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Ozet: Beet necrotic yellow vein virus (Seker pancar: nekrotik sari damar viriisii), Beet soil borne
virus (Seker pancari toprakla tasinan viriis), Beet virus Q (Seker pancar: Q Viriis), ve Beet soil borne
mosaic virus (Seker pancar: toprakla tasman mozayik viriis) seker pancari tiretim alanlarinda toprakla
taginan en onemli viriis hastaliklaridir. Bu dort viriis toprakta uzun yillar kalan Polymyxa betae Keskin
fungusu ile taginmakta ve 6nemli {iriin kayiplarina neden olmaktadirlar. Bu viriisler ¢ogunlukla ayni
alanlarda ya da ayni bitkide bir arada bulunurlar. Bu ¢alismada seker pancarinda enfeksiyon olusturan
toprakla taginan viriisler ve bunlarin teshisinde kullanilan molekiiler yontemler ile ilgili bazi
calismalarin sonuglar1 6zetlenmistir.

Anahtar kelimeler: Seker pancari, Toprakla tasinan viriisler, Molekiiler yontemler

Sugar Beet Viruses Transmitted by Polymyxa betae Keskin and Molecular
Detection Methods

Abstract: Beet necrotic yellow vein virus, Beet soil borne virus, Beet virus Q and Beet soil borne
mosaic virus are the important soil-borne virus diseases in the production areas of sugar beet. Four
viruses are transmitted by fungus vector Polymyxa betae Keskin which survives in infested soil for
many years. The viruses cause a significant crop yield reductions. These viruses are often found in
same field, sometimes infecting the same beet. In this review, the results from some researches on the
molecular techniques for diagnosis of soil borne viruses infecting sugar beet were summarized.
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Giris

Ulkemizde yetistirilen endiistri bitkileri derecede endiistriyel girdiler
icerisinde seker pancari (Beta vulgaris var. kullanilmasina, topraklarin fiziki yapilart ve
saccharifera L.) onemli bir yere sahiptir. ekolojik  dengenin iyilesmesine  katki
Tiirkiye’de seker pancari tarimi, Akdeniz ve saglamakta, kendinden sonra ekilecek

Giineydogu Anadolu Bolgeleri disindaki triinlerin ~ verimlerini  azami  Ol¢iide
bes bolgede yapilmaktadir (Kiymaz, 2002). arttirmaktadir (Kiymaz, 2002).
2008 yilt verilerine gore tilkemizde Seker pancart iiretim alanlarinda goriilen

toplam tarim alam igerisinde yillik seker  hastaliklardan virlis ve benzeri etmenlerin

pancari ekim alani 320.700 hektar, {iretim  neden oldugu kayiplar zaman zaman ciddi

miktar1 ise 15.488.000 tondur. Ortalama  boyutlara ulasarak iiretimi tehdit etmektedir

pancar verimi 48.290 kg/ha olarak  (Lennefors, 2006).

belirlenmistir (Anonim, 2010). Diinya da seker pancari iiretimi yapilan
Seker pancart iretimi; Dbitkisel ve  alanlarda Polymyxa betae Keskin ile taginan

hayvansal iiretimin gelismesine, azami 4 6nemli virids hastalig1 vardir. Bunlar; Beet
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necrotic yellow vein virus: (BNYVV: Seker
pancart nekrotik sart damar viriisii), Beet
soil borne virus (BSBV: Seker pancart
toprakla tasiman viriis), Beet virus Q
(BQV: Seker pancart Q viriis), ve Beet soil
borne mosaic virus  (BSBMV: Seker
pancart toprakla tasinan mozayik viriis)’

diir. Polymyxa betae Keskin onceleri
Myxomycota’nin ~ bir  {iyesi olarak
gruplandirilirken, son yillarda yapilan

molekiiler ¢alismalar ile Protozoa aleminin
Plasmodiophoromycetes sinifina
yerlestirilmistir (Ward et al., 2003). Ilk
olarak Dr. Bahattin Keskin tarafindan teshis
edilmistir (Keskin, 1964).

Viriisler Tubiviridae familyasi iginde yer
almaktadirlar. BNYVV ve BSBMV
Benyvirus cinsinin iiyesi iken, BSBV ve
BVQ Pomovirus cinsinin iyesidirler. Bu
viriisler ¢ubuk seklindedirler (Lennefors,
2006).

Beet necrotic yellow vein virus

Ilk kez 1950’lerde Italya’da rapor
edilmistir (Canova, 1959). Giiniimiizde ise
Asya, Avrupa ve Amerika kitalarinda seker
pancart yetistiriciligi yapilan alanlarin
biiyiikk bir kismina yayilmis durumdadir
(Putz et al., 1990; Suarez et al., 1999).
Ulkemizde ilk kez 1987 yilinda Dr. Koch
tarafindan Erbaa ve Tasova bolgeleri ile
Uzunkopri  ve  Kesan  bdlgelerinde
saptanmistir  (Ozgiir, 1995). Tiirkiye’de
uzun yillardan beri pancar iiretimi yapilan
alanlardaki tarama c¢aligmalarinda 2003 yili
itibari ile 121.000 hektar alanin BNYVV
hastaligr ile infekteli oldugu ve giderek
yayildigi bildirilmistir (Ozgiir, 2003). Kaya
(2009), 17 seker fabrikasmnin 102
bolgesinde seker pancarit ekim alanlarinda
yaptigi surveyler sonucunda
Rhizomania’nin yayginlik oranmi 1996-
1998 doneminde 4 fabrikada toplam
%19.30 (46.200 ha), 1999-2001 déneminde
9 fabrikada % 31.42 (94.140 ha), 2002-
2004 doneminde 15 fabrikada % 48.66
(203.640 ha) olarak tespit etmistir.

Hastaligin en karakteristik simptomu
yan koklerin asir1 derecede g¢ogalmasi ve
kokiin sakallanmig gibi gorlintii almasidir.
Viriise, koklerde asir1 kilcal kok olusumuna
neden oldugundan kdk azmanligir anlamina
gelen “Rhizomania” ad1 verilmistir (Putz et
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al., 1990). Hastalik yapraklarda, damarlar
boyunca sart renk acilmalarina ve
yapraklarda dik gelisime neden olmaktadir.
Daha sonra bu renk agilmalar1 koyulasarak
nekrotik alanlar1 olusturmaktadir (Whitney
and Duffus 1991). Infekteli alanlarda
hastalik 6bek Obek renk agilmasi seklinde
kendini gostermektedir. Toprak kuru veya
sicaklik  yetersiz  oldugunda  kokler
enfeksiyon noktasinda daralmakta ve kadeh
seklini almaktadirlar. Yumrulardan boyuna
kesit  alindiginda  iletim  dokusunda
kahverengi renk olusumunun meydana
geldigi ve bu yapilarin odunsu bir hale
dontstigii gortilmektedir (Kutluk Yilmaz
ve Erkan 2005).

Hastalikli bitkilerin seker igeriginde %
10, kok olusumunda ise % 90 azalma
meydana getirdigi bildirilmektedir
(Lennefors, 2006). Kaya (2009), hastaligin
kok veriminde % 90 oraninda seker
veriminde ise % 70 azalmaya neden
oldugunu ortaya koymustur.

BNYVV genomu, genellikle RNA 1,
RNA 2, RNA 3 ve RNA 4 olarak ifade

edilen dort komponentten meydana
gelmistir.  Ancak son yillarda yapilan
calismalarda bazi izolatlarn RNA 5
komponentini icerdigi tespit edilmistir

(Tamada et al., 1989; ilhan, 2004; Kutluk
Yilmaz ve S6kmen 2007). Viriisiin partikiil
biiytikliikleri, 390, 265, 100, 85 nm

uzunlugunda ve 20 nm enindedir (Rush and
Heidel 1995).

Beet soil borne mosaic virus
Ilk kez 1987 yilinda Duffus and Liu
tarafindan Texas’ da rapor edilmis ve su ana

kadar Amerika Birlesik Devletlerinin
disinda  herhangi bir {ilkede tespit
edilmemistir. BSBMV ve BNYVV;

konuk¢u dizisi, kilif protein molekiil
agirligy, partikiil morfolojisi ve uzunluklar
bakimindan birbirlerine benzemekle birlikte
serolojik olarak ayrilmaktadirlar (Rush and
Heidel 1995). Bazi1 arastiricilar BSBMV ile
BNYVV’niin ¢esitli yonlerden benzerligi

sebebiyle, BNYVV’iin farkli bir ki
olabilecegini ifade etmislerdir (Rush et al.,
1993).

BSBMV genomu 4 parcadan

olusmustur. Viriis partikiillerinin genigligi
19 nm, uzunluklar1 ise 50 ila 400 nm



arasinda  degismektedir. BNYVV ile
BSBMYV arasindaki niikleotid benzerligi;
RNA 1 i¢in % 77, RNA 2 igin % 67, RNA 3
i¢in % 60, RNA 4 icin % 35°dir.

Seker pancart toprak kokenli mozayik

viriist'nin  neden oldugu simptomlar
cesitlilik  gosterebilmektedir. En  tipik
simptomunu yapraklar lizerinde

gostermektedirler. Yapraklarda agik yesil
veya sart renk acilmalari, damarlarda
bantlagmalar, yapraklar iizerinde genis
klorotik  alanlar, yapraklarda kivrilma
goriilmektedir.  Bitkide Seker pancari
nekrotik sari damar virids’i tarafindan
olusturulan kok sakallanmasi simptomu bu
viriis tarafindan olusturulmaz (Heidel et al.,
1997).

Beet soil borne virus

Ilk olarak Ivanovic ve McFarlane (1982)
tarafindan Ingiltere de seker pancar1 iiretim
alanlarinda bulunmustur. Daha sonralari,
Almanya, Belcika, Finlandiya, Bulgaristan,
Macaristan, Amerika, Isveg, Tiirkiye,
Danimarka, iran, Suriye’ de de bulundugu
rapor edilmistir (Rush and Heidel 1995;
Meunier et al., 2003; Rysanek et al., 2006).
BSBV genomu 3 par¢adan olusmustur.
Viriis partikiilleri, 90 nm genisliginde, 65,
150 ve 300 nm uzunlugundadir. Viriisiin
genomu ile ilgili yapilan molekiiler
caligmalarda farkli izolatlar arasinda 6nemli
oranda sekans varyasyonunun oldugu
belirlenmistir (Lennefors, 2006).

BSBV’in Ahlum ve Wierthe olmak
tizere 2 serotipi belirlenmistir (Lesemann et
al., 1989). Daha sonralar1 Wierthe serotipi
ayr bir viriis olarak ele alinmigtir. Bu viriise
de Beet Virus Q (BVQ) adi verilmistir
(Koenig et al., 1998). BSBV, seker pancart
bitkisinin kdk ve yapraklarinda herhangi bir
simptoma neden olmadan
bulunabilmektedir (Rush and Heidel 1995).
BSBV’niin toprakta genellikle BNYVYV ile
birlikte bulundugu rapor edilmistir (Prilwitz
and Schldsser 1992). Meunier et al. (2003),
diinyanin ~ farkli  bdlgelerinden  alinan
orneklere Multiplex ters transkripsiyon—
polimeraz zincir reaksiyonu (Multiplex
Reverse Transcription- Polymerase Chain
Reaction: mRT-PCR) yontemini basart ile
uygulamiglardir. Calisma da BNYVYV,
BSBV, BVQ ve P. betae (Keskin)’nin
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varligmi  tespit  etmiglerdir.  Tirkiye
izolatlarinda yalmzca BNYVV, BSBV ve
P. betae nin varligin1 belirlemislerdir.

Beet virus Q
' Belgikq, Bulgaristan, Fransa, Almanya,
Italya, Isveg, Macaristan ve Cek

Cumhuriyeti ve Iran’da rapor edilmistir.
BVQ genomu da BSBV gibi 3 parcadan
olusmustur.

Kutluk Yilmaz ve ark. (2004), Tokat ili
seker pancari {iretim alanlarindan aldiklar
toprak orneklerinde BNYVV, BSBV ve
BVQ’niin ve P. betae’ nin varligin1 tuzak
bitki ve mRT-PCR  yontemi ile
arastirmiglardir. 20  toprak  Orneginde
BNYVYV, 24 6mekte BSBV ve 25 toprak
Orneginin tiimiinde Polymyxa betae Keskin
belirlemislerdir. Toprak  Orneklerinin
hi¢birinde BVQ bulunamamustir.

Meunier et al. (2003) yaptiklar
calismada ise farkli iilkelerden aldiklari
toprak  Orneklerine  mRT-PCR  testi
uygulamiglar ve oOrneklerde BNYVYV,
BSBV ve BVQ’niin birlikte bulundugunu
bildirmislerdir.

Vektor, Polymyxa betae Keskin

Polymyxa betae Keskin’nin konukgu
dizisi, Amaranthaceae, Chenopodiaceae,
Caryophyllaceae ve Portulacaceae
familyas1 tiirlerini i¢ermektedir. P. betae
nin enfeksiyonu gergeklestirebilmesi i¢in en
uygun toprak sicakligi 25 C’dir. Bunun
yanisira toprak pH’smmin  6-8 arasinda
olmasi ve topragin yiiksek neme sahip
olmasi 6nemlidir (Asher and Blunt 1987).

Kutluk Yilmaz ve ark., (2010) yaptiklari
calisma da P. betae enfeksiyonunun 7.4
tizerindeki PH degeri ile yakindan iligkili
oldugunu ortaya koymuslardir. Ayrica
aragtiricilar ~ toprakta  yiikksek  miktarda
CaCO; (Kalsit) ve Mg olmasinin BNYVV
ve BSBV enfeksiyonlarini tesvik ettigini
vurgulamiglardir.

Fungus, toprakta ¢ok wuzun yillar
sporosori adi verilen kalin duvarli spor
kiimeleri halinde kalabilmektedir. Daha
sonra bu dinlenme sporlar1 ¢imlenerek
primer  zoosporlart  olusturur.  Primer
zoosporlar bitki dokusuna temas etmeleri
durumunda kamg¢ilarim1 kaybederek enkist
hale doniisiirler ve yaklagik 2 saat sonra



zoosporlarin igerigi bitki dokusuna aktarilir.
Bitki dokusu igerisinde zoosporlarin
cekirdekleri boliinmeye baglar  ve
plasmodium olusur. Bu plasmodiumdan ya
sekonder zoosporlarin serbest kalacagi
zoosporangium ya da  sporosorinin
olusacagi sporogenik plasmodium olusur.
Bir dongli yaklastk 60 saat igerisinde
tamamlanir (Ertung ve ark., 1998) (Sekil
1).

Virlis hastaliklartyla miicadelede en
onemli adim, oOncelikle etmenin tam ve
kesin olarak teshis edilmesidir.

Son yillarda molekiiler biyoloji ve
biyoteknoloji alaninda goriilen gelismeler
bitki viriis hastaliklarinin tanilanmasinda da

Ve

Dinlenune sporlarmm ¢unlenmesi
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Toprakta
sistosori
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etkisini gostererek hizli ve gilivenilir
teshislere olanak saglamistir (Makkouk and
Kumari 2006). 1985’te ozellikle Karry
Mullis’in ortaya koydugu PCR yontemi ile
yeni bir donem baglamigtir (Mullis et al.,

1986).
Bu donemden itibaren viris
hastaliklarinin ~ teshisinde niikleik asite

dayali veya serolojik yontemlerle niikleik
asitin kombine oldugu yontemler agirlik
kazanmustir.

Enfeksiyon

Zoospor ¢ikisi

Zoosporangiun

Sekil 1. Polymyxa betae Keskin’nin Yasam Dongiisii (Pferdmenges 2007)

Polymyxa betae Keskin ile Tagman
Viriislerin Tamlanmasinda Kullanilan
Molekiiler Yontemler

Virislerin  tanisinda
yontemler sunlardir:

kullanilan  baglica

dsRNA (¢ift iplik¢ikli RNA) Analiz Yontemi

dsRNA analizi  bitki  viriislerinin
tanisinda yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Bu yoOntemin esasi; CF-11
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seliloz kolon kromatografisine dayanir.
Analiz sonucuna gore, eger bir bitkide
dsRNA varsa bu bitkinin bir RNA viriisii
veya virlis benzeri bir etmenle infekteli
oldugunu gosterir (Korkmaz ve Cinar
1998). Niikleik asitlerin seliilloz kolonda
fraksiyonlarma ayrilmast ¢esitli ethanol
konsantrasyonlarinda tek ve ¢ift sarmal
RNA’ nin ve DNA’nin seliiloza baglanmasi
temeline dayanir. DNA ve ssRNA
fraksiyonlart  %15-18  Ethanol igeren



tampon soliisyonda akip giderken, dsRNA
gibi yiiksek sekonder yapili olan RNA
selillozda bagli kalir. Daha sonra Ethanol
icermeyen tampon soliisyonu uygulanarak
dsRNA’lar selillozdan elde edilir. Bu
islemlerden sonra bitkisel dokulardan viral
etmene 0Ozgli dsRNA elde edilmis olur
(Spiegel, 1987). Seliilloz prosediirii ile
bitkisel dokulardan elde edilmis olan
dsRNA nin analizi igin, akrilamid ya da
agar jel igerisinde elektroforetik ayrima
gidilir. Jel iizerinde olusan dsRNA profili
ile molekiil agirlik standardinin olusturdugu
profillerin karsilastiriimasi yapilarak
elektroforeze tabi tutulan viral dSRNA’larin
molekiil agirligi saptanir (Acikgdz ve ark.,
1998). Bitki viriislerinden piirifiye edilen
dsRNA’lar, daha sonra RNA’dan cDNA
sentezinde kullanabilmektedir. Bunun yam
sira, karigik enfeksiyonlarn tanisinda da
kullanilmaktadir.

Ertung ve Ilhan (2002) Kastamonu ve
Turhal Seker Fabrikalar1 ekim alanlarindan
aldiklar1 toprak oOrneklerine tuzak bitki
olarak hassas seker pancari gesitini (fiona)
ekmisler ve daha sonra bu 6rnekleri dsRNA
analizine tabi tutmuslardir. 73 0Ornekten
34’{inde dsRNA profili tespit edilmistir.

flhan ve Ertung (2001), Konya, Turhal
ve Kastamonu seker pancari ekim
alanlarindan elde edilen BNYVV ile
infekteli 6 izolat ile Cankiri’dan elde edilen
Toprak kékenli bugday mozayik viriis'i
(Soil-borne wheat mosaic virus: SBWMV)
ile infekteli 6 izolatin dsRNA analizlerini
yapmiglar ve bu yontemin furoviriisler igin
etkinligini arastirmiglardir. Yapilan galisma
sonucunda bir BNYVV izolatinda 6.746 kb
biiylikliiginde RNA 1, baska bir izolatta
1.774 kb biiyiikliigiinde RNA 3, bir izolatta
6.746 kb biiyiikliigiinde RNA 1 ve 1.774 kb
biiyiikliiglinde RNA 3, bir izolatta da 6.746
kb biiytkliginde RNA 1 ve 1.465 kb
biiyiikliiginde olan RNA 4 gormiislerdir.

Dort SBWMYV izolatinda ise 3.5 kb
biiyiikliiglinde olan RNA 2 bandim
gozlemlemislerdir.

Ters  transkripsiyon—polimeraz  zincir
reaksiyonu (RT-PCR: Reverse

Transcription-Polymerase Chain Reaction)
Yontemi
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PCR hedef DNA’nin tiip igerisinde
sentetik olarak cogaltilmasini saglayan bir
metotdur. RT-PCR’da ilk asama RNA’dan
CDNA’nin sentezlenmesi asamasidir. Bunu
PCR ile ¢ogaltma agamasi takip eder. PCR
3 agsama’da gerceklesir. Bunlar;

1- Cift iplikcikli DNA sarmali yiiksek
sicakliga (94-98°C) maruz birakilarak tek
zincirli  hale  getirilir. Bu asamaya
denatiirasyon adi verilir.

2-  Ozgiin primerler uygun sicaklikta (37-
65°C) tek iplikcik formundaki DNA’ya
baglanirlar. Bu asamaya da baglanma-
annealing ad1 verilir.

3- DNA polimeraz ortamda bulunan
dNTP’leri kullanarak primerlerin 3  ucuna
kalip DNA’ya uygun olan dNTP
(Deoksiniikleotid  trifosfatlar)’leri  ekler.
Boylece cift iplik¢ikli DNA
sentezlenmektedir. Bu agamaya

polimerizasyon—uzama asamasi adi verilir.
PCR iirtinleri, agaroz jel elektroforezde
elektrik akimi altinda molekiiler
agirhiklarina gore ayrilmakta ve daha sonra
UV 15181 altinda  gozlenmektedirler
(Makkouk and Kumari 2006). RT-PCR
yontemi, seker pancarinda enfeksiyon
yapan viriis hastaliklarinin teshisinde rutin
olarak kullanilmaktadir (Rush and Heidel

1995).

Harju et al. (2005), yaptiklari ¢alisma’da
Uzak dogu ve Avrupa’nin farkh
bolgelerinden  aldiklart  seker pancari

izolatlarinda BNYVV 'niin tespiti igin RT-
PCR yontemini kullanmiglardir. Viriisiin
RNA-5’inin yaklasik 500 bp’lik kismini
spesifik primerler kullanarak c¢ogaltmiglar
ve viriise 0zgii banti elde etmiglerdir.

Wisler et al. (1994), USA’dan alinan bes
adet BNYVYV izolati ile sekiz adet BSBMV
izolatinin benzerlik derecesini serolojik,
elektron mikroskobu, konukeu dizisi, fungal
tasmma ve PCR  testi  kullanarak
degerlendirmislerdir. BSBMV izolatlarinin
cesitli konukcularda BNYVV’den farkli
simptomlar  sergiledigini ve BSBMV
izolatinin BNYVV’den farkli furoviriisler
oldugunu bildirmislerdir.

Diger bir ¢alisma da Iran’min Razavi
Khorasan bolgesinde seker pancari iiretim

alanlarinda BNYVV ve BSBV
enfeksiyonunu belirlemek amaciyla
serolojik  yoOntemleri ve RT-PCR



yontemlerini kullanmiglardir. Arastiricilar,
infekteli kok Orneklerinden BNYVV i¢in
324 bp biytikliigiinde, BSBV i¢in 399 bp
biiyiikliigiinde viriislere spesifik bantlar elde
etmislerdir (Kardani et al., 2006).

Nested ters transkripsiyon—polimeraz zincir
reaksiyon (nRT-PCR: Nested Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction)
yontemi

PCR c¢alismalarinda elde edilen ilk
driinler ikinci PCR igin kalip olarak
kullanilir. Bu yontemde iki c¢ift primer
kullanilir.  Nested PCR  yontemiyle
cogaltmaya calistigimiz bolgede spesifik
olmayan bantlarin olusmasi engellenir. Bu
yontem  ayrica ¢ok  disiik  wviriis
konsantrasyonlarinda  olduk¢a  hassastir
(Webster et al., 2004).

Morris et al. (2001), Avrupa, Amerika
ve Asya’dan alinan toplam 21 seker pancari
izolatinda rhizomania hastali§inin tespiti
icin  viriisii  Chenopodium  quinoa’da
¢ogaltmis ve bu Orneklere RT-PCR,
Immunocapture RT-PCR ve nested PCR
yontemlerini uygulayarak hassasiyetlerini
arastirmislardir. Calismada nested PCR’in,
klasik RT-PCR yonteminden 1000 kat daha
hassas oldugunu vurgulamislardir.

Shahnejat-Busnehri et al. (2006) fran’da
seker pancarinda goriilen BNYVV’niin
teshis yontemlerini gelistirmek amaciyla
RT-PCR’dan sonra nested PCR yontemini
uygulamiglardir. Arastiricilar bu yaklagimla
klasik RT-PCR’la karsilagilan istenmeyen
bantlarin olusumunun iistesinden
gelindigini ve ¢ok daha hassas bir yontem
oldugunu belirtmislerdir. Yapilan ¢alismada
ayrica iki asamali RT-PCR yOnteminin,
DAS-ELISA (Double Antibody
Sandwich Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) yontemine gore
1250 kez daha hassas oldugu bildirilmistir.

Multiplex ters transkripsiyon—polimeraz
zincir reaksiyon (mRT-PCR: Multiplex
Reverse Transcription-Polymerase Chain
Reaction) yontemi

Bu metodla aymi anda ¢ok sayida viriis
teshis edilebilmektedir. Birden fazla hedef
dizinin  birlikte  ¢ogaltilmasi  esasina
dayanmaktadir. Bu amagcla farkli bolgelere
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baglanan primer ¢iftleri kullanilir. Degisik
hedeflerin ayn1 reaksiyon sartlarinda
cogalmalarim1 saglamak icin, kullanilacak
primerlerin dikkatli secilmesi, baglanma
sicakliklarinin birbirine uygun olmast ve
kendi aralarinda eslesmelerine olanak
vermeyecek baz dizilerine sahip olmalar
gerekmektedir (Webster et al. 2004).
BNYVV, BSBV ve BVQ viriislerinin ayni
anda belirlenmesi amaciyla bu yontem
basartyla uygulanmustir.

Meunier et al. (2003), diinyanin farkli
bolgelerinden alinan orneklerde multiplex
RT-PCR yontemini basar1 ile
kullanmiglardir. Calisma da BNYVYV,
BSBV, BVQ ve P. betae’nin varligini tespit
etmislerdir.

Bir diger ¢alismada Polonya da seker
pancart  iiretim  alanlarinda  bulunan
BNYVV, BSBV ve BVQ virislerinin
teshisinde mRT-PCR yontemini kullanarak,
viriislerin kilif protein geninin molekiiler
karakterizasyonunu ortaya koymuslardir.
Arastiricilar kilif protein geninin niikleotid

dizilerini, klonladiklari cDNA’dan
belirleyerek 567  niikleotitden, 189
aminoasitten olustugunu bildirmislerdir.
BNYVV’niin filogenetik analizleri

sonucunda izolatlarm A ve B tipi 1rk
oldugunu ortaya koymuslardir (Borodynko
et al., 2009).

Immunocapture  ters  transkripsiyon—
polimeraz zincir reaksiyonu
(Immunocapture RT-PCR: Immunocapture
Reverse Transcription-Polymerase Chain
Reaction) yontemi

Virlise 0zgii spesifik antibody’ler
kullanilarak, ezilen bitki dokusundaki viral
formlar immunolojik olarak yakalanir ve
elde edilen viral RNA amplifikasyonda
kullanilmaktadir. Bu yontemde niikleik asit
izolasyonuna gerek kalmadan dogrudan
bitki ekstraktlarinin  kullanilmasi  viriis
calismalarinda ¢ok Dbiiyilk avantaj ve
kolaylik saglamaktadir.
Bu  yontem  kisaca
uygulanmaktadir;

su sekilde

-PCR tiipleri veya ELISA plakalar viriise
spesifik antibody ile kaplanir.
-Yikama tamponu (PBST) ile tiipler yikanir.



-Ornek ezme tamponu ile ezilen bitki
ornekleri tiiplere aktarilir.

-Inkiibasyona birakilir ve daha sonra ikinci
bir yikama gergeklestirilir.

-Her bir tiipe RT-PCR karisimu eklenir ve
reaksiyon gerceklestirilir (Sekil 2.).

Suarez et al. (1999), Ispanya’da
yaptiklart ¢alismada seker pancarinda
BNYVV’nii tespit etmek i¢gin DAS-ELISA
ve Immunocapture-RT PCR yontemlerini
kullanmusglardir. Irkin belirlenmesi amaciyla

oncelikle IC-RT-PCR’la cDNA
olusturmuslar, daha sonra bu {iriinlerin
RFLP  (Restriction Fragment Length
Polymorphism) profillerini ortaya

koymuslardir. RFLP c¢alismalarinda, RNA
1’de 459 bp’lik kismu c¢ogaltarak Scal,
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EcoRI, RNA 2’de 343 bp’lik kismu
cogaltarak Taql, BstUI, Hincll, RNA 3’de
345 bp’lik kismi ¢ogaltarak EcoRI, Mspl
ve RNA 4’de 658 bp’lik kismi ¢ogaltarak
ApaLl ve HinclIl ile kesmisler ve RFLP
analizlerini  yapmislardir. Ispanya’da
calisilan bu izolatlarin Tip A’ ya daha yakin
oldugu belirlenmistir.

Zizyte et al. (2006), Litvanya’da
yaptiklari c¢alismada seker pancar1 kok ve
yapraklarindan BNYVV viriisiinii tespit
etmek i¢in Immunocapture RT-PCR
yontemini  kullanmiglardir.  Caligmada
BNYVV’niin kilif protein geninin read-
through bdlgesinde yaklasik 500 bp’lik bir
kism1 amplifiye edilmistir.

Antikorun kat yiizeye tutunmasi

T -Antikor

!

-Yikama

- inkibasyon

-RT-PGR solasyonu

Amplifiye olmug PCR arunleri

Sekil 2. Immunocapture RT-PCR’1n sematik anlatimi1 (Anonim, 2009a)

PCR-RFLP (Restriction Fragment Length

Polymorphism,;  Kesilmis  Fragmentlerin
uzunlugundaki Polimorfizm)
DNA’nin  restriksiyon  endoniikleaz

enzimleri ile kesiminden sonra agaroz jel
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elektroforezde bantlarin yer ve sayisimin
kiyaslanarak olusturulan cesitlilige RFLP
(Restriction fragment length polymorphism:
Kesilmis  fragmentlerin  uzunlugundaki
polimorfizm) adi verilir. Bir viriisiin irkinda



enzim i¢in kesim bolgesi varken diger irk
icin olmayabilir veya birden fazla kesim
bolgesi olabilir (Ulubas, 2002). Oncelikle
polimorfik noktay iceren bolge, bu bdlgeye
spesifik bir ¢ift primer kullanilarak PCR’ la
cogaltillir. PCR’la ¢ogaltilan bolge uygun
restriksiyon enzimiyle kesilir daha sonra bu
DNA’lar agaroz veya poliakrilamid jel
elektroforez yontemiyle ayrilarak analiz
edilir (Sekil 3.).

Molekiiler  ¢alismalarda  kullanilan
restriksiyon enzimlerinin bazilar1 BamHI,
EcoRl, Taql, Hindlll, Hindll, Rsal, Mspl,
Avall, Smal, Hgal, PleI’ dir (Kayrin ve ark.,
2003).

Tiirkiye’de Tokat ilinin farkli seker
pancar1 Uretim alanlarindan alinan toprak
orneklerinde Kutluk Yilmaz ve ark. (2007)
tarafindan BNYVV’niin molekiiler
karakterizasyonu yapilmistir. Caligmada
hedef niikleik asit olarak RNA 3 genomik
RNA’smin P25 genine spesifik primerler
kullanilarak ~ RT-PCR  yontemi  ile
cogaltilmis ve ¢ogaltilan bu spesifik {irlinler
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RFLP, sekans ve aminoasit analizlerine tabi
tutulmuslardir. Niikleotid sekans analizleri,
Tiirk izolatlarinin Fransa, Japonya, Italya ve
Kazakistan izolatlarima yakin oldugunu
gostermistir. Tiirk izolatlarinin hepsinin A
tipi izolat oldugu belirlenmistir.

Meunier et al. (2005), Belgika’nin 10
farkli bolgesinden aliman BNYVV ile
infekteli  seker  pancart  izolatlarinin
molekiiler karakterizasyonlarim1 yaparak,
Fransa, Cin, Kazakistan ve Japonya
izolatlar1 ile karsilastirmislardir. Calismada
RNA 2’nin P75 OFR bolgesi, RNA 3’iin
P25 protein geni ve RNA 4’ln belirli bir
kismi RT-PCR ile c¢ogaltmislar, ¢ogaltilan
bu bolgede Sca I, EcoR |, Sma I, Taq I,
Hind 111, Acc I, BstU I, Sty I, BamH |, Msp
I, ApaL I, BisHKA |, Bsp1286 enzimlerinin
tamidigr ve kestigi bolgelerin  varolup
olmadigimmi  kontrol etmislerdir. Ayrica
arastiricilar ¢calisma da P75 ORF bolgesinin
sekans analizlerini de yapmis ve buna gore,
Belcika izolatlarmmm A ve B tipi 1wk
oldugunu belirlemislerdir.

Ornek 1 Ornek 2
GAATC GTATC
CTTAG CATAG
Ornekler 6nce PCR
ile cogaltlir. Daha
sonra RE ile kesilir
G GTATC
—CTTA CATAG
AATC 1. 6rnekie kesim klesirke tas
¢ ¥ gergeklesirken, mutasyon
olan 2. ornekie kesim gerceklesmedi.
| .
Orneklerin polimorfizmi
jelde goriintiilenir. p—

Sekil 3. RFLP-PCR’1n Sematik Anlatimi (Anonim, 2008)

PCR-SSCP (Single-Strand Conformation
Polimorphism Tek kol konformasyon
polimorfizmi)

Denatiire olmayan poliakrilamid jelde
mutant ve mutant olmayan tek sarmalli
DNA molekiillerinin farkli hareketlilik
gostermesi esasina dayanir. Tek sarmalli
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DNA’nin katlanma Ozellikleri niikleotid
diziligiyle  iliskilidir. Mutant  DNA
molekiilinde tek bir baz bile farkli olsa
fragmentin katlanmas1 farkli noktalardan

A
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olacaktir. Katlanma yerlerinin degigmesi tek
sarmalli  DNA’nmin  tersiyer  yapisini
degistirerek  jel iizerindeki  hareketini
etkilemektedir (Kayrin ve ark., 2003).

M

-
-

.

lDenatﬁrasyon

4—»-"""-‘-‘

:

~———

‘ konformasyon

2 G

N/

S = 5 ey BTy

A+M

Non-denaturing gel

Sekil 4. PCR-SSCP’nin sematik anlatimi1 (Anonim, 2009b)

PCR ile c¢ogaltilan c¢ift zincir DNA,
sicaklik  (90-95°C) yada  formamide
uygulanarak tek zincirli hale getirilir.
Ayrilan sarmallarin  tekrar birlesmesini
engellemek icin buzda bekletilir. Tek
sarmal  olarak  yiiklenen = DNA’lar
elektroforez  sirasinda  kendi  {izerine
katlanarak yeni bir yapt kazanirlar ve jel
tizerinde elektroforetik hareketleri farklilik
olusturur (Sekil 4.). Bu yontem tek bir
niikleotide dayali farklilig bile
belirleyebilen ¢ok hassas ve oldukg¢a basit
bir yontemdir. SSCP yoOnteminin basarisi;
DNA fragmentlerinin biiyiikliigline, jelin

60

yapisina, DNA konsantrasyonuna, deneysel
kosullarin optimizasyonuna baglidir
(Vorechovsky, 2005).

Koenig et al. (1995), SSCP yontemini
BNYVV icin uygulamislardir. Yapilan
calisma da Almanya’da B tipinin, Fransa’da
ise A tipinin bulundugu dogrulanmustir.
Biiyiik Britanya’da ise A ve B tipinin
karigik olarak bulundugu belirlenmistir.
Tamamen farkli bir tip olan P tipinin ise,
Fransa’da  kiigiik  bir  bdlge  olan
Pithiviers’de bulundugu bildirilmistir. Yine
A ve B tipinin mutant formlarina Fransa ve
Almanya izolatlarinda rastlanmustir.



Liu al. (2005), Kaliforniya’nin
Imperial vadisinde 2002-2003  yillari
arasinda yaptiklar1 calismada IV-BNYVV
izolatlarimin hangi tip irka ait olduklarim
belirlemek i¢cin RT-PCR ve SSCP
calismalar1  yiiriitilmiistiir. ~ Arastiricilar
RNA 5’in yaklagik 260 bp’lik bir kismini
gen bankasinda D63759 kayit numarasi ile
yer alan spesifik bir ¢ift primeri kullanarak
PCR yéntemi ile ¢ogaltmuslardir. izolatlarin
hi¢ birinde RNA-5 bulamamiglardir. SSCP
calismalarinda ise, BNYVV’niin RNA 1 ve
RNA 2 genomik RNA’s1 oligoniikleotid
primerler kullanarak c¢ogaltmiglar ve bu
cogaltilan PCR firlinlerini sicaklik ve
formamid uygulamasi ile tek zincirli hale
getirmislerdir. ~ Ornekler % 10’Tuk
bisacrilamid jelde 200 Volt -elektrik
akiminda 6 saat siireyle elektroforetik
ayrima  tabi  tutulmugslardir.  Caligma
sonucunda IV-BNYVYV izolatlarinin, pozitif
kontrol olarak kullanilan A tipi 1wk ile
eslestigi ortaya konulmustur.

et

Sonug

Seker pancarinda P. betae ile tasinan
viriislerin tanilanmasinda ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Bunlar; test bitkilerine
mekaniksel  inokulasyon, tuzak bitki
yontemi,  serolojik  testler,  partikiil
morfolojisi ve niikleik asitlerle yapilan
calismalardir.

Son yillarda goriilen molekiiler alandaki
gelismeler, virlis hastaliklarinin ¢ok kisa
sirede ve daha hassas bir sekilde teshis
edilmesine olanak saglamaktadir.
Kullanilan  molekiiler yontemlerin en
onemli sorunlarindan biri maliyettir. Su an
bu yontemler pahali gibi goriinse de stirekli
gelisen teknoloji bu analizleri hem daha
pratik hem de daha ucuz hale getirecektir.

Sonu¢ olarak virlis hastaliklarinin
tanisinda yukarida bahsedilen molekiiler
tanilama yontemleri tek basma yeterli
degildir. Bu yiizden diger ydntemlerle
birlikte kullanilmas1 gerekmektedir.
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