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OZET

Rubus ve Vaccinium TURLERINDE YENI GiRiS YAPAN VIRUSLERIN
MOLEKULER YONTEMLERLE TANILANMASI ve KARAKTERIZASYONU

Tiirkiye’de Rubus ve mavi yemis viriisleri ile ilgili ¢aligmalar ¢ok sinirh sayida
olup son yillarda baglamistir. Bu calismada, Hatay, Adana, Mersin, Kahramanmaras,
Bursa, Trabzon, Rize, Artvin ve Giresun illerindeki bogiirtlen, ahududu ve mavi yemis
plantasyonlarinda bu bitki tlirlerinde son yillarda saptanan bazi yeni viriislerin RT-PCR
analizleriyle saptanmasi amaglanmistir. Bu amacgla Hatay ilinden 38, Bursa’dan 95,
Mersin’den 40, Kahramanmaras’ tan 20 Rubus spp. ornegi ile Karadeniz bélgesinden
102, Bursa ilinden 20 mavi yemis (Vaccinium spp.) ornegi toplanmis ve strawberry
necrotic shock virus (SNSV), raspberry leaf mottle virus (RLMV), blackberry yellow
vein-associated virus (BYVaV), blackberry chlorotic ringspot virus (BCRV),
blackraspberry necrosis viriis ( BRNV), blueberry shoestring viriis ( BSSV), blueberry
fruit drop associated virus (BFDaV) ve blueberry latent viriis (BBLV)’lerin tilkemizdeki
durumunu tespit etmek i¢cin RT-PCR analizleri ile testlenmistir. Ayrica lilkemiz rubus
plantasyonlarinda varligi dogrulanmamis olan tomato ringspot virus (ToRSV) de
testleme programina alinmistir. Testlenen Orneklerin higbirisinde yeni giris yapan
viriisler saptanmazken SNSV, ToRSV ve BYVaV ile ilgili ¢eliskili baz1 sonuglar elde
edilmistir. Bu viriislerden o6zellikle BYVaV rubuslarda ¢ok o6nemli bir hastalik
kompleksine neden oldugu igin bu viriisiin varlig1 ve yayginhigi ile ilgili gelecekte daha
detayl1 calismalarin yapilmasi 6nerilmektedir.

2018, 37 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bogiirtlen, ahududu, mavi yemis, yeni viriisler, RT-PCR



ABSTRACT

IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF NEW EMERGING
VIRUSES IN Rubus AND Vaccinium spp. BY MOLECULAR METHODS

There are very limited studies on rubus and blueberry viruses in Turkey and
some studies were very recently started. The aim of this study is testing blackberries,
raspberries and blueberries growing in Hatay, Adana, Mersin, Kahramanmarasg, Bursa,
Trabzon, Rize, Artvin and Giresun provinces by RT-PCR analysis for new emerging
viruses. For this purpose, 38 Rubus samples from Hatay, 95 from Bursa, 40 from
Mersin and 20 from Kahramanmaras; 102 blueberry samples from Blacksea Region and
20 samples from Bursa were collected and tested for some new emerging viruses.
Rubus samples were tested for strawberry necrotic shock virus (SNSV), raspberry leaf
mottle virus (RLMV), blackberry yellow vein-associated virus (BYVaV), blackberry
chlorotic ringspot virus ( BCRV) , blackraspberry necrosis viriis ( BRNV) whereas
blueberry samples were tested for blueberry shoestring viriis ( BSSV), blueberry fruit
drop associated virus ( BFDaV) and blueberry latent viriis (BBLV). Beside this, in
order to confirm the presence of tomato ringspot virus (ToORSV) in rubus plantation in
Turkey , this virus was also involved in this study. Not any new emerging viruses were
detected in any samples except there was some suspicious results for SNSV, ToRSV
and BYVaV which is one of the virus, causing very important disease complex in
Rubus spp. Therefore detailed studies regarding presence and distrubition of these
viruses was recommended.

2018, 37 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 Hocam Sayin Prof Dr. Mona GAZEL’e, ¢alismamda konusunda yardimci
olan Ziraat Yiiksek Miihendisi Kivileem ORDEK ve Ziraat Miihendisi Hiilya
USTUNKAYA’ ya ve isimlerini burada zikredemedigim ama yardimlarini esirgememis
tim arkadaslarima ve calismalarim sirasinda desteklerini esirgemeyen, her zaman

arkamda olan babama ¢ok tesekkiir ederim.
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Sekil 4.1.

SEKILLER DiZIiNi

Vaccinium iiretim alanlarinda bitkilerin siirgiin ve yapraklarinda
gozlenen kirmizi klorotik lekeler ..o,

Sekil 4.1(Devam). Vaccinium iiretim alanlarinda bitkilerin siirgiin ve

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Sekil 4.10.

yapraklarinda gozlenen kirmizi klorotik lekeler ..........ccccoovvviiiiiiiniinnnne,

Rubus alanlarinda gozlenen viriis benzeri simptomlar A-

Yapraklarda mozaiklesme ve klorotik lekeler B, C- Yapraklarda
damarlar boyunca kizarma, D- Yaprakta damar agilmalar1 ve

KIOFOtIK TEKEIBK ...

RNeasy Qiagen ticari kit (Qigen Sci-Almanya) kullanilarak
bogiirtlenlerden izole edilen RNA’larin spektrofotometre 6lgiimii
(NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD), 282 Bogiirtlen 6rnegi...................

Silica yontemi kullanilarak bogiirtlenlerden izole edilen RNA’larin
spektrofotometre 6lgiimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD,
282 BOZUILIEN OTNETT ..vvvveieeiieieiiieeiieiesi e

Silica yontemi kullanilarak ahududulardanizole edilen RNA’larin
spektrofotometre 6l¢iimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD),
273 Ahududu OTNEGT ...vevvveiiiiiiicec s

Silica yontemi kullanilarak ahududulardan izole edilen RNA’lara
Dnase uygulanmasindan sonraki spektrofotometre 6l¢timii

(NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD), 273 Ahududu 6rnegi................

Silica yontemi kullanilarak maviyemislerdenizole edilen
RNA’larin spektrofotometre 6l¢iimii (NanoDrop 2000c, Thermo
Sci, ABD), 318 Mavi Yemi§ OTNEGT . c.eeveveverierieriisiesieieie e

Rubus ve Vaccinium viriislerinin pozitif kontrolleri ile optimizasyon
amaciyla yapilan RT-PCR analiz sonuglari. M: Marker (SMO#321

MBI, Thermo Sci, ABD); 1: BYVaV-dogrudan cDNA; 2: BYVaV,-1:4
sulandirma; 3: Su kontrol; 4: BRNV- dogrudan cDNA; 5: BRNV-1:4
sulandirma; 6: Su kontrol; 7: SNSV- dogrudan cDNA; 8: SNSV-1:4
sulandirma; 9: Su kontrol; 10: BCRV- dogrudan cDNA; 11: BCRV-

1:4 sulandirma; 12: Su kontrol; 13: ToORSV- dogrudan cDNA; 14:
ToRSV-1:4 sulandirma; 15-16: Su kontrol; 17: BSSV: dogrudan

CDNA; 18: BSSV-1:4 sulandirma; 19: Sukontrol...........cceevvvveriieiiiiiiinnnnen,

Mersin ili rubus orneklerinden izole edilen RNA’lara DNAz
uygulanmadan Strawberry necrotic shock viriis tespiti amaciyla

yapilan RT-PCR analiz sonucu. M: Marker (SMO#321 MBI Thermo
Sci, ABD); 1-29: Mersin rubus 6rnekleri; W: Su kontrol; +C : Pozitif
kontrol- +C1; dogrudan cDNA, +C2; 1/4 cDNA sulandirma, +C3;

1/10 cDNA SUlandirma.......ueeeeeeeiiiiiiiiiiieeeee et e e seirrree e e e e e e sanreeees

Mersin ili rubus 6rneklerinden izole edilen RNA’lara DNAz

uygulanarak Strawberry necrotic shock virlis tespiti amaciyla yapilan
RT-PCR analiz sonucu. M: Marker (SMO#321 MBI Thermo Sci,

ABD); 176 (14), 178 (16), 234 (19): Mersin rubus ornekleri; W: Su
kontrol; +C: POZitif KONTIOl.......c.veviiiiiiiee e
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Sekil 4.15.
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Sekil 4.18.

Bursa, Hatay ve Kahramanmarag’tan toplanan Rubus 6rneklerinde .
blackberry chlorotic ringspot virus tespiti icin BCRVF/R primer ¢ifti
kullanilarak yapilan RT-PCR analizi. M: Marker (SMO#383 MBI
Thermo Sci, ABD); 1-18: Bursa, Hatay, Mersin ve Kahramanmaras
rubus ornekleri; W: Su kontrol; +C: Pozitif kontrol (1/1-dogrudan

cDNA, 1/4 ve 1/10 cDNA sulandirma Serileri).........cccoevvriveriiiiininnsiennnens

Bursa rubus 6rneklerinde TORSVF/R primer ¢ifti kullanilarak yapilan
RT-PCR analiz sonucu M: Marker (SMO#321 MBI Thermo Sci,
ABD); 1-64: Bursa rubus 6rnekleri; W: Su kontrol; +C: Pozitif

kontrol ((1/1-Dogradan cDNA, 1/4 ve 1/10 sulandirma serileri)...............

Hatay rubus 6rneklerinde TORSVF/R primer ¢ifti kullanilarak
yapilan RT-PCR analiz sonucu M: Marker (SMO#321 MBI Thermo
Sci, ABD); 1-15: Hatay rubus 6rnekleri; W: Su kontrol; +C: Pozitif

kontrol (1/1- dogrudan cDNA ve 1/4, 1/10 sulandirma serileri)..............

Bursa’dan toplanan rubus 6rneklerinde blackberry yellow vein
associated viriis tespiti icin BYVaVF/R primer ¢ifti kullanilarak
yapilan PCR analiz sonucu M: Marker (SMO#383 MBI Thermo
Sci,ABD); 1-19: Bursa rubus 6rnkeleri; W: Su kontrol; +C: Pozitif

kontrol 1:1 ve 1:4 SeYreltme) ......ccceviieiiiiieeeee e

Hatay rubus orneklerinde blackberry yellow vein associated viriis
tespiti igin BY VaVF/R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR
analiz sonucu M: Marker (SMO#321 MBI Thermo Sci, ABD); 1-21:
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1. GIRIS

Uziimsii meyveler diinyada cok sevilen, c¢ok tiiketilen ve cesitli sekillerde
degerlendirilen meyve tiirleridir. Kuzey yarim kiiresinde ¢ok genis bir alana (arktik ve
tropik iklim sinarlarina kadar) yayilmiglardir. Tiirkiye bu tiirlerin dogal yayilma alani
icinde bulunmakta, hemen biitiin bolgelerde bir veya birkag tiiriin farkli formlarina
rastlanmaktadir (Agaoglu 1986, Onur ve ark., 1999). "Uziimsii meyveler" denildigi
zaman daha ¢ok tiziim (Vitis), ¢ilek (Fragaria), ahududu ve bogiirtlen (Rubus), frenk
liziimii ve bektasi izimii (Ribes), kiiltiir yaban mersini (Vaccinium), kusbumu (Rosa),
mirver yemisi (Sambucus), yabani igde (Hippophae), amberbaris (=kadin tuzlugu;
Berberis), gakal erigi (Prunus) gibi cinsler ve bunlara bagl tiirler akla gelmektedir.

Ulkemizde son yillara kadar cilek disinda iiretim istatistikleri saptanan tek
{iziimsii meyve tiirii ahududu olmustur. Ilk defa 1995 yilinda bu tiir ile ilgili bilgiler
toplanmis ve DIE'niin resmi kayitlarma girmistir. Frenk iiziimii, ahududu ve
bogiirtlenlerin kiiltlir ¢esitleri Tiirkiye'ye ilk olarak 1968 yilinda ABD ve Fransa'dan
getirilmis, bunu 1972 ve 1974 wyillarinda getirilen diger partiler izlemistir. Daha o
yillarda tiziimsii meyvelerin Tiirkiye tarimi agisindan 6nemi irdelenmis (Onur 1976),
getirtilen materyaller arasinda 3 ahududu, 1 bogiirtlen ve 5 frenk tiziimii ¢esidi timitvar
bulunmustur (Onur 1977a ve 1977b). Aym yillarda Fidan ve ark. (1976) ahududu ve
bogiirtlen lizerinde aragtirmalar yaparak {ilkemiz kosullarina uygun cesitleri
belirlemislerdir.

Ahududu ve Bogiirtlen; Rosales takimi Rosaceae familyasi1 (Giilgiller), Rubus
cinsine aittirler. Ahududu diinya tizerinde Asya, Avrupa ve Amerika'nin iliman iklim
kusaginda dogal olarak yetigmektedir. Tirkiye’nin ise kuzeyinde, batidan doguya
uzanan bir kusak boyunca, genellikle 1000 m ve daha fazla yiiksekliklerde, hava oransal
nemi ve toprak nemi fazla olan yerlerde dogal olarak bulunur. Bu yorelerde bulunan
halk tarafindan c¢esitli isimler altinda (agag ¢ilegi, ay1 iizlimii, more, madimak, kavuklu
cilek, kirmizi bogiirtlen vb.) tanimirlar. Taze olarak veya regel, surup olarak
degerlendirilirler. Ahududu 19601 yillarin sonlarinda adaptasyon amaciyla ililkemize
getirilmistir.  Tirkiye’de ilk defa 1930'lu yillarin sonlarinda Bursa’nin kdylerinde
yetistiriciligi  yapilmaya baslanmis ve iiretim miktart 25.000 tona ulasmis

bulunmaktadir. 1993 yilinda ABD' den getirilen ve kiiltiir ¢esitlerine ait olan fidanlar



Findik Arastirma Enstitiisti blinyesinde adaptasyona alinmis ve olumlu neticeler sonucu
Giresun’da da yetistiriciligi baslamuistir. Ulkemizin her ydresinde bogiirtlene
rastlanmaktadir. Ozellikle Orta Anadolu ve Karadeniz Bolgesinde bogiirtlen
yetistiriciligi daha fazladir. Ulkemizde 2017 yil1 istatistiklerine gore 5,916 da alanda
4,989 ton ahududu, 3,079 da alanda da 2,739 ton bogiirtlen tiretimi gergeklesmistir
(TUIK , 2018).

Maviyemis bitkisi Ericales takimi, Ericaceae (Fundagiller) familyasi, Vaccinium
cinsine giren bir bitkidir. Bu cinse giren ¢ok sayida tiirii bulunmakta olup en 6nemlileri
Vaccinium corymbosum, V. myrtilloides ve V. ashei reade’dir. Bu bitki tilkemizin farkli
yorelerinde farkli isimlerle anilmaktadir. Ardahan'da Mosi, Rize'de Likapa, Trabzon'da
Ligarba, Karakavuz'da Caligilegi, Rize Pazar ilgcesinde Kaskanaka, Rize Ardesen
ilcesinde Cera (Cela), Artvin'de Morsvi, Mahabak, Mesi; Giresun'da Cali Cicegi,
Ordu'da Cirtlik Cilegi, Yozgat'ta Kopek Uziimii, diger bolgelerde ise Ay1 Uziimii, Cay
Uziimii veya Coban Uziimii olarak isimlendirilen literatiiriimiize mavi yemis olarak
girmistir. Bu {iziimsli meyve puslu veya parlak mavi rengi ile Mavi Altin (bluegold)
olarak da nitelendirilmektedir. Bu bitki ilk olarak 1900°1i yillarda ABD ‘de
yetistirilmeye baglanmistir. Diinyada Maviyemis iiretiminin en fazla oldugu {ilkeler
sirastyla ABD, Kanada, Polonya, Almanya, Fransa ve Meksika, Hollanda, Ispanya ve
Isveg¢’dir. Taze tiiketimde gida endiistrisinde ¢ok kullanim olmasina ragmen iilkemizde
maalesef yetistiriciligi fazla yapilmamaktadir. 2000’11 yillarda Tiirkiye’ye egzotik bir tiir
olarak girmistir. Ulkemizde 2013 yilinda 485 dekar alandan 170 ton iiretim yapilirken
2017 yilinda 582 dekar alandan 225 ton elde edilmistir.

Son yillarda diinya ¢apinda 40’dan fazla viriislin iiziimsii meyvelerde enfeksiyon
yaptig bildirilmektedir (Martin, 2004). Bu viriislerden en az 10 tanesinin Rubuslarda en
onemli hastaliklardan birisi olan “Bogiirtlen sar1 damar hastaligi (BSDH)” ile iligkili
oldugu bildirilmektedir (Hassan ve ark. 2017). Bu hastaliktan ari olan bitkilerin yasam
stiresi en az 20 yil olurken BSDH ile enfekteli bitkilerin en fazla 5-7 yil iginde
degistirilmesi gerekmektedir (Martin ve ark. 2013). Rubus cinsine ait bitkileri enfekte
eden viriisler baslica {i¢ yolla tasinmaktadir: polen, nematod ve afidler. Polen yoluyla
tasinan en onemli viriisler Raspberry bushy dwarf virus (RBDV) ve Tobacco streak
virus (TSV) olup en yaygin olan RBDV’dir (Martin, 2002). Bu viriis bogiirtlenle

birlikte kirmiz1 ve siyah ahududulari ve bazi hibrit iiziimsii meyveleri de enfekte



edebilmekte, bitkilerde bodurlasma, yapraklarda sararma, meyvelerde ufalanma
(crumbly fruit) gibi simptomlarin yani sira bazi kosullarda higbir belirti vermeden de
enfeksiyon yapabilmektedir (latent simptom) (Jones ve ark., 1982). RBDV nin afidle
tasinan bir viriis olan Black raspberry necrosis virus (BRNV) ile birlikte bulunmasi
durumunda “calimsi ciicelik” goriiniimlerine neden oldugu bildirilmistir (Martin, 2002).
Bu hastalik nedeniyle verimde %@40’lara varan azalmalar olabilmektedir (Strik ve
Martin, 2002).

Avrupa’da Rubus tiirlerinde nematodla tasinan 4 viriis bulunmaktadir:
Xiphinema spp. nematodlarla tasinan Arabis mosaic virus (ArMV) ve Strawberry latent
ringspot virus (SLRSV); Longidorus spp. ile taginan Raspberry ringspot virus
(RpRSV) ve Tomato black ring virus (TBRV) ABD’de yapilan ¢aligmalarda ise bu bitki
grubunun en 6nemli viriisleri X. amaericanum nematodu ile tasinan Tomato ringspot
virus (ToRSV), Tobacco ringspot virus (TRSV), ve Cherry rasp leaf virus (CRLV)’ dur
(Martin, 2002). Nepoviriislerin neden oldugu genel hastalik goriintimleri ise bitkilerde
zayiflama goriiniimleri, yaprak beneklenmesi ve deformasyonlari ile meyvelerde
dagilmadir (Ellis ve ark., 1991). Nematodla tasinan viriislerde hastaligin yayilmasi sira
aralarina gore sira tizeri boyunca ¢ok daha hizli olmaktadir (Jones ve ark., 1998).

Afidlerle taginan viriislerin neden oldugu en 6nemli hastalik “Ahududu mozaik
hastalig1”dir ve bu hastaliga ABD’de Black raspberry necrosisvirus (BRNV) ve Rubus
yellow net virus (RYNV) birlikte neden olurken (Stace-Smith, 1956) Avrupa’da RYNV
ve Raspberry leaf mottle virus (RLMV) un bir kombinasyonu neden olmaktadir (Jones,
1991).

Rubus tiirlerinde uzun yillardan beri saptanan bu viriislerin yan1 sira Rubus’larin
en onemli hastalig1 olarak kabul edilen “Bogiirtlen Sar1 Damar Hastaligi (BSDH) ’na
neden olan viriisler konusunda son yillara kadar kesin bir bulgu elde edilememistir
(Khadgi, 2015). Bu hastalikla iligkili olarak Blackberry yellow vein-associated virus
(BYVaV), blackberry chlorotic ringspot virus (BCRV), beet pseudo-yellows virus
(BPYV), blackberry virus S (BIVS) ve blackberry virus Y (BVY) bildirilmistir.
Rubuslarda goriilen ikinci 6nemli hastalik kompleksi “Ahududu Mozaik Hastalig
(AMoH)” olup bu komplekse neden olan viriisler black raspberry necrosis virus
(BRNV), raspberry leaf mottle virus (RLMV) ve rubus yellow net virus (RYNV)’diir.

Rubus tiirlerinde goriilen ve heniiz etiyolojisi tam olarak anlasilamamis olan diger bir



hastalik kompleksi ise “Ahududu Meyvelerinde Ufalanma Hastaligi”dir ve bu
komplekse de RBDV ve raspberry latent virus (RpLV)un neden oldugu
diisiiniilmektedir (Martin ve ark., 2013). Bu hastaliklara neden olan viriislerin yan1 sira
Rubus tiirlerinde rubus yellow net virus (RYNV), raspberry leaf mottle virus (RLMV)
ve strawberry necrotic shock virus (SNSV) gibi viriislerin de varligt bildirilmis olup bu
virislerle 1ilgili ¢ok fazla calisma bulunmamaktadir. Rubus tiirlerinde viriis
hastaliklarinin kontrol edilebilmesi i¢in viriis biyolojisinin iyi bilinmesi gerekmektedir.
RBDV polenle tasinan bir viriis oldugu icin yayilmasinda bal arilarinin 6énemli rol
oynadigi disiiniilmektedir. RLMV ve RpLV afidlerle tasinmaktadir. RLMV semi-
persistent olarak tasinirken (Stace-Smith., 1987), RpLV yaklasik 24 saatte afidin
bilinyesine alinmakta ve yine 24 saat ig¢inde saglikli bitkilere aktarilabilmekle birlikte
bazi durumlarda viriis afidin biinyesine alindiktan sonra 6 giin kadar latent bir donem
gecirebilmektedir (Quito ve ark., 2012). Viriisiin bu 6zelligi nedeniyle RpLV agik
alanlarda daha az yayginlikta goriilmekte ve kontrol stratejilerinin gelistirilmesinde
oncelikli bir viriis olarak degerlendirilmemektedir (Martin ve ark., 2013).

Mavi yemis bitkilerinde goriilen viriis hastaliklar1 Rubus tiirlerine gére daha az
karmagiktir. Bu bitkide goriilen viriislerin bir kism1 genis konukgu dizisine sahip olan
arabis mosaic virus (ArMV), strawberry latent ringspot virus (SLRSV), tobacco
ringspot virus (TRSV) ve tomato ringspot virus (ToRSV) gibi viriislerken bir kismi
sadece Vaccinium tiirlerinde goriilen ve konukgusunun adi ile anilan viriislerdir. ikinci
gruba giren en onemli viriisler; blueberry leaf mottle virus (BLMV), blueberry scorch
virus (BIScV), blueberry shock virus (BIShV), blueberry shoestring virus
(BSSV),blueberry red ringspot virus (BRRV) ve blueberry mosaic virus (BMV)’diir.
Mavi yemis bitkisinde goriilen en 6nemli virus hastaligit BRRV ile iligkili olan “Kirmizi
halkali leke hastaligidir 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 gdvdede goriilen kirmizi yuvarlak halkali lekelerdir.
Meyvelerde ise benzer lekeler erken donemde goriilmesine karsin olgunlasma ile
birlikte kaybolur (Ramsdel ve ark., 1987). Bu viriisiin ii¢ izolatinin (ABD, Cek
Cumbhuriyeti ve Polonya) tam genom sekansi yaymlanmis ve aminoasit sekanslarinda

yiiksek derecede homoloji (%98) saptanmistir. Bu durum ii¢ iilkede tanimlanan



izolatlarin orijinlerinin ayni olduklar fikrini giiclendirmektedir (Kalinowska ve ark.,
2012). BIMaV yapraklarda mozaik seklinde agik yesil, sar1 veya pembemsi lekeler
olusturur. Meyve verim ve kalitesini etkileyen bu viriisiin taginma sekli bilinmemektedir
(Caruso ve Ramsdell., 1995).

BIScV ve BIShV benzer symptom olusturan viriislerdir. BIScV ilkbaharda geng
stirglinlerde geriye dogru dliim ve ciceklerde yanikliga neden olur ve bakteriyel kanser
goriiniimii ile karistirilabilir. BIShV’de ilk enfeksiyonu izleyen ilkbahar aylarinda bitk
enfekteli oldugu halde symptom gostermeyebilir. Her iki virus de bazi ¢esitlerde
latenttir (Ramsdell, 1987). BSSV afidle tasinan bir viriistiir ve en belirgin simptomlari
govdede ve ciceklenme doneminde cicek petal yapraklarinda uzun kirmizi cizgiler,
yapraklarda kivrilma ve verimde azalmadir.

Ulkemizde gerek Rubus gerekse Vaccinum tiirlerinde virus hastaliklarii ile ilgili
¢ok az calisma yapilmustir. Ulkemizde bu konuda yapilan bir ¢alismada Dogu Akdeniz
bolgesinde sinirli sayida bogiirtlenlerin yabani ve kiiltiir formlari ile kirmizi ahududular
biyolojik ve serolojik yontemlerle testlenmis ve Rubus tiirlerinde sadece TORSV’iin
varhig bildirilmistir (Dolunay ve Sertkaya, 2011; Sertkaya ve ark., 2011). Bu konuda
yapilan en kapsamli ¢calisma TUBITAK tarafindan desteklenen 2130042 nolu Tiirkiye-
Slovenya Ikili Isbirligi projesi ile yapilmis ve iilkemizde gerek yabani populasyon
gerekse ticari yetistiricilik agisindan bogiirtlen, ahududu ve mavi yemis yetisen énemli
illerde (Hatay, Adana, Mersin, Kahramanmaras, Bursa, Trabzon, Rize ve Artvin) survey
calismalar1 yiiriitiilmiis ve bu calismalar sonucunda toplanan 6rnekler RBDV, ArMV,
SLRSV, ToRSV, TRSV, RLMV, RYNV, RLBV, BRRV, BIMaV, BLMoV, BIScV ve
BIShV’lerinin ELISA ve/veya PCR yontemleri ile saptanmalari amaglanmistir. Ayrica
tespit edilen biitiin viriislerin kismi sekans analizleri yapilarak NCBI Gen bankasindaki
uygun sekanslarla kiyaslanmis ve filogenetik analizleri yapilmistir. Bu calisma
sonucunda Rubus plantasyonlarinda en yaygin viriisin RBDV, maviyemislerde ise
BIMaV oldugu saptanmistir (Caglayan ve ark., 2015).

Bu caligmada Rubus tiirlerinde heniiz etiyolojisi bilinmeyen hastaliklardan
sorumlu oldugu bildirilen BYVaV, BCRV, BRNV, RLMV, SNSV’nin {iilkemizdeki
Rubus plantasyonlarda bulunma durumu RT-PCR yontemiyle ilk kez arastirilmis ayrica
ayni ornekler daha 6nceki ¢alismalarla varligi bildirilmis olan ancak RT-PCR analizleri

ile teyit edilmemis olan ToRSV acisindan da molekiiler olarak testlenmistir.



Maviyemislerde ise yeni giris yapan ve iilkemizde hi¢ arastirilmamis olan BBLV,
BSSV ve BFDaV’nin gerek Karadeniz gerekse Marmara Bolgesi’'nden toplanan

orneklerde bulunma durumu RT-PCR yontemiyle arastirilmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Son yillarda diinya ¢apinda 40’dan fazla viriisiin {iztimsii meyvelerde enfeksiyon
yaptig1 bildirilmektedir (Martin, 2004). Bu viriislerden en yaygin olanlar Nepovirus
cinsine giren bir¢ok viriis ile polenle tasinan RBDV’dir (Valasevich ve Kolbanova.,
2011). Bu viriislerin ahududu plantasyonlarinda tespit edildigi bazi iilkeler; Cek
Cumbhuriyeti (Spak, 1995), Ingiltere (Barbara ve ark., 2001), Amerika (Ellis ve ark.,
2005), Slovenya (Virs¢ek Marn ve Mavri¢., 2006)’dir. Rubus cinsine ait bitkileri
enfekte eden viriisler baslica {i¢ yolla taginmaktadir: polen, nematod ve afidler. Polen
yoluyla tasmman en onemli virisler RBDV ve TSV olup en yaygin olan RBDV’dir
(Martin, 2002). Bu viriis bogiirtlen yaninda kirmizi ve siyah ahududular1 ve bazi hibrit
lizimsii meyveleri de enfekte edebilmekte, bitkilerde bodurlasma, yapraklarda sararma,
meyvelerde dagilma (crumbly fruit) gibi simptomlarin yani sira bazi kosullarda higbir
belirti vermeden de enfeksiyon yapabilmektedir (latent simptom) (Jones ve ark., 1982).
Ozellikle bu hastaligin meyve simptomu diger nepoviriis belirtileri ve genetik
anormalliklerle de karistirilabilmektedir. RBDV nin afidle tasinan bir viriis olan BRNV
ile birlikte bulunmasi durumunda “gcalimsi ciicelik” goriiniimlerine neden oldugu
bildirilmistir (Martin, 2002). Bu hastalik nedeniyle verimde %40’lara varan azalmalar
olabilmektedir (Strikve Martin, 2002). RBDV ¢ok hizli yayilan bir viriisdiir ve yapilan
bir caligmada “Meeker” ¢esidi ile kurulan bir ahududu bahgesinin 5-6 yil i¢inde %100
enfekteli oldugu saptanmistir (Martin, 1998). RBDV ‘nin tanimlanmis 3 irki vardir ve
bunlardan en yaygin olan1 genellikle kirmizi ahududu bitkilerinde saptanan D rkidir.
Diger iki itk (B ve RB ) ise serolojik olarak D irkindan farkli olup siyah ahududu
cesitlerinde goriilmektedir (Barbara ve ark., 1984).

Avrupa’da Rubus tiirlerinde nematodla tasinan 4 viriis bulunmaktadir:
Xiphinema spp. nematodlarla tasinan arabis mosaic virus (ArMV) ve strawberry latent
ringspot virus (SLRSV); Longidorus spp. ile tasman raspberry ringspot virus (RpRSV)
ve tomato black ring virus (TBRV), ABD’de yapilan ¢aligmalarda ise bu bitki grubunun
en Onemli viriisleri X. amaericanum nematodu ile taginan tomato ringspot virus
(TORSV), tobacco ringspot virus (TRSV), ve cherry rasp leaf virus (CRLV)’dur
(Martin, 2002). Nepoviriislerin neden oldugu genel hastalik goriiniimleri ise bitkilerde

zayiflama goriinlimleri, yaprak beneklenmesi ve deformasyonlar1 ile meyvelerde



dagilma ve ufalanma goriintimleridir (Ellis ve ark., 1991). Nematodla taginan viriislerde
hastaligin yayilmasi sira aralarina gore sira iizeri boyunca ¢ok daha hizli olmaktadir
(Jones ve ark., 1998).

Afidlerle taginan viriislerin neden oldugu en 6nemli hastalik “Ahududu mozaik

hastaligi”dir ve bu hastaliga BRNV ve RYNV birlikte neden olurken (Stace-Smith,
1956) Avrupa’da RYNV ve RLMV’un bir kombinasyonu neden olmaktadir (Jones,
1991). Bu hastaliga neden olan viriisler Amphorophora cinsine ait afid tiirleri ile taginir.
Mozaik simptomlart BRNV+RLSV virlislerinin  RYNV+RLMV  viriisleri  ile
kombinasyonu sonucu daha da siddetli olarak ortaya ¢ikar. RLMV ve RLSV’nin tek
baslarina enfeksiyon yapma durumlarinda ise siddetli klorotik lekeler, yaprak
deformasyonlar1 ve bodurlagsma belirtileri goriiliir (Martin, 2002). Ahududu mozaik
hastalik kompleksine neden olan bu dort viriisii birbirinden ayirt etmek i¢in indikator
bitkilere asilama veya afidler yoluyla tasima denemelerinin kurulmasi gerekir
(Converse, 1987; Ellis ve ark., 1991). RLCV) Aphis rubicola ile tasinan ve sadece
A.B.D’ de rapor edilmis bir viriistiir. Enfekteli bitkilerde bodurlasma, kis donlarina
duyarlilik, yapraklarda kivrilma, meyve verim ve kalitesinde azalma ortaya ¢ikmaktadir
(Stace-Smith ve Converse., 1987). Raspberry vein chlorosis virlis (RVCV), A. ideai tiirii
afidlerle tasinan ve Avrupa’da yaygin olan bir viriistiir. En belirgin simptomu yan
damarlarda goriilen sararmalardir. Afidle taginan viriislerden cucumber mozaic virus da
Rubus tiirlerinde saptanmis olmasina karsin yaygin degildir ve 6nemli zarara yol agmaz
(Jones, 1987).
RYNV, Caulimoviridae familyasina ait Badnaviriis cinsinin bir iiyesidir ve sadece
Rubus tiirlerinde saptanmistir. Bu virlis yaprak bitleri veya asilama ile tasinmaktadir
(Jones, ve ark. 1975). Bu viriis bir DNA virlisii olup tim kirmizi ahududu ve
muhtemelen tiim bogirtlen cesitlerinde hastalik olusturmaktadir. RYNV  bazi
durumlarda hi¢ belirti olusturmazken bazen de yaprak damarlarinda sararmalar
olusturmaktadir (Stace Smith, 1987).

RpRSV, ilk once 19501erde ahududularda yaprak kivrilma etmeni olarak
tanimlanmistir. Bu virlis Avrupa'da tespit edilmis ve en az 14 dikotiledon ve
monokotiledon bitki tiirlerinde enfeksiyon yaptigi bildirilmistir (Murant, 1978) RpRSV,
Nepovirus cinsinin A alt grubuna aittir ve Longidorus cinsine ait nematodlarla

tasinmaktadir (Ebel ve ark., 2003). Paratrichodorus ve Xiphinema cinslerinin iyeleri



tarafindan da tasindigina dair raporlar bulunmaktadir (Trudgill ve ark., 1983). Bazi
Kirmizi ahududu gesitlerinin RpRSV'ye direngli oldugu bildirilmistir (Stace- Smith,
1987).

BRNV, Sadwavirus cinsine ait bir viriistiir (Sabanadzovic ve ark., 2008).
BRNV, ilk olarak 1955'te tanimlanmis (Stace-Smith, 1955) ve siyah ahududu
bitkilerinde u¢ bolgelerde nekrozlara neden oldugu ve yaprak bitleriyle tasindigi
bildirilmistir (Jones ve Wood., 1979). BRNV, kirmizi ahududu (R. idaeus), herdem
yesil bogiirtlen (R. laciniatus) ve 'Marion' bogiirtlen ¢esidinde (R. idaeus, R. armeniacus
ve R. armeniacus' la kompleks bir melez) gozlenmis ancak belirgin bir simptom
olusturmadig bildirilmistir.

RLMYV ve RLSV Ingiltere'de “Raspberry mozaik hastaligi”nin etmenleri olarak
bildirilmis ve yapraklarda klorotik lekeler ve kivrilmalara neden olduklar1 gozlenmistir
(Murant, 1974). Son yillarda ahududularda yeni bir virlis tanimlanmis ve gegici olarak
Closterovirus cinsine dahil edilen bu virlis raspberry mottle virus (RMoV) olarak
adlandirilmistir (Tzanetakis ve ark., 2007). Ingiltere'de RLMV veya RLSV ile enfekte
olmus veya RMD belirtileri gosteren bitkilerin ileri molekiiler analizleri sonucunda
RLSV, RLMV ve RMoV'nin ayni viriise ait izolatlar oldugu ve birlikte RLMV olarak
adlandiriimasi gerektigi bildirilmistir (McGavin ve MacFarlane., 2010).

RLBV, Emaravirus cinsinin yeni bir iiyesidir ve son yillarda Iskogya ve
Sirbistan'da agik alanda yetistirilen kirmizi ahududularda yaygin olarak saptanmistir
(McGavin ve ark., 2012). Emaraviriisler, iplik benzeri riboniikleoprotein kompleksleri
olusturan ¢oklu negatif iplik¢ikli genomik RNA'lara sahiptir ve konak hiicredeki
membranims: yapilardir (Jones, A. T ve ark., 1984). Viriis genomunun detayl
incelenmesi sonucunda BLRV’nin 5 RNA’s1 oldugu bildirilmekle birlikte son yillarda
en az 8 RNA’nin varligi bildirilmistir (Lu ve ark.,2015).

Raspberry vein chlorosis virus (RVCV), basiliform (kursun-sekilli) viriis
parcaciklarina sahip olan ve negatif iplik¢ikli bir RNA genomu igeren bir
rabdoviriisiidiir. Son yillarda RVCV RNA'simin kismi dizilemesi yapilmis ve bitkilerde
virlis tespitine yonelik RT-PCR analizleri gelistirilmistir (McGavin ve ark., 2011).
Viriisiin neden oldugu en yaygin belirtiler yaprak damarlarinda goriilen klorozlardir

(Brich, A. N. E ve ark., 2002). RVCYV, kiigiik ahududu yaprak biti (Aphis idaei) ile



tasinmakta ancak RMD ile iliskili viriislerin vektorii olan biiyiik ahududu yaprak biti
(Amphorophora idaei) tarafindan tasinmamaktadir.

Mavi yemis bitkilerinde goriilen viriislerin bir kismi genis konukgu dizisine
sahip olan arabis mosaic virus (ArMV), strawberry latent ringspot virus (SLRSV),
tobacco ringspot virus (TRSV) ve tomato ringspot virus (TORSV) gibi viriislerken bir
kismui ise sadece Vaccinium tiirlerinde goriilen ve konukgusunun adi ile anilan blueberry
leaf mottle virus (BLMV), blueberry scorch virus (BIScV), blueberry shock virus
(BIShV), blueberry shoestring virus (BSSV), blueberry red ringspot virus (BRRV) ve
blueberry mosaic associated virus (BIMaV)’diir. Mavi yemis bitkisinde goriilen en
onemli virus hastaligit BRRV ile iligkili olan “Kirmiz1 halkali leke” ‘dir ve bu hastalik
ABD (Hutchinson ve Vaney., 1954), Japonya (lsogai 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
dénemde goriilmesine karsin olgulsma ile birlikte kaybolur (Ramsdel ve ark., 1987). Bu
viriisiin li¢ izolatinin (ABD, Cek Cumhuriyeti ve Polonya) tam genom sekansi
yayinlanmig ve amino asit sekanslarinda yliksek derecede homoloji (%98) saptanmustir.
Bu durum ¢ iilkede tanimlanan izolatlarin orijinlerinin aynmi olduklar1 fikrini
giiclendirmektedir (Kalinowska ve ark., 2012). BIMaV yapraklarda mozaik seklinde
acik yesil, sar1 veya pembemsi lekeler olusturur. Meyve verim ve Kkalitesini etkileyen bu
virlisiin taginma sekli bilinmemektedir (Caruso ve Ramsdell., 1995).

BIScV ve BIShV benzer symptom olusturan viriislerdir. BIScV ilkbaharda geng
stirgiinlerde geriye dogru 6liim ve gigeklerde yanikliga neden olur ve bakteriyel kanser
goriiniimil ile karigtirilabilir. BIShV’de ilk enfeksiyonu izleyen ilkbahar aylarinda bitk
enfekteli oldugu halde symptom gostermeyebilir. Her iki virus de bazi gesitlerde
latenttir (Ramsdell, 1987). BSSV afidle tasman bir viriistiir ve en belirgin simptomlari
govdede ve ciceklenme doneminde cicek petal yapraklarinda uzun kirmizi ¢izgiler,
yapraklarda kivrilma ve verimde azalmadir.

Vaccinium viriislerinden son yillarda yeni tespit edilen bazi virlisler vardir ve
bunlardan blueberry necrotic ring blotch virus (BNRBV) ve blueberry latent virus
(BBLV) sadece ABD’de tespit edilirken (Martin ve ark., 2011), blueberry latent
spherical virus (BLSV) Japonya’dan bildirilmistir. (Isogai ve ark., 2012). BRNBV
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yaprak ve meyvelerde nekrotik halkalali lekelere neden olan bir viriistiir. Bu viriisiin
genom organizsyonu incelendiginde yeni bir cins i¢ine dahil olabilecegi bildirilmektedir
(Martin ve Tzenatakis., 2017). BBLV, dsRNA viriisii olup yeni bir cinse ait oldugu
disiiniilmektedir. Yiiksek oranda tohumla tasinmaktadir. ABD’de Vaccinium ekim
alanlarinin yaklasik %50si bu viriisle bulasik olarak tespit edilmistir (Tzenatakis ve
Martin., 2017). BLSV ise izomettrik sekilli ve Nepovirus cinsine dahil edilen bir
viriisdiir. Su ana degin sadece varlig1 Japonya’dan bildirilmistir (Isogai ve ark., 2012).
Ulkemizde Rubus spp. ‘de virus hastaliklarii ile ilgili cok az ¢alisma yapilmus,
mavi yemislerde ise herhangi bir virus taramasi yapilmamistir. Dogu Akdeniz
Bolgesinde yiiriitiillen bir ¢alismada sinirli sayida ornekte bogiirtlenlerin yabani ve
kiltir formlar1 ile kirmizi ahududularda biyolojik ve serolojik yontemlerle sadece
Tomato ringspot virus bildirilmistir (Dolunay ve Sertkaya., 2011; Sertkaya ve ark.,
2011). Rubus ve Maviyemis bitkilerindeki viriislerin molekiiler yontemlerle testlenmesi
ilk kez TUBITAK 2130042 nolu proje kapsaminda yapilmis ve Rubus drneklerinin
DAS-ELISA ile testlenmesi sonucunda testlenen toplam 454 ornegin 30 tanesinde
RBDYV, 14 tanesinde SLRSV, 8 tanesinde TRSV ve 4 tanesinde de ToRSV saptanmustir.
RT-PCR analizlerinde ise Rubus orneklerinde toplam 52 bitkide RBDV saptanirken
diger virtislerin varhigr kanitlanamamistir. Vaccinium tiirlerinde ise testlenen viriislerin
hi¢ birisi DAS-ELISA ile saptanamazken RT-PCR analizleri ile testlenen 157 6rnegin
23’inde blueberry mosaic associated virus tespit edilmistir. Ayrica bu ¢alisma ile
diinyada ilk kez kirazlarda RBDV, Ranunculus spp.’de ise BIMaV tespit edilmistir.
Rubuslarda en yaygin olarak bulunan RBDV ’nin filogenetik analizleri sonucunda Tiirk
RBDV izolatlar1 iki ana grupta kiimelenmistir. Her iki grupta yer alan izolatlar en
yiiksek homolojiyi Slovenya izolatlariyla gostermistir. BIMaV filogenetik analizleri ise
Tiirk BIMaV izolatlarinin kendi i¢inde biiylik benzerlik gosterdigini ancak diger biitiin
tilkelere ait izolatlardan oldukga farkli oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Caglayan ve ark.,

2015,2016, 2017 (a) ve (b); Gazel ve ark., 2015; Elgi ve ark., 2015).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arazi Cahsmalari ve Ornekleme

Bu c¢alisma kapsaminda iilkemizde Hatay, Adana, Mersin, Kahramanmaras,
Bursa, Trabzon, Rize, Artvin ve Giresun illerinde bogiirtlen, ahududu ve mavi yemis
yetisen alanlarda ilkbahar mevsiminde virus hastaliklart surveyi yapilmistir. Survey
caligmalarinda her ildeki damizlik parseller, fidanliklar, ticari bahgeler ve dogal bitki
populasyonlar1 ziyaret edilerek tipik simptom gdsteren bitkilerin yani sira latent
enfeksiyonlar i¢in simptomsuz bitkilerden de 6rnek alinmistir. Simptomlar kaydedilerek
her bir bitkinin farkli yerinden 10-15 ¢cm uzunlugunda siirgiin 6rnekleri alinarak uygun
kosullarda laboratuvara getirilmis ve testleninceye kadar +4 °C’de saklanmustir.
Ornekler kayit altina alnarak simptomolojik agidan karakteristik  olanlar

numaralandirilarak fotograflanmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Molekiiler Calismalar

3.2.1.1. Rubus sp. Ve Vaccinium sp. Orneklerinden Niikleik Asit (NA) Izolasyonu

Rubus ve Vaccinium bahgelerinden toplanan 6rneklerden RNA izolasyonu i¢in
Qiagen RNeasy plant mini kiti ve Silica RNA protokolii kullanilmistir. Qiagen RNA
ekstraksiyon kiti firma Onerisine gore ve MacKenzie ve ark (1997)’nin Onerdigi
modifiye yonteme gore kullanilmistir. Silica RNA protokolii Rott ve Jelkmann
(2001)’e gore yapilmistir. NA izolasyonlarinda ilkbahar doneminde alinan yapraklar
kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak, Dr. Tzenatakis-Arkansas Universitesi, ABD’nden
getirilen cDNA (komplementer deoksiroboniikleik asit)’ lar kullanilmistir. Her bir bitki
materyalinden 0,5 gr 6rnek sivi azot i¢inde ezildikten sonra izole edilen RNA’lar PCR

calismalarinda kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmustir.

12



3.2.1.1.1. Qiagen RNA Ekstraksiyon Kiti ile modifiye MacKenzie yontemiyle RNA

izolasyonu

Ornekler sivi azot ile ezildikten sonra ezilen dokudan 0,5 g alinip Mackenzie
ektraksyon tampon ¢ozeltisi eklenerek, ezilmis ve ornekler 1,5 ml’lik ependorf
tiiplere aktarildi.

Bu 6rneklerin tizerine 150 pl %20°lik sarkozyl eklendi ve hafifge karistirildi.
70°C’de 10 dk ara ara karistirilarak inkiibe edildi.

14.000 rpm’ de 5 dk santrifiij yapildi.

Sivi kisitm pellet hareket ettirilmeden 2 pl’lik toplama tiipiine yerlestirildi
Q/Ashredder mor renkli spin kolon’a alinmustir.

Tiipler 14.000 rpm’de 2 dk santrifiijlenmestir.

Sivi kisim ependorf tiiplere alinarak tizerine 0,5 hacim %96°lik alkol eklendi ve
pipetle karistirilmistir.

Karisimdan 650 ul alinarak RNeasy mini spin kolona (pembe renkli) alinmustir.
10.000 rpm‘de 2 dk santrifiij edilmistir. Stv1 kisim atilarak, arta kalan karisimla
islem tekrarlanmistir.

RNaesy mini spin kolonlar yeni ependorf tiiplere yerlestirilerek tizerine 700 ul RW1
buffer eklenmistir.

Tiipler 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilarak sivi kisim atildi.

RNeasy mini spin kolonlar yeni tiiplere yerlestirilerek iizerine 500 ul RPE buffer
eklenmis ve tiipler 10.000 2 dk santrifiij yapildi. Bu islem iki kez tekrarlandi.
Kolona 40 ul RNase ari su eklenerek 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve
RNA -80 °C’de saklandi.

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

50 mg bitki dokusu iizerine 1000 pl silica ekstraksiyon buffer igerisine 1 pl B-
Mercaptoethanol eklenir, iyice karigtirilir ve ependorfa alinir.

Santrifuj yapilmadan 600 pl s1v1 fazdan ¢ekilerek yeni ependorf tiipe konuldu. Ama
tiipiin i¢ine 600 pl 5.8 molarlik potasyum asetat eklenir. Tiipler ters- diiz edilir ve

13.000 rpm’ de 15 dk santrifiij edildi.
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Ustteki s1v1 fazdan 750 pl alinarak yeni bir tiipe konulur iizerine 750 ul % 100
isopropanol eklendi. — 20 °C’de en az yarim saat bekletildi daha sonra 13.000 rpm’
de 30 dk santrifiij yapildi.

Siv1 faz atilir, pellet lizerine 500 pl yikama soliisyonu eklendi. Vortexlendi ve pellet
¢oziindiiriiliir. Daha sonra tizerine 20 pl silica eklendi ve 10.000 rpm’ de 1 dk
santrifiij yapildi.

Siv1 faz atilir. Pellet 500 pl wash buffer ile yikandi ve ¢6ziindiirtildi.

13.000 rpm’ de 1 dk santrifiij yapilir, sivi faz atilir pellet oda sicakliginda iyice
kurutultu. ( Alkol kokusu kalmayana kadar)

Pelletin tizerine 150 ul TE buffer eklenir ve pellet ¢oziindiiriiliir. Oda sicakliginda 5
dk bekletildi.

13.000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilir. 100 pl sivi faz alinir. Alinan sivi fazin iizerine
8 ul sodium asetat ve 200 pul % 100 ethanol eklendi.

20 ° C’ de 30 dk inkiibe edilir. Santrifiij 10 dk +4 °C’ de 12. 000 rpm’ de santrifijj
edildi. Sonra s1vi1 faz atildi.

Pellet tizerine 200 pl % 70 lik ethanol eklenip. — 20 °C’de 30 dk inkiibe edildi.
Vortexlenir ve + 4 °C’ de 3 dk 12. 000 rpm’ de santrifiij yapildi ve s1v1 faz atildi

( bu asama 2 defa tekrarlanir).

Pellete dokunmadan s1v1 faz atildi. Pellet 20 dk oda sicakliginda kurutuldu( alkol
kokusu kalmayana kadar).

Pellet 80 pul TE buffer ile ¢oziindiiriildii.

Elde edilen RNA’ larin konsatrasyonlar1 6lgiiliir molekiiler analizlerde kullanmak

i¢in -80 °C’de saklanmistir.

3.2.1.1.3. RNA Kkalitesini arttirmak icin DNAz uygulamasi

Izolasyonu sonucunda elde edilen RNA’larin kalitesini arttirmak amaciyla bazi

orneklerde DNAz uygulamasi gerceklestirilmistir. Bu amagla her bir drnek i¢in 1pg

total niikleik asit, 1ul 10x reaksiyon buffer, 1 ul DNAz | eklendikten sonra DEPC-

uygulanmis su ile 9 pl’ye tamamlanmstir. Tipler 37 °C’ de 30 dk inkiibe edildikten
sonra lizerlerine 1 pul 25 mM EDTA eklenmis ve 65 °C’ de 10 dk inkiibe edilmistir. Elde

edilen DNAz uygulanmis RNA’larin nanodrop spektrofotometre ile dlgtimleri yapilarak
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RNA kaliteleri ve konsantrasyonlari belirlenmistir. Daha sonra DNAz uygulanmis olan
RNA’lardan cDNA yapilarak PCR islemine tabi tutulmustur.

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 igin 2 farkli yéntem kullanilmistir. ilk ydntem olarak Arkansas
tiniversitesinde uygulanan yontem kullanilmigtir (Tzenatakis, kisisel goriisme). Her bir
ornek i¢in 25ul 1x Maxima RT buffer, 2U Maxima reverse transcriptase, 0. 25 U
RiboLock inhibitor, 2.5 ul 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.

2. yontem olarak her bir 6rnek i¢in 1 pl Random hexamer primer, 6,5 pl d,H,0 ve
5 ul RNA karisimi hazirlanarak PCR tiiplerine konulmustur. PCR cihazinda 94 °C’de 5
dakika ve buz tzerinde 5 dakika bekletildikten sonra her bir tip icine S5xRT
tamponundan (Fermatas) 4 ul, d,H2O 2 pl, ANTP (10 mM) 0,5 pul ve RT enziminden 1
ul eklenmistir. Tiipler PCR cihazinda 42 °C’de 1 saat 72 °C’de 10 dakika tutularak

cDNA asamas1 tamamlanmustir.

3.2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bu c¢alisma kapsaminda Rubus ve Vaccimum spp. Orneklerinin testlendigi
Strawberry necrotic shock viriis (SNSV) , Blackberry chlorotic ringspot viriis ( BCRV) ,
Blackraspberry necrosis viriis (BRNV) , Blackberry yellow vein associated viriis (
BYVaV) , raspberry leaf mottle viriis (RLMV), tomato ringspot viriis (TORSV),
Blueberry latent viris (BBLV) , Blueberry fruit drop associated viriis (BFDaV) ,
Blueberry shoe string viriis (BSSV) i¢in kullanilan primer baz dizileri. Cizelge 3.1°de
verilmistir. BSSV, BCRV, BNRV, BYVaV, SNSV, BFDaV, BBLV ve ToRSV’nin
PCR kosullar1 tamamen ayni oldugu i¢in ortak dongiiler kullanilmis, RLMV, BBLV ve
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BFDaV ig¢in ise PCR kosullar1 farkli oldugu icin bu viriisler ayr1 ayr1 PCR analizine

tabii tutulmustur.

Cizelge 3.1. Rubus ve Vaccuuium spp. Orneklerinin testlendigi virlisler ve PCR
analizlerinde kullanilan primer ¢iftlerinin niikleotid dizilimleri ve baz biiyiikliikleri

UZUNLUK REFERANS

3 PRIMER PRIMER DizZiLiMi (bp)
& ADI
>
uni-F AACAACTCCAATGGTT 372 Thekke-Vetil ve ark.
2 GCCCAACT 2016
z uni-R ACCAAATGTCCCATCG
GACACGGCA
F ACCTGCTGATCAGCT 401 Tzanetakis ve ark.
2 WTCAGAGAA 2006
8 R TAGAACATCGACCCA
AAGGT
2F CAATGTCTTGGAAGCC 350 Halgren ve ark..
2 AC 2007
g 2R AGCATGGTTCGTCATC
TG
S 4736-F TTGAAAGGAAACTTC 301 Tzanetakis ve ark.
g ACGGA 2013
> 5039-R TAAGTTCATACGTTTC
@ CTGCG
> F CGAAACTTYTACGGG 452 (Tzanetakis ve ark.,
S GAAC 2007).
n_:l R CCTTTGAAYTCTTTAA
CATCGT
> F CCGTTAGCAGCTTCCA 493 RobertR.
g AAAG Martin ve ark. 2009
o R GTCCTCATGGAACCTT
= TCTC
FD2-F CTGAGGCGGTGAAGC 1300 Tzanetakis ve ark.
> ATTATAG 2004
@ FD2-R CCGTCTGTATGCTCCT
AACAA
S F GACAACAGCATCTAC 395 Diaz ve Martin,
s ATCTCTGC 2016
L R GGTCGTTCTACCACGT
TTCTG
F ATGGGATTGTCGGTTG 387 Tzanetakis ve ark.,
u>) CC yayimlanmamis
A R CACCAATCAGATCCA veriler
ATGAG
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SNSV, BCRV, BNRYV, BYVaV, BSSV, BFDaV, BBLV, RLMV ve ToRSV’ lerin
PCR analizleri

SNSV, BCRV, BNRV, BYVaV, ToRSV, BFDaV, BBLV, RLMV, BSSV’ lerinin
PCR analizlerinde her bir viriise spesifik primerler kullanilarak PCR karigimi,16,8 pl
doH20, 2,5 pl 10XB, 2ul ANTP (2,5 mM), 1,5 pl MgCl; (25 mM), viriise 6zgii 1 pl
primer ¢ifti (her biri 10 pmol/ul), 0,2 ul Taqg-DNA polymerase ve 2 ul cDNA olacak
sekilde hazirlanmistir. SNSV, BCRV, BNRV, BYVaV, ToRSV, BSSV primerlerin
hedef DNA' ya baglanma (annealing) ve uzama(extension) siire ve sicakliklari ise
dongiileri ortak olup PCR cihazi 1 dongii 94 °C’de 2 dakika; 35 dongii 94 °C’de 20
saniye, 55°C’de 20 saniye, 72 °C’de 30 saniye ve 1 dongii 72 °C’de 10 dakika olarak
programlanmistir. BFDaV, BBLV, RLMV primerlerin hedef DNA' ya baglanma
(annealing) ve uzama (extension) siire ve sicakliklart ise dongiileri farkli olup BFDaV
primeri igin 1 dongii 94 °C’de 2 dakika; 35 dongi 94 °C’de 20 saniye, 53 °C’de 40
saniye, 72 °C’de 40 saniye ve 1 dongii 72 °C’de 10 dakika olacak sekilde
programlanmistir. BBLV primeri i¢in PCR kosullart; 1 dongii 94 °C’de 2 dakika; 35
dongii 94 °C’de 20 saniye, 55 °C’de 20 saniye, 72 °C’de 1 dakika 30 saniye ve 1 dongii
72 °C’de 10 dakika olacak sekilde programlanmistir. RLMV primeri i¢in 1 dongii 94
°C’de 2 dakika; 35 dongii 94 °C’de 20 saniye, 58°C’de 20 saniye, 72 °C’de 30 saniye
ve 1 dongii 72 °C’de 10 dakika seklinde programlanmustir.

3.2.2.3. PCR Sonuclarinin Degerlendirilmesi: Jel Elektroforez

RT-PCR ve PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi i¢in %]1°lik Agaroz jel elektroforez
islemi yapilmistir. 1 gr Agaroz, 100 ml 1x TAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponu icersinde
mikrodalga firinda ¢oziindiiriiliip tarak yerlestirilmisve jel tepsisine diiz bir zemin
tizerinde dokiilerek agarozun polimerizasyonu i¢in 20 dk siire ile bekletilmistir. Jelin
polimerizasyonundan sonra tarak dikkatli bir sekilde alinip jel elektroforez tankina
yerlestirilmistir. 1XTAE tamponu tankin igersine jeli kapatacak sekilde dokiildiikten
sonra jel ¢ukurlarina DNA marker ile beraber PCR iiriinleri jel ¢ukurlarina yiiklenmistir.
Yiikleme tamamlandiktan sonra elektroforez gii¢ kaynagi ile eloktroforez tankina 150

V’luk elektrik akimi yaklagik 50 dakika siireyle uygulanmistir. Ethidium Bromid (EtBr)
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0,5 pg/ml konsantrasyonda 100 ml suya karistirilmis ve jel bu karisim igerisinde 5-6
dakika tutularak boyanmistir. Jel UV 1sikta goriintiilenip olusan bantlarin biiylikliigline
gore sonuglar degerlendirilmistir. Testlenen viriislere kars1 ornekler kullanilan pozitif
kontrollerle karsilastirilmis ve beklenen diizeyde bant olusturanlar pozitif,

olusturmayanlar negatif kabul edilerek jel goriintiileme cihazinda fotograflanmustir.
3.2.2.4 DNA Dizileme ve BLAST Analizleri

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

sonuglar on-line olarak alinmistir. Coklu baz dizisi karsilagtirmalar1 Bioedit bilgisayar

yazilimmin (Hall, 1999) Clustal W 2.0.11 segenegiyle yapilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arazi Calismalari

Bu c¢alisma kapsaminda Hatay ilinden 38, Bursa’dan 95, Mersin’den 40,
Kahramanmaras’ tan 20 olmak iizere toplam 193 Rubus spp. 6rnegi ile Karadeniz
bolgesinden 102, Bursa ilinden 20 olmak iizere toplam 122 maviyemis (Vaccinium spp.)
ornegi toplanmistir. Ornek toplama islemi simptomlarmn yogun goriildiigii ilkbahar
doneminde yapilarak aliman ornekler etiketlenip, polietilen torbalar iginde buz
kutusunda laboratuvara getirilmis ve testleninceye kadar +4°C’de saklanmustir.

Bu c¢aligmada Rubus tiirlerinde gozlenen en yaygin simptomlar yapraklarda
kiigiilme, deformasyonlar, yaprak kirisikliklari, damar aralarinda sararma ve kizarma,
kivrilma ve damar agilmalari; Vaccinium tiirlerinde ise siirgiinlerde ve yapraklarda
kirmizi klorotik lekeler ile gelisme geriligi olmustur (Sekil 4. 1, 4. 2). Ornekleme
yapilirken gerek virlis benzeri simptom gosteren gerekse simptomsuz Rubus ve

Vaccinium bitkilerinden tesadiifi olarak 6rnekler alinmstir.

Sekil 4.1. Vaccinium {iretim alanlarinda bitkilerinin siirgiin ve yapraklarinda gozlenen
kirmiz1 klorotik lekeler
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Sekil 4.1 (Devam). Vaccinium iiretim alanlarinda bitkilerinin siirgiin ve yapraklarinda
gozlenen kirmizi klorotik lekeler

Sekil 4.2. Rubus alanlarinda gbzlenen viriis benzeri simptomlar A- Yapraklarda
mozaik ve klorotik lekeler B, C- Yapraklarda damarlar boyunca kizarma, D-
Yaprakta damar agilmalar1 ve klorotik lekeler
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4.2. PCR Analizleri (Polymerase Chain Reaction; PCR)

4.2.1. Rubus ve Vaccinium érneklerinden RNA izolasyonu

Rubus ve Vaccinium orneklerinden RNA izole etmek igin Qiagen RNA kiti ve
silica yontemleri kullanilmistir. Bu yontemlerle yapilan izolasyonlarda RNA kalitesini
belirlemek amaciyla yapilan nanodrop spektrofotometre oOlgiimlerinde elde edilen
RNA’larin yeterli miktarda ve kalitede oldugu saptanmustir (Sekil 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7).
Testlemelerde kullanilan bu 6rneklerin bazilarinin nanodrop degerleri cizelge 4.1°de

verilmigtir.

i' 04/2018 QIAGEN 282

10mm Absorb:
@

e
/

Wavelength (nm)

Sekil 4.3. RNeasy Qiagen ticari kit (Qigen Sci-Almanya) kullanilarak
bogiirtlenlerden izole edilen RNA’larin spektrofotometre 6l¢iimii (NanoDrop
2000c, Thermo Sci, ABD), 282 Bogiirtlen 6rnegi
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Sekil 4.4. Silica yontemi kullanilarak bogiirtlenlerden izole edilen RNA’larin
spektrofotometre 6l¢iimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD), 282 Bogiirtlen
ornegi
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Sekil 4.5. Silica yontemi kullanilarak ahududulardan izole edilen RNA’larin
spektrofotometre 6l¢iimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD), 273 Ahududu
ornegi

2735
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Sekil 4.6. Silica yontemi kullanilarak ahududulardan izole edilen RNA’lara Dnase
uygulanmasindan sonraki spektrofotometre 6lgiimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci,
ABD), 273 Ahududu 6rnegi

nm Absorbance
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‘wavelength (nm)

Sekil 4.7. Silica yontemi kullanilarak mavi yemislerden izole edilen RNA’larin
spektrofotometre 6l¢iimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD), 318 Maviyemis
ornegi
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Cizelge 4.1. Bogiirtlen (282), Ahududu (273) ve Maviyemis (318) orneklerinden
ekstrakte edilen bazi RNA’ larin nanodrop 6l¢iim degerleri.

ORNEK KONSANTRASYON 260/ 280 260/ 230
NUMARASI ng/ nl Optical Density  Optical Density
282 QIAGEN 522.5 1.91 1.39
282 SILiCA 150.8 1.88 1.40
273 SILicA 39.4 1.92 1.55
273 SILICA- 35.6 1.91 3.25

DNAz
318 SiLiCcA 146.3 1.97 1.73

4.2.2. RT-PCR analizleri

Bu ¢alisma kapsaminda toplanan Rubus ve Vaccinium érneklerinden izole edilen
RNA’lar RT-PCR yontemi ile testlenmistir. Ornekler testlenmeden dnce her bir viriis
icin spesifik primerlerle sadece pozitif kontroller kullanilarak sistem kurma g¢alismalari
yapilmistir. Sistem kurma calismalar1 esnasinda Arkansas Universitesinden Dr.
Tzanetakis’den temin edilen ¢cDNA’lar dogrudan ve 1/4 oraninda sulandirilarak

testlenmislerdir (Sekil 4.8).

7 8 9 10 11 12 13 1&3’. %”

372bp 401 bp 493 bp 387bp

Sekil 4. 8 Rubus ve Vaccinium viriislerinin pozitif kontrolleri ile optimizasyon amaciyla
yapilan RT-PCR analiz sonuglari. M: Marker (SMO#321 MBI, Thermo Sci, ABD); 1:
BYVaV-dogrudan cDNA; 2: BYVaV,-1:4 cDNA sulandirma; 3: Su kontrol; 4: BRNV-
dogrudan cDNA; 5: BRNV-1/4 cDNA sulandirma; 6: Su kontrol; 7: SNSV-dogrudan
cDNA; 8: SNSV-1/4 cDNA sulandirma; 9: Su kontrol; 10: BCRV-dogrudan cDNA; 11:
BCRV-1/4 cDNA sulandirma; 12: Su kontrol; 13: ToRSV-dogrudan cDNA; 14:
ToRSV-1/4 cDNA sulandirma; 15-16: Su kontrol; 17: BSSV:dogrudan cDNA; 18:
BSSV-1/4 cDNA sulandirma; 19: Su kontrol
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Pozitif kontroller kullanilarak sistem kurma c¢aligmalarinda BYVaV (301 bp),
BRNV (350 bp), SNSV (372 bp), BCRV (401 bp), ToRSV (493 bp) ve BSSV (387 bp)’
tespitlerinde hem dogrudan hemde % oraninda sulandirilan ¢cDNA’lar kullanildiginda
beklenen diizeyde bant elde edilmistir. Bu calisma kapsaminda testlenen Rubus ve
Vaccimum viriislerinden RLMV, BBLV ve BFDaV i¢in Arkansas Universitesi’nden
getirtilen pozitif kontrol cDNA’lar ile yapilan optimizasyon caligmalarinda negatif
sonu¢ alindigr icin bu viriislere karst yapilan testlemelerde pozitif kontrol

kullanilamamis ve “kor testleme” yapilmustir.

4.2.2.1. Strawberry necrotic shock virus ( SNSV) icin RT-PCR analizleri

SNSV’nin saptanmasi amaciyla viriisiin kilif protein genini ¢ogaltan SNSVuni-
F/uniR primerleri kullanilarak yapilan RT-PCR analizlerinde Bursa, Hatay ve
Kahramanmarag’tan toplanmis olan Rubus Orneklerinin higbirinde bir amplifikasyon
gozlenmezken Mersin rubus orneklerinin 3 tanesinde (14, 16 ve 19) amplifikasyon
meydana gelmistir (Sekil 4. 9). SNSV viriisii i¢in beklenen baz biiyiikliigli 372 bp iken
bu PCR analizi sonucunda 14, 16 ve 19 nolu 6rneklerde gbzlenen bant seviyesinin
beklenen diizeyin biraz iizerinde oldugu gozlenmistir. Pozitif kontrollerde ise beklenen
diizeyde bant elde edilmistir . Bu viriis i¢in pozitif kontrol olarak kullanilan cDNA’lar
dogrudan ve 1/4, 1/10 oranlarinda sulandirilmis ve dogrudan kullanilan cDNA ve 1/4
sulandirmalarda amplifikasyon go6zlenirken 1/10 sulandirmada herhangi bir bant
gozlenmemistir. Bu durumda Rubus orneklerinde SNSV tespitlerinde kullanilacak
cDNA’larin ya seyreltilmeden ya da en fazla 1/4 oraninda seyreltilerek kullanilmasi

oOnerilmektedir.

M1 2 3 456 7 8 9 10111213 14151617 1819 2021 222324 252627 2829 +C+C+C WM

Sekil 4.9 Mersin ili rubus 6rneklerinden izole edilen RNA’lara DNAz uygulanmadan
Strawberry necrotic shock viriis tespiti amaciyla yapilan RT-PCR analiz sonucu. M:
Marker (SMO#321 MBI Thermo Sci, ABD ); 1-29: Mersin rubus 6rnekleri; W: Su
kontrol; +C : Pozitif kontrol- +C1; dogrudan cDNA, +C2; 1/4 cDNA sulandirma, +C3;
1/10 cDNA sulandirma
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Mersin ili rubus Orneklerinin ii¢ tanesinde beklenen diizeyin biraz iizerinde
amplifikasyon elde edilmesi iizerine sadece bu ii¢ 6rnekten elde edilen RNA’ya DNAz
uygulamas: yapilmigtir. DNAz uygulanmig RNA”’ lardan tekrar cDNA yapilarak PCR
asamasi tekrarlandiginda ti¢ 6rnekte de (372 bp) amplifikasyon elde edilmistir (Sekil
4.10). Sekil 4.9’da amplifikasyon elde edilen 14, 16, 19 nolu 6rnekler, sirasiyla Sekil
4.10’daki 176, 178, 234 nolu ornekler ile aynidir. RT-PCR analizlerinde viriis RNA’s1
yaninda bitki kaynakli ribozomal veya diger RNA’larinda hatali olarak amplifiye
olabilecegini ve DNAz uygulamasi ile bu sorunun iistesinden gelinebilecegi baska
arastiricilar tarafindan yapilan ¢alismalrda da bildirilmistir  (Siebert ve ark. 1993).
Beklenen diizeyde amplifikasyon elde edilen {i¢ 6rnekte en iyi ¢ogalma gosteren 2
Rubus 6rnegi sekans analizlerine gonderilmis fakat gelen DNA dizilerinde Blast
analizleri yapildiginda virlis genomuna yonelik bir sekansa rastlanmamistir. Pozitif
kontrollerle ayni diizeyde amplifikasyon elde edilmesine karsin sekans analizleri sonucu
iki Rubus Ornegine ait sekanslarin bitki genomu olarak elde edilmesi sonucunda bu
calismada pozitif kontrol olarak kullanilan 6rnegin PCR iriinii de sekans analizine
gonderilmistir. Pozitif kontrol PCR iiriiniiniin sekanslar1 ise SNSV olarak teyit
edilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda testlenen Rubus orneklerinden iki tanesinde pozitif
kontrol ile birlikte beklenen diizeyde amplifikasyon elde edilmesine karsin tekrarlanan
sekans analizleri sonucu sadece bitki genomu elde edilmesi bu iki 6rnek SNSV
agisindan “siipheli 6rnek” olarak degerlendirilmesi gerekmekte olup bu viriis ile ilgili

testleme calismalarinin devam etmesi 6nerilmektedir.

- -1 ! i - —r

Sekil 4.10. Mersin ili rubus 6rneklerinden izole edilen RNA’lara DNAz uygulanarak

Strawberry necrotic shock viriis tespiti amaciyla yapilan RT-PCR analiz sonucu. M:

Marker (SMO#321 MBI Thermo Sci, ABD); 176 (14), 178 (16), 234 (19): Mersin
rubus 6rnekleri; W: Su kontrol; +C: Pozitif kontrol
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4.2.2.2. Blackberry chlorotic ringspot virus (BCRV) ve tomato ringspot virus
(ToRSV)’ lerinin RT-PCR analizleri;

BCRV’nin saptanmasi amaciyla yapilan RT-PCR analizlerinde Bursa, Hatay,
Mersin ve Kahramanmarag’tan toplanan hicbir rubus oOrneginde herhangi bir
amplifikasyon gozlenmezken pozitif kontrollerde beklenen diizeyde bant elde edilmistir.
Bu viriis igin pozitif kontrol olarak kullanilan ¢cDNA’larin dogrudan, Y4 ve 1/10
sulandirma serilerinin ti¢linde de amplifikasyon gozlenmistir (Sekil 4.11). Bu durumda
orneklerin BCRV tespitlerinde kullanilacak olan cDNA’larin frakli sulandirma
serilerinde  kullanilmasinin ~ PCR  analizlerinin  giivenilirligini  arttiracag

diistiniilmektedir.

10 11 FEMEIZ Y 15 A6# 537, 18 18w i1 1/4 1f10
#€ +C +C

BCRVF/R = 401 bp
ph

- ..

Sekil 4.11 Bursa, Hatay ve Kahramanmaras’tan toplanan Rubus 6rneklerinde .
blackberry chlorotic ringspot virus tespiti igin BCRVF/R primer ¢ifti kullanilarak
yapilan RT-PCR analizi. M: Marker (SMO#383 MBI Thermo Sci, ABD); 1-18:

Bursa, Hatay, Mersin ve Kahramanmaras rubus 6rnekleri; W: Su kontrol; +C: Pozitif
kontrol (1/1-dogrudan cDNA, 1/4 ve 1/10 cDNA sulandirma serileri)

Bursa ilinden alinan 95 Rubus 6rneginde ToRSVF/R primer ¢ifti kullanilarak
yapilan RT-PCR analizlerinde 3 ornekte beklenen diizeyin {istiinde amplifikasyon
meydana gelmistir. Analizlerde kullanilan 6rneklerin cDNA’lar1 dogrudan ve 1/4 , 1/10
sulandirilarak kullanilmig, 1/4 sulandirma serisinde amplifikasyon meydana gelirken
dogrudan cDNA kullaniminda ve 1/10 sulandirma serisinde herhangi bir amplifikasyon
gozlenmemistir. Bu virlis i¢in pozitif kontrol olarak kullanilan c¢DNA’larin ise
dogrudan, 1/4 ve 1/10 sulandirma serilerinin {igiinde de amplifikasyon gozlenmistir
(Sekil 4.12). ToRSV F/R primer ¢ifti ile beklenen baz biiytikliigii 493 bp olmasi
gerekirken 3 6rnekte de 700 bp’nin tizerinde amplifikasyon gergeklesmistir. Bu nedenle
elde edilen PCR firiinleri sekans analizine gonderilmis ve gelen sekans sonuglarinin

bitki genomuna ait oldugu goriilmiistiir.
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M1 2 3 45 6,7 8.9 10 1112 13 1415 16 17:18 1920121 22 23 24 25 26 2728 29'30 31 32 33 34 35

M 36 37 4 w 4 8 49 50 51 52 53 54 55 5§

Sekil.4.12 Bursa rubus orneklerinde TORSVF/R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-
PCR analiz sonucu M: Marker (SMO#321 MBI Thermo Sci, ABD); 1-64: Bursa
rubus 6rnekleri; W: Su kontrol; +C: Pozitif kontrol ((1/1-Dogradan cDNA, 1/4 ve 1/10
sulandirma serileri)

Hatay ilinden toplanan 38 Rubus 6rneginde ToORSVF/R primer ¢ifti kullanilarak
yapilan PCR analizlerinde ise 5 6rnekte amplifikasyon meydana gelmistir. Analizlerde
kullanilan 6rneklerin  ¢cDNA’larmin Dbiitin  sulandirma serilerinde amplifikasyon
gozlenmis ancak Bursa orneklerinde oldugu gibi beklenen baz seviyesinin iizerinde
yaklagik 700bp biiyiikliigiinde bir amplifikasyon gergeklesmistir (Sekil 4.13).
Kahramanmaras ilinden alman 20 rubus oOrneginde ise ToRSVF/R primer cifti
kullanilarak yapilan PCR analizleri sonucunda hicbir Ornekte amplifikasyon
gozlenememistir. Bu caligsma ile elde deilen sonuglar daha onceki ¢alismalarla paralel
sonu¢ vermistir. Ulkemizde gerek Dogu Akdeniz gerekse Bursa ili rubus
plantasyonlarinda ToORSV’nin varligina yénelik yapilan ¢alismalarda bu viriisiin varligi
sadece DAS-ELISA ile saptanmis (Caglayan ve ark. 2015; Dolunay ve Sertkaya, 2011)
ve TUBITAK 2130042 nolu proje kapsaminda yiiriitiilen calismalarda Bursa ve Hatay
ili rubus 6rneklerinde DAS-ELISA sonuglar1t RT-PCR analizleri ile dogrulanamamuistir
(Caglayan, Kisisel goriisme).
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Sekil.4.13 Hatay rubus 6rneklerinde TORSVF/R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-
PCR analiz sonucu M: Marker (SMO#321 MBI Thermo Sci, ABD); 1-15: Hatay
rubus 6rnekleri; W: Su kontrol; +C: Pozitif kontrol (1/1- dogrudan cDNA ve 1/4, 1/10
sulandirma serileri)

4.2.2.3. Blackberry yellow vein associated viriis (BYVaV)’ iin RT-PCR analizleri;

BYVaV’nin saptanmasi amaciyla BYVaV F/R primerleri kullanilarak yapilan
PCR analizlerinde Mersin ve Kahramanmaras’tan toplanmis olan rubus Orneklerinde
amplifikasyon gozlenmezken, Bursa’dan 3, Hatay’dan 5 o&rnekte amplifikasyon
meydana gelmistir. Bununla birlikte Bursa orneklerinde amplifikasyonun beklenen
diizeyde (301 bp) gergeklesmesine karsin ABD’den cDNA olarak getirilen pozitif
kontrollerin gerek dogrudan gerekse iki seyreltme serisinde (1/4 ve 1/10) beklenen
diizeyin istiinde (yaklasik 700 bp) iiriin vermesi nedeniyle sonuglar ¢eliskili olarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.14). Bu nedenle Bursa rubus orneklerinden 2, 4 ve 13 nolu
orneklerin PCR iirlinleri sekans analizine gonderilmis ve anlamli sonug¢ elde
edilememistir. Hatay rubus orneklerinin PCR analizlerinde ise daha farkli bir durum
gozlenmistir. Beklenen baz biiyiikliigii 301 bp olmasi gerekirken pozitif kontrolde 400
bp civari, pozitif bulunan iki drnekte ise 450 bp civart bir amplifikasyon gézlenmistir
(Sekil 4.15). Bunun iizerine amplifkasyon elde edilen iki rubus Ornegi ve simptom
gozlendigi halde o©rnek RNA’larinda seyreltme yapilmadan kullanilan PCR

analizlerinde negatif sonug veren ii¢c 6rnek segilerek tekrar analiz edilmistir . Ug farkli
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seyreltme yapilan cDNA’larin (dogrudan, 1/4, 1/10) kullanildigi PCR analiz sonuglarina
gore testlenen bes 6rnegin li¢ tanesinde biitiin seyreltme serilerinde pozitif kontrole gore
daha hafif olmakla birlikte ayn1 diizeyde fakat yine beklenen baz seviyesinin biraz
tizerinde (yaklasik 400 bp) triinler elde edilmistir (Sekil 4.16). Bu iirlinler sekans
analizine gonderildiginde sadece 1 6rnekte (276 nolu 6rnek) kiiciik bir bolge BY VaV ile

diisiik oranda homoloji gostermistir. Bu durumda bu viriis ile ilgili ¢aligmalara devam

edilmesi Onerilmektedir.

Sekil 4.14 Bursa’ dan toplanan rubus drneklerinde blackberry yellow vein associated
virlis tespiti igin BY VaVF/R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonucu M:
Marker (SMO#383 MBI Thermo Sci, ABD); 1-19: Bursa rubus drnkeleri; W: Su
kontrol; +C: Pozitif kontrol 1/1- dogrudan ve 1/4 seyreltme)

3 A 5 B e T B ‘ﬂo"wg"gm,m mlu\::”i . ,~ , e

BYVaV=301 bp

Sekil 4.15 Hatay rubus 6rneklerinde blackberry yellow vein associated viriis tespiti
icin BYVaVF/R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonucu M: Marker
(SMO#321 MBI Thermo Sci, ABD); 1-21: Hatay rubus 6rnekleri; W: Su kontrol; +C:
Pozitif kontrol (dogrudan cDNA kullanilarak)
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1/1 sulandirma 1/10 sulandirma

272 273 274

1/4 sulandirma

Sekil 4.16 Hatay ili rubus 6rneklerinde blackberry yellow vein associated viriis tespiti
icin BYVaVF/R primer ¢ifti ve cDNA’larin farkli sulandirma serileri kullanilarak
yapilan RT-PCR analiz sonucu M: Marker (SMO#321 MBI Thermo Sci, ABD); 276-
282 Hatay rubus 6rnekleri; W: Su kontrol; +C: Pozitif kontrol (1/1-dogrudan cDNA
kullanilarak, 1/4, 1/10 seyreltme)

4.2.2.4. Blueberry shoestring virus (BSSV), blueberry fruit drop associated virus
(BFDaV) ve blueberry latent viriis (BBLV)’ lerinin RT-PCR analizleri

Bursa, Mersin, ve Karadeniz bolgesinden toplanan mavi yemis Orneklerinden
Silica yakalama yontemi ve RNeasy Qiagen kit kullanarak izole edilen RNA’larindan
yapilan RT-PCR analizlerinde gerek 6rneklerin gerekse pozitif kontrollerin cDNA’lart
dogrudan, 1/4, 1/10, 1/50 ve 1/100 oraninda sulandirilarak kullanilmistir. Orneklerde
herhangi bir amplifikasyon gézlenmezken pozitif kontrol olarak kullanilan cDNA’larin
biitiin seyreltme serilerinde beklenen diizeyde amplifikasyon meydana gelmistir ( Sekil
4.17).

30



M 120 F s Sy 65 T B 90 A 120131435 a6 W
BSSVF/R=387 bp

Sekil 4.17. Karadeniz mavi yemis orneklerinde blueberry shoestring virus tespiti i¢in
BSSVEF/R primer ¢ifti ve cDNA’larin 1:4 sulandirma kullanilarak yapilan RT-PCR
analiz sonucu M: Marker (SMO#321 MBI Thermo Sci, ABD); 1- 15 Karadeniz mavi
yemis ornekleri; W: Su kontrol; +C: Pozitif kontrol (1/4 cDNA seyreltme)

M 234 235 236 237 233 239 240 241 242 243 244 245 246 247 2483 +C € H W
1:4 1:10 11
BSSVF/R=387 bp

Sekil 4. 18.Bursa mavi yemis 6rneklerinde blueberry shoestring virus tespiti i¢in
BSSVEF/R primer ¢ifti ve cDNA’larin 1:1, 1:4, 1:10 sulandirma kullanilarak yapilan
RT-PCR analiz sonucu M: Marker (SMO#321 MBI Thermo Sci, ABD); 234-248:

Bursa mavi yemis 6rnekleri; W: Su kontrol; +C: Pozitif kontrol (1:1- dogrudan ¢cDNA ,
1:4, 1:10 oranlarinda cDNA seyreltme)
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5. SONUC VE ONERILER

Bu arastirma, Rubus ve mavi yemis bitkilerinde son yillarda “Yeni nesil
dizileme (YND)” yonteminin kullanilmasiyla ¢ok sayida yeni virlis tespit edilmesi
nedeniyle bu viriislerin {ilkemizdeki plantasyonlarda bulunma durumunun molekiiler
yontemlerle arastirilmasina yonelik ilk ¢alismadir. Ulkemizde son yillarda yetistiriciligi
yayginlasan bu bitki tiirlerinde mevcut viriis hastaliklarinin tespit edilmesi, uygun
kontrol stratejilerinin  gelistirilmesine ve bu hastaliklarin  ulusal sertifikasyon
programlarinda yer almasina 6nemli katki saglayacaktir. Bu ¢aligma kapsaminda Hatay
ilinden 38, Bursa’dan 95, Mersin’den 40, Kahramanmaras’ tan 20 Rubus spp. 6rnegi ile
Karadeniz bolgesinden 102, Bursa ilinden 20 Maviyemis (Vaccinium spp.) 6rnegi
toplanmig ve bu ornekler 6zellikle son yillarda ABD’de saptanan strawberry necrotic
shock virus (SNSV), raspberry leaf mottle virus (RLMV), blackberry yellow vein-
associated virus (BYVaV), blackberry chlorotic ringspot virus (BCRV), blackraspberry
necrosis viriis (BRNV), blueberry shoestring viriis (BSSV), blueberry fruit drop
associated virus (BFDaV) ve blueberry latent viriis (BBLV) igin RT-PCR analizleri ile
testlenmigtir. Ayrica iilkemiz rubus plantasyonlarinda sadece DAS-ELISA yontemi ile
varligt bildirilen tomato ringspot virus (ToRSV)’un PCR analizleri ile teyit edilmesi
amaciyla bu viriis de testleme programina alinmistir. Testlenen 6rneklerin higbirisinde
yeni giris yapan virlsler saptanmazken sadece ToRSV, SNSV ve BYVaV ile ilgili baz1
celiskili sonuglar elde edilmistir. Ozellikle BYVaV, ABD’de 6nemli verim kayiplarima
yol acan “Bogiirtlen Sar1 Damar Hastalik (BSDH) kompleksine neden olan viriislerden
birisi olmasi nedeniyle bu viriisle ilgili caligmalara devam edilmesi ve bu caligma
kapsaminda elde edilen On verilerin goz Oniinde bulundurularak gelistirilmesi
onerilmektedir. Bu konuda daha dnce yiiriitiilen ¢caligmalarda da lilkemizde bogiirtlen ve
ahududulardan elde edilen raspberry busy dwarf virus gibi bazi viriis izolatlarinin
filogenetik analizleri sonucunda iilkemizde diinya izolatlarindan farkli bazi izolatlar
tespit edilmistir. Bu ¢alismalar ile elde edilen 6n bulgular 1s181inda simptom gozlendigi
halde herhangi bilinen bir virlisiin saptanamadigi Rubus ve Vaccinium &rneklerinin
“Yeni nesil dizileme” yontemiyle tiim bitki genomlarinin taranarak iilkemize 6zgii yeni
virlis ve/veya bilinen viriislerin yeni irklarinin tespit edilmesine yonelik caligmalarin

yapilmasi yararl olacaktir.
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EKLER

SILICA RNA EXT. BUFFER( 1000 ml) (Rott and Jelkmann-2001)
24,2 g Tris- Base

12,66 g LiCl

15 g SDS

2,92 g EDTA veya 3,72 g EDTA*2H,0

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,O

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)

2ml0,5MEDTA

Sterile H,0 ile tamamlanir.

MACKENZIE EZME TAMPONU (100 ml)

Guanidine isothiacyonate 47.26 g
Sodium acetat 2.72¢
25 mM EDTA 0.7305¢
PVP-40 25¢

Karisim 100 ml d,H,0’ ya tamamlanip oda sicakliginda saklanmistir.
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AGAROS JEL ELEKTROFOREZ (MANIATIS ve ark., 1992)
TAEX50 (100 ml)

0.5 M EDTA pH:8 10 mi
0.6 Glacial acetic acide 571 ml
Trizma base 2429

Cozelti 100 ml dyH,O’ya tamamlanip otoklav edilmis ve oda sicakliginda saklanmistir.
PCR iiriiniiniin yiikleme ortami (15 ml 6X stok i¢in)

Bromophenol blue 15 ml

Glycerol 189

TAEXS50 6 ml

Hazirlanan ortam -20 °C’de saklanmuistir.

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 sicaklifinda 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 {initesinin jel tepsisine dokiiliip taraklar
yerlestirildikten sonra agarozun donmasi beklenmistir (15-20 dakika). 0.5XTAE ortami1

iceren elektroforez tankina yerlestirilmistir.
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