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OZET

AHUDUDU VE“B(")C.I"JRTLENLERDE RASPBERRY BUSHY DWARF YiRUS
(RBDV) TURKIYE IZOLATLARININ GENETIK CESITLILIGININ
ARASTIRILMASI

Bu ¢alismada iilkemizin iki farkli bolgesinde (Marmara ve Dogu Akdeniz) farkli Rubus
tirlerinden elde edilen raspberry bushy dwarf viris (RBDV) izolatlarinin genetik
cesitliliginin arastirilmasi ve DNA dizilerinin Gen Bankasina kayithi diinya izolatlariyla
kiyaslanmasi hedeflenmistir. Onemli Rubus spp. yetistiriciligi yapilan illerden
Bursa’dan 230, Hatay’dan 153, Mersin’den 45, Adana’dan 37 ve Kahramanmaras® tan
17 olmak iizere toplam 482 bogiirtlen ve ahududu 6rnegi toplanmistir. Bu o6rnekler
oncelikle RBDV’nin kilif proteinini ¢ogaltan tan1 primeri (RBDV F/ R, ) ile testlenerek
illere gore enfeksiyon orani belirlenmistir. Mersin, Kahramanmaras ve Adana ilinde bu
virlise rastlanmazken RBDV ile enfeksiyon orani Hatay ilinde % 13, 72, Bursa’da ise %
9,13 olarak saptanmistir. RBDV’nin RNA3 tarafindan kodlanan ve kilif proteinini
cogaltan RBDV CPUP/ RNAI1.2LO primerleri kullanilarak yapilan RT-PCR
analizlerinde Hatay’da tespit edilen 21 RBDV pozitif Rubus 6rneginin hi¢ birisinde
amplifikasyon gézlenmezken Bursa Rubus érneklerinin 15 tanesinde beklenen diizeyde
(1072 bp) bant elde edilmistir. Viriisin RNA 2 tarafindan kodlanan hareketlilik
proteinini saptamak i¢cin MPUP/ MPLO primer cifti ile yapilan RT-PCR analizlerinde
yine Hatay orneklerinin hicbirisinde amplifikasyon gézlenmezken, 21 Bursa drneginin
9 tanesinde beklenen diizeyde (1328 bp) bant gézlenmistir. RBDV’nin her iki gen
bolgesinin sekans analizi sonuglarina gore Tiirkiye izolatlarinin birbirine ¢ok benzedigi,
ayn1 grup icerisinde yer aldig1 ve en yakin homolojiyi Slovenya izolatlart ile(% 93-97)
gosterdigi saptanmistir. Bu calisma sonuglar1 temel alinarak 6zellikle Hatay ili RBDV
izolatlarinin bilinen RBDV izolatlarindan farkli oldugu belirlenmis ve “Yeni Nesil
Dizileme” yontemi kullanilarak tiim genom analizlerinin yapilmasi 6nerilmektedir.

2019, 49 sayfa

Anahtar Kelimeler: Rubus spp., raspberry busy dwarf virus, genetik cesitlilik, Tiirkiye



ABSTRACT

STUDIES ON GENETIC DIVERSITY OF TURKISH RASPBERRY BUSHY
DWARF VIRUS (RBDV) ISOLATES IN RASPBERRY AND BLACKBERIES

In this study, genetic diversity of raspberry bushy dwarf viriis (RBDV) collected from
different geographical regions of Turkey (Eastern Mediterranean and Marmara regions)
was studied and their sequences were compared with the world RBDV isolates
deposited in GeneBank. Totally 482 blackberry and raspberry samples were collected
from the important Rubus spp growing provinces such as 230 samples from Bursa, 153
samples from Hatay, 45 samples from Mersin, 37 samples from Adana and 17 samples
from Kahramanmaras. All samples were firstly tested with the detection primers of
RBDV (RBDV F/ R) and the infection rate was detected for each province. Although
the infection rate of RBDV was detected as 13.72% in Hatay and 9.13% in Bursa, it was
not detected at all in Mersin, Kahramanmaras and Adana provinces. When CPUP/
RNAZ1.2LO primer pairs which amplify coat protein (CP) of RBDV expressed by RNA3
was used in RT-PCR analysis, expected amplification (1072 bp) was observed in 15
Bursa samples out of 21 RBDV positives while no amplification was observed in Hatay
samples. MPUP/ MPLO primer pairs were used to amplify movement protein (MP) of
RBDYV isolates and 9 Bursa samples out of 21 were amplified as expected size (1328
bp) whereas no amplification was observed in Hatay Rubus samples. According to the
sequencing results of both genes, Turkish RBDV isolates are identical, grouped together
in the same clade and showed a high level of identity to Slovenian RBDV isolates
(%93-97). Based on this study, it has been highly suggested that full genome analyses
of Hatay-RBDV isolates should be studied by using “Next Generation Sequencing”
technology.

2019, 49 pages
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TESEKKUR

Yiiksek lisans tez konusunun belirlenmesinde, arastirilmasi ve yazimi sirasinda
sahip oldugu bilgi birikimi ve tecriibesi ile ¢alismay1 yonlendiren ve her tiirlii yardimi
esirgemeyen saygideger danisman hocam Prof. Dr. Kadriye CAGLAYAN’a sonsuz
sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tez konusunun belirlenmesi ve ¢alismalarin takip edilmesinde her tiirlii yardimi
esirgemeyen calismamda konusunda yardimci olan Ziraat Yiiksek Miihendisi Kivilcim
SARI'ya Ziraat Yiiksek Miihendisi Mehtap ACIOGLU’ya Ziraat Yiiksek Miihendisi
Hamide Deniz KOCABAG’1na ve isimlerini burada zikredemedigim ama yardimlarini
esirgememis tiim arkadaslarima ve galismalarim sirasinda desteklerini esirgemeyen, her

zaman arkamda olan aileme sonsuz tesekkiir ederim.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

SIMGELER

°C Sicaklik
Da Dekar

Mg Miligram
ml Mililitre
ul Mikrolitre
ar Gram

ng Mikrogram
ng Nanogram
nm Nanometre
M Molar

mM Mili molar
pmol Piko mol

g gram

KISALTMALAR

A.B.D Amerika Birlesik Devletleri

bp baz cifti

d20 Cift distile su

Dk Dakika

DNA Deoksiriboniikleik Asid

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid
EtBr Ethidium Bromid

ETOH Ethanol

PCR Polymerase Chain Reaction
rpm Revolutions per minute (dakikadaki devir sayisi)
TAE Tris asetat EDTA

TE Tris EDTA

uv Ultraviyole

\Y Volt



RBDV Raspberry Bushy Dwarf Virus

RVCV Raspberry Vein Chlorosis Virus
RpRSV Raspberry Ringspot Virus
RLMV Raspberry Leaf Mottle Virus
RLBV Raspberry Leaf Blotch Virus
RYNV Rubus Yellow Net Virus

BRRV Blueberry Red Ringspot Virus
BRNV Black Raspberry Necrosis Virus
CRLV Cherry Rasp Leaf Virus

TSV Tobacco Streak Virus

TRSV Tobacco Ringspot Virus

ToRSV Tomato Ringspot Virus

SLRSV Strawberry Latent Ringspot Virus
ArMV Arabis Mosaic Virus

NaCl Sodium Chloride

LiCl Lithium Chloride

MP Hareketlilik proteini

CP Kilif proteini

TUIK Tiirkiye Istatistik Kurumu

NGS Yeni Nesil Dizileme

TUBITAK Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu
NJ Neighbor Joining



1. GIRIS

Ahududu ve Bogiirtlen; Roseles takimi Rosaceae familyasi (Giilgiller), Rubus
cinsine aittirler. Rubus cinsi bitkiler aleminde birbirinden farkli en ¢ok tiirii i¢eren
cinstir. Baz1 arastiricilara gore 740 adet Rubus tiirii oldugu belirtilmektedir (Jennings ve
Jones, 1986). Ahududu 1960’I1 yillarin sonlarinda adaptasyon amaciyla iilkemize
getirilmistir. Tirkiye’de ilk defa 1930’lu yillarin sonlarinda Bursa’nin koylerinde
yetistiriciligi yapilmaya baglanmis ve liretim miktar1 giinlimiizde 25000 tona ulasmis
bulunmaktadir. 1993 yilinda ABD’den getirilen ve kiiltiir ¢esitlerine ait olan fidanlar
Findik Arastirma Enstitiisli biinyesinde adaptasyona alinmis ve olumlu neticeler sonucu
Giresun’da da yetistiriciligi baslamistir. Ulkemizin her ydresinde bogiirtlene
rastlanmaktadir. Ozellikle Orta Anadolu ve Karadeniz Bolgesinde bdgiirtlen
yetistiriciligi daha fazladir. Ulkemizde 2018 yil1 itibariyla istatistiklerine gore 6.769 da
alanda 5.875 ton ahududu, 2.807 da alanda 2.540 ton bogiirtlen tiretimi gerceklesmistir
(TUIK 2019).

Tiirkiye’de cilek disindaki iiziimsii meyve yetistiriciliginin gecmisi ¢ok eskilere
gitmemektedir. Ulkemiz florasinda dogal olarak yetisen bir¢ok iiziimsii meyve tiiriiniin
kiiltiir formlarinin ilk adaptasyon c¢alismalarina 1960’11 yillarin sonunda baglanmistir.
Ancak, iretilen yas tliziimsi meyvelerin pazarlanmalarindaki sorunlar nedeniyle
tiretimlerine ve aragtirmalara uzun bir ara verilmistir. 1980’li yillarin sonuna dogru
Bursa ve ¢evresinde ahududu tiretimi, Bulgaristan’dan gelen soydaslarimiz tarafindan
baglatilmistir. 1995 yilinda Karadeniz Boélgesi Dogal Ahududu Seleksiyonu Projesi,
1996°da da iilkesel ¢apta uygulanan "Frenk iiziimii, Ahududu ve Bogiirtlen Cesitlerinin
Islah1" projesi ile arastirma boyutundaki calismalar yeniden devreye sokulmustur
(Agaoglu, 2003).

Son yillarda diinya ¢apinda 40’dan fazla viriisiin liziimsii meyvelerde enfeksiyon
yaptig1 bildirilmektedir. Ahududu ve bdgiirtlenlerde gozlenen en yaygin viriisler
raspberry bushy dwarf virus (RBDV), tobacco streak virus (TSV), arabis mosaic virus
(ArMV), strawberry latent ringspot virus (SLRSV), raspberry ringspot virus (RpRSV),
tomato ringspot virus (TORSV), tobacco ringspot virus (TRSV), cherry rasp leaf virus
(CRLV), black raspberry necrosis virus (BRNV), rubus yellow net virus (RYNV),



raspberry vein chlorosis viriis (RVCV)’diir. Bu viriislerden en yaygin olanlar Nepoviriis
cinsine giren bir¢ok viriis ile polenle taginan raspberry bushy dwarf virus (RBDV)’dir.

RBDYV polen yoluyla tasinan ve Rubus tiirlerinde ekonomik zarara neden olan en
onemli viriislerden birisidir. Bogiirtlen yaninda kirmizi ve siyah ahududular1 ve bazi
hibrit iizlimsii meyveleri de enfekte edebilmekte, bitkilerde bodurlagsma, yapraklarda
sararma, meyvelerde dagilma gibi simptomlarin yan1 sira bazi kosullarda higbir belirti
vermeden de enfeksiyon yapabilmektedir. Ozellikle bu hastaligin meyve simptomu
diger nepovirlis belirtileri ve genetik anormalliklerle de karistirilabilmektedir. Kirmizi
ahududularda geside bagli olarak kloroz, meyve anormallikleri goriilebilir ve meyve
sayist etkilenmedigi halde verim %40 oraninda diisebilir. RBDV ¢ok hizli yayilan bir
viriistiir ve yapilan bir ¢alismada “Meeker” ¢esidi ile kurulan bir ahududu bahgesinin 5-
6 yil iginde %100 enfekteli oldugu saptanmistir (Martin, 1998). RBDV’nin tanimlanmis
3 wki vardir ve bunlardan en yaygin olami genellikle kirmizi ahududu bitkilerinde
saptanan D wrkidir. Diger iki irk (B ve RB ) ise serolojik olarak D irkindan farkli olup
siyah ahududu cesitlerinde goriilmektedir (Barbara ve ark., 1984).

RBDV’nin taksonomik olarak bagli oldugu bir familya heniiz yokken Idaeovirus
cinsinin tek tiyesidir (Jones ve ark., 1996). RBDV polen ve tohumla tasinmakta olup
olusturdugu simptomlar besin eksikligi ve yetersiz tozlanma gibi bir takim nedenlerle
karistirlabilmekte bu nedenle de viriis tespiti i¢in giivenilir tekniklere gereksinim
duyulmaktadir.

Ulkemizde Rubus tiirlerinde viriis hastaliklari ile ilgili ¢alismalar son yillarda
baslamistir. Ulkemizde bu konuda yapilan bir calismada Dogu Akdeniz bdlgesinde
sinirlt sayida bogiirtlenlerin yabani ve kiiltliir formlar1 ile kirmizi ahududular biyolojik
ve serolojik yontemlerle testlenmis ve Rubus tiirlerinde sadece ToRSV’iin varligi
bildirilmistir (Dolunay ve Sertkaya, 2011; Sertkaya ve ark., 2011). Bu konuda yapilan
en kapsamli ¢alisma ise TUBITAK tarafindan desteklenen 2130042 nolu Tiirkiye-
Slovenya Ikili Isbirligi projesi ile yapilmis ve iilkemizde gerek yabani populasyon
gerekse ticari yetistiricilik agisindan bogiirtlen ve ahududu yetisen Onemli illerde
survey calismalart yiiriitiilmiistiir. Bu calismalar sonucunda toplanan 6rnekler RBDV,
ArMV, SLRSV, ToRSV, TRSV, RLMV, RYNV, RLBV ve BRRYV i¢in ELISA ve/ veya
PCR yontemleri ile testlenmis ve Rubus plantasyonlarinda en yaygin viriisin RBDV

oldugu saptanmustir (Caglayan ve ark., 2015). Onceki c¢alismalarda tespit edilen



ToRSV’nin Rubus plantasyonlarindaki varligi ise bu ¢alisma kapsaminda DAS ELISA
yontemi ile bulunurken molekiiler analizlerle kanitlanamamistir (Caglayan, Kisisel
Goriisme).

Bu ¢alismanin amaci, iilkemizde en yaygin Rubus viriisii olarak saptanmis olan
RBDV’nin farkli cografik bolgeler ve farkli Rubus tiirlerinden elde edilen izolatlarinin
genetik cesitliliginin arastirilmast ve Gen Bankasina kayith diinya izolatlariyla

kiyaslanmasidir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Son yillarda diinya ¢apinda 40’dan fazla viriisiin liziimsii meyvelerde enfeksiyon
yaptig1 bildirilmektedir (Martin, 2004). Bu viriislerden en yaygin olanlar Nepovirus
cinsine giren virlisler ile polenle tasman raspberry bushy dwarf virus (RBDV)’dir
(Valasevich ve Kolbanova., 2011). Bu viriislerin ahududu plantasyonlarinda tespit
edildigi baz1 iilkeler; Cek Cumbhuriyeti (Spak, 1995), Ingiltere (Barbara ve ark., 2001),
Amerika (Ellis ve ark., 2005), Slovenya (Virs§éek Marn ve Mavri¢., 2006)’dir.
RBDV’nin dogal enfeksiyonu farkli Rubus tiirlerinde ve melezlerinde bulunmustur:
kirmiz1 ve siyah ahududu (R. occidentalis), bogiirtlen (R. fruticosus), loganberi (R.
ursinus X R. idaeus), boysenberi (R. ursinus X R. idaeus), (R. baileyanus X R. argutus)
ve arktik ahududu (R. arcticus) (Jones ve ark., 1982, Kokko ve ark., 1996, Strik ve ark.,
2003). RBDV, Rubus tiirlerinin yani sira ilk kez Slovenya’da yeni bir konukgu olan
baglarda (Vitis vinifera) da tespit edilmistir (Mavric Plesko ve ark., 2009).

Rubus cinsine ait bitkileri enfekte eden viriisler baglica ii¢ yolla taginmaktadir:
polen, nematod ve afidler. Polen yoluyla tasinan en 6nemli viriisler RBDV olup,
bogiirtlen yaninda kirmizi ve siyah ahududulari ve bazi hibrit lizimsii meyveleri de
enfekte edebilmekte, bitkilerde bodurlagsma, yapraklarda sararma, meyvelerde dagilma
(crumbly fruit) gibi simptomlarin yani sira bazi kosullarda hicbir belirti vermeden de
enfeksiyon yapabilmektedir (latent simptom) (Jones ve ark., 1982). Ozellikle bu
hastaligin meyve simptomu diger nepoviriis belirtileri ve genetik anormalliklerle de
karigtirilabilmektedir. RBDV’nin afidle tasinan bir viriis olan BRNV ile birlikte
bulunmasi durumunda c¢alimsi ciicelik goriiniimlerine neden oldugu bildirilmistir
(Martin, 2002). Bu hastalik nedeniyle verimde %40’lara varan azalmalar olabilmektedir
(Strik ve Martin, 2002).

RBDV ozellikle ahududularda 6nemli zarar yapmakta olup verim ve kaliteyi
azaltmakta meyvelerde anormallikler ve ufalanmaya yol agmaktadir (Martin, 1998). Bu
tir meyveler recel ve pasta sanayisinde kullanilabilmekle birlikte taze tiiketim igin
uygun olmamaktadir. A.B.D’de RBDV nedeniyle verim kayiplart doniim bagina 1000-
3000 dolar olarak hesaplanmistir. Buna ilaveten RBDV nedeniyle bahgelerin sokiilerek
yenilenmesi hem 1,5 y1l zaman kaybina neden olmakta hem de doniim basina 3500

dolar kadar ekstra bir maliyet gerektirmektedir (Chamberlain, 2003).



RBDV’nin genomu iki pargalt olup RNA-1 bir ana ORF igerir ve 188kDa
biiytikligiinde helikaz ve replikaz proteinlerini kodlar. RNA-2 iki ORF igerir: 5'-
ucunun yaris1 yaklasik 39 kDa biiyiikliigiinde “hareketlilik genini” kodlarken 3’- ucunun
yarisi ise 30 kDa biiyiikliigiinde kilif proteinini kodlar (Sekil 2.1.). RNA-2’nin olasilikla
RNA-3’iin ¢ogalmasinda sablon rolii oynadigi diisiiniilmekte ve kilif proteininin bir
subgenomik RNA olan RNA3 tarafindan kodlandigi bildirilmektedir (Natsuaki ve ark.,
1991). RBDV’nin enfektiyoz klonlari olusturuldugunda RNA1 ve RNA2’nin birlikte
diisiik oranda enfektif oldugu fakat RNA3’lin eklenmesiyle viriis replikasyonunun
biiyiik 6lgiide aktive edildigi saptanmigtir. Bu durum bir ¢ok Idaeov:rus cinsine dahil
olan virlislerde de goriilen “genom aktivasyonu” mekanizmasint animsatmaktadir

(MacFarlane ve Mc Gavin, 2009).

GENOME
RNA-1 (5.4Kb)
50— ORF-1a f—3-OH

? 2 | ?

[ ]| || '[__RdRp |

RNA-2 (2.2 Kb)
5'e—{ ORF2a H ¢ }3-ou

RNA-3 (1Kb)

Sekil 2.1. Raspberry busy dwarf virus’un genom organizasyonu

RBDV’nin ahududularda hastalik olusturdugu uzun yillardir bilinmesine ragmen
bogiirtlenlerde ilk kez 1997 yilinda saptanmis ancak RBDV’nin ahududularda
yayilmasinin bogiirtlenlerden daha hizli oldugu bildirilmistir (Martin ve Strik, 2002).
RBDV agilama yoluyla bdgiirtlenden ahududuya tasinabildigi gibi aksi yonde de
tasinma miimkiindiir. Bogiirtlenlerden elde edilen RBDV izolatlarinin ahududu
izolatlariyla benzerlik durumlariin arastirildig: bir arastirmada her iki bitki tiiriinden de
izole edilen RBDV kilif protein geninin yiiksek oranda benzer oldugu saptanmistir
(Chamberlain, 2003). Bu durum RBDV’nin bogiirtlen izolatinin, ahududu RBDV kilif

protein ya da hareketlilik proteinini kodlayan genlerde olasi bir mutasyon sonucu



meydana gelmedigini ancak polen yoluyla virlisiin ahududulardan bogiirtlene gegtigini
gostermistir (Okinaka ve ark. 2001; Chamberlain, 2003 )

Ulkemizde son yillarda Rubus tiirlerinde viriis hastaliklar1 ile ilgili ¢alismalar
baslamis ve Dogu Akdeniz bdlgesinde yapilan bir ¢alismada smirli sayida
bogiirtlenlerin yabani ve kiiltiir formlari ile kirmizi ahududular biyolojik ve serolojik
yontemlerle testlenmis. Rubus tiirlerinde sadece ToRSV’in varligi bildirilmistir
(Dolunay ve Sertkaya, 2011; Sertkaya ve ark., 2011). Rubus tiirlerinde yapilan en
kapsamli calisma ise TUBITAK tarafindan desteklenen 2130042 nolu Tiirkiye-
Slovenya ikili Isbirligi projesi ile yapilmis ve iilkemizde gerek yabani populasyon
gerekse ticari yetistiricilik agisindan bogiirtlen ve ahududu yetisen Onemli illerde
survey caligmalar1 yiritiilmistir. Yapilan bu survey c¢alismalart sonucunda toplanan
ornekler RBDV, ArMV, SLRSV, ToRSV, TRSV, RLMV, RYNV, RLBV ve BRRV
icin ELISA ve/ veya PCR yontemleri ile testlenmis. Bu ¢alisma kapsaminda Rubus
plantasyonlarinda en yaygin virlisin RBDV oldugu saptanmigtir (Caglayan ve ark.,
2015). Onceki calismalarda tespit edilen TORSV’nin Rubus plantasyonlarindaki varlig
ise bu calisma kapsaminda da DAS ELISA yontemi ile bulunurken molekiiler
analizlerle kanitlanamamistir (Caglayan, Kisisel Goriisme).

Bu ¢alismanin amaci, iilkemizde en yaygin Rubus viriisii olarak saptanmis olan
RBDV’nin farkli cografik bolgeler ve farkli Rubus tiirlerinden elde edilen izolatlarinin
genetik cesitliliginin arastirilmast ve Gen Bankasmna kayith diinya izolatlariyla

kiyaslanmasidir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu ¢alismanin materyalini Adana, Bursa, Hatay, Kahramanmaras ve Mersin,

illerinden toplanan bogiirtlen ve ahududu yaprak ve siirgiin 6rnekleri olusturmustur.

3.2. Yontem

3.2.1. Arazi Cahsmalari ve Ornekleme

Bu c¢alisma kapsaminda iilkemizde Adana, Bursa, Hatay, Kahramanmaras ve
Mersin, illerinde bogiirtlen ve ahududu yetisen alanlarda ilkbahar mevsiminde virus
hastaliklar1 surveyi yapilmistir. Survey c¢aligmalarinda her ildeki damizlik parseller,
fidanliklar, ticari bahgeler ve dogal bitki populasyonlar1 ziyaret edilerek tipik virus
simptomu gosteren bitkilerin yan1 sira latent enfeksiyonlar igin simptomsuz bitkilerden
de oOrnek alinmistir. Simptomlar kaydedilerek bitki 6rnekleri uygun kosullarda
laboratuvara getirilmis ve testleninceye kadar +4 °C’de saklanmistir. Ornekler kayit
altina almarak simptomolojik acidan karakteristik olanlar numaralandirilarak

fotograflanmistir.

3.2.2. Molekiiler Calismalar

3.2.2.1. Rubus spp. Orneklerinden Niikleik Asit (NA) izolasyonu

Rubus bahgelerinden toplanan orneklerden RNA izolasyonu ig¢in Morante-
Carriel RNA protokolii, Qiagen RNA Ekstraksiyon Kiti ile modifiye MacKenzie RNA
protokolii ve Silica RNA protokoli kullanilmistir (MacKenzie ve ark., 1997; Poudel
ve ark., 2013; Morante-Carriel ve ark., 2014). Niikleik asit (NA) izolasyonlarinda
ilkbahar doneminde alinan yapraklar kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak, TUBITAK
tarafindan desteklenen 2130042 Slovenya Projesi kapsaminda testlenen Ornekler

icerisinde RBDV ile enfekteli oldugu tespit edilen Orneklerden elde edilen cDNA



(komplementer deoksiroboniikleik asit)’lar kullanilmigtir. Her bir bitki materyalinden
0.05 gr o6rnek sivi azot iginde ezildikten sonra izole edilen RNA’lar PCR ¢alismalarinda

kullanilincaya kadar -80 °C‘de saklanmuistir.

3.2.2.1.1. Morante-Carriel Yontemiyle RNA Ekstraksiyonu (Morante-Carriel ve
ark., 2014)

Ezme veYikama Asamasi
e 50 mg bitki dokusu alinmustir.
e Uzerine 1,5 ml washing buffer (Yikama Buffer) ilave edilerek havanda iyice
ezilmistir. 2 ml’lik ependorf tiipe alindiktan sonra vortekslenmistir.
e Tiipler 5600 rpm’de 15 dakika +4 °C’de santrifiij yapilarak {ist kisim atilmistir.
izolayon Asamasi
e Onceden 65°C’de 1sitilmis izolation tampon buffer (her bir érnek icin 1,5ml)
eklendikten sonra tilipler vortekslenmistir.
e 65°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Her 2 dakikada bir ters diiz edilmistir.
e Ornekten 1 ml cekilerek yeni tiipe aktarilmistir. Uzerine esit hacimde
Chloroform-isoamilalkol(C:I:A, 24:1) eklenmistir. Daha sonra karistirilmistir
(stit beyaz olana kadar).
e Tipler 6700 rpm’de 10 dakika +4°C santrifiij edilmistir.
e Ust kisim dikkatlice yeni tiiplere alinmistir. Yine esit hacimde C:I:A eklenmistir.
Tyice karistirilmagtir.
e Tiipler 10.000 rpm’de 10 dakika +4°C santrifiij edilmistir.
e Ust kisim yeni bir tiipe alinir; ve iizerine Sodium Asetat (NaoAc) (0,1 vol, 3 M,
pH:5,2) Isoproponal (0,6 vol) eklenerek daha sonra karistiriimustir.
e Tiipler —80 °C’de 30 dakika veya —20’de 1 saat inkiibe edilmistir.
e Daha sonra 6rnekler 14.000 rpm’de 20 dakika +4°C’de santrifiij edilmistir.
Saflastirma Asamasi
e Daha sonra tiiplerdeki sivi dokiiliir daha sonra pellet tizerine 100 pl d2H20 ilave
edilerek pellet ¢dziindiiriilmiistiir. Uzerine 0,3 vol 10M LiCl ilave edilerek
buzun istiinde 90 dakika inkiibe edilmistir ( 2 defa tekrarlanmistir).

e Daha sonra 14.000 rpm’de 30 dakika +4 °C’de santrifiij edilmistir.



Alternatif olarak; tek sefer LiCl eklendikten sonra 1 gece +4 °C’de inkiibe

edilmistir.

e Daha sonra 14.000 rpm’de 30 dakika +4°C’de santrifiij edilmistir.

e LiCl santrifiijden sonra dokiilmiistiir.

e Pellet {iizerine 100 pl d2H20 ilave edilmistir. Daha sonra pellet
¢Oziindiirilmistiir.

e (Coziindiikten sonra 0,1 vol NaoAc (3 M) eklendi ve 2 vol cold-ethanol (%96)
ilave edilmistir. Daha sonra karistirilmastir.

e Tiipler 14.000 rpm’de 20 dakika +4°C’de santrifiij edilmistir.

e Pellet 200 pl %70’lik soguk alkolle yikanmustir.

o Kisa bir santrifiij yapilarak alkol dokiilmistiir.

e Tiipler 20 dakika oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

e Pellet 40 pl d2H20’da ¢oziindiiriilmiistiir.

3.2.1.1.2. Qiagen RNA Ekstraksiyon Kiti ile modifiye MacKenzie yontemiyle RNA

Izolasyonu (MacKenzie ve ark., 1997)

e Ornekler s1v1 azot ile ezildikten sonra ezilen dokudan 0,05 g alimip Mackenzie
ektraksyon tampon ¢ozeltisi eklenerip ezilmistir ve 6rnekler 1,5 ml’lik ependorf
tiiplere aktarilmstir.

e Bu oOrneklerin {izerine 150 pl %20’lik sarkozyl ilave edilmis ve hafifge
karigtirilmastir.

e 70°C’de 10 dk ara ara karistirilarak inkiibe edilmistir.

e 14.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.

e Sivi kisim pelleti hareket ettirmeden 2 pl’lik toplama tiipiine yerlestirilip
Q/Ashredder mor renkli spin kolona alinmistir.

e Tipler 14.000 rpm’de 2 dk santrifiijjlenmistir.

e Sivi kisim ependorf tiiplere alinarak iizerine 0,5 hacim %96’lik alkol ilave
edildi ve pipetle karigtirtlmistir.

e Karisimdan 650 pl alinarak RNeasy mini spin kolona (pembe renkli) alinmistir.



10.000 rpm’de 2 dk santrifiijlenmistir. Stv1 kisim atilarak, arta kalan karigimla

islem tekrarlanmastir.

e RNaesy mini spin kolonlar yeni ependorf tiiplere yerlestirilerek {izerine 700 pl
RWI1 buffer eklenmistir.

e Tiipler 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij edilerek sivi kisim atilmistir.

e RNeasy mini spin kolonlar yeni tiiplere yerlestirilerek tizerine 500 ul RPE buffer
eklenmis ve tiipler 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Bu islem iki kez
tekrarlanmustir.

e Kolona 40 pl RNase ari su eklenerek 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis

ve RNA —80 °C’de saklanmustir.

3.2.1.1.3 Silica Yontemiyle RNA Extraksiyonu (Poudel ve ark., 2013)

e 50 mg bitki dokusu tizerine 1000 pl silica ekstraksiyon buffer icerisine 1 pl B-
Mercaptoethanol eklenip, iyice karistirilip, ependorf tiipe alinmistir.

e Santrifuj yapilmadan 600 pl sivi fazdan ¢ekilerek yeni ependorf tiipe
aktarilmistir. Ama tiliplin i¢cine 600 pl 5.8 molarlik potasyum asetat eklenmistir.
Tiipler ters- diiz edilmis ve 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.

e Ustteki s1v1 fazdan 750 pl almip yeni bir tiipe konulmustur ve {izerine 750 pl %
100 isopropanol ilave edilmistir. —20 °C’de en az yarim saat bekletilmis daha
sonra 13.000 rpm’de 30 dakika santrifiij yapilmistir.

e Sivi faz atilir, pellet tizerine 500 pl yikama soliisyonu eklenmistir.
Vortexlenmistir ve pellet ¢ozlindiiriilmiistiir. Daha sonra iizerine 20 pl silica
ilave edilerek 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmistir.

e Sivi faz atimstir. Pellet 500 pl wash buffer ile yikandirilip ve
¢Oziindiirilmistiir.

e 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek, sivi faz atilmis ve pellet oda
sicakliginda kurutulmaya birakilmistir (Alkol kokusu kalmayana kadar).

e Pelletin tizerine 150 pl TE buffer eklenir ve pellet ¢oziindiirilir. Oda
sicakliginda 5 dakika bekletilmistir.

e 13.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir. 100 pl sivi faz alinip alinan sivi

fazin lizerine 8 pl sodium asetat ve 200 pl % 100 ethanol eklenmistir.
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e 20 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Santrifiij 10 dakika +4 °C’de 12.000 rpm’
de santrifiij yapilmistir. Sonra sivi faz atilmistir.

e Pellet iizerine 200 pl % 70’lik ethanol eklenip — 20 °C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir.

e Tiipler vortexlenmis ve + 4 °C’de 3 dakika 12. 000 rpm’de santrifiij yapilmistir
ve s1vi faz atilmistir (bu asama 2 defa tekrarlanir).

e Pellete dokunmadan siv1 faz atilip pellet 20 dk oda sicakliginda kurutulmustur
(alkol kokusu kalmayana kadar).

e Pellet 80 ul TE buffer ile ¢oziindiirilmiistiir.

e Elde edilen RNA’larin konsatrasyonlari &lgililerek molekiiler analizlerde

kullanmak i¢in —80 °C’de saklanmustir.

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction; PCR) Analizleri

3.2.2.1. Reverse Transkripsiyon (RT; Reverse Transcription)

RNA viriislerinin PCR ile testlenmesinde ilk asamada, RNA’lardan cDNA elde
edilmistir. cDNA i¢in 2 farkli yontem kullanilmistir. Birinci yontem olarak her bir
orek i¢in 1 ul Random hexamer primer, 6,5 ul d2H2O ve 5 pl RNA karigimi
hazirlanarak PCR tiiplerine konulmustur. PCR cihazinda 94 °C’de 5dakika ve buz
tizerinde 5 dakika bekletildikten sonra her bir tiip i¢ine SXRT tamponundan 4 pl, d2H20
2 pl, dNTP (10 mM) 0,5 pl ve RT enziminden 1pl eklenmistir. Tiipler PCR cihazinda
42 °C’de 1 saat 72 °C’de 10 dakika tutularak cDNA asamasi tamamlanmistir.

2. yontem olarak her bir 6rnek i¢in 25ul 1x Maxima RT buffer, 2U Maxima
reverse transcriptase, 0. 25 U RiboLock inhibitér, 2.5 pl total niikleik asit, 6 ng random
primer ve 400 uM dNTP eklenmistir. Tiipler PCR cihazinda 25 °C’de 10 dakika, 50
°C’de 60 dakika, 85°C’de 5 dakika tutularak cDNA asamasi tamamlanmuistir.

3.2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
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Bu c¢alisma kapsaminda Rubus spp. orneklerinin testlendigi raspberry bushy
dwarf viris (RBDV) icin kullanilan primer baz dizileri Cizelge 3.1°de verilmistir.

RBDV’nin PCR kosullar1 farkli oldugu i¢in ayr1 ayr1 PCR analizine tabi tutulmustur.

Cizelge 3.1. Raspberry busy dwarf virus’un farkli gen boélgelerini ¢ogaltan primer
ciftlerinin niikleotid dizilimleri ve baz biiytikliikleri

BAZ
VIRUS PRIMER ADI PRIMER DizZiLiMi UZUNLUGU KAYNAKCA
(bp)
RBDV F AGATCCATGACGGATGT 280 Kokko ve ark.
R AGATATGCCCACTAGCA 1996
RBDV MPUP CTGGACATCTCGAGTTTGC 1328 Mavric ve
MPLO CGATTGGTGGAACAGCT ark.2009
RBDV CPUP CGGTACTGGTGAGGTGTATTT 1072 Mavric ve
RNA1.2 GGGGTTTGCTCAGCAAAC ark.2009

3.2.2.3. RBDV’nin PCR analizi

RBDV’de PCR analizlerinde viriise 0zgli primerler kullanilarak PCR
karisimi, 16,8 pul d2H20, 2,5 pl 10XB, 0,5 ul ANTP (10 mM), 2 ul MgCl2 (25 mM),
virtise 6zgli 0,5 pl primer ¢ifti (her biri 10 pmol/ul), 0,2 ul Taqg-DNA polymerase ve 2
ul ¢cDNA olacak sekilde hazirlanmigtir. RBDV primerlerin hedef DNA’ya baglanma
(annealing) ve uzama (extension) siire ve sicakliklari ise dongiileri ortak olup PCR
cthazi 1 dongii 94 °C’de 5 dakika; 35 dongii 94 °C’de 30 saniye, 55°C’de 45 saniye, 72
°C’de 1 dakika ve 1 dongii 72 °C’de 10 dakika olarak programlanmustir.

RBDV MPUP/MPLO ve CPUP/RNA1.2LO primeri kullanilarak PCR karigim1 5
ul d2H20, Phusion Flash 12,5 ul, Primer F 1,25 ul, Primer R 1,25 ul cDNA olacak
sekilde hazirlanmistir. RBDV primerin hedef DNA’ya baglanma (annealing) ve
uzama(extension) siire ve sicakliklari ise dongiileri ortak olup PCR cihazi 1 dongii 95
°C’de 5 dakika; 40 dongli 94 °C’de 1 dakika, 55°C’de 1,30 dakika, 72 °C’de 1,30
dakika ve 1 dongii 72 °C’de 7 dakika olarak programlanmustir.

3.2.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi
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RT-PCR tirlinlerinin goriintiilenmesi icin %1’lik Agaroz jel elektroforez islemi
yaptlmistir. 1 gr Agaroz, 100 ml 1x TAE tamponu igerisinde mikrodalga firinda
¢cOziindiiriiliip tarak yerlestirilmis ve jel tepsisine diiz bir zemin {iizerinde dokiilerek
agarozun polimerizasyonu i¢in 20 dk siire ile bekletilmistir. Jelin polimerizasyonundan
sonra tarak dikkatli bir sekilde alinip jel elektroforez tankina yerlestirilmistir. IXTAE
tamponu tankin igersine jeli kapatacak sekilde dokiildiikten sonra jel gukurlarina DNA
marker ile beraber PCR {iriinleri jel ¢ukurlarina yiiklenmistir. Yikleme tamamlandiktan
sonra elektroforez gii¢c kaynagi ile elektroforez tankia 150V luk elektrik akimi yaklasik
50 dakika siireyle uygulanmistir. Ethidium Bromid (EtBr) 0,5 pg/ml konsantrasyonda
100 ml suya karistirilmis ve jel bu karisim igerisinde 5-6 dakika tutularak boyanmustir.
Jel UV igikta goriintiilenip olusan bantlarin  bliylikliigline gdre sonuglar
degerlendirilmistir. Testlenen virlislere karst Ornekler kullanilan pozitif kontrollerle
karsilagtirilmis ve beklenen diizeyde bant olusturanlar pozitif, olusturmayanlar negatif

kabul edilerek jel goriintiileme cihazinda fotograflanmistir.

3.2.2.5. DNA Dizileme, Blast ve Filogenetik Analizler

PCR ile cogaltilan her bir izolata ait PCR iiriini DNA fragmentlerinin baz
dizileri tayin edilmek {iizere baz dizisi tayin eden firmaya (Medsantek, Istanbul)
gonderilmis ve sonuglar online olarak alinmistir. Coklu baz dizisi karsilastirmalar
Bioedit bilgisayar yazilimmin (Hall, 1999) Clustal W 2.0.11 secenegiyle yapilmustir.
Daha sonra MEGA X (Tamura ve ark. 2018) yazilimi kullanilarak genetik uzakliklar

belirlenmis ve neighbor-joining algoritmasina gore filogenetik agaclar olusturulmustur.
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4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Arazi Calismalar

Bu calisma kapsaminda Hatay ilinden 153, Bursa’dan 230, Mersin’den 45,
Adana’dan 37 Kahramanmarag’tan 17 olmak iizere toplam 482 Rubus spp. 6rnegi
toplanmustir.

Bu calismada Rubus tiirlerinde gozlenen en yaygin simptomlar yapraklarda
deformasyon, sararma, yapraklarda kivrilma, yaprak kirigikliklari, damar aralarinda
sararma ve kizarma, yapraklarda damar agilmalari, yapraklarda kiigiilme seklinde
olmustur (Sekil 4.1, 4.2, 4.3). Ornekleme yapilirken gerek viriis benzeri simptom

gosteren gerekse simptomsuz Rubus bitkilerinden tesadiifi olarak 6rnekler alinmstir.

Sekil 4.1. Rubus iiretim alaninda gézlenen viriis benzeri simptomlar A- Yapraklarda
deformasyon, B- Yapraklarda damarlar boyunca kizarma, C- Yapraklarda mozaik
lekeler, D- Yaprakta sar1 mozaik leke
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Sekil 4.2. Rubus tiretim alaninda gézlenen viriis benzeri simptomlar A- Yaprak
uclarinda ve damarlar boyunca sararma, B- Viriis simptomu gostermeyen fakat testleme
programina alinan bir 6rnek

3 ’

Sekil 4.3. Rubus iiretim alaninda gozlenen viriis benzeri simptomlar A- Yapraklarda
deformasyon, kirisiklik ve kabarma B- yapraklarda deformasyon, sararma ve kirisiklik
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4.2. PCR Analizleri (Polymerase Chain Reaction; PCR)
4.2.1. Toplam RNA izolasyonu

Rubus 6rneklerinden RNA izole etmek i¢in Qiagen RNA Kiti, Silica ve Morante-
Carriel RNA ekstraksiyon yontemleri kullanilmigtir. Bu ydntemlerle yapilan
izolasyonlarda RNA kalitesini belirlemek amaciyla yapilan nanodrop spektrofotometre
Ol¢timlerinde elde edilen RNA’larin yeterli miktarda ve kalitede oldugu saptanmigtir
(Sekil 4.4, 45, 4.6, ). Testlemelerde kullanilan bu 6rneklerin bazilarinin nanodrop

degerleri Cizelge 4.1’°de verilmistir.

10mm Absorbance

220 230 240 250 250 270 260 %0 300 310 30 330 30
‘Wavelength (nm)

Sekil 4.4 Morante-Carriel RNA Ekstraksiyon yontemi kullanilarak Rubuslardan izole
edilen RNA’larin spektrofotometre 6l¢gtimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci ABD ), 276
nolu Ahududu 6rnegi

TOmm Absorbance

220 230 240 250 260 270 280 2% 3o alo 20 30 340
Wavelength () [

Sekil 4.5 Qiagen Kiti RNA Ekstraksiyon yontemi kullanilarak Rubuslardan izole edilen
RNA’larin spektrofotometre 6lgtimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci ABD), 365 nolu
Bogiirtlen 6rnegi
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10mm Absarbance

230 240 250 280 270 280 250
\Wavelength (nm) ({4

Sekil 4.6 Silika RNA Ekstraksiyonu yontemi kullanilarak Rubuslardan izole edilen
RNA’larin spektrofotometre 6lgiimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci ABD ), 423 nolu
Bogiirtlen 6rnegi

Cizelge 4.1 Ahududu (6rnek no: 276), Bogiirtlen (6rnek no: 365), Bogiirtlen (6rnek no:
423) orneklerinden ekstrakte edilen bazi RNA’larin nanodrop 6l¢iim degerleri

ORNEK EXTRAKSIYON KONSANTRASYON 260/280 260/ 230
NUMARASI YONTEMi ng / ul Optical Optical Density
Density
276 MORANTE 188.1 2.13 2.36
CARRIEL
365 QIAGEN 325.1 1.69 0.90
423 SiLicA 73.8 1.86 1.53

Cizelge ve grafiklerden goriilecegi gibi Rubus’lardan RNA izolasyonu igin en
basarili yontemler Silica ve Morante-Carriel olarak tespit edilmis, Qiagen RNA ticari
kiti kullamilarak yapilan izolasyonlarda ise toplam RNA konsantrasyonu yiiksek
bulunurken RNA kalitesinin diisiik oldugu ve polisakkarit kirliliginin yiiksek oldugu
gozlenmistir. Silica yontemi Rubus tiirlerinden RNA izolasyonu amaciyla basariyla
kullanilan bir yontem olarak bilinmekte olup (Poudel ve ark., 2013), Morante-Carriel
ve ark. (2014) tarafindan gelistirilen yontem basta yenidiinya olmak iizere kaliteli RNA
elde etmenin zor oldugu birgok bitki tiiriinde denenmis ve bu ¢alisma ile bu yontemin

Rubus tiirlerinde de bagariyla kullanilabilecegi ortaya konulmustur.
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4.2.2. RT-PCR analizleri

Bu c¢alisma kapsaminda toplanan Rubus spp. oOrneklerinden izole edilen
RNA’lar, RBDV tanisi i¢in gelistirilen primer c¢iftleri ve uygun PCR kosullarn
kullanilarak RT-PCR yontemi ile test edilmistir. Toplanan Orneklerin tamami
RBDV’nin kismi kilif proteinini ¢ogaltan Det F/ R (CP), RNAZ2’nin kodladigi
hareketlilik genini ¢ogaltan MPUP/MPLO (MP) ve RNAS3 tarfindan kodlanan kilif
proteininin daha biiyilk bir bolgesini ¢ogaltan CPUP/RNA1.2 (CP) primerleri

kullanilarak testlenmis ve sonuglar Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Rubus spp. yetistirilen farkli illerden toplanan bitki Orneklerinin
raspberry busy dwarf virus’un 2 farkli gen bdlgesini ¢ogaltan primer ciftleri
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglari

Bitki Adi  Toplandigi Ornek Ornek ismi Rbdv Det. Rbdv Rbdv
Yer Numara F/R RNA2 Gen RNAS3 Gen
(MPCP)  Bolgesi Bolgesi
Primer MPUP/ CPUP/
MPLO RNAL.2

Primer Primer
Ahududu Hatay 1 TS1 + - -
Bogiirtlen Hatay 2 TS2 + - -
Ahududu Hatay 3 TS3 + - -
Ahududu Hatay 4 TS4 - - -
Ahududu Hatay 5 TS5 - - -
Ahududu Hatay 6 TS6 - - -
Ahududu Hatay 7 TS7 - - -
Ahududu Hatay 8 TS8 - - -
Ahududu Hatay 9 TS9 - - -
Ahududu Hatay 10 TS10 - - -
Ahududu Hatay 11 TS11 - - -
Ahududu Hatay 12 TS12 - - -
Ahududu Hatay 13 TS13 + - -
Ahududu Hatay 14 TS14 - - -
Ahududu Hatay 15 TS15 - - -
Bogiirtlen Hatay 16 TS16 - - -
Bogiirtlen Hatay 17 TS17 - - -
Ahududu  Hatay 18 TS18 - - -
Bogiirtlen Hatay 19 TS19 - - -
Ahududu  Hatay 20 TS20 - - -
Ahududu  Hatay 21 TS21 - - -
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Cizelge 4.2. (devam) Rubus spp. yetistirilen farkli illerden toplanan bitki 6rneklerinin
raspberry busy dwarf virus’un 2 farkli gen bdlgesini g¢ogaltan primer ciftleri
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

Bitki Adi  Toplandigi  Ornek Ornek ismi Rbdv Det. Rbdv Rbdv
Yer Numara F/R RNA2 Gen RNAS3 Gen
(MPCP)  Bolgesi Bolgesi
Primer MPUP/ CPUP/
MPLO RNAL.2

Primer Primer
Bogiirtlen Hatay 22 TS22 - - -
Bogiirtlen Hatay 23 TS23 - - -
Bogiirtlen Hatay 24 TS24 - - -
Bogiirtlen Hatay 25 TS25 - - -
Bogiirtlen Hatay 26 TS26 - - -
Bogiirtlen Hatay 27 TS27 - - -
Bogiirtlen Hatay 28 TS28 - - -
Bogiirtlen Hatay 29 TS29 - - -
Bogiirtlen Hatay 30 TS30 - - -
Bogiirtlen Hatay 31 TS31 - - -
Bogiirtlen Hatay 32 TS32 - - -
Bogiirtlen Hatay 56 TS33 - - -
Bogiirtlen Hatay 34 TS34 - - -
Bogiirtlen Hatay 35 TS35 - - -
Bogiirtlen Hatay 36 TS36 - - -
Bogiirtlen Hatay 37 TS37 - - -
Bogiirtlen Hatay 38 TS38 - - -
Bogiirtlen Hatay 39 TS39 - - -
Bogiirtlen Hatay 40 TS40 - - -
Bogiirtlen Hatay 41 TS41 - - -
Bogiirtlen Hatay 42 TS42 - - -
Bogiirtlen Hatay 43 TS43 - - -
Bogiirtlen Hatay 44 TS44 - - -
Bogiirtlen Hatay 45 TS45 + - -
Bogiirtlen Hatay 46 TS46 + - -
Bogiirtlen Hatay 47 TS47 + - -
Bogiirtlen Hatay 48 TS48 + - -
Bogiirtlen Hatay 49 TS49 + - -
Bogiirtlen Hatay 50 TS50 + - -
Bogiirtlen Hatay 51 TS51 + - -
Bogiirtlen Hatay 52 TS52 - - -
Bogiirtlen Hatay 53 TS54 + - -
Bogiirtlen Hatay 54 TS55 + - -
Bogiirtlen Hatay 55 TS57 + - -
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Cizelge 4.2. (devam) Rubus spp. yetistirilen farkli illerden toplanan bitki 6rneklerinin
raspberry busy dwarf virus’un 2 farkli gen bdlgesini g¢ogaltan primer ciftleri
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

Bitki Adi  Toplandigi  Ornek Ornek Ismi Rbdv Det. Rbdv Rbdv
Yer Numara FIR RNA2 Gen RNA3 Gen
(MPCP)  Bolgesi Bolgesi
Primer MPUP/ CPUP/
MPLO RNA1.2

Primer Primer
Bogiirtlen Hatay 56 TS60 + - -
Bogiirtlen Hatay 57 TS61 - - -
Bogiirtlen Hatay 58 TS62 + - -
Bogiirtlen Hatay 59 TS63 - - -
Bogiirtlen Hatay 60 TS64 - - -
Bogiirtlen Hatay 61 TS65 + - -
Bogiirtlen Hatay 62 TS66 - - -
Bogiirtlen Hatay 63 TS67 + - -
Bogiirtlen Hatay 64 TS69 - - -
Bogirtlen Hatay 65 TS70 - - -
Bogiirtlen Hatay 66 TS72 - - -
Bogiirtlen Hatay 67 TS73 - - -
Bogiirtlen Hatay 68 TS74 + - -
Bogiirtlen Hatay 69 TS76 - - -
Bogiirtlen Hatay 70 TS77 - - -
Bogiirtlen Hatay 71 TS79 - - -
Bogiirtlen Hatay 72 TS81 - - -
Bogiirtlen Hatay 73 TS82 - - -
Bogiirtlen Hatay 74 TS83 + - -
Bogiirtlen Hatay 75 TS85 - - -
Bogiirtlen Hatay 76 TS87 - - -
Bogiirtlen Hatay 77 TS88 - - -
Bogiirtlen Hatay 78 TS89 - - -
Bogiirtlen Hatay 79 TS90 - - -
Ahududu Hatay 80 TS91 - - -
Ahududu Hatay 81 TS92 - - -
Bogiirtlen Hatay 82 TS93 - - -
Ahududu Hatay 83 TS94 - - -
Ahududu Hatay 84 TS98 + - -
Ahududu Hatay 85 TS99 - - -
Ahududu Hatay 86 TS100 - - -
Bogiirtlen Hatay 87 TS101 - - -
Bogiirtlen Hatay 88 TS102 - - -
Bogiirtlen Hatay 89 TS103 - - -
Bogiirtlen Hatay 90 TS104 - - -
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Cizelge 4.2. (devam) Rubus spp. yetistirilen farkli illerden toplanan bitki 6rneklerinin
raspberry busy dwarf virus’un 2 farkli gen bdlgesini g¢ogaltan primer ciftleri
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

Bitki Adi  Toplandigi Ornek Ornek Ismi Rbdv Det. Rbdv Rbdv
Yer Numara F/IR RNA2 Gen RNA3 Gen
(MPCP)  Bolgesi Bolgesi
Primer MPUP/ CPUP/
MPLO RNA1.2

Primer Primer
Bogiirtlen Hatay 91 TS105 - - -
Bogiirtlen Hatay 92 TS106 - - -
Bogiirtlen Hatay 93 TS107 - - -
Bogiirtlen Hatay 94 TS108 - - -
Bogiirtlen Hatay 95 TS109 - - -
Bogiirtlen Hatay 96 TS110 - - -
Bogiirtlen Hatay 97 TS111 - - -
Bogirtlen Hatay 98 TS112 - - -
Bogiirtlen Hatay 99 TS114 - - -
Bogiirtlen Hatay 100 TS115 - - -
Bogiirtlen Hatay 101 TS130 - - -
Ahududu Hatay 102 272 - - -
Ahududu Hatay 103 273 - - -
Ahududu Hatay 104 274 - - -
Ahududu Hatay 105 275 - - -
Bogiirtlen Hatay 106 276 - - -
Bogiirtlen Hatay 107 277 - - -
Bogiirtlen Hatay 108 278 - - -
Bogiirtlen Hatay 109 279 - - -
Bogiirtlen Hatay 110 280 - - -
Bogiirtlen Hatay 111 281 - - -
Bogiirtlen Hatay 112 282 - - -
Bogiirtlen Hatay 113 283 - - -
Bogirtlen Hatay 114 323 - - -
Bogiirtlen Hatay 115 325 - - -
Bogiirtlen Hatay 116 326 - - -
Bogiirtlen Hatay 117 327 - - -
Bogiirtlen Hatay 118 328 - - -
Bogiirtlen Hatay 119 329 - - -
Bogiirtlen Hatay 120 330 - - -
Bogiirtlen Hatay 121 331 - - -
Bogiirtlen Hatay 122 332 - - -
Bogiirtlen Hatay 123 333 - - -
Bogilirtlen Hatay 124 334 - - -
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Cizelge 4.2. (devam) Rubus spp. yetistirilen farkli illerden toplanan bitki 6rneklerinin
raspberry busy dwarf virus’un 2 farkli gen bdlgesini g¢ogaltan primer ciftleri
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

Bitki Ad1 Toplandig1 Yer  Ornek Ornek Rbdv Det. Rbdv Rbdv
Numara  Ismi F/R RNA2 RNA3

(MPCP) Gen Gen
Primer Bolgesi  Bolgesi
MPUP/  CPUP/
MPLO RNA1.2

Primer Primer

Bogiirtlen Hatay 125 335 - 3 -
Bogiirtlen Hatay 126 336 . ) i
Bogiirtlen Hatay 127 337 - - 3
Bogiirtlen Hatay 128 338 . ) i
Bogiirtlen Hatay 129 339 p i i
Bogiirtlen Hatay 130 362 . 4 i
Bogiirtlen Hatay 131 363 - . 3
Bogiirtlen Hatay 132 364 . ) i
Bogiirtlen Hatay 133 365 ; i i
Bogiirtlen Hatay 134 366 - ) i
Bogiirtlen Hatay 135 367 . i i
Bogiirtlen Hatay 136 368 . ) i
Ahududu Hatay 137 369 - - _
Bogiirtlen Hatay Samandag 138 421 - - -
Bogiirtlen Hatay Samandag 139 422 - - .
Bogiirtlen Hatay Samandag 140 423 - - -
Bogiirtlen Hatay Samandag 141 424 - - .
Bogiirtlen Hatay Samandag 142 425 - - -
Bogiirtlen Hatay Samandag 143 426 - - )
Bogiirtlen Hatay Samandag 144 427 - - .
Bogiirtlen Hatay samandag 145 428 - . )
Bogiirtlen Hatay samandag 146 429 - - )
Bogiirtlen Hatay samandag 147 430 - - )
Bogiirtlen Hatay samandag 148 431 - - )
Bogiirtlen Hatay samandag 149 432 - . )
Bogiirtlen Hatay samandag 150 433 - - -
Bogiirtlen Hatay samandag 151 434 - - -
Bogiirtlen Hatay samandag 152 435 - - -
Bogiirtlen Hatay samandag 153 436 - ; )
Bogiirtlen Kahraman Maras 154 211 - - 3
Bogiirtlen Kahraman Maras 155 212 - } )
Bogiirtlen Kahraman Maras 156 213 - . }
Bogiirtlen Kahraman Maras 157 214 - . )
Bogiirtlen Kahraman Maras 158 215 - . }
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Cizelge 4.2. (devam) Rubus spp. yetistirilen farkli illerden toplanan bitki 6rneklerinin
raspberry busy dwarf virus’un 2 farkli gen bdlgesini g¢ogaltan primer ciftleri
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

Bitki Ad1 Toplandig1 Yer ~ Ornek Omek  Rbdv Det. Rbdv Rbdv
Numara  Ismi FIR RNA2 RNA3Gen
(MPCP)  Gen Bolgesi
Primer Bolgesi CPUP/
MPUP/ RNA1.2
MPLO  Primer

Primer
Bogiirtlen Kahraman Marag 159 216 - - -
Bogiirtlen Kahraman Maras 160 217 - - -
Bogiirtlen Kahraman Maras 161 218 - - -
Bogiirtlen Kahraman Maras 162 219 - - -
Bogiirtlen Kahraman Marag 163 220 - - -
Bogiirtlen Kahraman Marag 164 221 - - -
Bogiirtlen Kahraman Marag 165 222 - - -
Bogiirtlen Kahraman Maras 166 223 - - -
Bogiirtlen Kahraman Marag 167 224 - - -
Bogiirtlen Kahraman Maras 168 225 - - -
Bogiirtlen Kahraman Marag 169 226 c - -
Bogiirtlen Kahraman Marag 170 227 - - -
Bogiirtlen Adana 171 374 - - -
Bogiirtlen Adana 172 375 - - -
Bogiirtlen Adana 173 376 - - -
Bogiirtlen Adana 174 377 - - -
Bogiirtlen Adana 175 378 - - -
Bogiirtlen Adana 176 379 - - -
Bogiirtlen Adana 177 380 - - -
Bogiirtlen Adana 178 381 - - -
Bogiirtlen Adana 179 382 - - -
Bogiirtlen Adana 180 383 - - -
Bogiirtlen Adana 181 384 - - -
Bogiirtlen Adana 182 385 - - -
Bogiirtlen Adana 183 386 - - -
Bogiirtlen Adana 184 387 - - -
Bogiirtlen Adana 185 388 - - -
Bogiirtlen Adana 186 389 - - -
Bogiirtlen Adana 187 400 - - -
Bogiirtlen Adana 188 401 - - -
Bogiirtlen Adana 189 402 - - -
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Cizelge 4.2. (devam) Rubus spp. yetistirilen farkli illerden toplanan bitki 6rneklerinin
raspberry busy dwarf virus’un 2 farkli gen bdlgesini g¢ogaltan primer ciftleri
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

Bitki Adi  Toplandigi  Ornek Ornek Ismi Rbdv Det. Rbdv Rbdv
Yer Numara FIR RNA2 Gen RNA3 Gen
(MPCP)  Bolgesi Bolgesi
Primer MPUP/ CPUP/
MPLO RNA1.2

Primer Primer
Bogiirtlen Adana 190 403 - - -
Bogiirtlen Adana 191 404 - - -
Bogiirtlen Adana 192 405 - - -
Bogiirtlen Adana 193 406 - - -
Bogiirtlen Adana 194 407 - - -
Bogiirtlen Adana 195 408 - - -
Bogiirtlen Adana 196 409 - - -
Bogiirtlen Adana 197 410 - - -
Bogiirtlen Adana 198 411 - - -
Bogiirtlen Adana 199 412 - - -
Bogiirtlen Adana 200 413 - - -
Bogiirtlen Adana 201 414 - - -
Bogiirtlen Adana 202 415 - - -
Bogiirtlen Adana 203 416 - - -
Bogiirtlen Adana 204 417 - - -
Bogiirtlen Adana 205 418 - - -
Bogiirtlen Adana 206 419 - - -
Bogiirtlen Adana 207 420 - - -
Bogiirtlen Mersin 208 183 - - -
Bogiirtlen Mersin 209 184 - - -
Bogiirtlen Mersin 210 185 - - -
Bogiirtlen Mersin 211 186 - - -
Bogiirtlen Mersin 212 187 - - -
Bogiirtlen Mersin 213 188 - - -
Bogiirtlen Mersin 214 189 - - -
Bogiirtlen  Mersin 215 190 - - -
Bogiirtlen Mersin 216 191 - - -
Bogiirtlen  Mersin 217 192 - - -
Bogiirtlen Mersin 218 193 - - -
Bogiirtlen Mersin 219 194 - - -
Bogiirtlen Mersin 220 195 - - -
Bogiirtlen Mersin 221 196 - - -
Bogiirtlen Mersin 222 197 - - -
Bogiirtlen Mersin 223 198 - - -
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Cizelge 4.2. (devam) Rubus spp. yetistirilen farkli illerden toplanan bitki 6rneklerinin
raspberry busy dwarf virus’un 2 farkli gen bdlgesini g¢ogaltan primer ciftleri
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

Bitki Adi  Toplandigi  Ornek Ornek Ismi Rbdv Det. Rbdv Rbdv
Yer Numara FIR RNA2 Gen RNAS3 Gen
(MPCP)  Bolgesi Bolgesi
Primer MPUP/ CPUP/
MPLO RNAL.2

Primer Primer
Bogiirtlen  Mersin 224 199 - - -
Bogiirtlen Mersin 225 200 - - -
Bogiirtlen  Mersin 226 201 - - -
Bogiirtlen Mersin 227 202 - - -
Bogiirtlen  Mersin 228 203 - - -
Bogiirtlen Mersin 229 204 - - -
Bogiirtlen Mersin 230 205 - - -
Bogiirtlen Mersin 231 206 - - -
Bogiirtlen Mersin 232 207 - - -
Bogiirtlen Mersin 233 208 - - -
Bogiirtlen Mersin 234 209 - - -
Bogiirtlen Mersin 235 210 - - -
Bogiirtlen Mersin 236 211 - - -
Bogiirtlen Mersin 237 212 - - -
Bogiirtlen Mersin 238 213 - - -
Bogiirtlen Mersin 239 214 - - -
Bogiirtlen Mersin 240 215 - - -
Bogiirtlen Mersin 241 216 - - -
Bogiirtlen Mersin 242 284 - - -
silitke
Bogiirtlen Mersin 243 285 - - -
silitke
Bogiirtlen Mersin 244 286 - - -
silitke
Bogiirtlen Mersin 245 287 - - -
silitke
Bogiirtlen Mersin 246 288 - - -
silitke
Bogiirtlen Mersin 247 289 - - -
silifke
Ahududu  Mersin 248 290 - - -
silifke
Ahududu  Mersin 249 291 - - -
silifke
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Cizelge 4.2. (devam) Rubus spp. yetistirilen farkli illerden toplanan bitki 6rneklerinin
raspberry busy dwarf virus’un 2 farkli gen bdlgesini g¢ogaltan primer ciftleri
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

Bitki Adi  Toplandigi  Ornek Ornek Ismi Rbdv Det. Rbdv Rbdv
Yer Numara FIR RNA2 Gen RNA3 Gen
(MPCP)  Bolgesi Bolgesi
Primer MPUP/ CPUP/
MPLO RNA1.2

Primer Primer

Bogiirtlen  Mersin 250 292 - - -

silifke
Bogiirtlen  Mersin 251 293 - - -

silifke
Bogiirtlen Mersin 252 294 - - -

silifke
Bogiirtlen Bursa 253 Bl - - -
Bogiirtlen Bursa 254 B2 - - -
Bogiirtlen Bursa 255 B3 - - -
Bogiirtlen Bursa 256 B4 - - -
Bogiirtlen Bursa 257 B5 - - -
Bogiirtlen Bursa 258 B6 - - -
Bogiirtlen Bursa 259 B7 - - -
Bogiirtlen Bursa 260 B8 - - -
Bogiirtlen Bursa 261 B9 - - -
Bogiirtlen Bursa 262 B10 - - -
Bogiirtlen Bursa 263 Bl1l - - -
Bogiirtlen Bursa 264 B12 - - -
Bogiirtlen Bursa 265 B13 - - -
Bogiirtlen Bursa 266 B14 - - -
Yabani Bursa 267 B15 - - -
bogiirtlen
Yabani Bursa 268 B16 - - -
bogiirtlen
Yabani Bursa 269 B17 - - -
bogiirtlen
Bogiirtlen Bursa 270 B18 - - -
Bogiirtlen Bursa 271 B19 - - -
Bogiirtlen Bursa 272 B20 - - -
Ahududu Bursa 273 B22 - - -
Ahududu Bursa 274 B24 - - -
Ahududu Bursa 275 B26 + - -
Ahududu Bursa 276 B27 - - -
Ahududu Bursa 277 B28 + - -
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Cizelge 4.2. (devam) Rubus spp. yetistirilen farkli illerden toplanan bitki 6rneklerinin
raspberry busy dwarf virus’un 2 farkli gen bdlgesini g¢ogaltan primer ciftleri
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

Bitki Adi  Toplandigi  Ornek Ornek Ismi Rbdv Det. Rbdv Rbdv
Yer Numara FIR RNA2 Gen RNA3 Gen
(MPCP)  Bolgesi Bolgesi
Primer MPUP/ CPUP/
MPLO RNA1.2

Primer Primer

Ahududu Bursa 278 B29 - - -
Ahududu Bursa 279 B31 + - +
Ahududu Bursa 280 B32 + - +
Yabani Bursa 281 B33 + - -
bogiirtlen

Ahududu Bursa 282 B34 - - -
Ahududu Bursa 283 B35 - - -
Ahududu Bursa 284 B36 + - -
Ahududu Bursa 285 B37 - - -
Ahududu Bursa 286 B38 - - -
Ahududu Bursa 287 B40 - - -
Ahududu Bursa 288 B41 - - -
Ahududu Bursa 289 B42 - - -
Ahududu Bursa 290 B43 - - -
Ahududu Bursa 291 B44 - - -
Ahududu Bursa 292 B46 - - -
Bogiirtlen Bursa 293 B47 - - -
Bogiirtlen Bursa 294 B48 - - -
Bogiirtlen Bursa 295 B49 - - -
Bogiirtlen Bursa 296 B50 - - -
Bogiirtlen Bursa 297 B51 - - -
Bogiirtlen Bursa 298 B52 - - -
Bogiirtlen Bursa 299 B53 - - -
Bogiirtlen Bursa 300 B54 - - -
Bogiirtlen Bursa 301 B55 - - -
Bogiirtlen Bursa 302 B56 - - -
Bogiirtlen Bursa 303 B57 - - -
Bogiirtlen Bursa 304 B58 - - -
Bogiirtlen Bursa 305 B59 - - -
Ahududu Bursa 306 B60 - - -
Bogiirtlen Bursa 307 B61 - - -
Bogiirtlen Bursa 308 B62 - - -
Bogiirtlen Bursa 309 B63 - - -
Bogiirtlen Bursa 310 B64 - - -
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Cizelge 4.2. (devam) Rubus spp. yetistirilen farkli illerden toplanan bitki 6rneklerinin
raspberry busy dwarf virus’un 2 farkli gen bdlgesini g¢ogaltan primer ciftleri
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

Bitki Adi  Toplandigi  Ornek Ornek Ismi Rbdv Det. Rbdv Rbdv
Yer Numara FIR RNA2 Gen RNA3 Gen
(MPCP)  Bolgesi Bolgesi
Primer MPUP/ CPUP/
MPLO RNA1.2

Primer Primer

Bogiirtlen Bursa 311 B65 - - -
Ahududu Bursa 312 B66 - - -
Bogiirtlen Bursa 313 B67 - - -
Ahududu Bursa 314 B68 - - -
Ahududu Bursa 315 B69 - - -
Ahududu Bursa 316 B70 - - -
Ahududu Bursa 317 B71 - - -
Ahududu Bursa 318 B72 - - -
Ahududu Bursa 319 B73 - - -
Ahududu Bursa 320 B74 - - -
Ahududu Bursa 321 B75 - - -
Ahududu Bursa 322 B76 + - -
Ahududu Bursa 323 B77 - - -
Ahududu Bursa 324 B78 - - -
Ahududu Bursa 325 B79 - - -
Ahududu Bursa 326 B80 - - -
Ahududu Bursa 327 B81 - - -
Ahududu Bursa 328 B82 - - -
Ahududu Bursa 329 B83 - - -
Ahududu Bursa 330 B84 + - +
Ahududu Bursa 331 B85 + + +
Ahududu Bursa 332 B86 - - -
Bogiirtlen Bursa 333 B87 - - -
Bogiirtlen Bursa 334 B88 - - -
Bogiirtlen Bursa 335 B89 - - -
Bogiirtlen Bursa 336 B90 - - -
Bogiirtlen Bursa 337 BI1 - - -
Bogiirtlen Bursa 338 B92 - - -
Yabani Bursa 339 B93 - - -
bogiirtlen

Yabani Bursa 340 B94 - - -
bogiirtlen

Bogiirtlen Bursa 341 B95 - - -
Bogiirtlen Bursa 342 B96 - - -
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Cizelge 4.2. (devam) Rubus spp. yetistirilen farkli illerden toplanan bitki 6rneklerinin
raspberry busy dwarf virus’un 2 farkli gen bdlgesini g¢ogaltan primer ciftleri
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

Bitki Adi  Toplandigi  Ornek Ornek Ismi Rbdv Det. Rbdv Rbdv
Yer Numara FIR RNA2 Gen RNA3 Gen
(MPCP)  Bolgesi Bolgesi
Primer MPUP/ CPUP/
MPLO RNA1.2

Primer Primer
Yabani Bursa 343 B97 - - -
bogiirtlen
Yabani Bursa 344 B98 - - -
bogiirtlen
Yabani Bursa 345 B99 - - -
bogiirtlen
Yabani Bursa 346 B100 - - -
bogiirtlen
Yabani Bursa 347 B101 - - -
bogiirtlen
Yabani Bursa 348 B102 - - -
bogiirtlen
Yabani Bursa 349 B103 - - -
bogiirtlen
Yabani Bursa 350 B104 - - -
bogiirtlen
Yabani Bursa 351 B105 - - -
bogiirtlen
Yabani Bursa 352 B106 - - -
bogiirtlen
Bogiirtlen Bursa 353 B107 - - -
Bogiirtlen Bursa 354 B108 - - -
Yabani Bursa 355 B109 - - -
bogiirtlen
Yabani Bursa 356 B111 - - -
bogiirtlen
Yabani Bursa 357 B112 - - -
bogiirtlen
Bogiirtlen Bursa 358 B113 - - -
Bogiirtlen Bursa 359 B114 - - -
Bogiirtlen Bursa 360 B115 - - -
Bogiirtlen Bursa 361 B116 - - -
Bogiirtlen Bursa 362 B117 - - -
Bogiirtlen Bursa 363 B118 - - -
Yabani Bursa 364 B119 - - -
bogiirtlen
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Cizelge 4.2. (devam) Rubus spp. yetistirilen farkli illerden toplanan bitki 6rneklerinin
raspberry busy dwarf virus’un 2 farkli gen bdlgesini g¢ogaltan primer ciftleri
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

Bitki Adi  Toplandigi  Ornek Ornek Ismi Rbdv Det. Rbdv Rbdv
Yer Numara FIR RNA2 Gen RNA3 Gen
(MPCP)  Bolgesi Bolgesi
Primer MPUP/ CPUP/
MPLO RNA1.2

Primer Primer

Yabani Bursa 365 B120 - - -
bogiirtlen

Bogiirtlen Bursa 366 B121 - - -
Bogiirtlen Bursa 367 B122 - - -
Bogiirtlen Bursa 368 B123 - - -
Bogiirtlen Bursa 369 B124 - - -
Bogiirtlen Bursa 370 B125 - - -
Yabani Bursa 371 B126 - - -
bogiirtlen

Yabani Bursa 372 B127 - - -
bogiirtlen

Ahududu Bursa 373 B128 - - -
Ahududu Bursa 374 B129 - - -
Ahududu Bursa 375 B130 - - -
Ahududu Bursa 376 B131 - - -
Ahududu Bursa 377 B132 - - -
Ahududu Bursa 378 B133 - - -
Ahududu Bursa 379 B134 - - -
Ahududu Bursa 380 B135 - - -
Yabani Bursa 381 B136 - - -
bogiirtlen

Bogiirtlen Bursa 382 B137 - - -
Yabani Bursa 383 B138 - - -
bogiirtlen

Yabani Bursa 384 B139 - - -
bogiirtlen

Bogiirtlen Bursa 385 B140 - - -
Bogiirtlen Bursa 386 B141 - - -
Bogiirtlen Bursa 387 B142 - - -
Ahududu Bursa 388 B143 - - -
Yabani Bursa 389 B144 - - -
bogiirtlen

Bogiirtlen Bursa 390 B145 - - -
Bogiirtlen Bursa 391 B146 - - -
Bogiirtlen Bursa 392 B147 - - -
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Cizelge 4.2. (devam) Rubus spp. yetistirilen farkli illerden toplanan bitki 6rneklerinin
raspberry busy dwarf virus’un 2 farkli gen bdlgesini g¢ogaltan primer ciftleri
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

Bitki Adi  Toplandigi  Ornek Ornek Ismi Rbdv Det. Rbdv Rbdv
Yer Numara FIR RNA2 Gen RNA3 Gen
(MPCP)  Bolgesi Bolgesi
Primer MPUP/ CPUP/
MPLO RNA1.2

Primer Primer

Bogiirtlen Bursa 393 B148 - - -
Bogiirtlen Bursa 394 B149 - - -
Yabani Bursa 395 B150 - - -
bogiirtlen

Yabani Bursa 396 B151 - - -
bogiirtlen

Yabani Bursa 397 B152 - - -
bogiirtlen

Yabani Bursa 398 B153 - - -
bogiirtlen

Bogiirtlen Bursa 399 B154 - - -
Yabani Bursa 400 B155 - - -
bogiirtlen

Yabani Bursa 401 B156 - - -
bogiirtlen

Ahududu Bursa 402 B157 + + +
Ahududu Bursa 403 B158 + + +
Yabani Bursa 404 B159 - - -
bogiirtlen

Ahududu Bursa 405 B160 + + -
Yabani Bursa 406 B161 - - -
bogiirtlen

Ahududu Bursa 407 B162 + + +
Ahududu Bursa 408 B163 + + +
Ahududu Bursa 409 B164 + + +
Ahududu Bursa 410 B165 + + +
Ahududu Bursa 411 B166 - - -
Ahududu Bursa 412 B167 + + +
Bogiirtlen Bursa 413 B168 - - -
Bogiirtlen Bursa 414 B169 - - -
Yabani Bursa 415 B170 - - -
bogiirtlen

Yabani Bursa 416 B171 - - -
bogiirtlen

Yabani Bursa 417 B172 - - -
bogiirtlen
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Cizelge 4.2. (devam) Rubus spp. yetistirilen farkli illerden toplanan bitki 6rneklerinin
raspberry busy dwarf virus’un 2 farkli gen bdlgesini g¢ogaltan primer ciftleri
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

Bitki Adi  Toplandigi  Ornek Ornek Ismi Rbdv Det. Rbdv Rbdv
Yer Numara FIR RNA2 Gen RNA3 Gen
(MPCP)  Bolgesi Bolgesi
Primer MPUP/ CPUP/
MPLO RNA1.2

Primer Primer

Bogiirtlen Bursa 418 B173 - - -
Bogiirtlen Bursa 419 B174 - - -
Bogiirtlen Bursa 420 B175 - - -
Bogiirtlen Bursa 421 B176 + - -
Bogiirtlen Bursa 422 B177 - - -
Bogiirtlen Bursa 423 B178 - - -
Yabani Bursa 424 B179 + - -
bogiirtlen

Bogiirtlen Bursa 425 B180 + - -
Bogiirtlen Bursa 426 B181 + - -
Ahududu Bursa 427 B182 - - -
Ahududu Bursa 428 B183 - - -
Ahududu Bursa 429 B184 - - -
Ahududu Bursa 430 B185 - - -
Ahududu Bursa 431 B186 - - -
Ahududu Bursa 432 B187 - - -
Ahududu Bursa 433 B188 - - -
Ahududu Bursa 434 B189 - - -
Ahududu Bursa 435 B190 - - -
Ahududu Bursa 436 B191 - - -
Ahududu Bursa 437 B192 - - -
Ahududu Bursa 438 B193 - - -
Ahududu Bursa 439 B194 - - -
Ahududu Bursa 440 B195 - - -
Ahududu Bursa 441 B196 - - -
Ahududu Bursa 442 B197 - - -
Ahududu Bursa 443 B198 - - -
Ahududu Bursa 444 B199 - - -
Ahududu Bursa 445 B200 - - -
Ahududu Bursa 446 B201 - - -
Ahududu Bursa 447 B202 - - -
Ahududu Bursa 448 B203 - - -
Ahududu Bursa 449 B204 - - -
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Cizelge 4.2. (devam) Rubus spp. yetistirilen farkli illerden toplanan bitki 6rneklerinin
raspberry busy dwarf virus’un 2 farkli gen bdlgesini g¢ogaltan primer ciftleri
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

Bitki Adi  Toplandigi  Ornek Ornek Ismi Rbdv Det. Rbdv Rbdv
Yer Numara FIR RNA2 Gen RNA3 Gen
(MPCP)  Bolgesi Bolgesi
Primer MPUP/ CPUP/
MPLO RNA1.2

Primer Primer
Ahududu Bursa 450 B205 - - -
Ahududu Bursa 451 B206 - - -
Ahududu Bursa 452 B207 - - -
Ahududu Bursa 453 B208 - - -
Ahududu Bursa 454 B209 - - -
Ahududu Bursa 455 B210 - - -
Bogiirtlen Bursa 456 B233 - - -
Ahududu Bursa 457 B234 - - -
Ahududu Bursa 458 B235 - - -
Ahududu Bursa 459 B236 - - -
Ahududu Bursa 460 B237 - - -
Ahududu Bursa 461 B238 - - -
Ahududu Bursa 462 B243 - - -
Ahududu Bursa 463 B246 - - -
Ahududu Bursa 464 B249 - - -
Ahududu Bursa 465 B250 - - -
Ahududu Bursa 466 B252 - - -
Ahududu Bursa 467 B259 - - -
Ahududu Bursa 468 B260 - - -
Ahududu Bursa 469 B261 - - -
Ahududu Bursa 470 B262 - - -
Ahududu Bursa 471 B263 - - -
Ahududu Bursa 472 B269 - - -
Ahududu Bursa 473 B270 - - -
Ahududu Bursa 474 B271 - - -
Bogiirtlen Bursa 475 B272 - - -
Bogiirtlen Bursa 476 B273 - - -
Bogiirtlen Bursa 477 B274 - - -
Ahududu Bursa 478 B318 - - -
Ahududu Bursa 479 B319 - - -
Ahududu Bursa 480 B320 - - -
Ahududu Bursa 481 B321 - - -
Bogiirtlen Bursa 482 B322 - - -
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Cizelge 4.2.°de goriildiigii gibi bu calisma kapsaminda Hatay ilinden 153,
Bursa’dan 230, Mersin’den 45, Adana’dan 37 Kahramanmaras’tan 17 olmak {izere
toplam 482 Rubus 6rnegi oncelikle raspberry bushy dwarf virus’un kilif proteinini
cogaltan tan1 primeri (RBDV F/R ) ile testlenmistir. Ornekler testlenmeden 6nce bu
primer ¢ifti ile sadece pozitif kontroller kullanilarak sistem kurma calismalari
yaptlmistir. Sistem kurma c¢alismalart esnasinda pozitif kontrol olarak kullanilan
orneklerden izole edilen cDNA’lar dogrudan ve 1/4, 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320
oranlarinda sulandirilarak kullanilmistir (Sekil 4.7, 4.8, 4.9).

M 27 29. 31,51 .79.85 105122 27 29 31 51 .79 85 105122 W
1/4 1/10

RBDV F/R= 280 bp

Sekil 4.7 Bursa’dan toplanan Rubus érneklerinde raspberry bushy dwarf virus tespiti
icin RBDVF/R primer gifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizi. Marker (SMO#321
MBI Thermo Sci, ABD); 27, 29, 31, 51, 79, 85, 105, 122: Bursa 6rnekleri W: Su
kontrol; (1/4 cDNA, 1/10 cDNA sulandirma serileri)

M 27 29 31 51 79 85105 122 27,29 31 51 79 .85 105 12227 29 31 51 %79 8 W
1/20 1/40 1/80

RBDV F/R=280 bp

Sekil 4.8 Bursa’dan toplanan Rubus 6rneklerinde Raspberry bushy dwarf virus tespiti
icin RBDVF/R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizi. Marker (SMO#321
MBI Thermo Sci, ABD ); 27, 29, 31, 51, 79, 85, 105, 122: Bursa 6rnekleri ; W: Su
kontrol; (1/20 cDNA, 1/40 cDNA, 1/80 cDNA, sulandirma serileri)
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M 27 29 31 51 79 85 105122 27 29 31 51 79 85 105122B32B32B32B32B32B32W
1/160 1/320 1/101/20 1/40 1/801/1601/320

RBDV F/R =280 bp

Sekil 4.9 Bursa’dan toplanan Rubus 6rneklerinde Raspberry bushy dwarf virus tespiti
icin RBDVF/R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizi. Marker (SMO#321
MBI Thermo Sci, ABD); 27, 29, 31, 51, 79, 85, 105, 122, B32: Bursa 6rnekleri ; W: Su
kontrol; ( 1/10 cDNA, 1/20 cDNA, 1/40 cDNA, 1/80 cDNA, 1/160 cDNA, 1/320
cDNA, sulandirma serileri)

Pozitif kontroller kullanilarak sistem kurma calismalarinda RBDVF/R primer
cifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizilerinde 1/4, 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 ve
1/320 oranlarinda sulandirilan cDNA’lar kullanildiginda tiim seyreltme serilerinde
beklenen diizeyde (280 bp) bant elde edilmistir. En iyi bant 1/10 ve 1/20 oranlarinda
sulandirilan cDNA’larda elde edilmistir.

Mersin, Kahramanmaras, Adana ilinde bu virlise rastlanmazken Hatay’da

testlenen Orneklerde RBDV ile enfeksiyon orami % 13.72, Bursa’da ise % 9.13
yogunlukta bulunmustur. (Cizelge 4. 3)

Cizelge 4.3. Rubus spp plantasyonlarinda RBDV tespit edilen iller, testlenen Grnek
sayis1 ve enfeksiyon oranlar1 (% )

ORNEK TOPLANAN (ENFEKTELi ORNEK SAYISI x 100 ENFEKSiYON

ILLER ) TESTLENEN ORNEK SAYISI ORANI (%)
HATAY 21/153 13,72

KAHRAMAN MARAS 0/17 0
ADANA 0/37 0
MERSIN 0/45 0
BURSA 21/230 9,13

RBDV’nin saptanmasi amaciyla viriisiin kilif proteininin kiigiik bir bolgesini
cogaltan ve tani primeri olarak kullanilan RBDV F/R primerleri ile yapilan RT-PCR
analizlerinde Bursa’dan toplanilan 230 Rubus 6rneginden 21 tanesi RBDV ile enfekteli
olarak bulunurken Hatay’dan toplanan 153 &rnegin 21 tanesinde beklenen diizeyde bant
elde edilmistir (Sekil 4.10). RBDV ile enfekteli bulunan Bursa 6rneklerinden 16 tanesi
ahududu, 3 tanesi bogiirtlen, 2 tanesi ise yabani bogiirtlendir. Bununla birlikte Hatay
ilinden toplanan ve RBDV ile enfekteli bulunan Rubus 6rneklerinin 4 tanesi ahududu,
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17 tanesi bogiirtlen olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2). RBDV’nin ahududularda
bogiirtlenlere gore daha yaygin oldugu ve viriisiin yayilmasmin da ahududularda
bogiirtlenlerden daha hizli oldugu 6nceki ¢alismalarda da bildirilmistir (Martin ve Strik,
2002).

M BIS6 B157B1S8 B159 B160 B161 B162 B163 B164 B165 B166 B167 B168 B169 B170 B171 B172 B173 B174 B175 B176 B177 B178

M B179B1S0B1S1 B1S3B184 BI85 B186 B187B188 B189 B190 B191 B192 B193 B194 BI195B196 B197B198B199B200 W +C

RBDV F/R =280 bp

Sekil 4.10 Bursa’dan toplanan Rubus spp. dérneklerinde raspberry bushy dwarf virus
tespiti igin RBDV F/R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizi. M: Marker (
SMO#321 MBI Thermo Sci, ABD); B156-B200: Bursa Bogiirtlen 6rnekleri; W: Su
Kontrol; +C: Pozitif Kontrol (dogrudan cDNA kullanildi)

4.2.3. RBDV’nin Genetik Cesitlilik Calismasi

Bu calisma kapsaminda RBDV’nin genel tani primeri kullanilarak pozitif
bulunan 42 Rubus 6rnegi viriisiin 2 farkli gen bolgesini (Hareketlilik ve kilif proteini)
cogaltan primerlerle testlenmistir.

RBDV’nin  RNAS3 tarafindan kodlanan ve kilif proteinini ¢ogaltan RBDV
CPUP/ RNA1.2LO primerleri kullanilarak yapilan RT-PCR analizlerinde Hatay’da
tespit edilen 21 RBDV pozitif Rubus 0Orneginin hi¢ birisinde  amplifikasyon
gozlenmezken Bursa Rubus 6rneklerinin 15 tanesinde beklenen diizeyde amplifikasyon
meydana gelmis ancak bunlardan 9 tanesi sekans analizi i¢in gogaltilabilmistir (B31,

B85, B157, B158, B162, B163, B164, B165, B167) (Sekil 4.11). Bu primer ¢ifti ile
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RBDV’nin tespiti igin beklenen baz biiyiikligi 1072 bp’dir. Sekans analizine
gonderilen PCR iriinlerinin blast analiz sonuglari RBDV RNA 3 gen bdlgesinin
basariyla ¢ogaltildigini gostermistir(Sekil 4.12).

M B156 B157.B32,B32 B158 B162 B163 B164B165B167 TS1 TSI TS2 TS2 TS3 TS3' TS4 TS84 TS5 TSS'B8Y +C W
1/10 1/10 1/10 1/10 1/10

.-.---------.-- - . — .

RBDV CPUP/RNA1,2ZLO =1072 bp

Sekil 4.11 Bursa’dan toplanan Rubus 6rneklerinde Raspberry bushy dwarf virus tespiti
icin RBDV CPUP/RNA1,2LO primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizi.
Marker (SMO#321 MBI Thermo Sci, ABD); B156, B157, B158, B162, B163, B164,
B165, B167, B32, B85 : Bursa ornekleri ; TS1, TS2, TS3, TS4, TS5 : Hatay ornekleri ;
W: Su kontrol; +C: Pozitif Kontrol (dogrudan cDNA kullanilarak) Hatay rubus
ornekleri; TS1, TS2, TS3, TS4, TSS: dogrudan ¢cDNA ve 1/10 sulandirilmis cDNA PCR
asamasinda kullanilmustir.

Description Moo | Toust ety = ik Accession
Score Score Cover value Ident
Raspberry bushy dwarf virus isolate RR5 movement protein and coat protein genes, complete cds 1717 1717 95% 0.0 97.75% KY417870.1
Raspberry bushy dwarf virus isolate RR7 coat protein gene, complete cds 1703 1703 94% 00  98.02% KY417 1
Raspberry bushy dwarf virus isolate RR6 coat protein gene, complete cds 1703 1703 94% 0.0 98.02% KY417878.1
Raspberry bushy dwarf virus isolate RR2 movement protein and coat protein genes, complete cds 1697 1697 95% 0.0 97.36% KY417868.1
Raspberry bushy dwarf virus isolate RR8 movement protein and coat protein genes, complete cds 1694 1694 95% 0.0 97.27% KY417871.1
Raspberry bushy dwarf virus segment 2 movement protein and capsid protein genes, complete cds 1692 1692 95% 0.0 97.17% KJ007640.1
Raspberry bushy dwarf virus isolate RR-1 segment RNA2, complete sequence 1692 1692 95% 0.0 97.27% EU796088.1
Raspberry bushy dwarf virus isolate RR3 movement protein and coat protein genes, complete cds 1688 1688 95% 00 97.17% KY417869.1
Raspberry bushy dwarf virus isolate CmRR-1 segment RNA2, complete sequence 1683 1683 95% 0.0 97.07% EU796089.1
Raspberry bushy dwarf virus isolate RR4 coat protein gene, complete cds 1668 1668 94% 00 97.33% KY4178771
Raspberry bushy dwarf virus genomic RNA, segment:RNA2, complete sequence, isolate: J1 1620 1620 95% 0.0 95.70% AB948215.1

Sekil 4.12 Bursa’dan toplanan Rubus 6rneklerinde CPUP/RNA1,2LO primer ¢ifti
kullanilarak yapilan RT-PCR analizi sonucunda RBDV pozitif ¢ikan 6rneklerin sekans
analizi sonrasinda blast sonucu

Virtisin RNA 2 tarafindan kodlanan hareketlilik proteinini saptamak igin
MPUP/ MPLO primer gifti ile yapilan RT-PCR analizlerinde ise tani primerleri ile
RBDYV pozitif bulunan Hatay 6rneklerinin higbirisinde amplifikasyon gézlenmezken, 21
Bursa 6rneginin 9 tanesinde (B85, B157, B158, B160, B162, B163, B164, B165, B167
nolu oOrnekler) beklenen diizeyde (1328 bp) bant gozlenmistir (Sekil 4.13).
Amplifikasyon elde edilen 9 Bursa RBDV izolati ¢ogaltilarak PCR iiriinleri sekans

37



analizine gonderilmis ve sadece 5 6rnegin (B157, B160, B163, B164, B167) sckansi
RBDYV bakimindan anlamli sonug¢ vermistir (Cizelge 4.14).

M B1537B158B160B162B163B164B165+C W TS1 TS2 TS3 TS84 TS5

RBDV MPUP/NMPLO = 1328 bp

Sekil 4.13 Bursa’dan toplanan Rubus 6rneklerinde raspberry bushy dwarf virus tespiti
icin RBDV MPUP/ MPLO primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizi. Marker
(SMO#321 MBI Thermo Sci, ABD); B157, B158, B160, B162, B163, B164, B165:

Bursa ornekleri ; TS1, TS2, TS3, TS4, TS5, TS6, TS7 : Hatay 6rnekleri ; W: Su kontrol;
+C: Pozitif Kontrol (dogrudan cDNA kullanilarak)

Description Max Total Query E Per. [rree
Score Score Cover value Ident
warf virus isolate RRS mavement protein and coat protein genes. con 1427 1427 96% 0.0

f virus segment 2

1427 1427 96% 0.0

arf virus isolate RR8 m 1423 1423 96% 0.0

1 virus isolate RR2 moveme

1423 1423 96% 0.0
arf virus isolate RR3 movement protein and ¢ 1414 1414 96% 0.0
f virus isolate CmRR-1 segment RNA2 1414 1414  96% 0.0

1 virus isolate RR-1 segment RNA2, compl: 1414 1414 96% 0.0

f virus MP. e for movement protein

coat protein, isolate SE3, genomic RNA 1387 1387 96% 0.0

y_dwarf virus genomic RNA, segment:RNA2, complete sequence, isolate: J1 1373 1373 96% 0.0

in homolog, alfalfa mosaic virus RNA-3 32K protein homolog {RNA-2} [raspberry bu:

if virus, Genomic RNA, 223 1364 1364 96% 0.0

shy.dwarf virus MP gene for movement protein and CP gene for coat protein, isolate BY

mic RNA 1355 1356 96% 0.0

Sekil 4.14 Bursa’dan toplanan Rubus 6rneklerinde RBDV MPUP/ MPLO primer ¢ifti
kullanilarak yapilan RT-PCR analizi sonucunda elde edilen PCR iiriinlerinin sekans
analizi sonrasinda blast sonucu

4.2.4. Filogenetik Analizler

Sekans analizleri sonuglarina gére RBDV agisindan anlamli DNA dizilerine sahip
olan 7 ornege (B31, B85, B157, B162, B164, B165, B167) ait sekanslar NCBI veri
tabaninda kayith diger sekanslarla Clustal W yontemi kullanilarak hizalanmustir.
Hizalanan tiim niikleotid dizileri NJ (Neighbor Joining) yontemi kullanilarak Mega X

yazilimi ile analiz edilmistir. RBDV izolatlarma ait NJ dendrogrami incelendiginde,
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RBDV Tiirkiye izolatlarinin birbirine ¢ok benzedigi, ayn1 grup igerisinde yer aldig1 ve
en yakin bootstrap degeri % 97 benzerlik oraniyla Slovenya izolatlar1 (KY417879,
KY417868, KY417871) ile gosterdigi saptanmustir (Sekli 4.15).

- -~

”
Re 157CP S
’ B3ICP AN
I Y )
165CP 1
\ | 7/
. 85CP ,
~ N 164CP . 7’
S~pL 'wcr _ _ -7
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59 KY4TBEE o) yenva
% | KY417871
KJ007640 EKVADOR
il o KC315892 EKVADOR

— KYA417860 SLOVENYA
— EUT96089 SLOVENYA
Kya17877 SLOVENYA
EUTIE088 SLOVENYA
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_— ABE98S00
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FRE8TILT
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0,010

Sekil 4.15. Raspberry bushy dwarf virus un RNA3 (CP) gen bolgesini ¢ogaltan
CPUP/RNAL,2LO primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizleri sonucunda
elde edilen iiriinlerinin sekans analizine gore ¢izilen filogenetik agag. Filogenetik

analizde, MEGA X yaziliminda yer alan Neighbor-joining (NJ) yontemi
kullanilmigtir. Dendrogramda bootstrap (se¢-bagla tahmin testi) degerleri, dallarda
ylizde olarak gosterilmistir

RNA 2’nin kodladig1 hareketlilik genini amplifiye eden MPUP/ MPLO primer
cifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizlerinde ise 9 Bursa 6rneginde (B85, B157,
B158, B160, B162, B163, B164, B165, B167 nolu ornekler) beklenen diizeyde (1328
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bp) amplifikasyon meydana gelmistir. Beklenen diizeydeki 9 6rnek ¢ogaltilarak sekansa
gonderilmistir. Sekans analizleri sonuglart incelendiginde bu orneklerden sadece 5
ornek (B157, B160, B163, B164, B167) RBDV bakimindan anlamli sonu¢ vermistir.
Ornek sekanslar1 NCBI veri tabaninda kayith diger sekanslarla Clustal W ydntemi
kullanilarak hizalanmigtir. Hizalanan tiim niikleotid dizileri NJ (Neighbor Joining)
yontemi kullanilarak Mega X yazilimi ile analiz edilmistir. RBDV izolatlarina ait NJ
dendrogrami incelendiginde, RBDV Tiirkiye izolatlarinin birbirine ¢ok benzedigi, ayni
grup icerisinde yer aldig1 ve en yakin bootstrap degeri % 93 benzerlik oraniyla Slovenya
izolatlar1, en uzak homolojiyi ise Cin izolatt (DQ120126) ile gosterdigi saptanmistir
(Sekli 4.16).

29 167MP

“I' 160MP
157MP
163MP
164MP

TURKIYE

1
SLOVENYA,

KJOO7640 EKVADOR

KY417860 SLOVENYA

EU796089 5 gyenya

EU796088

KY417870 SLOVENYA

FRE687358

FRE87355

99 FREST356 BELARUS

1 FRB87357

* FRE87354

—— ABDO48215 JAPONYA

KY417875

KY417876 SLOVENYA

r KY417881

o7 |[T— EUT96085
Ky417872 SLOVENYA

[K‘t’41?880
EUT96086 SLOVENYA

F KY417874 SLOVENYA
MH802010
KY417873 sLovenya
EU796090

s2' EU796087
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93
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Sekil 4.16. Raspberry bushy dwarf virus 'un RNA2 (MP) gen bolgesi i¢cin RBDV
MPUP/ MPLO primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizleri sonucunda elde
edilen tiriinlerinin sekans analizine gore ¢izilen filogenetik aga¢. Filogenetik
analizde, MEGA X yaziliminda yer alan Neighbor-joining (NJ) yontemi
kullanilmistir. Dendrogramda bootstrap (se¢-bagla tahmin testi) degerleri, dallarda
yilizde olarak gosterilmistir
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5. SONUC ve ONERILER

Bu arastirma, iilkemizde son yillarda poptlaritesi yiiksek olan ve yetistiriciligi
yayginlasan yabani ve kiiltiire alinan ahududu ve bogiirtlen bitkilerinden izole edilen
raspberry bushy dwarf virus (RBDV) izolatlarinin kismi sekanslarinin karsilastirmali
genomik analizlerine yonelik bir g¢alismadir. Bu c¢alisma kapsaminda Akdeniz
Bolgesinde Hatay’dan 153, Kahramanmaras’tan 17, Adana’dan 37, Mersin’den 45;
Marmara Bogesinde Bursa’dan 230 6rnek alinarak toplamda 482 Rubus spp Ornegi
RBDV agisindan testlenmis, tani primeri ile pozitif bulunan 6rnekler viriisiin kilif ve
hareketlilik proteinlerini kodlayan primerlerle de testlenerek genetik cesitlilikleri
aragtirtlmistir. En yaygin RBDV enfeksiyonu %13.72 orani ile Hatay ilinde tespit
edilirken bunu %9.13 enfeksiyon orani ile Bursa ili izlemistir. Diger illerden toplanan
Rubus spp. orneklerinde RBDV tespit edilememistir. Bursa ili tilkemizde ticari olarak
Rubus tiirlerinin en yogun yetistirildigi ilimiz olup Ozellikle ahududu yetistiriciligi
acisindan c¢ok uygun ekolojiye sahiptir. Bu c¢alisma kapsaminda Bursa ydresinden
toplanan Rubus tiirlerinin biiylik bir ¢ogunlugunu ahududu olusturmus ve testlenen
toplam 230 Ornegin 108 tanesi ahududu, 81 tanesi bogiirtlen ve 41 tanesi de yabani
bogiirtlen iken Hatay’dan 125 bogirtlen, 28 ahududu testlenmistir. Ahududu
yetistiriciligi agisindan Hatay ili uygun iklim kosullarina sahip olmadig1 i¢in bu ildeki
ahududularda yogun kurumalar ve bitki 6liimleri gézlenmistir. RBDV’nin il ve Rubus
tiirli bazindaki durumu incelendiginde ise RBDV’nin Hatay ilinde Bursa iline gore daha
yaygin Ve enfeksiyon oraninin ahududularda bogiirtlene gére daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Hatay ilinde enfeksiyon oraninin daha yiiksek bulunmasinin bahge sayisinin
daha az olmasi ve ildeki plantasyonlarin tek bir fidanliktan dagitilan fidanlarla kurulmus
olmasi nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. RBDV’nin ahududularda bogiirtlenlere gore
daha yaygin oldugu ve viriisiin yayilmasmin ahududularda bdégiirtlenlerden daha hizli
oldugu onceki caligmalarda da tespit edilmisti. RBDV’nin genetik ¢esitliliginin
arastirlldigt bu c¢alismada Bursa iline ait Rubus Orneklerinde, viriisin kilif ve
hareketlilik genlerini ¢ogaltan ve 1000bp iizerinde iiriin veren primerlerle basarili bir
amplifikasyon elde edilirken Hatay ili izolatlarinin ¢ogaltilamamis olmasi bu ildeki
RBDV izolatlarinin genom yapisinda farklilik olabileceginin bir gostergesi olarak

disiiniilmiistiir. Bu calisma sonuclar1 temel alinarak o6zellikle Hatay ili RBDV
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izolatlarinin “Yeni Nesil Dizileme” yontemi kullanilarak tiim genom analizlerinin

yapilmasi 6nerilmektedir.
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EKLER

MORANTE-CARRIEL VE ARK. (2014)’ NIN RNA EXT. BUFFER

WASHING BUFFER (100 ml)

TRIS-HCI (pH 7.5) 0,1 M
Sorbitol 0,35 M
10 PEG %10
Mercaptoethanol %2

ISOLATION BUFFER (100 ml)

TRIS-HCL (pH 7.5) 0,3 M
EDTA 25 mM
NaCl 2M
CTAB %2
PVP %2
Spermidine %0,005

SAFLASTIRMA BUFFER (100ml)

10 M LiCI 10M
3 M Sodium Asetat 3M
%7011k, %96’lik Soguk Ethanol kullanildi.

SILICA RNA EXT. BUFFER( 1000 ml) (Rott and Jelkmann-2001)

24,2 g Tris- Base
12,66 g LiCl
159 SDS 2,92 g EDTA veya 3,72 g EDTA*2H20
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10 g Sodium Deoxycholate 10 ml NP- 40
% 1 B-MCE ( Kullanmadan hemen 6nce eklenmelidir).

5,8 M POTASYUM ASETAT ( pH 6.5) ( 100 ml)

60 ml 5 M Potasyum Asetat ( pH 7.5)
28,5 ml H,0
11,5 ml Glecial asetic asit

1 M Kat1 Potasyum Asetat

SILICA WASH BUFFER ( 1000 ml) (Rott and Jelkmann-2001)
10 mM Tris- HCI (pH 7.5)

1ml0.5MEDTA

1 ml 5M NaCl

500 ml 100% EtOH
479 ml sterile H.O

TE BUFFER ( pH 8) (1000 ml) (Rott and Jelkmann-2001)

10 ml 1 M Tris- HCI ( pH 8)

2ml0,5M EDTA

Sterile H20 ile tamamlanir.

AGAROS JEL ELEKTROFOREZ (MANIATIS ve ark., 1992)
TAEX50 (100 ml)

0.5 M EDTA pH:8

10 ml 0.6 Glacial acetic acide
5.71 ml Trizma base
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24.2 g Cozelti 100 ml d2H20’ya tamamlanip otoklav edilmis ve oda sicaklifinda

saklanmistir.

PCR iiriiniiniin yiikleme ortami (15 ml 6X stok i¢in)

Bromophenol blue 15 ml
Glycerol 18 ¢
TAEX50 6 ml

Hazirlanan ortam -20 °C’de saklanmustir.

Ethidium Bromide cozeltisi (1 mg/ml 200 ml stok i¢in)

0.5X TAE 200 ml
Ethidium bromide 200 pl
Koyu renkli bir kap icinde karanlik ortamda oda sicakliginda saklanmistir. 5-10

kullanimdan sonra ¢ozelti tazelenmistir.
%1 Agarose Jel Elektroforezi

1 g agaroz, 100 ml 0.5XTAE i¢inde mikrodalga firinda eritilmistir. Yaklagik
40°C sicakliga geldikten sonra, elektroforez iinitesinin jel tepsisine dokiillip taraklar

yerlestirildikten sonra agarozun donmasi beklenmistir (15-20 dakika). 0.5XTAE ortami1

iceren elektroforez tankina yerlestirilmistir.
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