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Tiirkiye’de patlican Uretiminde lider olan Akdeniz bolgesinin Antalya ilinde
patlican arazilerinde sorun olan virlis hastaliklarinin tespiti ile ilgi bir aragtirma
yapilmamis olmasi sebebiyle bu tez calismasi yapilmistir. 2016-2018 yillar1 arasinda
Antalya ilinin ilcelerinde sorveyler yapilmis, {iretim miktarlarina gore Ornekler
toplanmustir. Ornekler DAS-ELISA metoduyla Eggplant mottled dwarf virus (EMDV)
ve Tomato spotted wilt virus (TSWV)’e; PCR metoduyla Tomato yellow leaf curl
virus'e; RT-PCR metoduyla Alfalfa mosaic virus (AMV), Cucumber mosaic virus
(CMV), Eggplant mosaic virus (EMV), Eggplant mottled crinkle virus (EMCV),
Eggplant mottled dwarf virus (EMDV), Potato Y virus (PVY), Tomato bushy stunt virus
(TBSV), Tobacco mosaic virus (TMV), Tomato mosaic virus (ToMV), Tomato
chlorosis virus (ToCV) ve Tomato spotted wilt virus (TSWV)’e kars1 testlenmistir.
Molekiiler ve serolojik ¢alismalar sonucunda AMV, EMV, EMCV, PVY, TBSV ve
TMV ile enfekteli 6rnek bulunamazken, ¢aligma kapsaminda toplanan 6rneklerin %10’u
ToCV, %6’st ToMV, %5’i EMDV, %4’i TSWV ve %3’ CMV ile enfekteli
bulunmustur. TYLCV %19 oraninda bulunarak en yaygin viriis olarak belirlenmistir.
Bu sebeple TYLCV nin 1rklar1 molekiiler olarak karakterize edilmis ve biyoinformatik
calismalarla desteklenmistir. Tomato yellow leaf curl virus Mild irk1 % 40 ve Tomato
yellow leaf curl virus Israil irk1 % 60 oranlarinda tespit edilmistir.
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ABSTRACT

DETERMINATION EGGPLANT’S VIRUSES AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF THE MOST COMMON VIRUS IN EGGPLANT
PRODUCTION IN ANTALYA PROVINCE

Pelin SARIKAYA
MSc Thesis in Plant Protection
Supervisor: Dr. HAKAN FIDAN

March 2019; 82 pages

This study was conducted to identfy and detects virus diseases in eggplant
production areas in Antalya province at Turkey. To date, there is no such study known
on eggplants grown areas either in field and greenhouses in Antalya province of
Mediterranean region. Surveys were carried out and infected samples were collected
according to the production quantities in districts of Antalya province between 2016-
2018 years, All the samples were tested against Eggplant mottled dwarf virus (EMDV)
and Tomato spotted wilt virus (TSWV) using DAS-ELISA serological method. The
PCR analysis method has applied to Tomato yellow leaf curl virus as well as Alfalfa
mosaic virus (AMV). The RT-PCR methods have used for Cucumber mosaic virus
(CMV), Eggplant mosaic virus (EMV) (=Andean potato latent virus) (APLV), Eggplant
mottled crinkle virus (EMCV), Eggplant mottled dwarf virus (EMDV), Potato Y virus
(PVY), Tomato bushy stunt virus (TBSV), Tobacco mosaic virus (TMV), Tomato
mosaic virus (ToMV), Tomato chlorosis virus (ToCV) and Tomato spotted wilt virus
(TSWV). All molecular and serological analyses have revealed that no infection on
samples with AMV, APLV, EMCV, PVY, TBSV and TMV. However, among the
tested samples; %10 was infected with ToCV, others %6 with ToMV, %5 with EMDV,
%4 with TSWV and %3 with CMV respectively. TYLCV was found to be the most
common virus with 19% ratio. Therefore, further bioinformatics studies have used for
detection and characterization of the TYLCV's races. The analysed samples of TYLCV
have similar structure with 40% rate of Tomato yellow leaf curl virus Mild and %60 rate
of Tomato yellow leaf curl virus Israel races respectively.
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ONSOZ
Yapilan tez calismasinda Antalya ilinde patlican yetistiriciligi yapilan alanlarda
sorvey yapilarak iiretimde sorun olan viriis hastaliklarinin tespiti yapilmistir.
Sorveylerde toplanan 6rnekler DAS-ELISA, PCR ve RT-PCR metotlariyla testlenerek
viriis enfeksiyonlar1 belirlemeye g¢aligilmistir. Testlemeler sonucunda Tomato yellow
leaf curl virus (TYLCV) en yaygin viriis olarak belirlenmis ve molekiiler olarak

karakterize edilmistir.
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GIRIS P.SARIKAYA

1. GIRIS

Solanaceae (Patlicangiller) familyasi tropikal ve subtropikal bolgelerde yayilmis
90 cins ve yaklasik 2500 tiir barindirmaktadir (\VVorontsova ve Knapp 2012). Eski Dunya
(Afrika ve Avrasya) ve Avustralya, 300'den fazla Solanum tiirline ev sahipligi
yapmaktadir (Levin vd. 2006; Vorontsova ve Knapp 2016). Tirkiye'de 12 cins ve
bunlara ait 36 turd bilinmektedir. Solanaceae familyasinin Solanum cinsi ise 107 tdr
icermektedir. Solanum cinsinin ¢ogu taksonunun temel kromozom sayisi n =12'dir
(Chiarini vd. 2010 ). Patlican (Solanum melongena), Solanaceae familyasinin Solanum
cinsine ait bir sebze taradur.

Patlican (Solanum melongena), aubergine veya eggplant isimleriyle bilinmekte
olup, bircok iilkede ekonomik anlamda 6nemli bir sebzedir. Candolle (1883)’e gore
antik zamanlarda Hindistan’da bilinmekte olup Avrupa’da ilk kaydi 15.yy’da
yapilmistir. Meyve sekli ve rengi yumurtaya benzedigi icin ‘eggplant’ ismiyle
anilmaktadir (Sao ve Metha 2010).

Sekil 1. 1.Yumurtaya benzeyen sekli ve rengiyle patlican bitkisi (Anonymus 1)

Pearce ve Lester (1979) tarafindan “patlican kompleksi”, Solanum melongena, S.
insanum Ve Solanum incanum (Daunay vd. 1991) olarak tarif edilmistir. Bununla
birlikte, patlicanin en sik kullanilan gesitleri {i¢ yakindan iligkili tiirdtir: S. melongena
L., S. aethiopicum L. ve S. macrocarpon L. yaygin olarak en iinlii tiirlerdir (Daunay vd.
2001) ve diinya ¢apinda yetistirilmektedir.

En 6nemli Uretici ulkeler; Cin (32 milyon ton), Hindistan (12,5 milyon ton),
Misir (1.2 milyon ton), Tiirkiye (0.85 milyon ton) ve iran'dir (0.67 milyon ton). Asya
ve Akdeniz’de patlican en onemli bes bitkisel {iriin (domates, biber, patates, tiitiin,
patlican) arasinda yer almaktadir (FAO 2016).

Patlican, insanligin gida ihtiyacini karsilamak tizere yetistiriciligi yapilan en eski
sebze tirlerinden birisidir. Patlican, her tiirlii yemegi kolayca pisirilen, garnitiir, salata,
recel ve tursu olarak degerlendirilen bir sebzedir. Patlicanin insan sagligindaki yerinin
diger sebze tlrlerinden kiiciimsenmeyecek diizeyde oldugu bilinmektedir. Patlican insan
saglhigina yonelik yiiksek vitamin, mineral ve biyoaktif bilesik igerigi bakimindan en
saglikli sebzeler arasinda kabul edilmektedir (Raigon vd. 2008 ; Plazas vd. 2014b ;
Docimo vd. 2016 ).
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Patlicanin 100 gramindaki kalori degeri 24°tilir ve 1.1 g protein, 2 g yag ve 5.5 g
karbonhidrat i¢cermektedir. Vitamin igerigi bakimindan ise; 100 graminda 30 IU A
vitamini, 0,4 mg B1 vitamini, 0,5 mg B2 vitamini ve 5 mg C vitamini bulunmaktadir
(Anoniml).Patlicanda bulunan hem fenolik asitler hem de antosiyaninler, insan
sagligina yararli birgok 6zellige sahiptir (Plazas vd. 2013 ; Braga vd. 2016).

Patlicanin anavatani i¢in en yaygin varsayim Hindistan'dir, ancak Cin'in aym
derecede eski patlican kayitlarina rastlanmigtir. Her iki bolge de yiiksek oranda yabani
patlican popiilasyonuna sahiptir. Solanum melongena’nin  Solanum incanum L.
ve Solanum undatum Lam tiirlerinin kokeni gesitli  analizlerle anlasilmaya
calistlmuistir. Sonuclar S. melongena ‘nin  genetik olarak birbirinden ¢ok da farkli
olmayan iki atasindan birinin Hindistan’da ve digerinin de Cin’de olabilecegini
gostermistir (Knapp vd. 2013).

Diinya Sebze Merkezi (WorldVeg) veritabani sisteminde S. melongena'nin 1.308
girigi arasinda yesil ve mor meyvelerin %38-47 oraninda oldugu, normal meyveden
biraz daha uzun ve genis olan patlican genotiplerinin orani sirasiyla %31.1 ve %18.7
oraninda oldugu bilgisine erisilebilmektedir. S. melongena ve S. aethiopicum'a ait 98
kayit arasinda biiyiik bir g¢esitlilik bulunmustur ve bitki boyu, ¢iceklenme suresi, meyve
boyu ve meyve asitligi gibi farkli meyve o6zellikleri i¢in S. macrocarpon meyve kalitesi
tanimlayicilar1 arasinda zayif bir iliski bulunmustur (Polignano vd. 2010). Meyve tadi
acisindan, %26,8’inin tatli, %53.2’sinin hafif tathh ve %6,1°1 ac1 oldugu bildirilmistir.
AVRDC (1996) tarafindan yapilan bir ¢aligmada incelenen 90 kuru patlican genotipinin
kuru madde oraninda, toplam seker igeriginde ve lif igeriginde biiylik farkliliklar
belirlenmistir. Kuru madde, toplam seker ve lif icerigi dagilimi sirasiyla yiizde 5.5 ila
10.1, 7.0 1la 40.1 ve 4.7 ila 18.1 arasinda degismektedir.

Sekil 1. 2. Diinya Sebze Merkezi koleksiyonundaki bazi farkli meyve sekilleri, renkleri
ve boyutlar1 (Taher, 2017)

Ulkemiz, farkli iklim ve toprak sartlarina sahip olmasi nedeniyle birgok farkl:
sebze tiirlii Uretilebilmektedir. Fakat patlicanin iklim ve toprak isteklerinin yaninda
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bakim sartlarinin zor olmasina baglh olarak her iireticinin kolaylikla tercih etmedigi bir
sebzedir. TUIK verilerine gore iilkemizde 2018 yilinda 199.292 da alanda 836.284 ton
patlican tretilmistir. Akdeniz bdlgesi 69.191 da alanda 431.506 ton ile en fazla patlican
uretilen bolgemizdir. Akdeniz bdlgesindeki Antalya ilinde 23.560 da alandan 190.125
ton Uretim yapilmistir. Antalya ili Tirkiye’deki patlican iiretiminden %20 pay
almaktadir (TUIK 2018)

Tiirkiye sartlarinda patlican tiretimi hem acikta hem Ortii altinda yapilabilmekte,
fakat iklim ve toprak istegi yaninda bakim sartlar1 ve ekim ndbeti tercihinden dolay1 her
bolgede yetistirilememektedir. Tiirkiye'de patlican iiretimi yapilan en O6nemli iller;
Antalya, Mersin, Adana, Sanliurfa, Hatay, Aydin, Bursa ve Samsun'dur (Akan ve Demir
2012).

Ulkemizin Akdeniz bdlgesinde ortii alti sebze yetistiriciligi cam sera veya
plastik seralar gibi korunmus alanlarda sonbaharda baslamakta ve yaz basina kadar
devam etmektedir. Akdeniz bolgesinde Ortii alti yetistiricilikte en yaygin sebzeler
domates, biber, hiyar ve patlican olarak siralanmaktadir. Patlican iiretiminde de farkl
dénemlerinde, patlicana degisen oranlarda zarar veren bir¢ok biyotik ve abiyotik faktor
bulunmaktadir. Abiyotik faktorler; riizgar, firtina, kar, dolu, don, yiiksek sicaklik, su,
besin maddesi yetersizligi olarak siralanabilmektedir. Biyotik faktorler ise; viriisler,
bakteriler, funguslar, nematodlar, bitki zararlist bdcekler ve akarlar olarak
siralanabilmektedir.

Ciftciler surddrdlebilir Gretim ve iklim degisikligi zorluklarina uyum igin
gelistirilmis patlican gesitlerine ihtiya¢ duymaktadir. Patlican nispeten uzun bir bliylime
periyoduna sahip oldugu i¢in, diger bitkilere kiyasla ¢ok ¢esitli hastaliklara, zararlilara,
nematodlara ve yabanci otlara daha fazla maruz kalmaktadir. En sik goriilen hastaliklar
arasinda bakteriyel solgunluk, Verticillium ve Fusarium solgunluklari, antraknoz,
meyve clrimesi, Alternaria cirtkligi, Phytophthora yanikligi, meyve ciiriimesi,
yaprak lekesi, kii¢lik yaprak olusumu ve mozaik lekeler bulunmaktadir (Rotino
vd. 1997). Asirt sicakliklar, kuraklik veya sel gibi ongdriilemeyen hava kosullari, verim
ve meyve kalitesini diisiirebilir. Genelde yuksek getirili patlican yetistirme programlari,
cogunlukla hibrit gelistirmeyi amaglayan, major hastalik ve zararli boceklere direngli,
yiilksek meyve kalitesi olan, raf Omrii uzun ve cevresel strese genis adaptasyonlu
cesitler elde etmek lizerine yapilmaktadir (Daunay ve Hazra 2012). Patlican akarlar,
beyazsinekler, yaprakbitleri, tirtillar, benekli bocekler ve yaprak piresi dahil olmak
lizere bir¢ok zararli bocek tarafindan saldirtya maruz kalmaktadir (Rotino vd. 1997)

Ortii alt1 yetistiriciliginde ¢evre kosullari ile kiiltiirel uygulamalar, acikta
yetistiricilikten farkli oldugu i¢in ayni sebze tiirleri bu iki farkli yetistiricilik kosulu
altinda farkli virolojik etmenlerden etkilenmektedir. Sera veya plastik tiineller toprakta
kaliciligint koruyabilen viriislerin yerlesmesine ve yayilmasina, ayrica temas yoluyla
bitkiden bitkiye tasinmasmna c¢ok uygundur. Diger yandan Ortii altinda yetistirilen
bitkiler, disaridakilere oranla vektér boceklerin direkt zararina daha az maruz kalmakla
birlikte, vektorlerle tasinan bazi virlisler tohumla da tasinabildiginden serada bu
vektorler bulundugunda ciddi problemler olusmaktadir (Conti ve Lovisolo 1983). Bu
yoniiyle ortli alt1 sebze yetistiriciliginde viral hastaliklar 6nemli iiriin kayiplarina yol
acmakta, bu da iiretimin beklenenden az miktarda ger¢eklesmesine neden olmaktadir.
Ayrica viral hastaliklara karsi kimyasal miicadelenin olmamasi da viral hastaliklarin
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Oonemini arttirmaktadir. Bitki virlis hastaliklari, kiltiir bitkilerini degisik oranlarda
etkileyerek iiriin kayiplarina neden olmaktadir. Onlem almmadigi takdirde %100’lere
varan oranlarda verim kayiplar1 ortaya ¢ikabilmektedir. Diinyada ortii alti ve agikta
yetistirilmekte olan patlicanin viral hastaliklar1 ile ilgili bir¢ok c¢alisma yapilmis;
patlicanin birgok virlis hastaligina konukguluk ettigi, bu virlis izolatlarinin
karakterizasyonu ve patlicanda olusturduklar1 simptomlar1 konu alan ¢alismalar bircok
tilkeden rapor edilmistir. Buna ragmen iilkemizde patlicanin viral hastaliklar
konusunda yapilan ¢alisma sayis1 olduk¢a azdir. Bitki viriis hastaliklari, Solanaceae
familyasinda ¢ok Onemli zararlar yapmasina karsilik Antalya ilinde patlican
yetistiriciliginde sorun olan viriislerin varliklarini belirleyen, zararlarini inceleyen
detayli bir c¢alisma bulunmamaktadir. Patlicanin viriis hastaliklart ile ilgili olarak
yuratilen bu calismanin baslica amaci, Akdeniz Bolgesi’nde patlican yetistiriciliginin
en fazla yapildigi Antalya ilinde patlican iiretim alanlarinda varsa patlican ekim
alanlarinda zarar derecesine bakilmaksizin mevcut virls hastaliklarini simptomatolojik,
serolojik ve molekiiler olarak belirlemek ve saptanan en yaygin etmenin
karakterizasyonunu yapmaktir. Bu amaca yonelik olarak 2016-2018 vejetasyon
donemlerinde patlican yetistiriciligi yapilan alanlarda sorvey calismalar: yapilmis ve
virs hastaliklar: belirlenmeye calisilmastir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Solanaceae (Patlicangiller) familyasi tropikal ve subtropikal bolgelerde yayilmis
90 cins ve 2500 tiir barindirmaktadir. Turkiye'de 12 cins ve bunlara ait 36 tiri
bilinmektedir. Solanaceae familyasinin Solanum cinsi ise 107 tiir icermektedir. Patlican,
Solanaceae familyasinin Solanum cinsine aittir. Bilimsel ismi Solanum melongena ‘dir.
Patlican 1liman iklimlerde tek yillik, tropik iklimlerde ise kiigiik bir aga¢ seklinde
biiyiiyen ¢ok yillik bir kiiltiir bitkisidir. Patlicanin ilk yetistiriciligi M.O 5.yy'da
Hindistan'da olup, 16. yy'da Avrupa'ya getirilmesi Ispanyollar tarafindan
gerceklestirilmistir. Avrupa'ya ilk getirildiginde siis bitkisi olarak kullanilan patlican,
diinyada firetilen yas sebzeler arasinda 6. swrada yer almaktadir. Iceriginde
diisiik nikotin barindirmasi nedeniyle patlicani tiikketen tek canli tiirii insandir. Tropik
bolgelerde ¢ok yillik bitki 6zelligi gosterirken bu kusagin disindaki iklim kusaklarinda
tek yilliktir (Anonymus 2). "Eggplant” ismi blyuk olasilikla Solanum melongena
tiirlerinin yumurta sekli ve beyaz renkli meyveleriyle ilgilidir (Kalloo 1993).

2.1. Diinyadaki Calismalar
2.1.1. Eggplant mottled dwarf virus (EMDV)

Martelli (1969), Eggplant mottled dwarf virus(EMDV)’yi ilk olarak 1969°da
Giiney Italya’da patlicanda (Solanum melongena) tespit etmistir. Etmen farkli botanik
ailelerin konukgularinin birgcogunda hastaliklara neden olmaktadir. Yaprak pireleri, 6zsu
inokulasyonu ve tohum yoluyla tasinmaktadir. Eggplant mottled dwarf virus,
Turkiye’de patlicanda en ¢ok zarar yapanviriislerden biridir (Erkan 1988).
Rhabdoviridae familyasinin Nucleorhabdovirus cinsi icinde yer alan Eggplant mottled
dwarf virus (EMDV)’nin patlicanlarda varligi Akdeniz Bolgesi’nde 1969’dan beri
bilinmekte (Martelli 1969) olup ayrica domates (Ladipo 1977; El Maatoui vd. 1985;
Lockhart 1987), tiitiin (Polverari vd. 1996), biber ve hiyar (Roggero vd. 1995), patates
(Danesh vd. 1989), kavun (Ciffuo vd. 1999) ve diger baz: bitkilerde (Plavsic vd. 1976,
Lockhart 1987, Martelli ve Cherif 1987) zararli oldugu bildirilmistir.

Dogal EMDV enfeksiyonlar1 patlicanda beneklenme, ciicelesme, zayif meyve
tutumu (Martelli 1969; Martelli ve Cirulli 1969); patates yapraklarinda kivrilma ve
sararma, bitkilerde ciicelesme ve icsel kahverengilesme ile kiigiik yumru olusumu
(Danesh ve Lockhart 1989; Mavri¢ vd. 2006); titiin ve hiyarda siddetli yaprak
kirigmalari; domates, biber, sardunya, Cin giilii (Hibiscus rosa-sinensis), pittosporum
(Pittosporum tobira), hanimeli (Lonicera japonica), kapari (Capparis spinosa) ve it
Uztma (Solanum nigrum)’nde siddetli damar sararmasi ve agilmasi (Plavsi¢-Banjac vd.
1976; Di Franco vd. 1979; Plavsi¢ vd. 1984; Castellano ve Martelli 1987; Martelli ve
Cherif 1987; Lockhart 1987; Roggero vd. 1995; Katisvd. 2011) ve Solanum
sodomaeum‘da siddetli mozaik ile sonuglanmaktadir (El Maataoui vd. 1985).

1990 yilinda Urdiin’de siddetli damar sararmas1 olan bodur patlicandan (Solanum
melanogena L.) izole edilen bir viriis, konuk¢u araligi, taginmasi ve seroloji bazinda
Eggplant mottled dwarf rhabdovirus (EMDV-J)’iin bir tiirii olarak tanimlanmis ve bu
izolatin, gorlniiste, konuk¢u araligindaki rapor edilen irklardan farkli olan Eggplant
mottled dwarf virus ‘iin benzersiz bir tiirii oldugu bildirilmistir. Urdiin vadisinin patlican
ekim alanlarinda virilis enfeksiyonunun neredeyse hi¢ olmadig1 zamanlarda bir viriisiin
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varligint igeren ¢ok yillik bir bitki olan morsalkim (Withania somnifera) bitkisinde
tespit edilmistir (Al-Musa ve Lockhart 1990).

2000 yili yaz aylarinda Giiney Bulgaristan, Plovdiv yakinlarindakiarazilerde
biberlerde (Capsicum annuum) ve Ortii altinda hiyar (Cucumis sativus) bitkilerinde
olagandis1 viriis benzeri belirtiler gézlenmis; hiyar bitkilerinde kisaltilmis internodlar,
siddetli clicelelikler, epinasti, burusuk epidermis ve kiigiik yaprak tipi simptomlara
rastlanirken biber bitkilerinin gen¢ yapraklarinda sporadik olarak siddetli damar
acilmasi ve kiigiik sar1 lekeler veya sar1 mozaik gériilmiistiir. Simptomatik bitkilerden
ozsu elde edilip indikator bitkilere inokiile edildiginde Nicotiana benthamiana, N.
clevelandii, N. glutinosa ve N. megalosiphon bitkilerini sar1, lokal lezyonlarin ardindan
damar acilmasi, beneklenme, mozaik ve bodurluk gelismesiyle tepki verirken;
Chenopodiumquinoa, Datura stramonyum, Petunya hybrida ve Ociymum basilicum
bitkileri sadece lokal lezyonlar gostermistir. Simptomatolojik gdzlemlerden sonra
serolojik caligmalar ile EMDV antiserumu (0136 antiserum, DSMZ, Braunschweig,
Almanya) kullanarak testlediklerinde Eggplant mottled dwarf virus in varhigim tespit
etmislerdir (Kostova vd.2001).

Babaie ve lzadpanah (2003), Rhabdovirus grubundan olan Eggplant mottled
dwarf virus’iin dogal yayilma yollar ile ilgili Iran’da yaptiklar1 bir ¢alismada 14 yaprak
piresi, 4 bitki piresi, 5 afid, 1 thrips, 1 psillid ve 2 kirmiz1 6riimeek tiiriinii kullanarak
vektorlik durumlarini arastirmislardir. Bu amagla, saghikli patlican fideleri, bulasik
bitkiler ve degisik bocekler kullanilarak viriisler bulastirilmistir. Inokiilasyon
calismalarinda sadece Agallia vorobjevi isimli yaprak piresinin tasinmaya neden oldugu
belirlenmistir. EMDV nin iran’da ilk enfeksiyonunun belirlenmesini rapor etmislerdir.
Iletimin mekanizmas: belirlenmemistir, ancak cinsin diger iiyeleriyle benzer olarak
sirkiilatif olmasinin muhtemel oldugunu bildirmislerdir ( Peters 1981). Yaprak
bitleri Myzus persicae, Aphis fabae, A. spiraecola, A. gossypii ve Toxoptera aurantii ve
yaprak piresi Laodelfax striatellus ile deneysel olarak bulagsmamaktadir ( Martelli ve
Russo, 1973 ; Rana ve Di Franco, 1979 ; Kano vd. 1985 ; El Maataoui vd. 1985 ; Al-
Musa ve Lockhart 1990).

Eggplant mottled dwarf virus (EMDV) ilk olarak 1969 yilinda Giiney Italya'dan
patlicanda bildirilmis olup ¢ogu Akdeniz iilkesinde yaygindir, ancak Ispanya'da sadece
Kanarya Adalari'nda tanimlanmistir (Brunt vd. 1996). Haziran 2005'te, Kuzeydogu
Ispanya'da cam serada yetistirilen hryar bitkilerinin (Cucumis sativus) yaklasik %5'inde
damar acilmasi, yapraklarda kirisiklik ve bodurluk belirtileri gozlenmistir. Viriis
mekanik olarak test bitkilerine inokiile edilmis; Gomphrena globosa, Chenopodium
quinoa ve Petunia hybrida bitkilerinde inokulasyondan 5-10 gun sonra lokal lezyonlar
gozlenmistir. Nicotiana glutinosa, N. benthamiana, N. tabacum cv. xanthi bitkilerinde
lokal lezyonlar ve sistemik enfeksiyon belirtileri gostermistir. Bazi durumlarda, sistemik
simptomlar inokiilasyondan 35 giin sonra ortaya ¢ikmistir. Simptomatik test bitkileri ve
cam seradan toplanan Ornekler DAS-ELISA metoduyla testlenmis ve iber
Yarimadasi'nda hiyar bitkilerini enfekte eden EMDV’nin varligi bildirilmistir
(Aramburu vd. 2006).

Katis vd. (2011), 10 yilik bir zaman igerisinde Yunanistan’da yaptiklar
sorveylerde Yunanistan’in farkli bolgelerinden ¢ok sayida Eggplant mottled dwarf virus
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(EMDV) izolati toplamislardir. Calismalarindan IC-RT-PCR ile molekdler olarak
testleme yapmislar ve genom bilgilerini ortaya koymuslardir.

2008 ve 2009 yazinda, Koritsa ve Elbasan (Arnavutluk) bolgelerinde, Lovina ve
Katerini’nin (Samsun) tiitiin bitkilerinde siddetli bodurluk, yapraklarda kirisiklik ve
damar agilmast gozlenmistir. 2009 yilinda toplanan bes simptomatik bitkiden yaprak
0zsuyu mekanik olarak Nicotiana benthamiana, N. rustica ve Gomphrena globosa
bitkilerine inokiile edilmis, 20-30 gln sonra N. benthamiana sistemik bir damar
acilmasi, N. rustica sar1 lekelerle sistemik damar agilmasi goriiliirken G. globosa sadece
kirmiz1 lokal lezyonlar goézlenmistir. 10 simptomatik ve 10 simptomsuz tiitiin
bitkisinden yapraklar farkli alanlardan toplanmis ve poliklonal antiserum Eggplant
mottled dwarf virus’e (EMDV) (0136 antiserum, DSMZ, Braunschweig, Almanya)
kullanarak DAS-ELISA metoduyla serolojik olarak test edilmis ve simptomatik
bitkilerden alinan tiim numuneler pozitif test edilmistir. Katis vd. (2011) tarafindan
aciklandigi gibi EMDV varligin1 dogrulamak i¢in RT-PCR sonucu elde edilen sekans
analizi EMDV izolatlariin tiitin (AM922318), hiyar (AM922317), Pittosporum
tobiranin homolog yayinlanan dizileri ile %98 niikleotid benzerligini ortaya
koymuslardir. 1969 yilindan bu yana bilinen ve genellikle dneminin az oldugu bilinen
EMDV, ltalya ve Yunanistan'da tiitiinleri enfekte ettigi bildirilmistir (Chatzivassiliou
vd. 2004). Bu ¢alismayla bu viriisiin ekonomik 6nemi sinirli olsa da Arnavutluk'taki
tltun bitkilerinde EMDV'nin ilk raporu oldugunu bildirmislerdir (Pappi 2012).

2012 yilinda, Emilia Romagna'da (Kuzey Italya) cesitli bolgelerde yetistirilen
patateslerde siddetli halkali nekrozlar gbzlenen bitkilerden toplanan bes 6rnekten alinan
yumru 6zleri, otsu test bitkilerinin mekanik olarak asilanmasi i¢in kullanilmis, mekanik
inokulasyondan otuz gin sonra Nicotiana benthamiana, N. glutinosa, N. rustica, N.
Tabacum bitkilerinin yapraklarinda sar1 lekeler ile ardindan sistemik damar agilmasi
meydana gelirken; Chenopodium amaranthicolor, C. quinoa ve C. murale'de lokal veya
sistemik bir enfeksiyon meydana gelmedigi belirtilmistir. Miglino vd. (2013) Elektron
mikroskobu (EM) ve immino-elektron mikroskobu (IEM), patates yumrularinin
nekrotik dokularin 6zlerinde Rabdovirus benzeri pargaciklarin oldugu ve bu
pargaciklarin Eggplant mottled dwarf virus (EMDV)’e ait oldugunu belirlemisler, DAS-
ELISA ve RT-PCR metotlartyla da bu viriisiin Italya’da patates bitkisindeki ilk
raporunu kaydetmislerdir.

2.1.2. Eggplant mottled crinkle virus (EMCV)

Hindistan'da patlicandan klorotik halkalar, ¢izgi desenleri ve mozaige neden olan
bir hastalik; konukgu araligi, in vitro 6zellikleri, partikil morfolojisi, kapsid proteininin
molekiiler agirligi ve serolojik iligkileri belirlenerek Eggplant mottled crinkle virus’iin
bir tiirii olarak tanimlanmistir. Virlis kaplama proteininin sodyum dodesil siilfat -
poliakrilamid jel elektroforezi, 41.000 molekiil agirligina sahip tek bir polipeptidin
varligini ortaya koymustur (Raj vd. 1989)

Makkouk (1981) tarafindan Liibnan’da ilk kez rapor edilen Eggplant mottled
crinkle virus (EMCYV), daha sonra Hindistan ve Iran’dan rapor edilmistir (Raj vd. 1989;
Rasoulpour ve 1zadpanah 2008).
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Lommel (2000), 37-40 nm ¢apinda kiiresel partikiillere sahip olan ve mekanik
olarak tasinan viriisiin Tombusvirus grubundan oldugunu rapor etmistir.

Melgarejo vd. (2003), Eyliil 2006'da iran, Siraz’daki ticari bir sera icerisinde
yaptiklar1 arastirmada, sardunya yapraklar tizerinde (Pelargonium hortorum) halkali ve
Klorotik lekeler gozlemlemislerdir. Hastalik belirtileri geng yapraklarda kiiciik klorotik
lekeler olarak ortaya ¢iktigini, daha sonra genisleyip ve yapraklar yaslandik¢a halkalara
ve nekrotik noktalara doniistiiglinii bildirmislerdir. Mekanik olarak Chenepodium
amaranticolor, C. quinoa, Datura stramonium, Nicotiana tabacum, Osimum basilicum,
Phaseolus vulgaris ve Vigna ugniculata test bitkilerine inokule edilerek, yapraklar
tizerinde lokal lezyonlar iiretmek suretiyle viriise tepki gosterdigini rapor etmislerdir.
Cucumis  sativus, Cucumis  melo, Cucurbita  pepo, Datura meteli, Gossypium
hirsutum, Lycopersicon  esculentum, N. glutinosa, N. rustica ve Solanum
melongena inokulasyondan sonra higcbir belirti gostermemistir. Yapilan ¢aligmalarin
sonucu, Siraz'daki sardunya bitkilerinde halka lekeler ve klorotik noktalar gdsteren
Tombusviriisiin EMCYV oldugunu tespit etmislerdir. Sardunyanin daha 6nce EMCV nin
dogal konukgusu oldugu bildirilmediginden, hem EMCV'nin dogal olarak sardunya
bitkilerini enfekte ettigini hem de iran'daki EMCV'yi bildiren ilk rapordur.

Diinya capinda yetistirilen patlican (Solanum melongena), Israil'de tiim yil
boyunca yetistirilmektedir. Israil'deki patlicanlar1 enfekte eden yeni bir viral hastaligin
ortaya ¢ikisini bildirilmistir. Bu viral hastaligin, meyve malformasyonu esliginde bitki
bodurlagmasi, yaprak beneklenmesi ve daralmasi nedeniyle 6nemli hasara neden oldugu
tespit edilmistir. Enfekte olmus bitkilerden izole edilen virlisiin 37-40 nm c¢apinda
izometrik partikiillerden olustugu belirlenmistir. Viral ajanin biyolojik ve molekuler
karakterizasyonu, Tombusvirus tirtiinden Eggplant mottled crinkle virus (EMCV-Is)’iin
yeni bir tiiri oldugunu gostermistir. Filogenetik analizler EMCV'nin Pear virent
virus(PeLV) ve Lisianthus necrosis virus (LNV) ile yakin iliski gosterdigini ve bu
durumun farkli viriisler yerine EMCV 1rklar1 olarak kabul edilebilecegini gostermistir
(Dombrovsky vd. 2009).

2011 yilinda Iran’da sardunya bitkisinden izole edilen Pelargonium leaf curl
virus (PLCV) ve topraktan izole edilen Moroccan pepper virus (MPV)’iin konukgu
dizilimi ve kilif proteini sekanslarinin belirlendigi bir ¢aligmada; Datura stramonium,
Zea mays ve Cucumis sativus bitkilerinden ve topraktan alinan numunelerle yapilan
testlemeler sonucu PLCV, MPV and Eggplant mottled crinkle virus (EMCV) tespit
edilmistir. Sekans analizleri sonucunda bu viriislerin popiilasyonunda varyasyonlar
belirlenmistir. Kilif proteini aminoasit dizilimi bu viriis izolatlar1 ve baglantili GenBank
sekanslariyla %97-99 homoloji gosterdigi bildirilmistir (Rasoulpour ve Izadpanah2011).

2.1.3. Eggplant mosaic virus (EMV)

Eggplant mosaic virus, Briand vd. (1997) tarafindan ilk kez Hindistan’da
patlicanlarda saptanmis ve rapor edilmistir. Saflagtirilan EMV partikiilleri 28-30 nm
capinda olup M. persicae yaprak biti ile non-persistent olarak tasinirken ayrica Epitrix
fuscula isimli bocek ve bitki 6z suyu ile tagindigini rapor etmislerdir.

EMV, serolojik agidan Andean potato latent virus (APLV) ile yakindan iliskili ve
benzer bir konukgu serisine sahip olup daha virulent oldugu bildirilmekle beraber,


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Rasoulpour%2C+Rasoul
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Izadpanah%2C+Keramat

KAYNAK TARAMASI P. SARIKAYA

EMV’nin 20-24°C'de Nicotiana clevelandii yapraklarinda en hizli sekilde biriktigini;
APLV’nin ise 15°C'de en hizli birikirken ve 24°C'de serolojik olarak saptanabilir
konsantrasyona ulagsmakta basarisiz oldugunu tespit etmislerdir.

Patlican mozaik viriisii (EMV)’nun saflastirilmis preparasyonlari, sezyum kloriir
yogunlugu gradyan santrifiijiine tabi tutuldugunda ii¢ niikleoproteini bulunmustur. Her
bir parcacik, transfer RNA'nin biiylikliigline ait ortalama iki ila tic RNA molekulin
icerir. Bu RNA'lar alanin, arginin, histidin, 16sin, lizin, fenilalanin, tirosin ve valini
baglayabilmektedir. Lisin, arginin ve valinin toplam aminoasit yikinin %70, 18 ve %
7'sini olusturdugu ve bu bilgilerin tekrarlanabilir oldugunu bildirilmistir (Bouley vd.
1976).

Trinidad'de yapilan bir ¢alismada Eggplant mosaic tymovirus (EMV-Trin)
izolatinin RNA genomunun dizisi belirlenmis; genom uzunlugunun 6330 niikleotit ve
tic actk okuma cergevesi igerdigi bildirilmistir. Baglatma kodonlari, 5’ terminus
yakininda yedi niikleotit (102-2051 ve 109-5628 niikleotidleri) ve 3’ terminus yakininda
(5633-6199 niikleotidleri) olan virion protein geni ile ortisen EMV-Trin ve Turnip
yellow mosaic tymovirus genomlarin ayn1 genomik organizasyona, benzer niikleotitlere
ve kodlanmig amino asit sekanslarina sahip oldugu tespit edilmistir (Osorio-Keese vd.
1989). Eggplant mosaic tymovirus in (EMV) baskin RNA'siin jel elektroforezi ile 1.9
x 106'lik bir molekiiler agirliga sahip oldugu bulunmustur. Ayrigsma kosullar1 altinda
virion proteininin elektroforetik analizi, 21,000 daltonluk bir ana bilesen olan iki
polipeptit ve 22,000 daltonun kiigiik bir bilesenini ortaya ¢ikarmis; her iki peptit de
virionlardan izole edilmis RNA tarafindan kodlanan translasyon iirlinlerinde mevcut
bulunmus, ancak 22,000-dalton peptidin orani, EMV ile enfekte edilmis Datura
stromonium yapraklarindan izole edilen mRNA kullanilarak sentezlenen iiriinlerde daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir (Hall vd. 1979).

Brezilya'da bir tarlada mozaik belirtileri olan Nicotiana tabacum bitkilerinden bir
Tymovirus izole edilmistir. Bu virlis, Chenopodium quinoa'ya, C. amaranticolor'a ve
Solanaceae'nin birkag tiirline kolaylikla bulastirilmis ve deneysel olarak Diabrotica
speciosabulustigi belirlenmistir. Virlis antiserumla, Eggplant mosaic virus ’lin strainleri
olan Belladonnamottled, Andean potato latent, Dulcara mottled, Scrophularia mosaic,
Abelia latent ve Tomato necrosis virus ile reaksiyon gostermistir. Bu viriis bazi
biyolojik ozellikler bakimindan farkli olmasina ragmen, EMV'nin Tomato necrosis
virus irki ile serolojik olarak ayni oldugu, yani Nicotiana tabacum’u sistemik olarak
enfekte edebilme kabiliyeti ve domateste sistemik simptomlara yol agamadigi
saptanmigtir (Ribeiro vd. 1996).

2.1.4. Potato Y virus (PVY)

Sadeghi vd. (2009) PVY ’nin patlican iizerinde ilk varligin1 bildirmislerdir. Yaprak
bitleri ile non-persistent taginan viriise patates dahil birgok kiiltiir bitkisi (patates,
domates, biber, tiitiin vs.) konukguluk etmekte olup mekanik olarak taginabilmektedir.

Giiney Iran, Boushehr bdlgesindeki bir¢ok alanda mozaik belirtili patlicanlarin (S.
melongena L.) yayildigim bildirmislerdir. Siipheli bitkilerden viriis izolasyonu yapilmis;
ardindan molekiiler, serolojik ve fizyokimyasal karakterizasyon yapmislardir. PVY nin
mekanik olarak Nicotiana tabacum, Chenopodium amaranticolor ve C. quinoa gibi
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birgok indikatér bitkiye bulasabildigini bildirmislerdir. Viriisiin tanilanmasi igin
serolojik ve molekiiler ¢calismalar yapmis ve genomu 3 bolgede ¢cogaltmislardir. Genom
diziliminin belirlenmesiyle simptomatik bitkilerin PVY’nin patlican k1 (PVY-EQ) ile
iliskili oldugunu tespit etmislerdir. Karakterizasyon calismalar1 ile PVY ’nin domates
irkinin (PVY-Ly) dizilimi ile yiiksek oranda benzer oldugunu ortaya koymuslardir.

Rakib vd. (2011) Irak’ta patlicanlarin bir Potyvirus tarafindan enfekte edildigini
rapor etmislerdir. Beneklenme, kirisiklagma, kabarciklanma ve bodurluk gibi birgok
simptom gosteren yeni yapraklar ve meyveler tespit etmislerdir.

2014-2015 yillar1 arasinda Hindistan’in New Delhi sehrinde mozaik, beneklenme
simptomlari olan kiigiik yaprakli, yaprak klorozu ve yaprak malformasyonlar1 belirtileri
gosteren iki patlican gesidinde (Pusa shyamla ve Pusa purple cluster) gbézlenmistir.
Elektron mikroskobu, PCR ve sekans analizleri ile ilk kez Hindistan'da patlican
bitkisinde Potato virus X ve Potato virus Y ile Candidatus Phytoplasma trifolii iliskisine
dair ¢alisma yapilmigtir (Kumar vd. 2016).

2.1.5. Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)

Green vd. (2003), Geminiviridae familyasinin Begomovirus cinsine ait Tomato
yellow leaf curl virus (TYLCV)’nin Tayland ve Vietnam i¢inde domates ve patlicana
bulastigi bildirmiglerdir. Nisan 2013'te sar1 mozaik simptomlar1 sergileyen patlican
bitkileri, Vietnam'in Laos sehrinde tespit edilmis ve {i¢ simptomatik numune toplayip
spesifik primer ¢ifti kullanilarak PCR c¢aligsmalar1 yapmislardir. PCR sonuglari,
bitkilerin bir Begomovirus ile bulasik oldugunu tespit etmistir. Patlican sar1 mozaik
hastaligi ile iligkili bu virtisiin TYLCV'nin bir izolat1 oldugunu rapor etmislerdir.

2.1.6. Tomato yellow leaf curl New Delhi Virus (ToLCNDV)

2009-2010 yillarinda Orta Hindistan'daki Nagpur'da yapilan bir arastirmada
patlicanda sar1 mozaik hastaligi ciddi siklikta goriilmistir. Pratap vd. (2011)
Hindistan'da yeni gelisen sar1 mozaik hastaligindan sorumlu bir Begomovirus belirlemis
ve tamimlamiglardir. Etken viriisin tam DNA-A ve DNA-B genomik bilesenleri
klonlanmis ve sekans analizi yapmislardir. DNA-A'nin niikleotid dizi analizi, Tomato
yellow leaf curl New Delhi virus-India (TOLCNDV-IN) ile en yiksek %97,6[Hindistan:
Udaipur: Bamya: 2007] ve en diisiik %87,9 6zdesligi paylastiginin gostermistir. DNA-
B, TOLCNDV-IN ile en yiiksek %94,1 6zdeslik gosterirken [IN: UD: Ok: 07] ve en
diisiik %76,2 ToLCNDV [Hindistan: Lucknow] benzerlik gostermistir. Dolayisiyla, bu
Begomovirus’iin her yerde ToOLCNDV'nin bir varyasyonu oldugu ve dolayisiyla bu
varyasyon i¢cin ToLCNDV Hindistan [Hindistan: Nagpur: Patlican: 2009] adini
onerdiklerini belirtmislerdir. TOLCNDV, yeni bir varyantinin tarimsal agidan onemli
konukcu olan patlicanda sar1 mozaik hastaligina neden olan ilk raporu oldugunu ve ayni
zamanda, patlican sart mozaik hastaligi ile iliskili bir Begomovirus igin Koch
postiilatilarinin ilk deneysel gostergesi oldugunu rapor etmislerdir.

2.1.7. Cucumber mosaic virus (CMV)

Nitzany ve Marrou (1970) Israil’de patlicanlarda Cucumber mosaic virus (CMV)
enfeksiyonun cok yaygin olmadigi bildirmekle beraber patlicanin CMV’nin konukgusu
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oldugunu Hindistan (Seth vd. 1967), Italya (Rana ve Vovlas 1971), Liibnan ve
Urdiin’den de (Nienhaus 1969) rapor etmislerdir.

Tanne vd. (1980) Urdiin Vadisi basta olmak iizere Israil'deki patlican gesitlerinde
bu hastalig1 tespit etmislerdir. Tanilamayi, konuk¢u test bitkilerine mekanik
inokulasyon; patlican, domates ve biberlere Myzus persicae ve Aphis gossypii ile tasima
ve saflagtirllmis preparatlardaki kiiresel pargaciklarin elektron mikroskobu bulgulari
tizerine yapmusglardir. M. persicae’nin, virisun vektori olarak A. gossypii'den daha etkili
oldugunu saptamiglardir.

Akanda vd. (1991) Cucumovirus cinsine ait bir virtis olan Cucumber mosaic virus
(CMV)’nin patlicanda ilk kaydin1 Banglades’ten rapor etmislerdir. 2014 yilinin Nisan
ayinda Banglades'teki Barisal bolgesinde bulunan bir arazi incelenmis, patlican
alaniminda yaklasik %90 oraninda, yapraklarda hafif mozaik beneklenme tespit
etmislerdir. Simptom g0steren bitkilerin meyveleri, saglikli bitkilerinkinden %50'ye
yakin azalan biliyiime gosterdigini belirtmislerdir. Belirti gosteren yapraklar: serolojik
olarak testlemis ve pozitif oldugunu saptamislardir.

Pratap vd. (2009) patlicanin (Solanum melongena L.) genetik transformasyonunu,
pROK?2 binari vektoriinde CaMV 35S promotoriiniin  kontrolii altinda, Cucumber
mosaic virus’iin (CMV) kilif proteini gen yapisini tasiyan kotiledon eksplantlarini ve
Agrobacterium tumefaciens (soy LBA4404) kullanilarak denemislerdir, dort bagimsiz
ortak yetistirme etkinliginde toplam 110 kotiledon eksplant1 kullanilmis olup, bunlarin
icinde 66 varsayimsal transgenik bitki kullanilmistir. CMV-CP transgeninin transgenik
bitkilerin genomuna entegrasyonu, CMV-CP'ye spesifik primerler kullanilarak
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile dogrulanmigtir. CMV-CP'ye 0zgl prob ile
yapilan Southern hibridizasyon testleri, genomlarinda tek veya ¢ift kopya sayisinin
transgene eklenmesini dogrulamis ve boylece basarili bir sekilde protein transkripsiyonu
gerceklestirilmistir. Rejenere edilmis transgenik bitkiler serbest tozlastirilmis ve cam
sera kosullarinda yetistirilmistir. TO {iretimi transgenik bitkileri tarandiginda CMV'ye
kars1 6nemli 6lciide direng gosterdigi bildirilmistir.

Hindistan'da yapilan bir ¢alismada Lucknow ve Kanpur bdlgelerinden toplanan
patlicanbitkilerinde siddetli mozaiklere sebep olan Cucumber mosaic virus (CMV),
baslangigta konukgu reaksiyonu serolojik ¢alismalarla saptanmis ve kilif proteini genine
0zgii primerler kullanilarak RT-PCR ile dogrulanmistir. Ayrica, virlis izolatlarinin
molekiiler tanimlanmasi, RNA3 genomunun klonlanmasi ve sekans analizi ile yapilmus,
%97-99 oraninda benzerlik bulunmus ve filogenetik iliskilere dayanarak, patlicani
enfekte eden viriis izolatinin CMV alt grup Uyeleri olarak tespit edilmistir (Kumar vd.
2013).

2.1.8. Tomato mosaic virus (ToMV)

Haziran 2009-Agustos 2010 tarihleri arasinda Aghamohammadi vd. (2011) iran'in
Golestan ilindeki patlican tarlalarinda mozaik belirtili yaprak ve renk degisikligi
belirtileri gosteren meyveler gozlemlemislerdir. Belirti gosteren v patlican bitkilerinden
toplanan toplam 20 yaprak 6rnegi; Tobacco mosaic virus (TMV), Tomato mosaic virus
(ToMV), Arabis mosaic virus (ArMV) ve Cucumber mosaic virus (CMV)’e spesifik
antiserumlar kullanarak yaptiklart DAS-ELISA sonucunda 6rneklerin %55’inde ToMV

11



KAYNAK TARAMASI P. SARIKAYA

tespit etmislerdir. AtMV ve TMV, test edilen numunelerin higbirinde bulunmamastir.
Her bir numuneden RNA ekstrakte edilmis ve Tomato mosaic virus (ToMV)’iin kilif
proteinine 6zgu bir ¢ift primer kullanilarak RT-PCR ile analiz edilmistir. 750 bp
ToMV’ye spesifik DNA pargasi ¢cogaltilmistir. Saglikli bitki 6rnekleri ve negatif kontrol
olarak kullanilan suda herhangi bir ¢ogalma olmamistir. RT-PCR f{iriinleri saflagtirilmig
ve dogrudan sekanslanmistir. Deneysel sonuglar, Gorgan bdlgesindeki patlicanlarda
g6zlemlenen simptomlara ToMV'nin neden oldugunu dogrulamistir. ToMV daha 6nce
Irak'tan bildirildigini belirterek bu c¢alismanin digerlerinden farkli olarak patlicandaki
ToMYV oldugunu rapor etmislerdir.

2.1.9. Tomato spotted wilt virus (TSWV)

Betti (1992), Sicilyanin Vittoria bolgesindeki bazi seralarda bilinmeyen bir
patlican hastalig1 tespit etmistir. Hastali§i, nekrotize olma egiliminde olan st
yapraklarin deformasyonu, kivrilmasi ve yapraklarin hemen altindaki bronzlasma
simptomlariyla karakterize edip, daha ileri bir asamada, enfekte bitkilerin sekli
bozulmus meyveler irettigini bildirmistir. Bir dizi farkli konukgu Dbitkiyi,
immiinoseroloji ve mekanik inokulasyon igeren testler sonucunda hastaligin Tomato
spotted wilt virus’ten kaynaklandigini goéstermistir. Bu viriisiin, 1990'larin basinda
Italya'da yayginlastigini, sebze ve siis bitkilerinde ciddi hasarlara neden oldugunu rapor
edilmistir.

2.1.10. Tomato bushy stunt virus (TBSV)

1978-1981 kis mevsimleri boyunca Girit'te (Yunanistan) patlican hastaliklart ile
ilgili sorvey sirasinda plastik seralarda iki farkli hastaligin varligi gézlemlenmistir.
Adanin her yerinde bulunan en yaygin olan viriisiin Cucumber mosaic virus oldugu
(Avgelis, 1981) bilinmekteyken, diger hastalik i¢in bodur bitkilerdeki benekli yapraklar
karakterize edilmistir. Artichoke mottled crinkle virus, Eggplant mottled crinkle
virus(EMCV), Moroccan pepper virus (MPV), Pelargonium leaf curl virus, Petunia
asteroid mosaic virus ve Tomato bushy stunt virus (BS3-irki) gibi birgok Tombusvirus’e
kars1 test edilmistir. Sonuglara gore bu virtisin Tombusvirus cinsinden Tomato bushy
stunt virus oldugu tespit edilmistir (Koenig ve Avgelis 1983)

Marisol Luis-Arteaga vd. (1996), Ispanya’nin giineydogusundaki yetistiricilik
alanlrinda ilk kez Tomato bushy stunt virus (TBSV)’ii tespit etmislerdir. TBSV, El
Ejido bolgesinde ortili altinda domates ve patlican ile Mazarron bolgesindeki seracilik ve
tarla tarimindaki domateslerde ekonomik agidan 6nemli hastaliklarin sebebi oldugunu
belirtmislerdir. TBSV ile bulasik olan bitkilerden 6rnek alinarak serolojik c¢alismalar,
niikleik asit izolasyonu ve viral genomik RNA'nin bir par¢asinin niikleotid dizisini
belirleyerek karakterize etmislerdir. Burada bildirilen sonuglar, Tombusvirus’lerinin
siiflandirilmasinin daha iyi anlagilmasina katkida bulunmustur.

2.2. Tiirkiyedeki Calismalar

Ulkemizde EMDV nin varligi ilk kez Marttelli vd. (1984) tarafindan simptomolojik
ve elektron mikroskobik ¢alismalar ile rapor edilmistir.
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Erkan (1988), Ege ve Bati Akdeniz Bdlgesi’nde Ortii alti ve agikta yetistirilen
patlicanlarda Eggplant mottled dwarf virus’iin varligini biyolojik, serolojik ve elektron
mikroskobu kullanarak saptamig ve bazi1 fiziksel 6zelliklerini ortaya koymustur.

Kamberoglu vd. 2009 yilinda Tiirkiye’de Yesiltepe ve Kazanli'da agik alanlarda
(Mersin, Dogu Akdeniz bolgesi) ve Altinoluk'ta bir serada (Antalya, Bati Akdeniz
bolgesi). patlican bitkilerinde bodurluk ve beneklenme, nekrotik ve deforme olmus
yapraklar ve halka lekeli meyveler gozlemlemislerdir. Bu viriisin Domates lekeli
solgunluk virtsii Tomato spotted wilt virus tarafindan olabilecegini diisiinerek ticari bir
antiserum Kkitiyle DAS-ELISA metodunu kullanarak testlemeler yapmislardir.
Simptomatik bitkilerden elde edilen yaprak ekstraktlar1 A405nm dalga boyu okuma
yaparken 0.160 degerleri goézlenirken simptomsuz bitkilerin 0.160°1 geg¢emedigini
bildirmislerdir. Virlise 6zgii spesifik primerler kullanarak RT-PCR metodu ile test
ettikleri 72 6rnegin 5 tanesinde viriis varligin1 dogrulamislardir. Bu ¢alisma ile Tomato
spotted wilt virus i Tlrkiye’de ilk olarak saptamis ve rapor etmislerdir.

Ozdemir vd. (2010) Mayis 2010'da Manisa’da tarla tarmmi yapilan patlican
bitkilerinden (Solanum melongena) virls benzeri simptomlar sergileyen 6rnekleri DAS-
ELISA ile Alfalfa mosaic virus (AMV), Cucumber mosaic virus (CMV), Tomato
spotted wilt virus (TSWV), Tobacco ringspot virus (TRSV), Tomato black ring virus
(TBRV) ve Tobacco mosaic virus (TMV)’e karsi testlemis ve simptom gosteren
orneklerin AMV ile bulasik oldugunu rapor etmislerdir. Simptomsuz o6rneklerin
higbirinde viriis amplifikasyonu gbézlenmedigini belirterek, DAS-ELISa sonucu pozitif
bulduklar1 6rnekleri RT-PCR metoduyla dogrulamislardir.

Osman 2016 yilinda Dogu Akdeniz bolgesinde yer alan Adana, Mersin, Hatay,
Kahramanmaras ve Osmaniye illerinde patlican alanlarinda bir sorvey c¢aligmasi
yuriitmiig, toplamda 296 Ornek toplayarak AMV (Alfalfa mosaic virus), EMDV
(Eggplant mottled dwarf virus), TYLCV (Tomato yellow leaf curl virus), PVY (Potato
virus Y) ve TRSV (Tobacco ringspot virus) DAS-ELISA ile testlemis ve 28 Grnegin
EMDV ile pozitif oldugunu bildirmistir. Toplanan ornekler arasinda Alfalfa mosaic
virus, Tomato yellow leaf curl virus, Tobacco ringspot virus ve Potato virus Y ile
bulasik drnek tespit edilmedigini ortaya koymustur.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Arastirma materyallerini, 2016-2018 yillar1 arasinda Antalya ili; Alanya, Elmali,
Finike, Gazipasa, Demre, Kas, Kumluca, Manavgat, Serik, Aksu, Kepez, Konyaalt1 ve
Muratpasa ilgelerinde patlican (Solanum melongena) yetistiriciligi yapilan ekim
alanlarindan toplanan ve viriisle bulasik oldugu diisiiniilen patlican bitkileri
olusturmustur. Calisma materyalini olusturan bitki 6rneklerinin fotograflar1 ayr1 ayri
cekilmis ve ornekler yine ayri ayri plastik torbalara konularak ¢alismalarda kullanilmak
tizere buz kutularinda laboratuvara getirilmistir. Toplanan 6rnekler derin dondurucu (-
20°C) igerisinde muhafaza edilmistir.

DAS-ELISA calismalarinda laboratuvarda mevcut bulunan BIOREBA (Isvicre) ve
LOEWE (Germany), ticari antiserum Kitleri, BIOREBA ekstraksiyon buffer, ELISA-
reader (Tecan Tradinding AG, Switzerland) kullanilmistir.

PCR ve RT-PCR c¢alismalarinda Termo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts,
ABD) firmasindan temin edilen Total DNA izolasyon kiti, Total RNA izolasyon Kiti,
DreamTaq Green PCR Mix, Verso 1-step RT-PCR kiti, 100bp DNA Ladder Marker
kullanilmastir.

Molekiiler ¢aligmalarda da Sentebiolab (Tiirkiye) firmasindan temin edilen
oligontikletidler (primer) kullanilmistir. Laboratuvar ¢alismalar1 esnasinda hassas terazi,
vorteks cihazi (Vortex-GENE2), cam ve plastik malzemeler kullanilmistir. RT-PCR
caligmalar1 i¢in BIO-RAD firmasimin T100 Thermal Cycler cihazi kullanilmistir.

Elektroforez ve jel goriintilemelerinde yatay elektroforez tanki (Termo Fisher
Scientific), Agaroz (Sigma), Consort E 861 gii¢ kaynagi, Barnsteadlab-line e-class
calkalayici, Etidium bromide ve UV 1sik altinda jel go6runtileme icin ise
BioDocAnalyze firmasinin Biometra cihazi kullanilmistir.

3.1.1. Calismanin yiiriitiildiigii yer hakkinda bilgiler

Calisma, Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiltesi Bitki Koruma Bolimii Fitopatoloji
Anabilim Dali Molekiiler Viroloji Laboratuvarinda ydrutilmastiir. Soérvey yapilan
ilcelerdeki (Alanya, Elmali, Finike, Gazipasa, Demre, Kas, Kumluca, Manavgat, Serik,
Aksu, Kepez, Konyaalti, Muratpasa) toplanacak en az 6rnek sayist TUIK (2017) verileri
kullanilarak belirlenmistir. Sorvey yapilan bolgeler Sekil 3.1°de ve toplanan 6rnek
sayilar Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3. 1.Sorvey yapilan ilgelerdeki iiretim alanlari ve toplanan 6rnek sayilar

figeler Uretim alam Toplanan ornek sayisi
(da) (adet)
Alanya 3200 33
Finike 960 10
Gazipasa 2980 31
Demre 45 5
Kas 25 4
Kumluca 3610 36
Manavgat 1901 20
Serik 3330 36
Aksu 2240 23
Kepez 1050 10
Konyaalti 2918 30
Muratpasa 500 5
TOPLAM 23.559 243
| : ), § ibradi% \ |"\ \ ;
| Korkuteli \/ \ s /(Akseki = O
Merkez | Serik
f\/\\ ( < Manavgat® ‘
Elmali \ Gu;@ ,
, p V8
e % _g \ .. Alanya
|n| € ~ -
e / ) > ! AKDENiZ /

Demr g ‘

60

Gazipasa

120 km

75 mi

Sekil 3. 1. Antalya ilinde sérvey yapilan ilgeler haritasi

3.2. Metot

3.2.1. Simptomalojik calismalar

3.2.1.1. Sorvey calismasiyla 6rneklerin toplanmasi ve muhafazasi

Antalya ilinde vyetistirilen patlicanda goézlemlenen viriis ve virlis benzeri
hastaliklarin saptanmasi ve tanilanmasi amaciyla yapilan sorvey c¢alismalari; Alanya,
Elmali, Finike, Gazipasa, Demre, Kas, Kumluca, Manavgat, Serik, Aksu, Kepez,

Konyaalti

ve Muratpasa ilgelerinde gerceklestirilmistir (Cizelge 3.1).
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calismalari, 2016-2018 yillar1 arasinda Ortu alti ve agik tarla olmak {izere patlican ekim
alanlarinda yapilmistir.

Sorveyde incelenen sera ve agik alanlarin, 6rnek alimlariin yapildigi ilgelerdeki
patlican yetisticiligi alanlarimi temsil eder nitelikte olmasi i¢in Bora ve Karaca
(1970)’ya gore sistematik 6rnek alma yontemi uygulanmistir. Bu yontem geregince,
belirlenen giizergahlarda bitkilerin ¢iceklenme doneminden itibaren soérveylere ¢ikilmis
ve her ilgenin patlican ekilis alanlarina gore belirlenmis tarla sayist ve biiylkligi de
dikkate almmarak ekim alanmin en az %1 kadarimi temsil edecek sekilde tesadiifi
ornekleme yapilmistir.

flgelerin ekilis alanlari, patlicanin vegetasyon periyodu, isgiicii, yolda gegecek
stireler ve her bir ekim alaninda Ornekleme ile harcanacak zaman gibi faktorler
degerlendirilerek tiim sorvey alanlarinda toplam 243 Ornek incelenmistir. Sorvey
calismalarinda, gilizergdh iizerinde tesadiifen segilen sera ve tarlalarin kosegenleri
dogrultusunda yiiriinerek, tarlanin biiyiikliigiine gore; 10 dekara kadar en az 1; 10-100
dekar arasindaki tarlalardan en az 3 ve 100 dekardan daha biyuk tarlalardan ise en az 5
farkli yerden 6rnekleme yapilmistir. Ornekleme yapilirken her bir farkli érnekleme
noktas1 kendi i¢inde S'e ayrilarak, her alandan 10’ar bitki olmak iizere toplam 50 bitki
makroskobik olarak degerlendirilmistir.

Virls ile bulasik oldugu disiinilen bitkilerde, oncelikle simptomatolojik
gozlemler yapilmistir. Ornek ahinan bitkilerde viriislerin sebep olabilecegi nekroz,
bodurluk, bogum aralarinda kisalma, yapraklarda kivrilma, kloroz, nekrotik leke,
solgunluk, damar acgilmasi gibi belirtiler aranmistir. Virlisin meydana getirebilecegi
simptomlardan bir veya birkagini gosteren patlican bitkilerinden alinan drnekler, naylon
posetlere numaralandirilarak konulmus; {izerinde 6rnek numarasi, yeri, g¢esidi ve
hastalik notu gibi bilgiler bulunan etiketleriyle birlikte fotograflari ¢ekilmis ve buz
kutusu icinde laboratuvara getirilmistir.

Simptomatolojik gozlemler sirasinda, oncelikle virtis benzeri simptom gosteren
ornekler toplanmis, daha sonra bulundugu ilgedeki iiretimi temsil etmesi amaciyla
belirledigimiz en az 6rnek sayisinin tamamlanmasi i¢in viriis simptomu gdstermeyen
ancak, simptomun maskelenmis olabilecegi diisiiniilen patlican bitki 6rnekleri de ayni
sekilde laboratuvara getirilmistir. Sorveyler boyunca toplanan 243 adet patlican bitki
dokulari, serolojik ve molekiler ¢aligmalarda kullanilmak iizere testler uygulanincaya
kadar —20 °C’de ¢alisan derin dondurucuda muhafaza edilmistir

Antalya ilinin ilgelerinde yapilan sorveylerden tiim toplanan 6rneklerin alindigi
yer ve simptomlart EK.4’te verilmistir. S6rvey ¢alismalarinda toplanan ve virls benzeri
belirti gosteren Orneklerden bazilar1 Sekil 3.2°de numaralandirilarak gosterilmistir.
Orneklerde renk acilmasi, mozaik belirtileri (1, 2, 3, 6, 9, 12, 13 ); yapraklarda
kirisiklasma, kivirciklik ve renk bozulmalari (4, 11); acik sar1 beneklenmeler (5); damar
aralarinda renk acilmasi (7), halkali leke ve nekrozlar (8); sarilik (10, 14, 16), siddetli
damar bantlagsmasi (15) gozlenmistir.
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Sekil 3. 2. Arazi calismalarindan toplanan ve viriis benzeri belirti gdsteren bazi rnekler
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3.2.2. Serolojik calismalar

Arazi calismalarinda simptomatolojik olarak viriis ile bulasik oldugundan
siiphelenilen patlican bitkisi 6rneklerinde, EMDV ve TSWV’nin varligi DAS-ELISA
testi ile arastirilmistir. Patlican tiretiminde 6nemli tiriin kaybina neden olduklarindan ve
antiserumlar: ticari olarak temin edilebildiginden, calismalarda bu virusler
arastirilmistir. Testlemede TSWV icin BIOREBA markasina ait ticari antiserum Kkiti;
EMDYV i¢in ise LOEWE markasina ait ticari antiserum kiti (Sekil 3.3) kullanilmgtir.

12245 éeénaF on

Sekil 3. 3.TSWV ve EMDV igin DAS-ELISA testinde kullanilan materyaller

ELISA testlerinde kullanilan tampon c¢Ozeltiler ve hazirlanmasi Ek 1°de
verilmistir. ELISA testleri sonucunda, saglikli kontrol i¢in 405 nm’de elde edilen
absorbans degerinin en az iki kati1 veya daha fazla absorbans degeri veren 6rnekler viris
ile bulasik olarak degerlendirilmistir.

3.2.2.1. DAS-ELISA Testi

DAS-ELISA testi calismalarinda, Clark ve Adams (1977) tarafindan bildirilen
yonteme gore ve firmanin belirtigi protokol dikkate alinmis ve modifiye edilerek
uygulanmigtir. Calismada kullanilan sulandirma oranlari, kitin temin edildigi firmanin
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belirttigi oranlar dikkate alinarak yapilmistir. DAS-ELISA yontemi asagida belirtilen
sekilde uygulanmistir. ELISA testi uygulamasinda izlenen basamaklar:

a-Virlse spesifik Antibody (1gG), Coating (IgG Kaplama tamp.) tamponu ile
kullanilacak optimum konsantrasyona (1/200) gore sulandirilmisy -globulinden ELISA
plate’nin her bir ¢ukuruna 200 ul konmus ve plate Gzeri kapatilarak 37°C de 2-4 saat
inkibe edilmistir.

b- Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile tim cukurlar 3-4 kez plastik piset veya
cok kanalli mikro pipet yardim: ile yikanmistir. Yikama tamponu 3 dakika slreyle
cukurlarda bekletilmis ve plate ters cevrilerek plate cukurlarindaki yikama tamponu
bosaltilarak kurulanmistir. Bu islem en az Ug¢ kere tekrarlanmastir.

c- Ornekler 1/5 oraninda ektraksiyon tamponu ile ezilerek hazirlanmis 6rnekler, alt
alta gelecek sekilde ikiserli olarak planlanmis ve her bir cukura 200 ul dizenlenmis
semaya gore eklenmis ve plate’in tzeri kapatilip +4 °C de bir gece (overnight-16 saat) veya
37 °C’de 2-5 saat boyunca inkube edilmistir.

d- Inkibasyondan sonra platelerin yikama islemi (b) asamasindaki gibi
tekrarlanmastir.

e- Enzim Conjugate (enzimle isaretli Ig G), konjugate tamponu ile optimum
kullanilacak konsantrasyona (1/200) gore sulandirilarak her bir ¢ukura 200 ul eklenmisve
plate 37°C de 2-4 saat inkubasyona tabi tutulmustur.

f- Inkibasyondan sonra yikama tamponu ile platelerin yikama islemi (b)
asamasindaki gibi tekrarlanmig ve kagit havlu Gzerine vurarak kurumasi saglanmistir.

g- Substrat tamponunda taze olarak hazirlanmis substrattan (1mg/ml p-nitrophenyl
phosphate) her bir cukura 200 pl konmus ve 30-60 dk veya gerekli gorildiginde daha
uzun siire oda sicakliginda karanlikta enzimatik reaksiyon igin bekletilmistir.

h- inkiibasyon siiresi sonunda, ihtiyag duyuldugu durumlarda reaksiyonu durdurmak
icin her bir cukura 20-50 ul 3 M NaOH ilave edilmistir.

1- Platenin gukurlarindaki renk degisimine dayali 6lcumler ELISA Reader ile 405
nm dalga boyunda degerlendirilmistir

Arazi calismalarinda virisle bulasik oldugundan stiphelenilen 6rneklere yapilan
ELISA testleri sonucunda; TSWV ve EMDV ile bulasik olan 6rnekler tespit edilmistir.

3.2.3. Molekuler ¢calismalar

3.2.3.1. Enfekteli bitkilerden niukleik asit izolasyonu

Sorveylerden toplanan Orneklerin tamamindan Total Niikleik Asit (TNA)
ekstraksiyonu yapilmistir. Total Niikleik Asit Ektraksiyonunda da Presting vd. (1995)’in
onerdigi orijinal Dellaporta mini nucleic acid extraction yontemi asagida belirtildigi gibi
modifiye edilerek kullanilmistir. Kullanilan kimyasallarin igerigi Ek 2 ‘de verilmistir.

1. 100-400 mg 6rnek 1,2 ml extraction buffer (100 mM Tris, pH 8.0, 50 mM
EDTA, 500 mM NaCl, 10 mM 2-mercaptoethanol) da ezilmistir. (EK 3)

2. 600 pl ezilmis ornekten almip 1.5 ml ‘lik tiiplere konulmustur. Uzerine
%10’luk SDS’den 70 pl eklenip 65 °C’de 10 dk bekletilmistir. Bekleme esnasinda tiipler
bir veya iki kez karistirilmigtir.

3.200 pul 5 M potasyum asetat tlplere eklendikten sonra buzda 10 dk onerilmis
bu siire 30 dakikaya cikarilarak degistirilmis ve bekletilmistir
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4. Buzdan alinan 6rnekler 10 dk 10.000 rpm de Santrifiij edilmis, sivi kistmdan
600 ml alinarak yeni 1.5 ml’lik tiiplere konulmustur.

5. 300 ul soguk isopropanol eklenerek 25-30 dk buz iginde bekletilmistir.

6. 10 dk 10.000 rpm de santrifij edilmistir. Siipernatant (siv1) dikkatlice
ortamdan uzaklastirilmistir.

7. -20 °C de saklanan soguk %70 ‘lik etanol den 750 pl pellete eklenip kibarca
karistirtlmigtir. 10 dk 10.000 rpm de santrifiif yapilmistir

8. Sivi tiiplerden dikkatlice uzaklastirtlmis, 15 sn’lik kisa bir santrifiij daha
yapildiktan sonra alkol pipetle ¢ekilmistir.

9. Pellet 10 dk kurutulumus iizerine 400 pl steril distile su eklenerek
karigtirilmistir.

10. 37 °C ‘de 15 dk inkiibe edilmis ve inkiibasyon sirasinda bir iki kez hafifce
karigtirilmistir.

11. Elde edilen Total Nukleik Asitten, 5-10 ul alinip, elektroforezde sonug
kontrollinden sonra -20 °C’de saklanmistir

Not: Extraksiyon buffer kullanmadan kisa bir siire 6nce ve steril ortamda hazirlanmistir
(Tris, NaCl, and EDTA.DelNAX2).

3.2.3.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR, Polymerase Chain Reaction)

Bitkisel materyallerden total RNA ekstraksiyon calismalar1 sonucunda elde
edilen nilkleik asit ekstraktlari, PCR c¢alismalarinda kalip olarak kullanilmistir. PCR
calismalar1 sirasinda hedef niikleik asitlerin ¢ogaltilmasi amaciyla viriislin niikleik asit
igerigine gore DNA kokenliyse DreamTaq Green PCR Mastermix (2x) (Termo Fisher
Scientific); RNA kokenliyse Verso 1-step RT-PCR kit (Termo Fisher Scientific)
kimyasallar1 kullanilmistir. PCR isleminin yapilabilmesi i¢in gerekli olan, ¢cogaltilacak
viriise spesifik kisa niikleotid dizilimi olan primerler siparis edilerek sentezletilmistir.
BIO-RAD markasia ait Gradient Ozellikli T100 Thermal Cycler aletinde gerekli
kimyasallar, virtslere spesifik primerler ve niikleik asitler kullanilarak 200 ul steril
eppendorf tiiplerinde ¢ogaltma islemleri tamamlanmistir.

PCR calismalarinda testlenen virilis hastaliklari, virlis hastaliklarina 6zgii primer
ciftleri ve sentezlenecek molekiil biiyiikliikleri Cizelge 3.2.’de gosterilmistir.
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Cizelge 3. 2. PCR Caligmalarinda Testlenen Viriis Hastaliklari, Primer Ciftleri ve

Sentezlenen Bolgenin Molekiiler Biiytikligi

Tur Primer Dizilimi Urlin 1 peferans
Boyutu

GIISS?AT\%?)'C F: GTGGTGGGAAAGCTGGTAAA Joopp | Martinez v.
R:CACCCAGTGGAGGTCAGCATT P (2004)

aﬂﬁngﬂ\%osm F: TAACCTCCCAGTTCTCACCGT 513 b Buzkan ve
R: CCATCACCTTAGCTTCCATGT P 1 Yiizer (2009)

Andean potato

latent virus F: GCCAGAGAGTTGCTAATC 404b Lee vd.

(APLV) (SEMV) | R: GACGAGGTTGATGGTGATA P (2015)

Eggplant mottled

crinkle virus F: AAGTGAACACAAGCGACATAG 1231b Dombrovsky

(EMCV) R TATCCATGAACTGGTCTGTTC P vd. (2009)

Eggplant mottled

dwarf virus F:ACAGGAGACACTAATTGGTGGAA 188b Choi vd.

(EMDV) R:GCTCTGGGAGTCCATTGAAGG P 2013

(P;\t;f(c)’ Y virus F: ACGTCCAAAATAGAGATGCC 480b Fidan vd.
R:TGGTGTTCGTGATGTGACCT P (2011)

Jﬁgzc(%oMm\?)s AC | E CGAGAGGGGCAACAAACAT 8800 Kumar vd.
R: ACCTGTCTCCATCTCTTTGG P (2011)

Iﬁ?:?%gg%swm F:AAATTCTCCAGGATTTCTCGACC sgkp | Hafezvd
R:GGGCTGCATTTCTGCAATGTTCC ’ (2013)

\TV?ITsffuZp(oTﬁSe\?W) F: ATCAGTCGAAATGGTCGGCA 2760 | Mumford vd.
R: AATTGCCTTGCAACCAATTC P (1996)

Tomato chlorosis

. F: ATCGGTGAAACCCCGATGAC

virus (ToCV) R: CCGGAACCCAAAGTCACAGT 574bp | Sulley, 2016

Tomato yellow leaf

curl virus F:ATACTTGGACACCTAATGGCTATTTG | o Anfoka vd.

(TYLCV) R TGCCTTGGACARTGGGGRCAGCAG P (2005)

Iic; T:‘E‘%ms\’?)'c F-CGAGAGGGGCAACAAACAT 218D Kumar vd.
R:ACCTGTCTCCATCTCTTTGG P (2011)
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Tabloda verilen virtislerden Tomato yellow leaf curl virus DNA kokenli bir virus
olup, bu virlsin haricindeki virtisler RNA kokenli viruslerdir. Tomato yellow leaf curl
virus i¢in Termo Scientific markasina ait Dream Taq Green Buffer Master mix ve
spesifik primerler kullanilarak PCR ¢alismalar1 yapilmistir. Kullanilacak malzemelerin
miktarlar1 Cizelge 3.3.’te ve PCR protokolu Cizelge 3.4.’te verilmistir.

Cizelge 3. 3. PCR yapiminda kullanilan malzemeler

Icerik Miktar
DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) | 25 L

Forward primer 0.1-1.0 uM
Reverse primer 0.1-1.0 yM
Kalip DNA 10pg -1 g
Distile su 50 pul’ye kadar
TOPLAM HACIM 50 L

Cizelge 3. 4. PCR protokoli

Sicaklik | Zaman | Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95°C 3dk 1 dongii
Denatiirasyon 95°C 305N
(Aynilma) 39 déngi
Annealing (Baglanma) | 52°C 1dk
Extension(Uzama) 72°C 1dk
Final Uzama 72°C 10dk 1 déngul

Tablodaki diger virlisler RNA kokenli olduklari igin 6ncelikle DNA formuna
cevrilmeleri gerekmektedir. Termo Scientific markasinin One-step RT-PCR Kkiti ile ilk
asamada bu virlislerden cDNA sentezlenerek ve viriislerin kilif proteinlerine 6zgii
primer ¢iftleri kullanilarak RT-PCR protokolleri uygulanmistir. Kullanilacak
malzemelerin miktarlar1 Cizelge 3.5. ve RT-PCR protokoll Cizelge 3.6.’da verilmistir.

Cizelge 3. 5. RT-PCR yapiminda kullanilan malzemeler

Icerik Miktar
Verso Enzyme Mix 1uL
2X 1-Step PCR Hot-Start Master Mix 25 L
RT Enhancer 2.5 uL
Forward primer 1uL
Reverse primer 1L
Kalip RNA 2 uL
Distile su 10.5 pL
TOPLAM HACIM 50 uL
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Cizelge 3. 6. RT-PCR protokolu

Sicakhik | Zaman | Dongii Sayisi
cDNA Sentezi 50°C 15 dk I dongii
Verso inaktivasyonu 95°C 15dk
Denatiirasyon (Ayrilma) | 95°C 20sn
Annealing (Baglanma) 52-60°C | 30sn 35 Dongi
Extension(Uzama) 72°C 45sn
Final Uzama 72°C 15 dk 1 Dongii

3.2.3.3. Agaroz jel elektroforez calismalari

RT-PCR calismalarinin sonuglarinin degerlendirilmesi ve elde edilen DNA
parcalarinin goriintiillenmesi i¢in agaroz jel elektroforez calismalari yapilmistir. Bu
caligmalar Galitelli ve Minafra (1994)’ya gore yiiriitiilmiistiir. Jeldeki agaroz oran1 RT-
PCR iiriinleri i¢in %]1,5 olarak ayarlanmis ve genel olarak elektroforez isleminden sonra
jel 0,5 pg/ml oraninda Ethidium bromide igeren soliisyona konularak boyanmis ve elde
edilen bantlar goriintiillenmistir. Bu ¢calismalarin uygulanmasi sirasiyla;

1. Cam erlen icerisine 0,90 gram agaroz tartilmig ve zerine 60 ml 1X TAE (EK 3)
tampon ilave edilmistir. Bu karisim mikro dalga firinda tamamen eriyinceye kadar
1s1tilmus, eriyen karisim 100 ml olacak sekilde TAE tampon ¢dzeltisi ile tamamlanmas.

2. Jel tanki hazirlanarak tarak takilmis ve jel elektroforez tankina dokiilmiistiir. Oda
sicakliginda bekletilen jel 15-20 dk icerisinde tamamen donduktan sonra tarak
cikarilarak jel aparati ile birlikte elektroforez tankina yerlestirilmistir.

3. 1X TAE tamponu jelin Gzerini 1-2 mm kaplayacak sekilde elektroforez tankinin
icerisine doldurulmustur. Ornekler 10 pl PCR driini ile 2 pl 6X yiikleme tamponu
(Loading Dye) olacak sekilde toplam 12 pl’lik karisim jeldeki kuyucuklara mikropipetle
yerlestirilmistir. Ornekler yerlestirildikten sonra 6 pl markir en sagdaki cukura gelecek
sekilde yerlestirilmis ve sagdaki en son ¢ukura ise negatif kontrol konulmustur.

4. Tank kapag kapatilarak giic kaynagi acilmis 50-70 V elektrik ortaminda jel
kosulmustur. Markirda yer alan mor bandin jelde son 1 cm alan kalincaya kadar
ilerlemesi saglanmis ve bu agsamada isleme son verilmistir.

5. Islemin sonunda tanktan alinan jel oda sicakliginda Ethidium bromide ile boyanmus
ve daha sonra UV-transliminatérde goriintiilenmistir.

3.2.3.4. Molekiiler karakterizasyon ¢calismalari

Molekiiler karakterizasyon c¢aligmalar1 kapsaminda en yaygin viriis olarak
belirlenen Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) karakterize edilmeye calisilmistir.
TYLCV’nin diinyanin degisik bdlgelerinden rapor edilmis farkli irklart vardir. Bu wrklar
icerisinde en yaygmi Tomato yellow leaf curl virus-lsrael (TYLCV-IL) Israil irkidir. Bu
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virtsiin haricinde Tomato yellow leaf curl Sicilya (TYLCSV-Sic), Tomato yellow leaf
curl virus-Mild (TYLCV-MId) ve Sardunya (TYLCV-Sa), Tomato yellow leaf curl
virus-Moracco (TYLCV-Mo), Tomato yellow leaf curl virus-Mild (TYLCV-MId),
Tomato yellow leaf curl Malaga virus (TYLCMalV) Tomato yellow leaf curl Axarquia
virus (TYLCAXV), Tomato yellow leaf curl China TYLCV-ch ve Tomato yellow leaf
curl Thailand (TYLCV-Th.) farkli irklar1 da bulunmaktadir. Antalya ilinde yetistiriciligi
yapilan patlican ekim alanlarindan toplanan 6rnekler TYLCV nin irklarint belirlemek
tizere irklara spesifik primerlerle PCR (Polymerase chain reaction) yontemine tabi
tutulmustur. Irklara spesifik primerlerle yapilacak PCR ¢aligsmasinda kullanilan primer
dizilimleri Cizelge 3.7.°de verilmistir.

Cizelge 3. 7. TYLCV rrklarinin belirlemesinde kullanilan irklara 6zgti primer isimleri
ve dizilimleri

Primer Adi Primer dizilimi

VP2715 ATACTTGGACACCTAATGGCTATTTGG
RVC427 TGCCTTGGACA(A/G)TGGGG(A/G)CAGCAG
TYcl138 AAGTGGGTCCCACATATTGCAAGAC
TYVv2664 ATTGACCAAGATTTTTACACTTATCCC
Sa2267 TGGAAAGTACCCCATTCAAGAACATC
TYv2337 ACGTAGGTCTTGACATCTGTTGAGCTC
TYAImc115 ATATTGATGGTTTTTTCAAAACTTAGAAG
TYAImv2516 TTTTATTTGTTGGTGTTTGTAGTTGAAG

TYLCV virls genomunda agik okuma bdlgeleri (Open reading frames-ORFs)
Sekil 3.4° tegosterilmis, bu bdlgelerden irklarinin ayrimini saglayan spesifik primer
ciftleri kullanilarak molekiiler karakterizasyon ¢alismasi yapilmistir.

TYLCV-IL (543 bp)

TYLCSV-Sic (946{bp)
2787/1

Sa2267 VPR2715 RVC427
v
TY V2337 - d - -TYC138
TYAInpv2516 TyAlmcl|l5
TY|v2664

TYLCV-IL (634 bp)

TYLCSV.ES (422 b

TYLCV-MId (316 bp)

Sekil 3. 4. TYLCV wrklarinin farkliliklarini genom iizerinde sematik gosterimi (Anfoka
vd. 2005)
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TYLCV rklarinit tespit etmek igin 1irklara spesifik primerlerle yapilacak 1.
Multiplex PCR ¢alismasinda primer kombinasyonu ve elde edilecek PCR iiriinlerinin
blyuklukleri Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.9°da optimize edilmis multiplex PCR protokolii

Cizelge 3.10 ve Cizelge 3.11°de 6zetlenmistir.

Cizelge 3. 8. Irklara 6zgl primerlerle yapilacak 1.

Multiplex PCR calismasinda primer

kombinasyonu ve elde edilecek PCR drinlerinin bayaklikleri

Virus Irkinin Adi ve Semboli

Primer adlar1 Boyutu

Tomato yellow leaf curl virus(TYLCV) VP2715 543 bp
RVC427

Tomato yellow leaf curl virus-Sicilya-italya Sa2267 946 bp

(TYLCV-Sic) VP2715

Tomato yellow leaf curl virus-Mild (TYLCV-MId) TYv2664 316bp
TYc138

Cizelge 3. 9. Irklara 6zgl primerlerle yapilacak 2.

Multiplex PCR calismasinda primer

kombinasyonu ve elde edilecek PCR drinlerinin bayuklikleri

Virus Irkinin Adi ve Semboli

Primer adlar1 Boyutu

Tomato yellow leaf curl - virus Israel(TYLCV-IL) TYv2337 634 bp
TYc138

Tomato yellow leaf curl Sardinia virus-Spain TYAImv 2516 433bp

(TYLCSVES) TYAImc115

Tomato yellow leaf curl virus-Mild (TYLCV-MId) TYVv2664 316 bp
TYc138

Cizelge 3. 10. 1. Multiplex icin PCR protokoli

Sicaklik | Zaman | Dongii Sayisi
On Denatrasyon 95°C 3dk 1 dongii
Denatiirasyon (Ayrilma) 95°C 30sn
Annealing (Baglanma) 52°C 1dk 39 dong
Extension(Uzama) 72°C 1dk
Final Uzama 72°C 10dk 1 d6ngu

Cizelge 3. 11. 2. Multiplex igin PCR protokoli

Sicaklik | Zaman | Dongii Sayisi
On Denaturasyon 95°C 3dk 1 déngii
Denatiirasyon (Ayrilma) 95°C 30sn
Annealing (Baglanma) 62°C 1dk 39 dongu
Extension(Uzama) 72°C 1dk
Final Uzama 72°C 10dk 1 dongl
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Multiplex PCR’da 39 dongii olarak optimize edilmis ve Sa2267, VP2715,
RVC427, TYv2664, TYc138 primer seti kullanilmis; 2. Multiplex ise PCR’da 30 dongii
olarak optimize edilmis ve TYVv2337, TYc138, TYVv2664, TYAlmv2516, TYAImc115
primer seti kullanilmistir. Bu programi takiben 94°C 1 dk 62°C’de 1 dk ve 72°C’de 5 dk.
1 dongii olarak optimize edilen iki multiplex karisimi da tiim 6rneklere uygulanmustir.

TYLCV’nin 1wrklarma 6zgli yapilan bu c¢aligmalarda enfeksiyonlu olarak
belirlenen drneklerden 50 ul hacimde Dream Taq Green PCR Master Mix kullanilarak
PCR g¢alismalar1 yapilmis, 10 pl si %1,5’lik agaroz jelde goriintiilenmis ve kalan 40 pl
dizi analizlerini elde etmek amaciyla Sentebiolab firmasina gonderilmistir. Elde edilen
dizi analizi verileri BioEdit programinda incelenmis, olas1 kaymalar diizeltilmis, primer
cifleri dstiiste cakistirilarak (contig) genom dizilimleri elde edilmistir. Farkliliklar
NCBI’a (National Center for Biotechnology Information) kayit i¢in gonderilmistir.

3.2.3.5. Dizi analizleri ve filogenetik simflandirma ¢alismalar

DNA dizi analizi yénteminde PCR ve RT-PCR metoduyla 50 pl ¢ogaltimini
yaptigimiz Orneklerimizden 10 pl agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis, viriisiin
varhigi tekrar dogrulanmis; kalan 40 pl Griinlerimiz ve drunlere spesifik primer ciftleri
sekans analizleri i¢in Sentebiolab firmasina gonderilmis ve bu firmadan ¢ift yonli
sekans hizmeti alinmistir. Dizi analiz sonuglari, her viriis igin ileri ve geri yonli olmak
tizere iki adet olarak goderilmisir.

Sentegen firmasi tarafindan gerceklestirilen dizi analizleri sonucunda elde edilen
veriler CHROMAS v.2.6.4 (Technelysium Pty. Ltd.), BIOEDIT v.7.2.5 (Hall 1999) ve
Mega7 (Kumar vd. 2011) programlar1 kullanilarak diizenlenmistir. CHROMAS
programiyla iirlinlerin forward ve reverse dizilerinin bas ve son kisimlarindaki okuma
kirlilikleri silinmistir. Daha sonra forward ve reverse dizileri BIOEDIT programinda {ist
uste denk getirilerek okuma dogrulanmis ve olasi baz kaymalar1 diizeltilmistir. Sonugta
her bir primere ait olan tek bir biitiin haline getirilerek diizenlenmis (contig) dizi
analizleri elde edilmistir. Caligmaya ait olan tiim hizalama (alignment) islemleri Mega7
programi ile yapilmistir. Patlican bitkisini enfekte eden ve biyoinformatik
diizenlemeleri yapilan viriis izolatlarir NCBI (National Center for Biotechnology)
BLAST sekmesinden diinya izolatlartyla kiyaslanmis ve filogenetik analizleri MEGA7
programu ile yapilmaistir.
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4. BULGULAR

Ydirdtilen tez ¢alismasi, 2016-2018 yillar1 arasinda Antalya ili ve ilgelerinde
acitk alan ve seralar dahil olmak iizere patlican yetistiriciligi yapilan alanlarda
gergeklestirilmistir. Bu calismada toplanan patlican 6rnekleri simptomatolojik olarak
gozlemlenmis, virlis benzeri simptom gosteren Ornekler serolojik ve molekuler
analizlere tabi tutulmustur. Tespit edilen viriis izolatlarinin sekanslama metoduyla
genom dizileri belirlenmistir. Patlicanda enfeksiyona neden olan viriislerin dizi
analizleri sonucunda elde edilen veriler biyoinformatik calismalarla diinya genelinde
farkli konukgular iizerinde rapor edilen izolatlar ile karsilagtirnilmistir. Filogenetik
analizlerlede Antalya il ve ilgelerinden elde edilen patlican viriis izolatlarinin diinya
izolatlar1 arasindaki yeri belirlenmistir.

Tez calismasi kapsaminda Antalya ilinin Alanya, Elmali, Finike, Gazipasa,
Finike, Demre, Kas, Kumluca, Manavgat, Serik, Aksu, Kepez, Konyaalt1 ve Muratpasa
ilgelerinde patlican yetistiriciligi yapilan ekim alanlarinda sérveyler yapilmistir. Sorvey
calismalarinda sarilik, kloroz, sekil bozuklugu, beneklenme, bogum aralarinin
kisalmasi, bodurluk, yapraklarda kii¢iilme, kivirciklik, mozaik, damar agilmasi, damar
bantlagsmasi, lokal lezyon, nekroz, halkali leke gibi viral simptom gosteren Ornekler
toplanmaya calisilmistir. Genellikle siddetli sararma ve kloroz belirtileri ile mozaik,
beneklenme, halkali leke gibi simptomlarla karsilasiimis ve bu baglamda toplanan
ornekler sarilik tipi simptomlar ve mozaik tipi simptomlar olmak tizere iki farkli grupta
incelenmigtir. Sarilik simptomlarinda genellikle damarlarda ve yaprak kenarlarindan
baslayan ya da diizensiz sararmalar olan, bodur ve meyve tutumu az olan bitkilerden
ornekler alinmistir (Sekil 4.2). Mozaik tipi simptomlarda ise acik sar1 ve koyu yesil
diizensiz renk agilmalari gosteren, genellikle yapragin orta damari ¢evresinde sar1 parlak
mozaik lekeleri bulunan, benekli ve bodur bitkilerden 6rnekler alinmustir (Sekil 4.6). Bu
orneklerin yanisira Kimera (genetik bozukluk), Stolbur hastaligi ve hormon zarar1 gibi
sebeplerden dolay1 yaprak yapisinda farklilik tespit edilen bitkilerden de Ornek
alimmustir (Sekil 4.16).

Solanaceae familyasinin Ortii alti yetistiriciliginde polikiiltir yetistiricilik
yapilan alanlarda 6zellikle domates, biber ve hiyar bitkileriyle ayn1 serada bulunan
patlican bitkilerinde halkali leke ve mozaik simptomlar ile karsilasilmistir (Sekil 4.18).

Sera icerisinde ve etrafinda viriis hastaliklarina konukculuk yapma yeteneginde
olan yabanci otlarin temizlenmemesi, vektdr boceklere yaz-kis konuk¢u imkani
saglamakta ve viriis tasiyabilen vektorlerin yasama sansini arttirarak olumsuz ornekler
olusturdugu gozlemlenmistir (Sekil 4.19).

4.1. Simptomatolojik Bulgular

Simptomatoloji ile ilgili caligmalar toplanan Orneklerde gozlenen belirtiler
bolgeler ve 6rnekler bazinda gruplandirilarak 6zetlenmistir. Patlican bitkisinde siklikla
gozlenen belirtiler goz Oniinde bulunduruldugunda; sarilik simptomu gosterenler ve
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mozaik simptomu gosterenler olarak iki gruba ayirmak miimkiin olmustur.Deniz
seviyesine yakin yerlerde kurulan patlican seralarinda yogun beyazsinek populasyonu
(Sekil 4.17A) tespit edilmis, bu sebeple sarilik tipi simptomlarla fazlaca karsilagildigi
anlasilmistir. Rakimin daha ytiksek oldugu yerlerde ise yaprakbiti ve yaprak pirelerinin
(Sekil 4.17 B-C) yayildigin1 ve bu sebeple mozaik simptomlarinda artis goriildigi
sOylenebilmektedir.

4.1.1. Sarihk simptomu gosteren ornekler

Kumluca ilgesinde patlican yetistiriciligi yapilan alanlardaki soérveylerde 10 ve
17 numarali (Sekil 4.1) orneklerin yapraklarinda yesil damarlarin aralarinda siddetli
sararmalar gozlemlenirken; Konyaalt1 ilgesinde yapilan sorveylerde toplanan 3 ve 22
numarali orneklerde (Sekil 4.2.) ve Manavgat ilgesinden toplanan 7 ve 17 numaralt
orneklerde (Sekil 4.3.) bitkilerin genel goriiniimiinde sararmalar ve kloroz belirtileri

gbzlenmistir.
f | \)Ir.‘\cl( 1%
\ Lumlued /An'folyc
' Kumiyeq
él”‘tk {0

Sekil 4. 1. Kumluca ilgesinden toplanan 10 ve 17 numarali 6rnekler
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Sekil 4. 3. Manavgat ilgesinden toplanan 7 ve 17 numarali 6rnekler

Alanya ilgesinde yapilan sorveylerde 11 ve 12 numaral (Sekil 4.4) 6rneklerin
yapraklarinda kiiclilme, yaprak simetrisinde bozulma belirtileri gozlemlenirken; 16 ve
26 numarali (Sekil 4.5) orneklerin yapraklarinda renk agilmasi, siddetli sararmalar ve
Kloroz belirtileri gozlenmistir.
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Sekil 4. 5. Alanya ilgesinden toplanan 16 ve 26 numarali 6rnekler

4.1.2. Mozaik simptomu gosteren érnekler

Konyaalt1 ilgesinde yapilan sorveylerde toplanan 8, 14 ve 15 numaral
orneklerde (Sekil 4.6) mozaik belirtileri gozlenmistir.
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Sekil 4. 6. Konyaalt1 ilgesinden toplanan 8, 14 ve 15 numarali 6rnekler

Aksu ilgesinde yapilan sorveylerde toplanan 1, 13 ve 14 numarali (Sekil 4.7)
orneklerin yapraklarinda parlak sari renk agilmalariyla birlikte mozaik belirtileri
gozlenmistir.

Sekil 4. 7. Aksu il¢esinden toplanan 1, 13 ve 14 numarali 6rnekler
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Gazipasa ilgesinde patlican yetistirilen alanlarda yapilan sérvey calismasinda
incelenen 2 ve 10 numarali patlican 6rneklerinde bodurluk, bogum aralarinda kisalma
ve renk acilmalariyla birlikte mozaik simptomlar1 gozlenirken; 21 numarali drnekte
siddetli mozaik ve yaprak ayasinda daralma belirtileri gdzlenmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4. 8. Gazipasa ilgesinden toplanan 2, 10 ve 21 numarali 6rnekler

Manavgat ilgesinde yapilan sorvey calismasinda parlak sar1 renklerde mozaik
simptomlar1 ve koyu yesil mozaik simptomlar1 (Sekil 4.9) gézlenmistir.

Sekil 4. 9. Manavgat il¢esinden toplanan 3, 7 ve 19 numarali 6rnekler
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Aksu ilgesinden toplanan 7 numarali ve Konyaalti ilgesinden toplanan 15
numarali (Sekil 4.10) oOrneklerde diizensiz halkali lekeler ile renk agilmalari
gozlenmistir.

Sekil 4. 10. Aksu ilgesinden toplanan 7, Konyaalt: ilgesinden toplanan 15 numaralar
orneklerdeki belirtiler

Serik ilgesinde yapilan sérveyde toplanan patlican 6rneginde yapraklarin orta
damar1 ve yakin ¢evresinde siddetli renk agilmasi ve mozaikler; meyvede ise yine
meyvenin ortasinda genis ¢apli, yesil ve diizensiz renk bozulmalar1 gézlemistir.

Sekil 4. 11. Serik ilgesinden toplanan 6rneklerlerdeki diizensiz renk bozulmalari
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Kumluca ilgesinden toplanip iklim odasinda gelismeye birakilan Ornegin
yapraklarinda ve meyvelerinde renk agilmasiyla baglayan belirtiler, ilerleyen
donemlerde halkali lekelere ve nekrozlara doniismiistiir. Enfekteli meyve boyutunun,
saglikli meyveye gore kiiciik kaldigi da gozlemlenmistir (Sekil 4.12, Sekil 4.13).

Sekil 4. 12. Kumluca ilgesinden alinip iklim odasinda yetistirilen 6rnegin yapraginda
gozlenen i¢ ice ge¢mis halka simptomlari
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Sekil 4. 13. Kumluca ilgesinden alinan ve iklim odasinda yetistirilen Ornegin
meyvelerinde gozlenen tipik TSWV simptomlari
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Muratpasa ilgesinde yapilan sorveylerde alinan 2 ve 4 numarali (Sekil 4.14)
orneklerde ve Konyaalt1 ilgesinde patlican yetistirilen bir seradan toplanan 6 numarali
(Sekil 4.15) ornekte mozaik belirtilerinin yaninda; bodurluk, yapraklarda beneklenme,
kivrilma, kirisiklagsma ve damar agilmasi gibi belirtiler gézlemlenmistir.

Sekil 4. 14. Muratpasa ilgesinden alinan 2 ve 4 numarali 6rneklerdeki mozaik,
beneklenme ve meyve deformasyonu belirtileri
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Sekil 4. 15. Konyaalt1 ilgesinde patlican yetistirilen bir seradan toplanan 6 numarali
ornekteki beneklenme belirtileri
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Virlis benzeri belirti gdsteren orneklerin haricinde fazla hormon uygulanmasi
sonucu viral simptomlara benzeyen (Sekil 4.16A), genetik bozukluklardan kaynaklanan
Kimera belirtileri gosteren (Sekil 4.16B) ve Solaneaceae familyasina ait bitkilerde
siklikla karsilasilan bir fitoplazma hastaligi olan Stolbur belirtileri (Sekil 4.16C)
gosteren bitkilerden de 6rnek alinmistir.

Sekil 4. 16. (A) Hormon zarari belirtisi; (B) Kimera belirtisi; (C) Stolbur belirtisi
gosteren bitkiler

Ayrica sahil kesimindeki ilgelerde yogun beyazsinek; rakimim daha yiiksek
oldugu ilgelerde yaprak biti ve yaprak piresi populasyonlartyla karsilagilmigtir.

Sekil 4. 17. (A) Patlicanda beyazsinek; (B) yaprak biti; (C) yaprak piresi goriintiileri

38



BULGULAR P. SARIKAYA

Polikiiltiir yapilan seralarda domates ve biber ile igice yetistiriciligi yapilan
patlican bitkilerinde viriis benzeri simptomlarin gozlendigi, bu yetistirme tarzinin viriis
vektorii  bocekler i¢in kolay konuk¢u bulma imkani saglamasiyla beraber
miicadelesininde basarisiz oldugunu gdstermistir.

Sekil 4. 18. Polikiiltiir yetistiricilik yapilan domates, biber ve kabakgiller ile ayn1 serada
ekimi yapilan patlican seralari

Patlican serasi igerisinde viriis benzeri belirtiler gosteren Malvaceae familyasina
ait yabanci ot tiirli de Sekil 4.19°da gosterilmistir.

39



BULGULAR P. SARIKAYA

Sekil 4. 19. Patlican ekim alani igersinde tespit edilen yabanci ot (Malva spp.)
gorinttst (EMDV, DAS-ELISA pozitif)

4.2. Serolojik Bulgular
4.2.1 DAS-ELISA bulgulari

Simptomatolojik gdzlemlerle toplanan orneklerden halkali leke, nekrotik leke,
beneklenme, clicelik gibi belirti gosteren 90 ornek; laboratuvarimizda antiserumu
mevcut olan viruslere karsi Serolojik testleme yapilmistir.

Test edilen 6rnekler ¢alisma konusu viriislere spesifik antiserumlar kullanilarak
DAS-ELISA testi ile TSWV (Tomato spotted wilt virus) ve EMDV (Eggplant mottled
dwarf virus)’ye test edilmistir. Testlemede TSWV i¢in BIOREBA markasina ait ticari
antiserum kiti;, EMDV i¢in ise LOEWE markasma ait ticari antiserum Kkiti
kullanilmistir. Antiserumlar, Cizelge 4.1°deki oranlara gore sulandirilmis, Ornek
sayisina gore hesaplanmugtir.

Cizelge 4. 1. DAS-ELISA testinde kullanilan antiserumlarin sulandirma oranlari

Antiserum kitinin markasi Sulandirma orani
BIOREBA 1/1000
LOEWE 1/200

Testlemelerde kullanilan plate {izerine hangi viriise ait oldugu, negatif kontrol,
pozitif kontrol ve buffer kontrollerinin yerleri isaretlenmistir. Testleme sonucunda
pozitif 6rnekler belirlenmis molekiiler ¢alismalarda kullanilmak tizere isaretlenmistir.

Tomato spotted wilt virus (TSWYV) i¢in yapilan DAS-ELISA testi sonuglarinda
negatif kontrol kirmizi, pozitif kontrol sari ve buffer degerleri yesil renk ile
gosterilmistir. ELISA- reader (Tecan Trading AG, Switzerland) cihazinda 405 nm dalga
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boyunda okuma yapilarak elde edilen absorbans degerleri incelendiginde; negatif
kontrol ve buffer degerlerinin 2 kat1 ve fazlasi degerde olan ornekler Tomato spotted
wilt virus ile enfekteli olarak kabul edilmis ve sar1 renk ile isaretlenmistir (Cizelge 4.2).

Eggplant mottled dwarf virus (EMDV) icin yapilan DAS-ELISA testi
sonuglarinda negatif kontrol kirmizi, pozitif kontrol sar1 ve buffer degerleri yesil renk
ile gosterilmistir. ELISA- reader cihazinda 405 nm dalga boyunda okuma yapilarak elde
edilen absorbans degerleri incelendiginde; negatif kontrol ve buffer degerlerinin 2 kati
ve fazlas1 degerde olan 6rnekler Eggplant mottled dwarf virus ile enfekteli olarak kabul
edilmis ve kirmiz1 renk ile isaretlenmistir. (Cizelge 4.3) DAS-ELISA testi uygulanan
plate gorlntlleri ve ELISA-reader absorbans degerleri elde edilen ¢alismanin
sonucunda TSWV ve EMDYV ile enfekteli olma durumu arastirilan 6rneklerden 12
tanesi Tomato spotted wilt virds ile (Sekil 4.20) enfekteli bulunurken; 16 tanesi de
Eggplant mottled dwarf virus ile (Sekil 4.21) enfekteli bulunmustur.

TSWV ig¢in yapilan DAS-ELISA testinin sonuglari incelendiginde pozitif
kontrollerin 0,906 ila 2,278 degerlerini aldig1, negatif kontol ve buffer okumalarinda en
yiiksek 0,122 ve 0,117 degerleri elde edilmistir. Negatif kontol degerlerinin iki kat1 ve
fazlas1 degerde okunan oOrnekler pozitif kabul edilmistir. Pozitif ¢ikan orneklerin
absorbans degerleri incelendiginde segregasyon goriilmiis, en diisiik pozitif deger 0,394
ve en yiiksek pozitif deger 2,108 (Sekil 4.12- Kumluca i¢ ice gegmis halka simptomu
gosteren Ornek) olarak tespit edilmistir. Bu durumda 0,394 absorbans degerine sahip
ornegin 2,108 degerine sahip 6rnege gore virlis enfeksiyonuyla daha gec bulastiginm
sonucuna ulasilabilmektedir. Simptomlardaki i¢ ige ge¢mis halka ve nekroz
belirtilerinin siddetinin farkli olmasi da bu degerleri agiklamaktadir.

EMDV igin yapilan DAS-ELISA testinin sonuglart incelendiginde pozitif
kontrol degerleri 0,975 ile 1,329 olarak belirlenmistir. Negatif kontol ve buffer
okumalarinda en yiiksek 0,111 ve 0,124 degerleri elde edilmistir. Negatif kontol
degerlerinin iki kat1 ve fazlas1t degerde okunan 6rnekler pozitif kabul edilmistir. Pozitif
cikan orneklerin absorbans degerleri incelendiginde segregasyon goriilmiis, en diislik
pozitif deger 0,624 ve en yiiksek pozitif deger 2,785 (Sekil 4.15- Konyaalt1 ilgesinden
alinan siddetli mozaik ve beneklenme simptomu gosteren 6rnek) olarak tespit edilmistir.
Bu durumda 0,624 absorbans degerine sahip drnegin, 2,785 degerine sahip 6rnege gore
virlis enfeksiyonuyla daha gec bulastigi sonucuna ulasilabilmektedir. Simptomlardaki
mozaik ve beneklenme belirtilerinin siddetinin farkli olmasi da bu degerleri
acgiklamaktadir.
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Sekil 4. 20. TSWV igin yapilan DAS-ELISA plate goruntisi

Cizelge 4. 2. TSWYV igin yapilan DAS-ELISA absorbans degerleri

A | 0,093 | 0,101 | 0,625 | 0,094 | 0,113 | 0,102 | 0,081 | 0,086 | 0,602 | 0,085 | 1,946 | 0,092

B | 0,103 | 0,024 | 0,119 | 0,070 | 0,827 | 0,054 | 0,107 | 0,129 | 0,009 | 0,088 | 1,827 | 0,083

C | 0,394 | 0,012 | 0,201 | 0,063 | 0,083 | 0,072 | 0,222 | 0,002 | 0,039 | 0,094 | 0,997 | 0,093

bD| 0121 0,092 | 0,085 | 0,579 | 0,092 | 0,087 | 0,103 | 0,027 | 0,084 | 0,096 | 0,089 | 0,091

E | 0,01 | 0,988 | 0,004 | 0,091 | 0,076 | 0,205 | 0,112 | 0,101 | 0,092 | 0,089 0,08 0,087

F| 01116 | 1,133 | 0,124 | 0,059 | 0,118 | 0,461 | 0,119 | 0,094 | 0,043 | 0,089 | 0,102 | 0,082

G | 0,107 | 0,744 | 0,110 | 0,094 | 0,016 | 0,207 | 0,026 | 0,012 | 0,086 0,906

H | 0,109 | 0,089 | 0,099 | 0,512 | 0,104 | 0,09 | 0,118 | 2,108 | 0,104 2,278
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Sekil 4. 21. EMDV igin yapilan DAS-ELISA plate goruntusi

Cizelge 4. 3. EMDV igin yapilan DAS-ELISA absorbans degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 0,079 | 0,202 | 0,05 | 0,091 | 1,298 | 0,022 | 0,814 | 0,186 | 0,102 | 0,045 | 0,086 | 0,062
B 0,103 | 0,624 | 0,119 | 0,051 | 0,184 | 0,114 | 0,207 | 0,929 | 0,05 | 0,718 | 0,043 | 0,105
c 0,111 | 0,032 | 0,103 | 0,693 | 0,018 | 0,032 | 0,222 | 0,02 | 0,031 | 0,204 | 0,088 | 0,086
D 0,064 | 0,067 | 0,073 | 0,104 | 0,024 | 0,057 | 0,103 | 0,132 | 0,034 | 0,826 | 0,095 | 0,818
£ 1,607 | 0,036 | 0,112 | 0,105 | 0,073 | 2,785 | 0,112 | 0,035 | 0,052 | 0,909 | 0,083 | 0,074
E 0,062 | 0,101 | 1,724 | 0,112 | 0,116 | 0,471 | 0,119 | 0,04 | 0,062 | 0,081 | 0,089 | 0,109
G 0,112 | 0,052 | 0,108 | 0,091 | 0,818 | 0,127 | 0,123 | 0,112 | 0,081 | [MG@ | 0,975 | 0.118
H 0,104 | 0,879 | 0,09 | 0,103 | 0,002 | 0,109 | 0,18 | 0,509 | 0,108 | [N | 1,329 | 0.124
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4.3. Molekdiler Bulgular
4.3.1. RT-PCR ve PCR calismalar:

Molekiiler caligmalar amaciyla sorveylerde viriis benzeri belirtiler gosterdigi i¢in
toplanan 6rnekler daha sonra 6rnek posetlerinde etiketleriyle birlikte -20°C’de muhafaza
edilmistir. Muhafazas1 saglanan bu orneklerden daha sonra molekiiler ¢aligmalarda
kullanilabilmesi i¢in total niikleik asit ekstraksiyonu yapilmistir. Elde edilen niikleik
asitler -20°C’de RT-PCR ve PCR calismalar1 kapsaminda kullanilmak ftizere ikiser
tekrarl olarak eppendorf tiiplerinde muhafaza edilmistir.

RT-PCR ve PCR c¢alismalarinda viriislere spesifik primerler (Cizelge 3.2)
kullanilarak 6rneklerin Alfalfa mosaic virus (AMV), Cucumber mosaic virus (CMV),
Eggplant mosaic virus (EMV) (=Andean potato latent virus) (APLV), Eggplant mottled
crinkle virus (EMCV), Eggplant mottled dwarf virus (EMDV), Potato virus Y (PVY),
Tomato bushy stunt virus (TBSV), Tobacco mosaic virus (TMV), Tomato mosaic virus
(ToMV), Tomato chlorosis virus (ToCV), Tomato spotted wilt virus (TSWV) ve
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) ile enfekteli olma durumlari igin tespit
calismalar1 yapilmigtir. Yapilan tiim molekiiler testlemelerin sonucunda orneklerin
AMV, APLV, EMCV, PVY, TBSV ve TMV ile enfekteli olmadigi tespit edilmistir.

RT-PCR ve PCR calismalarinda iilkemizde varligi bilinen ve pozitif kontroli
olan Alfalfa mosaic virus (AMV), Cucumber mosaic virus (CMV), Eggplant mottled
dwarf virus (EMDV),Potato Y virus (PVY), Tobacco mosaic virus (TMV), Tomato
mosaic virus (ToMV), Tomato chlorosis virus (ToCV), Tomato spotted wilt virus
(TSWV) ve Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) i¢in optimizasyon yapilmis, total
niikleik asitlerin ve kimyasallarin calistigi dogrulandiktan sonra ornekler calisma
konusu viriislere spesifik primerlerle testlemeye alinmistir. APLV, EMCV ve TBSV
iilkemizde bulunmamasindan dolay1 pozitif kontrol optimizasyonu yapilamamistir.
Ayrica sadece iki viris (EMDV ve TSWV) icin DAS-ELISA antiserum Kiti
laboratuvarimizda mevcut olup, diger viriislere karsi PCR ve RT-PCR teknigi
kullanilmistir. EMDV ve TSWV antiserumlariyla pozitif sonu¢ veren Ornekler i¢in
optimizasyon yapilmis, daha sonra diger viriislerin testlemeleri gergeklestirilmistir.
EMDV ve TSWV i¢in optimizasyon sonuglarinin jel goriintiisi Sekil 4.22°de
gosterilmistir.

DAS-ELISA ¢alismalarinda Eggplant mottled dwarf viris (EMDV) ve Tomato
spotted wilt virus (TSWV) ile enfekteli bitkiler oldugu tespit edilmesine ek olarak
molekiiler ¢aligmalar ile de bu sonu¢ dogrulanmistir. Bu iki virlis haricinde siddetli
sarilik simptomu gosteren drnekler Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) ve Tomato
chlorosis virus (ToCV) bakimindan incelenmis ve pozitif bulunmus; mozaik simptomu
gosteren ornekler Cucumber mosaic virus (CMV) ve Tomato mosaic virus (ToMV) ile
enfekteli olduklar tespit edilmistir. Molekiiler ¢alisma sonucunda pozitif bulunan tiim
ornekler tek bir jelde yiiriitiilmiis ve goriintilenmistir (Sekil 4.23)
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Sekil 4. 22. DAS-ELISA testi sonucu EMDV ve TSWV ile enfekteli olan 3’er drnekten
RT-PCR optimizasyonu (M: 100bp DNA marker, (-) : negatif kontrol)

12%556(-)M

YOI D G . S G

CMV ToCV TYLCV
512bp 574bp 543bp

EMDV TSWV ToMV
183bp 276bp 318bp

Sekil 4. 23. PCR ve RT-PCR sonucu sirasityla CMV, EMDV, ToCV, TSWV, TYLCV
ve ToMV pozitif 6rnekler (M: 100bp marker, (-): negatif kontrol)

Alanya, Finike, Gazipasa, Demre, Kas, Kumluca, Manavgat, Serik, Aksu,
Kepez, Konyaalti ve Muratpasa il¢elerinde yapilan sorveylerde toplanan orneklerin
testlendikleri viriislere kars1 enfekteli olma durumlar1 Cizelge 4.4’te 6zetlenmistir.
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Cizelge 4. 4. Sorveylerden toplanan 6rneklerin miktarlar1 ve ilgeler bazinda viriis ile
enfekteli 6rnek sayilar

. Ornek > 5 S >

Ilgeler saysi s ¥ Q >

o + [
Alanya 33 - 6 9 7 - - 4 - - - -
Aksu 23 - - 3 4 - - - - - -
Demre o) - - - - - - - - - - -
Finike 10 - - - - - - - - - -
Gazipasa 31 - - 8 - - - - - - -
Kas 4 - - - - - - - - - -
Kumluca 36 - - 11 8 12 - 9 - - - -
Serik 36 - 2 7 4 - - 1 - - - -
Kepez 10 - - - - - - - - - - -
Konyaalti 30 - - 6 2 - 11 - - - -
Manavgat 20 - - 2 - - - - - - -
Muratpasa 5 - - - - - 5 - - - -
TOPLAM 243 - 8 46 25 12 16 14 - - - -

Yapilan tiim simptomatolojik, serolojik ve molekiiler c¢alismalarin sonucunda
Aksu ilgesinden toplanan 3, Kumluca ilgesinden toplanan 11, Alanya ilgesinden
toplanan 9, Serik ilgesinden toplanan 7, Gazipasa ilgesinden toplanan 8, Manavgat
ilgesinden toplanan 2 6rnek TYLCV ile enfekteli bulunmustur. Yapilan tim sorveyler
boyunca toplanan 243 6rnegin 46 tanesi TYLCV ile enfekteli bulunmustur. Toplamda
TYLCV ile enfekteli bulunan 46 &rnegin %401 TYLCV-Mild; %60°1 TYLCV-Israil
irkiyla enfekteli olarak bulunmustur.

Calisma konusu olan diger viriisler i¢in toplam ornekler igerisinde %10°u ToCV,
%6’s1 ToMV, %5’1 EMDV, %4’ TSWV ve %3’ti CMV ile enfekteli bulunmustur.
DAS-ELISA testi ile 16 6rnegin EMDV ve 12 6rnegin TSWYV ile enfekteli oldugu tespit
edilmistir. Testlemeler sonucunda 6rnekler AMV, APLV, EMCV, PVY, TMV ve
TBSV agisindan temiz bulunmustur.

Molekiiler ¢aligsmalar degerlendirildiginde Kumluca ilgesinden alinan ve tipik
TSWV simptomlar1 gosteren ornegin (Sekil 4.20) TSWV ile enfekteli bulundugu;
Kumluca, Manavgat ve Alanya ilgelerinden sarilik simptomu ile iligkilendirilerek
toplanan orneklerin (Sekil 4.1, Sekil 4.3, Sekil 4.5) agirlikla TYLCV ve ToCV ile
enfekteli olduklar1 sonucuna ulasilabilmektedir. Muratpasa 4 ve Konyaalti 6 numarali
orneklerin sidddetli bodurluk ve beneklenme ile iligkilendirilen belirtileri sonucunda
EMDV ile enfekteli bulunmustur. Aksu il¢esinden toplanan 1 ve 14; Gazipasa
ilgesinden toplanan 21 numarali ornekler siddetli mozaik simptomlariyla
iliskilendirilerek CMV ile enfekteli bulunmustur. Pozitif bulunan orneklerin yizdelik
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miktarlart incelendiginde; sorveylerde glidiimlii 6rnekleme yapilmasi yani virislii
olabilecegi diisiiniilen Ornekler toplandigi i¢in bu viriislerin toplandiklar: ilgelerde
yayginlik orani hesaplanamamaktadir.

Antalya ili patlican yetistiriciliginde TUIK (2017) verileri dikkate alinarak
ilgelerdeki liretim alanlarina goére alinacak en az Ornek sayist belirlendigi i¢in, alinan
ornek sayisinin o bdlgedeki viriis dagilimi temsil edebilmesi adina virlis siiphesi
tasimayan, latent viriis izolatlarimi da tespit edebilmek i¢in simptomsuz patlican
bitkilerinden de Ornek alinmistir. Dolayisiyla ilgelerdeki {iretim miktar1 ve virls
yayginlig1 hakkinda bir sonu¢ aranmamis olup; Antalya ilinde patlican yetistiriciliginin
yapildig1 alanlarda gergeklestirilen bu sorvey c¢alismasi kapsaminda patlican bitkisini
enfekte eden viriisler belirlenmistir. Daha genis ¢apli bir sorvey caligsmasi icin altyapi
olusturabilecek sonuglar elde edilmistir.

Molekiiler calismalarin sonucunda agaroz jel goriintiisiinde pozitif oldugu
belirlenen drneklerden, 50 ul hacimde RT-PCR mix hazirlanmis ve dizi analizi islemleri
icin sekans hizmeti alimina gonderilmistir. Sekans hizmetine gonderilen 6rnekler NCBI
veri tabanina kayit edilmek {izere isimlendirilmis ve kayitlar1 yapilmastir.

Cizelge 4. 5. Sekans dizilimleri elde edilen izolatlarin isimlendirilmesi ve GenBank
numaralari

Pozitif bulunan virusler Isimlendirilmeleri | GenBank no.
Tomato spotted wilt virus TRANtTSWVEQp MK628564.1
Cucumber mosaic virus TRANtCMVEQgp MK321346.1
Tomato mosaic virus TRANtToMVEQgp MK652756.1

Tomato yellow leaf curl virus | TRAntTYLCVEgp | MK238543.1
Eggplant mottled dwarf virus | TRANtEMDVEgp MK586224.1
Tomato chlorosis virus TRANtToCVEgp MK?248741.1

Tomato spotted wilt virus, Cucumber mosaic virus, Tomato mosaic virus,
Eggplant mottled dwarf virus ve Tomato chlorosis virus izolatlar1 sekans dizilimleri
elde edilip kayit edildikten sonra diinyadaki benzer izolatlarla kiyaslanarak filogenetik
agagclari cizilmis ve sirasiyla EKS, EK6, EK7, EK8 ve EK9’da verilmistir.

4.4. Molekuler Karakterizasyon Bulgulari

Yapilan simptomatolojik, serolojik ve molekiiler tespit ¢aligmalar1 sonucundan
patlican bitkisinde en yaygin gorllen viriis hastalig1 (%19) beyazsinek ile tagman ve
domates yetistiriciliginde de yogun olarak rastladigimiz Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV) olarak belirlenmistir. Dizi analizi ¢alismalariyla birlikte bu virlisiin ve
wklarmin sekans dizilimleri, filogenetik agaclari, go¢ haritalari, akrabalik iliskileri
belirlenmistir. Yapilan literatiir ¢alismalar1 bu viriisiin beyazsinek populasyonun yogun
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oldugu ve domates ile i¢ ice Uretim yapilan patlican ekim alanlarinda domates ile ayni
familyada yer alan patlican bitkisinde de zarar yapabildigini gostermistir.

Calisma konusu viriislerden genetik materyali DNA olan Tomato yellow leaf
curl virus, yapilan tiim simptomatolojik, serolojik ve molekiiler tespit ¢alismalarinin
ardindan en yaygin olarak belirlenmis ve molekiiler yontemlerle karakterize edilmistir.
TYLCV’nin diinyanin degisik bolgelerinden rapor edilmis farkli irklar1 bulunmaktadir.
Bu 1rklar icerisinde en yaygimi Tomato yellow leaf curl virus-Israel (TYLCV-IL), Israil
wrkidir. Bu virlistin haricinde Tomato yellow leaf curl Sicilya (TYLCSV-Sic), Tomato
yellow leaf curl virus-Mild (TYLCV-MId) ve Sardunya (TYLCV-Sa), Tomato yellow
leaf curl virus-Moracco (TYLCV-Mo), Tomato yellow leaf curl virus-Mild (TYLCV-
Mld), Tomato yellow leaf curl Malaga virus (TYLCMalV) Tomato yellow leaf curl
Axarquia virus (TYLCAXV), Tomato yellow leaf curl China TYLCV-ch ve Tomato
yellow leaf curl Thailand (TYLCV-Th.) farkli irklar1 da bulunmaktadir. TYLCV
genomunda agik okuma boélgeleri (Open reading frames-ORFs) bolgelerinden hepsini
kapsayacak sekilde secilmis primer giftleri kullanilarak irklarin tespiti yapilmistir.
Antalya ilinde yetistiriciligi yapilan patlican ekim alanlarindan toplanip TYLCV ile
enfekteli bulunan ornekler, multiplex PCR protokolii kullanilarak test edilmis ve
TYLCV wklarinmn Israil (TYLCV-Is) ve Mild (TYLCV-Mild) oldugu belirlenmis,
agaroz jel elektroforez ile jel goriintiisii elde edilmistir (Sekil 4.24). Ulkemizde
domateste tespit edildigi bilinen Sardunya (TYLCV-Sa) ve Sicilya (TYLCV-Sic)
irklariin patlican bitkisinde enfeksiyonu tespit edilememistir.

123()M123()M1 23 ()M

TYLCV-Israil

634bp
TYLCV-Mild

' 316bp

Sekil 4. 24. TYLCV nin Israil ve Mild irklarmin agaroz jeldeki optimizasyonu (M:
100bp DNA marker, (-): negatif kontrol)
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4.5. DNA Dizileme ve Filogenetik Analiz Bulgular:

Dizi analizlerinin olusturulmasi i¢in yapilan molekiiler ¢alismalarda TYLCV,
TYLCV-Is ve TYLCV-Mild ile enfekteli olan 6rneklerden 50 ul PCR Urini elde
edilmistir. Calistlan PCR drlnlerinin 10 ul’si agaroz jele yuklenerek goriintiilenmis,
kalan 40 mikrolitresi de dizi analizine gonderilmistir. Dizi analizlerinden elde edilen
sonuclar Chromas programi kullanilarak baslangi¢ ve son kisimlarindaki giirtiltiilerden
arindirilmig, 634 bp’lik TYLCV-Is izolatina ait sekans goriintiisii (Sekil 4.25) ve 316
bp’lik TYLCV-Mild izolatina ait sekans analizi (Sekil 4.26) elde edilmistir.

B FO+TYLCVIsrail-TYv2337.ab1 - Chromas - 0 X
File Edit Options Help |
i
|

= vy 8|4 # 2 X - = -
Open Export | Print Net  Find | Reverse Enhance T B AN e AN
240 250 260 270 280 290 300
aEEERER N ERENNS llllllllllll-lllllllllllllllllllll nEEER Illlll (AR RN NN ENENN NN N
ARTTTTTIGGCATATAT TTTIARRTAARCGRG ATGTTEG r.TGr.r'.T:GGTGTu\.\.T\.Ir.r CTCTATGGCRATCGETGT ]
< . *

Sekil 4. 25. TYLCV-Is izolatina ait sekans analizinin Chromas programindaki
gorintdsu

B HO-TYLCY-Mild- TYv2664.ab1 - Chromas - 0 X
File Edit Options Help

z v &8 + A 7 4 .
Open Export | Prnt | Ned  Find | Reverse Enhance e AN B VCVMITH 266t
160 17 i 190 200 210 220 230
ll-ll-llllllll-llllllllllllllllllllllllllllllllllllllll lllllllllllllllllllllil
G AGTIGITCCACRAGACGT CTGTCARACCRATCERA L TTGCRTCCTCRARACGT IAGRTER CTATTICRITIGICTTITATER

nd I i

>

Sekil 4. 26. TYLCV-Mild izolatina ait sekans analizinin Chromas programindaki
goruntasu
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Sekans hizmeti hem forward hem de reverse primerlerinin ¢ogalttig1 bolgelerden
cift yonlii olarak hizmet alimi yapilmistir. Sekans verileri Chromas programinda
incelenip temiz pikler elde edildikten sonra Mega 7 programinda her bir izolata ait ¢ift
yonlii sekanslar istiiste ¢akistirilmistir. Boylece forward primerinin bastan, reverse
primerinin de sondan baglanarak olusturdugu diizensiz pik bolgeleri ayirt edilmis ve
diizeltilmistir. Forward ve reverse primerlerine gore hizalama yapilip tek bir niikleotid
dizisi elde edilmis ve bu final gen dizilimi ile calismalara devam edilmistir.

(1] v Aigrment Explore i isfaste.meg) - 0 X
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

DGEE EaR WY ! cBiEXK BB 00 HBBA

DNASequences Translated Protein Sequences

Sp‘ECiES/‘AbbW GrUUpNﬁmE B 0 e e B R B B R R

L T2 05 BT e
I B T el TR RRR R R rR R EoRRTRGRB AR RecTe IR SRR R R TGRSR hna R an i

< >
Site# > Oyith U wioGans

Sekil 4. 27. TYLCV-Is izolatinin Tyv2337 ve Tyc138 primerlerine ait sekanslarinin
hizalanmasi

] w7 Atignment Explorer (mildisaifasta.meg) - 0 X
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
DBWE[TRE WY 0 oRLEXKBE (0 AHHR

DNASequences Translated Protein Sequences

Sp—ECiES/A.bbW GroupNamE L e A e B R R R R e S SRR SRR
L TITISS L0 BTl AbdcmrcaRsRiRdcRcchsecrin AR anEnccBRnARccRcRcARaRCoSRenRnBRRcccohcRRRRREcchcRiRcRccRRRcRRcch
2. T2 B8 BT AimchRRcHmuRRdGeRacencchnnta haniccRRnRccRcRchTnRRcosnERRRRGR:cocheBRnRRceiCRcRICicHRuchicc
{ H3

Site # > ®yith O wio Gavs

Sekil 4. 28. TYLCV-Mild izolatinin Tyc138 ve Tyv2664 primerlerine ait sekanslarin
hizalanmas1

TYLCV ve irklarina ait sekans verileri elde edildikten sonra NCBI veri tabaninin
BLAST sekmesi kullanilarak izolatlar tek tek taranmis farkli iilke ve konukgularda
rapor edilen TYLCV izolatlariyla kiyaslanarak saptanmis ve TRAntTYLCVEgp
(Accession no. MK283543), TRANtTYLCVIsrEgp (Accession no. MK348219) ve
TRANtTYLCVMildEgp (Accession no. MK357372) isimleriyle Genbank’a kayit
edilmistir. TRAntTYLCVIsrEgp izolati, EU143755.1 numaral izolat ile %99 oraninda
benzer bulunmustur. TRAntTYLCVMildEgp izolati, DQ317775.1 numarali izolat ile
%96 oraninda benzer bulunmustur.
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@
BLAST 5 blastn suite » RID-LXDW45K401R

Edit and Resubmit  Save Search Strategies  »Formatfing options & Download

Job titie: TRAMTYLCVIsrEgp

RID 1XDW45K401R (Expires on 12-24 05:15 am)

Query ID cl|Query_234759
Description TRANtTYLCVIsrEgp
Molecule type nudleic acid
Query Length 606

+ Alignments o]
Description S’\:;:e STCD::! E::g va‘IEue Ident  Accession

1 Tomato yellow leaf cur virus from cucumber C1, 4, and V2 genes, partial cds 1074 1074 100% 0. 9%% EU143795.1 ’
| Tomato yellow leaf cur virus replication-associated protein C1 (C1) gene,_partial cds: C4 protein (C4) gene, complete cds: and pre-coat protein (V2) and coat protein (V1) genes 1013 1013 100% 00 97% AF260331.1

| Tomato yellow leaf curl virus isolate 186-Kemanshah replication-associated protein (C1) agne, partial cds; C4 protein (C4) gene, complte cds: and precoat protein (V2)andco 990 990 100% 00 96% JQ828340.1

| Tomato yellow leaf curl virus isolate Sinaloa segment DNA-A capsid protein (v1) gene, parfial cds: and pre-coat protein (V2), C4 protein (C4), C2 protein (C2), and C3 protein (¢ 990 990 100% 00 96% FJO123501

| Tomato yellow leaf cur virus replication-associated protein (C1) and pre-coat protein (V2) genes, partial cds 985 985 94% 00 98% AF4140891

| Tomato yellow leaf curl virus isolate IT1-10 replication-associated protein (C1) and pre-coat protein (V2) genes, parial cds 983 983 97% 00 9% EUTI0TIA

| Tomato vellow leaf cur virus isolate IT1-148 replicafion-associated protein (C1) and pre-coat protein (V2) genes, partial cds 979 979 91% 00 97% EUT19080.1

| Tomato yellow leaf curl virus isolate IT1-217 raplication-associated protein (C1) and pre-coat protein (V2) genes, partial cds 977 917 97% 00 97% EUTI90841

Sekil 4. 29. NCBI veritabaninin BLAST sekmesinde TRAntTYLCVIsrEgp izolatinin
sonuglari

]
BLAST *  blastn suite » RID-IXEG2ZNOOIR

Edit and Resubmit ~Save Search Strategies & Formatting options & Download

Job title: TRARtTYLCVMild

RID 1XE62ZN001R (Expires on 12-24 05:20 am)

Query ID Icl|Query_180947
Description TRANtTYLCYMild
Molecule type nudleic acid
Query Length 318

. Alignments ]
Description sk:j:e ST:;fl S:fg val\zue Ident | Accession

| Tomato yellow leaf cur virus-Mild isolate ES:T357:03 replicafion-associated protein (C1) and pra-coat protein (V2) genes, partial cds 514 514 98% Te-14%,96% DOW?TH)

| Tomato vellow leaf cur virus haplotype | C1 protein and V2 protein genes, partial cds 499 493 98% 2e-137 95% DQ058088.1

| Tomato yellow leaf cur virus haplotype H C1 protein and V2 protein genes, partial cds 499 499 98% 2e-137 95% DQO5308T 1

| Tomato yellow leaf cur virus-Mild isolate 1 from melon V2 gene, parfial cds 497 497 98% Te-137 95% EU1437401

| Tomato vellow leaf cur virus-Mild isolate ES:B139:03 replication-associated protein (C1) gene, parfial cds: and nonfunctional pre-coat protein (V2) gene, partial sequence 497 497 98% 7e-137 95% DQ3I(T7741

| Tomato vellow leaf cur virus haplotype L C1 protein and V2 protein genes, partial cds 497 497 98% T7e-137 95% DQO53091.1

| Tomato yellow leaf cur virus haplotype G C1 protein and V2 protein genes, partial cds 497 497 98% Te-137 95% DQ053085.1

| Tomato vellow leaf cur virus from Lebanon pre-coat protein gene, partial cds 497 497 98% Te-137 95% DOA95589.1

Sekil 4. 30. NCBI veritabaninin BLAST sekmesinde TRAntTYLCVMildEgp izolatinin
sonugclari
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Cizelge 4. 6. Filogenetik agac ¢iziminde kiyaslanan diinya izolatlari, konukgular1 ve

benzerlik oranlar

No. Genbank Konukgu Bitki Ulke Berg/ﬁ)rllk
1 DQ317775.1 Solanum lycopersicum Ispanya 99
2 EU143755.1 Cucumis sativus Urdiin 99
3 AF414089.1 Capsicum annuum Kiba 98
4 EF433426.1 Cucumis sativus Urdiin 98
5 KT961706.1 Solanum lycopersicum Irak 97
6 KM096585.1 Solanum lycopersicum Tarkiye 96
7 AJ812277.1 Solanum lycopersicum Tlrkiye 96
8 GQ861427.1 | Solanum lycopersicum Urdiin 95
9 AF168709.1 Solanum lycopersicum Meksika 95
10 DQ423476.1 Solanum lycopersicum Misir 95
11 FJ376387.1 Capsicum annuum Urdiin 95
12 AB1166636.1 Solanum lycopersicum Japonya 95
13 AY647456.1 Capsicum annuum Urdiin 94
14 JQ928345.1 Solanum lycopersicum fran 92

Filogenetik analizler i¢in, NCBI veri tabaninda BLAST sonucu segilen farkli 14
tane izolat ile kiyaslanmis; bunlarin farkli konukgularda ve farkl {ilkelerden yapilmis
kayitlar olmasina dikkat edilerek filogenetik aga¢ cizimine dahil edilmistir. Filogenetik
agac cizimde kiyaslanan diinya izolatlar1 Cizelge 4.31°de verilmistir.

100 KT961706.1
n _: TRARTYLCVEgp
AB116635.1
8 FIT6TA > Altgrup 1a
DQ423476 1 GRIUP
3 = AYBAT456 1
'_c: cossus1
[——— TRARTYLOVMS } Altgup 1b
e pQ31TTT5 1
L ———Us ] Altgrup 2a
L—omus1 [
AF188709.1
AF414089.1 W
- EF434261 [ —— GR2UP
e KM096585 1 |
m EUM3TS5.1 (
{ TRANTYLCVIscEgp |
—i
0.005

Sekil 4. 31. TYLCV, TYLCV-Isr ve TLCV-Mild izolatlarinin ile diinya izolatlar
arasindaki iligkiyi gosteren filogenetik analiz

52



BULGULAR P. SARIKAYA

Olusturulan filogenetik agac analizinde Tiirkiye, ispanya, Meksika, Urdiin, Iran,
Misir ve Kiiba izolatlar1 incelenmistir. Agirlikli olarak domates bitkisinde tespit edilen
kayitlara ulasilmig fakat hiyar ve biber gibi cesitli konukcular da analiz edilmistir.
TYLCV, TYLCV-Isr ve TLCV-Mild izolatlarinin diinya izolatlar1 igerisindeki yerini
gormek icin Neighbour-Joining yontemi kullanilarak olusturulan filogenetik agag iki
ana gruba ayrilmis ve Grup 1 ve Grup 2 olarak belirtilmistir. Grup 1 de kendi arasinda
iki ana gruba ayrilmis ve TYLCV izolat1 Alt grup la’da; TYLCV-Mild izolat1 da Alt
grup 1b’de yer almistir. TYLCV-Israil izolat1 ise Grup 2’nin igerisinde Alt grup 2b’de
yer almistir.

Filogenetik agac incelendiginde TRTYLCVIsrEgp izolatimiz %99 oraninda
benzer bulundugu EU143755.1 GenBank numarali Urdiin’den kaydedilen hiyar
izolatiyla ayni dalda; TRTYLCVMildEgp izolatimiz ise % 96 benzer bulundugu
DQ317775.1 GenBank kayit numarasiyla ispanya’dan kaydedilen domates izolatiyla
ayni dalda yer almigtir. TRTYLCVEgp izolatimiz ise KT961706.1 GenBank numarali
Iran’tan kaydedilen domates izolatiyla ayni dalda yer almistir.

1| 2
1. AF168709,1 0.01 0.05 0,03 003 007 004 008 006 003 05 004 002 002 005 058 002
2. AF414089.1 0.03 0,03 003 007 004 007 006 003 055 004 002 002 003 058 002
0.05 0.07 o0.0% 007 0.11 009 004 0,56 007 0.05 005 004 058 0.05
0.03 0.07 005 009 007 005 056 004 003 003 006 05 003
0.08 005 009 007 005 05 006 004 004 007 059 0.04
0.09 0,13 011 009 055 008 008 007 011 05 007
0.05 002 006 0,56 005 005 003 007 05 003
0,07 008 05 0038 007 007 009 05 007
0.08 0,56 007 007 005 009 060 008
0,57 0.05 001 0.04 001 060 004
0,55 0,56 0,56/ 0,57 0.62 0.54
0.03 003 006 0.5 003
0.03 003 058 0.03
0.05 0.5 001
0.60 0.05
0.58

17, DQ317775.1

Sekil 4. 32. Filogenetik agagta kiyaslanan TYLCV izolatlarinin genetik uzaklik tablosu

Genetik uzaklik tablosu, satirlardan segilen izolatlar ile siitunlarda o izolata
karsilik gelen izolatlarin farkini gostermektedir. TRAntTYLCVIsrEgp izolati ile
EU143755.1 numarali izolatin genetik farkliligina bakildiginda 0,01 oldugu,
KT961706.1 numarali izolatin genetik uzakligi ise 0,57 oldugu goriilmektedir.
TRAntTYLCVMild izolat1 ile DQ317775.1 izolatimin genetik farkliligi 0,01 iken
KT961706.1 numarali izolat ile genetik farkliliginin 0,56 oldugu goriilmektedir. Yani
genetik uzaklik tablosu, faklilik degerleri ne kadar kiiclikse benzerlik o kadar fazla; ne
kadar biiyiikse benzerlik o kadar az seklinde yorumlanabilmektedir.
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5. TARTISMA

Patlican (Solanum melongena) diinyanin farkli bolgelerinde yetistiriciligi yapilan
ve saglik agisindan saymakla bitmeyen faydalari olan Solanaceae ailesine ait bir turddr.
Solanaceae ailesindeki diger bitkiler gibi patlican da birgok abiyotik ve biyotik
faktorlerden etkilenmektedir. Bu etmenlerin basinda da virlis hastaliklar1 gelmektedir.
Patlican viriislerini belirlemeye yonelik yiiriitmiis oldugumuz bu ¢alisma kapsaminda da
Antalya ili ve ilgelerinde sorun olan viriis hastaliklarini belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu
amac¢ dogrultusunda 2016-2018 iiretim yillar1 arasinda sérvey caligmalar1 yapilmastir.
Bu caligsmalar yapilirken iiretim donemleri ve yetistiricilik sahalar1 dikkate alinarak
gerceklestirilmistir. Calisma kapsaminda ilkbahar ve sonbahar donemlerinde Orti
altinda, yaz doneminde ise 0zellikle Haziran, Temmuz, Agustos ve Eyliil aylarinda acik
alanlarda olmak {izere 70’ten fazla iiretim alaninda sorvey ¢alismalart gerceklestirilerek
toplamda 243 adet 6rnek toplanmastir.

Sorvey calismalarinda mozaik, sararma, bodurluk, yaprak kivrilmasi,
beneklenme, halkali leke, damar bantlagsmasi gibi genel viriis simptomlar1 géz oniine
alimmis ve bu tip simptom gosteren Ornekler farkli tiirden viriisler ile enfekteli
bulunmustur. Elde edilen 6rneklerin molekiiler ve serolojik testlemeleri yapilmistir.
Baz1 6rneklerin viriis benzeri simptomlar gostermesine ragmen molekuler ve serolojik
testlemelerle ¢alisma konusuna dahil olan viriisler agisindan bitkiler temiz bulunmustur.
Molekiiler calismalar sonucunda negatif oldugu belirlenen orneklerin virlis benzeri
simptomlar gostermesine ragmen higbir viriis ile enfekteli bulunamasimin nedeni
arastirilmistir. Bu Orneklerin virlis benzeri simptomlar gostermesinin nedeni iiretim
donemi igerisinde Ureticilerin; 0zellikle hormon ve asir1 dozda ilag kullanimina bagl
oldugu kanaati olusmustur. Asir1 dozda hormon ve ilag kullanimin {reticileri
yaniltabilecek sonuglar dogurabilecegini ve patlican bitkileri iizerinde zarar meydana
getiren faktorlerin irdelenmesinin 6nemini ortaya koymaktadir. Bu faktorler géz oniine
alindiginda yapilan ¢aligmanin hem patlican iizerinde yogunlasan arastirmacilarin hem
de iireticilere faydali sonuclar verebilecegi diisiiniilmektedir. Bu calismayla belirtiler ve
guvenilir laboratuvar teknikleri arasindaki bagint1 bulunmustur.

Toplanan Orneklere ait simptomlar genis bir yelpazede incelendiginde farkli
bolgelerde farkli donemlerde viriislerin yaygin oldugu gozlemlenmistir. Bu izolatlardan
TSWYV ile enfekteli oldugu diistiniilen izolatlar ilkbahar doneminde Kumluca ilgesinde
yaygin oldugu belirlenirken ayn1 donemde ToMYV ile enfekteli bitkilerin Serik ilgesinde
yaygin oldugu saptanmaistir.

Patlican ekim alanlarindaki sorveyler sonucunda gozlenen simptomlart ‘sarilik
tipi’ve ‘mozaik tipi’ olarak iki ana gruba ayirmak miimkiin olmustur. Patlican ekim
alanlarinda yapilan simptomatolojik c¢alismalarda en fazla sarilik simptomuyla
karsilagilmistir. Sarilik tipi simptomlar, beyazsineklerin viriis vektorii olmast ve ¢ok
cesitli bitki gruplarinda enfeksiyon yaparak beslenmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
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Bemisia tabaci ¢ok sayida viriis cinsine vektorlik yapabilmekte ve bu
viriislerden kaynaklanan hastaliklar iirinlerde verim ve kaliteyi olumsuz yonde
etkilemektedir. Tasinma sekilleri farklililk gosteren Begomovirus, Crinivirus,
Ipomovirus, Carlavirus ve Torradovirus cinslerine ait virusler beyazsinekler ile
tasinmaktadir (Janssen ve Ruiz. 2016).

Bemisia tabaci, Turkiye'de 1966'dan bu yana pamukta ve ortii alt1 sebzelerde
ekonomik kayiplara neden olan 6nemli bir zararli olarak bilinmektedir (Kaygisiz, 1976).
Ayrica B. tabaci tarafindan domateslerde bulastirilan Domates sar1 yaprak kivirciklik
viris (TYLCV)’U nedeniyle ciddi kayiplar yasanmaktadir (Yilmaz, 1999).
Beyazsinekler (Bemisia tabaci, Trialeurodes vaporariorum), ¢ogunlukla sarilik tipi
simptom gosteren virlis hastaliklarinin vektorudirler (Navot vd. 1991). Begomovirus
cinsine ait Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) ve Tomato yellow leaf curl Sardinia
virus (TYLCSV), Akdeniz llkelerinin ¢ogunda bulunmakta ve domates yetistiriciligi
icin ciddi bir tehdit olan sararma ve yaprak kivrilmasi hastaligina neden olmaktadir. Son
zamanlarda, Tomato yellow leaf curl New Delhi virus (ToLCNDV) 2013'te Ispanya'ya
girdikten sonra 0zellikle kabak bitkilerinde siddetli enfeksiyonlara ve girisinden bu yana
Ispanya'da 6nemli ekonomik kayiplara neden olmustur. Crinivirus cinsinin yelerinden
Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV) ve Tomato chlorosis virus (ToCV)
konukgularinda siklikla beslenme yetersizlikleri ile karistirilan interveinal (damar arasi)
sararmalar olusturmaktadir. Ipomovirus cinsi (Potyviridae familyasi), Avrupa'da mevcut
olan ve yetistiriciligi yapilan {irtinleri olumsuz etkileyen Cucumber vein yellowing virus
(CVYV), yapraklarda sararma ve damar agilmasina, tim bitkinin bodurlasmasina ve
erken enfeksiyonlarin sonucu olarak ani bitki 6liimiine neden olmaktadir (Janssen ve
Ruiz 2016).

Begomovirus ve Geminiviridae familyas: cinsindeki tek zincirli dairesel DNA
virtsleri, en ¢ok bilinen ve yaklasik 200 taninmis beyazsinek tiriyle beyazsinekle
bulagan viriislerin en biyiik cinsidir (King vd. 2011). Bu viriislerin B. tabaci tur
kompleksi iiyeleri tarafindan bulagsmasi persistent ve nonpropagatiftir (Navas-Castillo
vd. 2011). Beyazsineklerin virs iletim verimliligi tiirlerine goére farklilik
gostermektedir (Li vd. 2010). Iletim verimliligindeki farkliliklarin, beslenme
aligkanliklari, edinim ve iletim i¢in kullanilan konukgularina yonelik vektorlerin
tercihleri nedeniyle oldugu gosterilmistir. Verimlilik, Begomovirus’lerin bitki
konukgulart arasindaki miktar ve dagilimlarindaki farkliliklardan da etkilenmektedir.
(Azzam vd. 1994). Beyazsineklerin tasidigi viriisler, genis bir iriin yelpazesinde
uretimine yonelik kiresel bir tehdit olarak ortaya ¢ikmistir ve ortaya ¢ikis, biiylik 6l¢iide
hem vektorleri hem de viriisleri farkli yerlere dagitan bitkilerin ve bitki pargalarinin
hareketinden kaynaklandigi belirlenmistir (Anderson 2004).

Sorveyler sirasinda Ortii alti patlican ekim alanlarinda yogun beyazsinek
populasyonu gozlenmesi, patlican bitkilerinde siklikla karsilagilan iist yapraklara dogru
artarak giden sarilik simptomlari, domates ve biber ekim alanlarinda siklikla goriilen
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Tomato chlorosis virus olabilecegi diistiniilerek toplanmistir. Sarilik simptomu gosteren
patlican bitkilerinin gen¢ yapraklarinda kasiklasma, kivrilma gibi belirtiler Tomato
yellow leaf curl virus ile iligkilendirilmistir. Simptomatolojik gozlemler ile molekiiler
caligsmalar harmanlanarak patlican iiretim alanlarinda beyazsinek ile taginan viriislerden
Begomovirus cinsinden Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) ve Crinivirus cinsinden
Tomato chlorosis virus (ToCV) tespit edilmistir. Ortii alt1 patlican yetistiriciliginde
beyazsinek yogunlugunun deniz seviyesine yakin ilgelerde ¢ok yogunken st kesimlere
gidildik¢e sicaklikla beraber beyazsinek populasyonun da azaldigi gézlenmistir. Bu
durum, TYLCV ve ToCV ile enfekteli bulunan patlican bitkilerinin kiy1 seridinde yer
alan Kumluca ve Alanya ilgelerinde en fazla oranda tespit edilmesi sonucunu
desteklemektedir. Ortii alt1 yetistiricilik sistemlerinde beyazsinekle bulasan viriislerin
varlig1 hakkinda bilgi ihtiyact vardir. Bu viriislerin ekonomik kayiplarini anlamak igin
bu viriisle enfekteli ve temiz alanlarda verim ile kalite agisindan denemeler kurulup
kayiplarin bilimsel verilerle ortaya konulmasi gelecekte yapilacak calismalar arasinda
yer almalidir.

Sarilik simptomlarinin haricinde en sik karsilasilan simptomlar mozaik,
beneklenme, bodurluk, halkali leke simptomlart olmus ve patlican bitkisinin
yapraklarinda sekil ve renk degisikliklerine sebep olan bu simptomlar mozaik simptomu
yapan viriisler olarak degerlendirilmistir.

Mozaik simptomuna sebep olan virisler incelendiginde biiyiik bir boliimiiniin
afid kokenli virtisler oldugu belirlenmistir (CMV, PVY, AMV vb). Virls vektori
afidler ile ilgili bir ¢alismada Remaudiére vd. (2006) Tirkiye ile ilgili tiim ¢alismalar
derleyerek Tirkiye yaprakbiti faunasinin 417 takson icerdigini rapor etmistir. Baslica
afid tdrleri pamuk yaprakbiti (Aphis gossypii), sera patates yaprakbiti (Aulacorthum
solani), patates yaprakbiti (Macrosiphum euphorbiae), seftali yaprak biti Myzus
persicae var. persicae ve tutlin yaprak biti (Myzus persicae var. Nicotianae) turleridir.
Kist dollenmis yumurta iginde geciren yaprakbitleri, ilkbaharda yumurtasindan ¢ikarak
yaz boyunca canli kalmaktadir. Sera ¢evresinde herdem yesil bitkiler oldukca yaprak
bitlerinin konukg¢u bulmalari kaginilmaz olmaktadir.

Patlican yetistiriciliginde afid yogunlugunun fazla oldugu bolgelerde sorveyler
yapilmis ve siklikla acik yesil, koyu yesil, parlak sar1 renk degisimleriyle meydana
gelen mozaik tipi simptomlar gozlenmistir. Yapraklardaki mozaik belirtilerine sebep
olan etmenin Cucumber mosaic virus, Tobacco mosaic virus, Tomato mosaic virus,
Eggplant mosaic virus ve Alfalfa mosaic virus olabilecegi ihtimalleri diisiiniilerek 6rnek
alimi1 yapilmigtir. Patlican bitkisinde mozaik tipi simptomlara sebep olan viris
etmenlerinin Cucumber mosaic virus ve Tomato mosaic virus etmenleri oldugu
molekiiler g¢alismalarla ortaya konulmus, mozaik tipi simptomlar yapan, Tobacco
mosaic virus, Eggplant mosaic virus ve Alfalfa mosaic virus hastaliklarinin bu bolgede
patlicanda enfeksiyonu tespit edilememistir. Ayrica mozaik tipi simptom gosteren
orneklerde Potato virus Y ile enfekteli olabilecegi diistiniilerek test edilmis, sebze ekim
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alanlarinda yaygin bir virlis olmasina ragmen higbir 6rnekte PVY tespit edilmemistir.
Antalya ilinde patlicanda tespit edilmemesi dikkate alinarak diger illerde yapilacak
boyle bir tespit ¢alismasinda mutlaka mozaik grubu viriisler igerisinde test edilmesi
gerekmektedir.

Bu caligmada varligi tespit edilen viriis hastaliklarinin ilk defa ortaya ¢ikmadigi,
Tiirkiye’de farkli tiir kiiltiir bitkilerinde 6rnegin hiyarda ve domateste Cucumber mosaic
virus (Caglar 2006); domateste Tomato mosaic virus (Erkan vd 1995)’iin enfeksiyon
yaptig1 bilinmekteyken; patlicanda enfeksiyon yaptigi bu tez calismasiyla ortaya
konmustur.

Bu sonuglarin yanisira domates ve biberlerde ciddi derecede zarar yapan Tomato
spotted wilt virus’in daha oOnce patlicanda meyvede halkali lekeler gostermedigi
bilinmekteyken; 2016 yilinda bu virlise karsi domateste Sw-5 geninin sagladigi
dayanikliligin kirilmasinin rapor edilmesinin (Fidan 2016) ardindan hem meyvede hem
yaprakta simptomlar gézlenmistir. TSWV hastaligimin Antalya ilinde ortii altinda
epidemi yapmasi, domates ve biber ile i¢ ice ekimi yapilan seralarda thrips vektoriiyle
taginarak patlican bitkilerinde de enfeksiyon yaptigi sonucuna ulasabiliriz. Patlican
bitkilerinin yapraklarinda ve meyvelerinde i¢ ige ge¢mis halka belirtileri tipik TSWV
enfeksiyonu oldugu ihtimalini giiclendirmig, bu ihtimal serolojik ve molekiiler
caligmalar ile dogrulanmistir. Tomato spotted wilt virus’e dayanikliligin kirilmasinin
ardindan patlicanda ciddi simptomlar gozlenmesiyle birlikte, bu simptomlarin daha
once gozardi edildigi; ortii altinda domates bitkilerini enfekte eden dayanikliligi kiran
izolatin patlicanda da bariz simptom olusturdugu ortaya konmustur.

Sorveylerde karsilagilan bodur patlican bitkilerinde beneklenmeler ile birlikte,
damar sararmasi, yaprak simetrisinde bozulma, kirigiklagsma belirtileri gosteren
orneklerden Eggplant mottled dwarf virus, Eggplant mottled crinkle virus ve Tomato
bushy stunt virus ile enfekteli olabilecegi diisiiniilerek test edilen 6rneklerde, 2016
yilinda Adana ve g¢evresinde yapilan bir ¢alismada (Osman 2016) patlican bitkisinde
varlig1 belirlenen Eggplant mottled dwarf virus enfeksiyonu oldugu hem serolojik hem
de molekiiler yontemlerle Antalya ilindeki ilk kayit olarak tespit edilmistir.

Ortii alt1 yetistiriciliginde sera igerisinde ve ¢evresinde yabanci ot kontrolii
yapilmamasi, yabanci otlarin bazi viriis hastaliklarina konukg¢u olmasini ve yetistiricilik
donemi bittikten sonra dahi yabanci otlarla miicadele yapilmadigi i¢in virlis vektorii
boceklere de kislik konaklama saglamaktadir. Ornegin Sekil 4.19°deki Malvaceae
familyasina ait yabanci ottaki belirtiler Eggplant mottled dwarf virus enfeksiyonu
oldugunu gostermis ve ayn1 seradan alinan Konyaalt1 6 numarali 6rnekte de bu viriisiin
tespit edilmesi yabanci otlarin viriis etmenlerine ve onlarin vektorlerine konukguluk
yaptigini ve mutlaka miicadele edilmesi gerektigini ortaya koymustur.
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Viriis simptomu ile iliskilendirilerek varliklar1 tespit edilen viriislerin yanisira,
Stolbur grubu fitoplazmalarin patlican alanlarinda bulundugu sorveyler sirasinda tespit
edilmistir (Sekil 4.16C).

Molekiiler calismalarda kullanilan primerlerin tiir diizeyinde tespit igin iyi
calisigi ortaya konmustur. EMDV ig¢in kilif proteinine spesifik iki ¢ift primer
EMDVF1-EMDVR1 ve EMDVF3-R3 (Choi vd. 2013) isimli primer ile yapilan RT-
PCR c¢alismalarinda EMDVF3-R3 primeri daha spesifik sonu¢ vermistir. RT PCR
caligmalar1 sirasinda TMV, ToMV ve APLV viriislerinin annealing sicakliklart 56°C
oldugundan optimize edilerek multiplex RT-PCR metoduyla ¢alisiimistir.

Calisma sonucunda Antalya ilinde varligi tespit edilen viriis hastaliklarinin
sekans dizilimleri, NCBI veri tabaninda kayitli olan diinyadaki izolatlarla ile
kiyaslanarak Mega 7 programinda olusturulan filogenetik aga¢ yorumlandiginda
Avrupa’da Ulkemizle bitkisel alisverisi bulunan iilkelerdeki benzerlik oraninin yiiksek
¢ikmasi hem bitki materyaliyle bu hastaliklarin tilkemize giris yaptigini diisiindiirmekle
birlikte ayn1 zamanda tilkemize komsu olan iilkelerden vektorlerle gelmis olabilecegi
ihtimallerini ortaya koymustur.

Patlicanla ilgili yogun ¢alismalar yapan Cin, Hindistan, iran, Urdiin ve Ispanya
gibi tilkelerdeki tespit caligmalarinda Eggplant mottled crinkle virus (Hindistan-Raj ve
ark., 1989), Eggplant mosaic virus (Hindistan-Briand vd. (1997) Tomato bushy stunt
virus (ispanya- Marisol vd. (1996), Tobacco mosaic virus, Potato Y virus (Hindistan-
Kumar vd. 2016) enfeksiyonlarinin patlican bitkisinde bildirilmis olmasina ragmen
iilkemizde yapilan bu tez calismasinda tespit edilememistir. Bu sonuglar iilkemiz Ortu
altt yetistiriciligi adina sevindirici olmustur. Diinyada tespit edilip iilkemizde
belirlenmeye virtslerin haricinde Ozdemir vd. tarafindan 2010 yilinda yapilan bir
caligmada Manisa ili ve ¢evresinde patlicanda Alfalfa mosaic virus enfeksiyonu
bildirilmis fakat Antalya ilinde patlican arazilerinde bu virlise rastlanmamaistir.
Tiirkiye’de ortii alt1 patlican yetistiriciliginin en fazla yapildig1 sehir Antalya oldugu
icin bu virlis enfeksiyonu tespit edilememesi olumlu bir sonu¢ olmasina ragmen bu
calismada test edilememis viriisler de dahil edilerek daha genis capli bir soérvey
calismasiyla sonuglar desteklenmelidir.
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6. SONUCLAR

Alanya, Elmali, Finike, Gazipasa, Demre, Kas, Kumluca, Manavgat, Serik,
Aksu, Kepez, Konyaalti ve Muratpasa ilgelerinde patlican (Solanum melongena)
yetistiriliciginin  yapildigi ekim alanlarinda 2016-2018 yillariarasinda mevcut
virtshastaliklarinin saptanmasi, elde edilen virls izolatlarindan en yaygin olarak
belirlenen virlsin karakterizasyonu amaciyla yapilan bu calismada genel olarak
asagidaki sonuglara ulasiimistir.

1. Patlican arazilerinden toplanan 243 6rnekten 120 tanesi en az bir viriis hastaligr ile
bulasik olup toplanan patlicanlarda enfeksiyon oran1 %49,3 olarak saptanmistir.

2.Serolojik ¢alismalarda antiserum kiti mevcut virtisler EMDV ve TSWYV icin DAS-
ELISA metodu kullanilmis, testin basariyla calistigi goriilmiistiir. DAS-ELISA sonucu
pozitif bulunan orneklerden total niikleik asit izolasyonu yapilarak RT-PCR metodu
uygulanmis ve sonuglar dogrulanmistir. Bu sonug ise total niikleik asit izolasyonu ve
RT-PCR metotlarimizin dogru ¢alistig1 géstermistir.

3. Serolojik olarak test edilip molekuler olarak da optimize edilen nukleik asit
orneklerinin test edildikleri viriise spesifik primerle yapilan tim PCR ve RT-PCR
caligmalar1 sonucunda orneklerin%19°u TYLCV, %10’u ToCV, %6’s1t ToMV, %5’i
EMDV, %4’i TSWV ve %3’ CMV ile enfekteli bulunmustur. DAS-ELISA testi ile 16
ornegin EMDV ve 12 6rnegin TSWV ile enfekteli oldugu tespit edilmistir. Testlemeler
sonucunda Ornekler AMV, APLV, EMCV, PVY, TMV ve TBSV agisindan temiz
bulunmustur.

4. TSWYV ile bulasik biber ve domates bitkilerinde hem yaprak hem de meyvelerinde
goriilen simptomlara benzer i¢ ice ge¢mis halka belirtisinin ayn1 sekilde patlicanda da
goriildigi tespit edilmistir. 2016 yilinda domateste TSWV’ye dayaniklilig1 saglayan
Sw-5 geninin kirilmasinin ardindan TSWV’nin epidemi yapmasi ve aym1 familyadan
patlican bitkisinde de hastalik meydana getirdigi ortaya konulmustur.

5. Dogu Akdeniz bolgesinde Adana ve ¢evresinde EMDV nin tespit edildigini bildiren
calisma temel alindiginda yine Akdeniz bolgesinde Antalya iline de bu hastaligin
bulastig1 tespit edilmistir.

6. Patlican yetistirilen alanlarda viriis vektorii olan yaprak bitilerinin patlican bitkisinde
beslenmesi sonucu ortaya ¢ikardigi mozaik simptomlarnin CMV’den kaynaklandig:
belirlenmistir.

7. Domates ekim alanlarinda siklikla karsilagilan ve bdcek vektorii olmayan
Tobamovirus cinsine ait ToMV hastaliginin da patlicandaki enfeksiyonu tespit
edilmesine ragmen, ayni cinse ait TMV hastalifinin patlicanda enfeksiyonuna
rastlanmamuistir.
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8. Beyazsinek kokenli viriislerin patlican ekim alanlarinda yaygin viriisler oldugu
(243/46 TYLCV ve 243/25 ToCV) patlican bitkilerinde beyazsinegin emgi zararmnin
yaninda 6nemli bir viriis vektorii oldugu bu ¢alismayla ortaya konulmustur.

9. Molekiiler karakterizasyon galismalar1 kapsaminda en yaygin viriis olarak belirlenen
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) karakterize edilmistir. TYLCV’nin diinyanin
degisik bolgelerinden rapor edilmis Tomato yellow leaf curl virus-Israel (TYLCV-Isr),
Tomato yellow leaf curl Sicilya virus (TYLCSV-Sic), Tomato yellow leaf curl virus-
Mild (TYLCV-Mild), Sardunya (TYLCV-Sa) irklarinin bdolgemizdeki durumu
belirlenmistir. Irklara spesifik primerlerle yapilan PCR metodu, sekans analizi metodu
ve filogenetik agaglar kullanilarak Tomato yellow leaf curl virus-Mild (%40) ve Tomato
yellow leaf curl virus-Israel (%60) irklarinin varligi tespit edilmis.

10. Yapilan filogenetik (;ahsma}larda TYLCV-Mild 1rkinin sekans verilerinin BLAST
analizi sonucu %96 oraninda Ispanya izolatiyla benzer bulunmugsken; TYLCV-Israil
irkinin %99 oraninda Urdiin izolatiyla benzedigi belirlenmistir.

11. Eggplant mottled dwarf virus (EMDV)’lin yabanci ot konuk¢usu olan Malva sp.’de
enfeksiyon yaparak mozaik ve beneklenmek simptomlar1 gosterdigi ortaya konmustur.

12. Polikiiltiir yetistiriciligin yapildig1 seralarda domates ve biber ile i¢ ice yetistirilen
patlican bitkilerinde domates ve biberde esas zararini yapan hastalikalarin patlicana da
bulastig1 goriilmiistiir. Bitki viriis hastaliklar1 diinya genelinde bitkileri hastalandirmak
suretiyle 6nemli verim kayiplarina neden olmaktadir. Bu verim kayiplarinin ortaya
c¢ikmasinda ise virlsiin bitkiden bitkiye iletimi ve tasmmma sekli biiylik Onem
tagimaktadir. Virislere karsi etkili kontrol yontemlerinin gelistirilememesinin bir nedeni
de viriislerin bir konuk¢udan digerine gecisi konusunda yeterli bilginin
bulunmamasindan kaynaklandig1 sonuglarina ulasilmistir.
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8. EKLER

EK.1. ELISA testinde kullamlan tampon cozeltiler

Fosfat Tampon Cozeltisi (Phosphate buffer saline-PBS) 1x, pH 7.4)
NaCl 8.0g, KH:PO4 0.2g, NazHPO, 1.15g, KCI 0.2g, NaN3 0.2g, H20 1 L
Yikama Tampon Cozeltisi (Washing buffer-W.B, pH 7.4)

PBS1x 1L, Tween-20 0.5ml

Ornek Ezme Tampon Cozeltisi (Extraction buffer-E.B, pH 7.4)
PBS1x 1L, Polyvinilpirolidine 20.0g, Tween-20 0.5ml

Kaplama Tampon Cozeltisi (Coating buffer-C.B, pH 9.6)

Na>CO3 1.59g, NaHCO3 2.93g, NaN30.20g, H-O 1 L

Konjugate Tampon Cdozeltisi (Conjugate buffer-Cj.B, pH 7.4)

PBS1x 1L, Polyvinilpirolidine 20.0g, Tween-20 0.5ml, Bovine serumalbumin2.0g
Substrat Tampon Cozeltisi (Substrate buffer-S.B, pH 9.8)

Diethanolamnie 97ml, NaN30.2g, H.O 1 L

NOT: Yukarida yer alan biitiin 6lgiiler 1 L saf suda hazirlanacak sekilde verilmistir.
Cozeltilerin pH’lar1 0,1 N NaOH veya HCI kullanilarak ayarlanmistir.
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EK.2. Total RNA analizlerinde kullamlan soliisyonlar

Ekstraksiyon tamponu

Asagida belirtilen miktardaki kimyasallar 150 ml steril saf su igerisinde manyetik
karistiricida ¢6zuinmus ve pH’s1 ayarlanarak 200 ml tamamlanmistir. Daha sonra 1/1000
v/v oraninda 2.B.Mercaptoethanol ilave edilmistir. (100 mM Tris-HCI (pH: 8.0), 50
mM EDTA (pH:7,0), 500 mM NaCl, 10 mM 2.B.Mercaptoethanol),

Tris- HCI 2.422 gr

EDTA 3,722 gr

NaCl 5,844 gr

%20 SDS (Sodium Dodecyl Sulphate)

20 gr SDS tartilmis ve 80 ml steril saf su icerisinde 1siticili manyetik karistiricida
cozdurulmustur. Daha sonra saf su ilave edilerek 100 ml tamamlanmis ve oda
sicakhiginda muhafaza edilmistir.

5 M Potasyum Asetat (CH3CO2K)

60 ml steril saf su icerisinde 49,07 gr potasyum asetat ¢ozdirtulmis ve daha sonra 100
ml’ye tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

3 M Sodyum Asetat (C2H3NaO3)

60 ml steril saf su icerisinde 40,82 gr sodyum asetat ¢6zdirilmis ve daha sonra 100
ml’ye tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

%70 lik ETOH

% 99 Ethanolden 707 ml alinarak 293 ml saf su ilave edilmis ve hazirlanan bu %70
ETOH +4°C’de kullanilmak tizere muhafaza edilmistir.
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EK.3. Molekiiler cahismalarda kullanilan tampon ¢ozeltiler
TAE buffer (Tris + Asetik asit+ EDTA) pH:8,3

50 X TAE 1 ltigin.

242 gr Tris

57,1 ml Glical Asetik asit

100 ml EDTA (pH: 8,0)

TE Buffer (Tris +EDTA) pH:7,4

100 mM Tris (pH:7,4)
10 mM EDTA (pH) 8,0)

0,5MEDTA pH:8,0
186,1 gr /It (Otoklav edilmeli)
1 M Tris pH:8,0

121,1 gr tris/It (Otoklav edilmeli)

TBE (Tris + Borik asit + EDTA) pH:8,3
108 gr tris

55 gr Borik asit

40ml 0,5 M EDTA

Kristal Fenolun Saturasyonu

Kristal fenole 0,5 M Tris (pH: 7,4) ilave ederek 40 °C su banyosunda kristaller eriyene
kadar bekletilir. Eriyen fenolu steril benchte bekleterek suyun uste ¢ikmas: beklenir ve
bu faz alinarak esit hacimde 0,1 M Tris (pH: 7,5) ilave edilerek +4°C’de muhafaza

edilir.
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EK. 4 Sorveylerde toplanan tiim 6rneklerin numaralari ve gosterdigi simptomlar

TOPLANDIGI YER ORNEK SIMPTOMATOLOJI
NUMARASI
ALANYA 1 Sarilik, yaprak deformasyonlari
2 Sarilik
3 Damarlar aras1 sararma
4 Damarlar arasi sararma
5 Ciicelik, kii¢iik yaprak olusumu
6 Meyvede catlama, belirtisiz yaprak
7 Yaprakta renk acgilmalari
8 Yaprakta renk acilmalari
9 Yaprakta renk acilmalar
10 Kirisiklik, sararma
11 Sarilik, asimetrik yaprak olusumu
12 Sarilik, asimetrik yaprak olusumu
13 Kimera belirtileri
14 Simptomsuz
15 Sar1 beneklenmeler
16 Siddetli sarilik
17 Simptomsuz
18 Sar1 beneklenmeler
19 Sar1 beneklenmeler
20 Simptomsuz
21 Sar1 beneklenmeler, hafif mozaik
22 Sar1 beneklenmeler
23 Hafif mozaik, sarilik
24 Hafif mozaik, sarilik
25 Sarilik
26 Siddetli sarilik
27 Sar1 halkali lekelenmeler
28 Damar agilmasi
29 Sararma
30 Yaprak simetrisinde bozukluk
31 Sarilik
32 Sarilik
33 Sarilik
FINIKE 1 Hafif mozaik
2 Renk a¢ilmasi
3 Yaprakta nekrozlar
4 Nekroz
5 Simptomsuz
6 Sararma
7 Simptomsuz
8 Sarilik
9 Hafif mozaik
10 Renk agilmalari, mozaik
GAZIPASA 1 Siddetli bodurluk, sararma

2 Siddetli bodurluk, sararma
3 Bogum aras1 kisalma, sararma
4 Bogum aras1 kisalma, sararma
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5 Kahverengi lekelenmeler
6 Simptomsuz
7 Simptomsuz
8 Hafif sarilik
9 Yaprak deformasyonu
10 Bogum arasi kisalma, mozaik
11 Hafif sarilik
12 Simptomsuz
13 Simptomsuz
14 Simptomsuz
15 Hafif sararma
16 Simptomsuz
17 Sarilik
18 Yaprak deformasyonu
19 Hormon zarar1
20 Yaprak deformasyonu
21 Hormon zarar1
23 Simptomsuz
24 Simptomsuz
25 Simptomsuz
26 Simptomsuz
27 Kiigiik yaprak olusumu, hafif mozaik
28 Simptomsuz
29 Simptomsuz
30 Simptomsuz
31 Simptomsuz
DEMRE 1 Yaprakta renk acilmalari
2 Nekroz olusumu
3 Sararma
4 Sararma, hafif mozaik
5 Simptomsuz
KAS 1 Hafif sarilik
2 Hafif sarilik
3 Hafif sarilik
4 Kavirciklik, sarilik
KUMLUCA 1 Sarilik
2 Hafif mozaik
3 Hafif mozaik
4 Sarilik
5 Hafif mozaik, deformasyon
6 Hafif sarilik
7 Yaprak simetrisinde bozulma, mozaik
8 Siddetli mozaik, sararma, kivirciklik
9 Mozaik, sarilik
10 Siddetli sarilik
11 Mozaik, deformasyon
12 Hafif sarilik
13 Hormon zarari
14 Mozaik
15 Sarilik, deformasyon
16 Hafif mozaik
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Siddetli sarilik

Siddetli mozaik, kivirciklik, siddetli sarilik

Siddetli mozaik, kivirciklik, siddetli sarilik

Siddetli sarilik

Mozaik

Yapraklarda incelme, uzama, mozaik

Sarilik

Hafif mozaik

Nekroz, mozaik

Halkal: lekeler

Nekroz, halkali lekeler

Yapraklarda i¢ ice gecmis halkalar

Mozaik, yaprak deformasyonu

Siddetli mozaik, halkali lekeler

Ic ice gecmis halkalar

Sarilik, nekroz

Mozaik, deformasyon, nekroz

Siddetli mozaik, kivirciklik

Halkal:1 lekeler

Mozaik, halkali lekeler

MANAVGAT

Hafif mozaik

Yaprakta sar1 lekelenmeler

Parlak sar1 mozaikler

Sarilik, kimera belirtileri

Siddetli mozaik, sar1 lekeler

Simptomsuz

Sarilik, siddetli mozaik

Damar arasi sararmalar

Sari1 renk a¢ilmalari

Simptomsuz

Sar1 lekelenmeler

Sar1 lekelenmeler

Sar1 lekelenmeler

Sari1 renk a¢ilmalari

Sarilik

Simptomsuz

Hafif sarilik

Simptomsuz

Siddetli mozaik

Hafif sararma

SERIK

Mozaik

Hafif sarilik

Yaprakta renk acilmalari

Mozaik

Renk bozulmasi

Yaprak simetrisinde bozulmalar

Sarilik

Bodurluk, sarilik

OO |INO OB WIN|F-

Siddetli mozaik

Renk acilmalari

=
[N )

Yesil ve diizensiz renk acilmalari
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12 Mozaik

13 Sarilik, deformasyon

14 Bodurluk, kivirciklik

15 Hafif mozaik

16 Lokal lezyonlar

17 Kavirciklik, sararma

18 Hafif mozaik

19 Yaprak deformasyonlari

20 Yapraklarda hafif beneklenmeler

21 Mozaik

22 Mozaik

23 Mozaik

24 Hafif sarilik

25 Cicelik, sararma

26 Bogum arasinda kisalmalar

27 Siddetli sarilik

28 Mozaik, halkali lekeler

29 Simptomsuz

30 Simptomsuz

31 Sarilik, kivirciklik

32 Mozaik

33 Yaprakta sar1 lekeler

34 Deformasyon

35 Sarilik, hafif mozaik

36 Meyve deformasyonu, renk bozulmasi
KONYAALTI 1 Sar1 lekelenmeler

2 Genel sarilik

3 Sarilik

4 Deformasyon, sarilik

5 Sar1 lekeler, hafif mozaik

6 Siddetli ciicelik, damar bantlagmasi

7 Sari-yesil beneklenmeler (Malva spp.)

8 Meyve deformasyonu, bantlagma

9 Sarilik

10 Siddetli sarilik

11 Sarilik

12 Sarilik

13 Sar1 lekelenmeler

14 Siddetli mozaik

15 Siddetli mozaik

16 Hafif sarilik

17 Simptomsuz

18 Hormon zarari

19 Hormon zarari

20 Hormon zarari

21 Siddetli sarilik

22 Sarilik, renk ac¢ilmalari

23 Sarilik, renk ac¢ilmalari

24 Sarilik, renk acilmalari, hafif mozaik

25 Sarilik, renk acilmalari

26 Siddetli sarilik
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27 Siddetli sarilik

28 Simptomsuz

29 Sarilik

30 Yaprak simetrisinde bozulmalar
AKSU 1 Siddetli mozaik

2 Sararma

3 Sararma

4 Simptomsuz

5 Siddetli mozaik

6 Hafif sarilik

7 Sar1 halkali lekeler, siddetli mozaik

8 Mozaik

9 Mozaik

10 Mozaik

11 Simptomsuz

12 Hafif sarilik

13 Siddetli mozaik

14 Siddetli mozaik

15 Mozaik

16 Sararmalar

17 Sar1 lekelenmeler

18 Sarilik

19 Mozaik

20 Yaprak simetrisinde bozulma

21 Sarilik

22 Simptomsuz

23 Simptomsuz
KEPEZ 1 Sarilik

2 Sarilik

3 Simptomsuz

4 Yaprakta incelip uzama

5 Parlak sar1 mozaikler

6 Sar1 mozaikler

7 Sar1 mozaikler

8 Sarilik, mozaik

9 Sararma, damar bantlasmasi

10 Parlak sar1 mozaikler
MANAVGAT 1 Siddetli sarilik

2 Siddetli mozaik, renk agilmasi

3 Sar1 halkali lekeler, mozaik

4 Damar bantlagmasi, bodurluk, beneklenme

5 Hafif sarilik
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EK.5. Tomato spotted wilt virus icin yapilan filogenetik analiz

No | Genbank no. Konukgu Ulke Ber(%/g;hk
1 JX452816.1 Nicatina tabacum Rusya 95
2 | AM940436.1 | Cynara cardunculus Yunanistan 94
3 KP008130.1 | Solanum lycopersicum Ispanya 95
4 GQ132190.1 Impatiens sp. Sirbistan 95
5 KJ575619.1 Capsicum annuum italya 95
6 KC767959.1 | Solanum lycopersicum Iran 95
7 KY437076.1 Nicotina tabacum Bosna Hersek 95
8 KC261950.1 Stellaria aquatica Guney Kore 95
9 KJ701035.1 Lactuca sativa Suudi Arabistan 94
10 HQ246452.1 Gerbera hybrida Sirbistan 94

Bu tez calismasinda tespit ettigimiz TRAntTSWVEgp izolatinin tablodaki izolatlarla

kiyaslanmasini iceren filogenetik agac ¢izilmistir.
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— MF530700.1

B4 [L— HO246452 1

100

AMI40436.1

r KY437076.1

501321301

H
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EK.6. Cucumber mosaic virus i¢in yapilan fiogenetik analiz

No. | GenBank Konukgu Ulke Ber(‘j/g)”'k
1 HE793684.1 | Solanum lycopersicum Fransa 99
2 | AM183118.1 | Solanum lycopersicum Ispanya 99
3 LC066517.1 Rapistrum rugosum Turkiye 99
4 LC066475.1 Sisymbrium loeselii Iran 99
5 LC066499.1 Brassica oleracea Tirkey 99
7 LC376025.1 Callicarpa dichotoma Giney Kore 98
8 AB096214.1 Capsicum annuum USA 98
9 MG696855.1 Solanum quitoense Kolombiya 97
10 AJ865382.2 Lilium longiflorum Hindistan 93

Bu tez ¢alismasinda tespit ettigimiz TRAntCMV VEgp izolatinin tablodaki izolatlarla
kiyaslanmasini i¢eren filogenetik agac ¢izilmistir.

5 l HET93684_1
28 LC066469_1

13 AB096214 1
_ AM183118.1
38
—{ 8L TRANCMVEgp
s | LC066517 1
z LCO066475 1
83
LC376025 1
MGE96855 1
LC339510.1
AlB65382 2

0.005
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EK.7. Tomato mosaic virus i¢in yapilan filogenetik analiz

No | GenBank no. Konukgu Ulke Benzerlik
(%)
1 KY912162.1 Solanum lycopersicum Slovakya 100
2 | MH393621.1 Solanum lycopersicum Kore 100
3 KJ207374.1 Solanum muricatum Tayvan 100
4 KX711903.1 Solanum lycopersicum Zimbabve 100
5 DQ873692.1 Solanum lycopersicum Almanya 100
6 | MH038047.1 Solanum lycopersicum Hindistan 99
7 MF476189.1 Nicotina tabacum Polonya 99
8 MF002491.1 Solanum lycopersicum Cin 99
9 GU723496.1 Capsicum annuum Hindistan 99
10 | KR537870.1 Jasminum multiflorum USA 99

Bu tez ¢alismasinda tespit ettigimiz TRAntToMVEgp izolatinin tablodaki izolatlarla
kiyaslanmasini i¢eren filogenetik agac cizilmistir.

MHO38047 .1
MF476189.1

KY912162.1

MH393621.1

KX711903.1

DQBT73692.1

TRANMToMVEgp
MF002491.1
GUT23496.1
KR&37870.1

0.005
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EK.8. Eggplant mottled dwarf virus i¢in yapilan filogenetik analiz

No GenBank Konukgcu Bitki Ulke Benzerlik
(%)
1 HG794543.1 Solanum lycopersicum Yunanistan 96
2 | AM922319.1 Solanum melongena Yunanistan 95
3 HG794544.1 Pittosporum tobira Kibris 94
4 HG794545.1 Caparis spinosa Yunanistan 91
5 KJ082087.1 Agapanthus sp. Italya 91
6 | AM922318.1 Nicotina tabacum Yunanistan 90
7 LN680656.1 Pittosporum tobira Italya 90
8 HE601787.1 Nicotiana tabacum Arnavutluk 89
9 | KC905081.1 Solanum melongena Iran 87
10 | FR751552.4 Solanum melongena Yunanistan 86

Bu tez calismasinda tespit ettigimiz TRAntEMDVEgp izolatinin tablodaki izolatlarla

kiyaslanmasini igeren filogenetik agac ¢izilmistir.
KC905081.1
57
100 I_[ FR751552 4

I_ HE601787 1

— LN680656.1

KJ082087.1

HGT94545 .1

TRANtEMDVEgp

AM922319.1

E5

93| —————— HGT94543.1

B HG794544.1
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EK.9. Tomato chlorosis virus i¢in yapilan filogenetik analiz

No | GenBank No. Konukgu Ulke Ber(I&(i;hk
1 KT455048.1 | Solanum lycopersicum Tlrkiye 97
2 HG380084.1 Lactuca sativa Yunanistan 97
3 KP114525.1 | Solanum lycopersicum | Giiney Kore 97
4 KT455047.1 | Solanum lycopersicum Tlrkiye 97
5 KY419527.1 | Solanum lycopersicum Turkiye 97
6 MF459660.1 | Solanum lycopersicum Ispanya 96
7 MF278016.1 | Solanum lycopersicum Cin 96
8 KY569401.1 Nicandra physaloides USA 96
9 | EF187609.1 Physalis ixocarpa Ispanya 95
10 | KY679886.1 Solanum melongena Cin 95

Bu tez calismasinda tespit ettigimiz TRAntToCVEgp izolatinin tablodaki izolatlarla
kiyaslanmasini i¢eren filogenetik agac ¢izilmistir.

MF278016.1

EF187609.1

KYb69401.1

43 431 MF459660 1

KY419527 1
TS KY419528 1
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