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OZET

TOMATO BROWN RUGOSE FRUIT VIRUS (ToBRFV)'UN TOHUM
UZERINDE TASINMA ORANI, TASINMA YERI VE ERADIKASYON
ISLEMLERI

Damla ULUSOY
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Damisman: Dog. Dr. Hakan FIDAN

Haziran 2022; 48 sayfa

Bu c¢alisma ile ToBRFV’nin tohumdan arinma olanaklarinin arastirilmasi ve
viriisiin tohumla taginma ylizdesinin ve yerinin belirlenmesi hedeflenmektedir. Tez
kapsaminda laboratuvar ¢alismalar1 2021-2022 yillar1 arasinda TOBRFV enfekteli bitkiler
Akdeniz Universitesinde bulunan seralarda yetistirilmistir. Bu tez calismasinda
ToBRFV’nin tohumla taginma oraninin yapilan molekiiler ve serolojik testler sonucunda
% 0.8 oldugu ve bu etmenin tohum kabugu ve endospermde goriildiigii, embriyoda ise
viriisiin taginmadig1 ortaya konulmustur.

Tohumlarin dezenfekte edilmesinde uygulanan bazi kimyasal ve fiziksel metotlar
incelenmistir. Fiziksel yontemlerden 20°C’den 72°C’ye kademeli olarak sicaklik artisi
gerceklestiren, Delta firmasia ait makinede, en az 3 giin 50 rpmde donerek kalan
tohumlarda ToBRFV etmeni % 0.3 oraninda tespit edilmistir Ve viriisiin virulensligini
yitirdigi yapilan ¢aligmalarla belirlenmistir. 254 nm dalga boyundaki UV 1sinlar1 30 dk
boyunca uygulanmig, bu uygulamanin virlisii yar1 yartya oranla inaktif hale getirdigi
belirlenmistir. Kimyasal yoOntemlerde ise tohumlara yapilan farkli dezenfektan
uygulamalar1 sonucunda ortaya g¢ikan bilgiler dogrultusunda: %1 Tsunami 100, %1
Biocon A ve %10 TSP uygulamalari tohum kabugunu viriisten arindirmada %100 basarili
bulunmustur. Ayni dezenfektanlar endospermde uygulanip test edildiginde endospermde
%0.7 ve %0.9 oraninda olan taginmanin devam ettigi belirlemistir, biyolojik testlemelerde
de patojenitenin devam ettigi goriilmiistiir. Buna gore tohum kabugundaki viriisii eradike
etmede basarili olan dezenfektanlarin endospermdeki tagimalarda etkin olmadigi
belirlenmistir. Bu yontemler tohum eradikasyon basarisinin yaninda ¢imlenmeyi de
olumsuz yonde etkilememektedir. Viriisiin yayilimini sinirlamaya yonelik yapilan bu
caligmalar yerli ve milli tohumculuk adina 6nemli bir katki saglayacaktir.
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JURI: Dog¢. Dr. Hakan FIDAN
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ABSTRACT

TRANSMISSION RATE, LOCATION AND ERADICATION PROCESSES OF
TOMATO BROWN RUGOSE FRUIT VIRUS ON SEED

Damla ULUSOY
MSc Thesis in Plant Protection
Supervisor: Assoc. Prof. Hakan FIDAN
June 2022; 48 pages

Reasons such as the increase in global seed trade and the facilitation of
international transportation ensure the rapid spread of newly emerged viruses and the
spread of diseases to clean areas. One of these viruses is Tomato brown rugose fruit virus
(ToBRFV) disease, which has gained much importance especially in recent years.
ToBRFV, It is a member of the Tobamovirus group, which also includes plant viruses
such as TMV and ToMV. While ToBRFV is transmitted by seeds over long distances, it
can spread very easily by contact between short distances. Active seed trade and the
importance of the region we are in in agriculture are the reasons that make the
transmission of TOBRFV by seed dangerous. This situation has brought the eradication
studies against the viruses found in the seeds to the fore in the fight against TOBRFV.

Within the scope of this thesis, some chemical and physical methods applied in
the disinfection of seeds were examined. Of the physical methods, the virus density was
found to be the least in seeds subjected to heat treatment at 72 °C for 72 hours. It was
found that in the application of heat treatment and UV-C applications (254 nm), the virus
loses its pathogenicity. According to the information obtained as a result of different
disinfectant applications to seeds: 1% Tsunami 100, 1% Biocon A and 10% TSP have
been determined as the optimal methods of combating this virus. In addition to the success
of seed eradication, these methods do not adversely affect germination. These studies
aimed at limiting the spread of the virus will make an important contribution to domestic
and national seed production.

KEYWORDS: Eradication, Seed, ToBRFV, Tomatoes
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ONSOZ

Bitki patojeni viriisler, hastalik etmenleri arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir.
Viriisler, konuk¢u hiicrenin biyosentez mekanizmasin1 kullanarak hiicre igerisinde
¢ogalabilen niikleoprotein yapisinda olan mikroskobik varliklardir. Viriislerin bu ilging
mekanizmasinin yani sira viriislerle kimyasal miicadelenin olmamasi viriis hastaliklari ile
miicadele konusunda oldukga ilgimi ¢eken bir konu haline gelmis ve bu c¢aligmayi
yaparken bana gerekli motivasyonu saglamustir.

Bu ¢alisma Akdeniz Universitesi Bitki Koruma Béliimii Molekiiler Viroloji
laboratuvarinda ve boliim seralarinda gergeklestirilmistir.

Bu caligmanin planlanmasinda, yiiriitiilmesinde ve sonuglandirilmasinda yol
gostericiligi ve deneyimiyle calisma boyunca benden yardim ve imkanlarini esirgemeyen
degerli hocam Dog. Dr. Hakan FIDAN’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Tez jiiri {iyelerim olan Dog. Dr. Gékmen KOC ve Dog. Dr. Ozer CALIS a kiymetli
goriis ve katkilarindan dolayi tesekkiir ederim.

Tez calismamda Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Fonu’na,
calismalarimda yardimlarin1 ve desteklerini esirgemeyen Hande Nur ALBEZIRGAN,
Sefanur CELIK, Pelin SARIKAYA, Hiiseyin Utku SIMSIR, Nur CAYAK, Kiibra ZOR,
Ailar GONBADI, TUNCAY KARAKUS ve Merve AZLIK’a; yiiksek lisans egitimim
boyunca her tiirlii maddi ve manevi destegi saglayan, her zaman yanimda olan annem ve
babama sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

% : Yiizde

°C : Santigrat Derece

ul : Mikrolitre

ml - Mililitre

nm : Nanometre
Kisaltmalar

AU : Akdeniz Universitesi
Bp : Baz Cifti

CMV : Cucumber mosaic virus

DAS-ELISA : Double Antibody Sandwich-Enzyme Linked Immunosorbent Assay

ddH,0 . Cift Distil Su

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

dNTP : Deoxyribonucleotide Triphosphate

EDTA : Etilendiamin Tetraasetikasit

EPPO : Avrupa ve Akdeniz Bitki Saghgini Koruma Orgiitii
FAO : Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii

HCI - Hidroklorik Asit

ORF : Acik Okuma Bolgeleri

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

R - Resistance

RNA : Riboniikleik Asit

Rpm : Revolutions er minute (Dakikada donme say1s1)
RT-PCR : Reverse Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu
SDS - Sodyum Dodesil Siilfat
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TAE :(Tris-Acetate-EDTA) Elektroforez Buffer

T™MV : Tobacco mosaic virus

ToBRFV : Tomato brown rugose fruit virus
ToMV : Tomato mosaic virus

TSP : Trisodyum Fosfat

TSWV : Tomato spotted wilt viriis

TUIK : Tiirkiye Istatistik Kurumu
TYLCV : Tomato yellow leaf curl virus
uv : Ultra Viole

\Y/ - Volt

vd : ve digerleri
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1. GIRIS

Domates (Solanum lycopersicum L.), yiiksek verimliligi ve artan iiretim ve
tiiketim miktarindan dolay1 ticari 6neme sahip en Onemli sebze tiirlerinden biridir.
Solanaceae familyasinda yer alan, anavatan1 Gliney Amerika’nin orta ve giliney kisimlari
olan domates, Kristof Kolomb’un Amerika’y1 kesfiyle Avrupa’ya yayilmistir. Bolivya,
Peru ve Ekvator’dan 16. ylizyilda Avrupa’ya getirilmis ve yetistiriciligine baglanmistir
(Kiiciiker 1994). Avrupa’da once Italya’da yetistirilmeye baslanmis ve ardindan tiim
kitaya yayilmistir (Aybak ve Kaygisiz, 2004; Uniprot 2015).

Italya’ya ilk gelen domates tiplerinin rengi sar1 oldugundan altin elma (pomo
d’oro) olarak anilmustir. Daha sonra ask elmasi (poumo d’amor) olarak adlandirilmistir
(Heiser 1973). Italyanca “pomodoro” adi da buradan gelmektedir.

19. ylizyilin baslarinda Fransa'nin giineyinde sebze olarak yetistirilip tiikketilmeye
baslandig1, Fransiz Devrimi'nden sonra Paris ve kuzeye tasindig1 ve daha sonra diger
tilkelere yayildigi bilinmektedir (Bloch-Dano 2008). Bayraktar (1953) ve Oraman'a
(1968) gore Tiirkiye'de domatesin ortaya ¢ikist 1770'lere denk gelir. Domates, dnce
Akdeniz'e, muhtemelen Adana'ya, ardindan Istanbul'a getirilmis ve daha sonra diger
bolgelere dagilmistir.

Gilinlimiizde saglik ve beslenmede onemli bir yer tutan domates, vitamin ve
mineraller agisindan olduk¢a zengindir. Ozel: C, B1, B2 ve A vitaminlerinin yan1 sira
fosfor, kalsiyum ve demir minerallerinin 6nemli bir besin kaynagidir. Son yillarda
likopen gibi maddelerin saglik agisindan 6nemi ortaya ¢iktikga fonksiyonel gida olarak
degerlendirilmistir (Fraser vd. 2009).

Domates meyvesi temel olarak sekerlerden ve organik maddelerden meydana
gelmektedir. Kuru madde igeriginin %60’m1 asitler olusturmaktadir. Olgun domates
meyvesinde bulunan baslica asitler malik ve sitrik, sekerler fruktoz ve glikozdur (Causse,
2004). Lezzet ve besin degerlerini olusturan ana bilesenler, 6nemli bir antioksidan olan
likopen, C ve A vitaminleridir. Insanlarin bagisiklik sisteminin giiglenmesi, goz
rahatsizliklarinin  6niine gecilebilmesi agisindan igeriginde bulunan A vitamini
bakimindan 6nemli bir kaynaktir. Likopen bakimindan zengin olmasi sebebiyle domates
tikketimi 6zellikle kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 insan viicuduna 6nemli bir
diren¢ saglamaktadir (Caicedo ve Peralta, 2013).

Domates yetistiriciligi bakimindan tilkemizin iklim sartlarinin uygunlugu, diinya
domates iiretiminde iist siralara yerlesmemize olanak saglamistir. FAO’nun 2020 yili
iretim verilerine bakildiginda Tiirkiye’nin 3. sirada yer almistir. Diinyada domates
liretimi yapan iilkeler ve bunlarin iiretim (t) miktarlar1 Cizelge 1.1°de verilmistir.

2020 y1il1 verilerine gore diinya domates iiretimi yaklasik 252 milyon tondur. Bu
tiretim miktarinin 64.865.807 tonu diinyanin en biiyiik domates iireticisi Cin tarafindan
yapilmaktadir. Domates tiretiminde Hindistan 20.573.000 ton ile 2., Tiirkiye 13.204.015
tonluk tiretim pay1 ile 3., ABD 12.227.402 ton ile 4., Misir ise 6.731.220 tonluk iiretimle
5. sirada yer almaktadir (FAO, 2020).
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Cizelge 1. 1. Ulkelerdeki domates iiretim miktarlar1 (FAO, 2020)

Ulke Uretimi (t)
Cin 64.865.807
Hindistan 20.573.000
Tirkiye 13.204.015
Amerika Birlesik Devletleri | 12.227.402
Misir 6.731.220

TUIK 2021 istatistiklerine gore iilkemizde iiretilen 13 milyon ton domatesin 4,4
milyon tonu ortii alt1, 8,6 milyon tonu acik tarla liretiminden elde edilmistir. Domates,
2019 yilinda 12.841.990 ton iiretilirken 2020 yilinda 13.204.015 ton tiretilmistir. 2019 ve
2020 yil1 verileri karsilastirildiginda iilkemizde domatesin iiretim miktart bir 6nceki yila
oranla %2,8 oraninda arttig1 goriilmektedir. Antalya 2.565.735 tonluk iiretimle 2020 yili
verilerine gore iilkemizde sofralik domates iiretimini en fazla yapan iller arasinda ilk
sirada yer almaktadir. Antalya’y1 930.128 tonluk tiretimle Mersin, 658.567 ton {iretimle
ise Mugla takip etmektedir (TUIK, 2021).

Domates, iilkemizde yetistirilme alanlar1 g6z oniinde bulunduruldugunda yiiksek
veriminden dolay1 treticiler arasinda en ¢ok tercih edilen kiiltiir bitkilerinden biridir.
Domates yetistiriciligini verim ve kalite agisindan etkileyen pek ¢ok biyotik ve abiyotik
faktor bulunmaktadir. Biyotik faktorler icerisinde en 6nemli tehditlerden biri viral
hastalik etmenleridir. Viriis hastaliklari, domates tarimini yetistiriciliginin yapildig1 her
bolgede ciddi bir sekilde etkilemektedir. Domates iiretiminde gegmisten giiniimiize kadar
sorun olan baslica viriis hastaliklar1 iginde Tomato mosaic virus (ToMV), Tomato spotted
wilt virus (TSWV) Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), Cucumber mosaic virus
(CMV) ve Tobacco mosaic virus (TMV) gibi virtisler yer almaktadir.

Diinyanin yasadig1 iklim degisiklikleri, ortaya yeni ¢ikan virlislerin hizli bir
sekilde yayilmasia neden olmaktadir. Bu viriislerden biri de ilk olarak 2014 yilinda
Israil’de tespit edilen Tomato brown rugose fruit virus (TOBRFV) 'tiir. 2019 yilinda
tilkemizde domates yaprak ve meyve orneklerinde ilk raporu yaymlanmistir (Fidan vd.
2019). Tobamovirus cinsi iginde yer alan ToBRFV, seralar ve iiretim alanlarinda yeni
ortaya ¢ikmis ve oldukca genis yayilim gostermis bir viriis hastaligidir ve kisa zamanda
diinya ¢apinda biiyiik 6nem kazanmaistir.

Yapilan galismalarda Tobamovirus cinsindeki viriislerin birgogunun mekanik
olarak tasmabilen ve tohum kaynakli stabil viriisler olduklari saptanmistir. Viral
patojenler ilk olarak tohum kabuguna tutunmaktadir (Broadbent 1965). ToBRFV de
tohum kaynakli bir viriis olup uzak mesafelere enfekteli tohumlar ile tasinmaktadir.
Tohumla taginmasini tehlikeli kilan bir sebep de ekiminden sonra sera i¢inde inokulum
kaynag1 olusturmasidir.

ToBRFV bir kez seranin igerisine girdiginde serada yapilan ¢aligmalar esnasinda
temasla mekanik olarak yayilabilir ve saglikli bitkileri de enfekte edebilir. Bu viriis,
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bitkisel tiretimi, ana konukcusu oldugu domates ve biberin pazar degerini 6nemli ol¢iide
etkilemektedir.

ToBRFV’nin tohumla tasindigr bilindigi halde tohumun hangi katmaninda
bulundugu ile ilgili kesin bir bilgi bulunmamaktadir. Tirkiye’de viriisiin tohumda
taginma yiizdesi ve tohumda tasinma yeri ile ilgili bir ¢alisma yapilmamistir. Bu ¢alisma
ile viriisiin tohumda tasinma ylizdesi ve yeri belirlenerek bilimsel bir gerceklik
kazandirilacak ve enfekteli tohumlarin eradikasyon yontemi belirlenmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Genel Bilgiler

Uygun ¢evre kosullarinin etkisiyle duyarli bir konuk¢u ve patojenin
etkilesimleri sonucu hastalik olgusu ortaya ¢ikmaktadir. Bir hastalik etmeninin
ortaya ¢ikmasi icin patojen, konukgu ve ¢evreden olusan ii¢ temel faktor gereklidir
ve buna hastalik iiggeni denilmektedir. Bu etmenler arasinda bitki patojeni viriisler
onemli bir yer tutmaktadir.

Domates (Solanum lycopersicum L.), diinyada ekonomik agidan en gerekli
sebzelerdendir. Diinya domates iiretimi 5,03 milyon hektarlik bir alanda 180 milyon
tonun tizerindedir (FAO, 2021). Yetistirilen domatesin énemli ekonomik kayiplara
neden olabilen funguslar, nematodlar, bakteriler ve viriisler dahil 200'den fazla
hastaliga duyarliligi nedeniyle domates tiretimi biyotik streslerden etkilenmektedir
(Singh vd. 2017; Fidan 2021).

Seralarda veya tarlada yetistirilen domates bitkileri, 6zellikle mekanik ve
tohum kaynakli virlisler olan Tobamoviriis tarafindan oldukc¢a bulasicidir.
Uluslararas1 Viriis Taksonomisi Komisyonu'nun (International ~ Committee on
Taxonomy of Viruses-ICTV) 2015 baskisina gore, Tobamovirus Virgaviridae
familyasinin yedi cinsinin 35 tiiriiyle en biiyiik cinstir (Adams vd. 2009; King vd.
2012). Bitkilerinin tiretiminde sorun haline gelen en énemli problemlerden biri,
Tobamovirus cinsine bagli viral etmenler olarak belirtilmektedir (Madhisidhan vd.
2005).

2.2. Domates Kahverengi Burusukluk Meyve Viriisii (TOBRFV)

Virtisler 151k mikroskobunda dahi goriilemeyecek kadar kiiciiktiirler
yalnizca elektron mikroskobuyla goriilebilmektedirler. Sekilleri kiiresel, g¢ubuk,
uzun ipliksi veya ¢ok ylizeyli polyhedral yapidadir. TOBRFV ise gubuk sekilli bir
viriistiir; bu 6zelligi bakimindan diger Tobamovirus’lere benzemektedir. Bu
sebeple, elektron mikroskobu ile ayirt edilmesi oldukga zordur.

Tobamovirus’ler, 4 adet ORF (Open reading frame)'yi kodlayan yaklasik
6.4 kb boyutunda tek sarmalli RNA (+ssRNA) bir viriistiir. Bir stop kodonu ile
ORF1 ve ORF2 ayrilir ve yapisal olmayan replikaz kompleksini olusturan
proteinleri kodlamaktadir. Yapisal olmayan hareket proteinini (Movement protein-
MP) ORF3 bolgesi kodlar. ORF4 ise yaklagik 18 kDa'lik kilif proteinini (Coat
protein-CP) kodlamaktadir (Domingo ve Holland 1997).

ToBRFV ilk olarak 2014 yilinda Israil’de gériilmeye baslanmistir. 2016
yilinda Urdiin’den ilk raporu bildirilmistir. Hastalik etmeni bu bildirimden 7 ay
sonra Israil’in Ramat Negev Bolgesinde tespit edilmistir. Epidemiyolojik
caligmalar, hastaligin bir y1l i¢inde {lilkenin domates yetistiriciligi yapilan ¢esitli
alanlarda yayildigin1 ortaya koymaktadir. (Salem vd. 2016; Luria vd. 2017).
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Sekil 2. 1. TBRFV-Ant-Tom adi ve MT107885 Genbank numarasi ile NCBI
veritabanina kayitli Antalya-ToBRFV domates izololatinin Zeiss Leo 906 E
TEM (Germany) Elektron mikroskopisi (Fidan 2020)

2018 yilinda domates bitkisinde Kaliforniya’da (ABD) (Chitambar 2018),
2018°de Italya Sicilya’da domates bitkilerinde goériilmiistiir (Panno vd. 2019).
Cin’den (Yan vd. 2019), Filistin’den (Alkowni vd. 2019) ve Ingiltere’den (Skelton
vd. 2019)’den de raporlar bildirilmistir. Hastalik, Urdiin, Meksika, ABD, Cin,
Fransa, Almanya, Hollanda, italya, ispanya gibi pek c¢ok iilkede goriilmektedir.
2019 yilinda Tirkiye’de ilk olarak domates bitkilerinin yaprak ve meyve
orneklerinde varligi raporlanmistir. (Fidan vd. 2019). 2020 yilinda Kibris (NPPO
2020), Hindistan, Tayland gibi tilkelerden kayitlar bildirilmeye devam etmektedir.

~ PSES

Sekil 2. 2. ToBRFV'nin diinya iizerindeki dagilimini gosteren harita (EPPO
2022)
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Sekil 2. 3. a) Yaprakta goriilen siddetli mozaik simptomu; b)Kalikste meydana
gelen kahverengilesme simptomu

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda TOBRFV’nin domatesteki simptomlarmin
domatesin tliriine gore farklilik gosterdigi dikkat ¢ekmistir. Bunlardan birincisi bazi
domates cesitlerinde yapraklarda siddetli mozaikler olusurken; bazi gesitlerde ise
meyve olgunlasincaya kadar yaprak simptomu goriillmemistir. Bu enfeksiyonun
tespiti ancak meyvelerde simptom verdiginde anlasilmistir. Domates bitkisinin
yapraklarinda mozaikler, deformasyonlar ve burusma; Tm22 dayanimi bulunduran
cesitlerin meyvelerinde diizensiz, sar1 renkli halkalar meydana gelmistir. Tm2?
dayanimi olmayan ¢esitlerde ise kahverengi burusukluk (rugose) lekeleri
olusmaktadir. Tm-22 dayanimu tasiyan beef (iri domates) tipi domates yapraklarinda
uzama ve ipliklesme seklinde belirti gdzlemlenmektedir. Iklim kosullar ise
simptomlar1 etkileyen bir diger durum olarak gozlemlenmistir (Fidan 2020).
ToBRFV’nin tipik simptomlari bu tez ¢alismasinda da goriilmektedir. Yapraklarda
klorotik mozaikler, burusma ve deformasyonlar meydana gelirken bazi gesitlerde
kalikste kahverengilesme gbzlemlenmistir.

Sekil 2. 4. ToBRFV’nin domates bitkilerinde meyve simptomu



KAYNAK TARAMASI D. ULUSOY

Sekil 2. 5. ToBRFV’nin domates bitkilerinde yaprak simptomlari

ToBRFV’yi, diger Tobamovirus tiyelerinden ayirt eden bazi simptomlar
gozlenmistir. Domateste goriilen simptomlarini  yapraklarda yogun mozaik
simptomlar1 gosterenler ve meyve olusuncaya kadar yaprak simptomu gostermeyen
cesitler olarak iki gruba ayirmak miimkiin olmustur. Bu sebeple viriisiin bitkideki
varhigr, ancak meyvedeki simptomlar ile ayirt edilebilmektedir. Domates
yapraklarinda Klorotik mozaikler, burusma ve deformasyonlar; Tm2? dayaniklilik
geni bulunduran cesitlerde meyvede sari renkli halkalar meydana gelirken;
dayaniklilik geni olmayan gesitlerde kahverengi ve burusuk lekeler goriilmektedir.
ToBRFV, tohumla tasinan bir viriis hastalig1 olmasina ragmen; bazi gesitlerde
meyve olusup renk degisimi oluncaya kadar yaprak simptomu vermedigi
bilinmektedir (Fidan ve Sarikaya 2020). Bazi ¢esitler incelendiginde ise uygun
iklim kosullarinda enfeksiyondan sonra ilk bir ay iginde simptom
gozlemlenebilmektedir. Bunun sebebinin, ¢esidin 1slah backgroundu ile alakali
diisiniilmektedir. Bu ozellik dikkate alindiginda dayaniklilik — ¢alismalarinda,
meyvede renk doniimiine kadar simptomolojik belirtilerin gézlenmesi detayl
sekilde gerekmektedir.

Tobamoviruslerin en belirgin 6zelliklerinden biri  bitkiden bitkiye
taginiminin olduk¢a kolay olmasidir. Etmenin aktarimini gerceklestiren herhangi
bir vektoriin olmadigi bilinmektedir. Ancak 6zellikle geng bitkilerde mekanik
olarak kolayca bulasabildigi bildirilmistir (Ozaslan vd. 2006). Etmenin mekanik
tasinimi ¢ok 6enmli bir konudur. Yapilan ¢alismalarda Tobamovirus’lerin insan eli,
tiretimde kullanilan alet ve ekipmanlar (Matsunaga vd. 2003), ayrica sulama suyu
(Cho1 vd. 2004) ile kolaylikla tasinabildigi raporlanmustir.

Tobamoviriisler ile miicadele i¢in dnceden test edilmis, sertifikal1 viriisten
ari tohumlarin ekilmesi 6nemlidir. Tobamoviriislerin bilinen bir bocek vektori
yoktur. Bombus arilari ile taginabildikleri bilinmektedir. Tobamoviriis, bir iiretim
alanina veya seraya girdikten sonra, tarim aletleri ve makineleri, sulama suyu ve
kontamine bitki artiklar1 gibi kirli yiizeylerde birkag¢ yil boyunca bulagici olarak
kalabilir. Saglikli bitkiler, kontamine eller, kesici aletler, kirli giysilerle temas
yoluyla kolayca enfekte olabilir (Chanda vd. 2021).
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Domateslerde TMV ve ToMV etmenlerine karst dayaniklilik saglayan
genlerin sirastyla Tm-2 ve Tm-22 R genleri oldugu bilinmektedir. Bu dayaniklilik
genleri, avirulens protein (Avr) olarak viral hareket proteinini paylasmaktadir. Tm-
22 geninin, dayanimi kirilmis olan Tm-2'den daha dayanikli oldugu bilinmektedir.
Domatesleri enfekte eden yeni Tobamovirusler tamimlandigindan dolayi, Tm-22
dayaniminin etkinligi tartisilmaktadir. Tm-22 dayaniklilik geninin iistesinden
gelebilen Tomato mottle mosaic virus (ToMMV) Meksika'da ve ToBRFV
Urdiin'den bildirilmistir (Fidan, 2020). Dayanikli bir ¢esidin olmamasi, kimyasal
miicadelesinin olmamasi, virlisii tanimaya ve miicadele yontemlerinde farkli
alternatiflere yonelik ¢alismalari 6n plana ¢ikarmaktadir.

2.3. Viriislerin Tohumla Tasinmasi

Ulkeler aras1 ticaretin ve ulasim olanaklarinin artmasi sonucunda diinyada
tohum endiistrisi 6nemli gelismeler gostermistir. Tohumun kalitesi ve verimi
kaliteli iirlin elde edilmesini saglayan faktrlerdendir. Tohum kaynakli patojenlerin
neden oldugu iiriin kayiplarini en diisiik diizeye indirebilmek ve yayilmalarini
onelemek i¢in, tohumda patojenlerin hastalik olusturdaklari veya bulagtigi kisimlar
ve tohumla tasinmay1 etkileyen faktorler gibi konularda bilgi sahibi olmak
gerekmektedir.

19. yiizyilda viriis hastaliklarin tohumla tasinmabilmeleri hakkindaki ilk
diisiinceler paylasilmistir. Mayer’in 1886 yilinda tiitiin bitkileri ile yiiriittiigii bir
calismada, Tobacco mosaic virus’iiniin taginabilir oldugunu ve mozaik belirtilerine
sebep olan etmenin bakteri ve fungustan farkli bir etmen oldugunu tespit etmistir.
1910 yilinda ise Westerdijk domates bitkilerinde Tiitlin mozaik virlisii’niin tohum
ile taginabilecegi ihtimalini ortaya atmistir (Bos, 1977).

Tohumla taginan ve 6nemli ekonomik kayiplara sebep olabilen viriisler, bazi
Ozellikleri sayesinde tamamen 6zgiin patojenlerdir. Protein sentezi mekanizmasi
olmayan viriisler cogalmak i¢in tamamen konukcu hiicrelere ihtiya¢ duyarlar (Hull,
2002). Virtsler, bakteri ya da funguslar gibi gelismis canlilar degillerdir. Sadece
canlt konukc¢u hiicre varliginda c¢ogalabilmelerinden dolayr canlilik 6zelligi
kazanan obligat parazitler olarak adlandirilmaktadir.

Agrios  (2005), tarafindan yapilan calismalar gdz  Oniinde
bulunduruldugunda 100°den fazla viriisiin az ya da ¢ok miktarlarda tohum ile
tasinabildigi belirtilmistir. Tohumla tasinmada virlis etmeni ile enfekteli bitki
dokularindan elde edilen tohumlarin kii¢iik bir yiizdesinin (%1-30) viriisii tasidigi
bilinmektedir. Fakat, bazi viriis etmeni-konuk¢u bitki interaksiyonlarinda
tohumlarin biiyiik bir kisminin ya da tamaminin bulasik oldugu durumlar da
goriilmektedir. Viriislin taginmasi, konukcu bitkinin patojenle enfekte oldugu
zamana ve konukcu-viris kombinasyonlarma bagli bir sekilde farklilik
gosterebilmektedir.

Tohum ile tasinmada ti¢ adet 6nemli durum bulunmaktadir.Birincisi bulasik
tohumlarin  ekilmesi, bu tohumlarin miktar olarak az olsa bile, inokulum
kaynaginda rastgele yayilim gostermekte ve boylece konukguda vektorler ile
sekonder olarak yayilimu arttirabilmektedir. Ikincisi, viral inokulum kaynaginin bir
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sonraki iiretim donemlerinde de goriilmesidir. Ugiincii durum ise, enfeksiyon tespit
edilememis veya analizi yapilmamis enfekteli tohumlarin, uluslararasi tohum
ticareti ile diinya capinda dagilim gostermeye devam etmektedir (Albrechtsen,
2006).

Viriisiin tasinimi, temel olarak fidelerin sasirtilmasi zamaninda koklerde
olusan yaralar sirasinda enfekteli tohum kabugundan mekanik olarak gergeklesir.
Tobamoviruslerin tohumlara ge¢is yolu ise ¢ok net anlagilamamistir. Tohum
kabugu (testa) enfeksiyonu materyal kaynakli, endosperm enfeksiyonu déllenme
sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Ayrica, yapilan calismalarda Tobamoviruslerin
enfeksiyoz ozelliklerinin bitki artiklarinda, bulasik toprakta uzun yillar siiresince
stabilitesini korudugu belirlenmistir (Roberts, 2014; Dombrovsky ve Smith, 2017).

Hiyar yesil benekli mozaik viriisi (CGMMYV) gibi tobamoviriisler
¢ogunlukla tohum kabugunu ve endospermi enfekte eder. Bu ¢alisma, ToOBRFV’nin
tohumun disinda (tohum kabugu) lokalize oldugunu 6ne siirse de bulasma gibi bazi
durumlarda 6nemli bir rol oynayan viral birikime bagli olarak viriisiin endospermde
de bulundugu goriilmektedir. Buna ek olarak fideye bulagsmanin, ¢imlenme ve ilk
bliyiime asamalarinda olusan mikro lezyonlar yoluyla gergeklestigi ileri
stiriilmektedir (Davino vd. 2020).

2.4. Tohumlarin Dezenfeksiyonu ve Eradikasyonu ile flgili Yapilan Cahsmalar

Sebze tohumlarimin kalite ve kantitesini 6nemli Olcilide etkileyen tohum
kaynakl1 viriislerin miicadelesi olduk¢a Onem tasimaktadir. Bu nedenle de
tohumlardaki viral etmenlerin inaktiflestirilmesi i¢in kimyasal uygulamalari, 1sil
islem uygulamasi, UV 151k uygulamalar1 gibi daha once yapilan ¢alismalar asagida
belirtilmektedir.

Tohumlarin dezenfeksiyon yontemleri kimyasal ve fiziksel dezenfeksiyon
olmak iizere Siiflandirilmaktadir. Bu yontemlerin uygulama siiresi, uygulanan
sicaklik vb. gibi her duruma 6zgii parametreler i¢in optimize etmek gerekir. Bu
uygulamalarin tohum ¢imlenmesinde azaltici etkisi olabilmektedir. Kimyasal
uygulamalara alternatif olarak fiziksel uygulamalar karsimiza ¢ikmaktadir ve
gelisen tohum pazari igin daha iyi bir alternatif olarak degerlendirilmektedir (Afzal
vd. 2016; Atmaca ve Akdemir 2020).

ToBRFV ve CGMMV'nin mekanik bulagsmasina kars1 yapilan bir ¢alismada
16 farkli dezenfektanin etkinligi degerlendirilmistir. iki farkli tobamoviriise karst
genis spektrumlu etkilere sahip dort dezenfektan belirlenmistir. Her iki tobamoviriis
icin de % 90-100 etkililige sahip bu dezenfektanlar: % 0,5 Lactoferrin, % 2 Virocid
ve % 10 Clorox ve CGMMV'ye kars1 % 2 Virkon ve ToOBRFV'ye kars1% 3 Virkon
olarak belirlenmistir (Chanda vd. 2021).

Rafikova vd. (2004), tarafindan yapilan bir ¢alismada disiik dozdaki
sodium dodecylsulfate konsantrasyonlarmin 52°C’de TMV kilif proteininde
diizensiz bir sekilde birikime neden olarak TMV’yi engelledigi goriilmiistiir. Daha
yiiksek dozlarda ise oda sicakliginda bile TMV kilif proteininin yapisini tamamen
bozmaktadir.
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Alkol bazli kimyasallar cogunlukla saglik sisteminde dezenfektan amaciyla
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle SARS-CoV-2 gibi son yillarda tiim
diinyay1 etkisi altina alan viriisler i¢in %70’lik alkol kulllanim1 bitki viriisleirinde
de boyle bir calismaya yol agmustir. Aktif bilesen olarak %70 alkol igeren ti¢ alkol
bazli kimyasal test edilmistir. Bunlar proteacteav, purell ve etanoldiir. Higbiri ne
CGMMV'yine de ToBRFV'yi devre dis1 birakmada etkili bulunmamastir. %60 veya
daha fazla alkol igeren bir dezenfektan, lipit membrani olan koronaviriisleri etkisiz
hale getirebiliken Tobamoviriisler i¢in, RNA molekiilleri kaplama proteinleri ve
lipid membranin olmamast sebebi ile ToBRFV iizerinde etkinlik
saglanamamaktadir. Bu durum etanol bazli kimyasallarin TOBRFV ve CGMMV
gibi viriislere kars1 neden etkili olmadigini ortaya koymaktadir (Chanda vd. 2021).

ToBRFV ile enfekteli tohumlara dort farkli termal islem uygulanmistir ve
her deney i¢in 100 parti tohum kullanilmistir. 80 °C'de 24 saat bekletilen tohumlarin
%601 pozitif, 75°C'de 48 saat 1s1l islem goéren tohumlarin %80’i pozitif, 70°C'de
96 saat ve 65 °C'de 120 saat siireyle 1s1l islem uygulanan tohumlarin ise %100’ iniin
pozitif oldugu belirtilmistir. (Davino 2020)

UV-C+US uygulamasinda domates ve hiyar tohumlar:1 10 dakika boyunca
ultrason cihazinda bekletilmis ve daha sonra 30 dakika boyunca UV-C isik
uygulamasi yapilmistir. Arastirmadan elde edilen bulgular incelendiginde UVC,
US ve UV-C+US uygulamalarinin domateste Falcon ¢esidinde klorofil miktari
disinda yer alan tiim fide biiylime parametrelerini Oonemli Olc¢lide artirdigi
goriilmiistiir. Sonug olarak, UV-C ve US ¢aligmalarinin uygulanabilir oldugu ortaya
konulmustur (Kibar 2020). Ultraviyole-C 1ginlarinin  tohum ile tasinan
mikroorganizmalara da etkisi oldugu bilinmektedir. Bu tez ¢alismasinda UV-C
1sinlarinin viriis enfekteli tohumlar iizerindeki etkileri de belirlenecektir.

Tohum kokenli patojenler bitkisel tiretimde farkli yollarla etkin olurken
onemli verim kayiplarina sebep olabilmektedir. Bu nedenle tohumun fizyolojik
yapisint olumsuz yonde etkilemeyecek cesitli yontemler uygulanmalidir.
Uygulanan baz1 yontemler, tohum canliligina zarar vermeden ¢imlenmede artis
saglarken; bazi uygulamalar ise ¢imlenmeyi olumsuz yonde etkilemektedir.
Tohumlara uygulanan eradikasyon yontemini secilirken tohum kalitesini ve
¢imlenmeyi goz oniinde bulundurmak 6nemlidir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu tez calismasma ait laboratuvar calismalari Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Molekiiler Viroloji Laboratuvarinda yiiriitiilmistiir.
ToBRFV enfekteli bitkiler Akdeniz Universitesinde bulunan seralarda yetistirilmistir.

3.1. Materyal

Calismanin ana materyalini, molekiiler yontemlerle TOBRFV teshisi konulan dane
domates ¢esidinden alinan tohumlar olusturmaktadir. Bu amagla ¢alismada kullanilan 600
adet dane domates ¢esidine ait fideler bélgemizde bulunan tohum iireticisi firmalardan
temin edilmistir. Enfekteli domates meyvelerinden elde edilen tohumlar, farkl
biiytikliikteki plastik tiipler icinde buzdolabinda 4°C’de muhafaza edilmistir.

Domates Kahverengi Meyve Burusukluk Viriisi’niin (ToBRFV) mekanik
inokulasyon asamasinda kullanilacak olan ToBRFV-Ant-Tom: MT107885’ izolati
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Labaratuvarindan temin edilmistir.

Serolojik tan1 amaciyla yapilan DAS-ELISA testlemelerinde kullanmak i¢in ticari
olarak temin edilen LOEWE markasina ait ELISA antiserum Kkitleri, ELISA plateleri,
ELISA-reader (Tecan Tradinding AG, Switzerland) kullamilmistir. ELISA
okuyucularinda test sonuglarinin degerlendirilmesinde, 405 nm dalga boyuna sahip
filtreler kullanilmastir.

Molekiiler tan1 amaciyla yapilan olan PCR c¢alismalarinda BIO-RAD firmasinin
T100 Thermal Cycler cihazi ve Termo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, ABD)
firmasindan alinan spesifik primerler, Dream Taq Green Buffer, Verso 1-step RT-PCR
kiti, 100bp DNA Ladder kullanilmistir.

Thermo Fisher Scientific firmasinin yatay elektroforez tanki, BioDocAnalyze
firmasinin Biometra cihazi, Etidium bromide, Sigma firmasina ait Agaroz elektroforez ve
jel goriintiileme islemlerinde kullanilmistir. Laboratuvardaki ¢alismalarda hassas terazi,
Vortex-GENEZ2, plastik ve cam malzemeler kullanilmistir.

ToBRFV enfekteli bitkilerin yetistirilmesi i¢in serada, damla sulama sistemi,
yaprak giibreleri, organik sivi giibreler, ¢esitli hastalik ve zararlilarla miicadele i¢in tarim
ilaglart kullanilmistir. Enfekteli Ornekler iizerinden bitki 6zsular1 elde edilmesinde
porselen havan ve havanelleri kullaniimistir.

Tohumlara 1s11 islem uygulama asamasinda Delta firmasina ait makine
kullanilmistir.

Tohumlara UV uygulamasi sirasinda Kechaoda markasia ait tasmabilir UV
sterilizasyon cihazi kullanilmstir.

Bu tez kapsaminda, hidroklorik asit, asetik asit, ozon ve hidrojen peroksit gibi
etken maddelere sahip dezenfektanlar kullanilmistir. Kimyasallarin uygulama dozlari
Tablo 1°de detayli olarak verilmistir.
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Tim bunlara ek olarak molekiiler ¢alismalarda kullanilan; SDS, NaCl, Tris,
EDTA, alkol, parafilm, alimiinyum folyo, otoklav, etiiv, steril cam malzeme vb. diger
laboratuvar ara¢ geregleri ¢esitli firmalardan temin edilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Bitkilerin yetistirilmesi

Akdeniz Universitesi uygulama seralarina daha énceden hassas oldugu bilinen
dane domates ¢esidine ait fideler dikilmistir. Saglikli bir domatesten ortalama 70-80 adet
tohum alinmaktadir, yetistirilecek dane domates ¢esidi ise virlis enfekteli olacagindan
daha az tohum tutabilecegi g6z 6niinde bulundurulmustur. Bu tez kapsaminda tohumlara
uygulanacak g¢alismalar i¢in en az 20.000 tohum gerekmektedir. Bu nedenle seraya
yaklagik 600 adet domates bitkisi, sira aras1 40 ve sira iizeri mesafeleri 70 cm olacak
sekilde dikilmistir.

Sekil 3. 1. ToBRFV ile bulasik {iretim alanlar1
3.2.2. Mekanik inokulasyon ¢alismalari

ToBRFV enfekteli yapraklar 1/10 (g/v) oraninda alinarak, 0,02 M Fosfat tampon
(pH:7) ¢ozeltisi + %0,1°lik 2-mercaptoethenol eklenerek ezilmistir Domatesler gergek iki
yaprakli doneme geldiginde elimizde bulunan “’ToBRFV-Ant-Tom: MT107885¢
izolatlartyla belli araliklarla bu bitkilere “’soft sponge pad’’ yontemi ile mekanik
inokulasyon yapilmistir. Bu noktada silingerin piiriizlii tarafi ile bitkinin yapraklarinda
acilan mikro diizeydeki yaralarin derin olmamasina ve doku dliimii ger¢ceklesmemesine
dikkat edilmistir.
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Sekil 3. 2. Domates bitkilerine uygulanan ToBRFV mekanik inokulasyonu
3.2.3. Simptomolojik gézlem ve 6rneklerin toplanmasi

ToBRFV etmeni domates bitkisinde yaprakta ve meyvede ayni anda simptom
gostermesinin yaninda, bazi durumlarda yaprakta gosterirken meyve gostermemekte, bazi
durumlarda ise yaprakta simptom gdstermiyorken sadece meyvede gostermektedir.

Gozlemlerin devam ettigi erken donemde, ToOBRFV etmeni belirtisi olan kaliks
damarlarinda belirgin kahverengilesmeler goriilmiistiir. TOBRFV etmeninin yol agtigi,
meyvede kahverengi lezyonlar, yapraklarda siddetli mozaik simptomlarina rastlanmistir.
Hastalik etmeninin belirtilerinin gozlemlenmesine domates bitkilerinin 6. salkim
meyveleri kizarincaya kadar devam edilmistir.

Hastaligin domatesteki tipik simptomlar1 olarak yapraklarda mozaik, kalikste
kahverengilesme ve meyvelerde diizensiz sar1 halkalar seklinde belirti gosteren domates
meyveleri 3.salkimdan itibaren hasat edilmistir.

3.2.4. ToBRFYV simptomlu meyvelerden tohum ¢ikarma islemleri

e ToBRFV enfekteli meyvelerden tohum ¢ikarma islemi i¢in Oncelikle olgunlasan
domates meyveleri hasat edilmistir.

e Tohum ¢ikarilacak ortam ve kullanilacak arag-gerecler steril edilmistir.

e Tohum almaki¢in sectigimiz domatesler, bir bigak vasitasiyla ortadan ikiye
ayrilmistir.

e Ayirilan tohumlar bir kabin i¢ine kagik yardimiyla aktarilmistir.

e Aktarma islemi bittikten sonra tohumlar1 fermante etmek igin serin ve golge bir yerde
kendi suyu igerisinde bir gece bekletilmistir.

e Fermantasyon i¢cin biraktigimiz tohumlarin iizerinde olusan tabaka bir kasik
yardimiyla alinip, tohumlar siizgecten gegirilmistir.

e Siizgegten gecirirken tohumlara zarar vermeyecek sekilde domates kalintilar
temizlenmistir. Sonrasinda tazyikli olmayan suyla tohumlar yikanmstir.

¢ En son igslem olarak tohumlar kuruyana kadar serin ve giines 15181 almayan bir yerde
bekletilmistir.
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Sekil 3. 3. a) ToBRFV enfekteli domates yapragi; b,c) TOBRFV enfekteli domates
meyveleri; d,e) TOBRFV enfekteli meyvelerden tohum ¢ikarma islemi ve eldesi

3.2.5. ToBRFV’nin tohumla tasinma yiizdesinin belirlenmesi

Simptom gésteren ve yapilan testlemeler sonucu ToBRFV enfekteli (RT-PCR
pozitif) bitkilerin meyveleri belirli olgunluga ulastiginda toplanmistir. Molekiiler
yontemlerle ToBRFV teshisi konulan domates bitkilerinin meyvelerinden tohumlar
tohum alma islemine uygun olarak ¢ikarilmistir.

Bu ¢alismanin ilk asamasinda TOBRFV enfekteli domates meyvelerinden alinan
1000 adet tohumun her biri ayr1 6rnek kabul edilerek testlenmistir.

Ikinci kisimda ise TOBRFV temasla kolayca yayilabildiginden bulas riskini
ortadan kaldirmak i¢in enfekteli domates meyvelerinden alinan diger 1000 adet tohuma
ylizey sterilizasyon iglemi uygulanmistir. Bu islem kapsaminda tohumlar %10°luk TSP
cozeltisinde 3 saat bekletilmistir ve ardindan 5 dakika boyunca su ile yikanmistir. Yiizey
sterilizasyon islemi uygulanan tohumlar, her biri ayri Ornekler kabul edilerek,
eppondorflara aktarilarak testlenmistir. Bu ¢aligmalar ile viriisiin tohumda taginma
yiizdesinin belirlenmesi amaglanmaktadir.

DNA c¢ikarma islemi sirasinda total niikleik asit ekstarasyonu yapilmistir. Bu
islem dellaporta yontemi ile yapilmistir (Dellaporta vd. 1983).RNA kokenli bir viriis olan
ToBRFV’nin tohumda var olup olmadigini teshis etmek amaciyla RT-PCR (Reverse
Transcription- Polymerase Chain Reaction) ve yontemiyle testlemeler yapilmigtir. RT-
PCR testlemesi sirasinda ToBRFV’ye spesifik olarak gelistirilen primer ¢ifti
kullanilmistir. (Fidan vd. 2021). Cizelge 3.1°de primer ¢ifti verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan primer ¢iftleri ve sentezlenecek bolgenin molekiiler
biyikligi

Primer adi 5' -3’ Dizilim Uriin Referans
Boyutu
ToBRFVF1 CTTCCAAACGTGTACGCACC 472 bp Fidan vd.
ToBRFVR1 ATGCATCTTCCATTGCGCTG 2021

Cizelge 3. 2. RT-PCR igerigi

Kimyasal maddeler Miktarlar: (uL)
Verso Enzim 1

2X 1-Step RT-PCR ReddyMix 25

RT Enhancer 2.5
Forward primer 1
Reverse primer 1

Kalip RNA 2

Distile su 17.5
TOPLAM HACIM 50

Cizelge 3. 3. RT-PCR protokolii

Asamalar Sicakhik Siire | Dongii Sayisi
cDNA Sentezi 50°C 15 dk 1
Verso inaktivasyonu [ 95°C 2 dk

Denatiirasyon 95°C 20sn

Annealing 59°C 30sn 35
Extension 72°C 45sn

Son Uzama 72°C 15 dk 1

3.2.6. ToBRFV’nin tohumla tasinma yeri ve mekanizmasinin belirlenmesi

Tohumla tasinan bitki virlisleri; tohum kabugunda, embriyosunda veya
endosperminde bulunabilir. ToBRFV’nin tohumun hangi katmaninda bulundugunu
belirlemek i¢in molekiiler yontemlerle ToOBRFV teshisi konulan domates bitkilerinin
meyvelerinden 2000 adet tohum, tohum alma islemine uygun olarak ¢ikarilmistir.

Tohumlardan 1000 tanesine ylizey sterilizasyonu islemi yapilmis béylece tohum
kabugunda bulanabilecek viriisiin tohum kabugu ve embriyoyu birbirinden ayirma islemi
sirasinda embriyoya bulagmasinin engellenmesi amaglanmistir. Bu islem igin tohumlar
%10’luk TSP ¢ozeltisinde 3 saat bekletilmistir ve ardindan 5 dakika boyunca su ile
yikanmistir.
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Embriyo ve endospermdeki tasinma oranlarini belirlemek i¢in embriyo kurtarma
islemi yapilarak birbirinden ayrilan 1000 adet embriyo ve 1000 adet endosperm RT-PCR
yontemiyle ayr ayr1 test edilmistir.

Tohumlardan embriyo ¢ikartmak 32 giinli geciren meyvelerde oldukga giigtiir
¢linkii endosperm katilagsmakta ve embriyo ayrilma asamasinda zarar gormektedir.
Embriyo kurtarma isleminde en uygun dénemin tozlanmadan itibaren 28-32 giin oldugu
ifade edilmektedir (Ellialtioglu ve Abak, 1986). Embriyo ve endosperme zarar vermeden
birbirinden ayirmak olduk¢a zordur. Bunun i¢in yapilan ¢alismalar incelenmis, erken
donemlerde embriyonun tam olusmadigr goriilmistir. Bu bilgiler 1s18inda tez
calismasinda tozlanma asamasindan (6-12 Ekim) sonra domateslerin toplanma tarihine
dikkat edilmistir, domateslere etiket takilmis ve etiketlerin {izerine tozlanma yapildig
giiniin tarihi yazilmistir. Embriyo kurtarma isleminde tohum elde edilecek domatesler
icin bu etiket tarihleri goz oniinde bulundurularak tozlanma tarihinden itibaren 28-30 giin
(3-5 Kasim) sonra toplanan domateslerden tohum alinmigtir. Bu galisma ile virlisiin
embriyoda taginma oraninin belirlenmesi amaglanmaktadir.

Sekil 3. 4. a) Tozlanmadan itibaren 28-30 giin sonra meyvelerin toplamasi; b,c,d)
Tohumun endosperm ve embriyosunu birbirinden ayirma islemi, e) Elde edilen
embriyolarin ezilmek {izere eppendorf tiiplere aktarimi

Elde ettigimiz diger 1000 adet tohum kabugu ise ylizey sterilizasyonu islemi
uygulamadan tohum kabugu c¢ikarilarak her biri tek tek olmak sartiyla RT-PCR
yontemiyle test edilmistir (Cizelge 3.3).
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3.2.7. Miicadeleye yonelik ¢calismalar

Viriis hastaliklarina kars1 dayanikli ¢esidin ve kimyasal miicadelenin olmamasi
alternatif miicadele yontemleri arayisina yol agmaktadir. Bu tez ¢aligmasi bitkilerde
verim ve kaliteyi sekteye ugratan ToBRFV hastaliginin tohumla tasmabilirliginin
siirlandirilmasi adina ¢aligmalar yapmaya olanak saglamaktadir.

3.2.7.1. Isil islem uygulamasi

ToBRFV ile enfekteli domates meyvelerinden tohum alma islemiyle elde edilen
her grup i¢in 1000 adet tohuma sicaklik uygulamasi yapilmistir. Tohum partileri islem
siiresine gore 3 gruba ayrilmstir.

Cizelge 3. 4. Tohumlara 1s1l islem uygulama siireleri

72°C’de 24 saat
20°C’den 72°C’ye 24 saat 72°C’de 24 saat saat
1. grup (+)
2. grup (+) (+)
3. grup () (+) (*)

Kadameli olarak 24 saat igerisinde yavas yavas 20°C’den 72°C’ye sicaklik artigi
gerceklestiren makinede keseler igerisine konulan 1000 adet tohum 50 rpmde
dondiiriilerek kuru hava uygulamasina maruz birakilmistir.

I1k grupta 1000 adet tohum, 20°C’den 72°C’ye kademeli olarak sicaklik artis1 olan
makinede 24 saat bekletilmis, 2. grup bu 24 saate ek olarak 24 saat de 72°C’de tutulmus,
3.grup ise 1.gruba ek olarak 72°C’de 48 saat 1s1l isleme tabi tutulmustur.

Yapilan 3 tekerriirlii ¢alismalarla, her gruptaki 1000 adet tohum RT-PCR
yontemiyle test edilirken; kontrol grubu olarak eklenen 400 adet saglikli domates
tohumunun da ¢imlenme giiciiniin sicaklik uygulamasindan olumlu ya da olumsuz etkileri
test edilmistir.

[ RITUTNA

Yook 1o Narm Geok - 300 .0wn

LA 720 C

14 A weren Degerte Bereme

Sekil 3. 5. Kademeli olarak sicaklik artig1 gergeklestiren 1s1l iglem makinesi
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3.2.7.2. UV 151k uygulamasi

Tezin bu asamasinda UV 1sik uygulamalarinin tohum sterilizasyonuna etkisi
denenmistir. UV-C radyasyonunu olusturan 200-280 nm araligindaki 254 nm degeri
ToBRFV enfekteli tohumlara 30 dakika siire ile uygulanmustir.

UV 151k uygulamasi yapilan 1000 adet tohum 250’serli 4 gruba ayrilarak ezilmistir
ve DAS-ELISA (Double Antibody Sandwiches Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
(Clark ve Adams (1977), Erkan (1998)) testlemesi ile tohumlarda viriis olup olmadig:
belirlenmigtir. Bu islem 3 kez tekrarlanmistir. Bulgularda 3 tekerriirlii sonuglarin
ortalamasi verilmistir.

Sekil 3. 6. a) UV stk uygulama makinesi; b) 250'ser olarak
gruplandirilan 1000 adet tohumun ezilmesi

3.2.7.3. Kimyasal uygulamalari

ToBRFV teshisi konulan domates bitkilerinin meyvelerinden tohumlar, tohum
alma islemine uygun olarak c¢ikarilmistir. 1000 adet tohum baglangi¢c materyali olmak
tizere her biri i¢in;

Kullanilan 6 farkli dezenfektan, belirlenen oranda su ile seyreltildikten sonra
tohuma uygulanmistir. Dezenfektan uygulanan her 1000 tohum kendi iginde 250’serli
olmak tizere 4 gruba ayrilmistir.
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Sekil 3. 7. @) Tohum alma islemine uygun olarak ¢ikarilan tohumlar; b,c)
Tohumlara dezenfektan uygulamasi

Sonrasinda ise DAS-ELISA testlemesi yapilmistir. Cikan sonuglara gore

dezenfektanlarin etkinligi ortaya konulmustur.

Cizelge 3. 5. Tohumlara uygulanan farkli dezenfektanlar ve dozlar

Dezenfektan | Uygulama Aktif icerik Uygulanan | Uygulama
Orani Mataryel Siiresi
Tsunami 100 %1 %30-60 Asetik asit 1000 adet 30 dk
enfekteli
%15,2 Peroksiasetik asit tohum
%11,2 Hidrojen peroksit
Biocon A %1 %50 Potasyum 1000 adet 30 dk
peroksimonopersiilfanat enfekteli
tohum
Desy clean %1 Hidrojen peroksit Sorbik asit, 1000 adet 20 dk
Perasetikasit ve Sodyum Benzoat vb. enfekteli
tohum
Bioxi %1 Ozon (O3 1000 adet 30 dk
enfekteli
tohum
HCI (Tuz %?2 %18 (£2) Hidroklorik Asit (Cas 1000 adet 30 dk
Ruhu) No0:7647-01-0) Ve Deiyonize Su enfekteli
tohum
TSP %10 Trisodyum fosfat 1000 adet 3 saat
enfekteli
tohum
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3.2.7.4. Farkh islemlerin birlikte uygulanmasi
Tim degiskenlerin farkli kombinasyonlarla birlikte uygulandigi asamadir.

Cizelge 3. 6. Uygulanan farkli eradikasyon islemlerinin kombinasyonlari

Materyal Kimyasal UV
300 adet 1s1l islem uygulanmis tohum (+) (-)
300 adet 1s1l islem uygulanmis tohum ) (+)
300 adet 1s1l islem uygulanmis tohum (+) (+)

300 adet enfekteli tohuma 1sil islem uyguladiktan sonra ilk olarak 1s1l
islemtkimyasal, daha sonra 1s1l islem+UV ve en sonunda ii¢ yontem (1s11+ kimyasal+UV)
birlikte denenmistir. Boylece ToBRFV’nin tohumda eradikasyonuna yonelik
kullandigimiz yontemlerin bir arada kullanildigindaki basaris1 gozlemlenmistir.

3.2.8. DAS-ELISA calismalari

Tamamlanan bu tez ¢alismasindaki tohum 6rnekleri, TOBRFV etmeninin tespit
edilmesi amaciyla, ticari tani kitleri ve reagentlar kullanilarak DAS-ELISA yontemi ile
test edilmigtir. DAS-ELISA testleri ToBRFV’nin teshisine yonelik iretilen ticari
antiserum kitleri (LOEWE® Biochemia, Almanya) ile yiriitilmiistiir.

1. Virilise spesifik antibody (IgG) ile kaplama tamponu (coating) protokolde
belirtilen oranda (1/200) seyreltilmistir ve ELISA plate’nin her kuyucuguna 200 pl
konularak 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir.

2. ELISA plate’i yikama buffer1 ile 8 kez yikanmis ve her yikamada, kuyucuklara
yikama buffer1 eklendikten sonra 1 dakika beklenmistir.

3. Cikartilan tohum ornekleri, 1/5 oraninda ekstraksiyon tamponu ile ezilerek
ckstraktlart hazirlanmig, pozitif ve negatif kontroller de eklenerek 4°C’de bir gece
inkiibe edilmistir.

4, 4°C’den alinan plate igin 2. asamada belirtilen sekilde yikama islemi
tekrarlanmistir.

5. Enzimle isaretli IgG antibody ve konjugate tamponu (1/200) oraninda
seyreltilerek her bir gukura 200ul eklendi ve elisa plate’i 37°C de 4 saat inkiibasyona
birakildi.

6. 2.asamada belirtilen sekilde yikama iglemi tekrar edilmistir.

7. Para nitrofenilfosfat, substrat tamponuna 1mg/ml olacak sekilde eklenmis ve

cozelti her bir kuyucuga 200 pl eklenmistir. Enzimatik tepkime i¢in oda sicakliginda ve
karanlikta 1-2 saat inkiibasyona birakilmistir.
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8. Plate cukurlarindaki renk degisimine dayali Olgiimlerin somut verilerle
degerlendirilebilmesi i¢in ELISA Reader cihazinda 405 nm’lik dalga boyunda
okunmustur.

Sekil 3. 8. DAS-ELISA testlemelerinde kullanilan ¢ozeltiler

Cok sayida Ornegin ayni zamanda test edilmesine olanak saglayan bu yontem
kapsaminda ISTA’ya uygun sekilde tohum 6rnekleri hazirlanmstir. iki tekerriirlii olarak
500 tane tohum alinarak, DAS-ELISA metoduyla test edilmistir (ISTA, 2007; ISF, 2012;
ISF, 2013).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez calismasi verim ve Kkaliteyi sekteye ugratan ToBRFV’nin tohumla
taginabilirliginin sinirlandirilmas1 adma ¢alismalar yapmaya olanak saglamaktadir.
Tiirkiye’de bu viriisiin tohumda taginma yiizdesi ve tohumda tasinma yeri ile ilgili bir
calisma yapilmamistir. Bu ¢alisma ile etmenin tohumda tasinma yiizdesi, yeri ve enfekteli
tohumlarin eradikasyon yontemi ile ilgili bulgular asagidaki gibi tartisilmastir.

4.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

Akdeniz Universitesi uygulama seralarma ToBRFV agisindan temiz olan 600 adet
dane domates fidesi 7 Eyliil 2021 tarihinde dikilmistir. 6-12 Ekim tarihleri arasinda
bitkilerin tozlanma islemi gergeklestirilmistir. Antalya ilinde domates tireticiligi aktif bir
sekilde tiretim sahasi oldugundan, iireticilerin en ¢ok tercih ettigi giibreler ve en sik
karsilasilan hastaliklarla ilgili ila¢ uygulamalar1 yapilmistir. Serada goriilen yabanci
otlarla, zararllarla (beyaz sinek, tuta, galeri bocegi vb), bakteri ve funguslarla kiiltiirel ve
kimyasal yollarla miicadele edilmistir.

Sekil 4. 1. Domates fidelerinin araziye dikilmesi
4.2. Mekanik inokulasyon Calismalari

Domates Kahverengi Meyve Burusukluk Viriisiiniin (ToBRFV) bulastirma
isleminde kullanilan *ToBRFV-Ant-Tom: MT107885" izolat1 Akdeniz Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Labaratuvarindan temin edilmistir. Elde edilen izolat, Soft
sponge pad yontemiyle bitkilerin 3. ve 4. gercek yapraklarina inokule edilmistir. Seraya
dikilen fidelere ilk olarak 14 Eyliil tarihinde mekanik inokulasyon islemi uygulanmistir.
[k bulastirma isleminden 3 giin sonra ikinci bulastirma yapilmis, bu islem ardindan 7 giin
araliklara 3 kez daha inokulasyon islemi tekrar edilmistir. Domates fidelerine toplamda 5
kez mekanik inokulasyon iglemi yapilmistir ve bu islemlerin, domates bitkilerinde
enfeksiyonu basarili bir sekilde olusturdugu yapilan butez ¢aligmasindaortaya konmustur.
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Sekil 4. 2. ToBRFYV izolatlarinin fosfat tampon ile ekstraksiyonu

Cizelge 4. 1. Mekanik inokulasyon uygulama tarihleri

Inokulasyon sayisi Uygulama tarihleri
1. 14.09.2021
2. 17.09.2021
3. 24.09.2021
4. 1.10.2021
5. 08.10.2021

4.3. Simptomolojik Gézlem ve Orneklerin Toplanmasi

Ik bulastirmay1 takip eden 21. giinde yaprak simptomlar1 gdzlemlenmistir.
ToBRFV’in tipik simptomlari bu tez caligmasinda da goriilmektedir. Yapraklarda
klorotik mozaikler, burusma ve deformasyonlar meydana gelirken bazi ¢esitlerde kalikste
kahverengilesme gdzlemlenmistir. Mekanik inokulasyon uygulamasi yapildiktan sonra
sonra elde edilen bitki 6rnekleri lizerinde simptom gosteren ve yapilan testlemeler sonucu
ToBRFV enfekteli (RT-PCR pozitif) olan bitkilerin meyveleri, meyveler 3. salkima
geldiginde yaklagik 500 adet domates meyvesi toplanmustir.
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Sekil 4. 4. ToBRFV enfekteli meyve simptomlari

4.4. ToBRFV Simptomlu Meyvelerden Tohum Cikarma islemleri

Hasat edilen ToBRFV enfekteli meyvelerden tohum ¢ikarma islemi sirasinda
oncelikle, olgunlagan domates meyveleri ortadan ikiye ayrilarak daha once belirtilen
sekilde tohumlar ¢ikarilmstir. Elde edilen tohumlardan 100 adeti sayilmis ve tartilmistir.
100 adet tartilan tohum 0,24 gram gelmistir. Daha sonra ¢ikarilan tohumlar bu tartima
gore 100erli paketlenmistir. Islem sonunda stogumuzda 218 adet tohum paketi
bulunmustur. Bu sonuglara gore elimizde 21.800 adet ToBRFV enfekteli tohum
bulunmaktadir.
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Sekil 4. 5. @) Elde edilen tohumlarin filtre kagitlarinda kurutulmasi; b)Tohumlarin
tartilmasi

4.5. ToBRFV’nin Tohumla Tasinma Yiizdesinin Belirlenmesi

Bu ¢alismanin ilk asamasinda TOBRFV enfekteli domates meyvelerinden alinan
1000 tane tohumun her biri ayr1 6rnek kabul edilerek RT-PCR yontemi ile testlenmistir.
1000 adet tohum tek tek eppendorf tiiplere alinmigtir ve tohumlara Della Porta yontemi
ile (Dellaporta vd. 1983) total niikleik asit izolasyonu uygulanmigtir. DNA ¢ikarildiktan
sonra ToBRFV’e 6zgii primer ile (Cizelge 3.1.) belirlenen protokole gore (Cizelge 3.3)
RT-PCR islemi uygulanmigtir.

Bu asamada yapilan molekiiler ¢calismalar sonucunda, tiim tohumlarda ilgili viriis
etmenine rastlanmistir. Tohumlarda %100 oraninda kontaminasyon goriilmesinin sebebi,
domateslere uygulanan bulastirma isleminin déllenme doneminden 6nce yapilmasindan
kaynaklanmaktadir. Erken déonemde yapilan bulastirma inokulum miktarini artirmistir ve
bu durum tarafimizca beklenen bir sonugtur. TOBRFV etmeni, enfekteli meyvelerden
temasla kolaylikla tohumlara ge¢mistir. Sonucun handikap1 herhangi bir dezenfeksiyon
islemi uygulamadan tohumlarin testlenmesi olarak saptanmistir. Bu durumun ortadan
kaldirilmasi i¢in ikinci bir ¢alisma yapilmastir.

Sekil 4. 6. RT-PCR sonucu ToBRFV pozitif 6rnekler
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Sekil 4. 7. 1000 adet tohumun DNA izolasyon iglemleri

Calismanin  ikinci asamasinda ise ToBRFV etmeni temasla kolayca
yayilabildiginden bulas riskini ortadan kaldirmak icin enfekteli domates meyvelerinden
alinan diger 1000 adet tohuma yiizey sterilizasyon islemi uygulanmistir. TOBRFV ile
enfekte olmus meyvelerden ekstrakte edilen tohumlar, 3 saat siireyle %10 trisodyum
fosfat ile muamele edilmistir. ilk asamada uygulanan aym yontemler tekrar edilerek her
bir tohum ayr1 bir 6rnek olarak kabul edilmis ve RT-PCR yontemiyle 1000 tohum
molekiiler testlere tabi tutulmustur.

Testleme sonucu elde edilen RT-PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde
yuritildiikten sonra UV 1sik altinda degerlendirilmistir. Viriise spesifik primerler
kullanilak hedef bolge cogaltilarak beklenen biiyiikliikte (bp) bant veren drnekler pozitif
olarak kabul edilmistir. Yapilan testlemelerde 1000 6rnekten 992 tanesi negatif olarak
bulunmus, 8 tanesi ise 475 bp’da bant vererek ToBRFV etmeni yoniinden pozitif
bulunmustur. Jel elektroforezinde goriilen bantlar, tohumlarin TOBRFV ile enfekteli
oldugunu gostermektedir. Bu sonuglara gére ToBRFV’nin %100 kontaminasyon orani
yapilan dezenfeksiyon iglemleriyle giderilerek etmenin tohumda taginma yiizdesi ortaya
konulmustur ve bu sonu¢ %0,8 olarak belirlenmistir. Bu taginmanin tohumun hangi
katmaninda oldugunu belirlemek igin tezin bir sonraki adiminda tohumun katmanlari
birbirinden ayrilarak testlenecektir.

ToBRFV’nin tohumla taginma oran1 diisitk bulunmus olsa da etmenin virulensligi
oldukca ytiksektir. Bu durum ¢ok fazla enfeksiyon yaratabilir ve epideminin olugmast i¢in
ciddi bir sorun olusturabilir.

Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMYV) kabakgillerde goriilen TOBRFV
kadar tehlikeli ve etkin bir viriistiir. Bu virilislin hiyar tohum kabugunda %100’e kadar
kontaminasyona ulastig1 ve virlisiin tohumda taginma oran1 %0,9 olarak belirtilmektedir.
(Cordoba-Selle vd. 2017). Bizim galismamizda da dezenfeksiyon islemi uygulanmadan
testlenen tohumlarda %100 oraninda ilgili etmene rastlanmigtir ve etmenin tohumda
tasinma oran1 %0,8 olarak bulunmustur, buldugumuz sonuglar literatiir verileri ile
paralellik gostermektedir.

26



BULGULAR VE TARTISMA D. ULUSOY

4.6. ToBRFV’nin Tohumda Tasinma Yeri ve Mekanizmasinin Belirlenmesi

Tez kapsaminda ToBRFV nin tohumda tasinma yerinin belirlenmesi i¢in embriyo
ve endospermi birbirinden ayirmak amaciyla, embriyo kurtarma iglemi yapilmistir.
Tohumlardan 1000 tanesine ylizey sterilizasyonu islemi uygulanmis bdylece tohum
kabugunda bulanabilecek viriisiin tohum kabugu ve embriyoyu birbirinden ayirma iglemi
sirasinda embriyoya bulagsmasinin engellenmesi amacglanmistir. Birbirinden ayrilan 1000
adet embriyo ve 1000 adet endosperm serolojik ve molekiiler yontemlerle ayri ayri test
edilmistir.

Embriyo kurtarma islemi oldukga giictiir, tozlanmadan itibaren giin gegtikce
endosperm katilagmakta ve embriyo ayrilma asamasinda zarar gormektedir. Bunun i¢in
yapilan ¢alismalar incelenmis Ellialtioglu ve Abak (1986)’a gore embriyo kurtarma
isleminde en uygun dénemin tozlanmadan itibaren 28-32 giin oldugu belirlenmistir. Bu
tez kapsaminda da bu bilgiler 1s18inda embriyo ve endosperme zarar vermeden
birbirinden ayirmak i¢in en uygun zamanin tozlanmadan itibaren 28-30 giin oldugu
belirlenmistir.

Tamamlanan tez c¢alismasinda domateslerin tozlanma asamasindan sonra
toplanma tarihine dikkat edilmistir, Domateslere tozlanma yapildig: giiniin tarihi domates
meyvelerinin tizerine takilan etiketlere not edilmistir. Embriyo kurtarma isleminde tohum
elde edilecek domatesler i¢in bu etiket tarihleri géz oniinde bulundurularak tozlanma
tarihinden itibaren 28-30 giin sonra hasat edilen domateslerden tohum alinmustir.

Sekil 4. 8. Tozlanma tarihine gore toplanan domatesler
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Sekil 4. 10. Tohum katmanlarinin ayrildigi steril ortam

Ornek sayisi fazla oldugu igin 6ncelikle DAS-ELISA testleriyle etmenin varligi
tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore 405 nm dalga boyunda okunan degerler igin
negatif kontrol orneginin iki katindan fazla degere sahip Ornekler ve platedeki
kuyucuklarda sar1 renk olusumu gozlenen 6rnekler enfekteli olarak kabul edilmistir.

Calismamiz kapsaminda tohumda tasinma oranlarinin belirlenmesinde hata payini
minumuma disirmek ve elde edilen sonuglardan emin olmak amaciyla yapilan
testlemelerde molekiiler ve serolojik yontemler bir arada kullanilmistir. DAS-ELISA
testlerinde pozitif bulunan 6rnekler ve rastgele se¢ilmis 10 6rnek molekiiler olarak da
teste tabi tutulmustur. Elde edilen total RNA’lar TOBRFV’ye 6zgii spesifik primeler ile
Verso 1-Step RT-PCR Reddy Mix Kit kullanilarak RT-PCR islemi uygulanmigtir. RT-
PCR isleminden sonra elde edilen iiriinler %1,5’luk agaroz jelde yiiriitilmiistiir ve son
olarak UV altinda goriintiilenmistir. Iki yéntemden elde edilen veriler incelendiginde
ELISA reader sonuglarina gore pozitif olan 6rnekler, RT-PCR isleminden sonra jel
goriintiisiinde 475 bp’da bant vererek pozitif olarak bulunmustur.
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Tozlanma islemini takiben 28. giin embriyo kurtarma islemi yapilidiginda
yaptigimiz 4 tekerriirlii calismalar neticesinde, embriyoda ilgili etmene rastlanmadig;
endospermde ise viriisiin tasinma oranlari incelendiginde ilk ¢alismada %0,7, ikinci %0,8,
ticlincii %0,9 ve dordiincli calismada ise %0,8 olarak bulunmustur. Bu durumda dort
calismanin ortalamasi alindiginda ToBRFV’nin 1000 tohumdan 8 tanesinde pozitif
bulundugu ve tasinmanin %0,8 oraninda endospermde lokalize oldugu bu calisma
kapsaminda tespit edilmistir.

Sekil 4. 11. a) RT-PCR iiriinlerinin agaroz jele yiiklenmesi; b) RT-PCR sonucu
pozitif bulunan endosperm ornekleri

Salem vd. 2022 yilinda biyolojik, molekiiler ve serolojik calismalar sonucu
ToBRFV'nin domates tohumlarindaki lokalizasyonunun sadece tohum kabugunda (testa)
oldugunu ileri stirmektedir. Viriisiin tohumdan fideye gecis oranin1 %0.8 oldugunu
belirtmistir.

Tobamoviriisler tohum kaynakli, mekanik olarak tasian viriislerdir; cogunlukla
tohum kabugunu ve endospermi enfekte eder. Albrechtsen (2006)’a gore,
tobamoviriislerin tohumla tasinmasi %1-20 araligindadir. TOBRFV etmenine nadiren
endospermde rastlandigi, etmenin asil olarak tohum kabugunda tasindigi ve embriyoda
goriilmedigi belirtilmektedir. Enfekteli tohumlardan bitkilere gecis, ¢imlenme esnasinda
mikro lezyonlar yoluyla gerceklesmektedir. ToBRFV’nin tohum aktarim orani
kotiledonlarda% 2.8 ve liglincii ger¢ek yaprakta % 1.8 olarak bulunmustur (Salvatore
Davino vd. 2020). Yiiriitiilen bu calisma ile diger ¢alismalar arasinda paralel sonuglar
elde edilmistir. Bizim arastirmalarimiz neticesinde de ToBRFV etmeninin tohum
kabugunda ve endospermde tasindigi, embriyoda ise etmenin goriilmedigi saptanmistir.
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Cizelge 4. 2. Baz1 viriis hastaliklarinin tohumla bulasik olma durumlart ve tasinma
oranlar1

Viriis Konuk¢u Kontaminasyon Tasinma | Referans

Cucumber Cucurbitaceae + (%84) + (%2) Shargil vd. 2017

green  mottle + (95%) +(>%1) | Reingold vd. 2015
?g’é?\;l"Mv)""“S + 100%) +9%0,9) | Cordoba-Selle vd. 2017
Tomato brown | Solanaceae % 0.8 Salem vd. 2022

rugose fruit | Domates

virus

(ToBRFV)

Tomato brown | Solanaceae % 0.8 Bu tez caligmasi
rugose fruit | Domates kapsaminda

virus

(ToBRFV)

4.7. Miicadeleye Yonelik Calismalar
4.7.1.Is1l islem uygulamasi

Kimyasal kontroliin yetersiz kaldigi durumlarda tohum kaynakli viriislerin
kontrolii i¢in termoterapi islemlerine bagvurulmaktadir.

Tohumlarin dezenfeksiyon yontemleri kKimyasal ve fiziksel dezenfeksiyon olmak
tizere iki gruba ayrilmaktadir. Bu yontemlerin uygulanmasi sicaklik, uygulama siiresi gibi
her duruma 6zgii parametrelerin optimizasyonunu gerektirmektedir. Bu uygulamalarin
tohum c¢imlenmesini azaltic1 etkisi olabilmektedir. Kimyasal uygulamalara alternatif
olarak fiziksel uygulamalar karsimiza ¢ikmaktadir ve gelisen tohumculuk sektorii i¢in
daha iyi bir alternatif olarak degerlendirilmektedir (Afzal vd. 2016; Atmaca ve Akdemir
2020).

Bu tez ¢alismasinda da yiizey sterilizasyonu islemini takiben kuru hava iifleyen
50 rpm de donen 20°C ‘den 72°C ‘ye bir giinde yavas yavas yiikselerek kademeli olarak
sicaklik artis1 gerceklestiren makinedeki tohumlar, uygulama sonrasi test edilmistir.
Tohumda tasinma orani %0.8 olan ToBRFV’nin bir giinliik 1s1l islem uygulamasindan
sonra %0.5 seviyelerine diistiigii goriilmiistiir ve bu bir gilinliik uygulamay1 takiben de
72°C de 2 giin boyunca donerek ii¢ gilinliik kuru hava islemlerinden gegen tohumlar
molekiiler yontemlerle test edildiginde ToBRFV’nin %0,8 olan tohumda tasinma
oraninin %0,3’e diistiigii (RT-PCR, PCR ve RT-qPCR) testleriyle ortaya konulmustur.
Isil islem uygulamast ToBRFV 'yi ¢ok az bir oranda elimine etmesine ragmen, tiim
tohumlarda virlisii eradike edememistir. Ortaya ¢ikan sonuglarin literatiirle paralellik
gosterdigi saptanmistir.

Daha 6nceki ¢alismalar incelendiginde tohumla tasinan bir virlis olan PepMV’a
yonelik miicadele yontemleri belirlenmistir. Bu viriis ile enfekteli tohumlar 3 saat
boyunca %10 trisodyum fosfat soliisyonunda bekletilmesiyle biiyiikk oOl¢iide yok
edilmistir. 80°C'de 24 saat ve 74°C'de 48 saat uygulanan 1s1l islemler PepMV'yi elimine
etmesine ragmen, bu islemler tiim tohumlarda viriisii yok etmemistir. Yapilan fig
uygulamanin  da  tohum  ¢imlenmesini  {izerinde  olumsuz  bir  etkisi
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goriilmemektedir. Sonuclar, ¢cimlenmeyi engellemeden domates tohumunda PepMV'yi
yok etmek i¢in trisodyum fosfatin kullanilabilecegini gostermektedir (Cordoba-Selles,
2007).

Sekil 4. 12. Domates tohumlarinda kuru hava sterilizasyonu

Bir baska calismada, ToBRFV ile enfekteli tohumlara dort farkli sicaklik
uygulamasi yapilmis ve her deney i¢in 100 parti tohum kullanilmigtir. 80 °C'de 24 saat
bekletilen tohumlarin %60°1 pozitif, 75°C'de 48 saat 1s1l islem goren tohumlarin %801
pozitif, 70°C'de 96 saat ve 65°C'de 120 saat boyunca 1s1l islem uygulanan tohumlarin
1se %100°niin pozitif oldugu belirtilmistir. Yapilan analizler sonucunda viriisiin 1s1l
islemden sonra da goriildiigii ancak bulasic1 olmadig: ileri siiriilmektedir. (Davino, S.
2020). Tamamlanan bu tez kapsaminda da 1sil islem uygulamalart yapilmistir.
ToBRFV’nin tohumda tasinma oraninin literatiirde yer alan bilgiler ve bu tezin ilk
asamasinda yapilan ¢aligmalarla %0,8 olmasindan dolay1 enfekteli tohumlara 1s1l iglem
uygulamasi bizim ¢alismamizda 1000 tohum fiizerinden devam etmistir. Davino vd.
(2020) yapilan ¢alismanin 100 tohum tizerinden degerlendirilmesi giiven verici sonuglar
igermemektedir.

Tezin bir diger asamasinda, tohumlara uygulanan uzun 1sil islemler viriis
hastaliklarinin  patojenitesini  (hastalik yapma yetenegini) kaybetmesine neden
olacagindan bu tohumlar ¢imlendirilip hastalik gézlemleri yapilarak tekrar test edilmistir.
3 giinliik kuru hava iiflemesi sonucunda 1000 tohumdan 3 tanesi pozitif bulunan
bitkilerin, virlis patojenitesini test etmek amaciyla 1000 bitki uygulama seralarinda
dikilerek gozlemlenmistir. 7, 14, 21, 28 ve 45. giline kadar testlemeler yapilmis ve
ornekler negatif bulunmustur. 45. giinde bitkilerin hepsi TOBRFV agisindan temiz ¢iktigi
icin 151l islemden sonra yapilan molekiiler testlemelerde %0,3 oraninda pozitif bulunmus
olmasina ragmen, islem gormiis tohumlari ¢imlendirip RT-PCR yoOntemiyle
testledigimizde bitkilerin negatif oldugu belirlenmistir. Bu deneyden elde edilen bilgilerle
viriisiin termoterapi uygulamalartyla virulensligini kaybederek enfeksiyon yapamaz hale
geldigi, bulunan %0,3 oraninn RT-PCR yonteminin hassasligindan dolay:1 yakalandigi,
bdylece miicadele 1s1] islem yonteminin bagariyla saglandigi ortaya ¢ikmistir. Bu sonuglar
Davino vd. (2020) ile ortiisiir niteliktedir.
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Sekil 4. 13. Isil islem goéren tohumlarin saks1 denemesi

Cimlenme testlerinde farkli laboratuvarlar arasinda birliktelik saglamak amaciyla
20. ylzyilin ilk ¢eyreginden itibaren faaliyet gosteren, diinya capindaki kurulus
Uluslararas1 Tohum Test Birligi (International Seed Testing Association-ISTA) dir.
Bugiin diinya ¢apinda 70’in {izerindeki iilkede 200°den fazla laboratuar ISTA kurusunun
tiyesidir ve bu tliyelerden 120 tanesi ISTA tarafindan akredite edilmistir (ISTA, 2011).

Caligmamizda uyguladigimiz ¢imlenme testleri de ISTA’ya uygun olup
¢imlendirme testlerinde kullanilan tohum numunelerinden tesadiifi olarak segilen 400
adet tohum alinmistir. Testte kullanilacak tohumlar, ¢cimlendirme ortamina bagli olarak 4
ya da 8 tekerriire ayrilir (4 x 100 tohum = 400 tohum = 8 x 50 tohum). Bu tezde rastgele
secilen 400 tohum 4 gruba ayrilmustir. Filtre kagitlar1 1slatilarak 100’er tohum Sekil
4.11.°de belirtildigi gibi 10 yatay, 10 dikey yonde olmak tizere esit araliklarla dizilmistir.
Filtre kagitlar1 katlanarak dikey bir sekilde plastik kaplara yerlestirilmis ve ¢imlenme
kabinine birakilmistir. Cimlendirme testinin bagindan itibaren ihtiyaca gore su verilerek
ortamin nemli tutulmasi1 gerekmektedir. Cimlenme kabininde ISTA kurallarinda belirtilen
cimlendirme testi siiresince sabit tutulan 25°C sicaklik uygulamasi secilmistir. ilk sayim
belirtildigi iizere 5. giiniin sonunda, son sayim ise ¢imlendirme testinin tamamlandig: 9.
giiniin sonunda yapilmstir.

Sekil 4. 14. ISTA kurallarina gore uygulanan ¢imlenme testleri
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Sekil 4. 15. Filtre kagitlarinda ¢imlendirilen tohumlar

Tobamoviriislerin termal inaktivasyon noktasinin 90°C’nin {izerinde oldugu ve bu
sicakliklarin ¢imlenme iizerinde olumsuz etkisi olacagi bilinmektedir. Bu nedenden
dolay1 ¢alismamizda sicaklik diisiiriiliip siire uzatilarak 1s1l islem uygulamalar1 yapilmig
ve viriisiin eliminasyonu saglanmistir. Bu hipotemizin de basarili oldugu calismada
ortaya ¢ikan sonuglar ile gortilmistir. Uygulanan 1sil islem galismalarinin ¢imlenme
tizerindeki etkisini belirlemek i¢in ISTA kurallar1 gergevesinde ¢imlenme testleri
uygulanan 400 tohum 9 giiniin sonunda sayilmigtir. 400 tohumun 384 tanesinin
¢imlendigi, 16 tanesinde ise bir ¢imlenme gergeklesmedigi kaydedilmistir. Cimlenme
testi sonuglarina gore tohumlarin ¢imlenmesi %96-%98 oraninda basari gostermistir. Bu
durum sicaklik uygulamalarinin ¢imlenmede negatif yonde bir etkisi olmadigini ortaya
koymaktadir.

4.7.2. UV 151k uygulamasi

Kibar’in (2020) yaptig1 bir ¢caligma hem diinyada hem de iilkemizde yiiksek
oranda liretilen ve tiiketilen sebze tiirleri arasinda yer alan domates ve hiyarda UV-C ve
ultrason uygulamalarinin fide gelisimi iizerine etkilerini arastirmak amaciyla
ylriitiilmistir. Arastirmadan elde edilen sonuglara goére UVC, US ve UV-C+US
uygulamalarinin domateste Falcon ¢esidinde klorofil miktar1 disinda incelenen tiim fide
biiylime parametrelerini, H-2274 ¢esidinde ise kok uzunlugu ve yaprak sayist haricinde
incelenen tiim fide biliyiime parametrelerini kontrol grubuna gére 6nemli oranda artirdigi
tespit edilmistir. Bu ¢alismada UV-C’nin tohum patojenlerine etkisi tizerine herhangi
bir uygulama yapilmamistir. Tamamlanan tez kapsaminda UV’nin etkinliginin
belirlenmesi i¢in ¢aligmalar yapilmistir.

ToBRFV enfekteli tohumlara 254 nm dalga boyundaki UV i1smlart 30 dk
boyunca uygulanmstir. Islem gérmeyen 1000 tohumdan 8 tanesi pozitif bulunurken bu
uygulamanin sonucunda 1000 tohumun 4 tanesi TOBRFV etmeni yoniinden pozitif
bulunmustur. Yapilan ¢calismanin virlisii yar1 yartya oranla inaktif hale getirdigi DAS-
ELISA testlemeleri sonucunda ortaya konulmustur. UV uygulamalarindan sonra viriisiin
tohumda taginma oran1 3 kez tekrarlanan testlemelerle %0,4 olarak belirlenmistir.
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UV-C 1sm1 tohumlara 254 nm dalga boyunda 30 dk uygulandiktan sonra,
tohumlar seraya dikilerek hastalik gézlemleri yapilmis ve tekrar test edilmistir. 45 giiniin
sonunda seraya dikilen bitkilerden yaprak ornekleri alinip DAS-ELISA metoduyla
ornekler testlenmistir. Yapilan uygulamalar sonucu, kuru hava iiflemesinde goriinenin
aksine, hastalik etmeninin enfeksiyon yetenegini kaybetmedigi serolojik testlemeler
sonucunda dogrulanmistir. Buna gére UV uygulamalarinin viriislerin patojenitesi
tizerinde bir etkisi bulunmadig1 belirlenmistir.
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Sekil 4. 17. a) DAS-ELISA'da kullanilan bufferlar; b) UV uygulamasindan sonra elde
edilen plate goriintiisii

UV-C uygulamalarinin tohumda bulunan virlislere karst etkin olarak
bulunmasininn sebebi hastalik etmeninin tohumun dis kisminda (testa) bulunan viriisler
iizerinde etkin olmasi olarak diisiiniilmektedir. UV uygulamalarinin tohumun i¢
katmaninda bulunan endosperm ve embriyo lizerinde etkisi bulumamaktadir. UV-C
1sinlar1 bir bakima tohum kabuguna yiizey sterilazasyonu islemi uygulayarak testadaki
virlisii inaktif hale getirmistir. Bu tezde yapilan ¢alismalar neticesinde UV-C’nin tohum
kabugunda tasinan viriisleri eradike etmekte basarili oldugu belirlenmistir. Fakat bu
calismada kii¢iik tohum paketleri tizerinde UV nin etkinligi ortaya konulmaktadir.
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Calismada kullandigimiz UV cihazinin kiigiik olmasi, tohumlarin uygulama
sirasinda sabit kalmasi gibi nedenlerin ¢alismamiz agisindan dezavantaj olusturdugu
belirlenmistir.

4.7.3. Kimyasal uygulamalar

Tohumlarmin  dezenfeksiyon islemi icin kimyasal kullanimima siklikla
bagvurulmaktadir. %1-9 hidroklorik asit, %1-5 kalsiyum hipoklorit ve %10 trisodyum
fosfat (TSP) gibi ylizey dezenfeksiyonu i¢in basarili kimyasallarin kullanimi oldukga
yaygin olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu tez kapsaminda 6 farkli dezenfektan Cizelge 3.5.’de belirlenen siire ve dozda
uygulanmistir. Uygulanan kimyasal yontemlerle tohumdaki viriisii yok etme iizerine
etkinligi DAS-ELISA testlemeleri ile belirlenmistir.

Calisma sonucunda yiizey sterilizasyonunda %1 oraninda Tsunami 100 (%30-60
Asetik asit, %15,2 Peroksiasetik asit, %11,2 Hidrojen peroksit) ve %1’lik Biocon A (%50
Potasyum peroksimonopersiilfanat) igeren kimyasallar 30 dk ve %10 TSP 3 saat siireyle
tohumlarla muamele edilmistir. Bu ii¢ kimyasal uygulandiktan sonra %100. enfekteli
1000 tohum kabugunun tamami ilgili etmen bakimindan temiz bulunmustur. Domates
tohum kabugundaki bulasiklik tamamen eradike edilmistir. Sadece viriis hastaliklarinda
degil literatiirde de belirtildigi tizere fungal ve bakteri hastaliklarinda da sterilizasyon
islemleri siklikla kullanilmaktadir. Bu islemler neticesinde g¢aligmamizda da ortaya
koydugumuz sonuglara gore, modern tohumculuk sisteminde, dezenfeksiyon
uygulamalarinin 6zellikle tohum kabugundaki etmenlerin eliminasyonuna yardimci
oldugu sonucuna varilabilir.

Kimyasal uygulamalari ile ilgili yapilan ¢alismada, tohumlar %2 hidroklorik asit
+ %1.5 sodyum hipoklorit ile 24 saat boyunca bekletilmis, islem goren tohumlara
cimlenme testi uygulanmis ve 14 giin sonra sonuglar incelendiginde tohumlardan hig
birinin ¢imlenmedigi goriilmiistiir (Davino, 2020). Bu tez kapsaminda da paralel sonuglar
elde edilmistir. Tohumlar %2’lik HCI ¢ozeltisinde 30 dakika bekletilmistir. Bu
uygulamanin sonucunda viriis eradike edilmis fakat tohum yiizeylerinde deformasyonlar
meydana gelmistir. Tohumlar petri kaplarina ekilerek ¢imlenme testleri yapilmis ve
HCI’nin ¢imlenme iizerinde %80 olumsuz etkisi oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 4. 18. HCl'nin ¢imlenme iizerindeki olumsuz etkisi

Spadaro vd. (2005)’ye gore tohum dezenfeksiyon islemi sirasinda kimyasal
kullanim tohumun fizyolojik yapisina zarar vermekte ve tohum ¢imlenmesini olumsuz
yonde etkilemektedir. Kimyasal kullanimi, insan sagligina zarar vermesinin yaninda
cevreye zararli kimyasal kalintilar birakarak fitotoksik etki yaratmaktadir. Bu sebeple,
artan niifus sayisina ayak uydurmak ve tohumda c¢imlenmeyi artirmak igin yeni
teknolojilerin gelismesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Thirumdas vd. 2017). Bu durumun
aksine tamamlanan calismamizda Yyiizey sterilizasyonunda HCI harici kimyasal
uygulamalar1 olduk¢a basarili bulunmustur. Buradaki en Onemli sorunlardan biri
kimyasallarin ¢imlenme iizerindeki etkisidir. Bu ¢alismada ToBRFV ile enfekte olmus
meyvelerden ekstrakte edilen tohumlar 3 saat %10 trisodyum fosfat, 30 dk %1 Tsunami
100’de ve 30 dk %1 Bioan A ile muamele edilmistir. Bu kimyasallarda bekletilen
tohumlarin islem goérmeyen tohumlara kiyasla tohum kalitesinde iyilesmeler oldugu
goriilmiis ve ¢cimlenme oranlart da %96-%98 olarak belirlenmistir.

%1 oraninda hidrojen peroksit, sorbik asit, perasetikasit, sodyum benzoat vb. gibi
etken maddelere sahip Desy clean soliisyonunda 20 dk bekletilen tohumlarin tohum
kabugundaki viriisii eradike etme basaris1 %92; etken maddesi Ozon (Os) olan %]1°lik
Bioxi ¢ozeltisinde 30 dk bekletilen tohumlarin tohum kabugundaki viriis {izerindeki
etinligi %94 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.19. Tez kapsaminda kullanilan bazi dezenfektanlar
4.7.4. Farkh islemlerin birlikte uygulanmasi

Enfekteli tohumlara oncelikle 1s1l iglem uyguladiktan sonra ilk olarak 1sil
islem+tkimyasal, ikinci adimda 1s1l islem ile UV uygulamalar1 ve son olarak da 1sil islem,
kimyasal ve UV 1s1n uygulamasi olarak ii¢ yontemin kombinasyonu denenmistir. Bylece
ToBRFV’nin tohum eradikasyonuna yonelik kullandigimiz yontemlerin bir arada
kullanildigindaki basaris1 gézlemlenmistir.

Yapilan ¢aligmalara gore 10% TSP igerisinde 3 saat bekletilen ve hemen ardindan
72 °C’de 72 saat 1s1l isleme tabi tutulan tohumlarda viriis yogunlugu en az bulunmustur.

4.8. ELISA Uygulamalari

Test edilen ornekler ilgili viriis etmenine spesifik antiserumlar kullanilarak DAS-
ELISA yontemiyle testlenmistir. TOBRFV i¢in ise LOEWE markasina ait ticari antiserum
kiti kullanilmistir. Antiserumlar, 1/200 (LOEWE® Biochemia, Almanya) oranina gore
sulandirilmis, 6rnek sayisina gore hesaplanmistir.

Testlemelerde kullanilan ELISA plateleri lizerine pozitif kontrol, negatif kontrol
ve buffer kontrollerinin yerleri isaretlenmistir. DAS-ELISA testi sonucglarinda negatif
kontrol pembe pozitif kontrol sar1 ve buffer degerleri yesil renk ile gosterilmistir. 405 nm
dalga boyunda okuma yapilarak ELISA- reader (Tecan Trading AG, Switzerland)
cihazinda elde edilen absorbans degerleri incelendiginde; negatif kontrol ve buffer
degerlerinin 2 kat1 ve fazlasi degerde olan 6rnekler Domates Kahverengi Burusukluk
Meyve Viriisii ile enfekteli olarak belirlenmis ve sar1 renk ile isaretlenmistir.
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Cizelge 4. 3. Tsunami 100 dezenfektani uygulanan tohum kabuklarimin DAS-
ELISA absorbans degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 0155 | 0.138 | 0.127 | 0.132 | 0.207 | 0.142 | 0.208 | 0.155 | 0.209 | 0.120 | 0.128 | 0.123
B | 0.147 | 0.143 | 0.144 | 0.125 | 0.128 | 0.164 | 0.234 | 0.121 | 0.140 | 0.128 | 0.150 | 0.134
C | 0135 | 0.157 | 0.131 | 0.544 | 0.160 | 0.135 | 0.120 | 0.160 | 0.125 | 0.165 | 0.134 | 0.135
D | 0105 | 0.164 | 0.140 | 0.160 | 0.157 | 0.116 | 0.165 | 0.231 | 0.137 | 0.121 | 0.188 | 0.180
E | 0124 | 0129 | 0.235 | 0.209 | 0.121 | 0.143 | 0.148 | 0.234 | 0.320 | 0.234 | 0.267 | 0.114
F | 0.165 | 0.123 | 0.128 | 0.234 | 0.126 | 0.106 | 0.133 | 0.175 | 0.287 | 0.431 | 0.345 | 0.133
G | 0128 | 0.145 | 0.167 | 0.140 | 0.154 | 0.121 | 0.179 | 0.182 | 0.134 | 0.345 | 0.234 | 0.164
H | 0131 | 0126 | 0.122 | 0.165 | 0.138 | 0.140 | 0.145 | 0.141 | 3.336 | 0.149 | 0.164 | 0.763

ELISA okuyucuda okunan 3.336 degeri pozitif kontroldiir. 0.149 olan negatif
kontroliin ve 0.164 olan buffer degerininin ortalamasinin 2 katinin pozitif olarak kabul
edilmesi gerekmektedir. 0,313 degerinin istiindeki degerler pozitif olarak kabul
edilmektedir. Boyle bir deger olmadigi i¢in elde edilen platede pozitif kontrol disinda
pozitif bir 6rnek bulunmamistir. Bu durum da %100 kontaminasyonlu ToBRFV
tohumlarinda Tsunami 100 dezenfektaninin basarisini ortaya koymaktadir.

Cizelge 4. 4. 254 nm UV uygulamasindan sonra testlenen tohumlarin absorbans

degerleri
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 0167 | 0122 | 0138 | 0139 | 0.141 | 0.135 | 0.169 | 0.207 | 0.155 | 0.159 | 0.131 | 0.143
B | 0158 | 0172 | 0.155 | 0.145 | 0.157 | 0.151 | 0.165 | 0.146 | 0.457 | 0.139 | 0.124 | 0.128
C 0142 [ 0164 | 0525 | 0129 | 0.142 | 0.167 | 0.160 | 0.134 | 0.135 | 0.135 | 0.136 | 0.145
D | 0140 | 0142 | 0.142 | 0.155 | 0.141 | 0.168 | 0170 | 0.164 | 0.138 | 0.132 | 0.160 | 0.165
E [ 0142 | 0179 | 0155 | 0.143 | 0.123 | 0.793 | 0.141 | 0.141 | 0.142 | 0.134 | 0209 | 0.116
F [ 0140 | 0151 | 0.144 | 0.132 | 0.132 | 0.154 | 0.148 | 0129 | 0.176 | 0.121 | 0.157 | 0.124
G | 0448 | 0149 | 0.659 | 0.136 | 0125 | 0.105 | 0.126 | 0.180 | 0.187 | 0.127 | 0.171 | 0.140
H | 0147 | 0146 | 0151 | 0129 | 0.143 | 0.136 | 0.128 | 0.135 | 3543 | 0.138 | 0187 | 0.122
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ELISA readerda okunan 3.543 degeri pozitif kontroldiir. 0.138 olan negatif
kontroliin ve 0.187 olan buffer degerininin ortalamasinin 2 katinin pozitif olarak kabul
edilmesi gerekmektedir. 0,325 degerinin istiindeki degerler pozitif olarak kabul
edilmektedir. 0.448, 0.525, 0.793, 0.457 degerleri 0.325 degerinin iizerinde oldugu igin
pozitif olarak kabul edilmistir. Pozitif kontroliimiiziin diginda 4 tane daha pozitif 6rnek
bulunmustur. Bu sonuca goére 254 nm dalga boyunda UV uygulamasindan sonra
ToBRFV’nin %0.8 olan tohumda taginma oraninin %0.4’e diistiigii yapilan serolojik
testlemelerle ortaya konulmustur.
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5. SONUCLAR

Ulkemizde onemli yetistiricilik alan1 bulunan domates ve biberin en &nemli
sorunlarindan biri olan Tomato brown rugose fruit virus hastaligi temasla taginmasinin
yan sira tohumla da tasmabilmektedir. Viriisiin tohumla tasinimi 6zellikle uzak
mesafelere ulasimi kolaylagtirmistir.

Tohum, bitkisel tiretimin temel tasi niteliginde 6nemli bir degere sahiptir.
Uretimde kullanilan tohumun kalitesi bitkinin gelisiminde ve veriminde olumlu derecede
fark yaratmaktadir. Yeni ortaya ¢ikan bu viriisiin tanilanmasiyla ilgili sorunlar ortadan
kalkmistir. Son zamanlarda viriisiin yayilmasini1 6nlemek i¢in yapilan ¢aligmalalar 6n
plana ¢ikmaktadir. ToBRFV’nin diinya genelinde hastalik salginlarina neden olan
epidemiyolojik etkisinde en 6nemli kaynak etmenin tohumla tasginmasidir. Bu durumda,
viriisiin tohum eradikasyonu ile igilili ¢alismalar son derece énemlidir, tamamlanan tez
calismasinda da eradikasyona yonelik yontemler ortaya konulmustur.

Calismadan elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi neticesinde;

. Tohum sektoriinde hijyen en Onemli unsur olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Baslangi¢ materyalinin hastaliktan ari olmasi, diizenli kontroller yapilarak test
edilmesi gerekmektedir. Temiz tohum kullanimi hem tohum tiretici firmalar hem
de ciftciler i¢in biiyiik dl¢iide 6nem tagimaktadir.

. Bu ¢alismanin ilk kisminda elde edilen bilgiler, TOBRFV nin tohumlarda taginma
oraninin yapilan RT-PCR sonuglarina gore literatiirle paralellik gosterdigi ve
ortalama %0.8 oldugu belirlemistir.

. Enfekteli tohum kabuguna yiizey dezenfeksiyonu islemi sirasinda 30 dk %1
Tsunami 100, 30 dk %1 Biocon A, 20 dk %1 Desy clean, 30 dk %1 Bioxi, 20 dk
%2 HCI, 3 saat %10 TSP uygulandiginda tohum kabugunu viriisten arindirmada
kullanilan bu dezenfektanlar %100 basarili bulunmustur.

. Kabugu ¢ikarilan tohumlarin endospermine 30 dk %1 Tsunami 100, 30 dk %1
Biocon A, 20 dk %1 Desy clean, 30 dk %1 Bioxi , 20 dk %2 HCI, 3 saat %10 TSP
uygulanip test edildiginde endospermde %0.7 ve %0.9 oraninda olan taginmanin
devam ettigi belirlemistir. Ardindan yapilan biyolojik testlemelerde de
patojenitenin devam ettigi goriilmiistiir. BOylece tohum kabugundaki viriisii
eradike etmede basarili olan dezenfektanlarin endospermdeki tasimalarda etkin
olmadig belirlenmistir.

. Yiizey sterilizasyounda kimyasal uygulamalar1 olduk¢a basarili bulunmustur.
Buradaki en biiyiik handikap kimyasallarin ¢imlenme iizerindeki etkisidir. Bu tez
caligsmasi kapsaminda en etkili dezenfektanlar Tsunami 100, Biocon A, TSP ve
HCI olarak bulunmustur. Fakat HCI uygulamasindan sonra yapilan ¢imlenme
sonucglart %20 olarak bulunmustur. Cimlenmeyi olumsuz etkilemesi {izerine
ciftcilere ve treticilere tavsiye edilen en etkili dezenfektanlar %96-%98
¢imlenme oranlari ile %1 Tsunami 100 ve %1 Bioan A olarak belirlenmistir.

. TSP uygulamalariyla yiizey sterilizasyonunu takiben endospermdeki tagimalar
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icin 151l islem uygulamalarinin arindirmada etkili oldugu belirlenmistir. Bu iki
islemin uygulandigi tohumlarda yapilan RT-PCR ¢alismalart TOBRFV etmenine
%0,3 oraninda ratlanmaktadir. Bu durum molekiiler tekniklerin tespitte olduca
hassas oldugunu tekrar 6n plana ¢ikarmstir.

. Isil islem uygulamalarinda 20°C’den 72°C’ye kademeli olarak sicaklik artisinda
50 rpmde donerek en az 3 giin kalan tohumlarda viriis % 0.3 oraninda tespit
edilmistir fakat virtisiin virulensligini yitirdigi yapilan ¢alismalarla saptanmustir.

. Tozlanma islemini takiben 28. giin embriyo kurtarma islemi yapildiginda viriisiin
embriyoya gectigi ile ilgili hipotezlerin olmasina ragmen etmenin embriyoda
goriilmedigi, tohum kabugu ve endospermde lokalize oldugu bu tez kapsaminda
tespit edilmistir.

. ToBRFV enfekteli tohumlara 254 nm dalga boyundaki UV 1sinlar1 30 dk boyunca
uygulanmis, bu uygulamanin viriisii yar1 yariya oranla inaktif hale getirdigi
belirlenmistir. Bu tezde yapilan ¢alismalar neticesinde UV-C*nin tohumda taginan
viriisleri eradike etmede %50 basarili oldugu ve bu yontemin gelistirilmesi
gerektigi ortaya konmustur. Yapilan ¢alismada kiigiik tohum paketleri lizerinde
UV’nin etkinligi ortaya ¢ikmistir, bu uygulamalarin daha da genisletilerek biiyiik
makinelerde ve daha biiyiikk hacimde tohumlarla denenmesi gerekmektedir. Bu
uygulamalardan sonra tohumlar dikilip biyolojik testleme yapildiginda viriisiin
patojenitesini yitirmedigi belirlenmistir.

. Elde edilen bu sonuglar, Tiirkiye’de ve diinya genelinde benzer konularda ¢alisma

yliriiten bilim insanlar1 ile paylasilarak yeni projelerin iiretilmesine katki
saglanmalidir.
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7. EKLER
EK.1. Fosfat Tampon Cozeltisi

Tampon ¢ozeltiler pH degisimlerini dnlemeye yarayan kimyasal bazli soliisyonlardir.

PH degeri KH2PO4 Na2HPO4
6.2 0.800 0.200
6.4 0.715 0.285
6.6 0.614 0.386
6.8 0.500 0.500
7.0 0.386 0.614
7.2 0.285 0.715
7.4 0.200 0.800
7.6 0.137 0.863
7.8 0.090 0.910
8.0 0.059 0.941
8.2 0.038 0.962

Molekiiler agirlik (MA) xHacim (It) xMolarite x PH Faktori

% 0.1 Mercaptoethanol eklenir.
EK. 2. Agaroz Jel Elektroforez Yontemi

1. Erlen igerisine 0,90 gram agaroz tartilarak {izerine 60 ml 1X TAE
buffer ilave edilmistir. Bu karisim firinda tamamen eriyip agaroz c¢oziinene
kadar mikro dalga firinda 1sitilmis, eriyen karigim totalde 100 ml olacak sekilde TAE
tampon ¢ozeltisi ile tamamlanmustir.

2. Jel tank1 hazirlanarak taraklar takilmis ve jel elektroforez tankina dokiilmistiir. Oda
sicakliginda bekletilen jel 10-20 dk siiresince tamamen donduktan sonra, taraklar bufferin
icinde cikarilarak jel aparati ile birlikte elektroforez tankina yerlestirilmistir.

3. 1X TAE tamponu jelin {izerini 1-2 mm kaplayacak sekilde elektroforez tankinin
icerisine doldurulmustur. Ornekler 10 ul olacak sekilde jeldeki kuyucuklara
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mikropipetler kullanilarak yerlestirilmistir. Ornekler yerlestirildikten sonra 5 pl markir
en sagdaki ve ortadaki kuyucuklara gelecek sekilde yerlestirilmistir.

4. Tank kapagi kapatilarak elektroforez gii¢c kaynagi agilmig 70-100 V elektrik ortaminda
jel kosulmustur. Markirda yer alan mor bantin jelde en son 1 cm alan kalincaya kadar
ilerlemesi saglanmis ve bu agsamada isleme son verilmistir.

5. Islemin sonunda tanktan alinan jel tehlikeli bir madde olan Ethidium bromide ile oda
sicakliginda boyanmis ve daha sonra UV 1s1k altinda goriintiilenmistir.

EK. 3. DAS-ELISA Yonteminin Sematize Olarak Anlatim

Plate’in ¢ukuruna Ekstrakte edilmis Enzimle isaretli [Enzimin substratimin}
absorbe edilen test Orneginin spesifik antibody- eklenmesi ve
virils spesifik eklenmesi lerin eklenmesi renk degisiminin

antibodyler Blgiilmesi

I R

Konvansiyonel DAS-ELISA yonteminin sematik olarak giosterimi

EK.4. ELISA testinde kullanilan tampon cozeltiler

Fosfat Tampon Cozeltisi (Phosphate buffer saline-PBS) 1x, pH 7.4)
NaCl 8.0g, KCI1 0.2g, NaN3 0.2g, H20 1 L, , KH2PO4 0.2g, Na2HPO4 1.15g
Yikama Tampon Cozeltisi (Washing buffer-W.B, pH 7.4)

Tween-20 0.5ml, PBS1x 1L

Ornek Ezme Tampon Cézeltisi (Extraction buffer-E.B, pH 7.4)
Tween-20 0.5ml, PBS1x 1L, Polyvinilpirolidine 20.0g,

Kaplama Tampon Cozeltisi (Coating buffer-C.B, pH 9.6)

NaHCOs3 2.93g, Na2CO3 1.59g, , NaN3 0.20g, H.O 1 L

Konjugate Tampon Cozeltisi (Conjugate buffer-Cj.B, pH 7.4)

Bovine serumalbumin 2.0g, PBS1x 1L, Polyvinilpirolidine 20.0g, Tween-20 0.5ml

47



EKLER D. ULUSOY

Substrat Tampon Cozeltisi (Substrate buffer-S.B, pH 9.8)
NaNs3 0.2g, Diethanolamnie 97ml, H,O 1 L

NOT: Yukarida yer alan dlgiilerin tamamu 1 litre saf suda hazirlanacak sekilde verilmistir.
Cozeltilerin pH’lar1 HCI veya 0,1 N NaOH kullanilarak ayarlanmistir
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