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Oz

Amag: Bu ¢alismada; Isparta, Hatay ve Hakkari illeri
yonca Uretim alanlarinda yonca yaprak kivirciklig:
viriisii (alfalfa leaf curl virus; ALCV)'niin bulunma
durumunun molekiiler yontem ile ortaya konulmasi
amaglanmistir.

Materyal ve Yontem: 2019-2020 yillar1 arasinda
Isparta Uygulamal Bilimler Universitesi ile Hatay
Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiilteleri’nin
yonca uygulama alanlarindan ve Hakkari ilinde
(Otluca Koytii) bulunan dogal alanlardan temin edilen
yonca Ornekleri ile ¢alisma yuritilmistir.
Calismada ALCV ile enfekte oldugu diisiiniilen 50
yaprak ornegi toplanmistir. ALCV’nin varhigl
polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain
Reaction: PCR) yontemi kullanilarak arastirilmistir.
PCR uygulamasi, ALCV'nin kilif protein (Coat Protein:
CP) genine spesifik 267 niikleotid uzunlugundaki gen
bolgesinin ¢ogaltilmasi icin gerceklestirilmistir.

Arastirma Bulgular:: PCR ¢alismalar1 sonucunda
incelenen 6rneklerde ALCV tespit edilememisgtir.

Sonu¢: Bu calisma, yonca bitkisinde ALCV’nin
arastirilmasi bakimindan ilk ¢alisma niteligindedir.

Anahtar Kelimeler:
virusi, ALCV, PCR

Yonca yaprak kivircikligi

Investigation of alfalfa leaf curl virus (ALCV) by
PCR method in Isparta, Hatay and Hakkari
provinces

Abstract

Objective: In this study; It is aimed to determine the
presence of alfalfa leaf curl virus (ALCV) in the alfalfa
production areas of Isparta, Hatay and Hakkari
provinces by molecular method.

Materials and Methods: The study was carried out
with alfalfa samples obtained from the alfalfa
application areas of Isparta University of Applied
Sciences and Hatay Mustafa Kemal University
Faculty of Agriculture and natural areas in Hakkari
(Otluca Village) between 2019-2020. 50 leaf samples
thought to be infected with ALCV were collected in
the study. The presence of ALCV was investigated
using the polymerase chain reaction (PCR) method.
PCR application was carried out to amplify the 267
nucleotide gene region specific to the coat protein
(CP) gene of ALCV.

Results: ALCV could not be detected in the samples
analyzed as a result of PCR studies.

Conclusion: This study is the first study in terms of
investigating ALCV in alfalfa plant.

Keywords: Alfalfa leaf curl virus, ALCV, PCR

Giris

Yonca (Medicago sativa L.) gerek besin degeri
gerekse iiretim kolayligl a¢isindan énemli bir {iriin
olup diinyada en c¢ok yetistiriciligi yapilan ve en eski
yem bitkilerinin basinda gelmektedir (Kaya, 2018).
Yonca  yetistiriciligi =~ yaklastk 4000  yildir
yapilmaktadir (Yuego ve Cash, 2009). Genellikle
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hayvan besini olarak kullanilmaktir. Yonca yem
bitkileri arasinda digerlerine oranla hektar basina
daha fazla protein miktarina sahiptir (Rakhshani ve
ark., 2009). Fungal, viral ve bakteriyel etmenler
yonca ekim alanlarinda énemli ekonomik kayiplara
sebep olmaktadir (Palumbo ve ark., 1998; Sisterson
ve ark., 2010; Ali ve Gholam, 2011; Qin ve ark., 2016;
Jovici¢ ve ark., 2016; Peterson ve ark. 2018). Yonca
bitkisi, yonca mozaik viriisii (alfalfa mosaic virus;
AMV), fasulye sar1 mozaik viriisi (bean yellow
mosaic virus; BYMV), hiyar mozaik virtisii (cucumber
mosaic virus; CMV) gibi yaklasik 31 virlisten
etkilenmektedir (Paliwal, 1982; Rahman ve Peaden,
1993; Shah ve ark., 2006; Massumi ve ark., 2012; Al-
Shahwan ve ark., 2017). Geminiviriisler, diinyanin
bir¢ok yerinde ortaya ¢ikan ve bitkileri enfekte eden
tek iplikli (single strand: ss) DNA virisleridir. Bu
viriisler son 50 yilda tarimsal verimi 6nemli dl¢lide
etkilemektedir (Moffat, 1999). Monokotiledon ve
dikotiledonlarin her ikisini de enfekte edebildikleri
icin diinyanin tropikal ve alt tropikal bolgelerinde
bulunan gelismekte olan tilkelerin gida giivenligi i¢in
biiytik bir tehdit olusturmaktadirlar. Genellikle
domates, misir, pamuk ve nohut olmak iizere
ekonomik olarak 6nemli mahsullerde ciddi verim
kayiplarina sebep olmaktadirlar (Rey ve ark., 2012;
Rybicki ve Petersen, 1999; Bock ve ark., 1974; Duffus
ve Gold, 1973). Viral metagenomik tabanh
yaklasimlar uygulanmasi ile bu viriis grubunun
cesitliligi ortaya ¢ikarilmistir (Claverie ve ark., 2018;
Roossinck ve ark., 205). Bu ssDNA viriislerinin
izerinde en iyi calisilanlar arasinda Geminiviridae
familyasindaki virisler yer almaktadir. Gegtigimiz
kirk yil icerisinde, Geminiviriislerin yol a¢tif1 birkag
onemli bitki hastalig1 diinya ¢apinda ortaya ¢ikmis ve
daha once bilinmeyen ve bazen oldukc¢a farkli
geminiviris tiirleri kesfedilmistir (Bernardo ve ark,
2013; Briddon ve ark., 2010; Liang ve ark., 2015;
Loconsole ve ark, 2012; Ma ve ark, 2015;
Roumagnac ve ark., 2015; Varsanive ark. 2009;
Yazdi ve ark., 2008).

Capulavirus cinsi, Geminiviridae familyasinda, son on
yilda kesfedilen yeni ve cesitli geminiviriislerinde
dahil edildigi yeni bir cinstir (Varsani ve ark., 2017).
Bu cins icerisinde Gliney ve Kuzey Avrupa, Hindistan
Yarimadasi ve Giiney Afrika'da ekili ve ekili olmayan
bitkileri enfekte eden alfalfa leaf curl virus, ALCV;
euphorbia caput-medusae latent virus, EcmLV;
french bean severe leaf curl virus, FbSLCV; plantago
lanceolata latent virus, PLLV yer almaktadir
(Bernardo ve ark., 2013; Susi ve ark.,, 2017). ALCV,

yonca bitkisinde ciddi hastalik belirtilerine neden
olmaktadir ve yaygin olarak Aphis craccivora Koch
yaprak biti tiirii ile tasinmaktadir (Davoodi ve ark,
2018a).

Bu calisma ile Isparta, Hatay ve Hakkari illeri yonca
alanlarinda ALCV’nin varliginin ortaya konulmasi
icin, kilif protein genine spesifik 267 niikleotid
uzunlugundaki gen boélgesinin cogaltilmasini hedef
alan primerler kullanilmis ve PCR yontemi ile
ornekler test edilmistir.

Calisma kapsaminda elde edilen sonuglarda ALCV
etmenin varligl Isparta, Hatay ve Hakkari'den
toplanan orneklerde belirlenememistir. Bu calisma
iilkemizde ilk ¢alisma olma niteligindedir.

Materyal ve Yontem
Ornek temini

2019-2020 yillar1 Nisan-Ekim aylar1 arasinda Isparta
Uygulamali Bilimler Universitesi ile Hatay Mustafa
Kemal Universitesi Ziraat Fakiilteleri'nin uygulama
alanlarindan ve Hakkari ilinde (Otluca Koyii)
bulunan dogal alanlardan yonca yaprak ornekleri
toplanmistir.  Bitkiler gorsel olarak tek tek
incelenmis olup ALCV simptomlarina benzer
simptom gosteren bitkilerden 50 yaprak ornegi
(Isparta’dan 25, Hatay’dan 10 ve Hakkari'den 15)
alinmigtir. Ornekleme yapilan alanlarin her birinden

ALCV izolat1 icin en az 3’er yaprak ornegi
toplanmistir. Arazi bolgesi bilgilerini iceren etiketler
hazirlanarak  zarflara  konulup  laboratuvara
getirilerek kurutulup muhafaza edilmislerdir.
Primer Sekans dizilimi Hedef Kaynak
Gen
5'-TGG AAT ATT GTG Kilif
ALCV-1F CTG CTT GG-3' protein  bernardo
SLATTTTGGGACTT  Kibf o
- 111
i 2016
ALCV-1R GTG CTC CA-3' protein

Primerlerin hazirlanmasi ve toplam niikleik asit
izolasyonu

ALCV, kilif protein geninin bir kismini kapsayan
primerler bu ¢alismada kullanilmistir. Bu dizilimler
icin tasarlanmis olan yaklasik 267 baz cifti (base
pair: bp) uzunlugundaki bolgeyi ¢ogaltmak i¢in bir
primer ¢ifti sentezlettirilerek PCR asamasinda
kullanlmistir.  Calismada  kullanilan  primerler
Cizelge 1.’de gosterilmistir. DNA izolasyonu, arazi
calismasi ile toplanan yaprak 6rneklerinden Qiagen
GmbH (Hilden, Almanya) firmasindan temin edilen
DNeasy Plant Mini Kiti ile firmanin protokolde
belirttigi sekilde gerceklestirilmistir.



PCR testi

PCR reaksiyon karisimi icin; 5 pl 5X HotStart
Hifidelity PCR tampon soliisyonu, 2.5 pul 10 mM
Primer ALCV-1 F, ve 2.5 pl 10 mM Primer ALCV-1 R,
1 pl HotStart HiFidelity DNA Polimeraz ve 11.5 pl
RNase icermeyen su ilave edilerek 50 6rneklik PCR
karisimi hazirlanmistir. 50 6rnek icin etiketlenen her
bir PCR tiipiine karisimdan 22,5 pl ve her érnekten
2.5 pl DNA ilave edildikten sonra tiipler PCR cihazina
yerlestirilmis ve amplifikasyon sartlar1 95°C'de 5
dakika ve daha sonra 94°C 1 dakika, 58°C 1 dakika ve
72°C 50 saniye siire ile 30 dongiiyli tamamladiktan
sonra 72°C’de 5 dakika bekletilerek ve son olarak da
4°C’de kalacak sekilde programlanmistir.

Elde edilen PCR iriinleri 100 bp plus DNA
bliytiklikte markor ile birlikte %1,5’luk agaroz jel
icerisinde elektroforez yontemiyle ayristirilip, UV
gorlintileme cihazinda ultraviyole 151k altinda
gorintilenmistir.

Bulgular ve Tartisma

ALCV ile bulasik oldugu diisiiniilen siipheli yonca
bitkisi yaprak orneklerinde mozayik, kivrilma,
sararma, kiiciilme ve bitkide bodurlasma gibi
belirtiler gézlenmistir (Sekil 1).

Sekil 1. Arazi calismasinda yoncada gozlemlenen
mozayik, kivirciklasma simptomu

PCR testlerinde nukleaz icermeyen su 6rnegi negatif
kontrol olarak kullanilmistir. ALCV ile enfekteli
oldugu diisiiniilen yonca oOrnekleri ve kullanilan
negatif kontrolde hedeflenen biiytiklikte bir
fragment elde edilmemistir (Sekil 2).

Sekil 2.

1-10 nolu yonca o6rneklerinin PCR
sonuclarinin agaroz jel elektroforez analizi
ile ede edilen goriintiileri (M; Marker, N.K;
Negatif Kontrol-RNase icermeyen su)

Calisma kapsaminda PCR analizlerinde Isparta,
Hatay ve Hakkari illerinden toplanan yonca yaprak
orneklerinde ALCV tespit edilmemistir. Ulkemizde
ALCV ile ilgili olarak bir arastirma yapilmadig: icin
yonca bitkisindeki etkisi bilinmemektedir. Bunun
sonucu olarak belki de yem bitkisi olarak kullanilan
yoncanin uretim degeri ylksek olmamakta ve
kalitesinin diismesi ile pazar pay1 bulunmamaktadir.

Yonca bitkisinde arastirilan baslica viriislerden biri
olan AMYV, iilkemizde yaklasik 40 y1l 6nce ilk olarak
patateste tespit edilmistir (Citir, 1982). Son yillarda
yapilan c¢alismalarda yonca bitkisinde Van ilinde
molekiiler, Hatay ili patates iiretim alanlarinda
serolojik (DAS ELISA: Double Antibody Sandwich-
Enzyme Linked Immunosorbent Assay) olarak tespit
edilmistir (Usta ve Giller, 2020; Sertkaya ve ark,,
2017). Ulkemizde AMV disinda yonca bitkisinde viral
etmen arastirillmamistir.

ALCV'nin simptomlaria benzeyen bitki bodurluguy,
yaprak kivrilmasi, ¢okmesi ve burusmasi gibi yonca
hastalik belirtileri, 1950'lerden bu yana Avrupa'da
(Fransa, Bulgaristan, Romanya ve ispanya dahil) ve
Orta Dogu'da (Suudi Arabistan) bildirilmistir (Alliot
ve ark., 1972). Bu sorunun ele alinmasi biiytik 6nem
tasimaktadir, ¢iinkii yonca diinyanin 1iliman
bolgelerinde en c¢ok ekili olan ¢ok yillik yemlik
baklagil bitkisidir (Annicchiarico, 2015).

2010-2014 yillar1 arasinda Fransa ve Ispanya'dan
toplanan ALCV izolatlar iizerine yapilan bir ¢alisma
hem tir i¢i hem de tiirler arasi rekombinasyonun,
ALCV'nin evriminde 6nemli bir rol oynadigini ortaya
koymustur. Ek olarak, bu ¢alisma ALCV'nin
muhtemelen Akdeniz havzasinda da yaygin bir

sekilde dagiliminin oldugunu géstermistir (Bernardo
ve ark., 2016).

2017 yiiinda Urdiin (Urdiin vadisinden ve Ar
Ramtha'dan 57 6rnek), Liibnan (Bati ve Orta Beka
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vadisinden 50 6rnek), Suriye (Hama’dan 40 6rnek)
ve Tunus’dan (Beja, Bizerte, Ariana ve Manouba’dan
37 ornek) virlis belirtileri gosteren (yaprak
kivrilmasi,  bodurluk, beneklilik ve yaprak
kalinlagsmasi) toplam 184 yonca bitkisi toplanmustir.
Calismada, ALCV'nin kilif protein geninin 267 baz
ciftini ¢ogaltmak icin PCR testi yapilmis ve 86
ornekte (Urdiin'den 37, Liibnan'dan 7, Suriye'den 22
ve Tunus'tan 20) ALCV’ye spesifik DNA tespit
edilmigtir (Kumari ve ark., 2018). Ayrica Urdiin,
Liibnan, Suriye ve Tunus'tan gelen dort izolatin,
genom bazinda %94 ile %97,1 oraninda birbirleri ile
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

ALCV daha sonra Akdeniz disindaki iilkelerden iran
ve Arjantin'de rapor edilmistir (Davoodi ve ark,
2018b; Bejerman ve ark. 2018). Davoodi ve ark.
(2018a), ALCV’nin evrimsel tarihini incelemis ve son
yillarda ALCV’nin farkl iilkelerde yaygin bir sekilde
tespit edilmesinin ya ge¢mis teshis 6nyargilarina ya
da bu viriisiin ortaya ¢ikip kiiresel yayilimina bagh
olup olmadigim1 arastirmiglardir. 10 iilkeden elde
edilen 120 ALCV tiim genom dizisi analiz edilmis ve
4 ALCV genotipi (ALCV-A, ALCV-B, ALCV-C ve ALCV-
D) acikca ayirt edilmistir. Bu ¢alismaya gore, analiz
edilen tim konumlardan elde edilen dizi verileri,
ALCV’'nin  Akdeniz havzasina ve Arjantin'e
yayllmadan 6nce muhtemelen Orta Dogu’da ortaya
ciktif1 ve cesitlendigi hipotezini desteklemektedir.
2015'ten 2017'ye kadar iran'm 9 bélgesinden,
yaprak kivircikligi, marjinal kloroz ve sekil
bozuklugu gosteren 137 yonca yaprak oOrnegi
toplanmistir. Bu yonca 6rneklerinin DNA'lari, Cetyl
Trimethyl Ammonium Bromide metodu (CTAB)
kullanilarak elde edilip, ALCV'nin varlig1 PCR analizi
ile arastirilmistir. Toplam 22 yonca érnegi ALCV igin
pozitif olarak tespit edilmistir. Pozitif tespit edilen
ornek sayisinin beklenmedik sekilde diisiik olmasi
toplanan bitkilerde goézlenen simptomlarinin diger
biyotik veya abiyotik streslerden kaynaklandigi veya
PCR kaynakli ALCV tespitinin etkinliginin optimal
olmadig seklinde yorumlanmstir.

Bejerman ve ark. (2018) tarafindan bodurluk
gosteren yonca bitkilerinden izole edilen ALCV
Arjantin izolatinin (ALCV-Arg) molekiler 6zellikleri
arastirlmustir.  ikili karsilastirmalarda, bu ALCV
izolati ile Avrupa ALCV izolatlar1 arasinda%383,2 ile
%92,6 arasinda sekans benzerliginin oldugu tespit
edilmistir. Dizi karsilastirmalari ve filogenetik analiz
bu izolatin ALCV'nin A ve B suslarinin 6zelliklerini
birlestirdigini gdstermistir. Rekombinasyon analizi

ALCV-Arg'in ALCV A ve B suglan arasinda
intraspesifik ~ bir = rekombinasyonla  {retilen
rekombinant izolat oldugunu gostermistir. Bu
calismanin sonuglari, yalnizca ALCV-Arg'in, A ve B
suslarinin  ozelliklerini  birlestirdigi i¢cin essiz
oldugunu gostermekle kalmayip ALCV'nin Amerika
kitasinda yem mahsuliinii dogal olarak etkiledigini
belirlemistir.

Sonug ve Oneriler

Tirkiye yonca iiretim alanlar1 ve iretim miktar
acisindan genis bir potansiyele sahiptir. Genel olarak
bakildiginda yonca yem bitkisi olarak kullanildig:
icin ALCV ile enfekteli alanlarin olmamasi énemlidir.
Yapilan bu calisma ile Isparta, Hatay ve Hakkari
illerinde ALCV viral etmeninin tespit edilmeye
¢alisilmasi bir ilk olmustur. Ayrica iilkemizde de bu
etmen iizerine daha oOnce yapilan bir calisma
bulunmamaktadir. ALCV'nin bu proje ile tespit
edilememesi iilkemizdeki yayginhigt hakkinda
yaniltici olmamalidir. ALCV, Aphis craccivora Koch
yaprak biti tiird vektorii ile tasinabilmektedir. Bu
vektoriin varhigl da ililkemizde tespit edildigi icin
baska alanlarda ALCV etmeninin tespit edilme
olasiigi bulunmaktadir. Bu viriisiin  Iran’dan
Amerika'ya yanginhigr ilkemizin bir gecis alani
oldugunu diisiindirmektedir. Ayrica virlis belirtisi
sergileyen yonca yaprak orneklerinde ALCV’ye 6zgii
yapilan molekiiler calismalarin negatif sonug
vermesi bu virlsiin disinda farkh viriislerinde
bulunabilecegi siiphesini uyandirmistir. Etmenin bu
yontem ile tespit edilmeye ¢alisilmasi planlanan ilgili
yeni projeler icin kaynak teskil edecektir. Bu ¢alisma
sonucunda ALCV’nin tespit edilmemesine ragmen
farkli tlkelerde yapilan g¢alismalar goéz o©niinde

bulunduruldugunda ilkemizde daha kapsamh
calismalarin yapilmasinin faydali olacagi
diistiniilmektedir.

Cikar catismasi

Bu makalenin bilimsel, etik ve hukuki sorumlulugu
biitiinliyle  biz  yazarlara  aittirr  Makalenin
yayimlanmasi ile ilgili olarak, yazarlar arasinda bir
cikar catismasi olmadigini ve olmasi durumunda
bunun muhtemel sonuglarini bildigimizi beyan ve
kabul ederiz.

Yazarlarin katki beyani

Calismada N.A., M.S. ve 1.K.: 6rneklerin teminini; N.A
ve M.S. ise molekiiler c¢alismalar1 gerceklestir-
mislerdir.
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