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BAZI DOMATES HATLARININ DOMATES LEKELI SOLGUNLUK

VIRUSU (7SWV=TOMATO SPOTTED WILT VIRUS)'NE KARSI

REAKSIYONLARININ MEKANIK INOKULASYON YONTEMI iLE
BELIRLENMESI
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OZET

Son yillarda diinyada ve lilkemizde domates yetistirilen alanlarda sikga goriilen
domates lekeli solgunluk virisi (Tomato Spotted Wilt Virus=7SWV), %42.1 ile
%95.5 arasinda (riin kayiplarina neden olabilmektedir. Hastalik etmeni viris ile
miicadelede en etkin yontem genetik dayaniklliktir. Bu hastaliga karsi dayanikllik,
Solanum peruvianum tirinden elde edilmis dominant tek bir gen olan Sw-5 geni ile
idare edilmektedir. Bu calismada, islah calismalarinda pratik olarak kullanilabilecek
mekanik inokulasyon yontemi ile hastaliga dayaniklliklari farkl bes farkli domates
genotipi testlenmistir. Camkdy-Antalya yoresinden elde edilen 7SWV izolati (7SWV-
15) ile yapilan mekanik inokulasyon calismalari sonucunda hassas ve dayanikli
bireyler tespit edilmistir. Testlemelerde dayanikli materyal olarak, Sw-5 geni ihtiva
ettigi bilinen LA 3667 gesidi kullaniimistir. Calismada kullanilan diger materyaller
Cesit-1 (dayanikh ticari gesit; FORMULA F1), Cesit -2 (hassas ticari gesit; BATEM
OZCELIK F1), Hat-1(BATEM-114) ve Hat-2 (BATEM-115)" dir. Virlisin mekanik
inokulasyonu sonucunda Cesit-1 ve LA 3667, T7SWWV-15 izolatina karsi dayanikl
bulunmus; Cesit-2, Hat-1 ve Hat-2'nin ise hassas oldugu tespit edilmistir. Antalya
ybresinden izole edilen virlis izolatina karsi Sw-5 genini bulunduran domates
gesitlerinin dayaniklilik gésterdidi; gelistirilecek dayanikli gesitlerde gen kaynadi olarak
Sw-5 genini bulunduran gesitlerin kullanilabilecedi anlasiimistir.
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DETERMINING SOME OF THE TOMATO LINES REACTION AGAINST
TSWV (TOMATO SPOTTED WILT VIRUS) BY THE MECHANICAL
INOCULATION METHOD

ABSTRACT

In the tomato raising fields of Turkiye and in all around the world, 7SWV -
which is seen widely, caused the 42.1% to 95.5% of the product loss, recently. The
most effective fight against the disease agent virus is the genetical resistance. The
resistance to this disease is managed by the dominant Sw-5 gene, which is obtained
from Solanum peruvianum. In this study, five tomato genotypes have different
characteristics against virus disease were examined by the mechanical inoculation
method-which can be used in breeding programms practically. Sensitive and
resistant individuals were determined at the end of the mechanical inoculation
studies by using the 7SWV isolate (7SWV~15) which was obtained from Camkdy-
Antalya region. In the testing period, as a resistant material, LA 3667-which
contained Sw-5 gene was used. The other materials those were used in the study
were, Cesit-1 (resistant commercial variety; FORMULA F1), Cesit-2 (a commercial
variety; BATEM OZCELIK F1 ), Hat-1 (BATEM-114 ) and Hat-2 (BATEM-115) (BATEM
lines- the reaction against the disease are not determined). As a result of the testing
study, Cesit-1 and LA 3667 were assigned to be resistant to the 7SWWV~15 isolate.
But, Cesit-2, Hat-1 and Hat-2 were determined to be sensitive. This study is
considered to be qualified enough to use for the future improvement programs for
the resistance to the disease agent virus.

Keywords: 7SWV, Sw-5, disease resistance, virus, mechanic inoculation, genotype

1.GIRIS

Solanaceae familyasinda yer alan domates, dinyada ve Ulkemizde
Uretim alani ve miktari bakimindan ilk sirada yer alan sebze tirtidar. Tdm
dinyada toplam 4.6 milyon hektar alanda 126 milyon ton domates
uretilmektedir. Ulkemiz, 270.000 ha alanda yaklagik 10 milyon ton iretim ile
Cin ve ABD’ den sonra 3. sirada yer almaktadir (FAO, 2009).

Domates (retiminde hastalik ve zararlilar en énemli sorunlar arasinda
yer almaktadirlar. Yaklasik olarak 40 adet virlis hastali§i domates bitkisinde
Uretim kayiplarina yol agmaktadir. Bunlar igerisinde domates lekeli solgunluk
virtsi (7SWV) en tahripkar 10 viris icerinde yer almaktadir.

7TSWV ilk olarak, 1915 yiinda Avustralya' da ortaya c¢iktiktan sonra,
hizla yayllarak Amerika, Avrupa, Asya, Afrika kitalarinda bulunan birgok
Ulkede belirlenmistir (Cho vd., 1986). Glinimizde Dinya (izerinde farkl
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kitalardaki 90'dan fazla tlkede gok sayida kdilttir bitkisi, stis bitkisi ve yabanci
ot tlriinde 7SWVnin enfeksiyon olusturdugu tespit edilmistir. Hastalik
etmeni virGisiin 36 familyadan 160 farki tirde hastallk yapabildigi
bilinmektedir (Rosello vd., 2007).

Ulkemizde bu viriis ilk olarak Tekinel vd. (1969) tarafindan Mersin ili
ve cevresinde tespit edilmistir. Daha sonra sirasiyla Canakkale (1981), Izmir-
Manisa (1994), Akdeniz Bolgesi (1995), Sanlurfa (1997) ve Samsun (1998-
1999)'da farkh bitki tirlerinde (domates, biber, kavun, marul, cam gizeli,
patlican vb.) gézlenmistir (Turan ve Korkmaz 2006).

TSWV, dokuz farkl trips tlrlini (7hrips tabaci, Frenkiiniella
occidentalis basta olmak Uzere) vektor olarak kullanmaktadir. 70°'den fazla
familya ve bunlara ait 550 farkli bitki tirtini konukcu olarak kullanabilen bu
vektorler sayesinde hastalik cok kolay epidemi olusturabilmektedir.

7SWV, ekonomik 6neminden dolayr Avrupa ve Akdeniz (lkelerinde
‘European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO)" Al
karantina listesinde yer almaktadir (Anonymous, 2007). Ulkemizde ise hem
ic hem de dis karantinaya tabi olan virls etmenleri arasinda bulunmaktadir
(Yiimaz, 2002).

Hastallk etmeni virlistin bitkinin enfekte oldugu déneme gore %42.1
ile %95.5 oraninda zarara yol actigi ortaya konmustur (Sevik, 2007). 7SWV
belirtilerinin ortaya ckisi ve farklh siddetlerde olmasi, enfeksiyonun
gerceklestigi bitkinin yasina badlidir (Chaisuekul vd., 2003). Bitki, geng
dénemde virlisle enfekte oldugunda gelisme geriligi, clicelesme ve (st
yapraklarda geriye dodru o&liimler gerceklesmektedir (Resim 1). Meyve
tutumu olmadidi gibi, yaprak damarlar arasinda kahverengi lekeler ve
hastaligin ilerleyen dénemlerinde yapraklarda kurumalar goriilebilmekte ve
bitki 6liime gitmektedir. Daha gelismis donemlerde enfekte olan bitkilerde
ise yapraklarda ve meyvelerde hastaligin tipik belirtisi olan ic ice gecmis
saridan kahverengine donen nekrotik halkalar ortaya cikmakta ve meyvenin
pazar dederi diismektedir (Roselld vd., 1996) (Resim 2 ve Resim 3).
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Resim 1. Geng bitki déneminde, TSWV'nin yapraklardaki belirtileri

Hastalida karsi kimyasal miicadelede, tripslerin ortadan kaldiriimasi
o6nem kazanmakta ise de, tripslerin zaman icinde badisiklilik gelistirebilme
ozelliklerinden dolayl basarili olunamamaktadir. Bu nedenle en etkili
micadele yoénteminin, hastallk etmenine karsi genetik dayanikliik oldugu
kabul edilmektedir.
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Resim 2. Gelismis bitki doneminde TSWV'nin bitkideki ve meyvelerdeki
belirtileri

TSWV'ye karsi Sw-5 geni dayaniklilik kaynadi olarak kullanilmaktadir.
Bu gen domatesin yabani akrabalarindan  Solanum peruvianum’ da
bulunmus ve ticari bir gesit olan Stevens (LA3667)'a aktariimistir (Spassova
vd., 2001; Barone, 2004; Garland vd., 2005). Daha dénce bu genle ilgili
yapilan galismalarda hastalik etmeni virlisiin mekanik inokulasyonu yoluyla
hastalida karsi dayanikliigin tespiti gergeklestirilmistir (Spassova vd.,2001).

Diinyada ve Tirkiye'de ekonomik agidan dnemli kayiplara neden olan
bu virlis etmenine karsi dayaniklilik galismalari glincel islah konulari arasinda
yer almaktadir. Virlis etmenine karsi bilinen en givenilir dayanikliik kaynadi,
tek ve dominant bir gen olan Sw-5 dayanikllik genidir. Solanum peruvianum
kdkenli bu gen, glinimizde TSWV'ye dayanikl olarak gdsterilen ticari
gesitlerin temel dayanadini olusturmaktadir. Ancak bilindigi gibi herhangi bir
hastalik etmeninin izolatlari arasinda agresivite farkliliklari olabilmekte, bazi

44



durumlarda dayaniklihk 6zelligi kendini gosteremeyebilmektedir. Domateste
bu virGise dayanikh cesit islahi amaciyla yapilacak calismalarda Sw-5 geninin
kullanilabilirligini  belilemek amaciyla Antalya yoresindeki hastalikh
bitkilerden elde edilen izolata karsi; dayanikl ve hassas gesitlerle, islah
materyallerine ait iki hat testlemelere tabi tutulmustur. Ayrica bu uygulama
ile, mekanik inokulasyon yodnteminin de uygulanabilirligi ve etkinliginin
calisma kosullarimizda ortaya konmasi amaglanmustir.

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Bitkisel materyal olarak, mekanik inokulasyon testlemelerinde
dayanikli gesit kapsaminda, TGRC (Tomato Genetic Research Center)'den
temin edilen LA 3667 ile ticari bir gesit (Cesit-1; FORMULA F1) kullaniimigtir.
Hassas olarak yine ticari bir cesit (Cesit-2; BATEM OZCELIK F1) ve Bati
Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitlisii-Sebzecilik Boliumi‘nde gelistirilen iki
adet i1slah hatti (Hat-1; BATEM-114 ve Hat-2; BATEM-115) kullaniimigtir.

Hastallk etmeni virlisiin inokulum kaynadi ise Camkoy-Antalya’da
domates yetistirilen bir sera alanindan temin edilmistir.

2.2. Yontem
2.2.1. DAS-FLISA Testi

Camkody-Antalya’da domates Uretimi yapilan seradan alinan hastalikli
bitki 6rnegdinin serolojik analizleri Agdia firmasindan temin edilen TSWV
antiserum kiti protokoliine gére DAS-ELISA metodu kullanilarak yapilmistir
(Wang vd.,1980). Analizlerin gergeklestiriimesi asamasinda antiserum kitine
ait pozitif ve negatif kontroller kullaniimis ve izole edilen 7SWV15'in de
aralarina ilave edildigi érneklere ait okumalar 60 dakikalik inkiibasyon siiresi
sonucunda spektrofotometrede 405 nm dalga boyunda yapilmistir.

2.2.2. Mekanik Inokulasyon
Inokulasyon islemi, fidelerin ilk gercek yapraklarinin ciktigi asamada
ve yaklasik olarak 15 cm boyuna ulastiklarinda gergeklestirilmistir. Icerisine

karborandum ve silisyum oksit eklenmis 2 ml %0.01 M'lik fosfat tampon
gozeltisine 1g inokulum eklenerek mekanik inokulasyon igin karisim
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hazirlanmigtir. Bu karnisim,  bitkilerin ilk gergek vyapraklarinin el ile
asindinlmasi suretiyle bulastinlmistir. Virlis inokulasyon calismalarn ortam
sicakliginin 22-24°C ve oransal nemin %60-70 oldugu testleme seralarinda
yapilmistir (Garland vd., 2005).

3.BULGULAR VE TARTISMA

3.1. DAS-ELISA Testi

Inokulasyon yapildiktan sonra alinan bitki 6rneklerinde ve antiserum
kitinde yer alan pozitif ve negatif kontrollere ait 6rneklerde vyapilan

okumalara ait absorbans dederleri Tablo 1’ de verilmistir.

Cizelge 1. DAS —ELISA analizi yapilan 6rneklerin absorbans dederleri

Ornekler Absorbans Degeri
Negatif kontrol 0,074
Pozitif kontrol 0,509
TSWV15 0,774

Bu calismada yapilan ELISA testinde negatif kontrol dederinin 3 kati
olan tim dederler pozitif olarak kabul edilmis ve 0,222 {izerindeki 6lciim
dederleri pozitif olarak degerlendirilmistir. Nitekim hastalik etmeni virlise
karsi dayanikiik geninin  kalitimiyla ilgili calismalar sirasinda F2
kademesindeki  bitkilerin  olusturdugu populasyonda vyapilan ELISA
Olcimlerinde de 0,23 Uizerindeki absorbans dederleri pozitif olarak kabul
edilmis, bunun altindaki dederler negatif olarak kabul edilmistir (Stevens
vd.,1992).

ELISA analizi sonuglarinda Camkdy-Antalya’dan temin edilen izolatin
hastalik siddeti negatif kontroliin 10 katindan fazla (0,774) tespit edilmig ve
buna gore 7SWV15 olarak adlandirilan yoresel izolatin agresivitesinin yiiksek
oldugu anlasiimistir.

3.2.Mekanik inokulasyon

Mekanik inokulasyon tarihinden 20 glin sonra, domates bitkilerinde
hastalik belirtileri ile ilgili gbézlem ve incelemeler yapilmigtir. Testleme
sonucunda Cesit-1 ve LA 3667 dayanikh; Cesit-2, Hat-1 ve Hat-2 ise hassas
olarak gobzlenmistir (Resim 3). Dayanikli bitkilerde herhangi bir hastalik
belirtisine rastlanmaz iken; hassas bitkilerin yaprak damarlarinin arasinda
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kahverengilesmeler ve benek seklinde belirtiler gbdzlenmistir (Resim 4).
Testleme sonuclandidinda bitkiler yeniden ELISA testine tabi tutulmustur.
ELISA testi sonuclari, gorsel olarak ortaya cikan bulgularla tam olarak bir
uyusma sergilemis; belirti goOsterenler pozitif sonug verirken dayanikl
bulunan Cesit-1 ve LA 3667 bitkilerinde negatif sonug elde edilmistir.

Hastallk etmeni virlise karsi dayanikliik geni olan Sw<5'in tespiti
calismalarinda Garland vd. (2005) tarafindan yapilan mekanik inokulasyon
testlemelerinde, farkli 1slah kademelerindeki bitkilerde taramalar (screening)
yapilmistir. Bu calsmada da hastalik belirtisi olarak yapraklarda
kahverengilesme ve benek seklindeki lekeler dikkate alinmis olup, dayanikli
kontrol olarak kullanilan LA 3667 cesidinde higbir belirti ortaya cikmadigi
halde, Sw-5 genini icermeyen tim genotiplerde hastalik belirtilerine
rastlanmistir.

Resim 3. Yapillan mekanik inokulasyonun sonuglari; a)Cesit-1(dayanikh
ticari gesit), b)LA 3667 (dayanikli materyal) c¢)Cesit-2 (hassas ticari
cesit), d)Hat-1(hassas hat) e) Hat-2(hassas hat)
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Resim 4. inokulasyon yapilmis bitkilerdeki hastalik belirtileri

4. SONUG

Ulkemizde 7SWV ile ilgili yapilan calismalar son yillara kadar yalnizca
arazi surveyleri ve hastalidin yayilis alanlarini belirlemeyle sinirl kalmistir.
TSWV, 6nceleri tlkemiz icin yeni ve gok da dikkati gekmeyen bir virlis olarak
algilanirken, &zellikle son birkag yildan bu yana domates yetistirilen ortialti
ve hatta agik alanlarda yayginlagsmasi, verim ve kaliteyi neredeyse tamamen
yok etmesi nedeniyle Ureticilerin ve tohum sirketlerinin ilgi odadi haline
gelmistir. Genetik dayaniklilik haricinde kesin bir miicadelesi olmayan diger
virlis hastaliklarinda oldugu gibi dayanikli gesit kullanmi TSWV igin de
basvurulacak en guvenli yoldur. Bu virlse karsi dayaniklilik calismalar ise
Ulkemiz igin tamamen yeni bir konudur. Geleneksel islah ydntemlerinin yani
sira, molekdler yardimli seleksiyonun kullanimi, hastalia karsi dayaniklilik
geninin varhdinin tespiti icin hem pratik hem de daha kisa zaman almasi
bakimindan inokulasyon ydntemine goére ok avantajlidir. Ancak hastaliga
dayanikl oldugu disindlen bitkinin hastalik etmeni viris ile testlenmesi islah
galismalarinda mutlaka gergeklestiriimesi gereken bir adimdir. Dogru sonug
veren ve kolay uygulanabilir inokulasyon yénteminin ortaya konmasi,
molekiiler yontemlerle vyiritilen calismalarin paralelinde bulunmasi

48



gereklidir. Bu calismada kullanilan mekanik inokulasyon yo&nteminin,
7SWVye dayaniklilik islahi programlarinda kolaylikla uygulanabilir oldugu ve
guvenilir sonuclar verdigi gosterilmistir. Ayrica Antalya’dan izole edilen TSWV
izolatinin yiiksek agresiviteye sahip bir izolat oldugu da ortaya konmus, Sw-5
geninin varhidi halinde agresivite yiiksek de olsa dayanim 6zelliginin kendini
gosterdigi belirlenmistir.
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