T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

A

TURKIYE’DE RHIZOMANIA iLE BULASIK TOPRAK ORNEKLERINDE
DAYANIKLILIK KIRICI Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV)
VARYANTLARININ SEROLOJIK, BIlYOLOJIK VE MOLEKULER
YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Hiiseyin UZUNBACAK

YUKSEK LiSANS TEZIi






T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZI

TURKIYE’DE RHIZOMANIA iLE BULASIK TOPRAK ORNEKLERINDE
DAYANIKLILIK KIRICI Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV)
VARYANTLARININ SEROLOJIK, BIYOLOJIiK VE MOLEKULER
YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Hiiseyin UZUNBACAK

BiTKi KORUMA ANABILIM DALI

SAMSUN
2019

Her hakki sakhdir.



TEZ ONAYI

Hiiseyin UZUNBACAK tarafindan hazirlanan " Tiirkiye’de Rhizomania ile Bulasik
Toprak Orneklerinde Dayaniklilik Kiric1 Beet Necrotic Yellow Vein Virus (BNYVV)
Varyantlarinin Serolojik, Biyolojik ve Molekiiler Yontemlerle Arastirilmas: " adli tez
calismasi .../.../2019 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Ondokuz Mayis Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii Bitki Koruma Anabilim Dali’'nda Yiiksek Lisans Tezi olarak

kabul edilmistir.

Damisman  Prof. Dr. Nazli Dide KUTLUK YILMAZ
Ondokuz May1s Universitesi

Bitki Koruma Anabilim Dali

Jiiri Uyeleri

Baskan Prof. Dr. Nazli Dide KUTLUK YILMAZ
Ondokuz May1s Universitesi

Bitki Koruma Anabilim Dali

Uye Dog. Dr. Mehmet Ali SEVIK
Ondokuz May1s Universitesi

Bitki Koruma Anabilim Dali

Uye Dog¢. Dr. Handan ALTINOK
Erciyes Universitesi

Bitki Koruma Anabilim Dali

Yukaridaki sonucu onayhyorum ...../...../2019

Prof. Dr. Bahtiyar OZTURK

Enstitii Midiirii



ETiK BEYAN

Ondokuz Mayis Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kurallarina uygun
olarak yazdigim bu tez igindeki biitiin bilgilerinin dogru ve tam oldugunu, bilgilerin
iiretilmesi asamasinda bilimsel etige uygun davrandigimi, yararlandigim biitiin

kaynaklar1 atif yaparak belirttigimi beyan ederim.

.../...12019

Hiiseyin UZUNBACAK



OZET

Yiksek Lisans Tezi

TURKIYE’DE RHIZOMANIA ILE BULASIK TOPRAK ORNEKLERINDE
DAYANIKLILIK KIRICI Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) VARYANTLARININ
SEROLOIJIK, BIYOLOJIK VE MOLEKULER YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Hiiseyin UZUNBACAK

Ondokuz May1s Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Nazli Dide KUTLUK YILMAZ

Beet necrotic yellow vein virus (BNYVYV), tiim Diinya’da seker pancarimin ekonomik agidan en
onemli hastaliklarindan biri olan rhizomania’ya neden olmaktadir. BNYVV plasmodiophorid vektor
Polymyxa betae Keskin tarafindan taginmaktadir. Hastaligin kontrolii, dayanikli pancar gesitlerinin
yetistiriciligi ile olmaktadir. Bu ¢aligmada, 29 ilden alinan BNYVYV ile bulagik 233 toprak 6rneginde
BNYVV izolatlarinin dayaniklilik kirma durumlari arastirilmistir. BNYVV’ye dayanikli seker pancari
cesitleri (Rz1+Rz2 ve RzI+C48+mindr genler igeren) tuzak bitki testi teknigine gére BNYVV ile
bulasik topraklarda yetistirilmis ve virlis enfeksiyonu hastalik simptomu ve DAS-ELISA testine gore
degerlendirilmistir. Testlenen toprak orneklerinden %51.9’u Rz1+Rz2 genlerini igeren, %18.9'u da
Rz1+CA48+mindr genleri tasiyan seker pancari ¢esitlerinin koklerinde enfeksiyon olusturmustur. Elde
edilen sonuglar, dayamiklilik kiran BNYVV izolatlarinin, Tirkiye'deki seker pancari iiretim
alanlarinda oldukc¢a yaygin oldugunu ortaya koymustur. Bunun yani sira, Tiirkiye seker pancari iiretim
alanlarindan elde edilen ve cografik orjinlerine gore secilen, 14 adet dayaniklilik kiran (Rz1+Rz2 ve
Rz1+CA48+minor genler-dayanikliligini kiran) ve bes adet dayaniklilik-kirmayan BNYVYV izolatinin
p25 gen bolgesi RT-PCR ile gogaltilmis ve kismi niikleotit sekans verileri elde edilmistir. Dayaniklilik
kiran ve kirmayan BNYVV Tiirk izolatlar1 arasindaki benzerlik, niikleotit ve amino asit diizeyinde
sirastyla, % 98-100 ve % 96-100 olarak saptanmistir. Niikleotit dizilimi ve filogenetik analizler ise,
Tiirk izolatlarinin p25'inin 1. Grupta yer aldigini gostermistir. Ayrica, patojenitede etkin oldugu
bilinen, p25 proteininin 67-70. pozisyonlarindaki amino asit dizileri belirlenmistir. Dayaniklilik kiran
izolatlar, p25 kod bdolgesinde yedi ¢esit motif (ACHG, AHHG, VHHG, ASHG, AFHG, AYHG ve D-
HG/-DHG) igerirken, dayaniklilik kirmayan izolatlar, ACHG, AHHG ve ALHG motiflerini igermistir.
Ayrica, dayaniklilik kiran BNYVV izolatlarinda RNA-5’in varligi, p26 bolgesine spesifik primer
kullanilarak RT-PCR ile aragtirtlmistir. Testlenen 6rneklerin %70’inin RNA-5 segmentini icerdigi
tespit edilmistir. Calisma sonuglari, Tirkiye'deki BNYVYV izolatlarimin farkli genetik profile ve
patojeniteye sahip oldugunu ve dayaniklilik kirilma durumunun ne 67.70. pozisyonlarda yer alan
amino asit dizileri, ne de RNA-5’in bulunma durumu ile dogrudan iliskili olmadigmni ortaya
koymustur. lave olarak, dayamkhlik kiran 10 BNYVV izolati secilmis ve 11 farkl bitki tiirii
kullanilarak konukgu reaksiyonu calismalari gergeklestirilmistir. Konukgu reaksiyonu c¢aligmalari,
BNYVYV izolatlar1 arasinda oldukga fazla biyolojik degiskenlik oldugunu gostermistir. Bes bitki
tiriindeki pozitif reaksiyona gore, alti farkli BNYVV popilasyonu tespit edilmistir. Bu
popiilasyonlardan biri, normalde BNYVV’nin mekanik inokulasyonu sonrasi lokal lezyon olusturdugu
Chenopodium quinoa’da sistemik enfeksiyona neden olmustur.

Temmuz 2019, 154 sayfa

Anahtar Kelimeler: Seker pancari, BNYVV, Dayaniklilik kirtlmasi, Rz1+Rz2, Rz1+C48+minor
genler, P25, RNA-5



ABSTRACT

Master’s Thesis

INVESTIGATION OF RESISTANCE-BREAKING Beet necrotic yellow vein virus
(BNYVV) VARIANTS ON SOIL SAMPLES CONTAMINATED WITH RHIZOMANIA
BY USING SEROLOGICAL, BIOLOGICAL AND MOLECULAR METHODS.

Hiiseyin UZUNBACAK

Ondokuz Mayis University
Graduate School of Natural and Applied Science’s
Department of Plant Protect

Supervisor: Prof. Dr. Nazli Dide KUTLUK YILMAZ

Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) causes rhizomania, one of the most economically important
diseases of sugar beet worldwide. BNYVV is transmitted by the plasmodiophorid vector Polymyxa
betae Keskin. The disease control depends on the use of resistant beet cultivars. In this study, a total
of 233 BNYVV-infested soil samples taken from 29 provinces were investigated for resistance-
breaking properties of BNYVV isolates. BNYVV resistant sugar beet cultivars (including Rz1+Rz2
and Rz1+C48+minor genes) were grown in the BNYVV-infested soils by the bait plant technique,
and virus infection was evaluated based on disease symptom and DAS-ELISA test. Of the soil
samples tested, 51.9% produced infection in the roots of sugar beet cultivar (cv.) containing the
Rz1+Rz2 and 18.9% in cv. carrying the Rz1+C48+minor genes. Our results revealed that resistance-
breaking BNYVYV isolates were highly common in sugar beet production areas in Turkey. Besides
this, the p25 gene region of 14 resistance-breaking (Rz1+Rz2 and Rz1+C48+minor genes-resistance-
breaking) and five non-resistance-breaking BNYVYV isolates obtained from sugar beet growing areas
of Turkey and selected according to their geographic were amplified by RT-PCR and the partial
nucleotide sequences obtained. Similarity between resistance breaking and non-resistance breaking
BNYVV Turkish isolates were 98-100% and 96-100% nucleotide and amino acid level, respectively.
Nucleotide sequencing and phylogenetic analyses showed that p25 of Turkish isolates were clustered
in Group I. Also, amino acid sequences at 67-70. positions of the p25 protein, which is known to be
effective in pathogenicity, were identified. Resistance-breaking isolates consisted of seven types of
motifs (ACHG, AHHG, VHHG, ASHG, AFHG, AYHG and D-HG/-DHG) while non- resistance-
breaking isolates had ACHG, AHHG and ALHG motifs in p25 coding region. Also, the presence of
BNYVV RNA-5 component was investigated by RT-PCR using the primers specific for p26 coding
region in resistance-breaking BNYVYV isolates. Of the samples tested 70% were found to contain
RNA-5 segment. The results of the study revealed that BNYVV isolates in Turkey have different
genetic profile and pathogenicity, and neither amino acid residues at positions 67-70 nor RNA-5
segment seems to be directly associated with resistance-breaking. Additionally, ten of the resistance-
breaking BNYVV isolates were selected and used in host reaction studies using eleven different plant
species. Host reaction studies demonstrated the presence of wide biological variability in BNYVV
isolates. Six BNYVV populations differed from the others with respect to positive reaction in five
plant species, and one of them was able to move systemically through Chenopodium quinoa, which
normally response to BNYVV resulting in local lesion after mechanical inoculation.
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1. GIRIS

Seker pancari (Beta vulgaris L.), Amaranthaceae familyasinda yer alan (Monteiro vd,
2013) iki yillik bir bitki olup, birinci y1l toprak altinda govdesini olusturmakta, ikinci
yil ise sapa kalkarak ¢igek agip, tohum vermektedir (Elgi vd, 1994).

Seker pancari yiizyillar boyunca sebze olarak kullanilmig, ancak 1747 yilinda
Berlinli bilim insani Andreas Marggraf tarafindan islah edilerek seker iiretimi
calismalarina baslanilmigtir. O yillarda pancar kokiinden %0.5-1.5 oraninda seker
elde edilirken, giinimiizde yapilan ¢alismalarla seker orami %14-25’e kadar
yiikselmistir. Seker pancari bitkisinin bazi yabani tiirlerinin kdkeninin Anadolu
olmasidan dolay1 iilkemiz seker pancar1 tarimina ¢ok elverislidir. Ulkemizde, ilk
seker fabrikasi, Usak’ta Nuri Seker Onciiliiglinde baslayan caligmalar neticesinde
17.12.1926 yilinda acilmistir. Eszamanli olarak baslayan diger calisma ise
Alpullu’da daha erken zamanda sonuca ulagsmis ve fabrika 26.11.1926°da faaliyete
gecerek ilk Tiirk sekerini tiretmistir. Otuzlu yillarin baslarina kadar bu iki fabrika ile
tilke ihtiyact karsilanirken, bu donemde Eskisehir ve Turhal Seker Fabrikalari
kurulmustur (Anonim, 2019).

Ulkemizde seker pancari tarimi; Dogu Karadeniz, Ege ve Akdeniz’in sahil
seridi ve Giliney Dogu Anadolu Bolgesi disindaki tiim bolgelerde yapilmaktadir. Bu
bitki yurdumuzda seker sanayinin hammaddesi olarak yetistirilmekle birlikte; yan
tirtinleri olan bas, yaprak ve kiispe hayvan yemi olarak, melas ise kimya sanayisinde
kullanilmas1 nedeni ile iilke ekonomisi i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir (Siray, 1990).

Tiirkiye seker pancari iiretiminde Rusya, Fransa, Almanya ve Amerika’nin
ardindan 5. sirada yer almaktadir. Diinya pancar tretimi 301.015.000 ton olup,
Tiirkiye 20.828.000 ton ile bu iiretimin %6.91’ini kargilamaktadir. Diinya genelinde
seker pancari iiretimi 48.940.260 da alanda yapilmaktadir. Ulkemiz 3.388.260 da’lik
tiretim alani ile diinya toplam tiretim alaninin %6.92’sini olusturmaktadir (Anonim,

2017) (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Diinya seker pancari ekim alani, liretim miktar1 ve verim degerleri
(Anonim, 2017)

. URETIM EKIM ALANI VERIM
DB 5 AN0 (1000 ton) (ha) (ton/da)
RUSYA 51.933 1.174.719 4,42
FRANSA 34.381 387.878 8,86
ALMANYA 34.059 406.700 8,37
AMERIKA 32.046 450.870 7,10
TURKIYE 20.828 338.826 6,14
POLONYA 15.732 231.716 6,78
MISIR 12.106 236.732 5,11
CIN 9.384 174.000 5,39
DUNYA 301.015 4.894.026 6,15

Tiirkiye Istatistik Kurumu 2018 yili verilerine gore, iilkemizde seker pancari
yaklagik 3.071.534 da ekim alan1 ve 18.900.000 ton tiretim miktari ile 6nemli kiiltiir
bitkileri arasinda yer almaktadir. Ortalama pancar verimi ise 6.15 ton/da olarak tespit
edilmistir. 2018 yilinda seker pancari iiretim alanlar1 ve {iretim miktarlarinda bir

onceki yila gore diislis gozlenmektedir (Anonim, 2018) (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. Tiirkiye’de yillara gore seker pancari ekim alani, tiretim miktar1 ve
verim degerleri (Anonim, 2018)

L EKIM ALANI VERIM

YILLAR URETIM (ton) (da) (kg/da)
2006 14.452.162 3.256.995 4.437
2007 12.414.715 3.002.421 4.135
2008 15.488.332 3.219.806 4.810
2009 17.274.674 3.244.428 5.324
2010 17.942.112 3.291.669 5.451
2011 16.126.489 2.972.648 5.425
2012 14.919.940 2.806.945 5.315
2013 16.488.590 2.913.282 5.660
2014 16.743.045 2.887.851 5.798
2015 16.022.783 2.744.873 5.837
2016 19.592.731 3.224.477 6.076
2017 21.149.020 3.392.742 6.230
2018 18.900.000 3.071.534 6.150

Ulkemizde seker pancari iiretiminin yapildig: iller siralamasinda 772.028 da
ekim alan1 ve 5.536.267 ton iiretim ile ilk siray1 Konya ilinin aldig1 ve bunu Yozgat

ve Kayseri illerinin izledigi goriilmektedir (Anonim, 2018) (Cizelge 1.3).



Cizelge 1.3. Tiirkiye’de illere gore seker pancari iiretim alanlari, iiretim miktarlar ve
verim degerleri (Anonim, 2018)

Iller Ekilen Alan  Hasat Edilen  Uretim Verim
(da) Alan (da) (ton) (kg/da)
Konya 772.028 772.028 5.536.267 7.171
Yozgat 304.900 304.900 1.760.587 5.774
Kayseri 186.865 186.854 1.023.245 5.476
Eskisehir 158.752 158.752 958.965 6.041
Aksaray 156.341 156.341 1.081.513 6.918
Afyon 130.484 130.484 843.917 6.468
Sivas 112.064 112.064 560.852 5.005
Tokat 102.987 102.783 582.657 5.669
Karaman 97.064 96.972 663.313 6.840
Ankara 88.819 88.819 533.508 6.007
Mus 85.763 85.763 351.144 4,094
Erzincan 84.218 84.218 444227 5.275
Amasya 76.014 76.014 421.331 5.543
Kahramanmaras 71.103 71.103 503.948 7.088
Nevsehir 59.168 59.168 367.008 6.203
Kiitahya 56.387 55.875 329.185 5.891
Corum 55.241 55.241 283.068 5.124
Kirsehir 52.977 52.977 342.580 6.467
Denizli 48.228 48.228 264.111 5.476
Burdur 38.531 38.531 198.846 5.161
Bitlis 34.537 34.537 151.035 4,373
Kastamonu 31.448 31.448 138.641 4.409
Bursa 29.656 29.656 240.501 8.110
Isparta 24911 24911 136.716 5.488
Malatya 22.913 22.913 179.954 7.854
Agn 21.867 21.867 71.795 3.283
Elaz1g 19.373 19.363 106.990 5.525
Antalya 18.624 18.624 108.944 5.850
Nigde 14.439 14.439 97.605 6.760
Samsun 14.275 14.275 65.798 4.609
Usak 13.337 13.337 76.082 5.705
Kirikkale 11.664 11.664 58.378 5.005
Gaziantep 10.418 10.418 87.469 8.396
Erzurum 10.017 10.017 42.401 4,233
Van 8.509 8.473 37.501 4,426
Adapazari 6.846 6.845 37.668 5.503
Bayburt 6.447 6.447 36.967 5734
Adana 6.140 6.140 25.531 4.158
Balikesir 5.372 5.372 36.982 6.884

Edirne 4.419 4.419 27.476 6.218




Cizelge 1.3. (Devam)

Iller Ekilen Alan  Hasat Edilen  Uretim Verim
(da) Alan (da) (ton) (kg/da)
Giimiishane 4,042 4.042 15.451 3.823
Kirklareli 3.270 3.270 17.751 5.428
Tekirdag 2.257 2.257 11.708 5.187
Cankiri 2.154 2.154 11.238 5.217
Igdir 1.426 1.426 5.218 3.659
Manisa 1.228 1.228 5.868 4.779
Sanliurfa 866 866 4,137 4777
Bilecik 778 778 3.517 4521
Kars 773 772 1.841 2.385
Istanbul 409 409 3.521 8.609
Bingol 409 409 1.760 4,303
Mugla 358 358 1.711 4,779
Adiyaman 221 221 832 3.765
Bolu 176 176 648 3.682
Diizce 21 21 93 4,429
Canakkale - - - -
TOPLAM 3.071.534 3.070.667 18.900.000 6.150

() : Bucalismada toprak drnekleri alian illeri ifade etmektedir.
( - ) : Uretim istatistigi bulunmamaktadir.

Seker pancart iiretiminde verimi olumsuz etkileyen sebepler arasinda
hastaliklar 6nemli bir yere sahiptir. Diinya’da pancarda verimi olumsuz etkileyen,
fungal, bakteriyel ve viral olmak iizere toplam 82 hastaliktan 51’1 iilkemizde sorun
olusturmaktadir (Ozgiir, 2003). Giiniimiizde hem iilkemizde, hem de Diinya’da
toprak kaynakli bu virlis hastaliklar1 pancar iretimini tehdit etmektedir. Bu
hastaliklar arasinda Polymyxa betae Keskin ile taginan “rhizomania” olarak da
adlandirilan hastalik, Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV; Seker pancari
nekrotik sar1 damar viriisii) tarafindan olusturulmaktadir. Bunun disinda, ayni vektor
tarafindan tasinan Beet soil-borne virus (BSBV; Seker pancari toprak kokenli
virtisii), Beet virus Q (BVQ; Seker pancart Q viriisti) ve Beet soil-borne mosaic virus
(BSBMV; Seker pancari toprak kokenli mozaik viriisii)’un da seker pancarinda
enfeksiyon gerceklestirdigi bilinmektedir (Meunier vd, 2003). Bu viriisler igerisinde
Diinya’da ve iilkemizde seker pancari iiretim alanlarinda siklikla rastlanan, en
tahripkar viris BNYVV’dir. Virlis hastaliklarinin pratikte kontroliinde kimyasal
miicadelenin olmamasi, dayanikli ¢esit kullanimini 6n plana ¢ikarmaktadir. Nitekim,
BNYVV’nin ilk teshisinden birka¢ yil sonra 1993 yilindan itibaren kismen ve yillar

itibartyla artarak, 2008 yilindan beri Tirkiye’deki seker pancari liretim alanlarinin



tamaminda, bu hastaliga kars1 dayanikli (Rz1 geni igeren) seker pancari g¢esitlerinin

yetistiriciligi yapilmaktadir. Ancak, baz iilkelerde son yillarda yeni olusan BNYVV

varyantlar1 tarafindan Rzl dayaniklilik genine sahip cesitlerde bu dayanikliligin
kirildigr rapor edilmistir (Liu vd, 2005; Koenig vd, 2005; Rush vd, 2006; Kutluk
Yilmaz vd, 2010).

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

Bu tez calismasi ile elde edilmesi planlanan temel amaglar asagidaki sekildedir:
Tirkiye’de BNYVV ile bulasik seker pancari iiretim alanlarina ait toprak
orneklerinde farkli dayaniklilik genlerini (Rz1+Rz2 ve Rz1+C48+minor genler)
iceren seker pancari ¢esitlerinde, dayaniklilik kirict BNYVV varyantlarinin
aragtirilmasi ve yayilis alanlariin saptanarak haritalarinin ¢ikarilmasi,
Tiirkiye’nin farkli bolgelerini yansitacak sekilde dayaniklilik kiran (6 adet) ve
kirmayan (4 adet) BNY VYV izolatlari arasindan segilen 10 6rnekte BNYVV’nin
patojenitesinde ve dolayisi ile dayaniklilik kirilmasinda etkili olan RNA-3
tizerinde yer alan p25 proteininin 67-70. Pozisyonlarda yer alan amino asit
(aa.) tetrat motiflerinin sekans analizi yapilarak belirlenmesi,

BNYVV RNA-5’1 lizerinde yer alan ve yine patojenitede etkin rol oynayan p26
protein genine spesifik primerler kullanilarak RT-PCR ¢alismalart ile segilen
10 ornek igerisinde RNA-5’¢ sahip BNYVV izolatlarinin  bulunup
bulunmadiginin arastirilmasi,

Farkli genlerde dayaniklilik kiran BNYVV izolatlarinin; biyolojik ¢aligmalar

ile farkli konukgularda patojenite durumlarinin incelenmesi.



2. KAYNAK OZETLERI

Toprak kokenli viriis hastaliklar1 seker pancari iiretiminde verimi sinirlayan etmenler
arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Bu hastaliklar igerisinde; Beet necrotic yellow
vein virus (BNYVV; Seker pancari nekrotik sar1 damar viriisii)’un neden oldugu

rhizomania hastalig1 biiyiik 6nem tagimaktadir.

2.1. Hastah@mn 11k Tespiti

Italya’da, 1950’li yillarda volkanik alanlara yakin bolgelerde (Padua, Vicenza ve
Rovigo) yetistirilen pancarlarin seker igeriginde biiyiik oranda azalma oldugu rapor
edilmistir (Dona Dalle Rose, 1954; Dona Dalle Rose, 1956). Bu durum; "low sugar
content syndrome (LSCS)" (diisiik seker sendromu) veya "soil sickness (SS)" (toprak
hastalig1) olarak adlandirilmis olup muhtemelen rhizomania hastaliginin ilk raporu
olarak tahmin edilmektedir (Sekil 2.1). Bu raporda; 6zellikle yagisli mevsimleri
takiben kok veriminde azalma ve lateral koklerde artis oldugu belirtilmistir (Piolanti
vd, 1957). Ancak, LSCS’nin seker igerigi lizerine etkisi, 1957 yilinda kurulan ii¢
tarla denemesi ile ortaya konulabilmistir. italyan Seker Pancar1 Yetistiricileri
Dernegi (ANB) tarafindan gerceklestirilen ilk incelemelerde, hastaligin Po vadisinin
kuzey kesiminde mevcut oldugu belirtilmis olup (Bongiovanni, 1960), dort yil sonra
yiiriitiilen bir diger arastirma ile de LSCS’nin seker pancari liretim alanlarinin %5’ine

karsilik gelen 10.000 ha alana yayildigi rapor edilmistir (Bongiovanni, 1964).

Sekil 2.1. LSCS hastaliginin seker pancar1 yumrularinda olusturdugu belirtiler (Dona
dalle Rose, 1951)



Canova (1959), LSCS’nin simptomlarini agik bir sekilde tanimlamis, kuzey
Italya’da 6zellikle drenaj sorunu olan topraklarda gozlemlenen anormallikleri teyit
etmis ve bu hastaliga anormal kok gelisimine yol agtig1 i¢in kdk azmanlig1 anlamina
gelen "rizomania" admi vermistir. Bu tarihten sonra, hastahigin adi, Ingilizce
versiyonu olan "rhizomania" olarak kabul edilmistir. Daha sonra, Tamada vd (1971),
hastalikli seker pancarlarinda, P. betae ve ¢ubuk seklinde bir viriisiin varligin1 tespit
etmiglerdir. Gen¢ seker pancari bitkileri bu viriis ile inokule edilerek, tipik
rhizomania simptomlar1 elde edilmis ve bdylece hastalifin viral etiolojisi teyit
edilmistir (Tamada, 1975; Fujisawa ve Sugimoto, 1976). Rhizomania belirtisi
gosteren seker pancari bitkisinin yapraklarindan izole edilen ¢ubuk sekilli viriis
partikiilleri daha 6nce saptanan diger viriislerden farkli oldugu icin; bu viriis ‘Beet
necrotic yellow vein virus’ (BNYVYV; Seker pancari nekrotik sart damar viriisii)

olarak isimlendirilmistir (Tamada ve Baba, 1973).

2.2. Viriisiin Morfolojisi, Taksonomisi ve Genomik Ozellikleri

BNYVV 20 nm capinda dort ya da bes adet diiz gubuk seklinde, pozitif sense tek
sarmal RNA partikiillerinden olusmaktadir (Putz, 1977; Tamada vd, 1989) (Sekil
2.2). Viris ilk olarak Furovirus cinsi igerisine dahil edilmis olup, 1997 yilinda ise
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) tarafindan Benyvirus cinsi
icerisine alinmigtir (Pferdmenges, 2007). Son olarak, Gilmer (2017) BNYVV’nin

Benyviridae familyasina ait Benyvirus cinsinin bir iiyesi oldugunu bildirmistir.

Sekil 2.2. BNYVYV partikiillerinin elektron mikroskop goriiniimii (Bar 100 nm’ye
ifade etmektedir) (Tamada, 2002)

Dogal olarak enfeksiyona yakalanmig seker pancari kdklerinde BNYVV'nin
RNA'larindan RNA-l, RNA-2, RNA-3 ve RNA-4'iin bulundugu saptanmistir
(Koening vd, 1986). RNA-1; poly A-kuyrugu hari¢, 6.746 niikleotit uzunlugunda
olup replikasyonla ilgili tek bir ORF (Open reading frame: agik okuma cercevesi)

7



icermekte ve 237 kDa’luk bir polipeptidi kodlamaktadir (Von Regenmortel vd,
2000). Bu polipeptid’den metil transferaz (MTR), helikaz (HEL), proteaz (PRO) ve
RNA bagimli RNA polimeraz (POL) kodlanmaktadir (Sekil 2.3). Bu proteinler viriis

replikasyonunda rol oynamaktadir (Bouzoubaa vd, 1987).

RNA1 [ mr HEL PRO POL | (a)

p75 TGB

RNA2

RNA 3

p68 p4s

RNA 5 ._lm

D Replikasyon
. Kilif Protein (CP)
Tasinma

| ] Hareket

| | RNA silencing supresorii

. Simptom gelisimi
% Fonksiyonu bilinmiyor

Sekil 2.3. BNYVV’nin genom organizasyonu ve proteinlerin fonksiyonlar1 (CP: coat
protein; HEL.: helicase; MTR: methyltransferase; POL: polymerase; PRO:
protease; RT: read-through protein) (McGrann vd, 2009)

RNA-2, poly A-kuyrugu hari¢ 4.612 niikleotit uzunlugunda olup, alti adet ORF
icermektedir (Bouzoubaa vd, 1986) (Sekil 2.3). Bu ORF’lerden ilk ikisi kilif protein
readthrough bolgesini olusturmakta (p21 ve p75) ve bu bolge viriis partikiillerinin bir
arada tutulmast ve vektor ile taginma ile ilgili genleri icermektedir. RNA-2’nin
merkezinde yer alan t¢lii gen blogu bolgesi (TGB) (p42, pl3 ve pl5) ise viriis
partikiillerinin hiicreden hiicreye taginmasinda gorev almaktadir. Bu proteinler, viral
RNA’larin hiicreden hiicreye tasinmasini kolaylastirmak i¢in birbirleriyle etkilesime
girmekte olup (Gilmer vd, 1992) bunlardan p42 proteini, viral RNA’lar1 birbirlerine
baglamakta (Bleykasten vd, 1996); pl3 ve pl5 proteinleri ise viral RNA’lar1

hiicreden hiicreye tagimak i¢in plasmodesmatanin gecirgenligini degistirmektedir



(Lauber wvd, 1998). RNA-2 iizerinde yer alan son ORF ise, RNA’nin
sessizlestirilmesini (RNA silencing) baskilayan pl4 proteinini kodlamaktadir

(Dunoyer vd, 2002) (Sekil 2.3).

RNA-3, poly A-kuyrugu hari¢ 1.775 niikleotitten olusmakta ve bu segmentten
{ic ORF kodlanmaktadir. ilk ORF’den, viriisiin patojenitesi ve simptom olusumunda
etkin p25 (25 kDa) proteini, 2. ORF’den yine viriisiin patojenitesi ve uzun mesafelere
tasinmasindan sorumlu N proteini (6.8 kDa) ve son ORF’den ise p4.6 (4.6 kDa)
proteinini kodlanmaktadir (Bouzoubaa vd, 1985; Tamada vd, 1989; Jupin vd, 1992)
(Sekil 2.3). N proteinin nekrotik lezyon olusumuna da sebep oldugu belirtilmektedir
(Koenig, 2008). Ayrica, RNA-3’lin virlisin kok dokulari igerisinde yayilma ve
cogalmasinda da rol oynadigi bildirilmistir (Tamada vd, 1990; Jupin vd, 1991;
Koenig vd, 1991). P25 proteini, seker pancar1 koklerinde, Chenopodium quinoa ve
Tetragonia expansa gibi indikator bitkilerin yapraklarinda simptom olusumuna da
neden olmaktadir (Tamada vd, 1989; Jupin vd, 1992; Pferdmenges, 2007). Aym
zamanda, p25’in simptom siddeti ile ilgili en o©nemli protein oldugu
diistiniilmektedir. Jupin vd (1992), mutasyona ugramis veya silinmis p25 proteinine
sahip BNYVV mutantlarinin C. quinoa ve T. expansa bitkilerinin yapraklarina
mekaniksel inokulasyonu sonrasinda; yabani tip BNYVV izolatlarina kiyasla daha
hafif simptom olusumuna neden olduklarini bildirmislerdir. Immune-gold elektron
mikroskop teknigi ile p25’in enfekteli hiicrelerin hem ¢ekirdegi, hem de
sitoplazmasinda lokalize oldugu belirlenmistir (Haeberle ve Stussi-Garaud, 1995).
Ayrica, 169, 172, 175 ve 178. pozisyonlarda  valin aa.’nin bulunmasinin
niikleositoplazmik hareket i¢in gerekli oldugu saptanmistir. Bu hareket yeteneginden
yoksun olan mutantlarin, C. quinoa bitkisinde klorotik lezyonlara neden olamadig
da vurgulanmistir (Koenig, 2008). Hastalik simptomlarinin gozlenebilmesi igin
cekirdek icerisinde p25 proteininin bulunmasi gerekmektedir. P25 proteinin,
ozellikle 67-70. pozisyonlarda yer alan ve tetrat olarak adlandirilan aa.’ler yiiksek
oranda degiskenlik gostermekle birlikte, en fazla farkliliga rastlanan aa.’in ise 68. aa.
oldugu bildirilmektedir. Bu varyasyonlar, farkli izolatlarin patojenitesini etkilemekte
ve farkli tip izolatlarin ayirt edilmesine olanak saglamaktadir (Schirmer vd, 2005;

Rush vd, 2006).

RNA-4, 1.431 nikleotit uzunlugunda olup p31 proteinini (31 kDa)
kodlamaktadir (Bouzoubaa vd, 1985) (Sekil 2.3). Bu proteinin, vektor tarafindan



virlisiin tasinmasindan (Lemaire vd, 1988), seker koklerinde post transcriptional gene
silencing (PTGS)’in bastirilmasindan (Rahim vd, 2007) ve ayni zamanda
patojeniteden sorumlu oldugu bildirilmektedir (Bouzoubaa vd, 1985; Tamada vd,
1989; Rahim vd, 2007).

RNA-5, RNA-3 tarafindan kodlanan 25 kDa’luk proteine benzeyen 26 kDa’luk
bir proteini kodlayan tek bir ac¢ik okuma parcast (p26 proteini) igermektedir
(Bouzoubaa vd, 1985; Kiguchi vd, 1996; Koenig vd, 1997) (Sekil 2.3). RNA-5’in
virlisi daha agresif hale getirdigi ve simptom olusumunun siddetini artirdigi
belirtilmistir (Tamada vd, 1996). RNA-5, Fransa (Koenig vd, 1997b), Kazakistan
(Koenig ve Lennefors, 2000), Ingiltere (Harju vd, 2002; Ward vd, 2007), Cin
(Koenig vd, 2008), Japonya (Tamada vd, 1989; Tamada vd, 1996; Tamada vd, 1989;
Kiguchi vd, 1996; Miyanishi vd, 1999) ve Almanya (Koenig vd, 2008)’da tek bir
tarlada tespit edilmekle beraber; Kutluk Yilmaz vd (2016), Tiirkiye’nin farkli seker
pancart iretim alanlarindan izole edilen 85 adet BNYVV izolatinin %62,4’linlin

RNA-5 igerdigini bildirmislerdir.

2.3. Streyn Tipleri

Ik olarak; Avrupa’daki BNYVYV izolatlarinin RFLP, SSCP ve baz dizisi analizleri
ile A, B ve P-tip olmak lizere 3 streyn grubuna ayrildigi rapor edilmistir (Kruse vd,
1994; Koenig vd, 1995). Bu streynler, serolojik yontemlerle birbirlerinden ayirt
edilememektedir (Schirmer vd, 2005). A- ve B-tip streynler dort RNA segmentinden
olusurken, P-tip streyn ise bes RNA segmentini igermektedir (Koenig vd, 1997b).
Daha sonra, Schirmer vd (2005); BNYVV RNA-5 iceren P-tip streynin Avrupa (P-
tip streyn) ve Asya (J-tip streyn) olmak {izere 2 alt gruba ayrildigini, p26 proteini
tizerindeki niikleotit dizi analizlerindeki farkliliklar ile belirlemislerdir. Boylece;
BNYVV’nin streyn sayist dorde ulasmistir (A, B, P ve J). A-tip streyn tiim Avrupa
(Schirmer vd, 2005), Orta Dogu (Mehrvar vd, 2009) ve Amerika (Schirmer vd,
2005)’da yaygin olarak goriiliirken; B-tip ise Almanya ve Fransa basta olmak tizere,
Isvigre’nin baz1 bélgeleri, Belgika, Avusturya, Cekya (Koenig ve Lennefors, 2000;
Schirmer vd, 2005; Koenig vd, 2008), Japonya (Miyanishi vd, 1999) ve Cin (Li vd,
2008)’de tespit edilmistir. Tiirkiye’de de yapilan arastirmalarla seker pancari liretim
alanlarinda A-tip streynin varligi rapor edilmistir (Kruse vd, 1994; Kutluk Yilmaz
vd, 2007; Kutluk Yilmaz vd, 2010). Diger bir streyn grubu P-tipi ise, ilk kez 1970
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yillarinda Fransa’da kii¢lik bolgelerde (Pithiviers) tespit edildikten sonra; Kazakistan
(Koenig ve Lennefors, 2000), Ingiltere (Ward vd, 2007) ve iran’da (Mehrvar vd,
2009) saptanmustir. P- tipi BNYVV izolatlarinin, A- ve B-tiplerine gore, scker
pancarinda iiriin kaybini azaltmak amaciyla yetistirilen dayanikli g¢esitlerde daha
yiiksek konsantrasyona ulastiklar1 belirtilmektedir (Tamada vd, 1996; Heijbroek vd,
1999). J-tip streyn grubu ise; Asya’da Cin ve Japonya’da olduk¢a yaygin olarak
gorilmektedir (Schirmer vd, 2005). Buna ilave olarak; Almanya’da da tek bir pancar
tarlasinda varligi tespit edilmistir (Koenig vd, 2008). Kutluk Yilmaz vd (2014),
Tiirkiye’de BNY V'V tespit edilen 29 ilin 25’inde RNA-5 segmentinin yaygin olarak
(%61.6) bulundugunu saptamislardir. Ayrica; Igdir, Edirne, Ankara ve Konya illerine
ait 4 BNYVV izolatinin p26 genini iceren RNA-5 segmentinin kismi baz dizisi
analizi gergeklestirilmis ve filogenetik analizler sonucunda ise, Tiirkiye izolatlarinin
Cin ve Japonya izolatlarinin bulundugu J-tip streyn grubu icerisinde yer aldig

bildirilmistir (Kutluk Yilmaz vd, 2014; Kutluk Yilmaz vd, 2016a).

Diger taraftan, yapilan bazi arastirmalara gore; BNYVV’nin bu dort ana streyn
grubuna ilave olarak yeni streynlerin olabilecegine dair bulgular rapor edilmistir.
Lemaire vd (2003), 2001 yilinda Fransa’nin Pithiviers bolgesinde 6zellikle ‘Holly’
genotipini igeren (Rz1 dayaniklilik geni) tolerant cesitlerde siddetli BNYVV
simptomlarini rapor etmis ve bolgede RNA-5 icermeyen P-tip benzeri (P-type like-
RNA-5) yeni izolatlarin varligini bildirmislerdir. Bu P-tip benzeri izolatlarin sadece 4
temel genomik RNA i¢cermekle birlikte, simptom olusumu ile ilgili olarak izolatlarin
cogunun p25 proteini 67-70. aa. pozisyonlarinda ‘AHHG’, ‘AFHR’ tetrat motiflerine
sahip oldugu ve ‘AYHR’ tetrat motifi iceren A- ve B-tipi izolatlar ile
karsilagtirildiginda, bu izolatlarin daha patojenik olduklari belirlenmistir (Lemaire
vd, 2003). Bunu takiben, Amerika (Liu ve Lewellen, 2007) ve Iran (Mehrvar vd,
2009)’da RNA-5 icermeyen, fakat P-tipi p25 tetrat motifine (SYHG) sahip yeni
BNYVYV izolatlar1 da rapor edilmistir. Daha sonraki yillarda ise, Peltier vd (2008), 4
genomik RNA igeren A-tip streyn’de ‘AYPR’ seklindeki p25 tetrat motifi belirlemis
ve bunu yeni bir BNYVYV streyni olarak bildirmiglerdir.

Son yillarda; BNYVV streynlerindeki bu kompleks durumu net bir sekilde
acikliga kavusturmak amaciyla; once Schirmer vd (2005), cogunlugu Avrupa’dan
elde edilen BNYVV izolatlarinin CP (RNA-2), p25 (RNA-3) ve p26 (RNA-5) genine

gore analiz etmislerdir. Daha sonra; Chiba vd (2011) ise, ¢ogunlugunu Asya
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izolatlarinin olusturdugu, BNYVYV izolatlarinin bu genlere ilave olarak p31 (RNA-4)
genini de detayli olarak irdelemislerdir. Bu calismalar sonucunda; BNYVV
izolatlarinin CP genine gore iki (A-tip ve B-tip), p25 genine gore ti¢ (p25-1, p25-11 ve
P25-11I), p31 genine gore dort (p31-1, p31-11, p31-11l ve p-31 IV) ve p26 genine gore
¢ (p26-1, p26-11 ve p26-III) gruba ayrildigmi bildirmislerdir (Schirmer vd, 2005;
Chiba vd, 2011). Ana proteinler esas alinarak (CP, p25 ve p31) (reassortant’lar haric)
birlikte analiz edildiklerinde ise, BNYVV izolatlarinin 4 ayr1 klada (A-I, A-Il, A-111
ve B) ayrildig1 gézlenmistir. Bu gruplandirmada; A-1’de Cin-H ve Cin-Y streynleri,
A-II’de Fransa-P (P-tip), Japon-D, Japon-O, Cin-B ve Cin-L streynleri, A-III’de
ftalyan (Avrupa A tip) streyni ve B’de Cin-X ile Alman (B tip) streynlerinin yer
aldigr bildirilmistir (Chiba vd, 2011; Zhuo vd, 2015). Boylelikle; son olarak
BNYVV’nin streyn sayisi 10’a yiikselmistir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. BNYVV streyn tipleri ve bu streynlerin cografik dagilimlar: (Chiba vd,
2011; Zhuo vd, 2015)

O”t?r')”a' Streyn CP  p25 p3l RNA-5* Cografik Dagilim

A-l Cin-H AyadaB | I +  Cin, Japonya, Ingiltere

A-l Cin-Y AyadaB | I + Cin

A-ll Fransa-P (P tip) A I I + Fransa, Kazakistan,
Ingiltere, iran

A-ll Japon-D A I ] + Japonya

A-ll Japon-O A I lyadall + Japonya

A-ll Cin-B AyadaB 1l 1 + Cin, Almanya

A-ll Cin-L B I | +  Cin

A-l11 ftalya (Avrupa A tip) A | Il —  Avrupa, Amerika, Orta Dogu

B Cin-X A I lyadalll + Cin

B Almanya (B tip) B Il v —  Almanya, Fransa, Belgika,
Avusturya, Isvicre, Cekya,
Cin

* + = RNA-5 mevcut, - = RNA-5 yok

Chiba vd (2011), BNYVV’nin yayilma rotas1 ve evrimsel tarihini agiklamak
amaciyla yiirtttiikleri arastirma sonucunda; BNYVV’nin 6ncelikle A ve B-tip streyn
olarak ayrildigin1 ve sonradan A-tip populasyonlarin bazilariin RNA-5 genom
pargasini kaybettigini belirtmiglerdir. Ayrica, Chiba vd (2011), rhizomania problemi
yasanan Diinya’nin farkli bolgelerinden topladiklar toprak ornekleri ile yiirtittiikleri
arastirma sonucunda; BNYVV’nin orjininin Dogu Asya oldugunu ve en biiyiik

genetik farkliligin ise Japon ve Cin izolatlarinda oldugunu bildirmislerdir.
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2.4. Cografik Dagilimm

BNYVYV 1953 yilinda ilk olarak italya’da rapor edilmesini takiben; Japonya, Fransa
(Putz ve Vuittenez, 1974), Almanya (Hamdorf vd, 1977), Yunanistan (Kouyeas,
1979)’da viriisiin varhigi belirlenmistir. Daha sonra; Avrupa’daki bir¢ok seker
pancart tiretim alaninin bu viriis ile bulasik oldugu bildirilmistir. 1978 yilinda Cin’de
(Gao vd, 1983; Li vd, 2008) ve 1983’de ise ABD’de California’da ilk tespitini takip
eden alt1 y1l icerisinde 35.000 ha alana yayildig1 bildirilmistir (Duffus vd, 1984,
Harveson vd, 1996). Ulkemizde ise, BNYVV’nin varlig ilk olarak; Amasya Seker
Fabrikasi'nin Erbaa ve Tasova bolgeleri ile Alpullu Seker Fabrikasi'nin Kesan ve
Uzunkoprii bolgelerinde 1987 yilinda tespit edilmistir (Koch, 1987). Rhizomania
hastaliginin rapor edildigi iilkelerin kronolojik siralamasi Cizelge 2.2°de verilmistir

(Asher, 1993; Rush vd, 2006; McGrann vd, 2009).

Cizelge 2.2. Kronolojik olarak rhizomania hastaliginin belirlendigi iilkeler

ULKE YIL | ULKE YIL
Italya 1953 | Isvicre 1983
Japonya 1965 | Belgika 1984
Hirvatistan 1971 | UK 1987
Fransa 1971 | TURKIYE 1987
Yunanistan 1972 | ispanya 1988
Almanya 1974 | Isveg 1997
Cekya 1978 | Suriye 1998
Cin 1978 | Slovenya 1999
Slovakya 1978 | Danimarka 2000
Avusturya 1979 | Sili 2001
Kazakistan 1979 | Polonya 2002
Romanya 1979 | Litvanya 2002
Rusya 1979 | Kanada 2002
Ukrayna 1979 | Misir 2003
USA 1981 | fran 2004
Macaristan 1982 | Fas 2005
Bulgaristan 1983 | Brezilya (kirmizi pancar) 2015
Hollanda 1983 | Giiney Afrika (kirmiz1 pancar) 2015

2.5. Simptomatoloji ve Konuk¢u Cevresi

Hastalik BNYVV’ye hassas seker pancari ¢esidi ekimi yapilan alanlarda yer yer renk
acilimi gosteren bitki topluluklart seklinde goriilmektedir. Bu alanlarda enfekteli
bitkilerin yapraklarinin rengi fistik yesili bir renge doniismekte ve asir1 yan kok

gelisiminden dolayr koklerde sakallanma olusmaktadir. Ancak, asir1 azot uygulanan
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veya yetersiz sulanan alanlarda bu belirti tam olarak gozlenememektedir (Ozgiir,
2003). Ilerleyen zamanlarda renk agilmalari nekrotik alanlara déniisebilmektedir

(Whitney ve Duffus, 1991).

Dogada, BNYVV, seker pancar1 (Beta vulgaris subsp. vulgaris), yemlik
pancar, pazi (Beta vulgaris var. cicla) ve ispanagi (Spinacia oleracea) enfekte
edebilmektedir. BNYVV dar bir konukgu c¢evresine sahip olmakla birlikte;
Chenopodiaceae familyasina ait ¢ogu bitki tiirii, Aizoaceae, Amaranthaceae,
Caryophyllaceae ve Solanaceae familyasindan birkag¢ bitki tiiriine, bitki 6zsuyunun
inokulasyonu yolu ile tasinabilmektedir (Tamada ve Baba, 1973; Kuszala ve Putz,
1977; Horvath, 1994; Hugo vd, 1996). Bu bitkilerin ¢ogu vektoér P. betae’nin da
konukgularidir (Abe ve Tamada, 1986; Abe ve Ui, 1986; Barr ve Asher, 1992; 1996;
Hugo vd, 1996). BNYVYV, bu konukgu bitkilerin inokulasyon yapilan yapraklari ile
simirli olmakla birlikte; Beta macrocarpa, Beta vulgaris subsp. maritima M8, S.
oleracea ve Nicotiana benthamiana’da sistemik olarak yayilabilmektedir (Tamada,
1975; 2002; 2007). BNYVV’nin sadece RNA-1 ve RNA-2’1 viriisiin lokal lezyon
konukgularinda replikasyonuna ve N. benthamiana ya da S. oleracea gibi sistemik
konukgularida vaskiiler tasinmasinda yeterli olmaktadir (Lauber vd, 1998a; Lauber
vd, 1998b; Andika vd, 2005). RNA-3 tarafindan kodlanan p25 proteini dogal
konukgularda klasik rhizomania simptomlarinin olusumu ve lokal konukgularinin
yapraklarinda lokal lezyon fenotipinin olusumu i¢in gereklidir. RNA-3 {izerinde yer
alan N proteini ise nekrotik simptom olusumunda etkili olmaktadir (Chiba vd, 2008;
Jupin vd, 1992). RNA-3’iin core (¢ekirdek) bolgesi (1033 nt.-1257 nt.leri arasindaki
bolge) ise B. macrocarpa’da BNYVV’nin vaskiiler tasinmasinda rol oynamaktadir
(Lauber vd, 1998b).

2.6. Zarari ve Ekonomik Onemi

Rhizomania, seker pancari tretimini tehdit eden en tahripkar hastalik olarak
belirtilmektedir (Scholten ve Lange, 2000). BNYVYV ile bulasik olan ve olmayan
alanlarda yapilan denemelerle, yaprak alan1 endeksinde %24, kuru madde miktarinda
ise %57 oraninda kayip olusturdugu gozlenmistir (Rezaei vd, 2014). Almanya’da
seker veriminde yaklasik olarak %15’lik diisiis 5.5 M$’lik bir ekonomik zarara neden
olmustur (Schaufele, 1983). Winner (1984), hastaligin yogun olarak goriildiigii

alanlarda seker pancarinda verim kaybinin %30’dan fazla oldugunu belirtmistir.
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Whitney ve Duffus (1995) ise verim kaybmin %100’¢ kadar olabilecegini
bildirmislerdir. Ozgiir (1995), BNYVV nin siddetli enfeksiyonlarinda ancak 400-500

kg kadar kok verimi alinabilecegini vurgulamistir.

2.7. Vektor Polymyxa betae

P. betae, Plasmodiophoromycetes sinifinin bir iiyesi olup ilk olarak Dr. Bahattin
Keskin tarafindan teshis edilmis ve P. betae Keskin olarak adlandirilmistir (Keskin,
1964). Ozellikle Chenopodiaceae, Amaranthaceae ve Portulaceae familyalarina ait
bitki tiirlerinin koklerinde endoparazit olarak yasamaktadir. Ancak yakin zamana
kadar funguslar alemi igerisinde yer alan P. betae, son taksonomik gruplandirma ile
ayr1 bir alem (Protozoa) icerisine yerlestirilmistir (Kirk vd, 2001). Toprak kokenli
protozoa, diinyada genis bir alana yayilmis olup, Avrupa (Canova, 1966), Asya
(D’ambra ve Mutto, 1977) ve Kuzey Amerika (Falk ve Duffus, 1977)’da
belirlenmistir. Payne ve Asher (1990), P. betae’nin seker pancari tarimi yapilan
nerdeyse biitiin alanlarda bulundugunu bildirmislerdir. Daha sonra yapilan ¢aligmalar
ile bu protozoa’nin BNYVV (Ivanovig, 1983), BSBV ve BVQ’da tasidig1 tespit
edilmistir (Meunier vd, 2003).

P. betae tarafindan tasinan tiim viriisler (Rysanek vd, 1992; Campbell, 1996;
Verchot-Lubicz vd, 2007), vektoriin sitoplazmasinda bulunmakta (Hebrard vd, 1999)
ve sonug olarak, bu viriis hastaliklarinin biyolojik dongiisii, vektoriin biyolojik
dongiisiine bagli olmaktadir. BNYVV, topraktaki P. betae dinlenme sporlarinin
yaklagik olarak %10-20’si tarafindan tasinmaktadir (Tuitert, 1990; Mc Grann vd,
2009). Vektor i¢in en uygun sartlar, uygun konuk¢unun bulunmasi, topraktaki serbest
su varhgr ve 10°C ile 30°C arasindaki sicaklik dereceleri olarak belirtilmektedir
(Legreve vd, 2002).

2.8. Hastahi@in Kontrolii

BNYVV’nin vektoriin kalin duvarli kislama sporlarinda (sistosori) toprakta en az 15
yil siire ile canli kalmasi sebebi ile (Abe ve Tamada, 1986; Duffus, 1991; Rush ve
Heidel, 1995), hastalik ile miicadelede en etkili kontrol dayanikli c¢esitlerin
yetisticiliginin yapilmasi ile olmaktadir (Lewellen, 1995). Ulkemizde de tiim seker
pancar1 Uretim alanlarinda, yliksek verim ve kalitesinden dolay1 dayanikli ¢esitlerin

yetistiriciligi yapilmaktadir.
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Rhizomania’a kars1 dayaniklilik ¢alismalar1 1970’lerde Italya’da baslatilmis ve
ilk multigenik dayaniklilik kaynagi Muneratti germplasmina ait seker pancari atasi
olarak kabul edilen B. maritima’dan tiiretilmis ve ‘Alba tipi dayamiklilik’ olarak
tanimlanmistir  (Biancardi vd, 2002) (Sekil 2.4). Rhizomania’nin ABD’de
saptanmasinin hemen ardindan, Salinas (Kalifornia)’da USDA-ARS tarafindan
BNYVV’ye dayanikli gesit gelistirmek amaciyla islah c¢alismalarina baslanilmistir.
‘Holly’ dayaniklilig1 veya ‘Holly’ gen 1983 yilinda A. W. Erichsen tarafindan Holly
Seker Sirketi {iretim programinda saptanmis ve kismi dominant dayaniklilik genini
iceren Holly kaynagi Rz1 olarak adlandirilmistir (Lewellen vd, 1987; Scholten vd,
1996; Pelsy ve Merdinoglu, 1996) (Sekil 2.4). Hastaliga karsi yiiksek dayaniklilik
gosteren ilk cesit Italyan gen kaynaklarindan gelistirilen ‘Rizor’ olmustur (De
Biaggi, 1987). 2002 yillarinda seker pancar liretimi yapilan alanlarda Rz1 en 6nemli
BNYVV dayaniklilik geni olarak kabul edilmistir (Biancardi vd, 2002). Ancak,
zamanla mutasyona ugrayan BNYVV varyantlari tarafindan Amerika (Liu vd, 2005;
Rush vd, 2006) ve Ispanya (Koenig vd, 2005)’da Rzl dayaniklilik genine sahip
cesitlerde dayanikliligin kirildig: rapor edilmistir. Bunun iizerine, seker pancarinda
ilave gen kaynaklar1 arastirma ¢aligmalar1 genisletilmistir. Yeni dayaniklilik geni
yabani seker pancarlarinda (Danimarka orjinli; WB 42) belirlenmis ve C48 olarak
adlandirilmistir. B. maritima’dan elde edilen Holly geni ile birlikte C48 genini
tasiyan genotipin, mutasyona ugramis hastaliga kars1 miimkiin olan en iyi korumay1
saglayan gen oldugu belirtilmistir. Rhizomania hastalifina karsi dayaniklilig
saglayan C 48 geninin mekanizmasi Holly genine benzemekte ve seker pancar1 kok
dokusunda BNYVV’nin birikimini smirlandirmaktadir. Scholten (1994; 1999),
Rz1’den 25-30 centiMorgan (cM) uzaklikta kromozom 3 {izerinde farklilagsma tespit
etmis ve bu dayaniklilik genini Rz2 olarak adlandirilmistir. Daha sonra Gidner vd
(2005), WB 41 iginde bir bagka ilave ana dayaniklilik geninin (Rz3) varligini
belirlemistir. Hibrid R36 kaynagindan Rz4 (Grimmer vd, 2008), WB258
kaynagindan ise Rz5 dayaniklilik genleri saptanmustir (Sekil 2.4).
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Beta maritima (1909) Beta maritima (1960)
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Sekil 2.4. Rhizomania hastaligina kars1 giiniimiizde kullanilan dayaniklilik genleri
(Alba, Rizor, Holly, Rz2) ve iizerinde ¢alismalarin devam ettigi
dayaniklilik genleri (Rz3, Rz4 ve Rz5) (Panella, L. W. ve Biancardi, E.)

: Dayaniklilik orjinleri (Beta maritima, 1909)," : Dayaniklilik orjinleri (Beta maritima, 1960)

BNYVYV genellikle bitkinin kok bdlgesi ile sinirli bir etmendir. Her ne kadar
mekanizma tam olarak bilinmese de dayanikli seker pancari varyetelerinde viriis
¢ogalmasi sinirlandirilmakta ve viriis kokte smirli kalmaktadir (Giunchedi vd, 1987;
1988; Poggi-Pollini ve Giunchedi, 1989; Paul vd, 1992; Scholten vd, 1994; Tuitert
vd, 1994; Tamada vd, 1999).

2.9. Dayanikhiik Kirilmasi

Giliniimiizde Diinya’da ve Tiirkiye’de BNY V'V ile bulasik alanlarda yetistirilen ticari
seker pancari ¢esitleri genellikle ‘Holly’ dayaniklilik geni (Rz1) icermekte ve seker
pancarlarinda siddetli simptom olusumunu ve viriisiin ¢ogalmasini inhibe
edebilmektedirler. Bir bolgede rhizomania hastalig1 belirlendikten sonra viruliferous
dinlenme sporlarin (sistosori) fazla ¢ogalmasini Onlemek amaciyla dayanikli
gesitler kullanildiginda, 0 bolgedeki viruliferous populasyon diisiik seviyede
kalmakta; ancak bolgedeki virlis mutasyona ugrayarak yeni bir 1rk/varyant
gelistirdiginden dolay1 dayanikli ¢esit hastaligin gelisimini 6nleyememektedir (Rush,
2003). Nitekim; Amerika (Liu vd, 2005; Rush vd, 2006), ispanya (Koening vd,
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2005), Almanya, ilgiltere, Hollanda (Bornemann vd, 2015) ve son olarak da Tiirkiye
(Kutluk Yilmaz vd, 2018)’de yeni olusan BNYVV varyantlari tarafindan Rzl
dayaniklilik genine sahip ticari ¢esitlerde bu dayanikliligin kirildig: tespit edilmistir.

Seker pancarinda BNYVV dayaniklilik kirilmasinin, 6zellikle RNA-3’{in p25
proteini lizerindeki 67-70. pozisyonlarda yer alan aa.’lerde meydana gelen
mutasyonlarla ilgili oldugu ifade edilmektedir (Liu vd, 2005; 2007; Acosta-Leal vd,
2007a ; 2008; Pferdmenges vd, 2008; 2009a). Chiba vd (2002), p25 proteinin hassas
seker pancari cesitlerinin patojenitesinde 6nemli rol oynadigimi ve 68. aa.’deki
farkliligin virlis dayanikliliginin aviriilans faktoriiniin kaybolmasina yol actigini
belirtmislerdir. Ozellikle 67. aa.’te Valin (V) ve 68. aa.’te Leucine (L) bulunan
BNYVV izolatlarinin diger izolatlara gore daha agresif olduklar1 belirtilmektedir
(Schirmer vd, 2005; Rush vd, 2006). Ayrica, p25 protein geninin 135. aa.’inde de
biiylik oranda varyasyonlarin olustugu bildirilmistir (Rush vd, 2006). Bornemann ve
Varrelmann (2013), RNA-5 iceren BNYVV izolatlar ile dort RNA'T1 A-tip BNYVV
popiilasyonlarinin Rz1 dayanikliligini kirdigini bildirmislerdir. Bornemann vd (2015)
ise, AYPR tetrat motifine sahip BNYVV varyantlarinin Ingiltere, Almanya ve
Hollanda’da tolerant c¢esitlerde siddetli BNYVV simptomlarina neden olup, Rzl
dayamkliligini kirdigini saptamislardir. Ote yandan, Heijbroek vd (1999) ve Tamada
vd (1989) 5. RNA segmentini igeren BNYVV streynlerinin Rz1 dayaniklik geni
iceren cesitlerde bile viriisiin agresifligini arttirdigin1  bildirmisler ve bunun
muhtemelen p25 ve p26 genleri arasindaki sinerjizimden kaynaklanabilecegini ileri
stirmiiglerdir. Liu ve Lewellen (2007), dayaniklilik kiramayan izolatlarda P25
proteininin 67 ve 68. aa.’lerinde ‘AC’ dizisinin korunmasina karsin, dayaniklilik
kiran izolatlarda bu bolgede ‘AF’, ‘AL’, ‘SY’, ‘VC’, ‘VL’ ve ‘AC’ seklinde
degisiklikler oldugunu bildirmislerdir. Farkli cografik bolgelerde 4 RNA segmentine
sahip dayaniklilik kiran izolatlarda genellikle ‘VCHG’, ‘VLHG’ ve ‘AYPR’ tetrat
kompozisyonlart yaygin olarak tespit edilmistir (Liu ve Lewellen, 2007; Liu vd,
2005; Pferdmenges vd, 2008).

Diger taraftan, Liu ve Lewellen (2007), A.B.D.’de dayaniklilik kiran BNYVV
izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu ve dagilimi {izerinde yaptiklar1 arastirmada,
dayanikliik kiran BNYVV izolatlarmin p25 ve kilif proteinin aa. dizilerinin,
dayaniklilik kirmayan BNYVV izolatlar1 ile yiiksek oranda benzerlik gosterdigini
bildirmislerdir (siras1 ile; %99.9 ve %98).
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2.10. Tiirkiye’de Yiiriitiilen Calismalar

Ulkemizde BNYVV’nin varligi ilk kez 1987 yilinda Dr. Koch tarafindan Amasya
Seker Fabrikasi’nin Erbaa ve Tagova bolgeleri ile Alpullu Seker Fabrikasi’nin Kesan
ve Uzunkopri bolgelerinde tespit edilmistir. Vardar ve Erkan (1992), Tiirkiye’nin
cesitli bolgelerinden elde ettikleri seker pancari Orneklerinin bir kisminda DAS-
ELISA yontemi ile BNYVV’nin varligm tespit etmislerdir. Erdiller ve Ozgiir
(1994), Adapazari, Ankara, Eskisehir, Kastamonu ve Turhal bolgelerindeki alanlarda
ELISA testlemesi ile rhizomania bulasikliligin1 saptamislardir. Kiymaz ve Ertung
(1996), Ankara’da seker pancari liretimi yapilan alanlardan 1992 yilinda topladiklar
enfekteli yaprak orneklerinin bitki 6zsularint mekaniksel inokulasyon ydntemi ile
indikator bitkilere bulastirmalari sonucu goézlenen simptomlar ve serolojik test
sonuglar ile BNYVV’yi tespit etmislerdir. 1998 yilinda hastaligin toplam 320.120 da
ekim alanma yayildig1 belirlenmistir (Ozgiir ve Kaya, 1998). Ozer ve Ertung (2005)
ise Amasya Seker Fabrikasi seker pancari tiretim alanlarindan alinan Orneklere
uygulanan ELISA testi sonucu; bitki 6rneklerinin %10.92’sinin BNYVV ile enfekteli
oldugunu belirlerken, toprak drneklerinin ise %26’sinin bu viriis ile bulasik oldugunu
vurgulamiglardir. 2004 ve 2005 yillar1 Samsun, Amasya, Corum, Tokat, Yozgat,
Cankir1 ve Kastamonu illerine ait 510 farkli toprak drneginde tuzak bitki testi sonucu
yetistirilen seker pancar1 bitkilerinde yapilan ELISA testleri sonuglaria gore; bu
orneklerin %7.45’inin BNYVV, %24.12’sinin diger bir toprak kokenli viriis olan
BSBV ve %22.94’iiniin ise her iki viriis (BNYVV+BSBV) ile karisik enfekteli
oldugu tespit edilmistir (Kutluk Yilmaz ve Arli S6kmen, 2010). Kaya (2009) ise, ii¢
yillik miinavebe uygulamasina gore; 1996-1998, 1999-2001 ve 2002-2004 yillarinda
olmak tizere, tiger yillik i donem halinde 17 seker fabrikasinin 102 boélgesinin seker
pancart ekim alanlarinda yiriittiigii siirvey ¢aligmalar1 sonucunda, topladigi seker
pancar1 koklerine ELISA testi uygulayarak BNYVV’nin yaygmligint belirlemistir.
Buna gore, 1996-1998 doneminde 4 fabrikada (Agri, Ankara, Eskisehir, Ilgin)
toplam %19.30 (46.200 ha), 1999-2001 doneminde 9 fabrikada (bir 6nceki doneme
ilaveten Eregli, Kirsehir, Malatya, Susurluk, Usak) %31.42 (94.140 ha) ve 2002-
2004 doneminde ise 15 fabrikada (daha onceki donemlere ilave olarak Carsamba,
Afyon, Bor, Burdur, Elazig, Elbistan, Kiitahya, Yozgat) %48.66 (203.640 ha)
oraninda alanin rhizomania hastalig1 ile bulagik oldugunu tespit etmistir. Boylece,

Tiirkiye’de bu hastalik ile bulagik liretim alanina sahip seker fabrikasi sayisi 23’°e
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ulagmistir. Yardimct ve Kilig (2011), 2006-2007 yillarinda goller bolgesine ait seker
pancar1 iiretim alanlarindan alinan 203 farkli toprak orneginde tuzak bitki testi ile
yetistirilen seker pancarlarina uyguladiklar1t ELISA testleri sonucunda, bu 6rneklerin
%41.87’sinin BNYVV ile enfekteli oldugunu tespit etmislerdir. Yardimci vd (2012),
Eskisehir ili seker pancari iiretim alanlarinda 2010 yilinda yiiriittiikkleri siirvey
calismalar1 ile; sararma, solgunluk, mozayik ve nekroz gibi simptomlar gozlenen
bitkilerden 94 adet yaprak 6rnegi almiglardir. Uyguladiklar1 ELISA testi sonucunda;
bu orneklerin %4.26’sinin BNYVV, %12.77’sinin BNYVV+ Beet mosaic virus
(BtMV), %1.06 BNYVV+ Beet yellows virus (BYV) ile bulasik oldugunu
belirlemislerdir. Kutluk Yilmaz vd (2014), Tirkiye’de 32 ili kapsayan seker pancari
iiretim alanlarindan topladiklar1 632 toprak drneginin tuzak bitki testi sonrast ELISA
ile testlenmesi sonucunda; bu 6rneklerin 164’{inde en yaygin olarak BNYVV+BSBV
(9%26.1) ikili enfeksiyonun oldugunu belirlemislerdir. Bunu sirasi ile %23.7 oran ile
BSBV enfeksiyonu (149 adet) ve %12 ile BNYVV enfeksiyonu (76 adet) izlemistir.
Bu c¢alisma sonucunda BSBV enfeksiyonu toplam 313 adet (%49.8) ornekte
belirlenirken, BNYVV ise 240 adet (%38) ornekte tespit edilmistir. Ozdemir H
(2014) ise, 2013 yilinda Trakya Bolgesi seker pancari iiretim alanlarina ait Edirne
(Uzunkoprii, Havsa ilgeleri), Kirklareli (Babaeski, Pehlivankoy, Liileburgaz ilgeleri)
ve Tekirdag (Merkez ve Hayrabolu ilgeleri) illerinden topladigi 126 yaprak 6rnegini
BNYVV, Beet western yellows virus (BWYV) ve BYV i¢in DAS-ELISA yontemi ile
test etmistir. ELISA testi sonuglarina gore; tek enfeksiyon halinde BNYVV’nin
%19.84, diger virlisler 1ile karistk enfeksiyonlar halinde %38.09 oraninda

bulundugunu bildirmistir.

Kaya ve Giirel (2012), BNYVV enfeksiyonunun yogun olarak tespit edildigi
Seker Enstitiisii Eskisehir Deneme Istasyonu ve hastaligin daha énce goriilmedigi
Konya (Ilgin ilgesi) ve Erzurum (Hasankale ilgesi) Deneme Istasyonlarina ait ii¢
farkli lokasyonda dayanikli (Valentina, Esprenza, Felicita, Leila ve Visa) ve hassas
(Kasandra, Arosa, Hiilya, Verity) seker pancari ¢esitlerinin yetistiriciligini yaparak,
bu cesitlerin verim ve kalite durumlarini arastirmislardir. Calisma sonucunda;
BNYVYV ile bulasik Eskisehir ilinde, dayanikli ¢esitlerin enfeksiyon oraninin hassas
cesitlere gore 2-3 kat daha diisiik oldugu tespit edilmistir. BNYVV ile bulasik
olmayan Ilgin’da dayanikli ¢esitlerin kdk ve seker veriminin hassas ¢esitlere kiyasla

%3 oraninda daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Viriis ile bulagik olmayan diger ilge
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Hasankale’de ise hassas ¢esitlerin dayanikli ¢esitlerden %2 oraninda daha iyi seker

verimine sahip oldugu saptanmuistir.

Kutluk Yilmaz vd (2012), Orta Karadeniz Bolgesi seker pancari iretimi
yapilan alanlarda ‘ACHG’, ‘AHHG’, ‘VCHG’ ve ‘AHAG’ motiflerini i¢eren dort
farkli BNYVV populasyonunun varligimi belirlemislerdir. Ayrica bu motiflerden
‘VCHG’ nin rhizomania’ya dayanikli ¢esit cv. Leila’da dayanikliligin kirilmasina
neden oldugunu belirtmislerdir. Daha sonra yiiriitiillen bir diger arastirmada ise;
Tirkiye seker pancari iiretim alanlarinda ‘ACHG’, ‘AHHG’, ‘ALHG’, ‘AFHG’,
‘VCHG’, ‘VHHG’, ‘ASHG’, ‘A-HG ya da AH-G’, ‘“AAHG’ ve ‘ACHE’ motiflerini
iceren 10 farkli BNYVV populasyonunun bulundugu saptanmistir (Kutluk Yilmaz
vd, 2014).

Culal Kili¢ vd (2014), 2011 yilinda Isparta ili seker pancari iiretim alanlarindan
toprak ornekleri toplamislar ve daha sonra bu topraklarda dokuz hafta siire ile
BNYVV’ye hassas cv. Kasandra seker pancarlarini yetistirmislerdir. Bu ¢alismada;
108 ornekten 53’iinde BNYVV’ye 6zgii dsRNA profilleri gozlenmistir. 28 6rnekte
RNA-1+2+3+4, 9 Ornekte RNA 3, 7 ornekte RNA-1+2+3, 9 O6rnekte RNA-1+3

gozlenirken, analiz edilen 6rneklerde RNA-5 tanimlanmamustir.

Kutluk Yilmaz (2016), Amasya, Cankiri, Corum, Kastamonu, Samsun, Tokat
illerine ait 20 adet BNYVV izolatlarinin streyn tiplerini tespit etmek amaciyla
gergeklestirdigi RFLP analizi sonucunda; iki izolatin A-tip bant profiline tamamen

uymamasina ragmen, bolgedeki izolatlarin A-tip streyn oldugunu saptamistir.

Kutluk Yilmaz vd (2018), Konya ve Aksaray illerinde 2010-2011 yillarinda
gergeklestirdikleri siirveylerde, Rzl dayaniklilik genini iceren seker pancari
alanlarinda, rhizomania benzeri simptomlar gézlemiglerdir. Bu alanlardan alinan yedi
farkli toprak ornegini, tuzak bitki testi ve molekiiler galismalarda kullanmislardir.
BNYVV’nin patojenitesinde etkili oldugu bilinen p25 protein bolgesi, gen spesifik
primerler kullanilarak ¢ogaltmis ve bu bdlgenin kismi baz dizileri elde etmislerdir.
P25 proteininin 67-70. aa. pozisyonlarini igeren bolgede ‘ACHG’ ve ‘“VHHG’ aa.
motiflerini iceren iki farkli BNYVV popiilasyonunun bulundugunu ve ayrica, 3
ornekte 67. (-DHG) ya da 68. (D-HG) pozisyonda tek bir aa.’i etkileyen ancak p25’in
okuma cergevesinde degisikligine sebep olmayan 3 niikleotitlik silinmenin oldugunu

belirlemislerdir. Bu sira dis1 formu; hem A-tip, hem de RNA-5 igeren J-tip BNYVV
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izolatlarinda saptamislardir. Ayrica, bu mutant BNYVV popiilasyonlarmin farkl
seker pancar1 genotiplerindeki  [rz1l, Rz1l, Rz1+RzR2, Rz1+Rz2] patojenisitesi
kontrollii sartlarda tuzak bitki ve ELISA testleri ile arastirmislardir. {lging bir sekilde,
mutant ‘D-HG’ ya da ‘-DHG’ motifine sahip J-tip-RNA-5 igeren BNYVV izolatinin
tiim seker pancar1 genotiplerini enfekte edebildigi; ancak, mutant, diger iki BNYVV
populasyonunun (A-tip karakterde) Rz1 ve Rz1+RzRM2 bitkilerini enfekte ettigi ve
dayanikliligi kirdigini saptamislardir. Elde edilen bu sonug; delesyonlu BNYVV
mutantlarinin, delesyon igcermeyen izolatlar kadar agresif oldugunu gostermistir.
Takiben, benzer sekilde, Kutluk Yilmaz ve Kaya (2018) Ankara seker pancari iiretim
alanlarindan elde edilen bir BNYVYV izolatinda da 67. (-FHG) ya da 68. (F-HG)
pozisyonda tek bir aa.’i etkileyen 3 niikleotitlik silinmenin oldugu tespit etmislerdir.
Ustelik, bu BNYVV izolatinin da oldukga agresif oldugunu ve dayamkli seker
pancar1 genotiplerinin (Rz1, Rz1+Rz2 ve Rz1+Rz3) higbirisinin viriisii kontrol etme

potansiyeline sahip olmadigini saptamislardir.

2.11. Yurtdisinda Yiiriitiillen Baz1 Cahismalar

Tamada vd (2002), diinyanin ¢esitli bolgelerinden 59 BNYVV izolatinin p25 bolgesi
baz dizisi analizlerine gore 8 gruba ayrildigini ve incelenen bir Tiirk izolatinin da
Diinya’da ¢ok yaygim olan Italyan grubuna girdigini bildirmislerdir. Schirmer vd
(2005), 11 seker pancar iireten iilkeye ait 78 BNYVV izolatinin p25 proteini baz
dizisi analizi sonuglarina gore izolatlar1 p25-1, p25-11 ve p25-111 olarak 3 gruba
ayirmiglardir. Bunlardan p25-1, A-tip CP baz dizisine sahip olup yiiksek derecede
degisken p25 varyantlarini igermektedir. Bu grup icerisinde yer alan; Fransa, Ispanya
ve Amerika’ya ait 11 6rnekten 8’inde, 67 ile 70. aa.’lerde ‘AHHG’ ve ‘ACHG’ tetrat
motifleri belirlenmistir. Benzer sekilde; Tokat iline ait alti Tiirk izolatinda da
‘AHHG’ ve ‘ACHG’ motiflerine rastlanmistir (Kutluk Yilmaz vd, 2007). Koenig vd
(2005) ise, BNYVV A tipinde RNA-3 p25 bolgesinin 67-70. aa.’lerini igeren
tetratlardaki degisik aa. dizilerine gore 8 farkli grup belirlemistir. Buna gore;
‘ALHG’ (Isvec, Hollanda, Fransa, Italya, Yunanistan), ‘AHHG’ (Isvigre, Italya,
fran), ‘ACHG’ (Italya, Ispanya), ‘AFHG’ (Cek Cumbhuriyeti), ‘AYHG’ (Cek
Cumhuriyeti, Slovakya), ‘SYHG’ (Kazakistan, Fransa-Pithiviers), ‘VCHG’ (Ispanya)
ve ‘VLHG’ (Amerika) tetrat motiflerini saptamislardir. Bu ¢alismada, BNYVV B-

tipi streyninin p25 bolgesine ait 67-70. aa.’lerindeki tetrat motiflerinde ise sadece 2
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tip varyant (AYHR ve AHHR) oldugu bildirilmistir. Koenig vd (2008), bu konu ile
ilgili diger arastirmalarinda, Almanya ve komsu {ilkelerden alinan seker pancari
orneklerinde ¢esitli BNYVV genotiplerinin dagilimlarini belirlemislerdir. BNYVV
A-tipi izolatlarinin RNA-3 p25 proteininin 67-70. aa. dizilerinin incelenmesi
sonucunda, ‘AFHG’ (Isvigre ve Cek Cumhuriyeti), ‘ACHG’ (Bulgaristan, italya,
Ispanya, Isvigre), ‘AHHG’ (Fransa, Italya, Isveg, Isvicre) ya da ‘ALHG’ (Fransa,
Italya, Macaristan, Ispanya, Isvigre) tetratlarmin yam sira, ‘AYHR’ (Avusturya ve
Slovakya) ve Ispanya’nin ufak bir alaninda Rz1 dayanikliligini kiran ‘“VCHG” tetratl
p25 proteinini belirlemislerdir. Mehrvar vd (2009) ise, fran’da BNYVV enfeksiyonu
belirlenen 288 ornegin bir ¢cogunun A-tipi streyn oldugunu bildirmekle birlikte,
RNA-3’lin p25 bolgesinin baz dizisi analizi sonucunda 67-70. aa.’lerde biiyiik
varyasyonlarin oldugunu ve 9 farkli varyantin bulundugunu tespit etmislerdir. Bu
bolgede belirlenen motifler; ‘ACHG’, ‘AHHG’, ‘AYHG’, ‘ALHG’, ‘AFHG’,
‘AFHR’, ‘AHYG’, ‘VLHG’ ve ‘VHHG’dir. Bu farkli tetrat varyantlarindan en
yaygmn olanlarmin ise ‘ACHG’, ‘AHHG’ ve ‘AYHG’ oldugunu bildirmislerdir.
BNYVV pozitif olan 6rneklerin 23’liniin ise 6nceden sadece Fransa, Kazakistan ve
son olarak Ingiltere’de tespit edilen P-tipi benzeri streyn oldugunu saptamislardir.
Ancak, sasirtict olan bu Orneklerin higbirinin diger iilkelerdeki P-tipi BNYVV
izolatlarinda oldugu gibi, Iran’da belirlenen P-tipi benzeri izolatlarin 5. RNA
segmetini igermemesidir. Ancak, diger P-tipi streyn olan BNYVV 6rneklerindeki
gibi Iran P-tipinin de p25 bolgesinde 67-70. aa. dizisinde ‘SYHG’ tetrat motifini
icermesi Iran’daki streynin BNYVV P tipi benzeri streyn olarak adlandirilmasina

sebep olmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Seker Pancar1 Tohumlari

Bu c¢alismada kullanilan BNYVV’ye hassas (rzl) ve dayanmikli (Rz1+R2 ve
Rz1+C48+minor genler) ticari seker pancari gesitleri Tiirkiye Seker Fabrikalar1 A. S.
Seker Enstitiisii (Ankara)’nden temin edilmistir. Cifte dayanikli ¢esitlerden ilki Rz1
(Holly dayanikliligi) ve Rz2 (B. maritima orjinli) genlerini igerirken, digeri ise C48

ve Rz1 genlerine ilave olarak mindr genleri de igermektedir.

3.1.2. Toprak Ornekleri

Ondokuz Mayis Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii'nde muhafaza
edilen BNYVYV ile bulasik 233 adet toprak ornegi bu ¢alismanin ana materyalini
olusturmustur. BNY VYV ile bulagik bu topraklar 2014 yilinda tamamlanan 110 O 188
no’lu TUBITAK projesi kapsaminda Tiirkiye'nin farkli lokasyonlarina ait seker
pancari tretim alanlarindan toplanmistir. Bu toprak 6rneklerinin temin edildigi iller

(Sekil 3.1), lokasyonlar1 ve toprak 6rnek numaralar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Karadeniz

Sekil 3.1. Calismada kullanilan toprak orneklerinin temin edildigi iller (gri renkle
gosterilmistir) 1: Edirne, 2: Kuirklareli, 3: Canakkale, 4: Bursa, 5:
Kiitahya, 6: Usak, 7: Denizli, 8: Burdur, 9: Adapazari, 10: Eskisehir, 11:
Afyon, 12: Kastamonu, 13: Cankiri, 14: Ankara, 15: Konya, 16: Corum,
17: Kurikkale, 18: Kirsehir, 19: Aksaray, 20: Nigde, 21: Samsun, 22:
Amasya, 23: Yozgat, 24: Kayseri, 25: Tokat, 26: Gaziantep, 27:
Erzincan, 28: Elaz1g, 29: Igdir.
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Cizelge 3.1. Tuzak bitki testi caligmalarinda kullanilan toprak Orneklerinin temin

edildigi il, ilge, koyler ile toprak 6rneklerine ait numaralar

Ornek

No il Iige Koy
289 ADAPAZARI Erenler Bekirpasa
290 Epgeller
291 Merkez
294 Merkez Budaklar
303 Pamukova Fevziye
Toplam 3 5
272 AFYON Bolvadin Merkez
267 Cobanlar Merkez
268 Merkez
259 Dinar Ishakl1
275 Emirdag Sigircik
274 Veysel
273 Yenikap1
248 Sandikl1 Basagac
252 Koghisar
249 Merkez
264 Suhut Merkez
Toplam 6 11
549 AKSARAY Eskil Esmekeye
564 Merkez Merkez
581 Yenikent
542 Sultanham Merkez
543 Merkez
Toplam 3 5
91 AMASYA Goyniicek Ilisu
89 Karasar
92 Senemoglu
83 Glimiighacikdy Hamamozii
77 Merkez flyaskoy
85 Kavakgayiri
84 Suluova Derekdy
76 Tasova Dortyol
82 Dortyol
75 Elmal1
81 Karabiik
80 Miilkbiikii
Toplam 5 12
617 ANKARA Ayas Mucar
620 Sinanli
624 Sinanh
629 Cubuk Gtildart1
590 Etimesgut Merkez
631 Merkez
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Cizelge 3.1. (devam)

Oll;llz)ek Il Iigce Koy

195 ANKARA Polathi Beylikkoprii

614 Beylikkoprii

196 Kiranharman

197 Kiranharman Ciftligi

194 Tozlu

625 Sereflikochisar Tiirbe

189 Temelli Bacikoy

190 Bacikdy

191 Bacikoy
Toplam 6 15

164 BURDUR Golhisar Hisarardi

165 Karamanl Kilavuzlar

168 Merkez Merkez

169 Merkez
Toplam 3 4

144 BURSA Karacabey Sazlica

141 Mustafakemalpasa Azath

148 Yenigehir Cardak
Toplam 3 3

150 CANAKKALE Biga Sarikaya
Toplam 1 1

74 CANKIRI Kizilirmak Kiyikavurgali
Toplam 1 1

66 CORUM Iskilip Yalakc¢ay1

64 Lagin Camlica

65 Camlica

68 Osmancik Givercinlik

69 Merkez

70 Merkez

71 Merkez

72 Oren

63 Sungurlu Cavuslu
Toplam 4 9

583 DENIZLI Civril Beydilli

600 Beydilli

608 Beydilli

596 Yeni
Toplam 1 4

132 EDIRNE Ipsala Balabancik

133 Ibriktepe

123 Merkez Bosna

125 Bosna

124 Karaagac
Toplam 2 5
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Cizelge 3.1. (devam)

OI’;II:Jek 1l Iige Koy
38 ELAZIG Kovancilar Yazibasi
40 Merkez Bahgekap1
44 Yedigoze
42 Yenice
45 Yiinliice
Toplam 2 5
47 ERZINCAN Merkez Merkez
49 Merkez
52 Merkez
50 Sogukoluk
Toplam 1 4
213 ESKISEHIR  Alpu Bahgecik
212 Karakamig
215 Merkez
216 Merkez
219 Merkez
217 Osmaniye
218 Osmaniye
222 Beylikova Akkoprii
221 Merkez
226 Cifteler Abbas Halim Pasa
220 Merkez
223 Merkez
224 Merkez
225 Merkez
211 Merkez Karacahoyiik
210 Karahoytik
609 Merkez
206 Muttalip
209 Yassihoyiik
199 Sivrihisar [6ren
201 [16ren
202 [16ren
203 [l6ren
Toplam 5 23
27 GAZIANTEP  ishaliye Ortiilii
26 Nurdagi Toplanmalar
Toplam 2 2
6 IGDIR Aralik Ortakdy
4 Karakoyunlu Gacer
5 Gacer
1 Tasburun
9 Tasburun
7 Zilfikar
3 Merkez Enginalan
8 Enginalan
2 Melekli

28



Cizelge 3.1. (devam)

OI’;II:Jek Il Iige Koy

22 IGDIR Tuzluca Agbey

21 Gaziler
Toplam 4 11

281 KASTAMONU Taskopri A.Cayrak

277 Ethem

278 Ethem

280 Merkez

286 Ogul
Toplam 1 5

524 KAYSERI Merkez Mahzemin

525 Mahzemin

527 Mahzemin

508 Sarioglan Merkez
Toplam 2 4

606 KIRIKKALE  Balliseyh Beyovast

594 Merkez
Toplam 1 2

134  KIRKLARELI Babaeski B.Madira

136 Tasagil

139 Liileburgaz Ahmetbey

138 Ceylan

140 Evrensekiz
Toplam 2 5

486  KIRSEHIR Kaman Hanyeri

492 Merkez Dedeli

489 Degirmenkasi

490 Ulupiar

493 Mucur Merkez
Toplam 3 5

434 KONYA Altinekin Merkez

440 Merkez

442 Merkez

372 Celtik Haciosmanoglu

373 Haciosmanoglu

368 Merkez

369 Merkez

449 Cihanbeyli Merkez

418 Cumra Giivercinlik

419 Giivercinlik

420 Giivercinlik

422 Giivercinlik

416 Fethiye

424 Karkin

426 Karkin

187 Eregli Kamigh
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Cizelge 3.1. (devam)

OI’;II:Jek 1l Iice Koy
388 KONYA Karapinar Kazanhoytigii
389 Kazanhoyiigii
386 Merkez
410 Merkez Kaginhani
431 Sazlipmar
445 Selcuklu Yazibelen
446 Yazibelen
362 Yunak Hacifakil
361 Karayayla
364 Odabas1
358 Saray
359 Saray
Toplam 9 28
238  KUTAHYA Altintas Gecek
234 Aslanapa Adakoy
585 Gediz Ilicasu
227 Merkez Bolcek
228 Ink&y
229 Ink&y
586 Simav Beciler
595 Beciler
604 Beciler
622 Beciler
602 Giimele
Toplam 5 11
182  NIGDE Bor Merkez
178 Merkez Aslama
176 Carikli
175 Degirmenli
181 Edikli
179 Karalt1
180 Ovacik
Toplam 2 7
55 SAMSUN Bafra Cetinkaya
53 Karpuzlu
94 Yagmurca
58 Havza Derekdy
60 Merkez
62 Kavak Duman
59 Vezirkoprii Adatepe
61 Y .Narli
Toplam 4 8
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Cizelge 3.1. (devam)

OI’;II:Jek Il Iice Koy
93 TOKAT Erbaa Béliicek
94 Calkara
95 Calkara
96 Calkara
99 Calkara
101 Calkara
102 Calkara
103 Calkara
104 Calkara
97 Merkez
98 Tepekisla
120 Merkez Camlibel
108 Niksar Direkli
105 Haydarbey
106 Koseoglu
112 Pazar Besevler
113 Derekdy
114 Derekdy
109 Turhal Necip
111 Tatlicak
119 Tatlicak
115 Zile Merkez
117 Yenikoy
Toplam 6 23
588 USAK Merkez Muharremsah
Toplam 1 1
312 YOZGAT Akdag Madeni  Dolak
316 Melikli
350 Bogazliyan Calapverdi
351 Calapverdi
347 Merkez
352 Merkez
308 Cekerek Sarikdy
332 Sarikaya A.Sarikaya
341 Sefaatli Merkez
337 Pasakoy
338 Pasakdy
342 Tahiroglu
353 Yenifakili Bektasli
355 Merkez
Toplam 6 14
Genel
Toplam 29 94 233
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3.1.3. Antiserum

Tez ¢alismasinda yurt i¢indeki firmadan temin edilen BNY VV’ye spesifik poliklonal

antiserum (Bioreba) kullanilmstir.

3.1.4. Mikropleytler

Tez calismasinda polystrene maddeden yapilmis olan 96 g¢ukurlu diiz ve tabanh

mikropleytler (Nunc, Danimarka) kullanilmistir.

3.1.5. Primerler

Bu tez ¢alismasinda, daha once fontek firmasi (Istanbul) tarafindan sentezlenen
BNYVV RNA-3 tarafindan kodlanan p25 proteini ve RNA-5 tarafindan kodlanan
p26 proteini gen bolgelerine spesifik forward ve reverse primerler kullanilmistir. Bu

primerler ve baz dizileri Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. RT-PCR ¢alismalarinda kullanilan primerler ve baz dizileri

Primer Niikleotit dizilimi e oA Literatiir
Adi ve bolgesi
F 29 TTAATCCAAGTACCTCGTCT

R 30 TTGAAATTGTGATAACTCTAA  RNA-3,p25  Acosta-Leal vd, 2008

BN5/F1 GTTTTTCCGCTCGCACAAGCG

BNS/RL  CGAGCCCGTAAACACCGCATA RNA-S, p26  Schirmer vd, 2005

3.1.6. Test Bitkileri

BNYVYV izolatlarinin konukgu reaksiyonlarinin tespit edilmesi amaciyla yapilan
mekaniksel inokulasyon c¢aligmalarinda, farkli familyalara ait cesitli test bitkileri

kullanilmistir. Bu test bitkileri Cizelge 3.3’de belirtilmistir.
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Cizelge 3.3. Biyolojik calismalarda kullanilan test bitkileri ve temin edildigi yerler

Botanik Adi Temin Edilen Yer
Beta vulgaris cv. Kasandra (seker pancari)
Beta maritima
Beta macrocarpa
Chenopodium quinoa
Chenopodium murale
Nicotiana benthamiana
Nicotiana rustica
N. clevelandii
Spinacia oleraceae cv. Rick zwan
Spinacia oleraceae cv. Nebraska
Patellifolia patellaris
A: Tiirkiye Seker Fabrikalart A.S. Seker Enstitiisii.
B: USDA/ARS National Center for Genetic Resources Preservation 1111 South Mason St. Fort
Collins CO 80521-4500, USA.
C: OMU, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii, Viroloji Laboratuar1 tohum stoklari

WOWwWOWWwWwww >

3.2. Yontem

3.2.1. Tuzak Bitki Testi Yontemi

Cizelge 3.1°de belirtilen toprak orneklerinin herbiri 1:1 oraninda steril kum ile
karistirilarak plastik bardaklara konulmus ve her birine 10’ar adet BNYVV’e karsi
Rz1+Rz2 ve Rz1+C48+minor genler dayaniklilik genleri iceren seker pancari
tohumlari ekilmistir. Ancak, bazi toprak 6rneklerinin bulundugu bardaklardaki seker
pancarlar1 fideleri, kullanilan tohumlar toprak kokenli funguslara karsi ilagh
olmadigindan ¢ikistan bir miiddet sonra kok ciiriikliigiinden Olmiistiir. Bazi
bardaklarda ise tiniform bitki ¢ikisi olmadigi gézlemlenmistir. Bu nedenle, genis
plastik kaplar icerisinde 1slatilmig steril kum iizerine seker pancari tohumlari
serpilerek, plastik kaplarin iistii naylon posetler ile kapatilmig ve iklim odasinda 5-6
giin siire ile inkiibe edilmistir. Bu sekilde 6n c¢imlenmesi gerceklestirilen seker
pancar fideleri, arzu edilen bitki cikiglarinin olmadigi her bir bardaga 10’ar adet

olacak sekilde kiirdan yardimi ile delikler agilarak sasirtilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Kum iizerinde 6n ¢imlendirme yapildiktan sonra bardaklara sasirtilan seker
pancari fideleri (A, B, C ve D)

Sekil 3.3. Tuzak bitki testi yontemi uygulanan seker pancari bitkilerinin genel
goriiniimleri

Bardaklar, 25°C giindiiz ve 20°C gece sicakligi kosullarini igeren iklim odasina
yerlestirilerek (Sekil 3.3) iki giinde bir sulanmis ve haftada bir kez Hoagland besin
soliisyonu (EK 4) verilmistir. Her bir bardak 8 haftalik yetistirme periyodundan
sonra hasat edilerek, bitki kokleri musluk suyunda yikanarak topraktan armdirilmigtir
(Sekil 3.4). Bu bitkilere ait simptomlar kayit edildikten sonra, bitkilerin kok bolgeleri
alimarak ELISA testi calismalarinda kullanilmak {izere her biri ayr1 torbalarda

etiketlenerek -80°C’deki derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.4. Tuzak bitkilerin hasat edilmesi (A, B ve C)

3.2.2. ELISA Testi

Tuzak bitki testi yontemine gore yetistirilen farkli bolgelere ve 2 farkli genotipe
(Rz1+Rz2 ve Rz1+C48+minor genler igeren) ait kok ornekleri BNYVV’ye spesifik
antiserum kullanilarak ELISA yontemi ile test edilmistir. Double Antibody Sandwich
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (DAS-ELISA) yontemi Clark ve Adams
(1977) ve antiserumun temin edildigi firmanin (Bioreba) agiklamalari géz Oniine

alinarak uygulanmistir.

Kaplama tampon ¢ozeltisinde (EK 3) 1: 200 oraninda sulandirilarak hazirlanan
antiserumdan 100 pl her bir mikropleyt ¢ukuruna konulmus ve 5 saat boyunca 30°C
sicakliktaki inkiibatorde birakilmistir. Daha sonra mikropleytler 3 defa yikama
tampon ¢ozeltisi (EK 3) ile yikanmustir. 1/10 oraninda 6rnek tampon ¢6zeltisi (EK 3)
ilave edilerek porselen havan igerisinde ezilen (Sekil 3.5A) seker pancar1 kokleri 100
ul olacak sekilde bu mikropleytlerin ¢ukurlarina ilave edilmistir (Sekil 3.5B). Her
ornek 2 mikropleyt cukurunda test edilmistir. Ayrica, iki ¢ukura BNYVV ile
enfekteli oldugu bilinen 6rnek (pozitif kontrol), iki cukura da saglikli ornekten

(negatif kontrol) yerlestirilmistir. Bir gece +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilen
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mikropleytler, yikama tampon ¢ozeltisi ile 3 defa yikanmistir (Sekil 3.5C). Daha
sonra konjugat tampon ¢ozeltisinde (EK 3) 1/200 oraninda sulandirilan konjugat’tan
100 ul mikropleytin her bir ¢ukuruna ilave edilip 30°C’sicakliktaki inkiibatérde 4

saat bekletilmistir.

Sekil 3.5. DAS-ELISA yo6ntemi

Tekrar yikama tampon ¢ozeltisi ile mikropleyt ¢ukurlart 3 kez yikandiktan
sonra substrat tampon ¢ozeltisi (EK 3) igerisinde 1 gr/ml olacak sekilde hazirlanan
substrattan (p-nitrofenil fosfat, Sigma) mikropleyt ¢ukurlarina 100’er pl ilave
edilmistir. Mikropleytler substrat inkiibasyonu i¢in oda sicakliginda toplam 120
dakika inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.5D). ELISA absorbans degerlerine ait
sonuglar ELISA mikropleyt okuyucusunda (Tecan Spectra 1) 405 nm dalga
boyunda, substrat ilavesinden 60 dk sonra 1. okuma ve 120 dk sonra 2. okuma
alinmasiyla elde edilmistir. Negatif kontrollerin absorbans degerlerinden 3 kat1 ve

daha fazla deger veren 6rnekler pozitif olarak degerlendirilmistir (Liu vd, 2005).

3.2.3. Molekiiler Calismalar

3.2.3.1. BNYVYV lzolatlarinin Secimi

Cografik orjinleri ve icerdigi izolatin farkli genotiplerde (rz1, Rz1+Rz2 ve
RzI1+C48+minor genler igeren) enfeksiyon olusturma durumu goéz Oniine alinarak
toplam 19 adet BNYVV ile bulasik toprak ornegi segilmistir. Toprak orneklerinin
orjinleri, igcerdikleri BNYVV izolatlarimin farkli genotiplerde enfeksiyon olusturma
durumlar ile bu izolatlarin elde edildigi genotipler Cizelge 3.4’de verilmistir. RNA
ekstraksiyon calismalarinda taze bitkiye ihtiya¢ duyuldugundan, oncelikle, secilen
toprak orneklerinde Yontem 3.2.1°de belirtildigi sekilde farkli genotipe ait seker
pancarlar1 6 hafta siire ile yetistirilmistir. Daha sonra bu bitkilerin kokleri RNA

ekstraksiyonu galismasinda kullanilmigtir.
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Cizelge 3.4. Molekiiler caligmalarda kullanilan toprak oOrneklerinin orjinleri,
icerdikleri BNYVV izolatlarinin farkli genotiplerde enfeksiyon
olusturma durumlari ile bu izolatlarin elde edildigi genotipler

Ornek Orjin Farkli Genotiplerde Enfeksiyon Olusturma  izole Edildigi
No Durumu Genotip
2 Merkez/Igdir rz1 (1), Rz1+Rz2 (2), RzI+C48+mindor genler (3) 1,2,3
45 Merkez/Elazig rz1, Rz1+Rz2, RzI1+C48+minor genler 1,2,3
210 Merkez/Eskisehir rz1, Rz1+Rz2, RzI1+C48+mindr genler 1,2,3
281 Taskoprii/Kastamonu rz1, Rz1+Rz2, RzI1+C48+mindr genler 1,2,3
312 Akdag Made./Yozgat rz1, Rz1+Rz2, RzI1+C48+mindr genler 1,2,3
359 | Yunak/Konya rz1, Rz1+Rz2, RzI+C48+minor genler 1,2,3
386 Karapimar/Konya rzl, Rz1+Rz2 1,2
418 Cumra/Konya rz1, Rz1+Rz2, RzI1+C48+mindr genler 1,2,3
604 Simav/Kiitahya rz1, Rz1+Rz2, RzI1+C48+minor genler 1,2,3
614 Polatli/Ankara rz1, Rz1+Rz2, RzI1+C48+minor genler 1,2,3
44 Merkez/Elaz1g rzl 1
133 | ipsala/Edirne rzl 1
134 Babaeski/Kirklareli rzl 1
136 Babaeski/Kirklareli rzl 1
141 | Mustafakemalpasa/Bursa rzl 1
164 Golhisar/Burdur rzl 1
175 | Merkez/Nigde rzl 1
259 Dinar/Afyonkarahisar rzl 1
431 | Merkez/Konya rzl 1

3.2.3.2. RNA Ekstraksiyonu

Toplam 38 adet ornekten toplam RNA’lar RNeasy ekstraksiyon kiti (Qiagen)
kullanilarak, kit protokoliine gore asagidaki sekilde ekstrakte edilmistir. BNYVV ile
enfekteli ve saglikli seker pancar1 koklerinden 0.1 gr alinarak steril havan ve havan
eli yardimiyla sivi nitrojen igerisinde toz haline gelinceye kadar ezilmistir. Daha
sonra bu Orneklerin lizerine 600 pul RLT buffer ve 6 ul B-mercaptoethanol ilave
edilerek vorteks ile karistirildiktan sonra, iizerine leylak rengi kolon yerlestirilen
Eppendorf tiiplere transfer edilmistir. Bu karisim 13.000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edilip, santrifiij sonrasi Ustte kalan slipernatant kisim alinarak temiz tiipe
aktarilmistir. Uzerine 260 pl EtOH (%96-100) ilave edildikten sonra pembe
kolonlarin bulundugu Eppendorf tiiplere karisim nakledilmistir. Tipler tekrar 15
saniye 10.000 rpm’de santrifiij edilerek tiipe gecen siipernatant dokiildiikten sonra,
ayni kolona 700 ul RWI buffer ilavesi yapilarak 15 saniye 10.000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Tekrar tiipe gecen sivi kisim atilarak pembe kolon yeni Eppendorf tiipe
yerlestirilmis ve kolon iizerine 500 pul RPE buffer ilave edildikten sonra 10.000
rpm’de 15 saniye santrifiij edilmistir. Slipernatantin tiipten uzaklastirilmasindan

sonra, ayni kolon ayni tiipe yerlestirilerek tekrar 500 ul RPE buffer ilave edilerek ve
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10.000 rpm 2 dakika siire ile santrifiij edilmistir. Son olarak, bu kolonlart 1.5 ml’lik
Eppendorf tiiplere transfer ettikten sonra, kolon ftizerine 30 ul RNase enzimi
icermeyen su ilave edilerek tiipler -80°C’deki derin dondurucu igerisinde molekiiler

caligmalar yapilincaya kadar muhafaza edilmistir.

3.2.3.3. RT-PCR Yontemi ile P25 Proteininin Cogaltim

BNYVV’nin patojenitesinde etkin olan ve RNA-3 tarafindan kodlanan p25
proteinine ait bolgenin ¢ogaltilmasinda Acosta-Leal vd (2008)’nin belirttikleri F29
(5-TTAATCCAAGTACCTCGTCT-3) ve R30 (5
TTGAAATTGTGATAACTCTAA-3") primerleri kullanilmistir. Bu ¢alismada RT-

PCR ¢aligmalari tek ve iki agsamali olarak gergeklestirilmistir.
Tek Asamali RT-PCR

Tek asamali RT-PCR, Superscript | One-Step RT-PCR System with Platinium
Taq DNA Polymerase kiti (Invitrogen) protokolleri takip edilerek uygulanmistir. RT-
PCR reaksiyonu, 3 pl total RNA, 25 pl 2X reaction mix, her bir primerden 1 pl (10
um) ve 1 pl enzimden (RT/Platinium Tag mix) olusturulmustur. Toplam reaksiyon
hacmi RNase i¢cermeyen su ile 50 pl’ye tamamlanmistir. Bu kit ile gerceklestirilen
amplifikasyonlar 50°C’de 30 dk, 94°C’de 2 dk, 35 dongii olacak sekilde 94°C’de 15
sn, 50°C’de 30 sn ve 72°C’de 1 dk ve 1 dongii 72°C’de 7 dk ile tamamlanmustir.

iki Asamali RT-PCR

Bu caligmada, RT basamaginda Omniscript Reverse Transcription kit (Qiagen)
kullanilmig (Acosta-Leal vd, 2008) ve kit protokolii takip edilerek ¢aligmalar
gergeklestirilmistir. Ik olarak steril Eppendorf tiipiine 2 pl RNA ilave edilerek
65°C’de 5 dk su banyosunda inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra, tiipler buz
igerisinde kisa bir siire bekletilmistir. Takiben RNA fiizerine, 1 pul 10X Buffer RT, 2
pl 5 mM dNTP, 2 pl 10 mM reverse primer (R30), 1 pul RNase inhibitor (10 U/ul), 1
pl Omniscript RT Enzimi ve 10 ul RNase-free su ilave edilerek karigmalari
saglanmis ve sonrasinda 37°C’de 1 saat PCR Thermocycler’da inkiibasyona

birakilmustir.

PCR c¢alismalarinda 3°—5’ eksoniikleaz (proofreading) aktivitesine sahip DNA
polimeraz enzimini igeren kit kullanilmistir. Bu enzimin tercih edilme sebebi Taq

polimeraz enzimine gore PCR islemi sirasinda daha diisiik hata oranina sahip
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olmasidir. PCR asamasi, Thermo Scientific firmasmin (Q5 High-Fidelity DNA
Polymerase) enzimi kullanilarak gergeklestirilmistir ve PCR reaksiyonu; 10 pl Q5
Buffer, 1 ul 10 mM dNTPs, her bir primerden (10 uM) 2.5 ul, 2 ul cDNA ve 0.5 ul
enzimden (Q5 DNA polymerase) olusturulmustur. Toplam reaksiyon hacmi RNase
icermeyen su ile 50 ul’ye tamamlanmistir. Amplifikasyonlar thermocycler’de, 35
dongii olacak sekilde 98°C’de 30 sn baslangic denatiirasyon basamagindan sonra,
98°C’de 10 sn, 54°C’de 30 sn, 72°C’de 45 sn ve 1 dongii 72°C’de 2 dakika ile

tamamlanmustir.

3.2.3.4. RT-PCR Yontemi ile P26 Proteininin Cogaltimi

Molekiiler c¢aligmalar i¢in secilen ve farkli genotiplerde dayaniklilik kiran 10
BNYVYV izolatinda BNYVV RNA-5’inin bulunma durumu arastirilmistir (Cizelge
3.4). BNYVV’nin patojenitesinde etkin olan RNA-5 tarafindan kodlanan p26 protein
genine ait bolgenin ¢ogaltilmasinda RT-PCR yontemi kullanilmistir. Calismada
kullanilan primerler BN5/F1 (5-GTTTTTCCGCTCGCACAAGCG-3) ve BN5/R1
(5-CGAGCCCGTAAACACCGCATA-3) (Schirmer vd, 2005) lontek (Istanbul)
firmas1 tarafindan sentezlenmistir. Tek asamali RT-PCR, Superscript 111 One-Step
RT-PCR System with Platinium Tag DNA Polymerase kiti (Invitrogen) protokolleri
takip edilerek uygulanmistir. Reaksiyon 12.5 pl 2X Reaksiyon karigimi, her bir
primerden 0.5 pl (son konsantrasyon: 10 uM), 1 ul Superscript III RT/Platinium Taq
Mix ve 1 ul RNA’dan olusmustur. Toplam reaksiyon hacmi RNase ve DNase
icermeyen su ile 25 pl’ye tamamlanmistir. Amplifikasyonlar Bio-Rad MJ Mini PCR
Thermocycler’da, 55°C’de 30 dk, 94°C’de 2 dk, 40 dongii olacak sekilde 94°C’de 15
sn, 59°C’de 30 sn ve 68°C’de 1 dk ve 1 dongii 68°C’de 5 dk ile tamamlanmustir.

3.2.3.5. Agaroz Jel Elektroforez Yontemi

PCR sonrasi olusan DNA fragmentlerinin analizi edilmesi amaciyla %1’lik agaroz
jel kullanilmistir. 0.1 g agaroz (Merck, Almanya) 100 ml’lik 1 X TBE tampon
¢oOzeltisi (89 mM Tris, 89 mM Borik asit ve 2 mM EDTA) igerisinde karistirildiktan
sonra mikro dalga firin igerisinde erimesi saglanmistir. Karisim 1lidiktan sonra
icerisine 5 pl (10 mg/ml) ethidium bromiir ilave edilerek jel yatay elektroforez
tabagina dokiilmiistiir (Sekil 3.6). Jel tamamen katilastiktan sonra icerisinde 1 X TBE

tampon ¢ozeltisi bulunan elektroforez cihazinin tankina yerlestirilmistir (Sekil 3.6).
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PCR tiipleri icerisindeki DNA 6rneklerinden 8 pl alinarak 2 pl yiikkleme tamponu ile
karistirlarak jeldeki hiicrelere yerlestirilmistir. ilk hiicreye bantlarn molekiiler
blytikliginii belirlemek i¢in 7 pl markdér konulduktan sonra, diger hiicrelere
ornekler yerlestirilerek 90 mA siirekli akimda 1 saat siire ile elektroforeze tabi
tutulmustur. Jeldeki PCR fragmentleri jel goriintiileme cihazinda (Biorad) incelenmis

ve jelde olusan bantlarin goriintiileri fotograflanmistir.

Sekil 3.6. Agaroz jelin hazirlanmasi

3.2.3.6. Jelden PCR Uriinlerinin Ekstraksiyonu

Bu ¢aligmada bir 6rnekte (614 no’lu) jelden p25 genine spesifik PCR iiriinii Qiagen
Gel Extraction Kit protokolii takip edilerek izole edilmistir. Ilk olarak jel iizerindeki
bantlar UV jel goriintiilleme cihazi iizerinde steril bir bistirii yardimiyla kesilip
mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir. Daha sonra firmanin acgiklamalar1 dikkate

aliarak PCR iiriinti asagidaki basamaklar izlenerek saflastirilmistir.
1) Eppendorf tiipiin agirligi hassas terazi ile tartilmistir.

2) Kesilen jel parcasi Eppendorf tiip icerisine konularak tartim islemi
gergeklestirilmistir. Tiipiin darasi ¢ikarildiktan sonra elde edilen miktarin 3 kat1 kadar

(1: 3 oraninda) buffer QG ilave edilemistir.

3) Jel tamamen ¢oziilinceye kadar 50°C’deki su banyosunda 10 dakika

inkiibasyona tabi tutulmustur.
4) Jel tamamen ¢ozildiikten sonra karisimin renginin sariligi kontrol edilmistir.

5) Jelin agirligi kadar isoproponal ilave edilerek koleksiyon tiipline yerlestirilmis

kolona 6rnek aktarilmigtir. Daha sonra 1 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir.
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6) Tiipiin icerisindeki sivi bosaltilarak ayni tiipe kolon tekrar yerlestirilmistir.
Kolona 500 pl buffer QG ilave edilerek 13.000 rpm’de 1 dakika siire ile santrifiij

edilmistir.

7) Sonra kolonun altindaki tiipe dolan sivi kisim dokiilerek, kolon tekrar
koleksiyon tiipii lizerine yerlestirilerek kolona 750 pl buffer PE ilave edilmistir. 2-3
dakika beklendikten sonra 1 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

8) Tiipe gegen s1vi tekrar dokiildiikten sonra bos kolon 13.000 rpm’de 1 dakika

stire ile tekrar santrifiij islemine tabi tutulmustur.

9) Son olarak 1.5 ml’lik steril Eppendorf tiip {izerine yerlestirilen kolona 40 pl
RNase enzimi icermeyen su ilave edilerek 1 dakika 13.000 rpm’de santrifiij

gerceklestirilmistir.

Elde edilen 6rnek sekans analizi yapilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.

3.2.3.7. BNYVV lzolatlarinin P25 Genine Ait Bolgenin Niikleotit Dizilerinin
Elde Edilmesi

Farkli seker pancar1 genotiplerinden (rzl, Rz1+Rz2 ve RzI+C48+mindr genleri
iceren) elde edilen toplam 19 BNYVV izolatinin p25 proteinine ait PCR firiinlerinin
direkt sekans analizleri; 40 pl PCR {iriinii ve p25 proteinine spesifik primerler (10
pmol/ pl) kullanilarak Sanger metodu ile Genoks ve BM firmalar1 (Ankara)
tarafindan yapilmistir. Sekans analizi sonrasinda ‘Codon Code Aligner’ programi
kullanilarak BNYVYV izolatlarina ait her iki yonde (forward ve reverse) elde edilen
ham sekans verileri hizalanmig, diizgiin okunan kisimlar alinarak konsensus diziler
elde edilmistir. Daha sonra, p25 bolgesinin aa. dizileri elde edilerek, patojenitede

etkili oldugu bilinen 67.-70. pozisyondaki tetrat motifleri belirlenmistir.

3.2.3.8. BNYVV lzolatlarimin P25 Genine Gore Filogenetik iliskilerinin

Arastirilmasi

Dayaniklilik kiran ve kirmayan BNYVV izolatlarinin p25 bolgesine ait konsensus
dizileri ile GenBankas1 (NCBI: National Center for Biotechnology Information)

internet kaynagindan (www.ncbi.nlm.nih.gov) indirilen BNYVV streynlerine ait

niikleotit dizileri Clustal W (Thompson vd, 1994) programi kullanilarak ¢oklu dizi
hizalamas1 yapilmistir. Daha sonra, Mega 7 yaziliminda (Kumar vd, 2016) yer alan
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Tamura-Nei modeli (Tamura ve Nei, 1993) kullanilarak izolatlarin genetik
uzakliklar1 belirlenmis ve Maximum Likelihood (ML) algoritmasina gore
(Felsenstein, 1981) filogenetik agag¢ olusturulmustur. Filogenetik analizde 25 farkli
BNYVYV izolatina ait sekans verileri kullanilmis ve 660 niikleotit pozisyonu analizde

kullanilmistir. Bootstrap degeri olarak 1000 alinmistir.

3.2.4. Biyolojik Calismalar

Calismanin bu kisminda, farkli genotiplerde (rzl, Rz1+Rz2 ve RzI+C48+mindr
genler) dayaniklilik kiran BNYVYV izolatlarinin Cizelge 3.3°de belirtilen farkli bitki
tiirlerinde meydana getirdigi reaksiyonlara gore izolatlar arasinda biyolojik olarak
farklilik olup olmadigi incelenmistir. Biyolojik calismalar icin segilen BNYVV
izolatlarinin orjinleri, rzl genotipinde belirlenen tetrat motifleri ve dayaniklilig

kirdig1 genler Cizelge 3.5°de verilmistir.

Cizelge 3.5. Biyolojik ¢alismalar igin secgilen BNYVV izolatlarinin orjinleri ve
patojenik ozellikleri

rzl

Ornek . . Genotipinde  Dayamkliigin
No 212, Orjin Belirlsnen Kll‘l}l,dlgl Gergnler
Tetrat Motif

40 ELZG-40 Bahg¢ekapi/Merkez/Elaz1g ALHG R71

542 AKSY-542 Sultanhani/Aksaray D-HG/-DHG
Rz1,

386 KNY A-386 Merkez/Karapinar/Konya AHHG R714R72
Rz1+Rz2,

525 KYSR-525 Mahzemin/Merkez/Kayseri AHHG Rz1+C48+mingor
genler

604 KTHY-604 Beciler/Simav/Kiitahya AHHG

210 ESKR-210 Karahdyiik/Merkez/Eskigehir ACHG Rz1,

312 YZGT-312 Dolak/Akdag Madeni/Y ozgat AYHG* Rz1+Rz2,

281 KAST-281 A.Cayircik/TaskoprivKastamonu AHHG Rz1+C48+mingor

418 KNYA-418  Giivercinlik/Cumra/Konya D-HG/-DHG  genler

614 ANKR-614 Beylikkdprii/Polatli/Ankara AHHG

*Bu 6rnekte belirlenen tetrat motif Rz1+Rz2 genotipindeki bitkilerden elde edilmistir

Bu amagla, test bitkilerinin tohumlar1 torf iceren plastik kaplara ekilmistir
(Sekil 3.7). Bitkiler uygun inokulasyon donemine geldiginde, torf dolu plastik
bardaklara sasirtilarak, 25°C*de iklim odasinda inkiibe edilmistir (Sekil 3.8). Fungal
hastalik ve bocek zararlarindan korumak i¢in bitkiler rutin olarak kontrol edilmis,

zaman zaman yaprak biti ve beyaz sineklere karsi ilaglama yapilmustir.
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Sekil 3.8. Plastik bardaklara sasirtilan farkli indikator bitkilerin genel gériintimleri

Segilen BNYVV izolatlarint igeren toprak Orneklerinde yontem 3.2.1°de
aciklandigr gibi tuzak bitki testi yontemine gére BNYVV’ye hassas seker pancarlari
(cv. Kasandra) yetistirilmistir. Bu enfekteli bitkilerden alinan kok ornekleri, 1gr kok
ornegi/5 ml tampon ¢ozelti olacak sekilde steril havanda homojenize edilmistir (Sekil
3.9A). Tampon ¢ozelti olarak %1 oraninda 2-mercaptoethanol igeren 0.1 M fosfat
tampon ¢ozeltisi (pH: 7.0) kullanilmistir (Tamada ve Baba, 1973; Liu vd, 2005).
Elde edilen enfekteli bitki 6zsulari, 400 mesh’lik karborandum tozu ile tozlanmig
(Sekil 3.9B) ve Cizelge 3.3°de verilen test bitkilerinin yapraklarina inokule edilmistir
(Sekil 3.9C). Inokule edilen bitkilerin yapraklart musluk suyu altinda yikanmis (Sekil
3.9D) ve daha sonra bitkiler iklim odasina yerlestirilmigtir. Her bir uygulama igin 1
adet kontrol bitki birakilmis ve bu bitkiler sadece tampon ¢ozelti ile inokule
edilmigtir. Bitkilerde olusan simptomlar rutin olarak 1 ay boyunca izlenmis ve bu
siirede olusan simptomlar kayit edilmistir. Simptomlu ve simptomsuz tiim bitkiler,

belirtilerin BNYVV enfeksiyonundan kaynaklandigini teyit etmek ve de bu bitkilerde
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olusabilecek latent enfeksiyonlar agisindan incelenmek amaciyla yontem 3.2.2°de

belirtildigi gibi ELISA yontemiyle test edilmistir.

Sekil 3.9. Indikator bitkilere BNYVV izolatlarimin mekaniksel inokulasyon
asamalar1 (A, B, C ve D)
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bulgular

4.1.1. Tiirkiye Seker Pancar1 Uretim Alanlarinda Dayamkhhk Kirict BNYVV

Varyantlarinin Arastirilmasi ve Yayginlik Durumlarimin Belirlenmesi

Bu ¢alismada, daha 6nce yiiriitiilen bir ¢alisma ile BNY VYV bulasik oldugu bilinen 29
ile ait 233 adet toprak ornekleri kullanilmistir. Rz1+Rz2 genlerini igeren cgesit ile
yiriitiilen denemede 233 toprak Orneginin tamami kullanilmasina ragmen,
Rz1+C48+mindr genler igeren seker pancari gesidi ile yiiriitilen denemede ise 27
ornege ait yeterli toprak numunesi bulunmadigindan ¢aligmalara dahil edilememis ve
incelenen Ornek sayisi 206 ile sinirli kalmistir. Sonug olarak, 233 farkli toprak

orneginde Rz1+Rz2, 206 toprak orneginde ise Rz1+C48+minor genler igeren seker

pancart ¢esitleri tuzak bitki testi yontemine gore sekiz hafta siire ile yetistirilmistir
(Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Tuzak bitki testi yontemine gore iklim odasinda yetistirilen seker pancari
bitkilerinin genel goriiniimii

Tuzak bitki testi sonucunda elde edilen her iki genotipe ait kok orneklerinin

tamami1 BNYVV’ye spesifik antiserum kullanilarak ELISA ile test edilmistir. Tuzak

bitki testi yontemine gore yetistirilen bitkilere ait ortalama bitki ve kok agirliklar ile

bu bitkilerde kayit edilen makroskobik gozlemler ve elde edilen ELISA absorbans

degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Rz1+Rz2 ve Rz1+C48+mindr genler igeren seker pancari ¢esitleri kullanilarak gergeklestirilen tuzak bitki testi sonucunda yetistirilen
bitkilere ait ortalama bitki ve kok agirliklari, masroskobik gozlem sonuglari ve ELISA absorbans degerleri

Rz1+Rz2 Rz1+C48+minor genler
. . Ornek Bitki Kok . ELISA Bitki Kok - ELISA
1 LG No Agirhin  Agrhgn MaKroskobik o orbans | Agirhgn  Agirhg  MaKroskobik o bans
Gozlem .. Gozlem <.
(@) (@) degeri (9) (9) degeri
Erenler 289 0.449 0.047 YD 0.706 (+) 1.991 0.159 N 0.109 ()
290 0.716 0.043 HK, KC 3.691 (+) 1.448 0.089 N 0.157 ()
ADAPAZARI 291 0.781 0.138 N 0.230 (-) 1.028 0.042 N 0.091 (-)
Merkez 294 0.489 0.035 N 3.436 (+) TE TE TE TE
Pamukova 303 0.298 0.026 HK 2.643 (+) 1.135 0.072 N 0.122 ()
Toplam 3 5 4* (%80) 0* (%0)
Bolvadin 272 0.548 0.052 N 0.120 (-) 0.868 0.073 N 0.111 ()
Cobanlar 267 0.141 0.022 HK, KC 1.137 (+) TE TE TE TE
268 0.365 0.041 N 3.547 (+) TE TE TE TE
Dinar 259 0.226 0.026 HK 0.334 (-) 0.819 0.018 N 0.089 (-)
Emirdag 275 0.507 0.070 HK 1.731 (+) 1.765 0.097 N 0.105 (-)
AFYON 274 0.191 0.030 N 0.266 (-) TE TE TE TE
273 0.340 0.075 N 0.169 (-) 1.694 0.064 N 0.097 (-)
Sandikl 248 0.338 0.047 KC 2.158 (+) 1.323 0.169 N 0.102 (-)
252 0.221 0.029 HK 2.155 (+) 1.643 0.078 HK 0.172 (-)
249 0.241 0.049 HK 2.637 (+) 2.489 0.134 KC 0.112 (-)
Suhut 264 0.458 0.072 N 0.163 (-) 1.977 0.091 HK 0.090 (-)
Toplam 6 11 6 (%054.5) 0 (%0)
Eskil 549 0.405 0.027 N 0.116 (-) 1.100 0.122 N 0.121 (-)
Merkez 564 0.382 0.050 N 0.339 () 0.682 0.021 N 0.113 (-)
AKSARAY 581 0.257 0.037 N 2.871 (+) 2.104 0.185 N 0.136 (-)
Sultanhani 542 0.542 0.086 N 0.201 (-) 1.448 0.123 N 0.197 (-)
543 0.374 0.087 N 0.213 (-) 1.356 0.155 N 0.109 (-)
Toplam 3 5 1 (%20) 0 (%0)
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Cizelge 4.1. (devam)

Rz1+Rz2 Rz1+C48+minor genler
. . Ornek | Bitki Kok : ELISA Bitki Kok . ELISA
L 182 No Agirhgr  Agirhg by akEOSKObI k absorbans Agirhgr  Agirhg: i ak[os kobik absorbans
Gozlem .. Gozlem o
(9) (9 degeri (9 9 degeri
Goyniicek 91 0.294 0.030 N 0.385 (-) 1.324 0.128 N 0.103 ()
89 0.288 0.039 N 0.169 (-) 1.331 0.108 N 0.111 ()
92 0.251 0.060 HK 3.576 (+) 1.102 0.285 N 0.106 (-)
Giimiishaciky 83 0.693 0.135 N 0.134 () 2.880 0.494 N 0.092 (-)
Merkez 77 0.222 0.032 N 0.200 (-) 1.592 0.086 N 0.137 ()
85 0.467 0.080 N 0.203 () 1.221 0.362 HK 0.091 ()
AMASYA Suluova 84 1246  0.039 N 0.128 () TE TE TE TE
Tasova 76 0.324 0.056 HK 2.131 (+) 1551 0.114 N 0.156 (-)
82 0.233 0.033 N 0.234 (-) 2.910 0.160 N 0.115 ()
75 0.256 0.027 HK 3.625 (+) 1.283 0.142 N 0.056 (-)
81 0.200 0.021 NL, K 2.377 (+) 1.302 0.038 HK, KC 1.188 (+)
80 0.414 0.088 N 0.200 (-) 1.709 0.064 N 0.114 (-)
Toplam 5 12 4 (%33.3) 1(%09.1)
Ayas 617 0.167 0.011 KC 3.700 (+) 1.061 0.046 HK, KC 1.116 (+)
620 0.182 0.026 K, KC 1.212 (+) 1.996 0.225 YD 3.570 (+)
ANKARA 624 0.148 0.013 K, KC 2.156 (+) 1.341 0.124 N 0.141 (-)
Cubuk 629 0.158 0.034 HK 0.774 (+) 0.866 0.105 N 0.111 ()
Etimesgut 590 0.335 0.031 N 3.542 (+) TE TE TE TE
631 0.318 0.018 BC 0.201 (-) 1.137 0.250 BC 0.237 (-)
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Cizelge 4.1. (devam)

Rz1+Rz2 Rz1+C48+minor genler
. . Ornek Bitki Kok . ELISA Bitki Kok . ELISA
1l Tige No Agirhgit  Agirhg: M aGk EOfkobl X absorbans | Agirhgr  Agirh@ M alétof Bl absorbans
@ () orem degeri ) @ orem degeri
Polath 195 0.398 0.081 N 0.201 () 0.370 0.106 N 0.239 ()
614 0.409 0.077 HK 2.797 (+) 2.673 0.128 N 1.610 (+)
196 0.262 0.039 HK, KC 1.942 (+) 2.445 0.256 BC 0.106 (-)
197 0.470 0.068 K 2.597 (+) 1.790 0.091 N 0.139 ()
ANKARA 194 0.271 0.049 KC 2.817 (+) 2.314 0.047 N 0.087 (-)
Sereflikoghisar 625 0.587 0.054 N 0.180 (-) 1.685 0.048 N 0.115 ()
Temelli 189 0.271 0.044 HK 0.203 (-) 1.711 0.084 N 0.091 ()
190 0.290 0.039 HK 3.296 (+) 1.160 0.199 N 0.105 ()
191 0.140 0.017 HK 0.446 (-) 0.143 0.041 N 0.100 (-)
Toplam 6 15 10 (%66.7) 3 (%21.4)
Golhisar 164 0.304 0.039 N 0.192 (-) 3.183 0.127 N 0.097 (-)
BURDUR Karamanl 165 0.235 0.040 N 2.388 (+) 0.859 0.117 N 0.126 (-)
Merkez 168 0.328 0.028 N 0.261 (-) 1.042 0.039 N 0.100 (-)
169 0.311 0.045 HK 0.147 (-) TE TE TE TE
Toplam 3 4 1 (%25) 0 (%0)
Karacabey 144 0.287 0.076 HK 2474 (+) 0.942 0.026 HK 0.111 (-)
BURSA M.Kemalpasa 141 0.367 0.036 SY 0.240 () 1.404 0.056 sY 0.098 ()
Y enisehir 148 0.167 0.029 HK 3.041 (4) 1.182 0.091 sY 0.110 (-)
Toplam 3 3 2 (%66.7) 0 (%0)
CANAKKALE Biga 150 0.342 0.035 N 0.397 () TE TE TE TE
Toplam 1 1 0 (%0) TE
CANKIRI Kizilirmak 74 0.282 0.028 BC 0.500 (-) 1.810 0.130 N 0.120 (-)
Toplam 1 1 0 (%0) 0 (%0)
Iskilp 66 0.303 0.025 N 0.372 (-) 1.436 0.084 N 0.120 ()
CORUM Lagin 64 0.425 0.066 HK 0.903 (+) 1.181 0.156 N 0.112 ()
65 0.402 0.067 KC 3.577 (+) 1.235 0.274 N 0.117 (9
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Cizelge 4.1. (devam)

Rz1+Rz2 Rz1+C48+minor genler
. . Ornek Bitki Kok . ELISA Bitki Kok . ELISA
1 Tige No Agirhgit  Agirhg: M akEOSKObI X absorbans | Agirhgr  Agirh@ M ak[os Bl absorbans
Gozlem .. Gozlem <.
(9) (9 degeri (9 9 degeri
Osmancik 68 0.249 0.037 HK, KC 3.288 (+) 0.846 0.043 HK 0.116 (-)
69 0.162 0.006 N 0.126 (-) 1.831 0.120 N 0.121 ()
CORUM 70 1.780 0.043 HK 0.462 (+) 1.214 0.196 N 0.123 ()
71 0.218 0.034 HK 1.551 (+) 1.440 0.121 N 0.111 (-)
72 0.156 0.018 HK 0.635 (+) 3.054 0.209 N 0.098 (-)
Sungurlu 63 0.288 0.032 N 0.419 (-) 2.162 0.091 N 0.097 ()
Toplam 4 9 6 (%66.7) 0 (%0)
Civril 583 0.347 0.048 HK, KC 1.652 (+) TE TE TE TE
DENIZLi 600 0.440 0.079 N 0.125 (-) 1.404 0.068 N 0.098 (-)
608 0.684 0.125 BC 1.068 (+) 1.635 0.107 N 0.124 (-)
596 0.133 0.022 HK 0.406 (-) TE TE TE TE
Toplam 1 4 2 (%50) 0 (%0)
Ipsala 132 0.262 0.031 HK 1.933 (+) 0.098 0.010 BC 0.250 (-)
133 0.337 0.047 N 0.215 (-) 2.265 0.114 N 0.116 (-)
EDIRNE Merkez 123 0.243 0.026 HK, KC 3.434 (+) 1.046 0.148 N 0.267 (-)
125 0.161 0.026 KC 2.148 (+) 1.057 0.141 HK, KC 3.411 (+)
124 0.145 0.021 HK 3.568 (+) 2.391 0.126 N 0.129 ()
Toplam 2 5 4 (%80) 1 (%20)
Kovancilar 38 0.231 0.042 N 0.157 () 1.562 0.043 N 0.092 ()
Merkez 40 0.237 0.048 HK 0.168 (-) 1.105 0.039 HK 0.100 (-)
ELAZIG 44 0.167 0.026 N 0.266 (-) 1.297 0.034 N 0.102 (-)
42 0.113 0.014 N 0.125 (-) 2.397 0.157 N 0.106 (-)
45 0.167 0.036 HK, KC 1.664 (+) 1.599 0.164 HK, KC 0.996 (+)
Toplam 2 5 1 (%20) 1 (%20)
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Cizelge 4.1. (devam)

Rz1+Rz2 Rz1+C48+mindgr genler
. . Ornek  Bitki Kok . ELISA | Bitki Kok : ELISA
L 182 No Agirhgr  Agirhg by akEOSKObI k absorbans | Agirhg  Agirhg: by akKOSkObI < absorbans
Gozlem .. Gozlem o,
(9) (9 degeri (9) (9 degeri
Merkez 47 0.135 0.027 BC, HK 0.686 () | 3.980 0.331 N 0.559 (+)
. 49 0.257 0.042 HK 1700 (+) | 1.704 0.112 N 0.290 (-)
ERZINCAN 52 0384  0.063 K 1661(+) | 1628  0.100 HK 0.578 (+)
50 0.162 0.028 HK 2241 (+) | 1240 0.052 N 0.355 (+)
Toplam 1 4 4 (%100) 3 (%75)
Alpu 213 0.282 0.046 HK, BC 1723(+) | 1233 0.030 N 0.313 (+)
212 0.256 0.056 N 0.214 () TE TE TE TE
215 0.275 0.024 N 0.243 (-) 1.662 0.055 N 0.124 (-)
216 0.170 0.023 HK 3.476 (+) 0.991 0.017 HK 0.091 ()
219 1.109 0.073 N 0.481 (+) 2.459 0.200 N 0.103 ()
217 0.226 0.023 BC 0.578 (+) 0.937 0.044 HK 0.398 (+)
218 0.490 0.052 HK, KC 3.261 (+) 1.606 0.048 N 0.092 (-)
Beylikova 222 0.334 0.043 N 0.192 (-) 1.223 0.030 N 0.095 (-)
221 0.810 0.137 N 0.155 (-) 2.348 0.269 N 0.132 ()
ESKISEHIR  Cifteler 226 0.387 0.107 BC 0222() | 0310 0.017 BC 0.093 (-)
220 1.004 0.125 N 0.256 (-) 1.132 0.149 N 0.100 (-)
223 0.442 0.177 HK 3680 (+) | 1.549 0.149 KC 0.105 (-)
224 0.316 0.057 N 0.205 (-) 0.805 0.047 N 0.098 (-)
225 0.325 0.029 KC 0.645 (+) 1.479 0.170 N 0.130 (-)
Merkez 211 0.703 0.071 HK 1.729 (+) 0.937 0.230 HK, KC 0.715 (+)
210 0.263 0.041 K 2.848 (+) 3.009 0.178 HK 0.853 (+)
609 0.288 0.029 HK, KC 1.675 (+) 0.827 0.068 BC 0.099 (-)
206 0.186 0.021 N 0.188 (-) TE TE TE TE
209 0.127 0.028 HK 0.162 (-) 1.079 0.114 N 0.108 (-)
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Cizelge 4.1. (devam)

Rz1+Rz2 Rz1+C48+minor genler
. . Ornek Bitki Kok . ELISA Bitki Kok . ELISA
L e No Agirhgr  Agirhg by akEOSKObI k absorbans | Agirhg  Agirhg: by akKOSkObI < absorbans
Gozlem .. Gozlem o,

(9) (9 degeri 9 (9 degeri
Sivrihisar 199 0.246 0.044 N 0.260 () 1.302 0.105 N 0.120 ()
N 201 0.386 0.075 HK 3.486(+) | 1.302 0.211 KC 0.100 (-)
ESKISEHIR 202 0509  0.097 N 0176 () | 1938 0133 N 0.115 ()
203 0.293 0.038 N 0.134 (-) 0.848 0.030 N 0.091 ()
Toplam 5 23 11 (%47.8) 4 (%19)
. fshaliye 27 0.373 0.057 N 0.199 () 1.471 0.259 N 0.150 ()
GAZIANTEP ) das: 26 0239  0.043 HK 3530(+) | 1756  0.144 KC 3511 (+)
Toplam 2 2 1 (%50) 1 (%50)
Aralik 6 0.162 0.026 N 0.127 () 1.648 0.178 BC 0.111 (")
Karakoyunlu 4 0.113 0.025 N 0.132 () 1.836 0.159 N 0.108 (-)
5 0.333 0.031 HK 2.362 (+) 1.640 0.058 N 0.148 (-)
1 0.451 0.066 HK, KC 3.066(+) | 0.937 0.034 HK 0.310 (+)
9 2.404 0.299 HK 3572 (+) | 1111 0.156 N 1.050 (+)
IGDIR 7 0.221 0.034 KC 3151 (+) | 1.226 0.117 HK 2.294 (+)
Merkez 3 0.118 0.017 HK, BC 3.468 (+) 1.026 0.040 HK 0.277 (+)
8 0.411 0.054 KC 3455 (+) | 1.262 0.113 KC 2.794 (+)
2 0.189 0.035 HK 3.313 (+) 0.777 0.103 HK 3.089 (+)

Tuzluca 22 0.202 0.031 HK, KC 3.505 (+) TE TE TE TE
21 0.133 0.023 HK, BC 1.942 (+) 1.310 0.059 HK 1.890 (+)
Toplam 4 11 9 (%81.9) 7 (%70)

51



Cizelge 4.1. (devam)

Rz1+Rz2 Rz1+C48+mindgr genler
. . Ornek Bitki Kok . ELISA Bitki Kok . ELISA
1l Tige No Agirhgit  Agirhg: M akEOSKObI X absorbans | Agirhgi  Agirhg M akKOSkObI X absorbans
Gozlem .. Gozlem <
() () degeri ()] () degeri
Taskopril 281 0.555 0.069 HK 3408 (+) | 0.966 0.126 HK 0.315 (+)
277 0.155 0.032 KC 0.132 (-) TE TE TE TE
KASTAMONU 278 0.283 0.043 HK, KC 0660 (+) | 2920 0.194 KC 0.115 (-)
280 0.943 0.017 N 0.177 (-) 1.616 0.113 N 0.109 (-)
286 0.303 0.048 N 0353(-) | 1.154 0.062 N 0.089 (-)
Toplam 1 5 2 (%40) 1 (%25)
Merkez 524 0.143 0.026 N 0.237 () 1.268 0.163 N 0.780 (+)
KAYSERI 525 0.200 0.038 K, KC 3104 (+) | 0.670 0.029 N 0.204 (-)
527 0.179 0.017 HK 3583 (+) | 00918 0.067 KC 0.915 (+)
Sarioglan 508 0.195 0.026 N 0.228 (-) 0.960 0.146 N 0.114 ()
Toplam 2 4 2 (%50) 2 (%50)
Balligeyh 606 0.194 0.012 N 0.219 (-) 1.142 0.421 N 0.110 (-)
KIRIKKALE 594 0441  0.063 K, YD 3590 (+) | 2465  0.133 N 0.147 ()
Toplam 1 2 1 (%50) 0 (%0)
Babaeski 134 0.210 0.038 HK 0.252 (-) 1.950 0.098 N 0.217 (-)
136 0.552 0.050 N 0.186 (-) 1.224 0.020 N 0.114 (-)
KIRKLAREL[ Liileburgaz 139 0.209 0.023 HK 1329 (+) | 2366 0.258 N 0.112 ()
138 0.306 0.032 HK 3.713 (+) 1.011 0.030 N 0.132 ()
140 0.323 0.036 N 0.148 (-) 2.391 0.228 BC 0.108 (-)
Toplam 2 5 2 (%40) 0 (%0)
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Cizelge 4.1. (devam)

Rz1+Rz2 Rz1+C48+minor genler
. . Ornek Bitki Kok . ELISA Bitki Kok . ELISA
L e No Agirhgr  Agirhg by akEOSKObI k absorbans | Agirhg  Agirhg: by akKOSkObI < absorbans
Gozlem .. Gozlem L,
(9) (9 degeri (9) (9 degeri
Kaman 486 0.484 0.038 N 0.230 (-) 0.954 0.211 N 0.138 (-)
Merkez 492 0.263 0.066 HK 2.866 (+) 1.380 0.123 KC 0.886 (+)
KIRSEHIR 489 0.472 0.042 YD, KC 3.597 (+) 1.560 0.041 N 0.091 (-)
490 0.473 0.088 N 0.164 (-) 1.231 0.125 N 0.102 (-)
Mucur 493 0.345 0.066 K, KC 2.303 (+) 1.021 0.136 N 0.096 (-)
Toplam 3 5 3 (%60) 1 (%20)
Altinekin 434 2.297 0.227 HK 2.861 (+) TE TE TE TE
440 0.381 0.079 HK, YD 1.443 (+) TE TE TE TE
442 0.343 0.059 YD 3.219 (+) 1.135 0.036 N 0.107 (-)
Celtik 372 0.268 0.027 HK, KC 1.841 (+) 2.392 0.091 N 0.187 (-)
373 0.248 0.043 HK 1.561 (+) 1.327 0.071 N 0.099 (-)
368 0.231 0.052 N 0.180 (-) 0.948 0.040 N 0.554 (+)
369 0.353 0.077 HK 3.633 (+) 0.891 0.033 HK, BC 0.320 (+)
Cihanbeyli 449 0.400 0.058 HK, KC 1.750 (+) 1.529 0.190 N 0.116 (-)
Cumra 418 0.189 0.024 HK 2.051 (+) 2.303 0.129 KC 2.475 (+)
KONYA 419 0.540 0.096 YD 3.310 (+) 1.500 0.119 HK 2.237 (+)
420 0.235 0.047 BC 3.727 (+) 2.712 0.114 N 0.137 (-)
422 0.433 0.062 KC, HK 3.562 (+) 3.441 0.405 N 0.161 (-)
416 0.243 0.019 N 3.709 (+) 4.390 0.260 N 0.228 (-)
424 0.314 0.054 N 0.221 (-) 2.499 0.150 N 0.096 (-)
426 0.299 0.031 HK 3.651 (+) 2.383 0.131 HK 0.631 (+)
Eregli 187 0.268 0.026 N 0.220 (-) 0.982 0.055 N 0.111 (-)
Karapinar 388 0.224 0.029 N 0.483 (-) 2.063 0.121 N 0.099 (-)
389 0.279 0.049 N 0.720 (+) 1.530 0.076 N 0.160 (-)
386 2.326 0.185 HK 3.144 (+) 1.208 0.084 KC 0.206 (-)
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Cizelge 4.1. (devam)

Rz1+Rz2 Rz1+C48+mindgr genler
. . Ornek Bitki Kok . ELISA Bitki Kok . ELISA
L e No Agirhgr  Agirhg by akEOSKObI k absorbans | Agirhg  Agirhg: by akKOSkObI < absorbans
Gozlem .. Gozlem L,
(9) (9 degeri 9 (9 degeri
Merkez 410 0.209 0.036 HK 1.395 (+) 1.225 0.112 HK, BC 0.390 (+)
431 0.177 0.033 N 0.178 (-) 1.995 0.177 N 0.152 (-)
Selguklu 445 0.196 0.034 HK 2.132 (+) 1.457 0.101 N 0.490 (+)
446 0.181 0.027 HK 1.253 (+) 0.947 0.096 N 0.238 (-)
KONYA Yunak 362 0.158 0.031 HK 0.810 (+) 1.339 0.123 BC 0.212 (-)
361 0.374 0.053 N 3.933 (+) 1.160 0.051 N 0.108 (-)
364 0.552 0.112 HK 2.514 (+) 1.009 0.153 HK, KC 1.077 (+)
358 0.200 0.035 HK 0.195 () 1.078 0.026 N 0.114 (-)
359 0.213 0.037 K 3.403 (+) 1.174 0.134 KC 3.659 (+)
Toplam 9 28 22(%78.6) 9 (%34.6)
Altintas 238 0.178 0.019 N 0.215 (-) 4,910 0.249 N 0.098 (-)
Aslanapa 234 0.227 0.027 N 0.203 (-) 1.054 0.015 N 0.107 (-)
Gediz 585 0.439 0.114 HK 2.487 (+) TE TE TE TE
Merkez 227 0.763 0.161 N 0.160 (-) 1.803 0.030 N 0.096 (-)
228 0.176 0.021 N 0.168 (-) 0.647 0.029 BC 0.093 (-)
KUTAHYA 229 0.502 0.072 N 0.198 (-) 1.606 0.134 N 0.108 (-)
Simav 586 0.462 0.083 HK, KC 1.532 (+) 0.819 0.035 N 0.157 (-)
595 0.121 0.026 N 0.270 (-) 3.838 0.273 N 0.132 (-)
604 0.469 0.111 KC 2.737 (+) 0.639 0.026 BC 0.408 (+)
622 0.125 0.019 HK 2.206 (+) TE TE TE TE
602 0.306 0.063 HK 1.334 (+) 1.051 0.042 N 0.110 (-)
Toplam 5 11 5 (%45.5) 1(%11.1)
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Cizelge 4.1. (devam)

Rz1+Rz2 Rz1+C48+minor genler
; . Ornek Bitki Kok . ELISA Bitki Kok . ELISA
L e No Agirhg Agirhgi bt aktos kobik absorbans | Agirhgi  Agirhg i aktos kobik absorbans

Gozlem . . Gozlem ..
(9 (9) degeri (9 9 degeri
Bor 182 0.342 0.049 KC 0.190 (-) 1.306 0.016 N 0.093 (-)
Merkez 178 0.620 0.113 HK 0.150 (-) 0.792 0.157 BC 0.088 (-)
176 0.317 0.032 N 0.207 (-) 1.026 0.053 N 0.092 (-)
NiGDE 175 0.426 0.083 N 0.209 (-) 1.360 0.215 N 0.096 (-)
181 0.356 0.052 BC 0.177 (-) 1.592 0.087 N 0.108 (-)
179 0.567 0.099 N 0.128 (-) 1.253 0.052 N 0.088 (-)
180 0.281 0.037 N 0.151 (-) 2.857 0.120 N 0.095 (-)
Toplam 2 7 0 (%0) 0 (%0)
Bafra 55 0.368 0.052 HK 0.248 (-) 1.363 0.033 N 0.093 (-)
53 0.240 0.026 N 0.579 (+) 2.542 0.119 N 0.116 (-)
54 0.205 0.031 N 0.403 (-) 1.325 0.083 N 0.092 (-)

SAMSUN Havza 58 0.297 0.062 N 0.178 (-) TE TE TE TE
60 0.589 0.102 N 0.183 (-) 0.773 0.089 N 0.100 (-)

Kavak 62 0.112 0.016 N 0.243 (-) TE TE TE TE
Vezirkoprii 59 0.361 0.060 N 0.141 (-) 1.541 0.158 N 0.122 (-)

61 0.219 0.028 HK 0.107 (-) TE TE TE TE
Toplam 4 8 1(%12.5) 0 (%0)
Erbaa 93 0.192 0.023 N 0.220 (-) 1.688 0.113 N 0.100 (-)
94 0.203 0.023 BC 0.281 (-) 1.193 0.088 N 0.107 (-)
95 0.301 0.041 N 0.108 (-) 1.224 0.048 N 0.094 (-)

96 0.250 0.023 HK 0.398 (-) TE TE TE TE
TOKAT 99 0.280 0.054 HK 3.322 (+) 1.584 0.064 N 0.103 (-)
101 1.730 0.072 KC 2.795 (+) 1.700 0.188 BC 0.108 (-)
102 0.392 0.068 N 0.615 (-) 0.978 0.019 N 0.088 (-)
103 0.265 0.035 HK, KC 3.450 (+) 2.794 0.200 KC 0.113 (-)

104 0.209 0.061 K 3.840 (+) TE TE TE TE
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Cizelge 4.1. (devam)

Rz1+Rz2 Rz1+C48+mindr genler
. . Ornek Bitki Kok . ELISA | Bitki Kok . ELISA
L e No Agirhg Agirhgi bt aktos kobik absorbans | Agirhgi  Agirhg i aktos kobik absorbans
Gozlem L, Gozlem -
(9 (9) degeri (9 9 degeri
Erbaa 97 0.425 0.090 N 0.179 (7) TE TE TE TE
98 0.253 0.047 K 1.645 (+) 1.867 0.127 N 0.143 (-)
Merkez 120 0.283 0.046 N 0217 () | 2267 0.098 N 0.121 (-)
Niksar 108 0.379 0.041 N 0.520 (-) 1.216 0.147 N 0.109 (-)
105 0.165 0.032 N 0.213 (-) 1.268 0.167 N 0.104 (-)
106 0.181 0.027 HK 2.527 (+) 0.812 0.096 N 0.102 (-)
TOKAT Pazar 112 0.136 0.032 N 0.344 (-) 1.046 0.040 N 0.103 (-)
113 1.032 0.041 N 0.396 (+) | 4565 0.502 KC, BC 0.110 (-)
114 0.166 0.035 HK, BC 0.728 (+) 1.104 0.020 N 0.119 (-)
Turhal 109 0.886 0.028 N 0.109 (-) 1.475 0.140 N 0.116 (-)
111 0.425 0.224 HK 1.332 (+) 1.399 0.172 KC 0.115 (-)
119 0.367 0.057 N 0.197 (-) 1.712 0.228 N 0.120 (-)
Zile 115 0.624 0.047 HK 1.161(+) | 1.860 0.129 N 0.122 ()
117 0.267 0.033 N 0.188 () 1.400 0.133 N 0.147 (-)
Toplam 6 23 10(%43.5) 0 (%0)
USAK Merkez 588 0.465 0.089 N 0.122 () TE TE TE TE
Toplam 1 1 0 (%0) TE
Akdag Madeni 312 0.312 0.062 N 0.963(+) | 1.698 0.087 N 0.508 (+)
316 0.150 0.031 N 0202(-) | 1.426 0.064 N 0.109 (-)
Bogazliyan 350 0.209 0.046 K 0.308() | 1.220 0.052 HK 0.281 (+)
351 0.270 0.027 YD 2.529 (+) 2.024 0.195 N 0.122 (-)
YOZGAT 347 0.307 0.053 N 0.133 (-) TE TE TE TE
352 0.407 0.076 HK 2.291 (+) 0.852 0.017 N 0.181 (-)
Cekerek 308 0.283 0.034 N 0.221 (-) 2.711 0.229 N 0.112 (-)
Sarikaya 332 0.433 0.040 N 0.206(-) | 2.970 0.178 N 0.100 ()
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Cizelge 4.1. (devam)

Rz1+Rz2 Rz1+C48+minor genler
. . Ornek Bitki Kok ) ELISA Bitki Kok . ELISA
L e No Agirhgr  Agirhgi bt aktos kobik absorbans | Agirhgr  Agirhg: i aktos kobik absorbans
Gozlem . . Gozlem . .
(9 (9) degeri (9 9 degeri
Sefaatli 341 0.249 0.060 K 3.655 (+) 0.712 0.016 HK 0.824 (+)
337 0.154 0.034 KC, BC 0.737 (+) TE TE TE TE
YOZGAT 338 0.308 0.069 HK 2.002 (+) 1.292 0.037 HK, BC 0.628 (+)
342 0.339 0.045 HK 3.147 (+) 1.400 0.018 N 0.112 (-)
Yenifakili 353 0.212 0.031 N 0.234 (-) 1.235 0.356 N 0.107 (-)
355 0.160 0.025 N 0.200 (-) 0.706 0.092 N 0.199 (-)
Toplam 6 14 7 (%50) 4 (%33.3)
233/121 206/39
Genel Toplam 94 233 (%51.9) (%18.9)

TE :Yeterli kok olusumu olmadigi ya da yeterli toprak 6rnegi kalmadig i¢in tuzak bitki testi gergeklestirilmediginden ELISA ile test edilemedi.

(+) : ELISA testlemelerinde pozitif sonug veren ornekleri belirtmektedir.
(-) : ELISA testlemelerinde negatif sonug veren 6rnekleri belirtmektedir.

* . Pozitif 6rnek sayisini belirtmektedir.

N: Normal, HK: Hafif kloroz, K: Kloroz, KC: Kok ¢iriikliigii, BC: Bitkide ciicelesme, YD: Yaprak deformasyonu, NL: Nekrotik leke
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Bu calisma sonucunda; Rz1+Rz2 dayaniklilik geni iceren seker pancari
cesidinde, incelenen 233 toprak Orneginin 121’inde (%51.9) BNYVV izolatlar
tarafindan Rz1+Rz2 genlerinin dayanikliliginin kirildig1 saptanmustir (Cizelge 4.1). 11
genelinde dayaniklilik kirilma durumu incelendiginde; incelenen 6rneklerin tiimiinde
dayanikliligin kirtldig: tek il Erzincan olarak belirlenmis, kirilmayan iller ise Cankiri,
Nigde, Canakkale ve Usak illeri olmustur (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).

.

GURCISTAN

AKDENIz

Sekil 4.2. Tiirkiye seker pancari Uretim alanlarinda Rz1+Rz2 dayanikliligini kiran
BNYVV populasyonlarinin dagilimi (mavi renk ile gosterilen iller
dayanikliligm kirildigi, yesil renkle belirtilenler ise bu dayanikliligin
kirtlmadig alanlar1 ifade etmektedir)

Diger bir genotip olan, RzZ1+C48+mindr genleri igeren seker pancari gesidinde
ise, incelenen 206 o6rnegin, 39’unda (%18.9) BNYVV izolatlar1 tarafindan bu
dayanikliigin kirilldigi tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Rz1+C48+minér genler
dayanikliligmin en yiiksek oranda kirildig: il Erzincan (%75) olarak belirlenirken;
Samsun, Corum, Tokat, Cankir1, Kirklareli, Bursa, Burdur, Nigde, Afyon, Adapazari,
Kirikkale, Aksaray ve Denizli illerinde ise bu dayanikliligin kirilmadigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.3). Diger taraftan, 36 BNYVV izolati tarafindan; hem
Rz1+Rz2, hem de Rz1+C48+minor genler dayanikliliginin kirilldigi saptanmustir
(Cizelge 4.1).
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el

GURCISTAN

Sekil 4.3. Tirkiye seker pancari {iiretim alanlarinda Rz1+C48+minor genler
dayanikliligin1 kiran BNYVV populasyonlarinin dagilimi (pembe renk ile
gosterilen iller dayanikliligin kirildigi, yesil renkle belirtilenler ise bu
dayanikliligin kirilmadigini ifade etmektedir)
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Cizelge 4.2. Tiirkiye seker pancari liretim alanlarindan elde edilen BNYVV
izolatlariin farkli genotiplerde (Rz1+Rz2 ve Rz1+C48+minor genler)
dayaniklilik kirma durumlarinin illere gore dagilimlar

Rz1+Rz2 Rz1+C48+mindr genler
iller Testlenen Dayamklhlik Dayamkhilik | Testlenen Dayamkhlik Dayamikhlik
Ornek Kiran Kirilma Ornek Kiran Kirilma
Sayin ~ Orn.Sayis1  Oram (%) | Sayisi Orn. Sayis1  Oram (%)

Adapazari 5 4 80.0 4 0 0
Afyon 11 6 54.5 8 0 0
Aksaray 5 1 20.0 5 0 0
Amasya 12 4 333 11 1 9.1
Ankara 15 10 66.7 14 3 21.4
Burdur 4 1 25.0 3 0 0
Bursa 3 2 66.7 3 0 0
Canakkale 1 0 0 TE TE TE
Cankiri 1 0 0 1 0 0
Corum 9 6 66.7 9 0 0
Denizli 4 2 50.0 2 0 0
Edirne 5 4 80.0 5 1 20.0
Elazig 5 1 20.0 5 1 20.0
Erzincan 4 4 100 4 3 75.0
Eskisehir 23 11 47.8 21 4 19.0
Gaziantep 2 1 50.0 2 1 50.0
Igdir 11 9 81.8 10 7 70.0
Kastamonu 5 2 40.0 4 1 25.0
Kayseri 4 2 50.0 4 2 50.0
Kirikkale 2 1 50.0 2 0 0
Karklareli 5 2 40.0 5 0 0
Kirsehir 5 3 60.0 5 1 20.0
Konya 28 22 78.6 26 9 34.6
Kiitahya 11 5 45.5 9 1 11.1
Nigde 7 0 0 7 0 0
Samsun 8 1 125 5 0 0
Tokat 23 10 43.5 20 0 0
Usak 1 0 0 TE TE TE
Yozgat 14 7 50.0 12 4 33.3
Toplam 233 121 51.9 206 39 18.9

(Pembe renk ile gosterilen alanlar testlenen Grneklerin tamaminda dayanikliligm kirildigini, yesil
alanlar ise testlenen 6rneklerin hi¢birinde dayanikliligin kirllmadigini ifade etmektedir)
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4.1.2. Farkh Genotiplerde BNYVV Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Her iki genotipte elde edilen ortalama ELISA absorbans degerleri kiyaslandiginda;
Rz1+Rz2 genlerini iceren ¢esitte ortalama absorbans degeri 2.355 iken,
Rz1+C48+minor genleri igeren ¢esitte BNYVV konsantrasyonunun daha diisiik
oldugu (1.249) dikkat ¢ekmistir (Sekil 4.4).

@ Negatif Kontrol
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)]
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@ 2,0
©
=
§ 15 1,249
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g 1,0
-
w
1]
E o5
= 0,121 0,116
© 00
Rz1+Rz2 Rz1+C48+minor genler

Genotip

Sekil 4.4. BNYVV ile bulasik topraklarda yetisen farkli seker pancari genotiplerinin
ortalama ELISA absorbans degerleri

4.1.3. Molekiiler Calismalardan Elde Edilen Bulgular

4.1.3.1. BNYVV lzolatlarimn P25 Gen Bélgesinin RT-PCR Yontemi ile

Cogaltilmasi

Bu caligmada, Tiirkiye’nin farkli bolgelerine ait dayaniklilik kiran ve kirmayan
BNYVYV izolatlar1 (Sekil 4.5) ile enfekteli farkli genotipe ait bitkilerin (rz1, Rz1+Rz2
ve Rz1+C48+minor genler igeren) (Cizelge 3.4) koklerinden toplam RNA
izolasyonlar1 Yontem 3.2.3.2°de belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.5. P25 geninin molekiiler karekterizasyonu calismalarinda kullanilan
BNYVYV izolatlarinin se¢ildigi iller

Bu amagla, RNA-3 {izerinde yer alan p25 geninin ¢ogaltilmasinda tek asamali
olarak uygulanan RT-PCR ¢alismalarinda, Superscript I One-Step RT-PCR System
with Platinium Tag DNA Polymerase kiti (Invitrogen) kullanilmistir. RT-PCR
reaksiyonu; 3 ul total RNA (10 pg-1 pg), 25 ul 2xreaction mix, her bir primerden (10
puM) 1 pl, 0.5 pl MgSO4 (50 mM) ve 1 pl enzimden (RT/Platinium Taq mix)
olusturulmustur. Toplam reaksiyon hacmi 18.5 pul RNase igermeyen su ile 50 pl’ye
tamamlanmistir. Bu kit ile gergeklestirilen amplifikasyonlar 50°C’de 30 dk, 94°C’de
2 dk, 34 dongii olacak sekilde 94°C’de 15 sn, 50°C’de 30 sn ve 72°C’de 1 dk ve 1
dongii 72°C’de 7 dk ile tamamlanmistir. PCR {iriinlerinin jel goriintiileme cihazinda
incelenmesi sonucunda; Elazig, Kirklareli, Afyonkarahisar, Adapazar1 ve Konya ili
seker pancari liretim alanlarina ait dayaniklilik kiramayan bes BNYVV izolatinda
(44, 134, 259, 291 ve 431 no’lu) bu bolgeye spesifik 1.015 bp biiyiikliiglinde bant
elde edilmistir (Sekil 4.6; 4.7; 4.8). Ancak, incelenen diger 6rneklerde (175, 133,
141, 136 ve 164 no’lu) iiriin elde edilememistir (Sekil 4.6; 4.7). Boylelikle, BNYVV
dayanikliligin1 kiramayan izolatlar i¢in projede hedeflenen say1 dort olmakla birlikte,
farkli lokasyonlara ait, dayaniklilik kiramayan bes BNYVYV izolatinin p25 geninin

cogaltilmasi saglanmistir.
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Sekil 4.6.

1000 bp =»

500 bp =»

Sekil 4.7.

M 259 175 291 431 -C

1000 bp = < 1015 bp

500 bp=>

Dayaniklilik kiramayan BNYVV izolatlarmin p25 geninin RT-PCR
yontemi (Superscript 1 One-Step RT-PCR System with Platinium Tag
DNA Polymerase enzimi, Invitrogen) ile amplifikasyonu [M: 1 kb DNA
Ladder (Promega), 259: Dinar-Afyonkarahisar, 175: Merkez-Nigde,
291: Erenler-Adapazari, 431: Merkez-Konya, -C: Negatif kontrol
(saglikli seker pancar1 kokiinden elde edilen RNA)]

M 175 133 134 141 136 164 -C

<=1015 bp

Dayaniklilik kiramayan BNYVV izolatlarin p25 geninin RT-PCR
yontemi (Superscript 1 One-Step RT-PCR System with Platinium Tag
DNA Polymerase enzimi, Invitrogen) ile amplifikasyonu [M: 1 kb DNA
Ladder (Promega), 175: Merkez-Nigde, 133: Ipsala-Edirne, 134:
Babaesk-Kirklareli, 141: Mustafakemalpasa-Bursa, 136: Babaeski-
Kirklareli, 164: Golhisar-Burdur, -C: Negatif kontrol (saglikli seker
pancar1 kokiinden elde edilen RNA)]
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41015 bp

Sekil 4.8. Dayaniklilik kiramayan BNYVV izolatinin p25 geninin RT-PCR yontemi
(Superscript |1 One-Step RT-PCR System with Platinium Tag DNA
Polymerase enzimi, Invitrogen) ile amplifikasyonu [M: 100 bp DNA
Ladder (Promega), 44: Merkez-Elaz1g]

Proje metninde; Tirkiye’nin farkli bolgelerini yansitacak sekilde segilen
dayaniklilik kiran 6 BNYVV izolatinin p25 proteininin baz dizisi analizlerinin elde
edilmesi hedeflenmisti. Ancak, iki farkli genotip ile yiriitilen tuzak bitki testi
calismalar1 ve sonrasinda uygulanan ELISA testlemeleri sonucunda, iilkemiz seker
pancari iretim alanlarindan elde edilen BNYVV izolatlariin incelenen her iki
genotipte de dayanikliligi kirabildigi tespit edilmistir. Bu sebeple; elde edilen bu
veriler dogrultusunda, dayaniklilik kiran BNYVV izolatlar ile ilgili olan ¢alismada
daha detayl verilere ulagabilmek amaci ile baz1 degisikliklere gidilmistir. Bu amagla;
farkli bolgelere ait seker pancari iiretim alanlarindan segilen 10 toprak 6rneginde (2,
45, 210, 281, 312, 359, 386, 418, 604 ve 614 no’lu) her iki genotipe (Rz1+Rz2 ve
Rz1+C48+minor genleri igeren) ait seker pancarlari ayr1 ayri Sekiz hafta siire ile
yetistirilmis ve daha sonra her iki genotipten de RNA izolasyonu gergeklestirilmis ve
bu izolatlarn p25 proteini ¢ogaltilmaya ¢alhisilmistir. Boylelikle;, BNYVV
izolatlarinin patojenitesinde etkin olan p25 gen bolgesinde, genotipe bagh herhangi

bir varyasyonun olusup olusmadigi irdelenmeye ¢aligilmistir.

Bu amagla, dayaniklilik kiran BNYVV izolatlarinda, oncelikle tek asamali
olarak Superscript | One-Step RT-PCR System with Platinium Tag DNA Polymerase
kiti (Invitrogen) kullanilarak RT-PCR c¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Ancak,
Rz1+C48+mingr genler igeren gesitten elde edilen RNA’lar ile incelenen 10 6rnegin
sadece ikisinde (45 ve 418 no’lu) p25 bolgesine spesifik 1015 bp biiyiikliikte tek bir
bant elde edilebilmistir (Sekil 4.9). Daha sonra, RT-PCR reaksiyonlarinda

inhibitorlerin etkisini indirgemek amaci ile 6rneklerde RNA’nin seyreltilmesi yoluna
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da gidilmis (1/5, 1/10 ve 1/20), ancak incelenen 6rneklerin higbirisinde bu bolgeye
spesifik bant elde edilememistir.

M 312 418 45 -C

1000 bp ==» <1015 bp

500 bp =

Sekil 4.9. RzI+C48+minor genleri igeren genotipte dayaniklilik kiran BNYVV
izolatlarmin p25 geninin RT-PCR yontemi (Superscript | One-Step RT-
PCR System with Platinium Taq DNA Polymerase enzimi, Invitrogen)
ile amplifikasyonu [M: 1 kb DNA Ladder (Promega), 312: Akdag
Madeni-Yozgat, 418: Cumra-Konya, 45: Merkez-Elazig
Rz1+C48+minér genleri igeren seker pancart kok orneklerinden elde
edilen RNA’lar , - C: Negatif kontrol (saglikli seker pancar1 kokiinden
elde edilen RNA)]

Bu sebeple, kit degisikligi yoluna gidilmistir. Oncelikle, 7 6rnekte [2, 210,
281, 312, 359, 604, 614 ] Omniscript Reverse Transcription kit (Qiagen) ile cDNA
sentezi, kit protokolii takip edilerek gergeklestirilmistir. PCR asamasi, Thermo
Scientific firmasinin Q5 High-Fidelity DNA Polymerase kiti protokoliine bagli
kalinmak suretiyle uygulanmistir. PCR {irtinlerinin jel goriintiileme cihazinda
incelenmesi sonucunda; Rz1+C48+minor genleri igeren gesitte dayaniklilik kiran
Igdir, Eskisehir, Kiitahya, Konya, Kastamonu ve Ankara illeri seker pancari iiretim
alanlarina ait alti BNYVV izolatinda (2, 210, 604, 359, 281 ve 614 no’lu) bu bolgeye
spesifik 1.015 bp biiyiikliigiinde bant elde edilmistir. Ancak, Yozgat iline ait 312
no’lu 6rnekte non-spesifik bant olusumu gozlenmistir (Sekil 4.10). Daha sonra, 312
no’lu drnekte non-spesifik banti gidermek amaciyla yiiriitiilen PCR ¢aligmasinda
c¢DNA’nin seyreltilmesi yoluna gidilmis (1/10 ve 1/20), ancak p25 bolgesine spesifik
1015 bp biiyiikliigiinde tiriin elde edilememistir.
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M 2 210 604 359 281 614 312

1000 bp—> 1015 bp

500 bp=—>

Sekil 4.10. Rz1+C48+mindor genleri igeren genotipte dayaniklilik kiran BNYVV
izolatlarmin  p25 geninin PCR ydntemi (Q5 High-Fidelity DNA
Polymerase enzimi) ile ¢ogaltilmasi [M: 1 kb DNA Ladder (Promega),
2: Merkez-Igdir, 210: Merkez-Eskisehir, 604: Simav-Kiitahya, 359:
Yunak-Konya, 281: Taskoprii-Kastamonu, 614: Polatli-Ankara, 312:
Akdag Madeni-Yozgat]

Rz1+Rz2’de dayaniklilik kiran BNY VYV izolatlarinda da, oncelikle tek asamali
olarak Superscript | One-Step RT-PCR System with Platinium Tag DNA Polymerase
kiti (Invitrogen) kullanilarak p25 gen bdlgesi ¢ogaltilmaya calisgilmistir. Ancak,
incelenen 6rneklerden 386 no’lu ve zayif olmakla birlikte 604 no’lu 6rnekte p25
bolgesine spesifik 1015 bp biiyiikliikte zayif bir bant elde edilebilmistir (Sekil 4.11).
Diger o6rneklerden; 210 ve 614 no’lu 6rneklerde ise bdlgeye spesifik bant ile birlikte
spesifik olmayan bantlarinda varligi dikkat ¢ekmistir. 359 no’lu 6rnekte ise herhangi

bir bant olusumu gézlenmemistir (Sekil 4.11).

M 359 210 614 604 M 386

1000 bp —» — 1015 bp

500 bp =

Sekil 4.11. Rz1+Rz2 genlerini igeren genotipte dayaniklilik kiran BNYVV
izolatlarmin p25 geninin RT-PCR yontemi (Superscript 1 One-Step
RT-PCR System with Platinium Tagq DNA Polymerase enzimi,
Invitrogen) ile amplifikasyonu [M: 1 kb DNA Ladder (Promega), 359:
Yunak-Konya, 210: Merkez-Eskisehir, 614: Polatli-Ankara, 604:
Simav-Kiitahya, 386: Karapinar-Konya Rz1+Rz2 dayaniklilik geni
iceren seker pancari koklerinden elde edilen RNA’lar]
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Istenilen kalitede spesifik iiriin elde edilemedigi icin bu genotip ile de
yiiriitiilen ¢alismalarda da kullanilan kit degistirilmistir. Orneklerde 6ncelikle,
Omniscript Reverse Transcription Kit (Qiagen) ile cDNA sentezi, kit protokolii takip
edilerek gergeklestirilmistir. PCR asamasi, Thermo Scientific firmasimin Q5 High-
Fidelity DNA Polymerase kiti protokoliine bagli kalinmak suretiyle uygulanmistir.
Daha sonra gergeklestirilen PCR ¢alismalart ile 2, 281, 312, 359 ve 604 no’lu
orneklerde 1015 bp biiyiikliiglinde bolgeye spesifik {iriin elde edilmis olup incelenen
diger 6rneklerde ¢oklu bant olusumu goriilmistiir (Sekil 4.12 ve Sekil 4.13).

M 210 604 359 281 614 312 312 -C

1015 bp—p- Y NN

Sekil 4.12. Rz1+Rz2 genlerini igeren genotipte dayaniklilik kiran BNYVV
izolatlariin p25 geninin PCR yontemi (Q5 High-Fidelity DNA
Polymerase enzimi) ile amplifikasyonu [M: 1 kb DNA Ladder
(Promega), 2: Merkez-Igdir, 210: Merkez-Eskisehir, 604: Simav-
Kiitahya, 359: Yunak-Konya, 281: Taskoprii-Kastamonu, 614: Polatli-
Ankara, 312: Akdag Madeni-Yozgat, -C: Negatif kontrol (saglikli
seker pancari kokiinden elde edilen RNA)]
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M 312 210 359 604 614 -C

1000 bp=p
750 bp=p-

<1015 bp

500 bp=p

250 bp=

Sekil 4.13. Rz1+Rz2 genlerini iceren genotipte dayaniklilik kiran BNYVV
izolatlarmin p25 geninin PCR yontemi (Q5 High-Fidelity DNA
Polymerase enzimi) ile amplifikasyonu [M: 1 kb DNA Ladder
(Promega), 312: Akdag Madeni-Yozgat, 210: Merkez-Eskisehir, 359:
Yunak-Konya, , 604: Simav-Kiitahya, 614: Polatli-Ankara, - C:

Negatif kontrol (saglikli seker pancari kokiinden elde edilen RNA)]
Sekans analizi i¢in 614 no’lu Ornekte non-spesifik bantlar1 uzaklastirmak
amactyla; p25 genini i¢eren amplifikasyon iirlinleri agaroz jele yiliklenmistir. Daha
sonra, 1015 bp molekiiler biiytikliiglinde olusan DNA bantlar1 UV 151k altinda jelden
kesildikten sonra jel ekstraksiyon Kiti (Qiagen) kullanilarak izolasyonu

gerceklestirilmistir (Sekil 4.14).

Sekil 4.14. Baz dizisi analizleri i¢in 614 no’lu izolatin jelden ekstraksiyon sonrasi
agaroz jelde olusturduklar1 DNA fragmenti [M: 1 kb DNA Ladder, 614:
Polatli-Ankara] (jele 4 pl iiriin yiiklenmistir)
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4.1.3.2. Farkli Genotiplerden izole Edilen P25 Bélgesi’nin Baz Dizilerinin Elde
Edilmesi

Son yillarda varyasyonlarin belirlendigi BNYVV RNA-3’lin baz dizisi analizleri
iizerinde yapilan calismalar yogunluk kazanmistir. Ozellikle, RNA-3 iizerinde
bulunan p25 protein bolgesinin BNYVV tarafindan olusturulan iiriin kayiplar1 ve
rhizomania simptomlarindan sorumlu oldugu ve baz dizisinde viriisiin cografik
orijinine bagl olarak biiyiik farkliliklarin oldugu belirtilmektedir (Koenig vd, 1989;
Tamada vd, 1999). Bu amagla; bu ¢alismada Rz1+Rz2 genotipinden elde edilen yedi
(IGDR-2, KAST-281, YZGT-312, KNYA-359, KNYA-386, KTHY-604 ve ANKR-
614), Rz1+C48+minor genleri igeren genotipten (IGDR-2, ELZG-45, ESKR-210,
KAST-281, KNYA-359, KNYA-418, KTHY-604 ve ANKR-614) sekiz ve
dayaniklilik kirmayan ise bes adet BNYVV izolatina (ELZG-44, KRKL-134, AFYN-
259, ADPZ-291 ve KNYA-431) ait PCR iiriinleri (40 pl) p25 proteinine spesifik
primerler (10 pmol/ pl) ile her iki yonde baz dizilislerinin gerceklestirilmesi igin
Genoks ve BM firmalarina (Ankara) gonderilmistir. Sonugta, projede hedeflenen say1
dayaniklilik kiran izolatlarda alti adet olmasina ragmen, toplam 14 BNYVV
izolatinda; dayaniklilik kirmayanlarda ise projedeki sayr dort olarak belirtilmesine
ragmen, bes BNYVV izolatinin her iki yonde baz diziligleri Sanger Teknolojisine
gore elde edilmistir. Ancak, ELZG-45 izolatinda ise, istenilen kalitede sekans sonucu
saglanamamistir (Cizelge 4.3, EK 1).

Sekans analiz sonuglar1 ‘Codon Code Aligner’ (5.0.1) programinda hizalanmig
ve dizilerin diizgiin okunan boliimlerindeki her iki yondeki okumaya ait konsensus
saglanan baz dizileri elde edilmistir. Bu izolatlarda sekans analizi yapilan bdlgenin
uzunlugu yaklasik 948-978 baz kadar olup, p25 proteinin tamamini igermektedir.
Bununla birlikte; Rz1+Rz2 genotipinden izole edilen Igdir iline ait IGDR-2 izolatinin
p25 proteininin 203. pozisyonunda yer alan tek bir niikleotitde polimorfizm oldugu
(SNP) belirlenmis olup (forward okumada ‘C’, reverse okumada ‘T’ seklinde), bu
durumun 68. pozisyonda yer alan aa.’de degisiklige neden oldugu (S-serin yerine F-
fenilalanin) oldugu saptanmistir. Elde edilen sekans sonucu; Rz1+Rz2 genotipinden
izole edilen IGDR-2 izolatinin iki farkli BNYVV populasyonundan olustudugunu
gostermis ve bu populasyonlar metin igerisinde 2-1 ve 2-2 olarak ifade edilmistir
(Cizelge 4.3, EK 1).
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Cizelge 4.3. Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden elde edilen dayaniklilik kiran ve kiramayan BNYVV izolatlarina ait p25 proteininin birbirleri ve

Diinya’daki baz1t BNYVYV izolatlar ile niikleotit diizeyinde karsilastiriimasi

P25 Gen Bolgesi Niikleotit Pozisyonlar:

gg;?al:ﬁ/ Z‘l’llat gg;%ﬁgﬂdigi Orjin eribu 2 2 3 3 4 4 4 4 4 4 4 4 5 5 5 5 5 5
Kayit No 5 8 7 9 0 0 1 2 2 3 6 8 0 1 1 1 1 2
8 5 9 5 0 7 1 0O 8 5 2 2 6 6 7 8 9 0

IGDR-2 Rz1+C48+mg Igdir T AR ¢c T T ¢ C A G A AT AG C T T

IGDR-2-1 Rz1+Rz2 Igdir T AR ¢c T T ¢ C A G A AT AG C T T

IGDR-2-2 Rz1+Rz2 1gdir T AR ¢c T T ¢ C A G AATAGTCTTT

210 ESKR-210 Rz1+C48+mg Eskisehir T 6 T T ¢ C A GAATAGTCTT
281 KAST-281 Rz1+C48+mg Kastamonu T G C T T C C A G A T A G C T A
281 KAST-281 Rz1+Rz2 Kastamonu T 6 ¢ T T ¢ C A G A A T A G C T T
359 KNYA-359 Rz1+C48+mg Konya T G C T C C A G A A T A G T A
359 KNYA-359 Rz1+Rz2 Konya T G C T C C A G A A T A G A
386 KNYA-386 Rz1+Rz2 Konya T 6 ¢ T T C C A G A A T A G C T A
418 KNYA-418 Rz1+C48+mg Konya T 6 ¢ T T €C C A G A ATAGI I DI LI A
604 KTHY-604 Rz1+C48+mg Kiitahya G ¢C T T C C A G A A T A G C T A
604 KTHY-604 Rz1+Rz2 Kiitahya G ¢C T T C C A G A A T A G C A
614 ANKR-614 Rz1+C48+mg Ankara T G ¢C T T ¢ C A G A A T A G C T A
614 ANKR-614 Rz1+Rz2 Ankara T 6 C T T C C A G A A T A G ¢C A
312 YZGT-312 Rz1+Rz2 Yozgat T G C T C C G A A T A G C T T A
44 ELZG-44 rzl Elazig T G ¢ T T €C C A G A A T A G C T
134 KRKL-134 rzl Kirklareli T G ¢ T T € C A G A A T A G C T A
259 AFYN-259 rzl Afyon T 6 ¢ T T € C A G A AT A G C T T
291 ADPZ-291 rzl Adapazari T 6 ¢ T T € C A G A A T A G C T A
431 KNYA-431 rzl Konya T 6 ¢ T T € C A G A A T A G C T A
AB563046 CH4 Cin | c T T ¢ C A G A A T A G C T T
AB207807 FP Fransa 1 cC T cC A R A T A cC T T A
AB563081 GM Almanya 1 CcC T T c R A R A G C T T A
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Cizelge 4.3. (devam)

izolat No/

P25 Gen Bélgesi Niikleotit Pozisyonlar:

Genbank IAZ(‘]’llat gg;%ﬁsi'digi Orjin gzribu 5 5 5 5 5 5 6 6 6 6 6 6 6 7 7 7 1 7
Kayit No 2 2 & 6 7 7 2 2 2 6 6 7 7 0 0] 1 4 6
3 5 4 9 2 3 0 1 3 0 1 o 1 1 2 1 3 4

IGDR-2 Rz1+C48+mg Igdir A G T T T C T G A CTATTHBRADRBDOTCT

IGDR-2-1 Rz1+Rz2 Igdir A G T T T C T G A CTATTOCRBROCT

IGDR-2-2 Rz1+Rz2 Igdir A G T T T C T G A CTATTOCRBROCT

210 ESKR-210 Rz1+C48+mg Eskisehir A G T T cC T G A C T A T T C T C T
281 KAST-281 Rz1+C48+mg Kastamonu A G T T cC T G A C T A T T C T C T
281 KAST-281 Rz1+Rz2 Kastamonu A G T T T C¢C T G A C T A T T C T C T
359 KNYA-359 Rz1+C48+mg Konya A G T T T C¢C T G A C T A T T C T C T
359 KNYA-359 Rz1+Rz2 Konya A G T T T C¢C T G A C T A T T C T C T
386 KNYA-386 Rz1+Rz2 Konya A G T T T € T G A C T A T T C T C T
418 KNYA-418 Rz1+C48+mg Konya A G T T T € T G A C T A T T C T C T
604 KTHY-604 Rz1+C48+mg Kiitahya A G T T ¢ T G A C T A T T C T C T
604 KTHY-604 Rz1+Rz2 Kiitahya A G T T ¢ T G A C T A T T C T C T
614 ANKR-614 Rz1+C48+mg Ankara A G T T T ¢ T G A C T A T T C T C T
614 ANKR-614 Rz1+Rz2 Ankara G T T T ¢ T G A C T A T T C T C T
312 YZGT-312 Rz1+Rz2 Yozgat A G T T T C T G cC T A T T C T C T
44 ELZG-44 rzi Elazig A G T T T Cc TR A C T A T cC T Cc T
134 KRKL-134 rzl Karklareli A G T T T €C T G A C T A T T C T C T
259 AFYN-259 rzi Afyon A G T T ¢ T G A cCc R A T T C T C T
291 ADPZ-291 rzl Adapazari A G T T T C T G A C T A T T C T C T
431 KNYA-431 rzl Konya A G T T T C T G A C T A T T C T C T
AB563046 CH4 Cin 1 A G T T T €C T G A C T AT TRBRTOCT
AB207807 FP Fransa 1 A G T T T ¢C G A C T A TTDBAMNA
AB563081 GM Almanya 11 AR T T T T G T T A T
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Cizelge 4.3. (devam)

5 P25 Gen Bélgesi Niikleotit Pozisyonlar:
Izolat No/

Genbank ng:at gg;‘;ﬁg“digi orjin gzri b 1 7 8 8 8 8 8 8 8 8 9 9
Kayit No 7 8 0 O 3 4 5 6 7 9 0 3
o 8 4 6 5 1 2 7 5 1 8 4

IGDR-2 Rz1+C48+mg Igdir E A G T A T C G A T

IGDR-2-1 Rz1+Rz2 Igdir E A A G T A T C G A T

IGDR-2-2 Rz1+Rz2 Igdir E A A G T A T C G A T

210 ESKR-210 Rz1+C48+mg Eskisehir C A C A G T A T C G A T
281 KAST-281 Rz1+C48+mg Kastamonu C A C A G T A T C G A T
281 KAST-281 Rz1+Rz2 Kastamonu C A C A G T A T C G A T
359 KNYA-359 Rz1+C48+mg Konya C A C A G T A T C G A T
359 KNYA-359 Rz1+Rz2 Konya C A C A G T A T C G A T
386 KNY A-386 Rz1+Rz2 Konya C A C A G T A T C G A T
418 KNYA-418 Rz1+C48+mg Konya C A C A G T A T C G A C
604 KTHY-604 Rz1+C48+mg Kiitahya C A C A G T A T C G A T
604 KTHY-604 Rz1+Rz2 Kiitahya C A C A G T A T C G A T
614 ANKR-614 Rz1+C48+mg Ankara C A C A G T A T C G A T
614 ANKR-614 Rz1+Rz2 Ankara C A C A G T A T C G A T
312 YZGT-312 Rz1+Rz2 Yozgat C A C A G T A T C G A T
44 ELZG-44 rzl Elazig cC A C A G T A T C G A T
134 KRKL-134 rzl Kirklareli c AAC A G T A T C G A T
259 AFYN-259 rzl Afyon c A C A G T A T C G A T
291 ADPZ-291 rzl Adapazari c A C A G T A T C G A T
431 KNYA-431 rzl Konya cC A C A T A T C G A T
AB563046 CH4 Cin | g A C A G A T C G A T
AB207807 FP Fransa 1 b A A G T A C G T
AB563081 GM Almanya 11 g A C G T T A A T
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Daha sonra, BNYVYV izolatlarina ait bu konsensus diziler birbirleri ile ve NCBI
(National Center for Biotechnogy Information)’dan indirilen diger BNYVV

izolatlarina ait sekans verileri ile BLASTP yapilarak analiz edilmistir.

Izolatlarin kendi aralarindaki genetik benzerliklerinin incelenmesi amaciyla
NCBI’'daki BLAST algoritmast kullanilmistir. Bu calismada elde edilen farkli
genotiplerde (Rz1+Rz2 ve RzI+C48+minor genler) dayaniklilik kiran 14 ve
dayaniklilik kirmayan 5 Tirk BNYVV izolatinin p25 genini iceren RNA-3
segmentinin niikleotit diizeyinde birbirleri ile yiiksek oranda benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir (%98-%100) (Cizelge 4.4). Nitekim; ilging olarak, dayaniklilik
kiramayan KRKL-134 (rz1) ve ADPZ-291 (rzl) izolatlarinin, dayaniklilik kiran
ANKR-614 (Rz2+CA48+minor genler) ve KNYA-386 (Rz1+Rz2) izolatlar1 ile
niikleotit diizeyinde %100 benzer olduklari belirlenmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Turkiye’nin farkli bolgelerinden elde edilen dayaniklilik kiran ve kiramayan BNYVYV izolatlarina ait p25 proteininin niikleotit
diizeyinde gostermis olduklari benzerlik oranlari

izolat Adr | 1Z0le Edildigi 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Genotip

Dayanmkhlik Kiran

IGDR-2 | Rzi+Ca8+mg |1 | * 99 99 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98
IGDR-2 | Rz1+Rz2 2 |99 * 99 99 98 99 99 99 99 98 99 99 99 98 98 98 99 98 99 99
IGDR-2 | Rz1+Rz2 3 (99 99 * 99 98 99 98 98 99 98 99 99 99 98 98 98 99 98 99 99
ESKR-210 | Rz1+C48+mg |4 |98 99 99 * 99 99 99 99 99 98 99 99 99 99 99 98 99 99 99 99
KAST-281 | Rz1+C48+mg |5 |98 98 98 99 * 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 98 99 99
KAST-281 | Rz1+Rz2 6 |98 99 99 99 99 * 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99
KNYA-350 | Rz1+C48+mg |7 |98 99 98 99 99 99 = H00 99 99 99 99 99 99 99 99 99 98 99 99
KNYA-359 | Rz1+Rz2 8 |98 99 98 99 99 99 MO * 99 99 99 99 99 99 99 99 99 98 99 99
KNYA-386 | Rz1+Rz2 9 |98 99 99 99 99 99 99 99 * 99 99 99 WO 99 99 99 OO 99 HOO 99
KNYA-418 | Rz1+C48+mg | 10| 98 98 98 98 99 99 99 99 99 * 99 99 99 99 98 98 99 98 99 99
KTHY-604 | Rz1+C48+mg | 11|98 99 99 99 99 99 99 99 99 99 = {00 99 99 99 99 99 99 99 99
KTHY-604 | Rz1+Rz2 12/98 99 99 99 99 99 99 99 99 99 @G * 99 99 99 99 99 99 99 99
ANKR-614 | Rz1+C48+mg | 13|98 99 99 99 99 99 99 99 @08 99 99 99 * 99 99 99 {00 99 [MOG 99
ANKR-614 | Rz1+Rz2 14198 98 98 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 * 99 99 99 98 99 99
YZGT-312 | Rz1+Rz2 15/98 98 98 99 99 99 99 99 99 98 99 99 99 99 * 98 99 98 99 99
Dayanikhilik Kirmayan

ELZG-44 | rzl 16198 98 98 98 99 99 99 99 99 98 99 99 99 99 98 * 99 98 99 99
KRKL-134 | rzl 17198 99 99 99 99 99 99 99 MO0 99 99 99 MO 99 99 99 * 99 HOO 99
AFYN-259 | rzl 18198 98 98 99 98 99 98 98 99 98 99 99 99 98 98 98 99 * 99 99
ADPZ-201 | rzl 10/98 99 99 99 99 99 99 99 [HOO 99 99 99 WO 99 99 99 MO 99 * 99
KNYA-431 | rzl 20098 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 *
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Tirk BNYVYV izolatlarinin p25 gen bolgesi incelendiginde ise; bu bdlgenin
KNYA-418 izolati harig, diger 18 izolatta 660 bazdan olustugu (Cizelge 4.5), ilging
olarak; RzI+C48+minor genler igeren genotipten izole edilen KNYA-418 izolatinda
Ise; p25 bolgesinin 199-201. pozisyonlarinda yer alan 3 niikleotitte silinmenin oldugu
saptanmistir (Cizelge 4.5, EK 1). Bu izolattaki silinmenin 67. (-D) ya da 68. (D-)
pozisyonda yer alan tek bir aa.’i etkiledigi; ancak p25’in okuma c¢ergevesinde
degisikligine sebep olmayan 3 niikleotitlik bir silinmenin oldugu belirlenmistir.
Nitekim; daha Once yiiriitillen bir ¢alismada, ayni izolatin rzl bitkilerinden elde
edilen sekans verilerinde de (KU726554) benzer silinmenin oldugu rapor edilmistir
(Kutluk Yilmaz vd, 2018). KNYA-418 izolatina ait her iki genotipten (rz1 ve
Rz1+C48+mindér genler iceren) elde edilen niikleotit dizileri karsilastirilmis ve 3

bazda saptanan delesyonun ayni pozisyonda oldugu dikkat ¢ekmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Farkli genotiplerden elde edilen p25 geninde delesyon igeren KNYA-
418 izolatinin delesyon igermeyen (Acces No: AY772230) BNYVV
izolatina ait nikleotit dizilerinin karsilastirmasi

izolat Ada Niikleotit Dizisi
KU726554 (rz1) gaaacccacaataaggcccatgatda- - -chcaataatc
KNYA-418 (Rz1+C48+mg) gaaacccacaataaggcccatgatda- - -chcaataatc
AY772230 (delesyonsuz izolat) gaaacccacaataaggcccatgatg(agcac ncaataatc
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Incelenen BNYVV Tiirk izolatlarinin niikleotit diizeyinde Diinya izolatlari ile

benzerlik oranlar

Cizelge 4.6’da verilmistir. Buna gore; Tiirk izolatlarinin en

yiiksek benzerligi (%98.94-%100); ispanya, Iran, ABD ve Tiirkiye’den elde edilen

izolatlar ile gosterdigi belirlenmistir.

En yiiksek benzerlik ise %100 oran ile,

Rz1+Rz2 genotipinden izole edilen KAST-281 izolati ve Ispanya’ya ait Slla

izolatlar1 arasinda tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Tirk BNYVV izolatlarmin kismi dizi analizi yapilan RNA-3
segmentinin Diinya izolatlar1 ile benzerlik oranlari

izole Edildigi

Benzerlik
izolat Adi B CEIZES izolat Adx Uke  QUY " Opam
Pancan Kayit No Cover
il (%)
Genotipi

IGDR-2 Rz1+C48+mg  AY823274 Slla Ispanya 100 98.94
IGDR2-1  Rzl+Rz2 AY823274 Slla ispanya 100  99.39
IGDR-2-2 Rz1+Rz2 EU480541 Roc (Rocl2 haplotip)  ABD 100 99.39
AY772233 T19 Tirkiye 100 99.70

SR ARSI vemea Sita fspanya 100  99.70
FJ230958 Ir12 fran 100 9955

EU480541 Roc (Rocl2 haplotip) ABD 100 9955

KAST-281  Rz1+C48+MG £ 1400535 Roc (RocO4 haplotip) ~ABD 100 99.55
EU480532 Roc (RocOl haplotip) ABD 100 9955

KAST-281  Rz1+Rz2 AY823274 Slla ispanya 100 100
KNYA-359 Eﬁ:gﬁ?mg' FJ230958 Ir2 fran 100  99.85
KNYA-386  Rz1+Rz2 FJ230958 Ir12 fran 100  99.85
ANKR-614  Rz1+C48+mg EU480541 Roc (Rocl12 haplotip) ABD 100 99.85
KRKL-134 rzl EU480535 Roc (Roc04 haplotip) ABD 100 99.85
ADPZ-291 rzl EU480532 Roc (Roc01 haplotip) ABD 100 99.85
KNYA-418 Rz1+C48+mg  FJ230958 Ir12 fran 100  99.39
F1230958 Ir12 fran 100  99.70

KTHY.6os  RZL¥CAB+mg, [EU480541 Roc (Rocl2haploti) ~ABD 100  99.70
Rz1+Rz2 EU480535 Roc (RocO4 haplotip) ABD 100  99.70

EU480532 Roc (RocOl haplotip) ABD 100  99.70

F1230958 Ir12 fran 100  99.54

EU480541 Roc (Rocl2 haplotip) ~ ABD 100 99.54

ANKR-614  Rz1+Rz2 EU480535 Roc (RocO4 haplotip) ~ABD 100 9954
EU480532 Roc (Roc01 haplotip) ~ ABD 100 99.54

YZGT-312  Rzl+Rz2 AY823274 Sila fspanya 100  99.39
EU480541 Roc (Rocl2 haplotip) ~ ABD 100 99.55

ELZG-44 rzl EU480535 Roc (Roc04 haplotip) ABD 100 99.55
EU480532 Roc (RocOl haplotip) ABD 100 9955

AFYN-259  rzl AY823274 Slla fspanya 100  99.39
FJ230958 Ir12 fran 100  99.70

EU480541 Roc (Rocl2 haplotip) ABD 100  99.70

KNYA-43L 2l EU480535 Roc (RocO4 haplotip) ABD 100 99.70
EU480532 Roc (RocOl haplotip) ABD 100  99.70
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU480541.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EUESTR1P01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY772233.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EUF1UUSZ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ230958.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EUFEBDR4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU480541.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EUFEBDR4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU480535.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=EUFEBDR4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU480532.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=EUFEBDR4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ230958.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EUG939YR015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ230958.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EUG939YR015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU480541.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EUESTR1P01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU480535.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=EUFEBDR4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU480532.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=EUFEBDR4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ230958.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EUFEBDR4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ230958.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EUFEBDR4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU480541.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EUESTR1P01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU480535.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=EUFEBDR4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU480532.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=EUFEBDR4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ230958.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EUFEBDR4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU480541.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EUESTR1P01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU480535.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=EUFEBDR4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU480532.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=EUFEBDR4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU480541.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EUESTR1P01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU480535.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=EUFEBDR4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU480532.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=EUFEBDR4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ230958.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EUFEBDR4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU480541.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EUESTR1P01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU480535.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=EUFEBDR4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU480532.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=EUFEBDR4014

Farkli seker pancar1 genotiplerinden elde edilen Tiirk BNYVV izolatlarinin
p25 proteinine ait aa.’ler incelendiginde; Konya ilinin Cumra ilgesine ait KNYA-418
izolat1 harig, digerlerinin p25 gen bolgesinin stop kodon hari¢ 219 aa.’i kodladigi
saptanmistir. Bu izolattaki silinmenin p25’in okuma g¢ergevesinde degisikligine
sebep olmayan 3 niikleotitlik bir silinme oldugu ve 67. (-D) ya da 68. (D-)
pozisyonda tek bir aa.’i etkiledigi belirlenmistir. Ancak, bu silinmenin oldugu
pozisyonun 67. aa. pozisyonu mu, yoksa 68. pozisyonda mi oldugu tespit
edilememistir. Dolayisiyla, diger izolatlardan farkli olarak bu izolatta p25 geninin
218 aa.’i igerdigi belirlenmistir (Cizelge 4.7; EK 2).

Izolatlarin kendi aralarindaki aa. benzerliklerini incelemek amaciyla
NCBI’daki BLASTp analizi kullanilmistir (Cizelge 4.8). Buna gore; Tiirk
izolatlarmin aa. diizeyinde birbirleri ile oldukga yiiksek oranda (%96-100) benzerlik
gosterdigi saptanmistir. Dayaniklilik kiramayan KRKL-134 (rz1), ADPZ-291 (rzl)
ve KNYA-431 izolatlarinin; dayaniklilik kiran KNYA-386 (Rz1+Rz2), KTHY-604
(Rz1+Rz2 ve Rz1+C48+mindr genler) ve ANKR-614 (Rz1+Rz2 ve Rz1+C48+minor
genler) izolatlar1 ile aa. diizeyinde %100 benzer olduklar1 belirlenmistir (Cizelge
4.8).
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Cizelge 4.7. Tiurkiye’nin farkli bolgelerinden elde edilen dayaniklilik kiran ve kiramayan BNYVYV izolatlarina ait p25 proteininin Diinya’daki
bazi BNYVV izolatlari ile amino asit diizeyinde karsilastirilmasi

P25 Gen Bolgesi Amino Asit Pozisyonlari

izolat No/ izolat _ B
Genbank Adi Genotip Orjin 5o 2 3 4 4 6 6 7 11 1 1 1 1 1 2 2
Kayit No 1 8 5 0 9 7 8 0 1 2 3 6 7 9 9 1 1
8 9 2 3 9 2 8 1 9
2 IGDR-2 Rz1+C48+mg Idir T I I N T A G N 0 N V T @ D
2 IGDR-2-1  Rz1+Rz2 Igdir T I I N T A G N H | N V. T A D
2 IGDR-2-2  Rz1+Rz2 Igdir T I I N T A G N H | N V. T A D
210 ESKR-210  Rz1+C48+mg Eskisehir I I N T A G NH L PNV T AD
281 KAST-281  Rz1+C48+mg  Kastamonu T I 1 BT A G NH L PNV TAD
281 KAST-281  Rz1+Rz2 Kastamonu T 1 I N T A G NH L PNV TAD
359 KNYA-359  Rz1+C48+mg Konya T 1 I NT N G NHL P NV T ATD
359 KNYA-359  Rz1+Rz2 Konya T 1 1 N T N G NH L PNV TAD
386 KNYA-386 Rz1+Rz2 Konya T I I N T A G NH L P NV T AD
418 KNYA-418  Rz1+C48+mg Konya T 1 I NT B B 6 NH L P NV T AD
604 KTHY-604 Rz1+C48+mg  Kiitahya T I I N T A G NH L PNV T AD
604 KTHY-604  Rz1+Rz2 Kiitahya T I I N T A G NH L P NV T AD
614 ANKR-614  Rz1+C48+mg Ankara T I I N T A G N H L P NV T AD
614 ANKR-614  Rz1+Rz2 Ankara T I I N T A G N H L P NV T AD
312 YZGT-312  Rzl+Rz2 Yozgat T g ENT A G NH L PNV T AD
44 ELZG-44 rzi Elazig T I I N T A G NH L P NV T A
134 KRKL-134  rzl Kirklareli T I I N T A G NH L PNV T AD
259 AFYN-259 2l Afyon T I I N T A G NH L PNV T AD
291 ADPZ-291 rzl Adapazari T |1 I N T A G N H L P N V T A D
431 KNYA-431  rzl Konya T I I N T A G NH L PNV TAD
BAJ23766 CH4 Cin (1. grup) T I I N T A G N L P NV T AD
BAD91210 FP Fransa (11. grup) T @ ! N G N 0 N vV R AD
BAJ23801 GM Almanya(Ill.Grup) T | | N A Ri B ] P ® [ T A D




Cizelge 4.8. Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden elde edilen dayaniklilik kiran ve kiramayan BNYVV izolatlarina ait p25 proteininin amino asit
diizeyinde gostermis olduklar1 benzerlik oranlari

izole Edildigi

Izolat Ada Genotip

Dayanmikhhk Kiran

IGDR-2 Rz1+C48+mg
IGDR-2 Rz1+Rz2
IGDR-2 Rz1+Rz2
ESKR-210  Rz1+C48+mg
KAST-281  Rz1+C48+mg
KAST-281 Rz1+Rz2
KNYA-359 Rz1+C48+mg

9 * 99 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 97 98 98 98 98 98
98 99 * 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 97 98 98 98 98 98
97 98 98 * 98 99 98 98 99 98 99 99 99 99 98 99 99 99 99 99
97 98 98 98 * 99 99 99 99 98 99 99 99 99 98 99 99 98 99 99
97 98 98 99 99 * 99 99 99 99 99 99 99 99 98 99 99 99 99 99
97 98 98 98 99 99 * 400 99 99 99 99 99 99 98 99 99 98 99 99
KNYA-359 Rz1+Rz2 97 98 98 98 99 99 100 * 99 99 99 99 99 99 98 99 99 98 99 99
KNYA-386 Rz1+Rz2 97 98 98 99 99 99 99 99 * 99 100 100 100 1200 98 99 400 99 100 4100
KNYA-418 Rz1+C48+mg 10 |97 98 98 98 98 99 99 99 99 * 99 99 99 99 98 99 99 98 99 99
KTHY-604 Rz1+C48+mg 11 |97 98 98 99 99 99 99 99 100 99 * 100 100 400 98 99 100 99 100 100
*

O©Co~~NOOTh~,WN B

KTHY-604 Rz1+Rz2 12 197 98 98 99 99 99 99 99 1400 99 100 100 100 98 99 100 99 100 100
ANKR-614 Rz1+C48+mg 13 197 98 98 99 99 99 99 99 100 99 100 100 * 100 98 99 100 99 100 100
ANKR-614  Rz1+Rz2 14 |97 98 98 99 99 99 99 99 @100 99 100 100 100 * 98 99 100 99 100 100
YZGT-312 Rz1+Rz2 15 196 97 97 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 * 98 98 98 98 98
Dayanikhilik Kirmayan

ELZG-44 rzl 16 |97 98 98 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 98 * 99 99 99 99
KRKL-134 rzl 17 |97 98 98 99 99 99 99 99 @100 99 100 100 100 100 98 99 * 99 100 100
AFYN-259  rzl 18 197 98 98 99 98 99 98 98 99 98 99 99 99 99 98 99 99 * 99 99
ADPZ-291  rzl 19 |97 98 98 99 99 99 99 99 100 99 100 100 100 1200 98 99 100 99 * 100
KNYA-431 rzl 20 |97 98 98 99 99 99 99 99 100 99 100 400 100 1200 98 99 400 99 10O *
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4.1.3.3. BNYVYV lzolatlarinin P25 Genine Gore Filogenetik Analizi

Sekans analizi sonrasinda dayaniklilik kiran ve kirmayan Tiirk BNYVV izolatlarinin
NCBI veri tabaninda kayitli bulunan 10 BNYVV streynine ait izolatlar ile filogenetik
iliskisi arastirilmistir. Oncelikle Clustal W yontemi kullanilarak p25 gen bélgelerine
ait (660 baz) niikleotit dizileri hizalanmistir. Clustal W analizi ve filogenetik

analizlerde kullanilan BNY VYV izolatlarina ait bilgiler, Cizelge 4.9’da verilmistir.

Cizelge 4.9. Filogenetik analizde kullanilan BNYVV izolatlari

GenBank ) o } Fi!ogenetik
Kayit No Izolat Adx Streyn Tipi Ulke Aga?:\l (()}rup
AB563082  SLN1 Italya (=Avrupa A tip) Slovakya

AB563046 CH4 Cin-H Cin |
KP006464  IMHHP25-1 Cin-Y Cin

AB563035 SH1 Japonya-O Japonya

EF473101 Har4 Cin-B Cin I
AB207807 FP Fransa-P (=P tip) Fransa

AB563031 T101 Japonya-D Japonya

KP316746  LYP25-1 Cin-L Cin

AB563081 GM Almanya (=B tip) Almanya i
AB563050 CWw1 Cin-X Cin

Daha sonra Mega 7 yaziliminda (Kumar vd, 2016) yer alan Tamura-Nei modeli
(Tamura ve Nei, 1993) kullanilarak genetik uzakliklar belirlenmis ve Maximum
Likelihood (ML) algoritmasima gore filogenetik agac olusturulmustur. BNYVV
izolatlarina ait ML dendrogrami incelendiginde, BNYVV izolatlarinin p25 genine
gore 3 ayr1 gruba ayrildigr gozlenmistir (Sekil 4.15). Sekil 4.15 ve Cizelge 4.9
birlikte degerlendirildiginde; farkli genotiplerden elde edilen dayaniklilik kiran ve
kirmayan BNYVV Tiirk izolatlarinin dendogramda Avrupa A tip, Cin-H ve Cin-Y
streynlerinin bulundugu Grup 1 igerisinde yer aldig belirlenmistir. Dolayisiyla; bu
calisma ile incelenen Tiirk izolatlarinin p25 genine gore 1. grup’ta bulundugu ortaya
konulmustur. Dendrogramda Grup II olarak isaretlenen alt dal, BNYVV’nin
Japonya-O, Cin-B, Fransa-P, Japonya-D ve Cin-L streynleri ile iliskili izolatlarindan
olusmustur. Almanya ve Cin-X streynleri ise Grup III olarak gdsterilen ayr alt dala
ayrilmiglardir (Sekil 4.15).
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— KNYA-431 (121)
— KNYA-418 (Rz1+C48+mg)

KRKL-134 (121)-ADPZ-291 (21)-KNYA-386 (Rz1+Rz2)-ANKR-614 (Rz2+C48+mg
———— KNYA-359 (Rz1+C48+mg)-KNYA-359 (Rz1+Rz2)
AB563082-Slovakya (Italya-A tip)

- ANKR-614 (Rz1+Rz2)

YZGT-312 (Rz1+Rz2)

| KTHY-604 (Rz1+C48+mg)-KTHY-604 (Rz1+Rz2)

52 ——— KAST-281 (Rz1+C48+mg)

44 ELZG-44 (121)

—— ESKR-210 (Rz1+C48+mg)

KAST-281 (Rz1+Rz2)

AFYN-259 (1z1)

_r KP006464-Cin (Cin-Y)
78| AB563046-Cin (Cin-H)
IGDR-2-2 (Rz1+Rz2)

IGDR-2-1 (Rz1+Rz2)
IGDR-2 (Rz1+C48+mg)

AB563035-Japonya (Japonya-O)
E'——Emslol-cm (Cin-B)
AB207807-Fransa (P tip)
449‘— AB563031-Japonya (Japonya-D)
KP316746-Cin (Cin-L) J
AB563081-Almanya (B tip) ] m

87
9 AB563050-Cin (Cin-X)

2

[v=3

66

59

0.0050

Sekil 4.15. Tirkiye seker pancari iretim alanlarindan elde edilen BNYVV
izolatlarinin ve GenBank (NCBI) veri tabaninda kayith baz1 BNYVV
izolatlarinin p25 bdlgelerine ait niikleotit dizileri esas aliarak
olusturulan filogenetik agac. Filogenetik analizde, MEGA7
yaziliminda yer alan Maximum Likelihood (ML) yoOntemi
kullanilmistir. Dendogramda bootstrap (se¢-bagla tahmin testi)
degerleri, dallarda % olarak gosterilmistir. Olgek, ayn1 pozisyon igin
baz degisim miktarin1 (0.05) gostermektedir. Referans izolatlara ait
bilgiler Cizelge 4.10’da yer almaktadir.
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4.1.3.4. Farkh Genotiplerden Elde Edilen BNYVV Izolatlarinin Tetrat

Motiflerinin Belirlenmesi

Farkli literatlirlerde, BNYVV RNA-3’1 iizerinde yer alan p25 proteinin, viriisiin
patojenitesinde etkin oldugu, 6zellikle 67-70. pozisyonlardaki aa. dizilerinin (tetrat
motif) dayaniklilik kirilmasi ile iliskili oldugu belirtilmektedir (Koenig vd, 2008;
Schirmer vd, 2005; Bornemann ve Varrelmann, 2013). Bu calismada, farkli
genotiplerden (rz1, Rz1+Rz2 ve RzI+C48+minor genler) elde edilen dayaniklilik
kiran ve kirmayan BNYVV izolatlarinin, p25 geninin sekans analizleri sonrasi
belirlenen tetrat motifleri Cizelge 4.10 ve bu izolatlarin cografik orjinlerine gore
dagilimlan ise Sekil 4.16°da verilmistir. Buna gore; dayaniklilik kiran ve kirmayan
BNYVV izolatlarinda en siklikla rastlanilan tetrat motif ‘AHHG’ olarak
belirlenmigtir. Dayaniklilik kiran BNYVV izolatlarinda saptanan diger tetrat motifler
‘ASHG’, ‘ACHG’, ‘AYHG’ ‘VHHG’, ‘D-HG ya da -DHG’ ve ‘AFHG’ seklindedir.
Dayaniklilik kiramayan BNYVV populasyonlarinda ise, ‘AHHG’ye ilaveten
‘ACHG’ ve ‘ALHG’ tetrat motiflerinin varligi da tespit edilmistir (Cizelge 4.10 ve
Sekil 4.16). Ulkemiz seker pancari iiretim alanlarindan elde edilen ‘AHHG’ ve
‘ACHG’ tetrath BNYVV izolatlarinin, bazilarinin her iki genotipte (Rz1+Rz2 ve
Rz1+C48+minor genler iceren) de dayanikliligi kirarken, bazilarinin bu dayanikliligi
kirmamasi dikkat ¢ekmistir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. Farkli seker pancar1 genotiplerinden izole edilen BNYVV izolatlarinin
p25 proteinin 67-70. pozisyonunda yer alan amino asitlerinde
belirlenen tetrat motifleri

P25 Tetrat Motifleri (67-70. aa.)

izolat Adx Orjin Genotip

67* 68 69 70
Dayamiklihk Kiran BNYVYV izolatlar
IGDR-2 Rz1+C48+mg A S H G
IGDR-2-1 Igdir Rz1+Rz2 A S H G
IGDR-2-2 Rz1+Rz2 A F H G
ESKR-210 Eskischir Rz1+C48+mg A C H G
KAST-281 Rz1+C48+mg A H H G
KAST-281  Kastamonu Rz1+Rz2 A © H G
YZGT-312 Yozgat Rz1+Rz2 A Y H G
KNYA-359 Rz1+C48+mg Vv H H G
KNYA-359  Konya Rz1+Rz2 \Y; H H G
KNYA-386 Rz1+Rz2 A H H G
KNYA-418 Rz1+C48+mg D/- -ID H G
KTHY-604 . - Rz1+C48+mg A H H G
KTHY-604 utahya Rz1+Rz2 A H H @
ANKR-614 Rz1+C48+mg A H H G
ANKR-614 Rz1+Rz2 A H H G
Dayamikhihk Kiramayan BNYVYV izolatlar1
ELZG-44 Elazi1g rzl A L H G
KRKL-134 Kurklareli rzl A H H G
AFYN-259 Afyonkarahisar rzl A C H G
ADPZ-291 Adapazari rzl A H H G
KNYA-431  Konya rzl A H H G

* A: Alanin, C: Sistein, H: Histidin, G: Glisin, V: Valin, D: Aspartat, Y: Trozin, S: Serin, F:
Fenilalanin
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Karadeniz

Akdeniz

Kiitahya
Kastamonu Ankara Eskisehir
Kirklareli Afyon

Yozgat Igdir

Adapazar
AHHG AHHG ACHG ALHG AHHG AYHG ASHG
ACHG VHHG AFHG
-DHG/
D-HG

Sekil 4.16. Tirkiye seker pancari iiretim alanlarindan elde edilen farkli tetrat
motiflerine sahip BNYVV izolatlarimin cografik orjinlerine gore
dagilimlar

Bu calismada; bes farkli lokasyona ait (Igdir, Kastamonu, Konya, Kiitahya ve
Ankara) BNYVV izolatlarinin dayanikli her iki genotipte de (Rz1+Rz2 ve
Rz1+C48+minor genler igeren) ayr1 ayri p25 proteinine ait sekans sonuglar1 elde
edilmistir. Ayrica, bir diger arastirma kapsaminda bu bes izolatin rz1 genotipine ait
dizi analizleri de daha onceden elde edilmisti (1100188 nolu proje verileri). Elde
edilen bu sonuglar toplu olarak birlikte degerlendirildiginde; Igdir ve Kastomonu
illerine ait iki BNYVYV izolatinin (IGDR-2 ve KAST-281) Rz1+Rz2 genlerini igeren
seker pancar1 cesidinde tetrat motiflerinde bir degisim oldugu dikkat c¢ekmistir.
Nitekim, IGDR-2 izolatinin hassas (rzl) ve RzI+C48+mindr genler igeren
genotiplerden elde edilen tetrati ‘ASHG’ iken, Rz1+Rz2 genini igeren genotipte tetrat
motifte ‘ASHG/AFHG’ seklinde degisim oldugu saptanmigtir. KAST-281 izolatinin
ise, diger genotiplerde belirlenen tetrat motifi ‘AHHG” iken, Rz1+Rz2 genotipinden
elde edilen BNYVV izolatinin tetrati ‘ACHG’ seklinde olmustur. incelenen diger ii¢
izolatin (KNYA-359-VHHG, KTHY-604-AHHG ve ANKR-614-AHHG) ise,
genotip degisimine paralel olarak tetrat motiflerinde herhangi bir degisimin olmadigi

tespit edilmistir (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. Farkli seker pancar1 genotiplerinden izole edilen BNYVYV izolatlarinin
p25 proteinin 67-70. pozisyonunda yer alan amino asitlerinde
belirlenen tetrat motifleri

ger?igi Gen/ IGDR-2 KAST-281 | KNYA-359 KTHY-604 ANKR-614
enler

rz1** ASHG* AHHG VHHG AHHG AHHG
Rz1+Rz2 ASHG/AFHGI ACHG VHHG AHHG AHHG
Re1+Cag+mg | ASHG AHHG ] VHHG AHHG AHHG

* A: Alanin, C: Sistein, H: Histidin, G: Glisin, V: Valin, S: Serin
** Daha &nce yiiriitiilen ¢alismadan (1100188 no’lu TUBITAK Projesi) elde edilen sekans verisi
4.1.3.5. Farkh Genotiplerden Elde Edilen BNYVV izolatlarinin P25 Proteini

Sekans Analiz Sonuclarinin Irdelenmesi

-Hassas Genotipten (rz1) Elde Edilen BNYVYV izolatlar

BNYVV’ye hassas genotipten (rz1) izole edilen farkli cografik lokasyonlara ait
(Elaz1g, Afyonkarahisar, Kirklareli, Adapazari ve Konya) dayaniklilik kirmayan bes
BNYVV izolatinin dizi analizleri sonucu; izolatlar arasinda patojenitede etkin p25
bolgesinde ¢ok sayida noktada aa. varyasyonu olmadigi, sadece iki noktada
degisiklik oldugu belirlenmistir. Bu degisikligin ise; bes izolatta da ortak olarak
olustugu tek nokta, ‘hipervariable bdlge’ olarak adlandirilan (67.-70. aa.) bolge
sinirlart igerisinde yer alan 68. aa. pozisyonunda oldugu dikkat ¢ekmistir. Bu
pozisyonda en fazla rastlanilan aa. ‘Histidin’ (H ) (3 izolatta) iken; bunu birer izolatta
belirlenen ‘Sistein’ (C) ve ‘Losin’ (L) aa.’leri izlemistir Dolayisi ile; bu gesitte en
yaygin tetrat motif ‘AHHG’ (%60) iken, belirlenen diger tetratlar °ACHG’ ve
‘ALHG’ seklinde olmustur. P25’in 211. pozisyonundaki aa.’de saptanan varyasyon
ise Elazig iline ait tek bir izolatta (ELZG-44) tespit edilmistir (D yerine G), (Cizelge
4.12).

-Dayanikhi Genotiplerden (Rz1+Rz2 ve RzI+C48+minér genler iceren)
Elde Edilen BNYVYV izolatlan

Rz1+Rz2 genlerini i¢eren genotipten elde edilen farkli cografik lokasyonlara ait
(Igdir, Kastamonu, Konya, Kiitahya, Ankara ve Yozgat) dayaniklilik kiran yedi
BNYVYV izolatinin dizi analizi sonucu; izolatlar arasinda p25 bolgesinde alti noktada
aa. varyasyonu belirlenmistir. Ayrica, Igdir iline ait bir 6rnekte (IGDR-2), 68.
pozisyonda yer alan aa.’de; forward yondeki okumada ‘S’, reverse yondeki okumada

ise ‘F’ aa.’inin yer aldigi, dolayisiyle bu ornekte 2 farkli BNYVV populasyonun
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varligi dikkat ¢ekmistir. Bu genotipten elde edilen BNYVV izolatlarinda, asir
degisken bolge (67.-70. aa.)’de 67 ve 68. pozisyonlarda yer alan ilk iki aa.’de
varyasyon saptanmis olup diger iki aa. (69.-70.)’de herhangi bir degisiklik tespit
edilmemistir. izolatlar arasinda en fazla varyasyonun belirlendigi nokta 68. aa. olup
bu noktada en siklikla rastlanilan aa. Histidin (H) olmus (%50), diger 6rneklerde ise
3 farkli aa.’in (Sistein: C, Serin: S ve Trozin: Y) bulundugu saptanmistir. 67.
pozisyonda ise en siklikla rastlanan aa. ‘Alanin’ (A) (%87.5) iken; digeri ise ‘Valin’
(V) (%12.5) olarak belirlenmistir. ilave olarak; 28, 35, 132 ve 163. pozisyonlarda;
hassas genotip ile kiyaslandiginda varyasyonlarin oldugu tespit edilmistir. Sonug
olarak; Rz1+Rz2 bitkilerinden elde edilen BNYVV izolatlarinin p25 proteininde
hassas genotip ile kiyaslandiginda daha fazla varyasyonun olustugu dikkat ¢ekmistir.
Rz1+Rz2 tuzak bitkilerinde belirlenen dominant tetrat motif ise;AHHG’ (%50) iken,
diger izolatlarda ‘“VCHG’, ‘ASHG’ ve ‘AYHG’ tetratlarinin yer aldig1 saptanmistir
(Cizelge 4.12).

Rz1+C48+minor genler iceren genotipten izole edilen (Igdir, Eskisehir,
Kastamonu, Konya, Kiitahya ve Ankara illerine ait) yedi BNYVV izolatinin dizi
analizi sonucunda ise; p25 proteininde sekiz pozisyonda yer alan aa.’de varyasyon
oldugu tespit edilmistir. Bu genotipe ait BNYVYV izolatlarinda da diger dayanikli
genotipte (Rz1+Rz2) oldugu gibi ‘hipervariable bolge’de sadece 67 ve 68.
pozisyonlarda bulunan aa.’lerde varyasyon gdzlenmis olup, son 2 aa. (69.-70.)’de
herhangi bir degisiklik tespit edilmemistir. En fazla varyasyon ise 68. aa.’de
saptanmis olup; izolatlarin ¢ogunda (%57.1) bu pozisyonda Histidin aa.’i
bulunurken, geri kalaninda 3 farkli aa.’in (C, S ve D: Aspartat/-) yer aldig1
saptanmistir. Bir diger yliksek varyasyonun gozlendigi nokta 67. pozisyondaki aa.
olup, bu pozisyonda en siklikla belirlenen aa. ‘A’ (%71.4) iken; digerleri ise ‘V’
(%14.3) ve ‘D/-* (%14.3) olarak saptanmustir. Ek olarak; 21., 40., 129., 132. ve 163.
pozisyonlarda; hassas genotip ile kiyaslandiginda varyasyonlarin oldugu tespit
edilmigstir. Hassas (rzl) ve diger dayanikli genotip (Rz1+Rz2) izolatlar1 ile
kiyaslandiginda; bu genotipten elde edilen BNYVYV izolatlarinin daha fazla noktada
aa. varyasyonu olustugu dikkat cekmistir. Rz/+C48+minor genler igeren tuzak
bitkilerde belirlenen dominant tetrat motif;> AHHG’ (%57.1) iken, diger izolatlarda
‘ACHG’, ‘ASHG’ ve ‘D-HG/ -DHG’ tetratlarinin varlig1 saptanmistir (Cizelge 4.12).
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Cizelge 4.12. Hassas (rzl) ve dayanikli seker pancari genotiplerinde (Rz1+Rz2 ve RzI+C48+minor genler) BNYVV izolatlarinin p25
proteininde belirlenen polimorfik bolgeler

aa pozisyonlari 21 28 35 40 67 68 129 132 163 211
rzl Yaygin aa - - - - - H (60.0) - - - D (80.0)
Diger 1 - - - - - C (20.0) - - - G (20.0)
Diger 2 - - - - - L (20.0)
Rz1+Rz2 Yaygin aa - | (87.5) 1 (87.5) - A (87.5) H (50.0) - L (875) P (87.5)
Diger 1 - T(125) V (125) - V (12.5) C (12.5) - 1 (125) S (12.5)
Diger 2 - - - - - S (12.5)
Diger 3 - - - - - Y (12.5)
Rz1+C48+mg Yaygin AA T* (85.7) - - N (85.7) A (71.4) H (57.1) H(857) L(857) P(8.7) A(85.7)
Diger 1 M (14.3) - - D(143) V(143) C(143) N(143) 1(143) S(143) P (14.3)
Diger 2 - - - - D/- (14.3)  S(14.3)
Diger 3 - - - - - D/- (14.3)

*H: Histidin, T: Timin, M: Metiyonin, I: Izoldsin, V: Valin, N: Asparajin, D: Aspartat, A: Alanin, S: Serin, C: Sistein, L: Losin, P: Prolin, G:
Glisin, Y: Tirozin
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4.1.3.6. P26 Protein Gen Bolgesinin Cogaltilmasi

BNYVV’nin patojenitesi ve simptom olusumunda rol oynayan ve RNA-5 iizerinde
yer alan p26 protein genine spesifik primerler (Schirmer vd, 2005) kullanilarak,
farkli genotiplerde dayaniklilik kiran 10 BNYVV izolat1 tek asamali RT-PCR
yontemi ile analiz edilmistir. PCR iiriinlerinin jel goriintiileme cihazinda incelenmesi
sonucunda; Igdir, Elaz1g, Eskisehir, Kastamonu, Yozgat, Konya ve Kiitahya illerine
ait yedi ornekte bu bolgeye spesifik 885 bp biiyiikliigiinde bant elde edilmistir (Sekil
4.17 ve 4.18). Konya iline ait iki 6rnek (359 ve 386 no’lu) ile Ankara iline ait (614

no’lu) bir 6rnekte ise istenilen biiyiikliikte bant olusumu gézlenmemistir (Sekil 4.17).

M 2 45 210 281 312 359 386 418 604 614 -C

<3885 bp

Sekil 4.17. P26 geninin RT-PCR yontemi ile belirlenmesi [M: 1 kb DNA Ladder
(Promega), 2: Merkez-1gdir, 45: Merkez-Elazi1g, 210: Merkez-Eskisehir,
281: Taskoprii-Kastamonu, 312: Akdag Madeni-Yozgat, 359: Yunak-
Konya, 386: Karapinar-Konya, 418: Cumra-Konya, 604: Simav-Kiitahya,
614: Polatli-Ankara, - C: Negatif kontrol (saglikli seker pancari
kokiinden elde edilen RNA)]
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M 281 418 +C -C

Sekil 4.18. P26 geninin RT-PCR yontemi ile belirlenmesi [M: 1 kb DNA Ladder
(Promega), 281: Taskopri-Kastamonu, 418: Cumra-Konya, + C: Pozitif
kontrol (Pithiviers-Fransa’ya ait BNYVV RNA-5 igeren P-tip streyn ile
enfekteli seker pancar1 kokiinden elde edilen RNA), - C: Negatif kontrol
(saglikli seker pancari kokiinden elde edilen RNA)]

Sonug olarak; farkli genotiplerde dayaniklilik kiran BNYVV izolatlarinin
%70’inin RNA-5 icerdigi saptanmistir. Enteresan olarak, ayni tetrat motife (AHHG)
sahip iki izolattan; KTHY-604 izolatinin RNA-5 igerdigi, ANKR-614’iin ise bu
segmente sahip olmadig1 belirlenmis olmakla birlikte, her iki izolatinda iki farkli
genotipte (Rz1+Rz2 ve RzI+C48+minor genler igeren) de dayanikliligi kirabildigi
tespit edilmistir. Diger taraftan, RNA-5 igermeyen ‘AHHG’ tetratli KNYA-386
izolatinin sadece Rz1+Rz2 genlerini iceren genotipte dayanikliligi kirdig
belirlenmistir. Ayrica, RNA-5 icermemesine ragmen ‘VHHG’ tetrat motifine sahip
KNYA-359 izolatinin her iki genotip de dayaniklilik kirmasi dikkat ¢ekmistir
(Cizelge 4.13). Elde edilen bu sonuglar; Tiirkiye seker pancari {iretim alanlarina ait
BNYVYV izolatlarinin dayaniklilik kirma durumlarinin; ne p25 tetrat motifi (67-70.

aa.), ne de RNA-5’in bulunma durumu ile dogrudan iligkili olmadigin1 gostermistir.

Cizelge 4.13. Dayaniklilik kiran BNYVV izolatlarinin orjini, dayaniklilik kirdiklari
genotip, p25 tetrat motifleri ve RNA-5’in bulunma durumu

- Dayamkhhk " RNA-5’in
Orn. o1t A Orjin Kirdigs TetratMotif g1 inma
No = (67-70. aa.)*

Genotip Durumu
2 IGDR-2 Merkez/Igdir 1,2 ASHG?/AFHG!? +
45 ELZG-45 Merkez/Elaz1g 1,2 - +
210 ESKR-210 Merkez/Eskigehir 1,2 ACHG? +
281 KAST-281 Taskoprii/Kastamonu 1,2 ACHGYAHHG? +
312 YZGT-312 Akdag Madeni/Y ozgat 1,2 AYHG! +
359 KNYA-359  Yunak/Konya 1,2 VHHG!? -
386 KNYA-386  Karapinar/Konya 1 AHHG! -
418 KNYA-418  Cumra/Konya 1,2 D-HG/-DHG? +
604 KTHY-604  Simav/Kiitahya 1,2 AHHG!? +
614 ANKR-614  Polatli/Ankara 1,2 AHHG!? -
TOPLAM 10 7

*1: Rz1+Rz2, 2: RzI+C48+minor genler, -: tetrat motif tespit edilemedi.
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4.1.4. Biyolojik Cahsmalardan Elde Edilen Bulgular

Bu tez calismasi (Rz1+Rz2 ve RzI+C48+minor genler’inde yiiriitillen patojenite
denemeleri) ve daha Once yiiriitiilen ¢aligmalar ile (Rz1’de yiiriitiilen patojenite
denemeleri-TOVAG 1100188 no’lu proje) farkli genotiplerde dayaniklilik kirdigi
bilinen, farkli cografik lokasyonlara ait 10 BNYVV izolatinin patojenitelerindeki
farkliliklar mekaniksel inokulasyon ¢alismalar ile de irdelenmeye ¢alisiimistir (Sekil
4.19).

Mediterranean Sea
RNA-5’in
& il izolat Adi Tetrad Motif* Bulunma  wian Dayamkhiik

DUruMu* Genleri
Elazig* ELZG-40 ALHG* -* R71
Aksaray* AKSY-542 D-HG/-DHG* -*
Konya KNY A-386 AHHG - Rz1+Rz2
Kayseri* KYSR-525 AHHG* -*

. Rz1+Rz2,
Kiitahya KTHY-604 AHHG +
Eskisehir ESKR-210 ACHG +
Yozgat YZGT-312 AYHG +
Kastamonu KAST-281 AHHG +
Konya KNYA-418 D-HG/-DHG +
Ankara ANKR-614 AHHG -

Sekil 4.19. Biyolojik ¢alismalarda kullanilan BNYVV izolatlarinin orjinleri (A),
farkli genotiplerde dayaniklilik kirma durumlan ile bazi molekiiler
ozellikleri (B) (*izolatlara ait veriler 1100188 no’lu proje kesin sonug
raporundan alinmistir)

Bu amagla; BNYVV ile bulasik topraklarda rhizomania’ya hassas seker
pancarlar1 (rz1-cv. Kasandra) 6 hafta siire ile yetistirilmis ve bu siire doldugunda

hasat edilerek elde edilen koklerin bir kismi BNYVV’nin varligimi teyit etmek
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amactyla ELISA testi ¢alismalarinda kullanilmistir. Koklerin kalan kismi -20°C’deki
derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Daha sonra, bu kok ornekleri secilen
BNYVV izolatlarinin konukc¢u c¢evresine gore biyolojik ayrim ¢alismalarinda

kullanilmustir.

Test bitkilerinin reaksiyonlar1 ve konukg¢u g¢evrelerinin belirlenmesi amaciyla
BNYVV izolatlar1 bir dizi test bitkisine Yontem 3.2.4’de belirtildigi sekilde inokule
edilmistir. Inokulasyonu takiben 1-4 hafta icerisinde, test bitkilerinde olusan
simptomlar kayit edilmis ve fotograflar1 ¢ekilmistir (Cizelge 4.15; 4.16; 4.17; 4.18).
Bu simptomlarin BNYVV enfeksiyonundan kaynaklandigini teyit etmek amaciyla;
her bir test bitkisinin viriis inokule edilen ve edilmeyen 1’er yaprag: alinarak ELISA
ile test edilmistir (Cizelge 4.14).

Bu ¢alismada kullanilan 10 BNYVYV izolatinin toplam 514 adet indikator
bitkisine mekaniksel inokulasyonlar1 sonucunda; ELISA testi ile sadece 21 bitkide
BNYVV enfeksiyonu tespit edilmistir (Cizelge 4.14). Elde edilen sonuglara gore; bu
bitkilerden C. quinoa, B. maritima, S. oleraceae cv. Rick Zwan ve S. oleraceae cv.
Nebraska’da sistemik enfeksiyon gozlenirken, N. benthamiana’da lokal enfeksiyon
saptanmustir; N. rustica bitkisinde ise hem sistemik, hem de lokal enfeksiyon
belirlenmistir (Cizelge 4.15; 4.16). B. vulgaris cv. Kasandra, N. clevandii, C. murale,
B. macrocarpa ve P. patellaris’de ELISA testi ile BNYVV’nin varligi tespit
edilememistir (Cizelge 4.14).
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Cizelge 4.14. Farkli genotiplerde dayaniklilik kiran BNYVV izolatlarinin test bitkilerine inokulasyon sayilar1 ve ELISA ile pozitif olarak
belirlenen tekerriir sayilari

Farkli Genotiplerde Dayamikhihk Kiran BNYVYV lzolatlar

Rzl Rz1+Rz2, Rz1,
Rz1 Rz1+Rz2 Rz 1+Fézz Rz1+C48+minér Rz1+Rz2
genler Rz1+C48+minér genler
indikatér Bitkiler ELZG-40 AKSY-542 KNYA-386 KYSR-525 KTHY-604 KNYA-418 | KAST-281| YZGT-312 | ESKR-210 ANKR-614
Beta vulgaris cv. 0*/6** 02 0/6 0/4 03 0/4 0/3 0/6 0/4 03
Kasandra
B. maritima 0/6 0/4 0/6 0/6 0/2 0/5 1/3 0/5 0/3 0/3
B. macrocarpa 0/3 0/4 0/3 0/3 0/3 0/6 0/3 0/4 0/4 0/3
Chenopodium quinoa 0/9 0/10 1/13 0/5 0/3 0/13 0/10 0/6 0/8 0/5
C. murale 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/3 0/2
Nicotiana benthamiana 1/8 1/2 3/10 0/4 0/4 0/12 0/8 0/3 0/7 0/4
N. rustica 3/12 1/2 2/9 0/7 0/6 3/13 2/4 0/4 0/6 0/5
N. clevelandii 0/4 0/3 0/5 0/5 0/3 0/5 0/3 0/3 0/4 0/3
>, oleraceae cv. Rick 017 03 0/4 0110 017 0/4 03 1/4 0/5 0i5
S. oleraceae cv. Nebraska 0/8 0/3 0/3 0/8 0/7 0/4 0/2 2/5 0/4 0/5
Patella patellaris 0/3 0/2 0/2 0/2 0/2 0/3 0/2 0/2 0/4 0/2
Toplam 4/68 2/35 6/63 0/56 0/42 3/71 3/43 3/44 0/52 0/40
Genel Toplam 21/514

*: ELISA ile pozitif olarak belirlenen tekerriir sayilari; **: BNYVV izolatinin test bitkisine inokulasyon sayilari
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4.1.4.1. Rz1 Dayamkhhigim Kiran BNYVYV izolatlarinin Mekanik Inokulasyon

Calismasi Sonuclar

Aragtirmanin bu kisminda; Rz1 dayanikliligini kiran iki BNYVV izolat1 (ELZG-40
ve AKSY-542) ile ¢alismalar yiiriitilmustiir. ELZG-40 izolati ile yiiriitiilen biyolojik
calismalar sonucunda; N. benthamiana bitkisinde, 8 tekerriiriin 1’inde viriis inokuleli
yapraklarda kloroz simptomu gozlenmis ve bu yaprakta BNYVV enfeksiyonu
ELISA testi ile de teyit edilmistir (Cizelge 4.14 ve 4.15; Sekil 4.20A). Ayn1 izolatin
N. rustica’ya inokulasyonu sonucunda ise; 12 tekerriiriin 3’tinde inokuleli
yapraklarda kloroz olusumu, bu bitkilerin iist yapraklarinda ise hafif bombe olusumu
dikkat ¢ekmistir. Bu bitkilerin viriis inokule edilen ve edilmeyen yapraklar1 ELISA
ile testlenmis ve bu yapraklarda BNYVV enfeksiyonu tespit edilmistir (Cizelge 4.14
ve 4.15; Sekil 4.21).

Cizelge 4.15. Rz1 dayanmikliligimi kiran BNYVV izolatlarinin indikatér bitkilerde
olusturdugu simptomlar ve ELISA testi sonuglari

Rz1 Dayamkliigim Kiran BNYVV IZOLATLARI

Indikator Bitkiler ELZG-40 AKSY-542

L ELISA S ELISA L ELISA S ELISA
B. vulgaris cv. Kasandra - - - - = - - -

B. maritima -
C. quinoa = -

. KLL,
N. benthamiana K + YD +
B. macrocarpa - - = 5 NLL
N. rustica K + HB + K, ZM +
N. clevelandii = = - - - R

S. oleraceae cv. Rick Zwan
S. oleraceae cv. Nebraska
P. patellaris -
C. murale

L: Lokal enfeksiyon; S: Sistemik enfeksiyon; (+): ELISA testi pozitif; (-): ELISA
testi negatif; -: Simptom yok; K: Kloroz; HB: Hafif bombe; KLL: Klorotik lokal
leke; YD: Yaprak deformasyonu; ZM: Zayif mozayik; NLL: Nekrotik lokal leke
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A

Sekil 4.20. ELZG-40 izolatinin N. benthamiana bitkisinde inokuleli yaprakta
olusturdugu kloroz (A) ve bu bitkinin genel goriiniimii (B)

Sekil 4.21. ELZG-40 izolatinin N. rustica bitkisinde viriis inokuleli yaprakta
olusturdugu hafif kloroz (A) ve bu bitkide olusturdugu sistemik
enfeksiyon (B)
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Rz1 dayanikliligim1 kiran bir diger izolat olan AKSY-542 no’lu izolat ile
yiirlitiilen ¢alismalarda ise, bu izolat bazi indikator bitkilerin viriis inokule edilen
yapraklarinda belirti olusmustur. Bu bitkilerden (2 tekerriiriin 1’inde); N.
benthamiana’da klorotik lokal lezyon (Sekil 4.22), N. rustica’da kloroz ve zayif
mozayik (Sekil 4.23), B. macrocarpa’da ise nekrotik lokal lezyon olusumu
belirlenmistir. Viriis inokule edilen ve edilmeyen yapraklarin ELISA ile testlenmesi
sonucunda; N. benthamiana ve N. rustica’da BNYVV’nin varligi saptanmistir
(Cizelge 4.14 ve 4.15).

Sekil 4.22. AKSY-542 izolatinin N. benthamiana bitkisine ait inokuleli yaprakta
sebep oldugu yaprakta deformasyon ve Kklorotik lokal lezyon (A) ve bu
bitkinin genel gortiniimii (B)

Sekil 4.23. N. rustica bitkisinde AKSY-542 izolatinin inokuleli yaprakta sebep
oldugu kloroz + zayif mozayik (A) ve bu bitkinin genel goriiniimii (B)

Inokulasyon yapilan diger test bitkilerinde ise gerek simtomatolojik olarak;

gerekse ELISA ile viriis enfeksiyonu tespit edilememistir (Cizelge 4.14 ve 4. 15).
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4.1.4.2. Rz1+Rz2 Dayamkhhgim Kiran BNYVYV izolatinin Mekanik Inokulasyon

Calismasi Sonuclar

Rz1+Rz2 dayanikliligin1 kiran KNYA-386 izolati, mekaniksel inukulasyon sonrasi;
C. quinoa ve N. rustica’da sistemik enfeksiyon olusturdugu, N. benthamiana’da ise
lokal enfeksiyona neden oldugu saptanmistir. Elde edilen bu sonucglar ELISA testi ile

de dogrulanmistir (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. Rz1+Rz2 dayanikliligiin kiran KNYA-386 izolatinin indikator
bitkilerde olusturdugu simptomlar ve ELISA testi sonuglar1

Rz1+Rz2-DK BNYVYV izolati
indikator Bitkiler KNYA-386
L* ELISA** S ELISA

B. vulgaris cv. Kasandra
B. maritima
B. macrocarpa
C. quinoa - -
N. benthamiana K, KLL*** 1 -
N. rustica K - - +
N. clevelandii
S. oleraceae cv. Rick Zwan
S. oleraceae cv. Nebraska
P. patellaris
C. murale =

* L. Lokal enfeksiyon; S: Sistemik enfeksiyon;

**+ . ELISA testi sonucu pozitif; - : ELISA testi negatif;

***_ . Simptom yok; K: Kloroz; KLL: Klorotik lokal lezyon

KNYA-386 izolati ile yiiriitilen biyolojik ¢alismalarda; C. quinoa’da
gerceklestirilen 13 farkli inokulasyonun sadece 1 tekerriiriinde, viriis inokule edilen
ve edilmeyen yapraklarda belirgin bir simptom gozlenmemesine ragmen, bu 6rnegin
ELISA ile testlenmesi sonucu inokulesiz yapraklarda BNYVV enfeksiyonu
belirlenmistir. Dolayis1 ile bu bitkide sistemik enfeksiyon olusturdugu saptanmistir
(Cizelge 4.14 ve 4.16; Sekil 4.24). Nitekim; C. quinoa BNYVV’nin lokal lezyon
konukgusu olup (Gilmer vd, 2016), bugiine kadar BNYVV’nin bu bitkide sistemik

enfeksiyon olusturduguna dair bir kayit bulunmamaktadir.
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Sekil 4.24. C.quinoa bitkisinde KNYA-386 izolatinin simptom sergilemeden
olusturdugu sistemik enfeksiyon. (A: inokuleli yaprak; B: bitkinin genel
gOriinlimii)

Rz1+Rz2 dayanikliligini kiran bu izolatin N. benthamiana’ya yapilan
inokulasyonlarinda; 10 tekerriiriin 3’{inde viriis inokule edilen yapraklarda kloroz (2
adet) ve kloroztklorotik lokal lezyon (1 adet) belirtileri kayit edilmis ve bu
yapraklarin ELISA ile testlenmesi sonucunda BNYVYV enfeksiyonu belirlenmistir

(Cizelge 4.14 ve 4.16; Sekil 4.25).

Sekil 4.25. N. benthamiana bitkisinde KNYA-386 izolatinin inokuleli yapraklarda
olusturdugu kloroz (A), kloroztklorotik leke (B) ve bitkinin genel
goriiniimii (C)
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Bu izolatin, N. rustica’da inokuleli ve inokulesiz yapraklarda bariz bir belirti
olusturmamasina ragmen, uygulanan 9 tekerriiriin 2’sinde sistemik enfeksiyona
neden oldugu ELISA testi ile dogrulanmistir (Cizelge 4.14 ve 4.16). Tekerriirlerin
1’inde inokuleli yaprakta kloroz simptomu gozlenmis, ancak ELISA testi negatif

sonug vermistir (Cizelge 4.16; Sekil 4.26).

Sekil 4.26. N. rustica bitkisinde KNYA-386 izolatinin neden oldugu sistemik
enfeksiyon (A) ve inokuleli yaprakta gozlenen kloroz simptomu-ELISA
sonucu negatif (B)

4.1.4.3. Rz1 ve Rz1+Rz2 Dayamkhhigm Kiran BNYVV izolatimn Mekanik

inokulasyon Calhismalar1 Sonuclar:

Rzl ve Rz1+R2 dayanikliligini kiran KYSR-525 izolati ile yiiriitillen biyolojik
caligmalar sonucunda; testlenen indikator bitkilerin higbirisinde lokal ve sistemik

belirti gozlenmemis ve yapilan ELISA testi sonuglar1 da negatif ¢cikmistir (Cizelge
4.14).

4.1.4.4. Rz1+Rz2 ve Rz1+C48+minor genlerin Dayamkhhgm Kiran BNYVV

izolatinin Mekanik inokulasyon Calismalar1 Sonuclar

Rz1+Rz2 ve Rz1+C48+minor genler dayanikliligini kiran KTHY-604 izolati ile
yapilan mekaniksel inokulasyon ¢aligmalar1 sonucunda; test edilen 11 farkli indikator
bitkinin incelenen 42’sinde lokal ve sistemik belirti gozlenmemis ve bu bitkilerin
virlis inokule edilen ve edilmeyen yapraklarina uygulanan ELISA testi sonuglar1 da

negatif ¢ikmistir (Cizelge 4.14).
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4.1.4.5. Rz1, Rz1+Rz2 ve Rz1+CA48+mindér genlerin Dayamkhihigim Kiran BNYVV

Izolatinin Mekanik inokulasyon Cahsmalar: Sonuclar:

Calismanin bu kisminda, Rz1, Rz1+Rz2 ve Rz1+C48+mindr genler dayanikliligini
kiran bes BNYVV izolati (KNYA-418, KAST-281, YZGT-312, ESKR-210 ve
ANKR-614) ile biyolojik calismalar yiiriitiilmiistiir. Bu izolatlardan, KNYA-418
izolatt B. macrocarpa’da viriis inokule edilen yapraklarda klorotik lokal leke, N.
rustica’da hafif kloroz belirtileri olusturmasina ragmen (Sekil 4.27A), inokuleli
yapraklara uygulanan ELISA testi sonucu negatif ¢cikmistir. Ancak, N. rustica
bitkisinin tist yapraklarinda belirgin bir BNYVV simptomu gézlenmemesine ragmen,
viriis inokule edilmeyen yapraklara ELISA testi uygulanmig ve BNY VYV enfeksiyonu
tespit edilmistir (Cizelge 4.14 ve 4.17, Sekil 4.27B).

KAST-281 izolatinin B. maritima bitkisine inokulasyonu sonucunda, inokuleli
yapraklarda damarlarda belirginlesmeye neden olmus, fakat ELISA ile viriisiin
varlig1 teyit edilememistir. Bununla birlikte; simptom goézlenmeyen {ist yapraklara
uygulanan ELISA testi sonucu pozitif ¢ikmistir (Cizelge 4.14 ve 4.17; Sekil 4.28).
Ayni izolatin, N. rustica’ya inokulasyonu ile uygulanan 4 tekerriiriin 2’sinde
inokuleli yapraklarda hafif kloroza neden olmus ve bu yapraklarda BNYVV’nin
varligi ELISA testi ile de dogrulanmustir (Cizelge 4.14 ve 4.17; Sekil 4.29).
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Cizelge 4.17. Rz1, Rz1+Rz2 ve Rz1+C48+mindr genler dayanikliligini kiran BNYVV izolatlarinin indikator bitkilerde olusturdugu simptomlar
ve ELISA testi sonuglari

Rz1, Rz1+Rz2 ve Rz1+C48+minor genler Dayamkhiligim1 Kiran BNYVYV izolatlari

Indikator Bitkiler KNYA-418 KAST-281 YZGT-312 ESKR-210 ANKR-614

B. vulgaris cv. Kasandra - - - - - - =
B. maritima - = - - DB = o
C. quinoa -
B. macrocarpa KLL*** - - - - - = = = . = - - - - - - - - -
N. benthamiana - = = = = = - - - - - - - - - - - - i -
N. rustica HK - - + HK + = - - - - - - - - - - - i i
N. clevelandii - = = = - - - - - - - -
S. oleraceae cv. Rick Zwan - - - - - - - - - - YB + - - - - - - - -
S. oleraceae cv. Nebraska - - - - - - - - = - YB +

P. patellaris - = - - - = o - - - - - - - - - - - - -
C. murale - = = = - - - - - - - - - - - - - - - -

L* E* S E L E S E L E S E L E S E L E S E
+

* L: Lokal enfeksiyon; S: Sistemik enfeksiyon;
**E: ELISA, : ELISA testi sonucu pozitif + (pembe renk ile gosterilmistir); - : ELISA testi negatif (yesil renk ile gosterilmistir)
***_: Simptom yok; K: Kloroz; KLL: Klorotik lokal lezyon; HK: Hafif kloroz; DB: Damarda belirginlesme; YB: Yapraklarda bombe
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Sekil 4.27. KNYA-418 izolatinin N. rustica bitkisinde viriis inokulasyonu yapilan
(A) ve yapilmayan yapraklarinin (B) genel goriiniimleri

Sekil 4.28. B. maritima bitkisinde KAST-281 izolatinin simptomsuz olarak
olusturdugu ELISA ile teyit edilen sistemik enfeksiyon (A) ve bu
izolatin bitkinin inokuleli yapraginda neden oldugu damarlarda
belirginlesme- ELISA sonucu negatif (B)

Sekil 4.29. N. rustica bitkisinde KAST-281 izolatinin viriis-inokuleli yaprakta
meydana getirdigi hafif kloroz (A) ve bitkinin genel goriiniimii (B)
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YZGT-312 izolat1 ise; 1spanak cesitlerinden Rick Zwan ve Nebraska
bitkilerinde viriis inokule edilmeyen yapraklarda ters kasik seklinde belirti
olusturmus, bu yapraklarda viriisiin varligi ELISA testi ile de teyit edilmistir (Cizelge
4.17; Sekil 4.30 ve 4.31). Cizelge 4.17°de belirtilen diger test bitkilerinde ise
BNY VYV enfeksiyonu tespit edilmemistir.

Sekil 4.30. YZGT-312 izolatinin S. oleraceae cv. Rick Zwan bitkisinde neden
oldugu sistemik enfeksiyonun goriiniimii

Sekil 4.31. YZGT-312 izolatinin S. oleraceae cv. Nebraska bitkisinde neden oldugu
sistemik enfeksiyon

210 ve 614 no’lu izolatlar ile yapilan inokulasyon g¢aligmalart neticesinde
indikator bitkilerde lokal ve sistemik olarak simptom gozlenmemis ve ELISA

sonuglari negatif ¢ikmistir (Cizelge 4.17).

Biyolojik ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler, Tiirkiye seker pancari

iretim alanlarindan elde edilen ve farkli genotiplerde dayaniklilik kiran BNYVV
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izolatlarinin patojenitelerindeki farkliliklarin bu ¢alismalar ile net olarak ortaya
konulamayacagint gostermistir. Nitekim; ESKR-210, KYSR-525, KTHY-604 ve
ANKR-614 izolatlar1 ile yiiriitilen c¢alismalarda toplam 190 adet bitkiye viriis
inokulasyonu yapilmig, fakat bu bitkilerde BNYVV enfeksiyonu gerek
simtomatolojik, gerekse ELISA testi ile tespit edilememistir (Cizelge 4.14).

Diger taraftan, farkli lokasyonlardan segilen BNYVV izolatlar1 arasinda
konukc¢u reaksiyonuna gore biiyiik varyasyonun oldugu dikkat ¢ekmistir. Bes farkl
indikator bitkide (N. benthamiana, N. rustica, C.quinoa, B. maritima ve S. oleracea)
simptom olusumuna gore; BNYVV izolatlarinin 6 farkli grup igerisinde toplandig
belirlenmistir (Cizelge 4.18). Buna gore; Grup I ve II’de yer alan BNYVV izolatlari
RNA-5 igermemekle birlikte; sirasiyla Rz1 ve Rz1/Rz1+Rz2 genlerinde dayaniklilig:
kirarken, Grup III, IV ve V’de yer alan izolatlar ise Rz1, RzZ1+Rz2, Rz1+C48+minor
genler igeren bitkilerde dayanikliligi kirmistir. Bununla birlikte, ilging bir sekilde,
Grup VI; RNA-5 igeren (ESKR-210 ve KTHY-604) ve icermeyen BNYVV
izolatlarindan (KYSR-525 ve ANKR-614) olusmus olup Rzl, Rzl1+Rz2,
Rz1+C48+minor genler iceren farkli genotiplerde dayanikliligi kirmasina ragmen,

test bitkinin hi¢birinde enfeksiyon olusturamamistir (Cizelge 4.18).
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Cizelge 4.18. Test bitkilerinde farkli genotiplerde dayaniklilik kiran BNY VYV izolatlarinin olusturdugu simptomlar

Indikator Bitkiler
G,Glép izolat Adx N. benthamiana N. rustica C. quinoa B. maritima S. oleracea
L* E*** S* E L E S E L E S E L E S L E S
| ELZG-40, AKSY-542 Ka + SY = K + SY = = = = = = = = = = =
1 KNYA-386 KL + SY = K = SY + | SY = sy + - - - - - -
I KNYA-418 - - - - |HK - SY + | - - - - - - - - -
v KAST-281 - - = - | HK + SY - - - - -1 Yb - SY - - -
V  YZGT-312 - - - =] - - e - sY - YD
VI ESKR-210, KYSR-525, ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
KTHY-604, ANKR-614
*L: Lokal enfeksiyon, **: Sistemik enfeksiyon, E: ELISA testi sonucu (+: pozitif, -: negatif)
. Simptom tipleri: K: Kloroz, KL: Klorotik leke, YD: Yapraklarda deformasyon, HK: Hafif Kloroz, SY: belirti yok
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4.2. Tartisma

Yiiriitiilen bu calisma ile, Tirkiye’de BNYVYV ile enfekteli seker pancari iiretim
alanlarina ait toprak 6rneklerinde Rz1+ Rz2 ve Rz1+C48+minor genleri igeren seker
pancari gesitleri kullanilarak, dayaniklilik kirict BNYVV varyantlarinin arastirilmasi
ve yayilis alanlarmin saptanarak haritalarinin ¢ikarilmasi amaclanmistir. Ayrica,
Tiirkiye’nin farkli bolgelerine ait seker pancari liretim alanlarindan elde edilen ve
tuzak bitki testi sonucu farkli genotiplerin (rz1, Rz1+Rz2 ve Rz1+C48+minor genler
igeren) koklerinden izole edilen, dayaniklilik kiran 14 ve dayaniklilik kiramayan bes
BNYVYV izolatinin, viriisiin patojenitesinde etkin olan RNA-3’iiniin p25 proteinini
iceren kismi sekans analizleri  gergeklestirilerek, bu proteinin  67-70.
pozisyonlarindaki aa. tetrat motifleri belirlenmistir. Dayaniklilik kiran 10 BNYVV
izolatinin; patojenitede etkin bir diger segment olan RNA-5’1 igerip icermediginin
belirlenmesi amaci ile de bu izolatlar RT-PCR ile analiz edilmistir. flave olarak,
dayaniklilik kiran izolatlarin patojenitelerindeki farkliliklar biyolojik testler yardimi

ile de irdelenmeye calisilmistir.

Viriis hastaliklarinin kontroliinde kimyasal miicadelenin miimkiin olmamasi,
bu hastaliklarin kontroliinde dayanikli ¢esit kullanimini 6n plana g¢ikarmaktadir.
BNYVV’nin vektor P. betae’nin kislama sporlarinda toprakta en az 15 yil canl
kalmasi (Abe ve Tamada, 1986; Duffus, 1991; Rush ve Heidel, 1995) nedeniyle
rhizomania hastaligimnin en etkili kontrolii dayanikli ¢esitlerin yetistiriciliginin
yapilmas1 yolu ile olmaktadir (Lewellen, 1995). Giinlimiizde, Diinya’da ve
iilkemizde ticari olarak yetistirilen rhizomania’ya dayanikli seker pancari ¢esitlerinin
biiyiik bir kismi Rz1 genini igermektedir (Asher, 1993). Daha sonra, Rz1 genine ilave
olarak, Rz2, Rz3, Rz4 ve Rz5 dayaniklilik genleri de belirlenmistir (Grimmer vd,
2007; McGrann vd, 2009).

Bir alanda rhizomania tespit edildikten sonra viruliferous dinlenme sporlarinin
(sistosori) fazla gogalmasini engellemek amaciyla dayanikli ¢esitler ekildiginde, o
alandaki viruliferous populasyon diisiik diizeyde kalmakta; ancak bolgedeki viriis
mutasyona ugrayarak yeni bir rk/varyant gelistirdiginden dolay1 dayanikli ¢esit artik
hastaligin kontroliinii saglayamamaktadir (Rush, 2003). Nitekim; Amerika (Liu vd,
2005; Rush vd, 2006), Ispanya (Koenig vd, 2005), Almanya, Ilgiltere, Hollanda
(Bornemann vd, 2015) ve son olarak da Tiirkiye (Kutluk Yilmaz vd, 2018)’de yeni
olusan BNY VYV varyantlar tarafindan Rz1 dayaniklilik genine sahip ticari cesitlerde
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bu dayanikliligin kirildigi tespit edilmistir. Bu caligmada; Tiirkiye seker pancari
tiretim alanlarindan elde edilen farkli BNYVYV izolatlarinin rhizomania’ya dayanikli
farkli genotiplerde (Rz1+Rz2 ve RzI+C48+mindr genler) dayamklilik kirma
durumlar1 arastirilmistir. Bu amagcla; Kutluk Yilmaz vd (2016)’nin daha o6nce
yiriittiikleri bir caligma ile seker pancari iiretim alanlarindan topladiklart toprak
ornekleri icerisinden BNYVV ile bulasik oldugu bilinen 29 ile ait 233 toprak 6rnegi
secilmis ve tuzak bitki testi c¢alismalarinda kullanilmistir. Her iki genotipe ait
sonuglar kiyaslandiginda; Rz1+Rz2 genlerini igeren genotipte dayaniklilik kirilma
oran1 %51.9 oran ile, diger dayaniklilik genlerini igeren genotipe (Rz1+C48+minor
genler) oranla daha yiiksek oldugu (%18.9) tespit edilmistir (Cizelge 4.1; 4.2).
Lennefors (2006), sera ve tarla denemelerinde, Holly (Rz1) ile C48 genini birlikte
iceren cesit ile sadece Rz1 genini tasiyan g¢esidi karsilastirdiginda, Rz1+CA48+minor
genlerini igeren ¢esidin BNYVV konsantrasyonunun onemli oranda daha diisiik
oldugunu bildirmistir. Benzer sekilde, bu ¢alismada elde edilen sonuglar,
Rz1+C48+mindr genleri igeren genotipin ortalama ELISA absorbans degerinin
(1.249), Rz1+Rz2 genlerini igeren genotipten (2.355) daha diisiik oldugunu
gostermistir (Sekil 4.4). Diger taraftan; Kutluk Yilmaz vd (2018); Tiirkiye seker
pancar1 iretim alanlarindan elde edilen ve ELISA ile BNYVV pozitif olarak
belirlenen 235 toprak orneginde rhizomania’ya dayanikli Esperanza (Rzl) gesidi
yetistirmis ve sonrasinda uygulanan ELISA testlemeleri ile; 6rneklerin %57.4’linde
BNYVV izolatlann tarafindan Rzl dayanikliliginin kirildigint - bildirmislerdir.
Tirkiye’deki BNYVV izolatlar1 tarafindan farkli genotiplerde belirlenen yiiksek
dayaniklilik kirilma durumunun aksine; Weiland vd (2019) ise Amerika’da North
Dakota ve Minnesota seker pancari {iretim alanlarina ait BNYVYV ile bulasik toprak
ornekleri ile yurittikleri tuzak bitki testi calismalari ile; BNYVV izolatlart
tarafindan olusturulan hastalik oraninin Rz1’de %4.2, Rz2’de %1 ve Rz1+Rz2’de ise
%0.8 oldugunu bildirmislerdir. Bu c¢alisma ile, Tiirkiye’deki BNYVV izolatlari
tarafindan, seker pancari liretim alanlarinda son yillarda yetistiriciligine baslanan
Rz1+Rz2 genotipinde oldukga yiiksek oranda (%51.9) dayanikliligin kirildig1 ortaya
konulmustur. Ayrica, heniiz ticari olarak iilkemizde yetistiriciligi yapilmayan
Rz1+C48+minor genleri igeren seker pancari gesidinde bile 6nemli oranda (%18.9)
BNYVV dayanikliliginin = kirlldigi  saptanmistir.  Elde edilen bu sonuglar,
Tiirkiye’deki BNYVV populasyonlarinin viriilensinin olduk¢a yiliksek oldugunu ve
ileriki yillarda artik bu dayanikli g¢esitlerin kullanimi ile BNYVV’nin kontrol altina
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alamayacagini isaret etmektedir. Bu durumda, iilkemizde rhizomania nedeni ile
verimde olusan kayiplardan dolay1 seker pancari tarimi ekonomik olarak
gergeklestirilemeyecektir. Diinya’da ve oOzellikle iilkemizde yiiriitiillecek olan
BNYVV’ye kars1 dayaniklilik 1slah1 ¢alismalarinda; farkli gen kaynaklarmin islah

caligmalarina dahil edilmesinin gerekliligi anlagilmisgtir.

Son yillarda varyasyonlarin belirlendigi BNYVV RNA-3’iin baz dizisi
analizleri iizerinde yapilan calismalar yogunluk kazanmistir. Ozellikle, RNA-3
tizerinde bulunan p25 protein bdlgesinin BNYVV tarafindan olusturulan {iriin
kayiplar1 ve rhizomania simptomlarindan sorumlu oldugu ve baz dizisinde viriisiin
cografik orijinine bagl olarak biiylik farkliliklarin oldugu belirtilmektedir (Koenig
vd, 1989; Tamada vd, 1999). Yiiriitiilen bu ¢alismada, farkli genotiplerde (Rz1+Rz2
ve RzI+C48+mindr genleri igeren) dayaniklilik kiran toplam 14 adet ve kiramayan
(rz1) bes BNYVV izolatlarmin p25 bolgesini de igine alacak sekilde RNA-3 genom
segmentinin kismi baz dizisi analizleri gergeklestirilmistir (Cizelge 4.3, EK 1).
Sonrasinda yapilan Blast analizi ile, Tiirkiye’de Onemli seker pancari iiretim
alanlarindan elde edilen BNYVV izolatlarinin niikleotit diizeyinde Diinya izolatlar
ile en yiiksek benzerligi %98.94-100 arasindaki oranlar ile; Ispanya, Iran, ABD ve
Tiirkiye’den elde edilen izolatlar ile benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.6).
Dogada BNYVV tasinmasi sadece vektor P. betae tarafindan gergeklestirilmekte ve
viruliferous P. betae’nin dinlenme sporlari ise toprak materyali ile bir yerden bir yere
transfer olmaktadir. Komsu iilke Iran’dan bitki materyali alis-verisi, araba lastikleri,
ayakkabilar ve hayvanlara bulasarak ya da iklimsel olaylar vasitasi ile kolaylikla
iilkeye bulasabilmesi miimkiin olmakla birlikte; bu calismada incelenen BNYVV
izolatlarinin ABD ile yiiksek oranda benzerlik géstermesi dikkat ¢cekmistir. Elde
edilen bu sonug; bazi arastiricilarin belirttiklerinin aksine (Koenig vd, 1989; Tamada
vd, 1999) viriisiin cografik orijinine bagh olarak baz dizisinde biiyiik bir farkliligin

olmadigini gostermistir.

BNYVV izolatlarinin p25 genine gore yapilan gruplandirmasinda; p25-I1’de
Cin-H, Cin-Y ve Italyan (Avrupa A tip) streyleri, p25-1I’de Fransa-P (P-tip), Japon-
D, Japon-O, Cin-B ve Cin-L streynleri, p25-I1I’de ise Cin-X ve Alman (B-tip)
streynlerinin yer aldigi belirtilmektedir (Chiba vd, 2011; Zhuo vd, 2015). Bu
calismada, Tiirkiye seker pancari tiretim alanlarindan elde edilen BNYVV

izolatlarinin p25 genine gore olusturulan ML dendrogrami incelendiginde; p25-1
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grubu iginde yer aldig tespit edilmistir. IGDR-2 harig, diger izolatlarin tiimii Italyan
(Avrupa A-tip) streyi ile iliskili alt dalda yer almiglar; farkli genotiplerden elde
edilen IGDR-2 izolatlar1 ise Cin-H ve Cin-Y streynleri ile yakin iliskili olarak
belirlenmistir (Sekil 4.15).

Farkli genotiplerden (rzl, Rz1+Rz2 ve RzI+C48+mindr genler) elde edilen
BNYVV izolatlarinin p25 bdlgesi aa. dizileri incelendiginde ise; en az oranda
genetik farkliligin rz1 genotipinden elde edilen BNYVV izolatlarinda oldugu dikkat
¢cekmistir (Cizelge 4.12). Bu c¢alismada elde edilen verilerin aksine, Weiland vd
(2019) ise, North Dakota ve Minnesota (A.B.D) seker pancari iiretim alanlarina ait
BNYVV ile bulasik toprak ornekleri ile yiirittiikleri tuzak bitki testi sonrasi, farkl
genotiplerden (rzl, Rzl, Rz2 ve Rz1+Rz2) elde ettikleri izolatlar ile yiiriittiikleri
benzer arastirmada, en fazla aa. varyasyonunun hassas (rzl) genotipte, diger
genotiplerde ise daha diisiik oranlarda degisiklik olustugunu bildirmislerdir. Ote
yandan, Liu ve Lewellen (2007), A.B.D.’de dayaniklilik kiran BNYVYV izolatlarinin
molekiiler karakterizasyonu ve dagilimi lizerinde yaptiklar1 arastirmada, dayaniklilik
kiran BNYVV izolatlarinin p25 ve kilif proteinin aa. dizilerinin, dayaniklilik
kirmayan BNYVV izolatlar ile yliksek oranda benzerlik gosterdigini bildirmislerdir
(swrast ile; %99.9 ve %98). Bu calismada ise; dayaniklilik kiran ve kirmayan
BNYVV Tiirk izolatlarinin p25 proteinlerinin niikleotit diizeyinde %98-100 ve aa.
diizeyinde ise %96-100 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.4 ve
Cizelge 4.8).

Bircok calismada seker pancarinda viriise kars1 dayaniklilik kirtliminin, RNA-
3’ln p25 bolgesindeki 67-70. aa.’lerle ilgili oldugu ve belirli aa. dizilerinin
izolatlarin agresifligini arttirdigi belirtilmektedir (Koenig vd, 2008; Schirmer vd,
2005; Bornemann ve Varrelmann, 2013). Ozellikle 67. aa.’te Valin (V) ve 68. aa.’te
Losin (L) bulunan bazi izolatlarin daha agresif olduklari ileri siiriilmektedir
(Schirmer vd, 2005; Rush vd, 2006). Bornemann vd (2015) ise, AYPR tetrat motifine
sahip BNYVV varyantlarinin Ingiltere, Almanya ve Hollanda’da tolerant cesitlerde
siddetli BNYVV simptomlarma neden olup, Rzl dayanmkliligmi kirdigini
saptamiglardir. Liu ve Lewellen (2007), p25 proteininin 67 ve 68. aa.’lerinde
dayaniklilik kiramayan izolatlarda ‘AC’ dizisinin korunmasina karsin, dayamklilik
kiran izolatlarda bu bolgede AF, AL, SY, VC, VL ve AC seklinde degisikliklerin
oldugunu saptamiglardir. Yiiriitiilen bu ¢alismada, ‘AC’, ‘AH’, ‘VH’ ve ‘-D ya da
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D-’ tipi diziliglerin belirlendigi 6rneklerin, hem Rz1+Rz2 genotipinde, hem de
Rz1+C48+minor genler igeren genotipte dayanikliligi kirdig1 saptanmistir. Ayrica;
‘AS’ tipi dizilise sahip BNY VYV izolatinin Rz/+C48+mindr genler igeren genotipte;
‘AS+AF’ ve ‘AY’ tipi dizilise sahip BNYVV izolatlarinin ise Rz1+Rz2 genotipine
sahip gesitte dayaniklilik kirdiklar1 belirlenmistir. ilging olarak; 1 &rnekte (KNYA-
418) 67. (-DHG) ya da 68. (D-HG) pozisyonda tek bir aa.’i etkileyen ancak p25’in
okuma c¢ergevesinde degisikligine sebep olmayan 3 niikleotitlik silinmenin oldugu
belirlenmistir. Bu sira dis1 forma sahip BNYVV izolatinin; hem Rz1+Rz2, hem de
Rz1+C48+minor genler iceren genotiplerde dayanikliligi kirdigr saptanmuistir.
Nitekim; daha once aym izolat ile yiiriitilen bir diger arastirmada; KNYA-418
izolatinin Rz1 genini igeren gesitte de dayanikliligi kirdigr tespit edilmistir (Kutluk
Yilmaz vd, 2018). Halbuki, dogal konukgularda klasik rhizomania simptomlarinin
olugsmas1 icin RNA-3 tarafindan kodlanan p25 proteinine ihtiya¢ duyulmaktadir
(Chiba vd, 2008). Tamada vd (1999), BNYVV'nin p25 proteininin C-terminal
kismina dogru 94 veya 121 amino asidi kodlayan bélgelerin silinmesi durumunda,
duyarli ve dayanikli seker pancari bitkilerinde rhizomania hastaligina yol agmadigini
bildirmislerdir. Calismamiz, Kutluk Yilmaz vd (2018)’in belirttikleri gibi; patojenite
faktori olarak bilinen p25 proteininin 6nemli pozisyonlarindan birinde (67-70.
aa.’ler) dogal olarak tek bir aa.’te olusan silinmenin BNYVV nin viriilensi {izerinde

herhangi bir olumsuz etkisinin olmadigini géstermistir.

Chiba vd (2011) ise yaptiklar1 bir arastirmada; Japon, Cin, italyan, Fransiz,
Alman, Macar, Slovak, Ispanyol ve Tiirk BNYVYV izolatlarinda p25 tetrat motifleri
ile dayaniklilik kirilma durumu arasindaki iliski tizerinde durmuslardir. Bu arastirma
sonuglarina gore; Ozellikle 68. ve 67 ile 68. pozisyonlarda yer alan aa.’lerin
dayaniklilik kirilmasi ile ilgili oldugunu ve dayaniklilik kirtlma olasiliginin kiigiikten
biiylige siralanacak olursa F (68. aa.-Fenilalanin) <Y (68. aa.-Tirozin)< C (68. aa.-
Sistein) = L (68. aa.-Losin) = H (68. aa.-Histidin) < Q (68. aa.-Glutamin) < VC (67-
68. aa.-Valin-Sistein) seklinde oldugunu belirlemislerdir. Bununla birlikte, italyan
izolatlarinda ‘C’ ve ‘H’ aa.’lerine sahip BNYVV varyantlarinin Rz1 dayanikliligini
kirdigini, ayni aa.’lere sahip Cin izolatlarinin ise bu dayanikliligi kiramadigim
saptamiglardir (Chiba vd, 2011). Yiritilen bu ¢alismada; farkli genotiplerde
dayaniklilik kiran Tirk izolatlarinda 68. pozisyonda en siklikla rastlanilan aa. ‘H’

olarak belirlenmis olup, buna ilave olarak ‘S’, ‘C’, ‘Y’ ve ‘F’ aa.leri de
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belirlenmistir. Ayrica, iki izolatta (KNYA-359 ve KNYA-418) ise, 67 ile 68.
pozisyonlarda ‘VH’ ve ‘D- ya da -D’ aa.’leri saptanmistir. Dayaniklilik kiramayan
izolatlarda 68. pozisyonda saptanan aa.’ler ise ’H’ (en siklikla rastlanilan), ‘C* ve
‘L’ seklinde olmustur (Cizelge 4.12). Elde edilen bu sonuglar, Tirk BNYVV
izolatlarinin genetik yapilar1 ve patojenitelerinin Diinya izolatlar1 ile tam olarak
uyum gostermedigini ortaya koymustur. Ote yandan, Rush vd (2006) ise; 67.-70.
aa.’lerdeki tetrat motifine ilave olarak, p25 protein geninin 135. aa.’inde de biiyiik
oranda varyasyonlarin olustugunu bildirilmislerdir. Bu ¢alismada, incelenen BNYVV
izolatlarinda bu pozisyonda herhangi bir varyasyon tespit edilmemistir (Cizelge 4.7,
EK 2).

Son yillarda yiiriitiilen ¢alismalarda; toprakta uzun yillar kalan BNYVV
populasyonlarin1  (quasispecies) olusturan bireylerdeki varyasyonlar {izerine
yogunlagilmistir. Bornemann ve Varrelmann (2013), 4 genomik RNA’ya sahip
(RNA-1-4) A-tip streyn tipinde olan Wild tip (WT) ve dayaniklilik kiran (RB)
BNYVV populasyonlarinda yer alan bireylerin p25 iizerindeki hipervariable bolgeye
ait aa.’lerini (67.-70.) deep sequencing yontemi ile analiz etmislerdir. Buna gore;
hassas seker pancari yetistirilmesi sonrast ‘ACHG’ tetrat motifi belirlenen WT
populasyonlarindaki  bireylerin = %45.1’inin  ‘ACHG’, 9%32.05’inin ‘ALHG’,
%11.7’sinin dayaniklilik kirilmast ile iliskili tetrat olan ‘VCHG’, %1.02’sinin
‘TCHG’ ve %0.72’sinin ise ‘AHHG’ motifine sahip oldugu belirlenmistir. ‘VCHG’
motifine sahip dayaniklilk kiran populasyonlarda ise, bu populasyonun
%97.34’linlin yine ‘VCHG’ motifine sahip bireylerden olustugu saptanmistir. Ayni
calismada, ayni toprak Orneklerinde hassas c¢esidi takiben, dayanikli cesit
yetistirildiginde (Rz1 geni iceren) ise dayamklilik kiran ‘VCHG’ varyantinin
inokulumunun %11.7°den %68.49’a yiikseldigi; ‘ACHG’ motifine sahip olan
bireylerin ise %45.1’den %20.97’e dustiigii tespit edilmistir. Bu durum ise,
yetistirilen seker pancart genotipine bagli olarak bir bolgedeki BNYVV
populasyonlarinin ¢esidi enfekte etmek amaci ile ¢ok kisa siirede aviriilans
genlerinde degisim olusturarak olduk¢a patojenik varyantlar olusturabildigini
gostermistir. Bu calismada; 5 farkli lokasyona ait (Igdir, Kastamonu, Kiitahya,
Konya ve Ankara) BNYVV ile bulasik aymi toprak ornekleri kullanilarak iki farkli
genotipe sahip seker pancarlart (Rz1+Rz2 ve RzI+C48+minor genler igeren)

yetistirilmis  ve  sonrasinda  BNYVV  izolatlarinin  sekans  analizleri

110



gerceklestirilmistir. Daha once yiiriitiilen bir ¢alisma (1100188 no’lu TUBITAK
Projesi Kesin Sonu¢ Raporu, 2014) ile; bu toprak orneklerindeki BNYVV
izolatlarinin hassas seker pancarma (rz1) ait p25 bolgesi sekans verileri elimizde
mevecut idi. Yiriitilen bu c¢alisma ve oOnceki c¢alisma verileri Dbirlikte
degerlendirildiginde; Igdir iline ait IGDR-2 izolatinin rz1 genotipinde ‘ASHG’,
Rz1+Rz2’de ‘ASHG+AFHG’, Rz1+C48+mindr genler igeren genotipten elde edilen
popiilasyonunda ise ‘ASHG’ tetrat motifi belirlenmistir. Kastamonu iline ait bir diger
izolatin (KAST-281) ise rz1’de ‘AHHG’, Rz1+Rz2’de ‘ACHG’, RzI+C48+mindr
genler igeren genotipte enfeksiyon olusturan BNYVV popiilasyonunda ise ‘AHHG’
tetrat1 saptanmistir. Bu ¢alismada, Bornemann ve Varrelmann (2013)’1n belirttikleri
gibi ayni toprak Orneginde hassas ¢esidi takiben, dayanikli gesit yetistirilmemis
olmasina ragmen; incelenen iki izolatta genotip degistiginde bu genotipi enfekte
etmek i¢in meveut BNYVV populasyonunun tetrat motifinde degisiklik olusturdugu
belirlenmistir. Bununla birlikte; yiiriitiilen ¢alismada diger ii¢ izolatta (KNYA-359,
KTHY-604 ve ANKR-614), genotip degisimine bagli olarak tetrat motiflerinde
degisimin olmadig1 goriilmiistiir. Bu {i¢ izolatin, incelenen genotiplerin tamaminda
(rz1, Rz1+Rz2 ve Rz1+C48+mindr genler igeren) belirlenen tetrat motifleri; VHHG
(KNYA-359) ve AHHG (KTHY-604 ve ANKR-614) seklinde olmustur. Elde edilen
bu sonug, BNYVV izolatlarinin patojenitelerinin daha iyi anlasilabilmesi igin,
genomun p25 ile birlikte diger segmentlerinin de daha detayli olarak incelenmesi

gerektigini ortaya koymustur.

Ayrica, bu ¢alismada dayaniklilik kiran BNYVV izolatlarinda BNYVV’nin 5.
segmentinin bulunma durumu da arastirillmistir. Nitekim, RNA-5’in BNYVV’nin
seker pancarinda simptom gelisiminin siddetini arttirdig1 ve viriisii daha agresif hale
getirdigi rapor edilmistir (Tamada vd, 1996). Bornemann ve Varrelmann (2013),
RNA-5 iceren BNYVYV izolatlar ile dort RNA'lt A-tip BNYVV popiilasyonlarinin
Rzl dayanikliigmi kirdigin1 bildirmislerdir. Bununla birlikte; RNA-5 igeren
BNYVV izolatlar1 Avrupa’da, Fransa (Schirmer vd, 2005), Ingiltere (Ward vd, 2007)
ve Almanya (Koenig vd, 2008)’da sinirli bir alanda saptanmistir. Ayrica, Kazakistan
(Koenig ve Lennefors, 2000) ve iran (Nassaj-Hosseini vd, 2013)’da da az sayida
ornekte RNA-5 belirlenmistir. Ustelik, son yillarda, Diinya’da sadece Fransa
(Lemaire vd, 2003), Amerika (Liu ve Lewellen, 2007) ve Iran (Mehrvar vd, 2009)’da
RNA-5 igermeyen fakat P-tipi p25 tetrat motifine (SYHG) sahip BNYVYV izolatlart
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da rapor edilmistir. Diger taraftan, Asya’da ozellikle Cin ve Japonya’da RNA-5
segmenti iceren izolatlar BNYVYV ile bulasik alanlarda yaygin olarak bulunmaktadir
(Miyanishi vd, 1999; Koenig ve Lennefors, 2000; Li vd, 2008). Son olarak,
Tiirkiye’de de RNA-5’in varligi (J-tip) ve seker pancar iiretim alanlarinda oldukga
yaygin oldugu rapor edilmistir (Kutluk Yilmaz vd, 2016). Bu ¢alismada, Tiirkiye nin
farkli seker pancar1 lretim alanlarindan izole edilen ve farkli genotiplerde
dayaniklilik kiran 10 BNYVV izolatimin RT-PCR yontemi ile test edilmesi
sonucunda, orneklerin %70 (7 adet)’inin RNA-5 icerdigi tespit edilmis olmakla
birlikte, diger %30’unda da bu 5. RNA segmentinin bulunmadigi saptanmistir
(Cizelge 4.13). Elde edilen bu sonug, farkli genotiplerde BNYVV izolatlar
tarafindan dayaniklilik kirilmasinda RNA-5’in  dogrudan iligkili olmadigim
gostermistir. Bulgularimiza benzer sekilde, ABD’de de bazi BNYVV izolatlarinin
Rz1 dayanikliligini kirmasina ragmen, RNA-5 segmentini icermedigi goriilmiistiir
(Liu vd, 2005). Kutluk Yilmaz vd (2018)’de Tiirkiye seker pancari iretim alanlarina
ait BNYVV izolatlart ile yirittiikleri bir arastirmada Rz1’de dayaniklilik kiran
BNYVV izolatlarimin ancak %46.1°inin, Rz1+Rz2’de dayaniklilhik kiranlarin
%44.1’inin ve RzI+C48+minor genler igeren genotipte ise %59.3’liniin RNA-5
icerdigini bildirmislerdir. Ayni1 aragtiricilar, Tirkiye’ye ait BNYVV izolatlarinda
RNA-5’in bulunma durumunun dayaniklilik kirilmasi ile direkt olarak ilintili
olmadigin1  vurgulamislardir (Kutluk Yilmaz vd, 2018). Ote yandan, cesitli
arastiricilar tarafindan RNA-5 iceren BNYVV izolatlarinin, genellikle seker
pancarinda triin kaybin1 azaltmak amaciyla yetistirilen dayanikli cesitleri enfekte
ettiginde A ve B tipi izolatlarina gore daha yiiksek viriis konsantrasyonuna sahip
oldugu belirtilmektedir (Tamada vd, 1996; Heijbroek vd, 1999). Ayrica, RNA-5
iceren izolatlarin virililesliginin daha yiiksek oldugu bilindiginden (Tamada vd,
1996), Tiirk izolatlarinda olduk¢a yaygin RNA-5’in bulunma durumu tilkemiz seker

pancari liretim alanlarinin biiyiik bir risk altinda olduguna isaret etmektedir.

Bu ¢alismada incelenen Tiirk izolatlart BNYVV nin patojenite faktorleri olarak
bilinen p25 ve p26 proteinleri bakimindan birlikte degerlendirildiginde; enteresan
olarak, ayn1 tetrat motife (AHHG) sahip iki izolattan; KTHY-604 izolatinin RNA-5
icerdigi, ANKR-614’iin ise bu segmente sahip olmadig: belirlenmis olmakla birlikte,
her iki izolatin da farkli genotiplerde (Rz1+Rz2 ve RzI+C48+mindr genler igeren)

dayanikliligr kirabildigi saptanmigtir. Diger taraftan, RNA-5 icermeyen ‘AHHG’
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tetratlt KNY A-386 izolatinin sadece Rz1+Rz2 genlerini igeren genotipte dayaniklilig
kirdig belirlenmistir. Ayrica, RNA-5 icermemesine ragmen ‘VHHG’ tetrat motifine
sahip KNYA-359 izolatinin her iki genotip de dayaniklilik kirmasi dikkat ¢ekmistir
(Cizelge 4.13). Elde edilen bu sonuglar; Tiirkiye seker pancari liretim alanlarina ait
BNYVYV izolatlarinin dayaniklilik kirma durumlarinin; ne p25 tetrat motifi (67-70.
aa.), ne de RNA-5’in bulunma durumu ile dogrudan iligkili olmadigin1 gdstermistir.
BNYVV izolatlarinin patojenitelerinin  anlasilabilmesi i¢in, genomun diger

segmentlerinin de daha detayli olarak incelenmesinin gerekliligi anlagilmistir.

Bu tez c¢alismasinda, farkli genotiplerde dayaniklilik kiran BNYVV
izolatlarinin patojenitelerindeki farkliliklar konukgu reaksiyonlarina goére biyolojik
testler yardimi ile de irdelenmeye ¢alisilmistir. Ancak, biyolojik ¢alismalar
sonucunda test bitkilerinde gézlemlenen simptomlar, Diinya’da yapilan ¢alismalarla
farklilik gostermistir. Mekaniksel inokulasyon yontemiyle test bitkilerine inokule
edilen 10 BNYVYV izolatindan ESKR-210, KYSR-525, KTHY-604 ve ANKR-614
izolatlarinin hi¢ bir test bitkisinde enfeksiyon olusturmadigi saptanmistir (Cizelge
4.14). Bununla birlikte, BNYVV’nin C. quinoa’da inokulasyondan 5-7 giin sonra
klorotik veya nekrotik lezyonlara sebep oldugu ve bu bitkide sistemik enfeksiyon
olusturmadigi belirtilmektedir (Tamada ve Baba, 1973). Ayrica, Liu vd (2005)
Amerika’da dayaniklilik kiran ve kiramayan BNYVV izolatlariin C. quinoa’da
Klorotik lokal lezyona sebep oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismada, sadece Konya
ilinden elde edilen KNYA-386 izolatinin (Rz1+Rz2’de dayaniklilik kiran ve RNA-5
igcermeyen) 13 tekerriiriin 1’inde C. quinoa’da simptom olusturmaksizin, sistemik
enfeksiyona neden oldugu goriilmiistiir. Sonuglar ELISA testi ile de teyit edilmistir
(Sekil 4.24; Cizelge 4.14; 4.16). Bu sonuglara gore, C. quinoa literatiirlerde
BNYVV’nin lokal lezyon konukgusu olarak belitilse de; bu viriisiin baz1 izolatlarinin
C. quinoa’da sistemik enfeksiyona da neden oldugu ilk kez bu ¢alisma ile ortaya
konulmustur. Ayrica, N. benthamiana bitkisinde BNYVV’nin siddetli veya zayif
simptomlara sebep olan sistemik enfeksiyona neden olmaktadir (Andika vd, 2005).
Tamada (1975), BNYVV’nin 1spanak, B. wvulgaris spp. maritima’nin baz
accesionlart, B. macrocarpa ve N. benthamiana’da sistemik enfeksiyon
olusturdugunu bildirmistir. Ancak, bu tez ¢alismasinda, sadece ELZG-40, KNYA-
386 ve AKSY-542 izolatlar1 N. benthamiana’da lokal enfeksiyona neden olurlarken,

diger izolatlar ise bu bitkide enfeksiyon olusturamamistir (Cizelge 4.14; 4.15; 4.16).

113



Daha once yapilan c¢aligmalarda N. benthamiana’da yapraklarda kivrilma ve
clicelesme gibi belirtilerin RNA-4 tarafindan kodlanan p31 proteini ile iligkili oldugu
belirtilmistir. RNA-3 ise bu siddetli simptomlar ile iliskilendirilmemistir (Rahim vd,
2007). Virisler genellikle farkli kosullara uyum saglayabilmek i¢in, replikasyonda
rol oynayan bazi1 gerekli RNA’lar1 tercih ederken, gerek duymadiklari diger
RNA’larin tamamin1 veya bir kismini elemine etmektedirler. Ornek olarak, BNYVV-
O11 izolatinn RNA-3’ti N. benthamiana bitkilerinde genellikle spanton olarak
elemine olmaktadir (Rahim vd, 2007). RNA-5 ise ¢ogu naturel izolatlarda mevcut
bulunmamaktadir (Rush, 2003). Cin izolatlar1 ile yiiriitilen bir ¢aligmada bazi
konukgularda BNYVV’nin patojenitesini arttiran RNA-5’in en azindan N.
benthamiana’da sistemik enfeksiyon i¢in essential bir faktor olmadigi belirtilmistir
(Wang vd, 2011). Diger taraftan, Rz1 dayanikliigmmi kiran ve RNA-5 igeren
izolatlardan biri olan sadece YZGT-312 izolat1 literatiirlerde belirtildigi iizere
sistemik enfeksiyona neden olurken diger izolatlarda 1spanakta herhangi bir
enfeksiyona yol agmamistir (Cizelge 4.14; 4.17; Sekil 4.30; 4.31). Benzer sekilde,
Liu vd (2005)’de dayaniklilik kiran bazi Amerikan izolatlarinin N. benthamiana ve
1spanakta enfeksiyon olusturmadigi ve bu indikator bitkilerin o izolatlarin konukgusu

olmadigini vurgulamislardir.

Bu ¢alismada, N. rustica bitkisinde KAST-281 ve AKSY-542 izolatlar1 lokal,
KNYA-386 ve KNYA-418 izolatlar sistemik, ELZG-40 izolat1 ise hem lokal hem de
sistemik enfeksiyonlara neden olmustur (Cizelge 4.15; 4.16; 4.17). Ayrica, bu
sonuglar ELISA testi ile de teyit edilmistir (Cizelge 4.14). Elde edilen bu sonug; su
ana kadar literatiirlerde belirtilmemesine ragmen, N. rustica’nin da calismalarda
BNYVV’nin lokal ve sistemik konukc¢usu olarak kullanilabilecegini ortaya

koymustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Hem Diinya’da hem de iilkemizde toprak kokenli viriisler seker pancari {iretimini
tehdit etmektedir. Verimi olumsuz etkileyen toprak kokenli viriisler arasinda Beet
necrotic yellow vein viriis (BNYVV) tarafindan olusturulan ve rhizomania olarak da
adlandirilan hastalik biiyiikk 6nem tagimaktadir. Son yillarda, yeni olusan BNYVV
varyantlar1 tarafindan Diinya’da ve iilkemizde yaygin olarak yetistiriciligi yapilan
Rz1 dayaniklilik genine sahip ticari cesitlerde bu dayanikliligin kirildigt

belirlenmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda, lilkemiz seker pancari iiretim alanlarinda son
birka¢ yi1l 6nce bazi lokasyonlarda yetistirilmeye baslanan Rz1+Rz2 genotipi ile
heniiz yetistiriciligi yapilmayan Rzl+C48+minor genler iceren genotipte, Tiirkiye
seker pancari iiretim alanlarindan elde edilen BNYVV izolatlarinin dayaniklilik
kirma durumu iklim odasi sartlarinda arastirilmistir. Rz1+Rz2 genotipinde %51.9
gibi yiiksek bir oranda dayamikliligin kirildigr belirlenmistir. Bunula birlikte
tilkemizde heniiz ticari olarak yetistiriciligi yapilmayan Rz1+C48+minér genleri
iceren seker pancari ¢esidinde bile 6nemli oranda (%18.9) BNYVV dayanikliliginin
kirilldigr  saptanmistir. Elde edilen bu sonuclar, Tirkiye’deki BNYVV
populasyonlariin viriilensinin olduk¢a yiliksek oldugunu ve ileriki yillarda artik bu
dayanikli ¢esitlerin kullanimi (Rz1 ve Rz1+Rz2) ile BNYVV’nin kontrol altina
alamayacagini igaret etmektedir. Bu durumda, lilkemizde rhizomania nedeni ile
verimde olusan kayiplardan dolayr seker pancart tarimi ekonomik olarak
gerceklestirilemeyecektir. Diinya’da ve 0Ozellikle {tlkemizde ylriitiilecek olan
BNYVV’ye karsi dayaniklilik 1slah1 ¢aligmalarinda; farkli gen kaynaklariin islah

caligmalarina dahil edilmesinin gerekliligi anlagilmistir.

Bu ¢alismada, BNYVV’nin farkli genotiplerde dayaniklilik kiran (14 adet) ve
kirmayan (5 adet) izolatlar, molekiiler olarak incelenmistir. Bu izolatlarin viriisiin
patojenitesinde etkin p25 proteinini iceren RNA-3 kismi baz dizisi analizleri elde
edilmis ve sonrasinda p25’in 67-70’inci pozisyonlarinda yer alan aa.’ler tespit
edilmistir. Ayrica farkli genotiplerde dayaniklilik kiran bu izolatlarin 10’unda
patojenite de etkin bir diger segment olan RNA-5’in bulunma durumu da

incelenmistir. Elde edilen sonuglar; Tiirkiye seker pancari iiretim alanlarina ait
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BNYVYV izolatlarinin dayaniklilik kirma durumlarinin; ne p25 tetrat motifi (67-70.

aa.), ne de RNA-5’in bulunma durumu ile dogrudan iligkili olmadigint gostermistir.

Bu tezde, dayaniklilik kiran 10 adet BNYVV izolatinin patojenitelerindeki
farkliliklar konukgu reaksiyonlarina gore biyolojik testler yardimi ile de irdelenmeye
calisilmigtir. Ancak, vyiiriitilen ¢aligmalara tamamiyle paralel sonuclar elde
edilememistir. Nitekim, BNYVV izolatlarinin higbirisi inokule edilen B.
macrocarpa, Beta vulgaris cv. Kasandra, C. murale, N. clevelandii ve P. patellaris
test bitkilerinde tipik BNYVV simptomlari olusturmamistir. Bununla birlikte,
KNYA-386 izolatinin (Rz1+Rz2’de dayaniklilik kiran) C. quinoa’da sistemik
enfeksiyona neden oldugu ilk kez bu ¢alisma ile ortaya konmustur. Sonug olarak; bu
tez calismast ile Tirkiye’ye ait BNYVV izolatlarmin konukgulari ve bu
konukgularda meydana getirdigi reaksiyonlarin Diinya izolatlarindan farkli oldugu
tespit edilmistir. Ancak, indikatdr bitki tohumlarinin yeterli olmamasi ve ekimi
yapilan tohumlarin yeterince ¢imlenmemesi sebebiyle istenilen sayida inokulasyon
gerceklestirilememistir. Bu nedenle, BNYVV’nin konukg¢u cevresi ve patojenitesinin

daha iyi anlasilabilmesi i¢in bu konunun detayl olarak arastirilmasi gerekmektedir.
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Tiirk izolatlarina ait RNA-3 segmentinin p25 boélgesini iceren kismi baz
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karsilastirilmasi

Tiirk izolatlarina ait p25 proteininin Diinya’daki baz1 BNYVYV izolatlar

ile amino asit diizeyinde karsilastirilmasi
ELISA Testinde Kullanilan Tampon ¢ozeltiler

Hoagland Soliisyonu
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EK 1. Tiirk izolatlarina ait RNA-3 segmentinin p25 bdlgesini igeren kismi baz dizilerinin Diinya’daki baz1 BNYVYV izolatlar ile niikleotit
diizeyinde karsilastirilmast

Izolat No/

Genbank  lIzolat Adi  Genotip Orjin Giﬁzu Elzz I?\Ia:)z
Acces. No

Dayanmikhilik Kiranlar

2 IGDR-2 Rz1+C48+mg  Igdir 1 AGCATAGTGACCCCATCGTTTCAGGGTAGTTGACGGCTA 60
2 IGDR-F-2 Rz1+Rz2 Igdir 1 AATGAGTGTCAAGTGAATAAGCATAGTGACCCCATCGTTTCAGGGTAGTTGACGGCTA 60
2 IGDR-R-2 Rz1+Rz2 Igdir 1 AATGAGTGTCAAGTGAATAAGCATAGTGACCCCATCGTTTCAGGGTAGTTGACGGCTA 60
210 ESKR-210 Rz1+C48+mg  Eskigehir 1 TGAGTGTCAAGTGAATAAGCATAGTGACCCCATCGTTTCAGGGTAGTTGACGGCTA 60
281 KAST-281 Rz1+C48+mg  Kastamonu 1 AAATTGAGTGTCAAGTGAATAAGCATAGTGACCCCATCGTTTCAGGGTAGTTGACGGCTA 60
281 KAST-281 Rz1+Rz2 Kastamonu 1 AATTGAGTGTCAAGTGAATAAGCATAGTGACCCCATCGTTTCAGGGTAGTTGACGGCTA 60
359 KNYA-359  Rz1+C48+mg Konya 1  AAATTGAGTGTCAAGTGAATAAGCATAGTGACCCCATCGTTTCAGGGTAGTTGACGGCTA 60
359 KNYA-359  Rz1+Rz2 Konya 1 AGTGAATAAGCATAGTGACCCCATCGTTTCAGGGTAGTTGACGGCTA 60
386 KNYA-386  Rz1+Rz2 Konya 1 60
418 KNYA-418 Rz1+C48+mg Konya 1 TGAGTGTCAAGTGAATAAGCATAGTGACCCCATCGTTTCAGGGTAGTTGACGGCTA 60
604 KTHY-604 Rz1+C48+mg Kiitahya 1 AAGCATAGTGACCCCATCGTTTCAGGGTAGTTGACGGCTA 60
604 KTHY-604  Rz1+Rz2 Kiitahya 1 AAATTGAGTGTCAAGTGAATAAGCATAGTGACCCCATCGTTTCAGGGTAGTTGACGGCTA 60
614 ANKR-614  Rz1+C48+mg  Ankara 1 AATGAGTGTCAAGTGAATAAGCATAGTGACCCCATCGTTTCAGGGTAGTTGACGGCTA 60
614 ANKR-614  Rz1+Rz2 Ankara 1 GTCAAGTGAATAAGCATAGTGACCCCATCGTTTCAGGGTAGTTGACGGCTA 60
312 YZGT-312 Rz1+Rz2 Yozgat 1 AATTGAGTGTCAAGTGAATAAGCATAGTGACCCCATCGTTTCAGGGTAGTTGACGGCTA 60
44 ELZG-44 rzl Elaz1g 1 AAATTGAGTGTCAAGTGAATAAGCATAGTGACCCCATCGTTTCAGGGTAGTTGACGGCTA 60
134 KRKL-134 rzl Kirklareli 1 AAATTGAGTGTCAAGTGAATAAGCATAGTGACCCCATCGTTTCAGGGTAGTTGACGGCTA 60
259 AFYN-259 rzl Afyon 1 GTCAAGTGAATAAGCATAGTGACCCCATCGTTTCAGGGTAGTTGACGGCTA 60
291 ADPZ-291 rzl Adapazari 1 AAATTGAGTGTCAAGTGAATAAGCATAGTGACCCCATCGTTTCAGGGTAGTTGACGGCTA 60
431 KNYA-431  rzl Konya 1 AAATTGAGTGTCAAGTGAATAAGCATAGTGACCCCATCGTTTCAGGGTAGTTGACGGCTA 60
AB563046 CH4 Cin | 1 60
AB207807 FP Fransa | 1 60
AB563081 GM Almanya 11 1 60
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EK 1. (Devam)

izolat No/

Genbank izolat Adt  Genotip Orjin D | Baz
Acces. No Grubu No No
2 IGDR-2 Rz1+C48+mg  Igdir 61 TTAATAGACATATTACAAACGCTTCTCTTTATTTATCACCAACATGGGATGTAATGTTTA 120
2 IGDR-F-2 Rz1+Rz2 Igdir 61 TTAATAGACATATTACAAACGCTTCTCTTTATTTATCACCAACATGGGATGTAATGTTTA 120
2 IGDR-R-2 Rz1+Rz2 Igdir 61 TTAATAGACATATTACAAACGCTTCTCTTTATTTATCACCAACATGGGATGTAATGTTTA 120
210 ESKR-210 Rz1+C48+mg  Eskisehir 61 TTAATAGACATATTACAAACGCTTCTCTTTATTTATCACCAACATGGGATGTAATGTTTA 120
281 KAST-281 Rz1+C48+mg Kastamonu 61 TTAATAGACATATTACAAACGCTTCTCTTTATTTATCACCAACATGGGATGTAATGTTTA 120
281 KAST-281 Rz1+Rz2 Kastamonu 61 TTAATAGACATATTACAAACGCTTCTCTTTATTTATCACCAACATGGGATGTAATGTTTA 120
359 KNYA-359 Rz1+C48+mg Konya 61 TTAATAGACATATTACAAACGCTTCTCTTTATTTATCACCAACATGGGATGTAATGTTTA 120
359 KNYA-359 Rz1+Rz2 Konya 61 TTAATAGACATATTACAAACGCTTCTCTTTATTTATCACCAACATGGGATGTAATGTTTA 120
386 KNY A-386 Rz1+Rz2 Konya 61 TTAATAGACATATTACAAACGCTTCTCTTTATTTATCACCAACATGGGATGTAATGTTTA 120
418 KNYA-418 Rz1+C48+mg Konya 61 TTAATAGACATATTACAAACGCTTCTCTTTATTTATCACCAACATGGGATGTAATGTTTA 120
604 KTHY-604 Rz1+C48+mg  Kiitahya 61 TTAATAGACATATTACAAACGCTTCTCTTTATTTATCACCAACATGGGATGTAATGTTTA 120
604 KTHY-604 Rz1+Rz2 Kiitahya 61 TTAATAGACATATTACAAACGCTTCTCTTTATTTATCACCAACATGGGATGTAATGTTTA 120
614 ANKR-614 Rz1+C48+mg  Ankara 61 TTAATAGACATATTACAAACGCTTCTCTTTATTTATCACCAACATGGGATGTAATGTTTA 120
614 ANKR-614 Rz1+Rz2 Ankara 61 TTAATAGACATATTACAAACGCTTCTCTTTATTTATCACCAACATGGGATGTAATGTTTA 120
312 YZGT-312 Rz1+Rz2 Yozgat 61 TTAATAGACATATTACAAACGCTTCTCTTTATTTATCACCAACATGGGATGTAATGTTTA 120
44 ELZG-44 rzl Elazig 61 TTAATAGACATATTACAAACGCTTCTCTTTATTTATCACCAACATGGGATGTAATGTTTA 120
134 KRKL-134 rzl Kirklareli 61 TTAATAGACATATTACAAACGCTTCTCTTTATTTATCACCAACATGGGATGTAATGTTTA 120
259 AFYN-259 rzl Afyon 61 TTAATAGACATATTACAAACGCTTCTCTTTATTTATCACCAACATGGGATGTAATGTTTA 120
291 ADPZ-291 rzl Adapazari 61 TTAATAGACATATTACAAACGCTTCTCTTTATTTATCACCAACATGGGATGTAATGTTTA 120
431 KNYA-431 rzl Konya 61 TTAATAGACATATTACAAACGCTTCTCTTTATTTATCACCAACATGGGATGTAATGTTTA 120
AB563046 CH4 Cin | 61 120
AB207807 FP Fransa 11 61 120
AB563081 GM Almanya 11 61 120
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EK 1. (Devam)

Izolat No/
Genbank izolat Ad1 Genotip Orjin P25 Baz Baz
Grubu No No
Acces. No
2 IGDR-2 Rz1+C48+mg  Igdir 121 TGCGTGAGCCTACGGCCGCATTGTAAAATTAGTGGTTTTGAATTTCTATTCTTCGGAATA 180
2 IGDR-F-2 Rz1+Rz2 Igdir 121 TGCGTGAGCCTACGGCCGCATTGTAAAATTAGTGGTTTTGAATTTCTATTCTTCGGAATA 180
2 IGDR-R-2 Rz1+Rz2 Igdir 121 TGCGTGAGCCTACGGCCGCATTGTAAAATTAGTGGTTTTGAATTTCTATTCTTCGGAATA 180
210 ESKR-210 Rz1+C48+mg  Eskischir 121 TGCGTGAGCCTACGGCCGCATTGTAAAATTAGTGGTTTTGAATTTCTATTCTTCGGAATA 180
281 KAST-281 Rz1+C48+mg Kastamonu 121 TGCGTGAGCCTACGGCCGCATTGTAAAATTAGTGGTTTTGAATTTCTATTCTTCGGAATA 180
281 KAST-281 Rz1+Rz2 Kastamonu 121 TGCGTGAGCCTACGGCCGCATTGTAAAATTAGTGGTTTTGAATTTCTATTCTTCGGAATA 180
359 KNYA-359 Rz1+C48+mg Konya 121 TGCGTGAGCCTACGGCCGCATTGTAAAATTAGTGGTTTTGAATTTCTATTCTTCGGAATA 180
359 KNYA-359 Rz1+Rz2 Konya 121 TGCGTGAGCCTACGGCCGCATTGTAAAATTAGTGGTTTTGAATTTCTATTCTTCGGAATA 180
386 KNYA-386 Rz1+Rz2 Konya 121 TGCGTGAGCCTACGGCCGCATTGTAAAATTAGTGGTTTTGAATTTCTATTCTTCGGAATA 180
418 KNYA-418 Rz1+C48+mg Konya 121 TGCGTGAGCCTACGGCCGCATTGTAAAATTAGTGGTTTTGAATTTCTATTCTTCGGAATA 180
604 KTHY-604 Rz1+C48+mg  Kiitahya 121 TGCGTGAGCCTACGGCCGCATTGTAAAATTAGTGGTTTTGAATTTCTATTCTTCGGAATA 180
604 KTHY-604 Rz1+Rz2 Kiitahya 121 TGCGTGAGCCTACGGCCGCATTGTAAAATTAGTGGTTTTGAATTTCTATTCTTCGGAATA 180
614 ANKR-614 Rz1+C48+mg  Ankara 121 TGCGTGAGCCTACGGCCGCATTGTAAAATTAGTGGTTTTGAATTTCTATTCTTCGGAATA 180
614 ANKR-614 Rz1+Rz2 Ankara 121 TGCGTGAGCCTACGGCCGCATTGTAAAATTAGTGGTTTTGAATTTCTATTCTTCGGAATA 180
312 YZGT-312 Rz1+Rz2 Yozgat 121 TGCGTGAGCCTACGGCCGCATTGTAAAATTAGTGGTTTTGAATTTCTATTCTTCGGAATA 180
44 ELZG-44 rzl Elazig 121 TGCGTGAGCCTACGGCCGCATTGTAAAATTAGTGGTTTTGAATTTCTATTCTTCGGAATA 180
134 KRKL-134 rzl Kirklareli 121 TGCGTGAGCCTACGGCCGCATTGTAAAATTAGTGGTTTTGAATTTCTATTCTTCGGAATA 180
259 AFYN-259 rzl Afyon 121 TGCGTGAGCCTACGGCCGCATTGTAAAATTAGTGGTTTTGAATTTCTATTCTTCGGAATA 180
291 ADPZ-291 rzl Adapazari 121 TGCGTGAGCCTACGGCCGCATTGTAAAATTAGTGGTTTTGAATTTCTATTCTTCGGAATA 180
431 KNYA-431 rzl Konya 121 TGCGTGAGCCTACGGCCGCATTGTAAAATTAGTGGTTTTGAATTTCTATTCTTCGGAATA 180
AB563046 CH4 Cin | 121 180
AB207807 FP Fransa I 121 180
AB563081 GM Almanya 11 121 180
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EK 1. (Devam)

izolat No/

Genbank izolat Ad1 Genotip Orjin P25 Baz Baz
Grubu No No
Acces. No
2 IGDR-2 Rz1+C48+mg Igdir 181 TACAAGGTTTAAAAGACCAGCATTTGGGTTAAAAATTTTTAAACCTTACTATCTTTAACT 240
2 IGDR-F-2 Rz1+Rz2 Igdir 181 TACAAGGTTTAAAAGACCAGCATTTGGGTTAAAAATTTTTAAACCTTACTATCTTTAACT 240
2 IGDR-R-2 Rz1+Rz2 Igdir 181 TACAAGGTTTAAAAGACCAGCATTTGGGTTAAAAATTTTTAAACCTTACTATCTTTAACT 240
210 ESKR-210 Rz1+C48+mg Eskisehir 181 TACAAGGTTTAAAAGACCAGCATTTGGGTTAAAAATTTTTAAACCTTACTATCTTTAACT 240
281 KAST-281 Rz1+C48+mg Kastamonu 181 TACAAGGTTTAAAAGACCAGCATTTGGGTTAAAAATTTTTAAACCTTACTATCTTTAACT 240
281 KAST-281 Rz1+Rz2 Kastamonu 181 TACAAGGTTTAAAAGACCAGCATTTGGGTTAAAAATTTTTAAACCTTACTATCTTTAACT 240
359 KNYA-359 Rz1+C48+mg Konya 181 TACAAGGTTTAAAAGACCAGCATTTGGGTTAAAAATTTTTAAACCTTACTATCTTTAACT 240
359 KNYA-359 Rz1+Rz2 Konya 181 TACAAGGTTTAAAAGACCAGCATTTGGGTTAAAAATTTTTAAACCTTACTATCTTTAACT 240
386 KNYA-386 Rz1+Rz2 Konya 181 TACAAGGTTTAAAAGACCAGCATTTGGGTTAAAAATTTTTAAACCTTACTATCTTTAACT 240
418 KNYA-418 Rz1+C48+mg Konya 181 TACAAGGTTTAAAAGACCAGCATTTGGGTTAAAAATTTTTAAACCTTACTATCTTTAACT 240
604 KTHY-604 Rz1+C48+mg Kiitahya 181 TACAAGGTTTAAAAGACCAGCATTTGGGTTAAAAATTTTTAAACCTTACTATCTTTAACT 240
604 KTHY-604 Rz1+Rz2 Kiitahya 181 TACAAGGTTTAAAAGACCAGCATTTGGGTTAAAAATTTTTAAACCTTACTATCTTTAACT 240
614 ANKR-614 Rz1+C48+mg Ankara 181 TACAAGGTTTAAAAGACCAGCATTTGGGTTAAAAATTTTTAAACCTTACTATCTTTAACT 240
614 ANKR-614 Rz1+Rz2 Ankara 181 TACAAGGTTTAAAAGACCAGCATTTGGGTTAAAAATTTTTAAACCTTACTATCTTTAACT 240
312 YZGT-312 Rz1+Rz2 Yozgat 181 TACAAGGTTTAAAAGACCAGCATTTGGGTTAAAAATTTTTAAACCTTACTATCTTTAACT 240
44 ELZG-44 rzl Elazig 181 TACAAGGTTTAAAAGACCAGCATTTGGGTTAAAAATTTTTAAACCTTACTATCTTTAACT 240
134 KRKL-134 rzl Karklareli 181 TACAAGGTTTAAAAGACCAGCATTTGGGTTAAAAATTTTTAAACCTTACTATCTTTAACT 240
259 AFYN-259 rzl Afyon 181 TACAAGGTTTAAAAGACCAGCATTTGGGTTAAAAATTTTTAAACCTCACTATCTTTAACT 240
291 ADPZ-291 rzl Adapazari 181 TACAAGGTTTAAAAGACCAGCATTTGGGTTAAAAATTTTTAAACCTTACTATCTTTAACT 240
431 KNYA-431 rzl Konya 181 TACAAGGTTTAAAAGACCAGCATTTGGGTTAAAAATTTTTAAACCTTACTATCTTTAACT 240
AB563046 CH4 Cin | 181 240
AB207807 FP Fransa I 181 240
AB563081 GM Almanya 11 181 240
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EK 1. (Devam)

izolat No/

Genbank izolat Ad1 Genotip Orjin P25 Baz Baz
Grubu No No
Acces. No
2 IGDR-2 Rz1+C48+mg  Igdir 241 AGTAACTCGAACTCGATTTATATTCAGATTTTAAATATCAAGTTATTGTGTTTTCTGATC 300
2 IGDR-F-2 Rz1+Rz2 Igdir 241 AGTAACTCGAACTCGATTTATATTCAGATTTTAAATATCAAGTTATTGTGTTTTCTGATC 300
2 IGDR-R-2 Rz1+Rz2 Igdir 241 AGTAACTCGAACTCGATTTATATTCAGATTTTAAATATCAAGTTATTGTGTTTTCTGATC 300
210 ESKR-210 Rz1+C48+mg  Eskischir 241 AGTAACTCGAACTCGATTTATATTCAGATTTTAAATATCAAGTTGTTGTGTTTTCTGATC 300
281 KAST-281 Rz1+C48+mg Kastamonu 241 AGTAACTCGAACTCGATTTATATTCAGATTTTAAATATCAAGTTGTTGTGTTTTCTGATC 300
281 KAST-281 Rz1+Rz2 Kastamonu 241 AGTAACTCGAACTCGATTTATATTCAGATTTTAAATATCAAGTTGTTGTGTTTTCTGATC 300
359 KNYA-359 Rz1+C48+mg Konya 241 AGTAACTCGAACTCGATTTATATTCAGATTTTAAATATCAAGTTGTTGTGTTTTCTGATC 300
359 KNYA-359 Rz1+Rz2 Konya 241 AGTAACTCGAACTCGATTTATATTCAGATTTTAAATATCAAGTTGTTGTGTTTTCTGATC 300
386 KNYA-386 Rz1+Rz2 Konya 241 AGTAACTCGAACTCGATTTATATTCAGATTTTAAATATCAAGTTGTTGTGTTTTCTGATC 300
418 KNYA-418 Rz1+C48+mg Konya 241 AGTAACTCGAACTCGATTTATATTCAGATTTTAAATATCAAGTTGTTGTGTTTTCTGATC 300
604 KTHY-604 Rz1+C48+mg  Kiitahya 241 AGTAACTCGAACTCGATCTATATTCAGATTTTAAATATCAAGTTGTTGTGTTTTCTGATC 300
604 KTHY-604 Rz1+Rz2 Kiitahya 241 AGTAACTCGAACTCGATCTATATTCAGATTTTAAATATCGAGTTGTTGTGTTTTCTGATC 300
614 ANKR-614 Rz1+C48+mg  Ankara 241 AGTAACTCGAACTCGATTTATATTCAGATTTTAAATATCAAGTTGTTGTGTTTTCTGATC 300
614 ANKR-614 Rz1+Rz2 Ankara 241 AGTAACTCGAACTCGATTTATATTCAGATTTTAAATATCAAGTTGTTGTGTTTTCTGATC 300
312 YZGT-312 Rz1+Rz2 Yozgat 241 AGTAACTCGAACTCGATTTATATTCAGATTTTAAATATCAAGTTGTTGTGTTTTCTGATC 300
44 ELZG-44 rzl Elazig 241 AGTAACTCGAACTCGATTTATATTCAGATTTTAAATATCAAGTTGTTGTGTTTTCTGATC 300
134 KRKL-134 rzl Kirklareli 241 AGTAACTCGAACTCGATTTATATTCAGATTTTAAATATCAAGTTGTTGTGTTTTCTGATC 300
259 AFYN-259 rzl Afyon 241 AGTAACTCGAACTCGATTTATATTCAGATTTTAAATATCAAGTTGTTGTGTTTTCTGATC 300
291 ADPZ-291 rzl Adapazari 241 AGTAACTCGAACTCGATTTATATTCAGATTTTAAATATCAAGTTGTTGTGTTTTCTGATC 300
431 KNYA-431 rzl Konya 241 AGTAACTCGAACTCGATTTATATTCAGATTTTAAATATCAAGTTGTTGTGTTTTCTGATC 300
AB563046 CH4 Cin | 241 300
AB207807 FP Fransa I 241 300
AB563081 GM Almanya 11 241 300
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EK 1. (Devam)

izolat No/

Genbank izolat Adi Genotip Orjin P25 Baz Baz

Grubu No No
Acces. No
Dayamikhlik Kiranlar

Start Codon

2 IGDR-2 Rz1+C48+mg  Igdir 301 ATCATTAAGTGACCGTCHREGGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
2 IGDR-F-2  Rzl+Rz2 Igdir 301 ATCATTAAGTGACCGTCEIBGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
2 IGDR-R-2  Rzl+Rz2 Igdir 301 ATCATTAAGTGACCGTCEIBGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
210 ESKR-210  Rz1+C48+mg  Eskisehir 301 ATCATTAAGTGACCGTCHIBBGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
281 KAST-281  Rz1+C48+mg  Kastamonu 301 ATCATTAAGTGACCGTCEIMBGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
281 KAST-281  Rz1+Rz2 Kastamonu 301 ATCATTAAGTGACCGTCARGGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
359 KNYA-359  Rz1+C48+mg  Konya 301 ATCATTAAGTGACCGTCEIBGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
359 KNYA-359  Rz1+Rz2 Konya 301 ATCATTAAGTGACCGTCARGGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
386 KNYA-386  Rz1+Rz2 Konya 301 ATCATTAAGTGACCGTCHIBBGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
418 KNYA-418 Rz1+C48+mg  Konya 301 ATCATTAAGTGACCGTCEIBGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
604 KTHY-604  Rz1+C48+mg Kiitahya 301 ATCATTAAGTGACCGTCHEBGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
604 KTHY-604  Rz1+Rz2 Kiitahya 301 ATCATTAAGTGACCGTCAIBGGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
614 ANKR-614  Rz1+C48+mg  Ankara 301 ATCATTAAGTGACCGTCEBBGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
614 ANKR-614  Rz1+Rz2 Ankara 301 ATCATTAAGTGACCGTCAGGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
312 YZGT-312  Rz1+Rz2 Yozgat 301 ATCATTAAGTGACCGTCEIBBGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
44 ELZG-44 rzl Elazig 301 ATCATTAAGTGACCGTCHEIBGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
134 KRKL-134  rzl Kirklareli 301 ATCATTAAGTGACCGTCEIBGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
259 AFYN-259  rz1 Afyon 301 ATCATTAAGTGACCGTCHEIMBGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
291 ADPZ-291  rzl Adapazar 301 ATCATTAAGTGACCGTCEIBGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
431 KNYA-431  rzl Konya 301 ATCATTAAGTGACCGTCEIBGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
AB563046  CH4 Cin | 301 BEGGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
AB207807  FP Fransa " 301 BEEGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
AB563081 GM Almanya i 301 BEEGGTGATATATTAGGCGCAGTTTATGATTTAGGGCACAGAC 360
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EK 1. (Devam)

izolat No/

Genbank izolat Ad Genotip Orjin P25 Baz Baz
Grubu No No
Acces. No
2 IGDR-2 Rz1+C48+mg Igdir 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGTTTGATTCTTAGCACACATGGTAATA 420
2 IGDR-F-2 Rz1+Rz2 Igdir 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGTTTGATTCTTAGCACACATGGTAATA 420
2 IGDR-R-2 Rz1+Rz2 Igdir 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGTTTGATTCTTAGCACACATGGTAATA 420
210 ESKR-210 Rz1+C48+mg  Eskisehir 361 CTTACCTAGCACGGCGTAIGGTTTATGAGGATCGTTTGATTCTTAGCACACATGGTAATA 420
281 KAST-281 Rz1+C48+mg Kastamonu 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGTTTGATTCTTAGCACACATGGTAATA 420
281 KAST-281 Rz1+Rz2 Kastamonu 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGTTTGATTCTTAGCACACATGGTAATA 420
359 KNYA-359 Rz1+C48+mg Konya 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGGTTGATTCTTAGCACACATGGTAATA 420
359 KNYA-359 Rz1+Rz2 Konya 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGGTTGATTCTTAGCACACATGGTAATA 420
386 KNYA-386 Rz1+Rz2 Konya 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGTTTGATTCTTAGCACACATGGTAATA 420
418 KNYA-418 Rz1+C48+mg Konya 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGTTTGATTCTTAGCACACATGGTAATA 420
604 KTHY-604 Rz1+C48+mg  Kiitahya 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGTTTGATTCTTAGCACACATGGTAATA 420
604 KTHY-604 Rz1+Rz2 Kiitahya 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGTTTGATTCTTAGCACACATGGTAATA 420
614 ANKR-614 Rz1+C48+mg  Ankara 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGTTTGATTCTTAGCACACATGGTAATA 420
614 ANKR-614 Rz1+Rz2 Ankara 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGTTTGATTCTTAGCACACATGGTAATA 420
312 YZGT-312 Rz1+Rz2 Yozgat 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGTTTGACTCTTAGCACACATGGTAATG 420
44 ELZG-44 rzl Elazig 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGTTTGATTCTTAGCACACATGGTAATA 420
134 KRKL-134 rzl Karklareli 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGTTTGATTCTTAGCACACATGGTAATA 420
259 AFYN-259 rzl Afyon 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGTTTGATTCTTAGCACACATGGTAATA 420
291 ADPZ-291 rzl Adapazari 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGTTTGATTCTTAGCACACATGGTAATA 420
431 KNYA-431 rzl Konya 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGTTTGATTCTTAGCACACATGGTAATA 420
AB563046 CH4 Cin | 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGTTTGATTCTTAGCACACATGGTAATA 420
AB207807 FP Fransa I 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGTTTGACTCTTAGTACACATGGTAATA 420
AB563081 GM Almanya 11 361 CTTACCTAGCACGGCGTACGGTTTATGAGGATCGTTTGATTCTTAGCACAAATGGTAATA 420
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EK 1. (Devam)

izolat No/
Genbank izolat Ad1 Genotip Orjin P25 Baz Baz
Grubu No No
Acces. No
2 IGDR-2 Rz1+C48+mg  Igdir 421 TCTGTCGGGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTACACTGGTGTATCACAATA 480
2 IGDR-F-2 Rz1+Rz2 Igdir 421 TCTGTCGGGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTACACTGGTGTATCACAATA 480
2 IGDR-R-2 Rz1+Rz2 Igdir 421 TCTGTCGGGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTACACTGGTGTATCACAATA 480
210 ESKR-210 Rz1+C48+mg  Eskischir 421 TCTGTCGGGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTACACTGGTGTATCACAATA 480
281 KAST-281 Rz1+C48+mg Kastamonu 421 TCTGTCGGGCTATTGACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTACACTGGTGTATCACAATA 480
281 KAST-281 Rz1+Rz2 Kastamonu 421 TCTGTCGGGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTACACTGGTGTATCACAATA 480
359 KNYA-359 Rz1+C48+mg Konya 421 TCTGTCGGGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTACACTGGTGTATCACAATA 480
359 KNYA-359 Rz1+Rz2 Konya 421 TCTGTCGGGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTACACTGGTGTATCACAATA 480
386 KNYA-386 Rz1+Rz2 Konya 421 TCTGTCGGGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTACACTGGTGTATCACAATA 480
418 KNYA-418 Rz1+C48+mg Konya 421 TCTGTCGGGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTACACTGGTGTATCACAATA 480
604 KTHY-604 Rz1+C48+mg  Kiitahya 421 TCTGTCGGGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTACACTGGTGTATCACAATA 480
604 KTHY-604 Rz1+Rz2 Kiitahya 421 TCTGTCGGGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTACACTGGTGTATCACAATA 480
614 ANKR-614 Rz1+C48+mg  Ankara 421 TCTGTCGGGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTACACTGGTGTATCACAATA 480
614 ANKR-614 Rz1+Rz2 Ankara 421 TCTGTCGGGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTACACTGGTGTATCACAATA 480
312 YZGT-312 Rz1+Rz2 Yozgat 421 TCTGTCGGGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTACACTGGTGTATCACAATA 480
44 ELZG-44 rzl Elazig 421 TCTGTCGGGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTACACTGGTGTATCACAATA 480
134 KRKL-134 rzl Kirklareli 421 TCTGTCGGGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTACACTGGTGTATCACAATA 480
259 AFYN-259 rzl Afyon 421 TCTGTCGGGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTACACTGGTGTATCACAATA 480
291 ADPZ-291 rzl Adapazari 421 TCTGTCGGGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTACACTGGTGTATCACAATA 480
431 KNYA-431 rzl Konya 421 TCTGTCGGGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTACACTGGTGTATCACAATA 480
AB563046 CH4 Cin | 421 TCTGTCGGGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTACACTGGTGTATCACAATA 480
AB207807 FP Fransa I 421 TCTGTCGAGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTICACTGGTGTATCACAATA 480
AB563081 GM Almanya 11 421 TCTGTCGAGCTATTAACTTGTTAACTCACGATAATCGTACTICACTGGTGTATCACAATA 480
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EK 1. (Devam)

izolat No/

Genbank izolat A1 Genotip Orjin P25 Baz Baz

Grubu No No
Acces. No
Dayanikhlik Kiranlar

Degisken Bolge

2 IGDR-2 Rz1+C48+mg  Igdir 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTGCTTETCATGGGCCTTATTGTGGGT 540
2 IGDR-F-2 Rz1+Rz2 Igdir 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTGCTTETCATGGGCCTTATTGTGGGT 540
2 IGDR-R-2 Rz1+Rz2 Igdir 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTGCTTITCATGGGCCTTATTGTGGGT 540
210 ESKR-210 Rz1+C48+mg  Eskisehir 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTGCTTGTCATGGGCCTTATTGTGGGT 540
281 KAST-281 Rz1+C48+mg  Kastamonu 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTGCTCATCATGGGCCTTATTGTGGGT 540
281 KAST-281 Rz1+Rz2 Kastamonu 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTGCTTGTCATGGGCCTTATTGTGGGT 540
359 KNYA-359 Rz1+C48+mg Konya 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTGITCATCATGGGCCTTATTGTGGGT 540
359 KNYA-359  Rz1+Rz2 Konya 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTGTTCATCATGGGCCTTATTGTGGGT 540
386 KNYA-386  Rz1+Rz2 Konya 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTGCTCATCATGGGCCTTATTGTGGGT 540
418 KNYA-418 Rz1+C48+mg Konya 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTG -4 ATCATGGGCCTTATTGTGGGT 540
604 KTHY-604  Rz1+C48+mg Kiitahya 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTGCTCATCATGGGCCTTATTGTGGGT 540
604 KTHY-604  Rz1+Rz2 Kiitahya 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTGCTCATCATGGGCCTTATTGTGGGT 540
614 ANKR-614  Rz1+C48+mg  Ankara 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTGCTCATCATGGGCCTTATTGTGGGT 540
614 ANKR-614  Rz1+Rz2 Ankara 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTGCTCATCGTGGGCCTTATTGTGGGT 540
312 YZGT-312  Rzl+Rz2 Yozgat 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTGCTTATCATGGGCCTTATTGTGGGT 540
44 ELZG-44 rzl Elaz1g 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTGCTEITCATGGGCCTTATTGTGGGT 540
134 KRKL-134  rzl Kirklareli 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTGCTCATCATGGGCCTTATTGTGGGT 540
259 AFYN-259  rzl Afyon 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTGCTTGTCATGGGCCTTATEGTGGGT 540
291 ADPZ-291 rzl Adapazari 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTGCTCATCATGGGCCTTATTGTGGGT 540
431 KNYA-431  rzl Konya 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTGCTCATCATGGGCCTTATTGTGGGT 540
AB563046 CH4 Cin 1 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTGCTTGTCATGGGCCTTATTGTGGGT 540
AB207807 FP Fransa 1 481 ATACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGATTATTGTGTICTTATCATGGGCCTTATTGTGGGT 540
AB563081 GM Almanya ] 481 ACACTAAACGCATAAGGTTTCGTGGETTATTGTGTGCTTATCATAGGCCTTATTGTGGGT 540
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EK 1. (Devam)

izolat No/

Genbank izolat Ad1 Genotip Orjin P25 Baz Baz
Grubu No No
Acces. No
2 IGDR-2 Rz1+C48+mg  Igdir 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGTTCTCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
2 IGDR-F-2 Rz1+Rz2 Igdir 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGTTCTCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
2 IGDR-R-2 Rz1+Rz2 Igdir 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGTTCTCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
210 ESKR-210 Rz1+C48+mg  Eskischir 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGTTCGCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
281 KAST-281 Rz1+C48+mg Kastamonu 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGTTCECCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
281 KAST-281 Rz1+Rz2 Kastamonu 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGTTCTCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
359 KNYA-359 Rz1+C48+mg Konya 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGTTCTCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
359 KNYA-359 Rz1+Rz2 Konya 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGTTCTCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
386 KNYA-386 Rz1+Rz2 Konya 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGTTCTCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
418 KNYA-418 Rz1+C48+mg Konya 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGTTCTCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
604 KTHY-604 Rz1+C48+mg  Kiitahya 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGCTCTCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
604 KTHY-604 Rz1+Rz2 Kiitahya 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGCTCTCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
614 ANKR-614 Rz1+C48+mg  Ankara 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGTTCTCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
614 ANKR-614 Rz1+Rz2 Ankara 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGTTCTCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
312 YZGT-312 Rz1+Rz2 Yozgat 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGTTCTCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
44 ELZG-44 rzl Elazig 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGTTCTCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
134 KRKL-134 rzl Kirklareli 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGTTCTCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
259 AFYN-259 rzl Afyon 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGTTCTCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
291 ADPZ-291 rzl Adapazari 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGTTCTCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
431 KNYA-431 rzl Konya 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGTTCTCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
AB563046 CH4 Cin | 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGTTCTCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
AB207807 FP Fransa I 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGTTCTCTACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
AB563081 GM Almanya 11 541 TTCGTGCCTTATGTAGAGTAATGTTATGTTCTITACCTCGTTTGTGTGACATCCCTATCA 600
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EK 1. (Devam)

izolat No/

Genbank izolat Ady Genotip Orjin P25 Baz Baz
grubu No No

Acces. No

2 IGDR-2 Rz1+C48+mg  Igdir 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTGCAGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
2 IGDR-F-2 Rz1+Rz2 Igdir 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTGCAGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
2 IGDR-R-2 Rz1+Rz2 Igdir 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTGCAGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
210 ESKR-210 Rz1+C48+mg  Eskisehir 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTGCAGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
281 KAST-281 Rz1+C48+mg Kastamonu 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTGCAGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
281 KAST-281 Rz1+Rz2 Kastamonu 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTGCAGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
359 KNYA-359 Rz1+C48+mg Konya 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTGCAGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
359 KNYA-359 Rz1+Rz2 Konya 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTGCAGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
386 KNYA-386 Rz1+Rz2 Konya 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTGCAGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
418 KNYA-418 Rz1+C48+mg Konya 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTGCAGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
604 KTHY-604 Rz1+C48+mg  Kiitahya 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTGCAGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
604 KTHY-604 Rz1+Rz2 Kiitahya 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTGCAGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
614 ANKR-614 Rz1+C48+mg  Ankara 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTGCAGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
614 ANKR-614 Rz1+Rz2 Ankara 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTGCAGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
312 YZGT-312 Rz1+Rz2 Yozgat 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTGCGGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
44 ELZG-44 rzl Elazig 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTACAGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
134 KRKL-134 rzl Kirklareli 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTGCAGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
259 AFYN-259 rzl Afyon 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTGCAGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
291 ADPZ-291 rzl Adapazari 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTGCAGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
431 KNYA-431 rzl Konya 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTGCAGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
AB563046 CH4 Cin | 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTGCAGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
AB207807 FP Fransa I 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTCGCAGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGC 660
AB563081 GM Almanya 11 601 ATGGATCTCGCGACTTTGTTGCGGATCCTACCAGACTCGACAGCTCTGTTAATGAGTTGIT 660
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EK 1. (Devam)

izolat No/

Genbank izolat Ad1 Genotip Orjin P25 Baz Baz
Grubu No No

Acces. No

2 IGDR-2 Rz1+C48+mg  Igdir 661 TGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATAATGTTCCCATACACACTG 720
2 IGDR-F-2 Rz1+Rz2 Igdir 661 TGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATCATGTTCCCATACACACTG 720
2 IGDR-R-2 Rz1+Rz2 Igdir 661 TGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATCATGTTCCCATACACACTG 720
210 ESKR-210 Rz1+C48+mg  Eskischir 661 TGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATCATGTTCCCTTACACACTG 720
281 KAST-281 Rz1+C48+mg Kastamonu 661 TGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATCATGTTCCCTTACACACTG 720
281 KAST-281 Rz1+Rz2 Kastamonu 661 TGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATCATGTTCCCTTACACACTG 720
359 KNYA-359 Rz1+C48+mg Konya 661 TGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATCATGTTCCCTTACACACTG 720
359 KNYA-359 Rz1+Rz2 Konya 661 TGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATCATGTTCCCTTACACACTG 720
386 KNYA-386 Rz1+Rz2 Konya 661 TGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATCATGTTCCCTTACACACTG 720
418 KNYA-418 Rz1+C48+mg Konya 661 TGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATCATGTTCCCTTACACACTG 720
604 KTHY-604 Rz1+C48+mg  Kiitahya 661 TGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATCATGTTCCCTTACACACTG 720
604 KTHY-604 Rz1+Rz2 Kiitahya 661 TGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATCATGTTCCCTTACACACTG 720
614 ANKR-614 Rz1+C48+mg  Ankara 661 TGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATCATGTTCCCTTACACACTG 720
614 ANKR-614 Rz1+Rz2 Ankara 661 TGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATCATGTTCCCTTACACACTG 720
312 YZGT-312 Rz1+Rz2 Yozgat 661 TGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATCATGTTCCCTTACACACTG 720
44 ELZG-44 rzl Elazig 661 TGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCACCATGTTCCCTTACACACTG 720
134 KRKL-134 rzl Kirklareli 661 TGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATCATGTTCCCTTACACACTG 720
259 AFYN-259 rzl Afyon 661 AGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATCATGTTCCCTTACACACCG 720
291 ADPZ-291 rzl Adapazari 661 TGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATCATGTTCCCTTACACACTG 720
431 KNYA-431 rzl Konya 661 TGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATCATGTTCCCTTACACACTG 720
AB563046 CH4 Cin | 661 TGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATAATGTTCCCTTACACACTG 720
AB207807 FP Fransa I 661 TGGTTTCTAATGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATAATGTTCCCATACACACTG 720
AB563081 GM Almanya 11 661 TGGTTTCTACCGGTCTCGTCATCCACTATGATCGTGTTCATGATGTTCCCATACACACTG 720
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EK 1. (Devam)

izolat No/

Genbank izolat Ady Genotip Orjin P25 Baz Baz
Grubu No No
Acces. No
2 IGDR-2 Rz1+C48+mg  Igdir 721 ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTCACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAATTTTCTTTTGC 780
2 IGDR-F-2 Rz1+Rz2 Igdir 721 ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTCACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAATTTTCTTTTGC 780
2 IGDR-R-2 Rz1+Rz2 Igdir 721 ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTCACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAATTTTCTTTTGC 780
210 ESKR-210 Rz1+C48+mg  Eskisehir 721 ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTCACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAACTTTCTTTTGC 780
281 KAST-281 Rz1+C48+mg Kastamonu 721 ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTCACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAACTTTCTTTTGC 780
281 KAST-281 Rz1+Rz2 Kastamonu 721 ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTCACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAACTTTCTTTTGC 780
359 KNYA-359 Rz1+C48+mg Konya 721 ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTCACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAACTTTCTTTTGC 780
359 KNYA-359 Rz1+Rz2 Konya 721  ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTCACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAACTTTCTTTTGC 780
386 KNYA-386 Rz1+Rz2 Konya 721 ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTCACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAACTTTCTTTTGC 780
418 KNYA-418 Rz1+C48+mg Konya 721  ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTCACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAACTTTCTTTTGC 780
604 KTHY-604 Rz1+C48+mg  Kiitahya 721 ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTCACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAACTTTCTTTTGC 780
604 KTHY-604 Rz1+Rz2 Kiitahya 721 ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTCACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAACTTTCTTTTGC 780
614 ANKR-614 Rz1+C48+mg  Ankara 721 ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTCACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAACTTTCTTTTGC 780
614 ANKR-614 Rz1+Rz2 Ankara 721 ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTCACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAACTTTCTTTTGC 780
312 YZGT-312 Rz1+Rz2 Yozgat 721  ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTCACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAACTTTCTTTTGC 780
44 ELZG-44 rzl Elazig 721  ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTCACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAACTTTCTTTTGC 780
134 KRKL-134 rzl Kirklareli 721  ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTCACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAACTTTCTTTTGC 780
259 AFYN-259 rzl Afyon 721  ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTCACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAACTTTCTTTTGC 780
291 ADPZ-291 rzl Adapazari 721  ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTCACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAACTTTCTTTTGC 780
431 KNYA-431 rzl Konya 721  ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTCACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAACTTTCTTTTGC 780
AB563046 CH4 Cin | 721 ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTCACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAAITTTTCTTTTGC 780
AB207807 FP Fransa I 721  ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTITACGACTGTCTTTCGTGGTCCCGGAAATTTTCTTTTGC 780
AB563081 GM Almanya 11 721 ATGGTTTTGAAGTTGTAGATTTITACGACTGTCTTTCGTGGTCCTGGAAAITTTTCTTTTGC 780
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EK 1. (Devam)

izolat No/

Genbank izolat Ad1 Genotip Orjin P25 Baz Baz
Grubu No No

Acces. No

2 IGDR-2 Rz1+C48+mg  Igdir 781 CTAATGCCACAAATTTCCCTCGGICAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
2 IGDR-F-2 Rz1+Rz2 Igdir 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGICAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
2 IGDR-R-2 Rz1+Rz2 Igdir 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGICAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
210 ESKR-210 Rz1+C48+mg  Eskischir 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGCCAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
281 KAST-281 Rz1+C48+mg Kastamonu 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGCCAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
281 KAST-281 Rz1+Rz2 Kastamonu 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGCCAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
359 KNYA-359 Rz1+C48+mg Konya 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGCCAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
359 KNYA-359 Rz1+Rz2 Konya 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGCCAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
386 KNYA-386 Rz1+Rz2 Konya 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGCCAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
418 KNYA-418 Rz1+C48+mg Konya 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGCCAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
604 KTHY-604 Rz1+C48+mg  Kiitahya 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGCCAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
604 KTHY-604 Rz1+Rz2 Kiitahya 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGCCAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
614 ANKR-614 Rz1+C48+mg  Ankara 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGCCAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
614 ANKR-614 Rz1+Rz2 Ankara 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGCCAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
312 YZGT-312 Rz1+Rz2 Yozgat 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGCCAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
44 ELZG-44 rzl Elazig 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGCCAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
134 KRKL-134 rzl Kirklareli 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGCCAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
259 AFYN-259 rzl Afyon 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGCCAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
291 ADPZ-291 rzl Adapazari 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGCCAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
431 KNYA-431 rzl Konya 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGCCAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTIRTTTGG 840
AB563046 CH4 Cin | 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGCCAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
AB207807 FP Fransa I 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGICAACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
AB563081 GM Almanya 11 781 CTAATGCAACAAATTTCCCTCGGCCGACCACAACCGATCAGGTTTACATGGTGTGTTTGG 840
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EK 1. (Devam)

izolat No/

Genbank izolat Ady Genotip Orjin P25 Baz Baz
Grubu No No

Acces. No

2 IGDR-2 Rz1+C48+mg Igdir 841 TAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCCGAACTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
2 IGDR-F-2 Rz1+Rz2 Igdir 841 TAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCCGAACTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
2 IGDR-R-2 Rz1+Rz2 Igdir 841 TAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCCGAACTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
210 ESKR-210 Rz1+C48+mg Eskisehir 841 TAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCCGAACTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
281 KAST-281 Rz1+C48+mg Kastamonu 841 TAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCCGAACTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
281 KAST-281 Rz1+Rz2 Kastamonu 841 TAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCCGAACTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
359 KNYA-359 Rz1+C48+mg Konya 841 TAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCCGAACTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
359 KNYA-359 Rz1+Rz2 Konya 841 TAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCCGAACTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
386 KNYA-386 Rz1+Rz2 Konya 841 TAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCCGAACTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
418 KNYA-418 Rz1+C48+mg Konya 841 TAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCCGAACTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
604 KTHY-604 Rz1+C48+mg Kiitahya 841 TAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCCGAACTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
604 KTHY-604 Rz1+Rz2 Kiitahya 841 TAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCCGAACTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
614 ANKR-614 Rz1+C48+mg  Ankara 841 TAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCCGAACTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
614 ANKR-614 Rz1+Rz2 Ankara 841 TAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCCGAATTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
312 YZGT-312 Rz1+Rz2 Yozgat 841 TAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCCGAACTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
44 ELZG-44 rzl Elazig 841 TAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCCGAACTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
134 KRKL-134 rzl Kirklareli 841 TAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCCGAACTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
259 AFYN-259 rzl Afyon 841 TAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCCGAACTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
291 ADPZ-291 rzl Adapazart 841 TAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCCGAACTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
431 KNYA-431 rzl Konya 841 TAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCCGAACTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
AB563046 CH4 Cin | 841 CAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCCGAACTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
AB207807 FP Fransa I 841 TAAACACGGTTAATTGTGTGTTACGTCTTGAGTCCGAACTTACAGTGTGGGTTCACTCTG 900
AB563081 GM Almanya 11 841 TAAACACGGTTGATTGTGTGTTACGTTTTGAGTCTGAACTTACAGTGTGGATTCACTCTG 900
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izolat No/

Genbank izolat Ad1 Genotip Orjin P25 Baz Baz
Grubu No No

Acces. No

2 IGDR-2 Rz1+C48+mg  Igdir 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAACCCCCTGACGGTG 960
2 IGDR-F-2 Rz1+Rz2 Igdir 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
2 IGDR-R-2 Rz1+Rz2 Igdir 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
210 ESKR-210 Rz1+C48+mg  Eskischir 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
281 KAST-281 Rz1+C48+mg Kastamonu 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
281 KAST-281 Rz1+Rz2 Kastamonu 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
359 KNYA-359 Rz1+C48+mg Konya 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
359 KNYA-359 Rz1+Rz2 Konya 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
386 KNYA-386 Rz1+Rz2 Konya 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
418 KNYA-418 Rz1+C48+mg Konya 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAACAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
604 KTHY-604 Rz1+C48+mg  Kiitahya 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
604 KTHY-604 Rz1+Rz2 Kiitahya 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
614 ANKR-614 Rz1+C48+mg  Ankara 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
614 ANKR-614 Rz1+Rz2 Ankara 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
312 YZGT-312 Rz1+Rz2 Yozgat 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
44 ELZG-44 rzl Elazig 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
134 KRKL-134 rzl Kirklareli 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
259 AFYN-259 rzl Afyon 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
291 ADPZ-291 rzl Adapazar 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
431 KNYA-431 rzl Konya 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
AB563046 CH4 Cin | 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
AB207807 FP Fransa 1] 901 GTTTGTATGCAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
AB563081 GM Almanya 11 901 GTTTGTATACAGGTGATGTTTTAGATGTGGATAATAATGTTATTCAAGCCCCTGACGGTG 960
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EK 1. (Devam)

Izolat No/
Genbank izolat A1 Genotip Orjin P25 Baz Baz

Grubu No No
Acces. No
Dayanikhlik Kiranlar

Stop Codon

2 IGDR-2 Rz1+C48+mg  Igdir 961 TTGATGATGATGATHAG 978
2 IGDR-F-2  Rzl+Rz2 Idir 961 TTGATGATGATGATIAG 978
2 IGDR-R-2  Rz1+Rz2 Igdir 961 TTGATGATGATGATIAG 978
210 ESKR-210  Rz1+C48+mg  Eskisehir 961 TTGATGATGATGATIIAG 978
281 KAST-281  Rz1+C48+mg  Kastamonu 961 TTGATGATGATGATIAG 978
281 KAST-281  Rzl+Rz2 Kastamonu 961 TTGATGATGATGATIAG 978
359 KNYA-359  Rz1+C48+mg  Konya 961 TTGATGATGATGATIAG 978
359 KNYA-359  Rz1+Rz2 Konya 961 TTGATGATGATGATIAG 978
386 KNYA-386  Rz1+Rz2 Konya 961 TTGATGATGATGATIAG 978
418 KNYA-418 Rz1+C48+mg  Konya 961 TTGATGATGATGATIIAG 978
604 KTHY-604  Rz1+C48+mg Kiitahya 961 TTGATGATGATGATIAG 978
604 KTHY-604  Rz1+Rz2 Kiitahya 961 TTGATGATGATGATIAG 978
614 ANKR-614  Rz1+C48+mg  Ankara 961 TTGATGATGATGATIAG 978
614 ANKR-614  Rz1+Rz2 Ankara 961 TTGATGATGATGATIAG 978
312 YZGT-312  Rz1+Rz2 Yozgat 961 TTGATGATGATGATIAG 978
44 ELZG-44 rzl Elazig 961 TTGATGATGATGGTIAG 978
134 KRKL-134  rzl Karklareli 961 TTGATGATGATGA -8 978
259 AFYN-259  rzl Afyon 961 TTGATGATGATGATIIAG 978
291 ADPZ-291  rzl Adapazar 961 TTGATGATGATGATIAG 978
431 KNYA-431  rzl Konya 961 TTGATGATGATGATIIAG 978
AB563046  CH4 Cin I 961 TTGATGATGATGATIAG 978
AB207807  FP Fransa " 961 TTGATGATGATGATIAG 978
AB563081  GM Almanya i 961 TTGATGATGATGATIIAG 978
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EK 2. Tiirk izolatlarina ait p25 proteininin Diinya’daki bazt BNY VYV izolatlar1 ile amino asit diizeyinde karsilastiriimasi

izolat No/
Genbank izolat Adi Genotip Orjin aa. aa.

No No
Acces. No

21 28 35 40 49 57 62

2 IGDR-2 Rz1+C48+minorgen  Igdir 1 MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLI LSTHGN | CRAINLLTHDNRTTLVYHNNTKRIRFR 62
2 IGDR-2 Rz1+Rz2 Igdir 1 MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLI LSTHGN | CRAINLLTHDNRTTLVYHNNTKRIRFR 62
2 IGDR-2 Rz1+Rz2 Igdir 1 MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLI LSTHGN | CRAINLLTHDNRTTLVYHNNTKRIRFR 62
210 ESKR-210  RzI+C48+minor gen  Eskisehir 1 MGDILGAVYDLGHRPYLARRMVYEDRLI LSTHGN | CRAINLLTHDNRTTLVYHNNTKRIRFR 62
281 KAST-281  RzI+C48+minoér gen  Kastamonu 1 MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLI LSTHGN | CRAIBLLTHDNRTTLVYHNNTKRIRFR 62
281 KAST-281  Rz1+Rz2 Kastamonu 1  MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLI LSTHGN | CRAINLLTHDNRTTLVYHNNTKRIRFR 62
359 KNYA-359  RzI+C48+minér gen  Konya 1 MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLI LSTHGN | CRAINLLTHDNRTTLVYHNNTKRIRFR 62
359 KNYA-359 Rz1+Rz2 Konya 1  MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLI LSTHGN | CRAINLLTHDNRTTLVYHNNTKRIRFR 62
386 KNYA-386  Rz1+Rz2 Konya 1 MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLI LSTHGN | CRAINLLTHDNRTTLVYHNNTKRIRFR 62
418 KNYA-418  Rz1+C48+minsrgen  Konya 1 MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLI LSTHGN | CRAINLLTHDNRTTLVYHNNTKRIRFR 62
604 KTHY-604  RzI+C48+minor gen  Kiitahya 1 MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLI LSTHGN | CRAINLLTHDNRTTLVYHNNTKRIRFR 62
604 KTHY-604  Rz1+Rz2 Kiitahya 1  MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLI LSTHGN | CRAINLLTHDNRTTLVYHNNTKRIRFR 62
614 ANKR-614  Rz1+C48+minorgen  Ankara 1 MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLI LSTHGN | CRAINLLTHDNRTTLVYHNNTKRIRFR 62
614 ANKR-614  Rz1+Rz2 Ankara 1 MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLI LSTHGN | CRAINLLTHDNRTTLVYHNNTKRIRFR 62
312 YZGT-312  Rz1+Rz2 Yozgat 1 MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLLSTHGNMCRAINLLTHDNRTTLVYHNNTKRIRFR 62
44 ELZG-44 rzl Elaz1g 1 MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLI LSTHGN | CRAINLLTHDNRTTLVYHNNTKRIRFR 62
134 KRKL-134  rzl Kirklareli 1 MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLI LSTHGN | CRAINLLTHDNRTTLVYHNNTKRIRFR 62
259 AFYN-259  rzl Afyon 1 MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLI LSTHGN | CRAINLLTHDNRTTLVYHNNTKRIRFR 62
291 ADPZ-291  rzl Adapazar 1 MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLI LSTHGN | CRAINLLTHDNRTTLVYHNNTKRIRFR 62
431 KNYA-431 rzl Konya 1 MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLI LSTHGN | CRAINLLTHDNRTTLVYHNNTKRIRFR 62
BAJ23766  CH4 Cin 1  MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLI LSTHGN I CRAINLLTHDNRTTLVYHNNTKRIRFR 62
BAD91210 FP Fransa 1  MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLTLSTHGN I CRAINLLTHDNRTSLVYHNNTKRIRFR 62
BAJ23801 GM Almanya 1 MGDILGAVYDLGHRPYLARRT VYEDRLI LSTNGN [ CRAINLLTHDNRTSLVYHNNTKRIRFR 62
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EK 2. (Devam)

izolat No/
Genbank izolat Ady Genotip Orjin aa. aa.

No No
Acces. No

67 70 118

2 IGDR-2 Rz1+C48+mindr gen Igdir 63 GLLCASHGPYCGFRALCRVMLCSLPRLCDIPINGSRDFVADPTRLDSSVNELLVSNGL 120
2 IGDR-2 Rz1+Rz2 Igdir 63 GLLCASHGPYCGFRALCRVMLCSLPRLCDIPINGSRDFVADPTRLDSSVNELLVSNGL 120
2 IGDR-2 Rz1+Rz2 Igdir 63 GLLCAFHGPYCGFRALCRVMLCSLPRLCDIPINGSRDFVADPTRLDSSVNELLVSNGL 120
210 ESKR-210 Rz1+C48+minor gen Eskisehir 63 GLLCACHGPYCGFRALCRVMLCSLPRLCDIPINGSRDFVADPTRLDSSVNELLVSNGL 120
281 KAST-281 Rz1+C48+minor gen Kastamonu 63 GLLCA.HGPYCGFRALCRVI\/ILCSLPRLCDIPINGSRDFVADPTRLDSSVNELLVSNGL 120
281 KAST-281 Rz1+Rz2 Kastamonu 63 GLLCACHGPYCGFRALCRVMLCSLPRLCDIPINGSRDFVADPTRLDSSVNELLVSNGL 120
359 KNYA-359  RzI/+C48+minor gen Konya 63 GLLCV.HGPYCGFRALCRVMLCSLPRLCDIPINGSRDFVADPTR LDSSVNELLVSNGL 120
359 KNYA-359 Rz1+Rz2 Konya 63 GLLCV.HGPYCGFRALCRVMLCSLPRLCDIPINGSRDFVADPTRLDSSVN ELLVSNGL 120
386 KNYA-386 Rz1+Rz2 Konya 63 GLLCA.HGPYCGFRALCRVMLCSLPRLCDIPINGSRDFVADPTRLDSSVNELLVSNGL 120
418 KNYA-418  RzI+C48+minor gen Konya 63 GLLC— EHGPYCGFRALCRVMLCSLPRLCDIPI NGSRDFVADPTRLDSSVNELLVSNGL 120
604 KTHY-604 Rz1+C48+minér gen Kiitahya 63 GLLCA.HGPYCGFRALCRVMLCSLPRLCD|PINGSRDFVADPTR LDSSVNELLVSNGL 120
604 KTHY-604 Rz1+Rz2 Kiitahya 63 GLLCA.HGPYCGFRALCRVMLCSLPRLCDIPINGSRDFVADPTR LDSSVNELLVSNGL 120
614 ANKR-614 Rz1+C48+minor gen Ankara 63 GLLCA.HGPYCGFRALCRVMLCSLPRLCDIPINGSRDFVADPTRLDSSVNELLVSNGL 120
614 ANKR-614 Rz1+Rz2 Ankara 63 GLLCA.HGPYCGFRALCRVMLCSLPRLCDIPINGSRDFVADPTRLDSSVNELLVSNGL 120
312 YZGT-312 Rz1+Rz2 Yozgat 63 GLLCAYHGPYCGFRALCRVMLCSLPRLCDIPINGSRDFVADPTRLDSSVNELLVSNGL 120
44 ELZG-44 rzl Elazig 63 GLLCAIHGPYCGFRALCRVM LCSLPRLCDIPINGSRDFVADPTRLDSSVNELLVSNGL 120
134 KRKL-134 rzl Kirklareli 63 GLLCA.HGPYCGFRALCRVMLCSLPRLCDIPINGSRDFVADPTR LDSSVNELLVSNGL 120
259 AFYN-259 rzl Afyon 63 GLLCACHGPYRGFRALCRVMLCSLPRLCDIPINGSRDFVADPTRLDSSVNELLVSNGL 120
291 ADPZ-291 rzl Adapazari 63 GLLCA.HGPYCGFRALCRVMLCSLPRLCDIPINGSRDFVADPTR LDSSVNELLVSNGL 120
431 KNYA-431 rzl Konya 63 GLLCA.HGPYCGFRALCRVMLCSLPRLCDIPINGSRDFVADPTR LDSSVNELLVSNGL 120
BAJ23766 CH4 Cin 63 GLLCACHGPYCGFRALCRVMLCSLPRLCDIPINGSRDFVADPTRLDSSVNELLVSNGL 120
BAD91210 FP Fransa 63 GLLCSYHGPYCGFRALCRVMLCSLPRLCDIPINGSRDFVADPTRLDSSVNELLVSNGL 120
BAJ23801 GM Almanya 63 GLLCAYHIPYCGFRALCRVMLCSLPRLCDIPINGSRDFVADPTRLDSSVNELLVSTGL 120
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EK 2. (Devam)

izolat No/
Genbank

izolat Adx

Genotip

Orjin

aa.

aa.

Acces. No No No
129 132 146 163 169 178179
2 IGDR-2 Rz1+C48+minor gen  Igdir 121 VIHYDRVHNVPI HTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRSTTTDQVYMVCLVNTVNC 180
2 IGDR-2 Rz1+Rz2 Igdir 121  VIHYDRVHHVPI HTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRSTTTDQVYMVCLVNTVNC 180
2 IGDR-2 Rz1+Rz2 Igdir 121 VIHYDRVHHVPI HTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRSTTTDQVYMVCLVNTVNC 180
210 ESKR-210 RzI+C48+minor gen  Eskisehir 121 VIHYDRVHHVPLHTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRPTTTDQVYMVCLVNTVNC 180
281 KAST-281 Rz1+C48+minor gen Kastamonu 121 VIHYDRVHHVPLHTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRPTTTDQVYMVCLVNTVNC 180
281 KAST-281 Rz1+Rz2 Kastamonu 121  VIHYDRVHHVPLHTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRPTTTDQVYMVCLVNTVNC 180
359 KNYA-359  Rz1+C48+mindor gen Konya 121  VIHYDRVHHVPLHTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRPTTTDQVYMVCLVNTVNC 180
359 KNYA-359 Rz1+Rz2 Konya 121  VIHYDRVHHVPLHTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRPTTTDQVYMVCLVNTVNC 180
386 KNYA-386 Rz1+Rz2 Konya 121 VIHYDRVHHVPLHTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRPTTTDQVYMVCLVNTVNC 180
418 KNYA-418  RzI+C48+minér gen Konya 121 VIHYDRVHHVPLHTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRPTTTDQVYMVCLVNTVNC 180
604 KTHY-604  RzI+C48+minor gen  Kiitahya 121 VIHYDRVHHVPLHTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRPTTTDQVYMVCLVNTVNC 180
604 KTHY-604 Rz1+Rz2 Kiitahya 121 VIHYDRVHHVPLHTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRPTTTDQVYMVCLVNTVNC 180
614 ANKR-614  Rz[+C48+minor gen  Ankara 121 VIHYDRVHHVPLHTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRPTTTDQVYMVCLVNTVNC 180
614 ANKR-614  Rz1+Rz2 Ankara 121 VIHYDRVHHVPLHTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRPTTTDQVYMVCLVNTVNC 180
312 YZGT-312 Rz1+Rz2 Yozgat 121 VIHYDRVHHVPLHTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRPTTTDQVYMVCLVNTVNC 180
44 ELZG-44 rzl Elazig 121 VIHYDRVHHVPLHTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRPTTTDQVYMVCLVNTVNC 180
134 KRKL-134  rzl Kirklareli 121 VIHYDRVHHVPLHTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRPTTTDQVYMVCLVNTVNC 180
259 AFYN-259  rzl Afyon 121  VIHYDRVHHVPLHTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRPTTTDQVYMVCLVNTVNC 180
291 ADPZ-291 rzl Adapazari 121 VIHYDRVHHVPLHTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRPTTTDQVYMVCLVNTVNC 180
431 KNYA-431 rzl Konya 121  VIHYDRVHHVPLHTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRPTTTDQVYMVCLVNTVNC 180
BAJ23766 CH4 Cin 121  VIHYDRVHNVPLHTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRPTTTDQVYMVCLANTVNC 180
BAD91210 FP Fransa 121  VIHYDRVHNVPi HTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRSTTTDQVYMVCLVNTVNC 180
BAJ23801 GM Almanya 121 VIHYDRVHBVPi HTDGFEVVDFTTVFRGPGNFLLPNATNFPRETTTDQVYMVCLVNTVBC 180
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EK 2. (Devam)

izolat No/
Genbank izolat Ady Genotip Orjin aa. aa.

No No
Acces. No

192 198 211 219

2 IGDR-2 Rz1+C48+mindr gen Igdir 181 VLRFESELTVWVHSGLYTGDVLDVDNNVIQPPDGVDDDD 219
2 IGDR-2 Rz1+Rz2 Igdir 181 VLRFESELTVWVHSGLYTGDVLDVDNNVIQAPDGVYDDDD 219
2 IGDR-2 Rz1+Rz2 Igdir 181 VLRFESELTVWVHSGLYTGDVLDVDNNVIQAPDGVDDDD 219
210 ESKR-210 Rz1+C48+minor gen Eskisehir 181 VLRFESELTVWVHSGLYTGDVLDVDNNVIQAPDGVYDDDD 219
281 KAST-281 Rz1+C48+mindr gen Kastamonu 181 VLRFESELTVWVHSGLYTGDVLDVDNNVIQAPDGVYDDDD 219
281 KAST-281 Rz1+Rz2 Kastamonu 181 VLRFESELTVWVHSGLYTGDVLDVDNNVIQAPDGVDDDD 219
359 KNYA-359  RzI+C48+minor gen Konya 181 VLRFESELTVWVHSGLYTGDVLDVDNNVIQAPDGVYDDDD 219
359 KNYA-359 Rz1+Rz2 Konya 181 VLRFESELTVWVHSGLYTGDVLDVDNNVIQAPDGVDDDD 219
386 KNYA-386 Rz1+Rz2 Konya 181 VLRFESELTVWVHSGLYTGDVLDVDNNVIQAPDGVYDDDD 219
418 KNYA-418 Rz1+C48+minor gen Konya 181 VLRFESELTVWVHSGLYTGDVLDVDNNVIQAPDGVYDDDD 219
604 KTHY-604 Rz1+C48+minér gen Kiitahya 181 VLRFESELTVWVHSGLYTGDVLDVDNNVIQAPDGVYDDDD 219
604 KTHY-604 Rz1+Rz2 Kiitahya 181 VLRFESELTVWVHSGLYTGDVLDVDNNVIQAPDGVDDDD 219
614 ANKR-614 Rz1+C48+mindr gen Ankara 181 VLRFESELTVWVHSGLYTGDVLDVDNNVIQAPDGVYDDDD 219
614 ANKR-614 Rz1+Rz2 Ankara 181 VLRFESELTVWVHSGLYTGDVLDVDNNVIQAPDGVDDDD 219
312 YZGT-312 Rz1+Rz2 Yozgat 181 VLRFESELTVWVHSGLYTGDVLDVDNNVIQAPDGVYDDDD 219
44 ELZG-44 rzl Elazig 181 VLRFESELTVWVHSGLYTGDVLDVDNNVIQAPDGVDDDG 219
134 KRKL-134 rzl Kirklareli 181 VLRFESELTVWVHSGLYTGDVLDVDNNVIQAPDGVYDDDD 219
259 AFYN-259 rzl Afyon 181 VLRFESELTVWVHSGLYTGDVLDVDNNVIQAPDGVYDDDD 219
291 ADPZ-291 rzl Adapazari 181 VLRFESELTVWVHSGLYTGDVLDVDNNVIQAPDGVYDDDD 219
431 KNYA-431 rzl Konya 181 VLRFESELTVWVHSGLYTGDVLDVDNNVIQAPDGVDDDD 219
BAJ23766 CH4 Cin 181 VLRFESELTVWVHSGLYTGDVLDVDNNVIQAPDGVYDDDD 219
BAD91210 FP Fransa 181 VLRLESELTVWVHSG LYAGDVLDVDNNViQAPDGVDDDD 219
BAJ23801 GM Almanya 181 VLRFESELTVW [ HSG LYTGDVLDVDNNVIQAPDGVDDDD 219
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EK 3. ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

-Fosfat Tamponu Salin (PBS) (pH=7.4)
8.0 g NaCl, 0.2 g KHPOg4, 0.2 g KCI, 0.2 g NaNs3, 2.9 g Na2HPO4

Bu kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1 0.1 M NaOH veya 0.1 M HCL ile

ayarlanip 4°C’de muhafaza edilmistir.

-Kaplama Tampon Cozeltisi (pH=9.6)
1.59 g Na2COgz, 2.93 g NaHCOs3, 0.2 g NaNs

Yukarida belirtilen kimyasallar 1 litre saf suda eritildikten sonra pH’s1 ayarlanmis ve

4°C’de muhafaza edilmistir. Her kullanimdan 6nce pH kontrolii yapilmistir.

-Yikama Tampon Cozeltisi

1 1t PBS’e 0.5 ml Tween-20 eklenilip karistirilmisgtir.

-Ekstraksiyon Tampon Cozeltisi

1 1t yikama tampon ¢ozeltisi + 20 g (%2) Polyvinylpyrrolidone 40.000 (PVP-40) +

19 yagsiz siit tozu ilave edilerek hazirlanmistir.

-Konjugat Tampon Cozeltisi

Ekstraksiyon tampon ¢6zeltisi, ayn1 zamanda konjugat tampon ¢ozeltisi olarak da

kullanilmastir.

-Substrat Tampon Cozeltisi

80 ml saf su igerisine 9.7 ml Diethanolamin ilave edildikten sonra 20 mg NaNs

eklenilmis ve HCl ile pH 9.8’e ayarlanarak 100 ml’ye tamamlanmistir.
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EK 4. Hoagland Soliisyonu

Tuzak bitki testi ¢aligmalar1 sirasinda seker pancari bitkilerinin sulanmasi amaciyla
kullanilan Hoagland besin soliisyonu A, B ve C olmak {lizere {i¢ stok soliisyondan

olusmaktadir (Dijkstra ve De Jager, 1998).

-A Soliisyonu

5.06 g KNO3, 1.36 g KH2PO4, 4.93 g MgSO.7H20, 12.40 g Ca(NOz).4H20 ve 5.85
g NaCl maddeleri 1 litre saf suda eritilmistir.

-B Soliisyonu

1 g FeS04.7H20, 1.04 g EDTA kimyasallar1 ayr1 ayr1 50 ser ml’lik saf suda

¢Ozdiriildiikten sora bir arada karistirilmastir.

-C Soliisyonu
0.110 g H3BO4, 0.015 g CuCl,.2H20, 0.010 g ZnCl>, 0.015 g MnClI2.2H20 ve 0.03 g
MoO3 maddeleri 100 ml saf suda eritilmistir.

Hoagland besin soliisyonunun hazirlanmasi i¢in A soliisyonundan 600 ml, B ve C
soliisyonlarindan 15’er ml alinmis ve bu {i¢ soliisyonun karisimi saf su kullanilarak

1000 ml’ye tamamlanmustir.
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