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OZET

IZMIiR iLi KRIZANTEM URETIM ALANLARINDA GORULEN
VIRUSLERIN SAPTANMASI; BiYOLOJIiK VE MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

GOKDUMAN, Nagehan

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dal1
Tez Danismani: Prof. Dr. Mustafa GUMUS
Mayis 2015, 56 sayfa

Bu calisma da 2013-2014 yillarinda Izmir’in Menderes ve Urla (Bademler)
ilgelerinde yogun olarak krizantem yetistiriciligi yapilan iiretim alanlarinda
enfeksiyon olusturan viral etmenlerin saptanmast ve bulunma durumlarinin
belirlenmesi amaglanmistir. Menderes ilgesinden 100 ve Urla ilgesinden 95 6rnek
olmak tiizere 195 bitki 6rnegiyle yiiriitiilmiistiir. Alinan krizantem 6rneklerindeki
viral etmenlerin tanilanmasinda molekiiler ve biyolojik yontemler kullanilmistir.
Toplanan orneklerden 5 viral etmenin varligt RT-PCR yontemi ile arastirilmistir.
Arastirma kapsaminda testlenen toplam 195 6rnekte viral enfeksiyon oraninin RT-
PCR yontemi ile %16.50ldugu goriilmiistiir. Menderes ilgesinden alinan
orneklerde % 33 viral enfeksiyon saptanmistir. Urla il¢esinden alinan 6rneklerde
herhangi bir viral etmen saptanmamistir. Calismada testlenen 6rneklerde en
yaygin olarak Cucumber mosaic virus’ in (%9) bulundugu ve bunu
Chrysanthemum B virus (%7) ve Tomato spotted wilt virus (1 ornek) adli
viriislerin ~ izledigi  saptanmustir.  RT-PCR  yontemlerinin  sonuglari
degerlendirilerek biyolojik testler yiiriitiilmiistiir. Elde edilen veriler sonucunda
RT-PCR ile izole edilen TSWV adli viral etmen diinyadaki diger izolatlarla
benzerliginin karsilastirilmast amaciyla sekanslamaya gonderilmis, elde edilen
niikleotid dizilimleri diinyadaki diger izolatlarla kiyaslanmistir. Izole edilen
TSWV’ nin KF146700kodlu izolatla %94 oraninda benzerlik gosterdigi
saptanmistir. Bu ¢alisma tilkemizde krizantem virlis hastaliklarinin belirlenmesi
icin yapilan ilk ¢alisma olmasi yoniinden 6nem tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Krizantem, viriis, RT-PCR, karakterizasyon
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ABSTRACT

DETECTION, BIOLOGICAL AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF VIRUSES THAT FOUND
CHRYSANTHEMUM PRODUCTION AREAS IN IZMIR CITY

GOKDUMAN, Nagehan

MSc in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa GUMUS

May 2015, 56 pages

This study was conducted to determine the presence and prevalence of
viral infections on intensive chrysanthemum production areas in Menderes and
Urla districts in 2013-2014. In order to identify viral agents, 100 samples from
Menderes, 95 samples from Urla totally 195 samples were collected from
symptomatic and asymptomatic plants and were tested by biological and
molecular methods. 5 viral agents were investigated by RT-PCR method. The
incidence of viral infections was found 33% with RT-PCR method. In Menderes
district infection rate was found as 16.5 %. The result of detection studies in Urla
district showed that there is no viral infection on samples. Following evaluation of
conducted RT-PCR test, biological tests were carried out with 31 samples.
Cucumber mosaic virus was the most prevalent virus (9%) in the sample of our
work and followed by Chrysanthemum B virus (7%) and Tomato spotted wilt
virus (1 sample). As a result of obtained data by RT-PCR detected TSWYV isolate
sequenced in order to compare similarities with other world isolates. Isolated
TSWV agents showed 94% similarity with TSWV Chrysanthemum-16 isolate
(GenBank accession number KF146700). Constituted phylogenetic trees with
using a variety of programs showed that the isolate was situated in the same group
with mentioned world isolates. The present study is important for being first study
in our country about the detection virus diseases in chrysanthemum.

Key Words: Chrysanthemum, virus, RT-PCR, characterization
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1. GIiRiS

Insanlar igin beslenme kadar zorunlu olmamakla birlikte ¢icek, bir duygu ve
diisiince ifadesidir. Bu 6zelliginden dolayi, ticari anlamda ¢igek iiretimi ve satisi
onem kazanmaktadir. Ulkemiz ekolojik kosullar1 ve barindirdign birgok
mikroklima nedeniyle degisik siis bitkilerinin yetistiriciligine imkan vermektedir.
Tirkiye’de ticari anlamda 20 farkli ilde yapilan siis bitkileri yetistiriciligi, 15 bin
dekar alan isgal etmektedir. Izmir yetistiricilikte %28’lik pay ile ilk siray1
almaktadir. Izmir’i sirasiyla Antalya ve Istanbul izlemektedir. Kesme g¢igek
yetistiriciligine ayrilan 10 bin 365 dekar alanin 2/3’{inden fazlasi ortiilii alandan

meydana gelmekte, 1/3’{ ise agikta yapilmaktadir (Anonim, 2004a).

Ulkemizde ticari anlamda 1940’11 yillarda baslayan kesme cicek iiretimi son
yillarda 6nemli gelismeler kaydetmistir. Ihracatta da 6nemli artislar gdzlenmistir

(Anonim 2009a).

Tiirkiye’de kesme ¢icek iiretimi, i¢ ve dis pazara yonelik liretim olmak
lizere iki grupta yogunlagmaktadir. I¢ pazara yonelik iiretim Ege ve Marmara
Bolgesi’nde dig pazara yonelik iiretim isedaha c¢ok Akdeniz Bolgesi’nde

yogunlagsmaktadir (Ozkan ve Karagiizel, 1997).

Diinyada toplam siis bitkileri iiretim alanlar1 2009 yil1 itibari ile 1,512.221
hektardir. Tiirkiye siis bitkileri iiretimi, diinya tiretiminde yaklasik % 0,7°lik paya
sahiptir (Anonim, 2010b).

Yurti¢i kesme ¢igek iiretiminde en 6nemli kesme ¢igek grubunu karanfil, giil

ve krizantem olusturmaktadir (Anonim, 2010b).

Krizantemin anavatani Japonya’dir ve latince anlami altin ¢icek olan
(Chrysos: Altin Antemon: Cigek) krizantem Asteraceae familyasindadir.Bugiin
diinyada en genis alanda krizantem yetistiriciligi yapan iilke de Japonya’dir

(Wikipedi, 2015).



2012 yilinda krizantem ¢igeginin Tiirkiye’de toplam 429.165 m? ‘lik alanda
36.323.310 adet iiretim yapilmistir. Bu iiretimde Izmir ilinin pay1 350.800 m® ‘lik
alanda (Sekil 1.1.) 30.017.500 (Sekil 1.2.) adettir (Tiik, 2012).
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Bazi iilkelerde yapilan aragtirmalara gore, Tomato spotted wilt tospovirus
(TSWV), Chrysanthemum B carlavirus (CVB), Cucumber mosaic cucumovirus
(CMV), Tomato aspermy cucumovirus (TAV) ve Impatiens necrotic spot

tospovirus (INSV) krizantemde zarara neden olan baslica viriisler olarak



gosterilmektedir (Brierley, 1955; David et al., 1991; Hollings and Stone, 1971;
Hakkaart and Maat, 1974; Hollings and Stone, 1972; Daughtrey et al., 1997;
Govier, 1957; Srivastava et al., 1992).

Bitki virlis hastaliklarinin belirlenmesinde serolojik, molekiiler ve biyolojik
yontemler kullanilir. Bu yontemlerin virlislerin tanilanmasindaki duyarhiliklar
farklilik gostermektedir. Serolojik bir yontem olan ELISA ve molekiiler yontem
olan PCR (Polymerase chain reaction) virlislerin tanilanmasinda en sik kullanilan
yontemlerdir. Bazi virlislerin saflastirilmasinda yasanan sorunlar nedeniyle
ELISA Kitleri bulunmamaktadir. Bu nedenle daha giivenli ve kesin sonuglar veren

ve viriis konsantrasyonlarindan daha az etkilenen PCR yontemi kullanilmaktadir.

Viriis hastaliklariyla miicadelede basarili olabilmek i¢in etmeni her yoniiyle
tanimak, konukcularin1 bilmek ve hizli tan1 yontemleri ile etmeni saptamak ¢ok
onemlidir. Ulkemizde krizantemde yapilan c¢aligmalar bakteriyel ve fungal
etmenler agisindan degerlendirilmistir. Ozellikle Izmir ilinde genis alanlarda
iiretimi yapilan ve onemli bir kesme ¢icek tiirli olan krizantemde goriilen viriis
hastaliklarryla ilgili herhangi bir ¢alisma yapilmamustir. Ulkemizde krizantem
iretimi yapilan alanlarda goriilen viriis hastaliklarinin yogunlugu ve zararn

hakkinda bilgi yoktur. Bu nedenle bu ¢aligma ayr1 bir 6nem kazanmaktadir.

Bu ¢alismada, izmir ili Menderes ve Urla (Bademler) ilgelerinde krizantem
yetistiriciliginin en yogun olarak yapildigi alanlarda survey yapilarak belirti
gosteren ve gostermeyen krizantem Ornekleri alimmustir. Bitkilerde goriilen
belirtilerin fotograflari ¢ekilmistir. Toplanan 6rneklere; Tomato spotted wilt virus
(TSWV), Chrysanthemum B virus (CVB), Cucumber mosaic virus (CMV),
Tomato aspermy virus (TAV) ve Impatiens necrotic spot virus (INSV) i¢in RT-
PCR testleri uygulnmistir. Daha sonra saptanan viriis etmenlerine karsi mekanik
inokulasyon yontemi kullanilarak test bitkilerine inokule edilmistir. Bitkilerde
belirti olusup olusmadigr gozlenmis, degerlendirilip fotograflar1 kayit altina

alinmustir.

Bu c¢aligma iilkemizdeki krizantem iiretiminin %82,64’e yakin kismini teskil

eden Izmir ilinde krizantemde zarara neden olan viriis hastaliklarini tespit etmek



ve bu hastaliklarla miicadelede Onerilerde bulunmak amaciyla yapilmistir.
Krizantemde goriilen viriis hastaliklar1 iizerine iilkemizde yapilan ilk ¢alisma

olmas1 ve daha sonra yapilacak calismalara veri olusturmasi agisindan énemlidir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Diinya genelinde krizantemde 5 viriis tiirii rapor edilmistir. Bu viriisler,
Tomato aspermy virus (TAV; Brierley, 1955; David et al., 1991; Hollings and
Stone, 1971), Chrysanthemum B virus (CVB; Hakkaart and Maat, 1974; Hollings
and Stone, 1972), Tomato spotted wilt virus (TSWV; Daughtrey et al., 1997),
Impatiens necrotic spot virus (INSV; Daughtrey et al., 1997) ve Cucumber mosaic
virus (CMV; Govier, 1957; Srivastava et al., 1992)’ diir.Bu viriislerden CVB ve

TAV krizantemde zarar yapan en 6nemli viriislerdir (Bouwen and Zaayen, 1995).

Chrysanthemum B virus, Carlavirus grubunun bir tiyesidir ( Wetter and
Milne, 1981). CVB yaklasik 685 nm ¢apinda ipliksi partikiillere sahiptir. Viriis
vektorle tasmir. Bu vektorler; Macrosiphoniella sanborni, Myzus persicae, M.
solani ve Rhopalosphum ruformaculatum’ dur. Etmen ilk olarak Hollanda’da
Chrysanthemum morifolium’da Noordam tarafindan 1952 yilinda rapor edilmistir
(Noordam, 1952). Brierley and Smith (1958) krizantemde 8 mozaik viriis
tamimlamustir. CVB’nin straini Gymnaster savatieri de ci¢ekte renk kirilmalarina
neden olmustur, tanimlama viriis partikiiliin sekline, simptomatolojiye, serolojiye

ve niikleik asidin molekiiler agirligina dayandirilmistir (Suastika et al., 1996).

CVB 5 dikotiledon familyanin yaklasik 10 diger tiiriine bulastirilmistir.
Teshis tiirleri Petunia hybrida, Nicotiana glutinosa, N. clevelandii ve Tetragonia
expansa’dir (Hollings and Stone, 1972). CVB-ch 25-30°C’ nin altinda ve uzun
giin fotoperiyodunda N. benthamiana ve N.occidentalis de sistemik simptomlara
neden olmustur (Chung et al., 1999). CVB yaprak kalitesinde hafif zarara, hafif
yaprak beneklenmesine, damarlarda renk acilmasina neden olmaktadir (Hollings
and Kassanis,1957). Chrysanthemum cv. Miss Wilcon da, ¢igeklerde sar1 seritler
ortaya ¢ikmistir. Source d’Or ¢esidinde iken yapraklarda sarimsi-yesil halkalar
gelismistir. Chrysanthemum cv. Royal Bronze’nin enfekteli bitkilerinde ¢igekler
normal goriinmiistiir ve bitkiler saglikli goriinmiistiir. Birgok gesitlere genellikle

goriiniir belirti olmadan bitkilere tamamen bulastirilmistir (Noordam, 1952).

Good News ve Friendly Rival cv. Monument cesitlerinde CVB belirgin

kahverengi ¢izgiler meydana getirir, bu simptomlar sadece TAV ve CVB virtisleri



ile inokule edilmis bitkilerde goriiliir (Brierley, 1955). Simptomlar viriis kaynag:
ve cesitlere gore degisir. cv. Fanfare cesidinde damar bantlagsmasi, mozaik,
siddetli nekroz, burusma ve hafif beneklenme; cv. Good News c¢esidinde damar
bantlasmasi, mozaik ve burusma; cv. Mistletoe ¢esidinde damar bantlasmasi,
mozaik, nekroz ve burusma; cv. Pink Marble ¢esidinde mozaik ve simptomsuz

enfeksiyonlar gézlenir (Hakkaart and Maat, 1974).

Hindistan’da 2005 yilinda yapilan bir ¢alismada Chrysanthemum
morifolium cv. Regol Time bitkisinin CVB ile enfekteli oldugu saptanmustir.
Meristem ucu kiiltiirii, kemoterapi ve termoterapi uygulayarak CVB’den ari
bitkiler elde edilmistir. Bitkiler biyolojik testler, Double Antibody Sandwich
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) ve Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) yontemleriyle saptanmigtir. 38°C° de 30
dakika tutulduktan sonra sadece %12 viriisten ari bitki elde edilmistir. RT-PCR
metodu CVB’nin saptanmasinda en giivenilir yontem oldugunu gostermistir (Ram

et al., 2005).

Yapilan bir diger c¢aligmada, krizantem {retimi yapilan alanlarda CVB
yaygin olarak goriilmektedir. 2000 yilindan 2005 yilina kadar Tayvan’da
krizantem plantasyonlarinda CVB’nin bulunma durumuyla ilgili kapsamli bir
calisma yapilmistir. 9 farkli bolgeden 504 krizantem yaprak ornegi toplanmustir.
394 ornekte Indirect ELISA yontemiyle CVB ile enfekteli oldugu saptanmistir.
Tayvan’da krizantemde CVB’ nin varligin1 gosteren ilk kanittir. Mevsimsel saha
aragtirmasi sirasinda CVB’ nin hava sicakligindan etkilendigi bulunmustur. 15 -
20°C arasi sicakliklarda ELISA yontemiyle bitkilerin CVB ile enfekteli oldugu
saptanmigtir. Bu sonuglar, CVB’ nin tespitini yapmak icin en uygun zamanin kis

mevsimi oldugunu gostermistir (Lin et al., 2005).

Hindistan’da krizantem alanlarinda yapilan bir diger calisma sirasinda
cesitli simptomlar goriilmiistiir. DAS-ELISA, Elektron mikroskop, Sitopatoloji,
konukgu dizilimi ile etmenin CVB oldugu saptanmistir. DAS-ELISA yontemi ile
36 ornekten 7 tanesi negatif olarak saptanmistir.CVB’ nin oranini saptamak igin
bir¢ok krizantem ¢esidi yetistirilmistir. Bu hastalik oraninin %40.26 ve % 94.66

PR

arasinda degistigi goriilmistiir. (Verma et al., 2003).



CVB Japon izolatinin (CVB-S) tiim niikleotit sekanst belirlenmistir. CVB-
S’ nin genomik RNA’ s1 8.990 niikleotit uzunlugunda ve diger Carlaviruslerde
oldugu gibi 6 ORF (open reading frame) igerir. Coklu hizalama ve filogenetik
analizler Carlavirus genusu iiyeleri arasinda filogenetik akrabaligin ¢ok farkli
oldugunu gostermistir (CVB’ nin en yakin akrabasi Phlox virus S) (Ohkawa et al.,
2007).

Krizantem yetistiriciligi yapilan alanlarda viriis hastaliklar1 ciddi bir
sorundur. Viriislin tespiti ve tanilamasi viriisiin yayilmasini Onleme agisindan
onemlidir. Yiiksek enfeksiyon ozellikle viriislerin karisik enfeksiyonlarinda hem
tarlada hem de krizantemin kalitesinde Onemli kayiplara neden olmaktadir.
Boylece tanillama yapmak virlis yayillimimi kontrol etme agisindan Onemlidir.
Cin’de krizantem virlis hastaliklarinin arastirilmasinda toplanan orneklerden 2
viriis ve 2 viroid saptanmistir. Tek asamali multiplex RT-PCR ayni anda 2 virtis:
Chrysanthemum virus B ve Tomato aspermy virus; 2 viroid: Chrysanthemum stunt
viroid ve Chrysanthemum chlorotic mottle viroid’ i testlemek i¢in gelistirilmistir.
Bazi1 6rneklerde karisik enfeksiyonlar gézlenmistir. Krizantemde enfekteli 2 viriis
ve 2 viroidin tanilanmasi i¢in standart RT-PCR amplikasyonlar1 gelistirilmistir.
Multiplex RT-PCR yontemi ile de CVB, TAV, CChMVd ve CSVd ayni anda
tanilamas1 yapilmistir.Ek olarak, multiplex PCR’ 1n tanilamasi ve verimliligi
arastirtlmistir.Sonuglar multiplex RT-PCR’ 1 ne kadar hassas oldugunu ortaya
koymustur. Sonug¢ olarak bu yontem krizantem viriisleri ve viroidlerinin rutin

tanilanmasinda yararli bir yontem oldugu saptanmistir (Song et al., 2012).

Hill ve arkadaglart (1996) tarafindan Avustralya’da yapilan g¢alismada,
krizantemde (Dendranthema grandiflora) Chrysanthemum stunt viroid (CSVd),
Chrysanthemum carlavirus B (CVB), Tomato aspermy virus (TAV) ve Tomato
spotted wilt virus (TSWV)’ {in oranin1 saptamak i¢in ELISA ve cDNA problari
baglantili olarak kullanilmistir. Saksida, tarlada ve serada yetisen 2480 Ornek
Avustralya’nin 6 bolgesinden alinip testlenmistir. 4 patojenin tiimii saptanmustir.
CVB (%39.2) ve TAV (%6.7) en sik goriilen viriislerdir, CSVd (%0.7) sadece
seradaki Queensland ¢esidinde saptanmistir. TAV (%1.4) Bati Avustralya’dan

tarlada yetistirilen krizantemlerde saptanmustir.



Tomato aspermy virus (TAV), Cucumovirus genusuna aittir. TAV izometrik
yapida ve 30 nm ¢apindadir. Genis bir konuk¢u dizinine sahiptir. Non-persistent
yolla birgok afit tiirii ile kolayca tasinabilmektedir (Kaper and Waterworth, 1981).
Viriis genis bir alana yayillim gostermistir. Genellikle krizantem c¢esitlerinde
gortiliir nadiren de domateslerde goriiliir. Etmen, 24 dikotiledon, 3 monokotiledon
familyadan 100’den fazla tiirde zarara neden olmaktadir. Bunlardan en az 75 tiirii
Chenopodiaceae, Compositae ve Solanaceac familyalarina aittir (Hollings and
Stone, 1971). Tamilama tiirleri; Nicotiana glutinosa, N.tabacum, Cucumis
sativus,Lycopersicon  esculentum,  Phaseolus  vulgaris,  Chenopodium
amaranticolor, C. quinoa ve Vigna sinensis’dir. Fakat TAV, Blencowe ve
Caldwell (1949) tarafindan ilk  rapor  edildiginde C.sativus’a
bulastirilmamistir. TAV ilk olarak domateste 1949 yilinda Blencowe ve Caldwell
tarafindan tanilanmistir. Virlis krizantemde yaygin goriilen bir viriis olmasina
ragmen bdyle isimlendirilmistir. Ciinkli viriis ilk olarak krizantem yetistiriciligi

yapilan alanin yaninda yetisen domateslerden tanilanmistir (Hollings, 1955).

TAV ve CMV genel olarak aym 6zellige sahiptir (Harrison et al., 1971).
TAV-V ve CMV-Q strainleri boyut, morfoloji, sedimentasyon orani, RNA baz
oraninin birbirleriyle aym1 oldugu rapor edilmistir. Fakat iki viriisiinde
proteinlerinin amino asit bilesimi farklidir (Habili and Francki, 1974a). Buna gore
serolojik olarak uzak akraba oldugu rapor edilmistir (Habili and Francki, 1974b).
Rao et al. (1982) TAV ve CMV’nin Avustralya izolatlar1 arasinda uzak antijenik
iliski oldugunu rapor etmislerdir. Benzer olarak, TAV-ch kilif proteini gen
bolgesinde TAV-V straini ile ayn1 niikleotit sekansa sahip oldugunu gdstermistir.
Ayn1 zamanda CMV biber antiserumundan serolojik olarak farkli olarak

gozlenmistir (Choi et al., 1999).

TAV nadiren yaprak simptomlar1 goriiliir; ama bazen c¢iceklerde hafif
clicelikle beraber cigeklerde kivrilma ve dalgalanmalar goriiliir (Brierley, 1955).
Viriis, siddetli kirtlmalar ve ciicelik meydana getirir. Cogu ¢esitlerde bitki hemen
hemen simptomsuz kalmaktadir TAV sadece bazi krizantem bitkisinde
bozukluklara neden olmustur ve diger krizantem viriisleri tarafindan simptomlar

siddetlenmistir. Erken sezon enfeksiyonlari sadece ¢iceklerin miktarim



etkilemistir. Takip eden sezonlarda hemen hemen tiim ¢i¢eklerde simptomlarin

arttig1 gézlenmistir (Hollings, 2008).

Hindistan’da yapilan bir ¢alismada, Indirect ELISA, PCR ve kilif protein
gen sekans analizi yontemleri kullanilarak Chrysanthemum morifolium ¢esidinde
sar1 mozaik ve ¢igek deformasyonlarinin nedeni TAV olarak saptanmistir (Raj et
al., 2007). Cin’de yapilan bir ¢aligmaya gore, krizantemin en Onemli viriisi
TAV’dir. Ortalama enfeksiyon orani: % 85.9’dur. Viriisii elimine etmek i¢in
caligmalar yapilmistir. Sonug olarak, ikincil doku kiiltlirii viriisiin eliminasyonu
icin en etkili yontem oldugu goriilmiistiir ( Ruilin et al., 1999).Kore’de krizantem
¢esidinde CVB-ch’ 1n enfeksiyon oranm1 %49.8°dir ve ikili enfeksiyonda ortalama
%17.0° dir (Chung et al., 1999). Avustralya’da CVB ve TAV’m ortalama

enfeksiyon orani ise sirasiyla %81 ve %23’tlir (Moran and Wilson, 1985).

Hindistan’da yapilan bir ¢alismada, termoterapi, kemoterapi ve meristem
ucu kiilttirti kullanilarak Chrysanthemum morifolium cv. Regol Time gesidinden
TAV, CVB ve CMV’nin tek basina enfeksiyonu ya da karisik enfeksiyonunda
bitkilerden bu viriislerin yok edildigi saptanmigtir. Bitkiler biyolojik testler,
ELISA ve RT-PCR yontemleri ile tanilanmistir. Doku kiiltiiri ile CMV, CVB ve
TAV’dan ari krizantem bitkileri yetistirilen alanlarda hastalikli bitkilerle
karsilagtirildiginda biiyiime parametrelerinde 6nemli bir artis gézlenmistir (Bitki
boyu, filiz ve dal uzunlugu, bitkide filiz sayisi, filizdeki ¢igek sayisi, bitkideki
cicek sayisi, ¢igegin sap1 ve ¢igeklenme siiresi) (Ram et al., 2009).

Yeni Zelanda’dal956 yilinda yapilan ilk c¢aligmalarda, Auckland,
Christchurch ve Wanganui c¢esitlerinden aliman 32 bitkiden 11’inde TAV
saptanmustir. Viriis  kadife ¢icegi, latin ¢igegi, yildiz ¢igegi, kirmizi biber,
krizantem, marul, domates, Nicotiana glutinosa, Chenopodium amaranticolor
Coste& Reyn, tiitiin, siyah {liziim, Yeni Zelanda ispanagr ve zinya ¢icegine
aktarilmigtir. Viriis seftali yaprakbiti ile tasinmaktadir. Yapilan ilk ¢alismalarda
konukeu dizini ve viriisiin fiziksel 6zellikleri tam olarak bilinmemekteydi fakat
daha sonra yapilan ¢aligmalarda konukgu dizini ve fiziksel 6zellikleri saptanmistir

(Procter, 1975).
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TAV, krizantemin 6nemli viriis patojenlerinden biridir. Hindistan’1n ¢esitli
bolgelerinden benekler ve deforme ¢iceklenme goriilen krizantem bitkilerinden
DAS-ELISA yontemiyle bu etmen saptanmistir. Testlenen 15 bitkinin 11’ inde
(%73.3) TAV ile enfekteli oldugu saptanmistir. Mekanik inokulasyonda
Chenopodium amaranticolor, C. albiim, C. quinoa ve Cucumis sativus’da lokal
lezyonlar gozlemistir. Nicotiana clevelandii, N. glutinosa, N. megalosiphon ve
N.tabacum da sistemik olarak siddetli mozik, yaprak deformasyonlarina neden
olmustur. Myzus persicae ve Aphis gossypii ile non-persistent ile tasinmaktadir.
Viriis, RT-PCR ve kilif proteini genin niikleotit sekans yontemi ile tanilanmigtir.
657 bp fragment uzunlugu ile diger TAV izolatlarinin CP sekansi ile %97
oraninda benzer oldugu gozlenmistir. TAV Hint izolatinin CP genin yiiksek
genetik benzerligi ile diger izolatlarin akraba olduklari1 belirlenmistir (Verma et

al., 2004).

Krizantemde siddetli mozaik, klorotik halka lekeler ve ¢icek
deformasyonlar1 2006 Kasim ayindan 2007 Subat ayma kadar Hindistan’in
Lucknow (UP), Dhanbad (MP) ve Kolkata (WB) Bodlgelerinde gozlenmistir.
Spesifik primerler kullanilarak RT-PCR ve ELISA testleriyle, TAV saptanmuistir.
Bu TAV izolatlart mekanik olarak afitlerle (Aphis gossypii) test bitkilerine inokule
edilmistir. Her TAV izolati klonlanmis, sekanslanmis ve baz dizisinin 2386
niikleotit uzunlugunda oldugu belirlenmistir. Bu baz dizisinin 741 niikleotidinin
hareket proteini (MP), 627 niikleotidinin kilif protein (CP) , 246 ve 218
niikleotidinin iseamino asit bolgelerine ait oldugu belirlenmistir. Hint izolatinin
RNA 3 sekanslarinda TAV’in diinya ¢apinda diger 7 strainleriyle ¢oklu olarak
dizinlenmistir. Hint izolat1 TAV 1 KC, V, P, B, I ve C strainleri kendi aralarinda
%98-99 oraninda benzer bulunmustur. Filogenetik analizler TAV’1in Lucknow ve
Klokata izolatlar1 birlikte gruplandirilmistir ve Giiney Kore’de KC-TAV straini
ile yakin akraba oldugu goriilmiistir. Dhanbad izolati bagimsiz bir grup
olusturmustur ve Avustralya ve Ispanya’dan V-TAV izolatlarina yakinlik
gostermistir. Rekombinasyon olaylar1 Dhanbad izolatlarinin CP bolgesinde
g6zlenmistir. Bu ¢alisma 3 TAV Hint izolatinin RNA 3 sekansinin ilk raporudur
(Raj et al., 2008).



11

TAV’m V strainine ait RNA 2 bolgesinin CMV Q ve Fnystrainine %62,
Brome mosaicvirus’e %42 ve Cowpea chlorotic mottlevirus’e %40 benzerlik
gosterdigi gozlenmistir. Amino asit sekanslar1 karsilastirildiginda {i¢ farkli bolge
ayirt edilebilmistir. Molekiillerin hidrofobisite modeli ve protein kodlarinin bazik
ve asidik amino asit dagilimlar1 V-TAV RNA 2, Q-CMV RNA 2 ve Fny-CMV
minus- i¢in 5°—3” RNA’nin kodlayici boélgesinin olmadigi bulunmustur
(Moriones et al., 1991).

Tomato spotted wilt virus (TSWV), ilk olarak 1915 yilinda Brittlebank
(1919) tarafindan Avustralya’da tespit edilen TSWV’ iin iilkemize domatesin en
yogun olarak yetistirildigi Akdeniz Bolgesi’nden girdigi bildirilmektedir. TSWV,
15 monokotiledon, 69 dikotiledon familyaya ait 1090 bitki tiirlinde hastalik
olusturabilmektedir (Edwardson and Chrsitie, 1997; Parrella et al., 2003).TSWV,
Bunyaviridae familyasinda bulunan Tospovirus cinsine ait bir viriistiir. Genom
yapilar1 tek iplik¢ikli RNA’ dan meydana gelmektedir ( Parrella et al., 2003).
Diger birgok Tospovirus’ de oldugu gibi TSWV, tripslerle persistent olarak
tasinmaktadir (Rosello et al., 1996). Ulkemizde TSWV’ nin yayilmasinda etkili
olan iki 6nemli vektor, Frankliniella occidentalis ve Thrips tabaci olup tarla ve
sera Uriinlerinde hastaligin yayilmasina neden olmaktadir (Lodos, 1982; Tung,
1985; Tung ve Go¢men, 1995; Coutts and Jones, 2003). TSWV, mekanik yollarla
da tasmabilmektedir, fakat kok kaynasmasi, tohum ve polenile tasinma
olmamaktadir (Giildiir vd., 1995).TSWV’iin teshisi icin bircok yoOntem
gelistirilmistir. RT-PCR en yaygin kullanilan yontemdir (Fukuta et al., 2004).

TSWV ekonomik agidan Onemli siis bitkileri, sebzeler ve endiistriyel
tiriinlerde cesitli simptomlara neden olabilir. Bu simptomlar, nekrotik veya
klorotik lokal lezyonlar, halka lekeler, konsantrik halkalar, yesil mozaik alanlar,
kokte renk degisikligi, solma, bodurluk, beneklenme, bronzlasma, kloroz ve
nekrozdur. Bitkinin yasi, ¢esidi, ¢evre sartlarindaki degisiklikler ayn1 konukguda
TSWV’ nin farkl izolatlar1 arasinda simptomlar degisir (EPPO, 1999; Mumford
etal., 1996).

Japonya’da  1990’larin  sonlarindan  beri, krizantem yetistiriciligi

(Dendranthema grandiflora) yapilan alanlarda TSWYV biiyiik bir sorun haline
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gelmistir (Fuji et al, 1998). Krizantemde en sik rastlanan TSWV simptomlari iist
yapraklar tizerinde klorotik lekeler ve sonrasinda solma, yapraklar ve c¢igek
sapinda siddetli nekroz gelisimi, bodurluk ve geng bitkilerde 6lme seklindedir
(Matteoni and Allen, 1989; Dal Bo et al., 1995; Daughtrey et al., 1997).

Japonya’ da krizantemde TSWV infeksiyonu ilk kez 1998 yilinda bir
ciftginin tarlasinda goriilmistiir.Bu yildan beri krizantem (Dendranthema x
grandiflora) yetistiriciligi yapilan alanlarda TSWV ciddi bir sekilde zarara sebep
olmaktadir.  Krizantemde TSWV ile enfekteli simptomsuz bitkilerde latent
enfeksiyonu tespit etmek icin DAS-ELISA yontemi yeterince giivenilir bir
yontemdir. Krizantem yetistirilen alanlarda Frankliniellaoccidentalis’ in (baskin
vektor) yogun oldugu durumlarda latent enfeksiyonun varliginda hastalik oraninin
da yiiksek oldugu goriilmiistiir. Latent enfeksiyonlu bitkilerin varligina ragmen
thrips orani diisilkse hastalik oranida diisiik oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar
gosteriyor ki, vektdr thripslerin yogunlugu krizantem yetistirilen alanlarda latent
enfekteli bitkilerden siddetli ikincil yayillmaya sebep olmaktadir (Matsuura et al.,
2002). Ayni arastirmacilar tarafindan, 2006 yilinda krizantemde TSWV’ in
oranini saptamak i¢in bir ¢alisma daha yapilmistir. Bat1 ¢igek thripsinin varliginin
tuzak iriin olarak mine g¢icegine etkileri arastirilmigtir. Krizantem bitkilerinin
%17-25 oraninda serada Verbana cvs. Pink Parfait ve/veya Fancy Parfait,
Chrysanthemum cv. Jimba’nin yaninda yetistirilmistir. Mine ¢icegi bitkileri vektor
thripsleri ¢ektigi gézlenmistir. Cigek tomurcugu baslangicina kadar krizantemden
Bat1 Cigek Thripsi popiilasyonunu azaltmistir ve ¢igeklenmeye kadar krizantemde
TSWYV oranim belirgin bir sekilde bastirdigi gozlenmistir. Sonuglara gore, tuzak
bitki olarak mine ¢iceginin ekimi, krizantemde TSWV’in thrips ile tasimnimi
kontrol altina almak icin entegre zararli yoOnetimi programlarinda yararl

olabilecegi diistiniilmektedir (Matsuura et al., 2006).

2011-2012 yillarinda Iran’da, krizantemin &nemli viriis hastaligi Tomato
spotted wilt virus (TSWV)’ e karsi bir ¢aligma yapilmistir. Yapilan ¢alismada
onemli yetistiricilik yapilan bir alandan 108 krizantem bitkisi toplanmistir.
Toplanan bu ornekler double-antibody sandwich enzyme-linked assay (DAS-
ELISA) yontemi ile testlenmistir. Testlenen 108 krizantem (Chrysanthemum

morifolium) bitkisinin 48’inde TSWV ile enfekteli oldugu goézlenmistir. Enfekteli
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ornekler mekanik inokulasyon ile test bitkilerine aktarilmistir. Chenopodium
amaranticolor, Petunia hybrida, Tagetis spp.’de klorotik lokal lezyonlar; Datura
metel, Datura steramonium, Lycopersicun esculentum, Nicotiana tabacum cv.
Withe burley ve Petunia hybrida’da nekrotik lokal lezyonlar gozlenmistir. Mozaik
ve yaprak deformasyonlarindan bir hafta sonra, Capsicum annuum,
Gomphrenaglobosa, Petunia hybrida ve Nicotiana rustica’da sistemik nekrotik
lekeler ve klorotik halkalar 20 giin sonra gozlenmistir. Vigna unguiculata’da
simptom gozlenmemistir. PCR analiz sonuglarina gore krizantemin 3 ticari
cesidinde (Bella Rosa, Bonfire Yellow ve Dark Flomenco) viriis saptanmistir. Bu
calisma Iran’da krizantemde TSWV’iin saptanmasinda yapilan ilk molekiiler

caligmadir (Nour et al., 2013).

Hollanda’da TSWYV ilk kez 1931 yilinda saptanmistir (Noordam, 1943).
1983 yilindan beri viriis bir¢ok bitkide gdzlenmistir. F.occidentalis ¢ok yaygin ve
kontrolii ¢ok zor olan bir zararlidir (Mantel and Van de Vrie, 1988). Baskin olan
bu thrips tiirleri seralarda 1980’lerin sonunda TSWV enfeksiyonlarinda artisa
neden olmustur. Baslangicta yetistiriciler tarafindan epidemiyolojisi ve
simptomatolojisi bilinmedigi i¢in enfeksiyonun etkisinin yiiksek oldugu
gozlenmistir (Verhooven and Roenhorst, 1998). TSWV krizantemde en sik
gorillen simptomlar; solmanin ardindan st yapraklarda klorotik lekeler,
yapraklarda siddetli nekroz gelisimi, bodurluk ve genc¢ bitkilerde 6liim gozlenir
(Matteoni and Allen,1989; Dal Bo et al., 1995; Alexandra et al., 1996; Daughtrey
et al.,1997). Krizantem bitkileri TSWV ile ciddi etkilenebilmesine ragmen
hastalikl1 bitkiler iizerinde simptomlar genellikle yavas gelisir ve birkag¢ yaprak
ve/veya kok parcalar ile sinirh kalir. Enfekteli krizantem bitkileri simptomsuz da
kalabilir (Matteoni and Allen, 1989). Krizantem TSWV’i{in duyarliligim1 saptamak
icin 3 yontem karsilagtirilmistir. Mekanik,thrips inokulasyonu ve yaprak
testleridir. TSWV ile enfekteli bitkiler ELISA ile tanmilanmistir. 15 krizantem
cesidi test edilmistir. Bitki basina 6 thrips inokule edildiginde bitkilerde %100
viriis enfeksiyonu ortaya cikmistir. Tek bir disi veya erkek thrips inokule
edildiginde %50’nin iizerinde bitkinin enfekteli oldugu saptanmistir. Bu deney,
biitiin bitkilere thrips inokulasyonu ile krizantem ¢esitlerinde TSWV ‘iin
duyarliligin1 degerlendirmek igin tercih edilmistir (van de Wetering et al., 1999).
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Agrobacterium temellitransformasyon metodu kullanilarak
Schizosaccharomyces pombe’ den ¢ift sarmal RNA spesifik riboniikleaz gen
(pacl) olarak ifade edilen transgenik krizantem (Dendranthema grandiflora)
bitkileri tiretilmistir. Pac 1 proteini iceren 3 transgenik hat secilmistir. Kontrol
bitkilerinden TSWV’ e karst Onemli oOl¢iide daha diisiik enfeksiyonlar
gozlenmistir. Virlis enfeksiyonu, belirtilen bu transgenin ticari kullanimi1
Dendranthema’nin yabani tiirlerinde viriislerin yayilmasimi durdurmustur. Viriis
enfeksiyonu transgenik bitkilerde bastirilmistir. Bu ¢alisma, trasngenik bitkilerde
tek bir tolerans genin hem viroid hem de viriis hastaliklarini azaltabilecegini

gosteren ilk caligmadir (Ogawa et al., 2005).

Matteoni ve arkadaglar1 (1988) tarafindan yapilan bir g¢alismada 29
krizantem c¢esidinde TSWV tarafindan olusan belirtiler mekanik inokulasyondan
sonra sera ve iklim odasindan ve thripsler tarafindan dogal inokulasyondan sonra
ticari serada caligilmistir. Bitki dokularinda viriisiin varligi ELISA yontemiyle
tanilanmistir. En yaygin goriilen simptom, bronzlasma ve kok kanserleri, i¢
nekrozlar ve bodurlagmadir. Viral enfeksiyonlar, siirgiindeki kok basina ¢iceklerin
sayis1 ve taze cigek yapragi sayisinda onemli azalmalar goriilmektedir. Tiim
belirtiler tiim ¢esitlerde gozlenmistir. Oran %1 ile 100 arasinda degismektedir ve
yakin akraba cesitlerde benzer simptomlar yaygin olarak goriilmektedir (tim

cesitler i¢in oran % 39’ur).

TSWYV, Polonya’da 1999-2002 yillar1 boyunca, incelenen seralarin
herbirinde krizantem bitkilerinde DAS-ELISA yontemi kullanilarak tanilama
yapilmustir. 1999 yilinda TSWYV ile enfekteli krizantem bitkilerinde en yliksek
seviyede % 91-93 oraninda iki serada kaydedilmistirr. TSWV’in en diisiik
enfeksiyonu %16.3 oraninda kaydedilmistir. Diger Tospovirusler sadece 06zel
testlerle tanilanmustir. Incelenen 5 seranm 3’iinde INSV tanilanmistir (300
ornekten 2-12 ornekte). TSWV enfeksiyon diizeylerindeki farkliliklar testlenen
cesitlerin bazilar1 arasinda kaydedilmistir (Balukiewicz and Kryczynski., 2005).

Cucumber mosaic virus (CMV), elmasa benzer (icosahedral) tek iplikgikli
RNA virlisiidiir ve Cucumovirus grubunun iyesidir (Correll et al., 1994).

Chrysanthemum cv. Regol Time ¢esidinde yapraklarda karakteristik klorotik
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lekeler ve bitkide bodurlagsma goriilmiistiir. Viriis, mekanik inokulasyon ile
Chenopodium amaranticolor ve Cucumis sativus’a aktarilmistir. DAS-ELISA ve
RT-PCR yontemleriyle etmen CMV olarak tanilanmistir. Meristem ucu kiltiiri
kullanilarak krizantem bitkilerinden viriis elimine edilmistir. Viriisten ari bitkiler
elde edilmistir. %72 bitkilerde CMV ile bulasik olmadig1 saptanmistir. RT-PCR
yontemi ile, viriis tanilamasinsa RT-PCR’ m giivenilir bir yontem oldugu da

ortaya ¢ikmistir (Verma et al., 2003).

Chrysanthemum morifolium’ un 10 ¢esidinde goriilen bodurlasma, klorotik
lekeler, mozaik ve aspermy’ nin taze agirlik, ¢icek cap1 ve kok uzunluguna etkileri
arastirllmistir.  Klorotik lekeler, mozaik ve aspermy test edilmis c¢esitlerin
bliylimesini 6nemli Ol¢lide azaltmistir. Fakat bodurlasma diger hastalik
belirtilerinden daha siddetli bir sekilde biiylimeyi durdurmustur (Horst et al.,
1976).

Chrysanthemum morifolium bitkisinde daginik kloroz, damarlara yakin
klorotik noktalar ve bodurluk gozlenmistir. CMV krizantem straini (CMV-CI)
diger konuk¢u Cucumovirus gruplari ile konukgu reaksiyonu, in vitro 6zellikleri,
tanecik morfolojisi (29 nm) kilif proteinin molekiiler agirligi (24.5 kDa), niikleik
asit (5 RNA tiirli) ve serolojik iliskilerine bagh olarak karakterizasyonu
yapilmistir. Chrysanthemum mild mottle virus Japonya’da krizantemde rapor
edilmistir. Bu virlis TAV ile serolojik olarak akraba oldugu saptanmistir. TAV,
CAV ve CMMV yakin akrabadir ve bir viriis straini olarak kabul edilmistir.
Krizantem dogal olarak CMV straini tarafindan enfekteli degildir. Bu nedenle
bitki CMV ve TAV veya CAV arasindaki ayrim i¢in teshis acisindan faydali bir
konukgu bitkisi oldugu diisiiniilmiistiir. Bununla birlikte, inokulasyon boyunca
CMV straini konukcu olarak kaydedilmistir. 1988-89 yillart boyunca Lucknow,
Hindistan National Botanical Research Institute Bahgelerinde, dogal kosullar
altinda yetistirilen krizantemin bir¢cok c¢esidi {izerinde hastalik belirtileri
gozlenmistir. TAV veya CAV tarafindan olusan simptomlardan farkli simptomlar

goriinebilmektedir. (Srivastava et al., 1991).

CMV ve TAV’ 1n karigik enfeksiyonu, Chrysanthemum morifolium Ramat
cv. Pooja bitkisinde DAC-ELISA ve RT-PCR yontemleri kullanilarak
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tanillanmigtir. CMV ve TAV siirgiin meristem kiiltiirii kullanilarak elimine
edilmigtir. %78.1 oraninda CMV ve TAV’dan ari bitkiler elde edilmistir.
Hastalikl1 bitkilere oranla daha iyi biiylime kalitesi goriilmiistiir (Kumar et al.,
2009).

Impatiens necrotic spot virus (INSV), Tospovirus genusuna ait bir viriistiir.
Yetistiricilik yapilan alanlarda 6nemli kayiplara neden olmaktadir (Daughtrey et
al., 1997),krizantemde de birgok iilkede zarara sebep olmustur (Balukiewicz and
Kryczynski 2005; Mavric and Ravnikar 2001; Mertelik et al., 2002; Ochoa et al.,
1996; Shahraeen et al., 2002). INSV, TSWV’ ¢ gore EPPO ve Avrupa
Bolgelerinde, Asya, Kuzey Amerika, Orta Amerika ve Karayiplerde daha kisitl
bir cografyada yayilim gostermektedir ( EPPO, 1999a). Tohumla tasimmadigi
rapor edilen INSV, TSWV’e gore daha sinirli konukgu dizinine sahiptir, ancak
kaydedilen dogal konukgu tiirlerinin sayis1 gittikge artmaktadir (Roggero et al.,
1999).INSV ve TSWV’nin simptomlar1 ayni ve karisik enfeksiyonlar meydana
getirebilmektedirler (EPPO, 1999a).

INSV, siis bitkilerinde sebzelere oranla daha sik zarara rastlanmaktadir
(EPPO,1999b). Bu siis bitkileri; cam giizeli, kaplan bogan, alstromerya, anemon
cicegi, aslanagzi, begonya, bouvardia ¢icegi, saray pati, columnea, siklamen,
yildiz ¢icegi, krizantem, lisyantus, iran meneksesi, gerbera, glayol, sahil karanfili,
diigiin cicegi, sinerarya, gloksinya, gelingicegidir. Sebzelerdeki konukgulari;
biber, hindiba, hiyar, marul, feslegen, domatestir (EPPO,1999b; Finetti et al.,
2000).

Hollanda’ da yapilan bir calismada INSV’ nin Avrupa ic¢inde belirtilen
konukc¢u dizini araligi, 41 bitki tiirtinii enfekte ettigi saptanmistir (Verhoeven and
Roenhorst, 1998).Konuk¢u dizini genisligi ve simptomlar: etkileyen degisiklikler
ele alinmistir ve tim TSWV ve INSV konukgu bitkileri i¢in kapsamli bir konukg¢u
dizini vermek miimkiin degildir (Daughtrey, 1996; Chatzivassiliou et al., 2000;
Lisaetal., 1990; Yeh et al., 1992).

Tospovirus izolatlart serolojik farkliliklara dayali olarak tespit edilmistir ve

serogrup siiflandirma sistemi Serogrup I ’in tek iiyesi TSWV, Serogrup III’ iin



17

tek liyesi INSV olarak saptanmistir. Tospovirus tiirleri ayrica molekiiler verilere
gore smiflandirilir (de Avila et al., 1993), Tospovirus tiirleri thripsler
(Thysanoptera: Thripidae) tarafindan dogal yayilim gosterir ve tasinir. Bu viriisler

yari1 kiiresel zarfli partikiiller 70-110 nm gapa sahiptir.

2009’da Japonya’da yapilan bir ¢alismada krizantem bitkisinde klorotik
lekeler ve nekrozlar saptanmustir. Viriis test bitkilerine inokule edilmistir. Test
bitkilerinde goriilen simptomlarin parcacik sekilleri, protein yapilar1 ve thripsler
ile tasimimu tarafindan ortaya ¢ikan belirtilerin, Impatiens necrotic spot virus
(INSV) ile benzer oldugu goriilmiistiir. Niikleokapsid protein geninin kismi
niikleotid sekanslarmin %99 oraninda INSV izolati ile benzer oldugu
gozlenmistir. Bu ¢alismada INSV’ nin krizantemde goriilen enfeksiyonlarinin ilk

raporudur (Kundo et al., 2011).

Japonya’da INSV ile enfekteli krizantemlerde heniiz bir rapor
bulunmamistir, fakat diger Tospovirusler problem olan virtslerdir. 2009°da
Chrysanthemum morifolium Ramat. cv. Jimba yapraklarinda nekrozlar ve klorotik
benekler, TSWV enfeksiyonlarini andiran simptomlar goriilmiistiir. Simptomlu
bitkilerin INSV i¢in pozitif oldugu, TSWV, CMV, Tobacco mosaic virus i¢in
negatif bulunmustur. Hastalia INSV enfeksiyonunun neden oldugunu saptamak

icin, virlis izole edilmistir ve biyolojik ve molekiiler 6zellikleri incelenmistir

(Agdia, Elkhart, IN, USA).

Ontario’da seralarda Tomato spotted wilt virus ve Impatiens necrotic
spotvirus en yaygin goriilen Tospovirus grubu viriisleridir. TSWV, sebzelerde ve
stis bitkilerinde zarar yaptig1 saptanmistir. INSV ise siis bitkilerinde daha yaygin
goriiliir ve bir¢ok tiirde INSV’nin zarar1 goriiliir. Genel simptomlar; bodurluk,
bronzlagma, yapraklarda kivrilma ve bozulmalar, yapraklarda halka lekeler ve
cizgiler, nekrotik lezyonlar, damarlarda siyah cizgiler, baz1 c¢esitlerde bitki

Oliimleri gortliir (Murphy et al., 2014).
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3. MATERYAL METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Bitkisel Materyal

Izmir ilinde bulunan Menderes ve Urla (Bademler) ilcelerinde krizantem
iretim alanlarinda, Menderes ilgesinde Beyaz Karisik, Selevret Sari, Tutan
Kirgilli, Zebla Sari, Zebla Beyaz, Yesil, Yesil 2, Kiremit, Kirmizi,Ritmo Pembe,
Dolce Beyaz, Bakardi Sar1, Bakardi Beyaz veSalinas Beyaz ¢esitlerinde ve Urla
ilcesinde Easygoing, 0-300, Momentum, Tequila, Vatican, Celebrate, Salinas,
Jazzy, Swan, Woodpecker, Redfire, Ritmo, Bacardi, Bacardi Pearl, Bacardi
Cream ve Charming g¢esitlerinde virlis ile enfekteli oldugundan siiphelenilen,
belirti gosteren ve gostermeyen (simptomsuz) krizantemlerden alinan bitki

ornekleri ¢alismanin materyalini olugturmustur.

3.1.2. Test Bitkileri

Viriislerin tanilanmasina yardimci olmak amaciyla mekanik inokulasyon
calismalarinda kullanilan test bitkileri Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Boliimii Viroloji serasinda yetistirilmistir. Bu amagla viriislerin
tanilanmasinda kullanilacak olan test bitki setleri olusturulmustur. Bu bitkilerin
bilimsel isimleri, familyalari, kullanilacaklar1 donem, Cizelge 3.1’ de verilmistir

(Noordam, 1943; Gilimiis, 1998; Descriptions of Plant Viruses, 2014).
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Cizelge 3.1 Biyolojik Testlerde Kullanilan Test Bitkileri ve Kullanildiklar1 Dénemler

Bilimsel Ad1 Tiirkce Ad1 Familya Donem

Chenopodium amaranticolor Kaz Ayagi Chenopidiaceae 6 yaprakli
Coste & Reyn evre

Nicotiana clevelandii Tiitiin Solanaceae 4 yaprakl
evre

N. glutinosa Tiitlin Solanaceae 4 yaprakli
evre

N. tabacum cv. Samsun Tiitiin Solanaceae 4 yaprakl
evre

3.1.3. Total Niikleik Asit (TNA) Ekstraksiyonunda Kullanilan
Materyal

RNA ekstraksiyonunda Sigma D 37520 marka santrifiij, ¢ozeltiler, ETG
MBT 250 marka 1sitici, -30°C’ ye kadar sogutabilen derin dondurucu

kullanilmastir.

3.1.4. Komplementer DNA (cDNA) Sentezinde Kullanilan Materyal

Daha 6nce hazirlanmis olan TNA 6rnekleri, Fermantas marka cDNA sentez
kiti, 1sitici, shaker (Heidolph Unimax 2010) ve inkiibatér (Niive ES500) materyal

olarak kullanilmistir.

3.1.5. PCR Testlerinde Kullanilan Materyal

GeneAMP PCR System marka thermocycler, soliisyonlar, ¢ozeltiler ve viriis
primerleri kullanilmigtir. RT-PCR’ da kullanilan primerler Cizelge 3.2 ° de
goriilmektedir. Consort marka elektroforez tinitesi PCR thermocycler’dan ¢ikan
orneklerin agaroz jele yiiklenmesinde kullanilmistir. Jeli goriintiilemek icin DNR

marka goriintiileme cihazi kullanilmistir.
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Cizelge 3.2 RT-PCR testlerinde kullanilan primerler

Primer Primer Dizilimi Baz Literatiir
Uzunhgu
TSWV-F ATGTCTAAGGTTAAGCTCAC
777bp Nour et al.,
TSWV-R TTAAGCAAGTTCTGCGAGTT 2013.
CVB-F AGTCACAATGCCTCCCAAAC
621 bp Song et al.,
CVB-R CATACCTTTCTTAGAGTGCTATGCT 2012.
De Blas et al.,
CMV-F GTAGACATCTGTGACGCGA 1994;
540 bp Samuitiene and
CMV-R GCGCGAAACAAGCTTCTTATC Navalinskiene,
2008.
TAV-F CCATCCCTTCAACATCCGAC
494 bp Song et al.,
TAV-R GTTGAAGCGGAAGGAATACG 2012.
INSV-F GTAGCATTAAACATGCTGTAAATG
777 bp Chung et al.,
INSV-R GTCAAGCTTTTGACTCAATCTGAT 2006.

3.1.6. Molekiiler Klonlanma Calismasinda Kullanilan Materyal

Viriislerin elde edilmesi igin Fermentas Pfu DNA polimerase enzimi ve
adenin  ekleme asamasinda  Promega marka dATP  kullanilmistir.
Transformasyonda Escherichia coli bakterisine ait JM 109 1rki, purifikasyonda
Bioline Isolate II PCR and Gel Kit, dATP eklenmis DNA fragmentlerinin
temizlenmesinde de Bioline Isolate II PCR and Gel Kit, ligasyon isleminde
Promega firmasindan temin edilen kit (pGEM T-Easy Vector), plazmid

purifikasyonunda Bioline Isolate II Plasmid Mini Kit kullanilmistir.
3.2. Metod
3.2.1. Arastirma Alam ve Orneklerin Toplanmasi

Izmir ili Menderes ve Urla ilgelerinde krizantem iiretimi yapilan alanlar
gezilerek virlis hastaliklar1 belirtisi gosteren iiretim alanlarinda gdzlemler
yapilmis, belirti gosteren krizantemlerden bitki Ornekleri alinarak ornekleme

yapilmigtir. Ornek alinan yerler ve drneklerin dzellikleri kayit edilmistir. Toplana
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krizantem Ornekleri polietilen torbalara konularak numaralandirilmis ve testleri

yapilana kadar -20°C’de ¢alisan derin dondurucuda saklanmustir.

3.2.2. Total Niikleik Asit (TNA) Ekstraksiyonu

TNA ekstraksiyonunda silica methodu kullanilmistir.Her izolat igin yaklasik
10mg/yaprak kullanilarak, 1 ml %1 mercapto-etanol iceren ekstraksiyon tampon
cozeltisi varliginda steril 6rnek posetleri iginde homojenize edilmistir. Tiipler
wsitictda 70°C 10 dakika inkube edildikten sonra 5 dakika buzda bekletilmis ve
daha sonra ornekler 1400 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust sividan 300
ulalinarak yeni tiiplere aktarilmistir. Tiplere 150 ulethanol, 300 ul 6M Nal, 25 ul
silika siispansiyonu eklenerek 10 dakika oda sicakliginda inkubasyona tabi
tutulmustur. Tipler 6000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra {ist sivi
atilmis ve tiipiin i¢inde kalan silika partikiillerinin yikanmasi i¢in 500 pl yikama
tampon cozeltisi 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 tiiplere aktarilarak TNA
ekstraksiyonu tamamlanmistir. Ornekler cDNA sentez ve RT-PCR uygulamalari

yapilincaya kadar -20°C’ de derin dondurucuda saklanmistir (Foissac et al., 2001).

3.2.3.  Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Orneklerin  TNA  ekstraksiyonu yapildiktan sonra cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. Fermantas marka c¢cDNA sentez kiti firmanin belirledigi

prosediire gore uygulanilarak sentez yapilmistir.

Bu yonteme gore ilk 6nceeppendorf tiiplerin igerisine 0,1-5 pl total RNA, 1
ul oligo (dt)primer konulmus ve DEPC su ile 11 ul’ ye tamamlanmigtir. 65°C° de
5 dakika inkubasyon uygulandiktan sonra tiipler buz iizerine konulmus ve
sirastylaiglerine 4 pul 5X Reaction Buffer, 1 pl Ribolock Ribonuclease Inhibitor, 2
ul 10mM dNTP mix, 2 M-MuLV reverse transcriptase eklenerek 20 pl hacime

cikarilmistir. Kisa siireli santrifiij uygulandiktan sonra 37°C’ de 60 dakika ve
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70°C’ de 5 dakika inkubasyona tabi tutularak cDNA sentez asamasi

tamamlanmustir.

3.2.4. Reverse Transcriptase (RT) PCR Yontemi

RT-PCR islemi ticari firmanin onerdigi prosediire goére 25 upl hacimde
yapilmustir. Steril PCR tiiplerine 12.5 pl 2x PCR master mix, 1 pl primer 1, 1 pl
primer 2, 2 pul cDNA ve 8.5 pl nuclease free su eklenmistir. Tiipler PCR cihazina
yerlestirilerek test edilecek virlis i¢in spesifik olan program uygulanmistir. Tiim
islemler boyunca eldiven kullanilmistir. Daha sonra 6rnekler PCR thermal

cyclerda spesifik PCR programlarinda ¢ogaltma islemine alinmistir.

3.2.5. Agaroz Jel Elektroforez Yontemi ve Jel Goriintiileme Cihazinda

PCR Sonuclarimin Degerlendirilmesi

100 ml 1X TAE tamponu i¢ine 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 pl ornege) 2 pl
yiikleme tamponu ilave edilmistir. Ethidium bromide ile boyanan jel, DNR Bio-
Imaging marka Jel Dokiimentasyon ve Analiz Sistemi ile fotografi ¢ekilerek kayit

edilmistir.

3.2.6 Test Bitkilerinin Yetistirilmesi

Biyolojik testler i¢in kullanilan test bitkileri serada Sekil 3.1’de goriildigu
gibi yetistirilmistir. Tohumlarin ekildigi ve fidelerin sasirtildigr kiivet ve
saksilarda yetistirme ortami olarak kullanilan har¢ 1:1 oraninda toprak ve torf
karigimi ile hazirlanmistir. Fideler uygun gelisme donemlerine geldikleri zaman
(10 cm gapli plastik) saksilara sasirtilmistir ve daha sonra inokule edilmistir
(Nogay, 1983; Matthews, 1991).
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Sekil 3.1 Caligmada kullanilan test bitkilerinin yetistirilmesi ve bitkilerin genel goriiniimii

3.2.7. Saptanan Viriislerin Molekiiler Klonlamasi

RT-PCR c¢alismalarinda pozitif olarak bulunan TSWYV ile enfekteli 6rnegin
cDNA’s1 klonlama g¢aligmalarinda kullanilmigtir. Klonlama caligsmalar1 asagida

anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir.

3.2.7.1. Transformasyonda kullanilan bakterinin cogaltimi,

purifikasyonu ve kompetan hiicrelerin hazirlanmasi

Transformasyonda ampiciline dayanikliligi olmayiptransformasyondan
sonra vektor lizerinde bulunan ampicilin’e dayaniklilik geni sayesinde dayakli
hale gelebilen Escherichia coli bakterisinin JM109 ki kullanilmigtir. Eksi
80 °C’deki E. coli bakterisine ait JM 109 irki kat1 Laura Bertani (LB) ortamina
ekilmistir (Promega, USA).

Bakteri kat1 LB ortamda 37 °C’ de bir gece inkiibe edildikten sonra ertesi
giine kadar gelisen kolonilerden steril kiirdan yardim ile tek koloni segilerek 10
ml s1v1 besi yerine ekilmistir. Bakteri daha sonra 10 ml’ lik sivi LB ortami’na

ekilmis ve bir gece boyunca 250 rpm’de 37 °C’ de inkiibe edilerek sivi besi



24

ortaminda klon olusturulmustur. Elde edilen saf klon ertesi giin 1 litrelik
erlenlerde bulunan 1 litre sivi LB ortamina ekilerek ve 250 rpm’de 37 °C’ de
cogalmaya birakilmistir. Erlenlere ekimden 1 saat sonra bakteri yogunlugunun
optik yogunluk (OD) 0.6-0.9 araliginda olmasi i¢in spektrofotometrede diizenli
Ol¢iimler yapilmaya baslanmistir. Ve OD 0.6-0.7 araligina ulasincaya kadar
bakteri ¢ogaltimina devam edilmistir. Bu araliga ulastifinda bakteri 37 °C’ den
alimmis ve daha fazla bakteri gelisimini engellemek i¢in hemen buza

daldirilmustir.

Buza daldirilan bakteri siispansiyonu yaklasik 30 dk bakteri ¢ogalmasinin
durmasi i¢in bekletilmis ve ardindan bakteri siispansiyonu falkon tiiplerde
dengelendikten sonra 6.000 rpm de 15 dk santrifiij edilmistir. Supernatant atilmus,
pellet buzda bekletilen steril soguk su ile yeniden silispansiyon edilmistir. Tiipler
6.000 rpm’ de 15 dk santrifiij edildikten sonra supernatant atilarak ¢okelti 5-10 ml
soguk su ile vortekste resiispanse edilmistir. Ardindan tiipler toplamda yarim litre
olacak sekilde yariya kadar soguk su ile doldurulup dengelenip 6.000 rpm’ de
santrifuj edilmistir. Santrifiij sonrasi {ist siv1 atilmistir. Tipler 20 ml %10 lik
soguk glycerol ile resuspanse edildikten sonra 6.000 rpm’ de 15 dk santrifij
edilerek iist siv1 atilarak yaklasik 2-3 ml %10’luk glycerol ile sulandirilmistir.
Elde edilen kompetan hiicre siispansiyonu 100 pl’lik stvilar halinde 0.5 ml hacimli
steril PCR tiiplerine taksim edilerek kullanilincaya kadar -80 °C ‘de saklanmistir
(Promega, USA).

3.2.7.2.Pfu DNA polimeraz enzimi (Thermo, USA) ile kiit uclu DNA

fragmentlerinin elde edilmesi ve agoroz jelden yeniden elde edilmesi

DNA fragmentlerinin jelden temizlenmesinde Bioline Isolate 1l PCR and
Gel Kit kullanilmistir. Bu islem firmanin bildirdigi prosediire gore uygulanmaistir.
DNA purifikasyonu sonrasinda elde edilen kiit u¢glu DNA fragmentlerinin 3’
uclarinda ¢engel (overhang) yapi olusturmak icin firmanin protokoliine gore
dATP uygulamasi yapilmistir (Promega, USA).Uglarina dATP eklenmis DNA
fragmentleri dATP ekleme esnasinda farkli enzim ve tamponlar icerisinde
bulundugundan klonlama c¢alismalarinin olumsuz etkilenmemesi igin bu

bilesenlerin uzaklastirilmasi amaci ile ticari Bioline Isolate II PCR and Gel Kit ile
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saflagtirilmistir  (Bioline, USA). Konsantrasyon oOlgiimiinden sonra DNA

fragmentleri ligasyon isleminde kullanilmaistir.

3.2.7.3. DNA’nin plazmide aktarilmasi (Ligasyon)

Bu asamada kiit uclu elde edilen ve dATP eklenmesiyle ¢engel yapili hale
doniistiiriilen viroid DNA (insert)’st DNA ligase enzimi ile plazmidin DNA’sina
entegre edilmistir. S6zii edilen islemlerin gergeklestirilmesi i¢in Promega pGEM-
T Easy Vector adli kit kullanilmis ve calisma yine firmanin protokoliine gore
gerceklestirilmistir (Promega, USA). Ligasyon asamasi viriis ornekleri ve bir de
pozitif kontrol i¢in (kontrol insert ile hazirlanir) hazirlandiktan sonra 1 gece

boyunca 4 °C’de inkiibe edilmis transformasyonda kullanilmistir.

3.2.7.4. Rekombinant plazmidin bakterive aktarilmasi

(Transformasyon)

Ligasyon asamasinda plazmide aktarilan DNA fragmenti ile elde edilen
rekombinant plazmid bu asamada 100 pl kompetan bakteri siispansiyonuna
eklenerek transformasyon gergeklestirilmistir. Bunun i¢in 4-5 pl rekombinant
plazmid mikropipet yardimi ile kompetant hiicrelerle karistirildiktan sonra 5 dk
buzda inkiibe edilmistir. Micropulser ile elektrosok uygulamasi 0.2’lik spesifik
kiivetler i¢inde gergeklestirilmistir. Sok evresi olarak nitelendirilen bu asamadan
sonra kiivetteki bakteri siispansiyonuna hizla 900 pul SOC soliisyonu (Ek 2)
eklenerek karistm 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Boylece elektrik soku

uygulanmig bakterilerin yasamalar1 saglanmastir.

Diger yandan ampicilin iceren LB petrileri buzdolabindan alinarak 1 saat
37 °C’de inkiibe edilmis ve 10 ul IPTG (1M) ve 30 ul X-GAL soliisyonu (Ek 2)
eklenerek petri yiizeylerine yayilmistir. Hazirlanan petrilere 1 saat siiren
inkiibasyonunardindan direkt bakteri siispansiyonundan 100 pl alinarak her bir
numune i¢in iki plate ekim yapilmistir. Transformasyondansonra yapilan
inkiibasyon sonrasi SOC soliisyonu i¢inde ¢ogalan bakteri siispansiyonu steril

baget yardimi ile petrilere yayilmis ve 37 °C’de bir gece ters cevrilerek inkiibe
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edilmislerdir. Transforme edilen bakteride ampiciline dayamiklilik geni

bulunmamaktadir.

Eger plazmide PCR {iriinii DNA aktarilmis ise bu insert DNA plazmidin Lac
Z bolgesine yerlesmektedir ve bakteriye alindiginda X-Gal ve IPTG kimyasalini
kullanamamaktadir ve beyaz renkli proteinlerin olusmasina neden olmaktadir. Ote
yandan sadece plazmidi biinyesine alan bakteriler ise icerdikleri plazmid
tizerindeki Lac Z bolgesi zarar gdormedigi i¢in X-Gal ve IPTG kimyasallarini
kullanmakta, bunun sonucunda mavi renkli proteinler olusturmakta ve kolonilerin
rengi de mavi olmaktadir. Bu nedenle gelisen kolonilerden beyaz olanlar segilerek

kiiltiir olusturulmaktadir.

Transforme olmus bakterilerden gelistirilen tek kolonilerden beyaz olanlar
insert DNA tasidiklarindan her bir koloniye steril kiirdan temas ettirilmis ve 100
ul/ml ampicilin ile %0.8 glycerol igeren 2 ml sivi LB bulunan eppendorf tiiplerine
daldirilmak suretiyle sivi ortama ekimleri yapilmistir (Sekil 3.2). Calisma steril
kabin ic¢inde gergeklestirilmistir. Ekimden sonra kiirdanlar atilmis eppendorf
tiiplerinin kapaklar1 kapatilarak 37 °C’de bir gece inkiibe edilmistir. Ortamdaki
ampicilin biinyesine plazmid olmayan bakterinin gelismesine engel olmasi

amaciyla kullanilmistir.

(@) (b)

Sekil 3.2. Transformasyondan sonra gelisen mavi ve beyaz koloniler (Bu kolonilerden sadece
beyaz olanlarda Plazmid+insert DNA bulunmaktadir) (a). Steril kiirdan yardimu ile tek kolonilerin

secimi(b).
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Bir gecelik inkiibasyon ile transforme olmus bakterilerin ¢ogaltilmasindan
sonra kolonilerde var olan plazmid Bioline Isolate Il Plasmid Mini Kiti ve
firmanin protokolii kullanilarak purifiye edilmistir. Purifiye edilmis rekombinant
plazmidde insertin bulunup bulunmadig: viriise spesifik primerle gergeklestirilen

RT-PCR testleri ile belirlenmistir.

3.2.8. Klonlanmis PCR iiriinlerinin DNA dizilemesi ve verilerin

bioinformatik yontemlerle analiz edilmesi

Plazmid purifikasyonunun ardindan plazmid iizerindeki dizilerin tespiti

hizmet alim1 seklinde BM Laboratuvar Sistemleri A.S.’ye yaptirilmistir.

Sekans benzerligi icin virtslerin farkli iilkelerdeki izolatlarinin niikleotid
dizilerine gen bankasindan Blast programi ile ulasilmistir. Tiirkiye izolatlarinin
tiim niikleotid dizilerinin dizi analizi Vector NTI Software Program (Invitrogen,
USA) kullanilarak yapildiktan sonra diger iilkelerdeki izolatlarla CLC RNA
Workbench Version 6.8.2 (CLC bio, Denmark)  programi kullanilarak
karsilastirilmistir. Bu  sekilde gergeklestirilen filogenetik analiz sonucunda
virlislerin diger iilkelerde bulunan ayni viriislerle benzerlik ve farkliliklarini

gostermek adina soy agaclari yine ayni program kullanilarak olusturulmustur.
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4, BULGULAR

4.1. Belirtiler

Yapilan ¢aligmada, 2013 ve 2014 yillarinda Menderes ve Urla (Bademler)
ilcelerinde 6nemli krizantem yetistiricilik yapilan alanlardan krizantemde goriilen
virtislerin bulunma durumlarin1 belirlemek amaciyla virlis belirtisi gosteren ve
belirti gostermeyen (Simptomsuz) 195 o6rnek toplanmistir. Tomato spotted
wiltvirus (TSWV), Chrysanthemum B carlavirus (CVB), Cucumber mosaic
virus (CMV), Tomato aspermy virus (TAV), Impatiens necrotic spot virus
(INSV)’ lerin varligi RT-PCR yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Asagidaki sekillerde (4.1, 4.2, 4.3) krizantem bitkilerinde gdzlenen viriis
belirtileri goriilmektedir. Ust yapraklar {izerinde klorotik lekeler, yesil mozaik

alanlar, kloroz ve sonrasinda solma goriilmektedir.

Sekil 4.1Krizantemde yapraklarda renk degisikligi, deformasyon belirtisi.
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Sekil 4.3Krizantemde goriilen CVB enfeksiyonu sonucu olusan bodurlagsma ve yaprak

deformasyonu.
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4.2. RT-PCR Sonuglan
Yapilan RT-PCR testleri sonucunda TSWYV igin 777 bp (M: 100 bp, DNA

ladder; Fermentas, Germany), (Sekil 4.4), CVB i¢in 621 bp (M: DL2000 Marker;
TaKaRa) (Sekil 4.5), CMV igin 540 bp (M: 50 bp, DNA ladder; Fermentas,

Germany) (Sekil 4.6) uzunlugunda bantlar elde edilmistir.

Sekil 4.4izmir’in Menderes ilgesinden toplanan érneklere TSWYV igin uygulanmis olan RT-PCR
testi sonucunda viriisiin varligini gésteren 777 bp uzunlugunda bant (4’den 16. 6rnege kadar olan

sonugclar),

Sekil 4.51zmir’in Menderes ilgesinden toplanan drneklere CVB igin uygulanmig olan RT-PCR

testi sonucunda 621 bp uzunlugunda elde edilen bantlar (47°den 59. 6rnege kadar olan sonuglar).



31

Sekil 4.61zmir’in Menderes ilgesinden toplanan érneklere CMV igin uygulanmis olan RT-PCR
testi sonucunda, CMV ile enfekteli oldugunu gosteren 540 bp uzunlugundaki bantlar (61, 63’ten

74. 6rnege kadar olan sonuglar).
Biyolojik Testlerde Gozlenen Belirtiler

Yiiriitilen RT-PCR yontemlerinin sonuglarina gore virlis ile enfekteli
oldugu saptanan ornekler gruplandirilmis, her grubu temsil edecek sayida ornek

secilerek biyolojik testler yiiriitiilmiistiir.

Gergeklestirilen mekanik inokulasyonlar sonucunda genel olarak test

bitkilerinde mozaik, yaprak deformasyonlari1 gézlenmistir.

CMV ile enfekteli oOrneklerle hazirlanan ekstraktlar test bitkilerine
aktarilmistir. Inokulasyon sonucunda Nicotiana clevelandii bitkilerinde sistemik
mozaik, damarlar arasi renk agilmasi ve bodurlagsma géze carpan belirtiler

olmustur (Sekil.4.7).
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Sekil 4.7CMV ile mekanik olarak inokule edilmis Nicotiana clevelandii bitkilerinin yapraklarinda

gozlenen belirtiler a) N. clevelandii yapraklarinda mozaik b)N. clevelandiibitkisinde bodurlagsma

CVB ile enfekteli o6rneklerle hazirlanan ekstraktlar duyarli test bitkilerine
aktarilmistir. Nicotiana clevelandii bitkilerinde yaprak damarlarinda renk

acilmalar1 ve yaprak deformasyonlar1 gézlenmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8 CVB ile mekanik olarak inokule edilmis Nicotiana clevelandii bitkilerinin yapraklarinda
gozlenen belirtiler a) Nicotiana clevelandiiyapraklarinda damarlarda renk agilmasi ve mozaik b)
Nicotiana clevelandii yapraklarinda deformasyon c) Nicotiana clevelandii damarlarda renk

agilmalar1

TSWYV ile enfekteli 6rneklerle hazirlanan ekstraktlar duyarl test bitkilerine
aktarilmigtir. Nicotiana glutinosa’da sistemik hafif nekrozlar ve yaprak

deformasyonlar1 gdzlenmistir.
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Sekil 4.9 TSWYV ile mekanik olarak inokule edilmis test bitkileri yapraklarinda gézlenen bazi
belirtiler a) Nicotiana glutinosa yapraklarinda hafif klorotik lekeler b) N. clevelandii yapraklarinda

deformasyonlar

Dizi analizi ve filogenetik simiflandirma calismalar

Plazmid purifikasyonundan sonra plazmid tizerindeki dizilerin tespiti hizmet
alimi1 seklinde BM Laboratuvar Sistemleri A.S.’ye yaptirilmistir. Firmadan
gonderilen verilerden yararlanarak filogenetik analizler Vector NTI, Blast ve CLC

RNA Workbench programlar: kullanilarak gergeklestirilmistir.

Dizisi belirlenen viriise aktarilmis plazmidler Vector NTI programinda
acilarak viriisiin vektor lizerindeki yeri belirlenmistir. Bunun i¢in dizi iizerinde ilk
once vektore ait uglar saptanmis ve isaretlenmistir. Vektoriin iki kolu arasinda

kalan dizi klonlanan dizi olarak saptanmstir (Sekil 4.10).
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TTTGGAACTG GTCTAGTTTT TCTACTCGTA ATRAAGTACA GACTGTAAGA ACTTCTTGGC GGTCTCGTAT TACTTCCAAT ATTTTGITIC ACTAAALTGA|
[ECFMl TTTGGTAARA TIACTATAAA GAAAACTTCA GACAGGATTG GAGCCACTGA CATGACCTIC AGAAGGCITG ATAGCTTGAT TAGGGICAGG CITGITGAGG
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Ecoil

i

EESMN c2GGCTTGEC ARAATACAAG CAGGTAGTTT ACCTCTTATT GCITCAGTTG ATAGCTTTGA GATGATCAGT GTTGICTTIGG CTATATATCA GGATGCAARA]
CTCCGRAACGG TTTTATGITC GTCCATCARA TGGAGRATAA CGAAGTCRAC TATCGARACT CTACTAGTCA CAACAGAACC GATATATAGT CCTACGTTIT

Aual
TACARGGACC TCGGGATTGA CCCABAGCGG TATGATACCA GGGRAGCCTT AGGGARAGTT TGCACTGIGC TGARAAGCAA AGCATTIGAA ATGACTGRAG

ATGTTCCIGG AGCCCTAACT GGGTTICGCC ATACTATGGT CCCIICGGAA TCCCITICAA ACGTGACACG ACTTTICGIT TCGTAAACTT TACTGACTIC
FELINN . TCZGGTGAA GAAGGGGAAL GAGTATGCIG CTATACTCAG TTCCTGCAAT CCTAATGCTA AGGGRAGTGT TGCTATGGAA CATTACAGIG AAACTCTTAR]

TAGTCCACTT CTTCCCCITT CTCATACGAC GATATGAGIC AAGGACGTTA GGATTACGAT TCCCTTCACA ACGATACCIT GIAATGICAC TTIGAGAATT
EccRl

peehN CAACGTTCTAT GAAATGITIG GGGITAAAAR ACAGGCAARA CTCACAGRAC TIGCITAA AR TICCTACCAC TCCACARACCC TCCTATGAGT
GTTCAAGATA CTTTACARAC CCCAATTTTT TGTCCGTTTT GAGTGTICTIG AACGAATT T AAGGATGGTG AGGTGITGGG AGGATACTCA —
1201 CAGTG: G TATTTGCCIT GTACTCCICT TCTCTATCIC GCACTCTGCC GGATTTGGGC GGATGAGITA \TACRAGCG GAGTTATG N
Ready 382 bp - 1158 bp (777 bp) | us9bpd) |

Sekil 4.10 TSWV’nin ¢ogaltilan bdlgesinin baz dizisi lizerinde ¢ogaltilan 777 bp’lik DNA
fragmenti. Morla isaretli alanlar vektoriin kollarini, mavi bloklu alan ise plazmide aktarilan

TSWYV’ nin ¢ogaltilan bdlgesinin baz dizisini gostermektedir.

Soy agaci1 (Filogenetik agac) eldeki izolatin diinya izolatlariyla
benzerliklerini ortaya koymaktadir. TSWV igin vyiiriitiilen ¢aligmada Izmir’den
izole edilen ve sekanslamaya gonderilen etmen TSWV-Krizantem-izmir izolati
olarak adlandirilmistir. Izolatlar birbirleriyle align edilip akrabaliklarinin
belirlenmesi amaciyla filogenetik aga¢ ¢izildikten sonra TSWYV izolatlarinin
benzerlik oranlar1 yine Vector NTI programi araciligiyla incelenmistir. Bunun
sonucunda farkl gesitlerden elde edilen izolatlarin birbiriyle olan benzerlikleri %
93-94 arasinda degismistir. %94’liikk benzeme oraniyla gen dizilimi birbirine en
yakin olan izolat KF146700kodu ile kayitli Tomato spotted wilt virus isolate
Chrysanthemum-16 nucleocapsid (N) gene, complete cdsveAB175809kodu ile
kayith Tomato spotted wilt virus N gene for nucleoprotein, complete cds izolati
ile ayn1 grupta yer alir. izolatlarin birbirlerine olan yakinlik derecelerinin nasil
oldugunu Sekil 4.12°de verilen filogenetik agactan da anlamak miimkiindiir. S6zii
edilen filogenetik agacta, izolatlarin birbirleriyle baglantisini saglayan kollar
iizerindeki rakamlar iki izolatin birbirine olan yakinlik derecesini ortaya

koymaktadir.
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Sekil 4.11 Krizantemden elde edilen TSWYV izolatlarinin kendi aralarinda alignment yapilmis hali.
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TSWV-krizantem-izmir-izolati
1 KF146701
83 KF146700
AB175809

_1_@‘: DQ453158
AB010997

Sekil 4.12. Caligsma kapsaminda krizantemden elde edilen TSWV izolatinin birbirleriyle

akrabaligini gosteren filogenetik agag
4.3 Survey Sonuglari

2013 ve 2014 yillarinda izmir ili Menderes ve Urla (Bademler) ilgelerinde
krizantem yetistirilen alanlarda yapilan ¢aligmada 195 6rnek testlenmistir. Yapilan
RT-PCR testleri sonucunda Menderes’den alinan 95 6rnekten 31 ‘inin viriislerle
enfekteli oldugu bulunmustur. TSWV 1 6rnekte; CVB 13 farkli 6rnekte; CMV ise
17 farkli 6rnekte rastlanmistir. TAV ve INSV enfeksiyonlari tespit edilememistir.
Urla (Bademler) ilgesinden alinan 100 6rnekte TSWV, CVB, CMV, TAV ve

INSV enfeksiyonlarinin hi¢birine saptanmamustir.

Cizelge 4.1 izmir ili Menderes ve Urla (Bademler) ilgelerinden 2013 ve 2014 Yillarinda Saptanan
Etmenler
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Bu verilere gore Menderes ilgesinde %1 oraninda TSWYV, %14 oraninda
CVB, %18 oraninda CMYV tespit edilmistir. %67’lik kisminda herhangi bir viriise
rastlanmamustir.  Virtisler ve yayginlik oranlart Sekil 4.13°de goriilmektedir.
Menderes il¢esinden alinan krizantem ¢esitlerinde saptanan viral etmenler Cizelge

4.1 “de verilmistir.

HTSWV
ECVB
M CMV
B SAGLIKLI

Sekil 4.13Menderes ilgesinde krizantem tiretim alanlarinda tespit edilen viriisler ve yayginlik

oranlar1

Cizelge 4.2 Menderes ilgesinde krizantem ¢esitlerinde saptanan viral etmenler
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5. TARTISMA VE ONERILER

Yetistiriciligi yapilan bircok siis bitkisinde oldugu gibi krizantemde de
kaliteyi etkileyen bir¢ok hastalik ve zararli mevcuttur. Arastirma kapsaminda son
yillarda yetistiriciligi artan krizantemin Izmir ilinde 2013-2014 vyillarinda
krizantem yetistiriciligi yapilan alanlardan alinan 6rneklerde enfeksiyon olusturan
viral etmenlerin simptomatolojik, biyolojik ve molekiiler yontemler ile tanilari

yapilmis ve viral etmenlerin bulunma durumlar1 belirlenmistir (Sekil 1.1).

Menderes ve Urla ilgelerinde krizantem yetistiriciligi yapilan alanlardan
yapraklarda nekrotiklesme, kiiciilme, klorotik beneklenme, yaprak deformasyonu,
damarlarda renk acilmasi, ¢icek deformasyonu, yapraklarda sekil bozukluklari
gosteren ve belirti gdstermeyen toplam 195 bitki 6rnegi alinmistir. Virlis benzeri
belirti gosteren veye gostermeyen Orneklerle daha sonra yiiriitiilen biyolojik ve
molekiiler test sonuglari, bitkilerde goriilen belirtilerin viriislerden kaynaklanmis
olabilecegi gibidiger bitki patojenleri veya abiyotik etkenler tarafindan da
olusabilecegi yapilan calismalar sonucunda ortaya cikmistir. Bununla birlikte
belirti gostermeyen Orneklerle de latent virlis enfeksiyonlar1 da olabilecegi

caligmalar sirasinda gozlenmistir.

Chrysanthemum B carlavirus, Menderes ilgesinden alinan 95 6rnekten 13
ornekte Selevret Sar1, Tutan Kirgilli, Zebla Beyaz, Yesil, Dolce beyaz ve Bacardi
Sar1 ¢esitlerinde etmen saptanmistir. CVB yaprak kalitesinde hafif zarara, hafif
yaprak beneklenmesine, damarlarda renk agilmasina neden olmaktadir (Hollings
and Kassanis,1957). Bazi gesitlerde, enfekteli bitkilerde ¢igekler normal ve
saglikli goriinmiistiir (Noordam, 1952). Bir diger ¢alismada bazi ¢esitlerde mozaik
ve simptomsuz enfeksiyonlar gozlenir (Hakkaart and Maat, 1974). Dolce Beyaz
cesidinde simptomsuz oldugu diisiiniilen 6rnekte CVB’ ye saptanmistir. Bu
bulgular bizim ¢alismamizla biiyiik dlgiide paralellik gdstermektedir. 15 -20°C
aras1 sicakliklarda bitkilerin CVB ile enfekteli oldugu saptanmistir. Bu sonuglar,
CVB’ nin tespitini yapmak i¢in en uygun zamanmn kis mevsimi oldugunu
gostermistir (Lin et al., 2005). Bu calismada da Kasim-Aralik aylarinda 6rnekler
araziden alinmistir. Simptomlar viriis kaynagi ve gesitlere gore degisir(Hakkaart
and Maat, 1974). Yapilan c¢alismalarda, Tayvan’da krizantem iiretimi yapilan
alanlarda CVB yaygin olarak goriilmektedirRT-PCR metodu CVB’nin
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saptanmasinda en giivenilir yontem oldugunu gostermistir (Ram et al.,
2005).Avustralya’da CVB (%39.2)en sik goriilen viriislerden biridir. Bati
Avustralya’dan tarlada yetistirilen krizantemlerde saptanmustir(Hill et al.,
1996).Hindistan’da bu hastalik oraninin %40.26 ve % 94.66 arasinda degistigi
goriilmistlir. (Verma et al.,, 2003).Kore’de krizantem ¢esidinde CVB-ch’ 1n
enfeksiyon orant %49.8’dir(Chung et al., 1999). Bu ¢alismada ise CVB’nin

bulunma oraninin %7 oldugu saptanmistir.

Enfekteli bulunan 6rneklerden secgilen Ornekler ile yiiriitiilen biyolojik test
sonucunda test bitkilerinde gozlenen simptomlar 6nceki yillarda gergeklestirilen
bulgular ile paralellik gostermektedir (Descriptions of Plant Viruses, 2014).
Duyarl test bitkilerine gergeklestirilen mekanik inokulasyon sonucunda bitkide
Nicotiana clevelandiibitkilerinde yaprak damarlarinda renk agilmalar1 ve yaprak

deformasyonlar1 gézlenmistir (Sekil 4.8).

Tomato spotted wilt virus, Menderes ilgesinden alinan 95 6rnekten sadece 1
ornekte, Beyaz Karisik ¢esidinde, etmene rastlanmistir, TSWV krizantemde cesitli
simptomlara sebep olabilmektedir. Bu simptomlar, yesil mozaik alanlar, nekrotik
veya klorotik lokal lezyonlar, halka lekeler, konsantrik halkalar, solma, bodurluk,
beneklenme, bronzlasma, kloroz ve nekrozdur. Bitkinin yasi, cesidi, cevre
sartlarindaki degisiklikler ayn1 konukguda TSWV’ nin farkli izolatlar1 arasinda
simptomlar degisir (EPPO, 1999a; Mumford et al., 1996).Bu ¢alismada krizantem
bitkisinde yesil mozaik alanlar, beneklenme, deformasyon belirtilerine
rastlanmistir. Goriilen belirtiler, daha 6nce yapilan ¢alismalarda TSWV belirtileri
ile ortismektedir (Sekil 4.2). Baska bir ¢alismada krizantem bitkileri TSWV ile
ciddi etkilenebilmesine ragmen hastalikl1 bitkiler iizerinde simptomlar genellikle
yavas gelisir ve birka¢ yaprak ve/veya kok parcalar ile smurlt kalir. Enfekteli
krizantem bitkileri simptomsuz da kalabilmektedir (Matteoni and Allen, 1989).

Krizantem yetistirilen alanlarda Frankliniellaoccidentalis’ in (baskin
vektor) yogun oldugu durumlarda latent enfeksiyonun varliginda hastalik oraninin
da yliksek oldugu goriilmiistiir.Latent enfeksiyonlu bitkilerin varligima ragmen

thrips orani diigsitkse hastalik oranida diisiik oldugu gézlenmistir. (Matsuura et
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al.,2002). Bu ¢alismada bu bilgiler kiyaslandiginda TSWV etmenine sadece 1

ornekte saptanmasi vektor oraninin diisiik oldugunu diisiindiirmektedir.

Enfekteli bulunan O6rnek ile yiiriitiilen biyolojik test sonucunda test
bitkilerinde gdzlenen simptomlar onceki yillarda gerceklestirilen bulgular ile
paralellik gostermektedir (Descriptions of Plant Viruses, 2014). TSWV ile
mekanik olarak inokule edilmis test bitkileri yapraklarinda Nicotiana
glutinosayapraklarinda hafif klorotik lekeler, N. clevelandii yapraklarinda
deformasyonlar (Sekil 4.9) saptanmistir. Etmen Japonya’da 1990’larin
sonlarindan beri, krizantem yetistiriciligi (Dendranthema grandiflora) yapilan
alanlarda biiyiik bir sorun haline gelmistir (Fuji and Nakamae, 1998). Polonya’da
1999-2002 yillar1 boyunca, incelenen seralarin herbirinde krizantem bitkilerinde
TSWYV ile enfekteli krizantem bitkilerinde en yiiksek seviyede % 91-93 oraninda
iki serada kaydedilmistir. iran ve Hollanda’da da yetistiricilik yapilan alanlarda
biiyiik bir sorun haline gelmistir. Bu ¢alismada ise TSWV bulunma orant %0.5
olarak kaydedilmistir.

Caligma kapsaminda etmene spesifik primerler ile izole edilen TSWV
izolatlar1, iilkemizde krizantemde yeni tespit edilen viriistiir. Bu amagla, izolatin
niikleotid dizilerinin belirlenmesi, diinya izolatlartyla karsilastirilmas: ve
filogenetik aga¢ olusturulmasi icin ¢aligmalar yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismada izole
edilen TSWV izolat1 sekanslama icin lontek firmasima génderilmistir. Elde edilen
niikleotid dizilimleri NCBI BLAST (National Center for Biotechnology
Information, 2015) kullanilarak diinya izolatlariyla kiyaslanmigtir. Bunun
sonucunda farkli ¢esitlerden elde edilen izolatlarin birbiriyle olan benzerlikleri %
93-94 arasinda degismistir. %94’liik benzeme oraniyla gen dizilimi birbirine en
yakin olan izolat KF146700kodu ile kayith Tomato spotted wilt virus isolate
Chrysanthemum-16 nucleocapsid (N) gene, complete cds veAB175809kodu ile
kayith Tomato spotted wilt virus N gene for nucleoprotein, complete cds izolati

ile ayn1 grupta yer alir.

Cucumber mosaic virus, Menderes il¢esinden alinan 95 6rnekten 17 6rnekte
Yesil, Kiremit, Kirmizi, Ritmo Pembe ve Dolce Beyaz cesitlerinde etmene

rastlanmistir. Kirmizi ve Ritmo Pembe ¢esitlerden alinan tiim bitki 6rneginde
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etmene rastlanmigtir. Bu da bu cesitlerin CMV’ ye karsi duyarli olduklarini
diistindirmektedir. ~ Chrysanthemum cv. Regol Time c¢esidinde yapraklarda
karakteristik klorotik lekeler ve bitkide bodurlasma goriilmiistiir (Verma et al.,
2003). Bir diger g¢alismada Chrysanthemum x morifolium bitkisinde daginik
kloroz, damarlara yakin klorotik noktalar ve bodurluk gézlenmistir (Srivastava et
al., 1991). Baska bir galismada Chrysanthemum morifolium’ un 10 ¢esidinde
goriilen bodurlagma, klorotik lekeler, mozaik ve aspermy’ nin taze agirlik, cicek
cap1 ve kok uzunluguna etkileri arastirilmistir. Klorotik lekeler, mozaik ve
aspermy test edilmis cesitlerin biliylimesini Oonemli Olgiide azaltmistir. Fakat
bodurlagma diger hastalik belirtilerinden daha siddetli bir sekilde biiylimeyi
durdurmustur (Horst et al., 1976). Bu ¢alismada araziden alinan 6rneklerde; renk
degisimi, nekroz, gelisme geriligi, yapraklarda asimetri gibi belirtiler gosteren
orneklerde etmene rastlanmistir. Ayrica yine bu c¢alismada krizantemde CVB
enfeksiyonu sonucu olusan bodurlasma ve yaprak deformasyonu (Sekil 4.3)
literatiirdekine benzer belirtiler oldugunu ortaya koymustur. Kiremit ve Ritmo
Pembe cesitlerinde simptomsuz oldugu diisiiniilen bitki drneklerinde de etmene
rastlanmistir. Yine Dolce Beyaz ¢esidinde farkli 6rneklerde fakat ayni gesitte iki
viral etmene rastlanmistir. Bunlardan biri CMV digerinin ise CVB oldugu

gozlenmistir.

CMYV ile mekanik olarak inokule edilmis Nicotiana clevelandii bitkilerinin
yapraklarinda mozaik ve bodurlasma (Sekil 4.7) onceki yillarda gergeklestirilen
bulgular ile paralellik gostermektedir (Descriptions of Plant Viruses, 2014).

Hindistan’da, dogal kosullar altinda yetistirilen krizantemin birgok ¢esidi
tizerinde hastalik belirtileri gézlenmistir. (Srivastava et al., 1991). CMV birgok
iilkede oldugu bizim iilkemizde de zarara neden olmaktadir. Bu c¢alismada bu
oranin % 9 oldugu saptanmistir. RT-PCR yontemi ile, virlis tanilamasinda RT-

PCR’ 1n giivenilir bir yontem oldugu da ortaya ¢ikmistir (Verma et al., 2003).

CVB ve CMV etmenleri de RT-PCR yontemi ile saptanmustir. Fakat etmene
ozel spesifik primerler kullanilarak izole edilmesine ragmen sonu¢ alinamamustir.
Bunun nedeni olarak ya TNA cogaltim agamasinda meydana gelen bir sikintidan

ya da primerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
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Tomato aspermy virus, krizantemde zarar yapan en Onemli viriislerden
biridir (Bouwen and Zaayen, 1995).Hindistan’da yapilan bir c¢alismada,
Chrysanthemum morifolium gesidinde sar1 mozaik ve ¢igek deformasyonlarinin
nedeni TAV olarak saptanmistir (Raj et al., 2007). Cin’de yapilan bir ¢calismaya
gore de, krizantemin en onemli virlisii TAV’dir. Ortalama enfeksiyon orant: %
85.9’dur ( Ruilin et al., 1999). Avustralya’da ise TAV’m ortalama enfeksiyon
orant ise %23’tiir (Moran and Wilson, 1985).Yeni Zelanda’da 1956 yilinda
yapilan ilk c¢alismalarda, Auckland, Christchurch ve Wanganui cesitlerinden
alman 32 bitkiden 11’inde TAV saptanmistir (Procter, 1975).Hindistan’1in ¢esitli
bolgelerinden benekler ve deforme ¢igeklenme goriilen Krizantem bitkilerinden
DAS-ELISA yontemiyle bu etmen saptanmistir. Testlenen 15 bitkinin 11° inde
(%73.3) etmen saptanmustir (Verma et al., 2004). Krizantemde siddetli mozaik,
klorotik halka lekeler ve ¢icek deformasyonlar1 2006 Kasim ayindan 2007 Subat
aymna kadar Hindistan’in Lucknow (UP), Dhanbad (MP) ve Kolkata (WB)
Bolgelerinde gozlenmistir. Spesifik primerler kullanilarak RT-PCR ve ELISA
testleriyle, TAV saptanmustir. (Raj et al., 2008). Literatiirde goriildiigii tizere TAV
krizantemde 6nemli bir patojen fakat bu caligmada testlenen 195 bitki 6rneginde

bu etmene rastlanmamastir.

Impatiens necrotic spot virus, 2009°da Japonya’da yapilan bir ¢aligmada
krizantem bitkisinde klorotik lekeler ve nekrozlar saptanmistir. Viriis test
bitkilerine inokule edilmistir ve etmenin INSV oldugu saptanmistir (Kundo et al.,
2011).Aslinda INSV siis bitkilerinde daha yaygin goriiliir ve bir¢ok tiirde de zarar
yaptig1 bildirilmistir (Murphy et al., 2014). Fakat bu ¢alismada TAV ‘da oldugu
gibi INSV’ye de rastlanmamustir.

Krizantem yetistiriciligi yapilan alanlarda virlis hastaliklar1 ciddi bir
sorundur. Viriisiin tespiti ve tanilamasi viriisiin yayilmasini 6nleme acisindan
onemlidir. Yiiksek enfeksiyon o6zellikle viriislerin karisik enfeksiyonlarinda hem
tarlada hem de krizantemin kalitesinde Onemli kayiplara neden olmaktadir.
Boylece tanilama yapmak virlis yayilimini kontrol etme agisindan Snemlidir.
Ciinkii virtistin hangi viriis oldugunu bilmek bize onun tasinma yollar1 ve
Ozellikleri hakkinda bilgi verir. Viriisiin tasinma yolu ve 6zellikleri bilinirse ancak

micadele ve korunma miimkiin olacaktir.
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2013-2014 yillarinda yiiriitiilen bu ¢aligmanin tamamlanmasi ile Izmir ili
krizantem iiretim alanlarinda enfeksiyon olusturan viral etmenler ve bulunma
oranlar1 saptanmistir. Tiirkiye’de krizantem viriisleri hakkinda yiiriitiillen ilk
kapsamli calisma olan bu arastirma ile krizantemde enfeksiyon olusturan viral
etmenlerin tilkemizdeki durumlar1 hakkinda 6nemli bir agigin kapatilmasinda ilk
adim atilmig ve literatiire katki saglamistir. Bu arastirma sonuglarinin gelecekte

yapilacak olan arastirmalara yol gosterecegi diistiniilmektedir.

Arastirmadan elde edilen sonuglarin degerlendirilmesiyle asagidaki

oOnerilerin yapilmasi uygun goriilmiistiir:

» Viral enfeksiyonlarin neden oldugu verim kayiplar1 hakkinda net veriler

bulunmamakta, bu konuda arastiricilar tesvik edilmelidir.

» Hastaliktan ari tiretim materyali kullanim1 enfeksiyondan korunmanin en
etkili faktor oldugu goz oOniinde bulundurularak temiz iretim materyali

kullanimi tesvik edilmelidir.

» Saptanan viral etmenlerin yayilmasinda ve tasinmasinda etkili olan vektor
bocekler ve yabanci otlarin yok edilmesi enfeksiyonlarin dnlenmesinde

onemli bir diger faktordiir.

» Yapilan bu ¢alisma da RT-PCR’in giivenilir bir yontem oldugu bir kez
daha ortaya ¢ikmustir.

» Viriis hastaliklari, miicadele ve Onlem olanaklar1 hakkinda {ireticilere

egitim ¢aligmalarinin yapilmasi 6nemlidir.
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