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Bu calisma, Istanbul ili Adalar ilgesinde (Biyiilkada, Heybeliada,
Kinaliada, Burgazada) hobi bahceleri ve peyzaj alanlarinda yetistirilen sis
bitkilerinde Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV), Iris Yellow Spot Virus (IYSV) ve
Impatients Necrotic Spot Virus (INSV) varhginin saptanmas: amaciyla, 2015 ile
2016 willar1 arasinda ydratdlmastar. Arazide yapilan survey calismalarinda
simptomolojik olarak slpheli sus bitkileri ile simptom gostermeyen sis
bitkilerinden doku Ornekleri alinmustir. Toplanan 150 adet sls bitkisi ornegi
oncelikle ELISA yontemi ile testlenmis ve drneklerin higbirinde TSWV ve INSV
enfeksiyonu saptanmamustir. 1'YSV ile bulasik oldugu belirlenen 6rnekler ise, RT-
PCR calismalarinda kullanilmis ve 1YSV-465c; 1'YSV-239f primer cifti ile yapilan
RT-PCR calismalar1 sonucunda agaroz jel elektroforezde (%1.5’luk) 240 bp
biylklige sahip band g6zlenmistir. bunlardan Pittosporum tobira ve Hydrangea
macrophylla ‘nin I'YSV ile bulasik oldugu molekdler olarak ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Sis bitkileri, TSWV, INSV, IYSV, RT-PCR, ELISA
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THE DETECTION OF TOSPOVIRUSES IN ORNAMENTAL
PLANTS IN HOBBY GARDENS AND LANDSCAPING AREAS IN
ADALAR DISTRICT OF ISTANBUL PROVINCE
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This study was conducted in order to detect Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV),
Irish Yellow Spot Virus (I'YSV) and Impatients Necrotik Spot Virus (INSV) in
ornamental plants growing hobby gardens and landscaping areas in Adalar district
(Biytikada, Heybeliada, Kinahada and Burgazada) of Istanbul province between
2015 and 2016. During the surveys carried out in the field, the samples were
collected from simptomatologically suspicious ornamental plants and the
ornamental plants which did not show symptoms. All of the collected samples
(150) were firstly tested by ELISA method and the samples were not found to be
infected with TSWV and INSV. The samples were detected to be infected with
I'YSV by ELISA and they were used in RT-PCR studies. At the end of the RT-PCR
studies using the 1YSV-465c¢;1YSV-239f primer pair, a band with a size of 240 bp
was observed in the agarose gel electrophoresis (1.5%) and bunlardan Pittosporum
tobira ve Hydrangea macrophylla were found to be infected with IYSV
molecularly.

Keywords: Ornamentals, TSWV, INSV, 1YSV, RT-PCR, ELISA



GENISLETILMIS OZET

Insanlar, hayatlar1 boyunca zorunlu ihtiyaclarim Karsilamislar, aym
zamanda yasam standartlarinin artmasina paralel olarak yasam kalitesini artirmak
icin Kkisiye gore degisen, kendilerini mutlu eden alternatif arayislar icerisine
girmislerdir. Kentsel yasamin artmasiyla birlikte yasadig: ortami daha yasanilir bir
duruma getirmek ve kendilerini mutlu etmek icin yasadig1 yeri ve gevresini estetik
acidan zenginlestirmek, doga 6zlemini gidermek amaciyla peyzaj dizenlemelerine
yonelmislerdir. Sis bitkilerinin blyik bir ¢ogunlugu, dogal yasam alanlarinda
goraldugl gibi, park ve bahgelerde de kullanilan énemli bitkisel materyallerdir.
Dunya lizerinde 50’den fazla llkede sis bitkisi tretimi yapilmaktadir.

Istanbul Adalar ilgesinde peyzaj alanlarinda ve ev bahcelerinde hobi amagl:
sus bitkilerinin yetistiriciligi yapilmaktadir. Adalar; Istanbul ilinin Anadolu
yakasinda bulunan Trkiye’de sts bitkileri Gretiminin ilk yapildig: yer olup, 1984
yilinda kulttrel ekolojik ve turistik agidan sit alan: olarak ilan edilen bir ilgemizdir.
Adalar’in tamami,16 km? yuzolglime sahip olup, bunun yaklasik 542 hektari
binalarla kaphdir. Diger kisimlar genelde ormanhk, makilik ve kayahktir.
Bilyukada, Heybeliada, Kinahada, Burgazada da az da olsa yerlesim
bulunmaktadir.

Ticari anlamda yapilan sls bitkileri yetistiriciligi kontrolli yapildig: ve
ticari degeri oldugundan hastalik ve =zararlilara karst kontrol altinda
yetistirilmektedir. Ekonomik anlamda bir beklentisi olmadan vyetistirilen sis
bitkileri bilingsiz olarak yetistirme ihtimalinin yiksek olmasindan dolay: hastalik
ve zararlilara rastlama olay: daha fazladir.

Kualtir bitkilerinde hastalik yapan virls gruplarindan birisi de
tospovirislerdir. Tospovirlsler, bitkilere zarar veren en yikici ilk on bitki virls
hastaligi igerisinde yer almaktadir ve bunlardan, TSWV, 1YSV ve INSV sis

bitkilerinde en fazla rapor edilen viral etmenlerdir.



Bu cahsma, Istanbul ili Adalar ilgesinde peyzaj alanlar1 ve hobi
bahcelerinde yetistirilen sls bitkilerinde tospoviruslerin; 1YSV, TSWV ve INSV
saptanmast amaciyla, 2015 yili Nisan-Ekim, 2016 yili Mayis-Eyliil aylar: arasinda
gerceklestirilmistir.

Calisma materyalini dncelikle simptom gdsteren sus bitkilerinden alinan
yaprak ve geng surgunler olusturmustur. Ayrica, simptom gostermeyen bitkilerden
de orneklemeler yapilmistir. Tospovirlsler ile bulasik oldugundan stphelenilen
bitkilerin belirlenmesi amaciyla, 6ncelikle simptomatolojik gdézlemler yapilmus,
ornek olarak alinan bitkilerde, tospovirlslerin neden oldugu, yapraklarda
deformasyon, klorotik halkali lekeler, sararma, klorotik ve nekrotik alanlar, gévde
ve yaprak sap1 Uzerinde yag lekeleri ve sok simptomlar: aranmigtir.

Toplanan bitki drnekleri etiketlenerek polietilen torbalara konulmus ve buz
kutusu icerisine yerlestirilerek laboratuvara getirilmistir. Toplanan materyaller
caligmalarda kullanilincaya kadar kisa bir sure igin +4 °C’de buzdolabinda, uzun
sireler icin ise, —20 °C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Sds
bitkilerinden alinan doku o&rnekleri DAS-ELISA testinde materyal olarak
kullanilmistir. ELISA testleri sonucunda, saglikli kontrol icin 405 nm’de elde
edilecek absorbans degerinin en az iki kati1 ve daha fazla absorbans degeri veren
ornekler pozitif olarak kabul edilmistir.

DAS-ELISA testlerinde kullanilan TSWV, IYSV ve INSV’ye spesifik
poliklonal antiserumlar, pozitif ve negatif kontroller AGDIA ve BIOREBA
(Fransa) firmalarindan ticari olarak temin edilmistir. ELISA testleri sonucunda,
enfekteli oldugu saptanan arazi oOrneklerinden elde edilen bitki 6zsulari total
nlikleik asit ekstraksiyonu ¢alismalarinda ¢alisma materyalini olusturmustur.

Iki asamadan olusan islemin birinci asamasinda; RT (Reverse
transcription) islemi ile cDNA’lar elde edilmis, ikinci asamada ise, bu cDNA’lar
kullanilarak PCR yapilmistir. RT-PCR yénteminde, total niikleik asit ekstraktlari
materyal olarak kullanilmigtir. RT- PCR c¢alismalarinda elde edilen PCR urtnleri

agarose gel elektroforez galismalarinda, materyal olarak kullanilmigtir.
v



Istanbul ili Adalar Ilgesi’nde (Biiyiikada, Heybeliada, Kinahada,
Burgazada) 146 hobi bahcesi ve 4 peyzaj alaninda ydritilen survey ¢calismalarinda,
23 familyaya ait sus bitkisinden ornekleme yapilmistir. Blylkada’dan 80,
Heybeliada’dan 50, Kinaliada’dan 15 ve Burgazada’dan 5 olmak (izere toplam 150
adet bitkiden drnek alinmustir.

DAS-ELISA sonucunda; testlenen 150 bitki 6érneginden 16 tanesinin IYSV
ile bulagik oldugu saptanmistir. Bununla birlikte 6rneklerin higbirinde TSWV ve
INSV enfeksiyonuna rastlanmamistir. I'YSV ile enfekteli oldugu saptanan 16 6rnek
kodlanarak RT-PCR calismalarinda kullanilmis ve bunlardan Pittosporum tobira ve
Hydrangea macrophylla bitkilerinde 1YSV’nin varligi molekiler olarak da
saptanmustir. Yapilan RT-PCR calismalar: sonunda, her bir érnek igin agaroz jelde
gorintulenen 240 bp blyiklige sahip band, bunlarin 1YSV ile bulasik oldugunu
gostermistir.

Bu calismada, birgok bitkide verimi, gorintuyl simirlayan ve thripsler ile
etkin bir sekilde tasinan ve direkt bir micadele yontemi bulunmayan
tospovirtislerin Istanbul ili Adalar ilgesinde survey calismast ELISA testi ile
yapilmis ve sonuglar RT-PCR yontemi ile desteklenmistir. ELISA testlerinde
pozitif sonu¢ veren ornekler kodlanarak RT-PCR calismalarinda kullanilmis ve
bunlardan Pittosporum tobira ve Hydrangea macrophylla bitkilerinde 1YSV’nin
varligi molekiler olarak da tespit edilmistir. Bu calisma, bircok soganl bitkide
verimi, sus bitkilerinde gorintuyd etkileyerek ekonomik kayiplara yol acan
IYSV’nin varhg konusunda Istanbul ili Adalar ilgesinde yapilan ilk arastirma
sonuglarint vermesi bakimindan ayrica bir 6neme sahiptir.

Elde edilen sonuglar, Istanbul ilinde diger ilcelerde de yetistiriciligi yapilan
slis bitkileri ve sebzeler icin hem pratikte fikir vermesi agisindan faydal: olacak,
hem de bilimsel agidan bundan sonra yapilacak ¢alismalara basamak teskil ederek

bir literatlr eksigini tamamlayacak niteliktedir.
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1. GIRIS Fatma SAFAK

1. GIRIS

Insanlar, hayatlar1 boyunca yasam Kalitesini artrmak icin Kisiye gore
degisen, kendilerini mutlu eden alternatif arayislar igerisine girmislerdir. Yasam
kalitesi, bireysel olarak ‘‘saglik, mutluluk, refah’> mekansal olarak ise, “‘iyi bir
yer” tammlarini icermektedir (Dissart ve Deller, 2000). Iyi bir yer
tanimlamasininin tim 6gelerini kapsayan sus bitkileri yetistiriciligi hem insanlar
icin ferah bir ortam yaratma istegi uyandirmakta, hem de hobi olarak gorselligi bir
hayli zenginlestirerek insanlar icin bir ugras alan olusturmaktadir.

Peyzaj calismalarinda kullanilan sus bitkileri dretimi Glkemizde 1940’
yillarda 6nce Istanbul’'un Adalar ilgesinde baslamis, daha sonra Yalova'da
gelismeyi surdurmusttr. Bolge cicek dreticileri 1945 yilinda bir kooperatif catisi
altinda birlesmis ve daha sonra 1955 yilinda ise ikinci bir kooperatif kurularak
cicek yetistiriciligini gekici duruma getirmisler ve cigekgiligin gelismesine blyuk
katkida bulunmuslardir. Benzer sekilde 1970 yihinda izmir’de, 1980’lerde
Antalya’da, 1990’lh yillarda Adana ve Mugla illerinde ¢icekgilik organize olmaya
ve gelismeye baslamustir.

1990’1 yillarda illerin metropollesmesiyle birlikte biyuk sitelerin ve
bireysel konutlarin cevre duzenlemelerinde sis bitkileri kullanim tercihi
artmistir.  Turkiye’de, peyzaj calismalarina yonelik bitkisel materyal
sektorunu, kesme cicek, i¢c mekan bitkileri, dis mekan bitkileri ve dogal
cicek soganlari olmak tzere 4 grup altinda toplamak mumkinddr (Korkut
ve ark, 1995; Titiz ve ark, 2000).

TUIK 2016 verilerine gore, Turkiyede toplam 3.464.990.339 adet
sus bitkisi Gretimi yapilmakta bu tretimin 44.409.870 adeti Istanbul’da
gerceklestirilmektedir (Cizelge 1.1., Cizelge 1.2.).
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Cizelge 1.1. Turkiye cicek Uretim miktar: ve alan1 (TUIK 2016a)

Grup adi Urtin adi Ekilen alan (m2) Uretim (Adet)
Karanfil 4.823.955 593.260.930
Glaydl (Gladiol) 586.900 15.068.000
Gerbera 1.136.032 128.063.850
Gypsohilla 252.040 17.980.040
Kasimpati (Krizantem) 637.215 44.915.925

Anemon (Manisa
Lalesi) 10.400 1.188.000
Lilyum (Zambak) 767.589 13.310.185
Orkide 18.750 269.000
Kesme Lale 413.430 40.601.005
Cicekler Gul (Kesme) 1.808.882 89.415.150
Nergiz 415.560 13.808.850
Lisianthus 152.864 9.521.500
Fresia 155.989 17.820.150
Sebboy 161.199 6.425.640
Sumbdl 44.870 1.568.350
iris 24.650 1.038.000
Statice 27.000 183.000
Solidago (Altinbagak) 127.900 18.302.500
Diger Kesme Cicekler 384.012 25.256.300

Cicek
Soganlari ve
Dgtekrngﬁs ic Mekan Siis Bitkileri 1.312.793 38.150.927
Cicek Soganlan 597.305 25.337.330
Dis Mekan Sis

Bitkileri 34.721.572 412.227.915
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Cizelge 1.2. istanbul ilgeler gicek Gretim miktar: ve alam (TUIK 2016a)

Ekilen alan | Uretim
ilce Adi | Grup adi Uriin adi (m2) (Adet)
Cicek Soganlari ve | Dis Mekan Suis
Diger Sus Bitkileri | Bitkileri 18.640 1.658.960
Glaydl (Gladiol) 6.000 180.000
Kasimpati
Beykoz (Krizantem) 12.400 496.000
Kesme Cicekler |Lilyum (Zambak) 7.750 186.000
Orkide 3.950 15.800
Fresia 4.500 481.500
Sebboy 2.773 83.190
Kasimpati
Eylp Kesme Cicekler | (Krizantem) 2.000 22.000
Lilyum (Zambak) 1.800 10.800
Glaydl (Gladiol) 700 16.800
Kasimpati
(Krizantem) 750 13.500
Kartal Kesme Cicekler | Lisianthus 300 5.400
Sebboy 300 6.000
Diger Kesme
Cicekler 5.000 100.000
Cicek Soganlari ve | Dis Mekan Sus
Diger Sus Bitkileri | Bitkileri 30.000 390.000
Glayél (Gladiol) 16.000 512.000
Gerbera 15.000 945.000
Pendik Gypsohilla 17.000 425.000
Kesme Cicekler | Kasimpati
(Krizantem) 52.000 2.340.000
Lilyum (Zambak) 120.000 2.880.000
Sebboy 50.000 3.500.000
Karanfil 5.000 125.000
Anemon (Manisa
Lalesi) 4.000 48.000
Lilyum (Zambak) 8.000 160.000
Sariyer Kesme Cicekler | Gil (Kesme) 5.000 75.000
Lisianthus 2.000 32.000
Fresia 1.500 37.500
Sebboy 2.000 20.000
Sumbdal 500 500
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Cizelge 1.2. Devami

Ekilen Uretim
lice Adi Grup Adi Uriin Adi alan (m2) | (Adet)
Karanfil 1.500 150.000
Gerbera 5.000 600.000
Gypsohilla 1.300 91.000
; Kasimpati
Tuzla Kesme Cicekler (Krizantem) 1.250 56.250
Anemon
(Manisa Lalesi) 2.400 240.000
Lilyum
(Zambak) 9.500 405.000
Lale 1.500 112.500
Diger Kesme
Cicekler 1.250 25.000
Cicek Soganlari ve Dis Mekan Sis
Catalca Diger Sus Bitkileri Bitkileri 9.900 1.980.000
ic Mekan Siis
Cicek Soganlari ve Bitkileri 6.000 1.440.000
Silivri Diger Siis Bitkileri Cicek
Soganlari 6.000 270.000
Dis Mekan Sus
Bitkileri 9.000 2.160.000
Lale 6.000 270.000
Nergiz 150 7.500
Kesme Cicekler Sumbdal 6.500 690.000
iris 650 78.000
Cicek Soganlari ve Dis Mekan Sus
Sile Diger Sus Bitkileri Bitkileri 19.000 4.700.000
Cicek Soganlari ve Dis Mekan Sus
Cekmekody | Diger Sus Bitkileri Bitkileri 13.300 39.900
Cicek Soganlari ve Dis Mekan Sus
Sancaktepe Diger Sus Bitkileri Bitkileri 8.448 1.402.440
Kesme Cicekler Orkide 3.300 29.700
Diger Kesme
Cicekler 8.000 56.000

Turkiye gerek konum itibari ile ve gerekse de iklimi ile birgok bitkiyi
blnyesinde barindiran birgok tlkeye gore bu yonde avantaji olan bir lkedir. Ayni
sekilde bitki florasi bakimindan oldukga zengin ve bundan dolay: birgok dogal,

kulttrel sus bitkisine ev sahipligi yapmaktadir.



1. GIRIS Fatma SAFAK

Cizelge 1.3. Adalar Mahalleleri Nufus Miktar: (TUIK 2016b)

Adalar Nufusu Kisi Sayisi
istanbul (Adalar/Adalar Bel./Burgazada Mah.)-40139 1422
istanbul (Adalar/Adalar Bel./Heybeliada Mah.)-40142 3757
2016 |istanbul (Adalar/Adalar Bel./Kinaliada Mah.)-40143 1905
istanbu I(Adalar/Adalar Bel./Maden Mah.)-40140 4335
istanbul (Adalar/Adalar Bel./Nizam Mah.)-40141 3059
TOPLAM 14.478

2016 yili ADNKS sonuclarina gore 14.478 kisi ikamet etmektedir (Cizelge
1.2). Yaz aylarinda Nisan ve Mayis’tan itibaren artarak, Temmuz-Agustos
aylarinda Buylikada 30.000 (Sedefadas: dahil), Heybeliada 20.000, Burgazada
7.000 ve Kinaliada 15.000 olmak uzere, toplam 72.000 civarina ulagsmakta, giini
birlik ziyaretgilerle ilce nifusumuz 140.000 Kisiyi bulmaktadir.

Adalar; Istanbul ilinin Anadolu yakasinda bulunan Tiirkiye’de sis bitkileri
Uretimin ilk yapildig: yer olup 1984 yilinda kdltlrel ekolojik ve turistik agidan Sit
Alani olarak ilan edilen bir ilcemizdir. Adalar’in tamami, 16 km? yuzélglime
sahiptir (Cizelge 1.3.). Bunun yaklasik 542 hektar1 binalarla kaplidir. Diger
kistmlar genelde ormanhk, makilik ve kayaliktir. Biylikada, Heybeliada,

Kinaliada, az da olsa Burgazada da yerlesim bulunmaktadir.

Cizelge 1.4. Istanbul Adalar’’mn Yuizolgiimii

Ada Adi Yuzolcimi (km?)
Buyukada 5,4 km?
Heybeliada 3,24 km?
Burgazada 2,95 km?
Kinahada 1,65 km?

Diger adalar 2,76 km?
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Adalar iklimi Karadeniz ve Akdeniz iklim 6zelligi gosterir. Mayis ayinda
Karadeniz Uzerinden geceleri meltem riizgarlar1 esmekte, kisin Balkan
rizgarlarimin etkisi altinda kalmaktadir. Bahar ve kis aylarinda yagish havanin
etkisi altinda, yazlar ise kurak gegmektedir. Sonbahar, kis ve ilkbaharda lodos
esmektedir. Adalar, Istanbul’un dogal zenginligini pekistiren jeolojik olusumlardr.
Jeolojik ve topografik yap: bakimindan dérdiincti zaman baslarinda bir ¢cokintu ile
Kocaeli Yarimadasi’ndan ayrilmis kara parcalari oldugu kabul edilmektedir.

Adalar, diinyamizin olusumu sirasinda, Trakya/Kocaeli penepleninin yer
yer alcalip ylkselmesi, bilhassa Bogazlarin acilip, giiney boluminin deniz
sularimin altinda kalmasi sonucu, bu peneplenin sular Uzerinde kalmig pargalaridir.
Doga, essiz guzellikte vyarattigi Istanbul tablosunu en son ADALAR’1
renklendirerek noktalamstir. “‘Constantinople” adli eserinde adalarin olusumunu
anlatan Thomas Allom; bunu, doganin ¢irpinmasiyla agiklar. Adalar, istanbul’un
guney-dogusunda gruplanmis olarak bir gerdanlik gériiniimiinde siralanmaktadirlar
(Uzun, 1991).

Gunumuzde yerli ve yabanci turistler tarafindan biyik o6lglide ragbet
gormektedir. Adalara sadece deniz yoluyla ulasim bulunmaktadir. izole bir bélge
olmasi, kara yoluyla baglantisitnin bulunmamasi, bitki florasi acgisindan zengin
olmasi, ¢ogunlugunu kosklerin olusturdugu mimari yapiya sahip olmasi ve sehir
merkezinde bulunan binalardan farkl: olarak hemen hemen her milkin bahcesinde
hobi amagli sts bitkileri yetistirmeye imkan saglayan alanlarin bulunmas: gibi
Ozelliklerinden dolayi diger bir ¢cok ilceden énemli derece de Ustlinlige sahiptir.

Bircok bitkisel driinde oldugu gibi sus bitkileri yetistirirken de hastalik ve
zararhilar enfeksiyona neden olmakta, hobi amacl yetistiriliyorsa gorselligi
etkilemekte hatta bitkinin 6limune neden olmakta, cevresindeki saglikli bitkiler
icin risk olusturmakta, ticari olarak yetistiriliyorsa bunlarin yamnda ekonomik
acidan kayiplar da gortlmektedir. Sis bitkilerinin; ticari anlamda yetistiriciligi
yapildig: gibi, i¢ mekanlarda ve ev bahgelerinde ve peyzaj alanlarinda hobi amaglh

ticari degeri olmayan yetistiriciligi de yapilmaktadir. Ticari anlamda yapilan siis
6



1. GIRIS Fatma SAFAK

bitkileri yetistiriciligi kontrollu yapildig1 ve ticari degeri oldugundan hastalik ve
zararhlara kars1 kontrol altinda yetistirilmektedir. Ekonomik anlamda bir beklentisi
olmadan yetistirilen sus bitkilerinde bilingsiz olarak yetistirilme ihtimalinin yuksek
olmasindan dolay: hastalik ve zararhlara rastlama olay:r daha fazladir. Bu tip
bitkilerin hastaliklar ve zararlilar igin konukgu olma ihtimali daha fazla yliksektir.

Kualtir bitkilerinde hastalik yapan virls gruplarindan birisi de
tospovirislerdir. Tospovirusler, bitkilere zarar veren en yikici ilk on bitki virisleri
icerisinde bulunmaktadir (German ve ark, 1992). TSWV, nikleotid dizisi ve
serolojik ozelliklerine gbre, TSWV (type species), Impatients necrotic spot viris
(INSV), Tomato chlorotic spot viriis (TCSV), Groundnut ringspot viriis (GRSV),
IYSV ve Watermelon silver mottle virlis (WSMoV) olmak Uzere alti tiire
ayrilmistir (Mumford ve ark, 1996). 20 tospovirlis tlrinin dunya c¢apinda
Thripidae takimina ait 14 trips tlrd ile tasindig: tespit edilmistir (Ullman ve ark,
1997; Jones, 2005; Pappu ve ark, 2009; Ciuffo ve ark, 2010; Hassani-Mehraban ve
ark, 2010). Tospovirls simptomlar: bitkinin c¢esidine, gelisim asamasina ve
cevresel faktorlere gore farklilik gosterir. Tospovirlis simptomlari yapisal
bozukluklarla karistirilabilir. Kahve wveya siyah-beyaz beneklenmeler, petiol
Uzerinde nekrozlar, sar1 leke veya renk degisimi, geng bitkilerde terminal meristem
olumi, bodurluk, gévdede kaverengi veya siyah ¢urlklik, yogun halka lekeler,
mozaiklesme, diiz veya desenli leke simptomlarindan bir veya birkaci goraldigi
zaman tospoviris varligindan s6z etmek mumkandar.

Bu calisma, Ozellikle refah seviyesinin yiiksek olmasindan dolay: peyzaj
dizenlemelerine, yetistirdikleri bitkilerin gorinimine ve sagligina buyik 6nem
veren Kisilerin ikamet ettigi ve Turkiye’de ticari anlamda sls bitkileri
yetistiriciliginin baslangi¢ yeri olan Adalar ilgesi’nde mevcut ev bahcelerinde hobi
amagcli yetistirilen sls bitkileri ile park ve peyzaj alanlarinda bulunan sis
bitkilerinde tospoviruslerin  (INSV, 1YSV ve TSWV) saptanmasi ve

karakterizasyonu amaciyla yirittilmustir.
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Baylece, etrafi sularla cevrili olan ve anakara ile sadece deniz baglantisi
bulunan izole Adalar ilgesi gibi bir bélgede, 6zellikle Yalova ili’nden satin alinarak
veya yurt disindan getirilerek peyzaj dizenlemelerinde kullanilan ve cesitliligin
fazla oldugu bitkilerle kurulan hobi bahgeleri ve peyzaj alanlarinda mevcut
tospovirislerin durumu ortaya konulmustur.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Tomato Spotted Wild Virus (TSWV): TSWV, Bunyaviridae familyasi
dahil, Tospovirls cinsinin bir Gyesidir (Prins and Goldbach, 1998). TSWV’nin;
Thrips tabaci, T. setosus, T. palmi, Frankliniella occidentalis, F. fusca, F. intonsa,
F. schultzei ve Scirtothrips dorsalis turleri ile etkin olarak tasinabildigi
bildirilmektedir (Rosello ve ark, 1996). Ulkemizde TSWV’nin yayilmasinda etkili
olan iki onemli vektor, Frankliniella occidentalis ve Thrips tabaci olup tarla ve
sera Urunlerinde hastaligin yayilmasina neden olmaktadir (Lodos, 1982; Tung,
1985; Tung ve Gogmen, 1995; Coutts ve Jones, 2003). TSWV thripsler tarafindan

persistent propagative olarak tasinmaktadir (Sekil 2.1).

A f
t‘
~N
Larva ile kazanim cok
\ dnemlidir.
Tripsler geligmelerini yumurta,

1. ve 2. dinem larva, pupa ve

ergin olmak lizere yoklagik 20-40

giinde tamamlamaktadiclar,
(Sherwood, 2005)

Tospovirislerin
tasinma
periyodu

Ergin disi

1
I . ; . Virlstin

girigi

e bivolojik & - rivodis (Whitfield ot sl 2005

Sekil 2.1. TospovirUsIer'in- tri'fos'lle}'
(Whitfield ve ark, 2005)

iIeI b"i-y'oul'ojik doneme gbre tasinma periyodu

TSWV ekonomik kayba neden olan ilk on bitki virtsleri arasinda yer
almaktadir (Peters, 2003). Bu viral etmenin diunya c¢apinda yilda 1 milyar dolar
Uzerinde kayip verdigi tahmin edilmektedir (Prins ve Goldbach, 1998).
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TSWV izometrik yapida olup, genisligi 85-120 nm’dir. Virionlar, %5
nikleik asit, %70 protein, %20 lipit ve %5 karbonhidrat icermektedir. Genom 3
farkli (S RNA; 2.9 kb, M RNA; 4.9 kb ve L RNA; 8.9 kb), (-) sens ve ambisens
ssRNA molekilinden olusmaktadir (Adkins, 2000). Tek iplikli linear yapida RNA
molekillerinin  etrafint  TSWV  partikilindeki membran ve protein  kilif
sarmaktadir.

Genomik nukleik asitleri, izole edilmis ve temel bilesiminde %16.2 G,
%31.6 A, %19.3 C ve %32.9 U bazi1 bulundugu tespit edilmistir (Haan ve ark,
1990).

Monokotiledon ve dikotiledon 80 familyaya ait 1.090 bitki tlr(,
TSWV’nin konukgusu durumundadir (Parrella ve ark, 2003). Bulasma materyali
olarak “tohum hari¢ domates, biber, kereviz, kavun, camgiizeli, patlican, marul,
yerfistigi ve tdtun fideleri ve patates Oretim materyalleri” gosterilmektedir
(Anonim, 2007).

Asteraceae, Fabaceae ve Solanaceae familyalarindan ise 100’den fazla tir
TSWV konukgusu olarak tespit edilmistir. Dunyada en fazla zarar olusturdugu
bitki tlrleri arasinda domates, biber, marul, titin, yer fistig1 ve bazi sis bitkileri
yer almaktadir. SUs bitkilerinden konukgusu olan cinsler Alstroemeria, Anemone,
Antirrhinum, Araceae, Aster, Begonia, Bouvardia, Calceolaria, Callistephus,
Celosia, Cestrum, Columnea, Cyclamen, Dahlia, Dendranthema x grandiflorum,
Eustoma, Fatsia japonica, Gazania, Gerbera, Gladiolus, Hydrangea, Impatiens,
Iris, Kalanchoe, Leucanthemum, Limonium, Pelargonium, Ranunculus,
Saintpaulia, Senecio cruentus, Sinningia, Tagetes, Verbena, Vinca ve Zinni'dir.
Yabancit otlardan Amaranthus spp., Conyza bonariensis, Galinsoga spp.,
Polygonum lapathifolium, Portulaca oleracea, Senecio vulgaris, Solanum nigrum,
Sonchus spp., Stellaria media, Taraxacum officinale gibi turler TSWV’nin
konukgusudur (EPPO, 1999)

Bodurluk, nekroz, kloroz, bronzlasma, kirmizi lekeler ve cizgiler gibi

simptomlara sebep olmaktadir (Adkins, 2000).
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Hastalik ilk olarak 1915’lerde Awvusturalya’mn giiney bdlgelerinde
Brittland tarafindan domates bitkisi Uzerinde rapor edilmistir. Samuel ve ark
(1930), patojen karakterizasyon calismalarinda etmenin viriis oldugu belirlenmistir.
Virtstn diger Avrupa Ulkelerine dagilimi 1987°den itibaren baslamis, Hollanda
(Stijger v ve ark, 1989); Fransa (Gebre-Selassie ve ark, 1989); ingiltere (Barker,
1989); italya (Bellardi ve Vicchi, 1990) ve ispanya (Jorda ve Osca, 1991) tespit
edilmistir.

Whipker (2014) tarafindan yapilan c¢alismada, zambak bitkisinde
yapraklarda sar1 halkali leke, beneklenme, nekrotik leke simptomlar: gériilmis ve
TSWV varligi rapor edilmistir.

Gerbera sp. bitkisinde TSWV-G izolatinda niikleoprotein N geni ile ilgili
viral genom fragmentleri RT-PCR testi ile arastirnnlmistir. Elde edilen cDNA
purifiye edilmis, klonlanmis ve sekanslanmistir. Ug purifikasyon yontemi
uygulanmis ve ilk prosediriin klonlama icin ¢ok uygun oldugu bildirilmistir.
Purifiye edilen PCR drinleri pBluesscript klonlama vektorl ile ligasyona tabi
tutulup elektroporasyonla Escheria coli vektorl icerisine aktarilmistir. Analiz
edilen DNA sekanslart TSWV izolatlarinin N-geni igin yayinlanan izolatlar ile
arasinda % 97-99 oraninda yuksek duzeyde benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
Sonug olarak; viral genomun N-genini tanimlayan ve segilen fragmentlerin TSWV-
grubu icin karakterize edilen G izolatina ait oldugu bildirilmistir (Korbin ve ark,
2002).

2009 yilinda Sirbistan Vranjska Banja bolgesinde yapilan calismada serada
yetistirilen Gerbera hybrida bitkisinde yapraklarda deformasyon, nekroz ve
Klorotik lokal leke simptomlarininin gorildigi hastaliktan dolay:r %30 drin
kayiplari oldugu bildirilmistir. ELISA sonucunda, 20 Gerbera sp. bitkisinin 18’nde
TSWV saptanmig, RT-PCR c¢alismalar: ile dogrulanmistir. Bu ¢alisma Sirbistan’da
TSWV’nilin sus bitkisi konukgusu olan gerberadaki bulunusun ilk raporudur
(Stankovic ve ark, 2011).

11
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Salzburg bdélgesinde Capsicum annuum ve Gerbera sp. bitkileri (zerinde
TSWV’nin varligi PCR testleri tespit edilmistir (EPPO, 2015).

Bosna Hersek’te 2012 yilinda, bardak meneksesi tizerine yapilan ¢alismada
bitkiler (zerinde klorotik halka noktalar, nekrotik desenler, yaprak nekroz ve
deformasyon simptomlar:1 gorilmis, oncelikle DAS-ELISA ile testlenmis ve
ardindan RT-PCR calismas: yapilmig sonu¢ olarak bardak meneksesi Uzerinde
TSWV tespit edilmistir (EPPO, 2013).

Hippeastrum hybridum bitkisinde biyolojik, serolojik, molekiler
karakterizasyonu Uzerine yapilan ¢ahismada; H1 ve H2 TSWV izolatlar,
calismada kullanilmigtir. H1 viris izolatinda siddetli nekrotik lekeler ve desenler,
H2 izolatinda ise hafif mozaik belirtiler gorulmistir. Her iki izolatta da otsu
indikator bitkiler Uzerinde yapilan ¢alismada benzer simptomlara neden oldugu,
fakat nukleotid diziligleri S ve M ssRNAs bolimlerinin farkli oldugu belirtilmistir.
Nikleotid dizileri kodlayan nukleokapsid (N) ve yapisal olmayan (NSS ve Nm)
proteinleri, sirasiyla %98.2 , %97.5 ve %96.5 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
Nm ORF analiz edildiginde, test edilen izolatlarin ayr1 bir kiime olusturdugu: H1
izolatninin, krizantem ve biber bitkilerinde; buna karsilik H2 izolatinin tath biber
ve domateste gorilen virls izolatlarina daha yakin oldugu gorilmistir. Sonug
olarak her iki izolatta iki yada daha fazla benzer viriisten elde edilen genetik
materyal arasindaki farkli izolatlar TSWV’nin iki degisik genetik modelini temsil
ettigi bildirilmistir (Berniak, 2016).

ABD’nin Virginia eyaletinde 2014 yilinda yapilan ¢alismada, TSWV’nin
varligi odunsu bitkilerde ilk olarak Pittosporum tobira bitkisinde rapor edilmistir.
Bu ¢alisma ile ticari olarak virtsin konukgu araliginin genislemis oldugu tespit
edilmistir (Liu ve ark, 2016).

Finlandiya'da 2010 yilinda, Osteospermum ve saksi bitkileri Gizerine
uretim yapilan 50 farkli yerde TSWV’nin varligi DAS-ELISA ile tespit
edilmistir (EPPO, 2011).

12
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TSWV’nin, Polonyada agik alanda yetistirilen domates ve tltiinde 1950
yilindan beri varligi bilnmektedir (Zawirska ve ark, 1983). TSWV’nin Frankiniella
occidentalis ile iliskili oldugu bildirilmistir (Kaminska, 1992; Kaminsk & Korbin
1994). TSWV’nin yogun olarak goruldiigi bitkiler domates, tath biber, gerbera ve
krizantemdir (Kaminska, 1992). Son on yilda sUs bitkilerinde yogun olarak varlig
gorilmektedir. 2012 yilindan itibaren her gecen yil Polonya’da TSWV
simptomlarinin hizla arttig1 gértlmektedir (Berniak, 2014). 1990 larda sus bitkileri
Uzerine yapilan calismada TSWV varhgini dogruladi, bitkilerde dizensiz
blyumeler gorilmistir (Kaminska, 1992). Polonyada yapilan calismada viris
biyo- indeksleme sonuglarina ve enfekte bitki 6zsuyu in vitro 6zelliklerinde gore
karakterize edilmistir, diger Ozellikleri ve karekteristikleri (zerine herhangi bir
rapor bulunmamaktadir.

2005 yihinda ispanya’da sogan Uretim alanlarinda yapilmis olan galismada,
TSWV, Onion yellow dwarf virus (OYDV) ve Leek yellow stripe virus (LYSV)
tarleri tespit edilmistir (Cordoba-Selles ve ark, 2007).

2006 yihnda Urdin’de domates yetistirilen bircok arazide TSWV
belirtilerine ilk defa rastlanmistir. RT-PCR ve IC-RT-PCR (Immunocapture
reverse transcriptase PCR) ve spesifik primerler ile izole edilen TSWV izolatinin
diger Ulke izolatlaniyla blyuk 6lcude nikleotidlerinin  benzerlik gosterdigi
gordlmistir. Daha 6nceden Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) “e dayanikli
olarak gelistirilen farkli hibridlerin TSWV’ye reaksiyonlar: arastirildiginda, test
edilen batln hibritlerin virise hassas oldugu ve TSWV dayaniklilik geni Sw-5 ile
iligkili SCAR 421 markirlart kullamlarak molekiler diizeydeki bu duyarlilig
dogrulamistir (Anfoka ve ark, 2006).

fran’in Razavi Boélgesi domates tarlalarinda TSWV’nin arastiriimas: icin
toplanan 6rneklerde TSWV serolojik ve molekiler testlerle tespit edilmistir
(Shoushtari ve ark, 2013).

2016 yilinda yikici hastaliga neden olan TSWV’nin, Cin’de degisik

konukgular: enfekte ettigi rapor edilmistir. 3 yeni izolat igin farkli uzunluklardaki
13
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genomlar (L, M ve S segmentler) RT-PCR’da kullanilmistir. Tammlamada
niikleotid ve amino asit dizileri DNAMAN tarafindan analiz edilmistir. MEGA 5.0
filogenetik agaclarda kullanilmistir.  RDP4, izolatlarin  evrimi  sirasinda
rekombinasyon olaylarini belirlemek icin kullanilmistir. 3 yeni izolatin genom
dizileri Cin’de belirlenmistir. Bununla birlikte diger mevcut izolatlar, 29 RNA L,
62 RNA S ve 66 RNA S TSWV izolatlart molekdler gesitlilik igin analiz edilmistir.
Bu analiz TSWV genomu (zerinde, 6zellikle m ve s RNA, A-U lzerinde biylk
farkliliklar oldugu belirtilmistir (Zhang ve ark, 2016). Ayni arastiricilar, TSWV’nin
Avustralya’dan sonra Avrupa, Afrika, Kuzey Amerika, ve Gliney Amerika’da
yayildign: bildirmislerdir.

TSWV’nin Ulkemizde varlig: ilk olarak Tekinel ve ark. (1969) tarafindan
marul bitkilerinde rapor edildikten sonra, farkli bolgelerde yapilan calismalarda
cesitli bitki trlerinde bildirilmistir. Guldir ve ark (1995) Turkiye’de sera altinda
sebze yetistiriciliginin yapildigi1 en 6nemli bolgelerden biri olan Kazanli-Mersin
y6resinde domates bitkilerinde yaptiklari ¢alismada TSWV’nin varhgini rapor
etmislerdir.

Kamberoglu ve ark (2005), TSWV varliginin tespiti i¢in Mersin’de yapilan
survey ¢alismasinda; sararma, mozaik, nekrotik lekeler ve clcelik simptomlarin
gosteren veya simptomsuz olan 18 adet Ranunculus arvensis L. ve 20 adet
Ranunculus muricatus L. bitkisi toplanmustir. Bu bitki tiirleri Gzerinde, TSWV nin
vektori olan bati gicek thripsi (Frankliniella occidentalis (Pergande)) gorsel olarak
tanimlamustir.  Yapilan ELISA testleri sonucunda, toplanan R. arvensis L.
bitkisinden 2 tanesinin (%11.1) ve R. muricatus L. bitkisinden 4 tanesinin (%20)
TSWV ile bulasik oldugu saptanmistir. Bu ¢alisma ile Turkiye’de ilk defa domates
lekeli solgunluk virtsunin R. arvensis and R. muricatus Uzerinde dogal
enfeksiyonu tespit edilmistir.

Arli-Sékmen ve ark (2005), Samsun ilinde biber yetistiriciligi yapilan
alanlarda bircok viris hastaliginin varligini rapor etmislerdir. 1998 ve 1999 yillar

arasinda ELISA ile testlenmis ve viriislerin teshisi yapilmustir.
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Oztiirk (2007), Dogu Akdeniz bolgesinde Osmaniye, Adana, Mersin ve
Kahramanmaras illerinde yerfistiginda biyolojik ve serolojik yontemler kullanarak
yaptiklari ¢calismada 2 6rnekte pozitif sonug aldiklarini bildirmislerdir.

Degirmenci ve Uzunogullar1 (2007), 2003 ve 2004 yillarinda Marmara
bolgesinde (Bursa, Bilecik, Sakarya ve Tekirdag) domates alanlarinda TSWV ile
bulasik oldugunu saptamiglardir.

Kiglk (2006), 2005- 2006 yillar1 arasinda yurittigi calismada, Adana ve
Mersin illerinde yetistirilen domates ve biberlerde zararlh Domates Lekeli
Solgunluk Virlsu’niin saflastiriimasi, biyolojik, serolojik ve molekiler yontemler
ile tanisinin yapilmas: amaciyla, virtsli oldugundan stphenilen bitkileri, dncelikle
ELISA yontemi ile testlemis ve toplanan érneklerde hastalik oranini % 45 olarak
hesaplamistir. TSWV ile enfekteli test bitkilerinden total RNA ekstraksiyonu
yapilarak, RT- PCR yoOnteminde kullanilmis ve PCR (rilinleri agarose jel
elektroforez ile testlenip beklenen band buyutklukleri gozlenmistir.

Sevik ve Arli-Sokmen (2007), 2004 yilinda yaptiklar: ¢alismada, 2100 m
2’lik bir alana 4.080 domates bitkisi dikmisler, TSWV ile bulasik bitkileri haftalik
olarak izlemisler ve vektoér populasyonu ile iliskisini arastirmiglardir. Bu amagla,
15 adet domates bitkisi, TSWV- domates izolat:1 ile inokule edilmis, inokulum
kaynagi olarak bu enfekteli bitkiler 15 gln ara ile yenileriyle degistirilmis viris
konsantrasyonunun yiiksek seviyede tutulmas: slrekliligi saglanmigtir. 240
bitkiden 6rnek alinmis ve DAS- ELISA yontemi ile testlenmistir. Ayn1 zamanda
araziye yerlestirdikleri  tuzaklardaki thrips tdrlerinin  populasyonundaki
degisiklikler haftalik olarak takip edilmistir. Yaptiklar: ¢alismada deneme alaninda
Frankliniella intonsa, Trybom ve Thrips tabaci Lindeman trd thripsleri tespit
etmisler. Bu calismada domatesten izole edilen TSWV- Samsun izolatinin domates
ve tutlinden tekrar domatese T. tabaci bireyleri ile tasinabilirligi biyolojik, serolojik
ve molekiiler yontemlerle belirlenmistir.

Kamberoglu ve ark (2009), Adana ve Mersin illerinde patlican bitkisinde

yaptiklar: calismada ELISA testi sonucu TSWVyi tespit etmislerdir.
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Yardimci ve Culal-Kili¢ (2009), domates, biber, patates, marul, kabak ve
hiyar yetistirilen alanlarda survey calismalar1 yirtitmusler TSWV enfeksiyonunun
biber, marul, domates ve kabakta siras: ile % 66.1, % 66.6, % 46.9 ve % 16.6
oranlarinda oldugunu belirlemislerdir.

Bozdogan (2009), Antalya’da domates, biber ve marul alanlarinda
TSWV’nin saptanmas: ve yayginhginin ortaya koyulmas: icin yapmis oldugu
calismada RT-PCR ile TSWV enfeksiyonu teyit edilmistir.

Ozdemir ve ark (2009), 2005-2006 yillar1 arasinda Denizli’de serada
yetistirilen domateslerde ve bazi yabanci otlarda TSWV’nin tespiti amaciyla
yurattukleri calismada test edilen 10 yabanci ottan 7 sinin, 71 yaprak orneginden
43’0nln TSWV ile bulasik oldugunu tespit etmislerdir.

Kibar (2014), Yalova ili ortualti kesme cicek tlrlerinden Anthurium
andreanum, bazi orkide (Cymbidium sp.), gul (Rosa spp.) ve gerbera bitkilerinin
yetistiriciliginin yapildig: alanlarda Dasheen mosaic virus (DsMV), TSWV ve
Cucumber mosaic virus (CMV) hastaliklarini saptamak amaciyla, 2013 yili Ekim
ve Kasim aylarinda 11 farkli ortlialt: Gretim alaninda calisma gerceklestirmistir.
Calisma esnasinda sistemik, mozayik, sarilik, klorotik ve nekrotik lekeler ile
yaprak ve ¢iceklerde deformasyon simptomlar: sergileyen Anthurium andreanum,
baz1 orkide, gul ve gerbera bitkilerinden toplam 150 yaprak o6rnegi toplamustir.
DAS-ELISA serolojik testinin uygulandigi orneklerde TSWV, DsMV ve CMV
hastaliklarinin varlig: arastirilmigtir. DAS-ELISA testi sonuclarina gére 150 yaprak
orneginden 4 adedinin Dasheen mosaic virus (DsMV) ile enfekteli oldugu
saptanmistir.  Elde edilen bu sonuclar dogrultusunda 2 adet Anthurium
andreanum’da (Flamingo cigegi) ve 2 adet orkide (Cymbidium spp.) bitkisinde
saptanan DsMV hastaliginin varligimi, Turkiye’de ilk defa bu ¢alisma ile rapor
etmistir. Ancak Yalova kesme cicek seralarinda TSWV ve CMV virUslerini tespit
etmemistir.

TSWV haricinde bitkilerde enfeksiyona ve kayiplara neden olan tospoviriis

cinsinin 14 Gyesi bulunmaktadir (Cizelge 2.1.)
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Cizelge 2.1. Tospoviris cinsinde yer alan bitki virtsleri
No Virsin Adi Kisaltmasi
Domates lekeli
1 solgunluk virusi Tomato Spotted wilt virus TSWV
Impatiens nekrotik Impatiens necrotic spot
2 leke virlisi virus INSV
Karpuz guimisi Watermelon silver mottle
3 mozayik virisi virls WSMV
Karpuz tomurcuk Watermelon bud necrosis
4 nekroz virisi virls WBNV
Kavun sari leke Watermelon yellowspot
5 virisi virls MYSV
Domates klorotik Tomato chlorotic spot
6 leke virlisi virls TCSV
7 Biber kloroz virusu Capsicum chlorosis viriis CaCVv
Kabak oldurtci Zucchini lethal chlorosis
8 kloroz virtisu virus ZLCV
Yerfistigr halkah
9 leke virlsi Groundnut ring spot virus GRSV
Yerfistigr tomurcuk
10 nekroz viriisi Peanut bud necrosis viris PBNV
Yerfistigi klorotik
11 virtsi Peanut chlorotic fan viris PCFV
Yerfistigi sari leke
12 virtisi Peanut yellow spot viris PYSV
Susen sari leke
13 virtisi Iris yellow spot virlis lYSV
Krizantem gévde Chrysanthemum stem
14 nekroz virisi necrosis virus CSNV
Fenerotu siddetli Physalis severe mottle
15 benek viriisi virus PSMV

Iris yellow spot virus (IYSV): IYSV, (Bunyaviridae; Tospovirus)’ln

bircok izolat: T. tabaci (Takim: Thysanoptera, Familya: Thripidae) ile tasimaktadir

(Cortes ve ark, 1998). Ayrica, Frankliniella fusca ve Thrips tabaci 1YSV’nin

vektorleridir (Srinivasan ve ark, 2012). F. occidentalis birgok tospovirsi

tasimasina ragmen, 1YSV’yi tasimamaktadir (Nagata ve ark, 1999).

IYSV, 80-120 nm pleomorfik parcaciklar olup; virionlar RNA ve

proteinlerden, karbonhidrattan ve lipitlerden olusmaktadir. Nikleokapsid proteini

elde etmis ve daha sonra sezyum siilfat gradyanina uygulanmis ve ekstre edilmistir.

1/
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Viral (v) RNA,; elektroforezde, S (2.9 kb), M (4.8 kb) ve L (8.9 kb) oldugu
gozlenmistir. Patojenin temel patojen Ozelliklerini anlamak igin, virisiin genom
dizisine bakilmistir. Diger tospovirisler gibi 1'YSV, biylk (L), orta (M) ve kiguk
(S) tek sarmalli RNA molekilleri olmak Uzere t¢ segmentli RNA'dan olusur.
RNA'lar negatif (L) veya ambisense (M & S) kodlama icermektedir (Cortes ve ark,
1998).

L RNA 880 nikleotid uzunlugundadir ve viral tamamlayici (vc) iplikgikte
8,621 nt'lik tek bir agik okuma cercevesi icermektedir. ORF, 2.873 aminoasitten
olusan ve 331.17 kDa'lik bir molekdl agirhigi tahmin eden bir proteini kodlar ve
bilinen tospovirtslerin L RNA'lar1 tarafindan kodlanan viral RNA'ya bagimli RNA
polimerazin (RdRp) 6zelliklerinin ¢cogunu paylasir. IYSV L RNAnin (vc) 5 've 3'
sirasiyla 33 ve 226 nikleotidlik iki ¢evrilmemis bolge icermekte ve her ikisi
terminalleri, RNA'lar, tospoviriis genomiklerinin ortak 06zelligi olan terminal
nikleotidleri bulundurmaktadir (Bag ve ark, 2010). M RNA, 4.821 nikleotid
uzunlugundadir, iki ORF, bir ambisense aranjman, 935 niikleotidten daha kulgik
ORF, vsense ipliginin 5' ucunda bulunur. Muhtemelen potansiyel olarak yapisal
olmayan bir hareket proteini olan 34.7 kDa'lik bir molekul kutlesi, 311 aminoasit
proteini kodlar. ikinci ORF, glikoprotein énciisti (Gn / Gc), vc-anlamindadir ve
potansiyel olarak 128.84 kDa'lilk 1.136 aminoasit proteinini kodlayan 3.410 nt
uzunlugundadir. iki agik okuma gercevesi 380 niikleotid intergenik bélge ile ayrilir
(Bag ve ark, 2009; Cortes ve ark., 2002). 1YSV'nin S RNA kism: 3,105
nikleotiddir (Cortes ve ark, 1998), ambisense diizenlemesinde g¢akismayan iKki
ORF'yi kodlar. Viral anlamdaki ORF, potansiyel olarak 50.1 kDa yapisal olmayan
proteini (NSs) kodlayan 1.329 nt uzunlugundadir ve vC-anlamda 816 nt
uzunlugundaki ikinci ORF ve potansiyel olarak 30.5 kDa'lik nlikleo protein kodlar
(Cortes ve ark, 1998). Her G¢ RNA da diger tospovirtslerin bazi benzer
Ozelliklerini paylastigini belirtmislerdir.

IYSV, ilk kez 1981 yilinda Brezilya’da soganlar lzerinde tanimlanmistir

(Pozzer ve ark., 1999), 1989°da ise, Amerika’da varligi onaylanmistir (Hall ve ark.,
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1993 ). Daha sonra Hollanda’da pirasa (A. porrum) ve iris (Iris hollandica) ‘den
izolayon karakterizasyonu galismalar: sonucunda 1'YSV tiirii olarak belirlenmistir.

Srinivasan ve ark (2012), Frankliniella fusca’nin 1YSV'yi serada deney
kosullar1 altinda simirli bir oranda da tasidgini bildirmistir. Diger bdcek
zararhilaryla karsilastinildiginda, Thrips tabaci'nin genis bir konukgu dizisi
bulundugu bildirilmistir. 1YSV'nin tohum ve soganlarla tasindigi hakkinda
herhangi bir rapor bulunmamaktadir (Kritzman ve ark, 2001; Robene-Soutrde ve
ark, 2006), ancak yakin zamanda Weilner ve Bedlan (2013), soganlarda sadece
ELISA ile I'YSV'yi saptamiglardir.

Bag (2013), sogan bitkilerinin 1YSV enfeksiyonu cok cesitli belirtiler
gosterdigini, baslangicta, karakteristik sari-saman renkli Klorotik veya nekrotik
lezyonlar goraldugind, lezyonlarin genellikle uzun veya is mili seklinde oldugunu
bildirmigtir. Bunlar, enfekte olmus bitkilerin orta-alt bélimlerinde gorilmektedir.
Hastalik gelistikce ve bitkiler biyudikece, lezyonlar uzar ve yapraklari ve saplart
tamamen kaplayarak bir araya getirdigini, genellikle lezyonlarin merkezinde elmas
halka yapis1 veren ve genellikle I'YSV igin tan1 simptomu olarak distnilen yesil
doku olustugunu gozlemlemistir. Bazi durumlarda, tohum basinin enfeksiyon
noktasinda sistigini, belirtilerin virlis ve vektoér beslemenin kombinasyonundan
kaynaklandigin: bildirmistir.

Beslenme sonucunda, hiicresel icerigin bozulmasindan dolayr gumisi
yaprak lekeleri olusmakta ve daha sonra bu lekelerin beyaza donererek yapraklarin
kivrilmasina neden olur (Bailey, 1938). Bu daha sonra bitkilerin fotosentez
kabiliyetini azaltir. Besin taginmasini engelleyebilecek, klorofil acisindan zengin
alanin azalmasina neden olur (Molenaar, 1984). Azalan sogan ebad: ve agirliginin
yani sira (Diaz-Montano ve ark, 2010; Fournier ve ark, 1995; Kendall ve Capinera
1987; Rueda ve ark, 2007). Allium sativum 'da, diizensiz dairesel lekeler olan
kloroz (Bag ve ark, 2009) ve diger allium konukgularinda benzer belirtiler
gorulirken, yabanci otlarda marjinal kloroz, nekroz, ¢izgi olusumu ve mora benzer

renk degisimi gortlmistir (Evans ve ark, 2009). Cesitli indikator gruplarinda
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hastalik gcogunlukla klorotik halka simptomu gelistirmis, klorotik lokal lezyonlar ve
nekrotik lekeler birleserek enfekte olmus yapraklarda erken yaslanmaya neden
olmustur.

Virls cogunlukla konukgusuna goére lokalizedir, ancak Nicotiana
benthamiana (Pappu, 2009) ve Eustoma russellianum'da (Srinivasan ve ark, 2012)
damar, govde ve tomurcuklarda nekroz Urettigi ve bitkilerin erken yaslanmasina
yol actigi bildirilmistir. Thrips tabaci, dinya ¢apinda ortaya ¢ikmis ve allium
yetisen her yerde goriilme ihtimalinin yiksek oldugu gortlmustar.

Bag (2013), yapms oldugu calismada, I'YSV’nin mekanik inokilasyondan
sonra virlise kars1 farkli tepkiler gelistirdigini, bitkilerin ¢ogunda, klorotik lokal
lezyonlar, halka lekeler, damar nekrozu, asilanmis yapraklarda kuruma
belirtilerinin gorildigini, sadece Nicotiana benthamiana’dan yeni inokile
edilmemis yapraklarda, tomurcuklarda ve koklerde sistemik simptomlar
goraldigind belirtmistir. V. unguiculata’da inokule edilmis yapraklarda nekrotik
lekeler olarak ortaya c¢ikmistir. Capsicum annuum'un asilanmis yapraklar: ve
Chenopodium quinoa uzerinde kiclik konsantrik Klorotik halka lekeleri gelistiren,
tospoviriis enfeksiyonuna 6zgl simptomlar giderek artmis ve belirgin bir klorotik
lezyonlara dontsmiistir. ki deneysel konukgunun, D. stramonium ve N.
benthamiana’nin 1YSV'ye farkli tepkiler verdikleri bulunmustur. D. stramonium
tizerinde kisitlayici lokal lezyonlar gorilmis ve virs, asilanmis yapraklarla sinirl
iken, N. benthamiana, virlisiin, asilanmis ve asilanmamis dokularina gegmesini
saglayan, sistemik bir konukcudur. Farkli cografi bolgelere ait cesitli izolatlar, her
iki konukgu icin arastirllmigtir. D. stramonium’da, California (I'YSV-CA), Idaho
(I'YSV-ID) ve Washington (IYSV-WA) izolatlar: asilanmis yapraklara lokalize
edilmis ve yapraklara, lokasyonlara esit olarak yayilmig kicik nekrotik lekeler
iceren benzer simptomlar Uretip sonradan birlestigi gorilmustir. Sistemik konukgu
N. benthamiana 'da, (¢ izolatin tuma, inokulasyondan 7-10 gun sonra asilanmis
yapraklardaki kiglk klorotik lekeler gibi, yavas yavas nekrotik noktalara déniisen

benzer simptomlar géstermis ve hastalik gelisiminin sonraki safhalarinda veinal
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nekroz ve kok nekrozuna neden olmustur. Bununla birlikte, sistemik olarak enfekte
apikal yapraklar, I'YSV-ID ve 1YSV-WA durumunda inokulasyondan 15 giin sonra
kuicuk nekrotik noktalarda bulunurken, sistemik enfeksiyon, inokulasyondan 20-24
gune kadar ertelenmistir. I'YSV-CA ve IYSV-WA'ya kiyasla 1YSV-CA'nin yavas
hareketi DAS-ELISA ile dogrulanmistir. Enfekte olmus bitkiler daha ileri hastalik
gelisimi igin gozlem altinda tutulmus ve IYSV-ID ve IYSV-WA izolatlar ile
enfekte olan bitkiler (alt1 bitkiden altisi), hastaligin ciddiyetine bagl olarak erken
yaslilik inokulasyondan 50 giin sonra, sistemik olarak enfekte iken I'YSV-CA ile
enfekte olmus bitkiler inokulasyondan sonra 80-90 giine kadar hayatta kalmistir. N.
benthamiana'nin bu izolatlara verdigi tepkilerin farkli zamanlarda tekrarl: ve tutarl
oldugu gorilmustr.

IYSV’nin, 2002 yilinda Meksika’da da yayilim gosterdigi, ¢icek soganinda
kuculme, tohum igin vyetistirilen bitkilerde verim kaybina neden oldugu,
karakteristik olarak saman renkli lezyonlar ya da yuvarlak, elmas sekilli nekrotik
lekeler olusturdugu goérulmistir. Ayrica tohum saplarinda sisme ve govdeden
devrilme seklinde belirtiler géralmistir (Goldberg, 2005).

Cordoba ve ark. (2007), Ispanya’da yaptiklar: bir calismada, sogan
yetistirilen alanlarda 1'YSV enfekteli 6rneklerin nukleokapsid geninden (1YSV1S
ve IYSV1A primerleri kullanilarak) RT-PCR yapmis ve bu PCR urtnleri ticari kit
kullanilarak saflastirdiktan sonra nikleik asit dizilimlerini analiz etmislerdir. Gen
bankasinda yapilan karsilastirma sonucunda, %97 oraninda benzerlik gézlenmis ve
bu viriis Ispanya’da ilk olarak rapor edilmistir. Ayni arastiricilar, bu Tospoviriisiin
Thrips tabaci tarafindan propagatif sekilde tasindigini, fakat bu thripsin her ne
kadar Ispanya’da biiyiik bir populasyona sahip olsa da Akdeniz iklimi etkisinde
INSV’nin tasinmasinda etkisinin bilinmedigini bildirmislerdir.

IYSV enfeksiyonu Uzerine gesitli calismalar yapilmis; Afrika’da (Birithia
ve ark, 2011; du Toit ve ark, 2007; Lobin ve ark, 2010), Amerika’da (Gent ve ark,
2006a); Hoepting ve ark., 2007; Hoepting ve ark, 2008; Mullis ve ark, 2006;

Rosales ve ark, 2005), Avustralya’da (Coutts ve Jones, 2003), Avrupa’da da
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(Cordoba-Sellés ve ark, 2007; Huchette ve ark, 2008; Leinhos ve ark, 2007; Plenk
and Grausgruber-Groger, 2011; Tomassoli ve ark, 2009) varlig: rapor edilmistir.

IYSV ile enfekteli soganh bitkide geriye dogru 6liimler, nekrozlar ve Griin
kayiplart meydana gelmektedir (Nischwitz ve ark, 2007; Shock ve ark, 2008).
Tohum ile bulasict oldugu bilinmemektedir (Kritzman ve ark, 2001). iki yillhik
yada cok yillik yabani otlar, diger Allium turleri, ¢cok sayida sis bitkisi tarl
hastaligin konukgusu arasinda yer almaktadir (Gent ve ark, 2006b).

EPPO (2007b), risk analiz raporuna gore; Avustralya, Brezilya, Kanada,
Sili, Guatemala, Hindistan, Japonya, Yeni Zelanda, Peru, Reunion Adasi, Gliney
Afrika ve ABD., Fransa, Almanya, Israil, italya, Hollanda, Sirbistan, Slovenya ve
Ispanya'da mevcuttur. Bir serada Eustoma sp. lzerinde hastalik yayilis1 Birlesik
Krallik'ta eradike edilmistir.

2003 yilinda Ispanya’da Eylil ayinda sogan alaninda yapilan calismalarda
bitki yapraklarinda kivrilmalar, nekrotik lezyonlar hastaligin siddetli oldugu
ilerleyen dénemlerinde ise bitkinin 6ldugi gorilmistir (Cordoba-Selles ve ark,
2007)

Robene ve ark (2006), en 6nemli virls hastaliklar: icerisinde yer alan,
soganda duizensiz sekiller veya nekrotik lezyonlar seklinde simptomlara neden olan
IYSV ile calisma yapmiglardir. Soganda TSWV, INSV ve 1YSV’ye karsi serolojik
olarak testlemisler ve sadece I'YSV’ye kars1 pozitif reaksiyon almiglardir. Serolojik
testler sonucu pozitif bulunan 6rnekler igin virsin kilif proteinine spesifik
primerler kullanilarak RT-PCR vyapilmistir. Elde edilen PCR (rinlerinin
sekanslamas: yapilarak diinya izolatlar: ile karsilastirmas: yapilmistir. Daha sonra
bu belirtilerin sogan, sarimsak ve pirasa’da da rastlamiglar bunlarla yapilan
testlemeler ile pirasada 11 6rnekten 9’unda, sarimsakta 11 &rnekten 10’unda,
soganlarda ise 3 drnekten dcunde, IYSV pozitif bulmuslardir. Potansiyel vektorl
Thrips tabaci’nin bu yayilmada etkili oldugunu bildirmiglerdir.

EPPO (2007b), risk analizi raporuna gore 1YSV Uzerine Haziran ayinda

Birlesik Krallik’ta Lisianthus bitkisinde yapilan ¢alismada, yapraklarin hastaliktan
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etkilendigi gortlmustiir. Bir seradan toplanan (Eustoma grandiflorum) bitkiler
Uzerinde vyapilan caligmada nekrotik lezyonlar, yaprak renginde agilmalar
gorilmis, enfekteli bitkiler kaldirilmis ve eradikasyon galismalari yapilmstir.
Hollanda’da yapilan galismada /ris hollandica bitkisinde yapraklarda sararma ve
nekrotik, klorotik lekeler gorilmistiir. Hollanda'da Allium porrum bitkisi Gizerinde
klorotik halkalar, nekrotik belirtiler gorilmiistir. israil’de 1YSV’li Allium cepa
yapraklarinda halkali saman rengi simptomlar, Brezilya’da yaprak ve ¢igek saplar
Uzerinde g6z benzeri lekeler gorilmistir. ABD’de yapilan ¢alismalarda sogansi
bitkide nekrotik lekeler, gicek saplarinda lezyonlar olusmustur. Diger lezyonlar ise
konsantrik halkalar seklinde gorilmustdir.

Ekvatorda Pichincha ve Tungurahua’da yapilan calismalarda Allium
bitkisinin yapraklarinda saman renginde acilmalar, dizensiz sekiller, klorotik ve
nekrotik lekeler gortlmustir. Laboratuar analizi ile 1'YSV oldugu tespit edilmistir
(Sivaprasad ve ark, 2016).

EPPO (2010a), sogan ve pirasada I'YSV’nin varlig: Yunanistan’da rapor
edilmigtir. EPPO (2010b), 2007 yilinda Sirbistan’da Trips tabaci ile yayilim
gosterdigi bulgusuna rastlanmis, 2010 yilinda rapor edilmistir.

Sarimsak ve pirasa bitki Gzerinde Kibris’ta 1'YSV rapor edilmistir. Dogal
konukgular: arasinda iris, sogan, pirasa, frenk sogani, arpacik sogani, sarimsak,
Allium tarleri, yer almaktadir (Hafez ve ark, 2012).

Soganlarin yaninda, diger hassas bitkiler ve cesitli sis bitkileri ve yabani
otlar, virus inokulumunun potansiyel konukgu kaynaklar: arasinda yer almaktadir
(Sampangi ve ark, 2007).

Szostek (2014), Colorado da Iris sar: spot verusu’niin biyolojisi ve kisin
hayatta kalmasi ile ilgili yaptigi calismada, 1'YSV'yi tespit etmek igin, double DAS-
ELISA testi uygulamis ve sogan tohumunda pozitif sonug elde etmistir. Daha sonra
RT-PCR ile sogan ciceklerinin saplari, yapraklari, anterleri ve meyvelerinde de
IYSV tespit etmistir. Simptom gdsteren bitkilerden toplanan sogan tohumu, sera ve

blylme odas1 kosullarinda yetistirilmis, fakat alt: haftalik fidelerde 1'YSV tespit
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edilmemistir. Yapilan calisma ile ¢imlenme sirasinda 1'YSV'nin tohumdan yeni
bitkiye gecmesinin oldukc¢a disiik oldugu gorilmistir. Bu calisma, T. tabaci’nin
bulundugu sogan tarlalarinin yakininda 1YSV'nin, oldugunu goéstermistir. Kis
boyunca T. tabaci bircok yabaciot turiinde Ureyecek ve larvalar allium olmayan
kaynaklardan da I'YSV’yi kazanabilecektir. Daha sonrasinda yapilan ¢alismada ise
thrips aktivitesi, 2011-2013 yillar1 arasindaki kis aylarinda yapiskan tuzak yoluyla
izlenmistir. Ortalama sicakligin 0 °C'nin altina dismesiyle birlikte bdcek
aktivitesinin durdugu ve ortalama sicakligin 0 °C'nin Uzerine ¢iktiginda ise
aktivitenin tekrar basladigi gortlmistir. Yetiskin ve larva thripslerinin Gzerinde
yasadigi Malva neglecta Wallr. (common mallow), Taraxacum officinale Weber
Wiggers (dandelion), Descurainia sophia (L.) Webb. Ex Prantl (flixweed), Lactuca
serriola L. (prickly lettuce) ve Tragopogon dubius Scop. (salsify) bitkilerden alinan
orneklerde 2010-2013 yillar1 arasinda kis boyunca RT-PCR ¢alismas: yapilmustir.
Yapilan ¢alisma sonucunda bu bes bitkiden Lactuca serriola L. (prickly lettuce),
Descurainia sophia (L.), Webb. Ex Prantl (flixweed) bitkilerinde 1YSV tespit
edilmistir. Sonuglar, thripslerin ve IYSV'nin asirnni kis mevsiminde de hayatta
kaldigini, bir sonraki biylime déneminde inokulum saglayacagini ve kis boyunca
yabanci ot kontroltinin yapilmas: gerektigini gostermistir.

Impatiens necrotic spot tospovirus (INSV): INSV, thrips tlrleri ile
tasinabilen tospovirls cinsine ait bir virustir. Bu virls, dunyanin farkl kitalarinda
basta sus bitkileri olmak Uzere bazi sebze tirlerinde 6nemli kayiplara yol agan
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Tospovirusler genel olarak bircok bocek (thrips)
thrd ile tasinirken (Jones, 2005, Sevik, 2008). Impatiens necrotic spot tospovirus
(INSV), Arthropoda subesi Insecta sinifina bagl Thysanoptera (Kirpik kanatlilar)
takimi  Thripidae familyas: igerisinde yer alan Frankliniella cinsinden F.
occidentalis, F. schultzei ve F. intonsa thrips tirleri ile sirkilatif ve propagatif
(vektor blnyesinde ¢ogalarak) olarak tasinabilmektedir (Mound, 1996, Naidu ve
ark, 2001).
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INSV morfolojik 6zellikleri bakimindan TSWV’ye benzemekle beraber,
80-120 nm ¢apinda lipit membran iceren kiresel partikillere sahip bir tospoviris
uyesidir. Tospovirus partikulleri %5 niikleik asit (RNA), %70 protein, %20 lipit ve
%5 karbonhidrat igermektedir (Adkins, 2000). Virls tripslerle persistent olarak
tasinir. Taginma etkinligi virUs turine ve populasyonuna bagh olarak degiskenlik
gostermektedir. Etmen, F. occidentalis ve F. intonsa ile tasinsa da F. occidentalis
vektorii virisin taginmasinda daha etkilidir (Sakurai ve ark, 2004). Sis bitkileri
icinde yer alan konukgulari; camguizeli, yasemin, duglin gigegi, begonya, siklamen,
krizantem, yildiz cicegi, petunya, gerbera, gloksinya, glaydl, anemon, sari aster
cicegi, sinerya, exacum, sardunya, lobelya ve meneksedir. Bitki dokusunda
sararma, cigceklenme oraninda disis, bitkide bodurluk ve yapraklar Uzerinde
nekrotik ve klorotik leke olusumuyla birlikte solma simptomlar: gorilir (Anonim,
2013). INSV’nin bitkilerde simptomlar fungal, bakteriyal ve besin elementi
noksanliklariyla benzerdir. Bitkide sararma, zayif ciceklenme, bodurluk, solma ve
yapraklar Uzerinde nekrotik ve klorotik leke olusturur. Viris Ozellikle sis
bitkilerinde Kuzey Amerika, Avrupa ve son zamanlarda Asya’da zarar yapmaktadir
(Adkins ve Baker, 2005). Yeni Zellanda’nin guneyinde Freesia refracta,
impatiens, lobelia, primula ve ranunculus, begonia, gerbera, hibiscus ile cyclamen
bitkilerinde zarar meydana getirmis ve bu bodlgede yapilan calismada, F.
occidentalis populasyonunun yogunlugu dikkat ¢ekmistir (Elliott ve ark, 2009).
Slovenya’da Chrysanthemum (Mavrik ve ark, 2001), italya’da sis bitkilerinde
(Roggero ve Ciuffo, 1999), iran’da Rosa sp., Gazania sp., Chrysanthemum sp.,
Leucanthemum sp., Matricaria camomila, Pelargonium roseum, Salvia sp. ve
Dianthus caryophyllus tirlerinde tespit edilmistir (Shahraeen, 2008).

2010 ve 2011 yillarinda Samsun iline bagli Bafra, Carsamba, Terme,
Tekkekdy ve Merkez ilcelerinde sebze Uretim alanlarinda yapilan survey
calismasinda 985 sebze yaprak ornegi toplanmis, toplanan 6rnekler double-
antibody sandwich enzyme linked immunosorbent assay (DAS-ELISA) yénetmi ile

TSWV, TCSV, INSV ve Watermelon silver mottle virus (WSMV) varliginin tespiti
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icin analiz edilmistir. Samsun'da sebze Uretim alanlarindan gerek 2010 yilinda ve
gerekse de 2011 yilinda toplanan 985 sebze yaprak drneklerinin, bazi tospovirusler
yoéninden DAS-ELISA ydntemi ile test edilmesi sonucunda, toplanan 6rneklerde
bulasiklik oraninin 2010 yilinda %9.2, 2011 yilinda ise %9.7 oldugu belirlenmistir.
Bu orneklerin %9.13'G TSWV, %1.92'si TCSV ile bulasik olarak tespit edilirken,
TSWV ve TCSV sadece domates ve biber bitkilerinde saptanmistir. Toplanan ve
analiz edilen diger sebze tirlerine ait drneklerin hicbirisinde INSV ve WSMV

enfeksiyonuna rastlanmamastir (Sevik ve Arli-S6kmen, 2013).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Survey Alam ve Calisma Materyali Hakkinda Bilgiler

Bu cahisma, Istanbul ili Adalar ilgesi’nde (Biiyikada, Heybeliada,
Kinaliada, Burgazada) sis bitkilerinde tospoviriislerin; I'YSV, TSWV ve INSV’nin
saptanmas: amaciyla, 2015 yili Nisan-Ekim aylar1 ve 2016 yili Mayis-Eyll aylar
arasinda gerceklestirilmistir. Survey ¢alismalari, Adalar ilgesinde hobi bahceleri ve
peyzaj alanlarinda vyetistiriciligi yapilan alanlarda yuratulmis ve ¢alismanin
materyalini olusturan s6z konusu sis bitkilerinde simptomlu ve/veya simptomsuz

bitki dokular: toplanarak survey calismalar: tamamlanmustir.

3.1.2. Serolojik Cahsmalarda Kullanilan Materyal

DAS-ELISA testlerinde 1YSV, TSWV ve INSV etmenlerine spesifik
poliklonal antiserumlar, pozitif ve negatif kontroller AGDIA ve BIOREBA
(Fransa) firmalarindan temin edilmistir. Spesifik poliklonal antiserumlar, tampon

cozeltiler (EK1), pozitif ve negatif kontroller kullaniimustir.

3.1.4. Total RNA Ekstraksiyonu Cahsmalarinda Kullamlan Materyal

IYSV ile enfekteli oldugu ELISA sonucunda tespit edilen bitki dokusu
orneklerinden elde edilen bitki 6zsulari materyal olarak kullanilmistir. Universal
320R marka masa tipi sogutmali santriftlj, pipetler, havan ve havan eli, tampon
cozeltiler, ependorf tlpleri, kullanilmistir. Total RNA ekstraksiyonu calismasinda

kullanilan sollisyonlar EK2’de verilmistir.

3.1.5. RT-PCR Cahsmalarinda Kullanilan Materyal
IYSV ile enfekteli bitkilerden elde edilen total nukleik asit ekstratlari ve
Cizelge 3.1’de belirtilen primerler RT-PCR yonteminde materyal kaynag: olarak

kullanilmastir (Pappu ve ark, 2008).
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Elde edilen sonugclari, ayn1 ¢calisma sonuclari ile karsilagtirmak icin ticari
olarak temin edilen 2X PCR Master Mix (Fermentas)’de kullandmustir. Viris
genomu Uzerinde hedef bdlgelerin ¢ogaltiimas: amaciyla hedef bolgeler Gizerinde

uygun sicakliklar, TECHNO GENIUS marka termocyle aleti ile saglanmustir.

Cizelge 3.1. PCR calhismalarinda kullanilan 1YSV’ye spesifik primer ciftleri
(Pappu ve ark, 2008)

IlYSV-465c 5 - CAG CAA AGT GAG AGG ACCACC-3
[YSV-239f 5’ - TGA GCC CCA ATC AAG ACG -3

3.1.6. Agarose Gel Elektroforez Cahsmalarinda Kullanmilan Materyal

Agarose gel elektroforez calismalarinda, total RNA ekstraksiyonu islemi
sonucunda elde edilecek tospoviriislere ait total RNA’lar ile RT-PCR
calismalarinda elde edilen PCR Urinleri materyal olarak kullanilmistir. Agarose gel
elektroforez isleminde, agarose, tampon ¢ozeltiler, BIORAD marka Mini Sub.
DNA Cell Elektroforez cihazi ve gii¢ kaynagi, UVP Ultraviolet Transilluminator

marka UV 151k kaynagi ve jel goriintiileme sisteminden yararlanilmistir.

3.2. Metod
3.2.1. Arazi Gozlemleri, infekteli Bitki Materyallerinin Elde Edilmesi ve
Muhafazasi

Calismanin yiratuldugi yorelerde tospovirls varligimin farkli yontemlerle
saptanmasi amaciyla yapilan survey calismalari gerceklestirilmistir.

TSWV, IYSV ve INSV ile bulasik oldugundan suphelenilen bitkilerin
belirlenmesi amaciyla, dncelikle simptomatolojik gézlemler yapilmis, 6rnek alinan
bitkilerde, tospoviruslerin neden oldugu, yapraklarda deformasyon, mozayik,
klorotik halkal: lekeler, sararma, klorotik ve nekrotik alanlar, gévde ve yaprak sap1
Uzerinde yag lekeleri ve sok simptomlar: aranmustr.

Toplanan sis bitkileri dokular1 etiketlenerek polietilen torbalara konulmus

ve buz kutusu igerisine yerlestirilerek laboratuvara getirilmistir. Toplanan
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materyaller serolojik testler uygulanincaya kadar kisa sreli muhafaza icin +4
°C’de buzdolabinda, uzun sireli muhafaza icin -20 °C’de c¢alisan derin

dondurucuda muhafaza edilmislerdir.

3.2.2. Serolojik Cahsmalar

Arazi cikiglarinda, simptomatolojik olarak tospoviris (I'YSV, INSV ve
TSWV) ile bulasik oldugundan suphelenilen ss bitkileri drnekleri, tospovirislerin
varliginin ortaya konulmasi: amaciyla, éncelikle Double Antibody Sandwich (DAS)
ELISA testi ile testlenmistir. Yapilan ELISA testlerinde kullanilan platelerin her
birinde, 6rnek tampon ¢ozeltisi ve saglikli agaglardan alinan veya firmalardan ticari
olarak temin edilen dokular ile hazirlanan ekstrakt olmak Uzere iki farkl: negatif
kontrol ve tospovirlis bulasik ticari olarak temin edilmis bir pozitif kontrol
karsilastirma amaciyla kullanmilmistir. ELISA testlerinde kullanilan tampon
cozeltiler ve bunlarin hazirlanmasi EK1’de verilmistir.

ELISA testleri sonucunda, saglikli kontrol i¢in 405 nm’de elde edilen
absorbans degerinin en az iki kati ve daha fazla absorbans degeri veren drnekler

pozitif olarak kabul edilmistir (Barba ve Riccioni, 1993; Helguera ve ark, 2002).

3.2.3. DAS-ELISA Testi
DAS-ELISA c¢alismalari, ELISA kitlerinin temin edildigi firma tarafindan
Onerilen sulandirma oranlari ve yontem dikkate alinarak, bazi modifikasyonlarla

asagidaki sekilde yaratulmastar.

1. IYSV’ye spesifik y-globulin, kaplama tamponunda 1/1000 oraninda
sulandirilarak, ELISA pleytlerine her cukura 100 pl konulmustur.

2. Pleytler, 30 °C’de 4 saat inkilbasyona tabi tutulduktan sonra, yikama
tamponu ile her yikama 3’er dakika olacak sekilde 3 kere yikanmustir.

3. Ekstraksiyon tampon c¢ozeltisinde 1/10 oraninda hazirlanmis olan

ekstrakttan her kuyuya 100’er pl konulmus ve pleytler +4 °C’de bir gece
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inkiibasyona tabi tutulduktan sonra, yikama tamponu ile yukaridaki sekilde
yikanmustir.

Konjugat tamponu icerisinde 1/1000 oraninda sulandirilmis olan enzimle
isaretli y- globulinden (Konjugate) her kuyuya 100’er pl konulmus ve 30
°C’de 5 saat inklibasyondan sonra pleytler yikama tamponu ile yikanmastir.
Son olarak pleytlerin her kuyusuna substrate tampon ¢ozeltisinde 1mg/ml
olacak sekilde hazirlanan substrattan 100’er pl ilave edilmis ve pleytler 30-
60 dakika oda sicakliginda 1siksiz ortamda bekletildikten sonra ELISA

okuyucuda okunmustur.

Yapilan ELISA testlerinde her bir 6rnek igin ikiser kuyu kullanilmis ve her

pleytte pozitif, negatif ve buffer kontrol bulunmasina dikkat edilmistir. ELISA

testleri sonunda ELISA okuyucusunda negatif kontrol icin okunan absorbans

degerinin 2-3 kati absorbans degerine sahip ornekler, 1YSV ile bulasik kabul

edilmistir.

3.2.4. Total RNA Ekstraksiyonu

ELISA testleri sonucunda, 1YSV ile bulasik oldugu saptanan arazi

orneklerinden alinan taze dokular kullanilarak yapilan total RNA izolasyon

calismalari, Astruc ve ark (1996)’nin Onerdigi yonteme gore asagidaki sekilde

yuratilmastar.

a)

b)

Total RNA ekstraksiyonu yonteminde izlenen basamaklar:

Ornekler ekstraksiyon tamponu (100mM Tris-HCI pH.8.0, 50mM EDTA
pH. 7.0, 500 NaCl, 10 mM 2. mercapto-ethanol (1/1000) ) ile 1:2 (w/v)
oraninda sulandirilarak ekstrakte edilmis ve bitki 6zsuyu steril tiilbentten
stzulmustar.

Bitki 6zsuyundan 1 ml alinarak eppendorf tupleri igerisine yerlestirilmis ve

ornekler 3 dakika 4.000 rpm’de santrifuj edilmistir.
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¢) Supernatant Gzerine %20’lik Sodium Dodecylsulfat (SDS)’den 50 ml ilave
edilerek vortekste karistirllmis ve sonra tipler 65 °C’de 30 dakika su
banyosunda inkiibe edilmistir.

d) Tiplere 250 ml potasium asetate (5M) ilave edilerek 20 dakika buz
icerisinde bekletilmis ve daha sonra 15 dakika 13.000 rpm’de santrif(j
yapilmustir.

e) Elde edilen supernatant ikiye bdélinmis ve 500 ml’si yeni hazirlanmis
eppendorf tuplerine konarak -70 °C’de saklanmistir. Geriye kalan 500 ml
slpernatant yeni hazirlanan eppendorf tiplerine konulmus, (zerine
%100’lik ethanolden 500 ml ilave edilerek 1 ml’ye tamamlanmis ve
vortekste karigtirilmastur.

f) Daha sonra tlplere 50 ml sodium asetate (3M) ilave edilmis ve 6rnekler
tekrar karistirilarak -70 °C’de bir gece bekletilmistir.

g) Ornekler 15 dakika 14.000 rpm’de santrifilj edilerek siipernatant kismi
ortamdan uzaklastirilmastir.

h) Eppendorf tlpleri filtre kagid: lizerinde ters gevrilerek 5 dakika kurutulmus
ve pellet Gzerine % 70’lik ethanolden 1ml ilave edilmistir.

i) Ornekler RNA’lar1 ¢oktiirmek amaciyla 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij
edilmis ve tOp icerisindeki ethanol atilarak eppendorf tlpleri kurutma
kagitlar: ile dikkatlice kurutulmustur.

j) Elde edilen total RNA’lar 50 ml RNAse free saf su ile sulandirilarak, 15ml
ve 35 ml olmak Uzere ikiye bolunmis ve eppendorf tupleri icerisinde -

20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.5. RT- PCR Gahsmalarn
RT- PCR islemi; total RNA galismalar: sonunda elde edilen viris nukleik
asidi Uzerindeki belirli bélgelerin spesifik primerler kullanilarak uygun kosullar

altinda ¢ogaltilmas: ve boylelikle I'YSV’nin molekiiler tanisi amaciyla yapilmustir.
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RT- PCR yontemi, Jain ve ark (1998)’na gore yapilmistir. iki asamadan
olusan islemin birinci asamasinda; RT (Reverse transcription) islemi ile cDNA’lar
elde edilmis, ikinci asamada ise, bu cDNA’lar kullanilarak PCR yapilmustr.

RT asamasinda; her PCR tipune, 1 pl saflastirilmig total RNA ve 1 pl
reverse primer konularak, 70 °C'de 5 dakika bekletilmis, daha sonra tupler buz
Uzerine alinmistir. Bu PCR tiplerine, 16.6 pl saf su, 5 ul RT tampon ¢ozeltisi (250
mM TrisHC1 (pH 8.3), 250 mM KC1, 20 mM MgC12, 50 mM DTT), 1 ul dNTP
(2 mM), 0.3 pul RNAse ve 0.1 ul RT enzimi ilave edilerek, 42 °C'de 60 dakika
inkibe edilmis ve islem sonunda cDNA’lar elde edilmistir.

PCR asamasinda ise, ayr1 bir PCR tiipiine, yukaridaki islemde elde edilen
cDNA’dan 1 pl konulmus, Gzerine 16.8 ul saf su, 2.5 ul 10X PCR tampon ¢ozeltisi
(100 mM Tris- HC1 (pH 8.8), 500 mM KC1, % 0.8 Nonidet P40), 1.5 ul MgClI2, 1
wl dNTP (2 mM), 0.2 ul Tag DNA polymerase, 1 pl forward primer ve 1 pul reverse
primer ilave edilmistir.

RT-PCR yonteminin her iki asamasinda; tuplerdeki karisim, toplam hacim
25 ul olacak sekilde hesaplanarak hazirlanmistir. 2X PCR Master mix kullanilarak
yapilan RT-PCR isleminde, RT kismi yukarida verildigi sekilde uygulanmis, PCR
kismu ise ticari firmanin énerdigi yontem kullanilarak, yine son hacim 25 pl olacak

sekilde hazirlanmustir.

3.2.6. Agarose Gel Elektroforez Calismalari

RT-PCR islemleri sonunda, 1'YSV’nin c¢ogaltilan niikleik asit materyalleri
% 1- 1.5”luk agaroz jel elektroforez yéntemine tabi tutulmustur.

Gallitelli ve Minafra (1994)’e gore modifiye edilerek uygulanan yontemde;
100- 150 mg agaroz 10 ml IXTAE tampon ¢ozeltisi (4.84 gr Tris, 2 ml 0.5 M
Na2EDTA, 1.142 ml Glucial Asetic Acid/1 It) igerisine konularak, agaroz
eriyinceye kadar mikrodalga firinda isitilmis ve son hacim tekrar 10 ml’ye
ayarlanmigtir. Karisim bir siire sogumaya birakildiktan sonra; jel, hazirlanan kisma

bosaltilarak tarak takilmistir. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice c¢ekilmis ve bu
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kisim elektroforez tankina yerlestirilerek, jeli 1-2 mm gegecek kadar 0.5x TAE
tampon ¢ozeltisi ilave edilmistir.

Ornekler, 5 ul 6rnek ve 1 pl 6x loading buffer olacak sekilde hazirlandiktan
sonra jeldeki kuyulara dikkatli bir sekilde yiiklenmistir. Tlk kuyuya marker (4 ul
marker, | pl loading buffer) konulmustur. Loading buffer icindeki turuncu renk
(Orange G) jelin sonuna gelene kadar elektroforez tankina 50 V elektrik akimi
verilmistir. Jel, elektroforez islemi sonunda, oda sicakliginda 10 dk. 30 pl ethidium
bromid/ 100 ml saf su (I0 mg/ml saf su) c¢ozeltisinde calkalanarak boyanmis ve
daha sonra fazla ethidium bromidi uzaklastirmak igin 5 dk. saf su igerisinde
tutulmustur. Yikanan jel, UV Transilluminator (izerine konularak, UV 1sikta ortaya

¢ikan bantlar gézlenmis ve fotografi cekilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

2014-2016 willar1 arasinda Adalar ilgesinde gerceklestirileren calisma
sonucunda elde ettigimiz sonuglar, survey, simptomolojik gozlemler, serolojik ve

molekdiler ¢alismalar: kapsamaktadir (Sekil 4.1.).

Kinaliada e
L

Burgazada  Heybeliada

Binylkada

Sekil 4.1. Survey calismasi yapilan Adalar ilgesi

& Sedefadas)

4.1. Survey Cahsmalar

Calismanin  yiritildiigt  Istanbul ili Adalar ilgesi’nde (Biiyiikada,
Heybeliada, Kinahada, Burgazada) hobi bahceleri ve peyzaj alanlarinda yetistirilen
sis bitkilerinde IYSV, TSWV ve INSV’nin varhgnin ortaya konulmasi ve
toplanan 6rneklerde bu viruslerin varliginin farkl yontemlerle saptanmasi amaciyla
yuratilen survey ¢alismalarinda, Blyiikada’dan 80 adet, Heybeliada’dan 50 adet,
Kinalhada’dan 15 adet, Burgazada’dan 5 adet olmak Uzere 23 Familyaya ait,
toplam 150 adet bitkiden érnekleme yapilmistir (Cizelge 4.1., Sekil 4.2.).
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Cizelge 4.1. Bliyukada, Heybeliada, Kinalida, Burgazada’dan Toplanan drnekler ve

sayilar
SUs Bitkisi Adi Familya Toplanan 6rnek Sayisi
Gul Rosaceae 25
Sardunya Geraniaceae 16
Ortanca Hydrangeaceae 32
Papatya Asteraceae 5
Hercai menekse Violaceae 7
Nergis Amaryllidaceae 2
Katir Tirnagi Fabaceae 2
Mimoza Fabaceae 1
Begonya Begoniaceae 3
Zakkum Apocynaceae 2
Ates cicegi Lamiaceae 4
Gazanya Asteraceae 2
Cuha cicegi Primulaceae 3
Begonvil Nyctaginaceae 1
Kalendula Asteraceae 5
Japonguli Malvaceae 1
Horoz ibigi Amaranthaceae 3
Bodur Yildiz Calist Pittosporaceae 1
Pasa cadir Rubiaceae 1
Kiipe cicegi Onagraceae 5
Lantana-gali minesi \/erbenaceae 5
Kala Araceae 5
Zambak Liliaceae 3
Medine ¢igegi Amaranthaceae 1
Kadife cicegi Asteraceae 8
Aksam sefasi Nyctaginaceae 1
Kar topu gicegi Adoxaceae 2
Petunya Solanaceae 2
Boru cicegi Solanaceae 1
Melisa Solanaceae 1
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Cizelge 4.2. Orneklerin toplandig: yerler, bitki tirleri ve alinan érnek sayilar

Ornek Alnan | Ornek Olarak Toplanan Cicek Turii | Toplanan Ornek

Yerler Sayisi

Buylkada Gul, Melisa, Sardunya, Ortanca,
Papatya, Hercai Meneksesi, Nergis,
Mimoza, Begonya, Zakkum, Ates
cicegi, Gazanya, Cuha Cicegi, | 80 adet
Begonvil, Kalendula, Japon Gili,
Horoz Ibigi, Bodur Yildiz Calisi, Pasa
Cadirn

Heybeliada Ortanca, Zakkum, Agac Kiipesi, Cuha
Cicegi, Ortanca, Gil, Sardunya,
Kalendula, Lantana, Kala, Lilyum,
Hosta, Ates cicegi, Begonya, Papatya, | 50 adet
Medina ¢icegi, Horoz ibigi, Kadife
cicegi, Aksam Sefasi, Kartopu cicegi,

Katir tirnag:

Kinahada Gll, Ortanca 15 adet

Burgazada Ortanca, Gl, Hercai Meneksesi, Katir
5 adet

Tirnagi, Mimoza, Lantana
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Sekil 4.2. Survey ¢alismalarinin yapildigi bazi alanlardan gortintimler

Orneklemelerde, EPPO (2013)’te Bosna Hersek’te bardak meneksesi
(Sinningia speciosa) bitkisinde rapor edilen Klorotik halka noktalar, klorotik ve
nekrotik desenler, yaprak nekroz ve deformasyon simptomlar: ve Kibar’in 2014
yilinda; Yalova ili ortlaltt kesme c¢icek tirlerinden Anthurium andreanum, bazi
orkide (Cymbidium sp.), gil (Rosa spp.) ve gerbera bitkilerinde tespit etmis oldugu
sistemik, mozayik, sarilik, klorotik ve nekrotik lekeler ile yaprak ve ciceklerde
deformasyon simptomlari, survey calismalarimizda dikkate alinmistir. Ayrica
simptom gdstermeyen bitki érnekleri de toplanmstir.

Simptomatolojik gdzlemlerle virtisiin kesin tanist mimkin olmadigindan,
bu calismada, siipheli gérilen tim 6rnekler ELISA testine tabi tutulmustur. ELISA
testleri sonucunda, 1YSV ile enfekteli oldugu saptanan orneklerden 16 tanesi

kodlanarak, RT- PCR calismalarinda kullanilmastir.

4.2. ELISA Testleri

Istanbul ili Adalar ilgesinde yapilan bu galismada ELISA testlerinde, arazi
cikislarinda simptomatolojik olarak, TSWV, IYSV ve INSV ile enfekteli
oldugundan suphelenilen 150 adet sis bitkisi rnegi testlenmistir. Testlenen sis
bitkisi drneklerinden yapraklarda Klorotik halkali lekeler, renk acilmalari,

kabarciklar ve deformasyon simptomlari gozlenen 16 adet bitkinin 1YSV ile
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enfekteli oldugu saptanmistir (Cizelge 4.3.). Benzer sekilde, Stankovic ve ark
(2011), Sirbistan’da Gerbera hybrida bitkisinde yapraklarda deformasyon, nekroz
ve klorotik lokal leke simptomlarinin varhigini gozlemisler ve yaptiklart ELISA

testleri sonucunda bu bitkilerin I'YSV ile bulasik oldugunu bildirmislerdir.

Cizelge 4.3. ELISA testi sonucunda I'YSV enfeksiyonu saptanan bitkiler

Tarkce Adi Ornegin Ehf?kteli Tur/Cins

Alindig Yer Bitki Sayisi
Sardunya Heybeliada 2 adet Pelargonium spp.
Bodur Yildiz Calisi | Buyikada 1 adet Pittosporum tobira
Siplrge cicegi Bilylkada 1 adet Hosta undulata
Gl (Dhieybeliada 3 adet Rosa L

(2)Buyukada
Melisa Buyukada 1 adet Cestrum nocturnum L.
Ortanca Blyukada 2 adet Hydrangea macrophylla
Gazanya Blylkada 1 adet Bellis perennis
Zakkum Blylkada 1 adet Nerium oleander
Katir Tirnagi Heybeliada 1 adet Spartium junceum L.
Begonya Buyukada 1 adet Begonia L.
Kadife Cicedgi Heybeliada 1 adet Tagetes L.
Cali Minesi Heybeliada 1 adet Lantana camara

Bag (2013), sogan bitkilerinin 1YSV enfeksiyonu cok cesitli belirtiler
gosterdigini, baslangigta karakteristik sari-saman renkli klorotik veya nekrotik
lezyonlar goraldugind, lezyonlarin genellikle uzun veya is mili seklinde oldugunu
bildirmigtir. Hydrangea macrophylla, Rosa L. , Begonia L., Tagetes L.,
Pittosporum tobira, Hosta undulata , Pelargonium spp., Spartium junceum L.,

bitkilerinden alinan bitki doku 6rneklerinde de renk agilmalar: ve Klorotik lezyonlar
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gorilmiis ELISA testi sonucunda 1'YSV ile enfekteli oldugu tespit edilmistir (Sekil
44,45, 46.,48.,49.,4.10.,4.11.,4.12)).

Nerium oleander bitkisinin yapraginda, damarlar arasinda renk acilmasi,
damar bantlasma simptomu goérulmastir (Sekil 4.7.).

Bag ve ark (2009), Allium sativum bitkisi Uzerinde yapmis olduklari
calismada yapraklarda diizensiz dairesel lekeler olan kloroz olusum simptomlarin
gozlemlemis ve 1YSV ile bulasik oldugunu tespit etmislerdir. Spartium junceum
bitkisinin yapraklari Uzerinde benzer simptomlar goérulmis ve ELISA testi

sonucunda enfekteli oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.5.).

Sekil 4.3. 1YSV ile enfekteli oldugu belirlenen Bellis perennis bitkisinde yaprakta
kabarciklar seklinde gorilen deformasyon

Sekil 4.4. 1YSV ile enfekteli olugu belirlenen Rosa L. bitkisinde yaprakta renk
acilmasi
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Sekil 4.5. 1YSV ile enfekteli oldugu belirlenen Spartium junceum L. bitkisinin
g
yapraginda gorulen klorotik halka lekeler

& .
Sekil 4.6. 1'YSV ile enfekteli oldugu belirlenen Hydrangea macrophylla bitkisinin
yapraginda gortlen renk agilmasi

Sekil 4.7. 1YSV ile enfekteli oldugu belirlenen Nerium oleander bitkisi yapraginda
damarlar arasinda renk agilmasi ve damar bantlasmasi
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Sekil 4.8. 1'YSV ile enfekteli oldugu belirlenen Begonia L. bitkisinde ¢iceklerde ve
yaprakta goriilen saman renginde agilma

Sekil 4.9. 1YSV ile enfekteli oldugu belirlenen Tagetes L. bitkisinin yapraginda
halka yapisi seklinde goriilen mozayik ve klorotik lekeler

42



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Fatma SAFAK

Sekil 4.10. Pittosporum tobira bitkisi yapraklarinda gortlen renk acilmasi,
yapraklarda kiictilme ve damar bantlagsmasi

Sekil 4.11. IYSV ile enfekteli oldugu belirlenen Hosta undulata bitkisi yapraginda
kabarciklar seklinde deformasyon ve renk agilmasi
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Sekil 4.12. 1YSV ile enfekteli oldugu belirlenen Pelargonium spp. bitkisi
yapraginda gorulen klorotik halkal lekeler

4.3. RT- PCR Cahgmalar:

Virislerin tespiti amaciyla, viroloji alaninda yogun bir sekilde kullanilan
molekuler yontemlerden birisi RT- PCR yontemidir.

ELISA testleri sonucunda 1YSV ile bulasik oldugu saptanan sis bitkisi
orneklerinden elde edilen toral nukleik asit ekstraktlari kullanilarak yapilan RT-
PCR c¢alismalarinda, érnekler icin 240 bp buyiklugiinde band elde edilmistir (Sekil
4.13.). Boylece, RT-PCR testi yapilarak Pittosporum tobira ve Hydrangea
macrophylla érneginde 1'YSV’nin varligi molekiler olarak da ortaya konulmustur.

Benzer sekilde, Pappu ve ark (2008), sogan bitkisi Uzerinde I'YSV tespiti
amaciyla 465c ve 239f pirimerleri kullanarak yapmis oldugu RT-PCR caligmasi
sonucunda 227bp uzunlugunda bant elde etmis, aym zamanda Pappu (2013),
yilinda ayn1 primerleri kullanarak sogan bitkisi Uzerinde yapmis oldugu ¢alismada
240 bp uzunlugunda bant elde ettigini bildirmislerdir.
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200

240 bp

100

Sekil 4.13. RT- PCR caligmalar1 sonucunda elde edilen baz ¢ifti uzunlugu (RT-
PCR c¢aligsmalari sonunda 1YSV ile bulasik oldugu saptanan
orneklerden elde edilen 240 bp buyikliglindeki band)

Ayrica, bu tez kapsaminda, ELISA testlerine ilaveten RT-PCR
calismalarinda da pozitif sonu¢ wveren Pittosporum tobira ve Hydrangea
macrophylla bitkileri Uzerinde gézlemlenen simptomlar, Bailey (1938) tarafindan
sogan bitkileri Gzerinde yapilan calismada gozlenen karakteristik sari-saman renkli
klorotik veya nekrotik lezyonlar, elmas halka yapisina benzer simptomlar, EPPO
(2007b)’e gore; Eustoma grandiflorum bitkisi Gzerindeki nekrotik lezyonlar,
yaprak renginde acilmalari, /ris hollandica bitkisi (izerinde g6zlenen yapraklarda
sararma ve nekrotik, klorotik leke simptomlari, pirasa (Allium porrum) bitkisi
Uzerinde go6zlenen Kklorotik halkalar, nekrotik belirti simptomlarina benzerlik
goOstermekte ve uyum igerisindedir.

Bunlara ilaveten, bu tez ¢calismas: dahilindeki simptomlar, israil’de I'YSV’li
Allium cepa yapraklarinda gorilen halkali saman rengine benzer simptomlar,

Brezilya’da soganda yaprak ve cicek saplari Uizerinde goz benzeri leke simptomlar:

45



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Fatma SAFAK

ve ABD’de yapilan calismalarda sogans: bitkilerde nekrotik lekeler ve gicek

saplarinda lezyonlar seklindeki simptomlara benzerlik gostermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bircok viral hastalik, diinyada ve tlkemizde vektorler araciligi ile gok daha
uzak alanlara yayilabilmekte ve enfekte ettikleri alanlarda cok ciddi kayiplara yol
acmaktadirlar. Ticari amaci olmayan yetistiricilikte hastalik ve zararli miicadelesi
bilingli yapilmadigindan virus hastaliklarinin yayilmas: kagilmazdir. Bu yuzden
hastaligin bolgeye girisi veya bolge icerisinde yayilmasini engellemek, dncelikle
hastaligin teshisinin yapilmasi, varsa vektorinin saptanmasi ve buna gore gerekli
kilturel 6nlemlerin alinmas: ile mimkiin olmaktadir. Bu yiksek lisans tez
calismasinda sis bitkilerinde saptanan 1YSV, thripsler aracilig: ile uzak alanlara
kolaylikla yayilmakta ve zararlara neden olmaktadir. Yapilan bu calismada bu
hastalik etmeninin varhg: serolojik ve molekiler yontemler kullanilarak ortaya
konulmustur. Bu ¢alismada elde edilen sonuclar asagida verildigi gibi 6zetlenebilir.

Istanbul 1li Adalar ilgesinde peyzaj alanlari ve hobi bahgelerinde
yetistiriciligi yapilan siis bitkilerinden toplanan slpheli bitki 6rnekleri dncelikle
ELISA testine tabi tutulmus ve pozitif sonug veren izolatlar spesifik primer giftleri
kullanilarak RT-PCR yontemi ile molekuler olarak da saptanmustir.

Toplam 4 peyzaj alanindan, 146 hobi bahgesinden 6rnek alinmis ve
ELISA yontemi ile testlenmistir. Arazi ¢ikiglarinda toplam 150 6rnek toplanmis ve
ELISA testi sonucunda 16 6rnekte I'YSV’nin varhigi saptanmustir.

IYSV ile bulasik bitkilerden total RNA’lar elde edilmis ve 1YSV’ye
spesifik primer ciftleri kullanilarak RT-PCR c¢alismalari yapilmistir. Sonugta
agaroz jelde goruntilenen 240 bp buylkluge sahip band, érneklerin tospoviris
grubundan 1YSV ile bulasik oldugunu gostermistir. Boylece, birgok bitkide verimi
ve goriintiyi etkileyen 1YSV’nin istanbul ili Adalar ilgesinde survey calismasi
ELISA testi ile yapilmis ve sonuclar RT-PCR yontemi ile desteklenmistir. RT-PCR
calismalari sonucunda, Pittosporum tobira ve Hydrangea macrophylla olmak lizere
2 tlr sus bitkisinde 1'YSV’nin varligi ELISA testlerine ilaveten molekuler olarak da

tespit edilmistir.
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Bu calisma, 1YSV’nin varligi konusunda istanbul ili Adalar ilgesinde
yapilan ilk arastirma sonuglarini vermesi bakimindan ayrica bir éneme sahiptir.
Elde edilen sonuglar, Istanbul ilinde diger ilcelerde de yetistiriciligi yapilan siis
bitkileri ve sebzeler icin hem pratikte fikir vermesi acisindan faydali olacak, hem
de bilimsel agidan bundan sonra yapilacak ¢alismalara basamak teskil ederek bir
literatr eksigini tamamlayacak niteliktedir.

Bu calsma sonucunda Onerilebilecek bashca konular ise asagida

Ozetlenmistir:

1. Oncelikle sus bitkileri Gretiminde viruslerin tasinmasina neden olan
vektor boceklerle micadele edilmeli, micadelede ruhsatli bitki
koruma ilaglari kullanilmali, bunlarin kullanimiyla ilgili egitimler
diizenlenmeli ve egitimlerden yararlaniimalidir.

2. Hobi olarak vyetistirilen bitkiler her ne kadar kar amacli olmasa da,
bunlarin  vyetistirilmesinde baz1 kosullarin  saglanmas:  gerekir.
Cevresinde ekonomik olarak vyetistirilen diger Grlnler icin zarar
olusturmamast igin gerekli dnlemler alinmalidir.

3. Yapilan calismada 1YSV’nin tasinmasina neden olan vektorlerin
neden oldugu diger bitki hastahiklar: ile ilgili baska calismalar
yapilmahdir.

4. Fide olarak getirilen yerlerde de hastaligin tespiti ve hastalik i¢in diger

konukgu bitkilerdeki varligi ve zarar durumlar: arastiriimalidir.
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Ek 1.

ELISA Testinde Kullamlan Tampon Cozeltiler
1. Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.4 (Fosfat tampon ¢ozeltisi)
8.0 gr NaCl
0.2 gr KH,PO,
2.9 gr Na,HPO,.12H,0 veya
2.3 gr Na,HPO,.7H,0
1.44. gr Na,HPO,. 2H,0
1.15 gr Na,HPO, (anhdrous)
0.2 gr KCI
0.2 gr NaN3
Yukarida miktarlar: verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip, pH’s1 0.1 N
NaOH veya 0.1 N HCI ile ayarlanmis ve 4 °C’de saklanmustir.
2. Coating Buffer pH 9.6 (Kaplama tampon ¢ozeltisi)
1.59 gr Na,CO;
2.93 gr NaHCO;
0.2 gr NaN;
Yukarida miktar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip, pH’s1 ayarlanmis
ve 4 °C’de saklanmustir.
3. Washing Buffer (Yikama tampon ¢ozeltisi)
Bir litre PBS tamponu 0.5 ml Tween- 20 ilave edilerek hazirlanmustir.
4. Sample Extraction Buffer (Ornek tampon ¢ozeltisi)
Bir litre yikama tamponu ¢ozeltisi icine 20 gr Polyvinylpyrolidone (PVP-40)
ilave edilerek hazirlanmastir.
5. Enzyme Conjugate Buffer (Konjugat tampon ¢ozeltisi)
Bir litre 6rnek tampon ¢ozeltisine 2 gr ovalbumin (egg albumin) ilave

edilerek hazirlanmustir.
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6. Substrat Buffer pH 9.8 (Substrat tampon ¢ozeltisi)
97 ml Diethanolamine 800 ml saf su igine ilave edildikten sonra, 0.2 gr NaN3

eklenmis ve HCl ile pH 9.8’e ayarlanarak 1 litreye tamamlanmustir.
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Ek. 2

Total RNA Analizlerinde Kullanilan Soltsyonlar
Ekstraksiyon Buffer (100mM Tris-HCI pH.8.0, 50mM EDTA pH. 7.0, 500 NacCl,
10mM 2-mercaptoethanol (1/1000))

Tris-HCI 2.4228 gr
EDTA 3.7224 gr
NaCl 5.844 gr

Yukardaki miktarlar 150 ml distile su icerisinde sirasiyla ¢ozllmis, pH ayarlamasi
yapilmis ve toplam hacim 200 ml’ye tamamlamistir. Daha sonra 1/1000 oraninda
2-mercaptoethanol ilave edilmistir.

% 20 Sodium Dodecyl Silfate (SDS)

20 gr sodium dodecyl silfate 80 ml distile su icerisinde ¢6ziulmis ve hacim 100
ml’ye tamamlanmustir.

Potasium asetate (CH3COOK) (5M)

49.075 gr potasium asetate 60 ml su icerisinde ¢ozilmis ve hacim 100 ml’ye
tamamlanmustir.

Sodium asetate CH3COONa(3M)

40.824 gr sodium asetate 60 ml su icerisinde ¢6zulmis ve hacim 100 ml’ye
tamamlanmustir.

% 70 lik Ethanol

70 ml %99’ luk ethanol ile 29 ml su karistirilarak % 70 lik ethanol hazirlanmastur.
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