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OZET

EGE BOLGESI ENGINAR URETIM ALANLARINDA GORULEN VIiRAL
ETMENLERIN BiYOLOJIK, SEROLOJIK VE MOLEKULER
YONTEMLERLE SAPTANMASI UZERINDE ARASTIRMALAR

ERGUN, Miige

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Semih ERKAN
Ocak 2013, 118 sayfa

Bu ¢alisma 2011-2012 yillarinda Izmir, Aydin ve Mugla illerinde yogun
olarak enginar yetistiriciligi yapilan iiretim alanlarinda enfeksiyon olusturan viral
etmenlerin tamlanmasi ve bulunma durumlarinin belirlenmesi amaciyla, Izmir
ilinden 64, Aydin ilinden 40 ve Mugla ilinden 16 olmak iizere 120 bitki 6rnegi ile
yuritilmistir.

Aliman enginar Orneklerindeki viral etmenlerin tanilanmasinda serolojik,
molekiiler ve biyolojik yontemler kullanilmigtir. Toplanan 6rnekler ticari tani
kitleri bulunan 8 virlisiin tanilanmasi amaciyla DAS-ELISA yontemi ile
testlenmis, bu virlislere ek olarak 4 viral etmenin varligit RT-PCR yontemi ile
arastirilmistir.

Arastirma kapsaminda testlenen toplam 120 Ornekte viral enfeksiyon
oraninin RT-PCR yontemi ile % 39.17 oldugu, DAS-ELISA yontemi ile de %
4.17 goriilmiistiir. Iller bazinda bakildiginda toplanan &rneklerdeki viriislerin
bulunma durumunun Izmir ilinde % 35.94 ve Aydin ilinde % 60.00 oldugu tespit
edilmis ve Mugla ilinden alman orneklerde viral enfeksiyon bulunmadigini
saptanmistir. Calismada testlenen Orneklerde en yaygmn olarak ArLV’nin
bulundugu (% 30.83) ve bunu AYRSV (% 4.17) ve CMV (% 4.17) adlh
viriislerinin izledigi goriilmiistiir. Ayrica, Izmir ilinden alinan 2 ornekte
ArLV+AYRSV karisik enfeksiyonu tespit edilmistir. Yiritilen DAS-ELISA ve
RT-PCR yontemlerinin sonuglar1 degerlendirilerek 25 ornekle biyolojik testler
yiriitilmiis ve test sonuglart alinan orneklerdeki enfeksiyon oraninin % 28
oldugunu gostermistir.

Elde edilen veriler sonucunda RT-PCR ile izole edilen ArLV ve AYRSV
adli viral etmenler diinyadaki diger izolatlarla benzerliklerinin karsilastiriimasi
amaciyla sekanslamaya gonderilmis, elde edilen niikleotid dizilimleri diinyadaki
diger izolatlarla kiyaslanmistir. izole edilen ArLV’nin X87255.1 kodlu izolatla %
86 oraninda, AYRSV’nin ise AM087671.2 kodlu izolatla % 92 oraninda benzerlik
gosterdigi saptanmistir. Cesitli programlar kullanilarak olusturulan filogenetik
agaclarla her iki etmenin belirtilen diinya izolatlariyla ayni grupta yer aldigi
gorilmiistiir.

Mevcut bilgilerimize gore, bu aragtirmadan elde edilen bulgular Ege Bolgesi
enginar iretim alanlarinda ArLV, AYRSV ve CMV etmenlerinin enginar
bitkilerindeki dogal enfeksiyonlar1 konusunda ilk kayit olma o6zelligini
tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Enginar, viral enfeksiyonlar, ArLV, AYRSV, CMV
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ABSTRACT

THE INVESTIGATIONS ON THE DETERMINATION OF VIRAL
AGENTS IN ARTICHOKE PRODUCTION AREAS IN AEGEAN REGION
WITH BIOLOGICAL, SEROLOGICAL AND MOLECULER METHODS

ERGUN, Miige

MSc in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Semih ERKAN
January 2013, 118 pages

This study was conducted to determine the presence and prevalence of viral
infections on intensive artichoke production areas in Izmir, Aydin and Mugla
provinces in 2011-2012. In order to identify viral agents, 64 samples from Izmir,
40 samples from Aydin and 16 samples from Mugla totally 120 samples were
collected from symptomatic and asymptomatic plants and were tested by
biological, serological and molecular methods. 8 viral agents were analysed by
DAS-ELISA method with using commercial diagnostic kits. In addition to these
viruses, 3 presences were investigated by RT-PCR method.

The incidence of viral infections was found 39.17% with RT-PCR method
and 4.17% with DAS-ELISA method. In Izmir province infection rate was found
as 35.94 % and in Aydin province 60.00 %. The results of detection studies in
Mugla province showed that there is no viral infection on samples. Following
evaluation of conducted DAS-ELISA and RT-PCR tests, biological tests were
carried out with 25 samples. Biological test results showed that infection rate was
28 %.

ArLV was the most prevalent virus (30.83 %) in the samples of our work
and followed by AYRSV (4.17 %) and CMV (4.17 %). In addition, mixed
infection caused by ArLV+AYRSV were found 2 samples from Izmir province.
Mixed infection rate was detected as 3.13 % and the incidence of mixed infections
was 2/64.

As a result of obtained data by RT-PCR, detected AYRSV and ArLV
isolates sequenced in order to compare similarities with other world isolates.
Identified nucleotide sequences were compared with rest of the world’s isolates.
Isolated ArLV agent was showed 86 % similarity with X87255.1 isolate and
AYRSV 92 % with AMO087671.2 isolate. Constituted phylogenetic trees with
using a variety of programs showed that both isolate were situated in the same
group with mentioned world isolates.

According to our knowledge the findings in the present study is the first
report about natural infections of artichoke by ArLV, AYRSV and CMV in
Aegean Region, Turkey.

Key Words: Artichoke, viral infections, ArLV, AYRSV, CMV
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1. GIRiS

Akdeniz havzasinda yetistirilen 6nemli bitkilerden biri olan enginarin
(Cynara cardunculus L. subsp. scolymus (L.) Hayek) anavatani kesin olarak
bilinmemesine ragmen, yetistirildigi tiim {ilkelerde yabani formlarinin bulundugu
belirtilmektedir. Genel kaniya gore anavataninin Akdeniz havzasi oldugu
diisiiniilen enginarin, Kuzey Afrika’nin Akdeniz kiyisinda bulunan iilkelerde

yabani formlarina halen rastlanmaktadir (Simsek, 2006).

Enginar Eski Yunanlilar ve Romalilar devrinde bilinen bir sebzedir. Yabani
enginar formlarindan bahseden ilk kayitlar M.O. 300°lii yillara dayanmaktadir.
Theophratus M.O. 371-287 yillar1 arasinda ¢ig veya haslanmis olarak tiiketilen
enginar ¢igek tablalarindan bahsetmistir (Ryder et al. 1983; Eser vd., 2006).
Ortagagda enginar kullanimu ile ilgili pek bilgi olmamasina ragmen, 15. yiizyilda
enginarin Sicilya ve Nepal’e getirildigine dair bilgilere rastlanmaktadir. 16.
yiizyilda Fransa’ya giren enginar, buradan Almanya ve Ingiltere’ye yayilmis ve

17. yiizyilda ise Amerika kitasina gotiiriilmiistiir (Giinay, 1993).

Enginar, Asteraceae (Compositae) familyasinda bulunan ve tiir ismi Cynara
cardunculus L. subsp. scolymus (L.) Hayek olan bir sebzedir. Cogu arastiriciya
gore, C. cardunculus ve C. syriaca tiirleri enginarin yakin akrabalaridir. Ancak,
Cynara scolymus, C. cardunculus ve C. syriaca’nin birbirleriyle melezlenmesi
sonucunda fertil F; bireylerin olusmasi, bu i¢ tiiriin aslinda ayni tiiriin botanik
varyeteleri oldugu goriisiinii giindeme getirmistir (Basnizki, 1979). 1996 yilinda
yayinlanan bir makale (Rottenberg and Zohary, 1996) ile Cynara cinsi iginde yedi
farkli yabani tiir bulundugu, kiiltiir enginarlarimin Cynara cardunculus ssp.
scolymus tiirli oldugu belirtilmig, Sonnante et al. (2001) ise kiiltiirii yapilan
enginarlari C. cardunculus var. sylvestris grubu i¢inde yer aldigini ifade etmis ve
kiiltiir gesitlerinin yer aldig1 grubun Cynara cardunculus L. var. scolymus veya C.

scolymus olarak ifade edilebilecegini agiklamislardir.

Enginar, genellikle taze ve pisirilerek tiiketilen ve insan saglhig ve
beslenmesi agisindan son derece dnemli olan bir sebzedir. Kendine 6zgii lezzeti

ile bircok sebze ile birlikte pisirilerek yemek, salata, ¢orba seklinde ozellikle
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Akdeniz mutfaklarinda kullanilmaktadir. Sirkeli ya da kozlenmis konserveleri ile
enginarin y1l boyunca kullanimi da miimkiindiir. Besin degeri oldukca yiiksek
olan enginarin, 100 grami yaklasik 7.8 g karbonhidrat, 2.3-3 g protein, 0.5-2 ¢
seker ve 0.2-0.3 g yag igermektedir. 100 g taze enginarin, bitki ve kiiltiir
kosullarina gore degisebilmekle birlikte, % 10-12’si kuru madde ve % 88-90°1 ise
sudur (Vural vd., 2000). Ayrica, 2.4 g lif, 0.8 g kiil, 310 mg potasyum (K), 69 mg
fosfor (P), 51 mg kalsiyum (Ca), 30 mg sodyum (Na), 11 mg demir (Fe), 1.0 mg
niasin (Vitamin B3), 150 mg Vitamin A, 8 mg Vitamin C, 0.7 mg Vitamin B6,
0.08 mg tiamin (Vitamin B1l) ve 0.05 mg riboflavin (vitamin B2) igerdigi
belirtilmektedir (Bayraktar, 1981; Alp, 2008). Bu besleyici 6zelliklerinin yaninda,
enginarin saglik agisindan safra sivisi olusumunu tesvik etmesi, kolesterol ve
trigliserit seviyelerini diisiirmesi, koruyucu kolesterol (HDL) seviyesini arttirmasi,
sindirimi kolaylastirmas1 ve antioksidan 6zelliginin olmasi gibi yararli yonleri

bulunmaktadir (Bayraktar, 1981).

M.O 4. yiizyllda Aristotle tarafindan sifa verici oldugu one siiriilen
enginarm, 1988 yilinda Federal Almanya’da kurul karariyla ve Fransiz
Kodeksinin 10. basiminda ise tip alaninda kullanilan bitkiler arasinda yer aldigi
goriilmektedir (Mayr and Frohlich, 1965; Ernst, 1995). Enginarin tibbi 6zellikleri
arasinda idrar soktiiriiciiliigii, bobrek tas1 diisiiriicii etkisi, iire ve kolestrol icerigi
ile seker hastalarina iyi gelmesi, sarilik tedavisinde ve viiciittaki 6demin
giderilmesindeki etkileri sayilabilir (Macit ve Salk, 1970; Bayraktar, 1981; Abak,
1987; Miiller et al., 1988; Koger, 1993; Pelt, 1993). 2003 yilinda yayinlanan
Wohlmuth adli arastiricinin makalesinde enginar igeriginde bulunan kafeik asit,
bunun tiirevleri olan klorejenik asit ve cynarinin yani sira, glikozid tiirevi olan
cynaropicrin ile 6nemli bir tibbi bitki oldugu ve luteolin igerigi ile antioksidan
ozellige sahip oldugu ifade edilmektedir (Alp, 2008).

Agirlikli olarak gida amagh kullanilmasina ragmen enginar kozmetik, icki,
yem ve boya sanayinde de kullanilmaktadir (Bayraktar,1981; Abak, 1987; Koger,
1993). Enginar bitkisinin diger alanlardaki kullanim1 asagidaki sekilde
Ozetlenebilir (Tervel et al., 1998; Foti et al., 1999; Nod et al., 1999; Curt et al.,
2002; Rabaneda et al., 2003).
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e Tarla ati@i olarak kalan govdenin biiyiikbas hayvanlarin besini
olarak ve kagit yapiminda seliilozik madde olarak kullanima,

e Tohum ve yapraklarindan elde edilen fenolik bilesiklerin
antipotoksik, klerifilik, ditiretik, hipokolostrometik ve antilipidemik
olarak tibbi alanlarda kullanimui,

e Enerji iiretiminde biyokiitle olarak kullanimi.

Enginar, yetistirme ve bakim sartlarinin uygunluguna gore 12-15 yil verim
alinabilen, 2-3 metre boya ulasabilen ¢ok yillik otsu bir C3 bitkisidir (Bayraktar,
1981; Bertelsen et al., 1995; Mlayah et al., 1997). Ilik iklimde gelisen enginarin,
cok sicak veya soguk bolgelerde gelisimi yavaglamaktadir. Sicaklik sifirin altina
distiigiinde toprak iistii kismi donmaktadir. Sicak havalar ise bas gelisiminde
etkilidir. Cok sicak ve kuru havalarda bas gelisimi tam olmamakta ve tat
acilagmaktadir (Bayraktar, 1981; Vural vd., 1996; Ortega, 2002).

Enginarin morfolojisi siirgiin, yaprak ve ¢igeklerden olusan tek yillik toprak
tistii kisim ve her yil koklerindeki tomurcuklardan yeni bitki olusturan ¢ok yillik
toprak alt1 kismi olarak incelenebilir (Bayraktar, 1981; Eser vd., 2006). Tek yillik
toprak Ustli kisim yaklasik 100-120 cm’e ulasabilmekte ve bitki taci yaklasik
1m®lik bir alani kaplayabilmektedir (Alp, 2008). Enginar bilesik yapraklidir. 50
cm’e kadar uzayabilen ve yapraklarin ana damar1 gibi goriinen sap lizerinde,
bazen karsilikli, bazen almacl, bazen de tek parca yaprak olusturmaktadir (Sekil
1.1). Enginar bitkilerinde goriilen yaprak cesitleri asagidaki sekilde gosterilmistir
(Abak, 1987).

Sekil 1.1 Enginar Bitkilerinde Gériilen Yaprak Sekilleri (Abak, 1987)
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Enginarin ¢igek yapist erseliktir, ayrica protandri gdzlendigi i¢in kendine
dollenme ¢ok zor olup sik goriilmemektedir (Ryder et al., 1983). Yabanci
dollenmeler ve heterozigot yapiya bagh olarak genetik agilmalar meydana
gelmekte, bu da g¢esit Ozelliklerinin kaybmma neden olmaktadir. Bu nedenle
tohumla tiretim oldukga sinirlidir (Abak, 1987). Bu olumsuz ydnlerinin yaninda
Ozellikle genetik steril hatlarin ¢aprazlanmasiyla elde edilen hibrit gesitler, hasat
kolaylig1, yiiksek verim, soguk bolgelerde iiretim ve toprak kaynakli patojenlerin
onlenmesi gibi avantajlara sahiptir (De Vos, 1992; Morison et al., 2000; Ugur,
2005; Eser vd. 2006). Tim bu olumlu &zelliklere ragmen ozellikle Tiirkiye’de
enginar Uretiminde siklikla kullanilan yontem klasik vegetatif iiretim yontemidir.
Ancak, bu iiretimde ¢ogaltma katsayisi diigiiktiir. Ayrica, birgok hastaligin yeni
plantasyonlara tasinmasina neden olmaktadir (Ancora, 1986; Rossi and De Paoli,
1994). Tim bu olumsuzluklar nedeniyle giiniimiizde in vitro-doku kiiltiiri ile

enginar tiretimi 6nem kazanmaktadir (Alp, 2008).

Enginar ¢ok yillik bir bitki oldugundan, iiretimde biiyiik degisimler yerine
dengeli degismeler goézlenmektedir. Enginar, 1lik iklim sebzesidir. Bu nedenle,
kuvvetli soguklarin meydana geldigi donemlerde tiretim miktar1 azalabilmektedir
(Simsek, 2006). Cizelge 1.1 ve Sekil 1.2°de yillara gore diinyadaki enginar tiretim

miktarindaki degigmeler gosterilmektedir.

Cizelge 1.1 Son Bes Yilda Diinyada Enginar Uretim Miktari, Ekim Alan1 ve
Verim Degerleri (FAO, 2010).

Villar Uretim Miktar1  Ekim Alam Verim
(ton) (ha) kg/da
2005 1.280.738 125.719 1018.730
2006 1.416.977 130.287 1087.581
2007 1.490.672 132.938 1121.329
2008 1.485.237 129.193 1149.627
2009 1.510.848 131.907 1145.389

2010 1.440.903 124.511 1157.250
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Sekil 1.2 Diinyada Yillara Gére Enginar Uretim Miktar1 (FAO, 2010)

Enginarin kiiltiire alindigr bolgeler % 85’e yakin bir oranla Akdeniz
havzasindaki iilkelerdir. 2010 yili verilerine gore, diinyada 124.511 ha olan
enginar iiretim alanmin biiyiik bir kismi Italya (% 40.41), Ispanya (% 10.60) ve
Fransa (% 6.98) arasinda dagilim gostermektedir. Ayrica, Cin, Misir, Peru ve
Sili’de de enginar yetistiriciligi fazladir (FAO, 2010). Enginar iretiminde, iiretim
miktarma gore lider iilkelerde ekim alani, iiretim miktar1 ve verim degerleri

Cizelge 1.2 ve Sekil 1.3’de verilmistir.

Cizelge 1.2 Enginar Uretiminde Lider Ulkelerin Ekim Alani, Uretim Miktar1 ve
Verim Degerleri (FAO, 2010).

Uretim Ekim Uretim Ekim
.. Verim . Verim

Sira Ulke Miktar1  Alam Sira Ulke Miktari Alam
(kg/da) (kg/da)

(ton) (ha) (ton) (ha)

1 Italya 480.112 50.321 954.10 @ 9 ABD 40.820 2.910 1402.75
2 Misir 215,534 8.909 2419.28 10 Cezayir 39.200 2.700 1451.85
3 Ispanya 166.700 13.200 1262.88 11  Sili 35.000 4651 752.53
4 Peru 127503 6.848 1861.90 @ 12  Tiirkiye 29.070 2.400 1211.25
5 Arjantin  84.800 3.700 2291.89 13  Yunanistan 20.400 2100 971.43
6 Cin 59.900 9.500 630.53: 14 Tunus 19.000 2.400 791.67
7 Fas 45460 3.710 122534 15 fran 15.800 870 1816.09
8 Fransa 42.153 8.690  485.07 Diinya 1.440.903 124.511 1157.25
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Sekil 1.3 Ulkelere Gore Enginar Uretim Miktar1 (FAO, 2010)

Diinya enginar iiretiminde 6nde gelen iilkelerin ihracat miktarlar1 ve ihracat

degerleri Sekil 1.4’te verilmistir (United States Department of Agriculture, 2007).

Ihracat Miktar Ihracat Degerleri
Ispanya Ispanya
Misir Hollanda
Fransa | e—— 29.070 ton Fransa
Italyn |e—— Misir
ABD  [— irlanda
Hollanda

S— Italya
irlanda |me— ABD
Meksika ==

Fas Meksika i
Tunus | Kenya [

Fas

10 20
milyon $

Sekil 1.4 Diinyada Enginar Thracat Miktar1 ve Degerleri

Ulkemizde Akdeniz iklimi gériilen bélgelerde rahatlikla yetistirilen
enginarin son yillarda iiretimi dengeli olarak artmaktadir (Eser vd., 2006).
Ulkemizde enginarin yogun olarak yetistirildigi bolgelerin basinda Ege Bolgesi
gelmekte ve bunu Dogu Marmara Bolgesi izlemektedir. Cizelge 1.3°de enginarin
bolgelere gore iiretim miktarlart ve yiizdeleri verilmistir (Tiirkiye Istatistik
Kurumu, 2011).
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Cizelge 1.3 Ulkemizde Bolgelere Gore Enginar Uretim Miktarlar1 ve Yiizdeleri
(Tiirkiye Istatistik Kurumu, 2011)

Bolge Uretim(ton) Yiizde
Ege 17364 51.89
Dogu Marmara 11455 34.23
Akdeniz 3821 11.42
Bat1 Anadolu 400 1.20
Bat1 Marmara 347 1.04
Bat1 Karadeniz 70 0.21
Istanbul 3 0.01
Toplam 33460 100

Ulkemizde enginar, yaklasik olarak 2000-2500 ha biiyiikliigiindeki bir
alanda yetistirilmekte ve son 5 yilin verilerine gore ortalama olarak 35 000-36 500
ton/yil iiriin almmaktadir. Enginar, iilkemizde yaygm olarak Izmir, Bursa ve
Aydin illeri ve ¢evrelerinde yetistirilmektedir. Cizelge 4.1°de belirtildigi iizere son
yillarda Antalya, Adana ve Mugla illerinde de yetistiriciligi yaygilasmaktadir
(Tiirkiye Istatistik Kurumu, 2011).

Cizelge 1.4 Tiirkiye’de Enginar Yetistirilen iller ve Uretim Miktar1 (Tiirkiye
Istatistik Kurumu, 2011).

Sira 11 mil?t;ertll?tlon) Sira 11 mil?tfli??tlon)
1 Izmir 10738 11  Ankara 400
2 Bursa 7758 12 Balikesir 289
3  Aydmn 4697 13 Kocaeli 214
4 Antalya 1966 14  Hatay 98
5  Adana 1757 15  Bartin 69
6 Bolu 1620 16  Canakkale 58
7 Sakarya 1393 17  Bilecik 25
8 Mugla 1216 18  Eskisehir 20
9 Manisa 713 19  istanbul 3

10  Yalova 425 20  Kastamonu 1

Ulkemizde vegetatif yolla iiretim yaygin oldugundan cogunlukla buna
uygun Bayrampasa ve Sakiz enginar cesitleri yetistirilmektedir. Son 10 yilda
yayginlagmaya basglayan tohumla {retim, agirlikli olarak konserve ve

dondurulmaya yonelik baz1 yabanci enginar gesitlerinin de iilkemize girmesine
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onciiliik etmigtir. Orta irilikte, konik sekilli ve yesil renkli baslara sahip erkenci
cesit olan, Opal ve orta irilikte, agik renkli ve konik bas olusturan Jade cesitleri
tilkemizde tohumla iiretilen 6nemli enginar ¢esitlerindendir. Ancak, tohumla
iiretimi yapilan bu ¢esitlerin bolgesel performanslar1 hakkinda yeterli veri heniiz
bulunmamasina ragmen, {iretim yapilan parsellerde bitkilerin daha az dip siirgiinii
olusturduklari, plantasyonun ii¢iincii yilinda verimin azaldig1r gozlenmistir (Eser

vd., 2006).

Klasik yontemle {iretilmeye uygun Sakiz enginari Izmir’de Balgova,
Mordogan, Cesme ve Karaburun yoresinde yetistirilen erkenci, yapraklari diiz,
bast silindir (su bardagi) seklinde fazla siki olmayan bir ¢esittir. Kasim ayinda
verime yatmaya baslayan bitkinin hasadi Nisan ay1 sonuna kadar devam
etmektedir. Taze tiiketime uygun ¢ok genis olmayan ¢igek tablasi, uzun baslari ile
orta irilikte sik1 yapida bas olusturur. Uzun yillar ayni plantasyonlarda iiretilen
cesit, tek yonli degismeler gostererek erkencilik 6zelligini kaybeder ve morfolojik
goriintlisli degisebilir. Bu doniisiim sonucunda daha kii¢iik ve basik sekilli baslar
ve pargal1 yapraklariyla “Yerli Tip” ad1 verilen bir tip olusur. Olusan bu yeni tip
Nisan ayinda verime yatar ve sicakliga bagli olarak hasad1 Haziran sonuna kadar
devam edebilir. Goriiniim olarak Bayrampasa ve Sakiz aras1 bir gorilintiiye sahip

olmakla birlikte genetik 6zellikleri Sakiz ile aynidir (Eser vd., 2006).

Bayrampasa enginar1 ise bas 0zelligi bakimindan Sakiza goére oldukga
farklidir, iri top seklinde siki-agir (150-250 g) bir bas olusturur. Antosiyan igerigi
fazla olan ¢esit mor renkli baslara sahiptir. Geggi bir gesittir, Mayis-Haziran
aylarinda olgunlasir ve hasat edilir, taze tiiketimin yaninda konservelik olarak da
kullanima uygundur. Ulkemizde yogun olarak Marmara Bélgesi’nde Istanbul ve
Bursa ¢evrelerinde yetistirilir. Pargali yapraklart ve oldukg¢a kalin damarlariyla
Sakiz cesidinden kolaylikla ayrilir. Son yillarda o6zellikle konserve edilmeye
uygun kiiciik basa sahip ¢esitler iilkemizde de yetistirilmeye baslanmistir (Eser
vd., 2006).

Enginar, ¢ok yillik bir bitki oldugundan birgok biyotik ve abiyotik
faktorden etkilenmektedir. Enginar topraktan fazla besin maddesi kaldirdigi igin

bitkilerde besin elementi eksiklikleri siklikla goriilmektedir. Sulama diizensizligi
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ve yiiksek sicaklik bas olusumunu etkileyen en Onemli abiyotik faktorlerin

basinda gelmektedir (Bayraktar, 1981; Bertelsen et al., 1995; Sahan, 2008).

Enginarda bir¢ok hastalik etmeni verim kaybina neden olabilmektedir.
Enginarda goriilen 6nemli bakteriyel hastaliklar arasinda yas ciiriikliik hastalig
(Erwinia carotovora subsp. carotovora) ve bakteriyel brakte lekesi hastaligi
(Xanthomonas cynarae) bulunmaktadir (Trebaol et al., 2000). Fungal hastaliklar
ise olduk¢a fazladir. Kursuni kiif (Botrytis cinerea), Ascochyta yaprak lekesi
(Ascochyta hortorum) (INRA, 2009), Yaniklik (Sclerotium rolfsii), Cercospora
yaprak lekesi (Cercospora obscura), Kok ¢iirtikliigii (Phytophthora megasperma),
Kok ve govde ciriikligii (Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum) ve
solgunluk (Verticillium dahliae) (Horst, 2008) fungal hastaliklara 6rnek olarak

verilebilir.

Enginarda ekonomik zarara neden olan zararlilardan bazilari ise Platyptilia
carduidactyla (Lepidoptera: Pterophoridae), Vanessa cardui (Lepidoptera:
Nymphalidae), salyangoz ve siimiikliibocekler, bazi Coleoptera bireyleri, tarla

fareleri, tarla sincaplari ve yaprak bitleridir (Bertelsen et al., 1995).

Kiiltiir bitkilerinin iiretiminde nicel ve nitel bi¢imde iiriin kayiplarina
neden olan faktorler arasinda viral kaynakli etmenlerin ayr1 bir 6nemi vardir. Bu
etmenlere kars1 diger patojen gruplarmin Onlenmesi i¢in sik¢a bagvurulan
kimyasal savas yonteminin uygulanamamasi ve diger kontrol yontemlerinin de
iretici tarafindan yeterli diizeyde bilinmemesi, virlislerden kaynaklanan kayiplarin
artmasina neden olmaktadir. Virlis hastaliklar1 genellikle verim ve kalite iizerine
dogrudan olumsuz etki yaptiklarindan, gerek i¢ pazarda gerekse dis pazarda
virlisle enfekteli bitkilerden elde edilen iiriinlerin degerlendirilmesi de ¢ok gii¢
olmaktadir. Viriis hastaliklar1 sonucu, ayn1 anda iki tiir kayip ortaya ¢ikmaktadir.
Bunlardan ilki, viriislerin bitki gelisimi ve verimi tizerine olan dogrudan etkileri;
digeri ise, ozellikle vektor ya da yabanci ot gibi tasiyict veya barindiricilarin
miicadelesinde uygulanan kimyasal madde giderleridir. Bununla beraber viriis
hastaliklarinin goriinme sikligi ve siddeti; viriis, konukgu, vektdr ve cevre
kosullar1  dortgeni iligkisine bagimli olarak yillara gore degiskenlik

gostermektedir. Viriis hastaliklari, liretimde 6nemli bir sorun olup, pazar degerini
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diistirerek onemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Enginarlarda goriilen viral
etmenlerin olusturdugu belirtiler genellikle, bodurlasma, yapraklarda kivrilma,

deformasyon, sararma ve beneklenme seklinde olabilmektedir.

Son yillarda iiretimi artan enginarda oOzellikle Izmir ve Aydin illeri
cevrelerinde, viral etmenlerden kaynaklanan iiriin kayiplarinin artmaya basladigi
konusunda bilgiler alinmaktadir. Enginar iiretiminde diinya lideri olan Italya,
Ispanya ve Fransa gibi iilkelerde yapilan bircok calisma ile, viral etmenlerin
verimde bliyiik azalmalara neden oldugu tespit edilmis ve hatta birgok viral
etmenin Tiirkiye orjinli oldugu ortaya koyulmustur. Ulkemize komsu olan
iilkelerde bu kadar yaygin goriilen viral hastalik etmenlerinin iilkemizde de yaygin
oldugu diisiinilmektedir. Ancak, {lilkemizde enginarlarda goriilen viral etmenler
ile ilgili bugiline kadar pek fazla arastirma yapilmadig1 goriilmiistiir. Yiiriitiilen bu
calisma ile Ege Bolgesi’nde enginar iiretiminin yogun olarak yapildig: illerdeki
iiretim alanlarinda viriis hastaliklarinin bulunma durumlari izlenmis ve toplanan
orneklerdeki viral etmenlerin molekiiler, biyolojik ve serolojik olarak tanilanmasi
gerceklestirilmistir. Elde edilen bu bilgiler sayesinde Ege Bolgesi’ndeki enginar
tiretim alanlarinda viral etmenlerin dagilimi belirlenmis ve diger arastirmalar i¢in

onemli bir kaynak olusturularak literatiire katk1 yapilmasi amaglanmustir.
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2. LITERATUR BILDIiRISLERI

Enginar, % 85’¢ yakin bir oranda Akdeniz havzasindaki iilkelerde yogun
olarak yetistirilen ¢ok yillik bir sebzedir. Italya, Ispanya ve Fransa enginar
tiretiminde lider tilkeler olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle enginar viriisleriyle
ilgili birgok arastirma bu iilkelerde yiiriitiilmiistiir. Ulkemizde ise enginar viriisleri
ile yiiriitiilen ¢alisma sayisi1 ¢ok az ve ylizeyseldir. Bugilinkii bilgilerimize gore bu
arastirma, Ege Bolgesi’nde enginar viriislerinin saptanmasi iizerine ylriitiilen en

kapsamli ¢aligmadir.

Konu ile ilgili olarak diinya genelinde gergeklestirilen ¢alismalar,
enginarda enfeksiyon olusturan viral etmenlerin 6zellikleri ve saptanmasi iizerine
yiiriitiilen ¢alismalar, viriis enfeksiyonlarinin enginar bitkilerindeki etkileri {izerine
yiriitiilen arastirmalar ve viriisleri tanilama yontemleri ve etkinlikleri lizerine

yiirlitiilen ¢alismalar seklinde 3 ana baslik halinde verilmistir.

2.1. Enginarda Enfeksiyon Olusturan Viral Etmenlerin

Ozellikleri ve Saptanmasi Uzerine Yiiriitiillen Cahsmalar

Enginar viriisleriyle ilgili ilk arastirmalar 1950’lerde baslamig, 1960 ve
1970’lerde ise lst seviyeye ulagmistir. 1967 yilinda Birinci Uluslararast Enginar
Kongresi (1% International Congress on Globe Artichoke-Bari, Italy 1967)
diizenlendiginde enginardan sadece 3 virlis izole edilebilmisti. Bunlar
California’dan izole edilen Artichoke curly dwarf virus-ACDV (Leach and
Oswald, 1950; Morton, 1961), Artichoke latent virus S-ArLVS (Costa et al., 1959)
ve Italya’da izole edilen Artichoke mottled crinkle tombusvirus-AMCV adli
etmenlerdi (Martelli, 1965; Quacquarelli and Martelli, 1966).

ikinci Uluslararasi Enginar Kongresi’nde (2" International Congress on
Globe Artichoke-Bari, Italy 1976) ise Martelli ve Rana (1976) tarafindan mevcut
listeye 9 viriis daha eklenmistir. Bunlar arasinda Artichoke Italian latent
nepovirus-AlILV, Artichoke vyellow ringspot nepovirus-AYRSYV, Artichoke
degeneration virus-ADV, Artichoke latent potyvirus-ArLV, Cucumber mosaic

cucumovirus-CMYV, Tobacco streak ilarvirus-TSV, Cynara virus-CraV, Tobacco
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mosaic tobamovirus-TMV ve Tobacco rattle tobravirus-TRV yer almaktadir.

1981°de diizenlenen {igiincii kongrede enginardan izole edilen viriis sayist 16’ya
(Martelli et al., 1981) ve 2000’de ise 23’¢ ¢ikmustir (Gallitelli et al., 2004).

Yapilan arastirmalar sonucunda enginar Cynara scolymus ve yabani enginar C.

cardunculus’da enfeksiyon olusturan 15 genus’a baghi 24 viriis bulundugu
aciklanmaktadir (Cizelge 2.1) (Gallitelli et al., 2004; DPV, 2012; Erkan ve Ergiin,
2012).

Cizelge 2.1 Enginar Bitkilerinde Hastalik Olusturan Viral Etmenler ve Bazi
Ozellikleri (Gallitell et al., 2004; Descriptions of Plant Viruses,

2012; Erkan ve Ergiin, 2012).

- . . . . Dogal o -
No Viriis Epidemiyoloji Vektor Konukeu Cografik Dagilim
Artichoke . Italya,
1 Italian latent AILV VLS Sl SIELE Bulgaristan,
- kaynakl apulus scolymus
nepovirus Rusya
Artichoke .
mottled Toprak Vektorsiiz Cynara Italya, Fa?’ Malta,
2 . AMCV Yunanistan,
crinckle kaynakl tasinma scolymus
. Tunus
tombusvirus
Artichoke vein . .o
3 banding AVBV VERITELS Bilinmiyor S Itflya’ TurklZe
. kaynakl scolymus (*), Fransa (*)
cheravirus
Artichoke Cynara
4 yellow AYRSV Toprak Bilinmiyor scolymus, italya, Yunanistan
ringspot kaynakh C.
nepovirus cardunculus
5 Broad begn BBWV Bocek ile Ces:tll Aﬁt Cynara ftalya, Fransa
wilt fabavirus tasinir Tiirleri scolymus
Cynara .
Cucumber . fore Italya,
6 mosaic CcCmv Bocek ile Ces.l.th A.ﬁ t  scolymus, Yunanistan,
- tasimr Tiirleri C.
cucumovirus Fransa, Tunus
cardunculus
Pelargonium .. . Cesitli
7 zonate spot PZSV D58 Sl Trips e Italya
: taginir . scolymus
anulavirus Tiirleri
Artichoke
8 Aegean AARSV Toprak Bilinmiyor Cynara Turkl_ye,
ringspot kaynakl scolymus Yunanistan
nepovirus
Tobacco . Cesitli
9 streak TSV Bocek ile Trips ST Brezilya
I taginir L scolymus
ilarvirus Tiirleri
10 T_omato blqck TBRV Toprak Longidorus Cynara Fransa
ring nepovirus kaynakli attenuatus scolymus
TOlBEEEY Degme ile C
11 mosaic TMV g Bilinmiyor ' Italya
tasmr cardunculus

tobamovirus

Koyu renk yaygin olan viriisleri géstermektedir. *: Heniiz tam aydinlatilamamustir.
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Cizelge 2.1 Enginar Bitkilerinde Hastalik Olusturan Viral Etmenler ve Bazi
Ozellikleri (Gallitell et al., 2004; Descriptions of Plant Viruses,
2012; Erkan ve Ergiin, 2012) (devam)

. . . . . Dogal Cografik
No Viriis Epidemiyoloji Vektor Konukeu Dagiim
12 Tobacco_rattle TRV Toprak Thrlch_oc_io_rus Cynara Brezilya
tobravirus kaynakl christiei scolymus
Artichoke curly
13 dwarf ACDV Bilinmiyor Bilinmiyor Cynara ABD .
. scolymus (California)
potexvirus
14 FOtAtoiX PVX e s Bilinmiyor Ui Tunus
potexvirus taginir scolymus
15 Arltchol_<e latent ArLVM Bocek ile Bilinmiyor Cynara ftalya
carlavirus M taginir scolymus
Cynara
Artichoke Bocek ile scolymus, ABD, italya,
16 latent ArLVS tasir Afitler C. Fas, Ispanya (*),
carlavirus S 3 cardunculu Brezilya (*)
S
Adlandirilmam
17 1$ Carlav.IrUS Siniflandir Bocek ile Bilinmiyor Cynara italya
kabul edilen 1lmamusg taginir scolymus
viriis
Artichoke Bocek ile persicae, é ' Akdeniz
18 latent ArLV Aphis fabae, : havzasi,
. tasimr carduncul .
potyvirus Brachycaudus us. C Brezilya
cardui e
syriaca
Bean ye.l low Bocek ile Cesitli Trips Cynara italya,
19 mosaic BYMV I -
- taginir Tiirleri scolymus Yunanistan
potyvirus
20 Turnip mosaic TUMV Bocek ile CGSIEII TI:IpS Cynara Sl
potyvirus taginir Tirleri scolymus
Artichoke
degeneration .
21 virus olarak Siﬁiﬁdlr Eoﬁilr( (li‘; Bilinmiyor Sggln?]:Ss Italya
adlandirilan 3 3 y
Potyvirus
Tomato
infectious Bocek ile Trialeurodes Cynara ABD
22 - TICV . A
chlorosis taginir vaporariorum  scolymus (California)
crinivirus
Cynara virus
olarak Bocek ile Cynara . .
23 adlandirilan CraV N Bilinmiyor scolymus, Italya, Ispanya
Cytorhabdovir 3 C. syriaca
us
Tomato . R ST Arjantin,
24 spotted wilt TSWV Bocek ile Cesl.t.h TI"IpS Cynara Avustralya,
. tasinir Tiirleri scolymus .
tospovirus Italya, Ispanya

Koyu renk yaygin olan viriisleri gostermektedir. *: Heniiz tam aydinlatilamamustir.
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Artichoke Italian latent nepovirus-AILV yaklasik 30 nm c¢apinda koseli
kenarlara sahip, ssRNA igeren, toprakla ve Longidorus spp. ile tasmabilen bir
virlistiir. Bu virlis dogal olarak otsu veya odunsu bir¢ok bitkiyi enfekte
edebilmekte 6zsu ve tohumla kolaylikla taginmaktadir (Gallitelli et al., 2004;
Description of Plant Viruses, 2012). AILV ilk olarak giiney Italya’da Apulia’da
1970 yilinda belirti gostermeyen enginar bitkilerinden (Majorana and Rana,
1970a) ve daha sonra 1971 yilinda, yapraklarinda parlak klorotik beneklenmeleri
takip eden parlak sar1 lekeler gésteren hindiba bitkilerinden izole edilmistir
(Vovlas et al., 1971). Ayrica, bu viriisiin, Bulgaristan’da yelpaze yapraklilik
benzeri belirti gosteren asma bitkilerinden (Jankulova et al, 1977) ve
Yunanistan’da siddetli yaprak deformasyonu gosteren sardunya bitkilerinden de
izole edildigi (Martelli et al., 1977) agiklanmaktadir. Yapilan arastirmalar sonucu,
AILV’niin Apulian rkinin Longidorus apulus ile (Roca et al., 1975; Vovlas and
Roca, 1975; Rana and Roca, 1976) Greek irkinin ise L. fasciatus ile (Roca et al.,
1982) tasmnabildigi belirlenmistir. Dogal konukcu dizini olduk¢a genis olan
etmenin deneysel konukg¢u dizini 12 dikotiledon familyadan 63 tiirli icermektedir

(Quacquarelli et al., 1976; Savino et al., 1977; Camele et al., 1991).

AILV, enginar bitkilerinde genellikle latenttir. Ancak, ender olarak
yapraklarinda 1limli sararma ve gelisme geriligi gosteren bitkilerden de izole
edilebilmistir. Hindiba bitkilerinin yapraklarinda virlis parlak sar1 lekeler ve
klorotik beneklenmelere neden olmaktadir. Ayrica, viriis enfeksiyonu nedeniyle
sardunya bitkilerinde agir yaprak deformasyonlart ve gelisme geriligi

goriilebilmektedir (Description of Plant Viruses, 2012).

AILV, 6zsu ile kolaylikla taginabilen bir etmendir. Viriisiin bazi indikator
test bitkileri ve bu bitkilerde olusan belirtiler ise kisaca su sekilde Ozetlenebilir:
Phaseolus vulgaris (¢al1 fasulyesi)’te inokulasyon yapilan yapraklarda klorotik ve
nekrotik lezyon olusumu gozlenir. Etmenin olusturdugu sistemik belirtiler ise
biiyiiyen uclarda nekroz olusumu ve ii¢ yaprakcikli yapraklarda klorotik ve
nekrotik beneklenmeler seklindedir. Gomphrena globosa’da ise nekrotik,
beyazims: halka seklinde lokal lezyonlari, sistemik nekrozlar ve yaprak
deformasyonlar izler. Cucumis sativus’taki belirtiler ise klorotik veya nekrotik

lokal lezyonlar1 izleyen agir sistemik mozaik seklindedir. Ayrica, yaprak
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deformasyonlar1 ve izolata gdre inokulasyonu takip eden 2-3 hafta igerisinde
yapraklarda enasyon olusumu go6zlenebilir. Nicotiana tabacum cv. White
Burley’de inokule edilen yapraklarda klorotik benekler ve nekrotik halkalar
olusur. Sistemik enfeksiyon sonucu ise yapraklarda nekrotik ve klorotik halka

lekeler ve ¢izgi olusumlar goriliir (Description of Plant Viruses, 2012).

AILV ve L. attenuatus iliskisi dikkate alinarak yiiriitiilen bir ¢aligmada,
Apulia'da enginar yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi {ic ana bolgede
siirveyler diizenlenmis ve 218 tarla, 1973-1974 sonbahar ve kis aylarinda
incelenmistir. Bu amagla rastgele her araziden 4-6 6rnek alinmis, bu Srneklerin
rizosferleri L. attenuatus varligi agisindan laboratuvarda incelenmistir. Ayni
bitkilerin yapraklari da AILV varligimin belirlenmesi amaciyla etmenin duyarl
konukgularindan biri olan ¢ali fasiilyesi bitkilerine inokule edilmistir (Rana and
Roca, 1973). Bari'den alinan 92 ornekte yiiriitiilen arastirma sonuglarina gore L.
attenuatus ve AILV’niin birlikte bulunma durumu % 40, sadece L. attenuatus
bulunma durumu % 2, sadece AILV bulunma durumu % 33 iken, 6rneklerin %
25'inde etmene ve vektore rastlanilmamistir. Brindisi bolgesinden alinan 39
ornekte ise L. attenuatus ve AILV’iin birlikte bulunma durumu % 3, sadece L.
attenuatus bulunma durumu % 13, sadece AILV bulunma durumu % 21 ve viriis
ile nematoda rastlanmayan ornekler % 64'tiir. Arastirmanin Foggia'da yiiriitiilen
kisminin sonuglari ise 87 6rnegin % 1.5'u hem L. attenuatus ve AILV ile enfekteli,
% 1.5'u sadece L. attenuatus ile, % 7'si sadece AILV ile enfekteli oldugunu
gostermistir. Orneklerin % 90’1nda ise her iki etmende bulunamamistir. Yapilan bu
calisma ile AILV enfeksiyonunun L. attenuatus populasyonu ile iligkili oldugu
belirlenmistir (Roca et al., 1975).

Yiiriitilen bir calismada, AILV ile nematod vektér L. attenuatus’un
Ozellesmis iliskileri incelenmistir. AILV ile enfekteki Chenopodium quinoa
bitkilerinden alinan bireyler, elektron mikroskopla enine ve boyuna kesitler
halinde incelenmistir. Inceleme sonuglari, AILV’iin, nematodun odontostyle’mnin
i¢ yiizeylerine yerlestigini gostermistir. Viral partikiillerin gozlendigi bu bdlgenin

bu viris i¢in spesifik oldugu belirlenmistir (Taylor et al., 1976).
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Kyriakopoulou (1995) tarafindan Yunanistan’da 1995 yilinda yapilan
calismada, Enginar Yamali Klorotik Bodurlasma-Artichoke patchy chlorotic
stunting-APCS hastaliginin 6zellikle Argos varyatesinin yetistirildigi Argolis
bolgesinde onemli sorun oldugunu belirlenmistir. Ik olarak 1982 yilinda
farkedilen hastaligin yillar ile birlikte yayilimi ve zarart artmistir. Yapilan
caligmalar, hastalik etmeninin AILV oldugunu gostermistir. Ayrica bu c¢aligma
sirasinda Yunanistan’da ilk kez enginarlardan Broad bean wilt fabavirus-BBWV

izole edilmistir.

Artichoke mottled crinkle tombusvirus-AMCYV, ssRNA igeren, 30 nm
capinda, icosahedral bir virtistir (Martelli et al., 1988; Tavazza et al., 1994).
Dogal enfeksiyonuna sadece enginarda rastlanmistir. Bu viriis toprak kaynakli
olup, saglikli bitkilere vektér miidahalesi olmadan taginmaktadir (Gallitelli et al.,
2004). Olusturdugu belirtiler klorotikten soluk yesile kadar lekelenme, bitki
boyunda kiigiilme, yapraklarda sekil bozuklugu, bodurlasma ve bas sayisinda
azalma seklindedir (Martelli, 1965; Quacquarelli and Martelli, 1966; Pasquini and
Barba, 2005). AMCYV, toprakta uzun siire canli kalabilen bir etmendir ve bu
nedenle enfekteli topraga yeni bitki dikimleri ile enfeksiyon yayilmaktadir

(Pasquini and Barba, 2005).

AMCYV tamamen karakterize edilmis ilk enginar viriisii olma Ozelligine
sahiptir (Quacquarelli and Martelli, 1966; Martelli et al., 1981). Akdeniz
havzasinda epidemik oldugu diisiiniilen etmen Giiney Italya (Martelli, 1965), Fas
(Fischer and Lockhart, 1974a), Malta (Martelli et al., 1976) ve Tunus’ta (Rana and
Cherif, 1981) yapraklarinda siddetli sekil bozuklugu, beneklenme ve
kivirciklasma gibi belirti gosteren bitkilerden izole edilmistir. Ayrica, Yunanistan
ve giiney Italya'min bazi bolgelerinde ise belirti gdstermeyen bitkilerden de

viriisiin izole edilebildigi bildirilmektedir (Rana and Kyriakopoulou, 1982).

1994 yilinda Roma’da yiriitilen bir ¢alismada Tombusvirus iiyesi
AMCV’niin genomunun niikleoitid dizisi belirlenmistir. Yapilan ¢alisma viriisiin
genomunun 4790 niikleotid uzunlugunda oldugunu gostermistir. AMCV genomu,

bes ORF (open reading frames) kismi1 icermektedir (Tavazza et al., 1994).
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Gegei  enginar ¢esidi Romanesco’da  virlis bulunma durumlarinin
belirlenmesi amaciyla Italya’da yiiriitilen bir calismada, beneklenme,
yapraklarinda dagilma, sekil bozukluklari, bodurlasma vb. belirtiler gosteren
bitkilerden o6rnekler alinmis ve Ornekler biyolojik, elektron mikroskop ve
molekiiler yontemlerle testlenmistir. Arastirmalarin sonuglari, % 54 ile en yiiksek
enfeksiyon oraninin AMCV’ne ait oldugunu ve etmenin tek olarak veya karisik
enfeksiyon olusturabildigini gostermistir. ArLV ise % 34 diizeyinde enfeksiyon
orant gostermis ve sadece belirtisiz bitkilerden izole edilmistir. AILV, % 12
enfeksiyon oranina sahiptir ve genellikle karisik enfeksiyon i¢cinde bulunmaktadir.
Ayrica, bu arastirma ile bitkilerde goriilen belirtilerle izole edilen etmenleri
iligkilendirmenin olduk¢a zor oldugu ve diger etmenlerle karisik enfeksiyonlar
durumunda degisik belirtiler ortaya ciktigi saptanmustir (Pasquini and Barba,
2005).

Artichoke vein banding cheravirus-AVBV 30 nm capinda koseli kenarli,
ssSRNA iceren bir viriistiir ve O6zsu ile kolaylikla tasinabilmektedir. Viriisiin
vektorleri bilinmemektedir. Kismen genis bir konukc¢u dizisine sahip oldugu
diistiniilen etmenin, deneysel olarak 7 dikotiledon familyadan 20 tiirii enfekte
edebildigi belirtilmektedir. Bu viriisiin dogal enfeksiyonu ise sadece enginarda

rapor edilmistir (Gallitelli et al., 2004; Description of Plant Viruses, 2012).

AVBV’niin C. amaranticolor ve C. quinoa test bitkilerinde olusturdugu
belirtiler, kiiclik klorotik veya nekrotik lokal lezyonlar: izleyen sistemik mozaik
ve apikal nekrozlar seklinde tanimlanabilir. Viriis P. vulgaris’te (¢ali fasulyesi) ise
toplu igne biiyiikliigiinde nekrotik lokal lezyonlar, sistemik mozaik ve ii¢
yaprakciklt yapraklarda sekil bozukluklugu olusumuna neden olmaktadir
(Description of Plant Viruses, 2012).

Gallitelli et al. (1978 ve 1984) tarafindan tanimlanan AVBV ilk olarak,
Apulia’da Tiirkiye kokenli enginar cesitleri Bayrampasa ve Sakiz’dan izole
edilmistir. Enfeksiyon bu iki tiirde ve Italyan g¢esidi Mazzaferrata’da yaprak
damarlarinda hafif klorotik renk degismelerine neden olmaktadir (Gallitelli et al.,

2004).
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30 nm ¢apinda, ssSRNA igeren Artichoke yellow ringspot nepovirus-AYRSYV,
ozsu ile bircok otsu konukguya kolaylikla tasinabilmektedir. Ozellikle tiitiinde
tohum ile tasinabilmekte, N. clevelandii’yi de polenle enfekte edebilmektedir.
Viriisiin bilinen bir vektorii yoktur (Gallitelli et al., 2004; Description of Plant
Viruses, 2012).

AYRSV ilk olarak Yunanistan’da yapraklarinda parlak sari lekeler, halka
lekeler ve ¢izgi desenleri gosteren bitkilerden izole edilmistir (Kyriakopoulou and
Bem, 1973). Daha sonra Sicilya’da dikkat c¢ekici sar1 halka lekeler ve ¢izgi
desenleri gdsteren yabani enginar (C. cardunculus cv. Bianco Avorio)

yapraklarindan viriisiin izole edildigi agiklanmaktadir (Rana et al., 1978).

AYRSV’nin dogal konuk¢u dizini ekonomik degeri yiiksek olan 6 kiiltiir
bitkisini (enginar, yabani enginar, tiitiin, bakla, fasulye ve hiyar) iceren 14
familyadan 35 bitki tiiriinii kapsamaktadir. Ayrica, viriis 30 yabani bitki tiirinti de
enfekte edebilmektedir (Kyriakopoulou et al., 1985; Avgelis and Vovlas, 1989;
Avgelis et al., 1992). Yunanistan’da yliriitiilen bir ¢alismada etmenin, enginar ve
tiitlindeki enfeksiyonlarin yiiksek diizeyde ekonomik kayiplara neden oldugu,
fasulye ve baklada potansiyel tehdit olusturdugu ancak yiiksek siklikta enfeksiyon
ortaya ¢ikisi ve agir belirti olusumu durumlarinda 6zellikle baklada ekonomik
acidan onemli olabilecegi agiklanmaktadir (Kyriakopoulou et al., 1985). Deneysel
olarak viriisiin konuk¢u dizini ise 11 dikotiledon familyadan 56 tiirii icermektedir

(Rana et al., 1980).

1972 yilinda AYRSV Yunanistan’da ilk kez Argolis’te yerel tiiysiiz cesit
olan Argitiki’de tespit edilmistir. Viriis bu ¢esitte parlak sar1 veya klorotik halka
lekeler, degisen caplarda c¢izgi desenleri, boliimler veya tiim bitkide sararan
dokunun nekrozunu izleyen belirtilere neden olmaktadir. Ayrica, bitkinin verimi

ve boyutlarinda azalma goriildiigii gozlenmistir (Kyriakopoulou and Bem, 1973).

1976 yilinda Rana et al. (1978) tarafindan yiiriitiilen ¢alisma ile italya’da
tipik sar1 veya klorotik simptomlar gosteren enginarlar ve yabani enginarlardan
AYRSV izole edilmisti. Bu viriis Italya’da bu iki bitkide daha &nce izole

edilmemistir.
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1980 yilinda AYRSV enfekteli enginar bitkilerinin bulundugu arazinin
birka¢ kilometre uzagindaki tiitiin (Nicotiana tabacum L. cv. Black of Argos)
tarlalarinda, AYRSV’niin tek olarak ve TMV ile karisik enfeksiyon seklinde

olusturdugu iki 6nemli hastaliga rastlanmistir (Kyriakopoulou, 1981).

1981 yilinda ise AYRSV, Argolis’te bu kez enginar yetistirme alanlarindan
olduk¢a uzak mesafedeki tiitin tarlalarindan tekrar izole edilmistir
(Kyriakopoulou et al., 1985). Ayrica, Nauplion bolgesinde AYRSV enfekteli
enginar tarlalarina bitisik kloroz gosteren fasulye (Phaseolus vulgaris L.)
tarlalarindan 1980 yilinda ve agir beneklenme, mozaik ve ciicelesme gosteren
bakla bitkilerinden (Vicia faba L. var. major Harz.) 1982 yilinda izole edilmistir
(Kyriakopoulou et al., 1985).

Rana et al. tarafindan yapilan ¢aligmalarla ise, AYRSV nin 6zsu ile mekanik
olarak kolaylikla tasinabildigi, Myzus persicae kullanilarak yiiriitiilen ¢alismalarin

sonuglart ise etmenin afitlerle tasinmadigini kanitlamistir (Rana et al., 1980).

1985 yilinda AYRSV’nin vektorlerinin belirlenmesi amaciyla Myzus
persicae, Hyperomysuz lactucae ve birkag bitki paraziti nematod ile yiiriitiilen bir
calismanin sonucunda M. persicae ve H. lactucae ile yiiriitiilen testler, non-
persitent, semipersitent veya persistent olarak negatif sonu¢ vermistir. Nematod
ile tasinma calismalari ise iki kisimda yiiriitiilmiistiir. ilk olarak AYRSV simptomu
gdsteren bitkilerin rizosferinden dikkatlice 6rnekler toplanmustir. Ikinci olarak,
toplanan Longidorus fasciatus, Xiphinema pachtaicum, Trichodorus spp.,
Paratrichodorus tunisiensis ve Paratrichodorus spp. tirleri saglikli test
bitkilerinin sulama suyuna karistirtlmis ve bitkiler biyolojik indeksleme ve IEM
ile incelenmistir. Genis c¢apli yiiriitiilen test sonuclari etmenin nematodla
tasinmadigini gostermistir. Elde edilen veriler, AYRSV’nin nepovirus olmasina
ragmen nematod kokenli bir vektérii olmadigr ve virlisiin dogal yayilma ve
dagiliminda tohum ve polenle taginmanin &nemli rol oynadigi hipotezini

desteklemektedir (Kyriakopoulou et al., 1985).

Maliogka et al. (2006) yapraklarinda sar1 ¢izgiler ve nekrotik kiiclik lekeler
gosteren sogan bitkileri ile yaptiklar bir ¢calismada, yaklasik 25 nm ¢apinda koseli
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kenarlar1 olan bir viriis izole etmisler ve bu viriisin mekanik olarak
Amaranthaceae, Chenopodiaceae, Cucurbitaceae, Leguminosae ve Solanaceae
familyasina bagli 28 indikator bitki tiirline inokule edilebilecegini belirlemislerdir.
Enfektekteli Nicotiana benthamiana dokularinda vyiiriitilen sitopatolojik
incelemeler sonucunda, AYRSV’ne ait sitoplazmik kalintilar olustugunu
gozlemlemiglerdir. Calisma kapsaminda testlenen 44 bitki tiiriiniin 28’inin etmene
duyarli oldugunu belirlemislerdir. Ayrica, etmenin sogan tohumlarinda tasinma

oraninin % 20 oldugunu saptamislardir.

Broad bean wilt fabavirus-BBWYV 25 nm ¢apinda, ssSRNA igeren izometrik
partikiillere sahiptir. Konukg¢u dizini genis olan viriis 14 dikotiledon familyadan
43 tiirii enfekte edebilmektedir. Ozsu ile kolaylikla tagman bu viriis non-persistent
olarak Myzus persicae, Aphis craccivora ve Macrosiphum euphorbiae ile yiiksek

oranda tasinabilmektedir (Description of Plant Viruses, 2012).

Etmenin indikator bitkilere mekanik inokulasyonu ile Vicia faba bitkilerinde
sistemik enfeksiyon goriilmekte ve enfeksiyon sonucu goriilen belirtiler arasinda
mozaik, sekil bozuklugu, gelisme geriligi, solgunluk ve 6liim bulunmaktadir. C.
quinoa bitkilerinde ise inokule edilen yapraklarda inokulasyonu izleyen 4-6 giin
icinde 4-5 mm ¢apinda klorotik lokal lezyonlar olugmaktadir. Ayrica, klorotik
beneklenme, apikal nekrozlar ve sistemik kloroz olusumu da goriilmektedir
(Description of Plant Viruses, 2012). G. globosa veya C. quinoa bitkileri ArLV ile
BBWYV enfeksiyonunu ayirmak ig¢in kullanilabilir. Bu iki bitkide ArLV lokal
enfeksiyon olustururken, BBWYV sistemik enfeksiyona neden olmaktadir

(Gallitell, et al., 2004).

BBWYV enginarda ilk olarak giiney Italya’da ArLV ile birlikte, nadiren de
CraV ve Bean yellow mosaic bymovirus (BYMYV) ile birlikte Castellammare
cesidine ait bitkilerden 1978 yilinda izole edilmistir (Russo and Rana, 1978).
BBWYV genellikle diger viriislerle karisik enfeksiyon seklinde goriilmektedir
(Rana and Martelli, 1983).

Rana et al. (1987) tarafindan yiiriitiillen ¢alismada etmen, Locale di Mola

¢esidinin fidelerine mekanik olarak inokule edilmis, bitkilerde Russo ve Rana
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(1978)’nin etmeni izole ettigi bitkilerdekine benzer simptomlar olusmustur. Bu
simptomlar sar1 beneklenme, mozaik ve ¢izgi olusumudur (Rana et al., 1987).
Etmen ayn1 zamanda Yunanistan’da da izole edilmistir (Kyriakopoulou, 1995).
Fransa’da Camus de Bretagne cesidinde yiiriitilen bir calismada etmen ile
enfeksiyon oraninin % 40-70 oldugu ve enfeksiyon sonucunda, her enginar
bitkisinde olusan bas sayis1 ve baslarin agirliginin azaldig belirlenmistir (Migliori

etal., 1987).

Cucumber mosaic cucumovirus-CMV 29 nm ¢apinda, dort par¢ali genoma
sahip ssRNA iceren icosahedral partikillii bir etmendir (Francki, 1979;
Description of Plant Viruses, 2012). Viriis tiim diinya genelinde olduk¢a genis
konukg¢u dizinine sahiptir. Non-persistent olarak 60’dan fazla yaprak biti tiiriiyle,
en az 10 kiiskiit tliriiyle ve tohumla tasinabilmektedir. Yapilan calismalar
CMV’nin domates tohumlarinda %0.2 (Richardson, 1990) ve % 8 oraninda (Park
and Cha, 2002) tagindigin1 gostermistir. Ayrica, viriis 6zsu ile de kolaylikla
tasinabilmektedir (Description of Plant Viruses, 2012). CMV ’nin belirtileri bitki
tiiriine, gelisim donemine, sicakliga ve viriis irkina gore degisim gostermekle
birlikte, genel belirtiler geng yapraklarda kloroz, yapraklarda daralma, siddetli
kivrilma, biiylime noktalarinda yanmalar ve bitki 6liimleri seklindedir (Fulton,
1950; Kaper and Waterworth, 1981; Yang et al, 1993). CMV ile enfekteli
bitkilerde verim % 23-47 oraninda azalmaktadir (Wilson, 1983).

CMV’nin indikator test bitkilerinde olusturdugu belirtiler ise su sekildedir.
C. amaranticolor ve C. quinoa’da sistemik enfeksiyon olusturmayan viriis,
nekrotik veya klorotik lokal lezyon olusumuna neden olur. Cucumis sativus’ta ve
Cucurbita moschata (Zucchini kabagi)’da ise sistemik enfeksiyon sonucu mozaik
olusumuna ve inokule edilen ¢esidin duyarliligina gore biiylimenin yavaslamasina
neden olmaktadir. N. tabacum, N.glutinosa ve N. clevelandii’de ise inokule edilen
yapraklarda belirti olusumu gézlenmez, sari/yesil sistemik mozaik veya halka leke

olusumu goriiliir (Description of Plant Viruses, 2012).

CMV ilk olarak kuzey Italya’da beneklenme gdsteren yabani enginar
bitkilerinden Lisa (1971) adli arastiric1 tarafindan izole edilmistir. Arastirict

etmenle devam ettigi aragtirmalarinda virlisiic Myzus persicae ile yabani enginar



22

fidelerine tasiyabilmistir. Yabani enginarlardan alinan izolat, enginarlarda belirti
olusturmamistir. Fransa (Migliori et al., 1984) ve giiney Italya (Paradies et al.,
2000)’da ArLV veya TSWYV ile karisik enfeksiyon olusturan subgroup II’ye ait
CMV straini, izole edildigi bitkilerde agir gelisme geriligi, yaprak anormalileri ve
nekroz belirtilerine neden olmustur. 1990 yilinda Tunus’ta gerceklestirilen bir
arastirmada, enginarda CMV enfeksiyonu oldugu kanitlanmigtir (Chabbou and

Cherif, 1990).

Artichoke Aegean ringspot nepovirus-AARSV koseli kenarli ve yaklasik
30nm c¢apinda izometrik partikiiller ve ssRNA igeren tipik bir nepovirustiir.
AARSYV ilk olarak Tiirkiye’deki belirti gdstermeyen bitkilerden 1982 yilinda izole
edilmis (Kyriakopoulou and Bem, 1982), ardindan Rana et al. tarafindan 1985
yilinda Yunanistan’da sar1 lekeler, 1liml1 beneklenme gosteren Black ve Argitiki
cesitlerine ait enginar bitkilerinde saptanmis ve Raspberry ringspot nepovirus-
RpRSV’iin serotipi olarak tanimlanmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalar Yunan ve
Tiirk izolatlarinin serolojik olarak oldukca yakin oldugunu, ancak RpRSV-S ve
RpRSV-E ile uzaktan iliskili oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Rana et al., 1985).

Her 4 izolatla yiiriitilen molekiiler calismalarin sonuglari Yunan ve Tiirk
izolatinin % 73 oraninda homolog dizilimlere sahip oldugunu ancak RpRSV-E ile
bu oranin % 7°de kaldigin1 ortaya ¢ikarmistir (Robinson and Clark, 1987). Bu
caligmalarin 1518inda etmenin ayr1 bir tiir oldugu belirlenmis giiniimiizdeki ismi
Murant et al. (1996) tarafindan verilmistir. Vektorii bilinmeyen etmenin (Roca et
al., 1986) kismen genis deneysel konukcu dizini 7 dikotiledon familyaya bagh 22
tiir olarak belirlenmistir (Rana et al., 1985).

Tobacco mosaic tobamovirus-TMV yaklasik 300 nm uzunlugunda, 18 nm
capinda diiz, cubuk seklinde, ssSRNA igeren bir viriistiir (van Regenmortel, 1981).
1886 yilinda Mayer tarafindan kesfedilmis ilk bitki virtisiidiir. Bitki artiklarinda
100 yila kadar viriilensini koruyabilmesi nedeniyle oldukc¢a stabildir. Topraktaki
enfekteli bitki kok kalintilart ve tohum primer inokulum kaynagidir (Taylor et al.,
1961). Tohumla tasinma orani domateslerde % 94’lere ulasabilmektedir (Juretic,
1978; Walkey, 1991). Ayrica, 6zsu, asilama, kiiltiirel bakim islemleri, bitkilerin

birbirine temasi, 1siric1 ¢igneciyi bocek tiirleriyle de yiiksek oranda taginabilir.
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Konukeu dizini olduk¢a genis olan etmen genellikle sistemik olarak bitkinin her

kisminda bulunabilmektedir (Neergaard, 1988).

Viriisiin test bitkilerine mekanik inokulasyonu sonucu, N. tabacum cv.
Turkish, N. tabacum cv. Samsun, N. tabacum cv. White Burley ve N. tabacum cv.
Xanthi’de inokulasyonu takip eden 3-4 giin i¢inde geng yapraklar sistemik olarak
etkilenmekte, damarlarda renk acilmalart ve mozaik olusumu goriilmektedir.
Yapraklarda sekil bozuklugu ve kabarciklanma virlis nedeniyle olusmaktadir. N.
glutinosa, N. tabacum cv. Samsun NN, N. tabacum cv. Xanthi NN, N. tabacum cv.
Xanthi-nc, C. amaranticolor, C. quinoa ve P. vulgaris’te ise 28°C’nin altinda lokal
enfeksiyonlar olugsmakta ve sistemik enfeksiyon goriilmemektedir (Description of

Plant Viruses, 2012).

TMV enginarda Lisa (1971) tarafindan C. cardunculus bitkilerinden
ftalya’da izole edilmis ve yapilan calismalarla serolojik olarak TMV’niin
bugiinlerde ToMV olarak adlandirdigimiz domates irkina benzerlik gosterdigi
saptanmigtir (Brunt, 1986). Bu nedenle enginardan izole edilen bu viriisiin

Gallitelli et al. (2004)’a goére ToMV olarak siniflandirilmas: gerekmektedir.

Artichoke latent potyvirus-ArLV, 730 nm uzunlugunda, ssRNA igeren bir
viriistiir (van Regenmortel, 2000; Gallitelli et al., 2004). Non-persitent olarak
Myzus persicae, Brachycaudus cardui ve Aphis fabae ile taginabilmektedir (Rana
et al., 1982). Yapilan arastirmalar viriisiin tohumla taginamadigini goéstermistir
(Lumia et al., 2003). Viriisiin dogal konukgular1 oldukg¢a sinirlidir. C. scolymus, C.
cardunculus, C. syriaca ve Petunia hybrida dogal konukg¢ularindan bazilaridir
(Plant Viruses Onling, 2012).

California’da varligi ilk kez Costa et al. (1959) tarafindan ortaya konan
etmen, Tunus’ta 1964 yilinda (Marrou and Mehani, 1964), 1974’te Fas’ta (Fischer
and Lockhart, 1974b) ve Italya Sardinya’da 1977 yilinda (Foddai et al., 1977)

belirti gostermeyen enginar bitkilerinden izole edilmistir.

ArLV, Akdeniz havzasindaki iiretim alanlarinda ekonomik dneme sahip ve

genis alana yayilmis bir etmendir. Etmen ile yapilan aragtirmalar, yaprak bitleriyle
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tasinmanin hizli olusu ve vegetatif yontemle iiretim sonucu enfeksiyon oraninin
oldukea yiiksek oldugunu gostermistir (Rana and Russo, 1980; Ortega et al., 2000;
Pasquini and Barba, 2003).

Duyarli test bitkilerine virlisin mekanik inokulasyonu sonucunda G.
globosa bitkilerinde kirmizi halkalar seklinde lokal lezyonlar goriilmektedir. D.
stramonium’da sistemik beneklenmelere neden olan etmen, C. quinoa ve C.
amaranticolor’da nekrotik lokal lezyon olusumuna ve N. benthamiana ve N.
clevelandii’de agir sistemik mozaik meydana gelmesine neden olmaktadir (Plant

Viruses Online, 2012).

Sardinia-italya’da yiiriitiilen bir calismada enginarlardan bir latent viriis
izole edilmistir. Etmenin aritilmamis enginar 6zsuyunda in vitro’da dayaniklilig
20-30 saat, seyreltme son noktast 102 ile 10" ve sicaklikla inaktivasyon noktasi
55-60°C olarak belirlenmistir. Elektron mikroskopla yapilan incelemelerle
etmenin iplik seklinde 730 nm uzunlugunda oldugu, enfekteli N. benthamiana
yapraklarindan alinan ¢ok ince kesitlerde helezon seklinde sitoplazmik inklusiyon
cisimcikleri oldugu goriilmiistiir. Yiriitillen biyolojik testlerde ise viriisiin G.
globosa ve C. amaranticolor’da karakteristik lokal lezyonlara ve N.
benthamiana’da sistemik belirtilere neden oldugu saptanmistir (Foddai et al.,
1977).

ArLV (Rana et al., 1982) ve AYRSV (Rana et al., 1983) adli viriislerin
cografik yayilimmi belirlemek amaciyla vyiiriitilen calismalarda, Izmir
cevresinden belirti gdstermeyen enginar bitkileri ve Yunanistan’da sar1 mozaik ve
lekeler ya da ilimli1 beneklenme (Kyriakopoulou and Bem, 1982) gosteren Black
ve Argitiki ¢esitlerine ait enginar bitkileri biyolojik indeksleme ile testlenmistir. C.
amaranticolor ve C. quinoa bitkilerinde goriilen belirtiler AILV ve AVBV
viriislerininkilere benzemesine ragmen yiirtitiilen ¢ift yonlii agar difiizyonu testleri
bu etmenler i¢in negatif sonu¢ vermistir. Uygulanan mikropresipitin testleri ile az
miktarda Raspberry ringspot nepovirus-RpRSV’niin iki irkina (RpRSV-S ve
RpRSV-E (Harrison, 1958; Cadman, 1960) ait az miktarda antiserum elde
edilmistir. ArLV ve AYRSV ise izole edilmemistir (Rana et al., 1985).
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Ortega et al. (2005) tarafindan Ispanya’da enginar iiretim alanlarinda
goriilen viral kaynakli {iretim problemleri ve enfeksiyon olusturan viral etmenlerin
belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen bir ¢alismada, indikator bitki, seroloji ve elektron
mikroskop yontemleri kullanilmistir. Arastirma sonuglar1 Ispanya’da iiretim
alanlarinda goriilen en yaygin viriisiin ArLV oldugunu gdstermistir. TSWV, CMV
ve Artichoke French latent fabavirus (AFLV) ise izole edilen diger etmenler
olmustur. Ayrica elektron mikroskop ile daha onceden enginarda varligi tespit

edilmis benzer bazi partikiillere de rastlanmustur.

Tomato spotted wilt tospovirus-TSWYV kiiresel, membran ile sarili, yaklasik
80-120 nm capinda, ssSRNA iceren bir viriistiir. Ozsu ile kolaylikla tasmabilen bu
virlisiin, asil yayilma sekli tripslerle olmaktadir. Birgok Thripidae bireyi, etmeni
persitent olarak tasiyabilmektedir. En oOnemli tiirler ise Thrips tabaci,
Frankliniella occidentalis, F. fusca ve F. schultzei’dir (Description of Plant
Viruses, 2012).

Viriisiin tanilanmasi i¢in duyarh test bitkileri, Petunia hybrida, N. tabacum
cv. Samsun NN, N. clevelandii, N. glutinosa, C. sativus, Vinca rosea ve
Tropaeolum majus’tur. P. hybrida’da inokulasyondan 2-4 giin sonra lokal nekrotik
lezyonlar olusur. N. tabacum cv. Samsun NN, N. clevelandii, N. glutinosa’da lokal
nekrotik lezyonlar: sistemik nekrozlar ve yaprak deformasyonlari izler. C. sativus
bitkilerinde ise inokulasyonu takip eden 4-5 giin iginde kotiledonlarda nekrotik
merkezli lokal klorotik benekler olusur. V. rosea’da, inokulasyondan 10-14 giin
sonra lokal siyah benekler, sistemik mozaik ve deformasyon olusumu gozlenir. T.
majus’ta inokulasyondan 8-12 giin sonra sistemik mozaik belirtileri, inokule
edilen yapraklar haricinde olusur. Inokule edilen yapraklarda belirti goriilmez

(Description of Plant Viruses, 2012).

TSWV enginarda ilk kez Arjantin’de yapraklarinda sararma ve kuruma
goriilen bitkilerden izole edilmistir (Gracia and Feldman, 1978). Viriis ayrica 1981
yilinda Avustralya’da da izole edilmistir (Martelli et al., 1981). TSWV ile
enfekteli enginar bitkilerinde, agir bodurlagsma, genel kloroz, bas saplarinda
bozulmalar, i¢ ve dis pullarda bir veya birden fazla nekrotik kisimlar gibi belirtiler

gozlenmektedir (Vovlas and Lafortezza, 1994; Camele and Rana, 1999).



26

Apulia’da yiriitilen c¢alismalarin sonuglar, TSWV enfeksiyonunun hastalik
siddetinin yiiksek olusu ve ozellikle enfekteli enginar bitkilerinden duyarli diger
kiiltlir bitkilerine tripsler ile tasinmasi nedeniyle 6nemli ekonomik kayiplara

neden oldugunu gostermistir (Gallitelli et al., 2004).

2005 yilinda Basilicata ve Apulia Giiney Italya’daki hibrit enginar gesitleri
ile yiiriitiilen bir ¢alisgmada, mekanik inokulasyon ve elektron mikroskop ile
TSWV, ArLV ve TuMV varligt aranmistir. Test sonuglart TSWV’iin tekli
enfeksiyonu veya ArLV-TSWV Kkarisik enfeksiyonu bulundugunu goéstermistir
(Camele and Rana, 2005).

Subat 2005-Kasim 2007 yillarinda Yunanistan’da Argolida ve Komotini’de
TSWYV ile enfekteli tiitiin ve marul alanlarinin yakinindaki arazilerde virlis benzeri
belirtiler gdsteren enginarlardan Ornekler toplanmistir. Bu bdlgelerde hastalik
orani sirastyla % 3-7 arasinda bulunmus ve belirti gosteren bitkilerden alinan
yapraklar, poliklonal antikorlarla TSWV, CMV ve TuMYV i¢in DAS-ELISA’ya tabi
tutulmustur. Klorotik ve/veya nekrotik halkalar, yapraklarda c¢izgi sekilleri ve
ilimlidan siddetliye kadar gelisme gerilemesi gosteren bitkiler TSWYV ile enfekteli
bulunmustur. Uygulanan RT-PCR testleri sonucunda elde edilen fragmentler ise
diger TSWYV izolatlari ile % 94-96 oraninda benzerlik gostermistir. Bu ¢alisma ile
enginarlarda enfeksiyon olusturdugu bilinen (Gallitelli et al., 2004) TSWV niin,
Yunanistan’da tespit edilen ilk dogal enfeksiyonu olarak literatiire girmistir (Lotos

et al., 2009).

Pelargonium zonate spot anulavirus-PZSV kiiresel benzeri, 25-35 nm
¢apinda, sSRNA igeren bir viriistiir. Gallitelli tarafindan tanimlanan (1983) bu
virlis, Apulia’da bodurlasma ve yapraklarda klorotik beneklenme gosteren

enginarlardan izole edilmistir (Rana and Martelli, 1983).

Tobacco streak ilarvirus-TSV, 26-35 nm ¢apinda isometrik partikiiller igerir.
Enginarda sadece Brezilya’da bodur kalmis bitkiler ve sekil bozuklugu gosteren

yapraklardan 1971 yilinda izole edilmistir (Costa and Tasaka, 1971).
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Tobacco rattle tobravirus-TRV, 25 nm kalinliginda, 200x55 nm boyutlara
sahiptir. Enginarda ilk kez 1969 yilinda Chagas et al. ve 1972 yilinda Chagas ve
Silberschmidt tarafindan, Brezilya’da parlak sar1 renklenmeler gosteren
yapraklardan izole edilmistir. Mekanik inokulasyonla fidelere taginamayan etmen
Trichodorus christiei ile tagiabilmektedir (Salomao, 1976). Fransa’da ArLV ve
BBWYV ile karisik enfeksiyon halinde bulunan izolat (Migliori and Marzin, 1985)
ise T. primitivus ile tasinmaktadir (Gallitelli et al., 2004).

Artichoke curly dwarf potexvirus-ACDV iplik seklinde, 582x15 nm
boyutlarinda, olduk¢a az karakterize edilmis bir viriistiir. 2004 yilinda Adams et
al. tarafindan Potexvirus genusu igerisinde siniflandirilmistir. California’da
yapraklarinda sekil bozuklugu, yayilmis damar nekrozlari, gecikmis bas gelisimi
ve diisiik kaliteli {iriin alinan bitkilerden izole edilmistir (Leach and Oswald, 1950;

Morton, 1961).

ACDY, vektorii heniiz bilinmeyen ancak hastalikl bitkiden iiretim materyali
alinmasiyla yeni dikim alanlarina bulasabilen bir etmendir. ACDV ile enfekteli
bulunan tiim bitkilerin ayn1 zamanda bitkide belirti olusumuna neden olmayan
ArLV ile de enfekteli bulunmustur. ACDV’iin hastalik etiolojisi tam olarak
bilinmemekle birlikte, tarlada dogal konukgusunun enginar oldugu, deneysel
olarak ise Asteraceae familyasi bireylerinden bazilarini enfekte edebildigi

belirlenmistir (University of California Agriculture & Natural Resources, 2012).

515 x 13 nm boyutlarda, ipliksi bir viriis olan Potato X potexvirus -PVX,
ssRNA igerir. Ozsu ve mekanik temasla tagmabilen etmen 16 familyay: enfekte
edebilmektedir (Description of Plant Viruses, 2012). Enginarda ilk kez mozaik,
yaprak deformasyonu ve yaprak ayalarinda azalma belirtileri gosteren bitkilerden

1989 yilinda Tunus’ta izole edilmistir (Chabbouh, 1989).

Tunus’ta Kairouan bolgesinde mozaik, gerilemis gelisme ve agir yaprak
deformasyonu goriilen enginarlardan, konuk¢u test bitkilerine yapilan mekanik
inokulasyonlar pozitif sonu¢ vermis ancak o giine kadar Tunus’ta kaydedilen iki
enginar virlisii ArLV ve AMCV’den farkli belirtiler gozlenmistir (Marrou and
Mehani, 1964; Rana and Cherif, 1981). PVX antiserumu ile yiiriitilen Lateks
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agglutinasyon testleri, etmenin PVX oldugunu gostermis ayrica yapilan
sitopatolojik incelemeler de etmenin PVX oldugunu kanitlamistir. Yapilan bu
calisma, PVX’in enginardaki dogal enfeksiyonunun ilk kaydi olarak literatiire

gecmistir (Chabbouh et al., 1990).

Artichoke latent virus M-ArLVM yaklasik 697 nm boyunda, ssRNA igeren
bir viriistiir. Mekanik olarak test bitkilerine taginmaz ve enfekte ettigi enginar
bitkilerinde simptom olusturmaz (Gallitelli et al., 2004). Apulia’da AILV, AMCV
ve ArLV’1in bir veya daha fazlasiyla karisik enfeksiyon halinde 1989 yilinda izole
edilmistir (Di Franco et al., 1989).

Artichoke latent virus S-ArLVS biiyiik ihtimalle ilk kez belirti gostermeyen
California enginar bitkilerinden izole edilmistir (Costa et al., 1959). Daha sonra
1970 yilinda Apulia’da (Majorana and Rana, 1970b) ve 1974 yilinda Fas’ta
(Fischer and Lockhart, 1974b) belirti gdstermeyen bitkilerden izole edilmistir.

Bean yellow mosaic potyvirus-BYMYV ilk olarak Apulia’da ayni zamanda
ArLV ile enfekteli, yaprak damarlarinda sararma, sar1 beneklenme ve ¢izgi
seklinde belirtiler gosteren enginar bitkilerinde (Russo and Rana, 1978) ve

Yunanistan’da (Rana and Kyriakopoulou, 1980) izole edilmistir.

Turnip mosaic potyvirus-TuMV’iin enginar izolati yaklastk 730 nm
uzunlugunda partikiillere sahiptir. 11k olarak giiney Italya’da belirti gdstermeyen
ve ayn1 zamanda ArLV ile enfekteli olan enginar bitkilerinden izole edilmistir
(Foddai et al., 1993). Enginarda TuMV enfeksiyonu yogunlugu ve ekonomik

zarar1 bilinmemektedir.

California’da enginar ve Nicotiana glauca, Picris echidores yabanci
otlarindan Tomato infectious chlorosis crinivirus-TICV izole edilmistir.
Enginardaki belirtileri tanimlanamamis olan etmen, Trialeurodes vaporariorum ile
tasinmaktadir (Gallitelli et al., 2004).

Cynara virus (CraV), 170-260 nm x 60-65 nm boyutlarinda, zarfli ve basil

formunda, endoplasmik retikulume yerlesen bir etmendir (Pefia-lglesias et al.,
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1972; Russo et al., 1975; Rana et al., 1988). Cytorhabdovirus genusuna ait oldugu
kabul edilen etmen, tiim 6zelliklerinin net olarak bilinmemesi nedeniyle herhangi

bir familyaya atanmamistir (Walker et al., 2000).

Ilk olarak Ispanya’da dejenere olmus enginarlardan izole edilen etmen
(Pena-Iglesias et al., 1972), daha sonra 1975 yilinda C. scolymus ve C.
syriaca’dan Apulia’da izole edilmistir (Russo et al., 1975). Yapilan galismalarla
CraV, her zaman karisik enfeksiyonlar seklinde izole edilmistir. 1972 yilinda,
Ispanya’da Pefia-Iglesias et al. tarafindan tanimlanamayan bir potyvirus’le
(bugiinlerde ArLV olabilecegi diistiniilmektedir), Apulia’da ipliksi bir partikiil
(ArLV veya BYMYV) ve izometrik partikiillerle (AILV veya BBWV) (Russo et al.,
1975) birlikte izole edilmistir.

Cynara virus 1988 yilinda Rana et al. tarafindan yiiriitiilen ¢calismada, giiney
ftalya’daki belirti gdstermeyen enginar bitkilerinden, duyarli konukcu bitkisi
Nicotiana langsdorffii ve ArLV’iin eliminasyonu i¢in ArLV bagisiklik serumu
kullanilarak izole edilmistir. Cynara virus, bircok Solanaceae bitkisini enfekte
edebilmektedir. Yiiriitiilen bu calisma ile, termal inaktivasyon noktasi 40-45°C,

seyreltme son noktasi 1072 ve 10 olarak belirlenmistir.

Artichoke degeneration virus-ADV, iplik seklinde hesaplanan uzunlugu 585
nm’dir. Elde olan veriler etmenin siniflandirilmasi, 6zellikleri, epidemiyolojisinin
belirlenmesi i¢in oldukga yetersizdir. ACDV’den farkli bir viriis oldugu deneysel
olarak dogrulanmayan etmen, 1972 yilinda ciicelesme, beneklenme, kivrilma ve
kivirciklanma gosteren bitkilerden Pefa-Iglesias ve Ayuso-Gonzales tarafindan

izole edilmistir.

Apulia’da in vitro meristem ug kiltiirii ile yetistirilen, belirti gostermeyen
cvs. Terom ve Romanesco bitkilerinden iplik seklinde bir partikiil izole edilmistir.
Heniiz net olarak tanimlanmayan bu yeni viriisiin biyolojik, fizikokimyasal ve
sitopatolojik Ozellikleri etmenin Carlavirus genusunun bir {iyesi oldugunu
diisiindiirmektedir (Rana et al., 1989). Ozsu ile tasinma kabiliyeti, genom
buyiikliigii, kilif proteininin alt birim biyiikligii ve partikiil biyiikliikleri

yoniinden ArLVM’den farkli bir virlis oldugu belirlenmistir. Viriisiin
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karakterizasyonu heniiz tamamlanmamis olup, taksonomik atamasi heniiz
yapilmamistir (Gallitelli et al., 2004). Serolojik olarak uzaktan Carnation latent
carlavirus ve Poplar mosaic carlavirus ile akraba olmasina ragmen, Artichoke
latent virus S’in de iginde bulundugu carlaviruslerin diger bir grubuna iiye
degildir. Etmenin neden oldugu sitolojik degisimler, bozulan organellerden
kaynaklanan kompleks sitoplazmik inkluzyonlar, lipit damlaciklart ve

membranlardaki birikimler seklindedir (Di Franco et al., 1989).

1986 yilinda italya’da saglikli gériinen, belirtisiz enginar bitkilerinde ArLV,
AILV, AMCV ve BBWYV varligin1 arastirmak amaciyla, in vitro’da meristem
kiiltiiriiyle yetistirilen Terom ve Romanesco enginar c¢esitleriyle yiiriitiilen
arastirmada, alinan ornekler biyolojik, fizikokimyasal ve serolojik olarak
incelenmistir. Biyolojik indeksleme sonuglar1 yukarida belirtilen etmenler igin
negatif sonug verirken, C. amaranticolor’u lokal olarak, N. benthamiana’y: ise
sistemik olarak enfekte eden iplik seklinde partikiillere sahip yeni bir etmen izole
edilmigstir. Yiriitilen hiicresel inkluzyon ve sitopatoloji g¢alismalariyla, RNA
iceren 12 x 664 nm boyutlarindaki partikiiliin carlavirus grubuna ait oldugu
ortaya koyulmustur. Ayrica etmen serolojik olarak Poplar mosaic carlavirus
(PopMV) ile yakin iliski gostermektedir. Yapilan incelemeler sonucunda
Compositae familyasinda enfeksiyon olusturan iplik seklinde virtisler ile ilgili ¢ok
az yayina ulagilmis (Costa et al., 1959; Majorana and Rana, 1970b; Pefia-lglesias
and Ayuso-Gonzales, 1972) ve bu yayinlardaki bilgiler oldukga sinirli oldugu igin

izole edilen bu yeni etmenle karsilastirma yapilamamistir (Rana et al., 1989).

2011 yilinda Ciuffo et al. tarafindan Liguria, Sardinia ve Latium
bolgelerinde belirti gosteren veya goOstermeyen enginar bitkilerinden alinan
orneklerle, Potyviridae bireylerini tespit etmek i¢in kullanilan primerler ile RT-
PCR’lar yiritilmis ve 700 bp’lik fragmentler elde edilmistir. Yiriitiilen
kiyaslama calismalarinda, fragment dizilimlerinin % 98 oraninda Ranunculus
latent potyvirus-RaLV ile benzerlik gosterdigi saptanmistir. Daha sonra yiiriitiilen
DAS-ELISA c¢aligmalar1 da etmenin RaLV oldugunu gostermistir. ¢cDNA
kiitiiphanesinden elde edilen 5,5 kb’lik bolge ve 500 bp’lik Nla fragmenti ise %80

oraninda ArLV ile benzerlik gostermistir.
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2.2. Viriis Enfeksiyonlarinin Enginar Bitkilerindeki Etkileri

Uzerine Yiiriitiilen Arastirmalar

Viriis enfeksiyonlarinin bitkinin gelismesi ve verimi {izerine zararh etkileri
vardir. Ancak, enginar bitkilerinde viriislerin ortaya koydugu kayiplar
konusundaki caligmalarin sayis1 pek fazla degildir ve yapilan aragtirmalar az
sayidaki viriis iizerinde yogunlasmis sekildedir. Morton (1961)’un belirttigi lizere,
ACDV California’da enginar bitkilerinde pazarlanabilir bas verimini % 25
oraninda azaltmaktadir. ACDV enfeksiyonu sonucunda bitkide biiyiime ve vigorda
azalma, gelisme geriligi, yapraklarda sekil bozuklugu, koyu nekrotik lekeler
goriilebilmektedir. Etmen bitkide yaklasik % 40 oraninda verim diisiisiine neden

olmaktadir. (University of California Agriculture & Natural Resources, 2012).

BBWYV, CMV ve TBRYV adli viriislerin enginar bitkilerinde tekli enfeksiyon
olusturdugu cv. Camus de Bregtagne c¢esidine ait bitkilerde bas agirliklarinda
strastyla % 11, % 15 ve % 19 azalma ve her bitkinin olusturdugu bas sayisinda

sirastyla % 19, % 29 ve % 42 diisiis oldugu goriilmiistiir (Migliori et al., 1987).

ArLV, enginar bitkilerinde latenttir. Aslinda, ilk baslarda ArLV enfeksiyonun
enginarin verimine etkisi olmadigi disliniilmekteydi. Ancak, yapilan son
caligmalar, etmenin bitki {izerinde dogrudan bir etkisinin oldugunu gostermistir
(Gallitelli et al., 2004). Bitki gelismesinde ©nemli bir diisiisiin yaninda
enfeksiyon, bodurlasma ve yapraklarda sar1 beneklenmelere neden olmaktadir.
Ozellikle diger viriislerle karisik enfeksiyon olusturmasi sonucu bas olusumu ve

bas biiyiikliiglinii azaltarak direk verim diislisiine neden olmaktadir (Camele et al.,
1999).

Fransa ve Italya’da Camus de Bretagne, Spinoso Sardo, Brindisino cesitleri
ve bazi hibrit gesitler (Talpiot, H137 ve HO044) ile yiritilen karsilastirmali
caligmalarda, bir veya iki viriisle yapay olarak enfekte edilen bitkilerde ArLV’iin,
pazarlanabilir bas sayist ve biyiikliiglinde O©nemli azalmalara, baslarda
zamanindan Once agilmalara, pulcuklarda renk kirilmalarina ve bag saplarinda

kisalmalara neden oldugu goriilmiistiir. Geg¢ hasatla birlikte verim kayb1 % 38-53
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olarak belirlenmistir (Foddai et al., 1983a, 1983b; Migliori et al., 1987; Rana et
al., 1992; Camele et al., 1999).

ArLV enfeksiyonunun enginar basi iiretimine olan etkilerini saptamak
amaciyla Rana et al. (1992) {i¢ yil siiren bir ¢alisma yiirlitmiistiir. Viriisten ari ve
ArLV ile enfekteli “Brindisino” ¢esidinin in vitro iretim yapilmis ve i¢ yil
boyunca bitkiler tarlada izlenmis, etmenin bitkilere etkilerini belirlenmek
amaclanmistir. Aragtirma sonuglar1 enfeksiyonun yapraklarda ve braktelerde renk
degisimlerine, bas a¢ilimi1 ve bas sapinin kisalmasina, ilk hasadin ertelenmesine,
verimde biiyiik diislislere ve bas genisliginde azalmalara neden oldugunu

gostermistir.

1993 yilinda ArLV ve BBWV-FA straininin tek veya kanisik
enfeksiyonlarinin yapay olarak denendigi bir arastirmada, enfeksiyonlarin bitki
vigorunda (yaprak uzunlugu, dal yiiksekligi) ve kuru agirlikta azalmalara, kuru
madde oraninda artisa, hasat periyodunun uzamasina ve bas olusumunda 6nemli
diisiislere neden oldugunu belirlenmistir. Ayrica, verimdeki diisiiste, bitki tiir
ozellikleri ve viriis enfeksiyon tipinin 6nemli derecede etkili oldugu saptanmustir.
Ozellikle ArLV ve BBWV-FA karisik enfeksiyonu verimde onemli azalmaya

neden olmaktadir (Manzanares et al., 1993).

2.3. Viriisleri Tanilama Yontemleri ve Etkinlikleri Uzerine

Yiiriitiilen Calismalar

Enginarda bir veya birden fazla viriisiin olusturdugu karisik enfeksiyonlar
olduk¢a yaygindir ve bu da belirtiye dayali taniyr olduk¢a zorlastirmaktadir.
Ayrica, tek bir etmenle bulasik olsalar bile ¢ogu bitki belirgin belirti olusturmaz.
Enfeksiyonlarin ¢ogu latenttir ve simptom olusumu c¢esit reaksiyonlari, c¢evre

kosullari, kiiltiirel islemler ve bitki yasindan etkilenmektedir.

Otsu indikator bitkilerin tani i¢in kullanimi, enginar viriislerinin ortak
konukgulara sahip olmasi ve aym1 konuk¢uda benzer belirtiler olusturmasi
nedeniyle ¢ok tercih edilmemektedir. Taninin giivenilir olabilmesi i¢in daha genis

konukgu dizini ile ¢calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir ki bu da olduk¢a zaman alan
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bir istir ve yiliksek isglicli, uygun alan ve kontrollii ¢evre kosullari
gerektirmektedir. Bu nedenle otsu test bitkilerinin kullanim1 serolojik ve
molekiiler teknikler ve malzemelerinin tam olarak yeterli olmadig1 bazi viral

etmenlerle smirlidir.

Tanilamada kullanilan serolojik yontemler genellikle agar jel difiizyon testi
ve ELISA’dir (Migliori et al., 1989; Foddai et al., 1992). Agar jel difiizyon
testlerinde, enginar Ozsuyunun hizlica okside olmasi, Orneklerdeki viriis
konsantrasyonun c¢ok diisiik diizeylerde bulunmasi gibi dezavantajlar nedeniyle

ELISA kullanim1 daha giivenilir ve yaygindir.

1991 yilinda ArLV ile yiiriitilen bir ¢alismada, indirekt Dot-ELISA ile
DAS-ELISA yontemleri kiyaslanmig, indirekt Dot-ELISA yonteminin DAS-
ELISA’dan daha duyarli ve daha ekonomik oldugu belirlenmistir. Bu amacla
enfekteli Spinoso Sardo ¢esidi enginar bitkilerinin yapraklarindan izole edilen
antijen, seyreltilerek nitrosellilloz (NC) ve poliviniliden diflorit (PVDF)
membranlara benek seklinde birakilmistir. Bloklamadan sonra membranlar
alkaline fosfataz konjugati i¢inde tavsanda anti-ArLV IgG ve sonra kegide anti-
tavsan IgG’da inkiibe edilmistir. Daha sonra substrat uygulanmis ve ¢okeltinin
rengi incelenmistir. DAS-ELISA bilindigi sekilde uygulanmistir. Dot-ELISA ile
elde edilen mininum partikiil, NC’de enfekteli 6zsuyun 1/2000 seyreltme ile 125
pg saflastirllmis viriis ve PVDF’de 1/4000 seyreltme ile 83.3 pg saflastirilmis
virlis iken DAS-ELISA’da bu oran 1/1000 seyreltme ile 50 ng saflastirilmis viriis
seklindedir (Cugusi et al., 1994).

Elektron mikroskop teknikleri ise, dokularda yeterli ylikseklikte
konsantrasyonlarda bulunan viriislerin (AMCV, TMYV, ...) tanisinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Milne and Luisoni, 1977). EM teknikleri giinlimiizde oldukca
gelismistir.  Ozellikle altin  ile kaplanan antikorlar, &n tam1  icin
kullanilabilmektedir. Bu yeni teknikler sayesinde, cins veya tiir diizeyinde
sitopatolojik  degisiklikler, ince boliinmiis dokular sayesinde kolaylikla
gozlenebilmektedir (Martelli and Russo, 1977, 1984). ISEM ise daha diisiik
konsantrasyonlarda viriis iceren drneklere de basarili sekilde uygulanabilmektedir

(Derrick, 1973).
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Diger viriis tiirlerinde oldugu gibi, enginar viriislerinin de hizli, ekonomik
ve gilivenilir olarak tanilanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu isteklere uygun
bicimde cevap veren niikleik asit temelli testler, viriisiin niikleik asidini
cogaltabilmek i¢in radyoaktif olmayan metodlarin bulunmasindan sonra hizlica
yayilmistir. Enginar karigik enfeksiyonlarin siklikla goriildiigii bir bitki tiiriidiir ve
enfeksiyona neden olan viriisleri tanimlayabilecek polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR), tanilamada 6nemli kullanim potansiyeli sunar. Grieco ve Gallitelli (1999)
enfekteli enginar 6zsu ornekleri kullanarak 3 ¢ift spesifik primerle RT-PCR testleri
yiriitmiigler ve farkli cinslere ait 3 virlisin bagimsiz genom dizilimlerinin
amplifikasyonu i¢in bir yontem tanimlamislardir. Tek testle her viriisiin es zamanl
ve spesifik tanilanmasma izin veren bu protokol, spesifik amplifikasyon igin
olduk¢a 6nemli bir faktor olan first strand CDNA sentezinde antisens primerler bir
viral RNA kalibin1 kullanir. Yiiksek spesifikligin saglanabilmesi igin, strain
diizeyinde bile bu primerler ayni takson iiyeleri arasinda biiyiik farkliliklar

gosteren genom bolgelerinden secilir (Gallitelli et al., 2004).

Yukarida belirtilen 3 ¢ift primerle yiiriitiilmiis Multiplex RT-PCR ile, karigik
veya tek enfeksiyon halinde bulunan ArLV, AMCV ve AILV’iin tanilanmasi
calismasinda, AMCV enfeksiyonu tespit edilemezken, ArLV ve AILV karisik
enfeksiyon halinde tespit edilmistir. Her 6rnek Multiplex RT-PCR haricinde
hibridizasyon ve biyolojik testlere tabi tutulmus ve sonuglarin birbirine paralel

oldugu gozlenmistir (Grieco and Gallitelli, 1999).

Grieco ve Gallitelli (1999)’nin tanimladig1 bu prosediiriin ¢esitli avantajlar
olsa da enginar bitki 6zsuyunda karisik enfeksiyonlarin tanilanmasi sorununun
tamamen {istesinden gelememektedir. Ornegin, duyarlilik limiti rapor edilen diger
viriislere gore distiktiir. Diger bir oOnemli faktdor de bitki 6zsuyu
konsantrasyonudur. Amplifiye edilmis kisimlar sadece bitki 6zsuyunun reaksiyona
eklenmeden oOnce seyreltildigi durumlarda goriilmiistir. Daha yogun
konsantrasyonlarda reaksiyon olugmamistir. Ayrica ¢alisma, enginar viriislerinin
diger konukgulara oranla bitki 6zsuyunda daha az yogunlukta bulunmasi
nedeniyle karisik enfeksiyonlarda tan1 duyarlhiliginini diisiirdiigli diisiincesini agiga

cikarmustir.
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Karigik enfeksiyonlarda c¢DNA sentezi sirasinda viral etmenlerin ayni
primerle reaksiyona sokulmasi sonucunda konsantrasyonlarin  distigi
sanilmaktadir. Ozellikle farkli taksonomik gruplarin birlikte enfeksiyonu
sonucunda etmen konsantrasyonu degismektedir. Bu da testin duyarlili§inin
azalmasina neden olmaktadir. Tiim bunlara ek olarak, bu c¢alisma ile AILV
konsantrasyonunun, AMCV konsantrasyonundan on kat fazla olmadigi
durumlarda, AILV varligimin maskelendigi saptanmistir. Heniliz bilinmeyen bir
nedenden dolay1 RT-PCR, AILV iizerinde oOncelikle AMCV ve ArLV
amplifikasyonunu gergeklestirmektedir. Yukarida soézii edilen bu ¢aligma,
enginarda farkli virlislerin ayn1 anda tespiti i¢in yiritiilen ilk Multiplex RT-PCR
calismasidir (Grieco and Gallitelli, 1999).

Lumia et al. (2003) tarafindan ArLV’in duyarli ve giivenilir tespiti igin
yiriitiilen bir arastirmada Romanesco ¢esidi enginarlardan farkli vejetatif
donemlerde arazilerden Ornekler alinmistir. Almman bu Ornekler RT-PCR ve
molekiiler hibridizasyon testlerine tabi tutulmustur. Ayrica bu ¢calismada ArLV’iin
giivenilir tanisi i¢in yeni primer de tasarlamistir. Tasarlanan primer ile yiiriitiilen
RT-PCR sonucu elde edilen amplikon sekansi, gen bankasindaki izolatlarla %87
oraninda benzerlik gostermistir. Yiritilen c¢alismanin sonuglarma bakilacak
olursa, iiretim sezonunda (Kasim-Ocak) alinan orneklerde enfeksiyon belirleme
orani her iki teknikte de % 83 olmustur. Bas iiretim sezonunda (Mart)
hibridizasyonun duyarliligi azalmaya baslamis ve viral etmen tespit orant %
70’lere gerilemistir. Vejetatif donemin sonunda ise % 40’a kadar diismistiir. RT-
PCR ise her vejegatif donemde etmeni basari ile tespit etmistir. Calisma sonuglari,
hibridizasyon tekniginin basarisinin biiyiik oranda yaprak orneklerinin kalitesine

bagli oldugunu gostermistir.

Calismada RNA ekstraksiyonu i¢in kullanilan ticari kit (Rneasy Plant Mini
Kit-Qiagen), olduk¢a duyarli bulunmus, islem siiresini kisaltmis ve enginarda
bulunan RT-PCR inhibitorlerini herhangi ek bir ¢alismaya gerek olmadan elimine
etmigtir. Ticari kit ile yapilan RNA ekstraksiyonunun, diger ekstraksiyon
yontemlerine gore daha etkili oldugu belirlenmistir (Lumia et al., 2003; Pasquini

and Barba, 2003).
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Pasquini et al. (2004) tarafindan ytiriitiilen enginarlarda siklikla enfeksiyon
olusturan ve kontrolii saglikli {iretim materyali se¢imine dayanan ArLV’iin
glivenilir tanis1 icin, one-step RT-PCR ve DNA problariyla doku imprint
hibridizasyon gibi molekiiler yontemlerin yaninda ELISA testleri de
kullanilmistir. In vivo ve in vitro geggi enginar ¢esitlerinde RT-PCR ve ELISA en
giivenilir yontemler olarak belirlenmistir. Ayrica, bu tarlalarda yapilan survey
sirasinda AMCYV, AILV, TSWV, CMV ve Inpatiens necrotic spot tospovirus-INSV

de izole edilmistir.

RT-PCR spesifik niikleik asitlerin olduk¢a duyarli bigimde c¢ogaltilmasina
dayanan bir yontemdir. Virilis ve viroidlerin tanilanmasinda siklikla kullanilan bu
yontemin basaris1 ve giivenilirligi, bitki dokularindan ekstrakte edilen niikleik

asitlerin miktar1 ve kalitesine baghdir (Sipahioglu et al., 2006).

Bitki icerisinde bulunan, fenol, polifenol ve polisakkaritler, PCR yonteminin
duyarliligim etkilemekte ve yanlis negatif sonuglara neden olabilmektedir (Wilde
et al., 1990; Cieslinska, 2004). Lee et al.’un 2004 yilinda yiiriittiigii bir ¢aligmada,
bitki dokularinda yogun miktarlarda bulunan fenol, polifenol ve polisakkaritlerin
bitki Ozsuyunun renginin koyulagsmasina neden oldugunu ve niikleik asit
ekstraksiyonunu negatif yonde etkiledigini farketmisler ve sodyum siilfit
kullanarak bitki 6zsularinin renklerinin koyulasmasini 6nlemeye calismislardir.
Sodyum siilfit ile ekstrakte edilen bitkilerden yiiksek kalitede niikleik asit elde
edilebilmistir.

Hiicrelerin zarar gormesinin ardindan fenolik bilesikler agiga cikip
kolaylikla oksitlenirler. Okside olan bu fenolikler enzim aktivitesini azaltir
(Compton and Preece., 1986; Laukkanen et al., 1999). Fenolik bilesiklerin
inhibitorlerinden bazilari, siyaniir, karbonmonoksit, merkaptobenzotiazol,
dimercapto propanol, benzoik asit, potasyum siyaniir, sodyum ve potasyum kloriir,
2-mercapto ethanol, 2-merkaptobenzotiazol ve sistein’dir (Vamos-Vigyazo, 1981).

Yirtitilen diger bir ¢alisma sitrik asit, askorbik asit veya polyvinyl pyrrolidone
(PVP)’un da inhibitor olarak kullanilabilecegini gostermistir (Toth et al., 1994).

Ozellikle PVP’nin hidrojen baglariyla polifenol bilesiklerinin baglayarak

sentezlenmelerini yavaslattig1 saptanmistir (Figueiredo et al., 2000).
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Yiriitilen bir ¢alisma ile 6zellikle RNA viriisleri ile caligirken, reverse
transkripsiyonun asir1 duyarliligt nedeniyle amplifikasyon reaksiyonlarinda yer
alan maddelerin engelleyici veya diizenleyici 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasi testin
duyarlilig1 tizerinde oldukga etkili bulunmustur (Wilde et al., 1990). Mac Kenzie
et al. (1997) hazir ticari engelleyiciler ile bu bilesikleri inaktive etme c¢aligsmalarini
yiirlitmiis ve silica capture yonteminin bu konuda oldukg¢a basarili oldugunu
belirtmislerdir. RNA ekstraksiyonunda siklikla kullanilan yontemlerden biri olan
“Silica capture” yontemi, icerdigi Guanidine thiocyanate ve mercaptoethanol
sayesinde hem bitkilerdeki fenolik bilesiklerin inaktivasyonunu hizlandirmakta,
hem de izole edilen RNA parcalari ve PCR iiriinlerinin parcalanmasini minimize
etmektedir. Boylelikle ekstrakte edilen ornekler, bozulmadan iizerinde tekrar
caligilabilecek durumda uzun siirede saklanabilmektedir (Cieslinska, 2004;

Sipahioglu et al., 2006; Sipahioglu et al., 2007).

RT-PCR birgok avantaja sahip olmasina karsin, Ornek O6zsuyunun
konsantrasyonu, 0Ozsudaki virlis konsantrasyonu, seyreltme oranindaki
belirsizlikler, diisiik duyarlilik sinirlari, enginar viriislerinin tanilanmasinda
nadiren de olsa bazi istenmeyen sonuglara neden olabilmektedir. Bu nedenle
amplikonlarin ayrintili sekilde belirlenmesi ve karakterizasyonu igin islem
sonrasinda jel elektroforezi, Southern blotting, sekanslama gibi tekniklere ihtiyag
duyulabildigi belirtilmektedir (Gallitelli et al., 2004). Ornek sayisinin fazla oldugu
durumlar ve sertifikasyon amagh testlerde Dot blotting tekniginin kullaniminin

daha uygun olacagi diisiiniilmektedir (Saldarelli et al., 1996; Repetto et al., 1997).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Calismada Kullanilan Materyal

3.1.1 Bitki ornekleri

Arastirmada kullanilan bitki materyali, Ege Bdlgesi’nde yogun olarak
enginar yetistiriciligi yapilan izmir, Aydin ve Mugla illerinin iiretim acisindan

onem tasiyan il¢elerinden alinmistir.

Arazi biyiikliikleri, ulasim, zaman ve biitce kosullar1 dikkate alinarak
yapilan planlamaya gore, bu illerdeki yetistirme alanlarindaki simptom tastyan ve
tasimayan enginar bitkilerinden yeterli sayida bitki ornekleri toplanmis ve bu
ornekler kullanilincaya kadar laboratuvarda -20°C’de saklanmustir. Bitki
orneklerinin alindig1 yer, goriilen simptomlar gibi diger baz1 6zellikler de kayit
edilmis ve fotograflanmistir. Calismada kullanilan orneklerin alindigi iller ve

ornek alinan arazilerin biiyiikliikleri asagida verilmistir (Cizelge 3.1, 3.2, 3.3).

Cizelge 3.1 Izmir Ilinden Alman Bitki Ornekleri, Arazi Biiyiikliikleri ve Ornek

Alinma Tarihleri

Arazi Biiyiikliigii

Ornek No Alindig1 Bolge (da) Alindig Tarih
iI-1 Bayindir 3 26.04.2011
i-2 Urla/Nohutalan 2 26.04.2011
i-3 Urla/Nohutalan 1 26.04.2011
-4 Urla/Nohutalan 1 26.04.2011
i-5 Urla/Nohutalan 1 26.04.2011
i-6 Urla/Nohutalan 1 26.04.2011
i-7 Urla/Nohutalan 1 26.04.2011
i-8 Cesme/Ildir 3 26.04.2011
i-9 Cesme/Ildir1 2 26.04.2011
I-10 Cesme/Ildir 3 26.04.2011
i-11 Cesme/Ildir 2 26.04.2011
i-12 Cesme/I1dir 2 26.04.2011
i-13 Cesme/Ildir1 2 26.04.2011
i-14 Cesme/Ild1rt 3 26.04.2011
i-15 Cesme/Ildir1 3 26.04.2011
i-16 Cesme/I1dir 3 26.04.2011
i-17 Cesme/Ildir 3 26.04.2011
i-18 Cesme/Ildir 2 26.04.2011
i-19 Cesme/Ildir1 2 26.04.2011
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Cizelge 3.1 Izmir Ilinden Alman Bitki Ornekleri, Arazi Biiyiikliikleri ve Ornek

Alinma Tarihleri (devami)

Arazi Biiyiikliigii

Ornek No Ahndig1 Bolge (da) Alndig Tarih
I-20 Cesme/Ildir 3 26.04.2011
I-21 Cesme/Ildir 3 26.04.2011
i-22 Cesme/Ildir1 3 26.04.2011
i-23 Cesme/Ildir 3 26.04.2011
I-24 Cesme/Ildir 3 26.04.2011
i-25 Cesme/Ildir 2 26.04.2011
i-26 Cesme/Ildir1 3 26.04.2011
I-27 Cesme/Banydz 2 26.04.2011
I-28 Cesme/Bany6z 3 26.04.2011
i-29 Cesme/Banyoz 2 26.04.2011
I-30 Cesme/Banyo6z 3 26.04.2011
I-31 Urla 3 26.04.2011
i-32 Urla 2 26.04.2011
i-33 Urla 3 26.04.2011
I-34 Urla 3 26.04.2011
i-35 Urla 2 26.04.2011
i-36 Urla/Balikliova 2 12.01.2012
I-37 Urla/Balikliova 2 12.01.2012
I-38 Urla/Balikliova 3 12.01.2012
i-39 Urla/Balikliova 3 12.01.2012
I-40 Urla/Balikliova 15 12.01.2012
i-41 Urla/Balikliova 2 12.01.2012
i-42 Balikliova-Ildir1 arasi 3 12.01.2012
i-43 Balikliova-Ildir1 arasi 2 12.01.2012
i-44 Balikliova-Ildir1 arasi 2 12.01.2012
i-45 Balikliova-Ildir1 arasi 2.5 12.01.2012
i-46 Balikliova-Ildir1 arasi 2 12.01.2012
I-47 Cesme/Ildir 2 12.01.2012
i-48 Cesme/Ildir1 3 12.01.2012
i-49 Cesme/Ild1r1 3 12.01.2012
i-50 Cesme/Ild1r1 2 12.01.2012
I-51 Cesme/Ildir 2.5 12.01.2012
i-52 Urla 2 12.01.2012
i-53 Urla 2 12.01.2012
i-54 Urla 3 12.01.2012
I-55 Urla 2 12.01.2012
i-56 Urla 15 12.01.2012
I-57 Urla 2.5 12.01.2012
i-58 Urla 2 12.01.2012
i-59 Urla 2 12.01.2012
i-60 Urla 2.5 12.01.2012
i-61 Urla 15 12.01.2012
i-62 Urla 15 12.01.2012
i-63 Urla 2 12.01.2012
i-64 Izmir 2 12.01.2012

Toplam 147 da
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Cizelge 3.2 Aydin Ilinden Alman Bitki Ornekleri, Arazi Biiyiikliikleri ve Ornek
Alinma Tarihleri

Arazi Biiyiikliigii

Ornek No Alindig1 Bolge (da) Alndig Tarih
A-1 Merkez 3 03.04.2012
A-2 Merkez 3 03.04.2012
A-3 Merkez 5 03.04.2012
A-4 Merkez 4 03.04.2012
A-5 Merkez 6 03.04.2012
A-6 Aydin Cikis1 Menderes 6 03.04.2012
A-7 Aydm Cikis1 Menderes 6 03.04.2012
A-8 Aydin Cikisi Menderes 5 03.04.2012
A-9 Golhisar 4 03.04.2012
A-10 Golhisar 4 03.04.2012
A-11 Golhisar 3 03.04.2012
A-12 Golhisar 3 03.04.2012
A-13 Golhisar 3 03.04.2012
A-14 Golhisar 4 03.04.2012
A-15 Golhisar 4 03.04.2012
A-16 Golhisar 4 03.04.2012
A-17 Golhisar 3 03.04.2012
A-18 Golhisar 4 03.04.2012
A-19 Golhisar 5 03.04.2012
A-20 Golhisar 4 03.04.2012
A-21 Golhisar 3 03.04.2012
A-22 Golhisar 3 03.04.2012
A-23 Golhisar 2 03.04.2012
A-24 Golhisar 3 03.04.2012
A-25 Golhisar 3 03.04.2012
A-26 Golhisar 4 03.04.2012
A-27 Golhisar 4 03.04.2012
A-28 Golhisar 4 03.04.2012
A-29 Golhisar 3 03.04.2012
A-30 Golhisar 2 03.04.2012
A-31 Golhisar 4 03.04.2012
A-32 Golhisar 4 03.04.2012
A-33 Golhisar 5 03.04.2012
A-34 Golhisar 3 03.04.2012
A-35 Golhisar 4 03.04.2012
A-36 Golhisar 5 03.04.2012
A-37 Golhisar 4 03.04.2012
A-38 Golhisar 3 03.04.2012
A-39 Golhisar 5 03.04.2012
A-40 Golhisar 2 03.04.2012

Toplam 153 da
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Cizelge 3.3 Mugla Ilinden Alinan Bitki Ornekleri, Arazi Biiyiikliikleri ve Ornek
Alinma Tarihleri

Ornek No Arazi Bilyiikliigii (da) Alindig1 Tarih
M-1 2 14.02.2012
M-2 1 14.02.2012
M-3 2 14.02.2012
M-4 2 14.02.2012
M-5 1 14.02.2012
M-6 15 14.02.2012
M-7 2 14.02.2012
M-8 2 14.02.2012
M-9 3 14.02.2012
M-10 2 14.02.2012
M-11 1 14.02.2012
M-12 2 14.02.2012
M-13 2 14.02.2012
M-14 1,5 14.02.2012
M-15 2 14.02.2012
M-16 1 14.02.2012

Toplam 28 da

Yukaridaki ¢izelgelerde goriildiigii iizere izmir iline bagh ii¢ ilcedeki
(Bayindir, Cesme ve Urla) yaklagik 147 da alandan 64 6rnek, Aydin iline bagl ¢
ilgedeki (Merkez, Menderes ve Gdlhisar) toplam 153 da’lik alandan 40 6rnek ve
Mugla’daki 28 da alandan 16 6rnek alinmistir (Cizelge 3.1, 3.2, 3.3, 3.4).

Cizelge 3.4 Alinan Toplam Ornek Sayisi

il Alman Ornek Sayisi
Aydin 40
Izmir 64
Mugla 16
Toplam 120

3.1.2 Test bitkileri

Viriislerin tanilanmasia yardimci olmak amaciyla mekanik inokulasyon
calismalarinda yaygin olarak kullanilan test bitkileri Ege Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Viroloji iklim odasi ve serasinda yetistirilmistir.
Bu amagla Once viriislerin tanilanmasinda kullanilacak olan test bitki setleri

olusturulmustur. Bu bitkilerin bilimsel isimleri, familyalari, kullanilacaklar
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donem Cizelge 3.5.’te verilmistir (Noordam, 1973; Giimiis, 1998; Descriptions of
Plant Viruses, 2012).

Cizelge 3.5 Biyolojik Testlerde Kullanilan Test Bitkileri Ve Kullanildiklari

Donemler
Bilimsel Adi Tiirk¢e Ad1 Familya Dénem
Chenopodium quinoa Quin. Akkaz ayagi Chenopodiaceae 6 yaprakli evre
C. amaranticolor Coste & Reyn. Kaz ayagi Chenopodiaceae 6 yaprakli evre
Cucumis sativus L. Huyar Cucurbitaceae 2 kotiledonlu evre
Cucurbita moschata Poir Kabak Cucurbitaceae 2 kotiledonlu evre
Datura stramonium L. Seytan elmasi Solanaceae 2 yaprakli evre
Gomphrena globosa L. Hanim diigmesi Amaranthaceae 4-8 yaprakl evre
Lycopersicon esculentum L. Domates Solanaceae 2-4 yaprakl evre
CNJ?ggfnli;abacum Tiitiin Solanaceae 4 yaprakli evre
Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Tiitlin Solanaceae 4 yaprakli evre
Nicotiana tabacum cv. White Burley Tiitiin Solanaceae 4 yaprakli evre
Nicotiana tabacum cvs. Xanthi Tiitlin Solanaceae 4 yaprakli evre
N. benthamiana Tiitiin Solanaceae 4 yaprakli evre
N. clevelandii Tiitlin Solanaceae 4 yaprakli evre
N. glutinosa Tiitiin Solanaceae 4 yaprakli evre
N. rustica Tiitlin Solanaceae 4 yaprakli evre
N. sylvestris Tiitiin Solanaceae 4 yaprakli evre
Petunia hybrida Petunya Solanaceae 4 yaprakli evre
Phaseolus vulgaris Fasulye Fabaceae 2 kotiledonlu evre

3.1.3 Serolojik testlerde kullanilan materyal

Calismada ticari kitleri var olan viriisler i¢in uygulanacak DAS-ELISA
yonteminde ¢esitli firmalardan temin edilen tanmi kitleri ve reagentleri
(antiserumlar, pozitif ve negatif 6rnekler ile kaplama, ekstraksiyon, konjugat,
substrat ve yikama ¢ozeltileri), ELISA tabaklari, otomatik pipetler, pipet uglar1 ve
ELISA reader kullanilmstir.

DAS-ELISA testlerinde Bioreba AG, Agdia Inc. ve Loewe Biochemica
GmbH firmalarina ait ticari tani kitleri, soliisyon ve cozeltiler ile Nunc F96

Maxisorp microplateler kullanilmigtir.

Test sonuglarinin degerlendirilmesinde ise Titertek Multiskan Plus MK 11
marka ELISA okuyucusu kullanilmis ve bu cihazda 405 nm dalga boyunda

okumalar gerceklestirilmistir.
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3.1.4 RT-PCR testlerinde kullamilan materyal

3.1.4.1 Total niikleik asit ekstraksivonu asamasinda Kkullanilan

materyal

Caligmada RNA ekstraksiyonu iki farkli yontemle yapilmistir. Bu amagla

kullanilan kimyasallar Ek 1°de verilmistir.

Ayrica ekstraksiyon asamasinda, steril havan ve havan elleri, eppendorf
tiipleri, ayarlanabilir mikropipetler ve pipet uglari, Sigma D37520 marka santrifiij,
ETG MBT 250 marka blok sitic1 ve -30°C’ye kadar sogutma kapasitesine sahip

derin dondurucular kullanilmastir.

3.1.4.2 ¢cDNA sentezi asamasinda kullanilan materyal

Materyal olarak daha once hazirlanmis olan TNA Ornekleri, Fermentas
marka cDNA sentez kiti, Heidolph Unimax 2010 ¢alkalayici, ETG MBT 250

marka blok 1sitic1 ve Niive ES500 inkiibator kullanilmustir.

3.1.4.3 RT-PCR testlerinde kullanilan matervyal

RT-PCR testlerinde, Fermentas marka soliisyonlar ve ¢ozeltiler, eppendorf
marka PCR tiipleri, PE Applied Biosystems Gene Amp PCR Systems 9700 marka
thermocycler ve viral etmenlere spesifik primerler (Cizelge 3.7) materyal olarak

kullanilmastir.

3.1.4.4 Cogalillmis PCR iiriinlerinin analizinde kullanilan

materyal

Consort E815 marka gii¢ kaynagi, Owl A2 ve Owl B1 marka jel elektroforez
diizenegi, Orneklerin ve jellerin hazirlanmasinda ve boyanmasinda kullanilan
kimyasallar, ¢ozeltiler, DNA ladder ve 6x loading buffer materyal olarak
kullanilms, tiim jel fotograflart DNR Bio-Imaging Systems Minibis Pro marka jel

gorilintiilleme cithazinda ¢ekilmistir.
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3.1.5 Cahismada kullanmilan diger materyal

Calismanin ¢esitli asamalarinda ayrica, Binder inkiibatér, Bioreba AG
ornek ezme makinasi, Elga saf su makinasi, Elga ultra saf su makinasi, Heidolph
tip karistirici, Heidolph Unimax 2010 calkalayici, HI 9321 pH metre, Memmert
marka etiiv, Niive ES 500 sogutmali inkubator, Sartorius hassas terazi, Scotsman
buz makinasi, Sigma mikrosantrifuj, Sigma marka santrifiij, Systec 2540 otoklav,

manyetik karistirict ve mikrodalga firin kullanilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Bitkilerdeki belirtilerin incelenmesi

Calismada kullanilan bitki 6rnekleri hem arazide ornek alinisi sirasinda
hem de laboratuvarda gorsel olarak incelenmistir. Asimetri olusumu, damar
bantlagsmasi, damarlarda renk agilmasi, gelisme geriligi, klorotik leke, mese
yapraklilik, mozaik, piiriizlenme, Sararma, sekil bozuklugu gibi simptomlar
gozlenen bitkiler ve simptomsuz bitkiler daha sonra yapilan caligmalarda

kullanilmistir.

3.2.2 Biyolojik testler

3.2.2.1 Test bitkilerinin vetistirilmesi

Biyolojik testlerde kullanilacak test bitkileri 4000-6000 liix 151k siddeti, 16
saat/giin aydinlanma periyodu ve 20-24°C sicaklik degerine sahip olan iklim
odasinda yetistirilmigtir (Nogay, 1983; Matthews, 1991). Test bitkilerinin
tohumlari, 1:1:1 toprak, giibre ve kum karigimi igeren plastik ya da kil kiivetlere
ekilmistir. Yeni ¢ikan bitkiler, goriilebilecek hastalik ve zararlilara karsi insektisit
ve fungisitlerle ilaglanmis ve gerekli onlemler alinmistir (Sekil 3.1). Uygun
gelisme donemindeki fideler 10 cm ¢apli kiiciik boy saksilara sasirtilmig ve daha

sonra inokule edilmistir.
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Sekil 3.1 Iklim Odasinda Yetistirilen Cesitli Test Bitkilerinin Cesitli Donemlerine Ait Goriiniimler

3.2.2.2 Test bitkilerinin mekanik olarak inokulasyonu

Bitki materyalinden alinan 1-5 g agirliktaki 6rnege %0.1 sodyum siilfit
iceren 0,01 M fosfat tamponu (pH=7.0) kullanilarak (1/5; g/v) hazirlanan
ekstraktlar belirlenmis test bitkilerine mekanik inokulasyon yontemi kullanilarak
inokule edilmistir. Penetrasyonun kolaylasmasi i¢in ektraktlara celite ilave edilmis
ve cam spatiil ile test bitkilerine inokulasyonlar yapilmistir (Sekil 3.2).
Inokulasyonu takip eden 1-2 dakika sonunda test bitkilerinin yapraklari ¢esme
suyuyla yikanmistir. Belirti olusumlar1 her giin izlenmis ve olusan belirti tipi

fotograflanarak kaydedilmistir (Yorganci, 1975; Nogay, 1983; Matthews, 1991).

Sekil 3.2 Test Bitkilerine Mekanik inokulasyon Uygulamasi
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3.2.3 Serolojik test (DAS-ELISA) yontemi
Orneklerdeki viral etmenlerin varliginin tespiti amaciyla ticari ELISA kiti
bulunan etmenler i¢in DAS-ELISA testi uygulanmistir. Aydin’dan 40, izmir’den

64 ve Mugla’dan 16 olmak iizere toplam 120 6rnege Cizelge 3.6’da goriilen viral

etmenler i¢cin DAS-ELISA uygulanmuistir.

Cizelge 3.6 Serolojik Testlerin Uygulandig1 Viral Etmenler

Viral Etmenler
BBWV
(61\Y/\V
PVX
RpRSV-ch
RpRSV-g
TBRV
TMV
TSWV
TuMV

DAS-ELISA testleri Clark ve Adams (1977) ve Erkan vd. (1995)’nin
belirttigi sekilde asagidaki agsamalarla gerceklestirilmistir:

1. ELISA tabaklarindaki her kuyucuga 1:1000 (Bioreba AG), 1:100
(Loewe Biochemica GmbH) ve 1:200 (Agdia Inc.) oraninda
kaplama tamponunda seyreltilmis IgG’den 200 nl eklenerek
37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir.

2. ELISA tabaklar1 yikama tamponu ile 4 kez yikanmis ve her
yikamada, kuyucuklar yikama tamponu ile doluyken 3 dakika
beklenmistir.

3. Ekstraksiyon tamponu ile ekstraktlart ¢ikarilan bitki Ornekleri,
pozitif ve negatif kontroller her bir kuyucuga 200 ul olacak sekilde
eklenmis ve 4°C’de bir gece inkiibe edilmistir.

4. 2. maddede anlatilan sekilde yikama islemi tekrarlanmastir.

5. Konjugat tamponu igerisinde 1:1000 (Bioreba AG), 1:100 (Loewe
Biochemica GmbH) ve 1:200 (Agdia Inc.) oraninda seyreltilen



47

konjuge edilmis IgG, her bir kuyucuga 200 pl eklenerek 37°C’de 4
saat inkiibe edilmistir.

6. 2.maddede anlatilan sekilde yikama islemi tekrarlanmistir.

7. Substrat tamponuna 1mg/ml olacak sekilde eklenen para nitro fenil
fosfat (pNPP) her bir kuyucuga 200 ul konularak oda sicakliginda

inkiibe edilmistir.

Sonuglar Erkan vd. (1995)’ye gore iki sekilde degerlendirilmistir:

e Sari renk olusumu gozlenip, kaydedilmis,
e ELISA reader ile tabaklar 405 nm boyunda spektrofotometrik
olarak okunup, saglikli kontroliin 2 kat1 absorbans degerine sahip

olan ornekler enfekteli olarak kabul edilmistir.

3.2.4 Molekiiler yontem (RT-PCR)

3.2.4.1 Total niikleik asit (TNA) ekstraksiyvonu

Calismanin bu asamasinda, 2 yontem kullanilarak total niikleik asit
ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Kullanilan ilk yontem Foissac et al. (2001)’in
“silica capture” yontemidir. Diger yontem ise Fermentas firmasina ait “GeneJet™
Plant RNA Purification Mini Kit”dir. Alinan her 6rnegin iki yontemle de TNA’lari

cikarilmis ve yontemlerin etkinligi de arastirilmistir.

[k yontem olan “silica capture” igin araziden almip kullanilincaya kadar
-20°C’de saklanan bitki &rneklerinden yaklasik 100 mg alinarak %1 oraninda
mercapto-ethanol iceren “grinding buffer” ile steril 6rnek posetleri igerisinde
ekstrakte edilmistir. Homojenizasyondan sonra eppendorf tiiplerine alinan bu
ekstraktlar 70°C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra 5 dakika buzda
bekletilmistir. 14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilen ekstraklarin iist fazindan
300 pl alinarak steril eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Tiiplere 150 ul ethanol,
300 pl 6M Nal, 25 ul silica siispansiyonu eklenerek 10 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra 6.000 rpm’de 1 dakika santrifii]

edilen tiiplerin iist fazi atilmis, tiiplin dip kismindaki silica partikiillerinin
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yikanmasi i¢in 500 pl yikama tampon ¢ozeltisi eklenmistir. Yikama islemi iki kez
tekrarlanmisg, yikamadan sonra silica partikiilleri igeren tiiplere 150 ul RNAse’dan
ari steril su eklenip 70°C’de 4 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
13.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilen tiiplerin iist fazindan 145 pl alinarak steril
tiiplere aktarilmis ve elde edilen TNA’lar kullanilincaya kadar -20°C’de
saklanmistir (Foissac et al., 2001).

TNA ekstraksiyonu i¢in kullanilan diger yontem ise {iretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirilmistir (Sekil 3.3). Kit igerigi Ek 1°de
verilmistir. Uygulanan protokol ise su sekildedir. 100 mg donmus bitki 6rnegi
steril plastik posetlerde ezilmis ve iizerine 500 pl “Plant RNA Lysis Solution”
ilave edilmistir. Elde edilen ekstrakt 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmis
ve tiipler 56°C’de 3 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra 14.000 rpm’de
5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen iist fazin yaklasik 450-500 ul’si steril
mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir. Her tiipe 250 pl %96’lik ethanol eklenmis
ve pipetaj ile karistirnlmistir. Ardindan hazirlanan karigim “piirifikasyon kolonu
iceren koleksiyon tiipleri’ne aktarilmistir. 11.000 rpm’de 1 dakika santrifiijden
sonra, devir daim soliisyonu atilmis ve ayni koleksiyon tiipiine 700 pl “Washing
Buffer 1-WB1” soliisyonu eklenmistir. Her tiip 11.000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmis, devirdaim soliisyonu ve koleksiyon tiipii atilarak piirifikasyon kolonu
yeni bir koleksiyon tiipline aktarilmistir. Her tiipe 500 pl “Washing Buffer 2-
WB2” eklenmis ve 11.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis, devirdaim soliisyonu
atilmigtir. Tekrar 500 pul WB2 eklenmis ve 11.000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edilmistir. Devirdaim sollisyonu atilmig, ardindan piirifikasyon kolonu 14.000
rpm'de 1 dakika santrifiij edilmistir. Koleksiyon tiipii ve devir daim solusyonu
atilmig, piirifikasyon kolonu RNAse’dan ari 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiline
koyulmustur. Piirifikasyon kolonuna 50 pul RNAse’dan ari steril saf su eklenmis
ve kolon 11.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis, elde edilen sivi faz
kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.
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Sekil 3.3 GeneJet™ Plant RNA Purification Mini Kit Ekstraksiyon Asamalarindan Bazilar1

3.2.4.2 Komplementer DNA (cDNA) sentezi

TNA ekstraksiyonlart yapilmis 6rneklere Fermentas firmasindan temin
edilen cDNA sentez Kitleri kullanilarak cDNA elde edilmistir. Bu amagla firmanin

onerdigi prosediir su sekilde uygulanmistir:

Eppendorf tiiplerinin igerisine 0,1-5 pg total RNA, 1 pl random hexamer
primer konulmus ve DEPC su ile 12 pl’ye tamamlanmustir. 70°C’de 5 dakika
inkiibasyondan sonra tiipler buza koyulmus ve iglerine sirayla, 4 ul 5X reaction
buffer, 1 ul Ribolock Ribonuclease inhibitor, 2 ul 10mM dNTP mix eklenmistir.
Her tiipe uygulanan 3-5 saniye kisa siireli santrifiijiin ardindan 25°C’de 5 dakika
inkiibasyon uygulanmis ve tiiplerin i¢ine 1 pl M-MuLV reverse transcriptase
eklenerek toplam 20 pl hacme ulagilmistir. Karigima daha sonra 25°C°de 10
dakika, 42°C’de 60 dakika ve 70 °C’de 10 dakika inkiibasyon uygulanarak cDNA

sentez asamasi tamamlanmistir.

3.2.4.3 Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-

PCR)

RT-PCR yontemi kullanilan kimyasallarin temin edildigi Fermentas
firmasiin O6nerdigi prosediire gére 50 pl hacimde gergeklestirilmistir. Testlerde
kullanilan etmene 6zgii primerleri baz uzunluklar1 ve dongiiler Cizelge 3.7°de

verilmigtir.
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RT-PCR igin steril PCR tiiplerine 25 ul 2x PCR master mix, 1 pl primer 1,

1 pl primer 2, 2 pul cDNA ve 21 pl nuclease free su eklenmistir. Ardindan tiipler

PCR cihazma yerlestirilerek test edilecek virlis i¢in spesifik olan program

uygulanmistir (Candresse et al., 1995). Kontaminasyon olasiligin1 saptamak

amaciyla da niikleik asit eklemeden sadece karisimin yer aldig bir tiip (kontrol)

de PCR programinda ¢ogaltma islemine alinmistir.

Cizelge 3.7

RT-PCR Testlerinde Kullanilan Primerler, Baz Uzunluklar1 Ve

Sicaklik Dongiileri
Hedef Virdis / Primer Dizilimi Baz PCR Déngiileri
Primer Uzunlugu
1X94°C 2 dk
GGT CTG GGG TGC CCG TGG CG
AILV-AI3 35X (94°C 1dk /52°C 1 dk /
ATT CACTAGTCCCTATTT AG 760 bp
AILV-Al4 ] - 72°C 1 dk)
(Grieco and Gallitelli, 1999)
1 X 72°C 10 dk
1 X94°C 2 dk
AMCV-AM3 CTC GGACTT TCG TCA GGA AGT TTG AA
35X (94°C 1dk/52°C 1 dk /
AMCV-AM2 ATG GCA ATG GTA AAG AGA AA 1350bp 72°C 1 dk)
(Grieco and Gallitelli, 1999)
1 X 72°C 10 dk
1 X (95°C 3 dk)
ArLV5BL GAT CTA GCG ATA CAC ATGCAC AACC
35 X (94°C 1 dk /58°C 1 dk /
ArLV3BL CGC TCA AGC TCT CGA ACT AAC TGA AC 300 bp 72°C 1 dk)
(Lumia et al., 2003)
1X72°C7dk
1 X94°C 2 dk
AYRSV upll GAA CGC AAC ATC GGA GA
40 X (95°C 30sn/57°C 30sn/
AYRSVd12 GCT CCACAAAGT GACTTG 530 bp
. 72°C 20 sn)
(Maliogka et al., 2006)
1 X72°C 4 dk
CMV-F GTA GAC ATC TGT GAC GCG A 1 X 940C 4 dk
CMV-R GCG CGA AAC AAG CTT CTT ATC =10l 40 X (940C 1 dk / 520C 2 dk /
(De Blas et al., 1994; Samuitiené and : 720C 2 dk)
Navalinskien¢, 2008) 1 X 720C 10 dk
1 X (92°C 1 dk.)
TBRV-1 ATG GGAGAAGTGCTG G
35X (92°C 1 dk / 42 °C 1dk /
TBRV-2 AATCTT TTT GTG TCC AAC A 333 bp 72°C 2 dk)
(Le Gall et al., 1995) '
1 X (72°C 10 dk.)
1 X (94°C 2 dk.)
TMV-1 GAC CTG ACA AAAATG GAG AAG ATC
35X (94°C 30sn/62°C 45sn /
TMV-2 GAA AGCGGA CAGAAA CCC GCT 422 bp
. 72°C 60 sn.)
(Silva et al., 2008)
1 X (72°C 5 dk.)
1 X (94°C 5dk.)
TSWV-F AAT TGC CTT GCA ACC AATTC
30 X (94°C 60sn. / 55°C 60 sn. /
TSWV-R ATC AGT CGA AAT GGT CGG CA 276 bp

(Mumford et al,. 1994)

72°C 60 sn)
1 X (72°C 10 dk.)
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3.2.4.4 Aqgaroz jel elektroforezi

Agaroz jel hazirlanmasinda ve kosum sirasinda elektroforez tanklarinda
kullanilan 1X TAE tamponu, stok 50X TAE’den seyreltilerek kullanilmistir. Stok
50X TAE tamponu hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar EK 1’de verilmistir.
Hazirlanan stok ¢ozeltiden 20 ml alinarak distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmis

ve 1X TAE hazirlanmustir.

Jel hazirlanma asamasi, 1.5 g agaroz, 100 ml 1X TAE igerisine eklenmis

ve mikrodalga firinda 3.5 dakika tutulmasi seklinde yiirtitilmiistiir.

Elektroforez kosumu yatay diizenekte 100 V’da 60 dakika siireyle, 1X
TAE ¢ozeltisi icinde uygulanmstir. Jele yiiklenmeden 6rnekler 6X loading dye ile
karistirilmis (2 pl loading dye-10 pl 6rnek) ve ilk kuyucuga 12 pul DNA ladder
yiiklenmistir.

3.2.4.5 Jel goriintilleme cihazinda sonuclarin degerlendirilmesi

Ethidium bromide ile boyanan jel, DNR Bio-Imaging marka Jel

Dokiimantasyon ve Analiz Sistemi ile fotografi ¢ekilerek kayit edilmistir.

3.2.4.6 Dizi analizleri ve filogenetik siniflandirma calismalari

DNA orneklerindeki baz dizilerinin sirasini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilan
genetik sifreleme yontemine DNA dizi analizi denir. Giiniimiizde genel olarak
DNA dizi analizlerinde birbirinden farkli iki yontem kullanilmaktadir. Bunlardan
ilki kimyasal kirilma yontemi (Maxam and Gilbert, 1977) digeri ise zincir

sonlama yontemidir (Sanger et al., 1977).

Bu arastirmada da uygulanan Sanger-Coulson Zincir Sonlama Y 6ntemi,
enzimatik DNA sentezine dayanan, giiniimiizde DNA dizi analizi i¢in en sik
kullanilan yontemdir. Yontemde, dizilenecek DNA ipligi, yeni sentezlenecek iplik
icin kalip olarak kullanilir. Ayrica, DNA polimeraz, dNTP’lerin yam sira
deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubu tagimayan ddNTP’ler substrat olarak
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kullanilmaktadir. Sentezlenen DNA’ya bir ddNTP baglanmasi, 3’ ucunda OH
bulunmamasi nedeniyle sentezi durdurur. Dizi analizi yapilirken, dort ayri
reaksiyon karisimi olusturulur. Her bir reaksiyon karisimi1 DNA zinciri, primer, A,
T, G ve C ve ayrica her reaksiyon karigimina zincirin sonlanmasi igin farkli bir
ddNTP igerir. Her reaksiyondaki ¢ok az miktarlarda kullanilan modifiye niikleotit
yeni zincir sentezini rastgele sonlandirarak bir dizi DNA fragmenti elde edilmesini
saglar. Sonugta elde edilen DNA fragmentlerine agarose jel’de elektroforez
uygulanir ve tespit edilen parcaciklar reaksiyon karisimina eklenen ddNTP’lerin
tipine gore okunur (Klug and Cummings, 2000). Giinlimiizde bu yontem gelismis
bir kapiller sisteme uyarlanmistir. Boya terminasyon isaretleme yontemi, farkli
bazlarda sonlanan DNA dizilerine floresan isaretli boyalar ilistirilmesine dayanir.
Elektroforez islemi, Ornekler bir kapillerden gecilirken uygulanir. Bu sirada
floresan boyalar CCD (Charge-coupled device-Elektromanyetik simge algilayan
kamera) ile okunur. Floresan yogunlugunun ol¢iilmesi ve yorumlanmasi sonucu

DNA baz dizilimi saptanmis olup, kromotogram seklinde goriintiilenebilir (Fidan,
2010).

Calismadaki dizi analizleri lontek firmasindan hizmet alimi seklinde

gergeklestirilmistir IONTEK, 2012).

RT-PCR g¢alismalar1 tamamlanan ve elektroforez sonrast beklenen
biiyiikliikte fragmentler gozlenen oOrnekler dizi analizi i¢in lontek firmasimna
gonderilmistir. Elde edilen dizileme sonuglart NCBI BLAST ta (National Center
for Biotechnology Information, 2012) diinya izolatlariyla kiyaslanmis, benzer
izolatlarin ClustalW2-Multiple Sequence Alignment (European Bioinformatics
Institute, 2012) ve MEGA 5.10 (Tamura et al., 2011; Noveriza et al., 2012)
programi kullanilarak c¢oklu dizi hizalamalar1 gergeklestirilmis ve filogenetik

agaclari ¢izilmistir.



53

4. BULGULAR

Aragtirma kapsaminda o6zellikle son yillarda iilkemizde iiretimi artan
enginarda viral enfeksiyonlarin Ege Bolgesi’ndeki bulunma durumunun
belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen arazi calismalar1 sonucunda izmir, Aydin ve
Mugla illerine baglh iicer ilgeden almman toplam 120 Ornek, arazide ve
laboratuvarda gorsel olarak incelenmis ve daha sonra, serolojik ve molekiiler

testlere tabi tutulmustur.

4.1 Bitki Orneklerinde Gozlenen Belirtiler

Survey caligmalari sirasinda Izmir, Aydin ve Mugla illeri ve ilgelerinde
yogun olarak enginar yetistiriciligi yapilan liretim alanlarindan 120 adet bitki
ornegi alimmistir. Survey caligmalari sirasinda {iretim alanlar1 gezilerek viral
etmenlerin olusturduklarina benzer simptomlarin gézlendigi veya gozlenemedigi
{iretim alanlar1 belirlenmistir. Uretim alanlarindaki her bitki makroskobik olarak

incelenmis ve belirti olan veya belirti bulunmayan bitkilerden 6rnekler alinmistir.

Arastirma kapsaminda alman orneklerde arazide ve laboratuvarda yapilan
gorsel incelemeler sonucunda, bitkilerde genel olarak ciicelesme, gelisme geriligi,
bas olusmamasi (Sekil 4.1a), anormal veya kiigiik bas olusumu (Sekil 4.1c, d) ,
bas saplarinda kisalma (Sekil 4.1f), sararma ve asir1 yaprak olusumu seklinde
belirtiler bulundugu gozlenmistir. Ayrica, yapraklarda mozaik (Sekil 4.2c¢),
kabarcikli mozaik, beneklenme, sararma, klorotik lekeler, mese yapraklilik (Sekil
4.2a, b, g), damarlarda kalinlasma (Sekil 4.2h), yaprak yiizeyinde pliriizlenmeler,
kivrilma/biikiilme ve kiigiilmeler, yaprak ayasinda daralmalar (Sekil 4.2d, e, f),
asimetri olusumlar1 ve sekil bozukluklar1 gibi simptomlarin oldugu saptanmistir
(Sekil 4.1, 4.2, 4.3). Yapilan bu simptomatolojik incelemeler diger tanilama
yontemleri i¢in sadece bir 6n basamak olusturmustur. Diger yandan, bu gézlemler
daha sonra yiirlitilecek olan tanilama yontemlerinin secimi ve sonuglarin

degerlendirilmesinde g6z dniinde tutulmustur.



Sekil 4.1 Arazide Yapilan incelemelerde Bitkilerde Gozlenen Bazi Belirtiler
a) Bag Olusumu Yok b) Ciicelik ¢) Kiicliik Bag Olusumu d) Kiiciik Bag Olusumu e)
Kii¢iik Bag Olusumu ve Asimetri f) Bag Sapinda Kisalma

Sekil 4.2 Arazide Yapilan Makroskobik Incelemelerde Yapraklarda Gozlenen Bazi Belirtiler
a-b) Mese Yapraklilik c¢)Mozaik d-e-f)Yapraklarda Daralmalar, Sekil Bozukluklari
g) Mese Yapraklilik h) Damarlarda Kalinlasma ve Sekil Bozukluklari i) Damarlarda

Renk Agilmasi ve Sararma
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Sekil 4.3 Laboratuvarda Yapilan Makroskobik Incelemelerde Gozlenen Bazi Belirtiler
a-b-c) Mozaik, d) Klorotik Lekeler, e-f) Klorotik Lekeler ve Sararma, g) Mese
Yapraklilik h) Asimetri ve Mozaik 1) Gelisme Geriligi, Ciicelik ve Sekil Bozuklugu

Gozlenen bu belirtilerin viral etmenlerden kaynaklanabilecegi gibi, diger
patojenler veya etkenler tarafindan olusturulabilecegi de bilinmektedir. Alinan
orneklerde yiiriitiilen serolojik ve molekiiler testlerin sonuclari hi¢ belirti
gbstermeyen ya da virlis tliriine ait tipik belirtileri gosteren bir kisim 6rneklerde

virlis enfeksiyonlariin goriilebildigini ortaya ¢ikarmustir.

Calismada kullanilan tiim 6rneklerde gozlenen belirtiler ve izole edilen viral

etmenler ayrintili olarak Ek 2’de verilmistir.
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4.2 Serolojik Testlerin Sonuclari

Enginarda viriis enfeksiyonlarinin saptanmasi amaciyla ¢alisma kapsaminda
ti¢ ilden alinan o6rneklere ticari tani kitleri olan BBWV, CMV, PVX, RpRSV-ch,
RpRSV-g, TBRV, TMV, TSWV ve TuMV adli 9 etmen igin DAS-ELISA
yontemi uygulanmistir. Arastirma kapsaminda Izmir ilinden alman 64 6rnek,
Aydin ilinden alinan 40 6rnek ve Mugla ilinden alinan 16 6rnegin tiimii serolojik

yontemle test edilmistir.

Izmir’den alinan 64 &rnek, Aydin’dan alinan 40 6rnek ve Mugla’dan alman
16 ornek olmak iizere toplam 120 6rnegin her birine uygulanan DAS-ELISA

yontemi ile elde edilen sonuglar il bazinda Cizelge 4.1, 4.2 ve 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.1 Izmir Ilinden Alman Orneklerde DAS-ELISA Yéntemi Ile Saptanan

Virlisler
Testlenen Enfekteli Saghkh Bulunma
Viriis Ad1 Toplam Ornek  Bulunan Ornek  Bulunan Ornek o
Sayisi Sayisi Sayisi Durumu (%)
BBWV 64 0 64 0
CMV 64 5 59 7.82
PVX 64 0 64 0
RpRSV-ch 64 0 64 0
RpRSV-g 64 0 64 0
TBRV 64 0 64 0
TMV 64 0 64 0
TSWV 64 0 64 0
TuMV 64 0 64 0
Toplam 64 5 59 7.82

Cizelge 4.1°de goriildiigii iizere, izmir ili ve ilgelerinden alinan 64 rnegin
DAS-ELISA yontemi ile testlenmesi sonucunda, 5 6rnekte CMV enfeksiyonunun
oldugu tespit edilmistir. izmir ilinde CMV enfeksiyonunun bulunma durumu
%7.82 olarak belirlenmistir. Yiriitiilen testler sonucunda, 6rneklerde BBWV,
PVX, RpRSV-ch, RpRSV-g, TBRV, TMV, TSWV ve TuMV enfeksiyonlarinin

bulunmadig: belirlenmistir.
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Cizelge 4.2 Aydin ilinden Alman Orneklerin Kullanildigi DAS-ELISA

Y 6nteminin Sonuglari

Testlenen Enfekteli Saghkh Bulunma
Viriis Ad1 Toplam Ornek  Bulunan Ornek  Bulunan Ornek o
Sayisi Sayisi Sayisi Durumu (%)

BBWV 40 0 40 0
CMV 40 0 40 0
PVX 40 0 40 0
RpRSV-ch 40 0 40 0
RpRSV-g 40 0 40 0
TBRV 40 0 40 0
TMV 40 0 40 0
TSWV 40 0 40 0
TuMV 40 0 40 0
Toplam 40 0 40 0

Aydmn ili ve ilgelerinden alinan 40 6rnege yukarida belirtilen etmenlerin
varlig1 yoniinden uygulanan DAS-ELISA yontemi sonuglari, bu ilden toplanan

orneklerde viriis enfeksiyonu olmadigini géstermistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.3 Mugla ilinden Alman Orneklerde Ticari Kitleri Varolan Etmenlere
Kars1 Yiirtitilen DAS-ELISA Testi Sonuglari

Testlenen Enfekteli Saghkh Bulunma
Viriis Adi Toplam Ornek  Bulunan Ornek  Bulunan Ornek o
Sayisi Sayisi Sayisi Durumu (%)

BBWV 16 0 16 0
CMV 16 0 16 0
PVX 16 0 16 0
RpRSV-ch 16 0 16 0
RpRSV-g 16 0 16 0
TBRV 16 0 16 0
TMV 16 0 16 0
TSWV 16 0 16 0
TuMV 16 0 16 0
Toplam 16 0 16 0

Cizelge 4.3’te belirtildigi lizere Mugla ili ve ilgelerinden alinan 16 ornekte

DAS-ELISA yontemi sonuglarina gore, viral enfeksiyon olmadig: belirlenmistir.

Tiim veriler dikkate alinarak yapilan genel degerlendirme sonucunda, 2011
ve 2012 yillart arasinda belirtilen {i¢ ilden alinan 120 6rnekteki viriis enfeksiyonu

bulunma oran1 DAS-ELISA yontemi ile % 4.17 olarak bulunmustur. Aydin ve
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Mugla illerinden toplanan &rneklerde viral enfeksiyon tespit edilmezken, izmir
ilinden alinan 64 oOrnekte % 7.82 oraninda viriis enfeksiyonu oldugu
belirlenmistir. Ticari tan1 kiti var olan 9 viral etmenin enfeksiyonlariin
saptanmas1 amaciyla yiiriitiilen DAS-ELISA testi sonuglari, Izmir ilinden toplanan

orneklerde yalnizca CMV enfeksiyonunun bulundugunu gostermistir.

4.3 Molekiiler Testlerin Sonuclari

4.3.1 RT-PCR yonteminin sonuclari

Enginar bitkilerinde enfeksiyon olusturan viriislerin ¢ogu igin ticari ELISA
tan1 kiti bulunmadigindan, araziden aliman 120 6rnek Akdeniz havzasi ve
yurdumuza komsu {ilkelerde yapilan arastirmalarda siklikla saptanan 8 etmene
kars1 (Gallitelli et al., 2004) spesifik primerler kullanilarak RT-PCR yontemi ile
testlenmistir. Bu yontemle testlenen viral etmenler arasinda AILV, AMCYV,

ArLV, AYRSV, CMV, TBRV, TMV ve TSWYV yer almistir.

Calisma sirasinda farkli iki tip TNA ekstraksiyon yontemi kullanilmis olup,
her 6rnegin TNA’s1 iki yontemle de izole edilmis ve ayr1 ayr1i PCR c¢alismalari
yiirtitiilmiistiir. Her iki yontemin etkinliklerinin birbirine paralellik gosterdigi

goriilmiistir (Sekil 4.4 ve 4.5).
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Sekil 4.4 “GeneJet™ Plant RNA Purification Mini Kit” Yontemiyle Elde Edilen Total Niikleik

Asit Gorlntisi

Sekil 4.5 “Silica capture” Yontemiyle Elde Edilen Total Niikleik Asit Goriintiisii
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AILV, AMCV, ArLV, AYRSV, CMV, TBRV, TMV ve TSWV adl
etmenlerin varliginin belirlenmesi amaciyla Izmir, Aydin, ve Mugla illerinden ve
ilgelerinden alinan o6rneklerle yiiriitiilen RT-PCR ¢alismalar1 sonucunda, sirasiyla
760 bp, 1350 bp, 300 bp, 530 bp, 540 bp, 333 bp, 422 bp ve 276 bp’de beklenen
bant olusumlar1 aranmis ve bant olusumu gosteren Orneklerin pozitif oldugu
sonucuna varilmistir. RT-PCR ¢alismalart sonucunda pozitif bulunan 6rnek sayisi,
illere gore bulunma durumlar ve karisik enfeksiyonlar Cizelge 4.4-4.7 ve Cizelge

5.1°de verilmistir.

Calisma kapsaminda {i¢ ilden toplanan 6rneklerde AILV, AMCV, ArLV,
AYRSV, CMV, TBRV, TMV ve TSWV adli etmenlerin varligin1 belirlemek

amaciyla yapilan RT-PCR yo6nteminin sonuglar1 Cizelge 4.4 te agiklanmigtir.

Cizelge 4.4 Enginar Orneklerinde RT-PCR Yontemi ile Saptanan Viriisler ve

[llere Gore Bulunma Durumlari

iZMiR AYDIN MUGLA
. - Bulunma . _ Bulunma . - Bulunma
Gmoc  Ome O Oma Omk O™ Oma  Oma OO
AILV 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AMCV 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ArLv 13 51 20.32 24 16 60 0 0 0
AYRSV 5 59 7.82 0 0 0 0 0 0
CMvV 5 59 7.82 0 0 0 0 0 0
TBRV 0 0 0 0 0 0 0 0 0
™MV 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TSWV 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Cizelge 4.4’te belirtildigi lizere, Aydin ili ve ilgelerinden alinan 40 6rnekle
yuriitilen RT-PCR testi sonuglar1 enginar Orneklerinde % 60 oraninda viral
enfeksiyon oldugunu gostermistir. Spesifik 8 primer ¢ifti ile yiiriitilen RT-PCR
testleri sonucunda, bu ilden alinan o6rneklerde sadece ArLV enfeksiyonunun

oldugu belirlenmistir.

Izmir ili ve ilgelerinden alinan 64 oOrnekte 8 viral etmen igin spesifik
primerlerle yapilan RT-PCR yontemi sonuglari, orneklerde viral enfeksiyon

bulunma oraninin % 35.94 oldugunu gostermistir. Elde edilen bulgular, bu ilden
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alman oOrneklerde ArLV (% 20.32), AYRSV (% 7.82) ve CMV (% 7.82)
enfeksiyonlarinin mevcut oldugunu ortaya koymustur (Cizelge 4.4).

Mugla’dan alinan 16 6rnekte AILV, AMCV, ArLV, AYRSV, CMV, TMV,
TBRV ve TSWV adl viral etmenlerin varligi agisindan RT-PCR yontemi ile
yapilan ¢alismalarda herhangi bir viral enfeksiyonunun bulundugu tespit

edilememistir (Cizelge 4.4).

ArLV varliginin tespit edilmesi i¢in 120 Ornekle yiirtitilen RT-PCR
caligmalar1 sonucunda, 37 6rnek enfekteli bulunmus, beklenen bantlar 300 bp’de

gozlenmistir (Sekil 4.6, 4.7).

I b s e LS T S ﬂ
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Sekil 4.6 izmir ilinden Alinan Orneklere ArLV I¢in Uygulanmis Olan RT-PCR Testi Sonucunun
Jel Goriintiileme Sisteminde Cekilmis Goriiniimlerinden Bazilari M: 100 bp DNA
ladder 2,3, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12: ArLV Ile Enfekteli Ornekler W: Su Kontrol
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Sekil 4.7 Aydin ilinden Alman Orneklere ArLV Igin Uygulanmis Olan RT-PCR Testi Sonucunun
Jel Goriintiileme Sisteminde Cekilmis Goriiniimlerinden Bazilari M: 100 bp DNA
ladder 3, 4, 5,6, 8,9, 10, 11, 12: ArLV ile Enfekteli Ornekler 13: Negatif Kontrol

ArLV ile enfekteli bulunan 37 6rnegin 24 tanesi Aydin ve ilgelerinden ve 13
tanesi Izmir ve ilgelerinden alinan enginar &rneklerine aittir. RT-PCR testleri
sonucunda ArLV ile enfekteli bulunan 6rnek sayisi, karisik enfeksiyonlar ve

bulunma oranlar1 Cizelge 4.5’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.5 Izmir, Aydin ve Mugla illerinden Alinan Orneklerde ArLV ile
Enfekteli Olan Ornek Sayisi, Karisik Enfeksiyonlar ve Bulunma

Oranlari
Enfekteli Ornek Sayisi Bulunma Oram (%)
ArLV 35 29.17
ArLV+AYRSV 2 1.67
Toplam Enfekteli
Ornek Sayis 37 30.83
Toplam Saghkh
Ornek Sayis 83 69.17
Toplam 120 100

Cizelge 4.5’te belirtildigi iizere, 120 ornekte yiiriitiilen RT-PCR c¢alismalari
sonuclari, her ii¢ ilde enfekteli bulunan 37 Ornegin 2 tanesinde ArLV ve

AYRSV’nin birlikte bulundugunu ve 35 oOrnekte ise ArLV’nin tekli
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enfeksiyonunun oldugunu géstermistir. Karisik enfeksiyonlar sadece Izmir ilinden
alinan orneklerde gdzlenmistir. Yapilan degerlendirme sonuglari ile, Izmir’den
alan Orneklerde toplam ArLV’nin bulunma oranit % 20.32 (karisik enfeksiyon
oran1 % 3.13; tek enfeksiyon oran1 % 17.19) iken, Aydin ilinden alinan 6rneklerde

% 60 oraninda ArLV enfeksiyonu bulundugu tespit edilmistir.

Her ii¢ ilden alinan 6rneklerde AYRSV’nin varligini tespit etmek igin
yiiriitiilen RT-PCR testlerinde yalnizca Izmir’den alman 5 6rnekte 530 bp’de
beklenen bantlar oldugu gézlenirken (Sekil 4.8), Aydin ve Mugla’dan toplanan
orneklerde viriis enfeksiyonu tespit edilmemistir. Calisma sonuglar1 izmir’den
alman 2 6rnekte AYRSV ve ArLV adli etmenlerin karisik enfeksiyonu oldugunu
ve 3 ornegin ise sadece AYRSV ile enfekteli bulundugunu ortaya ¢ikarmistir

(Cizelge 4.6).

S 530 bp

Sekil 4.8 AYRSV i¢in Uygulanmis Olan RT-PCR Testi Sonucunun Jel Gériintiileme Sisteminde
Cekilmis Goriiniimlerinden Bazilari M: 100 bp DNA Ladder 1, 17, 2, 27, 3, 3", 4, 4™
AYRSYV ile enfekteli 6rnekler 11: Su Kontrol
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Cizelge 4.6 izmir, Aydin ve Mugla illerinden Alman Orneklerde AYRSV ile
Enfekteli Olan Ornek Sayisi, Karisik Enfeksiyonlar ve Bulunma

Oranlari
Enfekteli Ornek Sayisi Bulunma Oram (%)
AYRSV 3 2.50
ArLV+AYRSV 2 1.67
Toplam Enfekteli
Ornek Sayisi ° 4.17
Toplam Saghkh
Ornek Sayisi 115 95.83
Toplam 120 100

Cizelge 4.6’daki veriler degerlendirildiginde, AYRSV’nin Izmir ve
cevresinde bulunma orant % 7.82 olarak saptanmistir. Bu oran iginde karigik

enfeksiyon diizeyi ise % 3.13’tiir.

CMV’nin varhigmin saptanmast amactyla yiiriitilen RT-PCR testleri
sonucunda, Izmir’den alman 5 Ornekte 540 bp’de beklenen bant olusumlari
gozlenmistir (Cizelge 4.7; Sekil 4.9). Elde edilen bu verilerin DAS-ELISA testleri

sonugclari ile paralellik gdsterdigi gortilmiistiir.

10 11 12

- -

Sekil 4.9 CMV I¢in Uygulanmis Olan RT-PCR Testi Sonucunun Jel Gériintiileme Sisteminde
Cekilmis Gortintimlerinden Bazilar1 M: 100 bp DNA Ladder 1, 2, 3, 4, 8, 9, 10, 11, 12:
Pozitif Ornekler
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CMV ile enfekteli bulunan 5 &rnek izmir ve ilgelerinden alinan 6rneklerden
olup ve CMV’nin orneklerde tekli enfeksiyon seklinde bulundugu goriilmistiir
(Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 Izmir, Aydin ve Mugla Illerinden Alinan Orneklerde CMV ile

Enfekteli Ornek Sayisi ve Bulunma Oranlar

Enfekteli Ornek Sayisi Bulunma Oram (%)
CMV 5 4.17
Toplam Enfekteli
Ornek Sayisi > 417
Toplam Saghkh
Ornek Sayisi 115 95.83
Toplam 120 100

Cizelge 4.7 incelendiginde her ii¢ ilden alnan 120 ornekte CMV
enfeksiyonunun bulunma oran1 % 4.17 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.7). Izmir

ili tek olarak degerlendirildiginde enfeksiyon orani % 7.82 olarak bulunmustur.

AILV, AMCV, TBRV, TMV ve TSWV varligmin saptanmast i¢in
yiirlitiilen RT-PCR ¢alismalarinin sonuglari, etmenlere spesifik bant olusumlari
goriilmediginden negatif olarak bulunmustur. Her viral etmen icin spesifik
primerlerle uygulanan RT-PCR sonuglar1 Cizelge 4.4’te ve jel dokiimantasyon

cihazinda ¢ekilen jel goriintiileri Sekil 4.10-4.14’de verilmistir.
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9 10 11 12

Sekil 4.10 TMV I¢in Uygulanmis Olan RT-PCR Testi Sonucunun Jel Gériintiilleme Sisteminde

Cekilmis Goriiniimlerinden Bazilar1 +: Pozitif Kontrol 1-12: Ornekler

G e 1011 12 13

Sekil 4.11 AILV I¢in Uygulanmis Olan RT-PCR Testi Sonucunun Jel Goriintiileme Sisteminde

Cekilmis Goriiniimlerinden Bazilar1 1-13: Ornekler
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Sekil 4.12 AMCYV I¢in Uygulanmig Olan RT-PCR Testi Sonucunun Jel Gériintiileme Sisteminde

Cekilmis Gériiniimlerinden Bazilar1 1-13: Ornekler

D W . e

ey emaosiHS1l 12 13

Sekil 4.13 TSWV I¢in Uygulanmis Olan RT-PCR Testi Sonucunun Jel Gériintiileme Sisteminde

Cekilmis Goriiniimlerinden Bazilar1 1-13: Ornekler
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Sekil 4.14 TBRV I¢in Uygulanmis Olan RT-PCR Testi Sonucunun Jel Gériintiileme Sisteminde

Cekilmis Goriiniimlerinden Bazilar1 1-13: Ornekler

4.3.2 Dizi analizi ve filogenetik siniflandirma ¢calismalari

RT-PCR c¢alismalarinda izole edilen ArLV ve AYRSV adli etmenlerin
kullanilan primerlere gore ¢ogaltilan 6zgiil bir bdlgesinin niikleotid dizilimleri
(sekans) belirlenmistir. Bu amagla lontek firmasina génderilen iiriinlerden elde
edilen niikleotid dizilimlerinin, diinyadaki diger izolatlarla olan niikleotid
benzerlikleri NCBI BLAST (The National Center for Biotechnology Information-
Basic Local Alignment Search Tool) kullanilarak incelenmistir (NCBI, 2012).
NCBI BLAST smiflandirma soy agaclari, ClustalW2 ve MEGA 5.10 ile
olusturulan soyagaglari asagidaki sekillerde verilmistir (Sekil 4.15-4.18).

Kullanilan spesifik ArLV primerinin ¢ogalttig1 bolgenin niikleotid dizilimi,
NCBI BLAST ile diinya izolatlartyla karsilagtirildiginda % 86 oraninda X87255.1
kodlu “Artichoke latent potyvirus mRNA unknown function (523bp)” izolat1 ile
benzerlik gostermistir. Asagidaki sekillerde kiyaslama sonuglar1 ve filogenetik

agaclar gosterilmistir (Sekil 4.15, 4.16).
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Strand=Plus/Minus
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)ng-luussﬂ 11 Ranunculus latent virus isolate RN128 polyprotein gene, partial
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Sekil 4.15 ArLV’nin Niikleotit Kiyaslanmas1 Sonucu Elde Edilen Benzerlik Oranlar1

Sekil 4.14’te goriildiigii lizere, Orneklerin mRNA’sma 06zgii spesifik
primerlerle ArLV etmeninin varligi niikleotid diizeyinde belirlenmis ve tek
niikleotit farkliliklarinin belirlenmesi ile de izolatlarin benzerlik ve farkliliklar
ortaya konulmustur. Buradan elde edilen sekanslar, ClustalW2 ve Mega 5.10
programlarina yiiklenerek ¢oklu dizi hizalamalarinin ardindan soy agaci eldesinde
kullanmilmistir (Sekil 4.15). Soy agac (filogenetik agag), eldeki izolatin diinyadaki

diger izolatlarla ve birbirleriyle benzerliklerini ortaya koymaktadir. ArLV igin
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yiiriitiillen ¢alismada, Izmir’den izole edilen ve sekanslamaya gonderilen etmen
ArLV-Izmir olarak adlandirilmig ve her ii¢ yontemle ¢izilen filogenetik agaglarda
gen bankasina X87255.1 kodu ile kayith “Artichoke latent potyvirus mRNA
unknown function (523bp)” izolat1 ile ayn1 grupta yer almistir.
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Sekil 4.16 Cesitli Programlar Kullamlarak .ArLV I¢in Olusturulan Filogenetik Agaclar a) ArLV
icin NCBI BLAST Smiflandirmasini Gosteren Soyagaci b) ClustalW2’de Olusturulan

Filogenetik Agac ¢) MEGA 5.10 Programinda Olusturulan Filogenetik Agag
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Spesifik AYRSV primeri ile yiiriitiilen RT-PCR’lardan elde edilen {iriinlerin
sekanslanmasiyla elde edilen niikleotid dizilerinin NCBI BLAST kullanilarak

diinya izolatlariyla karsilastirilmalari sonucunda, elde edilen izolatin % 92

oraninda

gene for

AMO087671.2 kodu ile kayithh “Artichoke yellow ringspot virus partial

polyprotein, genomic RNA from Allium cepa” izolati ile benzer oldugu

goriilmiistir. NCBI BLAST karsilagtirmalart  (Sekil 4.17) ve elde edilen

filogenetik agaglar asagidaki sekillerde verilmistir (Sekil 4.18).

[ Fircfox ] > NCBI Blast:AYRSV-Tzmir x | & Blast Tree View Widget m [E=TTof >

4 |¥ | @ blast.ncbinim.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get & ALIGNMENTS=1008ALIGNMENT_VIEW=Pairwisc&DATABA RT=0&DESCRIPTIC FIRST_ | |9 blast EF ne dmk A & B-
) YOU Y483 300U e ennanced repor p
AYRSV-izmir
Query ID [d[28817 Database Name nr
Description AYRSV-Izmir Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nudleic acid Program BLASTN 2.2.27+ b Citation =

Other reports:

Legend for links

Sequences

Query Length 529

B Graphic Summary

©EDescriptions

P Search Summary [Taxonemy reports] [Distance tree of results

Distribution of 4 Blast Hits on the Query Sequence &'

Mouse-over to show defline and scores, click to show alignments ]

Color key for alignment scores

<40 40-50 B80-200 >=200
0 ue ry | —
I [l 1 I 1
1 100 200 300 400 500

10 other resources: [ UniGene 3 6E0 [8 Gene B stucture [ Map Viewer Bdl PubChem BioAssay

s producing

Accession Description | A ;‘L'fé Query | e | ﬁ ‘ Links ‘
EF205130.1  Tomato white ringspot virus isolate T818 segment RNA1 polyprotein ¢ 693 693 92% 0.0 92%
2 Artichoke yellow ringspot virus partial gene for pelyprotein, genomic f £82 682 92% 0.0 92%
Artichoke yellow ringspot virus partial RdRp gene for polyprotein, geni 71 671 92% 0.0 91%

Artichoke yellow ringspot virus partial RdRp gene for polyprotein, geni 855 665 92% 0.0 91%

spict 45
Query 49

Length=5

Taentici

Query 37

Score =

€ > blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast

Strand=Plus/Plus

query 20 GATEGETGT CTAKT TATNGGTT 116 78
LT L T T L

Sbiet 3313 ACTGGAGACGGEIGTAGGAAGCARTTGATACAGGG-AACCAT-GGITGCGCAGRATAITG 3370

query 79 TET TTGTTCCT 8
HH H\HHHHHIHIHHIHHIH Hm\mmmm\mu\

shict 3371 TGT TTGTT TGCGTT 3430

Query 133 RAG: TTACT 198
11 T TP T T T L LT T

Spjet 3431 ARG GCCAGTCCGARAGSTTACTEGTARACE: CCAGEITETICICIE 3480

Query 193  TICI

sbjct 3611

Sbjct 3671 CATCTTTTGATGGTCTAATGA(

Query 439  CGATGTATG 198
TN IHHIHHIHIHHIHH Il HHIHHIHHIHI

Sbjct 3731 CGATGTACGGTGACTCCCARAAATCCRARRACGGCCEG CC 3730

Query 499

Sbjer 3791 GIARIC

semp | 2087672, 11 Retichoke yellow ringapot viraa partial Rafp gene for polypronein,

genomIC RNE, Trom vicia fab

Length=716

& 9 blast EF nedmk A A B-

00 CGATGIATGETGATTCCCARARATCCAAARATGGTCGGARAAATCTITIGATGGCCATAT 4559

i

. from Allium cepa
3
622 bits (369), Expect

es = 4517431 (32%), Gaps = irie 12)

TTTC 258

CTTACAATTTCATCTTACGCARGARGTTTTTATACTTIC,
L

TG
1l HHIHHIHIH\HHIHHIHIHH 1L

Spjet 3491 CICTACCCCT TICC 3550 L
Query 259 T 318
[ IHIHHIHHIHHH H o H HHHHIH T \
Spjet 3551 TTCAGARGRAT GCCARGT 3610
Query 319

TTGAACTGTGATTACT 378
UL

GGCAARCACTGTACARTCETT CRGRAT!
HHHHHH\HHMHIHHIHHIH 10

3670

ATATGATTARTA 438
LLLLL T
ATATGATCARTA 3730

9 CATCTITTGAT
IHHIHIHHI HHH

GTTATCTTGCAT

671 bits (363), Espect = 0.0

Sekil 4.17 izole Edilen AYRSV’nin Niikleotit Kiyaslanmasi Sonucu Elde Edilen Benzerlik

Oranlar1 ve En Fazla Benzerlik Gosterdigi AM087671.2 Numarali izolat Arasindaki
Niikleotid Benzerlik ve Farkliliklar1
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Kullanilan genomik RNA’dan kismi poliprotein genine ait spesifik AYRSV
primeri ile ¢ogaltilan izolatin, sekanslamanin ardindan NCBI BLAST ile
diinyadaki izolatlarla niikleotid diizeyinde benzerlikleri saptanmistir. AYRSV-
Izmir olarak adlandirilan izolatin niikleotid dizilimleri NCBI BLAST, Clustal W2
ve MEGA 5.10 programinda kiyaslanarak filogenetik agaclar ¢izilmis (Sekil 4.17)
ve AYRSV-Izmir en yiiksek benzerligi gosteren AMO087671.2 numarali izolat
(Sekil 4.17) ile aynm1 grupta yer almistir.

4.4 Biyolojik Testlerin Sonuclari

Yiirtitilen DAS-ELISA ve RT-PCR yo6ntemlerinin sonuglarina gore viriisler
ile enfekteli oldugu tespit edilen 6rnekler gruplandirilmis, her grubu temsil edecek
sayida Ornek segilerek biyolojik testler bu orneklerle yiiriitiilmiistiir. Biyolojik
testler, tespit edilen viriislere duyarli oldugu bilinen test bitkilerine uygun gelisme

doneminde mekanik inokulasyonlarin yapilmasi seklinde uygulanmstir.

ArLV ile enfekteli bulunan 37 ornekten 11 tanesi (10 adet ArLV tek
enfeksiyonu ve 1 adet ArLV+AYRSV enfeksiyonu), AYRSV ile enfekteli 5
ornegin 4 tanesi (3 adet AYRSV tek enfeksiyonu ve 1 adet ArLV+AYRSV
enfeksiyonu), CMV ile enfekteli 4 o6rnek ve DAS-ELISA ya da RT-PCR
yontemleri sonucunda herhangi bir etmenle enfekteli bulunmamis 5 Ornek

secilerek duyarli test bitkilerine mekanik inokulasyonlar gerceklestirilmistir.

Gergeklestirilen mekanik inokulasyonlar sonucunda test bitkilerinde genel
olarak, mozaik, sekil bozukluklari, yaprak deformasyonlari, beneklenmeler,
klorotik lokal lekeler gibi belirtiler goézlenmistir. Adi1 gegen viriislerin duyarh
konukgularma yapilan mekanik inokulasyonlari sonucunda goézlenen belirtiler

Cizelge 4.8 ve 4.9’de verilmistir.
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(TMV, CMV, TBRV, TSWV)

TEST
BITKILERI

VIiRAL ETMENLER

TMV

CMV

TBRV

TSWV

Amaranthaceae

Chenopodium
amaranticolor

NLL, KLL

Chenopodium
quinoa

NLL, KLL

Cucurbitaceae

Cucumis sativus

M, BY

Solanaceae

N. tabacum

La, NL, M, NLe

Nicotiana
clevelandii

La, NL, M, NLe

Nicotiana glutinosa

DS, La, NL, M,
Hale

Nicotiana tabacum
cvs. Samsun

Nicotiana
tabaccum cvs.
Xanthi

Petunia hybrida

Fabaceae

Phaseolus
vulgaris(French
Bean)

NLL

Tropaeolaceae

Tropaeolum majus

Apocynaceae

Vinca rosea

0

BY: Biiyiimede yavaglama, DS: Damarlarda sararma, Hale: Halka leke, KLL: Klorotik lokal lezyon, La: Latent,

M: Mozaik, NL: Nekrotik lezyon, NLe: Nekrotik lekeler, NLL: Nekrotik lokal lezyon

0: Inokulasyon Sonucunda Belirti Olusumu Gériilmemistir

-: Literatiirde Duyar Test Bitkisi Olarak Belirtilmemistir (Gallitelli et al., 2004; Description of Plant Viruses, 2012; Plant

Viruses Online, 2012).
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Cizelge 4.9 Baz1 Viriis Izolatlarmin Test Bitkilerindeki Belirtileri (AILV, ArLV,
AVBV, AYRSV, BBWV-1, BBWV-2)

VIRAL ETMENLER

TEST BITKILERi
AILV ArLV AVBV AYRSV  BBWV-1 BBWV-2

Amaranthaceae

Chenopodium

. - NLL 0 - - 0

amaranticolor
. . KLL, NLL,
Chenopodium quinoa - NLL 0 SBe, AN 0 0
KirLL,
Gomphrena globosa 0 KirHaL - SSaHaLe, C - -
Cucurbitaceae
Cucumis sativus 0 - - KL, l\é SB, - -
Solanaceae
Nicotiana glutinosa - - - - - 0
Nicotiana
benthamiana ) SM ) ) ) )
Nicotiana clevelandii - SM - - - -
LKHa,
Nicotiana tabacum - - - SKHa, C, - -
MY

Petunia hybrida - SM, GG - - - 0
Fabaceae
Phaseolus vulgaris i i 0 KirNLL, i i
(French bean) SM, YD

AN: Apikal nekroz, C: Cizgi, E: Enasyon, GG: Gelisme geriligi, KirHaL: Kirmizims: halka seklinde lezyonlar, KirLL:
Kirmizimst lokal lezyon, KirNLL: Kirmizimsi nekrotik lokal lezyonlar, KL: Klorotik lezyon, KLL: Klorotik lokal lezyon,
LKHa: Lokal klorotik halkalar, M: Mozaik, MY: Mese yapraklilik, NLL: Nekrotik lokal lezyon, SBe: Sistemik
beneklenme, SKHa: Sistemik Kklorotik halkalar, SM: Sistemik Mozaik, SSaHalLe: Sistemik sar1 halka lekeler, $B: Sekil
Bozuklugu, YD: Yaprak deformasyonu

0: Inokulasyon Sonucunda Belirti Olusumu Gériilmemistir
- Literatiirde Duyar1 Test Bitkisi Olarak Belirtilmemistir (Gallitelli et al., 2004; Description of Plant Viruses, 2012; Plant
Viruses Online, 2012).

AYRSYV izolatlar1 ile mekanik olarak inokule edilen C. quinoa bitkilerinde
klorotik lokal lezyonlar, sistemik beneklenme ve u¢ nekrozlari goriiliirken, P.
vulgaris’te (cali fasulyesi) ise kirmizimsi nekrotik lokal lezyonlar, sistemik

mozaik ve yaprak deformasyonlart gozlenmistir (Sekil 4.19-4.22).
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Sekil 4.19 AYRSV ile Mekanik Olarak inokule Edilmis P. vulgaris Bitkilerinin Yapraklarinda

Gozlenen Bazi Belirtiler a) Mozaik ve Yaprak Deformasyonu b-c-d) Mozaik Belirtileri

Sekil 4.20 AYRSV ile Mekanik Olarak inokule Edilmis P. vulgaris Bitkilerinin Yapraklarinda

Gozlenen Deformasyonlar



Sekil 4.21 AYRSV ile Mekanik Olarak inokule Edilmis P. vulgaris Bitkilerinin Yapraklarinda

Gozlenen Bazi Lezyonlar a-b-c-d-e) Kirmizimsi Nekrotik Lokal Lezyonlar



Sekil 4.22 AYRSV Ile Mekanik Olarak Inokule Edilmis Duyarli Test Bitkilerinin Yapraklarinda
Gozlenen Bazi Belirtiler a) C. sativus Kotiledon Yapraklardaki Klorotik Lekeler b) C.

sativus Yapraklarinda Klorotik Lekeler c-d) C. quinoa Bitkilerinde Klorotik Lokal

Lezyonlar

ArLYV ile enfekteli 6rneklerle hazirlanan ekstraktlarin duyarl test bitkilerine
inokulasyonlar1 sonucu, P. hybrida bitkilerinde sistemik mozaik, beneklenme ve
gelisme geriligi gozlenirken, C. quinoa ve C. amaranticolor’da nekrotik lokal
lezyon olusumlar1 dikkati ¢ekmistir. N. benthamiana ve N. clevelandii’de ise

sistemik mozaik goze carpan belirtiler olmustur (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23 ArLV ile Mekanik Olarak Inokule Edilmis Duyarli Test Bitkilerinde Gozlenen Bazi
Belirtiler a) P. hybrida Yapraklarinda Beneklenmeler b) C. quinoa Yapraklarinda
Gorillen Nekrotik Lokal Lezyonlar c-d) C. quinoa Yapraklarinda Nekrotik Lokal
Lekeler

CMV ile enfekteli Orneklerin mekanik inokulasyonu sonucu, C.
amaranticolor ve C. quinoa’da klorotik lokal lezyon olusumlari, C. sativus’ta
sistemik mozaik ve gelisme geriligi, N. glutinosa’da mozaik belirtileri, P.
vulgaris’te toplu igne basi gibi nekrotik lezyon olusumu ve N. tabacum’da ise
sistemik mozaik, sekil bozuklugu ve klorotik lezyon olusumlar1 gozlenmistir
(Sekil 4.24).



Sekil 4.24 CMV’nin Mekanik Inokulasyonu Sonucu Test Bitkilerinde Gozlenen Belirtilerden
Bazilar1 a) P. vulgaris Yapraklarinda Toplu igne Bas1 Biiyiikliigiinde Nekrotik Lokal
Lezyon Olusumu b) C. sativus Bitkilerinde Gelisme Geriligi c-d) C. quinoa Bitkilerinde
Klorotik Lokal Lezyon Olusumu

4.5 Kullamilan Tanilama Yontemlerinin Duyarhilik Durumunun

Karsilastirilmasi

Orneklerle vyiiriitiilen deneme sonuglar1 goz dniinde tutularak viriis tanilama
yontemlerinin duyarlilik durumlarmin degerlendirilmesi yapilmistir. Izmir, Aydmn
ve Mugla illerinden toplanan o6rnekleri temsil edecek sekilde drneklerin alindigi
arazi biiyiiklikleri dikkate alinarak secilen saglikli ve enfekteli orneklerde
kullanilan virlis tanilama yoOntemlerinin 25 Ornek baz alinarak yapilan
karsilagtirmali sonuclar1 ve basari oranlar1 Cizelge 4.10°de verilmistir. Her 4
yontemle testlenen (ELISA, RT-PCR, test bitkilerine mekanik inokulasyon ve
simptomatoloji) 25 &rnegin 6 tanesinde (A-4, 1-27, 1-38, M-1, M-6 ve M-10)
gorsel belirti bulunmasma ragmen higbir viral enfeksiyon olmadigr tespit
edilmistir. Ayrica, 12 6rnekte gorsel belirti olmamasina ragmen viral enfeksiyon

saptanmustir.
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Cizelge 4.10 Viriis Tanilama Y 6ntemlerinin Karsilagtirmali Sonuglar

No  Ornek Ad1 EDl_Al\gA RT-PCR in'\(:llflll(laz;rsl;lf)n Simptomatoloji
1 A3 - ¥ (ArLV) ¥ (ArLV) -
2 A-4 - - - X
3 A-11 ; + (ArLV) - -
4 A-12 - + (ArLV) - -
5 A-16 ; + (ArLV) - -
6 A-20 - + (ArLV) + (ArLV) +
7 A-22 ; + (ArLV) - -
8 A-23 ; + (ArLV) - -
9 i-8 + (CMV) + (CMV) - +
10 i-9 - + (AYRSV) + (AYRSV) +
11 i-12 + (CMV) +(CMV) - -
12 i-17 + (CMV) + (CMV) - +
13 i-22 ; + (AYRSV) + (AYRSV) +
14 i-24 +(CMV) +(CMV) +(CMV) +
15 i-27 - - - X
16 i-36 - + (ArLV) + (ArLV) -
17 1-38 - - - X
18 i-39 - + (ArLV) + (ArLV) -
19 i-43 ; + (ArLV) + (ArLV) -
20 i-49 - + (ArLV+AYRSV) + (AYRSV) -
21 i-53 + (CMV) + (CMV) +(CMV) +
22 1-63 - + - -
23 M-1 - - - X
24 M-6 - - - X
25 M-10 - - - X
g’;;i‘;fg::{:;;‘l:‘l 5125 25/25 10/25 7125
% 20 % 100 % 40 % 28

Basari Oram

+ : Viral Enfeksiyon Tespit Edilen Ornek; - : Ad1 Gegen Test Ile Enfeksiyon Saptanmayan Ornek,
X : Belirti Gostermesine Ragmen Viriis Saptanmayan Ornek

Yapilan degerlendirmelerde tanilamada RT-PCR yontemi kullaniminin
%100’e yakin bir oranda, test bitkilerine mekanik inokulasyonu yonteminin % 40
oraninda ve simptomatoloji ile tanilama yonteminin % 28 oraninda basarili oldugu

goriilmiistiir.

DAS-ELISA testinin uygulandig1 25 6rnegin ise 5 tanesi (% 20) enfekteli
olarak bulunmustur. Ancak, DAS-ELISA testinin degerlendirilmesi yapilirken goz
oniinde tutulmasi gereken bir husus da, gilinlimiiz kosullarinda ¢ogu enginar
viriisiiniin ticari ELISA tani kiti bulunmamasi ve dolayisiyla her etmene
uygulanamamasi konusudur. AILV, AMCV, ArLV ve AYRSV etmenleri DAS-
ELISA’ya tabi tutulamamis, diger etmenler i¢cin uygulamalar yapilmistir. ELISA
ile tespit edilen 5 CMV enfeksiyonu, RT-PCR ile de ayn1 oranda tespit edilmistir.
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4.6 Kullamilan Tanilama Yontemlerinin Sonuclarimin Birlikte

Degerlendirilmesi

Aragtirma kapsaminda Izmir, Aydin, Mugla illeri ve ilgelerinden alman 120
ornekte viriis varliginin saptanmasi amaciyla yiiriitilen gorsel simptom
incelemesi, biyolojik, molekiiler ve serolojik testlerin sonuglar1 genel olarak
degerlendirildiginde enfeksiyon oraninin % 39.17 oldugu goriilmiistiir. Enfekteli
bulunan 47 6rnegin 2 adedinde karisik enfeksiyon oldugu saptanmistir. Alinan
orneklerde karigik enfeksiyon orani % 1.67 olarak bulunmustur. RT-PCR ve
DAS-ELISA testleri sonuglart bir arada ve Ozet halinde Cizelge 4.11°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.11 Illere Gére Alinan Orneklerde Tespit Edilen Viral Etmenler

RT-PCR
= 5
g2 =]
$2 sz -z =
£ = = g2 > o g > § §
Q= = > 0 > > >
< o SR x > 4 X
= E & /= = 24 > Z = o
56 T % %X %2 T &3 8 @ Z B8 2
Aydin 40 24 0 0 24 O 0 0 0 0 0 0 0
izmir 64 21 0 0 11 3 2 5 0 0 0 0 0
Mugla 16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Toplam 120 45 0 0 3 3 2 5 0 0 0 0 0
DAS-ELISA
= 5
s 3 =]
: = :5 7 7
= >80 2, = =
0 = g = — & 3] o
= s N TN ! !
= = r— +— > >
o = [ = % > > > 7S % >
< = €E S & % S % g z x =2
w :Q (@] — - ol m o o o -
Aydin 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
izmir 64 5 5 0 0 0 0 0 5 0 0
Mugla 16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Toplam 120 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0

Arastirma kapsaminda iiretim alanlarindan alinip, degisik yontemlerle

testlenen Orneklerde yaygin olarak goriilen viral etmen ArLV olarak
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belirlenmistir. Bunu AYRSV ve CMV izlemektedir. izmir’den alinan 64 drnegin
11 adedinde ArLV tek enfeksiyonu, 3 adedinde AYRSV tek enfeksiyonu, 5
adedinde CMV tek enfeksiyonu ve 2 tanesinde ArLV+AYRSV karisik
enfeksiyonu izole edilmistir. Izmir ilinden alinan &rneklerde karisik enfeksiyon
goriilme sikligr 2/64 (% 3.13)’tiir. Aydin’dan alinan 40 6rnegin 24’4 ArLV ile
enfekteli bulunmustur. Aydin ilinden alinan orneklerde karisik enfeksiyona
rastlanmamistir. Mugla’dan alinan orneklerde ise herhangi bir viral enfeksiyon

saptanmamustir (Cizelge 4.12; Sekil 4.25 ve 4.26).

Cizelge 4.12 RT-PCR lle Tespit Edilen Viriisler, izole Edildikleri Iller Ve

Bulunma Durumlari

AYDIN IZMIR MUGLA
Tek E. KaEl.slk Sgrngllel<](11 Tek E. KaEl-slk Sgétlllel(kll Tek E. KaE_SIk S(‘;illlekkh
AILV 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AMCV 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ArLv 24 0 16 11 2 51 0 0 0
AYRSV 0 0 0 3 2 59 0 0 0
CMV 0 0 0 5 0 59 0 0 0
TBRV 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TMV 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TSWV 0 0 0 0 0 0 0 0 0

60,00%

50,00%

40,00%

30,00%

20,31%

20,00%
7,82% 7,82%

10,00% i
) Y ) 0 ) 0 f (VA 0 , (] , (]
0,00%» 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%» 0,00%s» 0,00%

0,00%
AILV AMCV ArLV AYRSV BBWV CMV TBRV TMV TSWV

MAydmn Hizmir 4 Mugla

Sekil 4.25 RT-PCR Yéntemi Sonuglara Gore izmir, Aydin ve Mugla illerindeki Enfeksiyon

Orani
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60,00%

60,00%
50,00%
40,00%
30,00%

17,19%
20,00%

7,819
10,00% 3,13%
0,00%0,00% 0,00% 47.‘:13%- A

0,00%

T.E. K.E. T.E. K.E. T.E. K.E.
Aydin | [zmir | Mugla

HArLV EAYRSV LCMV

Sekil 4.26 RT-PCR Yontemi Sonuglarina Gére izmir, Aydin ve Mugla illerindeki Karisik
Enfeksiyon (K.E) ve Tek Enfeksiyon (T.E.) Orani
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5. TARTISMA

Uretimi yapilan bir¢ok kiiltiir bitkisinde oldugu gibi, enginarda da verimi
etkileyen bircok hastalik ve zararli mevcuttur. Tiirkiye enginar iiretimine son
derece uygun ekolojik kosullara sahip olmasina ragmen, verim kaybina neden

olan viral etmenler ile ilgili ¢ok az sayida calisma yliriitilmiistiir.

Aragtirma kapsaminda son yillarda tlkemizde iiretimi artan enginarin
ozellikle izmir ve Aydm illeri ¢evrelerinde viral etmenlerden kaynaklanan iiriin
kayiplarmin arttig1 yoniinde alian bilgiler iizerine, 2011-2012 yillarinda Izmir,
Aydin, Mugla illeri ve ilgelerindeki enginar yetistiriciligi yapilan alanlardan
alman oOrneklerde enfeksiyon olusturan viral etmenlerin simptomatolojik,
biyolojik, serolojik ve molekiiler yontemler ile tanilari yapilmis ve orneklerde
viral etmenlerin bulunma durumlart her il i¢in ayr1 ayr belirlenmistir (Cizelge

4.11, 4.12; Sekil 4.25, 4.26).

Arastirma i¢in liretim alanlarindan aliman 120 6rnek ilk olarak arazide ve
laboratuvarda simptomatolojik olarak incelenmis ve bitkilerde yaygin olarak
clicelesme, gelisme geriligi, anormal/kiiciik bas olusumu veya hi¢ bas
olugsmamasi, bas saplarinda kisalmalar, sararma, asir1 yaprak olusumu; bitki
yapraklarinda mozaik, beneklenme, sararma ve klorotik lekeler, mese yapraklilik,
damarlarda kalinlagsma, yaprak ylizeyinde piiriizlenme, asimetri olusumu ve sekil
bozukluklar1 gibi belirtiler gozlenmistir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3) Viriis benzeri belirti
gosteren veya gostermeyen Orneklerle daha sonra yliriitiilen serolojik, molekiiler
ve biyolojik test sonuclari, bitkilerde goriilen belirtilerin viriislerden kaynaklanmis
olabilecegi gibi, diger bitki patojenleri veya etkenler tarafindan da olusturulmus
olabilecegini de ortaya koymustur. Bununla birlikte, simptomatolojik olarak virtis
benzeri belirti gostermeyen orneklerde de latent virilis enfeksiyonlar: olabilecegi
yapilan calismalar sirasinda saptanmustir. Orneklerde yiiriitiilen simptomatolojik
gozlemlerin bazi durumlarda yetersiz kaldig1 ancak, diger tanilama ydntemleri

icin 6n basamak olusturabilecegi gézlenmistir.

Aragtirma kapsaminda enfekteli bulunan 6rneklerden secilen 25 ornek ile

yiiriitiilen biyolojik test sonucunda test bitkilerinde gézlenen simptomlar, dnceki
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yillarda bu konuda gergeklestirilen arasgtirmalarin bulgulart ile biiyiik ol¢iide
paralellik gostermistir (Neergaard, 1972; Gallitelli et al., 2004; Descriptions of
Plant Viruses, 2012; Plant Viruses Online, 2012). Duyarli test bitkilerine
gerceklestirilen mekanik inokulasyonlar sonucunda bitkilerde genel olarak,
mozaik, sekil bozukluklari, deformasyonlar, beneklenmeler, klorotik lekeler vb.

belirtiler gozlenmistir.

DAS-ELISA ve RT-PCR ile AYRSV ile enfekteli oldugu belirlenen 4
ornegin C. quinoa, G. globosa, C. sativus, N. glutinosa, N. tabacum ve P. vulgaris
bitkilerine inokulasyonlari sonucunda olusan belirtiler daha 6nceki ¢alismalarda
gozlenen belirtiler ile paralellik gostermektedir (Sekil 4.19-4.22) (Gallitelli et al.,
2004; Descriptions of Plant Viruses, 2012; Plant Viruses Online, 2012).

ArLV ile enfekteli bulunan 11 6rnegin C. amaranticolor, C. quinoa, G.
globosa, P. hybrida ve P. vulgaris bitkilerine inokulasyonu sonucu bitkilerde
gozlenen belirtiler (Sekil 4.23), literatiirdeki veriler ile paralellik gdstermesine
ragmen, AYRSV ile karisik enfeksiyon halinde bulunan bitkilerde literatiir
bilgilerinden sapma olabilecegi diistiniilmektedir (Gallitelli et al., 2004;
Descriptions of Plant Viruses, 2012; Plant Viruses Online, 2012).

CMYV enfeksiyonu tespit edilen 3 6rnegin C. amaranticolor, C. quinoa, C.
sativus, N. tabacum, N. clevelandii, N. glutinosa ve P. vulgaris’e mekanik
inokulasyonlar1 sonucu literatiirdekine benzer belirti olugumlar1 gdzlenmistir
(Sekil 4.24) (Gallitelli et al., 2004; Descriptions of Plant Viruses, 2012; Plant
Viruses Online, 2012).

Enginar, bir veya birden fazla virilisiin karigik enfeksiyonlarinin yaygin
olarak goriildiigii bir bitki tliriidiir ve bu da belirtiye dayali taniyr oldukca
zorlagtirmaktadir. Enginarda ¢ogu enfeksiyon latent olugmakta ve bitki tek bir
viral etmenle enfekteli bile olsa, ¢ogu kez bitkide net belirti olusamamaktadir.
Simptom olusumu ¢esit reaksiyonlari, ¢evre kosullari, kiiltiirel islemler ve bitki

yasindan etkilenmektedir (Gallitelli et al., 2004).
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Bu nedenle, enginarda otsu indikator bitkilerin kesin tani i¢in kullanima,
enginarda enfeksiyon olusturan viral etmenlerin ortak konukgulara sahip olmasi,
latent enfeksiyonlar ve ayn1 konuk¢uda benzer belirti olusumlar1 nedeniyle tercih
edilmemektedir. Giivenilir tan1 i¢in konuk¢u dizininin genis tutulmasi, uygun
ortam ve ¢evre kosullarinin hazirlanmasi gerekmektedir. Enginar viriislerinde otsu
test bitkisi kullaniminin bu gibi nedenlerden dolay1, diger tani tekniklerinin tam
olarak yeterli olmadigi bazi viral etmenlerle sinirli kaldigi belirtilmektedir

(Gallitelli et al., 2004).

Ayrica, biyolojik testlerin, sera ve iklim odas1 gibi kontrollii alanlara ihtiyac
duymasi, belirti olusumunun zaman almasi, bitki 6zsuyuna gecebilen bazi viriis
inhibitorlerinin  indikator bitkilerde belirti olusumunu engellemesi, viriis
konsantrasyonun diisitk olmasi nedeniyle belirti olusmamasi veya ¢ok geg
olugmasi gibi bir¢ok dezavantaji, arastiricilart daha pratik ve kisa siireli tanilama

yontemi arayisi igerisine sokmustur (Ball, 1974).

Arastirma kapsaminda serolojik yontem olarak kullanilan DAS-ELISA testi,
antikor temelli bir yontem olup 1977 yilinda Clark ve Adams tarafindan bitki
virolojisine tanitilmig ve bitki viriislerinin rutin tespitinde giivenilir ve hizli bir
yontem haline gelmistir (Portsmann and Kiessig, 1992). DAS-ELISA indirekt
ELISA’dan daha spesifik olmasina ragmen, DAS-ELISA’nin cesitli izolatlar
tespit edememe riski bulundugu belirtilmektedir (Koenig, 1981). ELISA
enginarda enfeksiyon olusturan viral etmenlerin tespiti i¢in siklikla kullanilan bir
yontemdir. Ancak, enginarda enfeksiyon olusturan her etmen igin ticari tami
kitinin bulunmamas1 kullanimin1 smirlandirmaktadir.  Arastirma kapsaminda
enginar bitkilerinde enfeksiyon olusturabilen ve ticari tani kiti bulunan 8 etmen
icin DAS-ELISA testi uygulanmis, CMV hari¢ digerleri negatif sonu¢ vermistir.
DAS-ELISA yontemi ile orneklerde virlis bulunma oram1 % 4.17 olarak

belirlenmistir.

Belirtilen sorunlara ¢oziim getirebilmek i¢in enginar viriislerini hizli,
ekonomik ve giivenilir olarak tanilayabilecek bir yonteme ihtiya¢ duyulmaktadir.
Niikleik asit temelli yontemler tanilamada onemli bir kullanim potansiyeli

sunmaktadir. Yapilan ¢alismalar, PCR yonteminin ELISA’ya oranla iki kat daha
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giivenilir oldugunu ortaya cikarmistir (Jacobi et al., 1998). Yiiriitillen bir
calismada (Paylan, 2011), farkli tiirlere ait tohumlar her ii¢ yontemle (DAS-
ELISA, RT-PCR, mekanik inokulasyon) testlenmis ve RT-PCR yonteminin viriis
enfeksiyonlarini saptama orani %100 olarak bulunurken, DAS-ELISA’da bu oran
%96 olmus, mekanik inokulasyonun tanilama basaris1 ise %95 olarak

saptanmigtir.

RT-PCR yonteminin bu basarisi spesifik niikleik asitlerin duyarli sekilde
cogaltilmasima ve bitki dokularindan ekstrakte edilen niikleik asit miktar1 ve
kalitesine baglidir (Sipahioglu et al., 2006). Ekstraksiyon asamasi RT-PCR’in
giivenilirligi ve spesifikligini etkileyen en onemli faktorlerin basinda gelmektedir.
Enginar yliksek oranda fenolik asitler, flavanoid ve antioksidan 6zellik gosteren
bir¢ok madde igermektedir (Izquerdio et.al., 2001; Hausler et al., 2002; Mulinacci
et al., 2004; Curadi et al., 2005; Katircioglu A., 2008). Ekstraksiyon agamasinda
hiicrelerin zarar gormesiyle agiga ¢ikan bu fenolik bilesikler, izole edilen niikleik
asit kalitesi ve miktarini etkilemektedir (Compton et al., 1986; Laukkanen et al.,
1999). Bu etkileri engellemek amaciyla bu ¢alismada “silica capture (Foissac et
al., 2001)” ve Fermentas marka ticari RNA izolasyon kiti “GeneJet™ Plant RNA

Purification Mini Kit” RNA ekstraksiyon yontemi olarak kullanilmistir.

Bu amagla her iki yoOntemle de ekstrakte edilen Ornekler ayri
degerlendirilmis ve kullanilan her iki yontem de olduk¢a duyarli bulunmustur
(Sekil 4.4-4.8). Daha 6nce Lumia et al. (2003) ve Pasquini ve Barba’nin (2003)
baska bir ticari firmaya ait ekstraksiyon kiti ile yiiriittiigli calisma sonuglarina

benzer sekilde “GeneJet™ Plant RNA Purification Mini Kit” de islem siiresini

kisaltmig ve inhibitorleri herhangi bir ek g¢aligmaya gerek olmadan elimine

etmistir.

Izole edilen spesifik bir DNA pargasmin in vitro kosullarda, kisa zincirli
oligoniikleotid primerler ve Tag DNA polimeraz enzimi yardimiyla kopyalanmasi
seklinde de tanimlanan PCR ile virlisiin bitkideki varligi gen diizeyinde
belirlenebilmektedir. Calisma kapsaminda alinan tiim 6rnekler, Akdeniz havzasi
ve yurdumuza komsu tlkelerde siklikla izole edildigi belirtilen 8 etmene karsi

(Gallitelli et al., 2004) spesifik primerler kullanilarak RT-PCR ile testlenmistir.
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Uygulanan RT-PCR testleri sonucunda Izmir, Aydin ve Mugla illeri ve ilgelerinde
orneklerde viriis enfeksiyonu oraninin % 39.17 oldugu belirlenmistir. Bu oran iller
bazinda tek tek degerlendirildiginde Izmir ilinde enfeksiyon oram1 % 35.94 ve
Aydin ilinde enfeksiyon oram1 % 60.00 olarak tespit edilmistir. Mugla’da ise
hicbir viral enfeksiyon tespit edilmemistir (Cizelge 4.12; Sekil 4.25 ve 4.26).

Calisma sonuglari, enfeksiyon olusturma orani en yiiksek etmenin ArLV
(%30.83) oldugunu gostermistir. ArLV, non-persistent olarak Myzus persicae,
Brachycaudus cardui ve Aphis fabae ile tasinabilen bir potyvirustiir (Rana et al.,
1982; van Regenmortel, 2000; Gallitelli et al., 2004). Tohumla tasinamadigi
belirtilen etmen (Lumia et al., 2003), 6zsu ile kolaylikla tasinabilmektedir.
Arastirma kapsaminda ArLV izole edilen 6rneklerin birgogunun ayni tarladan
veya bitisigindeki iiretim alanlarindan alinmis oldugu tespit edilmistir. Enginar
iilkemizde vegetatif iiretim yontemi olan dip siirgiinleri seklinde iiretilmektedir.
Cogaltma katsayist diisik olan bu iiretim seklinin bir¢ok hastaligin yeni
plantasyonlara tasinmasina neden oldugu daha oOnce yapilan ¢aligmalarda
belirtilmistir (Ancora, 1986; Rossi and De Paoli, 1994). Akdeniz havzasindaki
tilkelerdeki iiretim alanlarinda ekonomik éneme sahip ve genis alana yayilmis bir
etmen oldugu bilinen ArLV, 6zellikle yaprak bitleri ve klasik iiretim yontemi olan
vegetatif Uretim ile oldukca yiiksek enfeksiyon oranina sahip olmakta ve hizla
yayilmaktadir (Rana and Russo, 1980; Ortega et al., 2000; Pasquini and Barba,
2003). Bu problemin Oniine geg¢ilmesi icin virlisten ari iiretim materyali
kullaniminin 6nemi hakkinda yiiriitiilen ¢alismalarda, enginar bitkilerinin in vitro
kiiltiirde iiretimi ve termoterapi uygulamalarina dikkat ¢ekilmistir (Marras et al.,
1982; Pecaut et al., 1985; Gallitelli et al., 2004). Meristem kiiltiiri viriisten ari
tiretim materyali eldesinde daha etkili bir yontem olmakla birlikte, Brindisino,
Violetto di Provenza ve Catanese erkenci cesitleriyle yiiriitillen bir ¢alismada
meristem kiiltiiri ile iiretilen bitkilerin ¢iceklenme zamanlariin degistigini ve
erkenci Ozelligini kaybettigini ortaya koymustur (Pefia-lglesias and Ayuso-
Gonzales, 1974; 1982, Harbaoui et al., 1982). Ayrica, meristem kiiltiri ile
tiretimde ArLV eliminasyonunun saglandigi (Pasquini et al., 2003; Papanice et al.,

2004) goriilmiistiir.
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Calisma kapsaminda alinan ve yiiriitiilen tanilama testleri sonucunda ArLV
ile enfekteli oldugu belirlenen 6rneklerden bazilar literatiirdekine benzer sekilde
belirti gostermeyen bitkilerdir (Costa et al., 1959; Marrou and Mehani, 1964;
Fischer and Lockhart, 1974b; Foddai et al., 1977). ArLV enfeksiyonu tespit edilen
baz1 bitkilerde ise klorotik leke olusumlari, piirlizlenme, kiigiik bas olusumlari,
damar kalinlagmalar1 ve yaprak ayalarinda daralma gibi belirtiler de gézlenmistir.
Ancak, bu belirti olusumlarina abiyotik faktorlerin neden olabilecegi gibi,
belirtilerin ¢alisma kapsaminda testlenen 12 viral etmen haricindeki viriislerden
veya diger biyotik faktorlerden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica, daha
once Gallitelli et al. (2004)’un belirttigi iizere, karisik enfeksiyon bulunan

bitkilerde baz1 farkl belirti olusumlar1 gdzlenebilmektedir.

AYRSYV izole edilen bitkilerde siklikla goriilen belirtiler parlak sar1 veya
klorotik halka lekeler (Sekil 4.2a, b), klorotik ¢izgi ve lekeler (Sekil 4.3d, e, f),
mese yapraklilik (Sekil 4.2a, b, g) ve sekil bozuklugu (Sekil 4.2e, f, h ve Sekil
4.31) seklindedir. Arastirma kapsaminda AYRSV izole edilen bitkilerde gozlenen
belirtiler daha 6nce Kyriakopoulou and Bem (1973) ve Rana et al. (1978)
tarafindan tanimlanan belirtilere paralellik gostermektedir. Ancak, ArLV ile
karisik enfeksiyon durumunda bulunan iki Ornekte sozii edilen belirtiler
goriilmemis sadece mozaik olusumu kaydedilmistir (Sekil 4.2c, Sekil 4.3c). Bu da
enginarda  belirtilere  dayali  tanimin  olduk¢a  yaniltict  olabilecegini

diistindiirmektedir.

CMV’nin izole edildigi bitkilerde daha once belirlenmis (Lisa, 1971;
Migliori et al., 1984) belirtilere benzer sekilde beneklenme, sekil bozuklugu
(Sekil 4.2d ve Sekil 4.3h) ve mozaik (Sekil 4.3a, b) belirtileri gozlenmistir.

Calismada kapsaminda RT-PCR ve etmene spesifik primerler ile izole edilen
ArLV ve AYRSYV izolatlari, iilkemizde yeni tespit edilen viriislerdir. Bu nedenle
izolatlarin niikleotid dizilerinin belirlenmesi, diinya izolatlariyla karsilastiriimasi
ve filogenetik aga¢ olusturulmasi i¢in caligmalar yiiriitiilmiistiir. Bu amagla
izolatlar Jontek firmasina gonderilerek niikleotid dizilerinin belirlenmesi
saglanmistir. PCR {riinlerinden elde edilen bu sekanslar NCBI gibi gen

bankalarindaki diger izolatlarla benzerlik-farklilik agisindan kiyaslanabilmektedir.
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Bu sekilde benzerlik oranlar1 belirlenen izolatlar arasindaki akrabalik ve
farkliliklarin ortaya koyulmasi agisindan soy agaclari ¢ikarilmaktadir (Fidan,
2010).

Bu calismada izole edilen ArLV izolatlar1 sekanslama icin lontek firmasina
gonderilmis, elde edilen niikleotid dizilimleri NCBI BLAST (National Center for
Biotechnology Information, 2012) kullanilarak, diinyadaki izolatlarla
kiyaslanmistir. X87255.1 kodlu "Artichoke latent potyvirus mRNA unknown
function (523 bp)" ile %86 oraninda benzerlik gosteren izolatlar, degisik
programlar kullanilarak yapilan filogenetik smiflandirmalara tabi tutulmustur.
Uretilen filogenetik agaglarda izolatlar, BLAST sonucunda benzerlik oran1 yiiksek
olan X87255.1 "Artichoke latent potyvirus mMRNA unknown function (523 bp)"
ile aymt grupta, HQ449550.1 kodlu "Ranunculus latent virus isolate RN128

polyprotein gene, partial cds" izolat ile farkli grupta yer almistir.

Izmir’den izole edilen diger bir etmen olan AYRSYV igin, spesifik primerin
cogalttig1 bolgenin gen dizilimini belirlemek amaciyla sekanslama yapilmistir.
Izolat %92 oraninda AM087671.2 "Artichoke yellow ringspot partial gene for
polyprotein genomic RNA, from Allium cepa” izolatiyla ve %91 oraninda Vicia
faba (AMO087672.1) ve Cynara scolymus (AMO087673.1) ile benzerlik
gdstermistir. Yapilan filogenetik aga¢ ¢alismalariyla Izmir’den izole edilen etmen
Allium cepa izolatiyla ayn1 grupta yer alirken, C. scolymus ve V. faba izolatlari

bagka bir grupta yer almistir.

Viriis enfeksiyonlarin gesitli kiiltiir bitkilerinde neden olduklar1 zararlarla
ilgili pek ¢ok arastirma yapilmis olmasina karsin, viral etmenlerin enginar
bitkisinde neden oldugu verim ve ekonomik kayiplar ile ilgili bilgiler heniiz
yeterli degildir. Diinya genelinde yapilan c¢aligmalar, daha ¢ok enginarin
konukguluk ettigi viral etmenlerin belirlenmesine yoneliktir. Enginar bitkilerinde
15 genus’a baglhh 24 viral etmen belirlenmis olsa da neden olduklar1 verim
kayiplart ile ilgili arastirmalar ArLV iizerine yogunlasmis olup (Foddai et al.,
1983a, 1983b; Migliori et al., 1987; Rana et al., 1992; Manzanares et al., 1993,
Camele et al., 1999), ACDV (University of California Agriculture & Natural
Resources, 2012), BBWV (Migliori et al., 1987; Manzanares et al., 1993), CMV
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ve TBRV (Migliori et al., 1987) enfeksiyonlarinin etkileri ile ilgili yapilmis birkag
caligma ile smirlanmigtir. Ulkemizde ise dogrudan enginar viriislerine ydnelik

yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

2011 ve 2012 yillar1 arasinda yiiriitiilen bu ¢aligmanin tamamlanmasi ile Ege
Bolgesi enginar iiretim alanlarinda enfeksiyon olusturan viral etmenler ve
bulunma oranlar1 belirlenmistir. Tiirkiye’de enginar viriisleri hakkinda yiiriitiilen
ilk kapsamli ¢alisma olan bu arastirma ile enginarda enfeksiyon olusturan viral
etmenlerin iilkemizdeki durumlar hakkinda 6nemli bir agigin kapatilmasinda ilk
adim atilmis ve literatiire katki yapilmistir. Bu arastirma sonuglarinin gelecekte

yapilacak olan aragtirmalara yol gosterici olacagi diistiniilmektedir.

Bu arastirmada elde edilen bulgular, bazi viral etmenlerin iilkemizdeki
varhigina iliskin ilk gosterge olmustur. Orneklerden izole edilen ArLV, AYRSV ve
CMV dogal enfeksiyonlari, mevcut bilgilerimize goére Ege Bolgesi'nde ve

Tiirkiye’de ad1 gegen viriisler i¢in ilk kayit olma 6zelligi tasimaktadir.

Calisma kapsaminda iilkemizde varligi ilk kez saptanan viral etmenler
sekanslamaya tabi tutularak primerlerin ¢ogalttigt kisimlarin genom yapilari
belirlenmis, diinyadaki benzer izolatlarla karsilastirilmig, filogenetik agaclar

yardimiyla da benzerlikleri belirlenmistir.

Arastirma sonuglar1 2011-2012 yillar1 arasinda Izmir, Aydin ve Mugla
illerinden alinan Orneklere ait verilerdir. Ekolojik faktorler, tarladaki vektor ve
yabanct ot popiilasyonlarina gore hastalik oranlarmin her yil degisiklik
gosterebilecegi goz Onilinde tutulmalidir. Arastirma siiresince enfekteli bulunan
orneklerin genellikle ayn1 tarladan oldugu veya c¢ok yakin tarlalardan oldugu tespit
edilmistir. Bunun nedeninin klasik dip silirglinii iiretim yontemi oldugu

diistiniilmektedir.

Arastirma sonuglari, enginarda karigik enfeksiyonlarin goriilebildigi ve bu
durumun bitkide olusan belirtileri ve verime etkilerini degistirebildigi

diisiincelerini kanitlar nitelikte sonuglar ortaya koymustur.

Calismada enginar viriislerinin tanilanmasinda DAS-ELISA ve RT-PCR

gibi giivenilir, hassas ve hizli yontemler kullanilmigtir. Kullanilan prosediirler,



94

primerler gibi bazi bilgiler viral enfeksiyonlarin tespitinde ydntem sec¢imi igin

referans olusturabilecegi diistiniilmektedir.

Calismada tanilama amaciyla kullanilan DAS-ELISA yontemi, enginarda
hastalik olusturan her viral etmene ait ticari antiserumlarin bulunmamasi ve 6rnek
alinma zamanina bagli olarak bitkide viriis konsantrasyonlarinin degismesi

nedeniyle, enginar viriislerinin teshisinde rutin kullanimini sinirlamaktadir.

RT-PCR ise bir¢ok viral etmen gibi enginar viriislerinin de tanisinda duyarh
ve gilivenilir bir yontem olarak belirlenmistir. RT-PCR testleriyle denemelerle
belirlenen pozitif érneklerin tamami saptanarak %100 oraninda basarili sonuglar
elde edilmistir. Sonuglandirilan bu arastirma, RT-PCR yOnteminin enginar
viriislerinin tanilanmasinda duyarli ve gilivenli bir yontem oldugunu belirten
calismalar1 destekler sonuglar vermistir. Biyolojik ve serolojik testlerle
saptanamayan bazi enfeksiyonlarin RT-PCR ile tanilanmasi molekiiler
yontemlerin etkinliginin yiiksekligini vurgulamaktadir. Ancak, ¢ok sayida
kimyasal madde, alet ve ekipmanlara gereksinimi, test agsamalarinin yogunlugu ve

pahali olusu RT-PCR kullanimini kisitlamaktadir.

Arastirmadan elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi ile su Onerilerin

yapilmas1 uygun goriilmiustiir:

v Enginar ilkemizde giderek iiretimi artan bir sebzedir. Viral
enfeksiyonlarin bitkilerde neden oldugu verim kayiplari hakkinda
net veriler bulunmamaktadir. Bu konuda arastiricilar tesvik
edilmelidir.

v Enginar genellikle klasik vejetatif ¢ogaltma yontemiyle tiretilen bir
bitkidir. Enginarda enfeksiyon olusturan bircok etmenin bu sekilde
yeni iiretim alanlarina taginabilecegi goz ardi edilmemelidir.

v’ Hastaliktan ari tretim materyali kullaniminin enfeksiyonlardan
korunmadaki en 6nemli faktér oldugunun kabul edilmesi ve iiretim
materyallerinin hastalik etmenleri acisindan yeterli ve glivenli

bicimde kontrollerinin yapilmasi gerekmektedir.
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Tespit edilen viriislerin yayilmasinda ve taginmasinda etkili olan
vektor bocekler ve yabanci otlarin yok edilmesi enfeksiyonlarin
Onlenmesinde diger 6nemli bir faktordiir. Ayrica vektor bocekler ve
yabanci otlarin virlis-vektor-konukcu iliskilerinin  belirlenmesi
tizerine daha detayli ¢aligmalarin yapilmasinin gerekli oldugu
distiniilmektedir.

Enginarda enfeksiyon olusturan bir¢ok viral etmenin ticari tani kiti
bulunmamasi, DAS-ELISA yonteminin tanida  kullanimini
kisitlamaktadir. Ayrica, yiiksek fenolik madde igerikleri ve viriis
konsantrasyonunun  bitkinin  g¢esitli  donemlerinde  biiyiik
degisikliklere ugramas1 DAS-ELISA ’nin etkinligini azaltmaktadir.
Yapilan bu ¢calismada RT-PCR’1n giivenilir ve duyarli oldugu bir kez
daha belirlenmistir. Enginar virlislerinin tanilanmasinda DAS-
ELISA yonteminden ziyade RT-PCR gibi yiiksek duyarlilikli
molekiiler yontemlerin tercih edilmesi onerilmektedir.

Cesitli molekiiler teknikler kullanilarak iilkemizde bulunan viriis
izolatlart 1rk diizeyinde tanilanmali, genetik yapilari ve diinya
izolatlariyla aralarindaki genomik farkliliklar belirlenmelidir.
Yapilan survey calismalar1 sirasinda, iireticilerin ozellikle viral
etmenlerin olusturdugu hastaliklar1 tanimadiklar tespit edilmistir.
Bu nedenle viriis hastaliklari, miicadele ve Onlem olanaklari
hakkinda {reticilere yonelik egitim calismalarinin  yapilmasi
onemlidir.

Ulkemizde konu ile ilgili calismalara devam edilmesi, bu kapsamda
olas1 yeni viriis, vektdr ve konukgularin bulunmasi ve bilinen viral
etmenlerin epidemiyolojilerinin tanimlanmasina yonelik
arastirmalarin artirilmast gerekmektedir.

Elde edilen bu bulgular, bu yonde ¢alisma yapan diinyanin farklt
bolgelerinden diger bilim insanlar ile paylasilarak yeni projelerin

iretilmesine olanak saglanmalidir.
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EK 1. “Silica Capture” ve “GeneJet™ Plant RNA Purification Mini Kit”

Y ontemlerinde Kullanilan Kimyasallar

“Silica Capture” Yonteminde Kullamlan Kimyasallar

Grinding Buffer

— Guanidine thiocyanate 4 M
— NaOAc 0.2 N (pH:5.2)

- EDTA25mM

- KOAc 1M

— PVP-40 2.5% (w/v)

— Mercaptanol

Nal Soliisyonu (6 M)

— NaySO;
— Nal

Washing Buffer

— Tris-HCI 110mM (pH:7.5)
EDTA 5M (0.5 mM)
NaCl 50mM (0.5M)
Ethanol 50%

Silica

— Silicon dioxide



EK 1. “Silica Capture” ve “GeneJet™ Plant RNA Purification Mini Kit”

Yontemlerinde Kullanilan Kimyasallar (devam)

“GeneJet™ Plant RNA Purification Mini Kit” Yonteminde Kullanilan

Kimyasallar

— Plant RNA Lysis Solution
— DTT- Dithiothreitol

— Washing Buffer Solution 1
— Washing Buffer Solution 2
— Ethanol

Agarose Jel Hazirhigi ve Elektroforez Asamasinda Kullanilan

Kimyasallar

SOX TAE

— Tris-Base (pH 8.0)
— Glacial acetic acid
- 05MEDTA



EK 2. izmir, Aydin ve Mugla Uretim Alanlarindaki Bitkilerde Gdzlenen

Belirtiler

izmir ilinden Alinan Orneklerde Gozlenen Belirtiler

izole Edilen

VAL = Sla¥ln Viral Etmen

AnB
A

zm

BSD
BSB

&5’0%88@!

Ornek No
SB

K
KIL

I-1 + +

i-2 +|+ + +

I-3 + +

i-4 + + +

+l+ |+ |+ |+
1

i-5 +

i-6 + -

i-7 + + R

i-8 + + CMV

i-9 + + + AYRSV

i-10 + |+ + -

i-11 + + + -

i-12 + + CMV

i-13 T :

i-14 + +|+ -

i-15 ++ |+ + -

i-16 + + + + -

i-17 + + + CMV

i-18 + + + + -

i-19 + + R

i-20 + + + -

1-21 + |+ + + -

i-22 + |+ + + AYRSV

i-23 + + +|+ AYRSV

i-24 + + + CMvV

i-25 + + + + -

i-26 + + |+ -

i-27 + + +|+ -

i-28 + + + |+ -

1'29 + + -

i-30 + + ArLvV

i-31 + + -

1-32 + + + -

AnB: Anormal Bag Olusumu, A: Asimetri Olusumu, AY: Asirt Yaprak Olusumu, B: Bag Olusumu
Yok, BSD: Bas Sap1 Deformasyonu, BSB: Basta Sekil Bozuklugu, Be: Beneklenme, C: Ciicelik,
DK: Damar Kalinlagmasi, Da: Daralma, GG: Gelisme Geriligi, KaM: Kabarcikli Mozaik, K:
Kivrilma/Biikiilme, KIL: Klorotik Lekeler, KB: Kii¢iik Bas Olusumu, Kii: Kiiciilme, MeY: Mese
Yapraklilik, M: Mozaik, P: Piiriizlenme, SK: Sapta Kisalma, S: Sararma, SB: Sekil Bozuklugu



EK 2. izmir, Aydin ve Mugla Uretim Alanlarindaki Bitkilerde Gozlenen

Belirtiler
2 Alman Orneklerde Gozlenen Belirtiler
%5 Izole Edilen
:§ §<§m§§30é88§¥§§§§2a%maViraIEtmen
i-33 + + + _
i-34 + -
i-35 + + + _
i-36 +|+ + |+ + ArLV
i-37 + | + + + _
i-38 + + -
i-39 + + + ArLV
i-40 + + ArLV
i-41 + + ArLvV
i-42 + + _
i-43 + + |+ ArLV
i-44 + + _
i-45 + + ArLV
i-46 + -
i-47 + -
i-48 + ArLV, AYRSV
i-49 + ArLV,AYRSV
i-50 + + + _
I-51 + + B
i-52 + + -
i-53 + + + CMV
I-54 + + -
i-55 + +|+ ArLV
i-56 N + :
i-57 A n 3
i-58 N + :
i-59 + + ArLV
i-60 A n 3
i-61 + + -
i-62 + ArLV
i-63 + ArLV
i-64 -

AnB: Anormal Bag Olusumu, A: Asimetri Olusumu, AY: Asirt Yaprak Olusumu, B: Bag Olusumu
Yok, BSD: Bag Sap1 Deformasyonu, BSB: Basta Sekil Bozuklugu, Be: Beneklenme, C: Ciicelik,
DK: Damar Kalinlagsmasi, Da: Daralma, GG: Gelisme Geriligi, KaM: Kabarcikli Mozaik, K:
Kivrilma/Biikiilme, KIL: Klorotik Lekeler, KB: Kii¢iik Bas Olusumu, Kii: Kiiclilme, MeY: Mese
Yapraklilik, M: Mozaik, P: Piiriizlenme, SK: Sapta Kisalma, S: Sararma, $B: Sekil Bozuklugu



EK 2. izmir, Aydin ve Mugla Uretim Alanlarindaki Bitkilerde Gdzlenen

Belirtiler (devam)

Aydin ilinden Alinan Orneklerde Gézlenen Belirtiler
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Z .

2 Izole Edilen
é §<§(m§§$oé8§8§x§§§ S|al¥ Viral Etmen
A-1 + ArLvV
A-2 + + ArLvV
A-3 + ArLV
A-4 + + -
A-5 + ArLvV
A-6 + + ArLvV
A-7 + + ArLV
A-8 + ArLvV
A-9 + + ArLvV
A-10 + + ArLV
A-11 + + ArLV
A-12 + + ArLvV
A-13 + + -
A-14 + + -
A-15 + + ArLv
A-16 + ArLvV
A-17 + + ArLvV
A-18 + ArLvV
A-19 + |+ + -
A-20 ArLvV
A-21 + + ArLvV
A-22 ArLvV
A-23 + ArLvV
A-24 + ArLvV
A-25 + + -
A-26 + + ArLvV
A-27 + + -
A-28 -
A-29 + ArLV
A-30 -
A-31 + -

AnB: Anormal Bag Olusumu, A: Asimetri Olusumu, AY: Asirt Yaprak Olusumu, B: Bag Olusumu
Yok, BSD: Bag Sap1 Deformasyonu, BSB: Basta Sekil Bozuklugu, Be: Beneklenme, C: Ciicelik,
DK: Damar Kalinlagsmasi, Da: Daralma, DRA: Damarlarda Renk Acilmasi, GG: Gelisme Geriligi,
KaM: Kabarcikli Mozaik, K: Kivrilma/Biikiilme, KIL: Klorotik Lekeler, KB: Kiiciik Bas
Olusumu, Kii: Kiigiilme, MeY: Mese Yapraklilik, M: Mozaik, P: Piiriizlenme, SK: Sapta Kisalma,
S: Sararma, $B: Sekil Bozuklugu



EK 2. Izmir, Aydin ve Mugla Uretim Alanlarindaki Bitkilerde Gozlenen

Belirtiler (devam)

Aydin ilinden Alinan Orneklerde Gézlenen Belirtiler

izole Edilen
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A-37 +
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1

A-39 ArLvV

A-40| |+ + + -

AnB: Anormal Bas Olusumu, A: Asimetri Olusumu, AY: Asir1 Yaprak Olusumu, B: Bas Olusumu Yok,
BSD: Bas Sap1 Deformasyonu, BSB: Basta Sekil Bozuklugu, Be: Beneklenme, C: Ciicelik, DK: Damar
Kalinlagsmasi, Da: Daralma, GG: Gelisme Geriligi, KaM: Kabarcikli Mozaik, K: Kivrilma/Biikiilme, KIL:
Klorotik Lekeler, KB: Kii¢iik Bag Olusumu, Kii: Kiigiilme, MeY: Mese Yapraklilik, M: Mozaik, P:
Piiriizlenme, SK: Sapta Kisalma, S: Sararma, $B: Sekil Bozuklugu

2 Mugla ilinden Alinan Orneklerde Gozlenen Belirtiler

= Izole Edilen
:§ g<zm§§50§g8§¥§|§E%Ea%mgViralEtmen
M-1 + + + + -

M-2 + + -
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M-6 -
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M-11 + + |+ -
M-12 + + + -
M-13 + + -
M-14 + + -
M-15 + -
M-16 + + + -

AnB: Anormal Bas Olusumu, A: Asimetri Olusumu, AK: Asir1 Kardeslenme, B: Bag Olusumu Yok, BSD:
Bas Sapt Deformasyonu, BSB: Basta Sekil Bozuklugu, Be: Beneklenme, C: Ciicelik, DK: Damar
Kalinlasmasi, DB: Damar Bantlagsmasi, GG: Geligme Geriligi, KaM: Kabarcikli Mozaik, K:
Kivrilma/Biikiilme, KIL: Klorotik Lekeler, KB: Kii¢lik Bag Olusumu, Kii: Kiigiilme, MeY: Mese Yapraklilik,
M: Mozaik, P: Piirlizlenme, SK: Sapta Kisalma, S: Sararma, SB: Sekil Bozuklugu
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