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OZET

FARKLI DOMATES CESITLERININ TOMATO SPOTTED WILT
VIRUS (TSWV)’ E KARSI REAKSIYONLARININ BELIRLENMESI

SAT, Inci

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Mustafa GUMUS
Agustos 2015, 41sayfa

Bu tez ¢alismasinda, farkli domates gesitlerinin Tomato spotted wilt virus
(TSWV)’ e kars1 fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal faaliyetleri iizerindeki
etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla serada TSWV’ e karsi iKi
dayanikli (Asil F1, Ferman F1), bir tolerant (Cigdem F1) ve bir duyarli (Kardelen
F1) g¢esit materyal olarak kullanilmigtir. Hastalikli domates bitkilerinden alinan
izolatla yapilan mekanik inokulasyon sonucu enfekteli bitkilerle enfekteli
olmayan kontrol bitkileri karsilastirilmistir. Inokulasyondan en fazla etkilenen
Cigdem ve Kardelen cesitleri olmustur. TSWV enfekteli Cigdem ve Kardelen
cesitleri, sagliklilara oranla bitki organlarinda kuru madde kayiplart ve klorofil
miktarinda azalmalar gbzlenirken prolin miktarinda istatistiksel anlamda degisim
olmadig1 saptanmustir. Inokulasyondan en az etkilenen gesitlerin ise Asil ve
Ferman oldugu saptanmistir. Ayrica gesitlerin patojene karst gostermis olduklar
duyarhilik seviyeleri de farklilik gostermistir. Sonug¢ olarak, seralarda oldukga
yaygin olan TSWV’ e kars1 kimyasal miicadele ydnteminin olmamasi nedeniyle
enfeksiyondan korunmada en etkili faktor olan dayanikli gesitlerin tespit edilerek

hastaliga kars1 kontrolde kullanilmasinin dnemi bir defa daha vurgulanmustir.

Anahtar kelimeler: Domates, genotip, TSWV, fizyolojik, morfolojik






ABSTRACT

THE DETERMINATION OF REACTION TO TOMATO SPOTTED
WILT VIRUS (TSWV) IN DIFFERENT GENOTYPES OF TOMATO

SAT, Inci

MSc in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa GUMUS
August 2015, 41pages

The purpose of this thesis was conducted to determine the physiological,
morphological and biochemical changes in different genotypes due to infection of
Tomato spotted wilt virus. For this aim, two resistant (Asil F1, Ferman F1), one
tolerant (Cigdem F1) and one sensitive (Kardelen F1) was used as a material
aganist TSWV in greenhouse. Diseased tomato plants conducted with samples
from non-infected control mechanical inoculation results were compared with the
infected plant crops. Cigdem and Kardelen have been most affected by the
genotypes of inoculation. TSWV infection Cigdem and Kardelen genotypes, the
observed in reduction of dry matter losses and chlorophyll content in plant organs
but no statistical change of proline contentin leaves. Asil and Ferman affected was
least than genotype of inoculation. The level of response differed depending on
varieties.As a result, greenhouse which is quite common in the absence of chemical
control methods against TSWV is the most effective factor in the prevention of
infections due to resistant varieties resistant to the disease detected by propagating

material should be used.

Keywords: Tomato, genotypes, TSWV, physiology, morphological
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1. GIRIS

Domates, Solanaceae familyasinin Lycopersicum cinsi i¢inde bulunan ve
meyveleri yenen tek yillik bir bitkidir. Kiiltiir domatesi olarak yetistirilen tiir
Solanum lycopersicum’dur (Ozgdz, 1994). Anavatam1 Giiney Amerika dzellikle

Peru olarak bilinen domates diinyada tarimi en fazla yapilan sebzelerden biridir.

Yiiksek vitamin ve mineral igerigi ile diinyada ve iilkemizde tliketimi
oldukca fazla sebzelerden biri olan domatesin iiretimi, her gegen yil artis
gostermektedir. Ekolojik kosullarin uygunlugu tilkemizde sebze liretiminin yogun
olarak yapilmasina olanak saglamistir. Domates i¢ piyasada taze olarak
tilkketilmesinin yan1 sira gida endiistrisinde de ham madde olarak kullanilmaktadir

(Cetinkaya Y1ldiz, 2007).

FAO’nun 2012 yili verilerine gore; diinyada 57,2 milyon hektar alanda
sebze {liretimi yapilmistir. S6z konusu alanda yetistirilen toplam sebze 1,1 milyar
ton olup, domates yaklasik 162 milyon tonluk {iretimi ile diinyada en c¢ok

yetistirilen sebzedir.

Diinyada toplam 4,8 milyon hektar alanda domates ekimi yapilmaktadir.
Domates iiretiminde diinyada 6nde gelen iilkeler sirasiyla Cin, Hindistan, ABD,
Tiirkiye ve Misir iken, hektara gore verimin en yiliksek oldugu tlke ise
Hollanda’dir. Cin diinya {retiminin yaklasik tigte birini tek basina

gergeklestirmekte olup, iilkemizin domates iiretimindeki pay1 %7’dir (FAO, 2013)
(Cizelge 1.1)

Cizelge 1.1. 2013 yilinda Diinya domates iiretim alan ve miktarlar

Ulke Ad1 Uretim (ton)
Cin 50.664.255
Hindistan 18.227.000
ABD 12.574.550
Tiirkiye 11.820.000
Misir 8.533.803




Ulkemizde domates iiretiminin  6nemli bir kismi  Ortilaltinda
gerceklestirilmektedir. Cizelge 1.2.’de goriildiigii gibi, 2002 yilindan 2012 yilina
kadar ortiialn domates iiretim miktarinda %90 artis olmustur (TUIK, 2012).
Tiirkiye’de 2012 yil1 verilerine gore yaklasik 50 bin hektar alanda ortiialt1 tarimi
yapilmakta ve ortiialt1 tariminda da yetistirilen {iriinlerin biiyiik kismini1 sebze
tirleri olusturmaktadir. Bunlar iginde %60°lik iiretim pay: ile domates ilk sirayi

almaktadir.

Cizelge 1.2. 2002-2012 yillar1 arasinda Tiirkiye’deki ortiialti domates miktari

Uretim
Yil Miktar (ton)
2002 1.632.175
2003 1.940.494
2004 1.960.185
2005 2023 888
2006 2067 738
2007 2 451 062
2008 2382731
2009 2 657 461
2010 2 852 863
2011 3092 083
2012 3096 349

Ulkemizde ve diinyada iiretim ve tiiketim agisindan énemli bir yer teskil
eden domatesin yetistiriciligi esnasinda hastalik etmeni ve zararlilar ciddi bir
problem olusturmaktadir (Agrios, 1988; Jones et al., 1991). Domateste hastaliga
yol acan ¢ok sayida fungal, bakteriyel ve viral hastalik etmenleri bulunmaktadir.
Domates yetistirilen alanlarda 200°den fazla hastalifin domates bitkisine zarar
vererek ekonomik kayiplara neden oldugu saptanmistir. Domates iiretiminde
verim kaybina sebep olan hastalik etmenleri arasinda ilk sirada viriisler yer
almaktadir. Bitki patojeni olarak virlisler diger bazi hastalik etmenleri gibi

patojenisite sistemleri i¢cinde herhangi bir enzim, toksin icermemelerine karsilik,



konukgu iizerinde olumsuz etkilerde bulunmakta ve bu etkiler farkli siddette
simptomlara neden olmaktadir. Bitkilerde goriilen bu makroskobik ve
mikroskobik simptomlar viriis tarafindan yapilan direkt veya indirekt uyarilar

sonucunda meydana gelen biyokimyasal anormalliklerden kaynaklanmaktadir.

Diinya’da yaklasik 40 virlis tiirii domateste enfeksiyon olusturmaktadir
(Polston ve Anderson, 1997). Domates yetistirilen alanlarda en fazla iiriin kaybina
sebep olan viriislerden birisi domates lekeli solgunluk viriisii (Tomato spotted wilt
virus=TSWYV) diir (Goldbach ve Peters, 1994).

Bu calismada, ortii alt1 domates yetistiriciligi yapilan Antalya Kumluca
bolgesinden alinan TSWV izolatinin domates bitkilerinde meydana getirdigi bazi
biyolojik ve fizyolojik parametreler tizerindeki etkileri ve bu etkiler sonucu
morfoloji ve gelisme parametreleri tizerinde meydana gelen degisikler
saptanmistir. Bu amagla kontrollii kosullarda yetistirilen farkli domates
cesitlerinde klorofil, prolin, bitkilerin farkli organlarinda biyomas gibi analizler
yapilmistir  ve  kontrol ile saglikli  Dbitkiler arasindaki parametreler

karsilastirilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

TSWV ilk olarak 1915 yilinda Avustralya’ da domates bitkisinde
tanilanmistir. Son yillarda ¢ok sik goriilmeye baglayan ve biiyiik ekonomik
kayiplara neden olan bu virlisiin Kuzey ve Giiney Amerika, Avrupa ve Asya

kitalarinda yayildig: bildirilmistir (Adkins et al, 2005).

TSWYV, arthropodlarin neden oldugu ve Bunyaviridae i¢indeki Tospovirus
cinsine dahildir (Francki et al., 1991). Tospoviriisler, bitkileri en fazla
hastalandiran 10 bitki viriisii arasindadir (Peters et al,. 1991; German et al., 1992;
Antignus ve ark., 1997). Genis bir konuk¢u dizisine sahip olup 69 dikotiledon
bitki familyasi, 15 monokotiledon bitki familyasi ve pteridophyte’lerin bir
familyasina ait toplam 1090 bitki tiirii TSWV’ ye konukguluk etmektedir (Parrella
et al., 2003).

TSWV’ nin birgok tilkede farkli bitkiler {izerinde bulundugu tespit
edilmistir. Goldbach ve Peters (1994), TSWV’ nin ¢ok genis konukcu dizisine
sahip bir viriis oldugunu ve 50’ den fazla familyadan 650 farkli bitki tiiriinde

hastalik yaptigin1 rapor etmislerdir.

TSWV, thripslerle persistent olarak tasinmaktadir (German et al., 1992;
Wijkamp et al., 1993; Antignus et al., 1997). En 6nemli TSWV vektorlerinden
biri Thrips tabaci olup Tiirkiye’de olduk¢a yaygindir ve tarla ve sera iiriinlerinde
hastaligin yayilmasina neden olmaktadir (Lodos, 1981; Azeri, 1994).

TSWV ile enfekteli domates bitkilerinde gelisme geriligi, clicelesme, genel
solgunluk, yaprak ve meyveler tizerinde halkali lekeler, nekrotik ve klorotik
lezyonlar ve geng siirgiinlerde geriye dogru o6lim seklinde simptomlara neden
olmaktadir (Giildiir vd., 1995). Belirtilerin goriiniisii ve siddeti; genotipe,
enfeksiyon gergeklestiginde bitkinin bulundugu gelisme donemine (Moriones et
al., 1998; Chaisuekul et al.,2003), virlis izolatina ve g¢evresel sartlara baglidir
(Kaminska, 1993; Mitidieri et al., 2001).



TSVW, iilkemizde ilk olarak tiitiinde (Azeri, 1981) daha sonra domateste
(Tekinel, 1973; Azeri, 1994), biberde (Yurtmen, 1998) ve marulda (Kamberoglu
ve Alan, 2011) tespit edilmistir.

Son yillarda tilkemizde ¢ok olmamakla beraber, diinyada patolojik
nedenlerle bitkilerde goriilen fizyolojik ve biyokimyasal diizensizlikler tizerinde

calismalar 6nem kazanmustir.

Bailiss (1970), Cucumber mosaic virus (CMV) ile enfekteli hiyar
kotiledonlarinda klorofilaz enzimi aktivitesi lizerine calisma yapmistir. Bu
calisma sonucunda viriisiin yiiksek diizeyde klorofilaz enzimi aktivitesine neden
oldugu ve bitkide yiiksek diizeyde klorofil pargalanmasinin gerceklestigini

saptamistir.

Singh et al. (1977), CMV ile enfekteli hiyar yapraklarinda, klorofil ve
karbonhidrat kapsamindaki degismeleri arastirmis ve sonucta enfekteli bitkide

klorofil miktarinin giderek azaldigin1 tespit etmislerdir.

Erdiller (1979), Been common mosaic virus (BCMV)’ un enfeksiyonu
sonucunda etmenin fasulye bitkilerinin verim unsurlarina ve solunumuna olan
etkisini arastirmis, inokulasyondan sonraki 9. ve 15. giinler arasinda enfekteli

bitkilerin solunumunda saglam bitkilere oranla artig saptanmistir.

Erdiller ve Ozyanar (1983), CMV" in hiyar bitkisinde inokulasyondan 8 giin
sonra enfekteli bitkilerde saglamlara oranla % 11.5 solunum azalmasi goriilmiis
olup, inokulasyon sonraki 24., 27., 30. ve 34. giinlerde enfekteli hiyar bitkilerinde
sirastyla %7.66, %15.28, %17.0 ve %16.0° lik distsler tespit edilmistir. Birim
gram yas agirlikta tespit edilen toplam klorofil miktarlarindaki azalma 6nemli
bulunmustur. Protein miktar1 da tiim deneme siiresince enfekteli hiyar
yapraklarinda oldukga yliksek diizeyde olup, enfekteli bitkide 1. haftadan 4.
haftaya kadar goriilen farklilasma, viriis sentezinin yapraktaki protein sentezini
tamamlayic1 bir sekilde gelistigini gostermektedir. CMV enfeksiyonu bitkinin
indirgenebilir seker miktarin1 da etkili olmus ve enfekteli bitkilerde saglamlara

oranla siirekli diislisler saptanmustir.



Wani et al. (1991), Sorgum (Sorghum bicolor L. Moench) bitkisinin farkli
cesitlerinde Maize mosaic virus ile yaptiklart bir ¢caligmada biomas agirliginin
%10-53 arasinda azaldig1 ve enfekteli yapraklarda toplam klorofil igeriginde

azalmalar oldugu tespit etmislerdir.

Moriones et al. (1998), tarafindan Ispanya’ da yapilan bir calismada
domates bitkilerinde TSWV infeksiyonu sonucu inokulasyondan 24, 38, 45, 60,
67 ve 74 giin sonra ¢ikan belirtiler gozlenmis ve belirti goriilen bitkilerde virtisiin
varligi DAS-ELISA yontemiyle tanilanmustir. Bitkilerde ilk belirtilerle birlikte
meyve iiretiminde azalmalar oldugu ve enfekteli bitkilerde anormal meyve iiretimi

gozlenmistir.

Clover et al. (1999), tarafindan yapilan ¢alismada, Beet yellows virus
(Closterovirus, BYV) seker pancari biiyiimesi tizerine etkisi, tarla ve sera
denemeleriyle incelenmistir. Enfeksiyon ilk olarak depo kok biiyiimesini %25
azaltmis bunun sonucunda bitki toplam agirhgt %20 azalmistir. Enfekteli
bitkilerde biiylime yavaglamistir. Fotosentez mekanizmasinda meydana gelen

hasar sonucunda, net fotosentezde azalma oldugu saptanmuistir.

Christov et al. (2005), Grapevine leafroll associated virus 3 (GLRaV-3)
enfeksiyonu sonucu asmalarda internodiumlarin kisaldig: tespit edilmistir. Bitki
kuru agirhigimin %25 oraninda azaldigi belirlenirken, klorofil a/b oranindaki

diislislin istatistiksel anlamda 6nemli olmadig1 ortaya konmustur.

Hemida (2005), tarafindan Misir’da yapilan bir ¢alismada, mozaik,
beneklenme ve sekil bozuklugu goézlenen bakla bitkisine DAS-ELISA testi
yapilmis ve etmenin Bean yellow mosaic virus oldugu saptanmistir. Bu bitkiden
elde edilen inokulum ile bakla ve fasulye bitkilerine 4., 12. ve 20. giinlerde
inokulasyon yapilmistir.Bitkilerin pigment igerigi (klorofil a, klorofil b, karoten),
suda ¢oziiniir karbonhidrat, toplam ¢ozilinebilir protein ve toplam serbest
aminoasit miktarlarina bakilmistir. Bakla bitkisinde viriis inokulasyonu sonucunda
fotosentetik pigment icerigi yiiksek oranda azalirken, karbonhidrat ve ¢oziinebilir

protein artmig Ve serbest aminoasit ise sabit kalmistir. Fasulye bitkisinde ise



pigment igerigi, karbonhidrat ve serbest aminoasit zamanla azalmis ancak

¢Oziinebilir protein ise sabit kalmigtir.

Love et al. (2005), Cauliflower mosaic virus (CaMV) ile enfekteli salgam ve
tere Dbitkilerinde damarlarda renk agilmasi ve mozaik belirtileri, bitkide
bodurlasma simptomlart gozlemisler ve bu bitkilerde kuru agirlik ve klorofil a

iceriginin 6nemli derecede azaldigini belirlemislerdir.

Ramkat et al. (2006), tarafindan serada TSWV infeksiyonunun Cal J,
Marglobe, Money maker, Roma ve Riogrande domates cesitlerinde etkisini
belirlemek i¢in yapilan bir ¢calismada, inokulasyonundan en fazla etkilenen ¢esidin
Cal J oldugu en az etkilenenlerin ise Marglobe ve Riogrande cesitleri oldugu
ortaya koymuslardir. Ayrica bitki biyomasinda 6nemli azalmalar oldugu ancak

istatistiki agidan 6nemli olmadig1 saptamiglardir.

Rapandove et al. (2006), tarafindan Kenya’ da farkli biiylime asamalarinda
hiyar bitkilerine TSWV infeksiyonun siddeti {izerine yapilan bir caligmada
enfekteli bitkilerde biyomasin azaldigi saptanmistir. Ayrica bu bitkilerde verim de

onemli derecede azalmistir.

Funayama-Noguchi ve Terashima (2006), tarafindan Japonya’ da yapilan bir
calismada Eupatorium yellow vein virus (EpYVV) ile enfekteli Eupatorium
makinoi yapraklarinda fotosentez degisimi arastirtlmistir. Erken donemde
enfekteli olan ve olmayan vyapraklar arasinda fotosentetik parametreler
bakimindan fark yokken, c¢alisma sonunda E. makinoi yapraklarinda EpYVV

enfeksiyonu sonucunda klorofil biyosentezinin bozuldugunu saptamiglardir.

Farooq et al. (2007), tarafindan yapilan bir ¢alismada TSWYV ile infekteli
domates cesitlerinde erken, orta ve ge¢ asamalarda saglikli bitkilerle
karsilastirilarak meydana gelen degisimler incelenmistir. Bitkiler enfeksiyonun
erken asamasinda, orta ve ge¢c asamasma gore saglikli bitkilerle
karsilastirildiginda cicek salkimi, ¢icek sayisi, meyve sayisi, meyve uzunlugu,
meyve cevresi, klorofil icerigi ve meyve veriminde Onemli Olgiide azalmalar

oldugu saptanmustir.


http://www.researchgate.net/researcher/2045348030_Sachiko_Funayama-Noguchi
http://www.researchgate.net/researcher/25627753_Ichiro_Terashima

Lehrer et al. (2007), Sugarcane yellow leaf virus ile seker kamisi
bitkilerinde yapilan bir caligmada, saglikli bitkilerin viriis enfekteli bitkilerden
%25-%60 daha yiiksek oranda yas agirliga sahip olduklarini belirlemislerdir.
Saglikli bitkilerdeki sukroz ve nisasta orani viriis ile bulasik olanlardan daha

yiiksek oldugu ortaya konmustur.

Radwan et al. (2007), sakiz kabagi bitkisinde yaptiklar1 ¢galigmada Zucchini
yellow mosaic virus (ZYMV) ile enfekteli bitkilerin yapraklarinda mozaik, 6nce
klorotik sonra nekrotik alanlar, yaprak alaninda kii¢iilme ve bitkilerde bodurlagsma
saptamiglardir. Enfeksiyon sonucu hasta bitkilerin sagliklilara oranla daha diisiik
miktarlarda protein, karbonhidrat ve pigment igerdigi belirlenmistir. Peroksidaz

aktivitesi ve prolin i¢erigindeki diisiisiin 6nemli oldugu kabul edilmistir.

Palanisamy et al. (2009), Bhendi yellow vein mosaic virus (BYVMV) ile
infekteli bamya bitkilerinde oran vermeden yas agirligin azaldigini belirtirken,
total klorofil ve karotenoid miktarinin %62-%64 oraninda diistiigiinii rapor
etmislerdir. Benzer sekilde ¢oziilebilir nisasta miktarinin da BY VMV infekteli
yapraklarda diistigii saptanmistir. Ayrica viriis enfeksiyonu sonucu membran
proteinlerinde de istatistiksel agidan onemli diisiisler oldugu ayni1 ¢alismada ifade

edilmistir.

Kyselakova et al. (2011), tarafindan bezelye bitkilerinde Pea enation mosaic
virus (PEMV) inokulasyondan 7-8 giin sonra yeni ¢ikan gen¢ yapraklarda agik
yesil lekeler olustugu gozlemlenmistir. inokulasyonu takip eden 15. giinde bu
lekelerin  belirginleserek mozaik halini aldigi, bezelye bitkilerinde genel
bodurlagsma oldugu saptanmistir. Bu bitkilerde oksidativ stresin artmasi sonucu
membranlarda bozulmalar gerceklestigini, birim yaprakta bulunan klorofil a,
klorofil b ve toplam karotenoid miktarlarinda énemli azalmalar oldugunu, CO;

asimilasyonunun enfekteli bitkilerde diistiigtinii bildirmislerdir.

Sevik ve Arli-Sokmen (2011), tarafindan Samsun’ da yapilan bir ¢caligmada
TSWYV ile infekteli domates bitkilerinde verimin %42,1 ve pazar degerinin %95,5

oraninda azaldig1 saptanmistir. Benzer sekilde agirligin %26,61, yaprak sayisinin



%20,18, yaprak alaninin %10,94 ve meyve boyutunun %11,93 oraninda azaldig1

Saptanmuistir.

Pazarlar vd. (2013), Tobacco mosaic virus enfeksiyonu sonucu biberlerde
bitki organlarinda kuru madde kayiplari, klorofil a ve klorofil b miktarinda
azalmalar gozlenirken stres aminoasidi olarak da isimlendirilen prolin miktarinin

inokule edilmis bitkilerde daha yiiksek oranda bulundugu tespit edilmistir.

Viswanathan et al. (2014), Hindistan’ da seker kamisinda sar1 yaprakliliga
neden olan Sugarcane yellow leaf virus iizerine biiylime ve verim iizerine bir
calisma yapmisglardir. Bu ¢alismada on farkli ¢esit ve bir genotipte simptomlu ve
simptomsuz bitkiler fizyolojik olarak degerlendirilmistir. Calismada birgok
fizyolojik parametre arasindan fotosentez orani, stoma iletkenligi ve SPAD sayaci
ile olgiilen klorofil degerleri ScYLV ile enfekteli olanlarda 6nemli derecede
azalma oldugu saptanmistir. Ayrica virlis infekteli ¢esitlerde dnemli biiyiime ve

verim parametrelerinde de 6nemli azalma olmustur.

Salaudeen (2015), boriilcenin alt1 genotipinde (IT04K-217-5, ITO7K-251-3-
3, ITO7K-299-4, ITO7K-299-6, IT99K-1060 ve Ife Brown) dikimden 10 giin sonra
CMV ile yapilan inokulasyondan sonra yapraklarda kloroz ve kivrilmalar
gozlemlenmistir. Enfeksiyon sonucunda genotip 1TO07K-299-6’nin en diisiik
hastalik siddetine sahip oldugu gdzlenmistir. Genotip 1T07K-299-6’nin yaprak
sayisinda % 6.2, bitki boyunda % 3 ve tohum agirliginda % 2.6 oraninda diisiisler
tespit edilmis ve bu genotipin CMV enfeksiyonuna en dayanikli genotip oldugu

tespit edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1 Materyal

3.1.1 Bitkisel materyaller

Arastirmada bitkisel materyal olarak Antalya’ da bulunan Bircan Tohum
Ltd.Sti’den Asil FI, Cigdem FI, Ferman F1 ve Kardelen F1 c¢esitleri
kullanilmistir. TSWV” e kars1 Asil F1 dayanikli, Cigdem F1 tolerant, Ferman F1
dayanikli ve Kardelen F1 duyarl bir ¢esittir.

3.1.2 Viris izolat1

TSWV izolati Antalya’nin Demre ilgesinden iireticiden gelen domates

orneklerinden saglanmistir.

3.2 Metod
3.2.1 Bitki yetistirme

Tiim denemelerde kullanilan har¢ materyali elenmis bahge topragi, perlit ve
torf (1:1:1) oraninda karigtirilarak  hazirlanmistir.  Hazirlanan ~ harg
havalandirildiktan sonra plastik saksilara doldurularak her cesitten 12 tane
kontrol, 12 tane kontrol fir¢ali ve 12 tane viriislii olmak iizere toplam 144 tane
bitki 09.04.2014 tarihinde dikilmistir. Normal ¢esme suyu ile sulanan fidelerin
yabanci ot kontrolii, havalandirma gibi bakim islemleri tiim bitkilere homojen bir

sekilde yapilmistir.
3.2.2 Inokulasyon

Inokulum, TSWV enfekteli domates yapraginin havanda ezilip 1:1 oraninda
0,05 M fosfat tamponu 7.0 pH ile sulandirilmasi ile elde edilmistir. Dikimi izleyen
15. giin olan 24.04.2014 tarihinde hazirlanan inokulum selit ile yaralandirilmig

domates yapraklarina bir firga ile siiriiliip mekanik olarak inokulasyon yapilmistir
(Sekil 3.1.)
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Sekil 3.1. inokulasyona ait griiniim

3.2.3 TSWV’e dayanikhilik saglayan Sw-5 geninin molekiiler

isaretleyiciler yardimiyla belirlenmesi

Diinyada ve Tirkiye’de ekonomik acidan 6nemli kayiplara neden olan bu
virlis etmenine karsi dayaniklilik ¢alismalart giincel 1slah konular1 arasinda yer
almaktadir. Virlis etmenine kars1 bilinen en giivenilir dayaniklilik kaynagi, tek ve
dominant bir gen olan Sw-5 dayaniklilik genidir. Solanum peruvianum kdkenli bu
gen, glinlimiizde TSWV’ ye dayanikli olarak gosterilen ticari gesitlerin temel

dayanagini olusturmaktadir (Oguz vd., 2009).
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Bu calismada; Sw-5 gen kiimesinin bir lokus spesifik isaretleyici sistem ile
gelistirmek icin PCR analizi yapilmis ve yakin-izogenik hatlarinin
degerlendirilmesi yoluyla ve tarama ile bu sistemi dogrulayan domates
cesitlerinde Sw-5 geninin (Dianese et al., 2010) varligi molekiiler isaretleyiciler

yardimiyla kontrol edilmistir.

3.2.4 Serolojik ¢alismalar

Mekanik inokulasyon c¢aligmasi sonucunda simptom gdsteren domates
orneklerinde TSWV’ nin varliginin ortaya konulmas: amaciyla oncelikle DAS
ELISA testi ile testlenmistir.

DAS-ELISA islemi Bioreba firmasinin 6nerdigi prosediire gére 6nce ELISA
tabaklarinin her bir ¢ukuruna kaplama tamponunda 1:1000, 1:200, 1:100 oraninda
seyreltilmis olan IgG’den 200 ul eklenerek 37°C’de 4 saat inkube edilmistir.
Ardindan, ELISA tabaklar1 yikama tamponu ile yikanarak 3 dakika beklenmis ve
bu islem 4 kez tekrarlanmistir. Ekstraksiyon tamponu ile 1/10 (g/ml) oraninda
seyreltilerek hazirlanan tohum ekstrakti 6rnekleri, pozitif ve negatif kontrollerin
her bir ¢ukura 200 pl olacak miktarda eklenerek 4°C’de bir gece inkube
edilmesinden sonra, yukarida anlatildigi sekilde tekrar yikama yapilmistir.
Yikama isleminden sonra ise konjuge edilmis IgG, konjugat tamponu igerisinde
1:1000, 1:200, 1:100 oraninda seyreltilip her bir ¢gukura 200 pul eklenerek 37°C’de
4 saat inkube edilmis, yukarida anlatildi1 sekilde yikama yapilmis ve substrat
cozeltisine 1mg/ml olacak sekilde substrat (paranitrofenilfosfat) her bir ¢ukura

200 pl konularak oda sicakliginda inkube edilmistir.

3.2.5 RT-PCR ¢alismasi

3.2.5.1 Total niikleik asit (TNA) ekstraksiyonu

TNA ekstraksiyonunda silica methodu kullanilmigtir. Her izolat i¢in
yaklagik 10mg/yaprak kullanilmistir. 1 ml %]l mercapto-etanol igeren
ekstraksiyon tampon ¢6zeltisi varliginda steril 6rnek posetleri iginde homojenize
edilmistir. Tiipler 1s1ticida 70°C 10 dakika inkube edildikten sonra 5 dakika buzda
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bekletilmistir. Daha sonra érnekler 1400 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust
stvidan 300 ul alinarak yeni tiiplere aktarilmistir. Tiiplere 150 ul ethanol, 300 pl
6M Nal, 25 ul silika siispansiyonu eklenerek 10 dakika oda sicakliginda
inkubasyona tabi tutulmustur. Tiipler 6000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten
sonra iist stv1 atilmis ve tliplin i¢cinde kalan silika partikiillerinin yikanmasi i¢in
500 pl yikama tampon ¢ozeltisi eklenmistir. Bu islemin ardindan tiipler 6000 rpm’
de santrifiij edilmistir. Yikama islemi iki kez yapilmistir. Yikamadan sonra silika
partikiilleri iceren tiiplere 150 ul RNAse’ dan ari steril su eklenmistir. 70°C° de 4
dakika 1siticida inkube edilen tiipler 13000 rpm’ de 3 dakika santrifiij edilmistir.
Tiipiin ist kisminda kalan sividan 200 pl alinarak yeni tliplere aktarilarak TNA

ekstraksiyonu tamamlanmustir (Foissac et al., 2001).

3.2.5.2 Komplementer DNA (cDNA) sentezi

Orneklerin TNA ekstraksiyonu yapildiktan sonra cDNA sentezi yapilmustir.
Fermentas firmasindan temin edilen cDNA sentez kitleri kullanilmis ve firmanin
belirttigi prosediir dogrultusunda cDNA sentezleri gerceklestirilmistir. Bu
yonteme gore; ilk once eppendorf tiiplerin igerisine 0,1-5 pl total RNA, 1 pl oligo
(dt) primer konulmus ve DEPC su ile 11 ul’ ye tamamlanmistir. 65°C° de 5 dakika
inkubasyon uygulandiktan sonra tiipler buz lizerine konulmus ve sirasiyla iglerine
4 ul 5X Reaction Buffer, 1 pl Ribolock Ribonuclease Inhibitor, 2 ul 10mM dNTP
mix, 2 M-MuLV reverse transcriptase eklenerek 20 pl hacime tamamlanmistir.
Kisa siireli santrifiij uygulandiktan sonra 37°C’ de 60 dakika ve 70°C” de 5 dakika

inkubasyona tabi tutularak cDNA sentez asamasi tamamlanmastir.

3.2.5.3 Reverse transcriptase (RT) PCR yontemi

RT-PCR islemi Fermentas firmasinin onerdigi prosediire gore 25 pl
hacimde yapilmistir. Steril PCR tiiplerine 12.5 pl 2x PCR master mix, 1 pl primer
1, 1 pl primer 2, 2 pl cDNA ve 8.5 ul nuclease free su eklenmistir. Tiipler PCR
cihazina yerlestirilerek test edilecek virlis i¢in spesifik olan program
uygulanmistir. Daha sonra Ornekler PCR thermal cyclerda spesifik PCR

programlarinda ¢ogaltma igslemi yapilmistir.
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3.2.5.4 Agaroz jel elektroforez vyontemi ve jel goruntilleme

cihazinda PCR sonuclarinin degerlendirilmesi

100 ml 1X TAE tamponu igine 1,5 g agaroz konularak karigim mikrodalga
firmda 3.5 dakika bekletilerek eriyik haline getirilmistir. Elektroforez kosumu,
100 V’ da yatay diizenekte 60 dakika siireyle ve 1X TAE ¢ozeltisi igerisinde
uygulanmistir. Jel yiikleme yapilmadan once oOrneklere (10 ul Ornege) 2 pl
yilikleme tamponu ilave edilmistir. Ethidium bromide ile boyanan jel, DNR Bio-
Imaging marka Jel Dokiimentasyon ve Analiz Sistemi ile fotografi cekilerek

kaydedilmistir.
3.2.6 Ol¢iim ve analizler

3.2.6.1 Viriis-indeksleme skalasi

Calismada hastalik siddeti degerlendirmesi Bora ve Karaca (1970)’ dan

yararlanilarak olusturulan 0-5 skalasina gore yapilmistir (Cizelge 3).

Cizelge 3.1. TSWV’ nin 0-5 hastalik siddeti skalas1

Skala Degeri | Aciklama

0 Belirti yok
Yaprakta hafif klorotik lekeler
Yaprakta siddetli klorotik lekeler
Yaprakta klorotik lekeler ve boy kisalmast
Meyvede sekil bozukluklari ve renk degisikleri
Bitki 6lmiis

OB WN(EF

3.2.6.2 Bitki boyu (cm)

Yetistirme periyodu sonunda her uygulamadan 12 bitki boylari; saksi toprak
ylizeyinden biiyiime ucu sonuna kadar olan gévde baz alinarak serit metre ile

Olgtilmiistiir.
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3.2.6.3 Kok uzunlugu

Boyu 6lgiilen bitkilerde kok uzunlugu serit metre ile 6l¢tilmiistiir.

3.2.6.4 Govde capi (cm)

Boyu o6lgiilen bitkilerde govdenin alt ve iist kisminda dijital kumpas yardimi

ile govde kalinlig1 olgiilmiistiir.

3.2.6.5 Biyomas (q)

Her uygulamaya ait secilen 3 bitkinin iiretim dénemi sonunda kok ve iist
aksam yas agirliklar1 alindiktan sonra, 65°C etiivde sabit agirhga gelene kadar
kurutulmus ve kuru agirliklar1 alinarak kok ve toprak iistii biyomas agirliklari

belirlenmistir.

3.2.6.6 Klorofil ve karoten icerigi (mg/L)

Her uygulamaya ait 3 bitkiden alinan 2 adet yapragin orta kismindan 0.25 g
ornek almarak 50 ml %80’lik aseton ile homojenize edilmis, homojenat filtre
kagidindan stiziiliip, siiziilenler cam deney tiipiine konulmus, klorofil a i¢in 663
nm, klorofil b i¢in 645 nm dalga boyunda okuma yapilmistir. Elde edilen degerler
asagidaki formiilde yerine konularak klorofil a ve klorofil b degerleri, klorofil a ve
klorofil b degerlerinin toplamiyla da toplam karoten icerigi mg/g olarak
hesaplanmistir (Sekil 3.2.) (Arnon, 1949).

Klorofil a= [(0,0127*663nm) - (0,00269*645)]*1000

Klorofil b= [(0,0229*645nm) - (0,00468*663)]*1000
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Sekil 3.2. Domates bitkilerinde yapilan klorofil igerigi analizinin ¢esitli asamalarina ait gériiniim

3.2.6.7 Prolin icerigi (umol proline /g taze agirhk )

Serbest prolin igeriginin belirlenmesi Bates et al. (1973) gore yapilmistir.
Her uygulamadan 3 bitkiden aliman 0,5 g yaprak ornegi % 3° lik (w/ v)
stilfosalisilik asitle homojenize edilmis ve homojenat filtre kagidindan
sliziilmiistiir. Asit ninhidrin ve glasiyel asetik asit eklendikten sonra olusan
karistm 100°C” de 1 saat su banyosunda bekletilip; daha sonra reaksiyon buz
banyosu kullanilarak durdurulacak ve karigima toluen ilave edilerek eksrakte
edilmistir. Sivi fazdan aspire edilen toluen fraksiyonunun 520 nm’ deki
absorbansi spektrofotometrede okunmus ve ayni islemlerle hazirlanan prolin
konsantrasyonu kalibrasyon egrisi hazirlanarak yaprak prolin igerigi pmol prolin/

g taze agirlik olarak ifade edilmistir.
3.2.7 Istatistiksel degerlendirme

Veriler SPSS (V.A6) istatistik paket programi ile kullanilarak varyans
analizine tabi tutulmustur. Gruplar arast Onemli farklar Duncan testi ile

belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Domates Cesitlerinde Goriilen Belirtiler

Arastirma kapsaminda Asil ¢esidinde yapilan gorsel incelemelerde kontrol
ve TSWYV infekteli bitkiler arasinda simptomatolojik agidan onemli farkliliklara
rastlanmamustir. Bitki yaprak ve meyvelerinde genel TSWV’ in domatesteki

belirtilerine rastlanmamustir.

Cigdem cesidinde yapilan gorsel incelemelerde yapraklar lizerinde olusan
kiiciik kahverengi nekrotik lekeler, kurumalar ve alt yaprak yiizeylerindeki

damarlarda morarmalar goriilmiistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Cigdem ¢esidinde goriilen belirtiler

Ferman ¢esidinde yapilan gorsel incelemelerde kontrol ve TSWYV infekteli
bitkiler arasinda simptomatolojik agidan 6nemli farkliliklara rastlanmamistir.
Bitki yaprak ve meyvelerinde genel TSWV’ in domatesteki belirtilerine

rastlanmamustir.
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Kardelen c¢esidinde yapilan gorsel incelemelerde yapraklar {izerinde once
kahverengi daha sonra bronz rengine doniisen lekeler gézlenmistir. Bu lekeler
zamanla nekroza doniiserek yapragi tamamen kurutmustur. Siirgiin uglarinda
geriye dogru oliim ve genel solgunluk gézlenmistir. Meyve iizerinde ise etrafi sar1

renkte olan daire seklinde lekeler kayit edilmistir (Sekil 4.2.).

Sekil 4.2. Kardelen ¢esidinde goriilen belirtiler

4.2 TSWV’e Dayanikhilik Saglayan Sw-5 Geninin Molekiiler

Isaretleyiciler Yardimiyla Belirlenmesi

Bu calismada; domates ¢esitlerinde Sw-5 geninin varligi kontrol edilmis ve
TSWV’ e kars1 Asil F1 dayanikli, Cigdem F1 tolerant, Ferman F1 dayanikli ve
Kardelen F1 duyarli bir ¢esit oldugu molekiiler isaretleyiciler ile belirlenmistir
(Sekil 4.3.).
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TSWV Domates
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Dayanikli bandi
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574 bp dayanikli
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Hassas Bandi

M: 100bp Fermantas DNA ladder

Sekil 4.3. Markor ile PCR yapilan domates DNA’larinin agaroz jelde goriintimii

4.3 Serolojik Calisma Sonuclari

Mekanik inokulasyon c¢alismasi sonucunda simptom gosteren domates
orneklerinde TSWV’ nin varhginin ortaya konulmas: amaciyla yapilan DAS-

ELISA testi sonucunda Cigdem ve Kardelen ¢esidinde TSWV’ e saptanmustir.

4.4 RT-PCR Cahisma Sonuclari

DAS-ELISA testi sonucu negatif olan Asil ve Ferman gesitlerine RT-PCR
yapilmis ve TSWV’ e saptanmamustir.

4.5 Analiz Sonuclari

Analiz sonuglarinda meydana gelen degisimler Cizelge 4.1.” de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Analiz sonuclarinda meydana gelen degisimler

Asil Ferman Cigdem | Kardelen

(Dayamikli) | (Dayanikh) | (Tolerant) | (Duyarh)
Bitki boyu %15.90 %0 %27.94 %27.82
Kok boyu %21.25 %0.739 %27.05 %37.49

Govde alt cap1 %5.97 %3.11 %15.73 % (-) 2.52
Govde iist cap1 %1.11 % (-) 2.66 %19.23 %8.33
Ust aksam kuru agirlig %28.43 % (-) 1.32 | % (-) 49.1 %66.92
Ust aksam yas agirlig %27.96 %23.26 %67.34 %73.38
Kok kuru agirlig %79.02 %50.63 %79.41 %86.47
Kok yas agirligi %70.76 %25.20 %74.16 %88.44
Klorofil a %29.31 % (-) 6.12 %48.65 %24.78
Klorofil b %24.12 % (-) 12.59 | %49.32 %13.29
Toplam karoten %17.02 % (-) 3.57 %29.25 %7.93
Prolin % (-) 28.43 | % (-) 0.54 %1.47 %1.57

4.5.1 Viriis-Indeksleme skalasi

0-5 skalasina gore elde edilen skala degerlerinden asagida verilen Towsend-
Heuberger formiilii kullanarak % hastalik siddeti hesaplanmistir (Cizelge 4.2.)
(Bora ve Karaca, 1970).

Tim Sayisal Dereceler Toplami1x100

% Hastalik Siddeti = — . -
Toplam Hasta Bitki SayisiXEn Yiiksek Sinif Degeri

Cizelge 4.2. TSWV nin % hastalik siddeti

Domates Tiirii Kontrol Edilen Hastahk Siddeti
Domates Sayisi (%)

Asil 12 27.5
Ferman 12 33.33
Cigdem 12 51.66

Kardelen 12 56.66
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4.5.2 Bitki boyu

Bitki boyu bakimindan istatistiki agisindan ¢esitler arasinda farkliliklar
oldugu belirlenmistir. TSWV inokule edilen bitkilerinin boylarinin sagliklilara

oranla kisa oldugu goriilmistiir (Sekil 4.4.).

Bitki boyu

100 90,67 87 87 88,67
80
< 60
o]
£ 40
20
0
ASIL CIGDEM FERMAN KARDELEN
H Kontrol HETSWV

Sekil 4.4. TSWYV inokule edilen ve saglikli bitkilerde bitki boyu (cm)

TSWV inokulasyonu sonucunda Cigdem ve Kardelen ¢esitlerinde kontrol
gruplarina oranla degisim fazla bulunurken Ferman cesidinde degisiklik
saptanmamugtir. Asil ¢esidinde meydana gelen kisaligin %15.90, Cigdem
cesidinde %27.94, Ferman cesidinde %0 ve Kardelen ¢esidinde %27.82 oldugu
ortaya konmustur (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. TSWV inokule edilen ve saglikli bitkilerde bitki boyu (cm) ile

kontrole gore degisimleri (%)

Bitki Boyu (cm)*

Cesit
Kontrol TSWV Degisim (%)
Asil 73.33 ab 61.67 b 15.90
Ferman 87.00 a 87.00 b 0
Cigdem 90.67 a 65.33 b 27.94
Kardelen 88.67 a 64.00 b 27.82

*Cesitler arasindaki farkliliklar kii¢iik harflerle belirtilmistir (p<0,005)
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4.5.3 Kok boyu

Kok uzunlugu bakimindan istatistiki anlamda meydana gelen degisim
onemli bulunmustur. Cesitler arasinda da farkliliklar oldugu goriilmiistiir. TSWV
inokulasyonu sonucu bitkilerin kok derinliklerinin sagliklilara oranla daha kisa

kaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.5.).

Kok Boyu
35 31,33
30
25 23 22,83
= 20
o]
€ 15
o
10
5
0
ASIL CiIGDEM FERMAN KARDELEN
M Kontrol W TSWV

Sekil 4.5. TSWV inokule edilen ve saglikli bitkilerde bitki kok boyu (cm)

Asil ¢esidinde kok uzunlugunda meydana gelen kisalma kontroliin
%21.15’1, Cigdem c¢esidinde %27.05’1, Kardelen g¢esidinde %37.49°u kadar
olmus, Ferman c¢esidinde ise TSWV infeksiyonu sonucunda kisalma 9%0.739

oraninda meydana gelmistir (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. TSWYV inokule edilen ve saglikli bitkilerde bitki kdk boyu (cm) ile

kontrole gore degisimleri (%)

Cesit Kok Boyu (cm)*
Kontrol TSWV Degisim (%)
Asil 31.33a 24.67 ab 21.25
Ferman 23.00 ab 22.83 ab 0.739
Cigdem 26.50 ab 19.33 bc 27.05
Kardelen 18.67 bc 11.67 c 37.49

*Cesitler arasindaki farkliliklar kii¢iik harflerle belirtilmistir (p<0,005)
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4.5.4 Govde ¢api

TSWV inokule edilen bitkiler ile saglikli bitkiler arasinda gévde alt ve iist

cap1 bakimindan meydana gelen degisimin istatistiki olarak ©nemsiz oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.6.) (Cizelge 4.5.) (Cizelge 4.6.).

Govde Ust Capi

10 3 2LR67 26 2,637 2455
= 8 = ’
= 2
o] o]

g 4 E1
g 2 1S
0 0

M Kontrol W TSWV

M Kontrol

HTSWV

Sekil 4.6. TSWYV inokule edilen ve saglikli bitkilerde govde alt ve iist cap1 kalinlig1 (mm)

Cizelge 4.5. TSWV inokule edilen ve saglikli bitkilerde govde altcapr (mm) ile

kontrole gore degisimleri (%)

Cesit Govde Alt Cap1 (mm)*
Kontrol TSWV Degisim (%)
Asil 6.70 6.30 5.97
Ferman 6.43 6.23 3.11
Cigdem 8.07 6.80 15.73
Kardelen 6.73 6.90 (-) 2.52

Cizelge 4.6. TSWV inokule edilen ve saglikli bitkilerde govde altcapt (mm) ile

kontrole gore degisimleri (%)

Cesit Gévde Ust Capi (mm)*
Kontrol TSWV Degisim (%)
Asil 2.70 2.67 1.11
Ferman 2.63 2.70 (-) 2.66
Cigdem 2.60 2.10 19.23
Kardelen 2.40 2.20 8.33
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4.5.5.1 Ust aksam kuru ve yas agirhginda mevdana gelen degisimler

Domates bitkilerinde TSWV’ nin {ist aksam kuru ve yas agirlhiginda

istatistiki agidan 6nemli degisikler oldugu saptanmustir (Sekil 4.7.).

Ust Aksam Kuru
Agirhg
10 823 7,68
2 89 4 49°% 5,28,35
S 5 i
>
0
NS Q S Q>
v -’c§§° %‘w %‘9
<« A
H Kontrol ETSWV

bitki

~
(@]

300
200
100

Ust Aksam Yas
Agirhgi

H Kontrol ETSWV

Sekil 4.7. TSWYV inokule edilen ve saglikli bitkilerde iist aksam kuru ve yas agirligi (g)

Ust aksam kuru agirligi bakimmdan TSWV infeksiyonunun istatistiksel

acidan 6nemli bir degisim meydana getirmedigi belirlenmistir (Cizelge 4.7.).

Cizelge 4.7. TSWV inokule edilen ve saglikli bitkilerde iist aksam kuru agirlig

(g) ile kontrole gore degisimleri (%)

. Ust Aksam Kuru Agirhg (g)*
Cesit Kontrol TSWV Degisim (%)
Asil 8.23 5.89 28.43
Ferman 5.28 5.35 (-) 1.32
Cigdem 4.48 6.68 (-) 49.10
Kardelen 7.68 2.54 66.92

*Cesitler arasindaki farkliliklar kii¢iik harflerle belirtilmistir (p<0,005)

Domates cesitleri arasinda Cigdem (%67,34) ve Kardelen (%73,38)

cesitlerinde en fazla {ist aksam yas agirlik kaybi oldugu belirlenmistir. Asil

cesidindeki azalis oran1 %27,96, Ferman ¢esidinde ise %23,26 olmustur (Cizelge

4.8.).
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Cizelge 4.8. TSWV inokule edilen ve saglikli bitkilerde iist aksam yas agirligi (g)

ile kontrole gore degisimleri (%)

) Ust Aksam Yas Agirhgi (g)*
Cesit Kontrol TSWV Degigim (%)
Asil 171.82 ab 123.77 abc 27.96
Ferman 170.54 ab 130.86 abc 23.26
Cigdem 207.60 a 67.79 bc 67.34
Kardelen 203.39 a 54.13 ¢ 73.38

*Cesitler arasindaki farkliliklar kiigiik harflerle belirtilmistir (p<0,005)

455.2 Kok kuru ve vas agirhginda mevdana gelen degisimler

Kok kuru agirligi ve kok yas agirligi bakimindan istatistiki anlamda gesitler
arasinda farkliliklar oldugu belirlenmis, TSWV enfeksiyonu sonucu kdk kuru

agirhiginin ve kok yas agirliginin azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.8.).

Kok Kuru Agirhigi Kok Yas Agirhgi
80
5 60
S 40
> 20

M Kontrol ETSWV M Kontrol ETSWV

Sekil 4.8. TSWV inokule edilen ve saglikli bitkilerde kok kuru agirligi ve kok yas agirligi (g)

TSWV infeksiyonu sonucunda kok kuru agirhiginda en fazla kayip meydana
gelen cesit %86,47 oraniyla Kardelen cesidi olmustur. Asil cesidinde %79,02,
Cigdem ¢esidinde %79,41 ve Ferman ¢esidinde %50,63 oraninda kayip olmustur

(Cizelge 4.9.).
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Cizelge 4.9. TSWV inokule edilen ve saglikli bitkilerde kok kuru agirliklar: (g) ile

kontrole gore degisimleri (%)

) Kok Kuru Agirhg (g)*
Cesit Kontrol TSWV Degisim (%)
Asil 15.54 a 3.26 cde 79.02
Ferman 7.82 bc 3.86 cde 50.63
Cigdem 12.05 ab 2.48 ce 79.41
Kardelen 6.21 cd 0.84e 86.47

*Cesitler arasindaki farkliliklar kii¢iik harflerle belirtilmistir (p<0,005)

Kardelen ¢esidinin TSWV infeksiyonu sonucu en fazla kok yas agirlik
kaybina ugrayan c¢esit oldugu %88,44 ve bunu Asil ¢esidi %70,76 ve Cigdem
cesidi %74,16 izledigi belirlenmistir. Buna karsilik Ferman ¢esidinde enfeksiyon
sonucu kok yas agirliginda % 25,20 azalis olmustur (Cizelge 4.10.).

Cizelge 4.10. TSWYV inokule edilen ve saglikli bitkilerde kok yas agirliklar: (g) ile

kontrole gore degisimleri (%)

. Kok Yas Agirhd (g)*
Cesit Kontrol TSWV Degisim (%)
Asil 57.70 a 16.87 cde 70.76
Ferman 29.88 bc 22.35cd 25.20
Cigdem 43.47 ab 11.23 de 74.16
Kardelen 32.63 bc 3.77e 88.44

*Cesitler arasindaki farkliliklar kiigiik harflerle belirtilmistir (p<0,005)

4.5.6 Klorofil miktari

4.5.6.1 Klorofil a miktar1 bakimindan ortava cikan degisimler

Klorofil

a miktari

bakimindan istatistiki anlamda ¢esitler arasinda

farkliliklarin oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. TSWYV inokule edilen ve saglikli bitkilerde klorofil a miktarlar: (mg/L)

TSWYV infeksiyonu sonucunda ¢esitler arasinda en fazla klorofil a kaybina
ugrayan ¢esit Cigdem olmustur. Bunu %29,31 oraninda azalisla Asil ve %24,78
oraninda azaligla Kardelen ¢esidi izlemistir. Ferman ¢esidinde ise %6,12’lik artig

oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.11.).

Cizelge 4.11. TSWV inokule edilen ve saglikli bitkilerde yapraklardaki klorofil a
(mg/L) ile kontrole gore degisimleri (%)

) Klorofil a (mg/L)*
Cesit Kontrol TSWV Degisim (%)
Asil 597 a 4.22b 29.31
Ferman 4.08 b 4.33 b (-) 6.12
Cigdem 6.33 a 3.25b 48.65
Kardelen 4.64 b 3.49b 24.78

*Cesitler arasindaki farkliliklar kiigiik harflerle belirtilmistir (p<0,005)

4.5.6.2 Klorofil b miktar1 bakimindan ortaya cikan degisimler

TSWYV infeksiyonu sonucu klorofil b miktarinda meydana gelen degisimler

istatistiki anlamda 6nemli bulunmustur (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. TSWV inokule edilen ve saglikli bitkilerde klorofil b miktarlar1 (mg/L)

TSWYV infeksiyonu sonucunda cesitler arasinda en fazla klorofil b kaybina

ugrayan ¢esit Cigdem olmustur. Asil ¢esidinde %24,12’°lik ve Kardelen ¢esidinde

%13,29’lik klorofil b kayb1 meydana gelmistir. Ferman ¢esidinde ise %12,59’luk

bir artis olmustur (Cizelge 4.12.).

Cizelge 4.12. TSWYV inokule edilen ve saglikli bitkilerde yapraklardaki klorofil b

(mg/L) ile kontrole gore degisimleri

Klorofil b (mg/L)*

Cesit Kontrol TSWV DeEhim (%)

Asil 1.99 ab 151c 24.12
Ferman 1.35¢ 152 ¢ (-) 12.59
Cigdem 2.23a 1.13¢c 49.32
Kardelen 1.58 bc 1.37¢c 13.29

*Cesitler arasindaki farkliliklar kiigiik harflerle belirtilmistir (p<0,005)

4.5.6.3 Toplam karoten miktar: bakimindan ortavya cikan degisimler

Toplam karoten bakimindan istatistiki anlamda gesitler arasinda farkliliklar

oldugu belirlenmistir (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. TSWV inokule edilen ve saglikli bitkilerde toplam karoten miktarlari (mg/L)

Asil ¢esidinin toplam karoten miktar1 kontrol grubuna oranla %17,02,
Cigdem ¢esidinin %29,25 ve Kardelen ¢esidinin %7,93 oraninda daha az oldugu,
Ferman ¢esidinde is€%3,57 oraninda artis oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.13.).

Cizelge 4.13. TSWYV inokule edilen ve saglikli bitkilerde yapraklardaki toplam
karoten (mg/L) ile kontrole gore degisimleri (%)

) Toplam Karoten (mg/L)*
Cesit Kontrol TSWV Degisim (%)
Asil 141 ab 1.17 bc 17.02
Ferman 1.12¢c 1.16 bc (-) 3.57
Cigdem 1.47 a 1.04c 29.25
Kardelen 1.26 bc 1.16 bc 7.93

*Cesitler arasindaki farkliliklar kii¢iik harflerle belirtilmistir (p<0,005)

4.5.7 Prolin icerigi

Stres aminoasidi olarak da isimlendirilen prolin bir biyotik stres parametresi

olup TSWV infeksiyonu sonucu meydana gelen degisimler istatistiki agidan

onemsiz bulunmustur (Sekil 4.12.) (Cizelge 4.14.).
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Sekil 4.12. TSWYV inokule edilen ve saglikli bitkilerde prolin miktarlari

(umol prolin/ g taze agirlik)

Cizelge 4.14. TSWV inokule edilen ve saglikli bitkilerde prolin miktarlar1 (pmol

prolin/ g taze agirlik) ile kontrole gore degisimler (%)

. Prolin (umol prolin/ g taze agirhk)*
Cesit Kontrol TSWV Degisim (%)
Asil 0.8371 0.8549 (-) 28.43
Ferman 0.823 0.8275 (-) 0.54
Cigdem 0.8478 0.8353 1.47
Kardelen 0.8325 0.8195 1.56

*Cesitler arasindaki farkliliklar kii¢iik harflerle belirtilmistir (p<0,005)
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5. TARTISMA VE ONERILER

Yapilan bu c¢alisma ile TSWV’ nin konukc¢usu olan domates bitkisinin
morfolojik Ozelliklerine, fizyolojik ve biyokimyasal faaliyetleri {lizerine etkileri
incelenmis ve elde edilen sonuglar varyans analizine tabi tutulmus, Onemli
bulunanlara bu Onemliligi istatistiksel olarak kanitlamak i¢in Duncan testi

uygulanmustir.

TSWYV domateste gesitli simptomlara neden olabilmektedir. Bu simptomlar,
gelisme geriligi, clicelesme, genel solgunluk, yaprak ve meyveler iizerinde halkali
lekeler, nekrotik ve klorotik lezyonlar ve geng siirgiinlerde geriye dogru 6liimdiir
(Glldiir ve ark., 1995). Belirtilerin goriiniisii ve siddeti; genotipe, enfeksiyon
gerceklestiginde bitkinin bulundugu gelisme donemine (Moriones ve ark., 1998;
Chaisuekul ve ark.,2003), viriis izolatina ve ¢evresel sartlara baglidir (Kaminska
1993, Mitidieri ve ark., 2001). Bu ¢alismada TSWV enfekteli Cigdem ¢esidinde
yapilan gorsel incelemelerde yapraklar iizerinde olusan kiigiik kahverengi nekrotik
lekeler, kurumalar ve alt yaprak yiizeylerindeki damarlarda morarmalar ve
Kardelen ¢esidinde yapilan incelemelerde ise yapraklar lizerinde nekrotik lekeler,
stirglin uglarinda geriye dogru 6liim ve genel solgunluk, meyve iizerinde ise etrafi
sar1 renkte olan daire seklinde lekeler goriilmiistiir. Goriilen belirtiler, daha 6nce
yapilan calismalarda TSWYV belirtileri ile Ortlismektedir. Dayanikli oldugu
belirlenen Asil ve Ferman ¢esidinde kontrol ve TSWV infekteli bitkiler arasinda

bitki yaprak ve meyvelerinde TSWV’ in domatesteki belirtilerine rastlanmamustir.

Uygulama sonunda son degerlendirme fide dikiminden 40 giin sonra 0-5
skalasina gore yapildiginda mekanik inokulasyon sonucu elde edilen hastalik
siddeti ve skala degerleri oldukca yliksek bulunmustur. Asil ¢esidi %27,5, Cigdem
cesidi %51,66, Ferman c¢esidi %33,33 ve Kardelen c¢esidi %56,66 oraninda
hastalik siddeti olusturmustur.

Moriones ve ark. (1998) tarafindan Ispanya’ da yapilan bir calismada
domates bitkilerinde TSWV inokulasyonu sonucu belirti gosteren bitkilerde
virlisiin varligt DAS-ELISA yontemiyle tanilanmistir. Bu ¢alismada da mekanik

inokulasyon sonucunda belirti gosteren domates Orneklerinde TSWV’ nin
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varliginin ortaya konulmas: amaciyla DAS-ELISA testi yapilmistir. DAS-ELISA
testi sonucunda, TSWV belirtisi gosteren Cigdem ve Kardelen cesitlerinde
TSWV’ e saptanirken TSWV’ e kars1 dayanikli olan Asil ve Ferman c¢esitlerinde
TSWV saptanmamistir. DAS-ELISA testi sonucu negatif olan Asil ve Ferman
cesitlerine RT-PCR yapilmig ve TSWV’ e saptanmamustir.

Bitki boylar1 bakimindan karsilastirildiginda hasta bitkilerin boylarinin
sagliklilara oranla daha kisa kaldig1 tespit edilmis ve istatistiksel agisindan ¢esitler
arasinda farkliliklar oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde yapilan bagka bir
calismada Salaudeen (2015) boriilcenin alti genotipinde CMV inokulasyonun

etkisini incelemis ve bitki boyunun %3 azaldigini saptamistir.

Kok kuru agirligr ve kok yas agirhigi bakimindan istatistiksel anlamda
cesitler arasinda farkliliklar oldugu belirlenmis, TSWV infeksiyonu sonucu kok
kuru agirhiginin ve kok yas agirliginin azaldigr belirlenmistir. Ayrica iist aksam
kuru agirligini istatistiksel olarak 6nemli derece diisiirdiigii de saptanmustir. Ancak
ist aksam yas agirhiginda istatistiksel anlamda Onemli bir degisim meydana
getirmemistir. Yapilan bir ¢alismada TSWV infeksiyonu sonucunda domates
bitkisinde biyomasta 6nemli azalmalar oldugu ancak istatistiksel agidan 6nemli
olmadigini ortaya konmustur (Ramkat et al., 2006). Biyomas degerlerindeki bu
azaliglar bitkinin kuru maddesinde diislis oldugunu kanitlamistir. Bu diistislerin
bitkinin fotosentez —mekanizmasinin yeterli ¢alismaylp organik madde
iiretememesinden ve depolanan karbonhidrat iirlinlerinin enerji i¢in par¢alanmasi

sonucu olustugu kanisina varilmistir.

Pazarlar ve ark. (2013) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada, TMV’ un
biber bitkisinde meydana getirdigi bazi biyolojik ve fizyolojik parametreler
tizerindeki etkileri arastirllmistir. TMV enfeksiyonu sonucu biberlerde klorofil a
ve klorofil b miktarinda azalmalar oldugu saptanmistir. Bu tez calismasinda da
hastalik etmeni olan TSWV’ in bitki hiicrelerinde klorofil iiretiminde azalmaya
neden oldugu belirlenmis ve TSWV saldirisina ugrayan bitki yapraklarinda

klorofil a ve klorofil b miktarinda diisiis olmustur.
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Prolin aminoasidi, son yillarda bitki stres fizyolojisinde iizerinde en ¢ok
calisilan bilesiklerden birisi olmustur. Bu bilesigin tuz ve su stresi altindaki
bitkilerde 6nemli oranlarda yiikseldigi ve bu sayede bitki savunma mekanizmasini
harekete gecirerek bitkinin strese karsi koyma mekanizmasini destekledigi goriisii
hakimdir (Shannon, 1997). Bu calismada da domates bitkisinde biyotik stres olan
TSWYV infeksiyonu sonucu prolin miktar1 incelenmistir. Ancak stres aminoasidi

olan prolinin enfeksiyondan etkilenmedigi tespit edilmistir.

Sonug olarak bu tez kapsaminda elde edilen bilgilerin 1s18inda asagidaki

Onerilerin yapilmasi uygun gorilmiistiir:

» Domateste, fide asamasinda uygulanan TSWV’ nin gelismeyi olumsuz
yonde etkiledigi; ancak enfeksiyondan etkilenme Ozelligi bakimindan
denemede yer alan domates genotipleri arasinda 6nemli farkliliklar ortaya
ciktigi belirlenmistir.  TSWV inokulasyonundan en fazla etkilenen
cesitlerin TSWV’ e karsi tolerant olan Cigdem F1 ve TSWV’ e karsi
duyarli olan Kardelen F1 oldugu saptanmistir. En az etkilenen ise TSWV’
e kars1 dayanakli olan Asil F1 ve Ferman F1°dir.

» TSWV ile enfekteli dayanikli, tolerant ve duyarl ¢esitlerde bitki boyu, kok
boyu, kok yas agirhigi, kok kuru agirhigr ve ist aksam yas agirhigi
oranlarinda kontrol grubuna goére diisme oldugu, ancak diislis oraninin,
tolerant ve duyarli c¢esitlerde daha fazla oldugu belirlenmistir. Ancak
klorofil a ve klorofil b oranlarinda kontrol grubuna gére en fazla kaybin
tolarent ¢esidinde oldugu saptanmistir.

» Pratikte elde edilen sonuglar, bu hastaliga karsi dayanikli domates
gesitlerinin se¢imine yardimci olacak niteliktedir. Ayrica hem pratikte fikir
vermesi agisindan faydali olacak, hem de bilimsel a¢idan bundan sonra
yapilacak c¢aligmalara basamak teskil ederek literatiir eksigini
tamamlayacak niteliktedir.

» Sonug olarak, seralarda olduk¢a yaygin olan TSWV’ e karsi kimyasal
miicadele yonteminin olmamasi nedeniyle enfeksiyondan korunmada en
etkili faktor olan dayanikli cesitler tespit edilerek hastaliga karsi dayanikli

iiretim materyali kullanilmalidir.
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EKLER

Ek 1. ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler



Ek 1.

ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. Fosfat tampon cozeltisi

8.0 gr NaCl

0.2 gr KH2PO4

2.9 gr Na2HPO4.12H20 veya

2.3 gr Na2HPO4.7H20

1.44. gr NazHPOa4. 2H20

1.15 gr Na2HPO4 (anhdrous)

0.2 gr KCI

0.2 gr NaNs

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH s1 0.1 N
NaOH veya 0.1 N HCl ile ayarlanmis ve 4 °C’ de saklanmustir.

2. Kaplama Tampon Cozeltisi

1.59 gr Na2CO3

2.93 gr NaHCOs3

0.2 gr NaNs

Yukarida miktar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH s1 ayarlanmis ve
4 °C’ de saklanmustir.

3. Yikama tampon ¢ozeltisi

Bir litre PBS tamponu 0.5 ml Tween-20 ilave edilerek hazirlanmstir.

4. Ekstraksiyon Tampon Cozeltisi

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

ilave edilerek hazirlanmistir.

5. Konjugat Tampon Cozeltisi

Bir litre 6rnek tampon ¢ozeltisine 2 gr ovalbumin (egg albumin) ilave edilerek
hazirlanmastir.

6. Substrat Tampon Cozeltisi

97 ml Diethanolamine 800 ml saf su i¢ine ilave edildikten sonra 0.2 gr NaNs

konmus ve HCl ile pH 9.8’e ayarlanarak 1 litreye tamamlanmustir.



