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Arastirma Makalesi
Balikesir ve Usak Illeri Tiitiin EKim Alanlarinda Potyvirus izolatlarinin
Belirlenmesi ve Karakterizasyonu
Filiz RANDA-ZELYUT?Y, Ali KARANFIL?, Savas KORKMAZ?
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Titiinlerde enfeksiyona neden olan ¢ok sayida viral etmen mevcuttur. Bunlar arasindan potyviriisler oldukca
yaygin olup, tiitiinlerde enfeksiyonlar meydana getiren en 6nemli iiyelerinden bir tanesi de Patato virus Y
(PVY)’dir. Ulkemizde ise potyvirus ve PVY izolatlarinin tiitiin {iretim alanlarindaki enfeksiyonuna yonelik
calismalar oldukca smirhidir. Gergeklestirilen bu ¢alisma kapsaminda Balikesir ve Usak illeri tiitiin tiretim
alanlarindan simptomatik olan 71 bitkiden 6rnek alinmigtir. Alinan 6rnekler potyvirus dejenere primerleri
kullanilarak RT-PCR yontemi ile testlenmistir. Testlemeler sonucunda 10 6rnekte potyvirus enfeksiyonu
tespit edilmistir. Elde edilen potyvirus izolatlarmin tiir diizeyinde tanilanmasi amaci ile yapilan dizileme
¢aligmalar1 sonucunda 9 PVY izolat1 belirlenmistir. Bir izolat ise tam olarak tiir diizeyinde tanilanamamakla
birlikte Leek yellow stripe virus (LYSV) izolatlar ile %75’¢ kadar varan oranda benzerlik gostermistir. PVY
Izolatlarinin benzerlik analizleri sonucunda genel olarak kendi iglerinde yiiksek oranda dizi homolojisi
gosterdigi belirlenmistir. Filogenetik analizler sonucunda 7 izolat N streynleri ile kiimelenirken, 2 izolatin
rekombinasyon gostermeyen izolatlarin diginda kaldig1 saptanmustir.

Anahtar kelimeler: Titiin, RT-PCR, PVY, potyviris

Determination and Characterization of Potyvirus Isolates in Tobacco-Growing Areas
of Balikesir and Usak Provinces in Turkey

ABSTRACT

Infection in tobacco plants is caused by a variety of viral agents. Potyviruses are prevalent among them, and
the Potato virus Y (PVY) is one of the most important members that causes infections in tobacco. Studies on
potyvirus and PVY infection in tobacco-growing areas in Turkey are very limited. A total of 71 symptomatic
samples were collected from tobacco-cultivating areas in the Balikesir and Usak provinces for this research.
The samples were tested using potyvirus universal primers by RT-PCR technique. 10 samples were found to
be infected with the potyvirus. 9 PVY isolates were identified as a consequence of sequencing studies
conducted for the species-level identification of the obtained potyvirus isolates. Despite the fact that
remaining one could not be identified at the species level, it resembled Leek yellow stripe virus isolates by up
to 75%. PVY isolates were determined to have a high level of sequence homology within themselves.
Phylogenetic analysis revealed that 7 isolates clustered with N strains, while 2 isolates were divided from
non-recombinant isolates.
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Giris

Solanaceae familyasi iiyelerinden biri olan
titiin (Nicotiana tabacum L.) Tiirkiye’de katma
degeri en yliksek tarimsal iiriinler arasinda yer
almaktadir. Insan saghgma olan olumsuz
etkileri ile siklikla giindeme gelmesinin yani
sira, kirsal alanlarda olusturdugu tarim
istihdam1 ile de iilke ekonomisine Onemli
katkilar sunmakta ve stratejik bir iirlin olma
ozelligini devam ettirmektedir (Ozkul ve Sari,
2008). Diinyada sark tiitlinii olarak bilinen Tiirk
titiinii sahip oldugu kalitesiyle tiim diinyada
harmanlanmis sigaralarin icinde
bulundurulmasi gereken bir bilesen halini
almistir (Dasdemir, 2006). Iklim toleransi
yiiksek oldugu icin Tiirkiye’nin hemen hemen
her bolgesinde yetistiriciligi yapilabilmektedir.
Bununla birlikte, {ilkede titiin iiretiminin
yaklasik olarak %651 Ege ve Marmara
bolgelerinde yapilmaktadir (TUIK, 2020). Bu
bolgeler igerisinde oOzellikle iiretim agisindan
Balikesir ve Usak illeri 6nemini korumaktadir.
Diinyada gerceklestirilen caligmalardan tiitiin
tiretimini sinirlandiran, verim ve kalite kaybina
neden olan en oOnemli hastalik etmenlerinin
virtisler oldugu bildirilmistir (Shew ve Lucas,
1991). Viriis hastaliklar1 ile ilgili olarak
gergeklestirilen calismalar neticesinde tiitiin
iiretim alanlarinda enfeksiyonu en sik goriilen
etmenlerin ¢ogunlukla tobamovirus,
cucumovirus, orthotospovirus ve potyviris
cinslerine ait tyelerin oldugu bildirilmistir
(Chatzivassiliou ve ark., 2004). Bu cinsler
icerisinde oOzellikle potyviriisler 6nemli bir yer
tutmaktadir.

Bitkileri enfekte eden virlis familyalarn
icerisinde Potyviridae familyas1 ¢ok fazla
sayida tiir icerdiginden dolayr en genis grubu
olusturmaktadir (Ohshima ve ark., 2002). Bu
familyanin en O6nemli cinslerinden olan
potyviruslerin  ise son kayitlara  gore
monokotiledon ve dikotiledon yabani ve kiiltiir
bitkilerini enfekte eden 167 tirii icerdigi
bildirilmistir (Nigam ve ark. 2019). Cinsin tipik
taksonomik genomik ozelligi olarak
biikiilebilir-ipliksi partikiilleri genellike poly-A
kuyrugu hari¢ yaklasik 10.000 niikleotit
uzunlugunda pozitif-polariteli tek iplik¢ik [(+)
SSRNA] genomundan olugmaktadir (Gibbs ve
ark., 2020). Bu genom olduk¢a korunmus bir

97

organizasyon ve yapisal proteinlere sahip
olmakla birlikte genellikle P1 (replikasyon
modilatorii, translasyon), HC-Pro (yardimci
proteinaz bileseni, afitlerle taginma, susturma-
baskilama), P3 (viriis replikasyonu ve taginma),
P3N-PIPO (hiicreden-hiicreye taginma), 6Kl
(replikasyon vezikiillerinin olusumu),
sitoplazmik inclusion proteini-Cl  (viriisiin
hareketi ve replikasyonu ile ilgili helikaz), 6K2
(replikasyon vezikiillerinin olusumu), genoma
bagli protein VPg (translasyon, taginma ve
replikasyon), Nla-Pro (polyprotein prosesi),
NIb ( RNA-bagli RNA polimeraz) ve CP (orti
proteini) proteinlerini kodlamaktadir (White,
2015; Cui ve Wang 2016). Genellikle tyelerin
yaprak bitleri ile tasinmasmin yani sira
bazilarinin {iretim materyalleri araciligiyla da
taginabildigi bilinmektedir (Sastry, 2013).

Tirkiye i¢in biiyiikk 6neme sahip tiitiin bitkisinin

sosyolojik ve ekonomik Onemine  dair
gergeklestirilmis  ¢ok  sayida  arastirma
mevcuttur.  Ancak, ilkemiz tiitin retim

alanlarinda bitki viral enfeksiyonlari ile ilgili
gergeklestirilmis ¢aligmalar oldukga smirhidir
(Erdem, 2010; Giinay ve Usta, 2020).
Gergeklestirilen bu c¢alismalar ise genellikle
Tobacco mosaic virus (TMV) ve Cucumber
mosaic virus (CMV) etmenleri {izerine
gerceklestirilen arastirmalardir (Culal-Kilig ve
ark., 2017; Giinay ve Usta, 2020; Karanfil ve
ark., 2020; Tohumcu ve ark. 2021). Bu
tobamovirus ve cucumovirus etmenleri disinda
potyviriislerle ilgili olarak Hatay ilinde tiitiin
iiretim alanlarinda Patato virus Y (PVY)
etmeninin tespiti ve enfeksiyon oranmin
belirlenmesine yonelik sadece bir c¢alisma
bildirilmistir (Sertkaya ve ark. 2017).

Titlin -~ Gretim  alanlarinda  siklikla  viral
enfeksiyonlarla iligkili olan PVY genellikle
Solanaceae  familyas1  iyelerini  enfekte
etmektedir. Bilinen en yaygin konukgulari ise
patates, domates, biber ve tiitiindiir (Blanchard
ve ark., 2008). Etmen ilk kez 1930 yilinda

tamimlanmigtir (Bawden, 1936).
Gergeklestirilen son c¢alismalar kapsaminda
PVY izolatlarmin tiim genom  sekans
dizilimlerine gore 5 farkli  filo-grupta

kiimelendigi (N, C, O, Rl ve R2), ancak
izolatlarin yarisinin N, C ve O filo-gruplarinda
dagilim gosterdigi belirtilmistir (Gibbs ve ark.,
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2017). Bununla birlikte izolatlarin niikleotit dizi
ozelliklerine gore, rekombinasyon ve biyolojik
ozelliklerine gore de farkli filo-gruplar
olusturdugu cok sayida caligmadan
bildirilmistir (Akinyemi ve ark., 2016; Gibbs ve
ark., 2017; Della Bartola ve ark., 2020).
Ulkemiz tiitlin iretim alanlarinda
enfeksiyonlara neden olan PVY izolatlarinin ise
genetik Ozelliklerine yonelik yapilmis herhangi
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu amagcla
tilkemizin iki 6nemli tiitlin iretim alaninda
potyviriis enfeksiyonunun durumu ve bu
enfeksiyonlara neden olan potyviriis tiirlerinin
belirlenmesi ve molekiiler karakterizasyonuna
yonelik olarak bu c¢alisma gergeklestirilmistir.
Bu baglamda bu g¢alismanin ana konusunu
Balikesir ve Usak illeri tiitiin iiretim alanlarinda
potyviriis  enfeksiyonlarinin  konvansiyonel
molekiiler teknikler ile tespiti ve elde edilen
izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanarak genetik
cesitliliginin belirlenmesi olusturmaktadir.

Materyal ve Yontem

Orneklerin Toplanmasi

Arazi ¢aligmalar1 Bati Anadolu boélgesi tiitiin
tiretim alanlarinda bulunan Balikesir ve Usak
illerinde 2020 yili {iretim sezonu igerisinde
gergeklestirilmigtir. Tiitiin {iretim alanlarinin

se¢imi tesadiifi olarak yapilmistir. Ornekler
yalnizca viriis ve virlis benzeri simptom
gosteren bitkilerden alimmistir. Ayni tiitlin
tarlasindan en fazla 3 6rnek alinmistir.

Potyviriis Enfeksiyonunun Belirlenmesi

Toplanan Orneklerde potyviris enfeksiyonu
RT-PCR (Ters Transkriptaz-Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) testleri ile arastirilmigtir. Potyviriis
enfeksiyonlarinin belirlenmesinde cins
diizeyinde potyviriis spesifik universal primer
cifti kullanmilmistir (Cizelge 1). Bu amagla ilk
olarak toplanan orneklerden Li ve ark.
(2008)’in belirttigi modifiye CTAB metodu ile
toplam niikleik asit (TNA) izolasyonlari
gergeklestirilmistir.  Elde edilen TNA’lar
kullanilarak RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit ile random hexamer primer (5’-
NNNNNN-3") ile cDNA Kkiitiiphaneleri
olusturulmustur (Thermo Scientific, ABD).
Olusturulan  bu cDNA kiitiiphaneleri
kullanilarak 2X Emerald PCR Master Mix
(Takara, Japon) ve Tablo 1’deki primer ¢ifti

kullanilarak amplifikasyonlar
gercgeklestirilmistir. Reaksiyon sonuglari
%1,5’lik EtBr ile boyanmig agaroz jel

elektroforezinde kontrol edilmistir.

Cizelge 1. Potyviriis enfeksiyonlarinin belirlenmesinde kullanilan primer gifti

Kod Primer Dizisi (5’-3) Uriin Biiyiikliigii | Kaynak

NIb2F GTITGYGTIGAYGAYTTYAAYAA

NIb3R TCIACIACIGTIGAIGGYTGNCC 350'be Zheng ve ark., 2010
Potyviriis Enfeksiyonunun ile tiir diizeyinde tanilanmastir.

Karakterizasyonu

Viriis tanilama ¢alismalar1 sonucu elde edilen
tim  potyviris izolatlari, tir diizeyinde
belirlenmesi amaci ile ¢ift yonlii olacak sekilde
dizileme islemine tabi tutulmustur. Bu amacla

potyviriislerin  saptanmasi amaciyla yapilan
PCR caligmalar1 sonucunda elde edilen
amplikonlar kullanilmigtir. Sekanslama

caligmalar1 hizmet alimi yolu ile ticari olarak

gergeklestirilmigtir.  Elde edilen ham dizi
verileri  CLC Main  Workbench V.20.3
yaziliminda  birlestirildikten sonra BlastN

(https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) analizi

98

Elde edilen konsensiis diziler gen bankasina
kayit edilerek erisim numaralari alinmigtir
(Cizelge 2).

Ayrica ilgili virlis i¢in hedef gen bolgesine
karsilik gelen diinya izolatlar1 GenBankasi’ndan
elde edilerek (Cizelge 3), dizi benzerlik ve
evrimsel analizlerde kullanilmistir. Benzerlik
analizlerinde Sequence Demarcation Tool V.1.2
(Muhire ve ark. 2014), filogenetik analizlerde
ise Mega X yazilimlan kullanilmistir (Kumar
ve ark., 2018).
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Cizelge 2. Bu calisma kapsaminda elde edilen Potato virus Y izolatlarina ait bilgiler

Izolat Elde Edildigi il | Elde Edildigi Bolge Erisim Numarasi
BAL-1 Balikesir Marmara 0OK149266
BAL-2 Balikesir Marmara 0OK149267
BAL-4 Balikesir Marmara 0K149268
BAL-5 Balikesir Marmara 0OK149269
BAL-11 Balikesir Marmara 0OK149270
BAL-12 Balikesir Marmara 0K149271
BAL-19 Balikesir Marmara 0K149272
USA-47 Usak Ege OK149273
USA-45 Usak Ege 0OK149274
Cizelge 3. Gen bankasindan alinan Patato virus Y izolatlarina ait bilgiler
izolat Konukcu Ulke Eisim Streyn
Numarasi
SY-IlI-L4 - Suriye AB461454 PVYN
Egypt Patates Misir AF522296 PVYN
MN - - AF463399 PVYC®
SON41 Kopek iiziimii Fransa AJ439544 PVYC®
PO26 Patates Irlanda MT264731 PVY©
PVYOUK Patates Finlandiya JX424837 PVY©
OH Patates Japonya AB714134 PVY©°
DEL3 Patates Avustralya KP691325 PVY©

Bulgular ve Tartisma

Gergeklestirilen arazi caligmalar1 kapsaminda
Balikesir ve Usak illeri tiitlin {iretim
alanlarindan tipik virlis ve viriis-benzeri
simptom gosteren toplam 71 bitkiden o6rnek

almmistir. Alman Orneklerin hepsinde hafif
ve/veya yogun sekilde mozaik belirtiler

gozlenmigtir (Sekil 1). Bu belirtilerin yaninda
olduk¢a az sayida bitkide bodurluk belirtileri
gOrilmiistiir.

Sekil 1. Araziden toplanilan ve Patato virus Y ile enfekteli bulunan tiitiin bitkilerinde gozlenen

mozaik belirtiler
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Gergeklestirilen  virlis tanilama g¢aligmalar
sonucunda 10 bitkide potyviriis enfeksiyonu
tespit edilmistir. Balikesir ilinden toplanilan 34
ornegin 7 tanesinde, Usak ilinden toplanilan 37
Ornegin ise 2 tanesinde potyviriis enfeksiyonu
tespit edilmistir. Bu sonuglara gore; Balikesir

ilinden alinan O6rneklerde enfeksiyon orani
%23,52 olarak tespit edilirken, Usak ilinden
alman orneklerde %5,40 olarak tespit edilmistir.
Her iki il i¢in alinan toplam O&rneklerde ise
enfeksiyon oram1 %14,08 olarak hesaplanmistir

(Cizelge 4).

Cizelge 4. Calisma kapsaminda toplanan ve enfekteli 6rnek sayilari ile enfeksiyon oranlar

iller Enfekteli Ornek/Toplanan Ornek Toplanan Orneklerdeki Enfeksiyon
Oram
Balikesir 8/34 %23.52
Usak 2137 %5.40
Toplam 10/71 %14.08

Toplanilan 6rneklerin tamaminin viriis ve viriis
benzeri patojenlerin neden oldugu simptomlari
gostermesine ragmen enfeksiyon oraninin
sadece % 14,08 oraninda gergeklesmesi
olasilikla orneklerin tiitlinlerde enfeksiyon
meydana getiren diger viriisler ile enfekteli
olmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.
Nitekim tilkemizde daha once gergeklestirilen
farkli c¢alismalarda tiitiinlerde enfeksiyon
meydana getiren TMV (Culal-Kili¢ ve ark.,
2017; Gunay ve Usta, 2020), Tobacco mild
green mosaic virus (Karanfil ve ark., 2020) ve
CMV (Usta ve ark., 2020) gibi 6nemli bazi
viral enfeksiyonlarin toplanilan bu 6rneklerde
de bulunma ihtimalini gii¢lendirmektedir.
Molekiiler  ¢aligmalar ile tespit edilen
potyviriislerin tiir diizeyinde belirlenmesi amact
ile dizileme c¢alismalarmi takiben yapilan
BlastN analizleri sonucu elde edilen 9 potyviriis
izolatimn PVY oldugu belirlenmistir. Geri
kalan bir izolatin ise bagka bir potyviriis olan
Leek yellow stripe virus (LYSV) izolatlar ile
%75 oraninda dizi homolojisi gosterdigi
goriilmiistiir. Bu sonuglara gore Balikesir ve
Usak illeri tiitiin iiretim alanlarinda mozaik
simptomlar ve bodurluga neden olan
enfeksiyonlarinin potyviriis cinsi iiyelerinden
PVY tiri ile iliskili oldugu tespit edilmistir.
Cin’de gergeklestirilen benzer bir galismada ise
tiitlin {iretim alanlarindan PVY izolatlarinin
elde edildiginin bildirilmesi bu c¢alisma
kapsaminda elde edilen sonuglar ile kismen
dogrulanmaktadir (Tian ve ark., 2011).

LYSV izolatlar1 ile %75 oraninda benzerlik
gOsteren tiitiin izolatinin ise tam olarak LYSV
ya da baska bir wvirlis tiri oldugu
kesinlestirilemediginden gen bankasina kaydi
gercgeklestirilmemistir. Bu baglamda elde edilen
bu izolatin diinya i¢in yeni bir virds tirii
olabilme ihtimalinden  dolay1, potyviriis
taksonomisinde tiir tanilama kriteri olarak
kullanilan en azindan tam CP genini igerecek
sekilde  molekiiler  amplifikasyonu ile
belirlenmesi gerektigine inanilmaktadir (Adams
ve ark., 2005, 2017; King ve ark., 2011).

Elde edilen PVY izolatlarinin ilgili gen bolgesi
kullanilarak gergeklestirilen benzerlik analizleri

sonucunda ise izolatlarm kendi iglerinde
nikleotid diizeyinde  %89-99, aminoasit
diizeyinde ise %97-100 arasinda  dizi
homolojisine  sahip oldugu belirlenmistir.

Diinya izolatlar1 ile gergeklestirilen sekans
benzerlik analizleri sonucunda ise niikleotid
diizeyinde %284-99, aminoasit diizeyinde ise
%96-100 oraninda benzerlikler tespit edilmistir
(Sekil 2). PVY izolatlarinin molekiiler evrimsel
iliskilerinin belirlenmesi amaci ile
gergeklestirilen analizler sonucunda ise 7
izolatin (BAL-1, BAL-2, BAL-4, BAL-12,
BAL-19, USA-45, and USA-47) N streyni ile
iligkili oldugu bulunurken, 2 izolat (BAL-5, and
BAL-11) ise bilinen rekombinant olmayan
streynlerinin  diginda, sadece kendilerinden
olusan ayri bir kiime olusturdupu bulunmustur
(Sekil 3).
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Sekil 2. Tiitlin Patato virus Y izolatlarinin kendi i¢lerinde ve diinya izolatlari ile niikleotit (a) ve
amino asit (b) diizeyinde géstermis olduklar1 sekans benzerlik diagramlari

Tiitin PVY izolatlarinin diinya izolatlar1 ile
olan sekans benzerlik ve filogenetik iligkileri
incelendiginde BAL-5 ve BAL-11 izolatlarinin
diger Tiirk izolatlarindan daha farkli genetik
cesitlilige sahip oldugu ve bilinen rekombinant
olmayan streynleri ile iliskili olmadig
belirlenmistir. Buna gore bu izolatlarin daha

Phylogroups
(Metadata layer #1)
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o @®o
. Disgrup

biiyliik gen bolgelerinin dizileri ¢ikarilarak ve
molekiiler karakterizasyon calismalar1 yapilarak
rekombinasyon  durumlart  arastirilmalidir.
Nitekim Gibbs ve ark. (2017) bir¢ok PVY
izolatinin  gruplar i¢i ve gruplar arasi
rekombinant  bdlgelere  sahip  oldugunu
bildirmistir.
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Sekil 3. Tiitiin Patato virus Y izolatlarinin filogenetik iligkileri

Calisma kapsaminda elde edilen bir¢cok izolatin
N grubunda bulunmasi, arazi ¢alismasi ve viriis
tanilama calismalarina gére PVY ile enfekteli
olarak bulunan orneklerdeki simptomatoloji ile
de uyumlu oldugu goriilmiistir. PVYN

izolatlarinin ~ Ozellikle patates  bitkilerinde
dayaniklilik genlerini kirarak Onemli ({iriin
kayiplarina neden oldugu rapor edilirken, bu
izolatlarin genellikle tiitiinlerde ciddi ekonomik
kayiplara neden olmadiginin bildirilmesi de
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elde edilen sonuglar1 desteklemektedir (Singh
ve ark., 2008). Ayrica ozelikle PVYN
izolatlarinin diinya ¢apinda yayilim gostermesi
de calisma sonucunu destekleyen diger bir
olgudur (Ogawa ve ark., 2008; Gibbs ve ark.,
2017).

Sonuc ve Oneriler

Bundan sonra  gerceklestirilecek ~ olan
calismalarda PVY izolatlarinin en azindan CP
geninin tamami diizeyinde molekiiler olarak
karakterize edilmesinin yani sira farkli tiitiin
cesitlerinde izolatlarin neden oldugu belirtiler,
bitki fizyolojisindeki degisiklikler ve muhtemel
verim kayiplarinin  belirlenmesine  yonelik
olmasi1 gerektigi diisiiniilmektedir. Ayrica bu
calisma kapsaminda LYSV izolatlar ile %75°e
varan benzerlik gdsteren potyviriis izolatininda
potyviriis taksonomi kriterleri dikkate alinarak
karakterize edilmesinin  6nemli  olduguna
inanilmaktadir.
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