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OZET

TOMATO BROWN RUGOSE FRUIT VIRUS (TOBRFV) DOMATES
BITKISINE BULASMASI VE SERA ALET EKiPMANLARI UZERINDE
AKTIiF KALMA SURELERI iLE ILGILi CALISMALAR VE ERADIKASYON
ISLEMLERI

Hande Nur VURGUN

Yiiksek Lisans
Bitki Koruma Anabilim Dah
Damisman: Do¢. Dr. Hakan FIDAN
Haziran 2022; 62 sayfa

Ulkemizde domates bitkilerinde {iretimi sinirlayan faktorler arasinda son birkag
yildir hizla yayginlik gosteren ToBRFV, uzak mesafeler arasinda tohumla tasinirken kisa
mesafeler arasinda temasla kolayca yayilabilmektedir. Mekanik temasla kolayca tasinan
bir viriis olarak bilinen TOBRFV’nin tohumu enfekte edebilmesi ve tohumla taginabilir
olmas1 ayrica TMV ve ToMV’ye kars1 bitkilerde dayaniklilik saglayan Tm22 geni
ToBRFV’ye kars1 dayaniklilik saglamamasi bu viriisiin 6nemini daha da artirmistir. Bu
sebeple ToBRFV’nin domates iiretim alanlarina bulagmasini 6nlemek icin yapilacak
calismalar ¢cok onemlidir. Bu tez calismasi kapsaminda dezenfektanlarin etkinliginin
belirlenmesi amaciyla iklimlendirme odalarinda kontrollii kosullarda ve serada ¢iftgi
kosullarinda dezenfektanlarin etkinliginin belirlenmesi ile ilgili denemeler yapilmus,
yetistiricilikte sik temas edilen yiizeylerde (plastik, metal, cam vb.) viriisiin aktif kalma
siireleri  belirlenmistir. Konrollii kosullarda dezenfektanlarin ToBRFV’ye karsi
etkinliginin degerlendirilmesi ¢alismalarinda BioconA, Bioxi ve Tsunami gibi
dezenfektanlar etkili bulunmustur. Citfci kosullarinda dezenfektanlarin TOBRFV’ye kars1
etkinliginin degerlendirilmesinde ise iistten el pilverizatorleri ile uygulanan
dezenfektanlar bulasmay1 geciktirsede deneme sonunda serada bulunan tiim bitkiler
%100 ToBRFV bulasik bulunmustur. Dezenfektanlarin sera alet ve ekipmanlarinda aktif
kalma siirelerinin belirlenmesinde metal yiizeyde aktif kalma siiresi 128 saatten fazla aktif
kalma yetenegini korurken en diisiik lateks eldiven ve baglama ipinde 48 saat aktif kaldig1
belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Dezenfektan, Domates, Viriis, Mekanik, TOBRFV
JURI: Dog. Dr. Hakan FIDAN
Dog. Dr. Ozer CALIS

Dog. Dr. Gokmen KOC



ABSTRACT

TOMATO BROWN RUGOSE FRUIT VIRUS (TOBRFV) INFECTION ON
TOMATO PLANTS AND STUDIES ON ACTIVITY TIMES ON GREENHOUSE
TOOL EQUIPMENT AND ERADICATION PROCESSES

Hande Nur VURGUN

MSc Thesis in Plant Protection
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hakan FIDAN
June 2022; 62 pages

Among the factors limiting the production of tomato plants in our country,
ToBRFV, which has become widespread in the last few years, can easily spread by
contact between short distances while it is carried by seed between long distances. The
fact that ToBRFV, which is known as a virus easily transmitted by mechanical contact,
can infect the seed and can be carried by seed, and that it does not provide resistance to
the Tm22 gene ToBRFV, which provides resistance in plants against TMV and ToMV,
has increased the importance of this virus. For this reason, studies to prevent ToOBRFV
from infecting tomato production areas are very important. In order to determine the
effectiveness of disinfectants within the scope of this thesis, experiments were carried out
to determine the effectiveness of disinfectants in controlled conditions in air-conditioning
rooms and under farmer conditions in greenhouses, and the active duration of the virus
was determined on frequently touched surfaces (plastic, metal, glass, etc.) in aquaculture.
In the studies evaluating the effectiveness of disinfectants against ToBRFV under
controlled conditions, disinfectants such as BioconA, Bioxi and Tsunami were found to
be effective. In the evaluation of the effectiveness of disinfectants against TOBRFV in
farmer conditions, all plants in the greenhouse were found to be 100% ToBRFV
contaminated at the end of the experiment, although disinfectants applied with top hand
sprayers delayed the contamination. In the determination of the active time of
disinfectants in greenhouse tools and equipment, it was determined that the most active
time on the metal surface was found to be active on the metal surface, while it remained
active on the latex glove and binding thread the lowest.

KEYWORDS: Disinfectant, Mechanical, Tomato, Virus, TOBRFV
COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Hakan FIDAN
Assoc. Prof. Dr. Ozer CALIS
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum ‘“Tomato Brown Rugose Fruit Virus
(ToBRFV) domates bitkisine bulagsmasi ve sera alet ekipmanlar1 tizerinde aktif kalma
stireleri ile ilgili ¢aligmalar ve eradikasyon islemleri” adli bu calismanin, akademik
kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez ¢aligmasinda bana ait
olmayan tiim bilgilerin kaynagini gosterdigimi beyan ederim.
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1. GIRIS

Domates (Solanum lycopersicum L.) 16 yy’a kadar bilinmezken 20. yy’da hem
ticari iiretimde hem de ev bahgelerinde 6n plana ¢ikmis bir sebzedir. Domatesin zehirli
bir bitki oldugu hakkindaki diisiinceler diinya ¢apinda yayiliminin son ytiizyillara kadar
az olmasina neden olmustur. Giiniimiizde ise bu durum degismis domates hem Tiirkiye
hem de diinya pazarinda ticarette 6nemli bir konuma gelmistir. Diinya domates tiretimi
yaklagsik 177 milyon ton olup; birinci sirada 61 milyon ton ile Cin 6nde gelen {iretici olup
onu Hindistan, Amerika Birlesik Devletleri ve Tiirkiye izlemektedir (FAO 2020).

Ulkemizin sahip oldugu farkli cografi ve ekolojik kosullar nedeniyle farkli iklim
ve toprak istegi olan bir¢ok iiriinlin {iretilmesi miimkiindiir. Bu sayede domatesin
anavatani olmamasina ragmen yetistiriciliginde énemli ilerleme kaydedilmis olup agik
tarla Uretimiyle beraber ortii alti1 iiretiminde gelenekselve yiiksek teknolojiye sahip
topraksiz seralarda her mevsim iiretim miimkiindiir.

Besin igerigi acgisindan oldukc¢a zengin olan domatesin iceriginde giiglii bir
antioksidan olan ‘likopen’ bulunmaktadir. Karpuz ve greyfurt gibi farkli gidalarda da
likopen bulunmasina ragmen domatesin sofralarimizda neredeyse her giin yer almasi 6n
plana ¢ikmasina sebep olmustur. Yas sebze tiiketiminin yani sira islenerek; salca, domates
kurusu, domates suyu, konserve, ket¢ap ve sos gibi bir¢ok tiriine doniistiiriilerek piyasaya
sunulmaktadir.

Ulkemiz ayn1 zamanda birgok tohum iireticisinin bulundugu bir merkezdir. Ozel
kuruluglarinin domates tohum iiretimine gosterdigi ilgi diger sebze tohumlarina gore fark
yaratmaktadir. Antalya’da hibrit sebze tohumunun %79,44°1i, standart sebze tohumunun
ise %098,09u 6zel kuruluslar tarafindan tiretilmektedir. Sebze tohumu tireticisi firmalarin
tiretim faaliyetlerine etki eden faktorlerin basinda iiretim maliyetleri gelmektedir.
Domates iiretimin baslangi¢c materyali tohumdur. Saglikli ve kaliteli bir tohum kullanmak
tiretime bir adim 6nde baslamak demektir. Fakat tohum sagligini tehlikeye atan bazi
patojenler mevcuttur. Diinyanin farkli bélgelerinden tohumla bulastig1 bildirilen yaklasik
231 bitki viriisii ve viroid hastalig1 bulunmaktadir. Ozellikle Tobamoviriis cinsi igerisinde
yer alan Tobacco mosaic virus (TMV), Tomato mosaic virus (ToMV) ve son yillarda
diinya ¢apinda hizli bir yayilim gosteren Tomato Brown Rugosa Fruit Virus (ToBRFV)
yani Domates kahverengi burusukluk meyve viriisii tohum iretimini tehlikeye
atmaktadir. 2019 yilinda ortaya ¢ikan ve insanligin tiim diizenini degistirerek yeni bir
yasam bi¢imi olusturan SARS-Cov?2 viriisii gibi hizl1 yayilimi ve bitkinin yesil aksaminda
ve meyvesinde olusturdugu tahripkar simptomlar1 nedeniyle halk arasinda domatesin
Koronaviriis’ii olarak anilmaktadir.

Domates bitkisinde tohumun yani sira vektor boceklerle de tasinan yaklasik
olarak 40 adet viriisiin retimde kayiplara yol actifi tespit edilmistir. Yapilan
caligmalarda diinya ¢apinda verim kayiplarindan bitki viriislerinin neden oldugu kaybin
yilda 30 milyar ABD Dolarindan fazla oldugu tahmin edilmektedir (Sastry ve Zitter
2014). Bitkisel iiretimde, 6zellikle lilkemiz i¢in ihracatta stratejik sayilabilecek bir iiriin
olan domateste, olugabilecek her tiirlii kayb1 6nlemek i¢in kontroller alinarak yeni ¢6ziim
Onerileri aranmalidir.
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Genelde bitki hiicresi 6ldiiglinde, toprakta veya bitki artiklarinda bulasikliklarini
sirdiirebilen bazi istisna ¢ok stabil bitki viriisleri vardir. Bunlar genelde Tobamoviriis
grubunun igerisinde yer almaktadir. 2014’de bu gruba Domates kahverengi burusukluk
meyve viriisii dahil olustur. Bu viriisler temas yolu ile 6zellikle liretim sirasinda yapilan
kiiltiirel islemler esnasinda taginmaktadir. Virilisiin hiicre igerisine girmesi igin yara
acikliklar1 gerekmektedir. Bu kiiltiirel islemler sirasinda epidermal tiiyler kirilir, bulasik
bitki 6zsuyu islemi gergeklestiren kisinin eline, kullandig1 alet ve ekipmana ve hatta
kiyafetlerine bulasmaktadir. Bitkide meydana gelen mikro yaralar viriislerin bitki
hiicresine giris yapmasina olanak saglayarak yayillmaya neden olmaktadir.
Tobamoviriislerin aynt zamanda tohumla taginmalar1 ciddi problemlere yol
acgabilmektedir.

Uluslararasi tohum ticareti sirasinda farkli tilkelerden gelebilecek tohum kaynakli
virlis ve diger hastaliklarin 6niine gegcmek amaciyla yasal yollarla karantina tedbirleri
alinmaktadir. Kahverengi meyve burusukluk meyve viriisii 2021 yilina kadar EPPO’nun
alarm listesinde yer alirken gectigimiz giinlerde EPPO A2 Listesine alinmistir. 2021
yilinda tilkemizden Rusya Federasyonu’na ihra¢ edilen taze domates ve taze biberlerde
Pepino mosaic virus, Tomato brown rugose fruit virus ve Tomato spotted wilt virus tespit
edilmistir. Biiyiikk cogunlugu Antalya bdlgesinde iiretilen bu sebzeler igin ihracata
gitmeden Once laboratuvar analizleri yapilmistir.

Diinyada ve iilkemizde biiylik yanki uyandiran TOBRFV’nin gelecekte domates
tiretim alanlarmi1 hatta Solanacaeae familyasindaki diger bitkilerinde iiretimini
sinirlandirmasi s6z konusu olabilir. Diger Tobamoviriislere dayanimi olan domates
cesitlerinin bu viris icin etkisiz kaldig1 goriilmiistiir. Su an i¢in dayaniklilik barindiran
ticari bir domates c¢esidinin diinyada olmamasi mevcut miicadele yoOntemlerini
gelistirmeyi ve daha iyi anlagilmasini gerektirmektedir.

Domates kahverengi burusukluk meyve viriisii (TOBRFV), iilkemizde 2019
yilinda Antalya’nin Demre ilgesinde tespit edilmistir. 2 yil igerisinde bolgedeki
ireticilerin ¢ogunlugu tarafindan duyulmustur. Viriisler ile kimyasal bir miicadele
glinlimiiz teknolojileri ile miimkiin olmamasi1 iireticiyi ¢aresiz birakmaktadir. Viriis
hastaliklarinin varliginin erken teshisi ve hastalikli bitkilerin seradan uzaklastirilmasi gibi
islemlerin yani sira sera i¢i rutin hijyen islemleri de ¢ok énemlidir.

Bu tez calismasinda viriisiin domates bitkisinin yesil aksamina bulagmasinin
gozlemlenmesi ve inokulum varliginda dezenfektan uygulanan bir serada viriisiin
yayilimi ¢alisilmistir. Ayrica piyasada mevcut ticari dezenfektanlarin etkinligi dlgiilecek,
viriisiin sera i¢erisinde kullanilan alet ve ekipmanlarda aktif kalma siireleri belirlenerek
alinmasi gereken tedbirler iizerinde bir sonuca varilacaktir. Ciinkii giiniimiizde hala viriis-
dezenfektan iligkisi tartisiimakta olup net bir sonug¢ elde edilememesi bu ¢alismanin
temelini olusturmaktadir. Bu calismay1 3 ana baslik altinda gruplandiracak olursak ilk
asamada; serada ToBRFV ile enfekteli bitkilerden saglikli bitkilere kiiltiirel islemler
sirasinda bulasmas1 gozlemlenecek ve eradikasyon ¢alismalar1 yapilacak. Ikinci asamada
ticari dezenfektanlarin TOBRFV’ye kars1 etkinlikleri belirlenecek. Ugiincii asamada sera
alet ve ekipmanlarinin ToBRFV’nin aktif kalma siireleri ve eradikasyon calismalari
yapilacaktir.
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2.KAYNAK TARAMASI
2.1. Domateste Ekonomik Olarak Zararh Viriis Hastahklar:

Domates (Solanum lycopersicum L.) ekonomik olarak diinya ¢apinda ve en 6nemli
yas sebzedir. Tiirkiye’de y1l boyunca hem tarla hem de ortii altinda taze ve islenmis olarak
tiiketilmek tizere yetistirilmekte olup ihracatta onemli bir konuma sahiptir. Bir¢ok bitki
iretiminde karsilasilan ve meyve verim ve kalitesini smirlayan virlis hastaliklar
bulunmaktadir. Yaklasik olarak 40 adet viriis hastaligi domates bitkisinde iiretim
kayiplarina yol agmaktadir (Asu vd. 2009). Kimyasal bir miicadelesi olmadigindan;
kontrol stratejileri, genetik diren¢ veya hijyen dnlemleri alarak kontrol altina almak ve
yetistiricilik yapilan alanda enfeksiyona yakalanan bitkilerin imhasimna dayanir. Bitki
materyallerinin uluslararasi seyahatlerinin ve ticaretinin artmasi, yeni viriislerin tiretim
alanlarma girme riskini artirir Domatese bulasan bir¢ok viriis tanimlanirken, yeni viral
hastaliklar ortaya ¢ikmaya devam etmektedir (Hanssen vd. 2010).

Domates tiretimini etkileyen en 6nemli viriis hastaliklar1 arasinda Domates lekeli
solgunluk viriisii (Tomato spotted wilt virus = TSWV), Domates Sar1 yaprak kivirciklik
viriisit (Tomato yellow leaf curl virus=TYLCV), Pepino mozaik viriis (Pepino mosaic
virus = PepMV), Domates kloroz viriisii (Tomato chlorosis virus =ToCV) olarak
siralanmaktadir. Son yillarda dayanikli ¢esit kullanimi ile basarili sonuglar elde edilen
Tiitiin mozaik virtisii (Tobacco mosaic virus =TMV) doneminin en yikici viriislerinden
olup 1976’1 yillarda diinya domates iiretiminde %20’ye varan kayiplara neden olmustur.
Domates mozaik viriisii (Tomato mosaic virus = ToMV) yakin serolojik iligkisi nedeniyle
uzun siire TMV nin bir tiirii olarak kabul edilmis. Serolojik yontemler gelistikge protein
yapilarmin farkliliklart ayirt edilebilir olmus ve ayri bir virlis olarak degerlendirilerek
epidemiyolojisi incelenmis ve 6nemli domates hastaliklar1 arasina girmistir. Fakat son
yillarda diinyada ve iilkemizde Domates kahverengi burusukluk meyve viriisii (Tomato
brown rugose fruit virus =ToBRFV) olarak tanimlanan yeni bir virlis genis yayilim
alanlarinda epidemi yapmistir (Roselld vd. 1996; Pan vd.2012; Sevik ve Deligoz 2016;
Cevik ve Erkis 2008; Broadbent 1976; Brunt 1986; Fidan 2020).

2.2. ToBRFV’nin Domates Bitkisindeki Simptomlar:

ToBRFV’nin ilk olarak fark edildigi Urdiin'deki seralarda yetistirilen domates
(Solanum lycopersicum, cv. Candela) bitkilerinde, sezon sonuna dogru Nisan aylarinda
hafif yaprak belirtileri goriilmiis, ilerleyen zamanda meyvelerde pazar degerini biiyiik
ol¢iide etkileyen gii¢lii kahverengi burusuk simptomlar fark edilmistir (Salem vd. 2016).
Hastaligin tanimlanmasindan hemen sonra yapilan ¢alismalarda bitkide yapraklarin ara
sira daralmasi, hafif ve siddetli yaprak mozaikleri goriilmiistiir. Meyvede ise toplam
meyve yiizeyinin %10 ila 15'in1 olusturan sar1 benekler dikkat ¢cekmektedir (Luria vd.
2017).

Ulkemizde yapilan c¢alismalarda ToBRFV’nin domatesteki simptomlarinin
domatesin tiiriine gore farklilik gosterdigi dikkat cekmis ve buna gore degerlendirilmistir.
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Sekil 2. 2. Domates bitkilerinde yesil meyvelerde TOBRFV simptomlar: (Anonymous 1)

Bunlardan birincisi bazi ¢esitlerin yapraklarinda siddetli mozaikler olusurken bazi
cesitlerde meyve olusuncaya kadar yaprak simptomu goriilmemis ve viriisiin varlig
ancak meyveler olusup simptom gosterdiginde anlasilmistir. Domates yapraklarinda
klorotik mozaikler, burusma ve deformasyonlar; Tm2? dayanimi olan cesitlerde meyvede
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diizensiz sar1 halkalar meydana gelirken; dayanimi olmayan g¢esitlerde kahverengi
burusuk (rugose) lekeler olusmaktadir. (Sekil 1). Tm-22 dayanimi olan beef (iri domates)
cesitlerde yapraklarda ipliklesme ve uzama seklinde simptomlar1 gdsterirken bu
simptomlar1 etkileyen bir diger durumun ise iklim kosullar1 oldugu goézlemlenmistir
(Fidan 2020).

Sekil 2. 3. Domates bitkilerinde daha olgun meyvelerde TOBRFV simptomlari

Ayrica biberde geng yapraklarda hafif mozaik ve renk degisikligi, geng
yapraklarda damar agilmasi, ikincil dallarin kesisiminde yer alan gii¢lii nekroz ile
govdede nekroz, meyvelerin bozulmasi gibi simptomlar gostermektedir (Panno vd. 2020).
Bazi Nicotiana tiirleri ise deneysel konukgu olarak kullanilmakta olup bu bitkilerde
simptom olusmaktadir (EPPO 2022).

2.3. Yayilimi ve Enfeksiyon Kaynaklar:

Kiiresel tohum ticareti, diinya tarimmin gelismesine ve ilerlemesine katkida
bulunmasina ragmen bu tohum ticareti yeni biiyliyen bolgeler, iilkeler ve kitalardaki
salgin hastaliklara olumsuz olarak yansimaktadir. Tohum ticaretinde salginlara neden
olan tohum kaynakli hastaliklar diinya capinda iiretim i¢in bir tehlike olarak
goriilmektedir (Dombrovsky ve Smith 2017). TMV bitki hiicrelerinin disinda ve o6li
dokularda yasama kabiliyeti agisindan da en kalici viriistir (Caldwell 1959).
Tobamovirus cinsindeki virlislerin birgogunun tohum kaynakli ve mekanik olarak
tagiabilen stabil viriisler olduklart saptanmistir. Enfeksiyoz partikiiller 6ncelikli olarak
tohum kabuguna tutunmaktadirlar. Bulasict partikiiller oncelikle tohum kabuguna
baglanir; kontamine olmug tohum kabugu, transplantasyon sirasinda olusan yarali kokleri
etkileyebilir (Broadbent 1965). Tarimsal iiretimde ¢ok sayida tohum ve fide
kullanilmaktadir. Bu nedenle, kontamine tohumlarin diisiik yiizdesi bile ¢ok sayida
enfeksiyona neden olabilir (Maule ve Wang 1996). Sonug olarak, birincil bulasici kaynak
olan tohum ile mekanik temas sonucu; tiretimde ig¢ilerin yaptigi rutin islerde, kullanilan
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ekipmanda, sera yiizeyinde, bitki dolama iplerinde, tarlalarda traktdr kullanimi gibi
temasli islemler sirasinda hizla yayilabilir (Broadbent 1963; Reingold vd. 2016: Reingold
vd. 2013). Tobamoviriislerin bulasiciligi, bitki kalintilarinda ve kontamine toprakta
aylarca hatta yillarca korunur ayrica drenajda ve sulama suyunda kalicilig1 yiiksektir
(Roberts 2014; Li vd. 2016).

ToBRFYV bilim i¢in nispeten yeni bir viriis oldugundan sinirli sayida yaymlanmis
bilimsel veri mevcuttur. Verilerin yetersiz kaldig1 durumlarda degerlendirme sirasinda
bilgi saglamak amaciyla TMV, ToMV ve CGMMYV (Cucumber green mottle mosaic
virus) gibi bilimsel olarak iyi arastirilmis diger Tobamoviriislerden faydalanilmaktadir.
Diger tobamoviriis tiirlerine benzer sekilde, TOBRFV mekanik temaslarla etkili bir
sekilde iletilmektedir (Lovelock vd. 2000).

Bombus terrestris, domates iiretiminde yaygin olarak kullanilan faydali bir
tozlayicidir. Polinasyon sirasinda bombus arisinin viicuduna ToBRFV genomunun RNA
partikiillerinin yapistig1 ve bu sekilde temas yoluyla yaydigi diisiiniilmekteydi. TOBRFV
ile bombus arilarinin iliskisini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alisma kapsaminda;
ToBRFV ile enfekte olmus domates serasindan toplanan yaban arist kovanlari, saglikli
domates bitkilerinin bulundugu seraya yerlestirilmistir. Bir siire sonra saglikli bitkilerin
ToBRFV ile enfekte oldugu goézlemlenmistir. Seradaki inokulum kaynagi bombus
arillara diseksiyon yapilmis ozellikle karin bdlgesinde viral partikiiller sonuglari
dogrulamistir (Levitzky vd. 2019).

2.4. Hastah@in Ortaya Cikisi ve Diinyadaki Dagilimi

2014 Ekim ve Kasim aylarinda Giiney Israil'deki Ohad kdyiinde domatese bulasan
yeni bir hastalik salgini meydana geldi. Hastaligin mekanik olarak hizla yayilmasi
tobamoviriis enfeksiyonu oldugu diisiincesini akla getirmistir. Epidemiyolojik ¢alismalar,
hastaligin bir yil i¢inde iilkenin Giineyinde, Giineydogu ve Kuzey bolgelerinde olmak
tizere domates yetistiriciligi yapilan ¢esitli alanlarda yayilmistir (Salem vd. 2016; Luria
vd. 2017). Domatesin ardindan biber iiretiminin ana bélgelerinden olan Urdiin Vadisi'nde
biberlerinde ToBRFV ile bulasik oldugu rapor edilmistir (Salem vd. 2020). Rapor
edilmesinin ardindan diinyanin dort bir yanindan ilk raporlar yayimlanmaya baslamistir.

Amerika Kitasinda; Tm-2 ve Tm-22direng  genlerini tastyan  Ensenada, Baja
California'dan korunan bir seradaki domates bitkilerinde siddetli mozaik, kabarma ve
yaprak bozulmasi goriilmiistiir. Yapilan testlemeler sonucu yeni izolat dizisi (ToBRFV-
Mx, MK319944) sirastyla Urdiin ve Israil izolatlar1 ile %99,8 ve %99,9 niikleotid
benzerligi  gosterdi.  Ardindan  Meksika’da  Yurécuaro, Tanhuato  ve
Michoacan bolgesinde bitkilerde benzer simptomlar goriilmiis ve sonuglar TOBRFV'ye
%99 ila %100 benzerlik oran1 vermistir. Yine yakin tarihlerde Giiney Kaliforniya’da bir
serada domates bitkilerinde mozaik, beneklenme ve bitki bodurlasmasi dahil olmak iizere
ciddi bir hastalik salgin1 gozlemlenmis testlemeler sonucu ToBRFV oldugu ortaya
¢ikmistir (Camacho-Beltran vd.2019; Cambron-Crisantos vd. 2019; Ling vd. 2019).

Afrika Kitasinda; Kuzey Filistin’de bazi ticari domates gesitlerinde TMV’ye benzer
simptomlar goriilmiis ve testlemeler sonucu ToBRFV ile bulasik oldugu anlagilmigtir.
Yine yakin iilkelerden biri olan Misir'in Fayoum ve Ismailia Valiliklerindeki dort bolgede
domates bitkilerinden toplanan yaprak 6rneklerine ToBRFV'nin molekiiler tespiti igin
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kullanilan primerler ile testler yapilmis ve TOBRFV acisindan pozitif degerlendirilmistir.
Misir'da domatese bulasan ToBRFV'nin ilk rapor olup. Viriisiin Afrika kitasinda da
varligi ortaya ¢ikmustir (Alkowni, vd.2019; Amer vd. 2020)

Asya Kitasinda; Cin’de ilk olarak Nisan 2019'da Shandong'da domates tiizerinde
bulunmustur. Daha sonralar1 Cin'den Kibris, Cek Cumhuriyeti, Hollanda, Polonya'ya ithal
edilen domates ve Ingiltere'ye ithal edilen biber tohumunda tespit edildi. Yine Asya
kitasinda yer alan Hindistan’da 2021 yilinda italya'ya ithal edilen domates ve biber
tohumlarinda, Japonya’dan Hollanda'ya ithal edilen domates tohumlarinda, Tayvan'dan
Cek Cumbhuriyeti'ne ithal edilen biber tohumlarinda ve Yunanistan’a giden domates
tohumlarinda tespit edilmis ve bu tohumlarin ithalati durdurulmustur (Yan vd. 2019).

Avrupa Kitasinda; Fransa Tarim ve Gida Bakanligi; Finistere’deki bir ¢iftlikte sera
domateslerinin ToBRFV viriisii ile bulagik oldugunu dogruladi. Bu alandaki bitkilerin
imhas1 ve alanin dezenfeksiyonu gerceklestirilmistir. Girit adasinda iiretici tarafindan
gozlemlenen viriisiin kimligi Eyliil ayinda dogrulanarak ToBRFV teshisi konuldu (Beris
vd. 2020). Ingiltere’de domates iiretim tesisinde ToBRFV oldugu diisiiniilen bitki
simptomlar1 ile karsilagilmis bu kapsamda testlemeler yapilarak dogrulanmistir (Skelton
vd. 2019). Almanya’daki domates bitkilerinde de rapor edilen ToBRFV; Mayis ve
Haziran 2019'da, bu seralardan ToBRFV'nin olas1 varligi a¢isindan kapsamli bir sekilde
ornekler toplanarak testler yapilmistir. Tiim sonuglarin negatif ¢ikmasi, ToOBRFV'nin
Almanya'dan basarili bir sekilde eradike edildigini gostermektedir (Menzel vd. 2019).
2020 yilinda Sicilya’da bulunan bir serada kirmizi tathi biberde (Capsicum annuum)
yaklasik %85' viriis benzeri simptomlar gozlemlenmistir. Bir 6nceki sene ayni serada
domates yetistiriciligi yapildigi ve kapsamli bir TOBRFV enfeksiyonu meydana gelmesi
sebebiyle domatesler sokiilerek imha edilmistir. Bu durum gbz 6niine alinarak yapilan
testlemeler sonucu siiphelenilen hastaligin TOBRFV oldugunu ispatlanmistir. (Panno vd.
2020, Fernandez vd. 2020). Rusya yeni meydana gelen viriis hastaliklari ile ilgili
yapilacaklarin bulundugu bir makale yayimlamistir (Ignatov vd. 2020).

Ulkemizde Akdeniz bdlgesi yas sebze iiretiminde &nemli yere sahiptir. Ocak
2019'dan bu yana Tirkiye'nin Akdeniz bolgesinde Antalya yakinlarindaki Demre'de
yetisen serada domates bitkilerinin klorotik mozaikli, benekli, burusuk ve ara sira daralan
yapraklara sahip oldugu gozlemlenmistir. Amplikon sekansinin BLAST analizi,
Almanya, Israil ve Urdiin'den (KT383474, KT383474, KX619418 ve MK273189)
Domates kahverengi burusuk meyve viriisiiniin (ToBRFV) izolatlarina %98,0-98,9
sekans O0zdesligi gostermektedir. Kisin yetistirilen domates tiretimi Tiirkiye ekonomisi
i¢cin 6nemli olmakla beraber sezon disi liretimin ana merkezi Antalya’dir. TOBRFV'nin
Antalya'da biiyiik iretim sorunlarina neden oldugu kanitlanirsa, kontrol 6nlemlerinin
gelistirilerek kullanilmas1 gerekmektedir (Fidan vd. 2019).
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Sekil 2. 4. ToOBRFV'nin diinya {izerindeki dagilimini gdsteren harita (Anonymous 1)
2.5. Dayamklihk Geni Tm2?

Viriis istilast, bitki ¢esitlerinde tekdiize olarak meydana gelmemektedir. Enfeksiyon
virlis 1rklar1 arasinda ve bitki gesitleri arasinda farklilik géstermektedir (Johansen vd.
1994). Islah galismalarinda melezleme galismalar1 yoluyla baskin direng saglamak, viriis
enfeksiyonuna direngli g¢esitlerin iiretiminde 6nemlidir. Bu sekilde sunulan R genleri
(niikleotid baglanma bolgesi 16sin agisindan zengin tekrar, NB-LRR) bitkiye direng
kazandirmaktadir. Nicotiana glutinosa'daki N geni, domateste Tm geni ve biber
bitkilerindeki L geni Tobamoviriis enfeksiyonu i¢in bilinen R genleridir. Bununla birlikte,
bu direng genlerinin {istesinden gelen viriis izolatlar1 geligsmistir. R genleri, asilama
alanina viriis hareketini sinirlayan Hipersensitive reaksiyon (HR) gostermektedir (de
Ronde vd. 2014).

Viriis hastaliklarina karsi1 dayanikli bitki se¢imi ¢ok uzun yillardir bilim insanlarinin
dikkatini ¢ekmis ve onlar1 bunun iizerine ¢alismalar yapmaya yoneltmistir. Ozellikle ilk
kesfedilen viriis olmasmin da biiylik etkisiyle TMV {izerine 80 yili askin siiredir
calisilmaktadir. Gegmisten giinlimiize bu c¢aligmalar incelendiginde; Diinyada ve
Tiirkiye’de ekonomik agidan 6nemli kayiplara neden olan bu viriis hastaliklarina karsi
dayaniklilik ¢aligmalar1 giincel 1slah konular1 arasinda yer almaktadir.

Lycopersicon hirsutum bitkilerinin, dokularinda viriis olmasina ragmen
simptomsuz oldugu bulunmus ve bu bildirildiginden beri kalitimi {izerine bir¢ok ¢alisma
ve onu kullanmak igin sayisiz girisimde bulunulmustur (Porte vd. 1939, Pelham 1966).
Yabani domates ¢esitlerinden L. peruvianum, L. pimpinellifolium, L. hirsutum ve L.
chilense igeren ¢aprazlar yapilmis TMV’ye karsi bazi hatlarda yiiksek derecede tolerans
bulunmustur (Frazier 1946).

Kiiltiire alinmis domates tiirlerinde ToMV enfeksiyonlar1 Tm-1, Tm-2 ve Tm-2?
direng (R) genleri tarafindan kontrol edilmektedir (Pelham, 1966; Hall, 1980). Bu
direncler arasinda Tm-2? direncinin olduk¢a uzun siireli oldugu ve bu nedenle
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uygulamada 6neminin devam ettigi goriilmistiir (Lanfermeijer vd.2003) Tm-1 R geni,
yabani domates tiirii Lycopersicon hirsutum'dan melezleme tekrarlari sonucu aktarilmis
olup kromozom 5'de bulunmaktadir. Bu direncin iistesinden gelebilen TOMV izolatlarinin
genetik analizi sonucunda aviriilenslik saglayan RARP geninin etkisi belirlenmistir
(Meshi ve digerleri, 1988). Hem Tm-2 hem de Tm-22 direncleri L. peruvianum'dan
alinmistir. Her ikisi de kromozom 9'un sentromerine yakin bir yerde bulunur ve alelik
olarak kabul edilir (Khush vd, 1964; Pelham, 1966; Schroeder vd, 1967; Hall, 1980;
Tanksley vd, 1992).

Tm-22 direnci, dayamklilik yaniti sirasinda makroskopik lokal lezyonlarin
olmamas: ile karakterize edilmektedir. Bu dayanimin olmamasi, Tm-2?nin ToMV
tarafindan enfeksiyona hizli bir sekilde yanit verdigi seklinde yorumlanir, bu nedenle
virlis enfeksiyonu, hipersensitive reaksiyon ve lezyon olusumu gibi yalnizca birkag hiicre
ile sinirlidir. Tm-22 direncinin iistesinden gelebilen viriis tiirlerinin niikleotid dizisinin
analizi, ToMV'nin MP'sinin eslesen Avr proteini oldugunu ortaya ¢ikarmustir (Calder ve
Palukaitis, 1992; Weber vd, 1993; Weber ve Pfitzner, 1998). Tm-2? lokusu, CC-NBS-
LRR direng protein sinifina ait olan 861 amino asit polipeptidini kodlayan tek bir genden
olusmaktadir (Lanfermeijer vd. 2003).

Tm-22 diren¢ genini barindiran domates gesitleri; TOMV, TMV ve diger
tobamovirtislere direnclidir (Hall 1980; de Ronde vd. 2014). Baz1 domates cesitleri, en
yaygin tobamoviriislere kars1 genetik direng gosterirken, higbir ticari domates ¢esidi,
biber ve patlican1 da enfekte eden, yakin zamanda tanimlanan bir tobamoviriis olan
Domates kahverengi burusukluk meyve viriisiine (ToBRFV) direngli degildir (Salem vd.
2016; Luria vd. 2017; Batuman vd. 2020). Tm-22 direncinin iistesinden geldigi bulunan
ToBRFV’nin direng genleri ile etkilesimlerinde viriislerin genetik esnekligi
gosterilmistir. Bu, tek basina veya onceden belirlenmis diger direnglerle kombinasyon
halinde daha genis bir viriis izolat grubuna dayanabilen yeni, daha verimli ve dayanikli
direng genlerinin siirekli gelistirilmesine olan ihtiyaci gostermektedir (Zinger vd. 2021).

2.6. ToBRFV’nin Genom Yapisi, Morfolojisi ve Evrimsel Ge¢misi

Diinya capinda domates iiretimi yapilan bolgelerde biiylik yanki uyandiran
Domates Kahverengi Burusukluk Meyve Viriisii; Uluslararast Viriis Taksonomisi
Komitesi'nin (International Committee on Taxonomy of Viruses-ICTV) 2015 raporlarina
gore Virgaviridae familyasinin Tobamovirus cinsi igerisinde yer almaktadir. Virgaviridae
familyasi yedi cinse gore siniflandirilmis olup bunlar; Goraviriis, Furoviriis, Hordeiviriis,
Pecluviriis, Pomoviriis, Tobraviriis ve Tobamoviriis'diir. Bu viriisler, gruplar1 farkli
konukgu araliklari, genom organizasyonlart ve bulasma acisindan farkliliklar
gostermektedir. Tobamoviriisler yaklastk 35 farkli tiiri bulunur ve Solanaceae
familyasina ait bitkilerden 6zellikle domatesi enfekte eden en yikici viriisler bu cinsin
igerisinde yer almaktadir (Adams vd. 2009; Adams vd. 2017).

Tobamoviriis genomu tek sarmalll pozitif yonli RNA molekiillerine sahip olan
ve yaklasik 17 kDa'lilk RNA ve kaplama proteini (CP) molekiillerinden olusan ¢ubuk
seklinde viryonlar olusturan bir bitki viriisii grubunu olusturur. Viryonlar 18 nm ¢apinda
uzunluklari 300-310 nm'dir. Genomun boyutu 6,3-6,6 kb'dir. Tek sarmalli pozitif sense
RNA virtsleri igerisinde yer almaktadir. (Lewandowski ve Dawson 2000).
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6,392 niikleotidden olusan yeni Israil izolatinin tam genom sekans: GenBank'a
gonderildi (erisim no. KX619418). Bu genom dizisi, viral genomun 5 've 3' uglarinda
1117, 474, 267 ve 160 amino asitlik varsayilan dort ORF'yi ve iki ¢evrilmemis bolgeyi
(UTR'ler) igerir. CP'nin tahmin edilen molekiiler agirlig1 17.497 kDa'dir. Israil susu ile
TBRFV-Jo arasindaki niikleotit sekansindaki farkliliklar, 3026 pozisyonunda T'den C'ye
sadece tek bir niikleotid ile, 986. pozisyonda tirozin (Y) 'nin histidin (H)' ye degismesine
neden olan dort niikleotitten olusmaktadir (Luria vd. 2017).

Urdiin'deki seralarda yetistirilen domates bitkilerinden izole edilen tiim genom
dizisini tamamlanmig ve 6393-nt tek sarmalli RNA (ssRNA) genomu, diger
tobamoviriislerde oldugu gibi dort proteini kodladigi ortaya ¢ikmistir. TOBRFV ig¢in
yapilan filogenetik analizler sonucu elde edilen sekanslama, Solaneceae familyasindaki
bitkileri enfekte eden tobamovirisler icinde TMV veya ToMV smiflariyla bile
gruplanmadig1 ortaya ¢ikmis, filogenetik agagta bagimsiz ayri bir dal olusturmustur.
Tiitlin mozaik viriisii’niin Ohio V susu ile en yiiksek niikleotid sekans 6zdesligine (%
82,4) sahip olmas1 nedeniyle yeni bir tiir olusturma kriterlerini saglamistir. Bu viris ile
yakindan iliskili domates enfeksiyonlu tobamoviriislerin temsili izolatlar1 arasindaki olasi
rekombinasyon olaylarinin analizi, en az bir bélgenin rekombinasyondan kaynaklandigini
diisiindiiren bulgulara ulasilmistir. Bu yeni viriise Domates kahverengi burusuk meyve
viriisii (ToBRFV) ad1 6nerilmistir (Salem vd. 2016).

cp

Genomic RNA

5 | Small replicase subunit | ORF2 | oRFa] 5, .
l | ORF3 X
RdRp
3
5@ MP L 3
Y 2;

Subgenomic RNAs

5o I

Sekil 2. 5. Tobamoviriis ORF boélgelerini gosteren genom yapisi

Her virlis grubunun muhtemelen kendine 6zgili evrimsel bir ge¢misi vardir fakat
virlislerin evrimsel ge¢misini desifre etmek zordur ¢iinkii viriisler hicbir fosil
birakmamistir. TOBRFV’nin ABD izolatinin da tiim genomu elde edilmis ve bilinen
izolatlar ile yiiksek oranda niikleik asit benzerligi ortaya c¢ikmaktadir. Yapilan bu
filogenetik analiz, tim diinyada ToBRFV izolatlari i¢in siki bir kiime ortaya ¢ikarmistir.
Bu sonuglara gore viriisiin evrimsel gegmisinin ¢ok kisa oldugunu sdylemek miimkiindiir
(Lartey vd. 1996; Chanda vd. 2020).
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2.7. ToBRFV’nin Tanilanmasi ve Teshisi
2.7.1. Elektron mikroskop goriintiisii

Elektron mikroskobu ile yapilan c¢aligmalarda ToBRFV’nin goriintiisii
kaydedilmistir. ToBRFV, virlis parcaciklarinin uzun, simetrik c¢ubuklar olmasi
bakimindan diger Tobamovirus’lere benzemektedir. Bu nedenle, elektron mikroskopisi
ile gozlem yapilarak ayirt edilememektedir (Fidan 2020)

Sekil 2. 6. MT107885 TBRFV-Ant-Tom NCBI kayitlh Antalya domates ToBRFV
izololatinin Zeiss Leo 906 E TEM (Germany) Elektron mikroskobu (Fidan 2020)

2.7.2. Serolojik testlemeler

Tobamoviriis grubu igerisinde yer alan TOBRFV’nin DAS-ELISA ticari kitler ile
yapilan testlemelerde, ayni grup igerisinde yer alan ToMV ile ¢apraz interaksiyona neden

olmasi nedeniyle bu sonuglarin molekiiler sonuglar ile dogrulanmasi gerekmektedir
(Amer vd. 2020).

2.7.3. Molekiiler testlemeler

Tiirkiye’”de  ToBRFV’nin ilk raporunun ardindan ToBRFV’yi, diger
Tobamovirus’lerden ayirt ederek tanilama yapan RT-PCR ve Real-Time RT-PCR primer
ve problar1 (Fidan 2019) gelistirilmistir. Bu tanilama kitleri teshis calismalarinda
basariyla kullanilmaya devam etmektedir.

CaTa28:5161-5300 Menzel:6131-6226

75 3425 4922 5712 6391

1 3501 6392

. [ Small replicase subunit RARP-ORF2 [ cp 3

’ (ol 4
me
Cad

A
4909 5709
CSP1325:6144-6244

Sekil 2. 7. Viral dort 6ngoriilen ORF'yi gbsteren genom organizasyonunun sematik
diyagraminda ToBRFV'yi hedefleyen primer setlerinin gosterimi (Luria vd. 2017)
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2.8. Hastalig1 Kontrol Altina Alma Stratejileri

Diinyanin yasadig1 iklim degisiklikleri, ortaya yeni ¢ikan viriislerin hizli bir
sekilde yayilmasinin yani sira hastalik i¢in daha 6nce elverissiz olan sartlar hastalik i¢in
uygun hale gelir ve hastaligin olmadig1 temiz alanlara ulagsmasina neden olmaktadir
(Oladokun vd. 2019). Bu durum, insan niifusunun artan gida ihtiyaci ve kiiresel 1ssnmadan
kaynaklanan viriis hastaliklariin etkin bir sekilde yonetilmesindeki artan zorluklar
nedeniyle giderek daha ciddi hale gelmektedir (Jones 2021). Ayrica domates
yetistiriciliginde, mevcut viriislerin yeni tiirlerinin kesfedilmesi veya yeni viriislerin
ortaya ¢ikmasi goz Oniine alindiginda viral hastaliklarin kontrol edilmesi her gecen giin
zorlasmaktadir. Tehdit altindaki endiistriler arasinda ticari yetistiriciler, tohum sirketleri,
fide ve fidanliklar, ticari meyve ve sebze iireticileri ve gida perakendeciligi yer
almaktadir. Basarili kontrol stratejileri gelistirmek icin viriis biyolojisi, ¢esitliligi ve
epidemiyolojisine odaklanan yogun arastirma g¢abalarini tesvik eden dogru tespit ve
tanimlama prosediirlerine duyulan ihtiyag, epidemiyoloji ¢alismalarini etkili hastalik
yonetim stratejileri gelistirmenin temeli olarak kabul edilmesi ile sonug¢lanmistir (Pico vd.
1996; Jeger vd. 2004). Bitki viriisii epidemiyolojisi, viriis ile onun konukgu bitKi
arasindaki hastaliga neden olan karmasik iliskiye ve konukcu bitki popiilasyonu i¢indeki
yayilmayi etkileyen faktorlere odaklanmistir (Wilson 2014).

Genetik dayaniklilik haricinde kesin bir miicadelesi olmayan diger viriis
hastaliklarinda oldugu gibi dayanikli ¢esit kullanimi en giivenli yoldur. Ancak
tobamoviriislere karsi dayamklilik direnci saglayan Tm22’nin ToBRFV ye kars1 etkisiz
kaldigim1 ve piyasada dayanikli ticari bir domates ¢esidinin bulunmadigin1 6nceki
calismalarda belirtilmistir. Bitki viriisleri ile miicadelede 6nemli bir diger nokta ise
hijyendir. Hijyen protokollerinin enfeksiyonun oOnlenmesinde Onemli bir adimdir
(Nolasco-Garcia vd. 2020). Viriis tiretim alanina bir kere girdikten sonra miicadele etmek
zorken Oncesinde aliabilecek dnlemler biiyiik ekonomik kayiplarin dniine gecilmesinde
avantaj saglayacaktir.

2.9. Dezenfektan Calismalari

Son yillarda, bitki viriislerinin yayilmasini azaltmak amaciyla cesitli
dezenfektanlarla ¢aligmalar yapilmistir ve siis bitkileri i¢in viroidler, baz1 kabakgiller ve
sera domateslerinde etkili olduklar1 rapor edilmistir. Yaygin olarak kullanilan birkag
dezenfektanin bazi viriislerin yayilmasini 6nlemede kullanildigi goriilmiistiir. Uzun
yillardir ¢alisilmis olsa da dezenfektanlarin viriis ve viroidlere karsi etkinligi su anda hala
net degildir.

Sadece tarim alaninda degil insan sagligi alaninda yapilan dezenfeksiyon
islemlerinde rol model olarak bitki viriisleri kullanilmaktadir. Pepper mild mottle virus
(PMMoV) ve insan enterik viriislerinin inaktivasyon oOlgiileri karsilastirilabilir ise,
PMMoV, insan enterik viriislerinin inaktivasyonu icin dezenfeksiyon asamalarinin
etkinligini degerlendirmek i¢in faydali bir vekil olacagi diisiiniilerek dezenfeksiyon
caligsmalarinda kullanilacaktir (Shirasaki vd. 2020).

Tohumla taginan bazi bakteri etmenlerine ve ToMV’ye karsi tohumlara ¢esitli

dezenfektanlar denenmistir. Klorik asit, asetik asit, laktik asit ve pektolaz gibi
dezenfektanlar kullanilmistir. Yiiksek kirlilik orani gosteren tohumlar i¢in hipoklorit
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onerilmistir (Siviero 1991). Yine ayni yillarda yapilan bir ¢alismada; TMV, Arabis
mozaik nepovirlis (AMV) ve Karanfil benekli karmoviriis (CarMV) ile kontamine olmus
yiizeylere farkli siireler boyunca cesitli ticari dezenfektanlar1 uygulanmis. Virisleri <5
dakika i¢inde etkisiz hale getirdigi iddia edilen 'hizl1 dezenfektanlar' ile yapilan bir testte
TMV ile kontamine olmus ylizeylerde higbiri etkili bir sonu¢ vermedigi bulunmustur
(Marcussen ve Meyer 1991). Sodyum hipoklorit etkili bir dezenfektan olmasina ragmen,;
ylizeyler ve aletler iizerindeki asindirici etkisi ve etkinlik kayb1 gibi toksik ozellikleri
alternatif dezenfeksiyon ¢oziimleri arama egilimine itilmektedir.

Ozon en giiclii oksidasyon ajanidir ve tiim yasayan organik madde ile reaksiyon
verir. Ozon igme suyu endiistrisi ve belediye atik sularinin dezenfeksiyonu amaci ile de
kullanilmaktadir. Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV) ozon uygulamasindan
75 dakika sonra eclimine edildigi bildirilmektedir (Runia, 1995). Ancak, ozon ile
uygulama dezenfeksiyon sistemleri arasinda en pahali yontem oldugundan yaygin
kullanilmamaktadir.

Toplam 16 dezenfektan Pepino mozaik viriisii (PepMV), Patates ig yumru viroid
(PSTVd), Domates mozaik viriisii (ToMV) ve Tiitiin mozaik viriisine (TMV) karsi
degerlendirilmistir. Patojenin bulasiciligini deaktive etmek icin her bir dezenfektanin
etkinligi, en az li¢ bagimsiz deneyden tekrarlanan deneylerde degerlendirilmis olup;
domates bitkilerinde {i¢ yaygin viriise ve bir viroide kars1 genis spektrumlu etkililik ile,
%2 Virkon S, %10 Clorox normal ¢amasir suyu ve %20 yagsiz kuru siit dahil olmak {izere
cesitli dezenfektanlar, genel viriis ve viroid enfeksiyonu onlemek i¢in sera tesislerine
tavsiye edilmistir (Li vd. 2015).

ToBRFV ve CGMMV'nin mekanik bulasmasina kars1 etkinlikleri agisindan 16
kimyasal dezenfektan degerlendirilmesi iizerine caligmalar yapilmustir. Iki farkl
tobamovirlise karst genis spektrumlu aktivitelere sahip yaygin olarak kullanilan dort
dezenfektanin etkili oldugu goriilmiistiir. Her iki tobamoviriise kars1 %90-100 etkinlige
sahip bu etkili dezenfektanlar, %0,5 Laktoferrin, %2 Virocid ve %10 Clorox. Ek olarak
sadece CGMMV'ye kars1 %2 Virkon ve ToBRFV'ye kars1 %3 Virkon etkili bulundu. Ek
olarak, SP2700, CGMMV'ye kars1 énemli bir etki yaratirken ToBRFV'ye kars1 etkisi
zayif bulunmustur (Chanda vd. 2021).

Ideal bir dezenfektan, genis patojen yelpazesine karsi etkin aktiviteye sahip, ucuz
ve yaygin olarak bulunabilen 6zelliklerinin yaninda is¢iler, tesisler, ekipman ve ¢evre igin
giivenli olmalidir. Pratik olmasi i¢in, aletler i¢in bir dezenfektan da nispeten kisa bir temas
stiresi (1 dakika) ile etkili olmaktadir (Lewandowski 2009).

Bu tez kapsaminda ToBRFV’ye karsi farkli dezenfektanlarin {ireticiler ve
uygulayicilar tarafindan 6nerilen dezenfektanlarin dozlarinin bir alt ve bir {ist dozu olmak
tizere lic dozu denenmistir. Bitkilere uygulama metodu olarak yapilan literatiir calismalari
ile paralel gidilmis farkli olarak demonstrasyon denemeleri yapilarak; c¢iftcinin
uygulayabilecegi sekilde denenmistir. Mekanik olarak kolayca bulasan bu viriisiin
bulastig1 yiizeylerde ne kadar siire kaldigi bilinmemekte olup tez ¢alismamiz bu konuyu
da ele almis ve bitkiler lizerinde degerlendirmeler yapilmistir. Sonuglar istatistiksel
sonugclar ile desteklenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan malzemeler ve cihazlar

Domates kahverengi burusuklu meyve viriisii (ToBRFV), Antalya bdlgesinde
Domates (Solanum lycopersicum) yetistiriciligi yapilan ekim alanlarinda ekonomik
acidan Onemli problemlere sebep olmaktadir. Calismamiz kapsaminda mekanik
inokulasyon calismalarinda kullanilmak iizere daha 6nceden toplanan sekans analizleri
onceki ¢aligmalarda yapilmis ve Viroloji laboratuvarimizin derin dondurucusunda (-20)
muhafaza edilen "ToBRFV-Ant-Tom: MT107885” izolat1 kullanilmustir.

Sekil 3. 1. Antalya bolgesi ToBRFV ile bulasik {iretim alanlari

DAS-ELISA c¢alismalarinda kullanilmak tizere LOEWE (Almanya), ticari
antiserum kitleri, BIOREBA ekstraksiyon buffer, ELISA reader (Tecan Tradinding AG,
Switzerland) kullanilmistir.

RT-PCR calismalarinda Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts,
ABD) firmasindan temin edilen Total DNA izolasyon kiti, Thermo Verso 1-step RT-PCR
kiti, 100bp DNA Ladder kullanilmustir.

Molekiiler calismalarda da kullanilan primer dizilimler, Sentebiolab firmasi
tarafindan sentezlenmistir. Laboratuvar ¢alismalar1 esnasinda hassas terazi, vorteks
cthazi, cam ve plastik sarf malzemeler kullanilmistir.

RT-PCR dongiilerinde Thermal Cycler BIO-RAD T100 cihazi kullanilmistir.
Elektroforez ve jel goriintillemelerinde yatay elektroforez tanki (Thermo Fisher
Scientific), Agaroz (Sigma), Consort E 861 gii¢ kaynagi, Etidium bromide ve UV 151k
altinda jel goriintiileme i¢in ise BioDocAnalyze firmasinin Biometra cihazi kullanilmistir.
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3.1.2. Test bitkilerinin belirlenmesi

Domates (Solanum lycopersicum) gesitlerinden ticari olarak tiretilen tane domates
¢esidi HK-1314 ve Tiitiin (Nicotiana benthamiana) denemelerde kullanilan temel test
bitkileridir. Domates TOBRFV’nin ana konuk¢usu oldugundan Tiitiin ise simptomatolojik
gozlemler i¢in secilmistir. Domates bitkileri ticari bir fidelikten temin edilmistir.
Titiinlerin ise tohum ekimi gerceklestirilip iklimlendirme ve serada yetistirilmistir.

3.1.3. Denemelerde kullanilan dezenfektanlar

Cizelge 3. 1. Tez kapsaminda kullanilacak dezenfektanlar, uygulama oranlari, aktif
madde icerikleri ve tiretici firma bilgileri

Kullanilacak Uygulama Oramn Aktif Igerik Uretici Firma
dezenfektan
Tsunamil00 1.Doz: %0.5 %30-60 Asetik asit Ecolab
2.Doz: %0.75 %015,2 Peroksiasetik asit
3.Doz: %1 %11.2 Hidrojen peroksit
BioconA 1.Doz: %0.5 %350 Potasyum peroksimonpersiilfanat, KMK
2.Doz: %1 sinerjik etki olusturan inorganik tampon Laboratuvarlari
3.Doz: %1.5 sistemleri, organik asitler ve yiizey aktif
maddeler igerir.
Sojall Desy clean 1.Doz: %2 Hidrojen persoksit bazli olup, diger igerikleri | Sojall Organik Tarim
2.Doz: %2.5 gida katki maddeleri kontexine uygun sorbik | Hayvancilik, Gida ve
3.Doz: %3 asit, perasetik asit ve sodyum benzoat gibi Kozmetik
suda ve havada biyolojik olarak par¢alanan San.Tic.A.S.
asitlerden olusmaktadir.
Bioxi 1.Doz: %2 Ozon (03) Biotem oksilite
2.Doz: %2.5 medical
3.Doz: %3
HCI 1.D0z:%0.1 %18 (+-2) Hidroklorik asit (Cas no:7647-01-0) Epak
2.Doz: %0.5 ve DeiyonizeSu
3.Doz: %1
Incidin 1.Doz: %1 10.0 g 2-Fenoksietanol Ecolab
2.Doz: %1.5 8.0 g n- (3-Aminopropil),
3.Doz: %2 n-Dodecylpropan,1.3 diamin
7.5 g benzalkonyum kloriir
Denemede  hidrojen  peroksit,  perasetik  asit, o0zon,  potasyum

peroksimonpersiilfanat ve hidroklorik asit gibi

etken maddeli

dezenfektanlar

kullanilmistir. Bu dezenfektanlarin ¢alisma sirasinda tiretici firma ve tavsiyeler lizerine
belirlenen hedef dozlar1 ve bu dozlarin bir {ist ve bir alt dozu uygulamaya alinmistir.
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Uygulama dozlari, aktif igerikleri ve {iretici firmalar1 Cizelge 3.1°de detayli olarak
verilmistir.

blsﬁw

BIOTEM OKSILTEE

Sekil 3. 2. Denemelerde kullanilacak dezenfektanlardan 6rnek goriintii
3.2 Metot
3.2.1. Bitkilerin yetistirilmesi

Bitkiler iklimlendirme odasinda 8 saat karanlik 16 saat aydinlik ortamda 25°C’de
151kl raflar altinda yetistirildi. Bitkiler 8 cm ¢apli saksilar icerisinde yetistirilmistir.
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Sekil 3. 4. Iklimlendirme odalarinda yetistirilen tiitiin bitkileri
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Fakiiltenin Deneme Seralarinda gerekli hazirliklar yapilarak ortam hazirlandi.
Dikim hazirliklarini agsagidaki sekilde siralayabiliriz;

- toprak islemesi yapildi

- yabanci otlara kars1 mekanik miicadele yapildi

- dikim siralar1 hazirland1

- sulama sistemi kuruldu

- bitkilerin ipe alim islemi i¢in her sira {istiine tel ¢ekildi

- dikimden bir giin 6nce TsunamilOO0 ile toprak ve sera dezenfeksiyon islemi
yapilmigstir.

Sekil 3. 5. Fakiiltenin deneme seralarinda kurulacak denemenin hazirlik islemleri,
dezenfektan uygulamalari

Sekil 3. 7. Fitopatoloji serasinda fide sehpalar1 iizerinde yetistirilen domates bitkileri
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Calismanin bu boliimii Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimii Fitopatoloji Seralarinda fide sehpalari tizerinde 20 cm ¢apli saksilarda torf-perlit-
vermikiilit karigimi igerisinde bitkiler yetistirilmistir.

3.2.2. Mekanik Inokulasyon Cahsmalari

Mekanik inokulasyon ¢alismalarina baglamadan o6nce ToBRFV oldugu
diistiniilerek alinan 6rnekler; TOBRFV, TMV, ToMV ve PepMYV gibi viriislere karst RT-
PCR metodu ile testlenmistir. Yaprak orneginden alinarak havan igerisine kondu ve
tizerine 0,02 M Fosfat tampon (pH:7) ¢ozeltisi + %0,1°lik 2-mercaptoethenol eklenerek
ezilmistir. Soft-sponge pad yontemiyle her siradan bir bitkiye bulagtirilmistir.

Sekil 3. 8. Domates bitkilerine ToOBRFV izolatinin soft-sponge pad yontemi ile
bulastirilmasi

3.2.3. Deneme Planinin Olusturulmasi

Denemeler {i¢ farkli alanda domates ve tiitiin bitkilerinde ger¢eklestirilmistir. Bu
denemeler uygulama yontem bakimindan farklilik gosterdiginden dolayr ayri ayri
degerlendirilmistir. 1lk kisim dezenfektanlarmn ToBRFV’ye kars1 kontollii kosullarda
etkinliginin belirlenmesi, ikinci kisim dezenfektanlarin etkinliginin ¢ift¢i kosullarinda
ToBRFV ye karst etkinliginin belirlenmesi ve son kisim sera alet ve ekipmanlarinda
ToBRFV’nin aktif kalma siirelerinin belirlenmesi seklinde ayrilmistir. Bu ¢aligmalarin
detaylar1 3 alt baslik altinda toplanmustir.

3.2.3.1. Dezenfektanlarin Domates kahverengi burusukluk meyve viriisii
(ToBRFV)’ye kars1 kontrollii kosullarda etkinlig¢inin belirlenmesi

Domatesler fide donemindeyken mekanik inokulasyon soliisyonlarinin igerisine
belirlenen dozlarda dezenfektanlar eklenerek bitkiye bulastirma yapilmistir. Mekanik
inokiilasyonda kullanmak {izere 1/10 oraninda ToBRFV enfekteli yaprak ve {izerine 0,02
M Fosfat tampon (pH:7) ¢ozeltisi + %0,1°1ik 2-mercaptoethenol ¢ozeltisi hazirlanmstir.

Mekanik inokiilasyon ¢ozeltisinin igerisine her bitkiye bulastirmak iizere daha
once belirlenen 6 farkli kimyasalin tavsiye edilen dozlar1 belirlenmistir. Belirlenen
dozlarin bir alt ve bir iist dozu olmak tizere 18 (6 dezenfektan x 3 farkli doz) farkli ¢ozelti
hazirlanmistir. Denemede pozitif kontrol olarak TOBRFV enfekteli yaprak ile ezilmis
fosfat tampon ¢ozelti kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ise bitkiler saf su ile muamele
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edilmistir. Her dezenfektandan 2x stok ¢ozelti alinarak 15 ml’lik tiiplere 1,5 ml hacminde
aktarilmustir. Uzerlerine mekanik inokiilasyon ¢dzeltisi eklenmistir.

Iklimlendirme odalarinda bu dezenfektanlarin uygulanmasi igin domates fideleri
yetistirilmistir. Hazirlanan c¢ozeltiler soft sponge pad yontemi ile mekanik olarak
bulastirilmistir. Inokulasyondan sonra test bitkileri birkag saat boyunca karanlik ortamda
bekletilmistir.

Sekil 3. 9. Domates bitkilerinin iklimlendirme odasinda yetistirilmesi ve
dezenfektan ile TOBRFV karigimlarinin bitkilere mekanik olarak bulastirilmasi

’ 1_ 15 ml falcan tiip

3ml

2X Stok Dezenfektan

1,5ml

ToBRFV enfekteli yaprak érneklerinin
fosfat tampon gozeltisi ile ezilmesi

Ll

Sekil 3. 10. Caligmada kullanilan 15 ml'lik falcon tiiplerinde dezenfektan ve TOBRFV
fosfat tampon ¢6zeltinin karistirilma oranlari

Her uygulama 3 tekerriirlii olup ¢aligma toplam 60 adet domates bitkisi ile
yiiriitiilmiistiir. {1k inokulasyondan sonra 4. ve 8. giinlerde olmak {izere islem 3 kere
tekrarlanmistir.  Sonrasinda  simptomatolojik  olarak  gozlemler  yapilmustir.
Simptomatolojik olarak belirti gostermeyen bitkiler oldugu durumlarda RT-PCR ve
DAS-ELISA metodlar: testlenecektir.
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3.2.3.2. Dezenfektanlarin Domates kahverengi burusukluk meyve viriisii
(ToBRFV)’ye kars ciftci kosullarinda etkinliginin belirlenmesi

Calismanin bu agamasinda serada giizliilk domates ¢esidinin (HK-1314) dikimi 30
Ekim tarihinde gerceklestirilmistir. Bitkilerin yetistirilmesinde kiiltiirel islemler ile genel
bitki besleme ve giibreleme programlari yapilarak vegetatif ve generatif gelismede
optimum seviye saglanmustir.

Dezenfektan uygulamalarinin iiretici agisindan ekonomik, kolay uygulanabilir ve
en 1yi sonuca en az uygulama tekrari ile ulagilmasi 6nemlidir. Calismamizda sera hazirligi
sirasinda kullandigimiz dezenfektanlardan Incidin damlamalardan uygulanmistir. Diger
dezenfektanlarin belirlenen dozlari ise 2 litrelik el piilverizatorleri ile bitkilere iistten
uygulanmistir. Uretici kosullarinda serada inokulum kaynagi varliginda dezenfektanlarin
etkisinin siirdiirtilebilirligini gérmek amaglanmustir.

Deneme i¢in serada 6 sira belirlenerek bitkiler dikilmistir. Her sirada 51 bitki olup,
toplamda 6 siranin oldugu 306 fidenin dikimi ger¢eklestirilmistir. Bu denemede 5 farkl
dezenfektan uygulanmistir. Incidin kalint1 sebebiyle bitkiye uygulanmamistir. Deneme
planinda dezenfektan wuygulamalar1 tesadiif bloklart deneme desenine gore
olusturulmustur. Cizelge 3.2°’de deneme plani verilmistir.

Siralarda yan yana dikilen her ii¢ bitki uygulama yapilan dezenfektanin bir dozunu
temsil etmektedir. Yani her sirada ii¢ tekerriir bulunmaktadir. Dikim siklig1 belirlenirken
aym tekerriirler arasi 40 cm birakilirken, diger uygulamaya gecen diger li¢ bitki ile
arasinda 60 cm mesafe birakilmistir. Dezenfektanlar {istten piiskiirtme yontemi ile
uygulandigi i¢in yanlardaki bitkiler diger uygulanan dozlara maruz kalma ihtimalinden
dolayi kenar tesiri olarak kabul edilmisgtir.

Her sirada secilen 3 bitkiye su hari¢ hi¢gbir uygulama yapilmadi (Kontrol).
Inokulum kaynag1 olarak ise her sirada ToBRFV bulastirmak igin 1 bitki secilmisyir.
Sonug olarak denemede yer alan 12 (5 dezenfektan x 3 dozu) dezenfektan + 1 su ile
muamele + 1 ToBRFV pozitif kontrol olmak tizere 17 farkli karakter bulunmaktadir.
Serada 6 sira belirlenmis ve her sirada bir karakter i¢in 3 bitki bulunmaktadir.

5 farkli dezenfektan karigimini hazirlamak igin 2 litre basingh piiskiirtiicli (Veta
2B) temin edilmistir. Her dezenfektan i¢in farkli puskiirtiicii kullanilmistir. Her
dezenfektanin en alt dozundan baslanmak {izere 2 litre su igerisine dezenfektanlar
belirlenen miktarlarda ilave edilmistir. Her sirada numaralandirilmis ve etiket
yapistirilmis bitkilere dezenfektanlar uygulanmistir. Her karakterdeki bitkilere giden
puskiirtiilen dezenfektan ve su miktarinin ayni olmasina dikkat edilmistir.

Dikim gergeklestikten sonra bitkinin topraga baglanmasi ve gelisim siirecine
gecmesi ile secilen bitkilere mekanik ToBRFV bulastirmasi yapilmistir. Ardindan
yukarida bahsedildigi gibi dezenfektanlar uygulanmistir. Bitkiler serada giinliik olarak
gbzlemlenmis ve olusan simptomlar not alinmistir.
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x. dezenfektan y. dozu

x. dezenfektan y. dozu

Kenar Tesir Kenar Tesir Kenar Tesir Kenar Tesir

Sekil 3. 11. Deneme plani ve bitki dikim araliklarinin gésterilmesi

Sonug¢ agamasinda her sirada her karakter i¢cin bulunan 3 bitkiden yalnizca ortada
kalan bitkinin durumu degerlendirilecektir. Saginda ve solunda kalan bitkiler piiskiirtme
sirasinda diger dezenfektanlar ile temas etme ihtimali g6z oniine alinarak kenar tesiri
olarak kabul edilmistir.

Sekil 3. 13. Dezenfektanlarin el piilverizatorleri ile bitkilere uygulanmasi
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Cizelge 3. 2. Tesadiif bloklar1 deneme desenine gore dezenfektan uygulamalari

1.Srra 2.Swra 3.Sra 4 .Swra 5.Sra 6.Srra
Tsunami |Bioxi 1.Doz| Desyclean | BioconA HCI Kontrol
1.Doz 1.Doz 1.Doz 1.Doz 6
Tsunami |Bioxi 2.Doz| Desyclean | BioconA HCI ToBRFV
2.Doz 2.Doz 2.Doz 2.Doz 6
Tsunami |Bioxi 3.Doz| Desyclean | BioconA HCI Tsunami
3.Doz 3.Doz 3.Doz 3.Doz 1.Doz
Bioxi 1.Doz| Desyclean [ BioconA HCI Kontrol | Tsunami
1.Doz 1.Doz 1.Doz 5 2.Doz
Bioxi 2.Doz | Desyclean | BioconA HCI ToBRFV BREV:W
2.Doz 2.Doz 2.Doz 5 3.Doz
Bioxi 3.Doz| Desyclean | BioconA HCI Tsunami |Bioxi 1.Doz
3.Doz 3.Doz 3.Doz 1.Doz
Desyclean | BioconA HCI Kontrol Tsunami |Bioxi 2.Doz
1.Doz 1.Doz 1.Doz 4 2.Doz
Desyclean | BioconA HCI IRV Tsunami |Bioxi 3.Doz
2.Doz 2.Doz 2.Doz 4 3.Doz
Desyclean | BioconA HCI Tsunami |Bioxi 1.Doz| Desyclean
3.Doz 3.Doz 3.Doz 1.Doz 1.Doz
BioconA HCI Kontrol Tsunami  |Bioxi 2.Doz| Desyclean
1.Doz 1.Doz 3 2.Doz 2.Doz
BioconA HCI 0BR Tsunami  |Bioxi 3.Doz| Desyclean
2.Doz 2.Doz 3.Doz 3.Doz
BioconA HCI Tsunami | Bioxi 1.Doz | Desyclean | BioconA
3.Doz 3.Doz 1.Doz 1.Doz 1.Doz
HCI Kontrol | Tsunami | Bioxi2.Doz| Desyclean | BioconA
1.Doz 2 2.Doz 2.Doz 2.Doz
HCI 0BR Tsunami | Bioxi 3.Doz | Desyclean | BioconA
2.Doz 3.Doz 3.Doz 3.Doz
HCI Tsunami [Bioxi 1.Doz| Desyclean | BioconA HCI
3.Doz 1.Doz 1.Doz 1.Doz 1.Doz
Kontrol Tsunami |Bioxi 2.Doz| Desyclean | BioconA HCI
1 2.Doz 2.Doz 2.Doz 2.Doz
0BR Tsunami [Bioxi 3.Doz| Desyclean | BioconA HCI
3.Doz 3.Doz 3.Doz 3.Doz

H. N. VURGUN

Serada, yeni ¢ikan yabanci otlarin mekanik olarak temizligi, koltuk siirgiinlerden
¢ikan filizlerin alinmasi, bitki biiytlidiikge alt yapraklarin budanmasi, hasat, ipe alma gibi
kiltiirel islemler yapilmistir. Bu kiiltiirel islemlerden once dezenfektan uygulamasi

yapilmistir. Cizelge 3.3’de dezenfektan uygulamari is plani verilmistir.

Deneme Ekim ayinda baslayip Nisan ayinda meyvelerin olgunlagmasina kadar
devam etmistir.
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Cizelge 3. 3. Dezenfektan uygulamalar is plani

Giin Is Plam

1. giin | 1. Dezenfektan uygulamalari

1. glin | ToBRFV'nin secilen bitkilere mekanik olarak bulastirilmasi
10. glin | 2. Dezenfektan uygulamalari

10. giin | Kiiltiirel iglemler

20. giin | 3. Dezenfektan uygulamalari

20. giin | Kiiltiirel islemler

30.glin 4. Dezenfektan uygulamalari

30. guin | Kiiltiirel islemler

Bitkilerde ¢igek olusumu basladiginda tozlasmayi saglamak i¢in bombus arilar
kullanilarak uniform meyve olusmasi amacglanmistir. Mekanik bulastirma ile beraber ilk
dezenfektan uygulamas: serada yapilmustir. Ikinci ve {i¢lincii uygulamalar 15’er giin
arayla toplam 4 uygulama yapilmistir. Calismanin bu boliimiinde yer alan tiim islemlerde
bir ¢iftcinin serasinda yapacagi tiim kiiltiirel islemler uygulanmistir
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Sekil 3. 14. Seraya polinasyon i¢in bombus arilarinin yerlestirilmesi

3.2.3.3. Sera alet ve ekipmanlarinda ToBRFV’nin aktif kalma siirelerinin
belirlenmesi

Calismanin bu kisminda serada sik kullanilan materyaller segilerek bu
materyallerin yilizeylerinde ToOBRFV’nin aktif kalma siireleri arastirilacaktir. TOBRFV
bulundugu grup icerisinde yer alan diger viriisler gibi stabil bir virlistiir ve bulastig1 yerde
aktivitesini uzun siire kaybetmedigi diisiiniilmektedir. Ortii alt {iretiminde serada siklikla
kullanilan alet ve ekipmanlari; is¢ilerin kiiltiirel islemler sirasinda kullandigi eldivenler,
budama makasi, tiriin toplanilan kasa, bitkilerin tele baglanmasini saglayan ip, bitki
yetistirme saksilari, ilaglama ve iscilik sirasinda kullanilan kiyafet seklinde
siralanabilmektedir. Giinliik kiiltiirel islemler sirasinda siirekli olarak kullanilan bu
materyaller bitkiden bitkiye dogrudan hastalik tasiniminda 6nemli rol oynar. Ancak bu
materyaller lizerinde TOBRFV’nin ne kadar siire aktif kalma yetenegini korudugu ortaya
koyulacaktir.
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Oncelikle serada sik kullanilan alet ekipmanlari temsil eden materyaller
kullanilmistir. Lateks eldiven, metal parcasi, pamuklu kumas, cam, ip, sert plastik (saks1
alt1) tercih edilmistir.
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Sekil 3. 15. ToBRFV’nin aktif kalma siirelerinin belirlenecegi gesitli alet-ekipman ve
yiizeyler

Secilen materyaller, hazirlanan ToBRFV’li fosfat tampon cozeltisine daldirilip
cikarildi. Ardindan 1, 8, 24, 48 ve 72 saat araliklar ile her bir materyalden swab ¢cubugu
ile siiriintii alinarak her biri i¢in ayr1 numaralandirilmigs domates ve tiitiin bitkilerine
bulastirildi.

Sekil 3. 16. Tiitlin bitkilerinin yetistirilmesi

3.2.4 Simptomatolojik Gozlemler

Dezenfektan uygulamalari sonrasinda bitkilerde gozlemler alinmigtir. Uygulanan
dezenfektanlarin yapraklardaki simptom seviyeleri Kabas vd. 2022°de yaptiklar1 bir
calismada
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0: simptom olmayan yapraklar
1: yapraklarda hafif mozaik ve kloroz
2: siddetli mozaik ve yaprak yiizeyinde kabarma

3. yaprakta ¢ok siddetli kabarma ve yaprakta daralma, solgunluk ve tam bitkilerin 6liimii
seklinde belirlenmis ve ¢alismada bu skalaya gore degerlendirilmistir.

&

Sekil 3. 17. Domates yapraklarmin Tomato brown rugose meyve viriisii (ToOBRFV)
sImptomlar1 (Kabas vd. 2022).

0 1
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g

3.2.5. RT-PCR cahsmalari

PCR yontemi ile ¢ogaltilacak olan viriis RNA’sini bitkiden izole edebilmek i¢in
protokoller modifiye edilerek uygulanmistir. RNA izolasyonunda domates bitkisinin
yaprak, meyve ve meyve kaliks kisimlart kullanilmistir (Dellaporta vd. 1983).

[zolasyon asamalart;

-500 mg ornek, 1,2 ml ekstraksiyon buffer (100 mM Tris, 50 mM EDTA, 500 Mm NacCl,
10 mM 2-mercaptoethanol) ¢ozeltisi igerisinde ezilmistir. Ezilen 6rneklerden 600 ul
almarak 1.5 ml mikrotiiplere aktarilmistir.

-Uzerlerine 70 ul %10'luk SDS eklenerek 65°C'de 10 dakika inkiibasyona birakilmustir.
Bu sirada tiipler ikiser kez alt {ist edilmistir. inkiibasyondan alman &rnekler 5 dakika
sogumaya birakilmistir.

-Uzerlerine 200 ul 5M Potasyum asetat eklenerek buz icerisinde 10-30 dakika buz
igerisinde bekletilmistir. Bekleme sirasinda tiipler ikiser defa alt {ist edilmistir. Buzdan
alinan 6rnekler 10 dakika 10.000 rpm’de 10°C'de santrifiij edilmistir.

-Santrifiijden ¢ikan tiiplerin tist fazlarindan 600 ul ¢ekilerek yazilan yeni tiiplere
aktarilmistir.

-Tiplerin tizerine 600 ul %96'lik soguk ethanol eklenerek alt iist edilmistir. Bir gece
boyu -20°C’de buzluktan alinan 6rnekler 10 dakika 10.000 rpm'de santrifiij edilerek
niikleik asitin ¢okelmesi saglanmistir.
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-Cokelti lizerinde kalan sivi ise tlipten dikkatlice uzaklastirilmistir. Tiip igerisinde kalan
pelletler 10-15 dakika kurutmaya birakilmigtir

-Kuruyan 6rneklerin tizerine 200 ul saf su eklenerek 37°C'de 15 dakika inkiibasyona
birakilmastir.

Molekiiler testlemelerde kullanilan primer ¢iftinin dizilimleri Cizelge 3.2°de
Verso one step RT-PCR protokoliinde kullanilan kimyasallar, hacimleri Cizelge 3.3°de
ve RT-PCR protokolii Cizelge 3.4’de belirtilmistir.

Sekil 3. 18. Molekiiler testlemelerde kullanilan Verso 1-Step RT-PCR ReddyMix Kit

Cizelge 3. 4. Molekiiler testlemelerde kullanilan primer ¢ifti

ToBRFV1 | ToBRFV1F 5'-CTTCCAAACGTGTACGCACC-3" | 475 bp

ToBRFVI R 5'-ATGCATCTTCCATTGCGCTG-3" | Fidan vd. 2021

Cizelge 3. 5. Verso One step RT-PCR protokoliinde kullanilan kimyasallar ve hacimleri

Icerik Miktar (ul)
ddH-0 17,5
Verso 1-step RT-PCR Reddymix Master 25
RT-Enhancer 2,5
Forward 1
Reverse 1
Verso Enzim 1
RNA 2

Uygulanan her RT-PCR asamasindan sonra elde edilen PCR iiriinleri %1,5’luk
agarose jelde 70 V’da 40 dakika kosturularak ethidium bromide ile boyanip UV 151k
altinda goriintiilenmistir.
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Cizelge 3. 6. RT-PCR dongii protokolleri

Asamalar Sicaklik | Zaman Dongii

On denatiirasyon S0°C 15 da!(lka L
95°C 3 dakika 1

Denatiirasyon 95°C 45 saniye

Baglanma (Anneling) |59°C 45 saniye 38
Uzama (Extention) 72°C 45 saniye
Son uzama 72°C 3 dakika 1
Final 12°C 0

3.2.6. DAS-ELISA calismalari

Testleme icin deneme igerisindeki her bitkiden yaprak parcalari alinmistir. Testleme
sirasinda 96 kuyucuklu ELISA plate’leri, ELISA okuyucu, mikropipetler ve pipet uglari,
tampon soliisyonlar, inkiibator ve antibodyler kullanilmistir. Calismamizda TOBRFV nin
tanisina yonelik iretilen ticari antiserum Kkitleri (LOEWE® Biochemia, Almanya)
kullanilmustir.

Sekil 3. 19. DAS-ELISA testlemelerinde kullanilan ¢ozeltiler, plate ve ToBRFV’ye
spesifik conjugate ile antibody

Sonuglar 405nm’de ELISA okuyucuda alinan sayisal degerlere gore degerlendirilmistir.
DAS-ELISA protokoliine gore;

a. Virilise spesifik Antibody (IgG), Coating (IgG Kaplama tamp.) tamponu ile
kullanilacak optimum konsantrasyona (1/200) gore sulandirildiktan sonra y-
globulinden ELISA plate’nin her bir ¢ukuruna 100 pl konulur ve plate iizeri
kapatilarak 37°C de 4 saat inkiibe edilmistir.

b. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra 4 kez tiim kuyucuklar yikama tamponu
ile yikanmigtir. Bu islem 3 kez tekrar edilmistir.

c. Domates bitkisinden alinan o6rnekler 1/5 oraninda ektraksiyon tamponu ile
ezilerek hazirlanir ve her bir gukura 100d pl yapilan siralamaya gore eklenir ve
plate’in tizeri kapatilip 37 °C’de 4 saat boyunca inkiibe edilmistir.
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d. Inkiibasyondan sonra platelerin yikama islemi (b) asamasindaki gibi tekrar
edilmistir.

e. Enzim Conjugate (enzimle isaretli Ig G), konjugate tamponu ile optimum
kullanilacak konsantrasyona (1/200) gore sulandirilarak her bir ¢ukura 100 pl
eklenmis ve plate 37°C de 4 saat inkiibasyona birakilmustir.

f. Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile platelerin yikama islemi (b)
asamasindaki gibi tekrarlanir ve kagit havlu {izerine vurarak kurumasi
beklenmistir.

g. Substrat tamponunda taze olarak hazirlanmig substrattan (1mg/ml pnitrophenyl
phosphate) her bir ¢ukura 100 pl eklenmistir ve 45 dakika oda sicakliginda
karanlikta enzimatik reaksiyon i¢in bekletilmistir.

h. Platen ¢ukurlarindaki renk degisimine dayali 6l¢iimler ELISA Reader ile 405 nm
dalgaboyunda degerlendirilmistir

3.2.7. istatistiksel degerlendirmeler

Her denemede ToBRFV’nin dezenfektansiz direkt uygulamalar1 pozitif kontrol
kabul edilmistir. Mekanik bulastirmanin basarili olup olmadigi buna gore
degerlendirilmistir. 3 alt baslik altinda inceledigimiz denemeler kendi igerisinde
incelenmistir. Simptomatalojik, molekiiler ve serolojik olarak gdzlemlenen ve testlenen
bitkilerin sonuglart ANOVA VARYANS ANALIZI kullanilarak dozlar ve denemeler
arasindaki istatiksel farklar belirlenmistir. Varyans analizi sonrasi kullanilan LSD testi ile
dezenfektanlar arasindaki farklilik ortaya konmustur. Dezenfektanlarin yiizde etkileri
degerine edilerek “LSD” testi uygulanmistir. Boylece uygulama yapilan dezenfektanlarin
farkliliklar1 ortaya konmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Antalya bolgesinde oOrtii alt1 domates iiretim alanlarinda son yillarda baglica sorun
haline gelen Domates kahverengi burusukluk meyve virlisii (ToBRFV)’ {izerinde
dezenfektanlarin etkinliginin belirlenmesi ile ilgili bu c¢aligmada elde edilen bulgular
asagidaki gibi tartisitlmistir. Elde edilen bulgular 2020-2022 yillar1 arasinda Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Uygulama Arastirma Seralarinda ve Bitki Koruma Boliimii
Iklimlendirme Odalarinda ve Patojenisite seralarinda yetistirilen domates ve tiitiin
bitkileri iizerinde yapilan dezenfektan denemelerini kapsamaktadir. Calisma
kapsamindaki veriler; simptomatolojik gozlemler, serolojik ve molekiiler ¢aligmalar
sonucu istatistiksel analizler ile ortaya konulmustur.

4.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

Domates bitkileri ticari bir fidelikten alinarak denemenin kurulacagi alana
getirilmistir. Deneme seralarinda topraga dikilen fideler i¢in iiretim kosullar1 énemli
oldugu icin deneme tarihlerinde iklim verileri Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Dikim sonras1 bitki koklerinin topraga baglanip fidelerin gelisimi dogrultusunda
su ihtiyac1 gozlemlenerek bitki besleme ve giibreleme programi uygulanmustir. Bitkiler

istenilen parametreler dogrultusunda (sicaklik, 151k, nem vb.) yetistirilmistir.

Cizelge 4. 1. Giizliik domates yetistiriciliginin yapildig: tarihlerinde Antalya ili
meteorolojik iklim verileri

25
20
15

10

Eki.20 Kas.20 Ara.200ca.21Sub.21Mar.21 Nis.21May.21
== GUnlik ortalama sicaklik verileri

4.2. Mekanik Inokiilasyon Calismalar:

NCBI’da kayitl viriilensligi ve tam genomu bilinen Antalya’ya ait domates
“ToBRFV-Ant-Tom: MT107885” izolat1 kullanilmigtir. 0,02 M Fosfat tampon (pH:7)
cozeltisi + %0,1°1lik 2-mercaptoethenol eklenirek ezilmistir.

4.3. Denemelerin Kurulmasi ve Dezenfektan Uygulamalari

Bu tez kapsaminda kurulan denemeler ii¢ alt baslik altinda incelenmistir.
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TAICYNiAY

Sekil 4. 1. Calismalarimizda kullanilan dezenfektanlarin bazilari

4.3.1. Dezenfektanlarin Domates kahverengi burusukluk meyve viriisii
(ToBRFV)’ye kars1 etkinliginin belirlenmesi

6 farkli kimyasalin tavsiye edilen dozlar1 ve bu dozlarin bir alt ve bir iist dozu
olmak tizere 18 farkli ¢6zelti hazirlandi. Bu ¢ozeltiler TOBRFV karisimli fosfat tampon
cozelti ile bitkilere mekanik olarak bulastirildiktan sonra test bitkiler belirli periyotlar ile
gozlemlenmistir. 3. Hafta itibari ile yapilan gézlemlemelerde bitkiler istenilen fizyolojik
gelisimi saglayamadigi ve dolayisiyla test bitkilerinde belirtilerin istenilen diizeyde
olmamasi nedeniyle deneme parametrelerinde degisiklik yapilmistir. Bitkiler viyollerde
degil 7 cm ¢apli saksilarda yetistirilmistir. 0.02 M Fosfat tampon (pH:7,0) ¢ozeltisi +
%0,1°lik 2-mercaptoethanol pH: 7,0’e gore hazirlanmustir. Iklimlendirme odas1 sicaklig
24°C’den 26°C’ye yiikseltilmistir. Bu asamada amag ¢evre sartlarinin etkisini minimuma
indirerek direkt dezenfektanin etkisini belirmeye yoneliktir.

Sekil 4. 3. Dezenfektan uygulamasi yapilacak bitkiler ve dezenfektanlarin hazirlanmasi
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Bulagtirmadan sonraki 3 haftalik gozlem siirecinde dezenfektan uygulanan
bitkilerde ve kontrol bitkilerinde hi¢bir simptom godzlemlenmemistir. Dolayisiyla
bulastirma sirasinda ya da farkl bir islemden kaynakli bir sorun oldugu diisiiniildiigii i¢in
denemenin tekrarlanmasina karar verilmistir. Bu degisiklikler ile mekanik inokulasyon
sonrasinda dezenfektan uygulanmayan kontrol bitkilerinde 2. hafta itibariyla
gozlemlenen simptomlarda, yapilan uygulamalarin etkili oldugunu, sicaklik, mekanik
inokulasyonda uygulanan tampon ¢o6zeltinin pH’st ve bitki gelisiminin saksida
olmasindan kaynakli farkliliklar saptanmistir.

Domates bitkilerinde ToBRFV’nin olusturdugu simptomlar, enfeksiyonun
baslangi¢c zamanina, g¢evresel kosullara (sicaklik, 151k ve nem), domates bitkisinin
cesidine ve bitkinin gelisim asamasina bagli olmaktadir. Yapraklarda en yaygin goriilen
simptomlar1 koyu yesil kabarmalar, hafif ve siddetli mozaikler, damarlar arasi yiizeylerde
deformasyonlar, biiziisme ve daralma, bazi durumlarda yapraklarda solma seklinde
siralayabiliriz.

Sekil 4. 4. Iklimlendirme odalarinda yetistirilen domates bitkileri

Yapilan denemede dezenfektanlar mekanik olarak bulastirildiktan sonra ilk olarak
gozlemler kontrol bitkilerinde yapilmistir. Kontrol bitkilerine bulastirma yapilirken
dezenfektan uygulanmadigi i¢in ilk ve en siddetli tepkiyi bu bitkiler gdstermistir.

4.3.1.1 Simptomatolojik gozlemler

Her bir dezenfektanin dozu icin ii¢ farkli domates fidesine mekanik olarak
bulastirma yapilmistir. TOBRFV’nin bulastirildig1 pozitif kontrol bitkilerinde ilk simptom
13. glinde gézlemlenmistir. Bulastirmadan 3 hafta sonra simptomlar her bitki i¢in ayri
ayr1 degerlendirmistir. Simptomlar degerlendirilirken pozitif kontrol bitkileri ve saf su ile
muamele edilen negatif kontrol bitkileri gz Oniinde bulundurulmaktadir. Skala
yapraklardaki mozaiklesme yogunluguna ve siddetine gore 4 farkli numara ile
derecelendirilmistir. Uygulanan dezenfektanlarin yapraklardaki simptomlarina ait
degerler Cizelge 4.2°de verildigi gibidir.

Yapilan derecelendirmeler degerlendirildiginde; Virlis ve dezenfektan

uygulanmayan bitkilerin sagliginin kontrolii i¢cin denemede yer alan saf su ile muamele
edilmig bitkilerde simptom goézlemlenmemistir. Dezenfektan uygulamalarinda ise;
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Tsunami 2. doz, Bioxi 2. doz, BioconA 2. doz, BioconA 3. doz, HCI 3. doz, Incidin 2.
doz ve Incidin 3. doz uygulamasi yapilan yapraklarda simptom gdzlemlenmemistir.

Pozitif kontrol olarak viriisiin direkt mekanik inokule edildigi test bitkilerinde
siddetli mozaik ve deformasyonlar gdzlemlenirken, Tsunami 1. doz, Desyclean 1. doz,
Desyclean 2. doz, Bioxi 1. doz, Biocon A 1. doz ve HCI 1. doz uygulamalarinda da
siddetli mozaik ve deformasyonlar gézlemlenmistir.

Desyclean 3. doz, Tsunami 3. doz, Bioxi 3. doz ve Incidin 1. Doz uygulamalarinda
yapraklarda hafif mozaik ve baz1 yapraklarda siddetli mozaik simptomlar
gbzlemlenmistir.

Uygulamasi yapilan dezenfektanlarin belirlenen 2. dozlar1 hedef dozdur. Hedef
dozlarin iizerinde uygulanan 3. dozlar bitki vegetatif aksaminda fitotoksiteye neden
olmustur. 3. dozu fitotoksiteye neden olan dezenfektanlar; Tsunami, HCI ve Incidin’dir.
Bu dezenfektanlarin giiglii etkisi viriis simptomunu géremeyecek kadar yapragi deforme
etmistir.

DEZENFEKTANLARIN TEST BITKILERINDE SIMPTOMATOLOJIK OLARAK
DEGERLENDIRILMESI GRAFIGI

W Tekrarl mTekrar2 mTekrar3

333 33 3 3 33
228 222 2§92
0RO 000 | I 000 000 OOF 000 000 0 000
b b e S\ b b b e
(\“\ Q“\ -0 bﬂ .0 ,D bﬁ O 0 bﬁ

AP W
& d\\"v \"’ 7,{\ ¢ § o+\ _\°+\ o‘*\ (\v D,\\v- Qv Qg, QS’\ & (\&v t:>° b\°
& & &° ‘b‘ W

Sekil 4. 5. Dezenfektanlarin Domates kahverengi burusukluk meyve viriisii
(ToBRFV) enfektivitesine karsi simptomatolojik olarak degerlendirilmesinin
grafik seklinde gosterimi

Simptomatolojik gdzlem skalasina gore iklimlendirmede bulunan 60 domates
bitkisinin 19 tanesi siddetli mozaik simptomlar gozlemlenmis, 11 tanesi orta siddette
simptom gozlemlenmis, 1 tanesinde ise hafif simptomlar gozlemlenmistir. Bu bitkilerden
geri kalan 29 tanesinde ise simptom gdzlemlenmemistir. Iklimlendirmede bulunan
bitkilerin oransal dagilim1 Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4. 6. Domates yapraklarinin Tomato brown rugose meyve viriisii (ToBRFV)
simptomlari: 0 simptom olmadigini ve 3 siddetli simptomlar1 gosterir (Kabas vd. 2022).

Cizelge 4. 2. Dezenfektanlarin domates kahverengi burusukluk meyve viriisii (TOBRFV)
enfektivitesine kars1 simptomatolojik olarak degerlendirilmesi

Uygulama 1. Tekrar | 2. Tekrar |3.Tekrar
Pozitif Kontrol 3 3 3
Kontrol 0 0 0
Tsunami 1.Doz 3 3 2
Tsunami 2.Doz 0 1 0
Tsunami 3. Doz 0 0 0
Desyclean 1.Doz 3 3 3
Desyclean 2.Doz 2 2 3
Desyclean 3.Doz 2 2 2
Bioxi 1.Doz 2 3 2
Bioxi 2.Doz 0 0 0
Bioxi 3.Doz 0 0 0
Biocon A 1.Doz 0 0 3
Biocon A 2.Doz 0 0 0
Biocon A 3.Doz 0 0 0
HCI 1.Doz 3 2 3
HCI 2.Doz 3 3 0
HCI 3.Doz 0 0 0
Incidin 1.Doz 3 3 3
Incidin 2.Doz 2 3 2
Incidin 3.Doz 0 0 0

33



BULGULAR VE TARTISMA H.N. VURGUN

Simptomatolojik skalaya gére dagilimi

Sekil 4. 7. iklimlendirmede bulunan deneme bitkilerinin simptomatolojik skalaya gére
dagilim1

4.3.1.2. RT-PCR calismalari

Tobamoviriisler uzun, simetrik c¢ubuk seklinde partikiillere sahiptirler.
ToBRFV’nin igerisinde yer aldigi bu cinsin diger tobamoviriislerden elektron
mikroskobu ile ayirt etmek zordur. Ayni sekilde Tiitlin mozaik viriisii (TMV), Domates
mozaik viriisii (ToMV) ile yakin akrabalik derecesi olan Domates kahverengi burusukluk
meyve viriisii (ToBRFV)’niin ortak bolgelerinin fazla olmasi ve protein benzerlikleri ve
ToBRFV’ye 6zgii antiserumlarin heniiz iiretilmemesi serolojik yontemlerin hata payinin
yiiksek oldugu diistiniilmektedir. Bu sebeple ToOBRFV teshislerinde RT-PCR ve qRT-
PCR metodlart ile testlemeler tavsiye edilmistir. Calismamiz kapsaminda
dezenfektanlarin etkinliklerinin belirlenmesinde sapma ve hata paymi minumuma
diistirmek amaciyla test bitkilerinin analizinde molekiiler ve serolojik testlemeler bir
arada kullanilmistir.

ToBRFV kontrol bitkileri domatesteki 6nemli viriisler agisindan (TMV, ToMV,
TSWV, PepMV) test edilmis ve sadece ToBRFV ile enfekteli oldugu dogrulanmistir.
Cizelge 4.2°de verilen simptomatolojik gézlem skalasina gore ’0°” degeri alan bitkiler
test edilmistir. Simptom gostermeten 29 adet bitkiden 12 tanesi pozitif ¢ikmustir.

Sekil 4. 8. M; 100 bp DNA Ladder RT-PCR sonucu jel goriintiisiit TOBRFV pozitif ¢cikan
ornekler
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4.3.1.3. DAS-ELISA ¢alismalari

Tobamoviriis cinsi olan Domates kahverengi burusukluk meyve virlisii’niin test
bitkilerine mekanik olarak bulastirilarak dezenfektanlar denenmistir. Bitki igerisinde
dezenfektan ile beraber inokule edilen virlisiin gelisimini saglayip saglamadiginin
belirlenmesi amaciyla Clark ve Adams (1977)’1n protokoliine gore 60 adet test bitkisinin
tiimiine DAS-ELISA testlemeleri uygulanmistir. Yapraklarindan 6rnek alinan domates
bitkileri ToBRFV etmenine 06zgii antiserum (LOEWE) kullanilarak testlenmistir.
Antiserumlar, Cizelge 4.3’deki orana gore sulandirilmig, Ornek sayisina gore
hesaplanmustir.

Cizelge 4. 3. DAS-ELISA testinde kullanilan antiserumun sulandirma orani

Antiserum kitinin markasi Sulandirma Orani
LOEWE 1/200

A

-7
,\

Sekil 4. 9. a) DAS-ELISA sonuglarini okudugumuz spektrofotometre b) sonuglarin
¢iktisinin alinmasi

Testlemelerde kullanilan plate iizerine hangi dezenfektana ait oldugu, negatif
kontrol, pozitif kontrol ve buffer kontrollerinin yerleri belirlenmistir. Negatif kontrol ve
buffer degerlerinin 2 kati ve fazlasi degerde olan Ornekler Domates kahverengi
burusukluk meyve viriisii ile enfekteli olarak kabul edilmis ve sar1 renk ile isaretlenmistir.

Simptomatolojik olarak bir belirti gostermeyen fakat DAS-ELISA sonuglari
pozitif ¢ikan dezenfektan uygulamalar1 vardir. Biox, uygulamasi yapilan bitkilerde 2.
dozun tiim tekerriirlerinde, BioconA uygulamasi yapilan bitkilerde 1. dozun 1. ve 2
tekerriirii 2. dozun ise 3. tekerriiriinde, Incidin uygulamasi yapilan bitkilerde ise 3. dozun
tiim tekerriirlerinde simptom goriilmezken DAS-ELISA sonuglar pozitif ¢ikmistir.

DAS-ELISA sonuglarima gore; ToBRFV’nin dezenfektan ile karistirilmadan
direkt uygulama yapildig1 test bitkilerinde 405 nm de okuma degerleri (absorbans) i¢in
oldukca yiiksek c¢cikmustir. Dezenfektan uygulamasi yapilan Orneklerin absorbans
degerleri incelendiginde en diisiik pozitif deger 0.2661 iken en yliksek pozitif deger
2.7989 degerine sahiptir. Bu durumda absorbans degeri 0.3956 ila 1.7109 bitkilerde hafif
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siddetli ve orta siddetli mozaik simptomlart gdzlemlenirken, absorbans degeri 1.3697-
2.7989 bitkilerde siddetli mozaikler ve yaprak deformasyon simptomlarinin
gbzlemlenmesi iki pozitif arasindaki farkin sebebini agiklamaktadir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tsunami 1.1 [ Tsunami 2.1 | Tsunami 3.1 | Desyclean 1.1 | Desyclean 2.1 | Desyclean 3.1 Bioxi1.1 | Bioxi2.1 | Bioxi3.1 HCI1.1 | HCI21 [ HCI3.1
24725 0.1978 0.2274 2.7989 1.6021 0.9296 1,1670 0.2868 0.2175 1.8963 1.4053 0.1265
Tsunami 1.2 | Tsunami 2.2 | Tsunami 3.2 | Desyclean 1.2 |Desyclean 2.2|Desyclean 3.2| Bioxi1.2 | Bioxi2.2 | Bioxi3.2 HCI1.2 | HCI2.2 [ HCI3.2
2,3736 0.3956 0.1879 2.5696 1.7010 1.0087 1.9186 0.2808 0.1829 1.1175 1.3697 0.0253
Tsunami 1.3 | Tsunami 2.3 | Tsunami 3.3 | Desyclean 1.3 | Desyclean 2.3 | Desyclean 3.3 Bioxi 1.3 | Bioxi 2.3 | Bioxi3.3 HCI1.3 | HCI2.3 [ HCI3.3
1,186 0.2175 0.2373 2.7593 1.8988 0.9791 1.6318 0.2729 0.2073 1.7109 0.2489 0.0258
BioconA 1.1 [ BioconA 2.1 [ BioconA 3.1 incidin 1.1 Incidin 2.1 incidin 3.1 Kontrol 1 [ToBRFV 1
0.2788 0.2531 0.1809 2.6307 1.6714 0.2868 0.1083 2.9895
BioconA 1.2 [ BioconA 2.2 | BioconA 8.2 [  incidin 1.2 Incidin 2.2 incidin 3.2 Kontrol 2 [ToBRFV 2
0.2685 0.2449 0.1523 2.2845 2.1164 0.3043 0.0953 3.2022
BioconA 1.3 | BioconA 2.3 [ BioconA 8.3 [  incidin 1.3 incidin 2.3 incidin 3.3 Kontrol 3 [ToBRFV 3
1.5942 0.2661 0.1745 2.5027 1.7109 0.2947 0.1258 2.3049
G
Negatif Pozitif
H 00881 | 32067

Sekil 4. 10. DAS-ELISA sonuglarinin 405 nm absorbans okuma degerleri

En diisiik pozitif deger 0.2661 ile BioconA uygulanan 2. dozun 2. tekerriiriinden
alian Ornektir. 2.7989 degeri ile Desyclean uygulanan 1. dozun 1. tekerriiriinden alinan
ornektir. RT-PCR yonteminde sadece viriisiin varligi belirlenirken serolojik okuma
degerleri ile ToBRFV’ye karsi kullanilan dezenfektanlarin gosterdigi simptomlar
arasindaki baglantilar degerlendirilmistir. Molekiiler ve biyolojik caligsmalar ile paralel
dogrultuda yapilan serolojik testlemeler ToBRFV virlis etmeninin DAS-ELISA test
yontemi sonuglarin uyustugu ortaya konmustur.

A Ma 1163

| Uxtraction buffe (1

| «Generals

Sekil 4. 11. DAS-ELISA sonuglari

Giliniimiizde testleme metodlari siirekli kendini giincellemekte ve yeni teknolojiler
ortaya ¢ikmaktadir. Bu teknolojilerin daha once kullanilan metodlarla kiyaslanmasi
ozellikle viriislerin davraniglarini anlama ve yorumlama evresinde bizlere dnemli ipuglari
vermektedir.
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4.3.1.4. Sonuglarn istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Bu tez kapsaminda bitkilere dezenfektanlar uygulanmis ve daha sonra bu
bitkilerden ornekler alinarak DAS-ELISA testi yapilmistir. 405 nm okuma degerleri
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Uygulanan farkli dezenfektanlar arasinda varyans
analizi sonucunda istatistiksel olarak 6nemli farklikliklar bulunmustur. Dozlar arasinda
bulunan farkliliklar da istatistiksel olarak 6nemlidir. Dezenfektan ve doz interaksyonu
g0z Oniine alindiginda sonuglar arasindaki farklilik 6nemlidir. Fakat kurulan denemede
tekerriirler arasinda istatiksel agidan fark bulunmamistir. Bu sonu¢ deneme sonuclarinin
tutarliligini olumlu yonde ifade etmektedir.

Varyans Kaynagi Serbestlik derecesi  Kareler Toplami Kareler Ortalamast F Degeri P Degeri

Dezenfektan 7 49.10926360 7.01560909 81.57 <.0001
Doz 2 18.15285845 9.07642923 105.53 <,0001
Dezenfektan*Doz 14 9.06357580 0.64739827 7.53 <.0001
Tekerriir 2 0.01145532 0.00572766 0.07 0.9357

Sekil 4. 12. Varyans analizinin sonuglari

Gruplandirma Ortalama  Ornek Sayisi Dezenfektan
A 2.8285 9 ToBRFV Kontrol
B 1.8052 9 Desyclean
B
B 1.5336 9 Incidin
C 0.8807 9 HCI
C
C 0.8329 9 Tsunami
C
C 0.6851 9 Bioxi
D 0.3793 9 BioconA
D
D 0.1098 9 Kontrol

Sekil 4. 13. LSD testinin sonuglari

LSD testine gore dezenfektanlar arasindaki fark degerlendirilmistir; ToBRFV
bulastirilan pozitif kontrol en yiliksek degere sahiptir. Daha sonra islem uygulanmayan
kontrol bitkileri ve Desyclean uygulanan bitkiler arasinda istatisiksel olarak bir fark
bulunmanustir. istatisitiksel olarak aralarinda 6nemli fark olmayan ve birbirine yakin
degerlere sahip dezenfektanlar etkisi en diisiik degerden en yiiksege dogru sirasiyla;
Incidin, HCI, Tsunami ve Bioxi bulunmustur. BioconA ise en yiiksek etki degerine sahip
dezenfektandir.
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Uygulama dozlar istatistiksel olarak degerlendirildiginde en etkili bulunan dozlar
3. dozdur. Ancak baz1 dezenfektanlarda onerilen dozun iizerine ¢ikildiginda daha 6nceki
bolimlerde bitkilerde simptomatolojik gozlemler kisminda belirtildigi gibi fitotoksiteye
sebep olmustur. Istatistiksel olarak 3. doz en iyi ¢ikmasina ragmen tavsiye dozu genel
olarak dezenfektanlarin 2. dozlaridir. Buna gore; Tsunaminin 2. dozu %66,2 etkili, 3.
dozu ise oldukca etkili ancak bitki vegetatif aksaminda fitotoksiteye sebep olmustur.
Bioxi 3.dozda etkili oldugu gozlemlenmistir. Fitotoksite gdzlemlenmemistir. Desyclean
uygulamalarinda basar1 orani ¢ok diisiik bulunmustur. HCl yliksek oranda asit
icermektedir. 2. dozundan itibaren bitkilerde fitotoksiteye sebep olmustur. Incidin
bitkilerde kalinttya sebep olan bir dezenfektandir. Yiiksek doz uygulamalari yine
bitkilerde olumsuz etkilere sebep olmustur. BioconA 2. dozdan itibaren etkili olmus ve
olumsuz etkisi goriilmemistir.

Gruplandirma  Ortalama  Ornek Sayisi Doz

A 1.76836 24 1
B 1.08632 24 2
C 0.54096 24 3

Sekil 4. 14. Dozlara gore etki oranlarinin belirlenmesi

2021 yilinda Chanda vd. tarafindan yapilan ¢alismalarda CGMMV’ye kars1 %2
ToBRFV’ye karst ise %3 dozlarinda Virkon kontrollii kosullarda etkili bulunmustur. Bu
calismada kullanulan Virkon ile igerik bakimindan benzer olan BioconA’nin 2.doz
uygulmalarinda %66,6’lik, 3. doz uygulamalarinda ise %100 ToBRFV bulasini
engelledigi gozlemlenmistir. Tsunami 2. doz uygulamalarinda ise ToBRFV’ye karsi
9%33,3liik bir etki gdzlemlenirken 3. doz uygulamalarinda etki %100 bulunmustur. Bioxi
1. ve 2. doz uygulamarinda bir etki gbzlemlenmemisken, 3. doz uygulamalarinda etki
%100 bulunmustur. HCl uygulamalarinda ise 2. dozda %33,3’liik, 3. doz
uygulamalarinda ise %100 ToBRFV ye kars: etkili bulunmustur. Istatistiksel olara ¢ikan
sonuglara gore uygulanan dezenfektanlarin etkinlik siralamasi; BioxonA, Bioxi ve
Tsunami seklinde bulunmustur.

4.3.2. Dezenfektanlarin Domates kahverengi burusukluk meyve viriisii
(ToBRFV)’ye karsi ¢iftci kosullarinda etkinliginin belirlenmesi

Bitki patojenlerinin neden oldugu hastaliklar1 en aza indirmek ve ortadan
tamamen kaldirmak amaciyla dezenfeksiyon yontemleri son zamanlarda sik bagvurulan
yollardan biri olmustur. Dezenfektanlar ile ilgili yapilan daha onceki g¢aligmalarda
patojenlere karsi basarili bulunan dezenfektanlar mevcuttur. Mevcut aragtirmamizin bu
kismi1 fide doneminde serada baslayan ToBRFV yayiliminin kontrolii i¢in etkili
dezenfektanlar1 bulmaya yoneliktir.
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Arastirmada gilizlik domates bitkileri 2020-2021 yillar1 arasinda sonbahar
doneminde oOrtii altinda toprakta yetistirildi. Elde edilen arastirma bulgulari ve istatistiksel
analizleri degerlendirilerek agsagida sunulmustur.

Bitkiler 6 siraya ayrilmigtir. Her sirada her dezenfektanin farkli dozlari igin 3’er
bitki dikilmistir. Dezenfektan uygulamalar1 sonucu yan yana bitkilere farkh
dezenfektanlarin etki etmesinden kaynakli olusabilecek hatalari en aza indirmek amaciyla
sadece ortadaki bitkinin degeri kabul edilecektir. Saginda ve solunda kalan bitkiler kenar
tesiri olarak kabul edilmistir.

ToBRFV Kkiiltiirel islemler sirasinda temas yoluyla kolayca yayilabilen bir
viriistiir. Kiiltlirel islemlerden kaynaklanacak hatalar1 en aza indirmek amaciyla
dezenfektan uygulamalar1 tiim alana ayni1 anda kiiltiirel islemlerden hemen Once
yapilmistir. Dezenfektan uygulamalari sirasinda her dezenfektan i¢in farkli bir piiskiirtme
pompast kullanilarak en diisiik dozdan uygulama baslanmaistir.

Sekil 4. 15. Domates bitkilerinin tomurcuk déneminde Bombus terrestris arilar ile
polinasyonu

Her 6 sirada ToBRFV bulastirmak icin bir bitki secildi. Hazirlanan inokulum
kaynag1 mekanik olarak siingerleri yapraga slirtme yontemi olarak bilinen soft sponge
ped yontemi ile bulagtirilmistir. TOBRFV bulastirilan bitkiye ve hemen iki yanindaki
bitkilere dezenfektan uygulamasi yapilmamistir. Bulastirma isleminden sonra ve
dezenfektanlar ayr1 ayri uygulandiktan sonra haftalik gozlemler yapilmistir.
Dezenfektanlarin gozlemleri Cizelge 4.4 ila 4.10 arasinda haftalik olarak sunulmustur.

Deneme Ekim ayinda baslayip Nisan ayinda sonlandirilmistir. Deneme boyunca
15 giin araliklar ile 4 kez dezenfektan uygulamasi yapilmistir. Filiz alma, budama, hasat
ve ipe alma islemlerinin her birinden 6nce dezenfektan uygulamalari yapilmistir.
Simptomatolojik sonuglar, RT-PCR ve DAS-ELISA sonuglarinin birbirleri ile
kiyaslanarak en son seradaki tiim bitkilerin enfekte oldugu tespit edildikten sonra
dezenfektan uygulamasi durdurulmustur.
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Sekil 4. 16. a) Dezenfekten uygulamasi yapilan el piilverizatorii, b) seraya uygulama
yapilmasi

4.3.2.1. Simptomatolojik gozlemler

Bu denemede simptomatolojik gozlem asamasinda degerlendirme yapilirken
simptom var ya da simptom yok seklinde sonu¢ yazilmistir. Sera kosullari, bitki
yogunlugu, ¢evre sartlari gibi faktorlerden dolay1 simptomatolojik gézlem skalasina gore
degerlendirme yapilmamistir. Dezenfektan ve kontrol uygulamalari olmak tizere 7 farkli
uygulama igin farkli giinlerde yapilan gozlem sonuclar1 Cizelge 4.4 ile Cizelge 4.10
arasindaki tablolarla ile detayl olarak incelenmistir.

Sekil 4. 17. ToBRFV enfekteli domates yapraklarinin belirtileri

Serada inokulum kaynagi olarak segilen 6 adet bitkiye TOBRFV mekanik olarak
bulastirilmistir. Cizelge 4.1°de gosterildigi lizere *’+’’ olarak isaretlenen haftalara denk
gelenler simptomlarin ilk gozlemlendigi zamana aittir. 2020 bahar dénemi iklimsel
verileri géz 6niinde bulunduruldugunda mevsim normallerinin {izerinde + 2 derece sicak
gecmistir. Domates kahverengi burugsukluk meyve viriisiiniin mekanik bulastiriimasindan
sonra bitkilerde periyodik araliklarla gozlem yapilmustir. Ilk 7 giinde simptom
gbzlemlenmezken 10. giinde 2. ve 3. siradaki bitkilerde, 15. giinde 1. 5. ve 6. siradaki
bitkilerde ve 18. giin itibariyle tiim siralarda secgilen bitkilerde simptomlar
gbzlemlenmistir.
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Cizelge 4. 4. Inokulum kaynag: olarak segilen bitkilerin TOBRFV simptomlarimin
haftalik gézlem sonuglar1

Uygulama | 7.giin | 10.giin | 15. giin | 18.giin

ToBRFV 1 -
ToBRFV 2 -
ToBRFV 3 -
ToBRFV 4 - -
ToBRFV 5 - -
ToBRFV 6 - -

+ |+ |

Sekil 4. 18. Mekanik inokulasyon sonucunda simptom gosteren domates bitkileri

Tercih edilen 5 dezenfektanin her biri igin serada bir sira yani hat kurulmus olup,
her sirada 3 kontrol bitkisi bulunmaktadir. Dezenfektan uygulamalarinin basladigi giin
itibariyle ilk 18 giinde tiim hatlarda ToBRFV simptomu gozlemlenmemistir. Mekanik
olarak ToBRFV bulagsmasindan sonra ygulamadan sonra 23. giinde 2. 4. ve 5. siradaki
kontrol bitkilerinde ToOBRFV simptomlar1 gézlemlenmistir. 28. giinde ise tiim hatlarda
ToBRFV simptomlar1 goriilmiistiir.

Cizelge 4. 5. Kontrol bitkilerinin ToBRFV simptomlarinin haftalik gézlem sonuglari

Uygulanan Dezenfektan |18. Giin |23. Giin |28. Giin

Kontrol 1 -
Kontrol 2 -
Kontrol 3 -
Kontrol 4 -
Kontrol 5 -
Kontrol 6 - -

+ |1

+ [+ |

+ I+ |+ [+ |+ |+

P3-tsunami 100, %15 perasetik asit icerikli bir dezenfektandir. Sebze-meyve
yikama suyu, isletme kullanim sularinin dezenfeksiyonunda kullanilmaktadir. Kiif, maya,
mantar, bakteri ve virlis gibi mikroorganizmalara karst tarim alanlarinda
kullanilmaktadir. Uriiniin firmas1 tarafindan tavsiye edilen kullamm dozu dikkate
alinarak, bir alt ve bir iist doz olmak iizere 3 farkli dozu uygulamaya alinmistir. Cizelge
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4.3’de verilen ilk rakamlar dozlari, ikinci rakamlar ise bitkinin sira numarasini temsil
etmektedir. Gozlemler 7. giinden itibar1 ile basladi. Ik simptomlar 18. giinden sonra
gozlemlenmistir. 1. doz uygulama yapilan siralardaki bitkilerde 18. giin 4 bitkide, 23. giin
itibariyle tamaminda simptom gozlemlenmistir. 2. doz uygulama yapilan siralardaki
bitkilerde 18. giin 2 bitkide, 23. giin itibariyle tamaminda simptom gozlemlenmistir. 3.
doz uygulama yapilan siralardaki bitkilerde ise 18. giinde simptom gézlemlenmezken ilk
simptomlar 23. giinde 2 bitkide, 28. giin itibariyle tamaminda simptom gozlemlenmistir

Bu sonuglara gore; Tsunami 2. ve 3. dozunun kontrollii kosullarda yapilan
calismada ToBRFYV f{izerine etkisi gézlemlenirken iiretici kosullar1 baz alindiginda bu
etkinin  stlirdiiriilemedigi, viriisiin  bitkiyi enfekte ettikten sonra dezenfektan
uygulamalarinin ToOBRFV’ye karsi etkisiz kaldigi gézlemlenmistir.

Cizelge 4. 6. Tsunami uygulanan bitkilerin ToOBRFV simptomlarinin haftalik gézlem
sonuglari

Doz/Tekerriir |18. giin |23.giin |28.giin

1/1
1/2
1/3
1/4 -
1/5 -
1/6
2/1 -
2/2 -
2/3 +
2/4 -
2/5 +
2/6 -
3/1 -
3/2 -
3/3 -
3/4 -
3/5 -
3/6 - -

+
+

+ [+ |+

+

I o T o o o o o o T o

=+

e I e I I I e I e e e I I I o T

Bioxinin igerigi ozondur. Ozon, oksidasyon giicli yiiksek bir gaz olmasi nedeniyle,
dezenfeksiyon amaciyla ozellikle son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Viriis
hastaliklarinin su ile yayilmasin1 engellemek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir.
Diger alanlarda yapilan bu galismalara istinaden bu g¢alismada Domates kahverengi
burusukluk meyve viriisii'ne karsi etkinlik denemeleri gergeklestirilmistir. Uriiniin
firmasi tarafindan tavsiye edilen kullanim dozu dikkate alinarak, bir alt ve bir {ist doz
olmak tiizere 3 farkli dozu uygulamaya alinmistir. Cizelge 4.4’de verilen ilk rakamlar
dozlari, ikinci rakamlar ise bitkinin sira numarasini temsil etmektedir. Goézlemler 7.
giinden itibar1 ile baslamstir. i1k simptomlar 18. giinden sonra gdzlemlenmistir. 1. doz
uygulama yapilan siralardaki bitkilerde 18. giin 4 bitkide, 28. giin itibariyle tamaminda
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simptom gdzlemlenmistir. 2. doz uygulama yapilan siralardaki bitkilerde 18. giin 1
bitkide, 23. giin 1 bitkide, 28. giin itibariyle tamaminda simptom gozlemlenmistir. 3. doz
uygulama yapilan siralardaki bitkilerde ise 18. giinde simptom 1 bitkide ilk simptomlar
gozlenirken 23. giinde 3 bitkide, 28. giin itibariyle tamaminda simptom gozlemlenmistir.

Bu sonuglara gore; Bioxi 3. dozunun kontrollii kosullarda viriis tizerine etkisi
gozlemlenirken tiretici kosullar1 baz alindiginda bu etkinin siirdiiriilemedigi, viriislin
bitkiyi enfekte ettikten sonra dezenfektan uygulamalarinin ToBRFV’ye kars1 etkisiz
kaldig1 gézlemlenmistir.

Cizelge 4. 7. Bioxi uygulanan bitkilerin ToBRFV simptomlarinin haftalik gézlem
sonuglari

Doz/Tekerriir |8.giin |23.Giin | 28. Giin

1/1
1/2
1/3
1/4
1/5
1/6
2/1 -
2/2 -
213 +
2/4 -
215 - -
2/6 -
3/1 -
3/2 -
3/3 -
3/4 +
3/5 - -
3/6 -

—+
+

+ [+ |
+ [+

+ [+ |

+ [+ [+

+ [+ [

=+ |1

+ [+

e e O e o o o o S o o o

—+

Desy Clean, hidrojen peroksit gibi oksijen verici maddeleri iceriginde bulunduran
bir dezenfektandir. Ozellikle hayvancilikta yaygin olarak kullanilmaktadir. Uriiniin
tarafindan tavsiye edilen kullanim dozu dikkate alinarak, bir alt ve bir {ist doz olmak {izere
3 farkli dozu uygulamaya alinmistir. Cizelge 4.’de verilen ilk rakamlar dozlari, ikinci
rakamlar ise bitkinin sira numarasini temsil etmektedir. Gozlemler 7. giinden itibari ile
baslamugtir. {1k simptomlar 15. giinden sonra gézlemlenmistir. 1. doz uygulama yapilan
siralardaki bitkilerde 18. glin 5 bitkide, 18. gilin itibariyle tamaminda simptom
gozlemlenmistir. 2. doz uygulama yapilan siralardaki bitkilerde 15. giin 4 bitkide, 18. giin
1 bitkide, 23. giin itibariyle tamaminda simptom goézlemlenmistir. 3. doz uygulama
yapilan siralardaki bitkilerde ise 15. giinde simptom 3 bitkide ilk simptomlar gdzlenirken
18. giinde 1 bitkide, 28. giin itibariyle tamaminda simptom gdzlemlenmistir.
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Cizelge 4. 8. Desyclean uygulanan bitkilerin TOBRFV simptomlarinin haftalik gézlem
sonugclari

Doz/Tekerriir |15. giin |18. giin |23. giin

1/1
1/2
1/3
1/4
1/5
1/6
2/1
2/2
2/3
2/4
2/5
2/6
3/1
3/2
3/3
3/4 -
3/5 -
3/6 +

+
—+
=+

[+ [+ [+ ]

]+

+ |+
+ |+

+
4+ |1

=+

I o o o e o o o o o o

+

HCI gibi kuvvetli asitler, ¢6zelti igerisinde kolayca ¢6ziiniir ve hidrojen iyonlarini
olustururlar. Bakteri ve viriis gibi mikroorganizmalara karsi da etki gosterdikleri
bilinmektedir. Calismamizda HCI seyreltilerek bir stok ¢ozelti olusturulmustur. Stok
¢ozeltiden belirlenen 3 farkli doz domates bitkilerine uygulanmistir. 1. doz uygulama
yapilan siralardaki bitkilerde 18. giin 3 bitkide, 23. giin itibariyle tamaminda simptom
gbzlemlenmistir.

Sekil 4. 19. HCI uygulamas1 sonucu bitki yapraklarinda olusan fitotoksite

2. ve 3. dozlar bitkide fitotoksiteye neden olmustur. Dezenfektanin bitki
fizyolojisine zarar vermesine ragmen bitkide daha sonra vejetatif olarak gelisen bitki
sirgiinlerinde TOBRFV simptomlar1 gozlemlenmistir. Bu yapraklardan daha sonra alinan
orneklerin RT-PCR sonuglar1 TOBRFV pozitif bulunmustur.
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Cizelge 4. 9. HCl uygulanan bitkierin TOBRFV simptomlarinin haftalik gézlem sonuglari

Doz/Tekerriir | 18. giin | 23.giin | 28.giin
1/1 + + +
1/2 +
1/3 -
1/4 +
1/5 -
1/6 -
2/1 - - -
212 - - -
2/3 - - -
2/4 - - -
2/5 - - -
2/6 - - -
3/1 - - -
3/2 - - -
3/3 - - -
3/4 - - -
3/5 - - -
3/6 - - -

+ |+ |+ |+ [+
+ |+ |+ |+ [+

Cizelge 4. 10. Biocon A uygulanan bitkilerin ToOBRFV simptomlarinin haftalik gézlem
sonuglari

Doz/Tekerriir |18. giin | 23.giin | 28.giin
1/1 + +
1/2
1/3
1/4 -
1/5
1/6
2/1 -
2/2 +
2/3 -
2/4 - -
2/5 - -
2/6 - +
3/1 - - -
3/2 - - -
3/3 - - -
3/4 - - +
3/5 - - -
3/6 - - -

+ [+ [

+ 4 [+ [+ [+

+ |1

o o o N O R R

+ |+

+

Biocon-A, potasyum peroksimonosiilfat etken maddeli viriis, bakteri ve
funguslara karsi kullanlan bir dezenfektandir. Gida iiretim alanlar1 ve kisisel iiretim

45



BULGULAR VE TARTISMA H.N. VURGUN

alanlarida dahil genis kullanima sahiptir. Tavsiye edilen kullanim dozlarinda fitotoksiteye
neden olmamustir. Firma tarafindan tavsiye edilen dozun alt ve iist dozu belirlenerek 3
doz kullanilmistir. Dezenfektanin kullanimi itibariyle 1. dozda 18. giinde 3 bitkide 23.
giin itibarile tamaminda ToBRFV simptomlar1 gézlemlenmistir. Uygulamanin ardindan
2. dozda 18. giinde 1 bitkide, 23. giinde 3 bitkide yine 28. giinde ayn1 bitkilerde simptom
goriilmiistiir. 3. doz oldukca etkili olup 28. gilinde sadece 1 bitkide simptom
gbzlemlenmistir.

Uygulama yapilan dezenfektanlar igerisinde bitkilerde simptom olusturmayan
dezenfektan BioconA olarak bulunmustur. Fakat bazi durumlarda viriisler bitkide
asimptomatik olarak varligmni siirdiirebilme ihtimalinden dolay1 simptomatolojik
testlemeler molekiiler ve serolojik testlemeler ile kontrol edilmistir. Bu testlemelerin
sonugclari ilerleyen basliklarda degerlendirilmistir. Ayrica Biocon A 3. Doz uygulamasina
maruz birakilan 6 bitkiden 1 tanesinde ToOBRFV simptomu gdzlemlenmistir.

Sekil 4. 20. Yapilan calismalar sonucu serada ToBRFV enfekteli bitkilerin genel
simptomlari

4.3.2.2. DAS-ELISA Cahismalari

Sekil 4. 21. DAS-ELISA plate goriintiisii
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Son dezenfektan uygulamasindan sonra serada her sirada farkli uygulama yapilan
102 bitkiden DAS-ELISA testlemeleri i¢in 6rnek alinmistir. Alinan 6rneklerin 15 tanesi
negatif degerin 3 katinin altinda kaldig1 igin negatif kabul edilmistir. Orneklerden 87
tanesinde ise TOBRFV tespit edilmistir.

ToBRFV’nin direkt olarak bulastirildigi kontrol bitkilerinde 405 nm absorbans
okuma degeri en yiiksek 3.2022 olarak okunmustur. Dezenfektan uygulamalari yapilan
bitkiler arasinda en yiiksek pozitif deger 2.1893 ile HCI 1 dozlarda, en diisiik pozitif deger
ise 0.2991 ile BioconA 3. doz uygulamasinda goriilmiistiir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tsuanmi 1.1 | Tsunami 1.2 | Tsunami 1.3 | Desyclean 1.1 | Desyclean 1.2 | Desyclean 1.3 |  Bioxi 1.1 Bioxi 1.2 Bioxi 1.3 HCI1.1 HCI1.2 HCI1.3
B 0.8025 0.2505 0.0568 1.5696 0.6920 0.9054 1.700 1.0286 0.2582 1.8963 0.2285 0.0258
3 Tsunami2.1 | Tsunami2.2 | Tsunami 2.3 [ Desyclean 2.1 | Desyclean 2.2 | Desyclean 2.3 |  Bioxi 2.1 Bioxi 2.2 Bioxi 2.3 HCl2.1 HCl2.2 HCl2.3
0.4285 0.0369 0.8569 0.8697 0.9688 0.7597 0.9856 0.2651 0.4963 1.7834 0.7968 0.0258
Tsunami3.1 [ Tsunami3.2 | Tsunami3.3 | Desyclean 3.1 [ Desyclean 3.2 | Desyclean 3.3 | Bioxi 3.1 Bioxi 3.2 Bioxi 3.3 HCI3.1 HCI3.2 HCI3.3
€ 0.9259 1.1289 0.5719 0.4569 0.0818 1.8254 0.2304 1.3258 0.3078 2.0579 1.0586 0.1789
D Tsunami4.1 | Tsunami4.2 | Tsunami4.3 | Desyclean 4.1 | Desyclean 4.2 | Desyclean 4.3 |  Bioxi 4.1 Bioxi 4.2 Bioxi 4.3 HCl4.1 HCl4.2 HCI4.3
0.3112 0.9674 1.4785 0.4688 0.7589 2.0217 0.5872 1.0114 1.823 1.6902 1.2696 0.3839
Tsunami5.1 | Tsunami5.2 | Tsunami5.3 [ Desyclean 5.1 | Desyclean 5.2 | Desyclean 5.3 |  Bioxi 5.1 Bioxi 5.2 Bioxi 5.3 HCI5.1 HCI5.2 HCI5.3
e 0.1589 0.3697 0.0397 0.1142 0.3600 1.5741 0.9658 1.8037 1.2030 2.1893 1.963 0.9876
Tsunami 6.1 | Tsunami6.2 | Tsunami 6.3 | Desyclean 6.1 | Desyclean 6.2 | Desyclean 6.3 |  Bioxi 6.1 Bioxi 6.2 Bioxi 6.3 HCI6.1 HCI6.2 HCI6.3
? 0.7469 0.5896 0.9157 0.9321 0.8756 1.0980 0.4369 1.9675 0.9208 1.6976 0.8968 0.5896
Kontrol 1 Kontrol 2 Kontrol 3 Kontrol 4 Kontrol 5 Kontrol 6
© 1.5589 2.4895 1.8965 1.9003 2.8963 1.6987
ToBRFV 1 ToBRFV 2 ToBRFV 3 | ToBRFV 4 ToBRFV 5 ToBRFV 6 Negatif Pozitif
H 2.9895 3.2022 2.3049 3.0364 2.2027 2.2601 0.0989 2.9645

Sekil 4. 22. DAS-ELISA sonuglarinin 405 nm absorbans okuma degerleri

1 2 3
BioconA 1.1 | BioconA 2.1 [BioconA 3.1
Al 08995 0.4154 0.2571

BioconA 1.2 | BioconA 2.2 | BioconA 3.2
1.1175 0.5241 0.3174
BioconA 1.3 | BioconA 2.3 | BioconA 3.3
1.0117 0.5835 0.3605

BioconA 1.4 | BioconA 2.4 | BioconA 3.4
D 0.8228 0.3323 0.3575

BioconA 1.5 | BioconA 2.5 [ BioconA 3.5
0.7892 0.3352 0.2991

BioconA 1.6 | BioconA 2.6 | BioconA 3.6
0.9761 0.4525 0.3312

Sekil 4. 23. DAS-ELISA sonuglarinin 405 nm absorbans okuma degerlerinin devami

Simptomatolojik gozlemler ve DAS-ELISA sonuglarinin karsilastirmali
degerlendirilmesi asagidaki gibi yapilmistir.

Tsunami uygulamalarinda 28. giinden sonra tiim dozlarin tekerriirlerinde belirtli
gbzlemlenirken, DAS-ELISA sonuclarina gore 1. doz uygulamasinda 6 bitkiden biri, 2.
ve 3. doz uygulamalarinda 6 bitkiden ikisi negatif deger ¢cikmuigstir.

Desyclean uygulamalari yapilan bitkilerin %83,33°11 18. glinde, tamaminda ise 23.

giinden sonra belirti gézlemlenmistir. DAS-ELISA sonuglarina gore 1. doz ve 2. doz
uygulamasi yapilan bitkilerin bir tekerriirii negatif deger ¢ikmustir.
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Bioxi uygulamalar1 yapilan bitkilerin %66,67’s1 23. giinde, tamaminda ise 28.
glinden sonra belirti gozlemlenmistir. DAS-ELISA sonuglarina gore her dozun birer
tekerriiriinde negatif deger ¢ikmustir.

HCI 1. Doz uygulamalarinda tiim bitkilerde simptom goézlemlenmis ve dogru
orantili olarak DAS-ELISA sonuglar1 pozitif ¢ikmistir. 2. ve 3. doz HCI uygulamalarinda
yiiksek fitotoksite ve yaprak deformasyonlari nedeniyle simptom gozlenmemistir. DAS-
ELISA degelerine gore ise 2. doz uygulamalarindan biri, 3. doz uygulamalarinda ise {i¢
bitki pozitif deger almistir.

BioconA uygulamalarinda 23. giinde bitkilerin %50’si pozitif deger almistir. 28.
giinde ise bu oran %61,11°e yiikselmistir. DAS-ELISA degelerine gore ise 3. doz
uygulamasi yapilan tekerriirlerden biri negatif deger almistir.

Bu testlemeler sonucu negatif deger ¢ikan Orneklerden numune alinarak
molekiiler olarak testlenmistir.

4.3.2.3. RT-PCR cahismalari

DAS-ELISA testlemeleri sonucu negatif deger alan 15 6rnege RT-PCR testlemesi
yapilmistir. Buna gore alinan 6rnekler ile yapilan testlemelerde sonuglarin tamami pozitif
cikmustir.

100 bp DNA Negatif kontrol

Ladder

ToBRFV pozitif 6rnekler

Sekil 4. 24. RT-PCR sonucu jel goriintiisii

Dezenfektanlarin ToOBRFV’ye karsi ¢ift¢i kosullarinda etkinliginin belirlenmesi
baslikli bu caligmada simptomatolojik ve DAS-ELISA sonuglarinda bazi1 degerler negatif
bulunmustur. Ancak RT-PCR testlemesi sonucu bu oOrneklerin pozitif bulunmasi,
dezenfektanlarin belirli bir siire koruyucu etki gostemesine ragmen iiretim sartlar1 altinda
ToBRFV’nin yayilmasini durdurmadigini ve bitkiden bitkiye viriisiin bulagsmasina etkisiz
kaldiklar1 yorumlanmustir.
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4.3.3.4. Sonuglarn istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Uygulanan farkli dezenfektanlar arasinda varyans analizi sonucunda istatistiksel
olarak Onemli farkliliklar bulunmustur. Dozlar arasinda ise istatistiksel olarak fark
bulunmamistir. Dezenfektan ve doz interaksiyonu degerlendirildiginde sonuglar
arasindaki farklilik 6nemlidir. Kurulan denemede tekerriirler arasinda istatistiksel agcidan

fark bulunmamigtir. Bu sonu¢ deneme sonuglarinin tutarliligini olumlu yonde ifade
edilmistir.

Varyans Kaynag Serbestlik derecesi  Kareler Toplami Kareler Ortalamas:  F Degeri P Degen
Dezenfektan 6 68.49494616 11.41582436 57.09 <.0001
Doz 2 0.90815984 0.45407992 2.27 0.1085
Dezenfektan*Doz 12 9.95316680 0.82943057 4.15 <.0001
Tekerriir 5 0.91235106 0.18247021 0.91 0.4762

Sekil 4. 25. Varyans analiz sonuglari

Gruplandirma Ortalama  Ornek Sayis1  Dezenfektan
A 2.6660 18 ToBRFV Kontrol
B 2.0717 18 Kontrol
C 1.0955 18 HCl
C
C 0.9621 18 Bioxi
C
C 0.9074 18 Desyclean

D 0.5909 18 Tsunami
D
D 0.5657 18 BioconA

Sekil 4. 26. LSD testinin sonuglari

LSD testine gore dezenfektanlar arasindaki fark degerlendirilmistir. Buna gore
ToBRFV bulastirilan pozitif kontrol en yiiksek bulasiklik degerine ve onun ardindan
kontrol bitkileri en yliksek bulasik degere sahip bulunmustur. Dezenfektan uygulamalari
yapilan bitkilerdeki DAS-ELISA absormans okuma degerlerine bakildiginda sirastyla;
HCIl, Bioxi ve Desyclean ayni grup igerisinde yer almistir. Tsunami ve BioconA ise
bulasiklik degeri en diistik grup igerisinde yer almistir.

Uygulama dozlar1 degerlendirildiginde hedef dozun, alt ve iist dozlari ile arasinda
istatistiksel olarak bir farkin olmadigi1 yorumlanabilir. Fakat dezenfektanlarin iist dozlar
(3. Doz) en diisik DAS-ELISA degerini veren dozdur. HCI ve Tsunami
dezenfektanlariin bulunan iist dozunun bitki fizyolojisini olumsuz etkilemistir.
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Gruplandirma  Ortalama  Ornek Sayisi Doz

A 1.38211 42 1
A
B A 1.23249 42 2
B
B 1.18222 42 3

Sekil 4. 27. Dozlara gore etki oranlarinin belirlenmesi

Dezenfektan denemelerinin kontrollii kosullarda direkt uygulanmasi kimyasalin
virlisiin yapisint bozmasi ve hastalik {liggenindeki viriilensligi etkilemesi ¢evresel
faktorlerden izole olmasiyla acgiklanabilir. Cift¢i kosullarinda dezenfetanlarin viriisii
kontrol altinda olmamas1 ve viriislerin dogal ortaminda olmasi, hiicre i¢i obligat parazit
olmalarindan dolay1 yiizeye uygulamarin viriisi durdurmadigi tespit edilmistir.
Dezenfektanlarin temas ettigi yilizeylerde hijyen tedbirlerinin saglanmasi epidemiyi
geciktirmektedir. Diinyada yapilan caligmalara bakildiginda ¢ift¢ci kosullarinda
calismanin hi¢ olmamasindan dolay1 kontrollii kosullarda yapilan ¢aligmalarda buradan
elde edilen wveriler birbirini dogrulamaktadir. Kontrollii kosullarda uygulanan
dezenfektanlar ile yapilan diger calismalarda kullanilan dezenfektanlar ayni etkili
maddeye sahip olup Virkon ToBRFV’ye ve CGMMV’ye %100 etkili bulunurken, bu
caligmada aynmi etkili maddeye sahip BioconA’da ToBRFV’ye karsi %100 etkili
bulunmustur.

4.3.3. Sera alet ve ekipmanlarinda tobrfv’nin aktif kalma siirelerinin belirlenmesi

En kararli viriislerden biri olan Tiitlin mozaik viriis’iiniin hayatta kalma aralig1 cok
genistir. Ayni ailenin {iyesi olan Domates kahverengi burusukluk meyve viriisii’de
simdiye kadar yapilan ¢alismalarda kararli ve stabil oldugu goriilemektedir. Yapilan
calismalarda domates iiretim alaninda ToBRFYV ile enfekte olmus bitkilere rastlanmis, bir
sonraki liretim sezonunda ayni serada biber iiretimine geg¢ilmistir. Bir siire sonra biber
bitkilerinde de ToBRFV enfeksiyonu ile karsilagilmistir. Bu durum iiretim sezonu
bitmesine ragmen bir sonraki lretim sezonunda o alanda inokulum kaldigini
gostermektedir. Saglikli iirlin, inokulum kaynaklar1 agisindan temizlenmis {iretim alani
ve o alanda kullanilacak alet ve ekipmanlarin temizligi bu agidan 6nem tasimaktadir. Alet
ekipman dezenfeksiyonu, sera dezenfeksiyonu gibi islemler {iretici acgisinda kolay
uygulanabilir, az iscilik gerektiren, ekonomik ve uygulama stiresi kisa ancak etki siiresi
uzun olmast istenmektedir. Viriisiin ylizeylerde aktif kalma siiresinin bilinmesi,
dezenfeksiyonun ne siklikla yapilmasi gerektigine karar asamasinda 6nemli bir kriter
olabilir.

ToBRFV bitkiden bitkiye dogrudan temas yoluyla ya da yetistiricilik sirasinda
gergeklesen kiiltiirel islemler ile mekanik olarak bulasmaktadir. Uretim dénemi boyunca
hijyenik kosullarin iyi saglanmasi ve sera igerisinde siklikla kullanilan alet ve
ekipmanlarin dezenfekte edilmesi gerekmektedir. Caligmamizin bu kisminda, onceki
yetistiricilik kisimlarin sik kullanilan alet ve ekipmanlarin yiizeylerinde ToBRFV nin
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aktif kalma siiresinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu yiizeyleri temsilen kullanilan;
metal, cam, pamuklu kumas, baglama ipi, saks1 parcasit ve is¢ilik sirasinda en cok
kullanilan tek kullanimlik lateks eldiven tercih edilmis olup caligmalar bu materyaller
tizerinde yapilmustir.

4.3.3.1. Simptomatolojik gozlemler

Secilen ylizeylerde ToBRFV’nin aktif kalma siiresinin  belirlenmesi
hedeflenenmistir. Belirtilen saatlerde bu yiizeylerden swab ¢ubuklari ile siiriintli alinarak
bitkilerin dokusunda fosfat tampon ¢dzeltisine batirilan siingerler yardimiyla yaralar
acilmis bu bolgelere swab ¢ubuklart siirtiilmiistiir. Bu islemler gergeklestikten sonra
bitkiler gozleme alinmistir. 1. hafta igerisinde yapilan gozlemlerde bitkilerde simptom
goriilmemistir. 2. hafta igerisinde yapilan gozlemlerde ise 48 domates bitkisinin 22’sinde,
48 tiitiin bitkisinin ise 24’linde simptom olugsmustur. Cizelge 4.10°da verilmistir.

Ortii alt1 iiretimin verim ve iiriin kalitesinde biiyiik kayiplara neden olan
ToBRFV’nin {iretim alaninda sezon boyunca gerek yetistiricilikte gerek hasatta
kullanilan alet-ekipmanlarin ToBRFV ile bulasik olmasi durumunda, yine bu alet-
ekipmanlarin yilizeylerinde ToBRFV nin aktif kalma yeteneginin belirtilen siirelere gore
tespiti yapilmustir.

Cizelge 4. 11. Belirlenen saat araliklarinda bulagtirma yapildiktan sonra ToBRFV
simptomu olusan

Test bitkisi Tiitiin Domates

Saat araliklan 1 8 24 | 48 | 72 | 120 1 4 | 24 | 48 72 | 120
Pamukiu kumag + + + + - - + + + - -

Metal parcasi + + + + + + + + + + + +
Lateks eldiven + + + - - - + + - - -

Cam + + + + - - + + + + -
Baglama ipi + + + - - - + + - - -

Saksi alt + + + + - - + + + + +

Pamuklu kumastan, 1, 8, 24 ve 48 saat sonra swab ¢ubuklari ile alinarak tiitiin bitkilerine
bulastirma yapilmistir. Bu bitkilerde ilk simptom 13. giinde goriilmiistiir. Devam eden 72
ve 120. saatlerde alinan 6rneklerin bitkilere bulastirilmasi sonucu simptom olusmamastir.
Domates bitkilerinde ise farkli olarak 48. saatte alinarak bulastirilan bitkide simptom
gostermemistir. Diger saat araliklarinda yapilan islemlerde tiitiin ile paralel sonuglara
ulagilmistir. Domateste ise ilk simptomlar 17. giin goriilmiistiir.

Metal parcasindan, 6 farkli saat dilimlerinde swab ¢ubuklari ile alinarak tiitiin ve
domates bitkilerine bulagtirma yapilmistir. Tiitlin bitkilerinde ilk simptomlar 11. giinde,
domates bitkilerinde 14. giin goriilmiistiir.

Lateks eldivenden, 1, 8 ve 24 saat sonra swab ¢ubuklari ile alinarak tiitiin bitkilerine
bulastirma yapilmistir. Tiitlinde ilk simptomlar 12. glinde goriilmiistiir. Devam eden 48,
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72 ve 120. saat dilimlerinde alinan 6rneklerin bitkilere bulastirilmasi sonucu simptom
olusmamustir. Domateste ise 1. ve 8. saatlerde alinarak bulastirilan bitkilerde 15. Giinde
simptom goriilmiistiir. Diger saat dilimlerinde ise alinan Ornekler bitkilerde simptom
gostermemistir.

Camdan, 1, 8, 24 ve 48 saat sonra swab ¢ubuklari ile alinarak tiitiin bitkilerine bulastirma
yapilmistir. Bu bitkilerde ilk simptom 10. glinde goriilmiistiir. Devam eden 72 ve 120.
saatlerde alinan orneklerin bitkilere bulastirilmasi sonucu simptom olugsmamustir. Diger
saat araliklarinda yapilan islemlerde tiitiin ile paralel sonuclara ulasilmistir. Domateste
ise ilk simptomlar 12. giin goriilmiistiir.

Baglama ipinden, 1, 8 ve 24 saat sonra swab cubuklar ile alinarak tiitiin bitkilerine
bulastirma yapilmustir. Tiitlinde ilk simptomlar 14. glinde goriilmiistiir. Devam eden 48,
72 ve 120. saat dilimlerinde alinan 6rneklerin bitkilere bulastirilmas: sonucu simptom
olugsmamistir. Domateste ise 1. ve 8. saatlerde alinarak bulastirilan bitkilerde 15. Giinde
simptom goriilmiistiir. Diger saat dilimlerinde ise alinan Ornekler bitkilerde simptom
gostermemistir.

Saks1 altindan, 1, 8, 24 ve 48 saat sonra swab c¢ubuklar ile alinarak tiitiin bitkilerine
bulagtirma yapilmistir. Bu bitkilerde ilk simptom 12. giinde goriilmiistiir. Devam eden 72
ve 120. saatlerde alinan 6rneklerin bitkilere bulastirilmasi sonucu simptom olusmamaistir.
Domates bitkilerinde ise farkli olarak 72. saatte alinarak bulastirilan bitkide simptom
gbzlemlenmistir. Diger saat araliklarinda yapilan islemlerde tiitiin ile paralel sonuclara
ulagilmigtir. Domateste ise ilk simptomlar 14. giin goriilmiistiir.

Sekil 4. 29. Domates bitkilerinde TOBRFV’nin genel kabarma ve mozaik simptomlari
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4.3.3.2. RT-PCR cahsmalari

Bu caligmada 6 farkli ylizey lizerinden swab c¢ubuklari ile 6rnek alinarak 6 farkl
saat dilimide tiitiin ve domates bitkilerine bulastinnlmistir. Cizelge 4.11°de
simptomatolojik gozlem sonucglarmna gore 72 adet bitkiden 26 tanesinde simptom
goriilmemistir. Simptom olusturmayan bitkilere RT-PCR testlemesi yapilmis ve bu
ornekler TOBRFV acisindan temiz bulunmustur.

Virtislerin ylizeylerde aktif kalma siireleri ile ilgili ¢alismalari hem bitki hem de
hayvan viriisleri iizerinde yapilmustir. Ozellikle insan sagligimi tehdit eden COVID-19
viriisiinliin diinyada hizla yayilmasi farkli ylizeylerde hayatta kalma siireleri yapilan
caligmalarim1 hizlandirmistir. Covid-19 plastik ve paslanmaz c¢elikte 72 saate kadar,
bakirda 4 saate ve kartonda 24 saate kadar yasayabilecegini bildirmistir (Ong vd. 2020;
WHO 2020). Yapilan 6nceki ¢alismalarda Pepino mosaic virus (PepMV)’iiniin cam
yiizeylerde 15°C de 3 hafta ve 25°C’de ise 72 saat enfeksiyon yetenegini yitirmemektedir
(Sevik ve Deligoz 2016). Yaptigimiz ¢alismada ise ToBRFV’nin cam ylizeylerden
alman siriintii ile sera kosullarinda 48 saat enfeksiyon yetenegini koruduklari
belirlenmistir. Farkli bitki viriislerinin birbirinden farkli yiizeylerde enfeksiyon
yetenekleri degiskenlik gosterdigi sonucuna ulasilabilir. Ayrica enfeksiyon yeteneklerini
koruma stiresinde ortam sicakligi biiyiik etkenlerden biridir.
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6. SONUCLAR

Tirkiye’de 2019 yilinda rapor edilen ToBRFV, domates yetistiriciligi yapilan
alanlarda meyve verim ve kalitesine biiylik oranda zarar vermektedir. Ticari olarak
iiretimi yapilan domates c¢esitlerinin ToBRFV’ne karsi dayanikliligi olmadigi igin
yetistiricilik yapilan alanda tiiretim sezonu boyunca hijyen tedbirlerinin alinmasi
onemlidir. Calisma kapsaminda dezenfektanlarin etkinligi aragtirilmistir. Tohumculuk,
fidelik ve Ortli alt1 tiretim alanlarinda yaygin olarak kullanilan dezenfektanlar tercih
edilmistir. Dezenfektanlarin TOBRFV ne kars1 kontrollii kosullarda ve ¢iftci kosullarinda
etkinliginin belirlenmesi ile ilgili denemeler yapilmistir. Deneme, giizliik domates
yetistiriciligi 6rnek alinarak tohumdan fidelik donemine ve sonrasinda seraya dikiminden
hasat sonuna kadar devam etmistir. Bu siiregte TOBRFV nin kiiltiirel islemler sirasinda
kullanilan alet ve ekipmanlarin ylizeylerinde aktif kalma siirelerinin belirlenmesini de
iceren bir ¢caligma yapilmistir. Genel olarak bulunan sonuglar asagida belirtilmistir.

Dezenfektanlarin TOBRFV’ye karsi kontrollii kosullarda etkinliginin belirlenmesi
calismasinda bulunan sonuglar;

v" BioconA’nin 2.doz uygulmalarinda %66,6’lik, 3. doz uygulamalarinda ise %100
ToBRFYV bulasini engelledigi gézlemlenmistir.

v’ Tsunami 2. doz uygulamalarinda ise ToBRFV’ye karsi %33,3’liikk bir etki
gbzlemlenirken 3. doz uygulamalarinda etki %100 bulunmustur.

v' Bioxi 1. ve 2. doz uygulamarinda bir etki gozlemlenmemisken, 3. doz
uygulamalarinda etki %100 bulunmustur.

v" HCI uygulamalarinda ise 2. dozda %33,3’liikk, 3 doz uygulamalarinda ise %100
ToBRFV’ye kars1 etkili bulunmustur.

v’ Istatistiksel olara cikan sonuglara gére uygulanan dezenfektanlarin etkinlik
siralamasi; BioxonA, Bioxi ve Tsunami seklinde bulunmustur.

v" DAS-ELISA absorbans sonuglari degerlendirildiginde okumalarinda pozitif en
yliksek ve en diisiik deger arasindaki farkin sebebinin bitkilerdeki simptom
farkliliklarindan ileri geldigi bulunmustur.

Dezenfektanlarin ToBRFV’ye karsi ¢ift¢i kosullarinda etkinliginin belirlenmesi
¢alismasinda bulunan sonuglar;

v' Kontrollii kosullarda etkili bulunan dezenfektanlarin, ¢ift¢i kosullarinda yapilan
uygulamalarda ToBRFV enfeksiyonunu engellemedigini yalnizca sera icerisindeki
epidemiyi geciktirdigi gdzlemlenmistir.

v' ToBRFYV enfeksiyonlu bikinin serada varligi devam ettik¢e bulas oraninin %100’°e

ulastig1 ve tiim bitkilere hizla yayildigi simptomatolojik, serolojik ve molekiiler
testlemeler sonucunda ortaya konmustur.
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v' Degerlendirmeye alman 102 bitkiden 28. ginde 18 tanesinde simptom
gozlemlemlenmemis, 15 tanesi ise DAS-ELISA okuma sonucglarin negatif
cikmistir. Fakat yapilan RT-PCR testi sonucu bu bitkilerin pozitif oldugu
bulunmustur. Bu durum molekiiler olarak yapilan testlemerin Gnemini
gostermektedir

Sera alet ve ekipmanlarinda ToOBRFV’nin aktif kalma siirelerinin belirlenmesi ile ilgili
yapilan ¢alisma sonuglari;

v Pamuklu kumas tlizerinde TOBRFV’nin en fazla 48 saat boyunca aktif kalmakta
fakat 72. saatten sonra etkisini kaybetmektedir.

v Metal parcasi lizerinde yapilan ¢alismada ToBRFV’nin 120 saat yani 5 giin ile en
yluksek siire aktif kaldig1 belirlenmistir.

v Lateks eldiven tlizerinde ToBRFV 24 saat aktif kalma yetenegini korurken 48.
saaten sonra aktif kalma yetenegini korumadig1 belirlenmistir.

v Cam yiizeylerde 48 saat aktif kalirken 72. saatten sonra alinan 6rneklerde aktif
kalmadig1 belirlenmistir.

v Baglama ipinde ise 24. saate kadar aktif kalirken 48. Saatten sonra TOBRFV’nin
aktif kalma yetenegini kaybettigi belirlenmistir.

v Saks1 alt1 yani plastikten alinan 6rneklerin bitkilere bulastirilmasi ile 72 saat aktif
kalirken 120. Saaten sonra bu etkisini kaybettigi belirlenmistir.

v Diinya’da ve iilkemizde yapilan ToBRFV ile ilgili ¢calisma ve projeler yiiriiten
aragtirmacilar ile bu sonuglar paylasilarak yeni ToBRFV hakkinda, sanitasyon
Onlemlerinin alinmasinda, epidemiyolojisinin anlasilmasinda yapilacak yeni
calismalara yon gostermelidir.

Dezenfektanlarin uygulamasi tiretim devam ederken damlamalardan topraga veya
ilaglama pompalari ile iistten piiskiirtme yoluyla ger¢eklesmektedir. Bu ¢alismada tiretici
kosullarinda kurulan dezenfektan denemesinde {iretim alaninda ToBRFV bir kere
bulasmis ise yapilan dezenfektan uygulamalarindan basarili sonuglar elde edilemedigi
gozlemlenmistir. Bitkilerin TOBRFV ile bulasik oldugu diisiiniildiiglinde mutlaka konu
ile ilgili uzmanlara bildirilmeli ve seradan numune alinarak testleme yapilmalidir.

ToBRFV’nin serada erken teshis edilmesi durumunda bitkilerin lokal olarak
sinirl bir alan i¢inde imhasi ile durum iyilestirilebilir. Fakat ge¢ fark edilen durumlarda;
saglikli gorlinen bitkilerin biinyesine viriis girmis fakat asimptomatik olarak ilerliyor
olabilir; baz1 domates cesitlerine gére simptom olugma siiresi degisebilir, ayrica yaprak
simptomu veren ¢esitler meyve simptomlari olusturmazken, yaprak simptomu vermeyen
bazi cesitler meyve olusumunda belirtilerini gostermeye baslar. Bu durumlara karsi
seradaki ttim hastalikli bitkiler ile toprak i¢inde ve iistiinde bulunan bitki artiklarinin imha
edilmesi gerekmektedir. Ayrica bir sonraki sezon {iretim i¢in viriisiin konuk¢usu olmayan
bir bitki tercih edilerek o alanda miinavebe uygulanmalidir.
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Hastalik belirtisi gosteren bitkiler ve bu bitkilerin yakin g¢evresinde bulunan
saglikli bitkiler dahil olmak tizere plastik posetlere konulur ve agz sikica baglanarak
tiretim alanindan uzaklastirilmalidir. Bu esnada diger saglikli bitkilere temas kesinlikle
olmamalidir.

Sokiilen bitkilerin yerlerine yedek bitki dikilmemeli o alanlar bos birakilarak
karantinaya alinmalidir. Eger bu alanda bir is¢ilik s6z konusu olursa tiim seraya yapilan
islemlerden sonra iglem yapilmali veya o alan i¢in farkli alet ekipman kullanilmalidir.

Tiim sera girislerinde dezenfektan paspasi ile ayakkabilar temizlendikten sonra
iretim alanma giris yapilmalidir. Bu paspaslarin icindeki dezenfektanlar diizenli
araliklarla degistirilmelidir. Ciinkii dezenfektanlar etkinligini belirli bir siire sonra
kaybeder. Hastaligin mevcut oldugu alana elle temas ettikten sonra mutlaka eller sabunlu
su ile yikanmali1 veya dezenfektan ile temizlenmelidir. Kiiltiirel islemler sirasinda ellerin
dezenfeksiyonu belli araliklarla diizenli olarak gerceklestirilmeli gerekirse sira baslarina
elleri daldirmak icin dezenfektan igeren soliisyonlar hazirlanarak konulmalidir. Isci
kiyafetleri diizenli olarak degistirilmeli ve yikanmali. Isci hastaklik imhas1 gerceklesmis
seradan baska bir seraya gecis yapmamalidir. Disaridan yabanci ziyaretgiler i¢in tek
kullanimlik kiyafet, eldiven ve galos kullanilmalidir. Sonraki sezon kullanilacak tohumlar
viriisten ari olmalidir. Fidelikte fidelerin saglik durumu kontrol edilmeli, stipheli goriinen
fideler araziye dikilmemelidir.
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