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OZET

ULKEMIZDE YETISEN KULTUR VE YABANI MAVIYEMIS
BIiTKIiLERINDEKI “BLUEBERRY MOSAIC ASSOCIATED VIRUS”
IZOLATLARININ KISMi SEKANS ANALIZLERIi

Ulkemizde maviyemislerde viriis hastaliklar1 ile ilgili calismalar son yillarda
baslamis olup en yaygin viriis blueberry mosaic associated virus (BIMaV) olarak tespit
edilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda {ilkemizde Rize, Trabzon, Samsun, Giresun ve
Mersin illerinden toplanan yabani ve kiiltiire alinmig Vaccinium tiirlerinde BIMaV’nin
farkli gen bolgelerinin genomik analizlerinin yapilmasi ve farkli Vaccinium tiirlerinden
elde edilecek olan izolatlarin benzerlik ve farkliliklariin genomik diizeyde tespit
edilmesi amag¢lanmistir. Bu amagla Samsun’dan 5, Giresun’dan 24, Trabzon’dan 48,
Rize’den 50, Ordu’dan 7, Mersin’den 2 maviyemis (Vaccinium spp.) 6rnegi toplanmis
ve BIMaV’nin RNA’ya bagimli RNA polimeraz enzimini (RdRp) kodlayan RNAI,
hareketlilik proteini (MP) kodlayan RNA2 ve niikleoproteini (NP) kodlayan RNA3 gen
bolgelerini ¢ogaltan primerlerle RT-PCR analizleri yapilmistir. RNA3 genine spesifik
primer ¢ifti kullanilarak testlenen toplam 136 maviyemis 6rneginin 39 tanesinin BIMaV
ile enfekteli oldugu ve testlenen Orneklerde enfeksiyon oraninin % 28,67 oldugu
belirlenmistir. Testlenen 6rneklerin 16 tanesi yabani maviyemis 6rnegi olup bunlarin 10
tanesi BIMaV ile enfekteli bulunmustur. Bu durumda kiiltiire alinan maviyemislerde
enfeksiyon orant % 24,16 olarak saptanirken yabani maviyemis bitkilerinde % 62,5
olarak belirlenmistir. Ayn1 drnekler RNA1 ve RNA2 gen bolgelerine spesifik primer
ciftleri kullanilarak testlendiginde sadece Rize ilinden toplanan 7 kiiltiire alinmis
maviyemis Orneginde viriisiin RNA1, 8 drnekte ise RNA2 bolgeleri ¢ogaltilarak sekans
analizleri yapilmis diger illerden toplanan Orneklerde bu gen bolgeleri
cogaltilamamistir. Mersin ilinden alinan 6rneklerde ise her ii¢ primer ¢ifti ile de BIMaV
tespit edilememistir. BIMaV 6nemli verim kayiplarina yol agan viriislerden birisi olmast
nedeniyle bu viriisle ilgili ¢aligmalara devam edilmesi ve bu ¢aligma kapsaminda elde
edilen 6n veriler kullanilarak daha detayli caligmalarin yapilmasi onerilmektedir.

2019, 42 sayfa

Anahtar Kelimeler: Maviyemis, blueberry mosaic associated virus, genetik gesitlilik,
RT-PCR



ABSTRACT

PARTIAL GENOMIC ANALYSIS OF BLUEBERRY MOSAIC ASSOCIATED
VIRUS ISOLATED FROM WILD AND CULTIVATED BLUEBERRY PLANTS
IN TURKEY

Virus diseases of blueberries have recently been started in Turkey and the most
common virus has been detected as blueberry mosaic associated virus (BIMaV). In this
study, partial genomic analysis of BIMaV collected from wild and cultivated
Vaccinium species grown in Rize,Trabzon, Samsun, Giresun and Mersin and their
genomic similarity and differences were studied. Fort this purpose, 5 samples from
Samsun, 24 form Giresun, 48 from Trabzon, 50 from Rize, 7 from Ordu and 2 from
Mersin were collected and RT-PCR analysis were performed by using three different
primer pairs amplifying RNA1 (RNA dependent RNA polimeraz-RdRp), RNA2
(Movement protein-MP) and RNA3 (Nukleoprotein-NP) of BIMaV. Thirty nine
samples among tested 136 samples were found infected by BIMaV by using RNA3
gene-specific primer pairs and the infection rate was found as 28,67%. Among tested 16
wild blueberry samples, 10 were infected by BIMaV with the infection rate of 62,5%
whereas it was only 24,16% in cultivated blueberries. When the same samples were
tested with the RNA1 and RNA2 genes-specific primers of BIMaV, expected size PCR
products were obtained from 8 and 10 cultivated blueberry samples collected from Rize
province, respectively. The amplified PCR products of these samples were sequenced
and characterized as BIMaV. The samples collected other provinces were not found
positive for RNAL and RNA2 of BIMaV whereas Mersin samples were negative for all
three primer pairs. Due to BIMaV cause important yield losses in blueberries, the
studies on this virus should continue and the primary data obtained in this study should
be developed and more detailed studies should be organized.

2019, 42 pages

Key words: Blueberry, blueberry mosaic associated virus, BIMaV, genetic diversity,
RT-PCR
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SEKILLER DiZIiNi

Blueberry mosaic associated virus’un genom organizasyonu. RdRp:
RNA’ya bagli RNA polimeraz; MP: Hareketlilik proteini; NP:

NUKIEOKAPSIA PrOtEINT ..ecvveiveciieiieeie e

Rize-ikizdere maviyemis plantasyonlarinda yapraklarda pembemsi-

KITIMIZL TEKEIBK ettt eeneeennnnnnne

Rize-Ikizdere maviyemis plantasyonlarinda yapraklarda damar

acilmalar1, mozaiklesme ve klorotik lekeler ...........ccooceeevviiieeiiiiinec i,

Silika yontemi kullanilarak Trabzon ilinden toplanan maviyemislerden
izole edilen RNA’lardan TS184 no’lu 6rnegin  spektrofotometre

6l¢timii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD) .....ccccccvevviievvciesiecieee

Silika yontemi kullanilarak Trabzon ilinden toplanan maviyemislerden
izole edilen RNA’lardan TS186 no’lu ornegin spektrofotometre

6l¢timii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD) .......cccccveveiiiiicceiieceee

Morante-Carriel RNA Ekstraksiyon yontemi kullanilarak Giresun
ilinden toplanan maviyemislerden izole edilen RNA’lardan TS141
no’lu maviyemis Orneginin spektrofotometre oOlgiimii (NanoDrop

2000c, Thermo SCi, ABD) ...ccvoiiiiiecieie e

Morante-Carriel RNA Ekstraksiyon yontemi kullanilarak Giresun
ilinden toplanan maviyemislerden izole edilen RNA’lardan 309 no’lu
maviyemis Orneginin spektrofotometre Ol¢iimii (NanoDrop 2000c,

Thermo SCi, ABD) ....ooviee et

Morante-Carriel RNA Ekstraksiyon yontemi kullanilarak Giresun
ilinden toplanan maviyemislerden izole edilen RNA’lardan 310 no’lu
maviyemis Orneginin spektrofotometre Ol¢iimii (NanoDrop 2000c,

Thermo SCi, ABD) .....oouiieie e

Blueberry mosaic associated virus RNALl (RdRp) gen bélgesi igin
spesifik F/R primer ¢ifti kullanilarak pozitif kontroller ile
optimizasyon amaciyla yapilan RT-PCR analiz sonuglari. M: Marker
(SMO#321 MBI, Thermo Sci, ABD); TS236 ve TS239: Rize-ikizdere

maviyemis drnekleri, +C: Pozitif kontrol, W: Su Kontrol .........................

Blueberry mosaic associated virus RNA 2 (MP) gen bdlgesi igin
BIMaV 725F/1767R primer ¢ifti kullanilarak pozitif kontroller ile
optimizasyon amaciyla yapilan RT-PCR analiz sonuglari. M: Marker
(SMO#321 MBI, Thermo Sci, ABD); TS236: Rize-ikizdere

maviyemis ornegi, +C: Pozitif kontrol, W: Su Kontrol .............c.cccceevnies

Rize’den toplanan kiiltiire alinmig maviyemis 6rneklerinden blueberry
mosaic associated virus’un RNAL1 (RdRp) gen bolgesi i¢in BIMaV
F/R primer c¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonucu M:
Marker (SMO#321 MBI Thermo Sci, ABD); 340, 341, 342, 352, 353,
354, 357, 359 : Rize maviyemis ornekleri; +C: Pozitif kontrol, W: Su

KONEIOL .ottt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeereeeeeeeeaeeeaees

Rize ilinden toplanan kiiltiire alinmis toplanan maviyemis drneklerinde
blueberry mosaic associated virus RNA 2 (MP) gen bolgesi igin
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BIMaV725F/1767R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analiz
sonucu M: Marker (SMO#321 MBI, Thermo Sci, ABD); TS231,
TS232, TS235, 340, 342, 347, 352, 354, 357, 359: Rize maviyemis

ornekleri; +C: Pozitif kontrol; W: Su Kontrol ..........cccooevevveeiieeeiee,

Giresun Samsun, Ordu ve Rize illerinden toplanan yabani ve kiiltiire
alinmis toplanan maviyemis 6rneklerinde blueberry mosaic associated
virus RNA 3 (NP) gen bolgesi i¢cin BIMaV F/R primer c¢ifti
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonucu M: Marker (SMO#321
MBI, Thermo Sci, ABD); TS127, TS128, TS129: Samsun maviyemis
ornekleri, TS224, TS227, TS228, TS229, TS236, TS237, TS238,
TS241, TS248, TS249, TS250, 297: Rize maviyemis 6rnekleri, 300,
306: Giresun maviyemis Ornekleri, 311, 312: Ordu maviyemis

ornekleri, +C : Pozitif kontrol (dogrudan cDNA), W: Su Kontrol ............

Blueberry mosaic associated virus’un RNA1 (RdRp) gen bolgesi i¢in
BIMaV F/R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizleri
sonucunda elde edilen {irlinlerinin sekans analizine gore cizilen
filogenetik aga¢. Filogenetik analizde, MEGA X yaziliminda yer alan
Neighbor-joining (NJ) yontemi kullanilmistir. Dendrogramda
bootstrap (se¢-bagla tahmin testi) degerleri, dallarda yilizde olarak

GOSTETTIMISEIT. ...ttt ettt

Blueberry mosaic associated virus’un RNAZ2 (MP) gen bolgesi icin
spesifik 725F/1767R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR
analizleri sonucunda elde edilen iiriinlerinin sekans analizine gore
cizilen filogenetik agac. Filogenetik analizde, MEGA X yaziliminda
yer alan Neighbor-joining (NJ) yontemi kullanilmistir. Dendrogramda
bootstrap (se¢-bagla tahmin testi) degerleri, dallarda yilizde olarak

GOSTETTIMISHIT. ...

Blueberry mosaic associated virus’'un RNA3 (NP) gen bolgesi igin
spesifik F/R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizleri
sonucunda elde edilen {irlinlerinin sekans analizine gore cizilen
filogenetik agac. Filogenetik analizde, MEGA X yaziliminda yer alan
Neighbor-joining (NJ) yontemi kullanmilmistir.  Dendrogramda
bootstrap (se¢-bagla tahmin testi) degerleri, dallarda yiizde olarak

GOSTETTIMISHIT. ...t

VI



Cizelge 3.1.

Cizelge 3.2.
Cizelge 3.3.
Cizelge 3.4.
Cizelge 4.1.

Cizelge 4.2.

Cizelge 4.2.

Cizelge 4.2.

Cizelge 4.2.

Cizelge 4.3.

CIZELGELER DiZiNi

Blueberry mosaic associated virus’un 3 farkli gen bolgelerinin
cogaltilmasinda kullanilan primer dizileri ve c¢ogaltilacak PCR
trlinlerinin baz buyUKIGKIETT........cooviiiiiiiii e

Blueberry mosaic associated virus’un RNAT gen bolgesinin
cogaltilmasinda uygulanan PCR kosullart ...............cc,

Blueberry mosaic associated virus’un RNA2 gen bolgesinin
cogaltilmasinda uygulanan PCR kosullart ............ccccccviiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn,

Blueberry mosaic associated virus’un RNA3 gen bolgesinin
cogaltilmasinda uygulanan PCR kosullart..........cccoooeriiiiiiniiniiiice

Bazi maviyemis Orneklerinden iki farkli izolasyon yoOntemiyle
ekstrakte edilen RNA’larin nanodrop 6l¢iim degerleri..........cccvvvririennene

Karadeniz Bolgesinde farkli illerden ve Mersin’den toplanan yabani
ve kiiltire alinmig maviyemis bitki orneklerinin blueberry mosaic
associated virus’un 3 farkli gen bolgesini ¢ogaltan primer ciftleri
kullanilarak RT-PCR analiz sonuglart ..........ccoccevieiiiiiiiniiniiiiiienieeie

(devam) Karadeniz Bolgesinde farkli illerden ve Mersin’den
toplanan yabani ve kiiltiire alinmig maviyemis bitki érneklerinin
blueberry mosaic associated virus’un 3 farkli gen bdlgesini ¢cogaltan
primer ciftleri kullanilarak RT-PCR analiz sonuglari.............cccoovvieiiinnnnne

(devam) Karadeniz Bolgesinde farkli illerden ve Mersin’den
toplanan toplanan yabani ve Kkiiltiire alinmig maviyemis bitki
orneklerinin blueberry mosaic associated virus’un 3 farkli gen
bolgesini ¢ogaltan primer ¢iftleri kullanilarak RT-PCR analiz
10381 o] 1y PRSP
(devam) Karadeniz Bolgesinde farkli illerden ve Mersin’den
toplanan toplanan yabani ve kiiltiire alinmig maviyemis bitki
orneklerinin blueberry mosaic associated virus’un 3 farkli gen
bolgesini ¢ogaltan primer ¢iftleri kullanilarak RT-PCR analiz
SOMUGIATT ...ttt
Maviyemis plantasyonlarinda BlIMaV tespit edilen iller, testlenen
ornek sayisi ve enfeksiyon oranlart (%0) ........cocvvvviieiiiieiene e

VI


file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380923844
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380923844
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380923844
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

SIMGELER

bp :Baz Cifti
cm :santimetre
°C :Sicaklik
da :Dekar

g :Gram

kb :kilo baz

M :Molar

mM :Mili molar
mg :Miligram
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ul :Mikrolitre
ug :Mikrogram
ng :Nanogram
pmol :Piko mol

KISALTMALAR

ABD :Amerika Birlesik Devletleri
Ark :Arkadaslart

cDNA :Complementer deoksiriboniikleik asit
d20 :Cift distile su

Dk :Dakika

DNA :Deoksiriboniikleik Asid

EDTA :Ethylenediaminetetraacetic acid
EtBr :Ethidium Bromid

ETOH :Ethanol

H20 :Su

LiCl :Lithium Chloride
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1. GIRIS

Maviyemis bitkisi Plantae (Bitkiler) alemi, Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
boliimii, Magnoliopsida (iki ¢enekliler) siifi Ericales takmm, Ericaceae (Fundagiller)
familyasi, Vaccinium cinsine giren bir bitkinin bu cinse giren ¢ok sayida tiirii
bulunmakta olup en 6nemlileri Vaccinium corymbosum, Vaccinium myrtilloides ve
Vaccinium ashei reade (Giimiis ve ark., 2009)’dir. Bu bitki tilkemizin farkli yorelerinde
farkli isimlerle anilir. Ardahan’da mosi, Rize’de likapa, Trabzon’da ligarba,
Karakavu’da cali¢ilegi, Rize Pazar ilgesinde kaskanaka, Rize Ardesen ilgesinde ¢era
(cela), Artvin’de morsvi, mahabak, mesi; Giresun’da ¢ali ¢igegi, Ordu’da cirtlik ¢ilegi,
Yozgat’ta kopek tiztimii, diger bolgelerde ise ayi liziimii, ¢ay tiziimii veya ¢oban tiztimii
olarak isimlendirilen bu bitki literatiirii “maviyemis” olarak girmistir (Celik, 2012). Bu
liziimsli meyve puslu veya parlak mavi rengi ile “Mavi Altin (bluegold)” olarak da
nitelendirilmektedir. Ihman iklim kusagma adapte olmus bir meyve olup, botanik
anlamda “gercek tiziimler” grubuna girer (Celik, 2004). Bu bitki ilk olarak 1900’1
yillarda ABD’de yetistirilmeye baslanmigtir. Maviyemis lizerindeki calismalar
Ingilizlerin Amerika kitasina yerlesmelerinden sonra baglanmustir. Dogal floradaki yaban
mersinlerini goren yerli halkin bunlar1 toplayarak yediklerini fark eden Ingilizler 300
yila yakmn bir siire, bu meyvenin az miktarda kiiltiiriinii ve slahin1 yapmiglardw. Taze
tiketimde gida endistrisinde ¢ok yaygm olmasmma ragmen iilkemizde maalesef
yetistiriciligi yaygm degildir. 2000°li yillarda Tirkiye’ye egzotik bir tir olarak
girmistir. Islah1 yapilan tiirler: Yiksek cali formlular ve Algak ¢ali formlular olmak
tizere iki tiptir. Yiksek ¢ali formlu maviyemis (Vaccinium corymbosum), Alcak cali
formlu maviyemis (Vaccinium angustifolium), Tavsan gozli maviyemis (Vaccinium
ashei reade), Kafkas yaban mersini (Vaccinium arctostaphylos), Adi yaban mersini
(Vaccinium myrtillus) ve Bataklik yaban mersini (Vaccinium uliginosum) en dnemli
tirlerdir. Diinyada maviyemis iiretiminin en fazla oldugu iilkeler sirasiyla ABD,
Kanada, Polonya, Almanya, Fransa, Meksika, Hollanda, ispanya ve Isve¢’dir (FAO,
2016). Ulkemizde ise 2013 yilnda 485 dekar alandan 170 ton {iretim yapilirken 2018
yilinda 990 dekar alandan 375 ton elde edilmistir (TUIK, 2019).

Maviyemiste goriilen viral hastaliklar; maviyemis ayakkab1 bagi viriisii (blueberry

shoestring virus) (BSSV), maviyemis kirmizi halkali leke viriisii (blueberry red ringspot



virus) (BRRSV), maviyemis mozaikle iliskili virtis (blueberry mosaic associated virus)
(BIMaV), maviyemis yaniklik viriisii (blueberry scorch virus) (BIScV), maviyemis sok
viriis (blueberry shock virus) (BIShV), maviyemis yaprak beneklenme viriisii (blueberry
leaf mottle virus) (BLMoV), arabis mozaik viriisii (arabis mosaic virus) (ArMV), c¢ilek
latent halkal leke viriisii (Strawberry latent ringspot virus) (SLRSV), tiitiin halkali leke
viriisii (tobacco ringspot virus) (TRSV) ve domates halkali leke viriisii (ftomato ringspot
virus) (ToRSV)’diir. Bu virlislerin yani sira maviyemis bodurlasma fitoplazmasi
(blueberry stunt phytoplasma) da 6nemli bir hastaliktir (Tzenatakis ve Martin, 2017). Bu
bitkide goriilen virlislerin bir kismi genis konukcu dizisine sahip olan ArMV, SLRSV,
TRSV ve ToRSV gibi virlislerken bir kismi ise sadece Vaccinium tiirlerinde goriilen ve
konukg¢usunun ad1 ile anilan BLMoV, BIScV, BIShV, BSSV, BRRSV ve BIMaV dir.

BIMaV’nin neden oldugu mozaik hastaligi, maviyemislerin en 6nemli viral
hastaliklarindan birisidir. Bu virlis, maviyemis Yyapraklarinda mozaik seklinde agik
yesil, sar1 veya pembemsi lekeler olusturur (Caruso ve Ramsdell, 1995). BIMaV ’nin
tasinmasina yonelik son yillara degin net bir bilgi bulunmamakla birlikte dahil oldugu
Ophiovirus cinsi tiim viriisler toprak kokenli fungus Olphidium spp. ile tasindigi i¢in bu
viriisiin de potansiyel vektdriiniin bu fungus cinsi oldugu diistiniilmekte ydi. Son yillarda
yapilan bir ¢alismada bu hipotez kanitlanmis olup, BIMaV ile enfekteli maviyemislerin
bulundugu bahgelerden alinan toprak oOrneklerine tuzak bitki olarak marul, havug,
brokoli ve hiyar bitkileri ekildiginde 8 hafta sonra sadece marul bitkilerinin koklerinde
Olphidium cinsi funguslara ait dinlenme sporlar1 gézlenmistir. Olphidium virulentus
olarak teshis edilen bu fungusla yapilan deneysel tasima ¢aligmalarinda bu fungusun
BIMaV’nin olas1 vektorii olabilecegi bildirilmistir (Shands ve ark., 2017). BIMaV ne
kiiskiit ne de mekanik inokulasyon yontem ile tasinmamakta olup sadece asi1 ile
tasinabilmektedir.

Son yillarda 6zellikle “Yeni nesil dizileme (NGS)” teknolojisinin virolojialaninda
yogun olarak kullanilmasiyla etiyolojisi bilinmeyen bircok hastaligin etmeni
tamimlanmistr ve bunlardan birisi de BIMaV’dir. NGS analizleriyle tiim genomu analiz
edilmis olan bu viriisiin genom yapismm Ophioviridae familyasina bagl viriislere gok
benzedigi saptanmistir. Bu familyaya bagl 6 adet tek sarmall1 ve negatif polariteli RNA
virisii bulunmaktadir: Marul iri damar virtisii (mirafiori lettuce big-vein virus)

(MILBVYV), marul halkali nekroz viriisii (lettuce ring necrosis virus) (LRNV), turunggil



kavrama virlsii (citrus psorosis virus) (CPsV), lale hafif benekli mozaik viriisii (tulip
mild mottle mosaic virus) (TMMMYV), diigiin ¢igegi beyaz benek viriisii (ranunculus
white mottle virus) (RWMYV) ve frezya latent viriisii (freesia sneak virus) (FreSV). Bu
viriisler i¢inde ilk {i¢ virlisiin tiim genomu bilinmekte olup BIMaV izolatlar1 kullanilarak
yapilan filogenetik analizlerde bu viriisiin en yakm iliskili oldugu viriis CPsV olarak
tespit edilmistir. BIMaV’nin segmentli genomu 3 par¢ali RNA’dan olugur ve bu 6zelligi
ile CPsV’ye benzemektedir ancak bagl olduklar1 familyanm tip viriisii olan LRNV ve
MiLBVV’de RNA 4 pargalidir. Bu farkli genomik 6zellikleri nedeniyle LRNV,
MILBVYV ile birlikte gruplanmis ve Ophioviridae familyasi i¢inde farkli bir cinse dahil
olurken CPsV ve BIMaV ayni familya i¢inde farkli bir cinse dahil edilmistir ( Thekke-
Veetil ve ark., 2016).

Ophiovirlis cinsine giren virlslerin morfolojik yapis1  yilan benzeri
gorliniimlerinden dolay1 bu isimle adlandirilmistr (Yunancada “ophio=yilan” anlamina
gelmektedir). Bu cins igine giren virlislerin niikkleoprotein kompleksleri ipligimsi
yapidadr (Milne ve ark., 1996) ve Tenuiviriisler ile Bunyaviridae tiyelerinde gozlenen
yapilara benzeyen sekildedir (Ward, 1993).

BIMaV, 11.467 nikleotit uzunlugunda, 3 tane negatif-anlamli RNA’dan olusan
bolinmiis bir genoma sahiptir. RNA1, 7.963 niikleotit uzunlugunda olup 2 ORF
kodlamaktadwr. Bunlardan birisi 272 kDa biiyikligiinde RARp genini digeri ise 107
niikleotit uzunlugunda intergenik bir bolge ile ayrilan 23 kDa’lk kii¢iik bir proteini
kodlar. RNA2, 1.934 nikleotit uzunlugundadr ve 58 kDa molekiil agirhig ile
hareketlilik proteinini kodlamaktadir. RNA3 ise 1.570 niikleotit uzunlugundadir ve 50
kDa’lik niikleoproteini kodlamaktadir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Blueberry mosaic associated virus’un genom organizasyonu. RARp: RNA’ya
bagli RNA polimeraz; MP: Hareketlilik proteini; NP: Nukleoprotein



Bu ¢aligma kapsaminda iilkemizde BIMaV’nin ilk kez ve en yaygm tespit edildigi
Rize ilinin yani sira Trabzon, Samsun, Giresun, Ordu ve Mersin illerinden toplanan
yabani ve kiiltire alimmig Vaccinium tirlerinde BIMaV’nin farkli gen bélgelerinin
genomik analizlerinin yapimas1 ve farkli Vaccinium tiirlerinden elde edilecek olan

izolatlarmn benzerlik ve farkliliklarinin genomik diizeyde tespit edilmesi amaglanmustir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Tirkiye’de ¢ilek disindaki iizimsii meyve yetistiriciliginin gegmisi ¢ok eskilere
dayanmamaktadir. Ulkemiz florasinda dogal olarak yetisen birgok {iziimsii meyve
tirtintin  kiltlir formlarmm ilk adaptasyon calismalarma 1960’11 yillarin sonunda
baglanmigtir. Ancak, {iiretilen yas iiziimsii meyvelerin pazarlanmalarindaki sorunlar
nedeniyle iiretimlerine ve arastirmalara uzun bir ara verilmistir. 1980’11 yillarin sonuna
dogru Bursa ve c¢evresinde ahududu tiretimi, Bulgaristan’dan gelen soydaslarimiz
tarafindan baslatilmistr. 1995 yilinda Karadeniz Bolgesi Dogal Ahududu Seleksiyonu
Projesi, 1996°da da iilkesel ¢apta uygulanan “Frenk iiziimi, Ahududu ve Bogirtlen
Cesitlerinin Islah1” projesi ile arastirma boyutundaki ¢alismalar yeniden devreye
sokulmustur (Agaoglu ve ark., 2003).

Maviyemis tiretimi diinyada olduk¢a yaygm olup iiretim 210.000 ton civarindadir
(Celik, 2003). Tirkiye’de 6zellikle Karadeniz ve Marmara Bolgesinde yabani olarak
yetisen Vaccinium cinsi i¢inde yer alan birgok tiir bulunmaktadr (Vaccinium vitis-idea,
Vaccinium myrtillus, Vaccinium uligunosum ve Vaccinium arctostaphyllos). Bu cins
icine giren meyveler diinyada “blueberry=maviyemis” olarak adlandirilirken iilkemizde
“likapa, gogen, cay iizlimi, ay1 lizimii, yaban mersini” gibi yerel isimlerle anilmaktadir
(Turkben ve ark., 2008). Ulkemizde maviyemis yetistiriciligi konusunda resmi kayitlar
bulunmamakla birlikte Ates ve Celik (2012) tarafindan Karadeniz Bolgesi basta olmak
lizere yetistiriciligin yapildigr 21 ildeki (Ordu, Giresun, Trabzon, Rize, Artvin,
Giimiishane, Bartin, Bolu, Bursa, Canakkale, Diizce, Istanbul, Karabik, Kastamonu,
Kirrklareli, Kocaeli, Sakarya, Samsun, Sinop, Yalova, Zonguldak) tarim kuruluslariyla
yapilan anket sonucunda elde edilen verilere Tiirkiye’de 2018 yilinda 990 dekar alandan
375 ton maviyemis iiretilmektedir (TUIK, 2019).

Son yillarda diinya ¢apmnda 40’tan fazla viriisiin tiziimsii meyvelerde enfeksiyon
yaptig1 bildirilmektedir (Martin ve ark., 2004). Maviyemis bitkilerinde goriilen
viriislerin bir kismm genis konukg¢u dizisine sahip olan viriislerken, arabis mosaic virus
(ArMV), strawberry latent ringspot virus (SLRSV), tobacco ringspot virus (TRSV) ve
tomato ringspot viriis (ToRSV) gibi bir kismu ise sadece Vaccinium tirlerinde goriilen
ve konukgusunun ad1 ile anilan blueberry leaf mottle virus (BLMoV), blueberry scorch
viriis (BIScV), blueberry shock virus (BIShV), blueberry shoestring virus (BSSV),



blueberry red ringspot virus (BRRSV) ve blueberry mosaic associated virus
(BIMaV)’dur. Maviyemis bitkisinde goriilen en 6nemli viriis hastaliklarindan birisi
BRRSV ile iliskili olan kwrmizi halkali leke hastaligidr ve bu hastallk ABD
(Hutchinson ve Vaney, 1954), Japonya (Isogai ve ark., 2009), Cek Cumhuriyeti
(Pribylova ve ark., 2010), Slovenya (Plesko ve ark., 2010), Polonya (Kalinowska ve
ark., 2011) ve Kore’de (Cho ve ark., 2012) saptanmustr. Bu hastaligm en belirgin
simptomu yaprak ve govdede goriilen kirmizi yuvarlak halkali lekelerdir. Meyvelerde
ise benzer lekeler erken donemde goriilmesine karsin olgunlasma ile birlikte kaybolur
(Ramsdel ve ark., 1987). Bu viriisiin ti¢ izolatinin (ABD, Cek Cumhuriyeti ve Polonya)
tam genom sekans1 yaymlanmig ve amino asit sekanslarinda yiiksek derecede homoloji
(%98) saptanmustir. Bu durum ¢ iilkede tanimlanan izolatlarm orijinlerinin ayni
olduklar1 fikrini giiglendirmektedir (Kalinowska ve ark., 2012). BIMaV, Ophiovirus
cinsine ait son yillarda saptamis olan 6nemli bir viriistiir. Bu viriis ilk kez 1950 yilinda
Amerika’da saptanmistir. Ulkemizde ise Karadeniz Bolgesinden toplanan farkls
maviyemis tirlerinde saptanmistr (Caglayan ve ark., 2015). BIMaV, vyapraklarda
mozaik seklinde agik yesil, sar1 veya pembemsi lekeler olusturur. BIScV, ilkbaharda
geng siirgiinlerde geriye dogru 6liim ve ¢iceklerde yanikhiga neden olur ve bakteriyel
kanser goriiniimii ile karistirilabilir. BIShV’de ik enfeksiyonu izleyen ilkbahar
aylarinda bitki enfekteli oldugu halde simptom gostermeyebilir. Her ki viriis de bazi
cesitlerde latenttir (Ramsdell, 1987). BSSV, afitle tasman bir viriistiir ve en belirgin
simptomlar1 gdovdede ve ¢iceklenme doneminde ¢icek petal yapraklarinda uzun kirmizi
cizgiler, yapraklarda kivrilma ve verimde azalmadir.

Son yillarda 6zellikle “Yeni nesil dizileme (NGS)” teknolojisinin virolojialaninda
yogun olarak kullanilmasiyla etiyolojisi bilinmeyen birgok hastahgin etmeni
tanimlanmigtr ve bunlardan birisi de BIMaV’dir. NGS analizleriyle tiim genomu analiz
edilmis olan bu viriisiin genom yapismin Ophioviridae familyasina bagh viriislere ¢ok
benzedigi tespit edilmistir. Bu familyaya bagh 6 adet tek sarmalli ve negatif polariteli
RNA viriisii bulunmaktadir. mirafiori lettuce big-vein virus (MIiLBVYV), lettuce ring
necrosis virus (LRNV), citrus psorosis virus (CPsV), tulip mild mottle mosaic virus
(TMMMV), ranunculus white mottle virus (RWMV) ve freesia sneak virus (FreSV). Bu
virtisler i¢inde ik ii¢ virlisiin tim genomu bilinmektedir ve BIMaV izolatlar

kullanilarak yapilan filogenetik analizlerde bu viriisiin en yakin iligkili oldugu viriis



CPsV olarak tespit edilmistir. BIMaV’nin segmentli genomu 3 parcali RNA’dan olusur
ve bu 6zelligi ile CPsV’ye benzemektedir ancak baglh olduklar1 familyanm tip viriisii
olan LRNV ve MiLBVV’de RN A 4 par¢alidir. Bu farkli genomik 6zellikleri nedeniyle
LRNV, MILBVYV ile birlikte gruplanmis ve Ophioviridae familyast i¢inde farkli bir
cinse dahil olurken CPsV ve BIMaV ayni familya i¢cinde farkli bir cinse dahil edilmistir
(Thekke-Veetil ve ark., 2016).

Ulkemizde maviyemislerde viriis hastaliklar: ile ilgili cahsmalar son yillarda
basglamis olup en kapsaml ¢alisma TUBITAK tarafindan desteklenen 2130042 no’lu
Tirkiye-Slovenya Ikili Isbirligi projesi ile yapilmis ve iilkemizde gerek yabani
popiilasyon gerekse ticari yetistiricilik a¢isindan maviyemis yetisen Onemli illerde
survey ¢alismalar1 ylriitiilmiigtir. Bu ¢alisma sonucunda toplanan ornekler BRRSV,
BMaV, BLMoV, BIScV, BIShV ve BSSV i¢cin DAS-ELISA ve/veya PCR yontemleri
ile testlenmistir. Testlenen Orneklerde DAS-ELISA yontemi ile hicbir viriis
saptanamazken PCR analizleri ile testlenen 157 6rnegin 23’linde blueberry mosaic
associated virus tespit edilmistir (Gazel ve ark., 2015). Ayrica tespit edilen biitiin
viriislerin kismi sekans analizleri yapilarak NCBI Gen bankasmdaki uygun sekanslarla
kiyaslanmig ve filogenetik analizleri yapilmistir. BIMaV filogenetik analizlerinde ise
Tirk BIMaV izolatlarinin kendi i¢inde biiyiik benzerlik gdsterdigini ancak diger biitiin
iilkelere ait izolatlardan oldukca farkli oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Caglayan ve ark.,
2015; 2016; 2017 (a) ve (b); Gazel ve ark., 2015; Elgi ve ark., 2015).

Vaccinium tiirlerinde son yillarda saptanan yeni viriislerin iilkemizdeki durumunu
arastirmak  amactyla  bir  yilksek lisans tezi kapsammda (MKU-BAP-
18.YL.025) Karadeniz Bolgesinden 102, Bursa ilinden 20 olmak iizere toplam 122
maviyemis Ornegi toplanmustr. Toplanan Vaccinium ornekleri blueberry latent virus
(BBLV) ve blueberry fruit drop associated virus (BFDaV)’e karsi testlenmis Ve
herhangi bir pozitif sonug elde edilememistir (Acioglu , 2018).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arazi Cahsmalan ve Ornekleme

Bu c¢alisma kapsaminda iikemizde Giresun, Samsun, Ordu, Rize, Trabzon ve
Mersin illerinde maviyemis yetistirilen alanlarda ilkbahar mevsiminde viriis hastaliklar
surveyi yapimistir. Survey calismalarinda her ildeki damizlik parseller, fidanliklar,
ticari bahgeler ve dogal bitki popiilasyonlar1 ziyaret edilerek tipik simptom gosteren
bitkilerin yani sira latent enfeksiyonlar i¢in simptomsuz bitkilerden de 6rnek alinmastir.
Bu ¢alisma kapsaminda Samsun’dan 5, Giresun’dan 24, Trabzon’dan 48, Rize’den 50,
Ordu’dan 7, Mersin’den 2 6rnek alinarak toplamda 136 maviyemis 6rnegi toplanmustir.
Bu 136 tane Vaccinium tiirlerinden 16 tanesi yabani maviyemis 6rnegi, 120 tanesi ise
kiiltire alinmis maviyemis ornekleridir. Simptomlar kaydedilerek her bir bitkinin dort
farkll yoneyinden yaprak ve 10-15 cm uzunlugunda siirgiin 6rnekleri alinarak uygun
kosullarda laboratuvara getirilmis ve testleninceye kadar +4 °C’de saklanmustir.
Omekler kayit altma ahnarak simptomolojik agidan karakteristik olanlar

numaralandrilarak fotograflanmstir.
3.2. Yontem
3.2.1. Molekiiler Calismalar
3.2.1.1. Maviyemis Orneklerinden Niikleik Asit (NA) Izolasyonu

Maviyemis bahgelerinden toplanan 6rneklerden RNA izolasyonu i¢in Silika RNA
protokolii ve Morante-Carriel RNA protokolii kullanilmistir. Nikleik asit (NA)
izolasyonlarinda ilkbahar doneminde toplanan yaprak ve siirgiinlerden 0,5 gr yabani ve

kiiltire alinmis maviyemis Ornekleri sivi azot iginde ezildikten sonra izole edilen
RNA’lar PCR galigmalarinda kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmigtir.



3.2.1.1.1. Silika Yontemiyle RNA Ekstraksiyonu (Rott ve Jelkmann, 2001)

e 50 mg bitki dokusu tizerine 1000 pl silica ekstraksiyon buffer ve 1 ul B-
mercaptoethanol eklenerek iyice karistirilmistir.

e Sivi fazdan 600 pl ¢ekilerek yeni ependorf tiipe konulmustur ve iizerine 600 ul
5,8 molarlik potasyum asetat eklenmistir. Tiipler ters-diiz edilip 13.000 rpm’de
15 dakika siire ile santrifiij edilmistir.

e Ustteki sivi fazdan 750 pl ahinarak yeni bir tiipe konulmustur ve iizerine 750 pl
% 100 isopropanol eklenmistir. Tiipler —20 °C’de en az yarim saat bekletilmis ve
ardindan 13.000 rpm’de 30 dakika siire ile santriflij yapilmistr.

e Sivi faz atilarak pellet iizerine 500 pl yikama tampon ¢6zeltisi eklenerek tiipler
vortexlenmis ve pellet ¢oziindiirtilmiistir. Tiplere 20 pl silica eklenmis ve
10.000 rpm’de 1 dakika siireyle santrifiij yapilmistir.

e Tiplerdeki sivi faz atilarak, pellet 500 ul washing buffer (ykama tampon
¢ozeltisi) ile yikandirilmis ve ¢6ziindiiriilmiistiir.

e Tiipler 13.000 rpm’de 1 dakika siireyle santriflij yapilmis, sivi faz atilmistir ve
pellet oda sicakliginda iyice kurutulmustur (alkol kokusu kalmayana kadar).

e Pelletin tlizerine 150 pl TE buffer eklenmis ve pellet ¢oziindiiriilmiistiir ve tiipler
oda sicakliginda 5 dakika stireyle bekletilmistir.

e Tiipler 13.000 rpm’de 2 dakika siireyle santrifiij yapilmis ve tiiplerden 100 ul
sivi faz alinirak {izerine 8 pl sodium asetat ve 200 pl % 100 ethanol eklenmistir.
e Tiipler 20 °C’de 30 dakika siireyle inkiibe edilmis ve ardindan 10 dakika +4

°C’de 12.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Tiipler siv1 faz atilmustur.

e Pellet lizerine 200 ul % 70’lik ethanol eklenmis ve tiipler —20 °C’de 30 dakika
stireyle inkiibe edilmistir.

e Tipler vortexlenmis ve +4 °C’de 3 dakika siireyle 12.000 rpm’de santrifiij
yapilip, sivi faz atilmistir (bu asama 2 defa tekrarlanr).

o Pellete dokunmadan sivi faz atilip pellet 20 dk siireyle oda sicakliginda
kurutulmustur (alkol kokusu kalmayana kadar).

e Pellet 80 ul TE buffer ile ¢oziindtirtilmiistiir.

e Elde edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 6l¢iilmiis ve molekiiler analizlerde



kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmustir.

3.2.1.1.2. Morante-Carriel Yonte miyle RNA Ekstraksiyonu (Morante-Carriel ve
ark., 2014)

Yikama Asamasinda;

150 mg bitki dokusu ftizerine 1,5 ml’lik washing buffer (yikama tampon
cozeltisi) eklenmistir. Havanda ezilerek 2 ml’lik ependorf tiipe aktarilmis ve
vortexlenmistir.
Ependorf tipler 5600 rpm’de 15 dk siireyle +4 °C’de santrifiijlenerek iist
kisim atilmistr.

[zolasyon Asamasinda;

Onceden 65 °C’de wsitilmis izolasyon buffer (her bir 6rnek igin 1,5 ml)
eklenerek vortexlenmistir.

Ependorf tipler 65 °C’de 10 dk inkiibe edilmistir (her 2 dk da bir
karistrilmustir).

Omekten 1 ml cekilerek yeni ependorf tiipe aktarilmustir. Uzerine esit
hacimde Chloroform Isoamilalkol (24:1) eklenerek karistirilmistir (beyaz
olana kadar).

Tipler 6.700 rpm’de 10 dk siireyle +4 °C’de santrifiijlenmistir.

Ust kisim dikkatlice yeni ependorf tiiplere almmistr. Yine esit hacimde
Chloroform Isoamilalkol (24:1) eklenerek iyice karistirilmistir.

Tiipler 10.000 rpm’de 10 dk stireyle +4 °C’de santrifiijlenmistir.

Ust kisim yeni bir ependorf tiipe alinmustir. Uzerine 0,1 hacim sodium asetat
(NaoAc) (3M, pH:5,2) ile 0,6 hacim isopropanol eklenerek karistirilmistir.
Tiipler -80 °C’de 30 dk veya -20’de 1 saat siireyle inkiibe edilmistir.

Tiipler 14.000 rpmde 20 dk siireyle +4 °C’de santrifiijleme yapilmistir.

Saflagtrma Asamasinda;

Pelletinin iizerine 100 pl doH,O eklenerek pellet ¢dziindiiriilmiistiir. Uzerine
0,3 hacim 10 M LIiCl eklenerek buzun iizerinde 90 dk siireyle inkiibe
edilmistir (bu islem 2 defa tekrarlanmustir).

Tipler 14.000 rpm’de 30 dK siireyle +4 °C’de santrifiijlenmistir.
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e Alternatif olarak bir kez LiCl eklendikten sonra 1 gece +4 °C’de inkiibe
edilmistir.

e Tipler 14.000 rpm’de 30 dK siireyle +4 °C’de santrifiijlenmistir.

e Santrifiijden sonra sivi faz dokiilmiistiir.

e Pellet lizerine 100 ul doH,O eklenerek pellet ¢6 ziind iriilmiistiir.

e Uzerine 0,1 hacim NaoAc (3M) ve 2 hacim soguk ethanol (%96) eklenerek
kargtrilmstur.

e Tipler 14.000 rpm’de 20 dk siireyle +4 °C’de santrifiijlenmistir.

e Pellet 200 ul %70°lik soguk alkolle yikanmistir.

e Kisa bir santrifiij yapilarak alkol dokiilmiistiir.

e Tipler 20 dk siireyle oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

e Pellet40 pl dyH20’da ¢oziindiirtilmiistiir.

e Elde edilen RNA’larin konsantrasyonlar: 6l¢iilmiis ve molekiiler analizlerde

kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmistir.

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction; PCR) Analizleri

3.2.2.1. Reverse Transkripsiyon (RT; Reverse Transcription)

RNA viriislerinin PCR ile testlenmesinde ilk asama olarak, RNA’lardan cDNA
elde edilmistir. Her bir 6rnek i¢in 1 pl Random hexamer primer, 6,5 ul doH,O ve 5 ul
RNA karigimi hazirlanarak PCR tiplerine konulmustur. PCR cihazinda 94 °C’de 5
dakika ve buz iizerinde 5 dakika bekletildikten sonra her bir tiip icine 4 pl S5XRT
tamponu, 2 ul daH20, 0,5 Wl ANTP (10 mM) ve 1 ul RT enziminden eklenmistir. Tiipler
PCR cihazinda 42 °C’de 1 saat 72 °C’de 10 dakika tutularak cDNA asamasi

tamamlanmustir.
3.2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bu c¢alisma kapsammda Vaccinium spp.’nin testlendigi blueberry mosaic
associated virus’un 3 farkli gen bolgesi i¢in kullanilan primer baz dizileri gizelge 3.1°de

verilmigtir. BIMaV RNA1, BIMaV RNA2, BIMaV RNA3 gen bdlgelerinin
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¢ogaltilmasinda kullanilan PCR karigimi ve kosullar1 birbirinden farkli oldugu i¢in ayr1

ayr1 PCR analizine tabii tutulmustur.

Cizelge 3.1. Blueberry mosaic associated virus’un 3 farkli gen bolgelerinin

cogaltilmasinda kullanilan primer dizileri ve c¢ogaltilacak PCR iriinlerinin baz
biiytik likleri

PRIMER PRIMER DiziLimi UZUNLUK REFERANS

ADI (bp)

RNALF CCATGTCTTCTACTCTTTCTCC 756 Thekke-Veetil ve
ark., 2014

RNA1R GAAATTAGATTTTGTAACAATGCAGG

RNA2 F CCCCGGATTGTTCCCGAACCTT 401 Thekke-Veetil ve
ark., 2014

RNA2 R ATTCTGACCACCCCGGTCTTGT

RNA22F TTCGATCCCAGCCCTCTCCC 1281 Gauthier ve
ark., 2015

RNA2 2R AGGCAAAGGGAAAGAAATTCAGGTGTC

RNA2 725 CAGAACCTGTATCAAGCATAG 1042 Roumi, 2019

F (Yayimlanmamig
RNA2 1767 GATTGGAACCATCTCTGCAAAG veriler)

R

RNA3F  GCCCTTGTCAATTTCAGTGTTAA 350 Isogai ve ark., 2016

RNA3 R CAAGCGGAAACACAAGGAAA

3.2.2.3. Blueberry mosaic associated virus (BIMaV)’un PCR analizleri

BIMaV RNA1l (RdRp: RNA’ya bagh RNA polimeraz) gen bolgesi igin PCR
analizlerinde spesifik primerler kullanilarak PCR karigimi, 16,8 pl doH,0, 2,5 pl 10XB,
0,5 ul ANTP (10 mM), 2 ul MgCh (25 mM), viriise 6zgii 0,5 pl primer ¢ifti (her biri 10
pmol/ul), 0,2 pl Tag-DNA polymerase ve 2 pul cDNA olacak sekilde hazirlanmustir.
Primerlerin hedef DNA’ya baglanma (annealing) ve uzama (extension) siire, sicaklik ve
dongii sayilar: PCR cihazi 1 dongii 94 °C’de 3 dakika; 35 dongii 94 °C’de 20 saniye,
50 °C’de 20 saniye, 72 °C’de 1 dakika ve 1 dongii 72 °C’de 10 dakika olarak
programlanmustir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Blueberry mosaic associated virus’un RNAL gen bdlgesinin
cogaltilmasinda uygulanan PCR kosullar

Basamak Sicakhk Siire Dongii
On Denatiirasyon 94 °C 3 dakika 1
Denatiirasyon 94 °C 20 saniye

Baglanma 50 °C 20 saniye 35
Uzama 72 °C 1 dakika

Son Uzama 72 °C 10 dakika 1

BIMaV RNA2 (MP: Hareketlilik proteini) gen bolgesi icin PCR analizlerinde
spesifik primerler kullanilarak PCR karigimi, 16,8 ul doH20, 2,5 ul 10XB, 0,5 ul ANTP
(10 mM), 2 ul MgChL (25 mM), virlise 6zgii 0,5 pl primer ¢ifti (her biri 10 pmol/pl), 0,2
ul Tag-DNA polymerase ve 2 pl cDNA olacak sekilde hazirlanmustir. Primerlerin hedef
DNA’ya baglanma (annealing) ve uzama (extension) siire ve sicaklik dongiileri ise;
PCR cihazi 1 dongii 94 °C’de 3 dakika; 35 dongii 94 °C’de 30 saniye, 54 °C’de 1
dakika, 72 °C’de 1 dakika ve 1 dongii 72 °C’de 10 dakika olarak programlanmustir
(Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Blueberry mosaic associated virus’un RNA2 gen bdlgesinin
cogaltilmasinda uygulanan PCR kosullar1

Basamak Sicakhik Siire Dongii
On Denatiirasyon 94 °C 3 dakika 1
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye

Baglanma 54 °C 1 dakika 35
Uzama 72 °C 1 dakika

Son Uzama 72 °C 10 dakika 1

BIMaV RNA3 (NP: Nukleokapsid Proteini) gen bdlgesi icin PCR analizlerinde
spesifik primerler kullanilarak PCR karisimi, 17,4 pl doH,0, 2,5 pl 10 XB(NH4)so4, 1 pl
dNTP (10 mM), 1,5 pl MgCL (25 mM), viriise 6zgii 0,2 pl primer ¢ifti (her biri 10
pmol/ul), 0,3 ul Tag-DNA polymerase ve 2 pul cDNA olacak sekilde hazirlanmistir.
Primerlerin hedef DNA’ya baglanma (annealing) ve uzama (extension) siire ve sicaklik
dongiileri ise; PCR cihazi 1 dongii 94 °C’de 3 dakika; 40 dongii 94 °C’de 20 saniye, 55
°C’de 20 saniye, 72 °C’de 1 dakika ve 1 dongi 72 °C’de 7 dakika olarak
programlanmustir (Cizelge 3.4).
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Cizlge 34. Blueberry mosaic associated virus’un RNA3 gen bdlgesinin ¢ogaltilmasinda
uygulanan PCR kosullar1

Basamak Sicakhik Siire Dongii
On Denatiirasyon 94 °C 3 dakika 1
Denatiirasyon 94 °C 20 saniye

Baglanma 55°C 20 saniye 40
Uzama 72 °C 1 dakika

Son Uzama 72 °C 7 dakika 1

3.2.2.4. PCR Sonuclarimn Degerlendirilmesi: Jel Elektroforez

PCR iirilinlerinin goriintiilenmesi i¢cin %]1°lik Agaroz jel elektroforez islemi
yapimistr. 1 gr Agaroz, 100 ml IXTAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponu igerisinde
mikrodalga firinda ¢oziindiiriiliip tarak yerlestirilmis ve jel tepsisine diiz bir zemin
tizerinde dokiilerek agarozun polimerizasyonu i¢in 20 dk siire ile bekletilmistir. Jelin
polimerizasyonundan sonra tarak dikkatli bir sekilde almip jel elektroforez tankina
yerlestirilmistir. 1XTAE tamponu tankin igerisine jeli kapatacak sekilde dokiildikkten
sonra jel ¢ukurlarina DNA marker ile beraber PCR {iriinleri jel ¢ukurlarma yiiklenmistir.
Yikleme tamamlandiktan sonra elektroforez giic kaynag: ile eloktroforez tankma 150
V’luk elektrik akimi yaklagik 50 dakika siireyle uygulanmistir. Ethidium Bromid (EtBr)
0,5 pg/ml konsantrasyonda 100 ml suya karistirilmis ve jel bu karigim icerisinde 5-6
dakika tutularak boyanmustir. Jel UV 1sikta goriintiilenip olusan bantlarin biiytik liigiine
gore sonuglar degerlendirilmistir. Testlenen Ornekler kullanilan pozitif kontrollerle
karsilastirilmis ve beklenen diizeyde bant olusturanlar pozitif, olusturmayanlar negatif

kabul edilerek jel goriintiileme cihazinda fotograflanmustir.

3.2.2.5 DNA Dizileme ve BLAST Analizleri

PCR ile ¢ogaltilan her bir izolata ait PCR iiriinii DNA fragmentlerinin baz dizileri
tayin edilmek iizere baz dizisi tayin eden firmaya (Medsantek, istanbul) gdnderilmis ve
sonuglar on-line olarak alimmustir. Alinan baz dizileri, NCBI database da kayith diger
izolatlar ile karsilastrmasi yapilarak Basic alignment search (BLAST) aracihigi ile

benzerlikler kontrol edilmistir. Coklu baz dizisi karsilagtrmalart MEGA X program
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(Kumar ve ark., 2018) kullanilarak Neighbour-Joining metodu (Saitou ve Nei, 1987) ile
gerceklestirilmigtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arazi Calismalan

Bu cahsma kapsammda Samsun’dan 5, Giresun’dan 24, Trabzon’dan 48,
Rize’den 50, Ordu’dan 7, Mersin’den 2 6rnek alinarak toplamda 136 maviyemis ornegi
(Vaccinium spp.) toplanmustir. Toplanan 136 tane Vaccinium tiirlerinden 16 tanesi
yabani maviyemis Ornegi, 120 tanesi ise kiiltiire alinmis maviyemis Ornekleridir.
Vaccinium tirlerinde gozlenen en yaygin simptomlar; yaprak ve siirgiinlerde damar
acilmalari, mozaikler, klorotik lekeler, damarlarda pembemsi-kirmizi lekeler ve gelisme
geriligidir (Sekil 4.1, 4.2). Ornekleme yapilirken gerek viriis benzeri simptom gdsteren

gerekse simptomsuz Vaccinium bitkilerinden tesadiifi olarak 6rnekler alinmustir.

Sekil 4.1. Rize-ikizdere maviyemis plantasyonlarinda yapraklarda pembemsi-kirnmz
lekeler
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Sekil 4.2. Rize-1kizdere maviyemis plantasyonlarinda yapraklarda damar agilmalars,
mozaiklesme ve klorotik lekeler

4.2. PCR Analizleri (Polymerase Chain Reaction; PCR)

4.2.1. Maviyemis 6rneklerinden RNA izolasyonu

Maviyemis orneklerinden RNA izole etmek i¢in Silika RNA protokolii (Rott ve
Jelkmann, 2001) ve Morante-Carriel RNA protokoli kullaniimistir (Morante-Carriel ve
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ark., 2014). Bu yontemlerle yapilan izolasyonlarda RNA kalitesini belirlemek amaciyla
nanodrop  spektrofotometre Olgiimleri  yapilmustir. Nanodrop  spektrofotometre
Olgtimlerine gore Silka yontemi ile ekstraksiyonu yapilan 6rneklerden iyi kalitede
RNA elde edilmezken (Sekil 4.3; 4.4), Morante-Carriel RNA ekstraksiyon yontemi ile
yapilan Orneklerden daha kaliteli RNA’lar elde edilmistir (Sekil 4.5; 4.6; 4.7).
Testlemelerde kullanilan bu 6rneklerin bazilarmmn nanodrop degerleri ¢izelge 4.1°de
verilmistir. Cizelge 4.1°de de goriildiigii gibi Morante-Cariel yonteminde gerek RNA
konsantrasyonu gerekse RNA kalitesi “Silika” yOntemine gore daha yiiksek
bulunmustur. Bu yontemin diger yonteme gore avantajt CTAB (Cetyltrimethylamonium
bromide) temelli bir ekstraksiyon yontemi olmasi ve iki kez 10 M lityum kloriir ile
coktiiriilmesidir. Boylece saf, parcalanmamis ve yiiksek miktarda RNA elde edilmesi
miimk{in olabilmektedir.
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Sekil 4.3. Silika yontemi kullanilarak Trabzon ilinden toplanan maviyemislerden izole
edilen RNA’lardan TS184 no’lu 6rnegin spektrofotometre 6lgiimii (NanoDrop 2000c,
Thermo Sci, ABD)
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wiavelength (nm)

Sekil 4.4. Silika yontemi kullanilarak Trabzon ilinden toplanan maviyemislerden izole
edilen RNA’lardan TS186 no’lu 6rnegin spektrofotometre 6l¢iimii (NanoDrop 2000c,
Thermo Sci, ABD)
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Sekil 4.5. Morante-Carriel RNA ekstraksiyon yontemi kullanilarak Giresun ilinden
toplanan maviyemislerden izole edilen RNA’lardan TS141 no’lu maviyemis 6rneginin
spektrofotometre 6l¢iimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD)

10mm Absorbance
o

IS

=R MW

20 230 240 250 260 270 280 250 200 210 220 EEN] 340
‘avelength (nm)

Sekil 4.6. Morante-Carriel RNA ekstraksiyon yontemi kullanilarak Ordu ilinden
toplanan maviyemislerden izole edilen RNA’lardan 309 no’lu maviyemis 6rneginin
spektrofotometre 6l¢iimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD)

10mm Absorbance

[T N . |

290 230 240 250 E) i 280 230 a0 310 330 330 3do
Viavelength (nm)

Sekil 4.7. Morante-Carriel RNA ekstraksiyon yontemi kullanilarak Ordu ilinden
toplanan maviyemislerden izole edilen RNA’lardan 310 no’lu maviyemis 6rneginin
spektrofotometre 6l¢timii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD)
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Cizelge 4.1. Baz1 maviyemis Orneklerinden iki farkli izolasyon yontemiyle ekstrakte
edilen RNA’larm nanodrop 6l¢iim degerleri

Ornek Numarasi Ekstrasyon Konsantrasyon 260/ 280 260/ 230
Yontemi Ng/ nl

TS184 Silika 63,1 1,86 1,07

TS186 Silika 54,8 1,76 0,78

TS141 Morante-Carriel  482,5 2,06 2,02

309 Morante-Carriel 404 2,12 2,14

310 Morante-Carriel  485,6 2,05 2,13

4.2.2. Sistem Kurma (Optimizasyon) Cahs malari1 ve RT-PCR Analizleri

4.2.2.1. Sistem Kurma Cahismalan

Bu ¢alisma kapsaminda toplanan Vaccinium 6rneklerinden izole edilen RNA’lar
RT-PCR yontemi ile testlenmeden once her bir gen bdlgesi i¢in BIMaV’nin pozitif
kontrolii kullanilarak sistem kurma ¢aligmalar1 yapilmistir. Sistem kurma ¢aligmalarinda
RNA1l (RdRp) gen bolgesi i¢in “BIMaV F/R” primer ¢ifti kullanilarak yapilan
optimizasyon ¢alismalarinda baglanma (annealing) sicakligi oncelikle 55 °C ve 58 °C
olarak testlenmistir fakat beklenen seviyede (756 bp) bant elde edilememistir. Ancak
baglanma sicakligi 50 °C’ye disiriildiigiinde beklenen seviyede (756 bp) amplifikasyon
elde edilmistir (Sekil 4.8).

BIMaV RNA 2 (MP) gen bolgesi igin ise sirasiyla BIMaV F/R, BIMaV 2F/2R ve
BIMaV 725F/1767R primer ¢iftleri kullanilarak pozitif kontroller ile yapilan
optimizasyon c¢alismalarinda kullamilan BIMaV F/R, BIMaV 2F/2R primerlerinde
baglanma (annealing) sicakligi 58 °C, 60 °C, 63 °C, 72 °C’de testlenmis ancak sadece
BIMaV 725F/1767R primer ¢ifti kullanilarak yapilan optimizasyon g¢aligmalarinda
beklenen seviyede (1042 bp) bant elde edilmistir (Sekil 4.9).
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M TS236 TS239 +C +C

BiMaV RNA1 F/R=756 bp

Sekil 4.8. Blueberry mosaic associated virus RNAL (RdRp) gen bolgesi i¢in spesifik

F/R primer ¢ifti kullanilarak pozitif kontroller ile optimizasyon amaciyla yapilan RT-
PCR analiz sonuglari. M: Marker (SMO#321 MBI, Thermo Sci, ABD); TS236 ve
TS239: Rize-ikizdere maviyemis 6rnekleri, +C: Pozitif kontrol, W: Su Kontrol

Sekil 4.9. Blueberry mosaic associated virus RNA 2 (MP) gen bolgesi igin spesifik
725F/1767R primer ¢ifti kullanilarak pozitif kontroller ile optimizasyon amaciyla
yapilan RT-PCR analiz sonuglar. M: Marker (SMO#321 MBI, Thermo Sci, ABD);
TS236: Rize-ikizdere maviyemis drnegi, +C: Pozitif kontrol, W: Su Kontrol

4.2.2.2. RT-PCR analizleri

Bu ¢aligma kapsaminda toplanan Vaccinium orneklerinden izole edilen RNA’lar,
optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda tespit edilen en iyi primer ¢iftleri ve uygun PCR
kosullar1 kullanilarak RT-PCR yontemi ile test edilmistir. Toplanan 6rneklerin tamanu
blueberry mosaic associated virus’un RNAL1 (RdRp), RNA2 (MP), RNA3 (NP) gen
bolgelerini ¢ogaltan BIMaV RNA1l F/R, BIMaV RNA2 725F/1767R, BIMaV RNA3

F/R primer ¢iftleri kullanilarak testlenmis ve sonuglar ¢izelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Karadeniz Bolgesinde farkli illerden ve Mersin’den toplanan yabani ve
kiiltiire almmis maviyemis bitki 6rneklerinin blueberry mosaic associated virus’un 3
farkli gen bolgesini ¢ogaltan primer ¢iftleri kullanilarak yapilan RT-PCR analiz
sonuglar1

BIMaV  BlIMaV RNA2 BIMaV

No Omek no BitkiAd1  Bélge Adi RNAL1 Gen Bolgesi RNA3
Gen 725F/ 1767R  Gen
Bolgesi  Primeri Bolgesi
F/IR F/IR
Primeri Primeri

1 TS125 Maviyemis Samsun - - -

2 TS127 Maviyemis Samsun - - +

3 TS128 Maviyemis Samsun - - +

4 TS129 Maviyemis Samsun - - +

5 TS131 Maviyemis Samsun - - -

6 TS132 Maviyemis Giresun - - -

7 TS133 Maviyemis Giresun - - -

8 TS134 Maviyemis Giresun - - -

9 TS136 Maviyemis Giresun - - -

10 TS137 Maviyemis Giresun - - -

11 TS138 Maviyemis  Giresun - - -

12 TS139 Maviyemis Giresun - - -

13 TS140 Maviyemis Giresun - - -

14 TS141 Maviyemis Giresun - - -

15 TS142 Maviyemis Giresun - - -

16 TS143 Maviyemis Giresun - - -

17 TS144 Maviyemis Giresun - - -

18 TS145 Maviyemis Giresun - - -

19 TS146 Maviyemis Giresun - - -

20 TS147 Maviyemis Giresun - - -

21 TS148 Maviyemis Giresun - - -

22 TS149 Maviyemis Giresun - - -

23 TS150 Maviyemis Giresun - - -

24 TS153 Maviyemis Trabzon - - -

25 TS154 Maviyemis Trabzon - - +

26 TS155 Maviyemis Trabzon - - -

27 TS156 Maviyemis Trabzon - - -

28 TS157 Maviyemis Trabzon - - +

29 TS162 Maviyemis Trabzon - - -

30 TS164 Maviyemis Trabzon - - -

31 TS165 Maviyemis Trabzon - - -

32 TS166 Maviyemis Trabzon - - -

33 TS167 Maviyemis Trabzon - - -

34 TS173 Maviyemis Trabzon - - -

35 TS180 Maviyemis Trabzon - - -

36 TS181 Maviyemis Trabzon - - -
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Cizelge 4.2. (devam) Karadeniz Bolgesinde farkli illerden ve Mersin’den toplanan
yabani ve kiiltlire almms maviyemis bitki drneklerinin blueberry mosaic associated
virus’un 3 farkli gen bolgesini ¢ogaltan primer ¢iftleri kullanilarak yapilan RT-PCR
analiz sonuglar1

BIMaVv BlMaV BIMaVv

No Omek Bitki Ad Bolge Adi RNA1 RNA2 RNA3
no Gen Gen Bolgesi Gen

Bolgesi  725F/ Bolgesi
F/IR 1767R F/IR
Primeri  Primeri Primeri

37 TS182  Maviyemis Trabzon - - -

38 TS183  Maviyemis Trabzon - - -

39 TS184  Maviyemis Trabzon - - -

40 TS185  Maviyemis Trabzon - - -

41 TS186  Maviyemis Trabzon - - -

42 TS187  Maviyemis Trabzon - - -

43 TS188  Maviyemis Trabzon - - -

44 TS190 Maviyemis Trabzon - - -

45 TS191  Maviyemis Trabzon - - -

46 TS192  Maviyemis Trabzon - - -

47 TS193  Maviyemis Trabzon - - -

48 TS195  Maviyemis Trabzon - - -

49 TS196  Maviyemis Trabzon - - -

50 TS197  Maviyemis Trabzon - - -

51 TS198  Maviyemis Trabzon - - -

52 TS199  Maviyemis Trabzon - - -

53 TS200 YabaniMaviyemis Trabzon - - -

54 TS201  Maviyemis Trabzon - - -

55 TS202  Maviyemis Trabzon - - -

56 TS203  YabaniMaviyemis Trabzon - - +

57 TS205 YabaniMaviyemis Trabzon - - -
58 TS206  YabaniMaviyemis Trabzon - - -

59 TS210  Maviyemis Trabzon - - -
60 TS211  Maviyemis Trabzon - - -
61 TS212  Maviyemis Trabzon - - -
62 TS213  Maviyemis Trabzon - - -
63 TS214  Maviyemis Trabzon - - -
64 TS215  Maviyemis Trabzon - - -
65 TS216  Maviyemis Trabzon - - -
66 TS127  Maviyemis Trabzon - - -
67 TS218  Maviyemis Trabzon - - -
68 TS219  Maviyemis Trabzon - - -
69 TS220  Maviyemis Trabzon - - -
70 TS221  YabaniMaviyemis Trabzon - - +
71 TS223  Maviyemis Trabzon - - -

72 TS224  YabaniMaviyemis Rize - -

+
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Cizelge 4.2. (devam) Karadeniz Bolgesinde farkl illerden ve Mersin’den toplanan
yabani ve kiiltlire almms maviyemis bitki drneklerinin blueberry mosaic associated
virus’un 3 farkli gen bolgesini ¢ogaltan primer ¢iftleri kullanilarak yapilan RT-PCR
analiz sonuglar1

BIMaVv BlMaV BIMaVv

No Omek Bitki Adi Bolge Adi RNA1 RNA2 GenRNA3
no Gen Bolgesi Gen

Bolgesi  725F/ Bolgesi
F/IR 1767R F/IR
Primeri  Primeri Primeri

73 TS225  Maviyemis Rize - - -

74 TS226  Maviyemis Rize - - -

75 TS227  Maviyemis Rize - - +

76 TS228 Maviyemis Rize - - +

77 TS229 Maviyemis Rize - - +

78 TS230 YabaniMaviyemis Rize - -
79 TS231  YabaniMaviyemis Rize - -

80 TS232 Maviyemis Rize - +
81 TS233  Maviyemis Rize - - +
82 TS234  Maviyemis Rize - - -
83 TS235 Maviyemis Rize - + +
84 TS236 Maviyemis Rize - % +
85 TS237 Maviyemis Rize - - +
86 TS238  Maviyemis Rize - - -
87 TS239  Maviyemis Rize - - +
88 TS240 Maviyemis Rize - - +
89 TS241  Maviyemis Rize - - +
90 TS242  Maviyemis Rize - - -
91 TS243  YabaniMaviyemis Rize - - +
92 TS244  YabaniMaviyemis Rize - +
93 TS245  YabaniMaviyemis Rize - - +
94 TS246  YabaniMaviyemis Rize - - -
95 TS247  YabaniMaviyemis Rize - - +
96 TS248  YabaniMaviyemis Rize - - +
97 TS249 YabaniMaviyemis Rize - - +
98 TS250 YabaniMaviyemis Rize - - +
99 295 Maviyemis Mersin - - -
100 296 Maviyemis Mersin - - -
101 297 Maviyemis Rize - - +
102 298 Maviyemis Giresun - - -
103 300 Maviye mis Giresun - - +
104 303 Maviyemis Giresun - -

105 304 Maviyemis Giresun - - -
106 305 Maviyemis Giresun - - -
107 306 Maviyemis Giresun - - +
108 309 Maviyemis Ordu - - -
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Cizelge 4.2. (devam) Karadeniz Bolgesinde farkl illerden ve Mersin’den toplanan
yabani ve Kkiiltiire almmus maviyemis bitki 6rneklerinin blueberry mosaic associated
virus’un 3 farkli gen bolgesini ¢ogaltan primer ¢iftleri kullanilarak yapilan RT-PCR
analiz sonuglar1

BIMaV BlMaV BIMaVv

No Omek  Bitki Ad Bolge Adi RNAl RNA2 GenRNA3
no Gen Bolgesi Gen
Bolgesi  725F/ Bolgesi
F/R 1767R F/IR
Primeri  Primeri Primeri
109 310 Maviyemis Ordu - - -
110 311 Maviye mis Ordu - - +
111 312 Maviye mis Ordu - - +
112 314 Maviyemis Ordu - - -
113 316 Maviyemis Ordu - - -
114 317 Maviyemis Ordu - - -
115 340 M aviyemis Rize + + +
116 341 Maviye mis Rize it - +
117 342 Maviye mis Rize & + +
118 343 Maviyemis Rize - - -
119 344 Maviyemis Rize - - -
120 345 Maviyemis Rize - - -
121 346 Maviyemis Rize - - -
122 347 Maviyemis Rize - + -
123 348 Maviyemis Rize - - -
124 349 Maviyemis Rize - - -
125 350 Maviyemis Rize - - -
126 351 Maviyemis Rize - - -
127 352 Maviyemis Rize + + +
128 353 Maviyemis Rize + - +
129 354 Maviyemis Rize + + +
130 355 Maviyemis Rize - - -
131 356 Maviyemis Rize - -
132 357 M aviyemis Rize + + +
133 358 Maviyemis Rize - - -
134 359 Maviye mis Rize + + +
135 360 Maviyemis Rize - - -
136 361 Maviyemis Rize - - -

Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi bu ¢alisma kapsaminda Samsun’dan 5, Giresun’dan
24, Trabzon’dan 48, Rize’den 50, Ordu’dan 7, Mersin’den 2 6rnek alinarak toplamda
136 maviyemis Ornegi blueberry mosaic associated virus’un farkli gen bolgelerini
cogaltan primerlerle testlenmis ve en fazla pozitif 6rnek viriisiin niikleoproteinini

¢ogaltan ve tani primeri olarak kullanilan (BIMaV F/R) primer ¢ifti ile elde edilmistir.
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RNAS3 genine spesifik primer ¢ifti kullanilarak testlenen 136 maviyemis 6rneklerinden
39 tanesinin BIMaV ile enfekteli oldugu ve testlenen viriisiin % 28,67 oraninda yaygin
oldugu belirlenmistir. Testlenen 136 tane Vaccinium tiirlerinden 16 yabani maviyemis
ormeginden 10 tanesinde, 120 kiiltiire alinmigs maviyemis 6rneginden ise 29 tanesinde
bulasilik tespit edilmistir. Yapilan RT-PCR analizlerinde Mersin 6rneklerinde BIMaV
tespit edilemezken testlenen 6meklerde Giresun ve Trabzon illerinde % 8,33, Ordu
ilinde % 28,57, Rize ilinde % 56 ve Samsun ilinde ise % 60 oraninda bulagiklik tespit
edilmistir (Cizelge 4.3). Testlenen orneklerin 16 tanesi yabani maviyemis ornegi olup
bunlarin 10 tanesi BIMaV ile enfekteli bulunmustur. Bu durumda kiiltiire alinan
maviyemislerde enfeksiyon oram1 % 24,16 olarak saptanirken yabani maviyemis
bitkilerinde %62,5 olarak belirlenmistir. Bazi illerden az sayida 6rnek temin edilmis
olmas1 nedeniyle enfeksiyon oranmin yiiksek olarak goriilmesio illerin BIMaV ile ¢ok

bulasik oldugu anlamma gelmemesi gerektigi gozden uzak tutulmamalidir.

Cizelge 4.3. Maviyemis plantasyonlarinda blueberry mosaic associated virus tespit
edilen iller, testlenen drnek sayis1 ve enfeksiyon oranlari (%)

ENFEKTELI ORNEK/
ORNEK TOPLANANAN TESTLENEN ORNEK ENFEKSIiYON  ORANI

ILLER SAYISI (%)
Giresun 2/24 83,3
Ordu 2[7 28,57
Samsun 3/5 60
Rize 28/50 56
Trabzon 4/48 83,3
Mersin 0/2 0
Toplam 39/136 28,67

4.2.2.3. BIMaV’nin Genetik Cesitlilik Cahs malan

BIMaV’nin genel tani primerinin yani swa tim yabani ve kiiltiire alinmis
maviyemis Ornekleri virlisiin 3 farkli gen bolgesini ¢ogaltan primerlerle testlenmistir.
Bu amagla yapilan RT-PCR analizlerinde farkl illerden toplanan maviyemis ornekleri
BIMaV RNA1 (RdRp) gen bélgesi i¢in “BIMaV F/R” primer ¢ifti ile testlendiginde
Samsun, Giresun, Ordu, Trabzon ve Mersin maviyemis Orneklerinin higbirisinde
amplifikasyon gdzlenmezken pozitif kontrollerde beklenen diizeyde bant elde edilmistir.
BIMaV RNAL (RdRp) gen bolgesi i¢cin “BlMaV F/R” primer ¢ifti ile testlenen yabani
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maviyemis Orneklerinden higbirisinde amplifikasyon gozlenmemistir. Sadece Rize
ilinden toplanan 50 kiiltire alimmig maviyemis drneginin 8 tanesinde (340, 341, 342,
352, 353, 354, 357, 359 no’lu ornekler) ise bu primer ¢ifti kullanilarak beklenen
diizeyde (756 bp) amplifikasyon meydana gelmistir (Sekil 4.10). Beklenen diizeyde
amplifikasyon elde edilen 8 6rnekten en iyi ¢ogalma gosteren 7 ornek (340, 341, 342,
352, 353, 354, 357 no’lu ornekler) sekans analizlerine gonderilmis ve gelen sekans
sonuglarinin blueberry mosaic associated virus’un RNAL gen bélgesine ait oldugu

gorilmistiir.

BIMaV RNAI F/R (RdRp) = 756 bp

Sekil 4.10. Rize’den toplanan kiiltiire alinnmis maviyemis orneklerinden blueberry
mosaic associated virus’un RNA1 (RdRp) genbolgesi icin BIMaV F/R primer ¢ifti
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonucu M: Marker (SMO#321 MBI Thermo Sci,
ABD); 340,341,342,352,353,354,357,359,359: Rize maviyemis ornekleri; +C: Pozitif
kontrol, W: Su kontrol

BIMaV RNA2 (MP) gen bdlgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan “BlMaV
725F/1767R” primer ¢ifti ile yapilan RT-PCR analizlerinde de sadece Rize ilinden
toplanan 50 kiiltiire alinmis maviyemis 6rneginin 10 tanesinde (TS232, TS235, TS236,
340, 342, 347, 352, 354, 357, 359 no’lu ornekler) beklenen diizeyde (1042 bp)
amplifikasyon meydana gelmistir (Sekil 4.11). Beklenen diizeyde amplifikasyon elde
edilen 10 6rnekten en iyi gogalma gosteren 8 Ornek (TS232, TS235, TS236, 340, 342,
352, 354, 359 no’lu ornekler) sekans analizlerine gonderilmis ve gelen sekans
sonuglarinin blueberry mosaic associated virus’un RNA 2 gen bolgesine ait oldugu

goriilmiistiir.
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BIMaV RNA2 (MP) 725F/1767R= 1042 bp

Sekil 4.11. Rize ilinden toplanan kiiltiire almmis maviyemis drneklerinde blueberry
mosaic associated virus’un RNA 2 (MP) gen bolgesi icin BIMaV725F/1767R primer
¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonucu M: Marker (SMO#321 MBI, Thermo
Sci, ABD); TS231, TS232, TS235, 340, 342, 347, 352, 354, 357, 359: Rize maviyemis
ornekleri, +C: Pozitif kontrol; W: Su Kontrol

RNA3 (NP) gen bolgesi virus tespiti icin “BlMaV F/R” primer ¢ifti kullanilarak
yapilan RT-PCR analizlerinde ise 5 Samsun 6rneginden 3 tanesinde (TS127, TS128,
TS129 no’lu 6rnekler), 24 Giresun drneginden 2 tanesinde (300, 306 no’lu ornekler), 7
Ordu orneginden 2 tanesinde (311, 312 no’lu 6rnekler), 48 Trabzon 6rneginden 4
tanesinde (TS154, TS157, TS203, TS221 no’lu ornekler), 50 Rize 6rneginden 28
tanesinde (TS224, TS227, TS228, TS229, TS232, TS233, TS235, TS236, TS237,
TS239, TS240, TS241, TS243, TS244, TS245, TS247, TS248, TS249, TS250, 297, 340,
341, 342, 352, 353, 354, 357, 359 no’lu Ornekler) beklenen diizeyde (350 bp)
amplifikasyon meydana gelmistir (Sekil 4.12). Beklenen diizeyde amplifikasyon elde
edilen 39 ornekten en iyi gogalma gosteren 27 tanesi (TS127, TS128, TS129, TS154,
TS157, TS203, TS224, TS227, TS228, TS229, TS232, TS233, TS236, TS237, TS239,
TS241, TS243, TS248, TS249, 340, 341, 342, 352, 353, 354, 357, 359 no’lu 6rnekler)
sekans analizine gonderilmis ve gelen sekans sonuglarmin blueberry mosaic associated
virus’un RNA3 gen bolgesine ait oldugu goriilmistir. Amplifikasyon goriilen 39
Omekten 10 tanesi yabani maviyemis, 29 tanesi ise kiiltiire alinmig maviyemis

ornekleridir.
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Sekil 4.12. Giresun, Samsun, Ordu ve Rize illerinden toplanan yabani ve kiiltiire
almmis maviyemis 6rneklerinde blueberry mosaic associated virus RNA3 (NP) gen
bolgesi i¢in BIMaV F/R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonucu M:

Marker (SMO#321 MBI, Thermo Sci, ABD); TS127, TS128, TS129: Samsun
maviyemis 6rnekleri, TS224, TS227, TS228, TS229, TS236, TS237, TS238, TS241,
TS248, TS249, TS250, 297: Rize maviyemis ornekleri, 300, 306: Giresun maviyemis

ornekleri, 311, 312: Ordu maviyemis 6rnekleri, +C : Pozitif kontrol (dogrudan cDNA),
W: Su Kontrol

4.2.3. Filogenetik Analizler

Bu ¢alisma kapsaminda BIMaV’nin RNAL gen bdlgesi i¢in spesifik F/R primer
cifti kullanilarak yapilan PCR analizlerinde pozitif kontrollerle ayni seviyede bant veren
(756 bp) 7 kiiltire alinmis maviyemis orneginin (340, 341, 342, 352, 353, 354, 357
no’lu 6rnekler) sekans analizi yapilmistr. Ornek sekanslar1 NCBI veri tabaninda kayith
diger sekanslarla Clustal W yontemi kullanilarak hizalanmistr. Hizalanan tim
niikleotid dizileri NJ (Neighbor Joining) yontemi kullanilarak Mega X yazilimi ile
analiz edilmistir. BIMaV izolatlarma ait NJ dendrogramu incelendiginde, BIMaV
Tirkiye izolatlarmm birbirine ¢ok benzedigi, ayn1 grup icerisinde yer aldigi ve en yakin
homolojiyi % 99,861 benzerlik oraniyla Swrbistan izolatlar1 (KP188570 ve KP188571),
en uzak homolojiyi ise % 88,178 benzerlik orani ile farkli bir grup igerisinde yer alan
farkli bir Swbistan izolat1 (KP188573) ile gosterdigi saptanmustir (Sekli 4.13). Bu
dendogramdan da anlasilabilecegi gibi ayni iilkeden elde edilen farkl izolatlar farkh
genomik yap1 gosterebilmektedir ancak bu durum iilkemiz BIMaV izolatlar1 i¢in gegerli
degildir. Bunun nedeni séz konusu izolatlarm ayni cografik bolgeye ait (Rize-Ikizdere)

ve ayni bahgeden toplanan 6rneklerden elde edilmesi olarak diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.13. Blueberry mosaic associated virus’un RN Al (RdRp) gen bdlgesi i¢in
BIMaV F/R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizleri sonucunda elde
edilen riinlerinin sekans analizine gore ¢izilen filogenetik agag¢. Filogenetik
analizde, MEGA X yazilimmda yer alan Neighbor-joining (NJ) yontemi
kullanilmigtir. Dendrogramda bootstrap (se¢-bagla tahmin testi) degerleri, dallarda
ylizde olarak gosterilmistir

BIMaV’nin RNA2 (MP) gen bélgesi igin spesifik 725F/1767R primer ¢ifti
kullanilarak yapilan PCR analizlerinde pozitif kontrollerle ayni seviyede bant veren
(1042 bp) 8 kiiltiire alinmis maviyemis drneklerinin (TS232, TS235, TS236, 340, 342,
352, 354, 359 no’lu érnekler) sekans analizi yapilmistir. Ornek sekanslar1 NCBI veri
tabaninda, diger sekanslarla birlikte Clustal W yontemi kullanilarak hizalanmustir.
Hizalanan tiim niikleotid dizileri NJ (Neighbor Joining) Mega X yazilimi ile analiz
edilmistir. BIMaV RNA2 gen bolgesi sekanslarinin aynen RNAI1 geninde oldugu gibi
birbirleriyle olduk¢a benzer sekans dizilimine sahip olduklar1 ve filogenetik agacta ayni
grupta yer aldigi belirlenmistir. BIMaV izolatlarmna ait NJ dendrogramu incelendiginde,
BIMaV Tirkiye izolatlarinin ayni grup icerisinde yer aldigi ve en yakin homolojiyi %
99,334 benzerlik oraniyla Japonya izolat1 (LC066300), en uzak homolojiyi ise % 91,825
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benzerlik orani ile farkli grup igerisinde yer alan ABD izolati ile (KJ849139) gosterdigi
saptanmustir (Sekli4.14).
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Sekil 4.14. Blueberry mosaic associated virus’un RNA2 (MP) gen bolgesi igin
spesifik 725F/1767R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizleri sonucunda
elde edilen iriinlerinin sekans analizine gore ¢izilen filogenetik agag. Filogenetik
analizde, MEGA X yazilimmda yer alan Neighbor-joining (NJ) yontemi
kullanilmistir. Dendrogramda bootstrap (se¢-bagla tahmin testi) degerleri, dallarda
yilizde olarak gosterilmistir
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BIMaV’nin RNA3 gen bolgesi i¢in spesifik F/R primer ¢ifti kullanilarak yapilan
PCR analizlerinde pozitif kontrollerle ayni seviyede bant veren (350 bp) 27 yabani ve
kiiltiire alinmis maviyemis 6rneklerinin (TS127, TS128, TS129, TS154, TS157, TS203,
TS224, TS227, TS228, TS229, TS232, TS233, TS236, TS237, TS239, TS241, TS243,
TS248, TS249, 340, 341, 342, 352, 353, 354, 357, 359 no’lu 6rnekler) sekans analizi
yapumistr. Sekans analizi sonucunda anlamli gelen 21 yabani ve maviyemis
omeginden (TS128, TS129, TS224, TS228, TS229, TS232, TS233, TS236, TS239,
TS241, TS243, TS237, TS248, 340, 341, 342, 352, 353, 354, 357, 359 no’lu drnekler)
elde edilen sekanslara gore BIMaV’nin RNA3 gen bolgesi igcin filogenetik agag
¢izilmistir. Ornek sekanslar1 NCBI veri tabaninda, diger BIMaV izolatlarinm dizileriyle
birlikte Clustal W yontemi kullanilarak hizalanmustir. Hizalanan tiim niikleotid dizileri
NJ (Neighbor Joining) yontemi kullanilarak Mega X yazilimi ile analiz edilmistir.
BIMaV RNA3 gen bolgesi sekanslarmin birbirleriyle olduk¢a benzer sekans dizilimine
sahip olduklar1 ve filogenetik agaglarin ayni grupta yer aldigi belirlenmistir. BIMaV
izolatlarma ait NJ dendrogrami incelendiginde, BIMaV Tirkiye izolatlarinin ayni grup
icerisinde yer aldig1 ve en yakin homolojiyi % 100 benzerlik orantyla Japonya izolati
(LC098987), en uzak homolojiyi ise % 91,111 benzerlik orani ile farkli grup icerisinde
yer alan ABD izolat1 ile (KJ849193) gosterdigi saptanmustir (Sekli 4.15).
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Sekil 4.15. Blueberry mosaic associated virus’un RNA3 (NP) gen bolgesi igin
spesifik F/R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizleri sonucunda elde
edilen {iriinlerinin sekans analizine gore ¢izilen filogenetik agag¢. Filogenetik
analizde, MEGA X yazilimmda yer alan Neighbor-joining (NJ) yontemi
kullanilmigtir. Dendrogramda bootstrap (seg-bagla tahmin testi) degerleri, dallarda
ylizde olarak gdsterilmistir
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5. SONUC VE ONERILER

Bu arastirma, iilkemizde son yillarda popiilaritesi yiiksek olan ve yetistiriciligi
yayginlasan maviyemis bitkilerinden (Vaccinium spp.) izole edilen blueberry
mosaic associated virus izolatlarmm kismi sekanslarinin karsilastirmali genomik
analizlerinin arastirilmasma yonelik ilk c¢alismadir. Bu ¢alisma kapsaminda
Karadeniz Bolgesinde Samsun’dan 5, Giresun’dan 24, Trabzon’dan 48, Rize’den
50, Ordu’dan 7 ornek alinmis ayrica Mersin ilindeki seralarda saksida yetistirilen
maviyemisler’den 2 ornek alinarak toplamda 136 maviyemis Ornegi son yillarda
tanimlanmis olan “blueberry mosaic associated virus” i¢in RT-PCR analizleri ile
testlenmis, Ui farkli gen bolgesini RNA’ya bagimli RNA polimeraz enzimini
(RdRp) kodlayan RNAL, hareketlilik proteini (MP) kodlayan RNA2 ve
niikleoproteini (NP) kodlayan RNA3 gen bdlgelerini gogaltan primerlerle RT-PCR
analizleri yapilmigtir. Toplanan 136 tane Vaccinium tiirlerinden 16 tanesi yabani
maviyemis 0rnegi, 120 tanesi ise kiiltiire almmis maviyemis 6rnekleridir. Yapilan
bu ¢aliyma kapsaminda sadece Karadeniz Bolgesi Rize ilinden toplanan maviyemis
orneklerinin 7 tanesinde RNA1, 8 drnekte RN A2, 27 6rnekte ise RNA3 gen bolgesi
basariyla ¢ogaltilarak segilen izolatlarin sekans analizleri yapilmistir. RNA3 genine
spesifik primer ¢ifti kullanilarak testlenen toplam 136 maviyemis Orneginin 39
tanesinin BIMaV ile enfekteli oldugu ve testlenen 6rneklerde enfeksiyon oraninin %
28,67 oldugu belirlenmistir. Testlenen oOrneklerin 16 tanesi yabani maviyemis
ornegi olup bunlarin 10 tanesi BIMaV ile enfekteli bulunmustur. Bu durumda
kiiltiire alinan maviyemislerde enfeksiyon oran1 % 24,16 olarak saptanirken yabani
maviyemis bitkilerinde % 62,5 olarak belirlenmistir. Ayni 6rnekler RNA1 ve RNA2
gen bolgelerine spesifik primer g¢iftleri kullanilarak testlendiginde sadece Rize
ilinden toplanan 8 kiiltiire alinms maviyemis 6rneginde virlisiin RN A1, 10 6rnekte
ise RN A2 bolgeleri ¢ogaltilarak sekans analizleri yapilmis diger illerden toplanan
orneklerde bu gen bolgeleri ¢ogaltilamamistir. En yaygin BIMaV enfeksiyonu Rize
Ikizdere ilgesindeki iilkemizin ilk ticari maviyemis bahcesinde saptanmis olup
viriisiin 3 farkli gen bolgesini igeren BIMaV izolatlar1 da sadece bu bahgeden elde
edilen izolatlarda saptanmistir. Bu bahge iilkemizde ticari anlamda tesis edilmis

olan ilk bah¢e olmasi ve Polonya’dan ithal edilen fidanlarla kurulmus olmasi
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nedeniyle viriis enfeksiyonunun en yiiksek bu bahgede tespit edilmis olmasi1 siirpriz
bir sonu¢ olmamistir. Ulkemizde en yaygm maviyemis plantasyonlar: Karadeniz
Bolgesinde kurulmus olup bolge iireticileriyle yapilan goriismelerde bu bolgedeki
bahge ve fidanliklar igin {iretim materyallerinin Rize-Ikizdere’de Polonya’dan ithal
edilen bahgeden saglandig1 bildirilmistir. Bu nedenle Karadeniz Bolgesindeki tiim
illerde farkli oranlarda BIMaV enfeksiyonu tespit edilmistir. Bu boélgedeki
maviyemis bitkilerinin tamaminin orijinal kaynaginin ayni olmasi nedeniyle bu
bitkilerden elde edilen BIMaV izolatlar1 arasinda genomik yapilari bakimindan bir
farkliliga rastlanmamistir. Yapilan filogenetik analizler sonucunda Tirk BIMaV
izolatlarinin RNA’ya baglh RNA polimeraz, hareketlilik ve niikleoprotein gen
bolgelerine ait diziler birbirine ¢ok benzedigi i¢in filogenetik agacta hep aym
grupta toplanmustir. Bununla birlikte bazi Tirk BIMaV izolatlar1 yiiksek bootstrap
degerleri ile baz1 Sirp ve Japon izolatlar1 ile yakin homoloji gostererek ayni kiimede
smiflandiklar1 fakat ABD’ye ait izolatlardan olduk¢a farkhlik gosterdigi
saptanmustir. Bu durum BIMaV izolatlar1 arasinda cografik farklihigm bir isareti
olarak degerlendirilmistir.

BIMaV 6nemli verim kayiplarina yol agan virlislerden birisi olmasi nedeniyle
bu viriisle ilgili caliymalara devam edilmesi ve bu ¢alisma kapsaminda elde edilen

on verilerin géz dniinde bulundurularak gelistirilmesi 6nerilmektedir.
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EKLER

SILIKA RNA EXT. BUFFER (1000 ml) (Rott ve Jelkmann, 2001)

24,2 g Tris- Base

12,66 g LiCl

15 g SDS 2,92 g EDTA veya 3,72 g EDTA*2H,0
10 g Sodium Deoxycholate 10 ml NP- 40

% 1 B-MCE (kullanilmadan hemen 6nce eklenmelidir)

5,8 M POTASYUM ASETAT (pH:6.5) (100 ml)

60 ml'5 M Potasyum Asetat (pH:7.5)
28,5 ml H,0

11,5 ml Glecial asetic asit

1 M Kati1 Potasyum Asetat

SILICA WASHING BUFFER (1000 ml) (Rott ve Jelkmann, 2001)

10 mM Tris- HCI (pH:7.5)
1ml05MEDTA

1 ml 5M NaCl

500 ml % 100 EtOH

479 ml sterile H,O

TE BUFFER ( pH:8) (1000 ml) (Rott ve Jelkmann, 2001)
10 ml 1 M Tris- HCI (pH:8)

2ml0,5M EDTA

Sterile H,O ile tamamlanir.
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MORANTE-CARRIEL VE ARK. (2014)’NIN RNA EKST. BUFFER

WASHING BUFFER (100 ml)

Tris- HCI (pH:7.5) 0,1 M
Sorbitol 0,35 M
PEG % 10
Mercaptoethanol % 2

ISOLATION BUFFER (100 ml)

Tris- HCI (pH:7.5) 0,3M
EDTA 25 mM
M NacCl 2M
CTAB % 2
PVP % 2
Spermidine % 0,005

SAFLASTIRM A BUFFER (100 ml)
LiCl 10 M

Sodium Asetat 3M
% 70’lik ve %96’lik Soguk Ethanol kullanilmistir.
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AGAROS JEL ELEKTROFOREZ (MANIATIS ve ark., 1982)

TAEXS50 (100 ml)

0,5MEDTA pH:8

10 ml 0,6 Glacial acetic acide

5,71 ml Trizma base

24,2 g cozelti 100 ml dpH;O’ya tamamlanip otoklavlanmis ve oda sicakliginda

sak lanmustir.

PCR iiriiniiniin yiikleme ortam (15 ml 6X stok i¢in)

Bromophenol blue 15 ml

Glycerol 18 g

TAEX50 6 ml

Hazirlanan ortam -20 °C’de saklanmustir.

Ethidium Bromide ¢ozeltisi (1 mg/ml 200 ml stok i¢in)

0,5X TAE 200 ml
Ethidium bromide 200 pl
Koyu renkli bir kap iginde karanlik ortamda oda sicakliginda saklanmustir. 5-10

kullanimdan sonra ¢dzelti tazelenmistir.
%1 Agarose Jel Elektroforezi

1 gagaroz, 100 ml 0,5XTAE i¢inde mikrodalga firinda eritilmistir. Yaklagik 40
°C sicakliga geldikten sonra, elektroforez iinitesinin jel tepsisine dokiiliip taraklar

yerlestirildikten sonra agarozun donmasi beklenmistir (15-20 dakika). 0.5XTAE ortamu

iceren elektroforez tankina yerlestirilmistir.
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