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OZET

ADIYAMAN iLi TUTUN URETIM ALANLARINDAKI BAZI TUTUN
VIRUSLERININ MULTIPLEKS RT-PCR YONTEMI iLE ARASTIRILMASI
VE BAZI VIiRUS iZOLATLARININ MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

GUNAY, Abidin
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danismani: Dr. Ogr. Uyesi. Mustafa USTA
Temmuz 2019, 67 sayfa

Adiyaman ili tiitliin iiretim alanlarinda Titiin virlislerini (TMV, TEV, PVY,
CMV ve TVBMV) tespit etmek amaci ile 2018 yilinda survey calismalar1 yapilmistir.
Tiitiin virtslerinin varligini test etmek icin multipleks RT-PCR yontemi kullanilmistir.
Adiyaman ilinde tespit edilen viriislerin kilif protein genlerinin molekiiler
karakterizasyonlar1 yapilmustir. Ildeki tiitiin tarlalarindan 450 tane taze tiitiin yaprak
ornegi toplanmistir. Test edilen 450 tiitiin 6rneginden 40 tanesinde CMV (% 8.8), 25
tanesinde TMV (% 5.5), 1 tanesinde TMV+CMV Kkarisik enfeksiyon (% 0.2) tespit
edilmistir. Adiyaman ilinde tiitiin viriislerinin genel infeksiyon oram1 % 14.4 olarak
bulunmustur. Yapilan testler sonucunda toplanan tiitiin orneklerinde TEV, PVY,
TVMBV viriisleri tespit edilememistir. Adiyaman ilinde belirlenen viriislerin kilif
protein genlerinin tamaminin molekiiler klonlama karakterizasyonlar1 yapilmistir.

Tespit edilen her virlis tiiriinden rastgele ikiser izolat segilerek kilif protein
genleri karakterize edilmistir. TMV 20 nolu o6rnek (Gen bankasi Ulasim
No:MK677444), TMV 307 nolu 6rnek (Gen bankasi Ulasim No:MK689859), CMV 61
nolu ornek (Gen bankas1 Ulasim No:MK704430) ve CMV 73 nolu 6rnek (Gen bankasi
Ulasim No:MK?704429) viriislerinin kilif protein genlerinin tamami klonlanarak
tiniversal primerler ile DNA dizilemeleri gerceklestirilmistir. TMV Adiyaman
izolatlarinin diinyadaki 19 farkli izolatin niikleik asitleri ile % 72.3-% 99.17 degisen
oranlarda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. CMV Adiyaman izolatlarinin niikleik asit
diizeyinde diinyadaki 20 farkli izolat ile % 74.09-99.54 arasinda benzerlik gosterdikleri
belirlenmigtir. Bu ¢alisma ile Adiyaman ili tiitiin liretim alanlarinda CMV ve TMV ilk

defa rapor edilmistir.



Anahtar kelimeler: Adiyaman ili, Klonlama, Molekiiler karakterizasyon,
Multipleks RT-PCR, Tiitiin.



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF SOME TOBACCO VIRUSES IN TOBACCO
FIELDS OF ADIYAMAN BY MULTIPLEX RT-PCR METHOD AND THE
MOLECULAR CHARACTERIZATION OF SOME VIRUS ISOLATES

GUNAY, Abidin
M. Sc. Thesis, Department of Plant Protection
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Mustafa USTA
July 2019, 67 pages
Survey studies were conducted in 2018 in order to detect tobacco viruses (TMV,
TEV, PVY, CMV and TVBMYV) in tobacco production areas of Adiyaman province.
Multiplex RT-PCR method was used to test the presence of tobacco viruses. Four
hundred fifty fresh leaf samples were collected from tobacco fields in Adiyaman
province. Of the 450 tobacco samples tested, 40 had CMV (8.8 %), 25 had TMV (5.5
%), and 1 had TMV + CMV infection (0.2 %). The overall infection rate of tobacco
viruses in Adiyaman province was found to be 14.4%.According to the molecular tests,
TEV, PVY, TVMBYV viruses were not detected in the collected tobacco samples.
Among the viruses detected in Adiyaman province, all of the coat protein genes
of two randomly selected isolates (TMV 20, TMV 307, CMV 6land CMV 73) were
cloned and molecularly characterized. TMV Adiyaman isolates showed similarity
between 72.3 % and 99.17 % while CMV Adiyaman isolates showed similarity between
74.09-99.54 % at nucleotide level with other 19 different isolates in the World.
Othervise, CMV Adiyaman isolates showed similarity between 74.09 % and 99.54 % at
nucleotide level with other 20 different isolates in the world. In this study, CMV and

TMV were first reported in tobacco production areas of Adiyaman province.

Key words: Adiyaman province, Cloning, Molecular characterization,
Multiplex RT-PCR, Tobacco.
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1. GIRIS

Titlin bitkisi Patlicangiller (Solanacea) familyasinda yer alan, Nicotina cinsine
ait tek yillik otsu bir bitkidir. Titlin bitkisinin ana vatani olarak Orta Amerika ve
Antiller Bolgesi gosterilmektedir. Tiitiin bitkisinin, Amerika kokenli olan 50 tane cesidi,
Avusturya ve Yeni Zelanda kokenli 5-6 cesidi ve Asya kokenli olan birkag¢ ¢esidi ile
birlikte 60 lizerinde cesidi oldugu bildirilmektedir. Bununla birlikte, saf tiir olarak
belirtilen bir¢ok tiitliin ¢esidinin ayni tiirtin alt tiirleri oldugu tespit edilmistir (Ersan,
2004). Diinyada 6nemli tarimsal iirlinlerden biri olan tiitiiniin 6nemi, insanlara faydal
olmasidan degil, tiitlin ve tiitiin {irinlerini iireten ve ticaretini yapanlarin ekonomik
kazang saglamalarindandir. Diinyada tiretimi yapilan tiitiiniin % 95’1 sigara yapiminda
kullanilmaktadir. Sigara endiistrisinde en ¢ok Virginia, Burley ve Oriental (Tirk tipi
veya Sark tipi) tiitiin ¢esitleri kullanilmaktadir (Parlaklar, 2010).

Tiitlinlin kalitesini etkileyen en énemli unsur kurutma islemidir. Tiitliniin dort
farkli kurutma sekli vardir. Bunlar, Flue-Cured tiitiinler (1s1 ile kurutulan), Air-Cured
titiinler (hava ile kurutulan), Sun-Cured tiitiinler (giineste kurutulan) ve Fire-Cured
tiitlinler (ateste kurutulan) seklinde kurutmalardir. Tiirkiye’de iiretilen tiitiinler en ¢ok
sun-cured kategorisinde olup giineste kurutulmaktadir. Uretimden degerlendirme
asamasina kadar genis istthdam imkén1 saglayan tiitlin, yiizyillardir ¢esitli bolgelerde
yaygin sekilde aile tarimi olarak tiretilmekte, basta ihracat olmak iizere ulusal gelir
acisindan Tiirk ekonomisinde olduk¢a onemli bir yere sahip olmaktadir (Parlaklar,
2010).

Gelismis tilkelerde tiitiin tirtinleri ve tiitlin destekleme politikalar1 yogun baski
altinda bulunmakta ve isletme diizeyinde tiitlin {retiminin karliliginda azalma
gozlenmektedir. Buna karsilik gelismekte olan iilkelerin ¢ogunda tiitiin ve triinlerinin
karliligi diger iirlinlere gore daha yiliksek diizeydedir. Bu nedenle, diinya tiitiin
tretiminin gelismekte olan iilkelerden o6zellikle Brezilya, Zimbabwe, Malawi,
Hindistan, Tiirkiye ve Cin’e kaymas1 beklenmektedir (Giimiis, 2004). Diinya’da iiretilen
titlin en c¢ok sigara yapiminda ve diger tiitin mamullerinin elde edilmesinde
kullanilmaktadir. Son yillarda Diinya’da yaklasik 4 milyon hektar alanda her yil
ortalama 6-7 milyon ton tiitiin iretilmektedir. Titiin tretimi yildan yila degisiklik
gostermekle birlikte 1961 yilinda yaklasik 3-4 milyon tondan kademeli bir sekilde



artmis en yiiksek tliretime 8-9 milyon tonla 1997 yilinda ulagsmistir. Bu tarihten sonra ise
artis azalis gostererek iiretim ortalama 6-7 milyon ton diizeyinde kalmistir (Karabacak,
2017).

Cin ile birlikte ABD, Rusya, Endonezya ve Japonya tiitlin mamulleri iiretiminde
ilk 5 iilke konumundadir. Bugiin diinyanin 128 iilkesinde degisik kalite ve 6zellige sahip
tiitlin ¢esitlerinin tarim1 yapilmaktadir (Kopriilii ve ark., 2009). Diinyadaki tarim
alanlarinin yaklasik 4 milyon hektarinda tiitiin yetistirilmektedir. Diinya genelinde tiitiin

iretimine yonelik bazi bilgiler Sekil 1.1 *de verilmistir (Tobacco Atlas, 2010).
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Sekil 1.1. Diinyada tiitiin tiretimi yapilan iilkeler (Tabocco Atlas, 2010).

Diinya toplam tiitiin iiretiminin yaklasik 2’ Cin, Tiirkiye, ABD, Hindistan,
Endonezya ve Brezilya tarafindan iiretilmektedir (Giil ve Ataseven, 2004). Sekil 1.2°de
Titlin Uretimi yapan baglica iilkelerin liretim miktarlar1 verilmistir (Koprilii ve ark.,
2009). Farkli cografi sartlara daha erken ve olduk¢a iyi uyum saglayabilen tiitiin,
adaptasyon siirecini kisa siirede atlatan en iyi tarimsal iiriinlerden biridir. Tiitiin, 2010
yil itibariyle Cin’den Kanada’ya, Zimbabve’den Belgika’ya kadar diinyada toplam 128
iilkede yetistirilmeye baslanmistir. Diinya tarim tarihinde neredeyse higbir {iriin tiitiin
gibi ¢ok hizli bir yayilis gostermemistir. Glinlimiizde tiitlin ve tiitlin Uriinlerinin
tilkketilmedigi bir iilkeden bahsedilemez. Giiniimiizde 60’1 agkin tiitiin tiirii icerisinde en
fazla yetistiriciligi yapilan Nicotiana tabacum L. olup iilkemizde de yetistirilen
tiitlinlerin

% 95’1 bu tiirdir.
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Sekil 1.2. Diinya tiitiin tiretim grafigi (FAO, 2016).

Tiirkiye’ye tiitiin bitkisinin ilk olarak ne zaman ve nasil geldigi konusunda farkli
arastirmacilar tarafindan farkli goriisler 6ne siiriilmiistiir. Titiinlin iilkeye 1580°de
Venedik’liler tarafindan getirildigi, 1600’14 yillarin basina kadar tiitiin ihtiyacinin
ithalat yoluyla karsilandigi, 1630°lu yillara gelindiginde {ilkenin farkli illerde
yetistirilmeye baslandigi soylenmektedir (Borio ve ark., 2001). Titiiniin yetisme
kosullarinda belirtildigi iizere, ¢ok fazla secici bir bitki degildir. Diinya’da genis bir
enlem araliginda ekimi yapilabilmekte, iklim sartlarina bagli olarak neredeyse 1000
m.’ye varan rakimlarda yetistirilmektedir. Tiitlin kurak iklimlerden nemli bolgelere
kadar tariminin yapildig: her yerde yetistirilebilir. Yetistirilicikte dnemli olan tiitiiniin
kalitesi ile tiitlin tiplerine gore bitkinin isteginin farklilik gostermesidir. Dolayisiyla
Tiirkiye’de kisa mesafede cesitli iklim 6zelliklerinin goriilebiliyor olmasi hem pek ¢ok
tiitlin tipinin yetismesine, hem de genis alanda tiitlin tarimimin yapilmasina olanak
saglamaktadir.

Tiirkiye’de tarimi yapilan tiitiinlerin yaklasik % 96°s1 Sark (Tiirk) tiitlinii olup,
geri kalan1 Virginia, Burley, Tombeki ve Hasankeyf tiitiinlerinden olusmaktadir
(Dasdemir, 2006). Tiirkiye’de 2016 yil1 verilerine gore ekilis bakimindan ilk sirada Ege
Bolgesi gelirken onu sirasiyla Karadeniz, Marmara, Gilineydogu Anadolu, Akdeniz ve

Dogu Anadolu Bolgeleri izlemektedir (Sekil 1.3). Ege Bolgesi yillardan beri gerek tiitiin



ekim alanlarinda gerekse tiitiin {iretim miktarinda 6nemli bir oranla ilk sirada yer
almaktadir.

Ulkemizde tiitiin {iretimi sdzlesmeli iiretim modeli yapilmaktadir. 2018 yilinda
sozlesmeli iiretim yapan 56 bin tiitlin iireticisi 943.000 dekarda iilke genelinde 82,5
milyon kg tiitiin {iretmistir. Ulkemizde bir de sézlesmesiz olarak iiretilen ve kayitlara
gecen 11 milyon kg tiitlin ile beraber iilke genelinde toplam tiitiin {iretimi 93,5 milyon
kg olarak ger¢eklesmistir. 4733 Sayili kanunun ¢iktig1 giinden itibaren gecen 15 yilda
bliyiik diisiis gosteren tiitiin iiretimi rakamlarla belirtilecek olursa; 2002 yilinda 405 bin
olan tiitlin iireticisi sayist 2018 yili itibartyla %86 oraninda azalarak 56 bine, tiitiin
tiretimi ise 2002 yilinda 159.521 tondan toplam %48 azalarak 2018 yilinda 82.500 ton

civarina gerilemistir (Tiitiin Raporu, 2018).
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Sekil 1.3. Tiirkiye’de bédlgelere gore tiitiin ekim alanlar1 (TUIK, 2016).

Tiirkiye’de tiitiin liretiminde Adiyaman, Malatya, Akcadag’da sark tipi tiitiin
iiretimi yapilmaktadir. Bu tiitiinler orta ve biiyiik boyutlu, sari, agik kirmizi, kirmizi
renkli, saglam dokulu, kalinca, sert¢e i¢imli, lezzetleri tathh ve kokulu tiitiinlerdir.
Adiyaman tiitiinleri i¢imlik tiitiin olarak iilke icinde iyi bir yere sahiptir (Peksiisli ve

ark., 2004).
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Sekil 1.4. Tiitiin icimini gosteren temsili resim (Aybakan, 2016).

Tiitlin iiretiminde Tirkiye’de onemli bir yere sahip olan Adiyaman, 1990’l
yillarinin sonun da uygulanmaya baslanan kotalar ve 2002 yilinda yiirlirliige giren
Tiitin Kanunu ile birlikte tiitiin tretiminde ve pazarlamasinda biiylik sorunlar
yasamaktadir Adiyaman ilinde Cift¢i Kayit Sistemi’ne kayitli olmayan tiitlin
yetistiricilerinin ektigi tiitlin miktar1 olduk¢a yiiksek olup mevcut verilerin 3-4 katidir.
Bu anlamda 2017 yil1 Adiyaman genelinde 100.329 dekar ekili alan tespit edilmis olup
{iretim miktar1 9.739 ton olarak belirlenmistir (TUIK, 2017).

Diinya ve Tiirkiye’de biiyiik bir ekonomik dneme sahip olan tiitiin yetistiriciligi
cok zor, zahmetli ve masrafli bir istir. Diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi tiitiin bitkisi
de iiretim donemi igerisinde ¢esitli hastaliklardan etkilenmekte ve onemli fitopatolojik
sorunlar ortaya ¢ikabilmektedir. Buna bagl olarak elde edilen iiriinlerde verim kayiplari
olmakta ve {iriin kalitesi diismektedir (Koca ve ark., 1982).

Tiitiinde triin ve kalite kaybina yol acan ¢ok sayida zararli ve hastalik etmeni
bulunmaktadir. Tiitiin {iretiminde fungal ve bakteriyel hastaliklarin disinda bir¢ok viriis
hastaliginin oldugu da bilinmektedir.

Bu calismada ele alinan bazi tiitiin viriisleri Tobacco mosaic tobamovirus
(TMV), Cucumber mosaic cucumovirus (CMV), Potato potyvirus Y (PVY), Tobacco
vein banding mosaic potyvirus (TVBMYV) ve Tobacco etch potyvirus (TEV) diinya
capinda ticari olarak yetistiriciligi yapilan tiitiinlerde yaygin olarak infeksiyon meydana
getirmekte, hem verimi hem de kaliteyi diistirmektedir. Ayrica, cok kolay yayilan bu

viriislerin kontrolii olduk¢a zordur. Bitkide gozle goriiniir hicbir belirti olmasa da



viriisler sistemik olarak konuk¢unun kok, govde ve yapraklarinda bulunabilmektedir
(Bagley, 2001).

Titiin viriis hastaliklar1  bitkinin tlimiiyle O6liimiine neden olmadigi igin
olusturduklar1 zarar zaman zaman gézden kagmaktadir. Buna karsin, diger iilkelerde
yapilan c¢esitli arastirmalarda virlis hastaliklarinin tiitiiniin verim, kalite ve kimyasal
bilesimini biiyiikk oranda etkiledikleri bildirilmistir. Viriis hastaliklarinin tiitliniin
kimyasal bilesimine etkileri, azotlu maddeler ve 6zellikle protein azotunu artirip seker
miktarini1 diigsiirmesi nedeniyle kalitenin bozulmasi yoOniinde olmaktadir. Sark tipi
titlinlerde fazla azotlu maddeler o6zellikle de protein azotu yanma sirasinda hosa
gitmeyen bir kokunun olusmasina neden olur. Tiitiinde seker iceriginin yiiksek olmasi,
duman reaksiyonunu asit hale getirmesinden dolay1 istenilen bir durumdur ve kalite
tizerine olumlu etkisi bulunmaktadir. Oysaki viriis infeksiyonlar1 nedeniyle seker
miktarindaki diisme, bu olumlu 6zelligi ortadan kaldirmaktadir (Yorganct ve Sekin,
1982).

Ulkemizin hemen hemen her bolgesinde tiitiin {iretimi yapilmaktadir. Ulke
olarak diinya capinda Onemli bir yere sahip olmamiza ragmen tiitiinlin Snemli
sorunlarindan biri olan viriisler ile ilgili olarak yeterli sayida ¢alisma bulunmamaktadir.
Ozellikle Giineydogu Anadolu Bélgesinde bugiine kadar yapilan ¢alisma olmadigindan
dolay1r bu bolgede hangi viriislerin enfeksiyona yol agtigi ve yayilislart hakkinda
litaratiir bulunmamaktadir.

Bu ¢aligmada Adiyaman ilinde 6nemli Olciide tiitlin tiretimi yapilan alanlarda
infeksiyon olusturan bazi tiitiin virislerinin (TMV, CMV, PVY, TVBMV, TEV)
multipleks RT-PCR yontemi ile belirlenmesi, tiitiindeki viriis hastaliklarinin yayilis
alanlarinin ve infeksiyon oraninin ortaya konulmasi ve tespit edilecek viriis izolatlarinin
genomunda yer alan kilif protein genin tamaminin molekiiler klonlama ile dizilenerek

filogenetik analizlerinin gergeklestirilmesi amaglanmistir.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

Tiitlin viriisleri genel olarak yaprak klorozu (benek, mozaik, ¢izgi ve sararma
gibi), nekroz, ciicelesme ve rozetlesme gibi simptomlara neden olurlar. Simptomlarin
bazilar1 6zellikle besin elementi eksiklikleri ve abiyotik faktorler ile karistirilmaktadir.
Tiitlin viriislerinin teshisi zor oldugundan giiniimiizde siklikla kullanilan ve son yillarda
kullanim1 olduk¢a artan molekiiler yontemlerdeki gelismeler sayesinde viriislerin
siniflandirilmasi, karakterizasyonu ve adlandirilmasi daha kolay yapilmaktadir. Cizelge

2.1.°de tiitlin bitkisinde belirlenen bazi viriisler verilmistir.

Cizelge 2.1. Tiitiin Bitkisinde Tespit Edilen Baz1 Viriisler

Viriisiin ad1 Simge Familya Cins
Tobacco mosaic virus TMV Virgaviridae Tobamovirus
Potato Y virus PVY Potyviridae Potyvirus
Tomato spotted wilt virus TSWV  Tospoviridae Tospovirus
Tobacco vein mottling virus TVMV  Potyviridae Potyvirus
Tobacco stunt virus TSV Rhabdoviridae Varicosavirus
Cucumber mosaic virus CMV Bromoviridae Cucumovirus
Tobacco etch virus TEV Potyviridae Potyvirus
Tobacco streak virus TsV Bromoviridae llarvirus
Tobacco leaf curl cuba virus TLCCV  Geminiviridae Begomovirus
Tobacco ring spot virus TRSV Secoviridae Nepovirus
Tobacco necrosis virus TNV Tombusviridae Alphanecrovirus
Tobacco mottle virus TmV Tombusviridae Umbravirus
Tobacco bushy top virus TBTV Tombusviridae Umbravirus
Tobacco latent virus TLV Virgaviridae Tobamovirus
Tobacco vein banding mosaic virus TVBMV  Potyviridae Potyvirus

Tiitlin mozaik viriisii Tobamovirus genusu igerisinde yer alan, tek sarmalli RNA
genomu iceren ve 300x18 mm boyutlarinda cubuk seklinde partikiillere sahip bir
hastalik etmenidir (Sekil 2.1.). Diinya genelinde yaygin olan bu virlis 30 familyaya ait
199 farkli ¢esidi enfekte edebilmektedir. Ancak viriisiin neden oldugu hastalik sonucu
olusan kayiplar en fazla Solanaceace familyasina ait tiirlerde goriilmektedir (Bagley,
2001). TMV teshisi ELISA (Van Regenmortel ve Burckard, 1980), RT-LAMP (Liu ve
ark, 2010) ve Ters transkripsiyon-Polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) gibi yontemler

ile tespiti i¢in yapilabilmektedir.



Virilis mekanik inokulasyonla, bazi bocek tiirleri ile, as1 ile ve bitkilerin birbiriyle
temastyla kolayca taginabilmektedir (Paylan ve ark.,2011). TMV bitkinin kdk, govde,
tohum, tohum kabugu ve tohum endosperminde bulunmaktadir. TMV bitki atiklarinda,
bulasik topraklarda ve bazi yabanci otlarda olduk¢a wuzun siire varligini
koruyabilmektedir (Yesil ve Tung, 2012).

Yapilan c¢alismada TMV’nin su kiiltliriinde yetistirilen domates bitkilerinde
onemli ekonomik kayiplara neden oldugu tespit edilmistir (Gonzalez ve ark., 2012).
Yapilan bagka bir ¢alismada su kiiltiiriinde yetistirilen saglam bitkilere virlis infekteli
bitkilerin kilcal koklerinden viriisiin tagindig: bildirilmistir. Calismada TMV ile bulasik
tiitlin bitkisinin koklerinden besin soliisyonuna viriis bulasmis ve daha sonra tiitiin ve
dometesler bu solusyonda yetistirilmistir. Yetisen bitkilerde viriis varligit DAS ELISA
ile test edilmistir (Park ve ark., 1999).
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Sekil 2.1. Tobomoviridae familyasinin genom yapisi (Viral zone, 2019).

CMYV, genom yapist (Sekil 2.2) izometrik ve zarf icermeyen, yaklasik olarak 29-
30 nm c¢apinda yuvarlak sekilli, ti¢c parcacikli (+) ssRNA genomuna sahip ve tek bir
partikiilden olusan bir viriistiir (Palukaitis ve Garcia-Arenal 2003). Bu 3 pargali genom
RNA1, RNA2 ve RNA3’den olugmaktadir (Zitter ve Murphy 2009). RNA1 ve RNA2,
replikasyon i¢in gerekli olan sirasiyla 1a ve 2a proteinlerini kodlar. RNA interferansinin
baskilanmasi ile iliskili kiigiik bir protein (2b) de RNA2 tarafindan kodlanmaktadir
(Arafati ve ark.,2013).
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Sekil 2.2. Bromoviridae familyasinin genom yapisi (Viral zone, 2019).

CMV infekteli bitkilerdeki simptomu daha ¢ok gen¢ yapraklarda kloroz, bitki
Olimleri ve biiylime noktalarinda siddetli yanmalar seklinde goriiniir. Enfekteli
bitkilerde sekil bozukluklari, gen¢ yapraklarinda ¢ogunlukla klorotik lekeler ve siddetli
kivrilma seklindedir. Virlis en ¢ok bitkilerin biiylime noktasina zarar vermektedir.
Yapraklarda daha c¢ok kenarlardan ice dogru kivrilmalar gorilmektedir. Viriisiin
ilerleyen doneminde bitkide bodurlasma ve yapraklarinda tamamen kurumalar meydana
gelir ( Kaper ve Waterworth, 1981).

CMV virtisiiniin 80 farkli yaprak biti tirli ile non-persistent olarak
tasinabilmektedir (Palukaitis ve Garcia-Arenal, 2003). Japonya’da yapilan farkl
caligmalarda bazit CMV 1rklar1 ve konukgu bitki kombinasyonlarinda yaprak biti ile
semi-persistent taginma ile tasindiklari bildirilmistir (Kameya-lwaki ve ark., 2000).
CMV viriisii en ¢ok Myzus persica ve Aphis gossypii (Palukaitis ve Garcia-Arenal,
2003), tohumla, as1 yoluyla ve mekanik olarak saglikli bitkilere tasinmaktadir. Virds,
afitler disinda kiiskiitiin birgok farkli tiirti ile de tasinmaktadir, enfekteli bitki
artiklarinda uzun siire kalabilmekte ve bu yolla saglikli bitkilere bulasabilmektedir.
Bircok yabanci otu ara konukg¢u olarak kullanmakta ve hastalifin yayilmasinda etkili
olmaktadir (Roossinck, 2002).

Hiyar mozaik viriisiiniin, diinyada ilk olarak hiyar (Cucumis sativus L.)
bitkisinde 1934 yilinda Amerika’da Price tarafindan bulundugu bildirilmistir.
Cucumovirus cinsine ait Hiyar mozaik viriisii (CMV), Bromoviridae familyasinda yer
alan 500'den fazla cinste ve 1300' den fazla tiirii kapsayan konukcu dizisine sahiptir.
CMV, TMV’den sonra en fazla konukcu dizisine sahip viriis olarak bilinmektedir

(Zitter ve Murphy 2009).
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Ulkemizde CMYV ile yapilan ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. ( Cuhal-Kilig ve
Yardimci, 2012). Beler ve A¢ikgoz (2005)’lin yaptiklar bir ¢aligmada, Marmara ve Ege
Bolgesi zeytin alanlarinda bazi virlis infeksiyon oranlarn yayilis yogunlugu
arastirilmistir. Yapilan bu ¢alismalar sonucunda zeytin alanlarinda CMV infeksiyonu %
36.36 olarak tespit edilmistir. Degirmenci ve Uzunogullar1 (2007), Marmara Bolgesi
domates {lretimi yapilan alanlarda bazi virlis hastaliklarinin  infeksiyonlarini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, CMV infeksiyon oranin1 % 9-68.7 olarak belirtmislerdir.
Erkan ve ark. (2013), Izmir ili ve ¢evresinde yetistiriciligi yapilan baz1 kislik
sebzelerdeki viral etmenlerin saptanmasi {lizerine ylriittiikleri ¢alismalarinda en yaygin
olarak tespit edilen virlis hastaliklarindan bir tanesinin CMV oldugunu belirtmislerdir.
Sertkaya (2015), Hatay ili marul ve 1spanak liretim alanlarinda sorun olusturan bazi
virlis hastaliklarinin tespiti amaci ile yapmis oldugu ¢alismalarda marullarda % 3.7,
1spanaklarda ise % 16.6 oraninda CMV enfeksiyonunu tespit etmistir.

Bagka bir ¢alismada Canakkale ilinde 1spanak {iretiminin yogun olarak yapildig:
alanlarda Hiyar mozaik virlisi (CMV) infeksiyonunun oraninin belirlenmesi ve
molekiiler karakterizasyonu yapmak amaci ile 2016—2017 yillarinda arazilerde taze
yaprak ornekleri toplanmistir. Yapilan surveylerde virlis benzeri simptom gosteren 66
taze 1spanak toplanmistir. Toplanan 6rnekler DAS-ELISA yontemi ile test edilmistir.
Yapilan bu tesler sonucunda Orneklerden dort tanesinin CMV ile enfekteli oldugu
bulunmustur. Virilis tespit edilen Orneklerden rastgele bir izolat segilerek molekiiler
karakterizasyonu yapilmigtir. Molekiiler karakterizasyon ¢aligmalar1 sonucunda
Canakkale CMV 1spanak izolat1 ve diinyada tespit edilen diger CMV izolatlan ile
niikleotid diizeyinde % 87—98 ve aminoasit diizeyinde ise % 91—99 oraninda benzerlik
tespit edilmistir. Yapilan filogenetik analizler sonucunda bu izolatin CMV’nin altgrup
IA’da yer aldig1 belirlenmistir (Kurtoglu ve ark.,2018).

Bostan ve ark., (2002), tarafindan yapilan bir ¢alismada 2001 yilinin Temmuz ve
Agustos aylarinda Kemaliye (Erzincan) ve Yusufeli (Artvin) ilgelerinde biber iiretim
alanlarindaki viriislerin belirlenmesi hedeflenmistir. Survey sirasinda yapraklarinda
mozaik, kivrilma, deformasyon ve sarilik gibi virlis belirtileri gosteren biber
bitkilerinden alinan 6rnekler patates X viriisii (PVX), patates Y viriisii (PVY), hiyar
mozaik viriisii (CMV) ve tiitlin mozaik virtisiine (TMV) spesifik ELISA kitleri ile test

edilmistir. Calismada, Kemaliye ilgesindeki iiretim alanlarindan 30, Yusufeli il¢esindeki
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tiretim alanlarindan ise 15 yaprak 6rnegi olmak iizere toplam 45 Ornek testlenmistir.
Sonucta, Kemaliye il¢esinden alinan 30 yaprak 6rneginden 11’inin PVY, 7’sinin TMV
ve 1’inin ise PVY+TMV; Yusufeli ilgesinden alinan 15 yaprak Orneginden 6’sinin
PVY, 3’iinlin ise TMV ile enfekteli oldugu saptanmis, PVX ve CMV viriislerine ise
rastlanilmamustir.

PVY, Potyviridae grubunun bir iiyesi olup, 730x11 nm boyutlarinda, esnek
cubuksu partikiillere sahiptir ( Hooker, 1986). PVY viriisiiniin genom yapis1 Sekil 2.3’
de verilmistir. PVY’nin patates bitkisinde olusturdugu simptomlarin irka ve gesitlere
gore degistigi, genel olarak ise yapraklarda mozaik, sararma yaninda yapraklarin alt
yizeyindeki damarlarda Y seklinde nekrotik siyah c¢izgilere, siirgiinlerin alt
yapraklarinda kurumalara ve ¢ogu kez de bitkilerde Oliimlere neden oldugu
kaydedilmistir ( Hooker, 1986). Enfekteli bitkilerden saglikli bitkilere mekaniksel
olarak bitki 6z suyu ile tasinabilen PVY ’nin ayn1 zamanda patateste kolonize olan ya da

olmayan ¢ok sayida afit tlirli tarafindan da non persistent olarak tasinabildigi

belirlenmistir (DiFonzo ve ark., 1996).
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Sekil 2.3. Potyviridae familyasinin genom yapisi (Viral Zone, 2019).

v Cleavage by Nia-pro

PVY, Potyvirus cinsinin bir tiir iiyesidir ve diinya da yaygin olarak goriilen tek
iplikli bir RNA viriisiidiir. PVY'nin tespiti i¢in ¢esitli tespit yontemleri kullanilmistir.
Bunlar arasinda ELISA (Crosslin ve ark, 2005), MIA (Bergervoet ve ark, 2008), RT-
LAMP (Nie, 2005), radyoaktif olmayan niikleik asit hibridizasyonu (NASH) (Janczur
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ve ark., 2006), RT-PCR (Kogovsek ve ark., 2008) ve hibridizasyon (Hataya ve ark.,
1994; Maoka ve ark., 2010) gibi yontemler kullanilmaktadir.

Patates Y viriisii (PVY), biber, patates, tiitiin ve domates dahil olmak tizere
diinya ¢apinda bir¢ok 6nemli tarim {irliniinii infekteleyen bir RNA viriistidiir (Shukla ve
ark., 1994). PVY 1rklar1 daha ¢ok patates verimini ve kalitesini dnemli 6lglide azaltma
potansiyeline sahip oldugu i¢in, birgok iilkede patates sertifikalandirma programlari igin
PVY igermeyen patates tohumu gerekmektedir (Slack ve Singh, 1998). PVY viriisiiniin
yayllmamasi i¢in Onlemlerin alinmast PVY enfeksiyonunu ve yayilmasinmi azaltsa da,
cok az oranda PVY enfekteli patates tohumlar1 ve tohum yumrular: ile virlisiin
yayilmasi tolere edilebilir (Anon, 1991; Singh, 1992; Singh ve ark., 1993).

TVBMYV, Potyviridae familyasinda yer alan bitki viriisiidiir. ilk olarak 1964
yilinda Tayvan'da kesfedilmistir (Chin, 1966). Viriis enfekteli tiitiin bitkilerinin
yapraklarnda daha ¢ok klorotik halkalar, damarlarda bantlasma ve sistemik nekrotik
halkalar seklinde belirtiler gosterir. TVBMV tespiti icin RT-PCR ydntemi
gelistirilmistir (Tian ve ark., 2007).

TEV, Potyvirus cinsine ait bir viriis tiiriidiir ve tiitlin bitkilerinde ciddi ekonomik
kayiplara neden olur. TEV viriisiinlin tespit edilmesi i¢cin ELISA ile serolojik tani ve
RT-PCR ile molekiiler tan1 (Lockhart ve ark. 2010) gibi yontemler gelistirilmistir.

TEV viriisii farkh afit tiirleri ile tasinmaktadir. Viriis 20 familyaya ait 150 tiirden
fazla bitkide goriilmektedir (Purcifall ve Hiebert, 1982; Edwardson ve Christie, 1997).
Jameica’da yapilan bir calismada TEV viriisiiniin biber iiretiminde 6nemli kayiplara
neden oldugu ve bu viriisiin 20 afit tiirii ile tasindig1 saptanmustir (Laird veDickson,
1963; Herold, 1970; Eckel ve Lambert, 1993; McGlashan, 1993; Myers, 1996; Martin
ve ark., 1998).

TEV ile infekteli bitkilerde yaprak deformasyonu, mozaik, renk agilmasi,
klorotik lekeler, bantlasmalar, damarlarda biiziisme, yaprak yiizeyinde daralma ve
uzama, sirgiinlerde geriye dogru oliim, meyvelerde sekil bozukluklari, yapraklarda
yaniklik, nekrotik ve klorotik lekeler, bitkilerde clicelesme ve yapraklarin dékiilmesi
seklinde belirtiler gozlemlenmektedir (Edwardson ve Christie, 1997).

Kuzeydogu Georgi’da yapilan survey caligmalari sonucunda biber tarlarindan
hasat edilen biberlerin % 90’1 TEV viriisii ile bulasik oldugu bildirilmistir (Banner ve

ark., 1985; Nutter ve ark., 1989). Nutter ve ark. (1989), biber bitkilerinin TEV virlisii ile


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016609340200037X#BIB25
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016609340200037X#BIB25
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016609340200037X#BIB33
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016609340200037X#BIB1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016609340200037X#BIB26
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016609340200037X#BIB30
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erken donemde bulasik olmasinin olduk¢a 6nemli oldugunu bildirmistir. Biber bitkileri
erken donemde viriise infekte oldugunda bitkinin meyve tutumunda, meyve agirliginda
ve biiyiikliigiinde 6nemli azalmalar oldugu, bitkinin ge¢ donem infeksiyonlarmin ise
bitkide fazla zarara neden olmadigi bildirilmistir. Arastiricilar ge¢ donem
infeksiyonlarinda bitki verimindeki kaybin % 5’ten diisiik oldugunu saptamislardir.

Mcgovern and Mullahey (1994), Florida’da Solanaceae familyasina ait bitkileri
enfekte eden virtislerin varligini test etmek ig¢in Solanum viarum bitkisini kullanmustir.
Yapilan ¢alismada bu bitkinin TEV viriisiine konukguluk ettigi DAS ELISA yontemiyle
saptanmistir.

Multipleks RT-PCR yontemi birden fazla primer ¢ifti kullanarak bir reaksiyonda
ilgilenilen birgok hedefin eszamanli ¢ogaltimini saglayan bir PCR ¢esididir. Diger
geleneksel yontemlerden daha verimli, zaman tasarrufu saglayan uygun maliyetli bir
yontemdir. Bu yontem, farkli viriislerin tespiti i¢in degerli bir alternatif arag haline
gelmistir (Bertolini ve ark, 2001; Dovas ve Katis, 2003; Ito ve ark, 2002; Ragozzino ve
ark, 2004; Uga ve Tsuda, 2005, La Faucee ve ark., 2007). Tek gercek zamanli RT-PCR
ile karsilastirildiginda, mRT-PCR, tek bir reaksiyon tiiplinde birka¢ farkli hedefi
¢ogaltma avantajina sahiptir.

Jin dia ve ark., ( 2012) tiitiinii ciddi tiriin kayiplarina neden olan TMV, CMV,
TEV, PVY ve TVBMYV viriislerini birbirinden ayirt edebilmek i¢in multipleks RT-PCR
yontemi kullanmislardir. Bu viriisleri belirlemek amaciyla; TMV i¢in 237 bp, CMV igin
273 bp, PVY i¢in 347 bp, TEV i¢in 456 bp ve TVBMYV i¢in 547 bp uzunlugunda DNA
parcasi ¢ogaltan spesifik primerler kullanilmistir. Calisma sonucunda TMV ve CMV bir
grup, TEV ve TVBMYV ise farkli bir grup altinda toplanmis sonuglar DNA dizi analizi
ile dogrulanmistir

Cin de yapilan bir ¢calismada Tobacco etch viriis (TEV), Patates Y viriisii (PVY)
ve Titlin damar bantlasma mozaik viriisii (TVBMV) 'nin eszamanlh tespiti ve dl¢iimii
icin TagMan problarmi1 kullanilarak bir multipleks gercek zamanli PCR testi
gelistirilmistir. TEV ve TVBMYV ig¢in spesifik primer ve prob kombinasyonlari, viral
genomun kaplama proteini bolgesinden gelistirilmistir. PVY'yi saptamak igin viriis
genomunun kaplama protein bolgesini giiclendirmek i¢in PVY, YanF, PVY, Yan R ve
PVY, Yan P gibi bir primer ve prob kombinasyonu kullanilmistir. Spesifik olmayan

amplifikasyon ve capraz reaksiyon olmadan, bu ii¢ patojenin tespitinde multipleks
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reaksiyonu basarili sonu¢ vermistir. Bu multipleks real-time PCR, enfekteli tiitiin
bitkilerinde ii¢ patojenin eszamanli tespiti ve 6l¢timii igin hizli, etkili, spesifik ve hassas
bir yontem olmustur. multipleks RT-PCR, yalnizca tanisal, ekolojik, epidemiyolojik ve
patojenez ¢alismalari igin degil, ayn1 zamanda 6zellikle karisim enfeksiyonu sirasinda
konukgu-viriis veya virlis-virlis etkilesimlerini arastirmak icin de faydali ara¢ oldugu
ortaya ¢ikarilmigtir (Dai ve ark., 2012).

1997°den 2000 yilina kadar Yunanistan’da yapilan bir ¢alismada yogun olarak
tiitlin tiretimi yapilan bolgelerde virlis benzeri simptomlar gosteren tiitiin fidelerinde
Patates Y viriisii (PVY), Hiyar mozaik virisii (CMV) ve Tiitlin mozaik viriisii
(TMV)’nii  arastirmak icin, ELISA testi kullanilmistir. Ayrica indikator bitkiler
kullanilarak mekanik asilama yapilmistir. Yapilan bu test sonucunda Patates Y viriisii
(PVY), Salatalik mozaik viriisii (CMV) ve Tiitiin mozaik viriisii (TMV) tiim 6rnekleme
alanlarinda tespit edilmistir (Elisavet ve ark., 2004).

Sirbistan’in Vojvodina Bolgesi ve Merkez Sirbistan’in 17 bdlgesinde tiitiin
iiretim alanlarinda domates lekeli solgunluk viriisii (TSWV), Patates Y viriisii (PVY),
tiitlin mozaik virlisii (TMV), Hiyar mozaik viriisi (CMV) ve yonca mozaik viriisii
(AMV)’niin varligint ve dagilimini belirlemeye yonelik dort yillik bir aragtirmada 380
tane tiitiin 6rnegi toplanmis ve DAS-ELISA ile test edilmistir. Test edilen 6rneklerin %
37.9’unda TSWV, % 33.4’iinde PVY % 28.7’sinde TMV, % 23.9’unda PVY ve %
15.5'inde AMYV viriisleri belirlenmistir. Boylece TSWV Orta Sirbistan’da en ¢ok PVY
ve CMYV ise Vojvodina eyaletinde en sik karsilasilan viriisler olarak kayitlara gegmistir.
ELISA yontemi ile tespit edilen pozitif 6rnekler ayrica RT-PCR ve sekanslama ile
testlenerek bu oranlar dogrulanmistir. Elde edilen virlis izolat dizilerinin NCBI'da
kayitli olan virtlislerle karsilastirilmasi sonucunda Sirp, Bulgar ve Karadag’in TSWV
izolatlarmin ortak bir kiimelenme gosterdigi, Avrupa iilkelerinin diger alt
popiilasyonlarindan farkli oldugu tespit edilmistir. Sirbistan’da yapilan bu ¢alisma ile
titlin Uriinlerinde viriislerin yliksek oranda goriilmesi, ciftcilerin ciddi kayiplari
onlemek i¢in kontrol stratejilerinin daha iyi uygulanmasina yonelik bilgisinin
artirllmasinin 6nemini vurgulamistir (Stankovig ve ark.,2011).

Cin’de domates {iiretim alanlarinda toplanan orneklerde Domates mozaik viriisii
ToMV, Tiitlin mozaik virlisii (TMV) ve Hiyar mozaik virlisii (CMV) alt gruplarinin

ayni anda saptanmasi ve ayirt edilmesi i¢in bir multipleks ters transkripsiyon polimeraz
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zincir reaksiyonu (RT-PCR) testi gelistirilmistir. CMV alt gruplarini I ve I, ToMV ve
TMV'yi birbirinden ayirt etmek i¢in tasarlanan tiirlere ve alt gruplara 6zgii primerler
kullanilarak domates (Solanum lycopersicum L.) ve tiitiin (Nicotiana tobacum L.)’niin
18SrRNA geni, viriislerin cDNA klonlar, CMV’nin uydu RNA ve 18SrRNA geni
kullanilmistir. Bu yontemle CMV alt grubu II, CMV alt grubu I, ToMV, TMV,
CMV’nin RNA ve 18S rRNA'ya 6zgii alti adet 704, 593, 512, 421, 385, 255 bp
fragment aym1 anda c¢ogaltilmistir. Bu calisma kapsaminda multipleks RT-PCR
yonteminin CMV'yi saptama duyarliligi, ¢ift antikorlu enzim baglanmis immiinosorbent
yontemi (DAS-ELISA)’den 100 kat daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu yontem
viriislerin alandaki tespitini belirlemek amaciyla basartyla kullanilmistir. Dogu Cin'den
domates biiylime donemi boyunca toplanan ve test edilen 141 6rnek arasindan 106 tane
ornekte enfeksiyon tespit edilmis ve 13 karisik enfeksiyon saptanmistir. Bu sonug¢ bu
metodun, domatesi infekteleyen birden fazla viral hastaliklarin epidemiyolojisinin
arastirilmasinda basarili bir sekilde kullanildigini géstermistir (Chen ve ark.,2011).

Baska bir calismada Biber ve domateste Tiitlin mozaik virlisi (TMV) ve
Domates mozaik viriisiiniin (ToMV) eszamanli tespiti ve ayrimi i¢in oldukca hassas ve
hizli bir yontem gelistirilmistir. Bu calismada, bu iki viriisiin ¢ift infeksiyonunu es
zamanl tespit etmek i¢in replikaz genlerini hedef alan iki primer ¢ifti ile tek tiipli
reaksiyondan olugsan multipleks RT-PCR yontemi kullamilmistir. Spesifik primerleri,
viriis genlerinin her birinin korunan bolgelerinden dizayn edilmistir. Multiplex RT-PCR
sonucuna gore 18 tane tohumluk domates numunesinin iiciinde ve 18 tane tohumluk
biber numunesinden birinde TMV ve ToMV'nin varlig1 tespit edilmistir. Bu ¢alismada
kullanilan multipleks RT-PCR testi bitki patolojisi ve temel arastirma ¢aligsmalari i¢in
degerli bir aragtir(Kumar ve ark., 2011).

Sing ve ark.(2000), tarafindan ¢oklu viriislerin es zamanli tespiti i¢in yeni bir
multipleks ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonunun kullanildigi rapor
edilmistir. Bir oligo (dT) kullanilarak, ortak bir primer olarak, neredeyse tam uzunlukta
cDNA'lar sentezlenmistir. Ayrica, bir oligo (dT) primer spesifik bir antisens primer ile
ayni tiipe konularak, RNA'larin ters transkripsiyonu ayni anda saglanmis ve
gereceklestirilen Multipleks RT-PCR yontemi ile bu bes farkli viriis ve virod (carlavirus
(PVS), polerovirus (PLRV), poteks virus (PVX), potyvirus (PVA ve PVY) ve bir viroid
genomu (pospiviroid (PSTVd) ayni anda basarili bir sekilde tespit edilmistir. Dogal
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olarak enfekte olmus yumrularda Multipleks RT-PCR yontemi ile bir yumruda iki ile {i¢
viriistin karigik infeksiyon gosterdigi tespit edilmistir.

Zhang ve ark.,(2012) tarafindan yapilan c¢alismada tiitiinde sikga goriilen
Salatalik mozaik viriisii (CMV), Tiitliin mozaik viriisii (TMV), Tiitiin etch virtisii (TEV)
ve Patates Y virlisi (PVY) eszamanli olarak tespiti i¢in tek agamali bir multipleks RT-
PCR yontemi gelistirilmistir. Dort farkli spesifik primer seti kullanilarak ayni reaksiyon
reaktifleri ve dongii kosullar ile birlikte ¢alisacak sekilde tasarlanmistir. Kulanilan bu
multipleks PCR yontemi ile RT-PCR karsilastirildiginda daha yiiksek duyarliliga sahip
oldugu tespit edilmistir.

Beibei ve ark., (2013) tarafindan Cin’de yiiriitiilen bir ¢aligmada pepino
meyvesinde ciddi iiriin kaybina neden olan Patates viriisi M (PVM), pepino mozaik
viriisii (PepMV), domates mozaik viriisii (ToMV) ve patates viriisii S (PVS)’niin es
zamanli belirlenmesi i¢in multipleks RT-PCR yontemi gelistirilmistir. Calismada PVM,
TOMYV ve PVS enfeksiyonlari sirasiyla % 37.0, % 31.0 ve% 5.5 oraninda tespit edilmis

ve bu yontemin viriis arastirmalart i¢in rutin potansiyele sahip oldugu gosterilmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Temmuz ayinda 6nemli Olcilide tiitiin {iretimi yapilan Adiyaman ilinde 2018
yilinda ylriitilen survey calismalarinda, toplanan yaprak ornekleri ¢alismanin
materyalini olusturmustur. Titiin’lin yogun olarak yetistiriciligin yapildig: ilgelerden
(Sekil 3.1.) toplam 450 taze tiitiin yaprak 6rnegi toplanmuigtir.

Sekil 3.1. Tiitiin surveyi yapilan adiyaman il haritasi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Survey calismalari

Survey calismalarinda, 2018 yilinda Adiyaman ili ve ilgelerinden tiitiin
arazilerini temsil edecek sekilde taze yaprak oOrnekleri toplanmistir. Kademeli
ornekleme yonteminden yararlanarak incelenen alan orani, survey yapilan ilin
ilgelerindeki toplam iiretim alanin en az %3’nili kapsayacak sekilde hesaplanmistir.
Toplam incelenen alan igerisinde toplanan 6rnek sayist en az % 5-10’nu olusturacak
sekilde hesaplanmistir (Bora ve Karaca, 1970). Ornekleme her tarladan ve tarlay:
olabildigince temsil edebilecek farkli bolgelerden simptom gosteren ve gdstermeyen
bitkilerden rastgele en az 5-10 yaprak 6rnegi segilerek yapilmistir (Cizelge 3.1).

Toplanan tiitiin yaprak ornekleri polietilen torbalara konularak soguk zincirde
laboratuvara getirilmistir. Toplanan tiitin yapraklari, total RNA ekstraksiyonu

yapilincaya kadar -80 °C’de saklanmuistir.

Cizelge 3.1. Survey yapilan ilgelerdeki tiitlin ekim alanlari, toplanan yaprak sayilari

ilceler Ekilen alan (dekar)  Uretim (ton) Incelenen tarla sayis1  Toplanan yaprak sayisi
Kahta 11.497 635 12 65
Besni 8.455 467 10 55
Merkez 51.083 4.702 20 165
Samsat 14.021 1.162 10 30
Sincik 37 2 3 15
Tut 280 18 8 40
Celikhan 14.956 2.753 15 80
Toplam 100.329 9.739 78 450

3.2.2. Viral enfeksiyonlarin arastirilmasi

3.2.2.1. Bitki total niikleik asit (TNA) ekstraksiyonu

Adiyaman ilinde tiitiin {iretimi yapilan alanlardaki arastirilan tiitiin virtislerinin

genetik materyali RNA yapili genoma sahip olduklar1 icin, toplanan tiitiin yaprak
orneklerine total RNA ekstraksiyonu (Foissac ve ark., 2001)’in bildirdigi silika temelli



19

yonteme gore gerceklestirilmistir. Buna gore 100 mg tiitlin yaprak ornegi, 1 ml
ekstraksiyon tamponu (grinding buffer) ile steril plastik torba igersinde bilyeli el
homojenizator ile ezilerek 6zsu haline getirilmistir. Homojenize edilen ekstrakttan 500
pl hacimde steril ependorf tiiplerine alinarak iizerine 100 pl 10 % Sodium lauryl
sarcosyl soliisyonu eklenerek tiipler ters diiz edilerek karisimin homojen bir sekilde
karistirilmast saglanmig ve 10 dakika siireyle 70°C’de kuru blok 1siticida inkube
edildikten sonra 5 dakika siireyle buz dolu kapta bekletilmistir. Daha sonra epondorf
tiipleri 10 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edildikten sonra tiiplerin iistiinde biriken
stvinin 500 pl’si yeni bos steril eppendorf tiiplerine mikropipet yardimiyla aktarilmis ve
tizerine 150 pl ethanol, 25 pl resuspanse silika ve 300ul 6M sodium iodide eklenmistir.
Karisim, daha sonra oda sicakliginda sallayici (shaker) lizerinde 10 dakika inkiibe
edilmistir.

Daha sonra epondorf tiipler 6000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilip iistte biriken
stvi (supernatant) atilarak dipte pellet seklinde biriken silika tizerine 500ul yikama
tamponu (washing buffer) ilave edilerek vorteks yardimiyla yikanmistir. Bu yikama,
daha saf RNA eclde edebilmek amaci ile iki defa daha tekrarlanmistir. Elde edilen
pelletler iizerine 100 pl niikleaz free su ilave edilmis sonra vortekslenip iyice
¢ozdiiriildiikten sonra 4 dakika 70°C’ de thermo blok 1siticida inkiibe edilmistir. Sonra,
tipler 3 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edildikten sonra, iist sivi yeni eppendorf
tiiplerine almarak geriye kalan pelletler atilmistir. Boylece elde edilen 100 pl total
RNA’ lar, tamamlayict DNA (cDNA) elde edilinceye kadar —20 °C de saklanmustir.

3.2.2.2. Komplemanter DNA (¢cDNA)’nin sentezi

Tiitlin viriisleri (TMV, TEV, TVBMV, PVY ve CMV) multipleks RT-PCR
yontemi ile es zamanl olarak arastirilmistir. Jin Dia ve ark (2012) ’nin kullandig1
yonteme gore tiitlin viriislerinin RNA’larin tantyan random hexamer primeri kullanarak
cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Bu yontem sayesinde her bir tiitiin viriisii i¢in ayr1
ayr1 cDNA yapilmasma gerek kalmamistir. Hem is yiikii hemde daha fazla gerekli
malzeme kullaniminin 6niine gegilmistir.

Bu yontem icin PCR tiipli igerisine her bir 6rnek i¢inlul 50 pmol/ul random
primer, 2ul total RNA, 1ul 10mM dNTP karisimi eklenmistir. Daha sonra Nuclease free
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su ile 12 pl’ye tamamlanarak karigim kopiirtiilmeden tiipiin kenarlarindaki karigim
damlalar tiiptin dibine indirmek i¢in 4-5 bin rpm’de kisa bir spin yapilmistir. Karigim 5
dakika 65 °C PCR cihazinda inkiibe edildikten sonra buza daldirilarak hizla
sogutulmustur. Daha sonra buz iizerinde bu tiiplere her bir 6rnek i¢in 4ul 5X RT
Reaksiyon buffer, 2ul 0.1M DDT, 1ul RNAase inhibitdr ve 1ul reverse transcriptase
enzimi ilave edilerek reaksiyon karigimi 20 pl ye tamamlanmistir. Tiipler kisa bir spin
yaptiktan sonra PCR cihazinda 42°C’ de 50 dakika inkiibe edilerek transkripsiyon
islemi gercgeklestirilmistir. Daha sonra aym1 PCR cihazinda Reverse transkriptaz
enzimini inaktive etmek i¢in inkiibasyon sonrasi tiipler 70 °C sicaklikta 15 dakika
stireyle bekletilerek reaksiyon sonlandirilmistir. Kullanima hazir olan tamamlayict DNA

(cDNA)’ lar PCR islemi yapilincaya kadar —80 °C’de tutulmustur.

3.2.2.3. PCR reaksiyonu

Tiitlin virtslerinin (TMV, CMV, TEV, TVBMV ve PVY) multipleks RT-PCR
ile teshisleri Jin Dia ve ark. (2012)’ye gore yapilmistir. Tiire 6zgii primerler (Cizelge
3.3.) kullanilarak gerg¢eklestirilen multipleks RT-PCR yontemi viriislerin daha spesifik
teshislerinin yapabilmesine olanak saglamistir. Multipleks RT-PCR ile tiitiin
viriislerinin es zamanl teshisinin yapilmasi i¢cin bir PCR tiipiine her bir 6rnek i¢in
asagidaki bilesenler konulmustur;

e 28.6 ul Nuclease free su

e 5 ul 10X PCR Taq polimeraz Tamponu
e 3ul25mM MgCl;

e 1yl 10mM dNTP karigim
e [ul20uM TMV F

e [ul20uM TMV R

e 1ul20uM TEV F

e [ul20uM TEV R

e [ul20uM PVY F

e 1ul20uM PVY R

e [ul20uM TVBMV F

e [ul20uM TVBMV R
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e [ul20uM CMV F
e [ul20uM CMV R
e 0.4 ul Tag DNA polimeraz enzimi (50/ul)

Karisim iizerine 2ul ¢cDNA ilave edilmis ve toplam miktar 50 pl’ye
tamamlanmistir. Daha sonra PCR tiipleri mikropipet yardimiyla karistirildiktan sonra
kisa bir spin yapilarak tiiplerin etrafindaki sivinin dibe inmesi saglanmistir. Daha sonra
bu tlipler PCR cihazina yerlestirilerek cihaz calistirilmis ve bdylece viriislerin istenilen
bolgesinin gogaltimi gerceklestirilmistir. Viriislerin tespit edilmesinde gizelge 3.2. ve

Cizelge 3.3 de viriislere 6zgii primerler ve sicaklik dongiileri kullanilmastir.

Cizelge 3.2. Viriislerin teshisinde kullanilan primerler, amplifikasyon iiriinii, PCR tiirii,
sicaklik dongiileri ve kaynaklar

Viriisler Primer Adi Amplifikasyon PCR Sicakhik dongiileri
iriinii (bp) Cesidi
™My IMVF 237
TMVR o
CMVE 94°C ...... 3dk
CMV 273 o 94°C....... 30sn
CMVR O o -
TEVE o 50°C...... 30sn 35 Dongii
TEV 347 - 72°C...... 1dk
TEVR o o
i 72°C........ 5dk
PVYF s
PVY 456
PVYR L
(Jin dia ve ark, 2012)
TvBmy VEBMVE 547
TVBMVR

Cizelge 3.3. Bazi Tiitlin viriislerinin RT-PCR ve multipleks RT-PCR testi ile tespit
etmede kullanilan primerler

Viriisler Primer Adi Dizi (5°-3%) Giris Numarasi
TMVF TAGACCCGCTAGTCACAG

T™MV JN711115
TMVR CAGAGGTCCAAACCAAAC
CMVF GTGGGTGACAGTTCGTAAA

CmMVv JN711116
CMVR GTGGGAATGCGTTGGT
PVYF CCGAGAATCAAGGCTATC

PVY JN711117
PVYR CGCTAAACCTACATCCC
TEVF TGATGGATGGTGAGGAG

TEV JN11118
TEVR GTGCCGTTCAGTGTCTT

TVBMV TVBMVF GAGGTCGTGAACTTACAGC JN11119
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TVBMVR TTTCCTCCTTCGTGCT

3.2.2.4. PCR iiriinlerinin agaroz jel’de elektroforezi, DNA’y1 boyama ve

goriintiileme

Multipleks RT-PCR sonrasi ¢ogaltilan DNA fdirlinleri % 1’lik agaroz jel’de
elektroforez yapilarak analiz edilmistir. Buna gore 1 gram agaroz 100 ml 1X TAE (Tris-
Asetikasit- EDTA) tamponu igerisinde mikro dalga firinda 500 Voltta ¢ozdiiriilerek
sogumaya birakilmigtir. Daha sonra jel tepsisine dokiilerek iizerine 2 pl EtBr (0.5
ng/ml) ¢ozeltisi eklenerek mikropipet ucu ile jelde iyice karigsmasi saglanmistir. Jelin
katilasmast icin 30-40 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra jel elektroforez
tankina yerlestirilmistir. 1X TAE tamponu jeli kapatacak sekilde tankin {izerine
eklenmis ve jeldeki tarak cikarilarak jelde yiikleme gukurlari olusturulmustur. Olusan
bu jel ¢ukurlarma 2 pl DNA Ladder, 5 ul 5X yiikleme tamponu karistirildiktan sonra ilk
cukura yiiklenmistir. Toplamda 25 pl olarak hazirlanan PCR iiriinlerinin, 15 ul” si Sul
yiikleme tamponu ile parafilm {izerinde mikropipet yardimi ile homojen bir sekilde
karistirtlarak sirastyla jelin diger cukurlarina yiiklenmistir. Yiikkleme yapildiktan sonra,
biiyiik elektroforez tankina 110 V’ luk elektrik akimi1 45 dk siireyle kosturulmustur.
Yiiklenen ornekler % 1°lik agaroz jel igerisinde elektroforez yontemiyle kosturulduktan

sonra jel goriintiileme ve analiz sisteminde goriintiilenmis ve fotograflar1 ¢cekilmistir.

3.2.3. Viriis izolatlarinin molekiiler karakterizasyonlarinin yapilmasi

Adiyaman ilinde survey gergeklestirilen ilgelerden toplanan tiitiin orneklerine
yapilan multipleks RT-PCR sonucu tespit edilen iki farkli viriis tiirii olan Tiitiin Mozaik
Viriisti (TMV) ve Hiyar Mozaik Viriis (CMV)’lerinden rastgele ikiser izolat segilerek
kilif protein genlerinin tamami pGEM-T easy vektorde klonlanarak karakterizasyonu

gerceklestirilmistir.

3.2.3.1. Teshis edilen viriislerin kilif protein genleri icin primer dizaym

Multipleks RT-PCR sonucu porzitif bant veren TMV ve CMV viris

izolatlarindan iki izolat segilerek karakterizasyonlari yapilmigtir. Karekterizasyonun
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yapilabilmesi i¢in tiitiin virtislerinin genomunda bulunan kilif protein geninin tamamini
cogaltacak sekilde primer dizaynt Vector NTI 10 programi ile gergeklestirilmistir.
Primer dizayni i¢in daha 6nce gen bankasina girilmis tiim genomu ortaya cikarilmis
DNA dizilerinden yararlanilmistir. Tespit edilen TMV viriisiiniin kilif protein geni icin
Gen Bankasinda JN711115 (Accesion number) ulasim numaralt dizi, CMV viriisiiniin
kilif protein geni i¢in JN711116 (Accesion number) ulasim numarali diziler referans
alinmistir. TMV i¢in 480 bp da CMV iginse 657 bp uzunlugunda kilif proteini ¢ogaltan
primerlerin dogrulugu BLAST programu ile kontrol edildikten sonra primer sentezi i¢in

ilgili firma Sentebiolab’a gonderilmistir (Cizelge3.4.).

Cizelge 3.4. TMV ve CMV viriis izolatlarinin kilif protein genlerini ¢ogaltmak amaciyla
Vector NTI 10 programi kullanilarak dizayn edilen primerler ile bu
primerlerin ¢ogaltig1 bolgelerin uzunlugu

Cogaltilan  Cogaltilan alanin

Viriis Primer dizisi gen uzunlugu (bp)

5 ATGTCTTACAGTATCACTACTCC-3 .
MV o TCAAGTTGCAGGACCAGAGG-3  Kilif protein 480 bp

5-ATGGACAAATCTGAATCAAC-3' |
CMV 5. TCAGACTGGGAGCACTCCAG-3  Kilifprotein 657 bp

3.2.3.2. Tespit edilen viriislerin kilif protein genin cogaltilmasi

Dizayn edilen primerler kullanilarak TMV ve CMV’nin kilif protein genleri RT-
PCR yontemiyle ¢ogaltilmis ve sonrasinda ticari kitlerle saflastirilarak T-A klonlama
yontemi ile pGEM-T Easy plazmid vektoriine klonlanmigtir. Kilif protein genlerinin
cogaltilmasinda Taq DNA polimerez enzimininden yararlanilmis ve sicaklik dongiileri

Cizelge 3.5’te verilmistir.
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Cizelge 3.5. Viriislerin kilif protein genlerini ¢ogaltmak i¢in gerekli olan sicaklik
dongiileri ve primerlerin baglanma sicakligi

Kullamlan Polimeraz Baglanma

Viriis Sicaklik Dongiisii Enzimi Sicakligx

Kaynak

94°C 5dk
94°C 1dk
42°C 1dk 35 dongii . I o
TMV 72°C 1 dk } Taq polimeraz Enzimi 50 °C Bu tez ¢aligmasit

72°C 5dk

94°C 5dk
94°C 1dk
CMV 53°C 1dk 35 dongii Taq polimeraz Enzimi 53°C Bu tez calismast
72°C 1dk
72°C 5dk

3.2.3.3. DNA fragmentlerinin agaroz jel’den saflastiriimasi

DNA bantlar1 UV iizerinde steril bisturi ile kesilerek UV altinda kesilen DNA
bantlar1 steril eppendorf tiiplerine konarak DNA saflastirilmast asamasina gecilmistir
(Sekil 3.2). Klonlama c¢alismasinda agaroz jelden DNA’nin elde edilmesini
kolaylastirmak igin agaroz jel konsantrasyonun diisiik olmasma (% 0.8) dikkat
edilmistir. Agaroz jelden DNA’nin saflastirma islemi Thermo Marka Jel Saflastirma kiti
ile yapilmistir. Bu islem kitin 6nerdigi prosediire uygun yapilmistir. Bu isleme gore;

e UV uygulamasi altinda DNA bantlar1 bistiiri ile kesilerek steril 1.5 ml’lik
eppondorf tiiplerine konulmustur.

e Tiiplere 750 pl Jel ¢oziicli tamponu (Gel Solubilizer) eklenmis ve jel ¢ozlinene
kadar thermo kuru blok 1siticida 70 °C’de 10 dakika kadar inkiibe edilmistir.

Jelin tamamen eritilmesi saglanmistir.

e Jel eridikten sonra tiiplerin tizerine 50 pul baglanma tamponu (binding optimizer)
ilave edilmistir.

e 2 ml’lik koleksiyon tiipii igersine yerlestirilen spin kolona 750 pl” si aktarilip 1
dakika 14.000 rpm de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 tiipte biriken sivi
atilmistir. Spin kolona ¢oziinmiis jelden kalan miktar eklenmis ve santrifiij

islemi tekrarlanmastir.
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e Kolona 500 ul yikama tamponu (wash buffer ) ilave edilerek ve 14.000 rpm de 1
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 biriktirme tiipiine gecen sivi atilmig
spin kolon tekrar biriktirme tiipiine yerlestirilerek ikinci kez yikama yapilmistir.

e Son olarak Spin kolon 1.5 mI’lik eppendorf tiipli igerisine yerlestirilmis ve 50 pl
elusyon tamponu dogrudan spin kolonun tam orta noktasina eklenmis ve 2-3
dakika kadar oda sicakliginda bekletilmistir.

e DNA’y1 kolondan almak i¢in 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

e Santrifiij sonrasi elde edilen DNA iiriinleri daha sonra kullanilmak tizere -20 °C’

de saklanmustir.
3.2.3.4. Kalp DNA’nin plazmide yerlestirilmesi (Ligasyon)
RT-PCR yontemi g¢ogaltilan kilif protein genlerinin pGEM-T Easy plazmit

vektorii ile birlestirilmesi T4 ligaz enzimi ile gerceklestirilmistir. Bu islemde, Promega

firmasinin pGEM-T Easy vector sistemi kullanilmistir. Bunun i¢in steril bir PCR tiipii

igerisine;
Kullanilan miktar
e 2x Rapid ligation tamponu Sul
e pGEM-T Easy vektor 1 ul
e 3’ucunda Adenin eklenmis DNA Sul
e T4 DNA ligaz enzimi 1ul

Hazirlanan bu tampon, plazmit, kalip DNA ve ligaz enzimi bir eppendorf tiipiine
aktarilmis ve karisim 12 pl olacak sekilde tamamlanmis ve tiipler kisa bir donii
yapitlmistir. Sonrasinda 1 gece 4 °C’ de inkiibasyona birakilarak rekombinant
plazmitlerin olugsmas1 saglanmistir. Rekombinant plazmitler, kullanilincaya kadar -20

°C’ de saklanmustir.
3.2.3.5. Plazmidin bakteriye aktarilmasi (Transformasyon)
DNA fragmentinin plazmidle birlesitirilmesi ile elde edilen rekombinant

plazmidler, Escherichia coli bakterisinin JM109 susuna elektrosok uygulamasi ile

rekombinant DNA transfer edilmistir. Bu amagla 6 pl rekombinant plazmit ile 100 pl
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kompetan bakteri siispansiyonu karigtirildiktan sonra 5 dakika siire ile buzda inkiibe
edilmistir. Elektrik akimi uygulamasi i¢in Micropulser cihazi (BioRad) kullanilmistir
(Sekil 3.3).

Transformasyonda kullanilacak spesifik kiivetler kullanilmadan 6nce i¢lerindeki
ethanolii tamamen uzaklastirmak igin streril saf su ile temizlenmistir. Daha sonra bu
kiivetlere rekombinant plazmit ve bakteri karisimi eklendikten sonra cihazin EC2
programi segilerek elektrik akimi uygulanmistir. Bu asamadan sonra kiivetteki bakteri
siispansiyonun canliligin1 korumasi i¢in hizla 900 pl SOC soliisyonu eklenerek ve
karistm 37 °C de 2 saat 150 rpm de inkiibatorlii sallayici platformda gelismesi
saglanmistir. Bu arada daha 6nceden hazirlanmis ampisilin, IPTG ve X-GAL igeren kati
LB petrileri buzdolabindan alinip inkubatdrde 1 saat 37 °C’de ekim yapmak i¢in uygun
hale getirilmistir. Hazirlanan bu petrilere 2 saat siiren inkiibasyon sonrasi elde edilen
bakteri siispansiyonundan 200 ul alinarak her bir petrinin yilizeylerine ekim yapilmis ve
drigaski cubugu ile petri yiizeyine dagitilmistir. Daha sonra petriler ters ¢evrilip bir gece
37°C’ye ayarlanan etiivde 1 gece inkiibasyona birakilarak mavi beyaz kolonilerin

gelismesi saglanmstir.

Sekil 3.2. Transformasyon isleminin mikropulser cihazi ile gerceklestirilmesi.

3.2.3.6. Transforme olmus (plazmit aktarilmig) bakterilerden tek kolonilerin

olusturulmasi
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Transforme edilen bakterinin biinyesinde ampisiline dayaniklilik geni
bulunmamaktadir. Bu nedenle, transformasyon sonrasinda, ampisilin igeren besi
ortammna ekilen bakterilerden yalnizca biinyesine plazmit alanlar canliligin
koruyacaklardir. Ciinki ampisiline dayaniklilik geni sadece pGEM-T Easy vektor
plazmiti iizerinde bulunmaktadir. Bu durumda ampisilin iceren kati besi ortaminda
plazmit+PCR {irinii DNA igeren bakteriler ya da sadece plazmit alan transforme olmus
iki tiir bakteri kolonileri gelisecektir. Bunlardan ilki beyaz diger grup ise mavi koloni
olusturmaktadir. Eger PCR iiriinii DNA plazmite aktarilmis ise bu insert DNA
plazmitin Lac Z bolgesine yerleserek bakterinin X-Gal ve IPTG kimyasalin
kullanamamasina sebep olarak beyaz renkli proteinlerin olusmasina neden olmaktadir.
Oysa, sadece plazmidi biinyesine alan bakteriler ise igerdikleri plazmit lizerindeki Lac Z
bolgesi zarar gormediginden X-Gal ve IPTG kimyasallarmi kullanabilmekte ve mavi
renkli proteinler olusmaktadir. Dolayisiyla da kolonilerin rengi de mavi olmaktadir. Bu

nedenle, gelisen kolonilerden beyaz olanlar secilerek kiiltiir olugturulmaktadir.

3.2.3.7. Mavi-beyaz seleksiyon ve transforme olmus kolonilerin ¢ogaltimi

Transforme olmus bakterilerden gelistirilen kolonilerden beyaz olanlar yani
klonlanacak DNA’y1 tasidiklar1 varsayilan her bir koloni steril mikropipet ucuyla se¢im
gerceklestirilmistir. Daha sonra beyaz koloni igeren kiirdanlar 100 pl/ml ampisilin ile %
0.8 glycerol i¢ceren 4 ml s1vi LB bulunan 15 ml’lik kapakl steril tiiplerin i¢ine atilmistir.
Bu calismalardaki tiim asamalar da kontaminasyonu engelemek amaci ile steril kabinde
gerceklestirilmistir. Beyaz kolonilerin geligsmesi i¢in 37°C’de 200 rpm hizda bir gece
inkiibe edilmistir. Bu ortama konulan ampisilin biinyesinde plazmit igermeyen

bakterilerin gelismemesi i¢in kullanilmistir (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.3. Transformasyon sonrasi gelisen mavi ve beyaz koloniler (A) Kati LB’de
gelisen mavive beyaz kolonilerden beyaz kolonilerin se¢imi (B) 15 ml’lik
steril tiiplerde bulunan sivi LB’ ye daldirma yontemi ile inokulasyonu ve
inkubatorde 2 saat gelisimi (C).

3.2.3.8. Plasmid saflastirilmasi

Bu amagla Thermo Jene JET Plasmid MiniPrep Kiti ve protokolii uygulanmistir
(Sekil 3.5). Buna gore: 2 ml lik tiiplerde bakteri siispansiyonlar1 biriktirilerek 14.000
rpm de 5 dk santrifiij edilmistir. Dibe ¢oken bakterileri pelletlerinin {izerine 250 pl
resuspension tamponu eklenerek vorteks edilip ve iizerine 250 pl lyzis tamponu ilave
edip tiipler ters diiz edilmistir. Daha sonra tizerine 350 pl nétralizasyon tamponu ilave
edilerek 4-6 kes ters diiz edilmistir. Tiipler 14.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Parcalanan hiicreler kitle verilen kolona yerlestirilerek 1 dk 14.000 rpm de santrifiij
edilip sonra 500 ul yikama tamponu ile yikama gerceklestirilmistir. Yikama islemi ayni
sekilde 2 kez tekrarlanmistir. Kolonlar steril yeni effendorf tiiplerine yerlestirilerek
iizerlerine 50 pl elution tamponu ilave edilmis ile 2 dk oda sicakliginda bekletildikten
sonra 2 dk 14.000 rpm de santrifuj edilmistir. Kolonda bulunan plazmitler eliisyon
tamponuna ge¢mistir. Saflagtirilan plazmidler daha sonra kullanilmak tizere -20 °C ‘de

saklanmustir.
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Sekil 3.4. Rekombinant plazmid saflagtirma asamasi.

3.2.3.9. Plazmidin DNA fragmenti tasiyip tasimadigim1 PCR ile kontrol edilmesi

Plazmitte klonlanan DNA olup olmadig: virlise ait spesifik primer kullanarak
PCR ile gerceklestirilmistir. Elektroforez sonucu, istenen biiyiikliikte amplifikasyon
triini olugsmussa klonlama islemi gergeklesmis demektir. Yani PCR sonucunda
cogalmanin gergeklestigi plazmitler segilmistir. Bu plazmit 6rneklerinin (50 ul) bir

kismu (25 pl) DNA dizileme i¢in gonderilmistir.

3.2.3.10. Plazmitlerin DNA dizi analizi

Molekiiler klonlama sonrasi rekombinant plazmitler ¢ift yonliit DNA dizilemesi
yapilmas1 icin lontek (Merter-Istanbul) ve Sentebiolab (Bilkent-Ankara)’ya
gonderilmistir. Gonderilen her izolat promoter bolgelerine spesifik T7 ve SP6 {iniversal
primeriyle ¢ift yonlii dizileme yaptirilmistir.

Dizi analizi sonrasi elde edilen genom bilgileri farkli biyoinformatik programlar
ile CLC Main Workbench 6.7.1, Snap Gene, Mega 7 ve Vector NTI 10 programlari ile
analiz edilmistir. Belirtilen programlarin farkli 6zelliklerinden ¢alismanin gerekli
yerlerinde yararlanilmistir. Farkli viriis izolatlarinin kilif protein genlerine ait niikleotid
dizilerinin yiizde benzerlik oranlar1 ve filogenetik aga¢ CLC Main Workbench 6.7.1 ve
Mega 7 programlarindan yararlalanilarak yapilmistir. CLC Main Workbench 6 programi
ile ¢oklu dizi karsilastirma yapilarak diinyadaki diger virlis izolatlariyla benzerlikler ve
farkliliklar belirlenmistir. NCBI gen bankasinda girilmis olan tiim DNA tabanlarinda

arastirma yapilarak diinyanin farkli yerlerinde tespit edilmis viriis izolatlarinin tam kilif
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protein genlerinin niikleotid dizilimleri elde edilmistir. CLC Main Workbench programi
kullanilarak bu diziler ile diinyadaki diger diziler arasinda bir karsilagtirma yapilmistir.
Bu sayede, kilif protein geni ¢ogaltilan viriis izolatlarinin diger diinya izolatlariyla
benzerlik gosterip gostermedigi ve benzerlik oranlar1 yiizde olarak belirlenmistir. Son
olarak filogenetik aga¢ olusturularak ¢alismada tespit edilen Adiyaman izolatlarinin
diinyada tespit edilen diger izolatlar ile genetik benzerlikleri ve farkliliklar1 ortaya

konmustur.

3.2.3.11. DNA dizilerinin gen bankasina girilmesi

TMV ve CMV viriislerinin ¢ogaltilan kilif protein genlerinin sekans analizi
sonrasi elde edilen dizileri, National Center for Biotechnology Information (NCBI) gen
bankasina girilmistir. Diinyanin farkli bolgelerindeki izolatlarla filogenetik olarak

karsilagtirilmas1 yapilmistir.

3.2.3.12. Klonlanmus kilif protein genlerinin filogenetik analizi

Adiyaman ilin’de tespit edilen TMV ve CMV virlis izolatlarindan rastgele ikiser
izolat secilerek kilif protein genleri, CLC Main Workbench 6.7.1 programinda ¢oklu
karsilastirma (Multiple Aligment) yapilmistir. Gen bankasindan farkli tilkelerde tespit
edilen viriis izolatlar1 secilerek bu programla ¢oklu niikleotid dizi karsilastirmalari
yapilmustir. Neighbor Joining Yontemini ile filogenetik aga¢ olustururken agacin daha
iyi dallanmasi saglamak amaciyla Barley yellow dwarf virus-PAV (KC900900) viriis
izolat1 dig grup olarak secilmistir. Olusturulan soy agaglar1 ile TMV ve CMV viriis
izolatlarinin diinyadaki diger izolatlar ile yakinlik dereceleri ve genetik iliskileri ortaya

konulmustur.



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Survey Calismalari

Adiyaman ili ve ilgelerinde tiitiin iiretim alanlarinda TMV, CMV, PVY, TEV ve
TVBMYV viriislerinin varligi ve bulunma oranlarini belirlemek i¢in 2017 yilinda yapilan
on survey ve 2018 yillinda yapilan ger¢ek survey caligmalarinda, tiim tarlayi temsil
edecek sekilde simptom gosteren ve gostermeyen bitkilerden rastgele taze yaprak

ornekleri toplanmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Survey calismalarinin yiirtitiildiigii tiitlin tarlalarinin genel goriinimii ve
rastgele tiitiin yaprak 6rneklerin toplanmasi.

2017 ve 2018 yilinda Temmuz ayinda 6nemli Olglide tiitiin iiretimi yapilan
Adiyaman ilinin tiim ilgelerinde ornekleme caligmalari yapilmistir. Survey yapilacak
ilcelerden 450 yaprak Ornegi toplanmistir. Survey caligmalari esnasinda tarlalarda
goriilen bitkilerde ciicelesme ve yapraklarda mozaik gibi viral infeksiyon belirtileri

gozlemlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Survey sirasinda goriilen bazi viriis belirtileri A-B-C: CMV’nin belirtileri,
D-E-F: TMV nin belirtileri.

4.2. Pozitif Kontrol Olarak Kullamlacak izolatlarin On Survey Calismalan ile

Arastirilmasi

2017 yilinda molekiiler test caligmalarinda pozitif kontrol olarak kullanilacak
izolatlar1 belirlemek i¢in Adiyaman ilinde 100 tiitiin 6rnegi toplanmistir. Bu 6rneklere
TMV, CMV, PVY, TVBMV ve TEV viriislerini arastirmak i¢in Jin Dia ve ark.
(2012)’nin  primer setleri kullanilarak Multipleks RT-PCR testi uygulanmuistir.
Multipleks RT-PCR testleri sonucunda TMV ve CMYV viriislerine ait dort (20, 16, 23 ve
55) ornekte 237 bp ve 273 bp uzunlugunda pozitif reaksiyonlar tespit edilmistir (Sekil
4.3). Tespit edilen viriislere ait DNA bantlari jelden saflastirilarak ve DNA dizilemeleri
gerceklestirilmistir. Tespit edilen virlisler daha sonraki molekiiler test galigmalarda

pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
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8 9 10 11 12 13 14

Sekil 4.3. Adiyaman ilinden toplanan tiitiin Orneklerinin pozitif kontrol olarak
kullanmak amaciyla tiitin virtislerine karsi multipleks RT-PCR ile
arastirtlmas1 M:100 1000 bp, 1:32:5, 3:20:, 4:18:, 5:16, 6:23, 7:14, 8:35, 9:55
10:17,11:2, 12:8, 13:42,14:29.

4.3. Molekiiler Testlere Ait Bulgular

Pozitif 6rneklerin bulunmasinin ardindan 2018 yilinda Adiyaman ilinden toplam
450 tiitlin yaprak Orne8i toplanmistir (Cizelge 4.1). 450 Ornege uygulanan test
sonucunda 25 o6rnekte TMV (% 5.5), 40 6rnekte CMV (% 8.8) viriisleri tespit edilmistir.
Testlenen 450 6rnegin 1 tanesinde TMV+CMV (% 0.2) viriisleriyle karisik infeksiyon
halinde oldugu belirlenirken TEV, TVBMV ve PVY viriisleri ise tespit edilmemistir.



Cizelge 4.1. Adiyaman ilinde tiitiin viriislerini arastirmak amaci ile survey calismalarinin yiriitiildigi ilgeler, testlenen 6rnek sayilari,
arastirilan viriisler ve tespit edilen virtislerin bulunma oranlari

Survey yapilan Testlenen . Gen.el
. . CMV ™V TEV PYV TVBMV TMV+CMV infeksiyon
il¢eler ornek sayisi oram
iIB BO(%) (B BO(%) 1IB BO(®%) IB BO(®%) IB BO(%) IB BO (%) IB BO (%)
Kahta 65 5 76 5 7.6 - - - - - - - - 10 15.3
Besni 55 2 36 3 5.4 - - - - - - - - 5 9.09
Merkez 165 16 9.6 5 4.8 - - - - - - 1 06 24 14,5
Samsat 30 3 10 3 10 - - - - - - - - 6 20
Sincik 15 - - - - - - - - - - - - - -
Tut 40 - - - - - - - - - - - - - -
Celikhan 80 14 17.5 6 7.5 - - - - - - - - 20 25
Toplam 450 40 88 25 55 - - - - - - 1 02 65 14.4

IB:infekteli bitki sayis1, BO:Yiizde olarak bulunma orani,

ve
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4.3.1. mMRT-PCR testi ile testlenen érneklerde TMV ve CMV tespit edilmesine
dair bulgular

Adiyaman ili tiitiin iiretimi yapilan alanlarda 2018 yili Temmuz ayinda survey
calismasi yiritilmistlir. Toplanan taze tiitlin yaprak orneklerine viriisleri belirlemek
icin multipleks RT-PCR testi yapilmistir. Pozitif reaksiyonlarin jel goriintiileri agagida
verilmistir (Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10).

1000bpgyy

Sekil 4.4. Adiyaman ili 6rneklerine uygulanan multipleks RT-PCR testinin agaroz jel
goriinttisi M:100-1000bp 1:90, 2:66, 3:40, 4:5, 5:131, 6:24, 7:74, 8:50, 9:300,
10:280, 11:77, 12:30,13:Negatif kontrol,14:Pozitif kontroller (PVY,CMV,
TMV).

Sekil 4.4’te mRT-PCR sonucu agaroz jel goriintiisiinde 2. ve 7.sirada bulanan 66
nolu ve 74 nolu ornekler 237 bp uzunlugunda bant vererek TMV viriisii ile enfekteli
bulunmus, 5.ve 11.sirada bulunan 131 nolu ve 77 nolu 6rneklerde 273 bp uzunlugunda

bant vererek CMV viriisii enfekteli bulunmustur.

8§ 9 10 11 12 13 14

Sekil 4.5. Adiyaman ili drneklerine uygulanan multipleks RT-PCR testinin agaroz jel
goriintiisit M:100-1000bp 1:103, 2:136, 3:13, 4:400, 5:65, 6:332, 7:71, 8:91,
9:8, 10:241, 11:47,12:80,13:Negatif kontrol,14:Pozitif kontrol.

Sekil 4.5°te mRT-PCR sonucu agaroz jel goriintiisiinde 2. ve 7.sirada bulanan

136 nolu ve 71 nolu drnekler 237 bp uzunlugunda bant vererek TMV viriisii ile, 5. ve
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11.sirada bulunan 65 nolu ve 47 nolu Orneklerde 273 bp uzunlugunda bant vererek

CMV viriisii ile enfekteli bulunmustur.

4.3.2. RT-PCR testiile 6rneklerde TMYV tespit edilmesine dair bulgular

7 8 9 10 11 12 13 14

Sekil 4.6. Adiyaman ili RT-PCR ile TMV viriisiiniin pozitiflerinin agaroz jel goriintiisii
M:100-1000bp, 1:121, 2:138, 3:55, 4:105, 5:138, 6:136, 7: 101, 8:124, 9:42,
10:66, 11:307, 12:157, 13:Negatif kontrol, 14:Pozitif kontrol.

1000 2 3 4 JSHEGEEEEEEE 0 0 11 12 13 14

Sekil 4.7. Adiyaman ili RT-PCR ile TMV viriisiiniin pozitiflerinin agaroz jel goriintiisii
M:100-1000bp, 1:26, 2:20, 3:23, 4:312, 5:20, 6:307, 7:230, 8:59, 9:263,
10:303, 11:16, 12:66, 13: Negatif kontrol, 14: Pozitif kontrol.

Sekil 4.6” ve 4.7°de RT-PCR sonucu agaroz jel goriintiisiinde toplam 25 drnekte
tespit edilen 237 bp uzunlugunda DNA bant1 vererek TMV viriisii ile enfekteli tim

pozitifler verilmistir.
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4.3.3. RT-PCR testi ile 6rneklerde CMYV tespit edilmesine dair bulgular

8§ 9 10 11 12 13 14

273 bp

Sekil 4.8. Adiyaman ili RT-PCR ile CMV virlisliniin pozitiflerinin agaroz jel goriintlisii
M: 100-1000bp, 1: 93, 2: 54, 3: 1, 4: 52, 5: 61, 6: 83, 7: 87, 8: 86, 9: 128, 10:
67, 11: 57, 12: 128, 13: Negatif kontrol, 14: Pozitif kontrol.

7 8 9 10 11 12 13 14

Sekil 4.9. Adiyaman ili RT-PCR ile CMV viriisiiniin pozitiflerinin agaroz jel goriintiisii
M:100-1000bp, 1: 108, 2: 46, 3: 110, 4: 76, 5: 40, 6: 50, 7: 79, 8: 97, 9: 73,
10: 72, 11: 84, 12: 137, 13: Negatif kontrol, 14: Pozitif kontrol.

1000 bp

500b 273 bp
100 b ¢

Sekil 4.10. Adiyaman ili RT-PCR ile CMV viriisiiniin pozitiflerinin agaroz jel
goriintiisit M:100-1000bp, 1:139, 2:64, 3:41, 4:49, 5:178, 6:226, 7:235,
8:11, 9:4,10:12, 11:212, 12:18, 13:Negatif kontrol, 14:Pozitif kontrol.

Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da RT-PCR sonucu agaroz jel goriintiisiinde 40
ornekte tespit edilen d6rnekler 273 bp uzunlugunda bant veren CMV viriisii enfekteli tiim
pozitifler verilmistir.

Sirbistan’in Vojvodina Bolgesi ve Merkez Sirbistan’in 17 bdlgesinde tiitiin
tiretim alanlarinda 380 tane tiitin Ornegi toplanmis ve DAS-ELISA testi ile

arastirilmistir. Toplanan tiitiinlerde, domates lekeli solgunluk viriisi (TSWV), patates Y
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virisii (PVY), tiitiin mozaik virlisii (TMV), hiyar mozaik viriisii (CMV) ve yonca
mozaik virlisii (AMV)’niin varligi test edilmistir. Test edilen 6rneklerin % 37.9°da
TSWYV, % 33.4°te PVY % 28.7’si TMV, % 23.9’u PVY ve % 15.5’i CMV olarak tespit
edilmistir (Stankovi¢ ve ark., 2011). Yapilan bu tez g¢alismasinda incelenen tiitiin
orneklerinde TMV % 5.5 oraninda CMV % 8.8 oraninda belirlenmistir.

Yunanistan’da yapilan ¢alismada yogun olarak tiitiin {iretimi yapilan bolgeler,
1997°den 2000 yilima kadar virlis varli@i agisindan arastirilmistir. Virlis benzeri
simptomlar goOsteren tiitiin fideleri veya tiitiin yapraklar1 iiretim yapilan alanlardan
rastgele toplanmis ve ELISA ile test edilmistir. Yapilan bu test sonucunda Patates
virisit Y (PVY), Hiyar mozaik viriisii (CMV) ve Tiitlin mozaik viriisii (TMV), tim
ornekleme alanlarinda tespit edilmistir. Bu viriislerden TMV, ¢ogunlukla oryantal
cesitlerde bulunmustur (Elisavet ve ark.,2004). Yapilan bu tez ¢alismasinda tiitiin tiretim
alanlarinda CMV ve TMV en yaygin viriisler olarak tespit edilmistir. PVY viriisii
testlenen 6rneklerin higbirinde tespit edilememistir.

Cigcek ve Yorganci (1991), tarafinda yapilan calismada domates, biber ve
patlican tohumlarinda, tohum ile tasmnan viriislerden biri olan TMV’nin bulagma
olasiligini saptamak i¢in ELISA testi ile incelenen domates tohumlarinda % 98.1, biber
tohumlarinda % 18.4 ve patlican tohumlarinda % 7.4 oraninda TMV ile infekteli oldugu
tespit edilmistir. Arli-S6kmen ve ark., (2005) tarafindan Samsun ili biber tarlalarindan
toplanan 313 6rnegin % 15.4tnde TMV+PVY karisik enfeksiyonunu saptanmustir.
Yapilan bu tez ¢alismasinda mRT-PCR ile testlenen 450 tiitiin 6rneginden 25 tanesinde
% 5.5 oraninda TMV viriisii tespit edilmis fakat PVY viriisline rastlanmamastir.

Cin de domates iiretim alanlarinda toplanan orneklerde Domates mozaik viriisii
(ToMV), Tiitiin mozaik virlisii (TMV) ve Hiyar mozaik viriisii (CMV) alt gruplarinin
ayn1 anda saptanmasi ve ayirt edilmesi i¢in bir multipleks ters transkripsiyon polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) testi gelistirilmistir. Dogu Cin'den domates tarlalarindan
toplanan ve test edilen 141 o6rnek arasindan 106 tane drnekte infeksiyon tespit edilmis
ve 13 karisik enfeksiyon saptanmistir (Chen ve ark.,2011).

Bu tez ¢aligmasinda tiitiin iiretim alanlarindan toplanan 450 6rnek toplanmis ve
multipleks RT-PCR ile 5 farkli virlis es zamanli olarak arastirilmistir. Testlenen
orneklerin % 8.8’inde CMV,% 5.5’inde TMYV viriisii tespit edilmistir. Bu sonuglara gore

bolgede viriislerin diinyaya oranla daha az yaygin oldugu goriilmiistiir. Bunun sebebi ise
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ornek toplarken simptom gosteren ve gostermeyen bitkilerden alinmasi, bolgenin iklim
kosullari, c¢evre sartlar1 ve kullanilan tiitlin ¢esitlerinin farkliligindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. CMV Adiyaman ili tiitiin iretim alanlarinda en yaygin viriis olarak
tespit edilmistir. Ulkemizde tiitiin viriislerinin yaygmligin1 belirlemeye yonelik bir
survey caligsmasi bulunmadigi i¢in herhangi bir karsilastirma yapilamamastir.

Iran’nin Guilan, Isfahan, Khorasan Razavi, Khuzestan ve Tahran illerindeki
yapilan ¢alismada, 2011-2012 déneminde CMV alt gruplariin varligin1 belirlemek igin
domates alanlar1 incelenmistir. Calismada ELISA ile test edilen 305 domates yaprak
orneginden, Khorasan Razavi'de % 67.4 ile en yiiksek oranda CMV bulunmus ve bunu
takiben Khuzestan % 50.6,Tahran % 48, Isfahan % 38 ve Guilan % 34.3 oranlarinda
CMV oldugu tespit edilmistir (Lockhart ve ark. 2010).

Ulkemizde CMV ile yapilan ¢ok sayida calisma bulunmaktadir (Giimiis ve ark.
2004; Cuhal-Kilic ve Yardimer 2012;Ciftgi ve Ulubas Serge 2014). Beler ve Ac¢ikgoz
(2005)1in yaptiklar1 bir ¢alismada, Marmara ve Ege bolgesi zeytin alanlarinda bazi
viriis infeksiyon oranlar1 yayilis yogunlugu arastirilmistir. Yapilan bu ¢aligmalar
sonucunda zeytin alanlarinda CMV infeksiyonunu % 36.36 olarak tespit edilmistir.
Degirmenci ve Uzunogullar1 (2007), Marmara bolgesi domates iiretimi yapilan
alanlarda bazi virlis hastaliklarinin infeksiyonlarini arastirdiklar: ¢alismalarinda, CMV
infeksiyon oranimm1 % 68.7 olarak belirtmislerdir. Erkan ve ark. (2013), Izmir ili ve
cevresinde yetistiriciligi yapilan bazi kislik sebzelerdeki viral etmenlerin saptanmasi
tizerine ylrttiikleri ¢aligmalarinda en yaygin olarak tespit edilen viriis hastaliklarindan
bir tanesinin CMV oldugunu belirtmislerdir. Sertkaya (2015), Hatay ili marul ve
1spanak iiretim alanlarinda sorun olusturan bazi virlis hastaliklarinin tespiti amaci ile
yapmis oldugu ¢alismalarda marullarda % 3.7 1spanaklarda ise % 16.6 oraninda CMV
infeksiyonunu tespit etmistir. Yapilan bu tez ¢aligmasinda da tiitlin iiretim alanlarinda
CMV % 8.8 oraninda en yaygin virlis olarak belirlenmistir. Yapilan tez ¢aligmasinda
testlenen Orneklerin 40 tanesinde (% 8.8) CMV tespit edilmis ve bu tez c¢alismasi
tilkemizde yapilan diger ¢alismalar ile paralellik gdstererek CMV’nin olduk¢a yaygin
bir sekilde goriildiiglinii ispat etmektedir. Fakat farkli kiiltiir bitkilerinde farkli
infeksiyon oranlart bulunmustur.

Cukurova bolgesinde 2004 yilinda biber iiretim alanlarinda yaprak biti ile

taginan alt1 farkli viriisiin tespiti i¢in yapilan bir ¢calismada biber tarlalarindan 171 biber
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ornegi toplanmistir. Toplanan 6rneklere Hiyar mozaik virlisii (CMV), Yonca mozaik
viriisii (AMYV), patates X virlisii (PVX), patates Y viriisii (PVY), biber hafif benek
virisi (PMMV) ve tiitin yaniklik viris(TEV)’leri DAS-ELISA yontemi ile
arastirilmistir. Test edilen 6rneklerin % 56° sinin en az bir viriis ile bulasik oldugu tespit
edilmistir. Biberlerde virlis orant en ¢cok AMV % 35,7°de goriilmiistiir, bunu TEV %
21.6, PVY % 21.1, PVX %17.5, PMMV % 8.2 ve CMV % 4.6 takip etmistir (Ozaydln,
2010).

Gilineydogu Amerika da yapilan calismalarda TEV’in dolmalik biberlerde
onemli kayiplara neden oldugu rapor edilmistir (Banner ve ark., 1985; Nutter ve ark.,
1989; Patgett ve ark., 1990). Kaliforniya, Arizona, Teksas (ABD) ve Meksika da
yapilan farkli ¢alismalarda dolmalik biberlerde TEV’in ¢ok biiylik ekonomik kayiplara
neden oldugu bildirilmistir (Laird ve ark., 1964; Villalon, 1985). Main ve Gurtz (1988),
Kuzey Kaliforniya’da biber iiretim alanlarinda biberlerin TEV viriisii ile % 75 oraninda
bulasik oldugunu ve her gegen yil arttigini bildirilmistir.

Bitkilerde onemli kayiplara neden olan viriislerden biri Tiitlin yaniklik viriisii.
(TEV) Tiirkiye’de ilk olarak 1985 yilinda Akdeniz bdlgesinde biber alanlarinda tespit
edilmistir (Yilmaz ve Davis, 1985). Yine 1994 yilinda aynmi bdlgede saptanmigtir
(Palloix ve ark., 1994). Viriisiin Sanlurfa’da ilk kez Giildiir ve Unlii (2004), tarafindan
varlig1 rapor edilmistir. Yapilan diger ¢aligmada ise Sanliurfa’nin Akgakale ilgesinde de
viriisiin yaygin olarak goriilmeye baslandigi ortaya konmustur (Giildiir ve Unli,
2005).Ulkemizde tiitin  yamklik virlisii biberde bulunmasma kars1 tiitiinde
bulunamamistir. Tiitlinde yapilan bu survey calisamasinda da TEV virilisii tespit
edilememisir.

Bir ¢alismada Adiyaman, Hatay, Kahramanmarag, Kilis, Mersin ve Sanliurfa
illerinde biber iiretim alanlarinda TEV viriisiiniin yaygiliginin belirlenmesi i¢in biber
tarlalarindan viriis-benzeri simptom tasiyan 561 biber bitkisinden yaprak ve meyve
ornegi toplanarak DAS-ELISA testi ile testlenmistir. ELISA testi ile toplam 6rneklerin
% 12.8'inde TEV infeksiyonu belirlenmistir. TEV’in en fazla yaygin oldugu il % 18. ile
Hatay olurken, en az TEV infeksiyonuna % 3.38 Sanliurfa ilinde rastlanmistir (Y1ldiz,
2016).

Yapilan bu tez ¢alismasinda tiitiinde arastirilan viriislerden biri olan TEV tespit

edilememistir. Ulkede daha 6nce yapilan calismalarda ise tiitiin ile ayni familyada olan
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biber {iiretim alanlarinda TEV tespit edilmesi o bdlgelerde viriisiin yogun bir
popiilasyonu oldugu ve biber iiretim alanlarinda daha yaygin oldugu goriilmiistiir.
Yapilan bu tez caligmasinda virlisiin tespit edilememesi bolgedeki tiitiin iireticileri
acisindan 6nemli bir avantajdir.

Kahramanmarag ili biber tarlalarinndan 370 tane biber yaprak Ornegi
toplanmistir. Toplanan orneklerde Patates Y virlisii (PVY)’niin bulunma oran1 DAS
ELISA ile test edilmis ve viriisiin molekiiller karakterizasyonu yapilmistir. Yapilan test
sonucunda 370 biberden 18 tanesinde (% 4.05) PVY ile infekteli oldugu saptanmistir
(GOrsoy,2011). Arli-Sokmen ve ark., (2005) Samsun ili biber iiretim alanlarinda
biberlerde ve bu alanlarda bulunan yabanci otlarda alti1 farkl viriis (AMV, CMV, PVY,
ToMV, TMV, TSWV) icin calisma yapmislardir. Calismada toplanan Orneklere
uygulanan serolojik testler sonucunda, bitkilerde bir veya iki viriis ile bulasik oldugu
saptanmistir. Karigik infeksiyon gosteren bitkilerde PVY en cok tespit edilen viriistiir.
Yaptigimiz tez ¢aligmasinda Adiyaman ili tiitlin tiretim alanlarinda testlenen 6rneklerde

PVY viriisii tespit edilmemistir. Bu da tiitiin iireticileri i¢in biiylik 6nem arz etmektedir.

4.4. Tespit Edilen izolatlara Ait Kihf Protein Genlerinin Karakterizasyonu

Adiyaman ilinde molekiiler testler sonucunda tespit edilen 25 adet TMV ve 40
adet CMV izolatlar1 arasindan her bir viriis i¢in rastgele iki izolat se¢ilmis ve bu

viriislerin kilif protein geni karakterize edilmistir.

4.4.1. TMV izolatlarimin kilif protein geninin karakterizasyonu

Kilif protein geni karakterizasyonu i¢in rastgele 20 ve 307 nolu TMV izolatlar
secilmistir. Kilif protein geninin tamami geni ugtan uca ¢ogaltan primerler sayesinde
RT-PCR ile ¢ogaltilmis ve pGEM-T Easy vektor sisteminde klonlanmistir. DNA dizisi
elde edilen TMV Adiyaman 1 izolatt MK677444 ve TMV Adiyaman 2 izolat
MK689859 ulagim numarasi ile NCBI gen bankasina (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
kaydedilmistir. 20 ve 307 numarali TMV Adiyaman izolatlarina ait kilif protein geninin
uzunlugu 480 bp (Sekil 4.11) uzunlugunda oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2; Cizelge
4.3).
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Sekil 4.11. Saflagtirilmis plazmite uygulanan PCR’mn jel goriintlisii, M:Marker (100
10000)bp, 1:20(1) nolu PCR yapilan rekombinant plazmit, 2:20(2) nolu
PCR yapilan rekombinant plazmit, 3:20(3) nolu PCR yapilan rekombinant
plazmit, 4:20(4)nolu PCR yapilan plazmit, 5:20(5) nolu PCR yapilan
plazmit, 6:307(1), 7:307(2) nolu PCR yapilan rekombinant plazmit,
8:307(3) nolu PCR yapilan rekombinant plazmit, 9:307(4) nolu PCR yapilan
rekombinant plazmit, 10:307(5) nolu PCR yapilan rekombinant plazmit.

Cizelge 4.2. 20 numarali TMV izolatina ait kilif protein geni dizisi

Baz siras1 (bp) Niikleik asit baz dizisi

1 atgtcttacagtatcactactccatctcagttcgtgttcttgtcatcagcgtgggecgac

61 ccaatagagttaattaatttatgtactaatgccttaggaaatcagtttcaaacacaacaa

121 gctagaactgtcgttcaaagacaattcagcgaggtatggaaaccttcgccacaagtaact
181 gttaggttccctgacagtgactttaaggtgtacaggtacaatgcggtgttagacccgcta
241 gtcacggcactgttaggtgcttttgacactagaaatagaataatagaagttgaaaatcaa
301 gcgaaccccacgactgccgaaacgttggatgctactcgtagagtagacgacgcaacggtg
361 gctataaggagcgctataaataatttaatagtagaattgatcagaggaaccggatcttat
421 aatcggagctctttcgagagctcttctggtttggtttggacctctggtcctgeaacttg

480 a

Cizelge 4.3. 307 numarali TMV izolatina ait kilif protein geni dizisi

Baz siras1 (bp)  Niikleik asit baz dizisi

1 atgtcttacagtatcactactccatctcagttcgtgttcttgtcatcagegtgggecgac

61 ccaatagagttaattaatttatgtactaatgccttaggaaatcagtttcaaacacaacaa

121 gctagaactgtcgttcaaagacaattcagcgaggtatggaaaccttcgecacaagtaact
181 gttaggttccctgacagtgactttaaggtgtacaggtacaatgcggtgttagacccgeta
241 gtcacggcactgttaggtgcttttgacactagaaatagaataatagaagttgaaaatcaa
301 gcgaaccccacgactgecgaaacgttggatgctactcgtagagtagacgacgcaacggtg

361 gctataaggagcgctataaataatttaatagtagaattgatcagaggaaccggatcttat
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421 aatcggagctctttcgagagctcttctggtttggtttggacctctggtectgcaacttg
480 a

TMV Adiyaman izolatlarinin kilif protein geninin diinyadaki diger izolatlarin
kilif protein gen uzunluklari ile ayn1 uzunlukta oldugu goriilmiistiir. Elde edilen TMV
gen dizileri, gen bankasi veri tabaninda bulunan ve diinyanin farkli bolgelerinde tespit
edilen 19 farkli izolat dizisi ile olan akrabalik iliskileri filogenetik analiz ile ortaya

konulmustur (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Gen bankasinda bulunan TMV kilif protein geninin ulasim numarasi,
konukgu, iilke, gen ve uzunlugu konusundaki bilgiler

No Ulasim numarast  Konukc¢u Ulke Gen Uzunluk
1 KC572633 Nicotina tabacum Cin Kilif protein 480 bp
2 AF103780 Nicotina tabacum Kuzey Kore  Kilif protein 480 bp
3 LC390164 Luffa acutangula Endonezya Kilif protein 480 bp
4 MF467220 Lettuce sp Cin Kilif protein 480 bp
5 LN651241 Nicotina tabacum Vietnam Kilif protein 480 bp
6 KM275231 Petunia sp ABD Kilif protein 480 bp
7 AY629262 Petunia sp Brezilya Kilif protein 480 bp
8 AF318218 Solanum tuberosum G.Kore Kilif protein 480 bp
9 AF126505 Solanum lycopersicum  Hindistan Kilif protein 480 bp
10 KT923126 Nicotina tabacum Brezilya Kilif protein 480 bp
11  KF527471 Solanum lycopersicum  Iran Kilif protein 480 bp
12 KM407602 Nicotina glutinosa Tiirkiye Kilif protein 480 bp
13 KF184654 Solanum lycopersicum  Sirbistan Kilif protein 480 bp
14  KJ406323 Solanum lycopersicum  Rusya Kilif protein 480 bp
15 JN711115 Nicotina tabacum Cin Kilif protein 480 bp
16  GQ340671 Nicotina tabacum Sirbistan Kilif protein 480 bp
17 KY810785 Nicotina sp. Ingiltere Kilif protein 480 bp
18 MKO087763 Nicotina benthamiana  Ispanya Kilif protein 480 bp
19 DQ401152 Leonotis nepetaefolia Meksika Kilif protein 480 bp
20 MKG677444 Nicotina tabacum Tiirkiye Kilif protein 480 bp
21 MKG689859 Nicotina tabacum Tiirkiye Kilif protein 480 bp
22 KC900900 Triticum aestivum Tiirkiye Kilif protein 603 bp

Yapilan c¢oklu niikleik asit karsilagtirmalar1 sonucu TMV Adiyaman 1
(MK677444) 1zolatinin diinyadaki tespit edilen diger izolatlar ile %74.17-99.17 arasinda
degisen oranlarda benzerlik gosterdikleri ve TMV Adiyaman 2 (MK689859) izolatinin
diinyada tespit edilen diger izolatlar ile % 74.79-99.38 arasinda degisen oranlarda
benzerlik gosterdikleri belirlenmistir. TMV Adiyaman izolati 1 (MK677444) % 99.17
orani ile Sirbistan (GQ340671) izolat1 ile en diisiik ise % 74.17 oranda Brezilya izolati
(KT923126) ile benzerlik gostermektedir. TMV Adiyaman 2 izolati (MK689859) %
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99.38 orani ile en ¢ok Sirbistan (GQ340671) izolat1 ile en diisiik ise % 74.79 oranda
Brezilya izolat1 (KT923126) ile benzerlik gostermektedir (Sekil 4.12).



LN651241 9312 9229 8833

KJ406323 9312 9229| 8833
IN711115 9333| 9220| 8854
KF184654 9250) 9167| 8854
KY810785 9312| 9250 8875
MK087763 9312| 9250 8875
AF318218 92,71 9208 8833
MF467220 9229 9167 87,50
KC572633 9250 9146| 87,92
GQ340671 9292 9167 87,92
MKE77444 92,50) 92,08) 87,50
MKE89859 | 9458 9220 o9146] 8729
KM275231 9208) 9229| 8812
KM407602 93,12| 9271| 87,08
LC390164 9188 9083 87,92
AY029262 9 | 9292] 9250 8896
KF527471 9312| 9312 9333 9250 9312 9312| 9271 9220| 9250 9292| 9250 <9229 9208 9312 o188 9292 9229| 89,79
AF126505 9220 9229 9220 9167] 9250| 9250[ 9208] 9167] 9146] 9167 9208 9146 9220| 9271| 03[ 25| 9220 86,04
DQ401152 8833| 8833 8854 sess54| s87s| 8875 8833| 8750 8792 8792) s7s0| se7.20) ss12| s708| e792] ss9s| s979] 86,04
AF103780

KT923126

Sekil 4.12. CLC Main Workbench 6.7.1 programi ile TMV Adiyaman 1 ve Adiyaman 2 (MK677444 ve MK689859) izolatlarinin
diinyadaki TMV izolatlarinin (Cizelge 4.3) kilif protein genlerinin niikleik asit dizilerinin benzerlik oranlari.

144
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CLC Main Workbench 6.7.1 programi ile yapilan niikleik asit dizi
karsilastirmalarina gére MK67744 (20 nolu 6rnek) ulasim numarali 6rnekte kilif protein
geni lizerinde 480 niikleotit icerisinde 10 baz da (%2’lik) yer degistirme (Cizelge 4.5)
ve MK689859 (307 nolu 6rnek) ulasim numarali 6rnekte kilif protein geninde 11 bazda
(%2’lik) yer degistirme (Cizelge 4.6) tespit edilmistir.

Cizelge 4.5. TMV 20 nolu (MK677444) 6rnegin kilif protein genininde meydana gelen
yer degistirme

Baz sirasi Consensus Substitution

124
150
156
168
221
246
261
300
326
363

O>O>2>2>2>0-H0
4HO0O>4H000>0>

Cizelge 4.6. TMV 307 nolu (MK689859) 6rnegin kilif protein genininde meydana gelen
yer degistirme

Baz sirasi Consensus Substitution

55
124
150
156
168
228
246
261
339
363

O—4>»2>2>>0H4100
H4H04H4000>0>>

TMV Adiyaman izolatlarmin Cizelge 4.3’te verilen diinya izolatlar ile genetik
iligkisini ortaya koymak amaci ile 100 tekerriirlii olarak niikleik asit karsilastirmasi
sonucu elde edilen filogenetik aga¢ Sekil 4.11°de verilmistir. Filogenetik agag
olusturulurken Barley yellow dwarf virus (BYDV) (KC900900) dis grup olarak
kullanilmistir. Olusan bu grupta birbirine en ¢ok benzeyen TMV Adiyaman 2
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(MK689859) izolat1 ile Sirbistan (GQ340671) ve Adiyaman 1 (MK67744) izolat1 ayn1
grup igerisinde yer almistir(Sekil 4.13).

5 —— KC572633

®| | KJ406323

& L——INr11115
—— MFA467220
a L IN651241
® KF184654
——— KY810785
a1 | ——AF318218
5 L MK087763
———— MK677444
®| —— 6Q340671
2 93 L MK689859
LC390164
KM275231
KM407602
AY029262
AF126505
KF527471
———— DQ401152
®| ——AF103780
100 L KT923126
KC900900

Sekil 4.13. TMV Adiyaman (MK677444 ve MK 689859) izolatlar ile diinyadaki TMV
izolatlarinin (Cizelge 4.3.) kilif protein geninin niikleik ait dizisi 100
tekerriirlii olarak Neighbor joining yontemiyle olusturulan filogenetik agaci.

Bu da soyagacinda kullanilan izolatlarin birbirleri ile ¢ok yakin benzerlik gosterdigi
sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir. Olusturulan soy agaci dallar1 32-100 arasinda degisen

bootstrap rakamlariyla desteklenmistir. Bu dallamanin tesadifii olmayip istatistik agidan



48

anlamli bulunmustur. Elde edilen bu filogenik agag, TMV izolatlarinin konukguya bagh
olup cografik orjinin temel alinmadigini gdstermistir. Olusan bu farkliligin cografik

dagilistan olmayip konukgu farkliligina bagli oldugu ortaya ¢ikmistir.

4.4.2. CMY izolatlarimin kilif protein geninin karakterizasyonu

Kilif protein geni karakterizasyonu igin rastgele 61 ve 73 nolu CMV izolatlar
secilmistir. Kilif protein geninin tamami geni ugtan uca ¢ogaltacak sekilde dizayn edilen
primerler kullanilarak RT-PCR ile ¢ogaltilmis ve pGEM-T Easy vektorone
klonlanmistir. Klonlamanin basarili olup olmadigi rekombinant plazmite yapilan PCR
ile kontrol edilmistir. Kilif protein genini tasiyan plazmite c¢ift yonlii DNA dizileme
yapilmistir. DNA dizisi elde edilen CMV Adiyamanl izolatt MK704430 ve CMV
Adiyaman 2 izolati ise MK704430 ulagim numarast ile NCBI gen bankasina
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) kaydedilmistir. 61 ve 73 numarali CMV Adiyaman
izolatlarina ait kilif protein geninin uzunlugu 657 bp (Sekil 4.14) uzunlugunda oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7).

3015bp
| —
Plazmid

657bp

v

Sekil 4.14. Saflastirilmis plazmite uygulanan PCR’1n agaroz jel goriintiisii, M:Marker
(100- 10000)bp, 1:61(1) nolu PCR yapilan rekombinant plazmit, 2:61(2)
nolu PCR yapilan rekombinant plazmit, 3:31(3) nolu PCR yapilan
rekombinant plazmit, 4:61(4)nolu PCR yapilan plazmit, 5:61(5) nolu PCR
yapilan plazmit,6:73(1), 7:73(2) nolu PCR yapilan rekombinant plazmit,
8:73(3) nolu PCR yapilan rekombinant plazmit, 9:73(4) nolu PCR yapilan
rekombinant plazmit, 10:73(5) nolu PCR yapilan rekombinant plazmit.
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Cizelge 4.7. CMV 61 nolu izolatina ait kilif protein geni dizisi

Baz siras1 (bp) Niikleik asit baz dizisi

1 atggacaaatctgaatcaaccagttctggtcgtaaccgtegtegtegtcegegtegeggt
61 tccegetecgcettectectecteggatgcetacgtttagagtettgtcgcaacagcettteg
121 cgacttaataagacgttagcagctggtcgtcctactattaaccacccaacctttgtgggt
181 agtgagcgctgtaaacctggatacacgttcacatctattaccctgaagccaccgaaaata
241 gaccgtgggtcttattatggtaaaaggttgtcgcttectgattcagtcactgagttcgat
301 aagaagcttgtttcgcgcattcaaattcgagttaatcctttgccgaaatttgattctace
361 gtgtgggtgacggtccgtaaagttcctgectecteggacatgteegttgcegecatctct
421 gctatgttcgcggacggagectcaccggtactggtttatcagtacgecgeatccggagtt
481 caagctaacaacaaactgttgtatgatctttcggcgatgcgegctgatattggegacatg
541 agaaagtacgccgtactcgtgtattcaaaagacgatgcactcgagacggatgaactagta
601 cttcatgtcgacatcgagcaccaacgtattcccacatctggggtgcteccagtctga

Cizelge 4.8. CMV 73 nolu izolatina ait kilif protein geni dizisi

Baz siras1 (bp) Niikleik asit baz dizisi

1 atggacaaatctgaatcaaccagttctggtcgtaaccgtegtegtegtcegegtegeggt
61 tccegetecgcettectectecteggatgcetacgtttagagtettgtcgcaacagcettteg
121 cgacttaataagacgttagcagctggtcgtcctactattaaccacccaacctttgtgggt
181 agtgagcgctgtaaacctggatacacgttcacatctattaccctgaagccaccgaaaata
241 gaccgtgggtcttattatggtaaaaggttgtcgcttcctgattcagtcactgagttcgat
301 aagaagcttgtttcgcgcattcaaattcgagttaatcctttgccgaaatttgattctace
361 gtgtgggtgacggtccgtaaagttcctgectecteggacatgteegttgcegecatctct
421 gctatgttcgcggacggagectcaccggtactggtttatcagtacgecgeatccggagtt
481 caagctaacaacaaactgttgtatgatctttcggcgatgcgegctgatattggegacatg
541 agaaagtacgccgtactcgtgtattcaaaagacgatgcactcgagacggatgaactagta
601 cttcatgtcgacatcgagcaccaacgtattcecacatctggggtgcteccagtctga

CMV Adiyaman izolatlarimin kilif protein geninin uzunlugu diinyada tespit
edilen diger izolatlarin kilif protein gen uzunluklar: ile ayni oldugu saptanmistir. Gen
bankas1 veri tabanina daha 6nce diinyanin farkli bolgelerinde tespit edilerek girilmis 20
farkli izolat secilmistir (Cizelge 4.7.). CMV Adiyaman izolatlarn ile diger 20 farkli
izolat (Cizelge 4.5) arasindaki benzerlik oranlar1 filogenetik analiz ile ortaya

konulmustur.



Cizelge 4.9. Gen bankasinda bulunan CMV kilif protein geninin ulagim numarasi,
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konukgu, iilke, gen ve uzunlugu konusundaki bilgiler

No Ulasim numaras1  Konukc¢u Ulke Gen Uzunluk
1 AJ242585 Nicotina tabacum Cin Kilif protein 657 bp
2 MG251400 G.Kore Kilif protein 657 bp
3 AMB396983 Hindistan Kilif protein 657 bp
4 AMO048831 Nicotina tabacum Vietnam Kilif protein 657 bp
5  AJ585086 Lilium sp Hindistan Kilif protein 657 bp
6  AJ810258 Cucurbita maxima Almanya Kilif protein 657 bp
7 AJ585522 Capsicum sp Avustralya Kilif protein 657 bp
8 AJ304403 Nicotina benthamiana  Hollanda Kilif protein 657 bp
9  ABO069971 Musa sapientum Endonezya Kilif protein 657 bp
10 AB448696 Solanum tuberesum Japonya Kilif protein 657 bp
11  AY450854 Nicotina tabacum Yunanistan Kilif protein 657 bp
12 DQO0028851 Cucumis sativus fran Kilif protein 657 bp
13 HQ829829 Nicotina tabacum Cin Kilif protein 657 bp
14 MG021462 Xanthosma sp Avustralya Kilif protein 657 bp
15 MF100856 Pisum sativum Pakistan Kilif protein 657 bp
16 JF918966 Nicotina tabacum ABD Kilif protein 657 bp
17  KM262647 Nicotina tabacum Iran Kilif protein 657 bp
18 KM207236 Solanum lycopersicum  Misir Kilif protein 657 bp
19 KM516905 Solanum melengona Banglades Kilif protein 657 bp
20 KX216873 Musa sp D.Kongo Kilif protein 657 bp
21  MK704429 Nicotina tabacum Tiirkiye Kilif protein 657 bp
22 MK704430 Nicotina tabacum Tiirkiye Kilif protein 657 bp
23 KC900900 Triticum aestivum Tiirkiye Kilif protein 603 bp
Yapilan c¢oklu niikleik asit karsilagtirmalart sonucu CMV  Adiyaman

(MK7444330) izolatinin diinyada tespit edilen diger izolatlar ile % 75-99.54 arasinda,
CMV Adiyaman (MK744429) izolatinin diinyada tespit edilen diger izolatlar ile
%75.30-97.87 arasinda degisen oranlarda benzerlik gosterdikleri belirlenmistir. CMV
Adiyaman izolatt (MK704429) % 97.87 orani ile en ¢ok Yunanistan (AY450854)
izolatina en diisiik ise % 74.17 oranda Hindistan izolati (AM396893) ile benzerlik
gostermektedir. Adiyaman izolati (MK704430) % 99.54 orani ile en c¢ok Japonya
(AB448696) izolatina en diisiik ise % 75 oranda Hindistan izolat1 (AJ585086) ile
benzerlik gostermektedir (Sekil 4.15).



AB448696

MK704430

KM207236 |

KM262647

KX216873 |
JF918966 |
AJ810258 |
AJ585522 |

DQ002885

MG251400 |

MK704429

AY450854 |

AB069971

AM048831 |
HQs29829 | 1!

MG021462

KM516905 |

AJ242585

AJ304403 |
MF100856 |

AJ585086

AM396983 |

Sekil 4.15. CLC Workbench programi 6.7.1 ile CMV Adiyaman (MK704429 ve MK704430) izolatlarinin diinyadaki CMV izolatlarinin

(Cizelge 4.4) kilif protein genlerinin niikleik asit dizilerinin benzerlik oranlari.

® | 17
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92,09 9224
9224| 9178
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92,39 9224
91,78| 9163
91,63] 9148
92,54| 9224
91,63] 9132
91,48| 91,63
9422| 9361
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93,61| 9330
93,30] 9346
92,09| 9346
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CLC Main Workbench 6.7.1 programi CMV Pairwise comparison modeli
kullanilarak yapilan niikleik asit dizi karsilastirmalara (Sekil 4.15) gore MK704429
(73 nolu o6rnek) ulagim numarali 6rnekte kilif protein geni lizerinde 657 niikleotit
icerisinde 36 bazda (%7.5’1lik) yer degistirme (Cizelge 4.9) ve MK704430 (61 nolu
ornek)) nolu ulasim numarali 6rnekte kilif protein geninde 13 bazda (%2.7lik) yer

degistirme (Cizelge 4.10) tespit edilmistir.



g

|
kx216873 HHoBocEETEE HEEEcANcEE HoBEcBtoof HotEEEERER
KM262647 EloBolBtEE BEAEcEBctY HoB8cBtoot Hok IIIHII
AB448696 tlgHoBEttE HtAScEEctt HoEBEgEtogt ta
KM207236 EHoBolEtYE BtAEcANctY HoBEcHtoot B BaEtE
AJ810258 ElogBoBBEEE HEEEcEEcEY BoEBoBtook BEEtA
JFo18966 EHoBoMBTEE EtEEcEABctY HoBEcBtook gtd
AJ585522 tillgBoBBtEE BtEEcEEott BoBBcBtoct B BEEtE
MG251400 EMoloBETEE BtEEcEEctY otEEcEtoct B BaEtE
paoozsss EHoBoHBTEE HPEE.EEcEY otHEcEtock B (] =Il
Av450854 EloBolBttE HtEScABctt MoBEcBtgot ta
AB069971 HlgBocHEttE BtEEcEEELY HoEBcBtoct B Btd
Am048831 ElogBoBEttE HtEScEHctY HoBEcBigol gtd
HQ829829 THoBoHEtTE BEAE.ENcEY golBoBtoot BHotEETREES
MG021462 ElololBEttE HtEEcABctt HoBEcBtock B dgtaE
KM516905 EloBoBBtEE BESEcEEctY HoEScBtook Btd
AJ242585 HEgloBETEE BtSEEEEEE: BoEEEttoot B BtE
AJ304403 HEgHoBETEE BYSEEEEEEY Ho foogl B ESEtE
mr100856 HEoHEEEtEE BrEcEAEEEE to togh [ kY |
As585086 Htlg@EcltEE AtE HAEEEt HoBESttoot HotEEEEE::
AM396983 HtgHoHETEE HtEEEEEEEt BoEEEttaok lcllllllll
mk704430 THGHGHETTE ATAEcEEGTT lGlIGlIGGl GTEEARETA
MK704429 THGEGAETTE ATANGABGTT HcEAGETGGT BGTEETARTA

Consensus

Sekil 4.16.

TCGCGACTTA ATAAGACGTT
CLC Workbench 6.7.1. programi ile

AGCAGCTGGT
CMV Adiyaman (MK704429 ve MK704430) izolatlarinin diinyadaki diger CMV

CGTCCAACTA

TTAACCACCC

AACCTTTGTG

izolatlarinin (Cizelge 4.4) kilif protein genlerinin niikleik asit dizilerinde meydana gelen yer degistirmeler
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Cizelge 4.10. CMV 73 nolu (MK704429) 6rnegin kilif protein genininde meydana gelen
yer degistirme.

Baz sirasi Consensus Substitution
25 G T
45 A T
63 T C
75 C T
76 C T
85 G T
96 C G
114 G A
156 A T
183 N T
189 A G
204 G A
237 A G
275 T C
276 A G
279 A T
394 G G
297 A G
299 A T
300 T C
375 A G
403 T A
405 A G
408 T C
471 T C
477 T C
483 C T
489 C T
499 T C
534 A T
558 C A
594 C T
597 G A
612 T C
630 C T
654 N C
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Cizelge 4.11. CMV 61 nolu (MK704430) 6rnegin kilif protein genininde meydana gelen
yer degistirme.

Baz sirasi Consensus Substitution
78 C T
180 G A
183 N G
197 A G
238 G A
261 T C
303 T C
471 T C
499 T C
536 C T
582 A G
639 A G
656 N C

CMYV Adiyaman izolatlarinin Cizelge 4.4’te verilen diinya izolatlar1 ile genetik
iligkisini ortaya koymak amaci ile 100 tekerriirlii olarak niikleik asit karsilastirmasi
sonucu elde edilen filogenetik agaclar Sekil 4.17°de verilmistir. Filogenetik agag
olusturulurken Barley yellow dwarf virus (BYDV), (KC900900) dis grup olarak
kullanilmistir. Filogenetik analiz sonucunda iki farkli ana grup olusmustur. Birbirine en
cok benzeyen CMV Adiyaman (MK704429) izolati ile Yunanistan (AY450854) izolati
ayni grupta ve Adiyaman (MK704430) ile izolat1 ise farkli grupta yer almistir (Sekil
4.16.). Diger izolatlar farklilik gdsterdigi igin farkli bir grup igerisine yerlesmistir.
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AJ242585

— MF100856

oo —— MG251400

25 —— AJ810258
2| L Kx216873
9% ¥ L MK704430
KM262647
JF918966

KM207236
AB448696
AJ585522

HQ829829
AMO048831
B —— AY450854

76 L MK704429
AB069971

—— MG021462
71l KM516905
KC900900

Sekil 4.17. CMV Adiyaman (MK704429 ve MK704430) izolatlar1 ile diinyadaki CMV
izolatlarinin (Cizelge 4.4.) kilif protein geninin niikleik ait dizisi 100
tekerriirlii olarak Neighbor joining yontemiyle olusturulan filogenetik agaci

4 %

14

Bu da soyagacinda kullanilan izolatlarin birbirleri ile fazla benzerlik
gostermedigi sonucunu ortaya cikarmaktadir. Olusturulan soy agaci dallar1 14-99
arasinda degisen bootstrap rakamlariyla desteklenmistir. Adiyaman izolatlarimin iki
farkl1 yerde dallanmasi bu izolatlarin CMV’nin farkli gurupta yer almasindan dolay1

oldugu distiniilmektedir.



5. SONUC

Adiyaman ilinde tiitiinii infekteleyen viriisler ile ilgili bugiline kadar herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Adiyaman ili tiitiin {iretim alanlarindaki tiitiin viriislerinin
arastiritlmasi i¢in yapilan bu ¢alisma il kapsaminda ve molekiiler diizeyde yiiriitiilen en
kapsamli survey calismasidir. Ulkemizin tiitiin iiretimi yapilan diger illerinde bdyle bir
caligmaya rastlanmamistir. Adiyaman ilinde 2018 yilinda tiitiin tarlalarindan toplanan
450 tane taze tiitlin yaprak Ornegindeki tiitiin viriisleri (TMV, CMV, TEV, TVBV,
PVY)’nin varligi multipleks RT-PCR yontemleri ile arastirilmistir. Test edilen 450
titlin yaprak orneklerinde TEV, TVBMV, PVY viriislerine rastlanmamistir. Survey
kapsaminda toplanan 450 tane 6rnegin 40 tanesinde CMV (% 8.8), 25 tanesinde TMV
(% 5.5), 1 tanesinde TMV + CMV(% 0.2) karisik infeksiyon tespit edilmistir.
Adiyaman ilinde tiitiin viriislerinin genel infeksiyon orani %14.4 olarak tespit edilmistir.
Survey yapilan ilgelerden en ¢ok Merkez ilgesi ve Celikhan ilgesinde viriisler tespit
edilmistir. Merkez ilgesinde test edilen 165 oOrnekten 16 tanesinde CMV(% 9.6),8
tanesinde TMV(% 4.8) daha sonra Celikhan il¢esinden toplanan 80 ornekten 14
tanesinde CMV(% 11.2) 6 tanesinde TMV(% 4.8), Kahta il¢esinden testlenen 65
ornekten 5 tanesinde CMV((% 7.6) 5 tanesinde TMV(% 7.6) Samsat ilgesinden
toplanan oOrneklerden 3 tanesinde CMV(% 6.6) 3 tanesinde TMV(% 6.6) Besni
ilgesinden toplanan orneklerden 2 tanesinde CMV (% 3.6) 2 tanesinde TMV(% 3.6 )
tespit edilmigtir. Tut ve Gerger ilgesinden toplanan 6rneklerden higbirinde viriis tespit
edilememistir. Yapilan bu ¢alismada Adiyaman ili ve ilgelerinden test edilen 6rneklerde
CMV viriisiiniin TMV viriisiinden daha yaygin oldugu belirlenmistir.

Adiyaman ilinde tespit edilen TMV ve CMV izolatlar1 arasindan rastgele segilen
iki izolat T-A klonlama yontemi ile kilif protein bolgelerinin  tamaminin
karakterizasyonu yapilmistir. Boylece calisma sonucunda tespit edilen viriislerin kilif
protein genleri TMV Adiyaman 1 izolatt MK677444, TMV Adiyaman 2 izolat
MK689859, CMV Adiyaman 1 izolatt MK704429, CMV Adiyaman 2 izolati
MK704430 ulagim numarasi ile NCBI gen bankasina kayd edilmistir. Adiyaman TMV
izolat1 kilif protein geninin tamaminin diinyada belirlenen diger izolatlarda oldugu gibi
480 bp uzunlugunda oldugu DNA dizilemesi ile saptanmistir. CLC Main Workbench

6.7.1 programi ile yapilan niikleotid dizi karsilastirmalar1 sonucunda TMV Adiyaman 1
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( MK67744) izolat1 diinyadaki diger izolatlar ile niikleotid diizeyinde % 74.58-99.17
arasinda degisen, TMV Adiyaman 2 (MK689859) izolat1 diinyadaki diger izolatlar ile
niikleotid diizeyinde %74.79-%99.38 arasinda degisen oranlarda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. Adiyaman CMYV izolat1 kilif protein geninin tamaminin diinyadaki diger
izolatlarda oldugu gibi 657 bp uzunlugunda oldugu DNA dizilemesi ile ortaya
konmustur. CLC Main Workbench 6.7.1 programi ile yapilan niikleotid dizi
karsilagtirmalari sonucunda CMV Adiyaman 1 (MK704429) izolat1 diinyadaki diger
izolatlar ile niikleotid diizeyinde % 75.30-97.87 arasinda degisen, CMV Adiyaman 2
(MK704430) izolat1 diinyadaki diger izolatlar ile niikleotid diizeyinde % 75-% 99.54
arasinda degisen oranlarda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Adiyaman ilinde yapilan bu ¢aligma ile tespit edilen tiitiin viriislerinin, bolgede
tiitlin tarimini tehdit edecek diizeyde olmadigi tespit edilmistir. Fakat simdiden 6nlem
alinmazsa virlis tiitliin tiretim alanlarinda ciddi bir sorun haline gelecektir. Bu ¢alisma
sonucunda elde edilen bulgular 1s18inda; Adiyaman i¢in 6nemli bir tarla bitkisi olan
tiitlinde tespit edilen viriislerin vektorliiglinii yapan yaprak biti ve tiitiin trips tiirlerinin
kapsamli bir ¢aligsma ile ortaya konulmasi gerekmektedir.

* Solanacea familyas: kiiltlir bitkileri, yabanci otlar ve ¢ok sayida bitki tiiriinii
icermektedir. Bu bitkilerde ¢ok sayida virlis hastaligi oldugu bilinmektedir. Hastaliga
yol agan bu viriislerin de bagka calismalar ile belirlenerek bolgedeki viriislerin haritasi
ortaya konulmalidir. Yiiriitiilen bu ¢aligma ayni zamanda tiitiinde viral hastaliklarin
yayilmasinda 6neme sahip vektdor boceklerin ortaya konacagi diger caligmalara 151k
tutacak niteliktedir. Elde edilen bulgular uluslararasi litaratiirde Tiirkiye’deki tiitiin viriis
hastaliklar1 konusunda bilgi vermesi bakimindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Yapilan bu
calisma 1s18inda tiitlin bitkisinde farkli viriislerin sebep oldugu tekli veya karigik
enfeksiyon durumlart multipleks RT-PCR yontemi ile hizli, giivenilir ve uygun
maliyetle teshis edilebilecektir.

» Tiitlin virtisleri ile miicadelede yaprak bitleri ve tripslerle tasinan viral
etmenlerin ara konukgusu olan solanacea familyasindaki yabanci otlar ile miicadele
edilmesi biiylik 6nem arzetmektedir. Tiitiin viriisleri ile miicadelede daha kesin ¢oziim
i¢in dayanikli ¢esit kullanilmasina dikkat edilmelidir.

*Tiitlin virtislerinin ilde ve bolgede epidemi yapmamasi igin yaprak biti ve trips

poplilasyonun yogun oldugu zamanlardan kac¢inilmasi ge¢ ekim ve ya erken ekim
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yapilmasi, miimkiin ya da vektorlere karst uygun kimyasal ilaglar ile ilaglama yapilmasi

gerekmektedir.
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