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oz

Amag: Bu cgalismada Antalya ili biber ureticiliginin yogun olarak gerceklestirildigi
Kumluca ilgesinde serada yetistirilen biber bitkilerinde TSWV ve CMV varhidinin
serolojik olarak belirlenmesi ve DAS-ELISA testi sonucunda pozitif olduguna karar
verilmesinde uygulanan kriterlerin dogrulugunun RT-PCR yontemi ile karsilastiriimasi
amaclanmistir.

Materyal ve Yontem: Antalya ili Demre ilgesinde ortl alti biber Uretim alanlarinda
sorveyler yapilarak viris benzeri belirti gosteren bitkilerden 6rnekler toplanmigtir.
Ornekler CMV ve TSWV etmenlerine spesifik monoklonal ve/veya poliklonal
antibody’ler kullanilarak DAS-ELISA testine tabi tutulmustur. ELISA okuyucuda farkli
absorbans degerlerine sahip bazi pozitif drneklere etmenlere spesifik primerler
kullanilarak RT-PCR testleri uygulanmistir.

Arasgtirma Bulgulari: DAS-ELISA ydntemi sonucuna gére toplanan 82 drnekten 65
tanesinde (%79) en az bir viris etmenine rastlaniimistir. Sadece CMV olan 6rnek
sayisi 10 adet (%12) olup sadece TSWV olan drnek sayisi 47 adet (%57) olarak
tespit edilmistir. 8 6rekte (%10) hem TSWV hem de CMV’nin karisik infeksiyon
yaptigi belilenmistir. DAS-ELISA sonucunda pozitif oldugu tespit edilen 6rneklerin
ELISA okuyucuda farkli absorbans deg@erlerine sahip pozitif sonug veren drneklerde
etmenlerin varligi RT-PCR ydntemi ile dogrulanmigtir.

Sonugc: Biber 6rneklerinde TSWV etmeninin daha fazla bulundugu CMV etmeninin
ise fazla yayginlik gostermedigi belirlenmistir.

ABSTRACT

Objective: In this study, it was aimed to serological determination of the presence of
TSWV and CMV on pepper plants grown in the greenhouses in Kumluca district
where Antalya pepper production is carried out intensely and compare the accuracy
of the criteria determining that positive applied in by DAS-ELISA with RT-PCR
method.

Material and Methods: Samples were collected from virus-like symptoms showing
plants by conducting surveys in greenhouse pepper production areas in the Demre
district of Antalya province. Samples were subjected to DAS-ELISA test using
monoclonal and /or polyclonal antibodies specific for CMV and TSWV. RT-PCR tests
were applied to some positive samples which have different absorbance values in
the ELISA reader by using specific primers.

Results: According to the results of the DAS-ELISA method, 65 of the 82 samples
(79%) were found to have at least one virus. The number of samples infected only
with CMV was 10 (12%) and the number of samples infected only with TSWV was 47
(57%). In 8 samples (10%) were found to have both TSWV and CMV mixed
infections. The presence of the factors in the samples which have positive
absorbance values in the ELISA reader were compared by RT-PCR method and the
presence of the factors was confirmed.

Conclusion: It was determined that TSWV factor was found more in pepper
samples and CMV factor did not show much prevalence.
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GiRiS
Tarkiye yillik 2.195.872 ton biber uUretimi ile dinyada en fazla biber Uretimi gergeklestiren Ulkeler
arasinda Cin ve Meksika’dan sonra tg¢lncl sirada yer almaktadir (FAO, 2019).

Ulkemizde biberin yogun olarak yetistirildigi bélgelerin baginda 1.047.856 ton uretimi ile Akdeniz
Bdlgesi gelmektedir. Cogunlukla kapya, dolmalik, sivri, carliston, sili ve kaliforniya biber tiplerinin
yetistirildigi Akdeniz Bdlgesi'nde biber yetistiren illerimiz arasinda 343.739 ton uretimi ile Antalya ilk sirada
yer almaktadir. Antalya ilinde gergeklestirilen biber Uretiminde 116.490 ton ile ilk sirada Kumluca yer
alirken 87.468 ton Uretimle ikinci sirada Demre, Uglincl sirada ise 39.483 ton uretim ile Serik yer
almaktadir (Bozokalfa ve Esiyok, 2010; TUIK, 2017).

Dunyada bitkiler ve bitkisel Grlnlerin ticaretinin artmasi viral etmenlerin ve voktorlerinin yayginhginin
artmasina neden olmustur. Kimyasal micadele ydntemlerinin uygulanamamasi ve kontrol yontemlerinin
dayanikli gesit ile koruyucu dnlemlere dayanmasi viral etmenlerle micadeleyi zorlastirmaktadir. Degisen
cevre kosullar viral hastaliklarin 6nemi daha da artmaktadir (Hanssen et al., 2010).

Virls hastaliklari, Solanaceae familyasina dahil bitki tirlerinden biri olan biber bitkisinde kalite ve
verimi etkileyen ana unsurlar arasinda yer almaktadir. Virls hastaliklarinin biber bitkilerinde ciddi zararlara
neden oldugu belirlenmigtir. Bu viral etmenler arasinda bulunan Tomato spotted wilt virus (TSWV),
Tospovirus cinsine ve Bunyaviridae familyasina ait bir virustir. Bu virls 1915 yilinda tespit edilmis olup
Avustralya’da domates bitkilerinde ortaya ¢ikmigtir (Adkins, 2000). Biber bitkilerinde énemli olan diger bir
viris hastalik etmeni ise Cucumber mosaic virus olup Cucumovirus cinsine ve Bromoviridae familyasina
baglh bulunmaktadir. Bu viris hastalilk etmenine ise 1916 vyilinda hiyar bitkisinde rastlaniimistir
(Loebenstein and Lecoq, 2012).

TSWV, tripsler ile persistent olarak tasinirken CMV ise yaprak bitleri ile non-persistent olarak
tasinmaktadir. Cok sayida trips tirlerinin TSWV hastalik etmenini tasidigi belirlenmistir. Bu vektdrlerden en
yaygin olanlari ise Bati gicek tripsi (Frankliniella occidentalis) ve Cicek tripsi (Frankliniella intonsa)’dir. Bati
¢icek tripsinin kitalar arasi tarimsal faaliyet ve ticaret nedeniyle yayillmasi géz 6ninitne alindiginda TSWV
etmeninin 6nemi oldukga artmigtir. CMV'nin ise 75’den fazla vektori bulunup bunlar arasinda en énemli ve
yaygin olanlari Pamuk yaprakbiti (Aphis gossypii) ve Seftali yaprakbiti (Myzus persicae)dir (Perry et al.,
1998; Adkins 2000).

CMV ve TSWV biber bitkilerinde benzer belirtiler gdstermektedir. Etmenler yapraklarda mozaik,
klorotik lekeler, nekrotik lekeler ve halkali lekelere neden olabilmektedir. Bitkilerde cicelik ve sekil
bozuklugu gorulebilmektedir. CMV biber meyvelerinde sekil bozuklugu ve halkali lekelere neden
olmaktadir. TSWV ise biber meyvelerinde nekrotik cizgiler ve nekrotik halkali lekeler meydana
getirmektedir. Bu iki etmenin biber meyvelerindeki lekeleri ylzinden meyveler pazar degerini
kaybetmektedir. Etmenlerin biber bitkilerinde olusturdugu belirtiler ¢evre kosullarina ve enfekte oldugu
doéneme bagl olarak degismektedir. Etmenler bitkiyi erken dénemde infekte ederse belirtiler daha siddetli
olmaktadir (Adkins, 2000; Zitter and Murphy, 2009; Loebenstein and Lecoq, 2012).

Yeni Zelanda'da biber Uretim alanlarinda %28.7 oraninda CMV enfeksiyonu ve %3.9 oraninda
TSWV enfeksiyonu saptanmis olup etmenlerin meyve kalitesini ve kantitesini disirdigi belirlenmistir
(Burgmans et al., 1986). ispanya’da mozaik, iplik yapraklilik ve ciicelik belirtilerine sahip biber bitkilerinde
CMV varligi tespit edilmigtir (Espin et al., 1994). Avustralya’da ELISA ydntemiyle gerceklestirilen
calismada bazi bdlgelerde TSWV’nin biber bitkilerini %100 oraninda enfekte ettigi saptanmistir (Latham
and Jones, 1997). TSWV’nin ABD’de biber lretim alanlarinda verim kayiplarina neden oldugu (Gitaitis et
al.,, 1998) ve ABD’nin Florida eyaletindeki biber Uretim alanlarinda CMV’nin neden oldudu epidemilerin
%50’den fazla Uriin kaybina neden oldugu belirlenmistir (Kucharek et al., 1998). Tunus’ta CMV’nin biber
bitkilerinde neden oldugu enfeksiyon oraninin %30-100 arasinda degistidi ve Uretimi sinirlandiran baslica
viral etmen oldugu saptanmistir (Mnari Hattab et al., 1999). Arjantin’de biber Uretim alanlarinda DAS-
ELISA ydéntemi kullanilarak %40 oraninda bulunan TSWV enfeksiyonunun Uretim alanlarinda biber
meyvesini hasat edemeyecek kadar ciddi kayiplara neden oldugu saptanmistir (Gracia et al., 1999).
Slovenya’da (Vozelj et al., 2003) ve Litvanya'da (Zitikait¢é and Samuitiené, 2009 yetistirilen biber
bitkilerinde CMV varligi tespit edilmis olup uUretimi sinirlandiran baglica viral etmen oldugu molekiler ve
serolojik yontemlerle belirlenmigtir. ispanya biber (retim alanlarinda TSWV’ye dayaniklilik gosteren bazi
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biber cesitlerinin TSWV ile bulasik oldugu serolojik yontemlerle belilenmistir (Margaria et al., 2004).
israilde (Gera et al., 2008) ve italya’da (Fanigliulo et al., 2007) biber dretim alanlarinda TSWV
enfeksiyonunun oldukga yogun oldugu serolojik (DAS-ELISA) ve molekiiler yontemler ile belirlenmistir.

Samsun’da Uretimi yapilan biber bitkilerinde %9.2 oraninda TSWV enfeksiyonu ELISA testi
kullanilarak belirlenmistir (Arli-Sokmen et al., 2005). Bati Akdeniz bdlgesindeki biber bitkilerinde %67.16
oraninda TSWV enfeksiyonu DAS-ELISA ydntemiyle tespit edilmistir (Yardimci ve Culal Kilig, 2009).
Samsun’da TSWV’ye dayanikh biber gesitlerinde DAS-ELISA testi ile TSWV enfeksiyonu saptanmistir
(Deligoz et al., 2014). 2013 yilinda Bursa, Yalova, istanbul, Bilecik ve Sakarya illerinden toplanan biber
orneklerinde DAS-ELISA ve Real-Time PCR ydntemleri kullanilarak %69 oraninda CMV infeksiyonu
saptanmistir (Uzunogullar ve Gumdus, 2015). Antalya ili biber bitkilerinde Kumluca, Demre ve Serik
ilcelerininden 2015 yilinda alinan érneklerde DAS-ELISA testi sonucunda %7.34 oraninda CMV ve %35.81
oraninda TSWV enfeksiyonu oldudu saptanmistir. (Gines and Gimus, 2019).

MATERYAL ve YONTEM
Materyal

Antalya ili Demre ilgesinde o6rti alti biber Gretim alanlarinda 2019 yilinin Adustos ayinda soérveyler
yapilarak arastirmada kullanilmak Uzere 82 adet bitki drneginin geng yapraklari toplanmistir. Ornekleme
yapilan biber gesitleri ise kapya, sili ve kaliforniya tipidir. Biber bitkilerinden toplanan érnekler soguk zincirle
laboratuvara getirilmigtir. Ornekler serolojik ve molekiiler galismalarda kullaniimak Gzere xxx Universitesi
Ziraat Fakdltesi Bitki Koruma BolumG Viroloji Laboratuvarinda once +4°C’de daha sonra -20°C’de
saklanmistir.

Yontem

CMV ve TSWV ile bulasik oldugundan stphelenilen biber bitkisi 6rnekleri, CMV ve TSWV’nin
varliginin ortaya konulmasi amaciyla Double Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosorbant Assay
(DAS-ELISA) testi Clark ve Adams (1977)in belirttigi sekilde uygulanmigtir. ELISA tabaklarindaki
kuyucuklarda sari rengin olugup olusmadidi gbézlenmis ayrica tabaklarin ELISA okuyucusunda 405nm
dalga boyundaki absorbans degerleri belirlenerek kontrole gére en az iki kat veya daha fazla deger
gOsteren drnekler pozitif olarak kabul edilmistir.

ELISA okuyucuda farkh absorbans degerleri gosteren bazi pozitif orneklere RT-PCR testleri
uygulanmistir. Total nikleik asit (TNA) ekstraksiyonu asamasinda silika metodu kullaniimistir (Foissac et
al., 2001). TNA ekstraksiyonu yapilan érneklerin cDNA sentezi, ABM firmasindan temin edilen OneScript®
Plus cDNA sentez kiti kullanilarak firmanin belirttigi prosedir dogrultusunda Thermal Cycler cihazinda
gergeklestiriimistir. PCR islemi GeneMark Bio. Firmasinin firmasindan temin edilen PCR Master Mix (I1) kit
ile gerceklestiriimistir. TUpler Thermal Cycler cihazina yerlestirilerek test edilecek virls icin spesifik olan
primerler (Cizelge 1) ve program uygulanarak ¢ogaltma islemi gerceklestiriimistir. Cogdaltiimig PCR Urunleri
Agaroz jel elektroforez diizeneginde kosturularak sonuglar gériintilenmistir.

Cizelge 1. RT-PCR’da kullanilan primer giftleri.
Table 1. Primer sets used for RT-PCR.

Baz Uzunlugu

(baz cifti) Literatdr

Primer Adi Primer Dizisi (5’-3’)

CMV
Forward ACTCTTAACCACCCAACCTT 280 Foggioli et al., 2005
primer

CMV
Reverse AACATAGCAGAGATGGCGG 280 Foggioli et al., 2005
primer

TSWV
Forward ATGTCTAAGGTTAAGCTCAC 777 Nour et al., 2013
primer

TSWV
Reverse TTAAGCAAGTTCTGCGAGTT3 77 Nour et al., 2013
primer
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ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Toplanan biber bitkisi 6rneklerinde genellikle meyvelerde sekil bozuklugu, halka lekeler ve nekrotik
lekeler gdzlenmistir. Biber bitkisi yapraklarinda ise mozaik, halka lekeler ve nekrotik lekeler gézlenmistir
(Sekil 1 ve 2).

Sekil 1. CMV ile infekteli 6rnekte halka lekeler seklinde meyve belirtisi.

Figure 1. Fruit symptom as ringspots on CMV infected sample.

Sekil 2. TSWV ile infekteli 6rnekte klorotik ve halka lekeler seklinde yaprak belirtileri.

Figure 2. Foliar symptoms as chlorotic and necrotic spots on TSWV infected sample.

Toplanan 82 Ornegin DAS-ELISA testi sonucunda toplam 65 tanesinde CMV velveya TSWV
etmeninin varligi belirlenmistir. Sadece CMV bulunan 6érnek sayisi 10 iken sadece TSWV bulunan érnek
sayisi 47 tanedir. CMV ve TSWYV karisik infeksiyonuna sahip drnek sayisi ise 8 tanedir.

Yapilan bu galisma sonucunda toplanan 6rneklerde CMV, TSWV ve CMV+TSWV infeksiyonu
bulunma durumu sirasiyla %12, %57 ve %10 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gére 82 6rnekte
toplam virGs bulunma orani %79'dur. Bu galisma sonucunda Demre 6rti alti biber bitkilerinden alinan
Orneklerde TSWV etmeni daha yaygin bulunurken CMV etmeninin fazla yayginhk goéstermedigi
belirlenmisgtir.
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DAS-ELISA yénteminde pozitif bulunan ancak farkli absorbans degerine sahip 6rneklerin RT-PCR
yontemindeki duyarlihdi karsilastinimistir. Bu yontem igin CMV ve TSWV igin pozitif bulunan farkli
absorbans degerlerine sahip 6’sar érnek secilmigtir. CMV etmeni i¢in pozitif bulunun drneklerden 0.246,
0.418, 0.585, 0.969, 1.272 ve 2.417 absorbance degerlerine sahip o6rnekler RT-PCR testi icin
kullanilmistir. TSWV etmeni ile infekteli bulunun 6rneklerden 0.227, 0.457, 0.586, 0.960, 1.236 ve 2.541
absorbance degerlerine sahip 6rnekler RT-PCR testi icin kullaniimistir. RT-PCR ¢alisma sonucunda
DAS-ELISA yontemi ile farkli absorbance degerlerine sahip pozitif CMV ve TSWV 6rneklerinin hepsi icin
beklenen bantlar elde edilmistir. Bu ¢alisma ile DAS-ELISA testinin absorbance dederlerinindeki farkhligin
RT-PCR testindeki dogrulugu etkilemedigi tespit edilmistir.

Sekil 3. Cucumber mosaic virus etmeninin CMV’ye 6zgu primerlerle RT-PCR ile gogaltiimasi. PCR urunleri(1-6), DNA ladder.
Figure 3. Detection of Cucumber mosaic virus spesific primer pair of CMV by RT-PCR. PCR products (1-6), DNA ladder.

Sekil 4. Tomato spotted wilt virus etmeninin TSWV'ye 6zgu primerlerle RT-PCR ile gogdaltiimasi. PCR (riinleri(1-6), DNA ladder.
Figure 4. Detection of Tomato spotted wilt virus with spesific primer pair of TSWV by RT-PCR. PCR products (Lanes 1-6), DNA ladder.
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Arazi ¢calismalari ve test sonuglari géz éninde bulunduruldugunda infekteli biber bitkisi 6rneklerinin
toplandidi seralarda etmenlerin vektorlerinin varligi gbéze carpmaktadir. Ayrica Nisan ayinda dikilen
bitkilerde etmenlerin varligi tespit edilirken Temmuz ayinda dikilen bitkilerin bulundugu seralarda
etmenlerin varhdi olduk¢a az bulunmustur. Bu durum virtslerin vektérinin bulunmadidi dénemlerde
dikim yapildiginda viral etmenlerin yaygin tespit edilmedigini géstermektedir. TSWV’ye karsi dayanikli
cesit diken Ureticilerde de hastalik seviyesinin dusuk kaldigi gézlenmistir.
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