MAKU FEBED
ISSN Online: 1309-2243
http://dergipark.ulakbim.gov.tr/makufebed

Mehmet Akif Ersoy Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 8(1): 34-39 (2017)
The Journal of Graduate School of Natural and Applied Sciences of Mehmet Akif Ersoy University 8(1):34-39 (2017)

Arastirma Makalesi / Research Paper

Isparta ve Burdur illeri Uretim Alanlarinda Yetistirilen Domateslerde Domates
Lekeli Solgunluk Virisi’nun Tanilanmasi

Handan CULAL KILIG™*, Levent ISPARTA', Nejla YARDIMCI, Kader DOGAN*

1Si]leyman Demirel Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Isparta

Gelis Tarihi (Received): 01.11.2016, Kabul Tarihi (Accepted): 02.03.2017
1 Sorumlu Yazar (Corresponding author)*: handankilic@sdu.edu.tr
® +90 246 2114861 B +90 246 2114885

o0z

Isparta ve Burdur illeri domates Uretim alanlarinda 2014 yilinda sérvey ¢alismalari gergeklestiriimistir. Bu strveyler
sirasinda domates uretim alanlarindan 78 yaprak ornegi toplanmis ve bu drnekler ticari poliklonal antiserumlar kul-
lanilarak DAS-ELISA yontemi ile Domates Lekeli Solgunluk Virisi (Tomato Spotted Wilt Virus, TSWYV) igin test
edilmistir. DAS-ELISA testi sonucunda drneklerin hepsi TSWV bakimindan negatif bulunmustur. Daha sonra bu
Orneklerden RT-PCR (Test Transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi kullanilarak TSWV’e ait RdRp gen-
leri gogaltilarak 78 érnekten 15 tanesinin enfekteli oldugu tespit edilmistir. Yapilan bu galisma TSWV’nin teshisinde
RT-PCR yonteminin DAS-ELISA yonteminden daha hassas oldugunu géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Domates, Domates lekeli solgunluk virtisii, RT-PCR

Diagnosis of Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV) in Tomatoes Grown Areas in
Isparta and Burdur Provinces, Turkey

ABSTRACT

Surveys were carried out in tomato growing areas in Isparta and Burdur provinces in 2014. A total of 78 leaf sam-
ples were collected from tomato fields in Isparta and Burdur provinces and tested for the presence of Tomato spot-
ted wilt virus by DAS-ELISA using a commercial polyclonal antibody. As a result of DAS-ELISA, all samples were
found to be negative for TSWV. Then these samples were tested for presence TSWV by RT-PCR (Reverse tran-
scription polymerase chain reaction) method amplifying the RdRp genes and it was determined that 15 of 78 sam-
ples were infected with TSWV. The results that RT-PCR method was found to be more sensitive than DAS-ELISA
for identification of TSWV.

Keywords: Tomato, Tomato spotted wilt virus (TSWV), RT-PCR.

GIRIS Bu tirlerin basinda domates gelmektedir. Domates,
tim dinyada ve Ulkemizde taze olarak tuketilebildigi
gibi; salca, sos, ketcap olarak da yaygin bir sekilde

kullaniimaktadir (S6nmez ve Ellialtioglu, 2014). Doma-

Dunya nufusu arttikga, gida maddelerine olan gereksi-
nim de artmaktadir. Sebze tarimi kultdr bitkileri arasin-

da gok énemli bir yere sahiptir. insanlarin vazgeciimez
bitkisel besinleri olan sebzeler ¢ok énemli vitaminleri,
cesitli mineral ve antioksidant maddeleri icermektedir.

tes, Solanaceae familyasinin Lycopersicum cinsi iginde
yer alir ve icinde bulundugumuz iklim kusaginda mey-
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veleri yenen tek yillik bir kdltur bitkisi olarak tanimlana-
bilir.

Cok sayida tur iceren bu cins igerisinde bulunan Lyco-
persicum esculentum Mill. kiltir domatesi olarak yetis-
tirimektedir. Domatesin anavatani Orta ve Giiney Ame-
rika olup, kultir bitkisi olarak kullanimi Peru kiyilarinda
baslamistir (Gunay, 1992). Ancak 2005 yilinda Peralta
ve ark. (2005)’nin Kuzey Peru bdlgesinde yaptigi bir
arastirmada Solanacea familyasina ait bazi yeni yabani
domates tirlerinin de bulunmasiyla yapilan farkli sinif-
landirmada domates Solanum lycopersicum olarak
isimlendirilmis ve diger tirler de farkl isimler almislar-
dir. Domates, anavatani olan Peru, Bolivya ve Ekva-
tordan 16. yuzyilda Avrupa’ya getirilmistir. Daha sonra
Anadolu’ya getirilen domates, yaygin olarak yetistiril-
mekte ve tuketiimekte olan bir sebze durumuna gelmis-
tir (Yazgan ve Fidan, 1996).

Dinyada toplam 4, 3 milyon hektar alanda domates
uretimi yapilmaktadir. Tirkiye, domates Uuretiminin %
7,02’sini Ureterek dinya domates uretiminde Cin (%
30,90), Hindistan (% 10,82) ve ABD (% 8,16)'inden
sonra dordlncu sirada yer almaktadir (Anonim, 2014).
Ulkemizde 2015 yili TUIK verilerine gore 1.257.000
dekar alanda 8.170.000 ton domates Uretimi yapiimak-
tadir.

Isparta ilinde 2015 yili TUIK verilerine goére 12047 de-
kar alanda sofralilk domates yetistirimekte ve 52.192
ton domates uUretimi yapiimaktadir. Ayni yil itibari ile
3593 dekar alanda 13.984 salcallk domates Uretimi
gerceklestiriimistir. Burdur ilinde ise; 13681 dekar alan-
da 101.687 ton sofralik, 1107 dekar alanda 3475 ton
salcalik domates uretiimektedir (Anonim, 2015).

Domates Uretiminin yapildigi alanlarda fide dénemin-
den hasata kadar gecen dénemde c¢ok sayida fungal,
bakteriyel ve viral hastaliklar ¢ok ciddi kayiplara neden
olmaktadir. Domates Uretim alanlarinda goérilen en
onemli viral hastaliklar ise; Cucumber mosaic virus
(Hiyar mozayik virGis); Tomato mosaic virus (Domates
mozayik virisu); Potato Y Virus (Patates Y Virlsu);
Potato X Virus (Patates X Virtsu); Tomato yellow leaf
curl virus (Domates sari yaprak kivirciklik virisu); To-
mato ring spot virus (Domates halkal leke virisu) ve
Tomato spotted wilt virus’ (Domates lekeli solgunluk
virisu)'dur (Valizadeh ve ark., 2011). Domates Uretim
alanlarinda goérilen en énemli ve tahripkar olan virus-
lerden biri Tomato spotted wilt virus ‘dir. Yiz familyaya
ait 1090 bitki tirinu enfekte etmekte ve ekonomik an-
lamda ciddi kayiplara neden olmaktadir (Hanssen ve
ark., 2010; Salem ve ark., 2012).

Domates lekeli solgunluk viriistiniin yaptigi enfeksiyon-
lar sonucunda bitkisel Urlinlerde % 42- % 100 arasinda
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kayiplarin ortaya ¢iktigi bildiriimektedir (Rosello ve ark.,
1996).

Domates lekeli solgunluk virtsu ilk olarak 1915 yilinda
Avusturalya’da Ulkemizde ise; 1969°'da Mersin’de tespit
edilmistir (Cho ve ark., 1986; Tekinel ve ark., 1969).
Bu virlis Bunyaviridae familyasinin Tospoviriis cinsine
aittir.

Yaklasik 80-110 nm capinda kuresel partiktllere sahip
olan TSWYV partikili %5 nikleik asit (RNA), %70 pro-
tein, %20 lipid ve %5 karbonhidrat icermektedir (Ad-
kins, 2000).

Viris mekaniksel olarak ve 9 thrips turl ile tagsinmakta-
dir. Bu turler arasinda, sogan thripsi (Thrips tabaci
Lindeman) ve bati c¢icek thripsi (Frankliniella occiden-
talis Pergande) en 6nemlileri ve en yaygin olanlaridir
(Mau ve Martin, 2002).

Ulkemizin farkli bélgelerinde TSWV’nin varligi ile ilgili
calismalar yapilmistir (Fidan, 1993; Azeri, 1994; Fidan,
1995; Gildir ve ark., 1995; Yilmaz ve ark., 1995;
Guldar, 1997; Arli-S6kmen ve Sevik, 2006; Turhan ve
Korkmaz, 2006; Sevik ve Arli-Sékmen, 2007; Ozdemir
ve ark., 2009; Yardimci ve Culal-Kilig, 2009).

Isparta ilinde 2008-2009 vyillari arasinda domates Ure-
tim alinan yaprak o&rneklerinde DAS-ELISA yontemi
kullanilarak yapilan viris tanilama c¢alismalari sonu-
cunda, TSWV’nun varli@i rapor edilmigtir (Yardimci ve
Culal-Kilig, 2009).

Bu arastirma ile Isparta ve Burdur ili domates Uretim
alanlarinda sorun olan TSWV’nin tanilama galismalari
kapsaminda, DAS-ELISA ydntemiyle incelemeler yapi-
lan ancak viris belilenmeyen domates Orneklerinde
hassas ve duyarll bir ydéntem olan RT-PCR yodntemi ile
virisun tanilanmasi gergeklestiriimistir. Calisma, Bur-
dur ili domateslerinde TSWV’nun tanilanmasi bakimin-
dan ilk olma 6zelligi tagimaktadir.

MATERYAL VE YONTEM

Yapilan g¢alismanin ana materyalini; DAS-ELISA (Do-
uble Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosor-
bent Assay) yonteminde negatif ¢cikan toplam 78 doma-
tes yaprak 6rnegi (Isparta’dan 44 dérnek + Burdurdan
34 6rnek) olusturmustur. Ornekler 2014 yili Haziran-
EylUl aylarinda domates Uretim alanlarindan alinmistir.

Orneklemeler yaprak deformasyonu, yapraklarda Kivir-
ciklasma, damarlarda ¢ekilme, yaprak renginde agilma-
lar, yaprakta nekroz olugsumlari, mozaik belirtisi, bitkide
bodurluk semptomu goésteren bitkilerden yapilmistir.
Alinan ornekler polietilen torbalar iginde etiketlenerek
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buz kutusu icerisinde laboratuvara getirilmis ve gerekli
testler yapilincaya kadar derin dondurucuda ( -20-C)
muhafaza edilmistir.

Total RNA izolasyonu:

Bitkiden toplam RNA’lar RNA Ekstraksiyon kiti (Takara)
protokoliine goére izole edilmistir.

Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(Reverse Transcription Polimerase Chain Reaction:
RT-PCR):

RT-PCR c¢alismalarinda TSWV’ne spesifik primer ciftle-

ri ile RARp geninin yaklasik 276 bp’lik bir kismi ¢ogal-
tilmistir.

Bu primer cifti;

F-5-AATTGCCTTGCAACCAATTC-3;
R-5-ATCAGTCGAAATGGTCGGCA-3 (Mumford et
al., 1996; Shoushtari et al., 2013; Perez et al.,
2014) a gore sentezlettirilmistir.

RT-PCR galismalari tek asamal olarak gergeklesti-
rilmigtir. (Primescript One step RT-PCR kit ;Takara
Bio Inc)

Tek bir reaksiyon karisiminda;
1ul RNA
1’er pl virs spesifik primer ¢ifti (her biri 20uM),
25 pl 2x1 step buffer ( Reaksiyon buffer, dNTP mix)
2 pl 1x step enzim mix ( Reverstranscriptase, Taq
Polimeraz, Rnase inhibitor)
ile hazirlanmistir.

Amplifikasyon icin PCR cihazi (Techne-TC-5000);
50 °C’de 30 dakika
94 °C’de 2 dakika
94 °C’de 30 saniye

54 °C’de 30 saniye
72 °C’de 30 saniye

30 dongu

72 °C’de 1 dakika
4 °C’'de « olacak sekilde programlanmistir.

RT-PCR drinleri, reaksiyondan sonra %1 agaroz jelde
ve TBE tampon solisyonunda 100 V'da 1 saat elektro-
foretik ayrima tabi tutulmustur. Daha sonra fotograflari
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cekilmistir. Markir olarak 100 bp DNA ladder kullanil-
mistir. Pozitif kontrol olarak; laboratuvarda daha dnceki
calismalarda DAS-ELISA’da pozitif gcikan domates yap-
rak ornekleri kullaniimistir. Negatif kontrol olarak ise;
saghkh domates bitkisi yapraklari kullaniimistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Sirveyler sirasinda bitkilerde yaygin olarak yaprak
deformasyonu, yapraklarda kivirciklasma, damarlarda
cekilme, yaprak renginde acilmalar, yaprakta nekroz
olusumlari, mozayik belirtisi, bitkide bodurluk seklinde
simptomlari goéralmustur (Sekil 1, 2).

Sekil 1. Yapraklarda siddetli nekroz goérintusu

e

Sekil 2. Meyvelerde deformasyon ve halkal lekeler

Yapilan molekiler galismada; 78 6rnekten 15 adedinin
TSWV ile enfekteli oldugu ortaya konulmustur. Ulkemi-
zin farkl bolgelerinde yapilan ¢alismalarda da bitkilerde
TSWYV enfeksiyonu belirlenmistir (Sevik, 2007; Kuguk
ve Kamberoglu, 2008; Kaya ve ark., 2009; Yardimci ve
Culal-Kihg, 2009).
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RT-PCR c¢alismalarinda Isparta merkezden alinan 10
ornek, Egirdirden alinan 2 ve Burdur-Sdgit'ten alinan
3 ornekten (Toplam 15 6rnek) 276 bp buyikliginde
bant elde edilmistir (Tablo 1, Sekil 3).

Tablo 1. Ornek alinan yer, alinan érnek sayisi, RT-
PCR sonucunda TSWYV ile enfekteli 6rnek sayisi

.. . TSWVile
ORNEK ALINAN  ALINAN ORNEK L
ENFEKTELI ORNEK
YER SAYISI
SAYISI
Isparta Merkez 15 10
Atabey 12 0
Egirdir 17 2
Burdur - S6gut 34 3
Toplam 78 15

Bu galismada elde edilen sonuglar dnceden literatlirde
yer alan ve bu konuda ¢aligsan arastiricilarin (Mumford
ve ark., 1996; Shoushtari ve ark., 2013; Perez ve ark.,
2014) TSWV icin tasarladiklar primer giftleri kullanila-
rak yaptiklari ¢alismalar ile uygunluk gdéstermistir. Ayni
arastiricilar da molekiiler calismalarda 276 bp buyudkld-
ginde bant elde etmislerdir. Negatif kontrolde ise her-
hangi bir bant gdézlenmemisgtir.

DAS-ELISA testi sonucunda TSWV bakimindan negatif
sonug¢ veren 78 o6rnegin, molekller galigmalar sonu-
cunda 15 adedinin TSWYV ile efekte oldugunun ortaya
konmasi PCR yontemlerinin DAS-ELISA yontemine
gore daha duyarli oldugunu ve dogru sonuglar verdigini
gOstermistir.
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Calisma sonuglart TSWV’niin tanilanmasinda RT-PCR
yonteminin basariyla kullanilabilecegini ortaya koymus-
tur.

SONUGLAR

VirUslerin ¢ok sayida konukgularini ve irklarinin bulun-
masil, tasinma sekillerinin farkli olmasi ve kimyasal bir
mucadele yodnteminin bulunmamasindan dolay: virls
hastaliklari ile micadele etmek oldukga zor olmaktadir.
Bu sebeple asagidaki hususlara mutlaka dikkat edilme-
lidir.

o VirUsten ari Uretim materyali kullaniimahdir.

e TSWV'nin konukgusu olmayan bitkiler ile miinave-
be yapilmaldir.

e Thrips ile dogru ve zamaninda mucadele edilmeli-
dir.

e Virlse ve tripslere konukguluk eden yabanci otlar
temizlenmelidir.

e TSWV’ye dayanikh cesitler kullaniimalidir.

TSWV EPPO A2 karantina listesinde, Turkiye Bitki
Karantinasi Yonetmeligi'nde ise ‘Tlrkiye de sinirli ola-
rak bulunan ve ithale mani teskil eden karantinaya tabi
zararli organizmalar’ listesinde yer almaktadir.

Bu sebeple karantina analizlerinde oOrneklerin DAS-
ELISA yontemi yerine, daha hassas inceleme ve tani-
lama olanagi sunan PCR ydntemleri ile analiz edilmesi
daha etkin olabilecektir.



Isparta ve Burdur illeri Uretim Alanlarinda Yetistirilen Domateslerde Domates Lekeli Solgunluk Viriisi’niin Tanilanmasi

Sekil 3. TSWV igin uygulanmis RT- PCR sonuglari (M. Marker (100 bp DNA Ladder,); N. Negatif Kontrol; P. Pozitif
Kontrol.
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