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OZET

CANAKKALE iLINDE PIRASA SARI CiZGi VIRUSU (Leek yellow stripe virus;
LYSV)’NUN BiYOLOJIiK VE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Ezgi KURTULUS
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Bitki Koruma Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danigman : Prof. Dr. Savas KORKMAZ
09/02/2012, 56

Bu calismada Canakkale il ve ilgelerinden 2009-2010 iiretim yili i¢inde bir sérvey
calismasi yiiriitiilerek Pirasa sar1 ¢izgi viriisii (Leek yellow stripe virus; LYSV)’ne benzer
simptom gosteren pirasa bitkilerinden 77 6rnek toplanmistir. Toplanan 6rnekler LYSV nin
varligin belirlemek amaci ile DAS-ELISA ve RT-PCR analizleri ile test edilmistir. DAS-
ELISA ve RT-PCR testleri sonucunda 77 Ornekten 51 tanesi LYSV ile infekteli
bulunmustur. Infekteli bulunan ornekler igerisinden elde edildigi ilgeler gdz Oniinde
bulundurularak belirli sayida izolat biyolojik 6zelliklerini belirlemek amaci ile degisik
gosterge bitkilere mekanik inokulasyon yontemi ile inokule edilmis, molekiiler
ozelliklerini belirlemek amaci ile kilif protein genleri klonlanarak niikleik asit dizilimleri
belirlenmistir. Klonlama ve sekans analizi yapilan LYSV izolatlarma 6zgii kilif protein
genlerinin niikleotid dizilimleri gen bankasinda bulunan ve diinyanin farkli {iretim
bolgelerinden LYSV izolatlarimm CP genleriyle karsilastirilmistir. Bu karsilastirmalar
sonucunda lilkemiz LY SV izolatlarinin CP genlerinin niikleotid diizeyinde % 97-98, diinya
izolatlar1 ile % 77-95 oraninda bir benzerlige sahip oldugu bulunmustur. Yapilan
filogenetik analizler sonucunda ise Canakkale izolatlarinin diinyanin farkl bolgelerindeki
izolatlarla farkl diizeylerde genetik iliski gosterdigi saptanmistir. Ayrica bu izolatlar
Western blot analizi yontemiyle kilif proteinleri analiz edilmistir. Western blot analizi

calismalarinda tiim izolatlara 6zgii 34 kDa agirliginda kilif proteini elde edilmistir.

Anahtar sozciikler: Pirasa sar1 ¢izgi viriisii, DAS-ELISA, RT-PCR, kilif protein geni,

klonlama.

vil



ABSTRACT

BIOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION of Leek yellow stripe
virus (LYSV) in CANAKKALE PROVINCE

Ezgi KURTULUS
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Plant Protection Department Thesis of Master of Science
Advisor: Prof. Dr. Savas KORKMAZ
09/02/2012, 56

In this study, a survey was conducted in Canakkale Province and subprovince in
leek plants that shows Leek yellow stripe virus-like symptoms in year 2009-2010. A total
of 77 samples were collected from these areas and tested by DAS-ELISA and RT-PCR for
the presence of LYSV. As a result of the DAS-ELISA and RT-PCR analysis 51 out of 77
samples were found infected with LYSV. The sap of the infected plant samples were
inoculated into LYSV sensitive indicator plants to determine the biological characteristics.
Isolates obtained as the pure isolates were grouped based on biological characteristics and
locations where they were isolated. The coat protein genes of some isolates representing
each group were cloned and sequenced. Isolates were further characterized here and the
sequences obtained from LYSV isolates of Canakkale were compared with known
sequences from other parts of the world to determine the genetic differences and
evolutionary relationships among LYSV isolates from Canakkale and the other parts of the
world. Comparison of CP genes revealed that CP gene of LYSV isolates from Canakkale
Province and subprovince showed 97-98 % and isolates with the world 77-95 % identity in
their nucleotide sequences, respectively. Phylogenetic analysis of the CP gene sequences
showed that LYSV isolates from Canakkale provinces and subprovinces different level of
genetic relationship with LYSV isolates from world. In this case the method isolates
proteins were analyzed by Western blot analysis. Western blot analysis studies specific to

all isolates were obtained from 34 kDa coat protein.

Keywords: Leek yellow stripe virus, DAS-ELISA, RT-PCR, coat protein gene, cloning.
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BOLUM 1 - GIRiS EZGi KURTULUS

BOLUM 1
GIRIS
Sebze tarimi bitkisel liretim igerisinde birim alandan en yiiksek gelir getiren tarim
kollar1 arasindadir. Sebzecilik tlilkemizde 1970’li yillardan sonra hizla gelismis ve
gilinlimiizde yaklasik 900.000 ha ekilis alan1 ve 24 milyon ton {liretim degerine ulasmistir.
Tirkiye’de kisi basma sebze lretimi yeterli diizeyde olmakla birlikte birim alandan
saglanan verimin artirilmasi, iirlin ¢esitliliginin saglanmasi, kalitenin 1yilestirilmesi,
ithracatin artirilmasi ve hastaliklarla miicadele edilmesi 2000’11 yillarin en 6nemli hedefleri

arasmdadir.

Ulkemiz ¢ok biiyiik bir ekolojik zenginlige sahiptir. Bu 6zellik birgok alanda ve
diger bitkisel iiretim dallarinda oldugu gibi sebze yetistiriciliginde de onemli bir avantaj
saglamakta, {ilkemizi bir sebze cenneti konumuna getirmektedir. Ulkemizde 1liman iklim
tiirlerinden tropik iklim tiirlerine kadar uzanan yazlik ve kislhik 50 civarinda sebze tiirii
yetistirilmektedir. Buna ek olarak 20 kadar bitkinin de kiiltiirii yapilmamakla birlikte
dogadan toplanip sebze seklinde tiiketildigi bilinmektedir (Korkmaz ve ark., 2010).

Ulkemizde sebze yetistiriciligi hemen hemen her bolgemizde yapilmakla birlikte
ozellikle Marmara, Ege ve Akdeniz Bolgeleri’nde daha yogun olarak yapilmaktadir. Kighk
sebzeler igerisinde pirasa iiretimi ticari ya da aile isletmeciligi seklinde Canakkale ilinde

yaygin olarak yapilmaktadir.

Pirasa, yilin her mevsiminde veya iki senede bir yetisen ve genellikle yapraklar: icin
yetistirilen bir bitkidir. Pwasa (Allium ampeloprasum (L.) J. Gay), Liliopsida smnifi,

Asparagales takimi, Alliaceae familyasina dahil olan bir sebzedir.

FAO’nun 2009 yili verilerine gore diinyada toplam 2.004.403 ton pirasa ve diger
sogans1 sebze iiretimi gergeklestirilmistir. Diinya pirasa ve diger sogansi sebze iiretimi
icerisinde en fazla paya sahip olan iilkeler sirasiyla; Endonezya (547.743 ton), Tiirkiye
(252.286 ton), Fransa (178.200 ton), Belcika (158.900 ton), Cin (126.963 ton), Kore
(116.363 ton), Almanya (114.188 ton), Polonya (106.522 ton), Hollanda (95.000 ton) ve
Ispanya (79.029 ton)’dir (Anonim, 2009).

TUIK’nun 2010 yili istatistiklerine gore Tiirkiye’de toplam 244.812 ton pirasa
dretimi yapilmistir. Bolgeler bazinda pirasa iiretim miktar1 degerlendirildiginde Akdeniz

Bolgesi 85.474 ton ile birinci siradadir. 54.896 ton ile Ege Bolgesi, 33.987 ton ile Bati
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Karadeniz Bolgesi, 29.639 ton ile Dogu Marmara Bolgesi ve 23.801 ton ile Bat1 Marmara
Bolgesi izlemektedir (Anonim, 2010).

Canakkale ili ve ilgelerinde 2010 yilinda yaklasik 2692 ton pirasa liretimi yapilmustir.
Iigeler bazinda pirasa iiretim miktarlar1 degerlendirildiginde Biga 1100 ton ile birinci
siradadir. Bunu 297 tonla Merkez ilge, 500 tonla Yenice ve 250 tonla Lapseki izlemektedir
(Anonim, 2010).

Tarmmsal tiretimde {iriiniin kalite ve kantitesine etki eden bir¢ok faktor vardir. Bu
faktorlerden birisi hi¢ kuskusuz viriis hastaliklaridir. Bu gruba giren hastaliklarin kimyasal
bir miicadelesi olmadig: i¢in diger hastalik etmenlerine gére daha yikici olabilmekte ve
bazen tiretimde % 70-80’lere varan kayiplara neden olabilmektedirler. Bunun yaninda
yetistirilen {iriiniin kalite ve pazarlama degerini diisiirmektedirler (Lot ve ark., 1998; Conci

ve ark., 2002).

Pirasanin en 6nemli viriis hastaliklarindan birisi Pirasa sar1 ¢izgi viriisii (Leek yellow
stripe virus, LYSV)’diir. LYSV, prrasa yetistiriciligi yapilan iilkemizde ve Avrupa

ulkelerinde 6nemli zararlara neden olmaktadir.

LYSV ile bulagsmis bitkiler zayiflik, clicelik ve solgunluk belirtileri gostermektedir.
Bunlar pirasanin kalitesi ve kantitesini azalttig1 gibi verimde de biiyiik bir diisiise neden

olmaktadir (Barg ve ark., 1994; Barg ve ark., 1997; Diekmann, 1997; Pringle, 1998).

Bitki viriis hastaliklar1 arasinda potyviriisler biiyiik 6l¢iide ekonomik kayiplara neden
olmaktadirlar (Walkey, 1990; Van Dijk, 1993; Shukla ve ark., 1994; Fauquet ve ark.,
2005). LYSV Potyvirus cinsine dahil olup bitki viriisleri icinde en biiyiik grubu
olustururlar ve bu zamana kadar bu gruba dahil olan 180 viriisiin oldugu belirlenmistir
(Ward ve Shukla, 1991). LYSV partikiilleri (+) ssRNA igeren, kivrimli, tek parcali,
zarfsiz, 815-820 nm uzunlugunda, 12-15 nm ¢apmdadir. Kilif protein molekiiler agirligi

34 kDa’dur (Noda ve Inouye, 1989; Langenberg ve Zhang, 1997).

Potyviridae familyasinm iiyeleri, 10-11 kilo baz tek poliproteinden olusan, yaklasik
3000-3400 amino asit igceren tek parcali genoma sahiplerdir (Riechmann, et al., 1992;
Riechmann et al., 1995). Poliproteinlerin N ucundan C ucuna dogru 10 kiiciik protein
icerdigi yapilan bir dizi ¢alisma ile belirlenmistir. Bu proteinler; P1, HCPro (helper
component), P3, CI (silindirik inclusion), Nla (nuclear inclusion A), NIb (nuclear inclusion

B), VPg, CP (capsid protein) ve oldugu varsayilan ve islevinin heniiz belirlenemedigi 6K1

2
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ve 6K2°dir (Riechmann, et al., 1992; Verchot ve Carrington, 1995; Mahajan ve ark.,1996).

5UTR r\/_.\‘ -t ke _ B, FUTR
P nero P3N o fvPg{na N CP_ )=

LR e 4 L]

g

Sekil 1.1. Potyvirtiislerin genom yapis1 ve poliproteinlerin boliiniis semas1 (Riechmann ve

ark., 1995).

LYSV morfolojik 6zellikleri ve konukcu dizini bakimindan Sogan sar1 ciicelik viriisti
(Onion yellow dwarf virus; OYDV) ile iliskilidir. Bunlar serolojik olarak akrabadirlar (Bos
ve ark., 1978). LYSV yaprak bitleri ile non-persistent olarak tasinir. LYSV kis siiresince
infekteli bitkilerde kalir. Daha sonra yaprak bitleri ile baharda saglikli bitkilere tasinir.
Ozellikle Aphis fabae ve Myzus persicae ile non-persistent olarak tasinir (Noda ve Inouye,
1989). Bu dongii siirekli olarak sebze tarlalarinda goriilmektedir. Tasinma infekteli bitki
O0zsuyundan olur ancak tohumla tasmnma olmaz. Pirasada yaprak bitleri aktif bir grup
olduklarindan beri, hastalik gelisimindeki epidemik oranlarda artis agik olarak

goriilmektedir.

LYSV 1937 yilinda Almanya’da ilk kayit olarak rapor edilmistir. Bu hastaligin
1970’11 yillarda Hollanda’nin giineydogusunda epidemi yaptig1 bilinmektedir (Bos ve ark.,
1972; Verhoyen 1973; Bos ve ark., 1978).

1971 yilinda Belgika’daki pirasalarda LYSV nin tespit edilme oranit % 40 iken, 1972
yilinda bu oran % 74’e¢ c¢ikmistir. 1976 yilinda Danimarka’da ise bu hastalifin tespit
edilme oran1 % 20 iken, 1977 yilinda % 12’ye kadar diistiigli, 1978 yilinda % 43’e ¢iktig1
belirlenmistir. Yeni Zelanda’da test edilen tiim pirasa bitkilerinde LYSV’ye rastlandigi
tespit edilmistir. Bu oranlardaki degisimlerin nedeninin viriisiin yaprak bitleri ile etkin bir

sekilde taginmasi ve epidemi yapmasidir (Mohamed ve Young, 1980; Conci ve ark., 2002).

LYSV’nin en 6nemli konukgular1 pirasa, sogan, sarimsak ve bir¢ok yabanci ot olup
bu virus hastalig1 bitkilerin yetistirildigi yerlerde 6nemli ekonomik kayiplara neden

olmaktadir.
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LYSV ile infekteli bitkilerin yapraklarmmin alt kismina yakin yerlerde kolayca
gortilebilen klorotik lekeler bulunmaktadwr. Bu lekeler yavas yavas yapraklarin ug
kisimlarina dogru yayilmaktadir. Uzun ya da kisa ¢izgi seklindeki bu lekeler bitkinin yesil
renginin saritya doniismesiyle olusmakta ve bu sar1 cizgiler hastalik gelisimi siiresince
yayilarak tiim yapraklar1 kusatmaktadir. Yapraklarda kirigsma, biikiilme ve yaprak
ylizeyinde gevreklesme goriilmektedir. Bundan dolay: bitki strese girmekte ve gelismesi
zayiflamaktadir. LYSV infeksiyonu gelisme sezonu boyunca goriilmesine ragmen,

simptomlar1 daha ¢ok Kasim-Aralik aylarinda goriilmektedir.

Bu calismada Canakkale ili ve il¢elerinde Pirasa sar1 ¢izgi viriisii simptomlarma
benzer simptom gdsteren pirasa bitkilerinden drnekler almarak ELISA ve RT-PCR ile test
edilmis ve pozitif ¢ikan Orneklerden bazilar1 klonlanarak niikleik asit dizilimleri

belirlenmis ve soyagaci ¢ikarilmistir.
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BOLUM 2
ONCEKIi CALISMALAR

Bos ve ark. (1978), Hollanda’nin giineydogusunda 1970 yilindan beri pirasa
dretiminin yapildig1 yerlerde sari ¢izgi hastaligmin epidemik olarak arttigmni tespit
etmislerdir. {lk kez 1937 yilinda Almanya’da rapor edilen LYSV’nin Avrupa iilkelerinde
de hizla yayildigini belirlemiglerdir. LYSV’nin sogan ve arpacik soganina hemen hemen
hi¢ bulasmadigini OYDV’nin prrasa bitkilerinde olusturdugu simptomlarin LYSV ile
benzer Ozellikler gosterdigini tespit etmislerdir. LYSV, Allium fistulosum ve lokal
lezyonlara neden olan Chenopodium amaranticolor ve C. quinoa bitkilerinde OYDV’den
daha farkli simptomlar meydana getirdigini, bu iki virlisiin farkli konukgularda ayni
belirtileri gdsterdigini fakat morfolojik ve parcacik uzunluklar1 bakimmdan farkliliklarin
oldugu bildirmislerdir (LYSV 820 nm, OYDYV 833 nm). Kilif protein agirliklarmin (LYSV
34000 da, OYDV 30000 da) da farkli olmasi nedeniyle biyofiziksel agidan da bu iki
virlistin farkli oldugunu tespit etmislerdir. Serolojik olarak bu iki virlisiin birbiri ile
yakindan iligkili oldugu belirtilmistir. LYSV nin tohum ile tasinmadigi, yaprak bitleri ile
non-persistent olarak tasindigi, yaz sonu ve sonbahar doneminde epidemik oldugu tespit
edilmistir. Infeksiyonun tek kaynaginin pirasanin yakinlarindaki bitkiler oldugu
bildirilmistir. Sonug olarak arastiricilar pirasa yetistiricilerine iirtinlerini tohum yataklarma
dikkatli bir sekilde zarar vermeden ekmeyi ve yaz boyunca infekteli bitkilerden kagmmay1

tavsiye etmislerdir.

Noda ve Inouye (1989), Japonya’da, yapraklarinda mozaik ve nekrozlar gdsteren ve
siis olarak yetistirilen prrasa (Allium ampeloprasum) bitkisinden LYSV’yi teshis
etmiglerdir. LYSV’nin 11 familyaya ait 49 tiirde yaprak bitleri ile (Myzus persicae ve
Aphis gossypii) non-persistent olarak tasindigini belirtmislerdir. Yapraklarda sistemik bir
sekilde mozaik simptomu gosteren Allium ampeloprasum ve A. giganteum’u infekte
ettigini mekanik inokulasyon ¢alismalariyla tespit etmislerdir. Ayrica C. amaranticolor ve

C. quinoa’da lokal lezyonlar olusturdugunu saptamislardir.

Tsuneyoshi ve Sumi (1996), Japonya’da infekteli sarimsak bitkilerinden alinan
orneklerle ti¢ farkli cinse ait 6 viriis tespit etmislerdir. Bu virtislerin Potyvirus, Carlavirus
ve tanimlanmamis bir cinse dahil oldugu tespit edilmistir. Infekteli bitkilerden alinan
orneklerden bir kisminin cDNA’s1 klonlanmis ve genomlarin sekans analizleri yapilmistir.

Bahsedilen 6 viriisiin tanimlanmasinda kombine edilmis RT-PCR testi ile restriksiyon
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enzimi kullanilmustir. {lgili viral kilif protein genleri fiizyon proteinleri ile Escherichia coli
bakterisine aktarilmis ve viral partikiillere kars1 antibadi iiretimi saglanmistir. Ug tip cubuk
seklinde viriis partikiilii elektron mikroskobu ile tespit edilmis, ayrica serolojik bir yontem
olan direkt doku bastirma yontemi ile de analizi yapilmistir. DTBIA (Direct Tissue Blot
Immunoassay) ve RT-PCR analizleri sonucu sarimsak bitkilerinde karisik infeksiyonlarin

oldugu tespit edilmistir.

Lot ve ark. (1998), iki potyviriis olan OYDV ve LYSV’nin simptomlari, gelisimleri
ve potansiyel {iriin kayiplarmi belirlemek amaci ile bir ¢alisma yiirtitmiislerdir. Arastiricilar
Fransa’da Messidrome, Germidour ve Printour olmak iizere ii¢ sarimsak ¢esidinin
yetistigini, arka arkaya iki sene yapilan degerlendirmelere gore bahsedilen iki viriisiin
mekanik inokulasyon uygulamasi sonucunda sarimsak ¢esitlerindeki yaprak uzunluguna
etkileri, pseudostem c¢apina ve sarimsak basinin agirhigina olasi etkilerini arastirmiglardir.
OYDV’den dolay1 Germidour ¢esidi sarimsagin bas agirliginim % 39, diger iki ¢esidin ise
% 60 oraninda azaldigini bildirmislerdir. LYSV i¢in sarimsak bas agirliginin azalma orani
Messidrome ¢esidinde % 17, Germidour ¢esidinde % 26 ve Printanor ¢esidinde ise % 54
oldugu bu c¢alisma ile bildirilmistir. Arastiricilar dikimi yapilacak olan sarimsak dislerinde
bu virlislerden herhangi birisinin bulunmasi veya iki viriis ile karisik infeksiyonlarin
oldugu durumlarda sarimsaklarda kronik infeksiyonun meydana geldigi ve iirlin miktarinda
azalmalarin oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar LYSV ile inokulasyonlarda en diisiik
iriin kaybmm ge¢c donemlerde oldugunu, Fransa’nin giineyinde iiriin kayiplarinin %
30°dan fazla oldugu inokulasyonlarin ise Nisan ayinin sonlarina dogru dogal bulagmalar ile

meydana geldigini tespit etmislerdir.

Chen ve Adams (2001) Cin’in Zhejiang sehrinde sarimsak bitkilerinden ornekler
alarak OYDV ve LYSV’ye ait dejenere primerler ile cDNA sentezlemisler ve klonlama ve
sekans analizleri yapmislardir. Klonlama ve sekans analizleri ¢alismalarinda birbirinden
bagimsiz 12 LYSV izolat1 ve 33 OYDV izolat1 kullanilmistir. OYDV izolatlar1 kendi
arasinda OYDV-YHI(15 izolat), OYDV-YH2 (10 izolat) ve OYDV-YH3 (8 izolat) olmak
iizere 3 grup olusturmustur. Kilif protein bolgelerine gore yapilan amino asit dizi analizi
sonuclarina gore 14 OYDV izolatinda % 80-98, 9 LYSV izolatinda ise % 78-92 degisen

oranlarda benzerlikler oldugu tespit edilmistir.

Dovas ve ark. (2001), Yunanistan’da sarimsak, sogan ve pirasada viriis hastaliklarini
belirlemek amaciyla ELISA, immunoelektron mikroskobu ve bazen de RT-PCR ydntemini

kullanarak bir caligma yiirtitmiislerdir. Calismada 6rnekleme yapilan yorelerdeki bitkilerde
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yiiksek oranda (% 98.5 ve % 83.7) OYDV ve LYSV’ye ait viriis hastaliklar1 belirlenmistir.

Fajardo ve ark. (2001), sarimsak viriislerinin dogada karisik infeksiyonlar halinde
goriilebildigini bildirmislerdir. Yapilan bu c¢alismada Brezilya’daki sarimsak {iretim
alanlarinda sorveyler yapilmis ve toplanan infekteli izolatlardan viriisler elde edilmistir.
OYDV-G (sarmmsak streyni) ve LYSV’ye ait kilif protein genlerine 6zgii primerler dizayn
edilerek RT-PCR analizi yapilmistir. Garlic common latent virus (GCLV)’ye ait
cDNA’larin sentezi oligo-dT ve Random primerler kullanilarak yapilmis, toplanan
sarimsak izolatlarinin virlis genomlarina ait sekans analizleri yapilmistir. Niikleotid sekans
analizine gore Potyviriis cinsine dahil olan OYDV-G ve LYSV’nin, Carlaviriis cinsine
dahil olan GCLYV ile serolojik olarak ayni gruplarda bulundugu tespit edilmistir. Brezilya
izolatlarinin amino asit sekans sonuglarma gore diinyanin farkli cografik bolgelerindeki

izolatlar ile akrabalik dereceleri karsilastirilmustir.

Conci ve ark. (2002), Arjantin’deki sarimsak iiretim alanlarinin hemen hemen
timiinde LYSV benzeri simptom gosteren bitkilerden 6rnek almislardir. Arastiricilar bu
bolgede yetistirilen beyaz-kirmizi tipi ve Rosado Paraguayo c¢esitlerinin yilin her
doneminde yetistirilen sarimsak c¢esitleri oldugunu bildirmektedirler. Toplanan bu bitki
orneklerine DAS-ELISA analizi uygulanmis ve bu analizin sonucuna gore iki beyaz tip
sarimsak c¢esidinde Mayis aymda viral konsantrasyonun en yiiksek seviyede oldugu tespit
edilmistir. Tki kirmiz1 tip sarimsak cesidinde ise Kasim aymnda viriis konsantrasyonunda
artis gézlenmis, Rosado Paraguayo cesidinde ise Ekim ayinda virlis konsantrasyonun en
yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir. Yapilan sorveylerde Arjantin’in 14 farkh
bolgesinden rastgele 3066 6rnek toplanmis ve analiz edilmistir. Tiim bolgelerde LY SV nin
bulunma oraninin % 80 ile % 98 arasinda degistigi, Santa Cruz ¢esidinde ise LYSV nin

bulunma oraninin % 34 oldugu bildirilmistir.

Dovas ve ark. (2002), sarimsakta diinya ¢apinda en 6nemli viral patojenler olarak
bilinen OYDV ve LYSV’nin sarimsak iiretim alanlarindan gelisme periyoduna bagli olarak
viriis konsantrasyon oranlarini belirlemek amaciyla farkli yaprak kisimlarindan ornekler
alarak DAS-ELISA testi ile test etmislerdir. Iki viriisiin de sarimsak bitkisinde
dagilimlarinin diizglin olmadiginmi tespit etmislerdir. Yash yapraklarin u¢ kisimindan
alman Orneklerdeki viriis konsantrasyonunun geng yapraklardan alman 6rneklerdeki viriis
konsantrasyonundan daha diisiik oldugu bu calisma ile belirlenmistir. Sarimsak bitkilerinin
geng yapraklarmin u¢ kismindan elde edilen viriis konsantrasyonunun yapragin orta

kismindan elde edilen viriis konsantrasyonundan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Yasl yapraklardaki virlis konsantrasyonunun yapragin ii¢ kistminda diizglin bicimde
dagildig: tespit edilmistir. Yash yapraklarmm u¢ kismindaki viriis seviyelerinin zamanla
onemli oranlarda disiis gosterdigi, sarmmsak bitkisindeki OYDV ve LYSV
konsantrasyonlarinin Mart ayma kadar artis gosterdigi daha sonraki aylarda ise diisiis
gosterdigi belirlenmistir. Yaprak ornekleri 6°C’de 15 gilin tutuldugunda iki viriise ait
antijenlerin % 80 oraninda kaybedildigi fakat -30°C’de 109 giin saklanan 6rneklerin ise %

90 oraninda kayba ugradig tespit edilmistir.

Lunello ve ark. (2002), LYSV’nin prasa ve sarimsaklarda mozaik seklinde
belirtilere neden oldugunu belirtmislerdir. Potyviriislerin yani sira Carlaviriisler ve
Allexiviriisler de pirasa ve sarimsak gibi bitkilerde hastalia sebep oldugu yapilan
calismalarla tespit edilmistir. Pirasa bitkilerinden alinmis LYSV izolatlarinda tipik sari
cizgiler seklinde simptom gdzlenmis, Arjantin’in Kordoba yakinlarinda viriisiin mekanik
olarak tasindig1 belirlenmis ve C. amaranticolor ve C. quinoa’da klorotik lokal lezyonlara
sebep oldugu bildirilmistir. Sogan bitkilerine yapilan mekanik inokulasyon sonucu 40
izolat icerisinden sadece iki izolatta bulasma meydana gelmisken, bahsedilen bu izolatlar
sarimsak bitkilerine mekanik ve yaprak bitleri yardimiyla bulastirilmistir. Mekanik olarak
bulastirilan 20 bitkiden 14’iinde belirtilen viriisler bulunmustur. Yaprak bitleri ile yapilan
tasima denemesi sonucu 10 bitkiden sadece iki tanesinin infektelendigi tespit edilmistir.
Myzus persicae, Rhopalosiphum maidis, R. padi, Schizaphis graminum, Aphis gossypii, A.
nerii, Uroleucon sonchi ve Hyperomyzus carduellinus gibi vektorler kullanilarak viriis
tasima denemeleri yiiriitiilmiistiir. LYSV virionlarmin 825 nm uzunlugunda ve 34 kDa
agirhiginda kapsid protein icerdigi SDS-PAGE yontemiyle bulunmus, pirasadan alinan
LYSV izolatlar1 ile OYDV nin antiserumlari karsilastirilmis ve serolojik ag¢idan aralarinda
bir iliski oldugu tespit edilmistir. Elde ettikleri izolatlardan (Accession no. AY007693) 3°-
NTR (Non-translated region) bdlgesinin baska bir LYSV izolat1 (Accession no. X89711)
ile arasinda % 94 oraninda benzerlik oldugu tespit edilmistir. Kilif proteinin amino asit

sekans sonuglaria gore ise % 97 oraninda benzerlik oldugu bildirilmistir.

Lunello ve ark. (2005), sorvey sirasinda toplanan bitki 6rneklerini DAS-ELISA ile
test etmisler ve virlis hastaliklarinin teshisinde daha duyarli yontemler gelistirmeye
calismiglardir. Bahsedilen yontemlerin infekteli bitkilerden elde edilen viriis
konsantrasyonu diisiik oldugu durumlarda bile 1yi bir sekilde calistigini tespit etmislerdir.
Arastiricilar dejenere primerler dizayn ederek LYSV ile OYDV’nin tek ve karisik
infeksiyonlar1 IC-RT-PCR yardimiyla belirlemislerdir. Tekli infeksiyonlarda LYSV’nin
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korunmus bdlgesi 566 baz c¢ifti icerirken, OYDV’nin ise 489 baz cifti igerdigi tespit
edilmistir. Farkl A//ium tiirlerine ait karisik infeksiyon meydana gelmis izolatlarda ise ayni
biiytikliikte iki bant goriilmiistiir. ELISA sonucunda negatif ya da siipheli ¢ikan 6rneklere
RT-nested-PCR uygulanmistir. DAS-ELISA’dan sonra yapilan RT-nested-PCR’in DAS-
ELISA’ya gore 10° kez daha duyarli bir yontem oldugu tespit edilmistir. Buna paralel
olarak mikrosantrifiij tiiplerde yapilan IC-RT-nested PCR, DAS-ELISA’dan 10* kez daha
duyarli oldugu bildirilmistir. DAS-ELISA’da negatif ya da siipheli ¢ikan 6rneklerin RT-
nested-PCR ve IC-RT-PCR ile tekrar analizi yapildiginda bazilarinin pozitif ¢iktigi ve
hastalikl1 bitki oraninda ytliksek oranda artiglar oldugu tespit edilmistir.

Park ve ark. (2005), Carlaviriis (Garlic mosaic virus; GarMV ve Garlic latent virus;
GarLV), Allexiviriis (Garlic virus X; GarV-X ve Garlic mite-borne filamentous virus;
GarMbFV) ve Potyviriis (Leek yellow stripe virus; LYSV ve Onion yellow dwarf virus;
OYDV) cinslerine ait 6 viriisiin Kore sarimsak bitkilerinde mozaik simptomlara neden
oldugunu tespit etmislerdir. Bu simptomlar1 gosteren bitkilere multiplex RT-PCR analizi
ve daha sonrasinda sekans analizi uygulamiglar, IC-RT-PCR analizleri sonucunda GarLV,
LYSV ve OYDV kolaylikla tespit etmislerdir. Kore izolatlarindan elde edilen sarimsak
viriislerinin kilif proteinlerinin filogenetik analizleri Cin, Japonya, Brezilya ve Arjantin
izolatlar1 ile yakindan iliskili olduklar1 bildirilmistir. Bu ¢aligma ile Kore izolatlarindaki 6

sarimsak viriisii es zamanl olarak multiplex RT-PCR analizi ile tespit edilmistir.

Takaki ve ark. (2005), yaptiklar1 bir calismada LYSV’ye ait li¢ izolatin niikleotid
dizilerini belirlemeye caligmislardir. Sarimsaklarda mozaik hastaligina sebep olan bu
virlistin Japonya’nin kuzeyindeki Aomori bolgesinde yaygm olarak bulundugunu
saptamislardir. Bu izolatlarin 10.296-10.297 niikleotid igerdigi ve 3215 amino asit
kodladig1 yapilan bir dizi calismayla tespit edilmistir. Ug izolat arasindaki amino asit ve
niikleotid sekans varyasyonu % 1.5 olarak tespit edilmistir. Bu iic LYSV izolat1 daha
onceden tanimlanmis olan Cin’den elde edilmis LYSV izolatiyla yiiksek diizeyde
farkliliklar icerdigi bulunmustur. 5’-UTR ( Untranslated region) ve P1 bolgeleri arasindaki

sekans benzerliklerini sirasiyla % 56-57 ve % 52-53 olarak tespit etmislerdir.

Navratil ve ark. (2006), sarimsak bitkilerinden almmus iki LYSV Cek izolat1 (LYSV-
5CZ ve LYSV-22CZ) ve bir LYSV Cin izolatmmn (LYSV-16) spesifik NIb (nuclear
inclusion b) ve kilif protein genlerini kullanarak RT-PCR analizi yapmislardir. Daha sonra
RT-PCR iirlinlerinden klonlama yaparak sekans analizi yapmislardir. Filogenetik analizler

sonucunda Cek izolatlarmm NIb-CP bdlgeleri amino asit sekanslarma goére LYSV grup
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1’de yer aldig1, Cin izolatmin ise grup 1I’de yer aldigini bildirmislerdir.

Moreno-Perez ve ark. (2006), sarimsagin c¢esitli viriis gruplar1 tarafindan
infektelendigini bildirmislerdir. Bu gruplar icinde Potyviriis cinsine ait iki 6nemli viriis
olan OYDV, LYSV ve Carlaviriis cinsine ait iki 6nemli viriis olan GCLV ve SLV
bulundugunu bildirmislerdir. Guanajuato’dan elde edilen sarimsak bitkilerindeki viriis
komplekslerini tanimlamak i¢in bir dizi caligma yapmiglardir. 2004 yilinin Aralik ayinda 6
farkli lokasyonda viriis simptomlar1 gosteren bitkilerden 6rnekler alinmis, alinan 6rneklere
ELISA testi uygulanmis ve ELISA testi sonucunda bitkilerin LYSV, OYDV, GCLV ve
SLV ile infekteli oldugu tespit edilmistir. Toplanan 195 sarimsak bitkisinin yapraklarinda
sar1 ¢izgiler, mozaik, deformasyon veya ciicelik simptomlar1 gozlenmistir. LY SV nin kilif
proteinine spesifik primerler dizayn edilerek RT-PCR’da kilif protein geni sentezlenmistir.
pGEM T-Easy Plazmidi yardimiyla kilif protein klonlanarak sekans analizleri yapilmistir
(Accession No. DQ841554). Sekans analizleri sonucuna gore Guanajuato’dan elde edilen
LYSV izolatinin Okinawa’dan elde edilen LYSV No.3 izolat1 ile % 97 benzerlik gosterdigi

tespit edilmistir.

Conci ve ark. (2007), Arjantin’de sarmmsakta (Allium sativum) iriin kayiplarina
neden olan LYSV izolatlar1 lizerinde bir calisma yiirlitmiislerdir. Sarimsak bitkisinin dogal
olarak Potyviriis, Carlaviriis, Allexiviriis gibi bircok kompleks viriisle infektelendigini
belirtmislerdir. Viriisten ari sarimsak bitkisi ile LY SV ile infekteli olan sarimsak bitkilerini
karsilagtrmiglardir. LYSV ile infekteli davranis gosteren soganciklarin agirliginda % 74,
veriminde ise % 80 ile % 100 arasinda kayba ugradigini tespit etmisler, ayrica LYSV ile

infekteli bitkilerde % 50-60 oraninda Sogan sar1 ciicelik viriisiine de rastlamiglardir.

Shahraeen ve ark. (2008), sogan, sarimsak ve Iran prrasasinda viriis hastaliklarini
tanimlamak i¢in 1999-2002 yillarinda bir sérvey yapmuslardir. Sérveyler Iran’m Tahran,
Naushahr, Raudbar, Hamadan gibi farkli bélgelerinden yapilmistir. Viriis belirtisi gésteren
1285 sarmmsak, 525 sogan ve 230 pirasa olmak tlizere toplamda 2045 6rnek toplanmis ve
ELISA yontemi ile test edilmistir. Baz1 Al/ium virlislerinin immiinoelektron mikroskobu
(IEM) ile varliklar1 tespit edilmistir. ELISA sonuclarina gore toplanan 6rneklerde Sogan
sar1 clicelik viriisii (OYDYV), Prrasa sar1 ¢izgi viriisii (LYSV) Sarimsak common latent
virus (GarCLV), Shallot latent viriisii (SLV), Sarimsak D viriisii (GarV-D), Sarimsak B
virlisii (GarV-B) ve Sarmmsak viriisii C tipi (GarV-C) gibi bir ¢cok sayida virlis hastaligi
teshis edilmistir. Orneklerden hi¢ birinde Shallot yellow stripe virus (SYSV), Shallot X

viriisii (ShVX) ve Sarmmsak A viriisii (GarV-A) bulunmamagtir.
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Fidan ve Baloglu (2009), Tiirkiye’de yaptiklar1 calismada sarimsaktaki verim ve
kalite diisiislerinin virlis infeksiyonu nedeniyle ciddi diizeylerde oldugunu O6ne
sirmiislerdir. Yaptiklar1 caligmada sarimsagin iki dnemli patojeninin Sogan sar1 ciicelik
virilisii (OYDV) ve Prrasa sar1 ¢izgi viriisii (LYSV) oldugunu saptamuslar, topladiklar1 bitki
orneklerinden 57’sinin OYDV, 43 6rnegin ise LYSV ile infekteli oldugu tespit etmiglerdir.
Ayrica 23 Ornegin her iki virlis ile infekteli oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda

kaydedilmistir.

Korkmaz ve Cevik (2009), Marmara Bolgesi’nde 2007 yil1 iiretim sezonu igerisinde
prrasa bitkilerinde LYSV’nin neden oldugu simptomlara benzer mozaik, sari c¢izgi,
zayiflama ve bodurluk simptomlar1 gézlemlemislerdir. Gozlem yapilan Canakkale, Bursa
ve Balikesir illerindeki pirasa tarlalarindan toplam 42 o6rnek toplanmis ve LYSV’nin
varligin belirlemek i¢in ticari poliklonal antibadiler kullanilarak DAS-ELISA ile test
edilmistir. ELISA testi sonucunda 42 6rnegin 39’u LYSV ile infekteli bulunmus, bu
bulgular1 konfirme etmek i¢in baz1 infekteli 6rnekler RT-PCR ile test edilmis ve virlisiin

kilif proteinti ile iligkili 300 baz ¢ifti uzunlugunda DNA elde edilmistir.

Zhang ve ark. (2010), LYSV’nin sarimsak alanlarina ¢ok hizli yayilabilmesi, kalite
ve verimde diislislere neden olmasindan dolayr onemli bir virlis hastaligi oldugunu
bildirmiglerdir. RT-PCR yonteminin ve CP sekans analizlerinin hastaligin yayilmalarini
tespit etme acisindan 6nemli oldugunu bildirmislerdir. LYSV’nin CP genlerine ait bir ¢ift
primer dizayn ederek Heilongjiang izolati RT-PCR yontemi ile klonlanmis ve sekans
analizi yapilmistir. Bu analizin sonuglarina gére LYSV-HLJ nin CP geni 885 niikleik asit
icerdigi ve 295 amino asit kodladigi tespit edilmistir. LYSV-HLJ nin niikleik asit
sekanslarma bakilarak gen bankasindaki diger LYSV izolatlari ile arasinda % 79.7’den %
88.6 ya varan benzerlikler tespit edilmistir. CP’lerin amino asitlerinin sekanslarinda ise %
83.7 ile % 93.1 arasinda benzerlik tespit edilmistir. LYSV CP amino asitlerinin filogenetik
soyagaclar1 olusturulmus ve 4 grupta kiimelenmeler belirlenmistir. LYSV-HLJ izolat1

Giiney Kore ve Japonya izolatlar1 ile 4. grupta yer aldig1 tespit edilmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. ARAZI CALISMASI

Arazi ¢aligmas1 2009 ve 2010 yillarinda pirasa iiretiminin yapildigi Canakkale ili ve
ilcelerinde yiiriitiilmiistiir (Sekil 3.1). Uretim sezonu siiresince pirasa tarlalarina arazi
cikiglar1 yapilmis, bitkiler gorsel olarak incelenmis ve LYSV simptomlarina benzer
simptom gosteren bitkilerden O6rnekler alinmistir. Pirasa tarlalarinin se¢imi tamamen
tesadiifi olarak yapilmis ve her bir iretim bdlgesinden Ornekleme yapilmaya Ozen
gosterilmistir. Arazi ¢ikislart sonucunda toplam 77 bitki 6rnegi toplanmistir. Toplanan
ornekler soguk zincirde muhafaza edilerek laboratuvara getirilmis ve testlenene kadar
buzdolabinda bekletilmistir. Toplanan 6rneklerde LYSV nin varligini belirlemek igin 6nce
DAS-ELISA testi uygulanmig, ELISA testinde siipheli bulunanlar ile negatif sonug
verenler ters transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile analiz edilmistir.
LYSV ile infekteli bulunan oOrneklerden bes tanesi segilerek pGEM-T Easy plazmid
vektoriine klonlanarak niikleotid dizi analizi yapilmistir. Ayrica pozitif ¢ikan bazi 6rnekler
western blot analizi ile virlisii 6zgii kilif proteinleri elde edilmistir. Yine bazi ornekler

mekanik inokulasyon yontemiyle pirasa bitkilerine taginmaya c¢aligilmistir.

Sekil 3.1. Pirasa sar1 ¢izgi virlisli izolatlarinin toplandig1 Canakkale ili ve ilgeleri

(Parantez i¢indeki sayilar toplanan 6rnek sayilarini gostermektedir).
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3.2. YONTEMLER
3.2.1. DAS-ELISA Testi

Pirasa sar1 ¢izgi virlisii serolojik bir yontem olan ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) testi ile tanilanmasinda Bioreba (Isvigre) firmasindan saglanan
ELISA komple kiti ve 96 cukur iceren Microtiter plate’ler kullanilmistir. Toplanan
ornekler serolojik yontem olan DAS-ELISA ile test edilmistir. ELISA testi {iretici firmanin
onerileri dogrultusunda Clark ve Adams (1977) i belirttigi yontem temel almarak

yapilmistir.
3.2.1.1. Plate’in Antibadi ile Kaplanmasi

ELISA testinin ilk asamasinda plate viriise spesifik antibadi ile kaplanmistir. Her bir
cukura onceden hazirlanmis kaplama soliisyonu alinarak igine 1:1000 oraninda sulandirilan
viriise 0zgii antibadi eklenmistir. Bu karisimdan 200 pl alinarak plate’e ekleme islemi
gerceklestirilmistir. Daha sonra plate 34 °C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon isleminden
sonra artikk maddelerin gitmesi i¢in plate 4’er dakika arayla 3 kez yikama islemi

yapilmistir.
3.2.1.2. Orneklerin Plate’e Yiiklenmesi

Arazi c¢aligmalarinda toplanan 6rnekler havan ve havaneli yardimi ile ekstraksiyon
soliisyonu (20 mM Tris buffer pH: 7.4, 137 mM NaCl, 3 mM KCl, % 2 PVP, % 0.05 mM
Tween 20 ve % 0.02 NaNs) kullanilarak ezilmistir. Ezilen 6rnekler tiiplere alinmis ve
plate’lere yiikleme islemi gerceklestirilmistir. Her bir 6rnek i¢in iki ¢ukur kullanilmis ve
cukurlara drneklerden 200 ul ilave edilmistir. Ornek yiikleme islemi gerceklestirildikten
sonra plate’e pozitif ve negatif kontrol konulmus ve buzdolabinda +4 °C’de bir gece

bekletilmistir.
3.2.1.3. Konjugat (Enzimle isaretlenmis Antibadi) Eklenmesi

Bir giin siire ile +4 °C’de bekletilen 6rneklerle kaph plate ¢ikarilarak 4’er dakika ara
ile ti¢ kez yikanmustir. Konjugat soliisyonu (20 mM Tris buffer pH: 7.4, 137 mM NaCl, 3
mM KCl, 1 mM MgCl,, % 2 PVP, % 0.05 Tween 20, % 0.2 BSA ve % 0.02 NaN3) 1:10
oraninda sulandirilip 1:1000 oraninda konjugat 1gG eklenerek plate’lere yilikleme iglemi

gerceklestirilmistir. Daha sonra bu plate 34 °C’de 4 saat inkiibe edilmistir.
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3.2.1.4. Substrat Eklenmesi

Inkiibasyon isleminden sonra plate 4’er dakika ara ile ii¢ kez yikanmistir. Substrat

soliisyonu (1 M diethanolamine pH: 9.8, % 0.02 NaNs,) 1:5 oraninda sulandirilip igerisine

bir plate i¢in bir adet olmak {izere pNPP tablet (p-nitro-phenyl-phosphate) (Bioreba,
Isvigre) eklenmistir. Hazirlanan substrat ¢ozeltisi plate’e yiiklenmis ve oda sicakhiginda bir
siire bekletilmigtir. Bekletilen plate’de LYSV ile infekteli olan Orneklerde sararmalar
goriilmistiir. Daha sonra plate MEDISPEC ESR 200 ELISA okuyucusunda 405 nm dalga

boyunda okuma islemine tabi tutulmustur.
3.2.2. Western Blot Analizi

Western blot yontemi gesitli asamalardan meydana gelmistir. ilk olarak drneklerin
ezilmesi asamas1 gergeklestirilmistir. Ezilen 6rnekler eppendorf tiipler i¢ine konulmus ve
buz kabr igerisinde bekletilmistir. Daha sonra elektroforez islemi icin jel hazirlanmistir.
Elektroforezden sonra blotlama ve bloklama islemleri yapilmistir. Son olarak 06zgiil
antikorla kaplama islemi yapilmis ve ardindan nitroseliiloz membrana aktarilan

proteinlerin goriintiilenmesi ile yontem sonuglandirilmistir.
3.2.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Materyal olarak kullanilan LYSV ile infekteli bitkilerin yaprak dokularindan
yaklagik olarak 100 mg alinip havan ve havaneli yardimiyla ezilmistir. Ezilen 6rnekler
eppendorf tiipler igerisine konulup bir sonraki kullanima kadar bir buz kabi igerisinde
bekletilmistir. Ardindan her bir 6rnek iizerine 100 ul Western ekstraksiyon bufferindan
(0.5 M Tris, % 20 Gliserol, % 1 DDT , % 6 SDS ve % 0.002 Bromophenol blue) eklenmis
ve bu ornekler vortekslenmistir. Karigim 95 °C’de 3-5 dakika kaynatildiktan sonra direkt
olarak buz icine alinmis ve tekrar vortekslenip diisiikk hizda santrifiij edilmistir. Ornekler

elektroforez asamasia kadar tekrardan buz kabi igerisinde bekletilmistir.

Sekil 3.2. A. Orneklerin vortekslenmesi B. Santrifiij islemi.

14



BOLUM 3 - MATERYAL VE YONTEM EZGi KURTULUS

3.2.2.2. Jel Hazirlanmasi

Seperating jel ve stacking jel olmak iizere iki farkli jel hazirlanmustir. ilk olarak
seperating jel hazirlanmig ve polimerize olduktan sonra stacking jel hazirlanip sisteme

yiiklenmistir.

Seperating Jel Hazirlanmasi (% 12°lik SDS Jel)

e 1400 pul Acrylamide monomer solution

1200 pl dH,O

e 900 pul 4X Gel Running Buffer

e 40 ul % 10’luk Sodyum Dedosil siilfat (SDS)

e 18 ul Amonyum Persiilfat (APS)

e 2 ul TEMED eklenerek jel hazirlanmustir.

Hazirlanan soliisyon jel aparatina eklenmis ve jelin iist kisminda kalan 1-2 cm’lik

bosluga bir pipet yardimiyla saf su eklenmistir. Daha sonra jelin polimerize olmasi igin bir

stire beklenmistir. Polimerize olan jelin sonrasinda stacking jel hazirlanmistir.

Sekil 3.3. Seperating jel hazirlanmasi. A: Jelin aparata dokiilmesi, B: Yiiklenen jele saf su

eklenmesi.
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Stacking jel hazirlanmasi

e 500 pl 4X Stacking gel buffer

e 1200 pl dH,O

e 280 pul Acrylamide monomer solution

e 10 ul APS

e 2 ul TEMED eklenerek jel hazirlanmustir.

Oncelikle seperating jelin polimerize olmasi i¢in eklenen su dokiilmiis ve bir
kurutma kagidi yardimiyla jel kurulanmistir. Hazirlanan stacking jel, seperating jel tizerine
dokiiliip polimerize olmasi i¢in 20-30 dakika bekletilmistir. Daha sonra jel aparati

elektroforez setine yerlestirilmistir.
3.2.2.3. Elektroforez Asamasi

Onceden hazirlanan her bir érnekten 10 ul, boya maddesinden ise 1 pl almip
karistirilmigtir. Markerdan ise 5 pl alinip elektroforez sistemine yiliklenmistir. Tankin igi
Tank buffer (0.025 M Tris pH: 3.0, 0.192 M Glycine, % 1 SDS) ile doldurulmustur ve 100

voltta 1.5 saat elektroforez yapilmstir.
3.2.2.4. Blotlama islemi

Elektroforez islemi bittikten sonra jel ¢ikarilip iist faz1 (stacking jel) seperating jelden
ayrilmistir. Daha sonra jel transfer buffer i¢cine aktarilmistir. Ardindan jeli nitroseliiloz
membrana aktarmak icin gerekli islemler yapilmistir. Bu islemler sirasiyla; jel boyutunda
nitroseliiloz membran kesilmistir. En alta pad onun {izerine filtre kagidi, onun {izerine de
jel yerlestirilmistir. Pad ve filtre kagitlar1 yerlestirilmeden Once transfer bufferina
batirilmistir. Jelin {izerine nitroseliiloz membran ve tekrardan filtre kagidi ile pad konulup
jel holder kaset kapatilmistir. Kapatilan jel holder kasetin beyaz kismi tankin kirmizi
ylizeyine, siyah kismi da siyah yilizeye gelecek sekilde yerlestirilmistir. Tankin igerisi
transfer buffer ile tamamen doldurulmustur. 30 wvoltta 90 miliamperde tiim gece

elektroforez yapilmistir.
3.2.2.5. Bloklama fslemi

Elektroforez islemi bittikten sonra nitroseliiloz membran c¢ikarilmistir. Membran
TBS buffer icerisine almip bir calkalayicida 2-3 dakika calkalanmistir. Daha sonra

bloklama soliisyonu hazirlanmistir. Bu soliisyon i¢in 0.6 g siit tozu, 0.2 g alblimin tartilip
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TBS buffer igerisine alinmistir. Bloklama soliisyonu i¢inde 30-45 dakika calkalanmistir.

Bloking yapilan serit membranlar, 3 kez Tris buffer salin-Tween 20 (TBS-T) ile 3’er

dakika ara ile yikanmistir
3.2.2.6. Ozgiil Antikorlar ile Kaplama

Membran viriise 6zgli konjugat antibadisi ile kaplanip 1 saat inkiibe edilmistir.

Membran 3 defa TBS-T ile 5 dakika ara ile yikanmustir.
3.2.2.7. Proteinlerin Goriintiillenmesi

200 ml saf su igerisinde substrat maddesi (BCIP-NBT) (Sigma, ABD) eritilip

membrana karistirilmistir. Ardindan renk olusumu gézlenmistir.
3.2.3. Oligoniikleotid Primerlerin Hazirlanisi

Calisma kapsaminda iki farkh primer ¢ifti kullanilmistir. ELISA testinde siipheli ya
da negatif ¢ikan Ornekler i¢in Dovas ve ark. (2001) tarafindan tasarlanan ve kilif protein
geninin bir kismini iceren LYSV1 5° CACATCAAGAACACCAGTTAGAGC 3’ ve
LYSV2 5° GTAGAAACTGCCTTGAACGAGTG 3’ adi ve dizisine sahip spesifik

primerler kullanilmistir.

Kilif protein genlerinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan oligoniikleotid primerler ise, kilif
protein geninin 5’ ve 3’ ucunda bulunan korunmus bélgelere spesifik ve daha once
LYSV’nin  klonlanmasinda kullanilan  primerlerine  dayanarak SKILYSV 5’
ATGAATTAGATGCAGGCATG 3° ve SK2LYSV 5° CATCAAGATGGTGCATCCG
3’ad1 ve dizisine sahip bir ¢ift primer tasarlanmistir. Tasarlanan primerler primer sentezi
konusunda faaliyet gosteren bir ticari firma (Iontec, Tiirkiye) tarafindan sentezlenmistir.

Tasarlanan primer dizileri Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Tasarlanan primer dizileri

Spesifik
Kod Primer Dizisi Sense
Geni
. Forward
SKLYSV1 5" ATGAATTAGATGCAGGCATG 3’
(ileri) CP
. Reverse (846 bp)
SKLYSV2 5 CATCAAGATGGTGCATCCG 3’ .
(ger1)
) 5’CACATCAAGAACACCAGTTAGAGC Forward
LYSV1
3 (iler1)

CP

Reverse (304 bp)
LYSV2? 5’GTAGAAACTGCCTTGAACGAGTG 3’

(ger1)

'SKLYSV1 ve SKLYSV?2 primerleri bu ¢alisma kapsaminda tasarlanmistir.
’LYSV1 ve LYSV2 primerleri ise Dovas ve ark. (2001) tarafindan tasarlanmustir.

3.2.4. Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

RT-PCR yontemi Suehiro ve ark. (2005) tarafindan gelistirilen basitlestirilmis
dogrudan tiipe baglanma (Simple-direct-tube, SDT) yontemi esas alinarak yapilmistir. RT-
PCR yonteminde kullanilan kitler TaKaRa (Japonya) firmasindan temin edilmis ve

onerileri dogrultusunda kullanilmistir.
3.2.4.1. Total RNA Izolasyonu

DAS-ELISA testi i¢in kullanilan ve 6rnek tamponu i¢inde ezilen 6rneklerden 200 pl
almarak eppendorf tiiplerine yerlestirilmis ve daha sonra tiipler buzdolabinda +4 °C’de bir
giin siireyle bekletilmistir. Bir giin sonunda +4 °C’den alinan 6rnekler 4’er dakika arayla 3
kez yikanmistir. Daha sonra eppendorf tiiplerinin i¢ine 50 pl steril distile su konularak 95
°C’de 1 dakika tutulmustur. Bu siirenin sonunda tiipler direkt olarak buz igcersine alinarak
10-15 dakika tutulmus ve daha sonra RNA’lar -80 °C’ye konularak kullanilincaya kadar
bekletilmistir.

3.2.4.2. Kilif Protein Genlerinin Cogaltilmasi

Kilif protein genlerinin ¢ogaltilmasi iki agamali ters transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyonu yontemi (RT-PCR) ile yapilmistr. RNA izolasyonu sonucu elde edilen

RNA’lardan Random primer ve Power Script reverse transkriptaz enzim kullanilarak
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komplementer DNA (cDNA) sentezlenmistir.

Bu amacla 5 pl total RNA, 20 pmol random primerden 1 pl, 10 mM dNTP’den 1 pl
olmak tizere bir tiip igerisine konularak su ile 10 pl’ye tamamlanmistir. Karigim 65 °C’de 5
dakika bekletildikten sonra buza konulup 2 dakika bekletilerek RNA’larin denatiirasyonu
saglanmistir. Denatiirasyonu yapilan RNA ve primer karigimina Reverse transkriptaz
tampon soliisyonundan (50 mM Tris HCI pH:8.3, 75 mM KCI, 3 mM MgCl) 0.5 ul, 5x
Prime script buffer’dan 4 pl, RNAz inhibitorden 0.5 pl eklenerek toplam hacim 20 pl
olacak sekilde su eklenerek RT-karisim hazirlanmistir. PCR makinesi 30 °C 10 dakika 45
°C 1 saat ve 75 °C 15 dakika daha sonra da 4 °C siirekli olarak kalacak sekilde

programlanarak cDNA sentezi yapilmistir.

Daha sonra sentezlenen cDNA’lardan LYSV kilif protein genine spesifik SKILYSV
ve SK2LYSV primerleri kullanilarak kilif protein geni ¢ogaltilmistir. Bu amagla 10x PCR
tampon soliisyonundan (50 mM KCI, 10 mM Tris HCI 25 °C pH: 9.0, % 1 Triton X-100)
2.5 pl, 10 mM dNTP soliisyonundan 1 pl, LYSV kilif protein genine spesifik primerlerden
0.5 pl, Taq polimeraz soliisyonundan 0.25 pl, cDNA’lardan 5 pl ve sudan 15.25 pul
eklenerek toplam hacim 25 pl olacak sekilde PCR karigimi hazirlanmistir. Hazirlanan PCR
karisim1 94 °C 3 dakika, 40 defa tekrarlanan 94 °C’ de 30 sn, 55 °C’ de 30 sn ve 72 °C’de
30 sn, 72 °C’de 5 dakika daha sonra da 4 °C’de bekleyecek sekilde programlanan PCR
makinesine konularak kilif protein genlerinin ¢ogaltilmas: yapilmistir. Elde edilen PCR
drtinleri 100-1000 DNA biiytikliik markorleriyle birlikte % 1 agaroz jelinde elektroforez
yontemiyle ayristirilip etidyum bromiir ile boyandiktan sonra ultraviyole 151k altinda Major
Science UVDI jel goriintiileme sisteminde goriintiilenerek 846 bp biiytikliigiindeki LYSV

kilif protein geninin ¢ogaltildig: belirlenmistir.
3.2.5. Klonlama ve Sekans Analizi

Canakkale ili ve ilgelerinden toplanan farkli {retim bolgelerinden elde edilen 5
LYSV izolatinin kilif protein genlerini igeren korunmus bdlgeleri RT-PCR yoluyla
yukarida belirtildigi gibi ¢ogaltildiktan sonra Cevik ve ark., (1995) ve Jiang ve ark., (2008)
tarafindan rapor edilen yontem modifiye edilerek asagida belirtildigi sekilde klonlanarak
DNA dizileri belirlenmis, LYSV izolatlarinin genetik farklilik ve benzerlikleri ortaya

konmustur.
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3.2.5.1. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Cogaltilmis LYSV kilif protein genlerinin PCR {riinleri EZ-10 Column PCR
purifikasyon kiti (BioBasic, Kanada) kullanilarak iiretici firma oOnerileri dogrultusunda
saflasgtirilmistir. Bu amagla 40 pl PCR fdirtiniine 120 pl Binding 1 soliisyonu eklenerek
karisim EZ kolonuna aktarilmis ve oda sicakliginda 2 dakika bekletilmistir. Daha sonra
10000 rpm’de 2 dakika santrifiij yapilmig ve alt kisimda kalan sivi dokiilmiistiir. Daha
sonraki asamada kolona 500 ul yikama soliisyonu eklenmis ve 10000 rpm’de 2 dakika
santrifiij yapilmistir. Kolondan gegen sivi kisim dokiilerek yikama asamasi tekrarlanmistir.
Kolonlarda kalan etil alkoliin tamamen uzaklastirilmas1 amaci ile tiipler 10000 rpm’de 2
dakika bos olarak santrifiij yapilmistir. Kolonlar daha sonra dnceden etiketlenmis olan
steril santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Kolonlara elution soliisyonundan 20 pl eklenerek 2
dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Son olarak tiipler 10000 rpm’de 2 dakika santrifiij

edilmistir. Saflagtirilmig PCR iiriinleri kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmistir.
3.2.5.2. Kilif Protein Genlerinin Klonlanmasi

RT-PCR yontemiyle ¢ogaltilan ve daha sonra saflastirilan LYSV kilif protein genleri
T-A klonlama yontemiyle Promega (ABD) firmasindan saglanmis olan pGEM-T Easy

plazmid vektoriine klonlanmistir. Klonlamanin asamalar1 asagida kisaca aciklamistir.
3.2.5.2.1. Ligasyon (Birlestirme)

Ligasyon PCR’la cogaltilan ve klonlanacak olan LYSV kilif protein genlerinin,
pGEM-T Easy plazmid vektort ile birlestirilmesi islemidir. Bu agamada PCR ile ¢ogaltilan
LYSV kilif protein geninden ¢ogaltilan genin miktarmmi gosteren bantlarim yogunluguna
bagh olarak 3 pl alinarak, 1 pl pGEM T Easy plazmidi, 1 ul T4 DNA ligaz enzimi ve 5 pl
2X ligasyon tampon ¢ozeltisi (0.05 M Tris-HCI pH 8.0, 0.01 M MgCl, 1 mM ATP ve 50
ug/ml bovine serum albumin) iceren 10 ul’lik ligasyon karisimina eklenerek ligasyon
karisimi hazirlamistir. Hazirlanan karisim 16 saat siireyle 4 °C’de bekletilerek ligasyon

islemi tamamlanmistir.
3.2.5.2.2. Transformasyon

Transformasyon islemi, ligasyon karisiminin bir kisminin hiicre duvar1 gegirgen hale
getirilmis (competent) Escherichia coli bakterisine aktarilmasidir. Bu amagla E. coli
bakterisinin JM109 rkinin -80 °C’ de dondurulmus ve buzda ¢ozdiiriilmiis competent
hiicrelerinden 50 pl almarak 1.5 ml tiipe konulmustur. pGEM-T Easy plazmidi ve LYSV
kilif protein genlerini iceren ligasyon karisimindan 5 pl almarak tiiplerdeki E. coli IM109
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competent hiicrelere eklenerek 30 dakika boyunca buzda bekletilmistir. Daha sonra karigim
42 °C’de 1 dakika siireyle bekletilerek 1s1 soku uygulanmistir ve tekrar 2-3 dakika buza

konularak transformasyon islemi tamamlanmustir.
3.2.5.2.3. Rekombinant Kolonilerin Sec¢imi

Transformasyonu yapilan bakterilere LB bakteriyel sivi besi ortamindan 750 pl
eklenerek bakteriler 37 °C’de 180 rpm hizli calkalamali inkiibatorde 1 saat siireyle
biiyiitiilmiistiir. Son olarak biiyiitiilen bakteriler 60 pg/ml ampisilin ve 80 pg/ml 5-bromo-
4-chloro-3-indoly-B-galacto-pyranoside  (X-gal) ve 0.5 mM isopropyl [-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) maddesi i¢eren LB kat1 ortami (% 2 bacto-trytone, % 0.5
bacto-yeast ekstrakt, 0.05 M NaCl,) bulunan petri kaplarina ekilerek 37 °C’de 16 saat
inkiibasyona birakilmistir. LYSV kilif protein genini tasiyan pGEM-T Easy plazmidini
iceren bakteriler 100 pg/ml ampisilin ve 20 mg/ml X gal maddesi iceren LB kat1 ortaminda
biiyliyerek beyaz renkli koloniler olustururken, sadece pGEM-T Easy plazmidini igerenler
ise mavi renkli koloniler olusturacagindan dolay1 rekombinant yani LYSV kilif protein
genini igeren ve igermeyen bakteri kolonileri renklerine gore belirlenmistir. Boylece LYSV

kilif protein genini iceren plazmidleri tasiyan beyaz kolonilerin se¢imi yapilmistir.
3.2.5.2.4. Rekombinant Bakteriyel Kolonilerin Belirlenmesi (Koloni PCR)

Mavi-beyaz koloni secimi istenilen genleri iceren rekombinant plazmidleri tagiyan
bakteriyel kolonilerin se¢iminde yararli olmasma ragmen bazen mavi koloniler hedef
genleri icerebilecegi gibi bazi1 beyaz kolonilerde istenilen geni igermeyebilir. Bu nedenle
olusan beyaz renkli kolonilerin gercekten LYSV kilif protein genini tasiyan pGEM-T Easy
plazmidini icerip icermedigi daha hassas bir yontem olan koloni PCR ydntemiyle taranarak
daha kesin olarak belirlenmistir. Bu amacla once elde edilen beyaz koloniler steril bir pipet
ucuyla alinarak LB ortami igeren yeni bir petri kabina 1 cm’ biiytikliiglinde bir alana ¢izme
yoluyla inokule edilerek 37 °C de 16 saat boyunca inkiibe ettikten sonra kullanilmak iizere
4 °C’de saklanmistir. Daha sonra 2.5 pl 10X PCR buffer (50 mM KCI, 10 mM Tris HCI
pH: 9.0, 1 % Triton X-100), 0.5 ul 10 mM dNTP, 2.5 pl 25 mM MgCl,, 20 pmol plazmid
T-A klonlamas1 yapilan bolgenin alt ve iist kistmlarma spesifik SKILYSV ve SK2LYSV
primerlerden 0.5 pl ve 0.125 ul 2.5 iinite Taq DNA polimeraz (Fermentas, Kanada)
eklenerek PCR karisimi hazirlanip PCR tiiplerine konulmustur. Koloni PCR i¢in hazirlanip
PCR tiiplerine konulan karisima ¢izilerek biiylitiilen beyaz renkli bakteri kolonilerinden

steril bir pipet ucuyla almarak bakteri kolonisi eklenmistir. Bakteri eklenen koloni PCR
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karisimi 94 °C de 3 dakika, 40 defa tekrarlanan 94 °C de 30 saniye, 50 °C de 30 saniye, 72
°C de 1 dakika ve 72 °C de 5 dakika daha sonra da 4 °C’de bekleyecek sekilde

programlanan PCR makinesinde yapilmistir.

Her bir izolat i¢in en az dort beyaz koloni segilerek koloni PCR yontemiyle test
edilmistir. Koloni PCR’m tamamlanmasindan sonra elde edilen PCR iirtinleri 100-1000 bp
DNA biiyiikliik markorleriyle birlikte % 1°lik agaroz jeline elektroforez yontemiyle
ayristirilarak etidyum bromiir ile boyandiktan sonra ultraviyole 151k altinda Major Science

UVDI jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir.
3.2.5.2.5. Plazmid izolasyonu

Koloni PCR’dan elde edilen sonuglarin elektroforez yontemiyle analiz edilmesinden
sonra LYSV kilif protein genini igeren pGEM-T Easy plazmidini icerdigi kesin olarak
belirlenen koloniler secilerek bunlardan plazmid izolasyonu yapilmistir. Her bir izolat i¢in
koloni PCR’da pozitif sonu¢ veren en az iki koloni segilerek plazmid izolasyonu
yapilmistir. Her bir LYSV izolati i¢in koloni PCR sonuglarma gore secilen koloniler, 2 pl
ampisilin iceren 5 ml LB siv1 besi ortamina inokule edilerek 37 °C’ de 16 saat boyunca
180 rpm hizda calkalamali inkiibatorde inkiibe edilmistir. Steril bir mikrofiij tiiptine 500 pl
gliserol ve 500 pl biiyiitiilen bakterilerden alinarak gliserol stoklar1 hazirlanmistir. Geriye
kalan kism1 BioBasic (Kanada) firmasindan saglanan plazmid saflastirma kiti kullanilarak
plazmid izolasyonu yapilmistir. Plazmid izolasyonu {iretici firmanin Onerileri

dogrultusunda asagidaki sekilde yapilmastir.

Bakteri hiicrelerinin parcalanmasit i¢in her bir 6rnege 200 pl soliisyon I eklenip 1
dakika oda sicakliginda beklenmistir. Parcalanmayan bakteri hiicrelerini tamamen
parcalamak i¢in 400 pl soliisyon II eklenip tekrar 1 dakika oda sicakliginda beklenmistir.
Daha sonra 700 pl soliisyon III eklenip 6rnekler 12000 rpm ve 4 °C*de 5 dakika santrifiij
yapilip kolona dokiilmiistiir. Kolonlar 10000 rpm ve 4 °C‘de 2 dakika santrifiij yapilmstir.
Daha sonra plazmidi diger maddelerden temizlemek i¢in 500 pl yikama soliisyonu eklenip
yine 10000 rpm ve 4 °C de 2 dakika siireyle santrifiij yapilmistir. istenmeyen maddeleri
tamamen uzaklastirmak ve daha temiz bir plazmid elde edebilmek i¢in yikama soliisyonu
ekleme islemi tekrarlanmis ve son olarak 50 pl elution tampon soliisyonu eklenerek

plazmid saflastirma islemi tamamlanmustir.
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3.2.5.2.6. EcoRI Restriksiyon Enzimiyle Kesme Islemi (Digestion)

Elde edilen bu pGEM-T Easy plazmit DNA’larindan 10 pl, 1 pl 20000 {inite EcoRI
enzimi, 2 ul 10X EcoRI enzimi tampon soliisyonu (50 mM NaCl, 100 mM Tris HCL, 10
mM MgCl,, % 0.025 Triton X-100 pH: 7.5) ve 0.2 ul bovine serum albumin (BSA) ve 6.8
pl steril saf su eklenerek bir tiip icerisinde toplam 20 pl’lik bir digestion karigimi
hazirlanmistir. Bu karisim 37 °C’de 5 saat bekletilerek plazmitlerin kesilme islemi
tamamlanmistir. EcoRI enzimiyle kesme isleminin tamamlanmasindan sonra elde edilen
DNA’lar DNA biiyiiklik markorleriyle birlikte % 1°lik agaroz jelinde elektroforez
yontemiyle ayristirilarak etidyum bromiir ile boyandiktan sonra ultraviyole 1sik altinda
Major Science UVDI goériintiileme sisteminde goriintiilenmis ve 846 bp’lik LYSV CP

genini tagiy1p tasimadiklari kesin olarak belirlenmistir.
3.2.6. Kilif Protein Geninin Dizisinin Belirlenmesi

LYSV kilif protein genlerini kesin olarak tasidiklari belirlenen saflastiriimig
plazmidlerden 5 tanesi secilerek LYSV kilif protein genlerinin dizilimi yapilmistir. DNA
dizilimi Refgen Biyoteknoloji (Ankara) firmasinda hizmet alimi seklinde yaptirilmistir.
DNA dizilimi pGEM-T Easy plazmidinin T-A klonlama bélgesinin yaklasik 50 bp iist ve
alt kismindaki bolgelere spesifik M13F ve M13R {iniversal primerleri kullanilarak dongii
dizileme yontemiyle otomatik DNA dizileme cihaziyla yapilmistir. Her bir izolat i¢cin bir
klonun iki yonden M13F ve MI3R primerleri kullanilarak LYSV kilif protein geninin
dizilemesi yapilmistir. Elde edilen ham DNA dizilimleri Vector NTI DNA dizi analiz
programina aktarillarak oOncelikle pGEM-T Easy plazmid vektoriine ait DNA dizileri
temizlenerek LYSV kilif protein genine ait niikleotid dizilimi elde edilmistir. Canakkale ili
ve ilgelerinin farkl bdlgelerinde pirasa iiretimi yapilan alanlardan alinan izolatlarin kilif
protein genlerine ait niikleotid dizileri Align X programinda coklu dizi karsilastirma
yapilarak birbirleriyle olan benzerlik oranlar1 yiizde olarak belirlenmistir. Daha sonra gen
bankasinda DNA ve protein veri tabanlarinda arastirma yapilarak diinyanin farkl sebze
iretim bolgelerinde elde edilen LYSV izolatlarma ait kilif protein geni niikleotid dizileri
elde edilmistir. Bu kilif protein genlerine ait niikleotid dizileriyle Align X programi
kullanilarak karsilastirilmistir. Canakkale ili ve ilcelerinden elde edilen tiim LYSV
izolatlarinin diinya izolatlariyla benzerlik gosterip gostermedigi ve benzerlik oranlari
ylizde olarak belirlenmistir. Ayrica Canakkale ilinde ve ilgesinde bdlgesel olarak elde
edilen LYSV izolatlarmm kendi aralarinda benzerlik gosterip gostermedigi ve benzerlik

oranlar1 yine ylizde olarak belirlenmistir.
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3.2.7. Kilif Protein Geninin Filogenetik Analizi

Canakkale ili ve ilgelerinin farkli pirasa tiretim bolgelerinden alman LYSV  Align X
programinda ¢oklu niikleotid dizi karsilastirmalar1 yapilan LYSV kilif protein genine ait
coklu karsilastirma dosyalar1 Clustal X programina aktarilarak filogenetik analizler
yapilmistir. Filogenetik analiz verileri kullanilarak Kiamura iki parametre alogaritmasi
uygulanan neighbor-joining yontemiyle filogenetik soyagaci olusturulmustur. Olusturulan
soyagacinin dogrulugunu istatistiki olarak belirlemek amaciyla 100 tekerriirlii boostrap
analizi yapilmistir. Son olarak olusturulan soyagaglar1 TreeView soyagaci goriintiileme
programi kullanilarak goriintiilenerek Canakkale ili ve ilgelerinin pirasa iiretim
bolgelerinden toplanan LYSV izolatlarmin birbiriyle yakinlik dereceleri ve genetik
iligkileri ortaya konulmustur. Aym sekilde diinyanin diger liretim bolgelerinden elde edilen
izolatlarin gen bankasinda bulunan kilif protein genlerinin niikleotid dizilerinin ¢oklu
karsilagtirmalar1 yukarida belirtildigi gibi filogenetik analizlere tabi tutulup soy agaglari

olusturularak TreeView programinda goriintiilenmistir.
3.2.8. Mekanik inokulasyon Cahsmalari

Mekanik inokulasyon caligsmalarinda pirasa fideleri (A/lium porrum) indikator bitki
olarak kullanilmistir. Bu fideler saksilara dikilerek 15-18 °C sicaklifinda 16 saat 1siklanma
siiresine ayarli Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimii Fitopatoloji iklim odasinda inkiibe edilmistir. Bitkiler yaprak olusturdugunda

inokulasyon iglemi uygulanmustir.

Mekanik inokulasyon g¢alismalart 2009-2010 yillarinda DAS-ELISA ve RT-PCR
yontemleri ile test edilen ve hastalikli oldugu belirlenen 8 farkli LYSV izolat1 kullanilarak

yapilmistir.

Inokulasyon ¢alismalar1 igin her bir drnekten 0.5 g tartilmis ve tartilan bu drnekler
bir havan igerisinde 0.01 M’lik fosfat tampon c¢dozeltisinden (pH:7.4) 4.5 ml ilave
edildikten sonra iyice ezilerek bitki 6zsuyu elde edilmistir. Bitki sivisi bir tiilbentten
gegirilerek diger bitki parcaciklar ortamdan uzaklastirilmistir. Inokulasyon yapilacak olan
prrasa bitkilerinin yapraklarinda yara olusumunu saglamak i¢in karborandum tozu

serpistirilmistir (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. A. Indikator bitkilere karborandum uygulamasi, B. Infekteli bitki 6rneginin

fosfat buffer yardimiyla ezilmesi.

Elde edilen bitki 6zsuyu bir pamuk yardimiyla bu yapraklara hafifce ovularak
bitkide yara olusumu saglanan yerlerden bitki 6zsuyu igerisindeki viriisiin saglikli olan

indikator bitkiye inokulasyonu saglanmistir (Sekil 3.5.).

Sekil 3.5. Ezilen infekteli bitki 6rneginin indikator bitkiye inokule edilmesi.

Her bir izolat ic¢in belirtilen test bitkilerinin her birinden ti¢ bitki kullanilmastir.
Inokulasyonun sonunda pirasa bitkileri, viriisle birlikte viriisii inhibe edebilecek
maddelerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in musluk suyu ile yikanmigtir. Bu islemin hemen
ardindan mekanik inokulasyon yapilan indikator bitkiler golge bir yerde tutularak
simptomlar gozlenmistir (Sekil 3.6.). Kontrol grubu olarak ii¢ pirasa bitkisi kullanilmis ve

bitkilere sadece su uygulamasi yapilmustir.
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Sekil 3.6. A. Indikatér bitkinin ¢esme suyu ile yikanmasi, B. inokulasyon yapilan bitkiler.

Inokulasyon yapilan bitkiler 2-4 hafta siireyle periyodik olarak gozlenmis ve bu
gozlemler sonucunda olusan simptomlar not edilmistir. Ayrica infekteli bitkiler ile kontrol
grubu arasindaki farklar1 gorsel olarak kiyaslamak amaciyla inokulasyon yapilan bitkiler

fotograflandirilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Arazi Calismalan

Arazi ¢aligmalar1 pirasa liretiminin yapildigi Canakkale ili ve ilgelerinde 2009-2010
iiretim sezonunda yapilmustir. Uretim sezonu siiresince tesadiifi olarak secilmis pirasa
tarlalarina arazi cikiglar1 gerceklestirilmis, bitkiler gorsel olarak incelenmis ve LYSV
simptomlarina benzer simptom gosteren bitkilerden 6rnekler alinmistir. Arazi ¢ikislari
sonucunda 2009 yilinda 42, 2010 yilinda ise 35 olmak {izere toplam 77 6rnek toplanmistir.
Orneklerin ilgeler bazinda dagilimi Cizelge 4.1°de goriilmektedir. En fazla 6rnek 30 6rnek
ile Canakkale Merkez ilgeden alinirken, bunu 15 6rnek ile Biga ve 11 6rnek ile Gelibolu
ilgesi izlemistir. Eceabat’tan 7, Ayvacik ve Can ilgelerinden 6’sar 6rnek almirken en az
ornek ise iki ile Lapseki ilgelerinden alimmustir. Ornekleme yapilirken tarla segimi ilge
bazinda tretim miktarma bagh olarak yapilmamis, tesadiifi olarak girilen tarlalardan
simptom gosterenlerden Ornekler almmustir. Tarla buytkligiine bagli olarak her bir
tarladan en az bir en fazla li¢ 6rnek alimmistir. Sorvey siiresince bazi tarlalarda ¢ok yogun
hastalik simptomu gosteren bitkiye rastlanirken, bazi tarlalarda hi¢ simptom
gdzlenmemistir. Orneklemelerde pirasa ¢esidi dikkate alimmamistir. Bazi tarlalarda ¢ok
bazilarinda ise az simptom goriilmesi olasilikla hastaligin yaprak bitleri ile tagmnmasi ve

cesitler arasinda hastaliga tolerant ya da duyarh ¢esitlerin bulunmasi ile iliskilidir.

Cizelge 4.1. Canakkale ili ve ilgelerindeki pirasa iiretim alanlarindan elde edilen Pirasa sar1

¢cizgi viriisii izolatlarinin dagilim

Toplanan Ornek Toplanan Ornek

izolatlarin Toplandig Yer Sayist (2009) Sayisi (2010) Toplam
Canakkale Merkez 6 24 30
Biga 15 - 15
Lapseki 2 - 2
Ayvacik 1 5 6
Gelibolu 11 - 11
Eceabat 7 - 7
Can - 6 6
Toplam 42 35 77
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4.2. DAS-ELISA Testi Bulgulan

Canakkale ili ve ilgelerinde 2009-2010 yillarinda yapilan arazi ¢ikiglar1 sonucunda
toplanan 77 pirasa 6rnegi DAS-ELISA ile test edilmistir. Testlemeler sonucunda 2009 yil1
iretim sezonunda toplanan 42 ornekten 25’1, 2010 yili liretim sezonunda toplanan 35
ornekten ise 26‘s1 LYSV ile infekteli bulunmustur. Arazi ¢ikis1 sonucunda toplanan 77
bitki 6rneginden 51°inde LYSV tespit edilmistir. Toplanan Ornekler bazinda ortalama

infeksiyon oran1 % 66.2 olarak gerceklesmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. ilgeler bazinda toplanan drnek sayis1 ve % infeksiyon orani

izolatlarin Toplandig Yer /i;(i;epl;;e;:i 8:::::2 % Infeksiyon Oram
Canakkale Merkez 21/30 70.0
Biga 8/15 533
Lapseki 1/2 50.0
Ayvacik 5/6 83.3
Gelibolu 8/11 72.7
Eceabat 4/7 57.1
Can 4/6 66.7
Toplam 51/77 66.2

Iiceler bazinda toplanan &rneklerde infeksiyon oranlarma bakildiginda en yiiksek
infeksiyon oram1 % 83.3 ile Ayvacik’tan toplanan 6rneklerden elde edilmistir. Bu ilgeden
toplanan 6 6rnekten 5°i infekteli bulunmustur. Ikinci en yiiksek infeksiyon oranina sahip
ilce ise Gelibolu olmustur. Bu ilgede toplanan 11 6rnekten 8’1 infekteli bulunurken
infeksiyon orani da % 72.7 olarak gerceklesmistir. Canakkale Merkez ilcede 30 Grnekten
21 infekteli ¢ikmis ve infeksiyon orant % 70.0 ile iiglincii sirada yer almistir. En diisiik

infeksiyon oranlar1 ise % 53.3 ve % 50.0 ile Biga ve Lapseki ilgelerinde gerceklesmistir.

Araziden toplanan her 3 Ornekten ikisi infekteli bulunmustur. LYSV simptomlarina
benzer simptom gosteren ancak LYSV i¢in negatif sonu¢ veren drnekler olasilikla baska
viriis ya da viriisler tarafindan infekteli olabilir. Moreno-Perez ve ark. (2006) Meksika’da
yaptiklar1 bir ¢alismada viriis ve virlis benzeri simptom gosteren 195 sarimsak bitkisi
toplamiglar ve ELISA testleri sonucunda bu bitkilerden 41’in1 LYSV ile infekteli

bulurlarken diger 6rneklerin Sarimsak genel latent viriisii, Shallot latent viriisii ve Sogan
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sar1 ciicelik virtisleri ile infekteli oldugunu saptamiglardir. Bu bulgular Allium cinsi
bitkilerde goriilen virlis ya da virlis benzeri simptomarin bir ¢ok virlis tarafindan

olusturulabilecegini gostermektedir.

ELISA testlerinde infekteli 6rnekler substrat eklendikten sonra ¢ok kisa siire i¢inde
sar1 renk olusturmaya baslamis ve 30 dakika sonraki okumalarda infekteli 6rnekler negatif
kontroliin iki kat1 bir degere ulasmistir. Bu sonuglar LYSV i¢in beklenen bir durumdur.
Cinkii LYSV Potyvirus grubunda yer alir ve Potyviriisler bitki i¢inde ¢ok yiiksek
konsantrasyona ulasirlar ve serolojik ya da molekiiler tan1 yontemleri ile kolaylikla teshis

edilebilirler (Shukla ve ark. 1994; Dovas ve ark. 2001; Fauquet ve ark., 2005).

Arazi ¢aligmalar siiresince toplanan ve testlemelerde infekteli bulunan 6rneklerde
tipik olarak bodurlagsma, dikine ve diizensiz sar1 ¢izgiler, mozaik desenleri ve bazende
genel sararma simptomlar1 goriilmiistiir (Sekil 4.1). Belirtilen bu simptomlar bir¢ok
arastirici tarafindan bir ¢ok farkli ililkede pirasa, sogan ve sarimsakta rapor edilmistir
(Dovas ve ark. 2001; Conci ve ark., 2002; Lunello ve ark., 2002; Park ve ark., 2005;
Takaki ve ark., 2005).

Sekil 4.1. Pirasa bitkisinde Pirasa sar1 ¢izgi viriisii’niin gostermis oldugu belirtiler.
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Serolojik bir yontem olan ELISA testi ilk bulundugu 1980’11 yillarin baglarindan
itibaren bitki virolojisinde viriis hastaliklarinin teshisi i¢in kullanilmaktadir. LYSV’de
ELISA testi ile basarili bir sekilde tanmilanabilmektedir. Dovas ve ark. (2001),
Yunanistan’da sarimsak, sogan ve pirasada virlis hastaliklarin1 belirlemek amaciyla
ELISA, immunoelektron mikroskobu ve bazen de RT-PCR ydntemini kullanarak bir
calisma yiirtitmislerdir. Calismada 6rnekleme yapilan yorelerdeki bitkilerde yiiksek oranda

(% 98.5 ve % 83.7) OYDV ve LYSV’ye ait viriis hastaliklarini belirlemislerdir.

Conci ve ark. (2002), Arjantin’deki sarimsak iiretim alanlarinin hemen hemen
timiinde LYSV benzeri simptom gosteren bitkilerden 6rnek almislardir. Arastiricilar 14
farkli bolgesinden rastgele 3066 6rnek toplamis ve DAS-ELISA ile analiz etmislerdir. Tiim
bolgelerde LYSV’nin bulunma oranmm % 80 ile % 98 arasinda degistigini tespit
etmiglerdir. Sadece Santa Cruz cesidinde LYSV’nin bulunma oran1 % 34 gibi diger

cesitlere gore diisiik oranda oldugu bildirilmistir.

Korkmaz ve Cevik (2009), Marmara bolgesinde 2007 yil1 liretim sezonu igerisinde
prrasa bitkilerinde LYSV’nin neden oldugu simptomlara benzer mozaik, sari c¢izgi,
zayiflama ve bodurluk simptomlar1 gdzlemlemislerdir. Gozlem yapilan Canakkale, Bursa
ve Balikesir illerindeki pirasa tarlalarindan toplam 42 ornek toplanmis ve LYSV’nin
varligin1 belirlemek i¢in ticari poliklonal antibadiler kullanilarak DAS-ELISA ile test
edilmistir. ELISA testi sonucunda 42 6rnegin 39’u LY SV ile infekteli bulunmustur.

4.3. Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizi Uygulamalar

(RT-PCR)

Canakkale ili ve ilgelerinde 2009 ve 2010 iiretim sezonunda toplanan LYSV
izolatlarmin bir kismina hem tan1 amag¢h hem de ELISA test sonuglarmi dogrulamak icin
RT-PCR analizi uygulanmistir. RT-PCR c¢aligmalarinda kilif protein geninin bir kismima
spesifik olan yaklasik 304 bp biyiikliiglinde korunmus bir bolgeyi ¢ogaltan LYSV1 ve
LYSV2 primerleri kullanilmigtir. Calisma kapsaminda DAS-ELISA testinde pozitif sonug
veren rastgele se¢ilmis 15 LYSV izolat1 kullanilmistir. Bu analizler sonucunda DAS-
ELISA testinde pozitif sonug¢ veren 2009-3 numarali LYSV izolat1 hari¢ diger tiim izolatlar
RT-PCR analizi sonucunda da pozitif sonu¢ vermislerdir. 2009-5 numarali LYSV izolat1

ise ¢ok zayif bant olusturmustur (Sekil 4.2).
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M2 3% 5 10 12 14 16 A9

M 25 27 28 29 34 38 39 40

500 bp

300 bp D R ———

Sekil 4.2. RT-PCR analizi sonuglari. M: Marker (100 bp), 3: Negatif LYSV izolaty, 5, 10,
12, 14, 16, 19, 25, 27, 28, 29, 34, 38, 39, 40: Prrasa sar1 ¢izgi virlisii ile infekteli izolatlar
(304 bp).

Molekiiler bir yontem olan RT-PCR’1n diger yontemlere goére duyarliliginin ¢ok daha
yiiksek oldugu bir ¢ok arastirici tarafindan belirtilmistir (Tsuneyoshi ve Sumi, 1996;
Takaichi ve ark., 1998; Tsuneyoshi ve ark., 1998a,b; Dovas ve ark., 2001; Shiboleth ve
ark., 2001). Bu ¢aligma kapsaminda bir 6rnek hari¢c ELISA’da pozitif ¢ikan tiim 6rnekler
RT-PCR’da da pozitif sonu¢ vermistir. Bu da toplanan ve LYSV pozitif olan tiim
orneklerde viriisiin  yiiksek konsantrasyonda oldugunu gostermektedir. Diisiik
konsantrasyonlarda ELISA testi her zaman i1yi sonu¢ vermemektedir. RT-PCR’da tek bir
ornegin negatif c¢ikmasi olasilikla total RNA izolasyonu ile ilgili bir sorundan

kaynaklanmaktadir.

Lunello ve ark. (2005), yaptiklar1 bir sorvey ¢calismasinda topladiklar1 6rnekleri 6nce
DAS-ELISA ile test etmisler ve daha sonra da viriis hastaliklarinin teshisinde daha duyarl
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yontemler gelistirmeye calismislardir. Bahsedilen yontemlerin infekteli bitkilerden elde
edilen virlis konsantrasyonunun diisiik oldugu durumlarda bile iyi bir sekilde ¢alistig1 tespit
edilmistir. ELISA sonucunda negatif ya da siipheli ¢ikan orneklere RT-nested-PCR
uygulanmistir. DAS-ELISA’dan sonra yapilan RT-nested-PCR’1n 10” kez daha duyarli bir
yontem oldugu tespit edilmistir. Buna paralel olarak yapilan IC-RT-nested PCR’1mn ise,
DAS-ELISA’dan 10* kez daha duyarli oldugunu bildirilmistir. DAS-ELISA’da negatif ya
da siipheli ¢ikan 6rneklerin RT-nested-PCR ve IC-RT-PCR ile tekrar analizi yapildiginda
bazilarinin pozitif ¢iktig1 ve hastalikli bitki oraninda yiiksek oranda artiglar oldugu tespit

edilmistir.
4.4. Western Blot Analizi Uygulamalan

Western blot analizi ¢alismasinda DAS-ELISA testlemelerinde kullanilan poliklonal
antibadiler kullanilmistir. DAS-ELISA ve RT-PCR testi sonuglarinda infekteli oldugu
belirlenen 2009-25, 2009-28, 2010-49, 2010-78 numaralt LYSV o6rnekleri ve 2010-16
numarali saglikli bitki 6rnegi kullanilarak western blot analizi yapilmistir. Western blot
analizi calismalarinda pozitif 6rneklerin tamaminda 34 kDa molekiiler agirliga sahip
bantlar elde edilirken, saglikli bitkide herhangi bir bant elde edilmemistir (Sekil 4.3.).
Western blot analizi ¢alismalarinda herhangi bir sorun ile karsilagilmamistir. Calismada
kullanilan tiim izolatlarda viriis konsantrasyonun c¢ok yiiksek olmasi nedeniyle olusan

bantlar belirgin olarak elde edilmistir.

M 16 25 28 49

Sekil 4.3. Western blot analizi sonuglari. M: Marker, 16: Saglikli pirasa izolati, 25, 28, 49,

78: Prrasa sar1 ¢izgi viriisi ile infekteli pirasa izolatlari, (34 kDa).

Bos ve ark. (1978), Pirasa sar1 ¢izgi virlisii ve Sogan sar1 ciicelik virtisleri ile ilgili
yaptiklar1 bir ¢alismada, her iki virlisiin de arazi kosullarinda birbirine benzer simptom
olusturduklarini, yapilan karakterizasyon c¢aligmalarinda ise her iki virlisiin birbirinden

farkli ozellikler gosterdigini ve kilif proteinlerin molekiiler agirliklarinin OYDV igin 30
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kDa iken LYSV icin 34 kDa oldugunu saptamislardir. Bu ¢calismada elde edilen bulgular

bu sonuglarla uyum gostermektedir.

4.5. Mekanik Inokulasyon Uygulamalar

Mekanik inokulasyon calismalarinda 8 farkli LYSV izolat: kullanilmustir. Inokule
edilen tiim bitkiler simptom olusturuken kontrol grubunda herhangi bir simptom
gozlenmemistir (Cizelge 4.3). Mekanik inokulasyon sonucunda pirasa bitkilerinin
yapraklarinda sar1 ¢izgi olusumlari, bitkinin genelinde sararma, bitkinin genel
goriinimiinde zayifliklar, bodurlagsma gibi simptomlar goriilmiistiir. Mekanik inokulasyon
yapilan 2009-19, 2010-49 ve 2010-77 numaral izolatlarda bitkinin genelinde sararma
simptomlar1 goriiliirken, 2009-28, 2009-29, 2009-38 ve 2010-76 numarali izolatlarda
siddetli diizeyde sararma ve bodurlasma simptomlar1 gézlenmistir. 2010-23 numarali
LYSV izolatinda yapraklarda belirgin sararma ve kiigiilme simptomlar1 goriilmistiir (Sekil

4.4).

Cizelge 4.3. Mekanik inokulasyon ¢alismalarinda kullanilan LYSV izolatlar

Mekanik
izolat No Toplandig1 Yer inokulasyon
Sonucu
2009-19 Canakkale-Merkez +
2009-28 Canakkale-Eceabat +
2009-29 Canakkale-Eceabat +
2009-38 Canakkale-Gelibolu +
2010-23 Canakkale-Merkez +
2010-49 Canakkale-Merkez +
2010-76 (Canakkale-Ayvacik +
2010-77 (Canakkale-Ayvacik +
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s sapk 200929

Sekil 4.4. Prrasa sar1 ¢izgi viriisii izolatlarmin mekanik inokulasyon sonucu bitkilerde
olusturduklar1 belirtiler (Solda LYSV ile infektelenmis pirasa bitkileri, sagda saglikli
prrasa bitkileri).

Virtslerin tanisinda bir ¢ok yontem kullanilmaktadir. Bu yontemler biyolojik
indeksleme, serolojik yontemler, elektron mikroskobu, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),
dsRNA analizi ve vektorlerle tasima etkinligi gibi yontemlerdir. Ancak her bir yontemin
kullanim1 ve basarili olma sans1 viriise ve konukguya baghdir. Bir konuk¢u, bir virlislin
tanilanmasinda uygun olurken bagka bir virlisiin hatta ayn1 viriisiin farkli bir streyni i¢in

uygun olmayabilir

Indikator bitkiler kullanilarak yapilan tan1 yontemlerinin giivenilirlik diizeyleri diisiik
olmakta, ¢ok uzun zaman almakta ve maliyeti yiiksek olmaktadir. Ayrica kullanilan
indikator bitkilerin gostermis oldugu reaksiyon ve simptomlar g¢evre kosullari, bitki
kiiltivar1 ve viriis streynine gore degisiklik gosterebilmektedir. Tiim bu olumsuzluklarina
ragmen bu yontem Ozellikle viriislerin biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesinde ve
karakterizasyonunda halen kullanilmaktadir (Ross, 1964; Roistacher, 1991; Matthews,
1992; D’Onghia ve ark., 2007).

Bos ve ark. (1978), LYSV’nin OYDV ile olan iligkilerini, karakteristik 6zelliklerini,

ekolojisini ve miimkiin olabilen kontrol yontemlerini incelemiglerdir. LYSV’nin sogan ve
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sogancikta giiclii bir bulasiklik gosterdigini, ayni sekilde OYDV’nin de pirasada benzer
davranislar1 gosterdigini saptamislardir. Pirasa sari1 ¢izgi viriisi OYDV’den farkli olarak 4.
fistulosum’da enfeksiyon yapmamistir. Ayrica kazayaginda (C. amaranticolor ve C.
quinoa) farkl lokal lezyonlara neden olmadigini saptamislardir. Bu iki viriisiin birbirlerine

simptomlar1 bakimmdan yakin benzerlik gosterdigini belirlemislerdir.

Noda ve Inouye (1989), Japonya’da, yapraklarinda mozaik ve nekrozlar gdsteren ve
siis bitkisi olarak yetistirilen pirasa bitkisinden LYSV’yi teshis etmislerdir. LYSV’nin 11
familyaya ait 49 tiirde afitlerle (Myzus persicae ve Aphis gossypii) non-persistent olarak
tagindigmi belirtmislerdir. Yapraklarda sistemik bir sekilde mozaik simptomu gosteren
Allium ampeloprasum ve A. giganteum’n infekte ettigini mekanik inokulasyon
calismalariyla tespit etmislerdir. Ayrica Chenopodium amaranticolor ve C. quinoa’da

lokal lezyonlar olusturdugunu saptamislardir.

Lunello ve ark. (2002), LYSV’nin prasa ve sarimsaklarda mozaik seklinde
belirtilere neden oldugunu bildirmislerdir. Potyviriislerin yani sira Carlaviriisler ve
Allexiviriislerin de pirasa ve sarimsak gibi bitkilerde hastaliga sebep oldugu yapilan
calismalarla tespit edilmistir. Pirasa bitkilerinden alinmis LYSV izolatlarinda tipik sari
cizgiler seklinde simptom gozlenmistir. Arjantin’in Cordoba yakinlarida viriisiin mekanik
olarak tasindigi belirlenmis ve Chenopodium amaranticolor ve C. quinoa’da klorotik lokal
lezyonlara sebep oldugu bildirilmistir. Sogan bitkilerine yapilan mekanik inokulasyon
sonucu 40 izolat icerisinden sadece iki izolatta bulasma meydana gelmistir. Bahsedilen bu
izolatlar sarimsak bitkilerine mekanik ve afitler yardimiyla bulastirilmistir. Mekanik olarak

bulastirilan 20 bitkiden 14’{inde belirtilen viriisler bulunmustur.
4.6. Klonlama ve Sekans Analizi Calismalari

LYSV izolatlarmin kilif protein genleri RT-PCR yOntemiyle ¢ogaltilarak klonlama
icin kullanilacak izolatlarin se¢imi yapilmistir. Bu agsamada kilif protein geninin 846 baz
ciftlik kismmi cogaltabilen SKILYSV ve SK2LYSV primerleri kullanilarak RT-PCR
yapilmistir. Yapilan RT-PCR analizlerinin sonuclarinda 846 bp’lik bant olusturan
izolatlarlar arasindan en 1iyi bant olusturanlardan 5 1zolat secilerek klonlanma
calismalarinda kullanilmistir. Sekil 4.5°de klonlanan izolatlarin klonlama 6ncesi RT-PCR

sonuglar1 goriilmektedir.
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M 23 47 49 50 74 75

. 846 bp

Sekil 4.5. Klonlama yapilan izolatlarin klonlama 6ncesi RT-PCR sonuglari. M: Marker
(100 bp), 10, 23, 49, 50, 76 ve 78: Izolat numaralar1 (846 bp).

RT-PCR analizi sonucuna bagli olarak 2009-10, 2010-23, 2010-50, 2010-76 ve
2010-78 numaralt LYSV izolatlar1 T-A klonlama ydntemiyle klonlanmistir. Bu yontem,
PCR swrasmda Taqg DNA polimeraz gibi 3’5’ ekzoniikleaz aktivitesi olmayan DNA
polimerazlarla g¢ogaltilan DNA’larin 3’ ucuna fazladan bir Adenin (A) eklenmesine
dayanmaktadir. Bu sekilde ¢ogaltilan 3’ ucunda fazladan bir adenin iceren DNA’lar 5’
ucunda bir tane Timin (T) tasiyan T-A klonlama vektorleri olarak adlandirilan plazmidlerle
birlestirilmekte ve PCR friinleri DNA ligaz enzimi yardimi ile plazmid vektorlerine
klonlanmaktadir. Klonlama islemine baslamadan 6nce segilen 5 izolatin PCR iirlinleri EZ

Column PCR piirifikasyon kiti kullanilarak saflastirilmistir.

Saflagtirma yapilan izolatlarmmn DNA’lar1 5° ucunda fazladan bir Timin igeren pGEM-
T Easy (Promega, ABD) T-A klonlama plazmid vektorine T4 DNA ligaz enzimi
kullanilarak ligasyon islemi gergeklestirilmistir. LYSV kilif protein genlerini igeren
pGEM-T Easy plazmidleri 1s1 soku transformasyon yoluyla E. coli bakterisinin JM109
rkina aktarilmistir. Transformasyonu yapilan E. coli bakterileri ampisilin, X-Gal ve IPTG
iceren LB besi ortamina ekilerek mavi-beyaz koloni secimi yoluyla LYSV kilif protein
genlerini igceren plazmidleri tasiyan bakteri kolonilerinin se¢imi yapilmistir. Elde edilen
mavi koloniler LYSV kilif protein genini tasimayan pGEM-T Easy plazmitlerini icermekte
ve klonlamanin gerceklesmedigini gostermektedir. Elde edilen beyaz koloniler ise LYSV
kilif protein geni tasiyan pGEM-T Easy plazmidlerini icermektedir. Bu beyaz koloniler
klonlama isleminin basarili oldugunu gostermektedir. Farkli LYSV izolatlarmin kilif
protein genlerinin klonlanmasi sonucunda her bir izolat i¢in ¢ok sayida mavi-beyaz
koloniler elde edilmistir. Baz1 izolatlarin kilif protein genlerinin klonlanmasi sonucu elde

edilen koloniler Sekil 4.6’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.6. Transformasyonu yapilan Escherichia coli bakterilerinin ampisilin, X-Gal ve

IPTG igeren LB besi ortaminda olusturduklar1 mavi-beyaz koloniler.

Mavi-beyaz koloni olusturan petrilerden beyaz koloniler segilerek daha sonra
kullanilmak {izere ampisilin igeren LB besi ortaminda biiyiitiilmesi saglanmistir. Sekil
4.7°de beyaz kolonilerin ampisilin iceren LB besi ortamma ekim yapilan petriler

gosterilmektedir.

Sekil 4.7. Beyaz kolonilerin ampisilin iceren LB besi ortamina ¢izimi.
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Klonlama yapilan genleri iceren bakterilerin belirlenmesinde mavi-beyaz koloni
secilimi i1lk asamada kullanilmaktadir. Beyaz kolonilerin istenilen LYSV kilif protein
genlerini tasiy1p tagimadiklarmi kesin olarak belirlemek amaci ile koloni PCR yontemi ile
beyaz kolonilerin taramasi yapilmistir. Koloni PCR yapilirken her bir izolat i¢in elde
edilen beyaz kolonilerden en az ii¢ tane seg¢ilmistir. Koloni PCR’in tamamlanmasindan
sonra elde edilen PCR firtinleri 100-1000 bp DNA biiyiikliik markorii ile birlikte % 1°lik
agaroz jelinde elektroforez yontemiyle ayristirilarak etidyum bromiir ile boyandiktan sonra
ultraviyole 151k altinda goriintiilenerek analiz edilmistir. Kolonilerin belirlenmesi i¢in
yapilan koloni PCR sonuglar1 Sekil 4.8’de verilmistir. LYSV iceren kolonilerde 846 bp
biiytikliiglinde bant olusumu goriilmiistiir. Baz1 kolonilerde ise 180 bp’lik bant olusumu da

gozlenmis ve bu kolonilerde LYSV kilif protein genini icermedigi tespit edilmistir.

M 12-1 12-2 23-1 23-5 49-1 50-1 50-2 50-3 76-176-4 78-3 78-5

Y T )

Sekil 4.8. LYSV izolatlarinin koloni PCR sonuglarin1 gosteren jel fotograflari. Sayisal
degerler: Izolat numaralar1 M: Marker (846 bp).

Koloni PCR sonucunda pozitif ¢ikan LYSV kilif protein genlerini iceren beyaz
kolonilerden secilen bakteriler ampisilin iceren LB sivi ortam igerisinde 37 °C’de
calkalamali inkiibatorde tiim gece boyunca inkiibe edilmistir. Secilen 6rneklerin bir kismi
ise gliserol stok olarak hazirlanip daha sonra tekrar kullanilmak iizere -80 °C’de
saklanmistir. Gliserol stoklar1 hazirlanan ve biiyiitiilen bakteri kolonileri segilerek
bunlardan MiniPrep plazmid DNA izolasyon kiti (Biobasic, Kanada) kullanilarak plazmid

izolasyonu yapilmistir.

Plazmid izolasyonu yapilan bu plazmid DNA’lar T-A klonlamasi yapilan bdlgenin
her iki yaninda bulunan EcoR [ restriksiyon enzimi kesme bolgelerinden EcoR [
restriksiyon enzimiyle kesim yapilmistir ve bu sekilde klonlanan DNA parcas1 plazmitten
ayrilmistir. Kesilen DNA’lar daha sonra % 1’lik agaroz jelde biyiiklilk markorleriyle

birlikte kosturularak etidyum bromiir ile boyandiktan sonra ultraviyole 1sik altinda
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incelendiginde pozitif olan yaklasik 3000 bp biiyiikliigiinde pGEM-T Easy plazmid
DNA’s1 ve 846 bp biiyiikliigiinde LYSV kilif protein genine ait bantlar gortilmiistiir. Kilif
protein genlerini i¢eren plazmidlerin EcoR I enzimiyle kesilmesi sonucunda elde edilen
sonuglar Sekil 4.9’de gosterilmektedir. Bu islemin sonunda klonlanan LYSV izolatlarinin

kilif protein genini tagidiklar1 kesin olarak belirlenmistir.

HINDIII 12-1 12-2 49-2 78-3 78-5 M -2 M

) ) ) e s’ 3000 bp

M 501 50-2 HIND il 23-1 23-5 49-1 76-1 76-4 M

3000 bp

Sekil 4.9. Saflastirilan plazmidlerin EcoR I restriksiyon enzimi ile kesimlerinin yapildigi
jel goriintiisi. M: Marker, 10-2, 23-1, 23-2, 50-1, 50-2, 76-1, 76-4, 78-3: Klonlanan
izolatlar, 12-1, 12-2, 49-1, 49-2: Negatif sonu¢ veren izolatlar.

4.7. Kilif Protein Genlerinin Dizi Analizleri

Saflastirilan ve EcoRI enzimiyle kesilerek LYSV kilif protein genini tasidigi kesin
olarak belirlenen plazmidlerden bir tanesi secilerek DNA dizilimi belirlenmesi amaciyla
Refgen Biyoteknoloji (Ankara) firmasmna gonderilmistir. LYSV kilif protein genlerini
iceren pGEM-T Easy plazmidlerinin DNA dizilimi M13F ve M13R primerleri kullanilarak
dongii dizileme yontemiyle otomatik DNA dizileme cihaziyla yapilmistir. Her bir izolat

icin elde edilen DNA dizilerinden dncelikle plazmide ait bolgeler temizlenerek LYSV kilif
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protein genine ait diziler elde edilmistir. Elde edilen ¢oklu dizi karsilastirmalart Sekil

4.10’da verilmistir. DNA dizileri Vector NTI (Invitrogen, ABD) dizi analiz programlarinda

incelenmistir.
1 80
LYSV 10 CPG (1) ATGAATTAGATGCAGGCATGCAAACAAATAAGAAACAAARAGGCAACCCAGACAAGTCCATCGAGCAGCGAAACCCAGTA
LYSV 50-1 CPG (1) ATGAATTAGATGCAGGCATGCAAACAAATAGGAACCAAAAGGCCACCCCAGACAAGTCCATCGAGCAGCGAAACCCAGTA
LYSV 76-1 CPG (1) ATGAATTAGATGCAGGCATGCAAACAAATAAGAAACAAACACACAACACAGACAAGTCCATCGAGCAGCGAAACCCAGTA
LYSV 78 CPG (1) ATGAATTAGATGCAGGCATGCAAACAAATAAGAAACAAARAGACAACACAGACAAGTCCATCGAGCAGCGAAACCCAGTA
LYSV23-5 CPG (1) ATGAATTAGATGCAGGCATGCAAACAAATAAGAAACAAAAAGACAACACAGACAAGTCCATCGAGCAGCGAAACCCAGTA
Consensus (1) ATGAATTAGATGCAGGCATGCAAACAAATAAGAAACAAAAAGACAACACAGACAAGTCCATCGAGCAGCGAAACCCAGTA
81 160
LYSV 10 CPG (81) GCACCACGAGCCAACACCCAAGGTGAGAAAGACGGTGAAGGTGGTTCAGCGCTAAGTGGAACAAAAGATAGGGATGTARA
LYSV 50-1 CPG (81) GCACCACGAGCCAACACACAAGGTGAGAAAGACGGTGAAGGTAGTTCAGCGCTAAGTGGAACAAAAGATAGGGATGTARA
LYSV 76-1 CPG (81) GCACCACGAGCCAACACACAAGGTGAGAAAGACGGTGAAGGTGGTTCAGCGCTAAGTGGAACAAAAGATAGGGATGTARA
LYSV 78 CPG (81) GCACCACGAGCCAACACACAAGGTGGGAAAGACGGTGAAGGTGGTTCAGCGCTAAGTGGAACAARAAGATAGGGATGTARA
LYSV23-5 CPG (81) GCACCACGAGCCAACACACAAGGTGAGAAAGACGGTGAAGGTGGTTCAGCGCTAAGTGGAACAAAAGATAGGGATGTARA
Consensus (81) GCACCACGAGCCAACACACAAGGTGAGAAAGACGGTGAAGGTGGTTCAGCGCTAAGTGGAACAAAAGATAGGGATGTAAA
161l 240

LYSV 10 CPG (161) TGTTGGTACCACAGGTACTTTCAGTGTGCCACGCATTAAACAAATCCCACAGAAAGGTATATCAATCCCEGATGGATGGAG
LYSV 50-1 CPG (161) TGTTGGTACCACAGGTACTTTCAGTGTGCCACGCATTAAACAAATACCACAGAAAGGTATATCAATCCCEGATGGATGGAG
LYSV 76-1 CPG (161) TGTTGGTACCACAGGTACTTTCAGTGTGCCACGCATTAAACAAATACCACAGAAGGGTATATCAATCCCEGATGGATGGAG

LYSV 78 CPG (161) TGTTGGTACCACAGGEACTTTCAGTGTGCCACGCATTAAACAAATATCACAGAAGGGTATATCAATCCCEGATGGATGGAG
LYSV23-5 CPG (161) TGTTGGTACCACAGGAACTTTCAGTGTGCCACGCATTAAACAAATACCACAGAAAGGTATATCAATCCCAATGGATGGAG
Consensus (161) TGTTGGTACCACAGGTACTTTCAGTGTGCCACGCATTAAACAAATACCACAGAAAGGTATATCAATCCCGATGGATGGAG
241 320

LYSV 10 CPG (241) GCAAATCAATACTCAATTTGGACCACTTATTACAGTATAAACCAAGTCAGTTGAACATATCAAACACAAGAGCTACAGCA
LYSV 50-1 CPG (241) GCAAATCAATACTCAATTTGGACCACTTATTACAGTATAAACCAAGTCAGTTGAACATATCAAACACAAGAGCTACAGCA
LYSV 76-1 CPG (241) GCAAATCAATACTCAATTTGGACCACTTATTACAGTATAAACCAAGTCAGTTGAACATATCAAACACAAGAGCTACAGCA

LYSV 78 CPG (241) GCAAATCAATACTCAATTTGGACCACTTATTACAGTATAAACCAAGTCAGTTGAACATATCAAACACAAGAGCTACAGCA
LYSV23-5 CPG (241) GCAAATCAATACTCAATTTGGACCACTTATTACAGTATAAACCAAGTCAGTTGAACATATCAAACACAAGAGCTACAGCA
Consensus (241) GCAAATCAATACTCAATTTGGACCACTTATTACAGTATAAACCAAGTCAGTTGAACATATCAAACACAAGAGCTACAGCA
321 400

LYSV 10 CPG (321) GCECAATTGAAGACTTGGATAGAAAGAGTGCAAGAGGATTATGGTGTTACEAAGGATGATATGGGAATCATTCTGAATGG
LYSV 50-1 CPG (321) GCECAATTGAAGACTTGGATAGAAAGAGTGCAAGAGGATTATGGTGTTACTAAGGATGATATGGGAATCATTCTGAATGG
LYSV 76-1 CPG (321) GCCCAATTGAAGACTTGGATAGAAAGAGTGCAAGAGGATTATGGTGTTACEAAGGATGATATGGGAATCATTCTGAATGG

LYSV 78 CPG (321) GCCCAATTGAAGACTTGGATAGAAAGAGTGCAAGAGGATTATGGTGTTACEAAGGATGATATGGGAATCATTCTGAATGG
LYSV23-5 CPG (321) GCECAATTGAAGACTTGGATAGGAAGAGTGCAAGAGGATTATGGTGTTACCAAGGATGATATGGGAGTCACTTTGAATGG
Consensus (321) GCTCAATTGAAGACTTGGATAG GAGTGCAAGAGGATTATGGTGTTACTAAGGATGATATGGGAATCATTCTGAATGG
401 480

LYSV 10 CPG (401) CTTAATGGTGTGGTGTATAGAAAATGGAACATCACCAAATATAAACGGAACTTGGACAATGATGGATGGCGACGAGCAAG
LYSV 50-1 CPG (401) CTTAATGGTGTGGTGTATAGAAAATGGAACATCACCAAATATAAACGGAACTTGGACAATGATGGATGGCGACGAGCAAG
LYSV 76-1 CPG (401) CTTAATGGTGTGGTGTATAGAAAATGGAACATCGCCAAATATAAACGGAACTTGGACAATGATGGATGGCGACGAGCAAG

LYSV 78 CPG (401) CTTAATGGTGTGGTGTATAGAAAATGGAACATCGCCAAATATAAACGGAACTTGGACAATGATGGATGGCGACGAGCAAG
LYSV23-5 CPG (401) CTTAATGGTGTGGTGTATAGAAAATGGAACATCACCAAATATAAACGGAACTTGGACAATGATGGATGGCGACGAGCAAG
Consensus (401) CTTAATGGTGTGGTGTATAGAAAATGGAACATCACCAAATATAAACGGAACTTGGACAATGATGGATGGCGACGAGCAAG
481 560

LYSV 10 CPG (481) TCGTGTATCCTTTACGATCAATTGTAGAACATGCAAAACCAACCTTACGTCAAATAATGGCGCATTTTTCAGCACTTGCA
LYSV 50-1 CPG (481) TCGTGTATCCTTTACGACCAATTGTAGAACATGCAAAACCAACCTTACGTCAAATAATGGCGCATTTTTCAGCACTTGCA
LYSV 76-1 CPG (481) TCGTGTATCCTTTACGACCAATTGTAGAACATGCAAAACCAACCTTACGTCAAATAATGGCGCATTTTTCAGCACTTGCA

LYSV 78 CPG (481) TCGTGTATCCTTTACGACCAATTGTAGAACATGCAAAACCAACCTTACGTCAAATAATGGCGCATTTTTCAGCACTTGCA
LYSV23-5 CPG (481) TCGTGTATCCTTTACGACCAATTGTAGAACATGCAAAACCAACCTTACGTCAAATAATGGCGCATTTTTCAGCACTTGCA
Consensus (481) TCGTGTATCCTTTACGACCAATTGTAGAACATGCAAAACCAACCTTACGTCAAATAATGGCGCATTTTTCAGCACTTGCA
561 640

LYSV 10 CPG (561) GAGGCTTATATCGAGATGAGAAACTCAGAGCAAGCTTATATGCCAAGGTACGGTTTACAGAGAAATTEAACAGACATGGG
LYSV 50-1 CPG (561) GAGGCTTATATCGAGATGAGAAACTCAGAGCAAGCTTATATGCCAAGGTACGGTTTACAGAGAAATTEAACAGACATGGG
LYSV 76-1 CPG (561) GAGGCTTATATCGAGATGAGAAACTCGGAGCAAGCTTATATGCCAAGGTACGGTTTACAGAGAAATTCAACAGACATGGG

LYSV 78 CPG (561) GAGGCTTATATCGAGATGAGAAACTCAGAGCAAGCTTATATGCCAAGGTACGGTTTACAGAGAAATTEAACAGACATGGG
LYSV23-5 CPG (561) GAGGCTTATATCGAGATGAGAAACTCAGAGCAAGCTTATATGCCAAGGTACGGTTTACAGAGAAATTEAACAGACATGGG
Consensus (561) GAGGCTTATATCGAGATGAGAAACTCAGAGCAAGCTTATATGCCAAGGTACGGTTTACAGAGAAATTTAACAGACATGGG
641 720

LYSV 10 CPG (641) TCTCGCACGGTATGCTTTTGACTTTTATGAGGTCACATCAAGAACACCAGTTAGAGCGCGCGAGGCTCACGCACAAATGA
LYSV 50-1 CPG (641) TCTCGCACGGTATGCTTTTGACTTTTATGAGGTCACATCAAGAACACCAGTTAGAGCGCGCGAGGCTCACGCACAAATGA
LYSV 76-1 CPG (641) TCTCGCACGGTATGCTTTTGACTTTTATGAGGTCACATCAAGAACACCAGTTAGAGCGCGCGAGGCTCACGCACAGATGA

LYSV 78 CPG (641) TCTCGCACGGTATGCTTTTGACTTTTATGAGGTCACATCAAGAACACCAGTTAGAGCGCGCGAGGCTCACGCACAGATGA
LYSV23-5 CPG (641) TCTCGCACGGTATGCTTTTGACTTTTATGAGGTCACATCAAGAACACCAGTTAGAGCGCGCGAGGCTCACGCACAAATGA
Consensus (641) TCTCGCACGGTATGCTTTTGACTTTTATGAGGTCACATCAAGAACACCAGTTAGAGCGCGCGAGGCTCACGCACAAATGA
721 800

LYSV 10 CPG (721) AAGCAGCGGCCTTGCGGAATTCAAGGTCAAGACTGTTTGGACTAGACGGTAATGTCECCACCCCCGGATGAGGACCCGGAG
LYSV 50-1 CPG (721) AAGCAGCGGCCTTGCGGAATTCAGGGTCAAGACTGTTTGGACTAGACGGTAATGTCECACCCACGGATGAGGACCCGGAG
LYSV 76-1 CPG (721) AAGCAGCGGCCTTGCGTAATTCAGGGTCAAGACTGTTTGGACTAGACGGTAATGTCACAACCACGGATGAGGACCCGGAG

LYSV 78 CPG (721) AAGCAGCGGCCTTGCGTAATTCAGGGTCAAGACTGTTTGGACTAGACGGTAATGTCECACCCCCGGATGAGGACCCGGAG

LYSV23-5 CPG (721) AAGCAGCGGCCTTGCGGAATTCAAGGTCAAGACTGTTTGGACTAGACGGTAATGTCACAACCACGGATGAGGACCCGGAG

Consensus (721) AAGCAGCGGCCTTGCGGAATTCAGGGTCAAGACTGTTTGGACTAGACGGTAATGTCCCACCCACGGATGAGGACCCGGAG
801 846

LYSV 10 CPG (801) AGACCCCCAGCACATGACGTGAATGCACGGATGCACCATCTTGATG
LYSV 50-1 CPG (801) AGACCCCCCGCACATGACGTGAATGECCGGATGCCCCATCTTGATG
LYSV 76-1 CPG (801) AGACACCCCGCACATGACGTGAATGGECGGATGCACCATCTTGATG

LYSV 78 CPG (801) AGACACCCAGCACATGACGTGAATGCECGGATGCCCCATCTTGATG
LYSV23-5 CPG (801) AGACACCCAGCACATGACGTGAATGCACGGATGCACCATCTTGATG
Consensus (801) AGACACCCAGCACATGACGTGAATGCCCGGATGCACCATCTTGATG

Sekil 4.10. LYSV kilif protein genine ait ¢oklu niikleotid dizi karsilagtirmalari.
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4.7.1. Niikleotid Dizi Analizi

Canakkale ili ve ilgelerinde pirasa lretiminin yapildigi alanlardan almman LYSV
izolatlarinmn  kilif protein genlerinin  niikleotid  dizilimleri kendi aralarinda
karsilastirildiginda izolatlarm kilif proteinleri arasinda % 97-98 oraninda benzerlik
gosterdigi belirlenmistir. Tevfikiye’den alinan LY SV 10 izolat1 Ayvacik’tan alinan LYSV
76 izolat1 ile % 97 oraninda benzerlik gdstererek en ¢ok farkliliga sahip olan izolatlardan
biri olmustur. LYSV 23 izolat1 ile LYSV 10, LYSV 50, LYSV 76 ve LYSV 78 izolatlar1
arasinda % 98 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Calismada kullanilan tiim

izolatlarin birbirleriyle gosterdikleri niikleotid dizi benzerlikleri Cizelge 4.4°de verilmistir.

Cizelge 4.4. Canakkale ili ve ilgelerine ait prrasa iiretim alanlarindan toplanan LYSV

izolatlarinin nukleotid dizilerinin benzerlik oranlari

LYSV50 CPG | LYSV76 CPG | LYSV78 CPG | LYSV23 CPG
LYSV10 CPG 98 97 98 98
LYSV50 CPG 98 98 98
LYSV76 CPG 98 98
LYSV78 CPG 98

Gen bankasi veritabanlarinda diinyanin farkli pirasa ve sarimsak iiretim alanlarindan
elde edilen 28 farkli izolatin kilif protein geninin dizilimi bulunmaktadir. Gen bankasinda
bulunan bu LYSV kilif protein genlerinin niikleotid dizilimleri alinarak Canakkale ili ve
ilcelerinden elde edilen LYSV izolatlarinin kilif protein genlerinin niikleotid dizilimiyle
karsilagtirilarak benzerlik oranlar1 belirlenmistir. Yapilan karsilastirmalar sonucunda
Canakkale ili LYSV izolatlarinin diinya izolatlar1 ile % 77-95 arasinda degisen oranlarda
benzerlik gosterdikleri belirlenmistir. Bu ¢alismada kullanilan 5 LYSV izolat1 ile diinyada
bulunan 28 farkli LYSV izolat1 arasindaki benzerlik oranlar1 Cizelge 4.5’te verilmistir.
Niikleotid dizi benzerlikleri incelendiginde en fazla benzerligin LYSV 10, LYSV 23,
LYSV 76 ve LYSV 78 izolatlar1 ile AB194624 (Japonya) ve AB194627 (Hollanda)
izolatlar1 arasinda % 95 oraninda oldugu tespit edilmistir. ikinci en yiiksek benzerligin %

94 orani ille LYSV 50 izolat1 ve AB194624 (Japonya), AB194625 (Japonya), AB194627
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(Hollanda) ve AB194628 (Hollanda) izolatlar1 arasinda oldugu belirlenmistir. En fazla
farkliliga sahip izolatlarin ise % 77 benzerlik oran1 ile AB194638 (Japonya), AB194640
(Japonya) ve AB551622 (Myanmar) izolatlar1 oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.5. Canakkale LYSV izolatlari ile diinyadaki LYSV izolatlarmin 846 bp’lik niikleotid dizilerinin benzerlik oranlar1
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AB194642 100 | 81 [ 81 [ 82 |83 |81 [ 79|79 |80 | 80 | 80 | 80 | 80 | 80
DQ402056 81 | 81 (82 |83 |8 |80 | 79| 80 | 80 | 80 | 80 | 80 | 80
AB194640 81 | 81 |80 [ 80 | 78 |79 |79 | 79 | 79|79 |79 | 78
AB551622 79181 (79179787979 | 79|79 |78 |78
AF228415 88 | 82 |8 |79 | 80 | 80 | 80 | 80 | 80 | 79
GU373816 82 |82 |81 |82 | 82 |8 |8 |8 |8
AY390256 86 | 87 | 88 | 88 | 89 | 88 | 88 | 87
AF071525 9L | 93 | 94 | 94 | 94 | 93 | 94
AB194629 96 | 96 [ 96 [ 95 [ 95 | 95
AB194626 100 99 | 98 | 98 | 97
AB194656 99 199 | 98 | 98
AB194636 99 | 98 | 97
AB194637 98 | 98
AB194639 97




BOLUM 4 - ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA EZGi KURTULUS

4.7.2. Filogenetik Analizler

Canakkale ili ve il¢elerindeki pirasa iiretim alanlarindan toplanan LY SV izolatlarinin
birbirleri ile genetik iligkisini belirlemek amaci ile 5 farkli izolatn kilif protein genlerine
ait niikleotid dizilimleri kullanilarak filogenetik analizler yapilmistir. Niikleik asit dizileri
kullanilarak yapilan filogenetik analizler sonucunda izolatlarin genetik iliskisi
belirlenmistir. Analiz edilen izolatlar arasinda Merkez LYSV 23 ile Merkez LYSV 10 ve
Merkez LYSV 50 izolatlariin genetik olarak birbirinden en uzak izolatlar yani birbirine en
az benzeyen izolatlar oldugu belirlenmistir. Genel olarak izolatlar birbirleriyle genetik
olarak yakindan iliskili oldugundan ana gruplar ¢ok belirgin bir sekilde ayrilmamistir.
Olusturulan soyagact dallar1  70-100 arasinda degisen bootstrap degerleriyle
desteklenmekte olup degerlendirmelerin tesadiifi olmayip soyagacindaki dallardan

cogunun istatiksel agcidan desteklendigini gostermistir.

Gen bankas1 veritabanlarinda bulunan diinyanin farkli pirasa iiretim alanlarindan elde
edilen 28 farkli izolatin kilif protein genlerine ait 846 bp niikleotid dizileri kullanilarak
iilkemiz LYSV izolatlar1 ile karsilastirilmis ve filogenetik analizleri yapilmistir. Bu
izolatlarmin CP genlerinin niikleik asit dizilimine gore olusturulan filogenetik soyagaci
Sekil 4.11°de verilmistir. Filogenetik analizler LYSV izolatlarmin kilif protein genlerine
gore lic ana gruba ayrildigin1 gostermistir. Bu gruplardan birincisinde ii¢ Kore, bes
Japonya, dort Cin, Brezilya, Meksika, Yeni Zelanda ve Myanmar izolatlar1 olmak iizere
toplam 16 izolat yer almustir. Ikinci grupta ise Canakkale izolatlarnm yanmi swra iki
Japonya, iki Hollanda, bir Kore ve bir Israil izolat1 yer almistir. Ulkemiz izolatlar1 ile
AB194624 (Japonya), AB194625 (Japonya), AB194627 (Hollanda), AB194628 (Hollanda)
izolatlar1 birbirine yakin izolatlar olarak belirlenmistir. Olusturulan soyagaci dallar1 41-100
arasinda degisen bootstrap degerleriyle desteklenmekte olup degerlendirmelerin tesadiifi
olmayip soyagacidaki dallardan ¢ogunun istatistiksel agidan desteklendigini gostermistir.
Olusturulan soyagacinda LYSV izolatlar1 arasinda CP genine gore genetik bir varyasyon
oldugu ve ozellikle Japonya (AB194624 ve AB194625), Hollanda (AB194627 ve
AB194628) ve Canakkale izolatlarinin filogenetik olarak birbirlerine daha yakin oldugunu

gostermektedir.

44



BOLUM 4 - ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

EZGi KURTULUS

61
68— AB194638

AB194634

100

87

41

56

51

73

100
—— AB194641

AB194642

94

e AB194640

100
100 DQ841554

AB194630

AB194631
100

g AF228415

80

100

100

—1 92

il

7

100

il

AB194624
100
AB194625

AB194627
100

AB194628

AY390256

8

8

AF071525

AB194626
100

g AB194656

33 AB194636

.

AB194637

AB194639

GQ475418

AB194629

AB194635

AF314146
AB194633

DQ402056

63
L AB551622

AB194632

I—OOGU37381 6
LYSV 10 CPG
LYSV 50-1 CPG
LYSV 76-1 CPG
LYSV 78 CPG
LYSV23-5 CPG

Kore \

Kore

Japonya

Cin

Kore

Cin

Yeni Zelanda

Cin
Japonya
Myanmar
Japonya
Japonya
Meksika
Japonya

Brezilya
Cin

~

Japonya
Japonya
Hollanda
Hollanda
Kore
Israil /
Japonya ™\

Japonya

Japonya
Japonya
Japonya
italya

Japon ya/

Sekil 4.11. Canakkale LYSV izolatlar1 ile diinya izolatlarinin kilif protein geninin niikleotid

dizilimi kullanilarak goriintiilenen filogenetik soyagaci.
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Chen ve Adams (2001) Cin’in Zhejiang sehrinde sarimsak bitkilerinden ornekler
almislar, OYDV ve LYSV’ye ait dejenere primerler kullanarak cDNA sentezlemisler ve
klonlama ve sekans analizleri yapmiglardir. Klonlama ve sekans analizleri ¢alismalarinda
birbirinden bagimsiz 12 LYSV izolat1 ve 33 OYDYV izolat1 kullanilmistir. OYDV izolatlar1
kendi arasinda OYDV-YHI1(15 izolat), OYDV-YH2 (10 izolat) ve OYDV-YH3 (8 izolat)
olmak tizere 3 grup olusturmustur. Kilif protein bolgelerine goére yapilan amino asit dizi
analizi sonuclarina gore 14 OYDYV izolatinda % 80-98, 9 LYSV izolatinda ise % 78-92

degisen oranlarda benzerlikler oldugu tespit edilmistir.

Takaki ve ark. (2005), yaptiklar1 bir calismada LYSV’ye ait li¢ izolatin niikleotid
dizilerini belirlemeye caligmislardir. Sarimsaklarda mozaik hastaligina sebep olan bu
virlistin Japonya’nin kuzeyindeki Aomori bolgesinde yaygm olarak bulundugunu
saptamislardir. Bu izolatlarin 10.296-10.297 niikleotid igerdigi ve 3215 amino asit
kodladig1 yapilan bir dizi calismayla tespit edilmistir. Ug izolat arasindaki amino asit ve
niikleotid sekans varyasyonu % 1.5 olarak tespit edilmistir. Bu iic LYSV izolat1 daha
onceden tanimlanmis olan Cin’den elde edilmis LYSV izolatiyla yiiksek diizeyde
farkliliklar icerdigi bulunmustur. 5’-UTR ve P1 bolgeleri arasindaki sekans benzerliklerini

strasiyla % 56-57 ve % 52-53 olarak tespit etmislerdir.

Baghalian ve ark., (2010) OYDV’nin diinyada sarmmsak iiretiminin yapildigi
yerlerde 6nemli viriis hastalig1r oldugunu bildirmislerdir. Yaptiklar1 bu ¢aliymada 2008-
2009 yillarinda Iran’mn farkli bolgelerinden 26 OYDYV izolat1 elde etmislerdir. Rastgele 5
ornek segilerek elektron mikroskobu yardimiyla OYDV’nin 700-800 nm uzunlugunda ve
12 nm genisliginde oldugunu belirlemislerdir. Belirlenen bu 6zelliklerden dolayr bu
virlisiin Potyviriis grubuna dahil oldugunu bildirmislerdir. 26 OYDV izolatina RT-PCR
analizi, klonlama ve sekans analizleri uygulanmistir. Filogenetik analizler sonucunda
OYDV’nin kilif protein genine 6zgii 235 amino asit icerdigi ve A grubu ve B grubu olmak
iizere 2 grup olusturdugu tespit edilmistir. A grubu iiyelerinin ise A-I ve A-II olmak iizere
2 alt gruba ayrildigmni bildirmislerdir. A-I alt grubunda 17 Iran izolatinin oldugu yapilan
analizlerle tespit edilmistir. 26 OYDV izolatinin amino asit diizeylerine bakilarak yapilan
amino asit dizi karsilastirma calismalarinda % 90 ile % 100 arasinda benzerligin oldugu
belirlenmistir. Niikleotid dizi analizlerinde ise 26 Iran izolat1 arasinda % 79-99 degisen
oranlarda benzerlik bulundugunu bildirmislerdir. Diinya izolatlar1 ile 26 Iran izolatlar:
kullanilarak yapilan niikleotid ve amino asit dizi analizleri sonucunda sirasiyla % 79-98 ve

% 87-97 gibi degisen oranlarda benzerlik oldugu tespit edilmistir.
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Soliman ve ark. (2012) OYDV simptomu belirtisi gdsteren sarimsaklardan alinan
orneklere indirect-ELISA testini uygulamislardir. C. amaranticolor indikator bitkisine
mekanik olarak viriisii bulastirmislar ve ISEM (Immunosorbent elektron mikroskobu) ile
virlistin  varligmi tespit etmislerdir. PCR i¢in primerler dizayn ederek RT-PCR
calismalarini yiitirtmiisler bununla birlikte klonlama ve sekans analizi ¢aligmalarini da
gergeklestirmislerdir. Klonlanan EG (Egyptian izolat1 (HM473189)) izolatiin niikleotid
dizi analizi yapilmis ve gen bankasindan elde edilen diger 10 OYDYV izolati ile arasinda %

82-96 degisen oranlarda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Canakkale LYSV izolatlar1 arasinda niikleik asit dizi analizi bakimindan birbirine
cok yakin benzerlikler gostermesi (% 97-98) beklenen bir sonugtur. Bu sonuglar biiyiik bir
olasilikla Canankkale ili ve ilgelerinde bulunan LYSV izolatlariin orijinin ayni oldugunu
ve viriisiin tek bir kaynaktan yayildigini goéstermektedir. Bununla birlikte bu calisma
kapsaminda sadece Canakkale ilinde 5 LYSV izolatinin kilif protein genlerinin niikleik asit
dizi analizleri yapilmistir. Bu say1 izolatlar1 kiyaslama agisindan oldukca azdir. Daha genis
alanlarlarda daha fazla Orneklerle yapilacak bir ¢alisma LYSV hakkinda daha detayli

bilgilerin elde edilmesine olanak saglayacaktir.

Canakkale LYSV izolatlar1 ile diinya izolatlarmin kilif protein geninin niikleotid
dizilimi kullanilarak goriintiilenen filogenetik soyagacinda ise Canakkale izolatlar1 kendi
icinde bir alt grup olusturmustur. Ana grup i¢inde Canakkale izolatlar1 ile ayn1 grup iginde
Japon ve Hollanda izolatlar1 yer almistir. Bu sonuglar Canakkale izolatlarinin orijini
hakkinda biraz bilgi verse de en iyi bulgulara daha fazla izolatlarla yapilan ¢aligmalarla

ulasilabilinecektir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada Canakkale ili ve ilgcelerinde farkli pirasa iiretim alanlarindan
LYSV’ye benzer belirti gosteren 77 bitki 6rnegi toplanmistir. En fazla 6rnek 30 6rnek ile
Canakkale Merkez ilgeden alinirken, bunu 15 6rnek ile Biga ilgesi, 11 6rnek ile Gelibolu
ilgesi izlemistir. Eceabat’tan 7, Ayvacik ve Can ilgelerinden 6’sar 6rnek alinirken en az

ornek ise iki ile Lapseki il¢elerinden alinmastir.

Sorvey siiresince bazi tarlalarda ¢cok yogun hastalik simptomu gosteren bitkiye
rastlanirken, bazi tarlalarda hi¢ simptom gdzlenmemistir. Orneklemelerde pirasa cesidi
dikkate almmamistir. Bazi tarlalarda ¢ok bazilarinda ise az simptom goriilmesi olasilikla
hastaligin yaprak bitleri ile tasmnmasi ve cesitler arasinda hastaliga tolerant ya da duyarl

cesitlerin bulunmasi ile iligkilidir.

Arazi ¢alismalar siiresince toplanan ve testlemelerde infekteli bulunan 6rneklerde
tipik olarak bodurlasma, dikine ve diizensiz sar1 ¢izgiler, mozaik desenleri ve bazen de

genel sararma simptomlar1 gérilmiistiir.

Toplanan 77 bitki 6rnegine DAS-ELISA testi uygulanmistir. 2009 iiretim sezonunda
toplanan 42 bitki 6rneginin 25’1, 2010 tiretim sezonunda toplanan 35 bitki 6rneginin 26’s1
DAS-ELISA testinde infekteli bulunmustur. DAS-ELISA testinde toplamda 77 6rnek test
edilmis 51°1 LYSV ile infekteli oldugu belirlenmistir. Toplanan 6rnekler bazinda ortalama
infeksiyon oram1 % 66.2 olarak gerceklesmistir. Ilgeler bazinda toplanan &rneklerde
infeksiyon oranlarmna bakildiginda en yiiksek infeksiyon oranit % 83.3 ile Ayvacik’tan
toplanan orneklerden elde edilmistir. En diislik infeksiyon oranlar ise % 53.3 ve % 50.0 ile
Biga ve Lapseki ilcelerinde gergeklesmistir. Araziden toplanan her iic Ornekten ikisi
infekteli bulunmustur. Toplanan bitkilerin LYSV simptomlarma benzer simptomlar
gostermesine ragmen serolojik ve molekiiler testler sonucunda negatif sonu¢ vermesi
olasilikla bitkilerin diger viriis ve viriis benzeri hastaliklar ile karisik infeksiyona sahip

olmasindan kaynaklandigini géstermektedir.

Canakkale ili ve ilgelerinde 2009 ve 2010 iiretim sezonunda toplanan LYSV
izolatlarmin bir kismina hem tan1 amag¢h hem de ELISA test sonuglarmi dogrulamak i¢in
RT-PCR analizi uygulanmistir. Analiz sonucunda kilif protein geninin bir kismna spesifik
olan yaklasik 304 bp biiyiikliglinde bant olusumu goriilmiistiir. Calisma kapsaminda DAS-
ELISA testinde pozitif sonug veren rastgele se¢ilmis 15 LYSV izolat1 kullanilmistir. Bu

48



BOLUM 5 - SONUC VE ONERILER EZGi KURTULUS

analizler sonucunda DAS-ELISA testinde pozitif sonu¢ veren 2009-3 numarali LYSV
izolat1 hari¢ diger tiim izolatlar RT-PCR analizi sonucunda da pozitif sonu¢ vermislerdir.

2009-5 numaral1 LYSV izolat1 ise ¢cok zayif bant olusturmustur.

Mekanik inokulasyon ¢alismalar1 DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleri ile test edilen
ve hastalikli oldugu belirlenen 8 farkli LYSV izolat1 kullanilarak yapilmistir. Mekanik
inokulasyon uygulamalarinda kullanilan 8 LYSV izolat1 prrasa bitkilerinde simptom
gostermistir. Bununla birlikte kontrol grubunda higbir simptom goériilmemistir. Mekanik
inokulasyon sonucunda pirasa bitkilerinin yapraklarinda sar1 ¢izgi olusumlari, bitkinin
genelinde sararma, bitkinin genel goriiniimiinde zayifliklar, bodurlasma gibi simptomlar

goriilmiistiir.

DAS-ELISA ve RT-PCR testi sonuclarinda infekteli oldugu belirlenen 2009-25,
2009-28, 2010-49, 2010-78 numarali LYSV o6rnekleri ve 2010-16 numarali saglikli bitki
ornegi kullanilarak western blot analizi yapilmigtir. Western blot analizi ¢aligmalarinda
pozitif orneklerin tamaminda 34 kDa molekiiler agirliga sahip bantlar elde edilirken,
saglikl bitkide herhangi bir bant elde edilmemistir. Western blot analizi ¢alismalarinda
kullanilan tiim izolatlarda viriis konsantrasyonun c¢ok yiliksek olmasi nedeniyle olusan

bantlar belirgin olarak elde edilmistir.

Klonlama ¢aligmalari, yapilan RT-PCR sonuclarmna gore 12 pozitif 6rnekten en iyi
bant olusturan 5 LYSV izolat1 secilerek yapilmistir. RT-PCR analizi sonucuna bagh
olarak 2009-10, 2010-23, 2010-50, 2010-76 ve 2010-78 numarali LYSV izolatlar1 T-A

klonlama yontemiyle klonlanmistir.

LYSV kilif protein genlerini kesin olarak tasidiklar1 belirlenen 5 LYSV izolatinin
saflastirilmis plazmidleri secilerek LYSV kilif protein genlerinin niikleotid dizilimleri
yapilmistir. Bu dizilimler kendi aralarinda ve gen bankasi veritabanlarinda niikleotid
dizileri bulunan ve diinyanin farkl pirasa ve sarimsak iiretim alanlarindan elde edilen diger
LYSV izolatlariyla karsilastirilarak sonuclar1 incelenmistir. ilk olarak {ilkemiz izolatlarinin
kendi aralarinda benzerlik ve farkliliklar1 karsilagtirilmis ve incelenmistir. Bu ¢alismada
kilif protein gen dizilimi karsilastirilan 5 izolattan ii¢ izolat % 98 oran ile yiiksek benzerlik
gostermislerdir. Buna gore Merkez LYSV 23, Merkez LYSV 50 ve Ayvacik LYSV 78
izolatlarinin kilif protein genlerinin niikleotid dizilimleri arasinda % 98 oraninda benzerlik

oldugu belirlenmistir.

Bu calismada Merkez LYSV 10 izolat1 Merkez LYSV 50, Merkez LYSV 23 ve
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Ayvacik LYSV 78 izolatlar1 ile Ayvacik LYSV 76 izolati Merkez LYSV 23, Merkez
LYSV 50 ve Ayvacik LYSV 78 izolatlar1 % 98 oraninda benzer bulunmustur. Merkez
LYSV 10 izolat1 Ayvacik LYSV 76 izolati ile % 97 benzerlik gostererek en fazla farkliliga

sahip izolatlar olmuslardir.

Diinya izolatlar1 ile {ilkemiz izolatlarinin karsilastirilmasinda gen bankasinda
bulunan LYSV kilif protein genlerinin niikleotid dizilimleri almnarak Canakkale ili ve
ilcelerinden elde edilen LYSV izolatlarmin kilif protein genlerinin niikleotid dizilimiyle
karsilagtirarak benzerlik oranlar1 belirlenmistir. Yapilan karsilastrmalar sonucunda
Canakkale ili LYSV izolatlarinin diinya izolatlar1 ile % 77-95 arasinda degisen oranlarda
benzerlik gosterdikleri belirlenmistir. Bu ¢alismada kullanilan 5 LYSV izolati ile diinyada
bulunan 28 farkli LYSV izolat1 arasindaki benzerlik oranlar1 belirlenmistir. Niikleotid dizi
benzerlikleri incelendiginde en fazla benzerligin Merkez LYSV 10, Merkez LYSV 23,
Ayvacik LYSV 76 ve Ayvacik LYSV 78 izolatlar1 ile AB194624 (Japonya) ve AB194627
(Hollanda) izolatlar1 arasinda % 95 oraninda oldugu tespit edilmistir. Ikinci en yiiksek
benzerligin % 94 orani ile Merkez LYSV 50 izolati ve AB194624 (Japonya), AB194625
(Japonya), AB194627 (Hollanda) ve AB194628 (Hollanda) izolatlar1 arasinda oldugu
belirlenmistir. En fazla farkliliga sahip izolatlarm ise % 77 benzerlik oran1 ile AB194638
(Japonya), AB194640 (Japonya) ve AB551622 (Myanmar) izolatlar1 oldugu tespit
edilmistir.

Canakkale ili ve ilgelerindeki pirasa iiretim alanlarindan toplanan LYSV
izolatlarmin birbirleri ile genetik iligkisini belirlemek amaci ile 5 farkli izolatin kilif protein
genlerine ait niikleotid dizilimleri kullanilarak filogenetik analizler yapilmistir. Niikleik
asit dizileri kullanilarak yapilan filogenetik analizler sonucunda izolatlarin genetik iliskisi
belirlenmistir. Analiz edilen izolatlar arasinda Merkez LYSV 23 ile Merkez LYSV 10 ve
Merkez LYSV 50 izolatlarmin genetik olarak birbirinden en uzak izolatlar yani birbirine en

az benzeyen izolatlar oldugu belirlenmistir.

Gen bankas1 veritabanlarinda bulunan diinyanin farkli pirasa tiretim alanlarindan
elde edilen 28 farkli izolatin kilif protein genlerine ait 846 bp niikleotid dizileri
kullanilarak iilkemiz LYSV izolatlar1 ile karsilastirilmis ve filogenetik analizleri
yapilmistir. Filogenetik analizler LYSV izolatlarmin kilif protein genlerine gore ii¢ ana
gruba ayrildigin1 gostermistir. Bu gruplardan birincisinde ii¢ Kore, bes Japonya, dort Cin,
Brezilya, Meksika, Yeni Zelanda ve Myanmar izolatlar1 olmak {izere toplam 16 izolat yer

almustir. Ikinci grupta ise iilkemiz izolatlarmn yani sira iki Japonya, iki Hollanda, bir Kore
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ve bir Israil izolat1 yer almustir. Ulkemiz izolatlar1 ile AB194624 (Japonya), AB194625
(Japonya), AB194627 (Hollanda), AB194628 (Hollanda) izolatlar1 birbirine yakin izolatlar
olarak belirlenmistir. Olusturulan soyagacinda LYSV izolatlar1 arasinda CP genine goére
genetik bir varyasyon oldugu ve 6zellikle Japonya (AB194624 ve AB194625), Hollanda
(AB194627 ve AB194628) ve Canakkale izolatlarinin filogenetik olarak birbirlerine daha

yakin oldugunu gostermektedir.

Bu ¢alismada Canakkale ili ve ilgeleri pirasa liretim alanlarindan elde edilen LYSV
izolatlarmin biyolojik ve molekiiler 6zellikleri belirlenmistir. Canakkale ili ve ilgelerinde
prrasa lUretimi azimsanmayacak diizeydedir ve bu nedenle LYSV’nin biyolojik ve
molekiiler karakterizasyonunun yapilmasi bu virlis hastaligma kars1 iireticinin
bilinglendirilmesi ve gerekli tedbirlerin alinmasi agisindan oldukca 6nemlidir. Bu ¢alisma
hem iilkemizde hem de diinyada LYSV izolatlarindaki genetik c¢esitliligin belirlenmesini

saglayarak ileride yapilacak dayaniklilik caligmalarma katki saglayacaktir.
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