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Model bitki Nicotiana benthamiana’da Beet necrotic yellow vein virus
izolatlarimin simptom tipleri ve bazi viral proteinlerin arastirilmasi
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Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV), diinyada seker pancari alanlarinda ‘rhizomania’ olarak adlandirilan hastalia neden
olmaktadir. Bu ¢alismada, Tirkiye'nin farkli cografik boélgelerinde seker pancari iiretim alanlarindan elde edilmis BNYVV ile
bulasik oldugu bilinen 15 toprak érnegi kullanilmistir. Oncelikle, tuzak bitki testi ydntemine gére BNYVV izolatlarinin yenid en
¢ogaltimi saglanmistir. Daha sonra, 15 BNYVV izolat1 viriisiin sistemik konukgusu Nicotiana benthamiana’ya mekanik olarak
inokule edilmistir. Siddetli (cilicelik ve mozayik) ya da zayif (mozayik) simptom olusumu gdsteren bitkilerin sistemik
yapraklarindan RNA izolasyonunu takiben, gen spesifik primerler kullanilarak RT-PCR ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Bu
calismalar sonucunda; 15 BNYVV izolat1 ile enfekteli N. benthamiana’da P31 ile ilgili gen bolgesi saptanmasina ragmen, kilif
protein bolgesi 10 izolatta, P25 bdlgesi bir izolatta, P26 bolgesi ise dort izolatta belirlenmistir. Bu sonug, N. benthamina’da
BNYVV’nin simptom olusumunda P31 geninin rol oynadigin1 desteklemis, P25 ve P26 gen bdlgelerinin ise bazi izolatlarda
viriisiin replikasyonu esnasinda tespit edilemedigini gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: CP, ELISA, Rhizomania, P25, P26, P31, RT-PCR, sekans analizi.

Investigation of symptom types and viral proteins produced by Beet necrotic yellow vein
virus isolates on the model plant Nicotiana benthamiana

Abstract

Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) causes a disease ‘rhizomania’ in sugar beet areas in the world. In this study, 15 BNYVV-
infested soil samples were selected according to geographic locations. Firstly, BNYVV was propagated as bait plant technique.
Then, systemic host Nicotiana benthamiana was mechanically inoculated by 15 BNYVV isolates. Some BNYVV isolates induced
very strong symptom (dwarfing and mosaic) the others induced mild symptom (mosaic) on N. benthamiana. After RNA isolation,
RT-PCR studies were conducted by using gene specific primers. This study showed that the P31 gene could be detected in N.
benthamiana plants infected with 15 BNYVV isolates, the CP gene with only 10 isolates, the P25 gene with one isolate and the P26
gene with four isolates. This result supported that the P31 gene is involved symptom expression on N. benthamiana of BNYVV, the
P25 and P26 genes were not possible to be detect with some BNYVV isolates during virus replication.
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Giris

Rhizomania, Tiirkiye’de ve diinyada seker pancari (Beta vulgaris L.) iiretim alanlarinda siklikla rastlanan en
tahripkar toprak kokenli viriis hastaligidir (Scholten ve Lange, 2000). Bu hastaliga Beet necrotic yellow vein
virus (BNYVV) neden olmakta ve viriis toprak kaynakli protozoa vektor Polymyxa betae Keskin tarafindan
tasinmaktadir (Keskin, 1964; Tamada ve Kondo, 2013). BNYVV, P. betae’'nin dinlenme spor yapilarinin
icerisinde en az 15 yil enfeksiyon olusturma yetenegini korumaktadir. Rhizomania’nin seker pancarinda
olusturdugu en karakteristik belirtisi ise, lateral koklerin asir1 ¢ogalmasi sonucu yumruda olusan kok
sakallamasi seklindedir (Liebe ve Varrelmann, 2022).
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BNYVV, Benyviridae familyasinin, Benyvirus cinsinin bir iiyesi olup (Gilmer ve ark., 2017), genomu dort ya da
bes adet rijit cubuk seklinde, pozitif sens tek sarmal RNA partikiillerinden olusmaktadir (Tamada ve ark.,
1989). Bu segmentlerden; RNA-1, RNA’'ya bagimli RNA polimeraz’i kodlayan bir acik okuma ¢ercevesi (ORF)
icermektedir (Bouzoubaa ve ark., 1987). RNA-2'den sentezlenen ilk gen kilif protein (CP) geni olup bu gen
bir amber UAG durdurma kodonu ile sonlanmakta ve boylelikle viriisiin vektor ile tasinmasi icin 6nemli olan
CP-readthrough (CP-RT) proteininin translasyonu gerc¢eklesmektedir (Haeberle ve ark., 1994; Tamada ve
ark., 1996). CT-RT’yi, hiicreden hiicreye hareketten sorumlu olan iiclii gen blok proteinlerini kodlayan ORF
takip etmektedir (Gilmer ve ark., 1992). Bu RNA segmenti lizerindeki 3’ terminal ORF'den ise antiviral RNA
susturmanin (RNA silencing) baskilanmasi ile ilgili gen bolgesi sentezlenmektedir (Chiba ve ark., 2013).
RNA-3’den seker pancarindaki siddetli rizomania hastalig1 simptomlarindan sorumlu patojenite faktorii olan
P25 proteini (Tamada ve ark., 1999); RNA-4’den ise BNYVV’'nin vektor P. betae ile etkili bir sekilde
tasinmasinda gorev alana P31 proteini kodlanmaktadir (Tamada ve Abe, 1989; Rahim ve ark., 2007). Ayrica,
RNA-4’lin Nicotiana benthamiana L. bitkilerinde siddetli simptom olusumu (Rahim ve ark., 2007) ve bu
segmentten sentezlenen P31 proteininin ise seker pancar bitkilerinin kéklerinde post transcriptional gene
silencing (PTGS)’in baskilanmasi ile BNYVV’nin viriilensinden de sorumlu oldugu bildirilmistir (Tamada ve
Abe, 1989; Tamada ve ark., 1990; Rahim ve ark., 2007). Baz1 BNYVV izolatlar ise ek olarak, 26 kDa'lik bir
proteini (P26) kodlayan RNA-5 partikiiliini icermektedir (Koenig ve ark., 1997; Miyanishi ve ark., 1999).
RNA-5 ise seker pancari koklerinde olusan simptomlarin daha siddetli hale gelmesi ile iliskilendirilmektedir
(Tamada ve ark., 2020).

BNYVV izolatlarinin blyiik bir kismi, CP dizilerine gore goére A- ve B-tip olmak iizere iki ana grupta
siniflandirilmaktadir. Her iki BNYVV tipi de diinya ¢apinda yaygindir (Schirmer ve ark., 2005). Sinirl yayilim
alanina sahip bir diger tip olan P-tip ise A-tipi ile yakindan iligkili olup bu P-tipi izolatlar, Asya'da yaygin
olarak goriilen A- ve B-tipi BNYVV izolatlarinda bulunan RNA-5'ten (J-tip) filogenetik olarak farkli olan bir
RNA-5 tasimaktadir (Koenig ve ark., 1997; Miyanishi ve ark., 1999).

Dogada BNYVV, seker pancari, hayvan pancari, paz (B. vulgaris var. cicla), 1spanak (Tamada, 2016) ve
Brassicaceae familyasinin bir Giyesi olan yabani turp (Raphanus raphanistrum L.)’'u (Kutluk Yilmaz ve ark.,
2016a) enfekte edebilmektedir. Diger taraftan; viriis sinirli konukgu listesine sahip olmakla birlikte,
Chenopodiaceae familyasina ait birgok bitki tiirl, Aizoaceae, Solanaceae, Caryophyllaceae ve Amaranthaceae
familyasinda yeralan birka¢ bitki tirtine bitki 6zsuyunun mekanik inokulasyonu yontemi ile
tasinabilmektedir (Tamada ve Baba, 1973; Kuszala ve Putz, 1977; Horvath, 1994; Hugo ve ark, 1996). Bu
konukculardan; Chenopodium quinoa Willd. ve Tetragonia expansa Murr. gibi bitkilerde BNYVV lokal lezyon
olusumuna neden olurken (Gilmer, 2016); N. benthamiana, Spinacia oleracea L., B. macrocarpa, B. vulgaris
subsp. maritima M8 (Tamada, 1975, 2002, 2007) ve C. murale (Gilmer, 2016) gibi baz1 konukgularinda ise
viriistin sistemik enfeksiyona neden oldugu bildirilmistir. Ayrica, BNYVV'nin uzun mesafelere yayiliminda
konukgu bitki tiirti ve viral genom kompozisyonunun etkili oldugu belirtilmistir (Gilmer, 2016).

Ulkemizde BNYVV’nin varhg ilk olarak 1987 yilinda rapor edilmis (Koch, 1987) olup, daha sonra yiiriitiilen
calismalarla Tiirkiye seker pancari tiretim alanlarinin biiyiik bir kisminin bu virts ile bulasik oldugu tespit
edilmistir (Ozer ve Ertung, 2005; Kutluk Yilmaz ve ark., 2010, 2016b, 2019; Kaya, 2009; Yardimci ve Culal
Kilig, 2011). Su ana kadar yiiriitiilen molekiiler ¢alismalar ile, iilkemizde A- ve ]-tip BNYVV izolatlarinin
bulundugu belirlenmistir (Kruse ve ark., 1994; Kutluk Yilmaz ve ark., 2007, 2010, 2016b). Yakin zamanda
tilkemizde yiiriitilen bir calisma ile de, farkli viriis tipleri arasinda genetik reassortment (parca degisimi)
olusumuna dair bulgular elde edilmistir (Ozmen ve ark., 2020).

Bu calismada, Tiirkiye'nin farkli cografik bolgelerinden elde edilen BNYVV izolatlarinin, viriisiin sistemik
konukcusu olan N. benthamiana bitkilerine mekanik yolla aktarimi yapilarak, farkli BNYVV izolatlarinin bu
bitkide olusturduklari reaksiyonlarin incelenmesinin yanisira, bu model bitkide enfeksiyon aninda olusan
BNYVV’'nin patojenitesinde rol oynayan bazi 6nemli proteinlerine (CP, P25, P31 ve P26) ait genlerin detayh
olarak irdelenmesi hedeflenmistir.

Materyal ve Yontem

Toprak érnekleri

Daha 6nce yiiriitiilen bir ¢alisma ile, Tiirkiye’de BNYVV ile bulasik olarak belirlenen pancar iliretim alanlarina
ait 6rnekler icerisinden (Kutluk Yilmaz ve ark., 2016b), cografik orjinlerine gore secilen 15 toprak 6rnegi bu
calismanin ana materyalini olusturmustur (Cizelge 1).
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Cizelge 1. Tuzak bitki testi calismalarinda kullanilan toprak 6rneklerinin temin edildigi lokasyonlar ile bu topraklarda
yetistirilen seker pancarlarinda Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV)'un DAS-ELISA testi ile bulunma durumu

Ornek : " R . Ortalama ELISA
no Izolat ad1 Orjin (koy, ilge, il) absorbans degeri*
6 IGR-6 Ortakdy, Aralik, [gdir 0.241 (+)

27 GZP-27 Ortiilii, Islahiye, Gaziantep 0.361 (+)

44 ELZ-44 Yedigoze, Merkez, Elazig 2.926 (+)

61 SMS-61 Yukari Narly, Vezirkdpri, Samsun 2.743 (+)
106 TKT-106 Koseoglu, Pazar, Tokat 0.544 (+)
125 EDR-125 Bosna, Merkez, Edirne 3.507 (+)
134 KRL-134 Biiyiik Mandira, Babaeski, Kirklareli 3.326 (+)
148 BRS-148 Cardak, Yenisehir, Bursa 3.363 (+)
150 CNK-150 Sarikaya, Biga, Canakkale 2.669 (+)
225 ESK-225 Merkez, Cifteler, Eskisehir 2.360 (+)
281 KAS-281 Asag Cayircik, Taskopri, Kastamonu 2.757 (+)
291 ADP-291 Merkez, Erenler, Adapazari 0.361 (+)
524 KYS-524 Mahzemin, Merkez, Kayseri 3.193 (+)
602 KTY-602 Giimel, Simav, Kiitahya 3.354 (+)
617 ANK-617 Mucar, Ayas, Ankara 3.508 (+)
Saglikli Kontrol 0.102 ()

*: Tuzak bitki testi sonrasinda uygulanan ELISA testinde 2 saatlik substrat inkubasyonu sonucu elde edilen ELISA
degeri ortalamalari; + = saglikli kontroliin 2 katindan fazla olan ELISA absorbans degerlerini, -: saglikli kontroliin 2
katindan daha az olan ELISA absorbans degerini ifade etmektedir.

Seker pancari tohumlari

Bu calismada, rhizomania’ya hassas cv. Ansa seker pancari tohumu kullanilmistir. Bu ¢esidin tohumlar
Turkiye Seker Fabrikalar1 A.S. Seker Enstitiisii'nden temin edilmistir.

Tuzak bitki testi yontemi

Calismada cografik orjinlerine gore secilen 15 adet BNYVV ile bulasik toprak ornegi tuzak bitki testi
calismalarinda kullanilmistir (Cizelge 1). Ayrica, vektor P. betae ile tasinan toprak kokenli viriisler (BNYVYV,
BSBV ve BVQ) ile bulasik olmadig1 bilinen, bir toprak ornegi ise negatif kontrol olarak denemeye dahil
edilmistir (Kutluk Yilmaz ve ark., 2016b). Bu topraklar 1: 1 oraninda steril kum ile karistirildiktan sonra,
hazirlanan bu karisimlar plastik saksilara konularak, 10’ar adet BNYVV’e hassas seker pancari tohumlari
ekilmistir. Herbir toprak 6rnegi icin 3’er tekerriir uygulanmistir. Takiben, saksilar 14 saat fotoperyotta, 20°C
(gece) ve 25°C (glindiiz) sicakliklarda iklim odasinda tutularak, haftada bir kez Hoagland besin soliisyonu ile
sulanmistir. Alt1 haftalik yetistirme periyodu sonrasi, tuzak bitkiler hasat edilerek kok bolgeleri alinmis
(Meunier ve ark., 2003) ve ayr1 ayr1 etiketlenerek, biyolojik calismalarda kullanilmak iizere -80°C’deki derin
dondurucuda muhafaza edilmistir.

Biyolojik calismalar

Biyolojik ¢calismalarda, BNYVV’nin sistemik konukcusu olan N. benthamiana bitkileri kullanilmistir (Gilmer,
2017). Nitekim, N. benthamiana, farkl bitki-patojen interaksiyon calismalarinda gen ekspresyonunun
kiyaslanmasi ve bitki-patojen interaksiyonlarinin irdelenmesi amaciyla model bitki olarak kullanilmaktadir
(Goodin ve ark., 2008; Satoh ve ark., 2010). Boylelikle; farkli lokasyonlardan secgilen 15 BNYVV izolatinin N.
benthamiana bitkisinde meydana getirdigi reaksiyonlara gore izolatlar arasinda biyolojik olarak herhangi bir
farkliigin olup olmadiginin incelenmesinin yanisira, bu bitkide enfeksiyon aninda olusan ve BNYVV’nin
patojenitesinde rol oynayan diger bazi énemli proteinlerine (CP, P25, P31 ve P26) ait genlerin de detayh
olarak irdelenmesi hedeflenmistir.

Bu amagla, oncelikle test bitkilerinin tohumlar1 torf iceren plastik kaplara ekilmistir. Bitkiler uygun
inokulasyon donemine geldiginde, torf dolu plastik bardaklara sasirtilarak, 25°C’de iklim odasinda inkiibe
edilmistir. Fungal hastalik ve bocek zararlarindan korumak i¢in bitkiler rutin olarak kontrol edilmis, zaman
zaman yaprak biti ve beyaz sineklere karsi ilaglama yapilmistir.

Tuzak bitki testi sonucu 15 farkli BNYVV izolatlarindan elde edilen, -80°C’deki derin dondurucuda muhafaza
edilen seker pancari kok ornekleri biyolojik calismalarda kullanilmistir. Bu amagla, 1g kok /1g yaprak: 5 ml
tampon ¢ozelti olacak sekilde steril havanda homojenize edilmistir. Tampon ¢ozelti olarak ise %1 oraninda
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2-mercapto ethanol iceren 0.1 M fosfat tampon ¢6zeltisi kullanilmistir (Tamada ve Baba, 1973; Liu ve ark,
2005). Elde edilen bitki 6zsulari, Ug¢ tekerriirlii olarak 400 mesh’lik karbarandum tozu killanilarak N.
benthamiana bitkilerinin yapraklarina inokule edilmistir. Ayrica, bir adet bitki ise kontrol olarak birakilmis
ve bu bitkinin yapraklarina sadece tampon ¢ozelti uygulamasi yapilmistir. Viriis inokule edilen bitkilerin
yapraklari, karbarandum tozu ve bitki artiklarinin arindirilmasi icin musluk suyu altinda dikkatlice
yikandiktan sonra, bu bitkiler 20°C/25°C (gece/glindiiz) sicaklik ve 16 saat fotoperiyoda sahip iklim
odasinda dort hafta siire ile inkiibe edilmistir. Bu siire¢ icerisinde bitkiler periyodik olarak izlenip,
simptomlar kayit edilmis ve fotograflar1 ¢ekilmistir. Takiben, test bitkisinin viriis ile inokule edilen ve
inokule edilmeyen yapraklarinin bir kismi alinarak DAS-ELISA yontemi ile test edilmistir. Orneklerin kalan
kisimlar1 ise, total RNA ekstraksiyonu calismalarinda kullanilmak iizere etiketlenerek -80°C’deki derin
dondurucuda muhafaza edilmistir.

Serolojik calismalar

Tuzak bitki testi sonucu elde edilen seker pancar1 kék orneklerinin bir kismi ile mekanik inokulasyon
calismalar1 sonrasinda N. benthamiana bitkilerinden elde edilen yaprak érnekleri Double Antibody Sandwich
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (DAS-ELISA) testi ¢alismalarinda kullanilmistir. DAS-ELISA yontemi
antiserumun temin edildigi firmanin (Bioreba, isvigre) aciklamalar1 g6z éniine alinarak gerceklestirilmistir.
Sonuclar ELISA mikropleyt okuyucusunda (Tecan Spectra II, Avusturya) 405 nm dalga boyunda absorbans
degerlerinin alinmasiyla elde edilmistir. Negatif kontrollerin absorbans degerlerinden iki kati ve daha fazla
deger veren ornekler pozitif olarak degerlendirilmistir (Meunier ve ark., 2003).

Reverse-Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Onbes BNYVV izolat1 ile inokule edilen N. benthamiana bitkilerinin, viriis inokulasyonu yapilmayan st
yapraklarindan 6rnekleme yapilmistir. Molekiiler ¢alismalarin maliyetinin oldukga yiiksek olmasi nedeniyle,
15 BNYVV izolatinin mekanik olarak aktarildigr N. benthamiana bitkilerine ait li¢ tekerriiriin tamaminda,
RNA izolasyonu yapilamamis, ancak her bir izolata ait birer tekerriir secilerek calismalar yiiriitiilmistiir. Bu
tekerriirlerin seciminde, ELISA absorbans degeri (en yliksek absorbans degeri) ile bitkide olusan simptomlar
goz onlne alinmistir (Cizelge 1). Saglikli ve BNYVV izolatlar1 ile inokuleli N. benthamiana bitkilerinin
yapraklarindan, toplam 16 ornekte toplam RNA’lar RNeasy RNA Izolasyon Kiti (Qiagen, Almanya)
kullanilarak firmanin Onerilerine gore izole edilmistir. Boylelikle, test bitkilerinde goézlenen sistemik
simptomlarin BNYVV enfeksiyonundan kaynaklanip kaynaklanmadiginin net olarak ortaya konulmasi ve N.
benthamiana’nin st yapraklarinda farkli BNYVV izolatlarinin enfeksiyon esnasinda olusturduklari; viriisiin
patojenitesi ve simptom olusumunda rol oynayan bazi 6nemli proteinlerine (CP, P25, P31 ve P26) ait gen
bolgelerinin RT-PCR yontemi ile arastirilmasi amaclanmistir.

BNYVV izolatlarinin RNA-2 tarafindan kodlanan kilif protein (CP) bélgesinin ¢ogaltilmasinda uygulanan RT-
PCR ¢alismalarinda Lennefors ve ark. (2005)'1n belirttikleri BNYVV/F ve BNYVV/R primerler kullanilmistir
(Cizelge 2). Oncelikle, 17 érnekte Omniscript Reverse Transcription kit (Qiagen, Almanya) ile cDNA sentezi,
kit protokolii takip edilerek gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonu; 10 pl 5xGC Buffer, 1 pl 10 mM dNTP mix,
her bir primerden (10 uM) 2.5 pl, 1.5 pl DMSO, 2.5 ul ¢cDNA ve 0.5 ul enzimden (Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase; ThermoFisher Scientificc ABD) olusturulmustur. Toplam reaksiyon hacmi 19.5 pl RNase
icermeyen su ile 40 pl'ye tamamlanmistir. Amplifikasyonlar Bio-Rad M] Mini PCR Thermocycler’da, 25
dongi olacak ekilde 98°C’de 30" baslangi¢ denatiirasyon basamagindan sonra, 98°C’de 10", 54.2°C’de 30",
72°C'de 30" ve 1 dongii 72°C’de 5' seklinde uygulanmustir.

Cizelge 2. Molekiiler ¢alismalarda kullanilan primerler, baz dizileri ve beklenen bant biiytkliikleri
Hedef RNA ve Beklenen bant

Primer Niikleotit dizilimi . . r ey e Literatiir
bolgesi bityiikliigii (bp)

BNYVV/F CCATTGAATAGAATTTCACCC RNA-2 CP 567 Lennefors ve

BNYVV/R CCCCATAGTAATTTTAACTC ’ ark., 2005

F29 TTAATCCAAGTACCTCGTCT Acosta-Leal ve

R30 TTGAAATTGTGATAACTCTAA RNA-3, P25 1.015 ark., 2008

RT-4F CAGTCTATCAGTAAGGGGTAG Chiba ve ark,,

RT-4R GAGCCCGTTAATACAATTATAC RNA-4, P31 997 2011

Rhizo5F GTTTTTCCGCTCGCACAAGCG Schirmer ve ark.,

Rhizo5R CGAGCCCGTAAACACCGCATA RNA-5, P26 885 2005
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BNYVV’'nin RNA-3 segmenti tarafindan kodlanan P25 proteinine ait bolgenin ¢ogaltilmasinda Acosta-Leal ve
ark. (2008)’1n belirtikleri F29 ve R30 primerleri; RNA-4 tarafindan kodlanan P31 proteinine ait bélgenin
cogaltilmasinda ise Chiba ve ark. (2011)'in belirttikleri RT-4F ve RT-4R primerleri kullanilmistir (Cizelge 2).
Tek asamali olarak ytriitiilen RT-PCR ¢alismalari, Superscript [ One-Step RT-PCR System with Platinum Taq
DNA Polymerase kiti (Invitrogen, ABD) protokolleri takip edilerek uygulanmistir. Bu kit ile yapilan
optimizasyonlar sonucunda; PCR tampon ¢6zeltisindeki MgSO4 konsantrasyonuna (2.4 mM)’a, 0.5 mM daha
MgS0; ilavesi ile daha iyi iirlin elde edilebilmistir. RT-PCR reaksiyonu; 3 p total RNA (10 pg-1 pg), 25 ul 2x
reaction mix, her bir primerden (10 puM) 1 pl, 0.5 pl MgS04 (50 mM) ve 1 pl enzimden (RT/Platinum Taq
mix) olusturulmus ve toplam reaksiyon hacmi 18.5 pl RNase icermeyen su ile 50 pl'ye tamamlanmistir. Bu
kit ile gerceklestirilen amplifikasyonlar 50°C’de 30, 94°C’de 2', 35 dongii olacak sekilde 94°C’de 15", 50°C’de
30" ve 72°C’'de 60" ve 1 dongii 72°C’de 7' ile tamamlanmistir.

BNYVV’'nin RNA-5’i tarafindan sentezlenen P26 protein genine ait bdlgenin arastirilmasinda kullanilan
primerler Rhizo5F ve Rhizo5R (Schirmer ve ark., 2005)'dir (Cizelge 2). Yedi ornekte gerceklestirilen tek
asamali RT-PCR, Superscript III One-Step RT-PCR System with Platinum Taq DNA Polymerase Kkiti
(Invitrogen, ABD) protokolleri takip edilerek uygulanmistir. Reaksiyon 12.5 pl 2x reaksiyon karisimi, her bir
primerden 0.5 pl (son konsantrasyon: 10 uM), 1 ul Superscript III RT/Platinum Taq Mix ve 1 ul RNA’dan
olusturulmustur. Toplam reaksiyon hacmi RNase igermeyen su ile 25 pl'ye tamamlanmistir.
Amplifikasyonlar thermocycler’da, 55°C’de 30', 94°C’de 2', 40 dongii olacak sekilde 94°C’de 15", 59°C’de 30"
ve 68°C’de 1' ve 1 dongli 68°C’de 5' ile tamamlanmistur.

PCR iirtinleri TBE tampon ¢6zeltisinde hazirlanan %1’lik agaroz jelde (0.5 pg/ml etidium bromdiir igeren) 90
mA slirekli akimda elektroforez yontemi ile analiz edilmistir. Jeldeki PCR fragmentlerinin analizi ise GelDoc
2000 (Biorad, ABD) goriintiileme sistemi kullanilarak gerceklestirilmis ve jelde olusan bantlarin fotograflari
cekilmistir.

Niikleotit dizi analizi

Bu arastirmada, N. benthamiana’da gozlenen simptom tipleri dikkate alinarak; zayif simptom gelisimine
sebep olan iki BNYVV izolati (ELZ-44-1 ve BRS-148-2) ve siddetli simptom olusumuna neden olan ise iig¢
izolat (CNK-150-3, KYS-524-1 ve ANK-617-3) secilmis ve P31 proteinine ait PCR iiriinlerinden 40’ar pl,
onerilen konsantrasyonda hazirlanan (5 pmol) primerler ile birlikte Genoks firmasina (Ankara)
gonderilerek, Sanger Dizileme Yontemi ile sekans analizleri gerceklestirilmistir. Sekans analizi sonrasinda,
MEGA 7 programinda (Kumar ve ark., 2016) Clustal W (Thompson ve ark., 1994) yontemi kullanilarak
BNYVV izolatlarina ait her iki yonde (ileri ve geri) elde edilen ham sekans verileri hizalanmis, diizgiin
okunan kisimlar alinarak konsensus diziler olusturulmustur. Daha sonra, BNYVVV izolatlarina ait bu
konsensus diziler kendi aralarindaki genetik benzerliklerin incelenmesi amaciyla NCBI'daki BLASTn ve
BLASTDp algoritmalari kullanilarak analiz edilmistir.

Bulgular ve Tartisma
Biyolojik calismalar

Bu calismada, oncelikle Tiirkiye seker pancari iiretim alanlarindan cografik orjinlerine gore segilen 15
toprak 6rneginde, BNYVV’e hassas seker pancarlari (cv. Ansa) tuzak bitki testi yontemine gore alt1 hafta siire
ile yetistirilerek, BNYVV izolatlarinin ¢ogaltimi saglanmis ve 6rneklerde viriisiin varligi ELISA testi ile de
teyit edilmistir (Cizelge 1). Daha sonra, 15 BNYVV izolatinin BNYVV’'nin sistemik konukgusu olan N.
benthamiana’ya ¢ tekerriirlii, mekaniksel olarak aktarimi gergeklestirilmistir. Nitekim, N. benthamiana,
Solanaceae familyasina ait bir tiir olup, ¢cok sayida viriis tarafindan enfekte edildiginden, bitki virolojisinde
en cok kullanilan deneysel konukcudur (Bally ve ark., 2018). Ayrica, ¢ok ¢esitli bitki patojeni organizmalara
(bakteri, oomycetes, fungus gibi) da hassas oldugu bilinmektedir (Goodin ve ark., 2007). Bu calismada, N.
benthamiana bitkilerinde olusan viriis benzeri simptomlar bir ay boyunca gozlenmis ve kayit edilmistir. Bu
bitkilerin viriis inokulasyonu yapilmayan tst yapraklarinda gozlenen en yaygin simptomlar; yapraklarda
kivrilma, mozayik, nekrotik leke ve bitkide ise ciicelesme seklinde olmustur (Cizelge 3, 4). Andika ve ark.
(2005), BNYVV'nin N. benthamiana’ya mekanik olarak aktarimini takiben 10-12 giin igerisinde, enfekteli
bitkilerde ciicelesmenin olustugunu, bitkinin st yapraklarinin asagi dogru kivrildigini ve hatta kivrilan
yapraklarin zamanla soldugunu bildirmislerdir. Rahim ve ark. (2007) ise, inokulasyondan tg¢ hafta sonra,
yapraklarda siddetli mozayik ile birlikte; sekil bozukluklarinin da olustugunu belirtmis ve bu tip belirtiler
‘siddetli simptom’ olarak adlandirilmistir. Ayrica, bazen simptomlarin hafif seyrettigi ve bitkilerde clicelesme
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olusmadig1 belirtilmis ve bitkilerdeki bu gériiniim ise ‘hafif simptom’ olarak ifade edilmistir (Rahim ve ark.,
2007). Bu calismada, 15 farkli BNYVV izolatinin inokule edildigi N. benthamiana’ya ait incelenen 45 bitkinin
neredeyse tamaminin bitkinin Ust yapraklarinda mozayik tarzi belirti olusumu goézlenmistir. Bitkilerde
clicelesme tarzi simptom; sadece KYS-524 izolat1 inokule edilen N. benthamiana bitkilerine ait tekerriirlerin
tamaminda ve bazi izolatlar (GZP-27, KRL-134, BRS-148, CNK-150, ESK-225 ve ANK-617) ile inokuleli
bitkilerin ise yalnizca bir ya da birkag tekerriiriinde makroskobik olarak tespit edilmistir. Ancak, IGR-6, ELZ-
44, SMS-61, TKT-106, EDR-125, KAS-281, ADP-291 ve KTY-602 izolatlar ile inokuleli bitkilerde ise
tekerriirlerin hi¢birisinde ciicelesme belirtisi kayit edilmemistir (Cizelge 3, 4).

Cizelge 3. BNYVV izolatlarinin Nicotiana benthamiana bitkilerinin tekerriirlerinde olusturdugu simptomlar ve ELISA
testi sonuglari

1. Tekerriir 2. Tekerriir 3. Tekerriir
P31 ELISA ELISA ELISA
izolatadi| grubu | Simptom* absorbans | Simptom* absorbans | Simptom* absorbans

degeri** degeri** degeri**
IGR-6 11 M, YK 0.106 (-) M, YK 0.123(-) | M,NL, YK 0.166 (-)
GZP-27 111 M, YK 0.098 (-) M, YK 0.129(-) | M,YK,C 0.386 (+)
ELZ-44 111 M, NL, YK 0.111 (-) M, NL, YK 0.100(-) | M,NL, YK 0.090 ()
SMS-61 1 M, NL, YK 0.112 () M, NL, YK 0.097 () | M, YK 0.091 ()
TKT-106 TE M, NL, YK 0.096 (-) M, NL, YK 0.104(-) | M, YK 0.102 ()
EDR-125 I11 M, YK 0.097 () M, NL, YK 0.105(-) | M,NL, YK 0.101 (-)
KRL-134 TE M, YK, C 0.150 (-) M, YK 0.109 () | M,NL, YK 0.101 (-)
BRS-148 111 M, NL, YK 0.104 (-) M, NL, YK, HC 0.099(-) | M, YK 0.103 ()
CNK-150 111 M, YK, C 0.127 (-) M, NL, YK 0.100 (-) | KL,NL, YK, C 0.137 ()
ESK-225 TE M, NL, YK, C 0.119 (-) KL, YK, C 0.106 (1) | M,NL, YK 0.106 (-)
KAS-281 1 M, NL, YK 0.107 () M, NL, YK 0.103(-) | M,NL, YK 0.102 (-)
ADP-291 TE M, NL, YK 0.102 () M, NL, YK 0.121(-) | M,NL, YK 0.114 (-)
KYS-524 I1I M, NL, YK, C 0.105 (-) M, NL, YK, C 0.101(-) | M,NL, YK, C 0.093 ()
KTY-602 TE M, NL, YK, HC 0.101 (-) M, NL, YK 0.099 () | M,NL, YK 0.107 (-)
ANK-617 111 M, YK C 0.111 () M, NL, YK 0113 () | M YK C 0.124 ()
-C (Bioreba) 0.098 0.098 0.098

Ote yandan, Chiba ve ark. (2011), cogunlugunu Asya izolatlarinin olusturdugu 73 BNYVV izolatinin CP, P25,
P26 ve P31 genlerini detayli olarak incelemisler ve bu izolatlarin P31 genine gore dort gruba (P31-I, P31-I,
P31-1II ve P31-1V) ayrildiklarini bildirmislerdir. Giirgér ve ark. (2022) ise, Tiirkiye'nin farkli bolgelerine ait
pancar lretim alanlarindan elde edilen 12 BNYVV izolatinin (bu ¢alismadaki 10 BNYVV izolatini iceren) P31
gen bolgesinin niikleotit dizilerini elde etmis ve olusturulan filogenetik agacta, iilkemiz BNYVV izolatlarinin
P31 genine gore iki farkli gruba ayrildiklarini saptamis olup, buna gore; Igdir (IGR-6 ve IGR-9) ve Erzincan
(ERC-52) illerinden elde edilen izolatlarin Grup II; diger illere ait izolatlarin (GZP-27, ELZ-44, SMS-61, EDR-
125, BRS-148, CNK-150, KAS-281, KYS-524 ve ANK-617) ise Grup Il icerisinde yer aldiklarini bildirmislerdir
(Cizelge 3). Bu calismada, daha dnce yiriitiilen ¢alisma ile (Giingor ve ark.,, 2022) P31 genine gore grup
diizeyinde ayirimi yapilan 10 BNYVV izolatinin (Grup-II ve Grup-IlI) N. benthamiana’da olusturduklar:
simptom tipleri de irdelenmistir. Buna gore, N. benthamiana bitkilerinde Grup-II'de yeralan dért BNYVV
izolat1 (GZP-27, ELZ-44, SMS-61 ve KAS-281) zayif simptom (sadece mozayik); ayn1 grupta bulunan diger bes
izolat (EDR-125, BRS-148, CNK-150, KYS-524 ve ANK-617) ise siddetli simptom (mozayik+ clicelesme)
olusumuna neden olmustur. Grup-III'de bulunan tek izolat olan IGR-6’'nin ise bu bitkide hafif simptom
olusumuna neden oldugu belirlenmistir (Cizelge 3, 4).

Nicotiana benthamiana’da olusan BNYVV tarzi simptomlarin viriis enfeksiyonundan kaynaklandiginin teyit
edilmesi amaciyla, bu bitkilerinin iist yapraklarindan alinan oOrneklere uygulanan DAS-ELISA testi
sonucunda, GZP-27 izolati1 ile inokiile edilen N. benthamiana bitkilerinin sadece 3. tekerriirinde BNYVV
enfeksiyonunun varlig1 tespit edilmistir (Cizelge 3). Serolojik ydntemlerden biri olan ELISA testinde
tanilama, viriislerin niikleik asitlerini ¢evreleyen kilif ya da membran proteinlerine ve onlarin 6zelliklerine
dayali olarak yapilmaktadir (Erkan ve ark., 2011). Bu ¢alismada, N. benthamiana bitkilerinde ELISA yontemi
ile viriisiin tespit edilememesi nedeninin (GZP-27-2 haric), bu bitkilerde viral CP konsantrasyonunun diisiik
olmasindan kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmiistr.
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Molekiiler ¢calismalar

Calismanin bu asamasinda; 15 BNYVV izolatinin N. benthamiana bitkilerine ii¢ tekerriirlii olarak mekanik
yolla aktarimdan yaklasik bir ay sonra, herbir izolata ait birer tekerriir segilerek, bu bitkilerin viriis
inokulasyonu yapilmayan iist yapraklarindan ornekleme yapilmis ve RNA izolasyonu calismalarinda
kullanilmistir. Boylelikle, hem bu bitkide viriisiin RT-PCR yontemi ile varliginin arastirilmasi, hem de N.
benthamiana’da enfeksiyon esnasinda olusan ve BNYVV'nin patojenitesinde rol oynayan bazi 6nemli
proteinlerin (CP, P25, P26 ve P31) genlerinin bulunma durumlarinin ortaya konulmasi hedeflenmistir. N.
benthamiana, viris kaynakli gen susturma ve gegici protein ekspressionu ¢alismalari i¢cin uygun bir konuk¢u
olup, ozellikle protein lokalizasyonu, interaksiyonu ve protein ifadesi (expression) gibi bitki bazl sistemler
gerektiren calismalarda yogun olarak kullanilmaktadir (Goodin ve ark., 2007). Son yillarda, bu tiiriin taslak
genom dizisinin ortaya konulmasi, bitki patojen etkilesimlerini arastirmak ve farkli bitki-patojen ciftleri
arasindaki gen ekspresyonunu karsilastirmak icin model bitki olarak roliinii daha da gli¢lendirmistir
(Goodin ve ark., 2008; Satoh ve ark., 2010).

Nicotiana benthamiana’da olusan yapraklarda siddetli mozayik, kivrilma ve bitkide ciicelesme seklindeki
siddetli simptomlarin BNYVV RNA-4'tu tarafindan kodlanan P31 proteini iliskili oldugu rapor edilmistir
(Rahim ve ark., 2007; Wang ve ark,, 2011). Bu ¢alismada, 15 BNYVV izolatinin segilen birer tekerriiriinde
P31 geninin cogaltilmas1 amaciyla uygulanan RT-PCR ¢alismalar1 sonucunda, énceki ¢alismalarla uyumlu
olarak (Rahim ve ark., 2007; Wang ve ark., 2011) incelenen 6rneklerin tamaminda P31 genine spesifik
beklenen biyiikliikte (977 bp) irin elde edilmistir (Sekil 1-C). Bdylelikle, N. benthamiana bitkilerinin
tamaminin BNYVV ile enfekteli oldugu ve bu bitkide gorilen simptomlarin (Cizelge 3) BNYVV
enfeksiyonundan kaynaklandigi RT-PCR calismalar1 ile dogrulanmistir. Elde edilen bu sonug, N.
benthamiana’da BNYVV enfeksiyonunun arastirilmasinda, ELISA testi calismalarinin yeterli ve giivenilir
olmadigin1 gostermistir. Bu bitkide BNYVV'nin varliinin kesin olarak saptanabilmesi igin, RT-PCR
calismalarinin uygulanmasinin gerekliligi ortaya konulmustur. Yiiritiilen bu ¢alismada; yedi BNYVV izolat
(IGR-6-3, GZP-27-3, ELZ-44-1, SMS-61-2, TKT-106-2, KAS-281-2 ve KTY-602-3) ile inokule edilen N.
benthamiana bitkilerinde zayif simptom olusumu (sadece mozayik); diger sekiz BNYVV izolat1 (EDR-125-2,
KRL-134-1, BRS-148-2, CNK-150-3, ESK-225-1, ADP-291-3, KYS-524-1 ve ANK-617-3) ile inokuleli bitkilerde
ise siddetli simptom (mozayik+ciicelesme) olusumu gozlenmistir (Cizelge 3, 4). Bu arastirmada, ayrica, N.
benthamiana’da gozlenen simptom tipleri dikkate alinarak; zayif simptom gelisimine sebep olan iki BNYVV
izolat1 (ELZ-44-1 ve BRS-148-2) ve siddetli simptom olusumuna neden olan ise tg¢ izolat (CNK-150-3, KYS-
524-1 ve ANK-617-3) se¢ilmis (Cizelge 4) ve P31 proteinine ait PCR {riinlerinin sekans analizi
gerceklestirilmistir. Bu analiz sonrasinda, MEGA 7 programi kullanilarak BNYVV izolatlarina ait ileri ve geri
yonde elde edilen ham sekans verileri hizalanmis ve konsensus diziler elde edilmistir. izolatlarda sekans
analizi yapilan bolgenin uzunlugu yaklasik 849 baz kadar olup P31 geninin tamamini igermektedir. Takiben,
BNYVV izolatlarinin kendi aralarindaki genetik benzerliklerinin incelenmesi amaciyla BLASTn ve BLASTp
analizleri uygulanmis ve buna goére, N. benthamiana’dan izole edilen bes BNYVV izolatinin hem niikleotit,
hem de amino asit dizeyinde %100 benzer olduklar1 belirlenmistir (veri gdsterilmedi). Bu calisma
sonucunda; incelenen o6rneklerin tamaminda P31 proteininin varligl tespit edilmis olup, simptom tipleri
(zayif veya siddetli) ile P31’'in bulunma durumu arasinda dogrudan bir iliskinin olmadig1 sonucuna
varilmistir.

Diger taraftan konu ile ilgili yiiriitiilen bir arastirmada, BNYVV 011 izolati (RNA-1, RNA-2, RNA-3 ve RNA-4
segmentlerini iceren) ile inokuleli 18 N. benthamiana bitkisinin, siddetli simptom sergileyen 14’iinde wild tip
RNA-4’lin bulundugu; zayif simptom sergileyen doérdiinde ise wild tip RNA-4’lin tespit edilemedigi
bildirilmistir. Bununla birlikte, zayif simptom gézlenen dort 6érnegin birinde ise, wild tip RNA-4’e spesifik
beklenen 846 bp’de bant olusumu yerine, 846 bp’den biraz daha kiigiik bir bant olusumu goézlenmesinden
dolay1 RNA-4'lin delesyonlu bir formunun bulundugu belirtilmistir (Rahim ve ark., 2007). Diger taraftan, N.
benthamiana’da siddetli simptom olusumuna neden olan (yapraklarda kivrilma+ciicelesme) Cin izolati
BN345 (RNA-1, RNA-2, RNA-3, RNA-4 ve RNA-5 segmentlerini iceren) ile yirttiilen bir diger arastirmada
ise, mekanik inokulasyon yapilan 25 bitkide RNA-4’tin bulundugu, bu 6rneklerin bir tanesinde ise jelde
olusan bant profiline gore RNA-4'iin delesyonlu formunun oldugu bildirilmistir (Wang ve ark., 2011). Onceki
calismalara benzer sekilde (Rahim ve ark. 2007; Wang ve ark., 2011), bu ¢alismada da, bes farkli BNYVV
izolati (KRL-134-1, ESK-225-1, KTY-602-3, ADP-291-3 ve ANK-617-3) ile inokuleli N. benthamiana
orneklerinde, 997 bp’de P31 genine spesifik olusan bant ile birlikte daha kii¢lik ektra bir bant olusumu da
dikkat cekmistir (Sekil 1-C).
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Cizelge 4. Farkli Beet necrotic yllow vein virus izolatlari ile inokule edilen Nicotiana benthamiana bitkilerinde olusan
simptomlarin gériimi, tipleri ve bu izolatlarin dahil olduklar1 P31 gruplari

BRYVV ila olmle édll N. benthamiana bitkileri

"

Tzolat ads |

Saghil
kore | JOR61  ELZ441  BRS-1482 CNK-S03 KYS-5241 ANK-6173 o]
P3l

1 m i m m m
_grubu

ﬁgﬁm zayif zayif zayif siddeti  siddetli siddetti

Jelde olusan bant profilleri incelendiginde ise; KRL-134-1, ESK-225-1 ve KTY-602-3 izolatlar ile inokuleli
orneklerde olusan ekstra bant biiyiikliigiiniin birbirleri ile benzer oldugu gorilmiistiir. ADP-291-3 ve ANK-
617-3 izolatlar ile inokuleli 6rneklerde ise tespit edilen ekstra bantin diger lic 6rnekten farkh biiytikliikte
olmakla birlikte, bu iki 6rnekte birbirine yakin biiyiikliikte oldugu saptanmistir (Sekil 1-C). Bu sonug, N.
benthamiana bitkisine BNYVV'nin mekanik olarak ilk aktarimi sonucunda, yukarida belirtilen bes drnekte
P31 gen bolgesinde delesyon olabilecegini diistindiirmiistiir. Bu durumun net olarak ortaya konulabilmesi

icin, ileride bu ektra bantlara ait PCR irtnlerinin elde edilerek, sekans analizlerinin gerceklestirilmesi
gerekmektedir.

©°
) =
v =
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Sekil 1. Nicotiana benthamiana bitkilerinden elde edilen BNYVV izolatlarinda kilif protein (CP) (A), P25 (B) ve P31

proteinlerinin (C) RT-PCR yontemi ile arastirilmasi [M: 1Kb DNA Ladder (Promega), 6-3: Aralik-1gdir, 27-3:

islahiye-Gaziantep, 44-1: Merkez-Elazig, 61-2: Vezirkdprii-Samsun, 106-2: Niksar-Tokat, 125-2: Merkez-Edirne,
134-1: Babaeski-Kirklareli, 148-2: Yenisehir-Bursa, 150-3: Biga-Canakkale, 225-1: Cifteler-Eskisehir, 281-2:

Taskoprii-Kastamonu, 291-3: Erenler-Adapazari, 524-1: Merkez-Kayseri, 602-3: Simav-Kiitahya, 617-3: Ayas-
Ankara illerine ait BNYVV izolatlari ile inokuleli N. benthamiana’nin sistemik yaprak érneklerinden elde edilen
RNA’lar], N. benthamiana bitkilerinde kayit edilen simptomlar (D); M: Mozayik, HM: Hafif mozayik, C:
Ciicelesme, HC:Hafif ciicelesme
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Nicotiana benthamiana bitkilerinde BNYVV izolatlarinin RNA-2 tarafindan sentezlenen CP’inlerinin varhgi,
ELISA testine ilaveten, RT-PCR yontemi ile de arastirilmistir. Bu amagla, cDNA sentezini takiben, CP gen
bolgesine spesifik primer kullanilarak yiirtitiilen PCR calismalar1 sonucunda; incelenen 6rneklerin 10’'unda
(ELZ-44-1, SMS-61-2, TKT-106-2, ESK-125-2, KRL-134-1, BRS-148-2, ESK-225-1, ADP- 291-3, KTY-602-3 ve
ANK-617-3) bu bélgeye spesifik 567 bp biyiikliiglinde zayif bant olusumu goézlenmistir (Sekil 1-A). Cesitli
arastiricilar tarafindan, N. benthamiana ve S. oleracea gibi sistemik konukgularinda vaskiiler tasinma ve lokal
lezyon konukgularinda viriisiin replikasyonu icin BNYVV'nin genom segmentlerinden sadece RNA-1 ve RNA-
2’sinin gerekli ve yeterli oldugu belirtilmektedir (Lauber ve ark., 1998a, 1998b; Andika ve ark. 2005).
Bununla birlikte, Plasmodiophorid vektorler tarafindan tasinan bitki virtsleri, laboratuvarda tekrarlanan
mekaniksel inokulasyonlarda; genomlarinin baz1 parcalarimi kaybedebilmektedirler. Ozellikle; Benyvirus,
Furovirus ve Pomovirus cinslerinde yer alan viris tiirlerinde RNA-2 tarafindan kodlanan CP+Readthrough
(RT) bolgesinin silinmelere meyilli oldugu bildirilmektedir. Bu silinmelerin Potato mop top virus (PMTV) ve
BNYVV'nin vektorle tasinmasini etkiledigi deneysel olarak gosterilmistir (Adams ve ark, 2001). Bu
calismada, incelenen bes 6rnekte (IGR-6-3, GZP-27-3, CNK-150-3, KAS-281-2 ve KYS-524-1), BNYVV CP’nin
RT-PCR ¢alismalari ile de belirlenememesi, N. benthemiana 6rneklerinin tamaminda BNYVV CP’nin tespit
edildigini bildiren Rahim ve ark. (2007) ve Wang ve ark. (2011)’in bulgulari ile uyusmamaktadir. Bununla
birlikte, RNA-2 tarafindan kodlanan P75 proteininin (CP+RT) vektdrle tasinma icin mutlaka gerekli oldugu
bildirilmektedir (Tamada ve ark. 1996). Bu ¢alismada viriis izolatlar1 mekanik olarak N. benthamiana
bitkilerine tasindigindan, bu durum viriisiin ilk aktarimimi takiben bir aylik peryot siiresince viral CP’nin
sentezine ihtiya¢c duymamasi nedeni ile, CP bolgesinin silinmesinden kaynaklanmis olabilir. Bu durumun net
olarak ortaya konulabilmesi i¢cin, BNYVV CP’inin tespit edilemedigi bes izolata ait diger tekerrtirlerde de RT-
PCR ¢alismalarinin yiiriitiilerek, elde edilen sonugclarin teyit edilmesi yerinde olacaktir.

Ayrica, N. benthamiana’dan izole edilen 15 6rnekte BNYVV RNA-3’li tarafindan kodlanan P25 proteininin
bulunma durumu da arastirilmistir. P25 boélgesine spesifik primerler ile yiiriitiilen RT-PCR ¢alismalari
sonrasinda, incelenen 6rneklerden sadece birinde (ANK-617-3) bu bélgeye spesifik 1.015 bp biyiikliiglinde
bant elde edilmistir. Bu bitkide rapor edilen simptom; mozayik+cilicelesme seklinde olup bu tarz belirtiler
‘siddetli simptom’ olarak ifade edilmektedir. Benzer belirtilere sahip diger izolatlar ile enfekteli N.
benthamiana 6rneklerinde (EDR-125-2, KRL-134-1, BRS-148-2, CNK-150-3, ESK-225-1, ADP-291-3 ve KYS-
524-1) ise P25 geni tespit edilememistir (Sekil 1-B). Bu sonug, N. benthamiana’da gozlenen farkli simptom
tipleri (zayif veya siddetli) ile P25’in bulunma durumu arasinda bir iliskinin bulunmadigini ve P25
bolgesinin N. benthamiana’da viriis ¢ogalmasi esnasinda kendiliginden elemine olabilecegini gostermistir.
Viriisler genellikle fakli kosullara uyum saglayabilmek icin, replikasyonda rol oynayan bazi gerekli RNA'lar1
tercih ederken, gerek duymadiklari diger RNA’larin tamamini veya bir kismini elemine edebilmektedirler.
Nitekim, Japon 011 BNYVV izolatinin RNA-3 segmentinin N. benthamiana bitkilerinde genellikle spanton
olarak elemine oldugu (silindigi) belirlenmistir. Ayrica, RNA-3’lin N. benthamiana bitkilerinde siddetli
simptom olusumu ile bir ilgisinin olmadigi da bildirilmistir. P31 ve P25 proteinlerinden her ikisi de simptom
olusumunda gérev almakla birlikte; bu proteinlerin etkilerinin konukguya spesifik ve farkl sekilde oldugu
bildirilmistir (Rahim ve ark. 2007). Nitekim, RNA-3 tarafindan kodlanan P25 proteini dogal konukg¢ularda
klasik rhizomania simptomlarinin olusumu i¢in gerekli olmaktadir (Chiba ve ark., 2011)

[lave olarak, N. benthamiana bitkilerinden elde edilen 6rneklerden yedisinde (IGR-6-3, EDR-125-2, BRS-148-
2, KAS-281-2, ADP-291-3, KYS-524-1 ve KTY-602-3), BNYVV'nin patojenitesinde rol oynayan, bir diger ifade
ile viriisiin seker pancarinda simptom siddetini arttiran (Tamada ve ark., 1996) ve RNA-5 iizerinde yer alan
P26 proteini de, gen spesifik primerler kullanilarak RT-PCR yontemi ile arastirllmistir. Diger sekizi ise, daha
once yirutiilen c¢alismalarda seker pancarlarindan izole edilen bu 6rneklerde RNA-5'in bulunmadigi
bilindiginden (Kutluk Yilmaz ve ark. 2016b), calismalara dahil edilmemistir. Analiz edilen yedi 6rnegin,
dordiinde (IGR-6-3, EDR-125-2, KAS-281-2 ve KTY-602-3) bu bolgeye spesifik (885 bp) zayif bant olusumu
saptanmistir (Sekil 2). Wang ve ark. (2011), N. benthamiana’da siddetli simptom olusumuna (yapraklarda
kivrilma+ciicelesme) neden olan BN345 izolati (RNA-1, RNA-2, RNA-3, RNA-4 ve RNA-5 segmentlerini
iceren) ile yiiriittiikkleri arastirmada, virtisiin mekanik inokulasyonunu takiben BNYVV ile enfekteli 25
bitkiden, sadece ikisinde RNA-5’in bulundugunu bildirmislerdir. Ayni arastiricilar, BNYVV ile enfekteli N.
benthamiana’da RNA-5’in hareket ve replikasyonun ¢ok diisiik seviyede oldugunu belirtmislerdir. Ayrica,
RNA-3 ve RNA-4’iin birlikte enfeksiyonunda RNA-5’in sistemik hareketini engelleme olasiligin1 ortadan
kaldirmak i¢in, sadece RNA-1, RNA-2 ve RNA-5 segmentlerini iceren mutant BNYVV izolatin1 N. benthamiana
bitkilerine inokule etmisler ve sonrasinda gerceklestirdikleri RT-PCR c¢alismalari ile RNA-5'in sadece viriis
inokuleli yapraklarda mevcut oldugunu bildirmislerdir. Ote yandan, ayn1 arastiricilar ayn arastirmada; RNA-
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1+RNA-2+RNA-3+RNA-4 ya da RNA1+RNA2 segmentlerini iceren BNYVV 6rneklerinde RNA-5'in sistemik
yapraklarda saptandigini rapor etmislerdir (Wang ve ark, 2011). Yiiriitiilen bu arastirma sonucunda;
simptom tiplerine gore bir ayirim olmaksizin, zayif (IGR-6-3, KAS-281-2 ve KTY-602-3) ya da siddetli
simptom (EDR-125-2) sergileyen N. benthamiana bitkilerinin sistemik yapraklarina ait 6rneklerde RNA-5’in
bulundugu tespit edilmistir (Sekil 2). Diger bazi konukcularinda BNYVV’'nin patojenitesini arttirdigi
bildirilen RNA-5’in (Liu ve ark., 2003; Link ve ark., 2005; Tamada ve ark., 2020), N. benthamiana’da bu yénde
ilave bir etkisinin olmadig1 anlagilmistir.

4
)

885 bp

1A ‘
—
——
e
Rl
—
-
—

Sekil 2. Nicotiana benthamiana bitkilerinden elde edilen BNYVV izolatlarinda P26 geninin RT-PCR yontemi ile
arastirilmasi [M: 1Kb DNA Ladder (Promega), 6: Aralik-1gdir, 125: Merkez-Edirne, 148: Yenisehir-Bursa, 281:
Taskoprii-Kastamonu, 291: Erenler-Adapazari, 524: Merkez-Kayseri, 602: Simav-Kiitahya illerine ait N.
benthamiana sistemik yaprak érneklerinden elde edilen RNA’lar]

Sonug

Bu calismada, BNYVV'nin sistemik konukc¢usu olan N. benthamiana bitkisinde 15 BNYVV izolatinin
olusturduklar1 simptom tipleri ve farkli gen bolgeleri (CP, P25, P26 ve P31) arastirilmistir. Diinya izolatlar1
ile bu calismadaki izolatlar kiyaslandiginda, N. benthamiana bitkilerinde belirlenen simptom tipleri (zayif
veya siddetli) ile P31, P25 ve P26 proteinlerinin bulunma durumlari arasinda dogrudan bir iliskinin olmadigi
sonucuna varilmstir. ilave olarak; bu calismada elde edilen bulgular; N. benthamiana bitkilerine viriisiin ilk
aktarimini takiben, bazi izolatlarda o6zellikle P31 genom bolgelerinde silinmenin olabilecegine isaret
etmistir. Bu sebeple; bu silinmenin net olarak ortaya konulabilmesi icin, ileride P31 bolgesine spesifik bant
ile birlikte gozlenen bu ektra bantlara ait PCR iirtinlerinin elde edilerek, sekans analizlerinin yapilmasi
gerekmektedir.

Tesekkiir
Bu calismada kullanilan toprak érnekleri TUBITAK (TOVAG: 1100188) projesi kapsaminda toplanmustir.
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