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Turkiye seker pancari liretim alanlarina ait topraklardan
elde edilen Beet soil-borne virus izolatlarinin Kilif protein
genine gore molekiiler karakterizasyonu
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Ozet

Seker pancari (Beta vulgaris L.), Tiirkiye'de seker endiistrisinin hammaddesi olup, yaygin olarak yetistirilmektedir. Pancar bitkisi,
plazmodiophorid vektér Polymyxa betae tarafindan tasinan bazi toprak kaynakl virisler tarafindan enfekte edilmektedir.
Taksonomik olarak Virgaviridae familyasi icinde yer alan ve Pomovirus cinsine ait Beet soil-borne virus (BSBV) ve Beet virus Q
(BVQ) seker pancarinda enfeksiyon olusturan toprak kokenli viriis tiirleridir. Bu viriislerden BSBV, Tiirkiye'de ilk olarak 2003
yilinda kayit edilmis ve daha sonra seker pancari liretim alanlarinda oldukga yaygin oldugu (% 49.8) belirlenmistir. Bu ¢alismada,
BSBV ile bulasik 10 toprak ornegi cografik orjinlerine gore rastgele secilmis ve bu toprak orneklerinden tuzak bitki testi
yontemiyle elde edilen izolatlar, molekiiler yénden analiz edilmistir. BSBV kilif protein (CP) genine spesifik primerler ile
uygulanan RT-PCR yontemi ve elde edilen DNA {iriinlerinin baz dizi analizi sonrasinda, tim BSBV izolatlarinin CP bélgelerinin 495
niikleotit ve 164 amino asit (aa) icerdigi tespit edilmistir. flging bir sekilde, farkli lokasyonlardan elde edilen 9 BSBV izolati
birbirleriyle karsilastirildiginda, bu izolatlarin aa diizeyinde % 100 benzer olduklar1 saptanmistir. Bununla birlikte, Yozgat ilinden
elde edilen YZT-355S izolatinin, diger izolatlarla aa benzerlik oraninin % 98.17 oldugu ve 92., 121. ve 122. pozisyonlarda yer alan
aa’lerin diger Tirkiye izotlar1 ve daha dnce tanimlanan BSBV diinya izolatlarindan farklilik sergiledigi tespit edilmistir. Bunun
yani sira, 24 BSBV izolatinin (bu ¢alismadan 10 ve GenBank'tan 14) filogenetik analizi, tiim izolatlarin I, I, III ve IV olmak {izere
dort ana grupta toplandigini géstermistir. Grup I'e ait Tiirkiye izolatlar1 iki alt gruba (alt grup a ve c) ayrilirken, diger Tiirkiye
izolatlar1 grup Il ve grup IV igerisinde yer almiglardir.
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Molecular characterization based on coat protein gene of Beet soil-borne virus isolates
obtained from the soils of sugar beet growing areas in Turkey

Abstract

Sugar beet (Beta vulgaris L.) is widely grown in Turkey as a raw material for the sugar industry. The beet plant is infected by
some soil-borne viruses, which are transmitted by the plasmodiophorid vector Polymyxa betae Keskin. Among the members of
the genus Pomovirus in the family Virgaviridae, Beet soil-borne virus (BSBV) and Beet virus Q (BVQ) only infect sugar beet. In
Turkey, BSBV was the first reported in 2003 and then was found to be very common (49.8%) in the sugar beet production areas.
In the current study, 10 BSBV-infested soil samples were randomly selected according to their geographic origin, and the isolates
derived from the soil samples by bait plant technique were molecularly analyzed. RT-PCR performed using BSBV-CP specific
primers and sequence analysis revealed that the CP regions of all Turkish BSBV isolates consisted of 495 nucleotides and 164
amino acid (aa) residues. Interestingly, 9 BSBV isolates obtained from different locations had the same aa identity (100%) when
those isolates were compared with each other. However, the isolate YZT-355S obtained from Yozgat province shared 98.17% aa
identity with the corresponding sequences of other isolates, and had differences at the 92., 121. and 122. aa positions of the CP
region when compared with other Turkish and previously identified BSBV isolates in the world. Besides this, phylogenetic
analysis of 24 BSBV isolates (10 from this study and 14 retrieved from GenBank) showed that all isolates were clustered in four
main groups, [, I, IIl and IV. Turkish isolates belonged to group I were divided into two subgroup (subgroup a, c) while the other
Turkish isolates were clustered into group III and group IV.
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Giris

Seker pancari (Beta vulgaris L.) Amaranthaceae familyasinda yer alan iki yillik, yliksek verimli bir endiistri
bitkisi olup, Tiirkiye’de seker sanayinin hammaddesi olarak kullanilmaktadir. Tiirkiye, 336.348 ha alanda
gerceklestirilen 23.025 milyon tonluk liretim ile Fransa, Almanya, Amerika Birlesik Devletleri ve Rusya'nin
ardindan diinyada besinci sirada yer almaktadir (Anonymous, 2020).

Tirkiye’'de seker ve seker pancari, kota sistemine gore tiretildiginden, hedeflenen seker pancari liretiminin
aksamamasi bliyiik 6nem tasimaktadir. Bu iliretimin gerceklesmesinde en basta verim ve kalitesi yiiksek
cesitlerin ekimiyle birlikte, uygun iiretim tekniklerini uygulayarak ve bitki koruma tedbirlerini alarak,
maksimum verim temini temel hedeftir. Seker pancari liretiminde verimi olumsuz etkileyen sebepler
arasinda hastaliklar 6nemli bir yere sahiptir. Glinlimiizde hem iilkemizde, hem de diinyada toprak kékenli
viriis hastaliklar pancar tiretimini tehdit etmektedir. Nitekim, Beet soil-borne virus (BSBV) bu hastaliklara
sebep olan baslica viriisler arasinda yer almakta olup, toprakta yasayan vektor protozoa Polymyxa betae
Keskin tarafindan tasinmaktadir (Ivanovic ve ark., 1983).

BSBV, dar bir konukgu ¢evresine sahip olup, 1spanak (Spinacia oleracea L.), Chenopodium quinoa L. ve Beta
cinsine ait tiirleri enfekte edebilmektedir (Henry ve ark. 1986). Bu viriis, tarimsal agidan en onemli
konukgusu olan seker pancarinda, ilk olarak 1980’lerin ortalarinda ingiltere’de rapor edilmistir (Henry ve
ark., 1986). Takiben, tiim Avrupa (Meunier ve ark., 2003), Tiirkiye (Meunier ve ark., 2003; Kutluk Yilmaz ve
ark., 2016), Orta Dogu (Mouhanna ve ark., 2002), iran (Farzadfar ve ark. 2002), ABD (Lindsten ve Rush,
1994), Cin (Wang ve ark., 2008), Fas (Nouayti ve ark., 2019), Brezilya (Camelo-Garcia ve ark., 2019) ve yakin
zamanda ise Japonya'da (Nakagami ve ark., 2022) varligi kayit edilmistir.

Taksonomik siniflandirmaya gore BSBV,Virgaviridae familyasinin Pomovirus cinsi igerisinde
gruplandirilmistir (Adams ve ark., 2009). Bu cinsin tipik tiyesi Potato mop-top virus (PMTV) (Savenkov ve
ark., 1999) olup, Broad bean necrosis virus (BBNV) (Lu ve ark., 1998), Colombian potato soil-borne virus
(CPSbV) (Gil ve ark., 2016), seker pancarini enfekte edebilen bir diger tiir Beet virus Q (BVQ) (Koenig ve ark.,
1998) cinsin diger tiirleri arasinda yer almaktadir. Bu tlirlere ek olarak, patateste enfeksiyon olusturan
Pomovirus benzeri baska bir viriisiin de kismi baz dizisi elde edilmis, Soil-borne virus 2 (SbV2) olarak
adlandirilmis ve gecici olarak bu gruba dahil edilmistir (Gil ve ark., 2016).

BSBV, pozitif polariteli, li¢ adet tek iplikli RNA iceren (RNA-1, RNA-2, RNA-3) rijit cubuk seklinde
partikiillerden olusmaktadir (Barbarossa ve ark., 1992; Savenkov, 2021). RNA-1, replikasyonla ilgili
proteinleri (Koenig ve Loss, 1997); RNA-2, kilif protein (CP) ve CP-readthrough (CP-RT) proteinlerini
kodlamaktadir (Koenig ve ark. 1997). En kiiciik segment olan RNA-3’den ise tglii (triple) gen blogu
proteinleri (TGBp 1, 2 ve 3) sentezlenmekte ve bu proteinler viriis partikiillerinin hiicreden hiicreye
tasinmasinda gorev almaktadir (Koenig ve ark., 1996).

BSBV seker pancarinda tek olarak enfeksiyona neden olabilmekle birlikte, ayni vektor ile tasinan ve
rhizomania hastaliginin etmeni olan Benyvirus cinsinden Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) ve/ veya bir
diger Pomovirus iiyesi BVQ ile ortak enfeksiyon da olusturabilmektedir (Meunier ve ark. 2003). Bu
virislerin karisik enfeksiyonu sonucu bitkilerde olusan tipik simptomlarin BNYVV’'den kaynaklandigi; BSBV
ve/veya BVQ'nun tek olarak pancarda belirgin bir simptom olusumuna neden olmadigi ifade edilmektedir
(McGrann ve ark., 2009). BNYVV ile enfekteli bitkilerin yapraklarinin rengi acilarak fistik yesili bir renk
almakta ve asir1 yan kok gelisiminden dolay1 koklerde sakallanma olusmaktadir (Ozgiir, 2003). Bununla
birlikte, Koenig ve ark. (2000) BSBV’'nin ¢ok sayida mutantinin olmasindan dolayi, ayni toprak érneginde
yetisen bitkilerde bile patojenisinde farklilik olabilecegi ve bu sebeple BSBV'nin pancarda % 0 ile % 70
arasinda verim kaybi olusturabilecegini bildirmislerdir.

Ulkemizde, daha énce yiiriitillen ¢alismalarla, pancar iiretim alanlarinda toprak kokenli viriislerden BSBY,
BNYVV ve BVQ'nun varligi belirlenmistir (Meunier ve ark. 2003; Kutluk Yilmaz ve Arli-S6kmen, 2010;
Kutluk Yilmaz ve ark., 2016; Erkan ve Kutluk Yilmaz, 2017). Ayrica, bu viriislerden, 6zellikle BNYVV’'nin
farkli genom segmentlerinin molekiiler karakterizyonlari izerinde detayli calismalar yiriitiilmiistiir (Kutluk
Yilmaz ve ark., 2007, 2016, 2018; Ozmen ve ark., 2020). Ancak, BSBV diinyada ve iilkemizde yaygin bir viriis
tliri olmasina ragmen, genetik cesitliligi hakkindaki bilgiler sinirhidir (Koenig ve ark., 1996, 1997; Koenig ve
Loss, 1997; Moradi ve ark., 2021). Bu ¢alismada, Tiirkiye'nin farkl cografik bolgelerinden elde dilen BSBV
izolatlarinin kilif protein genom boélgesine gore molekiiler karakterizasyonu hedeflenmistir.
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Materyal ve Yontem
Toprak ornekleri

Daha once yiiriitiilen ¢alisma ile, Tiirkiye seker pancari liretim alanlarina ait incelenen toprak érneklerinin
% 49.8’inin BSBV ile bulasik oldugu saptanmistir (Kutluk Yilmaz ve ark, 2016). Bir 6nceki ¢alismada BSBV
ile bulasik olarak belirlenen 6rnekler igerisinden, Tiirkiye’de 9 ilden cografik orjinlerine gore secilen 10
toprak 6rnegi bu calismanin ana materyalini olusturmustur (Sekil 1, Cizelge 1).
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Sekil 1. Calismada kullanilan toprak érneklerinin temin edildigi iller. Kirmizi renkli ve numarali alanlar, 6rneklerin
temin edildigi illeri gostermektedir. 1:Edirne, 2:Bursa, 3:Eskisehir, 4:Afyonkarahisar, 5:Ankara, 6:Konya, 7:Yozgat,
8:Elazi1g, 9:1gdur.

Cizelge 1. Tuzak bitki testi caligmalarinda kullanilan toprak drnekleri ve temin edildikleri lokasyonlar

il ilce Koy Ornek no
Afyonkarahisar Dinar Ishakl 259
Ankara Ayas Mucar 617
Ankara Tiirbealti Merkez 625
Bursa Yenisehir Cardak 148
Edirne Merkez Bosna 125
Elaz1g Kovancilar Yazibasi 38
Eskisehir Cifteler Merkez 225
[gdir Karakoyunlu Tasburun 9
Konya Celtik Haciosmanoglu 373
Yozgat Yenifakili Merkez 355

Seker pancari tohumlari

Bu calismada kullanilan seker pancari tohumlari (cv. Ansa) Tirkiye Seker Fabrikalar1 A.S. Seker
Enstitlisii'nden temin edilmistir.

Tuzak bitki testi yontemi

BSBV ile bulasik 10 toprak érnegi, tuzak bitki testi calismalarinda kullanilmistir (Sekil 1, Cizelge 1). Ayrica,
BSBV ve diger toprak kokenli viriisler (BNYVV ve BVQ) ile bulasik olmadigi bilinen (Kutluk Yilmaz ve ark.,
2016), bir toprak 6rnegi de negatif kontrol olarak denemelere dahil edilmistir. Bu topraklar 1: 1 oraninda
steril kum ile karistiritlmistir. Takiben, bu toprak-kum karisimlari plastik saksilara doldurularak, her birine
10’ar adet seker pancari (cv. Ansa) tohumu ekilmistir. Saksilar iklim odasina yerlestirilip, alt1 hafta stire ile
25°C giindtiz ve 20°C gece sicaklifinda tutulmus ve haftada bir kez Hoagland besin soliisyonu (Dijkstra ve De
Jager, 1998) ile sulanmistir. Daha sonra, her bir saksida gelisen seker pancari bitkileri hasat edilmis ve bitki
kokleri musluk suyunda yikanarak topraktan arindirilmistir (Meunier ve ark., 2003). Takiben, bu bitkilerin
kok bolgeleri alinmis ve RNA izolasyon calismalarinda kullanilmak {izere ayr1 ayr etiketlenerek -80°C’deki
derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
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Reverse-transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)

BSBV ile enfekteli (10 adet) ve saghkl bitkilerin koklerinden toplam RNA’lar RNeasy RNA izolasyon Kiti
(Qiagen) kullanilarak firmanin Onerilerine gore izole edilmistir. RNA-2 segmenti tarafindan kodlanan CP
geninin cogaltilmasinda, Lennefors ve ark. (2005)'nin belirttikleri BSBV/F (5'-
CATTACGTCATCTGTTAAGATG-3") ve BSBV/R (5'-GGCGGAGCAGTTGATTGCTA-3") primerleri kullanilmistir.
RT-PCR calismalari iki asamali olarak yiiriitiilmiistiir. Oncelikle, RT basamaginda Omniscript RT kiti (Qiagen)
kullanilmis ve kit protokolii takip edilerek calismalar gerceklestirilmistir. Daha sonra, cDNA'ya
dontstiiriilmiis olan izolatlarin kilif protein bolgesi, bu bolgeye spesifik primerler kullanilarak cogaltilmistir.
Bu basamakta ise Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fischer Scientific) enzimi kullanilmistir.
PCR reaksiyonu; 2.5 ul cDNA, 10 ul 5X GC Buffer, 1 ul dNTP mix (10 mM), her bir primerden (10 pM) 2.5 yl,
1.5 ul DMSO, 0.5 ul Phusion DNA Polymerase enziminden olusmustur. Toplam reaksiyon hacmi, RNase
icermeyen su ile 50 pl'ye tamamlanmistir. Amplifikasyonlar, 25 dongii olacak sekilde 98°C’de 30 s baslangi¢
denatilirasyon basamagindan sonra, 98°C’de 10 s, 54.2°C’de 30 s, 72°C’de 30 s ve 1 dongili 72°C’'de 5 dk ile
tamamlanmistir.

PCR {iriinleri TBE tampon c¢ozeltisinde hazirlanan % 1’lik agaroz jelde (0.5 pg/ml ethidium bromiir iceren)
90 mA siirekli akimda elektroforez yontemi ile analiz edilmistir. Jeldeki PCR fragmentlerinin analizi ise
GelDoc 2000 (Biorad) goriintiileme sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Niikleotit dizi analizleri ve Beet soil-borne virus izolatlarinin filogenetik iliskilerinin arastirilmasi

Cogaltimi saglanan BSBV izolatlarina ait PCR tiiriinlerinden 40’ar pl ve dnerilen konsantrasyonda hazirlanan
(5 pmol) BSBV-spesifik primerler sekans analizinde kullanilmistir. Sekans analizleri, Sanger Dizileme
Yontemine gore ticari bir firma (Genoks, Ankara) tarafindan gergeklestirilmistir. Sekans analizi sonrasinda,
MEGA 7 programinda (Kumar ve ark., 2016) Clustal W (Thompson ve ark., 1994) yontemi kullanilarak BSBV
izolatlarina ait her iki yonde (ileri ve geri) elde edilen ham sekans verileri hizalanmis, diizgliin okunan
kisimlar alinarak konsensus niikleotit dizileri olusturulmustur. Daha sonra, BSBV izolatlarina ait bu
konsensus diziler; hem kendi aralarinda, hem de NCBI'dan indirilen diinyadaki diger BSBV izolatlarina ait
sekans verileri ile BLAST analizine tabi tutularak genetik benzerlik veya farkliliklar1 ortaya konulmustur.
Ayrica, Mega 7 yaziliminda yer alan Tamura-Nei Modeli (Tamura ve Nei, 1993) kullanilarak izolatlarin
genetik uzakliklar1 belirlenmis ve Maximum Likelihood (ML) algoritmasina gore (Felsenstein, 1981)
filogenetik aga¢ olusturulmustur. Filogenetik analizde 24 farkli BSBV izolatina ait sekans verisi (bu
calismaya ait 10 ve GenBank'tan 14) kullanilmistir (Cizelge 4). Bootstrap degeri olarak 1.000 alinmistir.

Bulgular ve Tartisma

Dogada vektor P. betae ile tasinan ve taksonomik olarak Benyvirus ve Pomovirus cinsleri igerisinde
siniflandirilan toprak kokenli viriisler, 6nemli patojen gruplarindan biri olup, seker pancarinda biiytik 6l¢lide
verim kaybina neden olabilmektedirler. Ayrica bu viriisler vektorleri olan P. betae’'nin kalin duvarh dinlenme
sporlari icerisinde toprakta en az 15 yi1l canli kalabilmektedirler (Mehrvar, 2009). Nitekim toprak kaynakli
viriis tiirlerinden biri olan BVQ'nun iilkemiz pancar iiretim alanlarinda olduke¢a yaygin (% 88.35) oldugu
tespit edilmistir (Erkan ve Kutluk Yilmaz, 2017). Daha 6nce yliriitiilen bir diger ¢alisma ile de, Tiirkiye’'de
yogun olarak seker pancari yetistirilen 32 ile ait, incelenen 632 toprak 6rneginin % 49.8’inin BSBV ve %
38’inin ise BNYVV ile bulasik oldugu saptanmistir (Kutluk Yilmaz ve ark., 2016). Bu calismada, BSBV ile
bulasik olarak belirlenen 6rnekler icerisinden, cografik orjinlerine gore secilen 10 ornekte (Cizelge 1)
BSBV’'nin CP bolgesine spesifik primerler ile yiiriitiilen RT-PCR ¢alismalari sonucunda, incelenen érneklerin
tamaminda BSBYV icin beklenen biiytikliikte (495 bp) DNA {iriinii elde edilmistir (Sonug gosterilmedi).

Daha sonra, farkli lokasyonlara ait 10 BSBV izolatinin CP bolgesine ait PCR turiinlerinin niikleotit dizileri elde
edilmis ve bu diziler NCBI'a gonderilerek, 0L870481-0L870490 kayit numaralar: altinda GenBank’a kayit
edilmistir (Cizelge 4). Bu calismada kullanilan BSBV izolatlarinin RNA-2 genomik segmentine ait sekans
analizi yapilan boélgenin uzunlugu 495 baz kadar olup, 164 aa kodlamakta ve CP bdlgesinin tamamini
icermektedir. izolatlarin kendi aralarindaki genetik benzerliklerin incelenmesi amaciyla NCBI'daki BLASTn
algoritmasi kullanilmistir. Buna gore; IGR-9S ile ELZ-38S izolatlarinin birbirleriyle, ESK-225S, AFY-259S ve
ANK-625S izolatlarinin ise kendi aralarinda CP genine gore niikleotit diizeyinde % 100 benzer olduklari
belirlenmistir. Diger bes BSBV izolatinin ise niikleotit dilizeyinde yiiksek oranda (% 97.17-% 99.80)
birbirleriyle benzerlik gosterdikleri tespit edilmistir. Farkli cografik alanlardan elde edilen 10 BSBV
izolatinin CP gen boélgesinde farklilik belirlenen niikleotit pozisyonlar1 Cizelge 2’de gosterilmistir.

13



Erkan ve Kutluk Yilmaz (2022) / Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Dergisi 10(1) 10 - 18

Almanya’ya ait Ahlum izolat1 (U64512) referans alinarak olusturulan bu c¢izelgede, Tiirkiye izolatlarinin
maksimum 17 pozisyonda birbirlerinden farklilik sergiledigi tespit edilmistir (Cizelge 2).

Cizelge 2. BSBV izolatlarinin kilif protein bolgesinde farklilik belirlenen niikleotit pozisyonlari1 [Almanya’ya ait Ahlum
izolat1 (U64512) referans olarak kullanilmistir]

Niikleik asit pozisyon numaralari

Ulke izolat ad

33 36 60 72 99 120 153 168 171 183 192 194 201 204 207 225 227
Almanya  Ahlum A T A T T C G A G T T C C C A T A
Tiirkiye EDR-125S . . . . . . . . A A .
Tirkiye BRS-148S . . . C . . A T
Tiirkiye YZT-355S . . . A C G A T C
Tirkiye IGR-9S, ELZ-38S C G A T C
Tiirkiye KNY-373S . C G A
Tirkiye = ANK-617S G C A
Tiirkiye ESK-225S, AFY- c A

259S, ANK-625S

Cizelge 2.Devam

Niikleik asit pozisyon numaralari

Ulke izolat adi

246 264 274 297 318 329 351 360 361 364 393 396 415 441 447 456 495
Almanya  Ahlum G A G G C T A G G G C C A T C A G
Tiirkiye EDR-125S . . . . T A
Tirkiye BRS-148S . . . A . .
Tirkiye YZT-355S . . A A A A T A T
Tirkiye IGR-9S, ELZ-38S . . . . A A T .
Tirkiye KNY-373S . . . A A T G
Tirkiye = ANK-617S A T G
Tiirkiye ESK-225S, AFY- A T G

25985, ANK-625S

Kilif protein genom bélgesi i¢in bu calismada incelenen BSBV izolatlarinin diinya izolatlar1 ile BLASTn analizi
ile niikleotit dlizeyinde Kkarsilastirilmasi sonucu; EDR-125S (Edirne) ve BRS-148S (Bursa) izolatlar,
Polonya’ya ait WSBcp izolat1 ile sirasiyla % 99.36 ve % 99.39 oranlari ile en yiiksek benzerlige sahip
olmustur. Yozgat ili seker pancar iiretim alanindan elde edilen YZT-355S izolati en yiiksek genetik
benzerlige Turkiye'ye ait (Tokat) TR1 izolati ile (% 99.19); IGR-9S ve ELZ-38S izolatlar ise Tiirkiye’den TR1
ve TR3 izolatlar1 ile (% 99.39) gostermistir. KNY-373S izolati niikleotit diizeyinde en yiiksek benzerligi Cin’e
ait pBSBV-cp061027-1 izolat1 ile (% 99.39); ANK-617S izolati, Polonya’ya ait PL izolati ile (% 99.19)
sergilemistir. Diger taraftan, ESK-225S, AFY-259S ve ANK-625S izolatlar1 ise % 99.39 oran ile Polonya’ya ait
PL ve ]BScp izolatlar1 ve ayrica Cin’e ait pBSBV-cp061027-1 izolat1 ile benzerlik gostermislerdir.

Izolatlarimin kendi aralarindaki amino asit (aa) diizeyindeki benzerliklerini incelemek amaciyla ise
NCBI'daki Blastp analizi uygulanmis ve Igdir (IGR-9S), Elazig (ELZ-38S), Edirne (EDR-125S), Bursa (BRS-
148S), Eskisehir (ESK-225S), Afyonkarahisar (AFY-259S), Ankara (ANK-617S ve ANK-625S) ve Konya (KNY-
373S) illerinden elde edilen dokuz BSBV izolatinin birbirleriyle aa diizeyinde % 100 benzer olduklari
saptanmistir. Ayrica, Yozgat ilinden elde edilen YZT-355S izolatinin ise, diger izolatlarla benzerlik oraninin
% 98.17 oldugu belirlenmis olup 92. [Aspartat (D) — Asparagin (N)], 121. [Glutamat (E) — Lizin (K)] ve 122.
[Aspartat (D) — Asparagin (N)] pozisyonlarda yer alan aa’lerin diger izotlardan farklilik sergiledigi tespit
edilmistir (Cizelge 3).

Cizelge 3. Tiirkiye seker pancari liretim alanlarindan elde edilen BSBV izolatlarinin kilif protein gen bdlgesinde farklilik
belirlenen amino asit pozisyonlari [Almanya’ya ait Ahlum izolat1 (U64512) referans olarak kullamlmistir]

Amino asit pozisyon numaralari

Ulke Izolat ad1 65 92 121 122
Almanya Ahlum T D E D
Tirkiye IGR-9S, ELZ-38S, EDR-125S, BRS-148S, ESK-225S,

AFY-259S, KNY-373S, ANK-617S, ANK-625S
Tirkiye YZT-355S N N K N
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Bu calismadaki BSBV izolatlar1 kilif protein boélgesi bakimindan diinya izolatlar1 ile BLASTp yontemi ile
karsilastirildiginda, iilkemizin farkli cografik bolgelerden elde edilen 9 BSBV izolati, Cin’e ait pBSBV-
cp061027-1 izolat1 ile % 100 benzer bulunmustur. YZT-355S izolat1 ise diger incelenen 9 BSBV izolatindan
farkl olarak Cin, Almanya Polonya, Brezilya ve Tiirkiye'ye ait bahsedilen siraya gére; pBSBV-cp061027-1 ve
X], Ahlum, PL, Brazilian ve TR3 izolatlar1 ile % 98.17 oran ile en yiiksek benzerligi gostermistir. Ayrica, bu
calismada incelenen BSBV izolatlarinin tamaminin, Lennefors ve ark. (2005), Wang ve ark. (2008) ve Moradi
ve ark. (2021)'nin belirttikleri gibi, Almanya’ya ait Ahlum izolatinda 65. aa pozisyonunda belirtilen Treonin
(T) (Koenig ve ark., 1997) yerine, Asparagin (N) icerdikleri belirlenmistir (Cizelge 3).

BSBV diinyada yaygin bir viriis olmasina ragmen, tam genom dizisi ve genetik ¢esitliligi hakkindaki bilgiler
sinirlhidir. Bununla birlikte, BSBV’nin su ana kadar, bir Alman izolat1 (BSBV-G), iki Cin (BSBV-X] ve BSBV-IM)
(Koenig ve ark., 1996; 1997; Koenig ve Loss, 1997; Wang ve ark., 2008) ve yakin zamanda ise iki Tiirkiye
izolatinin (TR1 ve TR2) tam genom dizi analizleri gergeklestirilmistir (Moradi ve ark., 2021). Tokat iline ait
iki Tiirkiye izolat1 ile yiirtitiilen genom analizi calismasinda, diger gen bolgeleri ile kiyaslandiginda, en fazla
genetik varyasyonun RNA-3 tarafindan kodlanan TGB-3’de goriildiigl bildirilmistir (Moradi ve ark., 2021).
Ayrica, aynm1 ¢alismada, Tiirkiye izolatlarinin CP’nin karboksilik ucunda korunmus 121EDSALNVAHQL131
seklinde aa diziliminin bulunduguna dikkat ¢cekilmistir (Moradi ve ark., 2021). Bu ¢alismada ise, incelenen 9
BSBV izolatinin benzer sekilde aa dizilimi igerdigi tespit edilmekle birlikte; YZT-355S izolatinin
121KNSALNVAHQL13:1 seklindeki motif ile incelenen tiim dilinya izolatlarindan farklihk sergiledigi
belirlenmistir.

Kilif protein bolgesine ait niikleotit dizileri, viriislerin intraspesifik degiskenligi ve filogenetik iliskilerini
arastirmak amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Lennefors ve ark. 2005). Bu c¢alismada, farkl
lokasyonlara ait 10 BSBV izolatinin CP bolgesine ait PCR iirtinlerinin niikleotit dizileri elde edilmis ve NCBI
veri tabanindaki diger BSBV izolatlarinin dizileri ile Clustal W y6ntemi kullanilarak hizalanmistir. Daha
sonra BSBV izolatlar1 arasindaki filogenetik iliski ML yontemine gore Mega 7 yazilimi ile analiz edilmistir.
Clustal W analizi ve filogenetik ¢alismalarda kullanilan BSBV izolatlarina ait bilgiler, Cizelge 4’de verilmistir.

BSBV izolatlarina ait ML dendogrami incelendiginde, bu izolatlarin dért ayr dala ayrildig1 belirlenmistir
(Sekil 2). Buna gore, Tiirkiye’ye ait BSBV izolatlarinin, 3 ayr1 dalda kiimelendikleri gézlenmistir (Grup I, Grup
[1I ve Grup IV). Marmara bolgesine ait BSBV izolatlar1 Grup I icerinde toplanmistir. Grup I'in kendi igerisinde
de, 3 alt kola ayrildig1 gorilmiistiir. Buna goére; Bursa ilinden elde edilen BRS-148S izolatinin Almanya
(BSBV-JKI ve GT13) ve Fransa (FP22) izolatlari ile (Grup I-a); Edirne ilinden elde edilen EDR-125S izolatinin
ise Almanya’dan Ahlum ve Polonya’dan WBScp izolatlar1 ile (Grup-I-c) iliskili oldugu tespit edilmistir. Grup I-
b’de ise ABD (UF33) ve Brezilya (Brazilian)’ya ait izolatlar yer almistir (Sekil 2). Dendogramda Grup III
olarak isaretlenen alt dal, % 63 bootstrap degeriyle desteklenen ayri soydan kéken alarak ayrilmis ve sadece
Ic ve Bati Anadolu Bolgesi’lerine ait Tiirkiye izolatlarindan olusmustur. Bu grup icerisinde; Konya (KNY-
373S), Ankara (ANK-617S ve ANK-625S), Eskisehir (ESK-225S) ve Afyonkarahisar (AFY-259S) illerinden
elde edilen BSBV izolatlar1 yer almistir (Sekil 2). ML agaci incelendiginde; Grup IV’iin % 87’lik bootstrap
degeriyle desteklenen ayr1 soy hattindan kaynaklandigi saptanmistir. Bu grup igerisinde, Dogu Anadolu
Bolgesi’'nden, Igdir (IGR-9S) ve Elaz1g (ELZ-38S) illerine ait izolatlar ile i¢ Anadolu Bélgesi’'nden Yozgat (YZT-
355S ) izolat1 ve bir diger ¢alisma ile Tokat ilinden elde edilen (TR1 ve TR3) izolatlar (Moradi vd, 2021) ve
Iran’a ait IR-Neyshabur izolati gruplanmistir (Sekil 2). Grup II ise, Cin (X]) ve Polonya’ya ait iki BSBV
izolatindan (ZBscp ve PL) olusmustur (Sekil 2).

Sonug¢

Yiiriitiilen molekiiler ¢alismalar sonucunda, 10 BSBV izolatinin CP genom bélgesinin niikleotit dizileri elde
edilmistir. BSBV izolatlarinin Diinya izolatlar1 ile BLASTn analizi ve elde edilen filogenetik agac, Tiirkiye
seker pancari liretim alanlarindan elde edilen izolatlarin ti¢ farkli gruba ayrildiklarini géstermistir. Elde
edilen bu sonug, CP geni bakimindan BSBV Tirkiye izolatlarinin cografik orjinlerine goére genetik
farkliliklarinin oldugunu ortaya koymustur.

Tesekkiir

Bu calisma, Ondokuz Mayis Universitesi Proje Yonetim Ofisi (PYO.ZRT.1904.12.015) tarafindan desteklenmis
olup, calismada kullanilan toprak érnekleri TUBITAK (TOVAG: 1100188) projesi kapsaminda toplanmustir.
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Sekil 2. Beet soil-borne virus (BSBV) izolatlarinin ve GenBank (NCBI) veri tabaninda kayith bazi BSBV izolatlarinin kilif

protein genine gore niikleotit dizileri esas alinarak olusturulan filogenetik agag. Filogenetik analizde, Maximum Likelihood
yontemi ve Tamura-Nei modeli kullanilmistir. Dendogramda bootstrap degerleri, dallarda % olarak gosterilmis ve % 50’nin altindaki degerler
agacta yer almamistir. Olgek, ayni pozisyon igin baz degisim miktarim géstermektedir (0.05). Pomovirus cinsi iiyesi Potato mop-top virus (PMTV),

Cizelge 4. Calismada kullanilan Beet soil-borne viriis izolatlari

filogenetik agacin olusturulmasinda dis grup olarak kullanilmistir. Referans izolatlara ait bilgiler Cizelge 4’te yer almaktadir.

Ulke Lokasyon izolat GenBank Kayit No Literatiir

Tirkiye Igdir IGR-9S 0L870481 Bu ¢alisma

Tirkiye Elazig ELZ-38S 0L870482 Bu ¢alisma

Tiirkiye Edirne EDR-125S 0L870483 Bu calisma

Tiirkiye Bursa BRS-148S 0L870484 Bu calisma

Tiirkiye Eskisehir ESK-225S 0OL870485 Bu ¢alisma

Tiirkiye Afyonkarahisar AFY-259S 0OL870486 Bu ¢alisma

Tirkiye Yozgat YZT-355S 0L870487 Bu ¢alisma

Tirkiye Konya KNY-373S 0L870488 Bu ¢alisma

Tiirkiye Ankara ANK-617S 0L870489 Bu ¢alisma

Tiirkiye Ankara ANK-625S 0L870490 Bu calisma

Tiirkiye Tokat TR1 MN087412 Moradi ve ark. (2021)

Tiirkiye Tokat TR3 MN087415 Moradi ve ark. (2021)

fran Neyshabur IR-Neyshabur FN386613 Crutzen ve ark. (2009)

Almanya -* Ahlum U64512 Koenig ve ark. (1997)

Almanya Thurnhof GT13 A]810287 Lennefors ve ark. (2005)

Almanya - BSBV 1825732 MK731955 Gaafar ve Ziebell
(yayinlanmamis veri)

Fransa Pithiviers FP22 A]810286 Lennefors ve ark. (2005)

Polonya - WBScp EU785965 Borodynko ve ark. (2009)

Polonya - ZBScp EU785967 Borodynko ve ark. (2009)

Polonya - PL FJ971718 Borodynko ve ark. (2009)

Cin Xinjiang X] EF545141 Wang ve ark. (2008)

Cin Inner Mongolia IM EF545140 Wang ve ark. (2008)

ABD Fort Morgan UF33 A]810288 Lennefors ve ark. (2005)

Brezilya - Brazilian MH106715 Camelo-Garcia ve ark. (2019)
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