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OZET

FASULYE YETIiSTIRILEN FARKLI TOPRAK ORNEKLERINDE ViRAL
CESITLILIGIN ARASTIRILMASI VE BAKTERIYEL FASULYE
HASTALIKLARINA KARSI POTANSIYEL BAKTERIYOFAJLARIN
TANIMLANMASI

Fasulye (Phaseolus vulgaris), tim diinyada yaygin tiiketilen 6nemli bir besin kaynagidir.
Ulkemizde de bakliyatlar arasinda en fazla tercih edilen tarim iiriiniidiir. Tiim bitkilerde oldugu
gibi fasulye iiretiminde de farkli toprak, iklim ve c¢evre kosullarmin etkisi 6nemlidir. Tarim
iirlinlerinin ortak sorunlarindan biri olan bitki hastaliklari, liretimde ciddi kayiplara neden
olduklar1 i¢in hem ekonomik hem de saglik acisindan potansiyel bir tehdit olarak
goriilmektedirler. Bu hastaliklar i¢inde viral, bakteriyel ve fungal kokenli hastaliklar 6nde gelir.
Topraklarin farkli icerik ve yapilarina gore farkli viral gesitlilige sahip oldugu bilinmektedir.
Bu c¢esitlilik patojen viriisleri igerebildigi gibi, hastaliklara kars1 miicadelede kullanilabilecek
potansiyel bakteriyofajlar1 da i¢erebilmektedir. Bu ¢alismada, o6ncelikli olarak fasulye tarimi
yapilan farkli bolgelere ait toprak 6rneklerindeki DNA ve RNA viral gesitliligin arastirilmasi
amaclanmigtir. Viral ¢esitlilik potansiyelinin belirlenmesinin yaninda, ilkemizde yaygin olarak
goriilen bakteriyel kokenli adi yaprak yanikligi (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli) ve hale
yaniklig1 (Pseudomonas syringae pv. phaseolicola) hastaliklarina kars1 potansiyel bakteriyofaj
varliginin arastirilmasi hedeflenmistir. Farkli cografi bolgelerdeki 44 lokasyondan 50 toprak
ornegi, 0.22 um ¢apli mikropor filtrelerden gecirilmistir. Universal primerler kullanilarak PZR
(polimeraz zincir reaksiyonu) yontemiyle amplifiye edilen viral DNA ve RNA o6rnekleri agaroz
jelde vyiiriitiilerek fotograflanmistir. Ornekler, patojen viriisleri tanimlayan PZR markérleri ile
de test edilmistir. PZR bant sonuglar1 Phoretix1D programi ile analiz edilmis, elde edilen binary
data’dan UPGMA yontemiyle Jaccard benzerlik ve mesafe analizi yapilmistir. Viral cesitlilik
agact MEGA 11.0 yazilimi ile olusturulmus ve GeneAlex programi ile PCoA (Principal
Coordinates Analysis) ve BAPT (Band Pattern Across Population) verisi elde edilmistir. Elde
edilen sonuglar, fasulye tarimi yapilan topraklardaki DNA ve RNA viriis ¢esitliliginin yiiksek
oranda polimorfizm ve potansiyele sahip oldugunu gostermistir. Filtre drneklerinde potansiyel
bakteriyofaj taramasi yapilmis ve bakteri liremesini azalttig1 tespit edilen ornekler i¢in TEM
(Transmission Electron Microscope) analizi yapilmistir. Boyut ve morfolojileri farkli olas1 dort
bakteriyofaj tespit edilmis olmasina ragmen genom analizi olmadan herhangi bir tiir tayini

yapilmamuistir.
Anahtar Kelimeler: Phaseolus vulgaris, Bakteriyofaj, Toprak, DNA, RNA.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF VIRAL DIVERSITY IN DIFFERENT BEAN-CULTIVATED
SOIL SAMPLES AND IDENTIFICATION OF POTENTIAL BACTERIOPHAGES
AGAINST BACTERIAL BEAN DISEASES

Beans (Phaseolus vulgaris) are a vital food source widely consumed throughout the world. It
is the most preferred agricultural product among legumes in our country. As in all plants, the
effect of different soil, climate, and environmental conditions is important in bean production.
Plant diseases, one of the common problems affecting agricultural products, pose a potential
threat both economically and health-wise, as they cause significant production losses. Among
these diseases, viral, bacterial, and fungal origins are prominent. It is known that soils have
different viral diversity according to their different contents and structures. This diversity may
include pathogenic viruses as well as potential bacteriophages that can be used in the fight
against diseases. This study primarily aimed to investigate the diversity of DNA and RNA
viruses in soil samples from various regions where bean cultivation is practiced. In addition to
determining the viral diversity potential, the study aimed to investigate the potential presence
of bacteriophages against bacterial diseases, including common leaf blight (Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli) and halo blight (Pseudomonas syringae pv. phaseolicola), which are
commonly observed in our country. Fifty soil samples from 44 locations in different
geographical regions were passed through 0.22 pm diameter micropore filters. Viral DNA and
RNA samples amplified by PCR (polymerase chain reaction) method using universal primers
were photographed by running on agarose gel. Samples were also tested with PCR markers that
define pathogenic viruses. PCR results were analyzed with Phoretix1D program, and Jaccard
similarity and distance analysis was performed from the obtained binary data with UPGMA
method. The genetic diversity tree was created with MEGA 11.0 software, and PCoA (Principal
Coordinates Analysis) and BAPT (Band Pattern Across Population) data were obtained with the
GeneAlex program. The results obtained showed that the diversity of DNA and RNA viruses in
bean cultivation soils has a high rate of polymorphism and potential. Potential bacteriophage
screening was performed on filter samples, and TEM (Transmission Electron Microscope)
analysis was performed for samples that were found to reduce bacterial growth. Although four
possible bacteriophages with different sizes and morphologies were detected, no species

determination was made without genome analysis.

Keywords: Phaseolus vulgaris, Bacteriophage, Soil, DNA, RNA.
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1. GIRIS

Fasulye hem iilkemizde hem de diinyanin farkl tilkelerinde tiiketilen, ekonomik ve
besin degeri yiiksek olan bir tarim iirlintidiir. Tiim tarim irlinlerinin ortak sikintist olan bitki
hastaliklar1 fasulye i¢in de onemli bir sorundur. Viral, fungal ve bakteriyel kdkenli olan bu
hastaliklar, fasulye liretimini sinirlandiran ve verimini azaltan faktorler olarak one ¢ikmaktadir
(Saragoglu ve Erkan, 2016). Hastaliklar1 6nlemede, diger bitkilerde oldugu gibi fasulye de de
geleneksel ve zirai miicadeleler yapilmaktadir. Bu uygulamalarin siireklilik ve etkinlik
acisindan yeterli olmadigi goriilmektedir.  Ozellikle, uygulanan kimyasal miicadele
yontemlerin, maliyet agisindan yiiksek olmasi ve ¢evreye karsi olumsuz etkileri nedeniyle
fasulye {iretiminde ciddi bir sorun olabilmektedir. Bu soruna karsi alternatif miicadele
yontemlerinden bakteriyofajla miicadele yolu 6zellikle bakteriyel kokenli hastaliklara karsi
miicadelede 6ne ¢ikmaktadir. Bu yontem patojen bakterileri hedeflemesi acisindan digerlerine
gore daha etkili, saglikli ve ekonomiktir.(Lamichhane vd., 2016; Buttimer vd., 2017; Jones vd.,
2012).

Dort iklimin ayn1 anda goriilebildigi iilkemizde c¢ok farkli 6zellik ve igerige sahip
bolgelerde farkli toprak yapilar1 bulunmaktadir. Bu toprak orneklerinde de birbirinden farkli
potansiyel bakteriyofajlarin bulunma ihtimali ve tespit edilebilmesi, Ozellikle bakteriyel
hastaliklarla miicadelede biiylik bir 6nem arz etmektedir (Gediik vd., 2020). Bu caligsmalar i¢in
ilk agama, farkli toprak 6rneklerindeki potansiyel viral ¢esitliligin belirlenmesidir. Sonrasinda
yiiksek viral gesitlilige sahip toprak orneklerinde mevcut bakteriyofajlarin tespit edilmesi
gerekmektedir. Bu ¢aligmalar ayn1 zamanda fasulye tarimi yapilan toprak érneklerindeki viral

fasulye patojenlerinin tespitine de imkan saglar (Saracoglu ve Erkan, 2016).

Bu calisma, Tiirkiye’de fasulye yetistiriciligi yapilan farkli bolge ve lokasyonlara ait
toprak orneklerindeki viral ¢esitliligin PZR tabanli molekiiler yontemlerle karsilagtirmali olarak
arastirtlmasini kapsamaktadir. Farkli 44 lokasyondan toplanan 50 toprak orneginde mevcut
viral cesitlilik icinde hem DNA hem de RNA wviriisleri bakimindan gesitlilik analizi
gerceklestirilmistir. Ayn1 zamanda Tiirkiye’de yaygin goriilen viral fasulye patojenlerinin
tespitinde kullanilan molekiiler markdrlerle, toprak orneklerindeki viral patojen durumunu
arastirllmistir. Viral cesitliligi arastirilan toprak Orneklerinde bakteriyel fasulye hastalik
etmenlerine kars1 potansiyel bakteriyofajlarin taranmasi hedeflenmistir. Tiirkiye’de fasulye
tariminda yaygin goriilen ve ciddi ekonomik kayiplara neden olan iki bakteriyel patojene (P.
syringae pv. phaseolicola ve X. axonopodis pv. phaseoli) karsi etkili bakteriyofajlar i¢in tarama

caligmasi yapilmustir.



2. GENEL BIiLGIiLER
2.1. Fasulye Bitkisi

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) iilkemizde ve diinyada baklalar1 ve yenilebilir tohumlari
nedeniyle kullanilan 6nemli bir baklagil iirliniidiir (Lisciani vd., 2024). 50 farkl1 Phaseolus tiiri
mevcuttur. Bunlarin yalnizca 5 tanesi P. vulgaris, P. lunatus, P. coccineus, P. acutifolius ve P.
polyanthus insan gidasi olarak kullanilabilmektedir. Bu tiirler arasinda en yayin olani ise P
vulgaris tiridiir (Broughton vd., 2003). P. vulgaris Fabaceae ailesinin 3 alt ailesinden

Polygalaceae, Surianaceae ve Papilionoideae biri olan, Papilionoideae alt ailesinin bir tiyesidir

(Lewis vd., 2005).

Papilionoideae alt ailesinin ortaya c¢ikisinin 50 milyon yil Oncesine dayandigi
diistiniilmektedir (Wojciechowski, 2003). Ancak monofiletik olarak ayrigmasi yaklagik 19,2
milyon y1l 6nce meydana gelmistir (Schmutz vd., 2014). Papilionoideae alt familyas1 dort ana
grup bulunur. Bunlardan ikisi, Hologalegina ve Phaseoloid/Millettoid gruplari, Papilionoideae
alt familyasina ait gruplardan biridir. Yaklasik 35-40 milyon yil Once olustuklar
diisiiniilmektedir ve ortaya cikis siireclerine gore kardes taksonlar gibi goriinmektedirler.
Phaseoloid/Millettoid grubu; ekonomik olarak onemli olan Phaseolus, vigna ve glycine

cinslerini iceren Phaseoleae ve Millettieae kabilelerini igerir (Delgado-Salinas vd., 1999).

Yabani P. vulgaris, Orta Amerika kokenlidir ve yayilmasindan bu yana, kuzey
Meksika'dan kuzeybati Arjantin'e kadar dagilmistir; bu da cografi bolgelerde iki biiylik gen
havuzunun olusmasina yol agmisti. Mezoamerika olarak da bilinen Meksika’dan
Kolombiya’ya kadar uzanan koridorda olan gen havuzu mesoamerikadir. Giiney Amerika’ daki
And daglarinin oldugu koridorda gelisen gen havuzu ise Andean olarak adlandirilmaktadir

(Bellucci vd., 2014).

P, vulgaris L. , 587 Mb genom biiyiikliigiine sahip gercek bir diploiddir ve tek yillik bir
bitkidir (Schmutz vd., 2014). 119 genle phaseolus, yakin zamanda incelenen model baklagiller
M. Truncatula 74 gen ve . Corniculatus'tan 45 gen daha fazla deneysel olarak tanimlanmig tam
gen igerir. Bu 0Ozelliginden dolayr genomik caligmalarda bir model iiriin olarak kabul
edilebilmektedir. Ornegin P. vulgaris’ te bulunan phaseolin; baslica tohum depolama proteini
genidir. Bu gen igerik olarak incelendiginde ise intron icerdigi bilinen ilk bitki geni olarak
gecmektedir (Sun vd., 1981). Bu gen ailesiyle ilgili yapilan ¢alismalar neticesinde bitkilerde
gen ifadesi ile ilgili nemli bilgiler de elde edilebilmistir (Hall vd., 1999).



2.1.1. Besin Olarak Onemi

Fasulye besin kaynagi olarak oldukca 6nemli bir bitkidir. Fasulyenin ana bilesenlerinden
biri olan karbonhidratlar arasinda olan nisasta fasulyenin yiizdelik olarak ¢cogunda bulunan ana
karbonhidrattir (Bravo vd., 1998; Reynoso-Camacho vd., 2006). Nisastada amiloz ve
amilopektin denilen 2 ana form bulunmaktadir (Dona vd., 2010; Hoover vd., 2010). Nisastalar
amiloza kars1 duyarliliklarina ve sindirim sisteminde glikoz salinim-emilimlerine gore hizli
sindirilebilen, yavas sindirilebilen, sindirilemeyen ve direngli nisastalar olarak
ayrilabilmektedir (Zhang vd., 2006). Hizli sindirilebilen nisasta kandaki glikoz seviyesini
birden yiikseltebilmektedir. Bu da diyabet ve obezite gibi hastaliklarda sorunlara neden
olabilmektedir. Fasulyede nisasta, direngli nisasta formundadir. Yani bu yap1 ince bagirsakta
hidrolize diren¢ gosteren ancak kalin bagirsak kolon mikroflorasi tarafindan ¢oziinen ve
coziinmeyen diyet lifleri ile sindirilemeyen oligosakkaritlerden olusur. Direngli nisasta
sayesinde ince bagirsakta ¢oziilemeden kalin bagirsaga ulasan yapi burada prebiyotik etki
gostererek bagirsak sagligi lizerinde olumlu etki gdsterir ve orada bulunan mikrobiyotay1
destekler (Hoover ve Ratnayake, 2002; Hoover vd., 2010). Fasulyelerde ayrica 6nemli miktarda
diyet lifleri bulunmaktadir. Bu lifler laksasyonu iyilestirir, karbonhidrat salinimi kontrol eder,

kan glikoz seviyelerini diizenler ve kan kolesteroliinii diisiirebilmektedir (Rodriguez vd., 2006).

Fasulye protein kaynagi olarak tahillarla birlikte de kullanildiginda insan beslenmesi
acisindan miikemmel bir kaynak saglamaktadir (Butt ve Rizwana Batool, 2010; Batista vd.,
2011). Fasulyede bulunan protein icerigi ette bulunan protein icerigine benzerdir (de Almeida
Costa vd., 2006). Ayrica fasulye proteinleri globulin ve alblimin fraksiyonlari bakimindan
zengindir (Hall vd., 1999). Ek olarak icerdikleri yiiksek esansiyel aminoasitlerden dolay1
besinsel olarak tamamlayici bir rol oynarlar (Broughton vd., 2003; Igbal vd., 2006).

Fasulye mineral ve vitamin gibi mikro besin kaynaklarindan biri olarak tahillardan iistiin
kabul edilmektedir (Welch vd., 2000). Diger baklagiller ile karsilastirildiginda daha yiiksek
mineral igerigi bulunmaktadir. Yiiksek mineral igeriginin yami sira folat, tiamin, riboflavin,
biotin, pridoksimin ve niasin agisindan da iyi bir kaynaktir (Broughton vd., 2003; Campos-Vega
vd., 2010). igeriginde bulunan folat miktar1 400-600 g ile giinliik alinmasi gereken miktarin
%95'in1 karsilayabilmektedir (Salunkhe ve Kadam, 1998). Vitamin ve mineral acisindan
onemine ek olarak; antioksidan ve antikarsenojik Ozelliklere sahip olan fitokimyasallar;
nutrasotik bir bilesik olmalart acisindan fasulyede onemli bir yere sahiptirler. Fasulyedeki
fenolik bilesikler, antosiyaninler, flavonol, proantosiyanoitler, tanenler, glikozitler ve cesitli

flavonoidleri icerebilir (Beninger ve Hosfield, 2003; Aparicio-Fernandez vd., 2005). Ayni
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zamanda bu fenolik bilesikler antioksidan olarak gorev alirlar ve bununla beraber serbest
radikal tiirlerinin gelisiminde engelleyici rol oynayarak reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini
engellerler. Bunlara ek olarak antimutajenik 6zelligi aflatoksin ve nitroarenler gibi potansiyel

mutajenleri inhibe etmesi ile ortaya ¢ikmaktadir (Hayat vd., 2014).
2.1.2. Ekonomik Onemi

P, vulgaris L. diinya ¢apinda bilinen en énemli baklagillerden biridir. Insanlar i¢in ¢ok
onemli protein ve besin kaynagi olarak yer almaktadir. Besin degerinin ardinda fasulye,
ekonomik sistemlerde gida giivenligi, istthdam, ticareti ve kirsal alanda kalkinma konularinda
onemli bir etken oldugu icin 6zellikle diisiik ve orta gelirli lilkelerde hayati bir role sahiptir

(Wortmann, 1998; Broughton vd., 2003; Blair vd., 2010).
2.1.2.1. Diinyadaki Ekonomik Degeri

Kuru fasulye iiretim alani FAO verilerine gore yaklasik olarak 36,8 ha olarak
belirlenmistir. Kuru fasulye ekim alanlarinda Hindistan %43,1 ile listenin en basinda yer alirken
onu Myanmar ve Brezilya takip etmistir (FAO, 2023). Baslica fasulye iireticileri arasinda
Hindistan, Brezilya, Myanmar, Meksika ve Cin yer almaktadir. Bu iilkelerde iiretilen fasulye
miktart diinyadaki tiretimin %60'indan fazlasini olusturmaktadir. Kanada, Amerika Birlesik
Devletleri, Cin ve Arjantin onde gelen ihracat¢ilar iken, ithalat¢ilar arasinda Hindistan,

Pakistan, Misir, Tiirkiye ve AB iilkeleri yer almaktadir (FAO, 2023; Uebersax vd., 2023).

Fasulye {iretiminde ticaretin basar1 orani silirekli sabit kalmaz ve degiskenlik
gosterebilmektedir. Fasulye iiretilen alandaki iklimsel degisikliklere bagli olarak degisen hava
kosullari, bitkisel bazli protein destegine bagli olarak gelisen diyet egilimleri, ticaret
politikalar, kiiresel lojistik ve artan ulagim maliyetleri fiyatta dalgalanmalara neden olmaktadir.
Ozellikle 2019-2022 yillar1 arasinda pandemi kaynakli kesintiler ve iiretim maliyetlerinin
artmasindan dolayi fasulye fiyatlarinda artis meydana gelmistir (Béné, 2020; Roubik vd., 2022;
FAO, 2023).

Agirlikli olarak Afrika, Latin Amerika ve Asya’daki kiiciik 6lgekli ¢ifteilerin yogunluklu
olarak yetistirdigi fasulye bu alanlardaki insanlar i¢in sadece besin kaynagi degildir. Tohum
tiretiminden toptan ve perakende pazarlara kadar olan asamalarda gerceklesen faaliyetler
sayesinde kirsal alanda ekonomik cesitlilik artmistir ve cinsiyet ayrimi olmaksizin istthdam

saglanmistir (Rapsomanikis, 2015; Maereka vd., 2023).

Fasulyenin ekonomik 6nemi gida giivenligindeki rolii ile baglantili bir sekildedir.

Fasulye; bitki bazli protein, demir, folat, Mg*? gibi igerikler yoniinden zengin oldugu icin; gida
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giivensizligi olan bolgelerde bile diisiik maliyetli bir beslenme yolu olarak goriilebilmektedir.
Angola, Benin, Botsvana, Burundi ve Kamerun gibi sahra alt1 Afrika bolgelerinde fasulye
giinliik alinmas1 gereken protein miktarinin yaklasik %20’lik bir kismin1 kargilamaktadir. Bu
sayede saglikta iyilesmeye katkida bulunulmaktadir. Bir bolgedeki halk eger saglik alaninda
iyilesmeye baglarsa saglik bakim maliyetleri azalir ve iyilesmeye bagli olarak is giici
verimliligi artar. Saglikli bir insandan isgiicli olarak alinan verim saglik olarak kotii durumda
olan bireyden alinan verimden fazla olacagindan bu durum direk olarak ekonomiyi olumlu
yonde etkilemektedir. Bu sebepten dolay1 fasulyeyi biyolojik olarak zenginlestirerek
icerisindeki mikro besin eksiklikleri giderme yolunda programlar diizenlenmistir (S. Beebe vd.,

2000; Petry vd., 2015; Rawal vd., 2024).

Fasulyeyi ¢evre ekonomisi agisindan ele alirsak siirdiiriilebilir tarima katkist one
cikmaktadir. Atmosferik azotu topraga baglayarak kimyasal olan giibrelere ihtiyaci azaltmistir
(Peoples vd., 1995; Zahran, 1999). Bu sayede organik tarimin gelismesine de katkida
bulunmustur. Ayrica cesitli iklim bolgelerine sagladigi uyumdan ve diisiik su gereksinimi ile
kurakliga dayanikli yapisindan dolay1 ekonomik olarak uygulanabilir ve tercih edilen bir iirlin
konumundadir (S. E. Beebe vd., 2013; Singh, 2013). Baz1 uluslararasi kuruluslar uyguladiklar
politika girisimleri sayesinde fasulyenin ekonomik, ekolojik ve beslenme a¢isindan faydalarini
bilin¢li bir sekilde diinyaya duyurarak insanlar1 tesvik etmeye odaklamaktadirlar. Pan-Afrika
Fasulye Arastirma Ittifaki (PABRA) gibi programlar, verimi ve pazar erisimini artirmak igin
iyilestirilmis fasulye c¢esitlerini basariyla tanitmislardir (Buruchara vd., 2011; Bouis ve

Saltzman, 2017).
2.1.2.2. Tiirkiye’deki Ekonomik Degeri

Tiirkiye’de fasulye hem tarimda hem de mutfakta 6nemli bir yere sahiptir. Tiirk
evlerinde geleneksel bir gida olarak bulunur (Ertas ve Gezmen-Karadag, 2013). Ekonomik
acidan bakildiginda ise tarimsal gelirlere, gida giivenilirligine ve ticarette olusan dengelere

fayda sagladigi goriilmektedir (Uebersax vd., 2023).

Tiirkiye’de fasulye iiretimi ¢ok uzun zamandir yapilmaktadir. Yemeklik baklagiller
arasinda hem ekim alani hem de iiretim bakimindan nohut ve mercimekten sonra gelmektedir.
Nigde, Nevsehir, Konya, Karaman, Erzincan, Samsun gibi iller fasulye iiretiminde baslica
onemli illerdendir. Kolay iiretilmesi ve yaygin tiiketimi nedeniyle fasulye yetistiriciligi
iilkemizin her bdlgesinde yapilmaktadir. Ekim alani olarak siralarsak, i¢ Anadolu, Giineydogu

Anadolu ve Karadeniz Bolgesi seklinde bir siralama olmaktadir (Burucu, 2024).



Kuru fasulyenin 2023/24 sezonundaki yillik tiretimi yaklasik 240.000 ton olup 885.000
da alandan fazla arazide yetistirilmistir. Kentlesmeden ve kar getirisi yiiksek olan gida
iiretimine gegilmesinden kaynakli ekili aran miktar1 azalsa da iyilestirilmis tohumlar ve
tarimdaki mekanik iyilestirmeler neticesinde hektar basina diisen verimlilik orani artmistir.
Fasulye iilkemizde bakliyat mahsuliinden elde edilen gelirin biiylik bir c¢ogunlugunu
olusturmaktadir. Ayrica hem i¢ pazar ve tiiketim hem de ihracat i¢in paketleme ve markalama
da dahil olmak {tizere koklii bir isletme endiistrisine sahiptir. Bu da ulusal ekonominin

kalkinmasinda ve istihdamin artmasinda énemli rol oynamaktadir (Burucu, 2024).

Fasulye o6zellikle Tirk diyetlerinde de 6nemli bir oynar. Bunun en 6nemli ana etmeni
uygun maliyetli protein ve besin kaynagi olmasidir. TUIK verilerine gore fasulye tiiketimi kisi
basina 2022/23 sezonunda 3.2 kg civarindadir (TUIK, 2024). Yetersiz beslenme ile miicadelede
alternatif olmasi ve gida giivenligi acisindan uygun olmasi fasulyenin tiiketim oranini

destekleyen bilesenlerdir (Siddiq vd., 2011).

Fasulye iiretimi, dzellikle I¢ Anadolu'da kirsal istihdami desteklemektedir. Ozellikle
kadinlar ve yagh kesim yogun bir sekilde yetistirme asamalarinda yer almaktadir. Bu sayede bu
sektorde ekonomik katilim orani artmis olarak goriilmektedir. Ayrica tiretici kooperatif ve
sendikalar da ciftcilere yonelik pazar giiciinii artirmada, erisimi kolaylastirmada ve toplu
pazarlama siireglerini organize ederek 6nemli bir rol oynamaktadir (Katungi vd., 2017; Mevliit
ve Parlak, 2017; Burucu, 2024).Ulkemizde fasulye yetistiriciligi alan bazli gelir destegi,
sertifikali tohum kullanimi, diisiik faizli tarim kredileri ve TAGEM kurumlar1 aracili ile
desteklenmektedir. Gelecek hedefleri arasinda ithal iirline olan ihtiyacin azalmasi ve iklimsel
degisiklikler acisindan akilli tarim girisimleri ile ekimi genis alanlara yaymak bulunmaktadir

(Burucu, 2024).
2.2. Fasulye Hastaliklan

Fasulye ekonomik ve besinsel olarak ¢cok onemli bir bitki olmasina ragmen bir¢ok
biyolojik stres ve hastaliktan dolay1 verimliligi ve kalitesinde diislisler meydana gelmektedir.
Cok sayida mantar, bakteri ve viriis patojeni fasulyenin biliyiimesini belirli asamalarda engeller
ve enfekte ederek onemli kayiplarin yasanmasina sebep olur (Tablo 2.1). Bu patojenlere kars:
duyarliligr iklimsel degisiklikler, yogun ekim sistemleri ve ticari ¢esitlerde sinirlt olan genetik
diren¢ sebebiyle kotiilesmektedir. Bu hastaliklarin kontrol altina alinmasi kiiglik ¢if¢iler igin
oldukca giictiir. Bunun nedeni kimyasal kontrol yontemlerine ve direngli gesitlere erisimlerinin
zorlugu gibi faktorlerdir (Madakbas ve Ellialtioglu, 2012; Gediik vd., 2020; Palacioglu vd.,
2021).



Fasulye hastaliklarinin belirtileri hastalia sebep olan patojene gore farklilik

gostermektedir. Bazi durumlarda ortam sartlari, sicaklik, nem gibi etkenler hastalik belirtileri

ile kanstirlldiginda tespit edilmesi oldukca zahmetli ve zor olabilmektedir (Madakbas ve

Ellialtioglu, 2012; Gediik vd., 2020) Kimyasal yontemlerle kontrol altina alinmak istenildiginde

ise kiiciik 6l¢ekli ¢iftgilerin oldukga zorlandig1 gézlenmektedir (Mongi vd., 2016).

Tablo 2. 1. Fasulye bitkisinde goriilen yaygin hastaliklar

Koken Hastahk Etmen
Fasulye Antraknozu Hastalig1 Colletotrichum lindemuthianum (O'connell vd., 1985)
Fasulye Kok Ciiriikliigli Hastaligt Fusarium spp. - Fusarium solani f. sp. phaseoli, Rhizoctonia
solani, Macrophomina phaseoli (Osorio vd., 2010)
Fasulye Pas1 Hastalig1 Uromyces appendiculatus, Uromyces phaseoli (Chung vd.,
2004)
Ani Solgunluk Cokerten Pythium ultimum Trow (Osorio vd., 2010)
Fungi Beyaz Ciiriikliik hastaligt Sclerotinia sclerotiorum Lib. de Bary (Marinelli vd.i 1998)
Giliney Yanikligi Sclerotium rolfsii Sacc (Marinelli vd., 1998)
Alternaria Yaprak Lekesi Alternaria alternata Keissler (Osorio vd., 2010)
Koseli Yaprak Lekesi Phaeoisariopsis griseola Sacc. Ferraris (Vural ve Soylu, 2012)
Kiilleme Hastalig1 Podosphaera phaseoli Zhao U. Braun) (Vural ve Soylu, 2012)
Fasulye Adi Mozaik Viriisii Bean common mosaic -BCMV (Jha vd., 2023)
Fasulye Adi Mozaik Nekroz Viriisii Bean common mosaic necrosis potyvirus -BCMNV (Jha vd.,
2023)
Fasulye Sar1 Mozaik Viriisii Bean yellow mosaic potyvirus -BYMV (Jha vd., 2023)
Viral Fasulye Altin Saris1t Mozaik Virlisii Bean golden yellow mosaic virus -BGYMYV (Jha vd., 2023)
Alfalfa Mozaik Virisii Alfalfa Mosaic Virus - AMV (Jha vd., 2023)
Hiyar Mozaik Viriisii Cucumber Mosaic Virus -CMV (Jha vd., 2023)
Fasulye Altin Mozaik Viriisii Bean golden mosaic viriis- BGMV (Jha vd., 2023)
Giiney Fasulyesi Mozaik Viriisii Southern Bean Mosaic Virus -SBMV (Jha vd., 2023)
Fasulye Adi Yaprak Yaniklig: Xanthomonas axonopodis pv. Phaseoli, X. campestris pv.
Phaseoli (Cuervo vd., 2016)
Fasulye Hale Yaniklig1 Pseudomonas savastanoi pv. Phaseolicola, Pseudomonas
Bakteriyel syringae pv. phaseolicola (Cuervo vd., 2016)
Bakteriyel kahverengi leke Pseudomonas syringae pv. Syringae (Cuervo vd., 2016)
Bakteriyel Solgunluk Curtobacterium flaccumfasciens pv. Flaccumfasciens (Cuervo
vd., 2016)
Kok lezyon nematodlari Pratylenchus brachyurus (Singh vd., 2020)
K06k ucu nematodlari Belonolaimus spp. (Gitonga, 2020)
Nematod Ko6k- ur nematodlari Meloidogyne spp. (Singh vd., 2020)

Spiral nematodlar

igne nematodlar

Helicotylenchus spp. (Singh vd., 2020)
Paratylenchus spp. (Gitonga, 2020)

2.2.1. Fasulye Adi Yaprak Yanikhg1 (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli)

Xanthomonas cinsi Pseudomonadacae familyasinda yer almaktadir ve bu familyada

olanlarin ¢ogu bitki patojenlerinden olusur. Bunlar diinya ¢apinda genis bir yayilim gosterirler.

Uriin iiretimi ve kalitesi {izerinde ise olumsuz etkilere sahiptirler (Arnold vd., 2011). X.

axonopodis pv. phaseoli, X. campestris pv. phaseoli olarak da bilinir. Bu bakterinin melanin

iireten bir varyant1 olan X.s fuscans, Phaseolus vulgaris' te (Gilbertson ve Maxwell, 1992) X.



axonopodis pv. phaseoli ile birlikte adi yaprak yanikligina neden olmaktadir. Bu iki susun neden
oldugu hastalik etkilerini yaprak dokusunda ayirt etmek ¢ok zordur. Ancak fuscan varyanti bazi
durumlarda siddetli hastalik semptomlarina neden olabilirler (Chan ve Goodwin, 1999).
Bununla birlikte, X. axonopodis pv. phaseoli ve X. fuscans subsp. fuscans'in suslari, dnemli bir
cografi dagilimdan yoksun goriinmektedirler. Yani sus viriilans1 cografi dagilimla iliskili
degildir; bu da patojen ve P. vulgaris arasinda yalnizca genis segici baskilarin etkili oldugunu

gostermektedir (Mutlu vd., 2005).

X. axonopodis pv. phaseoli, tek kutuplu kamgiya sahip, 0,4-0,9x0,6-2,6 um
boyutlarinda, hareketli, aerobik, gram negatif bir ¢cubuktur. Agar kolonileri disbiikey, sar1 ve
islak parlaktir (Sekil 2.1) (Health, 2014). Patojenin genomu, 3938+68Kb'lik tek bir dairesel
kromozomdan olusmaktadir (Chan ve Goodwin, 1999).

Sekil 2.1. X. axonopodis pv. phaseoli kolonilerinin LB’ de goriiniimii

Kaynak: (Sultana vd., 2018)

X. axonopodis pv. phaseoli'nin esas konag1 P. vulgaris olmasina ragmen, bu patojen P,
lunatus, Vigna aconitifolia ve V. radiata, Lablab purpureus ve Mucuna deeringiana da dahil

diger baklagil tiirlerini de enfekte edebilmektedir (Bradbury, 1986; Saettler, 1989).

X. axonopodis pv. phaseolinin genetik cesitliligine iliskin caligmalar sonucunda
patojene ait 4 genetik soy olabilecegi diisiniilmiistiir. Bunlardan ii¢ tanesi X. axonopodis pv.

phaseoli'den olusurken, sonuncusu X. fuscans subsp. fuscans suslarini igerir (Alavi vd., 2008).

Fasulye adi yaprak yanikligi diinyada fasulye iireten bolgelere 6zgiidiir. Bu patojen
ozellikle sicak, 1slak veya nemli ortamlara sahip olan bolgelerde en yaygin halini gosterir.
Bakteriler tohumlar ile taginabilmektedir ve tarla sartlarinda yayilimlarini riizgar veya bocekler
yoluyla yapabilmektedirler. X. axonopodis pv. phaseoli enfeksiyonu cevre kosullarinin
uygunluguna baglidir. 28- 30°C ve tizerindeki sicakliklar ile %80'in lizerindeki nem seviyeleri,
patojenin biiylimesi i¢in idealdir. Siirekli yagan saganaklar ve yagmurlama seklinde sulama

teknigi patojenin enfeksiyonunu ve yayilmasini kolaylastirabilir (Schwartz vd., 2003).



Enfekte olmus bitkilerde belirtiler ilk yapraklarda goriiliir. Enfeksiyonu takiben 4-10
giin igerisinde yapraklarda kiigiik sulu lezyonlar goriilmeye baslanir. Siire gectikce lezyonlar
biiylir. Biiyiidiik¢e etrafindaki diger lezyonlarla birlesir ve nekrotik lekelere doniisiirler. Bu
lekeler sar1 bir renk seklinde goriilebilmektedir (Sekil 2.2 a-b) Bu sarilik lekelerin nedeni
etrafinda bulunan yaprak dokusundaki lokalize klorozdandir. Tiim bitkilerde belirgin sar1 bolge
olusmaz. Ciinkii bireysel patovarlar, konakgilarin durumlar1 ve c¢evre kosullart olusan
lezyonlarin karakteristik ozelliklerini etkileyebilmektedir. Zamanla lezyonlar tekrar renk
degistirir ve kahverengi rengini alir. Bakildiginda kahverengi ama yanik olugsmus gibi bir
izlenim vermektedirler. Sonraki evrelerde ise biiyiilk miktarda yaprak dokiilmesi gerceklesir

(Coyne ve Schuster, 1974).

Sekil 2.2. Fasulye adi yaprak yanikliginin a-b: yapraklardaki goriiniimii c: tanelerdeki goriintimii

Kaynak: (Aydemir, 2008)

Enfeksiyon govdede olusmus ise boyuna kirmizi ¢izgiler goriilebilmektedir. Sonraki
evresinde govde yiizeyi catlar ve bogumlar iizerinde kusaklanmalar meydana gelir. Bu
kusaklanmalar bogumlarin oldugu kisimlart zayiflatir ve bitkide kirilmalara neden
olabilmektedir (Coyne ve Schuster, 1974). Eger bakteri pedicel ve funikulus yoluyla girerse
tohumu enfekte edebilmektedir. Enfeksiyon gerceklestiginde gen¢ baklalarda tohumlar
tamamen yok edilebilir. Ancak baklalar yash ise tohumlarda da yapraklarda oldugu gibi
burusukluk meydana gelebilir ve tohum kabugu renk degisimine ugrar (Sekil 2.2. a-b) (Coyne
ve Schuster, 1974).

2.2.2 Fasulye Hale Yamikhg1 (Pseudomonas syringae pv. phaseolicola)

Pseudomonas syringae pathovar phaseolicola, P. vulgaris L.’de hale yaniklig1
hastaligina neden olan tohum kokenli bir patojendir. P. syringae pv. phaseolicola kuru fasulye
tohumlarinda varlik gosterir ve fasulyelerin ¢imlenme asamalarindan sonra aktiflesir (Arnold
vd., 2011). P. syringae pv. phaseolicola, gram-negatif, aerobik, hareketli, cubuk seklinde, 1,5
um uzunlugunda, 0,7-1,2 um capinda, en az bir polar flagelluma sahip olan bir bakteridir.
Optimum biiyiime sicakligt 25-30°C olup, oksidaz ve dihidrolaz negatif, levan pozitif ve

tiitlinde asir1 duyarlilik gostermektedir. Pseudomonaslar genellikle 24-48 saat i¢inde besiyeri



ortaminda ilireme gosterebilmektedirler. Genellikle 1liman ve tropikal bdlgelerde orta

seviyelerdeki rakimin tizerindeki rakimlarda goriillmektedir (Arnold vd., 2011).

P. syringae pv. phaseolicola, LB (Luria-Bertani) agar ortaminda genellikle diizgiin
kenarli, yuvarlak bi¢cimli ve parlak yilizeye sahip koloniler meydana getirir. Bu koloniler
cogunlukla acik krem rengindedir. Baz1 suslar, ultraviyole 1s1ik altinda parlaklik gdsteren
sarimsi-yesil renkli fluoresan bir pigment olan pyoverdin liretme yetenegine sahiptir (Sekil 2.3).
Koloni ozellikleri; genetik yapilarindaki gesitlilik ve ¢evresel faktorlerin etkisiyle farklilik
gosterebilir. Ozellikle King’s B agar gibi ortamlarda kiiltiirlendiginde, bu pigment iiretimi daha
belirgin hale gelir ve ultraviyole 151k altinda kolaylikla gozlemlenebilir (Lelliott ve Stead,
1987).

Sekil 2.3. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola'nin a:LB besiyerinde goriiniimii b: ultraviyole 151k altinda goriinimii
Kaynak: (Suli Sun vd., 2017; A. Sharma vd., 2018)

Yapraklarda, baklalarda, govdelerde veya yaprak saplarinda suyla 1slanmis lezyonlar,
23°C'nin altindaki sicakliklarda yapraklarda hizla yesilimsi-sar1 haleler gelisir. Enfekte
tohumlar semptom gostermeyebilir veya tohum kabugunda burusuk veya tereyagi sarisi lekeler
olabilir. Fide enfeksiyonu genel kloroz, bodurluk ve biiyiimenin bozulmasi ile tanmir (Sekil
2.4). Tohumdan taginir ve yagmur sirasinda olusan su sigramasi ve riizgarla eksiidat yoluyla
yayilir. Bakteriler yaralardan ve dogal agikliklardan 6zellikle stomalar istila eder. Yabanci ot ve

ekili alternatif konakgilar da bakteriye ev sahipligi yapabilir (Arnold vd., 2011).

Sekil 2.4. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola'nin a: yapraktaki ve b: kapsiildeki goriintiisii

Kaynak: (Aydemir, 2008; Arnold vd., 2011)

P. syringae pv. phaseolicola 1448A susuna ait genom dizisi ilk kez 2005 yilinda
yayimlanmistir. Yaklasik 6,5 Mbp biiytikliigiindeki bu genom, bir dairesel kromozom ile iki
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ayr1 plazmitten olugmakta olup, toplamda 5353 acik okuma cercevesi (ORF) igerdigi
ongoriilmektedir (O'Brien vd., 2011).

2.3. Fasulye Uretiminde Hastaliklarla Miicadele

P. vulgaris kiiresel olarak hayati bir baklagil iiriinidiir, ancak verimliligi ¢esitli
hastaliklar tarafindan 6nemli Olgiide engellenmektedir. Bakteri, mantar ve viriisler de dahil
olmak {lizere ¢ok sayida patojenden kaynaklanan zorluklarla karsi karsiyadir. Bu hastaliklar
onemli verim kayiplarina yol agabilir ve gida giivenligini tehlikeye atabilir. Birden fazla kontrol
stratejisini birlestiren entegre bir hastalik yonetimi (IDM) yaklasimi, siirdiiriilebilir fasulye
iiretimi i¢in olmazsa olmazdir. Etkili hastalik yonetimi, biyolojik, kimyasal ve kiiltiirel

stratejileri birlestiren entegre bir yaklasimi gerektirir (Birisik vd., 2015; Abueleiwa vd., 2022).
2.3.1. Kimyasal Miicadele

Fasulye, ozellikle gelismekte olan iilkelerde temel protein ve besin maddesi kaynagi
olarak onemli bir rol oynamaktadir (Akibode ve Maredia, 2012). Ancak yiiksek agronomik
degerine karsin, yetisme donemi boyunca ¢esitli patojenlerin neden oldugu hastaliklarla karsi
karsiya kalabilmektedir (Oerke, 2006). Kimyasal miicadele yontemleri, ¢evresel etkileri ve
direng gelisimi gibi endiseler nedeniyle tartismali olmakla birlikte, hastalik yonetimi

kapsaminda hala yaygin sekilde bagvurulan stratejiler arasindadir (Lamichhane vd., 2016).

Geleneksel bakterisitlerden olan bakir hidroksit ve bakir oksikloriir, 6zellikle bakteriyel
yanikliklarin kontroliinde siklikla kullanilmaktadir (Lamichhane vd., 2016). Bu bilesikler, bakir
iyonlarinin serbest kalmasi yoluyla bakteri hiicre zarlarina zarar vererek hayati hiicresel
stirecleri bozar. Ayrica, streptomisin ve oksitetrasiklin gibi antibiyotikler de zaman zaman
uygulansa da tarimsal kullanimlari artan antibiyotik direnci ve insan sagligi tizerindeki
potansiyel etkiler nedeniyle yogun sekilde denetlenmektedir (McManus vd., 2002; Sundin ve
Wang, 2018).

Bu kimyasallarin diizenli kullanimi, yaprak dokularinda meydana gelen nekrozlarin ve
yaniklik semptomlarinin yayilimini azaltmada etkili olmustur. Ancak, bilingsiz ve asiri
kullanim, fitotoksik etkilerin yani sira c¢evrede birikim riski olusturarak ekolojik
stirdiiriilebilirligi tehdit edebilmektedir (Lamichhane vd., 2016). Bunlara ek olarak tohumda
islemler yapilabilir. Tohumlara zararli hastalik etmeni ulagmadan yapilacak kimyasal islem ile
patojenlerin tarlaya girmesi onlenir ve erken biiyiime asamalarinda fideler korunur (Carvalho

vd., 2014).
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Kimyasal miicadele yontemleri kisa vadede etkili sonuglar saglasa da bu uygulamalara
asir1 derecede bagimli olunmasi, uzun vadede ¢esitli olumsuz etkilere yol acabilmektedir. Bu
etkiler arasinda, patojen popiilasyonlarinda direng gelisimi, hassas bitki cesitlerinde
fitotoksisite artisi, cevresel kirlenme ve yararli organizmalar tizerindeki istenmeyen etkiler yer
almaktadir (Lamichhane vd., 2016; Sundin ve Wang, 2018). Bu tiir zararlar1 en aza indirebilmek
amactyla, farkli kimyasal gruplarin rotasyonlu sekilde kullanilmasi, kalinti riski diisiik olan
biyolojik kokenli preparatlarin tercih edilmesi ve hassas uygulamalar i¢in uzaktan algilama
sistemleri, sensorler ve drone teknolojilerinden faydalanilmasi 6nerilmektedir (McManus vd.,
2002; Oerke, 2006). Bu entegre yaklasimlar, hem patojen baskisinin etkin kontroliini

saglamakta hem de c¢evresel siirdiiriilebilirlige katki sunmaktadir.
2.3.2. Kiiltiirel Miicadele

Kiiltiirel uygulamalar, fasulye yetistiriciliginde entegre hastalik yonetim stratejilerinin
temel unsurlarindandir. Bu yontemler, patojenlerin yasam dongiisiinii sekteye ugratarak ve
cevresel kosullart hastalik etmenlerinin gelisimi agisindan elverigsiz hale getirerek hem hastalik
goriilme sikligin1 hem de siddetini azaltmay1 amaglar. En yaygin uygulamalardan biri olan {iriin
rotasyonu, 0zellikle fasulyenin birka¢ sezon boyunca tahil grubu bitkiler 6rnegin misir, bugday
veya sorgum gibi konuk¢u olmayan tiirler ile donisiimlii olarak yetistirilmesi seklinde
gergeklestirilir. Bu strateji, toprak kokenli patojenlerin yasam dongiisiinli kesintiye ugratarak

toprakta inokulum birikiminin dnlenmesine katki saglar (Birisik vd., 2015).

Tohum kokenli hastaliklarin kontroliinde, 6zellikle antraknoz ve bakteriyel yaniklik gibi
onemli patojenlere karsi, sertifikali ve saglikli tohum materyali kullanimi temel bir 6nleme
stratejisi olarak degerlendirilmektedir. Enfekte tohumlar, bu hastalik etmenlerinin tarlaya
tasinmasinda ve yayilmasinda baslica inokulum kaynagi gorevini gormektedir. Bu nedenle,
hastaliks1z tohum temini, enfeksiyonun baglangic asamasinda engellenmesi agisindan kritik bir
adimdir (Gupta ve Kumar, 2020). Ayrica, enfekte bitki artiklarinin tarla ortamindan
uzaklagtirilmas1 ve uygun yontemlerle imha edilmesi, bitki artiklari lizerinde canlili§im
stirdiirebilen patojenlerin popiilasyonunu azaltmak acisindan biiyilk 6nem tasimaktadir
(Schwartz vd., 2003; Agrios, 2005). Bu uygulama, patojenin ¢evredeki inokulum seviyesini

diisiirerek bir sonraki liretim sezonunda hastalik olusum riskini azaltir (Oerke, 2006).

Ekim zamanlamasi, hastalik salginlarinin yogunlugunu ve siddetini etkileyen 6nemli bir
faktordiir. Erken ekim, 6zellikle yiiksek nem oranlarina sahip kosullarda gelisen patojenlerin

etkisini azaltarak fasulyelerin en yliksek patojen aktivitesinden korunmasina yardimci olabilir
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(Agrios, 2005). Ote yandan, gec ekim, daha uygun cevresel kosullarin patojenler igin avantaj

saglamasi nedeniyle hastalik baskisinin artmasina yol acabilir (Lamichhane vd., 2016).

Kiiltiirel miicadele kapsaminda, uygun bitki arali§inin saglanmasi, asir1 sulamadan ve
hatali sulama tekniklerinden kaginilmasi, organik madde ilavesi, fasulye ekimi yapilan
alanlarda ara ekimlerin yapilmasi ve hastaliklara kars1 direngli tohum kullanimi gibi 6nlemler,

hastalik yonetiminde 6nemli stratejilerdir (Oerke, 2006; Sundin ve Wang, 2018).
2.3.3. Biyolojik Miicadele

Fasulye, tarimsal iiretimde onemli bir {iriin olup, gesitli patojenler tarafindan neden
olunan hastaliklar nedeniyle ciddi verim kayiplarma yol agabilmektedir. Ozellikle X.
axonopodis pv. phaseoli, P. syringae pathovar phaseolicola ve Fusarium spp. gibi etmenler,
fasulye bitkilerinde yaygin hastaliklara neden olmaktadir (Schwartz ve Corrales, 1989; Oerke,
2006; Lamichhane vd., 2016). Bu hastaliklarin yonetimi, geleneksel kimyasal yontemler yerine,
cevresel etkileri azaltmak ve ekosistemin siirdiiriilebilirligini korumak i¢in biyolojik miicadele
yontemlerinin kullanilmasini gerektirmektedir (Schwartz ve Corrales, 1989; Sundin ve Wang,
2018). Biyolojik miicadele, patojenlerin kontroliinii saglarken, ¢evre lizerinde minimum
olumsuz etki birakarak daha siirdiiriilebilir bir ¢6ziim sunmaktadir (Agrios, 2005). Giinlimiizde

biyolojik miicadele alaninda kullanilan farkli canlilar sunlardir:
Bakteriyel Ajanlar:

Bacillus subtilis, B. amyloliquefaciens: Bu bakteriler antifungal lipopeptitler iretir.
Bitkilerde sistematik diren¢ saglarlar. Hedef hastaliklari; kok ctrtikliigli, yaprak lekeleri,
solgunluk etmenleridir (Kimura ve Yokoyama, 2019; Luo vd., 2022).

Pseudomonas fluorescens: Siderofor iliretimi ve antibiyotiklerle kok bodlgesindeki

patojenleri baskilar (Fravel, 2005).
Fungal Ajanlar:

Trichoderma spp. : Ozellikle T. harzianum, mikoparazitizm, antibiyotik iiretimi ve bitki
biliyiimesini tesvik edici etkileriyle bilinmektedir. Kok ve kok bogazi ciiriikliigiinde etkisi

bulunmaktadir (Harman vd., 2004).

Gliocladium spp. : Antagonistik etki gosterir. Rhizoctonia solani, Fusarium spp. de etkili

olabilmektedir (Yildiz ve Coskun, 2017).
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Entomopatojen Nematodlar ve Bocekler:

Dolayli yoldan etki gosterirler. Fasulyeye zarar veren zararlilar1 baskilayarak dolayli

olarak hastalik baskisini azaltabilirler (Agim ve Kepenekei, 2021).
Bakteriyofajlar:

Bakteriyofajlar, yalnizca bakterileri enfekte eden virlisler olup, tarimda zararh
bakteriyel patojenlere kars1 yiiksek 6zgiilliikte bir miicadele olanagi sunmaktadir (Jones vd.,
2012). Ozellikle Xanthomonas axonopodis gibi patojenlere kars1 kullanilan bazi fajlar, hiicre
duvarim1 pargalayan endolizinler araciligiyla enfeksiyonu etkili bir sekilde ortadan
kaldirmaktadir (Balogh vd., 2010). Fajlarin kullaniminda, farkli bakteri tiirlerine kars1 gesitli
fajlarin karigiminin kullanilmasi, patojenlerin direng gelistirmesini engellemeye yardimci

olmaktadir (Buttimer vd., 2017).

Fajlarin, UV 1smnlart ve dis ortam kosullarindan korunabilmesi amaciyla, cesitli
polimerik maddelerle kapsiillenmesi gibi yontemler gelistirilmistir (Svircev vd., 2018). Fajlar,
dogrudan giines 15181 ve yiiksek sicakliga karsi duyarli olduklarindan, ¢evresel faktorlerin etkisi
gdz Oniinde bulundurularak uygun kosullarda uygulanmalart Onemlidir. Ayrica,
bakteriyofajlarin ev sahibi bakterilere karsi olan dar biyolojik araligi, uygulama esnasinda
dikkatli bir se¢im yapilmasini gerektirir (Jones vd., 2012). Fajlar, Bacillus ve Trichoderma gibi
diger biyolojik kontrol ajanlariyla entegre kullanilarak ¢ok yonlii bir koruma saglanabilir. Bu
tiir bir entegre yaklasim, kimyasal pestisitlerin kullanimini azaltarak, siirdiiriilebilir tarim

uygulamalarina katki saglamaktadir (Fravel, 2005).
2.4. Viriisler
2.4.1. Morfoloji ve Simiflandirma

Virtsler, diger mikroorganizmalardan belirgin bir sekilde farkli olan zorunlu hiicre i¢i
parazitlerdir. Baz1 literatiirlerde, bu organizmalar filtrenebilir ajanlar olarak tanimlanmistir
(Hughes, 1979) c¢linkii filtrasyon < 300 nm goézenek boyutu islemi ile ¢ogu bakteri ve diger
mikroorganizmalardan ayrilabilirler. Ancak, baz1 mikoplazmalar ve klamidyalar da 300 nm
capina kadar kiiciilerek bu filtreleme isleminden gegebilirler (Maclachlan ve Dubovi, 2010).
Diger taraftan, 750 nm ¢apinda olan ve mimiviriis olarak bilinen, hatta 1000 nm'ye kadar
biiyliyebilen pandora viriisleri de mevcuttur (MacLachlan ve Dubovi, 2017). Viriislerin,
yalnizca canli hiicrelerde ¢ogalabilmeleri nedeniyle, canli olmayan ortamlarda iiretilmeleri
mimkiin degildir. Cogalmalar1 i¢in gereken ¢ogu kaynagi konak hiicreden temin ederler.

Ayrica, viriislerin bazi diger benzersiz dzellikleri de vardir: ikili boliinme ile ¢ogalmazlar,
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yalnizca DNA veya RNA genomlar igerirler ancak her ikisini birden icermezler ve
antibiyotiklere kars1 duyarsizdirlar; bunun yerine interferonlara kars1 duyarlidirlar (Tablo 2.2)

(Murphy vd., 1999).

Tablo 2.2. Tek hiicreli mikroorganizmalar arasindaki temel 6zelliklerin karsilagtirilmasi

Ozellik Bakteriler Mikoplazma Rickettsia Klamidya Viriis
Boyut >300 nm Evet Evet Evet Evet Hayir
Yapay ortamlarda biiyiir Evet Evet Hay1r Hay1r Hay1r
Ikili fisyonla béliiniir Evet Evet Evet Evet Hayir
Hem DNA hem de RNA igerir Evet Evet Evet Evet Hayr
Antibiyotiklere duyarlidir Evet Evet Evet Evet Hay1r

Kaynak: (Murphy vd., 1999)

Virion, genomik RNA veya DNA'nin bir protein kilifi ile cevrelendigi, wviriis
partikiiliiniin enfeksiy6z formunu temsil eder (Sekil 2.5). Viriislerin genomu, tek sarmalli veya
cift sarmall1 olabilir ve dogrusal ya da dairesel yapiya sahip olabilir. Tek sarmalli genomlar,
pozitif anlamli, negatif anlamli ya da ambisens olabilir. Bu yapilar, viriislerin enfeksiy6z
stireclerini yonlendiren temel genetik bilgilerdir (Burrell vd., 2016). Viriisler, genomlari
dogrusal ya da dairesel formlarda tasiyabilir ve bazilar1 birden fazla segment igerebilir.
Ozellikle tek sarmall1 viriislerin genomu, pozitif anlamli, negatif anlamli ya da ambisens
olabilir; bu durum, viriisiin replikasyon siirecini ve konak hiicreye zarar verme bicimini belirler

(Gelderblom, 1996).

Zarf

S

Kapsomer /.
H & 7% Membran proteini
— T —e
Kapsid ./ T \. Glikoprotein
Genom Nukleoprotein
( J
Nukleokapsid

Sekil 2.5. Zarfl1 bir virionun yapist

Kaynak: (Modrow vd., 2013)
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Viriislerin genom yapisi, onlarin biyolojik 6zelliklerini ve evrimsel siireclerini dogrudan
etkileyen onemli bir faktordiir. Virionun yapisi, hem virlisiin konak hiicreye girisi hem de
cogalma yetenegi ilizerinde etkili olan bir dizi molekiiler etkilesime sahiptir. Bu nedenle,
virlislerin genom yapilari, saglik ve tarim gibi alanlarda hastalik yonetimi stratejilerini

sekillendiren temel unsurlardir (LaTourrette ve Garcia-Ruiz, 2022).

Viriislerin genomik RNA veya DNA's1, ¢esitli viral proteinlerin kodlanmasini saglar.
Virion igerisinde yer alan bu viral proteinler, yapisal olmayan proteinler olarak
simiflandirilabilir. Yapisal olmayan proteinler, viriisiin yasam dongiisiinde iiretilen, ancak
fiziksel olarak virionun yapisina dahil olmayan proteinlerdir (Gupta, 2018). Bununla birlikte,
bazi virionlar, bir sonraki replikasyon dongiisliniin baglangicinda kullanilan, az miktarda olsa
da yapisal olmayan proteinleri icerebilirler. Ornegin, viral polimeraz gibi proteinler, bu grup
altinda yer alir. Viral polimerazlarin virionlar i¢inde paketlenme durumu, viriisiin replikasyon
stratejilerine ve viral replikasyonun gergeklestigi hiicre i¢i bolgelere sitoplazma ve/veya
cekirdek bagl olarak degisir (Choi, 2011; Gupta, 2018).

Virionun yapisin1 inceleyecek olursak igerisinde viral genom, viral protein alt
birimlerinden kapsomer olusan bir protein kilifi kapsid ile ¢evrilidir. Viral genom, kapsid ile
birlestiginde niikleokapsidi olusturur. Zarfsiz viriis olarak adlandirilan viriislerde niikleokapsid
dis bir yap1 ile kaplanmamistir. Baz1 viriislerde ise niikleokapsid, niikleokapsid hiicre zarindan
gecerken edinilmis bir zarf yani sitoplazmik, intrasitoplazmik veya niikleer zar ile kaplidir.
Hiicre zarindan ge¢me yani tomurcuklanma siirecinde, viral zarfin temel bileseni olan lipit ¢ift
tabakas1 tomurcuklandigi hiicre zariyla aymi yapida olabilmektedir. Zarfli bir virionun
ylizeyinde ek olarak virlis kodlu proteinler bulunmaktadir. Bu proteinler zarf ile niikleokapsid
arasinda bulunan matris proteinine baglidir. Bu zarf proteinleri viriis baglanmasinda ve salinimi
gibi rollerde 6nemli rol oynar (Gelderblom, 1996). Ek olarak zarfli viriisler, dis ortam
kosullarina kars1 daha hassastir. Zarfsiz viriisler ise ¢evreye daha dayaniklidir (Kotwal ve

Cannon, 2014; Wigginton ve Boehm, 2020).

Viriisler, boyut ve morfoloji bakimindan genis bir ¢esitlilik sergiler (Tablo 2.3). Viral
morfolojinin iki temel unsuru, niikleokapsid simetrisi ve virion morfolojisidir. Niikleokapsid
simetrisi genellikle ikosahedral izometrik, helezoni veya kompleks yapilar olarak siniflandirilir

(Condit, 2007; Maclachlan ve Dubovi, 2010).

Viriisler ilk kez; iliskili olduklar1 hastaliklar, bulunduklar1 cografi bolgeler, bulasma
vektorleri ve diger belirgin ozellikleri temel alinarak dort ana sinifa ayrilmistir. Ancak,
viriislerin kesfi ilerledikge, bu dort sinifin viriislerin tiim ¢esitliligini yansitmadigi anlasilmistir.
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Bu eksikligi giderebilmek amaciyla uluslararasi bir taksonomi sistemi gelistirilmis ve 1966
yilinda Uluslararas1 Viriis Taksonomisi Komitesi (ICTV) kurulmustur (Adams vd., 2015).
Viriislerin siiflandirilmasi, genetik materyallerinin RNA veya DNA i¢ermesi, virion yapisinin
dairesel veya dogrusal olmasi, morfolojik Ozellikleri, hastalik etkilesimleri, ¢ogalma
yontemleri, konukcu iligkileri ve daha bir¢ok faktore gore yapilmaktadir (Kabil ve Onat, 2020).
Bugiin, bu smiflandirmalarda iki ana sistem yaygin olarak kullanilmaktadir: Baltimore

siiflandirmasi ve ICTV smiflandirmasi (Baltimore, 1971; Uzunogullar1 ve Glimtis, 2017).
Baltimore siniflandirma.

I- ds DNA virisleri (Cift iplikli DNA viriisleri); Adenoviruses, Herpesviruses, Poxviruses vs.
I1- ss DNA virtiisleri (+) sense (Tek iplikli DNA viriisleri); Parvoviruses vs.

[11-ds RNA virisleri (Cift iplikli RNAviriisleri); Reoviruses vs.

IV-ss RNA viriisleri (+) sense (Pozitif polariteli tek iplikli RNA viriisleri); Picornaviruses,

Togaviruses vs.

V- (-) ss RNA wviriisleri (Negatif polariteli tek iplikli RNA viriisleri); Orthomyxoviruses,
Rhabdoviruses

VI- ss RNA-RT viriisleri; Retroviruses vs.

VI1- ds DNA-RT viriisleri; Hepadnaviruses vs.

ICTV simiflandirmasi:

Takim (virales), familya (viridae), alt familya (virinae), cins (viriis), tiir (viriis)
It familya--virinae

Cins--virus

Tur--virus
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Viriis familyas1 Cap(nm) Zarf | Simetri Kapsomer Etere duyarlilik

DNA viriisleri (familyalar)

Adenoviridae 70-90 - lkosahedral 252 Duyarsiz-Olmez
Hepadnaviridae 42 + ikosahedral Bilinmiyor Duyarli-Oliir
Herpesviridae 150 + ikosahedral 162 Duyarli-Oliir
Iridoviridae 125-300 + lkosahedral 1892 Duyarli-Oliir
Papovaviridae 45-55 - ikosahedral 72 Duyarsiz-Olmez
Parvoviridae 18-26 - lkosahedral 32 Duyarli/Duyarsiz
Poxviridae 230x400 + Kompleks Bilinmiyor Duyarsiz-Olmez

RNA virtisleri (familyalar)

Arenaviridae 110-130 + Helikal Bilinmiyor Duyarli-Oliir
Birnaviridae 60 - ikosahedral 92 Duyarsiz-Olmez
Bunyaviridae 90-120 + Helikal Bilinmiyor Duyarli-Oliir
Calicivirade 35-40 - ikosahedral 32 Duyarsiz-Olmez
Coronaviridae 75-160 + Helikal Bilinmiyor Duyarli-Oliir
Filoviridae 790-970x80  + Helikal Bilinmiyor Duyarli-Oliir
Flaviviridae 40-50 + lkosahedral Bilinmiyor Duyarli-Oliir
Orthomyxoviridae = 80-120 + Helikal Bilinmiyor Duyarli-Oliir
Paramyxoviridae 150-300 + Helikal Bilinmiyor Duyarli-Oliir
Picornaviridae 25-30 - lkosahedral 32 Duyarsiz-Olmez
Reoviridae 60-80 - ikosahedral Bilinmiyor Duyarsiz-Olmez
Retroviridae 80-100 + Helikal Bilinmiyor Duyarli-Oliir
Rhabdorviridae 75x180 + Helikal Bilinmiyor Duyarli-Oliir
Togaviridae 50-70 +* lkosahedral 60 Duyarli-Oliir

Tablo 2.3. DNA ve RNA viriislerinin morfolojik &zellikleri
Kaynak: (1.U., 2014)

2.4.2. Toprak viriisleri

Viriisler, Diinya lizerindeki en yaygin biyolojik varliklardir ve topraklarda yaklasik 4,
88 x 10%° viriis benzeri partikiil bulundugu, bu partikiillerin kiiresel viral bollugun yaklagik
%10’unu olusturdugu belirtilmektedir (Han vd., 2022). Her ne kadar yaygin olsalar da toprak
viriisleri mikrobiome ekolojisinde uzun siire boyunca genellikle g6z ardi edilmistir. Bunun
baslica nedeni, bu viriislerin izolasyonu ve karakterizasyonundaki metodolojik zorluklardir
(Emerson vd., 2018). Ancak son yillarda yapilan arastirmalar, toprak viriislerinin mikrobiyal

topluluklar1 diizenleme ve biyojeokimyasal siireglere etki etmedeki onemli rollerini ortaya
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koymaktadir. Toprak viriisleri, konakg¢ilar1 kadar bol miktarda bulunmakta olup, hatta bazi
aragtirmalara gore konakgilarindan daha fazla sayida olduklart 6ne siiriilmektedir. Bu
sebeplerden dolay1 daha once dizilenmis 2.953 toprak metagenomundan derlenen, 616.935
ekilmemis viral genom ve 38.508 benzersiz viral operasyonel taksonomik birimden olusan

kapsamli bir veri seti olan Kiiresel Toprak Viriisii Atlas1 olusturulmustur (Graham vd., 2024).

Topraklarmn genellikle her graminda 107ile 10'° arasinda viriis barmdirdig1 tahmin
edilmektedir (Ashelford vd., 2003; Gonzalez-Martin vd., 2013; Helsley vd., 2014). Toprak
viriisleri toprakta olduk¢a yaygindir, ancak toprak matrisinin fiziksel karmasikligi, habitatlara
Ozgii virls gesitliligi ve genetik bilgi eksiklikleri nedeniyle bu viriislerin incelenmesi olduk¢a
zordur. Ayrica, farkli yasam dongiilerindeki viriislerin tespiti, DNA ve RNA viriislerine yonelik
mevcut biyoinformatik yontemlerin sinirlamalari da bu ¢alismalar1 zorlagtirmaktadir. Toprak
tirleri degistikce, farklt virlis tiirlerinin tipleri ve yogunluklarinda da degiskenlik
gozlemlenmektedir (Williamson vd., 2005). Viriislerin bakteri oranlari, topragin tiiriine,
derinligine ve ¢evresel kosullara bagli olarak farklilik gdstermektedir. Topragin nem orani, pH
degeri, biyotik ve abiyotik faktorler, viriislerin topluluk yapisini ve aktivitelerini etkileyebilir
(Fierer ve Jackson, 2006; Jansson ve Hofmockel, 2020). Ozellikle bitkilerin varligi, rizosfer
topraklarinda farkli viral topluluklarin gézlemlenmesine yol agmaktadir (Starr vd., 2019; Bi
vd., 2021). Toprak heterojenitesi de viral aktiviteyi ve viriis tiirlerini etkileyen 6nemli bir
faktordiir. Toprak agregatlar1 i¢indeki mikronisler, viriis-toprak iliskisini 6nemli o6l¢iide

sekillendirmektedir (Jansson ve Hofmockel, 2020).

Viriisler, mikrobiyal hiicreleri pargalayarak organik madde ve besin maddelerini serbest
birakir. Bu siireg, toprakta karbon ve azot dongiisiinde yer alan mikrobiyal siirecleri
diizenleyerek sera gazi emisyonlarin etkileyebilir. Ayrica, bazi viriisler, konak organizmalarin
metabolik yollarin1 modiile edebilecek ve ekosistem igerisindeki besin doniisiimlerini ile enerji
akisin1 daha da etkileme potansiyeline sahip yardimci metabolik genler tasir (Trubl vd., 2018).
Virisler, toprak mikroorganizmalar1 arasinda yatay gen transferini tesvik ederek genetik
cesitliligi ve adaptasyonu artirir. Bu genetik degisim, mikrobiyal islevler ve c¢evresel
degisimlere kars1 dayamikliligi etkileyebilir, boylece ekosistemlerin bozulmalara karsi

verdikleri tepkileri sekillendirebilir (Paez-Espino vd., 2016).

Toprak viriislerinin tespitine yonelik cesitli yontemler gelistirilmistir, bunlar arasinda
ozellikle bakteriyofajlar tizerinde yogunlasilmaktadir (Hurst vd., 1980). Bakteriyofajlar, litik
enfeksiyonlar araciligiyla bakteri popiilasyonlarini diizenleyerek mikrobiyal topluluk yapisinm

ve dinamiklerini etkiler (Emerson vd., 2018). Toprak fajlarmin tespiti i¢in kullanilan bir
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yontem, mikroskopla dogrudan sayim yapmaktir (Ashelford vd., 2003). Ayrica, toprak
metagenomlarindan  fajlar ve diger viral dizilerin tespiti dizileme teknikleriyle
gerceklestirilebilmektedir. Viral fraksiyonun zenginlestirilmesi, dizileme 6ncesinde yapilan bir

adim olup, bu siire¢ tespiti daha verimli hale getirmektedir (Santos-Medellin vd., 2021).
2.4.2.1. Toprak DNA viriisleri

Topraklar, bakteriler, arkeler, mantarlar ve viriisler gibi bircok mikroorganizmaya ev
sahipligi yapan, Diinya'nin en karmasik ve biyolojik ¢esitlilige sahip yasam alanlarindan biridir.
Bugiine kadar toprakta tespit edilen viriislerin biiyiik bir kismi, bakteriyel konakgilara sahip c¢ift
sarmallt DNA (dsDNA) viriisleri olan bakteriyofajlardir (Williamson vd., 2005; Williamson
vd., 2017). Bu dsDNA viriislerinin genom biiytikliikleri, birka¢ kilobazdan birka¢ megabaza
kadar degisiklik gosterebilmektedir. Ornegin, cayir topraklarinda bulunan ve 636 kilobazlik
dairesel genoma sahip bir bakteriyofaj, toprakta bulunan konagin hayatta kalmasin etkileyen
sporiilasyon proteinini kodlayan genler icermektedir (Al-Shayeb vd., 2020). En biiyiik bilinen
dsDNA viriisleri, niikleositoplazmik biiyiik DNA viriisleri olarak bilinen dev virtislerdir (Raoult
vd., 2004; Fischer, 2016). Bu dev viriisler, 30. 000 y1l dncesine tarihlenen eski permafrost
topraklarindan izole edilmistir (Legendre vd., 2015).

Toprakta bulunan dsDNA virtisleri, ¢esitli morfolojilere sahip olup, virion boyutlarinda
da farklilik gostermektedir (Tablo 2.4). Myoviridae, Podoviridae ve Siphoviridae ailelerine ait
kuyruklu fajlar, en cesitli olanlardandir ve birden fazla konakg¢i tiiriinii enfekte etme
potansiyeline sahiptirler. Bu fajlar, toprakta yaygin olarak bulunmakta olup (Adriaenssens vd.,

2017; Liang vd., 2019) bakteriyel ¢esitlilikle istatistiksel olarak anlaml1 bir sekilde pozitif iligki

gostermektedir.
Tablo 2.4. Toprak ortamlarinda tanimlanan baglica DNA viriis aileleri
Aile Genom Tipi Kona!< Onemli Ozellikler Ekolojik rol
Arah@

Siphoviridae dsDNA Bakteri  Uzun, kontraktil olmayan Litik ve lizojenik
kuyruklar dongiiler; besin salinimi

Myoviridae dsDNA Bakteri  Kontraktil kuyruklar, genis konak Genis konak araligs;
araligi yapisal gesitlilik

Podoviridae dsDNA Bakteri Kisa, kontraktil olmayan kuyrukla\ Hizlh enfeksiy()n kinetigi

Mimiviridae dsDNA Amip Biiyiik genomlar, karmasik Karmasik replikasyon;

replikasyon dongiileri gen rezervuart
Siiflandirilmamis  dSDNA/sSDNA Cesitli Bilinmiyor; potansiyel

Bilinmeyen, genellikle yeni diziler genetik

Kaynak: (Adriaenssens vd., 2017).
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Toprak DNA viriislerinin tespiti ve analizi, toprak matrislerinin karmasik yapis1 ve viral
partikiillerin diger mikroorganizmalara kiyasla diisiik bollugu gibi 6nemli teknik zorluklarla
kargilasmaktadir. Giiniimiizde, bu zorluklar1 asmak amaciyla filtrasyon, ultra santrifiijleme ve
niikleaz islemleri gibi fiziksel ve enzimatik zenginlestirme teknikleri kullanilmaktadir.
Zenginlestirme islemi sonrasinda DNA ¢ikarilir ve ardindan yeni nesil dizileme (NGS)

yontemleriyle analiz edilir (Parreira, 2018).

Litik dongiide, viriisler bakteriyel konakgilar1 enfekte ederek, hiicresel c¢ogalma
mekanizmalarini ele gecirir ve ardindan konak hiicrelerini lize ederek yeni virionlar ve hiicresel
icerikleri toprak matrisine saliverir. Bu siire¢, besin geri doniisiimiine katki saglar ve organik
maddelerin daha yiliksek trofik seviyelerden mikrobiyal besin aglarina yeniden
yonlendirilmesini saglayan "viral sant" etkisini tetikler. Lizojenik dongiide ise, viral genomlar
konak¢t DNA'sina entegre olur ve profajlar olarak uykuda kalir, konakei ile pasif olarak
cogalirlar. Ancak, stres kosullar1 veya cevresel sinyaller altinda, bu profajlar yeniden aktive
olarak litik dongiiye gegebilirler. Lizojenik donemde, viral genler konak¢1 metabolizmasini
degistirebilir, abiyotik strese karsi toleransi artirabilir veya genetik ¢esitliligi saglayarak gen
degisimi siireglerini destekleyebilir (Evans vd., 2021; Tong vd., 2023). Viriisler, mikrobiyal
evrim ve adaptasyon ilizerinde 6nemli bir etki yaratarak giiclii bir yatay gen transferi HGT araci
olarak islev goriir. Bu viriisler, transdiiksiyon ve gen paketleme hatalar1 gibi mekanizmalarla,
antibiyotik direnci, metabolik esneklik ve viriilans gibi Ozellikleri etkileyerek mikrobiyal

taksonlar arasinda iglevsel gen aktarimina katki saglar (Koonin ve Krupovic, 2018).

Tek sarmalli DNA (ssDNA) viriislerinin incelenmesi, ¢ift sarmalli DNA (dsDNA)
viriislerine kiyasla daha zordur, ¢linkii dsDNA viriislerinin DNA dizileme tekniklerine yonelik
arastirmalar daha yogun bir sekilde yapilmaktadir. ssDNA virtisleri, farkli toprak 6rneklerine
bagli olarak ¢esitlilik gostermektedir. Microviridae, Circoviridae ve Genomoviridae gibi aileler,
toprakta yaygin olarak tespit edilen ssDNA viriisleri arasinda yer alir (Han vd., 2022).
Microviridae ailesi, 6zellikle enterobakterileri enfekte eden viriisleri igerir. Diger ssDNA viriis
aileleri ise Okaryot organizmalarda enfeksiyona yol agar (Trubl vd., 2018). Ayrica, ssDNA
viriislerinin genetik yapilari, yliksek mutasyon oranlari ile taninir ve bu 6zellikleri, onlarin

evrimsel cesitliligine katkida bulunur (Malathi ve Renuka Devi, 2019).
2.4.2.2. Toprak RNA Viriisleri

Toprak RNA viriislerinin izole edilmesi, DNA viriislerine kiyasla daha zor oldugu i¢in
bu tiir viriisler, dSDNA viriislerine oranla daha az arastirilmistir. Bu viriisler genellikle 6karyotik
mikroorganizmalari, 6rnegin mantarlar1 ve protozoalar1 hedef alirken, ayn1 zamanda bitkiler ve
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nematodlar iizerinde de enfeksiyon olusturabilirler. Ekolojik rollerine bakildiginda, bu
viriislerin konak fizyolojisini diizenleme, yatay gen transferine katilma ve dolayli olarak besin

dongiilerini etkileme gibi 6nemli islevleri oldugu goriilmektedir (Wolf vd., 2020).

Cayir topraklari incelendiginde, bu ortamda yiiksek miktarda RNA fajinin bulundugu
gozlemlenmistir. Farkli c¢ayir lokasyonlari, o bodlgedeki RNA viriislerinin ¢esitliligini
yansitmaktadir. Ornegin, Reoviridae ailesine ait viriisler Kansas, ABD'de yaygm olarak
bulunurken, Kaliforniya'da tespit edilememistir (Wu vd., 2021). RNA viriislerinin yiiksek
mutasyon hizlarina sahip olmalar1 ve hizli ¢ogalma kapasiteleri, viral evrim ve g¢esitlenme
siireclerini yonlendirir. Ozellikle segmentli RNA viriislerinde, rekombinasyon ve yeniden
cesitlenme olaylar1 yaygin olarak meydana gelir. Bunun yani sira, bazi RNA virisleri,
konakeilar1 ayni anda enfekte ederek ve konakeilarin gen diizenleyici sistemleriyle etkilesime

girerek yatay gen transferini kolaylastirabilirler (Dolja ve Koonin, 2018).

RNA viriislerinin tamaminda bulunan RNA'ya bagimli RNA polimeraz (RdRP) enzimi,
filogenetik analizlerde giivenilir bir siniflandirma belirteci haline getirmektedir (Koonin ve
Krupovic, 2018; Venkataraman vd., 2018). Bu belirte¢ kullanilarak yapilan siniflandirmalarla,
toprak kokenli RNA viriislerinin biiyiik ¢ogunlugu tanimlanabilmis, yalnizca yaklasik %10'u
siniflandirilamamaistir. Morfolojik olarak DNA viriislerine benzemekle birlikte, RNA viriisleri
genellikle daha kiiciik yapiya sahiptir. Lenarviricota subesi, 6zellikle Leviviridae familyasina
sahip virlisleri icermesiyle ¢ayir topraklarinda en fazla cesitliligi gosteren gruplardan biridir ve
kiiresel 6l¢ekte en zengin toprak RNA viromlarini olusturmaktadir (Starr vd., 2019; Wu vd.,
2021). Bununla birlikte, Pisuviricota ve Kitrinoviricota subeleri de topraklarda yliksek
cesitlilige sahip diger RNA virlis gruplarim1 olusturur. Lenarviricota, Kitrinoviricota ve
Pisuviricota'min bazi {lyeleri pozitif anlamli tek sarmalli RNA (ssRNA) virtisleri iken,
Negarnaviricota liyeleri negatif anlamli RNA (ssRNA) viriisleri olarak bilinir. Diger siniflar ise
cift sarmalli RNA (dsRNA) viriislerinden olusmaktadir. Yapilan karsilagtirmalar, pozitif anlaml
ssRNA viriislerinin kiiresel 6l¢ekte analiz edilen toprak viromlar1 arasinda en fazla gesitlilige

sahip grup oldugunu ortaya koymustur (Wolf vd., 2020; Neri vd., 2022).
2.5. Viral Smiflandirmada Kullanilan Molekiiler Yontemler

Viral siniflandirma, viral ¢esitliligi, evrimsel siirecleri ve patogenezi anlamak acisindan
virolojinin temel unsurlarindan birini teskil eder. Geleneksel taksonomi, virion morfolojisi,
replikasyon stratejileri ve konak araligi gibi fenotipik o6zelliklere dayanmaktaydi. Bununla
birlikte, molekiiler yontemlerin gelisimi, viral siniflandirma sistemlerinin ¢oziintirliik ve
dogruluk agisindan 6nemli dlciide iyilegsmesini saglamisg, bu da yeni viriislerin tanimlanmasi ve
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bunlarin filogenetik iliskilerinin daha net bir sekilde anlasilmasina olanak tanimistir (Simmonds

ve Aiewsakun, 2018).

2.5.1. Dizileme Temelli Yontemler

2.5.1.1. Yeni Nesil Dizileme

Tarihsel olarak 6dnemli olmasina ragmen Sanger dizilemesi, kapsamli, yiiksek verimli
genomik analizlere olanak taniyan Yeni Nesil Dizileme (NGS) tarafindan biyiik ol¢iide
yerinden edilmistir. NGS, tiim viral genomlarin dizilenmesini kolaylastirir ve karsilastirmali
genomik, rekombinant suslarin tespiti ve filogenetik siiflandirmaya olanak tanir. NGS'nin
Ol¢ceklenebilirligi, onu viriis kesfinde ve viral taksonominin iyilestirilmesinde vazgegilmez hale

getirmistir (Boonham vd., 2014; Greninger vd., 2015; Cantalupo ve Pipas, 2019).

Molekiiler filogenetik, modern viral siniflandirmanin temelini olusturur. Arastirmacilar,
dizi hizalamasi ve aga¢ olusturma algoritmalarin1 kullanarak taksonomik cerceveleri

bilgilendiren evrimsel iligkileri a¢ikliga kavusturur (Fauquet vd., 2005; Sinclair vd., 2017).
2.5.1.2. Metatranskriptomik ve Virom Dizileme

Bir o6rnekten toplam RNA'nin dizilenmesi olan metatranskriptomik, transkripsiyona
ugramis viral genomlari belirleyerek aktif viral enfeksiyonlar1 yakalar. Bu yontem, viriis-konak
etkilesimleri, viral gen ifadesi ve ¢evresel viromlar hakkinda i¢goriiler saglar (Paez-Espino vd.,

2016).
2.5.1.3. RdRp Gen Profilleme

RNA'ya bagimli RNA polimeraz (RdRp), RNA viriisleri arasinda olduk¢a korunan bir
gendir. RdRp dizilerinin profillenmesi, kiiltiirlenmis izolatlar1 olmayanlar da dahil olmak {izere
cesitli RNA viriislerinin siniflandirilmasini kolaylastirir. RdRp gen filogenileri, yeni viriislere

taksonomik statii atamak ve evrimsel iliskileri anlamak i¢in saglam bir ¢erceve saglar (Koonin

ve Krupovic, 2018; Venkataraman vd., 2018; Olendraite vd., 2023).
2.5.2 PZR Temelli Yontemler

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve RNA hedefli varyant1 Ters Transkripsiyon PZR
(RT-PZR), molekiiler virolojide temel teknolojilerdir. PZR, termal dongii yoluyla hedef DNA
dizilerinin ¢ogaltilmasini saglarken, RT-PZR, viral RNA'nin tamamlayict DNA'ya (cDNA)
doniistiiriilmesini ve ardindan cogaltilmasini saglar. Bu yontemler son derece spesifik ve

hassastir ve virlislerin korunan genomik boélgelere gore tespitini ve 6n smiflandirmasini
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kolaylastirir. Ayrica, yiiksek ozgiilliik ve duyarlilik sunan, belirli niikleik asit dizilerinin

enzimatik amplifikasyonuna dayanmaktadir (Clementi vd., 1993; Bachman, 2013)

DNA viriisleri i¢in; taq polimeraz gibi termostabil DNA polimerazlar1 kullanir ve viral
genomun korunan veya degisken bolgelerinin hizli ve kesin bir sekilde tanimlanmasina olanak
tanir. RT-PZR, RNA viriislerini tespit etmek i¢cin dnce RNA'y1 ters transkriptaz yoluyla cDNA’
ya doniistiirerek kullanilir. Bu cDNA daha sonra PZR amplifikasyonu igin bir sablon goérevi
goriir (Clementi vd., 1993; Nie ve Singh, 2001; Bachman, 2013). RT-PZR’1n yaninda dizilisi
bilinmeyen ve az bilinen DNA fragmentleri i¢in yapilan RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) PZR bulunmaktadir. RAPD PZR &zellikle popiilasyonlar arasindaki
genetik cesitliligi arastirmak i¢in de kullanilabilmektedir. Dizisi tam olarak bilinmeyen ve tespit
edilmek istenen viral popiilasyonlar arasindaki baglantiyr ve ¢esitlilik durumu iginde RAPD

PZR kullanilabilmektedir (Aydin, 2004).

PZR tabanli yontemler sadece viriislerin tanimlanmasina degil ayn1 zamanda molekdiler
epidemiyolojiye de katki saglayarak, viral suslarin ve genotiplerin tek niikleotid
polimorfizmlerine (SNP) veya degisken bolgelere gore ayirt edilmesine olanak saglamaktadir

(Huard vd., 2003; Watzinger vd., 2006).

Gergek zamanl kantitatif PZR (qPZR), amplifikasyonun gercek zamanli izlenmesine
izin veren floresan problari dahil ederek geleneksel PZR'nin yeteneklerini genisletir. Bu teknik
yalnizca viral niikleik asitlerin varligin1 dogrulamakla kalmaz, ayn1 zamanda bunlar1 niceliksel
olarak belirleyerek viral yiik degerlendirmelerine ve genotiple farklilagmaya olanak tanir.
qPZR, hem klinik teshislerde hem de arastirmalarda yaygin olarak kullanilir ve genotip-spesifik
dizileri hedefleyerek siniflandirmaya katkida bulunur (Gibson vd., 1996; Heid vd., 1996;
Mackay vd., 2002).

2.5.3. Diger Yontemler

CRISPR Tabanli Teknolojiler: Diizenli Aralikli Kisa Palindromik Tekrarlar (CRISPR)
kiimeleme sistemleri, 6zellikle CRISPR-Cas13, yakin zamanda viriis tespiti i¢in uyarlanmistir.
Bu sistemler, belirli viral RNA dizilerini hedefleyerek, yiiksek 6zgiilliige sahip hizli, bakim
noktasinda teshis sunar. CRISPR araglari, ncelikle tan1 amacl olsa da, viral genotipleme ve

islevsel genomik icin de potansiyel tasir (Gootenberg vd., 2017).

DNA Microarrays: DNA Microarrays, viral niikleik asitlerin binlerce oligoniikleotid
probuna es zamanli hibridizasyonuna izin vererek bilinen ve yakindan iliskili viral tiirlerin

tanimlanmasini kolaylastirir. Sinirli dinamik aralik ve hassasiyet nedeniyle NGS'den daha az
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yaygin olarak kullanilsa da, viral gézetim ve 6n taksonomik siralama i¢in yararl olmaya devam

etmektedir (Wang vd., 2003)

Restriksiyon Parcast Uzunluk Polimorfizmi (RFLP): RFLP, Restriksiyon
endoniikleazlar1 ile viral DNA'min sindirilmesini ve ardindan elektroforetik ayirmayi gerektirir.
Ortaya cikan restriksiyon fragmentleri yakindan iliskili viral suglar arasinda ayrim yapan
molekiiler parmak izleri olarak hizmet eder. Bir¢ok uygulamada dizileme ile yer degistirmis
olsa da RFLP, kaynak sinirli ortamlarda sus tiplemesi i¢in degerini korur (Tanaka vd., 2001;
Verna vd., 2017).

Elektron Mikroskobu (EM): Molekiiler olmasa da elektron mikroskobu EM viriis
siniflandirmasinda hayati bir tamamlayic1 teknik olmaya devam etmektedir. EM, virion
morfolojisini gorsellestirerek yapisal ailelerin tanimlanmasina yardimet olur (Goldsmith ve

Miller, 2009).

Niikleik Asit Dizisi Tabanli Amplifikasyon (NASBA): NASBA, RNA hedefleri i¢in
optimize edilmis bir izotermal yontemdir. Ters transkriptaz, RNase H ve T7 RNA polimerazin
uyumlu eylemi yoluyla RNA'y1 cogaltir. NASBA, enteroviriisleri ve HIV'i tespit etmede etkili
bir sekilde kullanilmis olup, bakim noktasinda hizli sonuglar sunmaktadir (Compton, 1991; Lau

vd., 2004; Fakruddin vd., 2012).
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3. MATERYAL METOT
3.1. Cahisma Materyali

Calisma materyali olarak fasulye yetistirilen bolgelere ait mayis-agustos mevsim araligi
icerisinde 44 farkli lokaliteden 50 toprak 6rnegi (Tablo 3.1.) toplanmistir. Toprak ornekleri Ege,
Marmara, I¢ Anadolu, Karadeniz, Akdeniz ve Giineydogu Anadolu bélgelerine ait farkli
lokalitelerden, fasulye tarimi1 yapilan topragin yaklasik 30 cm kadar alt kismindan toplanmistir
(Sekil 3.1). Alinan bu 6rnekler deneyde kullanilmak iizere ¢alismalar yapilana kadar siyah bir
poset icerisinde 151k almayacak sekilde oda 1sisinda muhafaza edilmistir. Bakteriyofaj
caligmalar1 i¢in konakgi olarak Eskisehir Tarimsal Arastirma Enstitiistinden temin edilen
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (PSPM3, PSP14) ve Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli fasulye patojeni bakteri kiltiirleri, kontrol grubu i¢in Rhizobium sp. bakterisi

kullanilmistir.

Sekil 3.1. Toprak 6rnegi lokasyonlarini ve cografi bolgeleri gosteren Tiirkiye haritast.

1: Marmara Bolgesi, 2: Ege Bolgesi, 3: Akdeniz Bolgesi, 4: i¢ Anadolu Bélgesi, 5: Karadeniz Bolgesi, 6: Giineydogu
Anadolu Bolgesi
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Tablo 3.1. Fasulye yetistirilen Tiirkiye’nin farkli bolge ve sehirlerine ait 50 toprak 6rneginin lokalite bilgileri

LT

Toprak Mevki Son 5 Yildir Fasulye mi Kimyasal Son Yillarda Hastahk Kullamlan  Giibre
Numuneleri Ekiliyor Kullanim Goriildii Mii Tiirii

T1 Samsun 1-Samsun/Atakum/Kasnak¢t Mermer Koyii/Cayir Mah. Evet X Susuzluk Kaynakli Bitlenme Hayvansal Giibre

T2 Samsun 2-Samsun/Atakum/Kasnak¢r Mermer Koyii/Cayir Evet X X Hayvansal Giibre
Mah./Camdiiz Mevki

T3 Samsun 3- Samsun/Atakum/Kasnak¢1 Mermer Koyti/Mermer Evet X X Hayvansal Giibre
Mevki

T4 Samsun 4- Samsun/Atakum/Kasnak¢t Mermer Koyti/Mermer Evet X X Hayvansal Giibre
Mevk

T5 Samsun 5-Samsun/Atakum/Kasnak¢1t Mermer Koyii/Yagbasan Evet X X Hayvansal Giibre
Mevki

T6 Samsun 6- Samsun/Atakum/Kasnak¢i Mermer Koyii/Burunalan Evet X X Hayvansal Giibre
Mevki.

T7 Ankara/Sereflikochisar/Kacarli Koyt Farkli Sebzelerde Ekildi Arsuva-Kiikiirt X Humus/ince Torf

T8 Bilecik/Kepirler Koyii Evet X X Giibre

Kullanilmamig

T9 Bilecik/Kizildamlar Evet X Susuzluk Kaynakli Bitlenme Hayvansal Giibre

T10 Kiitahya/Emet/Yenice Evet X X Hayvansal Giibre

T11 Kiitahya/Tavsanli 5 Y1l Oncesinde Ekim X X Hayvansal Giibre

Yapilmig

T12 Kiitahya/Emet/Boztepe Evet X X Hayvansal Giibre

T13 Erzurum 1-Ispir Evet X X Hayvansal Giibre

T14 Diyarbakir-Silvan Son 1 Yildir X X Solucan Giibresi

T15 Afyon-Cobansargi-Tarla Kenari Tarla Kenar1 X X Hayvansal Giibre

T16 Afyon-Saldikbey ile 4yol Aras Evet X X Hayvansal Giibre



8¢

T17
T18
T19
T20
T21
T22
T23
T24
T25
T26

T27
T28
T29
T30
T31
T32
T33
T34

T35
T36
T37
T38

T39
T40

Antalya-Fatih

Isparta-Savkdy
Antalya-Side-Kumkoy
Bilecik-Elmali Koy
Artvin-Borgka-Akpiar Koyl
Artvin-Borgka-ibrikli-Kasimet Mah.
Kastamonu-Daday-Karaagag Koyii
Karabiik-Eflani ilcesi-Bostanci Koyii
Sivas

Mardin-Midyat

Diizce/Golyaka/Sagmalipmar Koyii
Erzurum 2-Ispir-Devedagi Mah.
Erzurum 3-Ispir-Devedagi Mah.
Erzurum 4-ispir-Devedag Mah.
Erzurum 5-ispir-Oztoprak Mah.
Erzurum 6-Ispir-Numanpasa Mh.
Tokat/Niksar/Derebag Mahallesi
Giresun/Gorele/Esenyurt Koyt

Ordu/Akkus 1
Balikesir/Edremit
Rize/Kaplicalar

Kahramanmaras/Dulkadiroglu Ilgesi/Ayaklicaoluk/Ugdut

Mevki
Ordu/Akkus 2

Eskisehir/Cukurhisar Mevki

Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
5 Yildan Once Ekim

Yapilmis
Evet
Evet

3 Yildir

2 Yildir

3 Yildir

1 Yildir

5 Yildir
Evet

Evet
Evet
Evet
Evet

Evet
Evet

Tablo 3.1. tablonun devami

X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X

x| X

X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X

X X

Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre

Hayvansal Giibre

Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre

Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre

Giibre
Kullanilmamis
Hayvansal Giibre

Hayvansal Giibre



6¢

T41

T42
T43
T44
T45
T46
T47
T48
T49
T50

Artvin /Arhavi /Musazade Mahallesi

Hatay/ Reyhanli/Karasiileymanli Mahallesi
Trabzon/Vakfikebir/Karatepe Koyii
Balikesir/Burhaniye/Pelitkoy Mahallesi
Trabzon/Vakfikebir/Semizoglu Koyi
Ordu/Akkus 3

Eskisehir/Karacagehir Koyt
Kiitahya/Akpinar Koyii

Amasya/Merzifon

Bilecik/Kepirler Kdyii 1

Evet

Evet
Evet
Evet
Farkli Sebzelerde Ekildi
Evet
Evet
Evet
Evet

5 Yildan Once Ekim
Yapilmig
Tablo 3.1. tablonun devami

X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X

Hayvansal
Glibre

Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre
Hayvansal Giibre

Giibre Kullanilmamig



3.1.1. Toprak Numunesi I¢in On Islem

50 mL'lik falcon tiiplerinde Luria Broth (LB) ile muamele edilmis 6rnekler +4°C'de
tutulmustur. Santrifiij edilen 6rnekler 0.22 um c¢apl mikropor filtrelerden gegirilmistir. Tiim
numune aktarimi gerceklestikten sonra steril falconlarin agzi siki bir sekilde kapatilip

etiketlenerek +4°C'de muhafaza edilmistir.
3.1.2. Konakg1 Bakteri Kiiltiiriiniin Biiyiitiilmesi

Etiketli ve steril 15ml Falcon tiipe LB eklenerek Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola (PSPM3, PSP14) ve Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli bakteri kiiltlirleri
28°C'de 150 rpm' de etiivde inkiibe edilmistir. Bu islem faj taramasi i¢in kullanilacak olan tiim

bakteri tiirleri i¢in tekrar edilmistir.
3.1.3. Bakteriyofaj Testleme Calismalar:

Testler iki ayr1 yontem kullanilarak ¢ift paralel calisma seklinde gerceklestirilmistir. Her
iki yontemle de elde edilen sonuglar karsilagtirilarak verilerin teyidi saglanmistir. LB agar
iceren steril petrilere bakteri kiltiiri yayildiktan sonra, petrilerde test islemleri
gerceklestirilmistir. Deney sirasinda bakteri kontrol grubu olarak Rhizobium sp. bakterisi

kullanilmuastir.
a) Kaplama yontemi:

Bu asamada g¢evresel ornekler faj i¢in test edilemeye baslanmaktadir. Bunun igin filtre edilmis
toprak numunesi bakteri kapli olan plakalara uygulanmustir. Ornekler pipet ile sivi plakaya
dokiildiikten sonra drigalski ile iyice yayilmistir. Petriler bir siire kurumaya birakildiktan sonra
ters c¢evrilerek 28°C' de etiivde inkiibe edilmistir. Bu islem her bakteri petrisi i¢in

tekrarlanmistir.
b) S kiiltiir yontemi:

Test edilecek her konake1 bakteri i¢in 15ml'lik Falcon tiip hazirlanmis ve etiketlenmistir. 50 pL
Bakteri i¢ceren SmL LB broth 6rneklerine 250 pL filtre edilmis toprak numunesinden eklenip
gece boyunca 28°C'de 150 rpm' de etiivde inkiibe edilmistir.

Her iki yontem uygulanan orneklerin inkiibasyon sonucunda lireme olup olmadig:
kontrol edildikten sonra, bakteriyofaj zonu goriinen petri ve liremenin baskilandigi sivi
ornekleri faj izolasyonu i¢in ayrilmig ve zenginlestirme icin bu ekimler tekrarlanmistir. Filtre

orneklerinden zenginlestirme sonrasinda tekrar PZR analizi yapilmistir.
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3.2. TEM Analizi

TEM (Transmission electron microscopy-Gegirimli Elektron Mikroskobu) analizi ile
viral numunelere yapilacak morfolojik analizler, Eskisehir Osmangazi Universitesi Merkezi
Aragtirma Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuvarlarindan (ARUM) hizmet
alimi1 seklinde gerceklestirilmistir. TEM analiz fotograflar1 100 kW voltajda 70.000-200.000

biiylitme araliginda incelenmistir.
3.3. PZR Yontemi
3.3.1. PZR Hazirhgi ve Kosullari

Viral gesitliligin belirlenmesi ve fasulye viral patojenlerin tespitinde markor belirteg
olarak kullanilan oligoniikleotid dizileri ile filtre sivilarindan DNA ve RNA tabanli viral
cesitlilik analizi i¢in PCR c¢alismalar1 yapilmistir (Tablo 3.2). PZR reaksiyonu ile elde edilen
iriinlerin, agaroz jel elektroforezi sonucu gozlenen karakteristik bantlar baz alinarak

karsilastirmali jel analizleri gerceklestirilmistir.

Primerler ile yapilacak DNA tabanli viral ¢esitlilik i¢in PZR dongiisii: 1 dongii; 94°C'de
3 dakika 6n denaturasyon, 35/40 dongii; 94°C'de 1 dakika, 30- 60°C 'de her bir primer i¢in farkl
oturma 1silarina gore 1 dakika, 72°C'de 2 dakika, 1 dongii; 72°C' de 7 dakika final uzama. Her
bir reaksiyon 25 pl final konsantrasyonlari: 2,5 mM MgCl2, 0. 2 mM dNTP dATP, dCTP, dGTP,
dTTP, 1 uM Primer, 1 U Taq Polymerase, 1 X PZR tampon olacak sekilde gerceklestirilmistir.
PZR sonucu olusan amplifikasyon {irtinleri; 5 pl iirline 1 pl loading dye eklenerek 90 V, 1. 2%
agaroz jelde yiritilmistir. Jel, UV transilluminator kullanilarak dijital olarak

fotograflanmistir.

Kontaminasyon kontrolii i¢cin PZR: Filtrelenmis toprak orneklerindeki olas1 prokaryotik
kontaminasyonun kontrolii i¢in 16S rRNA genlerinin amplifikasyonu saglayan E9F/U1510R
primerleri (Hansen vd., 1998; Reysenbach ve Pace, 1995) ve dkaryotik kontaminasyon kontrolii
i¢in (0zellikle mantarlarda) rDNA bolgesini amplifiye eden ITS1/ ITS4 (Segobola vd., 2018)

primerleri kullanilmistir.
E9F “GAGTTTGATCCTGGCTCAG”, UI5S10R “GGTTACCTTGTTACGACTT”,
ITS1 “TCCGTAGGT-GAACCTGCGG” ve ITS4 “TCCTCCGCTTATTGATATGC”.

Filtre orneklerinde herhangi bir Okaryotik ve prokaryotik canli kaynakli

kontaminasyonun olmadiginin kontrolii i¢in kullanilan {tniversal primerler kullanilarak
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gerceklestirilen PZR sonucunda; tiim 6rneklerin herhangi bir kontaminasyon igerip icermedigi

iki tekrarli olarak teyit edilmistir.

RNA tabanl viral ¢esitlilik analizi i¢in cDNA, iireticinin talimatlarina gére RevertAid
First Strand cDNA Sentez kiti Fermentas kullanilarak hazirlandi. Hazirlanan cDNA
kaliplarindan P5, P11, P13, CRA22, OPA13 ve P21 primerleri i¢in 50 6rnegin tamami test

edilmistir
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Tablo 3. 2. Calismada kullanilan primerler ve dizileri

Viral Cesitlilik Analizleri i¢in Primerler

133

Primer ad1 Primer Dizisi 5°>3’ Referans
HDC-1 CGCCGCCGCC (Srinivasiah vd., 2013)
HCB-1 CCAGCAGCAG (Srinivasiah vd., 2013)
LWHS-1 GTTCGGGTCG (Srinivasiah vd., 2013)
RLWLS-1 GCGATCCACG (Srinivasiah vd., 2013)
AAWZS-1 CACCACCTGC (Srinivasiah vd., 2013)
OPA-9 GGGTAACGCC (Winget ve Wommack, 2008; Borrel vd., 2012)
OPA-6 GGTCCCTGAC (Winget ve Wommack, 2008)
OPA-13 CAGCACCCAC (Winget ve Wommack, 2008)
CRA-22 CCGCAGCCAA (Winget ve Wommack, 2008)
CRA-23 GCGATCCCCA (Winget ve Wommack, 2008)
RAPD5 AACGCGCAAC (Dias vd., 2020)

OPL5 ACGCAGGCAC (Dias vd., 2020)

P2 AACGGGCAGA (Dias vd., 2020)

P5 AACGCGCAAC (Poyraz vd., 2012)
P11 GGCCGATGAT (Poyraz vd., 2012)
P13 ACCGCCTTGT (Poyraz vd., 2012)
P14 CAGCACTGAC (Poyraz vd., 2012)
P16 TGGTGGCCTT (Poyraz vd., 2012)
P17 GTAGCACTCC (Poyraz vd., 2012)
P21 ACGGTGCCTG (Poyraz vd., 2012)
OPB-17 AGGGAACGAG (Chatellier vd., 1999)
OPU-13 GGCTGGTTCC (Yunus vd., 2013)
OPU-16 CTGCGCTGGA (Yunus vd., 2013)
P23 CGCCCAAGCC (Poyraz vd., 2012)
P24 CGCCCTGGTC (Poyraz vd., 2012)

Okaryotik ve Prokaryotik Kontaminasyonun Kontrolii icin Primerler

* E9F GAGTTTGATCCTGGCTCAG (Segobola vd., 2018)
* U1510R GGTTACCTTGTTACGACTT (Segobola vd., 2018)
*|TS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG (Segobola vd., 2018)
*|TS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC (Segobola vd., 2018)
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Tablo 3.2. tablonun devami

Viral Fasulye Patojen Markorleri

BCMV GGATGCGGAGAATCTGTG (Bhadramurthy ve Bhat, 2009)
F-5 GATTGACGTCCCTTGCAG

R-5

BCMNV NL-3D CCATTGCTGCTGAGATTC AGTTCACCGTGAGATGTC (R. C. Larsen vd., 2005)
NI-3

BCMNV DgF GARRAGCHCCRTAYATAGCAGA GCTTTGCATTTYCAACCATTGG (Melgarejo vd., 2007)

DgR

BCMNYV Dn13 GAATTGAAAGCGTACTATCTAATACAG (Xu ve Hampton, 1996)
Unl3 CAGCTTGAATTTGATTCTGATGATGAGGTG

CMV F-5 TTGAGTCGAGTCATGGACAAATC (Lin vd., 2004)

R-5 AACACGGAATCAGACTGGGAG

SK5 CMV-F ATGGACAAATCTGAATCAACC (Karanfil ve Korkmaz, 2017)
SK6 CMV-R GATGTGGGAATGCGTTGGTGC




3.3.2. Jel Elektroforezi ve Goriintiillenmesi

Agaroz jeller 0. 5X TBE tamponu ile %1,3 oraninda hazirlanmistir. DNA
goriintiilenmesi i¢in etidyum bromid kullanilmistir. PZR {irtinleri her bir kuyucuga 6 pl 6rnek
1 pl loading dye olmak iizere 7 pl yiiklenmis ve 90 V'ta 300mA'de 90 dakika ytriitiilmiistiir.
Bant biiyiikliiklerini belirlemek i¢cin 100 bp'lik DNA ladder Fermentas kullanilmistir.
Elektroforez sonucu yiiriitiilen agaroz jeller, jel dokiimantasyon sistemi Gel Logic 212 PRO

altinda dijital olarak fotograflanmistir.
3.4. Jel Goriintiileriyle Viral Cesitlilik Analizi

Jel elektroforezi sonucu gozlenen karakteristik bantlar, iki sekilde veri olarak
degerlendirilmistir. Tiim toprak orneklerinde mevcut DNA ve RNA da viral ¢esitliligin
karsilastirma analizi i¢in: bant profilleri, bant sayimi ve boyut tespitinde Phoretix1D Pro
yazilimi kullanilmistir. Yazilimdan elde edilen ikili veriler binary data, aritmetik ortalamali
agirliksiz ikili grup yontemi UPGMA analizi yontemi ile Jaccard Benzerlik ve Mesafe
Matriksleri olusturulmustur. Bu matriksler kullanilarak, olusturulacak dendrogram’in temel
kodlarini iceren Newick formatindaki veri elde edilmistir. Newick verisi, MEGA 11.0 yazilimi
(Kumar vd., 2016) kullanilarak DNA ve RNA viral cesitliligini gosteren dendrogramlar
(genetik benzerlik/farklilik agaci) cizilmistir. Aga¢ lizerinde Ornek adlari, sekil 3.1°de
kullanilan cografi bolgeleri temsil eden renkler (kirmizi: Marmara Bdlgesi, pembe: Ege
Bolgesi, sari: Akdeniz Bélgesi, turuncu: I¢ Anadolu Bolgesi, yesil: Karadeniz Bolgesi,

kahverengi: Giineydogu Anadolu Bolgesi) ve lokasyon numaralari kullanilarak gosterilmistir.

Temel koordinat analizi PCoA ve BAPT analizleri GenAlEx yazilimi1 kullanilarak

yapilmistir.
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4. BULGULAR

Yapilan caligsmalarla ilgili deneysel verilere ait sonuglar sirayla bagliklar halinde

sunulmustur.
4.1. Bakteriyofaj Test Ornekleri

Bu tez ¢aligmasinda Tiirkiye’de fasulye yetistirilen farkli toprak drneklerinde bulunan
viral ¢esitliligin belirlenmesi ve bu toprak 6rneklerinde bulunabilen olas1 bakteriyofajlarin
fasulye hastalik etmenleri olan P. syringae pv. phaseolicola (PSPM3, PSP14) ve X. axonopodis
pv. phaseoli’ye kars1 biyolojik miicadelede kullanilabilirligi arastirilmistir. Farkli lokasyondan
temin edilen 50 toprak 6rnegi; P. syringae pv. phaseolicola (PSPM3, PSP14) ve X. axonopodis
pv. phaseoli fasulye patojeni bakteri kiiltiirleri ile 2 ayr1 yontem kullanilarak yapilan paralel
calismalar ile test edilmistir. Her bir fasulye patojeni icin bakteri kontrol grubu olarak
Rhizobium sp. bakterisi kullanilmistir. Filtre 6rneklerinin uygulama testleri, 50 toprak 6rnegi

arasinda T2 ve T6 orneklerinin bakteri kiiltliriinde iiremeyi negatif etkiledigini gostermistir.

Kaplama yonteminde T2 ve T6 filtre toprak orneklerinin P. syringae pv. phaseolicola
M3 ve 14 suglarina kars1 tiremeyi baskiladigi ve berrak plaklar olusturduklart goériilmiistiir
(Sekil 4.1 ve 4.2). Her bir fasulye patojeni i¢in bakteri kontrol grubu olarak kullanilan
Rhizobium sp. kiltiirlinde, tiremenin engellendigi herhangi bir zon olusmamistir. Bu sonug iki
ornegin genel bir bakterisit olmadigini ve hedef patojen bakterilere 6zgiilliikklerini gostermistir
(Sekil 4.3). Kat1 besi yeri denemelerinin yaninda, T2 ve T6 Orneklerinin fasulye patojeni
bakterilere ait siv1 kiiltiirlerde de liremeyi durdurdugu goézlenmistir. T2 6rneginin P. syringae
pv. phaseolicola patojeninin M3 susunu igeren sivi kiiltiirde, T6 6rneginin de P. syringae pv.
phaseolicola patojeninin 14 susunu igeren sivi kiiltiirde kontrol gruplarina gore iliremeyi
baskiladiklar1 gozlenmistir (Sekil 4.4 ve 4.5). Her iki besi kiiltiirii yontemiyle yapilan testlerin

birbirini dogrular nitelikte oldugu anlasilmistir.
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Sekil 4.1. T2 toprak filtre 6rneginin a: PSP14 ve b: PSPM bakterileri 6rneklerindeki uygulama sonuglart. ¢: zonlarin
yakindan gériiniimleri

Sekil 4.2. T6 toprak filtre 6rneginin a: PSP14 ve b: PSPM3 bakterileri 6rneklerindeki uygulama sonuglari. c: zonlarm
yakindan goriiniimleri

Sekil 4.4. 1) P. syringae pv. phaseolicola M3 bakteri kiiltiiriinde filtre drneklerinin ireme iizerine etkisi. 2) P. syringae pv.
phaseolicola 14 bakteri kiiltiiriinde filtre 6rneklerinin {ireme iizerine etkisi.
a: Pozitif kontrol b: T2 filtre 6rnegi c: T6 filtre 6rnegi.
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Sekil 4.5. T6 6rnegi i¢in yapilan TEM analizi sonucu farkli boyut ve formda bulunan faj gériintiileri

4.2. Viral Cesitlilik Analizleri
4.2.1. DNA Viral Cesitlilik Analizleri

Tiirkiye’ nin farkli bolge ve sehirlerinden toplanan 50 toprak drnegine ait viral ¢esitlilik
analizi, potansiyel DNA viriis cesitliligini belirlemek amaciyla 25 adet primer ile PZR
reaksiyonlar1 kurularak test edilmistir. 11 primer i¢in hi¢ amplifikasyon gozlenmemistir. 8 adet
primerin 50 6rnek i¢in kismi amplifikasyon sagladigi ve bazi ornekler i¢in bant vermedigi
belirlenmistir (Tablo 4.1)(0rnek primer: sekil 4.6). Test edilen tiim primerler arasinda Cra22,
P5, P11, P13, P21 ve OPA13 primerleri i¢in tam/analiz edilebilir amplifikasyon bant sonuglari

elde edilmis ve Phoretix1D programu ile karsilagtirmali bant analizleri yapilmistir (Sekil, 4.7,
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4.8,4.9,4.10,4.11, 4.12). Karsilastirmali1 bant analiz sonug¢larindan elde edilen “binary data”
kullanilarak UPGMA analiziyle DNA viriis ¢esitliligini gdsteren Jaccard benzerlik ve mesafe
analizleri gerceklestirilmistir. Bu iki veriden benzerlik analizi Sekil 4.13’de, mesafe analizi
sekil 4.14’te sunulmustur. Ornekler arasindaki genetik mesafeyi degerlendirmek icin UPGMA
kiimeleme analiz yontemi ve ikili verilerle MEGA 11 yazilimi kullanilarak DNA viriis
cesitliligini gosteren dendrogram cizilmistir (Sekil 4.15). 50 lokasyona ait toprak 6rneklerine
ait temel koordinat analizi PCoA analizi (Sekil 4. 16) ve BAPT analizi (Sekil 4. 17) GenAlEx

yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Tablo 4.1. RAPD primer adlari, dizileri, verimlilikleri ve amplifikasyon 6zellikleri

Primer Dizi PEM °C EI:L‘;;‘E; Total | Polimorfik | Polimorfizm | PIC

Isimleri 5-3 (%) Bantlar Bantlar Oram (%) degeri
AAWS-1 CACCACCTGC 35 0 - - - -
CRA-22 CCGCAGCCAA 39 100 21 21 100 0. 565
CRA23 GCGATCCCCA 36 50 - - - -
HCB-1 CCAGCAGCAG 36 50 - - - -
HDC-1 CGCCGCCGCC 51 0 - - - -
LWHS-1 GTTCGGGTCG 35 0 - - - -
OPA6 GGTCCCTGAC 32 0 - - - -
OPA9 GGGTAACGCC 35 10 - - - -
OPA-13 CAGCACCCAC 35 100 33 33 100 0. 543
OPB-17 AGGGAACGAG 32 50 - - - -
OPL-5 ACGCAGGCAC 39 25 - - - -
OPU-13 GGCTGGTTCC 34 0 - - - -
OPU-16 CTGCGCTGGA 34 0 - - - -
P2 AACGGGCAGA 35 0 - - - -
P5 AACGCGCAAC 32 100 41 41 100 0. 409
P11 GGCCGATGAT 32 100 39 39 100 0. 448
P13 ACCGCCTTGT 32 100 34 34 100 0.533
P14 CAGCACTGAC 32 12 - - - -
P16 TGGTGGCCTT 32 0 - - - -
P17 GTAGCACTCC 32 10 - - - -
P21 ACGGTGCCTG 34 100 28 28 100 0. 587
P23 CGCCCAAGCC 32 10 - - - R
P24 CGCCCTGGTC 34 0 - - - -
RAPD-5 AACGCGCAAC 38 0 - - - -
RWLS-1 GCGATCCACG 36 0 - - - -

*: Amplifikasyon Oorneklerinin toplam 6rnek sayisina oran1  P. E. M: Primer erime sicaklig1

Tablo 3.2°de verilen viral fasulye patojeni markorleri ile 50 lokaliteye ait toprak
orneklerinde PZR yontemi ile yapilan iki tekrarli analizler sonucunda, herhangi bir
amplifikasyon sonucu gozlenmemis olup; tiim lokasyonlara ait topraklarda literatiirde taniml

PZR markorleriyle tespit edilen fasulye patojeni viriislerin bulunmadig: tespit edilmistir.
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Sekil 4.6. DNA tabanl viral ¢esitlilik igin yetersiz bant amplifikasyonunun gézlendigi P14 primerinin PZR jel fotografi.
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Sekil 4.7. DNA tabanli viral ¢esitlilik i¢in CRA22 primeri ile yapilmis olan PZR iiriinlerinin jel goriintiisii.
M: 100bp Plus DNA Ladder marker, 1-50: 6rnek numaralari
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Sekil 4.8. DNA tabanli viral gesitlilik i¢in P13 primeri ile yapilmis olan PZR {iriinlerinin jel goriintiisii.
M: 100bp Plus DNA Ladder marker, 1-50: 6rnek numaralari
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Sekil 4.9. DNA tabanli viral ¢esitlilik i¢gin OPA13 primeri ile yapilmis olan PZR iiriinlerinin jel goriintiisii.
M: 100bp Plus DNA Ladder marker 1-50: 6rnek numaralart
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Sekil 4.10. DNA tabanli viral ¢esitlilik i¢in P5 primeri ile yapilmig olan PZR iirlinlerinin jel goriintiisii.
M: 100bp Plus DNA Ladder marker 1-50: Ornek Numaralar
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Sekil 4.11. DNA tabanl viral gesitlilik icin P11 primeri ile yapilmis olan PZR {iriinlerinin jel goriintiisii.
M: 100bp Plus DNA Ladder marker 1-50: Orek Numaralari
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Sekil 4.12. DNA tabanli viral ¢esitlilik i¢in P21 primeri ile yapilmis olan PZR firiinlerinin jel goriintisii.
M: 100bp Plus DNA Ladder marker 1-50: Ornek Numaralart
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Sekil 4.15. 50 toprak 6rnegi arasinda DNA viriis ¢esitliligini gosteren dendrogram.
Cografi bolge renkleri: kirmizi Marmara Bélgesi, pembe Ege Bélgesi, sart Akdeniz Bblgesi, turuncu i¢ Anadolu Bélgesi,
yesil Karadeniz Bolgesi, kahverengi Giineydogu Anadolu Bolgesi.
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Sekil 4.16. 50 toprak 6rnegindeki DNA viriislerinin viral ¢esitliliginin temel koordinat analizi (PCoA)
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Sekil 4.17. 50 toprak 6rnegindeki DNA viriislerinin viral gesitliliginin BAPT analizi.

No Bands: Toplam bant say1s1, No Bands Freq. >=5%: Frekansi %5 ten fazla olan bant say1s1, No Private Bands: Ozel bant sayisi, No LComm Bands: Yerel popiilasyona ait
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4.2.2. RNA Viral Cesitlilik Analizleri

Tiirkiye’nin farkli bolge ve sehirlerinden toplanan 50 toprak 6rnegine ait viral ¢esitlilik
analizi, potansiyel DNA viriis ¢esitliligine ek olarak RNA viriis ¢esitliligini belirlemek amaciyla
6 adet primer ile PZR reaksiyonlar1 kurularak test edilmistir. Test edilen tiim primerler arasinda
Cra22, P5, P11, P13, P21 ve OPA13 primerleri i¢in tam/analiz edilebilir amplifikasyon bant
sonuclar1 elde edilmis (Tablo 4.2) ve Phoretix1D program ile karsilagtirmali bant analizleri

yapilmistir (Sekil, 4.18, 4.19, 4.20, 4.21, 4.22, 4.23).

Karsilagtirmali bant analiz sonuglarindan elde edilen “binary data” kullanilarak
UPGMA analiziyle RNA viriis ¢esitliligini gdsteren Jaccard benzerlik similarity ve mesafe
distance analizleri gerceklestirilmistir. Bu iki veriden benzerlik analizi Sekil 4.24’te, mesafe
analizi sekil 4.25°de sunulmustur. Ornekler arasindaki genetik mesafeyi degerlendirmek igin
UPGMA kiimeleme analiz yontemi ve ikili verilerle MEGA 11 yazilim1 kullanilarak RNA virtis
cesitliligini gosteren dendrogram ¢izilmistir (Sekil 4.26). 50 lokasyona ait toprak
orneklerindeki RNA viriis ¢esitliligini gdsteren dendrogramin yaninda, temel koordinat analizi
PCoA (Sekil 4.27) ve BAPT analizi (Sekil 4.28) GenAlEx yazilimi kullanilarak
gerceklestirilmistir

Tablo 4.2. RAPD primer adlari, dizileri, verimlilikleri ve amplifikasyon 6zellikleri

Primer Dizi P.E. Primer Total Polimorfik Polimorfizm PIC
Isimleri 5°-3° M oC Etkinligi Bantlar Bantlar orani % degeri
% *

CRA-22 CCGCAGCCAA 39 100 26 26 100 0. 581

OPA-13 CAGCACCCAC 35 100 25 25 100 0. 562
P5 AACGCGCAAC 32 100 37 37 100 0. 504
P11 GGCCGATGAT 32 100 24 24 100 0. 543
P13 ACCGCCTTGT 32 100 23 23 100 0.552
P21 ACGGTGCCTG 34 100 30 30 100 0. 590

*: Amplifikasyon 6rneklerinin toplam 6rnek sayisina orani P. E. M: Primer erime sicaklig1
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Sekil 4.18. RNA tabanli viral gesitlilik i¢in P5 primeri ile yapilmis olan PZR iiriinlerinin jel goriintiisii.
M: 100bp Plus DNA Ladder marker 1-50: Ornek Numaralar
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Sekil 4.19. RNA tabanli viral ¢esitlilik i¢cin P11 primeri ile yapilmis olan PZR firiinlerinin jel goriintiisii.
M: 100bp Plus DNA Ladder marker 1-50: Ornek Numaralari
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Sekil 4.20. RNA tabanli viral ¢esitlilik i¢in P13 primeri ile yapilmig olan PZR iriinlerinin jel goriintiisii.

M: 100bp Plus DNA Ladder marker 1-50: Ornek Numaralari
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Sekil 4.21. RNA tabanli viral ¢esitlilik i¢cin P21 primeri ile yapilmis olan PZR iiriinlerinin jel goriintiisii.

M: 100bp Plus DNA Ladder marker 1-50: Ornek Numaralari
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Sekil 4.22. RNA tabanli viral gesitlilik icin OPA13 primeri ile yapilmis olan PZR firiinlerinin jel goriintiisii.
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Sekil 4.23. RNA tabanli viral gesitlilik icin CRA22 primeri ile yapilmis olan PZR iiriinlerinin jel goriintiisii.



19

T1SamsunAtaCaMh T25amsunAtaCaMnCalMMy  T3SamsunAtaMerivl T45amsunataMerhv2 TsSamsunAtaYaghv TeSamsunAtaBuridy T7Ankaraserkoc

TEBilecikkepirler T9BilecikKizildamarT 10KutahyaEmetYK T11lkutahyaTavsanli T12KutahyaEmetBT T13Erzurumlspir  T14DiyarbakirSilvan T15AfyonCobanSar
T16AfyonSaldikbey T17AntalyaFatih  T1BlspartaSavkoy T1%9AntalyaSide  T20BilecikElmali  T21ArtvinBorckadkpKy T22ArtvinBorckalbrik T23KastamonuDaday
T24KarabukEflani T255ivasMerkez  T26MardinMidyat T27DuzceGolkaya T28ErzurumlspirDevMhl  T29ErzurumlspirDeviih2 T30ErzurumlspirDevih3 T31ErzurumlspirOztopMh
T32ErzurumlspirMumbidh T33TokatNiksar  T3dGiresunGorele T350rdudkkusl — T36BalikesirEdremit T37RizeKaplicalar T3BKahMarasDulkadir T390rduskkus2
T40EskisehirCukurhisar T41ArmvinArhaviMusa T42HatayReyhanli T43TrabzonVakfikebirkarky T44BalikesirBurhaniye T45TrabzonVakfikebirSemKy T460rduAkkus3
T47Eskisehirkaracasehir T4BKutahyaAkpinarky T49AmasyaMerzifon TS0BilecikKepirler2

TlsamsunataCaMh 1 0427 0361 0286 0412 0251 0354 0312 0336 0312 0320 0374 0355 0337 0330 035 0301 0259 0300

0315 0289 0327 0253 0315 0366 0344 0299 0354 0340 0316 0355 0309 0255 0371 0308 0286 0265 0306 0350 0337
0346 0361 0257 0314 0330 0400 0270 0330 0253 0.28B

T25amsunataCaMhCaMbiy 1 0430 0422 0350 0308 0315 0264 03% 034> 0357 0380 0432 0299 0333 0413 0273 0315 0301
0322 0365 0301 025 0322 0372 0318 0330 0284 0315 0333 0360 0326 0357 0345 0323 0345 0364 0337 0312 0400
0337 0323 0293 0316 0333 0337 0297 0290 027% 0302

T35amsunAtahierMvl 1 0482 0443 0305 0370 035 0463 0435 0422 0426 0410 0337 0453 0436 0360 0435 0400
0348 0407 0385 0341 0355 0500 0427 0435 0411 0435 0424 0435 0368 0368 0422 0415 0402 0388 0363 037% 0408
0359 0391 0357 0381 0420 0374 0382 0330 0307 0340

T45amsunatahierMvi 1 0421 0214 0407 0381 03% 0463 0414 0367 0388 0355 0412 0383 0302 0330 0330
0278 0365 0375 0280 036% 043 0333 0315 0386 0410 0415 0300 039 0341 0361 0351 0345 0348 0337 0326 0432
0406 0309 0243 0277 0250 0331 0336 0277 0254 0302

T55amsunAtayaghly 1 0.322 0453 04585 0452 0381 0474 0482 0515 0402 0557 0427 0358 0426 0353
0389 0371 0468 025 0347y 0406 0372 0457 0350 0411 0330 0354 0408 0365 0383 0426 0327 0412 0347 0455 0444
0421 0373 0318 0315 0370 033 0364 0356 025 0246

TasamsunAtaBurhdy 1 0265 0341 0283 0217 0283 0317y 0379 0323 0300 0253 0200 0247 0265
0207 0282 0207 0203 0222 0214 0215 0232 0262 0232 01%0 0263 0273 025 0228 0247y 0188 0253 0241 0209 0279
0280 0274 0302 0215 0284 0211 0244 0300 0237 0282

T7AnkaraSerkoc 1 0.356¢ 0317 0250 0312 0357 0363 0330 0398 0343 0322 0318 0333 0326
0308 0319 0271 0288 0351 0307 0319 0289 0263 0266 0263 0330 0238 0318 0282 0237 0323 03% 0303 035 0380
0370 0297 026% 0337 0284 0247 0295 0298 0231

TEBilecikKepirler 1 0485 0371 0376 0485 0434 0445 0447 0404 0293 0291 0317 0310
0389 0384 0391 0365 0354 0333 0330 0380 0400 0404 0371 0340 0383 0387 0430 0371 0374 0378 0327 0420 0438
0350 0358 0355 0402 0400 0411 0320 0293  0.300

Sekil 4.24. RNA viriis ¢esitliligi i¢in Jaccard katsayisiyla hesaplanan Benzerlik Matrisi Analizi
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Sekil 4.26. 50 toprak 6rnegi arasinda RNA viriis ¢esitliligini gosteren dendrogram.

Cografi bolge renkleri: kirmizi Marmara Bolgesi, pembe Ege Bélgesi, sart Akdeniz Bélgesi, turuncu i¢ Anadolu Bélgesi,
yesil Karadeniz Bolgesi, kahverengi Giineydogu Anadolu Bolgesi.
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Coord. 2

Principal Coordinates (PCoA)
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Sekil 4.27. 50 toprak 6rnegindeki RNA viriislerinin viral ¢esitliliginin temel koordinat analizi (PCoA).
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Band patterns across populations
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4.2.3. Total DNA-RNA Viral Cesitlilik Analizleri

Karsilagtirmali bant analiz sonuglarindan elde edilen “binary data” kullanilarak
UPGMA analiziyle DNA-RNA total viriis ¢esitliligini gésteren Jaccard benzerlik similarity ve
mesafe distance analizleri gerceklestirilmistir. Bu iki veriden benzerlik analizi Sekil 4.29°da,
mesafe analizi sekil 4.30°da sunulmustur. Ornekler arasindaki genetik mesafeyi degerlendirmek
icin UPGMA kiimeleme analiz yontemi ve ikili verilerle MEGA 11 yazilim1 kullanilarak DNA-
RNA total viriis ¢esitliligini gosteren genel dendrogram (Sekil 4.31) ve bolgeler arasi
dendogram (Sekil 4.32) ¢izilmistir. 50 lokasyona ait toprak drneklerindeki total DNA-RNA
viriis gesitliligini gosteren dendrogramin yaninda, temel koordinat analizi PCoA (Sekil 4.33) ve

BAPT analizi GenAlEx yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.31. 50 toprak 6rnegi arasinda Total DNA- RNA virdis ¢esitliligini gosteren dendrogram.

Cografi bolge renkleri: kirmizi Marmara Bolgesi, pembe Ege Bolgesi, sart Akdeniz Bélgesi, turuncu i¢ Anadolu Bélgesi,
yesil Karadeniz Bolgesi, kahverengi Giineydogu Anadolu Bolge
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5. TARTISMA

P. vulgaris (fasulye) ekonomik degeri yiiksek ve besin degeri acisindan 6nemli bir
bitkidir. Ozellikle diisiik gelirli iilkelerde kolay temin edilmesi, bolgede yasayan insanlarin
saglig1 agisindan olduk¢a onemlidir. Bu nedenle bu bitki i¢in tarimda siirdiiriilebilirlik esas
faktordiir. Fasulye gibi Onemli tarim bitkilerinde iriiniin kalitesini, verimliligini ve
stirdiiriilebilirligini etkileyen viral ve bakteriyel kaynakli hastaliklar bulunmaktadir. Bu
hastaliklar bitkinin sagligini ve iirlin verimini olumsuz yonde etkilemektedir (Saracoglu ve

Erkan, 2016)

Toprakta bulunan mikrobiyal bilesenler bitki sagligi agisindan oldukc¢a Snemlidir.
Toprak ekosistemlerinde bulunan viriisler, sadece hastalik yapici etmen olarak degil ayni
zamanda bakterilerle de etkilesim halindedir (Emerson vd., 2018). Bu etkilesim 6zellikle
bakterileri konakg¢1 olarak hedefleyen viriisleri (bakteriyofaj), tarimsal iiretimde bitki patojeni
bakterilere kars1 kontrol ajan1 olarak etkili bir silah haline getirmektedir. Bitki sagligin1 olumsuz
yonde etkileyen hastaliklarin baglica sebebi olan patojenler; yaygin olarak kimyasal pestisit
kullanimiyla engellenmeye calisilsa da, bu tarim ilaglarinin ¢evreye ve insan sagligi agisindan
tehlikeli olabildikleri bilinmektedir. Alternatif miicadele yontemi olarak kullanilan
bakteriyofajlar, ¢evreye kimyasal kalint1 ve zarar vermeden bitki patojeni bakterileri etkisiz hale
getirebilmektedirler. Bakteriyofajlarin diger 6nemli 6zelligi de, hedef patojen bakterilere karsi
yiiksek ozgiilliige sahip olabilmeleridir. Kimyasal miicadele yontemlerine nazaran biyolojik
miicadele yontemleri, ¢evre sagligi ve ekolojik denge i¢in Oncelikli olarak tercih edilmelidir

(Aydogan ve Hadimli, 2016).

Bitki hastaliklariyla miicadeleye yonelik uygulamalarin daha etkili olmasi ve farkli yeni
kaynaklarin kesfedilmesi icin, toprak ekosisteminin bir pargasi olan virlislerin aragtirilmasi
gerekmektedir. Toprak viral ¢esitliliginin belirlenmesi 6zellikle bakteri diismani olarak bilinen
bakteriyofajlarin tespit edilmesine de katki saglayacaktir. Viral ¢esitliligin belirlenmesinde ¢ok
sayida farkli yontem bulunmaktadir. Bu yontemler arasinda molekiiler yontemler 6nemli bir
konumdadir. Ozellikle dizileme temelli ve PZR temelli ydntemler 6ne ¢ikmaktadir. PZR temelli
yontemlerden RAPD-PZR, viral popiilasyonlar arasinda  c¢esitliligi belirlemek ig¢in
kullanilmaktadir. Hizli, kolay uygulanabilirli§i ve diisiik maliyetinden dolay1 tercih edilen

baslica PZR yontemleri arasinda yer almaktadir (Rubio vd., 2020).
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Bu tez ¢alismasinda Tiirkiye’de fasulye yetistirilen farkli toprak orneklerinin sahip
oldugu viral c¢esitliligin belirlenmesi, fasulye hastalik etmenleri olan P syringae pv.
phaseolicola (PSPM3, PSP14) ve X axonopodis pv. phaseoli’ye kars1i olasi toprak
bakteriyofajlariin tespiti arastirilmistir. Farkli lokasyonlardan temin edilen 50 toprak 6rnegi
arasinda T2 ve T6 filtre toprak drneklerinin sirastyla P. syringae pv. phaseolicola M3 ve 14
suslarinin tiremesini hem kat1 (Sekil 4.1 ve 4.2) hem de s1v1 kiiltiir (Sekil 4.4 ve 4.5) ortaminda

durdurdugu gozlenmistir.

Genel patojen bakterilere karsi etkili bakteriyofajlarin arastirilmasina ydnelik bazi
benzer calismalar 6ne ¢ikmaktadir. Sharma vd. (2021) coklu ila¢ kullaniminda direngli P,
aeruginosa bakterisine karst bakteriyofajlar1 bulmak amaciyla yaptiklart calismada, atik
sulardan izole ettikleri Orneklerin besi yerindeki kiiltiirler iizerinde berrak plakalar
olusturdugunu gdézlemlemislerdir. Plakalarin analiz edilmesi sonucunda da Myoviridae
familyasina {iye bir bakteriyofaj’in varligini tespit etmislerdir (Sharma vd., 2021). P. syringae
pv. syringae'nin biyo-kontroliine yonelik kullanildig1 bilinen ticari Faj @6 ile yapilan diger bir
calismada ise; konakei1 bakteri kiiltiirleri tizerinde bakteriyofaja bagh lizis plaklarinin olustugu
gbzlenmistir (Pinheiro vd., 2019). Ashelford vd. (2003)’ nin Cardiff Universitesi'nde (Cardiff,
Birlesik Krallik) yaptiklar1 bir ¢aligmada; agik alanda bulunan olgun seker pancarinin yetistigi
(Beta vulgaris var. Amythest) li¢ adet rizosfer topragi ornegi kullanilmistir. Sonraki asamada
biiyimeye devam eden pancar Orneklerinin 2 m uzagidaki topraktan ii¢ toprak ornegi daha
alinmistir. Bu 6rneklerin TEM analizi sonucu CP6-1, CP6-1 benzer ve CP6-1 benzer olmayan
fajlar tespit edilmistir. Diger bir ¢calismada Polonya'nin farkli bélgelerinden alinan toprak
orneklerinden Dickeya spp. biovar 3'i ('D. solani”) bitki patojeni bakterisini enfekte eden toprak
kaynakli litik bakteriyofajlarm tespiti amaglanmstir. Izole edilen 9 fajin, Caudovirales
takiminin, Myoviridae familyasinin iiyelerinin tipik bir morfolojisine sahip oldugu gézlenmistir
(Czajkowski vd., 2014). B. cereus'a kars1 bakteriyofajlar1 bulmak amaciyla yaptilan bir bagka
caligmada ¢esitli Kore geleneksel fermente gidalarindan ve topraklarindan izole ettikleri
orneklerde transmisyon elektron mikroskobu ile Siphoviridae tamilyasina ait B. cereus
bakteriyofajlarin1 gézlemlemislerdir (Oh vd., 2017). Artawinata vd. (2023) gida bozulmasina
ve gida kaynakli patojenik bakterilere kars1 yaptiklar: ¢alismada Endonezya Pakulonan Barat
Koyii'nden toplanan toprak orneklerinden yapilan izolasyonlar sonucunda dort litik
bakteriyofaj, BC-S1, BS-S2, ETEC-S3 ve EHEC-S4 tespit edilmistir (Artawinata vd., 2023).
Bu Ornek caligmalar, arastirmamizda kullandigimiz bitki patojeni P. syringae pv.

Phaseolicola’nin M3 ve 14 suglari i¢in T2 ve T6 toprak filtre 6rnekleri ile elde ettigimiz
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sonuclara benzer oldugu goriilmektedir. T6 Ornegi icin yapilan TEM analizi sonucu bu
bakterinin M3 susuna karsi etkili olabilecegi diisliniilen birden fazla formda faj goriintiileri elde
edilmistir (Sekil 4.5). Faj goriintiileri analiz edildiginde bas boyutlar1 6l¢iilebilmistir. Kuyruk
goriilmeyen fajlarda kuyruklarin filtrasyon sirasinda kopmus olabilecegi anlasilmaktadir. TEM
goriintiilerinde, bas kismindan ayr1 olarak gézlenen bazi kuyruk yapilarinin olmasi, bu durumu
dogrular niteliktedir. Literatiir incelendiginde goriintiilenen fajlarin morfolojik olarak
Caudovirales takimimin, Myoviridae ailesine ait oldugu 6ngdriilmektedir (Zinke vd., 2022).
Kesin bir tanimlama ve smiflandirma yapilabilmesi i¢in metagenomik analiz yapilmasi

gerekmektedir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda 44 farkli lokaliteden toplanmis 50 toprak 6rneginin viriis
cesitliligini belirlemek amaciyla; literatiirde belli viral gruplara 6zgii tanimlanmis primerler ve
genel ¢esitlilik analizlerinde kullanilan toplam 25 adet RAPD temelli primer PZR analiz
yontemiyle test edilmistir. Tam verimli PZR amplifikasyonunun hedeflendigi testlerde 11
primerde hicbir amplifikasyonun gergeklesmedigi goriilmiistiir. Bu primerler arasinda 8 tanesi,
50 ornek i¢in kismi amplifikasyon saglamis ve diger bazi 6rnekler i¢in {iriin vermemistir (Tablo
4.1). Viral DNA ¢esitliligi i¢in yapilan PZR analizlerinde Cra22, PS5, P11, P13, P21 ve OPA13
primerler, tiim Orneklerde verimli ve yiiksek polimorfizm iceren amplifikasyon iiriinleri
vermistir. PZR iriinlerinin agaroz jelde goriilen bant profillerinin karsilagtirmali analizleri,
Phoretix1D programi kullanilarak yapilmistir (Sekil, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12). Bant
analizleri sonucunda her primerin 21-41 aras1 degisen sayilarda farkli amplifikasyon bandina
sahip oldugu ve %100 polimorfizm icerdigi tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar, bu
primerlerin toprak orneklerinin DNA viral ¢esitliligine yonelik analizlerde kullanish ve yiiksek
ayrim giicline sahip olduklarimi gostermektedir. Verimli primerler arasinda literatiir bilgisine
gore tercih edilen CRA-22 RAPD belirtecinin, toprak Orneklerindeki viral topluluklarda
ozellikle Baculovirus’leri tespit etmek i¢in etkili bir sekilde kullanildig1 bilinmektedir (Winget
ve Wommack, 2008). Verimli ve yiiksek polimorfizme sahip amplifikasyon iirlinleri veren bu
belirtecin, ¢calismamizda yer alan tiim toprak 6rneklerinde Baculovirus {iyesi virlislerin varligini
gostermektedir. Bu tez calismast ayn1 zamanda bu Baculovirus belirtecinin de viral ¢esitlilik
analizleri icin kullanisli ve islevsel oldugunu dogrulamistir. Bu primer ile birlikte CRA-23
RAPD belirtecininde Baculovirus leri tespit etmek icin kullanildigi, OPA-9 primerinin ise hem
Baculovirus’leri (Winget ve Wommack, 2008) hem de Podoviridae ve Myoviridae viriis
ailelerini tespit etmede kullanildig1 bilinmektedir (Helton ve Wommack, 2009). Bu belirtecler

Ek-1’de verilen ve ¢aligmamizda yer alan bazi toprak 6rneklerinde varliklarini géstermislerdir.
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Molekiiler temelli viral cesitlilik analizine yonelik 0rnek bir ¢calisma Gutiérrez vd.
(2011) tarafindan gergeklestirilmistir. RAPD-PCR ile bakteriyofajlarin tiplendirilmesi iizerine
yaptiklar1 caligma ile, mastisitli anne siitlinden izole edilen bakteriyofaj izolatlarinin hizli
tiplendirilmesi ve genetik cesitliliginin 6n degerlendirmesine yonelik veriler elde etmislerdir.
Elde ettikleri verimli sonuglar sayesinde, RAPD-PCR yonteminin benzer analizler igin

kullanish oldugunu bildirmislerdir (Gutiérrez vd., 2011).

Karsilastirmal1 bant analizlerinden elde edilen sonuglar neticesinde toprak érneklerine
ait DNA viriis ¢esitliligini gosteren bir dendrogram olusturulmustur (Sekil 4.15). DNA viriis
cesitliligini gosteren dendrogram incelendiginde; birbirine yakin bazi lokasyon ornekleri ve
ayn1 lokasyona ait bazi 6rnekler yan yana dallanmaktadir. Lokasyon 6rneklerini temsil eden
renkler, (Sekil 3.1°de isaretlenen) cografi bolge renklerine gore, kismen ayr1 ayr1 gruplandigi
goriilmektedir. Birbirine yakin olan dallar arasinda ayni lokasyondan gelen 6rneklerin viral
cesitlilik bakimindan benzer oldugu anlagilmaktadir. Ancak bu durum diger yakin ya da ayni
lokasyonlar icin genellenmemistir. Dallanma yapis1 i¢inde birbirinden uzak (farkli cografi
renkte temsil edilen) bazi 6rneklerin de yan yana ya da ayr1 dallanma gosterdigi goriilmektedir.
Bu durum dogrultusunda, viral ¢esitliligin sadece cografi konuma bagli olmadigi, toprak
yapisina, ¢evresel etmenlere ve farkli konakeilardan etkilenme durumlarina gore de gesitliligin
degisiklik gosterebilecegi anlasilmaktadir. DNA viral ¢esitlilik dendrogrami genel itibariyle
yiiksek oranda viral cesitliligi gostermektedir. Bu sonug, PCR analizi yapilan toprak
orneklerinin birbirlerinden farkli ve zengin DNA virlis igerigine sahip olduklarini
ongormektedir.

GenAlEx yazilimi kullanilarak olusturulan PCoA grafigi incelendiginde, viral ¢esitlilik
gosteriminin, dendrogram gdsterimine gore daha net ayrim sagladigi gézlenmektedir (Sekil
4.16). PCoA grafiginde, orneklerin benzerlik/farlilik durumunu gosteren ayirim, topolojik
olarak daha net anlagilmaktadir. PCoA grafik sonucunun dendrogram sonucuna paralel sekilde
ve benzer kiimelenme yapisinda oldugu goriilmektedir. Ayn1 kiimelenme igerisinde goriilen
farkli cografi bolge lokasyon ornekleri ve farkli kiimelenme grubu igerisinde goriilen ayni
cografi bolgeye ait lokasyon Orneklerinin bulunmasi; ayni1 ve yakin cografi bolgeden olan
orneklerin her zaman g¢esitlilik bakimindan birbirine yakin ya da iliskili olmak zorunda
olmadigin1 gostermektedir. Bu durumu destekleyen bir ¢calisma, Choi vd. (2013) tarafindan
Kore’de PRRSV (porcine reproductive and respiratory syndrome viriis) nin genetik cesitligi
hakkinda yapilmistir. Yapilan analizlerle, Kore'deki PRRSV'ler arasinda cografi yakinlik ve

genetik akrabalik arasinda bir korelasyon olmadigi sonucunu bulmuslardir (E.-J. Choi vd.,
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2013). Major kapsid protein geninin amplifikasyon parcalarini kullanarak Phycodnaviridae
viriis ailesinin iyelerinin filogenetik analizi i¢in yapilan diger bir c¢aligmada ise;
Phycodnaviridae viriis ailesinin yakindan iliskili dizilerinin deniz ortamindan cografi olarak
uzak yerlerde mevcut oldugunu gostermektedir (J. Larsen vd., 2008). Bu literatiir 6rnekleri,
elde ettigimiz dendrogram ve PCoA analiz verilerinde gozlenen ve viral ¢esitliligin cografi

mesafelerle dogrudan iligkili olmadigin1 dogrular niteliktedir.

Elde edilen deneysel verilere farkli bir perspektif katmak amaciyla; toprak oérneklerine
ait DNA virlis ¢esitliligi gosteren veriler kullanilarak, popiilasyonlar arasindaki bant
ozelliklerini karsilagtirmak icin BAPT (Band patterns across populations) analizi yapilmistir
(Sekil 4.17). BAPT analizi farkli populasyonlardan elde edilen bantlarin karsilastirilmasinin
sonucunda genetik cesitlilik, varyasyon ve populasyon yapisinin degerlendirilmesi esasina

dayanmaktadir (Ghanbari vd., 2020).

DNA viriis ¢esitliligi igin BAPT analizi verilerine gore; en yiliksek bant sayisina sahip
popiilasyonlarin pop1, pop2, pop6, pop26, pop35 oldugu goriilmektedir. En diislik bant sayisina
sahip popiilasyonlar; popl2, pop22 ve pop33’tiir ve heterozigositeleri ise 0’a yakin olarak
goriilmektedir. Bu durum bu popiilasyonlarda viral olarak c¢esitliligin smirli oldugunu
gostermektedir. Ayrica pop2, pop6, pop23, pop24, pop31, pop32°’nin He degerlerinin yiiksek
oldugu ve viral gesitliligin de bu popiilasyonlarda fazla oldugu anlasilmaktadir. Yiiksek bant
sayisina ragmen popl, pop26 ve pop35°te He degerleri 0’a yakin goriilmektedir. Bu durum
yiiksek bant sayis1t her zaman yliksek viral cesitlilife neden olmadigini gdstermektedir.
Cesitliligi yiiksek ve yiiksek bant sayisiyla uyumlu olan popiilasyon pop6’dir. Tiim
popiilasyonlarda frekansit %5’ten fazla olan bantlarin sayis1 popiilasyonlara ait toplam bant
sayilari ile ayn1 degerdedir. Bu sonug, o popiilasyona ait gézlemlenen bantlarin popiilasyonlarin
yapisinda yaygin olarak goriilen bantlar oldugunu gostermektedir. Popiilasyonlara 6zgii
bantlara bakildiginda; popl, pop4, pop7, popl0, popl7, popl8, pop29, pop37, pop38 gibi
popiilasyonlarda 6zel bantlar olmasina ragmen heterozigosite neredeyse sifira yakin olarak
goriilmektedir. Yiiksek bant sayisina ve viralgesitlilige ragmen pop6’da popiilasyona 6zgii bant

bulunmamaktadir.

RNA virtis ¢esitliligi i¢in yapilan PZR analizlerinde Cra22, P5, P11, P13, P21 ve OPA13
primerler, tiim oOrneklerde verimli ve yiiksek polimorfizm iceren amplifikasyon iirlinleri
vermistir (Tablo 4. 2). PZR iirlinlerinin agaroz jelde goriilen bant profillerinin karsilastirmali
analizleri, Phoretix1D programi kullanilarak yapilmistir (Sekil, 4.18, 4.19, 4.20, 4.21, 4.22,

4.23). Bant analizleri sonucunda her primerin 23-37 aras1 degisen sayilarda farkli amplifikasyon
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bandina sahip oldugu ve %100 polimorfizm icerdigi tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar, bu
primerlerin toprak 6rneklerinin RNA viral ¢esitliligine yonelik analizlerde kullanish ve yiiksek

ayrim gliciine sahip olduklarin1 gostermektedir.

Karsilastirmali bant analizlerinden elde edilen sonuglar neticesinde toprak 6rneklerine
ait RNA viriis ¢esitliligini gosteren bir dendrogram olusturulmustur (Sekil 4.26). RNA viriis
cesitliligini gosteren dendrogram incelendiginde; birbirine yakin bazi lokasyon ornekleri ve
ayni lokasyona ait bazi 6rnekler yan yana dallanmaktadir. Lokasyon 6rneklerini temsil eden
renkler, (Sekil 3.1°de isaretlenen) cografi bolge renklerine gore, kismen ayr1 ayr1 gruplandigi
goriilmektedir. Birbirine yakin olan dallar arasinda ayni lokasyondan gelen orneklerin viral
cesitlilik bakimindan benzer oldugu diistiniilmektedir. Ancak bu durum diger yakin ya da ayni1
lokasyonlar i¢in genellenmemistir. Dallanma yapisi icinde birbirinden uzak (farkli cografi
renkte temsil edilen) bazi 6rneklerin de yan yana ya da ayr1 dallanma gosterdigi goriilmektedir.
Ornegin T5 ve T15 lokasyon &rnekleri, yakin dallarda ve ayn1 koldan ayrilmalarina ragmen bu
iki lokasyon Ornegi birbirine oldukca uzak mesafededir. T1-2-3-4-5 lokasyon Ornekleri ile
yakin konumlarda olmasina ragmen, dendogramda daha ugta ve ayrik bir konumda bulunan T6
lokasyon Orneginin, viral gesitlilik bakimindan digerlerinden izole bir 6rnek oldugu
goriilmektedir. Bu durum dogrultusunda viral cesitliligin sadece cografi konuma bagl
olmadigy, toprak yapisina, ¢evresel etmenlere ve farkli konakgilardan etkilenme durumlarina
gore de ¢esitlilik gosterebilecegi anlasilmaktadir. RNA viral ¢esitlilik dendrogrami DNA viral
cesitliligine gore daha yiiksek polimofizme sahip oldugu goriilmektedir. Bu sonug, PZR analizi
yapilan toprak orneklerinin RNA viriis ¢esitliligi bakimindan birbirlerinden farkli ve zengin

sahip olduklarini 6ngérmektedir.

GenAlEx yazilimi kullanilarak olusturulan PCoA grafigi incelendiginde, RNA viral
cesitlilik gosteriminin, dendrogram gosterimine gore daha net ayrim sagladigi gézlenmektedir
(Sekil 4.27). PCoA grafiginde, oOrneklerin benzerlik/farlilik durumunu gosteren ayirim,
topolojik olarak daha net anlasilmaktadir. PCoA grafik sonucunun dendrogram sonucuna
paralel sekilde ve benzer kiimelenme yapisinda oldugu goriilmektedir. Aynm1 kiimelenme
igerisinde goriilen farkli cografi bolge lokasyon drnekleri ve farkli kiimelenme grubu igerisinde
goriilen ayni1 cografi bolgeye ait lokasyon Orneklerinin bulunmasi; ayni1 ve yakin cografi
bolgeden olan 6rneklerin her zaman cesitlilik bakimindan birbirine yakin ya da iligkili olmak
zorunda olmadigini gostermektedir. Dendogramda goriilen T6 lokasyon 6rneginin PCoA grafik
sonucunda da yakin cografi bolgedeki diger lokasyon ornekleri ile ayni kiimelenme igerisinde

olmamasi bu lokasyon 6rnegini kritik ve 6nemli bir konumda tutmaktadir. Ayrica besi yeri
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kaplama yonteminde zone olusumu gézlenmesi (Sekil 4.2) ve sivi kiiltiir yonteminde de bakteri
tiremesinin baskilandiginin goriilmesi (Sekil 4.4 ve 4.5); bu lokasyon 6rneginin ayr1 bir Gneme
sahip oldugunu gostermektedir. Bu durumu destekleyen bir ¢alisma ter Horst vd. (2023)
tarafindan Kaliforniya’da yapilmistir. Mese ve kozalakli agaclarin yapraklarindaki konak bitki
filogenisi ile RNA viral topluluklari arasinda iligki arastirilmis ve elde edilen dendogram
sonucuna gore Q. douglasii mesesinden gelen 'aykir1' viral topluluk, PCoA grafigindeki diger
meselerden ayri1 olarak ozellikle belirgin oldugu goézlenmistir. Bu durum dogrultusunda Q.

douglasii'nin diger agaglardan daha fazla mikoviral diziye sahip oldugu sonucuna varmislardir.

Yapilan g¢alismalara ek olarak toprak Orneklerine ait RNA viriis cesitliligi gosteren
veriler kullanilarak, popiilasyonlar arasindaki bant &zelliklerini karsilastirmak i¢in BAPT

(Band patterns across populations) analizi yapilmistir (Sekil 4.28).

RNA viriis gesitliligi icin BAPT analizi verilerine gore; en yiiksek bant sayisina sahip
popiilasyonlarin pop1, pop6, pop9, pop26, pop35 oldugu goriilmektedir. En diisiik bant sayisina
sahip popiilasyonlar; pop4, pop14, pop20 ve pop43’tiir pop33’tiir ve heterozigositeleri ise 0’a
yakin olarak goriilmektedir. Bu durum bu popiilasyonlarda viral olarak cesitliligin sinirl
oldugunu gostermektedir. Ayrica pop2, pop6, pop23, pop24, pop31, pop32°nin He degerlerinin
yiiksek oldugu ve viral ¢esitliligin de bu popiilasyonlarda fazla oldugu anlasilmaktadir. Yiiksek
bant sayisina ragmen pop1, pop9, pop26 ve pop35°te He degerleri 0’a yakin goriilmektedir. Bu
durumda yiiksek bant sayisinin her zaman yiiksek viral cesitlilie neden olmadig:
goriilmektedir. Cesitliligi yiiksek ve yiiksek bant sayisiyla uyumlu olan popiilasyon pop6’dir.
Tiim popiilasyonlarda frekansi %5’ten fazla olan bantlarin sayis1 poptilasyonlara ait toplam bant
sayilari ile ayn1 degerdedir. Bu sonug, o popiilasyona ait gozlemlenen bantlarin popiilasyonlarin
yapisinda yaygin olarak goriilen bantlar oldugunu gostermektedir. Popiilasyonlara 6zgii
bantlara bakildiginda; popl, pop6, pop8, popl0, popl4, popl5, pop23, pop37, pop38 gibi
popiilasyonlarda 6zel bantlar olmasina ragmen pop6 ve pop23 hari¢ geri kalan popiilasyonlarda
heterozigosite neredeyse sifira yakin olarak goriilmektedir. Hem yiliksek bant sayisi ve
heterozigosite durumu hem de 6zel bantlara sahip olmasi nedeniyle pop6’nin kritik bir 6neme
sahip oldugu ve viral ¢esitlilik bakimindan digerlerine gore daha izole bir popiilasyon

olabilecegi anlagilmaktadir.

Karsilastirmali1 bant analizlerinden elde edilen sonuglar neticesinde toprak érneklerine
ait total DNA-RNA viriis ¢esitliligini gosteren bir dendrogram olusturulmustur (Sekil 4.31).
Total DNA-RNA viriis gesitliligini gosteren dendrogram incelendiginde; birbirine yakin bazi

lokasyon Ornekleri ve ayni konuma ait bazi ornekler yan yana dallanmaktadir. Lokasyon
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orneklerini temsil eden renkler, (Sekil 3.1’de isaretlenen) cografi bolge renklerine gore, kismen
ayr1 ayr1 gruplandigi goriilmektedir. Birbirine yakin olan dallar arasinda ayni lokasyondan
gelen orneklerin viral ¢esitlilik bakimindan benzer oldugu diisiiniilmektedir. Ancak bu durum
diger yakin ya da ayni lokasyonlar i¢in genellenmemistir. Dallanma yapisi i¢inde birbirinden
uzak (farkli cografi renkte temsil edilen) bazi 6rneklerin de yan yana ya da ayri dallanma
gosterdigi goriilmektedir. Ornegin TS5 ve T8 lokasyon &rnekleri, yakin dallarda ve ayn1 koldan
ayrilmalarina ragmen bu iki lokasyon 6rnegi birbirine olduk¢a uzak mesafede bulunmaktadir.
Bu durum dogrultusunda viral gesitliligin sadece cografi konuma bagli olmadigi
anlasilmaktadir. Bu dendograma ek olarak farkli cografi bolgelere gore total DNA-RNA viriis
cesitliligini gosteren dendogramlara bakildiginda (Sekil 4.32); Karadeniz bolgesinde bulunan
yakin lokasyonlardan alinan bazi toprak orneklerinin (T29-T30; T28, T31 ve 32) yan yana
dallandig1 goriilmektedir. Ancak bu durum tiim 6rnekler igin gegerli degildir. Birbirine yakin
bazi lokalitelerde (T43 ve T45) dallar arasinda mesafenin oldugu ve farkli lokaliteye ait
orneklerin arada dallanmaya katildig1 gozlenmistir. Benzer durum diger cografi bolgelere ait
dendrogramlarda da goriilmiistiir. Cografi bolgelere gore olusturulan dendrogramlarin genel
viral ¢esitlilik dendogramina uyumlu oldugu ve viral gesitliligin cografi konum ya da lokasyona
bagli olmadig1 anlagilmaktadir. Uzak lokasyonlardaki drneklerin yan yana dallanma yapmasi
ve benzer viral cesitlilige sahip olmalari; virtislerin abiyotik riizgar, yagmur vb. atmosferik
olaylar ve biyotik farkli tagtyict canlilarin faaliyetleri sonucu taginabilecegini gostermektedir.
Bu durum, "aeroviriis tasinimi" (aerovirology) olarak adlandirilmakta olup, viriislerin dogrudan
havada serbest kalabildigi gibi, genellikle toz parcaciklari, su damlaciklari, biyoaerozoller veya
organik maddeler gibi tasiyicilarla birlikte hareket edebildigini (Griffin, 2007; Verreault 2010)

ifade etmektedir.

PCoA grafigi incelendiginde, total DNA-RNA virlis cesitliligi gosteriminin,
dendrogram gdsterimine gore daha net ayrim sagladig1 gézlenmektedir (Sekil 4.33). Orneklerin
benzerlik/farklilik durumunu gosteren ayirim, topolojik olarak daha net anlagilmaktadir. PCoA
grafik sonucunun dendrogram sonucuna paralel sekilde ve benzer kiimelenme yapisinda oldugu
goriilmektedir. Ayn1 kiimelenme igerisinde goriilen farkli cografi bolge lokasyon ornekleri ve
farkl1 kiimelenme grubu igerisinde goriilen ayni cografi bolgeye ait lokasyon orneklerinin
bulunmasi; total DNA-RNA viral ¢esitliliginin cografi mesafelerle dogrudan iligkili olmadigini

dogrular niteliktedir.
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Elde edilen deneysel verilere farkli bir perspektif katmak amaciyla; toprak drneklerine
ait total DNA-RNA viriis ¢esitliligi gosteren veriler kullanilarak, popiilasyonlar arasindaki bant

Ozelliklerini karsilastirmak i¢cin BAPT analizi yapilmustir (Sekil 4.34).

Total DNA-RNA viriis ¢esitliligi icin BAPT analizi verilerine gore; en yiiksek bant
sayisina sahip popiilasyonlarin popl, pop2, pop6, pop26, pop35 oldugu goriilmektedir. En
diisiik bant sayisina sahip popiilasyonlar ise pop4, popl2, pop20 ve pop43’tir. Bu
popiilasyonlarin heterozigositeleri ise 0’a yakindir. Bu durum bu popiilasyonlarda viral olarak
cesitliligin siirh oldugunu gostermektedir. Ayrica pop2, pop6, pop23, pop24, pop31, pop32’
de He degerlerinin yiiksek oldugu ve viral gesitliligin de bu popiilasyonlarda fazla oldugu
anlagilmaktadir. Yiiksek bant sayisina ragmen popl, pop26 ve pop35°te He degerleri 0’a yakin
goriilmektedir. Bu durum yiiksek bant sayisinin her zaman yiiksek viral cesitlilige neden
olmadigini, He degerleri 0°a yakin popiilasyonlarin kapali kaldig1 veya genetik olarak erozyona
ugramis olabilecegini gostermektedir.

Cesitliligi yiksek ve yiiksek bant sayisiyla uyumlu olan popiilasyon pop6’dir. Tiim
poplilasyonlarda frekansi %5’°ten fazla olan bantlarin sayisi popiilasyonlara ait toplam bant
sayilari ile ayn1 degerdedir. Bu sonug, o popiilasyona ait gozlemlenen bantlarin popiilasyonlarin
yapisinda yaygin olarak goriilen bantlar oldugunu gostermektedir. Popiilasyonlara 0zgii
bantlara bakildiginda; pop1, pop6, pop10, pop18, pop20, pop21, pop23, pop31, pop32, pop34,
pop35, pop37, pop38, pop42, pop44 gibi popiilasyonlarda 6zel bantlar bulunmasina ragmen,
pop6, pop23, pop31l, pop32 popiilasyonlar1 hari¢ diger popiilasyonlarda heterozigosite
neredeyse sifira yakin olarak goriilmektedir. Yiiksek bant sayisina ve viral ¢esitlilige ek olarak
pop6°da popiilasyona 6zgili bantlar da mevcuttur.

Total DNA-RNA viral ¢esitliliginde literatiirde viriislerlerle ilgili yapilan ¢alismalarda
BAPT analizinin kullanildig: bir 6rnege rastlanilmamistir.

Bu tez caligmasinda, Tiirkiye'nin altt cografi bolgesindeki 44 farkli lokasyondan
toplanan 50 toprak 6rnegindeki viral DNA ve RNA cesitliligi, molekiiler belirte¢ (markor)’ler
kullanilarak arastirilmistir. Amplifikasyon verimi yiiksek bu belirteclerin, yeni toprak
viriislerinin kesfi ve genom dizileri bilinmeyen viral bilesenleri tanimlama amacl ¢alismalar
icin kullanislt olacagi ve metagenomik gibi biiyiik dlcekli analizler i¢in gereken referans
cesitliligini artiracagi ongoriilmektedir. Toprak Orneklerinde fasulye patojeni iki bakteriyel
hastaliga karsi yapilan potansiyel bakteriyofaj taramasi sonucunda bir 6rnegin one ¢iktigi

goriilmiistiir. P. syringae pv. phaseolicola patojenine ait siv1 kiiltiirler {izerinde etkili oldugu
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goriilen 6rnek i¢cin TEM analizi sonucunda boyut ve morfolojileri farkli olas1 dort bakteriyofaj

tespit edilmistir.
6. ONERILER

Bu ¢alisma ile iilkemizde yaygin olarak goriilen bakteriyel kokenli hale yaniklig1 (P
syringae pv. phaseolicola) hastaligina kars1 etkili oldugu gozlenen bakteriyofaj varligi tespit
edilmistir. Ayrica Tiirkiye’nin alt1 cografi bolgesinde 44 farkli lokasyondan 50 toprak drneginin
viral DNA ve RNA cesitlilikleri belirlenmistir. Arastirma sonuglarina dayanarak sunulan

Oneriler:

1. TEM analizi ile tespit edilen bakteriyofaj varlig1 morfolojik olarak tespit edilmesine
ragmen, tiir ya da tiirlere ait tanimlama yapilmamasi nedeniyle; gelecek ¢alismalarla genomik

analiz yontemiyle bu durumun aydinlatilmasi 6nerilmektedir.

2. Molekiiler markorler amplifiye edilen ve viral ¢esitlilik verisinde kullanilan PCR
tirtinii DNA fragmentlerinin bulk yapilarak her bir toprak 6rnegi i¢in dizi analizi ve gen bankasi
eslestirmeleri yapilarak; viral ¢esitliligi olusturan tiim DNA ve RNA viriislerinin tiir bazinda

bilgilerinin elde edilmesi, gelecek ¢alismalar i¢in dnerilmektedir.
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EK-1

Sekil 1.1. DNA tabanli viral ¢esitlilik i¢in CRA-23 primeri ile yapilmis olan PZR iiriinlerinin jel goriintiisii. M: 100bp Plus DNA Ladder marker,

1-50: 6rnek numaralarn

Sekil 1.2. DNA tabanli viral ¢esitlilik icin OPA-9 primeri ile yapilmis olan PZR iirlinlerinin jel goriintiisi. M: 100bp Plus DNA Ladder marker,

1-50: 6rnek numaralari



