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OZET

BLUEBERRY RED RINGSPOT VIRUS (BRRSV)’'UNUN MAVIYEMIS
TURLERINDE VE OLASI DIGER KONUKCULARINDA MOLEKULER
YONTEMLERLE TANILANMASI VE KARAKTERIZASYONU

Diinyanin bir¢ok bélgesinde antioksidan kapasitesi ve antikanserojen etkileri
nedeni ile Vaccinium tiirleri giin gectikge daha popiiler olmaktadir. Tiirkiye'de birgok
yabani Vaccinium tiiri yaninda kiiltiir ¢esidi olan V. arctostaphyllos Marmara,
Karadeniz ve Dogu Anadolu bolgeleri de dahil olmak iizere birgok bolgede
yetismektedir. Vaccinium tiirlerinde goriilen en 6nemli virtislerden birisi de blueberry
red ringspot virus (BRRSV) olup "kirmizi halkali leke hastaligimin" etmeni olarak
tammlanmistir. Ulkemizde bu viriisiin maviyemislerde bulunduguna dair bir kayit
bulunmamakta olup bu tez kapsaminda Karadeniz bolgesindeki onemli maviyemis
plantasyonlarinin bulundugu iller ile Bursa ve Mersin’den toplanan 6rnekler, BRRSV
genel tan1 primerleri (BRRSV3F/4R) ve narlarda saptanan ve heniiz adlandirilmamis
olan BRRSV-benzeri olasi yeni bir virlise karsi gelistirilen primer ¢ifti (27 F/R)
kullanilarak PCR ve DNA sekans analiz yontemleriyle testlenmistir. Testlenen 179
maviyemis Orneginin hi¢ birisinde her iki primer ¢ifti ile de BRRSV saptanamamastir.
Buna karsin BRRSV3F/4R primer ¢ifti ile testlenen 90 adet narin 3 tanesinde beklenen
diizeyde bir amplifikasyon meydana gelmis ve PCR iriinleri sekans analizine
gonderildiginde gen bankasinda kayith BRRSV genomu ile ¢ok kiigiik bir gen
bolgesinin eslestigi goriilmistiir. 27F/R nar primerleri ile yapilan RT-PCR analizlerinde
ise testlenen 179 maviyemis 6rneginin 3 tanesinde beklenen diizeyde bir amplifikasyon
gozlenmis ancak sekans analizi sonuglarina gore bu 6rneklerin tamami bitki genomu ile
eslestigi icin negatif olarak degerlendirilmistir. Narlarda ise ayni primer g¢ifti ile
testlenen 90 nar 6rneginin 3 tanesinde beklenen diizeyde bir amplifikasyon meydana
gelmistir. Bu primer ¢iftiyle ¢cogaltilan PCR firlinleri sekans analizine gonderildiginde
genomun oldukca biiyiik bir bolgesi tanimlanmis BRRSV izolatlar ile yiiksek oranda
homoloji gostermistir. Yapilan bu caligma kapsaminda maviyemislerde BRRSV
saptanmazken narlarda hem BRRSV-genel tani primeri hem de narlar igin gelistirilen
27F/R primeri ile BRRSV-benzeri viriis genomu tespit edilmistir. Narlarn BRRSV
velveya BRRSV-benzeri olasi yeni bir virlisin konukgusu olma olasiligi oldukga
yiiksek goriilmekte ve bu konuda ¢aligmalara devam edilmesi onerilmektedir.

2019, 41 sayfa

Anahtar kelimeler: Maviyemis, Nar, BRRSV, PCR, Sekans Analizi



ABSTRACT

DETECTION AND CHARACTERIZATION OF BLUEBERRY RED RINGSPOT
VIRUS (BRRSV) IN BLUEBERRIES AND OTHER POSSIBLE HOSTS

Due to their antioxidative properties and anticanceroguous effects, Rubus and
Vaccinium species are getting more popular in almost all parts of the world. In Turkey,
beside many wild Vaccinium species naturally growing, cultivated blueberry, V.
arctostaphyllos, can also be grown in many provinces including Blacksea, Marmara and
Eastern Anatolia regions. One of the most important viruses in Vaccinium spp. is
blueberry red ringspot virus (BRRSV) which is related to "blueberry red ringspot
disease". There has been no any report for BRRSV in Turkey, therefore in this project
the blueberry samples were collected from different provinces in Blacksea, Bursa and
Mersin and tested for BRRSV using detection primers (BRRSV3F/4R) and 27F/R
which was developed for a recently detected BRRSV-like virus in pomegranates by
PCR and sequencing analyses. BRRSV was not detected in tested 179 blueberry
samples by both primers. However, amplification as expected size was observed in 3
samples when 90 pomegranate samples were tested by BRRSV3F/4R primer pairs.
When these PCR products were sequenced and compared with the other BRRSV
isolates deposited in GeneBank, it showed homology with a small part of BRRSV
genome. Among tested 179 blueberry samples by 27F/R pomegranate primers, expected
size amplicons were observed in 3 samples but when PCR products were sequenced,
sequences were found belong to the plant genome. Therefore, blueberry samples were
regarded as negative for BRRSV with 27F/R primers as well. However, among 90
pomegranate samples 3 were found infected by BRRSV-like virus with the same primer
pairs and sequencing results showed that they had a high homology with the BRRSV
isolates deposited in GeneBank. In frame of this study, BRRSV was never detected in
blueberries but a BRRSV-like virus genome was detected in pomegranates both primer
pairs. As a result, there is a high possibility that pomegranates could be a new host for
possible BRRSV-like virus and these studies should be continued.

2019, 41 pages
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TESEKKUR

Yiiksek lisans tez konusunun belirlenmesinde, arastirilmasinda ve yazimi
sirasinda sahip oldugu bilgi ve tecriibesi ile calismay1 yonlendiren ve her tiirlii yardimi
esirgemeyen saygideger danisman hocam saym Prof. Dr. Kadriye CAGLAYAN’a
sonsuz saygt ve tesekkiirlerimi sunarim. Calismalarim sirasinda yardimlarini, degerli
goriis ve katkilarini esirgemeyen hocam sayin Prof. Dr. Mona GAZEL’e, laboratuvar
caligmalarimda yardimlarini esirgemeyen arkadaslarim Zir. Yik. Miih. Kivilcim
SARI’ya, Zir. Yiik. Miih. Mehtap ACIOGLU’na ve ismini burada zikredemedigim
diger arkadaglarima tesekkiirlerimi sunarim.

Her daim yanimda olup beni her konuda sonuna kadar destekleyen, vermis
olduklart maddi ve manevi emeklerden dolayr bu giinlere gelmemi saglayan ve
basarilarimim asil sahibi olan annem ve babama (Fatma-Sabri GUNESLI) sonsuz
tesekkiirlerimi sunuyorum.
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SEKILLER DiZIiNi

Giresun ilinden alinan Vaccinium iiretim alanlarindan toplanan yaprak

orneklerinde goriilen kirmizi klorotik lekeler ..........ccoviiiiiiiniiiiiii

Giresun ilinden alinan Vaccinium iiretim alanlarindan toplanan siirgiin

orneklerinde goriilen kirmizi klorotik lekeler ..........ccooviiiiiiniiniinie

Hatay ilinden alinan Siis narlarmin  (Punica granatum L.)
yapraklarinda gozlenen sararmalr ve c¢iceklerde erken kuruma

1001 0100) 801 E21 o DO TSP

Silica yontemi kullanilarak narlardan izole edilen RNA’larin
spektrofotometre 6lgliimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD), 63N

NOIU NAT OTNETL. ..t

Silica yontemi kullanilarak maviyemislerden izole edilen RNA’larin
spektrofotometre dl¢limii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD) 242

NOIU MaVIYEMI$ OTNEGI....c.vveivvieiieiiiesiee ettt

Silica yontemi kullanilarak maviyemislerden izole edilen RNA’larin
spektrofotometre 6lgtimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD) 248

NOIU MaVIYEMIS OTNEGI..c.vveveieeiieieiieiesieeie st

Silica yontemi kullanilarak maviyemislerden izole edilen RNA’larin
spektrofotometre 6lgtimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD) 253
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Silica yontemi kullanilarak maviyemislerden izole edilen RNA’larin
spektrofotometre 6lgtimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD) 318

NOIU MaVIYEMIS OTNEGI....vveviivririieiieieesieeie et

Morante-Carriel ~ RNA  Ekstraksiyon  yontemi  kullanilarak
maviyemislerden izole edilen RNA’larin spektrofotometre olgiimii

(NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD) 125 nolu Maviyemis ornegi........

Morante-Carriel RNA Ekstraksiyon yontemi kullanilarak narlardan
izole edilen RNA’larin spektrofotometre dlgiimii (NanoDrop 2000c,

Thermo Sci, ABD), 58N nolu Nar 0rmegi .......coccvverenineeierene e

Samsun, Giresun, Trabzon ve ve Rize’den toplanan maviyemis ve
Hatay’ dan toplanan kiiltiir ve siis nar1 6rneklerinde orneklerinde
Blueberry red ringspot virlisiiniin tespitinde yapilan RT-PCR
analizlerinde cDNAlar 1:4 oraninda sulandirilmis ve 27F/R  primer
cifti kullanilarak yapilan PCR analiz sonuglari. M: Marker (SMO#321
MBI, Thermo Sci, ABD); 188, 196,197: Trabzon Maviyemis, 5N, 6N,
22N: Hatay Kiiltiir Nar1, 24N: Hatay Siis Nar1, 27N, 28N, 29N: Hatay
Kiiltlir Nar1, 52N, 58N, 59N, 60N: Hatay Siis Nar1, 62N-82N: Hatay
Kiiltiir Nar1, 2, 3, 4, 5: Hatay Siis Nar1, 9: Hatay Kiiltiir Nar1, G7:
Kocaeli Siis Nar1, 16: Mersin Siis Nari, W: Su Kontrol +C: BRRSV

POZItIT KONTTOIIET ...

Artvin, Giresun, Trabzon, Samsun ve Rize’den toplanan maviyemis
ve Hatay’dan toplanan kiiltiir ve slis nar1 6rneklerinde Blueberry red
ringspot viriis tespiti icin cDNA dogrudan sulandirilmadan kullanilmis
ve BRRSV3F/4R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analiz
sonuglart. M: Marker (SMO#321 MBI, Thermo Sci, ABD); 127:
Samsun Maviyemis, 137: Giresun Maviyemis, 155, 175, 185, 190,
201: Trabzon Maviyemis, 224, 229, 233, 232, 236: Rize Maviyemis,
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31N: Hatay Kiiltiir Nar1, 3, 5, 6: Hatay Siis Nar1 8N: Hatay Siis Nari,
24N: Hatay Siis Nari, 25N, 26N, 27N, 28N:Hatay Kiiltiir Nar1, N1-

N4: Hatay Siis Nar1, W: Su Kontrol, +C: BRRSV Pozitif Kontrol............

Samsun, Giresun, Trabzon ve ve Rize’den toplanan maviyemis ve
Hatay’ dan toplanan kiiltiir ve siis nar1 Orneklerinde orneklerinde
Blueberry red ringspot virlisiiniin tespitinde yapilan RT-PCR
analizlerinde cDNAIlar 1:10 ve 1:4 oraninda sulandirilmis ve
BRRSV3F/4R primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR analiz sonuglari.
M: Marker (SMO#383 MBI, Thermo Sci, ABD); 127: Samsun
Maviyemis, 137: Giresun Maviyemis, 155, 175, 185, 190, 201:
Trabzon Maviyemis, 224, 229, 233, 232, 236: Rize Maviyemis, W: Su

Kontrol, +C: BRRSV Pozitif KOntroller...........ccocveivviiiiiiiiieee e

Artvin’den toplanan maviyemis ve Hatay’dan toplanan kiiltiir ve siis
nart Orneklerinde Blueberry red ringspot virlis tespiti i¢in
BRRSV3F/4AR primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analiz
sonuglari. M: Marker (SMO#321 MBI, Thermo Sci, ABD); 5N: Hatay
Kiiltiir Nar1, 58N: Hatay Siis Nar1, 73N, 75N, 76N, 8 1N: Hatay Kiiltiir
Nari, 9: Hatay Kiiltir Nari, W: Su Kontrol, +C: BRRSV Pozitif

KONEIOD ... et ee e e e e e e e e e e e e e e eaan

Samsun, Trabzon, Ordu ve Rize’den toplanan maviyemis ve Hatay’
dan alinan kiiltiir ve siis nar1 orneklerinde Blueberry red ringspot
viriis tespiti icin BRRSV3F/4R  primer cifti kullanilarak yapilan RT-
PCR analiz sonuglart. M: Marker (SMO#321 MBI, Thermo Sci,
ABD); 5N, 22N: Hatay Kiiltiir Nar1, 24N, 58N: Hatay Siis Nar1 73N,
81N: Hatay Kiiltiir Nari, 9N: Hatay Siis Nari, 125, 127: Samsun
Maviyemis, 196,197,199: Trabzon Maviyemis, 236, 239, 297: Rize
Maviyemis, 311: Ordu Maviyemis, 342, 352: Rize Maviyemis, W: Su

Kontrol +C: BRRSV Pozitif KONrol. .........oooveeeiiieeeeee e

Samsun, Trabzon, Ordu ve Rize’den toplanan maviyemis ve Hatay’
dan alman kiiltiir ve siis nar1 orneklerinde Blueberry red ringspot
virlis tespiti icin BRRSV3F/4R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-
PCR analiz sonuglari. M: Marker (SMO#321 MBI, Thermo Sci,
ABD); 5N, 22N: Hatay Kiiltiir Nar1, 24N,58N: Hatay Siis Nar1i, 73N,
8IN: Hatay Kiiltiir Nar1, 9N: Hatay Siis Nar1 125: Samsun Maviyemis,
196, 197, 199: Trabzon maviyemis, 236, 239, 297: Rize Maviyemis,
311: Ordu Maviyemis, 342, 352: Rize Maviyemis, 75N, 76N: Hatay
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BRRSV tani primerleri kullanilarak narlardan elde edilen PCR
triinlerinin sekans analiz sonucu Gen Bankasinda kayith izolatlarla

benzerlik (homoloji) 0ranlart ..........cccoceiieiiiiiici e

Narlarda olasi yeni bir virlise karsi1 gelistirilen 27F/R primeri
kullanilarak narlardan elde edilen PCR {riinlerinin sekans analiz
sonucu Gen Bankasinda kayith izolatlarla benzerlik (homoloji)
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Blueberry red ringspot virus’iiniin saptanmasi amaciyla 27F/R primeri
kullanilarak yapilan RT-PCR analizleri sonucunda elde edilen
tirlinlerinin sekans analizine gore ¢izilen filogenetik agac. Filogenetik
analizde, MEGA 7 yaziliminda yer alan Neighbor-joining (NJ)
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yontemi kullanilmistir. Dendrogramda bootstrap (se¢-bagla tahmin
testi) degerleri, dallarda yiizde olarak gosterilmistir. ..........ccoceeverriineinnnne 33
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CIZELGELER DiZiNi

Vaccinium spp.‘nin testlendigi viriis ve PCR analizlerinde
kullanilan primer ¢iftlerinin niikleotid dizilimleri ve baz
DUYTKITKICTT ...
Maviyemis (125, 242, 248, 253, 318 ) ve Nar (58N, 63N)
orneklerinden izole edilen bazi RNA ‘larin nanodrop o6l¢iim
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Maviyemis ve Kiiltiir Nar1 ve Siis Nar1 orneklerinin toplandigi
iller ve BRRSV tespiti i¢in yapilan RT-PCR analiz sonuglari .............
(Devam). Maviyemis, Kiiltiir Nar1 ve Siis Nar1 6rneklerinin
toplandig: iller ve BRRSV tespiti i¢in yapilan RT-PCR analiz
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(Devam). Maviyemis, Kiiltiir Nar1 ve Siis Nar1 orneklerinin
toplandig1 iller ve BRRSV tespiti i¢in yapilan RT-PCR analiz
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(Devam) Maviyemis, Kiiltiir Nar1 ve Siis Nari 6rneklerinin
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(Devam) Maviyemis, Kiiltiir Nar1 ve Siis Nari 6rneklerinin
toplandig1 iller ve BRRSV tespiti i¢in yapilan RT-PCR analiz
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(Devam) Maviyemis, Kiiltiir Nar1 ve Siis Nari 6rneklerinin
toplandigi iller ve BRRSV tespiti i¢in yapilan RT-PCR analiz
SOMUGTATT ...ttt
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1.GIRIS

Maviyemis (Vaccinium spp.) iliman iklim kusagina adapte olmus bir meyve tiirii
olup, botanik anlamda gergek {liziimler grubunda yer almaktadir. Bu iiziimsii meyve
puslu veya parlak mavi rengiyle ‘bluegold’ olarak nitelendirilmektedir. 1900°1i yillarin
basinda A.B.D’de yetistirilmeye baglanan maviyemis taze tiiketimde ve gida
endiistrisinde ¢cok genis bir kullanim alanina sahiptir. Maviyemis lizerindeki ¢alismalar
Ingiliz’lerin Amerika kitasina yerlesmelerinden sonra baslamistir. Dogal floradaki
yabani Vaccinium tiirlerini géren ve yerli halkin bunlar toplayarak yediklerini fark
eden Ingilizler 300 yila yakin bir siire, bu meyvenin az miktarda kiiltiiriinii ve 1slahin1
yapmiglardir. Tarimi, bazi Avrupa lilkelerinde ve Amerika’da binlerce donlim alanda
yapilmaktadir. Giiniimiizde gelir elde etmek i¢in yetistirilen bu tarimsal {rtin, 1906
yilindan itibaren oOzellikle Amerika Birlesik Devletleri’nde baslatilan seleksiyon
calismalarinin trliniidiir. Islah1 yapilan tiirler, “yiiksek cali formlular” ve “algak cali
formlular” olmak tizere iki tiptir.

Maviyemis, Bitkiler Alemi, Magnoliophyta Boliimii, Ericales Takimi, Ericaceae
familyasinda yer alan Vaccinium cinsine ait bir bitkidir. Vaccinium cinsine ait bir¢ok
tir bulunmakla birlikte en Onemli tiirleri Turnayemisi (Vaccinium macrocarpon),
Yiksek Boylu Maviyemis (Vaccinium corymbosum), Alcak Boylu Maviyemis
(Vaccinium angustifolium), Tavsangdzii Maviyemisi (Vaccinium ashei Reade) ve Coban
Uziimii (Vaccinium myrtilloides)’dir (Giimiis ve ark., 2009). Ocak seklinde bir goriiniim
sergileyen maviyemis bitkisinin yliksek boylu ¢ali formundaki tiirleri 120-130 cm
boylanabilirler. Algak boylu tiirleri 90 cm boylanirken, Tavsang6zii maviyemis kuvvetli
bir gelisim gostererek 610 cm’e kadar boylanabilirler. Tiirden tiire gore farklilik
gosteren bu boylanma orani en fazla 5 m olurken modern bahgelerde bu oran 1.5 m’den
fazla olmamasina 6zen gosterilir. Cok yillik ve ¢ali formunda olan bu bitki kisin
yapragini doker. Kokleri ince, kok tiiyleri olmayan lifli kdk yapisina sahiptir. Bu kok
yapisindan dolay1 zamanla bitkiler birbirine eklenerek tek govdeliymis gibi biiylime
gosterirler. Meyvelerin sekilleri tiir ve c¢esitlere gore degisiklik gostermektedir.
Tozlanma ve dollenme i¢in diger meyve tiirlerine oranla daha uzun siire aktif kalabilen
maviyemislerde tozlanma entomofil (boceklerle) olarak saglanir. Kis dinlenme

periyodunda soguklama ihtiyac1 olan maviyemis genellikle +7.2°C’nin altindaki



sicakliklart tercih ederler. Maviyemis toprak ve iklim 6zelligi bakimindan tam gilines
alan veya biraz golge olan, drenaj ve hava akimi iyi olan yerlerde, kuvvetli asit
karakterli ve yiiksek organik madde i¢eren ¢ok 6zel alanlarda yetismektedir (Retamales
ve Hancock, 2012).

Son yillarda popiilaritesi artan bu meyve saglik meyvesi olarak bilinmektedir.
Besin icerigi miktar1 olarak 100 gr’da 84.21 gr su, 57 kcal enerji, 0.74 g protein, 0.33 g
toplam lipit, 14.49 g karbonhidrat, 2.4 g lif, 9.96 g seker, bol miktarda vitamin ve
mineral bulunmaktadir (Forney, 2001). Genis¢e bir kullanim alanina sahip olan
maviyemis gilinlimiizde antioksidan madde igerigi en yiiksek bahce bitkilerinden
birisidir. Temelde taze meyve, meyve suyu, recel, marmelat veya konserve olarak
islenen maviyemis, kurutularak da tiiketilen bir meyvedir. Meyve ve taze
yapraklarindan c¢ay yapilitken meyvelerinden kaliteli ve pahali sarap da
yapilabilmektedir. Maviyemis krem ve sabunlarda, cilt bakiminda ve esans ham
maddesi olarak kozmetik sanayisinde kullanilabilen bir meyvedir. Bu kullanim
alanlarina ek olarak siit ve siit iriinleri teknolojisinde, baharat sanayisinde, g¢esitli g6z
hastaliklarinin koruyucu ve 6nleyici tedavisinde de kullanilmaktadir.

2000’11 yillarin basina kadar Tiirkiye’de bilinmeyen bu meyve renginden 6tiirii
diinyada “Blueberry” olarak bilinmektedir. Bu meyve iilkemizde bulundugu yorelere
gore farkli sekilde isimlendirilmistir. Ulke genelinde “Maviyemis” olarak bilinse de
Karadeniz Bolgesi’nde; Artvin’de Morsvi, Mahabak, Mesi, Rize’de Yabanmersini,
Likaba, Cera, Kaskanaka, Trabzon’da Ligarba, Calicicegi, Ardahan’da Mosi,
Giresun’da Cali Cicegi, Ancela, Ordu’da Cirthk Cigegi, I¢ Anadolu’da; Yozgat’ta
Kopek Uziimii diger bolgelerde ise Ay Uziimii, Cay Uziimii veya Coban Uziimii olarak
isimlendirilmistir (Celik, 2012). Diinyada maviyemis iiretimi en fazla olan iilkeler
sirastyla Amerika, Kanada, Meksika, Almanya, Polonya, Fransa, Isve¢ ve Ispanya’dir
(FAO, 2016). Ulkemizde ise iiretimi yapilan bolgeler sirasiyla Karadeniz Bolgesi'nde;
Artvin, Rize, Trabzon, Ordu, Giresun, Giimiishane, Samsun, Sinop, Kastamonu,
Zonguldak, Bolu, Bartin ve Diizce; Marmara Bolgesi'nde Kocaeli, Sakarya, Istanbul,
Kirklareli, Bursa ve Balikesir ve Dogu Anadolu Boélgesi’nde ise Erzurum-Senkaya ve
Ardahan’dir (Celik, 2012). Maviyemislerde yetistirme periyodu cesitlere gore farklilik
gosterir. Erkenci gesit olarak Earlyblue, Duke, Patriot, Spartan, Northland, Bluejay;

Orta mevsim ¢esitleri Blueray, Toro, Bluecrop, Bluegold ve gecci gesitler ise Chandler,



Berkeley, Jersey, Brigitta, Darrow olup bu ¢esitler kullanilarak, iirlin uzun bir periyoda
yayilabilmektedir (Celik, 2012).

Son yillarda diinya ¢apinda 10°dan fazla viriisiin maviyemis bitkisinde hastalik
olusturdugu bildirilmistir. S6z konusu viriislerin bir kism1 genis bir konuke¢u dizisine
sahipken bir kism1 ise sadece maviyemislere spesifik olan ve konukc¢u adiyla bilinen
viriislerdir. Genis konukgu dizisine sahip olan viriisler: tomato ringspot virus (ToRSV),
arabis mozaik virus (ArMV), strawberry latent ringspot virus (SLRSV), tobacco
ringspot virus (TRSV) olup maviyemislere spesifik olan viriis grubu ise sunlardir:
blueberry fruit drop associated virus (BFDaV), blueberry peach rosette mosaic virus
(BPRMV), blueberry leaf mottle virus (BLMV), blueberry mosaic associated virus
(BIMaV), blueberry necrotic ring blotch virus (BNRBV), blueberry shoestering virus
(BSSV), blueberry scorch virus (BIScV), blueberry shock virus (BIShV) ve blueberry
red ringspot virus (BRRSV)’dur (Martin, 2004).

Maviyemis bitkisinde goriilen en 6nemli viral hastaliklardan birisi de BRRSV ile
iliskili olan “Kirmizi1 Halkali Leke Hastaligi’dir. Bu hastalik ABD (Hutchinson ve
Vaney, 1954), Japonya (Isogai ve ark., 2009), Slovenya (Plesko ve ark., 2010), Cek
Cumbhuriyeti (Pribylova ve ark., 2010) ve Polonya (Kalinowska ve ark., 2011)’da
saptanmistir. Bu hastaligin en 6nemli simptomu yaprak ve siirgiinlerde gézlenen 4-6
mm c¢apindaki dairesel kirmizi-kahverengi halkali lekelerdir. Bu lekeler, yaz aylarinin
ortalarinda goriilmeye baslar ve yaz sonu-sonbahar donemlerinde ozellikle siirgiin ve
yaslh yapraklarinda goriiliir. Ozellikle yapraklarin ist yiizeyi iizerinde belirgin olan bu
lekeler, baz1 gesitlerde yapragin alt tarafinda da goriilebilir. Geng yapraklar genellikle
simptomsuz kalir. Bu hastaliga duyarli bazi maviyemis c¢esitlerinde meyvelerde de
yaklasik 2-3 mm ¢apinda dairesel, agik renkli lekeler goriilebilir. Bununla birlikte
siddetli enfeksiyonlarda biitiin meyvelerde deformasyonu goriiliir (Ramsdel ve ark.,
1987). Michigan’tan bir raporda bu hastalik nedeniyle enfekteli bitkilerin kiiciik
meyveler verdigini ve toplamda %25 {iriin kaybina neden oldugu belirlenmistir. BRRSV
dogal yayilim yontemi bilinmemekle birlikte aktif olarak taginiminda unlu bitlerin ve
afitlerin rol oynadigr disiiniilmektedir. BRRSV’nin ii¢ izolatimin (ABD, Cek
Cumhuriyeti ve Polonya) tam genom sekansi yayinlanmis ve aminoasit sekanslarinda

yiiksek derecede homoloji (%98) saptanmistir. Ug iilkede tamimlanan bu durum



izolatlarmin orijinlerinin ayni olduklart fikrini kuvvetlendirmektedir (Kalinowska ve
ark., 2012).

Ulkemizde maviyemislerde virus hastaliklar ile ilgili ¢ok az ¢alisma yapilmis
olup en kapsamli ¢alisma son yillarda TUBITAK tarafindan desteklenen 2130042 nolu
Tiirkiye-Slovenya ikili Isbirligi projesi kapsaminda yapilmis ve iilkemizde gerek yabani
poplilasyon gerekse ticari yetistiricilik agisindan maviyemis yetisen Onemli illerde
(Trabzon, Rize, Ordu, Giresun ve Artvin) survey calismalar1 yiriitilmiis ve bu
caligmalar sonucunda toplanan 6rneklerin BRRSV, BIMaV, BLMoV, BIScV, BIShV ve
BSSV’lerinin ELISA ve PCR yontemleri ile saptanmalar1 amaglanmistir. Ayrica tespit
edilen biitiin viriislerin kismi sekans analizleri yapilarak NCBI Gen bankasindaki uygun
sekanslarla kiyaslanmis ve filogenetik analizleri yapilmistir. Bu g¢alisma sonucunda
gerek lilkemiz i¢in ilk kayit niteliginde baz1 viriisler tespit edilirken gerekse diger bitki
viriislerine gore ¢ok az bilgi bulunan iizlimsii meyve viriis gen bankasi kayitlarina da
onemli katkilar saglanmustir. Ulkemizde maviyemislerde sadece BIMaV saptanmis
ayrica diinyada ilk kez maviyemis disinda bir bitkide de (Ranunculus spp.) BIMaV
tespit edilmistir. Calisma yapilan illerden Rize’de BRRSV simptomlarina benzer
bitkiler dikkat ¢ekmesine karsin proje kapsaminda ¢ok sayida viriise karsi testleme
yapildigi i¢in bu konuda detayli bir ¢alisma yapilamamustir.

Bu c¢alismanin amaci1 Karadeniz, Marmara ve Dogu Akdeniz bolgelerinde
maviyemis yetistiriciligi acisindan Onemli illerden toplanan Orneklerin BRRSV
acisindan PCR analizleri ile testlenmesi ve DNA sekans analiz yoOntemiyle

karakterizasyonunun yapilmasidir.



2.ONCEKI CALISMALAR

Son yillarda diinya capinda 10’dan fazla virlisin maviyemis bitkisinde
enfeksiyon yaptigi bildirilmistir (Martin, 2004). Bu bitki ¢ok sayida viriis i¢in iyi bir
konukgudur . Vaccinium tiirlerinde viriislerin bir kismi genis bir konuk¢u dizisine
sahipken bir kism1 ise sadece maviyemislere spesifik olan ve konukgu adiyla bilinen
viriislerdir. Genis konukgu dizisine sahip olan viriisler; Blueberry fruit drop associated
virus (BFDaV), blueberry peach rosette mosaic virus (BPRMV), tomato ringspot virus
(ToRSV), arabis mozaik virus (ArMV), strawberry latent ringspot virus (SLRSV),
tobacco ringspot virus (TRSV). Maviyemislere spesifik olan viriis grubu ise sunlardir:
Blueberry leaf mottle virus (BLMV), blueberry mosaic associated virus (BlMaV),
blueberry necrotic ring blotch virus (BNRBV), blueberry red ringspot virus (BRRSV),
blueberry scorch virus (BIScV), blueberry shock virus (BIShV) ve Dblueberry
shoestering virus (BSSV).

Blueberry leaf mottle virus (BLMV) Nepovirus cinsine giren bu viriis ilk kez
Amerika ve Kanada da tespit edilmistir. Ilerleyen yillarda ise Bulgaristan, Macaristan ve
Portekiz’de tespit edilmis olup (Martin ve Tzanetakis, 2017), iilkemizde
saptanmamustir (Caglayan ve ark., 2015). En 6nemli simptomlar1 yapraklarda lekeler ve
siddetli deformasyon, beneklenme, yuvarlak enfeksiyonlarda geriye dogru oliimdiir.
Hastalik etmeninin taginmasinda sorumlu nematod heniiz tespit edilememistir. Etmen
polenle, tohumla ve bitki 6zsuyuyla tasinmaktadir. Blueberry mosaic associated virus
(BIMaV) Ophiovirus cinsine ait son yillarda saptamis olan BIMaV ile iligkilidir. Bu
viriis i1lk kez 1950 yilinda Amerika’da saptanmistir. Daha sonralart Yeni Zelanda,
Avrupa, Arjantin ve Sili’de saptanmustir (Martin ve Tzanetakis, 2017). Ulkemizde ise
Karadeniz bolgesinden toplanan farkli maviyemis tiirlerinde saptanmistir (Caglayan ve
ark., 2015). Bu hastaligin en 6nemli simptomlar1 yapraklarda sararma, mozaik olusumu
ve nadiren pembemsi renklenmedir. Hastaligin vektorii heniiz bilinmemekle birlikte
toprak kokenli funguslar tarafindan tasindigina dair 6n bulgular bulunmaktadir.
Blueberry necrotic ring blotch virus (BNRBV) ilk kez 2006 yilinda ABD de tespit
edilmistir. Heniliz viriisiin saptanmas1 i¢in gelistirilmis antiserum ve primer
bulunmamaktadir. Hastaligin en Onemli belirtileri yapraklarda goriilen yuvarlak

nekrotik lekelerdir. Hastaligin taginmasina yonelik heniiz bir bilgi bulunmamaktadir



(Brannen ve ark., 2017). Blueberry shock virus (BIShV)’nin neden oldugu hastalik ilk
kez 1980 yilinda ABD’de saptanmistir. Bu hastalik bitkilerde 6zellikle ¢igeklenme
doneminde yaprak ve c¢igceklerde tamamen nekrozlasmaya neden olur. Yapraklarda
solgunluk, damarlarda kararma ve yaprak sapinda siyah cizgiler olusur. ilerleyen
zamanlarda yaprak tamamen turuncu rengine doner ve dokiiliir. Polen kaynakli olan bu
viriisiin saptanmasinda ELISA ve PCR yontemleri kullanilmaktadir. Blueberry scorch
virus (BIScV) Carlavirus cinsine giren bir RNA viriisii olup ilk kez 1970 yilinda
ABD’de saptanmustir. ilerleyen yillarda Italya’da cigeklerde goriilen nekroz Avrupa
tilkelerinde saptanmig olup iilkemizde herhangi bir kayit bulunmamaktadir. Hastaligin
tasinmasi afitlerle olurken en Onemli simptomlar1 yaprak ve ciceklerde goriilen
nekrozlar ve yapraklardaki ‘mese yapragi’ simptomudur. Blueberry shoestring virus
(BSSV) Sobemoviriis cinsine ait bir RNA viriisii olup viriis ilk kez ABD ve Kanada’da
tespit edilmistir. Uriin veriminde % 25’e varan kayiplara yol acan bu viriisiin en etkin
taginmas1 maviyemis afiti olarak adlandirilan Illinoia pepperi ile olur. Bu hastaligin en
belirgin simptomlar1 yaslh siirgiinlerde goriilen uzun kirmizi lekelerdir. Ayrica
yapraklarda daralma, kizarma ve mese yaprag:i simptomu goriiliir. S6z konusu virlisiin
saptanmasinda ELISA ve PCR yo6ntemleri kullanilmaktadir. Vaccinium’ larda en 6nemli
ve en yaygin olan viriis, Blueberry red ringspot viriisii ile iligkili olan ‘BRRSV’ dir.
Caulimoviridae familyasinin Soymovirus cinsine ait olan blueberry
red ringspot virtisii (BRRSV) cift iplikli DNA genomuna sahiptir. 8303 nt dizisinin
genom organizasyonu ve iliskilerii BRRSV'nin, gecici olarak yer aldigi
Caulimovirus cinsinden ziyade “Soybean chlorotic mottle virus”un yer aldigi
Soymovirus cinsiyle benzerlik gosterdigi belirtilmistir (Glasheen ve ark., 2002). BRRSV
genomu 100 aa’den daha uzun olan 7 ORF icermektedir. ORF1 hareketlilik proteini
olarak gorev yaparken ORF2 ve ORF3’lin vektorlerle tasinmadan sorumlu proteinler
oldugu diistinilmektedir (Petrzik ve ark., 2011). ORF 4 kilif proteini, ORF5 reverse
transcriptase, ORF6 translasyonel transaktivator proteinini kodlamakta olup ORF 7
fonksiyonu heniiz bilinmeyen bir proteini kodlamaktadir. Bu viriisiin neden oldugu
kirmiz1 halkali leke hastalig1 yiiksek ¢ali formundaki mavi yemis bitkilerinde yaprak,
govde ve meyvelerde kirmizi halkali lekelere neden olmaktadir. BRRSV ilk olarak
ABD'den rapor edilmistir. Hastalik A.B.D’ lerinin bir¢ok eyaletinde yaygindir (Kim ve
ark., 1981; Converse ve Ramsdell, 1982). BRRSV ile enfekteli Vaccinium


http://www.dpvweb.net/dpv/showrefs.php?dpvno=327#8
http://www.dpvweb.net/dpv/showrefs.php?dpvno=327#8
http://www.dpvweb.net/dpv/showrefs.php?dpvno=327#1

corymbosum bitkilerin saplari, yapraklar1 ve olgunlasmakta olan meyvelerinde kirmizi
halkalar goriiliir. ilk olarak New Jersey’ de gdzlenen bu hastalik su anda Amerika
Birlesik Devletleri'ndeki diger maviyemis Yyetistirme bolgelerinde ve Avrupa’ daki
cesitli yerlerde bildirilmistir. Bugiline degin yapilan ¢alismalarda en etkin ve tek
tasinma yolu vegetatif {iretim materyalleri ile olmaktadir (Cline ve ark., 2009). Boylece
bu virilisiin ¢ogaltma materyalleri ile yeni bolgelere yayilmasi miimkiin olabilmektedir.
A.B.D’ de yapilan baz1 calismalarda BRRSV’ nin %25 oraninda verim kayiplarina yol
acabildigi bildirilmektedir (Gilett, 1988). Bu calisma bir yillik bir gézlem sonucu elde
edilmis olup son yillarda yapilan ve bes yillik verim degerlerinin analiz edildigi bir
diger calismada ise BRRSV’ nin verimde bir azalmaya neden olmadig: bildirilmistir
(Williford ve Vonder Heydt, 2016).

Enfekteli bitkilerde BRRSV'nin serolojik olarak tespiti basarili sonug
vermemistir. Etmenin rutin tespiti i¢in bazi primerler tasarlanmig (BRRSV3 /
BRRSV4) ve enfekteli yiiksek boylu maviyemis bitkilerinin tiim dokularindan viriisiin
kismi genomu basarili bir sekilde ¢ogaltilabilmistir. Ayni primer setini kullanarak,
BRRSV'nin V. virgatum ve V. constablae tiirlerini dogal olarak enfekte edebildigi
saptanmigtir. Bu  tlirler daha oOnce bu viriisiin konukgular1 olarak rapor
edilmemistir. Bazi maviyemis ¢esitleri hastaliga karsi oldukca duyarli olarak bilinirken
(Blueray, Bluetta, Darrow gibi), Bluecrop ¢esidi dayanikli olarak bilinmektedir.

BRRSV’ nin maviyemislerde bulundugu Japonya’ dan da bildirilmis ve viriis
Blueray, =~ Weymouth, Duke ve Sierragibi yiksek boylu maviyemis
(Vaccinium corymbosum)  cesitlerinde saptanmistir.  PCR  analizlerinde, BRRSV’
ye Ozgii primerler kullanilarak enfekteli maviyemis bitkilerinden elde edilen toplam
niikleik asit Orneklerinden DNA c¢ogaltilmis ve PCR iriinlerinin sekans analizi
sonucunda BRRSV genomu ile % 95.7-97.7 oraninda niikleotit sekans Ozdesligi
gozlenmistir (Isogai ve ark., 2009).

BRRSV’nin Cek Cumbhuriyetinde varligi arastirilmis ve Giliney Bohemya’ da
yetistirilen yliksekboylu maviyemis (Vaccinium corymbosum L.) cesitlerinde Mayis ve
Temmuz aylarinda bir survey calismasi yapilmistir. Kirmiz halkalar seklinde goriilen
tipik BRRSV simptomlar1 igin 10 farkli ¢esitte (Berkeley, Burlington, BlueCrop,
Bluetta, Darrow, Duke, Gila, Jersey, Late Blue ve Northland) toplam 67 bitki

gozlenmistir. Yaprak, sap ve meyveler gozlendiginde kirmizi lekeler sadece eski



yapraklarin {ist yiizeyinde go6zlenmistir. Yaprak numuneleri toplanarak DNA
ekstraksiyonu igin kullanilana kadar -20 ° C’ de tutulmus ve BRRSV15 / 16, BRRSV
primer ¢ifti kullanilarak PCR analizleri yapilmistir. Erken ilkbahar doneminde
bitkilerde BRRSV belirtileri goriilmemis ancak simptom gostermeyen bazi bitkilerde
BRRSV tespit edilebilmistir. Temmuz ayindan itibaren tipik belirtiler gozlenmis
ve Darrow ¢esidi PCR yontemi ile pozitif bulunmustur. Bu ¢alisma ile BRRSV Cek
Cumhuriyeti'nde V. corymbosum L. ¢esidinde ilk kez rapor edilmistir (Spak ve ark.,
2009).

Cek Cumhuriyeti ve Slovenya {ilkelerinin beraber yliriittiigli bir calismada ise
her iki tlilkenin BRRSV izolatlarinin genom organizasyonlar1 arastirilmig ve Avrupa
izolatlar1 Amerika izolatlarindan farkli bulunmustur (Petrzik ve ark., 2011).

Polonya’da yapilan c¢aligmalarda ise ABD New Jersey ve Cek Cumbhuriyeti’
nden gen bankasina yiiklenen izolatlarla Polonya izolatlart kiyaslanmis ve bir Polonya
izolatinin tiim genom dizisi elde edilmistir. Cek, ABD ve Polonya BRRSV izolatlar
arasinda kodlama bolgelerinde yiiksek diizeyde aminoasit sekans 6zdesligi gézlenmis ve
bu durumun bu ilkelerdeki viriis izolatlarinin ortak kokenden geldikleri yargisina
varilmustir (Kalinowska ve ark., 2012).

Kore’den bildirilen bir rapora gore Caulimoviridae familyast Soymovirus cinsine
giren BRRSV, vyiiksek boylu maviyemislerde (Vaccinium corymbosum) yapraklar,
saplar ve meyveler tizerinde kirmiz1 lekelere neden olur. Yapraklarin iist yiizeyindeki
kirmizi halkalar en belirgin simptom olup Agustos ayindan Ekim ayma kadar daha
belirgin hale gelmistir. Simptom gosteren bitkiler de BRRSV enfeksiyonu saptamak igin
PCR analizleri ve elektron mikroskop calismalart yapilmistir. PCR analizlerinde
BRRSV-New Jersey genomuna gore diizenlenen primerler kullanilmig ve simptomatik
bitkilerde virlis saptanirken simptomsuz bitkiler negatif bulunmustur. Enfekteli
bitkilerden hazirlanan ince kesitler elektron ve 1sik mikroskobunda incelendiginde
BRRSV igin tipik olan 50 nm ¢apinda hiicre igi cisimcikler gozlenmistir. Bu bilgiler
dogrultusunda, Kore’ deki yiiksek boylu maviyemislerde BRRSV ilk kez bildirilmistir
(Cho ve ark., 2012).

Ulkemizde maviyemis bitkilerinde viriis taramas1 ilk kez TUBITAK 2130042
nolu proje kapsaminda yapilmistir. Testlenen Vaccinum tiirlerinde viriislerin higbiri

DAS-ELISA ile saptanamazken RT-PCR analizlerinde testlenen 157 6rnegin 23’iinde



Blueberry mosaic associated virus (BIMaV) tespit edilmistir (Caglayan ve ark., 2015).
Ozellikle Karadeniz Bolgesinde BRRSV benzeri belirtiler gdzlenmesine karsin bugiine

degin bu viriis testlenen hi¢bir maviyemis 6rneginde saptanamamaistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arazi Cahsmalari ve Ornekleme

Bu caligma kapsaminda iilkemizde Artvin, Giresun, Ordu, Rize, Samsun,
Trabzon, Bursa ve Mersin illerinde maviyemis yetisen alanlarda ilkbahar doneminde
virlis hastaliklar1 surveyi yapilmistir. Yapilan surveylerde maviyemis yetistirilen ticari
olarak tesis edilmis olan bahgeler, fidanliklar, koleksiyon bahgeleri ve dogal yayilma
alanlarma gidilerek gerek tipik simptom gosteren gerekse latent (gizli) enfeksiyon
olasiligmna kars1 simptomsuz bitkilerden ornek alinmistir. Bu g¢alisma kapsaminda
Artvin ilinden 30, Samsun’ dan 6, Giresun’ dan 30, Trabzon’ dan 54, Rize’ den 28,
Ordu’ dan 12, Mersin’ den 2 ve Bursa’ dan 17 6rnek alinarak toplamda 179 maviyemis
ornegi toplanmistir. Boliimiimiizde yiiriitiilen bir ¢alismada nar bitkisinin “Yeni nesil
dizileme (YND)” analizleri sonucunda blueberry red ringspot virus genomuna
rastlanmasi sonucu bu calisma kapsaminda kiiltiir (Punica granatum L.) ve siis nar
bitkilerinden de 6rnek alinmasi planlanmistir. P. granatum tiiriiniin 6zelliklerini
gosteren ve siis nar1 olarak kullanilan iki tip nar bulunmaktadir. Bunlardan birisi “Nana”
olarak adlandirilan bodur narlar, digeri ise “double flower (cift katli ¢igcek)” tipi
narlardir (Jalikop, 2010). Bu ¢alisma kapsaminda ¢ift katli ¢igek yapisina sahip siis
narlarindan da 6rnek alinmistir. Bu nedenle maviyemis bitkisi disinda Hatay ilinden 51,
Mersin’ den 16, Kocaeli’ den 12 ve Sanhurfa’ dan 11 olmak iizere toplamda 90 nar
ornegi toplanmistir. Ornekler bitkinin yaprak ve siirgiin gibi farkli bolgelerinden
almmistir. Alman bu Ornekler muhafaza edilmesi gerecken kosullarda korunarak
laboratuvar ortamina getirilmis ve testlenene kadar +4 °C’de saklanmistir. Mevcut

ornekler fotograflanip numaralandirilarak kaydedilmistir.

3.2. Molekiiler Calismalar

3.2.1 Vaccinium spp. ve Nar Orneklerinden Niikleik Asit (NA) izolasyonu

BRRSV DNA viriisii olmasina karsin yapilan 6n denemelerde DNA izolasyon

kiti kullanilarak yapilan analizlerde iyi sonu¢ alinmamasi nedeniyle RNA izolasyonu
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yapilip cDNA sentezlenerek PCR analizleri yapilmistir. Bu amagla maviyemis ve nar
alanlarindan toplanan orneklerden RNA izolasyonu i¢in Silica RNA protokolii (Poudel
ve ark., 2013) ve Morante-Carriel ve arkadaslar tarafindan gelistirilen Morante-Carriel
RNA protokolii kullanilmistir. Niikleik asit (NA) izolasyonlarinda ilkbahar mevsiminde
alinan yapraklar kullanilmigtir. Pozitif kontrol olarak, Dr. Darko Jevremovic’den
(Cacenk  Enstitiisii, Sirbistan/ Belgrad) saglanan cDNA  (Komplementer
Deoksiribontikleik Asit)’ lar kullanilmistir. Her bir bitki materyalinden 0,5 g 6rnek
alinarak sivi azot i¢inde ezildikten sonra izole edilen RNA’lar PCR c¢alismalarinda

kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmustir.

3.2.1.1. Silica Yontemiyle RNA Ekstraksiyonu (Pouldel ve ark., 2013)

e 0,2 g bitki dokusu tizerine 1 ul RNA extraksiyon Buffer ve 10 pl B-
Mercaptoethanol eklenerek iyice karistirilarak ependorf tiipe alinmustir.

e Kansimdan ayrica 600 pl cekilerek yeni ependorf tiipe konulmustur. Tiipiin
icine 600 ul 5,8 molarlik Potasyum Asetat eklenmis ve tiipler ters-diiz
edilmistir.

e Tipler 13.000 rpm’de 15 dk santrifiijleme yapilmistir.

e Karisimdaki sivi fazindan 750 pl almarak yeni bir tiipe konulmustur. Uzerine
750 pl %100 Isopropanol eklenerek -20’de en az yarim saat bekletilmistir.

e Tiipler 13.000 rpm’de 30 dk santrifiij yapilmastur.

e Karigimdaki sivi fazi atilmistir. Pellet {izerine 500 pl Wash Buffer (yikama
soliisyonu) eklemistir. Vortexlenerek pellet ¢6ziindiiriiliip daha sonra iizerine 20
ul silica eklenmistir.

e Tiipler 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilmistir.

e Karigimin sivi fazi atilmistir. Pellet tizerine 500 pl Wash Buffer (Yikama
Buffer) eklenerek pellet yikanmis ve ¢ozliindiriImistiir.

e Tiipler 13.000 rpm’ de 1 dk santrifilij yapilmistir.

e Karisimin siv1 faz atilarak ve pellet oda sicakliginda iyice kurutulmustur (Alkol
kokusu kalmayana kadar).

e Pellet iizerine 150 pl TE Buffer eklenerek pellet ¢oziindiiriilmiistiir. Oda
sicakliginda 5 dk bekletilmistir.
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Tiipler 13.000 rpm’ de 2 dk santrifiijleme yapilmistir.

Karigimin s1vi fazindan 100 pl alinmistir. Alinan sivi faz tizerine 8 pul 5 molarlik
Sodyum Asetat ve 200 ul %100’ liik Ethanol eklenmistir.

Tiipler -20 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir.

Tiipler 12.000 rpm’de +4 °C’de 10 dk santrifiij yapilmistir.

Karigsimin s1v1 fazi atilarak pellet tizerine 200 ul %70’ lik Ethanol eklenmistir.
Tiipler -20 °C’de 30 dk inkiibe edilerek vortexlenmistir.

Tiipler 12.000 rpm’ de +4 °C’de 3 dk santrifiij yapilmistir (Bu islem 2 defa
tekrarlanmstir).

Pellete dokunmadan sivi faz atilarak pellet oda sicaklifinda kurutulmustur
(Alkol kokusu kalmayana kadar).

Pellet 80 ul TE Bufferda ¢6ziindiiriilmiistiir.

Elde edilen RNA’lar konsantrasyonlar1 oOlgiilerek molekiiler analizlerde

kullanmak i¢in -80 °C’e saklanmustir.

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

Yikama Asamasinda;
150 mg bitki dokusu alinmigtir ve alan bitki dokusu iizerine 1,5 ml’ lik
Washing buffer (Yikama Buffer) eklenmistir. Ornek havanda ezilerek 2 ml’ lik
ependorf tiipe aktarilmig ve vortexlenmistir.
Tiipler 5600 rpm 15 dk +4 °C’de santrifiijleme yapilarak iist kisim atilmistir.
Izolasyon Asamasinda;
Onceden 65 °C’ye 1sitilmis Izolasyon buffer (her bir &rnek igin 1,5 ml)
eklenerek vortexlenmistir.
Tiipler 65 °C’de 10 dk inkiibe edilmistir (her 2 dk da bir karistirilmustir).
Ornekten 1 ml gekilerek yeni tiipe aktarilmustir. Uzerine esit hacimde
Chloroform Isoamilalkol (C:I:A, 24:1) eklenerek karistirilmustir (Siit beyaz
olana kadar).

Tiipler 6.700 rpm’de 10 dk +4 °C’de santrifiijleme yapilmistir.
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Ust kisim dikkatlice yeni tiiplere alinmustir. Yine esit hacimde C:I:A eklenerek
tyice karigtirilmistir.

Tiipler 10.000 rpm’de 10 dk +4 °C’de santrifiijleme yapilmaistir.

Ust kisim yeni bir tiipe alinmistir. Uzerine Sodium Asetat (NaoAc) (0,1 hacim,
3M, pH:5,2) ile Isopropanol (0,6 hacim) eklenerek karistirilmistir.

Tiipler -80 °C’de 30 dk veya -20’de 1 saat inkiibe edilmistir.

Daha sonra 6rnekler 14.000 rpm’ de 20 dk +4 °C’de santrifiijleme yapilmistir.
Saflastirma Asamasinda;

Sonug pelletinin tizerine 100 ul d2H20 eklenerek pellet ¢oziindiirtilmiistiir.
Uzerine 0,3 hacim 10 M LiCl eklenerek buzun iizerinde 90 dk inkiibe
edilmistir (2 defa tekrarlanmistir).

Daha sonra tiipler 14.000 rpm’de 30 dk +4 °C’de santrifiijleme yapilmistir.
Alternatif olarak tek sefer LiCl eklendikten sonra 1 gece +4 °C’de inkiibe
edilmistir.

Sonrasinda tiipler 14.000 rpm’de 30 dk +4 °C’ de santrifiijleme yapilmistir.
Santrifiijden sonra s1v1 faz dokiilmiistiir.

Pellet tizerine 100 pl d2H20 eklenerek pellet ¢oziindiiriilmiistiir.

Uzerine 0,1 hacim NaoAc (3M) ve 2 hacim soguk-ethanol (%96) eklenerek
karistirilmistir.

Tiipler 14.000 rpm’de 20 dk +4 °C’de santrifiijleme yapilmistir.

Pellet 200 pul %70’ lik soguk alkolle yikanmistir.

Kisa bir santrifiij yapilarak alkol dokiilmiistiir.

Tipler 20 dk oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

Pellet 40 pl d2H20’da ¢oziindiiriilmistiir.

3.2.1.3. Reverse Transkripsiyon (RT; Reverse Transcription)

RNA viriislerinin PCR ile testlenmesinde ilk asamada, RNA’ lardan cDNA i¢in

tek yontem kullanildi. Bu yontemde her bir 6rnek i¢in 1 pl Random Hexamer Primer,
6,5 ul d2H20 ve 5 ul RNA karisimi hazirlanarak PCR tiiplerine konulmugtur. PCR

cithazinda 94 °C’ de 5 dakika ve buz iizerinde 5 dakika bekletildikten sonra her bir tiipiin
igerisine 4 ul 5XRT tamponundan (Fermantase), 0,5 ul dNTP (10 mM), 2 ul d2H20 ve 1
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ul RT enziminden eklenmistir. Tiipler PCR cihazinda 42 °C’ de 1 saat, 72 °C’ de 10

dakika tutularak bu sekilde cDNA asamasi tamamlanmistir.

3.2.1.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bu ¢alisma kapsaminda Vaccinium spp.” nin testlendigi blueberry red ringspot

virus (BRRSV) i¢in kullanilan primer baz dizileri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Vaccinium spp.‘nin testlendigi viriis ve PCR analizlerinde kullanilan primer
ciftlerinin niikleotid dizilimleri ve baz biiytikliikleri

VIRUS PRIMER PRIMER DiZiLiMi PRIMER KAYNAKCA
ADI ADI 5 — 3 UZUNLUGU
(bp)
Blueberry 3F ATCAGTCCCAGAAGAAAAGAAGTA (Polashock ve
red ring 549 Ehlenfeldt,
spot virus 4R TCCGAAAAATAGATAGTGTCAGC 2009)
(BRRSV)
27F AGTCTACAACCACACATTCTTGA (Caglayan ve
Nar 211 ark., 2018
Primeri Yaymlanmamis
(27FI27R) 27R AGCGGACATTATCCGATATCCT veriler)

PCR analizlerinde BRRSV’ ye spesifik primerler kullanilarak PCR karigimi, 8
ul d2H20, 1,25 pl 10XB, 1 pl ANTP (2,5 mM), 0,75 pul MgClz (25 mM), virlise 6zgii
0,25 pl primer ¢ifti (her biri 10 pmol/ul), 0,1 ul Tag-DNA polymerase ve 1,2 ul cDNA
olacak sekilde hazirlanmistir. Primerlerin hedef DNA'ya baglanma (annealing) ve
uzama (extension) siire ve sicakliklari, dongiileri ise PCR cihazi 1 dongii 94 °C’de 3
dakika; 35 dongii 94 °C’de 30 saniye, 51 °C’de 45 saniye, 72 °C’de 1 dakika ve 1
dongti 72 °C’de 10 dakika olarak programlanmistir.

3.2.1.5. PCR Sonuglarinin Degerlendirilmesi: Jel Elektroforez
RT-PCR ve PCR iirlinlerinin goriintiillenmesi i¢in %1’ lik Agaroz Jel
Elektroforez iglemi yapilmistir. 1 g Agaroz, 100 ml 1x TAE (Tris-Asetat-EDTA)

tamponu igerisinde mikrodalga firinda ¢oziindiiriiliip tarak yerlestirilmis ve jel tepsisine

diiz bir zemin iizerinde dokiilerek agarozun polimerizasyonu igin 20-30 dk
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bekletilmistir. Jelin polimerizasyonundan sonra tarak dikkatli bir sekilde alinarak jel
elektroforez tankina yerlestirilmistir. 1XTAE tamponu tankin igerisine jeli kapatacak
sekilde dokiildiikten sonra jel cukurlarina DNA marker ile beraber PCR {iriinleri
yiiklenmistir. Yiikleme tamamlandiktan sonra elektroforez giic kaynagi ile elektroforez
tankina 150V’ luk elektrik akimi yaklagik 50 dakika siireyle uygulanmistir. Ethidium
Bromid (EtBr) 0,5 pg/ml konsantrasyonunda 100 ml suya karistirilmis ve jel bu karigim
igerisinde 5-6 dakika tutularak boyanmustir. Jel UV 1sikta goriintiilenip olusan bantlarin
bliyiikliigline bakilarak sonuclar degerlendirilmistir. Testlenen viriislere kars1 6rnekler
kullanilan pozitif kontrollerle karsilastirilmis ve beklenen diizeyde bant olusturanlar
pozitif, olusturmayanlar negatif kabul edilerek jel goriintileme cihazinda

fotograflanmustir.
3.2.1.6. DNA Dizileme ve Blast Analizleri

PCR ile ¢ogaltilan her bir izolata ait PCR iiriinii DNA fragmentlerinin baz
dizileri tayin edilmek iizere baz dizisi tayin eden firmaya (Medsantek, Istanbul)

gonderilmis ve sonuglar on-line olarak alinmistir. Coklu baz dizisi karsilagtirmalari

Bioedit bilgisayar yaziliminin (Hall, 1999) Clustal W 2.0.11 secenegiyle yapilmistir.

15



4.ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1 Arazi Calismalar

Bu ¢alisma kapsaminda Karadeniz bolgesinden; Artvin ilinden 30, Samsun’ dan
6, Giresun’ dan 30, Trabzon’ dan 54, Rize’den 28, Ordu’ dan 12 ve bu bélge disinda bu
illere ek olarak Mersin’ den 2 ve Bursa’ dan 17 6rnek alinarak toplamda 179 6rnek
toplanmustir. Yapilan arazi ¢alismalarinda maviyemis bitkisi disinda nar bitkilerinden de
ornek alinmistir. Hatay ilinden 51, Mersin’den 16, Kocaeli’ den 12 ve Sanliurfa’dan 11
olmak {izere toplamda 90 6rnek toplanmistir. Vaccinium tiirlerinde gézlenen en yaygin
simptomlar yaprak ve siirgiinlerde kirmizi klorotik lekeler, meyvelerde kiigiilme ve
gelisme geriligidir (Sekil 4.1., Sekil 4.2.). Narlarda ise yapraklarda sararma ve
ciceklerde erken kurumalar gozlenmistir (Sekil 4.3.). Ornekleme yapilirken gerek viriis
benzeri simptom gosteren gerekse latent (gizli) simptomlar agisindan simptomsuz

Vaccinium bitkilerinden tesadiifi 6rnekler alinmastir.

Sefsidl

Sekil 4.1. Giresun ilinden alinan Vaccinium iiretim alanlarindan toplanan yaprak
orneklerinde goriilen kirmizi klorotik lekeler
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Sekil 4.2. Giresun ilinden alinan Vaccinium iiretim alanlarindan toplanan siirgiin
orneklerinde goriilen kirmizi klorotik lekeler

Sekil 4.3. Hatay ilinden alinan Siis narlarinin (Punica granatum L.) yapraklarinda
gbzlenen sararmalar ve ciceklerde erken kuruma simptomlari

4.2. PCR Analizleri (Polymerase Chain Reaction; PCR)
4.2.1. Vaccinium ve Nar Orneklerinden Toplam RNA izolasyonu

Vaccinium ve Nar orneklerinden yapilan RNA izolasyonunda silica yontemi ve
Morante-Carriel RNA ekstraksiyon yontemleri kullanilmistir. Bu yontemlerle elde

edilen RNA’lardan yapilan nanodrop spektrofotometre Olgiimlerinde, elde edilen
RNA’larin miktar ve kalite bakimindan yeterli oldugu saptanmustir (Sekil 4.4., Sekil
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4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.7., Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10.). Bununla birlikte gerek
maviyemislerde gerekse narlarda en iyi kalitede RNA’lar Morante-Carriel ve
arkadaglar1 tarafindan yenidiinya bitkisi i¢in gelistirilen Morante-Carriel RNA
ekstraksiyon yontemiyle clde edilmistir. Testlemelerde kullanilan bazi oOrneklerin

nanodrop degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.4. Silica yontemi kullanilarak narlardan izole edilen RNA’larin spektrofotometre
6l¢timii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD), 63N nolu Nar 6rnegi
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Sekil 4.5. Silica yontemi kullanilarak maviyemislerden izole edilen RNA’larin
spektrofotometre 6l¢iimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD) 242 nolu Maviyemis
ornegi
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Sekil 4.6. Silica yontemi kullanilarak maviyemisglerden izole edilen RNA’larin
spektrofotometre 6l¢iimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD) 248 nolu Maviyemis
ornegi
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Sekil 4.7. Silica yontemi kullanilarak maviyemislerden izole edilen RNA’larin
spektrofotometre 6lgiimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD) 253 nolu Maviyemis
Ornegi
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Sekil 4.8. Silica yontemi kullanilarak maviyemislerden izole edilen RNA’larin
spektrofotometre 6lgiimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD) 318 nolu Maviyemis

ornegi
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Sekil 4.9. Morante-Carriel RNA Ekstraksiyon yontemi kullanilarak maviyemislerden
izole edilen RNA’larin spektrofotometre 6l¢timii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD)
125 nolu Maviyemis 6rnegi
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Sekil 4.10. Morante-Carriel RNA Ekstraksiyon yontemi kullanilarak narlardan izole
edilen RNA’larin spektrofotometre 6lgtimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD), 58N
nolu Nar 6rnegi

Cizelge 4.1. Maviyemis (125, 242, 248, 253, 318) ve Nar (58N, 63N) orneklerinden
izole edilen baz1 RNA ‘larin nanodrop dl¢iim degerleri.

Ornek Konsantrasyonlar 260/280 260/230
Numarasi ng/ pl Optik yogunluk  Optik yogunluk
58N 321.4 1.72 2.08
63N 48.0 2.09 1.53
125 206.3 2.04 1.72
242 48.0 2.09 1.49
248 47.3 2.07 1.35
253 67.4 2.07 1.73
318 146.3 1.97 1.73

4.2.2. RT-PCR Analizleri

Bu calisma kapsaminda toplanan Vaccinium spp. ve nar orneklerinden izole
edilen RNA’lar RT-PCR yontemi ile test edilmistir. Toplanan 6rneklerin tamami gerek
BRRSV genel tami primerleri (BRRSV3F/4R) gerekse narlarda saptanan BRRSV
genomuna yonelik yeni gelistirilen primerle (27 F/R) testlendiginde elde edilen sonuglar
Cizelge 4.2°de verilmistir (Sekil 4.11.). BRRSV3F/4R primerleri ile yapilan RT-PCR
analizlerinde testlenen 179 maviyemis Orneginin higbirisinde herhangi bir
amplifikasyon gozlenmemistir (Sekil 4.12., Sekil 4.13., Sekil 4.14., Sekil 4.15.). Buna
karsin ayn1 primer ¢ifti ile testlenen 90 adet narin 3 tanesinde (58N, 81N, 9) beklenen
diizeyde bir amplifikasyon meydana gelmis (Sekil 4.16.) ve PCR iiriinleri sekans
analizine gonderildiginde gen bankasinda kayitli BRRSV genomu ile ¢ok kiiciik bir gen

bolgesinin eslestigi  goriilmiistiir. Eslesen gen bolgesi ise gen bankasina kayith
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izolatlarla %100 homoloji gostermistir (Sekil 4.17.). Bu durum iilkemizde narlarda
saptanan BRRSV genomunun ya viriisiin yeni ve farkli bir izolat1 ya da tamamen yeni
bir viriis olma ihtimalini ortaya ¢ikarmaktadir.

27F/R nar primerleri ile yapilan RT-PCR analizlerinde testlenen 179 maviyemis
orneginin 3 tanesinde (188, 196, 197) beklenen diizeyde bir amplifikasyon goézlenmis
ancak sekans analizi sonuglarina gore bu ornekleri tamami bitki genomu ile eslestigi
i¢in negatif olarak degerlendirilmistir. Narlarda ise ayni primer ¢ifti ile testlenen 90
tane narin 23 tanesinde (9, 16, 5N, 31N, 52N, 58N, 62N, 63N, 64N, 65N, 66N, 67N,
68N, 69N, 73N, 74N, 75N, 76N, 77N, 78N, 79N, 81N, 82N) beklenen diizeyde bir
amplifikasyon meydana gelmistir. BRRSV genomuna benzer ve olasilikla yeni bir
viriise ait primer c¢ifti (27F/R) ile yapilan PCR analizleri sonucuna goére bu viriis
diinyada ilk kez narlarda saptanmistir. Bununla birlikte bu primerlerle gogaltilan PCR
riinleri sekans analizine gonderildiginde genomun olduk¢a biiyiik bir bolgesi
tanimlanmis BRRSYV izolatlari ile benzerlik gostermistir (Sekil 4.18.).

Maviyemis bitkisinde goriilen en 6nemli virus hastaligt BRRSV ile iliskili olan
“Kirmiz1 halkali leke” dir ve bu hastalik A.B.D. (Hutchinson ve Vaney, 1954), Japonya
(Isogai ve ark., 2009), Cek cumhuriyeti (Pribylova ve ark., 2010), Slovenya (Plesko ve
ark., 2010) ve Polonya (Kalinowska ve ark., 2011) ’da saptanmistir. Bu hastaligin en
belirgin simptomu yaprak ve govdede goriilen kirmizi yuvarlak halkali lekelerdir.
Meyvelerde ise benzer lekeler erken donemde goriilmesine karsin olgunlagma ile
birlikte kaybolur (Ramsdel ve ark., 1987). Bu virilislin ii¢ izolatinin (A.B.D, Cek
Cumbhuriyeti ve Polonya) tam genom sekansi yayinlanmis ve amino asit sekanslarinda
yiiksek derecede homoloji (%98) saptanmistir. Bu durum {i¢ iilkede tanimlanan
izolatlarin orijinlerinin ayni olduklart fikrini giiglendirmektedir (Kalinowska ve ark.,
2012). Ulkemizde maviyemis plantasyonlarinda BRRSV benzeri belirtiler gozlenmesine
karsin virtis PCR analizleri ile saptanamamistir. Bunun nedeni ya simptomlarin baska
bir etmenden kaynaklanmis olmasi1 ya da A.B.D ve baz1 Avrupa iilkelerinde gelistirlen

BRRSV primerlerinin iilkemizdeki izolatlar1 tanilamada yetersiz kalmasidir.
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Cizelge 4.2. Maviyemis, Kiiltiir Nar1 ve Siis Nar1 6rneklerinin toplandigi iller ve
BRRSV tespiti i¢gin yapilan RT-PCR analiz sonuglari

No  Ornek Bélge Ornek Adi BRRSV Nar
Kodu Adi Genel Tam1 Primeri  Primeri
(3F/4R) (27FIR)
1 1 Artvin Maviyemis - -
2 2 Artvin Maviyemis - -
3 3 Artvin Maviyemis - -
4 4 Artvin Maviyemis - -
5 5 Artvin Maviyemis - -
6 6 Artvin Maviyemis - -
7 7 Artvin Maviyemis - -
8 8 Artvin Maviyemis - -
9 9 Artvin Maviyemis - -
10 10 Artvin Maviyemis - -
11 11 Artvin Maviyemis - -
12 12 Artvin Maviyemis - -
13 13 Artvin Maviyemis - -
14 14 Artvin Maviyemis - -
15 15 Artvin Maviyemis - -
16 16 Artvin Maviyemis - -
17 17 Artvin Maviyemis - -
18 18 Artvin Maviyemis - -
19 19 Artvin Maviyemis - -
20 20 Artvin Maviyemis - -
21 21 Artvin Maviyemis - -
22 22 Artvin Maviyemis - -
23 23 Artvin Maviyemis - -
24 24 Artvin Maviyemis - -
25 25 Artvin Maviyemis - -
26 26 Artvin Maviyemis - -
27 27 Artvin Maviyemis - -
28 28 Artvin Maviyemis - -
29 29 Artvin Maviyemis - -
30 30 Artvin Maviyemis - -
31 123 Samsun Maviyemis - -
32 125 Samsun Maviyemis - -
33 127 Samsun Maviyemis - -
34 128 Samsun Maviyemis - -
35 130 Samsun Maviyemis - -
36 131 Samsun Maviyemis - -
37 132 Giresun Maviyemis - -
38 133 Giresun Maviyemis - -
39 134 Giresun Maviyemis - -
40 135 Giresun Maviyemis - -
41 136 Giresun Maviyemis - -
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Cizelge 4.2. (Devam) Maviyemis, Kiiltiir Nar1 ve Siis Nar1 d6rneklerinin toplandig iller
ve BRRSYV tespiti i¢in yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

No Ornek  Bolge Ornek Ad1 BRRSV Nar
Kodu Ad1 Genel Tan1 Primeri  Primeri

(3F/4R) (27F/R)
42 137 Giresun Maviyemis - -
43 138 Giresun Maviyemis - -
44 139 Giresun Maviyemis - -
45 140 Giresun Maviyemis - -
46 141 Giresun Maviyemis - -
47 142 Giresun Maviyemis - -
48 143 Giresun Maviyemis - -
49 144 Giresun Maviyemis - -
50 145 Giresun Maviyemis - -
51 146 Giresun Maviyemis - -
52 147 Giresun Maviyemis - -
53 148 Giresun Maviyemis - -
54 149 Giresun Maviyemis - -
55 150 Giresun Maviyemis - -
56 151 Giresun Maviyemis - -
57 152 Giresun Maviyemis - -
58 153 Trabzon Maviyemis - -
59 154 Trabzon Maviyemis - -
60 155 Trabzon Maviyemis - -
61 156 Trabzon Maviyemis - -
62 157 Trabzon Maviyemis - -
63 162 Trabzon Maviyemis - -
64 164 Trabzon Maviyemis - -
65 165 Trabzon Maviyemis - -
66 166 Trabzon Maviyemis - -
67 167 Trabzon Maviyemis - -
68 173 Trabzon Maviyemis - -
69 174 Trabzon Maviyemis - -
70 175 Trabzon Maviyemis - -
71 176 Trabzon Maviyemis - -
72 177 Trabzon Maviyemis - -
73 178 Trabzon Maviyemis - -
74 179 Trabzon Maviyemis - -
75 180 Trabzon Maviyemis - -
76 181 Trabzon Maviyemis - -
77 182 Trabzon Maviyemis - -
78 183 Trabzon Maviyemis - -
79 184 Trabzon Maviyemis - -
80 185 Trabzon Maviyemis - -
81 186 Trabzon Maviyemis - -
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Cizelge 4.2. (Devam) Maviyemis, Kiiltiir Nar1 ve Siis Nar1 d6rneklerinin toplandig iller
ve BRRSYV tespiti i¢in yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

No Ornek  Bolge Ornek Ad1 BRRSV Nar
Kodu Ad1 Genel Tan1 Primeri  Primeri

(3F/4R) (27F/R)
82 187 Trabzon Maviyemis - -
83 188 Trabzon Maviyemis - -
84 189 Trabzon Maviyemis - -
85 190 Trabzon Maviyemis - -
86 191 Trabzon Maviyemis - -
87 192 Trabzon Maviyemis - -
88 193 Trabzon Maviyemis - -
89 194 Trabzon Maviyemis - -
90 195 Trabzon Maviyemis - -
91 196 Trabzon Maviyemis - -
92 197 Trabzon Maviyemis - -
93 198 Trabzon Maviyemis - -
94 199 Trabzon Maviyemis - -
95 200 Trabzon Maviyemis - -
96 201 Trabzon Maviyemis - -
97 205 Trabzon Maviyemis - -
98 206 Trabzon Maviyemis - -
99 210 Trabzon Maviyemis - -
100 211 Trabzon Maviyemis - -
101 212 Trabzon Maviyemis - -
102 213 Trabzon Maviyemis - -
103 214 Trabzon Maviyemis - -
104 215 Trabzon Maviyemis - -
105 216 Trabzon Maviyemis - -
106 217 Trabzon Maviyemis - -
107 218 Trabzon Maviyemis - -
108 219 Trabzon Maviyemis - -
109 220 Trabzon Maviyemis - -
110 221 Trabzon Maviyemis - -
111 223 Trabzon Maviyemis - -

112 224 Rize Maviyemis - -
113 225 Rize Maviyemis - -
114 226 Rize Maviyemis - -
115 227 Rize Maviyemis - -
116 228 Rize Maviyemis - -
117 229 Rize Maviyemis - -
118 230 Rize Maviyemis - -
119 231 Rize Maviyemis - -
120 232 Rize Maviyemis - -
121 233 Rize Maviyemis - -
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Cizelge 4.2. (Devam) Maviyemis, Kiiltiir Nar1 ve Siis Nar1 d6rneklerinin toplandig iller
ve BRRSYV tespiti i¢in yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

No  Ornek Bolge Ornek Adi BRRSV Nar
Kodu Ad Genel Tam Primeri  Primeri
(3F/4AR) (27F/R)
122 234 Rize Maviyemis - -
123 235 Rize Maviyemis - -
124 236 Rize Maviyemis - -
125 237 Rize Maviyemis - -
126 238 Rize Maviyemis - -
127 239 Rize Maviyemis - -
128 240 Rize Maviyemis - -
129 241 Rize Maviyemis - -
130 242 Rize Maviyemis - -
131 243 Rize Maviyemis - -
132 244 Rize Maviyemis - -
133 245 Rize Maviyemis - -
134 246 Rize Maviyemis - -
135 247 Rize Maviyemis - -
136 248 Rize Maviyemis - -
137 249 Rize Maviyemis - -
138 250 Rize Maviyemis - -

139 295 Mersin Maviyemis - -
140 296 Mersin Maviyemis - -
141 297 Rize Maviyemis - -
142 298 Giresun Maviyemis - -
143 299 Giresun Maviyemis - -
144 300 Giresun Maviyemis - -
145 301 Giresun Maviyemis - -
146 302 Giresun Maviyemis - -
147 303 Giresun Maviyemis - -
148 304 Giresun Maviyemis - -
149 305 Giresun Maviyemis - -
150 306 Giresun Maviyemis - -

151 307 Ordu Maviyemis - -
152 308 Ordu Maviyemis - -
153 309 Ordu Maviyemis - -
154 310 Ordu Maviyemis - -
155 311 Ordu Maviyemis - -
156 312 Ordu Maviyemis - -
157 313 Ordu Maviyemis - -
158 314 Ordu Maviyemis - -
159 315 Ordu Maviyemis - -
160 316 Ordu Maviyemis - -
161 317 Ordu Maviyemis - -

162 B239 Bursa Maviyemis - -
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Cizelge 4.2. (Devam) Maviyemis, Kiiltiir Nar1 ve Siis Nar1 d6rneklerinin toplandig iller
ve BRRSYV tespiti i¢in yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

No  Ornek Bolge Ornek Adi BRRSV Nar
Kodu Ad1 Genel Tam Primeri  Primeri

(3F/4R) (27F/IR)
163 B240 Bursa Maviyemis - -
164 B241 Bursa Maviyemis - -
165 B242 Bursa Maviyemis - -
166 B244 Bursa Maviyemis - -
167 B245 Bursa Maviyemis - -
168 B247 Bursa Maviyemis - -
169 B248 Bursa Maviyemis - -
170 B249 Bursa Maviyemis - -
171 B251 Bursa Maviyemis - -
172 B253 Bursa Maviyemis - -
173 B254 Bursa Maviyemis - -
174 B258 Bursa Maviyemis - -
175 B264 Bursa Maviyemis - -
176 B265 Bursa Maviyemis - -
177 B266 Bursa Maviyemis - -
178 B267 Bursa Maviyemis - -

179 IN Hatay Stis Nar1 - -
180 2N Hatay Stis Nart - -
181 3N Hatay Stis Nar1 - -
182 4N Hatay Siis Nar1 - -
183 5N Hatay Kiiltiir Nar1 - +
184 6N Hatay Kiiltiir Nar1 - -
185 7N Hatay Kiiltlir Nar1 - -
186 8N Hatay Siis Nart - -
187 9N Hatay Stis Nar1 - -
188 10N Kocaeli Siis Nar1 - -
189 11N Kocaeli Siis Nar1 - -
190 12N Kocaeli Siis Nar1 - -
191 13N Kocaeli Siis Nar1 - -
192 14N Kocaeli Siis Nar1 - -
193 15N Kocaeli Siis Nar1 - -
194 16N Kocaeli Siis Nar1 - +
195 17N Kocaeli Siis Nar1 - -
196 18N Kocaeli Siis Nar1 - -
197 19N Kocaeli Siis Nar1 - -
198 20N Kocaeli Siis Nar1 - -
199 21N Kocaeli Siis Nar1 - -

200 23N Hatay Kiiltlir Nar1 - -
201 28N Hatay Kiiltlir Nar1 - +
202 29N Hatay Kiiltiir Nar1 - +
203 31N Hatay Kiiltlir Nar1 - +
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Cizelge 4.2. (Devam) Maviyemis, Kiiltiir Nar1 ve Siis Nar1 d6rneklerinin toplandig iller
ve BRRSYV tespiti i¢in yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

No Ornek Bolge Ornek Adi BRRSV Nar
Kodu Ad1 Genel Tam Primeri  Primeri

(3F/4R) (27F/R)
204 48N Hatay Kiiltlir Nar1 - -
205 49N Hatay Kiiltlir Nar1 - -
206 50N Hatay Kiiltlir Nar1 - -
207 51N Sanliurfa Siis Nar1 - -
208 52N Sanlurfa Siis Nar1 - +
209 53N Sanliurfa Siis Nar1 - -
210 54N Sanlurfa Siis Nar1 - -
211 55N Sanliurfa Siis Nart - -
212 56N Sanliurfa Siis Nar1 - -
213 57N Sanliurfa Stis Nar1 - -

214 58N Hatay Stis Nar1 + +
215 59N Hatay Siis Nart1 - -
216 60N Hatay Stis Nar1 - -

217 61N Hatay Kiiltiir Nar1 -

218 62N Hatay Kiiltiir Nar1 - +
219 63N Hatay Kiiltlir Nar1 - +
220 64N Hatay Kiiltiir Nar1 - +
221 65N Hatay Kiiltiir Nar1 - +
222 66N Hatay Kiiltiir Nar1 - +
223 67N Hatay Kiiltlir Nar1 - +
224 68N Hatay Kiiltiir Nar1 - +
225 69N Hatay Kiiltlir Nar1 - +
226 70N Hatay Kiiltlir Nar1 - -
227 73N Hatay Kiiltiir Nar1 - +
228 74N Hatay Kiiltlir Nar1 - +
229 75N Hatay Kiiltiir Nar1 - +
230 76N Hatay Kiiltlir Nar1 - +
231 77N Hatay Kiiltiir Nar1 - +
232 78N Hatay Kiiltlir Nar1 - +
233 79N Hatay Kiiltlir Nar1 - +
234 80N Hatay Kiiltlir Nar1 - -
235 81N Hatay Kiiltiir nart + +
236 82N Hatay Kiiltlir Nar1 - +

237 83N Hatay Kiiltlir Nar1 - -
238 84N Hatay Kiiltlir Nar1 - -
239 85N Hatay Kiiltlir Nar1 - -
240 86N Hatay Kiiltlir Nar1 - -
241 87N Hatay Kiiltiir Nar1 - -
242 88N Hatay Kiiltlir Nar1 - -
243 89N Hatay Kiiltlir Nar1 - -
244 90N Hatay Kiiltlir Nar1 - -
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Cizelge 4.2. (Devam) Maviyemis, Kiiltiir Nar1 ve Siis Nar1 6rneklerinin toplandigi iller
ve BRRSYV tespiti i¢in yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

No  Ornek Bolge Ornek Adi BRRSV Nar
Kodu Ad1 Genel Tam Primeri  Primeri

(3F/4R) (27F/R)
245 91N Hatay Kiiltlir Nar1 - -
246 92N Hatay Kiiltlir Nar1 - -
247 93N Sanlurfa  Kiiltiir Nar1 - -
248 94N Sanhwurfa  Kiiltiir Nar1 - -
249 95N Sanlurfa  Kiiltiir Nar1 - -
250 96N Sanlurfa  Kiiltiir Nar1 - -
251 97N Hatay Kiiltlir Nar1 - -

252 1 Mersin Siis Nari - -
253 2 Mersin Siis Nar1 - -
254 3 Mersin Siis Nar1 - -
255 4 Mersin Siis Nar1 - -
256 5 Mersin Siis Nar1 - -
257 6 Mersin Siis Nar1 - -
258 7 Mersin Siis Nar1 - -
259 8 Mersin Siis Nar1 - -
260 9 Mersin Siis Nar1 - -
261 10 Mersin Siis Nar1 - -
262 11 Mersin Siis Nari - -
263 12 Mersin Siis Nar1 - -
264 13 Mersin Siis Nar1 - -
265 14 Mersin Siis Nar1 - -
266 15 Mersin Siis Nar1 - -
267 16 Mersin Siis Nar1 - +
268 9 Hatay Kiiltiir nar1 + +
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Sekil 4.11. Samsun, Giresun, Trabzon ve ve Rize’den toplanan maviyemis ve Hatay’
dan toplanan kiiltiir ve siis nar1 6rneklerinde 6rneklerinde Blueberry red ringspot
virlistiniin tespitinde yapilan RT-PCR analizlerinde cDNAlar 1:4 oraninda sulandirilmis
ve 27F/R primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR analiz sonuglari. M: Marker (SMO#321
MBI, Thermo Sci, ABD); 188, 196,197: Trabzon Maviyemis, 5N, 6N, 22N: Hatay
Kiiltiir Nar1, 24N: Hatay Siis Nar1, 27N, 28N, 29N: Hatay Kiiltiir Nar1, 52N, 58N, 59N,
60N: Hatay Siis Nar1, 62N-82N: Hatay Kiiltiir Nar1, 2, 3, 4, 5: Hatay Siis Nari1, 9: Hatay
Kiltir Nar1, G7: Kocaeli Stis Nar1, 16: Mersin Siis Nar1, W: Su Kontrol, +C: BRRSV
Pozitif Kontroller

M 127137 155175 185190201 224229 233232 236 31N 3 5 6 BN ANDSN 26N27NJSNW W NI N2 N3 M+ +C

BRRSV3F/4R=549 bp

Sekil 4.12. Artvin, Giresun, Trabzon, Samsun ve Rize’den toplanan maviyemis ve
Hatay’dan toplanan kiiltiir ve siis nar1 6rneklerinde Blueberry red ringspot viriis tespiti
icin CDNA dogrudan sulandirilmadan kullanilmis ve BRRSV3F/4R primer ¢ifti
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglari. M: Marker (SMO#321 MBI, Thermo
Sci, ABD); 127: Samsun Maviyemis, 137: Giresun Maviyemis, 155, 175, 185, 190, 201:
Trabzon Maviyemis, 224, 229, 233, 232, 236: Rize Maviyemis, 31N: Hatay Kiiltiir
Nari, 3,5, 6: Hatay Siis Nar1 8N: Hatay Siis Nar1, 24N: Hatay Siis Nar1, 25N, 26N,
27N, 28N:Hatay Kiiltiir Nar1, N1-N4: Hatay Siis Nari, W: Su Kontrol, +C: BRRSV
Pozitif Kontroller
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Sekil 4.13. Samsun, Giresun, Trabzon ve ve Rize’den toplanan maviyemis 6rneklerinde
Blueberry red ringspot viriisiiniin tespitinde yapilan RT-PCR analizlerinde cDNAlar
1:10 ve 1:4 oraninda sulandirilmis ve BRRSV3F/4R primer ¢ifti kullanilarak yapilan
PCR analiz sonuglari. M: Marker (SMO#383 MBI, Thermo Sci, ABD); 127:
Samsun Maviyemis, 137: Giresun Maviyemis, 155, 175, 185, 190, 201: Trabzon
Maviyemis, 224, 229, 233, 232, 236: Rize Maviyemis, W: Su Kontrol, +C: BRRSV
Pozitif Kontroller

M 5N 5N 58N 58N58N +C +C W 73N 73N 73N 75N 75N 75N 76N 76N 76N 81N 81IN8IN 9 9 9 5N

BRRSY 3F/4R = 549 bp

Sekil 4.14. Artvin’ den toplanan maviyemis ve Hatay’ dan toplanan kiiltiir ve siis nar1
orneklerinde Blueberry red ringspot viriis tespiti igin BRRSV3F/4R primer ¢ifti
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglari. M: Marker (SMO#321 MBI, Thermo
Sci, ABD); 5N: Hatay Kiiltiir Nar1, 58N: Hatay Siis Nar1, 73N, 75N, 76N, 81N: Hatay
Kiiltiir Nar1, 9: Hatay Kiiltiir Nar1, W: Su Kontrol, +C: BRRSV Pozitif Kontroller
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Sekil 4.15. Samsun, Trabzon, Ordu ve Rize’den toplanan maviyemis ve Hatay’ dan
alinan kiiltiir ve siis nar1 6rneklerinde Blueberry red ringspot viriis tespiti igin
BRRSV3F/4R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglar1. M: Marker
(SMO#321 MBI, Thermo Sci, ABD); 5N, 22N: Hatay Kiiltiir Nar1, 24N, 58N: Hatay
Stis Nar1 73N, 81N: Hatay Kiiltiir Nar1, 9N: Hatay Siis Nar1, 125, 127: Samsun
Maviyemis, 196,197,199: Trabzon Maviyemis, 236, 239, 297: Rize Maviyemis, 311:
Ordu Maviyemis, 342, 352: Rize Maviyemis, W: Su Kontrol
+C: BRRSV Pozitif Kontrol

M SN 22N 24N 58N 73N 8IN ON 125 196 197 199 236 239 297 311 342 352 SN 22N 58N 73N 75N 76N
1:1 - “ S N — - " . - e .
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BRRSV3F/4R = 549 bp
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Sekil 4.16. Samsun, Trabzon, Ordu ve Rize’den toplanan maviyemis ve Hatay’ dan
alinan kiiltiir ve siis nar1 6rneklerinde Blueberry red ringspot viriis tespiti i¢in
analizlerinde cDNAIlar dogrudan ve 1:4 oraninda sulandirilmis ve BRRSV3F/4R
primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglari. M: Marker (SMO#321 MBI,
Thermo Sci, ABD); 5N, 22N: Hatay Kiiltiir Nar1, 24N,58N: Hatay Siis Nar1, 73N, 81N:
Hatay Kiiltiir Nar1, 9N: Hatay Siis Nar1 125: Samsun Maviyemis, 196, 197, 199:
Trabzon maviyemis, 236, 239, 297: Rize Maviyemis, 311: Ordu Maviyemis, 342, 352:
Rize Maviyemis, 75N, 76N: Hatay Kiiltiir Nar1
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Arabidopsis thaliana chromosome 5 sequence 464 464 8% 066 93% CP00268S 1

Sus scrofa mRNA, clone:OVRO10068B11, expressed in ovary, 464 464 1% 066 04% AK347627.1
Vitis vinifera contig VV78X040608.26 whole genome shotgun sequence 464 464 1T% 066 B81% A

Vitis vinifera contig V78X 108700.15_whole genome shotgun sequence 464 464 12% 066 82% AM4727021
Sus scrofa mRNA, clone:OVRM10087D02, expressed in ovary 464 464 1% 066 04% AK2354051
Sus scrofa mRNA, clone:OVRO10018G03, expressed in ovary, 464 464 1% 066 B4%  AK2I4ITL1
Sus scrofa heme binding protein mRNA, partial cds 464 464 11% 066 B84% AY550056.1
Mus musculus chromosome 3_clone RP23-326F23, complete sequence 464 464 16% 066 B1% AC12369313
Home sapiens cDNA FLJ12379 fis, clone MAMMA1002554 464 464 1% 066 86% AK0224411
Homo sapiens chromosome 15, clone RP11-592M21, complete sequence 464 464 11% 066 B86% AC0647998
Homo sapiens genomic DNA;_cDNA DKFZp686P02129 (from clone DKFZp686P02129) 464 464 1% 066 B86% Bx6407721
Blueberry red ringspot virus, complele genome 464 464 T% 066 100% AF4045092
Arabidopsis thaliana genomic DNA, chromosome 5, CIC YAC clone.CIC5B: 464 464 8% 066 93% AP002549.1
Zebrafish DNA sequence from clone CH211-146M13 in linkage group 7, complete sequence 464 464 19% 066 79% AL9291159
Plasmodium falciparum genome assembly, chromosome: 3 455 455 12% 23 B0% LR1314831
Plasmodium falciparum genome assembly, chiomosome: 3 455 455 12% 23 86% LR131468.1
Plasmodium falciparum genome assembly, chromosome: 3 455 455 12% 23 86% LR1314521
Plasmodium falciparum genome assembly, chromosome: 3 455 455 2% 23 B6% LR131436.1
Plasmodium falciparum strain KH1 genome assembly, chromosome: 3 455 455 12% 23 86% LRI1314201

Sekil 4.17. BRRSV tani1 primerleri kullanilarak narlardan elde edilen PCR iiriinlerinin
sekans analiz sonucu Gen Bankasinda kayitli izolatlarla benzerlik (homoloji) oranlari

Blueberry red ringspot vinus isolate BRASV24, complete genome 500 500 24% 0020 89% JN205460.1
‘Blueberry red ringspot virus isolate BRRSV13 reverse transcriptase gene. complete cds 500 500 24% 0020 89% JF9208721
Blueberry red ringspot vinus isolate Covills 546 from Slovenia, complete ggnome 500 500 24% 0.020 89% JF421559.1
Blueberry red ringspot vinus isolate Damow 5, complete genome 500 500 24% 0020 89% HMi59264.1
Blugberry red ringspot virus isolate Damows reverse transcrintase gene, partial cds 5000 500 24% 0.020 89% HM107773.1
Blueberry red ringspot virus RT gene for reverse transcriptase. partial cds isolate: TAs2 500 500 24% 0020 89% AB4693931
‘Blueberry red ringspot virus RT gene for reverse transcrintase_partial cds. isolate: TAs1 500 500 24% 0020 89% AB4608921
Blueberry red ringspot vinus RT gene for reverse transcriptase, partial cds, isolate: TAd? 500 500 24% 0.020 89% AB4693911
Blueberry red ringspot virus T gene for reverse transcriptase, partial cds, isolate: TAd{ 500 500 24% 0020 89% AB4693%01
Blugbarry red ringgpot virus R gene for reverse franscriptase. partial cds isolate: IRd1 500 500 24% 0020 89% AB4693391
Blueberry red ringspot virus RT gene for reverse transcriptase, partial cds, isolate: HA1 500 500 24% 0020 89% AB4693831

Sekil 4.18. Narlarda olas1 yeni bir viriise kars1 gelistirilen 27F/R primeri kullanilarak
narlardan elde edilen PCR fiirlinlerinin sekans analiz sonucu Gen Bankasinda kayith
izolatlarla benzerlik (homoloji) oranlari

4.2.3 Filogenetik Analizler

Bu ¢alisma kapsaminda 27F/R primerine karsi anlamli gelen 6rnekler NCBI veri
tabanindaki diger blueberry red ringspot virlis izolatlarinin dizileri ile Clustal W
yontemi kullanilarak hizalanmistir. Hizalanan tiim niikleotid dizileri NJ (Neighbor
Joining) yontemi kullanilarak Mega 7 yazilimi ile analiz edilmistir. Sonugta elde edilen
dendrogramlarin birbiri ile olduk¢a uyumlu oldugu gorilmistiir. 27F/R primeri ile
cogaltilan BRRSV izolatlarina ait NJ dendrogrami incelendiginde, Tiirkiye izolatlarinin

58 N izolat1 hari¢ kendi i¢inde gruplandigi goriilmiistiir. Gen Bankasina kayitli BRRSV
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izolatlarina en yakin homoloji gosteren nar izolatt 58N kodlu 6rnek olup siis narina

aittir, diger nar 6rnekleri ise kiiltiir nar1 olup Hicaz ¢esididir (Sekli 4.19).

2% TeN

2% I 9

2% 21N

2%

B3N

2%

75N

BTN

58N

HM159264 1

2%

AB4B98ET 1

93%
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el AB469893.1

Sekil 4.19. Blueberry red ringspot virus’iiniin saptanmasi1 amaciyla 27F/R primeri
kullanilarak yapilan RT-PCR analizleri sonucunda elde edilen iiriinlerinin sekans
analizine gore ¢izilen filogenetik agag¢. Filogenetik analizde, MEGA 7 yaziliminda
yer alan Neighbor-joining (NJ) yontemi kullanilmigtir. Dendrogramda bootstrap
(se¢-bagla tahmin testi) degerleri, dallarda yiizde olarak gosterilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu arastirma, iilkemizde son yillarda popiilaritesi yiiksek olan ve yetistiriciligi
yayginlasan maviyemislerde onemli bir viriis olan BRRSV’ nin gerek Vaccinium
tiirlerinde gerekse narlarda molekiiler yontemlerle arastirilmasina yonelik ilk ¢alismadir.
Bu c¢alisma kapsaminda Karadeniz bolgesinden Artvin ilinden 30, Samsun’ dan 6,
Giresun’ dan 30, Trabzon’ dan 54, Rize’ den 28, Ordu’ dan 12 ve bu bolge disinda bu
illere ek olarak Mersin’ den 2 ve Bursa’ dan 17 6rnek alinarak toplamda 179 maviyemis
ornegi toplanmigtir. Ayrica bolimiimiizde yiiriitiilen bir ¢aligmada narlarda “blueberry
red ringspot viriis benzeri” bir genoma rastlanildigindan s6z konusu nar ornekleri de
testlenme programina alinmistir. Bu nedenle Hatay ilinden 51, Mersin’ den 16, Kocaeli’
den 12 ve Sanliurfa’ dan 11 olmak {izere toplamda 90 nar 6rnegi toplanmistir. Yapilan
bu caligma kapsaminda maviyemislerde BRRSV saptanmazken narlarda hem BRRSV-
genel tani primeri hem de narlar igin gelistirilen 27F/R primeri ile BRRSV genomu
tespit edilmigtir. Narlarn BRRSV ve/veya BRRSV-benzeri olasi yeni bir viriisiin
konukgusu olma olasilig1 oldukga yiiksektir ve bu konuda ¢aligmalara devam edilmesi
Onerilmektedir.

Bu ¢aligma ile lilkemizde son yillarda {iretimi ve tiikketimi artan maviyemis ve nar
bitkilerinde A.B.D ve Avrupa iilkelerinde 6nemli ekonomik kayiplara yol agan BRRSV’
nin saptanmamis olmasi olumlu bir sonug olarak degerlendirilebilir. Bununla birlikte bu
virlis agisinda testlemelere devam edilmesi gerekmekte ve narlarda BRRSV genomuna
benzer olas1t yeni bir viriisiin saptanmasi bu konuda yeni caligmalarin yapilma

gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir.
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EKLER
SILICA RNA EXTRAKSIYON BUFFER (1000 ml) (Rott ve Jelkman-2001)

Tris- Base 24,2 g
LiCl 12,66 g
SDS 15¢g
Sodium Deoxycholate 10g
NP-40 10 ml

2,92 g EDTA veya 3,72 g EDTA*2H20
%1 B-MCE (Kullanmadan hemen 6nce eklenmelidir.)

5,8 M POTASYUM ASETAT (pH 6.5) (100 ml)
5 M Potasyum Asetat (pH 7.5) 60 ml

H.O 28,5 ml
Glecial asetic asit 11,5 ml
Kati Potasyum Asetat 1M

SILICA WASH BUFFER (1000 ml) (Rott ve Jelkman-2001)

Tris-HCI (pH 7.5) 10 mM
0,5MEDTA 1ml
5M NaCl 1ml
%2100 EtOH 500 ml
Sterile H20 479 ml

TE BUFFER (pH 8) (1000 ml) (Rott ve Jelkman-2001)
1 M Tris-HCI (pH 8) 10 ml
0,5MEDTA 2ml

Sterile H20 ile tamamlanir.

39



MORANTE-CARRIEL RNA EXTRAKSiYON BUFFER

YIKAMA BUFFER (100 ml)
0,LM TRIS-HCI (pH7.5)  1,2g

0,35 M Sorbitol 6,39
%10 PEG 10g
% 2 Mercaptoethanol 2 ul

IZOLASYON BUFFER (100 ml)
0,3 M Tris-HCI (pH 7.5) 3,60

25 mM EDTA 0,7 ml
2M NaCl 11,69
%2 CTAB 29
%2 PVP 29
%0,005 Spermidine 0,10g
SAFLASTIRMA BUFFER (100 ml)
10 M LICI 4239
3 M Sodium Asetat 40,8 ml

%70’lik, %96 ‘lik Soguk Ethanol kullanilmistir.

AGAROS JEL ELEKTROFOREZ (MANIATIS ve ark., 1982)
TAEX50 (100 ml)

0.5M EDTA pH:8 10 ml
0.6 Glacial acetic acide 571 ml
Trizma base 24.2 g

Cozelti 100 ml d2H20’ ya tamamlanip otoklav edilmis ve oda sicakliginda saklanmustir.

PCR f{iriiniiniin yiikleme ortami (15 ml 6X stok i¢in)

Bromophenol blue 15 ml
Glycerol 18 ¢
TAEX50 6 ml

Hazirlanan ortam -20 °C’de saklanmustir.
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Ethidium Bromide c¢ozeltisi (1 mg/ml 200 ml stok i¢in)

0.5X TAE 200 ml

Ethidium bromide 200 ul

Koyu renkli bir kap i¢inde 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. Yaklasik 40°C
sicakliga geldikten sonra, elektroforez iinitesinin jel tepsisine dokiiliip taraklar
yerlestirildikten sonra agarozun donmasi beklenmistir (15-20 dakika). 0.5XTAE ortami1

iceren elektroforez tankina yerlestirilmistir.
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