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OZET

YEMEKLIK BAKLAGIL TOHUMLARIYLA TASINAN BAZI
VIRUSLERIN TESHISI, KARAKTERIZASYONU VE
MUCADELESINDE CESITLI TOHUM UYGULAMALARININ
ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

KIZMAZ, Mehmet Zeki

Doktora Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Mustata GUMUS

Subat 2021, 195 sayfa

Bu tezde 2017 yilinda Tiirkiye’nin farkli illerindeki {reticilerden ve
firmalardan temin edilen bakla, bezelye, mercimek ve nohut tohum o6rneklerinde
Alfalfa mosaic alfamovirus (AMV), Bean yellow mosaic potyvirus (BYMV),
Cucumber mosaic cucumovirus (CMV) ve Pea seed-borne mosaic potyvirus
(PSbMV) viriislerinin bulunma durumunun belirlenmesi, tespit edilen viriislerin
biyolojik ve molekiiler karakterizasyonu ve viriislere karsi ¢esitli inaktiflestirme

uygulamalarinin etkinliginin belirlenmesi amaciyla calismalar gerceklestirilmistir.

Tohum oOrneklerinde virlislerin saptanmasinda, DAS-ELISA ve RT-PCR
yontemlert kullanilmistir. Tespit edilen viriisler mekanik inokulasyonla test
bitkilerine taginarak biyolojik karakterizasyonu yapilmistir. Daha sonra RT-PCR
yontemiyle ¢ogaltilan virlislerin CP gen bdlgelerinin dizi analizleri yapilarak,
MEGA programi vasitasiyla diinya izolatlariyla karsilastirilmali olarak filogenetik
analizi gerceklestirilmistir. Son olarak virlislerin inaktiflestirilmesi amaciyla
tohumlara sicak su, sicak hava ve ozon uygulamalari gergeklestirilmis ve
uygulamalarin tohumlar tizerindeki olasi etkilerini belirlemek igin ¢imlendirme
testleri yapilmustir.

Bakla, mercimek ve nohut tohum orneklerinde viriislere rastlanirken, bezelye
tohumlarinda herhangi bir virlise rastlanmamistir. Biyolojik karakterizasyon
caligmalarinda, elde edilen AMV, BYMV, CMV ve PSbMV izolatlar1 diinya
izolatlartyla farkliliklar ve benzerlikler gostermistir. Ayrica, diinya izolatlariyla

yiiksek oranda niikleotit ve aminoasit benzerligi belirlenmistir. Ozon uygulamalari
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cimlenmeyi olumsuz etkilemeden viriisleri inaktiflestiren en etkili uygulamalar
olmustur. Sicak su uygulamalari ise tohum ¢imlenmesini 6nemli derecede olumsuz

etkilemistir.

Anahtar sozciikler: Baklagiller, tohum, bitki viriisleri, karakterizasyon,

inaktiflestirme.
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ABSTRACT

DIAGNOSIS AND CHARACTERIZATION OF SOME VIRUSES
TRANSMITTED BY EDIBLE LEGUMINOUS SEEDS AND
INVESTIGATION OF THE EFFECTIVENESS OF VARIOUS SEED
TREATMENTS IN THEIR CONTROL

KIZMAZ, Mehmet Zeki

Ph.D. in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa GUMUS

February 2021, 195 pages

In this thesis, studies were carried out to determine the presence of Alfalfa
mosaic alfamovirus (AMV), Bean yellow mosaic potyvirus (BYMV), Cucumber
mosaic cucumovirus (CMV) and Pea seed-borne mosaic potyvirus (PSbMV) in
broad bean, pea, lentil and chickpea seed samples obtained from producers and
companies from different provinces of Turkey in 2017, biological and molecular
characterization of the detected viruses and determination of the effectiveness of
various inactivation applications against viruses.

DAS-ELISA and RT-PCR methods were used to detect viruses in seed
samples. The detected viruses were transported to test plants by mechanical
inoculation and their biological characterization was made. Afterwards, by
sequencing the CP gene regions of viruses reproduced by RT-PCR method,
phylogenetic analysis was performed by means of the MEGA program in
comparison with world isolates. Finally, hot water, hot air and ozone applications
were applied to the seeds in order to inactivate the viruses and germination tests
were carried out to determine the possible effects of the applications on the seeds.

While viruses were found in broad bean, lentil and chickpea seed samples,
viruses were not found in pea seeds. In biological characterization studies, the
isolates obtained from AMV, BYMV, CMV and PSbMV showed differences and
similarities with world isolates. In addition, a high rate of nucleotide and amino
acid similarity with world isolates has been determined. Ozone applications have
been the most effective applications that inactivate viruses without adversely
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affecting germination. Hot water applications significantly negatively affected
seed germination.

Keywords: Leguminous, seed, plant viruses, characterization, inactivation.
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1. GIRiS

Yaklasik 500 cins ve 12 bin tiir otsu, ¢al1 ve aga¢ formunda bitki bulunduran
Leguminosae  (Fabaceae) familyasi Papilionatae, Caesalpinoideae ve
Mimosoideae alt familyalarina ayrilmaktadir (Edwardson and Christie, 2018).
Yemeklik baklagiller olarak adlandirilan soya fasulyesi (Glycine max), yer fistig
(Arachis hypogaea), fasulye (Phaseolus vulgaris), boriilce (Vigna unquiculata),
giivercin bezelye (Cajanus cajan), nohut (Cicer arietinum), bezelye (Pisum
sativum), mas fasulyesi (Vigna radiata), siyah fasulye (Vigna mungo), bakla
(Vicia faba) ve mercimek (Lens culinaris) bitkileri Papilionatac alt familyasi
icinde yer alan ve diinya c¢apinda yetistiriciligi yapilan en Onemli baklagil
tirleridir (Lewis et al., 2005). Soya fasulyesi, yer fistigi, fasulye, boriilce,
giivercin bezelye, mas fasulyesi ve siyah fasulye sicak mevsimlerde yetistirilirken;

nohut, bezelye, bakla ve mercimek serin mevsimlerde yetistirilmektedir.

Baklagil bitkileri insan ve hayvan beslenmesinde kullanilan bitkiler arasinda
hububatlardan sonra ikinci sirada bulunmaktadir. Besin degeri olarak hububat
tohumlarindan 2-3 kat daha fazla protein icermektedir. Yiiksek protein igerigi
nedeniyle insan beslenmesinde Onemli yer tutmakta ve ciftlik hayvanlart igin
kaliteli yem kaynag olarak kullanilmaktadir. Yesil giibre olarak kullanilmalarinin
yanisira, Rhizobium bakterileriyle ortak yasam kurmasi nedeniyle bitkilerin azot
ihtiyacinin karsilanmasi ve topragin azot igeriginin artirilmasini saglar. Azotlu
giibrelerin iretimi ve kullanimindan kaynakli ¢evre sorunlarinin azaltilmasina da
yardimc1 olmaktadir. Ayrica tip, boya ve parfiim sanayilerinde, lif kaynagi ve siis
bitkisi olarak, regine ve tanen iiretiminde de kullanilmaktadirlar (Edwardson and

Christie, 2018).

Yemeklik Baklagillerin diinyanin farkli bolgelerine gore iiretim degerleri
degismekte ve bazi bolgelerde degisik tiirler daha fazla 6nem kazanmaktadir.
Latin Amerika’da fasulye, soya fasulyesi, yer fistigi, boriilce ve nohut; Dogu
Asya’da mercimek, giivercin bezelye, nohut, mas fasulyesi ve siyah fasulye; Orta
Asya ve Kuzey Afrika’da bakla, mercimek ve nohut; Afrika’da ise yer fistigi,

boriilce ve fasulye temel besin kaynagi olarak 6nem kazanmaktadir.
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Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii’niin (Food and Agriculture
Organization of United Nations, FAO) iiretim verilerine gore 2018 yilinda 241.7
milyon ha alanda soya fasulyesi, yer fistigi, fasulye, nohut, bezelye, bériilce,
mercimek, gilivercin bezelye ve bakla iiretimi gergeklestirilmis, 480.2 milyon ton
iiriin elde edilmistir (Tablo 1.1).

Tablo 1.1. Diinya baklagil ekim alanlar1 ve iiretim
miktarlar1 (FAO, 2018).

. Ekim Alanm1 | Uretim Miktan
Bitki Ad1 (ha) (ton)
Soya fasulyesi 124.921.956 348.712.311
Yer fistigi 28.515.387 45.950.901
Fasulye 34.495.662 30.434.280
Nohut 17.814.502 17.192.188
Bezelye 7.878.051 13.534.166
Boriilce* 12.496.305 7.233.408
Mercimek 6.100.922 6.333.352
Giivercin bezelye 6.992.553 5.960.575
Bakla 2.511.813 4.923.090
Toplam 241.727.151 480.274.271

*Boriilce iiretim verileri TUIK (2019) verilerinden alimustir.

baklagil tiretimi gergeklestirilmistir (Tablo 1.2).

Tiirkiye’de ise 2018 yil1 verilerine gore 942 bin ha alanda 1.5 milyon ton

Tablo 1.2. Tirkiye baklagil ekim alanlar1 ve tiretim
miktarlar1 (FAO, 2018).

Bitki Ads Uretim Alam | Uretim Miktar
(ha) (ton)
Nohut 514.102 630.000
Mercimek 259.374 353.000
Fasulye 84.786 220.000
Yer fistig 44.290 173.835
Soya fasulyesi 32.848 140.000
Bakla 4.772 13.198
Bezelye 907 2.603
Boriilce* 1.308 1.392
Toplam 942.387 1.534.028

*Boriilce iiretim verileri TUIK (2019) verilerinden alinmistir.
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Ulkeler diizeyinde en fazla soya fasulyesi iiretimi Amerika’da, yer fistig1 ve
bakla iiretimi Cin’de, fasulye, nohut ve giivercin bezelyesi iiretimi Hindistan’da,

boriilce iiretimi Nijerya’da, bezelye ve mercimek iretimi Kanada’da

gerceklesmektedir. Tiirkiye nohut iretiminde diinyada igiincii ve mercimek
tiretiminde dordiincii sirada yer almaktadir (FAO, 2018) (Tablo 1.3).

Tablo 1.3. Ulkelere gore baklagil ekim alan, iiretim miktari ve verim.

r .. Ekilen Alam1 | Uretim miktar1 | Verim
Bitki Ad1 Ulkeler (ha) (ton) (Kg/da)
Soya Ame_rika 35.657.240 123.664.230 3.468
Fasulyesi Brt_azﬂya 34.771.690 117.887.672 3.390

Arjantin 16.318.060 37.787.927 2.316
Cin 4.640.843 17.392.071 3.747
Yer Fistig1 | Hindistan 4.940.000 6.695.000 1.355
Sudan 3.065.000 2.884.000 941
Hindistan 13.545.518 6.220.000 459
Fasulye Myanmar 2.701.865 4,779.927 1.769
Brezilya 2.837.697 2.915.030 1.027
Hindistan 11.899.185 11.380.000 956
Nohut Avustralya 1.075.136 008.231 928
Tirkiye 514.102 630.000 1225
Nijerya 2.853.097 2.606.912 914
Boriilce Nijer 5.889.677 2.376.727 403
Burkina Faso 1.307.336 630.965 483
Kanada 1.431.200 3.580.700 2.502
Bezelye Rusya 1.385.555 2.304.432 1.663
Cin 1.000.094 1.525.476 1.525
Kanada 1.499.400 2.092.136 1.395
Mercimek | Hindistan 2.215.397 1.620.000 731
Amerika 290.560 381.380 1.313
Giivercin Hindistan 5.583.059 4.290.000 768
Bezelyesi Myanmar 532.622 676.198 1.270
Malavi 249.510 434,792 1.743
Cin 865.982 1.806.010 2.085
Bakla Etiyopya 464.313 088.262 2.128
Ingiltere 154.600 402.000 2.600

Viris hastaliklar1 tropik ve subtropik bolgelerde yemeklik baklagil iiretimini
siirlayan baslica biyotik faktorlerden biri olup, simdiye kadar kiiltlirii yapilan
baklagillerde hastalik meydana getiren farkli cinslere ait yaklasik 150 virlis
oldugu belirlenmistir (Loebenstein and Thottappilly, 2003; Rao et al., 2008;
Sastry and Zitter, 2014; ICTV, 2020). Bean common mosaic potyvirus (BCMV),
Soybean mosaic potyvirus (SMV), Cucumber mosaic cucumovirus (CMV), Alfalfa

mosaic alfamovirus (AMV), Peanut mottle cucumovirus (PeMoV), Pea seed-
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borne mosaic potyvirus (PSbMV) ve Bean yellow mosaic potyvirus (BYMV) gibi
tohum kaynakli virlisler diinya c¢apinda yayillim gostermekte ve ¢esitli
baklagillerde hastalik meydana getirmektedir (Albrechtsen, 2006; Sastry, 2013).
Diger virlis hastaliklar ise diinyanin farkli bolgelerinde goriilmekte, bazilar1 da
belirli bolgelerde goriilen endemik hastaliklar olabilmektedir. Ornegin; Groundnut
rosette umbravirus (GRV) sadece Afrika’da goriilen endemik bir viriis hastaligidir
(Alegbejo and Abo, 2002; Kumar et al., 2008b). Groundnut bud necrosis
othrotospovirus (GBNV), Pigeonpea sterility mosaic emaravirus (PPSMV),
Mungbean yellow mosaic begomovirus (MYMV) ve Mungbean yellow mosaic
India begomovirus (MYMIV) Giineydogu Asya’ya 6zgii viriis hastaliklaridir.
(Kumar et al., 2008a; Malathi and John, 2008; Mandal et al., 2012). Fasulyeyi
enfekte eden begomovirilisler daha ¢ok Latin Amerika’da yaygindir (Navas-
Castillo et al., 2011). Faba bean necrotic yellows nanovirus (FBNYV) Bat1 Asya
ve Kuzey Afrika’da soguk iklimde yetistirilen baklagillerde en yaygin goriilen
virtistiir (Kumari and Makkouk, 2007; Makkouk and Kumari, 2009; Makkouk et
al., 2012).

Diinyada kiiltiir bitkilerinin yaklasik % 90’min tohum aracilifiyla
yetistirilmesi nedeniyle, tohumla tasman bitki viriisleri biiyilk problem
olusturmaktadir (Erkan, 1998). Gerek yurt disinda gerekse iilkemizde yapilan
arastirmalarda sertifika almis tohumlarda bile viral etmenlerin var olduklar1 gesitli
arastirmalarda belirlenmistir (Cigek ve Yorganci, 1991; Erkan vd., 1991; Erkan
vd., 1992; Sayasa et al., 1993; Cigek, 1998). Tohumla tasinan viriisler bitkilerde
hastalik meydana getirerek; tohum olusumunun engellenmesine, tohumun
cimlenme yeteneginin azalmasina veya kaybolmasina, tohumlarda renk ve sekil
bozukluklarina ve bunlara bagli olarak iiriin miktar1 ve kalitesinde azalmaya
neden olmaktadir. Ayrica viriislere karsi miicadelede yapilan harcamalar ve
olusan maliyetler dolayli olarak zarar vermektedir. Enfekteli tohumlarin primer
enfeksiyon kaynagi olmasi, bu tohumlardan olusan bitkilerin sekonder inokulum
kaynagi olusturmasi, tohum vasitasiyla viriislerin diinya geneline yayilmasi ve
viriislerin yildan yila taginarak devamlilik kazanmasina neden oldugu i¢in tohum
enfeksiyonlari viriis ekolojisi ve epidemiyolojisinde biiylik 6neme sahiptir (Erkan,

1998; Albrechtsen, 2006; Sastry, 2013).



5

Tohum kdkenli viriis hastaliklarinin baklagil bitkilerinin gelisimi ve verimi
lizerine etkisi, bitki tiir ve ¢esidi, virlisiin 1rki, enfeksiyon zamani, mevsim,
lokasyon ve iklim faktorlerine bagli olarak degismektedir (Jones and Barbetti,
2012). Farkli arastirmacilar tarafindan yapilan tarla denemelerinde, AMYV nin
baklada % 45, mercimekte % 81-87 ve nohutta % 98 (Latham et al., 2004);
BYMV’nin baklada % 45 (Alkhalaf et al., 2010) ve mercimekte % 96 (Kumari et
al., 1994); CMV’nin fasulyede % 5-75 (Morales, 2003; Schwartz et al., 2005),
mercimekte % 80-90 (Latham et al., 2004) ve nohutta % 80 (Jones et al., 2008);
PSbMV’nin baklada % 40.5 (Makkouk et al., 1993), bezelyede % 25 (Coutts et
al., 2009) ve mercimekte % 96 (Coutts et al., 2008) verim kaybina neden oldugu
bildirilmistir.

Bitki viriis hastaliklarina karsi dogrudan miicadele yontemleri bulunmamasi
nedeniyle, daha c¢ok karantina Onlemleri, hastaliktan ari tohum kullanima,
dayanikli ¢esitlerin kullanimi, vektorlerle kimyasal, fiziksel ve biyolojik miicadele
gibi dolayli yontemler tercih edilmektedir. Bu yontemler viriislere karsi etkili bir
miicadele saglamasa da entegre miicadele programi igerisinde birden fazla
yontemin birlikte kullanilmasiyla viriis hastaliklari minimize edilebilmektedir
(Hooks and Fereres, 2006; Malathi and John, 2008; Sreenivasulu et al., 2008;
Reddy et al., 2009; Hema et al., 2014). Tohumla yetistirilen bitkilerde tohum
kaynakli viriislere 6zgii olarak miicadelede genel yontemler disinda enfekteli
tohumlarin imhasi, u¢ meristem kiiltiirii, kimyasal dezenfeksiyon, sicak su, sicak
hava ve 1s1n yoluyla dezenfeksiyon yontemleri kullanilmaktadir. Kimyasal
uygulamalar external taginan viriislere kars1 etkili olurken, sicaklik uygulamalari
internal tasinan viriislere kars1 daha etkili olmaktadir (Hema et al., 2014; Sastry
and Zitter, 2014). Belirtilen yontemler virlisiin tohumla tasinma oranini

azaltmakta ve dolayl olarak viriisiin yayilmasini azaltmaktadir.

Bu tez calismasiyla, diinyada ve llkemizde yaygin olarak yetistiriciligi
yapilan bakla, bezelye, mercimek ve nohut bitkilerinde tohumla tagindigi ve
ekonomik kayiplara neden oldugu daha Onceki caligmalarla ortaya konmus en
yaygin dort virlisiin iilkemizdeki bulunma durumu belirlenmistir. Elde edilen
Tiirkiye’ye 6zgili viriis izolatlari, diinya izolatlariyla karsilastirilarak farklilik ve

benzerlikleri saptanmis, ayrica taksonomideki yerleri belirlenmistir. Ayrica, bu
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virlislerin kontrol edilme olanaklarimi aragtirmak amaciyla sicaklik ve ozon
uygulamalarinin etkinligi ve bu uygulamalarin tohumlarin kalitesine olasi etkileri

belirlenmeye calisilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Baklagil Bitkilerinde Gériilen Viriis Hastahiklari

Diinya genelinde farkli arastirmacilar tarafindan Leguminosae familyasina
ait bitkileri dogal olarak enfekte eden 64 cinsten 281 virlis tiirii bildirilmistir
(Hampton, 1984; Bos et al., 1988; Jones and McLean, 1989; Makkouk, 1994;
Boiteux et al., 1995; Schwinghamer et al., 1999; Makkouk et al., 2003b; Thomas
et al., 2004; Kumari and Makkouk, 2007; Kumari et al., 2009; Makkouk et al.,
2012; Edwardson and Christie, 2018). Bunlarin disinda yapay inokulasyonla
enfeksiyona neden oldugu belirlenen, ancak dogal sartlarinda rapor edilmemis
viriisler de bulunmaktadir. Ornegin; Apple stem grooving capillovirus’un
Phaseolus vulgaris bitkisini (Lister, 1970), Freesia streak potyvirus’un Trifolium
incarnatum bitkisini (Brunt, 1968), Papaya mosaic potexvirus’un Cassia
occidentalism bitkisini (De Bokx, 1965) ve Wound tumor phytoreovirus’un
Melilotus officinalis bitkisini (Black, 1945) yapay inokulasyonla enfekte
edebildigi belirlenmistir.

Sadece yemeklik baklagil bitkilerinde dogal enfeksiyona neden oldugu
bildirilen yaklagik 150 virlis bulunmaktadir. Bu say1 her gecen giin degisken olan
viriislerin genotipi, vektorler, konukcu bitkiler ve cevre faktorleri nedeniyle
artmaktadir. Bu viriislerin 1/3’ten fazlasi tohumla tasinabilmektedir (Edwardson
and Christie, 2018). Baklagillerde ekonomik Oneme sahip viriisler ve bazi

Ozellikleri Tablo 2.1°de verilmistir.
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Tablo 2.1. Baklagillerde goriilen ekonomik 6neme sahip viriisler ve taginma yollari.

Bitki Adi Viriis Ad1 Kisaltma | Cins adi Tasinma yollari
Soybean mosaic virus SMV Potyvirus M, T, YB (NP)
Tobacco ringspot virus TRSV Nepovirus M, T, N
Cowpea severe mosaic virus CPSMV Comovirus Sap, B (SP)
Soya Groundnut bud necrosis virus GBNV Orthotospovirus Sap, Th (C)
Fasulyesi Tobacco streak virus TSV llarvirus M, T, Th
Soybean dwarf virus ShDV Luteovirus YB (C)
Mungbean yellow mosaic virus MYMV .
Beanggoldeﬁ mosaic virus BGMV Begomovirus BS (C)
Groundnut rosette assistor virus GRAV CY YB (C)
Groundnut rosette virus GRV Umbravirus M, YB (C)
Tomato spotted wilt virus TSWV .
GroundnEt bud necrosis virus GBNV Orthotospovirus M, Th (CP)
Yer Fistig1 | Tobacco streak virus TSV llarvirus M, T, Th
Peanut clump virus PCV .
Indian peam?t clump virus IPCV Pecluvirus M. T,F
Peanut mottle virus PeMoV Potyvirus
Cucumber mosaic virus CMV Cucumovirus M, T, YB (NP)
Bean common mosaic virus BCMV .
Bean common mosaic necrosis virus BCMNV Potyvirus M. T, YB (NP)
Fasulye Bean golden mosaic virus_ _ BGMV _
Bean golden yellow mosaic virus BGYMV | Begomovirus BS (C)
Bean dwarf mosaic virus BDMV
Cucumber mosaic virus CMV Cucumovirus M, T, YB (NP)
Cowpea aphid-borne mosaic virus CABMV | Potyvirus M, T, YB (NP)
Cowpea mosaic virus CPMV Comovirus
Cowpea severe mosaic virus CPSMV M, T, B (SP)
Southern bean mosaic virus SBMV Sobemovirus
Cucumber mosaic virus CMV Cucumovirus M, T, YB (NP)
Boriilce Cowpea golden mosaic virus CPGMV
Mungbean yellow mosaic India virus MYMIV | Begomoviurus BS (C)
Dolichos yellow mosaic virus DoYMV
Cowpea mild mottle virus CPMMV | Carlavirus M, T, BS (NP)
Cowpea chlorotic mottle virus CCMV Bromovirus M, B (SP)
Cowpea mottle virus CPMoV Gammacarmovirus M, T, B (SP)
Bean leafroll virus BLRV .
Soybean dwarf virus ShDV Luteovirus YB(©)
Chickpea chlorotic stunt virus CpCsV Polerovirus YB (C)
Beet western yellows virus BWYV
Nohut Chickpea chlorotic dwarf virus CpCDV
Chickpea redleaf virus CpRLV
Chickpea yellows virus CpYV Mastrevirus YP (C)
Chickpea chlorosis virus CpCV
Chickpea chlorosis Australia virus CpAV
Pea seed-borne mosaic virus PSbMV .
Bean yellow mosaic virus BYMV Potyvirus M. T, YB (NP)
Bezelye Pea enation mosaic virus 1 PEMV-1 | Enamovirus M, YB (C)
Pea enation mosaic virus 2 PEMV-2 | Umbravirus M, YB (C)
Bean leafroll virus BLRV Luteovirus YB (C)
Faba bean necrotic yellows virus FBNYV Nanovirus
Faba bean necrotic stunt virus FBNSV YB (C)
Bakla Bean leafroll virus BLRV Luteovirus
Bean yellow mosaic virus BYMV Potyvirus M, T, YB (NP)
Broad bean mottle virus BBMV Bromovirus M, T, B (SP)
Bean leafroll virus BLRV Luteovirus YB (C)
Faba bean necrotic yellows virus FBNYV Nanovirus YB (C)
. Pea seed-borne mosaic virus PSbMV ;
Mercimek Bean yellow mosaic virus BYMV Potyvirus M, T, YB (NP)
Cucumber mosaic virus CMV Cucumovirus M, T, YB (NP)
Broad bean stain virus BBSV Comovirus M, B (SP)

M; mekanik taginma, T; tohum, YB; yaprak biti, N; nematod, B; ¢esitli bocekler, Th; tihrips, BS; beyaz sinek, F;
fungus, YP; yaprak piresi, NP; nonpersistent, SP; semipersistent, C; circulative, CP; circulative ve propagative,
CY: herhangi bir cins igine yerlestirilmemistir.



2.2. Arastirma Konusu Viriisler
2.2.1. Alfalfa Mosaic Virus (AMV)

Bromoviridae familyasinin Alfamovirus cinsi iginde yer almaktadir (ICTV,
2020). Ik kez Amerika’da Weimer tarafindan kaba yonca bitkisinde belirlenmis
olup, diinya genelinde yayilim gosteren bir viriistiir (Weimer, 1931) (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. AMV’nin diinyadaki yayilimi (CABI, 2019a).

AMYV virionu, zarfsiz, bacilliformda, T=1 icosahedral simetrili ve 18 nm
capindadir. RNA1, RNA2 ve RNA3’ten olusan ii¢ pargali, pozitif polariteli, tek
iplikgikli bir genoma sahiptir (Jaspars, 1985). Genom RNA’larinin ayri ayri
kapsidasyonu sonucunda, 30-57 nm arasinda degisen uzunlukta, 5 tip viris
partikiili (B, M, Ta, Tb ve To) bulunmaktadir (Jaspars, 1974, 1985). Bu
partikiillerin  hi¢ birisinin tek basmna enfeksiyon yapabilme yetenegi
bulunmamaktadir. B, M ve Tb kombinasyonu ortamda protein kilifi bulunmasi
durumunda basarili enfeksiyon olusturabilmektedir. Viriis partikiiliiniin yaklagik
% 17.8°i RNA’dan olusmaktadir (Hull et al., 1969). RNA 1 ve 2’de
replikasyondan sorumlu P1 ve P2 proteinleri kodlanmistir (Bol, 1999). RNA 3’te
MP proteini kodlanmis olup (Langereis et al., 1986), RNA 3’iin iizerinde bulunan
subgenomik RNA4’te ise CP proteini kodlanmistir (Brederode et al., 1980; Smit
and Jaspars, 1982; Van der Vossen et al., 1994; Bol, 1999; Tenllado and Bol,
2000) (Sekil. 2.2). CP genlerinin filogenetik analizine dayali olarak AMV



10

izolatlar1 orijinlerine gore I ve II alt gruplarina ayrilmaktadir (Parrella et al.,
2000).

RNA1 (~3.4 kb)

5'm’G = ORF 1a ~110 kDa 3"
RNA2 (~2.7 kb)

5'm’G = ORF 2a ~85 kDa ] =3

RNA3 (~2.3 kb)

5'm’G ~JORESaSAKDaN—ORRCRSEaROa— — 3

Sekil 2.2. AMV’nin genom organizasyonu (Bujarski et al., 2019).

AMYV icin termal inaktiflesme noktas1 48 °C (Milbrath, 1963) ve 66-69 °C
(Babovic et al., 1975) olarak hesaplanmistir. Son seyrelme noktas: ise 102’den
(Kreitlow and Price, 1949) 10°-10®ya (Babovic, 1968) kadar degismektedir. In
vitro’da 1-2 giinden (Nour and Nour, 1962) 30 giine (Hein, 1957) kadar stabil
kalabilmektedir.

Diinya genelinde yayilim gosteren ve ¢ok sayida konukcuya sahip bir
viriistiir (Jasper and Boss, 1980). AMV 48 familyadan, 155 farkli cinsten, 232
bitki tiiriinde rapor edilmistir. Konukgularindan 21 cinsten 53 bitki tiirii
Leguminosae (Baklagiller) familyas1 i¢inde yer almaktadir. Bakla, bezelye,
fasulye, mercimek, nohut, li¢giil ve yonca bitkileri onemli konukcgularidir

(Edwardson and Christie, 2018).

AMV yonca bitkisinin gen¢ yapraklarinda kiigiik, yuvarlak ve sari-yesil
lekelere neden olmaktadir. Daha sonra klorotik lekeler, seritler ve halkalar
seklinde biliyiimektedir. Yashh yapraklarda acgik sar1 ve beyazims: lekeler
olugsmaktadir. Erken enfekte olan bitkilerin yapraklari burusmakta ve gelisme
geriligi goriilmektedir. Enfekteli bitkilerde bodurlasma ve sonugta 6liim meydana
gelmektedir (Graham et al., 1972). Bezelye bitkisinde yapraklarda kivrilma,
kloroz ve nekrotik lekelere neden olmakta ve bitkide bodurlagsma goriilmektedir
(Ford and Baggett, 1965). Mercimek bitkilerinin yapraklarinda kiigiilme ve kloroz
meydana gelmektedir. Bitkilerde bodurlasma goriilmekte ve erken Oliim

olabilmektedir. Ciceklenme ve tohum olusumunda azalma meydana gelmekte ve
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olusan tohumlar kiiciik ve burusuk olmaktadir (Sastry et al., 2019). Nohut
bitkilerinde olusan erken enfeksiyon, bitki boyunca yayilan ve 6liimle sonuglanan
siirglin ucu nekrozlarina neden olmaktadir. Geg¢ donem enfeksiyonlarinda,
stirgiinlerin u¢ kisminda simirli nekrozlar meydana gelmekte ve yapraklarda
klorotik halaklar olugsmaktadir. Baz1 bitkilerde yan siirglinlerin ¢ogalmasina neden
olmaktadir. Enfekteli bitkilerde bodurlasma, yaprak dokiimii ve erken Olim

gerceklesmektedir (Sastry et al., 2019).

AMV mekanik olarak kolay bir sekilde tasinabilmesinin yanisira
Acyrthosiphon kondoi (Garran and Gibbs, 1982), A. pisum (Weimer, 1934), A.
primulae (Heinze, 1960), A. solani (Severin, 1947), Aphis craccivora (Swenson,
1952), A. fabae (Swenson, 1954), A. frangulae gossypii (Severin, 1947), A.
thalictri (Heinze, 1963), Aulacorthum circumflexum (Heinze, 1960), A. solani
(Heinze, 1960), Idiopterus nephrolepidis (Heinze, 1960), Macrosiphum
euphorbiae (Porter, 1935), M. pisi (Verhoyen, 1961), Metapalophium primulae
(Heinze, 1960), Micromyzus violae (Severin, 1947), Myzus ajugae (Heinze,
1963), M. ornatus (Heinze, 1960), M. persicae (Severin, 1947), Nearctaphis
bakeri (Manglitz and Kreitlow, 1960), Neomyzus circumflexus (Severin, 1947),
Phorodon cannabis (Schmidt and Karl, 1970) ve Therioaphis trifolii f. maculata
(Schmidt, 1977f) yaprak bitleriyle nonpersistent olarak tasinabilmektedir. Ayrica,
Leguminosae, Amaranthaceae ve Solanaceae familyalarindan bazi bitki tiirlerinin
tohumlariyla taginabilmektedir (Edwardson and Christie, 2018). Bakla
tohumlariyla % 0.04 (Latham et al., 2004), mercimek tohumlariyla 0.1-5% (Jones
and Coutts, 1996; Makkouk and Attar, 2003) ve Nohut tohumlariyla 0.1-1%
(Jones and Coutts, 1996) oranlarinda tasinabilmektedir. Yonca bitkisinin
tohumlariyla % 74’e varan oranlarda tasiabilmektedir (Jones and Pathipanawat,
1989; Bailiss and Offei, 1990; Cali, 1990; Jones, 2004; Mando et al., 2004).
Enfekteli yonca bitkisinin tohum kabugu ve embriyosunda bulundugu
bildirilmistir (Pesic and Hiruki, 1986). Ayrica polen vasitasiyla tasinabildigi
bilinmektedir (Frosheiser, 1974; Hemmati and McLean, 1977). Cuscuta
campestris, C. epilinum, C. europea, C. lupuliformis ve C. subinclusa gibi kiiskiit

tiirleri tarafindan da yayilabilmektedir.
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2.2.2. Bean Yellow Mosaic Virus (BYMV)

Bean yellow mosaic virus (BYMV) Potyviridae familyasinin Potyvirus cinsi
icinde yer almakta olup (ICTV, 2020), ilk kez 1934 yilinda Pierce tarafindan
fasulye bitkilerinde saptanmustir. Ulkemizde de varlig1 bilinen viriis (Acikgoz and
Citir, 1986), tiim diinya genelinde de yayilim gostermektedir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. BYMV nin diinyadaki yayilimi (CABI, 2019b).

BYMV ipliksi, 750 nm uzunlugunda ve 15 nm genisliginde bir viriona
sahiptir (Brunt et al., 1990). Potyvirus cinsine bagh diger viriisler gibi tek zincirli
pozitif polariteli RNA’ya sahiptir. Genomik RNA iizerinde proteolitik siirecler
sonucu viriisiin replikasyonu ve taginmasinda rol alan 11 proteine doniisebilen
cesitli bolgeler kodlanmistir. S6z konusu kodlanmis bolgeler; P1 (translasyon,
replikasyon modiilatorii), HC-Pro (gen susturma/ durdurma ve yaprak bitiyle
tasinma), P3 (Viriis replikasyonu ve tasinma), P3N-PIPO (Hiicreden hiicreye
taginma), 6K1 (Replikasyon vezikiillerinin olusumu), CI (Viriisiin replikasyon ve
taginmasinda gorev alan helikaz), 6K2 (Replikasyon vezikiillerinin olusumu), VPg
( Translasyon, viriisiin taginmast ve replikasyon), Nla-Pro (Polyprotein siireci),
NIb (RNA’ya bagli RNA polimeraz) ve CP (Viriisiin taginmast, virion olusumu ve
yaprak bitiyle tasinma)’dir (Revers and Garcia, 2015; White, 2015; Cui and
Wang, 2016) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. BYMV’nin genom organizasyonu (Wylie et al., 2017).

BYMYV i¢in termal inaktiflesme noktas1 50-55 °C (Goodchild, 1956) ve 70-
80 °C (Singh and Singh, 1977) olarak hesaplanmistir. Son seyrelme noktasi ise
8x10%den (Smith, 1957) 107-10%e¢ (Singh and Singh, 1977) Kkadar
degismektedir. In vitro’da 24-32 saatten (Frandsen, 1952) 31-40 giine (Singh and
Singh, 1977) kadar stabil kalabilmektedir.

BYMV, genis bir konukcu dizisine sahip olup, 14 familyadan 54 cins
icinde yer alan 188 bitki tiirlinde rapor edilmistir. Konukgulart arasinda
Leguminosae familyasindan 26 cins, 150 tiir bulunmaktadir. Bakla, bezelye,

boriilce, fasulye, mercimek, nohut, {li¢cgiil ve yonca Onemli konukcularidir

(Edwardson and Christie, 2018).

BYMV ile enfekteli fasulye bitkisinin yapraklarinda burusma, asagi dogru
kivrilma, sar1 beneklenme ve damarlar boyunca nekroz belirtileri goriilmektedir.
BYMV’nin bazi wrklart fasulye yapraklarinda mor lekeler, bitkide bodurlagsma ve
ge¢ olgunlagmaya neden olabilmektedir. BYMV nin nekrotik irklart ise fasulye
bitkisinde ug siirgiinlerde nekrozlara ve yaprak dokiimiine neden olabilmektedir
(Tu, 1997). Bakla bitkisinde genc¢ yapraklarda belirtiler daha belirgin olup,
damarlarda renk agilmasi, mozaik, damar bantlasmasi ve kloroza neden
olmaktadir. BYMV nin bazi irklar1 bakla bitkisinde mozaik, bodurlasma, nekroz
ve bitki Olimiine neden olabilmektedir (Vovlas and Russo 1978). Viriisle
enfekteli bezelye bitkilerinde mozaik, yaprak damarlarinda kloroz ve ug
stirglinlerde nekroz belirtileri goriilmektedir. Mercimek bitkisinde kloroz, hafif
mozaik veya beneklenme ve bodurlagsma belirtileri olugmaktadir. Yapraklarda
kivrilma veya yaprak kenarlar1 boyunca nekrozlu kivrilma meydana gemektedir.
Ayrica, ¢igeklenme ve tohum olusumunda azalma ve tohum boyutunda azalmaya
neden olmaktadir. Nohut bitkisinde siirgiinlerin uc¢larinda nekroz, yaprak

kenarlarinda kirmizilagsma, bodurlasma ve erken yaglanma belirtilerine neden
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olmaktadir. Erken enfekte olup dlmeyen bitkilerin yapraklarinda ipliklesme ve

sekil bozuklugu olusmaktadir (Sastry et al., 2019).

BYMYV mekanik olarak tasimabilmesinin yanisira Acyrthosiphon destructor
(Carter, 1962), A. onobrychis (Devergne, 1959), A. pisum (Hagedorn and Walker,
1950), A. scarioli (Swenson, 1957), A. sesbaniae (Kaiser, 1973b), Anuraphis
bakeri (Sommereyns, 1967), Aphis craccae (Heinze, 1952), A. craccivora
(Kennedy et al., 1962), A. fabae (Swenson, 1957), A. gossypii (Swenson, 1957),
A. helianthi (Swenson, 1957), A. medicaginis (Corbett, 1958), A. spiraecola
(Evans and Zettler, 1970), Aulacorthum barri (Carter, 1962), A. circumflexus
(Smith and Brierley, 1944), A. scariolae (Quantz, 1968a), A. solani (Swenson,
1957), Brachycaudus cardui (Swenson, 1957), B. chelichrisi (Kovachevsky,
1973), B. helichrysi (Sommereyns, 1967), Brachycolus atriplicis (Swenson,
1957), Brevicoryne brassicae (Carter, 1962), Cavariella aegopodii (Swenson,
1957), Cerosipha gossypii (Carter, 1962), Chaetosiphon fragaefolii (Swenson,
1957), Comaphis helianthi (Carter, 1962), Dysaphis crataegi (Swenson, 1957),
Dysaulacorthum pseudosolanii  (Carter, 1962), D. vincae (Carter, 1962),
Hayhurstia atriplicis (Swenson, 1957), Hyperomyzus lactucae (Swenson, 1957),
Macrosiphum avenae (Swenson, 1957), M. euphorbiae (Swenson, 1954), M.
rosae (Swenson, 1957), M. solanifolii (Carter, 1962), Megoura viciae
(Sommereyns, 1967), Myzus cerasi (Quantz, 1968a), M. cerasifolii (Swenson,
1957), M. certus (Swenson, 1957), M. persicae (Swenson, 1954), Myzocallidium
riehmi (Quantz, 1968a), Nearctaphis bakeri (Manglitz and Kreitlow, 1960),
Pentatrichopus fragaefolii (Swenson, 1957), Rhopalosiphum maidis (Carter,
1962), Therioaphis riehmi (Fritzsche, 1972) ve Yezabura tulipae (Carter, 1962)
yaprak bitleriyle nonpersistent olarak tasimabilmektedir. Farkli bitki tiirlerinin
tohumlariyla da tasmabilmektedir. Daha Once yapilmis c¢alismalarda, fasulye
tohumlariyla % 7 (Crowley, 1957), bakla tohumlariyla % 9-12 (Sasaya et al.,
1993; El-Dougdoug et al., 1999), bezelye tohumlariyla % 10-30 (Inouye, 1967) ve
mercimek tohumlartyla % 0.8 oraninda tasinabildigi rapor edilmistir (Kumari et

al., 1994; Jones and Coutts 1996; Erdiller et al., 1997).
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2.2.3. Cucumber Mosaic Virus (CMV)

Bromoviridae familyasinin Cucumovirus cinsi iginde yer almaktadir (ICTV,
2020). ilk kez 1916 yilinda Doolittle tarafindan hiyar ve kavun bitkilerinde ve
ayni yil Jagger tarafindan hiyar bitkisinde tespit edilmistir (Doolittle, 1916;
Jagger, 1916). Diinya genelinde yayilim gostermektedir (Sekil 2.5).

Sekil 2.5. CMV nin diinya’daki yayilisi (CABI, 2019c).

CMV, zarfsiz, kiiresel, T=3 icosahedral simetrili, 29 nm c¢apinda bir
partikiile sahiptir. Protein kilifi 12 pentamer ve 20 hexamer olmak iizere toplam
180 proteinden olusmaktadir. (Francki et al., 1966). RNA 1 (3,379 niikleotit),
RNA 2 (3,038 niikleotit) ve RNA 3 (2,206 niikleotit) molekiillerinden olusan {i¢
parcali pozitif polariteli tek iplik¢ikli bir genoma sahip olup, basarili bir
enfeksiyon igin bu iic RNA’nin da ortamda bulunmasi zorunludur. (Peden and
Symons, 1973; Lot and Kaper, 1976; Hwang et al., 2005; Kumari et al., 2013).
Ayrica RNA 3’ten sentezlenen subgenomik RNA 4 bulunmaktadir
(Schwinghamer and Symons, 1975). Bazt CMV irklarinda da CARNA-5 (CMV-
Associated RNA-5) olarak adlandirilan satellite RNA bulunmaktadir (Richards et
al., 1978). RNA 1 ve RNA 2’de sirasiyla la ve 2a proteinleri kodlanmistir. Viral
genomun replikasyonu i¢in la ve 2a proteinlerinin ortamda bulunmas1 zorunludur.
RNA 3‘te ise 3a tasinma proteini (Movement Protein, MP) kodlanmistir. Bu
protein, viral genomun plasmodesmata yoluyla enfekteli hiicrelerden komsu
hiicrelere tasinmasini saglamaktadir (Hwang et al., 2005). Subgenomik RNA 4 ise
kilif proteini sentezinde mRNA gorevi gérmektedir (Gould and Symons, 1982)
(Sekil 2.6). Simdiye kadar dizi analizi ve protein yapisina dayali yapilan

aragtirmalarda, CMV izolatlar1 aralarindaki benzerlik ve farkliliklara gore I ve II
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gruplarma ayrilmistir. I grubu ise IA ve IB alt gruplarina ayrilmistir (Roossinck et

al., 1999; Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003; Jacquemond, 2012).

RNA1 (~3.5 kb)

5'm’G = ORF 1a ~116 kDa pre = 37

RNA2 (~2.9 kb)

5'M’G = ORF 2a ~86 kDa i—D 3

RNA3 (~2.3 kb)

5m’G —{OREGaSAKDAN—DREORaoa— - 3

Sekil 2.6. CMV’nin genom organizasyonu (Bujarski et al., 2019).

CMYV i¢in termal inaktiflesme noktast 60-75 °C ve son seyrelme noktasi
10-10" olarak hesaplanmistir (Nogay, 1986). In vitro’da 10 giine kadar stabil
kalabilmektedir (Parvin et al., 2007).

CMV, 101 familyadan 498 cins icinde yer alan 1241 bitki tiiriinde
enfeksiyon meydana getirebilen, genis konukcu dizisine sahip bir viriistiir (Kaper
and Waterworth, 1981; Palukaitis et al., 1992). Baklagiller familyasindan 34 cins,
106 tiir bitkide rapor edilmistir. Bu bitkilerden dogal enfeksiyon sonucu rapor
edilen 28 cins, 64 tiir baklagil bitkisi bulunmaktadir. Bakla, bezelye, bdriilce,
fasulye, mercimek, nohut, ii¢giil ve yonca 6énemli konukgularidir (Edwardson and
Christie, 2018).

CMV ile enfekteli hiyar bitkilerinde, damarlarda renk acilmasi ve mozaik
veya diizensiz sekilli beneklenme belirtileri olugsmaktadir. Bazi hiyar ¢esitlerinde
yaprakta kii¢iilme, bitkide gelisme geriligi ve meyvede sekil bozuklugu
goriilebilmektedir. Bezelye bitkisinde siddetli mozaik, beneklenme ve yapraklarda
burusma belirtilerini takiben bitkilerde bodurlagma meydana gelmektedir.
Mercimek bitkisinde kloroz, yapraklarda sekil bozuklugu ve bodurlagsma
belirtilerini takiben bitki Olimi gerceklesmektedir. Bakla ve tohum sayisinda
azalma meydana gelmektedir. Nohut bitkisinde ug¢ siirgiinlerde kloroz, yaprak
boyutunda azalma ve geng¢ yapraklarda c¢alilasma meydana gelmektedir. Bazi
cesitlerde yapraklarda baslayan kirmizilasmayi takiben tiim bitki kirmizi rengini

alabilmektedir. Ug siirglinlerin zarar gérmesi nedeniyle yan siirgiin olusumunda
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artis ve bitkide bodurlasma goriilmektedir. Enfekteli bitkilerde erken yaprak
dokiimii ve bitki oliimii ger¢eklesebilmektedir (Sastry et al., 2019)

Farkli aragtirmacilar tarafindan CMV’nin mekanik inokulasyonla ¢ok kolay
bir sekilde tasmabildigi rapor edilmistir. (Doolittle and Walker, 1923;
Mogendroff, 1930; Chamberlain, 1939; Ryjkoff et al., 1944; Severin, 1950;
Doolittle and Zaulneyer 1953; Rao and Reddy, 1971; Sangar, 1988; Roossinck,
1991; Singh et al., 1999). Hiyar bitkisinin tohumlariyla % 1.4 (Doolittle, 1920),
Mercimek tohumlariyla % 64.2 (Jones and Coutts, 1996; Fletcher et al., 1999;
Makkouk et al., 2003a; Makkouk and Attar 2003) ve nohut tohumlariyla 0.1-2%
(Jones and Coutts, 1996) oranlarinda tasinabilmektedir. Acyrthosiphon caraganae
(Kennedy et al., 1962), A. pisum (Dickson et al., 1949), A. scariolae (Swenson
and Nelson, 1959), A. solani (Kennedy et al., 1962), Amphorophora rubi
(Harrison, 1958), A. rubitoxica (Swenson and Nelson, 1959), Anuraphis
subterranea (Heinze, 1950), Aphis acanthi (Heinze, 1957), A. affinis (Heinze,
1959b), A. citricola (Aly et al., 1986), A. confusa (Heinze, 1959b), A. craccae
(Heinze, 1950), A. craccivora (Dickson et al., 1949), A. epilobiina (Heinze, 1957),
A. frangulae (Doolittle, 1916), A. gossypii (Doolittle, 1916), A. maidis (Wellman,
1934), A. nasturtii (Heinze, 1939), A. plantaginis (Heinze, 1959b), A. pomi
(Swenson and Marsh, 1967), A. praeterita (Kennedy et al., 1962), A. ruborum
(Heinze, 1952), A. rumicis (Conti et al., 1979), A. serpylli (Heinze, 1959a), A.
urticata (Heinze, 1950), A. verbasci (Heinze, 1959a), Aulacorthum circumflexum
(Heinze, 1939), A. solani (Heinze, 1957), Brachycaudus cardui (Swenson and
Nelson, 1959), B. helichrysi (Heinze, 1950), B. lychnidis (Schwarz, 1959), B.
prunicola (Fritzsche, 1972), B. tragopogonis (Fritzsche, 1972), Brevicoryne
brassicae (Heinze, 1950), Cavariella aegopodii (Conti et al., 1979), C. brassicae
(Heinze, 1950), Chaitophorus betulinus (Heinze, 1957), Coloradoa tanacetina
(Heinze, 1950), Cryptomyzus galeopsidis (Heinze, 1959b), C. korschelti (Heinze,
1959a), C. ribis (Heinze, 1952), Dactynotus ambrosiae (Becquer and Bencome,
1974), D. cichoricola (Semal, 1958), D. erigeronensis (Heinze, 1959b), D. jaceae
(Heinze, 1959b), D. jaceae henrichi (Heinze, 1959c), D. obscurus (Heinze, 1950),
D. sonchi (Conti et al., 1979), D. tanaceti (Heinze, 1950), Delphiniobium
janackianum (Heinze, 1952), Dysaphis crataegi (Karl, 1971), Hyadaphis erysimi
(Kennedy et al., 1962), H. foeniculli (Heinze, 1960), Hyaloplerus pruni (Heinze,
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1950), Hyperomyzus lactucae (Heinze, 1950), Lipaphis erysimi (Heinze, 1960),
Macrosiphoniella millefolii (Kennedy et al., 1962), Macrosiphum agaleae
(Kennedy et al., 1962), M. albifrons (Eppler and Hinz, 1987), M. californicum
(Swenson and Marsh, 1967), M. daphnidis (Heinze, 1959c), M. euphorbiae
(Heinze, 1950), M. rosae (Swenson and Nelson, 1959), Masonaphis azaleae
(Swenson and Nelson, 1959), Megoura viciae (Heinze, 1957), Metopeurum
fuscoviride (Heinze, 1952), Metopolophium occidentale (Heinze, 1957),
Myzocallis asclepiadis (McClanahan and Guyer, 1964), Myzus ascalonicus
(Doncaster and Kassanis, 1946), M. cerasi (Swenson and Marsh, 1967), M. certus
(Heinze, 1960), M. humuli (Kennedy et al., 1962), M. ligustri (Heinze, 1952), M.
Iythri (Swenson and Marsh, 1967), M. ornatus (Kassanis, 1947), M. persicae
(McClintock and Smith, 1918), M. persicae dyslycialis (Heinze, 1960), Nasonovia
ribis-nigri (Heinze, 1950), Pentalonia nigronervosa (Magee, 1940), Phorodon
cannabis (Karl, 1967), Rhopalosiphonius latysiphon (Heinze, 1950),
Rhopalosiphonius tulipaellus (Heinze, 1959a), Rhopalosiphum maidis (Dickson et
al., 1949), R. nymphaeae (Heinze, 1952), R. padi (Swenson and Nelson, 1959),
Sipha maydis (Heinze, 1957) ve Thecabius affinis (Conti et al., 1979) yaprak

bitleriyle nonpersistent olarak taginabilmektedir.

2.2.4. Pea Seed-borne Mosaic Virus (PSbMV)

Potyviridae familyasinin Potyvirus cinsi iginde yer almaktadir (ICTV,
2020). ik kez Cekoslovakya’da bezelye bitkisinde tespit edilmistir (Musil, 1966).
Tohumla yiiksek oranda ve c¢ok kolay tasinmasi nedeniyle diinya genelinde
yayilim gostermektedir (Hampton and Mink, 1975; Khetarpol and Maury, 1987)
(Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. PSbMV ’nin diinyadaki yayilimi1 (CABI, 2019d).

PSbMV kivrimli iplik¢ik seklinde, yaklagik 750 nm uzunlugunda ve 12 nm
genisliginde bir partikiile sahiptir (Inouye, 1967; Hampton et al., 1981; Makkouk
et al., 1993). Genomu monopartite (tek pargali), pozitif polariteli tek iplikg¢ikli
RNA molekiiliinden olusmaktadir (Makkouk et al., 2012). Potyvirus iginde yer
alan BYMV viriisii gibi genom iizerinde daha sonra virlis kodlu proteazlar
tarafindan fonksiyonel proteinlere doniistiiriilen bir polyprotein kodlanmuistir.
Potyviriislerde tipik olan 10 farkli protein bdlgesi iceren genom organizasyonu
Sekil 2.8°de gosterilmistir (Adams, 2013). Viriis kodlu ii¢ proteinaz, poliproteinin
proteolitik siirecinde gorev almaktadir. Serin proteinaz P1 ve sistein proteinaz
HC-Pro, C uglarinda otokatalitik boliinmelerden sorumluyken, serin proteinaz
NlaPro diger tiim bolgelerin boliinmesinden sorumludur (Lo’pez-Moya and
Garci'a, 2008).

o ¢ u' ll l l l
& m A(n) 3 OH
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Sekil 2.8. PSbMV’nin genom organizasyonu (Wylie et al., 2017).

PSbMYV igin termal inaktiflesme noktas1 50-70 °C (Musil, 1966; Bos, 1970),
son seyrelme noktasi ise 102-10* (Musil, 1966; Inouye, 1967) ve in vitro’da

yasam siiresi 1-8 giin (Musil, 1966; Bos, 1970) olarak hesaplanmistir.
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Bakla, bezelye, mercimek ve nohut basta olmak tizere farkli familyalardan
cok sayida konukgusu bulunmaktadir. Astragalus sp., Aquilegia sp., Brassica
pekinensis, Capsella bursa-pastoris, Chenopodium album, C. amaranthicolor, C.
botrys, C. capitatum, C. foetidum, C. murale, C. quinoa, C. urbicum, Cicer
arietinum, Cucurbita maxima, Gomphrena globosa, Humulus lupulus, Lathyrus
ciceria, L. odoratus, Lens culinaris, Medicago lupulina, M. sativa, Pisum arvense,
P. sativum, Portulaca grandiflora, Proboscidea jussieui, Senecio vulgaris,
Tegragonia expansa, Vicia angustifolia, V. articulata, V. benghalensis, V.
cornigea, V. dasycarpa, V. ervilia, V. faba subsp. Major, V. globosa, V. hirsuta, V.
hybrida, V. lutea, V. macrocarpa, V. monantha, V. narbonensis, V.
onobrychoides, V. pannonica, V. persica, V. peregrina, V. sativa, V. villosa, Vinca
rosea ve Zinnia elegans konukgusu olan bitkilerdir (Stevenson and Hagedorn,
1973; Musil and Hulman, 1974; Haddad et al., 1978; Lundsgaard, 1981;
Khetarpal and Maury, 1987).

PSbMYV ile enfekteli bezelye bitkisinde mozaik, damarlarda renk agilmasi,
yapraklarda kivrilma, bitkide kloroz ve bodurlagsma belirtileri goriilmektedir.
Cigek ve olusan tohumlarda sekil bozuklugu ve bakla boyutunda azalma meydana
gelmektedir (Milicic and Plavsic, 1978; Alconero et al., 1986). Viriisle enfekteli
bakla bitkisinde 6zellikle geng yapraklarin damarlarinda renk agilmasi ve mozaik
belirtileri meydana gelmektedir. Sera sartlarinda mekanik inokulasyon yapilan
bazi cesitlerde belirti meydana getirmedigi ve bazi cesitlerde farkli siddette
bodurlasma ve yaprak, cicek ve baklalarda sekil bozuklugu olusturdugu rapor
edilmektedir (Fagbola et al., 1996). Enfekteli bitkilerden olusan tohumlarin
boyutunda azalma, kabuk {izerinde c¢atlama ve nekrotik lekeler meydana
gelmektedir (Sastry et al., 2019). Viriisle enfekteli mercimek bitkilerinde
bodurlasma, yapraklarda mozaik ve beneklenme, yaprak boyutunda azalma ve
asag1 dogru kivrilma ve ug siirgiinlerde nekrotik belirtiler meydana gelmektedir.
Ayrica tohum kapsiiliinde sekil bozuklugu ve tohum sayisinda azalma meydana
gelmektedir (Kumari and Makkouk 1995; Bayaa et al., 1998; Erdiller vd., 1998;
Makkouk et al., 2001; Coutts et al., 2008). PSbMV ile enfekteli nohut bitkisinde,
yapraklarda ipliklesme, kivrilma, hafif mozaik, beneklenme ve nekrotik lekeler
olusmaktadir. Ayrica ug siirgiinlerde nekrozlar, bitkide bodurlagma ve tohum

olusumunda azalma goriilmektedir (Sastry et al., 2019).
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PSbMV  bitki 06zsuyuyla mekanik olarak ve tohumla dogrudan
tasinabilmektedir. Bakla tohumlariyla % 0.1-3 (Latham and Jones, 2001; Coutts et
al., 2008), bezelye tohumlariyla % 65-90 (Khetarpal and Maury, 1990; Wang et
al., 1993; Johansen et al., 1996a; Coultts et al., 2008), Mercimek tohumlariyla %
44 (Hampton and Muehlbauer, 1977; Kumari and Makkouk, 1995) ve Nohut
tohumlariyla % 0.7 (Makkouk et al., 1993) oraninda tasinabildigi rapor edilmistir.
Acyrthosiphon pelargoni (Karl and Schmidt, 1978), A. pisum (Kvicala, 1967), A.
sesbaniae (Kaiser, 1973b), Aphis craccivora (Quantz, 1968b), A. fabae (Quantz,
1968b), A. frangulae (Karl and Schmidt, 1978), A. frangulae (Karl and Schmidt,
1978), A. nasturtii (Karl and Schmidt, 1978), Aulacorthum circumflexum (Karl
and Schmidt, 1978), A. solani (Ashby et al., 1986), Brevicoryne brassicae (Karl
and Schmidt, 1978), Cryptomyzus ribis (Kvicala et al., 1973), Dactynotus
lescalantii (Aapola and Mink, 1973), Macrosiphum avenae (Karl and Schmidt,
1978), M. euphorbiae (Kvicala, 1967), M. pisi (Stevenson and Hagedorn, 1969),
M. rosae (Kvicala, 1967), Metopolophium dirhodum (Karl and Schmidt, 1978),
Myzus persicae (Musil, 1966), Phorodon cannabis (Karl and Schmidt, 1978),
Rhopalosiphum padi (Inouye, 1967) ve Semiaphis dauci (Karl and Schmidt, 1978)

yaprak bitleriyle nonpersistent olarak taginabilmektedir.

2.3. Teshis ve Tamlama Konusunda Yapilmis Calismalar

Hem iilkemizde hem de diinyada baklagillerin de i¢inde bulundugu farkl
bitkilerde AMV, BYMV, CMV ve PSbMV’nin saptandig1 ¢ok sayida arastirma
bulunmaktadir. Arastirma konusu viriislerin bakla, bezelye, mercimek ve nohut
bitkilerinde lilkemizde ve diinyada baslica baklagil bitkilerinde bulunma durumu

Tablo 2.2°de verilmistir.
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Tablo 2.2. Ulkemizde ve Diinya’da baslica baklagil bitkilerinde AMV,
BYMV, CMV ve PSbMV nin bulunma durumu.

Arastirma Konusu Virlsler

Bitki Ad AMV BYMV cMvV PSbmV

T D 0 D 0 D u D
Bakla o e | @ | - 8 |
Bezelye (;) (2:,) (2) i (;) (2+0) (;)
Borilce (;) . (;) (2+o) (1+0)
Fasulye (;3) (1+1) (1+9) (1+z) (2+4) (1+3)
Mercimek (2+0) (1+4) (;2) (1+5) ) (1+5) (2+1) (1+6)
Nohut (2+0) (1+7) - (1+4) ’ (1+5) ) (1+8)

T: Tiirkiye’de bulunma durumu, D: Diinya’da bulunma durumu, +: Viriis rapor edilmis,
-2 Viris rapor edilmemis, Parantez igindeki rakamlar kaynakcay: ifade etmektedir: (1)
El-Attar et al., 1971a; (2) El-Attar et al., 1971b; (3) Mills and Ahmed, 1984; (4)
Lundsgaard, 1981; (5) Bos et al., 1988; (6) Eldin et al., 1981; (7) Musil, 1966; (8)
Kaiser, 1979; (9) Mali and Kulthe, 1980a; (10) Anderson, 1955; (11) Zaumeyer, 1963;
(12) Pierce, 1934; (13) Whipple and Walker, 1941; (14) Kaiser, 1981; (15) Kaiser et al.,
1968; (16) Hampton, 1982; (17) Kaiser and Danesh, 1971; (18) Ouizbouben and
Fortass, 1997; (19) Acikgoz and Citir, 1986; (20) Fidan, 1988; (21) Makkouk et al.,
1993; (22) Erdiller et al., 1997; (23) Giimiis vd., 2001; (24) Culal Kili¢ ve Yardimci,
2012.

Acikgoz and Citir (1986) Erzincan ovasinda yaygin olarak goriilen mozaik
belirtileri gosteren fasulyelerden aldiklar1 Orneklerle yiiriittiikleri mekanik
inokulasyon, serolojik ve elektron mikroskobu c¢aligmalar1 neticesinde BCMV ve

BYMYV viriislerini tespit etmislerdir.

Fidan (1988) tarafindan yiiriitiilen ege bolgesinde yetistirilen baklagillerdeki
virlis hastaliklarinin tanilanmasi1 konulu doktora c¢alismasinda, toplanan farkhi
baklagil tiirlerine ait 6rnekler mekanik inokulasyon ve serolojik testlere tabi
tutulmus ve neticede aragtirma bolgesindeki nohut ve mercimekte AMV; baklada
BBSV ve BYMV; fasulyede BCMV ve BYMV; boriilcede CABMV ve CMV;
bezelyede BYMV ve PSbMV ve soya fasulyesinde SMV saptanmistir. Bu
calismayla BBSV ve PSbMV Tirkiye’de ilk kez rapor edilirken, BYMV

bezelyede, AMV mercimekte ve nohutta ilk kez belirlenmistir.

Fidan and Yorganci (1990) Ege bolgesindeki yemeklik baklagil alanlarindan

topladiklar1 tohum orneklerindeki viriisleri tespit etmek ve tohumla tasinma
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durumlarin1 tespit etmek amaciyla bir ¢alisma yiiriitmiiglerdir. Sonug¢ olarak,
nohut tohum Orneklerinde viriis bulunamazken, mercimek tohum oOrneklerinde
AMV, bakla tohum o6rneklerinde BBSV ve BYMV, bezelye tohum 6rneklerinde
BYMV ve PSbMV, fasulye tohum orneklerinde BYMV ve BCMV, boriilce
tohum orneklerinde CABMV ve CMV, soya tohum Orneklerinde SMV tespit
etmiglerdir. Ayrica bu c¢alismada, AMV’nin mecimek ve nohut tohumlariyla
tasinmadigi, BBSV’nin bakla tohumlanyla 9%20-23 oraninda tasindigi,
BYMV’nin fasulye, bakla ve bezelye tohumlariyla tasimmadigi, BCMV’nin
fasulye tohumlariyla %56 oraninda tasindigi, CABMV nin boériilce tohumlartyla
%16 oraninda tasindigi, CMV nin bdriilce tohumlariyla %3.3 oraninda tasindigi,
PSbMV’nin bezelye tohumlariyla %76 oraninda tasindigi ve SMV’nin soya

tohumlariyla %18 oraninda tagindig1 bildirilmistir.

Tiirkiye’nin de i¢inde oldugu Bati Asya ve Kuzey Afrika iilkelerindeki
bakla ve mercimek iiretim alanlarinda PSbMV’nin varligini arasgtirmak igin
gerceklestirilen bir arastirmada, yapilan ELISA testi sonucunda Tiirkiye’den
toplanan mercimek orneklerinin PSbMV ile enfekteli oldugu rapor edilmistir

(Makkouk et al., 1993).

Yeni Zelenda’da mercimek, bezelye ve bakla yetistirilen alanlarda viriis
hastaliklarin1 saptamak igin yiiriitiilen bir ¢alismada ELISA yontemi ve test
bitkileri kullanilarak testlemeler yapilmis ve aragtirma konusu bitkilerin tiimiinde
degisik oranlarda AMV, CMV, PSbMV, BYMV ve BWYV viriislerinin varlig
ortaya konmustur. Mercimek bitkisinde AMV, BYMV, CMV ve PSbMV ve bakla
bitkisinde CMV ve PSbMV Yeni Zelanda i¢in ilk kez rapor edilmistir (Fletcher,
1993).

Erdiller ve arkadaglar1 Mardin ilinden topladiklari mercimek tohumlarini
biyolojik ve serolojik yontemleri kullanarak AMV, BYMV, BBMV, BBSV, CMV
ve PSbMYV viriisleri yoniinden testlemislerdir. Direkt ELISA ydntemi sonucuna
gore mercimek tohumlarinda BBSV, BYMV ve PSbMYV viriisleri belirlenirken,
AMYV, BBMV ve CMV viriislerine rastlanmamistir (Erdiller et al., 1997).
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Bayaa et al. (1998) tarafindan Tiirkiye’nin Giineydogu Anadolu Bélgesinde
mercimek tiiretim alanlarinda goriilen virlis hastaliklarini belirlemek amaciyla
yiiriitiilen bir aragtirmada, BBSV, BYMV ve PSbMV viriislerinin bulundugu
rapor edilmistir. Bu ¢alismayla BBSV, BYMV ve PSbMV viriisleri Tiirkiye’de

mercimek bitkisinde ilk kez belirlenmistir.

Erdiller vd. (1998) Diyarbakir ilinden topladiklart mercimek tohumlarinda
var olan virlislerin tespiti ve tasinma durumu {izerine bir arastirma
gerceklestirmislerdir. Indirekt ELISA testi sonucunda tohumlarm farkli
kisimlarinda BBSV, BYMV ve PSbMV viriisleri belirlenmistir. BYMV tohumun
biitlin aksamlarinda (kabuk, kotiledon ve embriyo) belirlenmesine ragmen,
viriisiin fidelere taginmadigi ve daha c¢ok tohumun kotiledonunda bulundugu
belirlenmistir. PSbMV’nin ise daha ¢ok tohumun embriyosunda bulundugu ve

taginmanin embriyosu bulasik tohumlarda oldugu belirlenmistir.

El-Muadhidi et al. (2001) Irak’in baklagil iiretim alanlarindan topladiklari
bakla, mercimek ve nohut bitki 6rneklerinde bulunan viriisleri saptamak amaciyla
TBIA (Tissue Blot Immunoassay) yontemiyle testlemislerdir. Testler sonucunda,
Bakla bitkisinde BYMV ve BLRV’nin en yaygin viriisler oldugunu ve AMYV,
FBNYV, CMV, Broad bean wilt fabavirus (BBWV), BWYV ve Cowpea
chlorotic dwarf mastrevirus (CpCDV) viriislerinin de disiik diizeylerde
bulundugunu belirlemislerdir. Ayrica, mercimek bitkisinde BYMV ve FBNYV;

nohut bitkisinde CpCDV virtislerinin bulundugunu rapor etmislerdir.

Gimiis vd. (2001) tarafindan bazi sebzelerde tohum kaynakli viriislerin
saptanmasina yonelik yapilan caligmada, DAS-ELISA testi sonucunda bezelye
tohumlarinda PEMV ve PSbMV’ye rastlanmadigi ve fasulye tohumlarinin
%41.17°sinin AMV, %23.52’sinin BCMV ve %35.29’unun SMV ile bulasik

oldugunu bildirilmislerdir.

Kutluk Yilmaz vd. (2002) Tokat bélgesinden topladiklart fasulye tohum
orneklerini AMV, BCMV ve BYMV yoniinden DAS-ELISA yontemiyle testlemis
ve toplanan 6rneklerde BCMV’nin oldugu saptanmis, ancak AMV ve BYMV

virlislerine rastlanmamustir.
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Etiopya’da mercimek ve bezelye tohumlarinda viriis varligini tespit etmek
icin toplanan tohum ornekleri serolojik olarak testlenmistir. Mercimekte PSbMV,
BYMV, BBSV, AMV ve CMV viriisleri, bezelyede isc Pea early-browning
tobravirus (PEBV) ve BYMYV viriisleri belirlenmistir (Abraham and Makkouk,
2002).

Guzel and Arli Sokmen (2003) Samsun’un fasulye iiretim alanlarindan
topladiklar1 yaprak ve tohum orneklerini DAS-ELISA yontemiyle testlemislerdir.
Testler sonucunda; yaprak orneklerinde BCMV, BCMNV, BYMV ve CMV
viriisleri belirlenirken, tohum orneklerinde AMV, BCMV, BCMNV ve CMV

virisleri belirlenmistir.

Ghorbani et al. (2010) Iran’m Guilan bélgesinde fasulye iiretim alanlarinda
goriilen virtisleri belirlemek amaciyla yiirtittiikleri ¢aligmada, DAS-ELISA testi
sonucunda BCMV, BGMV, BLRV, BYMV, BCMNV, CMV, CPMMV ve

SBMYV viriislerinin bulundugunu belirlemislerdir.

Azerbaycan’da mercimek ve nohut yetistirilen alanlarda zarar yapan viriis
hastaliklarini tespit etmek i¢in yapilan bir calismada, BWYV, BLRV, CpCSV ve
FBNYV mercimek ve nohut alanlarinda goriilen en yaygin viriisler oldugu rapor
edilmis ve ayrica mercimek bitkisinde PSbMV’nin varligi rapor edilmistir
(Mustafayev et al., 2011).

Culal Kili¢ ve Yardime1 (2012) Burdur’un Cine ovasinda yetistirilen fasulye
bitkilerinde CMV’nin belirlenmesi amaciyla yiirtittiikleri ¢aligmada, DAS-ELISA
ve Immunocapture Reverse Transcriptase-Polimerase Chain Reaction (IC-RT-

PCR) yontemlerini kullanarak CMV’nin varligini tespit etmislerdir.

Paylan ve Erkan (2013) bakla, boriilce ve fasulyenin aralarinda oldugu bazi
sebze tohumlarinm1 AMV, CMV, BCMV, Tobacco mosaic tobamovirus (TMV),
Tomato ringspot nepovirus (ToRSV), TSWV, Tomato black ring nepovirus
(TBRV) ve TSV viriisleri i¢in DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleriyle
testlemislerdir. Testler sonucunda; fasulye ve boriilce tohumlarinda CMV

belirlenirken, bakla tohumlarinda viriise rastlanmamustir.



26

Culal Kili¢ vd. (2013) Mugla’nin Fethiye il¢esinde topladiklart fasulye bitki
orneklerini DAS-ELISA yontemini kullanarak BCMV, AMV ve CMV yoniinden
testlemislerdir. DAS-ELISA sonucunda enfeksiyon oranlart %17.85 BCMV,
%3.57 AMV ve %1.78 CMV olarak belirlenmistir. Ayn1 arastirmacilar tarafindan
Burdur bolgesi fasulye alanlarinda yiiriitiilen diger bir calismada BCMV nin
bulundugu rapor edilmistir (Culal Kili¢ ve Yardimci, 2014).

Culal Kilig ve Yardimci (2014) Burdur’un fasulye iiretim alanlarinda
karsilastiklar1 mozaik, kolorotik bencklenme, damar bantlasmasi ve sekil
bozuklugu gosteren bitkilerden topladiklar1 6rneklerde DAS-ELISA ve IC-RT-
PCR (Immuno Capture Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction)

yontemleri sonucunda AMV’yi tespit etmislerdir.

Yunanistan’mm mercimek iiretim alanlarindaki tohum kokenli viriis
hastaliklarin1 belirlemek igin yiiriitilen diger bir c¢alismada toplanan bitki
ornekleri TBIA yontemiyle test edilmis ve Orneklerde PSbMV (%4.9), AMV
(%2.4) ve BYMV (%1.0) virtsleri belirlenmistir. Daha sonra tekrar edilen
surveylerde ornekler toplanarak ELISA ile test edilmistir. ELISA testi sonucunda,
BLRV (%36.1) ve PEMV-1 (%35.0) viriisleri tespit edilmis ve ikinci surveylerde
ise PSbMV (%2.2), AMV (%2.2), BYMV (%3.9) ve CMV (%2.8) viriislerinin

bulundugu belirlenmistir. (Chatzivassiliou et al., 2016).

Karanfil ve Korkmaz (2017) Canakkale’nin boriilce ve fasulye liretim
alanlarindan topladiklar1 bitki 6rneklerini DAS-ELISA yontemiyle testlemislerdir.
Test sonucunda, fasulye bitkisinde enfeksiyona rastlanmazken, boriilce bitkisinde
CMV tespit edilmistir. Bu ¢alismayla Tiirkiye’de ilk kez ticari boriilce iiretim
alanlarinda CMV belirlenmistir.

Sertkaya vd. (2017) Hatay’in patates iretim alanlarinda yapraklarda sari-
krem renkli lekeler ve ug siirgiinlerde kloroz belirtileri gosteren bitkilerden
topladiklar1 6rneklerde, yiiriittiikleri DAS-ELISA ve biyolojik indeksleme

caligmalar1 sonucunda AMV’yi tespit etmislerdir.
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Ulum vd. (2020) tarafindan Burdur’un fasulye iiretim alanlarinda
BYMV’nin varliginm1 belirlemek amaciyla yiiriitillen calismada, yapraklarda
mozaik, sekil bozuklugu ve bodurlagsma belirtileri gdsteren bitkilerden toplanan
ornekler DAS-ELISA yontemiyle testlenmistir. Test sonucunda 443 ornekten
97’sinde (%21.89) BYMV belirlenmistir.

2.4. Biyolojik Karakterizasyon Konusunda Yapilmis Calismalar
2.4.1. AMV’nin biyolojik karakterizasyonu konusunda yapilmis ¢calismalar

Fidan ve Yorganci (1990) Ege bolgesinde baklagil bitkilerinde goriilen
viriislerin tespiti ve tanimlanmasina yonelik yiiriittiikleri bir ¢calismada, mercimek
ve nohut bitkilerinden elde ettikleri AMV izolatlarinin mekanik inokulasyon
sonucunda, Chenopodium amaranticolor ve C. quinoa bitkilerinde lokal lezyonlar
olusturdugunu, AMV nohut izolatinin Nicotiana tabacum White Burley bitkisinde
klorotik halkali lekeler ve nekrotik lokal lezyonlar olusturdugu, AMV mecimek
izolatinin ayni1 bitkide nekrotik lokal lezyonlar olusturdugunu belirtmislerdir.

Yardimct ve Ag¢ikgoz (1997) Erzurum’da yonca iiretim alanlarinda mozaik
belirtilerine neden olan viriisiin test bitkilerine mekanik inokulasyonu c¢aligsmalari
neticesinde AMV  oldugunu tespit etmislerdir. Mekanik inokulasyon
gerceklestirilen Phaseolus vuigaris, Vicia faba, Vigna sinensis, Gomphrena
globosa ve N. benthemiana bitkilerinde herhangi bir belirti olusmazken, C. quinoa
bitkisinde lokal nekrotik lezyonlar; Datura stramonium bitkisinde lokal nerotik
lezyonlar ve deformasyon; N. tabacum cv. Samsun bitkisinde mozaik, klorotik
lekeler ve deformasyon; N. tabacum cv. White Burley bitkisinde sistemik klorotik
lekeler ve deformasyon; N. glutinosa bitkisinde sistemik klorotik lekeler ve
mozaik ve deformasyon; N. rustica bitkisinde sistemik mozaik ve deformasyon;
N. tabacum cv. Xanthii bitkisinde klorotik ve nekrotik lezyon belirtileri

olusmustur.

Xu and Nie (2006) tarafindan Kanada’nin patates iiretim alanlarinda tespit
edilen AMV izolatinin mekanik inokulasyonu sonucunda, C. quinoa bitkisinde
lokal lezyonlar ve sistemik klorotik lekeler ve nekrotik beneklenme; Solanum

tuberosum cv. Russet Burbank bitkisinde calico belirtileri olusmustur.
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Yardimcer et al. (2007) Isparta’nin yonca iiretim alanlarinda karsilastiklart
mozaik belirtisi gosteren bitkilerden topladiklar1 6rneklerde DAS-ELISA yontemi
sonucunda AMV’yi tespit etmislerdir. AMV’nin test bitkilerine mekanik
inokulasyonu sonucunda, C. amaranticolor ve C. quinoa bitkilerinde lokal
nekrotik lezyonlar; D. stramonium bitkisinde lokal nekrotik lezyonlar ve
deformasyon; N. tabacum cv. Xanthii bitkisinde sistemik mozaik, deformasyon ve
lokal nekrotik ve klorotik lezyonlar; N. tabacum cv. Samsun, N. tabacum cv.
White Burley ve N. glutinosa bitkilerinde sistemik mozaik, deformasyon ve lokal
klorotik lekeler; N. rustica bitkisinde sistemik mozaik, deformasyon ve lokal

nekrotik lekeler olusurken, G. globosa bitkisinde belirti meydana gelmemistir.

Zitikaité and Samuitiené (2008) Litvanya’da domates bitkisinden izole
ettikleri AMV izolatinin tanilanmasi amaciyla bir takim test bitkisine mekanik
inokulasyon gergeklestirmislerdir. Mekanik inokulasyon yapilan Solanum
lycopersicum bitkisinde sistemik hafif sar1 beneklenme ve yaprakgiklarda
bozulmalar; C. amaranticolor bitkisinin yapraklarinda ¢ok sayida lokal klorotik
leke veya halka ve sistemik olarak hafif beneklenme; Cucumis sativus bitkisinde
lokal kiiciik klorotik lekeler, damarlarda renk agilmasi veussiirgiinlede
deformasyonla birlikte sistemik mozaik; D. stramonium bitkisinin yapraklarinda
acik yesil hafif beneklenme; P. vulgaris cv. Bataaf bitkisinin yapraklarinda lokal
nekrotik lezyonlar; Nicandra physalodes bitkisinde lokal nekrotik lekeler ve
sistemik olarak damarlar arasi kloroz veya mozaik; N. tabacum cv. White Burley
ve N. t. cv. Samsun bitkilerinin inokule edilen yapraklarinda konsantrik nekrotik
lekeler ve sistemik olarak damarlarda hafif renk agilmasi ve nadiren sekil
bozuklugu; N. debneyi bitkisinde diizensiz nekrotik lekeler ve sistemik olarak
yaprak damarlarinda renk agilmasi, yaprak ayasinda kiiclilme ve bitkide
bodurlasma; G. globosa bitkisinde lokal siddetli nekrotik lezyonlar ve sistemik
olarak hafif mozaik ve yaprakg¢iklarda sekil bozuklugu; V. faba bitkisinde daha

sonra tlim yaprag1 saran lokal kiigiik nekrotik lezyonlar meydana gelmistir.

Moreira et al. (2010) Brezilya’da yaygin olarak yetistirilen papaya bitkisinde
siddetli mozaik, yapraklarda sekil bozuklugu ve sistemik nekroz belirtilerine
rastlamislardir. Yaptiklar: biyolojik, serolojik ve molekiiler testler sonucunda bu

viriistin AMV oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan biyolojik ¢aligmalar sonucunda
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AMV’nin C. amaranticolor, C. quinoa, G. globosa ve N. glutinosa bitkilerinde

sistemik enfeksiyona neden oldugunu bildirmislerdir.

Petrovi¢ et al. (2010) Sirbistan’in fasulye iiretim alanlarinda goriilen
viriisleri belirlemek amaciyla yirtittiikleri calismada elde ettikleri AMV Fasulye
izolatinin test bitkilerine mekanik inokulasyonu sonucunda, Lupinus albus ve D.
stramonium bitkilerinde belirti olusmazken, Glycine max bitkisinde yapraklarda
sekil bozuklugu ve mozaik; Zinnia elegans bitkisinde Kklorotik alanlar seklinde
mozaik; N. tabacum var. Samsun bitkisinde siddetli mozaik; N. glutinosa

bitkisinde yapraklarda kili¢ seklinde kivrilma belirtileri meydana gelmistir.

El-Helaly et al. (2012) Misirda patates bitkisini dogal olarak enfekte eden
AMV igin yirittikleri biyolojik karakterizasyon ¢alismasinda, Solanum
tuberosum cv. Spunta bitkisinde calico belirtileri; N. glutinosa L. bitkisinde lokal
klorotik lezyonlar; N. tabacum cv. White Burley bitkisinde mozaik; C. quinoa

bitkisinde lokal nekrotik lezyonlar olusmustur.

Al-Saleh and Amer (2013) Suudi Arabistan’in Riyad bélgesinde mozaik ve
beneklenme belirtileri gosteren yonca bitkilerinden elde ettikleri iki farkli AMV
izolatinin  (Sajer ve Wadi aldawasser) biyolojik karakterizasyonunu
gerceklestirmiglerdir. Her iki izolat da C. quinoa ve C. amaranthicolor
bitkilerinde lokal lezyonlar; V. unguiculata ve N. tabacum bitkilerinde mozaik
belirtileri meydana getirirken, N. tabacum, N. benthamiana, Capsicum annuum ve
Cucumis sativus bitkilerinde enfeksiyon meydana getirmemislerdir. Farkli olarak,
Sajer izolat1 V.faba bitkisinde hafif mozaik ve beneklenme belirtileri meydana

getirirken, Wadi aldawasser izolat1 belirti meydana getirmemistir.

Al-Saleh et al. (2014) Suudi Arabistan’in Hail ve Wadi aldawasser
bolgelerinde beneklenme ve yaprak sekil bozuklugu gosteren patates bitkilerinden
topladiklar1 6rneklerde AMV viriisiinii belirlemislerdir. Biyolojik indeksleme
¢alismalar1 sonucunda, C. ammaranticolor ve C. quinoa bitkilerinde lokal klorotik
lezyonlar; N. tabaccum, V. unguiculata ve V. faba bitkilerinde sistemik mozaik;
Solanum tuberosum bitkisinde calico belirtileri meydan gelmistir. V. unguiculata,
N. tabacum ve Vicia faba bitkilerinde sistemik olarak ¢esitli belirtiler olusurken,

C. quinoa ve C. amaranticolor bitkilerinde lokal klorotik lekeler olusmus ve
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Pisum sativum, N. benthamiana, N. rustica, Capsicum annuum ve Cucumis

sativus bitkilerinde enfeksiyon ger¢eklesmemistir.

Pourrahim and Farzadfar (2016) Tahran’da kisiye Ozel bir bahgede
karsilastiklar1 mozaik ve beneklenme belirtileri gdsteren acemborusu (Campsis
radicans) bitkisinde tespit ettikleri AMV virilisiiniin biyolojik karakterizasyonu
sonucunda, G. globosa, C. amaranticolor, P. vulgaris cv. Talash ve V.
unguiculata bitkilerinde lokal nekrotik lezyon; V. faba cv. Barakat bitkisinde lokal
klorotik lekeler ve beneklenme; N. tabacum cv. White Burley, N. tabacum cv.
Xanthi ve Petunia hybrid bitkilerinde mozaik ve damarlarda renk agilmasi; D.
stramonium ve N. glutinosa bitkilerinde beneklenme ve damarlarda renk agilmasi
belirtileri olusurken, Ocimum basilicum ve Solanum lycopersicum cv. Red Cloud

bitkilerinde belirti olusmamuistir.

Sertkaya vd. (2017) tarafindan Hatay’in patates tiretim alanlarinda viriis
benzeri belirti gosteren bitkilerden alinan 6rneklerle yiiriitilen DAS-ELISA ve
biyolojik Indeksleme caligmalari sonucunda AMYV tespit edilmistir. Mekanik
inokulasyon yapilan C. amaranticolor C. quinoa ve G. globosa bitkilerinde
nekrotik lokal lezyon; N. benthamiana bitkisinde mozaiklesme, klorotik lokal
lezyon, yapraklarda sekil bozuklugu ve kiiglilme; N. tabacum cv. Xanthii
bitkisinde mozaiklesme, sekil bozuklugu, nekrotik veya klorotik lokal lezyon; N.
tabacum cv. Samsun ve N. glutinosa bitkilerinde mozaiklesme, sekil bozuklugu,
klorotik lokal lezyon; P. vulgaris ve V. unguiculata bitkilerinde nekrotik lokal

lezyon, iist yapraklarda mozaik lekeler ve kloroz meydana gelmistir.

El-Abhar et al. (2018) Misir’in patates iiretim alanlarindan elde ettikleri
AMV izolatiyla yiiriittiikleri biyolojik karakterizasyon ¢aligmasinda, C.
amaranticolar bitkisinde lokal Kklorotik lezyonlar ve sistemik klorotik
beneklenme; C. quinoa bitkisinde yapraklarda sekil bozuklugu ve kivrilma;
Solanum tuberosum cv. Ditta bitkisinde calico belirtileri; N. tabacum cv. White
Burley bitkisinde sistemik olarak hafif beneklenme, klorotik lekeler ve damar
bantlagmasi; S. lycopersicum cv. Casel Rok ve Hienz H8704 bitkilerinde hafif
benekli parlak sari lekeler ve yapraklarda bronz renk olusumu; Datura metel
bitkisinde sistemik olarak yapraklar boyunca genisleyen nekrotik lekeler, damar
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bantlagsmasi ve biiziilme; C. annuum cv. Gedeon F1 bitkisinde mozaikle birlikte
sekil bozuklugu; V. faba cv. Balady bitkisinde lokal nekrotik lezyonlar ve gévde
nekrozu; P. sativum bitkisinde mozaik, yapraklarda sararma ve bitki 6liimii; P.
vulgaris bitkisinde lokal klorotik lezyon ve sistemik mozaik; Medicago sativa cv.
Hegazy bitkisinde sar1 ¢izgiler ve mozaik belirtileri olusurken, V. unguiculata ve
Ocimum basillicum bitkilerinde enfeksiyon gergeklesmemistir. N. tabacum cv.
White Burley, C. annuum cv. Gedeon F1, P. sativum, M. sativa, Glycine max cv.
Giza 111 ve S. tuberosum. cv. Ditta bitkilerinde sadece sistemik belirtiler
olusurken, V. faba cv. Balady, P. vulgaris cv. Giza 4, C. amaranticolor ve C.

quinoa bitkilerinde hem lokal hem de sistemik belirtiler olusmustur.

2.4.2. BYMV’nin biyolojik Kkarakterizasyonu konusunda yapilmis

calismalar

Chalam (1982) tarafindan Hindistan’in nohut iiretim alanlarinda goriilen
BYMV’nin karakterizasyonu amaciyla ylriitilen doktora tez c¢aligmasinda,
BYMV’nin Canavalia ensiformis bitkisinde mozaik ve beneklenme; P. vulgaris
cv. Ababa bitkisinde mozaik; P. vulgaris cv. Red kidney bitkisinde damarlarda
nekrozlar, mozaik ve beneklenme; P. vulgaris cv. Dwarf bitkisinde damarlarda ve
ug siirgiinlerde nekrozlar, mozaik, beneklenme ve yapraklarda deformasyon; P.
vulgaris cv. Pinto bitkisinde damarlarda nekrozlar, mozaik, beneklenme ve
yapraklarda deformasyon belirtileri olusurken, Tetragonia expansa, G. globosa,
C. amaranticolor, C. murale, Chrysanthemum sp., Cucumis sativus, Cucurbitu
pepo, Arachis hypogaea, Cajanus cajan, Macrotyloma uniflorum, P. vulgaris cv.
Porrilo, P. vulgaris cv. Munroe, P. vulgaris cv. Lavica, P. sativum, V. faba cv.
Early long pod, V. unguiculata cv. Early Ramshorn, V. unguiculata. cv. Barsati
mutant, V. unguiculata cv. Pusa Dophasli, C. annuum, D. stramonium, Solanum
lycopersicum cv. Pusa Ruby, N. tabacum cv. Xanthi-nc, N. rustica cv. White

Pathar ve Petunia hybrida bitkilerinde belirti meydana gelmemistir.

Fidan and Yorganci (1990) fasulye, bezelye ve bakla bitkisinden elde
ettikleri izolatlarla yiirtittiikleri biyolojik karakterizasyon caligmasinda, fasulye ve
bezelye izolatlarmin C. amaranticolor bitkisinde klorotik lokal lezyon ve mozaik,

bakla izolatinin ayni bitkide klorotik lokal lezyon olusturdugunu ve bakla, fasulye
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izolatlarinin C. quinoa bitkisinde klorotik halkali lekeler ve nekrotik lokal

lezyonlar olusturdugunu bildirmislerdir.

Tsuji et al. (1996) Japonya’da Ixia hybrida bitkisinden izole ettikleri BYMV
izolatinin test bitkilerine mekanik inokulasyonu sonucunda, Freesia sp., N.
clevelandii, C. amaranticolor, Spinacia oleracea cv. Nihondane, Vicia faba, P.
vulgaris cv. Kintoki ve Trifolium incarnatum bitkilerinde sistemik enfeksiyon
olusurken, C. quinoa, Beta vulgaris, Tetragonia expansa ve G. globosa
bitkilerinde lokal enfeksiyon ve N. tabacum cv. Samsun, Spinacia oleracea cv.
Orion ve P. vulgaris cv. Kurosando bitkilerinde latent enfeksiyon gergeklesmistir.
Sistemik enfeksiyon gelisen bitkilerden Freesia sp. bitkisinde hafif mozaik, N.
clevelandii bitkisinde sararma ve bodurlasma, C. amaranticolor bitkisinde
klorotik lekeler, P. vulgaris cv. Kintoki bitkisinde siddetli mozaik ve bodurlasma,
V. faba bitkisinde hafif mozaik, Trifolium incarnatum bitkisinde sidettli mozaik
ve Spinacia oleraea. cv. Nihondane bitkisinde latent sistemik enfeksiyon

olusmustur.

Erdiller et al. (1997) dogal enfekteli mercimek bitkisinden elde ettikleri
BYMV ile yiiriittiikleri biyolojik karkaterizasyon ¢aligsmasinda, C. amaranticolor
ve C. quinoa bitkilerinde lokal klorotik lezyonlar; C. murale bitkisinde lokal
nekrotik lezyonlar olusurken, G. globosa, N. clevelandii ve N. glutinosa

bitkilerinde belirti olusmamustir.

Sasaya et al. (1998) Japonya’nin farkli bolgelerinden farkli konukgulardan
elde edilen 28 BYMV izolatinin biyolojik reaksiyonlarinin karsilastirilmasi
amaciyla yirittiikleri calismada, izolatlar indikator bitkilerdeki olusturduklar
belirtilere gore dort farkli patotipe ayrilmistir. Mekanik inokulasyon yapilan
bitkilerde goriilen belirtilerin, BYMV izolatinin orijini ve mekanik inokulasyon
yapilan bitkinin tiirii ve g¢esidine gore cok yiiksek c¢esitlilik gosterdigi

belirlenmistir.

Kulshrestha et al. (2006) iris (Iris x hollandica Hort.) bitkisinden elde
ettikleri BYMYV izolatiyla yiirtittiikleri biyolojik karakterizasyon caligmasinda, C.
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amaranticolor bitkisinde lokal klorotik lezyonlar; Trifolium repens ve N.

glutinosa bitkilerinde mozaik belirtileri olusmustur.

Nezamabad et al. (2010) Iran’m Tahran bdlgesinden topladiklar1 Gladiolus
soganlarindan elde ettikleri BYMV izolatiyla gerceklestirdikleri biyolojik
karakterizasyon c¢alismasinda, N. benthamiana, P. vulgaris cv. Bountiful ve V.
faba bitkilerinde mozaik; C. quinoa ve C. amaranticolor bitkilerinde lokal
klorotik lekeler; N. clevelandii bitkisinde belirtisiz sistemik enfeksiyon meydana

gelmistir.

Al-Ani and Adhab (2013) Irak’ta mozaik, yaprak deformasyonu,
bodurlasma ve sararma belirtileri gosteren bakla bitkilerinde tespit ettikleri
BYMV izolatinin biyolojik karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Test
bitkilerine yapilan mekanik inokulasyon sonucunda, V. faba bitkisinde
inokulasyondan 7 glin sonra damarlar ¢evresinde hafif sararmalar ve
inokulasyondan 14 giin sonra mozaik ve yeni ¢ikan yapraklarda deformasyonlar;
C. amaranticolor, C. quinoa, C. murale ve Tetragonia expansa bitkilerinde
inokulasyondan 7 giin sonra lokal klorotik lezyonlar ve inokulasyondan 12 giin
sonra st yapraklarda deformasyonlar; G. globosa bitkisinde lokal nekrotik

lezyonlar olugsmustur.

Hosseini and Hosseini (2014) Fasulye bitkisinden elde ettikleri BYMV’nin
biyolojik karakterizasyonu amaciyla gergeklestirdikleri ¢alismada, C. quinoa, C.
amaranticolor ve Helianthus annus bitkilerinde lokal klorotik lezyonlar veya
mozaik; Lactuca sativa bitkisinde lokal klorotik lezyonlar veya belirti olusmamius;
Ph. vulgaris bitkisinde lokal nekrotik lezyonlar veya mozaik ve solgunluk; Pi.
sativum ve Solanum lycopersicum bitkilerinde lokal nekrotil lezyonlar veya
mozaik; V. faba bitkisinde lokal klorotik lezyonlar veya mozaik ve solgunluk; D.
stramonium bitkisinde lokal klorotik lezyonlar veya latent; N. benthamiana ve N.
tabacum cv.Samsun bitkilerinde lokal nekrotik lezyonlar veya latent olarak
enfeksiyon olusmustur. Cucurbita pepo ve Cucumis melo bitkilerinde belirti

olusmamustir.
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Ulum vd. (2020) Burdur’un fasulye iiretim alanlarinda yapraklarda mozaik,
sekil bozuklugu ve bitkide bodurlagsma belirtileri gosteren bitkilerde tespit ettikleri
BYMYV ile vyiiriittiikleri biyolojik karakterizasyon ¢alismasinda, N. rustica
bitkisinde mozaik; P. vulgaris bitkisinde mozaik, deformasyon ve kloroz; Lupinus
sp. ve Glycine max bitkilerinde mozaik ve deformasyon belirtileri olusurken, C.

amaranticolor bitkisinde belirti meydana gelmedigini bildirmislerdir.

2.4.3. CMV’nin biyolojik karakterizasyonu konusunda yapilmis ¢calismalar

Chalam (1982) tarafindan Hindistan’in nohut iiretim alanlarinda goriilen
CMV’nin karakterizasyonu amaciyla yiiriitiillen doktora tez ¢alismasinda, CMV
Tetragonia expansa, Cucurbitu pepo ve D. stramonium bitkilerinde lokal klorotik
lezyonlar; C. amaranticolor, C. murale, Cajanus cajan, Phaseolus vulgaris cv.
Ababa, P. vulgaris. cv. Red kidney, P. vulgaris cv. Pinto, P. vulgaris cv. Porrilo,
P. vulgaris cv. Munroe, P. vulgaris cv. Lavica, Vicia faba cv. Early long pod,
Vigna unguiculata cv. Early Ramshorn, V. unguiculata. cv. Barsati mutant, ve V.
unguiculata cv. Pusa Dophasli bitkilerinde lokal nekrotik lezyonlar; N. tabacum
cv. Xanthi-nc ve N. rustica cv. White Pathar bitkilerinde mozaik ve beneklenme
belirtileri olustururken, P. vulgaris cv. Dwarf, G. globosa, Chrysanthemum sp.,
Cucumis sativus, Arachis hypogaea, Macrotyloma uniflorum, P. sativum, V.
unguiculata cv. 'Early Ramshorn’, C. annuum, Solanum lycopersicum cv. Pusa
Ruby, N. tabacum cv. Xanthi-nc, N. rustica cv. White Pathar ve Petunia hybrida

bitkilerinde belirti meydana getirmemistir.

Fidan and Yorganci (1990) boriilce bitkisinden elde ettikleri CMV izolatinin
C. amaranticolor, C. quinoa, C. album ve N. tabacum cv. White Burley
bitkilerinde lokal lezyonlar; N. clevelandii, N. gutinosa ve N. sativus bitkilerinde

sistemik mozaik belirtileri olusturdugunu bildirmislerdir.

Davino et al. (2005) Mandevilla Sanderi (Brezilyali yasemin) bitkisinden
elde ettikleri CMV izolatinin biyolojik karakterizasyonunda, C. murale, C.
quinoa, P. sativum cv. Mezza Rama, ve Vigna sinensis bitkilerinde lokal
lezyonlar; N. tabacum cv. Samsun, N. benthamiana, N. glutinosa ve N.

clevelandii, bitkilerinde sistemik mozaik ve yaprak boyutunda azalma; C.
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annuum, Cucumis melo, ve Citrullus vulgaris cv. Crismon Sweet bitkilerinde
klorotik beneklenme ve gen¢ yapraklarda malformasyon belirtileri olusmustur.
Ocimum basilicum, P. vulgaris cv. Bobis, Vicia faba ve Solanum melongena

bitkilerinde enfeksiyon gergeklesmemistir.

Parvin et al. (2007) Cosmos sulphureus (Yaz kozmosu) bitkisinde tespit
ettikleri CMV izolatinin biyolojik karakterizasyonu sonucunda, G. globosa ve P.
sativum bitkilerinde loakl nekrotik lezyonlar; C. amaranticolor, D. stramonium,
D. metel ve Physalis floridana bitkilerinde lokal klorotik lezyonlar; Tagetes
erecta ve Cosmos sulphureus bitkilerinde sar1 mozaik; C. bipinnatus bitkisinde
mozaik; Cucumis sativus, Luffa cylindrica, L. acutangula, Cucurbita moschata,
Lagenaria siceraria, Benincasa hispida, Trichosanthes anguina, Phaseollus
vulgaris, V. unguiculata, Solanum lycopersicum, N. glutinosa, N. tabacum ve N.
rustica bitkilerinde sistemik mozaik olusurken, Zinnia elegans ve Citrullus

lanatus bitkilerinde belirti olusmamustir.

Kelaniyangoda and Madhubashini (2010) CMV’nin teshisinde kullanilacak
potansiyel test bitkilerini belirlemek amaciyla gerceklestirdikleri ¢alismada hiyar
bitkisiden elde ettikleri CMV izolatin1 g¢esitli test bitkilerine inokule etmiglerdir.
Mekanik inokulasyon yapilan test bitkilerinden C. annuum bitkisinde sistemik
olarak mozaik ve yaprak sekil bozuklugu; D. stramonium bitkisinde sistemik
olarak mozaik; Solanum melongena bitkisinde beneklenme ve yaprak sekil
bozuklugu; C. quinoa ve G. globosa bitkilerinde lokal lezyonlar meydana
gelmistir. N. tabacum cv. White burley, N. glutinosa, N. tabacum cv. Xanthi, N.
debneyii, Physalis floridana ve Cucumis sativus bitkilerinde belirti olugsmamustir.
Moloklonal antibadilerle yapilan indirekt ELISA testi sonucu tiim indikator
bitkiler i¢in negatif ¢ikmistir. Mekanik inokulasyonun basarisiz olmasinin bitkinin
fizyolojik durumundan kaynaklanabilecegi ifade edilmektedir. Bitki tarafindan
salgilanan bazi engelleyicilerin viriis partikiiline baglandigi ve bunlarin

mekanizmasinin bilinmedigi belirtilmistir.

Petrovi¢ et al. (2010) Sirbistan’da CMV fasulye izolatiyla yiiriittiikleri
biyolojik karakterizasyon calismalar1 sonucunda, mekanik inokulasyon yapilan

Lupinus albus ve Zinnia elegans bitkilerinde belirti olusmadigi, Glycine max
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bitkisinde mozaik ve yapraklarda hafif kivrilma; D. stramonium bitkisinde
klorotik alanlar seklinde mozaik; N. tabacum var. Samsun bitkisinde damarlar
boyunca hafif mozaik; N. glutinosa bitkisinde kesik ¢izgili mozaik belirtileri

olusmustur.

Igbal et al. (2011) tarafindan farkli konukgu bitkilerden elde edilen CMV
izolatlarinin biyolojik karakterizasyonu amaciyla bir ¢alisma yiiriitiilmiistir. CMV
sogan izolatiyla inokule edilen Solanum lycopersicum, C. murale, C. quinoa ve N.
glutinosa bitkilerinde lokal klorotik belirtiler; CMV tiitiin izolatiyla inokule edilen
C. murale, Datura sp., Cucumis sativus, Arachis hypogea ve C. quinoa
bitkilerinde latent enfeksiyon meydana gelmistir. Yapilan DAS-ELISA testi
sonucunda, CMV biber izolatinin C. murale, C. quinoa ve N. tabacum cv. White
Burley; CMV POG izolatinin C. quinoa ve C. sativus; CMV aygicegi izolatinin C.
murale, C. quinoa ve Arachis hypogea; CMV ¢emenotu izolatinin D. stramonium,
C. sativus ve C. quinoa bitkilerinde enfeksiyon olusturmadigi belirlenmistir.
Bulgular, CMV’nin her bir izolatinin olusturdugu enfeksiyon sekliyle, kendi
karakteristik Gzelliklerine sahip oldugunu gostermistir. Bu izolatarin farkl

diizeylerde heterojen oldugu belirlenmistir.

Kim et al. (2011) musir bitkisinden elde ettikleri CMV izolatiyla
gergeklestirdikleri biyolojik karakterizasyon ¢alismasinda, N. tabacum cv.
‘Xanthi-nc’ bitkisinde inokule edilen yapraklarda lokal klorotik lezyonlar ve
sistemik olarak mozaik ve damarlarda renk agilmasi; N. glutinosa bitkisinde
inokule edilen yapraklarda lokal klorotik halkalar ve sistemik olarak siddetli
mozaik, yapraklarda sekil bozuklugu; C. annuum bitkisinde inokule edlen
yapraklarda lokal klorotik lezyonlar ve sistemik olarak mozaik; Solanum
lycopersicum bitkisinde sistemik olarak mozaik; D. stramonium bitkisinde inokule
edilen yapraklarda lokal Klorotik lezyonlar; Solanum melongena bitkisinde
sistemik olarak mozaik; Cucurbita pepo cv. Taeyang bitkisinde inokule edilen
yapraklarda lokal klorotik lezyonlar ve sistemik olarak lokal klorotik lezyonlar ve
bodurlagsma; Cucurbita Moschata cv. Jinhan Aihobag bitkisinde inokule edilen
yapraklarda lokal Kklorotik lezyonlar; C. amaranticolor ve C. quinoa bitkilerinde

inokule edilen yapraklarda lokal nekrotik lezyonlar olusurken, Phaseolus
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angularis, Brassica pekinensis ve Raphanus sativus bitkilerinde enfeksiyon

olugmamustir.

Pratap et al. (2012) domates bitkisinden elde ettikleri CMV izolatiyla
gerceklestirdikleri biyolojik karakterizasyon c¢alismasinda, C. album bitkisinde
lokal nekrotik lezyonlar; C. amaranticolor ve Spinacia oleracia bitkilerinde lokal
klorotik lezyonlar; Solanum lycopersicum bitkisinde lokal olarak hafif mozaik ve
sistemik olarak siddetli mozaik ve yapraklarda ipliklesme; Cucumis sativus
bitkisinde sistemik olarak siddetli mozaik; Datura innoxia bitkisinde sistemik
olarak siddetli mozaik ve yapraklarda ipliklesme; Hyoscyamus muticus bitkisinde
sistemik olarak hafif mozaik; N. benthamiana bitkisinde sistemik olarak
yapraklarda sekil bozuklugu ve kivrilma; N. glutinosa bitkisinde sistemik olarak
siddetli mozaik ve yapraklarda ipliklesme belirtileri olusurken, Amaranthus
tricolor, Chrysanthemum morifolium, Cucurbita maxima, C. annuum, N.
tabaccum cv. Samsun, N. tabacum cv. White Burley, N. rustica ve Pitunia

hybrida bitkilerinde herhangi bir belirti olusmamustir.

Kumari et al. (2013) CMV hiyar izolatiyla yirittikkleri biyolojik
karakterizasyon ¢aligmasinda, Cucumis sativus var. Veer ve C. s. var. Summer
bitkilerinde bodurlasma, kloroz ve mozaik; Solanum lycopersicum var. Pusa Ruby
bitkisinde klorotik lekeler, yapraklarda deformasyon ve kivrilma; Capsicum
annuum bitkisinde bodurlagsma ve klorotik lekeler; C. quinoa bitkisinde klorotik
nekrotik lezyonlar; N. glutinosa bitkisinde mozaik; N. clevelandii bitkisinde

konsantrik klorotik lezyonlar olusmustur.

2.44. PSbMV’nin biyolojik Kkarakterizasyonu konusunda yapilmis

calismalar

Fidan and Yorganci (1990) bezelye bitkisinden elde ettikleri PSbMV
izolatinin C. amaranticolor, C. quinoa ve C. murale bitkilerinde lokala lezyonlar
olustururken, Cucumis sativus, N. tabacum Samsun, V. unguiculata ve D.

stramonium bitkilerinde belirti olusturmadigini bildirmiglerdir.
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Makkouk et al. (1993) tarafindan yiiriitilen biyolojik karakterizasyon
caligmasinda, PSbMV bezelye izolatinin C. album, C. amaranticolor ve C. quinoa
bitkilerinde lokal klorotik ve nekrotik lekeler; Cicer arietinum, Lens culinaris, P.
sativum ve V. faba bitkilerinde sistemik olarak yapraklarda kivrilma ve sararma ve

bitkide cilicelesmeye neden oldugunu belirtmislerdir.

Johansen et al. (1996b) PSbMV viriisiiniin DPD1 (Patotip P-1) ve NY
(Patotip P-4) izolatlar1 arasindaki farkliliklari belirlemek amaciyla bir g¢alisma
yiriitmiiglerdir. Bu ¢alisma sonucunda, DPDI1 izolat1 bezelye g¢esitlerinde
damarlarda renk ac¢ilamasi, yaprak kenarlarinda agagi dogru kivrilma ve bogumlar
arasinda kisalmaya neden olurken, NY izolati bezelye gesitlerinde gelisme
geriligine neden olmaktadir. Bununla birlikte, DPD1 izolat1 C. quinoa bitkisinde
sistemik enfeksiyon olustururken, NY izolati inokule edilen yapraklarda lokal
enfeksiyon olusturmustur. Ayrica, DPD1 izolati siklikla tohumla (% 24)
tasinabilirken, NY izolati nadiren tohumla (% 0.3) tasinabilmektedir.

Ali and Randles (1998) PSbMV’nin S6 (Patotoip P-4) ve US (Patotip P-1)
izolatlarinin  bezelye bitkisinde meydana getirdigi belirtiler yOniinden
karsilastirmiglardir. S6 izolatiyla inokule edilen bitkilerde damar bantlagmasi,
siddetli mozaik, yapraklarda sekil bozuklugu, siiliiklerde anormal kivrilma,
bodurlagma, petal yapraklarda renk bozuklugu, erken ug¢ siirgiin olusumu,
ciceklerde ve kapsiillerde ¢iirlime belirtileri goriilmiistiir. US izolatiyla inokule
edilen bitkilerde ise yapraklarda hafif kivrilma, bodurlagsma ve ta¢ yapraklarda

renk bozuklugu belirtileri gorilmiistiir.

Kararah et al. (2014) boriilce bitkisinden izole etikleri PSbMV ile
yurittiikleri ¢alismada, N. tabacum cv. Xanthi bitkisinde sistemik mozaik; N. t.
cv. Samsun bitkisinde sistemik beneklenme ve yapraklarda sekil bozuklugu; N.
glutinosa L. bitkisinde nekrotik lokal lezyonlar; C. quinoa ve C. amaranthicolor
bitkilerinde lokal lezyonlar; P. sativum cv. Litel Marvel, Vicia faba cv. Giza 3, C.
arietinum cv. Giza 531 ve L. culinaris cv. Kordyl bitkilerinde sistemik mozaik
belirtileri meydana getirdigi ve N. rustica bitkisinde belirti meydana getirmedigini

bildirmislerdir.

Gheshlaghi et al. (2019) iran’da mercimek bitkisinden elde ettikleri PSbMV

izolatinin mekanik inokulasyonu sonucunda, L. culinaris bitkisinde mozaik,
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sararma ve yaprakta sekil bozuklugu; C. amaranticolor bitkisinde lokal klorotik
lezyonlar; C. arietinum bitkisinde mozaik ve ug siirgiinlerde nekroz; V. faba
bitkisinde mozaik ve yaprak kivrilmasi; P. sativum bitkisinde hafif beneklenme;
Vicia narbonensis bitkisinde sararma ve mozaik; Lathyrus sativus bitkisinde
mozaik ve damarlarda renk agilmasi belirtilerinin olustugunu ve V. unguiculata,

Vigna radiata ve P. vulgaris bitkilerinde belirti olusmadigini bildirmislerdir.

2.5. Molekiiler Karakterizasyon Konusunda Yapilmis Calismalar

Molekiiler karakterizasyon ile ilgili literatiir incelendiginde, Diinya’nin
farkli bolgelerinden AMV, BYMV, CMV ve PSbMYV viriislerinin farkl bitkilerde
cok sayida irklart rapor edilmistir. Viriislerin genomlarinin bazi bdlgeleri veya
tamamu tlizerinden filogenetik analiz yapilarak genetik cesitliligi ortaya koyan ¢ok

sayida calisma bulunmaktadir.

2.5.1. AMV’nin molekiiler karakterizasyonuyla ilgili yapilmis calismalar

Xu and Nie (2006) Kanada’nin patates tiretim alanlarindan elde ettikleri 8
AMV izolatim1 CP gen bolgesi lizerinden filogenetik analizini gerceklestirmistir.
Filogenetik analiz sonucunda, Kanada izolatlarindan 7 tanesi CP gen bolgesinin
niikleotit ve amino asit dizileri yoniinden % 98’in iizerinde benzerlik gosterirken,
sadece Cal75 izolatinin digerlerinden az bir faklilik gdsterdigi ortaya ¢ikmistir.
AMYV Kanada izolatlari, NCBI veritabaninda bulunan 18 AMYV izolatiyla % 94’{in

tizerinde niikleotit ve % 93’iin lizerinde amino asit benzerligi gostermistir.

Parrella et al. (2011), Ispanya’da cape hanmmmeli (Tecoma capensis)
bitkisinden izole ettikleri AMV izolatiminin tiim genom dizi analizini
gerceklestirmislerdir. Tec-1 olarak adlandirilan AMYV izolat1 igin RNA1’in 3643,
RNA2’nin 2594 ve RNA3’ilin 2037 niikleotitten olustugu belirlenmistir. CP gen
bolgesine dayali yapilan karsilastirmali dizi analizinde, Tec-1 izolatinin I altgrubu
ile uzaktan iligkili oldugu ve ayr1 bir klad olusturmasina ragmen II altgrubu ile
daha yakin iligkili oldugu bildirilmistir. Bu nedenle, AMV’nin II altgrubunun
daha &nce bulunan II altgrubu izolatlarmin olusturdugu IIA ve yeni ispanyol Tec-

1 izolatinin olusturdugu IIB olarak ikiye ayrilmasi 6nerilmektedir.
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El-Helaly et al. (2012) Misir’da patates bitkisinden elde ettikleri AMV
izolatinin CP gen bolgesini ¢ogaltarak filogenetik analizini gergeklestirmislerdir.
Daha 6nce sekans analizi yapilmis farkli {ilkelerden yedi izolat ile Misir izolatinin

% 97-98 benzerlik gosterdigi bildirmislerdir.

Al-Saleh and Amer (2013) Suudi Arabistan’in Riyad bdolgesinden
topladiklart yonca Orneklerinden elde ettikleri AMV izolatlarinin CP gen
bolgesine dayali filogenetik analizini gergeklestirmislerdir. Daha Once rapor
edilmis olan AMV izolatlariyla yapilan analiz sonucu % 90.3-99.3 benzerlik
gosterdigi ortaya cikmistir. Suudi izolatlar1 en yiiksek benzerligi Avustralya,
Brezilya, Puglia ve Cin izolatlariyla gosterirken, en diisiik benzerligi ise Ispanya

ve Yeni Zellanda izolatlariyla gosterdigi soylenmistir.

Al-Abrahim (2014) Suudi Arabistan’da AMV yonca izolatinin CP gen
bolgesine dayali filogenetik analizini gergeklestirmistir. Filogenetik analiz
sonucunda, suudi izolatinin filogenetik analize aliman diger izolatlarla % 97’nin
tizerinde benzerlik tagidig: belirlenmistir. CP gen bdlgesine dayali analiz sonucu,
[ran, ABD, Sirbistan ve Italya izolatlariyla yakm iliskili oldugu ve Kore ve
Arjantin izolatlariyla % 100 benzerlik tagidig1 ortaya ¢ikmuistir.

Al-Saleh et al. (2014) Suudi Arabistan’nin iki farkli bolgesinde yetistirilen
patates bitkisinden elde ettikleri iki AMV izolatinin CP gen boélgesi dizi analizi
sonucunda, % 96.5 benzerlik gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica, GenBank’ta
bulunan 28 izolatla karsilastirildiginda, % 93.2-99.7 arasinda benzerlik tasidigi

belirlenmistir.

Bergua et al. (2014) ispanya’nim farkli bdlgelerinde farkli bitki tiirlerinden
elde ettikleri 60 AMV izolatinda genetik g¢esitliligi belirlemek amaciyla bir
caligma yliriitmiislerdir. P1, P2, MP ve CP gen bolgelerinin niikleotit dizi analizi
sonucunda, Ispanyol AMYV izolatlarinin kendi aralarinda diisiik genetik ¢esitlilik
gosterdigi belirlenmistir. Ispanyol izolatlari, daha once bildirilmis diinya
izolatlartyla P1 gen bolgesine gore filogenetik analizinde I ve II guplari, MP ve
CP gen bolgelerine gore filogenetik analizinde I, IIA ve IIB gruplart iginde

kiimelenirken, P2 gen bdlgesi i¢in yapilan filogenetik analizde belir bir grupta



41

kiimelenme gerceklesmemistir. Restriction fragment length polymorphism
(RFLP) analizine gore, Ispanyol AMYV popiilasyonu, yeniden siralama
(reassortment) ile Tlretilen iki haplotip ve biri rekombinasyonu igeren yedi
haplotipten olusmaktadir. Sirasiyla P1, MP ve CP gen bdlgeleri i¢in en sik
haplotipler 1I-1-1 (% 37), 1I-1IB-1IB (% 30) ve Il-I-1 (% 17) olmustur. Haplotip
dagiliminin homojen olmamasi, AMYV popiilasyonunu olusturan izolatlarin cografi

kokenine gore yapilandirildigini géstermektedir.

Pourrahim and Farzadfad (2016) iran’da &zel bir bahgede beneklenme ve
mozaik belirtileri gosteren acemborusu (Campsis radicans) bitkilerinden
topladiklar1 6rneklerde AMV tespit etmiglerdir. CP gen bolgesine dayali yapilan
filogenetik analizde AMV Iran izolatmin I grubu iginde yer aldigim
belirlemislerdir. Niikleotit analizine gore; AMV izolatlar1 % 93.1-98.8 arasinda
benzerlik gdstermisti. AMV Iran izolat1 en yiiksek niikleotit dizi benzerligini
%98.3 ile italya izolatiyla gosterirken, en diisiik benzerligi % 94.7 ile Fransa

izolatiyla gdstermistir.

Trucco et al. (2014) Arjantin’de yonca bitkisinden izole ettikleri AMV
izolatinin tiim genom dizi analizini ger¢eklestirmislerdir. AMV-Arg genomunun
RNA 1 bolgesinde 3643, RNA 2 bolgesinde 2593 ve RNA 3 bolgesinde 2038
niikleotit belirlenmistir. AMV-Arg izolatin1 hem tiim genom hem de kodlanmis
bolgeler (P1, P2, MP ve CP) iizerinden Cin, Italya, Ispanya ve Amerika
izoaltlartyla karsilastirmali olarak filogenetik analizi yapmislardir. Niikleotit
benzerlik orani, RNA 1, 2 ve 3 i¢in % 95.9-99.1, P1, P2, MP ve CP i¢in % 93.7-
99 olarak belirlenirken; amino asit benzerligi % 93.4-99.5 olarak belirlenmistir.
Ayrica 25 AMV izolatiyla CP gen bolgesine dayali yapilan filogenetik analizde,
en yiiksek niikleotit benzerligi bir Cin izolatiyla % 98.3 olarak belirlenirken, en
yiiksek amino asit benzerligi ise iki Italya, bir Brezilya ve bir Cin izolatiyla %
98.6 olarak belirlenmistir. Filogenetik analiz AMV-Arg izolatinin I grubu i¢inde

yer aldigini ortaya koymustur.

Bandzo et al. (2017) Makedonya’nin biber iiretim alanlarindan elde ettikleri
KUA7-2013 AMV izolatimt CP gen bdlgesine igin filogenetik analizini
gerceklestirmislerdir. Diinya’nin  farkli bdlgelerinden 29 AMV izolatiyla
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karsilagtirmali olarak yapilan filogenetik analizler sonucunda, % 92-94.4 niikleotit
ve % 91.9-97.1 amino asit benzerligi belirlenmistir. Olusturulan filogenetik agacta
KUA7-2013 AMYV izolat1 Fransa ve Ingiltere izolatlariyla birlikte II grubu i¢inde

yer almustir.

Abdalla et al. (2020) Suudi Arabistan’da yonca iiretim alanlari, ¢evredeki
yabanct otlar ve komsu alanlardaki kiiltiir bitkilerinden topladiklar1 6rneklerden
izole ettikleri 33 AMV izolatiyla CP gen bolgesine dayali fiogenetik analiz
gerceklestirmislerdir. Niikleotit ve protein dizisi yoniinden suudi izolatlar1 kendi
aralarinda % 87.9-100 benzerlik gosterirken, GenBank’tan alinan diger 17 izolatla

% 86.2-100 benzerlik gostermektedir.

2.5.2. BYMV’nin molekiiler karakterizasyonuyla ilgili yapilms ¢alismalar

Al-Khalaf et al. (2008) daha oOnce yiriitilmiis bir c¢alismada bakla
bitkisinden elde edilmis BYMV izolatinin CP gen bolgesine dayali filogenetik
analizini gergeklestirmiglerdir. BYMV Suriye izolati filogenetik analizde
kullanilan diger izolatlarla 2 grup i¢inde kiimelenmistir. Arastirilan BYMV izolati
Hindistan, Avustralya ve Japonya izolatlariyla birinci grup icinde yer alirken, Cin,
Hollanda ve ABD izolatlar1 ikinci grup icinde yer almistir. Filogenetik agag
incelendiginde, BYMV Suriye izolat1 en yliksek benzerligi % 99 ile Hindistan

izolatiyla gdstermektedir.

Whylie et al. (2008) Avustralya’nin 4 farkli bolgesinden elde ettikleri BYMV
izolatarinin genetik c¢esitliligini belirlemek amaciyla CP gen ve VPg (Genome-
linked Viral Protein) gen bolgesine dayali filogenetik analiz gerceklestirmislerdir.
Filogenetik analiz ¢aligmalari, CP gen boélgesi icin 17 yeni izolat ve veri
tabanindan 47 izolatla, VPg gen bdlgesi i¢in dort yeni izolat ve veri tabanindan 10
izolatla yiiriitiilmustiir. CP gen bdolgesinin filogenetik analizinde yedi farkli grup
olusmus ve bunlardan altis1 polytipik ve bir tanesi monotipik grup olusturmustur.
VPg sekansinin filogenetik analizinde ise {i¢ polytypic ve iki monotypic olmak
iizere bes grup ortaya ¢ikmistir. Filogenetik analiz sonucu olusan gruplar izole

edildikleri konukgularla bagdasmaktadir. Ancak VPg ve CP filogenetik agac
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topolojileri bazi yerlerde uyumsuzluk gostermektedir. Ayrica VPg i¢in grup igi
genetik ¢esitlilik CP bolgesinden daha yiiksek olarak belirlenmistir.

Kumar et al. (2009) Hindista’nin kuzeyinde serada yetistirilen frezya
bitkilerinden klorotik lekeler gosterenlerden topladiklari orneklerde ELISA ve
RT-PCR yontemlerini kullanarak BYMV tespit etmislerdir. BYMV frezya
izolatinin CP gen ve 3’ UTR bdlgelerine dayali filogenetik analizi sonucunda, en
yiiksek benzerlik Hindistan, Danimarka ve ABD’de glayol bitkisinde rapor
edilmis BYMYV izolatlariyla belirlenmistir. BYMV frezya izolatinin glayolden
bulagsmis olabilecegi ifade edilmistir. Bu c¢aligmayla, Hindistan’da frezya
bitkisinde BYMV’nin ilk kez tespit edilmis ve diinyada frezya bitkisinden elde

edilen BYMV nin molekiiler karakterizasyonu ilk kez gerceklestirilmistir.

Selvaraj et al. (2009) Cek Cumbhuriyeti’nin 3 farkli bolgesinden topladiklar
glayol bitkilerinden izole ettikleri M71, J95 ve N4 AMV izolatlarin1 coat protein-
nuclear inclusion protein b (CP-NIb) genom bolgesine dayali olarak kismi
filogenetik analizini yapmiglardir. Arastirilan izolatlar filogenetik agacta 3 farkli
grup icinde yer almistir. M71 izolatt AB439730 (Glaydl, Japonya), D288191 ve
D837491 (Nicotiana benthamiana, Japonya) izolatlariyla ayn1 grupta; J95 izolati
AB439729 (Glaydl, Japonya) ve AY 192568 (ABD) izolatlariyla ayn1 grupta; N4
izolatt ABO079782, AB097089 ve AB097090 (Ciice centiyana, Japonya),
AB079887 ve AB079886 (Japonya), AJ311371 (Cin), AM884180 (Kir centiyana,
Tayvan), AY845012 ve AY845011 (Vanilla fragrans, Hindistan) izolatlartyla
ayni grup icinde yer almistir. Filogenetik analize gére M71 ve J95 izolatlari
arasindaki benzerlik N4 izolatina gore daha fazladir. Farkli bolgelerden ve
konuk¢u bitkilerden kaynakli BYMV izolatlar1 arasinda herhangi bir iligki

bulunamamastir.

Farag et al. (2015) Suudi Arabistan’in Al-Makhwah bolgesinde fasulye
bitkisinden izole edilen AMV izolatin1 NIb-CP gen bolgesine dayali filogenetik
analiz yapmuglardir. Filogenetik analiz sonucunda, BYMV suudi izolat1 Japonya
izolatiyla % 99, ABD izolatiyla % 95 ve diger bir Japonya izolatiyla % 93
benzerlik tasimaktadir. BYMYV izolatlarinin 6zellikle CP gen bdlgesine gore ¢ok
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farklilagtig1, ancak NIb gen bolgesinin daha korunakli olmasi nedeniyle BYMV
teshisinde daha kullanisli oldugu belirtilmistir.

Kaur et al. (2013) Hindistan’in iki farkli bolgesinde bakla bitkilerinden iki
BYMYV izolat1i izole edip NIb gen bolgesine dayali filogenetik analizini
gerceklestirmiglerdir. Diger diinya izolatlariyla yapilan filogenetik analiz
sonucunda, % 86-87 dizi benzerligi belirlenmistir. BYMYV izolatlari iki farkli grup
icinde kiimelenmistir. Arastirma konusu iki Hindistan izolati, daha 6nce Japonya,
Tayvan, Cin ve Hindastan’dan rapor edilmis izolatlarla ayni1 grup iginde yer

almistir.

Kaur et al. (2014) Hindistan’da siddetli mozaik, yapraklarda sekil
bozuklugu ve ciicelesme belirtileri gosteren altin ¢ilek (Physalis peruviana)
bitkilerinden topladiklar1 6rneklerde BYMYV tespit etmislerdir. Filogenetik analizi
yapilan BYMV izolatlar1 arasinda % 98-99 niikleotit dizi benzerligi belirlenirken,
en yiiksek benzerlik ve en yakin filogenetik iliski % 99 ile Avustralya orjinli
Diuris sp.’den izole edilen BYMYV izolatiyla belirlenmistir.

Sharma et al. (2015) fasulye bitkisinden izole ettikleri BYMV izolatin1 CP
gen bolgesine dayali olarak filogenetik analiz yapmislardir. Buna gére; BYMV
izolat1 karsilastirilan diger izolatlar arasinda % 83-99 niikleotit benzerligi ve %
89-99 amino asit benzerligi belirlenmistir. Japonya’dan rapor edilen Gladiolus

sp.’den izole edilmis BYMYV izolatiyla maksimum benzerlik tasimaktadir.

Kyrychenko et al. (2017) Ukrayna’da fasulye ve soya bitkilerinden elde
ettikleri BYMV izolatlarim1 kendi aralarinda ve GenBank’a kayitli izolatlarla CP
gen bolgesine dayali olarak filogenetik analizini yapmislardir. Yapilan dizi analizi
neticesinde fasulye ve soya bitkilerinden elde edilen BYMV izolatlarinin % 98
benzerlik tasidigi ve ayni virlis wkimin farkli izolatlart oldugu belirlenmistir.
Ukrayna BYMV  izolatlan  GenBank’ta  bulunan diger izolatlarla
karsilastirildiginda, Rusya izolatiyla % 98, Avustralya izolatiyla % 97-98 ve
Arjantin izolatiyla % 96 benzerlik tagidig1 belirlemistir. En diisiik benzerlik orant,

Irak, iran ve Japonya izolatlariyla % 89-95 olarak belirlenmistir.
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Maina et al. (2020) yiiriitiilen ¢alismadan 14 yil 6nce mercimek bitkisinden
izole dilerek muhafaza edilen BYMV izolatinin tiim genomunun filogenetik
analizini gerceklestirmislerdir. Diinya izolatlariyla maksimum olasilik (Maximum
likelihood) yontemine gore yapilan filogentik analiz sonucunda, izolatlar 9 grup
icinde kiimelenmistir. Arastirma konusu izolat I grubu ig¢inde yer alirken, en
yiiksek niikleotit benzerligini % 98.4 ile BYMV Bati Avustralya (Lupinus

angustifolius) izolatiyla géstermistir.

2.5.3. CMV’nin molekiiler karakterizasyonuyla ilgili yapilmis cahismalar

Gegmiste GenBank’ta bulunan CMV irklar1 serolojik veriler, CP gen
bolgesinin peptit haritalanmasi, niikleik asit hibridizasyonu ve niikleotid
benzerliklerine gore yapilan gruplandirmada, I ve II olarak adlandirilan iki alt
gruptan olusmaktayd: (Palukaitis et al., 1992). Sonraki yillarda ¢ok sayida yeni
CMV wukinin tespitiyle alt grup I’in kendi icinde bdliinebilecegini ortaya
cikarmistir (Chaumpluk et al., 1996). Roossinck et al. (1999) 26 CMV irkinin
RNA 3’iin 5" UTR (Untranslated Region) bolgesine dayali yaptiklar filogenetik
analizde, CMV rklarinin {i¢ farkli grup (IA, IB ve II) icinde kiimelestigini
belirlemislerdir. Ayn1 arastirmacilar tarafindan gerceklestirilen 53 CMV 1rkinin
CP-ORF (Coat Protein-Open Reading Frame) bolgesinin filogenetik analizi bu
sonucu desteklemistir. Yapilan filogenetik ¢aligmalar, her alt grubun tek noktadan

yayilmaya basladigin1 ve bir ortak atadan evrimlestigini gostermektedir.

Eiras et al. (2004) Brezilya’da mozaik, sekil bozuklugu ve klorotik halkali
leke belirtileri gosteren farkli bitki tiirlerinden topladiklart orneklerden elde
ettikleri CMV izolatlarinin filogenetik analizini ger¢eklestirmislerdir. Yapilan dizi
analizi Brezilya CMV izolatlarinin % 92-99 niikleotit benzerligi gosterdigi ve I
altgrubu iginde yer aldigimmi ortaya koymustur. Filogenetik analiz sonucunda,
CMV izolatlar1 3 fakli grupta kiimelenmistir. Brezilya CMV izolatlarinin ¢ogu
kendi aralarinda yakin iligkili olup, diger CMV izolatlariyla IA altgrubu i¢inde
kiimelenmistir. Bir Brezilya CMV izolat1 IB altgrubunda kiimelenmistir. Sonug

olarak Brezilya’da I altgrubu CMV yayginlik kazanmigtir.
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Kim et al. (2011) Giiney Kore’de beneklenme ve bodurlasma belirtileri
gosteren musir bitkisinden elde ettikleri CMV izolatinin tiim genoma dayali
filogenetik analizini gerceklestirmislerdir. I altgrubu izolatlarla RNA 1 icin %
89.2-92.4 niikleotit benzerligi ve % 94.4-98.0 aminoasit benzerligi, RNA 2 i¢in %
85.3-97.6 niikleotit benzerligi ve % 74.5-97.5 aminoasit benzerligi ve RNA 3 i¢in
% 92-99.2 niikleotit benzerligi ve % 94.3-100.00 amino asit benzerligi

gostermistir. CMV Kore izolatinin I altgrubu icinde yer aldig1 belirlenmistir.

Ali et al. (2012) Hindistan’da ates ¢igeginden (Salvia splendens Ker-Gawl.)
elde ettikleri CMV izolatinin CP gen bdlgesine dayali filogenetik analizini
gergeklestirmislerdir. En yiiksek niikleotit benzerligini IB altgrubu izolatlarla %
93-97 ile gosterirken, IA altgrubu izolatlarla % 88-89 ve Il altgrubu izolatlarla %
67-70 niikleotit benzerligi gostermistir. Sonu¢ olarak CMV Hindistan izolat1 IB

altgrubu i¢inde yer almistir.

Elbeshehy and Sallam (2012) Misir’da sistemik mozaik, meyve sekil
bozuklugu ve bodurlagma belirtileri gdsteren hiyar bitkilerinden elde ettikleri
CMV  izolatlarm1 CP gen bolgesine dayali filogenetik analizini
gergeklestirmislerdir. Misir CMV  hiyar izolatlar1 kendi aralarinda % 92-99
niikleotit benzerligi gostermistir. En yiiksek niikleotit benzerligi % 95 ile Yeni
Zellanda izolatiyla belirlenirken, en diisiik niikleotit benzerligi % 92 ile Hindistan

izolatiyla belirlenmistir.

Nematollahi et al. (2012) iran’in farkli bolgelerinde viriis belirtisi gdsteren
domates ve kabakgillerden topladiklar1 Orneklerden elde ettikleri CMV
izolatlarinin farkli genomik boélgelere (CP, MP ve 2b) dayal filogenetik analizini
gerceklestirmislerdir. CMV Iran izolatlari, CP ve MP gen bdlgelerine dayali
filognetik analize gore IA ve IB altgrublarinda, 2b gen bolgesine dayal

filogenetik analize gore 1A altgrubu icinde yer almistir.

Kumari et al. (2013) Hindistan’da hiyar bitkisinden elde ettikleri CMV
izolatinin tiim genomu (RNA 1, RNA 2 ve RNA 3) {izerinden gerceklestirdikleri
filogenetik analizde, CMV hiyar izolatinin II altgrubu icinde yer aldigimi
belirlemiglerdir. II altgrubu i¢indeki izolatlarla RNA 1 i¢in % 95.1-98.7, RNA 2
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icin % 87.7-98.0 ve RNA 3 i¢in % 85.4-97.1 niikleotit benzerligi gostermistir.
RNA 1 ve 2 i¢in en yakin benzerligi Japon izolatiyla ve RNA 3 i¢in en yakin

benzerligi Amerika izolatiyla gosterdigi belirlenmistir.

Rasoulpour et al. (2016) sistemik klorotik lekeler ve mozaik belirtileri
gosteren kavun bitkilerinden elde ettikleri CMV izolatinin filogenetik analizi
sonucunda, IB altgrubu izolatlarla % 99 aminoasit benzerligi gosterdigi ve 1B

altgrubu i¢inde yer aldig1 belirlenmistir.

Karanfil ve Korkmaz (2017) boriilce bitkisinden elde ettikleri CMV
izolatiyla gergeklestirdikleri molekiiler karakterizasyon c¢alismasinda, CMV
boriilce izolatinin diger diinya izolatlar1 ile niikleotid diizeyinde % 80-99,
aminoasit diizeyinde ise % 90-100 benzerlik gosterdigini belirlemislerdir. Ayrica
CMV bortiilce izolatinin IB alt grubu icinde yer aldigini belirlemiglerdir. Bu
calismayla ilk kez ticari bortilce iiretim alanlarinda CMV tespit edilmis ve ilk kez
baklagil iiretim alanlarindan elde edilen CMV izolatinin molekiiler

karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

Miftakhurohmah et al. (2017) Endonezya’da Piper sarmentosum (Sarilan
karabiber) bitkisinden elde ettikleri CMV izolatiyla yiiriittiikleri filogenetik analiz
caligmalar1 sonucunda, altgrup IA grubu izolatlarla % 92.6-94.3 niikleotit

benzerligi ve % 96.3-98.1 aminoasit benzerligi tagidig1 belirlenmistir.

Kurtoglu ve Korkmaz (2018) Canakkalenin ispanak {iretim alanlarinda
tespit ettiklert CMV izolatinin filogenetik analizini ger¢eklestirmislerdir. CP gen
bolgesine dayali yapilan filogenetik analiz sonucunda, CMV 1spanak izolat1 diger
izolatlarla % 87-98 niikleotit benzerligi ve % 91-98 aminoasit benzerligi

gostermistir. CMV 1spanak izolat1 IA altgrubu i¢inde yer aldig: tespit edilmistir.

Moyle et al. (2018) tarafindan yiiriitiilen bir arastirmada daha Once dizi
analizi rapor edilmis Cin orjinli CMV K wrkinin tiim genom analizini Illumina
sistemini kullanarak yeniden gergeklestirilmistir. Analiz sonucuna gore RNAI
3382 niikleotit, RNA2 3050 niikleotit ve RNA3 2218 niikleotitten olusmaktadir.
RNAT1’in 3158. niikleotiti (A veya G) ve RNA3’iin 4. ve 8. (ikisi de A veya T)
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niikleotitlerinde dizi varyasyonlar1 meydana geldigi belirlenmistir. CMV K 1rki
RNA2 segmentinin 1994 yilinda rapor edilen CMV K RNA2 sekansi ile
hizalanmasi, izolatin 22 yillik siirede 35 tek niikleotid polimorfizmi (SNP) ve ii¢
indelin meydana geldigini ortaya ¢ikarmistir. Benzer sekilde, 1999'da rapor edilen
CMV K RNA3 sekansiyla hizalama, 17 yillik siirede 15 SNP ve bir indelin
meydana geldigini ortaya ¢ikarmistir. RNA 1, 2 ve 3 segmentlerinin filogenetik
analizi, CMV K irkinin RNA1 ve RNA2'in alt grup IB ve RNA 3’iin alt grup 1A
icinde yer aldig1 ortaya c¢ikarmistir. IA alt grubundan bir izolat ile karisik bir
enfeksiyondan sonra RNA 3'te meydana gelen bir rekombinasyon sonucu CMV K

irkinin olustugu tahmin edilmektedir.

2.5.4. PSbMV’nin molekiiler karakterizasyonuyla ilgili yapilmis calismalar

Johansen et al. (1996b) PSbMV’nin simptomatolojik olarak farklilik
gosteren iki izolatimin (DPD1 (Patotip 1) ve NY (Patotip 4)) molekiiler
karakterizasyon sonucunda, % 81 niikleotit benzerligi ve % 88 aminoasit

benzerligi tagidig belirlenmistir.

Andersen and Johansen (1998) Chenopodium quinoa bitkisinde sistemik
enfeksiyona neden olan ve olmayan iki PSbMV izolatinin (DPD1 ve NY) CP gen
bolgesindeki farkliligi belirlemek amaciyla yiiriittiikkleri calismada, sistemik
enfeksiyon olusturan DPDI izolatinin CP gen bdlgesinin 47. aminoasiti prolin
iken, sistemik enfeksiyon olusturmayan NY izolatinin CP gen bdlgesinin 47.
aminoasiti serin olarak belirlenmistir. Ayrica CP gen bdolgesinin 47. amino asiti
serin olan farkli iki izolatin C. quinoa bitkisinde sistemik enfeksiyon

olusturabildigi belirlenmistir.

Torok (2001) Avustralya’nin bezelye ve bakla firetim alanlarindan
topladiklar1 bitki orneklerinden elde ettikleri PSbMV izolatlarinin biyolojik ve
molekiiler ¢esitliligini belirlemek amaciyla doktora ¢alismasi gerceklestirmistir.
Arastirma konusu PSbMV izolatlar1 ve Genbank’tan alinan diger izolatlar
karsilagtirildiginda, HC-Pro gen bélgesine gore % 88.6-100 aminoasit benzerligi
ve 79.4-99.8 niikleotit benzerligi; CI/6K2/VPg gen bolgelerine gore % 77.7-100

niikleotit benzerligi ve % 84.4-100 aminoasit benzerligi belirlenmistir. Filogenetik
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analiz sonucunda Avustralya PSbMV izolatlarmin patotip I, II ve IV gruplan

icinde yer aldig1 belirlenmistir.

Safarova et al. (2008) Cek Cumhuriyeti’nde bezelye bitkisinden elde
ettikleri PSbMV izolatlarim1  5'(Nter)NIb-CP-UTR3' bolgesini baz alarak
GenBank’ta bulunan diinya izolatlartyla BLAST algoritmasini  kullanarak
kargilastirmiglardir. Molekiiler karakterizasyon sonucunda, izolatlarin kendi
arasinda onemli farkliliklar gdsterdigi ve patogrup 1 ve patogrup 4 iginde yer

aldig1 belirlenmistir.

Whylie et al. (2011) bezelye bitkisinden elde ettikleri Avustralya orijinli 11
PSbMV ve bakla bitkisinden elde ettikleri Cin orijinli bir PSbMV izolatinin
filogenetik analizini ger¢eklestirmiglerdir. Filogenetik analizde kullanilan PSbMV
izolatlar1 3 klad (A, B ve C) i¢inde kiimelenmistir. Avustralya izolatlar1 patotip P-
1 izolatlarindan olusan A klad1 ve patotip P-4 izolatlarindan olusan C kladi i¢inde
yer almigtir. A klad1 i¢inde yer alan Avustralya izolatlar1 % 95 niikleotit benzerligi
ve C kladi i¢inde yer alan Avustralya izolatlar1 % 98 niikleotit benzerligi

gostermistir. Cin PSbMV bakla izolat1 A kladi i¢inde yer almistir.

Yunanistan’in mercimek iiretim alanlarinda goriilen PSbMV 'niin molekiiler
karakterizasyonu i¢in yapilan bir ¢alismada, CP, P1 ve HC-Pro proteaz genlerini
kodlayan bdlgelere spesifik primerler sentezlenerek yapilan filogenetik analiz
sonucunda, PSbMV Yunanistan izolatinin patogrup 1 gubu ic¢inde yer aldig:

belirlenmistir (Giakountis, 2015).

Aftab et al. (2018) Avustralya’da ilk kez Cemen otunda (Trigonella foenum-
graecum) belirledikleri PSbMV’nin molekiiler karakterizasyonunu
gerceklestirmiglerdir. CP gen bolgesine dayal filogenetik analiz sonucunda,
PSbMV Cemen otu izolat1 patotip P-4 izolatlariyla % 100 niikleotit benzerligi
gosterirken, patotip P-1 ve P-2 izolatlarla % 95-96 niikleotit benzerligi

gostermistir.

Gheshlaghia et al. (2019) iran’mn farkli bélgelerinden mercimek bitkisinden
elde ettikleri PSbMV izolatlarinin CP gen bdlgesine dayali filogenetik analizi
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sonucunda, Iran izolatlarmin kendi aralarinda % 91-94 niikleotit ve % 63-98
amino asit benzerligi gosterdiklerini belirlemislerdir. iran izolatlar1 arasindan
secilen Lorestan (B2), Golestan (Gl) ve Tehran (V18) izolatlarinin diinya
izolatlartyla neighbor-joining (komsu birlestirme) yontemine gore filogenetik
analizi gerceklestirilmistir. Filogenetik analize alinan izolatlar iki ana grub i¢inde
kiimelenirken, B2 ve G1 izolatlar1 Cek Cumhuriyeti, Avustralya, Cin, Yunanistan,
Pakistan ve Misir izolatlariyla I altgrubu iginde yer almistir. V18 izolat1 ise diger
izolatlardan bagimsiz olarak II altgrubu i¢inde yer almistir. Amino asit analizine
gore izolatlar iki grup iginde kiimelenmistir. iran izolatlar1 Avustralya izolatlariyla
IT altgrubu icinde kiimelenirken, diger diinya izolatlar1 I altgrubu iginde

kiimelenmistir.

Navratil and Safafova (2019) farkli yogunlukta belirtilere neden olan P1
patotipi i¢inde yer alan 3 farkli PSbMV izolatinin filogenetik analizini
gergeklestirmiglerdir. Tiim genom i¢im yapilan filogenetik analiz sonucunda,
kismen CI ve 6K2 bolgelerini kapsayan 2028 niikleotitlik bdlgede dogal
rekombinasyon belirlenmistir. Bu ¢aligmayla, CI-6K2 bdlgesinde belirlenen
rekombinasyonun gelisen belirtilerden sorumlu oldugu gosterilmis ve ilk kez

PSbMV izolatlar1 arasinda dogal bir rekombinasyon tespit edilmistir.

2.6. Viriislerin inaktiflestirilmesi Konusunda Yapilmis Calismalar

Yapilan aragtirmalar incelendiginde, giinlimiizde viriislerle miicadelede
kullanilan temel yontemlerin ge¢miste de kullanildigi ve c¢ok fazla degisim
meydana gelmedigi goriilmektedir. Kullanilan ana miicadele yontemlerinin amaci
virtis kaynagimin azaltilmasi veya yok edilmesi, virlisiin yayilmasinin
sinirlandirilmas1 ve virlis hastaliklarinin  verim ve kalite {izerine etkisinin

azaltilmasidir (Garrett et al., 1985; Walkey, 1985; Falk and Duffus, 1988).

Tohumla tasman viriislere karsi miicadelede kullanilabilen bazi temel
yontemler bulunmaktadir. Bunlar; enfekteli tohumlardan viriislerin temizlenmesi,
viriislerin yayilmasini engellemek veya kayiplari minimize etmek i¢in vektdrlerle
miicadele, karantina tedbirleri, sertifikasyon programlariyla virlisten ari tohum

iiretimi ve viriis teshis yontemleridir. Viriisle enfekteli tohumlarin dezenfeksiyonu
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amaciyla termoterapi, kemoterapi, kriyoterapi ve ozonla terapi yOntemleri

kullanilmaktadir (Varveri, 2015).

2.6.1. Termoterapi konusunda yapilmis calismalar

Iskog ciftcilerinin lale yumrularini sicak suya daldirdiktan sonra ekim
islemini gergeklestirmesi, sicaklik uygulamalarinin bitkiler i¢in kullanildig ilk
kayitolarak bilinmektedir (Zandbergen, 1964). Bitki virolojisinde sicaklik
uygulamalari, baslangicta virlislerin  termal inaktivasyon noktalarindan
faydalanarak viriislerin tanimlanmasi ve karisik hastalik olusumlarinda viriislerin
ayrilmasi amaglariyla kullanilmistir. Daha sonra virlislerin yiliksek sicakliklara
duyarli olduklarinin anlasilmasiyla, virlislerin enfekteli bitkilerden ve bulasik
tiretim materyallerinden elimine edilmesinde kullanilmaya baslanmistir (Kartha,

1986).

Howles (1961) TMV ile enfekteli domates tohumlarina 22 giin 72 °C kuru
sicaklik uygulamasinin virlisii elimine edemedigini, ancak daha sonraki
calismalarda 1-3 giin 70 °C uygulamasinin viriisii elimine etmede basarili
oldugunu bildirmistir. Ayrica marul tohumlarna 3 giin 80 °C sicak hava
uygulamasinin tohum kalitesine zarar vermeden LMV viriisiinii elimine ettigini

bildirmistir.

Vovk (1961) TMV ile enfekteli domates tohumlarina 2 giin 50-52 °C kuru
sicaklik uygulanmasi sonrasinda 1 giin 78-80 °C kuru sicaklik uygulanmasinin

viriisii elimine ettigini bildirmistir.

Fletcher et al. (1969) hiyar tohumlarina 1 giinden fazla 70 °C sicak hava
uygulanmasinin  CGMMYV  viriisiinii elimine ettigini, buna karsin 80 °C
uygulamasinin ¢imlenmeyi geciktirdigini ve kotiledon yapraklarinda zarara neden

oldugunu bildirmislerdir.

Megahed and Moore (1969) visne tohumlarinin 80 °C kuru sicaklikta 1 saat
veya 90 °C kuru sicaklikta 1 saat bekletilerek Cherry necrotic ring spot virus ve

Prune dwarf viriis viriislerinden arindirilabilecegini bildirmislerdir. Bagka bir
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caligmalarinda visne tohumlarinin 55 °C’de 6 hafta bekletilmesiyle Necrotic ring
spot virus inaktiflestirildigini bildirmislerdir.

Sharma and Chohan (1971) balkabagi tohumlarina 2 giin 70 °C veya 4 hafta
40 °C sicak hava uygulamasmin Cucumis virus-1 viriistiinii inaktiflestirdigini

bildirmislerdir.

Verma (1971) tarafindan yiiriitilen bir ¢alismada Cowpea mosaic virus
(CPMV) ile enfekteli boriilce tohumlarinin 30 °C’de 4 giin ya da 55 °C’de 15 dk
sicak hava uygulamasini miiteakiben tohumlarin 25 °C’de 4 giin bekletilmesiyle

viriis inaktiflesmektedir.

Sharma and Varma (1975) boriilce tohumlarma 45 °C/40 dk ve 50 °C/ 20 dk
sicak su uygulamasinin CpBMV viriisiiniin tohumla yayilmasini tamamen
engelledigini bildirmislerdir. Ayrica 50 °C/ 50 dk, 60 °C/ 30 dk ve 65 °C/ 20 dk
sicak hava uygulamalarinin virlis enfeksiyonunu azalttigini, ancak tohumun
cimlenme yetenegini azalttigin1 bildirmislerdir. Tohumlar 65 °C/15 dk sicak hava
uygulandiktan sonra 30 °C’de 2, 4 ve 8 giin bekletildiginde viriisiin elimine
edilmesinde daha etkili olmakta ve tohumun c¢imlenme yetenegi daha az

etkilenmektedir.

Beniwal et al. (1980) siyah mercimek tohumlarinin 55 °C sicak suda 30 dk
bekletilerek Urdbean leaf crinkle virus (ULCV) virlisiinii tohumun ¢imlenme

kabiliyeti olumsuz etkilenmeden elimine edilebildigini bildirmislerdir.

Kaiser (1980) patates yumrularina 3-6 hafta boyunca 37 °C sicak hava
uygulanmasiyla Alfalfa mosaic virus (AMV), Potato leaf roll virus (PLRV) ve
Tomato black ring virus (TBRV) virislerinin tamamen inaktiflestigini ve
uygulama yapilan yumrulardan yetistirilen bitkilerde virlise rastlanmadigini
bildirmistir. Benzer 10 haftalik sicak hava uygulamasi Potato virus Y (PYV)
virlisiiniin iki rkina karsi basarisiz olmustur. 50 °C/25-180 dk. ve 52.5 °C/15-90
dk. sicak su uygulamalarmin  AMV, PLRV ve TBRV viriislerinin
inaktiflestirilmesinde etkili olmadigi belirlenmistir. Sicak hava uygulanan

yumrularin canlilig1 6 hafta sonra % 44-87 arasinda degiskenlik gostermistir.
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Sharma and Varma (1983) CpBMYV ile enfekteli boriilce tohumlarinda sicak
hava uygulamasinin viriisii inaktiflestirmedeki etkisini arastirmiglardir. Enfekteli
tohumlarin 65 °C’de 15 dk sicak hava uygulamasi sonrasinda 30 °C’de 4-8 giin
bekletilmesi ya da 55 °C 15dk sicak hava uygulamasi sonrasinda 25 °C’de 4 giin
bekletilmesiyle viriisiin tohumda bulunma oranmin % 13.1-24.7°den % 0.9-3.3’¢
diistiigli bildirilmistir. Ayrica termoterapi uygulanmis tohumlardan olusan tarlada
virlis bulunma oran1 % 4.7-9.1 iken, termoterapi uygulanmayan tohumlardan
olusan tarlada % 23.7-29.7 olmustur. Termoterapi uygulanan tohumlardan olusan

tarlada verimin % 19.3-22.4 daha fazla oldugu belirlenmistir.

Tayvan’da TMV’ye karst 78 °C 2 giin kuru sicak uygulamasi tavsiye
edilmektedir. Sicaklik uygulamasi tohumun ¢imlenmesini geciktirmekte, ancak

canliligini olumsuz etkilememektedir (Green et al., 1987).

Lee et al. (2004) kuru sicaklik uygulamalarinda tohum nem igeriginini
onemli bir faktor oldugunu vurgulamislar ve yaptiklari ¢calismada %50 bagil nem
bulunan bir ortamda 35 °C’de 24 saat, 50 °C’de 24 saat ve 75 °C’de 72 bekletilen
tohumlarda nem igeriginin 6nemli derecede diistiigiinii belirlemislerdir. Cimlenme
sirasinda uygulama yapilan tohumlarda su emiliminin daha yavas oldugu ve bu

durumun ¢imlenmeyi geciktirdigi bildirilmistir.

Cordoba-Sellés et al. (2007) domates tohumlarinda tasinan Pepino mosaic
virus (PepMV) inaktiflestirilmesine yonelik sicak hava (80 °C’de 24 saat, 74°C’de
48 saat ve 70°C’de 96 saat) ve kemotarapi (10% trisodium phosphate/ 3saat, 3
o/litre pectinase/ 24 saat, 3 g/litre pectinase+2% HCI / 24 saat, 3 gl/litre
pectinaset2% HCI+ 30% ticari ¢amasir suyuw/ 24 saat) uygulamalar
gerceklestirmislerdir. Kontrole gore 74 °C ve 80 °C sicak hava uygulamalarinda
enfekteli tohum oraninda degisiklik goriilmezken, 80 °C sicak hava uygulanan
tohumlarin DAS-ELISA absorbans degerlerinde kontrole gore % 60 azalma
meydana gelmistir. 70 °C sicak hava uygulamasinda ise enfekteli tohum oraninda
hafif bir azalma goriiliirken, DAS-ELISA absorbans degerleri kontrole gore
%42.5 daha diisiik ¢ikmastir.
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Ling (2010) domates tohumunda tasinan Pepino mosaic virus (PepMV)
kars1 yliriittiigli inaktiflestirme c¢alismalarinda sicak su (55 °C’de 2 saat) ve sicak
hava (72 veya 80 °C’de 48-72 saat) uygulamalarimi kullanmistir. Sicak suyu
uygulamasinin viriisii inaktif ettegini ancak tohumun ¢imlenme giiciine zarar
verdigini ve sicak hava uygulamasinin viriis enfeksiyonunu azalttigini ve tohumun

cimlenme giicii iizerine zararli bir etkisi olmadigini bildirmistir.

Silva et al. (2011) domates tohumlarindan Tomato mosaic virus (ToMV)
etmenini elemine etmek icin sicak hava (70 °C’de 24, 48 ve 72 saat) uygulamasi
yapmiglardir. Bu caligmaya gore 3 farkli siirede gergeklestirilen uygulama
tohumlarda virlis enfeksiyon oranmnin azaltilmasinda etkili olup, siire artikca
tohum kalitesinde azalma meydana geldigi belirlenmistir. 70 C’de 24 saat

uygulamasinin tohumlarin kalitesi {izerine daha az zararli oldugu bildirilmistir.

Sastry (2013) enfekteli tohumlarin 55 °C sicak suda 60 dakika bekletilerek
viriislerin tohum c¢imlenme kabiliyetini etkilemeden elimine edilebilecegini

bildirmistir.

2.6.2. Ozon ile viriislerin inaktiflestirilmesi konusunda yapilmis ¢alismalar

Remondino and Valdenassi (2018), Schonbein isimli bir arastiricinin 1840
yilinda bir firtina esnasinda yildirim diistiiglinde havada tuhaf kokulu bir
atmosferik bilesen olustugunu farketmistir. Daha sonra oksijene elektrik soku
uyguladiginda benzer gazin olustugunu belirlemis ve ortaya ¢ikan bu gaza ozon
admi verdigini belirtmiglerdir. Sonraki yillarda ¢ok sayida aragtirmaci tarafindan
bu gazin kokeni, molekiiler yapist ve etkileri iizerine ¢ok sayida caligma

gercgeklestirildigi rapor edilmistir.

Ozon ii¢ tane oksijen atomunun birlesmesi sonucu olusan ve atmosferde
dogal olarak bulunan bir gazdir. Atmosferin 10-50 km arasinda dogal olarak
bulunan ve atmosferdeki toplam ozonun % 90’1 olusturan stratosferik ozon,
giines 1s1nlarini siizerek canlilart giines 1s181n1n zararh etkilerinden korumaktadir.

Geriye kalan % 10’luk ozon yerden 10-15 km yiikseklikte bulunan ve insan
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kaynakli olan troposferik ozondur. Troposforik ozonun canlilar {izerine olumsuz

etkileri bulunmaktadir (Newman, 2020).

Insan faaliyetleri sonucu atmosferde bulunan ozon yogunlugunun
yiikselmesi aralarinda viriislerinde yer aldig1 konukgu-patojen etkilesiminde
degisikliklere yol a¢maktadir. Bu degisim bitki ve patojene gore farklilik
gostermekte ve bitkinin hassasiyetinde veya dayanikliginda artis seklinde
goriilebilmektedir (Bilgin et al., 2008). Ayrica ozonun oksidatif 6zelligi sayesinde
fungus, bakteri, viriis ve diger bitki patojenlerinin makro molekiillerini
parcalayarak hastalik olusumlarini engelleyebilmektedir (Remondino and

Valdenassi, 2018).

Ozon ile ilgili yapilan arastirmalar, ozon-bitki savunma sistemi etkilesimleri
ve ozon-patojen etkilesimlerini kapsamaktadir. Bitki viriisleri ve ozon konusunda
yapilmis aragtirmalar ise bulasik iiretim meteryallerine ozon uygulanarak
viriislerin inaktiflestirilmesi ve enfeksiyon Oncesi bitkilere ozon uygulanarak
dayaniklilik kazandirilmasi konularimi kapsamaktadir. Ayrica bir hava kirleticisi
olarak kabul edilen ozonun bitkiler iizerindeki zararli etksini azaltmak amaciyla
bitkilere viriis inokulasyonuyla ilgili arastirmalar da bulunmaktadir. Bu konuda

yapilmis arastirmalar krimonolojik olarak agagida 6zetlenmistir.

Brennan and Leone (1970) Nicotiana sylvestri bitkilerine TMV inokule
edip, 2, 6, 12 giin beklettikten sonra ozon uygulayarak viriis enfeksiyonunun ozon
toksisitesini nasil etkiledigini ve ozonun hastalik gelisimini nasil etkiledigini
arastirmislardir. Ozon uygulanan viriissiiz bitkilerin yapraklarinda nekrotik lekeler
ve beneklenme belirtileri olusmustur. Virlis ile 2 giin boyunca enfekte olmus
bitkiler hafifce beneklenmisken, 6 ila 12 giin boyunca enfekte olmus bitkiler
herhangi bir ozon toksisitesi belirtisi gostermemistir. Yapilan analizlerde TMV ile
enfekteli bitkilerin yapraklarinda daha yiiksek solunum orani ve azot igerigi ve
daha diisiik karbonhidrat igerigi belirlenmistir. Ozonun virlis aktivitesi lizerine
etkisini belirlemek amaciyla TMV ile enfekteli ozon uygulanmis bitkilerden
alinan inokulum fasulye bitkisine inokule edildiginde ozon uygulanmamais tiitiin
bitkilerinden alinan inokuluma gore daha c¢ok sayida lezyon olusturdugu

gorilmiistiir.
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Bisessar and Temple (1977) ozonun toksisitesi {izerine yaptiklar
arastirmada, TMV inokule edilen tiitiin bitkilerinde inokule edilmeyen bitkilere
gore ozon zararmin daha az oldugu belirlenmistir. TMV inokule edilen bitkilerde
zarar goren yaprak oram1 % 5 iken, inokule edilmeyen bitkilerde % 11 olarak

gerceklesmistir.

Ormrod and Kemp (1979) TMV vel/veya CMV ile enfekteli domates
bitkilerinde  ozonun  etkilerini  belirlemek  amaciyla  bir  c¢alisma
gergekklestirmislerdir. Viriis, bitki ¢esidi, ozon konsantrasyonu ve viriis
inkubasyon siiresine bagl olarak hafif ve siddetli ozon zarar1 gozlenmistir. Viriis
inokule edilmeyen bitkilerde ozon zarar1 iki kat daha fazla olurken, ozon zarari
TMV inokule edilen bitkilerde CMV ile inokule edilen bitkilerden daha fazla
olmustur. Virilis inokulasyonundan 7 ve 14 giin sonra ozon uygulanan bitkilerde
zararlanmada artis olurken, inokulasyondan 21 giin sonra ozon uygulanan

bitkilerde ozon zarar1 azalmistir.

Yiiriitiilen bir arastirmada, tiitiin bitkisine dort giin boyunca giinde alt1 saat
0.20 pl/l konsantrasyonunda ozon uygulandiginda TMV’ye kars1 bitkide
dayaniklilik olustugu ve TMV’nin neden oldugu lezyonlarda azalma gézlenmistir.
Bu durum salisik asit ve patogenezle iligkili 1a ve 1b proteinlerinin miktarinda

artis oldugu bildirilmistir (Yalpani et al., 1994).

Morgan et al. (2003) 70 ppb ozona maruz kalan soya bitkilerinde biyo
kiitlede % 34 ve tohum veriminde % 24 azalma oldugunu belirtmislerdir. Bu
kayiplarin azalan yaprak alan1 ve fotosentez aktivitesinden kaynaklandigini

bildirmislerdir.

Sudhakar et al. (2007) tarafindan CMV igeren inokuluma ozon uygulanarak
virlisiin inaktiflestirilmesi ve inaktiflesirilen viral inokulumun domates bitkisinde
CMV’ye karsi dayanmikliligin uyarilmasi amaciyla bir c¢aligma yliriitiilmistiir.
CMYV igeren inokuluma 0.4 mg/l konsantrasyonlu ozon uygulandiginda viriisiin
tamamen inaktiflestigi belirlenmistir. CMV inokulasyonundan 5 giin 6nce inaktif
viral inokulum uygulanan domates bitkilerinde sistemik dayaniklilik olustugu ve

domates bitkilerini CMV’den korudugu degerlendirilmistir. Tarla denemelerinde,
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inokulasyondan 28 giin sonra yapilan ELISA testi sonucunda viriis birikiminin
uygulama yapilan bitkilerde % 16 uygulama yapilmayan bitkilerde % 89.5 oldugu
belirlemistir. Uygulamadan 5 giin sonra kontrole gore uygulama yapilan bitkilerde
¢Oziinebilir fenolik madde miktarnin 10 kat ve salisilik asit miktarinin 16 kat daha

fazla oldugu bildirilmistir.

Bilgin et al. (2008) SMV ile enfekteli soya bitkilerine Oz uygulandiginda
bitkilerde viriis enfeksiyonun yavasladig1 ve viriise kars1 yaklasik li¢ hafta siiren
spesifik olmayan dayaniklilik olustugunu bildirmislerdir. Viriis enfeksiyonundan
olumsuz etkilenen doymus karbon asimilasyonunun ozon uygulamasiyla
korundugunu belirtilmislerdir. Ayrica bitkilerde dayanikliliktan sorumlu PR-1,
PR-5, PR-10 ve EDS1 genlerin ve flavonoid biyosentezinden sorumlu genlerin

transkriptlerinin iiretiminde artis oldugu belirlenmistir.

Pollina et al. (2008) ozonun viriislerden kaynakli hastaliklarin siddeti ve
yayilimi iizerine etkilerini belirlemek amaciyla Avena fatua bitkisine dort saat
boyunca 100 ppbv ve 10-15 ppbv (atmosfer konsantrasyonu) ozon uyguladiktan
bir hafta sonra Barley yellow dwarf luteovirus (BYDV) yaprak bitkileri vasitasiyla
inokule etmislerdir. Deney sartlar1 yaprak bitlerinin beslenmesini etkiledigi i¢in
ozon uygulanan ve uygulanmayan bitkiler arasinda hastalik orani agisindan
onemli bir fark olmamistir. 10-15 ppbv ozon uygulamasi bitki biyokiitlesinde
onemli derecede azalmaya neden olmustur. 100 ppbv ozon uygulamas: bitkilerde
virlis konsantrasyonunu azaltmis ve viriisiin biyokiitle tizerindeki olumsuz etkisini

ortadan kaldirmistir.

Paylan vd. (2010) tarafindan bezelye, fasulye ve mercimegin yer aldigi
cesitli sebzelerin tohumlarinda belirli virlislere karsit ¢esitli inaktiflestirme
uygulamalarinin (kimyasal, kuru sicaklik, ozon, sicak su ve UV) etkinligi
arastiritlmistir. Sonug olarak, HCl ve ozon uygulamalar1 viral etmenleri elimine
etmedeki basarisinin yani sira ¢imlenme degerleri iizerine olumsuz etkileri

olmamasi nedeniyle en etkili yontemler olarak saptanmaigtir.

Sudhakar et al. (2011) ozon gazi uygulamasinin domates tohumlarinda

dormansi tlizerine etkilerini arastirmak i¢in 4 farkli dozu (0.001, 0.01, 0.1 ve 1 g
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Os/g) 3 farkl siire (10, 20 ve 30 dk) i¢in denemislerdir. 0.01 g Os/g dozunda 20
dk uygulama yapilan tohumlarin kontrole ve diger uygulama siirelerine gére daha
hizli c¢imlendigi belirlenmistir. Uzun siireli ve yiliksek konsantrasyonlu
uygulamalarin ¢imlenme oranini azalttigi buna karsin diisiik konsantrasyonlu 20
dakikalik uygulamalarin daha faydali oldugunu bildirmislerdir. Oz uygulamasinin,
tohumlarda azalmig absisik asit seviyesi ile iligkili olan dormansiyi 0nceden

kirarak tohum ¢imlenmesini hizlandirmada etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Abraitiené and Girgzdiené (2013) tarafindan ozon uygulamasinin Potato
spindle tuber pospiviroid (PSTVd) inokule edilen domates bitkilerine ozon
uygulamasinin patojenite ve hastaligin bitkide yayilmasi iizerine -etkilerini
belirlemek amaciyla bir calisma yiiriitiilmiistiir. PSTVd ile inokule edilen ve
edilmeyen bitkiler arasinda fenotipik ve biiyiime yoniinden 6nemli derecede
farklilik olmadig1 gézlenmis ve sonug olarak ozon uygulamasinin konukgu-viroid
etkilesimi tizerine Onemli bir etkisi olmadig1 belirlenmistir. Biliylime doénemi
sonunda, viroid inokule edilmemis-ozon uygulanmis bitkilerde yaprak
dokiimiiniin viroid inokule edilmis-ozon uygulanmis ve viroid inokule edilmemis-

ozon uygulanmamuisg bitkilerden daha fazla oldugu bildirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Arastirma materyallerini toplanan tohum Ornekleri, biyolojik indeksleme
calismalarinda kullanilan test bitkileri, DAS-ELISA c¢alismalarinda kullanilan
¢esitli firmalardan temin edilen kitler, molekiiler ¢calismalarda kullanilan enzim ve
kimyasallar, tohum wuygulama testlerinde kullanilan Ozon reaktord,
biyoenformatik ¢aligmalarda kullanilan c¢esitli bilgisayar programlart ve bu

calismalarda kullanilan ekipmanlar olusturmustur.

3.1.1. Tohum ornekleri

Ulkemizde bakla, bezelye, mercimek ve nohut yetistiriciliginde kullanilan
yerel ve ticari tohum Ornekleri ve bu orneklerden elde edilen viriis izolatlari
karakterizasyon c¢alismalarinda kullanilmak {izere ana materyali olusturmustur.
Toplanan tohum 6rneklerine iliskin alindig1 yer, firma ad1 ve cesit ad1 bilgileri 3.1,

3.2, 3.3 ve 3.4 nolu tablolarda verilmistir.

Tablo 3.1. Toplanan bakla tohum 6rneklerine ait bilgiler.

Ornek Ornegin Ahndig1 Yer
_ , Cesit Adr Firma Adi ve Orijini

No n Iice Koy/Mah.

1 Bursa Yenisehir | Yoldren Koyii Yerel Uretici

2 Bursa Yenisehir | Yoldren kdyii Yerel Uretici

3 Balikesir | Merkez Merkez Yerel Uretici

4 Izmir Konak Konak Mah. Sevil Bayi-Yerli

5 Izmir Konak Konak Mah. Sevil Bayi-Yerli

6 Izmir Konak Konak Mah. Sevil Bayi-Yerli

7 Izmir Konak Konak Mah. Sevil Bayi-Yerli

8 Balikesir | Merkez Merkez Yerel Uretici

9 Balikesir Altieyliil | Glimiisgesme Mah. Sakiz Kiigiikgiftlik Toh.- Yerli
10 Balikesir Altieyliill | Gilimiisgesme Mah. Sakiz Kiigiikgiftlik Toh.- Yerli
11 Balikesir Altieyliill | Gilimiisgesme Mah. Sakiz Kiigiikgiftlik Toh.- Yerli
12 Balikesir | Altieyliil | Glimiiscesme Mah. Sakiz Kiigiik¢iftlik Toh.- Yerli
13 Balikesir | Altieyliil | Glimiiscesme Mah. Sevil Kiigiik¢iftlik Toh.- Yerli
14 Balikesir Altieyliill | Gilimiisgesme Mah. Sevil Kiigiikgiftlik Toh.- Yerli
15 Balikesir Altieyliill | Gilimiisgesme Mah. Sevil Kiigiikgiftlik Toh.- Yerli
16 Balikesir | Altieyliil | Glimiiscesme Mah. Sevil Kiigiik¢iftlik Toh.- Yerli
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Tablo 3.1. Toplanan bakla tohum 6rneklerine ait bilgiler (devam).

Ornek Ornegin Ahndig1 Yer
No i Tice Koy/Mah. Cesit Ad1 Firma Ad1 ve Orijini
17 Balikesir | Altieyliil | Giimiisgesme Mah. Emiralem Kiigiikgiftlik Toh.- Yerli
18 Balikesir | Altieyliil | Giimiisgesme Mah. Emiralem Kiigiikgiftlik Toh.- Yerli
19 Antalya Kepez Altinova Sinan Mah. | Histal Fito Toh.- Ithal
20 Antalya Kepez Altinova Sinan Mah. | Histal Fito Toh.- Ithal
21 Antalya Kepez Altiova Sinan Mah. | Histal Fito Toh.- Ithal
22 Antalya Kepez Altmova Sinan Mah. | Histal Fito Toh.- Ithal
23 Antalya Kepez Altinova Sinan Mah. Luz De Otono Fito Toh.- Ithal
24 Antalya Kepez Altinova Sinan Mah. Luz De Otono Fito Toh.- Ithal
25 Antalya Kepez Altinova Sinan Mah. Luz De Otono Fito Toh.- Ithal
26 Antalya Kepez Altinova Sinan Mah. Luz De Otono Fito Toh.- Ithal
27 [zmir Konak Konak Mah. Sevil Bayi-Yerli
28 [zmir Konak Konak Mah. Sevil Bayi-Yerli
29 [zmir Konak Konak Mah. Sevil Bayi-Yerli
30 [zmir Konak Konak Mah. Sevil Bayi-Yerli

Tablo 3.2. Toplanan bezelye tohum orneklerine ait bilgiler.

Ornek _ ] o eelin QI Yer Cesit Ad1 | Firma Adi ve Orijini

No n Tige Koy/Mah.

1 Bursa Yildirim Samanli Mah. LOT1A May Toh.- Ithal

2 Bursa Yildirim Samanli Mah. LOT1B May Toh.- ithal

3 Bursa Yildirim Samanli Mah. LOT2A May Toh.- ithal

4 Bursa Yildirim Samanli Mah. LOT2B May Toh.- Ithal

5 Bursa Yildirim Samanli Mah. LOT3A May Toh.- Ithal

6 Bursa Yildirim Samanli Mah. LOT3B May Toh.- ithal

7 Bursa Yildirim Samanli Mah. LOT4A May Toh.- Ithal

8 Bursa Yildirim Samanli Mah. LOT4B May Toh.- Ithal

9 Bursa Yenisehir Cardak Koyii Yerel Uretici

10 [zmir Konak Konak Mah. Utrillo Bayi- ithal

11 [zmir Konak Konak Mah. Utrillo Bayi- ithal

12 [zmir Konak Konak Mah. Utrillo Bayi- ithal

13 Balikesir | Altieyliil Gumiisgesme Mah. | Utrillo Kiigiikgiftlik Toh.- ithal
14 Balikesir | Altieyliil Guimiiggesme Mah. | Utrillo Kiigiikgiftlik Toh.- Ithal
15 Bursa Osmangazi Giilbahge Mah. Rundo Bursa Toh (ithal)

16 Bursa MustafaKemalPasa | Atariye Mah. Jof United Genetic- ithal
17 Bursa MustafaKemalPaga | Atariye Mah. Siena United Genetic- Ithal
18 Bursa MustafaKemalPaga | Atariye Mah. Follux United Genetic- Ithal
19 Bursa MustafaKemalPasa | Atariye Mah. Utrillo United Genetic- ithal
20 Bursa MustafaKemalPasa | Atariye Mah. Bolero United Genetic- ithal
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Tablo 3.2. Toplanan bezelye tohum 6rneklerine ait bilgiler (devam).

Ornek Ornegin Ahndig1 Yer
§ § Cesit Ad1 | Firma Ad1 ve Orijini

No [ flce Koy/Mah.

21 Bursa MustafaKemalPasa | Atariye Mah. Karina United Genetic- Ithal
22 Bursa Yildirmm Samanli Mah. Utrillo May Toh.- Ithal

23 Bursa Yildirim Samanli Mah. Mayer May Toh.- ithal

24 Bursa Yildirim Samanli Mah. Utrillo May Toh.- thal

25 Bursa Yildirmm Samanli Mah. Mayer May Toh.- Ithal

Tablo 3.3. Toplanan mercimek tohum 6rneklerine ait bilgiler.

Ornek Ornegin Alndig1 Yer
. . Cesit Ad1 | Firma Adi ve Orijini

No 1 Iice Koy/Mah.

1 Mardin Midyat Narli Yerel Uretici

2 Mardin Midyat Giilveren Yerel Uretici

3 Mardin Midyat Baglarbasi Yerel Uretici

4 Mardin Midyat Baristepe Yerel Uretici

5 Mardin Midyat Yolagzi Yerel Uretici

6 Mardin Midyat Dogancay Yerel Uretici

7 Mardin Midyat Senkdy Yerel Uretici

8 Mardin Savur Bagkavak Yerel Uretici

9 Mardin Midyat Baristepe Yerel Uretici

10 Mardin Midyat Acurlu Yerel Uretici

11 Mardin Nusaybin | Turgutlu Firat87 Uretici

12 Mardin Nusaybin | Adabas Firat87 Uretici

13 Mardin Nusaybin | Turgutlu Firat87 Uretici

14 Mardin Nusaybin | Hasantepe Firat87 Uretici

15 Mardin Savur Harmanh Yerel Uretici

16 Mardin Artuklu Sulak koyii Yerel Uretici

17 Mardin Nusaybin | Durakbasi Yerel Uretici

18 Mardin Artuklu Kiiciikkdy Firat87 Uretici

19 Mardin Artuklu Yukar aydinlik Yerel Uretici

20 Mardin Artuklu Cayirpinar Yerel Uretici

21 Mardin Artuklu Cukuryurt Yerel Uretici

22 Mardin Artuklu Ambar Yerel Uretici

23 Mardin Artuklu Yukar1 aydilik Yerel Uretici

24 Mardin Artuklu Cayirpmar Yerel Uretici

25 Mardin Artuklu Karademir Yerel Uretici

26 Mardin Artuklu Akinct Yerel Uretici

27 Diyarbakir Sur Merkez Firat87 Tarimsal Ars. Enst.- Yerli
28 Diyarbakir Sur Merkez Cagil Tarimsal Ars. Enst.- Yerli
29 Diyarbakir Sur Merkez Tigris Tarimsal Ars. Enst.- Yerli
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Tablo 3.3. Toplanan mercimek tohum 6rneklerine ait bilgiler (devam).

Ornek Ornegin Alndig Yer
. . Cesit Ad1 | Firma Adi ve Orijini

No 1 Iige Koy/Mah.

30 Adiyaman Merkez Bahgelievler Mah. Tigris Olgunlar Toh.- Yerli
31 Adryaman Merkez Bahgelievler Mah. Cagil Olgunlar Toh.- Yerli
32 Adryaman Merkez Bahgelievler Mah. Sakar Olgunlar Toh.- Yerli
33 Adiyaman Merkez Bahgelievler Mah. Firat87 Olgunlar Toh.- Yerli
34 Gaziantep Merkez Merkez Yerel Uretici

35 Adiyaman Merkez Akdere Komando | Uretici

36 Adryaman Merkez Merkez Firat87 Uretici

37 Adiyaman Merkez Merkez Firat87 Uretici

38 Adiyaman Merkez Merkez Sakar Uretici

39 Adryaman Merkez Merkez Sakar Uretici

40 Adiyaman Merkez Merkez Cagil Uretici

41 Adiyaman Merkez Merkez Cagil Uretici

42 Mardin Artuklu Ambar Yerel Uretici

43 Adiyaman Merkez Merkez Sakar Uretici

44 Mardin Artuklu Karademir Yerel Uretici

45 Mardin Nusaybin | Adabasi Firat87 Uretici

46 Mardin Nusaybin | Turgutlu Firat87 Uretici

47 Mardin Nusaybin | Turgutlu Firat87 Uretici

48 Adryaman Merkez Bahgelievler Mah. Tigris Olgunlar Toh.- Yerli
49 Adiyaman Merkez Bahgelievler Mah. Firat87 Olgunlar Toh.- Yerli
50 Adiyaman Merkez Bahgelievler Mah. Cagil Olgunlar Toh.- Yerli

Tablo 3.4. Toplanan nohut tohum drneklerine ait bilgiler.

Ornek Ornegin Ahndig1 Yer
_ _ Cesit Adr Firma Ad1 ve Orijini
No 1 Iige Kdoy/Mah.
1 Usak Esme Kirankdy Yerel Uretici
2 Denizli Kale Camlarca Koyii Yerel Uretici
3 Denizli Kale Camlarca Yerel Uretici
4 Denizli Kale Camlarca Yerel Uretici
5 Denizli Kale Karakdy Yerel Uretici
6 Denizli Kale Karakdy Yerel Uretici
7 Denizli Kale Karakdy Yerel Uretici
8 Usak Esme Kemer Mah. Beyaz nohut | Uretici
9 Usak Esme Sehit Alibey Mah. Sar1 nohut Uretici
10 Usak Esme Yesilkavak Beyaz nohut Uretici
11 Usak Esme Yaylakoyii Beyaz nohut Uretici
12 Usak Esme Yaylakoyii Sar1 nohut Uretici
13 Usak Esme Armutlu Koyt Sar1 nohut Uretici
14 Usak Savash Merkez Beyaz nohut | Uretici




63

Tablo 3.4. Toplanan nohut tohum 6rneklerine ait bilgiler (devam).

Ornek Ornegin Ahndig1 Yer
No i Tice Koy/Mah. Cesit Ad1 Firma Adi ve Orijini
15 Usak Savasli Merkez Sar1 nohut Uretici
16 Mardin Midyat Narli Yerel Uretici
17 Mardin Midyat Baglarbas1 Yerel Uretici
18 Mardin Midyat Giilveren Yerel Uretici
19 Mardin Midyat Baristepe Yerel Uretici
20 Mardin Midyat Eristi Yerel Uretici
21 Mardin Midyat Yolagz Yerel Uretici
22 Mardin Midyat Dogancay Yerel Uretici
23 Mardin Midyat Sogiitlii Yerel Uretici
24 Mardin Midyat Senkdy Yerel Uretici
25 Mardin Midyat Alagoz Siyah nohut Uretici
26 Mardin Nusaybin | Kayadibi Yerel Uretici
27 Mardin Nusaybin | Tepedren mah. Yerel Uretici
28 Mardin Nusaybin | Dirim mah. Yerel Uretici
29 Mardin Artuklu | Yenice Yerel Uretici
30 Mardin Artuklu Alakus Yerel Uretici
31 Mardin Artuklu Kiigiikkdy Azkan Uretici
32 Mardin Artuklu | Cukuryurt Azkan Uretici
33 Mardin Artuklu | Alakus, incekuyu | Yerel Uretici
34 Mardin Artuklu Karademir Yerel Uretici
35 Mardin Nusaybin | Sulak k&yii Yerel Uretici
36 Mardin Artuklu Akinct mah. Yerel Uretici
37 Mardin Artuklu Cukuryurt Yerel Uretici
38 Mardin Artuklu Tilkitepe Yerel Uretici
39 Mardin Artuklu Ambar Yerel Uretici
40 Diyarbakir | Sur Merkez ILC. 482 Tarimsal Ars. Enst.- Yerli
41 Diyarbakir | Sur Merkez Arda Tarimsal Ars. Enst.- Yerli
42 Diyarbakir | Sur Merkez Diyar95 Tarimsal Ars. Enst.- Yerli
43 Adiyaman | Merkez Merkez Aras Uretici
44 Adiyaman | Merkez Bahgelievler Mah. | Goksu Olgunlar Toh.- Yerli
45 Adryaman | Merkez Bahgelievler Mah. | Arda Olgunlar Toh.- Yerli
46 Adryaman | Merkez Bahgelievler Mah. | Azkan Olgunlar Toh.- Yerli
47 Adiyaman | Merkez Bahgelievler Mah. | Sezenbey Olgunlar Toh.- Yerli
48 Adiyaman | Merkez Bahgelievler Mah. | Zuhal Olgunlar Toh.- Yerli
49 Adryaman | Merkez Merkez Cagatay Uretici
50 Balikesir Merkez Merkez Yerel Bayi
51 Balikesir Merkez Merkez Yerel Bayi
52 Balikesir Bandirma Yerel Bayi
53 Bursa Yenisehir | Karacaali koyii Yerel Bayi
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Tablo 3.4. Toplanan nohut tohum 6rneklerine ait bilgiler (devam).

Ornek Ornegin Ahndig1 Yer
No i Tice Koy/Mah. Cesit Ad1 Firma Ad1 ve Orijini
54 Isparta Merkez Merkez Yerel Bayi
55 Isparta Merkez Merkez Yerel Bayi
56 Konya Merkez Merkez Yerel Bayi
57 Corum Merkez Merkez Yerel Uretici
58 Adiyaman | Samsat Bagaras1 Ispanyol Uretici
59 Adiyaman | Samsat Bagarasi Ispanyol Uretici
60 Adiyaman | Samsat Yarimbag Ispanyol Uretici
61 Adiyaman | Samsat Yarimbag Ispanyol Uretici
62 Adiyaman | Merkez Merkez Merkez Uretici
63 | Adiyaman | Merkez Merkez Azkan Uretici
64 | Adiyaman | Merkez Merkez Azkan Uretici
65 Adiyaman | Merkez Merkez Sezenbey Uretici
66 Adiyaman | Merkez Merkez Sezenbey Uretici
67 Denizli Kale Camlarca Yerel Uretici
68 Usak Esme Sehit Alibey Mah. | Yerel UretiCi
69 Mardin Artuklu | Alakus, incekuyu | Yerel Uretici
70 Diyarbakir | Sur Merkez ILC. 482 Tarimsal Ars. Enst.- Yerli
71 Mardin Artuklu Karademir Yerel Uretici
72 Usak Esme Kirankdy Yerel Uretici
73 Usak Esme Yaylakoyii Yerel Uretici
74 Mardin Nusaybin | Sulak kéyii Yerel Uretici
75 Denizli Kale Karakdy Yerel Uretici
76 Denizli Kale Camlarca Yerel Uretici
77 Denizli Kale Karakdy Yerel Uretici
78 Mardin Nusaybin | Tepedren mah. Yerel Uretici
79 Mardin Midyat Eristi Yerel Uretici
80 Adiyaman | Merkez Bahgelievler Mah. | Arda Olgunlar Toh.- Yerli
81 Mardin Artuklu Kiiciikkdy Azkan Uretici
82 Mardin Nusaybin | Kayadibi Yerel Uretici
83 Mardin Artuklu Ambar Yerel Uretici
84 Mardin Artuklu Cukuryurt Azkan Uretici
85 Usak Esme Kemer Mah. Yerel Uretici
86 Adiyaman | Merkez Bahgelievler Mah. | Zuhal Olgunlar Toh.- Yerli
87 Mardin Artuklu | Alakus Yerel Uretici
88 Adiyaman | Merkez Bahgelievler Mah. | Cagatay Olgunlar Toh.- Yerli
89 Usak Savaslt Merkez Yerel Uretici
90 Adiyaman | Merkez Bahgelievler Mah. | Sezenbey Olgunlar Tohumculuk
91 Mardin Artuklu Cukuryurt Yerel Uretici
92 Adiyaman | Merkez Bahgelievler Mah. | Aras Olgunlar Toh.- Yerli
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Tablo 3.4. Toplanan nohut tohum 6rneklerine ait bilgiler (devam).

Ornek Ornegin Alndig1 Yer )
§ § Cesit Ad1 Firma Adi ve Orijini

No I Iige Koy/Mah.

93 Adiyaman | Merkez Bahgelievler Mah. | Goksu Olgunlar Toh.- Yerli
94 Adiyaman | Merkez Bahgelievler Mah. | Azkan Olgunlar Toh.- Yerli
95 Usak Savaslh Merkez Yerel Uretici

96 Usak Esme Yesilkavak Yerel Uretici

97 Mardin Midyat Dogancay Yerel Uretici

98 Denizli Kale Camlarca Yerel Uretici

99 Denizli Kale Karakdy Yerel Uretici

100 | Mardin Midyat Alagoz Siyah nohut Uretici

3.1.2. DAS-ELISA yonteminde kullanilan materyaller

Bioreba AG (Italy), LOEWE (Almanya), DSMZ (Almanya) firmalarindan
temin edilen viriislere 6zgii kitler ve tampon ¢ozeltiler DAS-ELISA calismalarinin
materyalini olusturmustur. Bu kit i¢inde virlise 6zgii antibody, conjugate, pozitif
ve negatif kontroller bulunmaktadir. Ayrica ELISA tabaklari, mikropipet ve
uclari, havan ve eli ve eldivenler kullanilmigtir. ELISA tabaklarinin okunmasi ve
sonuclarin degerlendirilebilmesi i¢in 405 nm dalga boyuna sahip Titertek
multiskan marka ELISA okuyucu kullanilmigtir.

3.1.3. Biyolojik indekslemede kullanilan materyaller

Biyolojik indeksleme calismalarinda daha Onceki arastirmalarda
kullanilmis olan viriislere hassas indikator bitkiler kullanilmistir (Tablo 3.5). Bu
bitkiler Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki koruma Boliimii serasi, Viroloji
laboratuvar1 ve serasi ile herboloji arastirma seralarinda yetistirilmistir. Tohum
ekimi igin 1:1 oraninda torf ve toprak karistirilmis ve kiivetlere doldurularak
tohum ekimi gergeklestirilmistir. Karborandum tozu, fosfat tamponu, pamuklu

cubuk, havan ve eli mekanik inokulasyonda kullanilan diger materyallerdir.
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Tablo 3.5. Biyolojik indekslemede kullanilan test bitkileri.

Bilimsel Ad1 Tiirkce Adi Familya
Chenopodium quinoa Willd. | Kaz ayag1, Kinoa Amaranthaceae
Vicia faba L. Bakla Fabaceae
Datura stramonium L. Seytan elmasi, Boru ¢igegi | Solanaceae
Nicotiana rustica L. Tiitiin, Marasotu Solanaceae

3.1.4. Molekiiler calismalarda kullanilan materyaller

Total Niikleik Asit (TNA) izolasyonunda kullanilan materyaller

TNA izolasyonunda c¢esitli kimyasallar kullanilarak hazirlanan ezme
tamponu, sarcosil, sodyum iyodiir (Nal) cozeltisi, silika ¢ozeltisi ve yikama
tamponu kullanilmistir. Farkli asamalarda havan ve eli, ependorf tiipleri,
mikropipet ve uglar, ETG MBT 250 marka 1sitici blok, Sigma 1-14 marka
santrifiij, Heidolph REAX top marka karistirici, Heidolph UNIMAX 2010 marka

calkalayici ve Scostman AF 100 marka buz makinesi kullanilmistir.

Komplementer DNA (cDNA) sentezinde kullanilan materyaller

TNA izolasyonu calismalari sonunda, virlisle enfekteli tohumlardan elde
edilen TNA ekstraktlari, RT-PCR calismalarinda materyal olarak kullanilmistir.
cDNA sentezi i¢in Thermo Scientific firmasindan temin edilen RevertAid First
Strand cDNA Synthesis kiti kullanilmigtir. Kit icinde RevertAid RT (200 U/uL),
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL), 5X Reaction Buffer, 10 mM dNTP Mix,
Oligo(dT)18 Primer, Random Hexamer Primer ve Saf su bulunmaktadir.
Uygulanmasinda mikropipetler ve uclari, PCR tiipleri, Scostman AF 100 marka
buz makinesi ve PE Applied BioSystems GeneAmp PCR System 9700 marka

Thermocyler kullanilmistir.

PCR calismalarinda kullanilan materyaller

PCR c¢alismalarinda; ¢cDNA sentezi gergeklestirilen ornekler, Thermo
Scientific PCR Master Mix (2X) (0.05 U/uL Tag DNA polymerase, reaction


https://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=CHQU
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=20714
https://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=Solanaceae
https://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=Solanaceae
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buffer, 4 mM MgClz, 0.4 mM dNTP), Sentromer DNA teknolojileri firmasinda
sentezlenen forward ve reverse primerler ve ultra safsu kullanilmigtir. PCR
caligmalarinda kullanilan reverse ve forward primerlerin baz dizisi ve ¢ogalttigi
bolge biiyiikliigii tablo 3.6’da verilmistir. PCR’1in uygulanmasinda mikropipetler
ve uclari, PCR tiipleri, Scostman AF 100 marka buz makinesi ve PE Applied
BioSystems GeneAmp PCR System 9700 marka Thermocyler kullanilmistir.

Tablo 3.6. PCR ¢alismalarinda kullanilan primerler.

Hedef Bolge
Biiyiikliigii

Primer Ad1 Primer Baz Dizisi

AMV-CP Forward | 5-TGCGAATAGATGCCGGTTCTC-3'
AMV-CP Reverse | 5-CATACCTTGACCTTAATCCAC-3' 880
(Pourrahim and Farzadfar, 2016)
BYMV-CP Forward | 5°-GTCGATTTCAATCCGAACAAG-3’
BYMV-CP Reverse | 5-GGAGGTGAAACCTCACTAATAC-3’ 907
(Al-Khalaf et al., 2008)

CMV-CP Forward | 5-ATGGACAAATCTGAATCAAC-3'
CMV-CP Reverse | 5-TCAAACTGGGAGCACCC-3' 700
(Kavyashri et al., 2016)

PSbMV-CP Forward | 5'-GAAAGAGGAGGAGGACAGAAAG-3'
PSbMV-CP Reverse | 5'-GGCTCTCATTCCGAGAAGATT-3' 833
(Giakountis et al., 2015)

3.1.5. Elektroforez ¢alismalarinda kullanilan materyaller

Elektroforez ve jel goriintiileme g¢aligmalarinda Owl B1 marka jel tanki,
Consort E815 marka gii¢ kaynagi ve DNr MiniBIS Pro marka UV translimiinator
kullanilmistir. Jel hazirlanmasinda ise agaroz, saf su, Sartorius BL 1505 marka

hassas terazi ve Beko mikrodalga firm kullanilmistir.

3.1.6. Biyoenformatik analiz ¢calismalarinda kullanilan materyaller

PCR iiriinlerine ait dizi analiz verileri, NCBI veri tabant ve Mega

programlari biyoenformatik analiz ¢alismalarinda kullanilmastir.

3.1.7. inaktiflestirme cahsmalarinda kullanilan materyaller

Testler sonucunda enfekteli oldugu bilinen tohum 6rnekleri inaktiflestirme
calismalarinin materyalini olusturmustur. Sicak su uygulamalarinda Dedeoglu SB

4025 marka sicak su banyosu, kuru sicaklik uygulamalarinda Memert marka etiiv
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ve ozon uygulamalarinda Anseros Hoxon Oxidation System marka ozon reaktorii

kullanilmistir.

3.1.8. Tohum ¢imlenme testlerinde kullanilan materyaller

Inaktiflestirme uygulamalarinda kullanilan tohum &rnekleri, kurutma
kagitlari, Memmert ICP 500 marka inkiibator tohum c¢imlenme testlerinde

kullanilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Tohum orneklerinin toplanmasi ve belirti yoniinden incelenmesi

ISTA (2017) o6rnekleme listesindeki 20.000 kg ve lizeri miktarlardaki lot
biiylikliigiinde alinacak ornek sayisi kriteri dikkate alinarak, bakla, bezelye,
mercimek ve nohut bitkilerinin iilke bazindaki tohum tiretim miktarlar1 tizerinden
hesaplama yapilmis ve elde edilen sonuglar 1/50 oraninda azaltilarak toplanilan

minimum Ornek sayilari belirlenmistir (Tablo 3.7).

Tablo 3.7. Arastirma konusu bitkilerin tohum tretim miktarlari,

tescilli ¢esit sayis1 ve toplanacak 6rnek sayisi.

Uretilen tohum | Tescilli cesit Toplanan
Bitki ad1

miktari (ton)* sayis1** ornek sayisi
Bakla 704 3 ~30
Bezelye 469 30 ~ 20
Mercimek 1140 21 ~50
Nohut 2300 21 ~ 100

* Kaynak: GTHB, 2016
** Kaynak: GTHB, 2017

Cesitli kurulus, firma ve iireticilerden toplanan arastirma konusu bitki
tiirlerine ait tohum 6rneklerinin toplandig: yer, alindig firma, ¢esit adlar1 ve diger
bilgileri veri formlarina islenmistir. Daha sonra tohum 6rnekleri simptomatolojik

yonden incelenerek mevcut belirtiler goriintiilenerek kayit altina alinmustir.
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3.2.2. Tohum 6rneklerinin DAS-ELISA yontemiyle testlenmesi

Toplanan tohum ornekleri oncelikle c¢imlendirilip gercek yapraklar
olustuktan sonra bitkiler DAS-ELISA yontemi ile AMV, BYMV, CMV ve
PSbMV viriisleri i¢in testlenmistir. DAS-ELISA testi Clark and Adams (1977) ve
kitin temin edildigi firmanin Onerileri dikkate alinarak asagida verildigi sekilde

uygulanmistir (Sekil 3.1).

a. Kaplama: Sulandirilmis polyklonal antiserumdan ELISA plate’nin her
cukuruna 200 pl konulmus, bu plate plastik kapakla kapatilarak 37 °C’de 4 saat
olacak sekilde inkubasyona birakilmistir. Bu siireden sonra ¢ikarilan plate 4 kez

3’er dakika siireyle yikama tamponu ile yikanmustir.

b. Ornek ilavesi: ELISA testi i¢in alman &rnekler 1/10 w/v (agirlik/hacim)
olacak sekilde ekstraksiyon tamponunda ezilmistir. Ezilen oOrnekler buradan
alinarak 2 ml tiiplere konup, daha sonra her 6rnek icin ELISA plate’ine 200 pl
ornek cukurlara yerlestirilmistir. Ornek ilavesinden sonra temin edilen ticari
pozitif ve negatifler ilave edilmis ve +4 °C bir gece olacak sekilde inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra plate 4 kez 3’er dakika siireyle yikama tamponu ile

yikanmistir.

c. Conjugate ilavesi: Inkiibasyon siiresinin sonunda ELISA plate’i alinmis
ve 1/200 oraninda sulandirilan konjugate her ¢gukura 200 pl ilave edilerek plate 37
°C’de 4 saat olacak sekilde bekletilmistir. Bu asamadan sonra plate yine 4 kez 3’er

dakika siireyle yikama tamponu ile yikanmustir.

d. Substrate ilavesi: Substrat tamponu igerisinde taze olarak 1 mg/ml
konsantrasyonunda hazirlanan substrate (p-nitrophenol phosphate) her ¢ukura 200
ul olacak sekilde plate’e ilave edilmis ve plate oda sicakliginda ve karanlikta 1-2
saat inkube edildikten sonra 405 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda
degerlendirilip absorbans degerleri kaydedilmistir. Plate’lerde her bir 6rnek i¢in

alth dstlii bitisik iki ¢ukur kullanilmistir.
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3.2.3. Biyolojik karakterizasyon calismalari

DAS-ELISA sonucunda viriisle enfekteli oldugu tespit edilen 6rneklerden
elde edilen viriis izolatlarinin biyolojik karakterizasyonu amaciyla biyolojik
indeksleme c¢aligmalar1 ylriitiilmustiir. Arastirma konusu viriislerin biyolojik
karakterizasyonunda en ¢ok kullanilan indikator test bitkileri Bitki Koruma
Bolimii  Serasi, Viroloji Labortuvart ve serast ve Herboloji serasinda
yetistirilmistir. Geligen bitkiler daha sonra saksilara sasirtilarak mekanik

inokulasyonda kullanilmistir (Sekil 3.2).

Mekanik inokulasyon literatiirdeki ¢alismalara (Yorganci, 1975; Nogay,
1983; Matthews, 1991) bakilarak asagida verildigi gibi uygulanmistir.

a. Secilen enfekteli tohum orneklerinin 1:5 oraninda inokulasyon tamponu

eklenerek homojenize edilmesi,

b. Homojenatin  tiilbent  vasitasiyla  siiziilmesi ve  inokulasyonu

kolaylastirmak i¢in karborandum tozunun eklenmesi,
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c. Inokulumun pamuklu cubuk vasitasiyla test bitkileri yapraklarina

ovulmasi ve 2-5 dk bekletilmesi,
d. Inokule edilen test bitkileri yapraklarmin saf su ile yikanmast,

e. Test bitkilerinin iklim odasinda uygun bir yere yerlestirilmesi ve haftada

en az iki kez 1 ay siireyle gdzlenmesi.
f. Test bitkilerinden alinan 6rneklerin DAS-ELISA yontemi ile testlenmesi.

Mekanik inokulasyondan sonra elde edilen simptomatolojik veriler

kullanilarak virtislerin biyolojik karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

Sekil 3.2. Biyolojik karakterizasyon ¢aligmalari.

3.2.4. Molekiiler calismalar

DAS-ELISA testi sonucu pozitif ve pozitife yakin c¢ikan tohum
orneklerinden once TNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Daha sonra cDNA
sentezi yapilip, PCR yontemiyle hedef bolgeler ¢ogaltilarak elektroforez ve UV

goriintiileme caligmalar1 yliriitilmiistir.
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Total niikleik asit (TNA) izolasyonu

TNA izolasyonunda her 6rnek igin ¢imlendirilen tohumdan alinan yaklasik
1 g yesil aksam kullanilmistir. Ornekler 5 ml ekstraksiyon tamponuna 50 pl %1
mercapto-ethanol eklenerek steril havanda ezilmistir. Ezilen Orneklerden
eppendorf tiiplerine 500 pl alinip, her tiipe 100 pl sarcosil (%10) eklenmistir ve
isiticida 70 °C’de 10 dk inkube edilip 5 dk buzda bekletilmistir. Buzdan alinan
ornekler 14000 rpm’de 10 dk santrifiij edilip iist sividan 300 pl alinarak yeni
tiiplere aktarilmistir. Yeni tlipteki 6rneklerin tizerine 300 pl Sodyum iyodiir, 50 pl
silika ve 150 pl etil alkol eklenip ¢alkalayicida 10 dk tutulmustur. Calkalayicidan
alman tiiplere 6000 rpm’de 1 dk santrifiij uygulanmistir. Daha sonra sivi kisim
dokiiliip tliplerin dibindeki silikali kisim birakilmistir. Her tiiplin i¢ine 500 pl
yikama tamponu eklenerek, kati1 kisim ¢oziilene kadar karistiricida karistirilmis ve
tiplere 6000 rpm’de 1 dk santrifiij uygulanmistir. Sivi kisim dokiiliip benzer
sekilde yikama tamponu eklenerek islem tekrar edilmistir. Daha sonra iginde
silika bulunan tiiplere 150 pl saf su eklenerek 70 °C’de 4 dk inkiibe edilmis ve
14000 rpm’de 3 dk santrifiij uygulanmistir. Santrifiijden sonra sivi kisimlar yeni
tiplere aktarilmigs ve bdylece TNA izolasyonu tamamlanmistir. TNA’lar
elektroforez yontemiyle kontrol edilmistir. Elde edilen TNA’lar diger sonraki
calismalarda kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir (Foissac et al.,

2001) (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. TNA izolasyon ¢aligmalari.
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Komplementer DNA (cDNA) sentezi

TNA izolasyonu yapilmis olan 6rneklerden cDNA sentezi i¢in Thermo
Scientific firmasindan temin edilen cDNA sentez kitleri kullanilmis ve firmanin

onerdigi protokol dogrultusunda cDNA sentezi gergeklestirilmistir.

Bu yonteme gore; eppendorf tiiplerin igerisine 4-5 pul (0.1 ng -5 pg) TNA,
1 pl reverse primer konulup saf su ile 12 pl’ye tamamlanmistir. Tiipler 70 °C’de 5
dk inkubasyon uygulandiktan sonra, i¢lerine sirasiyla 4 ul 5X reaction buffer, 1 ul
Ribolock RNase inhibitér (20 U/ul), 2 ul 10 mM dNTP mix ve 1 ul RevertAid
M-MuLV RT (200 U/ul) eklenmistir. Daha sonra tiiplere 42 °C’de 60 dk ve 70

°C’de 5 dk inkubasyon uygulanarak cDNA sentez agamasi tamamlanmaistir.

PCR Calismalari

cDNA sentezi gerceklestirilen érnekler Thermo Scientific firmasimin PCR
icin onerdigi miktarlar dikkate alinarak 50 pl reaksiyon hacminde ¢ogaltilmistir.
Steril PCR tiiplerine 25 pul PCR master mix (2X), 2 ul forward primer, 2 pl reverse
primer, 8 ul cDNA ve 13 pl nuclease free su eklenmistir. Tiipler PCR cihazina
yerlestirilerek daha Onceki yayinlardan alinan viriisler i¢in spesifik olan PCR
dongiileri uygulanmistir. Kullanilan virtislere 6zgli PCR dongiileri Tablo 3.8’te
verilmistir (Sekil 3.4).

Tablo 3.8. Molekiiler Calismalarda kullanilan PCR Dongiileri.

PCR Dongiisii
Viriis Adi ve Kaynak On Tekrar (35X)* Final
Denetiirasyon | Denatiirasyon Primer Uzama Uzama
Baglanmasi
AMV
. 95°C/ 12dk 95°C/ 45sn 47°C/ 1dk 72°C/ 1dk 72°C/ 10dk
(Pourrahim and Farzadfar, 2016)
BYMV
94°C/ 5dk 94°C/ 1dk 50°C/ 1dk 72°C/ 2dk 72°C/ 5dk
(Al-Khalaf et al., 2008)
CMV
. 94°C/ 3dk 94°C/ 1dk 53°C/ 1dk 72°C/2dk | 72°C/10dk
(Kavyashri et al., 2016)
PSbMV*
. . 95°C/ 5dk 95°C/ 20sn 60°C/ 30sn 72°C/ 1dk 72°C/ 10dk
(Giakountis et al., 2015)

* PSbMYV igin 45 tekrar uygulanmustir.
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Sekil 3.4. PCR ¢alismalart.

3.2.5. Elektroforez ¢calismalari

Orneklerin yiiklenecegi jel, 100 ml 1X TAE tamponu igine 1.5 g agaroz
konulup mikrodalga firinda 3-5 dakika tutularak hazirlanmistir. 10 pl 6rnege 2 pl
EZ-Vision niikleik asit boyama maddesi eklenerek jele yiikleme yapilmistir.
Elektroforez kosumu, 90 V’da 60 dk siireyle ve 1X TAE c¢dzeltisi igerisinde
uygulanmistir. Daha sonra jel UV translimiinator vasitasiyla goriintiilenerek

degerlendirme yapilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Elektroforez caligmalari.
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3.2.6. DNA dizi analizi ve biyoenformatik ¢calismalar

RT-PCR ¢alismalar1 sonucunda ¢ogaltilan viriis hedef bolgeleri hizmet alim1
yoluyla triogen firmasinda dizi analizleri gerceklestirilmistir. Firmadan gelen
viriis izolatlarmin forward ve reverse kromotogram dosyalart MEGA-X programi
kullanilarak hizalama yapilip konsensiis diziler elde edilmistir. Elde edilen
konsensus dizileri NCBI veri tabaninda bulunan referans izolatlarla karsilastirmali
olarak filogenetik analiz gergeklestirilmistir. Karsilagtirilmas: yapilan referans
diziler hizalama yapilarak niikleotit ve aminoasit dizilerinin benzerlik oranlari
belirlenmistir. Yerel izolatlara ait konsensiis diziler, NCBI veri tabanina

kaydedilerek biyoenformatik ¢alismalar sonlandirilmistir.

3.2.7. Tohumlardaki viriislere yonelik inaktiflestirme ¢alismalari

DAS-ELISA ve RT-PCR c¢alismalart ile viriisle enfekteli oldugu bilinen
tohumlardan viriis konsantrasyonu yiiksek olanlar segilerek inaktiflestirme
calismalarinda kullanilmistir. Viral etmenlerin inaktiflestirilmesi uygulamalari
tesadiif parselleri deneme planina gore her tekerriirde 25 tohum olacak sekilde 4
tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir. Inaktiflestirme ¢alismalarinda kullanilacak
tohum oOrneklerinden tesadiifi olarak her uygulama icin 300 tohum secilmistir.
Sicak su uygulamasi, belirlenen sicaklik ve siireler dikkate alinarak tiilbent igine
konulan tohumlar sicak su banyosuna daldirilarak gergeklestirilmistir. Sicak hava
uygulamasi, etiiv icerisinde belirlenen sicaklik ve siirelere gore tohumlarin
bekletilmesiyle gerceklestirilmistir. Ozon uygulamasi ise belirlenmis olan
konsantrasyon ve siirelere gore tiilbent i¢ine konulan tohumlarin ozon tankina
daldirilmasiyla ve kapali bir kutu igerisine yerlestirilen tohumlarin {izerine ozon
gazi verilmesiyle gergeklestirilmistir (Sekil 3.6). Virlis inaktiflestirme

caligmalarinda gergeklestirilen uygulamalar Tablo 3.9’da verilmistir.
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Tablo 3.9. Viriis inaktiflestirme calismalarinda

gerceklestirilen uygulamalar.

Uygulama Ad1 Is(lgils(ell;ktriz;?rfm/ Stire
60 °C
Sicak Hava 70 °C 1 saat
80 °C
15 dakika
Sicak Su 55°C 20 dakika
25 dakika
10 dakika
0, (Su) 8 ¢/Nm 30 dakika
60 dakika
0. (Gaz) s 10 dak%ka
3 100 mg/Nm 30 dakika
(Kuru Tohum) 60 dakika
0. (Gaz) s 10 dak%ka
3 100 mg/Nm 30 dakika
(On 1slatilmis) 60 dakika

Sekil 3.6. Viriis inaktiflestirme ¢aligmalari.

3.2.8. Tohum ¢cimlenme testleri

Inaktiflestirme uygulamalarinin tohumlarin ¢imlenme giicii {izerine
etkilerini belirlemek i¢in ¢imlenme testleri gerceklestirilmistir. Sicak su, sicak
hava ve ozon uygulanan tohumlar kurutma kagitlar1 arasina rulo sistemine uygun
olarak ekilmis ve ¢cimlenme testleri 4 tekerriirlii yiiriitiilmistir (Sekil 3.7). ISTA

(2017) g¢imlenme testleri standartlarinda bitki tlirline gore Onerilen 6n sogutma,
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cimlenme sicakliklari, ilk ve son sayim giinleri dikkate alinarak ¢imlenme testleri
gerceklestirilmistir (Tablo 3.10). Cimlenme testlerinde kokgiik (radikula) 2 mm
cikan tohumlar ¢imlenmis olarak kabul edilmistir (Anderson, 1987; Duman ve

Esiyok, 1998; ISTA, 2017).

Tablo 3.10. Cimlendirme testlerinde kullanilan ISTA (2017) standartlari.

Bitki Adx Ol} Clmlellme Ik Son sayim
sogutma sicakhigi sayim

Bakla 3-7 giin 20 °C 4.giin 14.giin

Bezelye - 20 °C 5.giin 8.gilin

Mercimek 3-7 giin 20 °C 5.glin 10.giin

Nohut - 20 °C 5.giin 8.giin

Sekil 3.7. Tohum ¢imlenme testleri.

Cimlenme testleri sonucunda elde edilen veriler kullanilarak ¢imlenme

oranlar1 (CO) ve ortalama ¢imlenme siireleri (OCS) hesaplanmastir.

Cimlenme oran1 asagida verilen denklem kullanilarak hesaplanmistir

(Bewley and Black, 1994).

CO(%) = %xlOO
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CO(%): Cimlenme orani, n: son sayim giinii ¢imlenen toplam tohum sayisi, N: Teste konulan toplam tohum

sayis1

Ortalama ¢imlenme siliresi asagida verilen denklem kullanilarak

hesaplanmistir (Bewley and Black, 1994).

Y (ti. ni)

0¢s = =50

OCS: Ortalama ¢imlenme siiresi, ti: sayimin yapildig1 giin, ni: i. giindeki ¢imlenen tohum sayis1
3.2.9. Istatistiksel analiz

Hesaplanan ¢imlenme oranlar1 ve ¢imlenme siireleri, IBM SPSS Statistics
26 programi kullanilarak tek yonlii varyans (One-Way ANOVA) analizi
gergeklestirilmistir. Ortalamalar arasindaki farkliliklar1 belirlemek amaciyla,
Duncan testiyle P<0.05 énem diizeyinde ¢oklu karsilagtirmali istatistiksel analizi
yapilmistir. Cimlenme oranlari Arcsin\x ve ¢imlenme siireleri log(x+1)
transformasyon ile doniistiiriildiikten sonra istatistiksel analiz ger¢eklestirilmistir.

Tablolarda gercek degerler ve standart hatalar1 verilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Tohum Orneklerinde Goriilen Belirtiler

Incelenen bakla ve bezelye tohum o6rneklerinde belirti goriilmezken,
mercimek tohum Orneklerinde sekil bozuklugu, tohum kabugunda burusma ve
nekrozlar ve tohum boyutunda azalma belirtileri (Sekil 4.1), nohut tohum
orneklerinde ise tohum boyutunda azalma, tohum kabugunda burusma ve renk

bozukluklar1 belirlenmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.1. Mercimek tohumlarinda goriilen belirtiler.

Sekil 4.2. Nohut tohumlarinda goriilen belirtiler.
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4.2. DAS-ELISA Testi Sonuclari

Ciftcilerden ve firmalardan toplanan 30 adet bakla, 25 adet bezelye, 50 adet
mercimek ve 100 adet nohut tohum 6rnegi Alfalfa mosaic alfamovirus (AMV),
Bean yellow mosaic potyvirus (BYMV), Cucumber mosaic cucumovirus (CMV)
ve Pea seed-borne mosaic potyvirus (PSbMV) viriislerinin varligini belirlemek
icin DAS-ELISA yontemiyle testlenmistir. DAS-ELISA sonucuna gore; 4 nolu
bakla, 9 nolu mercimek ve 1, 11, 43, 49 ve 57 nolu nohut tohum Orneklerinin
viriisle enfekteli oldugu belirlenmistir. Bezelye tohum o&rneklerinde ise viriise

rastlanmamistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. DAS-ELISA yontemiyle enfekteli bulunan tohum 6rnek sayisi ve orani.

AMV BYMV CMV PSbMV
Bitki Ad1
a b c a b c a b c a b c
Bakla 30 | -| 0.00 30 | -| 0.00 30 | 1| 3.33 30 | 0| 0.00
Bezelye 25 | -| 0.00 25 | -| 0.00 25 |- | 0.00 25 | -| 0.00
Mercimek 50 | -| 0.00 50 [ 1| 2.00 50 | 0| 0.00 50 | -| 0.00
Nohut 100 | 1| 1.00 | 100 | 2| 2.00 | 100 (1| 1.00 | 100 | 3| 3.00

a: Testlenen tohum 6rnek sayisi, b: Enfekteli tohum 6rnek sayisi, ¢: Enfekteli tohum 6rnek orani (%).

Testlenen tohum 6rneklerinin bazilari tek viriisle enfekteliyken, bazi tohum
orneklerinin birden fazla viriisle enfekteli oldugu belirlenmistir. 4 nolu bakla
orneginde CMV+PSbMV, 9 nolu mercimek 6rneginde BYMV+CMYV, 1 nolu
nohut 6rneginde CMV, 11 nolu nohut érneginde BYMV, 49 ve 57 nolu nohut
orneklerinde PSbMV ve 43 nolu nohut o6rneginde AMV+BYMV+PSbMV

viriisleri belirlenmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Tohum 6rneklerinde bulunan viriisler ve enfeksiyon tipleri.

) . Bitki Ad1
Enfeksiyon tipi

Bakla Bezelye | Mercimek | Nohut
BYMV - - - 1
CMV - - - 1
PSbMV - - - 2
BYMV+CMV - - 1 -
CMV+PSbMV 1 - - -
AMV+BYMV+PSbMV - - - 1
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4.3. Biyolojik Karakterizasyon Calismalar1 Sonug¢lar:

DAS-ELISA yontemi sonucunda enfekteli oldugu tespit edilen tohumlardan
elde edilen ekstraktlar inokulum kaynagi olarak kullanilmistir. Bitki ekstraktlar:
mekanik inokulasyonla test bitkilerine uygulanarak elde edilen belirtiler fotograf

makinasiyla kaydedilmistir.

AMYV ile bulasik oldugu bilinen nohut tohum ekstraktiyla inokule edilen
Chenopodium quinoa bitkisinde bodurlasma, yapraklarda hafif mozak ve sekil
bozuklugu, lokal nekrotik lekeler ve sistemik klorotik lekeler (Sekil 4.3); Vicia
faba bitkisinde bodurlagsma ve renk agilmasi, yapraklarda lokal nekrotik lezyonlar
ve sistemik klorotik lekeler (Sekil 4.4); Datura stramonium bitkisinde sistemik
nekrotik lekeler ve bitkide renk acgilmasi belirtileri olusurken (Sekil 4.5),

Nicotiana rustica bitkisinde belirti meydana gelmemistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.3. AMV’nin C. quinoa bitkisinde meydana getirdigi belirtiler:
a) Bodurlasma, b) Klorotik lekeler, c¢) yaprakta sekil
bozuklugu ve hafif mozaik, d) yaprakta nekrotik lekeler.
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Sekil 4.4. AMV’nin V. faba bitkisinde meydana
getirdigi belirtiler: a) Bitkide bodurlagsma,
b) Ug siirglinlerde renk agilmasi ve
calilagsma, c) Yaprakta nekrotik lezyonlar.

Sekil 4.5. AMV’nin D. stramonium bitkisinde meydana
getirdigi belirtiler: a) Bitkide zayif gelisme,
b) Bitkide renk a¢ilmasi, ¢) Yapraklarda
nekrotik lekeler.
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Sekil 4.6. AMV’nin N. rustica bitkisinde meydana getirdigi
belirtiler: Inokule edilen bitkide (sagda) belirti
olusmadi.

BYMYV ile bulasik oldugu bilinen nohut tohum ekstraktiyla inokule edilen
C. quinoa bitkisinde bodurlasma, yapraklarda sekil bozuklugu, lokal klorotik
lekeler ve lokal nekrotik lekeler (Sekil 4.7); V. faba bitkisinde bodurlagma,
sistemik nekrotik lezyonlar ve yeni ¢ikan yapraklarda deformasyon (Sekil 4.8); D.
stramonium bitkisinde kloroz belirtileri olusurken, N. rustica bitkisinde belirti

meydana gelmemistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.7. BYMV’nin C. quinoa bitkisinde meydana
getirdigi belirtiler: a) Bitkide bodurlagma, b)
Yaprakta sekil bozuklugu, c¢) Yaprakta
nekrotik lekeler, d) Yaprakta klorotik lekeler.
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Sekil 4.8. BYMV’nin V. faba bitkisinde meydana
getirdigi belirtiler: inokule edilen bitkide

(sagda) bodurlasma ve yaprakta nekrotik
leyonlar.

Sekil 4.9. BYMV’nin N. rustica bitkisinde meydana
getirdigi belirtiler: Belirti olusmadi.
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CMV ile bulasik oldugu bilinen nohut tohum ekstraktiyla inokule edilen C.
quinoa bitkisinde bodurlagsma, yapraklarda klorotik ve nekrotik lekeler ve sekil
bozuklugu belirtileri (Sekil 4.10); V. faba bitkisinde gelisme geriligi, lokal
nekrotik lekeler ve sonunda bitki 6liimii (Sekil 4.11); D. stramonium bitkisinde

klorotik lekeler olusurken, N. rustica bitkisinde belirti meydana gelmemistir.

Sekil 4.10. CMV’nin C. quinoa bitkisinde meydana
getirdigi belirtiler: a) Bitkide bodurlagma,
b) Yaprakta nekrotik lekeler, c) Yaprakta
klorotik lekeler, d) Yaprakta sekil
bozuklugu.

Sekil 4.11. CMV’nin V. faba bitkisinde meydana
getirdigi belirtiler: Yaprakta nekrotik
lezyonlar ve bitki 6limii.
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PSbMV ile bulasik oldugu bilinen nohut tohum ekstraktiyla inokule edilen
C. quinoa bitkisinde sistemik klorotik lekeler, yapraklarinda sekil bozuklugu ve
mozaik belirtileri (Sekil 4.12); V. faba bitkisinde yapraklarda sekil bozuklugu ve
mozaik; D. stramonium bitkisinde sistemik olarak klorotik lekeler ve nekrotik

noktalar; N. rustica bitkisinde ise belirti meydana gelmemistir.

Sekil 4.12. PSbMV’nin C.quinoa bitkisinde meydana
getirdigi belirtiler: a) Bitkide renk agilmasi
ve calilagsma, b) Yaprakta klorotik lekeler,
c) Yaprakta sekil bozuklugu ve hafif
mozaik.

Biyolojik karakterizasyon c¢aligmalarinda kullanilan test bitkilerinden
ornekler alinarak DAS-ELISA yontemiyle testlenmistir. DAS-ELISA sonuglarina
gore BYMV ve CMV inokule edilen N. rustica bitkileri disinda tiim test bitkileri
pozitif ¢ikmistir. Ayrica AMV ve PSbMV ile inokule edilen N. rustica

bitkilerinde belirti olugsmamasina ragmen test sonucu pozitif ¢ikmistir (Tablo 4.3).



87

Tablo 4.3. Biyolojik karakterizasyon ¢alismalarinda olusan belirtiler ve DAS-

ELISA sonuglart.
. Viriisiin meydana getirdigi belirtiler
Indikator DAS-ELISA
Viriis Ad1 KL NL .
Bitki Ada B K |YSB| M| BO sonucu
L{S|L]|S
C. quinoa + | -+ [+ -] - + |+ | - "
V. faba + | - |+ |+ | -] - - - - T
AMV i
D. stramonium | - - - -+ |+ - - - +
N. rustica - - - - -] - - - - +
C. quinoa + |+ | - |+ | -] - + - - T
V.faba + | - -] -+ - - - - +
BYMV _
D. stramonium | - - - - - |+ - - - +
N. rustica - - - - E £ - - - B
C. quinoa + |+ - |+ | - - + - - T
V. faba + | - - |+ | -] - - - + +
CMV i
D. stramonium | - | + | - - - - - - - T
N.rustica - - - = 5 - h - - B
C. quinoa S R I N B + + | - ¥
V. faba -l - - -] -] - + |+ | - ¥
PSbMV i
D. stramonium | - -+ -+ - h - = +
N. rustica S T R A I - - - T

B: Bodurlasma, S: Sistemik, L: Lokal, KL: Klorotik leke, NL: Nekrotik leke, K: Kloroz, YSB:
Yaprakta sekil bozuklugu, M: Mozaik, BO: Bitki 6liimii

4.4, Molekiiler Calismalarin Sonug¢lar:
4.4.1. Viriislerin RT-PCR ile teshisi

DAS-ELISA testleri sonucunda absorbans degerleri negatifin 2 kati olan
tohum Ornekleri ve absorbans degeri negatifin lizerinde olan viriisle bulasik
oldugundan siiphelenilen tohum Ornekleri RT-PCR yoOntemiyle testlenmistir.

Testlenen tohum 6rnekleri Tablo 4.4’te verilmistir.
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Tablo 4.4. RT-PCR ydntemiyle testlenen tohum 6rnekleri.

Testlenen Tohum Ornekleri

Virls Adt DAS-ELISA DAS-ELISA sonucu pozitif
sonucu pozitif olan 9 . o
.. oldugundan siiphelenilen ornekler
ornekler
AMV N43 M6, N54
BYMV M9, N11, N43 -
CMV Ba4, M9, N1 Be9, Bel7, M5, M15, N43, N54

Ball, Bal5, Bal6, Be7, Be8, Bell,

PSbMV Ba4, N43, N49, N57 | Bel2, Bel9, Be20, M1, M19, M20, M22,
M26, M34, N2, N6, N10, N23, N26, N56

Testlenen N43 (AMV), M9 (BYMV), N11 (BYMV), N1 (CMV), N49
(PSbMV) ve N57 (PSbMV) nolu tohum o6rneklerinin bulasik oldugu PCR
yontemiyle teyit edilmistir (Sekil 4.13).

AMV

Sekil 4.13. PCR iirlinlerinin UV goriintiisii

4.4.2. Molekiiler karakterizasyon calismalari

PCR yontemiyle ¢cogaltilan AMV nohut izolati, BYMV nohut izolati, CMV
nohut izolati, PSbMV nohut izolati, BYMV mercimek izolat1 ve PSbMV bakla
izolatinin hedef bdlgelerinin dizi analizi yapilarak, Tirkiye ve diinyadaki

izolatlarla karsilastirmali olarak filogenetik analizi gergeklestirilmistir.
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Nohut bitkisinden elde edilen AMYV izolati, MW052332 erisim numarasiyla
NCBI veri tabanina kaydedilmistir. RT-PCR ile ¢ogaltilan 880 bp cDNA’dan 222
aminoasit kodlayabilen 666 bp uzunlugunda bir bdlgenin filogenetik analizi
gergeklestirilmistir. Diinya izolatlar1 ve bizim ¢alismamizdan elde edilen AMV
nohut izolatinin dizi bilgisi ile olusturulan filogenetik aga¢ Sekil 4.14’te

verilmigtir.

Agac topolojisi incelendiginde, AMV izolatlarimin iki klada ayrildigi
gorilmektedir. Filogenetik analizde yer alan JN256025 erisim numarali Amerika
izolati, HQ332383 erisim numarali Tiirkiye izolati, KY860733 erisim numaralt
Macaristan izolati, DQ314756 erisim numarali Kanada izolati, KX710198 erisim
numarali Bosna Hersek izolati, KM655878 erisim numarali Iran izolat,
MK695697 erisim numarali Rusya izolati, JN040542 erisim numarali Sili izolati,
JX996119 erisim numarali Hirvatistan izolati, HQ288892 erisim numaralt Misir
izolati, MF075253 erisim numarali Avustralya izolati, FJ858265 erisim numaralt
Brezilya izolati, Y09110 erisim numarali Italya izolati, KC434083 erisim
numarali Suudi Arabistan izolatr, JX853610 erisim numarali Iran izolati,
JQ281522 erisim numarali Cin izolati, FJ527748 erisim numarali Sirbistan izolati
ve ¢alismamizdan elde edilen MW052332 erisim numarali AMV izolati birinci
klad icinde kiimelenirken, KY348844 erisim numarali Giiney Kore izolati,
EF427449 erisim numarali Ispanya izolat1 ve KF959874 erisim numarali Meksika
izolat1 ise ikinci klad i¢inde kiimelenmistir. Birinci grubun 3 alt grupa ayrildigi
goriilmektedir. Izolatlarin ¢ogu birinci alt grup iginde kiimelenirken, bizim
calismamizdan elde edilen MW052332 erisim numarali AMYV izolat1 ve FJ527748

erisim numarali Sirbistan izolat, iki farkli dis grup olusturmuslardir (Sekil 4.14).

Niikleotit dizileri karsilastirildiginda, AMV nohut izolatiyla diinya izolatlar
arasinda % 93.25-97.73 niikleotit benzerligi belirlenmistir. En yliksek niikleotit
benzerligi % 97.73 ile Rusya (Patates) izolatiyla belirlenirken, en diisiik niikleotit
benzerligi % 93.25 ile Giiney Kore (Uggiil) izolatiyla belirlenmistir. Aminoasit
dizisi karsilastirildiginda, AMV nohut izolatiyla diinya izolatlar1 arasinda %
73.27-96.00 aminoasit benzerligi belirlemistir. En yiiksek aminoasit benzerligi %
96.00 ile Rusya (Patates) izolatiyla belirlenirken, en diisiik aminoasit benzerligi %

73.27 ile Tiirkiye (Yonca) izolatiyla belirlenmistir (Tablo 4.5).
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—— JN256025 Amerika Glycine max

——— HQ332383 Turkiye Medicago sativa

KY860733 Macaristan Salvia sclarea

—— DQ314756 Kanada Solanum tuberosum

L——— KX710198 Bosna Hersek Capsicum annuum

KM655878 Iran Vigna unguiculata

MEK695697 Rusya Solanum tuberosum cv. Impala

——— JN040542 Sili Viburnum tinus L.

——— JX996119 Hirvatistan Lavandula x intermedia

HQ288892 Misrr Solanum tuberosum cv. spunta

MF075253 Avustralya Medicago sativa

FJ858265 Brezilya Medicago sativa

L —— Y09110 [talva Solanum lycopersicum

KC434083 Suudi Arabistan Medicago sativa

———— JX853610 Iran Medicago sativa

JQ281522 Cin Medicago sativa

FJ527748 Swbistan Medicago sativa

MW052332 Tirkiye Cicer arietinum

KY348844 Guney Kore Trifolium repens

EF427449 Ispanya Viburnum sp.

L—— KF959874 Meksika Vicia faba

Sekil 4.14. AMV nohut izolatinin filogenetik analizini gosteren dendogram.
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Tablo 4.5. AMV nohut izolati ile NCBI veri tabanindan alinan izolatlarin

niikleotit ve aminoasit benzerlik oranlari.

Erisim . Niikleofivt. Aminoa.s,j'f
Numarasi Ulke Konukc¢u Benzerligi Benzerligi
(%) (%)
KM655878 | Iran Vigna unguiculata 97.57 83.49
FJ527748 Sirbistan Medicago sativa 97.14 82.57
KX710198 Bosna Hersek Capsicum annuum 97.64 86.27
Y09110 Italya Solanum lycopersicum 96.51 82.81
JN040542 Sili Viburnum tinus L. 97.48 85.29
JX996119 Hirvatistan Lavandula x intermedia 97.32 85.78
MK695697 | Rusya Solanum tuberosum cv. Impala 97.73 96.00
DQ314756 Kanada Solanum tuberosum 97.00 82.35
MF075253 | Avustralya Medicago sativa 96.70 82.81
HQ288892 | Musir Solanum tuberosum cv. Spunta 96.70 81.90
FJ858265 Brezilya Medicago sativa 96.56 82.81
JN256025 Amerika Glycine max 96.55 82.81
JQ281522 Cin Medicago sativa 95.68 82.81
JX853610 Iran Medicago sativa 95.66 82.81
KY348844 | Giinay Kore Trifolium repens 93.25 79.19
EF427449 | Ispanya Viburnum sp. 94.22 84.31
KC434083 | Suudi Arabistan Medicago sativa 95.69 95.51
KY860733 | Macaristan Salvia sclarea 97.14 84.44
KF959874 Meksika Vicia faba 94.68 85.71
HQ332383 | Tiirkiye Medicago sativa 96.14 73.27
Nohut bitkisinden elde edilen BYMV izolati, MWO052328 erisim

numarastyla NCBI veri tabanina kaydedilmistir. RT-PCR ile ¢ogaltilan 907 bp
cDNA’dan 250 aminoasit kodlayabilen 750 bp uzunlugunda bir bdlgenin
filogenetik analizi gergeklestirilmistir. Diinya izolatlar1 ve bizim c¢alismamizdan
elde edilen BYMV dizi bilgisi ile olusturulan filogenetik agac Sekil 4.15°te

verilmistir.

Agag¢ topolojisi incelendiginde, BYMV izolatlarinin iki biiyiik klada
ayrildig goriilmektedir. Calismamizdan elde edilen MW052328 erisim numarali
BYMYV nohut izolati, KY475574 erisim numarali Amerika izolat, MK416161
erisim numarali Ukrayna izolati, AJ289200 erisim numarali Almanya izolati,
JN792546 erisim numarali Ispanya izolati, JN792519 erisim numarali Ispanya
izolati, IN792544 erisim numarali Ispanya izolati, EU082127 erism numarali
Rusya izolati, EU082128 erisim numarali Avustralya izolati, MN241051 erigim
numarali Iran izolat1 ve AJ289199 erisim numarali Hollanda izolat1 birinci klad
iginde kiimelenirken, HF543670 erisim numarali Yunanistan izolat, AM884181
erisim numaralt Hollanda izolati, AM904546 erisim numarali Hindistan izolati,
ABO041972 erisim numarali EU082123 erisim numarali

Japonya izolati,
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Avustralya izolati, KC011006 erisim numarali Hindistan izolat1 ve EU868830

erisim numarali Hindistan izolat1 ikinci klad i¢inde kiimelenmistir (Sekil 4.15).

MW052328 Tarkiye Cicer arietinum

KY475574 Amerika Vanilla sp

MK416161 Ukrayna gladiolus sp.

AJ289200 Almanya Gentiana sp.

JN792546 spanya Phaseolus vulgans

JN792519 Ispanya Lens culinaris

JN792544 ispanya Vicia faba

EU082127 Rusya Lupinus luteus

EU082128 Avustralya Vicia faba

MN241051 iran Faba bean

AJ289199 Hollanda Gentiana sp

HF543670 Yunanistan Cassia sp.

— AM884181 Hollanda Phaseolus vulgaris

—— AM904546 Hindistan Freesia sp

AB041972 Japonya Gladiolus sp.

EU082123 Avustralya Phaseolus vulgaris

KC011006 Hindistan Phaseolus vulgaris

EU868830 Hindistan Gladiolus sp

Sekil 4.15. BYMYV nohut izolatinin filogenetik analizini gdsteren dendogram.
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Niikleotit dizileri karsilastirildiginda, BYMV nohut izolatiyla diinya
izolatlar1 arasinda % 85.95-98.51 niikleotit benzerligi belirlenmistir. En yiliksek
niikleotit benzerligi % 98.51 ile Amerika (Vanilla sp.) izolatiyla belirlenirken, en
diisiik niikleotit benzerligi % 85.95 ile Iran (Vicia faba) izolatiyla belirlenmistir.
Aminoasit dizisi karsilastirildiginda, AMV nohut izolatiyla diinya izolatlari
arasinda % 81.12-100.00 aminoasit benzerligi belirlemistir. En yiiksek aminoasit
benzerligi % 100.00 ile Ispanya (Vicia faba) ve Ispanya (Lens culinaris)
izolatlariyla belirlenirken, en diisiik aminoasit benzerligi % 81.12 ile Hindistan

(Gladiolus sp.) izolatiyla belirlenmistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. BYMYV nohut izolati ile NCBI veri tabanindan alinan izolatlarin

nukleotit ve aminoasit benzerlik oranlari.

Erisim ) Niikleo?ivt' Aminoa:st
Numarasi Ulke Konuk¢u Benzerligi Benzerligi
(%) (%)
EU082127 | Rusya Lupinus luteus 91.11 95.98
MK416161 | Ukrayna Gladiolus sp. 98.09 99.48
KY475574 | Amerika Vanilla sp. 98.51 99.44
AB041972 | Japonya Gladiolus sp. 87.86 92.77
AJ289200 | Almanya Gentiana sp. 98.08 98.66
EU082128 | Avustralya | Vicia faba 87.47 95.98
KC011006 | Hindistan Phaseolus vulgaris 86.57 93.17
IN792544 | Ispanya Vicia faba 96.52 100.00
IN792546 | Ispanya Phaseolus vulgaris 96.52 99.28
AM884181 | Hollanda Phaseolus vulgaris 86.91 92.77
IN792519 | Ispanya Lens culinaris 96.11 100.00
EU868830 | Hindistan Gladiolus sp. 86.54 81.12
EU082123 | Avustralya | Phaseolus vulgaris 86.38 93.57
AMO904546 | Hindistan Freesia sp. 85.97 91.16
AJ289199 | Hollanda Gentiana sp. 92.28 97.96
MN241051 | Iran Vicia faba 85.95 96.38
HF543670 | Yunanistan | Cassia sp. 88.66 98.53

Nohut bitkisinden elde edilen CMV izolatt MW052331 erisim numarasiyla
NCBI veri tabanina kaydedilmistir. RT-PCR ile ¢ogaltilan 700 bp cDNA’dan 211
aminoasit kodlayabilen 633 bp uzunlugunda bir bolgenin filogenetik analizi
gergeklestirilmistir. Diinya izolatlar1 ve bizim ¢alismamizdan elde edilen CMV

dizi bilgisi ile olusturulan filogenetik agac Sekil 4.16’te verilmistir.



94

Agag¢ topolojisi incelendiginde, CMV izolatlariin iki klada ayrildig:
goriilmektedir. Calismamizdan elde edilen MW052331 erisim numarali CMV
izolati, AB448696 erisim numarali Suriye izolati, HE971708 erisim numarali
Tunus izolati, KC288148 erisim numarali Sirbistan izolati, KJ173755 erisim
numarali Iran izolat:, JF918967 erisim numarali Amerika izolati, AY380533
erisim numarali Brezilya izolati, KX495208 erism numarali Polonya izolati,
AJ006990 erisim numarali Cin izolati, AJ810262 erisim numarali Bulgaristan
izolatt ve KY474380 erisim numarali Tiirkiye izolati birinci klad icinde
kiimelenirken, AJ810260 erisim numarali Hindistan izolat, EU726631 erisim
numarali Malezya izolati, KU976467 erisim numarali Sudan izolati, AJ810264
erisim numarali Tayland izolati, KU976471 erisim numarali Nijerya izolati,
HQ829828 erisim numarali Cin izolati, AJ810265 erisim numarali Yunanistan
izolati, KM207236 erisim numarali Misir izolati, KU976474 erisim numaralt
Ispanya izolati, KU976475 erisim numarali Italya izolat1 ve KU297991 erisim
numarali Giiney Kore izolat1 birinci klad i¢inde kiimelenirken, AJ632090 erisim
numarali Almanya izolati, KU976481 erisim numarali Kanada izolati, AJ810254
erisim numarali Hollanda izolati ve KX951465 erisim numarali Macaristan izolati

ikinci klad i¢inde kiimelenmistir (Sekil 4.16).

Niikleotit dizileri karsilastirildiginda, CMV nohut izolatiyla diinya izolatlar
arasinda % 78.05-98.54 niikleotit benzerligi belirlenmistir. En yiiksek niikleotit
benzerligi % 98.54 ile Polonya (Cucurbita pepo) izolatiyla belirlenirken, en diisiik
niikleotit benzerligi % 78.05 ile Hollanda (Spanacia oleracea) izolatiyla
belirlenmistir. Aminoasit dizileri karsilastirildiginda, CMV nohut izolatiyla diinya
izolatlar1 arasinda % 83.60-99.39 aminoasit benzerligi belirlemistir. En yliksek
aminoasit benzerligi % 99.39 ile Tunus (Capsicum annuum) izolatiyla
belirlenirken, en diisiik aminoasit benzerligi % 83.60 ile Macaristan (Nerium

oleander) izolatiyla belirlenmistir (Tablo 4.7).
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AB4486596 Suriye Solanum tuberosum
HEST1708 Tunus Capsicum annum
KCZEB148 Sirbestan CapsSicum annuuam
KJ173755 kran Cucumis satnus
JFE1896T Amerika Vinca minor L I A

AY380533 Breziya Chrysanthermum sp.

[MwD52331 Tarkiye Cicer arietinum |

KX495208 Polonya Cucurbaa pepo

AJO0E90 Cn Phaseolus vulgans

AJE10262 Bulgaristan Phaseoks wilgarn

KY474380 Tarkiye Vigna unguiculata

AJE10260 Hindistan Capsicum sp.

—— EUT26631 Malezya Catharanthus roseu:

= KURTE46T Sudan Capscum sp

— AJB10264 Tayland Cucumis satvus

L— KLKTE471 Nijerya Capsicum sp. r IB

HOB29628 Cin Cucumis sathus

— AJS10265 Yunanestan Cucurmis melo

—— KMZ0T236 Mesir Solanum lycopersicum

—— KLUET6474 Ispanya Cucumis melo

—— KUSTE4TS alya Phaseolus vulgaris

KU297801 Goney Kore Capsicum annuy

AJGI2090 Almanya Cucumis sativus

KUGT7E481 Kanada Cucwmis sativus

AJE10254 Hollanda Spnacia oleracea

KXB51465 Macanstan Nerium oleander

—

Sekil 4.16. CMV nohut izolatinin filogenetik analizini gosteren dendogram.
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Tablo 4.7. CMV nohut izolat1 ile NCBI veri tabanindan alinan izolatlarin

niikleotit ve aminoasit benzerlik oranlar.

Erisim ) Niikleo?i't. Aminoa.s'iF
Numarasi Ulke Konuk¢u Benzerligi Benzerligi
(%) (%)
KX495206 | Polonya Cucurbita pepo 98.54 08.42
KJ173755 | Iran Cucumis sativus 98.06 98.42
AY380533 | Brezilya Chrysanthemum sp. 97.90 97.89
AB448696 | Suriye Solanum tuberosum 97.90 98.42
KC288148 | Sirbistan Capsicum annuum 97.74 08.42
KM207236 | Misir Solanum lycopersicum 97.26 97.37
JF918967 Amerika Vinca minor 96.94 97.89
KU976474 | ispanya Cucumis melo 95.48 98.42
KU976475 | italya Phaseolus vulgaris 95.32 97.89
AJ006990 | Cin Phaseolus vulgaris 94.68 97.37
AJ810265 | Yunanistan | Cucumis melo 94.52 97.37
AJ810262 | Bulgaristan | Phaseolus vulgaris 94,52 98.42
KU976471 | Nijerya Capsicum sp. 94,52 97.89
AJ810264 Tayland Cucumis sativus 94.21 97.37
HQ829828 | Cin Cucumis sativus 93.55 96.84
KU297991 | Giiney Kore | Capsicum annuum 92.75 95.79
AJ810260 Hindistan Capsicum sp. 92.26 95.79
EU726631 | Malezya Catharanthus roseus 92.10 95.26
KU976467 | Sudan Capsicum sp. 91.94 96.32
HE971708 | Tunus Capsicum annuum 98.17 99.39
KY474380 | Tiirkiye Vigna unguiculata 92.20 96.59
KU976481 | Kanada Cucumis sativus 78.21 84.66
AJ810254 Hollanda Spanacia oleracea 78.05 84.13
KX951465 | Macaristan Nerium oleander 77.72 83.60
AJ632090 | Almanya Cucumis sativus 78.42 85.39

PSbMV nohut izolat1 MW052330 erisim numarasiyla NCBI veri tabanina
kaydedilmistir. RT-PCR ile c¢ogaltilan 833 bp cDNA’dan
792 bp

264 aminoasit

kodlayabilen uzunlugunda bir bolgenin  filogenetik  analizi
gerceklestirilmistir. Diinya izolatlar1 ve bizim ¢alismamizdan elde edilen PSbMV

izolatinin dizi bilgileriyle olusturulan filogenetik aga¢ Sekil 4.17’te verilmistir.

Agag topolojisi incelendiginde, PSbMV izolatlariin iki klada ayrildig
goriilmektedir. HQ185571 erisim numarali Avustralya izolati, x87938 erisim
numarali Danimarka izolati, EU293765 erisim numarali Cek Cumhuriyeti izolati,
AF522162 erisim numarali Misir izolati, KP774571 erisim numarali Yunanistan
izolati, MN399737 erisim numarali Almanya izolati, HQ185580 erism numarali

Cin izolati, AF127768 erisim numarali Pakistan izolati, Z48509 erisim numarali
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Almanya izolati, HQ185577 erisim numaralt Avustralya izolati, U16215 erigim
numarali Rusya izolati, HQ185581 ersim numarali Avustralya izolati, AF023148
erisim numaralt Danimarka izolati, LT220192 erisim numarali Avustralya izolati
ve AF023146 erisim numarali Danimarka izolat1 birinci klad i¢inde kiimelinerken,
calismamizdan elde edilen PSbMV nohut izolat1 tek basina ikinci klad i¢inde yer
almistir (Sekil 4.17).

HCQ1185571 Avustralya Pisum sativum cv. Kaspa
X87938 Danimarka Pisum sativum

EU293765 Cek Cumhuriyeti Pisum sativum
AF522162 Misir Pisum sativum

KPT74571 Yunanistan Lens culinaris

MN399737 Almanya Pisum sativum

HQ185580 Cin Vicia faba

AF127768 Pakistan Pisum sativum

248509 Almanya Pisum sativum

HQ185577 Avustralya Pisum sativum cv. Bluey

U16215 Rusya Pisum sativum

HCQ1185581 Avustralya Pisum sativum

AF023148 Danimarka Lens culinaris

LT220192 Avustralya Pisum sativum

AF023146 Danimarka Pisum sativum

{ MW052330 Tarkiye Cicer arietinum |

Sekil 4.17. PSbMV nohut izolatinin filogenetik analizini gosteren dendogram.



98

Niikleotit dizileri karsilagtirildiginda, PSbMV nohut izolatiyla diinya
izolatlar1 arasinda % 86.59-98.98 niikleotit benzerligi belirlenmistir. En yiiksek
niikleotit benzerligi % 98.98 ile Cin (Vicia faba) ve Almanya (Pisum sativum)
izolatlariyla belirlenirken, en diisiik niikleotit benzerligi % 86.59 ile Avustralya
(Pisum sativum cv. Kaspa) izolatiyla belirlenmistir. Aminoasit dizileri
karsilastirildiginda, PSbMV nohut izolatiyla diinya izolatlar1 arasinda % 93.04-
98.86 aminoasit benzerligi belirlenmistir. En yiiksek aminoasit benzerligi % 98.86
ile Cin (Vicia faba), Almanya (Pisum sativum) ve Pakistan (Pisum sativum)
izolatlariyla belirlenirken, en diisiik aminoasit benzerligi % 93.04 ile Danimarka

(Pisum sativum) izolatiyla belirlenmistir (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. PSbMV nohut izolat1 ile NCBI veri tabanindan alian izolatlarin

niikleotit ve aminoasit benzerlik oranlari.

Erisim . Niikleo?ivt. Aminoa.st
Numarasi Ulke Konukcu Benzerligi Benzerligi
(%) (%)
HQ185580 | Cin Vicia faba 08.98 08.86
KP774571 | Yunanistan Lens culinaris 98.57 98.80
U16215 Rusya Pisum sativum 94.42 96.84
748509 Almanya Pisum sativum 91.23 95.65
HQ185581 | Avustralya Pisum sativum 93.09 96.04
X87938 Danimarka Pisum sativum 88.69 96.05
AF522162 | Misir Pisum sativum 88.56 94.47
EU293765 | Cek Cumhuriyeti | Pisum sativum 87.80 95.26
HQ185571 | Avustralya Pisum sativum cv. Kaspa 86.59 94.62
LT220192 | Avustralya Pisum sativum 91.20 03.97
AF023148 | Danimarka Lens culinaris 90.40 93.91
AF023146 | Danimarka Pisum sativum 90.13 03.04
MN399737 | Almanya Pisum sativum 08.98 08.86
AF127768 | Pakistan Pisum sativum 98.86 08.86
HQ185577 | Avustralya Pisum sativum cv Bluey 95.17 96.96

Mercimek bitkisinden elde edilen BYMV izolai MWO052327 erisim

numarasiyla NCBI veri tabanina kaydedilmistir. RT-PCR ile ¢ogaltilan 907 bp
cDNA’dan 274 aminoasit kodlayabilen 822 bp uzunlugunda bir bolgenin
filogenetik analizi gerceklestirilmistir. Diinya izolatlar1 ve bizim ¢alismamizdan
elde edilen PSbMV izolatinin dizi bilgileriyle olusturulan filogenetik aga¢ SeKil

4.18°de verilmistir.
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Agag topolojisi incelendiginde, BYMV izolatlarinin iki klada ayrildigt
goriilmektedir. Calismamizdan elde edilen BYMV mercimek izolati, KY475574
erisim numarali Amerika izolat, MK416161 erisim numarali Ukrayna izolati,
EU082127 erisim numarali Rusya izolati, JN792519 erisim numarali Ispanya
izolati, JN792544 erisim numarali Ispanya izolati, IN792546 erisim numarali
Ispanya izolati, AJ289200 erism numarali Almanya izolati, AB029440 erisim
numarali Japonya izolat, EUO082128 erisim numarali Avustralya izolati,
MN241051 erisim numarali iran izolati, KY595424 erisim numarali Rusya izolat,
EF592169 ersim numarali Cin izolat, KC011006 erisim numarali Hindistan
izolati, EU868830 erisim numarali Hindistan izolati, EU082123 erisim numarali
Avustralya izolati, AM884181 erisim numarali Hollanda, AM904546 erisim
numarali Hindistan izolati ve HF543670 erisim numarali Yunanistan izolati
birinci klad i¢inde kiimelinerken, LC025531 erisim numarali Suudi Arabistan

izolat1 tek basina ikinci klad i¢inde yer almistir (Sekil 4.18).

Niikleotit dizileri karsilagtirildiginda, BYMV mercimek izolatiyla diinya
izolatlar1 arasinda % 80.47-94.47 niikleotit benzerligi belirlenmistir. En ytliksek
niikleotit benzerligi % 94.47 ile Hindistan (Phaseolus vulgaris) izolatiyla
belirlenirken, en diisiik niikleotit benzerligi % 80.47 ile iran (Vicia faba) izolatiyla
belirlenmistir. Aminoasit dizileri karsilagtirildiginda, BYMV mercimek izolatiyla
diinya izolatlar1 arasinda % 84.56-97.83 aminoasit benzerligi belirlenmistir. En
yiiksek aminoasit benzerligi % 97.83 ile Ispanya (Lens culinaris) ve Ispanya
(Vicia faba) izolatlartyla belirlenirken, en diisiik aminoasit benzerligi % 84.56 ile
Hindistan (Gladiolus sp.) izolatiyla belirlenmistir (Tablo 4.9).
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— KY475574 Amerika Vanilla sp.

—— MK416161 Ukrayna Gladiolus sp.

EU082127 Rusya Lupinus luteus

JN792519 ispanya Lens culinaris

JN792544 Ispanya Vicia faba

JN792546 ispanya Phaseolus vulgaris

AJ289200 Aimanya Gentiana sp.

AB029440 Japonya Gladiolus sp.

— EU082128 Avustralya Vicia faba

'——— MN241051 ran Vicia faba

— KY595424 Rusya Canna sp.

—— EF592169 Cin Canna sp.

——|MW052327 Turkiye Lens culinaris |

—— KC011006 Hindistan Phaseolus vulgaris

EU868830 Hindistan Gladiolus sp.

EU082123 Avustralya Phaseolus vulgaris

—— AM884181 Hollanda Phaseolus vulgaris

—— AM904546 Hindistan Freesia spp.

HF543670 Yunanistan Cassia sp.

LC025531 Suudi Arabistan Phaseolus vulgaris

Sekil 4.18. BYMV mercimek izolatinin filogenetik analizini gosteren dendogram.
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Tablo 4.9. BYMV mercimek izolat1 ile NCBI veri tabanindan alinan izolatlarin

nikleotit ve aminoasit benzerlik oranlari.

Erisim ) Niikleotit Aminoasit
Numarasi Ulke Konukcu Benzerligi Benzerligi
(%) (%)
MN241051 | Iran Vicia faba 80.47 92.92
KY595424 | Rusya Canna sp. 82.46 90.04
EF592169 | Cin Canna sp. 82.50 88.93
KC011006 | Hindistan Phaseolus vulgaris 94.47 96.32
EU868830 | Hindistan Gladiolus sp. 93.71 84.56
EU082123 | Avustralya Phaseolus vulgaris 91.19 93.41
AMB84181 | Hollanda Phaseolus vulgaris 89.42 93.38
AMO904546 | Hindistan Freesia sp. 89.23 93.75
HF543670 | Yunanistan Cassia sp. 85.27 96.32
LC025531 | Suudi Arabistan | Phaseolus vulgaris 88.73 86.96
KY475574 | Amerika Vanilla sp. 82.50 94.94
MK416161 | Ukrayna Gladiolus sp. 82.67 94.79
EU082127 | Rusya Lupinus luteus 81.96 91.54
IN792519 | Ispanya Lens culinaris 84.63 97.83
IN792544 | Ispanya Vicia faba 84.40 97.83
IN792546 | Ispanya Phaseolus vulgaris 84.40 97.10
AJ289200 | Almanya Gentiana sp. 86.65 96.64
AB029440 | Japonya Gladiolus sp. 81.99 91.54
EU082128 | Avustralya Vicia faba 81.02 90.81
Bakla bitkisinden elde edilen PSbMV izolai MWO052329 erisim

numarasiyla NCBI veri tabanina kaydedilmistir. RT-PCR ile ¢ogaltilan 833 bp
cDNA’dan 252 aminoasit kodlayabilen 756 bp uzunlugunda bir bdlgenin
filogenetik analizi gerceklestirilmistir. Diinya izolatlar1 ve bizim ¢alismamizdan
elde edilen PSbMV izolatinin dizi bilgileriyle olusturulan filogenetik aga¢ Sekil

4.19°de verilmistir.

Agag topolojisi incelendiginde; HQ185580 erisim numarali Cin izolati,
MN399737 erisim numarali Almanya izolati, AF127768 erisim numarali1 Pakistan
izolati, KP774571 erisim numarali Yunanistan izolati, MK 116872 erisim numarali
Cek Cumhuriyeti izolati, AF522162 erisim numarali Misir izolati, EU293765
erism numaralt Cek Cumhuriyeti izolati, HQ185571 erisim numarali Avustralya
izolat, X87938 erisim numarali Danimarka izolati, Z48509 erisim numarali
Almanya izolati, HQ185577 erisim numarali Avustralya izolati, U16215 ersim
numarali Rusya izolati, HQ185581 erisim numarali Avustralya izolati, AF023148
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erisim numarali Danimarka izolati ve AF023148 erisim numarali Danimarka
izolat1 birinci klad i¢inde kiimelinerken, ¢alismamizdan elde edilen PSbMV bakla

izolat tek basina ikinci klad i¢inde yer almistir (Sekil 4.19).

HQ185580 Cin Vicia faba

MMN399737 Almanya Pisum sativum

AF127768 Pakistan Pisum sativum

KP774571 Yunanistan Lens culinaris

MK116872 Cek Cumhuriyeti Pisum sativum

AF522162 Misir Pisum sativum

EU293765 Cek Cumhuriyeti Pisum sativum

HQ185571 Avustralya Pisum sativum cv. Kaspa

X87938 Danimarka Pisum sativum

Z48509 Almanya Pisum sativum

HQ185577 Avustralya Pisum sativum cv. Bluey

U16215 Rusya Pisum sativum

HQ185581 Avustralya Pisum sativum

AF023148 Danimarka Lens culinaris

AF023146 Danimarka Pisum sativum

‘MWOS?SEQ Turkiye Vicia faba‘

Sekil 4.19. PSbMV bakla izolatinin filogenetik analizini gosteren dendogram.
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Niikleotit dizileri karsilastirildiginda, PSbMV bakla izolatiyla diinya
izolatlar1 arasinda % 86.71-99.45 niikleotit benzerligi belirlenmistir. En yiliksek
niikleotit benzerligi % 99.45 ile Yunanistan (Lens culinaris) izolatiyla
belirlenirken, en diisiik niikleotit benzerligi % 86.71 ile Avustralya (Pisum
sativum cv. Kaspa) izolatiyla belirlenmistir. Aminoasit dizileri karsilastirildiginda,
PSbMV bakla izolatiyla diinya izolatlar1 arasinda % 93.04-99.59 aminoasit
benzerligi belirlenmistir. En yiiksek aminoasit benzerligi % 99.59 ile Cin (Vicia
faba), Cek Cumhuriyeti (Pisum sativum), Almanya (Pisum sativum) ve Pakistan
(Pisum sativum) izolatlariyla belirlenirken, en diisiikk aminoasit benzerligi % 93.04

ile Danimarka (Pisum sativum) izolatiyla belirlenmistir (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. PSbMV bakla izolati1 ile NCBI veri tabanindan alinan izolatlarin

nukleotit ve aminoasit benzerlik oranlari.

Erisim ; Niikleofit. Aminoa-siF
Numarasi Ulke Konukc¢u Benzerligi Benzerligi
(%) (%)
HQ185580 Cin Vicia faba 99.34 99.59
KP774571 Yunanistan Lens culinaris 99.45 98.74
U16215 Rusya Pisum sativum 94.69 96.68
Z48509 Almanya Pisum sativum 91.10 95.44
HQ185581 Avustralya Pisum sativum 92.88 96.04
X87938 Danimarka Pisum sativum 88.84 95.85
AF522162 Misir Pisum sativum 88.44 94.19
EU293765 Cek Cumhuriyeti | Pisum sativum 87.90 95.02
MK116872 | Cek Cumhuriyeti | Pisum sativum 99.20 99.59
HQ185571 Avustralya Pisum sativum cv. Kaspa 86.71 94.62
AF023148 Danimarka Lens culinaris 89.79 93.91
AF023146 Danimarka Pisum sativum 89.79 93.04
MN399737 | Almanya Pisum sativum 99.34 99.59
AF127768 Pakistan Pisum sativum 99.20 99.59
HQ185577 Avustralya Pisum sativum cv Bluey 95.22 97.51

4.5. Viriis Inaktiflestirme Uygulamalar1 ve Cimlenme Testleri

Bitki tiirli ve viris tiirii dikkate alinarak daha once viriisle bulasik oldugu
belirlenen tohum orneklerinden, AMV ile enfekteli nohut, BYMYV ile enfekteli
nohut, BYMV ile enfekteli mercimek, CMV ile enfekteli nohut ve PSbMV ile
enfekteli nohut oOrnekleri secilerek virlis inaktiflestirme uygulamalarinda

kullanilmistir.

AMYV ile bulasik nohut tohum 6rnegine yapilan inaktiflestirme uygulamalari

sonucunda, ¢imlenme oranlart % 74-100 arasinda degiskenlik gostermistir. En



104

yiiksek ¢imlenme orani % 100 ile sicak hava (60 °C/ 1 s), O3 Kuru Tohum (100
mg/ Nm?/ 60 dk) ve Oz On Islatilmis Tohum (100 mg/ Nm® 10 dk) uygulanan
tohumlarda belirlenirken, en diisiik ¢imlenme orani ise % 74 ile sicak su (55 °C/
25 dk) uygulanan tohumlarda belirlenmistir. Cimlenen tohumlar incelendiginde,
ozon uygulanan tohumlar hem yiiksek ¢imlenme gostermis hem de anormal
cimlenen tohum sayis1 diisiik kalmigtir. Ozon uygulanan tohumlardan bazilarinin
kabuklarinda kararmalar meydana geldigi, ancak kotiledon ve radikula gelisiminin
daha iyi oldugu gozlenmistir. Sicak su uygulanan tohumlar ise diisiik ¢imlenme
gostermesinin yani sira ¢imlenen tohumlarin tamami anormal ¢imlenme
gostermistir. Uygulamalar  ortalama  ¢imlenme stiresi yoniinden
degerlendirildiginde; 30 ve 60 dk Os kuru tohum (100 mg/ Nm?), 10, 30 ve 60 dk
O3 6n 1slatilmis tohum (100 mg/ Nm?) ve 60 dk Os su (8 g/ Nm®) uygulanan
tohumlar en kisa ¢imlenme siiresine sahipken, sicak su uygulanan tohumlar en
uzun ¢imlenme siiresine sahip tohumlar olmustur. Virlisiin inaktiflestirilmesi
amaciyla yapilan uygulamalar % 88.04-93.25 arasinda etkili olmugtur.
Uygulamalardan % 100 etkili olan uygulama bulunmasa da sicak hava (70 °C/ 1 s)
uygulamas1 % 93.25, Oz én Islatilmig Tohum (100 mg/ Nm® 10 dk) uygulamasi
% 89.62 ve Oz Kuru Tohum (100 mg/ Nm?/ 30 dk) uygulamas1 % 87.30 ile en
etkili uygulamalar olurken, sicak su (55 °C/ 20 dk) % 80.04, O3z kuru tohum (100
mg/ Nm?/ 10 dk) % 80.27 ve O3 kuru tohum (100 mg/ Nm? 60 dk) uygulamas1 %
80.34 ile en diisiik etkili uygulamalar olmustur. Istatistiksel olarak uygulamalara
gore ¢imlenme oranlar1 ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemli bulunurken (Fc.o.
=13.766, df=15, 48, P<0.0001), ¢imlenme siireleri (Fcs =1.741, df=15, 48,
P=0.074) ve yiizde etki degerleri (Fye =1.042, df=14, 45, P=0.432) arasinda
onemli bir farlilik bulunmamistir (Tablo 4.11) (Sekil 4.20-24).
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Tablo 4.11. AMV ile bulagik nohut tohum 6rneginin inaktiflestirme uygulamalari

sonugclari.
Normal | Anormal Ortalama

Cimlenme . . Cimlenme Yiizde Etki
Uygulama Ad1 Cimlenen | Cimlenen .o

Oram (%) Siiresi (%)

(%) (%) h
(Giin)
Kontrol 99.0?;;1 .00 84 16 5.01(;:;).01 )
Stcak Hava (60 °C/ 1 ) 100'0(2;E0'00 84 16 3 '02(;) 01 87'(8;'3)'04
o 94.00+2.00 5.01+0.01 93.25+0.02

Sicak Hava (70 °C/ 1 s) (ab) 72 24 @) @)
Stcak Hava (80 °C/ 1 ) 96'0?;';1 63 64 32 3 '02(;) 02 85'(8;:;)'05
Stcak Su (55 °C/ 15 dk) 89.0(0bﬂ;1.92 4 84 5.01(1:;).01 86.(22:5;).05
Sicak Su (55 °C/ 20 dk) 80.0?;3.65 0 80 5.0422[)0.02 80.0(4bi)0.03
Sicak Su (55 °C/ 25 dk) 74.08;;4.76 0 76 5.13(?5;).06 82.5(23;;;’).04
O3 Kuru Tohum 98.00+2.00 80 20 5.03+0.03 84.27+0.01
(100 mg/ Nm?/ 10 dk) (a) (@ (ab)
O3 Kuru Tohum 99.00+1.00 84 16 5.00+0.00 87.30+0.03
(100 mg/ Nm?/ 30 dk) @ @) (ab)
O3 Kuru Tohum 100.00+0.00 84 16 5.00+0.00 80.34+0.04
(100 mg/ Nm®/ 60 dk) (@) @) (b)
O3 On Islatilmis Tohum | 100.00+0.00 88 12 5.00+0.00 89.62+0.03
(100 mg/ Nm¥/ 10 dk) () (@) (ab)
Os On Islatilmig Tohum | 99.00+1.00 80 20 5.00+0.00 82.36+0.02
(100 mg/ Nm¥/ 30 dk) @ @ (ab)
O3 On Islatilmis Tohum | 95.00+2.52 84 12 5.00+0.00 80.65+0.05
(100 mg/ Nm?/ 60 dk) (ab) @) (b)
05 Su (8 ¢/ Nm¥ 10 dK) 96.0?;;1.63 80 16 S.O(Saib(;.OS 85.7(51:;)0.02
05 Su (8 g/ Nm¥ 30 dK) 99.0?;;1.00 9 8 5.0(6;3(;.04 80.9?;;0.01
05 Su (8 g/ Nm¥ 60 dK) 96.0?;;1.63 80 16 5.00(;).00 84.2(;:;)0.01
F degeri 13.766 - - 1.741 1.042
df 15, 48 - - 15, 48 14, 45
P<0.0001 0.000 - - 0.074 0.432




106

Sekil 4.20. Sicak hava uygulanan AMV ile bulagik nohut tohum &rnekleri a)
Kontrol, b) Sicak hava (60 °C/ 1 s), ¢) Sicak hava (70 °C/ 1 s), d)
Sicak hava (80 °C/ 1 s).
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Sekil 4.21. Sicak su uygulanan AMV ile bulasik nohut tohum 6rnekleri a) Kontrol, b)
Sicak su (55 °C/ 15 dk), c¢) Sicak su (55 °C/ 20 dk), d) Sicak su (55 °C/ 25
dk).
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Sekil 4.22. O3 (Kuru tohum) uygulanan AMV ile bulasik nohut tohum
érnekleri a) Kontrol, b) O3 Kuru Tohum (100 mg/ Nm?/ 10 dKk), c)
O3 Kuru Tohum (100 mg/ Nm?¥ 30 dk), d) O3 Kuru Tohum (100
mg/ Nm®/ 60 dk).
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Sekil 4.23. O3 (On islatilmis tohum) uygulanan AMV ile bulasik nohut
tohum 6rnekleri a) Kontrol, b) Oz On Islatilmis Tohum (100 mg/
Nm?/ 10 dk), ¢) Oz On Islatilmis Tohum (100 mg/ Nm?/ 30 dk),
d) O3 On Islatilmig Tohum (100 mg/ Nm® 60 dk).
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Sekil 4.24. O3 su uygulanan AMV ile bulasik nohut tohum Ornekleri a)
Kontrol, b) O3 su (8 g/ Nm®¥ 10 dk), ¢) Os su (8 g/ Nm? 30 dk),
d) O3 su (8 g/ Nm?/ 60 dk).
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BYMV ile bulagik nohut tohum Ornegine yapilan inaktiflestirme
uygulamalar1 sonucunda, ¢imlenme oranlart % 50-100 arasinda degiskenlik
gostermistir. En yiiksek ¢imlenme oran1 % 100 ile sicak hava (70 °C/ 1 s) ve sicak
hava (80 °C/ 1 s) uygulanan tohumlarda belirlenirken, en diisiik ¢imlenme orani
ise % 50 ile sicak su (55 °C/ 25 dk) uygulanan tohumlarda belirlenmistir.
Cimlenen tohumlar incelendiginde; sicak hava uygulamalari, ¢cimlenme oraninin
en yiiksek ve anormal ¢imlenmenin en diisiik oldugu uygulamalar olmustur. Sicak
su uygulanan tohumlar ise diisiik ¢imlenme gostermesinin yani sira ¢imlenen
tohumlarin tamamina yakii anormal sekilde c¢imlenmistir. Ozon uygulanan
tohumlar, kontrol ve diger uygulamalara gore hem daha yiliksek ¢imlenme orani
gostermis hem de kotiledon ve radikula daha iyi gelismistir. Ozon uygulanan
tohumlarda kararmalar meydana geldigi gozlenmistir. Ortalama ¢imlenme siiresi
yoniinden degerlendirildiginde; sicak hava ve ozon uygulamalarinda en kisa
¢imlenme stireleri goriiliirken, sicak su uygulanan tohumlar en uzun ¢imlenme
stiresine sahip olmustur. Viriisiin inaktiflestirilmesi amaciyla yapilan uygulamalar
% 61.88-93.31 arasinda etkili olmustur. Uygulamalardan % 100 etkili olan
uygulama bulunmasa da Ozon Su (8 g/ Nm® 60 dk) uygulamas: % 93.31, Sicak
Hava (60 °C/ 1 s) uygulamas1 91.46 ve O3z su (8 g/ Nm® 10 dk) uygulamas1 %
90.59 ile en etkili uygulamalar olurken, Sicak Su (55 °C/ 15 dk) uygulamasi %
61.88, O3z Kuru Tohum (100 mg/ Nm® 60 dk) uygulamas1 % 65.71 ve Oz Kuru
Tohum (100 mg/ Nm?/ 10 dk) uygulamasi1 % 67.20 ile en diisiik etkili uygulamalar
olmustur. Uygulamalara gore ¢imlenme orani ve ¢imlenme siireleri arasindaki
farklar istatistiksel olarak 6nemli bulunurken (Fc.0. =19.533, df=15, 48, P<0.0001;
Fcs. =3.776, df=15, 48, P<0.0001), yiizde etki degerleri arasinda 6nemli bir
farklililk bulunmamistir (Fy.e. =1.015, df=14, 45, P=0.456) (Tablo 4.12) (Sekil
4.25-29).
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Tablo 4.12. BYMV ile bulasitk nohut tohum O&rneginin inaktiflestirme
uygulamalar1 sonuglart.
. Normal | Anormal Ortalama .. .
Uygulama Ad1 g::lllel;(r; l; Cimlenen | Cimlenen Cimlenme Yuz(((i; )E thi
1{7e (%) (%) Siiresi (Giin) 0
Kontrol 96.00+0.05 a4 12 5.00+0.00 ]
(ab) (a)
Stcak Hava (60 °C/ 1 ) 99.00+0.03 92 8 5.00+0.00 91.46+0.04
(@) (@) (@)
R 100.00-0.00 5.01%0.00 | 81.93£0.03
Sicak Hava (70 °C/ 1 s) @ 92 8 @) @)
R 100.00+0.00 5.00+0.00 | 77.35+0.03
Sicak Hava (80 °C/ 1 s) @ 88 12 @) @)
o 82.00+0.01 5.02+0.00 61.88+0.10
Sicak Su (55 °C/ 15 dk) (cd) 8 76 @) @)
Sicak Su (55 °C/ 20 dk) 60.00+0.04 0 60 5.05+0.00 69.18+0.09
(e) (a) (a)
o 50.00+0.02 5.15+0.00 70.29+0.06
Sicak Su (55 °C/ 25 dk) ©) 0 52 (b) @)
O3 Kuru Tohum 99.00+0.03 84 16 5.00+0.00 67.20+0.08
(100 mg/ Nm?/ 10 dk) (a) (@ (a)
O3 Kuru Tohum 99.00+0.03 84 16 5.00+0.00 79.95+0.05
(100 mg/ Nm®/ 30 dk) (a) (@) (@)
O3 Kuru Tohum 99.00+0.03 84 16 5.02+0.00 65.71+0.11
(100 mg/ Nm¥/ 60 dk) () (@) (@)
O3 On Islatilmis Tohum | 79.00+0.02 76 16 5.03+0.00 73.39+0.12
(100 mg/ Nm¥/ 10 dk) (d) (a) (a)
O3 On Islatilmis Tohum | 82.00+0.05 72 12 5.03+0.00 72.89+0.09
(100 mg/ Nm®/ 30 dk) (cd) €) €)
O3 On Islatilmis Tohum | 84.00+0.04 64 20 5.02+0.00 73.39+0.02
(100 mg/ Nm¥/ 60 dk) (cd) ) €©)
94.00+0.06 5.00+0.00 90.59+0.02
O3 Su (8 g/ Nm®¥/ 10 dk 88 8
2SuEg V| @) (@) (@)
93.00+0.01 5.00+0.00 88.36+0.04
O3 Su (8 g/ Nm®¥/ 30 dk 80 16
2SuEg ' o) (@) (@)
87.00+0.02 5.00+0.00 93.31+0.03
O3 Su (8 g/ Nm?¥/ 60 dk 76 12
2SuEg " ) (@) (@)
F degeri 19.533 - - 3.776 1.015
df 15, 48 - - 15, 48 14, 45
P<0.0001 0.000 - - 0.000 0.456
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Sekil 4.25. Sicak hava uygulanan BYMV ile bulagik nohut tohum ornekleri a)
Kontrol, b) Sicak hava (60 °C/ 1 s), ¢) Sicak hava (70 °C/ 1 s), d)
Sicak hava (80 °C/ 1 s).



114

Sekil 4.26. Sicak su uygulanan BYMV ile bulasik nohut tohum 6rnekleri a) Kontrol,
b) Sicak su (55 °C/ 15 dk), ¢) Sicak su (55 °C/ 20 dk), d) Sicak su (55 °C/
25 dk).
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Sekil 4.27. Oz (Kuru tohum) uygulanan BYMYV ile bulasik nohut tohum
ornekleri a) Kontrol, b) Oz Kuru Tohum (100 mg/ Nm?/ 10 dk),
¢) Os Kuru Tohum (100 mg/ Nm®/ 30 dk), d) Oz Kuru Tohum
(100 mg/ Nm?%/ 60 dk).
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Sekil 4.28. Oz (On 1slatilmig tohum) uygulanan BYMYV ile bulagik nohut
tohum &rnekleri a) Kontrol, b) Oz On Islatilmis Tohum (100
mg/ Nm®/ 10 dk), c) O3 On Islatilmis Tohum (100 mg/ Nm?/ 30
dk), d) O3 On Islatilmis Tohum (100 mg/ Nm?/ 60 dk).
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Sekil 4.29. Oz su uygulanan BYMV ile bulasik nohut tohum O6rnekleri a)
Kontrol, b) Oz su (8 g/ Nm? 10 dk), ¢) Os su (8 g/ Nm¥ 30 dk),
d) Oz su (8 g/ Nm® 60 dk).
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CMYV ile bulagik nohut tohum 6rnegine yapilan inaktiflestirme uygulamalari
sonucunda, ¢imlenme oranlart % 32-100 arasinda degiskenlik gostermistir. En
yiiksek ¢imlenme orani % 100 ile sicak hava (60 °C/ 1 s), sicak hava (80 °C/ 1 s)
ve Oz Kuru Tohum (100 mg/ Nm?/ 10 dk) uygulanan tohumlarda belirlenirken, en
diistiik ¢cimlenme orani ise % 32 ile sicak su (55 °C/ 25 dk) uygulanan tohumlarda
belirlenmistir. Cimlenen tohumlar incelendiginde, ozon uygulanan tohumlar
arasinda anormal ¢imlenen tohum sayis1 ¢ok diisiik olmustur. Sicak su uygulanan
tohumlar ise disik c¢imlenme gostermesinin yaninda c¢imlenen tohumlarin
tamamina yakini anormal sekilde ¢imlenmistir. Ozon uygulanan tohumlar, kontrol
ve diger uygulamalara gore hem yiliksek ¢imlenme orani gostermis hem de
kotiledon ve radikula daha iyi gelismistir. Ozon uygulanan tohumlarda kararmalar
meydana  geldigi  gdzlenmistir. Ortalama c¢imlenme siiresi yoOniinden
degerlendirildiginde; 10, 30 ve 60 dk Oz Su (8 g/ Nm® 10 dk), 10 ve 60 dk Os
Kuru Tohum (100 mg/ Nm?®) ve Sicak Hava (60 °C/ 1 s) uygulanan tohumlar en
kisa ¢cimlenme siiresine sahipken, sicak su uygulanan tohumlar en uzun ¢imlenme
siiresine sahip olmustur. Viriisiin inaktiflestirilmesi amaciyla yapilan uygulamalar
% 88.04-97.90 arasinda etkili olmustur. Uygulamalardan % 100 etkili olan
uygulama bulunmasa da Oz Su (8 g/ Nm% 60 dk) uygulamasi % 97.90, Oz su
uygulamasi (8 g/ Nm% 10 dk) % 97.05 ve Sicak Hava (60 °C/ 1 s) uygulamasi %
97.32 ile en etkili uygulamalar olurken, sicak su (55 °C/ 15 dk) uygulamas1 %
88,04, O3 Kuru Tohum (100 mg/ Nm?/ 60 dk) uygulamas1 % 89,24 ve Oz Kuru
Tohum (100 mg/ Nm?/ 10 dk) uygulamasi % 89,71 ile en diisiik etkili uygulamalar
olmustur. Uygulamalara gore ¢imlenme orani ve c¢imlenme siireleri arasindaki
farklar istatistiksel olarak onemli bulunurken (F¢.o. =28.163, df=15, 48, P<0.0001,
Fcs. =49.539, df=15, 48, P<0.0001), yiizde etki degerleri arasinda 6nemli bir
farklilik bulunmamustir (Fy.e. =1.088, df=14, 45, P=0.394) (Tablo 4.13) (Sekil
4.30-34).
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Tablo 4.13. CMYV ile bulagik nohut tohum 6rneginin inaktiflestirme uygulamalari

sonugclari.
Cimlenme l\.lormal A.normal Qrtalama Yiizde Etki
Uygulama Ad1 Orani (%) Cimlenen | Cimlenen Cimlenme (%)
° (%) (%) Siiresi (Giin)
Kontrol 98.00+0.04 80 20 5.04+0.04 i
(ab) (@)
.00=+0. .00=£0. .32+0.
Sicak Hava (60 °C/ 1 5) 100.00+0.00 80 20 5.00+0.02 97.32+0.02
(a) (a) (a)
.00=+0. .01=£0. .33+0.
Sicak Have (70°C/ 1 5) 99.00+0.03 68 2 501£0.02 | 94.33+0.01
(ab) (@) (@)
.00£0. .01+0. .89+0.
Sicak Hava (80 °C/ 1 5) 100.00+0.00 64 36 5.01+0.02 92.89+0.01
(a) (@) (a)
57.00+£0.02 5.25+0.09 88.04+0.05
Sicak Su (55 °C/ 15 dk 4 56
( " © (b) @
56.00+0.03 5.14+0.09 90.33+0.05
Sicak Su (55 °C/ 20 dk 4 56
( G (b) @
32.00+0.03 5.37+0.00 90.68+0.03
Sicak Su (55 °C/ 25 dk 0 32
{ ' W@ © @
O3 Kuru Tohum 100.00+0.00 84 16 5.00+0.01 89.71+0.04
(100 mg/ Nm?3/ 10 dk) (a) (a) (a)
O3 Kuru Tohum 98.00+0.03 84 16 5.01+0.01 93.71+0.03
(100 mg/ Nm?/ 30 dk) (ab) @ (@)
O3 Kuru Tohum 98.00+0.03 80 20 5.00+0.02 89.24+0.05
(100 mg/ Nm?/ 60 dk) (ab) @ @)
O3 On Islatilmis Tohum | 98.00+0.03 76 20 5.02+0.01 91.65+0.06
(100 mg/ Nm?/ 10 dk) (ab) () @
O3 On Islatilmis Tohum | 95.00+£0.05 64 39 5.01+0.02 91.49+0.04
(100 mg/ Nm?/ 30 dk) (ab) @ @)
03 On Islatilmis Tohum | 95.00+0.04 76 20 5.01+£0.03 91.65+0.01
(100 mg/ Nm?/ 60 dk) (b) @) (@)
98.00+0.04 5.00£0.02 97.05+0.01
O3 Su (8 g/ Nm¥/ 10 dk 80 20
sSuBg Y @ (@ @
97.00+0.04 5.00+£0.05 96.35+0.02
O3 Su (8 g/ Nm® 30 dk 76 20
sSuBg Y @ (@) @
99.00+0.03 5.00+0.04 97.90+0.02
O3 Su (8 g/ Nm®/ 60 dk 76 24
o Su (B9 "1 @) (@ @
F degeri 28.163 - - 49.539 1.088
df 15, 48 - - 15, 48 14, 45
P<0.0001 0.000 - - 0.000 0.394




Sekil 4.30. Sicak hava uygulanan CMV ile bulagik nohut tohum 6rnekleri, a)
Kontrol, b) Sicak hava (60 °C/ 1 s), ¢) Sicak hava (70 °C/ 1 s), d)
Sicak hava (80 °C/ 1 s).



Sekil 4.31. Sicak su uygulanan CMV ile bulasik nohut tohum ornekleri a)
Kontrol, b) Sicak su (55 °C/ 15 dk), c¢) Sicak su (55 °C/ 20 dk), d)
Sicak su (55 °C/ 25 dk).



Sekil 4.32. Oz (Kuru tohum) uygulanan CMYV ile bulasik nohut tohum
ornekleri a) Kontrol, b) O3 Kuru Tohum (100 mg/ Nm? 10 dk),
¢) Oz Kuru Tohum (100 mg/ Nm¥/ 30 dk), d) Oz Kuru Tohum
(100 mg/ Nm?¥/ 60 dk).



Sekil 4.33. O3 (On 1slatilmis tohum) uygulanan CMV ile bulasik nohut
tohum &rnekleri a) Kontrol, b) O3 On Islatilmis Tohum (100 mg/
Nm?/ 10 dk), ¢) Oz On Islatilmis Tohum (100 mg/ Nm?/ 30 dk),
d) Oz On Islatilmis Tohum (100 mg/ Nm® 60 dk).
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Sekil 4.34. O3 su uygulanan CMV ile bulasik nohut tohum ornekleri a)
Kontrol, b) Oz su (8 g/ Nm? 10 dk), c¢) O3 su (8 g/ Nm% 30
dk), d) Os su (8 g/ Nm®/ 60 dk).
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PSbMV ile bulasik nohut tohum Ornegine yapilan inaktiflestirme
uygulamalari sonucunda, ¢imlenme oranlart % 66-100 arasinda degiskenlik
gostermistir. En yliksek ¢cimlenme orant % 100 ile sicak hava (60 °C/ 1 s), sicak
hava (70 °C/ 1 s), sicak hava (80 °C/ 1 s), O3 Kuru Tohum (100 mg/ Nm?/ 60 dk),
O3 On Islatilmis Tohum (100 mg/ Nm?®/ 60 dk), O3 Su (8 g/ Nm?/ 30 dk) ve Oz Su
(8 g/ Nm®/ 60 dk) uygulanan tohumlarda belirlenirken, en diisiik ¢imlenme orani
ise % 66 ile sicak su (55 °C/ 25 dk) uygulanan tohumlarda belirlenmistir.
Cimlenen tohumlar incelendiginde; sicak su uygulamalar1  disindaki
uygulamalarda tohumlar hem yiiksek oranda ¢imlenme gostermis hem de diisiik
oranda anormal ¢imlenme elde edilmistir. Sicak su uygulanan tohumlar ise diisiik
c¢imlenme gostermesinin yani sira ¢imlenen tohumlarin tiimii anormal sekilde
¢imlenmistir. Ozon uygulanan tohumlardan bazilarmin kabuklarinda kararmalar
meydana geldigi, ancak kotiledon ve radikula gelisiminin daha iyi oldugu
gozlenmistir. Ortalama ¢imlenme siiresi yoniinden degerlendirildiginde; Sicak
Hava (70 °C/ 1 s), Sicak Hava (80 °C/ 1 s), Oz Kuru Tohum (100 mg/ Nm? 10
dk), Os Kuru Tohum (100 mg/ Nm?® 60 dk), Oz On Islatilmis Tohum (100 mg/
Nm?/ 30 dk), O3 Su (8 g/ Nm% 10 dk), Os Su (8 g/ Nm?/ 30 dk) ve Oz Su (8 g/
Nm?® 60 dk) uygulanan tohumlar en kisa ¢imlenme siiresine sahipken, sicak su
uygulanan tohumlar en uzun ¢imlenme siiresine sahip olmustur. Viriisiin
inaktiflestirilmesi amaciyla yapilan uygulamalar % 70.47-100.00 arasinda etkili
olmustur. Ozon uygulamlarinin tiimii % 100.00 ile en etkili uygulamalar olurken,
Sicak Hava (80 °C/ 1 s) uygulamast % 70.47 ile en disiik etkili uygulama
olmustur. Istatistiksel olarak uygulamalara gore gimlenme oranlar1 ortalamalart
(Fc.0.=17.409, df=15, 48, P<0.0001) ve yiizde etki degerleri (Fv.e. =5.241, df=14,
45, P<0.0001) arasindaki farklar Onemli bulunurken, ¢imlenme siireleri
ortalamalar1 arasinda 6nemli bir farklilik bulunmamistir (F¢s. =1.795, df=15, 48,
P=0.064) (Tablo 4.14) (Sekil 4.35-39).
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Tablo 4.14. PSbMV ile bulasik nohut tohum Orneginin inaktiflestirme

uygulamalari sonuglart.

Ciml Normal Anormal Ortalama Yiizde Etki
Uygulama Ad1 Olm el;(l;e) Cimlenen | Cimlenen Cimlenme uz(o/e) !
ram (7o (%) (%) Siiresi (Giin) 0
Kontrol 100.00+0.00 92 8 5.01+0.00 )
(@) (a)
o 100.00+0.00 5.02+0.00 89.76+0.08
Sicak Hava (60 °C/ 1 s) @) 88 12 @) (ab)
o 100.00+0.00 5.00+0.00 87.04+0.09
Sicak Hava (70 °C/ 1 s) @) 88 12 @) (ab)
Sicak Hava (80 °C/ 1 ) 100.00+0.00 84 16 5.00+0.00 70.47+0.07
(@) (@) (©)
o 94.00+0.04 5.03+0.00 90.85+0.03
Sicak Su (55 °C/ 15 dk) (0) 4 88 (ab) (®)
o 84.00+0.03 5.02+0.00 87.32+0.07
Sicak Su (55 °C/ 20 dk) © 0 84 @ ®)
66.00+0.03 5.05+0.00 85.33+0.08
Sicak Su (55 °C/ 25 dk 0 68
roalk Su € ) (d) (b) (b)
O3 Kuru Tohum 99.00+0.03 80 20 5.00+0.00 100.00+0.00
(100 mg/ Nm?/ 10 dk) (a) (ab) (@)
O3 Kuru Tohum 98.00+0.03 84 12 5.02+0.00 100.00+0.00
(100 mg/ Nm?/ 30 dk) (ab) ) (@)
O3 Kuru Tohum 100.00+0.00 80 20 5.00+0.00 100.00+0.00
(100 mg/ Nm?/ 60 dk) (a) (@) (@
03 On Islatiimis Tohum 99.00+0.03 88 12 5.03+0.00 100.00+0.00
(100 mg/ Nm?/ 10 dk) @) (ab) @)
03 On Islatilmis Tohum 99.00+0.03 88 12 5.00+0.00 100.00+0.00
(100 mg/ Nm?/ 30 dk) (a) (@) ()
O3 On Islatilmis Tohum | 100.00+0.00 80 20 5.03+0.00 100.00+0.00
(100 mg/ Nm?/ 60 dk) (@) (ab) @
97.00+0.04 5.00+0.00 100.00+0.00
O3 Su (8 g/ Nm®¥/ 10 dk 88 12
2Su@g | (@) (@) (@)
100.00+0.00 5.00+0.00 100.00+0.00
O3 Su (8 g/ Nm®/ 30 dk 88 12
:5u(g ' @ (@) (@)
100.00+0.00 5.00+0.00 100.00+0.00
O3 Su (8 g/ Nm®/ 60 dk 80 20
:5u(g '@ (@) (@)
F degeri 17.409 - - 1.795 5.241
df 15, 48 - - 15, 48 14, 45
P<0.0001 0.000 - - 0.064 0.000
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Sekil 4.35. Sicak hava uygulanan PSbMV ile bulagik nohut tohum ornekleri a)
Kontrol, b) Sicak hava (60 °C/ 1 s), ¢) Sicak hava (70 °C/ 1 s), d)
Sicak hava (80 °C/ 1 s).
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Sekil 4.36. Sicak su uygulanan PSbMV ile bulasik nohut tohum &rnekleri a)
Kontrol, b) Sicak su (55 °C/ 15 dk), c¢) Sicak su (55 °C/ 20 dk), d) Sicak
su (55 °C/ 25 dk).
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Sekil 4.37. Oz (Kuru tohum) uygulanan PSbMV ile bulagik nohut tohum
drnekleri a) Kontrol, b) O3 Kuru Tohum (100 mg/ Nm?/ 10 dk), c)
O3 Kuru Tohum (100 mg/ Nm®/ 30 dk), d) Os Kuru Tohum (100
mg/ Nm?%/ 60 dk).
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Sekil 4.38. O3 (On 1slatilmis tohum) uygulanan PSbMYV ile bulasik nohut
tohum &rnekleri a) Kontrol, b) Oz On Islatilmis Tohum (100
mg/ Nm?%/ 10 dk), ¢) O3 On Islatilmis Tohum (100 mg/ Nm?/ 30
dk), d) O3 On Islatilmis Tohum (100 mg/ Nm?/ 60 dk).
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Sekil 4.39. O3z su uygulanan PSbMV ile bulasik nohut tohum 6rnekleri a)
Kontrol, b) Oz su (8 g/ Nm? 10 dk), ¢) Os su (8 g/ Nm?¥ 30 dk),
d) O3 su (8 g/ Nm®¥/ 60 dk).
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BYMYV ile bulasik mercimek tohum Ornegine yapilan inaktiflestirme
uygulamalar1 sonucunda, ¢imlenme oranlart % 6-100 arasinda degisiklik
gostermistir. En yiiksek ¢imlenme oran1 % 100 ile O3 Su (8 g/ Nm®/ 60 dk)
uygulanan tohumlarda belirlenirken, en diisiik ¢cimlenme orani1 ise % 6 ile sicak su
(55 °C/ 25 dk) uygulanan tohumlarda belirlenmistir. Cimlenen tohumlar
incelendiginde; sicak su uygulamalar1 disindaki uygulamalarda tohumlar hem
yiiksek oranda ¢imlenme gostermis hem de diisiik oranda anormal ¢imlenme elde
edilmistir. Sicak su uygulanan tohumlar ise diisiik ¢imlenme gostermesinin yani
sira ¢imlenen tohumlarin ¢ogu anormal sekilde ¢imlenmistir. Ozon uygulanan
tohumlarda kotiledon ve radikula gelisiminin daha iyi oldugu gozlenmistir.
Ortalama ¢imlenme siiresi yoniinden degerlendirildiginde; Sicak Hava (60 °C/ 1
s), Sicak Hava (70 °C/ 1 s), Oz Kuru Tohum (100 mg/ Nm® 10 dk), Os Kuru
Tohum (100 mg/ Nm®/ 60 dk), O3 On Islatilmis Tohum (100 mg/ Nm?®/ 10 dk), O3
On Islatilmis Tohum (100 mg/ Nm?® 30 dk), Os On Islatilmis Tohum (100 mg/
Nm? 60 dk) ve Os Su (8 g/ Nm% 10 dk) uygulanan tohumlar en kisa ¢cimlenme
siiresine sahipken, sicak su uygulanan tohumlar en uzun ¢imlenme siiresine sahip
olmustur. Viriisiin inaktiflestirilmesi amaciyla yapilan uygulamalar % 72.12-
100.00 arasinda etkili olmustur. Oz On Islatilmis Tohum (100 mg/ Nm?®/ 60 dk),
O3 Su (8 g/ Nm?¥ 10 dk), Os Su (8 g/ Nm® 30 dk) ve Oz Su (8 g/ Nm*/ 60 dk)
uygulamalar1 % 100 ile en etkili uygulamalar olurken, Sicak Su (55 °C/ 25 dk)
uygulamasi % 72.12, sicak hava (70 °C/ 1 s) uygulamast % 75.99 ve Sicak Su (55
°C/ 15 dk) uygulamast % 79.44 ile en disik etkili uygulamalar olmustur.
Istatistiksel olarak uygulamalara gére ¢imlenme orani ortalamalari, ¢imlenme
sliresi ve yiizde etki degerleri ortalamalari arasindaki farklar 6nemli bulunmustur
(Fco. =33.019, df=15, 48, P<0.0001; Fc¢s. =7.507, df=15, 48, P<0.0001; FvEe.
=7.023, df=14, 45, P<0.0001) (Tablo 4.15) (Sekil 4.40-44).
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Tablo 4.15. BYMV ile bulasik mercimek tohum Orneginin inaktiflestirme

uygulamalar1 sonuglart.

Cimlenme Normal Anormal Ortalama Yiizde Etki
Uygulama Ad1 mie Cimlenen | Cimlenen Cimlenme uzce !
Orani (%) (%)
(%) (%) Siiresi (Giin)
Kontrol 100.00+0.00 % A 5.03=0.00 ]
(@) (@)
o 99.00+0.03 5.00+0.00 86.68+0.04
Sicak Hava (60 °C/ 1 s) (a) 96 4 (a) (cd)
o 98.00+0.03 5.00+0.00 75.99+0.02
Sicak Hava (70 °C/ 1 s) @) 96 4 @) (d)
Sicak Hava (80 °C/ 1 s) 99'0?:;0'03 96 4 S'OZ(Z;)'OO 81'9((1;)0'04
o 59.00+0.09 5.24+0.00 79.44+0.02
Sicak Su (55 °C/ 15 dk) (b) 32 28 @) )
Stcak Su (55 °C/ 20 dk) 27'0?;0'03 12 16 6'53&;;) 02 80'1(23:)0 03
Sicak Su (55 °C/ 25 dk) 6.0(2;:;).04 0 4 6.7(5;).05 72.1&2;;0.08
O3 Kuru Tohum 99.00+0.03 88 12 5.00+0.00 94.41+0.03
(100 mg/ Nm®/ 10 dk) (@) (@) (abc)
O3 Kuru Tohum 99.00+0.03 88 12 5.02+0.00 98.19+0.03
(100 mg/ Nm®/ 30 dk) @ @) (ab)
O3 Kuru Tohum 97.00+0.04 92 8 5.00+0.00 97.94+0.04
(100 mg/ Nm®/ 60 dk) @ @) (ab)
O3 On Islatilmis Tohum | 96.00+0.05 92 4 5.00+0.00 98.68+0.03
(100 mg/ Nm®/ 10 dk) (a) () ()
O3 On Islatilmis Tohum | 98.00+0.03 92 8 5.00+0.00 81.83+0.12
(100 mg/ Nm¥/ 30 dk) @ @ (bcd)
O3 On Islatilmis Tohum | 96.00+0.05 88 12 5.00+0.00 100.00+0.00
(100 mg/ Nm®/ 60 dk) () () ()
99.00+0.03 5.00+0.00 100.00+0.00
O3 Su (8 g/ Nm®¥ 10 dk 100 0
2Su@Eg ' @ (@) (@)
98.00+0.04 5.03+0.00 100.00+0.00
Os Su (8 g/ Nm®/ 30 dk 96 4
sSu(Bg '@ (@) (@)
100.00+0.00 5.03+0.00 100.00+0.00
O3 Su (8 g/ Nm® 60 dk 92 8
2Su@g ' @ (@) (@)
F degeri 33.019 - - 7.507 7.023
df 15, 48 - - 15, 48 14, 45
P<0.0001 0.000 - - 0.000 0.000
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Sekil 4.40. Sicak hava uygulanan BYMV ile bulasik mercimek tohum
ornekleri a) Kontrol, b) Sicak hava (60 °C/ 1 s), ¢) Sicak
hava (70 °C/ 1 s), d) Sicak hava (80 °C/ 1 s).
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Sekil 4.41. Sicak su uygulanan BYMYV ile bulasik mercimek tohum 6rnekleri a)
Kontrol, b) Sicak su (55 °C/ 15 dk), ¢) Sicak su (55 °C/ 20 dk), d)
Sicak su (55 °C/ 25 dk).
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Sekil 4.42. O3 (Kuru tohum) uygulanan BYMYV ile bulasik mercimek
tohum ornekleri a) Kontrol, b) Os Kuru Tohum (100 mg/

Nm®/ 10 dk), ¢) O3 Kuru Tohum (100 mg/ Nm?/ 30 dk), d)
O3 Kuru Tohum (100 mg/ Nm?/ 60 dk).
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Sekil 4.43. Oz (On 1slatilmig tohum) uygulanan BYMYV ile bulagik mercimek
tohum 6rnekleri a) Kontrol, b) O3 On Islatilmig Tohum (100 mg/

Nm?® 10 dk), ¢) Oz On Islatilmis Tohum (100 mg/ Nm?® 30 dk), d)
03 On Islatilmig Tohum (100 mg/ Nm?® 60 dk).
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Sekil 4.44. O3z su uygulanan BYMV ile bulagik mercimek tohum
drnekleri a) Kontrol, b) Oz su (8 g/ Nm?¥ 10 dk), ¢) O3
su (8 g/ Nm?¥/ 30 dk), d) O3 su (8 g/ Nm®/ 60 dk).
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5. TARTISMA

Tez calismasi kapsaminda, {iretici ve firmalardan bakla, bezelye, mercimek
ve nohut tohum 6rneklerinin toplanmasi ve simptomatolojik yonden incelenmesi,
tohum orneklerinin serolojik ve molekiiler yontemlerle aragtirma konusu viriisler
yoniinden testlenmesi, belirlenen virlislerin  biyolojik ve  molekiiler
karakterizasyonu  ve  viriislere  karst  inaktiflestirme  uygulamalarinin

degerlendirilmesi amaciyla calismalar gerceklestirilmistir.

Simptomatolojik yonden incelenen tohum Orneklerinin bazilarinda tohum
biiyiikliigiinde azalma, sekil bozuklugu, tohum kabugunda biiziilme, renk
bozukluklar1 ve nekroz belirtilerine rastlanmistir. Calismamizda, PSbMV
belirlenen bakla tohum 6rneginde belirti goriillmemistir. Makkouk et al., (1993)
tarafindan yapilan bir ¢calismada, PSbMV’nin enfekteli bakla bitkilerden hasat
edilen tohumlarda belirti olusturmadan bulunabilecegi rapor edilmistir. Bununla
birlikte, bazt mercimek tohum Orneklerinde belirlenen sekil bozuklugu, tohum
boyutunda azalma ve tohum kabugunda nekroz belirtileri daha 6nce yapilan farkli
calismalarda bildirilmistir. Jones and Coutts (1996) BYMV nin mercimekte erken
donem enfeksiyonlarda tohum boyutu ve miktarinda azalmaya neden oldugunu
belirtirken, Larsen et al. (2003) ise BYMV’nin mercimek tohumlarinda sekil ve
renk bozuklugu ve tohumlarda kii¢iilmeye neden oldugunu bildirmislerdir. Bazi
nohut tohum Orneklerinde sekil bozuklugu, tohum kabugunda biiziilme ve tohum
boyutunda azalma belirtileri belirlenmistir. Onceki ¢alismalarda AMV, BYMYV,
CMV ve PSbMV virislerinin nohut tohumlarinda renk bozuklugu, sekil
bozuklugu, tohum kabugunda biiziilme belirtilerine neden oldugu bildirilmistir
(Milicic and Plavsic, 1978; Alconero et al., 1986; Sastry et al., 2019). Viriislerin
bitkilerde neden oldugu belirtiler viriisiin tiirti/irki, bitkinin tiirii/cesidi, enfeksiyon
zamani ve cevre faktorlerine bagh olarak cok fazla degiskenlik gostermektedir.
Ayni zamanda besin elementi noksanliklari, fizyolojik kuraklik, herbisit zarari,
asirt sulama vb. faktorlerden kaynakli belirtilerle benzerlik gdstermesi nedeniyle
simptomatolojik teshis zorlasmaktadir. Ancak, simptomatoloji hastaliklarin
teshisinde ilk adim olmas1 ve diger yontemlerle birlikte degerlendirilmesi

yoniinden énemlidir.
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DAS-ELISA testi sonucunda, bir nohut tohum oOrneginde AMV
enfeksiyonu, bir nohut tohum 6rneginde CMV enfeksiyonu, iki nohut tohum
orneginde PSbMV enfeksiyonu, bir mercimek tohum 6rneginde BYMV+CMV
ikili enfeksiyonu, bir bakla tohum 6rneginde CMV+PSbMV ikili enfeksiyonu, bir
nohut drneginde AMV+BYMV+PSbMV iiclii enfeksiyonu belirlenmistir. Daha
once yapilan ¢alismalarda, AMV, BYMV, CMV ve PSbMV’nin bakla, bezelye,
mercimek ve nohut bitkilerinde enfeksiyon olusturdugu ve farkli oranlarda
tohumla tasindigr farkli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Musil, 1966;
Kaiser et al., 1968; El-Attar et al., 1971a, 1971b; Kaiser and Danesh, 1971; Eldin
et al., 1981; Kaiser, 1981; Lundsgaard, 1981; Hampton, 1982; Mills and Ahmed,
1984; Bos et al., 1988; Ouizbouben and Fortass, 1997). Ulkemizde daha 6nce
yapilmis calismalarda ise bakla bitkisinde BYMV, bezelye bitkisinde BYMV ve
PSbMV, mercimek bitkisinde AMV, BYMV ve PSbMV, nohut bitkisinde AMV
viriislerinin varligr bildirilmistir (Fidan, 1988; Makkouk et al., 1993; Erdiller et
al., 1997). Calismamizda iilkemiz i¢in bakla bitkisinde PSbMV ve nohut
bitkisinde BYMV, CMV ve PSbMV viriislerinin varligi ilk kez belirlenmistir.
Ayrica, birden fazla viriisiin ayni tohum 6rneginde bulunabilecegi bildirilmistir

(Jones and Coutts, 1996).

Arastirma konusu viriislerin tohum o6rneklerinde bulunma durumuna
bakildiginda; nohut tohum oOrneklerinde AMV i¢in % 1.00, nohut tohum
orneklerinde BYMYV i¢in % 2.00, mercimek tohum orneklerinde BYMYV icin %
2.00, bakla tohum orneklerinde CMV ig¢in % 3.33, nohut tohum o&rneklerinde
CMV i¢in % 1.00 ve nohut tohum o6rneklerinde PSbMV icin % 3.00 olarak
belirlenmistir. Bulunma oranlarinin diisiik olmasi, s6z konusu viriislerin belirtilen
bitkilerde diisiik oranlarda tasinmasiyla agiklanabilir. Nitekim, AMV’nin nohut
tohumlariyla % 0.1-1 oraninda ((Latham et al., 2001), BYMV’nin mercimek
tohumlariyla % 0.8 oraninda (Kumari et al., 1994), CMV’nin nohut tohumlariyla
% 0.1-2 oraninda (Jones and Coutts, 1996), PsbMV’nin bakla tohumlariyla % 0.1-
3 (Latham and Jones, 2001; Coutts et al., 2008) ve PSbMV’nin nohut
tohumlariyla % 0.7 oraninda (Makkouk et al., 1993) tasinabildigi daha once

yapilan ¢alismalarda bildirilmistir.
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Biyolojik karakterizasyon konusunda daha once yapilmis caligmalar ve
calismamizdan elde edilen sonuglar gdstermistir ki mekanik inokulasyon yapilan
test bitkilerinde goriilen belirtiler, viriisiin tiirii/irki, viriisiin izole edildigi bitki ve
bolge, kullanilan test bitkisinin tiirii ve ¢esidine bagli olarak ¢ok yiiksek cesitlilik
gostermektedir. Ornegin; Xu and Nie (2006) AMV patates izolatinin
Chenopodium quinoa bitkisinde sistemik klorotik lekeler olusturdugu bildirirken,
Yardimei et al. (2007) AMV yonca izolatinin ayni bitkide lokal nekrotik lezyonlar
olusturdugunu bildirmislerdir. Diger bir ¢alismada Al-Saleh and Amer (2013)
Suudi Arabistan’in iki farkli bolgesinden alinan yonca bitki 6rneklerinden izole
ettikleri Sajer izolatinin Vicia faba bitkisinde hafif mozaik ve beneklenme
belirtileri meydana getirirken, Wadi aldawasser izolatinin ayni bitkide belirti
meydana getirmedigini bildirmislerdir. Pourrahim and Farzadfar (2016) AMV
acemborusu izolatinin V. faba cv. Barakat bitkisinde lokal klorotik lekeler ve
beneklenme belirtileri olusturdugunu belirtirken, El-Abhar et al. (2018) AMV
patates izolatinin V. faba L. cv. Balady bitkisinde lokal nekrotik lezyonlar ve
govde nekrozu olusturdugunu bildirmistir. Biyolojik indeksleme yontemiyle
viriislerin belirtilere dayali teshisi tek basina yeterli olmayip, daha hassas ikinci
bir yontemle teyit edilmeye ihtiyagc duyulmaktadir. Calismamizda belirti
gostermeyen bitkilerin latent enfeksiyon olup olmadigi veya belirti gosteren
bitkilerde enfeksiyonun arastirma konusu virlisten kaynakli oldugunu teyit etmek
amactyla, test bitkilerinden Ornekler alinarak DAS-ELISA yoOntemiyle

testlenmistir.

AMYV nohut izolati C. quinoa bitkisinde bodurlagsma, yapraklarda hafif
mozaik ve sekil bozuklugu, lokal nekrotik lekeler ve sistemik klorotik lekeler
meydana getirmistir (Bkz. Sekil 4.3). Bu belirtilere benzer olarak, Xu and Nie
(2006) AMV patates izolatinin sistemik klorotik lekeler; Yardimc et al. (2007)
AMV yonca izolatinin lokal nekrotik lezyonlar; El-Helaly et al. (2012) AMV
patates izolatinin lokal nekrotik lezyonlar; Sertkaya vd. (2017) AMV patates
izolatinin lokal nekrotik lezyonlar; El-Abhar e al. (2018) AMV patates izolatinin
yapraklarda sekil bozuklugu olusturdugunu bildirmislerdir. Calismamizda AMV
nohut izolati V. faba bitkisinde sistemik klorotik lezyonlar, lokal nekrotik
lezyonlar ve bodurlagsma meydana getirmistir (Bkz. Sekil 4.4). Daha 6nce yapilan

caligmalarda, benzer olarak Zitikait¢ ve Samuitiené (2008) AMV domates
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izolatinin lokal nekrotik lezyonlar olusturdugunu ve El-Abhar et al. (2018) AMV
patates izolatinin lokal nekrotik lezyonlar ve govde nekrozu olusturdugunu
bildirmislerdir. Bu c¢aligmalar disinda, AMV yonca izolatinin belirti
olusturmadigim1 (Yardimci ve Agikgoz, 1997), Suudi Arabistan’nin farkli
bolgelerinde yonca bitkisinden elde edilen iki izolattan birinin belirti
olusturmazken, digerinin hafif mozaik ve beneklenme belirtileri olusturdugunu
(Al-Saleh and Amer, 2013), AMV patates izolatinin sistemik mozaik
olusturdugunu (Al-Saleh et al., 2014) ve AMV acemborusu izolatinin bitkisinde
lokal klorotik lekeler ve beneklenme olusturdugunu (Pourrahim and Farzadfar,
2016) rapor eden ¢alismalar da bulunmaktadir. Calismamizda AMYV nohut izolati
Datura stramonium bitkisinde sistemik nekrotik lekeler ve bitkide hafif kloroz
belirtileri meydana getirmistir (Bkz. Sekil 4.5). AMV nohut izolatindan farkl
olarak Yardimci ve Agikgoz (1997) ve Yardimci et al. (2007) AMV yonca
izolatinin lokal nekrotik lezyonlar ve deformasyon belirtileri; Zitikaité and
Samuitiené¢ (2008) AMV domates izolatinin yapraklarda agik yesil renkte hafif
beneklenme belirtileri; Petrovi¢ et al. (2010) AMV fasulye izolatinin belirti
olusturmadigini; Pourrahim and Farzadfar (2016) AMV acemborusu izolatinin
beneklenme ve damarlarda renk acilmasi belirtileri olusturdugunu bildirmislerdir.
Calismamizda AMV nohut izolati Nicotiana rustica bitkisinde belirti
olusturmamis (Bkz. Sekil 4.6) ve DAS-ELISA testi pozitif ¢ikmistir. Bu durum
latent enfeksiyon oldugunu gostermektedir. Al-Saleh et al. (2014) AMV patates
izolatinin N. rustica bitkisinde belirti olusturmadigini bildirirken, Yardimci et al.
(2007) AMV yonca izolatinin N. rustica bitkisinde sistemik mozaik, deformasyon
ve lokal nekrotik lekeler olusturdugunu bildirmislerdir. Biyolojik endeksleme
calismalari, AMV nohut izolatinin daha Once rapor edilen izolatlarla fenotipik

olarak benzer oldugunu gostermektedir.

BYMYV nohut izolatt C. quinoa bitkisinde bodurlagsma, yapraklarda sekil
bozuklugu, lokal nekrotik ve klorotik lekeler meydana getirmistir (Bkz. Sekil 4.7).
Daha once yapilan ¢alismalarda, Fidan and Yorganci (1990) BYMV fasulye
izolatinin lokal nekrotik lekeler, Erdiller et al. (1997) BYMV mercimek izolatinin
lokal klorotik lekeler, Nezamabad et al. (2010) BYMV glaydl izolatinin lokal
klorotik lekeler, Al-Ani and Adhab (2013) BYMV bakla izolatinin lokal klorotik
lezyonlar ve yapraklarda deformasyon, Hosseini and Hosseini (2014) BYMV



143

fasulye izolatinin lokal klorotik lezyonlar veya mozaik olusturdugunu
bildirmiglerdir. BYMV nohut izolat1 V. faba bitkisinde bodurlagsma, sistemik
nekrotik lezyonlar ve yeni ¢ikan yapraklarda deformasyon olusturmustur (Bkz.
Sekil 4.8). Daha o6nce yapilan c¢alismalarda Chalam (1982) BYMV nohut
izolatinin belirti olusturmadigini, Tsuji et al. (1996) Japonya’da Ixia hybrida
bitkisinden elde edilen BYMYV izolatmin hafif mozaik, Nezamabad et al. (2010)
BYMV glaydl izolatinin mozaik, Al-Ani and Adhab (2013) BYMV bakla
izolatinin mozaik ve yeni yapraklarda deformasyon belirtileri ve Hosseini and
Hosseini (2014) BYMYV fasulye izolatinin lokal klorotik lezyonlar veya mozaik ve
solgunluk belirtileri olusturdugunu bildirmislerdir. BYMV nohut izolati D.
stramonium bitkisinde kloroz meydana getirirken, N. rustica bitkisinde belirti
meydana getirmemistir. DAS-ELISA sonucunda D. stramonium pozitif ve N.
rustica negatif ¢ikmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda Hosseini and Hosseini
(2014) BYMV fasulye izolatinin D. stramonium bitkisinde lokal klorotik
lezyonlar meydana getirdigini veya latent olarak kaldigini bildirmistir. Ulum vd.
(2020) ise BYMV fasulye izolatinin N. rustica bitkisinde mozaik belirtileri
olusturdugunu bildirmistir. BYMYV inokule edilen N. rustica bitkisi i¢in DAS-
ELISA testi sonucu negatif ¢ikmistir. Kelaniyangoda and Madhubashini (2010) bu
konuyla ilgili bitki tarafindan salgilanan bazi engelleyicilerin viriis partikiiliine

baglandig1 ve bunlarin mekanizmasinin bilinmedigini belirtilmislerdir.

Calismamizda CMV nohut izolatt C. quinoa bitkisinde bodurlagsma, lokal
klorotik ve nekrotik lekeler ve yapraklarda sekil bozuklugu meydana getirmistir
(Bkz. Sekil 4.10). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda, Fidan and Yorganct (1990)
CMV boriilce izolatinin ve Davino et al. (2005) CMV yasemin izolatinin lokal
lezyonlar olusturdugunu; Igbal et al. (2011) CMV sogan izolatinin lokal klorotik
lekeler, CMV tiitiin izolatinin latent enfeksiyon, CMV biber ve ¢emenotu
izolatlariin enfeksiyon olusturmadigini; Kim et al. (2011) CMV musir izolatinin
lokal nekrotik lezyonlar olusturdugunu bildirmislerdir. CMV nohut izolat: V. faba
bitkisinde lokal nekrotik lezyonlar ve gelisme geriligi meydana getirmis ve
sonunda bitki O6liimii gerceklesmistir (Bkz. Sekil 4.11). Chalam (1982) CMV
nohut izolatinin lokal nekrotik lezyonlara neden oldugu bildirmistir. CMV nohut
izolat1 D. stramonium bitkisinde lokal klorotik lekeler olustururken, N. rustica

bitkisinde belirti meydana getirmemistir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda Chalam
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(1982) CMV nohut izolatinin, Parvin et al. (2007) CMV yaz kozmosu izolatinin
ve Kimetal. (2011) CMV musir izolatinin D. stramonium bitkisinde lokal klorotik
lezyonlar olusturdugunu bildirirken, Igbal et al. (2011) CMYV tiitiin izolatinin ayni
bitkide latent enfeksiyon olusturdugunu bildirmistir. Chalam (1982) CMV nohut
izolatinin ve Pratap et al. (2012) CMV domates izolatinin N. rustica bitkisinde
belirti meydana getirmedigini bildirmislerdir. CMV inokule dilen N. rustica
bitkisinin DAS-ELISA testi sonucu negatif ¢ikmistir. Bu durum, CMV nohut

izolatiin N. rustica bitkisinde enfeksiyon gerceklestiremedigini gostermektedir.

PSbMV nohut izolat1 C. quinoa bitkisinde sistemik klorotik lekeler, yaprak
sekil bozuklugu ve mozaik belirtileri meydana getirmistir (Bkz. Sekil 4.12). Daha
once yapilan ¢aligmalarda, Fidan and Yorganci (1990) PSbMV bezelye izolatinin
lokal lezyonlar; Makkouk et al. (1993) PSbMV bezelye izolatinin lokal klorotik
ve nekrotik lekeler; Kararah et al. (2014) PSbMV boriilce izolatinin lokal
lezyonlar olusturdugunu bildirmislerdir. Calismamizda PSbMV nohut izolati, V.
faba bitkisinde yaprak sekil bozuklugu ve mozaik; D. stramonium bitkisinde
sistemik klorotik lekeler ve nekrotik lekeler olustururken, N. rustica bitkisinde
belirti meydana getirmemistir. Daha Once yapilan ¢alismalarda, Makkouk et al.
(1993) PSbMV bezelye izolatinin V. faba bitkisinde sistemik olarak yapraklarda
kivrilma, sararma ve bitkide bodurlasma; Kararah et al. (2014) PSbMV bériilce
izolatinin V. faba L. cv. Giza 3 bitkisinde sistemik mozaik; Gheshlaghi et al.
(2019) PSbMV mercimek izolatinin mozaik ve yaprak kivrilmasi meydana
getirdigini bildirmislerdir. Fidan and Yorganci (1990) PSbMV bezelye izolatinin
D. stramonium bitkisinde belirti olusturmadigini bildirmistir. Kararah et al. (2014)
PSbMV  boriilce izolatimin N. rustica bitkisinde belirti olusturmadigini
bildirmislerdir. PSbMV inokule edilen N. rustica bitkisinin DAS-ELISA testi
sonucu pozitif ¢ikmistir. Bu durum, latent enfeksiyon gerceklestigini
gostermektedir. PSbMV nohut izolatinin farkli biyolojik 6zelliklere sahip oldugu

ve diger izolatlarla farkli diizeylerde heterojenlik gdsterdigi sdylenebilir.

AMYV nohut (MW052332) izolatiyla Genbank’ta bulunan AMV izolatlarinin
CP gen bolgesine (222 aminoasit kodlayabilen 666 bp uzunlugunda bolge) dayali
filogenetik analizi sonucunda, % 93.25-97.73 niikleotit benzerligi ve % 73.27-
96.00 aminoasit benzerligi belirlenmistir (Bkz. Tablo 4.5). En yiiksek niikleotit (%
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97.73) ve aminoasit (% 96.00) benzerligi MK695697 (Rusya/ Patates) erisim
numarali izolatla belirlenmistir. Bergua et al. (2014) tarafindan birbirine yakin
bolgelerden izolatlarin yiiksek benzerlik gosterebildigi ifade edilmistir. AMV
nohut izolati, HQ332383 (Tiirkiye/Yonca) erisim numarali izolat ile % 96.14
niikleotit benzerligi gosterirken, % 73.27 aminoasit benzerligi gostermistir.
Aminoasit benzerlik oraninin niikleotit benzerlik oranindan daha diisiik olmasi, az
sayida niikleotit degisiklerinin kodonlarin aminoasit ifadesini degistirebilen
degisiklikler oldugunu gostermektedir. Xu and Nie (2006) ayn1 bolge ve bitkiden
alman AMYV izolatlarinin bile kendi aralarinda farkliliklar gosterebildigini
belirtmislerdir. Filogenetik aga¢ (Bkz. Sekil 4.14) incelendiginde, AMV nohut
izolat1 diinya izolatlarinin ¢ogunun bulundugu grup icinde tek basina farkli bir alt
grup olusturmustur. Bu durum, yiiksek benzerlik oranlarmma ragmen yiiksek
genetik ¢esitliligin olabilecegini gostermektedir. Daha once benzer sonuglarin
alindiginmi gosteren galismalar bulunmaktadir (Xu and Nie, 2006); Al-Saleh et al.,
2014; Bergua et al., 2014).

BYMV nohut (MWO052328) izolat1 ile Genbank’ta bulunan BYMV
izolatlarinin CP gen bdlgesine (250 aminoasit kodlayabilen 750 bp uzunlugunda
bolge) dayali filogenetik analizi sonucunda, % 85.95-98.51 niikleotit benzerligi ve
% 81.12-100.00 aminoasit benzerligi belirlenmistir (Bkz. Tablo 4.6). En yliksek
niikleotit benzerligi (% 98.51) KY475574 (Amerika/ Vanilla sp.) erisim numarali
izolat ile belirlenirken, en yiiksek aminoasit benzerligi (%100) JN792544
(Ispanya/ Vicia faba) ve JN792519 (Ispanya/ Lens culinaris) erisim numarali
izolatlar ile belirlenmistir. Ayrica % 100 aminoasit benzerligi gosteren izolatlarla
% 96’n1n lizerinde niikleotit benzerligi bulunmaktadir. KY475574 erisim numarali
izolatin niikleotit benzerligi daha fazla olmasina ragmen, aminoasit dizisini
degistirebilecek niikleotit degisiklikleri oldugu anlasilmaktadir. Sharma et al.,
2015 tarafindan benzer sonuglar elde edilmis ve diinyanin farkli bolgelerinden ve
farkli bitkilerden izole edilen BYMV izolatlarimin yiiksek benzerlik
gosterebilecegi  anlagilmaktadir.  Filogenetik aga¢ (Bkz. Sekil 4.15)
incelendiginde, BYMV izolatlarinin iki biliylik gruba ayrildigt ve MWO052328
erisim numarali BYMV nohut izolatinin farkli iilkelerden ¢ogunlukla baklagil
bitkilerden elde edilen izolatlarla ayn1 grupta yer aldig1 goriilmektedir. Wylie et al.
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(2008) filogenetik agagta olusan gruplarin izole edilen bitkilerle
bagdastirilabilecegini ifade etmektedirler.

CMV nohut (MW052331) izolat1 ile Genbank’ta bulunan CMYV izolatlarinin
CP gen bolgesine (211 aminoasit kodlayabilen 633 bp uzunlugunda bolge) dayali
filogenetik analizi sonucunda, % 78.05-98.54 niikleotit benzerligi ve % 83.60-
99.39 aminoasit benzerligi belirlenmistir (Bkz. Tablo 4.7). Yiiksek niikleotit
benzerligi goriilen izolatlar ile paralel olarak yiiksek aminoasit benzerligi
goriiliirken, diisiik niikleotit benzerligi goriilen izolatlar ile diisilk aminoasit
benzerligi belirlenmistir. En yliksek niikleotit benzerligini (% 98.54) KX495206
erisim numarali (Polonya/ Cucurbita pepo) izolatiyla gosterirken, en yiiksek
aminoasit benzerligini (% 99.39) HE971708 (Tunus/ Capsicum annuum) erisim
numarali izolatlar gostermistir. Filogenetik agac (Bkz. Sekil 4.16) incelendiginde,
CMYV nohut izolatinin en yiiksek benzerligi IA altgrubu izolatlarla gosterdigi ve
ayn1 grup i¢inde kiimelendigi goriilmektedir. Ayrica diisiik benzerlik gosteren
izolatlarin II grubu i¢inde yer alan izolatlar oldugu ve farkli bir grup iginde
kiimelendigi  goriilmektedir. Daha oOnce iilkemizde yapilan caligsmalar
degerlendirildiginde, CMV’nin IA ve IB altgrubu izolatlarinin iilkemizde yaygin
oldugu soylenebilir (Karanfil ve Korkmaz, 2017; Kurtoglu ve Korkmaz, 2018). IA
ve IB altgubu izolatlarin ayni iilkede bulunabilecegi bildirilmistir (Eiras et al.,
2004).

PSbMV nohut (MWO052330) izolat1 ile Genbank’ta bulunan PSbMV
izolatlarinin CP gen bdlgesine (264 aminoasit kodlayabilen 792 bp uzunlugunda
bolge) dayali filogenetik analizi sonucunda, % 86.59-98.98 niikleotit benzerligi ve
% 93.04-98.86 aminoasit benzerligi belirlenmistir (Bkz. Tablo 4.8). En yliksek
niikleotit benzerligi (% 98.98) HQ185580 (Cin/ Vicia faba) ve MN399737
(Almanya/ Pisum sativum) erisim numarali izolatlarla belirlenirken, en yiiksek
aminoasit benzerligi (% 98.86) HQI185580 (Cin/ Vicia faba), MN399737
(Almanya/ Pisum sativum) ve AF127768 (Pakistan/ Pisum sativum) erisim
numarali izolatlarla belirlenmistir. P-2 patotip izolatlarla daha yiiksek benzerlik
gosterdigi anlagilmaktadir. Johansen et al. (1996) tarafindan farkli patotip gruplar
arasinda diisilk benzerlik oranlarmin oldugu bildirilmistir. Diisiik niikleotit

benzerligi gosteren bazi izolatlarin aminoasit benzerlik oranlarinin daha yiiksek
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oldugu goriilmektedir. Kodonlarda bazi niikleotidlerin farkli olsa da sentezlenecek
aminoasit tipini degistirmedigi anlasilmaktadir. Benzer sonuglar Filogenetik agag
(Bkz. Sekil 4.17) incelendiginde, az sayidaki niikleotit farkliliklar1 nedeniyle diger
izolatlardan ayr1 bir dis grup olusturmustur. Tek basina bir dis grup olusturmasi

monotipik bir izolat oldugunu gostermektedir.

BYMV mercimek (MWO052327) izolati ile Genbank’ta bulunan BYMV
izolatlarinin CP gen bdlgesine (274 aminoasit kodlayabilen 822 bp uzunlugunda
bolge) dayali filogenetik analizi sonucunda, % 80.47-94.47 niikleotit benzerligi ve
% 84.56-97.83 aminoasit benzerligi belirlenmistir (Bkz. Tablo 4.9). En yiiksek
niikleotit benzerligi (% 94.47) KC011006 (Hindistan/ Phaseolus vulgaris) erisim
numaralt izolatla belirlenirken, en yiiksek aminoasit benzerligi (% 97.83)
JN792519 (Ispanya/ Vicia faba) ve JN792544 (ispanya/ Lens culinaris) erisim
numarali izolatlarla belirlenmistir. Niikleotit yoniinden daha ¢ok uzak dogu
tilkeleri izolatlara benzerken, aminoasit yoniinden Avrupa izolatlartyla daha ¢ok
benzerlik gosterdigi anlagilmaktadir. Aym1 zamanda baklagil bitkilerinden
izolatlarla daha ¢ok benzerlik gostermektedir. Daha 6nceki ¢aligmalarda BYMV
izolatlarinin CP gen bolgesinin diger genom bdlgelerinden daha cok cesitlilik
gosterdigi belirtilmis ve benzer sonuglar alinmistir (Farag et al., 2015; Sharma et
al., 2015; Kyrychenko et al., 2017). Filogenetik aga¢ (Bkz. Sekil 4.18)
incelendiginde, farkli konukcu ve iilkelerden izolatlarin birlikte kiimelendigi
goriilmektedir. BYMYV izolatlar arasinda cografik bolge ve konukgu bitkilerden
kaynakli herhangi bir iliski bulunmadigi sdylenebilir. Daha Once yapilan
caligmalarda, farkli bolge ve bitkilerden izole edilen BYMV izolatlarin ayn1 grup
icinde kiimelenebildigini gosteren sonuglar bildirilmistir (Selvaraj et al., 2009;

Farag et al., 2015; Kyrychenko et al., 2017)

PSbMV bakla (MW052329) izolati ile Genbank’ta bulunan PSbMV
izolatlarinin CP gen bdlgesine (252 aminoasit kodlayabilen 756 bp uzunlugunda
bolge) dayali filogenetik analizi sonucunda, % 86.71-99.45 niikleotit benzerligi ve
% 93.04-99.59 aminoasit benzerligi belirlenmistir (Bkz. Tablo 4.10). En yiiksek
niikleotit benzerligi (% 99.45) KP774571 (Yunanistan/ Lens culinaris) erisim
numarali izolatla belirlenirken, en yiiksek aminoasit benzerligi (% 99.59)

HQ185580 (Cin/ Vicia faba), MK116872 (Cek Cumbhuriyeti/ Pisum sativum),



148

MN399737 (Almanya/ Pisum sativum) ve AF127768 (Pakistan/ Pisum sativum)
erisim numarali izolatlarla belirlenmistir. Niikleotit ve aminoasit benzerlik
oranlart incelendiginde, PSbMV izolatinin P-2 patotip izolatlarla daha c¢ok
benzerlik gosterdigi anlasilmaktadir. Ayrica P-4 patotip izolatlarla daha diisiik
niikleotit benzerligi gdstermesine ragmen, % 93’lin iizerinde aminoasit benzerligi
gostermektedir. Andersen and Johansen (1998) tarafindan yapilan ¢aligmada bir
aminoasit degisikliginin bile viriislerin biyolojik 6zelliklerinde degisiklige neden
olabildigi bildirilmistir. Nitekim, PSbMV nin farkli patotiplerinin farkli biyolojik
ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir (Johansen et al., 1996). Filogenetik agac
(Bkz. Sekil 4.19) incelendiginde, PSbMV bakla izolatinin tek basina bir dis grup
icinde yer aldigi goriilmektedir. Yiiksek niikleotit ve aminoasit benzerligine
ragmen, diger izolatlardan farkli olarak bazi niikleotit dizilerine sahip oldugu ve
niikleotit degisikliklerinin viriisiin biyolojik 6zelliklerinde degisikliklere neden
oldugu anlagilmaktadir. Nitekim, biyolojik indeksleme sonuglarinda PSbMV

bakla izolat1 daha dnceki ¢aligsmalardan farkliliklar gostermistir.

Virlis inaktiflestirme caligmalarinda enfeksiyon tipi, virlis konsantrasyonu
ve bitki tirii dikkate alinarak secilen AMV enfekteli nohut, BYMV enfekteli
nohut, CMV enfekteli nohut, PSbMV enfekteli nohut ve BYMV enfekteli
mercimek tohum orneklerine sicak hava, sicak su ve ozon uygulamalar: yapilarak

degerlendirilmistir.

Inaktiflestirme uygulamalar1 yapilan AMV ile bulasik nohut tohum
orneklerine ait ¢imlenme orani (CO), normal ¢imlenen (NC), anormal ¢imlenen
(AC), ortalama c¢imlenme siiresi (OCS) ve yiizde etki (YE) degerleri
incelendiginde (Bkz. Tablo 4.11), uygulamalarin % 80’in {iizerinde etkinlik
gosterdigi belirlenmistir. Istatistiksel olarak OCS y6niinden uygulamalar arasinda
onemli bir fark bulunmazken, CO, NC ve AC yoniinden 6nemli farklar oldugu
goriilmektedir. Yiizde etkinlik degerleri yoniinden % 100 etkili uygulama
bulunmasa da tiim uygulamalarin 6nemli derecede viriisii azalttig1 ve en etkili
uygulamalarin ozon uygulamalart oldugu belirlenmistir. Paylan vd. (2010) ozon
uygulamasinin ¢imlenme kabiliyetini etkilemeden viriislerin elemine edilmesinde
etkili oldugunu bildirmislerdir. Kontrolden farkli olarak, sicak hava uygulanan

tohumlarda CO ve NC degerleri biraz daha diisiik belirlenmistir. En diisitk CO
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sicak su uygulanan tohumlarda belirlenmis ve ayni zamanda tohumlarin tamami
anormal ¢imlenme gostermistir. Ling (2010) tarafindan sicak su uygulamasinin
virlis enfeksiyonunu azaltirken ¢imlenme giiciinii olumsuz etkiledigini ve sicak
hava uygulamasinin tohum giiclinii etkilemeden viriis enfeksiyonu azalttig
bildirilmistir. Ayrica, Silva et al. (2011) sicak hava uygulamasmin viriis
enfeksiyonunun azaltilmasinda etkili oldugu ancak sicaklik ve siire arttikca
tohumun kalitesinde diisme oldugunu bildirmislerdir. Nitekim ¢alismamizda sicak
hava uygulamasinda sicaklik arttik¢a anormal ¢imlenen tohum sayisinin arttigi
goriilmektedir. Farklt ozon uygulamalarindan benzer sonuglar alinirken, ozon
uygulanan tohumlarda kontrole gore daha yiiksek ¢imlenme orani ve normal
¢imlenen tohum sayist belirlenmistir. Sudhakar et al. (2007) ozon uygulamasinin
viriisleri konsantrasyonunu 6nemli derecede azalttigim1 ve bitkilerde fenolik
madde ve salisik asit miktarinda artis sagladigini bildirilmistir. Cimlenme
testlerine ait gorseller (Bkz. Sekil 4.20-24) incelendiginde, sicak su uygulanan
tohumlarin daha az ¢imlenme oldugu ve ¢imlenen tohumlarin anormal ¢imlendigi
goriilmektedir. Sicak hava uygulanan tohumlarda kontrole gore anormal ¢imlenen
tohum sayisinin biraz daha fazla oldugu, ancak bitki kisimlarinin (radikula ve
kotiledon) daha iyi gelistigi goriilmektedir. Kontrole gore ozon uygulanan
tohumlarin radikula ve kotiledonunun daha iyi gelistigi ve sekonder koklerin
uzadigr gorilmektedir. Pollina et al. (2008) ozon uygulamasinin viriis
konsantrasyonunu azaltti§i ve viriisiin bitki biyokiitlesi {izerindeki olumsuz

etkisini ortadan kaldirdigini bildirmislerdir.

Inaktiflestirme uygulamalar1 yapilan BYMYV ile bulasik nohut tohum
orneklerine ait ¢imlenme orani (CO), normal ¢imlenen (NC), anormal ¢imlenen
(AC), ortalama c¢imlenme siiresi (OCS) ve yiizde etki (YE) degerleri
incelendiginde (Bkz. Tablo 4.12), uygulamalarin % 61.88-93.31 arasinda etkinlik
gosterdigi belirlenmistir. En yliksek ¢imlenme orant % 99-100 ile sicak hava
uygulamalarinda belirlenirken, en diisiik ¢imlenme oran1 % 50-82 ile sicak su
uygulamalarinda belirlenmistir. Su ile muamelenin oldugu sicak su ve Oz (6n
1slatilmis tohum) uygulamalarinda ¢imlenme oranlariin diger uygulamalara gore
daha diisiik oldugu ve uygulama siiresi arttikca ¢imlenme oraninin azaldigi
goriilmektedir. Sicak su uygulamalarinda sicak suyun tohumun i¢ kisimlarina

daha kolay niifus etmesi nedeniyle tohum yapisinin olumsuz etkilendigi
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sOylenebilir. Oz (6n 1slatilmig tohum) uygulamalarinda ise 6n 1slatma sonrasi
kurutma isleminin tohumun su absorbe etme yetenegini azaltmasi nedeniyle
¢imlenme oraninin diisiik olabilecegi diisliniilmektedir. Sicak hava uygulamalari
hem NC hem de CO en yiiksek uygulamalar bulunurken, O3 su uygulamalari
viriisiin azaltilmasinda daha etkili olmustur. OCS yoniinden en uzun siire sicak su
uygulamalarinda belirlenirken, diger uygulamalarda birbirine yakin sonuclar elde
edilmistir. Cimlenme testlerine ait gorseller (Bkz. Sekil 4.25-29) incelendiginde,
sicak su uygulanan tohumlarin ¢imlenerek saglikli gelismedigi goriilmektedir.
Sicak hava uygulanan tohumlar kontrole esdeger c¢imlenme ve gelisme
gosterirken, ozon uygulanan tohumlarda ¢imlenme sonrasi gelismenin daha iyi
oldugu ve yan kokciiklerin gelistigi goriilmektedir. Ayrica ozonun oksidatif
ozelligi nedeniyle tohum kabuklarinda kararmalar oldugu, ancak bu durumun
tohum c¢imlenmesini ve c¢imlenme sonrast gelisimi olumsuz etkilemedigi
goriilmektedir. Sudhakar et al. (2011) ozon uygulamasimnin dormansiyi erkenden
kirarak ¢imlenmeyi olumlu yonde etkiledigini ifade etmislerdir. Daha Once
yapilan caligmalarda ozonun ¢imlenmeyi olumlu yonde etkiledigini ve viriisiin
bitki gelisimi {izerine olan olumsuz etkisini engelledigini bildiren caligmalar

bulunmaktadir (Sudhakar et al., 2007; Pollina et al., 2008).

Inaktiflestirme uygulamalar1 yapilan CMYV ile bulasik nohut tohum
orneklerine ait ¢imlenme orani (CO), normal ¢imlenen (NC), anormal ¢imlenen
(AC), ortalama c¢imlenme siiresi (OCS) ve vyiizde etki (YE) degerleri
incelendiginde (Bkz. Tablo 4.13), uygulamalarin % 88.04-97.90 arasinda etkinlik
gosterdigi belirlenmistir. Istatistiksel olarak CO ve OCS arasindaki farklar énemli
bulunmugtur. En diislik ¢cimlenme orani sicak su uygulamalarinda belirlenmis ve
stire arttikga ¢imlenme oraninin diistiigli goriilmektedir. Ayni zamanda sicak su
uygulamalarinda ¢imlenen tohumlarin ¢ogu anormal ¢imlenme gdstermis ve en
uzun c¢imlenme siireleri belirlenmistir. Sicak hava ve ozon uygulamalar
karsilastirildiginda, CO ve OCS yoniinden birbirine yakin sonuglar elde edilmis,
ancak sicak hava uygulamalarinda anormal ¢imlenen tohum sayisi daha fazla
olmustur. Cimlenme testlerine ait gorseller (Bkz. Sekil 4.25-29) incelendiginde,
sicak hava uygulanan tohumlarin kontrole benzer gelisim gosterdigi, sicak su
uygulanan tohumlarda g¢imlenmenin olumsuz etkilendigi ve ozon uygulanan

tohumlarda ¢imlenme ve gelisimin daha iyi oldugu goriilmektedir. Ayrica, ozonun
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oksidatif 6zelligi nedeniyle tohum kabuklarinda kararmalar meydana gelmistir.
Daha o6nceki ¢alismalarda benzer sonuglar bildirilmistir (Sudhakar et al., 2007,
Pollina et al., 2008; Ling, 2010; Silva et al., 2011).

Inaktiflestirme uygulamalar1 yapilan CMV ile bulasik nohut tohum
orneklerine ait ¢imlenme orani (CO), normal ¢imlenen (NC), anormal ¢imlenen
(AC), ortalama c¢imlenme siiresi (OCS) ve yiizde etki (YE) degerleri
incelendiginde (Bkz. Tablo 4.14), uygulamalarin % 70.47-100 arasinda etkinlik
gosterdigi belirlenmistir. Istatistiksel olarak CO arasindaki farklar onemli
bulunurken, OCS arasinda énemli bir farlilik bulunmamistir. CO yoniinden sicak
hava ve ozon uygulamalari birbirine yakinken, en diisik CO sicak su
uygulamalarinda belirlenmistir. Sicak hava ve ozon uygulanan tohumlarda CO
birbirine yakin olsa da ozon uygulamalariin viriislin inaktiflestirilmesinde daha
etkili oldugu goriilmektedir. Sicak su uygulamalar1t % 85’in iizerinde etkinlik
gostermesine ragmen, tohumlarda ¢imlenmenin olumsuz etkilendigi ve uygulama
stiresi arttikca anormal ¢imlenen tohum sayisinin arttifi goriilmektedir. Ozon
uygulamalar1 degerlendirildiginde, yiiksek CO ve diisiik anormal ¢imlenmenin
yant sira virlisiin inaktiflestirilmesinde en etkili uygulamalar olmuslardir. Ayrica,
fakli ozon uygulamalar1 arasinda onemli bir fark bulunmamistir. Cimlenme
testlerine ait gorseller (Bkz. Sekil 4.35-39) incelendiginde, kontrol ve sicak hava
uygulanan tohumlar arasinda benzerlik oldugu, sicak su uygulanan tohumlarda
¢imlenmenin 6nemli derecede olumsuz etkilendigi ve ozon uygulanan tohumlarda
¢imlenmenin daha iyi oldugu ve kokciik ve kotiledonun daha iyi gelistigi
goriilmektedir. Daha Onceki c¢aligmalarda sicak su uygulamalarinin ¢imlenme
tizerine olumsuz etki gdsterdigi ve ozon uygulamalarinin ¢imlenmeyi tesvik ettigi
ve virilis konsantrasyonunu azalttifina yonelik sonuglar bildirilmistir (Sudhakar et

al., 2007; Pollina et al., 2008; Ling, 2010; Silva et al., 2011).

Inaktiflestirme uygulamalar1 yapilan BYMV ile bulasik mercimek tohum
orneklerine ait ¢imlenme orani (CO), normal ¢imlenen (NC), anormal ¢imlenen
(AC), ortalama c¢imlenme siiresi (OCS) ve yiizde etki (YE) degerleri
incelendiginde (Bkz. Tablo 4.15), uygulamalarin % 72.12-100 arasinda etkinlik
gosterdigi belirlenmistir. En diisiik CO sicak su uygulamalarinda belirlenirken,

sicak hava ve ozon uygulamalarinda birbirine yakin CO belirlenmistir. Ayrica,
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sicak su uygulamalarinda siire arttik¢a ¢imlenen tohum sayisinda énemli derecede
azalma oldugu goriilmektedir. OCS incelendiginde, sicak su uygulamalarinin
¢imlenmeyi geciktirdigi ve diger uygulamalarin ¢imlenme stiresi {izerine herhangi
bir olumsuz etkisinin olmadig1 anlagilmaktadir. Cimlenme kalitesi yoniinden sicak
hava ve ozon uygulamalart basarili olurken, sicak su uygulanan tohumlarda CO
diisitk olmasinin yani sira anormal ¢imlenmeye neden oldugu belirlenmistir.
Cimlenme testlerine ait gorseller (Bkz. Sekil 4.40-44) incelendiginde, sicak hava
uygulanan tohumlarin kontrole esdeger ¢cimlenme ve gelisim gosterdigi, sicak
uygulanan tohumlarda ¢imlenmenin 6nemli derecede olumsuz etkilendigi ve ozon
uygulamalarinin ¢imlenme ve gelisimi tesvik ettigi goriillmektedir. Ayrica, ozonun
oksidatif 6zelligi nedeniyle tohum kabugunda kararmalara neden oldugu ve bu
durumun tohumun ¢imlenmesi iizerine herhangi bir olumsuz etkisinin
bulunmadig1 belirlenmistir. Elde edilen sonuglart destekler nitelikte daha 6nce
yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir (Sudhakar et al., 2007; Pollina et al., 2008;
Ling, 2010; Silva et al., 2011).
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez c¢alismasiyla, iretici ve firmalardan toplanan bakla, bezelye,
mercimek ve nohut tohum Orneklerinde AMV, BYMV, CMV ve PSbMV’nin
DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleri kullanilarak bulunma durumunun tespiti,
elde edilen virlis izolatlarinin biyolojik karakterizasyonu, diinya izolatariyla
filogenetik  iligkilerinin  belirlenmesi ve arastirma konusu viriislerin
inaktiflestirilmesinde termoterapi (sicak hava ve sicak su) ve ozon

uygulamalarinin etkinliginin belirlenmesi amaciyla ¢alismalar gergeklestirilmistir.

Tez calismasinin ilk agamasinda toplanan tohum 6rnekleri simptomatolojik
olarak incelenmis, DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleriyle viriisler belirlenmistir.
Incelenen mercimek ve nohut tohum &rneklerinden bazilarinda sekil bozuklugu,
tohum boyutunda azalma, tohum kabugunda burugsma ve nekroz belirtilerine
rastlanmistir.  Yapilan DAS-ELISA ve RT-PCR testleri sonucunda; bakla,
mecimek ve nohut tohum O&rneklerinde farkli tiplerde tekli veya coklu viriis
enfeksiyonlar1 belirlenirken, bezelye tohum Orneklerinde arastirma konusu

viriislere rastlanmamustir.

DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleriyle tespit edilen viriisler gesitli test
bitkilerine inokule edilerek biyolojik karakterizasyonu gerceklestirilmistir.
Biyolojik indeksleme calismalar1 sonucunda, elde edilen izolatlarin daha onceki
caligmalarda bildirilen viriislerle benzerlikleri ve farkliliklar1 bulunmaktadir.
Viriis izolatlarimin alindig1 bolge, izole dildigi bitki tiirii/cesidi ve kullanilan test

bitkilerinin tiirtine gore biyolojik ¢esitlilik gosterdigi belirlenmistir.

Molekiiler karakterizasyon ¢alismalar1 kapsaminda, caligmamizdan elde
edilen farkli viriis tiirlerine ait izolatlar ile diinyanin farkli bolgelerinden farkl
bitkilerden izole edilen ayni viriis tiirlerinin niikleotit ve aminoasit benzerlikleri
bulunmus ve filogenetik analizi yapilarak filogenetik agaclar olusturulmustur.
Calismamizdan elde edilen izolatlar ile diinya izolatlar1 arasinda yiiksek benzerlik

bulunmakta ve viriislerin tiirleri kendi i¢inde genetik cesitlilik gdstermektedir.

Virilis inaktiflestirme c¢alismalar1 degerlendirildiginde, istatistiksel olarak

cimlenme orani, ortalama ¢imlenme siiresi ve ylizde etkinlik degerleri arasindaki
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farklar 6nemli bulunmustur. Ozon uygulamalar1 en etkili uygulamalar olmustur.
Viriis konsantrasyonunu azaltmasinin yani sira tohumun ¢imlenmesini ve bitki
gelisimini tegvik etmektedir. Sicak su uygulamalar1 virlis konsantrasyonunu
azaltmakta, ancak tohumlarin ¢imlenme yetenegini 6nemli derecede olumsuz
etkilemektedir. Sicak hava uygulamalari ise viriis konsantrasyonunu azaltmasinin
yaninda ¢imlenme yetenegi iizerine olumlu veya olumsuz herhangi bir etkisi

bulunmamaktadir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda sunlar 6nerilmektedir;

e Tohum kokenli viriislerin erken teshisi biliylik 6nem tasimaktadir. Bu
nedenle, tohum iireten firmalarin bilinyesinde bitki hastaliklar1 teshis
laboratuvarlar1 kurulmali ve satis Oncesi tohumlarin uluslararasi

standartlara uygun tohum saglik testlerinin yapilmasi gerekmektedir.

e Uretimde kullanilan ithal tohumlarin gérevli kurumlar tarafindan daha
titiz  bir sekilde tohum saglik testlerinden gegirilip, virlis

bulundurmadigindan emin olduktan sonra satisi saglanmalidir.

e Arastirma konusu viriisler diisiik oranlarda tasinmasina ragmen, yaprak
bitleriyle nonpersistent olarak tagmabilmesi sayesinde kisa siirede genis
alanlara yayilabilme, yiiksek verim ve kalite kayiplarina neden olma
potansiyeli bulunmaktadir. Bu nedenle, iireticilerin sertifikali tohum
kullanmas tesvik edilmeli ve tohum koékenli hastaliklarin miicadelesi
konusunda bilinglendirilmesi amaciyla yayimm caligmasi

gerceklestirilmelidir.

e Viriislerin meydan getirdigi belirtiler diger biyotik ve abiyotik etmenlerle
benzerlik gosterdiginden simptomatolojik teshis zor olmaktadir. Bu
nedenle, biyolojik indeksleme calismalarinda meydan gelen belirtilerin
aragtirma konusu viriisten kaynakli olup olmadigmin anlasilmasi i¢in

ikinci bir yontemle teyit edilmesi gerekmektedir.
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e Viriislerin CP gen bolgesine dayali filogenetik analizi tiir tayini igin
yeterli olsa da genetik ¢esitliligin daha detayli belirlenmesi ve izolatlar
arasindaki farkliliklarin daha iyi anlasilmasi amaciyla tiim genoma dayali

filogenetik analizin yapilmasi daha uygun olacaktir.

e Viriisten ari tohumluk bulunmadigi durumlarda, viriislerin zararini
minimize etmek amaciyla ozon ve sicak hava uygulamalari kullanilabilir.
Ancak, uygulama oncesi bitki tiirii ve tohum yapis1 dikkate alinarak siire

ve dozlarin belirlenmesi gerekmektedir.
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OZGECMIS

Arastiric1 2004 yilinda Mardin Lisesi’nden mezun oldu. Ayni y1l kazandigi
Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Ziraat Miihendisliginde basladig1 lisans
egitimini 2008 yilinda ayni fakiiltenin Bitki Koruma Boliimiinden mezun olarak
tamamladi. 2009-2011 yillarinda Batman Ili Sason Ilge Tarim Miidiirliigii’nde
Ziraat Miihendisi olarak gorev yapti. 2011 yilinda Tarim Bakanligi’ndaki
gorevinden ayrilarak Bingdl Universitesi'nde Arastirma Gorevlisi olarak géreve
basladi. Ayni1 yil iginde babasinin saglik problemi nedeniyle Bingol
Universitesi’ndeki gorevinden ayrilarak Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Béliimii’'nde Ogretim Uyesi Programi kapsaminda Arastirma Gorevlisi
olarak goreve basladi. Yiiksek Lisans egitimini 2011-2014 yillarinda goérev yaptigi
Dicle Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Bitki Koruma Anabilim Dali’nda
“Diyarbakir ve Mardin Illeri Kabakgil Uretim Alanlarinda Goriilen Viral
Hastaliklarin Yayginligi, Oranlar1 ve Etmenlerinin Belirlenmesi” adli ¢alismay1
gerceklestirerek tamamladi. 2014 yilinda Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Boliimiinde doktora egitimine basladi. Doktora egitiminden sonra
Dicle Univesitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii’'ndeki gorevine devam

etmektedir.



