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Ispanak 6nemli bir kiglik sebze olup tilkemizin her bolgesinde iiretimi yapilmaktadir. Ispanak
iiretiminde verim ve kaliteyi etkileyen bircok hastalik etmeni vardir ve bunlar igerisinden
viriisler 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu viriis hastaliklarindan bir tanesi “Rhizomonia” olarak
ta adlandirilan Pancar nekrotik sar1 damar virlisi (Beet necrotic yellow vein virus;
BNYVV)’diir. BNYVV’nin iilkemizde 1spanak bitkisinde varligi serolojik yontemlerle
belirlenmis ancak molekiiler diizeyde bir calisma yapilmamistir. Bu amagla Canakkale’de il
ve ilge diizeyinde 1spanak yetistiriciligi yapilan alanlara BNYVV’nin varligin1 belirlemek ve
tanisin1 yapmak amaci ile 2017-2018 {tiretim yilinda bir arazi ¢alismasi gerceklestirilmistir. Bu
arazi ¢alismasi kapsaminda tipik viriis simptomlar1 gosteren 1spanak bitkilerinden 66 6rnek
alinmistir. Alinan 6rneklerdeki BNYVV varlig: viriis proteinine dayali bir yontem olan DAS-
ELISA testi ile belirlenmistir. DAS-ELISA testi sonuglarina gore 66 6rnegin 12’si BNYVV
ile enfekteli bulunmustur. Enfekteli bulunan ornekler icerisinden bir tanesi segilerek
(CNKSpinach39) ortii protein geni (coat protein; CP) RT-PCR ile ¢ogaltilmistir. CP geni
cogaltilan izolatin RT-PCR iiriinleri saflastirilmis ve niikleotid dizileri belirlenmistir. Elde
edilen niikleotit (nt) dizileri kullanilarak secilen izolata ait CP geninin amino asit (aa) dizileri
cikarilmigtir. Bu niikleotid ve amino asit dizileri diinya BNYVYV izolatlarinin CP genlerinin
niikleotid ve amino asit dizileri ile karsilagtirilarak, gostermis olduklar1 benzerlik oranlar1 ve
filogenetik iliskileri saptanmistir. Gergeklestirilen ¢coklu nt ve aa temelli dizi karsilastirmalar
sonucunda CNKSpinach39 izolatinin diinya izolatlar1 ile %95-99 oraninda benzerlikler
gosterdigi belirlenmistir. Gergeklestirilen filogenetik analizler sonucunda ise CNKSpinach39
izolatinin B patotipinde yer aldigi tespit edilmistir. Bu calisma ile lilkemizde 1spanakta ilk
defa BNYVV’nin B patotipi bulunmustur.
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Detection and Molecular Characterization of Beet Necrotic Yellow Vein
Virus (BNYVV) in Spinach Production Fields of Canakkale Province,
Turkey

Abstract

Spinach is an important winter vegetable and it is produced in all regions in Turkey. There are
many diseases affecting the yield and quality in its production. Viruses have an important role
among them. One of these virus diseases is Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV), called
Rhizomania disease. The presence of BNYVV in the spinach plant was determined by
serological methods in Turkey, but no studies were conducted at the molecular level. For this
purpose, field studies were carried out in 2017-2018 in order to determine the presence of
BNYVYV in the fields of spinach cultivation at the level of Canakkale province and its
districts. In these field studies, 66 samples were collected from spinach plants showing typical
virus symptoms. The presence of BNYVV in the samples was determined by DAS-ELISA
test, a method based on virus protein. According to the DAS-ELISA test, 12 out of 66 samples
were infected with BNYVV. One of the infected samples was selected (CNKSpinach39) and
the coat protein gene (CP) was amplified by RT-PCR. Its RT-PCR product was purified and
sequenced. The amino acid (aa) sequences of this isolate was deduced based on its nt
sequence. These nt and aa sequences were compared with the related sequences of the world
BNYVV isolates and their similarities and phylogenetic relationships were determined. As a
result of multiple sequence comparisons based on nt and aa, it was determined that
CNKSpinach39 isolates showed similarities with 95-99% of the world isolates. As a result of
the phylogenetic analysis, it was determined that the isolate CNKSpinach39 was found in the
B pathotype. In this study, the first BNYVV B pathotype was found in spinach in our country.

Keywords: PCR, similarity, phylogenetic, spinach, BNYVV
1. Giris

Ulkemizde yetistiriciligi yapilan ve yapragi yenen sebzelerden bir tanesi de 1spanaktir.
Ispanakta hastalik ve zarar olusturan bir¢cok organizma vardir. Bu hastalik ve zararlilar
1spanak iiretimini azaltmakta ve pazarlama degerini diisiirmektedir. Bu hastalik ve zararlilar
icerisinde etkin bir miicadele yonteminin olmamasi nedeni ile viriis ve benzeri hastaliklar ayr1
bir dneme sahiptir.

Viriislerin bitkilerde hastalik olusturmasinda yayilma yollar1 6nem tasimaktadir. Bu tasinma
yollari; mekanik yayilma, tohumla yayilma, as1 yoluyla yayilma, kiiskiitle yayilma, vejetatif
cogalma materyali ile yayilma, toprakla yayilma, vektorlerle yayilma (bdceklerle yayilma,
nematodlarla yayilma, funguslarla yayilma) olarak siralanabilmektedir. Bu sekillerde bitkiler
arasinda tasinarak neden olduklari ekonomik kayiplarin miktar: artabilmektedir.

Bugiine kadar gergeklestirilen ¢alismalar kapsaminda ispanakta ekonomik diizeyde zarar
olusturan bir¢ok viriis hastaligi tanimlanmistir. Bu viriis hastaliklar1 arasindan BNY V'V toprak
kokenli bir vektor tarafindan tasgmmasindan dolayr digerlerine gore farkli bir énem arz
etmektedir. BNYVV enfeksiyonlar1 sonucu ozellikle etmenin ana konukgusu olan
sekerpancari bitkilerinin lateral koklerinde biiyiik bir oranda artis gdzlenmektedir ve bu tipik
belirtiden dolay1 etmene kok azmanligr anlamina gelen “Rhizomania hastaligi” denilmektedir
(Putz ve ark., 1990).

279



Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi

Rhizomania Ozellikle seker pancarinda hastalik olusturan bir virlis olmakla birlikte son
yillarda iilkemizde ispanakta da hastalik olusturdugu da rapor edilmistir (Giimis ve ark.,
2014; Karanfil ve ark., 2016). Viriisiin tasinmasinda obligat parazitik bir fungus olan
Polymyxa betae (Keskin) biiyiik bir 6neme sahiptir. Viral etmen, Tubiviridae familyasindan
Benyvirus cinsine dahildir (Lennofors, 2006). Hastalik etmeni 20 nm eninde farkli boyutlarda
ve c¢ubuk sekilli partikiillere sahiptir. Virlis tek sarmal 4 parcali RNA genomundan
olusmaktadir. Ancak bazi izolatlarda bu 4 pargali RNA genomuna ek olarak 5. bir RNA
genomu igerdiginden de bahsedilmektedir (Koenig ve ark., 1997; Koenig ve Lennefors, 2000;
Harju ve ark., 2002). BNYVV enfekteli bitkilerin yapraklarinda, damar boyunca uzanan
sarimtirak renk agilmalar1 ve yapraklarin dikine gelisim gosterdigi belirtilmektedir. Hastaligin
ilerlemesi ile de belirtilen sarimtirak renk degisimlerinin nekrotik alanlara doniistigi
bilinmektedir (Whitney ve Duffus, 1991).

BNYVV’nin bugiine kadar gerceklestirilen ¢alismalar sonucunda etmenin diinyada 4 farkli
patotip olarak gruplandirildigi goériilmektedir (Kruse ve ark., 1994). Bu gruplardan A tipi
kuzey bat1 ve giiney Avrupa’da, B tipi ise Fransa ve Almanya’da belirlenmistir. Ulkemizde
ise cogunlukla goriilen tipin ise A oldugu belirtilmistir (Ozgor, 1995). A ve B tipine gore daha
siddetli ve saldirgan olarak nitelendirilen P ve J olmak iizere 2 patotip daha mevcuttur. Bu
patotiplerden P tipinin varhigi ise Kazakistan ve Fransa’dan bildirilmistir (Koenig ve
Lennefors, 2000). Patotip J’nin varlig1 ise Japonya, Cin ve iilkemizden bildirilmistir (Tamada
ve ark., 1989; Li ve ark., 2008a; Kutluk-Y1lmaz ve ark., 2016a). Bu patotiplerden P ve J diger
patotiplere gore fazladan bir RNA segmentine sahiptir.

BNYVV'nin konukgu genisligi nispeten dardir. Hastalik etmeni 1spanakta ¢ogunlukla sistemik
bir sekilde bulunabilmektedir (Tamada ve Baba, 1973; Yilmaz ve Erkan, 2003). Etmenin
arazide yapraklara ait simptomlarin anlasilmasi zordur. Genellikle besin elementi
noksanliklari ile karistirilmaktadir (Rush ve Heidel, 1995). Siddetli enfeksiyonlarda yapraklar
solmaktadir. Etmene ismini veren nekrotik sar1 damar belirtisine ise dogada kendiliginden
gelisen enfeksiyonlarda pek sik rastlanmamaktadir. Erken donemlerinde etmen tarafindan
enfekte edilen bitkilerde tipik belirtiler gozlenebilmektedir. Bitkilerdeki kok gelisimi
neredeyse tamamen yan kok olusumu seklinde olmaktadir. Olusan bu lateral kokler de
sonradan etmen tarafindan enfekte edilerek, koklerin 6limii ger¢eklesmektedir. Bitkilerin
devamli olarak lateral kok olusturmast nedeniyle bitki kokleri sakal goriiniimiine
doniismektedir (Rush ve Heidel, 1995).

BNYVV dogada toprak kokenli bir fungal vektor olan P. betae’nin kalin ceperli kigslama
sporlarinda 15 yil canli kalabildigi ve fungus biinyesine giren etmenin uzun siire taginabildigi
belirtilmistir (Abe ve Tamada, 1986). Toprak neminin az oldugu durumlar ve uygun olmayan
sicaklik derecelerinde, P. betae’nin neden oldugu rhizomonia enfeksiyonlar1 bitkilerin daha
ileri donemlerinde goriilebilmektedir. Bu sekilde olusan hastalik gelisimleri de iiriin
kayiplarini azaltabilmektedir (Putz ve ark., 1990).

Bugiine kadar hem diinyada hem de iilkemizde yapilan calismalar kapsaminda ispanak iiretim
alanlarinda BNYVV enfeksiyonu tespit edilmistir (Erbay, 2012; Karanfil ve ark., 2016;
Kutluk-Yilmaz ve ark., 2016b). Ozellikle iilkemiz seker pancart BNYVV izolatlarinin
molekiiler karakterizasyonlar1 gerceklestirilmesine ragmen, 1spanak {retim alanlarinda
enfeksiyon  olusturan BNYVV  izolatlarimin  molekiiler  karakterizasyonu  ise
gerceklestirilmemistir (Kutluk-Yilmaz ve ark., 2016a; 2016b). Bu baglamda bu calisma
kapsaminda iilkemiz 1spanak BNYVV izolatlatlarinin molekiiler karakterizasyonlarinin
gerceklestirilmesi amaci ile planlanmistir. Yapilan bu ¢alisma ile {lilkemiz 1spanak {iretim
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alanlarindan elde edilen BNYVV izolatinin ilk kez molekiiler karakterizasyonu
gerceklestirilerek diinya izolatlar1 ile niikleotid ve amino asit diizeyindeki benzerlik ve
farklilik oranlar1 ortaya konmustur. Ayrica gergeklestirilen filogenetik ¢alismalar ile de diinya
izolatlar ile gosterdigi farkli akrabalik dereceleri saptanmuistir.

2. Materyal ve Yontem

Bu arastirma kapsaminda gergeklestirilen caligmalar temel olarak 4 asamada yiiriitilmistiir.
Calismanin ilk asamasinda Canakkale ili ve ilgelerinde bir arazi ¢aligmasi yliriitiilerek 1spanak
tarlalarinda viriis ve viriis benzeri simptom gosteren bitkilerden toplam 66 6rnek toplanmustir.
Ikinci asamada toplanan oOrneklerde BNYVV’nin varliZt DAS-ELISA yoéntemi ile
testlenmistir. Ugiincii asamada DAS-ELISA testi sonuglar1 pozitif olan 6rneklerin RT-PCR ile
testlemesi yapilmis ve elde edilen RT-PCR iiriinleri kullanilarak segilen bir izolatin
(CNKSpinach39) niikleotid dizileri hizmet alimi ile belirlenmistir. Son asamada ise elde
edilen BNYVV CP (coat protein; kilif protein) genlerine ait niikleotid dizilimleri kullanilarak,
amino asit dizilimleri ¢ikarilmistir. Elde edilen bu diziler kullanilarak diinya BNYVV
izolatlar1 ile Canakkale 1spanak izolatinin molekiiler iliskileri arastirilmastir.

2.1. Arazi Cahismasi

Arazi ¢aligmasi 2017-2018 yillarinda Amaranthaceae familyasina ait 1spanak bitkisinin yetis-
tiriciliginin yapildig1 Canakkale ili ve ilgelerinde yiiriitiilmiistiir. Uretim sezonu siiresince Ca-
nakkale ili ve ilgelerinde yetistirilen 1spanak bitkileri gorsel olarak incelenerek BNYVV belir-
tilerine benzer belirti gdsteren bitkilerden rnekler alinmigtir. Ornekleme yapilan alanlarin
secimi tamamen tesadiifi olarak gergeklestirilmistir. Toplanan 6rnekler soguk zincirde muha-
faza edilerek laboratuvara getirilmis ve ileri analizlerin yapilmasi igin 4°C'de silika jel iginde
saklanmustir.

2.2. Viriis Tamilama Cahismalari

Gergeklestirilen arazi ¢aligmalar1 sonucunda viriis ve viriis benzeri hastalik ile enfekteli oldu-
gundan siiphelenilerek toplanan 6rneklerdeki BNYVV varligi serolojiye dayali bir yontem
olan DAS-ELISA testi ile Clark ve Adams (1997)’1n belirttigi yontem esas alinarak kitlerin
saglandig1 firmanin (Bioreba, Isvigre) onerileri dogrultusunda gergeklestirilmistir. Sonuglar
MEDISPEC ESR 200 ELISA okuyucusunda 405 nm dalga boyunda okuma islemine tabi tu-
tulmus ve absorbans degerleri belirlenmistir. Absorbans degerlerine gore negatif kontroliin iki
kat1 ve tizerindeki degerlere sahip olan 6rnekler BNY VYV ile enfekteli olarak kabul edilmistir.

2.3. Molekiiler Karakterizasyon Calismalari

DAS-ELISA test sonuglarina géore BNY VYV ile enfekteli olan 6rneklerin RT-PCR ile molekii-
ler karakterizasyonlariin yapilabilmesi i¢in hedef gen bolgelerinin amplifikasyonu gergekles-
tirilmistir. RT-PCR analizlerine total RNA izolasyonu ile baglanmistir. Total RNA izolasyonu
Li ve ark., (2008b)’nin belirttigi sekilde CTAB metodu ile gergeklestirilmistir. RT-PCR asa-
mast kitlerin saglandigi firmanin (Qiagen, Kanada) belirttigi sekilde BNYVV gen spesifik
primer ile gergeklestirilmistir (Cizelge 2.1 ve 2.2).
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Cizelge 2.1. Calisma kapsaminda kullanilan primer ¢ifti, dizisi ve gen bolgesi

Kodu Dizisi Yoniu Hedef Gen Referans

Bolgesi

BN2/F1 | ATGTCGAGTGAAGGTAGATATATG Tleri Kilif Protein | Schirmer et

Geni (567 bg) | al. (2005)
BN2/R3 | ATTGTCCGGGTGGACTGGTTC Geri

Son asamada agaroz jel elektroforezi ile elde edilen RT-PCR firiinleri 100-1000 bp DNA
biiyiikliilk markorleriyle birlikte %1.5°lik agaroz jelinde 100 voltta ayrnistirilip EtBr ile
boyandiktan sonra ultraviyole 1s1k altinda Major Science UVDI jel goriintiilleme cihazinda
BNY VV’nin kilif proteinine ait bantlar fotograflanmigtir.

Cizelge 2.2. RT-PCR testlerinde kullanilan bilesenler, miktarlari ve RT-PCR kosullari

Bilesenler Hacim RT-PCR Kosullar
RNase-free water 13 ul
5x QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer 5ul | 1.30dk - 50°C
dNTP Mix (containing 10 mM of each dNTP) 1ul 2.15dk - 95°C
Primer Karigimi (Forward-Reverse) 1l
QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix 1l 3.94°C-1dk
RNase inhibitor lul | 4.59°C-1dk 39 Dénei
Total RNA 3ul | 5.72°C-45dk ongu
Toplam Hacim 25ul | 6.72°C-10dk
7. 10°C - siiresiz

RT-PCR ile c¢ogaltilmis BNYVV CP genlerine ait bir izolatin (CNKSpinach39) RT-PCR
uriinii E.Z.N.A PCR piirifikasyon kiti (Omega Bio, ABD) kullanilarak {iretici firmanin
Onerileri dogrultusunda saflastirma islemine tabi tutulmustur. Saflastirilan RT-PCR {iriiniiniin
DNA baz dizilimleri hizmet alimi ile belirlenmistir.

Elde edilen CNKSpinach39 BNYVYV izolatinin CP geninin niikleotit dizileri, daha 6nceden
dizilimi belirlenerek gen bankalarina konulmus diinyanin farkli bolgelerine ait BNYVV
izolatlarinin (Cizelge 2.3) kilif protein genlerinin niikleotit dizileriyle bir araya getirildikten
sonra Sequence Demarcation Tool, version 1.2 (SDTv1.2) programi kullanilarak benzerlik
oranlar1 ortaya konulmustur (Muhire ve ark., 2014). Ayrica diinya ve CNKSpinach39
BNYVYV izolatlar1 arasindaki filogenetik iliskiler Neighbor-joining metoduyla kiamura iki
algoritmas1 uygulanarak 1000 tekrarli bootstrap analizi ile belirlenmistir. Olusturulan
filogenetik agaclarda Beet soil-borne mosaic virus; BSBMV (Genbankasi erisim no:
JF513083) dis grup olarak filogenetik agacin dogrulugunu arttirmak amaci ile kullanilmastir.
Filogenetik analizler Mega7 programinda gergeklestirilmistir (Kumar ve ark., 2016).
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Cizelge 2.3. Canakkale ili 1spanak iiretim alanlarindan elde edilen CNKSpinach39 Pancar
nekrotik sar1 damar viriisii’niin molekiiler karakterizasyonu amaci ile gergeklestirilen ¢oklu
dizi ve filogenetik analizlerde kullanilan diinya izolatlari, patotipler ve erisim numaralari

Ulke Izolat Patotip Erisim Numarasi Referans
Cin Wu2 A EF473095 Li ve ark., 2008a
Cin YJZCP-4 A KP316636 Zhou ve ark., 2015
Cin GZCCP-3 A KP316623 Zhou ve ark., 2015
Slovakya SLN1 A AB563019 Chiba ve ark., 2011
Tiirkiye TUK A AB563026 Chiba ve ark., 2011
Italya V4 A AB563002 Chiba ve ark., 2011
Avusturya A2 A AY696072 Schirmer ve ark., 2005
Belgika B3 B AY696079 Schirmer ve ark., 2005
Belgika Rutten B AJ634737 Meunier ve ark., 2005
Almanya GT85 B AJ810284 Lennefors ve ark., 2005
Cin BTCP-9 B KP316557 Zhou ve ark., 2015
Japonya S44 B AB018624 Miyanishi ve ark., 1999
Cin IMHHCP-3 B KP006486 Zhou ve ark., 2015
Cin Hoh2 B EF473092 Li ve ark., 2008a
Cin CH6 B AB562989 Chiba ve ark., 2011

3. Bulgular ve Tartisma
3.1. Arazi ve Viriis Tanmilama Cahsmalari

Canakkale ili ve ilgelerinde gergeklestirilen arazi ¢alismalar1 kapsaminda BNYVV veya virlis
benzeri belirti tasiyan toplam 66 1spanak ornegi toplanmistir. (Cizelge 3.1). Canakkale
Merkez ile birlikte toplam 7 ilgede Ornekleme yapilmis ve en ¢ok ornekleme 23 6rnek ile
Merkez ilgede yapilirken en az 6rnekleme ise 3 6rnek ile Ezine ilgesinden yapilmastir.

Gergeklestirilen DAS-ELISA ile BNYVV enfeksiyonu tanilama calismalar1 sonucunda
toplanan 66 Ornegin 12’si BNYVV ile enfekteli olarak bulunmustur. En fazla 6rnekleme
yapilan Merkez ilgeden toplanan 23 6rnegin 7’sinde BNYVV tespit edilmistir. Merkez ilgenin
disinda Can’dan toplanan 7 Ornegin 2’si, Bayramig¢’ten toplanan 4 Ornegin 2’si ve
Ayvacik’tan toplanan 5 6rnegin 11 BNYVV ile enfekteli bulunmustur. En fazla 6rnek
toplanan ikinci ilge (toplam 16 6rnek) Biga’da ise enfekteli 6rnek bulunamamistir. Ayrica
diger ilgelerden Lapseki ve Ezine’de de enfekteli 6rnek bulunamamistir. Toplanan 6rneklerde
enfeksiyon oranina bakildiginda Bayramic’ten toplanan 4 6rnegin 2’si enfekteli bulunmus ve
oran % 50,00 olarak gerceklesmistir. Bunu sirasiyla Merkez il¢e (%30,43), Can (28,57) ve
Ayvacik (%20,00) ilgeleri izlemistir. Toplam enfeksiyon orani ise %18,18 olarak saptanmistir

(Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Canakkale ili ve ilgelerinden toplanan ve Pancar nekrotik sar1 damar viriisii ile
enfekteli bulunan 6rnek sayilari ile enfeksiyon oranlari

Ilgeler Enfekteli Ornek/Toplanan Ornek Toplanan Orneklerdeki Enfeksiyon Oran1 (%)
Merkez 7123 30,43
Ayvacik 1/5 20,00
Can 217 28,57
Biga 0/16 0
Lapseki 0/8 0
Bayramig 2/4 50,00
Ezine 0/3 0
Toplam 12/66 18,18

Genel olarak Canakkale ili ve ilgelerinde bazen kiiciik tarlalar seklinde olsa bile yaygin olarak
1spanak tarimi yapilmaktadir. Ancak Orneklemenin yapildigi yillarda genel olarak 1spanak
tarimi yapilan alanlarin dagiliminda bir dalgalanma oldugu i¢in ilgelerden yapilan 6rnekleme
sayilar1 arasinda farkliliklar meydana gelmistir. Ayrica Canakkale il ve il¢elerinde cok sayida
1spanak tarlalarma ¢ikis yapilmig ancak baz tarlalarda simptom goriillmemesi nedeniyle 6rnek
toplanmamuistir.

Arazi ¢aligmalar1 kapsaminda 1spanaklarda genel olarak sararma, bodurlasma, yapraklarda
mozaik belirtileri, besin elementi noksanlifina benzer belirtiler, yaprak damarlarinda
kalinlasma ile birlikte sarimtirak renk olusumu simptomlari goézlenmistir. DAS-ELISA
testlemeleri sonucunda bu belirtilerden bodurlasma, mozaik belirtisi ve besin elementi
noksanlig1 belirtisi simptomlar1 gosterenler BNYVV i¢in genellikle negatif sonug¢ verirken
sararma ve damarlarda kalinlasma simptomu gosterenler pozitif sonu¢ vermistir. Bununla
birlikte cok hafif virlis benzeri simptom gosteren bazi bitkiler de enfekteli olarak
bulunmustur. Sekil 3.1°de viriis tanilama ¢alismalarinda BNYVV ile enfekteli olarak bulunan
1spanak bitkilerindeki belirtiler goriilmektedir. Bu belirtiler bitkinin yaprak damarlarinda hafif
bir kalinlagma ve sarimtirak renk olusumu seklinde goriilmekte olup Sekil 3.1 de yuvarlak bir
cergeveye alinarak ok ile belirtilmistir.

Sekil 3.1. Pancar nekrotik sar1 damar viriisii ile enfekteli 1spanak bitkisinin yapraklarinda
meydana gelen hastalik belirtileri
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Bu ¢alisma kapsaminda toplanan 66 Ornegin sadece 12°si BNYVV ile enfekteli olarak
bulunmustur. Diger Ornekler tipik virlis ve virlis benzeri simptom gostermesine ragmen
BNYVYV i¢in negatif ¢ikmistir. Bunun en 6nemli nedeni bu bitkilerin diger virtislerle enfekteli
olabilecegidir. Ispanakta BNYVV yaninda gerek ililkemizde gerekse diinyada bir¢ok viriisiin
enfeksiyon yaptign bilinmektedir. Ulkemizde Ege Bolgesinde (Gediz havzasi) 1spanak
yetistiriciligi yapilan alanlarda yapilan bir caligmada sekil bozuklugu, klorotik lekeler,
yapraklarda kivrilma, mozaik, gelisme geriligi ve damar aralarinda sararma belirtisi gosteren
bitkilerden 6rnekler toplanmis ve RT-PCR ile testlenmistir. Testlemeler sonucunda BNYVV,
CMV, TMV, BWYV ve TuMV infeksiyonlarini tespit edilmistir (Erbay, 2012). Canakkale ili
ispanak {iretim alanlarinda gergeklestirilen bir baska ¢alismada ise CMV ve TuMV
etmenlerinin varhigt saptanmistir (Gokdag ve ark., 2016). Samsun ili 1spanak {iretim
alanlarinda gergeklestirilen bir bagka calismada da CMV ve TuMV enfeksiyonu belirlenmistir
(Giingor ve ark., 2017). Yapilan bu ¢alismalar iilkemizde i1spanak bitkisinde BNYVV’nin
disinda birgok viriisiin enfeksiyon yaptigini gostermektedir.

Hastaligin yayginlik durumu ile ilgili Canakkale ili ve ilgelerinde 1spanak {iretim tarlalarinda
2013 ve 2015 yili iiretim sezonlarinda gergeklestirilen benzer bir calismada arastirmacilar
topladiklart 52 6rnegin 18’inin BNYVV ile enfekteli oldugunu bildirmislerdir (Karanfil ve
ark., 2016). Arastirmacilarin gerceklestirdikleri calisma ile bu ¢aligmanin sonuglari birbirleri
ile benzerlik gostermekte olup, Canakkale'deki 1spanak {iretim alanlarinda BNYVV
enfeksiyonunun yaygin oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde Samsun ilinde gerceklestirilen
baska bir ¢alismada da 1spanak alanlarinda BNYVV enfeksiyonuna rastlanildigi belirtilmistir
(Kutluk-Yilmaz ve ark., 2016b). Farkli bolgelerde gergeklestirilen bu ¢alismalardan da
anlasilacagi tizere iilkemiz 1spanak iiretim alanlarinda BNYVV enfeksiyonunun yaygin olarak
meydana geldigi sdylenebilir.

3.2. Molekiiler Karakterizasyon Calismalari

DAS-ELISA testleri sonucu BNYVYV ile enfekteli olarak bulunan 4 izolatin RT-PCR ile CP
genleri ¢ogaltilmis ve segilen bir izolatin (CNKSpinach39) hizmet alimi yolu ile sekans
dizileri ¢ift yonlii olarak belirlenmistir. Elde edilen ham sekans verileri birlestirilerek
BNYVV CP genine karsilik gelen 567 bg biiyiikliigiinde niikleotit (nt) sekans verisi elde
edilmigtir. Elde edilen bu sekans verileri kullanarak CNKSpinach39 izolatinin CP geninin
kodladig1 amino asit (aa) dizilimleri ortaya c¢ikarilmistir. Diinyada da BNYVV izolatlarinin
molekiiler karakterizasyonu amaci ile kullanilan gen bolgelerinden bir tanesinin de CP geni
oldugu bilinmektedir (Borodynko ve ark., 2009; Lennofors ve ark., 2005).

Diinya izolatlar ile gerceklestirilen karsilastirmali nt ve aa dizi analizleri ile CNKSpinach39
izolatinin diinya izolatlar1 ile nt diizeyinde %99’a varan oranda benzerlikler gosterdigi
saptanirken, aa diizeyinde ise %98’e varan oranda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Sekil
3.2). Benzerlik analizleri renk matriksleri daha detayli olarak incelendiginde de matrikslerde
bariz olarak iki farkli grubun oldugu goriilmiistiir. Gruplar arasindaki benzerliklerin genel
olarak %97 civarinda oldugu saptanmustir.
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Sekil 3.2. Canakkale ili 1spanak iiretim alanlarindan elde edilen CNKSpinach39 Pancar
nekrotik sar1 damar viriisii’niin diinya izolatlar ile kilif protein gen bolgesi niikleotit (a) ve
amino asit (b) dizilimlerine gore birbirleri ile gostermis oldugu benzerlik oranlari

Niikleotit temelli gergeklestirilen benzerlik analizleri sonucunda CNKSpinach39 BNYVV
izolat1 en fazla benzerligi %99 ile AJ810284 erisim numarali Almanya ve AJ634737 erisim
numaralt Belgika izolatlar ile gosterirken, en az benzerligi ise %95 ile AB563002 erisim
numarali Italya izolat1 ile gdstermistir.

Amino asit temelli gergeklestirilen benzerlik analizleri sonucunda CNKSpinach39 BNYVV
izolat1 en fazla benzerligi %98 ile AJ810284 erisim numarali Almanya, AJ634737 ve
AY 696079 erisim numarali Belgika izolatlar1 ile gostermistir. En az benzerligi ise %95 ile
AB563002 erisim numarali italya izolat: ile gdstermistir.

Diinyada BNYVYV izolatlarinin CP gen bodlgesine gore gergeklestirilen ¢aligmalar sonucunda
da izolatlarin farkli seviyelerde benzerlikler gosterdigi bildirilmistir. Polonya’da yapilan bir
calisma da seker pancarini enfekte eden ig¢lerinde BNYVV'nin de oldugu 4 farkl viriisiin CP
genine gore molekiiler karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Arastirmacilar bu ¢alismada elde
ettikleri 3 BNYVV izolatinin kendi iclerinde ve diinya izolatlar1 ile %96-100 arasinda degisen
oranlarda benzerlikler gosterdigini tespit etmislerdir (Borodynko ve ark., 2009). Lennofors ve
ark. (2005) Fransa, Almanya ve ABD'den elde ettikleri BNYVV izolatlarinin CP genini temel
alarak molekiiler karakterizasyonlarini gergeklestirmislerdir. Arastirmacilar bu izolatlarin
birbirleri ve diinya BNYVV izolatlar1 ile %95-100 oranlarinda benzerlikler gosterdigini
belirtmiglerdir. Ayrica arastirmacilar gerceklestirdikleri bu ¢alismanin sonucunda BNYVV
izolatlarmin CP geninde elde edilen sekans varyasyonlarinin CP geninin tamamina
dagildigini, CP geninin herhangi bir spesifik bolgesine 6zel olmadigini belirtmislerdir.

Ahmad ve ark. (2018) tarafindan Pakistan’da BNYVV enfeksiyonunun tespiti amaci ile
gerceklestirilen baska bir calismada da arastirmacilar elde ettikleri bir BNYVV izolatinin
molekiiler karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir. Arastirmacilar yiiriittiikleri ¢calismalarin
sonucunda diinya BNY VYV izolatlar ile niikleotid diizeyinde %98, amino asit diizeyinde ise
%99’a varan oranlarda izolatlar arasinda benzerlikler goriildiigiinii belirtmislerdir. Ulkemizde
BNYVYV izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu amaci ile gergeklestirilen ¢alismalar ise
RNA3 genomunda bulunan P25 gen bdlgesine gore gerceklestirildigi icin iilkemiz izolatlart
ile bir kiyaslama yapmak miimkiin olmamustir (Kutluk-Y1ilmaz ve ark., 2016a; 2016b). Ancak
diinyada gerceklestirilen calismalar ile bu calisma kapsaminda BNYVV izolatlarinin CP
genine gore birbirleri ile gostermis oldugu benzerlik oranlar1 birbirlerine paralellik
gostermektedir.
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Daha oOncede  belirtildigi  gibi  iilkemizde @ BNYVV izolatlariin  molekiiler
karakterizasyonlarinda CP geninin genellikle kullanilmamasindan dolayr genbankasi veri
tabaninda Tirk BNY VYV izolatlarina ait ¢ok sayida sekans verisi yoktur ve olanlarin biiyiik bir
cogunlugu ise p25 ve p26 gen bolgelerine aittir. Sadece AB563026 erisim numarali izolat CP
gen bolgesine ait olup iilkemiz orijinlidir (Chiba ve ark., 2011). Bu izolatta filogenetik ve
benzerlik analizlerine dahil edilmistir. Diinya izolatlar1 ile gergeklestirilen filogenetik

iliskilerin arastirilmasi sonucunda ise CNKSpinach39 izolat1 patotip B olarak bulunmustur
(Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Canakkale ili i1spanak iiretim alanlarindan elde edilen CNKSpinach39 Pancar
nekrotik sar1 damar virlisi’niin diinya izolatlar1 ile kilif protein gen bdlgesi niikleotit
dizilimlerine gore birbirleri ile gostermis oldugu filogenetik iliski

Filogenetik iligkilerin belirlenmesi amact ile gercgeklestirilen biyoinformatik analizler
sonucunda CNKSpinach39 BNYVV izolatinin AB562989, EF473092, KP006486 ve
KP316557 erisim numarali1 Cin izolatlari, AB018624 erisim numarali Japonya, AY696079 ve
AJ634737 erisim numarali Belgika ve son olarak AJ810284 erisim numarali Almanya
izolatlar1 ile B patotipinde yer almistir. Ayrica olusturulan filogenetik aga¢ daha detayli
incelendiginde B patotipinin kendi i¢inde iki alt gruba ayrildig1 goriilmektedir. Bu iki gruptan
birincisi AB562989, EF473092, KP006486 ve KP316557 erisim numarali Cin izolatlar1 ve
ABO018624 erisim numarali Japonya izolatindan olusurken, ikinci grubun ise AY696079 ve
AJ634737 erisim numarali Belcika ve son olarak AJ810284 erisim numarali Almanya izolat
ile Tiirk izolatindan olustugu goriilmektedir. Bu baglamda B patotipinde birinci alt grubun
Asya orijinli izolatlardan olustugu, ikinci grubun ise Avrupa orijinli izolatlardan olustugu
gorilmektedir. Ancak BNYVV izolatlarinin CP genine gore patotiplerinin belirlenmesinde
izolatlarin orijinlerinin bir etkisi olmadig1 sdylenebilir. Ciinkii Cin izolatlarmin bir kismi
patotip B bulunurken, diger bir kismi1 ise patotip A olarak filogenetik agagta yer almistir.
Benzer sekilde bu ¢alisma kapsaminda elde edilen CNKSpinach39 BNYVV izolatin1 patotip
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B grubunda yer alirken, iilkemiz orijinli olan AB563026 erisim numarali BNYVV izolati ise
A patotipinde yer almistir. Bu baglamda BNYVYV izolatlarinin patotip olusumlarinda CP
geninde meydana gelen varyasyonlarin tek etken oldugu diistiniilmektedir.

Diinyada BNY VYV izolatlarimin filogenetik iliskilerinin belirlenmesi amaci ile gergeklestirilen
caligmalarda da aym iilke izolatlarinin farkli filogenetik gruplara dagilim gdsterebildigi
bildirilmistir. Borodynko ve ark. (2009) tarafindan Polonya'da gergeklestirilen bir ¢alismada
Polonya BNYVV izolatlarinin bir kismi patotip A olarak bulunurken, bazilar1 ise patotip B
olarak bulundugu bildirilmistir. Lennefors ve ark. (2005) tarafindan diinyanin farkli
tilkelerinden elde edilen BNYVV izolatlarinin molekiiler karakterizasyonlart amaci ile
gerceklestirilen bir baska calismada da izolatlarin A ve B patotiplerine ait oldugu
bildirilmistir. Ayrica Lennefors ve ark. tarafindan gergeklestirilen bu g¢alismada da Cin
izolatlarinin bir kisminin A, diger bir kisminin ise B patotipine ait oldugu bildirilmistir. Bu
baglamda diinyada gergeklestirilen farkli ¢calismalardan elde edilen sonuglar da bu c¢aligma
kapsaminda elde edilen sonuglar1 destekler niteliktedir.

4. Sonug¢

Gergeklestirilen bu ¢alisma Canakkale ili ve ilgeleri 1spanak iiretim alanlarinda BNYVV en-
feksiyonu tespit edilerek, molekiiler olarak karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Molekiiler
karakterizasyon c¢alismalar1 sonucunda bizim bilgilerimize gore iilkemizde ilk kez
BNYVV’nin B patotipi tespit edilmistir. Bundan sonra gerceklestirilecek calismalarda tilke-
miz BNYVV izolatlarinin tiim genom analizlerinin yapilarak genom segmentleri arasindaki
rekombinasyon olaylari aragtirilmalidir. Ayrica BNYVV’e karsi konukgu dayanikliligina yo-
nelik aragtirmalara da agirlik verilmelidir.

Tesekkiir
Bu calisma birinci yazarin yiiksek lisans tezinden iiretilmis olup, Canakkale Onsekiz Mart

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon birimince desteklenmistir. Proje
Numarasi: FYL-2018-2545.

288



Korkmaz ve Baglan., 2019 Arastirma / Research

Kaynak¢a

Abe H., Tamada T., 1986. Association of Beet Necrotic Yellow Vein Virus with Isolates of
Polymyxa Betae Keskin. Annls. Phytopath. Soc. Jap., 52: 235-247.

Ahmad S., Ali A., Ahmad M., Ullah N., Afridi U.K., Bostan N., Qureshi R., Tawwab S.,
Ahmad I., Zubair M., 2018. Characterization of beet necrotic yellow vein virus in
Pakistan. Journal of Plant Pathology, 100 (2): 357-357.

Borodynko N., Rymelska N., Hasiéw-Jaroszewska B., Pospieszny H., 2009. Molecular
characterization of three soil-borne sugar beet-infecting viruses based on the coat

protein gene. Journal of Plant Pathology, 191-193.

Chiba S., Kondo H., Miyanishi M., Andika I.B., Han C., Tamada T., 2011. The evolutionary
history of beet necrotic yellow vein virus deduced from genetic variation, geographical
origin and spread, and the breaking of host resistance. Mol. Plant Microbe Interact., 24:
207-218.

Clark M. F., Adams A. N., 1977. Characteristics of the microplate method of enzyme-linked
immunosorbent assay for the detection of plant viruses. Journal of General Virology, 34
(3): 475-483.

Erbay E., 2012. Gediz Havzasi Ispanak Uretim Alanlarinda Gériilen Viriis Hastaliklarinin
Belirlenmesi Uzerine Arastirmalar. Ege Universitesi, Fen Bilimleri Ens., Yiiksek Lisans

Tezi.

Gokdag S., Karanfil A., Korkmaz S., 2016. Canakkale ili 1spanak alanlarindaki salgam
mozaik viriisii ve hiyar mozaik viriisii varligmin belirlenmesi. BAHCE Ozel say1: VIL.
Ulusal Bahge Bitkileri Kongresi Bildirileri-Cilt 11: Sebzecilik-Bagcilik-Siis Bitkileri,
166-170.

Glimiis M., Erbay E., Erkan Paylan I.C., 2013. Occurrence of Viruses Infecting Spinach in
Western Anatolia of Turkey: The First Field Survey Report. Journal of Food
Agriculture & Environment, 12 (1): 272-275.

Gilingor M., Uzunbacak H., Kutluk Yilmaz N.D., Sevik M.A., 2017. Samsun ili 1spanak
iiretim alanlarinda enfeksiyon olusturan viriislerin belirlenmesi. Anadolu Tarim Bilim.

Derg./Anadolu J Agr Sci, 32: 164-168.

289



Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi

Harju V.A., Mumford R.A., Blockley A., Boonham N., Clovert G.R.G., Weekes R., Henry
C.M., 2002. Occurrence in the United Kingdom of Beet necrotic yellow vein virus
isolates which contain RNA 5. Plant Pathol., 51: 811.

Karanfil A., Gokdag S., Korkmaz S., 2016. Canakkale ili ve ilgeleri 1spanak iiretim
alanlarindaki Pancar nekrotik sar1 damar viriisii (Beet necrotic yellow vein virus;
BNYVV) enfeksiyonunun arastirilmasi. Uluslararas1 Katiliml Tiirkiye VI. Bitki
Koruma Kongresi, 592, 5-8 Eyliil, Konya.

Koenig R., Lennefors B.L., 2000. Molecular analyses of European A, B and P Type Sources
of Beet Necrotic Yellow Vein Virus and Detection of The Rare P Type in Kazakhstan.
Arch Virol., 145: 1561-1570.

Koenig R., Liidecke P., Haeberle A.M., 1997. Detection and Characterization of a Distinct
Type of Beet Necrotic Yellow Vein Virus RNA 5 in a Sugar Beet Growing Area in
Europe. Arc Virol., 142: 1499-1504.

Kruse M., Koenig R., Hoffman A., Kaufmann A., Commandeur U., Solevyev A.G., Savenkov
I., Burgermeister W., 1994. Restriction Fragment Length Polymorphism Analysis of
Reverse Transcription-PCR Products Reveals the Existence of Two Major Strain
Groups of Beet Necrotic Yellow Vein Virus. J Gen Virol., 75: 1835-1842.

Kumar S., Stecher G., Tamura K., 2016. MEGAT7: Molecular evolutionary genetics analysis
version 7.0 for bigger datasets. Molecular Biology and Evolution, 33: 1870-1874.

Kutluk-Yilmaz N.D., Arli-Sokmen M., Kaya R., Sevik M.A., Tunali B., Demirtas S., 2016a.
The widespread occurrences of Beet soil borne virus and RNA-5 containing Beet
necrotic yellow vein virus isolates in sugar beet production areas in Turkey. Eur J Plant
Pathol. 144(2): 443455,

Kutluk-Yilmaz N.D., Kaya-Altop E., Phillippo C.J., Mennan H., 2016b. New Natural Weed
Host Raphanus raphanistrum L. (Brassicaceae) for Beet Necrotic Yellow Vein Virus
and Its Vector Polymyxa betae Keskin. Turkish Journal of Agriculture and Forestry, 40:
120-126.

Lennefors B.L., 2006. Molecular Breeding for Resistance to Rhizomania in Sugar Beets.
Swedish University of Agricultural Sciences, 2006. Doctoral Thesis, 41pp. Uppsala.

290



Korkmaz ve Baglan., 2019 Arastirma / Research

Lennefors B.L., Savenkov E.I., Mukasa S.B., Valkonen J.P.T., 2005. Sequence Divergence of
Four Soilborne Sugarbeet-Infecting Viruses. Virus Genes, 31 (1): 57-64.

Li R., Mock R., Huang Q., Abad J., Hartung, J.; Kinard, G., 2008b.A reliable and inexpensive
method of nucleic acid extraction for the PCR-based detection of diverse plant
pathogens. Journal of Virological Methods, 154 (1-2): 48-55.

Li M., LiuT., Wang B., Han C., Li D., Yu J., 2008a. Phylogenetic analysis of Beet necrotic

yellow vein virus isolates from China. Virus Genes, 36 (2): 429-432.

Meunier A., Schmit J.F., Bragard C., 2005. Comparison of the beet necrotic yellow vein virus
P75 nucleotide sequences of Belgian type A and type B sources. Virus Res., 108 (1-2):
15-22.

Miyanishi M., Kusume T., Saito M., Tamada T., 1999. Evidence for three groups of sequence
variants of beet necrotic yellow vein virus RNA 5. Arch Virol., 144 (5): 879-892.

Muhire B.M., Varsani A., Martin D.P., 2014. SDT: A virus classification tool based on

pairwise sequence alignment and identity calculation. PLoS One, 9 (9): 1-8.

Ozgér O.E., 1995. Tiirkiye Seker Pancar1 Hastaliklar1. Tiirkiye Seker Fabrikalar1 A.S. Genel
Midiirliigii, 218: 33-47.

Putz C., Merdinoglu O., Lemaire O., Stocky G., Valentin P., Wiedemann S., 1990. Beet
Necrotic Yellow Vein Virus, Causal Agent of Sugar Beet Rhizomania. Rew .Pl. Path.,
69 (5): 247-254.

Rush C.M., Heidel G.B., 1995. Furovirus Diseases of Sugar Beets in the United States. Plant
Dis, 79 (9): 868-875.

Schirmer A., Link D., Cognat V., Moury B., Beuve M., Meunier A., Bragard C., Gilmer D.,
Lemaire O., 2005. Phylogenetic analysis of isolates of Beet necrotic yellow vein virus

collected worldwide. Journal of General Virology, 86: 2897-2911.

Tamada T., Abe H., Saito M., Kiguchi T., Harada T., 1989. Production and pathogenicity of
isolates of Beet necrotic yellow vein virus with different numbers of RNA components.
J Gen Virol. 70: 3399-3409.

Tamada T., Baba T., 1973, Beet Necrotic Yellow Vein Virus from "Rhizomania" Affected
Sugar Beet in Japan. Annls. Phytopath. Soc. Japan, 39: 325-352.

291



Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi

Whitney E.D., Duffus J.E., 1991. Rhizomania (Beet Necrotic Yellow Vein Virus).
Compendium of Beet Diseases and Insects, APS Pres, 76p, USA.

Yilmaz N.D., Erkan S., 2003. Seker Pancari'nda Rhizomania Hastaligi. OMU Ziraat Fakiiltesi
Dergisi, 20 (1): 64-72.

Zhuo N., Jiang N., Zhang C., Zhang Z.Y ., Zhang G.Z., Han C.G., Wang Y ., 2015. Genetic
diversity and population structure of beet necrotic yellow vein virus in China. Virus
Res., 205: 54-62.

292



