze yetistiriciliginin sik yapildigi Mersin ili ve ¢evresinde marul bitkilerinde rapor
edilmistir. Daha sonra, birgok bolgede domates; (Giildiir, 1995; ArliS6kmen ve Sevik,
20006; titiin (Azeri 1994), biber (Arli-S6kmen vd. 2005), patlican (Kamberoglu vd.
2009), kabak (Yardimci ve Culal-Kilic, 2009), marul (Kamberoglu ve Alan, 2011;
Sertkaya 2015) bitkileri ve bazi yabanci otlarda (Arli-S6kmen vd. 2005; Atakan vd.
2013) degisen oranlarda tespit edilmistir. Diinya capinda bir¢ok tospoviriis ¢aligmasi
yapilmis olsa da, Tiirkiye’de durum bdyle olmamuistir.

Samsun'da yapilan bir arastirmada domates, biber ve tiitlin ekim alanlarindan
toplanan 414 yaprak o6rnegi ELISA ile TSWV poliklonal antiserum kullanilarak test
edilmistir ve 28 tanesi TSWV ile enfekteli bulunmustur. Bu nedenle kullanilan bitki
materyallerinden en yiiksek absorbansa sahip bir TSWV izolati secilmis ve test
bitkilerine mekanik olarak asilanmistir (Arli S6kmen vd. 2005).

Canakkale'de yapilan bir calismada 99,2 hektarlik bir alandan 200 adet bitki
ornegi ELISA ve DTBIA yontemleri ile incelenmistir. ELISA testi, 9 6rnegin TSWYV ile
enfekteli oldugunu ortaya c¢ikarmistir. ELISA testinde TSWYV ile enfekteli bulunan
ornekler diger bir serolojik yontem olan DTBIA yontemiyle de test edilmis ve enfekteli
bulunmustur (Turhan ve Korkmaz, 2006).

Marmara bolgesinde (Bilecik, Bursa, Sakarya) yapilan bir arastirma, test edilen
bitki Orneklerinin  %5-78'inin  TSWV ile enfekte oldugunu ortaya koymustur
(Degirmenci ve Uzunogullar1 2007).

Bat1 Akdeniz bolgesinde yapilan bir ¢alismada domates, biber, patates, marul,
kabak ve salatalik yapraklarindan 6rneklenmis ve 12 bolgeden 337 6rnek kullanilmis ve
DAS-ELISA yontemi ile test edilmistir. Sonug olarak 157 6rnegin TSWV ile enfekteli
oldugu tespit edilmistir (Yardime1 ve Kilig. 2009).

TSWV’nin tarimsal iiriinlerde meydana getirdigi ekonomik kayiplari konu alan
bir derlemede, tarimsal iiriinlerde viriisten kaynaklanan kantitatif ve kalitatif zararlar ve
ekonomik kayiplar incelenmistir ve hastalik etmeninin {ilkemizde oldukga yaygin
durumda oldugu ve siirekli yayilis gosterdigi ortaya ¢ikmistir (Sevik 2011).
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Yalova’da, kesme ¢igek tiretiminde verimi ve kaliteyi olumsuz yonde etkileyen
baz1 sistemik hastaliklar gozlenmis ve enfeksiyonlara neden olan viriislerin varlig
arastiritlmistir. Bu amagla 2013 yili Ekim ve Kasim aylarinda sorveyler yapilarak
Yalova ili'nde 11 farkli ortiialti iiretim alaninda gozlemler yapilarak &rnekler
toplanmustir. Sistemik, mozaik, sarilik, klorotik ve nekrotik lekeler ile yaprak ve
ciceklerde deformasyonlar sergileyen Anthurium andreanum, bazi orkide, giill ve
gerbera bitkilerinden belirti gosteren veya gostermeyen toplam 150 yaprak 6rnegi elde
edilmistir. DAS-ELISA testi kullanilarak 150 adet yaprak orneginde TSWV, Dasheen
mosaic virus (DsMV) ve Cucumber mosaic virus (CMV) hastaliklarinin varhigi
aragtirtlmistir. DAS-ELISA test sonuglarma gore 150 yaprak orneginden 4 adedinin
DsMV ile enfekteli oldugu saptanmistir. Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda 2 adet
Anthurium andreanum (Flamingo ¢igegi) ve 2 adet orkide (Cymbidium spp.) bitkisinde
saptanan DsMV hastaligi, Tiirkiye’de ilk defa rapor edilmistir. Ancak Yalova kesme
cigek seralarinda TSWV ve CMV viriislerine rastlanmamistir (Kibar 2014).

Siis bitkileri ve Solonaceae familyasi, Antalya’nin tarima dayali ekonomisi i¢in
gida ve ekonomik degeri yliksek {iiriinler olarak Onemlidir. Bu nedenle Antalya’da
yetistirilen Anthurium scherzerianum (Flamingo ¢igegi) bitkilerinde virlis benzeri
belirtiler goriilmesi lizerine gergeklestirilen bir ¢alismada, bitki yapraklart DAS-ELISA
teknigine gore siis bitkilerinde goriilme olasiligt yliksek bazi viriislere karsi
testlenmistir. DAS-ELISA sonuglart pozitif orneklerden ekstrakte edilen toplam
RNA’larin RT-PCR’da kullanilmastyla dogrulanmistir. RT-PCR, sense TSWV L1F ve
antisense primerlerine TSWV L2R gore diizenlenmistir. RT-PCR {irtinlerinin direkt
sekanslamasi ve yapilan BLAST sonucunda biber TSWYV izolatlari ile %96-99 oraninda
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Anthurium bitkisinde TSWV enfeksiyonu
serolojik ve molekiiler olarak saptanmistir. Bu calisma TSWV’nin Anthurium
bitkisindeki Tiirkiye i¢in ilk kaydi olup ayn1 zamanda etmenin tiirler arasinda kontrolsiiz
yayiliminin kanit1 olmustur (Fidan vd. 2016).

Yine Antalya ilinde yapilan bir ¢alismada dayanikliligi kiran TSWYV izolatinin
(TSWVAntRB) tiim genom dizilimleri ¢ikarilarak bu izolatin diinya izolatlar
icerisindeki yeri filogenetik analizler ile incelenmis ve dayanikliligi kiran izolatin
istinde Sw-5 dayanimi kiran mutasyon belirlenmistir. TSWV'de meydana gelen
mutasyonlar1 anlamak amaciyla tiim genomu ¢ikarilarak dayanikliligi kiran ve kirmayan
izolatlar ile kiyaslamasi yapilmig ve farkliliklari belirlenmistir. RT-PCR teknigi ile
cogaltilmis sekans dizileri elde edilmis gen dizileri iizerinde protein sentezi yapan agik
okuma bdlgeleri belirlenmis bu bdlgelerde niikleotid aminoasit ve protein diizeyinde
farkliliklar ortaya konulmustur. TSWVAntRB izolatinin medium segmentine ait
niikleotid, aminoasit ve protein bazinda yapilan eslestirmelerde bu izolatin (non-
structural protein) (NSm) NSm alanindaki bu bolge hiicreden hiicreye gecgisten sorumlu
olan alan {izerinde C118Y noktasinda bir mutasyon meydana geldigi ve bu mutasyon
sebebiyle de dayaniklilik durumunun ortadan kalktigi belirlenmistir. Filogenetik
analizler sonucunda Avrupa'daki dayaniklili§i kiran izolat ile iilkemizde dayaniklilig
kiran izolatin ayn1 kokenden geldigi ortaya ¢ikmistir (Sar1 2018).

TSVW’nin, diinyada domates yetistirilen alanlarda verim ve kalite kaybina
neden olan hastaliklar icerisinde ¢ok Onemli oldugu, hatta Onem siralamasinda
genellikle ikinci sirada yer aldigi rapor edilmistir (Fidan ve Sar1 2019).
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2.2. TSWV’nin Yayillmasinda Yabanci Otlar ve Vektor Tripslerin Rolii

Bir¢ok yabanci ot tiirii, TSWYV i¢in 6nemli virlis rezervuarlari, yani ara konukgu
olarak hizmet etmektedirler. Miicadele edilmedigi durumlarda yabanci otlar dayanikli
ve uzun Omiirlii olmalart nedeniyle hem virlis ve hem de tripslerin etmeni tagimalarina
hizmet etmektedirler (Batuman vd. 2020). Bu durum g6z 6niine alindiginda hastalikla
miicadelede yetistirilme alanlarinda yabanci ot ve vektdr bocek kontroliiniin etkili bir
sekilde saglanmasinin 6nemli oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Kiiltiirel 6nlemlere ne kadar
dikkat edilse de tiim bu miicadele ¢abalarinin yaninda artik iireticilerin dayanikli ¢esit
kullanmaya yonlendirilmeleri onem kazanmustir. Virlis hastaliklariyla miicadelede
dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi ve zararin azaltilmasi ve epidemilerin 6niine gegilmesi
son derece onemlidir.

Tospoviriislerin konukgusu olan ve zarar verdigi bitkiler disinda tiim yil boyu
canliligin siirdiiren mubhtelif yabanci ot ve diger bitkilerin varligi tospoviriislerin
dogada devamli olarak var olmasimna ve kolayca haytini devam ettirmesine neden
olmaktadir. Ayrica bitki ve bitkisel tirlinlerin, her ne kadar karantina sinirlamalari ve
kontrolleri olsa da o&zellikle siis bitkilerinin uluslararasi ticareti tospoviriislerin ve
vektorlerinin {ilkelere giris olasiliklarin1 da artirmaktadir. Bu durum dogal olarak diger
tilkeler gibi Tiirkiye’de yeni tospoviriis irklarinin gelismesi ve tospoviriislerin neden
oldugu hastaliklarin goriilme siklig1 ve salginlarinin ortaya ¢ikmasina veya artmasina
neden olmaktadir. Ayrica diger viriis ve vektor iliskilerinde oldugu gibi son yillarda
artan iklim degisikligi etkileri de bu c¢ikis orani veya salginlarin artisina da neden
olmaktadir.

Hastalig1 kontrol etmek i¢in pestisitler ile ¢esitli tarim teknikleri kullanilmistir.
Son gozlemler, kimyasallarin TSWV vektorii tripsleri yeterince kontrol etmedigini
gostermistir. Bu durum, daha fazla TSWV enfeksiyonunun meydana gelmesine ve
seralarda ve ac¢ik alanlarda trips sayisinin artmasina sebep olmustur. Hastaliga neden
olan viriisle miicadelede cesitli yontemler denenmistir. Arjantinli arastirmacilardan
olusan bir ekip, yiiksek sicakliklarin TSWV'nin siddeti iizerindeki etkisini incelemistir.
Yiiksek sicakliklar bitkilerde salisilik asit birikimini arttirir ve salisilik asidin hastalik
belirtilerinin altinda yatan fizyolojik mekanizmalarda yer aldig1 gosterilmistir.

Caligmalar, tripsleri kontrol etmek i¢in kullanilan pestisitlerin ve bitki biliylime
destekleyicilerinin bir kombinasyonunun TSWV'nin yayilmasim1 Onleyebilecegini
gostermistir (Momol vd. 2004). Bir baska ¢alismada, domates veriminin F. fusca sayisi
ve TSWV yogunluk orani ile ters orantili oldugu ve ¢i¢ek basina F. fusca sayisinin
TSWYV bitki belirti yogunlugu ile pozitif yonde iliskili oldugu goriilmiistiir. Calismanin
sonuglari, tripslerin biiyiime mevsiminin baglarinda bu yontemlerle kontrol altina
alinmasinin, TSWV'nin olduk¢a etkili oldugu (>%17) donemde domates verimini
artirmada etkili oldugunu gostermektedir (Pappu. 2009).

Onceki arastirmalar, dar yaprakli Gamochaeta falcata (L) Cabrera, Stellaria
media L., Lepidium virginicum L., Geranium carolinianum L. ve ¢esitli yabanci otlarda
yiiksek oranda TSWV enfeksiyonu oldugunu gostermistir. Benzer sekilde, baz1 kishk
yabanci ot tiirlerinin yiliksek bir ylizdesinin (%20'ye kadar) TSWYV ile enfekte oldugu
gozlemlenmistir (Groves vd. 2001; Mullis ve Martinez 2009).
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Kamberoglu vd. 2005 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada Tirkiye’de ilk defa
domates lekeli solgunluk viriisiiniin Ranunculus arvensis ve Ranunculus muricatus
tizerinde dogal infeksiyon olusturdugunu tespit etmistir. TSWYV belirtileri saha
calismalarinda sadece R. muricatus'ta bildirilmistir ve bu tiiriin bolgede yiiksek oranda
TSWYV yayginligia sahip oldugu, ancak yabanci ot popiilasyonunun kiigiik bir bileseni
oldugu gozlemlenmistir.

Cukurova bolgesinde gercgeklestirilen bir ¢alismada, yabanci otlar {izerinde trips
ve TSWV, 2004-2006 yillar1 arasinda arastirilmaya alinmistir. Yabanci otlardaki trips
tiirleri, 15 saniye boyunca beyaz bir kapta kuvvetlice ¢alkalanarak toplanmistir. Saha
arastirmalart sirasinda toplanan bitki materyali ve TSWV'nin mekanik asilanmasi igin
kullanilan bitkiler DAS-ELISA ile test edilmistir. Yabanci ot tiirleri Ranunculus
muricatus, Melilotus officinalis, Sinapis arvensis ve Portulaca oleracea kapali yiiksek
plastik tiinelde ve kabin deneylerinde viriis bulastirilmasi i¢in kullanilmastir.

Trips tiirleri arasinda, Frankliniella occidentlis, 6rneklenen 82 yabanci ot
tirtiniin 80'inde yasayan en yaygin tiir olarak tespit edilmistir. F. occidentalis’ in
erginleri ve larvalari, S. arvensis tizerinde, 6rneklenen diger yabanci ot tiirlerine gore
onemli ol¢iide daha fazla bulunmustur (P<0.05). Tripslerin erginleri ve larvalari, ¢cogu
yabanci ot ilizerinde Nisan veya Mayis aylarinda en yiiksek popiilasyona ulasmistir.
Calismanin sonucunda tek yillik yazlik yabanci otlarin, tripslerin iiremesi i¢in iyi bir
konuke¢u olmadiklart belirlenmistir. 11 bitki familyasina ait 17 bitki tiiriinden toplam 90
ornek TSWYV i¢in ELISA testinde pozitif sonu¢ vermistir. 26 bitki familyasina ait 65
yabanci ot tiirlinde ise TSWYV tespit edilememistir. TSWYV ile enfekte olmus ¢ok sayida
bitki 6rnegi P. oleracea'da (21 6rnek) ve R. muricatus'ta (15 6rnek) elde edilmistir. Saha
aragtirmalarinda sadece R. muricatus'ta TSWV belirtileri tespit edilmistir. Bu ¢alismada,
Amaranthus viridis, Amaranthus retroflexus, Portulaca oleracea ve Echium
plantagineum dahil olmak iizere yedi yazlik yabanci ot tiiriinde TSWV enfeksiyonu
tespit edilmistir. Siddetli TSWV belirtileri gosteren biber tiinellerinin ¢evresinde yetisen
A. viridis ve P. oleracea orneklerinde TSWV siklikla saptanmistir. TSWV ile enfekte
olmus biberlerden veya yiiksek tiinellerde biiyliyen domateslerden gelen gdgmen F.
occidentalis'in yetigkinleri, virlisii yakindaki yabanci otlara veya diger bitkilere
bulastirmis olabilecekleri konusu da dikkat ¢ekmistir. TSWV'nin yazlik otlardan elde
edilmesi ve TSWV'nin yetistirilen bitkilerde veya yaz/kis tek yillik yabanci otlara
tripsler yoluyla aktarilmasi, yabanci otlarin bolgedeki TSWV epidemiyolojisinde
onemli bir role sahip oldugunu vurgulamigtir. Ayni zamanda A. viridis ve P. oleracea
tiirlerinin, tripslerin tiremesini desteklemedigi ortaya ¢ikmistir (Atakan vd. 2013).

Tiirkiye’deki en oOnemli Ortli alti iiretim alanlarindan biri olan Kumluca
(Antalya) Ilgesi'ndeki domates seralarinda goriilen yabanci ot tiirlerini, yayginliklarimi,
yogunluklarin1 ve bazi bitkisel ozelliklerini ortaya koymak amaciyla yliriitiillen bir
caligmada, 65 serada toplam 148 dekar kapali alan incelenmistir. Sera igerisinde
bulunan tiim yabanci ot tiirleri kaydedilmis, yogunluk, kaplama alan1 ve rastlama
sikliklar1 belirlenmistir. Tespit edilen tiirlerin, ilgili kaynaklardan yararlanilarak
fitocografik bolgeleri ve hayat formlar1 ortaya konmugstur. Calisma sonunda; 1’1 parazit,
5’1 tek ¢enekli, 38’1 ¢ift cenekli olmak iizere, 21 familyaya ait toplam 44 yabanci ot tiirti
saptanmigtir. Belirlenen tiirlerin biiyiik boliimiiniin tek yillik (%61), terofit (%59) ve
genis yayilish (%52) oldugu ortaya konmustur.
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flge genelinde domates seralarinda bulunan yabanci otlarin ortalama yogunlugu
25,5 adet/m?, kaplama alam ise %13,3 olarak tespit edilmistir. Gerek rastlama siklig
gerckse yogunluk ve kaplama alami bakimindan en Onemli tiirler; Amaranthus
retroflexus L. (horozibigi), Portulaca oleracea L. (semizotu), Cyperus rotundus L.
(topalak) ve Melilotus officinalis (L.) Desr. (tas yoncasi) olarak belirlenmistir. Plastik ve
cam seralardaki yabanci otlarin yogunlugu sirasiyla 25,7 ve 22,6 adet/m2, kaplama alani
ise %13,1 ve %16,8 olarak tespit edilmistir. Ilgedeki seralarin %95’inde solarizasyon
yapildig1 ve ortalama solarizasyon siiresinin 52 giin oldugu belirlenmistir. Solarizasyon
yapilan ve yapilmayan seralarda yabanci ot yogunlugu sirasiyla 23,5 ve 66,4 adet/m?,
kaplama alan1 sirasiyla %11,9 ve %18,2 olarak belirlenmistir. Yabanci otlarin %10’un
tizerinde bir kaplama alanina ve metrekarede 25 adedin iizerinde yogunluga sahip
olmalari, yabancit ot miicadelesine daha fazla 6nem verilmesi gerektigi kanaatini
olusturmustur (ibrisim ve Kitis 2020).

Pamuk tretimi bakimindan 6nemli illerden biri olan Antalya’da yapilan bir
baska calismada, pamuk iiretimini sinirlayan en 6nemli etmenlerden birinin yabanci
otlar oldugu tespit edilmistir. Bu ¢calismada, Antalya ili pamuk ekim alanlarinda goriilen
yabanci ot tiirleri ve bunlarin popiilasyon durumlar1 belirlenmistir. Gézlemler, pamuk
yetistiriciliginin yogun olarak yapildig1 Aksu, Serik ve Manavgat ilgelerinde toplam 55
tarlada gergeklestirilmistir. Yapilan gézlemler sonucunda 12 familyaya ait 24 yabanci ot
tirii saptanmugtir. Bunlar icerisinde topalak (Cyperus rotundus L.), pembe sarmagsik
(Ipomoea triloba L.), kanyas (Sorghum halepense (L.) Pers.), darican (Echinochloa
crus-galli (L.) P. Beauv.) ve semizotu (Portulaca oleraceae L.) 6ne ¢ikan tiirler olmustur
(Arslan ve Kitis 2021).

Biber yetistiriciligi yapilan alanlarda iiretimi sinirlayan pek ¢ok viriis
bulunmaktadir. Bu viriisler arasinda TSWYV biber dahil ekonomik dneme sahip 35 bitki
familyasina zarar vermektedir. Kumluca il¢esinde yapilan bir ¢alismada biber iiretim
alanlarinda sorun olan bu hastaligin yayginlik oranlar1 ortaya konulmus ve bazi konukg¢u
yabanci ot tiirleri belirlenmistir. Calisma kapsaminda; 2020 yili Eyliil-Aralik aylarinda
Antalya ili Kumluca il¢esinde biber seralarinda gergeklestirilen sorveyler ile virlis
belirtisi gosteren biber bitkilerinden 57 adet ve sera igerisinde ve bitisiginde bulunan
biber disindaki bitkilerden veya yabanci otlardan 99 adet olmak iizere toplam 156 adet
yaprak ornekleri toplanmigtir. Daha sonra tiim 6rnekler DAS-ELISA yontemi ile TSWV
enfeksiyonlarini belirlemek igin testlenmistir. Testlemeler sonucunda, testlenen yaprak
orneklerinin %55,76’sinin TSWVile bulasik oldugu saptanirken, bu oran biber 6rnekleri
icin %96,49 ve diger bitki Ornekleri i¢in ise %32,32 olarak belirlenmistir. Sérvey
calismalar1 sirasinda biber disindaki 31 farkli bitki ve yabanci ot tiirlinden 13’{ine ait
yaprak orneklerinin viriisle bulasik oldugu tespit edilmistir (Yesil ve Gomlekli 2021).

Tiim cabalara ragmen, TSWV, Tiirkiye dahil bircok iilkede domates ve biber
tiretimine yonelik en ciddi tehditlerden biri olmaya devam etmektedir. Giincel bir
calismada, viriis varlig1 i¢in daha once hi¢ arastirilmamis bes ilde (Ankara, Bartin,
Eskisehir, Konya ve Zonguldak) viriis belirtisi gosteren 227 adet domates, biber ve
yabanci ot yaprak ornegi toplanmis ve bu orneklerde TSWV molekiiler olarak tespit
edilmisgtir. NCBI GenBank veri tabanindan secgilen diger izolatlar ile birlikte yeni
edinilen 23 Tiirk izolatinin N geninin tam nt dizileri lizerinde filogenetik, genetik
cesitlilik ve popiilasyon yapisi analizleri de yapilmistir (Morca vd. 2022).
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Kii¢iik domates ve biber ekim alanlarindan alinan 6rneklerde bile, tanimlama
calismasi %43.6 gibi yiiksek bir insidans orani1 gostermistir. Bu nedenle, TSWV'nin tiim
iilkede olas1 yaygin varligi, daha fazla yayilmay1 ve verim kayiplarini en aza indirmek
icin daha iyi stratejilere odaklanmak gerekmektedir (Morca vd. 2022).

TSWV, ABD’nin Georgia eyaletinde ilk kez 1986’da rapor edilmistir, fakat
1989'a kadar bir sorun olarak kabul edilmemistir. Hastalik, bolgedeki bir¢ok ekonomik
Onem tastyan {iriinii ve Georgia'min kiyr ovalarinda bulunan birgok yabanci otu
etkilemistir. Ulkede TSWV vektorlerinden iigii rapor edilmistir (Webb vd. 1997).

Louisianada TSWV’nin en sik enfekte ettigi yabanci otlar1 arasinda,
Asteraceae'nin iki tiirti, Sonchus asper ve Lactuca floridana ve Ranunculaceae’nin bir
tiyesi, Ranunculus sardous bulunmaktadir (Chatzivassiliou vd. 2001).

Groves ve arkadaslari tarafindan 2001 yilinda yiriitilen bir ¢alismada, trips
poplilasyonlar1, Kuzey Karolina'daki alt1 tarla lokasyonunda, bitki olmayan iki mevsim
boyunca 28 yaygin ¢ok yillik, iki yillik ve tek yillik bitki tiirli iizerinde izlenmistir.
Sonchus asper, Stellaria media ve Taraxacum officianale, olgunlasmamis TSWV vektor
tirlerinin en biiyiikk popiilasyonlarini tutarli bir sekilde desteklemistir. Frankliniella
fusca, her sezonda vektor tiirlerinin %95'inden fazlasini olusturan, toplanan en bol
TSWYV vektor tiirli olarak rapor edilmistir. Cok yillik bitki tiirleri (yani, Plantago rugelii
ve Taraxacum officianale) genellikle yalnizca yerel olarak boldu ve birgok tek yillik
tirler (Cerastium vulgatum, Sonchus asper ve Stellaria media) daha genis c¢apta
dagilmis idi. Cok yillik tiirler, onemli ve uzun Omiirli TSWV as1 kaynaklar1 olarak
hizmet edebilirler.

Cundinamarca'nin Andean bolgesinde (Oriente, Sumapaz ve Ubate illeri) baslica
domates tiretim alanlarinda TSWYV, yabanci otlar ve trips vektorlerinin varligi ve
dagilimi DAS-ELISA teknigi ile degerlendirilmistir ve domates dokusunda TSWV'nin
varligl dogrulanmistir. Ortalama viral insidans Sumapaz'da %?23.3'e, Oriente'de %19.4'e
ve Ubate'de %4'e ulasmistir. Gozlenen belirtiler: yaprak bdlgesinde, govdelerde ve
meyvelerde kahverengi lekeler ve esmerkezli halkalar; cicekte esmerlesme ve
lekelenme ve yapraklarda, gévdelerde ve ¢iceklerde solma seklinde ortaya ¢ikmistir.

En yiiksek varliga sahip trips tiirleri F. occidentalis olurken, onu Thrips palmi ve
Thrips tabaci izlemistir. Sonug¢ olarak, Emilia sonchifolia ve Amaranthus dubius
tirlerinin as1 kaynaklar1 ve vektor rezervuarlari olduklar1 belirlenmistir (Ebratt vd.
2013).

Kenya'daki domates iiretim alanlarinda yabanci ot tiirlerinin varligini ve bunlarin
TSWV ve vektorlerinin konukcusu olarak rollerini belirlemek i¢in bir arastirma
yapilmistir. Secilen yabanci ot tiirleri, TSWV'ye tepkileri, F. occidentalis tarafindan
iletim verimliligi ve trips Uremesini destekleme yetenekleri acisindan ayrica
degerlendirilmistir. Tarlada tespit edilen 43 yabanci ot tilirlinden 29'unun TSWV'nin
konuk¢usu oldugu rapor edilmis, ikisinin konuk¢u olmadigi ve 11'inin durumlarina
iligkin bir kayit bulunamamistir. Daha yaygin tiirler arasinda, Amaranthus hybridus,
Solanum nigrum, Tagetes minuta ve Datura stramonium viriise karsi hassasti ve yiiksek
diizeyde trips iiremesini desteklemistir.
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TSWYV, mekanik transmisyon testlerinde olduk¢a duyarli olmalarina ragmen F.
occidentalis tarafindan Galinsoga parviflora ve Sonchus oleraceus'a bulasamamustir. F.
occidentalis'in farkli yabanci otlardaki larva sayisi ile beslenme zarari arasinda 6nemli
bir iligski bulunmustur. Trips iiremesini destekleyen ve TSWV'nin iyi konukgular1 olan
yabanci otlarin varligi, epidemiyolojideki rollerinin ve hastalik kontrolii igin
yonetimlerinin 6neminin agik bir gostergesidir (Macharia vd. 2016).

Georgia’da TSWV’nin yer fistigi, domates, biber ve tiitiin iiretimini siirekli
olarak etkiledigi bilinmektedir. Bu bitkiler Mart'tan Kasim'a kadar yetistirilir. Bitkinin
olmadig1 donemde, yabanci otlarin trips ve TSWV i¢in yesil bir koprii gorevi gordigi
varsayilir. Onceki calismalar, birka¢ kislik yabanci otu TSWV ve trips konukgulari
olarak tanimlamistir. Ancak, bitkilerde TSWV iletimini etkileme yetenekleri hala tam
olarak anlagilmamistir. Bu etkilesimleri daha iyi anlamak i¢in, iki yaygin vektoriin, yani
F. fusca (Hinds) ve F. occidentalis'in (Pergande) segilen kislik yabanci otlar tizerindeki
popiilasyon dinamikleri, 2004'ten 2008'e kadar dort ilgede Ekim'den Nisan'a kadar
izlenmistir. Mart ayinda F. fusca ve F. occidentalis erginlerine kislik yabanci otlarda
rastlanmis ve ylizdeleri diger erginlere gore %0 ile %68 arasinda degismistir
(Srinivasan vd. 2018).

Kaliforniya Merkez Vadisinde ekonomik agidan 6nemli bir viriis olarak ortaya
¢ikan TSWYV igin, 2007'den 2013'e kadar Kaliforniya'nin domates iireten seralarinda ve
ilgili acik tarlalarda tripslerin popiilasyon yogunluklart ve TSWYV insidansi izlenmistir.
Tripsler sar1 yapiskan kartlarla ve domatesin ¢igeklerinde takip edilmistir. TSWV
insidans1 ise virlis belirtileri i¢in indikator bitkiler ve saha arastirmalart ile
degerlendirilmistir. Domates tarlalarinin islenmesinden tespit edilen tiim tripsler F.
occidentalis olarak belirlenmistir ve disiler yapiskan kartlarda erkeklere gore ii¢ kat
daha fazla olduklar1 ortaya ¢ikmistir. Tiim izlenen isleme domates tarlalarinda TSWV
enfeksiyonu belirtileri gozlenmistir. TSWV insidans1 %1 ila %20 arasinda degigsmekte
olup, en yliksek insidans ge¢ ekilen tarlalarda bulunmustur. Bu sonuglara gore ortaya
¢ikan model, diisiik seviyelerde birincil TSWV asisinin erken ekilen domateslerde ve
diger hassas iiriinlerde biiyiitiildiiglinii ve daha sonra ekilen tarlalarda, 6zellikle yiiksek
trips poplilasyonlar1 olanlarda en yiiksek enfeksiyon seviyelerine yol actigim
ongormiistiir. Bu bulgulara dayanarak, Kalifornia'da domateslerin islenmesinde TSWV
icin entegre bir zararl yonetimi (IPM) stratejisi tasarlanmistir (Batuman vd. 2020).

Bu IPM stratejisi, stratejik saha yerlestirme (yiiksek riskli durumlarin
belirlenmesi), TSWV ve trips icermeyen transplantlarin dikilmesi, direng¢li cesitlerin
dikilmesi, TSWV belirtilerinin ve tripslerin izlenmesi, erken nesilleri hedefleyen trips
yonetimi, sonrasinda kapsamli sanitasyon {lizerine odaklanmistir (Batuman vd. 2020).

2.3. Domateste Sw-5 Geniyle Ilgili MAS Calismalar

Polonya’da yapilan bir ¢alismada 271 primer kullanilarak ii¢ farkli 6zellige sahip
domates ¢esidinde RAPD analizleri yapilmistir. Kullanilan 271 primerden 28 tanesi bu
bitkilerde siirekli polimorfizim olusturmus ve bunlarmn dayaniklilik geniyle iliskili
oldugu test edilmistir. Dayanikli ve duyarl bireylerden olusturulan F2 bireyine bulk
segregant analizi (BSA) uygulanmistir. Sonug olarak kullanilan primerlerden 5 tanesi
dayanikli ve duyarli ¢esitler arasinda farklilik gostermistir (Berniak 2016).
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Domateste tospoviruslere karsi simdiye kadar bildirilen en genis spektrumlu
dayaniklilik Sw-5 lokusu tarafindan saglanmaktadir. Bu lokus Sw-5a’dan Sw-5e¢’ye
kadar en az bes homolog gen igermektedir. Bu genlerden Sw-5b asil dayaniklilik genini
temsil etmektedir. Brezilya ve Hollanda is birligiyle yapilan bir calismada Sw-5a ve Sw-
5b gen bolgesini kapsayan bir genom bolgesinde farkli dizilerdeki 7 ¢ift PCR primeri
domateste Sw-5 geninin belirlenmesi amaciyla kullanilmigtir (Soler vd. 2003).

SW5 geninin bitkilerde bir asir1 duyarlilik reaksiyonunu (HR) indiikledigi
gosterilmistir. Bu nedenle bitkiler virilisle enfekte oldugunda enfeksiyon lokal nekrotik
lezyonlarla sinirlidir. Bir asir1 duyarlilik reaksiyonunda, viriisle enfekte olan ilk bitki
hiicreleri hizla oliir ve canliligini kaybeden hiicrelerde virlisde hayatini devam
ettiremeyerek Oliir. Bu tepki, bitki dokusunun disindan bakildiginda lokal nekrotik bir
lezyonla sonuglanir. Bu yanit, viriis bitki hiicresine girdiginde baslar. Viriis bitkiye
girdiginde, bitkinin diren¢ geni (baskin diren¢ geninin {iriinii = diren¢ geni; R geni)
hemen reaksiyona girerek saldirtya ugrayan hiicreleri 6ldiiriir (Goldbach vd. 2003).

Avustralya’da yapilan bir ¢alismada daha 6nceden gelistirilen ve Sw-5 geniyle
baglantili oldugu belirlenen CT220 markériine ek olarak Sw-5b geninin LLR (leucine-
rich repeat) motifine spesifik yeni bir markor gelistirilerek domates ¢esitlerinin
taranmasinda kullanilmigtir. Gelistirilen LRR ve CT220 markérlerine spesifik primerler
bir arada kullanilarak test edilen bitkilerden LLR i¢in 300 bp CT220 igin ise 200 bp
biiyiikliigiinde bantlar c¢ogaltilarak bitkilerde Sw-5 geninin varligi belirlenmistir
(Garland vd. 2005).

Cin’de yapilan bir calismada, TSWV’ye kars1 dogal diren¢ kaynaklari, dogal
direng genlerinin Ozellikleri, MAS i¢in molekiiler belirtegler ve TSWV'ye direnci
degerlendirme yontemleri Ozetlenmistir. Calismanin amaci ise, diren¢ genlerinin
belirlenmesi, kullanilmasi ve TSWV'ye dayanikli domates ¢esitlerinin gelistirilmesi i¢in
teorik bir temel saglamaktir. TSWV’ye kars1 savunma olarak, domateste Sw-1a, Sw-1b,
Sw-2, Sw-3, Sw-4, Sw-5, Sw-6 ve Sw-7 dahil olmak iizere dogal direng genleri
tanimlanmistir. Ancak, yalmizca Sw-5, TSWV'ye kars1 yiiksek diizeyde direng
gostermistir. TSWV'nin kiiresel yayilmasi nedeniyle, Sw-5'in neden oldugu direng
zamanla azalir ve yiiksek bir TSWV konsantrasyonu ile iistesinden gelinebilir veya
kirilabilir. Diger diren¢ genlerinin nasil kullanilacagi ve yeni diren¢ kaynaklariin nasil
belirlenecegi, TSWV'ye direncli domates yetistirmek icin temel yaklagimlardir (Jiang
vd. 2021).

Son zamanlarda Sw-5 genine sahip domates bitkileri {izerinde TSWV
enfeksiyonlar1 gozlemlenmistir. Virlisiin L segmentinde RdRp bdlgesine ait genomik
bilgiler, Asya ve Amerika’ya ait izolatlar ile karsilastirilarak meydana gelen degisimler
ifade edilmeye calisilmistir (Pappu vd. 2009). Bu tarz caligmalarin amaci; TSWV gibi
meyve verimi ve kalitesini olumsuz etkileyen bir virlisiin genomunda meydana gelen
degisikligin anlagilmasi ile hastaliga kars1 yeni dayaniklilik kaynaklarinin tiretilmesidir.
Bu basariya ulasildigi takdirde, iilkemizde en ¢ok tiiketilen gida maddelerinden olan
domates ve biberin TSWV’ye dayanikli hale gelmesi Onemli bir adim olacaktir.
TSWV'nin Sw-5 direncini kiran izolatlari, hasat donemine kadar gizli kalabileceginden
tiretim alanlarinda biiyiik sorun olusturmaktadir. Bu durum nedeniyle donem boyunca
serada varligim koruyarak yeni enfeksiyon kaynagi olabilmektedir. Ureticiler verim ve
zaman kaybi1 agisindan olumsuz etkilenebilmektedir (Fidan vd. 2021).
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Tospoviriisler ile miicadelede en etkili ve ¢evre dostu yontem dayanikli ¢esit
kullanimidir. Antalya da domates ekim alanlarinda tespit edilen Sw-5 direncini kiran
izolatlar nedeniyle TSWV'ye dayanikli yeni domates genetik kaynaklar1 gelistirmek
amactyla bir ¢alisma yapilmistir. Bu calismada 15 hat, 9 ticari ¢esit ve 16 yabani
genotip olmak {izere toplam 40 domates materyali molekiiler ve biyolojik test
yontemleri ile test edilmistir. Biyolojik testler i¢in mekanik inokulasyon yontemi,
molekiiler analizlerde ise SCAR markérii kullanilmistir. Sonug olarak Solanum penellii,
S. chmielewski, S. habrochaites, S. peruvianum ve S. sitiens, LA0716, LA1028,
LAL777, LA2744 ve LAA4110 genotiplerinin, gelecekte domateste yapilacak 1slah
calismalari i¢in iyi bir direng¢ kaynagi olduklar1 ortaya konulmustur (Kabas vd. 2021).

2.4. Biberde Tsw Geniyle ilgili MAS Calismalari

TSWV’ye karst dayaniklilik caligsmalarinda biberin yabani akrabalarindan olan
Capsicum chinense Jacq. tiiriinden gelistirilen PI152225, P1159236 ve 7204 no’lu
genotipler 1slah programlarinda dayaniklilik kaynagi olarak kullanilmaktadir.
TSWV’nin kalittmindan sorumlu Tsw geni ile ilgili yapilan ¢aligmalar Tsw geninin C.
chinense hatlarimin (P1152225, P1159236 ve 7204) ayni lokuslar {izerinde bulundugunu
gostermistir. Dayaniklili§1 saglayan dominant 6zellikteki bu gen, yabani akraba tiirler
ile hassas Kkiiltiir c¢esitleri arasinda yapilan melezlemelerle kiiltiir bitkilerine
aktarilmaktadir. Moury vd. (2000) Capsicum chinense Pl 152225 x Capsicum
frutescens PI1 195301 tiirler aras1 melez popiilasyonunu kullanarak Tsw genine bagli dort
adet RAPD markir1 tespit etmislerdir. Bu markir, molekiiler 1slah calismalarinda
kullanilmak iizere spesifik co-dominant CAPS markirina (SCAC568) cevrilmis olup
giinlimiizde Tsw geninin tespitinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Gelistirilen CAPS
markir tilkemizde de biber 1slah programlarinda kullanilarak TSWV’ye dayanikli sivri
ve carliston tipte hibrit biber gelistirilmistir (Celik vd. 2018).

TSWYV enfeksiyonuna duyarli bitkilerin basinda domates, biber, marul, patates,
papaya, yer fistig1 ve tiitlin gelmektedir. Hastalik etmeni Capsicum spp'de diinya
genelinde ciddi zararlara yol agmistir (Momol vd. 2004). Ornegin Italya'da Capsicum
annuum tiirii hem tarlalarda hem de seralarda artan kayiplara maruz kalmistir (Roggero
vd. 2002). TSWV ve diger tospoviriislerin artan sorunu, geleneksel veya geleneksel
olmayan yontemler kullanilarak genetik diren¢ kaynaklarinin arastirilmasini tesvik
etmistir. Biberlerde Tsw adi verilen baskin bir gen tarafindan tasinan direng, yiiksek
sicakliklarda kirilir ve geng bitkiler daha hassastirlar. Tsw geni, iyi agronomik
performansa sahip birkag ticari tatli ve aci biber ¢esidine dahil edilmistir. Dayanikli
bitkileri sistemik olarak enfekte eden TSWV'nin dayaniklilig1 kiran izolatlari, deneysel
kosullar altinda ve tarlada bulunmustur. Capsicum'da dayaniklilik arastirmasi igin
gelecekteki yonler ve bitkilerde tospoviriislere karst dayamikliligin  yonetimi hala
tartisilmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Test bitkileri

Calismada, 2019-2021 yillar1 arasinda yapilan soérveylerde TSWV’nin dogal
konukgularini belirlemek amaciyla farkli familyalara ait 6rnek bitkiler toplanmistir,
Bitki materyallerini, TSWV ile enfekteli olma olasilig1 tasiyan, yani virilis i¢in siipheli
belirtiler gosteren veya saglikli goriinimlii kiltlir bitkileri ve yabanci otlar
olusturmustur. Toplanan o6rnekler buz kutusu iginde soguk zincir ile laboratuvara
getirilmistir. Domates ve biber bitkilerinin meyve ve yaprak 6rnekleri ile yabanci otlarin
yaprak ve c¢igek Ornekleri test calismalarinda kullanilmistir. Toplanan o6rnekler
testleninceye kadar kisa siire i¢in +4°C de saklamirken tiim &rneklerin birer kismi
aliminyum folyoya sarilarak olasi ikinci testlemelerde kullanilmak {izere -20°C’de
muhafaza altina alinarak yedekleme yapilmistir. Bitki ekstraktlarinin elde edilmesinde
porselen havan ve havaneli kullanilmistir (Sekil 3.1). Orneklerin hazirlanmasi
islemlerinde hassas terazi, vorteks cihazi, cam ve plastik malzemeler kullanilmistir.

Sekil 3.1. Bitki orneklerinin kodlanmasi ve hazirlanmasi
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3.1.2. Antiserum

Domates lekeli solgunluk virlisii (TSWV)’ne spesifik antiserum Bioreba
firmasindan (BIOREBA AG Chr. Merian-Ring 7 CH-4153 Reinach BL 1 Isvigre) kit
olarak temin edilmistir (Sekil 3.2). Sonuglarin degerlendirilmesinde 405 nm de 6l¢iim
yapan ELISA-reader (Tecan Tradinding AG, Isvigre) kullanilmistir. Calismalarda 96
cukurlu polystrene ve U tabanli Agdia marka ELISA plateleri kullanilmistir. Ayrica
testlerde muhtelif tampon ¢6zeltiler kullanilmis ve bu tampon ¢ozeltilerinin hazirlanis
EK. 1’ de verilmistir.

Sekil 3.2. ELISA da kullanilan tanilama kiti
3.1.3. ELISA plateleri

Calismada 96 cukurlu polystrene maddeden yapilmis olan ve U tabanli agdia
marka (Kolombiya) ELISA plateleri kullanilmustir.

3.1.4. Molekiiler ¢alismalarda kullanilan Kit ve primerler

Molekuler ¢alismalarda Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts,
ABD) firmasindan temin edilen Verso One-Step RT-PCR Kit ReddyMix (Cizelge 3.1)
ve viriisiin medium bolgesindeki mutasyon bolgesine 6zgii tasarlanmig olan yeni primer
ciftleri kullanilmistir (Cizelge 3.2). Primerler Nanogen (Tirkiye) firmasi tarafindan
sentezlenmistir. Klasik RT-PCR ¢alismalari i¢in BIO-RAD firmasinin T Thermal
Cycler cihazi kullanilmistir. Uriinlerin jel iizerinde goriintiisiiniin elde edilmesi igin
agaroz (Sigma), 100 bp DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific firmasinin yatay jel
elektroforez cihazi, Consort E 861 gii¢ kaynagi, Barnsteadlab-line e-class ¢alkalayici,
etidium bromide ve jel goriintiileme i¢in ise BioDocAnalyze firmasinin Biometra cihazi
kullanilmistir. gqRT-PCR ¢alismalarinda Real-Time PCR Tespit Sisteminde (Applied
Biosystems) Luna Universal One-Step RT-qPCR Kiti kullanilmustir.
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Cizelge 3.1. RT-PCR ¢alismasinda kullanilan kitin igerikleri
Icerik Hacim pL. | Son Konsantrasyon
Verso Enzim Mix 0.25
2X-1- Step PCR ReddMix* 7.5 1X
RT Enhanser 0.75
Forwrd primer (10) 1 200 nM
Reverse primer (10) 1 200 nM
(RNA) 12 Ing
ddH20 35
Toplam 15
Cizelge 3.2. RT-PCR ¢alismalarinda kullanilan primerlere ait bilgiler
Viriis | Pirimer ismi Primer Dizilimi [Uriin boyu (bp)| Annealing (°C) Referans
L2TSWVF |5 '
TSWV S-AATTGCCTTGCAMGEEATTC3 276 52 Fidan ve Sar1 (2019)
LITSWVR |5 ATCAGTCGAAATGGTCGGCA-3'
Tow TSWVFL | 5/ T AACCAAAGCCATGGACGCA-3' e s Bugalsmada
TSWVRL |5/ 1GTCCOTTGACCCTTCAGGAS! mutasyon belirleme primeri
oWy TSWVF2 |5 GCCGGAAAGGATGAAGGTCC-3' 203 o Bugalsmada
TSWVRL | 5.TGTCCCTTGACCCTTCAGGA-3' mutasyon belreme primer
3.2. Metot

3.2.1. Sorvey cahsmalariin yapildig alanlar

Antalya Il Tarim ve Orman Miidiirliigii’iinden alman veriler, Zirai ilag bayileri
ve ciftcilerle yapilan anketler sonucunda yogun olarak TSWYV ile bulasik oldugu
saptanan biri Serik il¢esi diger Elmali ilgesinde olmak iizere iki adet domates ve biber
serast ¢caligma alani olarak se¢ilmistir (Sekil 3.3). (Konumlar—Serik (A) (Enlem: 36.917,
Boylam: 31.1 36°55' 1" Kuzey, 31°6’ 0" Dogu, Rakim: 28 m, iklim: Akdeniz iklimi) ve
Elmali (B) (Enlem: 36.7339, Boylam: 29.9174 36°44' 2" Kuzey, 29°55’ 3" Dogu,
Rakim: 1.066 m, Iklim: Akdeniz iklimi) Antalya il smirlar1 igerisinde yer almaktadur).

Sekil 3.3. Antalya ilinde 6rnekleme yapilan ilgeler
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3.2.2. Sorvey takvimi

Ulkemizde ortiialt1 yetistiriciligi Tiirkiye’de &zellikle Antalya’da iklimin uygun
oldugu sahil kusaginda son derece gelismistir. Bu nedenle Antalya’nin Serik ilgesinin
Cakallik kdyiinde yer alan ve yogun TSWV bulasiklilig1 goriilen bir biber serasi sorvey
alan1 olarak secilmistir. Sera demir iskelet lizerine saydam plastik ortiilerden yapilmistir
ve yan havalandirmalarda bocek neti kullanilmistir. Sadece dondan korumaya yonelik
1sitmanin yapildigi serada toprakli yetistiricilik yapilmakta ve ¢ift {iriin seklinde biber ve
karpuz yetistirilmektedir. Serik ilgesinde genel itibariyle fideler Ekim ayinda dikilmekte
ve iki sezon boyunca liretim devam ederek ikinci hasat Mart aymnin sonlarina dogru
gerceklesmektedir. Bahar doneminde ara {iriin olarak ta karpuz yetistiriciligi yapilmakta
ve takiben Temmuz-Agustos aylar1 arasinda fungal ve bakteriyel hastaliklar,
nematodlar ve yabanci otlar i¢in miiacdele amaciyla solarizasyon uygulamasi
yapilmaktadir.

Calismada segilen ikinci alan (sera) Elmali ilgesinde deniz seviyesinden
yiiksekligi 1050-1150 metre arasinda degisen bolgeden segilmistir. Elmali ilgesinin
denize yaklasik 40 km mesafede ve yiiksek yayla olmasi yaninda rakim gbéz Oniine
alininca, 1s1 ortalamasindaki sahil yayla etkilesmesi acikca goriilmektedir. Ilce konumu
itibariyle Serik ilgesinin aksine farkli iklim kosullarina sahip olup yayla yetistiriciligine
agirlik verilmektedir. Bolgede sebzeler bahar doneminde dikilmakte ve hasat Kasim
aymin ortalarina kadar devam etmektedir. Serik il¢esinde tiretimde agirlikli olarak
yesilbiber, domates, karpuz; sogan ve turpgiller gibi kislik sebzeler yetistirilmekte, buna
karsilik Elmali il¢esinde, yayla tipi domates, biber ve kabakgiller yetistiriciligi agirlik
kazanmaktadir.

Calismanin baslangicinda iklim kosullar1 ve yetistiricilik sezonuna gore her iki
ilge i¢in sOrvey zamanlar1 ayr1 ayr1 planlanmig, Ekim ve Mart aylar1 arasinda Serik
ilgesine yogunluk verilirken, Nisan-Eyliil aylarinda (bahar ve yaz donemi) daha ¢ok
Elmali bolgesinde sorvey calismalar: yiiriitiilmiistiir. Arazi calismalari, 6zellikle ana
tirtiniin hasatini takip eden donemlere denk gelecek sekilde ylirtitiilmiistiir.

3.2.3. TSWV’nin Kiiltiir bitkileri iizerinde 6rneklenmesi ve saha tespiti

Sorveylerde daha once TSWV icin domates ve biberlerde belirlenmis
karaketeristik belirtiler (Sekil 3.4, 3.5) veya bu belirtilere benzer belirtiler gosteren
domates ve biber bitkileri ile yabanci otlardan 2-3 yaprak ve meyve 6rnekleri alinmistir.
Ornekleme, arazide ¢apraz sekilde gidilerek yapilmis, toplanan 6rnekler etiketlenerek,
posetlenmis ve buz kutusu i¢inde laboratuvara getirilmistir. Calismalar hem sera hem de
laboratuvar kosullarinda yiirtitilmiistiir.
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Sekil 3.4. Domateslerde TSWV icin verilen ve sorvey ¢aligmalarinda aranan
karakteristik belirtiler

Sekil 3.5. Biberlerde TSWYV i¢in verilen ve sorvey calismalarinda aranan karakteristik
belirtiler

3.2.4.Yabana ot 6rneklerinin toplanmasi

Antalya’nin sera alanlarinda Kiglik yabanci otlarin TSWV etmenine ait vektor
boceklerin rezervuarlar1 olarak hizmet etme kabiliyetlerini daha iyi anlamak i¢in, 24 ay
boyunca diizenli araliklarla iki ayr1 iklimde (sahil kesim ve yiiksek kesim) bir domates
ve bir biber serasi gozlem altina alinmustir. Ornekleme hem agik alanlarda hem de
seralarda/korunan ortamlarda yapilmistir (Sekli 3.6). Yabanci otlarin toplanmasinda
herhangi bir belirti aranmamistir. Yabanci otlar sokiilmeden once tek tek fotograflari
¢ekilmis olup her biri i¢in kodlama yapilmistir.

22



MATERYAL VE METOT

A. GONBADI

Toplanan o6rnekler morfolojik tanimlamanin ardindan viroloji laboratuarinda
once serolojik, takiben molekiiler testlemelere tabi tutulmustur (Cizelge 3.3). Caligmalar
yilin her doneminde (liretim sezonu boyunca ve Ozellikle hasat sonrasinda ana

konuk¢unun yoklugunda) yaz-kis devam etmistir (Sekil 3.7).

Cizelge 3.3. Toplanan bitki materyallerine ait bilgiler

Sera = Sera -
flge/Koy | Biyikligi | Bitki Tiiri (s):;lfslj flge /Koy | Biyikligi | Bitki Tiirii (S):‘yfslj Pt
(da) (da)
Biber 25 Biber 33 58
Serik Dgfr1ates 13 Elmal: meates 21 34
Cakallik 25 Diger (*) 11 Gilova 2 Diger (*) 9 20
Yabanci ot 185 Yabanci ot 85 270
TOPLAM 234 TOPLAM 148
GENEL TOPLAM 382

*Diger: Seralarda taze tiiketim igin yetistirilen bazi sebzeler

Sekil 3.6. Seralarin iginden ve disindan yabanci otlarin toplanmast
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Sekil 3.7. Tek yillik, ¢cok yillik, yazlik ve kislik yabanci otlarin toplanmasi

Yabanci otlarin ¢esitli yasam dongiileri olmasindan dolayr ayni anda birgok
farkli tiirde yabanci ot bulmak zordur, bu nedenle, sorvey ¢alismalari yalnizca belirli bir
zamanda degil, yilin her doneminde yiiriitiilmiis ve tekrar tekrar ayn1 seradan 6rnekler
alinmasmna dikkat edilmistir. Ayrica kis aylarinda 1sinmaya bagli olarak tespit
edilebilecek yabanci ot tiirleri degisebileceginden daha c¢ok agik alanda, ornekleme
yapilmis, Sekil 3.8’de ¢alismadan goriintiiler verilmistir.

24



MATERYAL VE METOT A. GONBADI

Sekil 3.8. Seralarin etrafinda yetisen diger bitkiler ve yakinlarinda bulunan yabanci
otlarin toplanmasi ¢aligmalari

3.2.5. DAS-ELISA testleri

DAS-ELISA testi c¢aligmalari, Clark ve Adams (1977) tarafindan bildirilen
yonteme gore ve firmanin belirttigi protokol dikkate alinarak uygulanmistir (Sekil 3.9).
Toplanan tiim ornekler ticari TSWV DAS-ELISA teshis kiti (Bioreba Co. Reinach,
Isvigre) ile testlenmistir. DAS-ELISA yontemi geregince yaprak dzleri fosfat tamponlu
tuzlu su i¢inde hazirlanmistir. Absorbans degerleri, bir substrat eklendikten 30 ve 50
dakika sonra bir ELISA-reader kullanilarak 405 nm'de 6lgtilmiistiir. Negatif kontroliin
en az ii¢ kat1 deger gosteren tiim Srnekler pozitif olarak kabul edilmistir. DAS-ELISA
testinde izlenen basamaklar Ek. 2°de 6zetlenmistir.
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Sekil 3.9. ELISA asamalarini 6zetleyen sema; (https://www.agdia-emea.com/wp-
content/uploads/2014/10/1409 agdia_infographie_kitelisa_en.jpg)

3.2.6. Primerlerin tasarim

TSWV genomuna ait NSm proteini tizerindeki C118Y noktas1 dayanikliligin
kirilmasinda spesifik bir nokta oldugu bilinmektedir. Dayamikliligi kiran TSWV
izolatlarinin dizileme karsilastirmalar1 sonucunda; viriisiin bu yeteneginin, 118 (C118Y)
pozisyonundaki C aminoasitinin Y aminoasitlerine ve 120 (T120N) pozisyonundaki T
aminoasitinin N aminoasitlerine degisiminden kaynaklandig1 tespit edilmistir
(Padmanabhan vd. 2019). Bu bilgilere dayanarak primerlerin tasarimi i¢gin NCBI dan
secilen 10 tane dayanikliligr kiran izolat (Resistance Breaking) ve 10 tane dayanikliligi
kirmayan (Non-Resistance Breaking) izolatin medium segmentindeki 118. aminoasit
mutasyon bolgesinin 100 baz c¢ift ileri ve gerisine odaklanilmis ve Primer3 programi
yardimiyla tasarlanmistir. Segilen sekans verilerin analizinde Mega7 programi
kullanilmistir (Sekil 3.10).
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TSWVM Segment
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elICIlIIICIIII CHNERARRYATCREARCEGRCORNCRRABRNCRRCRARRANCRATRATE

2. AYT44426.1
10. AF208497.1

1l. MPEOSTES.1 IICIIIIIII

Sekil 3.10. NCBI dan segilen dayanikliligi kiran ve kirmayan izolatlara ait sekans
bilgileri. Mavi ok medium segmentindeki 118. aminoasit mutasyon bdlgesini
gostermektedir

3.2.7. TSWV’nin orneklerde molekiiler olarak belirlenmesi

TSWV’nin varligini molekiiler yontemler ile saptayabilmek i¢in once Total
niikleik asit izolasyonu Dellaporta yontemi kullanilarak yapilmistir (Presting vd. 1995).
Total niikleik asit EK. 3’te tarif edildigi gibi, farkli bitkilerden farkli organlar (yaprak,
meyve, sap, ¢icek) kullanilarak ekstrakte edilmistir (Kullanilan kimyasallarin igerigi
Ek. 4’tte verilmistir).

Elde edilen RNA’lar spektrofotometrede Olgiilerek (A260/280 1,8-2,0)
konsantrasyonlart 200 ng/uL olacak sekilde ayarlanmistir. RNA optimizasyonu
yapildiktan sonra Thermo Fisher Scientific Verso 1-Step RT-PCR Kit ReddyMix
kullanilarak tek asamali RT-PCR ¢alismalar1 yiiriitilmistir. RT-PCR yonteminde
TSWYV ig¢in dizayn edilmis spesifik primerler kullanilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. RT-PCR ¢aligmalarinda kullanilan protokol

Asama Sicaklik (°C) | Siire (dk) | Dongii Sayisi
On Denaturasyon 50 15 1 cDNA yapimi
95 2
Denaturasyon 95
Baglanma 52-54 45 Saniye | 38
Uzama 72
Son uzama 72 7 1

Elde edilen RT-PCR firiinleri %1,5 lik agaroz jel de yiiriitiilmiis, ethidium
bromide ile boyandiktan sonra Biometra jel goriintiilleme cihazinda UV altinda bantlarin
durumu goriintiilenmistir.
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Sanger metodu ile mutasyon bolgesinin dizi analizi asamasinda TSWYV’nin
medium segmentine 6zgii primerler kullanilarak yapilan RT-PCR iiriinleri (13 farkli
yabanci ot ve Isparta’dan temin edilen dayanikliligi kirmayan izolat) hizmet alimi
yoluyla dogrudan sekans belirlenmesi amaciyla Nanogen firmasima gonderilmistir. Bu
asamada 50 pl hacim ile g¢alisilmis, dogrulamak amaciyla 10 pl’lik hacim jelde
yiriitilmiis ve geriye kalan 40 pl’lik iirlin ise sekans analizi i¢in gonderilmistir.
Firmadan gelen analiz sonuglan ile ilgili sekans verileri Mega7 (Kumar vd. 1994)
programi kullanilarak diizenlenmistir.

3.2.8. Kantitatif RT-PCR (QRT-PCR) ¢alismalar:

Antalya ilinin sorvey alanlarindan toplanan ve farkli yabanci ot tiirlerinden elde
edilen TSWV izolatlarmin dayanikliligini kiran izolat olup olmadigini anlamak igin,
dayaniklilig1 kirmayan eski izolat temin edilmistir (Prof. Dr. Bayram CEVIK, Isparta
Siileyman Demirel Universitesi). S6z konusu izolatin optimizasyonu yapildiktan sonra
calismada belirlenmis izolatlar ile birlikte Melt-Curve analizi gerceklestirlmis ve
izolatlar karsilagtirtlmigtir. Dayanikliligi kirmayan eski izolat ve yabanci ot ile farkli
kiltiir bitkilerinden ekstrakte edilen TSWYV izolatlariin 13 tanesi i¢in negatif kontrol
dahil edilerek toplam 14 ornek icin Yiksek Coziiniirliklii Erime (High Resolution
Melting) (HRM) analizi yapilmistir. NEB Luna Universal Tek Adimli RT-qPCR Kiti
(Sekil 3.11), kullanilarak enfekteli bitkilerden ekstrakte edilen RNA’lar Real-time
calismasi i¢in optimize edilmistir.

20X RT b2 8
Enzyme Mix  Roaction Mix

{POR Matte M

03s

wacsom B M ‘3‘ :
St ot 30"

T SIS

Sekil 3.11. NEB Luna Universal Tek Adimli RT-gPCR Kiti, 6rneklerin hazirlanmasi ve
cihaza yerlestirilmesi

Optimizasyon i¢in tiim Ornekler ayn1 konsantrasyon degerine gelecek sekilde
ddH20 eklenerek seyreltilmis olup gRT-PCR asamasinda kullanilan kitin igerigi ve
calisma protokolii Cizelge 3.5 ve 3.6’da verilmistir.
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Cizelge 3.5. qRT-PCR calismasinda kullanilan kitin igerikleri

Icerik Hacim pL. Son Konsantrasyon
Luna Universal One-Step 10 1X
Reaction Mix (2X)
Luna WarmStart® RT Enzyme 1 1X
Mix (20X)
Forwrd primer (10 uM) 0.8 0.4 uM
Reverse primer (10 uM) 0.8 0.4 uM
Kalip RNA 1-2 Enaz1pg
Nuclease-free Water 54

Cizelge.3.6. qRT-PCR calismasinda kullanilan protokol

Asama Sicaklik (°C) Siire (dk) Dongii Sayisi
Reverse 55 10 1 cDNA yapimi1
Transkripsiyon 95 1 1
On Denaturasyon
Denaturasyon 95 10 saniye
Uzama 60 30 saniye 40-45
Melt Curve 60-95 15-60 saniye 1

Melt-Curve asamasinda farkli pik veren RB ve NRB izolatlarinin HRM
sonucunu dogrulamak amaciyla Sanger metodu kullanilarak sekanslama islemleri
yapilmis ve gerekli kontroller saglanmistir. Real-Time PCR cihazinin degerlerine
bakilarak, ortaya ¢ikan Sicaklik-Degisimli Fark Egrilerine gore allellerin tespiti ve ayirt
edilmesi islemleri gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma ile izolatlarda medium segmentinde
mutasyon gerceklesip gerceklesmedigi incelenmistir. Son 20 pl hacimde {ireticinin
onerdigi standart bir protokolde, 60 °C’lik annealing sicakliginda test edilmis ve

cogaltma egrileri elde edilmistir (Sekil 3.12).

Sicaklik kaydirma cubugu yiiksekligi

0,20 °C'ye ayarlanmis ve daha homozigot kiimeler elde edilmistir. Yazilimin farklh
kiime olarak adlandirilacagi ornekler arasinda en diisiik Tm farkini belirleyen erime
sicaklig fark esigi (Tm), kiime saptamasi i¢in 0.25 °C'ye ayarlanmustir.
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Sekil 3.12. Melt-Curve asamasinda testlenen orneklere ait pik goriinimii ve sicaklik

degerleri

30



BULGULAR VE TARTISMA

A. GONBADI

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Sérvey Calismalarinda Toplanan Bitki Ornekleri

Antalya ilinde 2019-2021 yillar1 arasinda, TSWV’nin dogal konukgularini
belirlemek amaciyla gergeklestirilen sorveylerde, 270 adet yabanci ot ve gesitli
sebzelerden 112 adet olmak {izere toplam 382 bitki O6rnegi toplanmustir. Sorvey
caligmalart TSWV'nin yogun olarak goriildiigii bir domates ve bir biber serasinda
yiiriitiilmiistiir. Toplanan yabanci otlara ait bilgiler Cizelge 4.1 ve 4.2°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1. TSWV enfeksiyonu agisindan testlenen yabanci otlar

Asteraceae

Familya Latince Ad1 Tiirkce Ad1 Toplanan
ornek sayisi

Amaranthus retroflexus L. Horozibigi 3

Amaranthaceae | Amaranthus chlorostachys WILLD. Tilkikuyrugu 13
Chenopodium album L. Sirken 17
Cerastium dichotomum L. Serge dili

Caryophyllaceae | Stellaria media Kus otu
Spinacia oleracea Ispanak

Euphorbiaceae Euphorbia helioscopia L. Giines siitlegeni
Conyza canadensis Kanada sifa otu

Lactuca serriola L.

Dikenli yabani marul

Matricaria chamomilla L.

Hakiki papatya

Senecio vulgaris L.

Adi kanarya otu

Sonchus asper (L.) Hill.

Dikenli esek marulu

Sonchus oleraceus L.

Adi esek marulu

Xanthium strumarium L.

Domuz pitragi

3
8
3
4
8
16
4
2
22
13
2
Calendula officinalis Aynisefa 1
Silybum marianum Devedikeni 1
Cirsium arvense (L.) SCOP. Koygogerten 2
Tagates patula Kadife ¢icegi 2
Brassicaceae Capsella bursa-pastoris Cobangantasi 10
Raphanus spp. Yabani turp 1
Cyperaceae Cyperus rotundus L. Topalak 14
Cyperus spp. 2
Fabaceae Medicago minima (L.) Bartal Yoncacik 3
Medicago sp. Karayonca 5
Malvaceae Malva parviflora L. Ebegilimeci 17
Poaceae Sorghum halepense L. Kanyag 9
Digitaria sanguinalis L. Catal otu 5
Lamiaceae Ocimum basilicum Feslegen 3
Thymus vulgaris L. Kekik 1
Portulacaceae Portulaca oleraceae L. Semizotu 20
Solanaceae Datura stramonium Seytan elmasi 13
Solanum nigrum L. Kopek tiziimii 15
Rubiaceae Galium aparine L. Yogurt otu 1
Urticaceae Urtica dioica Isirgan otu 2
Convulvulaceae | Convolvulus arvensis L. Tarla sarmagig1 9
Zygophyllaceae | Tribulus terrestris Demir dikeni 3
Polygonaceae Polygonum aviculare Cobandegnegi 10
Rumex spp. Kuzukulagi 1
Plantaginaceae Veronica hederifolia Adi yavsan otu 2
Toplam 270
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Cizelge 4.2. Toplanan yabanci otlarin iki farkli lokasyona gore siralanmasi

Serik-Cakallik (Sahil keim)

Amaranthus retroflexus L.
Chenopodium album L.
Euphorbia helioscopia L.
Stellaria media
Cerastium dichotomum L.
Conyza canadensis
Sonchus asper (L.) Hill.
Sonchus oleraceus L.
Xanthium strumarium L.
Capsella bursa-pastoris
Cyperus rotundus L.
Cyperus spp.

Medicago minima (L.) Bartal
Medicago sp.

Malva parviflora L.
Sorghum halepense L
Digitaria sanguinalis L.
Portulaca oleraceae L
Solanum nigrum L.
Galium aparine L.

Urtica dioica
Convolvulus arvensis L.
Tribulus terrestris
Polygonum aviculare

Urtica dioica

Elmali-Gélova (Yayh kesim)
Amaranthus chlorostachys WILLD.
Chenopodium album L.
Euphorbia helioscopia L.
Lactuca serriola L.
Matricaria chamomilla L.
Senecio vulgaris L.
Sonchus asper (L.) Hill.
Sonchus oleraceus L.
Xanthium strumarium L.
Capsella bursa-pastoris
Cyperus rotundus L.
Cirsium arvense (L.) SCOP.
Tagates patula

Calendula officinalis

Malva parviflora L.
Sorghum halepense L
Veronica hederifolia
Portulaca oleraceae L
Solanum nigrum L.
Raphanus spp.

Datura stramonium
Convolvulus arvensis L.
Silybum marianum
Polygonum aviculare

Rumex spp.

*Gri renk ile vurgulanan tiirler her iki lokasyonda bulunan ortak tiirlerdir (Toplamda 13 ortak tiir tespit edilmistir)
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Ornekleme calismalar1 hem seralarn icinden hem de etrafindan yapilmis olup,
toplanan orneklerin secilmesinde herhangi bir belirti varligina bakilmaksizin hem belirti
gosteren hem de herhangi bir belirti gostermeyen bitkilerden Ornekler segilerek
alimmustir. Toplamda 18 bitki familyasina ait 39 farkli yabanci ot tiirii tanimlanmaistir.
Calisma boyunca ornek olarak toplanan yabanci otlarin tiir teshisleri Akdeniz
Universitesi Bitki Koruma Boliimii dgretim iiyesi Sn. Dr. Ogr. Uyesi Yasin Emre KiTiS
tarafindan yapilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Tiir teshisi yapilan yabanci otlara ait bilgiler

Bitki Tiiril i | Bitki Tiiril Omek
Savist Savisi {Simptom

L | Amaranthus reroflexus 3 - 21 | Gwperus ronmdus 14 -
2 |dmaranthus chiorostachys 13 + 22 |Cyperus nitidus 2 -
3 |Chenopodium album 17 - 23 |Medicago minima 3 -
4 |Cerastium dichotonum 3 - 24 | Medicago sp. S -
5 |Srellaria media 8 25 | Malva parviflora 17 -
6 |Spinacia oleracea 3 - 26 |Sorghum halepense 9 -
7 |Euphorbia helioscopia 4 - 27 |Digitaria sanguinalis 5 -
8 |Comza canadensis 8 + 28 | Ocimum basilicum 3 =
9 |Lactuca serriola 16 + 29 | Thymus vulgaris 1 -
10 | Matricaria chamomilla 4 30 |Portulaca oleraceae 20 -
L1 |Senecio vulgaris 2 + 31 |Darura stramonium 13 -
12 |Sonchus asper 22 + 32 |Solanum nigrum 15 +
13 |Sonchus oleraceus 13 - 33 | Galium apavine 1 -
Y4 | Xanthium strumarium 2 3 |Untica dioica 2 -
|5 | Calendula officinalis 1 35 |[Comvohulus arvensis 9 -
16| Silvbum marianum ! - |36 |Tribulus terrestris P (S
17| Cirsium arvense 2 + |37 |Pohgonum aviculare 10 :
18 | Tagates panila 2 - 38 | Rumex spp. ] -
19 |Capsella bursa-pastoris 10 - 39 |Veronica hederifolia 2 +
20 | Raphanus spp. 1 +

Toplam 39 farkh bitki tiriinden 270 adet drnekleme yvapihmsts. Farkh 9 bitki tirfinde sunptom goriihmigttic

4.2. Sorvey Cahsmalarinda Seralarda Enfekteli Bitkilerde Goriilen TSWV
Belirtileri

Yiiriitillen sorvey c¢alismalarinda TSWV’nin ana konukgular1 olarak bilinen
domates, biber ve marul gibi kiiltiir bitkilerinde viriisiin tipik belirtileri gozlemlenmis ve
%75-100 arasinda yiiksek oranlarda TSWV enfeksiyonlari saptanmustir (Sekil 4.1, 4.2).
Bu belirtiler genel bir solgunluk goriintiisiiniin yani sira yapraklarda degisen siddetlerde
mozaik seklinde renk degisimleri ve meyvelerde icice gegmis halkali lekeler, yabanci
otlarda ise yapraklarda hafif mozaik, nekrotik beneklenmeler ve tripslerin beslenme
zarar1 diginda herhangi bir TSWV belirtisine rastlanmamustir.

TSWYV ile bulasik oldugu belirlenen bitkiler ve saglikli goriiniimdeki bitkiler
karsilastirildiginda, bulasik olan bitkilerde biiyiime ve gelisme geriligi ile birlikte ciddi
bodurlagsmalar, govde belirtileri ve ilerleyen asamalarda oliimlerin meydana geldigi
belirlenmistir. Hava sicakliklarmin artisi  ile  beraber oncelikle meyvelerde
deformasyonlar ortaya ¢ikmistir. S6rveyler boyunca gézlenen tiim belirtiler daha 6nce
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farkli arastiricilar tarafindan rapor edilmis belirtiler ile benzerlik gosterdigi de
belirlenmistir (Bozdogan vd. 2015; Ozdag vd. 2017). Hastaligin belirtileri gercekten
oldukg¢a degisken olup konukgu bitkinin ¢esidi, yas1 ve yetistirme kosullari, viriisiin
izolatina/irkina ve 6zellikle sicaklik gibi ¢evresel faktorlere bagli oludgu sdylenebilir.

Sekil 4.1. Sorvey alanlarinda kiiltiir bitkileri tizerinde gozlemlenen TSWYV belirtileri;
Soldaki domates ve sagdaki marul bitkisi (Serik-Cakallik, Subat 2020)

Sekil 4.2. Biber seralarinda gozlenen TSWV belirtileri ve bitkilerin genel goriinimii
(Serik-Cakallik, Ocak 2021)

4.3. TSWV’nin Yabanci Ot Konukculari

Iki y1l boyunca yilin her doneminde (bahar, yaz, sonbahar ve kig) tekrarlanan
sorveyler sonucunda, cesitli yabanci otlar {izerinde TSWV’nin varlig1 arastirilmis ve
toplamda 39 farkli yabanci ot tirii (Cogunlukla Convolvulus, Portulaca, Sonchus,
Solanum, Conyza ve Malva cinsine ait bitkiler seralarda yogun olarak belirlenmistir)
detayl analizlere tabi tutulmustur.
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Sorvey alanlarindan toplanan yabanci otlar, Antalya ilinin Kumluca il¢esinde
domates seralarinda bulunan yabanci otlarin ortalama yogunlugunu belirlemek adina
yapilan bir ¢alisma ile karsilastirildiginda gerek rastlama sikligi gerekse yogunluk
bakimindan; Amaranthus retroflexus L., Portulaca oleracea L. ve Cyperus rotundus L.
ilgeler arasinda benzerlik gosteren en Onemli tiirler olarak belirlenmistir. Kumluca
ilgesinde yabanci otlarin %10’un iizerinde bir kaplama alanina ve metrekarede 25
adedin tizerinde yogunluga sahip olmalari, yabanci ot miicadelesine daha fazla 6nem
verilmesi gerektigi kanaatini olusturmustur (Ibrisim ve Kitis 2020). Benzer sekilde
Serik ve Elmali ilgelerinde Ozellikle seralarin etrafinda ve bitisiginde yogun olarak
gozlemlenen yabanci ot popiilasyonlart bu tiir bitkilerle miicadele igin uygulanan
yontemlerin yetersiz kaldigimi ve oOnlemlerin arttirilmasi gerektigi hususunun altimi
¢izmistir.

Antalya’da yapilan bir baska ¢alismada, pamuk iiretimini sinirlayan en 6nemli
etmenlerden birinin yabanci otlar oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada, Antalya ili
pamuk ekim alanlarinda goriilen yabanci ot tiirleri ve bunlarin popiilasyon durumlari
belirlenmistir. Gozlemler, pamuk yetistiriciliginin yogun olarak yapildigr Aksu, Serik
ve Manavgat ilcelerinde toplam 55 tarlada gergeklestirilmistir. Yapilan gozlemler
sonucunda 12 familyaya ait 24 yabanci ot tiirii saptanmustir. Bunlar igerisinde topalak
(Cyperus rotundus L.), pembe sarmasik (Ipomoea triloba L.), kanyas (Sorghum
halepense (L.) Pers.), darican (Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.) ve semizotu
(Portulaca oleraceae L.) one ¢ikan tiirler olmustur (Arslan ve Kitis 2021). Bu tiirler
arasinda Cyperus rotundus L. Sorghum halepense ve Portulaca oleraceae L. tez
caligmas1 kapsaminda incelenen yabanci otlar ile benzerlik gostermistir. TSWV ile
bulasiklilik agisindan Cyperus rotundus L. temiz bulunurken diger iki tiir adi gegen
viriis ile enfekteli olarak tespit edilmistir. Sorghum halepense tiiriinde 9 bitkiden 1’inde
ve Portulaca oleraceae L. tiirlinde 20 bitkiden 2’sinde hastalik etmenine rastlanilmustir.
Ancak bu tiirlerin hi¢ birinde herhangi bir belirti gdzlemlenmemistir.

DAS-ELISA testleri sonucunda toplam 39 tiir yabanci ottan 19 tiirii (%48)
TSWV etmeni agisindan pozitif bulunmustur. Chenopodium, Cerastium, Stellaria ve
Euphorbia gibi birgok tiir (20 tiir) ise hastalik agisindan ari bulunmustur (%51). Pozitif
olarak saptanan 19 tiirden sadece 9 tanesinde yapraklarda hafif sararma, mozaik ve sekil
bozuklugu, bodurluk, yaprak sapinda morarmalar, yapraklarda klorotik ve nekrotik
lezyonlar, beneklenmeler ve tripslerin beslenmesinden kaynakli giimiisiimsii lekeler gibi
degisik belirtiler saptanmistir (Sekil 4.3, 4.4).
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Raphanus spp. Portulaca oleraceae Solanum nigrum

Sekil 4.3. TSWV ile bulasik oldugu saptanan yabanci otlardan bazilar1 (Bulasiklilik
DAS-ELISA testi ile saptanmustir. Orneklerin {izerinde mozaik, klorotik beneklenmeler,
yapraklarda sekil bozuklugu ve sararmalar gibi degisik belirtiler gozlemlenmistir
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Sekil 4.4. Yabanci otlar lizerinde gbzlemlenen bazi belirtiler; A, B: yapraklarda hafif
sararma ve mozaik goriiniimii, C: tripslerin beslenme zarari, D: yaprak kenarinda
sararma, E: yapraklarda gevreklik ve beneklenme, F: mese yapragi deseni

Diger tiirlerin belirti gostermemesine ragmen enfeksiyon agisindan pozitif
bulunmus olmasi, daha ciddiye alinmasi1 gereken gizli konukgular olarak katagorize
edilmesine yol agmistir. Bu tiirler sirastyla: Sonchus oleraceus, Xanthium strumarium,
Tagates patula, Medicago sp., Sorghum halepense, Digitaria sanguinalis, Portulaca
oleraceae, Convolvulus arvensis, Tribulus terrestris ve Polygonum aviculare’dir.

Burada yine, dort mevsimde test edilen tiirlerin arasinda yer alan ve bitki
viriislerinin tanilama ve teshisinde indikator bitki olarak sik¢a kullanilan Chenopodium
album (Sirken)’un beklenenin aksine geri kalan yabanci otlar gibi higbir belirti
gostermemesi ve TSWV acgisindan temiz bulunmasi, tripslerin bu bitkiyi tercih
etmemesine ya da bitkinin toplandigi dénemdeki yasam evresine yorulmustur. Bitkiler
erken donemlerde viriis ile karsilastiginda, bazen cevre kosullart elverigli olmasina
ragmen enfeksiyon gelismemekte ya da diisiikk miktarlarda oldugu zamanlarda gézden
kagabilmektedir. Ancak bu tiiriin TSWV’nin yaygin konukgular1 arasinda oldugu bir¢ok
caligmada rapor edilmistir (Groves vd. 2002).

Chenopodium album o&rnekleri, Tiirkiye'de daha once yapilan bir¢ok gézlemde
TSWV'ye karsi test edilmis, ancak hicbiri pozitif sonu¢ vermemistir. Morca ve
arkadaglarinin yiiriitmiis oldugu bir ¢alismada C. album’deki viriis enfeksiyonu, diger
birgok yabanci otla karsilastirildiginda ¢ok nadir olarak belirlenmistir. Bu g¢alisma
TSWV'in Tirkiye'de bildirilen ilk C. album’deki dogal olusum olmasi, yabanci ot
tiirlerinin viris i¢in rezervuar konukgu olarak epidemiyolojik roliinii ortaya koymaktadir
(Morca vd. 2022).
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Cogu durumda, TSWV ile enfekte olmus yabanci otlarin viriis belirtileri
gostermedigi bir¢ok ¢alismada rapor edilmis ve yabanci otlardaki TSWV enfeksiyon
oranlarinin oldukea diisiik bulundugu rapor edilmistir (Batuman vd. 2020). Dolayisiyla
yabanci otlarin belirti gosteriyor olup olmamast TSWYV enfeksiyonu agisindan dogru ve
saglikli bir kistas olmamakla birlikte var olan belirtilerin de TSWV ile iligkili
olmayabilecgi veya herhangi bir abiotik ya da diger bazi biyotik faktorlerden
kaynaklanabilecegi bildirilmektedir.

Yabanci otlarda TSWV arastirmalarinda tipik TSWV belirtilerinin aranmsmasi
gerektigi, diger bir degisle, bu viriis konusunda yabanci otlardaki belirtilerin enfeksiyon
ile ilgili olmayabilecegi, ve goriilen belirtilerin TSWV i¢in karakteristik belirtiler
olmayabilecegi rapor edilmistir. Yiriitilen c¢alisamda TSWYV ile enfekteli bir¢cok
yabanci ot ya belirti gostermeksizin kalmis ya da daha Once birkag tiirde ve diger
viriislerde de rapor edilen belirtiler ile iliskili olmadig1 ihtimalinden s6z edilmistir. Tiire
Ozgii ozellikler disinda, belirti olusmamasinin nedeni dogal secilim (Power vd. 1992)
veya sicaklik (Roggero vd. 1997) gibi diger faktorlerin sonucunda ortaya ¢ikmaktadir.
Sonug olarak ¢alisma da yabanci otlarda TSWYV enfeksiyonunun varligi ve belirti
gelisimi ¢esitli faktorlere baglanmigtir.

Calismada TSWV’nin dogal konukgularina ait yasam dongiisii i¢in yapilan
degerlendirmede (Sekil 4.5), serolojik ve molekiiler ¢alismalar sonucunda pozitif sonug
gosteren 9 tiriin tek yillik kislik (%47) ve 10 tiiriin tek yillik yazlik (%53) oldugu
dogrulanmistir. Bu tiirlerin ¢ogu TSWV nin goriildiigii alanlarindaki 1sitmali seralarda
kist gecirdigi i¢in yazlik yabanci otlara kiyasla hemen hemen ayni oranda kislik yabanci
ot dogrulanmistir. Bu sonuglar, hem kislik hem de yazlik yabanci otlarin TSWV'nin ana
konukg¢usunun yoklugunda 6nemli roller oynadigimi gostermektedir. Sonchus asper
(Dikenli esek marulu), tek yillik kiglik yabanci otlar arasinda en yiiksek enfektiviteyi
gostermis ve Serik il¢esinde kis mevsiminde seralarda baskin tiir olarak ortaya ¢iktigi
belirlenmistir. Tek yillik yazlik yabanci otlar arasinda ise Solanum nigrum (Kopek
lizlimii) en yiiksek enfeksiyon oranini gostermis ve hem Serik hem de Elmali da yaygin
olarak bulunan yabanci ot tiirli olmustur.

S6z konusu iki tiriin TSWV i¢in 6nemli bir inokulum kaynagi oldugu, ayni
zamanda tripsler icin ¢ekici gelen ¢igek ve meyve yapisindan dolayr da vektdr bocekler
i¢cin beslenme habitati olusturdugu diisiiniilmektedir. Yine ayni sekilde sérvey yapilan
alanlarda Convolvulus arvensis gibi iki yillik yabanci otlar seralarin i¢inde ve diginda
yaygin olarak goézlenmis, bu tiiriin TSWYV i¢in yesil koprii gérevi gormesinin olasiliklar
arasinda oldugu kanisina varilmistir.
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Kaghk Tek Yilhk Yabancy Otlar
Yazhk Tek Yk Yabaner Otlar

Familyu Tiir
| dateraceas Seuecio yuleqris
‘ Sonchus asper
Somchus glerageny
Cirstum grignie
112 4
—e 10 2
= 9 ~ 3
;f_‘M&.Ls'.L 8 4
Zygopinilaceas 165
Solanaceac .
Poaceoe Dig a L,
Conrmixplacese  Cormvolvidus gryensis

Iki Yillik Yabanes Otlar

dsteracene Cirsism qrygnie
Lactuca serriola
Sonchus olgracens
Sonchus asper

Bragsioaveas  Rophanus spp.

Sekil 4.5. TSWV’nin dogal yabanci ot konukeularindaki yasam dongiilerinin sematik
diyagrami. Ug¢ farkli daire, ¢aligmada tanitilan yabanci otlarin ii¢ farkli yasam
dongiisiinii gostermektedir. Rakamlar ise oniki ay1 temsil etmektedir

Yiiriitilen ¢alismada yabanci otlarda tiir bazinda belirlenen enfeksiyon orani
(%48) daha onceki yillarda degisik arastiricilar tarafindan yapilan calismalara kiyasla
daha yiiksek bulunmustur (Arli Sokmen vd. 2005; Ozdemir vd. 2009; Atakan vd. 2013).
TSWYV icin testlenen yabanci otlarin yarisinda basarili bir enfeksiyon goriilmezken,
domates ve biber bitkilerinde hastaligin ¢ok daha yaygin oldugu ortaya konmustur
(%75-%100).

Calismadan elde edilen sonuglar ile Samsun ilinde yiiriitlen bir caligmada
TSWV'nin biber alanlarinda Amaranthus retroflexus, Taraxacum officinale, Datura
stromonium ve Hibiscus trionum yabanci ot tiirlerinin viriis ile bulagik bulunmasi
sonuglari paralel olarak degerlendirilmistir (ArliS6kmen vd. 2005). Ozdag ve Sertkaya
(2015), Hatay ili biber iiretim alanlarindan topladiklar1 7 farkli yabanci ot tiirtinde hiyar
mozaik virlisi (CMV), Arabis mozaik viriisi (AMV) ve TSWV enfeksiyonlarini
saptamiglardir. Arastiricilar, Hatay ilinin biber yetistiriciliginde yabanci otlarin viriis
hastaliklar1 i¢in 6énemli dogal konukgular olduklarini rapor etmislerdir. Calismada ¢ok
yillik yabanci otlardan Cirsium arvense (Koygogerten)’den ilkbaharda toprak yiizeyine
ilk ¢ikisindan hemen sonra 6rnek alinmis ve iki 6rnekten birinde (%50) TSWV
enfeksiyonuna rastlanmis olmasi ve yapraklarda mozaik ve klorotik lekeler gibi degisik
belirtilerin gozlenmesi C. arvense yabanci otunun TSWV i¢in 6nemli bir konuk¢u yani
kaynak olabilecegi ihtimalini ortaya koymustur.

C. arvense rizom ve tohumlar: ile ¢ogalan bir yabnci ot olup tripslerin yagam

dongiisii goz ontline alindiginda (Sekil 4.6) bu tiiriin ¢cok yillik ve vegetatif aksamlarla
cogalan bitki olmasi nedeniyle her zaman enfeksiyon kaynagi olabilecegi One
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stiriilebilir. Ayrica yasamlarinin belli bir donemini toprak altinda gegiren tripslerin
rizomlar ile beslenerek viriisii biinyelerine alabilecegi sonucunu ortaya koymaktadir.
Dolayistyla bu tiir bitkilerin her aksaminin ve her biiylime evresinin TSWV’ nin
yayilmasinda ve epidemiyolojisinde biiyilk dnem tasiyacagi bir gercektir. Bu nedenle
virlislin inokulum kaynagini en aza indirmek i¢in zararh ile bulasik bitki artiklar1 imha
edilmelidir. Toprak islemesi ve yabanci ot miicadelesi yapilmali ve havalandirma
acikliklart mutlaka tiil (462 um) ile kapatilmalidir.

Domates lekeli solguniuk
viriisii igeren bitkdler.
genelEkde asimptomatik
bitkilerde ortaya cikar.

%
Bitkalerde bodurlasma. solma, yaprak sapt ;f:
ve bitylime uglannm Slimilne kadar ~r
ilerieyebilen nekrotik lekeler ve yaprakiarda - 2\
ve meyvelerde esmerkezlt halkalar ve a
lekeler gibi esitli ssmptomlar (Tirlere bagh —1

I olarak) geliswr. Bu bithler artik enfekte ve

viriisd yayabihir.

Bat: gicek thripsinin
Yetiskin bat ¢xock ergmlen, yumurtalan
thripsleri ortaya cikar, dogrudan simptomatik

geng yapraklar veya gelisen
meyvelerde beslenir ve
TSWV'yi yayar.

Bat gicek thripsmin
larvalan ortaya cikar ve
bitki materyal de -
beslensr. TSWV edimur.

Larvalar yere diiser. topraga
veya yaprak ¢dpiine girer ve

Sekil 4.6. TSWV nin enfeksiyon dongiisii

Virtisiin - kalittmint incelemek ve mutasyonlar1 belirlemek icin hastaligin
meydana geldigi bolgenin iklim o6zelliklerinin, vektorlerin ve konukgularmin ¢ok
onemli bir yer tuttugu gercektir. TSWV enfeksiyonlarinin meydana gelmesinde en
biiyiik etkenlerden birisi de trips vektorlerinin aktif ve yogun popiilasyonlarinin varlig
ile ilgili oldugu birgok literatiirde de s6z konusu edilmektedir (Ruark-Seward vd. 2020).

Yirtitiilen ¢aliymada vektor boceklerin saptanabilmesi icin sdrvey alanlarinda
kullanilan mavi ve sar1 renkli tuzaklar iizerinden toplanan bdcekler arasinda
Frankliniella occidentalis'in baskin trips tiirii oldugu saptanmustir. (Tiir teshisi Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii 6gretim iiyesi Dr.Ogr. Uyesi Fatih
DAGLI tarafindan yapilmistir). Bu tiir yabanci otlar ve kiiltiir bitkileri {izerinde tek
vektor olmustur. Bu tiir, TSWV’ye duyarli Cirsium arvense tizerinde de bulunmustur.
Sorghum halepense (Poaceae) gibi duyarli olmayan tiirlerde de TSWV enfeksiyonunun
yanisira tripsin larvalari ve erginlerine rastlanilmistir.
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Domates serasinda, ¢ogu trips Amaranthus chlorostachys bitkilerinin
cigeklerinde bulunmustur, ancak bazilar1 yapraklarin her iki tarafinda da
gozlemlenmistir. Trips, esas olarak Xanthium strumarium bitkilerinin  mevcut
cigeklerinde bulunmustur. Solanum nigrum bitkilerinde, yapraklarin st kisimlarinda
tripslerin beslenme izlerine bolca rastlanilmistir.

Bir yabanci otun tripsler i¢in ¢ekiciligi ve liremeye uygunlugu hususunda, ¢igek
actiklar1 dénem veya yasam siireleri gibi diger 6zellikleri 6n plana ¢ikmaktadir. Ornegin
cicek agan Sonchus bitkilerinde, polen ile beslenen F. occidentalis ¢igek agmayan
yabanci otlara nazaran daha c¢ok beslenecektir. Vektér bocek igin konukgu tercihi
muhtemelen indiiklenen biyokimyasal degisikliklerden (Selman vd. 1961) dolay1 viriis
enfeksiyonu (Bautista vd. 1995) tarafindan arttirilabilir. Viriis, trips'e (Chamberlin vd.
1992) ek olarak, bir sonraki sezonda yayillimin meydana gelebilecegi iki yillik ve ¢ok
yillik tiirlerde de kis1 gecirebilir. Bu yabanci otlar, ekim mevsimleri arasinda hayatta
kalan, yasamaya devam eden bitkiler olduklarindan, 6zellikle de Solaneceae familyasina
ait yabanci otlar TSWV’nin epidemiyolojisinde kritik ve 6nemli faktdr olarak kabul
edilmektedirler.

Onceki ¢aligmalarda trips vektdrlerinin  ortamdaki yogunlugunun TSWV
izolatlarimin  epidemiyolojik  karakterinin ~ degerlendirilmesinde  etkili  oldugu
belirtilmektedir. Ozellikle sezon sonunda tarladan iiriinler hasat edilmesinden sonra
tripslerin yabanci otlara gé¢ etmesi nedeniyle viriisiin yasam dongiisiiniin kirilmasinin
engellendigi rapor edilmistir (Ebratt vd. 2013). Bir seranin iginde ve ¢evresinde ¢ok
yillik ve tek yillik olarak bulunan ve tripslerin yasamasi ve liremesi i¢in Onemli
konukgulardan olan bu yabanci otlarin TSWV nin inokulum kaynag: olarak biiytik risk
tagidigida bir bagka gercektir. Diger bir degis ile TSWYV ile enfekte olmus yabanci otlar,
TSWVhnin kis1 gecirmesi ve bocek vektorii ile yayilmasi i¢in baslangic ve dogal
konukgu olarak rol almaktadirlar.

Elmali ilgesinin Golova koyiinde, Kadife ¢igeginde (Tagates patula) (Sekil 4.7)
TSWV’nin varligi yliksek oranlarda saptanmis (%100) ve bitki {izerinde ¢igek
tripslerinin biiylik kolonileri goriilmiistiir. Bu sonuca gore, acik tarlalarda kisi
geciremeyen TSWV’nin vektorii, Kadife giceginde kist gegirdikten sonra bir sonraki
baharda acik alanda yetistirilmeye baslayan bitkilere dogrudan zarar verebilmektedir.
Sonug olarak TSWV’nin etkili kontrolii i¢in yakinlarda bulunan komsu seralarda trips
kontrollerinin isbirligi kapsaminda senkronize olarak yapilmasinin ¢ok 6nemli oldugu
sOylenebilir.
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-

Sekil 4.7. Seranin i¢ kenarinda siis bitkisi olarak dikilen Kadife ¢igegi (Tagates patula).
(Tiir teshisi Dr.Ogr. Uyesi Deniz HAZAR tarafindan yapilmisgtir)

Tripslerin en ¢ok tercih ettigi ¢icekli otlar disindaki bitkilerde tripslerin bulunusu
gozden kacabilir, bunlarin belirlenememesi, tripslerin daha fazla yayilmasina neden
olabilecegi i¢in 6nemlidir. Elmali ve Serik'de bitkisel tiretim genellikle kii¢iik 6l¢ekli
olarak yapilmaktadir ve bircok kiiltiir bitkisi karisik olarak sera ve g¢evresindeki agik
alanlarda yetistirilmektedir. Yani odaklanilmasi gereken bitki grubu sadece Solanaceae
familyas1 liyeleri degil, ayn1 zamanda fasulye, kabakgiller, susam, arpacik sogani ve
ebegiimeci gibi bitkilerdir ki bu bitkilerin herhangi birisinin Antalya’da TSWV'nin
dogal konukgusu olma olasilig1 yiiksektir.

Bu bitkiler bitkisel tiretimin yogun gerceklestirildigi alanlarda yaygin olarak
yetistirilen birgok bitki bulunmasindan dolay1, s6z konusu bu bitki tiirlerine ait mevcut
enfekteli bitkilerde beslenen tripslerin siirekli olarak hastaligi virlisten ari {iretimin
yapildig1 saglikli seralara tasinmasina olanak saglayabilmektedir. Bu ayni1 zamanda
bolgemizde TSWV sorunlarinin devam etmesinin de baslica nedenlerinden biridir.
Yakin zamana kadar domateslerde bulunan Sw-5 geni TSWV’ ye kars1 dayaniklilik yani
diren¢ saglamasina neden olurken, dayanikliligi kiran izolatlarin varligir bu dayaniklilik
genin islevini yitirmesine neden olmustur. Son zamanlarda goriilen yeni izolatin
ozellikle meyveler iizerinde neden oldugu yogun bozulma nedeniyle hemen hemen
domates yetistiriciliginin neredeyse imkansiz hale geldigi bilinmektedir.

Benzer bir ¢calismada gerceklestirilen sorveyler sirasinda, biberle birlikte Kadife
cicegi (Tagetes erecta) yetistirilen seralarda, viriis yogunlugunun diger seralara gore
daha az oldugu ortaya ¢cikmistir. Ayrica, Kadife ¢icegi lizerinde tripslerin yogun bir
sekilde popiilasyon olusturduklari da gdzlenmistir. Buna karsin, bu bitkilerden alinan
orneklerin testlenmeleri sonucunda TSWYV enfeksiyonlar1 tespit edilememistir. Bu
dogrultuda, tripslerle miicadelede bu c¢icegin seralarda tuzak bitki amacla
yetistirilmesinin faydali olabilecegi goriisii ortaya ¢cikmistir (Yesil ve Gomlekli 2021).
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Sonchus asper, Sonchus oleraceus, Portulaca oleraceae, Cirsium arvene,
Solanum nigrum ve Veronica hederifolia gibi tiirlerin, seralarda bulunan F. occidentalis
araciligtyla TSWV enfeksiyonuna maruz kaldiklar1 tahmin edilmektedir. Vektor
bocegin aynt zamanda Malva cinslerine ait tiirlerle de beslendigi bilinmekte, fakat
incelemeler sonucunda bu tiirlerden ¢ok sayida 6rnek calismada testlenmis olmasina
ragmen (17 bitki) higbirinde herhangi bir TSWV enfeksiyonuna rastlanmamistir. Buna
karsilik, Amaranthus chlorostachys, Conyza canadensis ve Sonchus oleraceus gibi
kislayan konukgularin yani sira Senecio vulgaris gibi F. occidentalis'in bilinen diger
konukgulart, TSWV'nin konukg¢usu olarak tanimlanmustir.

Sorvey c¢aligmalarinda elde edilen sonuglar, TSWV ile enfekte olmus birgok
kislik yabanci ot tiirliniin (Senecio vulgaris, Cirsium arvense, Veronica hederifolia ve
Sonchus asper), TSWV ile enfekte olan bir¢ok yazlik tiirtin (Xanthium strumarium,
Conyza canadensis ve Amaranthus chlorostachys) ortaya ¢ikmasiyla es zamanli olarak
olgunlastigin1 gostermektedir. Bu yazlik yabanci otlar, gelismelerinin baslarinda enfekte
olmus gibi goriinmektedir ve yaz boyunca TSWV inokulumunu barindirmaktadir. Son
olarak, bir¢ok kislik yabanci ot tiiriiniin ¢imlendigi ve enfeksiyona ¢ok duyarl oldugu
bir zamanda, sonbahar aragtirmalarimizda ayni tiirden pek ¢ok hastalikli bitkilerle tekrar
kargilasilmistir.

Yerel florada virlis kaynaklar1 olarak rol oynayan enfekte olmus cesitli yabanci
otlarin TSWV'nin yayilmasindaki énemini daha iyi bir sekilde anlamak igin, tiirlerin
yasam dongilisiini ve enfeksiyon potansiyellerinin daha detayli incelenmesi
gerekmektedir. Tripslerin seralarda TSWV'nin yayilmasindaki roliinii netlestirmek i¢in
ise, karsilastirmali caligsmalara ihtiyag vardir.

4.4. DAS-ELISA Testlerinin Sonuclari

Sorvey plant dogrultusunda toplanan tiim bitkisel materyaller oncelikle DAS-
ELISA testi ile testlenmis ve farkli bitki gruplarindaki hastalik oranlari belirlenmistir.
Bu sonuglara gore, her iki ilgede viriis ile enfeksiyon oranlari domates ve biberlerde
belirti gosteren drneklerde %100 ve yabanci otlarda ise belirti gosteren ve gostermeyen
orneklerde %12.5 olarak bulunmustur. Yapilan DAS-ELISA testlerinin sonuglari
Cizelge 4.4 tte listelenmistir.

Cizelge 4.4. DAS-ELISA sonucuna gore bitkilerin TSWV ile bulagiklik durumlari

Bitki ad1 Ornek sayis1 Bulagik 6rnek sayisi (+) Saghkl 6rnek sayisi (-)  Hastalik oram
Biber 58 58 0 %100
Domates 34 30 4 %88

Diger 20 8 12 %40
Yabanci ot 270 34 236 %12.5
Toplam 382 130 252 %60
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DAS-ELISA sonuglarina gore yabanci otlar1 kapsayan bitki familyalar
arasinda en yiiksek enfeksiyon orani Asteraceae familyasinda tespit edilmistir. Bu
familyayr Poaceae ve Solanaceae takip etmektedir. Portulacacea familyasinda
semizotunda (Portulaca oleraceae L.), Brassicaceae familyasinda yabani turp
(Raphanus spp.), Amaranthaceae familyasinda (Amaranthus chlorostachys WILLD.),
Zygophyllaceae familyasinda demir dikeni (Tribulus terrestris), Plantaginaceae
familyasinda adi yavsan otu (Veronica hederifolia) ve Convulvulaceae familyasinda
tarla sarmasiginda (Convolvulus arvensis L.) enfeksiyona rastlanilmistir. Sonug olarak
39 farkli yabanc ot tiirline ait 270 adet bitkinin 34 tanesi (18 yabanc1 ot tiirii ve bir siis
bitkisi = 19 tiir) TSWYV ile enfekteli oldugu DAS-ELISA ile tespit edilmistir (Cizelge
4.5). Enfekteli bulunan tiirlere ait botanik 6zellikler EK.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5. DAS-ELISA sonuglarina gore biber ve domates disindaki bitkilerden
toplanan yaprak orneklerinin TSWYV ile bulasiklik durumlari ve hastalik yiizdeleri

Bitki Tiirii Ornek Bulasik Saghkhh ~ Hastahk Belirti

Sayist Ornek  Ornek  Yiizde

Sayisi Sayis1 Oranlan

Amaranthus retroflexus 3 0 3 %0 -
Amaranthus chlorostachys 13 2 11 %15 +
Chenopodium album 17 0 17 %0 -
Cerastium dichotomum 3 0 3 %0 -
Stellaria media 8 0 8 %0 -
Spinacia oleracea 3 0 3 %0 -
Euphorbia helioscopia 4 0 4 %0 -
Conyza canadensis 8 2 6 %25 +
Lactuca serriola 16 3 13 %19 +
Matricaria chamomilla 4 0 4 %0 -
Senecio vulgaris 2 1 1 %50 +
Sonchus asper 22 5 17 %22 +
Sonchus oleraceus 13 2 11 %15 -
Xanthium strumarium 2 1 1 %50 -
Calendula officinalis 1 0 1 %0 -
Silybum marianum 1 0 1 %0 -
Cirsium arvense 2 1 1 %50 +
Tagates patula 2 2 0 %100 -
Capsella bursa-pastoris 10 0 10 %0 -
Raphanus spp. 1 1 0 %100 +
Cyperus rotundus 14 0 14 %0
Cyperus nitidus 2 0 2 %0 -
Medicago minima 3 0 3 %0 -
Medicago sp. 5 1 4 %20 -
Malva parviflora 17 0 17 %0 -
Sorghum halepense 9 1 8 %11 -
Digitaria sanguinalis 5 1 4 %20 -
Ocimum basilicum 3 0 3 %0 -
Thymus vulgaris 1 0 1 %0 -
Portulaca oleraceae 20 2 18 %10 -
Datura stramonium 13 0 13 %0 -
Solanum nigrum 15 4 11 %26 +
Galium aparine 1 0 1 %0
Urtica dioica 2 0 2 %0 -
Convolvulus arvensis 9 1 8 %11 -
Tribulus terrestris 3] 2 1 %66 -
Polygonum aviculare 10 1 9 %10 -
Rumex spp. 1 0 1 %0 -
Veronica hederifolia 2 1 1 %50 +
Toplam 270 35 235 %17 +/-
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ELISA okuyucusunda 405 nm’de alinan absorbans degerleri Cizelge 4.6.’da
verilmistir. Negatif 6rnegin en az 3 kat1 deger gosteren 6rnekler ¢aligmada pozitif olarak
kabul edilmistir.

Cizelge 4.6. DAS-ELISA sonuglarinin 405 nm absorbans okuma degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B 0.366 | 0.381 | 0.248 | 0.357 | 0.304 | 0.245 | 0.248 | 0.299 | 0.295
C 1250 | 1.251 | 0.253 | 0.311 | 2.272 | 0.279 | 0.462 | 0.304 | 0.551
D 0.280 | 2.558 | 0.273 | 3.742 | 3.274 | 0.215 | 0.236 | 0.276
E 0.483 | 3.049 | 0.263 | 0.321 | 2.306 | 0.364 | 0.578
F 0.281 | 0.461 | 0.289 | 0.321 | 0.246 | 0.245
G 0375 | 0.291 | 0.292 | 0.324 | 0.289 | 0.257 Negatif | Pozitif
H 0.210 2.862

TSWVnin saptanamadigi 20 tiirden bazilari, TSWV'ye duyarli olduklar
bilindigi i¢in (Chatzivassiliou vd. 2001) enfeksiyondan kagmis olabilecekleri veya
TSWV'ye duyarl: tiirlere sahip familyalara ait olabilecekleri ihtimalini diislindiirmuistiir.
Bu amagla DAS-ELISA da negatif sonug veren restgele secilen 10 6rnek TSWV’ye
karsi1 RT-PCR teknigi ile tekrar test edilmis ve negatif bulunmus ve sonuclarin
dogrulamas1 yapilmistir. Herhangi bir enfeksiyonun olmamasi ayn1 zamanda TSWV'ye
kars1 dogal bagisikliga da baglanabilir.

4.5 TSWV’nin Molekiiler Yontemler ile Tespit Edilmesi
4.5.1 Yiiksek coziiniirliiklii erime analizi

gRT-PCR c¢alismalari igin tez calismasi kapsaminda tasarlanan ve TSWV nin
NRB (Non-resistance breaking) ve RB (Resistance breaking) genotipleri arasinda ayrim
yapan ve mutasyonun gerceklestigi bolgeyi cevreleyen 6zel primer ¢ifti kullanilmistir
(Sekil 4.8). qRT-PCR da kullanilacak 6rneklerin konsantrasyon degerleri 6l¢iilmiis ve
ayni degere gelecek sekilde sulandirilarak seyreltilmistir (Cizelge 4.7).

One Step Plus ™ Real-Time PCR Tespit Sisteminde (Applied Biosystems) Luna
Universal One-Step RT-qPCR Kiti kullanilarak 13 tane pozitif 6rnek ve bir negatif
ornek olmak tiizere toplam 14 ornek i¢in Real-Time islemi gergeklestirilmistir ve
kullanict talimatinin disinda dongiilerin sonuna Melt-Curve agsamasi eklenerek HRM
(High Resolution Melting) analizi’de deneye dahil edilmistir. Analiz sonucu sekil
4.9°da gosterilmistir.
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Cizelge 4.7. qRT-PCR Oncesi testlenen orneklerin ayni oranda seyreltilmesi igin
yapilan hesaplamalar (Konsantrasyon (pg/ml)= A260 okumasi x ¢evirme faktorii)

Ornek Adi A260 Absorbans | Konsantrasyon Seyreltme Oram
Degeri (pg/ml) (1pl igin)
Convolvulus arvensis 0.035 0.14 0.4
Cirsium arvense 0.033 0.13 0.3
TSWV-NRB-ALS 0.037 0.14 0.4
Lactuca serriola 0.04 0.16 0.6
Raphanus spp. 0.06 0.24 1.4
Senecio vulgaris 0.089 0.35 25
Sonchus asper 0.031 0.12 0.2
Xanthium strumarium 0.04 0.16 0.6
Sonchus oleraceus 0.096 0.38 2.8
Solanum nigrum 0.025 0.10 0.10
Portulaca oleraceae 0.049 0.19 0.9
Veronica hederifolia 0.166 0.66 5.6
Conyza canadensis 0.042 0.16 0.6

GenBank: MH367503.1

>MH367503.1:101-1009 Tomato spotted wilt orthotospovirus isolate TSWVANntRB

segment M, complete sequence
ATGTTGACTCTTTTCGGTAACAAGAGGCCTTCTAAGTCTGCCGGAAAGGATGAAGGTCCTTT
AGTTTCACTTGCTAAACATAATGGCAATGTTGAAGTCTCAAAACCATGGTCTTCTTCTGATGA
AAAGCTTGCTTTAACCAAAGCCATGGACGCATCCAAAGGAAAGATACTGTTGAACACTGAG
GGAACATCTTCCTTTGGAACCTATGAATCTGATTCTATCACAGAATCAGAGGGTTATGATCTT
TCTGCTAGAATGATAGTAGATACAAACCATCATATCTCAAACTGGAAAAATGATCTTTTTGT
TGGCAACGGAAAGCAAAATGCTAATAAGGTTATCAGGATCTATCCAACTTGGGACAGCAGA
AAACAATACATGATGATTTCCAGGATTGTGATATGGGTATGCCCCACTATACCAAACCCTAC
AGGGAAACTTGTGGTTGCTTTAGTTGATCCCAACATGCCATCTGAAAAGCAAGTCATCCTGA
AGGGTCAAGGGACAATAACTGATCCTATCTGCTTTGTTTTTTATCTGAACTGGTCTATTCCGA
AGATGAACAACACCCCAGAAAACTGTTGCCAGCTGCATTTGATGTGCAACCAAGAATACAA
GAAAGGGGTTTCTTTTGGTAGTGTCATGTATTCTTGGACAAAAGAGTTTTGCGATTCACCCA
GAGCTGATAAAGACAAAAGTTGTATGGTTATACCTCTAAACAGGGCCATTAGAGCTAGGTCT
CAAGCATTCATTGAAGCCTGCAAGCTGATAATTCCTAAAGGAAACAGCGAGAAGCAGATTA
AAAAACAGCTTAAAGAATTGAGCTCAAGTCTTGAGAGATCAGTTGAAGAAGAAGAGGAAGG
GATTTCTGACAGTGTTGCTCAGTTATCCTTTGATGAAATATAG

. Self Self 3
Eg(l])uence (5'- Template strand Length Start Stop Tm GC% complementarity complementarity
Forward primer TAACCAAAGCCATGGACGCA Plus 20 183 202 60.25 50.00 6.00
Reverse primer TGTCCCTTGACCCTTCAGGA Minus 20 556 537 60.10 55.00 4.00

Product length 374

Forward primer GCCGGAAAGGATGAAGGTCC Plus 20 86 105 60.75 60.00 4.00
Reverse primer GCATTTTGCTTTCCGTTGCC Minus 20 378 359 59.49 50.00 3.00
Product length 293

Sekil 4.8. Primer3 programinda mutasyon bdlgesine 0zgli tasarlanan primerlerin
ozellikleri (Sar1 renk ile vurgulanan alan mutasyon bolgesini gostermektedir)
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Sekil 4.9. Melt-curve asamasinda iki izolatin iki farkli sicaklik degerinde olusturdugu
pik gOriiniimii. Dayanikliligi kirmayan eski izolat 82.0°C Tm degerinde pik
olustururken (A), dayanikliligi kiran yeni izolat 81.4°C’de pik vermistir (B), iki izolatin

karsilastirilmasi (C)

Analizler mutasyon bolgesine 0zgii tasarlanan primer ¢iftleri kullanilarak hem
klasik RT-PCR hem de gRT-PCR ydntemleri ile yapilmis ve sorvey alanlarindaki
yabanci otlarda saptanan TSWV izolatinin dayanikliligi kiran izolat oldugu ortaya
cikmistir. Bolgemizde sorun haline gelen TSWV izolatinin hava sicakliklarina bagl
olarak da viriilensliginde meydana gelen degisimler g6z 6niine alindiginda, bu durumun
hem sicakliga hem de mutasyona bagli dayaniklilif1 kiran izolatin ortaya c¢ikmasina
katkida bulundugunu diistindiirmiistiir.
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Testlenen Orneklerin bazilarinin TSWV ile bulasik bulunmasi, yilin degisik
donemlerinde (dort mevsim) yabanci otlarin TSWV icin 6nemli bir alternatif konukcu
olabilecegini ortaya koymaktadir. Kilit nokta Temmuz ve Ekim aylar1 arasindaki siire
zarfinda ana konukg¢unun seradan kaldirildigr dénemlerde viriisiin gegis yaptig1 yabanci
otlarda daha ¢ok TSWYV belirtilerinin gézlenmis olmasidir. Béyle durumlarda polyfag
beslenen tripsler yabanci otlara yonelmekte ve daha fazla beslenmek suretiyle viriisiin
yayilmasina neden olmaktadirlar. Bu hipoteze dayanarak sorveyler yaz boyunca ve
sonbaharin ilk aylarinda daha sik ger¢eklesmistir. Sonuglar, viral hareket proteinleri
tizerinde niikleotid 354'te mutasyona sahip izolatlarin yilin herhangi bir zamaninda
enfekte edebildigini, sicaklik nedeniyle enfeksiyonlara neden olan izolatlara yaz
aylarinda yabanci otlarda daha sik rastlandigini gostermektedir.

4.5.2. Medium segmentine ait dizilerin filogenetik acidan incelenmesi

NSm proteini (Non-Structural protein, Yapisal olmayan protein), bitkilerde
Orthotospoviriislerin, plasmodemata yoluyla zarfsiz niikleokapsitlerin hiicreden hiicreye
hareketi ile yayilmasini kolaylastiran yapisal olmayan bir proteindir (Kormelink vd.
1994; Storms vd. 1995). Bu nedenle NSm proteini plasmodesmata yoluyla komsu
saglikli hiicrelere yayilma imkan1 bulabilmektedir. TSWV nin yeni konukgular {izerinde
adaptasyonu i¢in medium segmentinde NSm proteini {lizerinde C118Y noktasinda
meydana getirdigi mutasyonlarin ¢ok onemli oldugu rapor edilmistir (Fidan ve Sari
2019). Sistein (Cys) iizerinde meydana gelebilme ihtimali olan bu mutasyonun
TSWV’nin evrimsel siire¢ icerisinde yeni konukgular iizerinde meydana getirdigi
adaptasyonlarda kilit bir nokta oldugu diisiiniilmektedir (Lopez vd. 2011).

(Calismada enfekteli yabanci otlardan elde edilen sekans verileri dogrultusunda
viriisiin medium segmentinde NSm-hareket proteini lizerinde 354. niikleotitte nokta
mutasyonu meydana getirmesinden dolayr dayanikliligr kiran izolatin ortaya ciktigi
belirlenmistir (Sekil 4.10).

Sekans analizine gére yabanci otlardan sadece bir tanesi Solanum nigrum
(Kopek tliziimii) dayanikliligt kirmayan eski izolat ile benzerlik gostermistir. Bu
bulgulara dayanarak enfekteli yabanci otlarin %98’1 dayaniklilig1 kiran izolatlar olarak
gruplandirilmstir.
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onvalvalus arvenais
2. Cirajum arvense
3. Conyza canadensis
4. Lactuca serriola
Y. Raphanua spp.
€. Senecio vulgaria
7. Sclanum nigrum

8. Sonchus

12, Sorghus halepen=e
13. TSWV-NRB-ALS

14, Xanthium strumarium

Sekil 4.10. Sorvey alanlarindan toplanan izolatlar da C118 noktasinda tespit edilen
mutasyon. Adenin yerine Guaninin yerlesmesi. Mor renk ile nokta mutasyon
vurgulanmisgtir

Tek nokta mutasyonu sonucu dayanikliligi kiran TSWYV izolatinin filogenetik
iligkileri incelendiginde (Sekil 4.11), bu izolatlarin birbirnden farkli bolgelerde (hem
Serik hem de Elmali'da) dagildig: tespit edilmistir. Bu durum TSWV nin tasginmasinda
etkin rol oynayan trips vektorlerinin varligr ile iliskilendirilmektedir. Farkli seralardan
elde edilen izolatlarin filogenetik iligkisine bakildiginda vektor tripslerin uzun
mesafelere goc yetenekleri ile hastalik etmeni viriisiin tasinmasinda etkili olduklari
sonucuna varilmistir.

Tespoviriislenn pik simp

» RT-PCR fe TSWVnin

dogrulanmas ’

NSm geninin RT-PCR"1 lle
RB izolatinen dogrulanmasi

\ 4

-
PCR e comatesteki Sw-3 Amino asid (aa) Oiziliml
geninin vark§ine dogrulanmast Medium “9“‘.'"“"’ at
NSm proteini Gzerinde.  MOTSKGKILLNTEGTSSFGTYESDSITESEG
- C118 ve T120 noktalani b YDLSARMIVDTNHHISNWKNDLFVGNGK
~3- z RB strain ‘ Lhir
g Laerinde meydana 9811 " QNANKVIKIYPTWOSRKQMMISRIVIWY
. " greimie :
_ §§ 118 ve 120 noktalannda 4 MDTSKGKILLNTEGTSSFGTYESOSITESEG
i it f WT strain ‘ higbir aminoasa YDLSARMIVDTNHHISNWKNDLFVGNGK
tali ‘jﬁ : degisiminin omamast T QN ANKVIKICPTWDSRKQYMMISRIVIWY

Sekil 4.11. TSWV’nin medium segmentinde NSm proteini {izerinde C118Y
noktasindaki mutasyon. UC West Side Research Extension Center'daki Gilbertson
sunumundan alintilanmastir
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Tospovirtisler, RNA viriisleri olduklarindan, diren¢ kiran izolat1 iiretmek adina
kolayca mutasyona ugradiklar1 (Hoffmann vd. 2001), yeni tospoviral tiirlerin ortaya
cikisinin, tarimsal sistemlerin artan yogunlagmasi ve ¢esitlenmesiyle de siddetlendigi
bildirilmistir. Ek olarak, iklim degisikligi, vektdr dagilimi ve davranisi iizerindeki
etkileri, bitki duyarliligi tizerindeki etkileri, yagis diizenleri, sicaklik ve riizgar hizi
tizerindeki etkileri yoluyla tospoviriis salginlarinin istikrarsizligini ve dngoriilemezligini
artirmakta ve bunlarin tiimi virlis popililasyon dinamiklerini degisik sekillerde
etkilemektedir (Eiras vd. 2001).

Uretim alanlarinda enfekte materyal mevcutsa, fakat trips mevcut degilse TSWV
bitki popiilasyonlarinda daha diisik bir hizla yayildigi bilinmekltedir (mekanik
tasinma). Dolayisiyla viriisii onlemenin en etkili yolu trips popiilasyonunun kontrol
altinda tutulmasidir. Bitki popiilasyonlar1 i¢inde kac¢ tane tripsin bulunabilecegini
tahmin etmek zor olabilir. Ayrica tripsler (Bati ¢igek tripsi dahil), 6zellikle peyzaj ve
siis bitkileri varsa ara konuk¢u (zorunlu-devamli) yapilarda kis1 gecirebilir. Yere
dokiilen hastalikli yaprak, dal ve meyvelerin toplanmasi, yakilmasi veya derine
gomiilmesi, budama aletleri ve bigaklarin her kullanilista dezenfekte edilmesi, temiz ve
hastaliksiz ambalaj malzemelerinin kullanilmas1 gibi Onlemler bu tiir durumlarin
¢Oziimii i¢in Onerilebilir.

Bir TSWV salgin1 yasandiysa veya diizenli olarak vektdér bocek popiilasyonu
mevcut ise, gelecek yil baska bir salgin1 6nlemek icin nasil adimlar atilabilecegi ve
vektor popiilasyonunu ve TSWV yogunlugunu azaltmak igin iyilestirilmesi gereken
giincellemeler olup olmadigi gbéz Oniine alinmalidir. Seralarin ve tarlalarin iginde ve
cevresinde yabanci otlar1 kontrol edilmelidir. Yabanci otlar TSWV i¢in kiiltiir bitkisi
yoklugunda ara konukgu (6zellikle bir salgin olduktan sonra) olabilmektedirler. Ayrica
yabanci otlar tripsler i¢in habitat gorevi gorebilmektedirler.

TSWV'nin yayilmasini yonetmek icin domates ve biber yetistirlen alanlarda
miimkiin oldugu kadar 6zellikle seralarda da yabanci ot sayisini azaltmanin son derece
onemli oldugu sdylenebilir. Hastalik etmeni viriisiin yayilmasi, hastaligin vektorleri i¢in
konuk¢u olan yabanci otlarin ortadan kaldirilmasiyla daha etkin bir sekilde kontrol
edilebilir (Momol vd. 2004). Bununla birlikte, TSWV'nin hayatta kalmas1 ve yayilmasi
tizerindeki etkilerini aydinlatmak ve yiiksek iriin kayiplarini 6nlemek ig¢in trips
konukgusu olarak yabanci otlar ve viriis kaynagi arasindaki iligkiler hakkinda daha
kapsamli ¢alismalarin yapilmasina da ihtiya¢ vardir. Ek olarak, ¢ok sayida caligsma,
TSWV izolatlarinin konukgu-bitki dayanikliliginin iistesinden gelebilecegini rapor
ederken tripsler i¢in kullanilan etkili pestisitlere karsi vektorlerin dayaniklilik
gelistirmesi de dikkate alinmas1 gerekmektedir.

TSWV'yi tastyan trips vektorlerine karst kullanilabilecek smnirli  sayida
kimyasalin bulunmasi, ayrica yabanci otlar da dahil olmak iizere ¢cok genis bir konuk¢u
dizisinin varligi, diger hastaliklarda oldugu gibi TSWV hastaligmin  da
epidemiyolojisini etkilemektedir. TSWV’nin, diger bitki viriislerinden daha yiiksek
derecede biyolojik cesitlilik, evrim ve adaptasyon sergiledigi bildirilmektedir (Qiu ve
Moyer 1999; Tsompana vd. 2005). Birka¢ yil dncesine kadar domates ve biberde bu
hastaliga dayanikli ¢esitler yaygin olarak kullanilirken, yeni TSWYV izolat1 bu dayanikli
oldugu bilinen konukgularda enfeksiyona neden olmaya baglamistir.
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Daha oOnceki ¢alismalarda belirtildigi gibi, TSWV enfeksiyonunun artan
sicaklikla arttigi  bildirilmektedir (Chung vd. 2018). TSWV'nin aktivitesinin
bozulmasina karsi direncinde yiiksek sicakligin belirleyici bir faktor olabilecegine
inanilmaktadir. Bu bilgilere gore dayanikli izolat TSWV'nin yiiksek sicaklik
bolgelerinde domates ve biber bitkilerinin biiylimesini olumsuz etkiledigi ve yiiksek
sicakliktaki bolgelerde domatesin yetistirilemez hale geldigi bildirilmektedir.

Sicakligin yiiksek oldugu bolgelerde, iiretim sirasinda domates, biber gibi
konukgularin ¢ikarilmasi ve bunlarin iizerinde konukg¢u olmayan diger iiriinlerin
secilmesi hastalik kontroliinde 6nemli bir adim olabilir. Tiirkiye'de ilk dayanikliligi
kiran izolat Antalya ili ve ¢evresinde domates bitkilerinde bulunmasi (Fidan 2016), bu
izolatin sicak bolgelerde endemik hale gelmesiyle aciklanabilir.

Uluslararas1 tohum ve sebze ticareti ve vektor tripslerinin varligi, TSWV'nin ve
iligkili hastaliklarin diinya c¢apinda hizla yayilmasina neden olmaktadir (Pappu vd.
2009). Bu genisleme doneminde, muhtemelen konukcu ve cevresel faktorlere bagl
olarak TSWV gelismeye devam etmektedir. Bununla birlikte, tospoviriislerin dolagim
yoluyla yayilma yolu, bitki viriisleri arasinda benzersizdir, ¢ilinkii yetiskin trips, viriisii
ancak viriis thrips'in yagam dongiisiiniin larva asamasinda edinildiginde basarili bir
sekilde iletebilir. Vektor yasam dongiisii ve virlis aktarimi arasindaki bu karsilikli
bagimlilik, trips vektorlerinin metamorfozuyla ilgili ¢oklu enfeksiyon ve yayilma
engellerini icermektedir (Nagata ve Peters 2001; Kritzman vd, 2002).

Belirli bir bitki tiiriiniin potansiyel epidemiyolojik 6nemine iliskin herhangi bir
degerlendirme, o tiirdeki TSWV enfeksiyonunun goreceli insidansinin bir 6lgiisiinti de
icermelidir. ABD'deki potansiyel TSWV inokulum kaynaklar1 arastirmalari, dncelikle,
ekim periyodlar1 arasinda meydana gelen yillik ve ¢ok yillik kiglik konukgulara
odaklanmistir (Gitaitis vd. 1998). Her durumda, vektdr popiilasyonlari, enfeksiyon
vakalart ve bitki bollugu tahminlerine dayali olarak, TSWV'nin duyarli {iriinlere
yayllmasina yalnizca smirli sayida bitki tiiriiniin 6nemli katkida bulundugu kabul
edilmistir.
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5. SONUCLAR

Calisma kapsaminda Agustos 2019 ile Aralik 2021 arasinda TSWV
enfeksiyonunun yogun olarak gozlendigi iki adet biber ve domates serasinda yilin farkli
donemlerinde toplam 15 kez gidilerek sorvey calismalari gergeklestirilmistir. Serik
ilgesinin Cakallik koylinde bulunan bir biber seras1 ve Elmali ilgesinin Golova kdylinde
bulunan bir domates serasindan viriis ile enfekteli olma olasilig1 tasiyan 58 biber bitkisi,
34 domates ve 270 adet yabanci ot 6rnegi toplanmis ve 18 farkli bitki familyasina ait 39
yabanci ot tlirli artt 6 farkli kiiltiir bitkisi tiirii (toplamda 290 adet) testlemeye tabi
tutulmustur. TSWV i¢in potansiyel inokulum kaynagi olabilecek ve TSWV’nin yasam
dongiistinii tamamlayabilmesi i¢in Onemli olan yabanci otlarin tespit edilmesi de
calismanin amaglar1 arasinda yer almistir. TSWV'nin yasam dongiisiinde biiyiik 6neme
sahip dogal konukgular belirlenmis ve c¢alismada Antalya’nin Elmali ve Serik
ilcelerinden toplanan yabanci otlar degerlendirlmistir

Calismada elde edilen genel sonuclar asagida 6zetlenmistir;

1. Gergeklestirilen sorveyler sirasinda hem biber hem de domateslerde, tipik TSWV
belirtileri gozlenmis ve bu bitkilerdeki hastalikla bulasiklik oranlarinin %75-
%100 arasinda oldugu belirlenmistir.

2. Ozellikle domates ve biber yetistirilen alanlarin yakininda taze tiiketim amagh
maydanoz, 1spanak, sogan, patlican, pazi1 ve fasulye gibi farkli kiiltiir bitkilerinin
yetistirildigi seralarda, virlis belirtilerinin normalden daha yogun oldugu
gozlemlenmistir.

3. Yabanci otlarda genel olarak yapraklarda hafif mozaik, klorotik lekeler, sararma
ve nekrotik beneklenmeler diginda herhangi bir TSWV  belirtisine
rastlanilmamistir. Belirti géstermeden pozitif sonu¢ veren fazla sayida o6rnek
belirlenmistir.

4. Cigekli yabanci otlarin, TSWV’nin ve tripsin yagam dongiisiinii tamamlamak i¢in
onemli bir ara kaynak olusturduklar1 ortaya konmustur.

5. Sorvey calismalarinda tripslerin beslenmek i¢in tercih ettikleri yabanci otlarin,
tercih etmedikleri yabanci otlara gore enfeksiyon oraninin daha fazla oldugu
belirlenmistir.

6. Yapilan serolojik ve molekiiler c¢alismalar sonucunda 270 adet yabanci ot
testlenmis olup bu Orneklerin 34 tanesinde TSWV tespit edilmis ve TSWV
konukgusu bazi yabanci otlar belirlenmistir.

7. Testlemeler sonucu pozitif sonug¢ gosteren 34 6rnegin 20 tanesi Serik ilgesinden,

14 tanesi ise Elmali ilgesinden alinan yabanci otlar igerisinde yer almigtir. 7 tiir
ise her iki bolgede ortak konukgu olarak belirlenmistir.
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8. TSWV acisindan pozitif bulunan 34 yabanci ot icerisinde 19 farkli tiir
bulunmustur. Bu tiirlerin 11 tanesi tek yillik, 3 tanesi ¢ok yillik, 5 tanesinin ise iki
yillik oldugu belirlenmistir. Bu dagilim 6rnek alinan lokasyonlara gore farklilik
gostermekte olup uniform bir dagilim gézlemlenmemistir.

9. Testlemeler sonucunda toplanan yabanci otlarin %42’si Asteraceae ve %10’u
Poaceae familyasuna ait bulunmus, kalan %48 lik boliimii ise diger enfekteli
tiirler olusturmustur.

10. Enfekteli tiirlerin 11 tanesi yazlik, 8 taneside kiglik yabanci otlardan olusmustur.

11. Toplanan tek yillik yazlik yabanci otlarda tahmini enfeksiyon oranlar1 Conyza
canadensis’'de %25, Solanum nigrum’da %26, Xanthium strumarium’da %50
olarak belirlenmistir.

12.D6rt mevsimde Ornek alinip test edilen tiirlerin arasinda yer alan ve bitki
viriislerinin tanilama ve teshisinde indikatdr bitki olarak sik¢a kullanilan
Chenopodium album (Sirken)’un beklenenin aksine geri kalan yabanci otlar gibi
hicbir belirti géstermemesi ve TSWV agisindan temiz bulunmasi bu c¢alismada
ilging bulunan sonuglardan biri olmustur.

13. TSWV agisinda pozitif ¢ikan dar yaprakli yabanci otlar arasinda Sorghum
halepense ve Digitaria sanguinalis bulunmaktadir. Bu iki yabanci ot TSWV’nin
yaygin konuk¢usu olmamasina ragmen yapilan testlemelerde pozitif ¢ikmasi bu
tiirlerin 6nemini ortaya koymustur.

14.Sonchus ve Solanum tiirlerinde sararmalar, bronzlasma, halkali lekeler, nekroz,
geng yapraklarin kivrilmasi ve bilylime azalmasi gibi tipik TSWV belirtileri
gbézlemlenmistir.

15.Sekans analizine gore yabanci otlardan sadece bir tanesi Solanum nigrum (Képek
tizimii) dayanikliligi kirmayan izolat ile mutasyona sahip olmaksizin benzerlik
gostermistir. Bu bulgulara dayanarak hem yayladan hem de deniz seviyesinden
toplanan izolatlarin %98’1 dayaniklilig1 kiran izolat (Resistance Breaking) olarak
gruplandirilmis ve Antalyada hakim izolatin dayanikliligi kiran izolat oldugu
belirlenmistir.

16.Calisma kapsaminda mutasyon bdlgesine 0zgili tasarlanan primerler qRT-PCR
caligmalarinda kullanilmis ve TSWYV izolatimin Sw-5 veya Tsw genlerinin
iistesinden gelen izolat olup olmadigini belirlemek i¢in hizli ve giivenilir bir tani
olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur.

17.Enfekteli yabanci otlardan elde edilen sekans verileri dogrultusunda viriisiin
medium segmentinde NSm-hareket proteini iizerinde 354. niikleotitte (C118Y)
nokta mutasyonu meydana getirmesinden dolayr dayanikliligi kiran izolatin
ortaya ¢iktig1 belirlenmistir.
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18. HRM analizi sonucunda dayanikliligi kirmayan izolat (TSWV-NRB) 82.0°C Tm
degerinde pik olustururken dayaniklilig1 kiran izolat (TSWV-RB) 81.4°C’de pik
vermistir. Bu iki izolatin sekans verileri karsilastirildiginda kullanilan kit ve
primerlerin mutasyonu belirlemek adina giivenilir bir tani kiti olusturduklart
ortaya konmustur.

19.Sonraki c¢aligmalarda mutasyon bolgesine 0Ozgii primerler ve Melt-curve

asamasinda bu iki sicaklik degerine bakilarak sekans hizmetine gerek duyulmadan
TSWV’nin izolat durumu hizl1 ve kolay bir sekilde anlasilabilecektir.
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7. EKLER
EK. 1. ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler (gr/l)
I. Fosfat Tamponu Salin (PBS) (pH=7,4)

0.13 M NaCl (8 gr), 0.014 M KHzPO4 (0.2 gr), 0.002 M KCI (0.2 gr), 0.08 M Na,
HPO4.12 H20 (2.9 gr).

Yukaridaki kimyasallar 1 litre saf suda eritilmis, pH’s1 0.1 M HCI ile ayarlanarak
+4°C’de saklanmustir.

I1. Kaplama Tampon Cozeltisi (pH=9,6)
0.015 M Na 2CO 3 (1.59 gr), 0.035 M NaHCO 3 (2.93 gr)

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

II1. Yikama Tampon Cozeltisi (pH= 7.4)
1 litre PBS igerisine 0.5 ml Tween-20 ilave edilerek hazirlanmstir.
IV. Ekstraksiyon Tampon Cozeltisi (pH=7.4)

1 litre yitkama tampon ¢ozeltisi + 20 gr. (%2) Polyvinylpyrolidone 40.000 (PVP40) + 1
gr yagsiz siit tozu ilave edilerek hazirlanmistir.

V. Konjugat Tampon Cozeltisi (pH=7.4)

1 litre PBS igerisinde 20.0 gr Polyvinylpyrolidone, 2.0 gr BSA ve 0.5 ml Tween-20
ilave edilerek hazirlanmistir.

VI. Substrat Tampon Cozeltisi (pH=9.8)

9.7 ml Diethanolamin + 0.02 gr NaNs, 80 ml saf su igerisine ilave edildikten sonra
konsantre HCI ile pH 9.8’¢ ayarlanarak 100 ml’ye tamamlanmuistir.
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EK. 2. DAS-ELISA testinde izlenen basamaklar

A- Virlise 0zgii Antibody (IgG), Coating (IgG Kaplama) tamponu ile kullanilacak
optimum konsantrasyona (1/1000) gore sulandirilmig y-globulinden ELISA plate’nin
her bir ¢ukuruna 100 uL eklenmis ve plate {izeri kapatilarak 37°C de 4 saat inkiibe
edilmistir.

B- Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile tiim cukurlar 8 kez plastik piset veya ¢ok
kanalli mikro pipet yardimi ile hizlica yikanmustir. Plate ters c¢evrilerek plate
cukurlarindaki yikama tamponu bosaltilarak kurulanmastir.

C- Ornekler 1/5 oraninda ektraksiyon tamponu ile ezilerek hazirlanmis ve her bir ¢ukura
100 pL diizenlenmis semaya gore eklenmis ve plate’in lizeri kapatilip +4 °C de bir gece
(Overnight-16 saat) veya 37 °C’de 2-5 saat boyunca inkiibe edilmistir.

D- Inkiibasyondan sonra platelerin yikama islemi (B) asamasindaki gibi tekrarlanmgtir.

E- Enzim Conjugate (enzimle isaretli Ig G), konjugate tamponu ile optimum
kullanilacak konsantrasyona (1/1000) goére sulandirilarak her bir ¢ukura 100 pL
eklenmis ve plate 37°C de 2-4 saat inkiibasyona tabi tutulmustur.

F- Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile platelerin yikama islemi (B) asamasindaki
gibi tekrarlanmis ve kagit havlu iizerine vurarak kurumasi saglanmistir.

G- Substrat tamponunda taze olarak hazirlanmis substrattan (1mg/ml pnitrophenyl
phosphate) her bir gukura 100 pL. konmus ve 30-60 dk veya gerekli goriildiigiinde daha
uzun siire oda sicakliginda karanlikta enzimatik reaksiyon i¢in beKletilmistir.

H- Inkiibasyon siiresi sonunda, ihtiya¢ duyuldugu durumlarda reaksiyonu durdurmak
icin her bir ¢ukura 20-50 pL 3 M NaOH ilave edilmistir.

I- Plate’in ¢ukurlarindaki renk degisimine dayali dl¢iimler ELISA-Reader ile 405 nm
dalga boyunda degerlendirilmistir.
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EK. 3. Total Niikleik Asit Protokolii

1- 100-400 mg ornek, 1.2 ml ekstraksiyon buffer (100 mM Tris, pH 8.0, 50 mM
EDTA, 500 mM NaCl, 10 mM 2-mercaptoethanol)’da ezilmistir.

2- Ezilmis 6rnekten 600 ul almip 1.5 ml’lik tiiplere konulmustur. Uzerine %10’luk

SDS’den 70 pl eklenip 65 °C’de 20 dk bekletilmistir. Bekleme esnasinda tiipler
bir veya iki kez karistirilmistir.

3- 200 pl 5 M potasyum asetat, tiiplere eklendikten sonra buzda 30 ila 60 dakika
arasinda bekletilmistir.

4- Buzdan alinan 6rnekler 10 dk 14.000 rpm’de santrifiij edilmis, s1vi kisimdan 600
ml alinarak yeni 1.5 mI’lik tiiplere konulmustur.

5- Uzerine 600 pl soguk %96°lik etanol eklenerek bir gece overnight’a
birakilmistir.

6- 10 dk 10.000 rpm’de santrifiij yapilmistir.

7- Cokelti iizerinde kalan sivi, tiiplerden dikkatlice uzaklastirilmig, 15 sn’lik kisa
bir santrifiij daha yapildiktan sonra alkol, pipetle ¢ekilmistir.

8- Pellet 10 dk kurutulmus, iizerine 100 pl steril distile su eklenerek karistirilmistir.

9- 37 °C’de 15 dk. inkiibe edilmis ve inkiibasyon sirasinda bir iki kez hafifce
karigtirilmastir.

10- Elde edilen total niikleik asitten 5-10 pl alinip elektroforez sonug¢ kontroliinden
sonra -20 °C ya da -80 °C’de saklanmuistir.
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EK. 4. Total Niikleik Analizlerinde Kullanilan Cozelti ve Solusyonlar
1.Ekstraksiyon tamponu

Asagida belirtilen miktardaki kimyasallar 150 ml steril saf su igerisinde manyetik
karistiricida ¢oziinmiis ve pH’s1 ayarlanarak 200 ml tamamlanmistir. Daha sonra 1/1000
v/v oraninda 2.B.Mercaptoethanol ilave edilmistir.

(100 mM Tris-HCI (pH: 8.0), 50 mM EDTA (pH:7,0), 500 mM NaCl, 10 mM
2.B.Mercaptoethanol).

Tris- HCI 2.422gr

EDTA 3,722 gr

NaCl 5,844 gr

2.%20 SDS (Sodium Dodecyl Sulphate)

20 gr SDS tartilmig ve 80 ml steril saf su igerisinde 1siticili manyetik karistiricida
¢Ozdiriilmiistir. Daha sonra saf su ilave edilerek 100 ml tamamlanmis ve oda
sicakliginda muhafaza edilmistir.

3.5 M Potasyum Asetat (CH3COOK)

60 ml steril saf su igerisinde 49,07 gr potasyum asetat ¢ozdiiriilmiis ve daha sonra 100
ml’ye tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
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