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OZET

DOMATES KAHVERENGI BURUSUK MEYVE VIRUSU’NE (ToBRFV)
KARSI SOLARIZASYON VE TOPRAGA DEZENFEKTAN UYGULAMASININ
ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

Hiiseyin Utku SIMSIR
Yiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dal
Damisman: Dog. Dr. Hakan FIDAN
Subat 2024; 27 sayfa

ToBRFV (Tomato brown rugose fruit virus), énemli bir viral etmen olup domates Gretim
alanlarinda verim ve kayiplarina neden olmaktadir. Hastalik kaynagi viriis kokenli
olmasindan dolay1 dogrudan bir kimyasal uygulamasi ile kontrol altina alinamamaktadir.
Bu nedenle hastaligin kontroliinde, yalnizca dayanikli c¢esitlerin kullanilmasi ve
sanitasyon gibi kiiltiirel 6nlemler alinmaktadir. TOBRFV, domates iiretim alanlarindaki
topraklarda iki yildan daha uzun bir sire kalmakta olup enfeksiyon meydana
getirmektedir. Bu ¢alisma ile onceki yillarda ToOBRFV denemesi yapilmis bir domates
tretim alanindaki ToBRFV enfeksiyonu, enfeksiyonun etkinligi, ToBRFV’nin
viriilensligi, enfeksiyonu dnlemek amagli solarizasyon ve ¢esitli dezenfektan denemeleri
yapilmasi amaglanmistir. TOBRFV bulunan sera igerisinde, solarizasyon ve dezenfektan
uygulamasi yapildiktan sonra, topraga dikilecek olan domates bitkilerinde olusan
belirtiler gozlemlenecek, molekiller RT-PCR analizleri yapilacak ve sonuglara gore
istatiksel analizlerle birlikte farkli dezenfektan uygulamalar karsilastirilarak, hangi
yontemin topraktaki ToBRFV varligina olan etkinliginin daha verimli oldugu
arastirillacaktir. Bu sayede ToBRFV bulunan domates liretim alanlarinda, hastaligin
kontrol altina alinmasi ve verim/kalite kayiplarinin dniine gegilmesi amaclanmustir.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTIVENESS OF SOLARIZATION AND SOIL
DISINFECTANT APPLICATION AGAINST TOMATO BROWN RUGOSE
FRUIT VIRUS (ToBRFV)

Hiiseyin Utku SIMSIR
MSc Thesis in Plant Protection
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hakan FIDAN
February 2024; 27 pages

ToBRFV (Tomato Brown Rugose Fruit Virus) is an important viral agent that causes
yield and yield losses in tomato production areas. Since the source of the disease is viral,
it cannot be controlled by a direct chemical application. Therefore, only cultural measures
such as the use of resistant varieties and sanitation are taken to control the disease.
ToBRFV persists in the soils of tomato production areas for more than 2 years and causes
infection. The aim of this study was to investigate ToBRFV infection in a tomato
production area where TOBRFV trials were conducted in previous years, the effectiveness
of infection, virulence of ToBRFV, solarization and various disinfectants to prevent
infection. In the greenhouse with TOBRFV, after solarization and disinfectant application,
the symptoms of the tomato plants to be planted in the soil will be observed, molecular
RT-PCR analysis will be carried out and according to the results, statistical analysis and
different disinfectant applications will be compared and which method is more effective
against the presence of ToBRFV in the soil will be investigated. In this way, it is aimed
to control the disease and prevent yield/quality losses in tomato production areas with
ToBRFV.

KEYWORDS: Disinfectant, RT-PCR, Soil, Solarization, TOBRFV
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AKADEMIK BEYAN

Yiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Domates Kahverengi Burusuk Meyve
Viriisi'ne (ToBRFV) Kars1 Solarizasyon ve Topraga Dezenfektan Uygulamasinin
Etkinliginin Arastirilmasi” adli bu ¢calismanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun
olarak yazildigin belirtir, bu tez galismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini
gosterdigimi beyan ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

°C : Santigrat Derece

% : Yizde
pl @ Mikrolitre
ml : Mililitre

cm: Santimetre

mm: Milimetre

Kisaltmalar

AU :Akdeniz Universitesi

BAP :Bilimsel Arastirma Projeleri

Bp :Baz Cifti

CMV :Cucumber mosaic virus

CGMMV :Cucumber green mottle mosaic virus

CP :Coat protein (Kilif proteini)

CTAB :Cetyldimethylethyl Ammonium Bromide
ddH20 :Cift Distile Su

DNA :Deoksiriboniikleik Asit

dNTP :Deoxyribonucleotide Triphosphate

EDTA :Etilendiamin Tetraasetikasit

EPPO :Avrupa ve Akdeniz Bitki Saghgin1 Koruma Orgiitii
FAO :Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
g :Force (g kuvveti)

HCI ‘Hidroklorik Asit

HPLC :High Performance Liquid Chromatography
Kb :Kilobaz

Vi



kDA :Kilodalton

MP :Movement protein (Hareket proteini)

NCBI :National Center for Biotechnology Information
ORF :Acik Okuma Bolgeleri

PepMV :Pepino mosaic virus

pH :Power of Hydrogen

PSTVd :Potato spindle tuber viroid

PCR :Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RNA ‘Ribonukleik Asit

RT-PCR :Reverse Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Rpm :Revolutions per minute (Dakikada donme sayisi)
T™MV :Tobacco mosaic virus

ToCV :Tomato chlorosis virus

TICV :Tomato infectious chlorosis virus

ToMV :Tomato mosaic virus

ToBRFV :Tomato brown rugose fruit virus

TSWV :Tomato spotted wilt virus

TUIK :Tiirkiye Istatistik Kurumu

TYLCV :Tomato yellow leaf curl virus

uv :Ultra Viole

\Y/ ‘Volt

vd. :ve digerleri

Vil
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1. GIRIS

Solanaceae familyasinin bir {iyesi olan domates (Solanum lycopersicum L.), dinya
capinda en yaygin yetistirilen sebzelerden biridir. Gliniimiizde diinya ¢apinda 180 milyon
ton domates yetistirilmekte ve iiretim her yil artmaktadir (FAO 2021). Domates, agik
tarla, tinel ve sera gibi ¢esitli iklim kosullarina yetistirilebilmektedir. Genis bir iklim
kusagina sahip olan Tiirkiye, dnemli domates {ireticileri arasinda yer almaktadir (FAO
2021). Solanum lycopersicum, birgok tilkede ticari olarak yetistirilen ve tiiketilen dnemli
bir tek yillik sebze tiiriidiir. Ulke genelinde 4 milyon tonu seralarda olmak (izere domates
uretimi ile Turkiye, diinyada dordiincii sirada yer almaktadir (FAO 2021). Turkiye'nin
Akdeniz Bolgesi'nde yer alan Antalya ilinde her yil sofralik tiiketim i¢in hem seralarda
hem de tarlalarda bir milyon ton domates yetistirilmektedir (TUIK 2022).

Yaklasik 200 bitki patojeni domates bitkilerini enfekte etmektedir. Virusler, funguslar,
bakteriler ve fitoplazmalar, domates bitkilerini enfekte ederek tretim izerinde 6nemli bir
etkiye neden olabilir (Panno vd. 2021). Ozellikle viriis enfeksiyonlari, diisiik iiriin
verimine, diisiik besin igerigine, kisa raf omriine ve kotii meyve kalitesine yol acarak
urnlerin pazarlanamaz hale gelmesine sebep olabilir (Hanson vd. 2016). Domates
bitkilerinde 130'dan fazla virs ve virls benzeri patojen rapor edilmistir (Hanssen ve ark.
2010). Domates lekeli solgunluk virtisti (TSWV), Domates bulasici kloroz viriisii (TICV),
Hiyar mozaik viriisii (CMV), Domates sar1 yaprak kivirciklik virtst (TYLCV), Pepino
mozaik virtsi (PepMV) ve Domates kloroz viriisii (ToCV) gibi domatesi enfekte eden
bircok virls etmenine siklikla rastlanmaktadir (Rosell6 vd. 1996; Navas-Castillo vd.
2011; Duffus vd. 1996; Rendina vd. 2019; Van der Vlugt vd. 2011; Wintermantel ve
Wisler 2006). Son zamanlarda, domates iiretiminde ciddi kisitlamalara neden olan yeni
viriisler rapor edilmistir, bunlar arasinda torradoviriisler ve Domates kahverengi burusuk
meyve virlisii (ToOBRFV) yer almaktadir (Van der Vlugt ve ark. 2015; Oladokun ve ark.
2019).

Domates kahverengi burusuk meyve virtsi (TOBRFV), Tutlin mozaik viriisi (TMV) ve
Domates mozaik virlsi (ToMV) gibi bir tobamovirtstir. Tobamovirisler pozitif
polariteye sahip tek sarmalli bir RNA molekiiliine sahiptir. Domatesleri tobamoviriislere
kars1 dayanikl1 hale getiren Tm-22 genini kirabilir; TMV ve ToMV’ye dayanikli gesitleri,
bu yeni viriise kars1 savunmasiz hale getirebilir. Tm-2%'ye dayanikli gesitlerde meyve
rengi degisene kadar semptom vermezken, Tm-2%ye dayanikli olmayan gesitlerde
cogunlukla kahverengi lekeler ortaya ¢ikar. Bu belirtiler ¢eside bagli olarak degisiklik
gosterebilmektedir (Fidan 2020).

Bitki hiicresi 6ldiigiinde, toprakta veya bitki artiklarinda enfektivitesini siirdiirebilen bazi
stabilitesi yiiksek viriis etmenleri bulunmaktadir. Bunlar genellikle Tobamoviris cinsinde
icerisinde yer almaktadir. 2014’te Domates kahverengi burusukluk meyve viriisii de bu
gruba dahil olustur. Bu viriis etmenleri, temas yoluyla ve 6zellikle Uretim esnasinda
yapilan kiiltiirel islemler esnasinda taginmaktadir. Viriisiin hiicre igerisine girmesi i¢in
yara dokular1 olusmasi gerekmektedir. Bu kiiltiirel islemler sirasinda epidermal tiiyler
kirilir, bulasik bitki 6zsuyu islemi gerceklestiren kisinin eline, kullandigi alet ve
ekipmana ve hatta kiyafetlerine bulagmaktadir. Bitkide meydana gelen mikro yaralar
viriislerin bitki hiicresine giris yapmasina olanak saglayarak yayilmaya neden olmaktadir.
Tobamoviriislerin aynt zamanda tohumla tasinmalart ciddi problemlere yol
acabilmektedir (Fidan vd., 2024)
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Sekil 1.1. ToBRFV’nin domates bitkisindeki simptomlari ve genom yapisi

ToBRFV, son zamanlarda tanimlanmis ve domates bitkileri i¢in ciddi ekonomik
kayiplara neden olan bir tehdit olarak 6ne ¢ikmaktadir. TOBRFV'nin belirtileri hem
yapraklarda hem de meyvelerde ortaya ¢ikmaktadir. Yapraklarda kivrilma, mozaik
desenler ve renk degisikligi gézlemlenirken, meyvelerde kahverengi, piiriizlii ve rugoz
(burusuk) lekeler gézlemlenmektedir. Viriis son derece bulasicidir ve dogrudan temas,
kontamine aletler ve tohumlar araciligiyla yayilmaktadir. Bu viriisiin etkisi, domates
veriminde hem miktar hem de kalite agisindan bir azalmaya neden olmaktadir. Enfekte
meyveler, istenmeyen gorinimleri sebebiyle genellikle pazarlanamaz hale gelmektedir.
ToBRFV'nin dlinya genelinde gesitli bolgelerde goriilmesi, cografi yayilmasini 6nlemeye
yonelik c¢abalar1 tesvik etmektedir. Yonetim stratejileri arasinda sertifikali tohum
kullanimi, uygun sanitasyon uygulamalar1 ve entegre zararli yonetimi tekniklerinin
uygulanmasi bulunmaktadir (Fidan vd. 2019)

ToBRFV (Tomato brown rugose fruit virus), 2016 yilindan beri EPPO listesinde yer alan
onemli bir viral etmen olup domates liretim alanlarinda verim ve kayiplarina neden
olmaktadir (Salem vd. 2016). Tiirkiye’de ise 2019 yilinda domates ekim alanlarinda
goriilmeye baslamistir ve 6nemli verim kayiplarina neden olmaya devam etmektedir
(Fidan vd. 2019). Hastalik kaynagi viriis kokenli olmasindan dolayr dogrudan bir
kimyasal uygulamasi ile kontrol altina alinamamaktadir. Bu nedenle hastaligin
kontrolinde, yalnizca dayanikli ¢esitlerin kullanilmasi ve sanitasyon gibi kiiltiirel
onlemler alinmaktadir. TOBRFV, domates tiretim alanlarindaki topraklarda 10 yildan
uzun bir sure kalmakta olup enfeksiyon meydana getirmektedir (Batuman vd. 2020). Bu
nedenle hastaligin goriildiigii alanlarda, dayanikli ¢esitler kullanilmadigi alanlarda
hastalik uzun yillar boyunca domates tiretimini kisitlamaktadir. Topraktaki inokulumun,
enfeksiyon yeteneginin engellenmesi amaciyla solarizasyon ve dezenfektan uygulamalari
gibi farkli yontemler 6ne siiriilmiistiir. Ancak bunlarin etkinligine dair ¢aligmalar olduk¢a
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kisithidir. Bu nedenle calisma kapsaminda solarizasyon yonteminin ve dort farkli
dezenfektanin, ToOBRFV enfeksiyon etkinligi iizerine etkisi incelenmistir. TOBRFV
bulunan sera igerisinde, solarizasyon ve dezenfektan uygulamasi yapildiktan sonra,
topraga dikilen domates bitkilerinde olusan belirtiler gozlemlenmistir. Hastalik
skorlamasi ile farkli uygulamalarin viriis lizerine etkisi incelenmistir. Ayrica hastaligin
latent olarak, uygulama sonrasinda bitki dokusunda yayilim: RT-PCR metodu ile kontrol
edilmistir. Bu sayede farkli dezenfektan uygulamalarinin ve solarizasyon uygulamasinin,
hastaligin belirtilerine olan etkisinin arastirilmasmna ek olarak ayni zamanda,
ToBRFV nin bitkide yayilimina etkisi arastirilmigtir. Farkli uygulamalar karsilastirilarak,
hangi yontemin topraktaki ToBRFV varligina olan etkinliginin daha verimli oldugu
arastirilmistir. Bu sayede ToBRFV bulunan domates liretim alanlarinda, hastaligin
kontrol altina alinmasi ve verim/kalite kayiplarinin oniine ge¢ilmesi amaci ile ¢ézim
Onerileri ortaya koyulmustur.

Tobamoviriisler, diinya ¢apinda sebze {irlinlerine ciddi zararlar veren, oldukga stabil,
mekanik olarak bulasan tohum kaynakli viriislerdir. Tobamovirtisler, enfekte olmus
bliylime dongiilerinden kalan bitki kalintilarinda aylarca toprakta korunur ve
yasayabilmetedir (Reingold vd. 2016, Dombrovsky vd. 2017). Kil materyaline adsorbe
edilen viris partikiilleri bir y1ldan uzun siire bulasiciligini siirdiirebilmektedir (Gtilser vd.
2008). Kirlenmis toprak, birbirini takip eden biiyiime dongiileri sirasinda viral yayilmanin
birincil kaynagmi olusturmaktadir (Lister 2022). Ozellikle, tobamoviriislerin toprak
aracilt hastalik yayilimi genellikle dikim asamasinda viriislerin mekanik olarak taginmasi,
yarali kokler ve kontamine topragin fidelere yapismasi yoluyla gerceklesmektedir.
Dikkatli bir sekilde sterilize edilmis dikim prosediirlerinin uygulanmasi ve kontamine
toprakla temas eden kokleri izole etmek i¢in ara ortamlarin ya da toleransh anaglarin
kullanilmasi tobamoviriis yayilimini azaltmistir (Elleouze vd. 2022). Bununla birlikte,
sulama suyu hala kontamine topraktan veya enfekte anaclardan hastaligin yayilmasina
aracilik edebilmektedir (Smith vd. 2019, Darzi vd. 2020). En az tehlikeli islem olan
topragin buharda pisirilmesi, 6zellikle de tobamoviriisleri etkisiz hale getirmek i¢in
uygun zemin derinliklerinde yiiksek sicakliklara ulagmak i¢in ekzotermik kimyasallarin
eklenmesi gerektiginde, bazen kullanim1 ¢ok zahmetli olmaktadir (Luvisi vd. 2015). Bu
nedenle, meyve kalitesini diisiiren ve diinya ¢apinda paydaslara biiyiik zararlar veren
ToBRFV’nin topraktaki viral inokulumunu azaltmada dezenfektan etkinligini test etmek
icin bu tez ¢alismasi tasarlanmustir.

Bu tez ¢alismasinda domates yetistiriciliginin yapildigr tiretim alaninda ToBRFV’li
bitkiler inokulum kaynagi olarak bulundugunda sera igerisindeki enfeksiyon varlig
belirlenerek hasat sonunda olusan ve inokulum kaynagi olan enfekteli topraklarin
molekiiler olarak analizi yapilmasi, ToBRFV’nin toprakta kalma stabilitesi
degerlendirilerek farkli dezenfeksiyon uygulamalariyla viriisten ari toprak kazanimi
saglanmasina katkida bulunulmasi amaglanmistir. Ulkemizde benzer bir calisma
olmadig literatiir taramalarinda ortaya koyulmustur. Bu proje sayesinde iilke tariminda
cok oOnemli bir yere sahip olan ToBRFV i¢in toprak kontaminasyonu kaynakli
enfeksiyonlarin c¢esitli dezenfektan kullanimlariyla toprak dezenfeksiyonun en etkili
metodu tespit edilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Tobamovirus'ler, tipik bir ¢ubuk sekilli par¢acik morfolojisine sahip dért ORF
(Agik okuma cergevesi)'yi kodlayan 6.4 kb'lik tek sarmalli +ssRNA genomunu kapsar.
ORF1 ve ORF2, replikaz kompleksini olusturan yapisal olmayan proteinleri bir stop
kodonu ile ayirmaktadir. Yapisal olmayan hareket proteini veya hareket proteini (MP),
bliyiik subgenomik RNA {izerinde ORF3 tarafindan kodlanir. Kii¢iik subgenomik RNA
Uzerindeki ORF4, 17-18 kDa'lik bir kilif proteini (CP) kodlamaktadir. Tomato brown
rugose fruit virus (ToBRFV), Tobamoviriis cinsinde yer almaktadir. Domates (Solanum
lycopersicum) ve biber (Capsicum sp.) bitkileri TOBRFV'nin ana konukgularidir. Bir grup
arastirmaci patates (Solanum tuberosum cv Nicola) ve patlican (Solanum melongena cv
Classic, cv 206) bitkileri iizerinde mekanik inokiilasyon yontemiyle yaptigi ¢aligmalar
sonucunda bu bitkilerin enfekte olmadigini belirlemislerdir (Cambron-Crisantos vd.
2018).

Tatin mozaik virtsi (TMV) ve Domates mozaik virisi (ToMV), Solanaceae
ailesindeki gesitli bitki tlirlerinde hastaliklara neden olan viriislerdir. Bu viriisler sadece
bilinen en eski virlisler olmanin 6tesinde, ayn1 zamanda bu familyaya ait {iriinlerin
uretimini azaltma potansiyeline sahiptirler (Smith ve Dombrovsky 2019). Viral
hastaliklarin yonetimi i¢in 6nemli bir strateji, Solanaceae bitkilerinde bulunan hastalik
direncli genlerin kullanilmasidir; bu genler, viral c¢ogalmayi1 etkili bir sekilde
sinirlamaktadir. Ancak viriis, mutasyona ugrarsa ve artik konukcu bagisiklik reseptorleri
tarafindan taninamayacak sekilde degisirse, bu direncin etkinligi azalabilmekte ve konak
savunma mekanizmalarini agsabilmektedir (Xu vd. 2017). Dlnya genelinde ticari domates
tarlalarinda yaygin olarak goriilen ve Tobamovirusler sinifina ait olan bagka bir tehdit,
Domates kahverengi burusuk meyve virlisii (ToBRFV)'diir (Salem vd. 2016). Domates
gozlemlenen yaprak belirtileri arasinda kloroz, mozaik desenler, beneklenme, zaman
zaman yaprak daralmasi, ¢anak yapraklari ve sapgiklarda nekrotik lekeler bulunmaktadir
(Cambron-Crisantos vd. 2018; EPPO 2019; Fidan vd. 2019). Ticari gesitlerde tipik meyve
belirtileri, sar1 alanlarin, piiriizliliigiin -genellikle rugoz olarak tanimlanan- ve nekrotik
kahverengi alanlarin gelisimi seklinde ortaya ¢ikar (Luria vd. 2017; Cambron-Crisantos
vd. 2018; Fidan vd. 2019). ToBRFV, bitki verimini 6nemli 6lcude azaltmakla birlikte
domates meyvelerinin estetik yapisin1 bozmaktadir. Ozellikle domateste etkili olan bu
viral hastalik verim ve ekonomik anlamda domates iiretiminde blylk bir tehdit
olusturmaktadir. TOBRFV belirtileri arasinda meyve dokusunda kahverengi lekeler ve
kabarciklar simptomlar gozle goriiliir haldedir. Bu ve benzeri belirtiler meyve kalitesini
ve verimi etkilemektedir (Luria vd. 2017).

ToBRFV igin genomik analizlerin yapildigi bir calismada, Tobamovirus
cinsindeki diger viriisler gibi, tipik bir izolatin yaklasik 6.4 kb uzunlukta bir genomu
oldugunu ve izolatlarin genetik olarak birbiriyle yakindan baglantili oldugunu
gostermistir. Bu, enfekte olmus bolgelerden sekanslanan izolatlarin ayni ToBRFV
soyundan geldigini gostermektedir. Bu amagla Antalya'da domates ve biberde bulunan
ToBRFV izolatlarimin tiim genomlar1 ¢ikarilmistir.  NCBI'nin veritabanina gore
MT107885 TBRFV-Ant-Tom (6386 nukleotit) ve MT118666 TBRFV-Ant-Pep (6373
niikleotit) biber izolati. Dayaniklilifin kirilmasina neden olan genomik dizilim, drnegin
ToMMV ve TMV veya ToMV arasinda %9-15 oraninda farklilik gosterebilecegini
gostermistir. Bu, Tobamovirus RNA genomunun degiskenliginden kaynaklanabilir.
Domingo ve Holland, 1997 yilinda Bununla birlikte, filogenik analiz, ToBRFV'nin
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genomik sekansinin ToMV veya TMV'den %18 oraninda farkli oldugunu gostermektedir.
Bu bulgular, TOBRFV'in ToMV ve TMV'nin ortak atalarindan kaynaklanabilecegini
diistindiirmektedir (Maayan vd., 2018). Bu viriis hastaligi, Tobamovirus iiyesi
ToBRFV'yi diger Tobamovirusler’den ayirt edecek tanilama kitlerinin (DAS-ELISA vb.)
gelistirilmesinde gecikmeler ya da bu tanilama kitlerinin spesifikligi ve etkinliginde
sorunlar nedeniyle hizla yayilmistir.

Mekanik yollarla yaprak ve bitki dokular1 araciligiyla yayilim gostermektedir. Bu
viral hastalik ayn1 zamanda tohum yoluyla da yayilim gosterdigi i¢in, tohumdan iiretilen
bitkilerde de goriilme olasiligi yiiksektir. Sicak ve kuru iklim kosullarinda bulunan
bitkilerde yayilma olasilig1 daha da kolay hale gelmektedir. Yapilan calismada Petunya
(Petunia hybrida) bitkisinde enfekte goriilmesine karsin belirgin bir semptom
goriilmemistir. Nicotiana benthamiana, N. glutinosa ve N. sylvestris gibi titiin tirlerine
inokile edilen ToBRFV 7-14 giin araliginda yaprak c¢okmesi gibi belirtiler
gostermektedir. TOBRFV'nin rezervuar kaynagi olarak Solanum nigrum ve Chenopodium
murale yabanci ot tiirleri tanimlanmustir.

ToBRFV hastaliginin miicadelesinde, enfekte olan bitkilerin izolasyonu, hastalikli
bitkilerin imhas1 ve hastaliga dayanikli bitkilerin kullanilmas1 baslica 6nlemlerdir. Tm-1,
Tm-2 ve alleli Tm-22 genleri, Tiitin Mozaik Viriisi'ne (TMV) kars1 dayaniklilik
kontroliinii saglamaktadir. Ancak, sadece Tm-2 ve Tm-22, farkli alanlar ve protein yapi
gereksinimleri nedeniyle, domateslerde dayaniklilik olusturur, ¢linkii her dayaniklilik i¢in
farkli alanlar hareket proteininde (Movement Protein) gerekmektedir (Meshi vd. 1989).
Tm-22 direnci, bitkilerde viriis hiicreden hiicreye hareketini engellemektedir. Ornegin,
Domates mozaik viriisii (ToOMV), TOMV-2%nin, Tm-22 direncini asmak igin viriisiin 30-
kDa hareketproteinin karboksiterminal bolgesinde iki amino asit degisimini baskilamasi
gerekmektedir (De Ronde vd. 2014). ToMV'nin hareket proteini alanlari, Tm-2 veya Tm-
22 direncini asmak igin gereken ilgili mutasyonlarin etkilesime girdigi veya birbirine
yakin oldugu bolgelerdir. Bu nedenle, iki pozisyonel olarak farklilasan mutasyon setleri,
iki R proteininin ve bir hareket proteini igeren kompleksin arasindaki iki yiiksek benzer
etkilesimi etkileyebilmektedir. ki alanin yakinlig1 veya etkilesimi, virulent TOBRFV'nin
hem Tm-2 hem de Tm-22 direncini nasil asabildigini agiklayabilmektedir (Lanfermeijer
vd. 2005). Tohumda da bulunan bu viral hastaliga kars1 iyi sekilde islenmesi ve hastaligin
belirlenmesi i¢in testlenmesi enfeksiyon olasiligini diistirmektedir.

Tarim ve Orman Bakanligi Zirai Karantina Mudiirligli, 2019 yilinda Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Molekiler Viroloji Laboratuvarlarinda ToBRFV'yi diger
Tobamoviruslerden ayirt etmek igcin RT-PCR ve gergek zamanli RT-PCR primer ve
problar1 gelistirdi (Fidan 2019). Bu tanilama kitleri teshis ¢alismalarinda hala basariyla
kullanilmaktadir.

ToBRFV'nin domates tretim bolgelerinde goriilme durumu, ABD'de (California
ve Florida), Cin'de, Iran'da, Israil'de, Urdiin'de, Suudi Arabistan'da, Suriye'de, Tiirkiye'de,
Birlesik Krallik'ta ve Italya, Almanya, Yunanistan, Hollanda, Belgika, Polonya,
Avusturya ve Cek Cumbhuriyeti gibi birgok AB (lkesinde dogrulanmistir. Viriisiin
yayilmas1 hizlanmis ve bu da biiyiik bir ekonomik endiseyi beraberinde getirmistir, bu da
sonug olarak AB'de fitosaniter diizenlemelere yol agmistir (Eichmeier ve ark. 2023).

ToBRFV mekanik yollarla bulasan bir hastaliktir. Topragin dezenfektasyonu bu
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yiizden 6nemli bir uygulamadir. Toprak dezenfeksiyonu ve hijyenik kosullar saglandiktan
sonra ekilen bitkiler ve tohumlar bu viral hastaligin yayilmasinda 6nemli bir miicadeledir.
ToBRFV toprakta bitkisel atiklarla uzun siire yasamini siirdiirebilmektedir ve bir yildan
uzun bir siire topraga yapisabilmektedirler. Enfekte bir blylme dongusini takiben
toprakta diisiik bir yiizde oraninda enfeksiyon odagi olusur, bu da birkag kontamine
bélgenin dezenfeksiyon calismalarini biiyiik 6lgekli tiriin tiretimleri igin kesin sonuglar
elde edilememesine neden olur. Bu viral hastaligin yayilmasina énlem olarak kimyasal
yardimiyla toprak dezenfektasyonu ve toprak solarizasyonu yapilmasi onerilmektedir.

ToBRFV mekanik yollarla bulasan bir hastaliktir. Topragin dezenfektasyonu bu
yilizden 6nemli bir uygulamadir. Toprak dezenfeksiyonu ve hijyenik kosullar saglandiktan
sonra dikilen bitkiler ve tohumlar bu viral hastaligin yayilmasinda énemli bir miicadele
yontemidir. TOBRFV toprakta bitkisel atiklarla uzun siire yagsamini siirdiirebilmektedir.
Toprak, ToBRFYV ile enfekte olmus domates bitkilerinin 6nceki 30-50 gunluk biyume
dongiisiinden kok artiklar1 igerdiginde yaklasik %3 oraninda toprak aracili enfeksiyon
goOstermektedir.

Tohum kaynakli baz1 bakteriyel etmenlere ve ToMV'ye karsi tohumlar iizerinde
farkli dezenfektanlar test edilmistir. Hidroklorik asit, asetik asit, laktik asit ve karbonat
gibi dezenfektanlar kullanilmistir. Kirlilik orani yiiksek tohumlar i¢in hipoklorit
kullanim1 tavsiye edilmistir (Siviero 1991). Sodyum hipoklorit etkili bir dezenfektan
olmasina ragmen; yiizeyler ve aletler {izerindeki asindirict etkisi ve verimliligin azalmasi
gibi toksik 6zellikleri, alternatif dezenfeksiyon ¢oziimlerinin aranmasina yol agmustir.

Giiglii bir oksidan olan Ozon, tiim canli organik maddelerle reaksiyona
girebilmektedir. Ozon ayni1 zamanda i¢gme suyu endiistrisi ve evsel atik sularin dezenfekte
edilmesinde de kullanilmaktadir. Ozon uygulamasindan 75 dakika sonra CGMMV'nin
elimine edildigi rapor edilmistir (Runia, 1995). Ancak ozon difiizyonu, dezenfeksiyon
sistemlerinin en pahali yontemi oldugundan yaygin olarak kullanilmamaktadir.

Li ve ark. (2015), yaptiklar1 bir calismada toplam 16 dezenfektani, Pepino mozaik
virtsiine (PepMV), Patates tlber viroidine (PSTVd), Domates mozaik virusine (ToMV)
ve Tiitlin mozaik viriistine (TMV) kars1 degerlendirilmistir. Her dezenfektanin patojen
enfektivitesini etkisiz hale getirmedeki etkinligi, en az {ic bagimsiz deneye dayanan
paralel deneylerle degerlendirilmis; Sera bitkileri i¢in, domates bitkilerinde yaygin viriis
ve viriisleri onlemek i¢in {i¢ yaygin viriise ve bir viroide kars1 etkili %2 Virkon S, %10
Clorox ¢amasir suyu ve %20 yagsiz siit tozu dahil olmak iizere ¢esitli dezenfektanlar
onermislerdir. Calismalarda dort dezenfektanin, iki farkli tobamoviriise (TOBRFV ve
CGGMV) karst genis spektrumlu aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Bu
dezenfektanlar, %0,5 Laktoferrin, %2 Virocid ve %10 Clorox, her iki Tobamoviriise kars1
da %90-100 etkili oldugu tespit edilmistir (Chanda ve ark. 2021).

Klein ve arkadaslart (2023) yaptigi calismada ToBRFV enfekte domates
bitkilerinin 6nceki 90-120 gnluk bir biylme déngusine ve ToBRFV inokulumuna sahip
olacak sekilde kat1 kosullar tasarlamiglardir ayrica fidan koklerini kisaltarak fidanlarin
ToBRFV enfeksiyonuna daha duyarli hale gelmesini saglamislardir. Bu siki kosullar, dort
yenilik¢i kok kaplama teknolojisinin toprak aracili TOBRFV enfeksiyonunu azaltmadaki
etkinligini stnamak ve herhangi bir fitotoksik etkiden ka¢inmak i¢in kullanmiglardir. Bu
dort farkli kok kaplama icerikleri metilselilloz (MC), polivinil alkol (PVA), silika
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Pickering emiilsiyonu ve siiper emici polimer (SAP) temelli formiilasyonlar1 seklindedir.
Klorlu trisodyum fosfat (CI-TSP) eklenmis formiilasyonlar, sirasiyla %0, %4.3, %5.5 ve
%0 oranlarinda toprak aracilt TOBRFV enfeksiyonu bulmuslardir. Bu formiilasyonlar,
negatif kontrol bitkilerinin (ToBRFV inokiilasyon kosullar1 altinda yetistirdikleri)
biiyiime parametreleri lizerinde olumsuz bir etkiye rastlamamislardir. Aviv ve ark. (2022)
tarafindan yapilan bir ¢alismada Tobamoviriis familyasina dahil olan Tomato brown
rugose fruit virus (TOBRFV) ve Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMYV) ‘lin
toprakta etkinliklerinin degerlendirilmesi yapilmistir. TOBRFV ve CGMMYV izolatlar
topraga verilmistir. Daha sonra ayni yerlere klor bazli dezenfektanlarin etkinligini 6lgmek
icin topraga ilave edilmistir. Bu uygulamalarin yapildig1 bolgelere fidelerin kokleri denk
gelecek sekilde dikimleri yapilmistir. Dikimi yapilan fideler ELISA yontemi ile
testlenerek sonuglar degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore fitotoksisite
yaratmayan klor bazli dezenfektanlar arasinda CGMMYV igin en etkili olan1 Taharan,
ToBRFV icin ise %3-CI-TSP (klorlanmis TSP) olarak belirlenmistir. Bu ¢alismalarda
gordiigiimiiz gibi topraktan kaynakli enfeksiyonun yayilmasmin engellenmesi adina
onlem olarak kimyasal yardimiyla toprak dezenfektasyonu ve toprak solarizasyonu
yapilmasi 6nerilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Arastirmanin yiiriitiildiigii yer ve kullanilan materyaller

Bu tez ¢alismasi, Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bolimi Viroloji
laboratuvart ve Akdeniz Universitesi’ne ait iiretim ve uygulama seralarinda
yiriitilmiistiir. Denemenin yapildig1 bu sera, 2022 yilinda FYL-2021-5683 kodlu BAP
projesinin yiiriitiildiigli, ToBRFV enfeksiyonunun test bitkilerine bulastirildigi sera
olmakla birlikte sera icerisinde ToBRFV enfeksiyonu pozitif olan bitkilerin koklerinin
toprakta inokulum olarak birakilarak proje sonlandirilmistir. Bu tez kapsaminda TOBRFV
ile enfekteli domates bitkilerinin yetistirildigi topraklarin bulundugu sera igerisinde,
deneme desenine gore dikimi yapilan hassas domates fideleri kullanilmistir.

Toprak numunelerinden yapilan RNA izolasyonunda RNeasy PowerSoil Total RNA Kit
(Qiagen) kullanilmigtir. Dikimi yapilan fidelerden alinan yaprak ornekleri igin tampon
cozeltiler CTAB, pB-Mercaptoethanol igeren ekstraksiyon c¢ozeltisi, kloroform, 2-
propanol, etanol) eppendorf tipleri kullanilmistir. Ayrica, Beckman Allegra 30R marka
santriftj, Eppendorf marka thermomixer, -22°C ye kadar sogutabilen dondurucu
kullanilmistir. Elde edilen RNA’larin virlis analizlerinde Xpert One-Step RT-PCR Kit
(Grisp) kullanilmigtir. DNA analizi i¢in Mastermix (Grisp) kullanilmistir.

ToBRFV analizleri icin viriise spesifik primer ¢ifti, Tm22 analizi icin SCAR marker
dizilimi, PCR strip ttpleri, mikro pipetler ve steril pipet uglari, HPLC su, klasik RT-PCR
testlemeleri icin Biorad T100 termal cycler cihazi kullanimistir. Agaroz jel ¢alismalarinda
Sigma marka agarose, 1X TAE, Grisp marka DNA stain boya ve Thermo scientific marka
yatay jel elektroforezi cihazi kullanilmustir. Jel goriintiileme galismalarinda ise Syngene
InGenius Transillumilator cihazi kullanilmustir.

3.2. Metot
3.2.1. Toprak 6rneklerinden RNA izolasyonu

Calismanin yiiriitiildiigii deneme seras1 daha onceki donemde ToBRFV ile enfekteli
domates bitkilerinin tiim yetistirme donemlerini igeren bir ¢alismada kullanilmistir. Bu
tez ¢calismasinda ToBRFV nin enfeksiyonunu belirlemek ilizere aynm toprak kullanilarak
tez caligmasi ylriitiilmiistiir. Topraktaki TOBRFV enfeksiyonunu belirlemek amaciyla ilk
olarak farkli parsellerden toprak numuneleri 6rnek posetlerine alinarak etiketlenmistir.
Bu asamada RNeasy PowerSoil Total RNA Kit (50 6rnek) ile TOBRFV ile enfekteli olup
dezenfektan uygulamasi yapilmis olan topraktan drnekler alinip kitin protokoliine gore
asagidaki protokole gore genetik materyal izolasyonu yapilmastir.

1. 15 ml PowerBead Tiipiine 2 g'a kadar toprak 6rnegi eklenmistir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

2,5 ml PowerBead Solusyonu, 0,25 ml SR1 Solusyonu ve 0,8 ml IRS Soliisyonu
eklenmistir.

3,5 ml fenol/kloroform/izoamil alkol (pH 6,5-8,0) eklenmis ve iki fazli tabaka
kaybolana kadar karigtirmak i¢in 15 dakika maksimum hizda PowerBead Tiipiinii
vortekslenmistir.

PowerBead Tiipii 2500 x g'de 10 dakika santrifiijlenmistir.

Ust sulu faz1 (interfaz ve alt fenol katmanindan temas ettirmeden) temiz bir 15 ml
Toplama Tiipiine aktarilmistir.

Sulu faza 1,5 ml SR3 Cozeltisi eklenmis, karistirmak igin vortekslenmistir.
+4°C'de 10 dakika inkiibe edin ve ardindan oda sicakliginda 10 dakika boyunca
2.500x g'de santrifijleyin.

Siipernatant, peleti bozmadan yeni bir 15 ml Toplama Tiipiine aktarilmistir.
Toplama Tiipilindeki slipernatana 5 ml SR4 Cozeltisi eklenmis ve karistirmak i¢in
vortekslenmistir. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir.

30 dakika boyunca 2500 x g'de santrifiij yapilmistir.

Stipernatant1 uzaklastirilmis ve 15 ml Toplama Tiipiinii 5 dakika boyunca kagit
havlu tizerinde ters ¢evrilerek kurumaya birakilmistir.

SRS Cozeltisini calkalayarak karistirmis ve 15 ml Toplama Tiipiine 1 ml
eklenmistir. Vorteksleyerek pelet tamamen karistirilmistir.

Her RNA izolasyon numunesi igin bir JetStar Mini Kolon tiipii hazirlarak, 15
ml'lik bir Toplama Tiipiiniin kapagini ¢ikarilmis ve JetStar Mini Kolonu igine
yerlestirmisitir. Siitun, Toplama Tiipii i¢inde asili kalmistir. JetStar Mini Kolona
2 ml SRS Cozeltisi eklenmistir. Yer c¢ekiminin etkisiyle kolondan geg¢mesi
beklenmis ve 15 ml Toplama Tiipiinde toplanmustir.

Adim 11'deki RNA izolasyon numunesini JetStar Mini Kolona eklenmis ve
kolondan 15 ml Toplama Tiipiine yercekimiyle akmasini saglanmistir.

JetStar Mini Kolona 1 ml SRS Soliisyonu eklenmis ve 15 ml'lik Toplama Tiipiine
tamamen yer¢ekimiyle akmasi beklenmistir.

JetStar Mini Kolonu yeni bir 15 ml Toplama Tiipiine aktarilmistir.

SR6 Sollisyonunu ¢alkalayarak karistirmis ve ardindan bagli RNA'y1 eliite etmek
icin JetStar Mini Kolona 1 ml eklenmistir. SR6 Soliisyonunun 15 ml'lik Toplama
Tiipiine yercekimiyle akmasi saglanmigtir.

Eliite edilen RNA, 2,2 ml'lik bir Toplama Tiipiine aktarilmistir. 18. 1 ml SR4
Cozeltisi eklenmistir. Karistirmak igin alt-iist yapilmis ve -20°C'del0 dakika
inkiibe edilmistir.

RNA'y1 peletlemek igin 2,2 ml Toplama Tupiu 13.000 x g'de 15 dakika
santrifiijlenmistir.

Stipernatant1 bosaltilmis ve 2,2 ml Toplama Tiipii ters gevirerek peleti kurutmak
icin 10 dakika boyunca bir kagit havlu iizerinde bekletilmistir.

RNA peletini 100 pul SR7 Cozeltisi i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir.
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Sekil 3.1. Toprak orneklerinden yapilan RNA izolasyonu islemleri

RNA’lar elde edildikten sonra TOBRFV nin varlig1 tespiti icin RT-PCR analizi yapilmak
tizere derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.2.2. RT-PCR ¢alismalari

Akdeniz Universitesi Molekiiler Viroloji Laboratuvari’nda yiiriitiilen ¢calismada GRISP
marka RT-PCR kiti ile bir 6nceki asamada elde edilen total RNA’lar ToOBRFV’ye karsi
analiz edilmistir. TOBRFV, RNA kokenli bir virilis oldugu i¢in yapilan analizlerde RT-
PCR metodu uygulanmistir. GRISP markasinin Xpert One-Step RT-PCR kiti kullanilarak
PCR reaksiyon karisimi hazirlanmistir. 7,25 pl steril su, 12,5 ul PCR Mastermix, 1,25 pl
RTase mix, 0,7 pl forward primer, 0,7 pl reverse primer eklenerek PCR karisimi
hazirlanmis ve PCR strip tiiplerine esit miktarda dagitilmistir. Kalip RNA olarak
topraktan ve bitki yaprak drneklerinden elde edilen RNA’lar 2 pl miktarinda eklenmistir.
RT-PCR kosullart bir dongl 45°C’de 15 dk, 95°C’de 3 dk; 95°C’de 10s, 59°C’de 10s,
72°C’de 15s, dongii 35; ve bir dongl 72°C’de 5dk seklinde uygulanmustir.

RT-PCR c¢aligmalar1 sonucunda elde edilen {irtinlerin, UV 151k altinda goriintir hale
getirmek icin DNA stain dye eklenerek boyanmistir. Ardindan %1,5’luk agaroz jel
hazirlanmis ve 80 V’de yiiriitiilmiistiir. Elektroforez yiiriime islemi tamamlandiktan sonra
jel, UV transilluminator altinda goriintiillenmistir.

3.2.3. Uygulama Deseni

Toprak oOrneklerinin ToBRFV ile enfekteli olma durumu dogrulandiktan sonra
solarizasyon uygulamasi, farkli dezenfektanlar ve kontrol bitkilerinin yer aldigi deneme
deseni tesadiif bloklar1 deneme deseni planlanmistir. Dezenfektan Uygulamalari farkli
iceriklere sahip dort dezenfektan, sekildeki deneme desenine ve kullanim dozlarina gore

10
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uygulanmistir.  Etiketlerindeki uygulama dozlar1i dikkate alinarak oranlanmistir.
Denemede kullanilan dezenfektanlarin icerikleri Cizelge 3.1.de paylasiimistir.

Cizelge 3.1. Denemede kullanilan dezenfektan igerikleri ve kullanim dozlari

Dezenfektan kodu Icerik bilgisi Kullanim
dozu
A Potasyum peroksimonosiilfat (21,41) + sodyum 1 kg/da
Klorit (%1,5)
B Perasteik asit (%15,2) + Hidrojen peroksit 10 kg/da
(11,2)
C Alkil dimetil benzil amonyum klorit (%17) + 0,5 kg/da

Didecil dimetil amonyum Klorit (%7,8) +
Glutaraldehit (%10) + Isopropanol + Cam yag1

D Hidroklorik asit (%10) 1 kg/da

S Solarizasyon

Dezenfektanlar, uygulamanin yapildig1 serada tesadiif bloklar1 deneme deseni sablonu
olusturduktan sonra belirlenen bolgelere uygulanmistir. Uygulama ve kontrol (herhangi
bir uygulama yapilmayan) grubu i¢in tesadiifi deneme bloklarini planlanmistir. Cizelge
3.2.’de uygulamasi yapilan dezenfektanlar ve solarizasyon islemlerinin tesadiifi bloklar1
deneme deseni belirtilmistir.
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Cizelge 3.2. Tesadiif bloklar1 deneme deseni semast

1. Par=el 2. Par=zel 3. Par=el 4_ Parael
A B Kontrol
A Kontrol
A B Kontrol
- Kontrol - B -
= A = B =
o A o B o Kontrol
- - -
A B Kontrol
Kontrol B
A Kontrol
A B Kontrol
[ [ [ Kontrol
B D A
Kontrol D Kontrol
B D A
- Kontrol - Kontrol - A
g B g D g A
= B = D S A )
B Kontro A -
B D Kontrol
B D A
B D A
| D
D
Kontrol D Kontrol
Iy r D B
Kontrol =) = Kontrol — B
- o D = B
Kontrol i’ B
Kontrol D - B
D B
S+ D B
Kontrol A S+C Kontrol
A S+C [
A Kontrol D
. A 5+ D D
g A < Kontrol Kontrol
=) A .a;:' S+ D < D
A < S+A = D
Kontrol o Kontrol 2 D
Kontrol S+A - D
A Kontrol D
S+B Kontrol
Kontrol S+B D
S+B [
D S+B Kontrol A
D S+ D B A
D — Kontrol B A
— D = S+ D — B — Kontrol
% Kontrol § S+C g B % A
o Kontrol S+C o Kontrol o A
- D Kontrol - B - A
D S+A B A
D Kontrol B A
D S+A B Kontrol

3.2.4. Solarizasyon uygulamasi

Bu amacla ilk olarak deneme deseninde S olarak gésterilen alanlara (Cizelge 3.2.) toprak
solarizasyonu yapilmistir. Uygulama yapilan alan, 6nce 30-40 cm derinlige kadar
islenmis, kesekleri kirilarak tesviyesi yapilmistir. Isinin iletkenligini artirmak amaciyla
toprak 40-50 cm derinlige kadar karik, salma, yagmurlama veya damla sulama
sistemlerinden biriyle doyum noktasina kadar sulanmistir. Toprak tava gelince diizgun
bir ylizey olusturulmus, 0,025 — 0.1 mm kalinliginda deliksiz, seffaf plastik ortii ile
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kapatilmigtir (Sekil 3.2). Bu sirada toprak ve ortii arasinda, hava keseleri olusmamasina,
ortiiniin gergin durmasina ve toprak yiizeyinin ortii ile temasmin saglanmistir. Ortii
kenarlari, 6nceden agilmis 15-20 cm derinligindeki kariklar i¢ine iyice gomiilmustUr.

/" /’_I4 & 4 f 7 :A ,
S e
TN T A %

& ~ = I8 %
=, \ _

Sekil 3.2. Uygulama serasinda solarizasyon islemi yapilan parseller
3.2.5. Dezenfektan uygulamalari

Soalrizasyon islemi tamamlandiktan sonra Cizelge 3.2.’deki deneme deseninde A,B, C
ve D olarak gosterilen ve igerikleriyle uygun kullanim dozlar1 Cizelge 3.1.’de belirtilen
dezenfektanlar deneme serasinda deneme desenine gore uygulanmustir.

3.2.6. Bitkilerin deneme desenine gore dikimi

Tez calismas1 kapsaminda ToBRFV’ye karst bir dayanimi olmayan bir domates ¢esidi
kullanilmistir. Hassas domates fideleri, daha once ToBRFV ile enfekteli domates
bitkilerinin yetistirildigi Akdeniz Universitesi deneme serasinda yiiriitiilmiistiir. TOBRFV
ile enfekteli domateslerin sokiildiigii deneme serasi topragindaki TOBRFV enfeksiyonun
varligi, viriilensligi, enfektivitesinin belirlenmesi {izerine kurulan bu tez ¢alismasinda,
belirtilen deneme serasindan tesadiif bloklar1 deneme desenine gore yiiriitiilmiistiir.
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Sekil 3.3. Uygulama serasindaki dikim islemleri

Calisma kapsaminda 256 bitki kullanilmis ve fideler 64’er adet olmak iizere tesadiifi
deneme desenine gore farkli uygulamalar yapilmis olan dort sira lizerine dikilmistir.
Hassas domates fidelerinin dikimi tamamlandiktan sonra tiim gelisme donemlerinde tiim
kiiltiirel islemlerde ToOBRFV’ye maruz kalmastir.

3.2.7. ToBRFV simptomlarimin gézlenmesi

ToBRFYV ile enfekteli toprakta yetisme donemi tamamlanan hassas domates fidelerinin
simptomlar1 gozlenmistir. Bu asamada deneme deseninde yer alan kontrol bitkilerinin
ToBRFV enfeksiyonu durumlari izlenmis ve simptomlar morfolojik olarak tespit
edilmistir.

3.2.8. Domates bitkilerinden Total nikleik asit ekstraksiyonu

Kontrol bitkilerinin bulundugu béliimlerde dikimi yapilan domates fidelerinden her
parselden 6’sar 6rnek olmak iizere toplamda 24 yaprak 6rnegi alinmistir. Simptomatik
domates bitkilerinden yaprak ornegi alinarak CTAB total nikleik asit ekstraksiyonu
islemi uygulanmistir. Yaprak ornekleri eppendorf tiiplere alinarak iizerine 500 ul CTAB
soliisyonu eklenerek bitki dokular1 ezme cubuklar1 yardimiyla ezilmistir. Ornekler
65°C’de 20 dakika bekletilmistir. Tuplere 500 pl kloroform eklendikten sonra alt-ist
yapilarak karigtirtlmig ve 14.000 rpm de 15 dakika santrifij islemine tabi tutulmustur.
Santrifiij sonrast mikro pipet yardimi ile siipernatant 300 pl gekilerek Gstune 300 pl
isopropanol (2-propanol) eklenerek 120 dakika -20°C’de bekletilmistir. Ardindan 14.000
rpm’de 10 dk santrifiij yapilarak niikleik asitin ¢oktiiriilme islemi gerceklesmistir. Tiip
igcerisindeki mevcut sivi bosaltilarak iistiine 500 pl %70’lik etanol eklenmistir. 10.000
rpm’de 5 dakika santrifiij yapilmistir ve alkol yavasga dokilerek tuplerden
uzaklastirilmistir. Bu asama iki kez tekrarlanmistir. Daha sonra tiipler iKi saat kurumaya
birakilmistir. Kurumaya birakilan total niikleik asitler 100 pl steril HPLC su eklenerek
¢Ozdiirtilmiistiir. Muhafaza i¢in derin dondurucuya kaldirilmistir.
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3.2.9. PCR c¢alismalari

Denemede kullanilan domates fidelerinin Tobamovirus dayaniklilik geni olan Tm22
molekiiler marker kullanilarak PCR analizi yapilmistir. Bu analiz i¢in domates
bitkilerinden elde edilen total nikleik asit PCR analizlerinde kalip olarak kullanilmistir.
PCR analizlerinde Grisp marka MasterMix 10 ul, steril su 10 pl, forward ve reverse
primerlerden 1 pl ve ve kalip DNA 2 ul olarak kullanilmistir. Caligmadan Tm22 geninin
analizi icin NC-Tm2 F: TCGGGTTAGAAGTTTTGTGTTC ve NC-Tm2 R:
TCCCTATTTGAAATTGTTGTCG primer dizilimleri (Zhang ve Panthee 2021) marker1
kullanilmistir. PCR kosullart bir dongli 95°C’de 3 dk; 95°C’de 10 s, 55°C’de 10s,
72°C’de 15s, dongii 35; ve bir dongii 72°C’de 5dk seklinde yliriitilmiistiir.

3.2.10. istatistiksel degerlendirmeler

Istatiksel analiz yapilabilmesi ve denemedeki tiim bitkilerin sonuglarmin
degerlendirilebilmesi i¢in 256 domates bitkisinden 6rnek alinarak DAS-ELISA analizi
yapilmistir. Dezenfektan uygulanan toprakta yetistirilen domates bitkilerindeki TOBRFV
enfeksiyonunu belirlenmek amaciyla Clark ve Adams (1977)’1n protokoliine gore 256
adet test bitkisinin timine DAS-ELISA analizi uygulanmistir. Yapraklarindan 6rnek
aliman domates bitkileri TOBRFV etmenine 6zgii antiserum (LOEWE) kullanilarak test
edilmistir. Antiserumlar, 1/200 oraninda sulandirilmis, Ornek sayisina gore
hesaplanmistir. Elde edilen analiz sonuclarina gore varyans analizi yapilmistir. Domates
bitki 6rneklerinin sonug¢larinin farkliliklarini belirlemek amaciyla iki faktorlii (Faktoriyel)
varyans analizi yapilmistir. Varyans analizini takiben farkli gruplar1 belirlemek icin
Duncan ¢oklu karsilagtirma testi yapilmistir. Boylece uygulama yapilan dezenfektanlarin
farkliliklar ortaya koyulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Solarizasyon ve Deneme Serasi1 Organizasyonu

Cizelge 3.2.°de sematize edilen tesadiif bloklar1 deneme deseni uygulama serasinda
uygulanmistir. Deneme deseninde yer alan dezenfektanlar ve uygulama dozlar1 Cizelge
3.1.’deki miktarlarda uygulanmistir. Solarizasyon yapilan parsellerin islem siireci
tamamlandiktan sonra, deneme desenindeki parsellerde solarizasyon ve dezenfektan
uygulamasi olarak gosterilen kisimlarin dezenfektan uygulama islemleri yapilmistir.

J
d
\

Sekil 4.1. Deneme serasinda yetistirilen domates bitkileri
4.2. Nukleik Asit Ekstraksiyonlar: Bulgular:

Deneme desenindeki parsellerden yapilan giidiimlii 6rnekleme sonucunda toplam 96 adet
toprak ornegi toplanmistir. Elde edilen 6rneklerin RNA izolasyonu tamamlandiktan sonra
kontrol etmek icin agaroz jelde yiiriitiilmistiir. Elde edilen jel goriintiiler Sekil 4.2.°de
gosterilmistir.

LAREER!l!

Sekil 4.2. Toprak 6rneklerinden elde edilen RNA izolasyonu goruntileri
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Dezenfektan uygulamalarindan sonra sera icerisindeki deneme deseni parselleri {izerine
dikimi yapilan domates fidelerinden alinan yaprak 6rneklerinin CTAB metoduyla yapilan
total niikleik asit ekstraksiyonu sonrasi elde edilen genetik materyal agaroz jelde
yiirlitiilmiis, sonuglar1 4.3.’te gdsterilmistir.

Sekil 4.3. Domates Ornekleri total nikleik asit ekstraksiyonundan elde edilen bant
gorintaleri

4.3. RT-PCR Bulgulari

Toprak orneklerinden ve domates bitki drneklerinden elde edilen genetik materyal ile
ToBRFV’ye karsi yapilan RT- PCR c¢alismalar1 yiiriitiilmiistiir. Toprak Orneklerinin
ToBRFV icin yapilan analiz sonuglar1 Sekil 4.4.’te; domates yapraklarinin analiz
sonuglari ise Sekil 4.5.’te paylasilmigtir.

Sekil 4.4. Toprak 6rneklerinin RT- PCR sonuglari

Toprak orneklerinin ToBRFV igin yapilan RT-PCR sonuclari degerlendirildiginde;
orneklerin ¢ogunlukla negatif oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.5. Kontrol gruplarindan alinan domates 6rneklerinin RT- PCR sonuglari

Tobamoviris cinsinde yer alan Domates kahverengi burusuk meyve viriisi (ToBRFV)
diinya capinda ciddi iriin hasarlarina neden olmustur. Mekanik olarak bulasan
tobamoviriislerin toprak yoluyla yayilmasi, sterilize kosullar altinda dikkatlice ekimi
tirtinlerde hastaligin yayilmasini azaltmaya yonelik biiyiik bir engel teskil etmektedir.
Tobamoviriisler toprakta ve bitki dokiintiilerinde aylarca yasayabilmekte ve bir yildan
uzun siire kile yapisabilmektedir. Bununla birlikte, tobamoviriisle enfekte bir biiyiime
dongiistiniin ardindan toprakta diisiik oranda enfeksiyoz odak meydana gelmekte ve bu
da birka¢ kontamine arazinin dezenfeksiyon caligmalarini biiyiik Olgekli mahsul
tiretimleri igin yetersiz kilmaktadir. Dombrovsky vd. 2022 yilinda yaptiklart bir
calismada, toprak ilizerinde dezenfektan uygulamasindan 6nce dikim ¢ukurlarina viris
inokulumu dokerek ve dikimden 6nce fide koklerini keserek seralarda dezenfektan
etkinligini incelemek i¢in titiz bir deneme yapmislardir. Bu islemi, denemenin sterilize
kosullar altinda gerceklestirmektense enfeksiyonlu toprakta sonuglari gormek amaciyla
yapmiglardir. Bu tez ¢alismasinda ise 2022 yilinda ToBRFV denemesi yapilmis ve
deneme serasindaki tiim domates bitkilerine ToBRFV inokule edilerek enfeksiyon
olusturulmus serada yapilmistir. Domates bitkileri kok tizerinden kesilerek enfekte bitki
parcalart toprakta birakilmis ve enfeksiyonlu toprak materyali olarak dezenfeksiyon
islemleri uygulanmstir.

Serada yetistirilen liriinler iizerinde yapilan ¢alismalar, viral hastalik yayilimini azaltmak
i¢in tasarlanan stratejilerin uygulanmasina yonelik temel adimlari olugturmaktadir. Genel
olarak, hastalik yayilimini 6nleyici tedbirler, son derece umut verici veri uygulamasini
saglamak i¢in titiz ve elverissiz kosullar altinda test edilmelidir. Mekanik olarak bulasan
tobamovirtslerle ilgili olarak, 6zellikle daha 6nce toprak dezenfeksiyonu yapildiginda,
dikkatli ekim kosullarinin korunmasinin, dezenfekte edilmis tesislerin kullanilmasinin
yant sira islerin dezenfekte edilmis giysiler, eldivenler ve galoslar giyen isciler arasinda
dagitilmasinin ve bdylece herhangi bir yapigma aracil viral enfeksiyonun dnlenmesiyle,
tobamovirlis enfeksiyonlarin1 azalttig1 bildirilmistir (Chanda vd., 2021). Toprak
dezenfeksiyonunun etkinligi sadece tercih edilen dezenfektana degil ayni zamanda toprak
tiirlerine de bagli oldugu tespit edilmistir (Smith vd. 2018). Topraktaki cakillar koklerde
ekstra yaralanmalara neden olabilmekte; tobamoviriisiin yapismasina ve yayilmasina
aracilik edebilmektedir. Ayrica topraktaki organik madde aktif kloru tiiketerek klorlu
bilesiklerin etkinligini azaltmaktadir (Lambert vd. 2000). Kumlu toprak, ¢0ziinen
maddelerin sizmast ve tobamoviriisleri ve niikleik asitleri adsorbe eden yiiksek kil
mineral igerigi nedeniyle dezenfektan etkinligini azaltabilmektedir (Yu vd., 2013).

Tobamovirus cinsindeki baska bir viriis hastaligr olan Cucumber green mottle mosaic

18



BULGULAR VE TARTISMA H. U. SIMSIR

virus (CGMMV)’iin toprak aracili bulagmasi lizerine yapilan bir calismada, kumlu ve agir
kontamine topraklarin hesaplanan bulagsma oranlarinin sirasiyla ~%1 ve ~%?2 oldugunu,
sadece tuf matrisinin %30-70 gibi yiiksek bulasma oranlarina ulastigin1 gosterilmistir
(Smith vd., 2018).

Bu c¢alisma, kayda deger deneme sonugclar1 elde etmek i¢in iki yil iist iiste bahar ve sicak
yaz aylarini kapsayan birka¢ ay boyunca yiritiilmiistiir. Calismada ToBRFV ile enfekte
olmus topraklardaki solarizasyon etkinligi, ¢esitli dezenfektanlarin etkinligini ve
solarizasyon ile birlikte kullanilma durumlar test edilmistir. Denemede ADBAC: Alkyl
Dimethyl Benzyl Ammonium Chloride, DDAC: Didecyl Dimethyl Ammonium Chloride,
NaCl: Sodium Chloride, Perasetik asit, Hidroklorik asit gibi kimyasallarinin etken madde
olarak kullandig1 ticari dezenfektanlar kullanilmistir. Elde edilen verilere gore
solarizasyon uygulamasinin ToBRFV iizerinde oldukga etkili oldugu anlagilmistir.
Kullanilan dezenfektan maddeler icerisinde enfeksiyonu énleme etkinliklerinin oldugu;
fakat her bir dezenfektanin ayri ayri, izolasyon mesafelerine uyularak etkinliklerinin
denenmesi gerektigi dngoriilmiistiir.

4.4, Tstatiksel bulgular

Bu tez kapsaminda deneme desenine gore toprak iizerine solarizasyon ve farkl
dezenfektan kombinasyonlart uygulanmis ve daha sonra dikimi yapilan domates
bitkilerinden 6rnekler alinarak DAS-ELISA analizi yapilmistir. 405 nm okuma degerleri
Ek.1’de paylasilmis olup istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
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Bitki 6rneklerinin TOBRFV’ye kars1 yapilan DAS-ELISA analizlerinin sonuglarina gore
deneme deseni Uzerinde enfeksiyon gosteren bitki 6rneklerinin bulundugu kisimlar (+)
ile isaretlenerek Sekil 4.6.’te sematize edilmistir.
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Sekil 4.6. Toprak 6rneklerinin TOBRFV ile enfekteli olan parsellerin semasi

Sekil 4.6.’daki sema incelendiginde bazi kontrol gruplarinda yani dezenfeksiyon veya
herhangi bir uygulamanin yapilmadigi alanlarda TOBRFV enfeksiyonu tespit edilmistir.

Uygulanan farkli dezenfektanlar ve solarizasyon uygulamalar1 arasinda varyans analizi
sonucunda istatistiksel olarak farklar bulunmustur. Duncan analizi ve Tukey gruplama
sonuclar1 Sekil 4.7°de paylasilmistir.
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Sekil 4.7. Duncan varyans analizi ve Tukey gruplama analizi sonug tablosu

Solarizasyon uygulamasinin ToBRFV’nin topraktaki dezenfeksiyonunda etkin oldugu
anlasilmaktadir. Solarizasyon uygulamasinin yapildig: 1. Parseldeki bitkilerde TOBRFV
enfeksiyonuna rastlanmazken, 2., 3. ve 4. Parsellerde birkag bitkinin pozitif ¢gikmis olmasi
solarizasyonun etkinligin olmadigindan degil; kenar tesirinin etkisinden oldugu
diistiniilmektedir.

Bu calismanin ayr1 ayri parsellerde, kenar tesirinden etkilenmeyecek sekilde yeniden
deneme kurularak dogrulama gerektigi anlasilmistir. Benzer sonuglar solarizasyon ve
dezenfektan uygulamasinin birlikte yapildigi kisimlarda da gortiilmustiir. Solarizasyon ve
dezenfektan uygulamalarmin (S+A, S+B, S+C, S+D) oldugu kisimlardaki toprak
orneklerinin biiyiik gogunlugunda ToBRFV etmenine rastlanmazken; 2.parselde 1 (S+B);
3.parselde 2 (S+D, S+A) ve 4. Parselde 1 (S+C) 6rnegin ToBRFV enfeksiyonun pozitif
oldugu tespit edilmistir. Bu durumda topragin homojen yapida olmamasi, sulama ile
birlikte hareket etmesi de g6z 6niine alindiginda toprak yiizeyindeki domates bitkilerinin
arasinda izolasyon mesafesi olsa da toprak altinda bitki kdklerinin izolasyon mesafesinin
disina tasip enfekte oldugu diisiiniilmektedir.

21



SONUCLAR H. U. SIMSIR

6. SONUCLAR

Bu tez caligmasinda domates yetistiriciliginin yapildig1 iiretim alaninda ToBRFV’li
bitkiler inokulum kaynagi olarak bulundugunda sera igerisindeki enfeksiyon varlig
belirlenerek hasat sonunda olusan ve inokulum kaynagi olan enfekteli topraklarin
molekiiler olarak analizi yapilmasi, ToBRFV’nin toprakta kalma stabilitesi
degerlendirilerek farkli dezenfeksiyon uygulamalariyla viriisten ari toprak kazanimi
saglanmasina katkida bulunulmasi1 amaglanmistir.

Topraktan kaynakli enfeksiyonun yayilmasinin engellenmesi adina 6nlem olarak
kimyasal yardimiyla toprak dezenfektasyonu ve toprak solarizasyonu yapilmasi
onerilmektedir. Calismada ToBRFV ile enfekte olmus topraklardaki solarizasyon
etkinligi, cesitli dezenfektanlarin etkinligini ve solarizasyon ile birlikte kullanilma
durumlar test edilmistir. Topraktaki TOBRFV enfeksiyonlarinin 6nlenmesinde en etkili
yontemin solarizasyon oldugu belirlenmistir.

Solarizasyon ve dezenfektan uygulamalarinin (S+A, S+B, S+C, S+D) oldugu
kisimlardaki toprak drneklerinin biiyiik cogunlugunda ToBRFV etmenine rastlanmazken;
2.parselde 1 (S+B); 3.parselde 2 (S+D, S+A) ve 4. Parselde 1 (S+C) 6rnegin ToBRFV
enfeksiyonun pozitif oldugu tespit edilmistir. Bu durumda topragin homojen yapida
olmamasi, sulama ile birlikte hareket etmesi de gz oniine alindiginda toprak yiizeyindeki
domates bitkilerinin arasinda izolasyon mesafesi olsa da toprak altinda bitki koklerinin
izolasyon mesafesinin disina tasip enfekte oldugu diistiniilmektedir.

Solarizasyon ve dezenfektanlarin birlikte uygulanmalarinin birbirine benzer sonuglar
verdigi goriilmiistiir. Ancak tesadiif bloklar1 deneme deseninde tekerriirler arasinda
homojenlik s6z konusu olmamistir. Bu homojeniteyi bozan faktorler genellikle kontrol
bitki gruplarinin yanindaki 6rneklerde tespit edilmesi, bu denemenin bagimsiz parsellerde
tekrar denenmesi ihtiyacini géstermistir.
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Ek.1 Domates 6rneklerinin deneme desenindeki sirasina gére DAS-ELISA sonuglari

Parsel1l Parsell Parsell Parsell Parsell Parsell Parsel2 Parsel2 Parsel2 Parsel2 Parsel2 Parsel 2
0,096 0,094 0,051 0,129 0,063
0,138 0,065 0,067 0,048 0,081
0,124 0,078 0,127 0,102 0,075
0,034 0,119 0,129 0,063
0,106 0,126 0,121
0,058 0,139

0,911 0,089 0,076
0,133 0,117 0,102 0,063 0,104
0,104 0,085 0,135 0,081 0,094

0111 | 0,094 0,103
0,13 0,076 0,076
Parsel 3 | Parsel 3 | Parsel 3 | Parsel 3 | Parsel 3 | Parsel3 | Parsel4 | Parsel4 | Parsel4 | Parsel 4 | Parsel4 | Parsel 4
0,081 | 0,078 0087 | 0126 | 0092 | 0079 0,127
0,103 | 0,034 0,127 0,128 | 0,082 0,065
0,079 0,119 0,048 N 1 cco |
0082 [OEECM 00% | 0126 0,051 0,089
0,066 [Nyl 0138 | 0332 0,067 0,102
0,059 0078 | 0076 | 0089 | 0056 1,369 0085 [ 0,135
0,058 0112 | 0,063 | 0074 [ 0048 0,126 0,122
0,077 0,124 0095 | 0106 | 0114 | 0082 | 0,296 |
SOLARIZASYON UYGULANAN BITKILER
0,092 0,067 0,126 DEZENFEKTAN B
0089 | 0075 0115 DEZENFEKTAN C
0074 | 0118 0,109
012 0,118 SOLARIZASYON +A
0,096 0,098
0,462
0,048 0,087 0,101 0,133 0,138 SOLARIZASYON +D
0051 | 0056 | 0,096 H 0,108_| BUFO,774 SOLARIZASYON
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