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MALATYA BOLGESI ONEMLI BIBER EKILIS ALANLARINDA GORULEN
VIRUS HASTALIKLARININ BELIRLENMESI VE MOLEKULER OLARAK
TANILANMASI

Tahir UGUR

Malatya Turgut Ozal Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dali

42 + ix sayfa
2019
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Hatice Digdem OKSAL

Malatya ili Battalgazi ve Arapgir ilcelerinde yetistirilen biber alanlarindaki
Patates X viriisii (Potato virus X, PVX), Patates Y viriisii (Potato virus Y, PVY) ve
Biber 1limli benek viriis (Pepper mild mottle virus, PMMV)’lerinin saptanmasi ve
molekiiler teshislerinin yapilmasi amaciyla 2016 ve 2017 wyilllarinda survey
calismalar1 yiritilmustir. Arazi calismalarinda biberlerde virlis simptomlarina
benzer kloroz, yaprak deformasyonu ve beneklenme gibi belirtiler gosteren ve
gostermeyen toplam 140 biber 6rnegine internal kontrol primerleri kullanilarak RT-
PCR testi uygulanmistir. Yiriitiillen molekiiler test calismalar1 sonucunda toplanan
biber Orneklerinde herhangi bir virlise rastlanilmamistir. Calisma kapsaminda
viriislerin molekiiler yontemler ile arastirilmasinda pozitif kontrol olarak kullanilan
iki PVY izolatinin (PVY-1 ve 2) molekiiler karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Bu
izolatlarin genomunda sirast ile PVY-1 i¢cin 359 bp, PVY-2 igin ise 398 bp
uzunlugundaki ntikleotid dizileri tespit edilmistir. DNA baz dizileri ile amino asit
dizileri belirlenen PVY izolatlariminMK®833915 ve MK833916 erisim numaralari ile
Gen Bankasina kayitlart yapilmistir. Gen Bankasinda yiiriitiilen niikleotid dizisi
karsilagtirma calismalarinda PVY-1 ve PVY-2 izolatlarinmn en ¢ok PVY"N'™ 1rki ile
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Bilgisayar programi yardimi ile gergeklestirilen
filogenetik analiz ¢aligmalar1 sonucunda PVY-1 ve PVY-2 izolatlarinin diinyadaki
diger izolatlar ile siras1 ile %94 ve %95 oraninda benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Malatya, Biber, Viriis, Molekiiler tanilama, PCR
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MOLECULAR DETECTION OF VIRUS DISEASES IN THE IMPORTANT
PEPPER CULTIVATION AREAS IN MALATYA REGION

Tahir UGUR
Malatya Turgut Ozal University
Instute of Graduate Studies
Department of Plant Protection
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Surveys were carried out in 2016 and2017 in order to determine and
molecularly characterize Potato virus X (PVX), Potato virus Y (PVY) and Pepper
mild mottle virus (PMMYV) in pepper fields of Battalgazi and Arapgir districts of
Malatya. RT-PCR test was performed to 140 pepper samples showing virus-like
symptoms such as chlorosis, leaf deformation and speckling. As a result of the
molecular tests, no viruses have been found in collected pepper samples. In the
study, molecular characterization of two PVY isolates (PVY-1 and 2), which were
used as positive control in the investigation of viruses by molecular methods, was
performed. In the genome of these isolates, the sequence of 359 bp for PVY-1 and
398 bp for PVY-2 were determined. Nucleotide and amino acid sequences of PVY
isolates were recorded to Gene Bank with the accession numbers: MK833915 and
MK833916. In comparison studies of the nucleotide sequences carried out in gene
bank, it was determined that PVY-1 and PVY-2 isolates are the most identical with
PVY-N"™strain. As a result of the phylogenetic analysis, carried out with the help of
computer program, PVY-1 and PVY-2 isolates were exhibited a similarity of 94%
and 95% with world isolates, respectively.

Keywords: Malatya, Pepper, Virus, Molecular identification, PCR
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1. GIRIS

Biber (Capsicum) tiirlerinin kaynagi Peru ve Venezuella'nin igerisinde yer
aldig1 Orta Amerika'dir. Biberin merkezinin Orta Amerika oldugu bilinmesine iliskin
olarak yapilan taksonomik ¢alismalarla biber orjinlerinin tiirlere goére degiskenlik
gosterdigi belirlenmistir. Genis ¢esitlilik yelpazesine sahip olan Capsicumcinsi
igerisinde 20-25 kadar biber tiirli bulunmasina karsin bunlardan ancak 5 adedinin (C.
annum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescens, C. pubencens) kiiltiiriiniin yapildig:
belirtilmistir(Anonim, 2017a).

Alem : Plantae

Sube :Magnoliophyta
Sinif : Magnoliopsida
Takim : Solanales
Familya : Sonalaceae

Cins : Capsicum L

Tiir :Capsicum annum.

Biber meyveleri sebze olarak degerlendirilmesine ragmen botaniksel agidan
liziimsii bir meyvedir.Genellikle meyve 6zelligine gore smiflandirilmaktadir.Ornek
olarak;meyvenin rengi, aciligi, kullanilma sekli gibi. Meyve yapisi agisindan tiirleri
arasinda farkliliklar bulunan biber bitkisinde baskin olarak ancho, pasilla, jalepeno,
dolma, new mexican, yellow wax gibi meyve ¢esitleri taze ve gida sektoriinde islem
gorerek degerlendirilmektedir. Uzun yillardan beri iireticiligi yapilan biber,
tilkemizin toplam sebze {iiretim miktarlar1 igerisinde genis bir pay edinmis
durumdadir. Biber iiretiminde sirasiyla Ege, Marmara, Giiney ve Giineydogu
Anadolu ve Karadeniz bolgeleri gelmektedir. Ege ve Marmara Bolgelerinde taze-
sofralik veya gida endiistrisinde farkli amagclarla iglem gérmek amaciyla yetistiricilik
yapilirken, Dogu ve Giineydogu Anadolu Boélgelerinde 6zellikle toz ve pul biber
iretimi amaciyla islem gérmektedir. Akdeniz Bolgesi oncelikli olarak Ege, Marmara
ve Karadeniz Bolgelerinde toplam iiretimin %85'i gergeklestirilmektedir. Uretimin
bliylik kismini yurticinde tiiketilmesine karsin (%2) lik bir kismi yurtdisina

gonderilmektedir. Biber yetistiriciligi her yil %4-10 arasinda degisen oranlarda



artarken toplam biber iiretiminin %90'n1 taze halde tiiketilerek diger kismi farkl
sekillerde islenerek degerlendirilmektedir. Islem goren iiriinlerden salga, toz biber,

dondurulmus ve tursu yapilmaktadir (Anonim, 2017a).

Meyvenin Ozelliklerinden kaynakli c¢esitli varyasyonlara sahip olan biber
meyvesine gore farkl sekillerde tiiketilmistir. Meyvesi farkli sekillerde olan ac1 biber
bolgesel ve tiiketim aligkanliklarina bagl olarak islem goérmeden veya islenerek
degerlendirilmistir. Ekonomik olarak dikkat ¢eken biber bitkisi, biyolojik olarak da
onemli 6zelliklere sahiptir. Bir¢ok biber tiirli ok miktarda B, C, E ve A vitaminlerini
barindirir. C vitamini agisindan oldukga faydali olan bu bitki ¢esitlerine gore farklilik
gostermesine karsin icerisinde 340 mg/100 g a kadar C vitaminini igerisinde

barindirabilir (Anonim, 2017a).

Capsicum bitkisinin ¢ogu {iilkede yetistiriciligi yapilmaktadir. Malezya,
Brezilya, Hindistan, Endonezya, Sri Lanka ve Vietnam (bu iilkeler Uluslararas: Biber
Komitesi, IPC), Cin, Ekvator, Madagaskar, Tayland ve Kambogya iilkeleri 6nemli
biber iiretimi yapan iilkelerin baslicalar1 arasinda yer almaktadir (Sekil 1.1).
Meksika, Fiji, Samoa, Endonezya, Tanzanya, Kenya, Etiyopya’ da az miktarda da
olsa biber kiiltiirii yapilmaktadir (Anonim, 2017b).

<

IPC Members Country
@ Non IPC Members Country ( > 250 MT )

@ Non IPC Members Country ( < 250 MT )

Sekil 1.1.1PC biber iiretim ve ihracat oranlarinin yillara gore dagilimi



Diinya tiretim miktar1 her gegen yil artmakla birlikte ihracat miktarlar1 da artmaktadir

(Sekil 1.2).

Sekil 1.2. Diinya biber iiretim ve ihracat oraninin yillara goére dagilimi (Anonim,
2015)

Diinya’da biber iiretim miktar1 2008 yilinda 28 mtondur. Uretimde ilk sirada
14 mton ile Cin, 20 mton ile Meksika ve 1.8 mton ile Tiirkiye siralarint almiglardir.
Tiirkiye’den sonra Endonezya ve Ispanya gelmektedir (Ozalp, 2010). 2011 yilindan
sonra iiretimde birinciligi Vietnam almis ve tiikketiminin Hindistan ve Cin’ e oranla

daha az oldugu belirlenmistir (Sekil 1.3).

Production by country

Sekil 1.3. Diinya biber {iretim ve tiiketim orani(Anonim, 2015)

Tiirkiye ve Malatya’da son yillarda biber {iretim ve verimleri 6nemli dlciide

degiskenlik gostermektedir (Cizelge 1). Malatya’daki biber iiretimi Tiirkiye



tiretiminde %2 lik kismini kargilamaktadir (Anonim, 2018a). Malatya ilinde biber
tiretimi en fazla yapilan ilgeler arasinda Battalgazi ve Arapgir ilgeleri yer almaktadir

(Cizelge 2) (Anonim 2019b).

Cizelge 1. Tiirkiye ve Malatya biber ekim ve {iretim miktarlari

Yil Tiirkiye Malatya
Alan (da) Uretim (ton) Alan (da) Uretim (ton)
2015 792 617 2 307 456 6 894 13778
2016 815 632 2 457 822 10 000 18 949
2017 805 166 2608 172 6 963 13758
Toplam 1 608 249 4765 278 16 894 32727

Cizelge 2. Battalgazi ve Arapgir ilgelerinde biber ekim alan1 ve tiretim miktari

Yil Battalga"zi Arapgi r
Alan (da) Uretim (ton) Alan (da) Uretim (ton)
2015 1962 5 368 531 1052
2016 2 002 5469 540 1066
2017 1950 5073 532 1036
Toplam 5914 15910 1603 3154

Biber, acgik alanda ve seralarda fide yetistirilerek veya dogrudan yerine ekim
yapilarak {iretilir ama verimli bir kiiltiir i¢cin dikim veya ekimden Once toprak
hazirliklarmin iyi yapilmasi gerekmektedir. Fide yetistirme islemleri genellikle;
sicak, 1lik yastiklarda veya serada yapilir. Yastiklara sira mesafesi 10 cm, sira tizeri
mesafesi 1-2 cm, derinligi 1-3cm olmasi durumunda ekim yapilmalidir (Tiiziin,
2015).

Malatya ilinde biber bitkisinde daha 6nce bu konuda herhangi bir calisma
olmadigindan dolayr bu tez calismast ile PVX, PVX ve PMMYV viriislerinin
varliklarmin belirlenmesi, yayginlik oranlarinin arastirilmast ve molekiiler teshisi ile
bu ag1gin kapatilmasi ve bu viriisler ile ilgili Malatya’ daki son durumun belirlenmesi

amaclanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Patates X Viriisii (PVX)

Patates X virlisii Alphaflexiviridae familyasina, Potexvirus cinsine ait bir
viriis tlridir. 515 x 13 nm uzunlugunda pozitif duyarli tek sarmal RNA genom
yapisindadir (Brandes vd., 1964). Solanaceae familyasi haricinde 15 familya
konukgular1 arasindadir. 16 familyada 240’ tan fazla tiirde zarar yapmaktadir. Bitki
Ozsuyu ile ve mekanik olarak kolayca taginabilmektedir (Purciful ve Edwardson,
1981). Baslica konukgularin1 Solanaceae familyasindaki bitkiler olusturmaktadir.
Yapraklarda mozaik lekeler ve solgunluk meydana getirmektedir. Kiiltiir bitkisi
yetistirilen alanlarda %10-20 arasinda verim kayiplarina sebep olabilmektedir

(Smith, 1931).

1925 yilinda Johnson patates bitkilerini izlerken belirtiler meydana geldigini
gozlemlemistir. Yapraklarin lizerinde benek belirtisine benzer degisimler oldugu, bu
degisikliklerin zamanla tiitlin ve diger bitkilere de yayildigini gézlemlemistir. Bu
sayede patates X virlisli ile ilgili bu ¢aligmanin tarihte ilk kez kayitlara gectigi

diisiiniilmektedir (Plank, 1949).

Patates X viriisii ve patates Y virlisli biber ekilis alanlarinda yogun olarak
goriilmektedir, ama aragtirmalar patates X viriisiiniin yayginlhigi patates Y viriisiine
gore daha az oldugunu bildirmislerdir. Bunun baslica sebeplerinden biri PVY* nin
yaprak bitleri tarafindan tasgmmmasindan kaynakli olmasidir. Viriisiin biberdeki
yogunluguna veya giicline bagli olarak PVX biberde 3 ana simptom ile karakterize
edilebilir. Bunlar; nekrotik, klorotik veya bunlarin ikisinin bir arada olmasi
seklindedir. Nekrotik belirtiler primer ve sekonder nekrotik lekeler olarak yaprak ve
govdede ve de sonucunda yapraklarin dokiilmesine sebep olur. Sistemik enfeksiyon
goriilmez. Klorotik simptom, klorotik lekelerin yaninda sistemik enfeksiyon ve genel
mozaik seklindedir. Klorotik ve nekrotik karisimi olan diger ana simptom ise;
yapraklarda once klorotik lekeler goriilmeye baslanir, daha sonra bu lekeler nekrotik
hal alir ve en sonunda bitkide yapraklarin dokiilmesi durumu yasanir ve yapraklar

dokiilmeye baslar (Dragoljub vd., 1999).



Nijerya‘nin Giiney Batisinda Oyo, Ondo, Osun, Ogun, Ekiti ve Lagos olmak
tizere 6 eyaletinde 2010 ve 2011 yillarinda enfekteli biber (Capsicum spp.) ekilen
arazilerde viriislerin varligi ve durumunu tespit etmek amaciyla survey caligmalari
yapilmustir. Arazilerden belirtili ve belirtisiz yaprak ornekleri toplanmistir. Enfekteli
bitkilerde simptomlar mozaik, benek, burusukluk, yaprak yiizeylerinde kiigiilme,
damar sararmasi, yaprak ve meyve sekil bozuklugu ve ciicelesme seklindedir.
Yayilma oranlar1 sirasiyla 2010 yilinda %79 ve 2011 yilinda %76 seklinde
belirtilmistir. Bu ¢alismada yaprak 6rneklerinde 7 farkl viriis ¢esidi goriilmiistiir. Bu
viriisler; patates Y virlisii, patates X viriisii, biber damar benek viriisii (PVMYV), biber
tlimli benek viriisit (PMMV), tiitiin mozaik virlisii (TMV), kabak mozaik viriisi
(CMV), tiitlin yaniklik virtisii (TEV)ve domates mozaik viriisii (ToMV) cesitleridir.
Oranlar1 sirasiyla en yiliksek goriilen PVY (%79), TEV (%67), CMV (%61) ve
PVMYV (%58); en diisiik olan ise ToMV (%23) tiir (Olawale vd., 2015).

Cukurova bolgesinde 2004 yilinda viriisler ile ilgili yapilan bu calismada
biber ekili arazilerden 171 biber 6rnegi toplanmistir. Cukurova’ da yaprak bitleri ile
taginan alt1 farkli viriis hastaliginin varligi arastirilmistir. Toplanan biber bitkisi
ornekleri DAS-ELISA metodu ile kabak mozaik viriisii (CMV), yonca mozaik viriisii
(AMV), patates X virlisli (PVX), patates Y virlisii (PVY), biber hafif benek viriisii
(PMMV) ve tiitin yaniklik viriisii (TEV) ne karsi test edilmistir. Test edilen
orneklerin %56 smin en az bir virilis ile bulasik oldugu sonucuna varilmistir. En
yogun bulasiklilik orant AMV (%35.7) de goriilmiistiir, bunu TEV (%21.6), PVY
(%21.1), PVX (%17.5), PMMV (%8.2) ve CMV (%4.6) izlemistir (Ozaydn, 2010).

PVX ve PVY viriislerinin ayn1 bitkide veya alanda birlikte bulunmalar1t PVX
‘in hizli bir sekilde ¢ogalmasini ve dolayisi ile etkisini fazlalagtirmistir. Bu ¢alisma,
bu iki virtisiin birlikte bulunmasi durumunda etkinlikleri ve epidemi oranlarinin ciddi
derecede arttigim1 gostermistir. Ayrica diger PVMV, TEV ve PMV viriislerinin de
PVX viriistiyle bir arada bulunmasi durumunda PVX viriisiiniin etkisini arttigin

belirtmislerdir (Vance, 1991).

Iki farkli patates tiiriinde (Granoi Pasinler 92 ve Casper) patates X viriisii ve

patates Y viriislerinin ayr1 ayr1 ve bir arada bulunmalar1 durumunda meydana



getirecekleri belirtiler gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda bu virlisler i¢in DAS-ELISA
(Double Antibody Sandwich-Enzyme Linked Immunosorbent Assay) ile tanilanmasi

yapilmistir (Bostan vd., 2001).

Patates viriisii X (PVX) ve salatalik mozaik viriisii (CMV) birlikte enfeksiyon
yaptiklar1 gozlemlenmistir. 1976 yilinda Macaristan'da carpici sekilde mozaik
belirtisi gosteren biber lizerinde belirlenmistir. PVX, saglikli bitkiye gegen viriisle
enfekte edilmis tiitlinlin ham ekstraktinin 1s1l islemle CMV' den ayrilmstir.
Patatesten izole edilmis PVX-M3 ve PVX-NyH saflastirilmis viron saklanmustir.
2009 sonbaharinda hem enfekte hem de bulasici oldugu kanitlanmuistir (Palkovics
vd., 2011).

2.2.Patates Y Viriisii (PVY)

Patates Y viriisii Potyviridae familyasina, Potyvirus cinsine ait bir viriis
tiirtidiir. {lk olarak 1931 yilinda patates bitkisinde teshis edilmistir (Smith, 1931). En
cok calismasi yapilan bitki virlisleri arasinda yer almaktadir. En aktif ve etkili
vektorii Myzus persicae’ dir. Genellikle yaprak bitleri tarafindan non-persistent
olarak tasinmaktadir. Tek sarmal liner RNA molekiil yapisindadir. Patates, tiitiin,

biber ve domates gibi genis konuk¢u yelpazesine sahiptir (Milne, 1988).

Florida’da biber benek viriisii (Pepper mottle virus, PeMV) bulasik
bitkilerden alinan 6rneklerde testlenme sonucunda yaklasik olarak 737 nm’de baskin
olarak goriilmiistir. PeMV Solanaceae familyasinin 6 ¢esidinde belirti olarak
goriilmiistiir. Buna karsin diger Solanaceae biber gesitlerinde; biberde damar
bozuklugu, Patates Y ve tiitiin yaniklik viriisiine rastlanilmigtir. PMV biberde
serolojik olarak oncelikle Nehlon Wheeler Arizona’daki ¢alisma raporunda kanit
olarak gosterilmistir. Ancak bu raporda PMV nin morfolojik ve serolojik olarak
calismalart PVY grubu viriislerin (biberde damar bozuklugu, Patates Y ve tiitiin

yaniklik viriisii) varhigr i¢in daha fazla kanit niteligi tasimamustir (Purcifull vd.,

1974).

PVY o6nemli bir bitki patojenidir. PVY nin etkisinin ekonomik agidan énem

arzeden baglica bitkiler patates, tiitiin, domates ve biberdir. PVYO, PVYNve PVY®



olmak iizere ii¢ formdadir. Belirtiler, yapraklarda mozaik seklinde beneklenmeler ve
buna ek olarak yaprak yapisinin bozulmasi kivrilma gibi sekil bozulmalariyla ortaya
cikar. Nekrotik cizgiler yapragin damar, yaprak sapi ve bitkinin govdesinde de
gorilebilir. Bulasik meyvelerden ¢imlenmesi sonucu ¢ikan yeni meyveler genellikle
bodur ve benekli ve kivrik yapraklara sahiptir. Bulasik bitkilerden alinan yumrularin

kabugunda hafif kahverengi halka seklinde lekeler goriilebilir (Cuevas vd., 2012).

1981, 1982 ve 1983 yillarinin bahar aylarinda, Israil'de biber arazilerinde
birgok yaprak biti yakalanmistir. Ondokuz tiir, Cucumber mosaic virus, (CMV), yedi
tir Potato virus Y (PVY) ile birden fazla olmak iizere bulastirma yapmistir. Yaprak
bitlerine maruz kalan deneme Ornekleri arasinda CMV‘nin etkinliginin PVY‘den
fazla oldugu goriilmiistiir. Emgi tuzaklar1 sayesinde yaprak bitlerinin emme hizlar
belirlenmis ve etkinlik durumlar1 gézlemlenmistir, ugus hizlar1 gibi faktorlere de
dikkat edilmistir. Elde edilen bulgularin biberde CMV ve PVY ile birincil
enfeksiyonunda 6nemi tartisilmaktadir (Raccah vd., 1985).

Bitkilere biiyiime asamasinda yaprak bitleri tarafindan bir¢ok virlis
bulastirilabilmektedir. Patates Y viriisinde damarlarda renk agilmasi, yapraklarda
mozaik lekeler ya da benekler ve koyu yesil bantlasma olusur. Bu olaylar bitkinin
Olimiine kadar ilerleyebilir. Enfekteli meyveler daha kiiciik, deforme olmus ve
mozaik lekeli sekilde olurlar. Patates Y wvirlisii, diger viriislerin belirtileri ile
kendilerini maskeleyebilirler. Birgok yaprak biti tiirleri ile tasinirlar ve etkileri
tasimay1 yapan yaprak bitlerine gore de degisebilmektedir. Dayanikli gesit yetistirme,
bulasik bitkileri uzaklastirma, ortamda bulunan yabanci otlar1 yok etme gibi dolayli
yoldan miicadeleleri yapilabilir ama direk kimyasal miicadelesi yoktur (Cekauskas,

2004).

2001 yilinin Temmuz ve Agustos aylarinda Kemaliye (Erzincan) ve Yusufeli
(Artvin) ilgelerinde biber tiretimi yapilan arazilerdeki viriis varliklariin belirlenmesi
amaciyla yapilmistir. Yapilan caligmalar sirasinda, biber yapraklarinda mozaik,
kivrilma, deformasyon ve sarilik gibi virlislere 6zgii belirtiler gosteren biber
bitkilerinden alinan yaprak Ornekleri patates X virlisii (PVX), patates Y viriisii

(PVY), hiyar mozaik viriisii (CMV) ve tiitlin mozaik viriisiine (TMV) spesifik



ELISA kitleri ile test edilmistir. Calismada, Kemaliye ilgesindeki biber ekili
arazilerden 30, Yusufeli ilgesinde bulunan biber ekili arazilerden ise 15 yaprak
ornegi olmak tizere toplam 45 ornek test edilmistir. Bu virlislerden Patates Y
viristiniin (PYV) biber ekilen alanlarda biiyiik oOl¢lide yayginlik gosterdigi
belirtilmistir (Bostan vd. 2002).

Hastaligin etkisi viriisiin tiirline, giicine inokulum ¢esidine, konukcu bitki
karakteristigine vektdr yogunluguna, iklim kosullarina, iiretim alanina ve bitki
yogunluguna gore farklilik gostermektedir. Viriis bitkide; pigmentasyon, bitkinin
farkli kisimlarinda nekroz ve renk degisikligi olarak farkli belirtiler gostermektedir.
Cogu durumda verim ve kalitede azalmaya sebebiyet vermistir. Patates bitkisini
etkileyen ¢ok sayida viriis vardir; bunlarin arasinda, PVY yeryiiziindeki yayilimi ve
ekonomik etkisinden dolayr 10 en oOnemli bitki viriislerinden biri olarak
bilinmektedir. Bazi PVY izolatlar1 patateste nekrotik leke ve yumru da sekil
bozukluguna neden olarak bu iirlinlerin pazarlanmasina ciddi oranda engel
olmaktadir. PVY; konukgusuna, yaprak biti vektoriine ve diger ¢evre kosullarina

bagl olarak epidemi yapabilmektedir (Lacomme, 2017).

Bes PVY 1rkina ait 4 gesit izolatin; PVY®, Tiitin damar nekrozu (PVY"),
N:O grubu (PVY™°) ve rekombinant olmayan patates yumru nekrozu (PVYN™), 14
kiiltiiri  yapilmis patates bitkisinde primer ve sekonder enfeksiyon olarak
calistimistir.  Primer enfeksiyon denemelerinde, mekanik olarak bulastirma
yapildiktan sonra yaprak belirtileri hasada kadar gozlemlenmistir. Sekonder
enfeksiyon denemelerinde, yaprak belirtileri diizenli olarak bitkinin ¢ikisin
zamanindan hasat zamanma kadar gozlemlenmistir. Yumru belirtileri (yumru
nekrotik halkali leke olarak bilinen), 1 aydan 4 aya kadar olan hasat siiresince
gozlemlenmistir. Her iki enfeksiyonda da; simptomlar patates ekimine, viriis irkina

ve izolatina bagli olarak belirli degisiklikler gostermistir (Nie vd.,2012).

Kanada’da Patates Y viriisii (PVY) tlriiniin irk bakimindan c¢esitlilik ve
populasyon durumu 2009°da arastirllmistir. Patates bitkileri gézlemlendikten sonra

immiinosorbent assay (ELISA) ile incelenmistir. PVY orant %3 iin iizerinde olan



patates bitkileri hasat sonrast ELISA testi artindan RT-PCR yontemi ile testlenmis ve
PVY izolatlarinin varligi ortaya konmustur (Nanayakkara vd.,2012).

Polonya’da tohumlari; Patates Y viriisii (PVY), Patates M viriisii (PVM) ve
patates yaprak kivircikligi viriisii (PLRV) ne kars1 test etmek zorunlu bir durumdur.
Bu nedenle viriis bulasikligi olan tohumlarin yapilan testler ile belirlenerek
cogalmast engellenmektedir. Hasattan sonra tohumlar reverse trascription
polymerase chain reaction (RT-PCR) yontemi ile test edilmesi faydali olmaktadir.
Kitler ekonomik olarak pahali oldugundan dolay1 bu testler zaman zaman ertelenmis
veya farkli yontemler kullanilmistir. RNA silika capture PCR kosullar ile optimize
edilmis, PVY” nin tespitinde hizli ve duyarli yanisira ticari kitler giivenilir alternatif

ve etkili maliyet sunmustur (Zacharzewska vd., 2014).

Ortii alt1 calismalarinda patates Y viriisiiniin iki izolat1 viriis ile bulasik
patates bitkisinden bulasik olmayan patates bitkilerine kontak etkili olarak dogrudan
bulastirma islemi yapilmistir. Fakat bu bulastirma islemi basarisiz olmustur. Iki
izolat yapraklara bulastirildiktan sonra farkli zamanlarda (6, 7 ve 28 saat) oda
sicakliginda tutulmustur. Bu bekletmeler; pamuk, cuval bezi, metal, kauguk, ve tahta
gibi farkl yiizeylerde gergeklestirilmistir. PVY® 24 saatlik lastik ve metal iizerinde,
6 saat pamuk ve cuval bezinde, 3 saat tahta da aktif enfekteli olarak kalabilmistir

(Coutts vd., 2015).

Patates Y viriisii (PVY), patatesin verimine ve kalitesine, 6zellikle de tipik
olarak PVY’ nin rekombinant izolatlar1 ile iligkili olan patates yumru nekrotik leke
(PTNRD) hastaliginin indiiksiyonuna bagli olarak patates tiretimine yonelik ciddi bir
tehdit durumundadir. Bu izolatlar, son yillarda ABD’ de yayilmakta, ancak
yayilmanin nedeni bilinmemesiyle beraber devam etmektedir. 2011 ve 2015 yillar
arasinda bu yayillimi belgelemek ve degerlendirmek i¢in, Kolombiya‘da patates
iiretilen alanlarda dolasan PVY izolatlarinin bilesimi, yiizlerce cesitli tohumlardan
elde edilebilmigtir. 2011 de ki tiim PVY pozitif bitkilerin %63’ iinden 2015°te %7 ye
diismiistiir (Robertson vd., 2017).

Bu c¢alismada Mersin ve Adana‘dan alinan bazi biber gesitlerinde PVYve

PLRV etkinligi arastirllmis ve sonuglar ylizdesel olarak belirtilmistir. Mersin
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bolgesinde alinmis olan Latona c¢esidinde PVY’ nin varhigi %95.23 olarak
belirlenmis, Adana ve Mersin’de yetistiriciligi yapilan Sante biber ¢esidinde bu oran
%88.40 tir. PLRYV ise her iki il birden dikkate alindiginda Bamba ¢esidinde % 37.50
yaygin iken Sante, Safran ve Latona cesitlerinde viriis varlig1 goriilememis, Hermes
¢esidinde % 25.58, Bamba ¢esidinde % 16.66 ve Marfona ¢esidinde % 7.01 oraninda
rastlanmistir (Demir vd.,2005).

50 farkl kiiltiirii yapilmayan ve kiiltiir domates gesitleri lizerinde PVY’ye
kars1 dayaniklilik kaynaklarini arastirmistir. Yabani ve kiiltiir tiirleri ve bu hatlarin
caprazlarindan elde edilen F1 ve F2 hatlar1 PVY ile mekanik olarak bulastirilmistir.
Inokule edilen bitkiler, iki haftalik ve dort haftalik zamanlarda DAS-ELISA (Double
Antibody Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ile test edilmistir.
Kiiltiiri yapilmayan domates tiirlerinde farkli sekillerde dayaniklilik tespit edilmistir.
Lycopersicon chilense ve L. pennellii ve L. hirsutum bitkisinde PVY’ye karsi

dayanikli oldugu gozlenmistir (Barutcu, 2006).

Tiirkiye’de ilk kez 1931 yilinda patates bitkisinde goriilmiis ve sekilsel
bakimdan alfabedeki y harfine benzedigi i¢in Patates Y virlisii olarak
adlandirilmistir. PVY, tek sarmal RNA igerikli bir viriistiiridiir. Patates Y virlisiiniin
alindig1 konuk¢u bitkiye ve biber varyetelerinin hastalik etmenine gosterdigi
simptoma bagli olarak pek c¢ok irklar1 bulunmaktadir. Antalya ilinde ve ilgelerinde
sera biber alanlarinda PVY1,2 irkinin mevcut oldugu tespit edilmistir. PVY’ nin pek
cok dayaniklilik kaynagi mevcuttur. Yolo Y ve Florida gibi biber cesitlerinin
hastaliklara test edilmis ve dayanikli olduklart gézlemlenmistir (Celik vd., 2010).

Patates Y wviriisii (PVY) biber yetistirilen alanlarda verim ve kalite
diisiikliiglinliin yasanmasina neden olmaktadir. Bu viriis hastaliginin miicadelesinde
en kolay ve ekonomik yol olarak dayanikli biber tiirlerinin kullanilmasi olarak
bilinmektedir. Diinya’da PVY’nin, PVYO0, PVY1 ve PVY1-2 olmak iizere li¢ farkl
irk1 mevcuttur.Bu 1rklarin hepsine dayaniklilik, yabani SCM 334 biber geninde
bulunan baskin Pvr4 geni tarafindan saglanmaktadir. Bu ¢aligma boyunca dayanikli
SCM 334 biber geni kullanilarak sivri biber ¢gesidine geri melezleme ile Pvr4 geninin

aktarilmasi amaclanmistir (Celik vd., 2013).
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2.3. Biber Ilhmh Benek Viriisii (PMMYV)

Biber 1liml1 benek viriisii Virgiviridae familyasina ve Tobamavirus cinsine ait
bit viris tiirtidiir. 318 x 18 nm partikiil uzunlugundadir (McKinney, 1952). Mekanik
yollarla ve tohumla kolayca tasinabilmektedir. Ozellikle 6rtii alt1 ve seralarda kiiltiirii
yapilan konuk¢u bitkiler i¢in Onemli ekonomik kayiplara sebep olmaktadir.
Meyvelerde sekil bozuklugu, yapraklarda kloroz ve leke gibi belirtilere yol
acmaktadir (Marte ve Wetter, 1986).

Yesil biberlerden aliman oOrnekler icin ELISA ve PCR ydntemlerinin
uygulanmasi uygun bulunmustur. Alman yesilbiber 6rneklerinin ¢ogunda DAS-
ELISA testlerinden pozitif sonuglar alinmistir. Toplanmis olan 22 bulasik olan ve
bulasik olmayan orneklerden PMMYV, RT-PCR yontemiyle basariyla testlenmistir
(Ikegashira vd., 2004).

PMMV 1rklarmin biyolojik ve molekiiler 6zellikleri kiyaslanmistir. PMMV-
Kr nin RNA geni 6356 niikleotid igermektedir. Dort farkli viral proteinin aminoasit
ve niikleotid sekanslar1 sirasiyla; PMMV-Kr, PMMV-S ve PMMV-] arasinda %96.9
dan %100 ve %97.5 ten %98.8 ¢ kadar tanimlanabilmistir. PMMV-Kr nin cDNA tam
uzunlugu primerlerin RT-PCR ile ¢ogaltilmasi ile bulunmustur (Yoon vd., 2005).

PMMV’nin insanlarda bulunmasina cevrede olusan kirliligin bir faktor
oldugunu belirtmigtir. 2008 ve 2011 yillarinda 30’u igme suyu ve 184’1 kaynak su
olmak tizere Ornekler toplamistir. PMMYV almman Orneklerin %74 {inde teshis
edilmistir. Bu ¢alismanin atik sularda viriis tespitine dair yapilan ¢aligma niteligini

tagidigini belirtmistir (Haramoto, 2013).

PMMV yil yil farklilik gostermekle beraber farkli alanlarda atik sularda
goriilmiis ve bu sayede kolayca yayilabilmistir. Insan diskisinda rastlanilan PMMYV,
farkli tavuk gibi diger canlilarda tespit edilememistir (Petrov, 2014).

Kahramanmaras’ta yetistiriciligi yapilan biberlerde, tohum ile tasinan AMV,
CMV, TMV, ToMV, TSWV ve PMMYV viriislerinin RT-PCR yontemi ile tanilart
yapilmistir. Materyal olarak 2006 ve 2007 yillarinda aktif olarak calisan biber
kurutma tesislerinde farkli bolgelerdeki (Kilili, Narli, Beyoglu, Pazarcik, Sekeroba
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vs) ciftcilerden alinan biber 6rnekleri ile Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi
(KSU), Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii calisanlarinin 6nceden yapmis
olduklar1 biber calismalarindan kalan tohumlar kullanilmistir. Nikleik asit

izolasyonu yapildiktan sonra teshis i¢in PCR analizleri yapilmistir (Yiizer, 2009).

Burdur ili biber iiretim alanlarinda Cucumber mosaic virus (CMV) ve Pepper
mild mottle virus (PMMoV)’unun varliginin belirlenmesine yonelik bir ¢alisma
yapmuglardir. 2012 ve 2013 yillarinda biber yetistirilen alanlardan virlis simptomu
goriilen 124 biber bitkisinden 6rnekler alinmistir. Viriisler serolojik ve molekiiler
yontemler kullanilarak teshisler yapilmistir. DAS-ELISA (Double Antibody
Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay) testleri sonucunda; 124 6rnekten
20’si viriis ile bulasik oldugu ortaya ¢ikmistir. Test edilmis8 adet 6rnek CMV, 8
adedi PMMYV ile bulasik oldugu ortaya ¢ikmisken, 4 adedi her iki viriis ile bulasik
oldugu ortaya ¢ikmistir. RT-PCR (Reverse transcription polimerase chain reaction)
calismalarinda CMV i¢in 6zel primer ciftleri kullanilarak kilif protein geninin
yaklasik 678 bp’lik bir kismi c¢ogaltilmis ve viriise 6zgii spesifik bantlar elde
edilmistir (Kilig vd., 2015).

PMMV ilk olarak Avrupa’ da 1984 yilinda belirti olarak teshis edilmistir.
Biberde Arjantin de gézlemlendigi belirtilmistir (Anonim, 2018b).

Yiritilmiis PCR ¢alismasinda, test yapilmasi istenen kisimdan farkli bir
bolgenin daha ¢ogaltilmasi internal kontroldiir. Bu sayede bir reaksiyon tiipiinde
farkli iki PCR yapilmas: saglanmis olur. I¢ kontrol kullanilmasi yapilan test
calismasinda herhangi bir problem olmasini ve yanlis negatif sonuglarin verilmesi
engellenmis olur. Internal kontrol hangi adimda kullanidiysa eger, o adima bapl
niikleik asit izolasyonunu ve ya PCR asamasini kontrol altinda tutar. Internal kontrol
artmis ama testlenen problarda artis yoksa testlenen Ornekler negatiftir sonucuna
varilabilir. Internal kontrol artmamis fakat testlenen prob ile artmis ise test isleminin
tekrarlanmasina gerek kalmaz, ¢linkii duyarliligini olumsuz yonde etkilemeyecek ve
hafif bi¢imde artma gosterecek sekilde tasarlanmistir. Hedef ve internal kontrol PCR’
1 ayn1 alanda kosturuldugundan dolayi, hedef PCR’ da yiiksek pozitif olan drneklerin
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internal kontrolii baski altina almasi normal bir durum olarak goriilmektedir

(Anonim, 2019a).

Muz bitkisinde bunchy hastaligt muz iiretimi yapilan alanlarda, verimde
onemli bir kayip unsuru olmustur. Hastalig1 olusturan etmen banana bunchy top
virus (BBTV) etmenidir. BBTV’ nin kilif proteini PCR testleri ile tasarlanmustir.
Buna dahil olarak muz DNA dizisine PCR’ da yasanabilecek belirsizlikler ve yanlis
negatifleri elemek ve gdrmek amaci ile internal kontrol kullanilmigtir (Mansoor vd.,

2005).

RT-PCR yontemi, ayn1 zamanda patates sari damar viriisii, domates kloroz
virlisii ve tiitlin ¢ingirak viriislerini test etmek iizere diizenlenmistir. Tasarlanan
primerlerin bu ii¢ viriis i¢in kullanilabilir olup olmadigini gérmek amaci ile internal
kontrol kullanilmistir. PCR uzatma siiresi ve uzatma sicaklifinda degisiklikler
yapilmistir. Yapilan degisikliklerin hepsi multiplex RT-PCR’ ye uygun maliyetli bir
yontem oldugu goriilmiistiir (Wei vd., 2009).

Cilek bitkilerinde, yaprak bitlerinden bulasan cilek kirigiklik viriisii (SCV),
cilek sar1 solgunluk viriisiit (SMYEV), cilen benek viriisii (SMoV) ve ¢ilek damar
bantlagma viriisii (SVBV) ¢ilek tiretim alanlarinda ciddi verim kayiplarina neden
olmustur. Bu calismada cilek bitlikerinden alinan ekstraksiyonlar ve RT-PCR’ nin
dogru calisabilirligini gérmek icin mRNA’ ya 6zel internal kontrol ile bu viriislerin
ayni anda tanist i¢in multiplex RT-PCR yontemi kullanilmistir. Test edilen ¢ilek
bitkilerinden 25 tanesinde istenilen biiyiikliikte PCR {iriinii olusturulmustur. mRNA’
ya Ozel internal kontroliin testlenen tiim c¢ilek bitkilerinde caligilabilir oldugu

goriilmiistiir (Thompson vd., 2003).

2005 yilina kadar tiim potyviriis dizileri kullanilarak tamamlandiktan sonra
potyviriis tiirlerinin teshisi amaci ile ile primer dizayn edilmistir. Bu primeler NIB2F
ve NIB3R primer ¢iftidir. Test edilen 40 potyvirus izolayindan 23 tanesi tanimlanmis
ve 3 tanesinin yeni bulunmustur. Bu 40 viriis izolatindan 350 bp uzunlugunda
niikleik asitler amplifiye edilmistir. Internal kontrol kullanimi sonucunda bilinmeyen

12 potyviriis 1rk1 da tanimlanmigtir. RT-PCR’de internal kontrol ile tiim biiyiik
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viriislerin tespit edilebilecegi ve bu tespitlerin rutinlesmesi amaglanmigtir (Zheng vd.,

2010).

2008’de yapilan bu ¢alismada PCR testlerinin hassasiyetini arttirmak igin
internal kontroliin kullanilmistir. Internal kontroliin kullanilmasindaki amag, ayn
primerlerin kullanilarak ¢ogaltilmasina izin vermektir. Calismada 6nemli goriilen
adimlardan birinin PCR’ de baglanma siiresi oldugu yine bu caligmada goriilmiistiir

(Oikonomou vd., 2008).

Tiim niikleik asitlerden internal kontrol olarak bitkinin mRNA’ sina 6zel iki
multiplex RT-PCR testi yapilmistir. Bu testlerde elma krolotik yaprak viriisiiniin,
elma kok cukurlagsma viriisliniin, elmaz mozaik viriisiiniin ve elma kok kanal
viriisiiniin ayn1 anda testlenmesi amaglanmistir. Bu viriisler elma ve armut igin ticari
ve ekonomik 6nem tagimaktadir. Bu virilislerin 6zel primer ciftleri ve g¢ogaltilmasi
istenen mitokondrial nad5 geni tanimlanmis ve multiplex RT-PCR yontemi ile
cogaltilmistir. internal kontroller sayesinde birgok farkli viriis izolati multiplex RT-
PCR yontemi ile testlenmesi miimkiin olmustur. Internal kontrol ile viriis teshisinde
PCR kullaniminin dogrulugu, giivenilirligi hassasiyeti ve hizli olusu anlasildiktan

sonra kullanim yayginlig1 artmistir (Menzel vd., 2002)
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

Calismanin ana materyalini Malatya’nin Arapgir ve Battalgazi il¢elerindeki
tarlalardan alinan biber 6rnekleri olusturmustur. Calisma kapsaminda segilen ilgeler
olan  (Sekil 3.1)Arapgir ve Battalgazi’de biber yetistiriciligi yapilan tarlalar
incelenmis, Arapgir ilgesinden 71 ve Battalgazi ilgesinden69 olmak iizere toplam 140
bitki drnegi toplanmis (Cizelge 3) ve tarlayr homojen bicimde temsil edecek sekilde

tesadiifi ornek alma yontemi kullanilmistir (Bora ve Karaca, 1970).

Cizelge 3. Battalgazi ve Arapgir ilgelerinde alinan 6rnekler

fice Ornek Alinan Mevki/Bahgeler Ornek Sayist
Musa Bey ve komsu bahgeler 16
Nur Fidancilik Bahgeleri 10
Battalgazi
Biiyiik Alan 14
Iskele Tlge Cikis 10
Iskele Yolu Boyunca 21
Mustafa Fahrettin 2
Mehmet Dogan 2
Asag1 Bahge 8
Comertli Koyii 13
Arapgir
Asag1 Ulupiar Koyt 15
Hezenek Mabhallesi 15
Alaaddin Bahge 5
Yukar1 Ulupinar 9
Toplam 140
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Sekil 3.1. Malatya ilinde survey gerceklestirilen alanlar (Arapgir ve Battalgazi
ilgeleri)

Simptom gosteren ve gostermeyen biber bitkilerinin yapraklarindan test
edilmek {iizere ornekler alinmistir (Sekil 3.2).Ayrica c¢aligmada thermal cycler,
santrifiij, elektroforez aleti ve giic kaynagi, jel goriintiileme sistemi, ¢esitli tampon
¢ozeltiler, primerler, buzdolabi, saf su cihazi, Tag DNA polimeraz enzimi, otoklav,
pH metre, reverse transkriptaz enzimi (RT), mikropipet seti ve cesitli kimyasal

maddeler kullanilmistir.
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Sekil 3.2.Siipheli simptom gozlenen ve 6rnekleme yapilan biber bitkisi

Arazi galigmalart 2016 yilinin Agustos ve Eyliil aylar1 ile 2017 yilinin Mart
ve Nisan ayalarinda yiiriitiilmiis ve 6rnekler alinmistir. Alinan 6rnek miktar: araziye
cikis yapilan tarihlerde ekili olan arazi durumlarina gore belirlenmistir. Alinan
ornekler etiketlenip, polietilen torbalar i¢inde buz kutusunda laboratuvara

getirilmistir.
3.2. Yontem

3.2.1. Survey ¢calismalari

Malatya ili Arapgir ve Battalgazi il¢elerinde biber iiretimi yapilan arazilerde
cesitli donemlerde biber bitkilerinin taze yapraklarindan Ornekler toplanmistir.
Ornekleme tarlayr homojen temsil edecek sekilde farkli yerlerden yapilmis ve

simptom gosteren ve gostermeyen bitkilerden rastgele 6rnekler alinmigtir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Battalgazi ilgesinde survey calismalarinin yiiriitiildiigii biber tarlalarindan
bir gdriiniim
Toplanan biber 6rnekleri polietilen posetlerde buz kaplarinda soguk zincirde
muhafaza edilerek Malatya Turgut Ozal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimii Viroloji laboratuvarina getirilmistir. Laboratuvara getirilen 6rnekler PCR

testlerinde kullanilmak tizere +4°C de en fazla iki hafta siire ile muhafaza edilmistir.

3.2.2. Molekiiler test calismalari
3.2.2.1. RNA ekstraksiyonu

RNA ekstraksiyonunda Foissac vd. (2001) yontemi kullanilmistir. 100 mg
yaprak ornegi 1 ml % 1 Beta-mercapto ethanol igeren ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi
lizerine konularak ektraksiyon torbalarinda ezilmistir. 300 pl 6z suyu alinmis ve
tizerine % 10’luk sarcosine (Laury) tuzundan 100 pl koyulup vortekslenmistir. Daha
sonra tilipler kuru blok 1siticida 70°C’de 10 dakika inkiibasyondan sonra 5 dakika
kutu igerisinde bulunan buzda bekletilmistir. 14.000 rpm’de 10 dakika santrifiijden
sonra st stvinin 300 pl’si alinarak yeni ependorf tiiplere aktarilmistir. Tiiplere 150
ul ethanol, 300 pul 6 M Nal, 50 pl silika siispansiyonu eklenerek 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. 6000 rpm’de 1 dakika santrifiijden sonra iist sivi
atilarak silika partikiillerini yikamak i¢in 500 pl yikama tampon soliisyonu

eklenmistir. 6000 rpm’de santrifiijden sonra, yikama islemi iki kere tekrarlanmistir.
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Daha sonra tiiplere 150 pul RNase free su eklenip 70 °C’de 4 dakika inkiibasyondan
sonra 13000 rpm’de3 dk santrifiij edilmistir. Ust stvinin 100 pl’lik kismi alinacak ve
yeni tiiplere aktarilarak elde edilen RNA’lar cDNA sentezi yapilincaya kadar -
80°C’lik derin dondurucuda saklanmustir.

3.2.2.2. RT-PCR testleri

PCR testlerinde arastirilan kimi viriislerin pozitif kontolleri bulunmadigindan
internal kontrol amaclhi nad-5 sense (GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT) ve nad-5
antisense (CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA) primerleri kullanilmistir. Bu
primerler bitkiye ait Nad geninin spesifik olarak c¢ogalmasini saglamakta ve bu
sayede RT-PCR testlerine kontrol olarak kullanilmaktadir. Bu primerlerin kullanim1
ile infekteli yada saglikli tiim biber orneklerinden 180 bp biiyiikliigiinde DNA

bantlarinin elde edilmesi amaglanmistir (Menzel vd., 2002).
3.2.2.2.1. Patates Y viriisii (Potato virus Y, PVY)

Patates Y virlislinlin RT-PCR yontemi ile teshisinde kullanilan primer ¢ifti
PVY-P1: 7861-CAACTCCAGATGGACAATTG-7882 ve PVY-P2: 8858-
CCATTCATCACAGTTGGC-8875°dir. Bu primerler ile viriis genonomunda yer
alan kilif protein geninin 1000 bp’lik kismi ¢ogaltilmaktadir (Fateme vd., 2012). RT
reaksiyonu igin, steril bir PCR tiipii igerisine 3 ul total RNA birakildiktan sonra 2 dk
72 °C* de denatiire edilerek hemen buzda bekletilmistir. Orneklere 17 pl reaksiyon
karisimi (4 pl 5x RT reaction, 1 ul 0.1 M dithiothreitol [DDT], 0.5 ul RNAsin [40 u
pul -1], 1 pul ANTPs [10mM herbiri], 1 pl reverse primer [100 pmols pl-1], 5 ul
MMLYV reverse transcriptase [200 u pl - 1], ve 9 ul HoO eklenmis ve 1 saat 42 °C’ de
inkiibe edilmistir. Elde edilen cDNA 6rneginin 5 pl’si 45 pl PCR karigimma (5 pl
10x PCR buffer, 2 pl MgCI, [S0mM], 1 pul dNTPs [ her birine 10’ar mM], 1 pl
forward primer [100 pmols pl-1], 1 pl reverse primer [100 pmols pl-1], 0.5 pl Taq
DNA polimeraz [5 u ul - 1], ve 34.5 pl Hy0) eklenmistir. PCR dongiisii
programlanmais (Sekil 3. 4.), son uzama 72 °C’ de 5 dk yapilmistir (Cizelge 3.1.)
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Sekil 3.4. Programlanmis PCR dongiisii

Cizelge 3.1. PVY igin kullanilan PCR sicaklik dongiisii

Hastalik Sicaklik dongiileri Cogaltilan uzunluk
Patates Y viriisii 95 °CS5 dk
(Potato virus y) 95°C1 dk

55°C1 dk 35 dongii

72 °C1 dk

72 °C5 dk ——> 1000 bp

3.2.2.2.2 Patates X viriis (Potato virus X, PVX)

Patates X viriis (PVX)’ 1 i¢in kullanilacak olan primer cifti ile tanisi
Xianzhou ve Rudra (2000)’e gore yapilmistir. Kullanilan primer ¢ifti PVX-F 5’
TAGCACAACACAGGCCACAG 3 ve PVX R-
5’ GGCAGCATTCATTTCAGCTTC 3’ dir. Ornekler RT reaksiyonu igin 42 °C’ de
90 dk inkiibe edilmis ve daha sonra reaksiyonu durdurmak icin 95 °C’ de 3 dk inkiibe
edilmistir. Steril bir PCR tiipii icerisine 80 pl su, 4 ul cDNAve 21 pl PCR karisimi
eklenerek son hacim 100 pul’ ye tamamlanmistir. PCR karigimi 10 mM Tris-HCI, pH
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8.3, 50mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM her bir dNTP, 50 mg herbir primer ve
0.625 U Tag DNA polimerazdan olusmustur. Ornekler dongiileri ayarlanan PCR
igerisine yerlestirilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. PVX i¢in kullanilan PCR sicaklik dongiisii

Hastahk Sicaklik dongiileri Cogaltilan uzunluk
Patates Xvirtisti 94 °C1 dk
(Potato x virus) 60°C1 dk 30 dongii
72 °C2 dk
72 °C 10dk
——> 633 bp

3.2.2.2.3 Biber ilimh benek viriisii (Pepper mild mottle virus, PMMYV)

Biber ilimli benek virlis (PMMYV)’ iiniin RT-PCR testi Rialch vd., (2015)’ e
gore yapilmistir. Kullanilmis olan primer ¢ifti kilif proteinine ait olup, dizisi PMMV
F-5>CCAATGGCTGACAGATTACG-3’ ve PMMV-
R5’CAACGACACCCTTCGATTT-3" seklindedir. RT-PCR amplifikasyonu 25 pl
toplam hacim olmak tizere 2.5 ul 10x Taq DNA buffer, 1 ul 25 MgCly, 2.5 pl 2 mM
dNTPs karisimi, 1 pl ve 10 mM her biri spesifik primer, 0.2 ul 5U/ pl Taqg DNA
polimeraz enziminden olugsmustur. Dongii programinin ayarlanmasi yapilmis, son

uzama 72 °C’ de 7 dk olarak PCR islemi sonlandirilmistir(Cizelge3.3).
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Cizelge 3.3. PMMYV igin kullanilan PCR sicaklik dongiisii

Hastahk

Sicaklik dongiileri

Cogaltilan uzunluk

Biber ilimh benek viriisi

(Pepper mild mottle virus)

94°C 4 dk
94°C 15 sn

48°C  40sn (35 dongi

72°C  1dk

72°C  7dk ——> 630 bp

3.3. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezde Kosturulmasi

RT-PCR sonucu elde edilen PCR firiinleri %1’lik agaroz jel kullanilarak
elektroforez yapilmistir. Bir gram agaroz, 100 ml 1XTAE (Tris-Asetik asit, EDTA)
tamponu i¢inde mikrodalga firinda homojen olarak ¢ozdiiriiliip, 1 pl floresan DNA
boyas1 eklenmis ve jel tepsisine tarak takilarak tepsiye dokiilmiistiir. Jelin katilasmasi
icin ortalama 20-25 dk beklenmistir. Jel katilasmasindan sonra tarak jele zarar
vermeden dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak elektroforez tankina yerlestirilmis ve lizerini
kapatacak sekilde 1XTAE tamponu dokiilmiistiir (Sekil 3.5). Jel ¢ukurlarina DNA

marker ve PCR iriinleri yiiklenmistir. Yiikleme tamamlandiktan sonra elektroforez

aparatina 100 voltluk elektrik akimi 30 dk siireyle uygulanmistir.
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Sekil 3.5. Jelin elektroforezde kosturulmaya hazir hali

3.4. PVY Pozitif Kontrol izolatlarinin Molekiiler Karakterizasyonu

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii’nden
(Dr. Ogr. Uyesi Mustafa USTA) temin edilmis olan patates PVY izolatlar1 (PVY-1
ve PVY-2) pozitif kontrol olarak kullanilmis ve molekiiler karakterizasyonlari
gerceklestirilmistir. PVY-1 ve PVY-2 izolatlarinin PCR yontemi ile ¢ogaltilmasi

Cizelge 3.4.de verilen miktarlar kullanilarak gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.4. PVY izolatlarinin PCR yontemi ile ¢ogaltilmasinda kullanilan miktarlar

PCR Kkarisim bir 6rnek i¢in

10x PCR buffer Sul
50mM MgCl, 2ul

10 mM dNTPs 1pl
100 pl Forward Primer 1 ul
100 pl Reverse Primer 1 ul
0.5 pl Tag DNA polimeraz enzimi 0.5 ul
RNAse free su 34.5 ul
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3.4.1.PCRiiriinlerinin DNA dizilemesi

Elde edilen PCR firiinleri DNA dizilemesi yapilmasi amaci ile ticari firmaya

(Sentegen)gonderilmistir.

3.4.2. Biyoinformatik yontemler kullanilarak DNA dizi analizi vefilogenetik
analiz

DNA dizilemesi yapilan PVY izolatlarinin niikleotid dizileri CLC Main
Workbench ve Vector NTI programlar ile analizleri yapilmistir. BLAST programi
ile Gen Bankasi’nda mevcut olan irk ve izolatlar ile karsilastirilmasi yapilmis ve
yiizde benzerlik oranlart tespit edilmistir. Filogenetik agacin belirlenmesinde
Neighbour Joining yontemi kullanilmistir. Biyoinformatik programlar yardimi ile
PVY izolatlarinin filogenetik agaci olusturulmus, diinya izolatlar1 ile farkliliklar1 ve

benzerlikleri belirlenebilmistir.

3.4.3. DNA dizilerinin gen bankasina girilmesi

PVY izolatlarinin niikleotid dizilerinin National Center for Biotechnology

Information (NCBI) Gen Bankasi’ na kayd1 yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Survey Calismasi

Malatya ili, Arapgir ve Battalgazi ilgelerinde Patates X viriisii, Patates Y
viriisii ve Biber ilimli benek viriislerinin varligini tespit etmek icin dnceden de
belirtildigi tizere tarlalar1 miimkiin oldugunca temsil edilecek sekilde rastgele 140

bitki 6rnegi toplanmigtir. Toplanan 6rneklerde mozaik, deforme olmus yapraklar ve

klorozu animsatan renk bozukluklari, ciicelesme gibi belirtiler goze carpmustir (Sekil

4.1).

\ . y ‘ / ; ; ”

+

Sekil 4.1. Survey ¢alismalarinda bibr bitkilerinde gozlenen kloroz ve yapraklarda
sekil bozuklugu
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4.2. Molekiiler Test Calismalar:

Malatya 1li Battalgazi ve Arapgir ilgelerinde Cizelge 4.°de belirtilen

bolgelerden toplanan 6rneklerin tamami Patates X viriisii, Patates Y virlisli ve Biber

1liml1 benek virtisleri icin RNA ekstraksiyonu yapilmastir.

1000bp  _, « 1000 bp

500 b —»

< 180bp
1000 bp —>
500 bp —
b)
1000 bp —
500 bp —»
<+— 180 bp

c)

Sekil 4.2. PVY (a (M:Marker,1: 1, 2: P2, 3: 2, 4: 3,5: 4,6: 5, 7: 6, 8: 49,
51 nolu 6rnek)), PMMV (b (M:Marker, 1: 1, 2: 2, 3: 3, 4: 4, 5:

48, 8: 49, 9: 50 ve 10: 51 no lu 6rnek)) ve PVX (c (M:Marker, 1:

3,4: 51 ve 5: 52 no lu 6rnek)) elektroforez goriintiileri

9: 50, 10:
5,6:6,7:
1,2:2,3:



Teshisler i¢cin RT-PCR yontemi kullanilmigtir. PVY i¢in Van Yiiziincii Yil
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Viroloji laboratuarindan Dr. Ogr. Uyesi Mustafa USTA’
dan iki adet pozitif kontrol (PVY-1lve PVY-2) temin edilip kullanilmis ve 1000
bp’lik bant elde edilmistir. PVX ve PMMYV viriisleri i¢in de internal kontrol
kullanilmistir.  Testlenen 6rnekler sekil {izerinde gosterilen numaralar ile
yiiklenmistir. Genesta DNA ladder (1000 bp) marker olarak kullanilmistir. Yapilan

analizler sonucunda herhangi bir viriis varligina rastlanilmamustir (Sekil 4.2).

4.3. PVY Porzitif Kontrol izolatlarinin Molekiiler Karakterizasyonu
4.3.1. Niikleotid dizilerinin analizi

Karakterizasyonu gerceklestirilen PVY izolatlarmin DNA dizilemesi
Sentegen firmasi tarafindan yapilmistir. PVY-1 izolatina ait kilif protein geninin 359

bp uzunlugundaki dizisi ile PVY-2 izolatina ait kilif protein geninin 398 bp
uzunlugundaki DNA dizisi tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. PVY-1 izolatina ait kismi kilif protein geni dizisi ile ona karsilik gelen
amino asit dizisi

Baz uzunlugu(bp) Niikleik asit baz dizisi

359 GACTCCAAAGTTCGTATGCAGTTGTACCGCTTCTACCA
CGTATCAAACTGTGATTGAGTTGCTCGAGTATTCAAGA
TGTCCTCTTGCTGGGGAGCATACTCTAGTAAGTGTTCC
AAATTTAGTACAGTTGCACCTTTACTCTTGGGCATTCTC
ATTTTGGACGTGATAGCTTTAATTCGTGGCACAGTATG
AGTTCCAGATGTTCCAACATTCACGTCCTTTTCCTTTTC
CTTGTTGAGATTTGGTTGAATGCTACCTTGCTCTTGTTT
TGCATCCTTCTTAGTGCTTCCTCCCGCATCTATTGTGTC
ATTTCCTTGATGGGCACTTCATAAATATCGCACTCAATT
ACATAATTCAAA

Amino asit dizisi

FELCN*VRYL*SAHQGNDTIDAGGSTKKDAKQEQGSIQPN
LNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSKGATV
LNLEHLLEYAPQQEDILNTRATQSQFDTW*KRYNCIRTLE
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Cizelge 4.2. PVY-2izolatina ait kismi kilif protein geni dizisi ile ona karsilik gelen

amino asit dizisi

Baz uzunlugu(bp)

Niikleik asit baz dizisi

398

GGAATCAAATTCGAATGCATCCGCACTGCCTCATACCA
CGTATCAAACTGTGATTGAGTTGCCCGAGTATTTAAAA
TGCTCTTTGATGTGGAGCATACTCAAACAAGTGTTCTA
AATTTAGTACGGTTGCTCCCTTGCTTGTGGGCATTCTCA
TTTTGGACGTGATAGCCTTGATTCTCGGCACAGTATGA
GTCCCAGATGTACCAACATTCACATCCTTATCTTTTCCT
TTGTTCAGGTTTGAATGAATGCTGCCTTGCTCTGGTCTT
GCATCTTTCTTGCTGCTTCCTCCTGCATCGATTGTGTCA
TTTGCTTGATGGTATACTTCATAAGAATCAAATTCAAA
CTCATCATCTAATGCAACCATCATTTCAGTGAAAGCTC
TCATCTCTTCCTCA

Amino asit dizisi

*GRDESFH*NDGCIR**V*I*FL*SIPSSK*HNRCRRKQQERC
KTRARQHSFKPEQRKR*GCECWYIWDSYCAENQGYHVQ
NENAHKQGSNRTKFRTLV*VCSTSKSILNTRATQSQFDTW
YEAVRMHSNLI

Niikleotid diizeyinde Gen Bankasinda yapilan karsilastirmalarda PVY-1ve

PVY-2 izolatlarmin diinyadaki diger PVY izolatlar1 ile %94 ile 95 arasinda benzerlik

gosterdigi tespit edilmistir. Aminoasit dizisi temel alindiginda PVY-1 izolatinin Gen

Bankasindaki izolatlar ile en yliksek %98, PVY-2 izolat1 ise % 95 benzerlik

gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.3).

CLC Main Workbench 6.2 programi ile PVY-1 ve 2 izolatlar karsilastirilarak

filogenetik agaci olusturulmustur. Yapilan filogenetik agacta PVY-1 ve PVY-2

izolatlarmm KM974182 erisim numarali PVY"™ fran’da bulunan patates 1rki ile

benzerliginden dolay1 filogenetik agagta aym grupta yer almistir. iran patates

irkindan sonra en fazla yakinlik gosteren irk Gen Bankast AB702953 erisim numarali

Japonya patates PVYN™ irki olmustur (Sekil 4.2).
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4.3.2. Mutasyon analizi

CLC Main Workbench 6.2 programi ile PVY-1 ve 2 izolatlarinin ¢oklu
niikleik asit karsilastirmalari yapilmis ve niikleotid dizileri iizerindeki mutasyonlar

(yer degistirme, silinme ve eklenme) belirlenmistir.

PVY-1 izolatinda lizere 6 adet niikleotid yer degistirme ile 3 adet niikleotid
silinme mutasyonu tespit edilmistir. Niikleotid eklenme mutasyonunun ise olmadigi
gorilmistir. PVY-2 izolatinda ise 48 adet niikleotid yer degistirme mutasyonu
oldugu goriilmiis ve 1 adet niikleotid silinme mutasyonu tespit edilmistir. PVY-2

izolatinda da niikleotid eklenme mutasyonu tespit edilmemistir (Sekil 4.3).

Cizelge 4.3. PVY pozitif kontrol izolatlarinin diinyadaki diger PVY izolatlar ile
benzerlik oranlari

Ulke Ulasim numarasi Benzerlik  Konukgular
oranlari

Slovenya KX856986.1 % 95.14  Patates
Polonya JF927752.1 % 95.14  Titiin
Endonezya KT599907.1 % 94.86  Patates
Isvigre MF405303.1 % 95.14  Patates
Amerika KY847973.1 % 95.14  Patates
Belgika JQ969033.1 % 95.14  Patates
Almanya AJ890345.1 % 95.14  Titiin
Almanya MH937417.1 % 95.14  Patates
Tunus MG696820.1 % 94.86  Patates
Ingiltere KC634009.1 % 95.14  Patates
Kolombia MF176827.1 % 95.14  Patates
Misir KY863551.1 % 95.14  Patates
Sirbistan KJ946936.1 % 95.14  Patates
Giiney Kore MH603862.1 % 94.86  Patates
Israil MH006954.1 % 95.14  Patates
Hindistan KY851109.1 % 95.14  Patates
Qaponya AB702953 % 95.14  Patates
Iran KM974182 % 94.41  Patates
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Sekil 4.3. PVY-1 ve PVY-2 izolatlar1 ile PVY diinya izolatlarinin ile olusturulan filogenetik agac

JF927752 Polonya patates Tiitlin izolati
MH937417 Almanya patates

AJ890345 Almanya tiitiin NTN irki
KY863551 Misir patates N irki

1000,

KY851109 Hindistan patates NTN irki
1000p MH603862 Giiney Kore patest NTN irki
MH006954 israil patataes

KT599907 Endonezya patates
KJ946936 Sirbistan patates

KC634009 ingiltere patates NTN irki
MG696820 Tunus patates

KY847973 Amerika patates NTN irki
MF176827 Kolombiya patates
KX856986 Slovenya NTN irki
JQ969033 Belgika patates NTN irki

8734 MF405303 isvigre patates NTN irki
2,200
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859 Van PVY-2 izolati rev comp seq
Van PVY-1 izolatt Rev Comp Seq
KM974182 iran patates NTN irki
AB702953 Japonya patates NTN irki



Sekil 4.4. PVY-1 ve PVY-2 izolatlarina ait mutasyon analiz sonuglari
8. ?60 8. TSD 8. 800 8. 820

cAcrHakc I cARABrcTiE TAATrTC IIIIIIIIII cherirc Il BARAcEAMd rc llll

GAGTHAR T cERABTGT TTccA BEAET BA 3769
GIGIIIIGGI Gl--Gl- l---GGl -llllllll GIGI-GI- I-IG--I G --- 8814

KX856986 Slovenya NTN irki
JF927752 Polonya patates Tutun iz.
KT599907 Endonezya patates
MF405303 Isvigre patates NTN irki
KY847973 Amerika patates NTN irki
JQY69033 Belgika patates NTN irki
AJ890345 Almanya titin NTN 1rki

8809

MH937417 Almanya patates l-lG-- BA ss14
| Il i LR : llll
KC634009 ingiltere patates NTN irki 8764

MF176827 Kolombiya patates BTcETE &
Van PVY-1 izolati

Van PVY-2 izolati

KY863551 Misir patates N irki
KJ946936 Sirbistan patates
MHB03862 Guney Kore patest NTN
MH006954 israil patataes

KY851109 Hindistan patates NTN ir.

ine 4

ATcETE € G-IGI i=

" I III Il IlrIIG Iﬁlllla”
'G 8796

BET ule --- 8766

G - I-IG--I G B 8743

8768
8629

AB702953 Japonya patates NTN irki G G BA 433

KM974182 iran patates NTN irki GIGI-Gl- l-lG--l lG---- 407

Consensus GAGTAAAGGT GCAACTGTAC TAAATTTGGA ACACTTACTC GAGTATGCTC CACAGCAAAT TGACATCTCA
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5. TARTISMA ve SONUC

Malatya ili Battalgazi ve Arapgir ilgelerinde 2016 ve 2017 yillarinda toplam
140 adet biber bitkisinden ornekler toplanmistir. Toplanan bu 6rnekler Patates Y
viriisii (Potato virus Y), Patates X virlisii (Potato virus X) ve Biber ilimli benek
viriisii (Pepper mild mottle virus)’ ne karst RT-PCR ile test edilmistir. Test edilen
orneklerin hi¢ birisinde arastirilan viral enfeksiyonlara rastlanmamistir.Malatya
ilinde biber yetistirilen alanlarda bu virlislere rastlanilmamasi {ireticilerimiz igin
sebze yetistiriciligi bakimindan biiylik ©6nem arz etmektedir. Bu viriislerin
goriilmeme sebepleri arasinda c¢alisma sirasinda yapilan gozlemlere dayanilarak;
yerli ¢esitlerin kullaniliyor olmasi, disaridan bolgeye fide gibi vejetatif iiretim
materyallerin siirli olmasi ve vektorler iyi miicadele edilmesinden kaynakli oldugu
sOylenebilir. Malatya ili Battalgazi ve Arapgir ilcelerinde biber yetistirilen alanlarda
bu virlislere rastlanilmamasi ileride bu veya diger viriislere rastlanilmayacagi

anlamina gelmemektedir.

Calismanin gerceklestigi biber tarlalarinda bitkilerde viriis benzeri belirtiler
goriilse de cogu zaman bu belirtilere besin element eksikligi, yaprak bitleri gibi
sokucu emici agiz yapisina sahip zararlilarin beslenmesi veya bu tez ¢alismasinin
konusunu olusturmayan ve Solanacea familyasi bitkilerinde enfeksiyon yapabilen
diger etmenlerden kaynaklanabilecegi gz oniine alinmalidir. Nitekim, Hatay ilinde
biber yetistirilen seralarda ve agik alanlarda patates Y viriisii (PVY), kabak mozaik
viriisii (CMV), pancar kivirciklik virtisii (BCTV) patates yaprak kivirciklik viriisii
(PLRYV), patates x viriisii (PVX), domates mozaik viriisii (TOMV) ve domates lekeli
solgunluk viriisleri (TSWV) DAS-ELISA yontemi ile testlenmistir. TSWV nin alinan
orneklerin %25 inde goriilmesine karsin BCTV ile ilgili varligma dair pozitif bir

sonug alinamamistir (Ozdag ve Sertkaya, 2017).

Biber iiretimi yapilan Kuzeydogu Yunanistan tarlalarinda 1983-1984
yillarinda yaklasik tiim biber bitkilerinin hastalik ile bulasik oldugunu belirtmistir.
Farkli arazilerden toplanan biber yaprak ornekleri serolojik olarak test edilmistir.
Tiitlin yaniklik viriisiiniin (Tobacco etch virus, TEV) bulasiklik oran1 % 94 oldugu
tespit edilmistir. Aliman 914 6rnekten 9 yaprak 6rneginde PVY goriilmiistiir. Buna
karsin Biber benek ve Tiitlin mozaik viriisleri testlerinden sonu¢ alimmamistir

(Benner vd., 1985).
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Avustralya’ da yabanci otlarin seker kamisi igin tehdit olusturabilecegi
diistiniilmiis ve yabanci ot g¢esitlerinden 20 yaprak Ornegi toplanmistir. Belirti
gosteren cesitlerde belirtilerden SCWL ye benzerlik fark edilmistir. Yedi yabanci ot
cesidinde dort farkli fitoplazma teshis edilmis fakat herhangi bir viriisiin varligina

rastlanmamistir (Blanchet vd., 2003).

Havai’de su teresinde yaprak deformasyonu, cilicelesme ve cadi siipiirgesi
seklinde virlis benzeri belirtiler goriilmiistiir. Bu belirtiler Oahu’ daki biitiin
cifliklerde yaygin olmasina Havai’ nin bagka golgelerinde goriilmemektedir. Belirti
gosteren su teresi bitkilerinde yapilan testler sonucunda hastaliin viriis olmadigi ve
Japonya’ da sogan bitkilerinde goriilen sarilik hastaligi oldugu goriilmiistiir (Borth
vd., 2006).

ABD’de 14 patates sertifikasyon sirketi, patates yetistiriciligi yapilan
arazilerde Patates ig yumru viroidinin varligi belirlemek amaciyla c¢alismalar
yapmistir. Calismada 1990-2000 yillar1 arasinda resmi olan tiim patates tiirlerinde
testler yapilmistir. Calisma sonucunda sertifikali patateslerde Patates ig yumru
viroidinin olmadig1 sonucuna varilmis ve bu bdolgeye patates yumru viroidinin

olmadig1 bolge olarak karar verilmistir (Sun vd., 2004).

Kuzey Saskatchewan arazilerinde kanola bitkisinde 2001-2006 yillart
arasinda bazi istisna araziler disinda aster sarilig1 hastalig1 varligr gézlemlenmesine
karsin tahil, bezelye ve keten bitkilerinde aster sariligi hastaligi 6 yil boyunca
gozlemlenmemistir. 2002 — 2006 yillar1 arasinda hasat edilen tahil ve kanola
bitkilerinde PCR testi yapilmistir. Tesler sonucunda testlenen simptomsuz bitkilerin
biiyiikk bir kisminda fitoplazma varligina rastlanmistir. 2004 ve 2005 yillarinda
bezelye ve keten bitkilerinde fitoplazma varligi goriilmemis. 2006 yilinda 260 keten
bitkisinden 6’ sinda fitoplazma varlig1 belirlenmistir (Oliver vd., 2006).

Molekiiler karakterizasyonu gerceklestirilen PVY-1 ve PVY-2 izolatlarinin
diinyada tespit edilmis ve Gen Bankasi’na kaydedilmis olan diger PVY izolat ve
rklar1 ile hem niikleotid diizeyinde hem de amino asit diizeyinde karsilastirilmalar
yapildiginda yiiksek diizeyde benzerlikler tespit edilmistir. Niikleotid diizeyinde
benzerlik oraninin her iki izolat i¢in de % 94-95 araliginda oldugu tespit edilmistir.

Her iki izolatin diinya izolatlar1 ile amino asit diizeyinde yapilan karsilastirmalarda
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benzerlik diizeyinin % 95 olmasi niikleik asit benzer diizeyini desteklemistir.
Nitekim, Pakistan’da patates yetistirilen alanlarda 6nemli bir viral hastalik etmeni
olan PVY nin serolojik ve molekiiler yontemlerle tanisin1 yapmiglardir. Kilif protein
genini ¢ogalttiklar1 PCR testinde 795 niikleotid uzunluguna sahip olan izolatin diger
Pakistan izolatlar1 ile % 99.98’lik benzerlik gosterdigini tespit etmislerdir (Abbas
vd., 2015).

Kuzey Cin’de yapmis olduklart bir ¢alismada 110 patates drnegini testlemis
ve yeni bir PVY izolati bulmuslardir (HLJ-C-44). Bu izolatin tam genomunu analiz
etmisler ve filogenetik analizde PVY rekombinantlarindan N-Wi strainine dahil
oldugunu bulmuslardir. Fakat,rekombinasyon analiz sonucuna gore HLJ-C-44
izolatinin biyolojik 6zellikleri bakimindan diger N-Wi izolatlarindan farkli oldugunu

bulmuslardir (Han vd., 2017).

15 patates Orneginin yaprak ve yumrularindan IC-RT-PCR yapmislar ve
Potato virus Y(PVY) izolatlarinin yeni nesil sekanslama yontemi ile yaptiklari dizi
analizine tabi tutmuslardir. Filogenetik analiz sonucunda yaprak orneklerinin
recombinant PVY NTN izolat1 ile % 99, yumru Orneklerinin ise %95 benzerlik
gosterdigini tespit etmislerdir.Viral kilif proteinin Sanger sekans analizine gore,
PVY O ile iligkili tiim diinya i¢in yeni bir recombinant straini oldugunu bulmuglardir

(Munoz vd., 2016),.

Biberde goriilen PVY 0,1 ve 2 patotiplerine ELISA testi yapmuislar ve tipik
olarak bibere ait olmayan PVY grubu strainlerinin monoklonal antibadilerine
reaksiyon vermeyen izolatlarin PVY kilif protein genine yaptiklar1 sekans analizi
sonucunda 3 farkli PVY patotipi belirlemislerdir. En yliksek benzerlik patotip 0 ve 1
arasinda bulunurken (% 99.2) en diisilk benzerlik ise patotip 1 ve 2 arasinda
bulunmustur (% 98.1). Filogenetik analiz sonucunda ise biber PVY izolatlarinin

diger PVY strainlerinden farkli oldugunu bulmuslardir (Llave vd., 1999).

Bu c¢alisma sonuncunda elde edilen bulgulara gore, Battalgazi ve Arapgir
ilgeleri icin ekonomik ©Oneme sahip olan biber bitkisinde bu tez kapsaminda
arastirilan virlislere rastlanilmamasi1 bu bolgedeki biber yetistiriciligi agisindan
onemli bir avantajdir. Ancak, viral haritanin tam olarak ortaya cikarilabilmesi igin

Malatya ilinin biber yetistirilen diger ilgelerinde de survey c¢alismalarinin
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yuriitiilmesi gerekmektedir. Ayrica, daha genis kapsamli ¢alismalar ile Solanaceae
familyasina ait diger bitki tlirlerinde de benzer survey ¢aligmalarinin yapilarak viral
haritanin daha saglikli bir sekilde ortaya konulmasi gerekmektedir. Biber viriislerinin
survey gerceklestirilen bolgelerde viral hastaliklarin  problem olusturmamasi
bakimindan viriisten ari, dayanikli ve/veya tolerant ¢esitlerin yetistirilmesi ve
kullanilmasi, sertifikali temiz tohum ve fide kullanmak, fide ve fide yataklarini temiz

tutmak ve vektdrler ile iyi bir sekilde miicadele etmek onerilmektedir.
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