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OZET

Bu calisma, iilkemiz bitkisel iliretiminde onemli diizeyde kullanilan sebze
tohumlarinda bulunan viriislerin saptanmasi ve bu viriislerin yayginhk
oranlarinin  belirlenmesi amaciyla yiiriitiilmistir. Cesitli kurulus ve
iireticilerden toplanan 325 tohum Ornegi arastirmanin materyalini
olusturmustur. S6zii edilen tohum 6rneklerine biyolojik, serolojik ve molekiiler
testler uygulanmistir. Testler sonucunda elde edilen bulgulara gore; toplanan
sebze tohumu drneklerinde viriislerin tek basina mevcut olmalarinin yaninda,
bazi o6rneklerde ise birden fazla viriisiin bir arada bulunarak karisik
enfeksiyonlar olusturdugu go6zlenmistir. Sebze tiirlerine gore tohum
orneklerindeki viral etmenlerin bulunma durumlan %0 ile %69 arasinda
degismektedir. En yiiksek enfeksiyon orani % 69 ile biber tohumlarinda
belirlenirken, calismada test edilen patlican, bakla ve i1spanak tohumlarinda
viral etmen olmadigi belirlenmistir. Ayrica, testlenen toplam 325 tohum
orneginde %28 oraninda viral enfeksiyonlar oldugu saptanmistir.

ABSTRACT

his study was carried out to detect the viruses in most commonly used

vegetable seeds for plant production in our country and to determine the
prevalence of these viruses. A total of 325 seed samples were collected from
various foundations and farmers. The collected seeds were constituted the
study material. Seed samples in question, were tested by biological, serological
and molecular methods. According to test results it was found that there are
both singular and mix infections in tested seed samples. Prevalence of viral
agents in seed samples according to vegetable species, varied from 0% to 69%.
While the highest infection rate was determined in pepper seeds, no viral agent
was detected in seeds of eggplant, broad bean and spinach. The viral infection
rate of 325 tested seed samples was determined as 28%.

ticareti buyuk gelisme gostermistir (Erkan, 1998;

Hizla artan dinya nlfusunun gida ihtiyacinin
karsilanmasinin yaninda Ulkemiz ekonomisine olan
katkilari nedeniyle bitkisel Uretim 6nemli bir sektor
durumundadir. Bitkisel Gretimde birim alandan alinan
Grtinlin arttinlmasi ve kaliteli Grlin elde edilmesini sag-
layan énemli faktérlerden birisi de tohumdur. Ulkeler
arasindaki isbirliginin artmasi ve ulasim olanaklarinin
kolaylasmasi sonucunda diinya tohum endustrisi ve

Paylan, 2011).

Ulkemizde tohumluk ihracati yillara gore biyik
artislar gostermistir ve 2004 yilinda toplam 126 ton
sebze tohumu ihracati yapilirken, 2007 yilinda bu ra-
kam yaklasik 15 kat artarak 1.485 tona ulagmistir. 2008
yili ve 2009 yillarinda sebze tohumu ihracatinda duisus
oldugu gérilmistiir (TSUAB, 2010). Onemli sebze
tlrlerinde 2008 ve 2009 yillarinda en fazla standart
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tohum biber ve kavunda Uretilmistir. Hibrit sebze
tohumu rakamlari incelendiginde ise, her iki yilda en
fazla hibrit tohum dretimi patlicangiller grubunda
domateste ve kabakgiller grubunda ise hiyarda ger-
ceklestirildigi gorilmektedir (TKB, 2011).

Ulkeler arasinda tohum ticaretinin artmasi tohumla
tasinan hastaliklarin farkli tlkelere nakledilmesine ve
dodal olarak da s6zl edilen hastaliklarin yaygihginin
artmasina neden olmustur. Clnki, tohumlar biinye-
lerinde bulundurduklari hastalik etmenlerinden zarar
gorebildikleri gibi bu patojenlerin yayilmalarinda ve
tasinmalarinda aracilik goérevi de yapabilmektedir
(Paylan, 2011). Tohumlarda bahsedilen hastalik
etmenlerinin en 6nemlilerinden biri de virlslerdir.
Ozellikle dar konukcu dizisine sahip viriisler icin
tohumla tasinmanin yasami devam ettirme ve
mevsimler arasi gecgiste bir ara¢ olarak dusindl-
mektedir. Tohumla tasinim, viral hastaliklarin bocek
vektorler ile yayilabilmesi icin ilk enfeksiyon kaynagini
olusturmalari acisindan da 6nemlidir. Tohumla tasinan
viral etmen-ler ayrica ticari yolla uzun mesafelere
ulasabildigi gibi, tohumun dogal 6zelligi nedeni ile
kisa alanlarda da tasinabilmektedir (Erkan, 1998).

Viral hastalik etmenlerinin tohumla tasinmalarn
tirlere bagh olarak ylksek oranlarda gerceklesebil-
mektedir. VirUsler ile enfekteli tohum ekildiginde,
vektorlerin araciligi ile epidemi kolaylikla yayilabilmek-
te ve sonugta Urlinde %100’e kadar varan oranlarda
enfeksiyon ortaya cikabilmektedir (Carroll, 1983;
Riedle-Bauer ve ark.,, 2002). Ote yandan, bir viriisiin
tohumla tasinmasi disiik oranda bile olsa, bu
tohumlarin Uretimin baslangicinda hastalik kaynadi
olusturmasi yoniinden o6nemi fazladir (Nienhaus,
1976).

Virlis hastaliklarindan korunmada en onemli yol
saglkh ve temiz Uretim materyali kullaniimasidir.
Tohumlarda bulunan virislerin  belirlenmesi  bu
hastaliklara karsi alinabilecek oOnlemlerin temelini
olusturmaktadir. YlUzden fazla sayida virlis hastaligi
tohumla tasinmaktadir ve daha 6nce yapilan baz
arastirmalarda kullanilan sertifikali tohumlarin bile
viral etmenlerle enfekteli olduklar belirlenmistir
(Cicek, 1988; Cicek ve Yorganci, 1991; Erkan ve ark.,
1991; GUms ve ark., 2001; Albrechtsen, 2006).

Bu calisma ulkemiz sebze yetistiriciligi ve tohumluk
Uretimi icin 6neme sahip olan bazi sebze tohumlarin-
daki viral hastalik etmenlerinin tanilanmasi, tanilanan
viral etmenlerin bulunma durumlarinin ve konsan-
trasyonlarinin  belirlenmesi amaciyla yuritilmustir.
Arastirmada, (Ureticilerden ve c¢esitli kuruluslardan

toplanan sebze tohumlarina serolojik, biyolojik ve
molekdler testler uygulanmistir.

MATERYAL ve YONTEM
Calismada Kullanilan Tohum Ornekleri

Bu calisma icin oncelikle (lkemizde Uretilen ve
ekonomik 6neme sahip olan sebze tirleri belirlenmis,
cesitli kuruluslardan, firma ve Greticilerden belirlenen
sebzelerin tohumlarn temin edilmistir. Tohum 06rnek-
lerinin cesit adlari, temin edildikleri yer ve 6zellikleri
kayit edilmistir. Arastirmalarda 102 domates, 32 biber,
22 patlican, 30 hiyar, 30 karpuz, 32 kavun, 15 kabak, 12
fasulye, 10 bakla, 10 borilce, 20 ispanak ve 10 marul
olmak lizere toplam 325 tohum 6rnegi kullaniimustir.

Tohumlardaki Belirtilerin incelenmesi

Tohumlardaki belirtileri belirlemek amaci ile tohum
ornekleri tohum renginde ve seklinde degisme, tohum
blytkliginde azalma, tohum kabugunda burusma,
beneklenme, leke, ¢izgi, bant, nekroz vb. simptomla-
rin varligi ydniinden gorsel olarak incelenmistir (Erkan,
1998).

Biyolojik Testler

Biyolojik endeksleme calismalari, Chenopodium
amaranticolor Coste & Reyn. (6 yaprakh devre),
Chenopodium quinoa Quin. (6 yaprakl devre), Datura
stramonium L. (2 yaprakli devre), Gomphrena globosa
L. (4-8 yaprakh devre), Nicotiana glutinosa L. (4
yaprakli devre), Nicotiana tabacum L. cv. Samsun (4
yaprakli devre), Nicotiana tabacum L. cv Xanthi (4
yaprakli devre) ve Nicotiana tabacum L. cv. Maden (4
yaprakli devre) gibi otsu bitkiler ile yuritulmustir
(Noordam, 1973; Glimus, 1998). S6zi edilen bitkilerin
yetistirme ortaminda 1:1:1 toprak, glibre ve kum kari-
simindan olusan bir har¢ kullaniimistir. Test bitkilerinin
tohumlari kivetlere ekilmis ve tohum ekimi yapilan
test bitkileri 4000-6000 liix 151k siddeti, 16 saat/glin
aydinlanma periyodu ve 20-24 °C sicakliga sahip olan
iklim odasi kosullarinda yetistirilmistir (Nogay, 1983;
Matthews, 1991).

Test bitkileri uygun gelisme dénemlerine ulastiklari
zaman tohum buyikligine gore 50-500 adet tohum
iceren sebze tohum 6rneklerinden %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. inokulumun icine enfeksiyon olu-
sumunu kolaylastirmak amaci ile celite ilave edilmistir
ve cam spatil aracihgi ile test bitkilerine inokulasyon
yapiimistir. inokulasyondan 1-2 dakika sonra test
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bitkilerinin yapraklari ¢esme suyu ile yikanmistir.
Bu bitkilerde belirti olusup olusmadigi inokulasyon
sonrasinda gozlemlenmis ve olusan belirti tipleri
degerlendirilerek, fotograflar cekilmis ve kaydedil-
mistir (Yorganci, 1975; Nogay, 1983; Matthews, 1991).

Serolojik Test Yontemi (DAS-ELISA)

Tohumlardaki viral etmenlerin belirlenmesi amaci
ile toplanan 325 adet tohum 6rnegine Cizelge 1’ de
gosterilen viral etmenler icin DAS-ELISA testleri uygu-
lanmistir (Clark ve Adams, 1977; Erkan ve ark., 1995).

Cizelge 1. Sebze tohumlarinda serolojik ve molekdiler yontemler ile testlenen viral etmenler
Table 1. Viral agents tested by serological and molecular methods on vegetable seeds

. . Test Yontemi
Viral Etmen Akronim Serolojik Molekiler
Alfalfa mosaic alfamovirus AMV + +
Arabis mosaic nepovirus ArMV + +
Bean common mosaic potyvirus BCMV + +
Cucumber green mottle mosaic tobamovirus | CGMMV + +
Cucumber mosaic cucumovirus (@)Y + +
Eggplant mosaic tymovirus EMV - +
Lettuce mosaic potyvirus LMV + +
Pea seed-borne mosaic potyvirus PSbMV - +
Potato Y potyvirus PVY + +
Soybean mosaic potyvirus SMV - +
Spinach latent ilarvirus SpLv - +
Squash mosaic comovirus Sqmv + +
Tobacco mosaic tobamovirus ™V + +
Tobacco ringspot nepovirus TRSV + +
Tobacco streak ilarvirus 1N + +
Tomato black ring nepovirus TBRV + +
Tomato mosaic tobamovirus ToMV + +
Tomato ringspot nepovirus ToRSV + +
Tomato spotted wilt tospovirus TSWv + +
Zucchini yellow mosaic potyvirus ZYMV + +
Watermelon mosaic potyvirus WMV + +

Molekiiler Testler (RT-PCR)

Sebze tohumu 6rnekleri total niikleik asit ekstraksi-
yonu yapilmak tizere tohum biyukligtine gore 50-500
adet tohum naylon torbalar icerisine konulmustur. Bu
torbalar Uzerine temin edildigi yer, tarih ve cesit
isimleri yazilmistir. Tohum orneklerine karsi molekiiler
testler ISTA standartlari cercevesinde uygulanmistir
(ISTA, 2007). Ornekler TNA (total niikleik asiti) ekstrak-
siyon isleminde kullanilincaya kadar laboratuvarda
oda sicakliginda saklanmistir.

Ornek hazirhgindan sonra, TNA ekstraksiyon
asamasina gecilmistir. Bunun icin her bir 6rnekten 1 g
tohum alinarak 10 ml %1 mercapto-ethanol iceren
ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi varliginda steril 6rnek
posetleri icinde homojenize edilmistir. Homoje-nize
edilen Ornekler ardindan tliplere aktariimistir.
Tlpler isiticida 70°C 10 dakika inktbe edildikten sonra

5 dakika slre ile buzda bekletilmistir. Daha sonra
ornekler 14000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifj
edilmis, Gst sividan 300 pl alinarak yeni tiiplere
aktarilmistir. Tiplere 150 ul ethanol, 300 ul 6M Nal, 25
pl silika slspansiyonu eklenerek 10 dakika oda
sicakhiginda inklbasyona birakilmistir. Tupler 6000
rpom'de 1 dakika santrifiij edildikten sonra Ust sivi
atilmis tlpln icinde kalan silika partikillerinin yikan-
masi icin 500 pl ylkama tampon ¢0Ozeltisi eklenmistir.
Bu islemden sonra tlpler 6000 rpm’'de santrifij
edilmistir. Yikama islemi iki kere yapilmistir. Yikama-
dan sonra silika partikilleri iceren tiiplere 150 pl
RNAse'dan ari steril su eklenmistir. 70°C'de 4 dakika
1siticida inkiibe edilen tipler 13000 rpm’de 3 dakika
santrifij edilmistir. Tiplin Gst kisminda kalan sividan
145ul alinarak yeni tiplere aktarilmis ve TNA ekstraksi-
yonu tamamlanmistir. Ornekler cDNA sentez ve PCR
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uygulamalari  yapilincaya kadar -20°C'de derin

dondurucuda saklanmistir (Foissac ve ark., 2001).

Bu sekilde TNA ekstraksiyonu vyapilmis olan
orneklere komplementer DNA (cDNA) sentezi ger-
ceklestirilmistir. Bu amacla Fermentas firmasindan
temin edilen cDNA sentez Kkitleri kullanilmis ve
firmanin belirttigi prosediir dogrultusunda cDNA
sentezleri gerceklestirilmistir (Fermentas, USA). PCR
islemi Fermentas firmasinin 6nerdigi prosediire gore
50 pl hacimde vyapilmistir. RT-PCR testlerinde
kullanilan primerler, baz uzunluklar ve kullanilan
sicaklik dongdileri Paylan (2011) tarafindan belirtildigi
sekilde uygulanmistir.

Steril PCR tiplerine 25 pl 2x PCR master mix, 1 pl
primer1, 1 ul primer 2, 2 ul cDNA ve 21 pl nuclease free
su eklenmistir. Tipler PCR cihazina yerlestirilerek test
edilecek viris icin spesifik olan program uygulanmistir
(Candresse ve ark, 1995). Tum islemler boyunca
eldiven kullanilmis ve herhangi bir kontaminasyon
olasiligini belirlemek icin de nukleik asit eklemeden
sadece karisimin yer aldigi bir tlipte (negatif kontrol)
PCR programinda ¢ogaltma islemine alinmustir.

Son olarak, PCR cihazinda ¢ogaltilan Griinler 100
V'da 60 dk sireyle elektroforeze tabi tutulmus ve

ethidium bromid ile boyanarak DNR Bio-Imaging
marka Jel Dokiumantasyon ve Analiz Sistemi ile
fotografi cekilerek goriintiilenmistir.

ARASTIRMA BULGULARI
Tohum Orneklerinde Gézlenen Belirtiler

Arastirma kapsaminda yer alan degisik sebzelerin
tohumlarinda yapilan gorsel incelemelerde, tohum
renginde degisme, tohum biylikligiinde azalma, sekil
bozukluklar, burusma, beneklenme ve tohum
kabugunda nekroz gibi anormallikler bulundugu
belirlenmistir. Tohumlarin simptomatolojik acidan
incelenmesi diger tanilama yontemleri icin sadece bir
on basamak olusturmasinin yaninda, tohumlardaki
anormalliklerin viral etmenlerden kaynakl olabilecegi
sonucunun yani sira diger patojenler ya da etkenler
tarafindan olusturulabilecegi bilinmektedir. Bununla
beraber, hig¢ belirti gdstermeyen ve goriinim olarak
saglikli olan tohumlarda da viris enfeksiyonu
olabildigi daha sonra yapilan testler sonucunda
goOzlemlenmistir. Bazi sebze tohumu 6rneklerinde
gozlenen belirtiler Sekil 1’de gosterilmistir.

Sekil 1. Cesitli sebze tohumu o6rneklerinde gozlenen belirtiler, (A) Domates tohumlarinda gozlemlenen renk degisiklikleri, (B) Biber
tohumlarinin buykliklerinde azalma ve tohum kabugunda nekroz belirtileri, (C) Kabak tohumlarinda g6zlemlenen renk degisiklikleri ve
sekil bozuklugu belirtisi, (D) Marul tohumlarinda gézlemlenen renk degisiklikleri ve sekil bozuklugu belirtisi

Figure 1. Symptoms observed on various vegetable seeds, (A) Color changes observed on tomato seeds, (B) Reduction in pepper seeds size
and necrosis on testa, (C) Color changes and distortions observed on squash seeds, (D) Color changes and distortions observed on

lettuce seeds

Serolojik Testlerden Elde Edilen Bulgular

Cahsmada  kullanilan  tohum  6rneklerindeki
virtislerin saptanmasinda DAS-ELISA yontemi kullanil-
mistir. Bu yontem; domates tohumlarinda 102,
biber tohumlarinda 32, kavun tohumlarinda 32,
karpuz tohumlarinda 30, hiyar tohumlarinda 30,
patlican tohumlarinda 22, ispanak tohumlarinda 20,
kabak tohumlarinda 15, fasulye tohumlarinda 12,
bakla tohumlarinda 10, borilce tohumlarinda 10 ve
marul tohumlarinda 10 olmak Uizere toplam 325
tohum 6rnegine uygulanmistir.

Domates cesitlerine ait tohum o&rnekleri ToMV,
TMV, CMV, ArMV, TBRV, TSWV, PVY, ToRSV ve TRSV
etmenlerinin varhgini belirlemek amaciyla serolojik
olarak testlenmistir. Yapilan testler sonucunda; 8
ornekte TMV, 5 ornekte ToMV, 6 6rnekte CMV ve 12
ornekte karisik enfeksiyon olmak Uzere toplam 31
ornekte 1 ya da daha fazla sayida viral etmen bulundu-
gu saptanmistir. Karisik enfeksiyon oldugu belirlenen
12 tohum Orneginin 2'sinde TMV, CMV ve ToMV
etmenleri birlikte bulunurken, 1 6rnekte TMV ve CMV,
3 ornekte ToMV ve CMV, 6 6rnekte de TMV ve ToMV
etmenlerinin birlikte olduklari belirlenmistir.
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CMV, TMV, ToMV ve AMV etmenlerinin varligini
arastirmak amaciyla 32 biber tohumu ile yirutilen
testler sonucunda 5 drnekte TMV, 3 drnekte ToMV, 11
ornekte CMV ve 2 drnekte ise karisik enfeksiyon olmak
lizere testlenen 32 biber tohumu 6rneginin 21'inde
viral etmenler belirlenmistir.

Kabakagil tuirlerine ait tohum 6rnekleri CMV, SgMV,
ZYMV, CGMMV, WMV ve TRSV etmenlerinin varligi
acisindan testlenmistir. Bulgulara gore; kullanilan 30
karpuz 6rneginin 5'inde CMV enfeksiyonu oldugu
saptanirken, SQMV, ZYMV, CGMMV, WMV ve TRSV adli
viral etmenler karpuz tohumlarinda tespit edil-
memistir. Diger yandan, testlenen 32 kavun tohum
ornegdi arasinda 11 ornekte CMV, 1 drnekte SQMV ve
1 6rnekte de karisik enfeksiyon oldugu belirlenmistir.
ZYMV, CGMMV, WMV ve TRSV adli etmenlerin kavun
tohum o6rneklerinde bulunmadi§i géze carpmistir.
Ayrica, kullanilan 30 hiyar tohumu 6rneginin 4'Ginde
CMV belirlenirken, bu 0Orneklerde SgMV, ZYMV,
CGMMV, WMV ve TRSV enfeksiyonu olmadigi saptan-
mistir. Calismada yer alan 15 kabak tohumu 6rneginin
3’tniin CMV ve 2'sinin ZYMV ile enfekteli oldugu ve
1 ornegin ise bu iki virlsi birlikte bulundurdugu
belirlenmistir.

CMV'niin varhg icin testlenen 20 ispanak tohumu
orneginde ve 22 patlican tohumu 6rneginde bu viri-
siin enfeksiyonunun olmadigi saptanmistir. Fasulye,
bakla ve boriilce bitkilerine ait tohum ornekleri ise;
AMV, CMV, BCMV, TMV, ToRSV, TSWV, TBRV ve TSV
adli  etmenlerin  bulunma durumlari agisindan
incelenmistir. Kullanilan 12 fasulye tohum 6rneginin
2'sinde ve 10 boriilce tohum 6rneginin 1'inde CMV
enfeksiyonu bulundugu ve fasulye ile bériilce tohum
orneklerinde diger virlslerin var olmadigi saptan-
mistir. Testlenen 10 bakla tohumu Ornedinde ise
yukarida belirtilen viral etmenlerin olmadigi belir-
lenmistir. Son olarak, toplanan 10 marul tohum
orneginde ArMV, LMV, ToRSV ve TBRV adli viral
etmenlerin varh@ arastinlmis ve 2 O6rnekte LMV
enfeksiyonu oldugu belirlenmistir.

Yirutulen DAS-ELISA testleri neticesinde; deneme-
lerde kullanilan domates tohum o6rneklerinde %30,
biber tohum 6rneklerinde %66, kavun tohum 6rnekle-
rinde %40, karpuz tohumu Orneklerinde %17, hiyar
tohumu 6rneklerinde %13, kabak tohumu 6rneklerin-
de %40, patlican ve i1spanak tohumu 6rneklerinde %0,
fasulye tohumu orneklerinde %17, bakla tohumu
orneklerinde %0, borilce tohumu orneklerinde %10
ve marul tohumu orneklerinde %20 oranlarinda viris
enfeksiyonu oldugu belirlenmistir.

Biyolojik Testlerden Elde Edilen Bulgular

Yapilan DAS-ELISA testi sonuglarina gore virlisler
ile enfekteli olduklar belirlenen tohum 6rnekleri grup
olarak siniflandirilmis ve her grubu temsil edecek sayi-
da ornekler secilerek bu tohum 6rnekleri ile biyolojik
testler yuritulmustir. Tohum 6rneklerinden yapilan
mekanik inokulasyonlar sonucunda test bitkilerinde
genel olarak gozlemlenen yaygin tipteki belirtiler
arasinda yapraklarda klorotik lokal lekeler, mozaik,
beneklenme, kabarciklar, nekrotik lekeler, renk agilma-
lari, deformasyonlar, sekil bozukluklari vb. simptomlar
yer almaktadir.

ToMV enfekteli tohumlardan yapilan mekanik
inokulasyonlar sonucunda; N. glutinosa bitkilerinde
baslangi¢ta 0.5 mm capinda, sonradan 4 mm'ye kadar
genisleyen koyu kahverengi-siyah renkte nekrotik
lokal lezyonlar gozlemlenmistir. Ayrica, nekrotik
benekler, gelismede yavaslama, yayilan nekrozlar ve
yapraklarda sekil bozukluklari da kayit edilmistir.
N. tabacum cv. White Burley bitkilerinde sistemik
lezyonlar, N. tabacum cv. Xanthi bitkilerinde nekrotik
lokal lekeler, N. tabacum cv. Maden bitkilerinde ise
sistemik mozaik belirtileri go6zlemlenmistir.
D. stramonium bitkilerinde 2-3 glin sonunda nekrotik
lokal lezyonlar belirlenirken, C. amaranticolor ve
C. quinoa bitkilerinde inokulasyonlar sonucunda
klorotik veya nekrotik lokal lezyonlar meydana
gelmistir. G. globosa bitkilerinde ise inokulasyondan
sonra 1 hafta icerisinde nekrotik veya yari nekrotik
lokal lezyonlar olusmus ve sistemik klorotik
beneklenmeler gézlemlenmistir.

TMV ile enfekteli tohumlarin test bitkilerine meka-
nik olarak inokule edilmesi sonucunda; N. tabacum
cvs. Samsun, White Burley ve Xanthi bitkilerinde
inokulasyondan 3-4 gin sonra geng¢ yapraklarda
damarlarda renk agilmalari olusmus ve daha sonra
bunu acik-koyu yesil mozaik belirtilerinin ortaya
cikmasi izlemistir. C. amaranticolor ve C. quinoa
bitkilerinde nekrotik lokal lezyonlar oldugu kayit
edilmistir.

CMV ile enfekteli tohumlar kullanilarak yapilan
mekanik inokulasyonlar sonucunda; C. amaranticolor
ve C quinoa bitkilerinde nekrotik ve klorotik lokal
lezyonlar olusmustur. AN. glutinosa  bitkilerinde
damarlarda sararma ve mozaik belirtileri gorilirken,
N. tabacum bitkilerinde ise inokulasyonlar sonucunda
sistemik sari yesil mozaik belirtilerinin ortaya ciktigi
go6ze carpmistir.
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LMV ile enfekteli tohumlarin test bitkilerine
mekanik inokulasyonlari sonucunda; C. amaranticolor
bitkilerinde inokulasyonlardan 8-10 giin sonra soluk
yesil ve klorotik lokal lezyonlarin oldugu, C. quinoa
bitkilerinde ise soluk yesil lokal lezyonlar disinda ug
yapraklarda kivrilmalarin bulundugu kayit edilmistir.
G. globosa bitkilerinde inokulasyondan 4-7 giin sonra
lokal nekrotik beneklerin ve genisleyen lezyonlarin
olustugu gozlemlenmistir. ZYMV ile enfekteli
tohumlardan gerceklestirilen mekanik inokulasyonlar

sonucunda; C. amaranticolor ve C. quinoa bitkilerinde
klorotik lokal lezyonlarin meydana geldigi gorilmis-
tir. G. globosa bitkilerinde ise belirgin lokal lezyonla-
rin oldugu tespit edilmistir.

SMV ile enfekteli tohumlarin ekstraktlarinin
mekanik inokulasyonlari sonucunda; C quinoa bitki-
lerinde zayif ve yayllmis bicimde klorotik lokal
lezyonlar meydana gelmistir. Mekanik inokulasyonlar
sonucunda bazi test bitkilerinde olusan belirtilere ait
kayit edilmis fotograf oOrnekleri ise Sekil 2'de
gosterilmistir.

Sekil 2. Mekanik inokulasyonlar sonucunda bazi test bitkilerinde gozlenen belirtiler, (A) N. tabacum cv. W. Burley bitkisinde ToMV ile enfekteli
tohumlardan gerceklestirilen mekanik inokulasyonlar sonucunda olusan sistemik belirtiler, (B) Nicotiana glutinosa bitkisinde ToMV ile
enfekteli tohumlardan gerceklestirilen mekanik inokulasyonlardan 2 giin sonra olusan nekrotik lokal lekeler, (C) Gomphrena globosa
bitkisi yapraklarinda LMV ile enfekteli tohumlardan gerceklestirilen mekanik inokulasyonlar sonucunda olusan nekrotik lokal lekeler

Figure 2. Symptoms observed on some indlicator plants as a result of mechanical inoculation, (A) Systemic symptoms on N. tabacum cv. W.
Burley infected withToMV, (B) Local lesions on Nicotiana glutinosa after two days of mechanical inoculation, (C) Necrotic local lesions on

Gomphrena globosa infected with LMV

Molekiiler Testlerden Elde Edilen Bulgular

DAS-ELISA testlerinde virlis enfeksiyonu oldugu
saptanan ve biyolojik testlerde kullanilan test
bitkilerinde belirti olusturan tohum 6rnekleri belirli bir
oran dahilinde secilmis ve RT-PCR testleri bu
orneklerle yurutilmustir. Ayrica, bu ¢alismalarda virus
enfeksiyonu saptanmayan tohum o&rnekleri de yer
almistir.

RT-PCR yontemi ile gerceklestirilen molekler
testlerde 36 domates tohumu 6rnedi ToMV, TMV,
CMV, ArMV, TBRV, TSWV, PVY, ToRSV ve TRSV
etmenlerine karsi test edilmistir. Domates tohum
ornekleri ile yapilan molekiiler ¢alismalarda, serolojik
testlerin  sonuclarindan farklh  olarak DAS-ELISA
calismalarinda viral etmen icerdigi belirlenemeyen 2
ornekte CMV, 1 ornekte de TMV (Sekil 3) adh viral et-
men tespit edilmistir. DAS-ELISA testlerinde virisler ile
enfekteli ¢cikan 6rneklerin tamami RT-PCR testle-rinde
de enfekteli olarak bulunmustur. Testlenen 36
domates tohumu 6rneginde serolojik testlerde oldugu
gibi, ArMV, TBRV, TSWV, PVY, ToRSV ve TRSV etmen-
lerinin varligi saptanamamistir.

Oniki biber tohumu 6rnedi CMV, TMV, ToMV ve
AMV adli etmenleri saptamak Uzere molekuler olarak
test edilmistir. DAS-ELISA testi sonuclarindan farkli
olarak 1 tohum 6rneginde TMV etmeninin oldugu ek
olarak belirlenirken, diger Ornekler DAS-ELISA testi
sonuclari ile paralel veriler vermistir.

Kavun, karpuz, hiyar ve kabak bitkilerine ait 12'ser
tohum 6rnegi CMV, SqgMV, ZYMV, CGMMV, WMV ve
TRSV adli etmenlerin durumunu incelemek i¢cin  RT-
PCR ile testlenmistir. Bu tohum &rneklerine gergekles-
tirilen molekiler testlerde DAS-ELISA testleri ile paralel
sonuglar elde edilmis ve ek olarak herhangi bir viris
olmadigi  belirlenmistir.  DAS-ELISA  testlerinde
belirlendigi gibi karpuz tohumu 6rneklerinin 5'inde,
hiyar tohumu 6rneklerinin 4'Unde, kavun tohumu
orneklerinin 12'sinde ve kabak tohumu 6rneklerinin
4'inde CMV etmeni; kavun tohumu o&rneklerinin
2'sinde SqMV ve kabak tohum orneklerinin 3'linde
ZYMV etmeni molekiler olarak belirlenmistir.
Molekdiler olarak arastirilan diger etmenlerin bu
tohum orneklerinde bulunmadigi belirlenmistir.
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Sekil 3. RT-PCR testlerinin jel gorintileri, (A) Kabakgil tohumlarindan elde edilen niikleik asitlerin (TNA) jel gortintiileme sisteminde ¢ekilmis
gorinimi, (B) Karpuz tohumlarinda CMV icin uygulanmis olan RT-PCR testi sonucunun jel gorintileme sisteminde cekilmis gorinimi
(C) Marul tohumlarinda LMV (sira 1-5) ve ArMV (sira 6-10) icin uygulanmis olan RT-PCR testi sonucunun jel goriintiileme sisteminde

¢ekilmis gérinimi

Figure 3. Agarose gel electrophoresis of RT-PCR products (A) TNA images obtained from cucurbit seeds, (B) CMV bands, detected in

watermelon seeds, (C) LMV band’s, detected in lettuce seeds

20 1spanak tohum o6rnedi SpLV etmenine karsi
molekiiler olarak testlenmis ve bu testler sonucunda
adi gecen orneklerde SpLV etmeninin bulunmadigdi
gorilmustir. SpLV etmeni serolojik olarak testlenme-
digi icin 1spanak tohumu o6rneklerinin tamami bu
etmene karsi RT-PCR yontemi ile test edilmistir. CMV
acisindan molekiler olarak test edilen 10 1spanak
tohumu &rneginde ise DAS-ELISA testlerinde oldugu
gibi herhangi bir enfeksiyonun bulunmadigi belirlen-
mistir.

DAS-ELISA testleri ile EMV etmeni icin testlenme-
yen patlican tohumu 6rnekleri bu etmenin varhgini
belirlemek icin molekiiler olarak testlenmis ve testte
kullanilan 22 6rnegin tamami virlissiz olarak
bulunmustur. CMV etmenine karsi molekiler olarak
testlenen 12 tohum drneginde ise serolojik testlerde
oldugu gibi enfeksiyon olmadigi saptanmistir.

Fasulye bitkilerine ait 12, bakla ve borilce
bitkilerine ait 10’ar tohum 06rnegi BCMV, PSbMV ve
SMV adl etmenlere karsi molekuler olarak test
edilmistir. Fasulye tohumlarinda 3 6rnekte SMV adli
etmen RT-PCR testleri ile saptanirken, diger érneklerde
herhangi bir enfeksiyon oldugu belirlenmemistir. Ayni
bitkilere ait 6’sar tohum 6rnegdi de AMV, CMV, TMV,
ToRSV, TSWV, TBRV ve TSV etmenleri icin molekdler

olarak testlenmistir ve DAS-ELISA testlerinde oldugu
gibi tohum orneklerinde herhangi bir enfeksiyon
olmadigi saptanmistir.

Marul bitkilerine ait 5 tohum 6rnegi de ArMV, LMV,
ToRSV ve TBRV etmenlerine karsi molekiler olarak
testlenmistir ve serolojik testlerle paralel olarak 2
ornekte CMV enfeksiyonu saptanmistir.

Kullanilan Tanilama Yontemlerinin  Genel
Degerlendirmesi
Tohumlarda gorsel olarak yapilan simptom

incelemesinin bulgulan ile biyolojik, serolojik ve
molekuler ydntemlerin sonuglar birlikte degerlendiril-
diginde; arastirma kapsaminda testlenen toplam 325
tohum 0Orneginde % 28 oraninda viral enfeksiyonlar
oldugu belirlenmistir.

Domates tohum ornekleri icin test edilen toplam
102 6rnegdin 34'lnln en az bir viral etmenle enfekteli
oldugu belirlenirken, biber tohumlarinda test edilen
toplam 32 6rnedin 22'sinin en az bir viral etmen
icerdigi saptanmistir. Domates tohumlarinda TMV,
CMv, TMV+ToMV, ToMV, ToMV+CMYV,
TMV+ToMV+CMV ~ ve  TMV+CMV  enfeksiyonlari
gorilurken, biber tohumlarinda CMV, TMV, ToMV
enfeksiyonlari 6ne ¢cikmistir (Cizelge 2).
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Cizelge 2. Domates ve biber tohumlarinda belirlenen viral etmenler ve bulunma durumlar

Table 2. Viral agents determined in tomato and pepper seeds and their prevalence rates

Tohum Grnedi Savisi Arastirilan Viral Etmenler
gt Say (Mekanik inokulasyon, Elisa, RT-PCR)
= - |2

2 £ |2 |8 |8
: e
= 4 |4 |5 | % s
i T 1% |E | E 9
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o) Eo) 0 = = = § = =
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E 5|2 |2 | g szl 5132125
2 5 (& (€ | ¢ 2|3 |z|=|2z|z|z|5|2|s|2|2|5 |2
© o ] c < = = = > = & =) 5 o & = = = =
= = w w w < < U a [ [= = [ [ (= = = = [
Domates 102 68 34 % 33 --- 0 8 0 9 0 0 5 0 0 2 1 3 6
Biber 32 |10 | 2| %69 | 0 | — [ 11| = | 6 | — | = |3 |~—=|-—1|1/]=—=1]-=—/H-1

Karpuz tohumu Orneklerinde test edilen toplam 30 bir viral etmenin  enfeksiyonun  bulundugu

ornegin 5 adedinde, kavun tohumu o6rneklerinde 32
tohum 6rneginin 13’lnde, 30 hiyar tohumu 6rneginin
4'linde ve 15 kabak tohum 6rneginin de 6’sinda en az

belirlenmistir. Karpuz, kavun ve hiyar ve kabak olmak
Uzere dort tohum cesidinde de CMV enfeksiyonlari
one ¢ikmistir (Cizelge 3).

Cizelge 3. Karpuz, kavun, hiyar ve kabak tohumlarinda belirlenen viral etmenler ve bulunma durumlari

Table 3. Viral agents determined in watermelon, melon, cucumber and squash seeds and their prevalence rates

Tohum Ornegi Sayisi Arastirilan Viral Etmenler
5 (Mekanik inokulasyon, Elisa, RT-PCR)
2 g |z 2
- > S
kA a A X X
c 9 X [7) [7]
5 g v E £ . N
£ S o) 2 2 s s
2 £ < S < 2 a ]
S s X £33 | X - > > 2 - - z z
= g 2 €7 | £ = % = 3 s 2 = =
[ n w W wi O v N v] = [= O O
Karpuz
30 25 5 % 17 5 0 0 0 0 0 0 0
Kavun
32 19 13 % 40 1 1 0 0 0 0 1 0
Hiyar
30 26 4 %13 4 0 0 0 0 0 0 0
Kabak
15 9 6 % 40 3 0 2 0 0 0 0 1

Yapilan testler sonucunda; 12 fasulye tohum
orneginde 5, 10 borilce tohum 6rneginde 1 ve 10
marul tohumu 6rnedinde de 2 6rnegin viral etmenler
ile enfekteli oldugu belirlenmistir. Bakla, ispanak ve

patlican tohumlarina ait 6érneklerde ise herhangi bir vi-
ral etmenin bulunmadigi saptanmistir. Bu tohumlar-da
One cikan virlsler ise fasilye icin SMV ve CMV, boriilce
icin CMV ve marul icin LMV seklindedir (Cizelge 4).
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Cizelge 4. Fasulye, bakla, boriilce, marul, ispanak ve patlican tohumlarinda belirlenen viral etmenler ve bulunma durumlari

Table 4. Viral agents determined in bean, broad bean, cowpea, lettuce, spinach and eggplant seeds and their prevalence rates

Tohum Ornedi Sayisi Arastirilan Viral Etmenler
gt Say (Mekanik inokulasyon, Elisa, RT-PCR)
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Sonug olarak, arastirmada calisilan farkli sebze
tlrlerine gore tohum o&rneklerindeki viral etmenlerin
bulunma durumu % 0-69 arasinda degismektedir.
Calisilan domates tohumu o6rneklerinde %33, biber
tohumu orneklerinde % 69 (Cizege 2), kavun tohumu
orneklerinde % 40, karpuz tohumu 6rneklerinde % 17,
hiyar tohumu 6rneklerinde % 13, kabak ve fasulye
tohumu 6rneklerinde % 40, borilce tohumu 6rnekle-
rinde %10 ve marul tohumu o&rneklerinde % 20
oraninda viral enfeksiyon belirlenirken patlican,
Ispanak ve bakla tohumu 6rneklerinde viral enfeksiyon
olmadigi belirlenmistir (Cizelge 3-4).

SONUC ve ONERILER

Yapilan arastirmadan elde edilen sonuglar
neticesinde; llkemiz icin ekonomik olarak énemli olan
bazi sebze tohumu o&rneklerinde viruslerin tek
baslarina mevcut olmalarinin yaninda, bazi 6rneklerde
birden fazla virlsiin bir arada bulunarak karisik
enfeksiyonlar olusturdugu tespit edilmistir. Sebze
tirlerine goére tohum orneklerindeki viral etmenlerin
bulunma durumlari %0 ile %69 arasinda degismek-
tedir. Arastirma slresince biyolojik, serolojik ve
molekiler yontemler ile test edilen 325 tohum

orneginde %28 oraninda viral enfeksiyonlar oldugu
belirlenmistir.

Sebze tohumlarindaki viral etmenlerin varligini
belirlemek ve enfeksiyon seviyelerini degerlendirmek
gerekli koruma onlemlerini alma ve virlisten ari tohum

ahsverisini  saglama agisindan  ¢ok  Anemlidir
(Albrechtsen, 2006).
Ozel kuruluslarda temiz tohum elde etmeye

yonelik programlarda 6zellikle saglik testlerini gercek-
lestirecek laboratuvarlarin kurulmasi tesvik edilmelidir.
Ulkeye girecek olan tohum gibi tiretim materyallerinin
Ozellikle hastaliklar agisindan kontroliiniin yapilmasi,
sertifikasyon ve karantina programlarinda RT-PCR gibi
gelismis yontem (Jacobi ve ark.,1998)'lerin kullanilarak
temiz Uretim materyallerinin elde edilmesi, resmi
kuruluslarda bulunan cihazlarin ve konu ile calisan
kisilerin egitim calismalar ile aktif duruma gelmele-
rinin saglanmasi ve gelisen teknikleri uygulayacak
elemanlarin yetistiriimesine hiz verilmesi gibi sonuglar
konunun 6nemi agisindan gereklidir.

Virsten ari tohum kullaniminin saglanmasiyla
kalite ve kantite acisindan daha verimli bir yetistiricilik
yapilmasi saglanacaktir. Tohumlarin duyarli bir
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yontemle testlenmesi ile viral etmenlerin yeni
bolgelere girmesi 6nlenecek ve baslangicta kontrol
saglanacaktir.

Calisma sonuclan ve literatir bilgileri dogrultu-
sunda, tohumluk kontrol ve sertifikasyon hizmet-
lerinde tohum saglik testleri ile ilgili diizenlemelerin
yapilmasi ayrica zirai karantina ¢alismalarinda gerekli
olan biyiklik ve sayida 6rnek alinmasi ve 6rnekleme-
nin homojen yapilmasi laboratuvar testlerinde daha
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