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OZET

MARULU ENFEKTE EDEN LETTUCE MOSAIC VIRUS iZOLATININ
TUM GENOM DiZi ANALIZi

Aysun HELVACI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Prof. Dr. Savas KORKMAZ
23/06/2021, 74

Ulkemizde ve diinyada kislik sebze iiretimi yogun olarak yapilmaktadir. Bu kishk
sebzelerden bir tanesi de marul bitkisidir. Marul birim alandan yiiksek getiri potansiyeli ve
kis soguklarina fazla duyarli olmamasi nedeniyle ¢ifteiler tarafindan cazip bir bitki olarak
goriilmektedir. Marul tariminda ekonomik olarak kayba neden olan viral etmenlerin basinda
marul mozaik virtisii (lettuce mosaic virus; LMV) gelmektedir. LMV, tilkemizde bu giine
kadar gerceklestirilen ¢alismalar sonucu farkli iiretim bolgelerinde tespit edilmistir. Fakat
LMV enfeksiyonu iilkemizin hemen hemen her bdolgesinden bildirilmesine ragmen,
izolatlarin tiim genom sekans dizilerinin belirlenmesine yonelik herhangi bir calisma
gerceklestirilmemistir. Bu calismada LMV tim genom dizilimlerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Calisma kapsaminda daha dnceden Canakkale, Balikesir, Bursa illerinden
toplanmis ve LMYV ile enfekteli oldugu tespit edilmis marul bitkilerinden elde edilen izolatlar
kullanilmigtir. Secilen 3 6rnege total niikleik asit izolasyonu yapilarak, izolatlarin NIb+CP
genlerinin kismi dizilemesi yapilmistir. Gergeklestirilen bu analizleri takiben, dizilemesi
yapilan izolatlarin niikleotit ve amino asit diizeyinde diinya izolatlar1 ile gdstermis olduklari
benzerlik ve filogenetik iligkilerine gore tiim genom dizi analizleri igin bir izolat secilmistir.
Son asamada ise segilen izolatin tiim genomunun belirlenmesi amaci ile gerekli analizler
yapilarak, marulu enfekte eden LMV izolatinin diinyadaki diger LMV izolatlar1 ile gostermis
oldugu sekans benzerlikleri ve farkliliklarimin yaninda filogenetik iliskileri de ortaya
cikartlmistir. Caligmalar sonucunda tiim genom dizileri belirlenen izolatin, diinya LMV
izolatlar1 ile yapilan karsilastirmasinda izolatlarin amino asit diizeyinde %92-99, niikleotit

diizeyinde ise %82-98 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Filogenetik analizler
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sonucunda ise genel olarak Fransiz ve Asya orijinli izolatlar ile yakin iliskili olarak
bulunmustur. Gergeklestirilen bu ¢alisma ile iilkemizde ilk kez bir LMV izolatinin tiim

genoma dayal1 biyoinformatik analizleri belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Marul, RT-PCR, Filogenetik



ABSTRACT

FULL-LENGTH GENOME SEQUENCE OF TURKISH LETTUCE MOSAIC
VIRUS ISOLATE INFECTING LETTUCE

Aysun HELVACI
(Canakkale Onsekiz Mart University
Institute of Graduate Education
Master of Science Thesis in Plant Protection
Advisor: Prof. Dr. Savas KORKMAZ
23/06/2021, 74

Winter vegetables are intensely cultivated in Turkey and worldwide. Lettuce,
produced for its leaves, is an important winter plant. Lettuce mosaic virus (LMV) is one of
the most common leading viral diseases, which can cause serious economic losses of 50%
in lettuce crops. As a result of the studies carried out in Turkey to date, LMV infections have
been detected in different regions. However, although LMV infection has been reported from
almost every region in Turkey, no study has been performed to determine the full-length
genome sequence of the isolates. This study aims to bridge this gap and determine the LMV
full-length genome sequence. Isolates collected from the Canakkale, Balikesir and Bursa
provinces forming the South Marmara region found infected with LMV were used. The total
nucleic acid isolation was performed from the three samples selected. Furthermore, NIb+CP
sequences of the isolates were amplified and sequenced. Following this, one sample was
selected for the full-length genome sequence analysis based on the sequence similarities and
phylogenetic relationships with the world isolates at the nucleotide and amino acid levels. In
the concluding stage, a full-length genome analysis was undertaken for the selected isolate
and the sequence similarities and differences as well as the phylogenetic relationships were
revealed with the world isolates. As a result of the full-length genome sequence studies, the
Turkish LMV isolate showed similarities of 92% to 99% and 82% to 98% at amino acid and
the nucleotide levels, respectively. Furthermore, it was found that this isolate is closely
related to isolates of French and Asian origin. In this study, bioinformatic analyses based on

the fulllength genome of an LMV isolate were performed for the first time in Turkey.
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BIiRINCi BOLUM
GIRIS

Diinyanin hemen hemen biitiin iilkelerinde yogun olarak iiretilen sebzeler
insanoglunun temel besin kaynaklarindan birini olusturmaktadir. Sebzelerin beslenmedeki
Oneminin anlasilmasi ile birlikte diinyada sebzelere yonelik aragtirmalar hizla artmis ve

sebze tiretiminde de artis gozlenmistir.

Diinyada sebze tretimi en ¢ok Asya kitasinda goriilmektedir. 2018 yil1 itibari ile
sebze iiretiminde Cin 543.1 milyon ton ile en fazla sebze tireten iilke konumunda olup sebze
tiretiminden %351 oraninda pay aldig1 goriilmektedir. Diger iilkeler ile sirasi ile Hindistan
119.9 milyon ton, ABD 33.1 milyon ton sebze iiretmektedirler. Tiirkiye ise diinya
siralamasinda dordiincii sirada olup 31 milyon ton sebze iiretimi yapmaktadir. Tiirkiye nin

diinya sebze tiretiminde %2’lik pay1 bulunmaktadir (FAO, 2018).

Tiirkiye’nin sebze iliretiminde énemli bir yere sahip olmasinda ekolojik cesitlilik,
iklimin avantaji ve seracilik bdlgesi olmasinin etkisi biiyiiktiir. Ulkemizde sebzeler ortii alt1,
tarla kosullar1 gibi hemen hemen her yerde yetistirilebilmektedir. Ulkemizde yaklasik
tiretilen 50’nin {izerinde sebze tiirii bulunmaktadir (Yas Meyve Sebze Sektor Raporu, 2019:
3-12).

Marul sistematik olarak Plantae alemi igerisinde, Magnoliophyta subesinde,
Magnoliopsida sinifinda, Asterales takiminda, Asteraceace familyasinda, Lactuca cinsi
icerisinde yer almaktadir. Asteraceace genis bir familya olup igerisinde yaklasik 23.000 ile

30.000 arasinda bitki tiirii barindirmaktadir (Tablo 1) (Giinay, 2005: 531).



Tablo 1

Marulun sistematigi

Alem Plantae
Sube Magnoliophyta
Sinif Magnoliopsida

Takim Asterales

Familya Asteraceae
Cins Lactuca
Tiir Lactuca sativa

Diinyada toplam 27.256.497 ton marul iiretimi yapilmaktadir. Asya kitasi toplam

marul lretiminin %69,3’1 ile ilk sirada yer almaktadir. Asya kitasin1 %17,4 ile Amerika

kitas1 takip etmektedir. Ulkeler bazinda marul iiretimi verilerinde ise Cin yaklasik olarak

15.541.717 tonluk iiretimi ile ilk siradadir. Cin’i siras1 ile ABD, Hindistan, Ispanya ve Italya

takip etmektedir. Tiirkiye ise diinya marul iiretiminde 8. sirada bulunmaktadir (Tablo 2)

(FAO, 2018).

Tablo 2

Diinyada marul {iretimi yapan iilkeler ve iiretim miktarlar1 (Ton)

Ulkeler Uretim (ton)
Cin 15.541.717
Amerika 3.677.323
Hindistan 1.222.571
Ispanya 934.670
Italya 768.055
Japonya 578.829

[ran 525.483
Tiirkiye 487.543
Meksika 486.440

Marul Tirkiye’de de 6nemli derecede yetistiriciligi yapilan sebzelerden biridir.

Tirkiye’de kivircik, gobekli ve aysberg marul {liretimi yapilmaktadir. 2019 yili iiretim

verilerine gore kivircik marul tiretimi 198.491 ton, gobekli marul 215.728 ton, aysberg marul



ise 85.547 ton iretilmistir. 2020 yili marul {iretim miktar1 ise 517.651 ton olarak tahmin

edilmektedir (Tablo 3) (TUIK, 2019).

Tablo 3
Tiirkiye’nin son yillardaki marul iretim miktari (Ton)
Kiviraik Gobekli Aysberg
Yillar Toplam
Marul Marul Marul
2017 185.070 223.449 81.904 490.423
2018 187.658 215.725 84.160 487.543
2019 198.491 215.728 85.547 499.766

Marul tariminda ekonomik olarak kayba neden olan sorunlarin basinda bitki koruma
problemleri gelmektedir. Bu problemlere hastalik, zararli ve yabanci otlar sebep olmaktadir.
Marul yetistiriciliginde 6zellikle fungal hastaliklar ve viriis hastaliklar1 ekonomik olarak
kayba neden olmaktadir (Dinant ve Lot, 1992). Viriislerin sebep oldugu hastaliklar, diinyada
ekonomik getirisi olan tiriinlerde 6nemli kayiplara yol acarak iiriinlerin kalitesini de olumsuz

yonde etkilemektedir. Viriislerin olusturdugu zararlar yildan yila degisiklik gostermektedir.

Marul iiretimini ¢ok sayida virlis hastalifi etkilemektedir. Yaklasik 15 hastaliga
virtisler neden olmaktadir. Bunlardan bazilari; marul mozaik virtisii (LMV), hiyar mozaik
viriisi (CMV), domates lekeli solgunluk viriisii (TSWV), marul iri damar viriisii
(LBVV)’diir (Dinant ve Lot, 1992). Marulun en yikici hastalig1 ise marul mozaik viriisii
(lettuce mosaic virus; LMV) olarak kabul edilmektedir (Dinant ve Lot, 1992; Zerbini, vd.,
1995).

LMYV potyviridae familyasinda olup potyvirus cinsine aittir. Bu viriis 750x13 nm
uzunlugunda partikiillere sahip olan ve esnek iplik¢iklerden olusan bir viriistiir. LMV 10.080
niikleotite sahip tek sarmal +ssSRNA’dan olusmaktadir (Dinant ve Lot, 1992).

LMYV marul yetistiriciligi yapilan yerlerde %50’ye varan biiyiik ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. LMV ile enfekteli bitkilerde bazi simptomlar gézlemlenmektedir. Bu
olusan simptomlar olduk¢a degisken olup, enfekteli bitkilerde ilk olarak damarlarda renk

acilmalar1 goriiliir ve ilerleyen zamanda bu agilmalar mozaik sekilli simptomlara doniisiir.
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Yapraklar kivirciklagsmaya baslar ve solar. Ayrica bitkilerde bodurlasma, bas baglamama,
yapraklarda nekrotik lekeler ve sararmalar goriilen diger simptomlardandir. Nekrozlar daha
¢cok yaz aylarinda goriilmektedir. Marulun erken dénemde enfekte olmasi durumunda
yapraklarin tam gelisemedigi ve normal bitkilere gore bodur kaldigr gozlemlenmistir.
Iceberg cesitlerinde ise mozaik simptomlar daha dikkat ¢ekici olup bodurlasma ve yaprak

bozulmalar1 goriillmektedir (Pavan, vd., 2008).

LMV diger potyviriislerde oldugu gibi yaprak bitleri ile tasinmaktadir. Ozellikle
Myzus persicae, Macrosiphum euphorbiae, Acyrthosiphon scariolae, Aphis gossypii etkin
olarak LMV’yi tasiyan vektorler olarak bilinmektedir. Yaprak bitleri ile viriis tagindiginda
yaklagik bir hafta i¢inde bir tarla tamamen enfekte olabilmektedir. LMV, enfeksiyonlu geng
bitkilerden elde edilen 6zsu ile bulasmaktadir, ancak yash yapraklardan elde edilen 6zsu ile
bulasma, geng yapraklara gore daha zor oldugu bilinmektedir. Ayrica enfekteli tohumlar ve
yabanci otlar da hastalik etmeninin bir diger 6nemli inokulum kaynagi olup marul

yetistiriciliginin yogun yapildigi alanlarda biiyiik sorunlara neden olmaktadir (Pavan, vd.,

2008).

Genis bir konukgu araligina sahip olan LMV, 16 familya 60 cinse ait yaklagik 121
tiri. enfekte edebilmektedir. Enfekte edilen bitki tiirlerinin gogunlugunun Compositae
familyasina ait oldugu bilinmektedir (Edwardson, 1974; Horvath, 1980). Marul LMV nin
ana konukgusu olup 1spanak, aspir, bezelye, nohut da diger konukgular arasindadir. Ayrica
LMV Chenopodium album, C.murale, Senecio vulgaris gibi birgok yabanc1 otu dogal olarak
enfekte edebilmektedir.

Bu c¢alisma kapsaminda daha o©nceden Giiney Marmara Bolgesi illerinden
(Canakkale, Balikesir, Bursa) toplanmis olan LMYV izolatlarindan bir tanesi secilmistir.
Segilen izolatin genomu RT-PCR ile ¢ogaltilarak sekanslanmistir. Elde edilen sekans verileri
kullanilarak niikleotit ve amino asit diizeyinde diinya LMV izolatlari ile gostermis olduklari
benzerlik ve filogenetik iliskileri tim genom ve sahip oldugu gen bdlgeleri diizeyinde ortaya
konmustur. Ayrica filogenetik analizler sonucunda yapilan karsilastirmalar ile ileriki
asamalarda yapilabilecek olan dayaniklilik ¢alismalarina temel olusturabilecek bilgiler elde

edilmeye ¢alisilmistir.



IKINCI BOLUM
KURAMSAL CERCEVE/ONCEKI CALISMALAR

Marul mozaik virlisii’niin ilk tespiti Jagger tarafindan 1921 yilinda Amerika’nin
Florida eyaletinden bildirilmistir. Daha sonra Almanya’da 1928 yilinda Brandenburg
tarafindan, ayni y1l igerisinde Bermuda’da Olgivie tarafindan tespit edilmistir. LMV 1954
yilinda ise Ingiltere’de Couch ve Gold tarafindan elektron mikroskobu altinda
gozlemlenmistir (Dinant ve Lot, 1992: 529). Newhall ise 1923 yilinda ilk kez LMV’nin
tohum ile bulasabildigini tespit etmistir. 1950’lerin baslarinda ise LMV Avrupa ve
Kaliforniya’da marulun en temel hastalig1 olarak kabul edilmistir (Dinant ve Lot, 1992: 529).
Marul mozaik viriisii ile ilgili diinyada ve iilkemizde bir¢ok calisma yapilmistir. Bu

calismalardan bazilari asagida verilmistir.

2.1. Diinyada Yapilan Baz1 Calismalar

Dinant ve Lot (1992), yaptiklar1 ¢alismada LMV’nin marul ve hindibanin 6nemli
konukgusu oldugunu ve tohum ticareti nedeniyle diinyada oldukc¢a yaygin oldugunu
vurgulamiglardir. LMV ile enfekteli olan bitkilerin biiyiik ¢ogunlugunun yaprak bitlerinin
vektorliigli ve tohum ile tasindigini belirtmiglerdir. Yaptiklart testler sonucunda g ve mo
genlerinin tohum ile tasinmadigint gézlemlemislerdir. Bu 6zelliklerin tiim gesitler iizerinde
viriisiin tohum iiretimini gerekli kildigint ve yeni direng kaynaklari iizerine arastirmalari

tesvik edecegini bildirmislerdir.

Revers, vd., (1997a), LMV’ nin marul bitkilerinde ciddi enfeksiyonlara neden olmasi,
marul ve LMV arasindaki molekiiler etkilesimin daha 1yi anlagilmasi amaciyla bir ¢calisma
yiiriitmiislerdir. Viriilenslik ve saldirganlik siddeti acisindan farkli oldugu bilinen 10 LMV
izolatinin molekiiler ve biyolojik karakterizasyonunu yaparak bu izolatlarin dayaniklilik
genlerine etkisini belirlemeye calismislardir. Immunocapture-RT-PCR yéntemi ve sekans
analizleri sonucunda LMV izolatlarin1 ayirarak 3 grup olusturmuslardir. Calismada bu
gruplarin, izolatlarin patojenisitelerinden daha ¢ok cografi kdkenleri ile iligkili oldugunu
gozlemlemislerdir. Ayrica sekans karsilagtirmalart sonucunda Kaliforniya izolatlarinin Bati

Avrupa izolatlari ile iliskili oldugunu vurgulamislardir.



Fakhfakh, vd., (2001), yaptiklari calismada LMV ’nin marul alanlarinda oldukga yikici
olabildigini ve ¢ok diisiik enfekteli olan tohumlardan dahi bulasabilecegini belirtmislerdir.
Yetistiriciler tarafindan mol! ve mol1? direng genlerini kiran LMV izolatlarinin gesitli
tilkelerden rapor edildigini  bildirmislerdir. Bunun f{izerine Tunus’taki LMV
poplilasyonlarindaki degiskenligi saptamak i¢in marul alanlarindan elde edilen 9 LMV
izolatina biyolojik ve molekiiler analiz yapmislardir. Testler sonucunda 2 izolatin “Mantali”
cesidinde bulunan mol! dayamiklilik genini kirabildigini gozlemlemislerdir. Molekiiler
diizeyde LMV genomunun bir bolgesini incelemek i¢in ¢alismalar yapmiglardir. RT-PCR ve
filogenetik analizler sonucunda Tunus LMYV izolatinin diger Bati Avrupa izolatlari ile benzer

oldugunu tespit etmislerdir.

Krause-Sakate, vd., (2002), diinyanin farkli bolgelerinden elde ettikleri 73 LMV
izolat1 arasindaki genetik farkliligi arastirmislardir. Calismada arastiricilar virtisiin NIb-kilif
protein (CP) geni iizerindeki degiskenlik iceren 216 niikleotitlik bolgesini incelemislerdir.
Calisma sonucunda bu izolatlari ti¢ gruba ayirmislar ve bu gruplari LMV-Yar, LMV-Greek,
ve LMV-RoW olarak adlandirmiglardir. LMV-RoW olarak adlandirilan grubu da kendi
arasinda iki alt gruba ayirmislar ve bu izolatlart da LMV-common ve LMV-most olarak
isimlendirmislerdir. Bu alt grubu olusturan izolatlarin analiz edilen izolatlar arasinda
cogunlugu olusturdugunu saptamislardir. Bu iki alt grubun tohum kdkenli izolatlar oldugunu
ve bu avantajli 6zellikleri nedeniyle de diinyada yaygin oldugunu bildirmislerdir. ilaveten
LMV-most alt grubu izolatlarinin marullarda iki dayaniklihk geni mol® ve mol? yi

kirdiklarini ve bu nedenle de ¢ok daha tehlikeli izolatlar olduklarini belirtmislerdir.

Tao, vd., (2002), Cin’in Zhejiang ili, Yuhang sehrinde LMV nin marul bitkilerinde
onemli kayiplar olusturmasi nedeni ile bu sehirden bir LMV izolatin1 segerek bu izolatin tiim
genom dizi analizini ¢alismislardir. Virlisiin tiim genomunun toplam 10.080 niikleotitden
olustugunu ve genom organizasyonun Potyviridae {iiyelerinin genomlarina benzerlik
gosterdigini saptamislardir. Bu izolatin niikleotit ve amino asit diizeyinde diinyanin diger
tilkelerinden elde edilen ve gen bankasina yiiklenen LMV izolatlar ile niikleotit diizeyinde
%96,7-98,8 ve amino asit diizeyinde %97,6-99,0 oraninda bir benzerlige sahip oldugunu
bildirmislerdir. Filogenetik analiz ¢alismalarinda LMV ’nin ilk olarak Kaliforniya’da ortaya

ciktiktan sonra oradan Bat1 Avrupa, sonra Yunanistan ve Yemen’e ulastigini belirtmislerdir.



Cin izolatinin da yliksek olasilikla Kaliforniya veya Bati Avrupa orijinli oldugunu

belirtmislerdir.

Nebreda, vd., (2004), yaptiklar1 bu ¢alismada Ispanya’da marul ve brokoli alanlarinda
LMV nin vektorii olan yaprak bitlerinin tiirlerini ve popiilasyonlarini ortaya koymak i¢in bir
calisma yiiritmiislerdir. 2001 yilinda yaprak bitlerinin uguslarini izlemek icin biiyiime
mevsimi olan ilkbahar ve sonbaharda Moericke sar1 su tavasi ve yesil kiremit tuzaklarini
kurmuglardir. Kurulan bu tuzaklar1 haftalik olarak saymislardir. Yaptiklart sayimlar
sonucunda Moericke tuzaklart yesil kiremit tuzaklarina oranla daha fazla yaprak biti tiirii
yakaladigin1 gézlemlemislerdir. Ancak yesil kiremit tuzaginin virlisiin yayilmasina neden
olan yaprak biti tiirlerinin ucus aktivitesini tahmin etmek i¢in daha uygun oldugunu
vurgulamiglardir. Calismada ilkbahar doneminde yapilan yaprak biti yakalamalarinda
Madrid ve Murcia bolgelerinde en ¢ok rastlanan tiirlerin Hyperomyzeus lactucae,
Brachyaudus helichryis oldugunu, Navarro Bolgesi’nde ilkbahar déoneminde brokolide en
¢ok rastlanan tiirlerin Aphis fabae, B. helichryis ve H. lactucae oldugunu tespit etmislerdir.
Sonbaharda ekilen iriinlerde ise Madrid Bolgesi’'nde marullarda bulunan ana tiirlerin
Hyadaphis coriandri ve Aphis spiraecola, Murcia’da A. spiraecola ve Myzus persicae
oldugunu Navarro’da ise brokoli alanlarinda Therioapsis trifolii’ye rastlamislardir. Ayrica
LMV nin yayilmasini saglayan yaprak biti tiirlerinin M. persicae, Aphis gossypii oldugunu
A. fabae ve H. lactucae’nin LMV yi tasimada daha az etkili oldugunu, Rhopalosiphum padi

ve Nasonovia ribisnigri’nin LMV’yi tasimada etkili olmadigini bildirmislerdir.

Mazier, vd., (2004), yaptiklar1 galismada LMV ’ye dayanikli marul bitkilerini in vitro
ortamda yetistirmislerdir. Diren¢ durumlarina gore farklilik gésteren marul bitkilerinin
cesitli dogal LMV izolatlarinin yaninda yesil floresan proteini (GFP) etiketli rekombinant
viriis izolatlari ile isaretlemislerdir. Elde edilen bu izolatlar in vitro kosullarda yetistirilen
marul bitkilerine bulastirarak stireci takip etmislerdir. Yaptiklar1 gozlemler sonucunda yesil
floresan proteini ile isaretlenmis virlis izolatlarinin kullanilmasinin daha avantajli ve

cevresel bakimdan daha saglikli oldugunu belirtmislerdir.

Ormaz, vd., (2006), yaptiklar1 ¢alismada LMV’ nin marul ve hindiba yetistirilen
alanlarda biiyiik kayiplara neden oldugunu belirterek 2004-2005 yillarinda fran’in isfahan,

Kum, Horasan, Kuzistan, Tahran eyaletlerindeki marul tarlalarindan 6rnekler toplamislardir.



Toplanan 6rnekleri ELISA ile testleyerek LMV ile enfekte olanlar tespit etmislerdir. LMV
izolatlarinda biyolojik saflastirma yapmislar ve sonrasinda bu izolatt Chenopodium quinoa
tizerinde ¢ogaltmislar ve muhafaza etmislerdir. Daha sonra bu izolatt C. amaranticolor, C.
album, Carthamus tinctorius, Pisum sativum, Spinacia olerace gibi bir dizi test bitkilerine
mekanik inokulasyon yontemiyle inokule etmislerdir. Tiim izolatlarin C. amaranticolor
tizerinde klorotik lezyonlar ve C. album’da damar agilmalari ile birlikte klorotik lekeler
olusturdugunu gézlemlemislerdir. Ayrica Tahran izolatinin Pisum sativum’u herhangi bir
simptom olmadan enfekte ettigini ve bu izolatlarin higbirinin Carthamus tinctorius’u
etkilemedigini gozlemlemislerdir. Poliakrilamid jel elektroforezde bu izolatin CP geninin
molekiiler agirligini1 30.33 kDa olarak tespit etmislerdir. IC-RT-PCR ¢alismalarinda LMV
izolatindan beklenen biiyiikliikte 1300 b¢ uzunlugunda band elde etmislerdir. Yaptiklari

karsilastirmalarda niikleotit dizilerinin %98 oraninda benzerlik gosterdigini bildirmislerdir.

Moreno, vd., (2007), bitki viriislerine kars1 yeni kontrol stratejileri gelistirmek igin
bitki viriisii-vektor iligkilerini analiz etmede molekiiler tekniklerden yararlanilabilecegini
belirtmislerdir. Bu calismada iki asamali PCR (Immunocapture ve RT nested PCR)
yardimiyla tek bir afit bireyinden LMV nin teshisi gerceklestirilmistir. Tek bir afitten RT
nested PCR ile teshis basarisi, viriis vektorii olan Myzus persicae ve viriis vektorii olmayan
Nasonovia ribisnigri afitleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Her ne kadar ayni beslenme
sliresi boyunca N. ribisnigri, M. persicae’den daha fazla viriisii biinyesine alsa da viriisii
tasima da basarili olmamistir. M. persicae’nin ise viriisii tasimada etkin bir rol oynadigi
gorilmistiir. Yapilan bu ¢alisma ile viriislere karsi kontrol stratejilerinin gelistirilmesinde

bu metodolojiden yararlanilabilecegi goriilmiistiir.

Firmino, vd., (2008), yaptiklar1 ¢alismada LMV nin diinya ¢apinda marulda énemli
hastalik yapan etmen oldugunu ve LMV’ye kars1 dayanikli olan mol! ve mo1? genleri
oldugunu belirtmislerdir. LMV-common ve LMV-most izolatlarin1 degerlendirmek igin
2002-2005 yillar1 arasinda Sao Paulo eyaletinde ti¢ farkli marul iiretim alanlarinda caligmalar
yiirtitmiislerdir. Marul {iretim alanlarindan topladiklar1 1362 6rnege RT-PCR uygulamislar
ve LMV’nin varligini teshis etmislerdir. Testler sonucunda 504 (%37,2) 6rnegin LMV ile
enfekteli oldugunu bulmuslardir. Enfekteli olan 6rneklere LMV- most ve LMV- common’a
spesifik primerler dizayn ederek ikinci bir RT- PCR yapmuiglardir. Test sonucunda kullanilan

orneklerin %77,3’iinde LMV-common enfeksiyonunu tespit etmislerdir.



Naidu, vd., (2008), ABD’ye 6zgii bir cins olan ve estetik amagli yaygin olarak
yetistirilen Coreopsis auriculata bitkilerinde, 2006-2007 yillarinda Washington’daki
fidanliklarda klorotik lekeler gozlemlemislerdir. Simptom gosteren bitkilerden alinan
ornekleri tiitiin (Nicotiana benthamiana) bitkilerine inokule etmisler ve tiitiin bitkilerinde
mozaik beneklenme gozlemlemislerdir. Yaptiklar1 RT-PCR testleri sonucunda band
boyutlarini 1000 bg olarak elde etmisler ve karsilastirmalar sonucunda da bu virlistin LMV
oldugunu saptamislardir. Bu ¢alismanin ABD’de yaygin olarak yetistirilen Coreopsis
auriculata’da LMV’nin ortaya ¢iktigina dair ilk belge oldugunu belirtmislerdir. Ayrica
LMV nin genis bir konuk¢u yelpazesi oldugunu ve yaprak bitleri ile bulagabilmesi nedeniyle

diger siis bitkilerinde ve marul mahsullerinde risk olusturabilecegini vurgulamiglardir.

Pavan, vd., (2008), yaptiklar1 bir ¢alismada Brezilya’da marul alanlarindaki viriis
hastaliklarin1 arastirmiglardir. Serolojik ve molekiiler yontemler kullanarak marul
alanlarinda LMV, tomato spotted wilt virus (TSWV), tomato chlorotic spot virus (TCSV),
groundnut ringspot virus (GRSV) teshis etmislerdir. Ayrica bu viriislerin vektor
poplilasyonlarmin yiikksek oldugu yaz aylarinda, Onemli kayiplara yol agtigini
bildirmislerdir. Marul alanlarinda Mayis ve Eyliil aylarinda marul iri damar virlisii’'nii tespit
edip bu virlisiin Olpidium brassicae tarafindan tasindigini belirtmislerdir. Ancak bu
virlislerin igerisinde en 6nemli olaninin LMV oldugunu ve bu etmenin tohum ve yaprak

bitleri tarafindan tagindigin1 vurgulamislardir.

Soleimani, vd., (2011), Tahran ilindeki marul tarlalarinda mozaik, beneklenme,
bodurluk, bas baglamama gibi simptomlar gosteren 452 adet bitki toplamislardir. Toplanan
bitkileri DAS-ELISA ile LMV, cucumber mosaic virus (CMV), tomato spotted wilt virus
(TSWV), arabis mosaic virus (ArMV) varhigina kars1 testlemislerdir. Testlerde marul
bitkilerinde CMV, LMV, TSWV varligin1 tespit etmisler ve ArMV ile enfekteli bitkiye
rastlamamiglardir. LMV, CMV, TSWV nin sirasi ile enfeksiyon yiizdeleri %21, %16, %10
olarak tespit etmislerdir. Ayrica drneklerin %16’s1 LMV+CMV %8’i LMV+TSWV, %8’i
CMV+TSWYV ile enfekteli oldugunu %5’inde ise tiim bu viriislerin bulundugunu tespit
etmislerdir. Orneklerin %49’unda LMV, %44’iinde CMV, %31’inde TSWV bulundugunu
bu nedenle LMV’nin Tahran’daki marul alanlarinda biiylik bir sorun oldugunu

bildirmislerdir.



Zanganeh, vd., (2014), yaptiklar1 calismada iran’da 7 adet farkl1 bélgeden elde edilen
marul bitkilerinin 2 LMV izolatina (LMV-A, LMV-T) tepkisi, enfeksiyon orani ve simptom
siddetini istatiksel olarak degerlendirmislerdir. LMV-A izolatmin mol? genini tasiyan
“Salinas 88” direngli ¢esidini enfekte ederek mozaik simptomlara neden oldugunu
gozlemlemislerdir. Salinas ve Varamin marul ¢esitlerinin her iki LMV izolatina kars1 duyarl
oldugunu, Varesh c¢esidinin ise izolatlara toleransli oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica
LMV-A izolatinin LMV-T izolatina gére marul bitkilerini daha hizli ve daha yiiksek oranda
enfekte edip, ¢ok siddetli simptomlara sebep oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismanin LMV
izolatlarinin fran’da mo1? genini tasryan LMV ’ye dayanikli marul gesitlerini enfekte ettigini

gosteren ilk kanit oldugunu vurgulamiglardir.

Elbeshehy, vd., (2017), Suudi Arabistan’da yaptiklari bir ¢calismada Cezayir meneksesi
(Catharanthus roseus L.) bitkilerinde tomato spotted wilt virus (TSWV), cucumber mosaic
virus (CMV), lettuce mosaic virus (LMV), catharanthus mosaic virus (CatMV) ve
catharanthus yellow mosaic virus (CYMV) gibi viriisler tarafindan olusturulan mozaik,
damar bandlasmasi, beneklenme, sararma, c¢icek kirilmasi gibi  simptomlar
gozlemlemislerdir. Sorvey caligmalart kapsaminda fidanlik, bahgeler ve peyzaj alanlarindan
belirtilen simptomlar1 gdsteren bitkilerden toplam 240 yaprak 6rnegi toplamislar ve DAS-
ELISA, RT-PCR ve PCR yontemiyle belirtilen viriisler icin testlemislerdir. Testlemeler
sonucunda bes viriisiin de toplanan Orneklerde varligimi belirlemislerdir. En yiiksek
enfeksiyon oranina %58 ile TSWYV sahip olurken bunu sirasiyla %35 ile CYMV, %15 ile
CatMV, %11 ile CMV ve %6 ile LMV nin izledigini bildirmislerdir. Arastiricilar bu bes

viriisiin Suudi Arabistan’da Cezayir meneksesinde ilk kayit oldugunu rapor etmislerdir.

Cheng, vd., (2019), Tayvan’da 2016-2017 yillarinda Miaoli (ML) ve Changhua (CH)
sehirlerinde bezelye iiretim bolgelerinde yapraklarda damar bandlagsmasi ve beneklenme
simptomlar1 gézlemlemislerdir. Bu tip bitkilerde ayn1 zamanda bogum aralarinda kisalma ve
bezelye baklalarinda bozulma belirtileri de goriilmiistiir. Simptom gosteren bezelye
bitkilerine Tayvan’da genel olarak goriilen ii¢ viriis hastaligi (cucumber mosaic virus,
peanut mottle virus, ve pea seed-borne mosaic virus) igin ELISA testi uygulanmis ve
sonuglar negatif ¢ikmistir. ML ve CH 6rnekleri Chenopodium quinoa bitkilerine mekanik
olarak inokule edilmis ve bu bitkilerde 8 giin sonra inokule edilen yapraklarda ve yeni olusan

yapraklarda klorotik lokal lezyonlar goriilmiistiir. Lezyon gosteren iki bitkiden simptomlu
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kisimlar izole edilerek tekrar Chenopodium quinoa iizerine ve daha sonra Nicotiana
benthamiana ve Farmer 162 bezelye bitkilerine inokule edilmistir. Inokule edilen bezelye
tizerindeki tiim simptomlar tarla kosullarinda elde edilen simptomlara benzerlik géstermistir.
Daha sonra potyviriis ve tobamoviriisler i¢in grup spesifik dejene primerler dizayn edilmis
ve bezelye ornekleri RT-PCR ile test edilmistir. Testlemeler sonucunda 1.4 kb uzunlugunda
potiviriislerle ilskili beklenen bandlar elde edilmistir. Iki RT-PCR amplikonu klonlanmis ve
sekanslanmis ve kilif protein genleri gen bankasinda Fransa izolat1 (KJ161185) ile %87,1 ve
Hindistan izolat1 (JQ794776) ile %97,5 oraninda bir benzerlik gdstermistir. iki izolat kendi
arasinda ise niikleotit diizeyinde %97,1 ve amino asit diizeyinde ise %97,5 oraninda
benzerlik gostermistir. Arastiricilar elde ettikleri bu sonuglar1 bezelye bitkisinde LMV’yi
Tayvan’da ilk kayit olarak rapor etmislerdir.

2.2. Ulkemizde Yapilan Baz1 Calismalar

Ozalp (1964), Izmir ilinde 1963 yilinda ¢ok sayida bitkide viriis hastalig1 simptomlari
goriilmesi lizerine bu viriis hastaliklarinin teshisini yapmak amaciyla bazi sebzelerden aldig:
orneklere 6zsu inokulasyon yoluyla mekanik inokulasyon ¢alismalar1 gergeklestirmistir.
Yapilan ¢alisma sonucunda ¢ok sayida farkli viriisiin yaninda “Yedikule” marul ¢esidinde
Hanim diigmesi (Gompherina globosa) test bitkisi tizerinde marul mozaik viriisii’niin
varligini tespit etmistir. Ayni zamanda bu ¢alisma LMV nin iilkemizde bulunduguna dair ilk

kayit olma 6zelligini tagimaktadir.

Tekinel, vd., (1969), Mersin ilinde biber, patlican, fasulye ve marul bitkilerinde
bulunan viriisleri belirlemek amaciyla, farkli test bitkilerine ii¢ yaprakli donemde viriis
simptomlar1 gosteren farkli kiiltiir bitkilerinden aldig1 6rnekleri 6zsu inokulasyonu yoluyla
inokule etmislerdir. Calisma sonucunda c¢ok sayida bitkide sebze viriislerinin varligini
belirlemislerdir. Bu viriislerden “Yedikule” marulundan alinan ve yerli marul {izerine
inokule edilen bitkilerde mozaik simptomlar1 gdzlemigler ve bu virlisi LMV olarak

tanimlamisglardir.

Fidan ve Tiirkoglu (1988), izmir ilinde marul yetistiriciligi yapilan alanlarda mozaik,
damar bandlasmasi, nekroz, sekil bozuklugu gibi belirtileri gosteren bitkilerden ornekler

toplamiglar ve bu Ornekleri test bitkilerine inokule etmislerdir. Test bitkilerinde goriilen
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simptomlara gdre marullarda 3 virlis hastaliginin varligin1 saptamislardir. Calisma
sonucunda 1983 yilinda bu viriislerden LMV nin bulunma oranini ortalama %5,7 olarak
belirlemislerdir. 1984 yilinda sadece Merkez ilgede yapilan sérvey sonucunda LMV’nin
%9,2 oraninda bulundugunu, bir 6nceki yil LMV’nin ayni alanda %11,5 oraninda
bulundugunu saptamiglardir. Arastiricilar taginma oranlari arasindaki farkliligr iklim
kosullarina bagli olarak vektor populasyonunun degisimine ve viriisiin tohumla taginma

oranindaki farkliliga baglamislardir.

Ozdemir ve Erilmez (2007), Denizli ilinde 2005-2006 yillarinda patlican, biber ve
marul alanlarinda simptom gosteren bitkilerden ornekler toplamislardir. Topladiklari
patlican ve biber O6rneklerini tomato spotted wilt virus (TSWV), cucumber mosaic virus
(CMV), tobacco mosaic virus (TMV) ve alfalfa mosaic virus (AMV), marul 6rneklerini ise
lettuce mosaic virus (LMV), TSWV, CMV ve AMV igin DAS-ELISA testi ile
testlemislerdir. Testlemeler sonucunda biber 6rneklerinin %81,13’i TSWV, %1,89’u CMV,
patlican 6rneklerinin %69,23’i TSWV, marul o6rneklerinin ise %31,48’1 TSWV, %5,56°s1
LMV ve %1,85’1 ise AMV ile enfekteli olarak bulmuslardir. Pozitif sonu¢ veren bazi
ornekler mekanik inokulasyon yoluyla duyarli test bitkilerine inokule edilmis ve
inokulasyon sonucunda bu bitkilerde viriislere 0Ozgii simptomlarin  gelistigini

gozlemlemislerdir.

Alan ve Kamberoglu (2012), Dogu Akdeniz Bolgesi’'nde 2007-2010 yillari arasinda
marul bitkisinde goriilen viriis hastaliklarinin belirlenmesi amaciyla bir calisma yliriitmiistiir.
Sorveylerde simptomatolojik olarak virlis ve viriis benzeri enfekteli oldugundan
siiphelenilen 808 marul bitkisinden Ornekler alinmis ve ELISA yontemi ile LMV i¢in
testlemistir. Testlemeler sonucunda marulda 82 6rnek LMV ile enfekteli bulunmustur.
Aragtirict yapmis oldugu RT-PCR ¢aligsmalarinda da LMV i¢in istenilen biiytikliikte 800 bg’e
karsilik gelen bandlar elde etmistir. Izolatlardan bir tanesinin sekans analizi yaptirilarak,
LMV izolatinin NCBI’da dizisi bulunan Amerika izolati ile %99 oraninda benzerlik

gosterdigini belirtmistir.

Erkan, vd., (2013), Izmir ili ve 8 ilgesinde 2010-2011 yillar1 arasinda yetistirilen bazi
kislik sebzelerde goriilen viriis hastaliklarinin tanilanmasi amaci ile sérveyler yapmislardir.

Aragstiricilar, topladiklar bitkilerde en ¢ok karsilasilan simptomlarin bitkinin gelisiminde
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yavaglama, mozaik, sararma, beneklenme, yapraklarda kivrilma ve meyvelerde bozukluklar
oldugunu belirtmislerdir. Sebzelerde bulunan viriisleri tanilamak amaci ile belirti gdsteren
ve goOstermeyen bitkilerden toplam 218 6rnek alarak bunlar1 serolojik ve molekiiler
yontemler yardimi ile testleyerek, Orneklerde 9%38,1 oraninda viriis enfeksiyonu
bulundugunu belirlemislerdir. Ayrica ¢alismada kullanilan 30 marul 6rnegine yapilan testler
sonucunda 15 Ornekte marul mozaik virlisii tespit edilmis ve 5 6rnekte ise LMV+CMV

karisik enfeksiyonunun goriildiigiinii belirtmislerdir.

Karanfil (2014), Canakkale ilinde toplamis oldugu LMYV enfeksiyon siiphesi tasiyan
77 adet O0rnegi DAS-ELISA ile testleyerek 13 tanesinin LMV ile enfekteli oldugunu
bulmustur. Enfekteli olan 6rneklerden 9 tane se¢mis ve RT-PCR testleri ile molekiiler
ozelliklerini belirleyerek kilif protein (CP) genlerini klonlamistir. Klonlanan bu izolatlarin
kilif protein genlerinin dizilimlerini ¢ikararak amino asit ve niikleotit diizeyinde dizilimlerini
belirlemistir. Arastirmalart sonucunda LMV izolatlarinin kendi iclerinde nt dizilimleri
bakimindan %97-100 oraninda, diinya LMV izolatlar1 ile %88-100 oraninda, aa dizilimleri
bakimindan ise kendi iglerinde %95-100 oraninda, diinya LMV izolatlar1 ile %91-100

oraninda benzerlik gosterdigini belirtmistir.

Sertkaya (2015), 2011-2012 yillar1 arasinda Hatay ilinde yaptig1 ¢alismada i1spanak ve
marul bitkilerinin yapraklarinda kivrilma, mozaik lezyonlar, damarlarda a¢ilma ve bitkilerde
bodurluk gibi ¢esitli simptomlar gézlemlemistir. Arastirict topladigr drnekleri biyolojik ve
serolojik yontemler ile aralarinda LMV’ nin de bulundugu ¢esitli viriislere karsi testlemistir.
Yaptig1 testlemeler sonucunda marul orneklerinde %67,9, 1spanak orneklerinde %38,8

oranlarinda LMV enfeksiyonu tespit etmistir.

Karanfil, vd., (2018), Giiney Marmara illeri ve ilgelerinde marul yetistirilen alanlarda
2013-2015 yillar1 arasinda sorveyler diizenlemislerdir. Marul alanlarinda LMV ve benzeri
belirtileri olan bitkiler arasinda topladiklart 307 adet 6rnegi DAS-ELISA ile testleyerek
LMV varligin1 belirlemisledir. Testler sonucunda 6rneklerin 35 tanesinin virtis ile enfekteli
oldugunu bulmuslardir. Orneklerden, elde edildikleri bdlgeler goz éniinde bulundurularak
15 tanesi se¢ilmis ve RT-PCR analizleri ile CP genlerinin amino asit ve niikleotit
dizilimlerini ¢ikarmislardir. Analizler sonucunda elde ettikleri nt ve aa dizilimlerini

kullanarak LMYV izolatlarinin birbirleri ile ve diinyadaki LMV izolatlar1 ile benzerlik ve
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filogenetik iligkilerini ortaya koymuslardir. Arastirmalari sonucunda LMV izolatlarinin
kendi iglerinde aa dizilimleri bakimindan %97-100, diinyadaki izolatlar ile %93-100
oraninda, nt dizilimleri bakimindan ise kendi i¢lerinde %96-100 ve diinya LMV izolatlar

ile %89-99 oranlarinda benzer oldugunu saptamislardir.

Ertung ve Zelyiit (2019), Ankara ilinde bes farkli bolgede 2014-2015 iiretim sezonunda
marul bitkilerinde viriis ve viriis benzeri simptom gosteren 544 Ornek toplamislardir.
Toplanan 6rnekleri, aralarinda LMV nin de bulundugu ¢esitli viriislere kars1t DAS-ELISA
ile testlemislerdir. Testlemeler sonucunda 2014 yilinda 65 bitkide sadece LMV enfekteli
ornekler saptanirken, 2015 yilinda 39 6rnekte MiLBVV, 25 6rnekte ise LMV bulmuslardir.
Toplanan Orneklerin hi¢birinde TSWV ve CMV’ye rastlamamislardir. Ayrica yapmis
olduklar1 RT-PCR testlerinde viriisler i¢in ilgili gen bdlgeleri igin beklenen biiytikliikte

bandlar elde etmislerdir.
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UCUNCU BOLUM
ARASTIRMA YONTEMI/MATERYAL VE YONTEM

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalar 2 asamada yiiriitiilmiistiir. ilk olarak Giiney
Marmara Boélgesi’nin bazi il ve ilgelerden daha 6nceden toplanan LMV ile enfekteli olan
marul bitkilerinden elde edilen 4 izolat tesadiifi olarak secilmistir. Se¢ilen 6rneklere total
RNA izolasyonu yapilmis ve izolatlarin nuclear inclusion b (NIb)+kilif protein (coat protein;
CP) genleri RT-PCR ile amplifiye edilmistir. Agaroz jel elektroforez sonuglarina gore
secilen 3 izolat sekanslanarak sahip olduklari gen dizilimleri belirlenmistir. Gergeklestirilen
bu analizleri takiben, dizilemesi yapilan izolatlarin diinya izolatlar1 ile géstermis olduklari
benzerlik ve filogenetik iliskilerine gore aralarindan bir izolat secilmistir. Calismanin son
asamasinda ise se¢ilen bu izolatin tiim genom analizi i¢in 8 farkli primer ¢ifti ile tiim genomu
cogaltilmis ve daha sonra sekanslanarak sahip oldugu gen dizimleri ortaya ¢ikarilmistir. Elde
edilen LMV tiim genom dizilimleri kullanilarak LMV izolatinin diinyadaki diger izolatlar
ile géstermis oldugu sekans benzerlikleri ve farkliliklarinin yaninda filogenetik iliskileri de

ortaya konmustur.

3.1. Viriis izolatlar

Calismada kullanilan izolatlar, Karanfil, vd., (2018)’mn Tiirkiye’nin Giiney
Marmara Bolgesi’ni kapsayan Canakkale, Balikesir ve Bursa’nin bazi il ve ilgelerinden
topladiklar1 307 6rnekten LMV ile enfekteli olanlardan elde ettikleri izolatlar i¢erisinden

Canakkale’den elde edilenler arasindan tesadiifi olarak 4 tanesi segilmistir.

3.2. Molekiiler Karakterizasyon Calismalari

3.2.1. NIb+CP Genine Gore Molekiiler Karakterizasyon Calismalari

Molekiiler karakterizasyon caligmalart LMV izolatlarinin NIb+CP genlerine gore
gerceklestirilmistir. Ik olarak belirlenen toplam 4 adet LMV izolat1 RT-PCR ile istenilen
gen bolgeleri amplifiye edilerek sekans analizleri gergeklestirilmistir. Elde edilen sekans

verileri, dilnya LMV izolatlar1 ile benzerlik ve filogenetik ac¢idan karsilastirilmistir.
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Total Niikleik Asit Izolasyonu

LMV ile enfekteli olan bitkilerden elde edilmis olan viriis izolatlarina yapilan total
niikleik asit (TNA) izolasyonu CTAB metodu kullanilarak yapilmistir (Li, vd., 2008). Bu
amag ile yonteme, 1g 6rnek alinarak 1 ml CTAB buffer ve 2 ul DDT porselen havanlarda
bitki &rnekleri ezilerek baslanmustir. Izolasyon soliisyonunu iceren karisim ile ezilen bitki
ornekleri steril eppendorf tiiplere konularak 1 dk vortekslenmis ve -20 °C’de 30 dk
tutulmustur. Beklenilen siire sonucunda donan homojenizat ¢oziilene kadar vortekslenmistir.
Sonrasinda ¢oziilen 6rnekler 65 °C’de 30 dk tutularak her 5 dk’da bir vortekslenmistir. Bu
stirenin sonunda 6rneklere 12.000 rpm’de 6 dk santrifiij islemi yapilarak yeni eppendorf tiipe
homojenizatin supernatant kismindan 500 pl almarak aktarilmistir. Uzerine esit hacimde
olacak sekilde 24:1 oraninda hazirlanan kloroform: izoamilalkol konularak tiipler alt st
edilip 10 dk siire ile 12.000 rpm’de santrifiij gergeklestirilmistir. Olusan supernatanttan 500
ul almarak yeni eppendorf tiiplere konulmustur. Uzerine 175 ul soguk izopropanol ilave
edilerek pipetleme islemi yapilmis ve santrifiij edilmistir. Supernatant kisim, tiiplerdeki pelet
kismina zarar vermeyecek sekilde dikkat edilerek uzaklastirilmistir. Tliplerde geriye kalan
pelet iki kere %70’lik etil alkol ile yikanmistir. Her yikamanin ardindan 12.000 rpm’de
santrifiij edildikten sonra tiliplerdeki etil alkoliin tamamen uzaklastirilmas: i¢in oda
sicakliginda belirli bir siire bekletilmistir. Son asamada pelet 50 pl Tris-HCI (20 mM, Ph: 8)
soliisyonunda ¢ozdiiriilerek ortaya ¢ikan niikleik asitler derin dondurucuda -80 °C miihafaza

edilmistir.

Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) Calismalari

Calismalara LMYV ile enfekteli olan 4 adet izolat belirlenerek baglanmis ve RT-PCR
yontemi yapilmistir. RT-PCR ile daha 6nceden LMYV ile enfekteli oldugu tespit edilmis olan
izolatlardaki NIb+CP gen bolgelerinin amlifiye edilmesi ve hizmet alimi ile sekans analizleri
gerceklestilmistir. Ilk asamada LMV ile enfekteli oldugu bilinen izolatlara total niikleik asit
izolasyonu (TNA) CTAB metodu ile yapilarak edilen total RNA’lardan cDNA’lar
sentezlenmistir. Bu c¢DNA’lar kullamilarak PCR 1ile istenilen gen bolgelerinin

amplifikasyonu spesifik primerler kullanarak saglanmistir.
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RT Asamasi

Denatiirasyon Asamasi

Denatlirasyon asamasinin amaci viriisin RNA sarmalinin baglarini birbirinden
ayrilmasini saglamaktir. Bu asama i¢in ilk olarak kullanilan mikro PCR tiiplerine etiketleme
islemi yapilmistir. Etiketleme islemi yapilan mikro tiiplere 2 pl total RNA, 0,5 ul dNTP, 0,5
ul random primer ve 3 pl steril sudan olusan 6 pl denatiirasyon karisimi hazirlanmistir.
Hazirlanan karisim thermal cycler’da 65 °C’de 5 dk bekletilmistir. Bu islemin sonrasinda

ornekler 2 dk boyunca buzda bekletilerek denatlirasyon asamasi sonlanmustir.

Ters Transkriptaz Asamasi (RT)

Bu kisimda denatiirasyon islemi yapilan RNA’lardan cDNA’larin sentezlenmesi
gerceklestirilmistir. Bu islem i¢in 6ncelikle 6 pl denatiirasyon karisimina 5X Prime Script
Buffer (50 mM Tris HCI pH:8.3, 75 mM KCIl, 3 mM MgCl2)’dan 2 pul, RNase inhibitor’den
0.5 pl, Prime Script Reverse Transcriptase 0.5 pl, random primer’den 1 pl ve ilave edilerek
toplam 10 ul RT karisimi hazir hale getirilmistir. PCR makinesi 10 dk 30 °C’de, 45 dk 42
°C’de, 15 dk 70 °C’de bekletilmis ve +4 °C’de sonsuz sekilde muhafaza edilecek duruma

getirilerek cDNA’larin sentezlenmesi saglanmis ve bu agsama sonlandirilmistir.

PCR Asamasi (Amplifikasyon)

Bu asama i¢in hazirlanan karigim i¢in 10X PCR Buffer (50 mM KCI, 10 mM Tris
HCI1 25 °C pH: 9.0, %1 Triton X-100)’dan 2,5 pl, 1 ul 10 mM dNTP karigimindan, 0,5 pl
LMV 8F ve LMV 8R primer ¢iftlerinin her birinden (Tablo 4), 0.25 ul Taq polimeraz
enziminden ve steril sudan 15,75 ul eklenerek olusturulmustur. Mikro PCR tiiplerine ise
hazirlanan PCR karisimi ve 5 ul ¢cDNA eklenmistir. Karisim, 94 °C’de 3 dk, 40 defa
tekrarlanan 94 °C’de 30 sn, 55 °C’de 30 sn ve 72 °C’de 30 sn, 72 °C’de 5 dk bekletilmis
daha sonra da 4 °C’de sonsuz sekilde bekleyecek halde programlanan PCR makinesine

konularak LMV izolatlarin N1b+CP genlerinin ¢cogaltilmas1 yapilmistir.
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Agaroz Jel Elektroforezi

Sentezlenen PCR iirtinleri 100-5000 b¢ DNA biiyiikliik markdrleri ile birlikte 100
voltta, %1 agaoz jelinde, 45 dk ayristirilarak ethidyum bromiir ile boyama islemi yapilmistir.
Daha sonra Major Science UVDI jel goriintiileme cihazinda NIb+CP genlerine ait 1430
bg¢’lik kismina karsilik gelen bandlar fotograflanmigtir. En parlak band veren 3 izolata ait

RT-PCR fiiriinleri segilerek saflagtirma agamasina gegilmistir.

PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

NIb+CP genlerinin amplifikasyonu gergeklestirildikten sonra EZ-10 Spin Column
PCR piirifikasyon kiti kullanilarak iiretici firmanin yonlendirdigi sekilde saflastirma islemi
yapilmistir. Saflastirma isleminin yapilmasi amaci ile ilk asamada 25 pl RT-PCR f{iriiniine
60 pl Binding I buffer ilave edilip, karisimin tamami EZ-10 kolonlarina aktarilarak oda
sicakliginda 2 dk bekletilmistir. Bu siire sonrasinda kolonlar 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij
edilmistir. Tiim santrifiij asamalarindan sonra kolonun alt tarafi bosaltilmistir. Yeniden
kolonlara 500 pl yikama soliisyonu eklenerek 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij islemi
yapilmistir. Onceki asama tekrar edilerek, kolonlara 750 ul yikama soliisyonu ilave edilip,
10.000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir. Kolonlarin tamamen kurutulmasi igin yikama
asamasindan sonra bir kez daha kolonlar bos olacak sekilde 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij
islemi yapilmistir. Saflagtirma isleminin son asamasinda ise kolonlara steril eppendorflar
konularak kolonun igerisine 40 pl elution soliisyon ilave edilip 2 dk oda sicakliginda
tutulmustur. Sonrasinda 2 dk stire ile 10.000 rpm’de santrifiij edilerek ortaya ¢ikan tirlinler

kullanilana kadar -20 °C’de korunmustur.

3.2.2. Coklu Dizi Karsilastirmalari ve Filogenetik Analizler

Secilen izolatlarin agaroz jel elektroforezindeki numaralart dikkate alinarak
biiyiikten kii¢lige olacak sekliyle izolatlara TURCNKA (2 numarali izolat), TURCNKB (3

numarali izolat) ve TURCNKC (4 numarali izolat) olacak sekilde isimlendirilerek ¢oklu dizi

ve filogenetik analizlerde kullanilmistir.
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Coklu Dizi Karsilagtirmalar:

Giliney Marmara illerinden daha 6nceden elde edilmis olan LMV izolatlarinin DNA
dizileri CLC Main Work Bench V.7.9.1 programinda Clustal W ile belirlenerek, niikleotit
ve amino asit dizi karsilastirmalari yapilmistir. Sonrasinda LMV izolatlarinin diinya
izolatlari ile gdsterdigi benzerlik oranlari saptanmistir. Ik asamada Clustal W ve CLC Main
Work Bench V.7.9.1 programi yardimi ile LMV izolatlarinin NIb+CP genine ait olan nt ve
aa dizileri hizalanarak ayni program ile izolatlarin diinya izolatlar ile gosterdigi benzerlik
orani belirlenmistir. Benzerlik oranlarinin renklendirilmis matris olarak elde edilmesinde
Sequence Demarcation Tool Version 1.2 (SDTv1.2) programi kullanilmis ve MEGA7

programinda ise LMV izolatlarun evrimsel iligkileri arastirilmistir (Muhire, vd., 2014).

Filogenetik Analizler

LMV izolatlarimin niikleotit ve amino asit seviyesinde belirlenen NIb+CP gen
dizilimleri Clustal W programi yardimu ile belirlenmistir. Filogenetik analizler i¢in Kiamura
iki parameter algoritmasi uygulanan UPGMA ve neighbour-joining (NJ) yontemleri
kullanilarak filogenetik soy agaci olusturulmustur. Ayrica elde edilen soy agaglarinin
istatistiki olarak dogrulugunu belirlemek amaci ile 1000 tekerriirlii boostrap analizi

yapilmustir.

Giliney Marmara illerinden daha dnceden elde edilmis olan LMV izolatlarindan
tesadiifi olarak secilen 3 adet izolat i¢in arastirmalar yiiriitiilmustir. LMV 1zolatlarinin gen
bankasinda bulunan diger izolatlarin istenilen gen bdlgelerine gore benzerlik oranlari ve
filogenetik iliskileri belirlenmistir. Tablo 4’de ¢alismada kullanilan diinya izolatlarina ait

olan izolatlar, konukgular ve elde edildikleri iilkeler verilmistir.
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Tablo 4

Coklu dizi ve filogenetik analizlerde kullanilan diinyadaki diger izolatlar

Orjin Izolat Konuk¢u Erisim Numarasi
Fransa Strain_O Marul X97704
Fransa Strain_E Marul X97705
Brezilya AF199 Marul AJ278854
Cin Yuhang Marul AJ306288
Giiney Kore Muju Marul KF955619
Brezilya Br6 Marul KJ161174
Fransa FR25 Dimorphotheca sp. KJ161186
Fransa 13 Marul KJ161173
Sili CL574 Act marul KJ161183
Sili CL246 Act marul KJ161177
Fransa 9 Marul KJ161172
Sili CL117 Dimorphotheca sp. KJ161175
Fransa LMVCr Catharantus roseus | KF268956
Ispanya ES16 Dimorphotheca sp. | KJ161185
Yemen Yar Marul KJ161194
Tunus Tn51 Marul KY440645
Tunus KHam6 Dimorphotheca sp. KJ161187
Yunanistan Gr5 Marul 778228
Yunanistan Gr4 Marul 778229
Yunanistan GrB Marul 278230
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3.3. LMV Tiim Genom Dizi Analizi

Tiim genom dizilimi belirlenecek olan izolatin se¢imi NIb+CP gen bolgelerine gore
gerceklestirilen benzerlik ve filogenetik analiz sonuglar1 géz oniinde bulundurularak
yapilmistir. Bu baglamda her 3 izolatin da birbirleri ile olduk¢a benzer ve ¢ok yakin iliskili
bulunmasindan dolay1 tesadiifi olarak TURCNKA izolati se¢ilmistir. Gergeklestirilen
analizlerde TURCNK olarak isimlendirilerek kullanilmigtir

Tiim genom dizi analizlerine LMV ile enfekteli oldugu 6nceden belirlenen izolatlar
arasindan tiim genom dizilimleri belirlenecek bir adet LMV izolatinin se¢imi yapilmistir.
Tiim genomu belirlenecek olan yeni izolatin genom dizilemesi i¢in daha 6nceden yapilmis
olan LMV genom dizilimi kullanilmistir. Gen bankasindaki tiim genoma ait olan diziler
karsilastirildiktan sonra “3.2. Molekiiler Karakterizasyon Caligsmalar1” bagligi igerisinde
gerceklestirilen RT-PCR asamalari tekrar edilerek LMV izolatinin tiim genomu Tablo 5’de
verilen 8 farkli birbirinden bagimsiz primer gifti ile 8 parga olacak sekilde overlapping PCR
ile amplifiye edilmistir (Lim, vd., 2014). Her bir gen bolgesi i¢in RT-PCR testleri 3 tekerriir
olacak sekilde ger¢eklestirilmistir.

Elde edilen LMV tiim genom dizilimleri yeni nesil dizileme teknoljisi kullanilarak
hizmet alimi ile FicusBio Teknolojisi sirketi tarafindan gergeklestirilmistir. Elde edilen
DNA dizileri CLC Genomic Workbench programinda bulunan ContigAssembly Modiiliiyle
analizi yapilarak LMV tiim genomuna ait DNA dizisi elde edilmistir. Bu genom dizilimleri
gen bankasinda bulunan diger LMV izolatlarinin tiim genomlar1 ile ¢oklu dizi ve filogenetik

analizlerin niikleotit ve amino asit temelli olarak yapilmistir.
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Tablo 5

LMV tiim genom dizileme ¢alismalarinda kullanilan primer ¢iftleri

Primer Kodu Primer Dizilimi Uriin
Biiyiikliigii (b¢)

LMV 1F AAAATAAAACAACCCAACACAACTC
LMV 1R GTACATGCACGAAGCGTGGA L0
LMV 2F ATACTCCATACCTGCACATC
LMV 2R AGTCGTGATTGAACCATATG tets
LMV 3F CGAGATAGCAGTGAAACAGC
LMV 3R GTGCGTATGCGCTTACGTAG 1200
LMV 4F GGTCGGAGTGCAAGTGCAAG
LMV 4R CCATTTTCTATGATGTTGGT 1440
LMV 5F TGGAAGTAGAAACAGTAGGC
LMV 5R CTGTCTTTGCCGTTTACCTT 1250
LMV 6F CATGGATGATGTTTCAGAGC
LMV 6R GCTCTTCTGGTAGGCTCCCA 1950
LMV 7F CACAGTCAAGGGTAAGTGCA
LMV 7R ATCCCACTCTAGGATTGACA HE0
LMV 8F TGGTTCATGTCACATTGCGG
LMV 8R GTCTCCGACTGAAAACCAGA 1430
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. RT-PCR Calismalari
4.1.1. NIb+CP Analizleri

NIb+CP genlerinin RT-PCR analizleri icin LMV ile enfekteli oldugu bilinen 4 6rnek
tizerinden ¢alismalar yiiriitiilmiistiir. Yapilan RT-PCR ¢alismalarinda LMV NIb+CP genine
ait 1430 b¢ uzunlugunda band olusumu goézlemlenmistir. LMV’nin NIb+CP genlerine
spesifik olan primer ciftleri ile 4 izolat amplifiye edilerek i¢lerinden en parlak gozlenen 3
izolat secilmis ve hizmet alimi ile sekans analizleri gerceklestirilmistir. Sekans dizileri
belirlenen 2, 3, 4 numarali izolatlarin niikleotit ve amino asit dizileri kendi i¢lerinde ve diinya
LMV izolatlar1 ile benzerlik ve filogenetik acidan karsilastirilarak tim genom dizileri
belirlenecek bir adet LMV izolatinin se¢imi amaciyla RT-PCR analizleri yapilmistir (Sekil
1).

1 2

1430bc

Sekil 1. Marul mozaik viriisii izolatlarina ait RT-PCR ¢alismalarmin agaroz jel
elektroforezinde kontrol edilmesi sonucunda olusan band goriintiileri (M:100-5000 bg
marker; 1, 2, 3, 4 marul mozaik viriisii ile enfekteli izolatlara ait numaralar).
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Yapilan bir ¢aligmada Naidu, vd., (2008: 486), Amerika’da yetistiriciligi yapilan ¢ok
yillik otsu bir bitki olan Coreopsis auriculata bitkilerinden aldiklart 6rneklerde LMV
varligimi belirlemek icin yaptiklar1 ¢alismalarda LMV NIb+CP genlerine spesifik primer
ciftleri kullanarak RT-PCR ¢alismalarini yiiriitmiislerdir. RT-PCR analizleri sonucunda ise
LMV NIb+CP genine ait olan 1000 b¢ uzunlugunda bandlar olustugunu tespit etmislerdir.
Gergeklestirilen bu ¢alismada da RT-PCR sonuglarinda beklenen biiyiikliikte bandlar elde
edilmistir. Her iki ¢alismada farkli biiyiikliikte bandlar elde edilmesi, kullanilan primerlerin

amplifiye ettigi bolgelerden kaynaklanmaktadir.

4.1.2. Tum Genom Analizleri

Molekiiler karakterizasyon ¢aligsmalari temel alinarak secilen bir adet LMV izolatinin
tim genom dizilimleri, 8 farkli birbirinden bagimsiz primer ¢ifti ile 8 parca olacak sekilde
Lim, vd., (2014)’nin belirttigi sekilde PCR ile amplifiye edilerek belirlenmistir. Elde edilen
LMV tiim genom sekans dizileri, benzerlik ve filogenetik analizlerin yani sira evrimsel

iligkilerinin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilmistir.

Tiim genom ¢alismalar1 kapsaminda Segilen bir adet LMV izolatina yapilan RT-PCR
analiz sonuglarinda istenilen band biiyiikliiklerinin elde edildigi tespit edilmistir. LMV 1F
ve 1R i¢in 1700 b¢ uzunlugunda, LMV 2F ve 2R i¢in 1215 b¢ uzunlugunda, LMV 3F ve 3R
i¢in 1260 b¢ uzunlugunda, LMV 4F ve 4R igin 1440 bg uzunlugunda bandlar elde edilmistir
(Sekil 2).
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1700bg — —
- 1440bg

1260bg

1215b¢

Sekil 2. Tiim genom calismalari kapsaminda yapilan RT-PCR ¢alismalarinin agaroz jel

elektroforezinde elde edilen band goriintiisii.

LMV 5F ve 5R i¢in 1250 b¢ uzunlugunda, LMV 6F ve 6R i¢in 1550 b¢ uzunlugunda,
LMV 7F ve 7R i¢in 1180 b¢ uzunlugunda ve LMV 8F ve &R i¢in ise 1430 b¢ uzunlugunda
LMV tiim genomuna ait istenilen band biiyiikliikleri elde edilmistir (Sekil 3).

1550b¢
— . ee— e o ey - e

1250bg 1180bg

Sekil 3. Tiim genom calismalar1 kapsaminda yapilan RT-PCR calismalarinin agaroz jel

elektroforezinde elde edilen band goriintiisii.
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4.2. NIb+CP Genlerinin Dizi Analizleri

Gergeklestirilen caligmalar sonucunda tiim genom dizilimi belirlenecek olan izolatin
se¢imi amaci ile NIb+CP genlerinin hizmet alimi ile i¢erdikleri sekans dizileri belirlenmistir.
LMYV NIb+CP genlerine karsilik gelen 1430 bg uzunlugunda band olusumu gézlemlenmistir.
Ayrica istenilen gen bolgelerinin karsilastirilmasinda genellikle 216 bg’lik bolge
kullanildigindan dolay:1 niikleotit ve amino asit diizeyinde yapilan karsilastirmalarda bu

bolgeye ait gen bankasindan alinan veriler kullanilmistir (Krause-Sakate, vd., 2002: 564).

4.2.1. Niikleotit ve Amino Asit Diizeyinde Coklu Dizi Analizleri

Calisma kapsaminda tiim genomu belirlenecek olan LMV izolatlatinin se¢imi
amactyla NIb+CP genlerine gore yapilan c¢oklu dizi karsilagtirmalari ile LMV marul
izolatinin niikleotit ve amino asit diizeyinde kendi i¢lerinde ve diinya LMV izolatlan ile
gosterdigi benzerlik oranlar belirlenmistir. Bu benzerlik oranlari Sequence Demarcation
Tool Version 1.2 (SDTv1.2) programi kullanilarak renklendirilmis matris olarak elde

edilmistir.

LMYV izolatlarmin niikleotit ve amino asit diizeyinde NIb+CP genlerine gore kendi
aralarinda yiiksek oranda benzerlik gosterdigi belirlenerek, niikleotit diizeyinde %99 ve
tizeri, amino asit diizeyinde ise %100’e varan benzerlik gosterdigi sonucuna varilmistir
(Sekil. 4 ve 5). Calisma kapsaminda kullanilan LMV izolatlarinin NIb+CP genlerine gore
niikleotit diizeyinde kendi iglerinde gergeklestirilen benzerlik analizlerinde TURCNKA
TURCNKB ve TURCNKC nin %99 ile %100’e varan bir benzerlik oran1 gosterdigi tespit
edilmistir. TURCNKA ile TURCNKB izolatlar1 aralarinda %100 oranla en yiiksek
benzerligi gosterirken, en diisiik benzerligi ise TURCNKB izolat1 diger izolatlar ile %99

oraninda gostermistir.

Benzerlik analizlerinde tiim izolatlar dikkate alindiginda benzerlik oraninin %73 ile
%100 arasinda oldugu goriilmiistir. TURCNKA, TURCNKB, TURCNKC izolatlarinin
diinya izolatlan ile iliskilerine bakildiginda ise NIb+CP genine gore niikleotit seviyesinde
%73-98 araliginda benzerlik gdsterdikleri belirlenmistir. En yiiksek benzerligi %98 oraninda
X97704, KJ161186 erisim numarali Fransa izolatlari, AJ306288 erisim numarali Cin izolati
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ve KF955619 erisim numarali Giiney Kore izolat1 ile gostermistir. En diisiik benzerligi ise
%75 oraninda KJ161194 erisim numarali Ispanya izolat1 ve Z78228, 278229, Z78230 erisim

numaralaria sahip olan Yunanistan izolatlar ile gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4).
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Sekil 4. Marul mozaik viriisii izolatlarinin kendi i¢lerinde ve diinyadaki marul mozaik viriisii

izolatlar ile NIb+CP geninin niikleotit dizilimlerine gore benzerlik matrisi.

Calisma kapsaminda elde edilen TURCNKA, TURCNKB ve TURCNKC
izolatlarinin NIb+CP genlerine gore amino asit benzerlik oranlan incelendiginde, kendi

iclerinde %100’e varan bir benzerlik gosterdikleri tespit edilmistir.

Tim izolatlarin benzerlik analizleri dikkate alindiginda %74 ile %100 arasinda
benzerlik orani oldugu goriilmistir. TURCNKA, TURCNKB, TURCNKC izolatlarinin
diinya izolatlari ile iligsklerine bakildiginda ise NIb+CP genine gére amino asit seviyesinde
%76-99 arasinda benzerlik gosterdikleri goriilmiistir. LMV izolatlart AJ306288 erisim
numarali Cin izolat1 ile %99 oraninda en yiiksek benzerligi gosterirken, en diisiik benzerligi
ise %76 oran ile KJ161194 erisim numarali ispanya izolat: ve Z78228, 778229, 778230

erisim numaralarina sahip olan Yunanistan izolatlar1 ile gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 5).
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Sekil 5. Marul mozaik viriisii izolatlarinin kendi i¢lerinde ve diinyadaki marul mozaik viriisii

izolatlart ile NIb+CP geninin amino asit dizilimlerine gore benzerlik matrisi.

Naidu, vd., (2008: 486), tarafindan yapilan bir calismada ABD’ye 6zgii bir cins olan
ve estetik amagh yetistirilen Coreopsis ariculata bitkilerinden elde ettikleri LMV izolatinin
dizilemesini gerceklestirmislerdir. Gen bankasinda bulunan diger LMV izolatlan ile
yaptiklar kiyaslamalarda ABD izolatinin NIb+CP genlerine gore Fransa ve Cin izolatlari ile
%93-99 araliginda benzer oldugunu tespit etmislerdir. Bu caligmada ulasilan benzerlik
analiz sonuglar ile calismamizda elde edilen sonuglarin birbirleri ile uyumlu oldugu

gorilmektedir.

4.2.2. NIb+CP Genlerinin Filogenetik Analizleri

Calisma kapsaminda NIb+CP genlerinin niikleotit ve amino asit dizilimlerine gore
NJ yontemi ile olusturulan filogenetik soyagaclarda TURCNKA, TURCNKB ve
TURCNKC izolatlarinin gen bankasinda bulunan diger LMV izolatlar ile genetik iliskileri

belirlenmistir.
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NIb+CP genlerinin niikleotit dizilimlerine gore belirlenen filogenetik soyagac
incelendiginde, temelde 5 ana gruba ayrildig1 goriilmiis olup, Yar grubunda 1 izolat, Gr
grubunda 3 izolat, Sp grubunda 1 izolat, Cr grubunda 1 izolat ve RoW grubunda ise 17 izolat
bulunmaktadir. Filogenetik soyagag¢ daha detaylandirildiginda ise; Yar grubunda KJ161194
erisim numarali Yemen izolatinin bulundugu, Gr grubunda 7278228, 778229, 278230 erisim
numarali Yunanistan izolatlar1, Sp grubunda KJ161185 erisim numarali Ispanya izolatlar1 ve
Cr grubunda ise KF268956 Erisim numarali Fransa izolat1 bulunmaktadir. RoW grubunda
ise KJ161186, KJ161173, X97704, X97705, KJ161172 erisim numaral Fransa izolatlart,
KJ161175, KJ161177, KJ161183 erisim numarali Sili izolatlari, KJ161187, KY440645
erisim numarali Tunus izolatlari, KJ161174, AJ278854 erisim numarali Brezilya izolatlari,
KF955619 erisim numarali Giiney Kore izolati bulunmaktadir. Son olarak ise AJ306288
erisim numarali Cin izolat1 ve lilkemizden elde edilen izolatlar bulunmaktadir. TURCNKA,
TURCNKB ve TURCNKC LMV izolatlarinin RoW grubuna dahil oldugu belirlenerek
KF955619 erisim numarali Giliney Kore izolat1 ile en yakin iligkili ve KJ161186 erisim
numarali Fransa izolati ile de ikinci en yakin iligkili oldugu belirlenmistir. Gen bankasinda
bulunan diger LMV izolatlari ile en uzak iliskiyi ise KJ161194 erisim numarasina sahip olan

Yemen izolat1 ile gostermistir (Sekil 6).

— RoW

0,070

Sekil 6. Marul mozaik viriisii izolatlarinin NIb+CP genlerinin niikleotit dizilimleri
kullanilarak neighbour-joining yontemi ile olusturulan filogenetik soyagaci.
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NIb+CP genlerinin amino asit dizilimleri kullanilarak olusturulan filogenetik
soyaga¢ incelendiginde, 5 ana gruba ayrildigi goriilmiistiir. Gr grubunda 3 izolat, Cr
grubunda 1 izolat Yar grubunda 1 izolat, Sp grubunda 1 izolat, ve RoW grubunda ise 17

izolat bulunmaktadir.

Filogenetik soyaga¢ daha detaylandirildiginda ise; Gr grubunda 7278228, 7278229,
Z78230 erisim numarali Yunanistan izolatlari, Sp grubunda KJ161185 erisim numarali
Ispanya izolatlar1, Yar grubunda KJ161194 erisim numarali Yemen izolatinin bulundugu ve
Cr grubunda ise KF268956 erisim numarali Fransa izolat1 bulunmaktadir. RoW grubunda
ise KJ161186, KJ161173, X97704, X97705, KJ161172 erisim numarali Fransa izolatlari,
KJ161175, KJ161177, KJ161183 erisim numarali Sili izolatlari, KJ161187, KY440645
erisim numarali Tunus izolatlari, KJ161174, AJ278854 erisim numarali Brezilya izolatlari,
KF955619 erisim numarali Giiney Kore izolati bulunmaktadir. Son olarak ise AJ306288
erisim numarali Cin izolat1 ve lilkemizden elde edilen izolatlar bulunmaktadir. Calismada
kullanilan LMYV izolatlar1 olan, TURCNKA, TURCNKB ve TURCNKC’nin KF955619
erisim numarali Gliney Kore izolat1 ile en yakin iliskiyi gosterdigi, AJ306288 erisim
numarasina sahip olan Cin izolat1 ile ikinci en yakin iligkiyi gosterdigi belirlenmistir. Ayrica
yapilan filogenetik analizlerde KJ161194 erisim numarali Yemen izolat1 ile en uzak iligkili

olarak bulunmus ve izolatlarin RoW grubuna dahil oldugu belirlenmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Marul mozaik viriisii izolatlarinin NIb+CP genlerinin amino asit dizilimleri

kullanilarak neighbour-joining yontemi ile olusturulan filogenetik soyagaci.

Krause-Sakate, vd., (2002: 563), yaptiklari ¢alismada 73 LMV izolatinin NIb+CP
birlesimini kodlayan degisken bolgedeki niikleotit sekansina dayali olarak incelemislerdir.
Arastirmalar1 sonucunda olusturduklar filogenetik agaclarda izolatlarin 3 gruba ayrildigini
belirterek bu gruplarin LMV-Yar, LMV-Greek ve LMV-RoW oldugunu bildirmislerdir. Bu
izolatlara yaptiklar1 daha genis analizler sonucunda da LMV-RoW’un 2 alt gruba ayrildigini

ve bunlarin da LMV-most ve LMV-common oldugunu tespit etmislerdir.

Lim, vd., (2014: 184-186), bir baska ¢alismada Kore’nin Muju ilgesinde ortaya ¢ikan
simptomlu marul bitkilerinden elde ettikleri KF955619 erisim numarali LMV-Muju
izolatinin molekiiler karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Calismada olusturulan
filogenetik agacin 3 ana gruba ayrildigin1 ve bu gruplarin daha 6nceden belirlenen LMV-
Yar, LMV-Greek ve izolatlarin biiyiik bir ¢ogunlugunu kapsayan LMV-RoW grubu
oldugunu belirtmislerdir. Kore izolatt olan LMV-Muju’nun NIb+CP genlerinin niikleotit
dizilimlerine gore sekillenmis olan siiflandirmada LMV-RoW grubuna ait oldugunu tespit
etmislerdir. Her iki caligma sonuglari ile bizim elde ettigimiz sonuglar grup diizeyinde

birbirine benzer 6zellik gostermektedir.
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4.3. LMYV Tiim Genom Dizileme Analizleri

[Ik asama olan NIb+CP genlerine gore yapilan niikleotit ve amino asit diizeyinde
benzerlik analizlerinde, calisma 3 izolat lizerinden yiiriitiilmiistiir. 2. agsama olan tiim genom
analizlerinde ise bu izolatlar birbirleri ile %100°e varan bir benzerlik gdsterdigi i¢in bundan
sonraki benzerlik ve filogenetik ¢alismalarinda TURCNKA izolat1 secilmis, TURCNK
olarak isimlendirilerek benzerlik ve filogenetik analizlerde kullanilmistir. Calisma
kapsaminda se¢ilen TURCNK LMV izolatinin tiim genom diizeyinde gen bankasinda

bulunan diger diinya LMV izolatlar1 ile benzerlik iligkileri belirlenmistir.

Niikleotit diizeyinde yapilan benzerlik analizlerinde tiim izolatlar dikkate alindiginda
%82 ile %100 arasinda benzerlik oran1 oldugu goriilmiistiir. Tim genom dizilimlerine gore
TURCNK izolatinin, diinya izolatlar1 ile ilisklerine bakildiginda ise izolatlarin %82-98
araliginda benzerlik gosterdikleri tespit edilmistir. TURCNK LMYV izolatt X97704 erigim
numarasina sahip olan Fransa izolati ile %98 oranla en yiiksek benzerligi gosterirken, en
diisiik benzerligi ise %82 oranla KJ161194 erisim numarali Yemen izolat1 ve KJ161194

erisim numarali Ispanya izolat: ile gosterdigi belirlenmistir (Sekil 8).
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Sekil 8. Marul mozaik viriisii izolatlarinin tiim genom dizilimlerine gore niikleotit

seviyesinde diinya marul mozaik virlisii izolatlar1 ile gosterdigi benzerlik matrisi.

Amino asit temelli benzerlik analizlerinde tiim izolatlar incelendiginde %91 ile %100
arasinda benzerlik orani oldugu gériilmiistiir. Tiim genom dizilimlerine gore TURCNK
izolatinin diinya izolatlar ile iligkilerine bakildiginda ise izolatlarin %92-99 araliginda
benzerlik gosterdikleri tespit edilmistir. TURCNK LMV izolati X97704 erisim numarali
Fransa izolat1 ve AJ306288 erisim numarali Cin izolat1 ile %99 oranla en yiiksek benzerligi
gostermistir. En diisiik benzerligi ise %92 oranla KJ161194 erisim numarali Yemen izolati

ve KJ161185 erisim numaral Ispanya izolat1 ile gosterdigi belirlenmistir (Sekil 9).
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Sekil 9. Marul mozaik viriisii izolatlarinin tiim genom dizilimlerine gére amino asit

seviyesinde diinya marul mozaik virlisii izolatlar1 ile gosterdigi benzerlik matrisi.

Tao, vd., (2002), yaptiklar1 ¢alismada Cin’in Yuhang sehrinde LMV’nin marul
bitkilerinde 6nemli kayiplar olusturmasi nedeniyle segtikleri bir LMV izolatinin tiim genom
dizi analizini ¢alismislardir. Bu izolatin niikleotit ve amino asit diizeyinde diinyanin diger
tilkelerinden elde edilen ve gen bankasina yiiklenen LMV izolatlar1 ile niikleotit diizeyinde
%396,7 ile %98,8 ve amino asit diizeyinde %97,6 ile %99,0 oraninda bir benzerlige sahip
oldugunu bulmuslardir. Bir diger ¢aligmada ise Revers, vd., (1997b), LMV-E ve LMV-O
izolatlarinin tiim genom dizilerini belirleyerek karsilastirmasini yapmislardir. Tiim genom
dizi karsilastirmalar1 sonucunda izolatlarin niikleotit diizeyinde %94 oraninda, amino asit
diizeyinde ise %97 oraninda benzerlik gosterdiklerini belirtmiglerdir. Bu ¢calismalar ve bizim
calismalarimizda elde edilen benzerlik oranlari oldukga yiiksek oranda olup birbirleri ile

uyumlu goriinmektedir.
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4.3.1. 6K1 Genine Gore Benzerlik Sonuclari

6K1 geninin niikleotit dizilimlerine gore TURCNK izolatinin diinya izolatlar1 ile
iliskilerine bakildiginda izolatlarin farkli diizeylerde benzerlik gosterdikleri ve bu oranin
%79-100 araliginda oldugu belirlenmistir. TURCNK LMV izolati KJ161186 erisim
numarali Fransa izolat1 ile %100 oranla en yiiksek benzerligi gosterirken, en diisiik
benzerligi ise %79 oranla KJ161194 erisim numarali Yemen izolat1 ile gostermistir (Sekil

10).
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Sekil 10. Marul mozaik viriisii izolatinin 6K 1 geninin niikleotit dizilimlerine gore diinya

marul mozaik viriisii izolatlar1 ile gostermis olduklart benzerlik matrisi.

6K1 geninin amino asit dizilimlerine gore TURCNK izolatinin diinya izolatlar1 ile
iliskilerine bakildiginda izolatlarin %92-100 araliginda benzerlik gosterdikleri tespit
edilmistir. TURCNK LMV izolati KF955619 erisim numarali Giiney Kore izolati,
KJ161174 erisim numarali Brezilya izolati, AJ306288 erisim numarali Cin izolat1 ve

X97704, KJ161186 erisim numarali1 Fransa izolatlar1 ile %100 oranla en yiiksek benzerligi
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gostermistir. En diisiik benzerligi ise %92 oranla KJ161194 erisim numarali Yemen izolati

ile gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 11).
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Sekil 11. Marul mozaik viriisii izolatinin 6K1 geninin amino asit dizilimlerine gore diinya

marul mozaik viriisii izolatlar1 ile gostermis olduklart benzerlik matrisi.

4.3.2. 6K2 Genine Gore Benzerlik Sonuclari

6K2 geninin niikleotit dizilimlerine gore TURCNK LMYV izolatinin diinya izolatlar1
ile iliskilerine bakildiginda izolatlarin %77-100 araliginda benzerlik gosterdikleri tespit
edilmistir. TURCNK izolatinin AJ306288 erisim numarali Cin izolat1 ile %100 oranla en
yiiksek benzerligi gosterirken, en diisiik benzerligi ise %77 oranla KJ161194 erisim numarali
Yemen izolat1 ve KJ161185 erisim numarali Ispanya izolat1 ile gosterdigi goriilmiistiir (Sekil

12).
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Sekil 12. Marul mozaik viriisii izolatinin 6K2 geninin niikleotit dizilimlerine gore diinya

marul mozaik viriisii izolatlar1 ile gostermis olduklar1 benzerlik matrisi.

6K2 geni amino asit dizilimlerine gore TURCNK izolatinin diinya izolatlari ile
iligkilerine bakildiginda izolatlarin %83-100 araliginda benzerlik gosterdikleri tespit
edilmistir. TURCNK LMV izolat1 X97704, KJ161173, KJ161186 erisim numarali Fransa
izolatlari, AJ278854 erisim numarali Brezilya izolati, KF955619 erisim numarali Giiney
Kore izolati, AJ306288 erisim numarali Cin izolat1 ve KY440645, KJ161187 erisim
numarali Tunus izolatlar1 ile %100 oranla en yiliksek benzerligi gostermistir. En diigiik
benzerligi ise %84 oranla KJ161194 erisim numarali Yemen izolati1 ile gosterdigi

gorilmistir (Sekil 13).
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Sekil 13. Marul mozaik viriisii izolatinin 6K2 geninin amino asit dizilimlerine gore diinya

marul mozaik viriisii izolatlar1 ile gostermis olduklar1 benzerlik matrisi.

4.3.3. Cl Genine Gore Benzerlik Sonuclari

ClI geninin niikleotit dizilimlerine gore TURCNK LMYV izolatinin diinya izolatlari ile
iliskilerine bakildiginda izolatlarin %84-99 araliginda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
TURCNK LMYV izolat1 X97704 erisim numarali Fransa izolat1 ve AJ306288 erisim numarali
Cin izolat1 %99 oranla en yiiksek benzerligi gosterirken, en diisiik benzerligi ise %84 oranla
KJ161194 erisim numarali Yemen izolat1 ve KJ161185 erisim numarali Ispanya izolat: ile

gosterdigi gorilmiistiir (Sekil 14).
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Sekil 14. Marul mozaik viriisii izolatinin CI geninin niikleotit dizilimlerine gore diinya marul

mozaik virtisli izolatlar1 ile gostermis olduklar1 benzerlik matrisi.

ClI geninin amino asit dizilimlerine gére TURCNK izolatinin diinya izolatlar ile
iligkilerine bakildiginda izolatlarin %97-100 araliginda benzerlik gosterdikleri tespit
edilmistir. TURCNK LMYV izolati X97704 erisim numarali Fransa izolati ve AJ306288
erisim numarali Cin izolat1 ile %100 oranla en yiiksek benzerligi gosterirken, en diisiik
benzerligi ise %97 oranla KJ161194 erisim numarali Yemen izolat1 ile gosterdigi

goriilmistiir (Sekil 15).
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Sekil 15. Marul mozaik viriisii izolatinin CI geninin amino asit dizilimlerine gore diinya

marul mozaik viriisii izolatlar1 ile gostermis olduklar1 benzerlik matrisi.

Revers, vd., (1997b: 174), yaptiklar1 ¢alismada marul bitkilerinden elde ettikleri iki
izolatin tim genom sekans dizilerini belirleyerek bu dizilerin karsilagtirmalarini
gerceklestirmislerdir. LMV-E ve LMV-O izolatlariin tiim genom karsilastirmalari
sonucunda CI geni bakimindan niikleotit diizeyinde en diisiik benzerligin %91 oraninda, en
yiiksek benzerligin ise %96 oraninda oldugunu belirtmislerdir. Amino asit diizeyinde ise en
diisiik benzerligin %92 oraninda, en yiiksek benzerligin ise %100 oraninda oldugunu tespit
etmislerdir. Bu calisma ve bizim elde ettigimiz benzerlik ¢aligmasi sonuglar1 birbirine ¢ok

yakindir.

4.3.4. CP Genine Gore Benzerlik Sonuglar:

CP geninin niikleotit dizilimlerine gore TURCNK LMV izolatinin diinya izolatlari
ile iligkilerine bakildiginda izolatlarin %90-100 araliginda benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. TURCNK LMYV izolat1 X97704 erisim numarali Fransa izolat1 ile %100 oranla
en yiiksek benzerligi gosterirken, en diisiik benzerligi ise %90 oranla KJ161194 erisim
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numarali Yemen izolati ve KJ16118 erisim numarali Ispanya izolati ile gosterdigi

goriilmiistiir (Sekil 16).
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Sekil 16. Marul mozaik viriisii izolatinin CP geninin niikleotit dizilimlerine gore diinya

marul mozaik viriisii izolatlar1 ile gostermis olduklart benzerlik matrisi.

CP geninin amino asit dizilimlerine gore TURCNK izolatinin diinya izolatlari ile
iligskilerine bakildiginda izolatlarin %93-99 araliginda benzerlik gosterdikleri tespit
edilmistir. TURCNK LMYV izolati AJ278854 erisim numarali Brezilya izolati, AJ306288
erisim numaral1 Cin izolat1 ve KJ161173, X97704 erisim numarali Fransa izolatlari ile %99
oranla en yiiksek benzerligi gostermistir. En diisiik benzerligi ise %93 oranla KJ161185

erisim numarali ispanya izolat: ile gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 17).
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Sekil 17. Marul mozaik viriisii izolatinin CP geninin amino asit dizilimlerine gére diinya

marul mozaik viriisii izolatlari ile gostermis olduklari benzerlik matrisi.

Benzer bir caligmada Zerbini, vd., (1995: 748), Kaliforniya’dan elde etmis olduklar
LMYV izolatlarina CP genleri bakimindan sekans analizleri yaparak benzerlik oranlarini
belirlemislerdir. LMV-R ve LMV-O izolatlarinin arasindaki karsilastirmalar sonucunda
niikleotit dizilimleri bakimindan izolatlarin %99 oraninda, amino asit diizeyinde ise %95 ile

%099 arasinda benzerlik oran1 gosterdiklerini tespit etmislerdir.

Ulkemizde yapilan bir ¢alismada Dogu Akdeniz Bélgesi'nde marul bitkisinde
goriilen virlis hastaliklarin1 belirlemek amaciyla ¢alismalar yiriitilmistir. Elde edilen
izolatlardan bir tanesinin sekans analizi gerceklestirerek CP geni bakimindan diinyadaki
LMYV izolatlar ile gosterdigi benzerlik iliskilerine bakilmistir. Sekans analizleri sonucunda
izolatin Brezilya izolatlar1 ile %96 oraninda, Cin izolatlar1 ile %91 oraninda benzerlik
gosterdigini tespit etmistir (Alan ve Kamberoglu 2012: 91). Bir baska ¢alismada ise Karanfil,
vd., (2018: 365), Tiirkiye’nin Giiney Marmara illerinden marul yetistirilen alanlardan elde
ettikleri LMYV izolatlarinin CP geninin amino asit ve niikleotit dizilimlerini ¢ikarmislardir.

Analizler sonucunda elde ettikleri niikleotit ve amino asit dizilimlerini kullanarak LMV
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izolatlarinin birbirleri ile ve diinyadaki LMV izolatlar1 ile benzerlik ve filogenetik
iliskilerinin ortaya koymuslardir. izolatlarin, niikleotit dizilimleri bakimindan %89 ile %99
oraninda, amino asit dizilimleri bakimindan ise %93 ile %100 oranlarinda benzer oldugunu

saptamistir.

Sharma ve Jain (2013: 849), Hindistan’da yapilan bir ¢alismada marul alanlarindan
simptom gosteren Dbitkilerden elde edilen bir adet LMV izolatinin molekiiler
karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir. Bu izolati, gen bankasinda bulunan AJ297630
erisim numarali Birlesik Krallik izolati, NC003605 erisim numaralit ABD izolati, AJ278854
erisim numarali Brezilya izolati ve AJ488153, AJ306288 erisim numaralt Cin izolatlari ile
CP genleri bakimindan kiyaslamiglardir. CP genlerinin, niikleotit diizeyinde %96 ile %100
arasinda, amino asit diizeyinde %90 ile %99 arasinda benzerlik gosterdiklerini tespit

etmislerdir.

Bir diger ¢alismada ise Cheng, vd., (2019), Tayvan’da bezelye iiretim bolgelerinden
elde ettikleri izolatlarin molekiiler karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Yaptiklari
analizler sonucunda Iki RT-PCR amplifikonu klonlanmis, sekanslanmis ve kilif protein
genleri bakimindan gen bankasinda bulunan KJ161185 erisim numarali Fransa izolat1 ile
%87,1 ve JQ794776 erisim numarali Hindistan izolat1 ile %97,5 oraninda bir benzerlik
gdstermistir. Iki izolat kendi arasinda ise niikleotit diizeyinde %97,1 ve amino asit diizeyinde
ise %97,5 oraninda benzerlik gosterdigini tespit etmislerdir. Bu ¢alismalardan da

anlasilacagi lizere ¢alisma sonuglari birbirleri ile paralellik gostermektedir.

Gerek iilkemizde gerekse diinyada yapilan caligmalarda bizim elde etti§imiz
sonuglara paralel olarak marul mozaik viriisii izolatlarinin CP genine gore hem niikleotit
hemde amino asit diizeyinde genel olarak %90’in iizerinde bir benzerlik gosterdigi

gorilmektedir.

4.3.5. HC-Pro Genine Gore Benzerlik Sonuclari

HC-Pro geninin niikleotit dizilimine gore TURCNK LMYV izolatinin diinya izolatlar
ile iliskilerine bakildiginda izolatlarin %83-98 araliginda benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. TURCNK LMYV izolat1 X97704 erisim numarali Fransa izolat1 ile %98 oraninda
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en yiiksek benzerligi gosterirken, en diisiik benzerligi ise %83 oranla KJ161194 erisim

numalarali Yemen izolat1 ile gosterdigi belirlenmistir (Sekil 18).
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Sekil 18. Marul mozaik viriisii izolatinin HC-Pro geninin niikleotit dizilimlerine gére diinya

marul mozaik viriisii izolatlar1 ile gostermis olduklart benzerlik matrisi.

HC-Pro geninin amino asit dizilimine gére TURCNK izolatinin diinya izolatlari ile
iligkilerine bakildiginda izolatlarin %95-99,5 araliginda benzerlik gosterdikleri tespit
edilmigtir. TURCNK LMV izolati KF955619 erisim numarali Giiney Kore izolati ve
K97704 erisim numaral1 Fransa izolati ile %99,5 oranla en yiiksek benzerligi gosterirken, en
diisiik benzerligi ise %95 oranla KJ161194 erisim numarali Yemen izolat1 ile gosterdigi

goriilmiistiir (Sekil 19).
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Sekil 19. Marul mozaik viriisii izolatinin HC-Pro geninin amino asit dizilimlerine gore diinya

marul mozaik viriisii izolatlari ile gostermis olduklari benzerlik matrisi.

Revers, vd., (1997b: 172), yaptiklar1 ¢alismada marul bitkilerinden elde ettikleri iki
izolatin tim genom sekans dizilerini belirleyerek bu dizilerin karsilagtirmalarini
gerceklestirmislerdir. LMV-E ve LMV-O izolatlariin tiim genom karsilastirmalari
sonucunda HC-Pro geni bakimindan niikleotit diizeyinde en diisiik benzerligin %91
oraninda, en yiiksek benzerligin ise %99 oraninda oldugunu belirtmiglerdir. Amino asit
diizeyinde ise en diisiik benzerligin %90 oraninda, en yliksek benzerligin ise %100 oraninda

oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alisma ve bizim ¢alismamiz benzer sonuglar1 icermektedir
4.3.6. Nla Genine Gore Benzerlik Sonuglar:
Nla geninin niikleotit dizilimlerine gére TURCNK LMYV izolatinin diinya izolatlar
ile 1iligkilerine bakildiginda izolatlarin %82-99 araliginda benzerlik gosterdigi tespit

edilmistir. TURCNK LMYV izolat1 K97704 erisim numarali1 Fransa izolati, AJ306288 erisim

numarali Cin izolat1 ve KF955619 erisim numalarali Giiney Kore izolat1 ile %99 oraninda
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en yiiksek benzerligi gostermistir. En diisiik benzerlik ise %82 oranla KJ161194 erisim

numalarali Yemen izolat1 ile gosterdigi belirlenmistir (Sekil 20).
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Sekil 20. Marul mozaik viriisii izolatinin Nla geninin niikleotit dizilimlerine gére diinya

marul mozaik viriisii izolatlar1 ile gostermis olduklart benzerlik matrisi.

Nla geninin amino asit dizilimlerine gére TURCNK izolatinin diinya izolatlar ile
iliskilerine bakildiginda izolatlarin %95-100 araliginda benzerlik gosterdikleri tespit
edilmistir. TURCNK LMYV izolati K97704 erisim numarali Fransa izolat1 ile %100 oranla
en yiiksek benzerligi gosterirken, en diisiik benzerligi ise %95 oranla KJ161194 erisim

numarali Yemen izolat1 ile gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 21).
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Sekil 21. Marul mozaik viriisii izolatinin Nla geninin amino asit dizilimlerine gére diinya

marul mozaik viriisii izolatlar1 ile gostermis olduklar1 benzerlik matrisi.

4.3.7. Nla-VPg Genine Gore Benzerlik Sonuclari

Nla-VPg geninin niikleotit dizilimlerine géore TURCNK LMYV izolatinin diinya
izolatlar1 ile iligkilerine bakildiginda izolatlarin %84-99 araliginda benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir. TURCNK LMYV izolat1 AJ306288 ve KF955619 erisim numarali sirasi ile
Cin ve Gliney Kore izolatlar ile %99 oranla en yiiksek benzerligi gosterirken, en diisiik
benzerligi ise %84 oranla KJ161194 erisim numalarali1 Yemen ve KJ161185 erisim numarali

Ispanya izolat1 ile gosterdigi belirlenmistir (Sekil 22).
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Sekil 22. Marul mozaik viriisii izolatinin Nla-VPg geninin niikleotit dizilimlerine gore diinya

marul mozaik viriisii izolatlar1 ile gostermis olduklar1 benzerlik matrisi.

Nla-VPg geninin amino asit dizilimlerine gére TURCNK izolatinin diinya izolatlari
ile iligkilerine bakildiginda izolatlarin %95-100 araliginda benzerlik gosterdikleri tespit
edilmistir. TURCNK LMYV izolati AJ306288 erisim numarali Cin izolat1 ve KJ161186
erisim numarali Fransa izolat1 ile %100 oranla en yiiksek benzerligi gosterirken, en diisiik
benzerligi ise %95 oranla KJ161194 erisim numarali Yemen izolat1 ve KF268956 erisim

numarali Fransa izolat1 ile gosterdigi gortilmiistiir (Sekil 23).
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Sekil 23. Marul mozaik viriisii izolatinin Nla-VPg geninin amino asit dizilimlerine gére

diinya marul mozaik viriisii izolatlar1 ile gdstermis olduklar1 benzerlik matrisi.

Revers, vd., (1997b: 174), marul bitkilerinden elde ettikleri iki izolatin tiim genom
sekans dizilerini belirleyerek bu dizilerin karsilagtirmalarin1 gerg¢eklestirmislerdir. LMV-E
ve LMV-O izolatlarinin tiim genom karsilagtirmalar1 sonucunda Nla-VPg geni bakimindan
niikleotit diizeyinde en diisiik benzerligin %88 oraninda, en yliksek benzerligin ise %94
oraninda oldugunu amino asit diizeyinde ise en diisiik benzerligin %94 oraninda, en yiiksek
benzerligin ise %99 oraninda oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismada bizim ¢alismamizla

uyumlu olarak goriinmektedir.

4.3.8. NIb Genine Gore Benzerlik Sonuclar:

NIb geninin niikleotit dizilimlerine gore TURCNK LMYV izolatinin diinya izolatlar
ile iliskilerine bakildiginda izolatlarin %84-99 araliginda benzerlik gosterdigi tespit

edilmistir. TURCNK LMYV izolat1 X97704 erisim numarali1 Fransa izolati, AJ306288 erisim

numarali Cin izolat1 ve KF955619 erisim numarali Giiney Kore izolati ile %99 oraninda en
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yiiksek benzerligi gosterirken, en diisiik benzerligi ise %84 oranla KJ161185 erisim numarali

Ispanya izolat1 ve KF268956 erisim numarali Fransa izolat1 ile gdstermistir (Sekil 24).
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Sekil 24. Marul mozaik viriisii izolatinin NIb geninin niikleotit dizilimlerine goére diinya

marul mozaik viriisii izolatlar1 ile gostermis olduklart benzerlik matrisi.

NIb geninin amino asit dizilimlerine gére TURCNK izolatinin diinya izolatlari ile
iligkilerine bakildiginda izolatlarin %94-99,5 araliginda benzerlik gosterdikleri tespit
edilmistir. TURCNK LMYV izolat1 AJ306288 erisim numarali Cin izolat1 ve X97704 erisim
numarali Fransa izolati ile 9%99,5 oranla en yiiksek benzerligi gosterirken, en diisiik
benzerligi ise %94 oranla KJ161185 erisim numarali Ispanya izolat1 ile gosterdigi

goriilmiistiir (Sekil 25).
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Sekil 25. Marul mozaik viriisii izolatinin NIb geninin amino asit dizilimlerine gére diinya

marul mozaik viriisii izolatlar1 ile gostermis olduklar1 benzerlik matrisi.

Revers, vd., (1997b: 174), yaptiklar1 ¢alismada marul bitkilerinden elde etiikleri
LMV-E ve LMV-O izolatlarmin tiim genom sekans dizilerini belirleyerek bu dizilerin
karsilagtirmalarin1 gergeklestirmislerdir. Tiim genom karsilagtirmalar1 sonucunda NIb geni
bakimindan niikleotit diizeyinde en diisiik benzerligin %92 oraninda, en yiiksek benzerligin
ise %97 oraninda oldugunu belirtmislerdir. Amino asit diizeyinde ise en diisiik benzerligin

%095 oraninda, en yiiksek benzerligin ise %100 oraninda oldugunu tespit etmislerdir.

Sharma ve Jain (2013: 849), Hindistan’da 2012 yilinda yapilan bir ¢aligmada marul
alanlarindan elde edilen izolatlarin molekiiler karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Bu
izolatlarin, gen bankasinda bulunan AJ488153, AJ306288 erisim numarali Cin izolatlari,
NC003605 erisim numaralt ABD izolati, AJ297630 erisim numarali Birlesik Krallik izolat1,
AJ278854 erisim numarali Brezilya izolati ile NIb genleri bakimindan kiyaslamiglardir. NIb

geninin, niikleotit diizeyinde %93 ile %96 arasinda benzer oldugunu belirlemislerdir.
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4.3.9. P1 Genine Gore Benzerlik Sonuglari

P1 geninin niikleotit dizilimine gore TURCNK LMYV izolatinin diinya izolatlari ile
iligkilerine bakildiginda izolatlarin %75-98 araliginda benzerlik gdsterdigi tespit edilmistir.
TURCNK LMYV izolat1 X97704 erisim numarali Fransa izolat1 ile %98 oranla en yliksek
benzerligi gosterirken, en diisiikk benzerligi ise %75 oranla KJ161194 erisim numalarali
Yemen izolat1 ve KJ161185 erisim numarali Ispanya izolat1 ile gosterdigi belirlenmistir

(Sekil 26).
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Sekil 26. Marul mozaik viriisii izolatinin P1 geninin niikleotit dizilimlerine gore diinya marul

mozaik virtisii izolatlar1 ile gostermis olduklar1 benzerlik matrisi.

P1 geninin amino asit dizilimine gére TURCNK izolatinin diinya izolatlart ile
iliskilerine bakildiginda izolatlarin %74-98 araliginda benzerlik gosterdikleri tespit
edilmistir. TURCNK LMYV izolati X97704 erisim numarali Fransa izolat1 ile %98 oranla en

yiiksek benzerligi gosterirken, en diisiik benzerligi ise %74 oranla KJ161194 erisim numarali
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Yemen izolat1 ve KJ161185 erisim numarali Ispanya izolat1 ile gdsterdigi goriilmiistiir (Sekil

27).
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Sekil 27. Marul mozaik viriisii izolatinin P1 geninin amino asit dizilimlerine gore diinya

marul mozaik viriisii izolatlar1 ile gostermis olduklart benzerlik matrisi.

Revers, vd., (1997b: 172), yaptiklar1 ¢alismada marul bitkilerinden elde ettikleri iki
izolatin tim genom sekans dizilerini belirleyerek bu dizilerin karsilagtirmalarini
gerceklestirmislerdir. LMV-E ve LMV-O izolatlarinin tim genom karsilastirmalar
sonucunda P1 geni bakimindan niikleotit diizeyinde en diisiik benzerligin %91,5 oraninda,
en yiiksek benzerligin ise %98 oraninda oldugunu belirtmislerdir. Amino asit diizeyinde ise
en diisiik benzerligin %86 oraninda, en yliksek benzerligin ise %98 oraninda oldugunu tespit
etmislerdir. Bizim ¢alismamizda elde edilen benzerlik oranlar1 daha diislik olarak gercek-

lesmistir.
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4.3.10. P3 Genine Gore Benzerlik Sonuclari

P3 geninin niikleotit dizilimlerine gore TURCNK LMYV izolatinin diinya izolatlari ile
iligkilerine bakildiginda izolatlarin %81-99,5 araliginda benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir., TURCNK LMYV izolati X97704 erisim numarali Fransa izolati, AJ306288,
KF955619 erisim numarali sirast ile Cin ve Giiney Kore izolatlari ile %99,5 oranla en ytiksek
benzerligi gostermistir. En diisiik benzerligi ise %81 oranla KJ161194 erisim numarali
Yemen izolat1 ve KJ161185 erisim numarali Ispanya izolat1 ile gosterdigi belirlenmistir

(Sekil 28).
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Sekil 28. Marul mozaik viriisii izolatinin P3 geninin niikleotit dizilimlerine gore diinya marul

mozaik viriisli izolatlar1 ile gostermis olduklar1 benzerlik matrisi.

P3 genininin amino asit dizilimine gére TURCNK izolatinin diinya izolatlar ile
iliskilerine bakildiginda izolatlarin %87-100 araliginda benzerlik gosterdikleri tespit
edilmistir. TURCNK LMYV izolat1 X97704 erisim numarali Fransa izolat1 ile %100 oranla
en yiiksek benzerligi gosterirken, en diisiik benzerligi ise %86 oranla KJ161185 erisim
numarali Ispanya izolat1 ile gdsterdigi goriilmiistiir (Sekil 29).
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Sekil 29. Marul mozaik viriisii izolatinin P3 geninin amino asit dizilimlerine gore diinya

marul mozaik viriisii izolatlari ile gostermis olduklari benzerlik matrisi.

Revers, vd., (1997b: 174), marul bitkilerinden elde ettikleri iki izolatin tim genom
sekans dizilerini belirleyerek bu dizilerin karsilastirmalarini gergeklestirmislerdir. LMV-E
ve LMV-O izolatlarinin tiim genom karsilastirmalar1 sonucunda P3 geni bakimindan
niikleotit diizeyinde en diisiik benzerligin %90 oraninda, en yiiksek benzerligin ise %96,8
oraninda oldugunu, amino asit diizeyinde ise en diisiik benzerligin %95 oraninda, en yiiksek

benzerligin ise %100 oraninda oldugunu tespit etmislerdir.

4.4. Filogenetik Analiz Sonuclari

TURCNK izolatinin tiim genom niikleotit dizilimleri kullanilarak olusturulan ve ilk
asamada 5 gruba ayrilan filogenetik soyagacin tiim genom analizlerinde 4 gruba ayrildigi

goriilmektedir. Bunun sebebinin ise Yunanistan orjinli izolatlarin tim genom analizleri

bulunmadigi i¢in yapilan soyagacta yer almamasidir.
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Soyagagta Yar grubunda 1 izolat, Sp grubunda 1 izolat, Cr grubunda 1 izolat ve RoW
grubunda ise 15 izolat bulundugu goriilmektedir. Filogenetik soyaga¢ daha detayli
incelendiginde ise; Yar grubunda KJ161194 erisim numarali Yemen izolati, Sp grubunda
KJ161185 erisim numaral Ispanya izolat1 ve Cr grubunda KF268956 Erisim numarali
Fransa izolati bulunmaktadir. RoW grubunda ise KJ161174, AJ278854 erisim numarali
Brezilya izolatlari, KJ161187, KY440645 erisim numarali Tunus izolatlari, KF955619
erisim numarali Gliney Kore izolati, KJ161186, KJ161173, X97704, X97705, KJ161172
erisim numaral1 Fransa izolatlari, AJ306288 erisim numarali Cin izolat1 bulunmaktadir. Son
olarak ise KJ161175, KJ161177, KJ161183 erisim numarali Sili izolatlar1 ve iilkemizden

elde edilen izolat bulunmaktadir.

Calismada kullanilan LMV izolat1 olan TURCNK KJ161186 erisim numarasina
sahip olan Fransa izolati ile en yakin iliskiyi, ikinci en yakin iligkiyi ise X97704 erisim
numarasina sahip olan yine bir Fransa izolati ile gostermistir. TURCNK nin KJ161194
erisim numarali Yemen izolati ile de en uzak iliskiyi gosterdigi belirlenerek, RoW grubuna

dahil oldugu tespit edilmistir (Sekil 30).
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Sekil 30. Marul mozaik viriisii izolatlarmin tiim genom niikleotit dizilimleri kullanilarak

neighbour-joining yontemi ile olusturulan filogenetik soyagaci.
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4.4.1 6K1 Geni Filogenetik Analiz Sonug¢lari

6K1 geninin niikleotit dizilimlerine gore belirlenen filogenetik soyagag
incelendiginde, temelde 4 ana gruba ayrildigi goriilmektedir. Sp grubunda 1 izolat, Cr
grubunda 1 izolat, Yar grubunda 1 izolat, ve RoW grubunda ise 15 izolat bulunmaktadir.
Filogenetik soyaga¢ daha detaylandirildiginda ise; Yar grubunda KJ161194 erisim numarali
Yemen izolatinin bulundugu, Cr grubunda KF268956 erisim numarali Fransa izolati, Sp
grubunda KJ161185 erisim numarali Ispanya izolat1 bulunmaktadir. RoW grubunda ise
KJ161187, KY440645 erisim numarali Tunus izolatlari, KJ161175, KJ161177, KJ161183
erisim numarali Sili izolatlari, KF955619 erisim numarali Giiney Kore izolati, KJ161174,
AJ278854 erisim numarali Brezilya izolatlari, KJ161186, KJ161173, X97704, X97705,
KJ161172 erisim numarali Fransa izolatlar1 bulunmaktadir. Son olarak ise AJ306288 erigim

numarali Cin izolat1 ve iilkemizden elde edilen izolat bulunmaktadir.

TURCNK LMV izolatinin RoW grubuna dahil oldugu belirlenerek, KJ161186
erisim numarali Fransa izolati ile en yakin iligkili ve KF955619 erisim numarali Giiney Kore
izolat1 ile de ikinci en yakin iligkili oldugu belirlenmistir. Gen bankasinda bulunan diger
LMYV izolatlar1 arasinda en uzak iligkiyi ise KJ161194 erisim numarasina sahip olan Yemen

izolat ile gostermistir (Sekil 31).
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Sekil 31. Marul mozaik viriisii izolatlarinin 6K1 geninin niikleotit dizilimleri kullanilarak

neighbour-joining yontemi ile olusturulan filogenetik soyagaci.
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4.4.2. 6K2 Geni Filogenetik Analiz Sonuclar

6K2 geninin niikleotit dizilimlerine gobre olusturulan filogenetik soyagag
incelendiginde, temelde 4 ana gruba ayrilmis ve Yar grubunda 1 izolat, Sp grubunda 1 izolat,
Cr grubunda 1 izolat ve RoW grubunda ise 15 izolat bulundugu goriilmektedir. Filogenetik
soyaga¢ daha detaylandirildiginda ise; Cr grubunda KF268956 erisim numarali Fransa
izolati, Yar grubunda KJ161194 erisim numarali Yemen izolat1 ve Sp grubunda KJ161185
erisim numarali Ispanya izolat1 bulunmaktadir. RoW grubunda ise KJ161174, AJ278854
erisim numarali Brezilya izolatlari, KJ161187, KY440645 erisim numaralt Tunus izolatlari,
KF955619 erisim numarali Giiney Kore izolati, KJ161186, KJ161173, X97704, X97705,
KJ161172 erisim numarali Fransa izolatlari, AJ306288 erisim numarali Cin izolati
bulunmaktadir. Son olarak ise KJ161175, KJ161177, KJ161183 erisim numarali Sili

izolatlar1 ve tiilkemizden elde edilen izolat bulunmaktadir.

Calismada kullanilan LMV izolatt TURCNK ’nin KF955619 erisim numarali Giiney
Kore izolati ve AJ306288 erisim numarali Cin izolat1 ile en yakin iligkili olarak bulunmustur.
Ikinci en yakin iliskiyi ise KJ161186 erisim numarali Fransa izolat1 ile gosterdigi

belirlenerek TURCNK’nin RoW grubuna dahil oldugu tespit edilmistir (Sekil 32).
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Sekil 32. Marul mozaik viriisii izolatlarinin 6K2 geninin niikleotit dizilimleri kullanilarak

neighbour-joining yontemi ile olusturulan filogenetik soyagaci.

58



4.4.3. CI Geni Filogenetik Analiz Sonuclar

Cl geninin niikleotit dizilimlerine gore sekillenmis olan filogenetik soyagag
incelendiginde, temelde 4 ana gruba ayrildig1r goriilmektedir. Yar grubunda 1 izolat, Cr
grubunda 1 izolat, Sp grubunda 1 izolat ve RoW grubunda ise 15 izolat bulunmaktadir.
Filogenetik soyaga¢ daha detayli incelendiginde ise; Cr grubunda KF268956 erisim
numarali Fransa izolati, Sp grubunda KJ161185 erisim numarali Ispanya izolat:1 ve Yar
grubunda KJ161194 erisim numarali Yemen izolatt bulunmaktadir. RoW grubunda ise
KF955619 erisim numarali Giiney Kore izolati, KJ161186, KJ161173, X97704, X97705,
KJ161172 erisim numarali Fransa izolatlari, KJ161187, KY440645 erisim numarali Tunus
izolatlar1, KJ161175, KJ161177, KJ161183 erisim numaral1 Sili izolatlari, AJ306288 erisim
numarali Cin izolati bulunmaktadir. Son olarak ise KJ161174, AJ278854 erisim numarali

Brezilya izolatlar1 ve iilkemizden elde edilen izolat bulunmaktadir.

TURCNK LMV izolatinin RoW grubuna dahil oldugu belirlenerek, AJ306288
erisim numarali Cin izolat1 ile en yakin iligkiyi gostermistir. X97704 erisim numarali Fransa
izolati ile ikinci en yakin iliskiyi ve KJ161194 erisim numarali Yemen izolat1 ile de en uzak

iligkiyi gosterdigi goriilmektedir (Sekil 33).
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Sekil 33. Marul mozaik viriisii izolatlarinin CI geninin niikleotit dizilimleri kullanilarak

neighbour-joining yontemi ile olusturulan filogenetik soyagaci.
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4.4.4. CP Geni Filogenetik Analiz Sonuglar:

CP geninin niikleotit dizilimlerine gore olusturulan filogenetik soyagag
incelendiginde, temelde 4 ana gruba ayrilmis oldugu belirlenmis ve Cr grubunda 1 izolat,
Yar grubunda 1 izolat, Sp grubunda 1 izolat, ve RoW grubunda ise 15 izolat bulundugu
goriilmektedir. Filogenetik soyaga¢ daha detaylandirildiginda ise; Yar grubunda KJ161194
erisim numarali Yemen izolati, Cr grubunda ise KF268956 erisim numarali Fransa izolati ve
Sp grubunda KJ161185 erisim numaral1 Ispanya izolat: bulunmaktadir. RoW grubunda ise
KJ161174, AJ278854 erisim numarali Brezilya izolatlari, KJ161187, KY440645 erisim
numarali Tunus izolatlari, KF955619 erisim numarali Giliney Kore izolati, KJ161186,
KJ161173, X97704, X97705, KJ161172 erisim numaral1 Fransa izolatlari, AJ306288 erisim
numarali Cin izolat1 bulunmaktadir. Son olarak ise KJ161175, KJ161177, KJ161183 erisim

numarali Sili izolatlar1 ve iilkemizden elde edilen izolat bulunmaktadir.

Calismada kullanilan LMYV izolati TURCNK’ ’nin AJ306288 erisim numarali Cin
izolat1 ile en yakin iligkili, X97704 erisim numarali Fransa izolati ile de ikinci en yakin
iligkili oldugu goriilmektedir. KJ161194 erisim numarali Yemen izolati ile ise en uzak
iliskiyi gosterdigi belirlenerek iilkemizden elde edilen TURCNK izolatinin RoW grubuna
dahil oldugu tespit edilmistir (Sekil 34).
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Sekil 34. Marul mozaik viriisii izolatlarinin CP geninin niikleotit dizilimleri kullanilarak
neighbour-joining yontemi ile olusturulan filogenetik soyagaci.
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Tao, vd., (2002), Cin’in Zhejiang ili, Yuhang sehrinden elde ettikleri bir adet LMV
izolatinin molekiiler karakterizasyonunu gergeklestirmisglerdir. CP genine ait olan ve 5p-
UTR’nin nt dizisine dayali yaptiklar1 filogenetik ¢alismalar sonucunda izolatlarin 3 gruba
ayrildigin1 belirtmislerdir. Bu gruplarin Bati Avrupa-Kaliforniya, Yunanistan ve Yemen
oldugunu belirterek Cin LMV izolatinin biiyiik olasilikla Kaliforniya veya Bati Avrupa
orjinli oldugunu belirtmislerdir.

Alan ve Kamberoglu (2012: 91-92), iilkemizde yapilan bir ¢alismada ise Dogu
Akdeniz Bolgesi’nde marul bitkisinde goriilen virlis hastaliklarinin belirlenmesi amaci ile
bir ¢aligma yiirtitmiistlir. Arastirict marul bitkilerinden elde ettigi LMV izolatinin RT-PCR
analizleri ile CP genine ait olan niikleotit ve amino asit dizilerini ¢ikarmigtir. Elde ettigi
niikleotit ve amino asit dizilerini dilnya LMV izolatlar1 ile benzerlik ve filogenetik iligkilerini
belirlemistir. Olusturdugu filogenetik soyagacta Dogu Akdeniz Bolgesi’nden elde edilen
marul izolatinin Amerika izolatlari ile en yakin iligkili oldugunu ve LMV izolatinin RoW

grubunda bulundugunu tespit etmistir.

Karanfil, vd., (2018: 365-367), yaptiklar1 ¢calismada Giiney Marmara Bolgesi illeri
ve ilgelerinden enfekteli oldugunu belirledikleri 6rneklerin i¢inden 15 tanesini segerek RT-
PCR analizleri ile CP genlerinin amino asit ve niikleotit dizilimlerini ¢ikarmiglardir. Elde
ettikleri niikleotit ve amino asit dizilerini kullanarak LMV izolatlarinin diinyadaki LMV
izolatlar1 ile filogenetik iliskilerini ortaya koymuslardir. Arastirma sonuglarinda izolatlarin
filogenetik agaclarda 4 gruba ayrildigini belirleyerek Tiirkiye Giiney Marmara Bolgesi’nden
elde edilen LMV izolatlarinin birbirleri ile yakin iliski gdsterdigini ve RoW grubuna dahil
oldugunu tespit etmislerdir. RoW grubu icinde ¢ok sayida yakin iligki gosteren alt grup
bulundugunu ve Giiney Marmara Bolgesi’nden elde edilen LMV izolatlarinin amino asit
sekanslar1 kullanilarak olusturulan filogenetik agaglarda artan sekans benzerligi nedeniyle
olusan alt gruplarin azaldigini belirtmislerdir. Bu ¢alismada da TURCNK LMYV izolatt RoOW

grubu i¢inde yer almigtir.
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4.4.5. HC-Pro Geni Filogenetik Analiz Sonuglar:

HC-Pro geninin niikleotit dizilimlerine gore sekillenmis olan filogenetik soyagag
incelendiginde, temelde 4 ana gruba ayrildig1r goriilmektedir. Yar grubunda 1 izolat, Cr
grubunda 1 izolat, Sp grubunda 1 izolat ve RoW grubunda ise 15 izolat bulunmaktadir.
Filogenetik soyaga¢ daha detayli incelendiginde ise; Yar grubunda KJ161194 erisim
numarali Yemen izolati, Cr grubunda KF268956 erisim numarali Fransa izolati ve Sp
grubunda KJ161185 erisim numarali Ispanya izolati bulunmaktadir. RoW grubunda
bulunanan izolatlar ise KF955619 erisim numarali Giiney Kore izolati, KJ161186,
KJ161173, X97704, X97705, KJ161172 erisim numarali Fransa izolatlar, KJ161187,
KY440645 erisim numarali Tunus izolatlari, KJ161175, KJ161177, KJ161183 erisim
numarali Sili izolatlari, AJ306288 erisim numaral1 Cin izolat1 bulunmaktadir. Son olarak ise
KJ161174, AJ278854 erisim numarali Brezilya izolatlar1 ve lilkemizden elde edilen izolat

bulunmaktadir.

TURCNK LMV izolatinin RoW grubuna dahil oldugu belirlenerek, KJ161186
erisim numarali Fransa izolat1 ile en yakin, AJ306288 erisim numarali Cin izolat1 ile de ikinci
en yakin iligkili olarak belirlenmistir. KJ161194 erisim numarali Yemen izolat1 ile de en

uzak iligkiyi gosterdigi goriilmektedir (Sekil 35).
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Sekil 35. Marul mozaik viriisii izolatlarinin HC-Pro geninin niikleotit dizilimleri kullanilarak

neighbour-joining yontemi ile olusturulan filogenetik soyagaci.
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4.4.6. Nla Geni Filogenetik Analiz Sonuclar:

Nla geninin niikleotit dizilimlerine goére belirlenen filogenetik soyagag
incelendiginde, temelde 4 ana gruba ayrilmis oldugu belirlenmis ve Cr grubunda 1 izolat,
Yar grubunda 1 izolat, Sp grubunda 1 izolat, ve RoW grubunda ise 15 izolat bulundugu
goriilmektedir. Filogenetik soyaga¢ daha detaylandirildiginda ise; Sp grubunda KJ161185
erisim numaral1 Ispanya izolati, Yar grubunda KJ161194 erisim numarali Yemen izolat1 ve
Cr grubunda KF268956 erisim numarali Fransa izolatt bulunmaktadir. RoW grubunda ise
KJ161186, KJ161173, X97704, X97705, KJ161172 erisim numarali Fransa izolatlari,
KJ161174, AJ278854 erisim numarali Brezilya izolatlari, KJ161187, KY440645 erisim
numarali Tunus izolatlari, KF955619 erisim numarali Giiney Kore izolati, AJ306288 erisim
numarali Cin izolat1 bulunmaktadir. Son olarak ise KJ161175, KJ161177, KJ161183 erisim

numarali Sili izolatlar1 ve iilkemizden elde edilen izolat bulunmaktadir.

Calismada kullanilan LMV izolati TURCNK’nin AJ306288 erisim numarali Cin
izolat1 ile en yakin iligkili, X97704 erisim numarali Fransa izolat1 ile de ikinci yakin iliskili
oldugu belirlenmistir. KJ161194 erisim numarali Yemen izolat1 ile ise en uzak iligkiyi
gosterdigi ve tilkemizden elde edilen TURCNK izolatinin RoW grubuna dahil oldugu tespit
edilmistir (Sekil 36).
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Sekil 36. Marul mozaik viriisli izolatlarinin NIa geninin niikleotit dizilimleri kullanilarak

neighbour-joining yontemi ile olusturulan filogenetik soyagaci.
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4.4.7. Nla-Vpg Geni Filogenetik Analiz Sonug¢lar:

Nla-VPg geninin niikleotit dizilimlerine gore sekillenmis olan filogenetik soyagag
incelendiginde, 4 ana gruba ayrildig1 goriilmektedir. Sp grubunda 1 izolat, Yar grubunda 1
izolat, Cr grubunda 1 izolat ve RoW grubunda ise 15 izolat bulunmaktadir. Filogenetik
soyaga¢ daha detayli incelendiginde ise; Yar grubunda KJ161194 erisim numarali Yemen
izolati, Cr grubunda KF268956 erisim numarali Fransa izolat1 ve Sp grubunda KJ161185
erisim numarali Ispanya izolat1 bulunmaktadir. RoW grubunda bulunanan izolatlar ise
KJ161187, KY440645 erisim numarali Tunus izolatlari, KF955619 erisim numarali Giiney
Kore izolati, KJ161186, KJ161173, X97704, X97705, KJ161172 erisim numarali Fransa
izolatlar1, KJ161175, KJ161177, KJ161183 erisim numaral1 Sili izolatlari, AJ306288 erisim
numarali Cin izolati bulunmaktadir. Son olarak ise KJ161174, AJ278854 erisim numarali

Brezilya izolatlar1 ve iilkemizden elde edilen izolat bulunmaktadir.

TURCNK LMV izolatinin RoW grubuna dahil oldugu belirlenerek, AJ306288
erisim numarali Cin izolat1 ile en yakin iliskili, KF955619 erisim numarali Giiney Kore
izolat1 ile de ikinci yakin iligkili olarak belirlenmistir. KJ161194 erisim numarali Yemen

izolati ile de en uzak iliskiyi gosterdigi goriilmektedir (Sekil 37).
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Sekil 37. Marul mozaik virlisii izolatlarinin NIa-VPg geninin niikleotit dizilimleri

kullanilarak neighbour-joining yontemi ile olusturulan filogenetik soyagaci.
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4.4.8. NIb Geni Filogenetik Analiz Sonuglar:

NIb geninin niikleotit dizilimlerine gore olusturulan filogenetik soyagag
incelendiginde, temelde 4 ana gruba ayrilmis oldugu belirlenmis ve Cr grubunda 1 izolat,
Yar grubunda 1 izolat, Sp grubunda 1 izolat, ve RoW grubunda ise 15 izolat bulundugu
goriilmektedir. Filogenetik soyaga¢ daha detaylandirildiginda ise; Yar grubunda KJ161194
erisim numarali Yemen izolati, Cr grubunda KF268956 erisim numarali Fransa izolat1 ve
Sp grubunda KJ161185 erisim numaral1 Ispanya izolat: bulunmaktadir. RoW grubunda ise
KJ161174, AJ278854 erisim numarali Brezilya izolatlari, KJ161187, KY440645 erisim
numarali Tunus izolatlari, KF955619 erisim numarali Giliney Kore izolati, KJ161186,
KJ161173, X97704, X97705, KJ161172 erisim numaral1 Fransa izolatlari, AJ306288 erisim
numarali Cin izolat1 bulunmaktadir. Son olarak ise KJ161175, KJ161177, KJ161183 erisim

numarali Sili izolatlar1 ve iilkemizden elde edilen izolat bulunmaktadir.

Caligmada kullanilan LMV izolatt TURCNK’nin RoW grubuna dahil oldugu tespit
edilerek AJ306288 erisim numarali Cin izolat: ile en yakin iliskiyi gdstermistir. Ikinci en
yakin iliskiyi ise KF955619 erisim numarali Gliney Kore izolat1 ile gdstermis ve KJ161194

erisim numarali Yemen izolati ile de en uzak iligkili olarak belirlenmistir (Sekil 38).
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Sekil 38. Marul mozaik viriisii izolatlarinin NIb geninin niikleotit dizilimleri kullanilarak

neighbour-joining yontemi ile olusturulan filogenetik soyagaci.
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4.4.9. P1 Geni Filogenetik Analiz Sonuclar

P1 geninin niikleotit dizilimlerine gore sekillenmis olan filogenetik soyagag
incelendiginde, temelde 4 ana gruba ayrildig1r goriilmektedir. Yar grubunda 1 izolat, Cr
grubunda 1 izolat, Sp grubunda 1 izolat ve RoW grubunda ise 15 izolat bulunmaktadir.
Filogenetik soyaga¢ daha detayli incelendiginde ise; Cr grubunda KF268956 erisim
numarali Fransa izolati, Yar grubunda KJ161194 erisim numarali Yemen izolat1 ve Sp
grubunda KJ161185 erisim numarali Ispanya izolati bulunmaktadir. RoW grubunda
bulunanan izolatlar ise KF955619 erisim numarali Giiney Kore izolati, KJ161186,
KJ161173, X97704, X97705, KJ161172 erisim numarali Fransa izolatlar, KJ161187,
KY440645 erisim numarali Tunus izolatlari, KJ161175, KJ161177, KJ161183 erisim
numarali Sili izolatlari, AJ306288 erisim numaral1 Cin izolat1 bulunmaktadir. Son olarak ise
KJ161174, AJ278854 erisim numarali Brezilya izolatlar1 ve lilkemizden elde edilen izolat

bulunmaktadir.

TURCNK LMV izolatinin RoW grubuna dahil oldugu belirlenerek, KJ161186
erisim numarali Fransa izolati ile en yakin iliskiyi, X97704 erigsim numarali yine bir Fransa
izolat1 ile de ikinci yakin iligkiyi gostermektedir. KJ161194 erisim numarali Yemen izolat

ile de en uzak iligkili oldugu belirlenmistir (Sekil 39).
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Sekil 39. Marul mozaik virlisii izolatlarinin P1 geninin niikleotit dizilimleri kullanilarak

neighbour-joining yontemi ile olusturulan filogenetik soyagaci.
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4.4.10. P3 Geni Filogenetik Analiz Sonuclar:

P3 geninin niikleotit dizilimlerine gore olusturulan filogenetik soyagag
incelendiginde, temelde 4 ana gruba ayrilmis oldugu belirlenmis ve Cr grubunda 1 izolat,
Yar grubunda 1 izolat, Sp grubunda 1 izolat, ve RoW grubunda ise 15 izolat bulundugu
goriilmektedir. Filogenetik soyaga¢ daha detaylandirildiginda ise; Yar grubunda KJ161194
erisim numarali Yemen izolati, Cr grubunda KF268956 erisim numarali Fransa izolat1 ve Sp
grubunda KJ161185 erisim numarali Ispanya izolat1 bulunmaktadir. ROW grubunda ise
KJ161174, AJ278854 erisim numarali Brezilya izolatlari, KJ161187, KY440645 erisim
numarali Tunus izolatlari, KF955619 erisim numarali Giliney Kore izolati, KJ161186,
KJ161173, X97704, X97705, KJ161172 erisim numaral1 Fransa izolatlari, AJ306288 erisim
numarali Cin izolat1 bulunmaktadir. Son olarak ise KJ161175, KJ161177, KJ161183 erisim

numarali Sili izolatlar1 ve iilkemizden elde edilen izolat bulunmaktadir.

Calismada kullanilan LMV izolatt TURCNK ’nin KF955619 erisim numarali Giiney
Kore izolati ile en yakin, X97704 erisim numarali Fransa izolat1 ile de ikinci en yakin iligkiyi
gostermistir. Ayrica iilkemizden elde edilen TURCNK izolatinin RoW grubuna dahil oldugu
belirlenerek, KJ161194 erisim numarali Yemen izolat: ile ise en uzak iligkiyi gosterdigi

tespit edilmistir (Sekil 40).
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Sekil 40. Marul mozaik viriisii izolatlarinin P3 geninin niikleotit dizilimleri kullanilarak

neighbour-joining yontemi ile olusturulan filogenetik soyagaci.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Yapilan tez c¢alismasi kapsaminda kullanilan LMV izolatlar1 Giiney Marmara
Bolgesi’'nden ve LMV ile enfekteli oldugu daha oOnceden tespit edilmis olan marul
bitkilerinden elde edilmistir LMV izolatlarinin molekiiler karakterizasyonunun
gergeklestirilmesi amaci ile ilk asamada RT-PCR caligsmalar1 yapilarak enfekteli olan 3 adet
LMYV izolatinin NIb+CP genlerine ait olan 1430 b¢ uzunlugunda bandlar elde edilmistir.
LMV’nin NIb+CP genlerine spesifik olan primer giftleri ile TURCNKA, TURCNKB ve
TURCNKC izolatlarinin niikleotit ve amino asit diizeyinde sekans dizileri ¢ikarilarak
diinyada bulunan diger LMV izolatlar1 ile gosterdigi benzerlik oranlar1 ve filogenetik

iligkileri ortaya konmustur.

TURCNKA, TURCNKB ve TURCNKC izolatlarinin NIb+CP genlerine ait niikleotit
diizeyinde %73 ile %98 araliginda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. En yiiksek benzerligi
%98 oraninda X97704, KJ161186 erisim numarali Fransa izolatlari, AJ306288 erisim
numarali Cin izolat1 ve KF955619 erisim numarali Giiney Kore izolat1 ile gostermistir. En
diisiik benzerligi ise %75 oraninda KJ161194 erisim numarali Ispanya izolat1 ve Z78228,
778229, 7278230 erisim numaralarina sahip olan Yunanistan izolatlar1 ile gosterdigi tespit

edilmistir.

TURCNKA, TURCNKB ve TURCNKC izolatlarinin NIb+CP genlerine ait amino
asit bazli yapilan benzerlik oranlarinda ise izolatlarin, %76 ile %99 araliginda benzerlik
gosterdikleri goriilmistiir. LMV izolatlar1 AJ306288 erisim numarali Cin izolat1 ile %99
oraninda en yliksek benzerligi gosterirken, en diisiik benzerligi ise %76 oran ile KJ161194
erisim numarali Ispanya izolat1 ve Z78228, Z78229, 278230 erisim numaralarina sahip olan

Yunanistan izolatlar1 ile gosterdigi tespit edilmistir

Gergeklestirilen filogenetik analizlerde ise TURCNKA, TURCNKB ve TURCNKC
izolatlarmin NIb+CP genlerinin niikleotit ve amino asit dizilimlerine gore belirlenen
filogenetik soyaga¢ incelendiginde, temelde 5 ana gruba ayrildigi goriilmistiir. Yar
grubunda 1 izolat, Gr grubunda 3 izolat, Sp grubunda 1 izolat, Cr grubunda 1 izolat ve RoW

grubunda ise 17 izolat bulunmaktadir. NIb+CP gen golgelerinin, gen bankasinda bulunan
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diger LMV izolatlar ile yakin iligkili oldugu goriilmiistiir. Filogenetik analizleri belirlenen

izolatlarin niikleotit ve amino asit diizeyinde RoW grubuna dahil oldugu belirlenmistir.

Calismanin 2. asamasinda ise secilen TURCNK LMYV izolatinin tiim genomunun
belirlenmesi i¢in yapilan RT-PCR ¢aligmalarinda istenilen biiyiikliikte bandlar elde
edilmistir. Elde edilen PCR iirtinleri kullanilarak TURCNK izolatinin niikleotit ve amino asit
dizileri belirlenerek gen bankasinda bulunan izolatlar ile iliskileri ortaya konmustur.
Niikleotit diizeyinde yapilan tiim genom benzerlik analizlerinde izolatin %82 ile %98
araliginda benzerlik gosterdigi goriilmiistir. TURCNK LMV izolati X97704 erisim
numarasina sahip olan Fransa izolati ile %98 oranla en yiiksek benzerligi gosterirken, en
diisiik benzerligi ise %82 oranla KJ161194 erisim numarali Yemen izolat1 ve KJ161194

erisim numaral1 ispanya izolati ile gdsterdigi belirlenmistir.

Amino asit diizeyinde yapilan benzerlik analizlerinde TURCNK LMV izolatinin tiim
genom benzerlikleri incelendiginde ise %92 ile %99 araliginda benzerlik gésterdigi tespit
edilmistir. TURCNK LMYV izolati X97704 erisim numarali Fransa izolati ve AJ306288
erisim numarali Cin izolat1 ile %99 oranla en yliksek benzerligi gostermistir. En disiik
benzerligi ise %92 oranla KJ161194 erisim numarali Yemen izolat1 ve KJ161185 erisim

numaral Ispanya izolat1 ile gosterdigi belirlenmistir.

TURCNK LMYV izolatinin tiim genom niikleotit dizilimleri kullanilarak olusturulan
filogenetik agaglarda ise izolatlarin 4 gruba ayrildigi belirlenmistir. Yar grubunda 1 izolat,
Sp grubunda 1 izolat, Cr grubunda 1 izolat ve RoW grubunda ise 15 izolat bulundugu
TURCNK izolatinin da RoW grubuna dahil oldugu tespit edilmistir. RoOW grubu daha
detaylandirildiginda ise bu gruba dahil olan Brezilya izolatlari, Tunus izolatlari, Fransa
izolatlar1, Sili izolatlar1, Giiney Kore izolati, Cin izolati ve son olarak ise lilkemizden elde
edilen izolat bulunmaktadir. Calismada kullanilan LMYV izolati olan TURCNK, KJ161186
erisim numarasina sahip olan Fransa izolati ile en yakin iliskiyi, ikinci en yakin iligkiyi ise
X97704 erisim numarasina sahip olan yine bir Fransa izolati ile gostermistir. TURCNK nin

KJ161194 erisim numarali Yemen izolat1 ile de en uzak iliskiyi gosterdigi belirlenmistir.

Marul tariminda ekonomik olarak kayba neden olan sorunlarin arasinda viriis

hastaliklar1 da ilk siralarda gelmektedir. Viriislerin olusturdugu zararlar yildan yila
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degisiklik gostermekle beraber LMV marul yetistiriciligi yapilan yerlerde hastaligin
kontroliiniin saglanamadig1 durumlarda 6nemli {iriin kayiplarina neden olmaktadir. LMV ile
enfekteli bitkilerin 6zsular ile kolaylikla mekanik olarak taginabilmektedir. Marul tariminin
yogun sekilde yapildigi alanlarda bu durum biiylik bir sorun olusturmaktadir. Marul
alanlarinda yaptig1 siddetli zararlar ve verim kayiplart olusturarak ekonomik olarak énemli
kayiplara neden olabilmektedir. Etmenin neden oldugu kayiplar tohum sertifikasyonu, ekim
nobetine benzer uygulamalar ile marul yetistiriciliginde bos bir periyot birakilmasi, yabanci

ot kontrolii ve yaprak bitleri ile savasim gibi 6nlemler ile azaltilabilmektedir.

Gergeklestirilen bu galigma ile lilkemizde ilk kez LMV izolatinin tiim genom sekans
dizileri belirlenmistir. Hastaligin orijinine iliskin yeni bulgular elde edilmistir. Gen
bankasina kaydedilen izolatlar bundan sonraki ¢aligsmalara kaynak teskil ederek, elde edilen
tim bulgular ulusal ve uluslararasi alanlarda bilim diinyasinin hizmetine sunulmustur.
Bundan sonra yapilacak olan ¢aligmalarda ise molekiiler karakterizasyonun LMV ’nin diger
konukgularinda da belirlenmesi ve dayamiklilik ile ilgili c¢alismalara agirlik verilmesi

gerektigi diistiniilmektedir.
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