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OZET

MARMARA BOLGESI MAVIYEMIS PLANTASYONLARINDAKI
VIRUSLERIN DAS-ELISA ve RT-PCR YONTEMLERIYLE SAPTANMASI ve
KARAKTERIZASYONU

Bu poje kapsaminda, Marmara Bolges’inde Bursa’dan 86, Istanbul’dan 41 &rnek
olmak {izere toplamda 127 adet maviyemis Ornegi arabis mosaic virus (ArMV),
strawberry latent ringspot virus (SLRSV), tomato ringspot virus (TORSV), tobacco
ringspot virus (TRSV), blueberry red ringspot virus (BRRSV), blueberry leaf mottle
virus (BLMoV), blueberry scorch virus (BIScV), blueberry shock virus (BIShV) ve
blueberry shoestring virus (BSSV) i¢in DAS-ELISA ve RT-PCR; blueberry mosaic
associated virus (BIMaV) igin tiretilmis ticari antiserum olmamasi nedeniyle de sadece
RT-PCR analizleri ile testlenmistir. Testlemeler sonucunda, DAS-ELISA yontemiyle tiim
orneklerde hicbir viriis tespit edilemezken RT-PCR analizleri ile Istanbul ilinden toplanan
yiiksek boylu maviyemis orneklerinden 9 tanesinde BIMaV, 1 tanesinde ise BLMoV
tespit edilmistir. Bu sonuglar sekans analizleriyle de dogrulanmistir. BIMaV filogenetik
analizleri sonucunda Marmara Bdlgesi izolatlarinin kendi i¢inde ve Karadeniz Bolgesi
izolatlariyla biiylik benzerlik gdsterdigi ancak diger iilke izolatlarindan oldukga farkli
oldugu gorillmiistiir. Tek bir BLMoV izolati ile yapilan filogenetik analizlerde ise
tilkemize ait izolatin en uzak homolojiyi %95,18 benzerlik orani ile bir Amerika izolati
(MT591564) ile gosterdigi saptannmustir. Ulkemizde maviyemis iiretiminin son yillarda
hizla artis1 da dikkate alindiginda, bu calisma ile viriisten ari liretim materyallerinin
kullanilmast ve yeni iiretim alanlarinin diizenli olarak maviyemis viriisleri agisindan
testlenmesinin 6nemi bir kez daha ortaya konulmustur.

2024, 51 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bursa, DAS-ELISA, Istanbul, RT-PCR, Vaccinium spp.



ABSTRACT

DETECTION and CHARACTERIZATION of BLUEBERRY VIRUSES by DAS-
ELISA and RT-PCR METHODS in MARMARA REGION of TURKIYE

Within the scope of this project, totally 127 blueberry samples (41 samples from
Istanbul, 86 samples from Bursa) were tested for arabis mosaic virus (ArMV), strawberry
latent ringspot virus (SLRSV), tomato ringspot virus (ToRSV), tobacco ringspot virus
(TRSV), blueberry red ringspot virus (BRRSV), blueberry leaf mottle virus (BLMoV),
blueberry scorch virus (BIScV), blueberry shock virus (BIShV) and blueberry shoestring
virus (BSSV by DAS-ELISA and RT-PCR. Since there is no commercial antiserum
produced for blueberry mosaic associated virus (BIMaV), it has only been tested by RT-
PCR analysis. While no virus could be detected in all samples by DAS-ELISA, BIMaV
was detected in 9 of the highbush blueberries and BLMoV in 1 blueberry sample,
collected from Istanbul by RT-PCR analysis. These results were also confirmed by
sequence analysis. As a result of BIMaV phylogenetic analysis, it was revealed that the
isolates of the Marmara Region showed great similarity within themselves and with the
isolates of the Black Sea Region on Tiirkiye, but were quite different from the isolates
from other countries. In the phylogenetic analyzes performed with a single BLMoV
isolate, it was determined that this isolates showed the most distant homology with an
American isolate (MT591564) with a similarity rate of 95.18%. Considering the rapid
increase in blueberry production in our country in Tirkiye recent years, this study
emphasizes the importance of using virus-free production materials and regularly testing
new production areas for blueberry viruses.

2024, 51 pages
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TESEKKUR

Ogrencilik hayatimda varhig1 ile benim igin 6nemli bir rol model olusturan, gerek
yiiksek lisans tez konumunun belirlenmesinde gerek arastirilmasi ve yazimi sirasinda
sahip oldugu bilgi birikimi ve tecriibesi ile ¢alismalarima 11k tutan ve yardimini
esirgemeyen degerli danisman hocam Prof. Dr. Kadriye CAGLAYAN’a sonsuz saygi ve
tesekkiirlerimi sunarim.

Yine bu arastirmanin yapilmasinda desteklerini esirgemeyen, 06.02.2023 tarihinde
yasadigimiz deprem afetinde kaybettigimiz Prof. Dr. Mona GAZEL hocam seni hig
unutmayacagiz.

Tez calismalarim siiresince, tiim laboratuvar ¢calismalarimda yapmis olduklari katki
ve yardimlari nedeniyle Zir. Yiik. Miih. Rengin AKKAN, Dr. Kivileom ORDEK’e ve
Doktora Ogrencisi Biisra KARA’ya ¢ok tesekkiir ederim.

Arazi calismalarimda desteklerini esirgemeyen kurum miidiirim Sn. Isa
TANRIVERDI ye tesekkiir ederim.

Beni bu giinlere getiren emektar annem Giilnaz TAS, babam Abdulkadir TAS ve
her zaman arkamda duran kardesim Duygu TAS’a tesekkiir ederim.

Ve bu yiiksek lisans egitimim boyunca hep yaninda olan, her alanda destegini hig
esirgemeyen, arazi ¢alismalarim olsun laboratuvar ¢aligmalarim olsun her daim yanimda
olan sevgili esim Kiibra TURKYILMAZ TAS’a ve varlig1 ile bana sans getiren kizim

Amine Tkra TAS’a sonsuz tesekkiirler.
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NaCl : Sodium Chloride

NGS : Yeni nesil dizileme

PCR : Polymerase Chain Reaction
TAE : Tris Asetat EDTA

TE : TrisEDTA

TUBITAK : Turkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu
uv : Ultraviyole

DNA : Deoksiriboniikleik Asid

BSSV : Blueberry Shoestring Virus
BRRSV : Blueberry Red Ring Spot Virus
BIMaVv : Blueberry Mosaic Associated Virus
BIScV : Blueberry Scorch Virus
BLMoV : Blueberry Leaf Mottle Virus
ArMV : Arabis Aosaic Virus

SLRSV : Strawberry latent ringspot virus
TRSV : Tobacco ringspot virus

ToRSV : Tomato ringspot virus
MiLBVV : Mirafiori lettuce big-vein virus
LRNV . Lettuce ring necrosis virus
CPsV : Citrus psorosis virus

RdRp : RNA’ ya bagli RNA polimeraz
MP : Hareketlilik proteini

MY : Maviyemis

NP : Nukleokapsid Proteini



1. GIRIS

Maviyemis (Vaccinum spp.) ilk olarak 1900’lii yillarin baginda Amerika Birlesik
Devletleri’nde yetistirilmeye baslanmistir. Amerika kitasinin kesfinden sonra kitaya
gelen Ingilizler, yerli halkin maviyemis meyvelerini toplayip tiikettiklerini gormiis ve
zaman igerisinde az miktarda da olsa 1slahin1 yapip kiiltiire almasiyla {iretimine
baslamistir. Maviyemis diinyada uzun siiredir dogrudan tiiketilen veya c¢esitli gida
sanayinde kullanilan bir iiriindiir. Ulkemizde kiiltiir maviyemis iiretimi son 10 y1lda kayda
gecmis olup maviyemisin iiretimi, gida sanayide kullanimi ve tiiketimi her gegen yil
artarak devam etmistir. Maviyemis Plantae alemi, Magnoliopsida sinifi Ericales takimi
Ericaceae familyas1 Vaccinium cinsine tabi olan bitkidir. Ulkemizde Vaccinium cinsine
giren Vacccinium vitis idea L., Vaccinium myrtillus L., Vaccinium arctostaphylos L., ve
Vaccinium uliginosum L. tiirleri yaygin olarak gériilmektedir. Bu bitki tilkemizin farkli
yorelerinde farkli isimlerle anilir. Ardahan’da mosi, Rize’de likapa, Trabzon’da ligarba,
Karakavu’da galigilegi, Rize ili Pazar ilgesinde kaskanaka, Ardesen il¢esinde gera (gela),
Artvin’de morsvi, mahabak, mesi; Giresun’da cali cicegi, Ordu’da cirthk cilegi,
Yozgat’ta kopek tiztimii, diger bolgelerde ise ay1 liziimii, cay iiziimii veya ¢oban liziimii
olarak isimlendirilen bu bitki literatiire “maviyemis” olarak girmistir (Celik, 2012).
Maviyemis bitkisinin meyvesinin bugulu veya parlak mavi renginden dolayr ‘’Mavi
Altin”” (Bluegold) olarak da isimlendirilir. Ulkemizin kuzey dogusunda 6zellikle Rize
Artvin ve Trabzon’da yiiksek boylu maviyemis olan Vaccinium corymbosum L. tiiriine
ait bazi ¢esitler (Blecrop, Patriot, Duke) ile denemeler yapilmis ve basarili sonuglar ortaya
cikmistir. Ulkemizde dogal olarak yetisen maviyemis tiirleri vardir. Bunlar genelde kisa
boylu ¢ali formunda olan Vaccinium angustifolium, Vaccinium myrtilloides ve Vaccinium
ashei tiirlerdir.

Birlesmis Milletler FAO giincel son verilerine gore 2021 yilinda diinya {izerinde
163.741 ha maviyemis alanindan, 1.113.260,6 ton iiriin elde edilmistir. Diinyada 351.130
ton iiretimle Amerika Birlesik Devlerleri en iist sirada yer alirken onu sirasiyla 227.971
ton ile Peru, 146.551 ton ile Kanada, 122.794 ton ile Sili, 66.481 ton ile Meksika, Ispanya,
Polonya, Portekiz, Almanya, Italya, Hollanda, Fransa takip etmektedir. Diinya maviyemis
tiretiminde hektara verim olarak 142.117 ton ile Peru basi ¢ekerken Peru’yu sirasiyla
Ispanya, Meksika, Hollanda, Avusturya, Italya ve Amerika Birlesik Devletleri

izlemektedir.



Ulkemizin kuzey bélgelerinin yiiksek kesimlerinde maviyemisin yabani tiirleri
dogal olarak yetismesine karsin ilk kiltiir yetistiriciligi 2000’li yillarin baslarinda
baslamistir. TUIK kayitlarina gegen ilk iiretim ise 2013 yilinda 485 dekar iiretim
alanindan 170 ton iiretim ile olmustur. Ulkemizde 2013 yindan sonra yine TUIK
kayitlarina gore liretim artarak devam etmis ve 2021 yilinda 4.187 da alandan 2.496 ton
iiriin elde edilirken 2022 yilinda 6.613 da iiretim alanindan %72,5 artis ile 4.305 ton iirlin
elde edilmistir.

Maviyemis saglik agisindan oldukga faydali olup iginde yiiksek oranda fenolojik
bilesikler ve antioksidan maddeler barindirmaktadir. Besin igerigi olarak 100 g’da 84,21
g su 0,74 g protein 0,33 g lipit 14,49 g karbonhidrat 2,4 g lif, 9,96 g seker, 57 kcal enerji
ve bol miktarda vitamin ve mineral bulunmaktadir (Forney, 2001). Maviyemis meyveleri
taze tiiketiminin yaninda meyve suyu sanayinde, siit ve yogurt endiistrisinde, pastacilik
ve dondurmacilik sektoriinde, sarap yapiminda, regel ve marmelat sanayinde yaygin
olarak kullanilirken yapraklar1 ila¢ sanayi ve c¢ay sanayinde kullaniimaktadir.
Maviyemisin giineste veya teknolojik olarak kurutulan meyveleri puding meyveli kek,
ekmek ve coreklerde kullanilmaktadir. Kurutulmus olan meyveler toz haline getirildikten
sonra seker hastalar1 i¢in tatlandici olarak degerlendirilmektedir (Celik, 2005).
Maviyemis gida sanayi haricinde kozmetik sektoriinde sabun ve krem yapiminda da
kullanilmaktadir.

Maviyemis 1liman iklim istegi, asitli toprak istegi olan tam giines alan veya hafif
golgeli, drenaji iyi yapilmis hava akimi iyi olan alanlarda yetistirilmelidir. Cok diisiik
sicakliklara adaptasyonu sinirli oldugundan -30 C derece sicakligin altina diismeyen
alanlarda nispeten korunakli alanlarda yetistirilebilmektedir (Celik, 2005)

Tim kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi maviyemiste de gelisimi, meyve kalitesini
olumsuz etkileyen hastaliklar vardir. Bunlarin bir kismi1 da viriis kokenli hastaliklardir.
Maviyemiste goriilen viral hastaliklar; blueberry shoestring virus (BSSV), blueberry
shock virus (BIShV), blueberry red ring spot virus (BRRSV), blueberry leaf mottle virus
(BLMOV), blueberry mosaic associated virus (BIMaV), blueberry scorch virus
(BIScV)’diir. Bu viral hastaliklarin haricinde maviyemis ile birlikte farkli konukcu
dizisine sahip olan viriisler vardir. Bunlar; tobacco ring spot virus (TRSV), arabis mosaic
virus (ArMV), strawberry latent ring spot virus (SLRSV), tomato ring spot virus
(ToRSV)’dir (Martin ve ark., 2012).



1.1. Blueberry Red Ring Spot Virus (BRRSV)

Maviyemislerde hastalik yapan en 6nemli viral etmenlerden birisidir. ilk olarak
1956 yilinda ABD’de kayitlara girmis olan hastalik daha sonra bir¢ok iilkede tespit
edilmistir. Yapilan arastirmalar neticesinde tek taginma yolunun vejetetif {iretim
meteryali oldugu tespit edilmistir. Bu hastaligin en belirgin simptomu gen¢ olmayan
yapraklarda dairesel kirmizidan kahverengine c¢alan lekelerdir. Bu lekelenmeler
yapraklarda oldugu gibi meyve ve govdede goriilebilir. Yogun ve siddetli enfeksiyonlarda

meyve deformasyonu goriiliir (Ramsdel ve ark., 1987).

1.2. Blueberry Mosaic Associated Virus (BIMaV)

Maviyemis mozaikle iligkili viriis Ophiovirus cinsine ait virtislerdendir. Hastalik
belirtisi yapraklarda mozaik seklinde agik sari, yesil veya nadirende olsa pembemsi
lekelerdir (Caruso ve ark., 1995). Enfekteli bitkilerin meyvelerinde ge¢ olgunlasma ve
kalite diistikliigii gozlenmektedir (Martin ve ark., 2009). Hastalik ilk olarak 1950 yilinda
ABD’de tespit edilmistir. Ulkemizde Karadeniz Bélgesi’nde tespit edilmistir (Caglayan
ve ark. 2015). Yine bu bolgede en etkili vektoriiniin toprak kokenli funguslardan
Olpidium spp. oldugu bildirismistir (Caglayan ve ark. 2021; Akkan, 2019).

1.3. Blueberry Scorch Virus (BIScV)

Blueberry scorch virus Carlavirus cinsine giren bir RNA viriisiidiir. Ik olarak 1970
yilinda ABD’de kayitlara gegmistir. Hastaligin simptomu yaprak ve ¢iceklerde goriilen
nekroz ve yapraklardaki mese yaprag seklindeki goriintiidiir. Ulkemizde bu hastaliga

sebep olan viriise rastlanilmamustir.

1.4. Blueberry Shoestring Virus (BSSV)

Blueberry shoestring virus Sobemovirus cisine ait bir RNA virtistidiir. Viriis ilk kez
ABD ve Kanada’da kayda girmistir. Hastalik, bitkide yash siirgiinlerde uzun kirmizi

lekeler ve yaprakta kizarma daralma ve mese palamudu yaprag: seklinde belirtilere sebep



olur. Hastalik verimde 6nemli kayiplara sebep olur. Hastaligin taginmasi maviyemis afidi

olarakta adlandirilan Illinoia pepperi ile olur.

1.5. Blueberry Shock Virus (BIShV)

Blueberry shock virus ilk olarak 1980 yilinda ABD’de literatiire girmistir. Bu
virilislin sebep oldugu hastalik maviyemisin ¢iceklenme doneminde yaprak ve cigeklerde
nekrozlagmaya neden olur. Bununla birlikte yapraklarda solgunluk, yaprak sapinda siyah

cizgiler ve damarlarda kararma ile sok kurumalar ve dokiilmeler goriliir.

1.6. Blueberry Leaf Mottle Virus (BLMoV)

Blueberry leaf mottle virus Nepoviriis cinsine tabi bir viriis olup ilk kez/olarak ABD
ve Kanada’da tespit edilmistir. Diinya tlizerinde c¢esitli iilkelerde tespit edilen virlis
iilkemizde de tespit edilmistir. Onde gelen simptomlar1 yapraklarda beneklenme ve
lekelenmeler ile siddetli deformasyon sonucu geriye dogru olimdiir. Viriis polenle,
tohumla ve bitki 6zsuyu ile taginabilmektedir.

Bilimdeki ilerleme ile birlikte kullanilan “Yeni Nesil Dizileme” (NGS)
teknolojisinin viriisler iizerinde de yogun kullanilmasiyla birlikte birgok viral hastalik
etmeni viriis lizerindeki bilinmezlik de ortadan kalkmustir.

Ulkemizde maviyemis {iretiminin artmasi ile maviyemis viral hastaliklari {izerine
yapilan calismalar da artmistir. Bu konuda en kapsamli ¢alisma TUBITAK tarafindan
desteklenen 2130042 nolu Tiirkiye-Slovenya ikili Isbirligi projesi kapsaminda yiiriitiilen
caligmadir. Bu ¢alisma ile iilkemizin 6nemli maviyemis liretiminin yapildigi Karadeniz
Bolgesi’nde siirvey ¢alismasi yapilmistir. Toplanan 157 6rnek blueberry leaf mottle viriis
(BLMoV), blueberry shock virus (BIShV), blueberry shoestring virus (BSSV), blueberry
scorch virus (BIScV), blueberry mosaic associated virus (BIMaV), blueberry red ring spot
virus (BRRSV) viriisleri i¢in ELISA ve PCR yontemleri ile testlenmistir. Testlenen 157
ornekten 23 tanesinde blueberry mosaic associated virus (BIMaV) tepit edilmistir
(Caglayan ve ark., 2015). Tespit edilen viriislerin sekans analizleri yapilarak NCBI Gen
Bankasinda kayitlh olan diinya izolatlariyla kiyaslanmistir.  BIMaV filogenetik

analizlerinde iilkemize ait BIMaV izolatlarinin kendi i¢inde biiylik benzerlik gosterdigi



ancak diger lilkelere ait izolatlardan oldukga farkli oldugu bildirilmistir (Caglayan ve ark.,
2015; 2016a ve b; 2017a ve b; Gazel ve ark., 2015).

Bu ¢alisma ile 6nemli maviyemis plantasyonlarinin bulundugu Marmara Bolgesi,
Bursa ve Istanbul illerinde yabani ve kiiltiir maviyemis plantasyonlarinda siirvey
yapilarak toplanan érnekler ArMV, SLRSV, TRSV, ToRSV, RBDV, BLMoV, BLShV,
BLScV, BSSV ve BIMaV acisindan DAS-ELISA ve/veya RT-PCR yontemleriyle
testlenmistir. Boylece, daha Once maviyemis viriisleri agisindan detayli c¢alisma
yapilmamis olan Marmara Bolgesi’ndeki maviyemis plantasyonlarinda var olan

maviyemis viral hastaliklarinin varlig1 ve yayginlik oraninin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Agaoglu ve ark. (2003) yaptiklari ¢aligmada, lilkemizde liziimsii meyve iiretiminin
son yillarda yaygmlagsmaya basladigini bildirmistir. Maviyemis de bu {iziimsii
meyvelerden birisidir. Uziimsii meyveler icin ilk kiiltiir yetistiriciligi arastirmalari
tilkemizde 1960’11 yillarin sonlarinda baslamistir. Pazar sikintisindan dolay1 o yillardan
sonra ara verilen aragtirmalar 1980’li yillarda Bulgaristan’dan gelen soydaslarimizin
Bursa ve cevresinde lizimsii meyve yetistiriciligi ile tekrar baglamistir. 1995 yilinda
“Karadeniz Bolgesi Dogal Ahududu Seleksiyon Projesi” ve 1996 yilindaki “Frenk
Uziimii, Ahududu ve Bégiirtlen Cesitleri Islah1 Projesi” ile arastirma boyutundaki
caligsmalar yeniden devreye alinmistir.

Maviyemis iiretimi TUIK kayitlarina ilk olarak 2013 yilinda gegmistir. Ulkemizde
tiretim her gecen giin artarak devam etmis ve 2021 yilinda iiretim 2.496 tona 2022 yilinda
ise %72,5 artis ile 4.305 tona ulasmustir. Ulkemizde 2022 yilinda 3.643 da iiretim alani
ile Bursa ilk sirada yer alirken onu sirasi ile 1.238 da ile Antalya, 358 da ile Rize, 298 da
ile Kirklareli, 272 da ile Yalova takip etmektedir (Sekil 2.1).
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2023)



Diinyada ve lilkemizde iiretimi artan maviyemis i¢in hastalik ve zararli aragtirmalari
da 6nem kazanmistir. Onemli hastalik etmenleri arasinda viriisler bulunur. Maviyemiste
hastalik yapan viral hastaliklar konuk¢usu spesifik olarak maviyemis olanlar ve genis
konukeu dizinine sahip viral hastaliklar olmak tizere ayrilir. Genis konukcu dizinine sahip
olan virtisler; blueberry fruit drop associated virus (BFDaV), tomato ringspot viriis
(ToRSV), blueberry peach rosette mosaic virus (BPRMV), tobacco ringspot virus
(TRSV), arabis mosaik virus (ArMV), strawberry latent ringspot virus (SLRSV)’tiir.
Maviyemiste hastalik yapan spesifik virtisler; blueberry mosaic associated virus
(BIMaV), blueberry leaf mottle virus (BLMoV), blueberry scorch virus (BIScV),
blueberry necrotic ring blotch virus (BNRBV), blueberry shoestering virus (BSSV),
blueberry red ringspot virus (BRRSV) ve blueberry shock virus (BIShV) ’tiir

Varney, (1957) yaptig1 ¢alisma ile blueberry mosaic associated virus (BIMaV)
Ophiovirus cinsine tabi viriis literatiire ilk olarak 1950 yilinda ABD’de kayit altina
alimmigtir. Sonrasinda Yeni Zelanda, Avrupa, Arjantin ve Sili’de saptanmistir. Bu
hastaligin en 6nemli ve belirgin simptomlar yapraklarda sararma, mozaik olusumu ve
nadiren pembemsi renklenmedir. Hastaligin toprak kokenli funguslar tarafindan
tasindigina dair 6n bulgularin son ¢aligsmalar ile dogrulugu teyit edilmistir.

Shands ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada; BIMaV ile enfekteli bahgeden alinan
topraga dikilen tuzak bitki marulun bir siire sonrasinda koklerinde Olphidium virulentus’a
ait dinlenme sporlar1 gozlenmistir. Yapilan ¢aligmalar ile birlikte bu fungusun Maviyemis
mozaikle iligkili viriisiin (BIMaV) tasiyicisi olabilecegi bildirilmistir.

Caglayan ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada; BIMaV iilkemizde ilk olarak
Karadeniz Bolgesi’nden toplanan farkli maviyemis tiirlerinde saptanarak literariire
girmistir. Yine ayni ¢aligma ile tilkemizde ilk ticari plantasyonunun da bulundugu Rize
ve cevresindeki yaylalarda yabani ve Kkiiltliir plantasyonlarinda 6rnekler toplanmus,
testlemeleri yapilmistir. Yapilan laboratuvar c¢alisamalart sonucunda BIMaV’ne
rastlanmustir.

Blueberry leaf mottle virus (BLMoV) Nepovirus cinsine tabii bir viriistiir. BLMoV
ilk olarak Amerika ve Kanada’da kayda ge¢mis sonrasinda Martin ve Tzanetakis (2017)
yaptiklar1 ¢alisma ile Bulgaristan, Macaristan ve Portekiz’de tespit edilmistir.

Caglayan ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada iilkemizde BLMoV saptanmamustir.

Onde gelen simptomlar1 yaprak lekeleri ve siddetli deformasyonlar, beneklenme ve



geriye dogru 6liimdiir. Viriis vektorii nematod heniiz tespit edilememistir. Viriis polenle,
tohumla ve bitki 6zsuyuyla tasinmaktadir.

Blueberry scorch virus (BIScV), Carlavirus cinsine tabii viriistiir. Ilk kez 1970
yilinda ABD‘de saptanarak literatiire girmistir. Daha sonra ki yillarda Italya‘da ve
Avrupa‘nin ¢esitli iilkelerinde saptanmistir. Hastaligin vektorii afitlerdir. Viriisiin en
belirgin belirtileri arasinda ilkbaharda siirgiinlerde geriye dogru 6lim ve c¢iceklerde
kuruma, yaniklik ve yapraklarda “mese yapragi” goriiniimii vardir. Bu viriis bakteriyel
kanser hastaligi ile karistirilabilir.

Brannen ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada; blueberry necrotic ring blotch virus
(BNRBYV), ilk olarak 2006 yilinda ABD ‘de kayit altina alinmistir. Viriisiin en 6nemli
simptomlarin arasinda yapraklarda yuvarlak nekrotik lekeler vardir. Hastaligin
taginmasina yonelik heniiz net bir bilgi yoktur.

Ramsdell (1976) yaptigi c¢alisma ile blueberry shoestering virus (BSSV)
Sobemovirus cinsine tabii bir RNA viriisti olarak ilk ABD ve Kanada ‘da tespit edilmistir.
Viriis hastalik yaptig1 bitkide %25 varan verim kayitlaria sebep olmaktadir. Vektorii
maviyemis afiti olarak da adlandirilan lllinoia pepperi’dir. En belirgin simptomlari
arasinda govdede ve cicek pental yapraklarinda uzun kirmizi lekelenmeler ve yapraklarda
daralma ile kizarma belirtileridir.

Hutchinson ve ark. (1954) yaptiklart ¢alisma ile blueberry red ringspot virus
(BRRSV) Soymovirus cinsine tabii olan maviyemislerde yaygin goriilen viriisii ilk olarak
literatiire Ssokmugkardir. Daha sonra Japonya, Cek Cumhuriyeti ve Avrupa’nin ¢esitli
iilkelerinde saptanmistir. Bu hastaligin en belirgin simptomu yaprak, meyve ve govde de
goriilen kirmizi halkali lekelerdir. Hastaligin en etkin ve tek tagima yolu vegetatif tiretim
meralyelleridir.

Blueberry Shock Virus (BIShV) ilk 1980 yilinda ABD‘de raporlanmistir. Bu
hastaligin 6nemli simpotomu nekrozlagmadir. Viriise bagli nekrozlar ¢iceklenme
doneminde yaprak ve ¢igeklerde goriiliir. Hastaligin ilerleyen zamanlarinda yaprak ve
cicek dokiilmelerine goriiliir. Taginimi polen ile gergeklesir.

Caglayan ve ark. (2015; 2016; 2017), Gazel ve ark. (2015) ve Elgi ve ark. (2015)
yaptiklar1 calismalar {ilkemizde maviyemis viral hastaliklarina karsi en kapsamli
calismalar olup, TUBITAK-2130042 nolu proje kapsaminda yapilmistir. Bu proje

Tiirkiye—Slovenya ikili is birligi ile yapilmistir. Proje ile lilkemizde bulunan kiiltiir ve



yabani maviyemis plantasyonlar1 da survey ¢alismalart yapilarak 6rnekler toplanmaistir.
Toplanan 6rnekler BIMaV, BRRSV, BIScV, BLMoV, BIShV ve BSSV’lerine kars1t DAS-
ELISA ve/veya PCR yontemleri ile testlenmistir. PCR sonucu olarak 157 &rnekten
23’tinde BIMaV’ne rastlanmistir. Rastlanilan BIMaV’lerinin filogenetik analizleri
sonucunda iilkemizdeki BIMaV’ler ile benzerlik tasidigi fakat gen bankasindaki diger
BIMaV’ler ile farkli oldugu tespit edilmistir.

Acioglu (2018) hazirladigi, Hatay Mustafa Kemal Universitesi 525300 Tez nolu
“Rubus ve Vaccinium Tiirlerinde Yeni Giris Yapan Viriislerin Molekiiler Yontemlerle
Tanimlanmasi ve Karakterizasyonu” konulu tezde Karadeniz Bolgesi ve Bursa’dan alinan
122 ornek BSSV, BFDaV, BBLV’lerine karsi testlenmis fakat herhangi bir viriise
saptanmamuistir.

Asil (2019) hazirladigi, Hatay Mustafa Kemal Universitesi 597691 Tez nolu
“Ulkemizde Yetisen Kiiltiir ve Yabani Maviyemis Bitkilerindeki “Blueberry Mosaic
Associated Virus” Izolatlarmin Kismi Sekans Analizleri” konulu tezde Rize, Trabzon,
Samsun, Giresun ve Mersin illerinden 136 6rnek toplanmis Ve testlenen maviyemislerin
39 tanesi BIMaV’nin RNA3 boélgesini gogaltan primerle pozitif bulunurken ayni 6rnekler
RNA2 gen boélgesini ¢ogaltan primerle testlendiginde 7, RNA1 bdlgesini ¢ogaltan
primerlerle testlendiginde ise 8 6rnek pozitif bulunmustur.

Giinesli (2019) hazirladigi, Hatay Mustafa Kemal Universitesi 539458 Tez nolu
“Blueberry Red Ringspot Virus (BRRSV)’linlin Maviyemis Tiirlerinde ve Olas1 Diger
Konukgularinda Molekiiler Yontemlerle Tanilanmasi ve Karakterizasyonu” konulu tezde
Karadeniz bolgesinden 6nemli maviyemis plantasyonlarinin bulundugu illerden ve Bursa
ve Mersin’den toplanan 179 6rnek BRRSV’ne kars1 testlenmistir. BRRSV 3F/4R primeri
kullanilarak 6nce PCR sonrasinda DNA sekans analizi yapilmig fakat blueberry red
ringspot virus (BRRSV)’ne rastlaniimamastir.

Akkan (2019) hazirladigi, Hatay Mustafa Kemal Universitesi 703892 Tez nolu
“Maviyemislerde (Vaccinium spp.) Blueberry Mosaic Associated Virus (BIMaV)’un
Olpidium Tiirleri ile Tasinabilme Durumunun ve Hastaligin Epidemiyolojisindeki Olasi
Rollerinin Arastirilmasi” konulu tezde; Rize’de farkli alanlarda yabani ve kiiltiire alinmis
maviyemis plantasyonlarindan 35 6rnek alinmistir. BIMaV’nin RNA3 genini ¢ogaltan
primerler ile yapilan RT-PCR teslemesiyle kiiltiir maviyemislerinde %83, yabani

maviyemislerde ise %55 BIMaV ile enfekteli bitki tespit edilmistir. Bu calisma



sonucunda iilkemizin en dnemli maviyemis liretimi yapilan illerinden olan Rize’de 3
farkli lokasyonda BIMaV’nin potansiyel vektorii olarak bildirilen O. virulentus gerek
morfolojik gerekse molekiiler yontemlerle tespit edilmis ve BIMaV’nin bu fungus tiiri
ile deneysel olarak marul ve maviyemis fidelerine basariyla tasindigi ortaya ¢ikarilmstir.
Bu calisma iilkemizde BIMaV’nin taginmasina yonelik ilk ¢aligma olmasinin yani sira

BIMaV nin deneysel konukgusu olarak marul diinyada ilk kez bu ¢alisma ile saptanmastir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arazi Siirveyi ve Ornekleme

Marmara bolgesindeki onemli maviyemis (Vaccinium spp.) plantasyonlarinin
bulundugu Bursa ve Istanbul illerinde yabani ve kiiltiir alanlar1 gerek il/ilce Tarim ve
Orman Miidiirliiklerinden, gerek tarim ile ilgili kooperatiflerden bilgi alinarak 6n hazirlik
ve planlama yapilmistir. 2022 yilinin haziran ayinda planlanan yerlerden ilk olarak Bursa
iline gidilmistir. Bursa’nin Osmangazi ilgesi Uludag bdlgesinde 27 drnek, Biiylikorhan
ilcesinde 15 6rnek, Inegdl ilgesinde 37 rnek ve Orhaneli ilgesinde 7 drnek olmak iizere
toplam 86 oOrnek alinmigtir. Osmangazi’de alinan 27 Ornek yabani plantasyona,
Biiyiikorhan’da viriis benzeri simptom gosteren 1 6rnek yabanci ota ait iken diger tiim
ornekler kiiltiir plantasyonlarma aittir. Yine ayn1 yilin agustos aymda Istanbul’da ise

Pendik ilgesinde bulunan ticari maviyemis bah¢esinden toplam 41 6rnek alinmustir.
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Sekil 3.1. Marmara Bélgesindeki siirvey yapilan alanlar (1:Bursa-Biiyiikorhan, 2:Bursa-
Osmangazi-Uludag, 3:Bursa-inegél, 4:Bursa-Orhaneli, 5:Istanbul-Pendik).
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Siirvey kapsaminda 6rnekler toplanirken viral hastalik belirtileri gdsteren 6rneklere
ilave olarak viriisiin bitkide latent donem gecirdigi varsayimi ile belirli bir belirti
gdstermeyen maviyemislerden de drnekler almmustir. Ornekler bitkinin yaprak, meyve ve

geng slirglinlerden alinmistir.

Sekil 3.2. Siirvey kapsaminda Bursa ilinden 6rnek alinan kiiltiir (A) ve yabani (B)
maviyemis plantasyonlarina 6rnek
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Sekil 3.3. Siirvey yapilan maviyemis plantasyonlarindan &rnekler (Istanbul ili Pendik
ilgesi Gocbeyli Koyii)

Alinan ornekler uygun kosullarda plastik posetlere konularak etiketlenmistir.
Orneklerin kurumamas: icin nemlendirilerek, +4°C’de saklanarak laboratuvara
gonderilmistir. Laboratuvar ortaminda tiim O&rnekler daha sonraki testlemelerde

kullanilmak i¢in isimlendirilmis ve fotograflanarak kayit altina alinmistir.
3.2. Yontem
3.2.1. DAS-ELISA Testlemeleri

DAS-ELISA testlerinde ticari olarak antiserum firetilmis olan ArMV, SLRSV,
TRSV, ToRSV, RBDV, BLMoV, BLShV, BLScV ve BSSV viriisleri i¢in Bioreba ve
Agdia firmalarinda temin edilen ELISA belirtecleri kullanilarak standart DAS-ELISA

teknigi uygulanmistir (Clark ve Adams, 1977). Her viriis i¢in firmalarin protokollerinde

belirtilmis olan sulandirma oranlari dikkate alinmig ve tiim tampon ¢ozeltiler firma
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onerileri dogrultusunda hazirlanmistir. Daha Onceki ¢alismalarin 15181 altinda firma
protokoliine ek olarak nikotinli ezme tamponu “(NT) (180 ml of 0.5 M Borik Asit, 3.8 gr
NaBorate (NaB40O7.10H20, 40.0 gr Polyvinylpyrrolidone, 4.0 gr yagsiz siit tozu, 1.0 ml
Tween-20 ve 10 ml nikotin, pH 8)” kullanilmistir (Caglayan, K. TUBITAK Projesi
(2130042) Sonu¢ Raporu). Sonuglar ELISA okuyucusunda 405 nm dalga boyundaki
filtre kullanilarak degerlendirilmistir. Buna gore negatif 6rneklerin optik densite (OD)
ortalamalarinin 2 kat1 ve daha iizerindeki degerleri veren 6rnekler pozitif olarak kabul

edilmistir.

3.2.2. Molekiiler Calismalar

3.2.2.1. Maviyemis Orneklerinden Niikleik Asit (NA) izolasyonu

Araziden toplanilarak laboratuvara getirilen 6rnekler kayit altina alindiktan sonra
orneklerin hastalik belirtileri gosteren/gostermeyen alanlarindan, yaprak, meyve ve
stirglinden steril bisturi yardimiyla dokular alinmistir. Alinan dokular streril seramik
havanlarda sivilagtirilmis azot ilave edilerek pargalanmistir. Pargalanmis 6rnekler RNA
ekstraksiyonu yapilincaya kadar ependorf tiiplere alinarak -80°C’de saklanmustir.

Morante-Carriel protokolii uygulanarak RNA ekstraksiyonu gerceklestirilmistir.

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

Yikama Asamasi;
e Parcalanmis 6rnegimizden hassas terazide Olgiilerek 500 mg havana alinmustir.
Igerisine 1,5 ml washing buffer (yikama soliisyonu) eklenerek havanda ezilmistir.
e Ezilen karisimdan 2 ml hassas pipetler ile ependorf tiipe alinmis ve vortexlenmistir.
e Ependorf tiipler +4°C de 5600 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek. Santrifiijden
alinan ependorf tiipiin iist kisminda kalan kisim atilmustir.
Izolasyon Asamasi;
e Daha onceden hazirlayarak 65°C sicakliga ulastirilan izolasyon bufferini 6rnek

basina 1,5 ml olacak sekilde ilave edilmis ve vortexlenmistir.
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Ependorf tiipler 10 dakika boyunca 2 dakikada bir karistirilarak 65°C’de inkiibe
edilmistir.

Mevcut 6rnegimizden 1 ml hassas pipetler yardimiyla alinarak ependorf tiipe
aktarilmis ve ilave olarak Chloroform Isoamilalkol (24:1) ilave edilmis ve beyaz
renk alincaya kadar karigtirllmistir.

Ependorf tiipler 6.700 rpm devirde 10 dakika +4°C’de santriflijlenmistir.

Cokelen kisimin istiinde kalan kisim alinmig ve esit hacimde chloroform
isoamilalkol (24:1) ilave edilerek karismasi saglanmaistir.

Ependorf tiipler 10.000 rpm devirde 10 dakika siireyle +4°C sicaklikta santrifiij
yapilmustir.

Santrifiij sonrasi ependorf tiipiin iistte kalan kismu farkli bir ependorf tiipe alinmis
ve lizerine 0,1 hacim sodium asetat (NaoAc) (3M, pH:5,2) ve 0,6 hacim isopropanol
eklenmis ve iyice karistirilmistir.

Ependorf tiipler 30 dakika -80°C sicaklikta daha sonra 1 saat -20°C sicaklikta
inkiibasyon yapilmistir.

Tiipler 20 dakika 14.000 rpm devirde +4°C derecede santrifiij edilmistir.

Saflastirma Asamasi;

Olusan pellet 100 pl d2H2O ile birlestirilerek pellet ¢oziindiiriilmiistiir. Uzerine 0,3
hacim 10 M LIiCI (Lityum kloriir) ilave edilmis ve buz kiitlesinin igerisinde 90
dakika inkiibe edilmis ve bu dongii 2 defa yapilmistir.

Dongii sonrasinda tiipler 14.000 rpm devirde 30 dk siireyle +4 °C’de santrifiy
yapilmistir.

Bagka bir secenek olarak bir defa LiCl (Lityum Kloriir) eklendikten sonra bir gece
+4 °C’de inkiibe edilmistir.

Daha sonra tiipler 14.000 rpm devirde 30 dakika boyunca +4°C’de santrifiij
edilmistir.

Santrifiij sonrasinda tiip igerisinde ayrisan kisimdan sivi faz dokiilerek
uzaklastirilmistir.

Pellet iizerine 100 pl miktarda d2H20 eklenerek pellet ¢oziindiiriilmiistiir.

Uzerine 0,1 haciminde NaoAc (3M) ile 2 hacim soguk ethanol (%96) ilave edilerek
karigtirilmastir.

Tiipler 14.000 rpm devirde 20 dakika siireyle +4°C’de santrifiij edilmistir.
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e Olusan pellet 200 pl hacminde %70 saflikta soguk alkolle yikanmustir.

e Az bir santrifiij yapildiktan sonra alkol uzaklastirilmistir.

e Ependorf tiipler 20 dakika oda sicakliginda kurutulmustur.

e Daha sonra pellete 40 pl haciminde d2H20 konularak ¢ozlindiiriilmiistiir.
e RNA icerikli Niikleik asitler elde edilmistir.

o Niikleik asitler molekiiler analizlerde kullanilmak tizere -80°C’de saklanmustir.

3.2.2.1.2. Norgen RNA Ekstraksiyon Kiti ile Modifiye MacKenzie Y éntemiyle RNA

Izolasyonu (MacKenzie ve ark., 1997)

e 50 mg bitki dokusu steril araglar ile alinip hassas terazide tartilarak ezilmistir ve
ependorf tiiplere aktarilmistir.

e 600 pl miktarda Lyzis Buffer C eklenmis ve vortexlenmistir.

e 55°C sicaklikta 5 dakika inkiibe edilmistir. Tipler bu esnada 2-3 defa alt-iist
edilmistir.

e Filter column (seffaf o-ring) koleksiyon tilipiine aktarilmistir. Mevcut lizatin tamami
hassas pipet yardimiyla ilgili kolona aktarilmistir.

e 14.000 rpm devirde 2 dakika santrifiij edilmistir.

e Santrifiij sonrasinda filtre edilen sivi kistm farkl bir tiipe alnmistir. Uzerine esit
hacimde % 96-100 oraninda ethanol ileve edilerek vortexten gegirilmistir.

e Spin column (grey-o-ring) koleksiyon tiipiine yerlestirilmistir.

e Ethanol-lizatin birlikte bulundugu soliisyondan 600 pl hacminde ilgili kolona
aktarilmistir.

e 600 rpm devirde 1 dakika santrifiij yapilmistir. S1vi olan boéliim pipet ile alinarak
atilmistir. Spin kolon yeniden koleksiyon tiipiline yerlestirilmistir.

e Not: Eger spin kolonda santrifiij sonrasinda sivi bulunuyorsa 14.000 rpm devirde
birka¢ dakika ilave santrifiij yapilir.

e Lizat hacmine bagl olarak bir 6nceki adim tekrar edilmistir.

e Sonrasinda tekrar ayni koleksiyon tiipiine eklenerek spin kolonun iizerine 400 pl
hacminde wash soliisyon A(yikama soliisyonu) eklenmistir.

e 14.000 rpm devirde 1 dakika siireyle santrifiij edilmistir.
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Santrifiij sonunda atik sivi boliim pipet ile alinarak atilmistir ve bu islem 3 defa
tekrarlanmistir.

Son dongii de tamamlandiktan sonra atik sivi boliim tiipten alinarak atilmistir. Spin
kolon tekrardan koleksiyon tiipiine konulmustur. Kolonu kurulamak i¢in 14.000
rpm devirde 2 dakika siireyle santrifiij edilmistir.

Sonrasinda Spin kolon filtre alinarak koleksiyon tiip atilmistir.

Spin kolon filtre 1,7 ml’lik Elution tiipiin icine yerlestirilmistir. Uzerine 50 pl
hacminde Elution soliisyon A ilave edilmistir.

Sonrasinda 2 dakika siireyle 2.000 rpm devirde santrifiij yapilmistir. Bu islemi
takiben 14.000 rpm devirde 1 dakika daha santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonucunda
stv1 gegmezse tekrar santrifiij yapilmistir.

Santrifiij sonucunda yakalanan RNA’lar Nanodrop cihazi ile Ol¢iilmiistiir ve -

80°C’de dolapta saklanmistir.

3.2.2.2. Reverse Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Reverse

Polymerase Chain Reaction; RT-PCR) Analizleri

RNA viriisleri tek zincirli bir niikleik asit icerdiginden ilk olarak RNA’nin cDNA’s1

elde edilmistir. Bu asamada her bir 6rnek igin tiiplere;

Random Hexamer Primer 1 pl
d2H20 6,5 wl
RNA 5 ul

eklenmistir. Kullanilan tiim kimyasallar buz iceren kaplarda tutulmus ve soguk zincir

korunmustur. Hazirlanan RNA igerikli tiipler PCR cihazina konulmus ve 94°C’de 5

dakika bekletilip daha sonrada 5 dakika buz tizerinde bekletilmistir. Daha sonra her bir

tiipe:
o
o
o

4 ul 5xRT tamponu
2 ul d2H,0
0,5 ul ANTP (10 mM)

1 pl RT enzimi eklenmistir.
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Daha sonrainda tiipler PCR cihazina yerlestirilerek 42°C derecede 1 saat siireyle
ikinci dongiide 72°C’de 10 dakika PCR cihazinda bekletilmistir ve CcDNA

olusturulmustur.

3.2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu(Polymerase Chain Reaction;PCR)Asamasi

PCR c¢alismamizda Kkullanilan gen bolgeleri Cizelge 3.1.°de tablo halinde

verilmigtir. PCR asamasinda viriise 6zgii primerler ve PCR dongiileri kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Blueberry 6rneklerinin testlendigi viriisler ve PCR analizlerinde kullanilan
primer ciftlerinin niikleotid dizilimleri ve baz biiyiikliikleri

= Primer Dizini Primer Kaynakg¢a
< o
2 Uzunlugu
]
> (bp)
S RNA3 F-GCCCTTGTCAATTTCAGTGTTAA 350 (Isogai ve
< ark., 2016)
% RNA3 R-CAAGCGGAAACACAAGGAAA

F- ATGGGATTGTCGGTTGCC 387 (Tzanetakis
5) ve ark.,)
A R- CACCAATCAGATCCAATGAG yayimlanma

mis

> 3F-ATCAGTCCCAGAAGAAAAGAAGTA 549 (Polashock
0 ve
o
@ 4AR-TCCGAAAAATAGATAGTGTCAGC Ehlenfeldt.,
0 2009)
> F- TTATTCTGGTGAAATTCCA 551 (Tang ve
§ ark., 2014)
n_nl R- TCATCCAAGAAGTGGGTGCCA
> F- GTCGTAAATAGGACACCCTC 436 Slovenya
o
E R- TATACCGATTTCACGGAACC
o

F- TATTCCGGCAGTTCCGATAAC 993 (Tzanetakis
E and Martin
(cf_o) R- TCGGGGCATCTAATTCCTTC 2008)
S F- GAAAGAAGCACCGGCTCAATC 403 (Ciuffo ve
(&)
®  R-GGAGATCTTGGCCATTTGCTC ark., 2005)
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BIMaV i¢in PCR asamasinda RNA3 (Nukleokapsid Proteini) bolgesinde ¢ogalan

Cizelge 3.1.’de yer alan 350 bp biiyiikliigiinde iirlin veren primer ¢ifti kullanilmistir. PCR

agsamasinda;

17,4 pl d2H20

2,5 ul 10XB(NH4)SO4

1 ul dNTP (10 mM)

1,5 ul MgClz (25 mM)

BIMaV’ye 6zgii 0,2 pl primer ¢ifti (her biri 10 pmol/ul)

0,3 ul Tag-DNA polymerase

Ve son olarak 2 ul daha dnce hazirlanan cDNA ependorf tiip icerisine eklenerek

PCR i¢in gerekli karisim olusturulmustur.

Cizelge 3.2. BIMaV’nin RNA3 gen bdlgesinin ¢ogaltilmasinda uygulanan PCR kosullari

Asama Sicakhik Siire Dongii
On Denatiirasyon 94°C 3 Dakika 1
Denatiirasyon 94°C 20 Saniye 40
Baglanma 55°C 20 Saniye
Uzama 72°C 1 Dakika
Son Uzama 72°C 7 Dakika 1

BSSV i¢in icin PCR asamasinda Cizelge 3.1.’de yer alan 387 bp biiyiikliigiinde

irlin veren primer ¢ifti kullanilmistir. PCR asamasinda;

16.8 ul d2H>0

2,5 ul 10XB

2ul ANTP (2,5 mM)

1,5 ul MgCl2 (25 mM)

BSSV’ye 6zgii 1 pl primer ¢ifti (her biri 10 pmol/pl)

0,2 pl Tag-DNA polymerase

2 ul cDNA ependorf tiipe eklenerck PCR asamasinda kullanilan karisim

olusturulmustur.
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Cizelge 3.3. BSSV’nin ¢ogaltilmasinda uygulanan PCR kosullar

Asama Sicakhik Siire Dongii
On Denatiirasyon 94°C 2 Dakika 1
Denatiirasyon 94°C 20 Saniye 35
Baglanma 55°C 20 Saniye
Uzama 72°C 30 Saniye
Son Uzama 72°C 10 Dakika 1

BRRSYV i¢in i¢in PCR asamasinda Cizelge 3.1.’de yer alan 549 bp biiyiikliigiinde
tiriin veren primer ¢ifti kullanilmistir. PCR asamasinda;
e 8 puld2H.0
e 1,25ul10XB
e 1 uldNTP (2,5 mM)
e 0,75 ul MgCl: (25 mM)
e BRRSV’ye 6zgii 0,25 pl primer ¢ifti (her biri 10 pmol/pl)
e 0,1 ul Tag-DNA polymerase
e 1,2 pul cDNA ependorf tiipe eklenerek PCR asamasinda kullanilacak karigim

olusturulmustur.

Cizelge 3.4. BRRSV nin ¢ogaltilmasinda uygulanan PCR kosullar1

Asama Sicakhik Siire Dongii
On Denatiirasyon 94°C 3 Dakika 1
Denatiirasyon 94°C 30 Saniye 35
Baglanma 51°C 45 Saniye
Uzama 72°C 1 Dakika
Son Uzama 72°C 10 Dakika 1

BLMoV i¢in PCR asamasinda Cizelge 3.1.’de yer 551 bp ve 436 bp biiyiikliigiinde
iriin veren primer ¢iftleri ayr1 ayr1 kullanilmigtir. PCR asamasinda;
e 16,4 uld2H20
e 25ul 10XB
e 0,5uldNTP (10 mM)
e 1,5 ul MgCl2 (25 mM)
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BLMoV’ye 6zgii 1 pl primer gifti (her biri 10 pmol/pl)

0,1 pl Tag-DNA polymerase

2 ul cDNA ependorf tiipe eklenerek PCR asamasinda kullanilacak karisim

olusturulmustur.

Cizelge 3.5. BLMoV nin ¢ogaltilmasinda uygulanan PCR kosullar

Asama Sicaklik Siire Dongii
On Denatiirasyon ~ 94°C 3 Dakika 1
Denatiirasyon 94°C 30 Saniye 40
Baglanma 95°C 1 Dakika

Uzama 72°C 1 Dakika

Son Uzama 72°C 7 Dakika 1

BIShV i¢in i¢in PCR asamasinda Cizelge 3.1.’de yer alan 993 bp biiyiikliigiinde

irlin veren primer ¢ifti kullanilmistir. PCR asamasinda;

16,4 ul d2H20

2,5 ul 10XB

0,5 pl ANTP (10 mM)
1,5 ul MgCl2 (25 mM)

BIShV’ye 6zgii 1 pl primer ¢ifti (her biri 10 pmol/ul)

0,1 pul Taq-DNA polymerase

2 ul cDNA ependorf tiipe eklenerek PCR asamasinda kullanilacak karisim

olusturulmustur.

Cizelge 3.6. BIShV’nin ¢ogaltilmasinda uygulanan PCR kosullar

Asama Sicakhik Siire Dongii
On Denatiirasyon 94°C 3 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 30 Saniye 35
Baglanma 55°C 45 Saniye
Uzama 72°C 45 Saniye
Son Uzama 72°C 10 Dakika 1

BIScV i¢gin PCR asamasinda Cizelge 3.1.’de yer alan 403 bp biiyiikliigiinde tiriin
veren primer ¢ifti kullanilmistir. PCR asamasinda;
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e 16,4 uld2H0

e 25ul 10XB

e 0,5ul dNTP (10 mM)

e 1,5 ul MgCl (25 mM)

e BIScV’ye 6zgii 1 pl primer ¢ifti (her biri 10 pmol/pl)

e 0,1 ul Tag-DNA polymerase

e 2 ul cDNA ependorf tiipe eklenerek PCR asamasinda kullanilacak karigim

olusturulmustur.

Cizelge 3.7. BIScV’nin ¢ogaltilmasinda uygulanan PCR kosullari

Asama Sicakhik Siire Dongii
On Denatiirasyon 94°C 3 Dakika 1
Denatiirasyon 94°C 30 Saniye 35
Baglanma 56°C 45 Saniye
Uzama 72°C 1 Dakika
Son Uzama 72°C 10 Dakika 1

3.2.2.4. PCR Sonuclari ve Jel Elektroforez Asamasi

PCR asamasinda elde edilen sonuglari somutlastirmak goézle goriilebilir ve
yorumlanabilir bir okuma i¢in jel elektroforez uygulanmistir.
e 1grAgaroz
e 100 ml IXTAE (Tris-Asetat-EDTA) karistirilarak %1 lik agaroz jel hazirlanmustir.
e Igerisine 4 pl redsafe katilmis ve jele florasan 1sik altinda ayirt edici 6zellik
kazandirilmastir.

Oda sicakliginda jel formunda bulunan tampon ¢ozelti mikrodalga firinda
¢ozlindiiriilerek jel taraklari yerlestirilmis olan jel tabakasina diiz bir zeminde 1lik formda
akigkan kivamda dokiilmiistiir. Agaroz jelin polimerizasyonu icin 40 dakika
bekletilmistir. Polimerizasyon islemi ile jel kivamina donen agaroz tablasinin igerisindeki
taraklar dikkatlice ve yiikleme yuvalarinin bozulmamasina dikkat edilerek alinmis
ardindan elektroforez tankina konulmustur. Elektroforez tankina 1xTAE tamponu agaroz
jel tablasin1 tamamen kapatacak sekilde ilave edilmistir. Agaroz jelde bulunan yiikleme

yuvalarina DNA marker ile beraber PCR iiriinleri ve pozitif kontrol olarak kullanilan

22



ornekler jel gukurlarina dikkatlice yuva disarisina tagirmamak suretiyle yiiklenmistir. Bir
yuva bos birakilarak negatif kontrol olarak su kullanilmistir.

Yiikleme asamasi tamamlandiktan sonra gii¢ kaynagi elektroforezin ilgili alanlarina
baglanarak 150 Volt elektrik akimi 50 dakika verilmistir. Jel UV 1sik ile incelenmis
pozitif kontroliin karsiligs DNA marker’da tespit edilmis ve Orneklerimiz ile
karsilastirilarak degerlendirme yapilmistir. Pozitif kontrol ile ayn1 boyutta bant olusumu
bulunanlar pozitif, digerleri negatif kabul edilmistir. Jel fotograflandirilarak kayit altina

alinmustir.

3.2.2.5. DNA Dizileme ve BLAST Analizleri

PCR asamasindan sonra ¢ogalan her bir izolata ait PCR fiiriinleri olan DNA
fragmentlerinin baz dizileri tespiti i¢in PCR iiriinleri 6zel bir firmaya (Medsantek,
Istanbul) gonderilmis ve sonuglar internet ortaminda online olarak temin edilmistir.
Elimize ulasan baz dizileri izolatlarin kayitli oldugu NCBI veri tabaninda bulunan izolat
kayitlar1 ile karsilagtirilmis ve hizalama analizleri (BLAST) ile benzerlikleri
karsilastirilmistir.

Coklu baz dizisi kiyaslamalar1t MEGA X programi ile (Kumar ve ark., 2018)
kiyaslanarak Neighbour-Joining metodu (Saitou ve Nei, 1987) kullanilarak yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arazi Calismalari

Arazi ¢aligmalari, Marmara Bolgesi’nin 6nemli maviyemis iiretim alani ve yabani
plantasyonlarmin bulundugu Bursa ve Istanbul illerinde yapilmistir. Bursa ilinin
Osmangazi, Biiyiikorhan, Inegdl ve Orhaneli ilgesinden 86 &rnek alinmig olup 27 érnek
yabani plantasyona, 1 drnek ise yabanci ota aittir. Istanbul ilinde ise yogun bir kiiltiir
plantasyonunun bulundugu Pendik ilgesinden 41 6rnek alinmistir. Alinan 6rneklerde en
yaygin simptomler yapraklarda mozaiklesme, rozetlesme, renk agilmasi, kirmizimsi
pembemsi renk degisikligi, bitkide akranlarina gore gelisme geriligi, govde ve

stirglinlerde ise bogum aralarinda kisalma olarak gézlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Arazi ¢alismalarinda viriis benzeri simptom gosteren maviyemis (A) ve
yabanci ot 6rnekleri (B).
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Sekil 4.2. Stirvey kapsaminda Bursa-Biiyiikorhanli lokasyonundan maviyemis kiiltiir
plantasyonlarindan alinan mozaik simptomlu 6rnekler(A:524, B:525).

Sekil 4.3. Stirvey kapsaminda Bursa-Biiyiikorhanli lokasyonundan maviyemis kiiltiir
plantasyonlarindan alinan koyu kahverengi lekeli (a) ve mozaik simptomlu
ornekler(A:526, B:527).
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Sekil 4.4. Siirvey kapsaminda Bursa-Biiyiikorhanli lokasyonundan maviyemis kiiltiir
plantasyonlarindan alinan yaprak iizeri kabarcik simptomlu 6rnegin arazi ve laboratuvar
fotografi(A-B:529).

Sekil 4.5. Siirvey kapsaminda Bursa ilinden maviyemisten alinan, viriis benzeri
simptom gosteren drneklerin laboratuvar fotografi(A: 564,Kiiltiir maviyemis
plantasyonu, Bursa-Inegdl B:587, yabani maviyemis plantasyonu, Bursa-Osmangazi).
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Sekil 4.6. Siirvey kapsaminda Istanbul-Pendik lokasyonundan maviyemis kiiltiir
plantasyonlarindan alinan, yaprak damar arasi sararma simptomlu 6rnekler(A:614,
B:615).

Sekil 4.7. Siirvey kapsaminda Istanbul-Pendik lokasyonundan maviyemis kiiltiir
plantasyonlarindan alinan, koyu kahverengi lekeli ve yaprak damar aras1 sararma
simptomlu 6rnekler(A:627, B:636).
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Sekil 4.8. Siirvey kapsaminda Istanbul-Pendik lokasyonundan maviyemis kiiltiir
plantasyonlarindan alinan, koyu kahverengi leke simptomlu 6rnekler(A:637, B:638).

Sekil 4.9. Siirvey kapsaminda istanbul-Pendik lokasyonundan, maviyemis kiiltiir
plantasyonlarindan alinan, koyu kahverengi leke ve mozaik leke simptomlu
ornekler(A,B:640, C:642).
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Sekil 4.10. Siirvey kapsaminda istanbul-Pendik lokasyonundan, maviyemis kiiltiir
plantasyonlarindan alinan, koyu kahverengi leke, mozaik leke ve yapraklarda sararma
simptomlu 6rnekler(A,B:644, C:650).

4.2. DAS-ELISA Testleri

Marmara Bolgesi’nden toplanan 127 Vaccinium spp. ornekleri ArMV, SLRSV,
TRSV, ToRSV, RBDV, BLMoV, BLShV, BLScV ve BSSV viriisleri i¢cin DAS-ELISA
yontemiyle testlendiginde higbir 6rnek pozitif bulunmamistir. Bu bulgular iilkemizde
daha oOnce Karadeniz Bolgesi Orneklerinin testlendigi ¢aligmalarla parelellik

gostermektedir (Caglayan ve ark. 2015).

4.3. Maviyemis Bitkilerinde BIMaV, BLMoV, BIScV, BSSV, BIShV ve BRRSV
tespiti amaciyla RT-PCR Analizleri

4.3.1. RNA lzolasyonu
Arazide yapilan siirveyler ve yapilan ¢alismalar kapsaminda toplanan maviyemis

orneklerinden RNA ekstrasyonu yapmak igin Morante-Carriel RNA protokolii ve Norgen

RNA Ekstraksiyon Kiti ile modifiye MacKenzie yontemiyle RNA izolasyonu yontemi
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kullanilmistir. RNA ekstraksiyonu ile elde edilen RNA’larin konsantrasyonu ve kalitesi
Nanodrop spektrofotometre ile dlglilmiis ve bazi 6rneklerin grafikleri Sekil 4.11 ve Sekil

4.12’de verilmistir.
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Sekil 4.11. Bursa-Biiyiikorhanli lokasyonundan alinan 527 nolu maviyemis 6rneginin
Morante-Carriel RNA ekstraksiyon yontemi kullanilarak izole edilen RNA’sinin
spektrofotometrede 149,6 ng/ul 6l¢tim degerleri (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD)

T

9y
0
{

1)

R m— p—

‘avelength [y

Sekil 4.12. istanbul-Pendik lokasyonundan alian 637 nolu maviyemis drneginin
Norgen RNA Ekstraksiyon Kiti kullanilarak modifiye MacKenzie Yontemi’ ile
maviyemislerden izole edilen RNA kalitesini gosteren NanoDrop spektrofotometrede
151,8 ng/ul 6lgtim degeri (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD)
Sekillerde goriilecegi gibi maviyemislerde RNA izolasyonu i¢in her iki yontemin

de basarili sonuglar verdigi goriilmiistiir. Norgen RNA kit yontemi maviyemis tiirlerinden

RNA izolasyonu amaciyla basariyla kullanilan bir yontem olarak bilinmekte olup,
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Morante-Carriel ve ark. (2014) tarafindan gelistirilen yontem Kkaliteli RNA elde etmenin

zor oldugu yenidiinya, maviyemis gibi bitkilerde basari ile kullanilabilecegi bildirilmistir.

Cizelge 4.1. Siirvey kapsaminda toplanan bazi maviyemis drneklerinin farkli izolasyon
yontemiyle ekstrakte edilen RNA’larinin nanodrop 6l¢tim degerleri

Ornek Ekstrasyon Konsantrasyon 260/ 280 260/ 230

Numarasi Yontemi Ng/ nl

525 Norgen RNA 246 1,93 0,99
528 Morante-Carriel 154,9 1,78 0,66
530 Morante-Carriel 183,3 1,87 0,82
617 Modifiye MacKenzie 109,8 1,91 0,85
631 Modifiye MacKenzie 208,4 1,93 0,95
636 Modifiye MacKenzie 154,8 1,87 0,78
643 Modifiye MacKenzie 165,1 1,71 0,55
648 Modifiye MacKenzie 316,1 2 11
650 Modifiye MacKenzie 145,6 1,83 0,71

4.3.2. RT-PCR Analizleri (Reverse Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Calismalarda cesitli lokasyonlardan toplanan ve laboratuvar ortaminda RNA
ekstraksiyonu yapilan maviyemis 6rnekleri maviyemislerde goriilen en yaygin viriisler
acisindan RT-PCR yontemiyle testlenmistir. Toplanan tiim 6rnekler blueberry scorch
virus (BIScV), blueberry red ringspot virus (BRRSV), blueberry mosaic associated virus
(BIMaV), blueberry shock viriis (BIShV), blueberry leaf mottle virus (BLMoV) ve
blueberry shoestring virus (BSSV) acisindan testlendiginde sadece Istanbul-Pendik’ten
toplanan 9 6rnekte BIMaV, 1 6rnekte ise BLMoV saptanmistir (Cizelge 4.2; Sekil 4.13-
4.18). Testlemelerde pozitif bulunan ornekler genellikle simptomlu bitkilerden alinan

orneklerdir.
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Cizelge 4.2. Marmara Bolgesinde farkli lokasyonlarda toplanan yabani ve kiiltiire alinmis
maviyemis bitki 6rneklerinin BIMaV, BLMoV, BRRSV i¢in farkli gen bolgesini ¢ogaltan
primer ¢iftleri kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglari(MY: Maviyemis)

Ornek Alnan Lokasyon Ornek Adi BIMaV BLMoV BRRSV
No RNA3F/R 436 bp 3F/4R
524 Bursa- Biiyiikorhanh Kiiltiir MY - - -
525 Bursa- Biiyiikorhanli Kiiltir MY - - -
526 Bursa- Biiyiikorhanh Kiiltiir MY - - -
527 Bursa- Biiyiikorhanl Yabanci Ot - - -
528 Bursa- Biiyiikorhanli Kiiltir MY - - -
529 Bursa- Biiyiikorhanl Kiiltir MY - - -
530 Bursa- Biiyiikorhanh Kiiltir MY - - -
531 Bursa- Biiyiikorhanli Kiiltir MY - - -
532 Bursa- Biiyiikorhanl Kiiltir MY - - -
533 Bursa- Biiyiikorhanl Kiiltir MY - - -
534 Bursa- Biiyiikorhanli Kiiltir MY - - -
535 Bursa- Biiyiikorhanl Kiiltir MY - - -
536 Bursa- Biiyiikorhanli Kiiltiir MY - - -
537 Bursa- Biiyiikorhanli Kiiltir MY - - -
538 Bursa- Biiyiikorhanli Kiiltir MY - - -
539 Bursa-inegol Kiiltiir MY - - -
540 Bursa-Inegol Kiiltiir MY - - -
541 Bursa-Inegdl Kiiltiir MY - - -
542 Bursa-inegél Kiiltiir MY - - -
543 Bursa-Inegol Kiiltiir MY - - -
544 Bursa-Inegdl Kiiltiir MY - - -
545 Bursa-inegol Kiiltiir MY - - -
546 Bursa-Inegdl Kiiltiir MY - - -
547 Bursa-Inegdl Kiiltiir MY - - -
548 Bursa-inegol Kiiltiir MY - - -
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Cizelge 4.2. (Devam) Marmara Bolgesinde farkli lokasyonlarda toplanan yabani ve
kiltiire alinmis maviyemis bitki 6rneklerinin BIMaV, BLMoV, BRRSV ig¢in farkli gen
bolgesini ¢ogaltan primer ¢iftleri kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglari(MY':
Maviyemis)

Ornek Alman Lokasyon Ornek Adi  BIMaV  BLMoV BRRSV
No RNA3F/R 436bp  3F/4R
549 Bursa-inegél Kiiltiir MY - - -
550 Bursa-inegol Kiiltiir MY - - -
551 Bursa-inegél Kiiltiir MY - - -
552 Bursa-inegél Kiiltir MY - - -
553 Bursa-Inegdl Kiiltiir MY - - -
554 Bursa-inegél Kiiltir MY - - -
555 Bursa-inegél Kiiltiir MY - - -
556 Bursa-Inegdl Kiiltiir MY - - -
557 Bursa-inegél Kiiltir MY - - -
558 Bursa-inegél Kiiltiir MY - - -
559 Bursa-Inegdl Kiiltiir MY - - -
560 Bursa-inegol Kiiltiir MY - - -
561 Bursa-Inegdl Kiiltiir MY - - -
562 Bursa-inegél Kiiltiir MY - - -
563 Bursa-inegol Kiiltiir MY - - -
564 Bursa-Inegdl Kiiltiir MY - - -
565 Bursa-inegél Kiiltiir MY - - -
566 Bursa-inegél Kiiltiir MY - - -
567 Bursa-Inegol Kiiltiir MY - - -
568 Bursa-inegél Kiiltiir MY - - -
569 Bursa-inegol Kiiltiir MY - - -
570 Bursa-Inegdl Kiiltiir MY - - -
571 Bursa-inegol Kiiltiir MY - - -
572 Bursa-inegol Kiiltiir MY - - -
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Cizelge 4.2. (Devam) Marmara Bolgesinde farkli lokasyonlarda toplanan yabani ve
kiltiire alinmis maviyemis bitki 6rneklerinin BIMaV, BLMoV, BRRSV ig¢in farkli gen
bolgesini ¢ogaltan primer ¢iftleri kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglari(MY':

Maviyemis)

Ornek Alnan Lokasyon Ornek Adi BIMaV BLMoV BRRSV
No RNA3 F/R 436 bp 3F/4AR
573 Bursa-inegol Kiiltiir MY - - -
574 Bursa-inegél Kiiltiir MY - - -
575 Bursa-inegol Kiiltiir MY - - -
576 Bursa-Orhaneli Kiltir MY - - -
577 Bursa-Orhaneli Kiiltir MY - - -
578 Bursa-Orhaneli Kiltir MY - - -
579 Bursa-Orhaneli Kiltir MY - - -
580 Bursa-Orhaneli Kiltir MY - - -
581 Bursa-Orhaneli Kiltir MY - - -
582 Bursa-Orhaneli Kiltir MY - - -
583 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
584 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
585 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
586 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
587 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
588 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
589 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
590 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
591 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
592 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
593 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
594 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
595 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
596 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
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Cizelge 4.2. (Devam) Marmara Bolgesinde farkli lokasyonlarda toplanan yabani ve
kiltiire alinmis maviyemis bitki 6rneklerinin BIMaV, BLMoV, BRRSV ig¢in farkli gen
bolgesini ¢ogaltan primer ¢iftleri kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglari(MY':

Maviyemis)

Ornek Alnan Lokasyon Ornek Adi BIMaV BLMoV BRRSV
No RNA3 F/R 436 bp 3F/4AR
597 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
598 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
599 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
600 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
601 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
602 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
603 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
604 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
605 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
606 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
607 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
608 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
609 Bursa-Osmangazi Yabani MY - - -
610 Istanbul-Pendik Kiiltiir MY - - -
611 Istanbul-Pendik Kiiltir MY - - -
612 Istanbul-Pendik Kiiltir MY - - -
613 Istanbul-Pendik Kiiltiir MY - - -
614 Istanbul-Pendik Kiiltir MY + - -
615 Istanbul-Pendik Kiiltiir MY + - -
616 Istanbul-Pendik Kiiltiir MY - - -
617 Istanbul-Pendik Kiiltiir MY - - -
618 Istanbul-Pendik Kiiltiir MY - - -
619 Istanbul-Pendik Kiiltiir MY - - -
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Cizelge 4.2. (Devam) Marmara Bolgesinde farkli lokasyonlarda toplanan yabani ve
kiltiire alinmis maviyemis bitki 6rneklerinin BIMaV, BLMoV, BRRSV ig¢in farkli gen
bolgesini ¢ogaltan primer ¢iftleri kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglari(MY':
Maviyemis)

Ornek Alian Lokasyon Ornek Adi BIMaV BLMoV BRRSV
No RNA3 F/R 436 bp 3F/4R
620 Istanbul-Pendik Kiltir MY - - -
621 Istanbul-Pendik Kiltir MY - - -
622 Istanbul-Pendik Kiltir MY - - -
623 Istanbul-Pendik Kiltir MY - - -
624 Istanbul-Pendik Kiiltir MY - - -
625 Istanbul-Pendik Kiltir MY - - -
626 Istanbul-Pendik Kiltir MY - - -
627 Istanbul-Pendik Kiiltir MY + - -
628 Istanbul-Pendik Kiiltiir MY - - -
629 Istanbul-Pendik Kiiltiir MY - - -
630 Istanbul-Pendik Kiiltir MY - - -
631 Istanbul-Pendik Kiiltiir MY - - -
632 Istanbul-Pendik Kiiltiir MY - - -
633 Istanbul-Pendik Kiltir MY - - -
634 Istanbul-Pendik Kiiltiir MY - - -
635 Istanbul-Pendik Kiiltiir MY - - -
636 Istanbul-Pendik Kiltir MY - - -
637 Istanbul-Pendik Kiiltiir MY - + -
638 Istanbul-Pendik Kiltir MY + - -
639 Istanbul-Pendik Kiltir MY - - -
640 Istanbul-Pendik Kiiltiir MY + - -
641 Istanbul-Pendik Kiiltiir MY - - -
642 Istanbul-Pendik Kiiltiir MY + - -
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Cizelge 4.2. (Devam) Marmara Bolgesinde farkli lokasyonlarda toplanan yabani ve
kiltiire alinmis maviyemis bitki 6rneklerinin BIMaV, BLMoV, BRRSV ig¢in farkli gen
bolgesini ¢ogaltan primer ciftleri kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglari(MY:
Maviyemis)

Ornek Alian Lokasyon Ornek Adi BIMaV BLMoV BRRSV

No RNA3F/R 436 bp 3F/4R
643 Istanbul-Pendik Kiltir MY + - -
644 Istanbul-Pendik Kiltir MY + - -
645 Istanbul-Pendik Kiltir MY - - -
646 Istanbul-Pendik Kiltir MY - - -
647 Istanbul-Pendik Kiiltir MY - - -
648 Istanbul-Pendik Kiiltiir MY - - -
649 Istanbul-Pendik Kiltir MY - - -
650 Istanbul-Pendik Kiiltiir MY + - -

Blueberry red ring spot virus(BRRSV)’unun CDS/ORF VI (Putative Translational
Transactivator) gen bolgesi virus tespiti icin “BRRSV 3F/4R” primer ¢ifti kullanilarak
yapilan RT-PCR analizlerinde orneklerin higbirisinde beklenen diizeyde (549 bp)
amplifikasyon elde edilememistir (Sekil 4.13).

M 539 540 541 552 553 554 575 576 577 583 584 585 601 602 610 623 627 637 C+ W C+ W

BRRSV 549 bp

Sekil 4.13. Istanbul ve Bursa illerinden toplanan kiiltiire alinmis ve yabani maviyemis
orneklerinden blueberry red ring spot virus(BRRSV)’unun CDS/ORF VI (Putative
Translational Transactivator) gen bdlgesi i¢in spesifik 3F/4R primer cifti kullanilarak
yapilan RT-PCR analiz sonuglari. M: Marker (SMO#321 MBI, Thermo Sci, ABD);
539,540,541,552,553,554,575,576,577: megél/Bursa kiiltiir maviyemis,
583,584,585,601,602: Uludag/Bursa yabani maviyemis ve 610,623,627,637:
Pendik/Istanbul kiiltiir maviyemis ornekleri, +C: Pozitif kontrol, W: Su Kontrol
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Blueberry mosaic associated virus’unun RNA3 (NP) gen bdlgesi virus tespiti i¢in
“BIMaV F/R” primer cifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizlerinde 41 Istanbul
orneginden 9 tanesinde beklenen diizeyde (350 bp) amplifikasyon elde edilmistir. Ancak
Bursa ilinden toplanan 6rneklerin hi¢birinde bu viriis saptanamamustir (Sekil 4.14.-Sekil
4.15.). Beklenen diizeyde amplifikasyon elde edilen 9 6rnekten en iyi ¢ogalma gosteren
5 tanesi (627,638,643,644 ve 650 no’lu drnekler) sekans analizine gonderilmis ve gelen
sekans sonuglarinin blueberry mosaic associated virtis(BIMaV) un RNA3 gen bolgesine

ait oldugu dogrulanmustir.

M 627 638 614 642 643 644 650 675 666 +C +C =C

BIMaV 350 bp

Sekil 4.14. istanbul-Pendik’ten toplanan maviyemis &rneklerinde blueberry mosaic
associated virus(BIMaV) tespiti i¢in 3F/R (CP) primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-
PCR analizi. M: Marker (SMO#321 MBI Thermo Sci, ABD,627-675: Istanbul
maviyemis ornekleri -C: Su Kontrol; +C: Pozitif Kontrol

M 627 638 614 615 524 539 640 642 643 644 650 C+ C+ W

BIMaV 350 bp

Sekil 4.15. Istanbul ve Bursa illerinden toplanan kiiltiir ve yabani maviyemis
orneklerinden blueberry mosaic associated virus’unun RNA3 (NP) gen bolgesine
spesifik F/R primer cifti kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglari. M: Marker
(SMO#321 MBI, Thermo Sci, ABD); 524-539: Inegél/Bursa kiiltiir maviyemis ve 614-
650: Pendik/Istanbul kiiltiir maviyemis drnekleri, +C: Pozitif kontrol, W: Su Kontrol
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Blueberry Leaf Mottle Virus(BLMoV) unun 3’UTR gen boélgesi virus tespiti i¢in
“BLMoV V1/V2” primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizlerinde 41 Istanbul
orneginden 1 tanesinde beklenen diizeyde (436 bp) amplifikasyon meydana gelmistir
fakat 86 Bursa 6rneginden amplifikasyon elde edilememistir (Sekil 4.16. - Sekil 4.17.).
Beklenen diizeyde amplifikasyon elde edilen 1 6rnek (637 no’lu 6rnek) sekans analizine
gonderilmis ve gelen sekans sonuglarmin blueberry leaf mottle virus’un 3’UTR gen

bolgesine ait oldugu goriilmiistiir.

636 637

BIMoV V1/Vv2
436 bp

Sekil 4.16. Istanbul-Pendik’ten toplanan Maviyemis drneklerinde blueberry leaf mottle
viriis (BLMoV) tespiti i¢in RNA1- V1/V2 primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR
analizi. M: Marker (SMO#321 MBI Thermo Sci, 631,636,637: Istanbul maviyemis
ornekleri ABD, -C: Su Kontrol; +C: Pozitif Kontrol
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Bl . NMioV 436 bp

Sekil 4.17. Istanbul ve Bursa illerinden toplanan kiiltiire alinmis maviyemis
orneklerinden blueberry leaf mottle virus’unun 3’UTR gen bolgesine spesifik V1/V2
primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglari. M: Marker (SMO#321 MBI,
Thermo Sci, ABD); 631,636,637: Pendik/Istanbul maviyemis ornekleri, +C: Pozitif
kontrol, W: Su Kontrol

Blueberry leaf mottle virus’unun 3’UTR gen bdlgesi virus tespiti i¢in “BLMoV
F/R” primer cifti kullamlarak yapilan RT-PCR analizlerinde Istanbul ve Bursa

orneklerinin higbirisinde beklenen diizeyde (551 bp) amplifikasyon elde edilmemistir
(Sekil 4.18.).

BLMoV 551 bp

Sekil 4.18. Bursa ilinden toplanan kiiltiire alinmig maviyemis drneklerinden blueberry
leaf mottle virus’unun 3’UTR gen bolgesine spesifik F/R primer ¢ifti kullanilarak
yapilan RT-PCR analiz sonuglari. M: Marker (SMO#321 MBI, Thermo Sci, ABD);
524,538: Durdukaya/Bursa maviyemis, 539,552,575: inegdl/Bursa maviyemis ve 583:
Uludag/Bursa maviyemis ornekleri, +C: Pozitif kontrol, W: Su Kontrol
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4.3.3. Filogenetik Analizler ve Sonug¢lari

Bu ¢alisma kapsaminda BIMaV’nin RNA3 gen bolgesi i¢in spesifik F/R primer ¢ifti
kullanilarak yapilan PCR analizlerinde pozitif kontrollerle ayni seviyede bant veren (350
bp) 5 kiiltiire alinmis maviyemis 6rneginin (627,638,643,644,650 no’lu 6rnekler) sekans
analizi yapilmistir. Elde edilen BIMaV sekanslart NCBI veri tabaninda kayith diger
iilkelere ait BIMaV  sekanslariyla Clustal W yontemi kullanilarak hizalanmistir.
Hizalanan tiim niikleotid dizileri NJ (Neighbor Joining) yontemi kullanilarak Mega X
yazilimi ile analiz edilmistir. BIMaV izolatlarina ait NJ dendrogrami incelendiginde,
BIMaV Tiirkiye izolatlarinin birbirine ¢ok benzedigi ve daha once Karadeniz
Bolgesi’nden elde edilen BIMaV izolatlariyla birlikte gruplandigi goriilmiistiir. Bu
calisma kapsaminda analiz edilen 5 BIMaV izolati en yakin homolojiyi %99,40 benzerlik
orantyla diger Tirkiye izolatlari, %99,39 benzerlik orani ile Japonya ve Almanya
izolatlar1 (LC098987 ve OK631928) ile gostermis, en uzak benzerlik oranini ise %86,97
benzerlik orani ile farkli bir grup igerisinde yer alan bir Amerika izolati (MZ055455)
ile gosterdigi saptanmistir (Sekil 4.19.).
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827
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Sekil 4.19. Blueberry mosaic associated virus’un RNA3 (NP) gen bolgesi i¢in BIMaV
F/R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizleri sonucunda elde edilen
tirtinlerinin sekans analizine gore ¢izilen filogenetik agag. Filogenetik analizde, MEGA
X yaziliminda yer alan Neighbor-joining (NJ) yontemi kullanilmistir. Dendrogramda
bootstrap (se¢-bagla tahmin testi) degerleri, dallarda yilizde olarak gdsterilmistir
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Bu dendogramlardan da anlasilabilecegi gibi aymi iilkeden elde edilen farkli
izolatlar farkli genomik yap1 gosterebilmektedir ancak bu durumun iilkemize ait BIMaV
izolatlar1 i¢in gecerli olmadig1 goriilmiistiir. Bunun nedeni s6z konusu izolatlarin ayni
cografik bolgeye ait (Pendik/istanbul) ve aym bahgeden toplanan Orneklerden elde
edilmesi olarak diisiiniilmekle birlikte bahge tesis edilirken fidanlarin ayni kaynaktan
temin edildigi disiinilmektedir. Ophiovirus cinsi i¢inde yer alan BIMaV’nin genetik
cesitliligi ile ilgili bir ¢alismada, Amerika ve bazi Avrupa iilkelerinden elde edilen 61
izolat kullanilarak yapilan molekiiler varyasyon analizleri sonucunda viriis izolatlarinda
genetik cesitlilik durumu diisiik diizeyde saptanmistir (Thekke-Vetil ve ark. 2016). Bu
durum Ophiovirus cinsine giren diger viriisler i¢in bildirilmis olup popiilasyon yapisinin
yiiksek oranda korundugunu gostermistir (Alioto ve ark., 2003, Navarro ve ark., 2005,
Martin ve ark., 2006).

BLMoV’nin 3’UTR gen bdlgesi icin spesifik V1/V2 primer cifti kullanilarak
yapilan PCR analizlerinde pozitif kontrollerle ayni seviyede bant veren (436 bp) 1 kiiltiire
alinmis maviyemis Orneginin (637 no’lu 6rnek) sekans analizi yapilmistir. Ornek
sekanslart NCBI veri tabaninda kayith diger sekanslarla Clustal W yontemi kullanilarak
hizalanmigtir. Hizalanan tiim niikleotid dizileri NJ (Neighbor Joining) yOntemi
kullanilarak Mega X yazilimi ile analiz edilmistir. BLMoV izolatlarina ait NJ
dendrogrami incelendiginde, BLMoV Tiirkiye izolatlari ile birbirine ¢cok benzedigi, ayni
grup igerisinde yer aldigir ve en yakin homolojiyi %98,7 benzerlik orani ile Tiirkiye
izolatlar1 (OP353997 ve OP353996), en uzak homolojiyi ise %95,18 benzerlik orani ile
farkli bir grup igerisinde yer alan farkli bir USA izolati (MT591564) ile gosterdigi
saptanmustir (Sekil 4.20).

BLMoV diger maviyemis viriislerine gore diinya genelinde daha az yaygin goriilen
bir viriis olup sadece ABD, Kanada ve Giliney Kore’de saptandigina dair kayit
bulunmaktadir (EPPO, 2023). Nepovirus cinsine dahil edilen bir viriis olmasina karsin
nematod ve afidlerle tasinmadig1 sadece polen ve bal arilar1 yoluyla tasindigina dair
bilgiler bulunmaktadir (Martin ve ark. 2012). Ulkemizde yapilan survey calismalarinda
Karadeniz Bolgesi’nden toplanan maviyemis Orneklerinde bu viriis tespit edilemezken
(Caglayan ve ark. 2015, 2016), Gebze ilinden toplanan yiiksek boylu maviyemis
bitkilerinde bu viriis ilk kez tespit edilmistir (Caglayan ve ark., Yayinlanmamis Veri). Bu

viriislin lilkemizde saptanmis olmasi sadece iilkemiz i¢in degil, Avrupa agisindan da ilk
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kayit niteligi tasimasindan dolay1 son derece 6nemli olup bu ¢alisma kapsaminda da bir

ornekte BLMoV saptanmasi bu viriisle ilgili analizlerin iilkemizde dikkatli bir sekilde

takip edilmesi gerektigini gostermektedir.

OP353997.1 523A (Turkiye)
OP353996.1 521A (Turkiye)

7g | B37

U20622.1 segment RNAT (USA)

NC 043076.1 segment RNA2 (USA)

\ I OP373665.1 TS245 (Turkiye)

| MT591564.1 segment RNAT(USA)

NC 0434111 Apricot latent ringspot virus partial

Sekil 4.20. Blueberry leaf mottle virus(BLMoV)’un 3’UTR gen boélgesi i¢in V1/V2
primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizleri sonucunda elde edilen {irlinlerinin
sekans analizine gore ¢izilen filogenetik agag. Filogenetik analizde, MEGA X
yaziliminda yer alan Neighbor-joining (NJ) yontemi kullanilmistir. Dendrogramda
bootstrap (se¢-bagla tahmin testi) degerleri, dallarda yiizde olarak gosterilmistir
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez kapsaminda, Marmara Bélgesinde Bursa’dan 86, Istanbul’dan 41 6rnek (27
ornek yabani maviyemis (Uludag/Bursa), 1 6rnek yabanci ot, 99 6rnek ise yliksek boylu
kiiltiir maviyemisi) olmak {izere toplamda 127 adet maviyemis 6rnegi ArMV, SLRSV,
TRSV, ToRSV, RBDV, BLMoV, BLShV, BLScV ve BSSV virtiisleri i¢gin DAS-ELISA
ve RT-PCR; BIMaV ig¢in iiretilmis ticari antiserum olmamasit nedeniyle de bu virlis i¢in
ise sadece RT-PCR analizleri ile testlenmistir. Yapilan bu ¢alisma kapsaminda BRRSV
acisindan  tim  Ornekler negatif bulunurken, BIMaV ac¢isindan 9 &rnekte
(614,615,627,638,640,642,643,644 ve 650 no’lu Ornekler) beklenen diizeyde
amplifikasyon elde edilmis ve sonuglar sekans analizleri ile dogrulanmigtir. BLMoV
acisindan ise sadece 1 ornekte (637 no’lu 6rnek) beklenen diizeyde amplifikasyon elde
edilmis ve sekans analizi anlamli gelmistir.

Ulkemizde ilk yaygin maviyemis plantasyonlar1 Karadeniz Bélgesi’nde kurulmus
olup bu bolgede yetistirilen ¢esitlerden iilkemizin diger bdlgelerine dogru yayilmaya
baslamigtir. Marmara Bolgesinde basta Bursa iilke iiretiminde bas1 cekerken, Istanbul
ilgelerinde de kiigiik ¢apli tiretimler baglamistir. Bu c¢alismada da daha once iilkemizde
yapilan caligmalar1 dogrulayan sonuclar elde edilmis olup Karadeniz Bolgesi gibi
Marmara Bolgesi’nde de en yaygin viriis blueberry mosaic associated viriis (BIMaV)
olarak tespit edilmistir. BIMaV 6nemli verim kayiplarina yol agan virlislerden birisi
olmasi nedeniyle bu viriisle ilgili ¢calismalara devam edilmesi ve bu ¢alisma kapsaminda
elde edilen 6n verilerin gbz o6niinde bulundurularak gelistirilmesi 6nerilmektedir. Ayrica
bu c¢alisma kapsaminda tesetlenen 127 Ornegin sadece bir tanesinde tespit edilen
blueberry mottle viriis (BLMoV), enfeksiyon orani1 bakimindan diisiik diizeyde bulunmus
olsa da gelecekte planlanacak c¢aligmalarda gozardi edilmemesi gereken Onemli bir
viriistiir.

Ulkemizde basta Bursa ve Antalya ili olmak iizere maviyemis iiretimi hizla arttig1
icin viriisden ari iiretim materyallerinin kullanilmasi ve yeni tiretim alanlarinin da diizenli
olarak maviyemis viriisleri agisindan testlenmesi ve sonuclarin gerek iireticiler gerekse
Tarim ve Orman Bakanligi il/ilge miidirliikleri teknik personellerine iletilerek etkin

kontrol programlarinin gelistirilmesi dnerilmektedir.
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EKLER

Morante-Carriel ve Ark.’min RNA Ekstraksiyon Buffer
Washing Buffer (Yikama Buffer) (100 ml)

e Tris- HCI (pH:7.5) 0,IM:1,2¢

e Sorbitol 0,35M:6,3 ¢

e PEG %10:10g

e Mercaptoethanol %2 : 2 ul
izolasyon Buffer (100 ml)

e Tris- HCI (pH:7.5)0,3M : 3,6 g

e EDTA25mM: 0,7 ml

e MNaCl 2M: 11649

e CTAB %2:2¢

o PVP%2:2¢g

e Spermidine % 0,005: 0,19
Saflagtirma Buffer (100ml)

e LiCl 10M:423¢g

e Sodium Asetat 3 M : 40,8 mi

e 9% 70’lik ve %96’lik Soguk Ethanol kullanilmistir.
Agaros Jel Elektroforez (Mamatis ve Ark., 1982)
TAEX50 (100 ml)

e 0.5MEDTA (pH:8) :10 ml

e 0.6 Glacial acetic acide : 5.71 ml

e Trizma base: 24.2 g

e (Cozelti 100 ml d2H20 * ya tamamlanip otoklav edilmis ve oda sicakliginda

saklanmustir.
PCR Uriiniiniin Yiikleme Ortami (15 ml 6X stok i¢in)
e Bromophenol blue:15 ml
e Glycerol:18 g
e TAEX50:6ml

o Karisim -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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Ethidium Bromide cozeltisi (1 mg/ml 200 ml stok i¢in)
e 0,5X TAE: 200 ml
e Ethidium bromide: 200 pl
o Isik gegirgenligi az olan koyu renkli kap i¢inde karanlik ortamda oda kosullarinda
muhafaza edilmistir. 8-10 kullanimdan sonra ¢ozelti yenilenmistir.
%1 Agarose Jel Elektroforezi
e Agaroz: 1gr
e 0,5XTAE: 100 ml
e Hazirlanan karisim mikrodalgaya yerlestirilerek 1sitilmistir. Yaklagik 35-40°C
sicakliga ulastiktan sonra elektroforezin jel tepsisine dokiiliip yuvalari agmaya
yarayan taraklar yerlestirilmistir. 10-15 dakikada katilagsmis olan 0.5XTAE ortami
iceren jel, elektroforez tankina yerlestirilmistir.

DAS-ELISA i¢cin Kullanilan Tampon Cézeltiler ve icerikleri (1000 ml)
Kaplama Tamponu (Coating Buffer) pH: 9.6

e Na2CO3 :1.59¢g
e NaN3 :0.20¢
e NaHCO03:2.93¢g
Fosfat-Tuz Tamponu (PBS Buffer) pH: 7.4
e NaCl:8¢g
e Na2HPO4 X 12H20:0.2g
e NaN3:0.2¢
e KCI:0.2g
o KH2PO4:29¢g
Yikama Tamponu (PBST Buffer) pH: 7.4
e PBS Buffer :999.50 mi
e Tween 20 :0.50ml
Ornek Ezme Tamponu (Extraction Buffer) pH: 7.4
e PBST: 1000 ml

e Polyvinypyrolidone : 20 g
(MV= 40000 K=40)
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Konjugat Tamponu (Conjugate Buffer) pH: 7.4
e PBST: 1000 ml
e Polyvinypyrolidone : 20 g (MV= 40000 K=40)
e Ovalbumin:2g
e NaN3:0.2¢g
Substrat Tamponu (Substrat buffer) pH: 9,8
e Diethanolamin : 97 ml
e NaN3:0.2¢g

e Karisim d2H20 ile 1 litreye tamamlanr.
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