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ABSTRACT

The present study was conducted to compare the sensibility of different methods which are used to detect the
agents of viral diseases in seeds of some vegetables which are important for fresh consumption and seed production
in Turkey. For the study in question; total 43 seed samples were collected from the growers and seed companies and
biological, serological and molecular methods were used for the detection of viral agents in these samples. The data
from the experiments showed that 15 seed samples were not infected with any virus according to the results of all
detection methods (DAS-ELISA, RT-PCR, mechanical inoculation to test plants and symptomatology). On the other
hand, their viral infection could not be detected by other methods, although 5 seed samples had some visual
symptoms. Based on research results, the viral agents have determined in a total of 23 samples and all of the 23
infected samples by various viruses (%100) were detected by RT-PCR method. Besides, viral symptoms were
observed in the 22 of 23 samples tested by DAS-ELISA (%96), 18 of 19 samples inoculated herbaceous test plants
(% 95) and 7 of the 23 infected seed samples with various viruses (%30).
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GIRIS
Bitkisel iiretimde birim alandan alinan verimin arttirilmast ve kaliteli iiriin elde edilmesini saglayan
faktorlerden birisi tohumdur. Tohumlar besin olarak kullanilmalarmin yaninda, bitkilerin iiretilmeleri i¢in baglangic
materyali olarak da gorev yapmaktadirlar. Siirekli artan diinya niifusunun yeterli diizeyde beslenebilmesi i¢in gerekli
irlin artisin1 saglamada, kalite ve yiiksek verim gibi 6zelliklerin yaninda saglikli tohum ve iiretim materyali
kullanmak biiyiik dnem tasimaktadir. Beslenme amaci ile yetistirilen iirtinlerin %90’a yakm bir kisminin tohum ile
iretilmeleri tohum sagligi konusunun 6nemini gostermektedir (Erkan, 1998).

Tiirkiye diinyada sebze tiretiminde lider iilkelerden biri durumundadir. FAO (2011) verilerine gore, tilkemiz
diinyada karpuz, kavun, biber ve hiyar iretiminde ikinci, domates ve patlican iretiminde de dordiincii sirada yer
almaktadir. Cin, ABD, Hindistan, Misir, Iran ve Ispanya iilkemiz ile birlikte diinyada sebze iiretiminde énde gelen
iilkeler arasinda yer almaktadirlar.

Ulkemizdeki sebze iiretim miktarlarin1 géz éniinde bulundurdugumuzda en cok iiretilen sebzelerin domates,
karpuz, biber, hiyar ve kavun oldugu goriilmektedir. Bu firiinleri ise patlican, lahana, taze fasulye ve marul
izlemektedir (DIE, 2011a; DIE, 2011b). Ulkemizde yaklasik 400 milyon $’lik tohum ticaret pazarinin 165 milyon
dolar1 sebze ve patates tohumu ithalatina harcanmaktadir. Ulkemizde 2004-2009 yillar1 arasinda toplam sebze tohum
digalimini dikkate alirsak, 6denen yillik d6viz toplaminin bu dénemde 50 milyon $’dan 2008 yilinda yaklagik 96
milyon $’a kadar ¢iktig1 ve 2009 yilinda ise bu rakamin 80 milyon $’1 buldugu goriilmektedir. 2009 yili verilerine
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gore toplam 1.285 ton sebze tohumu ithalat1 gerceklestirilmistir (TSUAB, 2010). Ulkemizde tohumluk ihracati
yillara gore biiyiik artislar gostermistir ve 2004 yilinda toplam 126 ton sebze tohumu ihracati yapilirken, 2007
yilinda bu rakam yaklasik 15 kat artarak 1.485 tona ulagsmistir. 2008 yili ve 2009 yillarinda sebze tohumu
ihracatinda diisiis oldugu goriilmiistiir (TSUAB, 2010).

Son yillarda iilkeler arasinda hizla artan tohum ticareti, tohum temin etmede dnemli bir yol olarak karsimiza
ctkmaktadir. Ulkeler arasinda isbirliginin artmasi ve ulasim olanaklarmin kolaylasmasi sonucunda diinyada tohum
endiistrisi ve ticareti oldukca gelisme gostermistir. Tohum saglamadaki bu ¢esitlilik hastalik etmenlerinin
tagmmalarini da hizlandirmigtir. Enfekteli tohumlar bir bolgede hastaliklarin artisina neden oldugu gibi, iilkeler arasi
tohum ticaretinin gelismesiyle bu hastaliklarin ¢ok uzak mesafelere yayilabilmesine imkan vermektedir. Sonugta bu
etmenlerin daha once goriilmedikleri iretim alanlarina girmeleri ve hastalik olusturmalart da miimkiin hale
gelebilmektedir (Cigek and Yorganci, 1991).

Insanhgm en 6nemli gida kaynaklari arasinda yer alan sebzelerde viral etmenler biiyiik kayiplara yol
acabilmektedir. Viriis hastaliklar1 bitki gelisimi ve verimi iizerinde olumsuz etkilere neden olmasinin yaninda, viriis
vektorleriyle yapilan miicadele ile de ekonomik zararlara yol agmaktadir. Sebzelerde viriis hastaliklarmim goriiniimi
ve siddeti viriis, konukgu, vektér ve gevre kosullari dortgeni iligkisine bagimli olarak yillara gére degiskenlik
gostermektedir. Ayrica, bu etmenlere kars1 diger patojen gruplarinin 6nlenmesi igin sik¢a bagvurulan kimyasal savas
yontemlerinin uygulanma sansinin olmamasi ve diger kiiltiirel kontrol yontemlerinin de iiretici tarafindan yeterli
diizeyde bilinmemesi viriislerden kaynaklanan kayiplarin artmasina neden olmaktadir.

Viral hastalik etmenlerinin tohumla tagimalar1 yiiksek oranlarda gergeklesebilmektedir. Viriisler ile enfekteli
tohum ekildiginde, vektorlerin araciligr ile hastaliklar kolaylikla yayilabilmekte ve sonugta iiriinde %100’e kadar
varan oranlarda enfeksiyon ortaya ¢ikabilmektedir. ABD’nin Montana eyaletinde arpalarda tohum kaynakli Barley
stripe mosaic hordei virus (BSMV)’niin neden oldugu ekonomik zararin 1953-1970 yillar1 arasinda 30 milyon $’dan
fazla oldugu belirtilmistir (Carroll, 1983). 2002 yilina kadar epidemiyolojisinde tohumla taginiminm &nemli
olmadig1 disiiniilen, sadece tohumla taginabildigi izlerine rastlanan kabakgillerin yikici patojeni Zucchini yellow
mosaic poty virus (ZYMV)’niin Cucurbita pepo var. styriaca tohumlarinda %35’ten daha fazla oranda tagmabildigi
ve viriisiin bu diizeydeki tohumla tasginma oraninin bile %99°dan fazla iiriin kaybina neden olabildigi belirtilmigtir
(Riedle-Bauer et al., 2002).

Bir viriisiin tohumla taginmasi diisiik oranda bile olsa, bu tohumlarin iiretimin baslangicinda hastalik kaynag
olusturmasi yoniinden 6nemi fazladir (Nienhaus, 1976). Diger tasinma yollar ile yayilmalar1 miimkiin olabilen
tohum kaynakli viriis hastaliklarinin kisa siirede biiyiik oranlarda artis gosterdikleri de belirtilmektedir. Ayrica,
tohumla taginma dar konukgu dizisine sahip viriisler i¢in vejetasyon donemleri arasi geciste bir yol olarak
kullanilmaktadir (Erkan, 1998).

Viriis hastaliklarindan korunmada en 6nemli yol saglkli ve temiz iiretim materyali kullanilmasidir.
Tohumlarda bulunan viriislerin belirlenmesi bu hastaliklara karsi alinabilecek dnlemlerin temelini olusturmaktadir.
Yiizden fazla viriis hastalig1 tohumla tasinmaktadir ve daha 6nce yapilan bazi aragtirmalarda sertifikali tohumlarin
bile viral etmenlerle enfekteli olduklar1 belirlenmistir. Bu diisiinceden hareketle, bu c¢alismada 43 adet sebze
tohumunda (domates, karpuz, kavun, hiyar, biber ve kabak) bulunan viriislerin saptanabilmesi i¢in simptomatoloji,
test bitkilerine inokulasyon, DAS-ELISA ve RT-PCR yontemlerinden yararlanilmigtir. Ayrica, sozii edilen
yontemlerin viriisleri saptamadaki bagar1 oranlar1 degerlendirilmistir.

MATERYAL VE METOD
Tohum Ornekleri

Bu calisma i¢in oncelikle tilkemizde iiretilen ve ekonomik éneme sahip olan sebze tiirleri belirlenmis, cesitli
kuruluslardan, firma ve iireticilerden belirlenen sebzelerin tohumlar1 temin edilmistir. Arastirmalarda 20 domates, 5
karpuz, 5 kavun, 5 hiyar, 5 biber ve 3 kabak olmak tizere toplamda 43 tohum 6rnegi kullanilmistr.
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Tohumlardaki Belirtilerin incelenmesi (Simptomatoloji)

Tohumlardaki belirtileri belirlemek amaci ile tohum ornekleri tohum renginde ve seklinde degisme, tohum
biiyiikliigiinde azalma, tohum kabugunda burusma, beneklenme, leke, ¢izgi, band, nekroz vb. simptomlarin varlig
yoniinden gorsel olarak incelenmistir (Erkan, 1998).

Biyolojik Testler

Mekanik inokulasyon c¢alismalarinda yaygin bigimde kullanilan otsu test (indikatér) bitkileri, Chenopodium
amaranticolor Coste&Reyn. (6 yaprakli devre), C. quinoa Quin. (6 yaprakl devre), Datura stramonium L. (2
yaprakli devre), Gomphrena globosa L. (4-8 yaprakl devre), Nicotiana glutinosa L. (4 yaprakli devre), N. tabacum
L. cv. Samsun (4 yaprakli devre), N. tabacum L. Cv. Xanthi (4 yaprakli devre), N. tabacum L. cv. Maden (4 yaprakl
devre) seklindedir (Noordam, 1973; Giimiis, 1998).

Biyolojik testler i¢in kullanilan test bitkileri iklim odasinda yetistirilmistir. Yetistirme ortami olarak
kullanilan harg toprak, giibre ve kum (1:1:1) karisimindan olusmustur. Test bitkilerinin tohumlar1 kiivetlere ekilmis
ve tohum ekimi yapilan test bitkileri 4000-6000 liix 151k siddeti, 16 saat/giin aydinlanma periyodu ve 20-24 °C
sicakliga sahip olan iklim odasi kosullarinda yetistirilmistir (Nogay, 1983; Matthews, 1991). Test bitkileri uygun
gelisme donemlerine ulastiklar1 zaman tohum biiyiikliigiine gore 50-500 adet tohum igeren sebze tohum
orneklerinden %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 ydntemi ile inokule edilmistir. Inokulumun igine
enfeksiyon olusumunu kolaylastirmak amaci ile celite ilave edilmistir ve cam spatiil yardimiyla test bitkilerine
inokulasyon yapilmistir. inokulasyondan 1-2 dakika sonra test bitkilerinin yapraklari gesme suyu ile yrtkanmistir. Bu
bitkilerde belirti olusup olusmadig1 inokulasyon sonrasinda gézlemlenmis ve olusan belirti tipleri degerlendirilerek,
fotograflar1 ¢ekilmis ve kaydedilmistir (Yorganci, 1975; Nogay, 1983; Matthews, 1991).

Serolojik Test Yontemi (DAS-ELISA)

Tohumlardaki viral etmenlerin belirlenmesi amaci ile toplanan tohum &rneklerine Cizelge 1’de goriilen viral
etmenler igin serolojik yontemlerden DAS-ELISA testleri uygulanmustir.

Cizelge 1. Sebze tohumlarinda serolojik ve molekiiler yontemler ile testlenen viral etmenler

Viral Etmen Akronim Test Yontemi
Serolojik Molekiiler

Alfalfa mosaic alfamovirus AMV + +
Arabis mosaic nepovirus ArMV + +
Cucumber green mottle mosaic tobamo virus CGMMV + +
Cucumber mosaic cucumovirus CMV + +
Potato Y potyvirus PVY + +
Squash mosaic comovirus SqgMV + +
Tobacco mosaic tobamovirus TMV + +
Tobacco ringspotnepovirus TRSV + +
Tobacco streak ilarvirus TSV + +
Tomato black ring nepovirus TBRV + +
Tomato mosaic tobamovirus ToMV + +
Tomato ring spot nepo virus ToRSV + +
Tomato spotted wilt tospovirus TSWV + +
Zucchini yellow mosaic poty virus ZYMV + +
Watermelon mosaic poty virus WMV + +

DAS-ELISA testlerinin uygulanmasi Clark ve Adams, (1977) ve Erkan ve ark. (1995)’a gore yapilmistir.
Buna gore ELISA tabaklarmin her bir gukuruna kaplama tamponunda 1:1000 (Bioreba firmast ticari kitleri), 1:200
(Agdia firmasi ticari kitleri), 1:100 (Loewe firmasi ticari kitleri) oraninda seyreltilmis olan IgG’den 200 pl
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eklenerek 37°C’de 4 saat inkube edilmistir. Ardindan, ELISA tabaklari yikama tamponu ile yikanarak 3 dakika
beklenmis ve bu islem 4 kez tekrarlanmustir. Ekstraksiyon tamponu ile 1/10 (g/ml) oraninda seyreltilerek hazirlanan
tohum ekstrakti drnekleri, pozitif ve negatif kontrollerin her bir gukura 200 pl olacak miktarda eklenerek 4°C’de bir
gece inkube edilmesinden sonra, yukarida anlatildig: sekilde tekrar yikama yapilmistir. Yikama iseleminden sonra
ise konjuge edilmis IgG, konjugat tamponu igerisinde 1:1000 (Bioreba firmasi ticari kitleri), 1:200 (Agdia firmasi
ticari kitleri), 1:100 (Loewe firmasi ticari kitleri) oraninda seyreltilip her bir gukura 200 pl eklenerek 37 °C’de 4 saat
inkube edilmis, yukarida anlatildig1 sekilde yikama yapilmig ve substrat ¢ozeltisine 1mg/ml olacak sekilde substrat
(paranitrofenilfosfat) her bir gukura 200 pul konularak oda sicakliginda inkube edilmistir.

Sonuglar ELISA reader cihazi ile 405 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir (Erkan
ve ark., 1995). Kontroliin absorbans degerinin 2 katt ve daha iistinde olan &rnekler enfekteli olarak
degerlendirilmistir.

Molekiiler Test Yontemi (RT-PCR)

Tohum orneklerine Cizelge 1°deki viral etmenler i¢in molekiiler test yontemlerinden RT-PCR (Reverse-
Transcriptase Polimerase Chain Reaction) testleri uygulanmistir. Testler 6rnek hazirligi, TNA (total niikleik asit)
ekstraksiyonu, cDNA (komplementer DNA) sentezi ve RT-PCR uygulamasi olmak iizere dort asamada
gerceklestirilmistir. Tlk olarak, sebze tohumu ornekleri total niikleik asit ekstraksiyonu yapilmak iizere tohum
biiyiikliigiine gore 50-500 adet tohum olarak naylon torbalar igerisine konulmustur. Bu torbalar iizerine temin
edildigi yer, tarih ve cesit isimleri yazilmistir. Tohum Orneklerine karsi testler ISTA standartlar1 gergevesinde
uygulanmistir (ISTA, 2007). Ardindan, TNA ekstraksiyonu asamasina gegilmistir.

TNA ekstraksiyonunda her izolat igin yaklasik 1g tohum kullanilarak, 10 ml %1 mercapto-ethanol igeren
ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi varliginda steril drnek posetleri i¢inde homojenize edilmistir. Tiipler 1siticida 70 °C 10
dakika inkube edildikten sonra 5 dakika buzda bekletilmistir. Daha sonra drnekler 14000 rpm’de 10 dakika santrifij
edilmis, iist sividan 300 pl alinarak yeni tiiplere aktarilmigtir. Tiiplere 150 pl ethanol, 300 pl 6M Nal, 25 pl silika
stispansiyonu eklenerek 10 dakika oda sicakliginda inkubasyona birakilmistir. Tiipler 6000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildikten sonra iist sivi atilmig tiipiin i¢inde kalan silika partikiillerinin yikanmasi i¢in 500 pl yikama tampon
¢ozeltisi eklenmistir. Bu iglemden sonra tiipler 6000 rpm’de santrifiij edilmistir. Yikama islemi iki kere yapilmustir.
Yikamadan sonra silika partikiilleri igeren tiiplere 150 pl RNAse’dan ari steril su eklenmistir. 70°C’de 4 dakika
wsiticida inkube edilen tiipler 13000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Tiipiin tist kisminda kalan sividan 145pul
alinarak yeni tiiplere aktarilmis ve TNA ekstraksiyonu tamamlanmustir. Ornekler ¢cDNA sentez ve PCR
uygulamalar yapilincaya kadar -20°C’de derin dondurucuda saklanmstir (Foissac ve ark., 2001).

Daha sonra TNA ekstraksiyonu yapilmis olan Orneklerle komplementer DNA (cDNA) sentezi
gerceklestirilmistir. Bu amagla Fermentas firmasmdan temin edilen cDNA sentez kitleri kullanilmis ve firmanin
belirttigi prosediir dogrultusunda cDNA sentezleri gergeklestirilmistir. Bu yonteme gore ilk olarak eppendorf
tiplerin igerisine 0,1-5 pg total RNA, 1 pl random hexamer primer konulmus ve DEPC su ile 12 ul’ye
tamamlanmustir. 70°C°de 5 dakika inkubasyon uygulandiktan sonra tiipler buz {izerine konulmus ve iglerine sirasiyla
4 pl 5X reaction buffer, 1 ul Ribolock Ribonuclease inhibitor, 2 pul 10mM dNTP mix eklenmistir. Kisa siireli
santrifiij (3-5 saniye) uygulandiktan sonra 25°C’de 5 dakika inkubasyon uygulanmistir ve tiiplerin igine 1 pl M-
MULV reverse transcriptase eklenerek toplam 20 pl hacme ulasilmistir. Karisgim daha sonra 25°C’de 10 dakika,
42°C’de 60 dakika ve 70 °C’de 10 dakika inkubasyona birakilarak ¢cDNA sentez asamasi tamamlanmigtir
(Fermentas, Ukraine).

PCR islemi Fermentas firmasinin 6nerdigi prosediire gore 50 pl hacimde yapilmistir. RT-PCR testlerinde
kullanilan primerler, baz uzunluklar1 ve kullanilan sicaklik dongiileri Cizelge 2’de verilmistir. Steril PCR tiiplerine
25 pl 2 X PCR master mix, 1 pl primerl, 1 pl primer 2, 2 ul cDNA ve 21 ul nuclease free su eklenmistir. Tiipler
PCR cihazma yerlestirilerek test edilecek viriis igin spesifik olan program uygulanmistir (Candresse ve ark., 1995).
Tiim islemler boyunca eldiven kullanilmis ve herhangi bir kontaminasyon olasiligini belirlemek i¢in de niikleik asit
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eklemeden sadece karisimmn yer aldigi bir tiipte (kontrol) PCR programinda ¢ogaltma islemine alinmistir. Son
olarak, PCR cihazinda ¢ogaltilan iirlinler 100 V’da 60 dk siireyle elektroforeze tabi tutulmus ve ethidium bromide
ile boyanarak DNR Bio-Imaging marka Jel Dokiimantasyon ve Analiz Sistemi ile fotografi g¢ekilerek

goriintilenmistir.
Cizelge 2. RT-PCR Testlerinde kullanilan primerler, baz uzunluklar: ve sicaklik dongiileri

Hedef Viriis / Primer Dizilimi Baz PCR Déngiileri

Primer Uzunlugu

AMV-F GTGGTGGGAAAGCTGGTAAA 700 bp 1 X (940C 2 dk.),

AMV-R CACCCAGTGGAGGTCAGCATT 35 X (940C 30sn. / 54 oC 30sn. / 720C 30sn)
(Martinez et al., 2004) 1 X (720C 10dk.)

ArMV-1 TTGGCCCAGATATAGCGTAAAAAT 519 bp 1 X (94°C 2 dk.)

ArMV-2 CAGCGGATTGGGAGTTCGT 35 X(94°C 30sn. /50 °C 45sn. / 72°C 60sn)
(MacKenzie et al., 1997) 1 X (72°C 5dk.)

CGMMV-1 GTTTCGCCTCAAAATTCC 359 bp 1 X (98°C 60sn.)

CGMMV-2 TCTAAATATGACAAGTCGC 35 X(98°C 10sn. / 63 °C 20sn. / 72°C 60sn)
(Moreno et al., 2004) 1 X (72°C 5dk.)

CMV-F ATGGACAAATCTGAATCAAC 650 bp 1X(94°C 1dk.)

CMV-R TCAAACTGGGAGCACCC 40 X(94°C 30sn. / 50 °C 60sn. / 72°C 60sn.)
(Bhat et al., 2005) 1 X (72°C 10dk.)

PVY-1 AAGCTTCCATACTCACCCGC 856 bp 1 X (94°C 2 dk.)

PVY-2 CATTTGTGCCCAATTGCC 35 X(94°C 30sn. / 58 °C 45sn. / 72°C 30sn)
(Nie and Singh, 2002) 1X (72°C 10dk.)

SqMV-F ATGGCTTCCATCGTCTCATCCGCC 500 bp 1 X (95°C 5 dk.)

SqgMV-R CATGGTACAGCAGCTTGGAACTTATATTC 35 X(94°C 30sn. / 60 °C 30sn. / 72°C 90sn)
CA (Yoo etal., 2004) 1X (72°C 7dk.)

TMV-1 GAC CTG ACA AAAATG GAG AAG ATC 422 bp 1 X (94°C 2dk.)

TMV-2 GAA AGCGGA CAGAAA CCCGCT 35 X(94°C 30sn. / 62 °C 45sn. / 72°C 60sn.)
(Silva et al., 2008) 1X (72°C 5dk.)

TSV-1 ACGAGTATTAAGTGGATGAATTCT 897 bp 1X(94°C1dk.)

TSV-2 ACTTACAATACGTCGAGGTGTG 40 X(94°C 30sn. / 55°C 90sn. / 72°C 60sn.)
(Tzanetakis et al., 2004) 1 X (72°C 10dk.)

TBRV-1 ATGGGAGAAGTGCTGG 333 bp 1X (92°C 1 dk.)

TBRV-2 AATCTTTTTGTGTCCAACA 35 X(92°C 1 dk. / 42 °C 1dk. / 72°C 2dk.)
(Le Gall et al., 1995) 1X (72°C 10dk.)

ToMV-5 CTC CAT CGT TCACACTCG TTACT 508 bp 1 X (94°C 2dk.)

ToMV-6 GAT CTG TCA AAG TCT GAGAAACTT 35 X(94°C 30sn. / 62 °C 45sn. / 72°C 60sn.)
(Silva et al., 2008) 1X (72°C 5dk.)

ToRSV-1 GACGAAGTTATCAATGGCAGC 449 bp 1 X (94°C 4dk.)

TORSV-2 TCCGTCCAATCACGCGAATA 40 X(94°C 60sn. / 55 °C 60sn. / 72°C 2 dk.)
(Griesbach et al., 1995) 1X (72°C 10dk.)

TRSV-F CTTGCGGCCCAAATCTATAA 348 bp 1X(94°C2dk.)

TRSV-R ACTTGTGCCCAGGAGAGCTA 35 X(94°C 30sn. / 53 °C 30sn. / 72°C 60sn)
(Walter and Zitter, 2003) 1X (72°C 7dk.)

TSWV-F AATTGCCTTGCAACCAATTC 276 bp 1X(94°C5dk.)

TSWV-R ATCAGTCGAAAT GGTCGGCA 30 X(94°C 60sn. / 55 °C 60sn. / 72°C 60sn)
(Mumford et al. 1994) 1 X (72°C 10dk.)

ZYMV-1 CATCGAGGTTGTTTGGTCTTGA 66 bp 1X(94°C2dk.)

ZYMV-2 GCAGTGTGCCGTTCAGTGTCT 35 X(94°C 30sn. / 57 °C 45sn. / 72°C 60sn)
(Zeng etal., 2007) 1X (72°C 7dk.)

WMV-1 ATTCCCTCTGAGGGATACAG 500 bp 1 X (94°C 4dk.)

WMV-2 TTGACAGTTGGGTATCACGT 35 X(94°C 60sn. / 55 °C 60sn. / 72°C 2 dk.)

(Deshiez and Lecogq, 2004)

1X (72°C 10dk.)
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SONUCLAR VE TARTISMA

Aragtirma kapsaminda yer alan degisik sebzelerin tohumlarinda yapilan gorsel incelemelerde, tohum
renginde degisme, tohum biyiikliiglinde azalma, sekil bozukluklari, burusma, beneklenme ve tohum kabugunda
nekroz gibi anormallikler bulundugu belirlenmistir. Tohumlarin simptomatolojik agidan incelenmesi diger tanilama
yontemleri igin sadece bir 6n basamak olusturmaktadir. Bunun yaninda, tohumlardaki anormalliklerin viral
etmenlerden kaynakli olabilecegi sonucunun yani sira diger patojenler ya da etkenler tarafindan olusturulabilecegi
bilinmektedir (Erkan, 1998). Bununla beraber, hi¢ belirti géstermeyen ve goriiniim olarak saglikli olan tohumlarda
da viriis enfeksiyonu olabildigi daha sonra yapilan testler sonucunda gozlemlenmistir. Ornegin, Domates 3, Domates
8, Domates 18, Hiyar 1 ve Biber 3 oOrneklerinde tohumda belirti goriinmesine karsin diger testlerle viriis
saptanamazken, 1, 2, 9, 10, 12, 15, 17, 20 numarali domates, 2 ve 3 numarali karpuz, 1 ve 3 numarali kavun, 2 ve 5
numarali biber ve 2 numarali kabak orneklerinin tohumlarinda higbir simptomatolojik belirti olmamasma ragmen
diger test yontemleriyle cesitli viriisler saptanmistir (Cizelge 3). Bazi sebze tohumu 6rneklerinde gozlenen belirtiler
Sekil 1°de goriilmektedir.

¥ y".\lg.l‘A i VAN,
WA

) (8) ©

Sekil 1. Baz1 sebze tohumu orneklerinde gozlenen belirtiler (A)Domates tohumlarinda gozlemlenen renk degisiklikleri ve sekil bozuklugu
belirtisi, (B) Biber tohumlarinin biiyiikliiklerinde azalma ve tohum kabugunda nekroz belirtileri, (C) Kabak tohumlarinda gézlemlenen
renk degisiklikleri ve sekil bozuklugu belirtisi.

Simptomatolojik olarak incelenen tohum orneklerine serolojik yontemlerden DAS-ELISA testi uygulan-
mistir. Bunun sonucunda domates tohumlarinda TMV, ToMV, CMV etmenleri ile TMV+ToMV+CMYV,
TMV+CMV, ToMV+CMV, TMV+ToMV seklindeki karisik enfeksiyonlar, biber tohumlarinda TMV, ToMV, CMV
etmenleri ile TMV+ToMV+CMV, TMV+ToMV seklinde enfeksiyonlar, karpuz tohumlarinda CMV saptanmustir.
Ayrica, kavun tohumlarinda CMV, SqMV ve CMV+SqMV, hiyar ve kabak tohumlarinda CMV enfeksiyonlari
belirlenmistir. DAS-ELISA testleri sonucunda viriislerle enfekteli olduklari belilenen veya viriis saptanmayan tiim
tohum ornekleri test bitkilerine verilerek biyolojik endeksleme ¢alismalar: yiiriitiilmiistiir. Bunun sonucunda DAS-
ELISA testi sonucunda enfekteli bulunan ve test bitkilerine inokulasyon uygulamasi yapilan tim 6rnekler test
bitkilerinde belirti vermistir (Cizelge 3). Tohum 6rneklerine gergeklestirilen biyolojik testler sonucunda test
bitkilerinde gézlenen simptomlar dnceki yillarda bu konuda gergeklestirilen mekanik inokulasyon uygulamalari ile
paralellik gostermektedir (Neergard, 1972). Mekanik inokulasyonlar sonucunda bazi test bitkilerinde olusan
belirtilere ait kayit edilmis fotograf 6rnekleri Sekil 2°de gosterilmistir.
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Cizelge 3. Viriis tanilama yontemlerinin karsilastirilmali sonuglari

Ornek No. /
No

Sebze Tiirii
1. Domates 1
2. Domates 2
3. Domates 3
4. Domates 4 (S)
5. Domates 5
6. Domates 6
7. Domates 7 (S)
8. Domates 8
9. Domates 9
10. Domates 10
11. Domates 11 (S)
12. Domates 12
13. Domates 13 (S)
14. Domates 14 (S)
15. Domates 15
16. Domates 16 (S)
17. Domates 17
18. Domates 18
19. Domates 19
20. Domates 20
21. Karpuz 1
22. Karpuz 2
23. Karpuz 3
24. Karpuz 4 (S)
25. Karpuz 5 (S)
26. Kavun 1
27. Kavun 2 (S)
28. Kavun 3
29. Kavun 4 (S)
30. Kavun 5 (S)
31. Hiyar 1
32. Hiyar 2
33. Huyar 3
34. Hiyar 4 (S)
35. Hiyar 5 (S)
36. Biber 1 (S)
37. Biber 2
38. Biber 3
39. Biber 4
40. Biber 5
41. Kabak 1
42. Kabak 2
43. Kabak 3 (S)

Viral Etmenlerin

Saptanmasindaki Basar1 Oram

RT-PCR

+ (CMV)

+ o+ + + o+

+ o+ o+ o+

23/23
%100

DAS-ELISA

+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+

22/23
%96

Test Bitkilerine
inokulasyon

+ o+ o+ o+ o+

Uygulanmadi
Uygulanmadi
Uygulanmadi
Uygulanmadi
Uygulanmadi

+
+
Uygulanmadi
Uygulanmadi
Uygulanmadi
18/19
%95

Simptomatoloji

+

7/23
%30
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X: Belirti gostermesine karsin viriis saptanmayan tohum 6rnegi
S: Testler sonucunda viral enfeksiyon bulunamayan drnek
+: Viral enfeksiyon tespit edilen drnek

(A) () (©) (D)

Sekil 2. Mekanik inokulasyonlar sonucunda bazi test bitkilerinde olusan belirtiler (A) N. tabacum cv. Maden bitkisi yapraklarinda CMV ile
enfekteli tohumlardan gergeklestirilen mekanik inokulasyonlar sonucunda olusan deformasyonlar ve sistemik lezyonlar, (B) N. tabacum
cv. Maden bitkisinde ToMV ile enfekteli tohumlardan gergeklestirilen mekanik inokulasyonlar sonucunda olusan yaprak
deformasyonlar1 ve mozaik belirtisi, (C) N. tabacum cv. Xanthi bitkisi yapraklarinda TMV ile enfekteli tohumlardan gerceklestirilen
mekanik inokulasyonlar sonucunda inokulasyondan 5 giin sonra kayit edilen nekrotik lokal lekeler ve yaprak deformasyonlari, (D)
Chenopodium amaranticolor  bitkisi yapraklarinda ZYMYV ile enfekteli tohumlardan gergeklestirilen mekanik inokulasyonlar
sonucunda olusan klorotik lokal lekeler

Domates 6 numarali tohum 6rnegi hari¢ diger tiim tohum 6rneklerinde, DAS-ELISA testi ile belirlenen viral
etmenler RT-PCR ¢alismalarinda da belirlenmistir (Sekil 3). Domates 6 tohum 6rnegi ise DAS-ELISA ve diger
testlerde negatif sonug verirken, RT-PCR calismalarinda CMV agisindan pozitif bulunmustur. 43 6rnegin toplamda
23 tanesinde viral enfeksiyon belirlenmistir.

(©) (©

Sekil 3. Tohum o6rneklerine uygulanan bazi PCR testlerinin jel goriintilleme cihazinda ¢ekilmis fotograflari (A) Domates tohumlarinda TMV igin
uygulanmis olan RT-PCR testi sonucunun jel goriintiisii, (B) Domates tohumlarinda ToMV igin uygulanmig olan RT-PCR testi
sonucunun jel gorlintiisii, (C) Biber tohumlarinda TMV igin uygulanmis olan RT-PCR testi sonucunun jel goriintiisii, (D) Kavun
tohumlarinda SqQMV i¢in uygulanmis olan RT-PCR testi sonucunun jel goriintiisii.
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Sonu¢ olarak, degisik bitkilere ait tohum Orneklerinin deneme sonuglar1 baz almarak yapilan
karsilastirmalarda tanilama yontemleri arasinda RT-PCR yontemi; denemelerde tiim yontemlerle belirlenen pozitif
orneklerin tamamini saptayarak tanilamada %100 oraninda bir basari saglamistir. DAS-ELISA yonteminde %96
oraninda bagart saglanirken, test bitkilerine inokulasyon yonteminde bu oran %95 olarak saptanmustir.
Karsilastirmada kullanilan pozitif 6rneklerin %30’unda da viral simptomlar gézlemlenmistir (Cizelge 3). Test
bitkilerine inokulasyon yontemi ile DAS-ELISA testleri arasinda %1 gibi az bir fark goziikse de mekanik
inokulasyonda sadece belirti agisindan bir degerlendirme yapildigi ve DAS-ELISA testlerinde oldugu gibi 6rnegin
hangi viral etmen ile enfekteli oldugu konusunda net sonuglar alinamayacagi géz 6niinde bulundurulmalidir. Ayrica,
kullanilan yontemlerin duyarlilik durumlarinin incelenen “viriis X tohum tiiri” kombinasyonuna bagimli olarak
degisme gosterebilecegi dikkate alinmalidir. Daha 6nce yapilan arastirmalarda da benzer sonuglar elde edilmistir.
Sertifikali domates gesitlerine ait domates tohumlari ile yapilan bir ¢alismada tanilama yontemleri karsilastirilmis ve
ELISA testleri ile mekanik inokulasyon yonteminin %100 oraninda, bitki yetistirme yonteminin %94 oraninda ve
makroskobik gozlemlerin %34 oraninda tanilamada basarili oldugunu belirtilmistir (Degirmenci ve A¢ikgoz, 2005).
Bu sonuglar 15181nda viral etmenleri tanilamada kullanilan yontemler arasinda molekiiler yontemlerden PCR testleri
en gilivenilir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Giivenilir olmasi gibi avantajlarinin yaninda, molekiiler testlerin
cok dikkat gerektiren, pahali ve zahmetli yontemler olmasi da g6z oniinde bulundurulmasi gereken konular
arasindadir. DAS-ELISA testleri de yiiksek basar1 orani, ¢ok sayida 6rnegi ayni anda test edebilme imkani ve kisa
stirede sonug vermesi gibi 6zellikleri ile 6ne ¢ikan tanilama yontemleri arasinda yer almaktadir. Ayrica, yapilacak
calismalarla iiretimde yaygin olarak kullanilan bazi sebze tohumlarinda bulunan viriislerin tiir bazinda daha ayrmntili
bi¢imde ortaya konulmasi 6nem tasimaktadir ve bu konudaki arastirmalara 6ncelik verilmesi zorunludur.

BAZI SEBZE TURLERININ TOHUMLARINDAKI VIRAL ETMENLERIN SAPTANMASI AMACIYLA
KULLANILAN YONTEMLERIN DUYARLILIK DURUMUNUN KARSILASTIRILMASI

OZET

Bu calismada iilkemizde taze tiiketim ve tohumluk iretimi i¢in O6nemli olan bazi sebze tiirlerinin
tohumlarindaki viral hastalik etmenlerinin varligini belirlemek amaciyla kullanilan yoéntemlerin duyarlilik
durumunun karsilagtiritlmasi amaglanmistir. Arastirma igin firma ve iireticilerden 43 adet tohum 6rnegi toplanmis ve
bu drneklerindeki viral etmenlerin tanilanmasinda biyolojik, serolojik ve molekiiler yontemlerden yararlanilmistir.
Yapilan denemelerden elde edilen sonuglara gore kullanilan tim yontemlerle 15 tohum 6rneginde (ELISA, RT-
PCR, test bitkilerine inokulasyon ve simptomatoloji) herhangi bir viral enfeksiyon olmadigi saptanirken, 5 tohum
orneginde ise gorsel olarak belirti bulunmasina ragmen viral etmen enfeksiyonu olmadigi gériilmistiir. Yiiriitilen
calismalar sonucunda, toplam 23 tohum 6rneginde viral etmenlerin oldugu belirlenirken, RT-PCR yontemi ile
viriisler ile enfekteli olan bu 23 6rnegin tamami (%100), DAS-ELISA yontemi ile 22’si (%96), test bitkilerine
inokulasyon yontemi ile uygulamaya alman 19 enfekteli 6rnegin 18’1 (%95) saptanabilirken, 23 enfekteli 6rnegin
7’sinde de (%30) viral simptomlar oldugu gézlemlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Sebze, tohum, viriis, tanilama yontemi
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