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OZET

GUNEY MARMARA BOLGESI’NDE ALLIUM CINSi BITKIiLERDE
POTYVIRUSLERIN TANILANMASI VE KARAKTERIZASYONU

Hasan Tuna TUZLALI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dal1 Doktora Tezi
Danigman: Prof. Dr. Savas KORKMAZ
30/01/2018, 106

Calismada, Canakkale, Bursa ve Balikesir ili ve ilgelerinde 2014-2017 iiretim
yillart igerisinde survey c¢alismalar yiiriitiilerek Onion yellow dwarf virus (OYDV), Leek
yellow stripe virus (LYSV) ve Turnip mosaic virus (TuMV) etmenlerine benzer simptom
gosteren pirasa, sogan ve sarimsak bitkilerinden 494 ornek toplanmis ve DAS-ELISA
yontemi ile test edilmistir. Analizler sonucunda 494 6rnekten 100 tanesinde OYDV, 52
tanesinde LYSV ve 35 tanesinde ise karisik enfeksiyon bulunmus, TuMV enfeksiyonlari
ise tespit edilememistir. Enfekteli bulunan 6rnekler icerisinden elde edilen bazi izolatlarin
molekiiler 6zelliklerini belirlemek amaciyla RT-PCR iiriinleri klonlanarak niikleik asit ve
amino asit dizilimleri belirlenmistir. Bu izolatlara 6zgii niikleotit (nt) ve amino asit (aa)
dizilimleri, gen bankasinda bulunan ve diinyanin farkli tiretim bolgelerinden izolatlar ile
karsilastirilmis ve Giliney Marmara Bolgesi LYSV izolatlarinin kendi aralarinda nt ve aa
diizeyinde siras1 ile % 79,55-99.81 ve % 80,69-100, OYDV izolatlarinin ise % 76,25-
99,67 ve % 83,50-100 benzerlik tasidig1 belirlenmistir. Bu izolatlarin diinya izolatlar ile nt
ve aa diizeyinde olusturdugu benzerlik oranlar ise sirasi ile LYSV i¢in % 77,90-99,27 ve
% 78,19-99,69, OYDV i¢in ise % 74,09-84,72 ve % 79,00-92,50 olarak belirlenmistir.
Yapilan filogenetik analizler sonucunda Giiney Marmara Bdlgesi izolatlarmin diinyanin
farkl1 bolgelerindeki izolatlarla farkli diizeylerde iliski gosterdigi saptanmistir. Ayrica
klonlama ¢alismalarinda kullanilan izolatlardan bazilar1 indikator bitkilere mekanik
tasinma denemeleri kapsaminda inokule edilmis ve inokule edilen bitkilerin bazilarinda

LYSV ve OYDV’ye 6zgii simptomlar gézlenmistir.

Anahtar sozciikler: Giiney Marmara Bolgesi, OYDV, LYSV, TuMV, Klonlama



ABSTRACT

DETECTION AND CHARACTERIZATION OF POTYVIRUS IN PLANTS OF
ALLIUM GENUS IN SOUTH MARMARA REGION

Hasan Tuna TUZLALI
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Doctoral Dissertation in Plant Protection
Advisor: Prof. Dr. Savas KORKMAZ
30/01/2018, 106

In this study, 494 samples were collected from leek, onion and garlic plants which
show similar symptoms with Onion yellow dwarf virus (OYDV), Leek yellow stripe virus
(LYSV) and Turnip mosaic virus (TuMV) by conducting surveys in Canakkale, Bursa and
Balikesir provinces and sub provinces in 2014-2017 and they were tested by DAS-ELISA
method. As a result of analysis, while 100 OYDV, 52 LYSV and 35 mixed infections out
of 494 samples were determined, TuMV infections were not found. To identify the
molecular properties of some isolates that were found in infected samples, nucleic acid and
amino acid sequences were determined by cloning RT-PCR products. When the nucleotide
(nt) and amino acid (aa) sequences which are specific to these isolates compared to isolates
from the different production regions all over the world, it has been revealed that there are
similarities both among the LYSV isolates of the Southern Marmara Region of 79,55-
99,81 % and 80,69-100 %, and the OYDV isolates of 76,25-99,67 % and 83,50-100 %,
respectively. While the similarity rates of these isolates with the world isolates at the level
of nt and aa within the context of LYSV are 77,90-99,27 % and 78,19-99,69 %, the rates
are 74,09-84,72 % and 79,00-92,50 % for OYDV, as a consequence. As a result of
conducted phylogenetic analyzes, it has been found that the isolates of the South Marmara
Region are associated with different levels of isolates in different parts of the world.
Furthermore, some of the isolates used in cloning studies were inoculated with indicator
plants through mechanical transmission assays and in some of the inoculated plants,

symptoms particular to LYSV and OYDYV were observed.

Keywords: South Marmara Region, OYDV, LYSV, TuMV, Cloning
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BOLUM 1
GIRIS

Farkli ekolojilerde tarimi yapilabilen ve insanlarin beslenme gereksinimlerine
katkida bulunan sebzeler, tiiketildikleri cografyanin kiiltiiri ve ihtiyaglart dogrultusunda
pisirilerek, ¢ig, taze veya konserve olarak tiiketilirler ve bu 6zelikleri ile siis bitkileri, ¢ayir
mera ve yem bitkileri ile tibbi aromatik bitkilerden farklilik gosterirler. Tiiketilen
kisimlarina gore kokleri ve yumrulari, soganlari, siirgiinleri ve gévdeleri, yaprak ve yaprak
saplari, ¢icek ve ¢igek tablasi, tohumlari ile olgunlasmis veya olgunlasmamis meyveleri
tiiketilebilen sebzeler, insan beslenmesi ve sagligina faydali olmakla beraber birim alandan
yiiksek gelir saglayabilmeleri ile de tarimin vazgecilmez {iriinleri arasinda yer alirlar.

Bu sebze tiirleri arasinda soganlari yenen sebzeler icerisinde bulunan ve iklim
istekleri géz Oniine alindiginda kiglik sebzeler igerisinde siniflandirilan sogan, sarimsak ve
pirasa, Allium cinsi bitkiler igerisinde yer alan ve ticari 6nemi bulunan tiirleridir. Bu

tiirlerin taksonomideki yeri Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1. Pirasa, sogan ve sarimsak bitkilerinin taksonomideki yeri

Alem Plantae

Sube Magnoliophyta
Simif Liliopsida
Takim Asparagales
Familya Alliaceae

Cins Allium

Allium ampeloprasum L. (Pirasa)

Tiir Allium cepa L. (Sogan)

Allium sativum L. (Sarimsak)

Bu bitkiler arasindan sogan (Allium cepa L.), keskin kokusu ile kolayca segilebilen,
yumrusunun yani sira yesil yapraklari da tiiketilebilen bir bitki olup, hem pismis, hem de
taze olarak tiiketilen bir tiirdiir ve igerisinde 700°den fazla tiir bulunduran Allium cinsi

bitkiler arasinda yer almaktadir (Burnie ve ark., 1999).



Allium cinsi bitkilerin sogan ile birlikte en Snemli {iyesi olan sarimsak (Allium
sativum L.), taze olarak tiiketildiginde yapraklart ve yalanci goévdesi, kuru olarak
tiikketildiginde ise bas kisminda bulunan disleri ile tiiketilebilmektedir. Sarimsak 6000
yildan fazla bir siire ile diinya ¢apinda yetistirilen en eski sebzelerden biridir. Yeraltindaki
digleri ve gen¢ yapraklarinda bulunan biyoaktif bilesenleri tarafindan saglanan
kullanilabilirligi ve tibbi 6zellikleri nedeni ile 6dnemli bir bitkidir. En yaygin olani, bir
diploid karyotip ile karakterize edilen, Asya A. sativum ekotipidir (Simon ve Jenderek,
2003).

Vejetatif olarak dislerle iiretimi yapilabilen sarimsagin ayrica tohumlarindan da
tiretim yapilabilmektedir. Sarimsagin i¢inde bulundugu Allium sativum tiiriintin iki alt tiirQ
bulunmaktadir. Bunlardan ilki (A. sativum sub var. sativum) diinyada yaygin olarak ticareti
yapilan ve bitkilerin sapa kalkma o6zelliklerine gore yumusak boyunlu (softneck) olarak
isimlendirilen sarimsaklardir. Digeri ise A. sativum sub. var. ophioscorodon’dur ve sert
boyunlu (hardneck) sarimsak olarak bilinmektedir (Heinrich ve Larry, 1996).

Gen merkezi Yakindogu ya da iilkemizin dahil oldugu Dogu Akdeniz havzasi oldugu
bilinen pirasanmn (A. ampeloprasum L.), kdkeninin ayrica Italya, Yunanistan, Anadolu,
fran, Suriye, Filistin, Azerbaycan ve Afganistan'l icerisine alan bolgede oldugu ileri
stiriilmektedir. Ge¢gmisi, Misir Medeniyeti ve Romalilara kadar dayanan pirasa, tilkemizde
genel olarak kislik sebze olarak kullanilan ve hemen hemen biitiin bolgelerimizde iretilip
tiiketilen bir sebzedir. Ozellikle kara ikliminin hiikiim siirdiigii bolgelerimizde kislik sebze
tilketiminin ¢ok 6nemli bir boliimiinii olustururlar (Anonim, 2013).

Allium cinsi bitkiler, diinya genelinde yetistiriciliklerinin yapilabildigi her yerde
tiretilmekte ve ticareti yapilmaktir. Gelir diizeyi fark etmeksizin ¢ogu insanin severek
tiiketebildigi bu iiriinlerin FAO 2016 yil1 verilerine gore diinya genelinde toplam iiretim
miktarlar (ton) ve ililkemizin diinya iiretimindeki siralamasi Cizelge 1.2 ve Cizelge 1.3’te

verilmistir (Anonim, 2017a)



Cizelge 1.2. 2016 y1l1 diinya sogan iiretimi ve lilkemizin siralamadaki yeri (ton)

Sogan (kuru) Sogan (taze)
1. Cin 23.849.053 | 1. Cin 934.707
2. Hindistan 19.415.425 | 2. Nijer 679.698
3. Misir 3.115.482 | 3. Japonya 549.749
4. ABD 3.025.700 | 4. Mali 529.413
5. Iran 2.345.768 | 5. Yunanistan 415.969
6. Tirkiye 2.120.581 | 6. Giiney Kore 412.202
7. Rusya 2.023.271 | 7. Tunus 282.377
8. Pakistan 1.739.054 | 8. Nijerya 247.475
9. Banglades 1.735.334 | 9. Yeni Zelanda 203.449
10. Brezilya 1.657.441 | 11. Tirkiye 134.479
Toplam 93.168.548 | Toplam 5.725.132

Cizelge 1.3. 2016 y1l1 diinya pirasa, sarimsak {iretimi ve lilkemizin siralamadaki yeri (ton)

Pirasa Sarimsak
1. Endonezya 537.931 | 1. Cin 21.197.131
2. Tiirkiye 227.172 | 2. Hindistan 1.400.000
3. Fransa 150.942 | 3. Banglades 381.851
4. Giiney Kore 148.353 | 4. Misir 280.216
5. Belgika 130.650 | 5. Giiney Kore 275.549
6. Cin 124.283 | 6. Rusya 262.211
7. Polonya 118.647 | 7. Myanmar 212.909
8. Kazakistan 95.951 | 8. Ukrayna 187.960
9. Ispanya 94.809 | 9. Ozbekistan 174.170
10. Almanya 85.861 | 14. Tiirkiye 135.148
Toplam 2.096.067 | Toplam 26.573.001

Tiirkiye, kuru sogan iiretiminde 2.120.581 ton ile diinya iiretiminde 6. sirada yer

alirken, taze sogan iiretiminde ise 134.479 ton ile 11. sirada yer almaktadir (Cizelge 1.2).

Pirasa iiretiminde lilkemiz, 227.172 ton ile Endonezya’dan sonra iiretimde 2. sirada yer

alarak diinya {iretiminde s6z sahibi olurken, sarimsak iiretiminde ise 135.148 ton ile 14.

sirada yer almaktadir. (Cizelge 1.3).



Bu calismanin arastirma alani igerisinde yer alan ve Giiney Marmara Bolgesi’nde
bulunan Bursa, Balikesir ve Canakkale illeri polikiiltiir tarimin yapildig1 ve sebzeciligin
onem tasidig illerdir. Calismanin ana materyalini olusturan Allium cinsi bitkilerin, Bursa,
Balikesir ve Canakkale illerinde 2016 yil1 TUIK verilerine gore iiretim miktarlar1 ve iilke

tiretimindeki siralamalarina ait veriler Cizelge 1.4’te verilmistir.

Cizelge 1.4. 2016 yili Bursa, Balikesir, Canakkale illeri iiretim miktarlar1 (ton) ve

siralamasi
Pirasa Sogan Sarimsak

Sira No Uretim | Sira No Uretim | Sira No Uretim
1. Bursa 36.407 | 1. Ankara 478.331 | 1. Kastamonu 24.024
2. Mersin 36.279 | 2. Amasya 294.698 | 2. Gaziantep 18.847
3. Samsun 27.138 | 3. Hatay 237.616 | 3. Kahramanmaras 16.185
4. Izmir 25.734 | 8. Bursa 86.944 | 5. Balikesir 7.391
5. Balikesir 10.067 | 14. Balikesir 21.583 | 20. Canakkale 1.174
19. Canakkale 2.847 | 37. Canakkale 5.208 | 33. Bursa 594

2016 yilinda iilkemizde toplam 227.172 ton pirasa, 2.255.060 ton sogan ve 135.148
ton sarimsak iiretimi gerceklestirilmistir. Aragtirma bolgesi kapsaminda yer alan bu illerde
sogan, sarimsak ve pirasa lretimlerinin toplam tiretimdeki paylarina bakildiginda; Bursa
ilinin pirasada % 16,02, soganda % 3,85 ve sarimsakta % 0,43, Balikesir ilinin, pirasada %
4,43, soganda % 0,95 ve sarimsakta ise % 5,46, Canakkale ilinin pirasada % 1,25, soganda
% 0.23 ve sarimsakta % 0.86 pay sahibi olduklar1 goriilmektedir (Anonim, 2017Db).

Allium cinsi bitkilerde ticari 6neme sahip bitki tiirlerinin {iretimini sinirlayan biyotik
ve abiyotik etkenler bulunmaktadir. Kuskusuz tiim bu etkenler, insan beslenmesindeki
eksikliklerin yani sira gecimini tarimdan kazanan treticiler i¢cin de 6nemli sorunlar teskil
etmektedirler. Biyotik faktorlere neden olan viriis, bakteri, fungus, vd. mikroorganizmalar
ile bocek zararlar1 yalniz baslarina ya da birlikte kayiplara neden olabilmektedirler. Bu
zararlar, abiyotik etmenler ile birlikte daha yikic1 sonuglara da ulasabilmektedir.

Hastalik ve zararli organizmalarin varligi ve bu organizmalara ait tiirler, iilkeler
arasinda degiskenlik gdstermekle birlikte iilkemizde bu etmenlerin biiyiik cogunlugunun
varligi bilinmektedir. Bu kapsamda Allium cinsi bitkiler, tilkemizde, Bitki Karantinasi
Yonetmeligi EK-2/A (Tirkiye’de Varligi Bilinmeyen Karantinaya Tabi Zararh

Organizmalar)’da bulunan Xanthomonas axonopodis pv. allii bakteriyel hastalik etmeni ile



EK-2/B (Tiirkiye’de Sinirli Olarak Bulunan Karantinaya Tabi Zararli Organizmalar)’de yer
alan Ditylenchus dipsaci nematodu ve Sclerotium cepivorum fungal hastalik etmeni, Allium
cinsi bitkilerde laboratuvar analizlerine tabi tutulmaktadir.

Allium cinsi bitkilerde kayiplara neden olan tiim bu hastalik etmenleri i¢erisinde viral
etmenler, bir bitkiden digerine mekanik yollardan bulasabilmeleri, tohum veya vejetatif
liretim materyalleri ile veya vektor bocekler tarafindan kisa siirede genis ve uzak alanlara
yayilabilmeleri ve Ozellikle fungal ve bakteriyel etmenlerde oldugu gibi etkin kimyasal
miicadele yontemlerinin olmamasi nedenleri ile farkli bir 6neme sahiptirler. Allium cinsi
bitkilerde de oldukca 6nemli kayiplara neden olan viral etmenler ile ilgili varliklarinin ve
mevcut durumlarinin belirlenmesi, teshis ve tanilama yontemlerinin optimizasyonu,
biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi ve genetik yapilarinin incelenmesi, verim ve kaliteye
etkileri ile virilisten ari iiretim materyali olarak iiretilmeleri gibi arastirma konular1 uzun
yillardan bu yana incelenen ve giiniimiizde de ¢alisilmaya devam edilen konular arasinda
yer almistir. Bu ¢alismalar yalnizca kiiltiir bitkilerinde degil, ayrica Allium cinsine ait siis
bitkileri ve yabanci otlar lizerinde de gergeklestirilmistir.

Allium cinsi bitkilerin, viral hastaliklari tiim diinyada yaygindir ve viral enfeksiyona
bagli olarak iirlin verimlerindeki kayiplar ve kalitenin bozulmasi, 6zellikle sarimsak ve
shallot gibi vejetatif olarak g¢ogaltilmis bitkiler i¢in ciddi sorunlar ortaya ¢ikarmaktadir
(Koch ve Salomon 1994). Viriis enfeksiyonlari, agir viral enfeksiyonu olusturan
enfeksiyonlu disler yolu ile bir {irlin dongiisiinden digerine geger ve bitkilerin ¢cogu bes
farkli virlise kadar enfekteli olabilmektedirler (Dovas ve ark., 2001).

Diinyada sarimsag1 enfekte eden 12'den fazla viriis tiirii vardir (Sumi ve ark., 1993;
Yamashita ve ark., 1996). "Sarimsak virilis kompleksi" olarak bilinen bir hastalik genellikle
farkli taksonomik gruplara ait ¢esitli virlislerin es zamanli enfeksiyonlari ile meydana gelir
Van Dijk, 1993a; 1993b). Tek bir viriis tilirlinlin sarimsaktaki viral kompleksten ayirt
edilmesi zordur, zira kendi aralarinda benzer Ozellikleri var oldugu i¢in, dogal olarak
enfekte olmus smirli konukgular tizerinde Ortiisen benzer belirtiler gosterirler (Fajardo,
2001).

Sogan bitkisi, fungus, bakteri ve viriislerin yol actig1 bir takim hastaliklara duyarlidir.
Cogu sogan hastalig1 belirtisi, yetisme siirecinde baslar, saklama ve tagima siirecinde
gelisir ve belirginlesir. Bir¢cok virlisiin, diinya genelinde soganlar1 enfekte ettigi
bilinmektedir ve iirlin verimleri ve kalitesini ciddi sekilde azaltabilirler. Bu viriisler, sogan
ve sarimsak {lizerindeki verimi % 25-54 oraninda diistirebilirler (Lot ve ark., 1998). Birincil

bulagsma sekilleri her ne olursa olsun, bitkinin vejetatif yayilimi, sogan bas kisminda



yayilma ve viriis birikimini destekler (Shahraeen ve ark., 2008). Soganin vejetatif olarak
cogaltilmasi nedeni ile virlis gibi sistemik patojenler, ardisik {iriin dongiileri boyunca
devam eder ve viriisiin farkli tiretim bolgelerine yayilmasina neden olurlar (Lunello ve
ark., 2007). Soganlarda klonal yayilim, her kusakta viriislerin olugsmasina ve virlisten ari
stoklarin yakinlarda biiyliyen hastalikli bitkilerden siirekli viriisiin bulagmasi nedeni ile ii¢
ila dort yetistirme doéneminde yeniden enfeksiyonlar gergeklesir (Lot ve ark., 1998).
Viriisler, bitkileri 6ldiirmeyebilir, fakat verimi zamanla % 50’ye kadar diistirebilirler
(Conci ve ark., 2003).

Allium cinsi bitkilerde goriilen viral hastalik etmenleri ile ilgili olarak, gerek
tilkemizde gerekse iilkemiz disinda ilk tespitleri, konuk¢u dizini ve simptomlarmin
belirlenmesi, tasinmalari, ekonomik Onemleri ile biyolojik ve molekiiler 6zelliklerinin
belirlenmesi ile ilgili bir¢cok ¢alisma yer almaktadir.

“Giiney Marmara Bolgesi’nde Allium Cinsi Bitkilerde Potyviriislerin Tanilanmasi ve
Karakterizasyonu” isimli doktora tez ¢alismasinda, besleyici degerlerinin yani sira tim
sofralarda zevkle tiiketilmesi ile bilinen Allium cinsi bitkilerin en tahripkar hastaliklari olan
Potyviriis grubu liyesi li¢ etmenin varligi, tiretimde oldukca 6nemli bir pazar payt bulunan
Gliney Marmara Bolgesi’nde arastirilmistir.

Calisma kapsaminda Bursa, Balikesir ve Canakkale illerinde, Allium cinsi bitkiler
icerisinde viral hastalik etmenleri igerisinde en tehlikeli iki etmeni olan Sogan sar1 ciicelik
virtisii (Onion yellow dwarf virus; OYDV) ve Pirasa sar1 ¢izgi virtisii (Leek yellow stripe
virus, LYSV) ile diinya literatiiriinde olduk¢a ender rastlanan Salgam mozaik viriisii
(Turnip mosaic virus; TuMV) hastaliklarinin bolgedeki varliginin arastirilmasi ve mevcut
durumlarinin saptanmasi, hastalik etmenlerinin bu bitkilerde olusturdugu simptomlarin
belirlenmesi, teshis ve tanilama protokollerinin olusturulmasi, elde edilecek izolatlarin
karakterizasyonlarmin gergeklestirilerek gerek birbirleri ile gerekse diinya izolatlar: ile
benzerlik oranlarmin saptanmasi ve bu izolatlarin bir kismimin indikatoér bitkilere
taginabilmesi ile ilgili tiim bu verilerin bir araya getirilmesi neticesinde ortaya timitvar

sonuglarin ¢ikarilmasi amaglanmustir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Hastalik Etmeni Viriislere Ait Genel Bilgiler

Sogan, sarimsak ve pirasa bitkilerini enfekteleyen viral etmenler, tim diinya
genelinde arastirmacilarin ilgi odagi olmustur. Allium cinsi bitkilerde ¢ok sayida
gerceklestirilen  survey ve  epidemiyoloji  calismalarinda  siklikla ~ Potyviriis
enfeksiyonlarinin yani sira, Carlaviriis ve Allexiviriis enfeksiyonlarinin da varligi
bildirilmistir. Bu nedenle bu boliim kapsaminda literatiir 6zetlerinde Potyviriis grubu tiyesi
etmenlerin yani sira diger Allium virisleri de yer almaktadir.

Potyviriisler, 143 tiirli ile Potyviridae ailesinde ve tiim bitki viriisleri arasinda en
fazla bulunan cinstir. Potyviriislerin genetik materyali yaklasik olarak 9,7 kb uzunlugunda
ssRNA molekiilleri igerir ve bu molekiiller, 680-900 nm arasinda degisen bir uzunluga ve
11-13 nm c¢apa sahiptir. Kilif proteinlerinin (CP) boyutu bireysel tiirler arasinda 30 kDa-47
kDa arasinda degisir. Bu cins viriisler, sinirli bir konukcu aralig: ile karakterize edilir ve
siklikla yaprak bitleri tarafindan tasinirlar. Tohum yolu ile sadece birkac tiir
tagiabilmektedir (King ve ark., 2011). Su ana kadar Allium viriisleri arasinda Potyviriisler,
en iyi ¢alisilan grup olmustur (Takaichi ve ark.,1998).

Potyvirus cinsi tiyeleri, Allium cinsi bitkilerde belirgin kayiplara neden olur (Lot ve
ark., 1998) ve bu viriisler arasinda karakterize edilen ilk iki viriis olan OYDV ve LYSV bu
bitkilerin yetistiriciliginin yapildig1 alanlarda siklikla gozlemlenirken, Shallot yellow
stripevirus (SYSV) ve TUMV hastaliklar1 Allium cinslerinde daha az goriilmektedir (Gera
ve ark., 1997; Van der Vlugt ve ark., 1999).

Bu etmenlerden LYSV, ilk olarak Almanya’da pirasa bitkisinde Bos ve ark. (1978)
tarafindan rapor edilmistir. Etmen, diinya genelinde yaygin olup, 1950'lerde Almanya'da
pirasalarda olusturdugu sari ¢izgiler ile epidemi haline gelmis ve daha sonra Hollanda'da
hastaligin viral etkileri {lizerine yogun arastirmalar gerceklestirilmistir (Bos, 1983).
Hastalik belirtileri, yaz aylarinda arazi kosullarinda nadir ve gelisigiizel olurken, sonbahar
aylarinda giderek daha belirgin hale gelir ve sonbahar-kis doneminde bitkiler tamamen
enfekteli olabilir (Bos ve ark., 1978).

LYSV, pirasa bitkilerinde ozellikle kok kismina yakin yerlerde diizensiz sari
cizgilere neden olur, ancak bu belirtiler baz1 durumlarda, yapraklarin tamaminin sararmasi
seklinde gelisebilir (Bos ve ark., 1978). Hastalikli bitkiler, yumusak, gevsek ve/veya
deforme olmus yapraklarla daha kurudurlar (Barg ve ark., 1997). Sarimsak bitkilerinde



LYSV, yapraklarin u¢ kisminda agik sar1 ¢izgilere neden olur ve bu da tiim bitkinin
clicelesmesine neden olabilir. Viriis ayn1 zamanda bas olusumunun daha kiiclik ve hatali
bigimlendirilmesine neden olur ve verim kaybina yol agar.

LYSV ile enfekte edilmis Allium cinsi bitkiler, don gibi hava sartlarina kars1 daha
duyarlidir ve hasat sonrasi iyi durumda kalmazlar (Bos ve ark., 1978). Arazi kosullarinda
meydana gelen LYSV enfeksiyonlar1 oldukca yikici olabilir, bazen bu oran % 100'e
yaklasir (Bos, 1983). Sarimsak dislerindeki verim kaybi, % 60'a yaklasabilir ve baska bir
Potyviriis ile es zamanli enfekte oldugunda % 84'e tirmanabilir (Lot ve ark., 1998).

Pirasa ve sarimsak, LYSV’nin major konukgusu olup, sogan ve shallot mindr,
Chenopodium amaranticolor ve C. quinoa ise deneysel konukgularidir (Bos, 1981; Van
Dijk, 1993a). LYSV’nin yayiliminda vejetatif materyal olduk¢a 6nem tasimaktadir. Myzus
persicae ve Aphis fabae etmenin yaygin vektorleridir ve beslenme sirasinda LY SV’yi non-
persistent olarak yayarlar (Blackman ve Eastop, 2000).

LYSV, bir baska Potyviriis grubu iiyesi OYDV ile serolojik olarak yakindan
iligkilidir ve molekiiler yontemler ile LYSV ve OYDV’nin karisik enfeksiyonlar
icerisinden ayrilabilmesi miimkiindiir (Dovas ve ark., 2001; Lunello ve ark., 2005).

OYDV, ilk olarak ABD’de sogan bitkisinde Melhus ve ark. (1929) tarafindan tespit
edilmistir. Etmen, sogan bitkilerinde bodurlasma ve yapraklarda diizensiz sar1 ¢izgilere
neden olur ve neredeyse bitkinin tamamini sarartir. Yapraklar asagi dogru kivrilir ve
yassilasir (Melhus ve ark., 1929; Henderson, 1935). Ayrica sogan baslarinin depolanma
sirecinde bozulmalarina ve erken filizlenmelerine neden olmaktadir (Bremer, 1937).
Tohumluk sogan bitkilerinde ¢i¢ek saplarinin yapisinin bozulmasina ve kivrilmalara, ¢igek
ve tohum sayisindaki azalma ve tohum kalitesinin bozulmasina sebep olmaktadir (Hardtl,
1965). Soganlarda goriilen simptomlara benzer belirtiler sarimsak bitkilerinde de goriiliir
(Brierley ve Smith, 1944).

OYDV, baz siis bitkilerinde de tespit edilmistir (Brierley ve Smith, 1946). Yabani
nergis, hastalik ile dogal olarak enfekteli bulunurken, Cin nergisi ise inokulasyon
sonucunda hastalik belirtisi gostermistir (Henderson, 1935).

Diinya genelinde yaygin olan etmen, Onemli kayiplara neden olabilmektedir.
Canavelli ve ark. (1998), OYDV ’nin sarimsak dislerinde % 24-60 arasinda kayiplara neden
olabilecegini ve LYSV ile kanisik enfeksiyonlarmin ise bu kayiplar1 arttirarak bas

agirhginda % 88’e kadar azalmalara sebep olabilecegini bildirmislerdir.



OYDV, bir¢ok yaprak biti tiirii ile non-persistent olarak taginabilmektedir (Tate,
1940; Heinze, 1952). Bunlar arasinda en yaygin olani ise Mysuz persicae’dir (Drake ve
ark., 1933). OYDV ve LYSV birbirleri ile serolojik olarak yakin iliski igerirler. Her iki
etmenin teshisinde serolojik bir yontem olan ELISA yontemi siklikla kullanilmaktadir.
Shukla ve Ward (1988) serolojinin, Potyviriislerin tespiti i¢in kullanilabilir oldugunu ancak
yontemin taksanomi i¢in uygun olmadigini bildirmislerdir.

Salgam mozaik virisi (TuMV), ilk kez 1921 yiinda ABD’de Brassicaceae
familyasina ait tiirlerde (Brassica campestris ssp. chinensis, B. japonica, B. campestris ssp.
rapa) tanilanmistir (Gardner ve Kendrick, 1921; Schultz, 1921). Allium cinsi bitkilerin
mindr konukgusu olan TuMV, bu cins igerisinde yer alan, pirasa, siis bitkileri ve bazi
yabani tiirlerde tespit edilmistir. Etmen, ¢ok genis bir konuk¢u dizisine sahip olup, 156
cinse bagl 318 bitki tiiriinii enfekte edebilmektedir. En 6nemli konukgular1 karnabahar,
lahana, brokoli, Briiksel lahanasi, Cin lahanasi, enginar, yer fistigi, marul, turp, kolza,
hardal, su teresi, tiitlin ve bircok yabanci ot olup diinyada bu bitkilerin yetistirildigi
bolgelerde ekonomik diizeyde zarara neden olmaktadir (Edwardson ve Christie, 1991;
Ohshima ve ark., 2002).

TuMV, 40’1n ilizerinde yaprak biti tiirii ile non-persistent olarak tasinmakta ve basta
Afrika, Asya, Avustralya, Avrupa, Hindistan, Kuzey ve Giiney Amerika olmak iizere
tropik ve iliman iklim boélgelerinde yaygin olarak bulunmaktadir (Provvidenti ve ark.,
1996; Walsh ve Jenner, 2002). Gera ve ark. (1997) TuMV’nin Allium cinsine ait bitkilerde
genel olarak, sistemik kloroz ve sar1 ¢izgiler olusmasina, yaprak yapisinin bozulmasina ve
nekrotik lekelenmeler olugsmasina neden oldugunu bildirmislerdir. TuMV, serolojik ve
moleliiler yontemler ile teshis edilebilmektedir.

Gilinlimiiz teknolojisinde gerek lilkemizde gerekse de iilkemiz disinda yapilan
calismalara erisimin kolay olmasi nedeni ile bu hastalik etmenleri ile bilgilere ulasabilmek
miimkiindiir. Tim diinya {izerinde bir¢ok arastirmaci tarafindan g¢alisilmis Allium cinsi
bitkilerde viriis hastalik etmenleri sorununa iliskin diinyada ve tilkemizde gergeklestirilen

calismalardan bircogu bu boliimde literatiir 6zetleri olarak bildirilmistir.

2.2. Ulkemiz Disinda Gergeklestirilmis Bazi Calismalar

Novak (1959), Cekya’da sogan, sarimsak ve pirasa yetistiriciligi yapilan alanlarda
OYDV, asteryellow (MBO) ve tanimlanamayan sar1 ¢izgilerin, bu {irlinlerin en tehlikeli
hastaliklari oldugunu ileri siirmiiglerdir. OYDV’nin mekanik olarak sogan bitkilerine

bulasmasinin ¢ok zor oldugunu, nergis bitkisinin biiyiime noktalarina uygulanan



inokulasyonlarin ise basarili oldugunu bildirmislerdir. Ayrica inokulasyon calismalari
sonucunda yasli pirasa bitkilerinde ve sarimsaklarda inokulasyonlarin basarisiz oldugunu
ve ilkbahar erken donemlerinde yapilan sogan ekimlerinin Nisan ay1 sonuna dogru yapilan
ekimlere oranla iirlin kayiplarini azalttigini1 bildirmislerdir.

Huttinga (1975), OYDV’nin saflastirilmast zor bir viral etmen oldugu igin,
Potyviriisler arasinda en az bilinen etmen oldugunu ve gecmis yillarda farkh
arastirmacilarin OYDV’yi saflagtirma cabalarinin basarisizlikla sonu¢landigini ve bunun
nedeninin, pirasa bitkisinin yapisinda bulunan ve miisilaj adi1 verilen zamklar gibi suda
siserek viskoz, kolloidal ¢ozelti meydana getiren maddelerden kaynaklandigini ileri
stirmistlir. Aragtirici, misilaji, enzim ile parcalama, bitki 6zsularini dondurma, gesitli
tuzlar ve farkli pH degerleri kullanarak pargalama girisimlerinin sonugsuz kaldigini,
yilksek hizda santrifiijiin ise miisilajin parcalanmasinda istenilen sonuglarin elde
edilmesinde etkin oldugunu rapor etmistir.

Hollanda’da, pirasa yetistiriciliginin yapildigi alanlarda sar1 ¢izgi hastaliginin
epidemilerinin arttigini tespit eden Bos ve ark. (1978), OYDV ile yakin iligkili oldugunu
ileri siirdiikleri ve Pirasa sar1 ¢izgi viriisii (LYSV) olarak taniladiklari etmenin, sogan ve
shallot bitkilerinde neredeyse enfeksiyon olusturmadigini, pirasa bitkilerinde olusturdugu
belirtilerin ise LYSV ile benzerlik tagidigini tespit etmislerdir. Her iki etmenin farkl
konukgularda benzer belirtileri gosterdigini ancak partikiillerinin farkli uzunlukta oldugunu
(LYSV 820 nm, OYDV 833 nm) ve CP genleri agirliklarinin da (LYSV 34 kDa, OYDV 30
kDa) farkli olmas1 sebebi ile Potyviriis grubu iiyesi iki farkli viriis olduklarini ileri
sirmiislerdir. Yaprak bitleri ile non-persistent olarak tasmman LYSV’nin, tohum ile
tasinmadigin1 ve yaz sonu-Sonbahar donemlerinde epidemiler olusturdugunu rapor
etmislerdir.

Japonya’da yiiriittiikleri ¢aligmada Noda ve Inouye (1989), Allium cinsi igerisinde
bulunan ve yapraklarinda mozaik ve nekroz belirtileri gosteren, siis bitkisi olarak
yetistirtilen (Allium ampeloprasum cv. murasame) bir bitkide LYSV’yi teshis etmislerdir.
Caligmalar1 kapsaminda etmenin bitki 6zsuyunun 10 dk. 50 °C’de bekletildikten sonra C.
quinoa bitkisinde enfeksiyon olusturabildigini, sicaklik 55 °C’ye ¢ikarildiginda ise
enfeksiyon olusturamadigini bildirmislerdir.

Gera ve ark. (1997) yiiriittiikleri ¢alismada hastalikla bulasik oldugunu diistindiikleri
pirasa bitkilerinde sistemik kloroz ve sari ¢izgileri takiben biiylimede azalma belirtileri
gozlemlediklerini ve nekrotik lekelenmeler meydana gelen yapraklarin yapisinin

bozuldugunu bildirmislerdir. Caligmalarinda Allium spp., Chenopodium spp., Gomphrena

10



spp. ve Nicotiana spp. tiirlerine hastaligi basari ile inokule etmisler, benzer sonuglari
Datura stramonium, Cucumis sativis L., Lycopersicon esculentum, Capsicum annuum ve
Petunia hybrida’da elde edememislerdir. Yaprak bitleri ile tasima denemelerinde hastaligi
basarili bir sekilde tasiyabilen arastiricilar, elektron mikroskobu gézlemlerinde etmenin
morfolojisinin Potyviriislere benzedigini gdzlemlemislerdir. Izolatlari, Allium cinsi
bitkilerde yaygin olan Potyviriislere karsi antibadiler varliginda test etmisler ve sadece
TuMV’nin reaksiyon gostermesi iizerine ¢alismalarini SDS-PAGE ile destekleyerek CP
geni molekiiler agirligini 35 kDa olarak belirlemislerdir.

Fransa’da LYSV ve OYDV’nin 3 farkli sarimsak c¢esidinde meydana getirdigi
belirtiler ve bu ¢esitlerdeki verim kayiplart {izerine bir arastirma yiiriiten Lot ve ark.
(1998), Messidrome, Germidour ve Printanor sarimsak ¢esitlerinde inokulasyonu takiben
yaprak uzunlugu, bas agirligi parametrelerini incelemislerdir. OYDV ile enfekteli
Germidor ¢esidinde bas agirligindaki kaybin % 39, diger iki gesitte ise % 60’a kadar
ulastigini LYSV ile infekteli sarimsaklarda ise Messidrome’da % 17 Germidour’da % 26
ve Printanor’da % 54 oraninda kayiplarin olustugunu bildirmislerdir.

Dovas ve ark. (2001) Yunanistan’da Allium cinsi bitkilerde LYSV ve OYDV’nin
varlig1 lizerine bir ¢alisma gergeklestirmisler ve 39 farkl tarla ve 112 farkli lokasyondan
orneklemeler gerceklestirmiglerdir. Caligmalar1 neticesinde enfeksiyon oranlarini tiim
bolgelerde OYDV i¢in % 98.5 ve LYSV i¢in ise % 98.7 olarak belirlemislerdir. Yabani
bitkiler arasindan sadece Allium ampeloprasum spp. ampeloprasum ve Allium flavum’un
LYSV ile bulasik tiirler oldugunu bildiren arastiricilar, A. sphaerocephalon, A. guttatum,
A. subhirsutum ve A. neapolitanum yabani tiirlerinin ise TuMV ile bulasik oldugunu
bildirmislerdir.

Brezilya’da, sarimsaklarda karisik enfeksiyon seklinde bulunan Potyvirlis ve
Carlaviriislerin tanilanmas1 ve molekiiler karakterizasyonlari lizerine bir ¢aligma yiiriiten
Fajardo ve ark. (2001), hazirladiklar1 raporda OYDV (G-strain), LYSV ve GCLV varligini
dogrulamislar ve gergeklestirdikleri sekans analizleri sonucunda CP genleri amino asit
dizilimine gore Brezilya izolatlariin, diinyanin farkli cografi bdlgelerinde bulunan
izolatlar ile siras1 ile OYDV-G, LYSV ve GCLV i¢in % 95-99,2, % 85,9-88,6 ve % 94-
94,5 benzer oldugunu ve bu izolatlara ait niikleotit dizilimlerinin ise ayni1 sira ile % 95,1, %

81,6 ve % 83,3 oranlarinda benzer oldugunu bildirmislerdir.
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Dovas ve ark. (2002) Yunanistan’da Potyvirus grubu iiyesi olan OYDV ve LYSV
hastalik etmenleri ile enfekteli sarimsaklarin iiretim sezonu boyunca ve Ornekleme
siiresince mevcut konsantrasyonlarinin DAS-ELISA ile belirlenmesi iizerine bir arastirma
gerceklestirmislerdir. Calismalar1 neticesinde sarimsaklarda her iki virlisiin de diizensiz
dagilim gosterdigini, virlis konsantrasyonun yaprak uclarinda en yiiksek diizeyde
bulundugunu ve yaslh yapraklarda ise en az konsantrasyonu saptadiklarini bildirmislerdir.

ftalya’nin giineyinde yiiriittiikleri calisma kapsaminda Dovas ve Vovlas (2003),
sarimsak ve sogan ekim alanlarinda biiylime geriligi, klorotik ¢izgiler ile yapraklarinda
kivrilma ve sararma belirtileri gosteren 120 sarimsak ve 25 sogan 6rneginde ELISA testleri
ile OYDV, LYSV, GarCLV, SLV, GVC ve GVD viriislerinin varligin1 arastirmislardir.
Caligmalar1 sonucunda, Potyviriislerde (OYDV ve LYSV) enfeksiyon oranini en yiiksek
oranda saptamislar ve bu oranlarin sarimsaklarda % 98, soganlarda ise % 92 oldugunu
bildirmislerdir. Tim boélgelerde Allexiviriislerin (GVC ve GVD) varligina isaret eden
aragtirmacilar, enfeksiyon oranlarinin % 10-20 arasinda oldugunu rapor etmislerdir.

Allium cinsi bitkilerde goriilen Potyviriislerin saptanabilmesi i¢in bir PCR protokolii
gerceklestiren Lunello ve ark. (2005), LYSV ve OYDV arasindaki tekli ya da karigik
enfeksiyon farkliliklarini da belirlemeyi amaglamislardir. Tekli enfeksiyonlarda LYSV igin
566 bp, OYDV i¢in ise 489 bp biiyiikliigiinde bantlar gézlemlemisler, ayn1 primerler ile
yaptiklar1 ¢alismalarda ise SYSV i¢in 508 bp ve TuMV i¢in de 594 bp biiyiikliiglinde
bantlar tespit etmislerdir. Negatif ¢ikan sonuglar ig¢in RT-nested-PCR analizi yapan
arastiricilar bu yontemin DAS-ELISA ydntemine gore gore 10% kat daha duyarl oldugunu
ayrica IC-RT-nested-PCR yonteminin ise 10*kat daha duyarli oldugunu bildirmislerdir.

Takaki ve ark. (2005) Japonya’da, LYSV ile enfekteli ikisi siddetli biri 1liml1 olmak
lizere 3 izolatin tiim genom sekanslarini elde etmisler ve bu izolatlar arasinda sekans
varyanslarinin hem amino asit hem de niiklotit diizeyinde % 1,5 oldugunu ve sasirtict bir
sekilde tiim izolatlarin yakin zamanda taniladiklar1 bir Cin izolati ile oldukca farklilik
gosterdigini ve bu izolatlarin farkli viriis tiirleri olabilecegi ihtimalini ileri siirmiiglerdir.
Gergeklestirdikleri filogenetik analizler sonucunda tim LYSV izolatlarinin ii¢ gruba
ayirildigini ve Japonya’nin kuzeyinden elde ettikleri sarimsak izolatlarinin, pirasadan elde
ettikleri izolat ile birlikte, Japonya ve Cin'deki sarimsak izolatlarina kiyasla daha yakin
oldugunu, ayrica Kuzey Japonya'da yeni yetistirilen sarimsak cesitlerinin farkli orijin

olusturdugunu ileri stirmiiglerdir.
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Japonya’da OYDV’nin zayif streynleri ile sarimsaklarda yaygin goriilen viriis
hastaliklarinin kontrol altina alinmasina yonelik bir arastirma gerceklestiren Takaki ve ark.
(2006), 1limh (G79) OYDV izolatinin, siddetli (G5h) izolatindan farklilik gosterdigini,
siddetli izolatta 10.459 niikleotit ve 3403 amino asit bulundugunu ve 1limli izolatin ise
10.183 niikleotit ve 3.311 amino asit igerdigini belirlemislerdir. G79 izolatinda HC-Pro
genomunun N terminal bdlgesinde 92 amino asitin dogal olarak bir mutasyon sonucunda
silindigini ve beklenmedik bir sekilde ticari sarimsak alanlarinda her ikisinin de bir arada
bulundugunu saptamislar ve Potyviriislerde N terminal bolgesinde dogal mutasyon sonucu
meydana gelen silinmenin, ilk kez kayit altina alindigini bildirmislerdir.

Klukackova ve ark. (2007) Cekya’da sarimsaklarda olusan virilis enfeksiyonlarinin
varliginin belirlenmesi iizerine gerceklestirdikleri caligmalar1 kapsaminda, ticari olarak 5
farkli ceside ait 463 6rnegin yam sira marketlerden satin aldiklar1 Cin ve Ispanya menseili
sarimsak baslarinda OYDV, LYSV, GarCLV, SLV ve Allexiviriislerin varligin1 DAS-
ELISA ve RT-PCR ile belirlemislerdir. Calismalar1 sonucunda enfeksiyon oranlarini
OYDV’de % 75,4, LYSV’de % 31,2, GarCLV’de % 99,6 ve SLV’de ise % 81,1 olarak
bildirmislerdir. Ayrica Cin’den ithal edilen sarimsaklarda GarCLV enfekiyonlarinin ve
Ispanya’dan ithal edilen sarimsaklarda ise OYDV ve SLV enfeksiyonlarinin bulunmadigimi
rapor etmislerdir.

Allium cinsi bitkilerde OYDV’nin varhigin1i DAS-ELISA, Tissue blotting immune
binding assay (TBIA) ve Dot-blotting immune binding assay (DBIA) analizleri ile
arastiran Wahab ve ark. (2009), ¢alismalarinda hastali§in en az oranla (% 3,3) sogandan
pirasaya tagindigini, N. tazetta ve D. stramonium’da viriis belirtisi gézlenmedigini ayrica
yaprak bitleri ile tagima denemelerinde en etkin tiriin M. persicae oldugunu
bildirmislerdir. DAS-ELISA ¢alismalar1 sonucunda en yiiksek enfeksiyon oranlarini sogan
(% 80) ve sarimsakta (% 70,6) en az enfeksiyonun ise (% 7,5) viriis belirtisi gostermeyen
Cin nergisi (N. tazetta) bitkisinde oldugunu bildirmislerdir.

Ward ve ark. (2009) Yeni Zelanda’da Allium cinsine ait ticari bitkilerde ve siis
bitkilerinde Tospoviriis, Potyviriis, Carlaviriis ve Allexiviriis gruplarina ait 22 viriise karsi
yaptiklart analizler sonucunda OYDV ve LYSV varliginin yani sira Garlic virus A, Iris
yellow spot virus ve Shallot mite-borne latent viriis hastaliklarinin, Yeni Zelanda i¢in ilk

tespitlerini kaydetmislerdir.
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Brezilya’da yiiriittiikleri calismada 5 farkli tarim {iretim sistemi igerisinde kiiltiirii
yapilan sarimsaklarda virilis hastaliklarinin yayilimi iizerine bir proje gergeklestiren Fayad-
Andre ve ark. (2011), 4 farkli bolgeden 352 ornek toplamiglardir. Bu 6rneklerde OYDV,
LYSV, GCLV, GarV-C, GarV-D ve GarMbFV hastalik etmenlerinin varligin1t RT-PCR ile
belirlemisler ve orneklerin % 22’sinde karisik enfeksiyon saptamislardir. Ayrica, tiim
bolgelerde Potyviriislerin varligina isaret eden arastiricilar, LYSV’nin OYDV’ye gore
baskin oldugunu ve GCLV nin ise nadiren goriildiigiinii bildirmislerdir.

Celli ve ark. (2013) OYDV’nin sogan ve sarimsak izolatlarinin biyolojik ve
molekiiler olarak belirgin farkliliklarini saptadiklart ¢alismada, orta derecede mozaik
belirtileri ile neredeyse hi¢ ya da ¢ok az sar1 ¢izgi belirtileri gosteren Alman izolatina
“OYDV-Mi”, baskin OYDV belirtileri gosteren Arjantin izolatina is “OYDV-Se” adini
vermigler ve bu izolatlar1 farkli indikator bitkilere inokule etmislerdir. Calismalari
neticesinde her iki izolatin da 9 sogan ¢esidini inokule edebildigini, OYDV-Se izolatinin
135 bitkiden 128’ini (% 95) enfekte ederek, bu bitkilerde siddetli belirtiler olusturdugunu
ve OYDV-Mi izolatinin ise 15 bitkiyi (% 11) enfekte ederek orta siddete ve/veya zayif
belirtiler olusturdugunu rapor etmislerdir.

Saffar ve ark. (2013) Iran’da, OYDV’nin mevcut durumunun belirlenmesi iizerine
yaptiklar1 ¢aligmada, sarimsak, pirasa, sogan, shallot ve Gal sogani (Allium fistulosum)
bitkilerinde etmenin varligini belirlemisler ve OYDV’nin daha ©6nceleri Iran’da
sartmsaklarda tespit edildigini fakat yukarida s6zii edilen diger tiirlerde ilk tespit oldugunu
rapor etmislerdir.

Manglli ve ark. (2014) OYDV ile enfekteli sogan izolatlarin1 diinyanin farkh
bolgelerinden Allium cinsine ait konukcular ile kiyaslamislardir. Calismalarinda, Italyan
izolatlarin1 niikleotit dizilimleri agisindan olduk¢a yakin (% 99,3’ten fazla) olarak
belirleyen arastirmacilar, bu izolatlarin Alman izolatlar1 ile % 94, Arjantin ve Sudan
izolatlar1 ile % 92 benzer oldugunu saptamislardir. 3'UTR ve NIb proteinlerinin tamamina
gore gerceklestirdikleri filogenetik analizlerin, yiiksek bootstrap degerlerine (% 100) sahip
sonuglarinin, OYDV sogan ve sarimsak izolatlar1 i¢in ayirt edici iki ayr1 genetik grup
olusturdugunu saptamiglardir.

OYDV’nin CP geninde genetik ¢esitlilik ve rekombinasyonu kanitlamak amaci ile
bir caligma gerceklestiren Berada ve ark. (2015), Polonya’dan elde ettikleri 7 sogan
izolatinin, karsilastirmali niikleotit analizleri sonucunda birbirleri ile % 3, diinya
tizerindeki sarimsak izolatlar1 ile de % 20 oraninda farklilik gdsterdigini bildirmislerdir.

Gen bankasindan aldiklar1 sogan izolatlarinin, Polonya izolatlarimin CP dizileri ile

14



karsilagtiritlmalart sonucunda, sirasi ile niikleotit ve amino asit diizeyinde % 88-100 ve %
94-100 arasinda benzer oldugunu ve yapilan filogenetik analizler sonucunda Polonya
izolatlarinin 1. alt grup olan Italya, Almanya ve Japonya izolatlari ile birlikte bulundugunu
bildirmislerdir.

Kumar ve ark. (2015) tarafindan Hindistan’da gergeklestirilen ¢alismada arastiricilar,
OYDV izolatlarinin, dizi degiskenligi, basit dizi tekrarlarinin dagilimi (SSR) ve
rekombinasyon kirilma noktalarini incelemisler ve bu izolatlarin P1 ve P3 bdlgelerinin,
amino asit ve niikleotit sekanslarinda diger genomik bolgelere kiyasla daha ytiksek bir dizi
degiskenligi gosterdigini, elde ettikleri amino asit sekanslarinin entropi zirvelerinin, farkli
OYDV izolatlarmin her iki bolgesinde (P1 ve P3) daha yiiksek oldugunu saptamislardir.
Hint izolat1 RR1’in, diger OYDV izolatlari ile niikleotit ve amino asit dizilerinde % 75-98
benzerlik gosterdigini bildirmislerdir.

Pramesh ve Baranwal (2015), viristen ari G-1 disleri elde edebilmek igin
uyguladiklart giines 1s1s1 ve sicak hava uygulamalarinda sarimsak dislerini 5-10 veya 15
giin boyunca giines 1s1sinda veya 37 °C, 40 °C veya 42 °C'lerde (7, 14 veya 21 giin)
bekletmisler ve ardindan tiim disleri DAC-ELISA ve RT-PCR ile test etmislerdir. Giines
1s1s1 ile iglemden gegirilmis veya sicak hava uygulanmis dislerden gelen meristemleri sirasi
ile 90 gilin ve 45 giin rejenere etmisler ve 15 giinliikk giines 1s1s1 uygulamasinin % 17-18
rejenerasyona neden oldugunu ve bu uygulama sonucunda dislerin tamaminin GarCLV,
SLV ve OYDV'den arindirildigini rapor etmislerdir. Bununla birlikte, 10 giin siire ile
giines 1s1s1 uyguladiklarinda ise, bitkilerin sadece % 66'sinda % 17-18 rejenerasyon elde
etmisler ve GarV-X de dahil olmak {izere tiim viriislerden arindirildigint bildirmislerdir.
Arastiricilar, 37 °C veya 40 °C'de sicak hava uygulamasinin, GarCLV, SLV ve OYDV
enfeksiyonlari sirast ile % 20, % 38 ve % 42 oranlarinda azalttigini, bu uygulamanin
maruz kalindig1 farkl siireler iginde bitkilerin % 62 rejenere edildigini belirlemisler, 7-14
giin boyunca 42 °C'de sicak hava uygulamasina maruz biraktiklar1 dislerden gelen
meristemlerin rejenerasyonunun ise % 50-66 arasinda oldugunu ve bu dislerin GarCLV,
SLV ve OYDV'den % 53-57 oranlar1 arasinda ari oldugunu saptamiglardir. Sicak hava
uygulamasinin 21 giine ¢ikartildiginda, sarimsaklarin tiim viriislerden arindirildiginm
bildiren arastiricilar, uygulamalar i¢in, 1siya maruz kalma siiresindeki artisin,
rejenerasyonun azalmasina neden oldugunu, fakat bu durumun viriissiiz bitkilerin elde

edilme oranini arttirdigini belirlemislerdir.
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Allium cinsi bitkiler icerisinde yer alan siis bitkilerinde, Potyviriis ve Tobraviriis
enfeksiyonlarini belirlemek igin bir ¢aligma gerceklestiren Scrace ve ark. (2015), Birlesik
Krallilk ve Hollanda’dan elde ettikleri bitki materyallerinde RT-PCR analizleri
gerceklestirmislerdir. Analizler sonucunda arastiricilar, KT223098, KT223099, KT223100,
KT223101, KT223102 ve KT223103 izolatlarina ait niikleik asit dizilimlerinin siras1 ile
LYSV, OYDV, Ornamental onion stripe mosaic virus (OrOSMV) Pea early browning
virus (PEBV) Tobacco rattlevirus ve TuMV hastalik etmenlerine karsi; % 98, % 98, % 99,
% 92, % 99 ve % 85 oranlarinda benzerlik gosterdigini bildirmislerdir.

Kriyoterapinin sarimsak bitkilerindeki virlis kompleksini yok etme kabiliyetini
degerlendirmeyi amaglayan Vieira ve ark. (2015), OYDV, LYSV ve GCLV hastaliklari ile
dogal olarak enfekteli sarimsak izolatlarin1 c¢aligma materyali olarak kullanmislardir.
Kriyoterapiden bes gilin sonra gerceklestirilen yapisal analizlerin, sogutmanin hiicre
hasarina neden oldugunu ve bu durumun hiicreler arasindaki bosluk artis1 ile termoterapi
sonrasi olusan plazmoliz benzeri bir durumu meydana getirdigini bildirmislerdir.
Calismalar1 neticesinde kriyoterapinin, virlis kompleksini basariyla kaldirarak, geleneksel
meristem kiiltiirii tabanli tekniklerle karsilastirildiginda, viriisten ari bitki elde edilmesinde
daha etkin oldugunu buna ek olarak, kriyoterapi ve termoterapinin sinerjik etkilerinin,
stirglin uglariin % 40 yasama oranina ve rejenrasyonun, OYDV (% 90) LYSV (% 100) ve
GCLV (% 80) igermeyen bitkilerin olugmasina yol agtigini rapor etmislerdir.

Gilani ve ark. (2016) sarimsaklarda OYDV, LYSV hastalik etmenlerinin yayginlk
ve dagilimimi incelemek amaci ile Pakistan’da bir c¢alisma gerceklestirmislerdir.
Topladiklart ~ 6rneklere  uyguladiklar1 DAS-ELISA  testleri  sonucunda Khyber
Pakhtunkhwa’da her ilde ve lokasyonda OYDV ve LYSV enfeksiyonlarin1 degisen
oranlarda tespit eden arastiricilar, Punjab’ta ise 4 ilde % 8,75-87,1 araliginda OYDV
enfeksiyonlarmi belirlemislerdir. LYSV bulgularin1 ise OYDV’nin aksine yalmizca 2
sehirde (Sialkot; % 91,44 ve Kasur; % 5) 19 lokasyonda tespit edebilmiglerdir.

Ekvador’da, OYDV nin ilk kayit niteligi tagidig1 bir caligmayi yiiriiten Sivaprasad ve
ark. (2017), enfekteli sogan izolati ile yaptiklart BLAST analizi sonucunda iilke izolatinin,
diinyanin farkli iilkelerinden elde edilen izolatlar ile farklilik gosterdigini ve Ekvador-
OYDV izolatinin kismi NIb gen bolgesi sonuglarina gére Almanya ve Italya izolatlar1 ile
niikleotit ve amino asit seviyelerinde sirasi ile maksimum % 91,1 ve % 98,1 benzerlik
gosterdigini bildirmislerdir. Filogenetik analizler sonucunda Ekvador-OYDV izolatinin,
Almanya, italya, Arjantin ve ABD izolatlari ile bir kiime olusturdugunu ve bu izolatlarin

yakin iligkili oldugunu rapor etmislerdir.
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Tabanera ve ark. (2017) Ispanya’da pirasalarda OYDV etmeninin varligini
belirlemek icin yiiriittiikkleri calismada, simptom gosteren ya da gostermeyen tim
izolatlarin enfekteli oldugunu bildirmisler ve BLAST analizi sonuglarina gére en ¢ok

benzerligin Italyan izolatlari ile oldugunu rapor etmislerdir.

2.3. Ulkemizde Gergeklestirilmis Bazi Cahsmalar

Fidan ve ark. (2009) Dogu Akdeniz Bolgesi ile Kastamonu’nun Taskoprii ilgesinde
yuriittiikleri  arazi  c¢aligmalarinda  topladiklar1  sarimsak  Orneklerinde OYDV
enfeksiyonlari tespit etmiglerdir. Enfekteli olarak belirledikleri izolatlardan biri ile
gerceklestirdikleri filogenetik analizler sonucunda OYDV Dogu Akdeniz izolatinin,
diinyadaki diger izolatlar ile % 94 oraninda benzerlik gosterdigini saptamislardir.
Calismada aym zamanda Shallot latent virus (SLV) enfeksiyonlarini belirleyen
arastiricilar, SLV ve OYDYV enfeksiyonlarinin Tiirkiye’de ilk defa bu aragtirma ile tespit
edildigini ve c¢alismanin, ililkemiz sogan ve sarimsak yetistirilen diger bdlgelerinde
hastaliklarin yayginliginin aragtirilmasi bakimindan 6nemli bir baslangic noktasi olma
ozelligi tasidigini ileri stirmiislerdir.

Marmara Bolgesi’'nde 2007 yili iiretim sezonu igerisinde pirasa bitkilerinde
LYSV’nin neden oldugu simptomlara benzer belirtileri gézlemleyen Korkmaz ve Cevik
(2009), prrasa tarlalarindan 42 6rnek toplamislar ve gergeklestirdikleri DAS-ELISA testleri
sonucunda bu orneklerden 39’unu LYSV ile enfekteli bulmuslardir. Western blot analizi
caligmalar1 sonucunda virtise 6zgli 34 kDa agirliginda CP genleri elde eden arastiricilar,
virlistin kesin teshisini onaylamak amaci ile RT-PCR iiriinlerinin sekans analizlerini
gerceklestirmisler ve en ¢ok benzerligi % 93 oraninda Arjantin’den bir LYSV izolatinin
CP geni ile gosterdigini bildirmislerdir.

Fidan (2010), Dogu Akdeniz Bolgesi’'nde yetistirilen sarimsak, sogan ve pirasalarda
mevecut virlis hastaliklarinin  saptanmasi, bu izolatlarin  karakterizasyonlarinin
gerceklestirilmesi ve Taskoprii 56 sarimsak cesidinin en yaygin viral hastalik etmenine
kars1 reaksiyonlarinin belirlenmesi iizerine arastirmalarini gergeklestirmistir. Calisma
sonucunda sarimsak, sogan ve pirasa 0rneklerinin % 32 oraninda LYSV, % 31 oraninda
SLV, % 10 oraninda OYDV ve GCLV, % 1 oraninda Tobacco mosaic virus (TMV) ve
Cucumber mosaic virus (CMV) ile bulasik oldugunu belirlemis, ayrica érneklerin, GarV-
B, GarV-D, GarV-X ve GMbFV ile tek yada karisik enfeksiyon seklinde % 15 oraninda
bulasik oldugunu ve LYSV’nin Taskoprii 56 cesidinin dislerinde capta % 55°lik bir

daralmaya ve boyunda da % 41 oraninda kiiclilmeye neden oldugunu bildirmistir.
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Korkmaz ve ark. (2011) Marmara Bolgesi’nde 2007-2008 iiretim sezonu igerisinde
sogan bitkilerinde OYDV’nin neden oldugu simptomlara benzer, kloroz, bodurluk,
yapraklarda kivrilma ve biikiilme simptomlar1 gozlemlemisler ve topladiklar1 16 6rnegi,
DAS-ELISA ile test etmislerdir. Arastirmacilar, ELISA testi sonucunda 16 6rnegin 3’iini
OYDV ile enfekteli bulmuslar ve ayni antibadileri kullanilarak yaptiklar1 Western blot
analizi ¢aligmalarinda ise virlise 6zgii 30 kDa agirliginda CP genleri elde etmislerdir. Tiim
bu sonuglar1 dogrulamak i¢in enfekteli 6rneklere ait viral RNA’lar direkt tiipe baglanma
olarak bilinen yontem ile elde ederek RT-PCR ile test etmisler ve viriisiin kilif proteini ile
iligkili 335 bp uzunlugunda DNA elde etmislerdir. Arastirmacilar, bu ¢aligma ile OYDV’yi
Marmara Bolgesi’nde ilk defa tespit etmislerdir.

DAS-ELISA yontemini kullanarak OYDV ile enfekteli sogan bitkilerinde yapraklar
ve bas kismindaki virlis konsantrasyonu farkliliklarini belirlemeyi amaglayan Sevik ve
Temiz (2011), enfekteli izolatlarin bag ve yaprak u¢ kisimlarindan parcalar almislar ve
DAS-ELISA sonuglarini oda sicakliginda 30 dk. 60 dk. ve 120 dk.’lik okumalar sonucunda
degerlendirmislerdir. Yaptiklar1 analiz sonuglarina goére yaprak u¢ kisimlarinin soganlara
gore daha fazla absorbans degeri verdigini rapor etmislerdir.

Kurtulus (2012), Canakkale’den topladigi pirasa orneklerinde LYSV’nin varligini
belirlemek amaci ile DAS-ELISA ve/veya RT-PCR analizleri gergeklestirmis ve analizler
sonucunda 77 drnekten 51°ni LYSV ile enfekteli bulmustur. Belirli sayida izolat1 biyolojik
ozelliklerini belirlemek amaci ile degisik gosterge bitkilere mekanik inokulasyon yontemi
ile inokule etmis ve molekiiler 6zelliklerini belirlemek amaci ile CP genlerini klonlayarak
niikleik asit dizilimlerini belirlemistir. izolatlarmi, diinyanmn farkli iiretim bolgelerinden
elde edilen LYSV izolatlarin CP genleri ile karsilastirmis ve Canakkale LYSV
izolatlarinin CP genlerinin niikleotit diizeyinde kendi aralarinda % 97-98, diinya izolatlar1
ile % 77-95 oraninda benzerlik i¢erdigini bildirmistir.

Izmir ili ve ¢evresindeki baz1 kislik sebzelerde goriilen viral etmenlerin saptanmasi
amaci ile 2010 ve 2011 yillarinda bir ¢alisma yliriiten Erkan ve ark. (2013), sogan ve
pirasalarda OYDV ve/veya LYSV varligini tespit etmislerdir. DAS-ELISA bulgular
sonucunda 38 pirasa Orneginin 4 tanesinin, 20 sogan orneginin ise 6 tanesinin LYSV ile
enfekteli oldugunu bildiren arastiricilar, sogan Ornekleri igerisinden ayrica 3 tanesinin
yalniz bagina OYDV ile enfekteli oldugunu, 3 6rnegin ise karisik enfeksiyon icerdigini

rapor etmiglerdir.
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Sevik ve Akcura (2013), Amasya’da sogan iiretim alanlarindan topladiklar
orneklerde OYDV, IYSV, LYSV, SLV ve GCLV hastaliklarinin varligini aragtirmiglardir.
Topladiklart 332 6rnegin 57’sinde (% 17,16) viriislerin varliginit DAS-ELISA yontemi ile
belirleyen arastiricilar, en fazla enfeksiyonun % 12,33 ile OYDV’de oldugunu
bildirmislerdir. OYDYV enfeksiyonlarini takiben sirasi ile LYSV ve SLV’de % 3,60 ve %
1,19 oranlarinda enfeksiyon saptadiklarini ayrica orneklerin hi¢birinde GCLV ve 1YSV
bulunmadigini rapor etmislerdir.

Taskin ve ark. (2013) viriisten ari bitki elde edilmesinde meristem kiiltiir tekniginin,
stirglin ucu kiiltiir teknigi ile karsilastirilmasi ve iki farkli besin ortaminda mikro ¢ogaltim
basarilarinin kiyaslanmasi ile viriislerin tespiti i¢in Real-Time PCR testinin etkililiginin
belirlenmesi tlizerine bir ¢alisma gergeklestirmislerdir. Denemelerde iki farkli sarimsak tiirii
(Allium sativum ve Allium tuncelianum) ve iki farkli besin ortami (Medium 1 ve Medium
2) kullanan arastiricilar, her iki sarimsak tiirlinde de Medium 2’nin Medium 1’e gore daha
basarili oldugunu ve bu karsilagtirmanin istatistiki a¢idan onemli farkliliklar igerdigini
bildirmislerdir. Meristem ve siirgiin ucu kiiltiirii ile elde ettikleri bitkileri, OYDV ve LYSV
hastalik etmenlerine kars1 Real-Time PCR ile test etmisler ve meristem kiiltiirii ile elde
ettikleri bitkilerde herhangi bir viriis etmeni ile karsilasmamislardir. Siirgiin ucu tekniginde
ise OYDV ve LYSV ile enfekteli bitkileri tespit etmigler ve Allium sativum ve Allium
tuncelianum tiirlerinde yaptiklari testler sonucunda OYDV enfeksiyonlarini sirasi ile % 80
ve % 73, LYSV enfeksiyonlarini ise % 87 ve % 67 olarak belirlemislerdir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

Tez caligmasi ¢caligma kapsaminda gergeklestirilen arazi ¢alismalari, Gliney Marmara
Bolgesi’nde bulunan Bursa, Balikesir ve Canakkale illeri ve ilgelerinde, laboratuvar
calismalar1 ise, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Bolimii ve Mersin Zirai Karantina Midiirliigli, viroloji  laboratuvarlarinda
gergeklestirilmistir. Ayrica baz1 enfekteli 6rneklerin indikator bitkilere taginmasi amaci ile
gerceklestirilen mekanik taginma denemeleri ise Mersin Zirai Karantina Midiirligi iklim

odalarinda yiiriitilmistiir.

3.1. Materyal

Calismanin ana materyalini, Bursa, Balikesir ve Canakkale illeri ve ilgelerinden
toplanan sogan, sarimsak ve pirasa bitkileri olusturmaktadir. Bu amagla toplanan 6rnekler,
liretimin ticari olarak yogun yapildig: tarlalarin yami sira, hobi amagh olarak {iretilen ve
ticari iiretim amaci giitmeyen kiigiik parsellerden ve ev bahgelerinden elde edilmistir.
Yapraklarinda kloroz, bodurluk, kivrilma ve biikiilme ile ¢izgi belirtileri gibi viriis ve viriis
benzeri belirtiler gosteren bu bitkiler i¢in yapilan arazi ¢ikislari, il ve ilge bazinda tiretim
miktarina bagl olarak yapilmamis ve tesadiifi olarak gerceklestirilmistir.

Tarlalarin boyutlarina bagli olarak her bir tarladan en az bir en fazla ii¢ 6rnek
toplanmistir. Toplanan 6rnekler, dijital fotograf makinesi veya cep telefonu kamerasi ile
kayit altina alinmistir. Her bir 6rnek i¢in numara verilmis ve 6rnek numaralari, 6rneklerin
toplandig1 tarih, toplandiklar yer (il, ilge ve kdy), bitki tiirii, hastalik belirtileri ve fotograf
numarast bilgilerinin yer aldig1 etiketler ile birlikte naylon kilitli posetlerde silika jel
icerisinde muhafaza edilmistir. Daha sonra drnekler, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii ve Mersin Zirai Karantina Miudiirliigii, viroloji
laboratuvarlarina getirilerek +4 °C’de saklanmustir.

Toplanan Orneklerde, viral hastalik etmenlerinin tanilanabilmesi i¢in serolojik bir
yontem olan Double Antibody Sandwich-Enzyme Linked Immunosorbent Assay (DAS-
ELISA) yontemi kullanilmistir. Yontemde, OYDV, LYSV ve TuMV hastaliklarina 6zgii
ticari poliklonal antibadiler kullanilmisgtir.

DAS-ELISA analizlerinde, Bioreba (Isvigre) ve Agdia (ABD) firmalarindan temin
edilen ELISA kitleri ve 96 gukur igeren Microtiter plakalar kullanilmis ve yontem, Kitlerin

temin edildigi firmalarin 6nerileri dogrultusunda gergeklestirilmistir. Test edilen 6rneklere
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ait bitki 6zsularinin elde edilmesinde porselen havan ve havanellerinin yani sira, Bioreba
(Isvigre) firmasindan temin edilen ekstraksiyon posetleri (Extraction bags, Universal,
12x15 cm) ile birlikte bilyali ekstraksiyon aparatt (Homogenizer Hand Model)
kullanilmistir. Analizlerde kullanilan tampon ¢ozeltiler, tiretici firmanin gonderdigi kit
icerisinden temin edilmistir. DAS-ELISA testleri sonuglarinin degerlendirilmesinde,
MEDISPEC ESR 200 (ABD) ve Sunrise, TECAN (Isvi¢re) ELISA okuyuculari kullaniimis
ve ayrica gorsel degerlendirmeler de gerceklestirilmistir.

Molekiiler calismalar kapsaminda enfekteli orneklere ait RNA’lar, QIAGEN
(Almanya) firmasindan temin edilen “RNeasy Mini Kit” RNA izolasyon kiti ile ve Suehiro
ve ark. (2005) tarafindan gelistirilen ve basit dogrudan tiipe baglanma (simple direct tube;
SDT) olarak bilinen yontem kullanilarak elde edilmistir. Ters Transkripsiyon Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction; RT-PCR)
caligmalarinda ise TaKaRa (Japonya) firmalarindan temin edilen iki agamali “Prime Script
RT-PCR Kit” ve tek asamali Thermo Fisher Scientific (ABD) firmasindan temin edilen
“Thermo Scientific Verso 1-Step RT-PCR Hot-Start Kit” RT-PCR kitleri kullanilmistir.
RT-PCR analizlerinde kullanilan oligoniikleotit primerler, Iontek (Tiirkiye) firmasinda
sentezletilmistir. RT-PCR analizlerinde Bio-Rad (ABD) marka Thermal Cycler, gii¢ tanki
ve yatay elektroforez cihazi kullanilmis ve elde edilen DNA’larin yiiriitiilmesi igin
hazirlanan agaroz jel, TAE (Tris-acetate-EDTA) tamponu ve agaroz (Sigma Aldrich;
ABD) ile hazirlanmistir. Jel, etidyum bromide (Sigma Aldrich; ABD), 6X DNA Gel
Loading Dye (Thermo Fisher Scientific; ABD) ve GM 343 100-1000 bp ve SGMO03 100-
5000 bp DNA biiyiikliik markorleri (Biobasic, Kanada) varliginda yiirlitilmiistiir.
Sonuglarin degerlendirilmesinde, PCR f{iriinlerinin goriintiilenmesi UVDI jel goriintiileme
cihazinda (Major Science, ABD) gerceklestirilmistir.

Klonlama calismalarinda, RT-PCR iiriinleri, “EZ-10 Spin Column PCR Purification”
saflastirma kiti (BioBasic, Kanada) kullanilarak kitlerin temin edildigi firma Onerileri
dogrultusunda saflagtirilmig ve “pGEM-T Vector” (Promega, ABD) kiti ile pPGEM-T Easy
plazmit vektoriine klonlanip, Escherichia coli bakterisine aktarilarak koloniler elde
edilmistir. Caligma kapsaminda E. coli bakterilerinin iiretilmesinde LB (Leuria Bertani)
besi yeri, kat1 besi yeri olarak ise LB-agar kullanilmistir. Klonlama c¢aligmalar1 boyunca
RT-PCR ¢alismalarinda kullanilan ekipmanlarin yani1 sira Biosan CH-100 (Tirkiye) blok
1sitict ve IKA KS 40001 (Almanya) calkalamali inkiibator kullanilmistir.
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Tiim bunlara ek olarak laboratuvar caligmalar1 kapsaminda, Acculab Vicon (ABD)
hassas terazi, Eutech Cyber Scan pH 510 (ABD) pH metre, Velp ZX3 (italya) vortex
cihazi, Hirayama HV-50L (Japonya) otoklav cihazi, Memmert (Almanya) ICP 500
inkiibator ve Um 400 etiiv, beher, erlen, meziir, cam ve plastik pipetler, cam sise, plastik ve
cam petri kabi, parafilm, alimiinyum folyo, tiilbent, otoklav bandi, etiiv, steril cam
malzeme, saf su, puar, piset, santriflij tiipii, cam spatiil ile Brand ve Eppendorf (Almanya)
marka mikropipet setleri kullanilmistir.

Mekanik tasinma denemeleri, Mersin Zirai Karantina Miidiirliigii'nde bulunan
10.000 liix aydinlatmali iklim odasinda 24°C’de gergeklestirilmistir. Calismada, indikator
bitkiler, steril toprak ve torf karisimina ekilmis, inokulasyon i¢in 0,05 M fosfat tamponu
(pH; 7,4), mercaptoethanol, karborandum tozu, porselen havan ve havaneli ve kulak ¢6pii

kullanilmustir.

3.2. Yontem
3.2.1. Arazi Cahismalar
Arazi ¢alismalari, Giiney Marmara Bolgesi’nde bulunan Bursa, Balikesir ve

Canakkale illerinde Allium cinsi bitkilerin yetistirildigi alanlarda yiritilmiistir (Sekil 3.1).

v

Sekil 3.1. Arazi ¢calismalarinin yapildigi Gliney Marmara Bolgesi illeri
Caligmalarin yapildig1 alanlar; liretim deseni, yiiz 6l¢iimii, iklim, rakim, toprak

ozelligi, cesit ozelligi vb. faktorleri gozetmeksizin tesadiifi olarak secilmis olup, ayrica

Tarim Ilge Miidiirliikleri’nden alinan gift¢i kayit sistemine bagli veriler, iireticilerin
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yonlendirmeleri ve bolgelerde ¢alisan teknik elemanlarin goriisleri ile belirlenmistir. Arazi
caligmalar1 kapsaminda 2014-2017 iretim sezonu igerisinde gergeklestirilen surveyler

sonucunda 494 6rnek toplanmustir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Arazi ¢alismalart sonucu iller ve tiirler diizeyinde toplam bitki sayilari

(Canakkale Balikesir Bursa Toplam
Pirasa 62 32 48 142
Sogan 48 33 116 197
Sarimsak 40 98 17 155
Toplam 150 163 181 494

Cizelge 3.1.’de gortldigii tizere her ili temsil etmek iizere pirasa, sogan ve sarimsak
bitkilerinden orneklemeler yapilmistir. Orneklemeler, viriis ya da viriis benzeri
simptomlarin gorsel olarak daha 1yi belirlenebilmesi agisindan belirli bir biiytikliige gelmis
bitkilerden yapilmistir (Sekil 3.2). Ornek sayilarinin belirlenmesinde, lokasyonlardaki
agirlikli bitki deseni, ekim alanlarinin biiylikligii ve iretim miktarlart gibi parametreler
g0z ardi edilmis ve orneklerin miimkiin oldugunca birbirlerine uzak alanlardan ve farkl
lokasyonlardaki farkli parsellerden gergeklestirilmesine 6zen gosterilmistir. Bu amagla
Canakkale ili; Merkez, Ezine, Can, Biga, Lapseki ve Gelibolu, Bursa ili;
Mustafakemalpasa, Giirsu ve Karacabey ile Balikesir ili; Merkez, Burhaniye ve Edremit

ilgelerinden 6rnekler toplanmaistir.
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Sekil 3.2. Orneklemeler igin belirli bir biiyiikliige gelmis bitkiler; a: sogan, b: pirasa c:
sartmsak

Arazi ¢alismalart siirecinde, OYDV, LYSV ve TuMV ile bulasik oldugu diisiiniilen
bitkilerin yani sira, simptom gostermeyen ve normal seyrinin diginda belirti gosteren bazi
bitkilerden de oOrnekler toplanmistir. Her bir tarlayr temsil edecek oOrnekleme sayisi,
tarlalarin boyutlarina bagl olarak en az bir en fazla {i¢ olarak belirlenmis ve toplanan
orneklerin fotografi c¢ekilerek olusturdugu simptomlar ya da bitkilerde gozlenen
anormallikler kay1t altina alinmistir.

Tiim 6rnekler, izolat numarasi, toplandig1 yer ve tarih bilgilerinin yer aldig: etiketler
ile birlikte naylon kilitli posetlerde silika jel igerisinde laboratuvarlara getirilmistir (Sekil

3.3).
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Sekil 3.3. izolatlarm etiketlenme ve tasinma islemleri

Arazi c¢aligmalart sonucu toplanan Orneklerde, virlis hastalik etmenlerinin

tanilanabilmesi i¢in serolojik bir yontem olan DAS-ELISA yontemi kullanilmistir.

3.2.2. DAS-ELISA Testi Calismalar:

Arazi ¢aligmalar1 sonucunda toplanan pirasa, sarimsak ve sogan 6rneklerinin tamami
DAS-ELISA testleri ile test edilmistir.

OYDV, LYSV ve TuMV hastalik etmenlerine karsi tanilama amaci ile ticari olarak
ve virlislere 6zgii poliklonal antibadilerile gergeklestirilen testler, kitlerin temin edildigi
Bioreba (Isvicre) ve Agdia (ABD) Kkitlerinin temin edildigi firmalarin Onerileri
dogrultusunda sirasi ile 1:1000 ve 1:200 sulandirma oranlart ile gergeklestirilmistir. DAS-
ELISA testleri kapsaminda kullanilan tampon ¢ozeltiler EK 1’de verilmis olup, analizler
Clark ve Adams (1977) tarafindan bildirilen yontem esas alinarak kitlerin temin edildigi
firmalarin Onerileri dogrultusunda gerceklestirilmistir.

Analizlerde, bitkilere ait yaprak dokular1 kullanilmistir. Pozitif ve negatif kontroller
kitlerden temin edilmis olup, analiz sonuglarinin degerlendirilmesinde makroskobik
gozlemlerin yani sira ELISA okuyucularindan faydalanilmig ve 405 nm’de yapilan
okumalar neticesinde negatif kontroliin iki kati ve {lizerinde absorbans degeri veren
izolatlar, enfekteli kabul edilirken, smir degerleri veren o&rnekler siipheli olarak
degerlendirilirmistir. Her iki firma Onerileri dogrultusunda tamamlanan DAS-ELISA

analizlerinin yapim asamalar1 asagida verildigi sekilde gerceklestirilmistir.
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Bioreba (Isvigre) firmasinin dnerileri dogrultusunda gerceklestirilen adimlara gore;
Etmenlere 6zgii antibadiler (IgG), 1:1000 oraninda sulandirilmis ve 96 ¢ukur igeren
ELISA plakalarina her bir 6rnek i¢in birer tekerriir olmak iizere kuyulara 200’er ul
yiiklenerek 30 °C’de 4 sa. inkiibe edilmistir.

Daha sonra plakalar, yikama tamponu ile 3-4 defa olmak tizere 3’er dk. bekletilmis,
yikama islemi ardindan kurutulmustur.

1/20 oraninda ekstraksiyon soliisyonu varliginda, homojenizatér ve/veya havan-
havaneli ile ezilen bitki 6rnekleri, etmenlere 6zgili pozitif ve negatif kontroller ile
birlikte 200’er pl yiiklenmis ve bir gece 4 °C’de inkiibe edilmistir.

Yikama asamasi tekrar edilmistir.

Alkalin fosfataz enzimi ile isaretli antibadiler (conjugate) 1:1000 oraninda 1X
konjugat soliisyonu ile sulandirilmig, her bir ¢ukura tekerriirlii olarak 200’er pl
konularak 30 °C’de 5 sa. inkiibe edilmistir.

Yikama asamasi tekrar edilmistir.

20 ml hazirlanan 1X substrat ¢ozeltisine substrat maddesinden (1mg/ml para-
nitrophenyl-phosphate) veya 20 mg pNPP tabletten (Sigma-Aldrich) her bir plaka
i¢in bir adet olmak iizere konulmus ve gukurlara 200 pl olacak sekilde dagitilmistir.
Plaka, 30-60 dk. oda sicakliginda karanlikta bekletilmistir.

Plakalarda, meydana gelmesi muhtemel renk degisimlerinin gbzlemi, oncelikle
makroskobik olarak yapilmig, kesin sonuglarin degerlendirilmesi ise ELISA
okuyucularinda gerceklestirilmistir.

Agdia (ABD) firmasinin 6nerileri dogrultusunda gercgeklestirilen adimlara gore;
Hastalik etmenlerine 6zgii antibadiler (IgG), bir beher yardimi ile karbonat kaplama
solisyonu ile 1:200 oraninda sulandirilmis ve ELISA plakalarinda yer alan
kuyulara her bir 6rnek icin birer tekerriir olacak sekilde 100’°er ul konulmustur.
Daha sonra plakalar, 4 sa. oda sicakliginda veya bir gece 4 °C’de buzdolabinda
inkiibe edilmis ve yikama soliisyonu ile (1X PBST) 2 defa olmak {izere yikama
islemi gerceklestirilmistir.

Genel ekstraksiyon tamponu (GEB) kullanilarak 1:10 oraninda homojenizator
ve/veya havan-havaneli ile ezilen bitki 6rnekleri, her bir kuyuya 100 ul olacak
sekilde pozitif kontroller ve negatif kontroller ile birlikte yiiklenmistir.

Plakalar, 2 sa. oda sicakliginda veya bir gece 4 °C’de buzdolabinda inkiibe

edilmistir.
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Plaka, yikama soliisyonu ile (1X PBST) bekletilmeden 7 defa yikanmis ve
kurutulmustur.

Alkalin fosfataz enzimi ile isaretli antibadiler (conjugate), 1:200 oraninda ECI
tampon soliisyonu ile sulandirilmis ve karistirildiktan sonra her bir ¢ukura
tekerrirlii olarak 100’er pl konularak oda sicakliginda 2 sa. inkiibe edilmistir.
Plaka, yikama soliisyonu ile (1X PBST) bekletilmeden 8 defa yikanmis ve ardindan
kurutulmustur.

Iml/mg Olgekte, her biri 5 ml su i¢in kullanabilen pNPP (para-nitrophenyl-
phosphate) tabletleri, 1X PNP soliisyonu igerisinde ¢oziilerek her bir kuyuya 100 ul
olacak sekilde dagitilmis ve 60 dk. oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Plakalarda, olusmasi muhtemel renk degisimlerinin gdzlemi, Oncelikle
makroskobik olarak yapilmis, kesin sonuclarin degerlendirilmesi ise ELISA

okuyucularinda gergeklestirilmistir.

3.2.3. RT-PCR Testi Calismalari

RT-PCR analizleri, klonlama calismalarinda kullanilmak {izere gerceklestirilmis

olup, RT-PCR galismalar1 kapsaminda gergeklestirilen niikleik asit izolasyon yontemleri

ve elektroforez caligmalari, RT-PCR testi galigmalar1 bagligi igerisinde sunulmustur.

RT-PCR calismalarinda enfekteli izolatlarin kalip (template) RNA’larini elde etmek

amaci ile yapilan total niikleik asit izolasyonu c¢aligmalarinda, enfekteli 6rneklere ait total

niikleik asitler, Qiagen (Almanya) firmasindan temin edilen “RNeasy Mini Kit” RNA

izolasyon kiti ve Suehiro ve ark. (2005) tarafindan gelistirilen basit dogrudan tiipe

baglanma (SDT) olarak bilinen yontem kullanilarak elde edilmistir. RT-PCR analizleri

kapsaminda kullanilan tampon ¢ozeltiler EK 2’de verilmis olup, yontemler ve uygulanan

adimlar asagida verildigi lizere gergeklestirilmistir.

Suehiro ve ark. (2005) tarafindan gelistirilen SDT yontemine gore;
Hastalikla bulasik drneklere ait bitki yapraklarindan 1:1 (w/v) oraninda alinmis ve
igerisinde % 0,05 Tween-20 iceren PBST (phosphate-buffered saline) tampon
cozeltisi ile ezme islemi gerceklestirilmistir.
Elde edilen 50 pl bitki 6zsuyu, 0,5 ml’lik PCR tiiplerine (polypropylene)
konulmustur.
15 dk. oda sicakliginda inkiibe edilen PCR tiipleri, i¢lerindeki bitki 6zsuyu
bosaltildiktan sonra PBS-T ile 2 defa yikanmustir.
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Tiiplerin kurutulmasinin ardindan her bir tiipe 30 pl distile su ve 15 {inite RNA’se
inhibitor eklenerek 95 °C’°de 1 dk. inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen tiipler, dogrudan
buza konulmus ve RT-PCR c¢aligmalari i¢in hazir hale getirilmistir.

RNeasy Mini Kit asamalart;

- 1 ml RLT/RLC lysis tamponu i¢in 10 pl 2-Mercaptoethanol veya 2M 20 pl DL-
Dithiothreitol (DDT) eklenerek stok hazirlanmigtir. RPE yikama tampon ¢ozeltisi,
4 hacim % 96’lik etanol eklenerek hazir hale getirilmistir.

- Her bir izolat i¢in 100 mg bitki materyali, havan havaneli yardimi ile ezilmis ve
tizerlerine 450°ser ul RLT/RLC tamponu eklenerek vortekslenmistir.

- Karisim, QIAshredder Mini spin Column’lara aktarilarak 13.300 rpm’de 2 dk.
santrifiij edilmistir.

- Swvi kisim, yeni 1,5 ml’lik tiiplere aktarilmis ve tizerlerine her bir 6rnek i¢in 500 ml
% 96’11k etanol eklenmistir.

- Ornekler, mikropipet yardimi ile karnstirildiktan sonra 650’ser ml ¢ekilmis ve
RNeasy Mini Spin Column’lara aktarilmistir.

- Tipler, 10.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edilmis ve toplama tiiplerindeki siv1 kisim
dikkatlice uzaklastirilarak filtreler tekrar RNeasy Mini Spin Column’lara
aktartlmistir.

- Filtreler tizerine 700’er ul RW 1 yikama tamponu eklenmis ve 10.000 rpm’de 1 dk.
santrifiij edilmistir. Daha sonra toplanan sivi uzaklastirilmis ve filtreler tekrar
RNeasy Mini Spin Column’lara aktarilmistir.

- Filtreler tizerine 500’er pul RPE yikama tamponu eklenmis ve 10.000 rpm’de 1 dk.
santrifiij edilmistir.

- Bir onceki adim tekrarlanarak yikama asamasi tekrar edilmistir.

- Filtreler, 2 mI’lik yeni toplama tiipleri {izerine yerlestirilmis ve membrani kurutmak
amaci ile maksimum hizda (13.300 rpm) 1 dk. santrifiij edilmistir.

- Filtreler, tizerlerinde 6rnek numaralarinin yazili oldugu 1,5 ml’lik yeni tiiplere
yerlestirilmis ve iizerlerine 30-50 pl RNase igermeyen steril su konularak 10.000
rpm’de 1 dk. santrifiij edilmistir.

- Kurutma isleminin ardindan, filtreler uzaklastirilmis ve elde edilen RNA’lar RT-
PCR islemi gergeklestirilene kadar -20 °C’de bekletilmistir.

RT-PCR analizlerinin temeli, ¢ogaltilmak istenilen bdlge ya da bdlgelerin her iki
tarafina O0zgii, niikleotit dizilimlerini birlestirecek primerler kullanilarak, hedef alinan

genlerin ¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadir. Klonlama ¢alismalarinda kullanilmak tizere
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gerceklestirilen RT-PCR ¢aligmalart igin secilen izolatlar, DAS-ELISA bulgularinda en
yiiksek absorbans vererek enfekteli oldugu belirlenen ve elde edildigi bolgeler ve gesitler
g6z Oniinde bulundurulan izolatlar arasindan secilmistir.

Calismalarda, LYSV i¢in, Fajardo ve ark. (2001) tarafindan tasarlanan ve kilif
protein geninin tamami ile NIb bolgesinin bir boliimiini iceren, 5> TCA CTG CAT ATG
CGC ACC AT 3’ ve 3 GCA CCA TAC AGT GAA TTG AG 5’ (1030 bp) dizisine sahip
oligontikleotit primerler, OYDYV ig¢in ise Lee ve ark. (2005) tarafindan tasarlanan ve kilif
protein bolgesinin 602 bp'lik boliimiinii iceren 5> CAC CNT AYA TAG CRG ARA CAG
CTC T 3’ ve 3> ACT GAA ATG CGC CAT TAT YTG YCT A 5’ dizisine sahip
oligoniikleotit primerler kullanilmistir.

Analizler kapsaminda hem tek asamali hem de iki asamali RT-PCR c¢alismalari
gerceklestirilmistir. OYDV izolatlarinin RT-PCR analizleri “Thermo Scientific Verso 1-
Step RT-PCR Hot-Start Kit” (Thermo Fisher Scientific, ABD) RT-PCR kiti ile tek asamali
olarak gergeklestirilirken, LYSV izolatlarinin RT-PCR ¢alismalar1 ise “PrimeScript RT-
PCR Kit” (TaKaRa, Japonya) RT-PCR kiti ile iki asamali olarak kitlerin temin edildigi
firmalarin 6nerileri dogrultusunda tamamlanmustir.

Virilislere 06zgii oligoniikleotit primer ¢iftlerii, DNA polimeraz enzimi (Taq
polimeraz), Reverse Transcriptase enzimi (M-MMLV), dNTP (dATP, dTTP, dGTP,
dCTP), Random primer gibi RT-PCR’1n temel bilesenleri ile yapilan RT-PCR igerikleri
Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’te verilmistir. Bu icerikler ile gergeklestirilen RT-PCR

programlari ise Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5’te yer almaktadir.
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Cizelge 3.2. Iki asamali RT-PCR igerigi

DENATURASYON

dNTP Mixture (10 mM) 1 ul
Random 6 mers (20 pM) 1 ul
RNase Free dH,0 3ul
Template RNA 5ul

RT-KARISIMI
Prime Script RTase 0,5 ul
RNaselnhibitor (40 U/pl) 0,5 ul
5X PrimeScriptBuffer 4 ul
RNase Free dH,0 5ul

PCR-KARISIMI
10X PCR Buffer Il 2,5 ul
dNTP Mixture (10 mM) 1 ul
Forward Primer 0,5 ul
Reverse Primer 0,5 ul
TaKaRa ExTaq HS (5 U/ul) 0,25 pul
RNase Free dH,0O 15,25 ul
Complementary DNA (cDNA) Sul
Toplam Hacim 25 nl

Cizelge 3.3. Tek asamali RT-PCR igerigi

Verso Enzyme Mix 0,5 ul
2X 1-Step PCR Hot-Start Master Mix 12,5 ul
RT Enhancer 1,25 ul
Forward Primer (10 uM) 1 ul
Reverse Primer (10 uM) 1 ul
Template RNA 0,5 ul
Water, Nuclease-free 8,25 ul
Toplam Hacim 25 ul
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Cizelge 3.4. Iki asamali RT-PCR programi

DENATURASYON

65 °C 5 dk. 1 Dongii
RT-PROGRAMI

30 °C 10 dk.
42 °C 45 dk. 1 Dongii
70 °C 15 dk.

PCR-PROGRAMI
94 °C 5 dk. 1 Dongii
94 °C 30 Sn.
55°C 30 Sn. 40 Dongii
72 °C 30 Sn.
72 °C 5 dk. 1 Dongti
4°C 0

Cizelge 3.5. Tek asamali RT-PCR programi

Sicakhik Siire Dongii Sayisi
cDNA sentezi 50°C 15 dk. 1
Verso inaktivasyonu 95 °C 15 dk. 1
Denatiirasyon 95°C 20 Sn.
Annealing 50°C 30 Sn. 35
Extension 72 °C 1 dk.
Final Extension 72 °C 5 dk. 1

RT-PCR analizlerinin degerlendirilmesi, agaroz jel varliginda miimkiin
olabilmektedir. Bu amacla elde edilmesi muhtemel DNA parcalarinin goriintiilenebilmesi
icin agaroz jel elektroforezi ¢calismalari, Galitelli ve Minafra (1994) taratindan belirlenen
yontem esas alinarak gerceklestirilmistir. Calismada asagidaki asamalar sirasi ile takip
edilmistir.

- % 1,5’1uk jel hazirlamak tizere 1,5 gr agaroz (Sigma Aldrich; ABD) hassas terazide
tartilmis ve lizerine 100 ml 1X TAE tampon ¢ozeltisi ilave edilerek mikrodalga
firninda homojen olarak karigsmasi saglanmistir.

- Karisim, sogumasi i¢in ve 60 °C sicakliktaki su banyosunda bekletilmistir.
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Jelin olusturulacagi hazne iizerine aparatlari takilmis ve su banyosunda bekletilen
karisim, istenilen sicakliga geldikten sonra igerisine 2 ul etidyum bromide (Sigma
Aldrich; ABD) eklenmis, daha sonra jel haznesi iizerine dokiilerek 30 dk.
katilasmas1 beklenmistir.

Jelin katilagmasinin ardindan hazne iizerindeki aparatlar dikkatlice ¢ikarilmis ve jel
tank tlizerine yerlestirilmistir.

Daha sonra 1X TAE tamponu, jelin iizerini gececek sekilde jel tanki icerisine
dokiilmiis ve ardindan mikropipet yardimi ile sirasi ile 5 pl DNA biiyiiklik
markorii (Biobasic, Kanada) ve 12 pl’ye tamamlanacak sekilde 2 pl 6X DNA Gel
Loading Dye (Thermo Fisher Scientific; ABD) yiikleme tamponu ve 10 ul RT-PCR
iriinii karisimu, jel kuyularina yiiklenmistir.

Elektroforez cihazi, glic kaynagi calistirnllmis ve 100 V elektrik ortaminda
DNA'’larin 40 dk. yiiriitiilme islemi ger¢eklestirilmistir.

Daha sonra jel, tanktan ¢ikarilmis ve jel goriintiileme cihazinda UV 1s1k varliginda

goriintiilenmistir.

3.2.4. Klonlama Analizi Calismalari

Klonlama analizi ¢alismalari kapsaminda, RT-PCR analizleri gergeklestirilen 20

izolata ait PCR iriinleri, saflastirilmis ve pGEM-T Easy plazmit vektoriine (Promega,

ABD), Cevik ve ark. (1995) ve Jiang ve ark. (2008) tarafindan rapor edilen yontem

modifiye edilerek Kkitlerin saglandigi firmalarin onerileri dogrultusunda klonlanmustir.

Klonlama c¢aligmalar1 kapsaminda kullanilan ¢6zeltiler ve icerikleri EK 3’de verilmis olup;

asagida verilen agsamalar sirasi ile takip edilmistir.

3.2.4.1. RT-PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi
Enfekteli izolatlara ait RT-PCR iiriinleri, EZ-10 Column PCR Piirifikasyon Kiti

kullanilarak kitlerin temin edildigi Bio Basic (Kanada) firmasinin onerileri dogrultusunda

saflagtirillmistir. Analizde, asagidaki adimlar izlenmistir.

Yikama soliisyonuna % 96’lik etanol eklenerek karisim 120 ml’ye tamamlanmistir.
Her bir izolat i¢in, 20 pul RT-PCR iiriiniine, 60 pl Binding I soliisyonu eklenmis ve
hazirlanan karisim “EZ-10 column” kolonlarina aktarilmistir.

Oda sicakliginda 2 dk. bekletilen kolonlar, 10.000 rpm’de 2 dk. santrifiij edilmis ve

s1v1 kisim uzaklastirtilmastir.
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Kolonlara 500’er ul yikama soliisyonu eklenmis ve 10.000 rpm’de 2 dk. santrifiij
edilmistir.

Yikama asamasi tekrar edilmistir.

Kolonlarda kalan etil alkoliin tamamen uzaklastirilmas1 amaci ile tiipler, 10.000
rpm’de 2 dk. bos olarak santrifiij edilmis ve kolonlar, iizerlerinde ornek
numaralarinin yazili oldugu 1,5 ml’lik yeni tiiplere yerlestirilmistir.

Kolonlara elution soliisyonundan 25 pl eklenerek 2 dk. oda sicakliginda
bekletilmistir.

Tiipler 10000 rpm’de 2 dk. santrifiij edilmis ve saflastirilmis PCR {iriinleri
kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmuistir.

3.2.4.2. Ligasyon
Ligasyon asamasinda, RT-PCR analizleri ile ¢ogaltilan genlerin, pGEM-T Easy

plazmit vektorii ile birlestirilme islemi gergeklestirilmistir. Yontem, kitlerin temin edildigi

firmanin Onerileri dogrultusunda gerceklestirilmis olup, Cizelge 3.6’da verilen ligasyon

karisimi 1 sa. oda sicakliginda bekletilerek asama tamamlanmistir.

Cizelge 3.6. Ligasyon karigimi igerik ve miktari

pGEM-T Easy Vector (50 ng) 1 ul
2X Rapid Ligation Buffer 5ul
T4 DNA Ligase 1 ul
RT-PCR f{iriinii 3ul
Toplam hacim 10 pl

3.2.4.3. Transformasyon

Transformasyon, ligasyon karigiminin hiicre duvar1 kimyasal uygulamalarla gecirgen

hale getirilmis (competent) Escherichia coli bakterisine aktarilmasidir. Bu asamada,

Promega (ABD) firmasindan temin edilen E. coli bakterisinin JM109 1rk1 kullanilmstir.

Transformasyon asamalar1 agagida 6zetlenmistir.

Analizde kullanmak iizere, yalnizca ampisilin igeren ve ampisilin/ IPTG/X-Gal
iceren LB (Luria Broth) besi ortamlar1 hazirlanmistir.
E. coli bakterisinin JM109 irkinin competent hiicrelerinden, her bir izolat i¢in 50 pl

alinarak iizerinde 6rnek numaralari yer alan 1,5 ml’lik steril tiiplere aktarilmistir.
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- PGEM-T Easy plazmiti ve ligasyon karigimindan 5 pl alinarak E. coli JM109
competent hiicrelere eklenmis ve karistirildiktan sonra 20 dk. buzda bekletilmistir.

- Karigim, 42 °C’de 45-50 Sn. siire ile bekletilerek 1s1 soku uygulanmis ve tekrar 2-3
dk. buzda bekletilmistir.

- Steril polypropylene tiipler iizerine 6érnek numaralart yazilmis ve iglerine her bir
ornek icin 750°ser pul LB besi (s1vi) ortami eklenerek 150 rpm’de 1.5 sa. 37 °C’de
calkalamali inkibatorde inkiibe edilmistir.

- Calkalamal1 inkiibatérden ¢ikarilan tiipler, 5000 rpm’de 2 dk. santrifiij edilmistir.

- Swvt kisim tizerinden 500 ml sivi uzaklastirilmig ve geriye kalan 250 m’lik hacim,
tipiin dibinde kalan bakteriler ile pipetlenerek karigtirllmis ve LB
(ampisilin)/IPTG/X-Gal igeren petri kaplarina steril spatula yardimi ile yayilmistir.

- Petriler 37 °C’de 1 gece inkiibatorde bekletilmistir.

3.2.4.4. Bakteri Kolonilerinin Se¢imi ve Koloni PCR

Transformasyonu gergeklesen bakterilerin olusturdugu mavi-beyaz kolonilerden, her
bir izolat1 temsil edecek sekilde beyaz koloniler secilmistir. Daha sonra petri kaplarinda
cizimi gergeklestirilen beyaz kolonilerin viral etmenlere ait genleri tasiyan rekombinant
plazmitleri igerip igermedikleri daha hassas bir yontem olan koloni PCR yontemi ile
taranarak kesin olarak belirlenmistir. Koloni PCR asamalarinda, PCR asamalarinda

kullanilan spesifik primerler kullanilmistir.

3.2.4.5. Plazmit izolasyonu

Bu asamada, pGEM-T Easy plazmitini igerdigi kesin olarak belirlenen koloniler
secilmis ve bu kolonilerden plazmit izolasyonu gerceklestirilmistir. Her bir izolat igin
koloni PCR’da pozitif sonu¢ veren en az 2 koloni se¢ilmis ve plazmit izolasyonu
yapilmistir. Yontemde;

- Her bir izolat i¢in segilen koloniler, 2 pl ampisilin igeren, 5 ml LB sivi besi
ortamina inokule edilmis ve 37 °C’de 16 sa. boyunca 180 rpm hizda calkalamali
inkiibatorde inkiibe edilmistir.

- Steril bir mikrofij tiiptine 500 ul gliserol ve 500 ul bakterilerden alinarak gliserol
stoklar1 hazirlanmistir.

- Geriye kalan kisimdan ise BioBasic (Kanada) firmasindan saglanan plazmit
saflagtirma kiti kullanilarak, plazmit izolasyonu, kitlerin temin edildigi firmanin

onerileri dogrultusunda gergeklestirilmistir.
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Bakteri hiicrelerinin par¢alanmasi amaci ile her bir izolata 200 pl soliisyon I
eklenip, 1 dk. oda sicakliginda beklenmistir.

Parcalanmayan bakteri hiicrelerini tamamen parcalamak amaci ile 400 pl soliisyon
IT eklenip, 1 dk. oda sicakliginda beklenmistir.

Daha sonra 700 pl soliisyon III eklenmis ve ornekler, 12.000 rpm 4 °C’de 5 dk.
santrifiij edildikten sonra kolonlara aktarilmistir. Kolonlar, 10.000 rpm ve 4 °C’de
2 dk. santrifiij edilmistir.

Plazmitlerin arttk maddelerden temizlenmesi i¢in 500 upl yikama soliisyonu
eklenmis ve 10.000 rpm 4 °C’de 2 dk. santrifiij edilmistir.

Son olarak kurutma isleminin ardindan 50 pl elution tampon soliisyonu eklenerek

plazmit izolasyonu tamamlanmastir.

3.2.4.6. EcoRI Restriksiyon Enzimi ile Kesme Islemi (Digestion)

Bu asama, plazmit izolasyonu ardindan plazmitlerin, ECORI enzimi ile Kesilip

viriislere ait genleri icerdiklerinin teyit edilmesi amaci ile gergeklestirilmistir. ECORI

restriksiyon enzimi ile kesme islemi i¢in kullanilan kit Promega (ABD) firmasindan temin

edilmis olup, kitin temin edildigi firmalarin 6nerileri dogrultusunda gerceklestirilmistir. Bu

amagla hazirlanan digestion karisimi Cizelge 3.7’ de verilmistir.

Cizelge 3.7. Digestion karigimi ve igerigi

Plazmit DNA 10 pl
EcoRI enzimi 1 ul
10X EcoRlI buffer 2 ul
Bovine serum albumin (BSA) 0,2 ul
dH.0 6,8 ul
Toplam Hacim 20 pl

Elde edilen bu karisim, 37 °C’de 6 sa. bekletilerek plazmitlerin EcoRI enzimi ile

kesilme islemi tamamlanmigstir. ECORI enzimi ile kesme isleminin tamamlanmasindan

sonra elde edilen DNA’lar SGMO03 100-5000 bp DNA biiyiikliik markoérii ile birlikte %

1,5’1ik agaroz jelinde elektroforez yontemi ile ayristirilmis ve etidyum bromiir varliginda

UV 151k altinda goriintiilenmistir.

35



3.2.5. Sekans ve Filogenetik Analiz Calismalar

RT-PCR iirlinlerinin klonlanmasi sonucunda izolatlara ait genleri kesin olarak
tasidiklar1 belirlenen saflastirilmis plazmitlerden 20 tanesi secilerek sekans analizleri
gerceklestirilmistir. Bu izolatlara ait DNA dizilimleri ALTIGENBIO (izmir) firmasindan
hizmet alimi seklinde gergeklestirilmistir. DNA dizilimi, pGEM-T Easy plazmitinin T-A
klonlama bolgesinin yaklasik 50 bp {ist ve alt kismindaki bolgelere spesifik M13F ve
MI3R f{iniversal primerleri kullanilarak dongii dizileme yontemi ile otomatik DNA
dizileme cihaz ile gergeklestirilmistir. Her bir izolat i¢in bir klonun iki yoniinden M13F ve
MI3R primerleri kullanilmis ve sekans analizleri gergeklestirilmistir. Elde edilen ham
DNA dizilimleri CLC Main Workbench (V.7.7.3) dizi analiz programina aktarilmstir.
Oncelikle pGEM-T Easy plazmit vektdriine ait DNA dizileri temizlenmis ve elde edilen
cift yonlii DNA dizileri birlestirilmistir. Son asamada hedef alinan bolgelere ait genlerin
niikleotit dizilimi ve amino asit dizilimleri elde edilmistir.

Bu amagla, Bursa, Balikesir ve Canakkale illerinin farkli bolgelerinde pirasa ve
sarimsak yetistiriciligi yapilan alanlardan elde edilen izolatlara ait niikleotit ve amino asit
dizilerinin Clustal W programinda c¢oklu dizi karsilastirmalart yapilmis ve birbirleri ile
benzerlik oranlar1 yiizde olarak saptanmistir. Daha sonra gen bankasinda DNA ve protein
veri tabanlarinda arastirmalar yapilarak diinyanin farkli bolgelerinden elde edilen izolatlara
ait niikleotit ve amino asit dizileri ile Giiney Marmara Bolgesi’nden elde edilen izolatlara
ait veriler, Clustal W programi kullanilarak karsilagtirilmis ve benzerlik oranlar yiizde
olarak belirlenmistir.

Filogenetik analizler i¢cin LYSV ve OYDYV izolatlarinin kendi iclerinde ve diinya
izolatlar1 ile gostermis oldugu iligkiler belirlenmeye calisilmistir. Bu amagla Clustal W ile
gerceklestirilen ¢oklu dizi dosyalar1 kullanilmistir. Elde edilen ¢oklu dizi dosyalari
neighbour joining metodu ile 1000 tekrarli bootstrap analizi kullanilarak LYSV ve OYDV
izolatlarinin filogenetik iliskileri ortaya ¢ikarilmistir.

Hem LYSV hem de OYDV izolatlarinin filogenetik iliskilerinin belirlenmesinde
Shallot yellow stripe virus (SYSV), olusturulan filogenetik agaglarinin dogrulugunu
arttirmak i¢in dis grup olarak kullanilmis ve LYSV ve OYDV izolatlarinn filogenetik

iliskileri hem niikleotit hem de amino asit diizeyinde belirlenmistir.
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3.2.6. Mekanik Tasinma Denemeleri
Mekanik tasinma denemeleri kapsaminda secilen OYDV ve LYSV ile enfekteli 9
izolat, klonlama ¢alismalarinda kullanilan 20 izolat igerisinden, toplandig1 yer, enfekteli

oldugu etmen ve konukgular1 g6z 6niinde bulundurularak secilmistir (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. Mekanik tasinma denemeleri i¢in kullanilan LYSV ve OYDYV izolatlart

Izolat Ad1 Konukcu Toplandig Yer Etmen
CAN 244 Pirasa Canakkale LYSV
BUR 288 Pirasa Bursa LYSV
BUR 293 Sarimsak Bursa LYSV
BAL 378 Sarimsak Balikesir LYSV
BAL 398 Pirasa Balikesir LYSV
BUR 301 Sarimsak Bursa oYDV
CAN 419 Sarimsak Canakkale OoYDV
BAL 449 Sarimsak Balikesir OoYDV
BUR 487 Pirasa Bursa OoYDV

Calismada indikator bitki olarak kullanilan sogan kiskalar1 ve sarimsak disleri,
market ve pazarlardan temin edilmis olup, LYSV ve OYDV etmenlerini igerip
icermedikleri DAS-ELISA testleri ile belirlenmistir. Bu amagcla, sarimsak baglarini temsil
edecek sekilde disler belirlenmis ve her bir bas icin 2-4 adet dise uygulanan ELISA testleri
sonucunda LYSV ve OYDV ile enfekteli olmadigi belirlenenler arasindan ekimler
gerceklestirilmistir. Soganlarda ise yaprak ug¢larindan alinan 6rneklere uygulanan ELISA
testleri sonucunda, enfekteli olmadigi belirlenen sogan oOrnekleri indikator bitki olarak
kullanilmigtir. Mekanik taginma denemeleri ¢alismalarinda kullanilacak indikator bitkilerin
belirlenmesi igin gergeklestirilen DAS-ELISA testleri, kitlerin temin edildigi firmalarin
onerileri dogrultusunda Boliim 3.2.2°de belirtildigi sekilde uygulanmigtir.

LYSV ve OYDV etmenlerini igermedikleri belirlenen indikator bitkilerinin
yetistirilme islemleri, Mersin Zirai Karantina Miidiirliigli'nde bulunan bitki yetistirme
odasinda gergeklestirilmis olup, kontrollii kosullar igerisinde, 10.000 liix aydinlatmali, 16
saat 1s1klanma siiresine ayarli ve 24°C’de kosullarinda, 1:1 oraninda steril toprak ve torf
karisiminda gerceklestirilmistir. Kiivetlerde gerceklestirilen ekimler sonrasi indikator
bitkiler, saksilara sasirtilmis ve deneme siiresince indikator bitkilerin sulama islemleri ve

kontrolleri diizenli periyodlarla gerceklestirilmistir (Sekil 3.4).

37



Sekil 3.4. Indikator bitkilerin yetistirilme asamalarindan bir goriiniim

Indikatér bitkilere uygulanacak inokulasyonlar dncesinde her bir izolat igin kontrol
bitkilerinin de yer aldigi 4 indikator bitki belirlenmistir. Bu amagla, ikisi enfekteli
izolatlarin inokule edilecegi tekerriir bitkileri, diger ikisi kontrol bitkisi olan indikator
bitkileri se¢ilmis ve saksilar iizerinde yer alan etiketler lizerine numaralandirilmiglardir.
Her bir izolat i¢in belirlenen iki kontrol bitkisinden birine LYSV ve OYDYV ile enfekteli
olmadig1 belirlenen saglikli bir bitkinin 6zsuyu inokule edilirken, diger kontrol bitkisine
ise herhangi bir uygulama yapilmamistir.

Yontem, Van Dijk (1993b)’e gore gergeklestirilmis olup, 6ncelikle inokulasyon i¢in
belirlenen izolatlardan 0,5 g tartilmis ve havan igerisinde % 0,1 mercaptoethanol i¢eren 4,5
ml, 0,05 M (pH; 7,4) fosfat tampon ¢ozeltisi (EK 4) ile ezilerek bitki 6zsulart elde
edilmistir. Daha sonra, indikatdr bitkilerinin yapraklarinda yara olusumu saglamak amaci
ile karborandum tozu dokiilmiis ve kisa bir siire beklenildikten sonra, yapraklarda
deformasyon yaratmayacak sekilde pamuk araciligi ile bitki 6zsular1 indikator bitkilere
inokule edilmisgtir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Mekanik tasinma denemelerinden bir goriiniim

Tasinma denemelerinin ardindan, indikatdr bitkiler ¢cesme suyu ile yikanmis ve
bitkilerin periyodik olarak sulama ve kontrol islemlerine devam edilmis, indikator
bitkilerinin hastalik etmenleri ve zararlilardan korunmasi amaci ile gerekli onlemlerin
alinmasina dzen gosterilmistir. Inokulasyonu takiben 4 hafta siire ile bitkilerde olusan
belirtiler gézlenmis ve tiim bitkilere OYDV ve LYSV etmenlerini icerip igermedekilerinin
belirlenmesi amaci ile DAS-ELISA testi uygulanmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu bolimde “Giiney Marmara Bolgesi’nde Allium Cinsi Bitkilerde Potyviriislerin
Tanilanmas1 ve Karakterizasyonu” isimli tez calismasmna ait arastirma bulgular ve
tartigmalar1 yer almaktadir.

Bu baglamda, arazi ¢alismalarinin gergeklestirildigi arastirma bolgesine ait bilgiler
ve arazi c¢aligmalar1 bulgulari, toplanan orneklerde tez kapsamina bagli olarak incelenen
viral hastalik etmenlerinin bolgedeki mevcut varligina ait bulgular ve enfekteli oldugu
belirlenen izolatlar arasindan segilenlerin molekiiler karakterizasyon c¢alismalari ile
klonlama c¢alismalarinda kullanilan izolatlardan bazilarinin mekanik olarak indikator
bitkilere taginmalar1 ile ilgili denemeler yer almaktadir. Tiim bunlara ek olarak bu
bulgularin, iilkemiz ve iilkemiz disinda gergeklestirilmis benzer ¢aligmalara ait bulgular ile

tartigmalar1 da bu boliim igerisinde degerlendirilmistir.

4.1. Arazi Calismalar1 Bulgular:

Arazi c¢alismalart Giiney Marmara Bolgesi’nde bulunan Bursa, Balikesir ve
Canakkale illerinde yiriitilmiistiir. 2014-2017 iiretim sezonu igerisinde gergeklestirilen
arazi ¢aligmalarinda bu illerden toplam 494 Grnek toplanmistir. Toplanan orneklerin iller
ve tiirler diizeyinde sayisi ile toplandiklar1 yerlere ait 2016 yili tiretim miktarlar: (ton) ve

tiretim alanlar1 (da) Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Toplam 6rnek sayisi, iiretim miktar1 (ton) ve iiretim alan1 (da) verileri

Canakkale Balikesir Bursa

Uretim Uretim  Ornek Uretim Uretim  Ornek Uretim  Uretim  Ornek

Alan1  Miktar1  Sayist  Alam1  Miktar1  Sayist  Alam1  Miktart  Sayisi Toplam
Pirasa 1.075 2.847 62 4277  10.067 32 10.229 36.407 48 142
Sogan 3.775 5.208 48 16.012 21.583 33 35.193 86.944 116 197
Sarimsak  1.376 1.174 40 9.845 7.391 98 861 594 17 155
Toplam 150 163 181 494

40



Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi arazi caligmalar1 sonucunda, iller ve tiirler diizeyinde
toplanan Ornek sayilarinin, toplandiklari yerlere ait iiretim miktarlar1 (ton) ve iretim
alanlar1 (da) ile dogrudan bir iligski icermedigi ve Orneklemelerin tesadiifi olarak
gerceklestirildigi goriilmektedir. Toplanan bu o6rneklerin dagilimina bakildiginda toplam
494 o6rnegin 142’sinin (% 28,74) pirasa, 197 sinin sogan (% 39,87) ve 155’inin ise (%
31,37) sarimsak bitkilerinden elde edildigi, iller diizeyinde ise bu o6rneklerin 150’sinin
Canakkale’den (% 30,36), 163°niin Balikesir’den (% 32,99) ve 181’nin ise Bursa’dan (%
36,63) toplandig1 goriilmektedir.

Bu veriler 1s1ginda, iretim miktari agisindan bakildiginda Allium cinsi iginde
Balikesir ilinde sarimsagin (% 60,12) ilk siray1 aldigi, bunu sirasiyla pirasa (% 19,63) ve
soganin (% 20,24) izledigi, Bursa ilinde ise soganin (% 64,00) ilk siray1 aldig1, bunu pirasa
(% 26,51) ve sarimsagin (% 9,39) izledigi, Canakkale ilinde ise pirasanin (% 41,33) ilk
siray1 aldigi, bunu sogan (% 32) ve sarimsagin (% 26,66) izledigi yine Cizelge 4.1°deki
bilgilerden anlasilmaktadir. Tiim bu oranlara bakildiginda arastirma bolgesi igerisinde
bulunan illerde ({irline endeksli entansif tarim uygulamalari gergeklestirildigi
goriilmektedir. Bu durum, en sik Bursa ili sogan {iretim alanlarinda (Sekil 4.1) olmak tizere
ayrica pirasa iiretim alanlarinda ve Balikesir ili sarimsak iiretim alanlarinda gézlenmistir.
Canakkale ilinde ise ticari iiretim yapilan alanlar, pazar istekleri dogrultusunda

sekillenmekte ve entansif tarim tliretimi kiiglik 6lgekli arazilerde yapilmaktadir.

Sekil 4.1. Bursa ili, Karacabey ilgesi, sogan alanlarindan genel bir goriiniim.
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Gliney Marmara Bolgesi igerisinde Balikesir ili sarimsak, Bursa ili ise sogan
tiretiminde s6z sahibi illerdir. Ayrica bu illerimiz pirasa iiretiminde de iilke icerisinde
olduk¢a 6nemli bir yere sahip olup 2016 yili TUIK verilerine gore Bursa ili ilk sirada
Balikesir ili ise besinci sirada yer almaktadir. Canakkale ili, Allium cinsi bitkilerin
tiretiminde, hem {iretim yapilan arazilerin kiiciik ve az sayida olmasi hem de iiriinlerin
pazar istekleri dogrultusunda yildan yila degiserek bir istikrar olusturmamasi nedenleri ile
iilke iiretiminde iist basamaklarda yer alamamaktadir (Anonim 2017b).

Arazi ¢alismalar siiresince 6rnekleme yonteminde ilgelerin se¢imi de tesadiifi olarak
gerceklestirilmis ve Ornekleme yapilan ilgelere ait alanlarda, iiretim miktarlar1 ve iiretim
alanlarinin biiyiiklikleri dikkate alinmamistir. Bursa, Balikesir ve Canakkale illeri ve
ilcelerinden toplanan orneklerin, tlirler bazinda dagilimi ve toplam bitki sayilarina ait

veriler Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Orneklerin iller, ilgeler, tiirler bazinda dagilimi ve toplam bitki sayilari

iller Ticeler Tiirler Toplam Bitki Sayisi
Pirasa 37
Merkez Sogan 18
Sarimsak 21
Pirasa 13
Biga Sogan 0
Sarimsak 4
Pirasa 8
Can Sogan 0
Sarimsak 5
Pirasa 0
Canakkale Gelibolu Sogan 9
Sarimsak 2
Pirasa 0
Eceabat Sogan 10
Sarimsak 5
Pirasa 10
Lapseki Sogan 2
Sarimsak 5
Pirasa 1
Ezine Sogan 0
Sarimsak 0
Canakkale Toplam 150
Pirasa 17
Karacabey Sogan 64
Sarimsak 2
Pirasa 15
Bursa Mustafa Kemalpasa Sogan 1
Sarimsak 4
Pirasa 20
Glirsu Sogan 47
Sarimsak 11
Bursa Toplam 181
Pirasa 27
Merkez Sogan 28
Sarimsak 101
Pirasa 2
Balikesir Edremit Sogan 0
Sarimsak 3
Pirasa 2
Burhaniye Sogan 0
Sarimsak 0
Balikesir Toplam 163
Toplam 494

43



Cizelge 4.2°de goriildiigii lizere Ornekleme yapilan ilgeler arasinda Canakkale
Merkez ilge, Balikesir Merkez ilge ile Bursa ili, Karacabey ve Giirsu ilgeleri en fazla 6rnek
toplanan ilceler olarak dikkat ¢ekmistir. Bu ilgeler arasinda Canakkale Merkez ilge %
50,66, Balikesir Merkez ilge % 95,70 ve Bursa ili, Giirsu ve Karacabey ilgeleri siras1 ile %
48,61 ve % 45,85 oranlart ile bagl olduklar: illerde en fazla 6rnek toplanan ilgeleri
olusturmaktadirlar.

Bu tez ¢alismasinda, arastirma bolgesi olarak Giiney Marmara Bolgesi sinirlarinda
bulunan Bursa ve Balikesir illeri Allium cinsi bitkilerin {iretiminde hem bdlgede hem de
tilke igerisinde sz sahibi olmalari nedeni ile tercih edilmis, ayrica bu bdlge igerisinde yer
alan Yalova ve Bilecik illerinin Allium cinsi bitkilerin tiretiminde olduk¢a geri planda
kalmasi bu illerin arazi caligsmalarina dahil edilmemesi fikrini ortaya ¢ikarmistir. Calisma
kapsaminda bulunan Canakkale ili ise aragtirmanin yiiriitiildiigli merkez olmasi nedeni ile
calisma igerisinde degerlendirilmistir.

Yapilan literatiir calismalarinda arastiricilarin farkli sebepler ile arastirma bolgelerini
sectikleri ve bu bolgelerde gerceklestirdikleri ¢alismalarda da Ornekleme sayilarinm
arastirmaya bagl olarak tesadiifi ya da sistematik bir Ornekleme dogrultusunda
belirledikleri goriilmektedir. Bu ¢alismada Giiney Marmara Bolgesi Allium cinsi bitkilerde
hedeflenen amaglardan birisi bu bitkileri enfekte eden Potyviriisleri tespit etmek oldugu
icin tesadiifi Ornekleme ile virlis ya da virlis benzeri simptom gosteren bitkilerden
ornekleme yapilmistir. Bu sekilde daha fazla hastalikli bitki toplanmasi saglanmustir.
Ulkemizde yapilan benzer bir ¢alismada Fidan (2010), tesadiifi 6rnekleme yontemi ile
topladig1 izolatlari, lilkemiz sarimsak, sogan ve pirasa liretiminin en {ist basamaklarinda
yer alan Dogu Akdeniz Bolgesi illeri ile bas kalitesi ve depolanabilirlik 6zelligi ile bilinen
Tagkoprii sarimsagimin bulundugu Kastamonu ilinden temin etmistir. Fayad-Andre ve ark.
(2011) Brezilya’da sarimsaklarda tarim tiretim sistemlerinin, viriis hastaliklarinin verim ve
yayilimina etkisini aragtirmak amaci ile 5 farkli tarim iiretim sistemini barindiran ve {iilke
iretiminin % 76’sim1 karsilayan 4 farkli ili arastirma bolgesi olarak secmisler ve
orneklemelerini tesadiifi olarak gerceklestirmislerdir. Bir baska ¢aligmada Gera ve ark.
(1997) yine tesadiifi 6rnekleme yolu ile elde ettigi pirasa izolatlarini ticari iiretim yapilan
seralardan toplamislar, Klukackova ve ark. (2007) ise sarimsaklarda viral hastalik
etmenlerini belirlemek amaci ile gergeklestirdikleri ¢alismada izolatlarin1 market ve
pazarlardan herhangi bir Ornekleme sistematigine dayanmadan tesadiifi olarak temin
etmislerdir. Tesadiifi 6rnekleme yonteminden farkli olarak Gilani ve ark. (2016)

sarimsaklarda OYDV ve LYSV’nin yaygmlik ve dagilimini incelemek amaci ile
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Pakistan’nin Punjap eyaletinde 4 farkli sehirde 29 tarladan 290 ve Khyber Pakhtunkhwa
eyaletinde 8 farkli sehirde 40 farkl tarladan 400, toplam olarak 690 6rnegi, her bir tarlada
Z cizecek sekilde esit mesafelerden, simptom olusumu gozetmeksizin 10’ar Ornek
toplayarak sistematik bir 6rnekleme yolu izlemislerdir. Benzer sekilde Ward ve ark (2009)
da calismalar1 kapsaminda 6rneklemelerini bir sistematik icerisinde gergeklestirmisler ve
bu amagla, Yeni Zelanda’da bulunan Pukehode Bolgesi’nde Allium cinsi bitkiler icerisinde
yer alan siis bitkileri ve ticari onemi olan bitkileri her bir tarlada W ¢izecek sekilde olmak
tizere 50-100 arasinda 6rnek toplamiglardir.

Tez kapsaminda gercgeklestirilen arazi ¢aligmalar1 genelinde, farkli siddetlerde olmak
tizere, mozaik olusumlari, diizensiz sar1 ¢izgiler ve renk agilmalari, yapraklarda yassilasma
ve incelme, sekil bozukluklari, bodurlagma, sararma, gelisme geriligi, yapraklarin geriye
dogru kivrilmasi ve benzeri belirtiler gozlenmistir.

Bu belirtiler, soganlarin bir bolimiinde sararma ve renk agilmalari ile sari-yesil ¢izgi
seklinde renk agilmalarinin olustugu belirtiler, bir kisminda ise mozaik, bogum aralarinda
daralma, bodurluk, yapraklarda yassilasma ve genisleme, geriye dogru kivrilma ile ¢okga
sayida ve ince yaprak olusumlar1 olarak saptanmistir. Bu belirtileri gdsteren sogan

bitkilerinden bir kismina ait fotograflar Sekil 4.2°de yer almaktadir.
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Sekil 4.2. Ornekleme yapilan sogan bitkilerinin gosterdigi simptomlar; a, b, ¢, d: parlak
sari-yesil ¢izgi olusumu, e: bogum aralarinda daralma, f: kivrilma, g, h: bodurlasma,

bogum aralarinda daralma ve renk agilmalari belirtileri
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Pirasa bitkilerinde, orta damara paralel renk agilmalar1 ve ¢izgi olusumlari, mozaik,
bodurlagma ve bitki genelinde matlagsma belirtileri en sik gozlenen belirtiler olmustur. Bu

belirtilere ek olarak, gelisim geriligine bagh, govde capinda daralma ve zayif bitki

olusumlar1 da siklikla gézlenmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Ornekleme yapilan pirasa bitkilerinin gosterdigi simptomlar; a, b: orta damara
paralel renk acilmalari, c¢izgi olusumlar1 ve mozaik, c: yapraklarda matlasma, d:

bodurlagsma belirtileri
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Sarimsaklarda erken donemde genel olarak yapraklarda kivrilma ve gelisme geriligi
belirtileri saptanmistir. Bu belirtiler soganlarda ve pirasalarda goriilen belirtilerin aksine
daha ¢ok tek tip olup, tarlalarin genelinde yaygm olarak gozlenmistir. Ozellikle erken
donemde siklikla olusan bu belirtileri tagiyan bitkilerde 6nemli dlgiilerde gelisme geriligi

gbzlenmistir. Bu belirtilerin disinda yapraklarda ¢izgi seklinde renk agilmalari, sararma ve

mozaik belirtileri de goriilmiistiir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Ornekleme yapilan sarimsak bitkilerinin gosterdigi simptomlar; a, b: yapraklarda
kivrilma ve gelisme geriligi, ¢, d: cizgi seklinde renk agilmalari, sararma ve mozaik

belirtileri
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Bu calismada saptanan belirtiler, literatiir ¢aligmalarina paralellik gostermektedir.
Allium cinsi bitkiler ile ilgili yapilan bir¢ok ¢alismada arastiricilar, Potyviriisler veya diger
gruplara ait viral hastalik etmenleri tarafindan enfekte edilen bitkileri, bu calismada
gozlenen belirtilere benzer sekilde tanimlamislardir. Bu c¢alismalar arasinda, Van Dijk
(1993a), Diekmann (1997) ve Takaichi ve ark. (1998) Potyviriisler ve/veya
Allexiviriisler’in neden oldugu ¢esitli Allium cinsi bitkilerin yapraklari tizerindeki gorsel
belirtiler i¢in bu ¢alisma kapmasinda toplanan 6rneklerin olusturdugu belirtilere benzer
sekilde, OYDV'nin parlak sari-yesil ¢izgilere, LYSV'nin ise geng¢ yapraklarda diizensiz
acik ve koyu yesil cizgilere neden oldugunu ifade etmislerdir. Bos (1976), OYDV’nin
konukgularinda mozaik ve sar1 ¢izgi belirtileri, serit olusumlari, ¢i¢ek saplarinin kivrilmast
ve yapilarimin bozulmasi, ¢igek ve tohum sayisinin azalmasi ve tohum kalitesinin
bozulmasina neden oldugunu bildirmistir. Kumar ve ark. (2012) enfekteli oldugunu
bildirdikleri izolatlarini, bu ¢alismada toplanan sogan Orneklerinin olusturdugu belirtilere
benzer sekilde; sararma, bitki yapisinda bozulma ve yapraklarda kivrilma seklinde ifade
etmislerdir. Korkmaz ve Cevik (2009), pirasa bitkilerinde LYSV’nin neden oldugu
simptomlara benzer mozaik, sari ¢izgi, zayiflama ve bodurluk simptomlarini, Chen ve
Adams (2001), mozaik belirtisi gosteren sarimsak bitkilerini, Dovas ve Vovlas (2003),
sarimsak ve sogan ekim alanlarinda, biiylime geriligi, klorotik ¢izgiler ile yapraklarinda
kivrilma ve sararma belirtilerini, Sivaprasad ve ark. (2017) yapraklarinda diizensiz ¢izgiler,
asagl dogru kivrilma ve bodurlasma belirtileri gozlemledikleri ve hastalikli oldugunu
diisiindiikleri sogan izolatlarin1 bu calismada goézlenen belirtilere benzer olarak rapor
etmiglerdir. Calismada, literatiir caligmalarina paralel olarak benzer belirtiler gdsteren ve
enfekteli oldugu diisiiniilen 6rnekler ile birlikte normal seyrinin disinda belirti gosteren ve
az sayida simptom gostermeyen 494 6rnek toplanmis ve bu 6rneklerde LYSV, OYDV ve
TuMYV hastalik etmenlerinin varligit DAS-ELISA ile belirlenmistir.

4.2. DAS-ELISA Testi Bulgular:

Arazi caligmalar1 sonucunda toplanan pirasa, sarimsak ve sogan Orneklerinin
olusturdugu 494 6rnegin tamami1 OYDV, LYSV ve TuMYV hastalik etmenlerine kars1 DAS-
ELISA analizleri ile test edilmistir. Analizlerde 6rneklere ait yaprak dokulart kullanilmisg
olup, sonuglar pozitif ve negatif kontroller varhiginda ELISA okuyucusunda
degerlendirilmistir. DAS-ELISA bulgular1 sonucunda elde edilen 494 6rnege ait iller ve

tiirler diizeyinde hastalikl bitki sayilar1 ve toplam bitki sayilar1 Cizelge 4.3’de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Tller ve tiirler diizeyinde hastalikl1 bitki sayilar1 ve toplam bitki sayilart

LYSV oYDV LYSV+OYDV TuMV
K> = e ° = e o = e ° o e
B ‘7 i S ‘@ i S ‘@ P S ‘@ I~
Ry n =4 1} 1% 1%}
T s % 8§ : £ & ‘8 & £ & 8 & £ & 3
§ & ® ~» § & ® ¢ § & ° & & & % F
Pirasa 27/62  10/32  11/48 48/142 10/62 3/32 5/48  18/142  9/62 6/32 6/48 21/142 0/62 0/32 0/48 0/142
Sogan 1/48 0/33 2/116  3/197 5/48 0/33 0/116  5/197 1/48 1/33 0/116 2/197 0/48 0/33 0/116  0/197
Sarimsak 0/40 1/98 0/17 1/155 26/40 41/98  10/17 77/155  3/40 8/98 1/17 12/155 0/40 0/98 0/17 0/155
28/150 11/163 13/181 41/150 44/163 15/181 13/150 15/163 7/181 0/150 0/163 0/181
Toplam
100/494 35/494 0/494

52/494




Cizelge 4.3 te goriildiigi gibi DAS-ELISA bulgulart sonucunda toplam 494 6rnegin
187’si, LYSV ve/veya OYDV ile enfekteli olarak (% 37,85) bulunurken, 6rneklerin
higbirinde TuMV enfeksiyonlari tespit edilememistir. Bu 6rneklerden 52’sinin (% 10,52)
yalnizca LYSV ile 100’iniin ise (% 20,24) tek basina OYDV ile enfekteli oldugu
belirlenmistir. Ayrica 35 6rnekte (% 7,08) karisik enfeksiyon (OYDV+LYSV) bulundugu
tespit edilmistir.

LYSV ile enfekteli tiirler arasinda, pirasa izolatlar1 (% 92,30), OYDV ile enfekteli
bitkiler arasinda ise sarimsak izolatlar1 (% 77) en fazla enfeksiyonu olusturmustur. Pirasa,
sarimsak ve sogan bitkileri icerisinde hastalikli bitki sayilar1 ve toplam bitki sayilar1 esas
alinarak belirlenen enfeksiyon yiizdelerine gore en fazla pirasalarin (% 61,26) en az ise
sogan (% 5,07) bitkilerinin enfekteli oldugu saptanmig, sarimsak bitkilerinde ise
enfeksiyon orani % 58,06 olarak belirlenmistir.

Canakkale ili ve ilgelerinden toplanan 150 6rnegin, 82’si (% 54,66) LYSV velveya
OYDV ile enfekteli bulunmustur. Bu ilde LYSV enfeksiyonlart % 18,66, OYDV
enfeksiyonlart % 27,33 olarak belirlenirken, karisik enfeksiyon orani ise % 8,66 olarak
belirlenmistir. Balikesir ili ve ilgelerinden toplanan 163 6rnekten 70’1 (% 42,94) LYSV
ve/lveya OYDV ile enfekteli bulunmustur. Balikesir ilinde LYSV enfeksiyonlar1 % 6,74,
OYDV enfeksiyonlar1 % 26,99 karisik enfeksiyon orani ise % 9,20 olarak tespit edilmistir.
Bursa ili ve ilgelerinde 181 Ornek viral etmenlere karsi test edilmis ve bu analizler
sonucunda orneklerin 35’inde (% 19,33) LYSV ve/veya OYDV enfeksiyonlari belirlenmis,
LYSV enfeksiyonlar1 % 7,81, OYDV enfeksiyonlar1 % 8,28, karisik enfeksiyon orani ise
% 3,86 olarak saptanmistir. Caligma kapsaminda, farkli iiretim sezonlari siiresince toplanan
orneklerin DAS-ELISA yontemi ile test edilmesi sonucu belirlenen enfekteli bitki sayisi
oranlarinin, surveyler sirasinda farkli tiretim alanlarinin se¢imi, iklimsel degisiklikler ve bu
degisikliklerin viral etmenlerin vektorler ile tasinmalari iizerine etkileri, iiretim deseninin
ve tarla biiyiikliiklerinin lokasyonlara gore farklilik gostermesi ve yildan yila ekilen
driinlerin  degiskenlik gostermesi gibi etkenlerden dolayr farklilik  gosterdigi
diistiniilmektedir.

Diinya literatiirlerinde, bu ¢aligmada oldugu tizere, DAS-ELISA bulgular1 sonucunda
LYSV ve OYDV enfeksiyonlarinin varliginin ve enfeksiyon oranlarinin bildirildigi birgok
calisma bulunmaktadir. Bu c¢alismalar icerisinde Sevik ve Akcura (2013), Amasya’da
sogan lretim alanlarindan topladiklar1 332 o6rnege uyguladiklart DAS-ELISA testleri
sonucunda orneklerin 57°sinde (% 17,16) OYDV ve/veya LYSV etmenlerinin varligini

belirlemis ve en fazla enfeksiyonun bu ¢alismaya benzer sekilde OYDV’de (% 12,33)
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oldugunu, LYSV enfeksiyonlarinin ise % 3,60 oldugunu bildirmiglerdir. Dovas ve ark.
(2001) Yunanistan’da Allium cinsi bitkilerde her iki etmenin varligimmi belirlemisler ve
enfeksiyon oranlarint OYDV i¢in % 98,5 ve LYSV igin ise % 98,7 olarak bildirmislerdir.
Klukackova ve ark. (2007) sarimsaklarda olusan viriis enfeksiyonlarinin varliginin
belirlenmesi iizerine ger¢eklestirdikleri caligmada enfeksiyon oranlarimi OYDV igin %
75,4, LYSV i¢in % 31,2 olarak belirlemislerdir.

Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen izolatlarin hi¢gbirinde TuMYV ile enfekteli 6rnek
saptanamamustir. Diinya literatiirlerinde bu ¢alismanin sonuglarindan farkli olarak Allium
cinsi bitkilerde TuMV’nin varhiini isaret eden az sayida calisma yer almaktadir. Bu
calismalar igerisinde Stefanac ve Plese (1980) Yugoslavya’da, Barg ve ark. (1994)
Almanya’da, Alper ve ark. (1984), Cohen ve ark (1996) Israil’de yaptiklar1 ¢aligmalar ile
Allium cinsi bitkilerde TuMV’nin varligini rapor etmislerdir.

Bu tez calismasi kapsaminda toplanan Ornekler igerisinde enfekteli pirasa ve
sarimsak bitkilerinde OYDV ve LYSV izolatlarinin genel olarak ayirt edici olmayan
benzer belirtiler olusturdugu goriilmiistiir. Bu belirtileri olusturan enfekteli pirasa ve

sartmsak bitkilerine ait fotograflardan bazilar1 siras1 ile Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da

verilmigtir.

Sekil 4.5. DAS-ELISA testi sonucu enfekteli oldugu belirlenen ve orta damara paralel renk
acilmalar ile ¢izgi olusumuna neden olan pirasa bitkileri a: LYSV ile enfekteli pirasa

izolati, b: OYDV ile enfekteli pirasa izolati
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Sekil 4.6. DAS-ELISA testi sonucu enfekteli oldugu belirlenen ve yapraklarinda sararma,
renk agilmalari ile mozaik olusumuna neden olan sarimsak bitkileri a: LYSV ile enfekteli

sarimsak izolati, b: OYDYV ile enfekteli sarimsak izolati

Calismada, viral hastalik etmenleri ile enfekteli oldugu diisiiniilen ¢ok sayida sogan
ornegi toplanmis ve bu Orneklerde LYSV ve/veya OYDV etmenlerinin varliginin son
derece smirli oldugu sonuglarina ulasilmistir. Soganlarda diisiik enfeksiyon bulgularinin
sebepleri incelendiginde bu durumun nedenleri arasinda LYSV ve/veya OYDV ile bulasik
oldugu stiphelenilen sogan 6rneklerinin, Carlaviriis ve Alexiviriis belirtileri ya da Onion
yellows phytoplasma belirtisi ile yakin benzerlik gostermesi, viriis konsantrasyonlarinin
ELISA yontemi ile saptanamayacak kadar diisiik olabilmesi ya da mevcut irklarin, sogan
izolatlarim1 enfekte edemeyen streynlerden olusmasi gibi nedenlerin yer aldigi
distiniilmektedir.

DAS-ELISA testleri sonucunda, pirasa bitkilerinde LYSV enfeksiyonlarmin (%
33,80), sarimsak bitkilerinde ise OYDV enfeksiyonlarinin (% 49,67) daha yaygin oldugu
tespit edilmistir. Ayrica toplam bitki sayis1 icerisinde her iki etmenin olusturdugu
enfeksiyon vyiizdeleri kiyaslandiginda, OYDV enfeksiyonlarinin daha yaygin oldugu
belirlenmistir. OYDV ve LYSV etmenlerinin yayginlik oranlarinin, bolgede yetistiriciligi
yapilan Allium cinsi bitkilere, kullanilan tohumlara ve etmenlerin streynlerine bagh olarak
degiskenlik gosterdigi diistiniilmektedir. Benzer calismalarda da arastiricilarin her iki

etmenin olusturdugu enfeksiyonlar arasinda farkliliklari rapor ettikleri gozlenmistir. Bu
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calismadaki sonuglart destekler niteligi tasiyan bazi ¢aligmalarda Canavelli ve ark. (1998);
Lot ve ark. (1998) OYDV’nin, Fransa ve Arjantin gibi iilkelerde olusturdugu yiiksek
enfeksiyon oranlari ile sarimsaklarin sertifikasyonunda tek endise kaynagi olusturan etmen
oldugunu bildirmislerdir. Buna ek olarak, Klukackova ve ark. (2007) Cekya’da, Dovas ve
ark. (2001) Yunanistan’da, Dovas ve Vovlas (2003) Yunanistan ve italya’da OYDV
enfeksiyonlarin1 LYSV enfeksiyonlarina gore daha yaygin oldugunu bildirmislerdir. Bu
calismada elde edilen bulgulardan farkli olarak, Daniels (1999) ve Fajardo ve ark. (2001)
Brezilya’da Takaichi ve ark. (1998; 2001) Japonya’da, LYSV enfeksiyonlarinin OYDV
enfeksiyonlarina oranla daha yaygin oldugunu rapor etmislerdir.

Bitki viriis hastaliklarinin teshisinde bir¢ok yontem kullanilabilmekle beraber bu
yontemler igerisinde serolojik bir yontem olan DAS-ELISA yontemi, diisiik maliyetleri,
kolay uygulanabilir olmasi, molekiiler yontemlere oranla daha az bilgiye ihtiyag duyulmasi
ve ¢ok sayida Ornegin ayni anda test edilebilmesi avantajlari ile bilinen bir yontemdir.
ELISA analizlerinin, bahsedilen bu avantajlarinin yani sira dezavantajlar1 da
bulunmaktadir. Serolojik agidan olduk¢a benzerlik gdsteren LYSV ve OYDV etmenleri
ozellikle kilif protein sekanslarinin benzerligi nedeni ile DAS-ELISA yonteminde capraz
reaksiyonlar olusturabilirler. Bu durumun olusturdugu dezavantajlar farkli arastiricilar
tarafindan bildirilmistir. Bunlar igerisinde Conci ve ark. (1999) diger viriis gruplarinin
aksine  Potyviriislerde  olusabilecek ¢apraz  reaksiyonlarm, sonuglarin  yanls
yorumlanmasina neden olabilecegi i¢in serolojik yontemlerin iyi bir parametre olmadigini,
Shukla ve Ward (1988) serolojinin, Potyviriislerin tespiti i¢in kullanilabilir oldugunu ancak
yontemin taksanomi i¢in uygun olmadigini, Arya ve ark. (2006) OYDV izolatlarinin kilif
proteinlerinin N-terminal bolgesindeki degiskenligin, serolojik olarak farkli OYDV
streynlerinin olusumu ile sonuglanabilecegini ve bu nedenle ELISA yonteminin, OYDV
tespiti i¢in tercih edilen bir yontem olmadigini ileri siirmiiglerdir.

ELISA yonteminde test edilecek Orneklerin optimizasyonu da uygulanabilirlik
acisindan 6nem arz etmektedir. Bu baglamda survey zamani, bitkiden 6rnek alinacak kisim
ve saklama kosullari, sonuclarin degerlendirmesinde onemli farkliliklar olusturabilir.
Dovas ve ark. (2001) sarimsaklarda yaslh yapraklarin kullanimmin LYSV’nin DAS-ELISA
ile test edilmesinde sorun olusturdugunu, LYSV ve OYDV ile enfekteli orneklerin -30°
C’de 6 ay bekletildikten sonra negatif sonug¢ verdigini, 4 °C’de saklandiginda ise ilk 12 giin
icerisinde testlerin gerceklestirilmesi gerektigini, aksi takdirde bitki hiicrelerindeki
degredasyondan ve viriislerin enzimlere maruz kalmasindan dolayr konsantrasyonlarda

azalmalar meydana geldigini rapor etmislerdir.
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Bu c¢aligma kapsaminda toplanan izolatlar, 4 °C’de saklanmis ve survey ¢aligmalarini
takiben birka¢ giin igerisinde DAS-ELISA ile test edilmislerdir. Dovas ve ark. (2001),
virlis konsantrasyonunun dagiliminin, gelisimini tamamlamis gen¢ yapraklarda, yaslh
yapraklara ve bitkinin orta kisminda bulunan aksanlara oranla daha yogun oldugunu
bildirmistir. Bu ¢alismada gergeklestirilen ELISA testlerinde bu bilgiyi destekler nitelikte,
bitkilerin gen¢ yapraklarindan ve ayrica simptomlarin belirgin oldugu kisimlardan alinan
ornekler ile analizler gerceklestirilmistir.

Giliniimiizde ELISA yoOntemi, bitki virlis hastaliklariin teshisinde sik kullanilan
yontemlerin baginda gelmektedir. Potyviriis grubu iiyesi LYSV ve OYDV etmenleri gibi
birbirlerine serolojik olarak olduk¢a benzerlik gosteren etmenlerin teshisinde mutlaka daha

hassas olan molekiiler yontemler ile ELISA bulgular desteklenmelidir.

4.3. RT-PCR Testi Bulgular:

RT-PCR analizleri, klonlama c¢alismalar1 i¢in gergeklestirilmis olup, DAS-ELISA
testleri sonucunda enfekteli oldugu belirlenen izolatlar arasindan LYSV ve OYDV i¢in
10’ar izolat belirlenerek RT-PCR ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. RT-PCR analizleri ile
ayn1 zamanda bu izolatlara ait DAS-ELISA bulgulart da desteklenmistir.

RT-PCR analizleri igin segilen izolatlar, DAS-ELISA testleri sonucu enfekteli
oldugu belirlenen izolatlar arasindan ve yiiksek absorbans verenler icerisinden, elde
edildikleri bolgeler ve tiirler géz 6niinde bulundurularak secilmistir. RT-PCR ¢aligsmalari

icin kullanilan LYSV ve OYDYV izolatlar1 Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. RT-PCR caligmalar1 i¢in kullanilan LYSV ve OYDV izolatlar1

LYSV OoYDbV

izolat Adi Konukeu Toplandig Yer izolat No. Konukeu Toplandig Yer
CAN 244 Pirasa Canakkale BUR 301 Sarimsak Bursa
CAN 248 Pirasa Canakkale BUR 318 Sarimsak Bursa
CAN 253 Pirasa Canakkale CAN 411 Sarimsak Canakkale
BUR 288 Pirasa Bursa CAN 419 Sarimsak Canakkale
BUR 289 Pirasa Bursa CAN 429 Sarimsak Canakkale
BUR 290 Pirasa Bursa BAL 435 Sarimsak Balikesir
BUR 293 Sarimsak Bursa BAL 436 Sarimsak Balikesir
BAL 378 Sarimsak Balikesir BAL 449 Sarimsak Balikesir
BAL 387 Sarimsak Balikesir BUR 487 Pirasa Bursa
BAL 398 Pirasa Balikesir BUR 488 Pirasa Bursa

55



RT-PCR ¢alismalarinin tamamlanmasindan sonra elde edilen PCR f{iriinleri, DNA
biiyilikliik markdrleri ile birlikte ultraviyole 151k altinda goriintiilenerek analiz edilmistir.
LYSV ve OYDV izolatlarina ait RT-PCR analizleri sonucu goriintiileri Sekil 4.7 ve Sekil

4.8’de verilmistir.

M4 2 2% Iax WY 290 29 A W on

1000 bp e e e W e ey e 1000bp

IO he e

Sekil 4.7. LYSV izolatlarina ait RT-PCR sonuglari: M: Markér (100-5000 bp), CAN 244
(Pirasa), CAN 248 (Pirasa), CAN 253 (Pirasa), BUR 288 (Pirasa), BUR 289 (Pirasa), BUR
290 (Pirasa), BUR 293 (Sarimsak), BAL 378 (Sarimsak), BAL 387 (Sarimsak) BAL 398

(Pirasa) enfekteli izolatlar

NK 301 318 411 419 429 435 436 449 487 488
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Sekil 4.8. OYDV izolatlarina ait RT-PCR analizleri sonucu: M: Markor (100-5000 bp),
NK: Negatif Kontrol, BUR 301 (Sarimsak), BUR 318 (Sarimsak), CAN 411 (Sarimsak),
CAN 419 (Sarimsak), CAN 429 (Sarimsak), BAL 435 (Sarimsak), BAL 436 (Sarimsak),
BAL 449 (Sarimsak), BUR 487 (Pirasa), BUR 488 (Pirasa) enfekteli izolatlar
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RT-PCR calismalari, klonlama analizlerinde kullanilmak tizere gerceklestirildigi i¢in
secilen izolatlar ile sinirli tutulmustur. Calismada, kalip RNA molekiillerinin elde edilmesi
i¢cin gerceklestirilen RNA izolasyonu ¢alismalarinda RNA izolasyon kiti ve basit dogrudan
tiipe baglanma (SDT) yonteminin kullanilmasi sonuglarda bir farklilik olusturmamis ayrica
tek ve iki asamali olarak yiiriitiilen analizlerin her ikisinde de istenilen sonuglara
ulasilmistir. Analizler sonucunda LYSV i¢in 1030 bp, OYDV ig¢in ise 602 bp
bliyiikliiglinde bantlar elde edilmistir.

Genomu RNA iceren bazi bitki viriisleri i¢in bir PCR protokoliiniin gelistirilmesi
mevcut tanilama teknolojisinin gelisimine katki saglamaktadir. PCR primerlerinin tasarimi
icin gerekli niikleotit dizileri birgok viriis i¢in kolaylikla bulunur, ancak bitki dokularindaki
niikleik asit ekstraksiyonu, RT-PCR prosediirlerinde zahmetli ve zaman alic1 bir adimdir
(Suehiro ve ark. 2005). Son yillarda, bitki viriislerini RT-PCR kullanarak saptamak icin
basit ve hizli teknikler ile ilgili ¢ok sayida rapor bulunmaktadir. Bunlarin arasinda, direct
binding (DB)-RT-PCR (Rowhani ve ark., 1995) ve tube capture (TC)-RT-PCR (James,
1999) yontemleri fenol-kloroform ekstraksiyonu ve antikorlar kullanilmadan odunsu
bitkilerin viriislerini tespit etmek i¢in kolay ve kullanish protokollerdir. Bu yontemlerde
baglanma, testte kullanilan tiiplere viriis pargaciklarinin tutunmasi temeline dayanir.

Bu ve benzeri yontemlerin kullanilmasinda RNA’larin elde edilmesi i¢in harcanan
stirelerin kisaltilabilmesi yeni teknikler ile gerceklestirilmektedir. Bu yontemlerden birisi
de Suehiro ve ark. (2005) tarafindan gelistirilen ve bu calismada kullanilan (SDT)
metodudur. Yontem, inkiibasyon siirelerini minimize etmesi ve santrifiij asamalarinin
ekarte edilmesi sebepleri ile avantaj saglamaktadir. Ozellikle ¢ok sayida drnegin RT-PCR
ile taranmasin1 gerektiren calismalar i¢in diisiik maliyetli ve pratik olmasi nedenleri ile
tercih edilebilir bir yontemdir. Arastirici, ilk olarak ipliksi yapida partikiilleri bulunan ve
Potyvirlis grubu iiyesi olan TuMV’de gelistirdigi metodu, cubuk seklinde partikiilleri
bulunan Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMYV; Tobamovirus) ve kiire seklinde
partikiilleri bulunan Cucumber mosaic virus (CMV; Cucumovirus) hastalik etmenlerinde
de basari ile kullanilmistir.

Temaja ve ark. (2012) Tomato chlorosis virus (ToCV; Crinivirus), Tomato infectious
chlorosis virus (TICV; Crinivirus), Chrysanthemum virus B, (CVB,; Carlavirus) ve
Chrysanthemum stunt viroid (CSVd), Kajihara ve ark. (2009) Japanese yam mosaic virus
(JYMV) ve Yam mild mosaic virus (YMMYV) hastalik etmenlerinin izolasyonunda SDT
yontemlerini kullanmiglardir. Ayrica iilkemizde Korkmaz ve ark. (2011) Citrus tristeza

virus (CTV), Tuzlal (2012) Cauliflower mosaic virus (CaMV), Karanfil (2014) Lettuce
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mosaic virus (LMV) hastalik etmenlerinin RNA izolasyonlarinda basarili sonuglar elde
etmislerdir.

Bu calismada, SDT yontemi ile izolasyonlar ger¢eklestirilmis ve elde edilen RNA’lar
caligma siirecinde -80 °C’de saklanmistir. Farkli zaman periyodlarinda kullanilan
RNA’larin  uzun siireli muhafazalariin, etkinliklerinin azalmasina neden oldugu
gozlemlenmis ve bu nedenle siirecte RNA izolasyon kitinden de faydalanilmistir. RNA
izolasyon Kkitinin c¢alisma prensibi, silika esasli bir membranin segici baglanma
Ozelliklerinin yiiksek hizli mikrospin teknolojisi ile kombinasyonu seklinde agiklanabilir.

Gilintimiizde RNA izolasyon kitleri bircok arastirmaci tarafindan kullanilmaktadir.
Bu kitler farkli iretici firmalardan temin edilebilmektedir. Allium cinsi bitkiler ile
gerceklestirilen ¢alismalarda da farkli iretici firmalara ait RNA izolasyon Kitlerinin
kullanimina iliskin bircok literatiir bulunmakta ve arastiricilar firma Onerileri
dogrultusunda ¢alismalarini gergeklestirmektedirler. Lunello ve ark. (2005), Takaki ve ark.
(2006), Klukackova ve ark. (2007), Ward ve ark. (2009), Fayad-Andre ve ark. (2011), Celli
ve ark. (2013), Manglli ve ark. (2014), Scrace ve ark. (2015) Allium cinsleri ile ilgili
yiiriittiikleri RT-PCR c¢alismalar1 kapsaminda RNA izolasyonlarinda farkl: {iretici firmalara
ait kitler ile analizlerini gerceklestirmiglerdir.

Bu calismada LYSV ve OYDV’ye 6zgii primerler ile siras1 ile 1030 bp ve 620 bp
biiyiikliigiinde DNA parcaciklart elde edilmis ve elde edilen RT-PCR iiriinleri klonlama
calismalarinda kullanilmistir. PCR tabanli analizlerde ¢ogaltilmak istenilen bolgeler
caligmanin amacia gore arastiricilar tarafindan belirlenebilmekte ve bu bolgelere ait
genlerin basarili bir sekilde ¢ogaltilabilmesi saglanabilmektedir. Allium cinsi bitkilerde
viral hastalik etmenlerinin molekiiler olarak teshis edilmesi iizerine bir¢cok arastirma
gerceklestirilmistir. Bunlar icerisinde, Sivaprasad ve ark. (2017), Zheng ve ark. (2008)
tarafindan NIb bolgesi esas alinarak tasarlanan {iniversal primerler ile yiiriittiikleri ¢caligma
ile kullandiklar1 izolatlara ait 350 bp boyutunda DNA parcaciklar1 elde etmislerdir. Bir
baska calismada Dovas ve Vovlas (2003), nuclear incluision b (NIb) bdlgelerinden dizayn
ettikleri dejenere primerler ile tek asamali IC/RT-PCR ydntemini modifiye ederek Allium
cinsi bitkilerde LYSV ve OYDV arasindaki tekli ya da karisik infeksiyon farkliliklarini
belirlemeyi amaglamislardir. Ispanya’da gerceklestirilen bir baska calisma da Tabanera ve
ark. (2017), iilkenin kuzey yarisinda pirasalarda OYDV etmeninin varligimi belirlemek
amaci ile bir ¢alisma yliriitmiigler ve elde ettikleri izolatlarda gergeklestirdikleri iki asamali

RT-PCR ¢aligmalar1 sonucunda 234 bp boyutunda bantlar elde etmislerdir.
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4.4. Klonlama Analizi Bulgulari

Klonlama analizi ¢alismalar1 kapsaminda, RT-PCR analizleri gerceklestirilen 20
izolata ait (Cizelge 4.4) PCR iiriinleri saflastirilmis ve pGEM-T Easy plazmit vektoriine
(Promega, ABD), Cevik ve ark. (1995) ve Jiang ve ark. (2008) tarafindan belirtilen yontem
ile klonlanmustir.

Calismada, Oncelikle ligasyon ve transformasyonu gergeklestirilen E. coli
bakterilerinin LB besi (ampisilin, X-Gal, IPTG) ortaminda olusturdugu mavi-beyaz
koloniler igerisinden LYSV ve OYDV genlerini igeren plazmitleri tasidig: belirlenen beyaz
bakterilerin se¢imi gergeklestirilmistir.

Calisma kapsaminda transformasyonu gerceklesen bakterilerin olusturdugu mavi-

beyaz kolonilere ait belirtiler Sekil 4.9.’da verilmistir.

Sekil 4.9. E. coli bakterilerinin LB (ampisilin, X-Gal, IPTG) besi ortaminda olusturduklari

mavi-beyaz koloniler

Bu petrilerden beyaz koloniler segilerek, daha sonra kullanilmak {izere yalnizca

ampisilin igeren LB kat1 besi ortaminda biiyiitiilmesi saglanmistir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10. Segilen beyaz kolonilerin LB (ampisilin) besi ortamina ¢izimi
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Klonlamalar1 gerceklestirilen, LYSV ve OYDV genlerini iceren bakterilerin
belirlenmesi mavi-beyaz kolonilerin se¢imi ile yapilmis ve bu koloniler igerisinden beyaz
kolonilerin hedeflenen genleri tasiyip tasimadiklarini kesin olarak belirlemek i¢in koloni
PCR yontemi ile beyaz kolonilerin taramasi gergeklestirilmistir. Koloni PCR asamasinda
her bir izolat i¢in beyaz kolonilerden 3’er tanesi se¢ilmistir. LYSV ve OYDYV izolatlarin

bir kismina ait koloni PCR sonuglar sirast ile Sekil 4.11 ve Sekil 4.12.”de verilmistir.

2441 2442 2443 2481 2482 2483 2531 2532 2533 2501 1902 103 2931 2932 2933

e e e 'S —— ., e . - Y e 10305p

Sekil 4.11. LYSV izolatlarina ait koloni PCR sonuglar1 (M: Markor; CAN 244-1, CAN
244-2, CAN 244-3, CAN 248-1, CAN 248-2, CAN 248-3, CAN 253-1, CAN 253-2, CAN
253-3, BUR 290-1, BUR 290-2, BUR 290-3, BUR 293-1, BUR 293-2, BUR 293-3 izolat

numaralari)

750 bp
W 301-1 301-2 3013 3181 3182 3183 4111 4112 4113 4151 4192 4193 429-1 4292 4293

S S e W e e e e e ey W e wep2bp

Sekil 4.12. OYDYV izolatlarina ait koloni PCR sonuglar1 (M: Markor; BUR 301-1, BUR
301-2, BUR 301-3, BUR 318-1, BUR 318-2, BUR 318-3, CAN 411-2, CAN 411-3, CAN
419-1, CAN 419-2, CAN 419-3, CAN 429-1, CAN 429-2, CAN 429-3 izolat numaralar1)
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Pozitif ¢ikan kolonilerden plazmit izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. Saflagtirilan bu
plazmit DNA’lar, T-A klonlamasi yapilan bdlgenin her iki yaninda bulunan EcoRI
restriksiyon enzimi ile kesme bolgelerinden kesilerek DNA pargasi plazmitten ayrilmistir.
Kesilen DNA’lar daha sonra agaroz jelde incelenmis ve 3015 bp biiyiikliigiinde pGEM-T
Easy plazmit DNA’s1ile LYSV ve OYDV genlerine ait bantlar goriintilenmistir. LYSV ve
OYDV genleri tasiyan plazmitlerin EcoRI enzimi ile kesilmesi sonucunda elde edilen

sonuglara ait jel fotograflari sirasi ile Sekil 4.13 ve Sekil 4.14°te gosterilmektedir.

M
244-3 248-2 253-3 2688-1 2892 290-3 293-1 378-1 3872 3983

3015 bp

3000 bp O e e e e e e e

e 1030bp

Sekil 4.13. LYSV geni igeren plazmitlerin EcoRI enzimi ile kesimine ait jel goriintiisii (M:
Markor; CAN 244-3, CAN 248-2, CAN 253-3, BUR 288-1, BUR 289-2, BUR 290-3, BUR
293-1, BAL 378-1, BAL 387-2, BAL 398-3 plazmitlere ait 6rnek numaralart)

L) 1]

301-3 SI8-3 410-1 419-2 429-2 43541 4363 449-2 487-1 4883

mbo""--*-*wubp

Sekil 4.14. OYDV geni igeren plazmitlerin ECORI enzimi ile kesimine ait jel goriintiisii (M:
Markor; BUR 301-3, BUR 318-3, CAN 411-1, CAN 419-2, CAN 429-2, BAL 435-1, BAL
436-3, BAL 449-2, BUR 487-1, BUR 488-3 plazmitlere ait 6rnek numaralari)
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Klonlama analizlerinin agamalar1 sorunsuz olarak gerceklestirilmigtir. LYSV ve
OYDV genlerini igerdigi bilinen 20 izolat basari ile klonlanmis ve EcoRI restriksiyon
enzimiyle kesme islemi ardindan elde edilen plazmit DNA sekans analizlerine
gonderilmistir.

Klonlama analizleri, hedef alinan bir genin konukc¢u hiicre tarafindan ¢ogaltilmasinin
saglanmast prensibine dayanmaktadir. Yontemde bir DNA parcasinin vektdr icine
sokularak rekombinant DNA molekiilleri olusturulur ve konuk¢u hiicre igine gonderilir.
Konukgu olarak siklikla Escherichia coli bakterisi kullanilir ve konukg¢u hiicre i¢indeki
vektor cok sayida kopyasini tasidigi genleri de kopyalayarak olusturur. Yapay olarak In
vitro kosullarda kazanilan rekombinant DNA molekiilii, hiicre boliinmelerinin ardindan
koloniler olusturur. Bu kolonideki her bir hiicre en az bir veya daha fazla rekombinant
DNA molekiil kopyasini igerir ve bu sayede gen klonlanmis olur.

Genlerin, gen pargaciklarinin ve diger DNA dizilerinin klonlanmasi, giiniimiizde
molekiiler biyolojinin yaygin bir unsuru haline gelmistir. Belirli bir DNA sekansinin
fonksiyonunu incelemek icin g¢esitli modifikasyonlar uygulanabilmektedir. Bu
modifikasyonlar, PCR yontemi ile veya restriksiyon enzimleri ile arzu edilen DNA
fragmanlarini, en yaygimi E. coli olan ve canli hiicrelerde c¢ogaltilabilen klonlama
vektorlerine kesip yapistirmak seklinde gergeklestirilebilmektedir. Bunlardan PCR
kullanimi, DNA’larin her seferinde bir vektore iletilmeden ve miktarinin azalmasi
durumunda hedef DNA'y1 yeniden arttirma segenegi sunmasi agisindan bir avantaja
sahiptir. Alternatif olarak PCR firlinleri daha sonralar1 E. coli'ye transfer edilebilen ve
cogaltilabilen uygun bir vektor i¢cine baglanabilir. Klonlama yontemleri, PCR sirasinda Taq
DNA polimeraz gibi 3’ 5° ekzoniikleaz aktivitesi olmayan DNA polimerazlar ile ¢ogaltilan
DNA’larin 3’ ucuna fazladan bir Adenin (A) eklenmesine dayanmaktadir. Taq DNA
polimeraz gibi 3' 5' ekzoniikleaz aktivitesine sahip olmayan ve bir DNA polimeraz
kullanilarak iiretilen PCR {iriinleri, her bir DNA zincirinin 3' ucunda tek bir bagimsiz
niikleotit icerir (Clark, 1988; Newton ve Graham, 1994). En yaygin olarak Adenin (A) olan
bu tek niikleotit uzantisi, tamamlayict bir 3’tek Timin uzantisina sahip T-vektorleri ile
hibridizasyona ve klonlamaya izin verir. Pfu DNA polimeraz gibi bir diizeltme DNA
polimerazi kullanilarak {iretilen PCR {iriinleri, kiit uclara sahiptir ve bir kiit uglu vektor
icine klonlanir veya bir T vektoriine baglanmak i¢in eklenen tek bir 3'A ¢ikintiya ihtiyag
duyulur (Knoche ve Kephart, 1999). Bu sekilde ¢ogaltilan 3’ ucunda fazladan bir adenin

iceren DNA’lar 5 ucunda bir tane Timin (T) tasiyan T-A klonlama vektorleri olarak
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adlandirilan plazmitler ile birlestirilmekte ve PCR {iriinleri DNA ligaz enzimi yardimi ile

plazmit vektorlerine klonlanmaktadir.

4.5. Sekans ve Filogenetik Analizi Calismalari Bulgular:

Bu calisma kapsaminda, ¢oklu dizi karsilagtirmalari niikleotit ve amino asit
diizeylerinde gerceklestirilmistir. Sekans analizleri sonucunda elde edilen ham DNA
dizileri lizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda LY SV’ nin kilif protein geninin tamamu ile
NIb bolgesinin bir boliimiinii i¢ceren 1030 bp ve 1032 bp, OYDV i¢in ise kilif protein
bolgesinin 602 bp'lik boliimiinii iceren DNA dizileri elde edilmistir. Elde edilen bu DNA
dizilerinden OYDV i¢in tamami ¢oklu dizi karsilastirmalari ve filogenetik analizlerde
kullanilirken, LYSV i¢in ise gen bankasi veri tabanlarinda yapilan karsilastirmalar
sonucunda elde edilen yaklasik 1032 bp'lik kisma karsilik gelen yeterli sayida ve farklh
cografi bolgelerden izolatlarin bulunmamasi nedeni ile 964 bp'lik kismi kullanilmistir.
Sekans ve filogenetik analiz ¢alismalarinda Cizelge 4.4’te belirtilen izolatlar kullanilmustir.
Bu izolat numaralarina ilaveten Bursa izolatlar i¢in BUR, Balikesir izolatlar1t BAL ve
Canakkale izolatlar1 icin CAN 6n ekleri kullanilarak izolatlar adlandirilmistir. Diinyanin
farkli bolgelerinden toplanan izolatlar ise gen bankasinda bulunan erisim numaralar ile
verilmistir. Calismada kullanilan diinya izolatlarina ait erisim numaralari, elde edildigi lilke

(orijin) ve konukgu bilgileri Cizelge 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.5. Sekans ve filogenetik analizlerinde kullanilan diinya izolatlar

LYSV OoYDV

Erisim No. Orijin Konukc¢u Erisim No. Orijin Konukcu

X89711 Almanya Pirasa JX433020 Almanya Sogan
KF597284 Avustralya Sarimsak JX433019 Arjantin Sogan
AY007693 Arjantin Pirasa AB219833 Japonya Sarimsak
AB005612 Japonya Pirasa KF623541 Sudan Sogan
DQ299381 Cekya Sarimsak AJ409311 Cin Sarimsak
JQ899450 Avustralya Sarimsak KF862685 Polonya Sarimsak
DQ299380 Cekya Sarimsak AJ292223 Cin Sarimsak
AB194623 Japonya Sarimsak DQ925455 Vietnam Pirasa
KR075504 Sirbistan Pirasa JX429964 Ispanya Sarimsak
KF597283 Meksika Sarimsak KJ451436 Hindistan Sogan
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4.5.1. Sekans Analizi Bulgular

Calisma kapsaminda Bursa, Balikesir ve Canakkale illerinden toplanan esit sayida
LYSV ve OYDV izolatlar icin elde edilen DNA dizilerinin kendi iclerinde ve diinya
izolatlar1 ile gerceklestirilen ¢oklu dizi karsilagtirmalari, Clustal W programinda niikleotit

ve amino asit diizeylerinde ger¢eklestirilmistir.

4.5.1.1. Niikleotit Diizeyinde Coklu Dizi Karsilastirmalari

Giliney Marmara Bolgesi, LYSV izolatlarinin DNA dizilerinin kendi aralarinda
gerceklestirilen ¢coklu niikleotit ve amino asit dizi analizleri sonucunda sirast ile % 79,55-
99,81 ve % 80,69-100 benzerlik gosterdigi, OYDV izolatlarinin DNA dizilerinin kendi
aralarinda gerceklestirilen ¢oklu niikleotit ve amino asit dizi analizleri sonucunda ise sirasi
ile % 76,25-99,67 ve % 83,50-100 benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Gliney Marmara Bolgesi’nden elde edilen izolatlarin, gen bankasinda bulunan ve
diinyanin farkli bolgelerinden (Almanya, Avusturya, Arjantin, Japonya, Cekya, Sirbistan,
Meksika, Sudan, Polonya, Ispanya ve Vietnam) 11°i sarmmsak, 3’{i sogan ve 5’i pirasa
olmak iizere 20 izolat ile gergeklestirilen ¢oklu dizi karsilastirmalarinda ise sirasi ile
niikleotit ve amino asit diizeylerinde LYSV i¢in % 77,90-99,27 ve % 78,19-99,69, OYDV
icin ise % 74,09-84,72 ve % 79,00-92,50 arasinda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
Bursa, Balikesir ve Canakkale illerini temsil eden LYSV izolatlarinin niikleotit dizi

benzerlik oranlar Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Giiney Marmara Bolgesi Leek yellow stripe virus izolatlarinin niikleotit

diizeyinde gostermis olduklar1 benzerlik oranlari (%)

1 2 3 4 5 5 7 8 9 10

BaL378 | 4
BUR293 | 2

BaL387 | 3

can2ss | 4 “o767] o9100] 9109 9100 9100] 9138
can24s | 5 97,67 9186| 9188 0186] 9225| 9176
BUR289 | B 9100 9186 : 97,67
BUR200 | 7 91.00| 9186 9787
BUR288 | 8 9108] 9186 97.97
BaL398 | 9 91.09| 9225 96,80
can2ss | 10 9138| 9176
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Cizelge 4.6’da goriildiigi tizere, LYSV i¢in elde edilen DNA dizilerinin kendi
aralarinda gerceklestirilen ¢oklu niikleotit dizi analizleri sonucunda, CAN 248 pirasa
izolati, BUR 293 sarimsak izolati ile % 79,55 benzerlik gostererek en az benzerlik tasiyan
izolatlar1 olusturmuslardir. Bu izolatlar1 takiben CAN 248 pirasa izolati, BAL 378 ve BAL
387 sarimsak izolatlar1 ile % 79,75 benzerlik gostermistir. CAN 248 ve BUR 293 ile CAN
243, BAL 378 ve BAL 387 izolatlarinin birbirlerine uzak mesafelerde bulunmasi ve farkli
konukc¢ulardan olusmasi, benzerlik oranlarinin da uzak olmasina neden olmaktadir. Ayrica
prrasalarda LY SV’ nin vektor bocekler ile aktif bir sekilde tasinmasi (Blackman ve Eastop,
2000), sarimsaklarda ise enfeksiyonlarin ¢ogunlukla, agir viral enfeksiyonlart olusturan
enfekteli vejetatif iiretim materyalleri (disler) ile bir iriin dongiisiinden digerine
gecebilmesi (Conci ve ark., 2003) ile agiklanabilir. Enfekteli dislerin, {iretim materyali
olarak uzak mesafelere yayilmasi, viral etmen ya da etmenlerin de kolaylikla tasinmasini
saglar. En yakin benzerligi ise % 99,81 ile BUR 289 pirasa ve BUR 290 pirasa izolatlar
gostermistir. Ayni bolgeden ve muhtemelen aymi fide ireticisinden temin edilen bu
izolatlarin, olusturdugu bu benzerlik oranlarinin yiiksek ¢ikmasi beklenen bir sonugtur.

Giliney Marmara Bolgesi, OYDV izolatlarina ait DNA dizilerinin kendi aralarinda

gerceklestirilen ¢oklu dizi analizleri benzerlik orani Cizelge 4.7’ de verilmistir.

Cizelge 4.7. Giney Marmara Bolgesi Onion yellow dwarf virus izolatlarinin niikleotit

diizeyinde gostermis olduklar1 benzerlik oranlari (%)

1 2z | 3 4 5 6 ¥ 8 g | 10

BUR 301 1 18 94,35

BAL 436 2 9,1 9518

CAN 411 3 97,18 97,01 9468 9468

CAN 429 4 9502 9452 9468 98,01
BUR 318 5 94235 9518] 9468 980

BAL435 | 6 98
BUR 487 7
BUR 488 8

BAL 449 9 17 =
CAN419 | 10 9884 9850 9850 7

Cizelge 4.7°de goriildiigii ilizere, OYDV izolatlarina ait DNA dizilerinin kendi
aralarinda gerceklestirilen ¢oklu dizi analizleri sonucunda % 76,25-99,67 oranlarinda
benzerlik elde edilmistir. BUR 488 pirasa izolat1 ile BUR 318 sarimsak izolatlar1 % 76,25

benzerlik orani ile en az benzerlige sahip izolatlar1 olustururken, bu oranin kaynagi farkl
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vejetatif  iliretim  materyalleri  ve/veya cografi uzakliktan kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. izolatlar igerisinde en yiiksek benzerlik oranlarini ise BAL 435 sarimsak
ve BUR 487 pirasa izolatlari arasinda % 99.67 oranlarinda goriilmektedir. Iller arasinda
uzak mesafeler olmasina ragmen benzerlik oranlarinin yiiksek olmasi, Bursa, Balikesir ve
Canakkale illeri igerisinde sarimsak dislerinin temininin genel olarak Balikesir ilinden
gelen dislerle yapilmasi ile agiklanabilir. Bu disler ile tiretimi gergeklestirilen sarimsak
bitkileri, iiretim alanlarinda etmen virlislerin yaprak bitleri ile de kolayca tasinabilmeleri
nedeni ile viriisiin yayilabilmesi agisindan konukgu gorevi gorebilmektedirler (Klukackova
ve ark., 2007). Son donemlerde bolgeye Iran ve Cin sarimsaginin giris yapmasi, potansiyel
tehlikenin artmasi ihtimalini kuvvetlendirmektedir. ikinci en yiiksek benzerlik oranlari ise
BAL 449 ile BAL 435 sarimsak izolatlarida (% 99,50) goriilmiistiir. izolatlar arasindaki
bu benzerlik oranlarmin yiliksek c¢ikmasi iiretim materyali olarak kullanilan dislerin
tireticiler arasinda paylasilmasindan kaynaklanabilir.

Gliney Marmara Bolgesi’nden toplanan LYSV izolatlarinin, gen bankasinda bulunan
diinya izolatlar1 ile gergeklestirilen c¢oklu dizi karsilastirmalar1 sonucunda niikleotit
diizeylerinde % 77,90-99,27 benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Benzerlik oranlar1 Cizelge

4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8. Giiney Marmara Bolgesi Leek yellow stripe virus izolatlar ile diinya izolatlarinin niikleotit diizeyinde gostermis olduklar

benzerlik oranlar1 (%)

BAL 378
BUR 293
KF597283
BAL 387
BUR 289
BUR 290
BUR 288
BAL 398
CAN 244
KRO75504
AY007693
X89711
GAN 253
GAN 248
AB005612
DQ299381
AB194623
KF597284
DQ299380
JQ899450

96,58| 96,78

90,56 89,42 88,49 90,25 88,49
91,39 91,39 91,49 90,04 89,11 90,87 87,86
89,32 89,32 89,21 89,21 89,00 88,49
8413| 8434| 8423 8454 8382
8382 8402| 8371 8402) 8485 947
84,23| 8444| 8434 85,06 85,06 94191 9378 93,05 91,70
84,02| 8423 8392 & 91,80| 9222 9305 90,35
8413 84,34 8465 8 8413 [ 90,77 90,66 91,70 90,35




Cizelge 4.8’de goriildiigii izere Bursa, Balikesir ve Canakkale illerinden elde edilen
LYSV izolatlar ile diinyanin farkli bolgelerinden elde edilen LYSV izolatlari, niikleotit
diizeyinde kiyaslanmistir. Bu izolatlar icerisinde AB005612 erisim numarali Japonya
pirasa izolatt BAL 387 sarimsak izolat1 ile en az benzerligi (% 77,90) gostermistir. Bu
orani takiben AB005612 erisim numarali Japonya pirasa izolati, BAL 378, BUR 293
sarimsak izolatlar1 ile ve AY007693 erisim numarali Arjantin pirasa izolati da BUR 293
sarimsak izolat1 ile % 78,11 benzerlik olusturmuslardir. Bu benzerlik oranlari, etmenin
farkli streynlerinden kaynaklanabilecegi gibi, cografi kokenden de kaynaklanabilmektedir.
Uretim materyali olarak kullanilan sarimsak dislerinin kitalararas: tasinabilmesi, benzerlik
oranlarinin artmasina neden olabilmektedir. KF597283 erisim numarali Meksika sarimsak
izolat1i BAL 378 sarimsak izolat1 ile % 99,27 ve BUR 293 sarimsak izolat1 ile % 99,17
oraninda benzerlik gostermesi etmenin kaynaginin ayni olma ihtimalini isaret etmektedir.

Gliney Marmara Bolgesi LYSV izolatlarinin, DNA dizilerinin diinya izolatlar1 ile
gerceklestirilen coklu dizi karsilagtirmalarinin  niikleotit diizeylerindeki sonuglarinin
literatiir ¢alismalarinda elde edilen bazi1 bulgularla benzer sonuglari igerdigi goriilmektedir.
Ulkemizde yapilan bir ¢alismada Kurtulus (2012) Canakkale ili ve ilcelerinden elde ettigi
LYSV izolatlarinin CP genlerini, niikleotit diizeyinde diinya izolatlar1 ile kiyasladigi
calismasinda bu ¢alismada belirlenen oranlara yakin benzerlik oranlar1 (% 77-95) tespit
etmistir. Bir bagka ¢alismada Fidan ve ark. (2009), LYSV Taskoprii ve Dogu Akdeniz
izolatlarinin diinyanin farkli bolgelerinden elde edilen izolatlarla yakin benzerlik (% 97)
igerdigini, ancak Taskoprii izolatlar1 ile Dogu Akdeniz Bolgesi izolatlarinin farkli cografi
bolge izolatlar ile benzerlik olusturmasinin izolatlar arasinda farkliliktan kaynaklandigim
bildirmistir. Brezilya’da yapilan bir ¢aligmada ise Fajardo ve ark. (2001) sarimsak
bitkisinden elde ettigi LYSV izolatinin diinyanin farkli bolgelerinden izolatlar ile % 81
oraninda benzerlik gosterdigini bildirmistir.

Giliney Marmara Bolgesi OYDV izolatlarinin, diinya izolatlar1 ile gergeklestirilen
¢oklu dizi karsilagtirmalar1 sonucunda niikleotit diizeylerinde benzerlik oranlar1 % 74,09-
84,72 olarak belirlenmistir. Giiney Marmara Bolgesi OYDV izolatlarinin, diinya izolatlar

ile benzerlik oranlar Cizelge 4.9°da verilmistir.

68



69

Cizelge 4.9. Giiney Marmara Bolgesi Onion yellow dwarf virus izolatlari ile diinya izolatlarinin niikleotit diizeyinde gostermis olduklar

benzerlik oranlar1 (%)

Jx433020 |
Jx433019
KF623541 |
BUR 301 |
BAL436 |
CAN 411 |
CAN 429 |
BUR 318
BAL 435 |
BUR 487 |
BUR 488
BAL 449
CAN419 | : 98,50 )
AJ202223 | 525] 7 39| 82, 82,23 82,23
DQ925455 | 7e08] 7608 : . 6,25 1| 7674 8223] s8139] 8189 8239
AB219333 ] 9- 6,95 76, 8439] 8405 8422
Jx429964 | ] 5 : 5,91 76.91| 8405 838
KJ451436.1 9,40 :
AJ409311
KFg62685 |




Cizelge 4.9°da goriildiigii tizere Gliney Marmara Bolgesi OYDYV izolatlarinin, diinya
izolatlart ile gerceklestirilen ¢oklu dizi karsilagtirmalari sonucunda, KF623541 erisim
numarali Sudan sogan izolatinin BAL 435 sarimsak, BUR 487 pirasa, BUR 488 pirasa,
BAL 449 sarimsak ve CAN 419 sarimsak izolatlar1 ile en az benzerligi (% 74,09)
gosterdigi belirlenirken en fazla benzerligi (% 84,72) ise AB219833 erisim numarali
Japonya sarimsak izolat1 ile CAN 419 sarimsak izolatlar1 gdstermistir.

Ulkemizde bélgelere gore degismekle birlikte Cin ve Iran sarimsaginin kullanimi,
uzak cografi alanlardaki izolatlarla dahi yiiksek  benzerlikler olusmasinm
saglayabilmektedir. Bu goriisii dogrular nitelikteki ¢alismalarda Fidan ve ark. (2009)
Kahramanmarag ve Gaziantep’ten elde ettigZi OYDV izolatlarindan birinin niikleotit
diizeyinde bir Cin izolat1 ile % 99 oraninda diger izolatlarin da % 86-96 oraninda benzerlik
gosterdigini bulmus, bu yliksek oranda benzerligin, bolgede kullanilan Cin sarimsagindan
kaynaklandigin1 bildirmistir. Bir baska c¢alismada Berada ve ark. (2015) OYDV ile
enfekteli sogan izolatlarindan olusan Polonya izolatlarinin karsilastirmali niikleotit
analizleri sonucunda diinya iizerindeki sarimsak izolatlari ile % 88-100 oraninda benzerlik
gosterdigini ve bu izolatlar igerisinde Asya orijinli bir izolatin (Japonya) bulundugunu
rapor etmistir. Majumder ver ark. (2017) ise OYDV ile enfekteli Nijerya sarimsak
izolatinin, sekans analizleri sonucunda bir Asya (Vietnam) izolati ile niikleotit dizilimi

bakimindan en fazla (% 87) benzerligi tasidigini bildirmislerdir.
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4.5.1.2. Amino Asit Diizeyinde Coklu Dizi Karsilastirmalari
LYSV izolatlarinin DNA dizilerinin kendi aralarinda gergeklestirilen amino asit dizi
analizleri sonucunda % 80,69-100 benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Benzerlik oranlart

Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. Giiney Marmara Bolgesi Leek yellow stripe virus izolatlarinin amino asit

diizeyinde gostermis olduklar1 benzerlik oranlari (%)

BAL 378
BAL 387
BUR 293
GAN 253
CAN 248
BUR 289
BUR 290
BUR 288
BAL 398
CAN 244

Cizelge 4.10°da goriildiigii lizere BAL 387 sarimsak izolati, CAN 244, CAN 248,
BUR 288, BUR 289 ve BUR 290 pirasa izolatlari ile % 80,69 ile en az benzerlik oranlari
gosterirken, CAN 253 pirasa izolati ile BAL 387 sarimsak izolatlar1 ise ikinci en az
benzerlik oran1 (% 81,00) gostermistir. izolatlar arasindaki diisiik benzerlik oraninin
cografi uzaklik farkindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. En yakin benzerlik oranlarini
BUR 288, BUR 289, BUR 290 pirasa izolatlar1 (% 100) olusturmustur. Ayni ilgeden
toplanan her {i¢ izolat da belirgin ve birbirlerinden farkli belirtiler gosteren, ikisi ev
bahgelerinden biri iiretim alinandan toplanan izolatlardan olusmaktadir. Bu izolatlarin
enfeksiyon kaynagiin ayni olma olasiligina istinaden en yakin benzerlige sahip olmalar1
beklenen bir sonugtur. Bursa ilinde ticari olarak pirasa liretimi yapilan alanlarda sertifikali
tohum kullanimi yaygindir. Bunun disinda pazar alanlarinda satilan ve hobi bahgelerinde
ya da ev bahgelerinde kullanilmak amaci ile temin edilen sertifikali olmayan tohumlarla
veya fidelerle de ekimler gerceklestirilebilmektedir. Generatif ¢ogalmaya sahip, sogan ve
pirasa gibi bitkiler, viriisten ari bitkiler olarak yasam dongiisiine baglarlar (Salomon, 2002).
Fakat bu bitkilerin yetisme silireci boyunca yaprak bitleri tarafindan enfekte edilmesi,
tohumluk olarak kullanimlarinda inokulum kaynagi olusturmalarina neden olabilmektedir.

Bu ve benzeri uretim modelleri viral hastalik etmenlerinin uzak mesafelere de
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yayilmalarina hizmet edebilmektedir. Giiney Marmara Bolgesi, OYDYV izolatlarinin amino
asit diizeyinde benzerlik oranlar1 % 83,50-100 olarak belirlenmistir. Bu izolatlara ait

benzerlik oranlar1 Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. Giiney Marmara Bolgesi Onion yellow dwarf virus izolatlarinin amino asit

diizeyinde gostermis olduklar1 benzerlik oranlari (%)

1 2 3 4 T 3 7 8 ] 10

BUR 301
HAL 436
CAN 411
GAN 429
BUR 318
BAL 435
BAL 449
BUR 488
BUR 487
CAN 419

wle|vwlo|lon|a|lw|n] -

Cizelge 4.11°de gorildigi tizere BAL 449 sarimsak izolati, BUR 301, BAL 436,
CAN 411, CAN 429 ve BUR 318 sarimsak izolatlar1 ile en az benzerligi (% 83,50)
gosterirken CAN 411 sarimsak izolati, BUR 301 ve BAL 436 sarimsak izolatlar1 ile en
fazla benzerligi (% 100) gostermistir. Sarimsak izolatlar1 arasindaki benzerlik oranlarinin
farkliliklar1 bolgede bulunan sarimsak dislerinin orijini ile ilgili oldugu diigiiniilmektedir.
Ayn1 bolge igerisinde benzerlik oranlarmin izolatlar arasindaki farklilik gostermesi,
kaynagi farkli iiretim materyallerinin varligim1 isaret etmektedir. Bursa ve Canakkale
illerinde sarimsak yetistiriciliginin ticari anlamda yok sayilacak kadar az olmasi1 ve her iki
ilin kendine ait c¢esidinin bulunmamasi, bolge igerisinde Balikesir sarimsagmin ve
Balikesir iline erkencilik amaci ile getirilen ve az da olsa ekim alanlarinda kullanilan Iran
ve Cin sarimsaginin bu ilimizde de bulunmasini saglamistir. Literatiirde sarimsak viral
kompleksini igerdigi bildirilen bu disler ile yapilan iretimler sekans sonuglarinda
farkliliklar olusturabilmektedir. Van Dijk (1993a), LYSV ve OYDV etmenlerinin diinya
genelinde rapor edildigini ve diger viral etmenler ile de bulasik sarimsak bitkilerinin
enfeksiyon kaynagi olusturdugunu bildirmistir. iran ve Cin’den gelen iiretim materyalleri
(disler) ile gerceklestirilen iiretimlerin, bolgede orijini farkli iiretim materyallerinden

kaynakl1 enfeksiyonlarin olusturabilecegi diisiiniilmektedir.

Gliney Marmara Bolgesi LYSV izolatlarinin diinya izolatlar1 ile amino asit
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diizeyinde gergeklestirilen sekans analizleri sonucunda % 78,19-99,69 benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. Gliney Marmara Bolgesi LYSV izolatlari ile diinya izolatlarinin amino asit

diizeyinde gostermis olduklar1 benzerlik oranlar1 Cizelge 4.12°de verilmistir.
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Cizelge 4.12. Giiney Marmara Bolgesi Leek yellow stripe virus izolatlar ile diinya izolatlarmin amino asit diizeyinde gostermis olduklar

benzerlik oranlar1 (%)

KF597283
BAL378 |
BAL 387 |
BUR293 |

DQ299381
AB194623
KF597284

DQ299380 |
J0899450 |
CAN 253
CAN 248 |

AB005612 | 1
X89711 |
AY007693
BUR 289
BUR290 |
BUR 288
BAL398 |
CAN 244 |

KR075504 |




Cizelge 4.12°de goriildiigii lizere Giiney Marmara Bolgesi izolatlar1 ile diinya
LYSYV izolatlarinin niikleotit dizi benzerlik oranlar1 arasinda en az benzerligin KR075504
erisim numarali Sirbistan pirasa izolat1 ile BAL 387 sarimsak izolat1 (% 78,19) arasinda
oldugu ve bu izolatin BUR 293 sarimsak izolati ile de ikinci en az benzerlik orani (%
78,82) gosterdigi belirlenmistir. Ayn1 benzerlik oranlarint AY007693 erisim numarali
Arjantin pirasa izolati ve BAL 387 sarimsak izolatlar1 da gosterirken, en fazla benzerligin
ise % 99,69 oram ile KF597283 erisim numarali Meksika sarimsak izolat1 ile BAL 378
sarimsak izolatlar1 gostermistir. Bu benzerlik oran1 diinya genelinde enfekteli sarimsaklarin
vejetatif liretim materyali olarak yayilimini destekler niteliktedir. Bu sonuglara benzer
calismalarda Fajardo ve ark. (2001) Brezilya’da LYSV ile enfekteli sarimsak izolatlarinin
CP genlerinin amino asit diizeyinde diinyanin farkli cografi bolgelerinde bulunan izolatlar
ile % 85,9-88,6 oranlarinda benzerlik tasidigini, Sivaprasad ve ark. (2017) elde ettikleri
Ekvador izolatinin, diinyanin farkl iilkelerden elde edilen izolatlar ile farklilik gosterdigini
ve amino asit diizeyinde maksimum % 91,1 ve % 98,1 benzerlik gosterdigini
bildirmislerdir.

Giliney Marmara Bolgesi OYDV izolatlar1 ile gen bankasinda bulunan diinya
izolatlarinin amino asit diizeyinde benzerlik oranlarmin % 79,00-92,50 arasinda oldugu
belirlenmistir. Giiney Marmara Bolgesi OYDYV izolatlari ile diinya izolatlarinin amino asit

diizeyinde olusturduklari1 benzerlik oranlar1 Cizelge 4.13’te verilmistir.
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Cizelge 4.13. Giiney Marmara Bolgesi Onion yellow dwarf virus izolatlar ile diinya izolatlarinin amino asit diizeyinde gostermis olduklari

benzerlik oranlar1 (%)

AJ409311
KFB62885
JX433019
KFB23541
JX433020
BUR 301
BAL 436
CAN 411
CAN 429
BUR 318
BUR 487
BAL 449
BAL 435
BUR 488
CAN 419
AJ292223
DQ925455
AB219833
JX422964
KJ451436

94,50 o150 9150 9150] @150 9150
94,50 9000| 8800 8800| 8800 8750 8750
20,00 9100/ o@100[ e100f @100 9100
9150 8800 9100 84,00 8400|8400 84,00
9150| 8800| 91,00 8400 B4 84.00 840
91,50 8800| 9100 84,00 8400 84,00 8400
9150 8750 91,00 84,00 B4 - 84,00
a150| 8750 91,00 B4 6400 B4DO0
~8400| 8400| ss00| sac0| 8400 s950| 9000] 9250 8100 8580
8900| 8950, 9200/ 9050] 8500
_ 8400 B400| 8400| 8400| 8400 8950 9000] 9250 @100| 8550
8400 8400| 8400 8400 8400 8950| 9000 9250( 9100| 8550
| 8900| 8950 9200 9050 8500
8950| 89,00 8950| B9S0| 89,00 9150 9150 8950
8000| 8950/ S000| 9000 88,00
9250| 9200f 9250 9250 90,50
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Cizelge 4.13’de goriildiigii izere Gliney Marmara Bolgesi OYDV izolatlar ile gen
bankasinda bulunan diinya izolatlarinin amino asit diizeyinde benzerlik oranlar
incelendiginde bu izolatlar i¢erisinde KF623541 erisim numarali Sudan sogan izolati, CAN
419 sarimsak ve BAL 449 sarimsak izolatlar1 ile en az benzerligi (% 79,00) sahip oldugu
goriilmektedir. AB219833 erisim numarali Japonya izolati, BUR 449 ve BAL 435
sarimsak izolatlar1 ile en fazla (% 92,50) benzerligi gostererek bolgede Asya orijinli
sarimsaklarin varligini isaret etmistir. Bu sonucu destekler nitelikte gerceklestirilen bir
calismada Arya ve ark. (2006) OYDV izolatlar1 ile elde ettikleri sekans verileri ile
yaptiklar1 kiyaslamalar sonucunda Hindistan Delhi izolatlarinin diinyanin diger
bolgesindeki izolatlar ile amino asit diizeylerinde % 79-96,1 benzerlik gosterdigini
bildirmislerdir. Arastiricilar bu benzerlik oranlart icerisinde en fazla benzerligin bir
Brezilya izolat1 ile oldugunu ve her iki izolatin Asya orijinli, Cin ve Japon izolatlar ile
yakin iligkili oldugunu bildirmislerdir. Sarimsak viral kompleksi ile bulagik iiretim
materyalleri, kitalararas1 mesafelere dahi kolaylikla tasinabilmeleri nedeni ile tiim diinya
genelinde enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Bu ¢aligmada da goriildiigii tizere Giiney
Marmara Bolgesi izolatlar1 diinyanin farkli cografi bolgelerinden izolatlar ile farkli
diizeylerde benzerlikler tasimaktadir. Allium cinsi bitkiler ile gergeklestirilen ¢aligmalarda
bu bilgiyi destekler nitelikte bir bagka ¢alismada Kumar ve ark. (2015) sogan bitkisinden
izole ettikleri OYDV ile enfekteli RR-1 Hindistan izolatinin, diinyanin farkli cografi
bolgelerinde bulunan diger OYDV izolatlar ile amino asit diizeyinde % 75-98 benzerlik
gosterdigini ve izolatlarm MS/SW1 Avustralya ve SG1 Ispanya sogan izolatlar1 ile en

yakin benzerlik tasidigini bildirmislerdir.

4.5.2. Filogenetik Analiz Bulgular:

Filogenetik soyagaclarinin belirlenmesi ile ilgili ¢aligmalar kapsaminda Giiney
Marmara Bolgesine ait LYSV ve OYDV izolatlarinin birbirleri ile ve diinyanin farkh
bolgelerinden elde edilmis 20 farkli izolat ile genetik iliskilerini belirleyebilmek amaci ile
niikleotit ve amino asit dizileri kullanilarak filogenetik analizler gergeklestirilmistir. Bu
amagla, Clustal W programi kullanilarak gerceklestirilen ¢oklu dizi dosyalar: kullanilmas,
elde edilen ¢oklu dizi dosyalar1 neighbor joining metodu ve 1000 tekrarli bootstrap analizi
ile LYSV ve OYDV izolatlarinin filogenetik iliskileri ortaya cikarilmistir. Filogenetik
iligkilerinin belirlenmesinde Shallot yellow stripe virus (SYSV), olusturulan filogenetik

agaclarinin dogrulugunu arttirmak i¢in dis grup olarak kullanilmistir.
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4.5.2.1. Niikleotit Dizilimlerine Gore Filogenetik Analizler

Gliney Marmara Bolgesi LYSV izolatlarinin, kendi aralarinda niikleotit diizeyinde
olusturdugu filogenetik soyagacinin, iki gruba ayrildig1 goriilmektedir. Giliney Marmara
Bolgesi LYSV izolatlarinin niikleotit dizilimleri kullanilarak olusturulan filogenetik

soyagaci Sekil 4.15°te verilmistir.
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Sekil 4.15. Giiney Marmara Bolgesi Leek yellow stripe virus izolatlarinin niikleotit

dizilimleri kullanilarak olusturulan filogenetik soyagact

Sekil 4.15’te goriildiigii lizere bu gruplardan birincisinde BUR 288, BUR 289, BUR
290, BAL 398, CAN 244, CAN 248 ve CAN 253 prrasa izolatlari, ikincisinde ise BUR
283, BAL 378 ve BAL 387 sarimsak izolatlarinin yer aldigi goriilmektedir. Buna gore,
Giliney Marmara Bolgesi LYSV izolatlarinin niikleotit dizilimi kullanilarak goriintiilenen
filogenetik soyagacinin, konukguya spesifik olarak pirasa ve sarimsak izolatlarindan
olusan iki ayr1 gruptan olustugu belirlenmistir. Her iki grubun farkli konukgulardan
olugmasi, etmenin kaynaginin farkli olma ihtimalini olusturmaktadir. Sarimsak dislerinin
vejetatif iiretim materyali olarak bolgede iireticiler arasinda paylasilmasi ve pirasalarin
Ozellikle vektor miicadelesi yapilmayan iiretim alanlarinda yaprak bitleri tarafindan etkin
bir sekilde enfekte edilmesi, bu ifadeyi dogrular niteliktedir. Blackman ve Eastop (2000),
LYSV’nin yayiliminda vejetatif materyalin olduk¢a 6nem tasidigini ve Myzus persicae ve
Aphis fabae’in etmenin yaygin vektorleri oldugunu ve beslenmeleri sirasinda LYSV’yi

non-persistent olarak tasidiklarini bildirmislerdir.
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Giliney Marmara Bolgesi OYDV izolatlarinin, kendi aralarinda niikleotit diizeyinde
olusturdugu filogenetik soyagacinin iki gruba ayrildigi goriilmektedir. Gliney Marmara
Bolgesi OYDV izolatlarinin niikleotit dizilimleri kullanilarak olusturulan filogenetik

soyagaci Sekil 4.16’da verilmistir.
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Sekil 4.16. Giiney Marmara Bolgesi Onion yellow dwarf virus izolatlariin niikleotit

dizilimleri kullanilarak olusturulan filogenetik soyagact

Sekil 4.16°da goriildiigii izere Giiney Marmara Bolgesi OYDV izolatlarindan olusan
bu gruplarin her ikisinde de esit sayida izolat bulunmaktadir. Birinci grupta BAL 449,
CAN 419 ve BAL 435 sarimsak izolatlar1 ille BUR 488 ve BUR 487 pirasa izolatlar1 yer
alirken, 2. grupta ise BAL 436, BUR 301, CAN 411, BUR 318, CAN 429 sarimsak
izolatlar1 yer almaktadir. OYDV sarimsak izolatlarimin iki ayr1 grupta yer almasi, bu
bitkilerdeki OYDV enfeksiyonlarinin kaynaginin farkli olma ihtimalini olusturmaktadir.
Ulkemiz sarmmsak yetistiriciliginde sertifikali tohum kullanilmamasi, sarimsaklarda
bulunan olas1 viral komplekslerin bolgeye girmesi hususunda tehlike arz etmektedir. Lot
ve ark. (1998) OYDV’nin, Fransa ve Arjantin gibi iilkelerde olusturdugu yiiksek
enfeksiyon oranlari ile sarimsaklarin sertifikasyonunda tek endise kaynagi olusturan etmen
oldugunu bildirmislerdir. Ikinci grupta yer alan izolatlarin yalnizca sarimsak izolatlarmdan
olusmasi, bu grup igerisinde konukc¢u diizeyinde bir biitiinlik olustugu, izolatlarin
orijinlerinin ayn1 oldugu ve viriisiin tek bir kaynaktan yayildig1 izlemini vermektedir. Buna
ek olarak iki ayr1 alt grubun olustugu 2. grup izolatlarinin hem Canakkale hem de Bursa
izolatlarindan olusmasi, vejetatif olarak ¢ogaltimda kullanilan enfekteli sarimsak dislerinin

bu iller arasinda yayildigini isaret etmektedir.
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Giliney Marmara Bolgesi LYSV izolatlar1 ile diinyanin farkli cografi bolgelerinden
elde edilen izolatlarin niikleotit diizeyinde olusturdugu filogenetik soyagaci incelendiginde
2 farkli grup olustugu ve bu gruplardan birincisinin kendi arasinda alt gruplar olusturdugu
gozlenmektedir. Gliney Marmara Bolgesi LYSV izolatlari ile diinya izolatlarinin niikleotit

dizilimleri kullanilarak goriintiilenen filogenetik soyagaci Sekil 4.17°de verilmistir.
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Sekil 4.17 Giliney Marmara Bolgesi Leek yellow stripe virus izolatlar1 ile diinya

izolatlarinin niikleotit dizilimleri kullanilarak goriintiilenen filogenetik soyagaci

Sekil 4.17°de goriildiigi tizere 1. grupta 7’si Giliney Marmara Bolgesi LYSV
izolatlar1 ve 9’u diinya izolatlarindan olusan 16 izolat yer almaktadir. Ikinci grupta ise 3
Gliney Marmara Bolgesi izolat1 ile bir diinya izolatinin yer aldigi goriilmektedir. Birinci
grupta yer alan AB194623 erisim numarali Japonya, DQ299380 ve DQ299381 erisim
numarali Cekya, KF597284 ve JQ899450 erisim numarali Avustralya sarimsak
izolatlarinin diinyanin farkli cografi boélgelerinde bulunmalarina ragmen konukguya
spesifik alt grup olusturdugu goriilmektedir. Literatiirlerde filogenetik soyagaclar ile ilgili
caligmalarda, Asya orijinli izolatlarin, diinyanin farkli bolgelerindeki izolatlar ile yakin
benzerlik gostererek ayni grup ve/veya alt gruplarda yer aldigi birgok c¢alisma

bulunmaktadir. Bu literatiirler igerisinde ¢alismamiz bulgularina benzer sonuglari, Fidan
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(2010) elde ettigi Akdeniz LYSV izolatlarinin Cin, Taskoprii LYSV izolatlarinin ise
Japonya izolat1 ile ayn1 gruplarda yer aldigini ayrica, Chen ve Adams (2001; 2002), Takaki
ve ark (2005) Asya’dan elde etikleri LYSV izolatlarinin diinyanin farkli bolgelerinden elde
edilen izolatlar ile ayni gruplarda bulundugu rapor etmislerdir. Bu ¢alismalarda tespit
edilen bu filogenetik iligkiler, Katis ve ark. (2012) tarafindan ileri siiriillen, OYDV’ nin
orijini Asya’dir tezini destekler niteliktedirler. Giiney Marmara izolatlarinin yer aldig bir
diger alt grupta ise KR075504 erisim numarali Sirbistan pirasa izolat1 ve Gliney Marmara
izolatlart BUR 288, BUR 289, BUR 290, BAL 398 ve CAN 244 pirasa izolatlar ile bir
baska alt grup olustururken, AB005612 erisim numarali Japonya pirasa izolat1 da CAN
248, CAN 253 pirasa izolatlari ile konukguya spesifik bir diger alt grubu olusturmuslardir.
Ikinci grupta ise KF597283 erisim numarali Meksika sarimsak izolatinin BUR 293, BAL
378 ve BAL 387 sarimsak izolatlari ile ayn1 grupta yer aldig1 goriilmektedir.

Giliney Marmara Bolgesi OYDYV izolatlar ile diinya izolatlariin niikleotit dizilimleri

kullanilarak olusturulan filogenetik soyagaci Sekil 4.18’de verilmistir.
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Sekil 4.18. Giliney Marmara Bolgesi Onion yellow dwarf virus izolatlar1 ile diinya
izolatlarinin niikleotit dizilimleri kullanilarak olusturulan filogenetik soyagaci

Sekil 4.18’de goriildiigii lizere Giiney Marmara Bolgesi, OYDV izolatlan ile
olusturulan filogenetik soyagacinda KJ451436 erisim numarali Hindistan sogan izolatinin,

sarimsak, pirasa ve sogan izolatlarindan olusan 1. gruptan ayrilarak yalniz basina 2. grubu
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olusturmas1 dikkat ¢cekmektedir. Yapilan literatiir aragtirmasi sonucunda, Kumar ve ark.
(2015) tarafindan tim genomunu elde edilen KJ451436 sogan izolatinin, poliproteinleri
arasindaki ikili niikleotit ve amino asit benzerliklerindeki varyasyonlarin, P1 ve P3 protein
dizilerinin diger olgun protein dizilerinden énemli 6lciide degisken oldugu ve buna baglh
olarak olusan farkliligin rekombinasyon yada mutasyondan kaynaklanabilecegi sonucu
elde edilmistir.

Birinci grupta iki alt grup yer almaktadir. Her iki alt grup igerisinde Giiney Marmara
Bolgesi izolatlari ile diinya izolatlarinin ayrildig: bir alt grubun daha olustugu gézlenmistir.
Bu alt gruplarin birinde BUR 487 ve BUR 488 pirasa ile BAL 435, BAL 449 ve CAN 419
sarimsak izolatlar1 ile cogunlugunu Asya orijinli izolatlarin olugturdugu DQ925455 erisim
numarali Vietnam pirasa, AJ292223 erisim numarali Cin, AB219833 erisim numarali
Japonya ve JX429964 erisim numarali Ispanya sarimsak izolatlar1 aymi alt grupta yer
almistir. Ulkemiz izolatlar1 ile gergeklestirilmis bir baska calismada, bu sonuca benzer
sekilde Fidan (2010) Dogu Akdeniz Bolgesi’nden elde ettigi OYDV ile enfekteli
izolatlarin Asya orijinli izolatlar ile ayn1 grupta yer aldigini bildirmistir.

Diger alt grupta ise sarimsak izolatlarindan olusan ve Giiney Marmara Bolgesi’ni
temsil eden CAN 429, CAN 411, BUR 301, BUR 318 ve BAL 436 izolatlari, JX433019
erisim numarali Arjantin, JX433020 erisim numarali Almanya ve KF623541 erigim
numarali Sudan sogan izolatlar1 ile ayn1 alt grupta yer alarak ayni orijinden olabilecekleri
thtimalini olusturmuglardir. OYDYV ile enfekteli {iretim materyallerinin diinyanin farkl
bolgelerine yayilimi, izolatlarin filogenetik iliskiler sonucunda yakin benzerlikler
olusturabilmelerine neden olmaktadir. Bu durumu destekler nitelikteki bir calismada
Manglli ve ark. (2014) Italya’nin giineyinden elde ettikleri OYDV izolatlarinin, Almanya,
Arjantin ve Sudan izolatlar1 ile ayn1 grupta yer aldigini bildirmislerdir. Benzer sonuglari,
Arya ve ark. (2006), Celli ve ark. (2013) elde ettikleri izolatlarin, diinyanin farkl
bolgelerinden elde edilen izolatlar ile olusturulan filogenetik soyagaclarinda, ayni grupta

yer aldiklarini rapor etmislerdir.
4.5.2.2. Aminoasit Dizilimlerine Gore Filogenetik Analizler

Giliney Marmara Bolgesi LYSV izolatlarinin, amino asit dizilimleri kullanilarak

olusturulan filogenetik soyagaci Sekil 4.19°da verilmistir.
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Sekil 4.19. Giiney Marmara Bolgesi Leek yellow stripe virus izolatlarinin, amino asit

dizilimleri kullanilarak olusturulan filogenetik soyagaci

Sekil 4.19’da goriildiigli {lizere Giiney Marmara Bolgesi LYSV izolatlarinin
olusturdugu filogenetik soyagacinin, konukcuya spesifik olarak pirasa ve sarimsak
izolatlarindan olusan iki ayr1 gruptan olustugu belirlenmistir. Bu soyagacinda yer alan
BUR 288, BUR 289, BUR 290, BAL 398, CAN 244, CAN 248 ve CAN 253 pirasa
izolatlar1 1. grup izolatlarini, 2. grup izolatlar1 ise BUR 283, BAL 378 ve BAL 387
sarimsak 1izolatlar1 olusturmustur. Birinci grup izolatlar1 da kendi igerisinde bir alt grup
olusturmus ve bu alt grup icerisinde CAN 248 ve CAN 253 pirasa izolatlar1 ile CAN 244
pirasa izolat1 ayn1 grup icerisinde farkli alt gruplarda yer almiglardir. Ikinci grubu olusturan
sarimsak izolatlarinin ise tek bir kaynaktan yayildig1 distiniilmektedir. Balikesir ilinden
civar illere yayilan yemeklik sarimsaklarin, tiretim materyali olarak Gliney Marmara
Bolgesi igerisinde dagilmasi, bolgeden elde edilen izolatlarin yakin filogenetik iliski
gostermesini saglamaktadir.

Giliney Marmara Bolgesi OYDV izolatlarinin, amino asit dizilimleri kullanilarak

olusturulan filogenetik soyagaci Sekil 4.20°de verilmistir.
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Sekil 4.20. Giiney Marmara Bolgesi Onion yellow dwarf virus izolatlarinin amino asit

dizilimleri kullanilarak olusturulan filogenetik soyagact

Sekil 4.20°de goriildiigi izere Giiney Marmara Bolgesi OYDV izolatlarinin, amino
asit dizilimi kullanilarak goriintiilenen filogenetik soyagacinin iki gruptan olustugu
goriilmektedir. Bu gruplardan birincisinde BUR 301, BAL 436, CAN 411, BUR 318 ve
CAN 429 sarimsak izolatlari, digerinde ise BAL 449, CAN 419 ve BAL 435 sarimsak
izolatlar1 ile BUR 488 ve BUR 487 pirasa izolatlar1 yer almaktadir. Bu soyagacinda 1.
grubun, sarimsak izolatlar1 ile konukgu diizeyinde spesifik bir grup olusturdugu, 2. grubun
ise hem sarimsak hem de pirasa izolatlarindan olustugu gozlenmis ve cografi olarak illere
Ozgii bir grup ya da alt grubun olugsmadig1 belirlenmistir. Gliney Marmara Bolgesi OYDV
izolatlarin1 olusturan tiim sarimsak izolatlarinin ayni grupta bulunmamasi, bu izolatlarin
kaynaginin farkli olmasi ihtimalini olusturmaktadir. Giiney Marmara Bolgesi’nde iiretim
materyali olarak temin edilen sarimsak dislerine son yillarda Iran ve Cin orijinli dislerin de
eklendigi bilinmektedir.

Giliney Marmara Bolgesi LYSV izolatlar1 ile diinya izolatlarinin amino asit

dizilimleri kullanilarak olusturulan filogenetik soyagaci Sekil 4.21°de verilmistir.
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Sekil 4.21. Giiney Marmara Bolgesi Leek yellow stripe virus izolatlar1 ile diinya

izolatlarinin amino asit dizilimleri kullanilarak olusturulan filogenetik soyagaci

Sekil 4.21°de goriildiigl tizere 1. grup icerisinde Gliney Marmara Bolgesi LYSV
pirasa izolatlarinin da oldugu 16 izolatin yer aldigi, 2. grupta ise Giiney Marmara Bolgesi
sartmsak izolatlari ile bir diinya izolatinin yer aldig1 goriilmektedir. Ayn1 zamanda 1. grup
icerisinde iki farkli alt grubun olustugu ve bu gruplardan birinde CAN 248 ve CAN 253
prrasa izolatlarmin, diger Giiney Marmara Bolgesi izolatlarindan farkli bir alt grup
icerisinde bulundugu belirlenmistir.

Soyagaci igerisinde 1. grupta yer alan ve farkli cografi alanlar1 temsil eden
AB194623 erisim numarali Japonya, DQ299380 ve DQ299381 erisim numarali Cekya,
JQ899450 ve KF597284 erisim numarali Avustralya sarimsak izolatlarimin, Giiney
Marmara Bolgesi izolatlar: ile ayni alt grupta yer almadig1 ve konukguya spesifik olarak alt
grup olusturduklar1 belirlenmistir.

Gliney Marmara Bolgesi izolatlarinin yer aldigi bir diger alt grupta ise KR075504
erisim numaralt Sirbistan pirasa izolati, Giiney Marmara Bolgesi, BUR 288, BUR 289,
BUR 290, BAL 398 ve CAN 244 pirasa izolatlar1 ile bir bagka alt grup olustururken,
ABO005612 erisim numarali Japonya pirasa izolati ve CAN 248 ile CAN 253 pirasa

izolatlar1 konukguya spesifik ayr1 birer alt grup olusturmuslardir.
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Calismada elde edilen filogeneteik soyagacinin Chen ve Adams (2002) ve
Tsuneyoshi ve ark (1998) tarafindan elde edilen sonuglara benzer sekilde iki gruba
ayrildig1 ayrica Avrupa ve Japonya orijinli izolatlarin ayn1 grupta yer aldigi belirlenmistir.
Benzer sonucglart Kurtulus ve Korkmaz (2014) Canakkale LYSV pirasa izolatlarinin
Japonya, Kore, Hollanda ve israil izolatlar1 ile ayn1 grupta yer aldig1, Gupta ve ark. (2017)
LYSV Hindistan sarimsak izolatlarinin Asya izolatlarinin yani sira Avrupa izolatlar ile
ayni grupta yer aldigini bildirmislerdir. Bu sonuglar, vejetatif ¢ogaltim materyallerinin bir
genetik materyal unsuru olarak korunmasi ve dagitimi iizerine alinmasi gerekli tedbirlerin
onemini vurgulamaktadir. ikinci grupta ise KF597283 erisim numarali Meksika sarimsak
izolatinin BUR 293, BAL 378 ve BAL 387 sarimsak izolatlar1 ile ayn1 grupta yer aldigi
goriilmektedir. Ikinci grup icerisinde yer alan bu izolatlarin sarimsak izolatlarindan
olugmasi, vejetatif liretim materyallerinin kontrolsiiz dagilimin1 destekler sonuglar1 isaret
etmektedir.

Giliney Marmara Bolgesi OYDV izolatlar1 ile diinya izolatlarmin amino asit

dizilimleri kullanilarak goriintiilenen filogenetik soyagaci Sekil 4.22°de verilmistir.
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Sekil 4.22. Giliney Marmara Bolgesi Onion yellow dwarf virus izolatlar1 ile diinya

izolatlarinin amino asit dizilimleri kullanilarak goriintiilenen filogenetik soyagaci
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Sekil 4.22°de goriildiigii lizere Gliney Marmara Bolgesi OYDYV izolatlar ile diinya
izolatlarinin amino asit dizilimi kullanilarak goriintiilenen filogenetik soyagaci iki farkli
grup olusturmustur. Bu gruplardan birincisinde Giliney Marmara izolatlar1 iki ayr alt
grupta yer alirken, pirasa ve sarimsak izolatlarindan olusan BUR 487, BAL 449, BAL 435,
BUR 488, CAN 419 izolatlar1, Asya orijinli DQ925455 erisim numarali Vietnam pirasa,
AJ292223 erisim numaralt Cin ve AB219833 erisim numarali Japonya sarimsak izolatlar
ile ayni alt grupta yer aldig1 goriilmiistiir.

BUR 318, CAN 429, CAN 411, BAL 436 ve BUR 301 sarimsak izolatlarindan
olusan diger alt grup ise KF623541 erisim numarali Sudan, JX433020 erisim numarali
Arjantin ve JX433020 erisim numarali Almanya sogan izolatlar1 ile ayn1 alt grup igerisinde
yer alarak farkli cografi alanlarda bulunmalarina ragmen ayni alt grupta yer almislardir.
Filogenetik calismalarda, Asya orijinli etmenlerin varlig1 siklikla bildirilmektedir. Cin’in
diinya sarimsak iiretiminin yaklagik % 80’ini olusturmasi ve bu iilkeden, sarimsak viral
kompleksini igerdigi diisliniilen dislerin farkli cografyalara kolaylikla yayilmasi,
filogenetik calisma bulgularinda olusan Asya orijinli izolatlardan kaynaklanan yakin
iligkileri aciklamaktadir. Filogenetik ¢alismalarda bu bilgiyi destekler ¢alismalar
icerisinde, Berada ve ark. (2015) Polonya’dan elde ettikleri OYDV ile enfekteli sogan
izolatlarinin Italya, Almanya ve Japonya izolatlari ile birlikte ayni1 alt grupta bulundugunu
ve bu calismaya benzer sekilde Asya orijinli bir izolatin, Avrupa izolatlar1 ile ayni alt
grupta yer aldigini rapor etmislerdir. Arya ve ark. (2006) Hindistan’da, OYDYV ile enfekteli
tek bir sarimsak izolatinin bulundugu soyagacinin bu g¢alismada olusturulan soyagacina
benzer sekilde iki gruba ayrildigin1 ve bu gruplar icerisinde Hint izolatinin, Cin, Japonya,
Hollanda ve Brezilya izolatlar ile birlikte ayni grupta bulundugunu, Majumder ve ark.
(2017) Nijerya’da OYDV sarimsak izolatinin Asya orijinli izolatlarla ayn1 grupta yer
aldigini bildirmislerdir.

4.6. Mekanik Tasinma Denemeleri Bulgular:

Klonlama c¢alismalarinda kullanilan 20 izolat igerisinden segilen 9 izolat ile
gerceklestirilen mekanik tasinma denemeleri sonucunda, bu izolatlardan 3’iiniin indikator
bitkilere tasinabildigi, DAS-ELISA analizleri ile tespit edilmistir.

Bu kapsamda, sogan ve sarimsak bitkilerinden olusan indikator bitkilere uygulanan
inokulasyonlar sonucunda, LYSV ile enfekteli BUR 293 sarimsak izolati ve OYDV ile
enfekteli BUR 301 ve BAL 449 sarimsak izolatlarinin, sarimsak bitkilerine inokule

edildigi belirlenmis, soganlarda ise inokulasyonlar sonucunda enfeksiyon tespit
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edilememistir. Calisma kapsaminda gerceklestirilen mekanik tasinma denemeleri sonuglari

Cizelge 4.14°de verilmistir.

Cizelge 4.14. Mekanik tasinma denemeleri sonuglari

. Mekanik Tasinma Denemeleri
Izolat Ad1 Konukcu Toplandig1 Yer Etmen

Sonuclarr*
CAN 244 Pirasa Canakkale LYSV -
BUR 288 Pirasa Bursa LYSV -
BUR 293 Sarimsak Bursa LYSV +
BAL 378 Sarimsak Balikesir LYSV -
BAL 398 Pirasa Balikesir LYSV -
BUR 301 Sarimsak Bursa OoYDV +
CAN 419 Sarimsak Canakkale OoYDV -
BAL 449 Sarimsak Balikesir OoYDV +
BUR 487 Pirasa Bursa oYDV -

*+: enfekteli, -: saglikli

Mekanik tasinma denemeleri kapsaminda, indikator bitkilere inokulasyonlar
gerceklestirilen BUR 293, BUR 301 ve BAL 449 sarimsak izolatlarinin, arazi ¢alismalari
sirasinda Potyviriislerin (LYSV ve OYDV) sarimsaklarda meydana getirdigi tipik belirtiler
olan sararma, bodurlasma, mozaik, renk ac¢ilmalari, kesikli ¢izgi olusumlar1 ve yapraklarda
kivrilma belirtilerine benzer belirtileri, indikator bitkilerde de olusturdugu gozlenmistir

(Sekil 4.23 ve Sekil 4.24).

293a 293b

Sekil 4.23. BUR 293 sarimsak izolatinin mekanik tasinma denemeleri sonucunda indikator

bitkilerinde olusturdugu belirtiler 293a, 293b: kesikli ¢izgi ve renk agilmasi belirtileri
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Sekil 4.24. BUR 301 ve BAL 449 numarali OYDV izolatlarinin mekanik tasinma

denemeleri sonucunda indikator bitkilerinde meydana getirdigi yapraklarda kivrilma ve

renk acilma belirtileri

Bu c¢alisma kapsaminda gerceklestirilen mekanik taginma denemeleri, daha g¢ok
Allium cinsi bitkilerin mekanik olarak bitki 6zsuyu ile indikator bitkilere tasinabilir
oldugunu kanitlamak amaci ile gergeklestirilmistir. Klonlama analizlerinde kullanilan

izolatlar igerisinden toplandigi yer, enfekteli oldugu etmen ve konukgular1 gz Oniinde
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bulundurularak gerceklestirilen analizler sonucunda, hem LYSV’nin hem de OYDV’nin
indikator bitkilere tasindig1 belirlenmistir.

Bitki virlis hastaliklarinin tanilanmasinda kullanilan ve biyolojik yoOntemler
igerisinde yer alan mekanik inokulasyon c¢alismalarinin basarisi, virlis-konukeu iliskisine
gore farklilik gosterebilmektedir. Allium virtisleri, sinirli bir konukgu araligi ile karakterize
edilmelerine (King ve ark., 2011) ragmen diinya literatiirlerinde, Allium cinsi bitkilerin
sinirl1 olan konukgularimin mekanik olarak tasinmasina iligkin bir¢ok c¢alisma yer
almaktadir. Bu ¢alismalarda, ¢ogunlukla indikator bitki olarak yabani formda bulunan
Chenopodium tiirlerinin kullanildig1 goriilmekle birlikte Allium cinsinde yer alan ve ticari
Oonemi bulunan kiiltiir bitkileri ile gerceklestirilen calismalar da bulunmaktadir. Bu
caligmalar igerisinde C. amaranticolor ve C. quinoa indikator bitkilerinin kullanildig:
calismalarda, Bos ve ark. (1978), Noda ve Inouye (1989), Fidan (2010), bu bitkilerde
klorotik lokal lezyon ve/veya nekrotik lokal lezyonlar tespit ettiklerini bildirmislerdir. Bu
bitkilerin yani1 sira sarimsak, sogan veya pirasa bitkilerinin de kullanildigi c¢alismalar
arasinda, Kurtulus (2012) LYSV ile enfekteli 8 pirasa izolati ile gergeklestirdigi
inokulasyonlar sonucunda izolatlarin tamamini pirasa fidelerine inokule etmeyi basarmis
ve indikator bitkilerde izolatlara gore degismekle birlikte farkli siddetlerde sararma ve
bodurlagma belirtilerini rapor etmistir. Mahmoud ve ark. (2007) Misir’da bu arastirmaya
benzer sonuclar elde ettikleri ¢alismalarinda, OYDV ile enfekteli sarimsak bitkilerinden
izole ettikleri bitki 6zsularini, C. amaranticolor indikat6r bitkisine inokule ettikten sonra
olusan lokal lezyon igerisinden tekrar izole ettikleri etmeni, doku kiiltiirii yontemi ile
virilisten ari oldugunu belirledikleri iki farkli sarimsak ¢esidine ve pirasa bitkilerine inokule
etmigler ve yalnizca sarimsak bitkilerinde inokulasyonlarin gerceklestigini  ve
sarimsaklarda olusan belirtileri, bu calismada gézlenen belirtilere benzer sekilde belirgin
kesikli ¢izgi olusumlari, sararma ve yapraklarda kivrilma seklinde tanimlamislardir. Bir
baska ¢alismada Wahab ve ark. (2009) OYDV ile enfekteli pirasa sogan ve sarimsak
izolatlarini, C. murale ve Datura inoxia yabani bitkilerinin yani sira, pirasa sogan,
sarimsak ve zambak bitkilerinden olusan indikator bitkilere inokule etmisler ve bu
calismaya benzer sekilde sarimsaktan izole ettikleri etmeni tekrar sarimsak bitkisine
tasimayr basarmiglardir. Sarimsak bitkileri arasinda % 60 oraninda basariyla
gerceklestirdikleri inokulasyon g¢alismalari sonucunda indikator bitkilerde bu calismada
gbzlenen belirtilere benzer sekilde, mozaik, ¢izgi olusumu, sararma ve bodurlagma

belirtileri gozlemislerdir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

“Giliney Marmara Bolgesi’nde Allium Cinsi Bitkilerde Potyviriislerin Tanilanmasi ve

Karakterizasyonu” isimli doktora tez ¢alismasi kapsaminda 2014-2017 yillar1 arasinda,

Bursa,

Balikesir ve Canakkale illerinde pirasa, sarimsak ve sogan bitkilerinde

gergeklestirilen ve OYDV, LYSV ve TuMV hastaliklarinin bolgede mevcut durumlarinin

belirlenmesi ve elde edilen izolatlarin karakterizasyonlar ile ilgili ¢alismalara ait sonuglar

asagida Ozetlenmistir.

2014-2017 yillar1 arasinda gergeklestirilen survey c¢alismalar1 sonucunda 142’si
pirasa, 197°si sogan ve 155’1 sarimsak bitkilerinden olusan 494 o6rnegin, 181’1
Bursa, 163’1 Balikesir ve 150’si Canakkale illeri ve il¢elerinden toplanmustir.
Toplanan 6rneklerin tamami1 OYDV, LYSV ve TuMV hastaliklarina kargi DAS-
ELISA yontemi ile test edilmis ve 494 ornekten 187’si tek basina veya karisik
enfeksiyon seklinde LYSV ve/veya OYDV ile enfekteli olarak (% 37,85)
bulunmustur. Orneklerin higbirinde TuMV enfeksiyonlar1 tespit edilememistir.
DAS-ELISA testi bulgularina gore, toplanan o6rneklerin 52’sinin (% 10,52)
yalnizca LYSV ile enfekteli oldugu belirlenmis, 100 ornekte ise (% 20,24) tek
basina OYDV enfeksiyonlar1 saptanmistir. Buna ek olarak 35 izolatin (% 7,08)
karisik enfeksiyon (OYDV+LYSV) seklinde bulundugu tespit edilmistir.

LYSV ile enfekteli tiirler arasinda, pirasa izolatlari en fazla enfeksiyonu (% 92,30)
olusturan tiir olurken, OYDYV ile enfekteli tiirler arasinda ise sarimsak izolatlari
(% 77) en fazla enfeksiyon olusturan tiir olmustur.

Pirasa, sarimsak ve sogan bitkileri igerisinde hastalikli bitki sayilar1 ve toplam
bitki sayilar1 esas alinarak belirlenen enfeksiyon oranlarina bakildiginda, en fazla
prrasalarin (% 61,26) en az ise sogan (% 5,07) bitkilerinin enfekteli oldugu
saptanmis, sarimsak bitkilerinde ise bu oran % 58,06 olarak belirlenmistir.
Canakkale ili ve ilgelerinden toplanan 150 &rnegin, 82’si (% 54,66) LYSV
ve/veya OYDV ile enfekteli bulunmustur. Canakkale ilinde LYSV enfeksiyonlari
% 18,66, OYDV enfeksiyonlar1 % 27,33 olarak belirlenirken karisik enfeksiyon

orani ise % 8,66 olarak saptanmustir.
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Balikesir ili ve ilgelerinden toplanan 163 ornegin ise 70’i (% 42,94) LYSV
ve/veya OYDV ile enfekteli bulunmustur. Buna gore, LYSV enfeksiyonlar1 %
6,74, OYDV enfeksiyonlar1 % 26,99 olarak belirlenirken, karisik enfeksiyon orani
ise % 9,20 olarak saptanmustir.

Bursa ili ve ilgelerinden 181 6rnek toplanmig ve bu 6rneklerin 35’inde (% 19,33)
LYSV ve/veya OYDV enfeksiyonlar1 belirlenmistir. Bursa’da LYSV
enfeksiyonlar1 % 7,81, OYDV enfeksiyonlar1 % 8,28, karigik enfeksiyon orani ise
% 3,86 olarak saptanmustir.

Enfekteli tiirler icerisinde pirasa bitkilerinde orta damara paralel renk agilmalari
ve ¢izgi olusumlari, mozaik, bodurlasma ve bitki genelinde matlagma belirtileri en
stk gozlenen belirtiler olmustur. Sarimsak bitkilerinde ise genel olarak
yapraklarda kivrilma ve gelisme geriligi ile bodurlasma belirtileri saptanirken,
soganlarda ise olusan belirtilerin gelisme geriligi basta olmak iizere sararmalar
seklinde oldugu gozlenmistir. Simptomatolojik gozlemler sonucunda her ¢ tiir
icin de gegerli olmak tizere bahsi gecen belirtilerin LYSV ve OYDV
enfeksiyonlar1 i¢in ayirt edici belirtiler olmadigi ve bu belirtilerin goriildiigi
bitkilerde LYSV ve/veya OYDV enfeksiyonlarinin olma olasiliginin 6nemli
ol¢iide var oldugu sonucuna varilmistir.

Klonlama c¢alismalarinda kullanilmak {izere gergeklestirilen ve orneklerin
toplandig iller ve tiirlerin g6z oOniinde bulunduruldugu RT-PCR c¢alismalari
sonucunda LYSV ve OYDV ile enfekteli 10’ar izolatta, hedeflenen biiyiikliikte
bantlar (LYSV: 1030 bp; OYDV: 602 bp) elde edilmistir.

LYSV ve OYDV ile enfekteli oldugu bilinen izolatlara ait RT-PCR f{iriinleri,
klonlama yontemi ile plazmit vektoriine basari ile klonlanmig ve restriksiyon
enzimi ile kesme islemi ardindan elde edilen plazmit DNA’lardan 20 tanesi
secilerek sekans analizine gonderilmistir.

Sekans analizleri kapsaminda, Gliney Marmara Bolgesi LYSV izolatlarinin, DNA
dizilerinin kendi aralarinda gergeklestirilen ¢oklu niikleotit ve amino asit dizi
analizleri sonuglarinin sirasi ile % 79,55-99,81 ve % 80,69-100 benzerlik tasidigi
belirlenmistir.

Giliney Marmara Bolgesi OYDV izolatlarinin, DNA dizilerinin kendi aralarinda
gerceklestirilen ¢oklu niikleotit ve amino asit dizi analizleri sonucunda ise sirasi

ile % 76,25-99,67 ve % 83,50-100 benzer oldugu belirlenmistir.
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Giliney Marmara Bolgesi’nden elde edilen izolatlarin, gen bankasinda bulunan ve
diinyanin farkli bolgelerinden elde edilen 20 izolat ile gergeklestirilen ¢oklu dizi
karsilastirmalart sonucunda LYSV izolatlarinin niikleotit ve amino asit
diizeylerinde siras1 ile % 77,90-99,27 ve % 78,19-99,69 benzerlik gosterdigi
saptanmistir.

Gliney Marmara Bolgesi’nden elde edilen izolatlarin, gen bankasinda bulunan ve
diinyanin farkli bolgelerinden elde edilen 20 izolat ile gergeklestirilen ¢oklu dizi
karsilastirmalart sonucunda OYDYV izolatlarinin niikleotit ve amino asit diizeyinde
sirast ile % 74,09-84,72 ve % 79,00-92,50 benzerlik gosterdigi sonucuna
ulasilmstir.

Filogenetik analizler sonucunda olusturulan soyagaclari, Giiney Marmara Bolgesi
LYSV izolatlarinin niikleotit ve amino asit diizeyinde konukguya spesifik olarak
pirasa ve sarimsak izolatlarindan olusan iki ayr1 gruptan olustugunu gostermistir.
Giliney Marmara Bolgesi OYDV izolatlarinin niikleotit ve amino asit diizeyinde
olusturdugu soyagacinda esit sayida izolatin bulundugu iki gruptan birinde
yalnizca sarimsak izolatlarimin yer aldigi, diger grupta ise pirasa ve sarimsak
izolatlarinin birlikte bulundugu belirlenmis ve bu grupta yer alan alt gruplarin ise
farkli illere ait izolatlarin bir araya gelmesinden olustugu belirlenmistir.

Gliney Marmara Bolgesi LYSV izolatlart ile diinya izolatlarinin niikleotit ve
amino asit dizilimi kullanilarak olusturulan filogenetik soyagaci, KRO75504
erisim numarali Sirbistan ve AB005612 erisim numarali Japonya pirasa
izolatlarinin Gliney Marmara Bolgesi pirasa izolatlar1 ile birer alt grup
olusturdugu goriilmiistiir. Ayrica, KF597283 erisim numarali Meksika sarimsak
izolati, Gliney Marmara Bolgesi sarimsak izolatlar1 ile ayr1 bir grupta yer alarak
pirasa ve sarimsak tiirlerinin farkli gruplar altinda olustugu sonuclarini ortaya
cikarmustir.

Giliney Marmara Bolgesi OYDV izolatlar1 ile diinya izolatlarimin niikleotit ve
amino asit dizilimi kullanilarak goriintiilenen filogenetik soyagaci, bolge
izolatlarinin iki farkli alt grupta yer aldigin1 gostermistir. Buna gore sarimsak ve
pirasa izolatlarindan olusan birinci alt grubun, DQ925455 erisim numarali
Vietnam pirasa, AJ292223 erisim numarali Cin, AB219833 erisim numarali
Japonya ve JX429964 erisim numarali Ispanya sarimsak izolatlar1 ile ayni alt

grupta yer aldig1 belirlenmistir. Sarimsak izolatlarindan olusan diger alt grubun ise
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JX433019 erisim numarali Arjantin, JX433020 erisim numarali Almanya ve
KF623541 erisim numarali Sudan sogan izolatlart ile ayni alt grupta bulundugu
sonuclarina varilmistir.

Mekanik taginma denemeleri kapsaminda, klonlama galigmalarinda kullanilan
izolatlardan 9 tanesi indikator bitkilere inokule edilmis ve inokulasyonlar
sonucunda sarimsak izolatlar1 igerisinde 2 OYDYV izolat1 ile 1 LYSV izolatinin

sarimsak bitkilerine mekanik olarak tagindig belirlenmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda elde edilen sonuglar, Giiney Marmara Bolgesi’nde

LYSV ve OYDV etmenlerinin varligini dogrular sonuglar1 ortaya ¢ikarmistir. Pirasa, sogan

ve sarimsak bitkilerinin yetistiriciliginin yapildigi alanlarda bu etmenlerin varligi

bilinmektedir. LYSV ve OYDYV viral hastalik etmenlerinin verim ve kalite kayiplarina yol

actig1, literatiirlerde de desteklenmekte olup, bu kayiplarin azaltilabilmesi ve bundan sonra

gerceklestirilecek olan ¢alismalara katki sunabilmesi i¢in sunulan Oneriler asagida Ozet

olarak verilmistir.

Sarimsak virlis kompleksini olusturan viral hastalik etmenlerinin, vejetatif tiretim
materyalleri ile inokulum kaynagi olusturmalari ve uzak mesafelere kolaylikla
taginabilmeleri nedeni ile ftretimde sertifikali tohum kullanimina gecilmesi
gerekmektedir.

Ulkemiz Bitki Karantinas1 Yonetmeligi’'ne gore, ithal edilen yemeklik
sarimsaklarin mevzuat dahilinde bitki sagligi acgisindan gerekli analizleri
yapilmakta fakat, viral etmenler yOniinden analizler gergeklestirilmemektedir.
Yemeklik olarak gelen bu sarimsaklarin iilkemizde iiretim amagh olarak da
kullanilmasi, viral etmenler acgisindan risk olusturdugu ve bu baglamda
yonetmelikte glincellemelerin yapilmasi gerekligini ortaya ¢ikarmaktadir.
Sarimsak iiretim alanlari, tohumluk ve yemeklik olarak ayrilmali, olusturulacak bu
alanlarin birbirlerine uzak mesafelerde olmasi saglanmalidir.

Allium cinsi bitkilerin viriis hastaliklarina kars1 dayanikli gesitleri gelistirilmeli ve
bu cesitlerin adaptasyonlar1 saglanmalidir.

Potyviriislerin yaprak bitleri ile ¢ogalict olmayan formda hizli ve etkin bir sekilde
bulagsmasi, Allium cinsi bitkilerin bu viral etmen grubu ile enfekte olmasini
kolaylastirmaktadir. Bu durumun Oniine gegilebilmesi igin, vektdr bocekler ile
etkin miicadele yontemleri uygulanmali ve bu miicadele yontemlerinin {ireticiler

arasinda yayginlastirilmasi ve siirdiiriilebilir olmasi1 gerekmektedir.
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Bir viral etmenin kontrol edilebilme olasiligi, o etmenin ne zaman, nasil ve nerede
ortaya c¢iktiginin bilinmesi gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu kapsamda
molekiiler tabanli analizler ile olusturulan filogenetik soyagaci calismalart son
derece 6nem arz etmektedir. Allium cinsi bitkilerde viral etmenlerden kaynakli
olusacak zararlarin azaltilmasi ya da Oniine gecilebilmesi i¢in gergeklestirilecek
caligmalarin da, gliniimiiz bilimsel teknolojilerine paralel nitelikte olmas1 ve tim

hiz1 ile devam ettirilmesi gerekmektedir.

95



KAYNAKLAR

Alper M., Levy S., Loebenstein G., 1984. Virus Diseases in Anemones. Hassadeh 5, 105-
106.

Anonim, 2013. http://www.megep.meb.gov.tr.
Anonim, 2017a. http://www.fao.org/statistics/en/.
Anonim, 2017b. http://www.tuik.gov.tr.

Arya M., Baranwal V.K., Ahlawat Y.S., Singh L., 2006. RT-PCR Detection and Molecular
Characterization of Onion Yellow Dwarf Virus Associated with Garlic and Onion.
Current Science 91 (9): 1230-1234.

Barg E., Lesemann D.E., Vetten H.J., Green S.K., 1997. Viruses of Alliums and Their
Distribution in Different Allium Crops and Geographical Regions. First International
Symposium on Edible Alliaceae 607-616.

Bereda M., Elzbieta P., Kalinowska M., Stefan S., 2015. Genetic Diversity and Evidence
of Recombination in the Coat Protein Gene of Onion Yellow Dwarf Virus European
Journal of Plant Pathology 377-387.

Blackman R.L., Eastop V.F., 2000. Aphids on the World'scrops: An Identification and
Information Guide. John Wiley and Sons Ltd., Chichester.

Bos L., 1976. Onion Yellow Dwarf Virus. C.M.I./A.A.B. Descr. P1. Viruses. 158:4.

Bos L., Huijberts N., Huttinga H. ve Maat D.Z., 1978. Leek Yellow Stripe Virus and its
Relationships to Onion Yellow Dwarf Virus - Characterization, Ecology, and Possible
Control. Netherlands Journal of Plant Pathology. 84(5): 185-204.

Bos L., 1981. Leek Yellow Stripe Virus. CMI/AAB Descriptions of Plant Viruses. 240.
Bos L., 1983. Viruses and Virus Diseases of Allium Species. Acta Hort., 127: 11-29.

Bremer H., 1937. Cberdiebisherfalschlich "Zwiebelrotz" Genannte Gelbstreifigkeit an
Zwiebelsamentragern. Phytopath. Z. 10: 79-105.

Brierley P., Smith F.F., 1944. The Perennialtree Onion a Carrier of Onion Yellow Dwarf
Virus. Phytopathology 34: 506-507.

96



Brierley P., Smith F.F., 1946. Reaction of Onion Varieties to Yellow Dwarf Virus and to
Three Similar Viruses Isolated From Shallot, Garlic And Narcisus. Phytopathology
36: 292-296.

Burnie G., Forrester S., Greig D., Guest S., Harmony M., Hobley S., Jackson G., Lavarack
P., Melanie L., Donald R.M., Macoboy S., Molynenx B., Moodie D., Moore J.,
North T., Newan D., Pienaar K., Purdy G., Silk J., Ryan S., Schien G., 1999.
Botanica: The Illustrated A-Z of Over 10,000 Garden Plants Random House
Australia Pty Ltd, New South Wales. 74.

Canavelli A., Nome S., Conci V.C., 1998. Incidencia De Las Virosis En Cultvos De Ajo
Rosado Paraguayo. Fitopatologia Brasilera 23: 354-358.

Celli M.G., Torrico A.K., Kiehr M., Conci V.C., 2013. Striking Differences in the
Biological and Molecular Properties of Onion and Garlic Isolates of Onion Yellow
Dwarf Virus. Archives of Virology 158 (6): 377-1382.

Chen J., Adams M.J., 2001. Molecular Characterisation of a Complex Mixture of Viruses
in Garlic with Mosaic Symptoms in China. Arch Virol., 146: 1841-1853.

Chen J., Adams M.J., 2002. Characterisation of Some Carla and Potyviruses from Bulb
Crops in China. Arch Virol., 147: 419-428.

Clark M. F., Adams A.N. 1977. Characteristic of the Microplate Method of Enzyme
Linked Immune Sorbent Assay for the Detection of Plant Viruses. J. Gen. Virol., 34:
475-483.

Clark J. M., 1988. Novel Non-templated Nucleotide Addition Reactions Catalyzed by
Procaryotic and Eucaryotic DNA Polymerases. Nucleic Acids Res., 16: 9677-86.

Cohen J., Franck A., Umiel N., Hadar E., Finckelstein S., Gera A., 1996. Virus Diseases in
Anemone. Phytoparasitica 24: 170-171.

Conci V. C., Helguera M., Nome S.F., 1999. Serological and Biological Comparison of
Onion Yellow Dwarf Virus from Onion and Garlic in Argentina. Fitopatologi'a
Brasilera 24: 73-75.

97



Conci V.C., Canavelli P., Lunello J., Rienzo D., Nome S.F., Zumelzu G., Italia R., 2003.
Yield Losses Associated with Virus-infected Garlic Plants During Five Successive
Years. Plant Dis., 87: 1411-1415.

Cevik B., Pappu S.S., Pappu H.R., Benscher D., Lee R.F., Futch S.H., Rucks P., Niblett
C.L. 1995. Molecular Cloning and Sequencing of Coat Protein Genes of Citrus
tristeza virus Isolated from Meyer Lemon and Homely Tangor Trees in Florida. In:
53 Proc. Intern, Org. Citrus Virologist. IOCV, University of California, Riverside,
CA. Pp: 47-53.

Daniels J., 1999. Occurrence of Viruses in Garlic in The State of Rio Grande de Sul Brazil.
Fitopatol Brasil 24, 91.

Diekmann M., 1997. FAO/IPGRI Technical Guidelines For The Safe Movement of
Germplasm No.18. Allium spp. Food and Agriculture Organization of the United

Nations. Rome. International Plant Genetic Resources Institute, Rome. 76: 594-596.

Dovas C.I., Hatziloucas E., Salomon R., Barg E., Shiboleth Y., Katis N.I., 2001. Incidence
of Viruses Infecting Allium spp. in Greece. European Journal of Plant Pathology
107: 677-684.

Dovas C.l., Hatziloukas E., Salomon R., Barg E., Shiboleth Y., Katis N.I., 2002.
Comparisons of Methods For Virus Detection in Allium spp. J. Phytopath., 149: 11-
12.

Dovas, C.I. ve Vovlas C., 2003. Viruses Infecting Allium ssp. in Southern Italy. J. Plant
Pathol., 85: 135-135.

Drake C.J, Tate H.D. ve Harris H.M., 1933. The Relationship of Aphids to The
Transmission of Yellow Dwarf of Onion. Journal of Economic Entomology 26: 841-
846.

Edwardson J.R., Christie R.G., 1991. CRC Handbook of Viruses Infecting Legumes. Boca
Raton, FL, USA. CRC Press.

Erkan S., Giimiis M., Paylan I.C., Duman 1., Ergiin M., 2013. izmir ili ve Cevresindeki
Bazi Kislik Sebzelerde Goriilen Viral Etmenlerin Saptanmasi. Ege Univ., Ziraat Fak.

Derg., 50 (3): 311-322.

98



Fajardo T.V.M., Nishijima M., Buso J.A., Torres A.C., Avila A.C., Resende R.O., 2001.
Garlic Viral Complex: Identification of Potyviruses and Carlavirus in Central Brazil.
Fitopatologia. Brasileira 26: 619-626.

Fayad-Andre M., Dusi A.N., Resende R.O., 2011. Spread of Viruses in Garlic Fields
Cultivated Under Different Agricultural Production Systems in Brazil. Tropical Plant
Pathology 36: 341-349.

Fidan H., Baloglu S., Ko¢ G., Birisik N., 2009. Sogan ve Sarimsakda Saptanan Tirkiye
Icin Yeni Viriis Hastaliklari: Onion Yellow Dwarf Virus ve Shallot Latent Virus.
Tiirkiye III. Bitki Koruma Kongresi. 15-18 Temmuz 2009. Van.

Fidan H., 2010. Sarimsak, Sogan ve Pirasa’daki Virlis Hastaliklarinin Saptanmasi ve
Taskoprii 56 Sarimsak Tipinin En Yaygin Viriise Kars1 Reaksiyonunun Belirlenmesi.

Doktora Tezi. Cukurova Universitesi, Tiirkiye.

Gallitelli D., Minafra, A., 1994. Electroforesis Course on Plant Virus Diagnosis. 15-30
October 1994. Adana. Turkey. P.89-99.

Gardner M.W., Kendrick J.B., 1921. Turnip Mosaic. Journal of Agricultural Research. 22:
123-124.

Gera A.D., Lesemann D.E., Cohen J., Franck A., Levy S. ve Salomon R., 1997. The
Natural Occurrence of Turnip Mosaic Potyvirus in Allium ampeloprasum. Journal of
Phytopathology 145: 289-293.

Gilani S. T., Hameed S., Shah H., 2016. Occurance and Distribution of Potyviruses
Infectig Garlic in Pakistan. J. Agric. Res., Vol. 29 No.1.

Gupta N., Islam S., Sharma S.K. ve Baranwal V.K., 2017. Complete Genome Sequence of
an lIsolate of Leek Yellow Stripe Virus From Garlic in India. Journal of Plant
Pathology 99: (3).

Hardtl H., 1965. Gelbstreifigeitbeiporree. Gesunde Pflangen 17: 235-236.

Heinrich P.K., Larry D.L., 1996. Garlic The Science and Therapeutic Application of
Allium sativum L. and Related Species. Williams and Willkins, Maryland, USA.
21201-2436.

Heinze K., 1952. Uberdas Verhaltenunbestindiger Phytopathogener Virenbei der

99



Ubertragungdurch Blattliuse. Phytopath., 59: 3.

Henderson W.J., 1935. Yellow Dwarf, a Virus Disease of Onion and its Control. Res. Bull.
Of Agric. Exp., Stn. of the lwowa State College of Agriculturaland Mechanic Arts.
188: 209-255.

Hutinga H., 1975. Purification by Molecular Sieving of a Leek Virus Related to Onion
Yellow Dwarf Virus. Neth. J. PI. Path., 81-83.

James D., 1999. A simple and Reliable Protocol for the Detection of Apple Stem Grooving

Virus by RT-PCR and in a Multiplex PCR Assay. J. Virol. Methods 83: 1-9.

Jiang B., Hong N., Wang G.P., Hu J., Zhang J.K., Wang CX., Liu Y., Fan X.D., 2008.
Characterization of Citrus Tristeza Virus Strains from Southern China Based on
Analysis of Restriction Patterns and Sequences of Their Coat Protein Genes, Virus
Genes. 37(2): 185-92.

Kajihara H., Muramoto K., Fuji S., Tanaka S., Ito S., 2009. Simultaneous Detection of
Japanese Yam Mosaic Virus and Yam Mild Mosaic Virus from Yam Leaves Using a
Tube Capture Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction Assay. Gen Plant
Pathol., 75: 72-75

Karanfil A., 2014. Canakkale ilinde Marul Mozaik Viriisii (Lettuce Mosaic Virus; LMV)
Izolatlarinin Tanilanmas1 Ve Karakterizasyonu. Yiiksek Lisans Tezi. Canakkale

Onsekiz Mart Universitesi, Tiirkiye.

Katis N.l., Maliogka V.l., Dovas C.l., 2012. Viruses of The Genus Allium in the
Mediterranean Region. In: Viruses and Virus Diseases of Vegetables in the
Mediterranean Basin (Lecoq H., Loebenstein G., ed.). Academic Press, San Diego,
CA, USA. 163-208.

King A.M.Q., Adams M.J., Carstens E.B., Lefkowitz E.J., 2011. Ninth Report of the
International Committee on Taxonomy of Viruses. Elsevier Academic Press, San
Diego. USA.

Klukackova J., Navratil M., Duchoslav M., 2007. Natural Infection of Garlic (Allium
sativum L.) by Viruses in the Czech Republic. J Plant Dis Protect., 114 (3): 97-100.

100



Knoche K., Kephart D., 1999. Cloning Blunt-end Pfu DNA Polymerase-generated PCR
Fragments into pGEM-T Vector Systems. Promega Notes. 71: 10-13.

Koch M., Salomon R., 1994. Serological Detection of Onion Yellow Dwarf Virus in Garlic.
Plant Dis., 78: 785-788.

Korkmaz S., Cevik B., 2009. Marmara Bélgesi Pirasa Uretim Alanlarinda Yeni Bir Viriis
Hastalig1: Pirasa Sar1 Cizgi Viriisii. Tiirkiye III. Bitki Koruma Kongresi. Van.
Tirkiye. 15-19 Agustos 2009. s. 55-55.

Korkmaz S., Cevik B., Kurtulus E., Tuzlalt H.T., 2011. Marmara Bolgesi Sogan Uretim
Alanlarinda Yeni Bir Viriis Hastaligi: Sogan Sar1 Ciicelik Viriisti. Turkiye IV. Bitki

Koruma Kongresi Bildirileri. Kahramanmaras. Tiirkiye. s. 397.

Kumar P., Dhawan P., Mehra R., 2012. Symptoms and Losses Caused by Onion Yellow
Dwarf Virus and Iris Yellow Spot Virus Diseases of Onion Crop in Northen India.
Journal of Mycology and Plant Pathology. 42 (1): 153-160.

Kumar P., Verma R., Mishra R., Petrov N.M., Stoyanova M., Stoev A., Bakardjieva N.V.,
Gaur R.K., 2015. Molecular Characterization and Recombination Analysis of an
Indian Isolate of Onion Yellow Dwarf Virus. Eur J Plant Patho., India.

Kurtulus E., 2012. Canakkale Ilinde Pirasa Sar1 Cizgi Viriisii (Leek Yellow Stripe Virus;
LYSV)’niin Biyolojik ve Molekiiler Karakterizasyonu. Yiiksek Lisans Tezi.
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Tiirkiye.

Kurtulus E., Korkmaz S., 2014. Canakkale Ilinde Pirasa Sar1 Cizgi Viriisii (Leek yellow
stripe virus) Izolatlarin Tamlanmasi ve Karakterizasyonu. Tiirkiye V. Bitki

Koruma Kongresi, 3-5 Subat 2014, Antalya.

Lee J.B., Kim S.M,, Lee J.S., Park J.W., Choi H.S., Lee J.H., Lee K.W., Lee S.H., 2005.
Incidence and Variation of The Viruses in The Northern Ecotype Garlic. J Virol
Methods. 124 (1): 55-56.

Lot H., Chevelon V., Souche S., Dellecolle B., 1998. Effects of Onion Yellow Dwarf Virus
and Leek Yellow Stripe Virus on Symptomatology and Yield Loss of Three French
Garlic Cultivars. Plant Dis., 82: 1381-1385.

101



Lunello P., Ducasse D., Conci V., 2005. Improved PCR Detection of Potyviruses in Allium
Species. European Journal of Plant Pathology 112: 371-378.

Lunello P., Di Rienzo J., Conci VC., 2007. Yield Loss in Garlic Caused by Leek Yellow
Stripe Virus Argentinean Isolate. Plant Dis. 91: 153-158.

Mahmoud S. Y. M., Abo-el-Maaty S. A., EI-Borollosy A. M., Abdel-Ghaffar M. H., 2007.
Identification of Onion Yellow Dwarf Potyvirus as One of the Major Viruses
Infecting Garlic in Egypt. American-Eurasian Journal of Agricultural and

Environmental Science. VVol.2 No.6 pp.746-755.

Majumder S., Yadav V., Yakasai M.A., Muhammad J.Y., 2017. First Report of Onion
Yellow Dwarf Virus in Garlic From Nigeria. Journal of Plant Pathology 99 (1): 287-
304.

Manglli A., Heyam S.M., El Hussein A.A., Giovanni E., Albanese G., Tomassoli L., 2014.
Molecular Analysis of the 3’ Terminal Region of Onion Yellow Dwarf Virus from
Onion in Southern Italy. Phytopathologia Mediterranea 53 (3): 438-450.

Melhus LE., Reddy C.S., Henderson W.J., Vestal E., 1929. A New Virus Disease
Epidemic Ononions. Phytopathology 19: 73-77.

Newton C.R., Graham A., 1994. In: PCR, BIOS Scientific Publishers. Ltd., Oxford, UK.
13.

Noda C., Inouye N., 1989. Leek Yellow Stripe Virus Isolated from an Ornamental Allium
Plant in Japan. Ann Phytpath. Soc., Japan. 55: 208-215.

Novak J.B., 1959. A Contribution to the Knowledge of the Viroses of Bulbous Vegetables
in the Czechoslovak Republic 287-309.

Ohshima K., Yamaguchi Y., Hirota R., 2002. Molecular Evolution of Turnip Mosaic
Virus: Evidence of Host Adaptation, Genetic Recombination and Geographical
Spread. Journal of General Virology 83: 1511-1521.

Pramesh D., Baranwal V.K., 2015. Production of Virus Free Garlic Trough Meristem Tip
Culture After Solar or Hot Air Treatment of Cloves.The Journal of Horticurltural

Science and Biotechonolgy. Volume 90: 180-186.

102



Provvidenti R., Brunt A.A., Crabtree K., Dallwitz M.J., Gibbs A.J., Watson L. 1996.
Turnip Mosaic Potyvirus. In: Viruses of Plants, Wallingford, CAB International, UK.
pp. 1340-1343.

Rowhani A., Maningas M.A., Lile L.S., Daubert S.D., Golino D.A., 1995. Development of
a Detection System for Viruses of Woody Plants Based on PCR Analysis of
Immobilized Virions. Phytopathology 85: 347-352.

Saffar Z.N., Torabi S., Naghavi M., Golnaraghi A.R., Aryakia E., 2013. Onion Yellow
Dwarf Virus on Leek, Onion, Shallot And Welsh Onion in Iran. Journal of Plant
Pathology 95 (4, Supplement). 4: 69-77.

Salomon R., 2002. Virus Diseases in Garlic and the Propagation of Virus-free Plants. In:
Allium Crop Science: Recent Advances. Rabinowitch H.D., Currah L. (ed.). New
York. CABI Publ., 311-328.

Schultz E.S., 1921. A Transmissible Mosaic Disease of Chinese Cabbage, Mustard and
Turnip. J Agric Res., 22: 173-177.

Scrace., Denton J.O., Clover G.R.G. 2015. Potyviruses and Tobraviruses Infecting
Ornamental Allium Species in the United Kingdom. New Disease Reports 32, 13.

Sevik M.A., Akcura C., 2013. Viruses Occurring in Onion Crop in Amasya Province, the
Major Onion Producing Region in Turkey. Indian Journal of Virology 24, 78-81.

Sevik M.A., Temiz A., 2011. Amasya Ili Sogan Uretim Alanlarinda Onion Yellow Dwarf
Virus (OYDV)’un Belirlenmesi. Tirkiye IV. Bitki Koruma Kongresi,

Kahramanmaras. Bildiri Ozetleri. s. 398.

Shahraeen N., Lesemann D.E., Ghotbi T., 2008. Survey for Viruses Infecting Onion,
Garlic and Leek Crops in Iran. Bull OEPP/EPPO Bull. 38: 131-135.

Shukla D.D., Ward C.W., 1988. Amino Acid Sequence Homology of Coat Proteins as a
Basis for Identification and Classification of the Potyvirus Group. Journal of General
Virology 69: 2703-2710.

Simon P.W., Jenderek M.M., 2003. Flowering, Seed Production and the Genesis of Garlic
Breeding. Plant Breeding Reviews. Vol. 23: 211-244.

103



Sivaprasad Y., Sivaprasad P., Garrido K., Mendez P., Silvia A., Garrido L., 2017. First
Report of Onion Yellow Dwarf Virus Infecting Onion in Ecuador. Journal of Plant
Pathology 99 (1): 287-304.

Stefanac Z., Plese N., 1980. Turnip Mosaic Virus in Two Mediterranean Allium Species,

Proc. 5th Congr. Mediterranean Phytopathological Union. Patras, Greece. 37-38.

Suehiro N., Matsuda K., Okuda S., Natsuaki T. 2005. A simplified Method for Obtaining
Plant Viral RNA for RT-PCR. J Virol Methods. 125 (1): 67-73.

Sumi S., Tsuneyoshi T., Fututani H., 1993. Novel Rod-shaped Viruses Isolated from
Garlic, Allium sativum, Possessing a Unique Genome Organization. Journal of
General Virology 74: 1879-1885.

Tabannera N., Fernandez-Tabanera E., Lunello P., Garcia-Arenal F., 2017. First Report of

Onion Yellow Dwarf Virus in Leek (Allium ampeloprasum var. porrum) in Spain.

Takaichi M., Yamamoto M., Nagakubo T., Oeda K., 1998. Four Garlic Viruses Identified
by Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction and Their Regional
Distribution in Northern Japan. Plant Dis., 82: 694-698.

Takaichi M., Nagakubo T., Oeda K., 2001. Mixed Virus Infection of Garlic Determined by
a Multivalent Polyclonal Antiserum and Virus Effects on Disease Symptoms. Plant
Dis., 85: 71- 75.

Takaki F., Sano T., Yamashita K., 2006. The Complete Nucleotide Sequence of Attenuated
Onion Yellow Dwarf Virus: A Natural Potyvirus Deletion Mutant Lacking The N-
Terminal 92 Amino Acids Of HC-Pro. Arch Virol. 151: 1439-1445.

Takaki F., Sano T., Yamashita K., Fujita T., Ueda K., Kato T., 2005. Complete Nucleotide
Sequences of Attenuated and Severe Isolates of Leek Yellow Stripe Virus from Garlic
in Northern Japan: ldentification of Three Distinct Virus Types in Garlic And Leek
World-Wide. Arch Virol. 150: 1135-1149.

Taskin H., Baktemur G., Kurul M., Biiyiikalaca S., 2013. Use of Tissue Culture
Techniques for Producing Virus-Free Plant In Garlic and Their Identification
Through Real-Time Pcr. Hindawi Publishing Corporation the Scientific World
Journal. Volume 5.

104



Tate H.D., 1940. Insects as Vectors of Yellow dwarf, a Virus Disease of Onion. lowa State
College Journal of Science. 14: 267-294.

Temaja 1.G.R.M., Puspawati N.M., Mayadewi N.N.A., 2012. Utilization of SDT-RT-PCR
For Plant Virus Detection. J. Agric. Sci. and Biotechnol.

Tsuneyoshi T., Matsumi T., Natsuaka K. T., Sumi S., 1998. Nucleotide Sequence Analysis
of Virus Isolates Indicates the Presence of Three Potyvirus Species in Allium plants.
Arch. Virol 143: 97-113.

Tuzlali H.T., 2012. Canakkale Ilinde Karnabahar Mozaik Viriisii (Cauliflower Mosaic
Virus; Camv) izolatlarinin Tanilanmas1 ve Karakterizasyonu. Yiiksek Lisans Tezi.

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Tiirkiye.

Van der Vlugt R.A.A., Steffens P., Cuperus C., Barg E., Lesemann D.E., Bos L., Vetten
H.J., 1999. Further Evidence That Shallot Yellow Stripe Virus (SYSV) is a Distinct
Potyvirus and Re ldentification of Welsh Onion Yellow Stripe Virus as a SYSV
Strain. Phytopathology 89: 148-155.

Van Dijk P., 1993a. Carlavirus Isolates From Cultivated Allium Species Represent Three
Viruses. Netherlands J. Plant Pathol. 99: 233-257.

Van Dijk P., 1993b. Survey and Characterisation of Potyviruses and Their Strains of
Allium Species. Neth. J. Plant Pathol. 99, 1-48.

Vieira R.L., Silva A.L., Zaffari G.R., Steinmacher D.A., Fraga H.P.F, Guerra M.P., 2015.
Efficient Elimination of Virus Complex from Garlic (Allium sativum L.) by
Cryotherapy of Shoot Tips. Acta Physiologiae Plantarum 37: 1733.

Wahab A.S.A., Elnagar S.,El-Sheikh M.A.K., 2009. Incidence of Aphid-Borne Onion
Yellow Dwarf Virus (OYDV) in Alliaceae Crops and Associated Weeds in Egypt 4 th

Conference on Recent Technologies in Agriculture.

Walsh J.A., Jenner C.E., 2002. Turnip Mosaic Virus and the Quest for Durable Resistance.
Molecular, Plant Pathology 3 (5): 289-300.

Ward L.1., Perez-Egusquiza Z., Fletcher J. D., Clover G. R. G., 2009. A Survey of Viral
Diseases of Allium crops in New Zealand Australasian Plant Pathology 38: 533-539.

105



Yamashita K., Sakai J., Hanada K., 1996. Characterization of a New Virus Garlic (Allium
sativum L.), Garlic Mite-borne Mosaic Virus. Annals of the Phytopathological
Society of Japan. 62: 483-489.

Zheng L., Wayper P.J., Gibbs A.J., Fourment M., Rodoni B.C., Gibbs M.J. 2008.
Accumulating Variation at Conserved Sites in Potyvirus Genomes is Driven by

Species Discovery and Affects Degenerate Primer Design. PLoS ONE 3: 186.

106



EKLERI



EK 1. DAS-ELISA ANALIZLERINDE KULLANILAN TAMPON COZELTILER

A. Agdia Kitinde Kullanilan Tampon Cozeltiler
Carbonate Coating buffer (1X) pH 9.6, 1000 ml saf su icerisinde

Sodium carbonate (anhydrous) 159¢g
Sodium bicarbonate 293¢
Sodium azide 0,2g
PBST Buffer (Wash Buffer) (1X) pH 7.4, 1000 ml saf su icerisinde
Sodium chloride 8.0 g 8,040
Sodium phosphate, dibasic (anhydrous) 1,15¢
Potassium phosphate, monobasic (anhydrous) 0,2¢g
Potassium chloride 0,2¢g
Tween-20 05¢g
ECI Buffer (1X) pH 7.4, 1000 ml PBST icerisinde
Bovine serum albumin (BSA) 29
Polyvinylpyrrolidone (PVP) MW 24-40,000 209
Sodium azide 0,29
PNP Buffer (1X) pH 9.8, 1000 ml saf su igerisinde
Magnesium chloride hexahydrate 01g
Sodium azide 0,2¢g
Diethanolamine 97 ml
General Extract Buffer (GEB 1X) pH 7.4, 1000 ml PBST igerisinde
Sodium sulfite (anhydrous) 1.3¢g
Polyvinylpyrrolidone (PVP) MW 24-40,000 20¢g
Sodium azide 0,2g

Powdered egg (chicken) albumin, Grade Il 290



EK 1. Devam

B. Bioreba Kitinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

Washing buffer PBS-Tween pH 7.4, 1000 ml saf su icerisinde

NaCl 8¢
KH, PO, 0,29
Na, HPO, 1,159
KCI 0,29
Tween 20 05¢g
Coating buffer pH 9.6, 1000 ml saf su icerisinde
Na,CO; 1599
NaHCO; 293¢
NaNs; 0,29
Conjugate buffer pH 7.4, 1000 ml saf su icerisinde
TRIS 2449
NaCl 8¢
PVP K25 (MW 24000) 29
Tween 20 05¢g
BSA (bovine serum albumin) 2.00¢
MgCl,-6 H, O 0,29
KCI 0,29
Substrate buffer pH 9.8, 1000 ml saf su icerisinde
Diethanolamine 97 ml
NaN; 029
Extraction buffer General pH 7.4, 1000 ml saf su icerisinde
TRIS 249
NaCl 8¢
PVP K25 (MW 24000) 29
Tween 20 0549
KCI 0,29

NaN3 012 g



EK 2. RT-PCR Analizleri Kapsaminda Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. 50X TAE buffer pH:8.3, 1000 ml saf su i¢erisinde
10mM Tris, 0,5 mM EDTA

Tris 12119
Glical Asetik asit 5719
EDTA 100 ml

2.0,5S M EDTA pH:8.0, 1000 ml saf su icerisinde
EDTA 186,1 g

3.1 M Tris pH:8.0, 1000 ml saf su icerisinde
Tris 121,19

4. Ethidium bromide, 1000 ml saf su icerisinde

Ethidium bromide 10 mg



EK 3. Klonlama Analizleri Kapsaminda Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. IPTG stock solution (0.1M), 50 ml su icerisinde

Isopropyl B-D-thiogalactopyranoside (IPTG) 1,29
2. X-Gal (2ml)
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-d-galactoside 100 mg

3. LB ortamm ph:7.0, 1000 ml saf su icerisinde

Bacto-tryptone 10¢g
Bacto-yeast extract 5¢
NaCl 59

4. LB (ampicillin)

1 It LB ortamina 15 g agar eklenir ve otoklav edilir. Karigim 50 °C’ye diisiince 400ul

ampicillin eklenir.

5. LB (Xgal, IPTG, ampicillin)

11t LB ortamina 15 g agar eklenir ve otoklav edilir. Karisim 50 °C’ye diisiince, hazirlanan

stoklardan olmak tizere Iml IPTG, 1 ml X-Gal eklenir.



EK 4. Mekanik Tasinma Denemelerinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. 1X Fosfat Tampon Cozeltisi, pH 7.4

NaCl 8¢
KH,PO, 0,29
Na,HPO, 1,159
KCI 0,29
NaN; 0,29
H.0 1000 ml

%0.1 Mercaptoethanol eklenmistir.

VI



OZGECMIS
KISISEL BILGILER
Ad1 Soyadi: Hasan Tuna TUZLALI
Dogum Yeri: ADANA
Dogum Tarihi: 24.07.1984

EGITIM DURUMU

Lisans Ogrenimi: Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi

Yiiksek Lisans Ogrenimi: Canakkale Onsekiz Mart Univeritesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Bildigi Yabanci Diller: Ingilizce, YDS 75.00 (C)

BILIMSEL FAALIYETLERI

a) Yaynlar -SCI —Diger

Karanfil A., Tuzlali H. T ve Korkmaz S. Molecular Characterization of Apple Mosaic Virus Isolates
From Apple Orchards of Canakkale Province in Turkey. Fresenius Enviromental Bulletin, Volume
26- No: 3, 2139-2144. 2017.

Elbeaino T., Kubaa A.K., Tuzlali H.T ve Digiaro M. Pittosporum cryptic virus 1: Genome Sequence
Completion Using Next-Generation Sequencing. Arch Virol, 2016.

Tuzlal,, H.T. ve Korkmaz, S. Canakkale Ilinde Karnabahar mozaik viriisii (Cauliflower mosaic virus;
CaMV) Izolatlarmin Tamlanmasi ve Karakterizasyonu". Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Dergisi, 27(1): 1-7, 2014.
Tuzlali, H.T., Karanfil A., Korkmaz, S. Gliney Marmara Bolgesi’nde Allium Cinsi Bitkilerde Sogan

Sar1 Ciicelik Viriisii’niin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi. VII. Ulusal Bahge Bitkileri Kongresi, 25-
29 Agustos 2015, Canakkale.

\l



b) Bildiriler -Uluslararas1 —Ulusal

Korkmaz, S., Cevik, B., Kurtulus, E. ve Tuzlali, H.T. Giineybat1 Marmara Bolgesi’'nde
Brassicaceae ve Alliaceae Familyasina Bagh Bitkilerde Viriis Hastaliklarinin Teghisi.
Canakkale Tarimi Sempozyumu, Diinii Bugiinii Gelecegi, 10-11 Ocak 2011, Canakkale,
460-467.

Karanfil A., Tuzlali H.T., Korkmaz S. Canakkale ilinde Marul Mozaik Viriisii (Lettuce
mosaic virus; LMV) Izolatlariin Tanilanmas1 ve Karakterizasyonu. VII. Ulusal Bahce
Bitkileri Kongresi, 25-29 Agustos 2015, Canakkale, 27.

Kundak¢1 E., Tuzlali H.T., Korkmaz S. Canakkale ilinde Elma mozaik viriisii (Apple
mosaic virus; ApMV) Izolatlarinin Tanilanmas1 ve Karakterizasyonu. Tiirkiye V. Bitki
Koruma Kongresi, 3-5 Subat 2014, Antalya, 265.

Cevik B., Korkmaz S., Satar S., Tuzlali H.T. Turunggil Trizteza Viriisii izolatlarmin Aphis
gossypii Vektorii Tarafindan Alimininin Real-Time RT-PCR Yontemiyle Tanilanmasi.
Tiirkiye V. Bitki Koruma Kongresi, 3-5 Subat 2014, Antalya, 273.

Korkmaz, S., Cevik, B., Satar, S., Ko¢, N.K., Akdura N., Kurtulus, E. ve Tuzlali, H.T.
Ulkemizde Bulunan Turunggil Tristeza Viriisii Izolatlarinin Tek Sarmal Konformasyonel
Polimorfizm (Single Strand Conformation Polymorphism; SSCP) Profillerinin
Belirlenmesi. Tiirkiye IV. Bitki Koruma Kongresi, 28-30 Haziran 2011, Kahramanmaras,
81.

Tuzlali, H.T. ve Korkmaz, S. Canakkale ilinde Karnabahar Mozaik Viriisii (Cauliflower
mosaic virus; CaMV)’niin Serolojik ve Molekiiler Yontemlerle Tanilanmasi. Tiirkiye IV.

Bitki Koruma Kongresi, 28-30 Haziran 2011, Kahramanmaras, 396.
Korkmaz, S., Cevik, B., Kurtulus, E. ve Tuzlali, H.T., 2011. Marmara Bolgesi Sogan

Uretim Alanlarinda Yeni Bir Viriis Hastalig1: Sogan Sar1 Ciicelik Viriisii. Tiirkive IV. Bitki

Koruma Kongresi, 28-30 Haziran 2011, Kahramanmaras, 397.

VI



Tuzlali H.T, Korkmaz, S. Identification and Characterization of Cauliflower mosaic virus
(CaMV) Isolates in Canakkale Province. 14th International Symposium Prospects For The
3rd Millenium Agriculture, 24th-26th of September 2015, Cluj-Napoca, Romania.

Tuzlali H.T, Korkmaz, S. Determination of Leek Yellow Stripe Virus (LYSV) in Aliium
Genus Plants in South Marmara Region by DAS-ELISA Method. 14th International
Symposium Prospects For The 3rd Millenium Agriculture, 24th-26th of September 2015,

Cluj-Napoca, Romania.

Karanfil A., Korkmaz S., Tuzlali H.T., Current Situation of Citrus Tristeza Virus in
Turkey. Second Student Scientific Conference, Ecology and Enviroment, May 16-17, 2014,

Bulgaria.

Karanfil A., Tuzlali H.T., Korkmaz S., Plant Viruses Relation with Aphids and Manners of
Transmission. Second Student Scientific Conference, Ecology and Enviroment, May 16-17,
2014, Bulgaria.

IS DENEYIMI
Mersin Zirai Karantina Midirligi: 25.02.2016 — devam ediyor
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii: 26.08.2009-16.02.2016

ILETISIM
E-posta Adresi: tunatuzlali@comu.edu.tr, hasantuna.tuzlali@tarim.gov.tr



