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OZET

Pepper Vein Yellows Virus (PeVYV)'in TUM GENOM DIiZILEMESI ve
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Ceren SERCE OGUT
Yuksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. Hakan FIDAN
Kasim 2020; 44 sayfa

Solanaceae familyasinda yer alan biber (Capsicum annuum), dinyada ve
iilkemizde iiretim alan1 ve miktar1 bakimindan ikinci sirada yer alan sebze tiiriidiir. Ort(
alt1 biber iiretiminin en fazla oldugu Antalya ili ve ¢evresinde son zamanlarda Pepper
vein yellows virus (PeVYV) enfeksiyonuna sik¢a belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda
PeVYV’nin molekiler karakterizasyonu yapilarak nikleik asit dizilimleri ve protein
duzeyi belirlenmistir.

2019-2020 yillar1 arasinda Antalya ilinde simptomatolojik olarak tespit edilmis
olan PeVYV cins ve tiir bazindaki primerler ile RT-PCR c¢alismalar1 yapilmistir.
PeVYV’nin genom primerleri kullanilarak tiim genom dizilemesi elde edilmistir. Biber
bitkilerinden alinan virionlar ge¢irimli elektron mikroskobu ile incelenmistir ve 25 nm’lik
kiiresel  parcaciklar  fotograflanmistir.  Biyoinformatik ¢aligmalar  sonucunda
PeVYVAntO1 izolatnin, %95 oraninda benzer bulundugu Yunanistan’dan kaydedilen
biber izolat1 ve Italya’dan kaydedilen biber izolat1 ile ayn1 grupta yer aldig1 tespit
edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Biber, Elektron mikroskop, Molekiiler karakterizasyon,
PeVYV, RT-PCR, Tim genom, Viris

JURI: Do¢. Dr. Hakan FIDAN
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ABSTRACT

FULL GENOME SEQUENCE AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
Pepper Vein Yellows Virus (PeVYV)

Ceren SERCE OGUT
MSc Thesis in Plant Protection
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hakan FIDAN
November 2020; 44 pages

Pepper (Capsicum annuum), which is in the Solanaceae family, is grown most
produced vegetable plants in the world and in our country in terms of production area and
amount. Pepper vein yellows virus (PeVYYV) infection has been frequently encountered
in Antalya and its surroundings, where greenhouse pepper production is highest. Nucleic
acid sequences and protein levels were determined by molecular characterization of
PeVYV in this thesis study.

The verification was performed by RT-PCR with the PeVYV genus and species-
based primers that were detected symptomatologically in Antalya between 2019-2020.
Whole genome sequencing was achieved using the genome primers of PeVYV. Virions
taken from pepper plants were examined with a transmission electron microscope and
spherical particles of 25 nm were photographed. As a result of bioinformatics studies, it
was determined that PeVYVAnNtOL isolate is in the same group with pepper isolate
recorded from Greece and pepper isolate recorded from Italy, which is 95% similar.

KEYWORDS: Electron microscope, Full genome, Molecular characterization, Pepper,
PeVYV, RT-PCR, Virus

COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Hakan FIDAN
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GIRIS C. SERCE OGUT

1. GIRIS

Yeni diinya tiirii olarak adlandirilan Capsicum annuum (biber), Solanaceae
familyasi igerisinde yer almaktadir (Govindarajan vd. 1986). Anavatani, Giiney Amerika
ve Giiney Brezilya oldugu bildirilen Capsicum annuum L., sicak ve iliman iklimlerde
yetistirilmektedir. Christopher Colomb ve arkadaslar1 1492 yilinda Amerika'y1
kesfettikleri sirada ac1 meyveleri olan bitkiler ile karsilasmis ve bu bitkinin ac1 biber
oldugunu kesfetmislerdir. Biber bitkisi, Amerika’dan Avrupa’ya daha sonra Cin,
Hindistan, Ispanya ve tiim Avrupa iilkelerine yayilmistir. 16. yy. icerisinde Hindistan,
Ispanya ve Italya iilkeleri ile Osmanli Imparatorlugu arasindaki ticaret sayesinde
Istanbul’a ulagmustir (Andrews 1999).

Capsicum cinsi i¢inde 30'dan fazla tiir vardir. Capsicum cinsinin ¢ogu 2n=24
kromozomlu olmakla birlikte yabani biberlerde 2n=48 kromozoma sahip tirler
bulunmaktadir (Krug 1986). Capsicum cinsi igerisinde alt1 ana tiir olan C. annuum, C.
frutescens, C. chinense, C. baccatum, C. pubescen ve C. assamicum en yaygim olarak
yetistirilen tiirlerdir (Lee 2019).

Sekil 1. 1. Biber turlerinin meyveleri (Anonymus 2020)

Biber, insanlarin gida ihtiyacini ve ila¢ sanayi hammadde karsilamak iizere diinya
capinda yetistiriciligi yapilan sebze tiirlerinden birisidir. Yaygin olarak yetistirilen biber
tipleri; sofralik olarak sivri, dolmalik, carliston, kapya, tursuluk biberler, siis biberleri ve
kurutmalik olarak yerel biberler gibi tiplerdir. Biberin insan saghgi iizerindeki faydalar1
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oldukca 6nemlidir. Yesil biberler A provitamini, B1, B2, C, E vitaminlerince zengindir.
Kapsaisin alkoloiti icermektedir (Bozokalfa ve Esiyok 2010). Kapsaisin; safra olusumunu
uyararak kolesteroliin viicuttan atilimi i¢in dnemli rol oynar, antikarsinojenik, analjezik,
antioksidan, antijenotoksik ve antimutajenik olmak uzere birgok farmakolojik etkiye
sahiptir, istah agic1 ve idrar arttirici etkisi vardir ve sindirimi kolaylastirdig1 bilinmektedir
(Arin 2018).

Diinyadaki toplam biber iiretimine bakildiginda 2018 yil itibari ile 1.990.433 ha
alanda 36.771.482 ton iiretim yapilmistir. Ulkeler bazinda iiretimde 18.214.018 ton ile
birinci sirada yer alan Cin’i, 3.379.289 ton ile Meksika takip etmektedir. Turkiye ise
2.625.669 ton ile ti¢iincii sirada yer almaktadir (FAOSTAT 2018). 2019 yilinda Turkiye
yaklasik 2.630.000 ton biber {iretimi yapilmistir. Antalya’nin pay1 ise 63.270 dekar biber
iretim alaninda 501.213 ton {iriin elde etmistir. Antalya biber tiretiminin Tiirkiye’deki
pay1 %19°dur (TUIK, 2019). Antalya bélgesinde biber tirlerine ait tiretim bilgileri cizelge
1.1’e aktarilmistir.

Cizelge 1. 1. 2019 yilina ait Antalya biber {iretim bilgileri

Uriin Dekar Ton
Salgalik (kapya) 15587 131920
Dolmalik 13597 104730
Sivri 26142 177479
Carliston 7944 87084

Tirkiye ortii alt1 yetistiriciliginde en yaygin sebzelerin basinda domates ve ikinci
sirada biber yer almaktadir. Ulkemiz sartlarinda biber iiretimi hem agikta hem rtii altinda
yapilabilmekte; fakat iklim degisikligi, toprak istegi ve ekim nobeti tercihinden dolay1
her bolgede yetistirilememektedir. Biber iiretiminde 6nemli kayiplara neden olan baslica
sorunlar biyotik ve abiyotik faktdrler olarak ikiye ayrilmaktadir. Biyotik etmenler
icerisinde yer alan fungus, bakteri, nematod ve viriis kaynakli pek ¢ok hastalik etmeni
bibere ariz olmakta ve bunun sonucunda da kalite ve verim kayiplar1 ortaya ¢ikmaktadir
(Fidan ve Sarikaya 2020). Bu hastalik etmenleri arasinda en ¢ok viriis hastaliklar1 verim
kaybma sebep olmaktadir. Ayrica diinyanin pek ¢ok yerinde biber yetistirilen alanlarda
verim disiikliiklerinin yani sira, meyve kalitesinde de bozukluklara sebep olmaktadir
(Fidan ve Barut 2019).

Diinya genelinde biber yetistirilen alanlarda ciddi problemler olusturan 43’iin
iizerinde viriis rapor edilmistir (Celik vd. 2013). Ulkemiz ise biber tretimini olumsuz
yonde etkileyen en énemli virlsler; Potato virus Y (PVY), Tomato spotted wilt virus
(TSWV), Pepper mild mottle virus (PMMoV) ve Tomato brown rugose fruit virus
(ToBRFV) gibi major virlslerdir (Fidan ve Barut 2019; Fidan vd. 2020)

Son zamanlarda major virlislere karsi kiiltiirel miicadeleler ve dayaniklilik
caligmalarinin artmasi izerine yayginligi artan minor viriisler iiretim alanlarinda siklikla
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goriilmektedir. Yayginlig1 artan mindr virlislerden birisi de Biber damar sarilik viriisl
(Pepper vein yellows virus (PeVYV))’diir. Luteoviridae familyasi Poleroviriis cinsinde
yer alan PeVY'V yaklasik 25 nm'lik bir ikosahedral simetriye ve 6.2 kblik bir tek sarmall1
pozitif duyarli RNA genomuna sahiptir. PeVYV'ler ¢ok yaygin iki yaprak biti, Aphis
gossypii (kavun ve pamuk yaprak biti) ve Myzus persicae (seftali-patates yaprak biti) ile
yayilmaktadir. Mekanik olarak tasinmamaktadir. Enfeksiyonun erken evrelerinde,
hastaligin simptomlarini tespit etmek zordur ve sonraki asamalarda kuraklik veya besin
eksikligi olarak karistirilabilmektedir (Fox ve Lloyd 2018). PeVYV’iin Tirkiye’de ilk
raporu Buzkan ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptiklar: bir ¢aligma ile bildirilmistir.
Antalya ili ve ¢evresinde bulunan biber iiretim alanlarinda PeVYV’nin artis1 oldukca
fazladir. Son zamanlarda sikga rastlanan PeVY'V oldukga tehlike olusturmaktadir.

Diinyada PeVY'V ile ilgili birgok ¢alisma yapilmis; bu viriis izolatlarmin genetik
anlamda karakterizasyonu elde edilmistir (Lotos vd. 2017; Dombrovsky vd. 2013). Buna
ragmen iilkemizde PeVYV’nin tim genomu elde edilmemistir. Yapilan caligma
sonucunda PeVYV’nin tiim karakterizasyonu elde edilip veriler gen bankasina (NCBI)
kaydedilmistir. PeVY'V izolatinin diinyadaki kayitlar ile benzerlik oranlar1 belirlenerek
ve en yakin hangi izolat ile iligski kurdugu arastirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda yapilacak
yayin ve makaleler ile kamu ve tarim sektOriiniin bu hastaliktan haberdar olmasi ve
Onlemini almasi amaglanmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Sicak ve 1liman iklimlerde yetistirilen biber (Capsicum sp.), Solanaceae familyasi
icerisinde yer almaktadir (Govindarajan vd. 1986). Biber (Capsicum annuum), 16.yy’dan
bu yana kiiltiirimiize, soframiza ve topragimizda yer edinen, iilkemizde biiyliik 6neme
sahip bir sebzedir. Taze, konserve, salga, tursu, sos, ket¢ap, kurutularak toz ve pul biber
yapiminda, boya sanayisinde, ilag sanayisinde vb. gibi c¢esitli ve genis alanlarda
kullanilmaktadir (Duman vd., 2002). Anavatani, Giiney Amerika ve Giiney Brezilya
oldugu bildirilse de dunya (zerinde iklimsel olarak uyumlu olan her bolgede
yetistirilmektedir (Andrews 1999). Biber diinya ¢apinda yetistiriciligi yapilan bir sebze
olup; Cin birinci sirada, Meksika ikinci sirada ve Tiirkiye ti¢iincii sirada yer almaktadir
(FAOSTAT 2018). Ulkemiz sartlarinda biber {iretimi hem agikta hem ortii altinda
yapilabilmekte; fakat iklim degisikligi, toprak istegi ve ekim nobeti tercihinden dolay1
Ege, Akdeniz, Glineydogu Anadolu ve Marmara bdlgelerinde yapilmaktadir. Bu Uretim
genellikle Antalya, Adana, Kahramanmaras, Mersin ve Sanlwrfa illerinin ana iireticiler
oldugu bilinmekte ve birinciligi Antalya siirdiirmektedir (TUIK 2019).
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Sekil 2. 1. Biberin dlnya tzerinde yayilimi (FAO 2018)

Biber Uretimi yapilan agik tarla ve ortii altinda verim ve kaliteyi smirlandiran
birgok biyotik ve abiyotik faktorler karsimiza ¢ikmaktadir. Biber yetistiriciligi yapilan
alanlarda hem verimi hem de Kaliteyi etkileyen en dnemli faktorlerin basinda viriis
hastaliklar1 gelmektedir. Biber yetistiriciligi yapilan alanlarda en sik karsilasilan
vektorler; yaprak bitleri (Myzus persicae ve Aphis gossypii), thripsler (Thrips tabaci,
Frankliniella occidentalis) ve beyazsinekler (Bemisia tabaci) olarak bilinmektedir ve bu
vektorler viriislerin tasmiminda 6nemli rol oynamaktadir (Fidan ve Barut 2019). Dinya
genelinde biberde ciddi problemler olusturan 43’{in iizerinde viriis rapor edilmis olup
tlkemizde biberde gorulen major virtsler olarak; Potato virus Y (PVY), Tomato spotted
wilt virus (TSWV), Pepper mild mottle virus (PMMoV), Cucumber mosaic virus (CMV),
Tobacco mosaic virus (TMV), Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), Tutin etch virtsi
(TEV), Tomato clorosis virus (ToCV) ve Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV)
oldugunu belirtmislerdir (Fortes vd. 2012; Buzkan vd. 2013; Fidan ve Sar1 2018; Fidan
ve Barut 2019; Fidan ve Sarikaya 2020; Fidan vd. 2019; Fidan vd. 2020).
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Biberde goriilen major virlislerin ¢ok iyi taninmasindan dolay1 yayginligi artan
minor virlsler tiretim alanlarinda fark edilmeye baslanmistir. Son zamanlarda siklikla
gorilen minor virtslerden birisi de Pepper vein yellows virus (PeVYV)’tlr. PeVYV’nin
ilk raporu ilan edilirken o bolgedeki yaygin simptomuna gore isimlendirmeler yapilmistir.
Ornegin; Pepper yellow leaf curl virus (PYLCV), Pepper yellows virus (PeYV), Pepper
leafroll chlorosis virus (PeLRCV), Pepper vein yellows virus (PVYV) vs. Fakat
calismalar sonucunda elde edilen niikleotid dizilimleri gen bankasina kaydedildiginde
PeVYV ile benzerlikler meydana gelmistir. Ayrica International Committee on
Taxonomy of Viruses (ICTV) da sadece Pepper vein yellows virus (PeVYV) olarak
isimlendirme mevcuttur (ICTV 2011). Biber damar sarilik virlisii olarak da
adlandirilmaktadir. Pepper vein yellows virus (PeVYV) 1981'de ilk kez Japonya'nin
Okinawa kentindeki seralarda gozlenmis ve Luteoviridae familyasina ait oldugu tespit
edilmistir (Yonaha vd. 1995). PeVYV'ler 5 kitada 20 iilkede kaydedilmistir. Bu virusler
ABD'de Kuzey Amerika'da, Afrika'da Fildisi Sahili'nde, Mali, Benin Cumhuriyeti, Sudan
ve Tunus'ta, Asya'da Cin, Hindistan, Endonezya, Israil, Japonya, Pakistan, Filipinler’de,
Tayvan'da ve Tayland'da, Avustralya'da ve Avrupa'da Yunanistan, Italya, Ispanya ve
Tiirkiye'de bulunmustur ve PeVY'V ile ilgili oldugu tespit edilmistir (NPPO 2016).

Sekil 2. 2. PeVY V’nin diinya genelinde yayilim1

PeVYV, Luteoviridae familyas1 Poleroviris cinsinin Gyesi olup genomu yaklasik
6244 niikleotitten olusmaktadir. Yaklasik 25 nm'lik bir ikosahedral simetriye sahip tek
sarmalli (ss) pozitif duyarli RNA viriis genomuna sahiptir (Yonaha vd. 1995) (Sekil 2.3).
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Sekil 2. 3. Poleroviriis tiyelerinin morfolojik yapis1 (Anonim 2020)

PeVYV'nin RNA genomu, alti open reading frame (agik okuma alanlari)
bulunmaktadir (ORF'ler). ORFO0, 28.14 kDa'lik ortalama molekiil agirligina sahiptir ve
protein 0'1 (PO) kodlamaktadir. ORF1’in ortalama molekiil agirligi1 72.12 kDa olan protein
1'i (P1) kodlamaktadir. Protein 1 serin proteaz aktivitesi gosterdigi bilinmektedir.
RNA'ya bagli RNA polimeraz (RdRp) bolgesi ORF2’de yer almaktadir. ORF2’nin
ortalama molekiiler agirhigi 65.58 kDa protein 2'yi (P2) kodlamaktadir. ORF3, 22.51 kDa
kilif proteinini (CP) kodlamaktadir ve hareket proteinini kodlayan ORF4 ile
ortlismektedir. ORFS ve ORF3 birbirleriyle bitisiktir. ORF5'in birlesmis irtinlerini igeren
kicik kilif proteini (CP) Uretmektedir ve ortalama molekiil agirligi 77.94 kDa'lik bir
‘'okuma’ proteininden sorumlu olan okuma alanina sahiptir (Dombrovsky vd., 2013)
(Sekil 2.4).
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Sekil 2. 4. PeVY V’nin genom yapis1 (Dombrovsky vd. 2013)

Biyoloji biliminde; hiicre, molekil, organizma gibi 6rneklerin kendilerini
cogaltmasi siireci replikasyon olarak tanimlanmaktadir. PeVY V’nin viriis replikasyonu
konukgu hiicreye niifuz ederek baslamaktadir. Viriisiin kilifinin agilmasi ve viral genomik
RNA'nm sitoplazmaya salinmasi ile viral RNA ORF1 ve ORF2, RdRp flizyon proteinini
uretmek i¢in  doniismektedir. Replikasyon, sitoplazmik viral fabrikalarda
gerceklesmektedir. Bir dSRNA genomu, genomik ssRNA'dan (+) sentezlenmektedir.
dsRNA genomu kopyalanir, boylece viral mRNA'lar yeni ssSRNA (+) genomlarini
olusturmaktadir. Translasyon asamasinda 3 'sirali sgRNA'larin ifadesi; sgRNA'larin
nesilden nesile aktarilmasini, viriisiin kilifini, kilif protein okuma alanin1 ve hareket
proteinini sentezlemektedir. Viral kapsidler bos olarak hiicrenin ¢esitli yerlerinde
sentezlenmektedir ve bu agamadan sonra viral genom kapsid i¢ine paketlenmektedir.
Viral hareket proteini ise virlisiin hiicreden hiicreye transferine aracilik etmektedir
(Anonim 2020).



KAYNAK TARAMASI C. SERCE OGUT

PeVYV'lerin en oOnemli konukgular1 Capsicum tarleri, C. annum ve C.
frutescens'tir, ancak ¢ok yillik bir bitki olan Solanum nigrum da enfekte olarak
kaydedilmistir (Knierim vd. 2010). Sadece deneysel olarak enfekte olan konukgular,
Chenopodium amaranticolor, Curcubita pepo (squash), Datura stramonium, Gomphrena
globosa, Nicotiana clevelandii, Nicotiana benthamiana, Petunia hibrid, Petunia florida
olarak bilinmektedir (Dombrovsky vd. 2010).

Enfeksiyonun erken evrelerinde, PeVYV’nin simptomlarini tespit etmek zordur
ve sonraki asamalarda kuraklik veya besin eksikligi olarak yanlis yorumlanabilmektedir.
PeVYV’nin simptomlari; agaglarda bodurlasma, damarlar arasi sararma ve damarlarin

yukar1 dogru kivrilmasi, yaprak boyutlarinin kii¢iilmesi, meyvelerde boyut kiigiilmesi ve
renk degisikligi olarak gézlenmektedir (Sekil 2.5) (Fox ve Lloyd 2018).

Sekil 2. 5. PeVY V’nin biber bitkilerinde simptomlar1

PeVYV'ler ¢cok yaygin iki yaprak biti, Aphis gossypii (kavun ve pamuk yaprak
biti) ve Myzus persicae (seftali-patates yaprak biti) ile tasinmaktadir. Ancak mekanik
inokulasyonla tagmma ger¢eklesmemektedir (Lecoq vd. 1992; Fox ve Lloyd 2018).
Yaprak bitleri hem ag¢ik alanda hem de korumali yetistiricilikte kalici problemlerdir. Viriis
tastyan bir vektor, enfekte olmayan bir konuk¢unun floeminden beslenmektedir ve
persistent (sirkiilatif) bir sekilde taginmaktadir.

2.1. Diinyada Yapilan Cahsmalar

Lotos vd. (2014) Polerovirislerin kapsamli tespiti i¢in yapilan ¢alismada iki
asamali bir RT-PCR deneyi gelistirilmistir. RdRp kodlama bdlgesi, Luteoviridae
ailesindeki diger tyelerinkinden onemli Ol¢lide farkli oldugundan ve dizisi viral
genomdaki diger bolgelerden daha bilgilendirici olabileceginden, primerler bu
bolgelerden tasarlanmistir. Kapsamli RT-PCR"in amplikon dizisini kullanan filogenetik
analiz sonucunda poleroviriisleri tiir diizeyinde ayirt edebilecegini gdstermistir. Genel
olarak, Poleroviriis enfeksiyonlarmin gilivenilir tespiti igin ve spesifik RT-PCR'lar ile
kombinasyon halinde, cins i¢indeki yeni ve karakterize edilmemis tiirlerin tanimlanmas1
icin uygulanabilmektedir. Yunanistan'da ortaya ¢ikan sari renkli biber bitkilerinin
arastirilmasi tizerine Pepper vein yellows virus (PeVYV) ile yakindan iligkili bir
poleroviriis olarak tanimlanmistir. RNA'larin yeni nesil dizilimi ile tam genom dizisinin
elde edilmesi sirasinda gegici olarak Pepper yellows virus (PeYV) olarak adlandirilmis
ve yeni bir poleroviriis PeVYV olarak karakterizasyonu yapilmistir (Lotos vd. 2017).
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Murakami vd. (2011) PeVYYV ile enfekte olmus biber bitkisiyle beslenen vektor
boceklerinden (Aphis gossypii) izole edilen RNA o6rneklerinin rastgele amplifikasyonu
kullanilarak PeVYV’nin tiim genomu dizilmistir. PeVYV genomu 6244 niikleotitten
olusmus ve Poleroviriis cinsinin {iyelerinin karakteristik bir genomik organizasyonuna
sahip oldugu bildirilmistir. PeVY V'nin belirgin bir sekilde farkli bir viriis oldugunu ve
Polerovirus cinsinin yeni bir tiirline ait oldugunu tespit etmislerdir. 2017 yilinda sera
icerisinde yapilan bir calismada Aphis gossypiinin farkli suslar1 farkli konukgular
tizerinde beslendirilmis ve tiim suslar sadece Capsicum annum’a PeVYV’i tasidigi
gozlemlenmistir. Aphis gossypii’nin O ki susu ise Capsicum frutescenes’in PeVYV’ii
tasidigr gézlemlenmistir. Tlre 6zgii primeler ve tiim genom primerleri tasarlanarak
PeVYV saptanmistir. Yapilan diger ¢aligmasi ile arasinda 6nemli bir fark olmadig tespit
edilmistir. Filogenetik analizlerde Avrupa, Asya ve Afrika daki iilkeler arasinda benzerlik
saptanmistir (Murakami vd. 2017).

Villanueva vd. (2013) Aralik 2012 ve Ocak 2013 donemi igerisinde Ispanya'nin
guneyindeki Almeria eyaletinde PeVYYV ciddi salgmlar meydana getirmis ve birgok sera
neredeyse %100 goriilme sikligi gostermistir. Farkli seralardan alinan bitki drneklerine
serolojik ve molekiiler testler yapilmis ve sekans sonucglar1 gen bankasinda incelenmesi
sonucunda %99 oraninda PeVYV’e benzetilmistir. Filogenetik analiz sonucunda Ispanya
izolat1 Tiirkiye'den bir PeVY'V izolat1ile (FN600344, PYV olarak adlandirilmistir) %98,5
ila %98,7 benzerlik goriilmiistiir.

Zhang vd. (2015) Cin'in Hunan Eyaletindeki biber seralarinda PeVY'V’e benzeyen
simptomlar gozlenmistir. Seralardan alinan 6rnekler elektron mikroskobunda incelenmis
ve seyrek ancak tipik ikosahedral viryonlar gézlenmistir. Kiiciik RNA kiitiiphanesi
olusturularak yeni nesil sekanslama analizi sayesinde viral genom elde edilmistir.
NCBI’da karsilastirma yapilmis ve PeVYV’nin de i¢cinde bulundugu 13 viriis ile
benzerlik tanimlanmistir. Bunun {izerine PeVY 'V nin kaplama proteininden olusturulmus
primer ile test edilmis ve elde edilen sekanslar Tayvandaki PeVYV izolatlar1 ile %99
oraninda benzerlik gostermistir. Calisma sonucunda PeVYV’nin tespiti ile Cin’de ilk
rapor yaymlanmistir.

Liu vd. (2016) Hunan Sebzeler Enstitiisii'nde (Changsha, Hunan, Cin) yetistirilen
biber bitkilerinden izole edilen PeVYV (PeVYV-HN, erisim numaras1 KP326573) genom
sekansi, derin sekanslama ile belirlenmistir. Kaplama proteinine (CP), hareket proteinine
(MP) ve RNA'ya bagimli RNA polimeraz (RARP) dayali evrimsel analiz sonucunda
Afrika ve Asya PeVYV izolatlari, cografi kokenlerine karsilik gelen iki farkli
popllasyona boliinebilecegini ve bu da ayr1i ayr1 evrimlesmis olabileceklerini
varsaymislardir.

Tomassoli vd. (2016) 2014-2015 yilinda, Lazio bdlgesinin (Viterbo ve Roma)
farkli illerindeki biber arazilerinde yapraklarda sararma simptomu gozlenmis fakat bitki
besin element eksikligi ile karistirilmistir. Biber tdrlerini Tomato chlorosis virus
(ToCV)’1n enfekte ettigi bildirilmistir. Ancak yapilan testler sonucunda ToCV’e negatif
cikmistir. Ardindan Poleroviriis grubuna ait primer ile test edilmistir. PeVY'V izolatlar1
ile %96 oraninda benzerlik goriilmiistiir.
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Maina vd. (2016) Kuzeybati, Avustralya’dan gelen biberlerde enfeksiyon yapan
(Capsicum annuum) viriisler incelenmistir. Polerovirtis grubu igerisinde olan Pepper vein
yellows virus tespit edilmistir. PeVYV genomu 6,244 niikleotid elde edilmis ve
Polerovirus cinsinin tipik alt1 agik okuma gergevesi (ORF); ORF0, ORF1, ORF2, ORF3,
ORF4 ve ORFS5 ile benzer ORF bolgeleri tespit edilmistir. Japonya ve Cin'den gelen tiim
PeVYV genomlar1 ile karsilagtirilmig. Avustralya genomu, Japon genomu Cin
genomundan daha yakin oldugu savunulmustur. Ayrica Avustralya'daki bir biber
bitkisinden elde edilen Polerovirls, PeVYV’nin ilk tim genomik RNA dizisi olarak
sunulmustur.

Afouda vd. (2017) Giiney ve Kuzey Benin'de 2014 ve 2015 yillarinda biberlerde
goriilen viriisleri tespit etmek icin arastirmalar yapilmistir. PeVY'V tespit etmek icin
poleroviriis grup primeri kullanilmis ve pozitif kontrol olarak Ispanya 1rki gz &niine
almmistir. Elde edilen sonuglar ile Benin’de ilk rapor olarak sunulmustur.

Dombrovsky vd. (2010) Israil’de biber iiriinlerinde yeni bir yikic1 hastaliga neden
olan viral bir patojenin teshisini rapor etmislerdir. PYLCV, biber tiirlerinde ve biberde
konukculuk yapan yabani otlar iizerinde yaprak bitleri aracilig1 ile bulastirma yapilmis ve
Capsicum annuum, Chenopodium amaranticolor, Cucurbita pepo cv. maya, Datura
stramonium, Nicotiana clevelandii, Petunya hybrida ve Physalis floridana da
simptomatolojik belirtiler gézlemlenmistir. Ayrica yapilan ELISA test sonuglar1 pozitif
¢ikmistir. Bunun iizerine virlisiin goriintiisii virlis saflastirilmis preparatlarin analizi
sonucunda izometrik viriis parcaciklarinin 25 nm boyutunda varligin1 gostermistir. Viriis
nikleik asit karakterizasyonu viral riboniikleik asit (RNA) saflastirilmigs ve ~6 kb
biiytikliiglinde tahmini bir RNA fraksiyonu tespit edilmistir. Poleroviriis cinsi igerisindeki
virtislerle karsilagtirma yapilmistir. Poleroviris cinsinin bir diger iiyesi olan Tobacco vein
distortion virusi (TVDV) ile amino asit diizeyinde %92 benzerlik géstermistir. 2013
yilinda ise Pepper yellow leaf curl virus (PYLCV)
olarak adlandirilan Polerovirus cinsinin varsayilan bir liyesinin genomunun tam dizisini
ve  organizasyonunu belirlemistir. PYLCV, Tobacco  vein  distortion  viriis’ten
(TVDV) daha genis bir konuk¢u araligina ve Cucurbit aphid-borne yellows
virls (CABYV) (her iki polerovirls) ile yakin serolojik bir iliskiye sahip oldugu
bildirilmistir. Hem PYLCV hem de (PeVYV), ortak bir atasal poleroviriise isaret eden
dizileri i¢erdigi belirlenmistir. PYLCV'nin tam genomu, 6.028 niikleotitten olustugu ve
alt1 acik okuma cergevesi (ORF'ler) igeren tipik bir poleroviriis genom organizasyonu
oldugu belirlenmistir. PYLCV ve PeVYV, ¢ok benzer niikleotid ve amino asit
sekanslarina sahip oldugu belirtilmis ve her iki viriis de biber bitkilerini enfekte edebilir
ve benzer simptomlara neden olabildigi agiklanmistir. Bununla birlikte, Uluslararasi
Virts Taksonomisi Komitesi'nin Dokuzuncu Raporuna gore viral proteinlerin herhangi
birinde amino asit 6zdesliginde %10'luk bir fark, bir viriisiin Luteoviridae familyasi
icinde ayr1 bir tiir olarak smiflandirilmasi i¢in bir kriterdir oldugu savunulmustur
(Dombrovsky vd. 2013).

Knierim vd. (2010) Tayvan'da kabakgillere bulasan Poleroviriislerin genetik
cesitliligini daha iyi anlamak i¢in, 2008 ve 2009'da diren¢ tarama germplazmi amaciyla
bir 6n hazirlik olarak bir arastirma yapilmistir. Sekiz ilde toplanan sararma simptomlarini
gosteren 102 kabakgil 6rneginden 29'u Poleroviriis grubu viriisleri tarafindan enfekte
edilmis olarak tanimlanmigtir. RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp) geninin, intergenik
bdlgenin ve kilif protein (CP) geninin bir kismmi kapsayan 1:4 kb PCR {iriinliniin dizi
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analizi, 29 Ornegin 13'liniin varligin1 ortaya koymustur. Alt1 iilkeden (Hindistan,
Endonezya, Mali, Filipinler, Tayland ve Tayvan) g¢esitli sararma simptomlari
gosteren biber (Capsicum spp.) 6rneklerinden ve Hindistan'dan Solanum nigrum RNA
ekstreleri test edilmistir. Genel Poleroviris primer giftleri ile numuneler, RNA'ya bagimli
RNA polimerazin (RdRp) 3" yarisii kilif proteininin (CP) 5’ yarisina uzanan beklenen
1.1 kb ve 1.4 kb iirtinler elde etmislerdir. Filogenetik analiz, dizilenen 13 izolatin hepsinin
PeVYV (Turkiye), PYLCV-IS (israil) birlikte kiimelendigini gdstermistir. Viriisiin genis
cografi dagilim gosterdigi vurgulanmistir (Knierim vd. 2013).

Nyana vd. (2016) Bali'de kabakgiller bitkilerinde damarlarda sararma simptomlar1
tespit edilmistir. Biberlerde de benzer simptomlar daha 6nce gézlenmistir ve erken
teshis ile Polerovirus enfeksiyonu olarak varsayilmistir. PeVYV’nin spesifik primer
ciftleri ile RT-PCR testi yapilmistir. NUkleotid dizi analizi ile 650 bp'lik spesifik RNA
fragmanlar1 elde edilmistir. Niikleotid sekans analizi, sekansin Endonezya (Bali ve
Rembang) biberlerini enfekte eden Pepper vein yellows virlsi (PeVYV) ile %95'in
tizerinde en yiiksek benzerlige sahip oldugunu gostermislerdir.

Kamran vd. (2018) Suudi Arabistan'in Riyad bolgesindeki farkli lokasyonlardan
(Al-Aflaj, Al-Huta, Sajir, Shagra ve Wadi Nisah) 2014-2016 bahar sezonlarinda toplam
220 dolmalik biber 6rnegi ve 116 adet yabanci otlardan toplanmustir. Ornekleri
karakterize etmek i¢in, yaklagik olarak ORF2'min 3’ucundan ORF3'{in ortasina uzanan
genomun daha biiyiik bir kismi (-1.300 nt) amplifiye edilmis ve dizilenmistir. Genomun
biliyiik kismini1 dizilemek i¢in yeni nesil sekanslama yapilip 5,496 nt dizilenmistir.
PeVYV’yi gecici olarak Pepper leafroll chlorosis virus (PeLRCV) olarak adlandirilmis
yeni bir tiire ait farkli bir poleroviriis izolatinin varligini ortaya ¢ikarmiglardir.

Ghosh vd. (2019) Poleroviriisler yalnizca yaprak bitleri tarafindan tasindigi ve
floem sinirli RNA bitki viriisleri oldugu bilinmektedir. Birden fazla yaprak biti biberi
enfekte ederek damar sararmasina, yaprak kivrilmasma ve meyve renginin solmasina
neden oldugu gdzlemlenmistir. Diisiik yaprak biti popiilasyonlarma ragmen, Israil'deki
birgok dolmalik biber alanlarinda bu kadar siddetli simptomlarin goriildigii yeni bir
salgm gozlemlenmistir ve hastaligin ve bocek vektoriiniin yeniden arastirilmasi gerektigi
diistiniilmistiir. Burada, bu salgma yeni bir beyaz sinegin (Bemisia tabaci) Pepper
whitefly-borne vein yellows virus (PeWBVYYV) admni verilmistir. PeEWBVYV, genomun
5ucun  yarisinda  Israil  ve  Yunanistan'dan  Pepper  vein  yellows
virtisi’ne (PeVYV) oldukca (>%95) homologken, 3’ucun yarisinda African eggplant
yellows virtsi’ne (AeYV) homolog oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma ile PeWBVYYV,
beyaz sinekle bulasan bir Poleroviriistin ilk raporunu yaymlamiglardir.

2.2. Ulkemizde Yapilan Cahsmalar

Buzkan vd. (2013) 2011 yilinda Tirkiye ve Tunus'ta baslica biberde rastlanan
virtsleri arastirmiglardir. Bu g¢alismanin sonucunda PVY ve CMV tespit edilmistir.
Bunun yanisira, polerovirtsler %70’in Gstinde yaygimlik gostermistir. Polerovirus cins
primerleri kullanilarak RT-PCR yapilmis ve 1.1 kb’lik genom elde edilmistir. Yapilan
dizi analizleri sonucunda Beet western yellows viris (BWYV) ve PYLCV’yi oldugunu
bildirmiglerdir. Hatay, Monastir, Kairouan ve Gabes (Tunus)’ten toplanan Orneklere
PVY, CMV, TEV, ToMV, PMMoV, TSWV’ye kendilerine 6zgl antiserum ve
Polerovirus etmenlerine CABYV antiserumu kullanilarak DAS-ELISA ydntemiyle
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arastrmiglardir. CABYV antiserumu ile pozitif tespit edilen orneklere RT-PCR
yapilmistir.  Filogenetik analizler sonucunda; Gen bankasindaki benzerliklere
bakildiginda etmenin isminin Biber sar1 damar viriisii (Pepper vein yellows virus, PVYV)
olarak degistirilmesi gerektigi ongdrillmiistiir.

Zencirkiran (2014) Dogu Akdeniz Bdlgesindeki biber alanlarinda Biber sari
yaprak kivirciklik virtisii (Pepper yellow leaf curl virus, PYLCV)’niin yayginligmin ve
izolatlarin filogenetik akrabalik iliskilerinin belirlemistir. Polerovirus cinsine 0zgl
primerler ile testlenmis %16 oraninda pozitif sonug elde edilmistir. Filogenetik analizler
sonucunda; PYLCV’nin 350 nt uzunlugundaki bolgesi kullanilarak hazirlanmis ve Israil
izolat1 ile yakin benzerlik tespit edilmistir.

Ulkemizde bu viriis ile ilgili ¢ok kisith ¢alisma bulunmaktadir. Calismanmn
yapildig1 Antalya ilinde sadece Yunanistan’dan bir arastirmacinin raporu mevcuttur. Son
zamanlarda ciftci sikayetlerinin artmasi ve yapilan arazi gozlemlerinde bu simptomlarin
gOzlemlenmesi ¢ift¢i ve teknik personelin bu virlis hakkinda bilgi sahibi olmadiklari
gostermistir. Virlisuin ismi ve genetik yapist ile ilgili olarak birbirinden farkli bir¢ok rapor
bulunmaktadir. Ulkemizden sadece kilif protein bdlgesine ait ¢ok kisa niikleotid dizileri
ile grup diizeyinde rapor edilen PeVYV’nin varlig1 ve ismi ile ilgili karmasanin ortadan
kaldirilmasi amaciyla viriistin tim genomu ve genetik dzelliklerini belirlemek tzere bu
calisma planlanmustir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Calismalar, Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bolimi
Fitopatoloji Anabilim Dali Molekiiler Viroloji Laboratuvarinda gergeklesmistir. 2019-
2020 yillar1 arasinda Antalya ilinin dogusunda, merkezinde ve batisinda bulunan biber
iretim alanlarindan toplanan biber Ornekleri arasgtrma materyalini olusturmustur.
Ozellikle biber érneklerinin Pepper vein yellows virus (PeVYYV) ile enfekteli oldugunu
tespit etmek igin simptomatolojik inceleme yapilmistir. PeVYV’nin belirtilerinde
damarlarda sararma ve damarlarin yukari dogru kivrilmasi, yaprak boyutlarimimn
kiiglilmesi, meyvelerde boyut kiiglilmesi ve renk degisikligi gibi simptomlara dayanarak
ornekleme yapilmistir. Arastirma materyalleri gerek arazi ortaminda gerek ise viroloji
laboratuvarinda fotograflari ¢ekilmis ve biber 6rnekleri plastik torbalara konularak derin
dondurucuda ( -20°C) muhafaza edilmistir.

PeVYYV ile enfekteli 6rnekler {izerinden bitki 6zsular1 elde edilmesinde steril
plastik tiipler ve 6rnek ezme ¢ubuklar1 kullanilmistir. Laboratuvar ¢alismalar1 sirasinda
vortex cihazi (Vortex-GENEZ2), cam ve plastik malzemeler, hassas terazi, mikrodalga,
calkalayici ve otomatik pipet set kullanilmistir.

Transmission elektron mikroskobunda virts partikillerinin gérintisund almak
icin Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesinden hizmet almi yapilmistir. Virlis
partikiillerinin i¢in karbon kapli bakir 300 Mesh’lik Grid (Electron Microscopy
Sciences®, the United Kingdom) kullanilmistir.

Molekiiler ¢aligmalarda Sentebiolab firmasindan temin edilen oligoniikleotidler
kullanilmistir. RT-PCR  ¢alismalarinda Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Massachusetts, ABD) firmasindan temin edilen Verso 1-step RT-PCR Reddymix Kiti ve
RLM-RACE kiti, 100 bp ve 1 kb DNA Ladder Marker ve BIO-RAD (United States and
Canada) firmasinm T100 Thermal Cycler cihazi kullanilmustir.

Elektroforez ve jel gorintilemelerinde Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Massachusetts, ABD) firmasinin yatay elektroforez tanki, BioDocAnalyze firmasinin gii¢
kaynagi ve jel goriintiileme cihazi, Sigma firmasinin Agaroz kimyasali, Etidium bromide
kullanilmastir.

3.2. Metot
3.2.1. Simptomatolojik calismalar

2019-2020 yillar1 arasinda Antalya ilinde yetistirilen biberde gozlemlenen
PeVYV hastaligmin tanilanmasi ve saptanmasi amaciyla viriis ile bulasik oldugu
diisiiniilen biber ekim alanlarindan 6rnekler almmustir. Oncelikle 6rtii alt1 igerisinde
simptomatolojik gozlemler yapilmistir. Simptomatolojik gozlemler sirasinda viriis
benzeri simptom gosteren drnekler toplanmistir. Bu simptomlar; bitkide bodurluk, bogum
aralarinda kisalma, damarlar arasi sararma ve damarlarin yukar1 dogru kivrilmasi, yaprak
boyutlarmm kiiglilmesi, meyvelerde boyut kiiciilmesi ve renk degisikligi gibi
gozlenmektedir. Virlisiin simptomlarma sahip olan biber bitkilerinden alinan 6rnekler
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naylon posetlere 6rnek numarasi, yeri ve ¢esidi yazilarak paketlenmistir. Etiketleriyle
birlikte fotograflar1 ¢ekilmis ve buz kutusu i¢inde laboratuvara getirilmistir. Viriisiin
belirti gosteren Orneklerinden bazilar1 Sekil 3.1.de numaralandirilarak gdsterilmistir.
Yapraklarda yukar1 dogru kivrilma, damarlar arasi sararma, boyutlarmin kii¢iilmesi (2, 3,
4, 5); meyvelerde renk degisimi, boyut kiigiilmesi (2, 4, 6); bitkiler arasinda gelisim farki,
bodurluk, bogumlarinin kisalmasi (1) gézlenmistir.

Sekil 3. 1. Toplanan 6rneklerde simptomatolojik incelemeler
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3.2.2. Viriis saflastirma ve TEM (Transmission electron microscopy)

Orneklere simptomatolojik incelemeler yapildiktan sonra viriisiin varligini
saptamak i¢in elektron mikroskopundan goriintii almaya basvurulmustur. Zeiss Leo 906
E TEM (Germany) cihazina virionlarin aktarilmasi i¢in kullanilan metot Fidan ve
arkadaslarmm (2020) 6nerdigi yontem asagida belirtildigi gibi kullanilmistir. Virionlar,
100 gr simptomatik biber bitkilerinden izole edilmistir. Yapraklar, %3 (v / v) ure ve 200
pL tiyoglikolik asit iceren 200 mL 0.2 mol L — 1 potasyum fosfat, pH 7.6 olacak sekilde
hazirlanmistir ve 4 dakika karistiricida homojenize edilmistir. 10000 rpm'de 15 dakika
streyle santriftjlendikten sonra, sipernatant kisim toplanmistir. Bu stipernatantin toplami
10 uL ve 10 uL %1 fosfotungstik asit (Fluka analitik), bir formvar / carbon® membran
ile kaplanmis 300 meshlik bakir 1zgaralara (Electron Microscopy Sciences®, the United
Kingdom) birlikte yerlestirilmistir. Damlaciklar bir pipet kullanilarak karistirilmig, 30
saniye birakilmis ve fazla siv1 bir parga filtre kagidi ile ¢ikarilmistir. Izgaralar, 120 kV'de
calistirllan bir Zeiss Leo 906 E TEM (Germany) ile gozlenmis ve fotograflanmstir.
Olgeklendirmede bilinen boyutta bir standart kullanilmis ve viral partikiillerin boyutlar
hesaplanmistir.

3.2.3. Molekiiler Calismalar
3.2.3.1. RT-PCR cahsmalari ile tiim genom analizi ¢calismalar

Toplanan érneklerden Total Nikleik Asit Ekstraksiyonu (TNA) yapilmistir. TNA
Fidan (2010)’nin onerdigi Dellaporta yontemi modifiye edilerek kullanilmgtir.
(Kullanilan yontem ve kimyasallarin icerigi EK 1 ve Ek 2’de verilmistir). Molekuler
caligmalarda kullanilan tampon ¢ozeltiler EK 3’te verilmistir.

Biber materyallerinden elde edilen niikleik asit ekstraktlari RT-PCR
calismalarinda  kullanilmistir. RT-PCR calismalar1 sirasinda hedef RNA’larin
cogaltilmas1 amaciyla Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, ABD)
firmasmm Verso one-step RT-PCR Reddymix Kit kimyasallar1 kullanilmistir. BIO-RAD
firmasma ait T100 Thermal Cycler aletinde gerekli kimyasallar, virlislere spesifik
primerler ve izole edilen TNA kullanilarak 200 pl steril tiiplerde ¢ogaltma islemi
tamamlanmuistir.

Oncelikle PeVYV’nin varhgini saptamak i¢in Poleroviriis grup primerleri ve tiir
primerleri ile RT-PCR ¢alismalar1 yapilmistir. PeVYV’ye 6zgu tir ve grup primerler
ciftleri, sentezlenecek molekul buyiklikleri Cizelge 3.1°de gosterilmistir. Cizelgede
verilen primerlerin ¢caligmalar1 yapilmistir. Kullanilacak malzemelerin miktarlar1 Cizelge
3.2’te verilmistir. RT-PCR protokolii Cizelge 3.3 de verilmistir.
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Cizelge 3. 1. PeVY V’nin grup ve tiir primer ¢iftleri, bolgenin molekiiler biiyiikliigi

Primer adi Dizi (5°-3%) Amplikon Literatir
Uzunlugu
Genl CTCAARGCCTACCATGARTATAARATC | 324 bp Afouda vd.
Gen2 CGTCTACCTATTTNGGRTTNTG 2017
Grup PoconF TGYTCYGGTTTTGACTGG 1.4 kb Afouda vd.
Primeri | Gen2 CGTCTACCTATTTNGGRTTNTG 2017
PYDGroupUp CAGAACAAGCGAGAAATCGCTC 240 bp Lotos vd. 2017
PYDGroupDown TGTGAGTTTGTTGCGGACGACC
PolGenUp2 GATGARGGTCGYTACCG 593 bp Lotos vd. 2014
PolGenDown?2 ACCTCGACTTTRAARCC
PeVYV-f GAGAAAGACAACTGTTAAAACTCCA 629 bp Murakami vd.
PeVYV-r TCGTGAGTTTAGGTACTATTCCTTCCT 2017
PY-F3802 GGAGGAAGGTCRAGCAACAGC 403 bp Dombrovsky
Tar PY-dR-4186-4205 TGGAAAAAYCCRGCGGCAAC vd. 2013
primeri | PY-F-3826-3846 ACTTTCATCTTCAACAAGGAC 389 bp Dombrovsky
PY-dR-4186-4205 TGGAAAAAYCCRGCGGCAAC vd. 2013
F1-PYLCV GGAGGAAGGTCRAGCAACAGC 409 bp Dombrovsky
R2PYLCV CTATTTGGGGTTGTGYARTTGCAC vd. 2010

Cizelge 3. 2. Verso one-step RT-PCR yapiminda kullanilan malzemeler

icerik Miktar
Distile su 10.5 pl
Verso 1-step RT-PCR Reddymix Master 25 ul
RT Enhancer 25 ul
Forward primer 1u
Reverse primer 1u
Verso Enzyme Mix 1u
Kalip RNA 2ul
Toplam Hacim 50 pl

Cizelge 3. 3. Verso one-step RT-PCR protokoli

Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 50 °C 15 dk 1 dongi
95 °C 2 dk
Denatirasyon 95 °C 30 sn
Annealing (Baglanma) 50-60 °C 45 sn 39 dongii
Extension (uzama) 72 °C 45 sn
Final uzama 72 °C 7 dk 1 déngl

Tum genomu tek parga ve tek RT-PCR ile ¢ogaltmak ve biiyiik pargalarin dizi
analizleri hizmetini almak hem zor hem de maliyetli olmas1 nedeni ile genom parcalara
ayrilarak cogaltilmistir. Genomun baslangi¢ ve son (5’ve 3’) bolgelerine ait primerler ile
yapilan RT-PCR sonucunda Sanger sekansi yapildiginda karmasik sonuglar elde
edilmektedir. Bu karmasiklig1 diizeltmek ve daha temiz sonuglar elde etmek i¢in RLM-
RACE kiti (Thermo Fisher Scientific) baslangic ve son bdlgenin g¢ogaltilmasinda
kullanilmistir. RLM-RACE, cDNA'y1 yalnizca tam uzunlukta mRNA'dan ¢ogaltmak i¢in
tasarlanmistir ve genellikle PCR'den sonra tek bir bant iiretir. mRNA'da tanimlanan bir
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nokta ile 5" ucu arasindaki cDNA uglarmin (RACE) hizli amplifikasyonu ve mRNA'nin
5" ug bilgisini elde etmek igin uygundur.

PeVYV genomunun RT-PCR c¢aligmalarinda daha saglikli sonuglar elde

edebilmek i¢in tasarlanmig Lotos ve arkadaslarinin gelistirdikleri primer kombinasyonu
kullantilmistir (Lotos vd. 2017). Kullanilan primer dizilimleri Cizelge 3.4 gosterilmistir.

Cizelge 3. 4. Verso one-step RT-PCR ¢alismalarinda kullanilan primer ¢iftleri ve

dizilimleri (Lotos vd. 2017)

No. Genom Primer ad1 Dizi (5°-3°) Amplikon
pozisyonu Uzunlugu

1 1-198 P-5"Up ACA AAATAT ACG AAG AGA GAG AG 198 bp
P-198Down AAA GAAAAT GGTTTGTAGTCT C

2 80-514 P-81 Up TCT TAA AGT YTC CCT CACTCG CAAGC 435 bp
P-5RDown GTC CAT ACG CGC AGG AAT CTT GAA AACTC

3 406-1044 TobV5UpNest CCCACCTTAAAAGATGCGCTGGTTCTGC 639 bp
P-1015Down AGA GAT CAG AGG TGT GAATAG GCG GAG TGG

4 406-2871 TobV5UpNest CCCACCTTAAAAGATGCGCTGGTTCTGC 2466 bp
TobVDownl CCATTCCGC AAC GCT CCAGTC AAATCC

5 904-1892 P-904Up GCC AGC TGT GTACGG TTATAT GAC 989 bp
P-1893Down GCT TTC TGG GCC ACT ACT TCC AC

6 1786-2100 P-1786Up CCCTCAAAGCTTCCAGAATCAG 315 bp
P-2100Down GCT CAG GGT GTT CTT GGATG

7 1786-2734 P-1786Up CCCTCAAAGCTTCCAGAATCAG 949 bp
P-2715 Down GTA GAC AAG CCA AAA CCG GG

8 2595-3187 PolGenUp2 GAT GAR GGT CGY TAC CG 593 bp
PolGenDown2 ACC TCG ACT TTR AAR CC

9 2835-3960 PolGenUpNest GAY TGC TCH GGT TTY GAY TGG 1126 bp
PolGenCpDown GAT YTT ATAYTC ATG GTAGGC YTT GAG

10 3699-4260 1498Up ACG CCC ACG ACAGGT TCG 562 bp
PolGenP5Down GBC GYC TAC CTATTT NGG

11 3803-4539 P-3805 Up ATA GAG TTG GAG GAC GGT CGA G 737 bp
P-4536Down CTTTCCTTT GTC TGC CGG GAT G

12 3803-5935 P-3805 Up ATA GAG TTG GAG GAC GGT CGAG 2133 bp
P-5777 Down AGA CTR CCT GGG TTATAC TCT AAC AG

13 4422-5222 P-4419Up TTC GAT GTATAAGTG GGAAGATGAG 801 bp
P-5219Down TTGTCATACTCG AGT TGC TGC

14 5105-5935 P-5102Up CTC CGG ATG TGT CAG ATG ATG 831 bp
P-5777 Down AGA CTR CCT GGG TTATAC TCT AAC AG

15 5813-6091 P-5810/3RUp GAA GAG GGT GAC AGT CCG AGC TCA AGG 279 bp
P-3’Down2 ACA TCA TAG ACC AGG GGG GGG TAT C

Tim genom primerlerinin RT-PCR icerikleri ve RT-PCR protokolleri Cizelge 3.2
ve Cizelge 3.4’te ki gibidir. Ancak baglanma sicakligi primerlere gore degistigi i¢in
genom primerlerinde 52— 64 °C’ler arasinda kullanilmustir.

RT-PCR c¢alismalar1 yapilmis olup elde edilen RT-PCR f{iriinleri %1,5’1ik agaroz
jelde yiiriitiilmiis ethidium bromide ile boyandiktan sonra Biometra jel goriintiileme
cihazinda UV altinda goriintiilenerek kaydedilmistir. Agaroz jel elektroforez yontemi Ek
4’te verilmistir.
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3.2.3.2. Sanger metodu ile dizi analizi ve filogenetik calismalar

PeVYV’nin tiim genomun molekiiler analizinin ve soy agacinin olusturulmasi
asamasinda elde edilen RT-PCR iiriinlerinin dogrudan genoma ait dizi analizleri
yapilmistir bunun i¢in; RT-PCR’da 50 pl hacimde caligilarak 10 pl’lik hacmi jelde
yiirlitiilmiis 40 ul’lik kalan kism1 MadSanTek firmasina dizi analizi hizmeti almak ic¢in
gonderilmistir. Sekans sonucunda elde edilen veriler CHROMAS v.2.6.4 (Technelysium
Pty. Ltd.) ve Mega7 (Kumar vd. 2011) programlar1 kullanilarak diizenlenmistir.
CHROMAS programi ile tek yonlii ¢alisilan sekans Urlnlerin forward ve reverse
dizilerinin bas ve son kisimlarindaki okuma kirlilikleri silinmistir. Daha sonra her bir
primere ait olan tek bir eklemeli diizenlenmis (contig) sekans elde edildigi CHROMAS
programinda okuma dogrulanmis ve gerekli kaymalar diizeltilmistir. Tiim sekanslar
CHROMAS programinda birlestirilerek PeVYV’nin tiim genomuna ait tek bir dizi elde
edilmistir. PeVYV’ye ait tek bir dizilim elde edildikten sonra NCBI (National Center for
Biotechnology Information)’da BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) yapilarak
PeVYYV izolatinin diinyadaki kayitlar ile benzerlik oranlar1 belirlenmis ve en yakin hangi
izolat ile iliski kurdugu arastirilmistir. Calismaya ait olan tiim aligment ve filogenetik
analizler MEGA7 programi ile yapilmistir. EXPASy programi kullanilara agik okuma
bolgelerinin (ORF) protein dizilimleri belirlenmistir. PeVYV izolatmin NCBI’a kaydi
yapilmistir.
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4. BULGULAR

Yiiriitillen tez ¢aligmasi, Antalya ilinde bulunan bazi biber seralarindan Biber
damar sarilik viriis’iine (PeVYV) benzer Ornekler almip simptomatolojik olarak
incelenmistir. Transmission elektron mikroskopu ile virts partikullerinin gorintisi elde
edilmistir. Virls benzeri simptom gosteren Ornekler molekiiler analizlere tabi
tutulmustur. Tir ve genom primerleriyle tespit edilen virlis izolatlarnin Sanger
Sekanslama metoduyla genom dizileri belirlenmistir. PeVYV’nin dizi analizleri
sonucunda elde edilen veriler, filogenetik analizler ile diinya genelinde rapor edilen
izolatlar ile karsilastirilmistir. PeVYV izolat1 NCBI’a kaydedilmistir.

4.1. Simptomatolojik Bulgular

Biber seralarindan aliman 6rneklerde; bitkide bodurluk, bogum aralarinda kisalma,
damarlar aras1 sararma, damarlarin yukar1 dogru kivrilmasi, yaprak boyutlarmin
kicilmesi, meyvelerde boyut kigllmesi, sekil bozuklugu ve renk degisikligi gibi
gozlenmistir. Simptomlar Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3 da verilmistir. Bu
simptomatolojik belirtiler ¢inko (Zn), magnezyum (Mg), bakir (Cu) vb. besin elementler
eksikligi ile cok benzerlik gostermektedir. Besin elementi eksikligi gibi tim bitkilerde
gorilmemesi ve sera igerisinde rastgele dagilmis olmasi nedeniyle biyotik faktorlerden
birinin etkisi olabilecegi kaanatini dogurmustur. Ozellikle Sekil 4.2. a ve b ¢inko besin
elementi eksikligine ¢cok benzemektedir.

Ortii alt1 igerisinde yapilan incelemelerde PeVYV’nin en ¢ok gozlemlendigi
bolgeler yaprak bitlerinin yogun bulundugu sera kenarlar1 ve swalarmin basindaki
bitkilerde yogun bir sekilde gdriilmiistiir. Ortii alt1 yetistiricilikte polikiiltiir yetistiricilik
yapilan alanlarda (domates, biber, patlican, hiyar) PeVYV simptomlar1 sadece biberde
gozlemlenmistir. Simptom gosteren meyveler incelendiginde tohumlarinda herhangi bir
degisiklik gozlemlenmemistir (Sekil 4.3, ¢). Simptomatolojik olarak PeVYV’ye benzer
ornekler yapilan RT-PCR testleri sonucunda pozitif bulunmustur.
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Sekil 4. 1. a) PeVYV’nin biber bitkilerindeki simptomlarina sera igerisinde genel bakis;
b, ¢) Biber bitkilerinde bodurluk ve bogum aralarinda kisalma gibi simptomatolojik
goruntuler

4

Sekil 4. 2. a, b) PeVYV’nin biber bitkilerindeki yaprak simptomlarina sera kosullarinda
genel bakis; ¢, d, €) Damarlar aras1 sararma, damarlarin yukar1 dogru kivrilmasi, yaprak
boyutlarinin kii¢lilmesi ve yapraklarda sekil bozuklugu simptomlar1
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Sekil 4. 3. a) PeVYYV ile enfekteli biber meyveleri ile saglikli meyvenin kiyaslanmasi; b)
PeVYV’nin yaprak ve meyve simptomlari, ¢) PeVYV ile enfekteli meyvenin boyuna
kesiti

4.2. VirUs Saflastirma ve TEM (Transmission electron microscopy) Bulgular:

PeVYV, Luteoviridae familyasi Poleroviriis cinsinin liyesi olup yaklasik 25 nm'lik
bir ikosahedral simetriye sahip tek sarmalli (ss) pozitif duyarli RNA viriis oldugu 1995
yilinda tespit edilmistir (Yonaha vd. 1995). Bu verilere dayanarak 100 gr simptomatik
biber bitkilerinden alinan virionlar karbon kapli bakir 300 mesh’lik Grid (Electron
Microscopy Sciences®, the United Kingdom) ile taranmistir. Goriintiileme i¢in hem taze
yapraktan hem de -20 °C’de muhafaza edilen 6rneklerden incelenme yapilmistir. Taze
yapraktan aliman 6rneklerde viriis partikiillerinin korundugu daha basarili bir sekilde
goriilmiistiir ve 25 nm’lik bazi kiiresel parcaciklar fotograflanmistir. Sekil 4.4 de
gosterilmektedir.

Sekil 4. 4. PeVYV nin kismen saflastirilmis virionlariin goriintiisii
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4.3. Molekdler Bulgular
4.3.1. RT-PCR calismalar ile tiim genom analizi bulgular

Molekiiler ¢aligmalar amaciyla virlis benzeri belirtiler gésteren 6rnekler -20°C’de
muhafaza edilmistir. Bu 6rneklerin molekiiler ¢alismalarda kullanilabilmesi icin total
niikleik asit ekstraksiyonu yapilmistir. Elde edilen niikleik asitler ikiser tekrarli olarak -
20°C’de steril tiiplerde muhafaza edilmistir. RT-PCR ¢aligmalar1 sirasinda -20°C’de ki
niikleik asitler kullanilmistir.

RT-PCR ¢aligmalarinda PeVYV’nin tir ve grup primerleri (Cizelge 3.1)
kullanilarak orneklerin enfekteli olma durumlarmi tespit etmek icin ¢alismalar
yapilmustir. Kullanilan tir primerleri igerisinde en etkili sonug veren primerler; PY-
F3802-PY-dR-4186-4205 ve PY-F-3826-3846-PY-dR-4186-4205 dir. Sekil 4.5’te 2
numarali tiir primer PY-F3802-PY-dR-4186-4205’ tir ve 403 bp uzunluktadir. 3 numaral
primer PY-F-3826-3846-PY-dR-4186-4205tir ve 389 bp uzunluktadir. Kullanilan grup
primerleri igerisinde en etkili sonug veren primerler; PYDGroupUp-PYDGroupDown’dir
ve 4 numarali grup primeri 240 bp uzunlugundadir. Yapilan tiim RT-PCR ¢alismalar1
sonucunda ornekler pozitif tespit edilmistir. Fakat diger tiir ve grup primerlerin RT-PCR
asamasinda c¢alismasina ragmen net goriintli sekil 4.5°teki ii¢ primer de elde edilmistir.
Ulkemizde son yillarda bu viriis hastahig ile ilgili calisma yapi1lmamasindan dolay1 pozitif
kontrol optimizasyonu yapilamamustir. Pozitif ¢ikan RT-PCR drlnleri dizi analizi
islemleri i¢in Sanger sekans hizmeti alimi1 yapilmistir.

Sekil 4. 5. PeVY V’nin tiir ve grup primerleriyle yapilan RT-PCR optimizasyonu

PeVYV tespit edildikten sonra pozitif bitki materyalleri tiim genom caligmalar1
icin kullanilmigtir. Tiim genom caligmalarinda primer kombinasyonunun fazla olmasi
nedeni ile farkli annealing sicakligina sahip primerler kullanilmistir (Cizelge 3.4). Bu
amagcla gradient RT-PCR yapilarak her bir primer ¢ifti i¢in en iyi baglanma sicakliklar1
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belirlenmistir. Tiim optimizasyonlar yapilarak tiim genom ¢ogaltildiktan sonra sekil
4.6°da ki jel goriintiisii ile yaklasik 6,1 kblik alanin RT-PCRlar1 basariyla gergeklesmistir.

Primerler birbirine gegmeli sekilde se¢ilmistir. 1 nolu primer ¢ifti 1 —198. konumu
cogaltirken 2 nolu primer 80. nolu konumdan baglamaktadir. 80 ile 198. konum
arasindaki bolge iki kez cogaltilmistir. Boylece Sanger sekanslamada olabilecek yanlis
okumalarm diizeltilmesi hedeflenmistir. Tim primerler i¢ ice gegmis primer olarak
tasarlanmig olup ikinci primer 514. konumda biterken Ggtincu primer 406. konumda
baslayip 406. ile 514. konum arasi denk getirilerek temiz sekanslar ile karsilastirilmistir.
Forward ve reverse primerlerinin oldugu bolgelerdeki kirli piklerin dogrulamasi igin takip
eden primer c¢iftinde bu bolge ortaya alinarak temiz pikler elde edilip dogrulanmistir.

1126bp
9491
989bp bp 831bp 801bp

- pisdi 639bp
— — S62
593bp 562bp  435bp

=
- — 315bp

Sekil 4. 6. PeVYV’ye 6zgl tiim genom primerleri kullanilarak elde edilen RT-PCR
urlinlerinin agaroz jel elektroforez goruntisi

Sekil 4. 7. Genom primerlerinin hizalanmasi
4.3.2. Sanger metodu ile dizi analizi ve filogenetik cahismalar

PeVYV’nin tiim genomun molekiiler analizinin ve soy agacinin olusturulmasi
asamasimnda elde edilen RT-PCR iiriinlerinin dogrudan genoma ait dizi analizleri
yapilmistir bunun i¢in; RT-PCR’da 50 pl hacimde c¢aligilarak 10 pl’lik hacmi agaroz jele
yuklenerek goriintiilenmistir 40 pl’lik kalan kismi dizi analizi hizmeti almak igin
gonderilmistir.
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Oncelikle g¢alismalarm dogrulugu ve giivenilirligi agisindan tiir ve genom
primerleriyle testlenen orneklerden pozitif ¢ikan friinler tek yon dizi analizine
gonderilmistir. Elde edilen sonuglar Chromas programi kullanilarak RNA dizi
diizenlemesi yapilmustir. Dizinin baslangi¢ ve son kisimlarindaki diizensiz niikleotitler
arindirilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4. 8. PeVYV nin pozitif 6rneklerine ait sekans analizinin Chromas programindaki
gordntisu

PeVYYV izolatinin PY-F3802 ve PY-dR-4186-4205, PY-F-3826-3846 ve PY-dR-
4186-4205 tur primerlerine ait sekans verileri ve PYDGroupUp-Down grup primerlerine
ait sekans verileri Chromas programinda diizenlenip temiz pikler elde edildikten sonra
NCBI veri tabaninda blast sekmesi kullanilarak izolatlar tek tek taranmus; italya izolat1
ile %100 oraninda benzer bulunmustur (Accession no. KX343894.1). Mega 7 programi
ile PeVYV izolat1 ve ltalya izolati kiyaslama yapilmistir ve elimizdeki izolatlarin
PeVYV’ye ait oldugu belirlenmistir. (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10)

B0 - Aignement Exglocer (ceren « Kopyafasta) - o x
Data €dt  Seaech Algnment Web Sequencer Daplay Melp
[D@BE YO WY ol R IEXK BB A KPR

DA Sequences ran lwa?rvnS«ma e
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Ste® 1158 3 Tt OwoGas

Sekil 4. 9. PeVYV izolatmin tur primerine spesifik PY-F3802 ve PY-F-3826-3846
primerlerine ait sekanslarin karsilastirilmasi
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RN BN BN AR AR ERRRR R CRER AR ERRc AR N AR RANARE R R RRNRERRT R RN R RIRRRRGARRERCCRRGRACCRRCHRRERS ECRARR]
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Sekil 4. 10. PeVYV izolatinin grup primerine spesifik PYDGroupUp-Down primerlerine
ait sekanslarm karsilastirilmasi

Elimizdeki izolatlarin PeVYV’e ait oldugu tespit edildikten sonra PeVYV’nin
tim genom elde edilmek icin Cizelge 3.4’te ki primerler ile RT-PCR c¢aligmalar1
sonucunda dizi analizleri yapilmigtir. TUm genom i¢in i¢ ice ge¢cmis primer kullanilmistir.
Dizi analiz sonuglar1 geldiginde Chromas programi ile sekansin bas ve son kisimdaki
kirlilikler silinmistir ve sekanslar birbirleri ile karsilastirilarak temiz diziler elde
edilmistir. Sekanslar1 temizlendikten sonra NCBI da karsilastirmalar yapilmistir. TUm
genoma eklendikten sonra tekrar aym islem yapilmistrr. I¢ ice ge¢mis primerler
cakistirilmig niikleotit dizilimleri birlestirilerek 6033 bplik genom olusturulmustur. NCBI
veri tabanma kaydedilmek lizere PeVYVANt01 olarak isimlendirilmis ve MT127783.1
GenBank numarasi ile kayd: yapilmistir.

4.3.2.1. PeVYV’nin ORF bélgeleri ve tim genom dizilemesi

15 pargali olarak birbirine ge¢meli bir sekilde elde edilen veriler ile gerekli
diizenlemeler yapilmistir. Primerlerin ortak cogalttiklar1 bolgelerden temiz ve dogru
pikler alinarak yaklasik 6.1 kblik bolgenin sekansi elde edilmistir. Ayrica RLM-RACE
ile baslangigtaki UTR (Untranslation Region) (anlamli bir okuma olusturmayan bolge)
yaklasik 51 bplik bolgenin sekansi ile birlestirilmis ve 6033bplik tiim genom elde
edilmistir. Elde edilen tim genom bilgilerinin niikleotid dizilimleri paylasilarak 6 adet
ORF (Open Reading Frame — A¢ik Okuma Alanlar1) anlamli bolgeler renklendirilerek
gosterilmistir. Cogu ORF bolgeleri birbirleriyle ¢akistigi i¢in farkli renklere boyanmustir.

OIxFY 51..800
"PO protein”
ORF1 175..2148
"P1 protein”
ORF2 1638..3440
"P2 protein”

ORF 3 3640..4257
"Coat protein"
ORF 4 3668..4138
"Movement protein”
ORF5 4258..5856
"P5 protein”
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1

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

gcgctggatce
cagaaggatt
gaagcattcc
attgtctecct
ttgcttttcg
cccacctgcce
ttcagaagga
cagagccccce
tatgccagcect
ggcacagggg
cgcctattca
ccaaactggg
gctaaatcta
gagattgtag
cactctggca
aatgaacaaa
cagtatgtct
gagatgatga
aagaactggg
gccccagcac
gtgaacaaat

cggaagccac
tttagcagta
BEEEEBEagE
accagggaat
aatatactgt
gcttcaaacc
tgctatggca
tacaagattc
aaagcttctt
ggatctttta
cctgctcaac
tcgctctatt
actacagtgal
cccgtggaag
gtgtacggtt
ttccecggagg
cacctctgat
agagcctgct
agatgcggtt
gtccacgtga
cccecgatttt
actttaatgt
ttgaaactac
agagcgtcaa
cagattaccc
ctgtagccca
cccggca

ctcaaagttt
ttcttgacce
tctatttgtg
gctcecgecact
ggagtcaata
gatgacaatc
agttacatcc
ttacgcgtat
gtgggccgtg
tctggtgacg
atttatggtg
agttctaaag
agagaaacaa
cgtgctactce
gtttgacggc
aaaggtgacc
ctcttcagaa
aggctgtaaa
ctttttcatt
tcactggttt
taatggcaaa
aatgacaacg
tgctcctcag
atcgtatcce
cgaggacgaa
agaagctaaa

ccctcactecg
aatatctcat
clEeEeciEcEE
ggaactccaa
ttactcecctg
tcgaagcccecce
agagatttca
ggactcacca
atctcattgt
acatttacca
aaggcattgc
gcggggaaga
gttaagggat
gtgcaacatg
actttagccce
tccacgaaaa
aaaggagatt
ggagcccact
gagaagaacg
gctacgacgce
accatagtgg
attcctececeg
ggtcgagtct
cagttggaaa
gatttcttceg
cccaagagtg

caagctcggt
aaccgttcaa
BE e eEEEEE
gcgggaacaa
ccgtagagga
tcgagcccac
gacgcctctt
ctgcgaaagc
ggagctttgg
tgccegtegt
aatggatgtt
ctatcttcac
ttatatcttt
aagataatac
tcatgacctg
cacctaacaa
tcatgttaat
tcgtteeege
agtggatggc
tctgcaactce
gtgtgcacgce
tcceceggttt
tcactgatga
agtttaaaag
cggaagtcaa
gtgctgatga

acgacctttg gtaagagaga gagcccttgc tagtgatttc ttcaagtttt ElderEledddele
aactgtttaa
gaatcctaaa
ctacaaacca
gtccctttat
caaggcttgc
cttcecgectg

tacagagaaa

gaaaatcccc
tcatgececggg
tcaccacgtg
gataccactc
gagcgggccc
atcacaactt
tgatcacggt
agagcctgga
tggaggtgag
aacggcccct
ggacttaagc
ccccactggg
aagcagaccc
agctccgeccg

agagagagca tataactagc caagcataca tcagttgcaa
3481 gcgttggaaa gttacagtct gactaccaac agcctgacac aatagattat aaatttttag
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3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001

caggatttgc
tctaccttaa
agaaataatg
cgccctgteg
aatggaggca
actttcatct
ccgtctctat
aagatcacaa
atcgcttacg
ttccecgtea
tggcatgata
gttgccgceceg
tacaagtggg
gaccggcggt
tatcttgaag
tggcttggca
ggttgtaaaa
aagatgaatg
ttcgaactag
aaagatgcct
tggggagcca
ccacgcaagg
cagaaggaaa
ctcgttaaaa
atacctcagg
cttgaatatg
caaacttctg
agaactgaaa
ttcaaccctg
atagccgatg
tecgtggtcte
cttgaaaaga
ttaggaggtg
atagtttcca
cagacggctg
ccttctcaat
tagtctaagc
taacccaggc
gttagagtat
tccaagecctg
cggtgttgat
acgcgggagt

gtctggattt
aatctcagcce
gaaatggtgg
ttgtggtcge
ggaaccgaag
tcaacaagga
cagagagcat
tggtcaacat
agctggaccc
ccaaaggcgg
catccgaaga
gtttcttcca
aagatgagaa
gtatggaaac
ctgatggtga
acattgccta
taaagaactt
gcaaaacttt
aatgtgatga
cttataatta
tatctgttte
gggaaatggc
actggaacac
ctccatctece
atctgatcga
ataagtatag
agtaccccaa
agtattttaa
gttatactaa
ggagagacgc
atgataagtc
aagctttatec
gttctataac
aacttacgac
cgaacaacta
ttaaaggacg
tctatgacta
agtctaagct
aacccaggca
ttagagtata
ggctgttaga
aggcatcata

ctttcecgecaa
cacgttcgcg
atcacgcagc
accccctggg
aagccgaaat
ctcaatcaag
cgcgcttteca
acgcttcgtc
ccactgcaag
gcaagcgact
tcaatttagg
gatccggttt
gtgggacaaa
atacctcacc
atttgtecgtt
tgatgtctct
tcaaacgaat
tgacagcgcc
tgaagaggga
caccgtttca
aattgatgaa
gtggtcagat
tgaacccctg
ggatgtctct
taaggttaac
gtttcaggaa
gcttcecececce
acctagtgct
ggaagaagtg
tttggaagaa
aacgacaagt
tagtgggtct
tggtggtacc
aactcaaagg
tttgtggtca
gtctcagctce
taaaacaacg
ctatgacttt
gtctaagctc
acccaggtcg
cactgagtaa
attcttaggg

tceccacttte
cgatcgttaa
acccgccgte
cgcacacggc
agagttggag
gatagttcct
ggtggagttc
agtgaatcct
cttactagtc
tttcgggett
ctgctctaca
actgtgcaat
gtcaacctcc
atcccagcag
aagcatattg
caacgaggtt
acaacctttg
cgggcagtag
agttggatga
tatggtaatt
gataatgagg
ccggagaagg
gacacaggta
gattctggtt
aagggagaag
aatatcatcg
cccgtececcac
gaccttttgg
gccgceggcta
agagataaca
ccttccatag
ttgagacggg
ttaaagccaa
cttaggtatg
gtcgaggttc
taggacttta
agcatactga
aaaataacga
tatgacttta
tcgttagcectg
ctcacagcaa
tag

tgtagcaggc
tgaatacgga
gtagacgccce
gaggaaatcg
gaaggtcgag
caggatctgt
tcaaagccta
cttccacagc
tccaatccac
cgcagattaa
aaggaaatgg
tacacaaccc
aagctggtta
acaaaggaaa
gcggcgattt
ggacaatagg
tggcggggca
aggtagattg
tttatcececece
atacggagaa
ggtacgcacc
attactccga
aaatagatcg
cagagctcgg
cactggaccc
aactcagtga
acaagccgct
aggcctggga
caataatctec
agatccaacg
ctaaattaag
gttctgaagc
agaagacaat
agcaactcaa
ctcctgaaaa
aactctgtga
actccaagcce
gcacactgaa
aaataacgag
tagacgtaaa
cgaaacccgt

atttacttag
aggggttagg
acgacaggtt
aagacgacga
caacagcgaa
caccttcggg
ccatgaatat
ggagggctcc
cctgcgtaaa
cggggtagag
aacgaagaac
gaaatagatg
ttctcgaaat
atttcatgtc
ggacggtagt
gaactacaaa
cccggatget
gttecgecttcece
tccaatccaa
gtattgtgaa
aagaagaata
agacaaaccc
agaaagacaa
ggcagatccc
tatgcaacaa
atcacaagat
tcecctcaggt
taaagatcad
tcacggttct
agcccgagtt
agaaaagacc
cgcttecctet
tgaggaggaa
agctcggaat
accacctggt
gcgtgattca
tgttagagta
ctccaagcct
catactgaac
accagcggtce
agaaagatct

Elde edilen tiim genom sekansinm, ExPASy programi aracilifi ile protein
dizilimleri elde edilmistir. TUm genom Uzerinde protein dizilimlerini belirlemek icin
anlamli bolgeye (ORF) denk gelen 5’3 yonii acik okuma bolgesi 1 iizerinde protein
dizilimleri olusturulmustur.
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~5'3" Frame 1
atg sac tto gas ctg Tttt 2ac gga agce cac Cotc 2aa gtt tec ctc act cgc aag Cctc ggt
M N F E L F N G s H L X v s L T = K L z
TEC Egs g=8 aga =tc Ccta =8t Tta goa gta Ttc ttg 2cCc c3& tat ctc 2ta acc gttt caa
Y R E R I L N L = v F L 15 Q Y L I T v e
gas 2at gca act aca aac cat Tttt ott cge tcot att Ttgt got cote ctc cot Ttc cte cte
E N 2 T T N H F L 2 s 1% c = L b = F L L
age agc cga tgt ccc Tttt ata cca ggg 22t get ccg cac tgg Eac toc 2ag ogg gaE ca
S S R c = F I 2 G N z = H W N S X R E e
a8g cga gttT tecs =gg Ctt goa ata tac tgt ggs gtc 32t a8tt act ccc tge ogt S92 gga
K R V S R L z I ¥ C = v N I T 2 c R R e
asg gtc tcg tet toc gec tgg ©tT cas acCc g3t gac a2t ote gsa gec oot £ga goc cac
K V S S s z W L Q T D D N L E z = R R H
Ctt 2gg aga tgo geT gga tot get atg gea agt tac ate cag ga ttt cag acg oct 3
L R R c = z S A M = S Y I Q R F Q A3 =) L
TtC cas ago gces gaa ggs tTt aca agE tte tta cge gta tgg 2ot cac cac Ttgo gas =go
F Q s z o = E T R F L = v W T B H c E s
gtg gtt gaa ggs =gc att cca 3&g ottt Ctt gtg ggc o gat ctc att gtg g2g cott tgg
Vi ¥ CE = s I b= K L L ¥V = R D L I v E L W
cat ttg ggt cat tgt Ctc ctg gat ottt tta tet ggt gac gac att tac cat goc cogt cgt
H L G B c L L B L L s = 17 D I >4 k- § z R R
Ttg tet cgo att get Tttt cge ©tg otc sac aAtt tat ggt gaa ggco att geas atg gat T
L S R I = F R L L 21 I Y G E c I = M D v
Tac cgg Ctg gcoo CEC Ctg CCt &go tot att agt tet ass gge ggg gas gac tat ctt cac
Y R L 2 QUEp b b= R s I s s K = c E D ¥ L B
gat toc cag 2tt cag asg gas cta cag tga
DS e e g R RSl e

Sekil 4. 11. PeVYVAnt01 izolatinin PO proteinine ait agik okuma bolgeleri (ORFO0)

OREF 0, 750 nt, 250 amino asitten olusmaktadir. Metiyonin ile baglayip TGA
stop kodonu ile biten PO proteinini meydana getirmektedir (Sekil 4.11).

-5'3" Frame 1

Mt QLOQTIFFALFVLSSLSSSAADVPLYQCGCMtLRTGTPSGENKSEFQGLOYTVESILLPAVEERSRLPPGEKEPE
Met TISKPLEPTLGDALDLLWQVTSRDFRRLFSKAQKDLODSYAYGLTTAKAWLRKERAFQSFLWAVISLHUHSEGI
WVIVSWIFYLVTITFTMtPVVCLALLFACSTEMtVKALOWMEt FTGWPICLALLVLKAGKTIFTIPRFRRNYSE
EKQVKGFISLKIPQSPPRGSVLLVQHEDNTEAGYASCVRLFDGTLALMtTCEHVGTGVPGGKVISTKT RPNKI
PLRLFTPLISSEKGDFMet LMet SGPPNWESLLGCKGAHRHFVPASQLAKSKMtRFFFIEKNEWMtADHGEIVGPR
DHWFATTLCNSEPGHSGTPIFNGKTIVGVHAGGENEQNFNVMtTTIPPVPGLTAPQYVEETTAPQGRVFTDE
DLSEMt Mt KSVKSYPOLEKFKSPTGKNWADYPEDEDFFAEVKSRPAPAPVAQEARPKSGADEAPPVNKSROQW
YPRLPESGNEKGRAACOTNSNPAPAQEKGKEKKVEREKAPASPTPSKLPESADGGEKYLEKLLEKXKLVERIDL
STIEXKKVVEVVAOK2AMet KKPQENQRRRRPRRTSNDTSKEATNGRYQPPNKRSQGSNNAEASPSTTITTQSKSKYV
ASGAPSSSKTILSWERKFPASAGOQOQ Stop

Sekil 4. 12. PeVYVAnt01 izolatmin P1 proteinine ait agik okuma bolgeleri (ORF1)

~5'3" Frame 2

w1
LN
oo
w
-
H o
0 <
ow M
=
0 -
= o

PQSFQNQCPTAAKNIStopR S F StopR S
RRELOMEEGDTNIPTRDPRVETMER

Sekil 4. 13. PeVYVAnt01 izolatinin P2 proteinine ait agik okuma bolgeleri (ORF2)

ORF 1, 1974 nt, 658 amino asitten olusmaktadir. Metiyonin ile baslayip TAG stop
kodonu ile biten P1 proteinin olusturmaktadir (Sekil 4.12). ORF 2 1803 nikleotitten
olusmaktadir. ORF bolgesinde -2 ve -3 frame shift olarak okuma yapilmistir ve Sekil 4.13
de gosterildigi gibi farkl iki anlamli protein bolgesi elde edilmistir. ORF1 ve ORF 2
bolgeleri RNA'ya bagimli RNA polimeraz proteinini (RARp) olusturmaktadir.
PeVYV’nin genomik RNA kalibindan yeni niikleik asid molekillerinin sentezinin
gerceklesmesini saglamaktadir.
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~5'3" Frame 1
atg &at acg gas ggg gtt 2gg aga aat a3t gga 23t ggt gga tcea ogc Egc acc ©ge gt
M N T E G Vv R R N 2 = N G G s R s T B’ R
ogt ags cgc cca cga cag gtt ogc et gtc gtt gtg gtc goa ccc oSt ggg oge acE cgg
R R R ? R Vv R 2 ! SV S S T SR IRy = 2 = RUT R

Q
oga ggs 33T C©gE 202 OQE ©gE 23T ggE gUC 2gg 23C OgE 2g: 290 OQE 23T 2g: gTt g
R G N E R R R N G = R N R R s R N R WV G
gga 2gg tog agc =aC age gaa act tIC atc ttc 23C aag gac tca atc 2ag gat agt toc
G R s S N s E T F I F N K7D s T X D S s
tca gga tct gtc ace ttc ggg ©cg tCot ©ta TtCa gag age atc gog ottt tea ggt gga gtt

I z v

s = s MR F = 2 S L s E S I 2 L s G
Ctc &a& gCC tac Cat gsEa tat asg ate 3ca atg gte 3ac ata Coge tic gune agt gas tec
L XK = o H E ¥ K I T MY N I R F 'V s E s

tct tcoc aca gog gag gge tee atc got tac gag otg gac ‘ccc cac tgco aag ctt act agt
s s T a £ G & I A Y LE L b B H C KE L T s
Ctc ©aa tcc acc ctg Cgt aaa ttc 'occ gtce acc aaa ggc ggg Caa gocg act Tttt cgg gee
L @ 8 T 'Bi RR K F P N T K & R

tcg cag stt aac ggg gta gag tgg 'cat gat aca tce gas gat caa ttt agg otg CTC tac
S Q@ I N Vv E T L

288 ggs =&t ggs acg 2ag aac gtt gec gec ggt tTe Tt cag 3tc ogg Tttt act gtg caa
K G N LT K ¥ VvV a & G F F Q I R E T N7 D
T3 caC =2C ooy 233 TEg

L H N P X =

Sekil 4. 14. PeVYVAnt01 izolatmin kilif proteinine ait agik okuma bolgeleri (ORF3)

ORF 3 bolgesi 618 nt, 206 amino asitten meydana gelmektedir. Metiyonin amino
asidi ile baslayip stop kodonu ile biten kilif proteinini olusturmaktadir. PeVYV’nin kilif
proteini koruyucu tabaka olarak canliliginin devamini saglamaktadir (Sekil 4. 14).

~5'3" Frame 1
atg ga& atg gtg g8t cac gta gea occ goc gtc gta ga&c goc cac gsc &gg Tt goc ctg
MOCE O NEUND GE A X P AR W WM B A HE bl A OFE A R
Tcg ttg tgg tcog cac ccc C©Tg ggc go:a CaC ggc gag gaa -atc gaa gac gac gaa atg geg
S L W g H 2 L G =y H z E E I E D D E M E
gca ggs ScC ga& gaa goc gaa ata gag ttg g2g gasa ggt C©gE goa 2CE gog asa ottt tea
2 = T E £ x E 2 3 E L E E G R = T = K L s
TCt tce aca -agg act caa tca agg-ata gtt cct cag gat Ctg toa oct teg gge ogt ote
S S T R T (o] S R I v 2 c B L s 2 s = R L
TATt cag 3ga gt tog Cgce LIt CEg gtg gag Tic Loa aag CoCt acC 2tg sat ata =gs tca
Y Q R i S R E Q v E F s K = T M N I R s
caa tgg tca-acs tac gct tog TCa gtg 838t CCH ott -Cca coag ©gg agg got t©ca tog ottt
@ SRS ¥ Ao Az S0 S e G R SR B O RS AR AT B8 h
acg a2gc tgg-acc ccC act gCe age tTta cta gtc ToC aat CCa coc tge gta aat toc ecg
T S W T P T ey S L L v s N =] = (o4 v N s P
tca cce s8g gCg ggc 3ag c©ga Ctt tIc ggg Ctt cogc aga tTa acg ggg tag
S = K x G K R L F G L 2 R L T z =

Sekil 4. 15. PeVYVAnt01 izolatinin movement proteinine ait agik okuma bdlgeleri
(ORF4)

ORF4, 471 nt,157 amino asitten meydana gelmektedir. Metiyonin amino asidi ile

baslayip stop kodonu ile biten movement proteini olusturmaktadir. PeVYV’nin hareketi
icin gerekli olan hareket proteinini olusturmaktadir.
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~5'3' Frame 1
atg tac aag tgg gaa gat gag aag tgg gac aaa gtc aac ctc caa got ggt tat tet cga
M X K W OE DD GECGCEKE.W.D K NN B QK G Y85 R
a3t gac ©gg °©gg tgt atg gaa aca tac CtC acc 2tC OC2 goa gac 2a: gga 3s:2 ttt cat
N& 2D 2R R G M E: 2T ¥, Ch, & GEL AP DR, D CKs G K FE R
gtc tat Ct:r gaa got gat ggt gsa ttt gtc gtt 2ag CEt att ggco ggc GAt ttg gac ggt
¥y ¥ L E A D &6 E F ¥ ¥ X ®H I 66 & D L D 6
agt tgg Ct: ggc =2aC att goc taT gat gtc TCt caa oge ggt tgg ace 2ta ggg aac tac
S W 0L & N T A % D N S @ R G W T E e N Y
232 ggt tgt 232 =t3 2ag 2aC TtT C32 20g 23t 203 3CC TIt gtg gog §gg SEC ooy gat
K ‘& € K T 'K W F O T N T T F N A &G H P D
gct 2ag atg 23t gge aaa 2ot TLT gac 2gC goc ©gg gc2 gta gag gta gat tgg tsc got
. K. WM N G K A F. D S K GRGA VY B OV, DM FE R

Tee tTc gaa cta gaa tgt gat gaT gaa gag gga a9t tgg atg att Tat coc cet cooa ate
S E E L E C D D E E G S W

cea 2aa gat goc TOT Tat 2aTt tal acc gtt TCoa tat ggt aat Tat acg gag aag tat tgt
c K D 2 S ¥ N ¥ ¢ v S b 4 G N ¥ T E K Y Cc
gas tgg gga goc 3ta Tt gtt tSCa att gat gsa gat aEt gag ggg TaAc goa cca aga aga
E W G 2 & s v s I D E D N E =3 ¥ = 2 R R
ata cca Cgc 2ag ggg 932 a2Tg gog tgg Toa gat cog gag aag gat Tac toc gas gac zaa
I = R K =3 E ¥ 2 W s D = E K D ¥ S E D K
coo cag 22Q ga: 23C TEY 23C 30T g3a CoC OTg gEC ac: ggt 223 2TE gET OgE g3E =2g3
T Q K E N 12 N T E E L D T = ¥ I D R E R
cea ctc GtT aaa act cca tot ccg gat gtc TCot gat tet ggt Tea gag otc ggg goa gat
c L v K T 2 S 2 D v s D S c s E L G 2 D
cce a2ta CCTt cag gat ctg atc gaTt =2ag gtt aac 2ag gge gaa gcoa otg Gac cet atg caa
z I 2 Q D L I D K v N X G

c2= oLt g22 TAEt gaT 2ag TAT 3gg TST C2g g3& 28T 2TC 2TC gE3 oLC 2gT g2& LoE oE3
c L E X D K ¥ i3 E Q E N oE: I E L S E S Q
gat caa act tct gag tac ccc aag Ctt cec ©cc coc gte oca cac 2ag cog otT coc tea
D Q T S E ¥ = K L E 2 = v = H K = L = S
ggt agz act gaa =ag Tat tIt 3za cot agt gCet Gac CtT ttg gag goc tgg gat &aa gat
G R T E ¥ ¥ E K = s z D L L E z W

cac tIc aac cct ggt tat act aag gaa gaa gtg goc gog got aca ata atc tet cac ggt
H E N z =3 ¥ T K E E v = 2 % s I I s H G
TCt 2TE goC gat gge 2QE gaC goT TTY gE3 g32 2g3 gET 23ac 23g 2TC 023 ogE goc oga
S I 2 D =3 R D 2 L E E R D N X I Q R ;¥ R
gTtt tog Tgg TOC C2T g3t =3¢ TC2 20g 203 3¢t OCT TeC 2TE Qo 232 TUE 3gE g3: 2&g
v s W S H D K S T i s = s I = K L R E K
acec ott gaa aag 2aa gct tra SCt agt ggg TCct tTg age cogg ggt tCot gaa gec got tec
T L E K ¥ z L S S = S L R R = s E Y Y s
TCt tTa gga ggt ggt TCt 2Ta act ggt ggt acc tta aag oca aag =2ag 203 atT gag gag
S L G G = S I T = = £y L K = ¥ K T I E E
gE= 2Ta QLT TOC 233 OTT 2CQ 3C2 20T 023 2¢g OUT 2gg T2t gEg o322 oLC 22& got ogg
E I v S ¥ L T T T Q R R R
aat cag acg gcot gog aac 2ac taT ttg Tgg TCa gtc gag gtt oot oCt gaa aas coa et
N Q T 2 = N N ¥ L W S v E v E 2 E K = e
ggt ccot tet caa Tttt aaa gga ©gg tot cag otc tag

G 2 S Q F K G R S Q L =

Sekil 4. 16. PeVYVAnt01 izolatinin P5 proteinine ait agik okuma bolgeleri (ORFS)

ORF5, 1599 nt, 533 amino asitten meydana gelmektedir. Metiyonin amino asidi

ile baglay1ip stop kodonu ile biten P5 proteinini olusturmaktadir. P5 proteini PeVYV’nin
yaprak biti ile iletimini etkilemektedir (Sekil4.16).

4.3.2.2. PeVYV’nin filogenetik analizleri

Filogenetik iliskiler incelenmek i¢in NCBI veri tabanini kullanilarak izolatlar
taranmug ve farkl tilkelerden rapor edilen 9 PeVYYV izolatlariyla kiyaslama yapilmigtir.
Greece:Lasithi- Pi24 izolat (Accession no. HF969027.2) ile %95 oraninda ve Italy- 1T108
izolat (Accession no. KU886194.1) ile %94 oraninda benzer bulunmustur.
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Yapilan filogenetik analizlerde MEGA 7 programi kullanilarak PeVYVANt01
izolat ile Cizelge 4..1°deki izolatlarin kiyaslamasi yapilmistir. Filogenetik agag ¢izimde
Neighbor-Joining yontemi kullanilarak olusturulmustur.

Cizelge 4. 1. PeVY V’nin filogenetik analizde kullanilan izolatlar

No. | Genbank Ulke Konukgu Bitki Benzerlik
(%)

1 HF969027.2 | Yunanistan | Capsicum annuum 95

2 | KU886194.1 | Italya Capsicum annuum 94

3 | KX343894.1 | italya Capsicum annuum 94

4 FN600344.1 | Tlrkiye Capsicum annuum 94

5 KC769487.1 | Ispanya Capsicum annuum var. Melchor | 93

6 AB594828.1 | Japonya Capsicum baccatum 93

7 LT555582.1 | Yunanistan Capsicum annuum 93

8 | KY523072.1 | ispanya Capsicum annuum 92

9 | HM439608.2 | israil Capsicum annuum 92
I M7: Atignment Explorer (fullgenomfast fas) - 3
Seus camwY ot CEIEXT mE e s ABEE]

DNASequences Translated Protein Sequences

Species/Abbry
1. MT127783.1_PeVYVAnt0l

2. KY523072.1 Spain
3. AB594228.1 Japan
1. HF9€9027.2_Gresce

7. KC769987.1 Spain
5. LT558483.1 Gresce
9. HM439608.2_lsrael
10. EX343894.1 Italy

Sekil 4. 17. PeVYVAnt01 izolatinin diinya izolatlariyla kiyaslamasi

&3 ] MT127783 1 PeVYVARD1
— e e L arew
- KUSB6134 1 Raly lab

N 33027 2 Groece i GRUP1
S eerew JauToRUE
[ KVS2721 Spain lac ALT GRUP
el KX343394 1 Raly 1b
— FNGO034S 1 Turkey
- K(769487.1Spain GRUP
l—s:{: LTS53483 1 Greece 2

a1

Sekil 4. 18. PeVYVAnt01 izolat1 ile diinya izolatlar1 arasindaki filogenetik iligkiyi
gosteren agag

Neighbor-joining yontemine gore hazirlanan filogenetik aga¢ analizini
olustururken Tiirkiye, Ispanya, Italya, Yunanistan, Japonya ve Israil izolatlar secilmistir.
Cogunlukla biber bitkisinde tespit edilen kayitlara ulasildigi igin biber bitkisi Uzerinde
saptanan PeVYYV izolatlarindan olusturulmustur. PeVYVAntO1 izolat1 temel alinarak
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filogenetik agaca bakildiginda iki ana gruba ayrilmistir ve Grup 1 ve Grup 2 olarak
isimlendirilmistir. Grup 1 kendi arasinda iki ana gruba ayrilmistir ve Alt Grup la, Alt
Grup 1b olarak adlandirilmigtir. Alt grup la kendi icerisinde tekrar 2 gruba ayrilmistir
Alt grup 1ab ve Alt grup lac olarak adlandirilmistir. PeVYVAnt01 izolat1 Alt Grup lab
de yer almaktadir. PeVYVAntO01 izolatimiz %95 oraninda benzer bulundugu HF969027.2
GenBank numarali Yunanistan’dan kaydedilen biber izolatiyla ayn1 grupta yer almustir.
Bu da her iki tilkedeki enfeksiyon ortak atadan geldigini gostermektedir. Genetik
uzakliklara bakildiginda bu izolatlar arasinda ik ve patotip diizeyinde bir farkliligin
olmadig: istatistiksel olarak (0,059) ortaya konulmustur.

Daha 6nce Tiirkiye’den rapor edilen PY izolati1 (Accession no. FN600344.1) 1630
bplik sekansa sahiptir ve tiim genomu verilmemistir. Antalya’dan elde ettigimiz
(Accession no. MT127783.1) PeVYVANtOl izolatlar1 arasinda farkliligin oldugu
gorilmistiir. Filogenetik agacta da iki farkli grupta yer almalar1 Tiirkiye’deki PeVYV
icin 1iki haplotipi oldugunu gostermektedir. Bu da viriisiin bolgelere gore
rekombinasyonunu gostermektedir. Tiirkiyeden elde edilen diger izolatin tiim genomu
elimizde olsayd: farkli ik olup olmadigi konusunda daha fazla bilgi elde edilebilirdi.
Antalya’dan elde ettigimiz izolatlarin arasinda bir farklilik olmadig1 ve bunlarin tek bir
izolat oldugu blastlamalar sonucunda ortaya ¢ikmis ve tek bir izolatin kaydi NCBI’a
yapilmistir.

N TEIRRTERERET TR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1. M7127783.1Pevyvanto 1 R
2. KY523072.1Spain 0.077
3. AB594328.1 Japan 0.059 0.068
4. HF969027.2 Greece 0.059 0.033 0.077
5. FNG00344. 1 Turkey 0.077 0.015 0.069 0.034
6. KUS86194. 1 Italy 0.060 0.045 0.061 0.068 0.052
7. KC769487.1 Spain 1204 1220 1281 1279 1219 1281
8. LT559483. 1 Greece 0.077 0.039 0.062 0.065 0.03¢ 0.041 1221
9. HM439508.2 Israel 0.068 0.041 0.068 0.027 0.038 0.077 1272 0.066
10. KX343894. 1 Italy 0.073 0.004 0.064 0.031 0.013 0.041 1227 0.035 0.040

Sekil 4. 19. Filogenetik agagta kiyaslanan PeVYVAntO1 izolatinin genetik uzaklik
tablosu

Genetik uzaklik yontemi, birbirlerine genetik uzaklig1 olan her bir ¢ift arasinda
degisikliklerin sayisini baz almaktadir. Genetik uzaklig1 en az olan tiirler birbirine en ¢ok
benzeyen tiirler ve genetik uzakligi en fazla olan tiirler en az benzeyen tiirler olarak
varsayillmaktadir. Bu genetik uzakliklar birlestirilerek filogenetik aga¢ olusturulmaktadir.
Genetik uzaklik tablosuna bakildiginda PeVYVAntO1 izolatina en yakin izolat 0.59
genetik farklilik degeri ile HF969027.2 ve AB594828.1 GenBank numarali Yunanistan
ve Japonya izolatlar1 goriilmektedir. PeVYVAnt01 izolatina en uzak izolat 1.294 genetik
farkhilik degeri ile KC769487.1 GenBank numarali Ispanya izolat1 goriilmektedir.

31



TARTISMA C. SERCE OGUT

5. TARTISMA

Iliman iklimlerde yetisen biber, patlicangiller (Solanaceae) familyasinin bir kiiltiir
bitkisidir. Capsicum cinsine bagli olup en yaygin yetistiriciligi yapilan tiirii Capsicum
annuum L. olarak bilinmektedir. Diinyanin farkli bdlgelerinde yetistiriciligi
yapilmaktadir ve yeni diinya bitkisi olarak adlandirilmaktadir. Saglik agisindan saymakla
bitmeyen faydalar1 olan biber, kapsaisin maddesi igermektedir. Kapsaisin sayesinde
gastrik kanseri, pankreas kanseri ve akciger kanserleri gibi hastaliklarin tedavilerinde
geleneksel tedavi olarak rapor edilmektedir (Oguzkan vd. 2018).

Biber diger bitkiler gibi abiyotik ve biyotik faktorlerden etkilenmektedir. Abiyotik
faktorler; su, 1s1k, radyasyon, sicaklik, nem, atmosfer, asitlik, toprak vs. yer almaktadir.
Bu gibi abiyotik faktorlerden biber bitkileri korunabilmektedir. En énemli olan biyotik
faktdrlerdir ve bunlar viriis, bakteri, fungus ve nematod olarak yer almaktadir. I¢lerinden
sadece viriisiin bitki koruma kimyasali bulunmamaktadir ve en 6nemli tehdidi viriis
hastaliklar1 olusturmaktadir. Diinya biber tiretimine bakildiginda tilkemiz ilk ii¢ sirada yer
almasindan dolay1 biber sirkiilasyonu nedeniyle biber virlis hastaliklar1 iilkemizde
oldukc¢a yaygindir. Viriis hastaliklarinin kimyasal miicadelesi bulunmamasindan dolay1
bitki korumacilar ve islahcilar kiiltiirel miicadeleler ve dayaniklilik ¢aligmalarma yon
vermislerdir. Bu calismalar sayesinde major biber viriislerine karsi onlemler alinmaya
calisilmistir. Major viriislerin yaygmliginin azalmasi ile ortamda var olan mindr viriisler
belirginlesmistir. Biber virusleri icerisinde mindr virts olan PeVYV e yonelik yiirtitmiis
oldugumuz bu c¢alisma kapsaminda Pepper vein yellows virus’in tim genom
organizasyonu ve bu organizasyondaki gorevleri belirlenmeye ¢alisilmistir.

Arazi ¢alismalarinda PeVY'V’ye ait simptom 6zellikleri; bitkide bodurluk, bogum
aralarinda kisalma, yaprakta damarlar arasi sararma, yaprak damarlarinin yukar1 dogru
kivrilmasi, yaprak boyutlarinin kiigtilmesi, meyvelerde boyut kiictilmesi, meyvede sekil
bozuklugu ve meyvede renk degisikligi géz Oniine alinarak g¢alisma yiiritiilmistiir.
PeVYV ozellikle besin element eksikligi ile karistirilmaktadir. Ozellikle ¢inko, bakir,
magnezyum gibi besin elementlerinin eksikliklerindeki yaprak simptomlar1 PeVYV’e
cok benzemektedir. Arazi icerisinde genel bitkiler incelenirken bitkilerin hepsinde
simptom goézleniyor ise muhtemelen besin element eksikligi olarak baz alimmalidir.
Ancak biyotik etmenler (bakteri, virus, fungus, nematod) arazi icerisinde her bitkide
gorulmemektedirler.

PeVYV’nin yaprak bitleri ile tasindig: ile ilgili bilgiler ve denemeler bir¢ok
arastirmada yer almigtir (Lecoq vd. 1992; Murakami vd. 2011; Dombrovsky vd. 2013;
Lotos 2017; Fox ve Lloyd 2018). PeVYV’nin taginiminda gorev yapan yaprak bitleri
Aphis gossypii ve Myzus persicae sera igerisinde yavas hareket ettikleri igin genellikle
sera kenarlarindaki bitkilerde yasamlarini devam ettirmektedir. Sera icerisine
bakildiginda yaprak bitlerinin popiilasyonlar1 baz alinarak sera girisindeki bitkilerden
seranin merkezine dogru PeVYV’nin yogunlugu azalmaktadir. Orneklerin elde
edilmesinde sera i¢erisindeki yaprak biti varlig1 dnemsenmistir ve seranin igerisindeki ilk
sira bitkilerde simptomlar gozlemlenmistir. PeVYV’nin yayilmasmin tek sebebi yaprak
bitleridir ve yaprak bitlerine kimyasal miicadele yapilarak PeVYV’nin yayilmasi
engellenebilmektedir.
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Tez c¢alismasinda; molekiiler calismalar ile viriis partikiillerinin elektron
mikroskobu c¢alismalar1 paralel yiriitilmistiir. Viriisler bircok smiflandirmaya tabi
tutulmaktadir ve en kolay smiflandirma viriisiin morfolojik smiflandirmasidir. 1898
yilinda T0tin mozaik virlst’nin kesfedilmesinden bu yana Uluslararast Viriis
Taksonomi Komitesinin agikladigi verilerde 6000°den fazla viriisiin detayli incelendigi,
milyonlarca virlisiin ise daha diinya ile tanismadig1 bilinmektedir. Viriislerin
tanilanmasinda yer alan elektron mikroskop goriintiisii ilk olarak TUtun Mozaik virtstnun
gorilintiisii alinmastyla kesfedilmis ve glinimiizde de hala kullanilmaktadir. Tiitliin mozaik
viriisiin ilk goriintiisii alindiginda ¢ubuk seklinde oldugu belirlenmistir. Giin gectikge ayni
ailede yer alan viriislerin ayn1 morfolojik yapiya sahip oldugu belirlenmistir (ICTV 2011).
2020 yilinda tiim diinyay: etkisi altina alan Coronavirus (Covid-19) Cin’in Wuhan
kentinde yayilmaya baglamis ve hala pandemi olusturmaya devam etmektedir.
Coronavirus belirtilerini gostermeye basladiginda arastirmacilar ilk olarak etmenin
elektron mikroskob goriintiisiinii alarak virlisii tanimlamaya ¢alismistir (Glrsu 2020).
Viriisiin varligini ortaya koymak i¢in morfolojik yapisini incelemek yapilan ¢aligmanin
Ozgiinliiglinii arttrrmaktadir. Yiriitmiis oldugumuz bu calismada elde edilen 6rneklerin
morfolojik yapisi elektron mikroskopunda incelenmistir. PeVYV yaklasik 25 nm
biiyiikliigiinde ve ikosahedral simetriye sahip oldugu belirlenmistir. Yonaha ve
arkadaslar1 (1995) PeVYV’nin ilk elektron mikroskop goriintiisiinii elde etmislerdir.
PeVYV ile ilgili diger ¢alismalarda elektron mikroskop goriintiisii alinmamistir. Eger
elektron mikroskob galismasi yapilacaksa taze yapraklardan alinmali ve -20°C ya da -
80°C de saklanmadan incelemenin basarili oldugu bulunmustur. Benzer sonuglar Fidan
ve arkadaglarinin (2020) ToBRFV i¢in yapilan ¢alismada da vurgulandigi gibi canli
bitkinin yeni siirgiinlerinden yapilan elektron mikroskop c¢aligmalarinin daha basarili
oldugu goriilmiistiir.

Molekiiler ¢aligmalar sirasinda 6rnekler PeVYV’nin tur ve genom primerleri ile
taranmis ve pozitif oldugu belirlenen 6rnekler ile tiim genom dizilemesi elde edilmistir.
Tir ve genom primerleri olarak cesitli arastirmacilarin primerleri denenmistir. Tiir
primerlerinde en etkili ¢alisan primerler PY-F3802-PY-dR-4186-4205 ve PY-F-3826-
3846-PY-dR-4186-4205 olmustur. Bu primerlerin etkili galismasinin nedeni viriisiin ORF
3 bolgesinin kilif proteininden olusturulmasidir. Viriisiin genomunu ¢evreleyen protein
yapisindaki kilifa kapsid, kapsidi olusturan her bir yapiya kapsomer olarak adlandirilir.
Kapsomerler farkli viriislerde farkli dizilimler olusturmaktadir yani her virtisiin kilif
proteini kendine 0zgii oldugu icin bu primerler tercih edilmistir. Genom primeri
PYDGroupUp-PYDGroupDown en etkili caligsmistir. Grup primeri ORF2 bdlgesinde yer
alip RNA’ya bagli RNA polimeraz bdlgesinden olusturulmustur. Bu bdlge
transkripsiyonun gerceklestigi bolgedir ve viriisler familya olarak ayni sekilde ¢ogaldigi
icin bu primerler tercih edilmistir.

Lotos ve arkadaglarinin 6nceki ¢alismalarda da belirtildigi gibi Yunanistan’da
PeVYV tespit edilmistir ve 2009 yilinda iilkemizde yapmis olduklart bir ¢caliymada
Pepper yellows virls olarak adlandirmis olduklar1 bir viriisiin kisa bir genomunu NCBI’a
kaydin1 yapmiglardir (Accession no FN600344.1). Hem iilkemizde yapilan ¢alismadan
dolay1r hem de Yunanistan’in iilkemize komsu olmasindan dolayr onlarin izolatlar: ile
bizim izolatimizin benzerligi géz Oniine almmistir. Bu sebeple tiim genom analizi
calismalarinda Lotos ve arkadaglarmin (2017) tasarladiklar1 genom primerleri
kullanilmaistir.
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Molekiiler ¢caligmalar sonucunda tiim genom elde edilmis olup anlamli bolgeler
(ORF) taranmis ve protein dizilimleri belirlenmistir. Yunanistan 2013 yilinda ¢alismalara
baslamustir ve virlisiin ilk tespitinde Pepper yellows virus olarak adlandirmiglardir. 2017
yilinda tiim genom elde edilmis ve NCBI’da blast yapildiginda Pepper vein yellows viris
ile benzerlik gosterdigi icin Pepper vein yellows virls olarak kaydedilmistir (Lotos vd
2017). Israil 2010 yilinda calismalara baglamustir tespit ettikleri viriisii Pepper yellow leaf
curl virus olarak adlandirmiglardir. ORF4 ve ORF 3 bolgelerini ¢ogalttiklarinda
iilkemizden alinan izolat (Accession no FN600344.1) ile benzerlik bulmuslardir. 2013
yilinda yapilan diger calismada ise tiim genom elde edilmis ve PeVYV ile benzerlik
yaklasik %91 oraninda ¢ikmistir. Sekil 5.1°e bakildiginda PeVYV Ant01 izolatinin genom
organizasyonu, Yunanistan’m ve Israil’in genom organizasyonuna benzemektedir.
Kiiciik ntikleotit farkliliklar1 disinda ORF bélgelerinin genom iizerinde ayn1 lokasyonda
olmas1 genom benzerligini ortaya koymaktadir.
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Sekil 5. 1. Diinya izolatlar1 ile PeVYVAnt0l izolatmin genom organizasyonu
karsilastirmasi

Luteoviridae familyas1 genellikle 5,600 ila 6,000 nukleotidlik (nt) RNA
genomuna ve bes veya alti  a¢ik  okuma  ¢ergevesine  sahiptir.
poleroviris cinsinin Gyeleri genomun 5 'ucunda ORF1 ile kismen Ortiisen fazladan
bir ORF0'a sahiptir ve PO proteinini olusturmaktadir. PO proteini bitki savunma tepkisini
baskilayan RNA susturucu olarak adlandirilan géreve sahiptir. ORF1 ve ORF2 P1 ve P2
proteinlerini kodlar. RNA'ya bagimli RNA polimeraz proteinini (RARp) olusturmaktadir.
ORF3, kaplama proteinini (CP) kodlar. ORF4 bitkide virlis hareketi icin gerekli olan
hareket proteinini olusturmaktadir. ORF5, yaprak biti iletimi icin gerekli olan P5
proteinini olusturmaktadir (Pagan ve Holmes 2010; Dombrovsky vd., 2013). Bizim
izolatimizda Polerovirus genomunun tipik 6zelliklerini gosteren 6 ORF bdlgeleri tespit
edilmistir.

Son yillarda yayginligi artan Pepper vein yellows virus (PeVYV), 1981'de ilk kez
Japonya'nin Okinawa kentindeki seralarda gdzlenmistir. Benzer bir hastalik 1998'de
[srail'de gdzlenmistir. Avustralya, Cin, Japonya, Italya, Yunanistan ve Ispanya'dan izole
edilen tiirlerin PeVY'V ile ilgili oldugu tespit edilmistir. PeVY V'ler 5 kitada 20 iilkede
kaydedilmistir. Bunun gibi dagmik bir dagilimin sebebi muhtemelen baska raporlarin
olmamasma dayanmaktadir. (NPPO 2016). Son zamanlarda PeVYV ulkemizde de
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yaygmligi artan virlisler arasinda bulunmaktadir (Buzkan vd. 2013). Ydrutllen
calismada, filogenetik agaca bakildiginda PeVYVAnt01 izolatinin genom organizasyonu
Italya (Accession no KU886194.1) ve Japonya (Accession no AB594828.1) ile ayn1 dalda
yer almustir. NCBI veri tabaninda benzerligine bakildiginda Italya ile %94 Japonya ile
%93 oraninda benzemektedir. 2016 yilinda Italya’da yapilan calismada KU886194.1
GenBank nolu izolat Japonya (Accession no AB594828.1) ile aymi alt grupta yer
almaktadir. PeVYVANtO1 izolatmin Italya ile benzemesinin nedeni; iki izolatn da
Akdeniz bolgesinde olmasi sebebiyle iilkeler arasinda tarim ticaretinin yapilmasi
sirasinda bitki materyali iizerinde yaprak bitlerinin taginmasi ihtimalini olusturmustur.
AB594828.1 GenBank nolu izolat 2011 yilinda Japonya'nin Okinawa kentinde tespit
edilmistir ve benzerligin yiiksek olmasi iki izolatin aymi atadan geldigi ihtimali
varsayillmaktadir. PeVYVANtO1 izolatinin alt gruplarina bakildiginda Yunanistan ile
benzerlik oraninin yiiksek ¢ikmasi iilkemize komsu olmasi ve vektorler ile gelmis
olabilecegi ihtimal verilmektedir. FN600344.1 GenBank nolu izolat Antalya’dan alinan
bir izolattir ve PeVYVANt01 izolat ile %94 oraninda benzemektedir. PeVYVANtO1 izolat
ile FN600344.1 GenBank nolu izolat agagta ayn1 dalda yer almamasmin nedeni sadece
1630 niikleotitlik kii¢iik bir alanin ¢alisilmis olmasidir. Tiim genom calisilmis olsayd1
%100 benzerlik gosterecegi diisiiniilmektedir. Filogenetik agaca genel bakildiginda
Avrupa ilkelerinin ve Ozellikle Akdeniz iilkelerinin c¢ogunlugu olusturdugu
goriilmektedir. Ulkemize yakin olmalar1 ve tarimsal aligverisin yogun yapilmasi nedeni
ile PeVYV’nin iilkemize gelmesi muhtemeldir. Yunanistan’da da yapilan ¢aligmalarda
ve diger iilkelerin benzer calismalarinda hastaliklarin ticaret yoluyla, vektorler
vasitasiyla, komsu iilkelerin birbirleriyle bitki alisverisi yoluyla yayildigi onlar tarafindan
da rapor edilmistir (Murakami vd. 2011; Dombrovsky vd. 2013; Villanueva vd. 2013;
Tomassoli vd. 2016; Lotos vd. 2017; Bozan vd. 2018; Fidan 2020)

Ulkemizde biber iiretim alanlarinda bulunan major viriisler mindr viriisleri
baskilamaktadir. Fark edilmesi zorlasan mindr viriisler, ¢iftciler ve bitki korumacilar
tarafindan element noksanlig1 olarak karistirilmaktadir. Islahg¢ilar major viriisler lizerinde
dayaniklilik calismalar1 yiiriittiikleri igin mindr viriisler belirginlesmeye baslamistir.
Yiiriitilen calisma sonucunda iilkemiz biber yetistiriciligi i¢in sevindirici olmustur.
PeVYV’nin dinyada tim genomu tespit edilmesi ve iilkemizde sadece varligi rapor
edilmesi sebebiyle {lilkemiz agisindan biiylik eksikliktir. Bu ¢alisma sayesinde eksiklik
giderilmis ve PeVYV’nin tiim genom organizasyonu belirlenmis ve molekiiler
karakterizasyonu yapilmistir. NCBI gen bankasina Tiirkiye PeVYV tiim genom kaydi
yapilmistir.

Giliniimiizde teknolojinin ve sistemlerin ilerlemesi virlislerin yapilarini, go¢
haritalarmi, tiim genomlarini tespit etmemizi olanak saglamaktadir. Cift¢ilerin major ve
mindr virusleri fark etmesinin saglanmasi ile bu ¢alisma ¢iftgilere, islahgilara, tarim
bakanliginda ¢aliganlara referans olacaktir. Bundan sonraki ¢aligmalarda bu viriise kars1
bir dayanikli bir hassas popiilasyonun olusturularak dayaniklilk mekanizmasimin
cahisilmas gerekmektedir. Universite ve 1slahgi isbirligi yapilarak viriilensligi bilinen tiim
genomlarm izolatlar1 kullanilarak dayanikhilik caligmalar: yiiriitiilmelidir. Ilerde
yapilmasi gereken c¢aligmalar i¢in hastalik bankasma laboratuvar bunyesinde saklanan
izolatlar dahil edilmelidir.
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6. SONUCLAR

Antalya ilinde biber iiretimi yapilan ekim alanlarinda 2019-2020 yillar1 arasinda
Biber damar sarilik viriis iiniin (PeVY V) saptanmasi, elde edilen tiim genomun molekiiler
karakterizasyonu yapilan bu ¢alismada genel olarak asagidaki sonuglara ulagilmistir.

Tiirkiye’de varligi rapor edilen ¢calisma temel alindiginda yine Antalya bolgesinde
de bu hastaligin varlig: tespit edilmistir. Biber {iretim alanlarinda PeVY'V ile bulasik
bitkilerde yapraklarda damarlar arasinda sararma ve damarlarin yukari dogru kivrilmasi,
yaprak boyutlarmin kiiciilmesi gibi simptomlar tespit edilmistir. Biber agaglarinda
bodurlasma ve meyvelerde renk degisikligi ve boyut kiiciilmesi tespit edilmistir.

Biber tretim alanlarda virtis vektori olan yaprak bitlerinin biber bitkisinden
beslenmesi sonucu ortaya ¢ikardigi simptomlar PeVYV’den kaynaklandigi tespit
edilmistir. Sera geneline bakildiginda yaprak bitleri sera kenar siralarda yogunluk
gosterdiginden dolay1 PeVYV daha cok sera kenar siralarinda yogunluk gosterdigi tespit
edilmistir. Ortamin nemi ve sicaklik artisiyla hizli ve ¢ok liremeleri miicadeleyi yetersiz
kilmaktadir. Bu nedenden dolayr hastalikla miicadelede dayaniklilik c¢alismalari
yuratulmelidir.

Simptomatolojik belirtiler gosteren bitkilerdeki virlistin varligini1 saptamak igin
elektron mikroskopundan goriintii alimmistir. 100 gr canli bitkilerin yeni slirglinlerinden
alman simptomatik biber bitkilerinden alinan virionlar karbon kapl bakir 300 mesh’lik
grid ile taranarak 25 nm lik bazi kiiresel parcaciklar fotograflanmastir.

Biber arazilerinden toplanan érnekler, PeVYV’nin varligini belirleyebilmek igin
RT-PCR teknikleri ile testlenmistir. PeVYV hastalig1 ile bulasik olan izolatlar tiim genom
bilgileri elde edilmistir. RT-PCR metodu, sekans analizi metodu ve filogenetik agaclar
kullanilarak molekiiler karakterizasyon ¢aligmalar1 tamamlanmaistir.

Tim genom bilgileri elde edildikten sonra NCBI gen bankasma MT127783.1
erisim numarasi ile kaydi yapilarak bilim diinyasina sunulmustur. PeVYVANt01 olarak
isimlendirilen izolatinin NCBI’a kayith izolatlar ile karsilastirmalar1 yapilmistir ve en
yikksek benzerligi gosteren HF969027.2 (Yunanistan) GenBank numarali izolat
belirlenmistir.

Arazide tespiti icin simptomatolojik ozellikleri, viriisiin varligini belirlemek i¢in
tr ve grup primerlerinin optimizasyonu, viriisiin yapisi ve irklarmi belirlemede tiim
genom haritalama primerleri, fiziksel dzelliklerini belirlemede elektron mikroskobu
yonteminin biitiin prosediirleri bulunarak bundan sonraki c¢alismalarda sunulmak
amaciyla bilim diinyasinin hizmetine sunulmustur.
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8. EKLER
EK.1. Dellaporta yontemi ile Total Nukleik Asit protokoll

1- 100-400 mg 6rnek, 1.2 ml ekstraksiyon buffer (100 mM Tris, pH 8.0, 50 mM EDTA,
500 mM NacCl, 10 mM 2-mercaptoethanol)’da ezilmistir.

2- Ezilmis &rnekten 600 pl alinip 1.5 ml’lik tiiplere konulmustur. Uzerine %10’luk
SDS’den 70 pl eklenip 65 °C’de 10 dk bekletilmistir. Bekleme esnasinda tiipler bir veya
iki kez karigtirilmistir.

3-200 ul 5 M potasyum asetat, tiiplere eklendikten sonra buzda 10 ila 30 dakika arasinda
bekletilmistir.

4- Buzdan alman 6rnekler 10 dk 10.000 rpm’de santrifiij edilmis, s1vi kisimdan 600 ml
almnarak yeni 1.5 ml’lik tiiplere konulmustur.

5- 300 pl soguk izopropanol eklenerek 25-30 dk buz i¢inde bekletilmistir.

6- 10 dk 10.000 rpm’de santrifiij edilmis, siipernatant (sivi) dikkatlice ortamdan
uzaklastirilmastir.

7- -20 °C de saklanan soguk %70’lik etanol den 750 pl pellete eklenip kibarca
karigtirilmistir. 10 dk 10.000 rpm’de santrifiij yapilmistir.

8- Cokelti lizerinde kalan sivi, tiiplerden dikkatlice uzaklastirilmis, 15 sn’lik kisa bir
santrifiij daha yapildiktan sonra alkol, pipetle ¢ekilmistir.

9- Pellet 10 dk kurutulmus, tizerine 400 pl steril distile su eklenerek karistirilmastir.

10- 37 °C’de 15 dk. inkiibe edilmis ve inkiibasyon sirasinda bir iki kez hafifce
karistirilmistir.

11- Elde edilen total nukleik asitten 5-10 pl alinip elektroforez sonug kontroliinden sonra
-20 °C ya da -80 °C’de saklanmustir.

Not: Ekstraksiyon ¢o6zeltisi kullanmadan kisa bir siire Once ve steril ortamda
hazirlanmistir (Tris, NaCl ve EDTA.)
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EK. 2. Total Niikleik Analizlerinde Kullanillan Cozelti ve Solusyonlar

1. Ekstraksiyon tamponu

Asagida belirtilen miktardaki kimyasallar 150 ml steril saf su igerisinde manyetik
karigtiricida ¢oziinmiis ve pH’s1 ayarlanarak 200 ml tamamlanmigtir. Daha sonra 1/1000
v/v oraninda 2.B. Mercaptoethanol ilave edilmistir. (100 mM Tris-HCI (pH: 8.0), 50 mM
EDTA (pH:7,0), 500 mM NacCl, 10 mM 2.B. Mercaptoethanol).

Tris- HCI 2.422gr
EDTA 3,722 gr

NaCl 5,844 gr

2. %20 SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) 20 gr SDS tartilmis ve 80 ml steril saf su
icerisinde 1siticili manyetik karistiricida ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra saf su ilave edilerek
100 ml tamamlanmis ve oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

3. 5 M Potasyum Asetat (CH3COOK) 60 ml steril saf su icerisinde 49,07 gr potasyum
asetat ¢ozdiiriilmiis ve daha sonra 100 ml’ye tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza
edilmistir.

4. 3M Sodyum Asetat (CH3COONa) 60 ml steril saf su igerisinde 40,82 gr sodyum
asetat ¢0zdii,riilmiis ve daha sonra 100 ml’ye tamamlanarak oda sicakliinda muhafaza
edilmistir.

5. %70 lik ETOH %99 Ethanolden 707 ml alinarak 293 ml saf su ilave edilmis ve
hazirlanan bu %70 ETOH +4 C’de kullanilmak {izere muhafaza edilmistir.
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EK.3. Molekiiler calismalarda kullanilan tampon cozeltiler

TAE buffer (Tris + Asetik asit+ EDTA) pH:8,3

50 X TAE 1 It i¢in. 242 gr Tris 57,1 ml Glical Asetik asit 100 ml EDTA (pH: 8,0)
TE Buffer (Tris +EDTA) pH:7,4

100 mM Tris (pH:7,4) 10 mM EDTA (pH) 8,0)

0,5M EDTA pH:8,0

186,1 gr /It (Otoklav edilmeli)

1 M Tris pH:8,0

121,1 gr tris/It (Otoklav edilmeli)

TBE (Tris + Borik asit + EDTA) pH:8,3

108 gr tris 55 gr Borik asit 40 ml 0,5 M EDTA
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EK. 4. Agaroz jel elektroforez yontemi

1. Cam erlen igerisine 0,90 gram agaroz tartilmis ve iizerine 60 ml 1X TAE (EK 3)
tampon ilave edilmistir. Bu karisim mikro dalga firinda tamamen eriyinceye kadar
isitilmis, eriyen karisim 100 ml olacak sekilde TAE tampon ¢ozeltisi ile tamamlanmus.

2. Jel tanki hazirlanarak tarak takilmis ve jel elektroforez tankina dokiilmiistiir. Oda
sicakliginda bekletilen jel 15-20 dk icerisinde tamamen donduktan sonra tarak
cikarilarak jel aparati ile birlikte elektroforez tankina yerlestirilmistir.

3. 1X TAE tamponu jelin Gzerini 1-2 mm kaplayacak sekilde elektroforez tankimin
icerisine doldurulmustur. Ornekler 10 pl PCR iiriinii ile 2 pl 6X yiikleme tamponu
(Loading Dye) olacak sekilde toplam 12 pl’lik karisim jeldeki kuyucuklara mikropipetle
yerlestirilmistir. Ornekler yerlestirildikten sonra 6 pl markir en sagdaki cukura gelecek
sekilde yerlestirilmis ve sagdaki en son ¢ukura ise negatif kontrol konulmustur.

4. Tank kapagi kapatilarak giic kaynagi agilmis 50-70 V elektrik ortaminda jel
kosulmustur. Markirda yer alan mor bandin jelde son 1 cm alan kalincaya kadar
ilerlemesi saglanmis ve bu asamada isleme son verilmistir.

5. Islemin sonunda tanktan alinan jel oda sicakliginda Ethidium bromide ile boyanmis ve
daha sonra UV-transliminatorde goriintiilenmistir.
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