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Amag: Bu calismada, mas fasulyesi tohumlarinda
Fasulye adi mozayik virlisii (Bean common mosaic
virus; BCMV)’'niin molekiiler ve serolojik yontemler
ile ortaya konulmasi1 amaglanmistir.

Materyal ve Yontem: : Isparta Uygulamali Bilimler
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri
Bolimii'nden temin edilen 100 adet mas fasulyesi
tohumu ile c¢alisma yiritilmistir. Tohum
orneklerinde BCMV’nin tanilanmasi DAS-ELISA
(Double Antibody Sandwich Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) ve RT-PCR (Reverse
Transcriptase Polymerase Chain Reaction) test
yontemleri kullanilarak yapilmistir.

Arastirma Bulgular1 DAS-ELISA sonuglarina gore;
tohum o6rneklerinde BCMV’nin bulunma oram %9
olarak belirlenmistir. RT-PCR calismalarinda BCMV
ile enfekteli 9 tohum 6rnegi kullanilmistir. RT-PCR
testinde BCMV kilif protein genine spesifik primer
ciftleri kullanilarak yaklasik 850 bg¢’lik bir kisim
amplifiye edilmis ve UV goriintilemede beklenen
seviyede bant elde edilmistir.

Sonug: Calisma sonucunda ililkemizde ilk kez mas
fasulyesi tohumlarinda BCMV’nin tanilanmasi
yapimistir.

Anahtar Kkelimeler: Mas fasulyesi, Fasulye adi
mozayik virtisii, DAS-ELISA, RT-PCR

Determination of bean common mosaic virus in
mung bean (Vigna radiata L.) seeds by
serological and molecular methods

Abstract

Objective: In this study, it has been aimed to
determine the status of Bean common mosaic virus

(BCMV) in mung bean seeds by serological and
molecular methods.

Materials and Methods: Totally 100 mung bean
seed samples from provided Isparta University of
Applied Sciences, Agriculture Faculty, Department of
Field Crops were used as materials in the study.
BCMV was detected in seed samples by Double
Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (DAS-ELISA) and Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) methods.

Results: results showed that BCMV was determined
as 9%. Infected 9 seed samples were used for RT-
PCR studies. RT-PCR test showed that bands about
850 bp were amplified from samples using primers
spesific for coat protein gene (CP) of BCMV and the
band at the expected level was obtained in UV
imaging.

Conclusion: The results showed the presence of
BCMV for first time in mung bean seeds in Turkey.

Keywords: Mung bean, Bean common mosaic virus,
DAS-ELISA, RT-PCR

Giris
Beslenme  sorunlarinin  ¢6ziimi  i¢in  dogal
kaynaklarin korunmasi ve iriin yelpazesinin

genisletilmesi biiylik 6nem tasimaktadir. Baklagiller
oldukca genis adaptasyon yetenegine sahip
bitkilerdir. Ayrica tanelerinin protein, nisasta,
vitamin ve mineral madde igerigi bakimindan zengin
olmast bu bitkileri daha da o6nemli hale
getirmektedir (Karasu ve 0z, 2008).

Ulkemizde yemeklik baklagilleden fasulye, nohut,
mercimek, boriilce, bakla ve bezelyenin tarimi
yapilmaktadir. Bu tiirlerden yesil mas fasulyesi
(Vigna radiata L.) mes fasulyesi, cin borilce ve mas
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tlibiisii gibi farkli isimlerle anilmaktadir (Dalkilic,
2010). Mas fasulyesi diinyada ilk olarak Hindistan ve
Kuzey Afrika’da yetistirilmistir (Anonymous, 1981).
Glunimiuzde Hindistan, Cin, Myanmar  ve
Endonezya’da yogun olarak yetistirilmektedir (Das
ve ark., 2018). Mas fasulyesi, yemeklik dane ve sebze
olarak kullanilabildigi gibi hayvan yemi ile yesil
glibre olarak da kullanilmaktadir. (Ciftci, 2004).
Diinyada yemeklik baklagiller icerisinde en fazla
ekim alani ve iiretim miktaria sahip olan cins kuru
fasulye iken diinyada en fazla tanesi yenen fasulye
tiri mas fasulyesidir. Son yillarda dinyada ve
ilkemizde mas fasulyesinin yayginlastirilmasi ile
ilgili calismalar hiz kazanmistir (Karaman, 2019).

Mas fasulyesi de diger baklagillerde oldugu gibi
abiyotik ve biyotik hastalik etmenlerinden 6nemli
oranda etkilenmektedir (Grewal, 1988). Mas
fasulyesi tretim alanlarinda bu biyotik hastalik
etmenleri icerisinde viriislerin neden oldugu iriin
kaybi zaman zaman ciddi boyutlara ulagmaktadir.
BCMV, Urd fasulyesi yaprak kirisiklik viriisii
(Urdbean leaf crinkle; ULCV ), Mas fasulyesi sari
mozayik virlisi (Mungbean yellow mosaic virus;
MYMV) ve Mas fasulyesi yaprak kivirciklik viriisii
(Mungbean leaf curl virus; MLCV) mas fasulyesinin
iretim alanlarinda goriilen 6nemli viriislerdir (Singh
ve ark, 2018). Gilinlimizde diinya c¢apinda ve
tilkemizde bu virlsler icinde BCMV fasulye {iretim
alanlarinda oldukga yaygindir (Giizel ve Arli-S6kmen
2003; Deligoz ve Arli-Sokmen 2008; Petrovi¢ ve ark.,,
2010; Culal-Kih¢ ve ark., 2015; Saragoglu ve Erkan
2016; Usta ve Giiler, 2020). BCMV, Potyviridae
familyas1 ve Potyviriis cinsinde yer alip, linear tek
sarmal RNA genomu icermekte ve esnek c¢ubuk
seklinde partikiil yapisina sahiptir (Drijfhout ve Bos,
1977). BCMV; tohum, yaprak bitleri ve mekaniksel
olarak yayilmaktadir.

BCMV enfeksiyonu ilk kez Kaiser ve ark. (1972)
tarafindan mas fasulyesinde iran’da tespit edilmistir.
Amerika Birlesik Devletleri'nde de 1994 yilinda
fasulye bitkilerinde ilk defa rapor edilmistir
(Drijfhout, 1994).

BCMV, mas fasulyesi yapraklarinda diizensiz parlak
yesil lekelere, mozayik simptomlarina, yapraklarda
kivrilmaya ve yaprak ayasi biiyiikliiglinde azalmaya
sebep olmaktadir. Zamanla yapraklar piriizli ve
kirllgan bir hal almaktadir. Enfekteli bitkilerde
clicelesme ve asir1  dallanma  simptomlari
gorilmektedir (Talens ve Talens, 1978; Singh ve ark,,
2018).

Bitkilerin viral hastaliklardan korunma
calismalarinda ilk olarak etmenin teshisinin dogru
bir sekilde yapilmasi oldukc¢a 6nemlidir. Viris
hastaliklarinin tanilanmasi ile ilgili calismalarda
sadece gozlemsel olarak teshis yapmaya calismanin
bazi sakincalari olabilir. Bu yiizden simptomatolojik
calismalarin  mutlaka laboratuvarda yapilarak
serolojik, biyolojik veya molekiiler yontemlerle teyit
edilmesi gerekmektedir.

Ulkemizde mas fasulyesindeki viriislerin teshisi
konusunda herhangi bir ¢alisma yapilmamistir. Bu
calisma tllkemizde ilk calisma olma niteligindedir.
Mas fasulyesi tohumlarinda BCMV’nin varliginin
serolojik ve molekiiler olarak ilk defa ortaya
konuldugu bu arastirmanin sonuglar1 daha sonraki
calismalara 151k tutacaktir.

Materyal ve Yontem

Ornek Temini ve Hazirlanmasi

Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi, Ziraat
Fakiltesi, Tarla Bitkileri Bolimii'nden temin edilen
mas  fasulyesi  tohumlar1  (Antalya-Gazipasa
ornekleri) bitki biiyiitme kabininde
¢imlendirilmistir. Her bir o6rnekten mas fasulyesi
tohumlar segilerek steril toprak-kum-giibre bulunan
bardaklara 3-4 adet tohum konularak cimlenmeye
birakilmistir (Sekil 1).

Sekil 1. Mas fasulyelerinin bitki biiyiitme kabininde
cimlendirilmesi

Cimlenen tohumlardan ¢ikan yapraklar DAS-ELISA
calismalarinda kullanilmak {izere ayr1 ayri steril
polietilen torbalara konulduktan sonra iglerine
gerekli bilgileri kapsayan etiketler yerlestirilmistir.
Buz kutular1 icerisinde laboratuvara getirilen
ornekler -20 °C’ deki derin dondurucuda DAS-ELISA
testi yapilana kadar saklanmistir.



Serolojik Calismalar
DAS-ELISA Testi

BCMV’nin serolojik ¢alismalarinda DAS-ELISA test
yonteminden faydalanilmistir. Calismada, BCMV’ye
6zgl antikorlar Loewe (Biochemica GmbG, Germany)
firmasindan temin edilmistir. Bitki o6rneklerinin
testlenmesi firmanin yonergeleri dogrultusunda
yapilmistir. Mas fasulyesi tohumlarindan elde edilen
yaprak orneklerine DAS-ELISA testleri asagidaki
sekilde uygulanmistir:-ELISA pleytlerinin
kuyucuklar1 kaplama soliisyonu ile kaplanarak 37°C’
de 4 saat inkubasyona birakilmistir. inkubasyonu
takiben pleytler yikama tamponu ile yikanmistir.

-Genel ekstraksiyon tampon soliisyonunda ezilen
ornekler her c¢ukura 200’er pl konulmus ve
buzdolabinda tiim gece bekletilmistir.

-Sonrasinda yikama tamponu (PBS-Tween Buffer) ile
tlim gukurlar yikanmistir.

-Konjugat buffer ve konjugatlar sulandirilarak
hazirlanmis ve her bir ¢ukura 200 pl konularak 37
°C’de bekletilmistir.

-Yikamadan sonra substrat tamponu (P-nitrophenly
phosphate) ile taze olarak hazirlanan substrattan her
bir ¢ukura 200 pl konularak oda sicakliginda
inkubasyona birakilarak renk degisimi gdzlenmistir.

-DAS-ELISA sonuglar1 405 nm dalga boyunda pozitif

ve  negatif  kontroller  kullanilarak  ELISA
okuyucusunda  (Versamax)  degerlendirilmistir
(Culal-Kili¢ ve ark., 2020).

Molekiiler Calismalar

Total RNA izolasyonu

Total RNA’larin elde edilmesi ¢alismalarinda,

serolojik testlemeler sonucunda BCMV enfekteli
bulunan bitkiler kullanilmistir. Ekstraksiyon islemi
sirasinda  GeneAll firmasindan temin edilen
RibospinTM Plant Ekstraksiyon kiti kullanilmistir.
Total RNA  izolasyonu asagidaki  sekilde
yurutilmiustir.
1. 100 mg yaprak doku dOrnegi sivi azot
icerisinde ezilerek 1.5 ml'lik mikrosantrifiij
tiipline aktarilmistir.

2. 1.5 ml mikrosantrifiij tliptine 350 pl
tampon RPL eklenerek kuvvetle
vortekslenmistir.

Oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edilmistir.
4. Karisim EzPure ™ filtresine aktarilmistir.

5. Oda sicakliginda 30 saniye boyunca 2
10.000 x g'de santrifiijlenmistir.

ml'lik

yeni  bir 1.5
mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir.

7. Tip icine 350 pl % 70 EtOH ekleyerek

6. Siipernatant

santrifiij edilmeden
karistirilmistir.

pipet ile

Karisim mini spin kolona aktarilmistir.

Oda sicakliginda 30 saniye boyunca 2
10.000 x g'de santrifiijlenmistir.

10. Mini spin kolonuna 500 pl RBW tamponu
ilave edilmistir.

11. Oda sicakliginda 30 saniye boyunca =2
10.000 x g'de santrifiijlenmistir.

12. Mini spin kolonun tam merkezine yeni

hazirlanmis 70 pl DNasel reaksiyon
karisimi1 eklenmis, oda sicakliginda 10
dakika beklenmisgtir.

13. Mini spin kolona 500 pl RBW tamponu
ilave edilerek, 2 dakika beklenmistir.

14. Oda sicakliginda 30 saniye boyunca =2
10.000 x g'de santrifiijlenmistir.

15. Mini spin kolona 500 pl Tampon RNW
eklenmistir.

16. Oda sicakliginda 30 saniye boyunca =2
10.000 x g'de santrifiijlenmistir

17. Mini spin kolona 500 pl Tampon RNW
eklenmistir. Oda sicakliginda 30 saniye
boyunca = 10.000 x g'de santrifiijlenmistir

18. Oda sicakliginda 1 dakika boyunca = 10.000
x g'de santrifiijlenmis, karisim yeni bir
mikrofiij tiipline aktarilmistir.

19. Mini spin kolonun ortasina 50 pl RNaz
icermeyen su eklenmistir.

20. Oda sicakliginda 1 dakika boyunca = 10.000
x g'de santrifiijlenmistir.

RT-PCR Calismalari

RT-PCR uygulamasinda BCMV kilif protein genine
spesifik yaklasik 850 bg¢’lik bir kismini ¢cogaltmak icin
Forward-5'-GGATGCGGAGAATCTGTG-3' ile Reverse-
5'-GATTGACGTCCCTTGCAG-3"  dizilerine  sahip
primerler kullanimistir (Bhadramurthy ve Bhat,
2009).

RT-PCR g¢alismalar1 Primescript One step RT-PCR kit
(Takara Bio Inc) protokoliine gore tek asamali olarak
gerceklestirilmistir. Tek bir reaksiyon karisimi
toplam 50 pl olacak sekilde; 1 pl total RNA, 1 pl
forward primer (20 pM), 1 ul reverse primer (20
uM), 25 ul 2x1 step buffer ( Reaksiyon buffer, ANTP
mix), 2 pl 1 step enzim mix (Reverstranscriptase,
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Taq Polimeraz, Rnase inhibitor) ve 20 ul steril saf su
ile hazirlanmistir. PCR cihazi; 50 °C'de 30 dakika, 94
°C’'de 2 dakika bekletilmis daha sonra 94 °C'de 30
saniye, 55 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 1 dakikada 30
dongli tamamlandiktan sonra 72 °C'de 1 dakika
bekletilip, 4 °Cde siirekli kalacak sekilde
programlanmuistir.

RT-PCR iriinleri %1’lik agaroz jelde ve TBE tampon
soliisyonunda 100 V’da 1 saat siire ile Biorad marka
elektroforez cihazi ve giic kaynag yardim ile
ayristirlmis daha sonra UV transillimiinatérde
(UVP-Doc-It) gortintiilenmislerdir.

Bulgular ve Tartisma

Calisma kapsaminda gorsel incelemelerde bazi
tohumlarda; tohum biiyiikliigiinde azalma, tohum
renginde degisiklik, anormal tohum olusumu,
burusukluk, tohum {zerinde beneklenme gibi
simptomlarin oldugu goézlenmistir (Sekil 2). Mas
fasulyesi tohumlarinin bitki biiylitme kabinlerinde
¢imlendirilmesi sonrasinda, tohumlardan ¢ikan ilk
yapraklarda viriis simptomuna benzeyen yaprak
deformasyonlarina rastlanmistir.

Sekil 2. Mas fasulyesi tohumlarinda gé6zlemlenen
deformasyon ve renk degisiklikleri

Yadav ve ark (2021)’'nin mas fasulyesi tohumlarinda
yaptiklar ¢alismada da benzer viriis simptomlarina
rastlanmis ve olusan simptomlarin BCMV’den
kaynakladigini DAS-ELISA yontemi ile ortaya
koymuslardir.

Calismada; mas fasulyesi tohumlarinda BCMV’niin
tespit edilmesi icin yapilan DAS ELISA testi
sonuclarina gore; 100 silipheli Gazipasa tohum

orneginin 9 tanesinin (%9) BCMV ile enfekteli
oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde Kaiser ve
Mossahebi (1974) ile Sing ve Nene (1978)
Hindistan’da yaptiklar1 c¢alismada mas fasulyesi
tohumlarinda viriisiin tasinma oraninin %8 ile %32
arasinda degisebilecegini ifade etmislerdir. Kaiser
ve Mossahebi (1974) ayrica bu viriisiin liriin verim
ve kalitesindeki kaybini ise %40 ile %100 arasinda
degisen oranlarda ortaya koymuslardir.

Choi ve ark, (2006) Kore'’de mas fasulyesi
tohumlarinda BCMV’nin belirlenmesinde elektron
mikroskobu, indirekt-ELISA ve RT-PCR yontemlerini
kullanmislar ve bu yontemlerin birbirini destekledigi
sonucuna ulasmislardir. Ayni ¢alismada arastiricilar
viriisiin tohumla tasinma oranini %1-4.9 arasinda
degistigini belirtmislerdir.

Mas tohumlart ile ilgili yapilan farkl bir calismada da
BCMV’niin varligin1 ELISA, elektron mikroskobu ve
RT-PCR yontemi ile ortaya koymuslar, RT-PCR
calismalarinda kilif protein geninin yaklasik 1300
b¢’lik bir kismini amplifiye eden spesifik primer
ciftlerini kullanmislar ve pozitif 6rneklerde beklenen
seviyede bant elde etmislerdir (Yadav ve ark., 2021).

Yeni Delhi’de yapilan ¢alismada mas fasulyesindeki
BCMV’niin belirlenmesinde ti¢ farkli primer cifti
kullanilarak, kilif protein geninin 205, 200 ve 191
b¢’lik bir kismi cogaltilmistir. Pozitif 6rneklerin hepsi
kullanilan {i¢ primerde de beklenen seviyede bant
vermislerdir (Deepika, 2019).

Calismada DAS-ELISA testi ile 9 adet mas fasulyesi
tohum Orneginde varligt saptanan BCMV’nin
varliginin teyit edilmesi amaciyla RT-PCR ¢alismalari
yuriitilmustiir. RT-PCR testleri sonrasinda, BCMV
kilif protein genine spesifik primer ciftleri ile tohum
orneklerinden UV 151k altinda viriise 6zgii beklenen
seviyede bant elde edilmistir. Boylece testlenen
orneklerin hem serolojik hem de molekiiler olarak
BCMV ile enfekteli oldugu teyit edilmistir. Negatif
kontrol olarak kullanilan saghklh mas fasulyesi
orneginde ise herhangi bir bant olusumu
gozlenmemistir (Sekil 3).

Fasulye ve bortilce gibi farkli baklagillerde BCMV’nin
varliginin tespit edilmesi i¢in; virtisiin kilif protein
geninin yaklasik 850 bg¢’lik kismini amplifiye eden
spesifik primer ciftleri bir¢ok arastirici tarafindan
kullanilmistir (Bhadramurthy ve Bhat, 2009; Usta ve
Giiler 2020; Culal-Kili¢ ve ark., 2020). Bu ¢alisma
kapsaminda da mas fasulyesinde BCMV’'nin teshisi
icin  tasarlanan  spesifik  primer ¢iftlerinin
kullanilabilecegi ortaya konulmustur.



Sekil 3.

RT-PCR kullanilarak BCMV kilif protein
geninin amplifikasyonu. M: Marker, 100 bp
DNA Ladder, N: Negatif Kontrol, P: Pozitif
Kontrol, 1-9 mas fasulyesi Gazipasa tohum
ornekleri.

Yiiriitiilen bu ¢alismanin molekiiler kisminda elde
edilen sonuglar, Usta ve Giiler (2020) tarafindan
yapilan c¢alismada bildirilen sonuglar ile uyum
icerisindedir. Aym1 arastiricilar, spesifik primer
ciftini kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, BCMV’nin
varligin1 RT-PCR yontemi ile saptamislar ve ¢alisma
sonunda agaroz jel elektroforez yontemi ile BCMV
icin 850 b¢’lik bant gozlemislerdir.

Sonug ve Oneriler

Virtis hastaliklarinin  miicadelesinde etkin bir
kimyasalin bulunmamasi kiiltiirel énlemlerin daha
da 6n plana ¢ikarmasina neden olmaktadir.

Virlis hastaliklar1 ile miicadele programlarinin
olusturulabilmesi i¢in 6ncelikle viriisiin teshisinin
yapilmasi gerekmektedir. BCMV tohumla ve yaprak
bitleri ile tasinmaktadir. Bu sebeple vektorler ile
etkili bir sekilde miicadele ve viriisten ari sertifikali
tohum kullanilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Ayrica viriise ve viriisiin vektériine konukguluk
edebilecek yabanci otlarla mutlaka miicadele
edilmelidir. Son yillarda virlis hastaliklarindan
korunmada etkili olan dayaniklilik ¢alismalarina da
onem verilmeli ve bu ¢alismalar gelistirilmelidir.

Yapilan bu c¢alisma ile iilkemizde mas fasulyesi
tohumlarinda BCMV  serolojik ve molekiiler
yontemler ile tespit edilmistir. Arastirmadan elde
edilen bulgularin, mas fasulyesi viriisleri konusunda
calisacak arastirmacilara faydal olacag
diistiniilmektedir.

Cikar catismasi

Bu makalenin bilimsel, etik ve hukuki sorumlulugu
biitiinliyle  biz  yazarlara  aittirr  Makalenin
yayimlanmasi ile ilgili olarak, yazarlar arasinda bir
cikar catismasi olmadigini ve olmasi durumunda
bunun muhtemel sonuglarini bildigimizi beyan ve
kabul ederiz.

Yazarlarin katki beyani

RK. tohumlarin temini; A.D. ve S.E.D. tohumlarin
cimlendirilmesi; H.C.K. ise serolojik ve molekiiler
calismalar1 gerceklestirmislerdir
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