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Oz

Bu calisma, 2017 yilinda Tirkiye’nin farkli illerindeki Ureticilerden ve firmalardan temin edilen bakla,
bezelye, mercimek ve nohut tohum o&rneklerinde Alfalfa mosaic alfamovirus (AMV), Bean yellow mosaic
potyvirus (BYMV), Cucumber mosaic cucumovirus (CMV) ve Pea seed-borne mosaic potyvirus (PSbMV)
virUslerinin bulunma durumunun belirlenmesi ve tespit edilen virtslerin biyolojik ve molekiler
karakterizasyonunun yapilmasi amaciyla gerceklestirilmistir. Tohum 6rneklerinde virlslerin saptanmasinda,
DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleri kullaniimistir. Tespit edilen virlisler mekanik inokulasyonla test bitkilerine
tasinarak biyolojik karakterizasyonu yapilmistir. Daha sonra RT-PCR yontemiyle g¢ogaltilan virlslerin CP (kilif
protein) gen bolgelerinin dizi analizleri yapilarak, MEGA programi vasitasiyla dlinya izolatlariyla karsilastiriimal
olarak filogenetik analizi gergeklestirilmistir. Toplamda 30 adet bakla, 25 adet bezelye, 50 adet mercimek ve
100 adet nohut tohum 6rnegi testlenmistir. Test sonuglarina gére, bakla tohum o6rneklerinde CMV (%3.33) ve
PSbMV (%3.33), mercimek tohum orneklerinde BYMV (% 2.00) ve CMV (% 2.00) ve nohut tohum &rneklerinde
AMV (% 1.00), BYMV (% 2.00), CMV (% 1.00) ve PSbMV (% 3.00) virislerine rastlanirken, bezelye tohumlarinda
herhangi bir virlse rastlanmamistir. Ayrica, mercimekte BYMV+CMV, baklada CMV+PSbMV ve nohutta
AMV+BYMV+PSbMV coklu enfeksiyonlari tespit edilmistir. Gergeklestirilen filogenetik analize gére, en yiksek
nikleotit benzerligi AMV (nohut) izolati ile Rusya izolati (97.73), BYMV (nohut) izolati ile Amerika izolati (%
98.51), CMV (nohut) izolati ile Polonya izolati (% 98.54), PSbMV (nohut) izolati ile Cin ve Almanya izolatlari (%
98.98), BYMV (mercimek) izolati ile Hindistan izolati (% 94.47) ve PSbMV (bakla) izolati ile Yunanistan izolati (%
99.45) arasinda tespit edilmistir. Bizim literatir bilgilerimize gore, baklada PSbMV, Nohutta BYMV, CMV ve
PSbMV virtsleri Gilkemizde ilk kez belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Baklagiller, tohum, bitki virlsleri, karakterizasyon.

Detection, Biological and Molecular Characterization of Some Viruses Transmitted By
Seeds of Edible Leguminous

Abstract

This study was carried out to determine the presence of Alfalfa mosaic alfamovirus (AMV), Bean
yellow mosaic potyvirus (BYMV), Cucumber mosaic cucumovirus (CMV), and Pea seed-borne mosaic potyvirus
(PSbMV) in broad bean, pea, lentil, and chickpea seed samples obtained from producers and companies from
different provinces of Turkey in 2017 and to perform biological and molecular characterization of the detected
viruses. DAS-ELISA and RT-PCR methods were used to detect viruses in seed samples. The detected viruses
were transported to test plants by mechanical inoculation and their biological characterization was made.
Afterward, the sequence analysis of the CP gene (coat protein) regions of the viruses amplified by RT-PCR
method was performed, and the phylogenetic analysis of the identified sequences and the same isolates
registered in the GenBank was performed using the MEGA program. A total of 30 broad beans, 25 peas, 50
lentils and 100 chickpea seed samples were tested. According to detection test results, CMV (3.33%) and
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PSbMV (3.33%) in broad bean, BYMV (2.00%) and CMV (2.00%) in lentil and AMV (1.00%), BYMV (2.00%), CMV
(1.00%) in chickpea and PSbMV (3.00%) were found, but the viruses could not be detected in pea seed samples.

Besides, multiple

infections were detected by BYMV+CMV in

lentil, CMV+PSbMV in pod, and

AMV+BYMV+PSbMV in chickpea. According to the phylogenetic analysis, AMV (chickpea) isolate and Russia
isolate (97.73), BYMV (chickpea) isolate and American isolate (98.51%), CMV (chickpea) isolate and Polish
isolate (98.54%), PSbMV (chickpea) isolate and China and Germany isolates (98.98%), BYMV (lentil) isolate and
Indian isolate (94.47%), PSbMV (broad bean) isolate and Greece isolate (99.45%) were found to be highly
similar. According to our literature information, PSbMV in broad bean, BYMV, CMV, and PSbMV have been

identified first time in Turkey.

Key words: Leguminous, seed, plant viruses, characterization.

Giris

Yaklasik 500 cins ve 12 bin tir otsu, ¢ali ve
aga¢ formunda bitki bulunduran Leguminosae
(Fabaceae) familyasi Papilionatae, Caesalpinoideae
ve Mimosoideae alt familyalarina ayrilmaktadir
(Edwardson ve Christie, 2018). Yemeklik baklagiller
olarak adlandirilan bakla (Vicia faba), bezelye
(Pisum sativum), mercimek (Lens culinaris), nohut
(Cicer arietinum) bitkileri Papilionatae alt familyasi
icinde yer alan ve diinya c¢apinda vyetistiriciligi
yapilan en 6nemli baklagil turleridir (Lewis ve ark.,
2005). Baklagil Dbitkileri insan ve hayvan
beslenmesinde  kullanilan  bitkiler  arasinda
hububatlardan sonra ikinci sirada bulunmaktadir.
Besin degeri olarak hububat tohumlarindan 2-3 kat
daha fazla protein icermeleri nedeniyle insan
beslenmesinde o6nemli yer tutmakta ve ciftlik
hayvanlari icin kaliteli yem kaynag olarak
kullanilmaktadirlar. Yesil glbre olarak
kullanilmalarinin yanisira, Rhizobium bakterileriyle
ortak yasam kurmalari sayesinde bitkilerin azot
ihtiyacinin karsilanmasi ve topragin azot iceriginin
artinlmasinda  katki  saglamaktadirlar.  Azotlu
glbrelerin Gretimi ve kullanimindan kaynakli cevre

sorunlarinin azaltilmasina da yardimci olurlar.
(Edwardson ve Christie, 2018).
Virls hastaliklann  tropik ve subtropik

bolgelerde yemeklik baklagil Uretimini sinirlayan
baslica biyotik faktorlerden biri olup, kultira
yapilan baklagillerde hastallk meydana getiren
farkh cinslere ait vyaklasik 150 vir(s oldugu
belirlenmistir (Loebenstein ve Thottappilly, 2003;
Rao ve ark., 2008; Sastry ve Zitter, 2014; ICTV,
2020). Alfalfa mosaic alfamovirus (AMV), Bean
yellow mosaic potyvirus (BYMV), Cucumber mosaic
cucumovirus (CMV) ve Pea seed-borne mosaic
potyvirus (PSbMV) gibi tohum kaynakli virlsler
dinya capinda yayllim go6stermekte ve cesitli
baklagillerde hastalk meydana getirmektedir
(Albrechtsen, 2006; Sastry, 2013). Diinyada kultir
bitkilerinin yaklasik % 90’inin tohum araciligiyla
yetistirilmesi nedeniyle, tohumla tasinan bitki

virUsleri blyik problem olusturmaktadir (Erkan,
1998). Bitkilerde hastallk meydana getirerek;
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tohum olusumunun engellenmesine, tohumun
¢imlenme yeteneginin azalmasina veya
kaybolmasina, tohumlarda renk ve sekil

bozukluklarina ve bunlara bagh olarak trin miktari
ve kalitesinde azalmaya neden olmaktadir. Ayrica
virUslere karsi mucadelede yapilan harcamalar ve
olusan maliyetler dolayl olarak zarar vermektedir.
Enfekteli tohumlarin primer enfeksiyon kaynagi
olmasi, bu tohumlardan olusan bitkilerin sekonder
inokulum kaynagi olusturmasi, tohum vasitasiyla
virislerin diinya geneline yayllmasi ve virlslerin
yildan yila tasinarak devamlilik kazanmasina neden
oldugu icin tohum enfeksiyonlari virlis ekolojisi ve
epidemiyolojisi yoninden biyldk 6neme sahiptir
(Erkan, 1998; Albrechtsen, 2006; Sastry, 2013).
Tohum kokenli virls hastaliklarinin baklagil
bitkilerinin gelisimi ve verimi Uzerine etkisi, bitki
tir ve c¢esidi, virlisin 1irki, enfeksiyon zamani,
mevsim, lokasyon ve iklim faktorlerine bagl olarak
degismektedir (Jones ve Barbetti, 2012). Farkh
arastirmacilar tarafindan yapilan tarla
denemelerinde, AMV’nin  baklada % 45,
mercimekte % 81-87 ve nohutta % 98 (Latham ve
ark., 2004); BYMV’nin baklada % 45 (Al-khalaf ve
ark., 2010) ve mercimekte % 96 (Kumari ve ark.,
1994); CMV’nin fasulyede % 5-75 (Morales, 2003;
Schwartz ve ark., 2005), mercimekte % 80-90
(Latham ve ark., 2004) ve nohutta % 80 (Jones ve
ark., 2008); PSbMV’nin baklada % 40.5 (Makkouk
ve ark., 1993), bezelyede % 25 (Coutts ve ark.,
2009) ve mercimekte % 96 (Coutts ve ark., 2008)
verim kaybina neden oldugu bildirilmistir.
Ulkemizde temel besin kaynagl olan
baklagillerde sorun olan virtslere yonelik yapilan
cesitli arastirmalar bulunmaktadir (Yeken ve ark.,
2018). Bu calismada, diinyada ve llkemizde yaygin
olarak yetistiriciligi yapilan bakla, bezelye,
mercimek ve nohut bitkilerinde tohumla tasinan
AMV, BYMV, CMV ve PSbMV virlslerinin
Ulkemizdeki bulunma durumu belirlenmistir. Elde
edilen izolatlar mekanik inokulasyonla test
bitkilerine tasinarak biyolojik karakterizasyonu ve
CpP gen bolgesine dayali molekiiler
karakterizasyonu gerceklestirilmistir.
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Materyal ve Metot
Tohum 6rneklerinin toplanmasi

Calismanin  ana materyalini  ¢iftgi  ve
firmalardan toplanan tohum ornekleri
olusturmustur. ISTA (2017) 6rnekleme listesindeki
20.000 kg ve lizeri miktarlardaki lot blyuklGginde
alinacak ornek sayisi kriteri dikkate alinarak, bakla,
bezelye, mercimek ve nohut bitkilerinin {lke
bazindaki tohum (retim miktarlari ({zerinden
hesaplama yapilmis ve elde edilen sonuglar 1/50
oraninda azaltilarak toplanilan minimum ornek
sayilari belirlenmistir (Cizelge 1).

DAS-ELISA testi

Toplanan  tohum  Ornekleri  6ncelikle
cimlendirilip gercek yapraklari olustuktan sonra
bitkiler DAS-ELISA yéntemi ile AMV, BYMV, CMV ve
PSbMV virisleri icin testlenmistir. DAS-ELISA testi
Clark ve Adams (1977) ve kitin temin edildigi
BIOREBA (Reinach, Switzerland) firmasinin 6nerileri
dikkate alinarak uygulanmistir.

Mekanik inokulasyon ¢alismalari

DAS-ELISA sonucunda virisle enfekteli
oldugu tespit edilen 6rneklerden elde edilen viris
izolatlari Chenopodium quinoa, Vicia faba, Datura
stramonium ve Nicotiana rustica bitkilerine
mekanik  inokulasyonla  tasinarak  biyolojik
karakterizasyonu gergeklestirilmistir. AMV, BYMV,
CMV ve PSbMV ile bulasik nohut tohum ornekleri
1:3 (w/v) oraninda fosfat tamponu (0.1 M, pH 7.2)
eklenerek porselen havanlar icinde ekstrakte
edilmistir. Ekstrakte edilen bitki ozleri tilbentten
gecirilerek secilen test bitkilerine mekanik olarak
tasinmistir (Xu ve Nie, 2006).

Total niikleik asit (TNA) izolasyonu ve RT-PCR
calismalari

TNA izolasyonu her 6rnek icin ¢imlendirilen
tohumlardan alinan vyaklasik 1 g yesil aksam
kullanilarak Foissac ve ark. (2001) tarafindan
bildirilen yontem temel alinarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen TNA’lar diger
sonraki ¢alismalarda kullanilincaya kadar -20 2C’de
muhafaza edilmistir.

TNA izolasyonu yapilmis olan 6rneklerden
cDNA sentezi i¢in RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kiti (Thermo Fisher Scientific, ABD)
kullanilmistir.  Bu yonteme gore; eppendorf

tuplerin icerisine 4-5 pl (0.1 ng -5 pg) TNA, 1 pl
reverse primer konulup saf su ile 12 ul'ye
tamamlanmistir. Tupler 70 2C’de 5 dk inkubasyon
uygulandiktan sonra, iclerine sirasiyla 4 pl 5X
reaction buffer, 1 ul Ribolock RNase inhibitér (20
U/ul), 2 ul 10 mM dNTP mix ve 1 pl RevertAid M-
MuLV RT (200 U/ul) eklenmistir. Daha sonra
tiplere 42 2C’de 60 dk ve 70 2C’de 5 dk inkubasyon
uygulanarak cDNA sentez asamasi tamamlanmistir.

cDNA sentezi gercgeklestirilen &rnekler
Thermo Fisher Scientific firmasinin PCR igin
onerdigi miktarlar dikkate alinarak 50 pl reaksiyon
hacminde ¢ogaltilmistir. Steril PCR tuplerine 25 pl
PCR master mix (2X) (Thermo Fisher Scientific,
ABD), 2 ul forward primer, 2 pl reverse primer, 8 pl
cDNA ve 13 pl nuclease free su eklenmistir. Tlpler
PCR cihazina yerlestirildi ve daha onceki
¢alismalardan rapor edilen sicakhk dongileri
kullanildi (Cizelge 2).

Orneklerin yiiklenecegi jel, 100 ml 1X TAE
tamponu igine 1.5 g agaroz konulup mikrodalga
firnda 3-5 dakika tutularak hazirlanmistir. 10 pl
ornege 2 ul EZ-Vision nikleik asit boyama maddesi
eklenerek jele yikleme yapilmistir. Ayrica, RT-PCR
Urlnlerinin boyutlarini tanimlamak icin jele 100 bp
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, ABD)
yuklenmistir. Elektroforez kosumu, 90 V'da 60 dk
sureyle ve 1X TAE ¢o6zeltisi igerisinde uygulanmistir.
Daha sonra jel UV transliminator vasitasiyla
gorintilenerek degerlendirme yapilmistir.

DNA dizi analizi ve biyoenformatik ¢aligmalar
RT-PCR c¢alismalari sonucunda c¢ogaltilan
virls hedef bolgeleri hizmet alimi yoluyla (Triogen
Biyoteknoloji, istanbul) dizi analizleri
gergeklestirilmistir. Firmadan gelen virls
izolatlarinin forward ve reverse kromotogram
dosyalari MEGA-X programi kullanilarak hizalama
yapilip konsenss diziler elde edilmistir. Elde edilen
konsensiis dizileri NCBI veri tabaninda bulunan
referans izolatlarla karsilastirmali olarak filogenetik
analiz gergeklestirilip, neighbor-joining yéntemine
gore filogenetik agacglar elde  edilmistir.
Karsilastirilmasi yapilan referans diziler hizalama
yapilarak nikleotit ve aminoasit dizilerinin
benzerlik oranlari belirlenmistir. Yerel izolatlara ait
konsensis diziler, NCBI veri tabanina kaydedilerek
biyoenformatik calismalar sonlandiriimistir.

Cizelge 1. Turkiye’de arastirma konusu bitkilerin tohum tretim miktarlari ve toplanan érnek sayilari.

Bitki adi Uretilen tohum miktari (ton)* Tescilli gesit sayisi** Toplanan drnek sayisi
Bakla 704 3 ~30
Bezelye 469 30 ~20
Mercimek 1140 21 ~50
Nohut 2300 21 ~ 100

* Kaynak: GTHB, 2016

** Kaynak: GTHB, 2017
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Cizelge 2. Molekdler ¢calismalarda kullanilan primerler ve PCR Déngileri.

Primer Adi Primer Dizileri ve Kaynak Hedf;;olge PCR Déngusl
AMV CP forward 5'-TGCGAATAGATGCCGGTTCTC-3' 1x(95°C12 )
AMV CP reverse 5'-CATACCTTGACCTTAATCCAC-3’ 35x(95°C 45sn / 47°C 1dk /
(Pourrahim ve Farzadfar, 2016) 880 72°C 1dk)
1x(72°C 10dk.)
BYMV CP forward 5’-GTCGATTTCAATCCGAACAAG-3’ 1 x (94°C 5 dk.)
BYMV CP reverse 5’-GGAGGTGAAACCTCACTAATAC-3’ 35 x (94°C 1 dk / 50°C 1 dk /
(Al-Khalaf ve ark.., 2008) 907 72°C 2dk)
1 x (72°C 5dk)
CMV CP forward 5'-ATGGACAAATCTGAATCAAC-3' 1x (94°C 3 dk.)
CMV CP reverse 5'-TCAAACTGGGAGCACCC-3' 35x (94°C 1 dk/ 53°C 1 dk. /
(Kavyashri ve ark., 2016) 700 72°C 2 dk)
1x (72°C 10 dk.)
PSbMV CP forward GAAAGAGGAGGAGGACAGAAAG
PSbMV CP reverse  GGCTCTCATTCCGAGAAGATT 1x(95°C 5dk.)
(Giakountis ve ark., 2015) 833 45x (95°C 20 sn./ 60°C 30 sn./

72°C 30sn- 1dk)
1x(72°C 10 dk.)

Bulgular ve Tartisma
DAS-ELISA sonuglari

Ciftcilerden ve firmalardan toplanan 30
adet bakla, 25 adet bezelye, 50 adet mercimek ve
100 adet nohut tohum 6rnegi AMV, BYMV, CMV ve
PSbMV virislerinin varhigini belirlemek igin DAS-
ELISA  yOntemiyle  testlenmigtir.  DAS-ELISA
sonucuna gore; 1 bakla, 1 mercimek ve 5 nohut
tohum  o6rneginin  virlisle enfekteli oldugu
belirlenmistir. Bezelye tohum orneklerinde ise
virise rastlanmamistir (Cizelge 3). Daha 0&nce
yapilan calismalarda, AMV, BYMV, CMV ve
PSbMV’nin bakla, bezelye, mercimek ve nohut
bitkilerinde enfeksiyon olusturdugu ve farkli

1968; El-Attar ve ark., 1971a, 1971b; Kaiser ve
Danesh, 1971; Eldin ve ark., 1981; Kaiser, 1981;
Lundsgaard, 1981; Hampton, 1982; Mills ve
Ahmed, 1984; Bos ve ark., 1988; Ouizbouben ve
Fortass, 1997). Ulkemizde daha énce yapilmis
calismalarda ise bakla bitkisinde BYMV, bezelye
bitkisinde BYMV ve PSbMV, mercimek bitkisinde
AMYV, BYMV ve PSbMV ve nohut bitkisinde AMV
virtslerinin  varligi bildirilmistir (Fidan, 1988;
Makkouk ve ark., 1993; Erdiller ve ark., 1997).
Calismamizda ulkemiz igin bakla bitkisinde PSbMV
ve nohut bitkisinde BYMV, CMV ve PSbMV

oranlarda tohumla tagindigi farkl arastirmacilar virGslerinin  varhg ilk kez tespit edilmistir.

tarafindan bildirilmistir (Musil, 1966; Kaiser ve ark.,

Cizelge 3. DAS-ELISA yontemiyle enfekteli bulunan tohum 6rnek sayisi ve orani.

o Testlenen Ornek AMV BYMV cMvV PSbMV
Bitki Adi Sayisi a b a b a b a b
Bakla 30 - 0.00 - 0.00 1 3.33 1 3.33
Bezelye 25 - 0.00 - 0.00 - 0.00 - 0.00
Mercimek 50 - 0.00 1 2.00 1 2.00 - 0.00
Nohut 100 1 1.00 2 2.00 1 1.00 3 3.00

a: Enfekteli tohum 6rnek sayisi, b: Enfekteli tohum 6rnek orani (%).
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Testlenen tohum 6rneklerinin bazilar tek
virisle enfekteliyken, bazi tohum orneklerinin
birden fazla virlisle enfekteli oldugu belirlenmistir.
Bir bakla 6rneginde CMV+PSbMV, bir mercimek
orneginde BYMV+CMV, bir nohut 6rneginde CMV,
bir nohut 6rneginde BYMV, 2 nohut Orneginde

Cizelge 4. Tohum 6rneklerinde bulunan enfeksiyon tipleri.

PSbMV ve bir nohut orneginde
AMV+BYMV+PSbMV virisleri belirlenmistir (Cizelge
4). Daha once birden fazla virGsin ayni tohum
orneginde bulunabilecegi bildirilmistir (Jones ve
Coutts, 1996).

Testlenen Tohum Tarl

Enfeksiyon Tipi
Bakla Bezelye Mercimek Nohut

BYMV - - - 1
cMv - - - 1
PSbMV - - - 2
BYMV+CMV - - 1 -
CMV+PSbMV 1 - - -
AMV+BYMV+PSbMV - - - 1

Biyolojik karakterizasyon sonuglar

AMV, BYMV, PSbMV ve CMV ile ile bulasik
oldugu bilinen nohut tohum ekstraklari C. quinoa,
V. faba, D. stramonium, N. rustica indikator

bitkilerine inokule edilmistir. Virtsler tarafindan
indiiklenen  belirtiler ve test bitkilerine
gerceklestirilen DAS-ELISA testi sonugclari asagidaki
cizelgede 6zetlenmistir (Cizelge 5).

Cizelge 5. Biyolojik karakterizasyon ¢alismalarinda olusan belirtiler ve DAS-ELISA sonuglari.

Virisiin meydana getirdigi belirtiler

Virls Adi

DAS-ELISA

NL

indikator Bitki Adi 8 KL

K YSB M BO sonucu

C. quinoa + -
V. faba
D. stramonium - - -
N. rustica - - -

+ +|n

AMV

+ + |

C. quinoa
V. faba

D. stramonium - - -
N. rustica - - -

BYMV

1
1
1
1
1
+ + + |+ + + +

C. quinoa
V. faba

D. stramonium - + -
N.rustica - - -

cmMv

1

1

1

1

+
+ + +

C. quinoa - - +
V. faba - - -
D. stramonium - - +
N. rustica - - -

PSbMV

+ +
+ +
1

+ + o+

+ - - - -
- - - - - +

B: Bodurlasma, S: Sistemik, L: Lokal, KL: Klorotik leke, NL: Nekrotik leke, K: Kloroz, YSB: Yaprakta

sekil bozuklugu, M: Mozaik, BO: Bitki 8limii

Biyolojik karakterizasyon konusunda daha
once yapilmis calismalar ve calismamizdan elde
edilen  sonuglar  gostermistir ki  mekanik
inokulasyon vyapilan test bitkilerinde gorilen
belirtiler, virGstn turt/irki, virtsan izole edildigi
bitki ve bolge, kullanilan test bitkisinin tlrid ve
cesidine bagh olarak c¢ok yiksek cesitlilik
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gostermektedir (Erdiller ve ark., 1997; Fidan ve
Yorganci, 1990; Kararah ve ark. 2014; Kim ve ark.,
2011; Sertkaya ve ark., 2017; Yardimci ve ark.,
2007, Xu ve Nie, 2006).

Biyolojik indeksleme yontemiyle virlslerin
belirtilere dayal teshisi tek basina yeterli olmayip,
daha hassas ikinci bir yontemle teyit edilmeye
ihtiyac  duyulmaktadir.  Calismamizda  belirti
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gostermeyen test bitkilerinde latent enfeksiyon
olup olmadigi veya belirti gosteren test bitkilerinde
enfeksiyonun arastirma konusu virlsten kaynakh
oldugunu teyit etmek amaciyla, test bitkilerinden
ornekler alinarak DAS-ELISA yontemiyle
testlenmistir. DAS-ELISA sonuglarina gére BYMV ve
CMV inokule edilen N. rustica bitkileri disinda tim
test bitkileri pozitif ¢cikmistir. Ayrica AMV ve PSbMV
ile inokule edilen N. rustica bitkilerinde belirti
olusmamasina ragmen test sonucu pozitif ¢itkmistir
(Cizelge 5). Kelaniyangoda ve Madhubashini (2010)
test sonucu negatif ¢ikan 6rneklerle ilgili olarak
bitki tarafindan salgilanan bazi engelleyicilerin viriis
partikiline baglandig ve bunlarin mekanizmasinin

AMV

BYMV

Sekil 1. PCR Griinlerinin UV gorintisa.

Filogenetik analiz sonuglari

RT-PCR yontemiyle g¢ogaltilan AMV nohut
izolat, BYMV nohut izolati, CMV nohut izolati,
PSbMV nohut izolati, BYMV mercimek izolati ve
PSbMV bakla izolatinin hedef bdlgelerinin dizi
analizi yapilarak, Tirkiye ve dinyadaki izolatlarla
karsilastirmali olarak filogenetik analizi
gerceklestirilmis, nikleotit ve aminoasit
benzerlikleri belirlenmistir.
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bilinmedigini ve bazi test bitkilerinin latent

enfeksiyon gecirebilecegini bildirmislerdir.

RT-PCR sonuglari

DAS-ELISA testleri sonucunda absorbans
degerleri negatifin 2 kati olan tohum o6rnekleri ve
absorbans degeri negatifin Uzerinde olan virisle
bulasik oldugundan sliphelenilen tohum ornekleri
RT-PCR  yontemiyle testlenmistir.  Testlenen
orneklerden birinde AMV (nohut), ikisinde BYMV
(mercimek ve nohut), birinde CMV (nohut) ve
ikisinde PSbMV (nohut ve bakla) virislerinin varlig
tespit edilmistir (Sekil 1).

CMV PSbMV

Nohut AMV izolatinin amplifiye edilen 666
bp  uzunlugundaki CP  nikleotit dizisinin
(MWO052332) filogenetik analizine gore, bizim
izolatimiz  filogenetik olarak Sirbistan izolat
(FI527748) ile yakin iliski gostermistir (Sekil 2). Yani
sira bizim izolatimizin niikleotit ve amino asit dizisi
benzerlik oranlari sirasiyla % 93.25-97.73 ve
%73.27-96.00 arasinda degiskenlik gostermistir
(Cizelge 6).
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MK E95697 Rusya

JIN256025 Amerika Glycine max

HQ332383 Turkiye Medicago sativa

K¥860733 Macaristan Sahvia sclarea

DQ314756 Kanada Solanum tuberosum

KX710198 Bosna Hersek Capsicum anmnum

KM655878 fran Vigna unguiculata

IX996119 Hi

IJNO40542 $ili Viburnum tinus L.

AT AT

L. x i

MFO75253 Avustralya Medicago sativa

FJ858265 Brezilya Medicago sativa

Y¥09110 italya Solamnn lycopersicum

KC434083 Suudi Arabistan Medicago sativa

JXE853610 Iran Medicago sativa

JQ281522 Cin Medicago sativa

FJ527748 Sobistan Medicago sativa

MWO52332 Turkiye Cicer arietinum

-

KY348844 Guney Kore Trifolium repens

EF427449 Ispanya Viburmm sp.

KF959874 Meksika Vicia faba

HQ2E88892 Misx Solanum tuberosum cv. spunta

Sekil 2. AMV nohut izolatinin kilif protein gen bolgesine dayanarak olusturulan filogenetik

analizini gosteren dendrogram.

Cizelge 6. AMV nohut izolati ile NCBI veri tabaninda farkli konukgulardan alinan izolatlarin nikleotit
ve aminoasit dizilerinin benzerlik oranlari.

Erisim Ulke Konukcu Nikleotit Aminoasit
Numarasi Benzerligi (%)  Benzerligi (%)
KM655878 iran Vigna unguiculata 97.57 83.49
FJ527748 Sirbistan Medicago sativa 97.14 82.57
KX710198  Bosna Hersek Capsicum annuum 97.64 86.27
Y09110 italya Solanum lycopersicum 96.51 82.81
JN040542  Sili Viburnum tinus L. 97.48 85.29
JX996119 Hirvatistan Lavandula x intermedia 97.32 85.78
MK695697 Rusya Solanum tuberosum cv. Impala 97.73 96.00
DQ314756 Kanada Solanum tuberosum 97.00 82.35
MF075253 Avustralya Medicago sativa 96.70 82.81
HQ288892 Misir Solanum tuberosum cv. Spunta 96.70 81.90
FJ858265 Brezilya Medicago sativa 96.56 82.81
JN256025  Amerika Glycine max 96.55 82.81
JQ281522 Cin Medicago sativa 95.68 82.81
JX853610 iran Medicago sativa 95.66 82.81
KY348844  Gunay Kore Trifolium repens 93.25 79.19
EF427449 ispanya Viburnum sp. 94.22 84.31
KC434083  Suudi Arabistan  Medicago sativa 95.69 95.51
KY860733  Macaristan Salvia sclarea 97.14 84.44
KF959874  Meksika Vicia faba 94.68 85.71
HQ332383 Tiurkiye Medicago sativa 96.14 73.27
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Nohut BYMV izolatinin amplifiye edilen 750

bp  uzunlugundaki CP  nikleotit dizisinin
(MWO052328) filogenetik analizine gore, bizim
izolatimiz  filogenetik olarak Amerikan izolati

(KY475574) ile yakin iliski gostermistir (Sekil 3).

Yani sira bizim izolatimizin nikleotit ve amino asit
dizisi benzerlik oranlari sirasiyla % 85.95-98.51 ve
% 81.12-100.00 arasinda degiskenlik gostermistir

(Cizelge 7).

| MWWOS52328 Toarkiye Cicer arietinurm

KYA475574 Amerika Vanilla sp.

MIK416161 Ukrayna gladiolus sp.

AJ289200 Almanya Gentiana sp.

JNTO2546 spanya Phaseolus vulgaris

JNT92519 [spanya Lens culinaris

JHNTE2544 Ispanya Vicia faba

Dinllir

EU082127 Rusya Lupinus luteus

EU0g2128 Avustralya Vicia faba

MMNZ241051 iran Faba bean

AJZE9199 Hollanda Gentiana sp.

il

HF 543670 Yunanistan Cassia sp.

AMEE4181 Hollanda Phasecolus vulgaris

AMIDA546 Hindistan Freesia sp.

ABO41972 Japonya Gladiclus sp.

EU082123 Avustralya Phaseolus vulgaris

KCO011006 Hindistan Phaseolus vulgaris

EuUgs8830 Hindistan Gladioclus sp.

Sekil 3. BYMV nohut izolatinin kilif gen bolgesine dayanarak olusturulan filogenetik

analizini gosteren dendrogram

Cizelge 7. BYMV nohut izolati ile NCBI veri tabaninda farkl konukgulardan alinan izolatlarin
niikleotit ve aminoasit dizilerinin benzerlik oranlari.

Erisim Ulke Konukeu Nkleotit Aminoasit
Numarasi Benzerligi (%) Benzerligi (%)
EU082127 Rusya Lupinus luteus 91.11 95.98
MK416161 Ukrayna Gladiolus sp. 98.09 99.48
KY475574 Amerika Vanilla sp. 98.51 99.44
AB041972 Japonya Gladiolus sp. 87.86 92.77
AJ289200 Almanya Gentiana sp. 98.08 98.66
EU082128 Avustralya Vicia faba 87.47 95.98
KC011006 Hindistan Phaseolus vulgaris 86.57 93.17
IN792544 ispanya Vicia faba 96.52 100.00
IN792546 ispanya Phaseolus vulgaris 96.52 99.28
AM884181 Hollanda Phaseolus vulgaris 86.91 92.77
JN792519 ispanya Lens culinaris 96.11 100.00
EU868830 Hindistan Gladiolus sp. 86.54 81.12
EU082123 Avustralya Phaseolus vulgaris 86.38 93.57
AM904546 Hindistan Freesia sp. 85.97 91.16
AJ289199 Hollanda Gentiana sp. 92.28 97.96
MN241051 iran Vicia faba 85.95 96.38
HF543670 Yunanistan Cassia sp. 88.66 98.53
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Nohut CMV izolatinin amplifiye edilen 633 gostermistir (Sekil 4). Yani sira bizim izolatimizin
bp  uzunlugundaki CP  nikleotit dizisinin nikleotit ve amino asit dizisi benzerlik oranlari
(MWO052331) filogenetik analizine gore, bizim siraslyla % 78.05-98.54 ve % 83.60-99.39 arasinda
izolatimiz filogenetik olarak IA altgrubu iginde yer degiskenlik gostermistir (Cizelge 8).

alan Polonya izolati (KX495206) ile yakin iliski

Sekil 4. CMV nohut izolatinin kihif gen bdlgesine dayanarak olusturulan filogenetik analizini
gosteren dendrogram.

Cizelge 8. CMV nohut izolati ile NCBI veri tabaninda farkli konukgulardan alinan izolatlarin
niikleotit ve aminoasit dizilerinin benzerlik oranlari.

Erigim Ulke Konukcu Nukleotit Aminoasit
Numarasi Benzerligi (%)  Benzerligi (%)
KX495206 Polonya Cucurbita pepo 98.54 98.42
KJ173755 iran Cucumis sativus 98.06 98.42
AY380533 Brezilya Chrysanthemum sp. 97.90 97.89
AB448696 Suriye Solanum tuberosum 97.90 98.42
KC288148 Sirbistan Capsicum annuum 97.74 98.42
KM207236 Misir Solanum lycopersicum  97.26 97.37
JF918967 Amerika Vinca minor 96.94 97.89
KU976474 ispanya Cucumis melo 95.48 98.42
KU976475 italya Phaseolus vulgaris 95.32 97.89
AJ006990 Cin Phaseolus vulgaris 94.68 97.37
AJ810265 Yunanistan Cucumis melo 94.52 97.37
AJ810262 Bulgaristan Phaseolus vulgaris 94.52 98.42
KU976471 Nijerya Capsicum sp. 94.52 97.89
AJ810264 Tayland Cucumis sativus 94.21 97.37
HQ829828 Cin Cucumis sativus 93.55 96.84
KU297991 Glney Kore Capsicum annuum 92.75 95.79
AJ810260 Hindistan Capsicum sp. 92.26 95.79
EU726631 Malezya Catharanthus roseus 92.10 95.26
KU976467 Sudan Capsicum sp. 91.94 96.32
HE971708 Tunus Capsicum annuum 98.17 99.39
KY474380 Tarkiye Vigna unguiculata 92.20 96.59
KU976481 Kanada Cucumis sativus 78.21 84.66
AJ810254 Hollanda Spanacia oleracea 78.05 84.13
KX951465 Macaristan Nerium oleander 77.72 83.60
AJ632090 Almanya Cucumis sativus 78.42 85.39
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Nohut PSbMV izolatinin amplifiye edilen
792 bp uzunlugundaki CP nikleotit dizisinin
(MWO052330) filogenetik analizine gore, bizim
izolatimiz filogenetik olarak Cin (HQ185580) ve
Almanya (MN399737) izolatlari ile yakin iligki

gostermis ve diger izolatlara bir dis grup
olusturmustur (Sekil 5). Yani sira bizim izolatimizin
nikleotit ve amino asit dizisi benzerlik oranlari
sirastyla % 86.59-98.98 ve % 93.04-98.86 arasinda
degiskenlik gostermistir (Cizelge 9).

HQ18557 1 Avustralya Pisum sativum cv. Kaspa
XKB87T938 Danimarka Pisum sativum

EU293765 Cek Cumhuriyeti Pisurm sativum
AFS522162 Misir Pisurmn sativum

KPY74571 Yunanistan Lens culinaris
MMNI99T7IT Almanya Pisumn sathvunn

HQ 185580 Cin Wicia faba

AF127768 Pakistan Pisum sativum

Z48509 Admanya Pisum sativum

HQ 185577 Avustralya Pisum sativum cwv. Bluey

U16215 Rusya Pisum sativum

HQ185581 Avustralya Pisum sativum

AF023148 Danimarka Lens culinaris

LT220192 Avustralya Pisum sativunm

AF023146 Danimarka Pisum sativum

| mMvwos2330 Tarkiye Gicer aretinum |

Sekil 5. PSbMV nohut izolatinin kilif gen bolgesine dayanarak olusturulan filogenetik

analizini gosteren dendrogram.

Cizelge 9. PSbMV nohut izolati ile NCBI veri tabaninda farkli konukgulardan alinan izolatlarin
niikleotit ve aminoasit dizilerinin benzerlik oranlari.

Erisim .. Niikleotit Aminoasit
Ulke Konukgu o L.
Numarasi Benzerligi (%)  Benzerligi (%)
HQ185580 Cin Vicia faba 98.98 98.86
KP774571 Yunanistan Lens culinaris 98.57 98.80
U16215 Rusya Pisum sativum 94.42 96.84
248509 Almanya Pisum sativum 91.23 95.65
HQ185581 Avustralya Pisum sativum 93.09 96.04
X87938 Danimarka Pisum sativum 88.69 96.05
AF522162 Misir Pisum sativum 88.56 94.47
EU293765 Cek Cumhuriyeti  Pisum sativum 87.80 95.26
HQ185571 Avustralya Pisum sativum cv. Kaspa  86.59 94.62
LT220192 Avustralya Pisum sativum 91.20 93.97
AF023148 Danimarka Lens culinaris 90.40 93.91
AF023146 Danimarka Pisum sativum 90.13 93.04
MN399737 Almanya Pisum sativum 98.98 98.86
AF127768 Pakistan Pisum sativum 98.86 98.86
HQ185577 Avustralya Pisum sativum cv Bluey 95.17 96.96

Mercimek BYMV izolatinin amplifiye edilen
822 bp uzunlugundaki CP nikleotit dizisinin
(MWO052327) filogenetik analizine gore, bizim
izolatimiz filogenetik olarak Hindistan (KC011006)
izolati ile yakin iliski gdstermistir (Sekil 6). Yani sira
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bizim izolatimizin nikleotit ve amino asit dizisi
benzerlik oranlari sirasiyla % 80.47-94.47 ve %
84.56-97.83 arasinda degiskenlik gdstermistir
(Cizelge 10).
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KYA476574 Ameorika Vanilla sp
I— MIK416161 Ukrayna Gladiolus sp

EU0B2127 Rusya Lupinus Iuteus

JNTO2519 Ispanys Lens culinaris

JN7O2644 Ispanya Vicia faba

A Amanys Gentiana s

ABO Japonya Gladiolus sp.

- EUOB2128 Avustralya Vicia faba
‘-— MNZ241051 lran Vicias faba

KY596424 Rusya Canna sp
E EFS92160 Cin Canna sp
[FAWO52327 Torkiye Lens culinans |

eu > Hindistan Gladiolus s

- EUOB2123 Avustralya FPhaseolus vulgars

INTO2546 Ispanya Phascolus vulgark

—’7 AMMEBE4181 Hollanda Phaseolus vulgarns
. AMB0A4AS46 Hindistan Freesia spp

HFS43670 Yunanistan Cassia sp

LCO25531 Suudi Arabistan Phaseolus vulgaris

Sekil 6. BYMV mercimek izolatinin kilif gen bolgesine dayanarak olusturulan filogenetik
analizini gosteren dendrogram.

Cizelge 10. BYMV mercimek izolati ile NCBI veri tabaninda farkli konukgulardan alinan izolatlarin
niikleotit ve aminoasit dizilerinin benzerlik oranlari.

Erisim Ulke Konukcu Nikleotit Aminoasit
Numarasi Benzerligi (%) Benzerligi (%)
MN241051  iran Vicia faba 80.47 92.92
KY595424 Rusya Canna sp. 82.46 90.04
EF592169 Cin Canna sp. 82.50 88.93
KC011006 Hindistan Phaseolus vulgaris 94.47 96.32
EU868830 Hindistan Gladiolus sp. 93.71 84.56
EU082123 Avustralya Phaseolus vulgaris 91.19 93.41
AM884181 Hollanda Phaseolus vulgaris 89.42 93.38
AM904546 Hindistan Freesia sp. 89.23 93.75
HF543670 Yunanistan Cassia sp. 85.27 96.32
LC025531 Suudi Arabistan Phaseolus vulgaris 88.73 86.96
KY475574 Amerika Vanilla sp. 82.50 94.94
MK416161 Ukrayna Gladiolus sp. 82.67 94.79
EU082127 Rusya Lupinus luteus 81.96 91.54
JN792519 ispanya Lens culinaris 84.63 97.83
IN792544 ispanya Vicia faba 84.40 97.83
IN792546 ispanya Phaseolus vulgaris 84.40 97.10
AJ289200 Almanya Gentiana sp. 86.65 96.64
AB029440 Japonya Gladiolus sp. 81.99 91.54
EU082128 Avustralya Vicia faba 81.02 90.81
Bakla PSbMV izolatinin amplifiye edilen 756 grup oluturmustur (Sekil 7). Yani sira bizim

bp  uzunlugundaki CP

(MW052329) filogenetik

nikleotit  dizisinin
analizine goére, bizim
izolatimiz filogenetik olarak Yunanistan (KP774571)

izolati ile yakin iliski gostermis ve tek basina bir dis
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izolatimizin niikleotit ve amino asit dizisi benzerlik
oranlari sirasiyla % 86.71-99.45 ve % 93.04-99.59
arasinda degiskenlik gostermistir (Cizelge 11).
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HQ185580 Cin Wicia faba

MMNZ9973T7 Almanya Pisum sativuam

AF127768 Pakistan Pisum sativum

—— KP774571 Yunanistan Lens culinaris

— MK116872 Cek Cumhuriyeti Pisum sativum

AFS22162 Misir Pisum sativum

EU293765 Cek Cumhuriyeti Pisum sativam

—— HQ185571 Avustralya Pisum sativum cv. Kaspa

—— X87938 Danimarka Pisum sativum

Z48509 Almanya Pisurm sativurm

HQ1 85577 Avustralya Pisum sativum cv. Bluey

U16215 Rusya Pisum sativum

HQ185581 Avustralya Pisum sativum

AF023148 Danimarka Lens culinaris

AF023146 Danimarka Pisum sativum

|MW052329 Turkiye Vicia l‘abal

Sekil 7. PSbMV bakla izolatinin kilif gen bolgesine dayanarak olusturulan filogenetik

analizini gosteren dendrogram.

Cizelge 11. PSbMV bakla izolati ile NCBI veri tabaninda farkl konukgulardan alinan izolatlarin niikleotit ve
aminoasit dizilerinin benzerlik oranlari.

Erisim Ulke Konukeu Nikleotit Aminoasit
Numarasi Benzerligi (%) Benzerligi (%)
HQ185580 Cin Vicia faba 99.34 99.59
KP774571 Yunanistan Lens culinaris 99.45 98.74
uU16215 Rusya Pisum sativum 94.69 96.68
248509 Almanya Pisum sativum 91.10 95.44
HQ185581 Avustralya Pisum sativum 92.88 96.04
X87938 Danimarka Pisum sativum 88.84 95.85
AF522162 Misir Pisum sativum 88.44 94.19
EU293765 Cek Cumhuriyeti Pisum sativum 87.90 95.02
MK116872 Cek Cumhuriyeti Pisum sativum 99.20 99.59
HQ185571 Avustralya Pisum sativum cv. Kaspa 86.71 94.62
AF023148 Danimarka Lens culinaris 89.79 93.91
AF023146 Danimarka Pisum sativum 89.79 93.04
MN399737 Almanya Pisum sativum 99.34 99.59
AF127768 Pakistan Pisum sativum 99.20 99.59
HQ185577 Avustralya Pisum sativum cv Bluey 95.22 97.51
Bitki virGslerin teshis ve tanisinda farkli gosterdigi, bazilarinda nikleotit benzerliginin

molekiler yaklasimlar bulunmaktadir (Celik ve
Ertung, 2021). Filogenetik analiz ¢alismalari
virGslerin evrimsel gelisim siregleri hakkinda
aydinlatici bilgi veren yontemlerdir. Filogenetik
analiz sonuglari degerlendirildiginde, bazi
izolatlarin yliksek niikleotit ve amino asit benzerligi
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amino asit benzerliginden daha yiksek oldugu,
bazilarinda ise amino asit benzerliginin nikleotit
benzerliginden daha yliksek oldugu gorilmektedir.
Bu durum, yiksek benzerlik oranlarina ragmen
ylksek genetik cesitliligin olabilecegini
gostermektedir (Xu ve Nie, 2006; Al-Saleh ve ark.,
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2014; Bergua ve ark., 2014). Bergua ve ark. (2014)
tarafindan birbirine yakin bdlgelerden izolatlarin
yuksek benzerlik gosterebildigi ifade edilirken, Xu
ve Nie (2006) ayni bolge ve bitkiden alinan viris
izolatlarinin dahi niikleotit dizilerinde farkliliklar
gosterebildigini ifade etmislerdir. Ayrica, Sharma
ve ark. (2015) dinyanin farkli bolgelerinden ve
farkh bitkilerden izole edilen izolatlarin yiksek
benzerlik gosterdigini bildirmislerdir. Wylie ve ark.
(2008) ise filogenetik agacta olusan gruplarin izole
edilen bitkiler ve cografik bolgeyle
bagdastirilabilecegini ifade etmektedirler.

Sonug ve Oneriler

DAS-ELISA ve RT-PCR testleri sonucunda;
bakla, mecimek ve nohut tohum 6rneklerinde farkli
tiplerde tekli veya c¢oklu virlis enfeksiyonlari
belirlenirken,  bezelye  tohum  6rneklerinde
arastirma konusu virislere rastlanmamistir. Tohum
kokenli virtslerin erken teshisi 6nem tasimaktadir.
Bu nedenle, tohum dretimi yapan firmalar
tarafindan satis ©ncesi uluslararasi standartlara
uygun tohum saghk testlerinin  yapilmasi
gerekmektedir. Biyolojik indeksleme c¢alismalari
sonucunda, elde edilen izolatlarin daha o6nceki
calismalarda bildirilen virlslerle benzerlikleri ve
farkhhklari  bulunmaktadir.  Virlis izolatlarinin
alindig bolge, izole dildigi bitki turi/cesidi ve
kullanilan test bitkilerinin tiirine gore biyolojik

cesitlilik  gosterdigi  belirlenmistir.  Virlslerin
meydana getirdigi belirtiler diger biyotik ve
abiyotik etmenlerle benzerlik gosterdiginden

simptomatolojik teshis zor olmaktadir. Belirtilerin
viris kaynakli olup olmadiginin kesin olarak
belirlenmesi amaciyla ikinci bir yontemle teyite
ihtiyac duymaktadir. Molekiiler karakterizasyon
¢alismalari kapsaminda, ¢alismamizdan elde edilen
izolatlar ile diinya izolatlari arasinda vyiiksek
benzerlik bulunmakta ve virlslerin tirleri kendi
icinde genetik cesitlilik gostermektedir. Virtslerin
CP gen bolgesine dayali filogenetik analizi tar tayini
icin yeterli olsa da genetik gesitliligin daha detayli
belirlenmesi ve izolatlar arasindaki farkliliklarin
daha iyi anlagiimasi amaciyla tim genoma dayali
filogenetik analizin yapilmasi daha uygun olacaktir.

Tesekkiir: Tez calismasinin yuritilmesi sirasinda
calisma ortami ve imkani saglayan danismanim
Sayin Prof. Dr. Mustafa GUMUS’e, emekli olana
kadar danismanhgimi  yiriten ve degerli
gorislerinden faydalandigim Sayin Prof. Dr. Semih
ERKAN’a, degerli katkilarindan dolayr Tez izleme
Komitesi iyeleri Sayin Prof. Dr. ibrahim DUMAN ve
Sayin Dog. Dr. ismail Can PAYLAN’a, tez savunma
jurisine katilip katki saglayan Sayin Prof. Dr.
Saadettin BALOGLU ve Sayin Prof. Dr. Ahmet
BAYRAM’a ve gosterdikleri misafirperverlik igin
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gorevli olarak bulundugum Ege Universitesi Ziraat
Fakiltesi Bitki Koruma Bolimi personeline
tesekkir ederim.

Cikar Catismasi Beyani: Makale yazarlari aralarinda
herhangi bir c¢ikar catismasi olmadigini beyan
ederler.

Arastirmacilarin Katki Orani Beyan Ozeti: Yazarlar
makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini
beyan ederler.

&Bu makale “Yemeklik Baklagil
Tohumlariyla Taginan Bazi Virlslerin  Teghisi,
Karakterizasyonu ve Miicadelesinde Cesitli Tohum
Uygulamalarinin  Etkinliginin  Arastiriimasi” adli
doktora tezinden Uretilmistir.
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