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OZET

KIRGIZISTAN’DA YETISTIRILEN PATATES YUMRULARINDA PATATES Y
VIRUSU ENFEKSiYON DURUMU UZERINE ARASTIRMALAR

TEMIRBEK UULU, Nurdinbek
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Bitkisel Uretim ve Teknolojileri Anabilim Dali

Danigsman : Prof. Dr. Cigdem Ulubag Serce

Eyliil 2019, 50 sayfa

Kirgizistan’da fitopatoloji ve 6zellikle viroloji alaninda uzmanlarin az olmasi nedeniyle,
ilkede bu alandaki ¢aligmalar yok denecek kadar az ve sinirlidir. Bu nedenle ¢alismanin
amaci, Kirgizistan’da patates yetistiricilifinin en yaygin oldugu alanlardan temin
edilecek tohumluk patates yumrularinda, PVY viriistiniin arastirilmasi ve irklarinin
belirlenmesidir. PVY bitkinin tiim aksaminda bulunabilmekte, arazide vektor yaprak
bitleri ile tasinmaktadir. Viriisiin 6zellikle nekrotik irklar1 yumruda ciddi kayiplara veya
pazar degerinin diismesine neden olmaktadir. Kirgizistan’da Issik Gol ve Ciy
bolgelerinden temin edilen Sante , Jelly ve Pikaso patates ¢esitlerine ait toplam 141
patates yumrusu siirglinlerinden DAS-ELISA testi gerc¢eklestirilmis ve yumrularin %
48,9’unun PVY ile enfekteli oldugu tespit edilmistir. PVY enfekteli orneklerdeki
virlisin 1rkini belirlemek i¢in multiplex IC-RT-PCR gerg¢eklestirilmistir. Sonug olarak
yumrulardaki PVY iwrklarmin nekrotik rekombinant irklardan PVY-NW-A veya -B
oldugu, bir yumruda ise PVY-NW:O 1rklarmin karisik bulundugu belirlenmistir.
Viriisiin arastirilan tohumluk yumrularin yaklasik yarisinda bulunmasi ve en zararli irk
olan nekrotik 1rklar1 barindirmasi, iilkede tohumluk patates tiretiminde tedbirlerin
alinmasini gerektirmektedir. Bu ¢alisma ile Kirgizistan’da, PVY viriisii ve irklari ilk kez
tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: PVY, patates, yumru, IC-RT-PCR, DAS-ELISA



SUMMARY

RESEARCH ON THE POTATO VIRUS Y INFECTION IN POTATO TUBERS
GROWN IN KYRGYZSTAN

TEMIRBEK UULU, Nurdinbek
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Plant Production and Technologies

Supervisor : Prof. Dr. Cigdem ULUBAS SERCE

September 2019, 50 pages

In Kyrgyzstan because of the small number of specialists in phytopathology and
virology in particular, studies in this field are very limited. Therefore, the aim of this
study is to investigate and determine the strains of PVY virus in seed potato tubers to be
obtained from the areas where potato cultivation is the most common in Kyrgyzstan.
PVY can be found on all parts of the plant and is transmitted in the field with vector
aphids. Especially necrotic strains of the virus cause serious losses in the tuber or
decrease in market value. DAS-ELISA tests were performed from 141 potato tuber
shoots of Sante, Jelly and Pikaso potato varieties obtained from Issik Lake and Chui
regions in Kyrgyzstan. Among them, 48.9% of tubers were found to be infected with
PVY. Multiplex IC-RT-PCR was performed to determine the strain of the virus in PVY
infected samples. As a result, it was determined that PVY strains in tubers were PVY -
NW-A or B among necrotic recombinant races and PVY-NW: O mix strains were also
found in a tuber. The fact that the virus is found in approximately half of the
investigated seed tubers and that it contains the most harmful necrotic strains requires
taking measures in the production of seed potatoes in the country. In this study, PVY

virus and strains were the first records in Kyrgyzstan.
Key words: PVY, potato, tuber, IC-RT-PCR, DAS-ELISA
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BOLUM I
GIRIiS

Kirgizistan Orta Asya'da yer almaktadir. Yiizolgiimii 198.500 km? olup, diinyada
yiizol¢limii bakimindan 86. sirada yer almaktadir (Sekil 1.1). Komsular1 kuzeyde
Kazakistan, batida Ozbekistan, giineybatida Tacikistan ve giineydoguda Cin'dir. Tanr1
Daglart iilkenin %65'ni kaplar ve iilke bu yiizden "Orta Asya'nin Isvigre'si" olarak
adlandirilir. Tanr1 Daglari’nin kuzey batisinda bulunan ve iilkenin en biiyiik golii olan
Issik Golii, Titikaka Goli'nden sonra diinyanin en biiyiik dag goliidiir. Kirgizistan
topraklarinin biiylik kismi daglarla kaplidir. 3000 metreye kadar olan daglar topraklarin
yarisindan fazlasim kaplar. Ulke ekonomisi tarim ve madencilige dayalidir. Daha gok
hayvancilik kesimi agirlikli bir tarim ekonomisi hakimdir. Baslica tarim iirlinleri

bugday, arpa, patates, sekerpancari, misir, tiitiin, sebze ve meyvedir.

Sekil 1.1. Kirgizistan haritasi

Ulkede bugday ve arpadan sonra en c¢ok yetistirilen iiriin grubunu sebze ve patates
olusturmaktadir. Bu {iriinlerin yetistiriciliginde énemli olan faktorlerden birisi de bitki
hastaliklar1 olup, bunlar igerisinde viriis hastaliklari, tedavi edici yontemlerinin ¢ok
simnirl1 olmasi, bitki hastalandiktan sonra hastaligin Oniine ge¢ilmesinin miimkiin
olmamasi nedeniyle 6nemli olmaktadir. Diinyada bitki koruma tedbirlerinin iyi

uygulanmamasi sonucu her yil yaklasik 129.188.000 ton iiriin kaybi olmaktadir



(Cramer., vd 1967). Bu kaybin %32,3’nii hastaliklar, %9,7’sini zararlilar ve % 6,9’nu
yabanci otlar olusturmaktadir (Cramer, 1967).

Anavatan1 Giiney Amerika olan ve And Daglar eteklerindeki arazilerde yerli halk
tarafindan yiizyillardir dogal olarak yetistirilen Solanaceae familyasina ait olan patates
(Solanum tuberosum L.), 16. yilizyilin ikinci yarisinda Amerika kitasinin kesfinden
sonra Ispanyollar tarafindan Avrupa’ya getirilmistir (Brush, 1980). Ilk olarak Ingiltere,
Irlanda ve Iskogya'ya, daha sonra diger Avrupa iilkelerine yayildig1 bilinmektedir.
Somiirgelestirme ile Avrupa’dan diger kitalara yayilmistir (Hawkes, 1993).
Kirgizistan’a patates Ruslar tarafindan 1917. yillarda getirilmistir. Ulkede yetistirilen en
onemli patates gesitleri Sante, Pikaso, Jelly, Jelly2, Super Jelly, Super Ranniy, Nevskiy,
Rokko, Rivera’dir. 2017 verilerine gore Kirgizistan’da 84,5 bin hektar alanindan 1,5
milyon ton patates tretilmistir (Cizelge 1.1). Bu iiretilen patatesin 800-900 bin tonu
iilke icinde tiiketilmekte olup geri kalan 600 bin tonu disariya ihracat edilmistir

(Sputnik, 2017)

Cizelge 1.1. Kirgizistan’nin bolgelerine gore patates liretimi (Sputnik, 2017)

Bolge (bin)?\r:gﬂtar) vgrritr?ql(?/nr:Z) Uretim (bin )
Iss1k-Gol 27,5 18,75 527,9
Chiiy 141 16,29 179,8
Osh 11,8 15,21 179
Talas 11,6 17,11 -
Djalal-Abad 8,6 14,13 115,5
Narin 6,0 14,13 -

Batken 2,4 14,07 33,7

Diinyada patates yetistiriciliginde karsilasilan en Onemli bakteriyel hastaliklardan
solgunluk ve patates kahverengi ¢iiriikliigii hastaligi (Ralstonia solanacearum), patates
halka ¢irtikliigii hastaligi (Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus), patateste
bakteriyel yumusak ciiriikliik karabacak hastaligt (Erwinia carotovora subsp.
carotovora, E. carotovora subsp. atroseptica, E. chrysanthemi), solanaceae familyasi
kiiltiir bitkilerinde stolbur hastalii, patateste adi uyuz hastaligi (Streptomyces
scabies)’dir. En yaygm fungal hastaliklar ise patateste erken yaniklik hastalig

(Alternaria solani), patates sigil hastaligi (Synchytrium endobioticum), patates



mildiyosii (ge¢ yaniklik) hastaligi (Phytophthora infestans), patates kuru ciiriikliik
hastaligr (Fusarium spp.)’dir. Bocek zararlisi olarak patates bocegi (Leptinotarsa
decemlineata), patates giivesi (Phthorimaea operculella), telkurdu (Agriotes spp.),
bozkurt (Agrotis spp.), yaprakbitleri (Macrosiphum euphorbiae), yaprak pireleri
(Empoasca decipiens) ve Asymmetrasca decedens ‘dir. Nematod problemleri patates
kist nematodlar (patates altin nematodu (Globodera rostochiensis) ve patates beyaz kist
nematodu (G. pallida), kok-ur nematodlar1 (Meloidogyne spp.), patates ciirtikliik

nematodu (Ditylenchus destructor) ve sogan sak nematodu (Ditylenchus dipsaci )’dur.

Patates bitkisinde en ¢ok sorun olan virus ve benzeri hastaliklar ise patates Y viriisii
(Potato Y potyvirus, PVY), patates yaprak kivrilma viriisii (Potato leafroll luteovirus,
PLRV), patates X viriisii (Potato X potexvirus, PVX) ve patates A viriisii (Potato A
potyvirus, PVA)’dir.

Yukarida deginilen hastaliklarin diinyada yayilma alanlar1 ¢ok genistir. Ancak,

Kirgizistan’da bu hastaliklarin higcbirine ait kayit bulunmamaktadir.

Virilis hastaliklar1 ¢ok ¢esitli yollarla yayilabildiklerinden ve enfeksiyon goriildiikten
sonra bitkilerin tedavisinin pratik ve ekonomik olmamasi yiiziinden bitki viriislerinin
yayilmasini onlemek baglica korunma yoludur; fakat bu da her hastalik icin degisik
olabilir. Virlis hastaliklarin1 6nlemek i¢in uygulanan metotlar; viral etmenlerin tilkeye
girisine engel olmak (karantina tedbirleri), viriis enfeksiyonu kaynaklarmin yok
edilmesi, vektorlerden kaginmak, dogrudan dogruya vektorlerle savagsmak, dayanikli

cesitler yetistirmek, 6zel tiretim metotlar1 ile virlisten ari bitki materyali elde etmektir.

Patates Y Viriisii (Potato virus Y; PVY) viral bir hastalik etmeni olup, patates, domates,
biber, tiitiin, yabanci otlardan yildiz gigegi ve boru ¢igegi gibi bitkiler konukgulari
arasindadir. Viriis siddetli enfeksiyon durumlarinda bitkiyi 6ldiiriir, fakat daha ¢ok tiriin
kaybmna neden olur. Viriis yaprak bitleri ile kalici olmadan (non-persistent) tasinir.
Bocek beslenme esnasinda viriisii alir ve kisa bir zaman igerisinde hemen saglikl

bitkilere bulagtirir.

Patatesteki PVY 'nin olusturdugu hastalik belirtileri ¢esitlerin hassasiyetine gore degisir.
Yapraklar benekli, sar1 olabilir ya da 6lii dokulara sahiptir. Olii alanlar yaprakgiklarda



cogunlukla yama ya da halkalar seklinde baslar ve tiim yapragi kapsayacak sekilde
etkilemesi devam eder. Yaprakgiklarin tamami hastalanir ve bitkiden kopabilir ya da
bitkide asili kalabilir. Yapraklarda beneklenmeye ilave olarak, siddetli yaprak kivrilmasi
ortaya cikabilir. Kahverengi serit seklinde ¢izgiler yaprak damari, yaprak sapi ve
govdede ortaya cikabilir. Enfekteli yumrulardan ¢ikan bitkiler ¢cogunlukla bodur ve
benekli, kivrik yapraklara sahiptir. Yapraklar genellikle sar1 yesil mozayik simptomlara
sahiptir. Yapraklar ve gévde bazi durumlarda 6lmektedir. Enfekteli bitkilerden alinan
yumrularin kabugunda hafif kahverengi halka seklinde lekeler goriilebilir. Enfeksiyonun

gee ortaya ¢iktig1 durumlarda bitkilerde sadece yumru belirtisi ortaya ¢ikabilir.

PVY son yillarda yeni irklarinin da gelismesiyle, 6zellikle yumrularda ¢ok etkili zararlar
meydana getirmeye baglamistir. Yumrularda kalitenin diismesine ve tohumluk

yumrularin tamamen yok olmasina sebep olan 1rklar ortaya ¢ikmistir.

Patates tiretiminde PVY tohumluklarin 6zelliklerini yitirmesi ve %50-80 arasinda verim
kaybina sebep olmasi agisindan en 6nemli viriistiir. Bu etmen, patates iiretiminde %80
kadar ciddi verim kayiplarina neden olabilmektedir (De Bokx ve Huttinger, 1981).
PVY’nin bes tip wki vardir: PVY®, PVY®, PVY"N PVY? ve PVYF (Sorri vd., 1999;
Galvino-Costa vd., 2012; Kerlan vd., 1999; Kerlan vd., 2011; , Singh vd., 2008). Bu
wrklar Ny, Nc, ve Nz dayaniklilik genlerini igeren patates cesitleri ve tiitiindeki
(Nicotiana tabacum) simptomlara gore tanimlanmis ve gruplandirilmistir. PVY
irkindan PVY" “nekrotik” PVY" irki olarak da adlandirilir (Boonham vd., 2002). Son
zamanlarda, PVY® ve PVY" irklarimin rekombinasyonu ile ortaya ¢ikan PVY™© itk
yeni rekombinant 1k olarak rapor edilmistir (Ottoman vd., 2009). PVY" tohumluk
yumru ile ya da vektor olarak yaprak biti ile taginabilmektedir. PVY™® yumrunun
tizerinde dairesel batik nekrotik lezyon {iretir, yaprak simptomlar1 hafiftir ya da baz
patates gesitlerinde simptom goriilmemektedir (Piche vd., 2004; Sagredo vd., 2009).
Zarar dogrudan yumrularda oldugundan PVY’nin en tehlikeli wrkidir. Bu wrkin farkli

rekombinant gruplar1 mevcuttur.

Bitki viriislerinin en yaygin teshis yontemi serolojik testlerden ELISA metodudur.
ELISA uygulamasinin kolay olmasi ve fazla teknik bilgi gerektirmemesinden dolay1
kullanim1 yaygindir. Ancak testin uygulama alani etmene spesifik tliretilen antiserum ile

sinirl olup, virlis konsantrasyonunun diisiik oldugu durumlarda, 6zellikle yumru ve
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dormant doku testlerinde yanlis negatif sonuglar verebilmektedir. Viriisler dormant
patates yumrularinda ELISA yontemi ile duyarli ve giivenilir sekilde belirlenememekte
ve dormansilerinin kirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (Spiegel ve Martin, 1993; Russo
vd., 1999; Singh ve Singh, 1996; Loebenstein vd., 1997; Singh vd., 1999). Ayrica, 30°C
civarinda sicaklikta yetistirilen bitkilerde virlis yogunlugunda meydana gelen diisiisten
dolay1 bu bitkilerden alinan yaprak orneklerinde de viriislerin ELISA ile teshisinin

yapilamadig1 gozlemlenmistir (Loebenstein vd., 1997).

ELISA’ya gore PCR yontemleri 100-10.000 kat daha duyarli ve spesifiktir (Vunsh vd.,
1990; Korschineck vd., 1991; Rowhani vd., 1995). Yukarida sayilan sartlardaki bitki
orneklerinde PCR ile viriis teshisi yapilabilmektedir. Fakat, PCR calismalar1 i¢in
donanimli laboratuvarlara gereksinimin oldugu (Henson ve French, 1993); PCR’in
kontaminasyona karsi daha acik oldugu ELISA teknigine gore daha fazla zamana
ihtiya¢ duyuldugu, ozellikle fazla sayida ornek testlemelerinde pratik ve ekonomik

olmadigi, daha yogun is giicii gerektirdigi, ekonomik olmadigi, kalifiyeli elemana

ihtiyag duyuldugu bilinmektedir (Barker vd., 1993; Russo vd., 1999; Singh vd., 1999).

Farkli amaglarla farkli alanlarda yaygin bir kullanima sahip olan PCR son derece
duyarli ve hassas bir teknik olup, bitki virlislerinin smiflandirilmasinda ve
tanilanmasinda, diizenlenecek primerlere gore bir gruba ait viriislerin, tek bir viriisiin ya
da wrklarinin hatta izolatlarinin (Saiki vd., 1988; Langeveld vd., 1991; Mathews, 1993);
odunsu dokularda (Korschineck vd., 1991; Rowhani vd., 1995); dormant yumrularda
(Spiegel ve Martin, 1993; Russo vd., 1999) ve afitlerde (Spiegel ve Martin, 1993; Singh
vd., 1996; Singh vd., 1997) diisiik yogunluklarinin bile belirlenebilmesine imkan
vermektedir. Bununla beraber, PCR calismalarinda basariyr etkileyen birgok faktor
bulunup, patatesteki virlislerin in vitro kosullarda elde edilen mikro yumrularda,
sertifikasyon programlarinda, siirvey calismalarinda ve viriislerin taginmasinda rol
oynayan afitlerde belirlenmesinde diger bir tani teknigi olan ELISA’ya gore bazi

avantaj ve dezavantajlar1 vardir.

PVY iwrklarinin teshisinde kullanilabilen bazi antiserumlar mevcuttur. PVY irklarini
ayiran antiserumlar gelistirilmis olsa bile bazi izolatlarda ¢apraz reaksiyon vermektedir

(Kogovsek vd., 2008). Tiim PVY 1rklarina gelistirilmis antiserumlar bulunmamaktadir.



PVY’nin bilinen wrklarinin tespitinde yaygin olarak kullanilan yontem Lorenzen vd.
(2006) tarafindan gelistirilen, irklarin genom farkliliklarina gore tasarlanmis sekiz
primer ile RNA 6rneklerinin multiplex PCR uygulamasidir. Bu test ile PVY’nin N, NA-
N, NTN, N:O/N-W-A, N:O/N-W-B ile O wrklar1 tespit edilebilmektedir. Chikh-Ali vd,
(2010) tarafindan Lorenzen vd (2006) metodu gelistirilmis ve bilinen daha fazla irki
tantyabilen multipleks PCR yontemi bildirilmistir. Bu yontemde Lorenzen vd (2006)
‘da bildirilen doért primer, Schubert vd, (2007) ve Chikh ali vd. (2008a) de bildirilen
birer primer ile yeni tasarlanan alt1 primer kullanilarak, toplam 12 farkli primer ile RNA
orneklerine multpileks PCR sistemi uygulanmistir. Bu sistemde, PVY’nin O, N, NA-N,
NE-11, E, N:O, N-Wi, NTN(A), NTN(B), NTN-NWi, SYR-III rklar
belirlenebilmektedir. Daha sonralar1 sistemin basarisin1  arttirmak icin RNA
ekstraksiyonu asamasini elemine eden, immunocapture uygulanan bitki ornekleri ile

multipleks PCR sistemi bildirilmistir (Chikh Ali vd., 2013).

Kirgizistan’da patates tariminda karsilasilan hastaliklar konusunda sinirli ¢aligmalar
mevcut olup daha ¢ok bakteriyel etmenler konusunda bulunmaktadir. Ulkede patates
yetistiriciligi yapilan alanlarinda bakteriyel solgunluk hastaligi etmeni Ralstonia
solanacearum tespit edilmis, bu etmenle miicadelede antogonist Streptomyces
bakterilerin kullanilabilirligi arastirilmistir (Dodlotkeldieva ve Bobuseva, 2014; 2016).
Ulkede patatesde yumusak ciiriikliik yapan Erwinia carotovora ssp. carotovora’nin
kontroliinde Streptomyces tiirlerinin etkinligi arastirilmistir (D66lotkeldieva vd., 2016).

Diger patojenlerle ilgili kayitlar bulunmamaktadir.

Yiriitiilen bu ¢alismada, Kirgizistan tarimi i¢in dnemli bir kiiltlir bitkisi olan patates
bitkisinde PVY viriisiiniin varligi ve iwrklarinin belirlenmesi hakkinda ilk c¢aligsmalar

yapilmistir.



BOLUM 11

GENEL BIiLGILER

2.1 Patates Yetistiriciligi

Solanaceae familyasi, bir veya ¢ok yillik otsu bitkilerden olusur, ayrica tirmanici, ¢ali
ve aga¢ formunda bitki tiirleri de vardir. Tropan alkoidleri tasiyan bu familya bitkileri
eczane ilaglart yapiminda kullanilirlar ve zehirlidirler. Ayrica sebze bitkileri igeren
genis bir familyadir. Solanaceae ailesi, 90 tiir ve yaklasik 4000 tiirden olusmus olup,
dagilimi ve yasam alanlarinda biiylik farkliliklar vardir Bu ailenin iginde biber
(Capsicum spp), patates (Solanum tuberosum L.), patlican (S. melongena) ve domates
(S. lycopersicum) gibi onemli kiiltiir bitkileri vardir (Song vd., 2005). Ayrica, pitrak
(Datura stramonium), giizel avrat otu (Atropa belladonna), karabiber (Hyoscyamus
niger) ve adamotu (Mandragora officinarum) da dahil olmak iizere diinyanin en

6limciil bitki tiirleri de bu ailenin iiyesidir.

S. tuberosum, triploid, diploid ve tetraploid kromozom sayilarina sahip olabilirler.
Tetraploid ¢esitleri iki gruba ayrilir: 1. grup Tuberosum ve 2. grup Andigena grubudur
(Cribb ve Hawkes, 1986). Birinci grup olan tuberosum alttiiri, Avrupa'da ve Kuzey
Amerika'da yaygin olarak yetistirilen patates cinsidir. Andigena alttiirleri de ekili bir

tiirdiir, ancak yetistiriciligi Giliney ve Orta Amerika ile sinirhidir (Hawkes, 1990).

Patatesler kii¢iik yumrulardan, yumru pargalarindan ve islah amagh tohumlardan
vejetatif olarak cogaltilirlar. Patates 5-10 cm derinlige dikilir. Yumrularin toprakta
cimlenmesi 5-8°C'de baslar (patates ¢imlenmesi i¢in optimum sicaklik 15-20°C'dir).
Yapraklarin biiyiimesi, ¢imlenmesi ve yapraklarin fotosentez yapabilmeleri i¢in gerekli
sicaklik 16-22°C dir. Yeni yumrularin olusabilmesi igin gerekli olan gece hava sicaklig
10-13°C’dir. Yiiksek sicakliklar (20°C ve iistii gece sicakliklari) termal dejenerasyona
neden olur. Hava sicakligi -2°C oldugunda siirgiinler ve geng bitkiler zarar goriir ve don
olayr olur. Patatesin terleme katsayisi ortalama 400-500 arasindadir. En fazla su
tilketimi bitkide ciceklenme ve yeni yumru olusturma zamaninda gozlenir. Asiri nem
patatesler i¢in zararlidir. Bitkinin gelismesi igin birgok besin maddesi gerekir. Ornegin

bir hektar alandaki patatesler igin toprakda 100-175 kg azot, 40-50 kg fosfor ve 140-230



kg potasyum olmas1 gerekir. Patates her tiirlii toprak yapisinda yetisir ama en iyi verim
derin, siizek ve organik maddece zengin, kumsal yapili topraklardan alinir. En iyi
giibreler potas tuzlari, daha sonra kemik unu, kire¢ tozu, ¢ilirimiis hayvan giibresidir.

Patates bitkisi i¢in toprakta fazla azot olmasi zararlidir (Golovkin., vd 2007).

Patates ¢esitlerinin ¢cogu, kromozom sayisi 48 olan tetraploidlerdir (2n = 4x = 48). Buna
gore, haploid patates setinde 12 kromozom bulunur. Genom biiyiikliigii yaklagik 844
MB'dir. Ekili gesitler, yiiksek heterozigotluk ile karakterize edilir, ¢esitli fitopatojen ve
zararhillara karst duyarhdir, iireme problemlerinden kotii sekilde etkilenirler. Bu
ozellikler, tetraploidi ile birlikte, klasik patates se¢imini Onemli Olclide
zorlastirmaktadir. Patates genomu, 2011 yilinda Uluslararas1 Patates Siralama
Konsorsiyumu tarafindan dizilenmistir (FAOSTAT, 2017). Bu ekibin yapisi, Rusya
dahil, farkli iilkelerden gelen 16 bilim grubunu i¢ermistir.

2.2 Patatesin Tarihi

Patatesin anavatani Giliney Amerika, Peru’dur. Giiney Amerika’da hala yabani patates
cesitler bulunabilmektedir. Patates kiiltir bitkisi ve yemeklik olarak kullaniimaya
yaklasik 7-9 bin y1l 6nce Peru, Boliviya’da baslanmistir. Avrupa'ya patates ilk olarak
muhtemelen Ciezo De Leon tarafindan 1551'de Ispanya’ya getirilmistir. Daha sonra
patates Italya, Belgika, Almanya, Hollanda, Fransa, Biiyiik Britanya ve diger Avrupa
tilkelerine yayilmistir. Patates Avrupa'da ilk once zehirli siis bitkisi olarak kabul

edilmis, daha sonra yemek olarak kullanmaya baglanmistir (Mamanov., vd 2001).

Kirgizistan Eski Ipek Yolu boyunca, Asya’nin merkezinde yer alan bir iilkedir,
Kirgizistan’a patates 19. Yiizyilin basinda Ruslar tarafindan getirilmistir. Patates ilk
olarak Kirgizistan’in giiney bdlgesinde yetistirilmeye baslanmistir. Su an patates
insanlarin ikinci ekmegi olarak sayilmaktadir (FAOSTAT, 2008). 20. yiizilin sonlarinda
patates liretimi hizli sekilde ylikselmeye baslamig, 1992°de bir yilda iiretilen patates
miktar1 360.000 ton iken 2007’de 1.36 milyona ¢ikarak dort kat artmistir (FAOSTAT,
2008).



Kirgizistan’da tiretilen patatesi kisi basina gore hesapladigimizda diinyada en cok
patates iireten {iilkeler arasinda 10. sirada yer almaktadir ve yillik kisi basi patates

tiiketimi ortalama 160 kilodur (FAO, 2017).

2.3 Patates Y Viriisii

Patates vejetatif olarak ¢ogaltilan bir bitkidir, bu sebepten dolay1 viriis ve baska bitki
hastalik patojenlerinin yayilimi yaygimn bir durumdur (Khurana, 2004). Bitkilerde viriis
hastaliklar1 diinya genelinde bir¢ok bitki iizerinde 6nemli etkilere ve kayiplara neden
olabilir. Bitkilere viriis hastaliginin ulasmasina birgok sebep olabilir, bu sebepler viriis
tiirlerine, inokulum tipine, konukg¢u bitki Ozelliklerine, vektor basincina, iklim
kosullarina, ticarete, tarimsal alandaki degisikliklere ve yogun iiretim uygulamalarina
baghdir. Virisler, bitkilerde sekil degisikligi, pigmentasyon, nekroz gibi degisik
simptomlara neden olarak bitki gelisimine etki gosterebilirler ve bitki veriminin ve
kalitesinin diismesine yol agabilirler (De Bokx., vd 1981) . Patatesi etkileyen ¢ok sayida
virlis vardir; ancak bunlar arasinda, PVY diinya ¢apindaki yayilimi ve ekonomik etkisi
nedeniyle, bitkilerin en 6nemli patojen virtislerinden biri olarak kabul edilir (Scholthof
2011). PVY’nin bazi iwrklar1 enfekte olmus yumru koklerinde patates halka damari
nekrotik hastaligina neden olur ve iriinii pazarlanamaz hale getirir (Lacomme., vd
2017).

Viriisler dahil patojenlerle enfekte olan bitkiler, hastaliga uyumlu veya uyumsuz bir
etkilesim gosterir. Uyumsuz bir etkilesimde, bitkiler hiicre istilasin1 ve viriis
replikasyonunu kisitlayarak bir viriise kargt durabilirler (Cooper ve Jones, 1983).
Uyumlu bir etkilesim gosteren bitkilerde virusler bitkiye girip ¢cogalmaya baglarlar . Bu
etkilesimler konakg1 genotipine, viriis izolatinin yapisina ve enfeksiyona karsi konakgi
duyarliliginin  derecesine baglidir (Hinrich-Berger., vd 1999). Bir bitkinin viriis
enfeksiyonuna tepkisi, bitkinin g¢evresel kosullardan etkilenen c¢esitli gelisimsel ve
fizyolojik biliyiime asamalar1 boyunca degisebilir (Cooper ve Jones, 1983). Bir bitkiyi
basariyla istila etmek igin, viriis bitkinin hiicresinen iceri girip sistemik olarak hareket
eder. Tim etkilesimlerde, PVY ile enfeksiyon, konak¢i bitkinin hiicresinin
transkriptomun yeniden programlanmasma neden olur ve c¢ok sayida sitolojik,

biyokimyasal ve fizyolojik degisikliklerle sonuglanir.



Obligat parazit olan bitki viriislerinin hayatta kalabilmeleri igin baska bitkilere
aktarilmas1 gerekir. Deneysel olarak yapilan ¢alismalarda PVY yaralanma ve asilama
gibi mekanik yollarla bitkilere bulasabilir. Vejetatif veya mekanik olarak enfekte olan
PVY wviriisleri, tohum yumrularinin yaralanmasi ve kesilmesi yoluyla bulasabilir

(Ragsdale vd., 2001).

PVY'nin persistent olmayan bir sekilde birgok afid tiirii ile tasindig1 rapor edilmistir ve
afitler ile bir ¢ok solanaceae familyasinda olan yada olmayan bitkilere ve ayrica
yabanci otlara, siis bitkilerine de tasindigi rapor edilmistir. Yaprak bitleri, bitkilerde
PVY viriisii hastaliklari i¢cin en 6nemli tasiyicilardir. Arazi kosullarinda PVY, Myzus
persicae ve Macrosiphum euphorbiae gibi kolonize olan yaprak bitleri tarafindan taginir
(Ragsdale vd., 2001). Patates bitkisindeki bazi kolonilesmemis yaprak bitleri de
PVY'nin diisiik bir hizla tasinmasinda etkili olabilir. Patates bitkilerinde yaprak biti
sayist diisiik oranda kolonize olmasina ragmen, yiiksek oranda viriis enfeksiyona neden
olabilmektedirler (Singh vd., 1996). PVY irklarinin tasinma kapasitesi yaprak bitleri
vektorlerine gore farklilik gosterebilir (Basky ve Almasi, 2005; Fereres vd., 1993).
Viriis, vektorii ve cevre arasindaki etkilesimler karmasiktir. Bir ¢ok calismada bu
etkilesimlerin molekiiler temeli ve hastalik gelisimi {izerindeki etkilerine

odaklanilmistr.

Zarfsiz filamentli ve fleksibl yapisi olan PVY’nin virionlar: 700-1200 nm uzunlugunda,
11-12 nm ¢apindadirlar. Pargaciklar 3.3 nm'lik bir sarmal yapiya sahiptir. Virion, % 5.4-
6.4 riboniikleik asit (Leiser ve Richter, 1978) ve % 93.6-94.6 protein igerir (Robaglia
vd., 1989; Varma vd., 1968). RNA'nin 5 ' ucunda Vpg olarak adlandirilan genom
baglantil1 bir protein bulunur (Sekil 2.1). Bu VPg’ler fenol veya deterjanla deproteinize
edildiginde enfektif olma yetenegini korurlar. 3 ' ucunda mevcut olan poliA bdlgesi
bulunur, ancak enfeksiyon icin gerekli degildir. Potyviruslerin genomu tek standart
dogrusal RNA molekiiliine sahip, yaklagitk 10 kb boyundadir (Hull, 2009). Enfekte
olmus hiicrenin sitoplazmasinda hareketli ve silindir seklindeki viral protein
cisimciklerinin olusumu, potyviriislerle iliskili 6zel bir karakterdir, 151k ve elektron
mikroskobu ile tamimlanabilir (Stevenson vd., 2001). PVY'nin niikleik asidi,
sedimentasyon katsayis1 25S (Makkouk ve Comeau, 1994) - 39S olan ve tek molekiil
agirhigr 3.1 x 106 olan (Makkouk ve Comeau, 1994) tek sarmalli bir lineer RNA'd1r.
Subgenomik RNA iiretilmez. PVY protein igerigi protein pargaciklarinda yaklasik %
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94'tiir. Viral parcaciklarda sadece iki protein olan VPg ve kilif proteini (CP) bulunur.
CP molekiillerinin agirhigmin yaklasik 29.95 kDa oldugu hesaplanmistir (Shukla ve
Ward, 1988).
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Sekil 2.1. Potato virus Y ‘nin genom yapisi (INRA, 2017)

Diinyada patates iiretim alanlarinda PVY viriisleri yaygin olarak bulunmaktadir ve bazi
wrklar1 sadece spesifik kitalarla sinirlanmistir (De Bokx ve Huttinga, 1981). PVY nin bes
tip ki vardir: PVY®, PVY®, PVYN, PVY? ve PVYF (Galvino-Costa vd., 2012; Jones,
1990; Kerlan vd., 1999; Singh vd., 2008; Sorri vd., 1999). PVY uwklar1 patatesde
bulunan bir dizi diren¢ genine karsi reaksiyonlarma gore smiflandirilir. Patateste
bulunan Ny genine karsi hypersensitive reaksiyon (HR) gelistirenler PVY®, Nc genine
HR verenler PVY® olarak gruplandirilir. Nz genine HR olusturanlar PVY? olarak
adlandirilir (Singh vd., 2008) (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.1. PVY nin ana irklarimin serolojik ve molekiiler 6zelliklerine gore genetik
smiflandirilmasi (Singh vd., 2008)

Ornek Patates cesitleri PVYO PVYC PVYZ PVYN PVYE
Desire, Petland Crown (Ny,

NG, N2) HR S S S S
King Edward (Ny, Nc, Nz) S HR S S S
Maris Bard, Petland Ivory

(Ny, N&,N2) HR HR HR S S
Tiitlin Mozayik | Mozayik Mozayik Damar nekrozu | Mozayik
Serotip 0 0 N N N
Genom tipi NR NR R NR R

HR= hipersensitif reaksiyon, S= hassas, NR = non rekombinant, R= rekombinant
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Bu genlere hicbir HR gelistirmeyen izolatlar ise tiitiindeki reaksiyonlarina gore ayirt
edilirler. Bunlardan tiitiinde damar nekrozu olusturanlar pvy" irk1, (Jones, 1990; Singh
vd., 2008) sadece mozaik olusturanlar PVYF ki (Kerlan vd., 1999; Singh vd., 2008)
olarak smiflandirilirlar. Bu ii¢ orjinal ve geleneksel PVY irkindan PVYN “nekrotik” 1rk
olarak da adlandirilir (Boonham vd., 2002). Bu ik gruplarindan PVY® ve PVYN
molekiiler, seroloji, RT-PCR ve tiim genom sekansi ile iyi bir sekilde karakterize
edilmistir. Ancak diger PVY? ve PVYF wklarmin molekiiler ozellikleri ¢ok iyi
aciklanmamustir (Chikh Ali vd., 2013).

Rekombinant olmayan 1rk gruplarmm PVY®, PVYN ve PVY© nin tiim genom sekanslari
bilinmektedir. Bu durum ebeveyn wklarm disinda, PVY® ve PVYMN dizilerinin
pargalarini ¢esitli kombinasyonlarda tasiyan bazi ¢oklu rekombinant PVY genomlari
kesfedilmistir. Giiniimiize kadar PVY® ve PVYN ebeveyn olan en az dokuz rekombinant
olusum tespit edilmistir. Bu rekombinantlar 1 veya 4 rekombinasyon noktasina sahip
olup, bircogu PVY genomunun P1, HC-Pro ve VP-NIa bélgelerindedir (Chikh Ali vd.,
2013) (Sekil 2.2).

Pt HC-pro G cl & WPy Napo NI v
T I 1 I — | ECILRpY
0 — | 1 11 | I | | | —

N —1TT [1 11771 I | F—
NN —{TTT Ll 1...1....1 1
N-HeO —] I I [1 1171 I N

O-type N-type Analyzed region

Sekil 2.2. Kuzey Amerika ve Avrupa’da bulunan PVY rekombinantlarin
rekombinasyon noktalarinin sematik ifadesi (Chikh Ali vd., 2013)

PVYNTN pyvyNO ve pyyNWen yaygin rekombinantlardir. Bu rekombinantlar1 tek
niikleoitid polimorfizmleri kullanilarak tasarlanan primerlerle RT-PCR veya multipleks
RT-PCR ile tanilamak miimkiindiir (Boonham vd., 2002; Chikh Ali vd., 2010; Lorenzen
vd., 2006; Rigotti ve Gugerli, 2007). Bunlarin disinda PVY® ve PVYN den farkh
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rekombinant olmayan PVY™™N (Nie ve Singh, 2003b) ve rekombinant PVY"NE™
(Lorenzen vd., 2008) tanimlanmigtir. Hemen biitiin PVY rekombinantlar tiitinde damar
nekrozu olusturmuslardir ve bu nedenle PVY" grubuna girerler. Bu nedenle, PVY

rekombinantlarin tiitiin reaksiyonu tiplenmesi miimkiin degildir.

Patates bitkilerinde, PVY® irki diinya genelinde goriiliir (Jeffries., vd 1998). PVY" 1rki,
Giliney Amerika, Avrupa, Afrika ve Asya'da (Weidemann., vd 1988) ve Yeni Zelanda'da
(Flecher., vd 1989) yaygin olup, Kanada'da karantina patojeni iken (Ellis vd., 1997),
ABD’de bolgesel salginlar kaydedilmistir (Singh., vd 1992). Avrupa, Kuzey Amerika,
Hindistan, Giiney Afrika, Avustralya, Yeni Zelanda ve Ekvador'da (Jeffries., vd 1998)
bilinen PVY® irk1 bilinenden daha yaygin olmasi muhtemeldir. Bu yaygin irklar disinda
rekombinasyon ve farkli mekanizmalarla olusan varyantlar da mevcuttur. PVYN™
varyanti, ABD (McDonald ve Singh, 1996; Nie ve Singh, 2003b) ve Japonya (Ohshima
vd., 2000) da dahil olmak iizere diinyanin bircok patates yetistirilen {ilkelerinde

o varyant1 Fransa ve Ispanya da dahil olmak iizere diger birkac

tanimlanmistir. PVY
iilkede bildirilmistir (Blanco-Urgoiti vd., 1998). PVY"° Kanada'da (Manitoba) ve

ABD'de (Minnesota, Montana, Kuzey Dakota) bildirilmistir (Singh vd., 2008).

PVY wrklar hafif mozaikten nekroza kadar ¢esitli yaprak deformasyonuna neden olur.
PVY© irki cogu bitkide mozaik simptomlara neden olan ancak bazi patates ¢esitlerinde
yaprak nekrozuna da neden olan yaygin irktir. PVY© tipik olarak yumru nekrozuna
neden olmaz fakat 6nemli miktarda verim azalmasma neden olur. PVYN irki Giiney
Amerika kokenli PVY'nin yumruda nekrotik hasar olusturur, yapraklarda PVY©dan
daha hafif mozaikler meydana getiren bir irkidir (Weidemann., vd 1988). Bu wrkin
yumrularda olusturdugu hastaliga patates yumru nekrotik leke hastaligi (PTNRD) adi
verilir. PVYN tiitiin yapraklarinda siddetli nekroza neden olur ve enfekte olmus bitkiyi
oldiirtir (Jones, 1990).

PVY arklarinin olusumu ve 1rklarin segilme mekanizmalart hala Dbelirsizdir.
Diizeltilmemis replikasyon hatast ile olusturulan spontan mutasyonlar ve bitki
hiicrelerinin birlikte enfeksiyonu sirasinda viral izolatlar arasindaki rekombinasyon
olaylar1 genetik cesitliligin muhtemel ana kaynagidir (Scholthof., vd 2011). PVY"
irklart ve PTNRD neden olan rekombinant PVYNV've pvyN™ irklari, diinyanin yogun

patates yetistiren bolgelerindeki rekombinant olmayan irklarin yerine ge¢cmistir. PVY
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genomunun kismi sekanslanmasi (P1, HC-Pro, CP, rekombinant baglantilar) ve biitiin
genomun sekanslamasi ile rekombinant olmayan ve rekombinant irklarinin patateslerde
ve diger bitki konaklarinda mevcut oldugu saptanmistir. Aslinda filogenetik analizler
rekombinant analiz i¢in degil de, dallanma filogenlerini belirlemek icin gelistirilmistir.
PVY karakterizasyonu {izerine devam eden diinya c¢apindaki calismalar, belirgin
biyolojik 6zelliklere sahip yeni irklarin gelecekte ortaya ¢ikabilecegini gostermektedir.
Yeni ortaya c¢ikan teknolojiler Ornegin yeni nesil dizileme gelecekde PVY

popiilasyonunun dinamikleri ve evrimi hakkinda degerli bilgiler saglayacaktir.

PVY ’nin diinya ¢apinda yayilmasi, verimli patates {liretimi icin siirekli bir zorluk teskil
etmektedir. Viriislerin dogru teshisi 6rnegin PVY viriis tiirlerinin genis biyolojik ve
genetik ¢esitliliginden dolay1 zorluklar vardir ve bu da patates cesitlerinde ve solanaceae
familyas: ile iligkili tiirlerde farkli simptomlar ve hastaliklarin meydana gelmesini teskil
eder. PVY'nin teshisi i¢in 50 yillik bir siire zarfinda ¢ok ¢esitli teknikler gelistirilmistir.
Genis oranda Orneklere uygulanabilme kapasitesi oldugundan ve uygun maliyeti
nedeniyle, poliklonal ve 6zellikle monoklonal antikorlari kullanilan serolojik method
olan ELISA ¢ogu teshis laboratuvarlar1 tarafindan yaygin olarak kullanilmaktadir. Son
yillarda, PCR tabanli analizler hassas, spesifik ve otomotiklesmis kapasitelerinden

dolayi yiiksek verimli testler i¢in kullanilmaya baglanmustir. (C. Lacomme., vd 2017)

Rekombinant yapilar1 olan (6rnegin, PVY NTNAW e SYR-III) PVY izolatlarim
tanimlamak ve diger PVY irklaran ayirmak i¢in bir multipleks ters transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) gelistirilmistir (Moury vd., 2010). Bu ¢alismada,
daha once test edilmemis 5 PVY 1rki ve irk grubu bilinen izolatlar multipleks RT-PCR
testine tabi tutulmus ve test yonteminin etkinligi belirlenmistir. Multiplex RT-PCR’1n
rutin virlis testine daha kullanishi ve uygun olmasi igin, gelencksel RNA ekstraksiyon
asamas1 immiinokaptur (IC) prosediiriine degistirilmistir. Referans izolatlar kullanilarak
uygulanan multipleks RT-PCR testi, PVY® (PVY® ve PVY® %), PVYN, PVYNA- dahil
olmak iizere bugiine kadar rapor edilen dokuz PVY tiiriinii tanimlamak ve ayirt etmek
icin dogru ve giivenilir bir yéntem olmustur. N, PVYN™, PVY? PVYE, pvyNElL
PVYMW ve PVYNO irklarmi tamimlamak, daha énce bildirilen herhangi bir RT-PCR
prosediirii ile miimkiin degildir. IC-RT-PCR protokolii, araziden toplanan patates
yapragi dokusunda PVYizolatlarimin tiplendirilmesine basariyla uygulanmistir

(Lacomme, vd., 2017).
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Patates yetistiriciliginde PVY ile miicadele, viriisiin persistent olmayan yayilim sekli ve
tohumluk patateslerin tarladaki birka¢ kusak boyunca ¢ogaltilmasindan dolay1 6nemli
bir zorluk teskil etmektedir. PVY'ye karsi dayanikli gesitler, patates bitkilerini PVY'ye
kars1 korumanin en etkili yolu olarak bilinse de, yetistirilen ¢esitlerin biiyiik ¢ogunlugu
PVY'ye kars1 énemli direng gdsteremez. Insektisitler bu viriisiin vektdrleri olan yaprak
bitlerini kontrol etmede etkili bir yontemdir fakat PVY’lerin kolonilegsmeyen yaprak biti
ile kisa zamanda yayilmasi nedeniyle ve alandaki yaprak bitleri’nin yogunlugunun
stirekli degisebilirliginden dolayr bocek ilaglar1 da kesin ¢6ziim olmayabilir.
Insektisitlere alternatif olarak ekin amizi malglama ve mineral yag piiskiirtme gibi
yontemlerinde oldugu bilinmektedir. Ayrica 6n calismalar araya ekim ile PVY ile
miicadele edilebilecegini gdstermistir. Isvigre’de vyiiriitiilen dort yillik calismada,
Mmineral yag piiskiirtme ve aniz ile mal¢lama tekniklerinin kombinasyonu ile PVY’ne
kars1 bitkinin direnci arastirilmistir ve bu ¢alismalarda bu iki yontemin kominasyonu ile
PVY’ne kars1 yildan yila bitki direncinin arttig1 goriilmistiir. Genel olarak, bu ¢alisma
kontrol stratejilerini ekin anizi malclama, mineral yag piiskiirtme ve araya ekim gibi
birbirini tamamlayan farkli etki modlariyla birlestirerek patates alanlarinin PVY
yayilmasina karsi korumasini arttirmanin miimkiin oldugunu gostermektedir (Dupuis

vd., 2017).

2.4 Kirgizistan’da Patates Y (PVY) Viriis Hastaliklar:

Kirgizistan’da bilgimiz dahilinde patates bitkilerinde PVY enfeksiyonu ile ilgili kayit
bulunmamaktadir. Mazenov ve Ulubas-Ser¢ce (2019) Kirgizistan’dan temin edilen

solanaceae bitkilerinde cucumber mosaic virus bildirmislerdir. Tarimsal {iriinlerde bu

kayittan bagka bilgiye ulagilamamistir.
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BOLUM 11
MATERYAL VE METOD
3.1 Arastirma Materyali
Patates bitkilerinde patates Y virlisii (Potato virus Y; PVY) enfeksiyonunu arastirmak
amaciyla Kirgizistan’in 2 farkli bolgesinden (Sekil 3.1), 4 farkli tarladan, tohumluk
olarak da kullanilan patates yumrular1 temin edilmistir. Her bolgeden en az 70 yumru

temin edilmis ve yumrular 3:1 torf: perlit igeren saksilara tek tek dikilerek, kontrollii

kosullarda muhafaza edilmis ve siirgilinlerin siirmeleri saglanmistir.

Kazakistan l
<>Bi;kek
Ay

q.Celal-Abad

Ozbekistag

Cin

g
S
Batken

Tacikistan

Sekil 3.1. Kirgizistan’da patates yumru 6rnegi alinan bolgeler
3.2 PVY Enfeksiyonlarinin Arastirilmasi
PVY enfekteli patates Orneklerini belirlemek amaciyla poliklonal PVY ELISA kit
(Potato virus Y-monoclonal cocktail - Bioreba, Isvicre) ile 6rnekler Double Antibody

Sandwich- Enzyme Linked Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) testine tabi

tutulmustur.
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Test asagidaki gibi gerceklestirilmistir:

a. Kaplama: ELISA plakasina (NUNC F-96 Maxisorb microtiter plate) spesifik
antibadi absorbe edilmistir (Sekil 3.2.). Bu amagla IgG 1:1000 oraninda kaplama
tamponu (Bkz EK1) ile sulandirilmis ve plakanmn her kuyusuna 100 pl eklenmistir.
Plakalar nem ¢emberinde 30°C’de 4 saat slireyle inkiibasyona tabi tutulmustur. Bu
islemden sonra plakalar plaka yikama makinasinda (Biotek ELx50) yikama tamponu

(Bkz EK1) ile ti¢ kez yikanmustir.

Sekil 3.2. Kaplama asamasi, ELISA plakasina spesifik antibadi absorbe edilmesi

b. Antijen: Bitki ekstraklari plakalara eklenmistir. Bu amagla, test edilecek patates
orneklerinden toplanan yaprak ornekleri 1:10 oraninda ezme tamponu (Bkz. EKk1) ile
ezme posetlerine (Bioreba) yerlestirilmis ve bilyali ezme robotunda dokular ezilmistir
(Sekil 3.3). Ezilen dokular ezme posetinin filtresinden siiziilerek iki tekerriirlii olacak
sekilde her kuyuya 100 pl bitki ekstrakti eklenmistir. Plakalar nem ¢emberinde 4-6°C’de
tim gece inkiibasyona tabi tutulmustur. Bu islemden sonra plakalar plaka yikama

makinasinda yikama tamponu ile bes kez yikanmustir.
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Sekil 3.3. Bilyali ezme robotunda patates yapraklarinin tampon ¢ozelti ile ezilmesi

c. Konjugat: Enzimle isaretlenmis antibadi ile inkiibasyon. Bu amacla, konjugat IgG
1:1000 oraninda konjugat tamponunda (bkz. Ek1) sulandirilmis, her kuyuya 100 pl
eklenmistir (Sekil 3.4). Plakalar nem ¢emberinde 30°C’de 5 saat siireyle inkiibasyona
tabi tutulmustur. Bu islemden sonra plakalar plaka yikama makinasinda yikama

tamponu ile tli¢ kez ytkanmustir.

Sekil 3.4. Konjugat IgG 1:1000 oraninda her kuyuya 100 ul eklenmesi

d. Substrat: Renk reaksiyonu enfekteli Ornegi gosterir. Bu amagla, pNPP
(paranitrophenyl-phosphate) substrat tamponunda (Bkz. Ek1) 1 mg/ml olacak sekilde
kullanimdan hemen once ¢6ziilmiis ve her kuyuya 100 pl eklenmistir. Plakalar nem
cemberinde oda sicakliginda, karanlikta inkiibasyona tabi tutulmustur. Renk reaksiyonu
gelisimi her 30 dakikada kontrol edilmis ve yaklasik iki saat sonra ELISA plakasi
okuyucusunda (Biotek ELx800) plakalardaki kuyularin 405 nm dalga boyunda
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absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. Negatif kontrolde belirlenen absorbans degerlerinin iki

kat1 deger ve lstiinii veren ornekler pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. ELISA testi sonucunda kuyucuklarda sar1 renk reaksyonu gelisimi

ELISA testi sonucunda tespit edilen PVY izolatlarinin 1k tiirinii belirlemek amaciyla
belirlenen PVY izolatlairna Immunocapture- reverse transcription — multiplex

polymerase chain reaction (IC-RT-PCR) analizi uygulanmistir.

3.3 Immunocapture- Reverse Transcription — Multiplex Polymerase Chain
Reaction (IC-RT-PCR) Analizi

3.3.1 Immuno-capture (IC) asamasi (Viral partikiillerin antiserum ile tiiplerde

yakalanmasi)

Bu amagla, 1gG poliklonal PVY antiserumu (Potato virus Y-monoclonal cocktail -
Bioreba, Isvicre) kaplama tamponu ile 1:1000 oraninda sulandirilmis, bu karigim PCR
yapilacak tiiplere 30 ul olacak sekilde dagitilmistir. Tiipler nem ¢emberinde 30°C’de 4
saat siireyle inkiibasyona tabi tutulmustur. Bu islemden sonra tiipler yikama tamponu ile

ic kez yikanmistir.

Inkiibasyon sirasinda diger taraftan, PVY enfekteli tespit edilen patates siirgiinlerinden
taze yapraklar toplanmis ve bu dokular ELISA ezme tamponu igerisinde ezilmistir. 1gG
ile kaplanmis her bir tiipe ¢ikarilan bu bitki 6zsuyundan 30 pl eklenmistir. Tiim gece
+4°C’de inkiibasyona birakilmistir. Bu asamada, bitki 6zsularinda viral partikiillerin

IgG tarafindan yakalanmasi beklenmistir.
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Tiim gece inkiibasyondan sonra tiipler yikama tamponu ile bes kez pipet yardimiyla
yikanmistir. Daha sonra %1 TritonX-100 ile bir kez yikanan tiiplerde immiinolojik

olarak yakalanan viral partikiillere reverse transcription ve PCR islemleri uygulanmistir.

3.3.2 Reverse transcription asamasi (RNA molekiillerinin DNA’ya doniistiiriilmesi-

complementer DNA elde edilmesi)

IC uygulanan tiiplerde tutunabilen PVY partikiillerindeki RNA’nin komplementer DNA
(cDNA)’ya ¢evrilmesi i¢in reverse transcription islemi bazi degisikliklerle Chikh-Ali
vd., (2013)’e gore gergeklestirilmistir. Bu amagla, MMLYV reverse transcriptase enzimi,
dNTPs, RNase inhibitor, oligo dT ve random hexamer, primerlerini iceren reverse
transcription karigimi hazirlanmis (Cizelge 3.1) ve her bir tiipe eklenmistir. cCDNA
sentezi i¢in reaksiyon 25°C ile baslatilmis, islem her 1 dakikada 1°C artigla 42°C’ye
kadar yiikseltilmis, 42°C’de 45 dakika tutulmus ve daha sonra 60°C’ye her 2 dakikada

1°C arttirilmistir. Son asamada enzim 70°’de 10 dakika tutularak in-aktive edilmistir.

Cizelge 3.1. Reverse transcription ile cONA elde etmede kullanilan karisim

Malzemeler 1 reaksiyon karisim
RNase ari su (d,H,0) 11,5 ul
Random hexamer primer 1,0 ul
dNTPs (10 mM), 1,0 ul
Oligo dT1g 1,0 ul
65 °C 5 dakika bekletme
Buz 2 dakika bekletme
5X RTBuffer 4 ul
RNase inhibitdr 0,5 ul
Reverse Transcriptase Iy
Toplam 20 pl

3.3.3 PVY 1rk tayini belirlemek amaciyla multipleks PCR asamasi

Multipleks PCR’den once elde edilen cDNA kullanilarak, PVY-F 5'-ACG TCC AAA
ATG AGA ATG CC-3" ve PVY-R 5°-TGG TGT TCG TGA TGT GAC CT-3" (Nie ve
Singh, 2001) primerleri ile PCR islemine gergeklestirilerek IC ve cDNA asamalari
kontrol edilmistir. Bu amacla, PCR karisimi 2 pl 10X PCR buffer (Invitrogen), 1 pl
MgCl; (50 mM), 1 ul dNTP’ler (herbiri 10 mM), 1 pl primerler (PVY F/R, 10 mM),
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0,125 ul Taq DNA polimeraz (Invitrogen) ve 2 ul cDNA igermistir (Cizelge 3.2).
Amplifikasyon kosullar1 94 °C’de 10 dak. 6n denatiirasyon, 35 dongii 94 °C’de 30
saniye, 55°C’de 30 saniye, ve 72 °C’de 45 saniye, son adimda 72°C’de 10 dak. olarak
uygulanmistir. PCR firiinleri %1,5 agaroz jelde elektroforez islemine tabi tutulmus ve

ethidium bromide ile boyandiktan sonra UV transilluminatérde incelenmistir.

Cizelge 3.2. PCR reaksiyon karigimi

Malzemeler 1 reaksiyon karisim
RNase ari su (d,H,0) 11,875 ul
10x Reaksiyon Buffer 2ul
MgCl»(50 mM) 1 pl
dNTPs(10 mM) 1 pl
PVY F (10 uM) 1 pul
PVY R (10 uM) 1 pul
Tag DNA polimeraz 0,125
cDNA 2l
Toplam 20ul
PVY genomio " e.pro = a wo s o cr
organization ’ :2’ ‘o E?’ ﬁ :> ¢:,
B % Ry NP &J“"a %, %, o%&%
PVY© { — 53200 — 55 3D ]
Py

NAPWN 7D —]
PUYW (A) [ — T —_— ]
PVYNW (B) [ I —41bp — 55350 ]
PUYNIN (A) [ — 1o
PVYNN(B) [ I — i 15 T — ]

PVYNTNAW (SYR-I) 441bp

PVYNTNAW (SYR-11) [ T — 5

SYR-IIl N 278bp 441bp 1076bp .

Sekil 3.6. PVY rklarinin genomik yapilari ve 1rk tespitinde kullanilan primerlerin
genom tizerindeki yerleri (Chikh-Ali vd., 2010)
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Multipleks PCR iglemi i¢in, PVY 1rklarinin rekombinasyon baglantilarinin konumlarina
gore tasarlanmig 12 primer (Chikh-Ali vd., 2010) kullanilmistir (Sekil 3.6) (Cizelge
3.3). PCR karisim1 son hacim 20 pl olacak sekilde cDNA (3 pl), 2 pl 10xreaksiyon
buffer, 0,5 ul dNTP’ler (10 mM), 0,5 pl 10 adet primer (S5585m ve 06400 1 pul) (10
uM), 0,2 ul Taq DNA polimeraz icermistir (Cizelge 3.4) (Sekil 3.7). Amplifikasyon
kosullar1 30 dongii 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, primer annealing 30 saniye ve
primer extention 72°C’de 90 saniye, son extention 72°C’de 10 dakikadir. Annealing
sicakliklart ilk 10 dongiide 64°C, ikinci 10 dongiide 62°C, tigiincii 10 dongiide 60°C
olarak uygulanmistir. PCR firiinlerinin %2 Jel elektroferezi yapilmistir. PVY 1rklariin
belirlenmesi 1rklara spesifik fragment olusumlarinin degerlendirilmesi ile yapilmistir

(Chikh-Ali vd., 2010; 2013).

Sekil 3.7. Multipleks PCR uygulamast
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Cizelge 3.3. IC-RT-Multipleks PCR analizinde kullanilan primerler ve dizileri (Chikh-

Alivd., 2010)

Pgr;‘ler Ozelligi Primer Dizisi (5'-3°) Bilge Literatiir
n156 forward | GGGCAAACTCTCGTAAATTGCAG 160-179° %‘i'(‘)h'A" vd,
0514 forward | GATCCTCCATCAAAGTCTGAGC 515-536" %‘i'(‘)h'A" vd,
n787 reverse | GTCCACTCTCTTTCGTAAACCTC 770-792 %‘i'gh'A“ vd,
n2258 | forward | GTCGATCACGAAACGCAGACAT ggg‘fg '2-86%”29” vd.
02172 | forward | CAACTATGATGGATTTGGCGACC 5182; I2_8(r)eénzen vd.
n2650c | reverse | TGATCCACAACTTCACCGCTAACT | 202l | bOorenzen vd.
02700 | reverse | CGTAGGGCTAAAGCTGATAGTAG oo, ggi'(‘)h'A“ vd.,
S5585m | forward | GGATCTCAAGTTGAAGGGGAC gg;gg '2-862”26” v,
06400 | reverse | GTAACTCCTAAACAAATGGTGGTTCG gjgg; ggi'(‘)h'A" vd.,
n7577 | forward | ACTGCTGCACCTTTAGATACTCTA ;ggég gg{'(‘)h'A" vd.,
géi?é' reverse | CTTTTCCTTTGTTCGGGTTTGAC ggg?; \S/ghgggg
SeroN | reverse | GTTTCTCCTATGTCGTATGCAAGTT gggg; gg(')'gg'A" vd,

Cizelge 3.4. Multipleks PCR reaksiyon karigimi

Malzemeler 1 reaksiyon karisim

RNase ari su (d2H,0) 7,3 ul

10 XReaksiyon Buffer 2 ul

dNTPs (10 mM) 0,5ul

. 0,5 ul (Cizelge 3.3, 10 adet

Primerler (10 M) Lol Egizeée 33, 85585m)ve 06400)
Taq DNA polimeraz 0,2 ul

cDNA 3 ul

Toplam 20 pl

3.4 Secilen PVY Irklarimn Tiitiin Bitkilerine Inokulasyonu ve ELISA Testi

IC-RT-multipleks PCR sonrasi irk durumlart belirlenen PVY izolatlar1 Nicotiana
glutinosa ve N. benthamiana tiitiin bitkilerine inokule edilmistir (Sekil 3.8).
Inokulasyon &ncesi tiitiin bitkileri en az 2 saat karanlikta tutulmustur. Inokulasyonda 1X
fosfat buffer (Bkz Ek2) igerisine kullanimdan hemen 6nce %1 Polyvinyl pyrolidone-
40.000 MW ve %1 Sodium sulphite eklenmistir. Enfekteli bitki materyali bu buffer
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icerisinde 1/1 oraninda ezme posetinde ezilmis, posetin filtreli kismindan alinan bitki
Ozsuyu, lizerine karborandum tozu serpilmis tiitiin yapraklarina, ucu pamuklu ¢ubuk
yardimi ile siiriilmiistiir. 5 dakika bekledikten sonra yapraklar temiz su ile yikanarak
bitkiler kontrollii kosullarda muhafaza edilmistir. Inokulasyondan 15 giin sonra

simptom degerlendirmesi yapilmis ve DAS-ELISA yontemi ile test edilmistir.

Sekil 3.8. PVY enfekteli patates 6rneklerinin tiitiin bitkilerine inokule edilmesi
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BOLUM IV

BULGULAR VE TARTISMA

Kirgizistan’in Cily bolgesinin Tokmok ili Madanyat Koyilinden ve Issik-Gol bolgesinin
Ak-Suu ili Kerege-Tas koyii, Tiip ili Ken-Suu, Tasma kdylerinden Solanum tuberosum
L. cv. ‘Picasso’, cv. ‘Jelly’ ve cv. ‘Sante’ ¢esitlerine ait toplam 141 patates yumrusu
temin edilmistir (Cizelge 4.1; Sekil 4.1). Bu yumrularin topraga dikilmesi ile

tamamindan siirgiinler gelismistir (Sekil 4.2).

Cizelge 4.1. Kirgizistan’dan temin edilen tohumluk patateslerin ¢esitleri ve sayisi

.« : .« Patates Yumru
Bolge 11/ Kay cesidi numaralari Toplam
Ak - Suu ';:(f Kerege-Tas | pjcasso’ 1-15 15
ISSIK - e
GOL Tiip ili / Ken - Suu kéyii 16- 26 11
‘Jelly’
Tiip ili / Tasma koyii 27-70 44
cuy Tokmok ili / Madanyat koyii ‘Sante’ 71-141 71

2009-1-25 13

Sekil 4.1. Aragtirmada kullanilan patates yumrulari
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Sekil 4.2. Arastirmada kullanilan farkli patates gesitlerine ait yumrulardan gelisen
stirgtinler

Tiim yumrularin gelisen siirglinlerine uygulanan DAS-ELISA testi sonucu, yumrularin
69 adedi PVY ile enfekteli olarak tespit edilmis, enfeksiyon oranit %48,94 olmustur
(Cizelge 4.2 ve 4.3). Issik-Gol Bolgesi’nde yeralan Ak-Suu ili Kerege-Tas koylinden
temin edilen 15 6rnegin 6 adedi, Tiip ili Tasma kdylinden temin edilen 44 Grnegin 17
adedi PVY ile enfekteli bulunmustur. Ayni bolgede yer alan Ken-Suu kdyiinden temin
edilen 11 ornekte PVY enfeksiyonu tespit edilmemis olup, Issik G6l’den temin edilen
toplam 70 6rnegin 23 adedi PVY ile enfektelidir. Ciiy Bolgesi’nde yer alan Tokmok ili
Madanyat koyiinden temin edilen 71 6rnegin 46 adedi PVY ile enfekteli tespit edilmistir

Cizelge 4.2. Kirgizistan’dan temin edilen patates yumrularinin saksida toprakta
gelistirilen siirgiinlerine Potato virus Y (PVY)’ye kars1 gergeklestirilen DAS-ELISA
testinin drneklerin temin edildigi bolgeler ve gesitlere gére sonucu

Cesit
PVY bazinda Bélgelere
Bilge Koy Patates Toplam enfgkt_eli PVY gore PVY
cesidi bitki enfekteli enfeksiyon
sayisi yumru orani orani (%)
(%)
Ak -Suu ili
/ Kerege - | ‘Picasso’ 15 6 40,00
Tas koyi
Tip ili /
ICS%II[( Ken - Suu 11 0 32,86
kdyii Jelly’ 30,91
Tiip ili /
Tasma koyii 44 17
Tokmok ili
CUY | /Madanyat | ‘Sante’ 71 46 64,79 64,79
koyii
Toplam 4 3 141 69 48,94 48,94
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Cizelge 4.3. Kirgizistan’dan temin edilen patates yumrularinin saksida toprakta
gelistirilen siirgiinlerine Potato virus Y (PVY)’ye kars1 gergeklestirilen DAS-ELISA

testi sonucu

Ornek DAS ELISA Ornek DAS ELIiSA Ornek DAS ELISA
numarasi Sonucu numarasi Sonucu numarasi Sonucu
1 0.133 - 44 0.085 - 93 1.525 +
2 0.104 - 45 0.096 - 94 0.110 -
3 2.426 + 46 0.843 + 95 2.873 +
4 2.285 + 47 0.085 - 96 2.236 +
5 0.115 - 48 0.088 - 97 2.315 +
6 0.114 - 49 1.310 + 98 2.112 +
7 1.907 + 50 0.846 + 99 1.658 +
8 2.151 + 51 0.941 + 100 0.802 +
9 0.091 - 52 0.866 + 101 1.809 +
10 1.534 + 53 0.962 + 102 1.889 +
B 0.112 54 0.085 - 103 0.989 +
B 0.108 - 55 0.106 - 104 0.094 +
Negatif 0.103 - 56 0.104 - 105 1.130 +
kontrol 1
Negatif 0.106 - 57 0.088 - 106 2.688 +
kontrol 2
Pozitif kontrol 1.092 - 58 2.210 + 107 0.094 -
1
Pozitif kontrol 1.104 - 59 0.666 + 108 0.089 -
2
11 0.086 - 60 0.087 - 109 0.097 -
12 0.095 - 61 0.662 + 110 2.125 +
13 1.066 + 62 1.611 + 111 0.090 -
14 0.083 - 63 0.086 - 112 1.614 +
15 0.095 - 64 0.082 - 113 0.085 -
16 0.118 - 65 0.087 - 114 0.490 +
17 0.093 - 66 0.111 - 115 0.091 -
18 0.107 - 67 0.090 - 116 0.088 -
19 0.090 - 68 0.479 + 117 2.058 +
20 0.096 - 69 0.086 - 118 0.090 -
21 0.092 - 70 0.090 - 119 1.574 +
22 0.089 - 71 0.084 - 120 0.929 +
23 0.084 - 72 0.087 - 121 0.087 -
24 0.091 - 73 1.423 + 122 0.094 -
25 0.088 74 0.095 - 123 0.058 -
26 0.101 - 75 0.601 + 124 0.108
27 0.096 - 76 0.085 - 125 1.630 +
28 1.222 + 77 0.358 + 126 0.090 -
29 1.104 + 78 0.535 + 127 0.088 -
30 0.090 - 79 0.424 + 128 0.087 -
31 0.086 - 80 0.466 + 129 1.249 +
32 0.092 - 81 0.445 + 130 2.708 +
33 0.089 - 82 1.461 + 131 0.094 -
34 0.100 - 83 0.830 + 132 2.253 +
35 0.115 - 84 0.605 + 133 1.461 +
36 0.088 - 85 0.688 + 134 0.795 +
37 2.170 + 86 0.561 + 135 1.713 +
38 0.560 + 87 0.088 - 136 0.088 -
39 0.086 - 88 0.385 + 137 1.272 +
40 1.559 + 89 0.580 + 138 0.091 -
41 0.088 90 0.871 + 139 1.280 +
42 0.108 - 91 2.135 + 140 1.369 +
43 0.097 - 92 0.853 + 141 1.027 +
Genel Toplam 69 PVY enfekteli pozitif 6rnek

+ PVY ile enfekteli, - PVY infeksiyonu agisindan negatif anlamindadir
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Patates Orneklerinin DAS-ELISA sonuglarina gore PVY enfeksiyon oranmi Ciiy
Bolgesi’nde Issik Gl Bolgesi’nden daha yiiksek oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu bolgelerin
cografik yapilarina bakildiginda, Issik GOl Bolgesi deniz seviyesinden 1,609 m
yiiksekliktedir, Ciiy Bolgesi ise 816 m yukarida olup Temmuz ay1 sicaklik ortalamasi
22-25 °C arasinda degismektedir. Ciiy bolgesinin cografik ve iklimsel yapisi, bu
bolgede yaprak bitlerinin daha aktif olmasini sonuglayabilir ve virlisiin daha fazla
yayilmasina neden olabilir. Ulkede yaprak biti tiirleri ve yaygmligi hakkinda bilgiye
ulagilamamissa da, bazi yaprak bitlerinin ve 6zellikle PVY’nin yayiliminda 6nemi rol
oynayan Myzus persicae (yesil seftali yaprak biti) bulundugu bildirilmektedir (Gabrid,
1989). PVY’nin yayilmasinda kolonize olan yaprak bitlerinin disinda ziyaret¢i yaprak
bitlerinin de Onemli rol oynadigi bilinmektedir. Bu ziyaret¢i yaprak bitlerinin
bulunduklar1 bitkinin besin olarak uygunlugunu test etmek amaciyla yaptiklari emgi
faaliyetleri virlisiin non-persistent olarak tasinmasina neden olmaktadir. Bu sekilde
yayilimi azaltmak i¢in mineral yag uygulamasi tavsiye edilmektedir. Diger taraftan,
viriisiin yayilmasinda etkili diger faktorleri (temiz yumru kullanilmamasi, kiiltiirel

islemlerin uygun olmamasi vb) de gz ardi etmemek gereklidir.

Kirgizistan’in patates tariminin en yaygin oldugu iki bolgede toplam dort kdyde yaygin
olarak yetistirilen patates cesitlerinde farkli PVY enfeksiyon oranlar1 belirlenmistir.
Patates c¢esitlerinden ‘Picasso’ yumrularinda PVY enfeksiyon orani %40, ‘Jelly’
cesidinde %30,91 ve ‘Sante’ ¢esidinde ise %64,79 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2).
PVY enfeksiyonunun bolgelere gore dagilimi ise Issik Gol Bolgesi’nde %32,86 ve Ciiy
Bolgesi’nde %64,79 olmustur. Bu sonuglara gére PVY enfeksiyonu en ¢ok Ciiy Bolgesi
ve ‘Sante’ c¢esidinde belirlenmistir. PVY enfeksiyonu tespit edilen tim ¢esitlerde
gozlenen simptomlar patates bitkisi yapraklarinda damar agilmasi ve mozayik belirtiler

seklinde olmustur (Sekil 4.3, 4.4, 4.5).

DAS-ELISA yontemi ile PVY enfekteli tespit edilen yumrulardaki PVY izolatlarinin
irkini belirlemek amaciyla, bolge ve ¢esit bazinda 32 izolat segilerek IC-RT-multipleks
PCR c¢aligsmalarinda irk belirlemek amaciyla kullanilmistir. Secilen izolatlar IC-RT
asamasinda ve PCR testi ile PVY partikiillerini i¢erdikleri kontrol edilmistir (Sekil 4.6).
Daha sonra segilen izolatlarin cDNA’larina multipleks PCR islemi uygulanarak PVY
rklart belirlenmistir (Sekil 4.7 ve Cizelge 4.4).
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Sekil 4.3. DAS-ELISA testi sonucu PVY enfekteli oldugu tespit edilen Kerege - Tas
koylinden temin edilen, cv. ‘Picasso’ patates ¢esidi, 13 nolu patates 6rneginin
yapraklarinda damar agilmasi ve mozayik simptomlar

]

Sekil 4.4. DAS-ELISA testi sonucu PVY enfekteli oldugu tespit edilen Tasma
Koyiinden temin edilen, cv. ‘Jelly’ patates ¢esidi, 59 nolu patates 6rneginin
yapraklarinda damar agilmasi ve mozayik simptomlar
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Sekil 4.5. DAS-ELISA testi sonucu PVY enfekteli oldugu tespit edilen Madanyat
Koyilinden temin edilen, cv. ‘Sante’ patates ¢esidi, 90 nolu patates Grneginin
yapraklarinda damar agilmasi ve mozayik simptomlar

Arastirilan izolatlarin gogunlugunun PVY™W karakterli oldugu, %28,15’i (9 adedi) PVY
ONWI(A), %62,5°1 (20 adedi) ise PVY™W (B) olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.5).
Izolatlar arasinda 1 adet PVYO'NW(A) irklarmin karigik enfeksiyonu, 2 adet de 278 bp
seviyesinde ekstra amplifikasyon sonuglayan PVY™"W (B) karakterli izolat belirlenmistir.
Izolatlarin karakterlerinin bolgelere gore farklilik gosterdigi de tespit edilmistir. Issik-
G&l Bolgesi’nde yaygin PVY ki PVY™NY (A) iken, City Bolgesi’nde yaygin irk PVY™Y
(B) olup, PVY™ (A) bu bolgede arastirlan 6rneklerde tespit edilmemistir. Patates
cesitlerinden cv. ‘Picasso’ ¢esidinde %66,66 oraniyla PVY™™W (A) wrki en fazla ortaya
cikarken, cv “Jelly’ ve “Sante’ cesitlerinde sirasiyla %60 ve % 87,5 oranlartyla PVYNY
(B) k1 tespit edilmistir. Bu farkliklarin nedeni olarak, bolgelere gelen tohumluk

yumrularin orginlerinin farkli olabilmesi gerekce gosterilebilir.
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Sekil 4.6. PVY izolatlarinin Immunocapture ve Reverse Transkripsiyon sonrasi PCR
yontemi ile kontrol edildigi agaroz jel. M: 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific), K
su kontrol, rakamlar izolat numaralaridir

13 28 29 37 40 46 49 51 53 58 62 73 82 83 90 91 93 95 96
—— ) - - -—— =

- . e —— — e — - 853 bp
633 bp : o = — S — —— - - . 441 bp
‘ 278 bp

M 97 98 99 101 102106 110117 K
i oo eas =

853 bp
441 bp

Sekil 4.7. PVY izolatlarinin Immunocapture ve Reverse Transkripsiyon sonrasi
multipleks PCR yontemi ile irklarinin belirlendigi agaroz jel. M: 100 bp DNA Ladder
(Thermo Scientific), K su kontrol, rakamlar izolat numaralaridir

31



Cizelge 4.4. Patateste Potato virus Y (PVY) izolatlarinin irklarinin multipleks PCR ile
belirlenmesinde 1rklara gére olusmasi beklenen fragmentler (Chikh-Ali et. al., 2010,
2013’den uyarlanmistir) (Bolat, 2017)

bityiikliigii
PvY"Y(B)
PvY'™ (A)
PvY'™ (B)
P\/YNTN—NW
(SYR1)
PVYNTN-NW
(SYR 1)

Fragment
PVY®
PVY"
pvyVAN
PVY-NE11
PVY®
PvY"Wi(a)
SYR I

1307 bp

1076 bp

853 bp

633 bp
532 bp

441 bp
398 bp

278 bp

Cizelge 4.5. Kirgizistan’dan temin edilen patates yumrularinda belirlenen PVY 1irklari
ve oranlar1

Patates Yumru PVYrla
Bolge | 11/ Koy i I Toplam Oran
cesidi numaralari Irk ad Sayisi %)
Ak - Suu PvY™ (A) | 4 | 66,66
ili/ o , 3,4,7,8, NW
i Kerege- Picasso 10,13 6 PVY™ (B) 1 16,66
’ Tas koyii ONW
COL yi PVYOM(A) | 1 16,66
Tiip ili/ 28, 29, 37, PVY™W (A) 4 40
Tasma ‘Jelly’ | 40, 46, 49, 51, 10
koyii 53, 58, 62 PvY™W B) | 6 60
73, 82, 83, 90, VY™ (a) | 0 0
Tokmok 91, 93, 95, 96,
. ili NW
CUY ili/ ‘Sante’ 97, 98, 99, 16 PvY"™W (B) | 14 87,5
Madanyat 101, .
kdyii 102, 106, 110, PVY > | 15
117 (B)+278 '

‘Picasso’ patates ¢esidi PVY® irkina karsi yiiksek derecede (0-9 hassas-dayanikli
skalasina gore 8) dayaniklidir (URL1). ‘Jelly’ patates ¢cesidi PVY ’ye hassasiyeti yiiksek
- ¢cok yiiksek olarak bildirilmistir. (URL2 ). ‘Sante’ patates ¢esidi PVY® irkina kars1
yiiksek derecede (skala 8) dayaniklidir (URL3). Kirgizistan’da tespit edilen yaygin PVY

k1 nekrotik 1tk grubunda yer alan rekombinant 1rklardir. Bu ¢esitler genellikle viriisiin
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-O wrkina dayanikli olduklarindan tohumluk yumrularin enfeksiyon orani yiiksek

olmaktadir.

Arastirmada kullanilan PVY izolatlarinin irklar1 belirlendikten sonra farkli irklardan
secilen izolatlarin tiitiin bitkilerine inokulasyonlari sonucu, N. glutinosa bitkilerinde
enfeksiyon ger¢eklesmemis, N. benthamiana’da PVY enfeksiyonu belirlenmis olup
tipik damar agilmalari, mozayik olusumlar tespit edilmistir (Cizelge 4.6) (Sekil 4.8).

Cizelge 4.6. Segilen PVY wrklarmin tiitiin bitkilerine inokulasyonu sonucu bitkilerin
DAS — ELISA ile testi sonuglar1

izolat no — PVY 1rka Inokulasyon yapilan tiitiin | DAS-ELISA E[I)_'AI?A
tiirleri okuma degeri

sonucu
4 PVY°WW(A) Nicotiana glutinosa 0.343 -
4 PVY°TW(A) Nicotiana benthamiana 0.802 +
13 PvY"W(A) Nicotiana glutinosa 0.412 -
13 PvYW(A) Nicotiana benthamiana 0.812 +
82  PvY"W(B)+278 Nicotiana benthamiana 1.034 +
40  PVY"W(B) Nicotiana benthamiana 1.259 +
Negatif kontrol Nicotiana benthamiana 0.402 -
Pozitif kontrol Solanum tuberosum 1.456 +
Buffer kontrol Ezme buffer 0.291 -

+ PVY ile enfekteli, - PVY infeksiyonu agisindan negatif anlamindadir

Sekil 4.8. Nicotiana benthamiana tiitiin gesitlerine inokule edilen PVY 1rklarinin
olusturdugu simptomlar
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PVY® 1rki genellikle mozayik simptomlara neden olmaktadir. Arastirmada tiitiin
bitkilerine inokule edilen izolat 04 PVY?™Y(A) irki olarak tanimlanmustir. Bu ik cv.
‘Picasso’ patates ¢esidinde belirgin simptomlar olusturmadigi gibi inokule edilen N.
benthamiana tiitiin bitkilerinde de siddetli mozayik simptomlar: olusturmamustir (Sekil
4.8). Benzer sekilde multipleks PCR sonucunda Izolat 82 PVYMW (B)+278 olarak
tamimlanmis gerek cv ‘Sante’ patates ¢esidinde gerekse N. benthamiana tiitiin
bitkilerinde belirgin simptomlar olusturmamistir. Bu durum bu irklarin siddetli mozayik
simptomlar olusturmadigini gostermektedir. PVY™ ki PVY'nin yumruda nekrotik
hasar olusturan, yapraklarda PVY©’dan daha hafif mozayikler meydana getiren bir
irkidir (Weidemann vd., 1988). Bu irkin yumrularda olusturdugu hastalik patates yumru
nekrotik leke hastaligi (PTNRD) arastirilan yumrularda gézlenmemistir (Sekil 4.1).
Ancak inokulasyon sonrasi tiitiin yapraklarinda siddetli mozayik ve damar nekrozu

geligmistir (Sekil 4.8).
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BOLUM V

SONUCLAR

Patates bitkisi yumru verimi ve kalitesini azaltan bir¢ok farkli viriis tarafindan enfekte
edilebilir. Virlis hastaliklart bitkilerin yapraklari iizerinde goézlenebilen mozaik renk
olusumlari, bitkinin bodurlugu, yaprak sekilleri ve yumru sekilleri ile teshis edilebilir.
Ancak, viriis ve patates bitkisi arasindaki etkilesimler, bitkinin biiylime donemleri, yasi
ve iklimsel etkiler gibi nedenlerle belirtiler her zaman ifade edilmez. Seroloji ve niikleik
asit tespit teknikleri siklikla siipheli viriis hastaliklarini teshis etmek ve karakterize

etmek i¢in kullanilir.

PVY wrklar1 PVX ve PV A gibi diger patates virtisleriyle etkilesime girebilir ve daha agir
kayiplara neden olabilir. Yumrulardaki nekrotik simptomlar genellikle depolanmadan
sonra artar. Bazi gesitler nadiren simptom gosterir, ancak virlisli tasiyabilir ve yaprak

biti aracilig1 ile transfer i¢in rezervuar gorevi gorebilir.

PVY irklan igerisinde yillar igerisinde nekrotik 1irk ve bunun rekombinant varyantlar
daha baskin hale gelmistir. Bu wrklar yumrularda lokalize olduklarindan, enfekteli
yumrularin tohumluk olarak kullanilmasi ile bir nesilden digerine ve diger yetistirme
donemlerine aktarilmaktadir. Yapilan bu arastirmada da Kirgizistan’da yaygin PVY
wrklarinin nekrotik 1rk ve bunun varyantlari oldugu goriilmiistiir. Bu durum, tohumluk
transferi ve arazide yaprak bitleri ile yayillma sonucu iiriiniin biiyiik ¢ogunlugunda
viriisiin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Arastirmada, tohumluk yumrularin yaklasik
yarist PVY ile enfekteli bulunmustur. Enfekteli yumrularin tohumluk olarak
kullanilmasima devam edilmesi halinde bu oran her gegen yil %100’lere yaklasacaktir.
Ureticilerin hasat ettikleri {iriiniin bir kismin1 depolayarak gelecek yil tohumluk olarak
kullanmalar1 her gecen yi1l PVY ve nekrotik irklarin yayilimi ve ortaya ¢ikis sikligim
arttirmaktadir. Pekg¢ok iiretici, tohumluk maliyetini azaltmak i¢in 3-5 yilda bir tohumluk
yumrularmi tohum ireticisi firmalardan almay1 tercih etmektedir. Ancak, ¢evredeki
viral enfeksiyonun yiiksek oldugu patates iiretim alanlari, yeni tohumluk kullanan bu

tireticilerin tirlinleri i¢in ciddi inokulum kaynaklarini olusturmaktadir.
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PVY, non-persistent bir virus oldugundan ve yaprak bitleri tarafindan hizli bir sekilde
tagindigindan, yayilmayi kontrol etmek igin pestisit kullanimi genellikle etkili degildir.
PVY'yi kontrol etmek icin en iyi strateji, diisiik viriis igerigine sahip oldugu onaylanan
tohumluk patates kullanmaktir. Yaprak bitlerinin yayilmasini azaltmak i¢in mineral
yaglar kullanilabilir, ancak etkili olmasi i¢in sik araliklarla tekrar uygulanmalidir.
Enfekte olan bitkiler, alanin geri kalani i¢in bir inokulum kaynagi olarak hizmet
edebilir, bu yiizden simptomatik bitkileri yok etmek viriisiin ¢ok yaygin goriilmedigi
durumlarda etkili olabilir. Domates, biber gibi solanaceae bitkileri viriisii barindirabilir
ve inokulum kaynagi olarak islev gorebilir. Patates tarim1 yapilan arazide ve ¢evresinde
Iyi bir yabani ot kontrolii uygulanmalidir. Bélgede yaygin yaprak bitleri popiilasyonlari
incelenerek tiirler belirlenmeli, aktif olduklar1 donemler saptanarak bu dogrultuda
olusturulan yaprak biti miicadele programi uygulanmalidir. Viriisden ari tohumluk
patates kullanimi tesvik edilmeli ve yayginlastirilmalidir. PVY'ye kars1 direng veya
toleranst olan patates ¢esitleri kullanimi ise en etkili ¢6ziim yoludur. Viriisiin 6zellikle
nekrotik 1rklarina dayanikli patates cesitlerinin 1slahinin yapilmasi ve bu cesitlerin

kullanilmast soruna en iyi ¢6ziim olacaktir.

36



KAYNAKLAR

Barker, H., Webster, K. D. and Reavy, B., "Detection of potato virus Y in potato tubers:
a comparison of polymerase chain reaction and enzyme-linked immunosorbent assay",
Potato Research 36(1), 13-20, 1993.

Basky, Z. and Almaési, A., "Differences in aphid transmissibility and translocation

between PVYN and PVYO isolates”, Journal of Pest Science 78(2), 67-75, 2005.

Blanco-Urgoiti, B., Dopazo, J. and Ponz, F., "Potato virus Y group C isolates are a
homogeneous pathotype but two different genetic strains”, Journal of General Virology
79(8), 2037-2042, 1998.

Bolat, V. Patateste Patates Y Viriisii Irklarimin Tanilanmasi Ve Viriis Miktarinin
Kantitatif Real Time Rt-Pcr Ile Belirlenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Nigde Omer
Halisdemr Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Nigde, 81, 2017

Boonham, N., Walsh, K., Preston, S., North, J., Smith, P. and Barker, 1., "The detection
of tuber necrotic isolates of Potato virus Y, and the accurate discrimination of PVY O,
PVY N and PVY C strains using RT-PCR", Journal of Virological Methods 102(1),
103112, 2002

Boston, H. and Haliloglu, K., "Patateste Viriislerin PCR ve ELISA Teknikleri Ile
Belirlenmesi ve Basarty1 Etkileyen Faktorler/Identification of Potato Viruses By PCR
and ELISA and Factors Effecting the Success", Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Dergisi 34(1), 17-23, 2010.

Brush, S,. Potato taxonomies in Andean agriculture. In."Indigenous knowledge systems

and development”, Eds, D.W., Brokensha, D.M., Warren and Werner, O., Univ Press of
America, New York, pp. 37-47, 1980.

37



Chikh Ali, M., Gray, S. M. and Karasev, A. V., "An improved multiplex IC-RT-PCR
assay distinguishes nine strains of Potato virus Y", Plant Disease 97(10), 1370-1374,
2013.

Chikh Ali, M., Maoka, T., Natsuaki, T. and Natsuaki, K. T., "PVYNTN-NW, a novel
recombinant strain of Potato virus Y predominating in potato fields in Syria", Plant
Pathology 59(1), 31-41, 2010.

Cooper, J. I. and Jones, A. T., Responses of plants to viruses: proposals for the use of
terms. Phytopathology 73:127-128, 1983.

Cramer, H. H., "Planzenschutz und Welternte” Pflanzenschutz Nachrichten Bayer
Leverkusen, 20, 1-523,1967.

Cribb, P. J. and Hawkes, J. G., Experimental evidence for the origin of Solanum
tuberosum subspecies andigena, Columbia University Press, New York, 1986.

De Bokx, J. A., Huttinga H Potato virus Y. CMI/AAB Descr, Plant Viruses, 242:6,
1981.

De Bokx, J. A. and van der Want, J. P. H., Viruses of potatoes and seed potato
production. Centre for Agricultural Publishing and Documentation (Pudoc),
Wageningen, pp 1-259, 1987.

De Bokx, J. A. and Huttinga, H., Potato virus Y. Descriptions of plant viruses, no. 242,
Commonwealth Mycological Institute and the Association of Applied Biologists,
England, 1981.

Doolotkeldieva, T., Bobusheva, S. and Suleymankisi, A. Biological Control of Erwinia
carotovora ssp. carotovora by Streptomyces Species. Advances in Microbiology 6(02),
p.104, 2016.

Doolotkeldieva, T. and Bobusheva, S., Identification of Ralstonia solanacearum in

Kyrgyzstan’s potato fields and the possibility of using biocontrol agents against this

38



pathogen. International Journal of Environmental y Agriculture Research 2(5),
pp.146-155, 2016.

Doolotkeldieva, T. and Bobusheva, S., Identification and prevalence of Ralstonia
solanacearum from potato fields of Kyrgyzstan. Manas Journal of Agriculture
Veterinary and Life Sciences 4(1), pp.1-9, 2014.

Dupuis, B., Cadby, J., Goy, G., Tallant, M., Derron, J., Schwaerzel, R., and Steinger, T.
Control of potato virus Y (PVY) in seed potatoes by oil spraying, straw mulching and

intercropping. Plant pathology 66(6), 960-969, 2017.

FAOSTAT, http://www.potatopro.com/world/potato-statistics, 01 Mays 2019.

Fereres, A., Perez, P., Gemeno, C. and Ponz, F., "Transmission of Spanish pepper-and
potato-PVY isolates by aphid (Homoptera: Aphididae) vectors: epidemiological
implications”, Environmental Entomology 22(6), 1260-1265, 1993.

Gabrid, N. V., “Aphids of Trees and Shrubs of the Issyk-Kul' Region”. Frunze, Ilim,
SSR, Institut Biologii, Akademiya Nauk Kirgizskoi SSR. 1989.

Galvino-Costa, S. B. F., dos Reis Figueira, A., Camargos, V. V., Geraldino, P. S., Hu,
X. J., Nikolaeva, O. V., Kerlan, C. and Karasev, A. V., "A novel type of Potato virus Y
recombinant genome, determined for the genetic strain PVYE", Plant Pathology 61(2),
388-398, 2012.

Hawkes, J,. "The Potato Evolution, biodiversity, and genetic resources"”, Smithsonian
Institution Press, London, England, 299-300, 1993.

Henson, J. M. and French, R., "The polymerase chain reaction and plant disease
diagnosis”, Annual Review of Phytopathology 31(1), 81-109, 1993.

Hinrichs-Berger, J, Harford, M, Berger, S. and Buchenauer, H., Cytological responses
of susceptible and extremely resistant potato plants to inoculation with potato virus
Y. Physiol Mol Plant Pathol 55:143-150, 1999.

39



Hull, R., Comparative Plant Virology, Elsevier Academic Press, United Kingdom
(UK), 2009.

Jeffries, C. J., Potato, Bioversity International, Rome, Italy, 1998.

Jones, R. A. C., "Strain group specific and virus specific hypersensitive reactions to
infection with potyviruses in potato cultivars”, Annals of Applied Biology 117(1),
93105, 1990.

Kerlan, C., Nikolaeva, O. V., Hu, X., Meacham, T., Gray, S. M. and Karasev, A. V.,
"Identification of the molecular make-up of the Potato virus Y strain PVYZ: Genetic
typing of PVYZ-NTN", Phytopathology 101(9), 1052-1060, 2011.

Kerlan, C., Tribodet, M., Glais, L. and Guillet, M., "Variability of potato virus Y in
potato crops in France", Journal of Phytopathology 147(11), 643-651, 1999.

Khurana, S., "Potato viruses and their management”, Diseases of Fruits and Vegetables
2, 389-440, 2004.

Kogovsek, P., Gow, L., Pompe-Novak, M., Gruden, K., Foster, G. D., Boonham, N. and
Ravnikar, M., "Single-step RT real-time PCR for sensitive detection and discrimination
of Potato virus Y isolates", Journal of Virological Methods 149(1), 1-11, 2008.

Korschineck, 1., Himmler, G., Sagl, R., Steinkellner, H. and Katinger, H. W. D., "A
PCR membrane spot assay for the detection of plum pox virus RNA in bark of infected
trees”, Journal of Virological Methods 31(2-3), 139-145, 1991.

Lacomme, C., Glais, L., Dirk, U. B., B. Dupuis, A. V. Karasev and E. Jacquot. Potato
virus Y: biodiversity, pathogenicity, epidemiology and management. Springer

International Publishing, 2017.

Langeveld, S. A., Dore, J.-M., Memelink, J., Derks, A. F. L. M., van der Vlugt, C. I. M.,

Asjes, C. J. and Bol, J. F., "Identification of potyviruses using the polymerase chain

40



reaction with degenerate primers"”, Journal of General Virology 72(7), 1531-1541,
1991.

Leiser, R. M. and Richter, J., "Purification and some characteristics of potato virus Y",
Archiv fur Phytopathologie und Pflanzenschutz, 14(6), 337-350, 1978.

Loebenstein, G., Akad, F., Filatov, V., Sadvakasova, G., Manadilova, A., Bakelman, H.,
Teverovsky, E., Lachmann, O. and David, A., "Improved detection of potato leafroll
luteovirus in leaves and tubers with a digoxigenin-labeled cRNA probe", Plant Disease
81(5), 489-491, 1997.

Lorenzen, J. H., Piche, L. M., Gudmestad, N. C., Meacham, T. and Shiel, P., "A
multiplex PCR assay to characterize Potato virus Y isolates and identify strain
mixtures”, Plant Disease 90(7), 935-940, 2006.

Lorenzen, J., Nolte, P., Martin, D., Pasche, J. S. and Gudmestad, N. C., "NE-11
represents a new strain variant class of Potato virus Y", Archives of Virology 153(3),
517-525, 2008.

Makkouk, K. M. and Comeau, A., "Evaluation of various methods for the detection of
barley yellow dwarf virus by the tissue-blot immunoassay and its use for virus detection
in cereals inoculated at different growth stages”, European Journal of Plant Pathology
100(1), 71-80, 1994.

Mamonov E.V. Varietal katalogu. Sebze bitkileri, Eksmo-Press, Moskova, 430-486. -
493 s. - ISBN 5-04-006780-1, 2001.

Nie, X. and Singh, R. P., "Specific differentiation of recombinant PVY N: O and PVY
NTN isolates by multiplex RT-PCR", Journal of Virological Methods 113(2), 69-77,

2003b.

Hermosa, M. C., Lost Crops of the Incas: Little-Known Plants of the Andes with

Promise for Worldwide Cultivation, 1980.

41



Mazenov, A. and Ulubas Serge, C. https://doi.org/10.1007/s42161-018-0190-z, 2019.

Mathews, R. E. F., Diagnosis of Plant Virus Diseases, CRS Press N.W, Florida, 1993.

McDonald, J. G. and Singh, R. P., "Host range, symptomology, and serology of isolates
of potato virus Y (PVY) that share properties with both the PVY N and PVY O strain
groups”, American Journal of Potato Research 73(7), 309-315, 1996.

Moury, B., Morel, C., Johansen, E., Guilbaud, L., Souche, S., Ayme, V., Caranta, C.,
Palloix, A. and Jacquemond, M., Mutations in Potato virus Y genome-linked protein
determine virulence towards recessive resistances in Capsicum annuum and
Lycopersicon hirsutum. Mol Plant-Microbe Interact 17:322-329, 2004.

Moury, B, A., new lineage sheds light on the evolutionary history of Potato virus Y.
Mol Plant Pathol, 11:161-168, 2010.

Ottoman, R. J., Hane, D. C., Brown, C. R,, Yilma, S., James, S. R., Mosley, A. R.,
Crosslin, J. M. and Vales, M. |., "Validation and implementation of marker-assisted
selection (MAS) for PVY resistance (Ryadg gene) in a tetraploid potato breeding
program", American Journal of Potato Research 86(4), 304-314, 2009.

Piche, L. M., Singh, R. P., Nie, X. and Gudmestad, N. C., "Diversity among Potato
virus Y isolates obtained from potatoes grown in the United States”, Phytopathology
94(12), 1368-1375, 2004.

Ragsdale, D. W., Radcliffe, E. B. and DiFonzo, C. D., Epidemiology and field control
of PVY and PLRV: Virus and virus-like diseases of potatoes and production of

seedpotatoes, Springer, United States of America, 2001.

Rigotti, S. and Gugerli, P., "Rapid identification of potato virus Y strains by one-step
triplex RT-PCR", Journal of Virological Methods 140(1), 90-94, 2007.

42


https://doi.org/10.1007/s42161-018-0190-z

Robaglia, C., Durand-Tardif, M., Tronchet, M., Boudazin, G., Astier-Manifacier, S. and
Casse-Delbart, F., "Nucleotide sequence of potato virus Y (N strain) genomic RNA",
Journal of General Virology 70(4), 935-947, 1989.

Rowhani, A., Maningas, M. A., Lile, L. S., Daubert, S. D. and Golino, D. A,
"Development of a detection system for viruses of woody plants based on PCR analysis
of immobilized virions", Phytopathology 85(3), 347-352, 1995.

Russo, P., Miller, L., Singh, R. P. and Slack, S. A., "Comparison of PLRV and PVY
detection in potato seed samples tested by Florida winter field inspection and RT-PCR",
American Journal of Potato Research 76(5), 313-316, 1999.

Sagredo, B., Mathias, M., Barrientos, C., Acufia, I., Kalazich, J. and Rojas, J.,
"Evaluation of a SCAR RYSC3 marker of the Ryadg gene to select resistant genotypes
to Potato virus Y (PVY) in the INIA Potato Breeding Program”, Chilean Journal of
Agricultural Research 69(3), 305-315, 2009.

Saiki, R. K., Gelfand, D. H., Stoffel, S., Scharf, S. J., Higuchi, R., Horn, G. T., Mullis,
K. B. and Erlich, H. A., "Primer-directed enzymatic amplification of DNA with a
thermostable DNA polymerase"”, Science 239(4839), 487-491, 1988.

Scholthof, K. B., Adkins, S., Czosnek, H., Palukaitis, P., Jacquot, E., Hohn, T., Hohn,
B., Saunders, K., Candresse, T., Ahlquist, P., Hemenway, C. and Foster, G. D. Top 10
plant viruses in molecular plant pathology. Mol Plant Pathol 12:938-954, 2011.

Shukla, D. D. and Ward, C. W., "Amino acid sequence homology of coat proteins as a
basis for identification and classification of the potyvirus group”, Journal of General
Virology 69(11), 2703-2710, 1988.

Singh, M. and Singh, R. P., "Potato virus Y detection: sensitivity of RT-PCR depends

on the size of fragment amplified”, Canadian Journal of Plant Pathology 19(2), 149-
155, 1997.

43



Singh, R. P., "A solvent-free, rapid and simple virus RNA-release method for potato
leafroll virus detection in aphids and plants by reverse transcription polymerase chain
reaction”, Journal of Virological methods 83(1), 27-33, 1999.

Singh, R. P., Kurz, J. and Boiteau, G., "Detection of stylet-borne and circulative potato
viruses in aphids by duplex reverse transcription polymerase chain reaction”, Journal of
virological methods 59(2), 189-196, 1996.

Singh, R. P., Valkonen, J. P. T., Gray, S. M., Boonham, N., Jones, R., Kerlan, C. and
Schubert, J., "Discussion paper: The naming of Potato virus Y strains infecting potato”,
Archives of Virology 153(1), 1-13, 2008.

Song, Y. S., Hepting, L., Schweizer, G., Hartl, L., Wenzel, G. and Schwarzfischer, A.,
"Mapping of extreme resistance to PVY (Rysto) on chromosome XII using
antherculture-derived primary dihaploid potato lines", Theoretical and applied genetics
111(5), 879-887, 2005.

Sorri, V. A., Watanabe, K. N. and Valkonen, J. P. T., "Predicted kinase-3a motif of a
resistance gene analogue as a unique marker for virus resistance”, TAG Theoretical and
Applied Genetics 99(1), 164-170, 1999.

Spiegel, S. and Martin, R., "Improved detection of potato leafroll virus in dormant
potato tubers and microtubers by the polymerase chain reaction and ELISA", Annals of
Applied Biology 122(3), 493-500, 1993.

SPUTNIK, https://sputnik.kg/ , 5 Mays 2017.

Stevenson, W. R., Loria, R., Franc, G. D. and Weingartner, D. P., Compendium of

Potato Diseases, American Phytopathological Society, United States of America, 2001.

URLL1: http://varieties.ahdb.org.uk/varieties/view/Picasso, 2017.

URL2: https://www.europlant.biz/fileadmin/user upload/Brosch%C3%BCren/Europlan
t A6 Varieties E.pdf, 2018-2019.

44


http://varieties.ahdb.org.uk/varieties/view/Picasso

URLS3: http://varieties.ahdb.org.uk/varieties/view/Sante, 2018.

Vunsh, R., Rosner, A. and Stein, A., "The use of the polymerase chain reaction (PCR)
for the detection of bean yellow mosaic virus in gladiolus”, Annals of Applied Biology
117(3), 561-569, 1990.

Weidemann, H. L., "Importance and control of potato virus YN (PVYN) in seed potato
production”, Potato Research 31(1), 85-94, 1988.

45


http://varieties.ahdb.org.uk/varieties/view/Sante

EKLER

EK 1: DAS-ELISA Testinde Kullanilan Buffer ve igerikleri

Kaplama buffer :

Na, CO3 :1.59¢
NaHCO3 :2.93¢g
NaN3 :0.20¢g

iyice ¢oziildiikten sonra son hacim 1000 ml olacak sekilde d;H,0O ile tamamlanur.

pH 9.6

10xPBS (Phosphate buffer) :

NaCl :80¢
KCI 120
Na,HPO,  :115¢g
KH;PO,4 12449
NaN; :29

iyice ¢oziildiikten sonra son hacim 1000 ml olacak sekilde d,H,0O ile tamamlanir.

pHto 7.4

1xYikama buffer :
10X PBS : 100 mi
ddH,0 : 900 ml
Tween-20 : 50 ul

Ezme buffer

TRIS :240¢
NaCl :8.00¢g
PVP K25 (MW 24000) :20.00 g
Tween 20 :0.50¢
KCI :0.20¢
NaN3 :0.20¢g
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lyice ¢oziildiikten sonra son hacim 1000 ml olacak sekilde d,H,O ile tamamlanir.

pH 7.4 (pH HCl ile ayarlanmalidir)

Konjugat buffer:

TRIS 12409

NaCl :8.00¢g

PVP K25 (MW 24000): 20.00 g
Tween 20 :0.50¢

BSA (bovine serum albumin) : 2.00 g
MgCI2 -6 H2 O :0.20¢

KCI :0.20g

NaN3 :0.20¢

iyice ¢Oziildiikten sonra son hacim 1000 ml olacak sekilde d,H,0O ile tamamlanur.

pH 7.4 (pH HCl ile ayarlanmalidir)

Substrat buffer:
Diethanolamine :97.00 ml
NaN3 :0.20¢g

iyice ¢oziildiikten sonra son hacim 1000 ml olacak sekilde d;H,0O ile tamamlanur.

pH 9.8 (pH HCl ile ayarlanmalidir)
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EK 2: Inokulasyonda Kullanilan Fosfat Buffer

10X icin:
KH>PO,4 01,999
Na,HPO, 111499

lyice ¢oziildiikten sonra son hacim 1000 ml olacak sekilde d2H,0 ile tamamlanir.

pH 7.4 (NaOH ile ayarlanmalidir)
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EK 3: Kirgizistan’dan Temin Edilen Patates Yumrularinda Tespit Edilen PVY

Irklarmin Miiltipleks PCR Sonras1 Olusturduklart Amplikonlar

Izolat ad1 Multipleks PCR iiriin Multipleks PCR 1rk tipi
biiyiikliikleri (bp)
3 853+441 PVY"W (B)
4 853+633+532+441 PVYS'W(A)
7 853+633+441 PVY"W (A)
8 853+441 PVY'W (A)
10 853+633+441 PVY"W (A)
13 853++633+441 PVY"W (A)
28 853+441 PVY"W (B)
29 853+633+441 PVY™W (A)
37 853+633+441 PVY™ (A)
40 853+441 PVY"W (B)
46 853+633+441 PVY™ (A)
49 853+633+441 PVY"W (A)
51 853+441 PVY™ (B)
53 853+441 PVY"W (B)
58 853+441 PVY™ (B)
62 853+441 PVY™ (B)
73 853+441 PVY"W (B)
82 853+441+278 PVY"W (B)+278
83 853+441 PVY"W (B)
90 853+441+278 PVY"W (B)+278
91 853+441 PVY™ (B)
93 853+441 PVY"W (B)
95 853+441 PVY™ (B)
96 853+441 PVY"W (B)
97 853+441 PVY™ (B)
98 853+441 PVY"W (B)
99 853+441 PVY™"™W (B)
101 853+441 PVY™ (B)
102 853+441 PVY"W (B)
106 853+441 PVY™ (B)
110 853+441 PVY"W (B)
117 853+441 PVY™ (B)
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