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Ozet

Bu galisma Antalya ilinde yetistirilen marul iiretim alanlarinda domates
lekeli solgunluk viriisii (tomato spotted wilt virus, TSWV)’niin tespit
edilmesi amaciyla 2023 yilinda yiiritilmistir. Son yillarda bolge
iireticilerinden marul yetistiriciligi yapilan alanlarda TSWYV benzeri
simptomlar ile ilgili sikayetlerin gelmesi sonucunda bu c¢alisma
planlanmistir. TSWV’niin varligi serolojik ve molekiiler yontemlerle
belirlenmistir. Araziden toplanan ve viriislii oldugundan siiphelenilen
bitkiler, 6ncelikle DAS-ELISA (Double-antibody sandwich enzyme
linked immunosorbent assay) yontemi ile testlenmistir. Testlenen toplam
92 ornegin 39 adedinin TSWV ile enfekteli oldugu saptanmuistir.
Testlenen 6rneklerdeki hastalik orani ise % 42.39 olarak belirlenmistir.
Toplam RNA ekstraksiyonu i¢in bolgeleri temsil eden 5 bitki 6rnegi
secilerek, RT-PCR (Ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu)
metodunda kullanilmiglardir. Agaroz jel elektroforezde 4 ornekte
beklenen seviyede TSWV’ne spesifik 276 bg¢’lik bant olusumu
gozlenmigtir. Bir izolatta (Aksu izolat1) ve negatif kontrolde ise herhangi
bir bant olusumu gerceklesmemistir.
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Abstract

This study was conducted to determine of Tomato spotted wilt virus
(TSWV) in lettuce production areas in Antalya province in 2023 year.
This study was planned as a result of receiving complaints from regional
producers about TSWV-like symptoms in lettuce production areas in
recent years. The presence of MWMV was determined by serological and
molecular methods. Collected samples suspected to be TSWV were
firstly tested with DAS-ELISA (Double-antibody sandwich enzyme
linked immunosorbent assay) test. ELISA tests showed that among 92
samples, 39 were infected with TSWV and infection ratio for TSWV was
determined as 42.39% of the field samples. In the study, 5 plant samples
representing the regions were used for total RNA extraction and tested by
RT-PCR (Reverse transcription polimerase chain reaction) for TSWV.
The respected size of band with 276 bp in 4 samples was observed on
agarose gel electrophoresis for TSWV. No band formation was observed
in one isolate (Aksu isolate) and negative control.
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1.Giris

Diinya niifusunda olusan artisla beraber,
tarim {irtinlerine olan ihtiyagta giin gectikte
artmaktadir  (Oncel ve ark., 2023).
Beslenmemizde 6nemli bir yeri olan sebzeler
vitamin ve mineraller bakimindan oldukg¢a
zengindirler (Abak ve ark., 2010). Sebzeler
islenerek ya da taze olarak
tilketilebilmektedirler (Erkan ve ark., 2013).
Ulkemiz sebze iiretiminde Cin, Hindistan ve
ABD’den sonra 4. sirada yer almaktadir (Sirr
ve Ozaslan, 2020). Meyvesi yenen sebzeler,
toplam sebze iiretiminin yaklasik %83.2’sini
olustururken, % 10.6’sim1 kdk ve yumrusu
yenen sebzeler izlemektedir. Marul, 1spanak,
lahana ve brokoli gibi sebzeler ise  %6.2°lik
kism1 olusturmaktadir. Marul, yapragi yenen
bir bitki olup, Asteraceae familyasi icerisinde
yer almaktadir. A, C ve mineral madde
bakimindan olduk¢a zengindir. Ulkemizde
marul acikta ve Ortii altinda yil boyunca
yetistirilebilmektedir (Balkaya ve ark., 2018).

Antalya ili cografi konumu, toprak ve iklim
ozelliklerinden dolayr marul yetistiriciliginde
onemli bir yere sahiptir. Marul iiretiminde
Ankara ve Adana illerinden sonra Antalya 3.

sirada yer almaktadir (Kandemir ve Balkaya,
2022).

Marul {iretimini smirlayan ¢ok sayida
abiyotik ve biyotik hastalik etmenleri
bulunmaktadir. Diinyada ve iilkemizde marul
dretim alanlarinda bazi virlis hastaliklar
belirlenmistir (Alan, 2012; Moreno ve Fereres,
2012; Sertkaya, 2015; Zelyiit, 2016).

[lk olarak 1915 yilinda tanimlanan TSWV,
Bunyaviridae familyasinin Orthotospoviriis
cinsine aittir. Kiiresel partikiillere sahip olan
TSWV, basta Frankliniella occidentalis
Pergande ve Thrips tabaci Lindeman olmak
iizere dokuz thrips tiirii ile tasinmaktadir
(Adkins, 2000). Viriis ayrica mekanik yolla
mekanik yolla da tasinabilmektedir (Sherwood
ve ark., 2009).

Sertkaya  (2012) yaptigi  calismada
TSWV’niin enfeksiyon oranimi % 8.2 olarak
belirtirken; Wilson (1998) marulda bu viriisiin
% 5-60 oraninda verim kaybina neden
oldugunu bildirmistir. Rosello ve ark. (1996)

ise TSWV’niin bitkilerde % 42.1-100 arasinda
kayiplarin goriildiigiinii ifade etmistir. TSWV
bitkilerde gelisme  geriligi, cilicelesme,
sararma, solgunluk, nekrotik ve klorotik lokal
lezyonlar ve yapraklarda halkali leke gibi
belirtilere neden olmaktadir (Yardimci ve
Culal-Kilig, 2009).

Viriislerin neden oldugu kayiplarin en
disiik seviyeye indirilmesi ve yayilmasinin
engellenmesi i¢in; Oncelikle viriisiin tanisinin
yapilmasi, yayilma  yollarinin  ortaya
konulmasi ve izlenecek yolun belirlenmesi
biiyiik 6nem tasimaktadir.

Ulkemizde, marulda viriis hastaliklarinin
belirlenmesi ile ilgili farkli bolgelerde yapilan
calismalar bulunmaktadir (Doken ve ark.,
1993; Ozdemir ve Erilmez, 2007; Yardime1 ve
Culal-Kilig, 2009; Kamberoglu ve Alan, 2011;
Sertkaya, 2012; Sertkaya, 2015; Zelyiit, 2016;
Saglam ve Kamberoglu, 2019; Ertung ve
Randa-Zelyiit, 2019; Akbas ve ark., 2021;
Yesil ve Agca, 2021).

Antalya ilinde 2009 yilinda domates, biber
ve marulda TSWV’niin varliginin belirlenmesi
icin Bozdogan, (2009) tarafindan yiiritiilen bir
calismada; 58 marul Orneginden 54’{iniin
TSWYV ile enfekteli oldugu bildirilmistir.

Son yillarda bolge fiireticilerinden marul
iretim alanlarinda TSWV benzeri simptomlar
ile ilgili sikayetlerin gelmesi sonucunda bu
calisma planlanmistir. Bu calisma ile marul
yetistiriciliginin  yapildigi  Antalya ilinde
TSWV etmeninin varlig1 serolojik yontem
DAS-ELISA ve molekiiler yontem RT-PCR
yontemi ile ortaya konulmustur.

2.Materyal ve Yontem
2.1. Arazi calismalari

2023 yili, Temmuz-Agustos-Eyliil
aylarinda Antalya ili marul yetistiriciliginin
yapildig1 Finike, Serik, Aksu, Kas ve
Muratpasa iiretim alanlarinda arazi ¢aligmasi
yapilarak marul yaprak 6rnekleri toplanmistir.
2.2. Enfekteli bitki materyalinin temini

Arazi caligmalar1 boyunca marullarda
mozaik, kloroz, nekroz, sekil bozuklugu ve
bodurluk gibi belirtiler gosteren bitkilerinden
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ornekler alinmistir. Toplanan ornekler -20
C’de muhafaza edilmistir.

2.3. Das-elisa

Calismada  kullanilan  ELISA  Kkitleri
(antiserumlar, pozitif ve negatif kontroller)
BIOREBA-AG firmasindan temin edilmistir
Test sonuglarinin incelenmesinde ELISA
okuyucusundan yararlanilmistir. Béylece arazi
cikislarinda simptomatolojik olarak siliphe
duyulan bitki 6rneklerinde TSWV etmeninin
tanisinin yapilmasi i¢in DAS-ELISA yontemi
uygulanmistir. Yontem, firmanin yonergeleri
dogrultusunda yapilmistir.

2.4. Toplam niikleik asit izolasyonu

Bitkiden toplam niikleik asitler, RNA
izolasyon Kkiti (Takara) kullanilarak izole
edilmistir. Siirvey yapilan alanlardan Finike,
Serik, Muratpasa ve Kas’tan DAS-ELISA’da
pozitif ¢ikan marul orneklerinden birer tane,
Aksu’dan yine bir 6rnek segilerek (toplam 5
ornek) toplam niikleik asit izolasyonu ve RT-
PCR ¢alismalarinda kullanilmuistir.

2.5. RT-PCR calismalari

Ekstraksiyon asamasindan sonra, elde
edilen total RNA’lar TSWV ne spesifik primer

kullanilarak (F-5-
AATTGCCTTGCAACCAATTC-3; R-5-
ATCAGTCGAAATGGTCGGCA-3) RdRp
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ekil 1. Yapraklarda nekroz ve defrmasyon belirtisi

geninin yaklasitk 276 bp’lik bir kismi
cogaltilmigtir (Perez ve ark., 2014). RT-PCR
calismalari tek asamali olarak
gerceklestirilmistir. (Primescript One step RT-
PCR kit;Takara Bio Inc). Tek bir reaksiyon
karisiminda; 1ul RNA, 1’er pl virlis spesifik
primer cifti (her biri 20 uM), 25 pl 2x1 step
buffer (Reaksiyon buffer, ANTP mix), 2 ul 1x
step enzim mix (Reverstranscriptase, Taq
Polimeraz, Rnase inhibitdr) ile hazirlanmigtir.

TSWYV i¢in PCR kosullar; 50 °C’de 30
dakika, 94 °C’de 2 dakika; 94 °C’de 30 sn, 54
°C’de 30 sn, 72 °C’de 30 sn 30 dongii; 72
°C’de 1 dakika ve 4 °C’de oo olarak
uygulanmuistir.

PCR iirlinleri ethidium bromide ilaveli
%1’lik agaroz jelde 100 V’da 1 saat siireyle
kosturularak, uv 15181 altinda
goriintiilenmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Antalya ilinin Finike, Serik, Aksu, Kas ve
Muratpasa ilgeleri marul iiretim alanlarinda
gerceklestirilen arazi caligmalarinda kloroz,
mozaik, deformasyon, nekroz ve bas
biiytikliigiinde azalma gibi genel olarak

viriislerden kaynaklanan belirtiler gozlenmistir
(Sekil 1, 2). Benzer belirtiler farkli arastiricilar
tarafindan da ifade edilmistir (Yesil ve Agca,
2021; Akbas ve ark., 2021).

R
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Antalya ilinde siirvey alanlarindan toplam 92
yaprak Ornegi alimarak DAS-ELISA testine
tabi tutulmustur.  Toplanan ornek sayisi,

Sekil 2. Yapraklarda solgunluk, nekroz, bitkide bas biiylikliigiinde azalma

2
-

o\

TSWYV ile enfekteli 6rnek sayis1 ve enfeksiyon
oranlar1 Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. DAS-ELISA testi sonucunda marul bitkilerinde belirlenen TSWV enfeksiyon orani

Ornek Alinan Yer  Araziden alinan 6rnek  TSWYV ile bulasik 6rnek sayis1 ~ Enfeksiyon orani (%)
sayisi
Finike 24 18 75
Serik 26 18 69.2
Muratpasa 20 2 10
Aksu 11 0 0
Kasg 11 1 9.09
Toplam 92 39 42.39
Tablo 1’de DAS-ELISA test sonuclarina Finike, Serik, Muratpasa ve Kas marul

gore Finike, Serik, Muratpasa, Aksu ve Kas
iretim alanlarindan toplanan 92 adet 6rnegin
24’1  Finike’den, 26°s1 Serik’den, 20’si
Muratpasa’dan, 11 adeti Aksu ve yine 11 adet
Kag’tan toplanmistir. Toplam 92 ornekten
DAS-ELISA sonuglarina gore 39 adet 6rnek
TSWYV ile enfekteli bulunmustur. Enfeksiyon
oranlari, Finike’de % 75; Serikte % 69.2
Muratpasa’da % 10 Kas’ta ise %9.09 olarak
tespit edilmistir. Aksu’da ise TSWV
enfeksiyonuna rastlanmamastir.

orneklerinden DAS-ELISA testi sonuglarinda
pozitif ¢ikanlar ile Aksu’dan alinan bir 6rnek
total RNA izole edilerek PCR c¢alismalarinda
kullanilmigtir. RT-PCR ¢alismalarina gore;
DAS-ELISA testinde pozitif reaksiyon veren 4
izolat beklenen seviyede bant verirken; DAS-
ELISA testi sonucunda negatif reaksiyon veren
Aksu izolatinda bant olusumu gézlenmemistir.
Negatif kontrolde de herhangi bir bant
olusumu ger¢eklesmemistir.
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Sekil 3. M: markir (100 bp DNA ladder; P: pozitif 6rnek; N: negatif 6rnek 1: Aksu 6rnegi; 2: Finike 6rnegi 3:
Serik 6rnegi 4: Muratpasa 6rnegi; 5: Kag drnegi

Kamberoglu ve Alan (2011) Adana ve

Mersin illeri marul {retim alanlarinda
yaptiklar1 ¢aligmada toplanan 336 Ornekten
4iniin  TSWV ile enfekteli oldugunu

bildirmistir. Tanilama ydntemlerinden DAS-
ELISA ve RT-PCR yontemlerini kullanmiglar
ve viriise 6zgili 811 bp biiylikliigiinde bant elde
etmislerdir. Konya ili marul {iretim alanlarinda
yapilan farkli bir ¢aliymada; 97 adet marul
orneginin testlenmesi sonucunda Orneklerin
%27.83’lnlin TSWV ile enfekteli oldugu
bulunmustur (Yesil ve Agca; 2021). Ankara
ilinde  marullarda  viriis  hastaliklarinin
belirlenmesi ile 1ilgili calisma da testlenen
orneklerde TSWV’ne rastlanmamistir (Ertung
ve Zelyiit, 2019). Akbas ve ark., (2021) ayni
bolgede yaptiklar1 c¢alismada yine TSWV
enfeksiyonuna rastlamamaislardir.

Sertkaya (2012) Hatay ilinde marullarda
yaptifi c¢alismada TSWV’niin enfeksiyon
oranin1 % 8.2 olarak belirlemistir. Sertkaya
(2015)°’de ayn1 bolgede yaptigr farkli bir
calisgmada da testlenen 53 adet marul
orneginde, TSWV enfeksiyon oranint % 5.6
olarak belirlemistir.

Bozdogan ve Kamberoglu (2015), Antalya
ili sebze iiretim alanlarinda TSWYV tanilama
calismast ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada,
TSWV’niin varligint hem DAS-ELISA hem de

RT-PCR ile ortaya koymuslardir. RT-PCR
calismalar1 sonucunda 276 ve 514 bp
biiytikliigiinde bant elde etmislerdir.

4. Sonuclar

Viriis hastaliklarinin miicadelesinde
kullanilan herhangi bir pestisit
bulunmamaktadir.  Bu  sebeple  viriis

hastaliklarinin  belirlenmesi, bitkilerin viriis
enfeksiyonlarindan korunmasinda en 6nemli
adimlardan birini olusturmaktadir. Bocekler
virlislerin taginmasinda vektér olarak ¢ok
etkilidirler. Bu nedenle viriis hastaliklarinin
yayginliklarinin azaltilmasinda; vektoriiniin
biyolojisinin arastirilmasi, enfekteli bitkilerin
ve hasat sonrasi artiklarin toplanmasi veya
yakilarak imha edilmesi, viriisten ari iiretim
materyalinin kullanilmas1 olduk¢a dnemlidir.

Yapilan bu c¢alisma ile TSWV’nin
maruldaki varligi hem DAS-ELISA yontemi
hem de RT-PCR yontemi ile ortaya
konulmustur. Bununla birlikte, virlis ve virlis
benzeri  patojenlerden  kaynakli  marul
bitkilerinin hepsinde TSWV etmeni tespit
edilmemistir. Boylece, bu simptomlar farkli
viriis hastaliklarinin olabilecegini, bazilarinin
TSWV  etmeni ile birlikte siddetli
enfeksiyonlara neden olabilecegini isaret
etmektedir. Dolayisiyla, gelecek caligmalar
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icin bolgede farkli viral tiirlerin arastirilmasi
Oonem arz etmektedir.

Yazarlarin Katki Beyam

Yazarlar makaleye esit katkida
bulunduklarini, makalenin yayma hazir son
halini gordiiklerini/okuduklarini ve
onayladiklarini beyan ederler.

Cikar Catismasi1 Beyani

Tlim yazarlar, bu ¢alisma i¢in herhangi bir
cikar catigsmasi olmadigini beyan etmektedir.

Finansman
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