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OZET

ANTALYA iLi BiBER YETISTIRICiLIGINDE SORUN OLAN
Cucumber mosaic virus (CMV) ve Tomato spotted wilt virus (TSWV)
ETMENLERININ YAYGINLIGININ BELIRLENMESI ve BU
ETMENLERIN SEROLOJIK, MOLEKULER ve BIYOLOJIK
KARAKTERIZASYONU

GUNES, Nihan

Yiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dal1
Tez Danismant: Prof. Dr. Mustafa GUMUS
Agustos 2016, 76 sayfa

Bu ¢alismada 2015 yili vejetasyon doneminde Antalya ili Kumluca, Demre,
Serik ve Aksu ilgelerinde ortii altinda ve agik alanda iiretimi yapilan biber
bitkilerinde enfeksiyona neden olan Cucumber mosaic virus ve Tomato spotted
wilt virus adli viral etmenlerinin yaygmligmin belirlenmesi ve etmenlerin
serolojik, molekiiler ve biyolojik karakterizasyonun gerceklestirilmesi
hedeflenmistir. Bu amag¢ i¢in Kumluca ilgesinden 62, Demre ilgesinden 42, Serik
ilgesinden 26 ve Aksu ilgesinden 18 wviriis benzeri belirti gosteren ornek
toplanmistir. Uygulanan DAS-ELISA testi sonucunda toplanan 148 biber
orneginin 11’inde (%7.34) CMV ve 53’inde (%35.81) TSWV enfeksiyonu
oldugu saptanmistir. Serolojik yOntemin sonuglar1 degerlendirilerek biyolojik
testler yiriitilmiistir. DAS-ELISA testi sonucunda pozitif bulunan ornekler
CMV’nin RNA 1 ve RNA 3; TSWV’nin S RNA, M RNA ve L RNA segmentine
ait bazi bolgelerine spesifik primerler kullanilarak RT-PCR testi ile cogaltilmistir.
CMV izolatimin farkli gen bolgelerinin gen bankasindaki diger izolatlarla
benzerlik oranlar1 %90-96 arasinda bulunurken, TSWYV izolatinin %92-98
arasinda degismisti. TSWV izolat1 Tiirkiye, Italya ve Ispanya’da biber
bitkilerinde Tsw dayanikliligini kiran izolatlar ile %92-97 arasinda degisen oranda

benzerlik gostermistir.

Anahtar kelimeler: Cucumber mosaic virus (CMV), Tomato spotted wilt
virus (TSWV), DAS-ELISA, RT-PCR.






ABSTRACT

DETERMINATION OF PREVALENCE and SEROLOGICAL,
MOLECULAR and BIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF
Cucumber mosaic virus (CMV) and Tomato spotted wilt virus (TSWV)
PROBLEM ON PEPPER GROWING IN ANTALYA

GUNES, Nihan

MSc in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa GUMUS
August 2016, 76 pages

This study was conducted to determine the prevalence and serological,
molecular and biological charachterization of Cucumber mosaic virus and Tomato
spotted wilt virus that cause infections in pepper plants growing in greenhouses
and open fields during vegetation period of 2015 in Antalya province including
Kumluca, Demre, Serik and Aksu districts. 62 samples from Kumluca, 42 samples
from Demre, 26 samples from Serik and 18 samples from Aksu were collected
from plants having virus-like symptoms. Out of collected 148 pepper samples 11
(%7.34) described as CMV and 53 (%35.81) as TSWV as a result of DAS-ELISA
test. After the evaluation of the results from serological tests, biological assays
were carried out by the selected virus isolates. Some regions on RNA 1 and
RNA 3 of CMV; S RNA, M RNA and L RNA of TSWV of DAS-ELISA positive
samples were amplifed by RT-PCR with specific primers. Similarity rates of
different regions of CMV isolate varied between %90-96 identity with other
isolates and TSWV isolate varied between %92-98. TSWV isolate showed
identity varied between %92-97 with Tsw resistance breaking isolates from

Capsicum plants in Turkey, Italy and Spain.

Keywords: Cucumber mosaic virus (CMV), Tomato spotted wilt virus
(TSWV), DAS-ELISA, RT-PCR.
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1. GIRiS

Solanacae familyas1 Capsicum cinsi igerisinde yer alan biber bitkisinin
(Capsicum annuum) anavatani Amerika Kitasi olup diinyaya buradan yayildigi
kabul edilmektedir (Vural vd., 2000).

Diinya mutfaginda baharatlandirma ve renklendirme o6zelliginden dolay1
yemeklerde siklikla kullanilan biber, sagladigi vitamin ve mineraller agisindan
insan sagligl icin onemlidir. Biber bitkisinin meyveleri mevsiminde ¢ig ya da
pisirilerek tiiketilebildigi gibi dondurularak, konservelenerek, kurutularak ya da
tursu olarak da 6gilinlerde yer almaktadir. Meyveler ayn1 zamanda islenerek salga,
sos, renklendirici madde olarak ya da toz halde kullanilabilmektedir (Vural vd.,
2000).

Diinya biber iiretiminin yarisindan fazlasini karsilayan Cin diinyadaki en
biiyiik biber iireticisi iilke olup onu Meksika takip etmektedir. Tiirkiye ise tiglincii
sirada yer alip diinya biber liretiminde Onemli paya sahip iilkeler arasindaki
konumunu korumaktadir. Biber iiretiminde lider iilkelerin iiretim miktarlari
Cizelge 1.1°de, diinyadaki tiretim miktar1 yiizdeleri ise Sekil 1.1°de verilmistir
(FAO, 2014).

Cizelge 1.1 Biber iiretiminde lider iilkelerin iiretim miktarlar1 (FAO, 2014).

Sira  Ulke Uretim miktar
(ton)

1 Cin 15.800.000
2 Meksika 2.294.400
3 Tiirkiye 2.159.348
4 Endonezya 1.726.382
5 Ispanya 999.600
6 Amerika Birlesik Devletleri 889.269
7 Misir 655.442
8 Nijerya 510.000
9 Cezayir 482.471
10 Etiyopya 400.000

Diinya 31.116.944




Uretim miktan (ton)

M Cin (%51)
Meksika (%7)
W Turkiye (%7)
M Endonezya (%5)
B spanya (%3)
B Amerika Birlesik Devletleri (%3)
= Misir (%2)
Nijerya (%2)
¥ Cezayir (%2)
M Etiyopya (%1)

¥ Diger ulkeler (%17)

Sekil 1.1 Ulkelerin biber iiretim miktar1 yiizde oranlar1 (FAO, 2014).

Ulkemizde biberin yogun olarak yetistirildigi bolgelerin basinda %33’liik
payla Akdeniz bolgesi gelmektedir. Cizelge 1.2°de biberin iilkemizde bolgelere

gore iiretim miktarlari, yiizde oranlar1 ve ekim alanlar verilmistir (TUIK, 2014).

Cizelge 1.2 Ulkemizde bdlgelere gore biber iiretim miktarlari, yiizde oranlari ve

ekim alanlar1 (TUIK, 2014).

Bilge Uretim miktar (ton) Yiizde Ekilen alan (dekar)
Akdeniz 732.972  32.83 164.873
Ege 368.561 16.51 142.683
Bati Karadeniz 342.678 15.35 119.543
Bati Marmara 248.554 11.13 102.350
Giiney Dogu Anadolu 238.939 10.70 112.280
Dogu Marmara 186.666 8.36 80.614
Bat1 Anadolu 52.582 2.35 22.529
Ortadogu Anadolu 39.818 1.78 26.847
Kuzeydogu Anadolu 8.824 0.39 5.749
Orta Anadolu 8.218 0.36 7.737
Dogu Karadeniz 2.617 0.11 3.159
Istanbul 1.879 0.08 1.374

Toplam 2.232.308 789.738




Cogunlukla salcalik, kapya, dolmalik, sivri ve carliston biber tiplerinin
yetistirildigi Akdeniz bdlgesinde Antalya ili %47’lik payla biber yetistiriciligi
yoniinden onemli bir yere sahiptir. Cizelge 1.3’de Akdeniz Bolgesinde biber

yetistirilen illerin iiretim miktarlar1 ve ekim alanlar1 verilmistir (TUIK, 2014).

Cizelge 1.3 Akdeniz Bolgesinde illere gore biber liretim miktarlart ve ekim

alanlar1 (TUIK, 2014).

Sira | iller Uretim miktan (ton) Ekilen alan (dekar)
1  Antalya 343.739 44.748
2 Mersin 259.833 48.343
3 Hatay 592.78 33.740
4  Adana 24.084 12.838
5  Kahramanmaras 21.906 13.198
6  Osmaniye 10.614 4.613
7  Burdur 8.947 3.882
8 Isparta 4571 3.511

Toplam 732.972 164.873

Antalya ilinde 44.748 dekarlik alanda gergeklestirilen biber tretiminin
miktarlar1 karsilagtirildiginda biber iiretiminin biiyilk bolimiiniin %33 payla
Kumluca, %25 payla Demre ve %11 payla Serik ilgelerinden karsilandig
gorilmektedir. Cizelge 1.4’de Antalya ilinde biber yetistirilen ilgelerin {iretim

miktarlar1 ve ekim alanlar1 verilmistir (TUIK, 2014).



Cizelge 1.4 Antalya ilinde biber yetistirilen ilgelerin tiretim miktarlart ve ekim
alanlar1 (TUIK, 2014).

Sira llceler Uretim miktar (ton) Ekilen alan (dekar)
1 Kumluca 116.490 9.730
2  Demre 87.468 7.114
3 Serik 39.483 7.625
4  Kas 25.444 2.892
5  Manavgat 20.007 3.613
6 Aksu 17.150 1.770
7  Elmal 8.560 4.220
8  Kepez 7.178 1.605
9  Korkuteli 5.700 1.100
10 Alanya 5.251 2.460
11  Muratpasa 4.890 800
12 Finike 2.960 400
13 Gazipasa 2411 1.020
14  Konyaalti 375 77
15 Dosemealti 161 115
16 Gilindogmus 136 170
17 Kemer 60 10
18  Akseki 14 23
19 Ibrads 1 4

Toplam 343.739 44.748

Ik ve sicak iklim sebzesi olan biber bitkisi besin ve organik maddelerce
zengin, 6.0-6.5 pH’a sahip, tinli ve tinli-kumlu topraklar1 sevmektedir. Diizenli
sulamaya ve giibrelemeye ihtiya¢ duyan biber bitkisinden maksimum verim elde

etmek i¢in hastalik ve zararli yonetimine ihtiya¢ vardir (Vural vd., 2000).

Virlis hastaliklar1 bu patojenlere karsi kimyasal savasin uygulanamayisi,
kontrol yontemlerinin genetik dayaniklilia ya da viral hastaliklarin yayilmasini
engelleyen yontemlere ve hastalikli bitkilerin eradikasyonuna dayali olmasindan
dolay1r diinya biber iiretimini sinirlandiran 6nemli faktorler arasinda yer
almaktadir. Diinya genelinde bitki materyallerinin ticaretinin artmasi g¢esitli viral
etmenlerin ve vektorlerinin yeni bitki plantasyonlarina girme riskini arttirdigi gibi,
giincel kontrol yontemleri yeni virlis etmenlerinin yani sira hali hazirda bulunan
virlis etmenlerinin yeni irklarmi da kontrol etmede yetersiz kalmaktadir. Viriisiin
genomunda, konukgusunda veya vektoriinde degisimin olmasi hastaligin 6nemini
arttirabilmektedir. Ayrica degisen iklim ve c¢evre kosullar1 da viriis etmenlerinin

ve vektorlerinin yayilmasinda etkilidir (Hanssen et al., 2010).



Farkli cinslere ait ¢ok sayida wviral etmen biber bitkisini enfekte
edebilmektedir. Bunlar arasinda Tobamovirus cinsi gibi mekanik olarak taginan ve
stabilitesi yiiksek viriisler oldugu gibi vektorlerle tasinan Potyvirus, Cucumovirus
ve Tospovirus cinsine ait virlislerin zarar1 da sik ve siddetli goriilmektedir (Green
and Kim, 1991). Bu viriisler arasinda en yaygin olanlardan ikisi Cucumovirus
cinsine ait Cucumber mosaic virus ve Tospovirus cinsine ait Tomato spotted wilt
virus’tur. TSWV (Tomato spotted wilt virus) vektori olan Frankliniella
occidentalis ile diinyaya yayilmasiyla ve yerel TSWYV izolatlarinin tekrar kendini
gostermesinden dolayr ciddi epidemilere neden olmustur. Epidemilerin diger
nedeni de virlislere kars1 dayanikliligin kirilmasidir. Bazt Akdeniz iilkelerinde
biber bitkilerinde bulunan TSWV’ye karsi dayaniklilik geni Tsw,
gelistirilmesinden birkag¢ yil sonra kirilmaya baglanmistir (Moury and Verdin,
2012).

Ulkemizde biber iiretiminde énemli paya sahip Antalya ilinde yetistiriciligi
yapilan biber bitkilerinde bahsedilen viriis hastaliklari ile ilgili caligmalarin sinirl
oldugu veya viral etmenlerin durumunu saptamanin Gtesine gidilemedigi
goriilmustiir. Ayrica, TSWV Akdeniz Bolgesi’nde 6nemli bir sorun oldugu igin
bu etmen iizerinde dayanmiklilik caligsmalar1 yiiriitilmekte ve dayanikli veya
tolerant olarak gelistirilen gesitler piyasada bulunmakta ve ireticiler tarafindan
kullanilmaktadir. Bununla beraber, bolgede viral hastaliklardan kaynaklanan
sikayetlerin siirmekte ve TSWV nedeniyle olusan simptomlara benzer belirtilerle
karsilagildigi bazi kamu ve oOzel kurum yetkilileriyle yapilan goriismeler
neticesinde Ogrenilmistir. Gergeklestirilen 6n ¢alismalarda, TSWV sikayeti ile
gelen bazi Orneklerde CMV enfeksiyonu saptanmistir. Bu  Ongoriiler
dogrultusunda ¢aligmamizda Antalya ilinde biber iiretiminin en yogun yapildigi
tiretim alanlarinda surveyler yapilarak biber yetistiriciliginde sorun olan CMV ve
TSWV etmenlerinin  bulunma durumlart  belirlenmis ve toplanan bitki
orneklerinde bulunan viriislerin serolojik, biyolojik ve molekiiler yontemler
kullanilarak karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Yapilan bu ¢alismanin bu
etmenlere kars1 yapilacak dayaniklilik calismalari i¢in O6n aragtirma ve
karakterizasyonu yapilmis izolat temini niteliginde olmasi ve literatiire katki

yapmast amaglanmaistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Biberdeki virlis hastaliklar1 diinyadaki biber iiretimini sinirlandiran ana
nedenlerden biri haline gelmistir. Cok sayida virlis hastalifinin biber bitkisini
enfekte ettigi tespit edilmistir (Green and Kim, 1991). Bu hastaliklar arasinda
bulunan CMV ve TSWYV lizerine yapilan arastirmalar iki ana baslik halinde

incelenmistir.
2.1 Cucumber mosaic virus

Biber bitkisinin en Onemli viral hastaliklarindan birisi olan CMV,
Bromoviridae familyasindaki Cucumovirus cinsinin en 6nemli iliyelerinden birisi
olup Doolittle (1920) tarafindan ilk defa 1916 yilinda hiyar bitkisinde rapor
edilmistir. Hem 1liman hem de tropik ve subtropik iklimlerde ¢ok sayida kiiltiir
bitkisinde kayiplara neden olan CMV, Cucumovirus cinsinin diinyada en ¢ok

yayginlik gosteren tiirtidiir (Loebenstein and Lecoq, 2012).

100°den fazla bitki familyasi i¢inde 1200’den fazla bitki tiiriinii enfekte
ettigi (Edwardson and Christie, 1991; Ali and Kobayashi’den, 2010) tespit edilen
CMV en genis konukgu dizinine sahip viriislerden birisidir (Tomlinson, 1987).
Neredeyse tiim kabakgillerde hastaliga eden olan etmen biber, domates, marul ve
baklagiller gibi birgok Onemli kiiltiir bitkisini de enfekte edebilmektedir
(Thomson and Procter, 1966; Zitter and Provvidenti, 1984; Igbal et al., 2011).
Glayol, zambak, stimbiil ve lale gibi bir¢ok siis bitkisi de bu viriisiin konukgulari

arasindadir (Samuitiené and Navalinskiené, 2008).

CMV, biber bitkisinde ciicelige neden olmaktadir ve eger bitkiyi gelisiminin
ilk evrelerinde enfekte ederse bitkide ciicelik daha siddetli goriilmektedir.
Ilerleyen gelisme doneminde enfekte ederse ciicelik daha diisiik siddette
goriilmektedir. Yapraklarda kloroz, mese yapragi formu, halka lekeler, mozaik ve
sekil Dbozukluklarina neden olan etmen, meyvelerde pazarlamaya uygun
olmayacak sekilde halka lekelere ve sekil bozukluguna neden olmaktadir (Zitter
and Murphy, 2009; Loebenstein and Lecoq, 2012).



Genis konukgu dizisinden dolay1 bir¢ok yabanci ot tiiri CMV kaynagidir.
Yabanci otlar, iiretim donemleri arasinda yaprak bitlerinin ve viriisiin ara
konukc¢usu olarak etmenin kiiltlir bitkilerine yayilmasina neden olmaktadir. Bu
yabanci otlar arasinda Asclepias syriaca, Barbarea vulgaris, Stellaria media,
Capsella bursa-pastoris, Portulaca oleracea ve Cyperus rotundus bulunmaktadir.
Enfekteli yabanci otlar cogu zaman belirti gostermemektedir (Tomlinson et al.,
1970; Bruckart and Lorbeer, 1976; Igbal et al., 2011).

En yayginlar1 ve dnemlileri Myzus persicae ve Aphis gossypii (Perry et al.,
1998) olmak iizere 75’den fazla yaprak biti tiirli (Insecta: Hemiptera: Aphidoidea)
CMV’yi non-persistent (stylet borne) olarak tagimaktadir (Palukaitis et al., 1992;
Ali et al.’dan, 2006). Non-persistent tasima gergeklestiren yaprak bitleri genellikle
beslenme sonucu viiriisti bitkiden alip kisa bir siire boyunca biinyesinde muhafaza
etmektedir ve baska bir bitkiyle beslenme sirasinda ise virlisii bitkiye
bulastirmaktadir (Watson, 1946).

Her biri yaklasik 28 nm ¢apinda olan {i¢ kiiresel partikiilden olusan CMV
(~8,600 niikleotit); RNA1 (~3,350 niikleotit), RNA2 (~3,050 niikleotit) ve RNA3
(~2,200 niikleotit) olmak tizere toplam 3 adet tek iplikli positif sense RNA
molekiilii (Sekil 2.1) icermektedir (Ding et al., 1994; Kumari et al., 2013). RNAL,
viral genomun replikasyonu igin gerekli olan metiltransferaz ve helikaz
aktivitesine sahip la proteinini kodlarken RNA2, 2a proteinini ve 2b proteinini
kodlamaktadir (Ding et al., 1994; Gal-On et al., 2000). 2a proteini viral genomun
replikasyonundan sorumlu RNA-dependent RNA polimeraz (RdRp) enzimini
kodlamaktadir (Hayes and Buck, 1990). 2b proteini RNA4A olarak bilinen RNA
ipliginden kodlanmaktadir ve bitkinin dayaniklilik mekanizmasini aktive etmek
icin verecegi sinyali dokulara ulastirmasini engelleyerek etmenin bitkiyi enfekte
etmesini saglamaktadir (Ye et al., 2009). RNA3 ise 3a proteinini (hareket proteini)
ve kilif proteinini kodlamaktadir (Mossop and Francki, 1977). 3a proteini bitkinin
hiicreler arasi ve bitki i¢cindeki uzun mesafe hareketi i¢in gereklidir (Ding et al.,
1995). RNAS3 partikiili RNA4 (~1,030 niikleotit) diye bilinen dordiincii RNA
ipligine sahiptir. RNA4, CMV’nin kilif protein iiretimi i¢in kilif protein genini
kodlayan dordiincii subgenomik RNA ipligidir ve viriisiin yaprak bitleriyle
taginmasinda direkt rol alan tek proteindir (Chen and Francki, 1990). Bundan



dolayr kilif proteinde meydana gelen mutasyonlar farkli yaprak biti tiirleriyle
taginmadaki spesifikligi etkilemektedir. Yaprak biti tiirleri ve populasyonlar
CMV lizerinde siirekli olarak secilime ve populasyon degisimine neden
olmaktadir (Moury, 2004). Bazi CMV wrklar1 Satellit RNA (RNAS5)’lan
desteklemektedir. Sat-RNA (~335 niikleotit) replikasyon i¢in tamamen CMV’ye
bagimli tek iplikli molekiillerdir (Richards et al., 1978; Kaper, 1982).

Sekil 2.1 CMV etmeninin genom yapisi (Zitter and Murphy, 2009).

CMV 1rklan arasindaki genetik cesitlilik oldukca fazladir ve bundan dolay1
CMV izolatlar1 genomik RNA’larin benzerlik derecesine gore alt grup I ve alt
grup II olmak {izere ikiye ayrilmaktadir (Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003;
Bonnet et al.’dan, 2005). Bu iki alt gruba ait izolatlarin niikleotit dizilerinin
benzerlikleri %69-%77 arasinda degismektedir (Palukaitis and Garcia-Arenal,
2003; Loebenstein and Lecoq’dan, 2012). Alt grup I, IA ve IB olmak {iizere
birbiriyle yakinlik gosteren izolatlarin olusturdugu iki gruba ayrilmaktadir
(Roossinck et al., 1999). Alt grup IA ve II’deki izolatlar diinya genelinde
dagilirken alt grup IB’deki izolatlarin neredeyse tamami Dogu Asya’da
dagilmaktadir (Loebenstein and Lecoq, 2012). Alt grup IB’ye ait sadece birkag
izolat Ispanya’da (Bonnet et al., 2005), Italya’da (Gallitelli, 2000; Loebenstein
and Lecoq’dan, 2012) ve Kaliforniya’da (Lin et al., 2003) tespit edilmistir.
Loebenstein and Lecoq’a (2012) gore alt grup I ve II’ye ait izolatlarin yayginlik
durumu iklim kosullarina gore cesitlilik gostermektedir. Alt grup I’e ait izolatlarin
cogu 1liman iklimlerden elde edilirken alt grup II’ye ait izolatlarin ¢ogu daha
soguk iklimlerden elde edilmistir. Biber iiretimi daha c¢ok sicak iklime sahip
bolgelerde yayginlik gosterdiginden dolay: alt grup I’e ait izolatlardan daha ¢ok

etkilenmesi muhtemeldir.



CMV birgok kiiltiir bitkisinde ve yabanci otta tohumla tasinmaktadir
(Tomlinson and Carter, 1970; Bos and Maat, 1974; Yang et al., 1997). Tohumla
tasinmasi enfekteli tohumlardan gelisen bitkilerin birincil hastalik kaynagi olmasi
ve bu bitkilerden diger bitkilere afitlerle tasinmasi yoniinden epidemi

olusturmasinda énemli bir etkendir (Jones and Cowling, 1995).

Ali and Kobayashi (2010), yaptiklari ¢alismada CMV’nin biber
tohumlartyla tasindigini tespit etmistir. Bu calisma ile alt grup 1A’ya ait CMV-
Fny (Fast New York) izolatiyla mekanik inokulasyon yapilan geng biber fideleri
biyiitilerek meyve tutumu saglanmis ve elde edilen biber meyvelerinin
tohumlarinda CMV’nin  %95-100 oraninda tasindigt RT-PCR kullanarak
belirlenmistir. CMV’nin tohum kabugunda %53-83 oraninda, embriyoda %10-46
oraninda enfeksiyon yaptigi, enfekteli tohumlardan elde edilen enfekteli bitki

oraninin ise %10-14 oldugu tespit edilmistir.

CMV, deneysel olarak mekanik inokulasyon yontemiyle taginmaktadir.
Cucumis sativus, Nicotiana spp. ve Chenopodium spp. gibi ¢esitli bitkiler
mekanik inokulasyon g¢alismalarinda kullanilmaktadir. Mekanik olarak tasinma
etkinligi, inokulum hazirlanirken pH degisimini engelleyen ve viriis partikiiliinii

koruyan tamponlar kullanilarak arttirilmaktadir (Igbal et al., 2011).

Israil’de CMV’nin konukgularini belirlemek i¢in yapilan ¢alismada biber
bitkilerinde CMV’nin enfeksiyona neden oldugu tespit edilmistir (Nitzany and
Wilkinson, 1961). Meksika’da yetistiriciligi yapilan biber bitkilerinde CMV
enfeksiyonu tespit edilerek 6zellikle ¢igeklenme doneminde zarara neden oldugu
belirtilmistir (Delgado Sanchez, 1974). Yeni Zelanda’da 1981-1983 yillarinda
biber iiretim alanlarindan 50’ser bitki ornegi alinarak yapilan calismada 1981
yilinda %13, 1982 ylinda %17, 1983 yilinda %28.7 oraninda CMV enfeksiyonu
tespit edilmistir. Etmenin %8.4 oraninda verim kaybina neden oldugu ve ayrica
meyve biyikligi ile kalitesini olumsuz yonde etkiledigi tespit edilmistir
(Burgmans et al., 1986). Tayvan’da mozaik belirtisine sahip biber bitkilerinde
(Chandrasrikul and Patrakosol, 1986) CMV enfeksiyonu tespit edilmis olup
Bosna Hersek’te yapilan ¢alismada bu viriisiin biber bitkilerinde hastaliga neden
oldugu belirtilmistir (Subasic et al., 1990). ABD’nin Florida eyaletindeki biber
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iretim alanlarinda CMV’nin 1995 yilindan itibaren neden oldugu siddetli
epidemiler %50’den fazla iirlin kaybina neden olmustur (Kucharek et al., 1998).
Ispanya’nin farkli bdlgelerindeki biber iiretim alanlarinda (Alonso-Prados et al.,
1998) CMV enfeksiyonu tespit edilmis olup Tunus’ta etmenin biber bitkilerinde
neden oldugu enfeksiyon oraninin %30-100 arasinda degistigi ve iretimi
sinirlandiran baglica viral etmenin CMV oldugu saptanmistir (Mnari Hattab et al.,

1999).

1986-1987 yillarinda Banglades’teki biber liretim alanlarinda DAS-ELISA
testiyle CMV enfeksiyonu tespit edilmistir (Akanda et al., 1991). Kiiba’da Havana
bolgesinde yetistirilen biber bitkilerinde inokulasyon testleri, serolojik
karakterizasyon ve virlis partikiillerinin 6zelliklerinin ve morfolojisinin
incelenmesi yontemleri kullanilarak CMV varligi saptanmigtir (Castro et al.,
1992). ispanya’nin Murcia bdlgesinde ciicelik, mozaik, kabarciklanma ve iplik
yapraklilik simptomlar1 gosteren biber bitkilerinde elektron mikroskopi ve
poliakrilamid jel elektroforezi kullanilarak CMV enfeksiyonu tespit edilmistir
(Espin et al., 1994). ABD’nin Kaliforniya eyaletindeki biber iiretim alanlarindan
alinan orneklerde niikleik asit hibridizasyonu, virion elektroforezi ve mekanik
inokulasyon yontemleriyle CMV nin varlig1 tespit edilmistir (Rodriguez-Alvarado
et al., 1995). Arjantin’in farkli bolgelerindeki ticari ve deneysel tarlalardan alinan
biber drneklerinde ciicelik, mozaik, iplik yapraklilik, yapraklarda ve meyvelerde
sekil bozuklugu gosteren Orneklerde RT-PCR testiyle CMV tespit edilmistir
(Atencio et al., 1997). Slovenya’da ELISA, elektron mikroskopi ve biyolojik
indeksleme yontemleriyle yapilan ¢alismada biber bitkilerinde CMV varlig: tespit
edilmistir (Vozelj et al., 2003). Nijerya’da ELISA testiyle yapilan ¢aligmada biber
bitkilerinde %22.14 oraninda (Arogundade et al., 2012) CMV enfeksiyonu tespit
edilmis olup 2011 ve 2012 yillarinda Afrika Kitasi’nda bulunan Benin’de biber
iiretim alanlarinda en sik goriilen viral etmenlerden birinin CMV oldugu ELISA

testiyle belirlenmistir (Afouda et al., 2013).

Kore’de dolmalik biber seralarinda mozaik ve/veya nekrotik simptomlar
gosteren biber bitkileri tespit edilerek simptom gosteren ve gostermeyen
bitkilerden alinan Orneklerle ¢alisma gergeklestirilmistir. CMV enfeksiyonu
etmene ozgii ““CTC ATG GAT GCT TCT CCG C”’ ve ““CAA CTC AGA TCC



11

CGC CAC AGA”’ primerleri kullanilarak saptanmistir. 203 bp biiyiikliigiinde dizi
elde edilerek Gen Bankasindaki diger izolatlarla karsilagtirilmis ve CMV’nin
RNA3 bolgesine ait kilif proteiniyle %98 benzerlik gosterdigi saptanmistir (Mun
et al., 2008).

Litvanya’da ciicelik, mozaik, yaprak ve meyvelerde sekil bozuklugu
belirtileri gosteren biber bitkilerinde biyolojik indeksleme, elektron mikroskopi ve
RT-PCR yontemleri kullanilarak CMV  etmeni saptanmis olup RT-PCR
yonteminde CMV’ye spesifik ““GCG CGA AAC AAG CTT CTT ATC” ve
“GTA GAC ATC TGT GAC GCG A’ primerleri kullanilarak 540 bp
biiyiikliigiinde ¢ogaltim elde edilmistir (Zitikaité and Samuitiené, 2009).

Hindistan’da yapilan c¢alismada yapraklarda mozaik ve deformasyon,
yapraklarda ve meyvelerde halka lekeler gosteren biber bitkilerinde CMV
enfeksiyonu saptanmistir. Elektron mikroskopi, DAS-ELISA ve Real-Time PCR
kullanilarak gergeklestirilen calismada CMV’nin RNA3 bdlgesine ait kilif
proteinine spesifik primerler kullanilarak yaklasik 550 bp biiyiikliigiinde ¢ogaltim
elde edilmistir (Promil, 2012).

Hindistan’da biber iiretim alanlarinda DAS-ELISA, mekanik inokulasyon,
DNA-RNA hibridizasyon ve RT-PCR yontemleri kullanilarak gerceklestirilen
calisgmada CMV enfeksiyonu tespit edilmistir. Mekanik inokulasyon galismalart
sonucunda Cucumis sativus bitkisinde beneklenme ve mozaik, Chenopodium
amaranticolor bitkisinde klorotik lokal lezyonlar ve Capsicum annuum bitkisinde
ise nekrotik halka lekeler ve mozaik seklinde simptomlarin olustugu gézlenmistir.
Inokule edilen Lycopersicon esculentum, Nicotiana glutinosa ve Vigna
unguiculata bitkilerinde belirti gozlenmemistir. RT-PCR ¢alismalarinda ““GTA
GAC ATC TGT GAC GCG” ve ““GCG CGA AAC AAG CTT CTT ATC”
primer ¢ifti kullanilarak etmenin RNA3 bdlgesine ait kilif protein geni lizerindeki
540 bp biiyiikliginde bolge c¢ogaltilarak klonlanmis ve dizisi belirlenmistir.
Sekans calismalar1 sonucu Gen Bankasindaki CMV altgrup II’e ait izolatlar ile
%95-99 oraninda benzerlik gostermistir. Cizilen filogenetik agagta altgrup II’ye

ait izolatlar ile beraber grup olusturmustur (Biswas et al., 2013).
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Biberde CMV enfeksiyonlarint  kontrol edebilmek igin  genetik
dayanikliliktan oldukga fazla yararlanilmaktadir. Biberlerde sadece bir tane etkili
ana dayaniklilik geni tanimlanmistir. Bu dominant dayamiklilik geni Cmrl,
biberde P2 kromozomunda konumlanmis olup Kore’den elde edilen bir gesitte
tespit edilmigtir. Cmr1’in alt grup 1A’a ait CMV izolatlarinin sistemik hareketini
siirlandirdigr ancak Cmrl tasiyan bitkilerin alt grup IB’e ait P1 izolat: tarafindan
enfekte edildigi belirtilmektedir (Kang et al., 2010; Loebenstein and Lecoq’dan,
2012). Benzer sekilde Giiney Kore’de alt grup IA’da bulunan CMV izolatlari
dayanikli biber cesitlerini enfekte etmezken IB alt grubuna ait CMV izolatlar
dayaniklilig1 kirarak dayanikli biber cesitlerini enfekte etmeye baglamistir (Lee et
al., 2006).

Tiirkiye’deki biber bitkilerinde elektron mikroskopi ve serolojik yontemler
kullanilarak (Yilmaz and Davis, 1985) CMV enfeksiyonu tespit edilmis olup
Samsun ilindeki biber iiretim alanlarinda Agar-Gel Double Diffuzyon ve ELISA
yontemleriyle saptanmistir (Arli, 1992). Izmir ilinde iiretilen biber bitkilerinde
CMV’nin yaygin goriilen viral etmenlerden biri oldugu elektron mikroskopi,
mekanik inokulasyon ve ELISA yontemleriyle tespit edilmistir (Glimiis, 1998).
Hatay ili biber alanlarinda CMV’nin biyolojik indeksleme ve ELISA testi ile
%10.6-12.2 oraninda bulunmustur (Daplan, 2003). Samsun’daki biber iretim
alanlarindan toplanan 6rneklerde DAS-ELISA testi kullanilarak 1998 yilinda 222
ornekte %7.7, 1999 yilinda 91 oOrnekte %2 oraninda CMV enfeksiyonu
saptanmistir (Arli-Sokmen et al., 2005). Hatay, Sanliurfa, Kahramanmaras ve
Gaziantep illerindeki biber iretim alanlarinda DAS-ELISA yontemiyle %8.3
oraninda CMV enfeksiyonu bulunmustur (Buzkan et al., 2006). Tokat'ta biber
tretim alanlarmda yapilan calismada ELISA yontemiyle CMV enfeksiyonu
oldugu tespit edilmistir (ilhan, 2011).

Adana, Mersin, Hatay ve Sanlurfa illerinde {iretimi yapilan biber
bitkilerinde DAS-ELISA yontemiyle CMV enfeksiyonu tespit edilmis ve elde
edilen izolatlarm RT-PCR ve RFLP analizleriyle alt grup [A’ya ait oldugu
belirlenmistir (Caglar, 2006). Samsun ilinde yazlik sebze yetistirilen alanlarda
CMV’nin alt gruplarmin belirlenmesi amaciyla 2012 ve 2013 yillarinda
gerceklestirilen calismada biber iiretim alanlarinda DAS-ELISA yontemi ile CMV
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enfeksiyonu bulunmustur. CMV enfeksiyonundan en fazla etkilenen iiriin
grubunun biber (%31.1) oldugu tespit edilmistir. Calismada 2013 yilina ait CMV
izolatlarinin biiyiik kisminin (%67.6) alt grubu serolojik olarak belirlenememis
olup %27.8’inin alt grup I, %1.85’inin alt grup Il ve %2.78’inin hem alt grup |
hem de alt grup II ile karigik enfekteli oldugu saptanmistir (Sar1, 2015).

2013 yilinda Bursa, Yalova, Istanbul, Bilecik ve Sakarya illerinden toplanan
biber 6rneklerinde DAS-ELISA ve Real-Time PCR yontemleri kullanilarak %69
oraninda CMV enfeksiyonu saptanmistir. Orneklere ait yapraklarda mozaik ve
deformasyon go6zlenmistir. PCR calismalarinda ““GTA GAC ATC TGT GAC
GCG A’ ve ““GCG CGA AAC AAG CTT CTT ATC”’ primer ¢ifti kullanilarak
etmenin RNA3 bolgesine ait kilif protein geni lizerindeki bolge ¢ogaltilarak 540
bp biiytikliiglinde bant elde edilmistir (Uzunogullar1 ve Giimiis, 2015).

2.2 Tomato spotted wilt virus

Bunyaviridae familyasinda Tospovirus cinsine ait bir viriis olan TSWV ilk
olarak 1915 yilinda Avustralya’da domates bitkisi tizerinde tespit edilmis olup
(Brittlebank, 1919; Adkins’den, 2000) daha sonra viral orjinli oldugu ortaya
koyulmustur (Samuel et al., 1930; Adkins’den, 2000). 1980°den beri hizla ortaya
c¢ikan ve cografik olarak yayilan etmen ekonomik olarak en 6nemli 10 bitki viriisii
arasinda gosterilmektedir. Etmenin ana vektorii olan bati ¢igek tripsinin
(Frankliniella occidentalis) tarimsal faaliyetler ve kitalar arasi ticaret ile diinya
genelinde yayilmasi etmenin Onemini artirmistir (Goldbach and Peters, 1994;

Adkins’den, 2000).

Genis konukgu dizisine sahip olan etmen monokotiledon ve dikotiledon
olmak tizere 80 familyaya ait 800’den fazla bitki tiiriinii enfekte etmektedir.
Tropik, subtropik ve iliman bolgelerde yetistirilen bircok meyve, sebze ve siis
bitkisi tiirii TSWV’ye hassastir (Goldbach and Peters, 1994; Adkins’den, 2000).
Solanaceae ve Asteraceae familyas: bu etmene karsi duyarli en genis konukgu
dizisine sahiptir (Prins and Kormelink, 1998; Adkins’den, 2000). TSWV
enfeksiyonuna en duyarh bitki tiirleri ise domates, biber, marul, patates, papaya,

yer fistigy, tiitiin ve krizantemdir (German et al., 1992; Adkins’den, 2000).
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TSWYV yapraklarda ve meyvelerde halka lekeler, kloroz, nekroz ve bitkide
ciicelik olusturmakla beraber bu belirtiler kiiltiir bitkisinin tiirtine, enfekte oldugu
déneme ve ¢evresel kosullara bagh olarak degismektedir (German et al., 1992;
Adkins’den 2000). Biber bitkisinde, bitki erken déonemde enfekte olduysa siddetli
ciicelige, yapraklarda klorotik mozaik veya lekelere neden olmaktadir. Bitki ge¢
donemde enfekte olduysa nekrotik lekelere sahip klorotik mozaik ve lekelere
neden olmaktadir. Etmen meyvelerde nekrotik halka lekeler ya da nekrotik

cizgiler meydana getirmektedir (Turina et al., 2012).

Bir¢ok yabanci ot tiirii liretim alanlarinda ¢ok miktarda bulunup ¢ogunun
TSWYV ile enfekteli olmasi ve etmenin vektorii olan tripslerin besin kaynagi
olmasi nedeniyle TSWV kaynagi olarak 6nem tagimaktadir. Bu yabanci otlar
arasinda Capsella bursa-pastoris, Chenopodium album, Portulaca oleracea,

Stellaria media ve Solanum nigrum bulunmaktadir (Cho et al., 1986).

TSWYV bitkiden bitkiye ¢icek tripsi (Frankliniella intonsa), bati ¢igek tripsi
(Frankliniella occidentalis), titiin tripsi (Frankliniella fusca), biber tripsi
(Scirtothrips dorsalis), pamuk tripsi (Frankliniella schultzei), Frankliniella
zucchini, sogan tripsi (Thrips tabaci), soya fasulyesi tripsi (Thrips setosus), kavun
tripsi (Thrips palmi) gibi farkli trips tiirleriyle taginabilmektedir (Amin et al.,
1981; Mound, 2001). Birgok bitki tiirliniin ¢esitli kistmlarinda beslenen polifag bir
tir olan Frankliniella occidentalis diinya genelindeki yaygmligindan dolay1
TSWV’nin en etkili vektoriidiir (Goldbach and Peters, 1994; Adkins’den, 2000;
Whitfield et al., 2008). Trips, TSWV’yi persistent olarak propagatif (vektor
biinyesinde ¢ogalma 6zelligi) sekilde tagimaktadir. Trips, viriisti larva doneminde
bilinyesine aldiysa tasiyabilmektedir. Eger larva doneminde almadiysa viriisii
tagtyamamaktadir. Ergin donemde enfekteli bitki lizerinde uzun siire beslense bile
viriisii biinyesine alamamaktadir. 1. larva doneminde aldig: viriisti 2. larva veya

ergin donemde bitkiden bitkiye tagiyabilmektedir (Ullman et al., 1992).

Yapisinda %35 niikleik asit (RNA), %70 protein, %20 lipit ve %5
karbonhidrat bulunan TSWV partikiilleri 80-120 nm ¢apinda ve kiiresel
goriinimlidiir. TSWV genomu S RNA (2.9 kb), M RNA (4.8 kb) ve L RNA (8.9

kb) olmak tizere negatif sense ve ambisense sSRNA (tek sarmal) 6zellikte ii¢c RNA
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segmenti (Sekil 2.2) igermektedir. Her RNA molekiilii koruyucu protein kilif ile
cevrelenmistir (Adkins, 2000). L RNA, replikasyondan sorumlu RNA-dependent
RNA polimeraz (RdRp) enzimini kodlamaktadir (Chapman et al., 2003).
Ambisense Ozellikteki M RNA, viriisiin hiicreden hiicreye taginimini saglayan ve
viriisiin fonksiyonel proteinlerinden biri olan negatif polaritedeki Nsm proteinini
(hareket proteini) (Li et al., 2009) ve viriisiin membran proteinleri olan pozitif
polaritedeki G1 (Gc) ile G2 (Gn) proteinlerini kodlamaktadir. G1 ve G2
proteinleri viriisiin  hem bitkide hem de wvektérii olan tripsin biinyesinde
lokalizasyonunda ve ¢ogalmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Whitfield et al.,
2008). S RNA, RNA susturulmasmin baskilanmasinda etkili olan pozitif
polaritedeki Nss proteinini (Takeda et al., 2002) ve negatif polaritedeki kilif
proteinini (N) kodlamaktadir (Richmond et al., 1998).

=

L — RdRp —

=

M—|®NSm|—| Gl1-G2__|——

= =
S —{ Nss o]
Sekil 2.2 TSWV etmeninin genom yapisi (Tsompana et al., 2005).

TSWV’nin Kkiltiir  bitkilerindeki zararim1  onlemek i¢in basvurulan
yontemlerin basinda dayanikli ¢esit kullanimi gelmektedir. TSWV’ye Kkarsi
dayaniklilig1 saglayan sadece iki gen bulunmus olup bunlar ise domatesteki Sw-5
geni ve biberdeki Tsw genidir (Debreczeni et al., 2015). Biberde Capsicum
chinense PI1152225 ve PI1159236 hatlarinda bulunan dominant Tsw geni ile
kontrol edilen dayaniklilik, asir1 duyarlilik reaksiyonu seklinde kendini
gostermektedir (Black et al., 1991). Tsw genine sahip ticari biber gesitlerinin
gelistirilip kullanilmasiyla beraber ¢esitli {lilkelerde dayanikliligi kiran TSWV
izolatlarinin ortaya ¢iktigr goriilmiistiir. TSWV izolatlari, bu genler tarafindan
olusturulan dayaniklilig1 kirma 6zelliklerine gore vahsi tip, Sw-5 daynikliligini
kiran tip ve Tsw dayanikliligini kiran tip olarak belirlenmis olup ii¢ biyotip olarak
siiflandirilmistir. Vahsi tip, domateste Sw-5 genine ve biberde Tsw genine sahip

bitkileri enfekte edememektedir. Sw-5 dayanikliligini kiran tip, Sw-5 genine sahip
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domates bitkilerini enfekte edebilmektedir ancak Tsw genine sahip biber
bitkilerini enfekte edememektedir. Tsw dayamikliigini  kiran tip, Tsw
dayanikliligina sahip biber bitkilerini enfekte edebilmektedir ancak Sw-5 genine
sahip domates bitkilerini enfekte edememektedir (Debreczeni et al., 2015). Tsw
geni tarafindan saglanan dayanikliligin yiiksek sicakliklarda kirildigi, bitkinin
gelisme donemine bagli oldugu ve geng bitkilerin daha duyarli oldugu
saptanmistir. Tsw dayanikliligini kiran izolatlarin, Tsw genine sahip dayanikli

biber bitkilerini sistemik olarak enfekte ettigi tespit edilmistir (Roggero, 2002).

TSWV’e dayanikli biber ¢esitlerinde dayanikliligi kirmada Nss proteininin
(de Ronde et al., 2013) ve N (niikleokapsit) proteininin (Lovato et al., 2008) rol
aldigi  belirlenmigtir. TSWV izolatlarr, koinfeksiyon sirasinda genom
segmentlerini birbirleriyle degistirebilmektedir ve bu siirece ‘‘reassortment’’
denilmektedir. TSWV izolatlarinin, S RNA segmentlerini birbirleriyle degistirdigi
saptanmistir (Qiu et al., 1998).

TSWV, biber tohumunun testasini kontamine edebilmekte ancak embriyoda
bulunmadigi icin enfekteli tohumdan virlisle bulasik bitki meydana

gelmemektedir (Antignus et al., 1997).

TSWYV, deneysel olarak mekanik inokulasyon yontemiyle taginmaktadir.
Solanaceae, Cucurbitaceae ve Chenopodiaceae familyasina ait cesitli bitkiler
mekanik inokulasyon ¢alismalarinda kullanilmaktadir. TSWV ile mekanik
inokulasyondan 10 giin sonra bitkilerde viriisiin tipik simptomlar1 gézlenmeye
baslanabilmektedir (Gracia et al., 1999).

Yeni Zelanda’da 1981-1983 yillarinda biber iiretim alanlarindan 50’ser bitki
ornegi alarak yapilan calismada 1981 yilinda %3.9, 1982 ylinda %1.6, 1983
yilinda %?2.2 oraninda TSWV enfeksiyonu tespit edilmistir. TSWV’nin %2
oraninda verim kaybina neden oldugu ayrica meyve biiyiikliigiinii ve kalitesini
olumsuz etkiledigi tespit edilmistir (Burgmans et al., 1986). Avustralya’da ELISA
yontemiyle gergeklestirilen calismada bazi bolgelerde TSWV nin biber bitkilerini
%100 oraninda enfekte ettigi saptanmistir (Latham and Jones, 1997). 1990-1992
yilinda yapilan ¢alismada TSWV’nin ABD’de biber iiretim alanlarinda verim
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kayiplarina neden oldugu saptanmistir (Gitaitis et al., 1998). Cek
Cumbhuriyeti’ndeki biber iiretim alanlarinda 1992-1997 yillarinda yapilan
calismada TSWV enfeksiyonunun olduk¢a yogun oldugu elektron mikroskopi ve
serolojik yontemler kullanilarak belirlenmistir (Mertelik and Mokra, 1998).
Arjantin’de biber liretim alanlarinda 1994-1996 yillarinda yapilan calismada
DAS-ELISA yontemi kullanilarak %40 oraninda bulunan TSWV enfeksiyonunun
iretim alanlarinda biber meyvesini hasat edemeyecek kadar ciddi kayiplara neden
oldugu saptanmistir. Elde edilen izolatlar cesitli test bitkilerine inokule edilmis ve
kullanilan biber bitkilerinde klorotik ve nekotik lekeler, mozaik, nekroz ve

nekrotik halka lekeler seklinde belirtiler gozlenmistir (Gracia et al., 1999).

Israil’de ortiialtinda ve agik alanda iiretimi yapilan biber bitkilerinde 1994-
1998 wyillarinda yapilan ¢alismada ELISA yontemiyle TSWV enfeksiyonu
saptanmigtir. Biber bitkilerinin yapraklarinda klorotik lezyonlar, nekrotik
lezyonlar, damar bantlagsmasi, rugoz ve kloroz gézlenirken meyvelerinde nekroz,
govdede nekrozla beraber ciicelik gozlenmistir (Gera et al., 2008). israil’de
gerceklestirilen bir diger ¢alismada clicelik, gévde nekrozu, klorotik ve nekrotik
lekeler, damar bantlagmasi, yapraklarda sekil bozuklugu ve kloroz gozlenen biber
orneklerinde mekanik inokulasyon, DAS-ELISA, elektron mikroskopi, SDS-
PAGE ve immunoblotting yontemleriyle TSWV enfeksiyonu saptanmistir
(Antignus et al., 1997).

Kuzey Florida’da yetistiriciligi yapilan Habanero (Capsicum chinense) ve
Tobasca (Capsicum frutescens) tiirii biber bitkilerinden alinan 6rneklerde DAS-
ELISA ve IC-RT-PCR yéntemleriyle TSWV varligi tespit edilmistir. Orneklerde
yapraklarda nekrotik lekeler, meyvede halka lekeler ile sekil bozuklugu ve ciicelik
simptomlar1 gozlenmistir. IC-RT-PCR calismalarinda “ATG TCT AAG GTT
AAG CTC” ve “TTA AGC AAG TTC TGT GAG” primer ¢ifti kullanilarak
etmenin S RNA boélgesinin niikleokapsit genine karsilik gelen 800 bp
biiytikligiinde cogaltim elde edilmistir (Momol, 2000). Bulgaristan’in farkli
bolgelerinde Ortli altindan ve tarlalardan alinan biber Orneklerinde mekanik
inokulasyon, DAS-ELISA ve TAS-ELISA yontemleriyle TSWV tespit edilmistir
(Hristova et al., 2001). Slovenya’da biber iiretim alanlarinda TSWV varligi DAS-
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ELISA, mekanik inokulasyon ve IC-RT-PCR yontemleriyle tespit edilmistir
(Mavric and Ravnikar, 2001).

Kore’de dolmalik biber seralarinda mozaik ve/veya nekrotik simptomlar
gosteren biber bitkileri tespit edilmistir. Simptom gdsteren ve gostermeyen
bitkilerden alinan orneklerle gerceklestirilen g¢alismada TSWV enfeksiyonu
etmene 6zgii ‘“‘GAG ATT CTC AGA ATT CCC AGT” ve ““AGA GCA ATC
GTG TCA ATT TTA TTC>’ primerleri kullanilarak tespit edilmistir. TSWV
izolatinin S RNA bdlgesinin niikleokapsit proteininin sekans1 Gen Bankasindaki
diger izolatlarla %100 benzerlik gostermistir (Mun et al., 2008). Hindistan’da
biber iiretim alanlarinda DAS-ELISA, RT-PCR yontemleri kullanilarak
gergeklestirilen c¢alismada TSWYV  enfeksiyonu tespit edilmistir. RT-PCR
calismalarinda ““CCTTTAACAGT (A/T/G) GAAACAT” ve ““CAT (A/T/G) GC
(A/G) CAAGA (AIG) TG (A/G) TA (A/G) ACAGA”’ primer c¢ifti kullanilarak
460 bp bliytikliigiinde bant elde edilmistir (Biswas et al., 2013).

TSWV’nin Capsicum chinense (P1152225)’den geri melezlemeyle
gelistirilen dayanikli ticari biber gesitlerini sistemik olarak siddetli sekilde enfekte
ettigi tespit edilmistir. Mekanik inokulasyon c¢alismalart sonucu TSWV’ye
dayanikli ticari biber ¢esidinin dayanikliligi kiran TSWV izolatina kars1 duyarl
oldugu bulunmustur (Roggero et al., 2002).

Ispanya’nin Almeria bdlgesindeki biber {iretim alanlarinda 2003 yilinda
yapilan ¢alismada, TSWV’ye dayaniklilik gosteren bazi biber ¢esitlerinde TSWV
enfeksiyonuyla iligkili belirtiler gozlenmis ve yapilan serolojik testlerde TSWV
ile bulasik oldugu saptanmistir. Enfekteli bitkilerden elde edilen inokulum
TSWV’ye kars1 dayanikli olan Capsicum chinense bitkisine (P1152225) mekanik
inokulasyon yontemiyle inokule edilmis ve inokule edilen yapraklarda belirti
gozlenmezken yeni c¢ikan yapraklarda inokulasyondan 4 giin sonra sistemik
belirtiler gozlenmistir ve ELISA ile bitkide TSWV’nin sistemik enfeksiyon
yaptig1 tespit edilmistir. Capsicum chinense bitkisine BrOl ve P105 izolatlart
inokule edildiginde ise inokule edilen yapraklarda nekrotik lekeler gozlenirken
inokule edilmeyen yapraklarda sistemik belirtiler gozlenmis ve ELISA ile

testlenmesi sonucu TSWV saptanmamustir. Bitkinin inokule edilmeyen {ist
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yapraklarindan alinan yaprak ornekleri ile TSWV’nin S segmentini g¢ogaltmak
icin RT-PCR uygulamasi yapilmis ve niikleokapsit genine karsilik gelen 800 bp
bliyiikliigtinde PCR iiriinii elde edilerek klonlanmis ve sekans analizi yapilmistir.
Elde edilen izolatin (AY598831) Gen Bankasindaki diger TSWV izolatlar ile
niikleokapsit  proteininin  dizilimi karsilastirildiginda  Almeria’da  1995°te
tanimlanan izolat (X94550) ile >%99 oraninda benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. Bu ¢alismayla Tsw geninin dayanikliligini kiran TSWV 1rk1 Ispanya’da
ilk defa saptanmistir (Margaria et al., 2004).

Avustralya’da TSWV’ye kars1 dayaniklilik saglayan Tsw genine sahip biber
cesitlerinde TSWV enfeksiyonunun tipik belirtilerine rastlanmis ve birgok serada
bitkilerin neredeyse %100’iniin enfekteli oldugu gozlenmistir. ELISA testi ile
orneklerin TSWV ile enfekteli oldugu saptanmistir. Enfekteli bitkilerden elde
edilen 1438, 1439, 1440 ve 1441 nolu izolatlar, Tsw dayaniklilik genini tasiyan
biber ¢esitlerine ve Capsicum chinense genotiplerine (P1152225 ve P1159236)
inokule edildiginde asir1 duyarlilik reaksiyonu yerine siddetli sistemik belirtiler
gbzlenmistir. 1423 nolu TSWYV izolat1 ise Tsw geni tastyan biber cesitlerinde asir1
duyarlilik reaksiyonuna neden olmus ve sistemik enfeksiyon olusturmamistir. Bu
izolatin inokule edildigi bitkinin yeni ¢ikan yapraklariyla ELISA testi
gerceklestirildiginde virlis tespit edilememistir.  TSWV’nin S segmentini
cogaltmak i¢in RT-PCR uygulamas: yapilmis ve niikleokapsit genine karsilik
gelen yaklasik 1040 bp biiytlikliiglinde PCR iiriinii elde edilerek sekans analizi
yapilmigtir. Dayanikliligi kiran 1438 ve 1439 nolu iki izolatin niikleokapsit
genlerinin sekanslarinin (AY818320 ve AY818321), 1423 nolu standart TSWV
izolatinin sekans1 (AY879109) ile %97 oraninda benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir (Sharman and Persley, 2006).

Macaristan’da, Tsw dayaniklilik genine sahip biber bitkilerinde TSWV nin
neden oldugu belirtilere benzer mozaik, yaprak deformasyonlar1 ve halka lekeler
gibi simptomlar gozlenmistir. DAS-ELISA ve TAS-ELISA testleri sonucu bu
bitkilerde TSWV varlig: tespit edilmistir. Izolatin Capsicum chinense (P1152225)
bitkisine inokulasyonu sonucu sistemik enfeksiyon gozlenmistir. RT-PCR ile S
segmenti ¢ogaltilan izolatin sekansi elde edilmis ve diinyadaki diger izolatlarla

%95-97 oraninda benzerlik gosterdigi bulunmustur (Gabor et al., 2012).
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Arjantin’de, TSWV’ye dayanikli biber gesitlerinde Tospoviriislerin neden
oldugu simptomlara benzer belirtiler gézlenmis ve bitkilerin %100’{inlin enfekteli
oldugu gozlenmistir. Bitkilerin TSWV ile enfekteli oldugu ELISA yontemiyle
saptanmistir. RT-PCR ile N gen bolgesi lizerinde 450 bp biiyiikliigiinde ¢ogaltim
elde edilmistir. Enfekteli bitkiden elde edilen TSWV-A2 izolati Tsw geni tagiyan
ticari biber gesitlerine inokule edilmistir. Inokulasyondan 2 hafta sonra tiim
bitkilerde TSWV’nin tipik belirtilerine sahip sistemik enfeksiyon gbzlenmis ve
RT-PCR g¢alismalar1 sonucu TSWV varligi saptanmistir. Dayanikliligi kiran
TSWV-A2 izolatinin N geni iizerinde 800 bp biiyiikliigiinde bolge ¢ogaltilarak
sekansi elde edilmis (KP719131) ve Giiney Kore izolatlartyla (EF195230 ve
EF195224) %99 oraninda benzerlik gosterdigi saptanmistir. TSWV-A2 izolatinin,
Italya’da (Roggero et al., 2002) ve Ispanya’da (Margaria et al., 2004) Tswv geni
tasiyan biber bitkilerinde dayanikliligi kirdigi rapor edilen izolatlarla ortak
ozellikler tasidig1 saptanmustir (Ferrand et al., 2015).

Samsun’daki biber iiretim alanlarindan toplanan orneklerde 1998 yilinda
222 ornekte %2.2, 1999 yilinda 91 6rnekte %9.2 oraninda TSWV enfeksiyonu
ELISA testi kullanilarak belirlenmistir (Arli-Sokmen et al., 2005). Hatay ili biber
alanlarinda TSWV etmeni % 6.3-8.5 oraninda biyolojik indeksleme ve ELISA
testi ile saptanmustir (Daplan, 2003). Adana, Mersin, Hatay ve Sanliurfa illerinde
tiretimi yapilan biber bitkilerinde (Caglar, 2006) ve Tokat’taki biber iiretim
alanlarinda TSWV enfeksiyonu ELISA ydntemiyle saptanmustir (Ilhan, 2011).

Adana ve Mersin illerindeki biber iiretim alanlarindan toplanan 130 biber
ornegi ELISA yontemiyle testlenmis %30 oraninda TSWV enfeksiyonu
saptanmistir. Enfekteli oldugu saptanan 69 6rnekten 3 6rnek kodlanarak mekanik
inokulasyon, SDS-PAGE, viriis saflastirma, virion analizi ve RT-PCR calismalari
gerceklestirilmistir. izolatlar mekanik inokulasyon ¢alismalarinda Chenopodium
amaranticolor, C. quinoa, Gompherana globosa bitkilerinde belirti
olusturmazken Capsicum annum bitkisi yapraklarinda halka lekelere, yapraklarda
deformasyona ve kloroza neden olmustur. TSWV’nin en karakteristik belirtileri
Nicotiana rustica indikator bitkisinde en kisa siirede ve en yogun sekilde
gbzlenmistir. Izolatlardan biri Nicotiana glutinosa bitkisinde kloroz ve bodurluk

belirtilerine neden olurken diger izolatlar belirti vermemistir. Izolatlar N. tabacum
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“Xanthii’’, N. tabacum ‘‘Samsun’’, ‘‘Samsun NN’ indikatér bitkilerinde
yapraklarda kivrilma, deformasyon ve kloroz ile bodurluk olustururken N.
tabacum ‘‘Xanthi nc’’, N. tabacum ‘“‘Samsun NN’’ ve N. rustica bitkilerinin
yapraklarinda halka lekelere de neden olmustur. Lycopersicon esculantum
bitkisinde ise yapraklarda deformasyon ve kloroz ile geriye 6liim simptomuna

neden olmustur (Kiigiik, 2006).

Antalya ili Merkez (Aksu, Kursunlu, Camkdy, Altinova), Serik (Merkez,
Cakallik) ve Kumluca (Merkez, Mavikent, Beykonak) ilgelerinden toplanan 345
biber bitkisi 6rneginde ELISA, mekanik inokulasyon ve RT-PCR yontemleriyle
gerceklestirilen c¢alismada %91.6 oraninda TSWV enfeksiyonu saptanmustir.
Enfekteli bitkilerde yapraklarda sararma, halka lekeler ve asagi dogru kivrilma ile
meyvelerde halka lekeler tespit edilmistir. Mekanik inokulasyon c¢alismalar
sonucu Capsicum annuum bitkisinde yaprak kivrilmasi, yaprak deformasyonu,
bodurlagsma, kloroz ve halka lekeler gozlenmistir. RT-PCR c¢aligmalarinda
TSWV’ye spesifik ““AAT TGC CTT GCA ACC AAT TC”’ ve ““ATC AGT CGA
AAT GGT CGG CA” primer ¢ifti kullanilarak 276 bp biyiikliiglinde ve
Tospoviriislere spesifik ‘““GAA TAT ATG ACA CCA TTG” ve ““CCC AGA
GCA ATC AGT GCA”’ primer c¢ifti kullanilarak 514 bp biiyiikliigiinde bantlar
elde edilmistir (Bozdogan, 2009). Bati Akdeniz bdlgesindeki sebze iiretim
alanlarinda 2006-2007 yillarinda TSWV’nin varligin1 belirlemek i¢in DAS-
ELISA yontemiyle gergeklestirilen ¢alismada biber bitkilerinde %67.16 oraninda
TSWYV enfeksiyonu tespit edilmistir (Yardimer ve Culal Kilig, 2009).

Samsun ilinde yapilan calismada biber alanlarindan toplanan 6rneklerinin
%25’inin TSWV ile bulasik oldugu DAS-ELISA yontemiyle tespit edilmis ve
enfekteli olan bitkilerde yaprakta klorotik halka lekeler ve merkezi nekrotik halka
lekeler gozlenmistir. Elde edilen biber izolatinin test bitkilerine verilmesiyle
Nicotiana clevelandii’de nekrotik lekeler; Nicotiana glutinosa’da nekrotik leke,
mozaik ve sekil bozuklugu, Nicotiana rustica’da nerotik leke, klorotik halka leke
ve sekil bozuklugu; Nicotiana tabacum cv. “’Xanthi-nc’’ bitkisinde nekrotik halka
lekeler; Nicotiana benthamiana’da klorotik leke, kloroz ve sekil bozukluguna

neden olmustur. inokulasyon yapilan domates bitkisinde nekrotik lekeler, mozaik
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ve bodurlagsma gozlenirken biber bitkisinde ise klorotik leke ve klorotik halka

lekeler gozlenmistir (Yildirim, 2010).

Samsun’da ortli altinda yetistiriciligi yapilan TSWV’ye dayanikli biber
cesidine ait bitkilerde viriis benzeri simptomlar gézlenmis olup DAS-ELISA testi
ile TSWV enfeksiyonu saptanmistir. Enfekteli bitkiden izole edilen viriis
Capsicum annuum bitkisinde cogaltilmis ve TSWV’ye dayanikli Capsicum
chinense bitkisine (P1159236), TSWV’ye dayanikli 10 farkli gesit biber bitkisine
ve kontrol i¢in (duyarh gesit) Capsicum annuum cv. Yolo Wonder bitkilerine
inokule edilmistir. Dayanikli bitkilerde inokule edilen yapraklarda nekrotik
lekeler gozlenmemis olup inokule edilmeyen yapraklarda inokulasyondan 4-7 giin
sonra sistemik belirtiler gozlenmeye baslanmistir. Dayanikli cesitlerde gozlenen
belirtiler, duyarli c¢esitlerde gozlenen sistemik belirtilere benzerdir. TSWV
izolatinin (SC3-RB) niikleokapsit proteinini ¢ogaltmak igin spesifik primerler
kullanilmis ve 809 bp biiylikliiglinde ¢ogaltim elde edilerek Gen Bankasina
KM379141 kodu ile kaydedilmistir. Elde edilen sekans Gen Bankasindaki
izolatlarla karsilastirilmis olup biberde dayanikliligi kiran Italya’daki P170RB
(DQ431238) izolatiyla %99 ve Ispanya’daki RB (AY598831) izolatiyla %97
benzerlik gosterdigi saptanmustir (Deligoz et al., 2014a).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Arastirmanin yiiriitiildiigii yer ve bitki 6rnekleri

Arastirma Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Viroloji

Laboratuvari ve Viroloji Serasi’nda yiiriitilmustiir.

Arastirmada kullanilan bitki ornekleri, Antalya ilinin biber yetistiriciligi
acisindan 6nem tagiyan Kumluca, Demre, Serik ve Aksu ilgelerinden alinmustir.
Kumluca, Demre ve Aksu ilgelerinde ortii altindan; Serik’ten ise ortii alt1 ve agik

alandan 6rnek alinmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Arastirmada toplanan bitki 6rneklerinin ilgelere gére dagilima.

Iice Kumluca Demre Serik  Merkez Toplam
Alman 6rnek sayis1 = 62 42 26 18 148

Ornekleme yapilan ilgelerde carliston, dolmalik, kapya, macar, sivri, kil,

tigburun, jalapone ve sili biber tiplerinin yetistirildigi gorilmistiir.

3.1.2 Serolojik ¢calismalarda kullanilan materyal

DAS-ELISA yo6nteminde CMV, TSWV, TMV (Tobacco mosaic virus) ve
PVY (Potato virus Y) viriis etmenleri i¢in Bioreba firmasindan temin edilen ticari
tan1 kitleri (antiserumlar, pozitif ve negatif ornekler) ve ¢ozeltiler (kaplama,
ekstraksiyon, konjugat, substrat ve yikama ¢ozeltileri) kullanilmistir. 96 kuyucuk
iceren ELISA tabaklari, ayarlanabilir mikro pipetler ve pipet uclar1 kullanilarak
gerceklestirilen c¢alismada Titertek Multiskan Plus MK 11 marka ELISA

okuyucusu kullanilmistir.
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3.1.3 Biyolojik tam1 ¢alismalarinda kullamilan materyal

Araziden toplanan biber 6rneklerinden DAS-ELISA yontemiyle TSWV
veya CMV ile bulasik oldugu saptanan 6rneklerin taze bitki doku materyali olarak
kullanildigi mekanik inokulasyon ¢alismalarinda farkli familyalara ait test

bitkileri (Cizelge 3.2) kullanilmustir.

Cizelge 3.2 Mekanik inokulasyon ¢alismalarinda kullanilan test bitkileri

Tiirk¢e adi  Bilimsel ismi Familya
Tiitiin Nicotiana tabacum cv. xanthi Solanaceae
Tiitiin Nicotiana tabacum cv. havana  Solanaceae
Tiitiin Nicotiana glutinosa Solanaceae
Hiyar Cucumis sativus Cucurbitaceae
Biber Capsicum annuum Solanaceae

Biyolojik tani ¢alismalarinda kullanilan test bitkileri Viroloji Laboratuvari
ve Viroloji Serasi’nda ve Bahge Bitkileri Bolimii iklimlendirme odasinda

yetistirilmistir.

Mekanik inokulasyon c¢alismalar1 porselen havan ve havan eli, 0,01 M fosfat
tamponu ¢ozeltisi, celite, ucu pamuklu kulak temizleme ¢ubugu, tiilbent ve ¢cesme

suyu kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.1.4 Molekiiler ¢alismalarda kullamlan materyal

3.1.4.1 Total niikleik asit ekstraksivonu asamasinda kullanilan

materyal

ELISA testleri sonucunda CMV veya TSWYV ile enfekteli oldugu saptanan
orneklerin yapraklarindan elde edilen bitki Ozsular1 ¢alisma materyalini

olusturmustur.

Total RNA ekstraksiyonu asamasinda; steril havan ve havan elleri, steril
poset, homojenizator, tampon ¢ozeltiler ve soliisyonlar (grinding buffer, -

Mercaptoethanol igeren ekstraksiyon tamponu, sarcosil soliisyonu, 6 M sodyum
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iyodiir (Nal), silika soliisyonu, ethanol, yikama tampon ¢ozeltisi, RNAse’dan ari
steril su), ependorf tiipler, ayarlanabilir mikro pipetler ve pipet uclari, Sigma D
37520 marka santrifiij, Heidolph Unimax 2010 marka sallayic1 platform, ETG

MBT 250 marka 1sitic1 ve buz makinesi kullanilmustir.

3.1.4.2 cDNA sentezi asamasinda kullanilan materyal

cDNA sentezi asamasinda, total RNA ekstraksiyonu ¢alismalar1 sonucunda,
CMYV ve TSWV ile enfekteli bitkilerden elde edilen total niikleik asit ekstraktlar

materyal olarak kullanilmistir.

cDNA sentezi, Thermo Scientific firmasindan temin edilen cDNA sentez
kitleri (10X RT Buffer, Nuclease-free H,0, 25X dNTP mix (100 mM), 10X RT
Random Primers, MultiScribeTM Reverse Transcriptase, RNase Inhibitor), steril
PCR tiipleri, ayarlanabilir mikro pipetler ve pipet uglari ve PE Applied
Biosystems Gene Amp PCR systems 9700 marka Thermal Cycler cihazi

kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.1.4.3 RT-PCR asamasinda kullanilan materyal

RT-PCR asamasinda, c¢DNA asamasinda sentezlenen cDNA’lar

kullanilmastir.

RT-PCR islemi Applied Biosystems firmasindan temin edilen DreamTaq
Green PCR Master Mix ve nuclease free su, CMV ve TSWV’ye spesifik primerler
(10mM), PCR tiipleri, ayarlanabilir mikro pipetler ve pipet uglar1 ve PE Applied
Biosystems Gene Amp PCR systems 9700 marka Thermal Cycler cihazi

kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
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3.1.44 Cogaltilmis PCR iiriinlerinin analizinde kullanilan

materyal

Agaroz jel elektroforez asamasinda total RNA ekstraksiyonu islemi
sonucunda elde edilen CMV ve TSWV’ye ait total RNA’lar ile RT-PCR

caligmalarindan elde edilen PCR f{iriinleri materyal olarak kullanilmistir.

Orneklerin ve jellerin hazirlanip boyanmasinda agaroz, 1X TAE tampon
¢ozeltisi, mikrodalga firin, Fermentas marka 100 bp DNA Ladder, Thermo
Scientific marka 6X DNA Loading dye ve ethidium bromide kullanilmistir.
Omeklerin agaroz jele yiiklenmesi sirasnda Owl A2 ve Owl Bl marka jel
elektroforez diizenegi ve Consort E815 marka giic kaynag: kullanilmistir. Jel
fotograflart DNR Bio-Imaging marka Jel Dokiimentasyon ve Analiz Sistemi

kullanilarak ¢ekilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Simptomolojik gozlemler ve 6rnekleme

Surveyler Tiirkiye Istatistik Kurumu 2014 verilerine gore, Antalya ilinde
biber yetistiriciliginin  Uretim miktar1 agisindan  %70°den  fazlasinin
gergeklestirildigi Demre, Kumluca ve Aksu ilgerinde ortiialtinda; Serik ilgesinde
ortiialtinda ve agik alanda biber iiretimi yapilan alanlarda 2015 yilinin ilkbahar ve

yaz aylarinda gergeklestirilmistir.

Biber bitkilerinde CMV ve TSWV’nin tipik belirtileri aranmig ve viriis ile
bulasik oldugundan siiphelenilen biber bitkilerinin geng¢ yapraklar1 toplanmistir.
Ornek alma sirasinda her 6rnek igin plastik torbalar numaralandirilarak 6rnegin
alindig1 yer, toplam alan, bitki ¢esidi, tarih ve simptomlar drnek alma formuna
kaydedilmis ve laboratuvara getirilmistir. Bu bitki dokular1 yapilacak olan
biyolojik, serolojik ve molekiiler ¢calismalarda kullanilincaya kadar kisa bir siire
icin buzdolabinda +4°C’de muhafaza edilip daha sonra derin dondurucuda

saklanmistir.
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3.2.2 Biyolojik testler

Bu ornekler laboratuarda DAS-ELISA yontemi ile testlendikten sonra CMV
ve TSWV antiserumuna pozitif sonu¢ veren bitkilerin simptom gosteren geng
yapraklarindan alinan Ornekler, konukgu reaksiyonlarmin belirlenebilmesi igin
farkli familyalara ait test bitkilerine farkli donemlerde (Cizelge 3.3) mekanik
inokulasyon yontemi ile asilanmistir (PVO, 2015). Inokulasyondan sonra

simptomolojik gozlemlere devam edilmistir.

Cizelge 3.3 Mekanik inokulasyon calismalarinda kullanilan test bitkileri ve

kullanildiklar1 donemler.

Tiirkce adi  Bilimsel ismi Dinem

Tiitiin Nicotiana tabacum cv. xanthi 4 yaprakli evre
Tiitlin Nicotiana tabacum cv. havana 4 yaprakli evre
Tiitiin Nicotiana glutinosa 4 yaprakl evre
Hiyar Cucumis sativus 2 kotiledonlu evre
Biber Capsicum annuum 4 yaprakli evre

3.2.2.1 Test bitkilerinin vetistirilmesi

Mekanik inokulasyon c¢alismalarinda kullanilan test bitkilerinden tiitiin
tohumlart ve hiyar tohumlar1 elenmis fide topragina ekilmistir. Biber fideleri

dogrudan plastik saksilara dikilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Yetistirilen test bitkilerinin ¢esitli donemlerine ait goriiriintiiler a)Tiitiin tohumlarinin

¢imlendirilmesi, b)Hiyar fideleri kotiledon yapraklari, ¢)Biber bitkileri.

3.2.2.2 Test bitkilerinin mekanik olarak inokulasyonu

CMYV veya TSWV antiserumuna kars1 pozitif sonug¢ veren yaprak ornekleri
0,01 M Fosfat tamponu (pH:7) ile buz iizerindeki porselen havanda ezilmistir.
Elde edilen bitki 6zsuyu tiilbent ile siiziildiikten sonra dokuda yara agmak i¢in
tizerlerine celite serpilen test bitkilerinin yapraklarma ucu pamuklu kulak
temizleme ¢ubugu ile inokule edilmistir (Sekil 3.2). Inokulasyondan sonra celite
ve bitki 6zsuyu artiklarini uzaklastirmak i¢in bitki yapraklar piset kullanilarak
cesme suyu ile yikanmistir. Bitkiler bir ay siire ile periyodik olarak kontrol
edilmis ve olusan simptomlar kaydedilerek fotograflari c¢ekilmistir (Glimiis,

1998).
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Sekil 3.2 Test bitkilerine mekanik inokulasyon uygulamasi a)Hiyar fidelerine mekanik

inokulasyon uygulamasi, b)Biber bitkilerine mekanik inokulasyon uygulamasi.

3.2.3 Serolojik test (DAS-ELISA) yontemi

CMV veya TSWV ile bulasik oldugundan siiphelenilen bitki 6rnekleri,
CMV ve TSWV’nin varligmin ortaya konulmasi amaciyla Double Antibody
Sandwich Enzyme Linked Immunosorbant Assay (DAS-ELISA) testi ile Clark
and Adams (1977)’nin belirttigi sekilde testlenmistir.

DAS-ELISA testlerinde kullanilan tabaklarin her birinde, 6rnek tampon
¢ozeltisi, firmadan ticari olarak temin edilen negatif kontrol ve CMV ile TSWV

icin temin edilmis ticari pozitif kontroller karsilastirma amaciyla kullanilmistir.

DAS-ELISA yontemi Bioreba AG firmasmin Onerdigi prosediire gore

uygulanmistir. Testin uygulanmasinda izlenen basamaklar asagidaki gibidir:

1. Etmene 0zgii spesifik IgG, firmanin bildirdigi prosediire gore kaplama
tamponunda 1:1000 oraninda seyreltilmis olarak ELISA tabaklarinin her
bir kuyucuguna 100 pl eklenmis ve tabaklar iizeri kapatilarak 34°C’de 3

saat inkube edilmistir.

2. Tabaklar inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile her yikama 3’er
dakika olacak sekilde 3 kere yikanmis ve ters cevrilerek tabaklar

bosaltilmis ve kagit havlu {izerine vurularak kurumasi saglanmistir.

3. Alt alta ¢ifter kuyucuk gelecek sekilde diizenlenmis tabak planina gore

pozitif ve negatif kontroller, tampon ¢ozeltisi ve ekstraksiyon tamponu



30

ile 1/10 (g/ml) oraninda hazirlanmis olan yaprak ekstrakti 6rnekleri her
kuyucuklara 100’er pl eklenmis ve tabaklar iizeri kapatilarak +4°C’ de

bir gece inkiibasyona tabi tutulmustur.

4, Tabaklar inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile yukarida anlatildigi

sekilde tekrar yikanmustir.

5. Yikama isleminden sonra ise konjuge edilmis IgG, konjugat tamponu
igerisinde 1:1000 oraninda seyreltilip her bir kuyucuga 100 ul eklenerek
34°C’de 3 saat inkiibe edilmistir.

6. Tabaklar inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile tekrar yikanmistir.

7. Son olarak tabaklarin her kuyucuguna substrat tamponunda pNPP (para-
nitrophenylphosphate) 1 mg/ml olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltiden
100’er pl ilave edilerek tabaklar 30-60 dakika oda sicakliginda 1s1ksiz

ortamda inkiibe edilmistir.

8. Tabaklarda sar1 renk olusumu gozlenip kaydedilmis ve ELISA
okuyucusu ile tabaklar 405 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
okunup saglikli kontrole gére en az iki kat veya daha fazla absorbans

deger veren ornekler enfekteli olarak kabul edilmistir.

Virilis benzeri simptom gosterdigi halde DAS-ELISA testi sonucu CMV
ve/veya TSWV etmenlerine kars1 pozitif sonu¢ vermeyen ornekler ayrica PVY ve

TMV etmenleri icin DAS-ELISA testi ile testlenmistir.

Pozitif sonug¢ veren 6rnekler ile RT-PCR c¢aligsmalarina gidilmistir.
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3.2.4 Molekiiler yontem

3.2.4.1 Total niikleik asit (TNA) ekstraksivonu

TNA ekstraksiyonunda silika metodu kullanilmistir (Foissac et al., 2001).
Her izolat i¢in yaklagik 100 mg/yaprak 6rnegi steril poset i¢ine koyulup ezildikten
sonra 2 ml grinding buffer ve 20 pl B-Mercaptoethanol iceren ekstraksiyon
tamponu varliginda homojenize edilmistir. 500 pl hacimde alinan ekstraktlarin
tizerine 100 pl %10’luk sarcosil soliisyonu ilave edilmistir. Tiipler blok 1siticida
10 dakika siireyle 70°C’de inkiibe edimis ve ardindan 5 dakika siireyle buzda
bekletilmistir. Daha sonra 14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij uygulanmistir. Ust
stvidan 300 pl aliarak yeni eppendorf tiiplere aktarilarak icerisine 300 ul 6 M
sodyum iyodiir (Nal), 50 pl silika soliisyonu, 150 pl ethanol ilave edilmistir.
Karigim, sallayici platform tizerinde 10 dakika siireyle oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Tiiplere 6.000 rpm’de 1 dakika santrifiij uygulandiktan sonra stteki
stv1 atilarak tiipiin i¢inde kalan silika partikiillerinin yikanmasi i¢in 500 pl yikama
tampon ¢ozeltisi eklenmis ve 6.000 rpm’de 1 dakika santrifiij uygulanmistir.
Yikama islemi iki kere yapilmistir ve yikamadan sonra tlipler kurutma kagidina
ters ¢evrilerek konulmustur. Silika partikiilleri iceren tiiplere 150 ul RNAse’dan
ari steril su eklenerek ¢dzdiiriilmiistiir. 70°C’de 4 dakika siireyle blok 1siticida
inkiibe edilen tiiplere 14000 rpm’de 3 dakika santriflij uygulanmistir. Tiiplerin iist
kisminda kalan sividan 100 pl alinarak yeni hazirlanan eppendorf tiiplerine

transfer edilmistir (Sekil 3.3).

Agaroz jel elektroforez caligmasiyla total RNA’larin varligi kontrol

edilmistir.

Tiipler cDNA sentez ve RT-PCR uygulamalar1 yapilincaya kadar -20°C’de

derin dondurucuda saklanmustir.
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Sekil 3.3 TNA ekstraksiyon asamalarindan bazilar1 a)Yaprak orneginin steril poset igine koyulup
ezilmesi, b)Tiiplerin buzda bekletilmesi, c)Tiiplerin blok 1siticida inkiibe edimesi,

d)Tiiplerin kurutma kagidina ters ¢evrilerek konulmasi.

3.2.4.2 Komplementer DNA (cDNA) sentezi

TNA ekstraksiyonu yapilan 6rneklerin cDNA sentezi yapilmustir.

Thermo Scientific firmasindan temin edilen cDNA sentez kitleri kullanilmis
ve  firmanin  belirttigi  prosediir  dogrultusunda  c¢cDNA  sentezleri
gerceklestirilmistir. Bu yonteme gore steril PCR tiiplerinin igerisine sirayla 2 pl
10X RT Buffer, 3.2 pl Nuclease-free H,0, 0.8 ul 25X dNTP mix (100 mM), 2 pul
10X RT Random Primers, 1 ul MultiScribeTM Reverse Transcriptase, 1 pul RNase
Inhibitor eklenerek 10 pl mix elde edilmistir. icerisinde mix bulunan tiipiin
icerisine 10 pl total RNA eklenerek hacim 20 pl’e tamamlanmistir. Kisa bir
pipetajin ardindan tiipler Thermal Cycler cihazina koyulup firmanin cDNA
prosediiriine uygun spesifik program uygulanmistir. Program 25°C’de 10 dk.,
37°C’de 120 dk., 85°C’de 5 dk. seklinde uygulanarak cDNA sentez asamasi
tamamlanmistir. Sentezlenen ¢cDNA’lar, RT-PCR’da kullamlmak iizere -20°C’de

muhafaza edilmistir.
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3.2.4.3 Reverse transcriptase polymerase chain reaction

(RT-PCR)

RT-PCR asamasinda Applied Biosystems firmasinin 6nerdigi prosediire

gore 50 ul hacimde yapilmistir. Steril PCR tiiplerine 25 pul DreamTaqg Green PCR

Master Mix, 0.5 ul 10 umolar Forward primer, 0.5 ul 10 umolar Reverse primer,

2 ul cDNA ve 22 pul nuclease free su eklenerek toplam hacim 50 pul’e

tamamlanmistir. Tiipler Thermal Cycler cihazina yerlestirilerek test edilecek viriis

icin spesifik olan program uygulanarak ¢ogaltma iglemi gergeklestirilmistir.

RT-PCR ¢alismalarinda CMV etmeninin RNA1 ve RNA2 segmentine ait
bolgeleri ve TSWV etmeninin MRNA ve LRNA segmentine ait bolgeleri

cogaltmak igin primer ¢iftleri dizayn edilmis olup CMV etmeninin RNA3
bolgesini (De Blas et al., 1994) ve TSWV etmeninin SRNA bolgesini (Nour et al.,

2013) gogaltmak i¢in etmenlere 6zgii primerlerden yararlanilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 RT-PCR’da kullanilan primer giftleri.

Primer Primer Dizilimi Baz Literatiir
Uzunlugu
CMV RNAL -F TCGTTTGACATGCGTTTCTC Dizayn
CMV RNAL1 -R TTTAGCCGTAAGCTGGAT GG 626 bp edildi
CMV RNA2-F CCCCTATTCCGACAATGA TG Dizayn
CMV RNA2-R GTCTTCTTCCGCTGGTAA CG 584 bp edildi
CMV RNAS3-F GTAGACATCTGTGACGCGA (De Blas et
CMV RNAS3-R GCGCGAAACAAGCTTCTTATC 540 bp al., 1994)
TSWV SRNA-F ATGTCTAAGGTTAAGCTCAC (Nour et al.,
TSWV SRNA-R  TTAAGCAAGTTCTGC GAGTT 777 bp 2013)
TSWV MRNA-F  TGCTCACCATCCAACATTTC Dizayn
TSWV MRNA-R CGAGAAGAAGAATCAACCATCC 584 bp edildi
TSWV LRNA-F  TGTCAAAATCACTGCCGATG Dizayn
TSWV LRNA-R  TTCCCCAAAACCCTGCTACT 567 bp edildi

3.2.4.4 Aqgaroz jel elektroforezi

PCR sonrasi olusan DNA fragmentlerinin analizi i¢in %1’lik agaroz jel

kullanilmigtir. 100 ml 1X TAE tamponu igine 1.5 g agaroz konularak karisim

mikrodalga firinda 3.5 dakika bekletilerek eriyik haline getirilmistir. Taraklar

elektroforez tabagina yerlestirildikten sonra jel dokiilmiis sogumaya birakilmistir.
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Jel donduktan sonra taraklar dikkatlice ¢ekilmis ve tabak elektroforez cihazinin
tankina yerlestirilerek 1X TAE tampon ¢ozeltisi jeli 1-2 mm gececek sekilde ilave
edilmistir. ilk hiicreye bantlarin molekiiler biiyiikliigiinii belirlemek amaciyla
marker (100 bp DNA Ladder) 6 ul yiiklenmistir. PCR iirtinleri ise 10 ul alinarak 2
ul yiikleme tamponu (6X DNA Loading dye) ile karistirilmis ve diger hiicrelere
yiiklenmistir. Elektroforez kosumu, 100 V’da yatay diizenekte 60 dakika siireyle

ve 1X TAE tampon ¢ozeltisi igerisinde uygulanmaistir.

3.2.4.5 Jel goriintiileme cihazinda sonuclarin degerlendirilmesi

Elektroforez islemi sonunda Ethidium bromide ile saf su ¢ozeltisinde
boyanan jel, fazla Ethidium bromidi uzaklastirmak igin saf su igerisinde
bekletilmistir. Yikanan jelin ortaya ¢ikan bantlar1 UV 1sik altinda gozlenmis ve
DNR Bio-Imaging marka Jel Dokiimentasyon ve Analiz Sistemi ile fotografi

cekilerek kaydedilmistir.

3.2.4.6 Sekans homolojisinin belirlenmesi ve filogenetik analiz

RT-PCR c¢alismalarinda beklenen biiyiikliikkte ¢ogaltilan gen bdolgelerinin
dizi analizleri, hizmet alim seklinde Genmar Teshis Uriinleri AR-GE Lab. Hiz.

San. Ve Tic. Ltd. Sti.’” ye yaptirilmistir.

Dizileme sonuglarinin dizi analizi Chromos Pro Programi ve CLC RNA
Workbench Version 6.8.2 (CLC bio, Denmark) programi kullanilarak yapilmistir.
Viriislerin farkli konukgulardaki ve farkli iilkelerdeki izolatlarinin niikleotit
dizilerine gen bankasindan BLAST programu ile ulasilmistir. Elde edilen dizilerin
diinya izolatlariyla benzerlik ve farkliliklarin1 gostermek adina filogenetik agaclari
CLC RNA Workbench Version 6.8.2 (CLC bio, Denmark) ve Vector NTI

Software Programi (Invitrogen, USA) kullanilarak ¢izilmistir.
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4. BULGULAR

Arastirma kapsaminda, 2015 yilinda Antalya’nin Kumluca, Demre, Serik ve
Aksu ilgelerinde biber yetistiriciligi yapilan alanlardan toplam 148 adet 6rnek
toplanmistir. Alinan 6rneklerde Cucumber mosaic virus (CMV) ve Tomato
spotted wilt virus (TSWV)’nin varlig: serolojik, biyolojik ve molekiiler yontemler

kullanilarak belirlenmistir.

4.1 Belirtiler

Survey ¢alismalart sirasinda, {iretim alanlarindaki biber bitkileri
makroskobik olarak incelenerek CMV ile TSWV nin tipik belirtilerini gésteren ve

viriis ile enfekteli olduklarindan stiphelenilen bitkilerden 6rnekler alinmustir.

Arastirma kapsaminda alinan orneklerde arazide ve laboratuvarda yapilan
gorsel incelemeler sonucunda bitkilerde genel olarak ciicelesme ve sararma (Sekil
4.1a), yapraklarda sekil bozuklugu (Sekil 4.1b) ve tepe noktasinda kivrilma (Sekil
4.1c) oldugu tespit edilmistir. Yapraklarda kloroz, klorotik ve/veya nekrotik
lekeler (Sekil 4.2b), halka lekeler (Sekil 4.2¢), mozaik ve/veya kabarcikli mozaik
(Sekil 4.2a), beneklenme (Sekil 4.2d), damarlar arasinda renk agilmasi, kii¢iilme
ve kivrilma gibi simptomlarin oldugu saptanmistir. Meyvelerde kiiciilme, halka
lekeler (Sekil 4.3a, b), ¢izgi seklinde klorotik lekeler (Sekil 4.3c) ve sekil
bozuklugu gozlenmistir. Yapilan bu simptomatolojik incelemeler diger tanilama

yontemleri i¢in sadece bir 6n basamak olusturmustur.
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Sekil 4.1 Kumluca ve Demre ilgelerinde yapilan incelemelerde bitkilerde gézlenen bazi belirtilere
ait goriinim a)Sivri tipinde ciicelesme ve sararma, b)Macar tipinde yapraklarda sekil
bozuklugu ve klorotik lekeler, c)Dolmalik tipinde tepe noktasinda kivrilma ve

beneklenme.

Sekil 4.2 Demre ilgesinde yapilan makroskobik incelemelerde yapraklarda gézlenen bazi belirtiler
a)Macar tipinde mozaik, b)Dolmalik tipinde klorotik ve nekrotik lekeler, c)Dolmalik
tipinde klorotik halka lekeler, d)Dolmalik tipinde beneklenme.



Sekil 4.3 Kumluca ve Demre ilgelerinde yapilan makroskobik incelemelerde meyvelerde gézlenen
baz1 belirtilere ait goriiniim a)Kapya tipinde halka lekeler, b)Kapya tipinde Klorotik
halka leke, c)Sivri tipinde ¢izgi seklinde klorotik leke.

4.2. Serolojik Testlerin Sonuclari

Caligma kapsaminda toplanan tiim biber Ornekleri CMV ve TSWV

etmenlerinin ticari tan1 kitleri kullanilarak DAS-ELISA yontemi ile testlenmistir.

Antalya’da gerceklestirilen calismada Kumluca ilgesinden 62 6rnek, Demre
ilgesinden 42 6rnek, Serik ilgesinden 26 6rnek ve Aksu (Merkez) ilgesinden 18
ornek alinarak toplam 148 6rnegin DAS-ELISA yontemiyle testlenmesi sonucu

elde edilen sonuglar ilge bazinda Cizelge 4.1 ve 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Toplanan 6rneklerde ilgelere gore CMYV ile enfeksiyon orani.

Tige Testlenen toplam  Enfekteli Saghkh Bulunma
ornek sayisi bulunan o6rnek bulunan 6rnek durumu (%)
Sayisl sayisl

Kumluca 62 0 62 0
Demre 42 8 34 19.04
Serik 26 3 23 11.53
Aksu 18 0 18 0
(Merkez)

Toplam 148 11 137 7.34
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Cizelge 4.1°de goriildiigl iizere Demre ilgesinden alinan 42 6rnegin DAS-
ELISA yontemi ile testlenmesi sonucunda 8 6rnekte CMV enfeksiyonu tespit
edilmis olup enfeksiyonun bulunma durumu %19.04 olarak belirlenmistir. Serik
ilgesinden alinan 26 ornegin testlenmesi sonucu 3 6rnekte CMV enfeksiyonu
tespit edilmis olup enfeksiyonun bulunma durumu %11.53 olarak belirlenmistir.
Kumluca ve Aksu’dan alinan 6rneklerde CMV enfeksiyonu bulunmadigi tespit

edilmistir.

Cizelge 4.2 Toplanan 6rneklerde ilgelere gére TSWYV ile enfeksiyon orani.

fige Testlenen toplam  Enfekteli Saghkh Bulunma
ornek sayisi bulunan 6rnek bulunan o6rnek durumu
sayisi sayisl

Kumluca 62 12 50 19.35
Demre 42 10 32 23.80
Serik 26 14 12 53.84
Aksu 18 17 1 94.44
(Merkez)

Toplam 148 53 105 35.81

Cizelge 4.2°de goriildiigii lizere Kumluca ilgesinden alinan 62 &rnegin
DAS-ELISA yontemi ile testlenmesi sonucunda 12 drnekte TSWV enfeksiyonu
tespit edilmis olup enfeksiyonun bulunma durumu %19.35 olarak belirlenmistir.
Demre ilgesinden aliman 42 Ornegin testlenmesi sonucu 10 Ornekte TSWV
enfeksiyonu saptanmig olup enfeksiyonun bulunma durumu %23.80 olarak
bulunmugtur. Serik ilgesinden alinan 26 6rnegin testlenmesi sonucu 14 Ornekte
TSWYV enfeksiyonu tespit edilmis olup enfeksiyonun bulunma durumu %>53.84
olarak belirlenmistir. Aksu ilgesinden alinan 18 Ornegin testlenmesi sonucu 17
ornekte TSWV enfeksiyonu saptanmig olup enfeksiyonun bulunma durumu

%94.44 olarak bulunmustur.

2015 yilinda belirtilen ilgelerden alinan 148 6rnekte DAS-ELISA ydntemi
ile CMV enfeksiyonunun bulunma durumu %7.34, TSWV enfeksiyonunun
bulunma durumu %35.81 olarak tespit edilmistir. CMV ve TSWV’ye kars1 pozitif
sonu¢ vermeyen Ornekler ayrica TMV ve PVY etmenlerinin ticari tani kitleri
kullanilarak DAS-ELISA testi ile testlenmis olup drneklerde TMV saptanmazken

Kumluca’dan alinan 2 6rnekte PVY enfeksiyonu saptanmustir.
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4.3 Molekiiler Testlerin Sonuclari

DAS-ELISA testlerinde pozitif sonug¢ veren Orneklerin  genetik
karakterlerinin ortaya konulmasi amaciyla RT-PCR ¢alismalarinda CMV igin
RNA1 ve RNA3 segmentlerini kodlayan genlerin farkli bolgeleri; TSWV igin S
RNA, M RNA ve L RNA segmentlerini kodlayan genlerin farkli bolgeleri spesifik

primerler kullanilarak ¢ogaltilmustir.

Yapilan RT-PCR ¢alismalar1 sonucunda CMV etmeninin RNA 1 segmenti
icin 626 bp (Sekil 4.4) ve RNA 3 segmenti i¢in 540 bp (Sekil 4.5) uzunlugunda
bantlar elde edilmistir. Dizayn edilen CMV RNA2-F ve CMV RNA2-R primer
ciftinin sicaklik dongiisii optimize edilemedigi icin CMV’nin RNA-2 segmentine

ait bolge ¢ogaltilamamastir.

626 bp

Sekil 4.4 CMV etmeninin i¢in RNA1 segmenti i¢in tasarlanmis primer ¢ifti ile uygulanan RT-PCR
testi sonucunun jel goriintileme sisteminde ¢ekilmis goriiniimlerinden bazilart

1-11: Ornekler (M: Marker).



Sekil 4.5 CMV etmeninin igin RNA3 segmenti (De Blas et al., 1994) i¢in uygulanmis olan RT-
PCR testi sonucunun jel goriintiileme sisteminde g¢ekilmis goriiniimlerinden bazilart

1-11: Ornekler (M: Marker).

CMV etmeninin farkli segmentlerine ait gen bdlgelerini ¢ogaltmak icin
kullanilan primer ciftlerinin hastaligi saptama yoniinden karsilagtirilmas: Cizelge

4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3 CMV etmeninin farkli bolgelerini ¢ogaltan primer ¢iftlerinin hastalig

saptama yoniinden karsilagtirilmasi.

CMV  etmeninin Testlenen Enfekteli Saghkh Bulunma
cogaltilan ornek sayisi bulunan 6rnek bulunan érnek durumu
bolgelerine ait sayisl sayisi

segmentler

RNA1 11 7 4 63.63
RNA3 11 10 1 90.90

Yapilan RT-PCR c¢alismalar1 sonucunda TSWV etmeninin S RNA segmenti
icin 777 bp (Sekil 4.6), M RNA segmenti i¢in 584 bp (Sekil 4.7), L RNA bolgesi
icin 567 bp (Sekil 4.8) uzunlugunda bantlar elde edilmistir.



777 bp

Sekil 4.6 TSWV etmeninin S RNA segmenti (Nour et al., 2013) i¢in uygulanmis olan RT-PCR
testi sonucunun jel goriintileme sisteminde ¢ekilmis goriiniimlerinden bazilari

12-21: Ornekler (M: Marker).

584 bp

Sekil 4.7 TSWV etmeninin M RNA segmenti i¢in tasarlanmis primer ¢ifti ile uygulanan RT-PCR
testi sonucunun jel goriintiileme sisteminde ¢ekilmis gériiniimlerinden bazilar

1-13: Ornekler (M: Marker).

Sekil 4.8 TSWV etmeninin L RNA segmenti i¢in tasarlanmis primer ¢ifti ile uygulanan RT-PCR
testi sonucunun jel goriintileme sisteminde ¢ekilmis goriiniimlerinden bazilart

12-21: Ornekler (M: Marker).
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TSWV etmeninin farkli segmentlerine ait gen bolgelerini ¢ogaltmak icin
kullanilan primer giftlerinin hastaligi saptama yoniinden karsilastirilmasi Cizelge

4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4 TSWV etmeninin farkli bolgelerini cogaltan primer ¢iftlerinin

hastalig1 saptama yoniinden karsilagtirilmasi.

TSWV  etmeninin Testlenen Enfekteli Saghkh Bulunma
cogaltilan ornek sayis1  bulunan bulunan 6rnek durumu
bolgelerine ait ornek sayisi sayisi

segmentler

S RNA 53 29 24 54.71

M RNA 53 39 14 73.58

L RNA 53 20 33 37.73

4.4 Dizi Analizi ve Filogenetik Siniflandirma Calismalari

Izole edilen CMV ve TSWV etmenlerinin  RT-PCR ¢alismalarinda
cogaltilan farkli bolgelerinin niikleotit dizilerinin tespiti hizmet alimi seklinde
Genmar Teshis Uriinleri AR-GE Lab. Hiz. San. Ve Tic. Ltd. Sti.‘ye yaptirilmustir.
Yiiriitiilen ¢alismada Antalya’dan izole edilen ve sekanslamaya gonderilen PCR
uriinlerinden CMV etmeni Demre izolat1 olarak isimlendirilirken, TSWV etmeni
Aksu izolati olarak adlandirilmigtir. Firmadan gelen niikleotit dizileri kullanilarak
filogenetik analizler CLC RNA Workbench Version 6.8.2 (CLC bio, Denmark),
NCBI BLAST ve Vector NTI Software Programi1 (Invitrogen, USA) kullanilarak
gergeklestirilmistir.

CMV izolatinin RNAL segmentine ait bolgenin ¢ogaltilmasiyla elde edilen
dizi BLAST programi ile diger iilkelere ait izolatlar ile karsilagtirilmistir. CMV
RNAT1 boélgesinin karsilastirildig: diinya izolatlar1 Cizelge 4.5’te verilmistir.



Cizelge 4.5 RNA1 segmentine ait bolgesi
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karsilagtirildigr diinya izolatlart.

cogaltilan CMV

1zolatinin

Etmen ve gen Erisim Izolatin Konuk¢u Literatiir

bolgesi numarasi  kaynagi

CMV etmeni KT921314 Misir Domates Fattouh et al., 2015
RNAL segmenti

CMV etmeni JN054636  Malezya Hiyar Leeetal., 2011
RNA1 segmenti

CMV etmeni KM272277 Hindistan Biber Ashwathappa and
RNAL segmenti Krishna Reddy, 2014
CMV etmeni HE962478 Iitalya Biber Jacquemond, 2012
RNA1 segmenti

CMV etmeni KC527794  Giiney Kore  Biber Kim et al., 2014
RNA1 segmenti

CMV etmeni EF216866 Cin Domates Liao et al., 2007
RNA1 segmenti

CMV etmeni HF572914  Amerika Fasulye Thompson et al., 2015
RNA1 segmenti

CMV etmeni HE793683  Fransa Domates Morroni et al., 2013
RNA1 segmenti

CMV etmeni AM183117 Ispanya Domates  Aramburu et al., 2006
RNA1 segmenti

CMV etmeni AB368499  Japonya Domates  Maoka et al., 2009
RNA1 segmenti

CMYV izolatinin RNA1 segmentine ait bolgenin ¢ogaltilmasiyla elde edilen
dizinin Cizelge 4.5’te verilen diinya izolatlariyla filogenetik agaci ¢izilmis (Sekil
4.9) ve izolatin diinya izolatlartyla benzerlik oranlari incelenmistir. Demre
izolatinin Misir domates izolatiyla %96; Malezya hiyar izolatiyla %95; Hindistan
biber izolatiyla %94; Italya biber izolatiyla %92; Giiney Kore biber, Cin domates
ve Amerika fasulye izolatlariyla %90; Fransa domates, Ispanya domates ve
Japonya domates izolatlariyla %89 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
Sozii edilen filogenetik agactan izolatlarin birbirlerine olan yakinlik derecelerinin
nasil oldugunu anlamak miimkiindiir. Izolatlarin birbirleriyle baglantisini saglayan

kollar tizerindeki rakamlar iki izolatin yakinlik derecesini ortaya koymaktadir.
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® Hindistan biber 1zolah

Japonya domates izolati

I—. Giiney Kore biber izolati
{ ispanya domates izolat
Fransa domates izolati

® Amerika fasulye izolat

® Cin domates izolati

® talya biber izolat
{ Malezya hiyar izolat
Misir domates izolat

Demre izolati

Sekil 4.9 RNAl segmenti c¢ogaltilan CMV Demre izolatinin diinya izolatlariyla genetik

benzerliklerinin belirlenmesi igin ¢izilen filogenetik agac.

CMV izolatinin RNA3 segmentine ait bolgenin ¢ogaltilmasiyla elde edilen
dizi BLAST programi ile diger iilkelere ait izolatlar ile karsilagtirilmistir. CMV
RNA3 bolgesinin karsilastirildigi diinya izolatlar1 Cizelge 4.6°te verilmistir.

Cizelge 4.6 RNA3 segmentine ait bolgesi c¢ogaltilan CMV izolatinin

karsilastirildig: diinya izolatlar1.

Etmen ve gen Erisim izolatin Konuk¢u Literatiir

bolgesi numarasi  kaynagi

CMV etmeni JN054635 Malezya Hiyar Leeetal., 2011

RNA3 segmenti

CMV etmeni GU906293  Hindistan Patlican Raj et al., 2010

RNA3 segmenti

CMV etmeni KM272275 Hindistan Biber Ashwathappa and
RNAS3 segmenti Krishna Reddy, 2014
CMV etmeni EF153733  Hindistan Krizantem  Kumar et al., 2005
RNA3 segmenti

CMV etmeni HE962480 italya Biber Jacquemond, 2012
RNA3 segmenti

CMV etmeni JX025989  Iran Kabak Nematollahi et al., 2012
RNA3 segmenti

CMV etmeni JX025999 fran Domates Nematollahi et al., 2012
RNA3 segmenti

CMV etmeni KM516898 Banglades Patlican Bagewadi et al., 2015
RNA3 segmenti

CMV etmeni AM183116 ispanya Domates Lopez et al., 2007
RNA3 segmenti

CMV etmeni KC527749  Giiney Kore  Biber Kim et al., 2014

RNA3 segmenti
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CMV izolatinin RNA3 segmentine ait bolgenin ¢ogaltilmasiyla elde edilen
dizinin Cizelge 4.7°de verilen diinya izolatlariyla filogenetik agaci ¢izilmis (Sekil
4.10) ve izolatin diinya izolatlartyla benzerlik oranlari incelenmistir. Demre
izolatinin Malezya hiyar, Hindistan patlican ve Hindistan biber izolatlartyla %95;
Hindistan krizantem ve Italya biber izolatlariyla %94; iran kabak, iran domates ve
Banglades patlican izolatlariyla %92; Ispanya domates ve Giiney Kore biber

izolatlariyla %90 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

® Hindistan biber izolati
iran domates izolati

{ iran kabak izolat
Gliney Kore biber izolat

4: ispanya domates izolat

® italya biber izolal

® Banglades patlican izolal

® Hindistan krizantem izolab

® Demre izolat

,—O Malezya hiyar izolat
|—o Hindistan patiican izolah

Sekil 4.10 RNA3 segmenti ¢ogaltilan CMV Demre izolatinin diinya izolatlariyla genetik

benzerliklerinin belirlenmesi i¢in ¢izilen filogenetik agac.

TSWV izolatinin S RNA segmentine ait bdlgenin ¢ogaltilmasiyla elde
edilen dizi BLAST programu ile diger iilkelere ait izolatlar ile karsilastirilmigtir.
TSWV S RNA bolgesinin karsilastirildigi diinya izolatlarn Cizelge 4.7’te

verilmistir.
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Cizelge 4.7 S RNA segmentine ait bolgesi cogaltilan TSWYV izolatinin

karsilastirildig: diinya izolatlari.

Etmen ve gen Erisim Izolatin Konuk¢u Literatiir

bolgesi numarasi  kaynagi

TSWYV etmeni KT192623  Tirkiye, Domates Sin and Arli Sokmen,
S RNA segmenti Samsun 2015

TSWYV etmeni KM379141 Tirkiye, Biber Deligoz et al., 2014a
S RNA segmenti Samsun (Tsw RB)

TSWYV etmeni KM407603 Tirkiye, Biber Ozer et al., 2014

S RNA segmenti Antalya

TSWV etmeni KC494501 Yeni Zelanda Domates Timmerman-Vaughan
S RNA segmenti etal., 2014

TSWV etmeni FR693058  Fransa Domates Tentchev et al., 2011
S RNA segmenti

TSWYV etmeni FR693046  Fransa Biber Tentchev et al., 2011
S RNA segmenti

TSWV etmeni DQ431237 italya Biber Margaria et al., 2006
S RNA segmenti (Tsw RB)

TSWV etmeni DQ431238 italya Biber Margaria et al., 2006
S RNA segmenti

TSWYV etmeni KM379142 Tirkiye, Biber Deligoz et al., 2014b
S RNA segmenti Samsun (NRB)

TSWV etmeni KJ649612  Macaristan Biber Almasi et al., 2015

S RNA segmenti

TSWV izolatinin S RNA segmentine ait bdlgenin g¢ogaltilmasiyla elde
edilen dizinin Cizelge 4.7°de verilen diinya izolatlariyla filogenetik agaci ¢izilmis
(Sekil 4.11) ve izolatin diinya izolatlariyla benzerlik oranlari incelenmistir. Aksu
izolatinin Samsun domates, Antalya biber, Yeni Zelanda domates, Fransa
domates, Fransa biber ve Italya biber izolatlariyla %97 ve Macaristan biber
izolatiyla %96 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen Antalya
izolatinin Samsun’da Tsw dayanikliligint kirdigi tespit edilen biber izolatiyla
(KM379141) ve Italya’da Tsw dayanikliligin1 kirdig tespit edilen biber izolatiyla
(DQ431237) %97 oraninda ve Samsun’da dayanikliligi kirmadigi tespit edilen
biber izolatiyla (KM379142) %96 oraninda benzerlik gosterdigi saptanmuistir.
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® italya biber izolati (Tsw RB)

,—C Turkiye Samsun biber izolati (NRB)
I—o Fransa domates izolat

Turkive Antalya biber izolati
—I:: Macaristan biber izolati
Aksu izolati
{ Turkive Samsun biber izolati (Tsw RB)

L————————=® Turkiye Samsun domates izolat

# Yeni Zelanda domates izolati

® Fransa biber izolat

® italya biber izolat

Sekil 4.11 S RNA segmenti g¢ogaltilan TSWV Aksu izolatinin diinya izolatlartyla genetik

benzerliklerinin belirlenmesi i¢in ¢izilen filogenetik agac.

TSWV izolatimin M RNA segmentine ait bdlgenin c¢ogaltilmasiyla elde
edilen dizi BLAST programi ile diger iilkelere ait izolatlar ile karsilastirilmistir.
TSWV M RNA bolgesinin karsilastirildign diinya izolatlar1 Cizelge 4.8’te

verilmigtir.

Cizelge 4.8 M RNA segmentine ait bolgesi cogaltilan TSWYV izolatinin

karsilastirildig: diinya izolatlari.

Etmen ve gen Erisim Izolatin Konuk¢u Literatiir

bolgesi numarasi kaynag

TSWYV etmeni AY744486 Amerika Yildiz Tsompana et al., 2005
M RNA segmenti cicegi

TSWV etmeni HMO015520  Ispanya Domates Lopez et al., 2011

M RNA segmenti (Sw-5 RB)

TSWYV etmeni HMO015512  Ispanya Domates Lopez et al., 2011

M RNA segmenti (NRB)

TSWV etmeni KC261966 Giliney Marul Lian et al., 2013

M RNA segmenti Kore

TSWYV etmeni HQ830185 Italya Biber Margaria et al., 2014
M RNA segmenti (RB)

TSWYV etmeni KT717692 Avustralya  Biber Moyle et al., 2015

M RNA segmenti

TSWV etmeni KM365065  Avustralya Domates Wylie et al., 2015

M RNA segmenti

TSWV etmeni KP008133 Ispanya Biber Debreczeni et al., 2015
M RNA segmenti (Tsw RB)

TSWYV etmeni AY 744489 Amerika Biber Tsompana et al., 2005
M RNA segmenti

TSWV etmeni KC261957 Giliney Biber Lianetal., 2013

M RNA segmenti Kore
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TSWV izolatinin M RNA segmentine ait bdlgenin c¢ogaltilmasiyla elde
edilen dizinin Cizelge 4.8’de verilen diinya izolatlariyla filogenetik agaci ¢izilmis
(Sekil 4.12) ve izolatin diinya izolatlartyla benzerlik oranlari incelenmistir. AKsu
izolatinin Amerika yildiz ¢igegi izolatiyla %97; Giiney Kore marul ve Avustralya
biber izolatlariyla %96; Avustralya domates izolatiyla %95; Amerika biber ve
Giiney Kore biber izolatlariyla %92 oraninda benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. Antalya izolatinin Ispanya’da Sw-5 dayanikliligini kirdig: tespit edilen
domates izolatryla (HM015520) ve ispanya’da domateste Sw-5 ile biberde Tsw
dayanikliligin1 kirmadigi tespit edilen domates izolatiyla (HM015512) %96;
Italya’da dayamiklihg kirdig: tespit edilen biber izolatiyla (HQ830185) %96 ve
Ispanya’da Tsw dayamklihigini kirdig: tespit edilen biber izolatiyla (KP008133)
%92 benzer oldugu tespit edilmistir.

- ispanya domates izolat (Sw-5 RB)
Avustralya domates izolat
4:: Avustralya biber izolati
ispanya biber izolat (Tsw RB)
{ Glney Kore biber izolat

7 7—® Amerika biber izolat/

® ispanya domates izolat (NRB)

Aksu izolah

® Amerika yldiz cigegi izolat

# italya biber izolati (RB)

Guney Kore marul izolah

Sekil 4.12 M RNA segmenti ¢ogaltilan TSWV Aksu izolatinin diinya izolatlariyla genetik

benzerliklerinin belirlenmesi igin ¢izilen filogenetik agag.

TSWYV izolatinin L. RNA segmentine ait bdlgenin cogaltilmasiyla elde
edilen dizi BLAST programu ile diger iilkelere ait izolatlar ile karsilagtirilmistir.
TSWV L RNA bolgesinin karsilastirildigr diinya izolatlart Cizelge 4.9’da

verilmistir.
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Cizelge 4.9 L RNA segmentine ait bolgesi ¢ogaltilan TSWV izolatinin

karsilastirildig: diinya izolatlart.

Etmen ve gen Erisim Izolatin Konuk¢u Literatiir

bolgesi numarasi kaynagi

TSWYV etmeni KP008130 Ispanya Domates Debreczeni et al., 2015
L RNA segmenti (Sw-5 RB)

TSWYV etmeni KC494520 Yeni Domates Timmerman-Vaughan
L RNA segmenti Zelanda etal., 2014

TSWYV etmeni KJ575619 Italya Biber Margaria et al., 2015

L RNA segmenti

TSWYV etmeni KP008128 Ispanya Domates Debreczeni et al., 2015
L RNA segmenti (WT)

TSWYV etmeni KC261965 Giiney Marul Lianetal., 2013

L RNA segmenti Kore

TSWV etmeni KT717691 Avustralya  Biber Moyle et al., 2015

L RNA segmenti

TSWYV etmeni KM365064  Avustralya Domates Wylie et al., 2015

L RNA segmenti

TSWYV etmeni KC261956 Giiney Biber Lian et al., 2013

L RNA segmenti Kore

TSWV etmeni KP008132 Ispanya Biber Debreczeni et al., 2015
L RNA segmenti (Tsw RB)

TSWYV etmeni KT160280 Amerika Biber Margaria and Rosa,

L RNA segmenti

2015

TSWV izolatmin L RNA segmentine ait bolgenin cogaltilmasiyla elde
edilen dizinin Cizelge 4.9’da verilen diinya izolatlariyla filogenetik agaci ¢izilmis
(Sekil 4.13) ve izolatin diinya izolatlariyla benzerlik oranlari incelenmistir. Aksu
izolatmnin Yeni Zelanda domates izolatlarryla %98; italya biber ve Giiney Kore
marul izolatlariyla %97; Avustralya biber, Avustralya domates ve Giiney Kore
biber izolatlariyla %96 ve Amerika biber izolatiyla %92 oraninda benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Antalya izolatinin Ispanya’da Sw-5 dayanikliligini
kirdigr tespit edilen domates izolatiyla (KP008130) %98 ve vahsi tip oldugu
belirlenen domates izolatiyla (KP008128) %97 oraninda benzerlik gosterdigi
saptanmugtir. Ispanya’da Tsw dayanmikliligmi kirdig: tespit edilen biber izolatiyla
%94 (KP008132) benzer oldugu tespit edilmistir.
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#® Guney Kore biber izolat

’—0 Gliney Kore marul izolati
\—0 '\spanrd domates izolat (Sw-5 RE)

Avustralya biberizolat
{ Avustralya domates izolat

Yeni Zelanda domates izolah
{ Aksu izolat

Amerika biber izolati
4:: Ispanya biber izolati (Tsw RB)

® ispanya domates izolat (WT)

# italya biber izolat

Sekil 4.13 L RNA segmenti ¢ogaltilan TSWV Aksu izolatinin diinya izolatlartyla genetik

benzerliklerinin belirlenmesi igin gizilen filogenetik agac.

4.5 Biyolojik Testlerin Sonuclari

DAS-ELISA yontemi ile testlendikten sonra CMV ve TSWV antiserumuna
pozitif sonu¢ veren bitkilerin simptom gosteren gen¢ yapraklarindan alinan
ornekler, virlislere duyarli oldugu bilinen test bitkilerine uygun gelisme

doneminde mekanik inokulasyon yontemiyle uygulanmistir.

Gergeklestirilen mekanik inokulasyonlar sonucunda CMV izolatlar1 hiyar
bitkisinde belirtilere neden olmamistir. TSWYV izolatlarinin biber bitkisinde
klorotik, nekrotik lekelere ve TSWV etmeninin tipik belirtisi olan bronz lekelilige

neden oldugu gozlenmistir.



Sekil 4.14 TSWV ile mekanik inokule edilmis Capsicum annuum bitkilerinin yapraklarinda
gozlenen klorotik ve nekrotik lekeler a) Bitkinin genel goriiniimii, b) Yaprakta

gbzlenen belirtiler.

Sekil 4.15 TSWYV ile mekanik inokule edilmig Capsicum annuum bitkilerinin yapraklarinda

gdzlenen bronz lekelilik a) Bitkinin genel goriiniimii, b) Yaprakta gozlenen belirtiler.

Iklim odasmin yetersizliginden dolayr Nicotiana spp. test bitkilerine ait
¢imlenen tohumlar etiole ugradiklart TSWV’nin tiitiin bitkilerine mekanik

inokulasyonu gergeklestirilememistir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Antalya ilinde son yillarda viriislere dayanikli biber gesitlerinde viriis
hastaliklarinin goriildiigii yoniinde bilgiler alinmasi {izerine arastirma kapsaminda
2015 yilinda Antalya ilinde biber yetistiriciligi yapilan alanlardan alinan
orneklerde CMV ve TSWV etmenlerinin simptomatolojik, biyolojik, serolojik ve
molekiiler yontemler ile karakterizasyonu yapilmis ve etmenlerin bulunma

durumlari her ilge i¢in ayr1 ayr1 belirlenmistir.

Arastirma i¢in Kumluca, Demre, Serik ve Aksu il¢elerindeki biber liretim
alanlarindan toplam 148 6rnek toplanmigtir. Demre ilgesinden alinan 42 drnekten
8 ornekte dolmalik, kapya ve ligburun tiplerinde ve Serik’ten alinan 26 drnekten 3
ornekte sivri tipinde CMV enfeksiyonu saptanmistir. Kumluca ve Aksu
ilgelerinde ise enfeksiyona rastlanmamistir. CMV etmeni biber bitkilerinde
ciicelik, mozaik, kabarciklanma ve iplik yapraklilik, yapraklarda ve meyvelerde
sekil bozuklugu ile halka lekelere neden olmaktadir (Espin et al., 1994; Atencio et
al., 1997; Zitikait¢ and Samuitiené, 2009; Promil, 2012). Alinan orneklerde
dolmalik, kapya ve ticburun tiplerinde yapraklarda mozaik ve sekil bozukluguna
rastlanirken sivri tipinde yapraklarda mozaik, kabarciklanma, sekil bozuklugu ve

clicelige rastlanmstir.

Biber {iretim alanlarinda CMV enfeksiyonu birgok iilkede elektron
mikroskopi, biyolojik indeksleme, DAS-ELISA, RT-PCR gibi ydntemler
kullanilarak belirlenmis olup enfeksiyon oranlarmin yillara gore degisiklik
gosterdigi tespit edilmistir (Burgmans et al., 1986; Vozelj et al., 2003; Biswas et
al., 2013). Ulkemizde yapilan galismalarda g¢ogunlukla DAS-ELISA yontemi
kullanilmakla beraber biyolojik indeksleme, RT-PCR ve RFLP gibi yontemler
kullanilarak farkli illerdeki enfeksiyon oranlari belirlenmistir (Daplan, 2003,
Caglar, 2006). Bu calismada DAS-ELISA yontemi ile Antalya ili biber iiretim

alanlarinda CMV’nin bulunma oraninin %7.34 oldugu saptanmustir.

Biber bitkisinden izole edilen CMV etmeni mekanik inokulasyon
calismalar1 sonucunda Cucumis sativus bitkisinde beneklenme ve mozaik

belirtilerine neden olmaktadir (Zitikaité and Samuitiené, 2009; Biswas et al.,
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2013). Bu ¢alismada CMV ile enfekteli bulunan 6rneklerin hiyar bitkisinin Belth
Alpha c¢esidine mekanik inokulasyonu sonucu bitkide belirti ¢ikisi
gbzlenmemistir. Igbal et al. (2011), biber bitkisinden izole edilen CMV izolat ile
yaptiklar1 ¢alismada hiyar bitkisinde inokulasyondan sonra simptom
gbzlenmedigini belirtmistir. Mekanik inokulasyon g¢aligmalarinda sera kosullari

bu durumu etkileyebilmektedir.

Calisma kapsaminda izole edilen Demre izolati, izolatin farkli gen
bolgelerinin niikleotit dizilerinin belirlenmesi, diinya izolatlariyla karsilastirilmasi
ve filogenetik aga¢ olusturulmasi i¢in etmenin farkli gen bolgelerine 06zgil
primerler kullanilarak RT-PCR ile ¢ogaltilmistir. Elde edilen niikleotit dizilimleri
NCBI BLAST kullanilarak diinya izolatlariyla kiyaslanmistir. Bunun sonucunda
izolatinin RNA1 segmentine ait bolgenin ¢ogaltilmasiyla elde edilen dizinin
diinya izolatlariyla benzerligi %89-96 arasinda degismistir. %96’lik benzeme
orantyla gen dizilimi Demre izolatina en yakin izolat olan KT921314 kodu ile
kayith “‘Cucumber mosaic virus isolate HM3 segment RNAL, complete
sequence’’ izolati1 JN054636 kodu ile kayithi ‘‘Cucumber mosaic virus strain
CLW?2 putative RNA helicase and methyltransferase gene, complete cds’’ izolati
ile aym grupta yer almaktadir. Izolatin RNA3 segmentine ait bdlgenin
cogaltilmasiyla elde edilen dizinin diinya izolatlariyla benzerligi %90-95 arasinda
degismistir. %95’lik benzeme oraniyla Demre izolatina en yakin olan izolatlar
arasinda bulunan JN054635 kodu ile kayith ‘‘Cucumber mosaic virus strain
CLW2 movement protein and coat protein genes, complete cds’’ ve GU906293
kodu ile kayitl ““Cucumber mosaic virus clone KKG-K segment RNA3, complete
sequence’’ izolatlar1 ayn1 grupta yer almktadir. %95°lik benzeme oraniyla Demre
izolatina yakin diger bir izolat olan KM272275 kodu ile kayitli ‘‘Cucumber
mosaic virus strain KO segment RNA3, complete sequence’’ izolat1 ise ayri bir

grup olusturmaktadir.

Kumluca il¢esinden alinan 62 Ornekten 12 Ornekte sivri, carliston, sili ve
jalapone tiplerinde TSWV enfeksiyonu bulunmustur. Demre ilgesinden alinan 42
ornekten 10 ornekte kapya ve Macar tiplerinde ve Serik’ten alinan 26 6rnekten 14

ornekte dolmalik, sivri ve kil biber tiplerinde saptanan etmen Aksu ilgesinden
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alinan 18 oOrnekten 17 Ornekte 1slah materyali olarak kullanilan tiplerde

saptanmigtir.

Biber bitkilerinde kloroza, ciicelige ve govdede nekroza neden olan TSWV
yapraklarda mozaik, klorotik lekeler, nekrotik lekeler, damar bantlagsmasi, rugoz
ve sekil bozuklugu olusturmaktadir (Antignus et al., 1997, Gera et al., 2008; Mun
et al., 2008). Meyvelerde klorotik ve/veya nekrotik halka lekelere, nekrotik
cizgilere ve sekil bozukluguna neden olmaktadir (Momol, 2000; Turina et al.,
2012). Alman oOrneklerde c¢arliston tipindeki biber tiplerinde kloroz, tepe
noktasinda kivrilma, yapraklarda klorotik ve nekrotik lekeler ile meyvelerde sekil
bozuklugu goriilmiistiir. Kapya tipindekilerde yapraklarda kloroz, halka leke ve
mozaik belirtilerine rastlanirken meyvede nekrotik lekeler ve klorotik halka
lekeler goriilmiistiir. Macar tipinde ise tepe noktasinda kivrilma, Kkloroz,
beneklenme, mozaik, klorotik ve/veya nekrotik lekeler, kabarciklanma, sekil
bozuklugu ve ciicelik belirtileri tespit edilmistir. Islah materyalinde kloroz,
klorotik ve nekrotik lekeler, yapraklarda halka lekeler, sekil bozuklugu ve
kivrilma goriilircken meyvelerde halka lekelere neden olmustur. Sivri tipinde
ciicelik, kloroz, yapraklarda kiiciilme, kivrilma, klorotik ve nekrotik lekeler,
kabarciklanma, beneklenme ve meyvelerde sekil bozukluguna neden olmustur.
Sili tipinde klorotik ve nekrotik lekeler, beneklenme, yaprakta ve meyvede sekil
bozukluguna neden olurken jalapone tipinde klorotik ve nekrotik halka lekelere
neden oldugu gorilmiistiir. Dolmalik tipte kloroz, klorotik ve nekrotik lekeler
gozlenirken kil biber tipinde klorotik ve nekrotik lekeler, yapraklarda sekil

bozuklugu ve kabarciklanmaya yol agmistir.

TSWYV etmeni diinyadaki biber iiretim alanlarinda %100’e ulasan oranlarda
enfeksiyona neden olabilmektedir (Latham and Jones, 1997; Ferrand et al., 2015).
Enfeksiyonlar iilkemizde ve diinyada genellikle elektron mikroskopi, ELISA ve
RT-PCR yontemleri kullanilarak testpit edilmistir (Antignus et al., 1997; Mavric
and Ravnikar, 2001; Daplan, 2003; Kiigiik, 2006). Yardimci ve Kilig (2009)
tarafindan Bati Akdeniz bolgesinde %67.16 oraninda tespit edilen TSWV
enfeksiyonu Bozdogan (2009) tarafindan Antalya ili Merkez, Serik ve Kumluca
ilgelerinde ELISA, mekanik inokulasyon ve RT-PCR yontemleri kullanarak
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%91.6 oraninda saptanmistir. Bu calismada TSWV’nin bulunma oran1i DAS-
ELISA yontemi ile %35.81 oraninda saptanmustir.

TSWV etmeni mekanik inokulasyon calismalari sonucunda biber
bitkilerinde ciicelik, kloroz, mozaik, klorotik ve nekotik lekeler, halka lekeler ve
yapraklarda sekil bozuklugu seklinde belirtilere neden olmaktadir (Gracia et al.,
1999; Kiigiik, 2006; Bozdogan, 2009). Bu ¢alismada TSWV ile enfekteli bulunan
orneklerin biber bitkilerine gergeklestirilen mekanik inokulasyonu sonucunda

yapraklarda klorotik, nekrotik lekeler ve bronz lekelilik belirtileri gbzlenmistir.

Calisma kapsaminda izole edilen Aksu izolati, izolatin farkli gen
bolgelerinin  niikleotit  dizilerinin  belirlenmesi,  diinya  izolatlariyla
karsilastirilmasi, biberde Tsw dayanikliligini kiran izolatlarla benzerligi olup
olmadiginin tespit edilmesi ve filogenetik aga¢ olusturulmasi i¢in etmenin farkl
gen bolgelerine 6zgili primerler kullanilarak RT-PCR ile ¢ogaltilmistir. Elde edilen
niikleotit dizilimleri NCBI BLAST kullanilarak diinya izolatlariyla kiyaslanmistir.
Bunun sonucunda izolatin S RNA segmentine ait bolgenin ¢ogaltilmasiyla elde
edilen dizinin diinya izolatlariyla benzerligi %96 ve %97 olarak bulunmustur.
%97’lik benzeme oraniyla Aksu izolatina en yakin izolatlardan KT192623 kodu
ile kayitl ‘“Tomato spotted wilt virus isolate SB-L19 nucleocapsid protein (N)
gene, complete cds’’ izolat1 ve KM379141 kodu ile kayitli ““Tomato spotted wilt
virus strain SC3-RB nucleocapsid protein (N) gene, complete cds’’ izolati ayni
grupta yer almaktadir. %97’lik benzeme oranina sahip diger izolatlar ise kendi
aralarinda farkli gruplar olusturmaktadir. Aksu izolati, biberde Tsw
dayanikliligini kirdig tespit edilen KM379141 kodlu Samsun izolat1 ve biberde
Tsw dayanikliligini kirdigi tespit edilen DQ431237 kodlu “‘Tomato spotted wilt
virus isolate p170 NSs and nucleocapsid genes, complete cds” Italya izolat1 ile
%97 oraninda benzerlik gdstermektedir. Izolatin M RNA segmentine ait bolgenin
cogaltilmasiyla elde edilen dizinin diinya izolatlariyla benzerligi %92-97 arasinda
degismektedir. %97’lik benzerlik benzeme oraniyla gen dizilimi en yakin olan
izolat AY744486 kodu ile kayith ‘‘Tomato spotted wilt virus isolate NC-3
segment M, complete sequence’’ izolat1 olup kendi basina grup olusturmaktadir.
Aksu izolat1 biberde Tsw dayanikliligini kirdigi tespit edilen KP008133 kodlu

““Tomato spotted wilt virus isolate PVR segment M, complete sequence’’ Ispanya
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izolatryla %92 oraninda benzerlik gdstermektedir. Izolatin L RNA segmentine ait
bolgenin ¢ogaltilmasiyla elde edilen dizinin diinya izolatlariyla benzerligi %92-98
arasinda degismektedir. %98 oraninda benzeyen KC494520 kodu ile kayith
““Tomato spotted wilt virus isolate PFR13 RNA-dependent RNA polymerase (L)
gene, partial cds’’ izolat1 Aksu izolat: ile grup olustururken KP008130 kodu ile
kayith ““Tomato spotted wilt virus isolate PujollTL3 segment L, complete
sequence’’ izolati bagska bir grup olusturmaktadir. AKsu izolati, biberde Tsw
dayanikliligin1 kirdigi tespit edilen KP008132 koduyla kayitli ‘“Tomato spotted
wilt virus isolate PVR segment L, complete sequence’’ Ispanya izolat1 ile %94

oraninda benzerlik gostermektedir.

2015 yilinda yiiriitillen bu calismanin tamamlanmasi ile Antalya ili biber
iretim alanlarinda enfeksiyon olusturan CMV ve TSWV etmenlerinin bulunma
durumlart saptanmis olup serolojik, biyolojik ve molekiiler karakterizasyonu
gergeklestirilmistir.  Testlenen orneklerde ¢ogunlukla TSWV  etmeninin
enfeksiyona yol actigt ve CMV etmeninin sanildigi kadar yaygin olmadig:

gOriilmiistiir.

Arastirmadan elde edilen bulgular dogrultusunda asagidaki Onerilerin

yapilmas1 uygun goriilmiustiir:

e Saptanan viral etmenlerin yayilmasinda etkili olan vektor bocekler
arasinda bulunan yaprakbiti ve tripsler ile miicadele enfeksiyonlarin
onlenmesinde 6nemli bir faktordir. CMV enfeksiyonunun diisiik
oranda tespit edilmesini etkileyen faktorler arasinda dretim
alanlarinda yaprakbitine kars1 gergeklestirilen etkili 1laglama
programi Onem tasimaktadir. TSWV enfeksiyonun yiiksek oranda
bulunmasinin farkli nedenleri olabilecegi gibi 6nemli sebeplerden
biri tripse karsi miicadeleye tripsin zarari ortaya ¢iktiktan sonra
baslanmasidir. Uretim alanlarinda tripslerin zararma karsi ayrica
biyolojik miicadele ajanlarinin kullanildigi gézlenmistir. Bu durum
hastaligin  yayillmasimi1 olumsuz yonde etkilemektedir ¢iinkii
biyolojik ajanin zararliyr baskilamasi i¢in oncelikle zararlinin belirli

bir popililasyona ulasmasi gerekmektedir. Tripsin popiilasyonu
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baskilanincaya kadar bitkilerle beslenmesi sonucu etmen

plantasyonda yayilmaktadir.

Arazi ¢alismasinda bitkilerde gozlenen belirtiler dikkate alindiginda
hem CMV hem TSWV nin bitkilerde genellikle ciicelik, yapraklarda
mozaik, kabarcikli mozaik, yaprak ve meyvelerde sekil bozuklugu
belirtilerine neden oldugu gorilmiistir. TSWV ile enfekteli olan
bitkilerde kloroz ve tepe noktasinda kivrilma belirtisinin yogun
oldugu ve yapraklarda bencklenme, Kklorotik ve nekrotik halka
lekeler gorildiigii tespit edilmistir. TSWV ile enfekteli bulunan
bitkilerin meyvelerinde halka lekelere rastlanmigtir. Viriis benzeri
belirti gézlenen bazi bitkilerde bahsedilen etmenler saptanamamis
olup bu belirtilerin diger bitki patojenleri veya abiyotik etkenler

tarafindan olusturuldugu diistiniilmektedir.

Yapilan bu calisma ile DAS-ELISA ve RT-PCR testlerinin
tanilamada  gilivenilir  yontemler oldugu ancak molekiiler
caligmalarda kullanilan primer giftlerinin her durumda %99’a yakin
etkinlik  gdstermedigi  belirlenmistir.  Biyolojik  indeksleme
caligmalarinin  bazi1 kosullarda beklenen sonuglart vermedigi

gozlenmistir.

Viriis hastaliklarina kars1 savasim yontemlerinin kisitli olmasindan
dolayr kullanilan ticari biber c¢esilerinin etmenlere karsi
dayanikliligin1 korumasi veya dayanikli yeni cesitlerin gelistirilmesi
yoniinden dayaniklilik ¢alismalari 6nemini korumaya devam
etmektedir. Calismada CMV ve TSWV etmenlerinin gen dizilimleri
belirlenmis ve bu diziler diinya izolatlartyla karsilastirilarak
benzerlik oranlar1 belirlenmistir. Tsw dayanikliligina sahip oldugu
bilinen baz1 biber gesitlerinde TSWV enfeksiyonu saptanmustir. Elde
edilen TSWV izolatinin farkli segmentlerine ait gen bolgelerinin
dizilimlerinin belirlenerek biberde Tsw dayanikliligini kiran diinya
izolatlar1 ve Samsun izolati ile benzerlik gostermesi Aksu izolatinin

da Tsw dayaniklilig1 kiran izolat olmas1 yoniindeki durumu destekler
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niteliktedir. izolatin Tsw daymnikliligini kirdigmin belirlenebilmesi
icin izolat ile dayanikli ve dayaniksiz biber cesitlerinde ¢esit
reaksiyon denemesine gidilerek izolatin dayanikli biber ¢esitlerinde

sistemik enfeksiyon yapip yapmadiginin belirlenmesi gerekmektedir.
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