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Bu g¢alisma Isparta ve Antalya illerinden toplanan bérilce tohum drneklerinde Fasulye adi mozayik viriisti (Bean com-
mon mosaic virus: BCMV) ve Bériilce hafif benek virlisii (Cowpea mild mottle virus: CoMMV)'niin belirlenmesi amaci
ile 2016-2017 yillarinda yuritidlmastir. Tohum 6érnekleri BCMV ve CpMMV igin Double Sandwich Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) yéntemi ile analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara gére tohum &érneklerinin
BCMV ve CpMMV ile enfekteli oldugu belirlenmis ve bérilce tohum érneklerinde BCMV ve CpMMV etmenlerinin
bulunma oranlarinin sirasiyla %22.22 ve %11.11 oldugu saptanmistir. Orneklerin sadece 2 adetinde %2.22 oraninda
her iki virisun karisik enfeksiyonu tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile Turkiye’de CpMMV etmeni boérilcede serolojik ola-
rak ilk kez belirlenmistir.
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Determination of Some Important Viruses in Cowpea (Vigna unguiculata L.)
Seeds from Isparta and Antalya Provinces

ABSTRACT

This study was carried out to detect the presence of seed borne viruses in cowpea seeds collected from Isparta and
Antalya provinces during 2016-2017. The seed samples were tested by Double Sandwich Enzyme Linked Immuno-
sorbent Assay (DAS-ELISA) for Bean common mosaic virus (BCMV) and Cowpea mild mottle virus (CpMMV). Based
on the results, the seed samples were infected with BCMV and CpMMV. Infection ratio for BCMV and CpMMV was
determined as 22.22% and 11.11% respectively. The mixed infection of both viruses with a rate of 2.22% was detected
in only two of the samples tested. Our knowledge CpMMV was firstly reported at cowpea plants in Turkey.

Anahtar Kelimeler: BCMV, cowpea, CoMMV, DAS-ELISA

GIRIS ve bunlarin 200’Gndn tarimi yapiimaktadir (Gulimser,
2016).
Fabaceae familyasi icerisinde yer alan baklagiller, in-

san beslenmesinde ¢ok 6nemli yer tutmaktadir., Din-
yada ve Turkiye’de tahillardan sonra en fazla yemeklik
baklagillerin tretimi yapilmaktadir. Baklagiller tek yillik
olup bitkisel proteinin ana kaynagdi durumundadirlar.
Yemeklik dane baklagillerinin 12000 tiri bulunmakta

Baklagillerin, bitkisel protein bakimindan beslenmede
onemli olmalarinin yanisira, Rhizobium bakterileri ara-
cihgi ile havadaki serbest azotu topraga baglamalari
bu bitkilerin 6nemini daha da artirmaktadir (Sehirali,
1988).
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Ulkemizde 735 bin hektar alanda yaklasik 1 milyon ton
baklagil tretimi yapiimaktadir (Gilimser, 2016). Ye-
meklik dane baklagiller icerisinde yer alan borilcenin
kiultire alinan turi Vigna unguiculata L.’dir (Kisa,
2010). Borllce, yesil sebze ve kuru dane olarak tike-
tilmektedir. Ayrica hayvan beslenmesinde de yem bit-
kisi olarak kullanilan bir bitkidir (Sehirali, 1988).

Dinyada en fazla Afrika ve Asya llkelerinde borilce
retimi yapilmaktadir. Ulkemizde ise bériilce; Mar-
mara, Akdeniz ve Ege Bdlgelerinde yogun olarak ye-
tistiriimektedir (Huang ve Bie, 2010; TUIK, 2018).

Ulkemizde 21.612 dekar alanda 18.043 ton taze;
14.129 dekar alanda 1511 ton kuru dane Uretimi yapil-
maktadir. Isparta ilinde 192 dekar alanda 96 ton taze,
1500 dekar alanda 135 ton kuru bérilce tretimi yapil-
maktadir. Antalya ilinde ise; 838 dekar alanda 597 ton
taze borulce Uretimi yapiimaktadir (TUIK, 2018).

Borulce bitkisi igerdigi yliksek protein miktari sebebi ile
virls hastaliklarina karsi son derece hassastir ve ¢ok
sayida viral etmen boriilcede enfeksiyon gergeklestire-
bilmektedir (Hughes ve Shoyinka, 2003). Diinyada bo-
rilcede yaygin olarak enfeksiyona neden olan 140’dan
fazla virls oldugu ve bunlardan en az 15 tanesinin to-
humla tasindigi bildiriimistir (Mali ve Thottappilly,
1986). En 6nemli tohum kaynakl virlsler arasinda; Fa-
sulye adi mozayik viriisti (Bean common mosaic Virus:
BCMV), Bédriilce hafif benek viriisii (Cowpea mild
mottle virus : CpMMV); Hiyar mozaik viriisti (Cucum-
ber mosaic virus: CMV), Soya fasulyesi mozayik viriisii
(Soybean mosaic virus: SBMV) olarak belirtilmistir (Sa-
lem ve ark., 2010).

Etkin bir micadelenin olmamasi nedeni ile 6nemli bir
yere sahip olan virUsler, enfekteli tohumlar ile yildan
yila, yil igcinde de vektoérlerle genis alanlara yayllmak-
tadirlar (Yilmaz ve ark., 1995). Bu sebeple borilce ye-
tistiriciliginde kullanilan tohumlarin viriis hastaliklar
bakimindan incelenmesi dnem arz etmektedir.

Bu calismada Isparta ve Antalya illerinden toplanmis
boérilce tohum 6rneklerinde tohumla tasinan BCMV ve
CpMMV etmenleri tespit edilmiglerdir.

MATERYAL VE YONTEM

Calismada Isparta ve Antalya ili bérdlce dretim alanlari
ile Uretici pazarlardan temin edilen 90 adet tohum 6&r-
negi kullaniimistir. Bérilce tohumlar Isparta Uygula-
mali Bilimler Universitesi, Ziraat Fakdltesi, Bitki Ko-
ruma Bolimd’ne ait blyltme odalarinda kontrollt sart-
larda her érnekten yaklasik 50 adet tohum segilerek
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cimlendiriimeye birakilmistir (Sekil 1). Cimlenen bitki-
lerden 3-4 yaprakli dénemde 6rnekler alinmis ve DAS-
ELISA calismalarinda kullaniimak Uzere -20°C derin
dondurucuda muhafaza edilmislerdir.

Sekil 1. Cimlenen borilce tohumlari

Calismada; boérilce tohumlarinda BCMV ve CpMMV
gibi bulunmasi muhtemel virlslerin belirlenmesi amaci
ile borilce tohum 6rnekleri DAS-ELISA testine tabi tu-
tulmustur. Poliklonal antiserumlar, negatif ve pozitif
kontroller Loewe (Biochemica, Germany)’den saglan-
migtir.

Yontem Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda ger-
ceklesmistir. Sirasi ile;

o ELISA pleytleri dncelikle 1:1000 oraninda sey-
reltilen antikorlardan 200’er pl olacak sekilde
¢ukurlara ilave edilerek kaplanmis ve 37°C’de
4 saat sure ile inblibatérde inkiibe edilmigtir.
Sonrasinda pleytler bosaltilarak, yikama tam-
pon solisyonu ile 3 kez yikanmistir.

e Tohumlardan elde edilen fidelerden alinan
yapraklar érnek tampon solisyonunda 1 gr
yaprak dokusu basina 5 mlt olacak sekilde ho-
mojenize edilmis ve pleytlerin her bir cukuruna
200’er pl olacak sekilde ilave edilmis +4°C’de
tim gece bekletiimis ve ertesi gun yikama
tampon soltsyonu ile 3 kez yikanmigtir.

e Konjugat tampon solisyonunda 1:1000 ora-
ninda seyreltilen alkalin fosfataz enzimi ile isa-
retli virlse 6zgl antikordan 200’er pyl pleytin
her bir gukuruna ilave edilmigtir. Pleytler 37
°C’de inkubatoérde 4 saat inkubasyona birakil-
mistir. Slire sonunda pleytler yilkama tampon
solusyonu ile yikanmistir.

e Sonrasinda P-nitrofenil-fosfat substrat kon-
santrasyonunda sulandirildiktan sonra pleytin
cukurlarina 200’er pl ilave edilmistir. Pleytler
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oda sicakliginda 60-120 dakika inklbasyona
birakiimigtir.

Sonuglar ELISA okuyucusunda (Versamax) 405 nm
dalga boyunda degerlendiriimistir. Negatif kontroliin
absorbans deg@erinin en az iki kati ve Uzerinde absor-
bans degeri veren érnekler pozitif olarak kabul edilmis-
tir (Culal-Kili¢ ve ark., 2015).

BULGULAR VE TARTISMA

Arastirma kapsaminda Isparta ve Antalya illerinden
toplanan boériilce tohumlarinda yapilan goérsel incele-
melerde bazi tohumlarda; tohum buydkligunde

azalma, tohum renginde degisiklik, anormal tohum olu-
sumu, burusukluk, tohum Uzerinde beneklenme gibi
simptomlarin oldugu gézlemlenmistir (Sekil 2).

Sekil 2. Borulce tohumlarinda gorilen simptomlar

Borllce tohumlarinin kontrolli sartlarda ¢imlendiril-
mesi sonucu gelisen bitkilerin bir kisminda, bitkinin
yapraklarinda kivrilma, deformasyon, kabarciklanma,
damar c¢ekilmesi gibi simptomlar gézlemlenmistir (Se-
kil 3).

Sekil 3. Bortilce tohumlarinin gimlenmesi sonucunda
fidelerde gelisen simptomlar
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Isparta ve Antalya illerinden toplanan drneklerin DAS-
ELISA yoéntemi ile testlenmesi sonucunda 90 adet 6r-
negin 32’sinin bir veya birden fazla virisle enfekteli ol-
dugu ortaya konulmustur (Tablo 1).

Test edilen orneklerin;
% 22.22 (20 6rnek)’sinde BCMV,
% 11.11 (10 6rnek)inde CpMMV ve
% 2.22 (2 érnek)’sin de BCMV +CpMMYV ile enfek-
teli oldugu belirlenmistir.

DAS-ELISA testi sonuglarina gore; Isparta ilinde
BCMV’nin enfeksiyon orani %23.40 iken Antalya’da bu
oran %20.93 olarak belirlenmistir. CoMMV’nin ise Is-
parta’daki enfeksiyon orani %19.15; Antalya’da ise
%2.33'dur. BCMV+CpMMYV karisik enfeksiyonuna sa-
dece Isparta’da rastlanmig ve enfeksiyon orani %4.26
olarak tespit edilmistir.

Yapilan bu ¢alismada bérilce tohum érneklerinde sap-
tanan BCMV ve CpMMV baklagillerde verim kaybina
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yol agan en énemli viral etmenlerin basinda gelmekte-
dir (Salem ve ark., 2010). Dinyada bdriilce Uretim
alanlarinda ciddi verim kaybina yol agan ve tohumlarla

tasinan virUslerle ilgili ¢cok sayida g¢alisma mevcuttur
(Bariana ve ark., 1994, Hao ve ark., 2003).

Tablo 1. Isparta ve Antalya illeri’'nden toplanan bdrtilce tohumlarinda BCMV ce CpMMV etmenlerinin tespit oranlari

BCMV+ BCMV+
. CpMMV ile CpMMV
Ornek Ali- Toplam BCMVile BCMV % CpMMV CpMMV % Enfekteli
nan Yer Ornek Enfekteli Hastalik ile Enfek- Hastalik Ornek Sa- | % Hastalik
Sayisi | Ornek Sa- Orani teli Ornek Orani yisi Orani
yisi Sayisi
ISPARTA 47 11 23.40 9 19.15 2 4.26
ANTALYA 43 9 20.93 1 2.33 0 0
Toplam 90 20 22.22 10 11.11 2 2.22

Abdullahi ve ark., (2001) Afrika’da yaptiklar ¢calismada
CMV’nin bortlce bitkisinde tohumla taginma oraninin
%30’lara kadar ¢ikabildigini serolojik ve molekdiler yon-
temlerle ortaya koymuslardir.

Ojuederie ve ark., (2009) Nijerya’da yaptiklari galig-
mada borilce tohumlarinda, CMV, Cowpea aphid
borne mosaic virus, Cowpea yellow mosaic virus ve
Southern bean mosaic virus’unun varligini ortaya koy-
mak igin ELISA ydntemini kullanmiglar ve tohum &r-
neklerinde en yaygin viristin Cowpea aphid borne mo-
saic virus oldugunu belirtmislerdir.

Ulkemizde, Cukurova bélgesinde fasulye ve bériilce
tohumlarinda Boérilce afit kdkenli mozayik virGsl
(Cowpea aphid borne mosaic virus) ELISA yéntemi ile
saptanmigtir.

Ege boélgesinde yapilan farkh bir ¢galismada fasulye,
soya fasulyesi ve boriilce tohumlarinda sekiz farkli vi-
risin varhdr arastinlmigtir.  Tohum o&rneklerinde
SBMV, Bezelye fohumla taginan mozayik viriisii (Pea
seed-borne mosaic potyvirus: PsbMV), BCMV,
CABMV ve CMV tespit edilmistir (Fidan ve Yorganci,
1990).

Paylan ve Erkan (2013)'in ayni bdlgede sebze tohum-
lari ile ilgili yaptiklari galismada 10 bérulce tohumunun
yalnizca 1 tanesinde CMV enfeksiyonu saptanmistir.

BCMV o6zellikle fasulyede ¢ok yiiksek oranda (%83) to-
humla taginmaktadir. Bu tagsinma orani bitki ¢egidine
ve enfeksiyon zamanina bagli olarak degisebilmekte-
dir (Omar ve ark., 1985). Habib ve ark. (1981);
BCMV’nin tohumlarda burusmalara, tohum sayisinda
azalmaya, anormal tohum olusumuna neden oldugunu
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bildirmiglerdir. Yapilan bu ¢alismada da bérilce tohum
orneklerini gézlemledigimizde; tohum bulyukliginde
azalma, deformasyon, lekelenme ve burusuk dane
olusumu gibi simptomlara rastlanmistir. BCMV to-
humla tasinmasinin yaninda yaprakbitleri ile, CoMMV
ise beyaz sineklerle ve mekanik inokulasyonla tasina-
bilmektedir (Tavasoli ve ark., 2007).

SONUG

Virtslerin en 6nemli taginma ve yayilma yollarindan bi-
risi tohumlardir. Bu sebeple bortilce Uretim alanlarinda
sorun olan bu BCMV ve CpMMV’nin kontroliinde sag-
ikl tohum kullaniimasi son derece 6nemlidir. Kimya-
sal mucadelesi bulunmayan bu virts hastaliklari ile et-
kili bir mucadele yapilabilmesi igin 6ncelikle virtslerin
belirlenmesi gerekmektedir.

Yapilan bu ¢alisma ile Isparta ve Antalya ili bortlce to-
humlarindaki BCMV ve CpMMV’nin varligi DAS-ELISA
yontemi ile belirlenmistir. Daha énce Isparta ili bérulce
tohumlarinda SMV’nin varhdi ortaya konulmustur (Cu-
lal-Kili¢ ve ark., 2020).

Arastirma, adi gegen bdlgelerde bérilce tohumlarinda
BCMV ve CpMMV’nin varligini serolojik olarak ortaya
koyan ilk calismadir. Ayrica bu ¢alisma ile Glkemizdeki
boérilce tohumlarinda CpMMV’nin varligi ilk kez sap-
tanmistir.

Bundan sonraki yiritilecek olan galismalarda bol-
gede enfeksiyon olusturan farkli virislerin érnek sayisi
arttirilarak daha kapsamli bir galisma ile arastiriimasi
gerekmektedir.
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