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Oz: Bu calisma, Canakkale ilinde 2003 ve 2004 yillarinda domates (iretim sezonu icinde, acik alanlarda
yetistirilen domates tarlalarinda Domates lekeli solgunluk virisi (TSWV)nin varlidinin belilenmesi amaciyla
yapilmistir. Bu amagla domates ekili alanlarda bir sérvey galismasi yapilarak TSWV’ye benzer simptom
gosteren bitkilerden 6rnekler alinmis ve ELISA ile test edilmistir. iki yil siiresince toplam 99,2 ha alanda gézlem
yapilmis ve TSWV tarafindan olusturulan simptomlara benzer simptom olusturan bitkilerden toplam 200 6rnek
alinmistir. ELISA testinde pozitif gikan 6rnekler her iki yontemi birbiriyle kiyaslamak igin DTBIA yontemi ile de
testlenmistir. Testlemeler sonucunda TSWYV ile infekteli olan érnekler mekanik inokulasyon yontemiyle indikator
bitkilere taginmistir. ELISA testleri sonucunda 9 6rnek TSWV ile infekteli olarak bulunmustur. ELISA testinde
TSWV le infekteli olarak bulunan &érnekler DTBIA yoénteminde de infekteli olarak bulunmustur. Calismada
DTBIA ydntemi basariyla kullaniimis ve hastalikli érneklerde 10X buyutmeli bir binokuler altinda nitroseliloz
membran {izerinde tipik pembemsi-kirmizimsi renk olugumlari gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Domates, sorvey, ELISA, DTBIA, mekanik inokulasyon

Determination of Tomato Spotted Wilt Virus Using Serological and
Biological Methods in Tomatoes Grown in Ganakkale Province

Abstract: This study was carried out to determine the presence of Tomato spotted wilt virus (TSWV) in
tomatoes grown in open fields during growing seasons of 2003 and 2004 in Canakkale Province. Therefore, a
survey study was conducted in tomato fields and samples taken from the plants showing TSWV-like symptoms
were tested using ELISA. During two years, total 99,2 hectare tomato fields were examined and 200 samples
were taken from the plants showed the similar symptoms with TSWV. The samples showing positive response
to ELISA test were also tested by DTBIA in order to compare both methods. TSWV infected-samples were used
for transmission of the disease to indicator plants. According to the results of ELISA tests, 9 samples were
found to be infected by TSWV. The samples found to be TSWV infected by ELISA tests were also found to be
infected using DTBIA method. In this study, DTBIA method was successfully used and pink-reddish coloration
on nitrocellulose membrane in infected samples was observed under binocular with 10X magnification.
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Girig

Sebzeler, insanlarin dengeli beslenmesinde
vitamin ve mineral kaynagi olarak 6nemli bir yer
tutmaktadir. Tlrkiye, birgok énemli sebze tlrinin gen
merkezi olmasi nedeniyle, Ulkemizde sebzecilik
sektorii tarimin dnemli bir alt koludur. Ulkemizde sebze
yetistiriciligi acgisindan en 6énemli bitkilerden birisi de
domatestir. Domates vyetistiriciligi, Turkiye’nin farkh
ikim ve toprak vyapisina sahip butin tarimsal
bolgelerine yayiimig durumdadir. Ulkemizde ekilis,
uretim ve ekonomik yonden domates, sebze
yetigtiriciligi acisindan ilk siralarda yer almaktadir.
1996 yilinda 7 800 000 ton olan Turkiye’deki domates
retimi 2005 yilinda 9 700 000 tona ulasmistir (Anonim

2005a). Bu Uretimin  %4,6 si
karsilanmaktadir (Anonim 2005b).

Canakkale’den

Canakkale’de domates Uretimi tarlada, sofralik ve
sanayilik olarak yapilmaktadir. Diger tarim Urunlerinde
oldugu gibi acik alanlarda yetistirilen domates bitkisi
bircok hastaligin etkisi altindadir. Agik alanlarda
yetistiriciligi yapilan domateslerde fungal hastaliklar ve
viris  hastaliklarinin ~ 6énemi  buyuktir.  Fungal
hastaliklarla kimyasal micadele mimkiin olabilirken
virls hastaliklarinin  henliz kimyasal micadelesi
bulunmamaktadir. Bu nedenle viris hastaliklarinin
belirlenmesi ve virls hastaliklari ile mucadele
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yéntemlerinin 6nem

kazanmaktadir.

arastiriimasi buyuk

Ginimuzde domates bitkisinde 30°'dan fazla
virislin infeksiyon olusturdugu bilinmektedir (Zitter,
1997) Bu virls hastaliklarindan birisi de domates lekeli
solgunluk virtsu (Tomato spotted wilt
virus=TSWV)'diir. TSWV 0zellikle subtropik bdlgelerde
yaygin  bir virGstir (Mickowski 1981). TSWV,
Bunyaviridae igindeki Tospovirus cinsine dahil bir
tirddr (Francki ve ark. 1991). Genis bir konukgu
araligina sahip olup 69 dikotiledon bitki familyasi, 15
monokotiledon bitki familyasi ve pteridophyte’lerin 1
familyasina ait toplam 1090 bitki tarG TSWV'ye
konukguluk etmektedir (Parrella ve ark. 2003).

TSWV, sekiz farkli thrips tiir( ile persistent olarak
tasinmaktadir (German ve ark. 1992, Wijkamp ve ark.
1993, Antignus ve ark. 1997). Ancak bu tirler icinde
Frankliniella occidentalis tim dinyada TSWV’nin en
etkili vektoru olarak bilinmektedir (Mound 1996; Webb
ve ark. 1998). Ulkemizde ise TSWV'nin yayiimasinda
etkili olan iki dnemli vektor, Frankliniella occidentalis ve
Thrips tabaci olup 0&zellikle Ege ve Akdeniz
Bolgelerinde tarla ve sera (rlnlerinde hastaligin
yayllmasina neden olmaktadir (Lodos 1982, Azeri
1994, Tung ve Gogmen 1995, Tung 1985 ).

TSWV, domates bitkisinde; genc¢ yapraklarin
bronz renge donismesine, yapraklarda ¢ok kiiglk ve
bol miktarda siyah lekeler olusmasina, bitkide
solgunluk ve clcelige, bitki gdvdesinde siyah c¢izgi
seklinde lekelere, meyvelerin Uzerinde yumru ve
klorotik halkali lekelerin olugmasina, meyvelerde
deformasyon ve sirgin uglarindan itibaren geriye
dogru oOlumlerin olusumuna neden olarak domates
meyvelerinin kalite ve veriminde azalmalara vyol
acmaktadir. Bu sekildeki meyve, insan beslenmesinde
kullanilamaz hale gelmekte, ekonomik degerini
kaybetmekte ve pazarlanmasi imkansizlasmaktadir.
Bu nedenle (ilkemiz ve Canakkale yoéresinin dnemli bir
bitkisi olan domates ve bu bitkide énemli bir viris olan
TSWV'nin belirlenmesi, su an ve ileride karsilasilacak
sorunlarin da dnlenmesi agisindan buyuk bir 6nem arz
etmektedir.

Hastaliga neden olan etmenlerin hizli ve dogru
bir sekilde teghisi saglikh bitki sertifikasyonu igin
esastir (Lin ve ark. 1990). TSWV’nin saptanmasinda

genellikle  serolojik  ydntemler  kullaniimaktadir.
Serolojik calismalarda enzimle isaretlenmis
antibadilerin  kullanimi  disik maliyet, guvenilirlik,

yiuksek oranda duyarlihk gibi bir ¢ok avantajlar
saglamaktadir (Clark ve Bar-Joseph, 1984). En ¢ok
kullanilan  serolojik  yontemlerden  birisi  ELISA
yontemidir. ELISA disinda kullanilan bir diger serolojik

yontem ise immunoblot yontemidir. Bu ydntemde
antijen, protein baglanma 06zellidine sahip olan
nitroseltiloz gibi bir membrana baglanir ve isaretlenmis
bir 6rnek (probe) ile dogrudan veya dolayl olarak
muamele edilir (Lin ve ark. 1990). Son yillarda
immunoblot tekniginin degisik bir varyasyonu olan
direkt doku emdirme yontemi (Direct Tissue Blot
Immunoassay=DTBIA) olarak adlandirilan bir yontem
gelistirilmigtir. Bu ydntem, bir cok viris hastaligi ve
mikoplazma benzeri hastaliklara karsi basari ile
uygulanmistir (Hsu ve Lawson 1991).

Bu ¢alismada; 2003 ve 2004 yillarinda Ganakkale
yoresinde acgik alanlarda yetigtirilen domates
tarlalarinda bir sorvey galismasi ydritllerek virlis ve
virlis-benzeri hastaliklara benzer simptom gdsteren
bitkilerden o&rnekler alinmig, bu &rnekler serolojik
yontemlerden ELISA ile test edilmistir. Pozitif gikan
ornekler DTBIA yontemi ile de test edilerek her iki
yontem birbirleriyle kiyaslanmistir. Ayrica mekanik
inokulasyon ybdntemiyle de hastalik etmeni indikator
bitkilere taginmigtir.

Materyal ve Yontem

Sorvey calismasi: Sorvey calismasi, 2003 ve
2004 yillarinda domates Uretim sezonu iginde
(Haziran-Ekim) Canakkale Merkez, Biga, Lapseki,
Ezine, Bayrami¢, Eceabat, Ayvacik ilgelerinde acik
alanda domates tarimi yapilan tarlalarda
ylritilmastir. Canakkale yoresinde 2003 yilinda 628
da, 2004 yihinda 364 da olmak Uzere toplam 992 da
domates ekili alanda sérvey c¢alismasi yapilmistir.
Sorvey calismasinda gozlem vyapilan tarlalarda
domates bitkilerinde, gen¢ yapraklarin bronz renge
donidsmesi, yapraklarda ¢ok kiglk ve bol miktarda
siyah lekeler olugsmasi, bitkide solgunluk ve ciicelik,
surgin uglarindan itibaren geriye dogru olimlerin
olusumu ve meyvelerinin Gzerinde yumru ve klorotik
halkali lekelerin olugsmasi gibi belirtilere bakilarak
drnekleme yapiimistir. Ornekleme siiresince 6zellikle
yeni infeksiyonlarin ya da kansik infeksiyonlarin
olabilecegi dustnulerek yukaridaki belirtilen
Ozelliklerden bir ya da birkagini gosteren bitkiler
yaninda diger farkli tipte virls ya da virlis benzeri
simptom gosteren bitkilerden de o6rnekler alinmistir.
Ornek alinan tarlalarda Uretilen domates cesitleri de
not edilmistir. iki yil siresince 24 farkli ceside ait
(Tokat, Yakup, Baghera, Mono, F1-186, Briks, RFT-
4413, Olga, F1-1274, Yerli domates, Dovalaj, Simitha,
Super Red-8354, F-52, Joker, Tetramed, Bahar, Beril,
F1-7314, Deniz, Alida, Polaris, Vega, Porsuk) toplam
200 bitkiden érnek alinmis ve bu érnekler buz kabinda
saklanarak laboratuara getirilmistir. Toplanan érnekler
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ELISA ile test edilmistir. ELISA testinde pozitif ¢ikan
Ornekler diger bir serolojik ydntem olan DTBIA
yontemiyle de test edilmistir. Yine ELISA testinde
pozitif cikan drnekler mekanik inokulasyon yodntemiyle
otsu bitkilere inokule edilerek hastaliga 6zgu
simptomlar belirlenmistir.

ELISA testi: ELISA ve DTBIA testlerinde
poliklonal ticari kitler (Loewe Biochemica, Germany)
kullanilmigtir. ELISA, Clark ve Adams (1977)In
belirttigi  yonteme gdre yapimigtir.  Yontemin
uygulanmasinda 6nce plate virlise spesifik antibadi ile
kaplanmis, ikinci adimda o&rnekler ilave edilmistir.
Uclincii adimda konjugat ilave edilmis ve son adimda
ise substrat eklenerek 405 nm dalga boyunda ELISA
okuyucusunda sonuglar degerlendirilmistir. Antibadi ve
konjugat firmanin 6nerileri dogrultusunda 1:500
oraninda sulandirilarak, 6rnekler ise Ornek tampon
cozeltisi igerisinde 1:10 oraninda sulandirlarak
kullaniimigtir. Test sonucunda 405 nm dalga boyunda

yapilan okumada saglikh orneklerin iki kati veya
Uzerinde olusan degerler pozitif olarak
degerlendirilmigtir. Test icin bitki o6rnekleri olarak

yaprak, yaprak sapi ve meyve sapl kullaniimistir.

DTBIA testi: DTBIA yontemi Whitfield ve ark.
(2003)'nin belirttigi yonteme goére yapilmistir. Direkt
doku boyama yonteminin uygulanmasinda ilk olarak
teshiste kullanilacak olan nitroseliiloz membran (Bio-
Rad, Kaliforniya, A.B.D.) 1 cm?lik alanlara bolinmis
ve bolinen her kare harflendirilmistir (Sekil 1-a). Daha
sonra araziden toplanan érneklere ait yaprak ve meyve
saplari keskin bir bisturi yardimiyla enine bir sekilde
kesilmis ve kesilen ylizey membran lzerindeki karelere
ayrilan kisimlara hafifce bastiriimistir (Sekil 1-b). Bir
sonraki adimda blotlanan membran %7lik BSA
(Bovine Serum Albumin) ile muamele edilerek oda
sicakhginda inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra
membran 2 saat oda sicakliinda antijene spesifik,
antibadi ile inkube edilmis ve yikanmigtir. Membran
streptavidin-alkaline-phosphatase konjugat ile 2 saat
inklbe edilmis ve tekrar yikanmistir.

En son adimda ise substrat (BCIP/NBT) ilave
edilerek 30 dakika inklibe edilmistir ve 0.001 M EDTA
veya su ile ylkanarak reaksiyon durdurulmustur.
Sonuglar fotograflama yontemi kullanilarak binokilerde
10X buyutmeyle gbzle gorilebilecek sekilde renk
olugsumlarina gére degerlendirilmigtir.

Mekanik inokulasyon: Mekanik inokulasyon
calismalarinda indikator bitki olarak hastaliga duyarli
olan titin (Nicotiana tobacum ‘Xanthi’ ve Nicotiana
tobacum L. ‘Samsun’), borilce (Vigna sinensis L.) ve
fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkileri kullaniimistir.
Tohumlar 1:1 oraninda torf+toprak igeren saksilara
ekilmis ve cikis yaptiktan sonra sasirtiimistir. indikatér
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bitkiler 2—4 yaprakli olduklarinda mekanik inokulasyon

calismalarinda  kullaniimistir.  indikator  bitkilerin
yapraklarinda o©Once vyara olusumunu saglamak
amaclyla karborandum tozu serpistiriimis daha

sonrada bitki 6zsuyu bir pamuk yardimiyla bitkilere
inokule edilmistir. Inokulasyon calismalarinda bitki
Ozsularini elde etmek igin 0,1 M, pH=7,4 olan fosfat
tampon ¢ozeltisi kullaniimistir (Antignus ve ark. 1997).
inokulasyonun sonunda otsu bitkiler gesme suyu ile
yikanmistir. inokulasyon yapilan bitkiler 4-6 hafta
sureyle periyodik olarak gézlenmis ve bu goézlemler
sonucunda olusan simptomlar not edilmistir. Ayrica
infekteli bitkiler ile saglikh bitkiler arasindaki farklari
gorsel olarak kiyaslamak amaciyla bu bitkiler
fotograflandiriimistir.

Bulgular

TSWV infeksiyonunun ELISA ile belirlenmesi:
Calisma slresince tarla kosullarinda yetistirilen
domateslerde genellikle TSWV hastaligina 6zgi
damarlarda renk acilmasi, yapraklarda kivirciklik,
nekrotik lekeler, meyve Uzerinde renk degisikligi,
bodurlagsma, halkali leke olusumu gibi simptomlar
g6zlenmigstir. Bu simptomlar bazen infekteli bitkilerde
¢ok belirgin olarak ortaya ¢ikmasina ragmen bazen de
diger fungal hastalik etmenleriyle birlikte karisik olarak
goriinmdistir. Canakkale yoresinde domates tariminin
tarla kosullarinda acik alanlarda yer domatesgciligi
seklinde yapiliyor olmasi ve sirik ile Gretimin az olmasi
domates Uretiminde O6zellikle fungal hastaliklarin
(ktlleme, mildiyd, yaprak yanikhigi, kursuni kif vb.)
onemli bir sorun olusturmasina neden olmustur. Bu
nedenle fungal hastaliklarin yogunlugu virlis ve virls-
benzeri  hastaliklarin  gorsel  olarak  teghisini
zorlagtirmistir. Calisma siresince tipik olarak domates
lekeli solgunluk virlistin Ozelliklerini gosteren bitkilere
rastlaniimamis ve oOrneklemeler daha c¢ok virlis ve
viris-benzeri hastaliklara 6zgl simptom gdsteren
bitkilerden alinmigtir.

iki yil siiresince érnekleme yapilan toplam 200
bitki ELISA ydntemiyle test edilmis ve toplam 9 bitki
Domates lekeli solgunluk viriisi ile infekteli olarak
bulunmustur. ELISA testinde pozitif reaksiyon gosteren
ornekler substrat eklendikten sonra tipik olarak sari
renk olusturmus ve 405 nm dalga boyunda yapilan
okumada saglikli érneklerin iki kati veya Uzerinde bir
deger olusturmustur.

ELISA testinde pozitif gikan érnekler godunlukla
Umurbey Beldesinde (Lapseki) bulunmus, cgesit olarak
da Beril (73124) ve RFT-4413 cesitlerinde
saptanmistir. Ayrica, yerli domates c¢esidine ait bir
ornek TSWV ile enfekteli olarak tespit edilmistir

(Cizelge 1).
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Sekil 1. DTBIA yonteminin yapilisi ve sonuglarin degerlendiriimesi. a) Esit alanlara bélinmis nitroselliloz membran, b)
Membran (zerine doku orneklerinin blotlanmasi (emdiriimesi), c) 10x buyitmeli bir binokiler altinda sonuglarin
degerlendiriimesi; 1,2,3 ve 5,6,7 nolu 6rnekler infekteli, 4 ve 8 nolu drnekler saglikl.

Cizelge 1. Serolojik ve biyolojik testler sonucu infekteli gikan érneklerin gesit bazinda dagilimi ve elde edildigi mevkiler

O,r\l”:k Cesit Mevki ELISA DTBIA inmﬁ:‘:sry';n
1 Beril (73124) Umurbey + + +
2 Yerli Domates (Kdy Populasyonu) Kemiklialan + + +
3 Beril (73124) Umurbey + + +
4 Beril (73124) Umurbey + + +
5 Beril (73124) Umurbey + + +
6 RFT-4413 Umurbey + + +
7 RFT-4413 Umurbey + + +
8 RFT-4413 Umurbey + + +
9 RFT-4413 Umurbey + + +
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DTBIA: ELISA’da test edilen ve hastalikli olarak
belirlenen toplam 9 o6rnek ayni zamanda DTBIA
yontemi ile de test edilmis ve hastalikh olarak
belirlenmistir. Blotlanan oOrnekler, 10X buyitmeli bir
binokdler altinda yapilan gézlemlerde bitki dokusunun
nitroseliloz membran ile temas ettigi ylzeylerde
Ozellikle iletim demetlerinde pembemsi-kirmizimsi bir
renk olusturmustur Saghkh bitki 6rneklerinde ise
herhangi bir renk olusumu meydana gelmemistir (Sekil
1-c). Optimum kosullar uygulandiginda yalnizca
bastirilan doku bdlgesinde renk olusumu meydana
gelmis, diger kisimlar ise beyaz kalmistir. Ancak
antibadi ve konjugat konsantrasyonu arttinldiginda ve
substrat uygulama siresi  Onerilenin  (izerinde
oldugunda saglikh érneklerde de hafif bir renk olusumu
g6zlenmistir. Renk olusumuna ayrica dokularin hafif ya
da siddetli bir sekilde bastiriimasinin da etkili oldugu
saptanmistir.

Test bitkilerinde olusan simptomlar:
inokulasyon calismalarinda ELISA ve DTBIA
yonteminde pozitif sonug veren 9 6rnek inokule edilen
bitkilerin yapraklarinda inokulasyondan 3-4 hafta
sonra simptom olusturmaya baslamislardir. Indikatér
bitkilerden tutlinde yaprak damarlarinda sararma (Sekil
2), yapraklarda sararma ve sararmayi takiben solma
ve kuruma belirtileri gibi sistemik simptomlar
g6zlenmigtir (Sekil 3). Fasulye ve boriilcede ise
simptomlar daha hafif siddette ortaya ¢ikmistir. Bu
bitkilerde yaprak damarlarinda hafif sararma
goralmustir. Solgunluk ve kuruma belirtileri ise
go6rtulmemistir. Ayrica fasulyede bazen ilk inokule
edilen yapraklarda hafif klorotik lekeler olusmustur.
Kontrol bitkilerinde ise her hangi bir simptoma
rastlaniimamistir. Calismada kullanilan her ¢ indikator
bitki hastaliga duyarli olmasina ragmen en belirgin
simptomlar tiitln bitkisinde gdzlenmisgtir.

Tartisma

Bu calismada TSWV domates bitkilerinde hem
ELISA hem DTBIA ve hem de biyolojik indeksleme
yoluyla Canakkale yoéresinde tespit edilmistir. Ancak
infeksiyon orani disik olarak bulunmustur (% 4,5).
Ulkemizde daha 6nce yapilan calismalarda hastalik
etmeninin varligi belirlenmigtir. Tekinel ve ark. (1969),
Mersin bdélgesinde ekonomik bakimindan dnemli olan
biber, patlican, marul ve fasulyede viriis hastaliklarinin
simptomolojik olarak teshislerini yapmislar ve marulda
TSWV'yi belirlemislerdir. Azeri (1994), yaptigi bir
calismada TSWV'yi, ELISA testleri ve indeksleme yolu
ile titln ve domates bitkilerinde tespit etmistir. Calisma
sonucunda izmir ve Manisa vyéresinde etmenin
tohumla tasindigini saptamis ve hastalikla miicadelede
virusten ari tohum kullaniimasini, tohum yataginda ve
tarlada erken thrips teghisi ile populasyonun belirli bir
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dizeyde tutulmasi gerektigini belirtmistir. Gualdur ve
ark. (1995), Adana-Mersin karayolu Uzerinde acik
alanda ekili 13 domates tarlasindan TSWV simptom
belirtisi gosteren bitkilerden 6rnekler toplamislardir. Bu
orneklerin, mekanik olarak otsu bitkilere inokulasyonu
ve serolojik testler sonucunda, Cesmeli ve Kazanl’'dan
alinan orneklerin  TSWV ile bulasik oldugunu
saptamislardir. Arli-Sékmen ve ark. (2005), Samsun
ilinde 1998 ve 1999 yillarinda biberde yapmis olduklari
bir calismada TSWV’nin varligini belirlemiglerdir.
Ayrica Hibiscus trionum bitkisinin TSWV igin yeni bir
konukgu oldugunu saptamiglardir.

Daha énce Ulkemizde yapilan galismalar ile bu
calismada elde edilen bulgular arasinda bir paralellik
bulunmaktadir. Hastallk etmeni domates Uretimi
yapilan bdlgelerimizde mevcuttur. Ancak infeksiyon
orani farklilk gostermektedir. Bu durum olasilikla
vektorlerle iligkilidir. Ayrica ekolojik faktorlerde etki
etmektedir. Cizelge 1'de gorildigi gibi bu ¢alismada
TSWV Umurbey beldesindeki domates alanlarindan
alinan orneklerde tespit edilmigtir. Diger alanlarda ise
bulunamamistir. Umurbey Beldesi Lapseki ilgesine
bagl olup Canakkale ye 20 km uzaklkta polikiltir
tarim yapilan bir yoredir. Ozellikle de meyvecilik ve
sebzecilik yodun olarak yapilmaktadir. Ayrica denize
yakin olup yazin sicaklik ve nem ¢ok yuksek
olmaktadir. Hastaligin bu bélgede goriilmesi olasilikla
bu boélgede polikiltir tarim yapilmasindan ve thrips
turlerine besin kaynagi olabilecek bitki sayisinin fazla
olmasindan kaynaklanabilir.

Cesit bazinda pozitif gikan érneklere bakildiginda
cogunlukla iki cesitte (Beril ve RFT-4413) TSWV
bulunmustur. Ancak bu sonuglar bu cesitlerin hastalik
etmenine daha duyarli olduguna iliskin bir bulgu
olusturmamaktadir. Zira Umurbey yoresinde bu
cesitler daha yaygin olarak kullaniimakta ve hastaligin
bu cesitlerde ortaya g¢ikma olasiligi da daha ylksek
olmaktadir. Ayrica bu zamana kadar yapilan
calismalarda gesit bazinda duyarllik ya da dayaniklilik
yoéninden bir ¢alisma da yapilmamistir. Diger yandan
Canakkale yéresinde cesit bazinda bir segicilik yoktur
ve Ureticiler her yil ayni gesitleri kullanmamaktadir Bu
c¢alismada ELISA sonugclari ile DTBIA sonuglari birbirini
destekler niteliktedir. ELISA’da pozitif ¢ikan sonuglar
DTBIA testinde de pozitif ¢ikmistir. Bu galisma ile
Ulkemizde ik defa TSWV, DTBIA yéntemiyle test
edilmis ve yontem basariyla uygulanmistir.

ELISA virus hastaliklarinin tanisinda kullanilan en
yaygin yontemlerden birisidir. DTBIA ilk olarak 1990’
yillarin baslarinda gelistirilmis olup bu zamana kadar
basta Cucumoviriis, Luteovirls, Potexvirlis, Potyvirlis
cinslerine bagl virtslerin ve fitoplazmalarin teshisinde
kullanilmigtir (Hsu ve Lawson 1991) .
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Sekil 2. Mekanik inokulasyon yapilan titun bitkisinde yaprak
damarlarinda sararmalar.

Sekil

3. Mekanik
solgunluk, kuruma ve bitkinin 6limu

inokulasyon yapilan titin bitkisinde

Horvath ve ark. (2001), Macaristan’da patates
bitkisinde  yapraklarda sararma, kivirciklasma,
bodurlasma ve nekrotik simptomlar gosteren ve siddetli
arin kayiplarina yol agan TSWV'yi DAS-ELISA ve
mekanik inokulasyon yontemleriyle tespit etmigler ve
infeksiyonun blyUk olasilikla civarda bulunan tutin
bitkilerinden Thrips tabaci tarafindan patates bitkilerine
tasindigini vurgulamiglardir.

Whitfield ve ark. (2003), yaptiklari bir ¢calismada
Ranunculus asiaticus yumrularindan ve diger sils
bitkilerinden TSWV'yi teshis etmek igin tissue blot
teknigini kullanmiglardir. Teknigin dogrulugunu ve
guvenirligini belirlemek icin ayni zamanda DAS-ELISA
yontemini de birlikte uygulamislardir. Yumrularin farkli
bélgelerinden ve farkl buyiklerde alinan pargalardan
yapilan galismalar sonucunda en iyi sonuglarin orta
kisimlardan elde edilen 6rneklerden alindidini ve
kiicik orneklerin buyik Orneklerden daha iyi sonug
verdigini saptamiglardir.  Arastiricilar  tissue blot
tekniginin  sertifikasyon islemlerinde ve yumrulu
bitkilerin indekslenmesi galismalarinda TSWV'yi teshis
etmede basariyla kullanilabilecegini belirtmiglerdir.

Sonug

Bu calismada DTBIA yontemi TSWV’nin
teshisinde basariyla kullaniimistir. Bu yontemde ELISA

testinde oldugu gibi ekstrasyona gerek yoktur ve hatta
ornekleme arazi kosullarinda bile yapilabilmektedir.
Ornekleme yapilan nitroseliiloz membran bir bélgeden
baska bir bolgeye hatta bir tlkeden baska bir llkeye
gonderilebilir. Canli dokuya gereksinim duyulmadigi
icin olasi hastalik ya da zararl riski ortadan kaldiriimis
olur.

DTBIA klasik DAS-ELISA ile kiyaslandiginda
bircok avantajlara sahiptir. Kolay bir ydntemdir ve
sonuglar kisa sirede alinir. Ornek hazirlamaya gerek
yoktur. Test tlpleri, havan ya da havan eli, ELISA
okuyucusu gibi alet ve ekipmanlara gerek duyulmaz.
Hatta blotlanan &rnekler oda sicakliginda veya +4
°C’'de uzun sure tutulabilir ve daha sonra testleme
yaplilabilir. Diger yandan bu yontemin en &nemli
dezavantaji sonuglarin sayisal olarak
degerlendirilememesidir. DTBIA ve ELISA her iki
yontemde coklu érneklerde rutin tesghislerde basariyla

uygulanmaktadir. Ancak virts yogunlugunun
belirlenmesinde, sayisal degerlere  gereksinim
duyuldugunda ELISA yontemi kullaniimasi

gerekmektedir.
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