A.MAZENOQV, 2018

YUKSEK LISANS TEZI

-

NIGDE OMER HALISDEMIR UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

T.C.
NiGDE OMER HALISDEMIR UNIiVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
BITKISEL URETIM VE TEKNOLOJILERI ANABILIM DALI

KIRGIZISTAN’IN CHUI BOLGESINDEKI Cucumber mosaic viriis"UN SEROLOJIK
VE MOLEKULER TESHISI ILE KARAKTERIZASYONU

ATAYAR MAZENOV

Agustos 2018






T.C.
NiGDE OMER HALISDEMIR UNIiVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
BITKISEL URETIM VE TEKNOLOJILERI ANABILIM DALI

KIRGIZISTAN’IN CHUI BOLGESINDEKI Cucumber mosaic viriis"UN SEROLOJIK
VE MOLEKULER TESHISI ILE KARAKTERIZASYONU

ATAYAR MAZENOV

Yiksek Lisans Tezi

Danigsman

Prof. Dr. Cigdem Ulubag Sercge

Agustos 2018



Atayar Mazenov tarafindan Prof.Dr. Cigdem Ulubas Serce danigmanhiginda
hazirlanan “Kirgizistan’in Chui bélgesinde (wcumber mosaic virus’iin Serolojik ve
Molekiiler Teshisi ile Karakterizasyonu™ adli bu ¢aligma jurimiz tarafindan Nigde
Omer Halisdemir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Bitkisel Uretim ve Teknolojileri

Ana Bilim Dali’'nda Yuksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

€

Baskan - Prof. Dr. Cigdem Ulubas Serge, Wigde Omer Halisdemir Universitesi

’Z‘ £ I/C//(—’/
/1
Uye . Dr. Ogr. Uyesi, Kahraman GURCAN, Erciyes Universitesi
i
Uye - Dr. Ogr. Uyesi Eminur ELCI, Nigde Omer Halisdemir Universitesi

ONAY:

Bu tez, Fen Bilimleri Enstitisi Yonetim Kurulunca belirlenmis olan yukandaki juri

iyeleri tarafindan .. /. /20 tarihinde uygun gorulmus ve Enstitd Yonetim
Kurulu'nun ... /..../20. tarthve ... sayili karariyla kabul edilmigtir.
...... /ieens20...

Doc¢. Dr. Murat_-BA.RUT
MUDUR V.



TEZ BiLDiRiMi

Tez icindeki biitiin bilgilerin bilimsel ve akademik kurallar ¢er¢evesinde elde edilerek
sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢alismada bana

ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

ATAYAR MAZENOV



OZET

KIRGIZISTAN’IN CHUI BOLGESINDEKI Cucumber mosaic viriis’UN SEROLOJIK
VE MOLEKULER TESHISI ILE KARAKTERIZASYONU

MAZENOV, Atayar

Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Bitkisel Uretim ve Teknolojileri Anabilim Dali

Danigman : Prof. Dr. Cigdem Ulubas Serge
Agustos 2018, 67 sayfa

Kirgizistan’in Chui bolgesindeki Cucurbitaceae ve Solanaceae kiiltiir bitkilerinde
zararli Hiyar Mozayik Virlisii (Cucumber mosaic virus, CMV)’niin serolojik ve
molekiiler teshisi yapilmigtir. Chui bolgesinin farkli ilgelerindeki tarlalardan toplanan
hiyar, kabak, domates, biber, kavun ve patates bitkilerinden olusan toplam 96
simptomlu bitki 6rnegi, DAS-ELISA, dot-blot, Immunocapture (IC) RT-PCR, IC-real
time PCR yontemleri ile test edilmistir. DAS-ELISA testine gére CMV infeksiyon orani
% 3,12 olarak saptanmigtir. IC-RT-PCR yontemi ile analizler sonucu infeksiyon orani
% 6,25, IC-real time-PCR analizine gore infeksiyon orani %100 olarak tespit edilmistir.
IC-RT-PCR yontemi ile tespit edilen CMV enfekteli 6rnekler CMV 1rk tayini igin tip
spesifik ELISA, tip spesifik PCR, RFLP ve kilif protein dizileme yontemleri ile analiz
edilmistir. Tespit edilen tim CMYV izolatlarinin CMV altgrup IB oldugu belirlenmistir.
CMV’nin Solanacae ve Cucurbitace bitkilerde enfeksiyonu ve CMV-IB 1rki Kirgizistan

icin 1lk kayaittir.

Anahtar Sozciikler: CMV, ELISA, PCR, IC-RT-PCR, real-time PCR, multipleks PCR, RFLP



SUMMARY

CHARACTERIZATION OF Cucumber mosaic virus IN THE CHUI REGION OF
KYRGYZSTAN BY SEROLOGICAL AND MOLECULAR DIAGNOSIS

MAZENOV, Atayar

Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Production and Technologies

Supervisor : Prof. Dr. Cigdem Ulubas Serce
August 2018, 67 pages

Serological and molecular diagnosis of the cucumber mosaic virus (CMV) was carried
out in Cucurbitaceae and Solanaceae cultural plants in the Chui region of Kyrgyzstan.
A total of 96 symptomatic plant samples including cucumber, squash, tomato, pepper,
melon and potato collected from different areas of the Chui area were tested by DAS-
ELISA, dot-blot, Immunocapture (IC) RT-PCR and IC-real time PCR methods.
According to the DAS-ELISA test, the CMV infection rate was 3.12%. IC-RT-PCR
analysis showed that the final infection rate was 6.25% and the infection rate was 100%
according to IC-real-time-PCR analysis. CMV infected samples detected by IC-RT-
PCR were analyzed by type-specific ELISA, type-specific PCR, RFLP and coat protein
sequencing methods for CMV strain identification. It was determined that all CMV
isolates identified were CMV subgroup IB. Infection of CMV with Solanaceae and

Cucurbitaceae plants and CMV-IB is the first record for Kyrgyzstan.

Keywords: CMV, ELISA, PCR, IC-RT-PCR, real-time PCR, multiplex PCR



ON SOZ

Yiiksekdgrenimim sirasinda ve bu tezin konusunun belirlenmesinde, laboratuvar

caligmalarimin yiirtitiilmesi ve degerlendirilmesinde yardim ve destegini esirgemeyen

danisman hocam Sayin Prof. Dr. Cigdem ULUBAS SERCE’ye sonsuz tesekkiir ederim.

Ozellikle laboratuvar ve sera ¢alismalarinda yardime1 olan, sevgili tez arkadasim Miige
DOGANER’e, tesekkiir ederim. Ayrica, laboratuvarda ve tarlada yardimci olan
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Samat BERDALIEV e tesekkiir ederim.
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BOLUM |
GIRIS

Kirgizistan topraklarinin biiyiik kismi daglarla kaplidir. 3000 metreye kadar olan daglar
topraklarin yarisindan fazlasini kaplar. Ulke ekonomisi tarim ve madencilige dayalidir.
Daha ¢ok hayvancilik kesimi agirlikli bir tarim ekonomisi hakimdir. Baglica tarim
tirtinleri bugday, pamuk, sekerpancari, misir, tiitiin, sebze ve meyvedir (Cizelge 1.1).
Daglik bolgelerde yaris atlarn yetistirilir, tavsan beslenir, aricilik yapilir. En ¢ok
kiiciikbag hayvan beslenir. Chui bolgesi diizlik ve ziraata elverisli en genis arazileri
icermekte olup, sebze yetistiriciligi en ¢ok bu bolgede yapilmaktadir (Sekil 1.1 ve 1.2;
Cizelge 1.2).

Cizelge 1.1. Kirgizistan’da 2015 yilindaki ekim-dikim alanlari, iirlin gruplarina

gore ekim alanlar

2015 Hektar

Bugday 297 289
Arpa 173 933
Misir 102 349
Piring 8611
Seker pancari 5048

Pamuk 14 259
Tatdn 571
Aycicegi 42 894
Patates 84 488
Sebze 51451
Meyve 51175
Uziim 6 366
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Sekil 1.1. Toplam iiretim alani i¢indeki paylari

Cizelge 1.2. Kirgizistan’nin Chui bdlgesinin ekim-dikim alanlar1 (Hektar)

2011 2012 2013 2014 2015
Bugday 150 867 142 211 145 088 146 817 124 283
Arpa 71633 83 709 84 074 91438 101 459
Misir 22 555 24 308 24 528 24 076 24711
Seker pancari 7 428 5148 6292 VARHE:] 5048
Uziim 1863 1863 1863 1863 1863
Patates 10401 10173 10121 9515 10703
Sebze 17 846 17 312 17 140 17 749 19 860

Meyve 8943 8932 8932 8932 8932

Aycicegi 11275 10 583 11 397 9404 12 088
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Sekil 1.2. Kirgizistan’nin Chui bolgesinin ekim-dikim alanlarinin 2011-2015

yillar1 arasindaki durumu (Y ekseni hektar)

Ulkede ve bolgede bugday ve arpadan sonra en ¢ok yetistirilen iiriin grubunu sebze ve
patates olugturmaktadir. Bu {irlinlerin yetistiriciliginde 6nemli olan faktérlerden birisi de
bitki hastaliklar1 olup, bunlar igerisinde viriis hastaliklari, tedavi edici yontemlerinin ¢ok
sinirli olmasi, bitki hastalandiktan sonra hastaligin Oniine gecilmesinin miimkiin

olmamasi nedeniyle 6nemli olmaktadir.

Bitki viriis hastaliklar1 1le miicadelede enfeksiyon kaynaklarimin yok edilmesi,
vektorlerle miicadele edilmesi, viriisden ari bitki kullanimi ve hastaliga dayanikli bitki
tiretimi gibi dolayli miicadele yaklasimlar1 ¢6ziim olmaktadir. Dolayis: ile hastaligin
dogru, hizli ve erken teshisi ¢ok Onemli olmaktadir. Bitki ve vektorlerde viriisiin
teshisini saglayan metotlar kritik rol oynamaktadir. CMV’nin laboratuvarda ve hatta
arazide hizli bir sekilde teshisine olanak veren metotlar gerekmektedir. Bunu

gerceklestirmek modern seroloji ve molekiiler tekniklerle miimkiin olmaktadir.

Bitki viral etmenleri tespit etmek i¢in kullanilan birka¢ yontem vardir. Onceden sadece
bitkideki simptomlara bakilarak viriis tespiti yapilmaktaydi. Ancak 1970°li yillara
gelindiginde viriis tespiti yapmak icin ELISA yOntemi virlis tespiti i¢cin en uygun
yontem olarak ortaya c¢ikmistir (Clark ve Adams, 1979). Bu yontem kullanilarak
ozellikle virtisiin kilif proteini hedeflenerek tespiti ger¢ceklesmektedir ve bu yontem ¢ok

sayida Ornek icin en uygun yOntemler arasina girmistir (Boze, 2008). Ancak 1990



yilindan itibaren Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) bitki viriislerinin teshisinde
yaygin kullanilir olmustur. Bu yontemde viriis tespit etmek i¢in hedef alinan bdolge
niikleik asittir. PCR yontemi ELISA yontemine gore daha kesin ve hassas sonug

vermektedir (Nie ve Singh, 2002; Lorenzen vd., 2006).

Hastalikli hiyar, domates, patlican ve baska bitkilerde CMV ile birlikte diger viral
etmenleri ayn1 anda tespit etmek ve irk teshisini yapmak amaciyla Multiplex Reverse
Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi de kullanishi bir yontemdir.
Ancak tiim klasik PCR yontemlerinde uzun zaman alan jel-elektroforez yontemi ile
ugrasmak gereklidir (Jones vd., 2006). Real-time PCR teknolojisi DNA ya da RNA
orneklerinin yapay ortamlarda gogaltimini ve tek bir tiipte ¢ogalan tiriinlerin miktarini
tespit etme imkani saglayan bir yontemdir. Floresan i1sima tekniklerinin molekiiler
patolojide kullanima girmesi ile birlikte klasik PCR teknikleri gelistirilerek olusturulan
real time sistemleri teshis metotlarinin gelistirilmesi hizina ivme kazandirmistir (Klein,
2002). PCR sirasinda ¢ogalan iriinlerin bilgisayar ekraninda goriiniir hale getirilmesini
saglayan floresan isaretli prob ve boyalar, DNA sentezi ile dogru orantili olarak
artmaktadir (Kubista, 2008). Real-time PCR metodu ile ¢ok az miktardaki patojen
ornekte hizli, giivenilir ve hassas bir sekilde tespit edilebilmektedir (Giinel vd.,2009).

Damla baski immunosorbent assay (Dot blot immuno assay; DBIA) metodu ilk kez Lin
vd., (1990) tarafindan ¢esitli bitkilerde kullanilmis ve daha sonralar1 ¢ok kullanish bir
yontem olmasi nedeniyle yaygin kullanim alani bulmustur. DBIA ELISA’ya gore bazi
avantajlar sunmustur. Bu yontemde doku ekstraksiyonu gerekmemekte, Ornekler
dogrudan arazide membrana aktarilabilmekte ve baski yapilan membranlar birkag ay

saklanabilmekte, posta ile gonderilebilmektedir.

Kirgizistan’da Cucurbitaceae ve Solanaceae kiiltiir bitkilerinin viriis etmenleri ile
enfeksiyon durumlari hakkinda bilgi ¢ok sinirlidir. Bu bitki gruplarinda diinyada en
yaygin bulunan Hiyar mozaik virtisii (Cucumber mosaic virus; CMV)’niin arastirilmasi
ile bolgedeki iirlinlerin bu viral etmen bakimindan saglik durumlarinin ortaya konulmasi

hedeflenmistir.

CMV Bromoviridae ailesinin Cucumovirus cinsi iiyesi olup, 1000’den fazla bitki tiiriinii

hastalandirabilen ve iriin kayiplarina neden olan bir etmendir (Rybicki, 1995; Hsu,



2002). 1991°de Edwardson ve Christie, CMV’nin monokotiledon ve dikotiledonlari
iceren, 101 bitki familyasindan, 1241 bitkinin konukc¢u oldugunu bildirmistir. Viriis
oldukca genis bir konukcu dizinine sahiptir (Palukaitis vd., 1992). Etmen c¢iceksiz ve
cicekli siis bitkilerinde de diinya ¢apinda sorun olmaya baglamistir (Baumgartnerova,
1994; Katoch vd., 2003). CMV tohum igerisinde ve vejetatif liretim materyalleriyle
oldugu kadar ¢ok sayida farkli yaprak biti tiirii tarafindan non-persistent olarak
tasiabilmektedir (Gallitelli, 2000; Katoch vd., 2003). CMV nin tohumla tasinmas1 baz1
tiirlerde gergeklestigi biyolojik, serolojik ve RT-PCR teknikleri ile belirlenmistir
(Palukaitis vd., 1992). Tohum kabugunun CMYV ile bulasik olmasi enfeksiyonun
taginmasinda ¢ok onemli olmayip, embriyoya yerlesen CMV enfeksiyonlari viriisiin
yayilmasinda onemli rol oynamaktadir. Embriyoya yerleserek tasmman CMV
enfeksiyonlar1 fasulye, 1spanak (Yang vd., 1997), mercimek (Makkouk ve Attar, 2003),
ac1 bakla (O’Keefe vd., 2007), ve biber (Ali ve Kobayashi, 2010)’de kanitlanmustir.

CMV genomu 3 adet tek zincir, pozitif anlamli RNA (+ssRNAs) molekiiliinden
olugmaktadir. Viriislin bazi wrklari ile iligkili simptom gelisimini etkileyen satellit RNA
da bulunur. RNA1 ve RNA?2 viriis replikasyonundan sorumludur. RNA3’de iki adet
acik uglu okuma bolgesi (open reading frame; ORF) vardir ve 5’ ucunda hareket
proteini (movement protein; MP) ve 3’ ucunda kilif proteini (coat protein; CP)
mevcuttur. Virlistin iki ana serolojik gruba veya altgruba ayrilan bir¢ok 1rki
bulunmaktadir. CMV wrklar1 seroloji, niikleik asit hibridzasyonu ve restriksiyon
fragment length polymorphisim (RFLP) esasli ¢alismalarla altgrup 1 ve altgrup II olarak
ikiye ayrilmistir (Owen ve Palukaitis, 1988; Hu vd., 1995; Finetti Sialer vd., 1999;
Szilassy vd., 1999). Altgrup I ayrica kendi igerisinde gen dizileri ve filogenetik analize

gore IA ve IB olarak ayrilmistir (Roossinck, 2002).

CMV simptomlari, viriisiin bitkiyi enfekte ettigi zaman, ¢evre kosullarina bagli olarak
degisebilmektedir. Viriis genel olarak enfekteli bitkilerde yaprak ve meyvelerde halkali
lekeler, nekrotik ve klorotik lezyonlar, bitkide genel bir ciicelesme, solgunluk,
deformasyon ve geng siirgiinlerde geriye dogru olim seklinde belirtilere neden
olmaktadir. Hiyar ve domates gibi sebzelerin yapraklarinda mozaik, siddetli sararma,
bitkide gelisme geriligi ve verimde azalma olusturmaktadir (Caglar, 2006). CMV
sadece bitkiye direk zarar vermekle kalmaz ayn1 zamanda ikincil zararlilara kars: bitkiyi

duyarl hale getirir. Ustelik bu bitkiler hastalik yayiliminda kaynak veya ara konukgu



olarak rol oynayabilir (Rist ve Lorbeer, 1991). Bu nedenle, hastaligin énlenmesinde

hastalik kaynaginin tespit edilmesi 6nemli bir ilk adimdir.

Kirgizistan’da yetistirilen Cucurbitaceae (hiyar, kabak) ve Solanaceae (domates, biber,
patlican, patates) gruplarindaki kiiltiir bitkilerinin CMV ile enfeksiyon durumlarinin
farkli teshis metotlar1 ile arastirilmasi, bu metotlarin birbirine karsi avantaj ve
dezavantajlarimin ortaya konmasi, belirli amaglar dogrultusunda hangi teshis
tekniklerinin uygulanacagmin arastirilmasi bu arastirmanin hedeflerini olusturmustur.
Tez kapsaminda uygulanan teshis metotlar1 daha sonra bolgedeki diger viral etmenlere

de uygulanabilecektir.
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Cucumber mosaic virus (CMV) 1916 yilinda ilk tespit edildigi bitkinin adi ile
adlandirilmasina ragmen, odunsu ve otcu yapida pek ¢ok bitki tiiriinde enfeksiyon
yapabilmektedir (Sekil 2.1). CMV 100’den fazla bitki familyasina ait 1200 bitki tiiriinde
onemli ekonomik kayipla meydana getirebilmektedir. CMV konukcu bitkilerde sistemik
enfeksiyonlar yapmakla birlikte pekgok bitkide de (alfalfa gibi) simptomsuz
kalabilmektedir. Simptomlar biiyliik Ol¢iide enfekte edilen bitki ve enfeksiyon
sirasindaki bitki yasina baglidir (Zitter ve Murphy, 2009).

(a) (b)

Sekil 2.1. Cucumber mosaic viriis enfeksiyonu sonucunda tepe biiyiimesinin azalmasi

(a), sekilsiz ve benekli hiyar meyvesi (b) (Zitter ve Murphy, 2009).

Cucurbitaceae bitkilerin hemen hepsi, simptom siddeti degismekle birlikte, duyarlidir.
Siddetli epinasti, yaprak sapinin asagi dogru biikiilmesi ve yaprak yiizey alaninda
azalma belirtileri yaz kabaginda erken sezon simptomlaridir (Sekil 2.2). Erken donemde
enfekte olan bitkiler siddetli bir sekilde bodurlasir, yapraklar sekilsiz ve meyve
yiizeyindeki belirgin piiriizliilik nedeniyle pazarlanamaz duruma gelir (Sekil 2.2a,b).
Kavun gibi bitkilerin yeni gelisen siirglinleri bodur kalir, meyveler simptom gostermese
de kalitesi diisiik olur (Sekil 2.2c). Baz1 sar1 kabak ¢esidinde renk kirilmasi meydana
gelir, meyvenin yesil lekeli goriinimde olmasina neden olmaktadir (Sekil 2.2d).
Balkabaginda erken enfeksiyon halinde meyvede siddetli mozaik olusur ve

pazarlanamaz hale gelir (Sekil 2.2¢) (Zitter ve Murphy, 2009).



(©) (d)

Sekil 2.2. Cucurbitlerin Cucumber mosaic viriis enfeksiyonu . Yaz kabaginda siddetli
epinasti (a). Yesil kabakda bodur ve sekilsiz yapraklar (b). Misket kavunda bodur
biiyiiyen ug siirgiinler (). Balkabaginda yesil lekeler (¢). Kabak meyvesinde mozaik
olusumlar (d) (Zitter ve Murphy, 2009).

Biber bitkisinde yaprak simptomlari enfeksiyon donemine gore degismektedir. ilk
sistemik simptomlarin ortaya c¢ikis1 gen¢ yapraklarin alt kisimlariin veya tamaminin
sararmasidir (kloroz). Bitki yapraklar1 yaslandik¢a bu yapraklarda mese yapragi ve
halkal1 leke simptomlar1 geligebilir (Sekil 2.3.a). Yeni yapraklar ¢iktiginda bu yapraklar
tim yapragi kaplayabilecek mozaik olusumlar gosterir. Kloroz ve klorotik mozaik
simptomlar1 gosteren yapraklarin devaminda gelisen yapraklar ¢ikintili primer damarlar
ile batik interveinal yaprak ayasi i¢eren yapraklardir. Bu yapraklar koyu yesil, parlak
bitki yapraklarinin aksine, donuk agik yesil bir gériintime sahiptir (Sekil 2.3b). CMV ile

enfekte olmus biber bitkileri gelisimin erken doneminde enfekte olmus ise bitkiler



bodurlagsmaya meyillidir, gelisimin daha sonraki asamalarinda enfekte olmus bitkiler
daha az bodurlagabilirler. Biber meyvesi genellikle halkali lekeli ve piiriizlii olup
pazarlanamaz (Sekil 2.4¢) (Zitter ve Murphy, 2009).

(@) (b) (©)

Sekil 2.3. Cucurbit olmayan bitkilerde Cucumber mosaic viriis enfeksiyonu. Biber
bitkisinde mese yapragi ve halkali leke olusumlari (a). Bozuk, donuk agik yesil biber
yapraklari (b). Halkali lekeli ve piiriizlii biber meyvesi (C) (Zitter ve Murphy, 2009).

Domateste erken donemde enfeksiyon sonucu sararma, calilasma ve bodurlasma
goriiliir. Yapraklar benekli olabilir, en tipik belirtiler yapraklarin ayakkabi bagi adi
verilen belirtide olmasidir (Sekil 2.4). CMV simptomlar1 gecisli olabilir, alt yapraklar
veya yeni gelisen tepe yapraklar siddetli simptom gosterirken, orta yapraklar genellikle
normaldir. Siddetli etkilenmis bitkilerde meyve verimi ¢ok az, olan meyveler kiiciik ve

benekli veya nekrotik lekeli, olgunlagsmasi gecdir (Zitter ve Murphy, 2009).

Sekil 2.4. Domateste CMV enfeksiyonuyla olusan ayakkabi bagi simptomu (Zitter ve
Murphy, 2009).



CMV Bromoviridae familyasinin Cucumovirus cinsinin tip tyesidir. Viriis 28 nm
capinda kiiresel parikiil igerir. Genomu ii¢ adet tek-zincir, messenger-anlamli RNA
molekiilii, RNA 1 (~3,350 niikleotid), RNA 2 (~3,050 niikleotid) ve RNA 3 (~2,200
niikleotid) igerir. Her RNA molekiilii birbirinden farkli kiiresel sekilli partikiillerden
olusan koruyucu protein tabakasi ile ¢evrilir. Bu nedenle, olgun bir CMV molekiili ii¢
RNA patikiilii igerir, birisi RNAI1, digeri RNA2 ve {igiinclisi RNA3’diir. RNA3
partikiilii kilif protein kodlayan ve CMV’nin kilif proteinin lireten RNA4 (~1,030
niikleotid) olarak adlandirilan dordiincii bir zincir igerir. Bu tip RNA’ya subgenomik
RNA denir ve replikasyon sirasinda yeni bir zincir tiretilir (Sekil 2.5) (Zitter ve Murphy,
2009).

RNA-1 (3.4kb)
5e—] ORFla —3-OH

RNA-2 (3.1kb)

50— ORF2a }—3"-OH
ORF2b

RNA-3 (2.2kb)
, __ORF3a
Se—I MP | ORF3b —3-OH

!

Se—{  €P_}—3-OH

sgRNA-4 (1.0kb)

Sekil 2.5. Cucumber mosaic virus genom yapisi (Viral Zone’dan alintidir)

RNAI, 1a olarak adlandirilan ve viral genomun replikasyonundan sorumlu olan tek bir
protein kodlar. 1a proteini iki fonksiyonel domaine sahiptir: N-terminal ve C-terminal
domainler. N-terminal domain methyltransferase aktivitesine sahiptir, bu aktivasyon
genomik ve subgenomik RNA’larin 5’-ucuna cap yapisinin eklenmesini saglar. Diger
taraftan, l1a proteinin C-terminal domaini viral replikasyon sirasinda RNA’nin
acilmasini saglayan putative helikazdir. RNA2, 2a ve 2b olarak adlandirilan iki protein
kodlar. 2a proteini 2b proteinin N ucundadir ve viral genomik replikasyonda rol alir. 2a
protein CMV replikasyonu i¢in gereklidir ve tipik olarak RNA-depended-RNA motifine
sahiptir. Bu motif RNA zincirini complementer RNA yapmak tizere kalip olarak

kullanir. 2b protein konuk¢unun posttranskripsiyonel gen susturma mekanizmasina
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kars1 koyar. CMV bitkiyi enfekte ettiginde bitki dayaniklilik mekanizmasini aktive
ederek cevap verir ve sonucunda viriisiin enfekte ettigi bolgede veya yeni dokularda
yayilmas1 enhibe edilir. Bu tip dayaniklilik gen susturma olarak adlandirilir. RNA3, 3a
ve kilif protein olarak adlandirilan iki protein kodlar. 3a proteini (diger adiyla hareket
proteini, MP) viriisiin hiicreden hiicreye ve bitki iginde uzak mesafelere yayilmasinda
gereklidir. Bir subgenomik RNA’dan (RNA4)’dan {iretilen kilif protein viriis
partikiillerinin yaprak biti vektorlerle tasinmasindaki tek belirleyicidir. Kilif protein
virlislin bitki i¢inde uzak mesafelere yayilmasinda dogrudan etkiye sahipse de hiicreden
hiicreye yayilmada da rol alir. CMV 300 nt uzunlugunda fonksiyonu bilinmeyen RNA2
ve RNA3’ilin 3’ucunu igeren kiigiik bir RNAS5 de iiretebilir. Genomik ve subgenomik
RNA’lardan farkli olarak RNA5’de cap yoktur. RNA5 ve RNA4 (2b protein) sadece

subgroup Il izolatlarinda bulunmaktadir (Jacquemond, 2012).

CMV’nin genomik ve subgenomik RNA tiirlerinin disinda, bazi irklar1 bir uydu
(satellite) RNA’y1 destekler (RNA 5 veya satRNA olarak adlandirilir). Bir satRNA, tek-
zincirli, yaklasik 332-342 niikleotid uzunlugiunda ve replikasyonu tamamen CMV’ye
bagimlidir. Bunun disinda, satRNA CMV partikiillerinde enkapside olmustur, bu durum
ona bitkiden bitkiye yaprak bitleriyle tasinan CMV ile hareket imkani saglar. Bu
satRNA CMV’ye (Helper viriis alarak adlandirilir) gerekli bir fonksiyon saglamaz.
CMV ile birkilte satRNA olusumu CMV-nedeniyle olusan simptomlari veya
simptomlarin siddeti lizerinde etkili olmayabilir. Hastalik ekspresiyonu satRNA tiiri,
CMV izolati veya irki ve konukgu bitkiye gore degisir (Zitter ve Murphy, 2009).
CMV’nin Satellit RNA’larinin etkisi ile ilgili olarak 1995 yilinda yapilan ¢alismalarda
ortaya konmus ve CMV’niin enfekte ettigi bitkilerde ¢ogalma miktarin1 etkiledigi
sonucu ortaya ¢ikmustir (Gal-on vd., 1995). Satellit RNA’lar ile yapilan ¢alismalar,
virlisiin 1rklarina ve konukgusuna goére degismekle birlikte, viriisiin bitkideki ¢ogalma

miktarini etkiledigini ortaya koymaktadir.

CMV rklart iki altgruba ayrilir, altgrup I ve altgrup II, serolojik ve dizi analizi ile
ayrilirlar. Altgrup 1 wklari kendi ig¢inde yem bezelyesindeki (Vigna unguiculata)
simptomlar ve RNA3’deki 5’- kodlanmayan bolge varyasyonuna gore IA ve 1B olarak
ayrilir (Rossincik vd., 1999). Ayrica altgrup IA wrklart sistemik mozaik simptomlar
uretir. IB 1rklar1 inokule edildigi bitkinin yapraginda nekrotik lokal lezyonlar meydana

getirir. Bazt CMV 1rklar1 konukgu spesifiktir, ayn1 familyadan bazi belirli konukgular
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enfekteler; 6rnegin CMV nin baklagil irki. CMV serolojik olarak Tomato aspermy virus
and Peanut stunt viriis ile iliskilidir (Zitter ve Murphy, 2009). Farkli altgruplara ait
izolatlarin  dizi benzerlikleri genomik bolgeye gore %69 ile %77 arasinda
degismektedir. Ayn1 altgrup icerisindeki izolatlarin benzerlikleri altgrup I i¢in % 88,
altgrup II i¢in %96’dan fazladir (Garci'a-Arenal ve Palukaitis, 2008). CMV
popiilasyonlarinin en 6nemli kaynagi genomik segmentlerin yeniden diizenlenmesi
(reassorment) veya rekombinasyonlardir ve bu gibi izolatlar birgok iilkede bildirilmistir
(Bonnet vd. 2005; Nouri vd, 2014). Altgrup | daha ¢ok tropik ve subtropik alanlarda
siddetli simptom ve epidemi yapraken, altgrup II daha ¢ok iliman iklimlerde ortaya

¢ikmaktadir (Haase vd., 1989).

Cok genis konuk¢u dizisinin bulunmasi sebebiyle ¢ok sayida yabanci ot CMV’yi
barindirabilir ve bdylece sezonun erken donemlerinde yayilmaya yardimci olur. Cok
yillik, yillik veya kiglik yabanci otlar CMY’yi koklerinde, yumrularinda ve toprak alti
organlarinda tiim kis boyunca barindirirlar. Enfekteli yabanci otlar genellikle
simptomsuzdurlar. Tohumun da CMV igin kaynak olabilecegi sigcankulagi otunda
(tasinma oran1 %40) bildirilmistir. CMV’nin tohum kdokenli oldugu diger bitki tiirleri
Amaranthaceae (syn. Chenopodiaceae) (i1spanak), Brassicaceae, Fabaceae (syn.
Leguminosae) (fasulye, nohut, yembezelyesi, mercimek, aci bakla, topraklati yoncast)
and Labiatae. Myzus persicae and Aphis gossypii ‘yi de igeren 80’den fazla yaprak biti
tirli (Insecta: Hemiptera: Aphidoidea) viriisii non-persistent olarak stilet-kokenli yolla
tasimaktadir. Taginma kapasitesi yaprak tiirii, viriis irki ve konukgu bitki tiirline ¢evresel
kosullar ve yilin donemine gore degismektedir. Deneysel olarak CMV mekanik olarak
kolayca tasinabilmektedir, ancak etkinlik inokulum hazirlanan buffera 10 mM sodium
stilfite eklenmesi ile artmaktadir. CMV tobacco mosaic viriis gibi stabil bir viriis
olmadigindan arazi kosullarinda iscilerin dokunmasi ile tasinmasi pek muhtemel

goriilmemektedir (Zitter ve Murphy, 2009).

CMV‘nin neden oldugu. iirlin kayiplar1 yildan yila degisebilir, ¢ilinkii ilkbahar veya
sonbaharda viriis tasinmasindan sorumlu yaprak biti popiilasyonunun miktari, cografik
lokasyon hastalik olusumunu etkilemektedir. Eger ilkbahar ve sonbahar soguk ve 1slak
gecerse yaprak biti sayisi azalair ve viriis yayilmasi sporadik olur. Eger ilkbahar ve
sonbahar 1liman ve daha az yagish gecerse, yaprak biti popiilasyonu hizla artar ve viriis

daha hizli yayilir. Bu doénemlerde enfeksiyon 100% lere ulasabilir. Genelde %10-20
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kayip gozlenmektedir. Viriisiin konukgu dizisi sebzeler enginar, fasulye, pancar, havug,
kereviz, cucurbitler (hiyar, lif kabagi, kavun, bal kabagi, yaz ve kis kabagi, karpuz),
marul, bezelye, biber, patates, tatli patates (Ipomoea), ispanak ve domates. Bunun
disinda alfalfa (simptomsuz), muz (simptomsuz veya hafif-siddetli zarar), nohut, aci
bakla, rapiska, toprakalti yoncasi ve yam (Dioscorea spp.)dir. Siis bitkilerinden anemon,
dalya, delphinium, sardunya, glaydl, zambak, kadife ¢icegi, petunya, phlox, viyola,
zinnia vb. ve odunsu ve yari odunsu bitkiler (ixora, tutku meyvesi, vb.) konuk¢udur

(Zitter ve Murphy, 2009).

Viriis hastaliklart ile miicadelede bitkide genetik dayaniklilik gelistirme en basit ve en
eski metotlardandir. CMV’ye dayaniklilik hiyar ve 1spanakta basarili olmustur, ancak
diger kiiltiir bitkilerinde degisken olmustur. Diger taraftan enfeksiyon kaynaklarimin yok
edilmesi bakimindan yabanci otlarin 6zellikle CMV yayilmasinda anahtar rol oynayan
yillik ve ¢ok yillik bitkilerin yok edilmesi viriis baskisini diistirebilir. Diger bir yontem,
uzun, enfeksiyona duyarli olmayan bariyer bitkiler ile (Orn: musir) kullanmak
enfeksiyonu gegiktirebilmektedir. CMV  kontrolinde yaprak biti  vektorlerini
engellemek i¢in insektisit ve mineral yag kullanimi yaygindir. Capraz dayaniklilik ile
tiretilen Dbitkilerin yetistirmede kullanmilmast da diger bir yontemdir. Capraz
dayaniklilikta virtisiin zayif irklari, satRNA kullanilarak yetistirilecek bitkinin enfekte
edilmesi ve daha sonra siddetli enfeksiyon meydana getiren irklari ile enfeksiyon
sonucu patojenin bitkide gelisememesi esasina dayanmaktadir. CMV kilif protein,
satRNA gibi genleri eksprese eden transgenik domates bitkileri mevcuttur. Ayrica
bitkilerde dayaniklilik mekanizmasini arttiran bazi bakterilerin uygulanmasi ile gerek
virlis ve gerekse yaprak bitkeri ile miicadele uygulamalari da mevcuttur (Zitter ve
Murphy, 2009).

2.1 CMYV Teshis ve Tams1

Viral diagnostik, bitki hastaliklariyla miicadelede en onemli araglardan biridir. Bitki
viriislerinin kontrolii, bitki saglig1 uygulamalari, bocek vektorii kontrolii ve spesifik
bitki viriislerine karsi dayamikli g¢esitlerin kullanimma dayanir. Etkili kontrol
uygulamalarin1 baglatmak i¢in virtisler oncelikle dogru bir sekilde tanimlanmalidir.

Virologlar, geleneksel biyolojik indikatorlerin kullanimindan ziyade, yeni virisler
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tanimlamak, viriislerin gruplari, cinsleri ve familyalar1 arasinda iliski kurmak igin

molekiiler teshis ve dizi verisine gegmislerdir (Jordan vd., 2008).

Diagnostik olarak CMV teshisinde kullanilan hassas bitkiler hiyar (viriis yesil ya da
sari-yesil sistemik mozaik olusturur), domates (viriis sistemik mozaik ve yaprak
ayasinin daha dar olmasina neden olur), Chenopodium amaranticolor ve C. quinoa
(viriis enfeksiyonu ile klorotik veya nekrotik lokal lezyonlar olusur ancak sistemik
lezyon olusmaz)’dir. Teshis amaciyla ELISA ve dot immunobinding assay (DIBA) gibi
serolojik metodlar genellikle kullanilan yontemlerdir. Ancak son yillarda, RT-PCR
kullanim1 hassasiyetinin daha yiliksek olmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Diger
taraftan CMV genomik RNA’larin kopya sayilarinin da belirlenmesine olanak veren
real-time RT-PCR sistemleri de yaygindir. CMV teshisi igin kullanilan diger metotlar
oligonucleotide microarray-temelli teknikler ve immunogold-silver staining (IGSS)

teknigidir (Moreno ve Fereres, 2012).

CMV teshisi i¢in ticari olarak kullanilabilen pekc¢ok antiserum bulunmaktadir. Rutin
testlerde yaygin olarak DAS-ELISA yontemi antiserumun saglandigi firma Onerilerine
gore yapilmaktadir. Buna alternatif olarak arazide veya araziden toplanan orneklerin
laboratuvarda islenerek uzun siire korunmasini saglayan dot immunobinding assay
(DIBA) de uygunabilmektedir. Bu teknikte bitki dokusu ezilerek bir miktar protein
tutan membran {izerine damlatilmakta, bitki 6zsuyu ile membranda tutunan hedef
protein (viriis kilif proteini) primer bir antibadi ile taninmakta, bunu takiben ikinci bir
isaretli antibadi uygulamasi ile isarete gore renk reaksiyonu gelistirilmektedir (Zein ve
Miyatake, 2009). Bu teknik 6zellikle vektorlerle taginan viriis teshisinde pratik olmakta,
ELISA’dan daha az miktarda patojen olmasi yeterli olmaktadir.

Ancak diigiik titrasyondaki viral partikiillerin teshisine olanak veren PCR temelli
sistemler hizla diagnostik sistemde yerini almigtir. Bhat ve Siju (2007), CMV ve Peper
yellow mottle viriis (PYMoV)’ii aym1 anda teshise olanak veren tek tiipte RT-PCR
sistemi gelistirmistir. Bu sistemde CMV’nin 650 bp kilif protein fragmenti ve
PYMoV’nin 450 bp ORF I fragmenti saglayan primerler kullanarak miiltipleks PCR
gerceklestirmistir. Uyguladiklart metodun hizli, kullanish ve hassas bir teshis i¢in ¢ok
kiiciik miktarda ornek gerektirdigni bildirmislerdir. Bashir ve Siljo (2014) CMV’nin
hassas ve diisiik titrasyonda teshisine olanak veren Real-time PCR ve real-time RT-PCR
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metotlarini gelistirmislerdir. Arastiricilar biberde CMV’nin SYBR Green real time PCR
ile teshisini yapmiglar ve yontemin klasik RT-PCR’ye gore 1000 kat daha hassas

oldugunu belirtmislerdir.

Bitki 6zsularindaki bazi bilesikler PCR ¢alismalari i¢in hazirlanan RNA ekstraktlarinin
kalitesinin iyi olmamasina neden olabilmektedir. Bu nedenle immunocapture (IC) RT-
PCR sistemleri gelistirilmistir. Bu metotda Bitki 6zsuyundaki viral partikiiller viriise
Ozgii antibadilerle kaplanmis tiiplere eklenmekte ve burada immiinolojik olarak
yakalanmakta, daha sonra cDNA ve PCR islemleri yapilmaktadir (Candresse vd., 1995).
Bu yontemde PCR i¢in kullanilan viral partikiiller intakt olarak kaldigi gibi test i¢in
viral konsantrasyon da artirilmakta ve testin hassasiyeti arttirilmaktadir. Varveri ve
Boutsika (1999) domates bitkilerinde CMV sorveyi ve altgruplarinin belirlenmesi
calismasinda IC-RT-PCR yontemini etkili bir sekilde kullanmiglardir.

2.2 CMV Alt Gruplarmin Belirlenmesi

CMV’nin altgruplarini belirlemek i¢in molekiiler ii¢ farkli metot kullanilabilir. Birincisi
ve en genel kullanilani RNA dizilemedir. Orijinal RNA’dan amplifiye edilen dizi,
bilinen 1rklarin dizileri ile niikleotid ve amino asit seviyesinde karsilagtirilir, filogenetik
caligmalar ile gruplar belirlenir (Bashir vd., 2006; Chen vd., 2007; Roossinck, 2002).
Ikinci metodta, CMV’nin farkli altgruplarina spesifik primerler kullanilir. Bu spesifik
primerler sadece alt gruplarini ayiran RNA alanlartyla sinirlidir (Yanming et al., 1997).
Bu spesifik primerler kullanilarak multipleks PCR ile de altgruplarin belirlenmesi
basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Chen vd., (2011) CMV altgruplari, satRNA,
tomato mosaic virlis (ToMV) ve tobacco mosaic virus (TMV) {i ayn1 anda teshise
olanak veren miiltipleks PCR yontemi gelistirmisler ve yontemin DAS-ELISA’dan 100
kat daha hassas oldugunu bildirmislerdir. Son metod, restrikto-tipleme, DNA
sekansindaki spesifik lokasyonlar1 kesmek igin tasarlanmis restriksiyon enzimlerinin
kullanilmasini igerir. Boyle bir enzim olan Mspl, RNA 3'iin belirli dizilerden kesilmesi
sonucu olusan restriksiyon fragment olusumlarinin sayisina bagli olarak bazi CMV
izolatinin kendi alt gruplarina ayrilmasinda oldukca basarili olmustur. CMV’nin Ixora
ki (altgrup IB) disinda tiim CMV izolatlarinin kilif proteininin tamami ve 5’ ucundan
92 bp ve 3’ ucundan 123 bp bolgelerini kapsayan 872 bp uzunlugunda fragmentin Mspl
enzimi ile kesim sonucu, eger altgrup I ise iki fragment (537 bp ve 335 bp), altgrup 1l

15



ise 1 adedi ¢ok hafif goriilebilen 5 fragment sonuglamaktadir (Bashir vd., 2006).
Restrikto-tipleme, re-assortant izolatlarin belirlenmesinde de basarili olmaktadir (Chen
vd., 2007). Re-assortment ¢ok genomlu viriislerde dogal bir olusum olmakla birlikte
genetik varyasyon ve yeni irklarin gelismesinde oOnemlidir. CMV’de reassorment
altgrup I ile II den ziyade yiiksek derecede benzerlikten dolayr daha ¢ok altgrup IA ile
IB arasinda ger¢eklesmektedir (Bonnet vd., 2005; Fraile vd., 1997).

CMV rklarmin altgrup ¢esitliligi serolojik olarak da belirlenebilir. Hsu vd (2000)
altgrup I ve II’ye spesifik monoklonol antibadi gelistirmislerdir, boylece genel CMV
teshisi veya altgrup teshisi ELISA ile yapilabilmektedir. Altgrup IA ve IB tanilmasi i¢in

daha ileri bir agama olarak dizileme yapilmasi gereklidir.

2.3 Kirgizistan’da Bitki Viriis Hastaliklar:

Bilgimiz dahilinde Kirgizistan’da bitki viriis hastaliklar1 ile ilgili calisma

bulunmamaktadir.

2.4 Tiirkiye’de CMV

Erdiller ve Ozyanar (1983)’1n Ankara ilinde yetistirilen hiyar érneklerinde yaptiklari
mekanik inokulasyon, serolojik testler ve elektron mikroskobu ¢alismalariyla CMV
enfeksiyonu belirlemislerdir. Cucurbit bitkilerde yapilan soérveyler ve DAS-ELISA ile
teshis calismalar1 sonucunda CMV Samsun %20,6 (Sevik ve Arli-Sokmen, 2003),
Gaziantep ilinde %36, Karaman’da (Ozaslan vd., 2006) oraninda belirlenmistir. CMV
enfeksiyonu biber bitkilerinde Islahiyede %25 ve Nurdagi’nda %37 olarak
belirlenmistir (Ozaslan vd., 2006). Tekirdag, Edirne ve Kirklareli illerinde CMV
enfeksiyonu karpuzda %19.9, kavunda %7.2 olarak belirlenmistir (Kokli ve Yilmaz,
2006). Burdur ilinde biberde %6,45 enfeksiyon orani belirlenmistir (Culal-Kili¢ vd.,
2015).

Tiirkiye’de CMV ‘nin konukgusu olarak ilk kayit 6rnekleri de mevcuttur. Canakkale’de
virlis simptomlar1 gosteren boriilcelerde CMV testi DAS-ELISA ile yapilmis ve 6
ornekte enfeksiyon tespit edilmistir, sonuglar PCR ve dizi analizleri ile teyid edilmistir,
tespit edilen CMV izolat1 altgrup IB olarak belirlenmistir (Karanfil ve Korkmaz, 2017).

Viriis simptomlar1 gosteren 120 enginar bitkisinden 5 adedinde CMV enfeksiyonlari
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DAS-ELISA ile tespit edilmis sonuglar PCR ve dizi analizleri ile teyid edilmistir (Ergiin
vd., 2013). Mersin’de Yaprakl Siitotu ya da Kiigiik Kelebek, olarak bilinen Polygala
myrtifolia’da CMV tespit edilmis ve bu siis bitkisinde enfeksiyon oranmnin %13.1
oldugu belirtilmistir (Ko¢ ve Fidan, 2017). Aymi sekilde, Samsun ilinde, viral
simptomlar gosteren brokoli bitkilerinde (Sevik, 2017) ve Orta Karadeniz’de
maydonozlarda (Sevik ve Akcucura, 2011), Usak ilinde pepino bitkilerinde (Ozdemir ve
Erilmez, 2012) CMV enfeksiyonu tespit edilmistir.

Dursunoglu ve Ertung, (2003) Ankara ili ve cevresinde yetistirilen kabakgillerde

goriilen CMV izolatlarinin altgrup I olarak karakterize etmistir.

Sanlwrfa ilinde, 2013-2014 yillarinda, biberde CMV enfeksiyon orani iki yil
degerlendirilmis, ilk yil %47, ikinci y1l %76 olarak belirlenmistir (Unlii ve Giildiir,
2004).

2.5 Diinyada CMV

Iran'm kuzeybatin farkli bolgelerinden toplanan domates ve Cucurbitaceae bitki
ornekleri kullanilarak,elde edilen CMV izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu,
yapilmistir (Bashir vd., 2006) ELISA ile taramadan sonra, 91 CMYV ile enfekteli 6rnek
tespit edilmistir. Sekiz izolatin biyolojik 6zellikleri karsilastirilmig, kabak ve domates
bitkilerinde iki ayr1 fenotip ortaya ¢ikmistir. Iran CMV izolatlarmin kilif proteini (CP)
hareket proteini (MP) ve 2b gen bdlgesi niikleotid dizileri gen bankasindaki diger CMV
izolatlartyla filogenetik analizi sonucu, Iran izolatlart CP ve MP genlerine gore altgrup
IA ve IB igerisinde yer alirken, 2b genine gore altgrup IA igerisinde yer almistir. Bu
yeni siniflamanin verileri, Iran'da CMV'in evriminde onemli olup, Iran izolatlarinin

ortak bir atadan geldigini géstermektedir.

Misirda leke ve ciicelik simptomuna neden olan bir viriis Kore'nin Ulleng-do bolgesinde
gbzlenmis; biyolojik, serolojik ve molekiiler 6zelliklere dayali olarak CMV-ZM olarak
tespit edilmistir (Mi-Kyeong Kim vd., 2011). Konukgu dizisi arastirmalarinda, CMV-
ZM izolati, Datura stramonium, Vigna unguiculata, Cucurbita moschata, C.
amaranticolor tizerinde lokal lezyonlar1 olusturmustur. Oysaki bu izolat N. tabacum, C.

annuum, Solanum lycopersicum, S. melongena, C. pepo ve Zea mays tizerinde sistemik
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mozayik iiretmistir. Buna ek olarak, inokule edilmis N. glutinosa bitkilerinin yapraklari
tizerinde klorotik halka lekeler, iist yapraklarda siddetli sistemik mozaik ve
deformasyon belirtileri goriilmiistiir. Her bir RNA genom parg¢asimin komple niikleotid
dizileri belirlenmis ve diger CMV izolatlarinki ile karsilastirtlmistir. ORFniikleotid
dizisinin karsilastirilmasi, CMV altgrup 1II ile sadece % 78 dizi benzerligi gosterirken,
her CMV altgrup 1A ve IB ile yaklastk % 89.2-92.4 arasinda dizi benzerligi
gostermistir. RNA2 ORF'lerinin niikleotid dizisi analizi, altgrup | ile % 85.3-97.6
arasinda dizi benzerligi ortaya koymustur. RNA3'lin ORF'lerinde, niikleotid sekans
benzerlik seviyeleri CMV altgrup I’de % 92-99.2'den ve altgrup 11 CMYV izolatlari ile %
82'den daha diisiiktiir. Bu sonuglar, CMV-ZM izolatinin altgrup | ‘e gore altgrup Il ‘ye
daha yakindan iligkili oldugunu ve dolayisiyla CMV-ZM izolatinin biyolojik ve
molekiiler analizlerine dayali CMV altgrup 1 olarak smiflandirilabilecegini

gostermektedir.

2003 ve 2004 yillarinda, kuzeydogu Ispanya'daki domates alanlarinda, simptomsuz
yapraklar ve meyvede renk kaybi, meyve tutumunda azalma ve olgunlasma déneminde,
tizerinde hafif deformasyon ile karakterize edilen bir hastalik tespit edilmistir
(Aramburu vd., 2007). DAS ELISA analizi, hastalikli bitkilerde CMV varligin1 ortaya
c¢ikarmigtir. CMV izolatlar1, ¢ift kollu RNA'larin (dsRNA'lar) poliakrilamid jel
elektroforezi (PAGE) analizi ve niikleotid dizi analizi ile karakterize edilmis ve kontrol
olarak kullanilan alt gruplara ait bazt CMV izolatlar1 ile karsilastirilmistir. Bu ¢alisma
icin secilen enfekteli domates bitkilerinden elde edilen toplam 12 izolat, {ic genomik
dsRNA i¢in aym elektroforez modelini vermistir. Birkag yil 6nce ayni bolgede toplanan
CMV izolatlarmin gosterdigi desenlere gore farklilhik gostermisti. Bu CMV
izolatlarindan niikleotid dizisinin kimligini ve diger izolatlarin kismi Italya'daki Tfn
irkla ve 1992'de Barselona'da toplanan BAR92 / 1 izolat ile karsilastirildiginda, her ikisi
de % 99 CMV altgrup IB ‘ye ait oldugu tespit edilmistir. Daha onceki ¢alismalarda
dogu Ispanya'da bulunan bu altgrubun CMYV izolatlar1 1996'dan sonra saptanmamistir.
Onceki yillarda daha sik tespit edilen CMV izolatlarmin temsilcileri olarak segilen iki
izolatin niikleotid dizileri CMV altgrup IA ‘ya ait oldugunu ortaya koymustur.
Ispanya'nin kuzey dogusundaki CMV altgrup IB izolatlarmin ortaya ¢ikis1 ve nedenleri
tartisilmistir.
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Son yillarda, Polonya'da kabakgillerde CMV goriilmiistiir. Enfeksiyonlu bitkilerde
mozaik ve kloroz gosteren izolatlarin yaninda yeni nekrotik izolatlar da tanimlanmaistir.
Ulkenin ¢esitli bolgelerinde kabaktan toplanan 27 CMV izolatinin molekiiler
degiskenligi analiz edilmistir. CP ve MP genlerini kodlayan dizi ve filogenetik analizler
Polonya izolatlarinin altgrup II ile IA olmak iizere iki alt gruba ait oldugu tespit
edilmistir. RNA3 i¢in IA-MP / 11-CP modeline sahip yeni rekombinant varyantlar da
tespit edilmistir (Hasio vd., 2017).
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BOLUM Il
MATERYAL VE METOD

3.1 Bitki Materyallerinin Toplanmasi

CMV izolatlarinin temini amaciyla, Chui bolgesinde Cucurbitaceae (hiyar, kabak) ve
Solanaceae (Domates, biber, patlican, patates) gruplarindaki kiiltiir bitkilerinin
yetistiriciligi yapilan alanlara, 2017 yili Haziran-Temmuz aylarinda arazi ¢ikislar
diizenlenerek sekiz ilgeden viriis simptomlart gézlenen bitkilerinden toplam 96 6rnek
toplanmustir (Sekil 3.1). Viriis simptomlar1 olarak bitkide ciicelesme, deformasyon ve
geng siirgiinlerde geriye dogru 6liim, yapraklarda ve meyveler lizerinde halkali lekeler,
solgunluk, nekrotik ve klorotik lezyonlar, meyvelerde deformasyon ve lezyonlar gibi

simptomlar aranmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Kirgizistan ve Chui Bolgesi
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Sekil 3.2. Arazi ¢ikislar1 ve simptomlu 6rneklerin toplanmast

Toplanan 6rnekler daha sonra kalsiyum kloriir (CaClyy yardimi ile kurutularak testler
yapilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir. Kalsiyum kloriir yardimiyla bitki
orneklerini kurutmak i¢in her bir 6rnek simptomlu yaprak bolgelerinden steril bir makas
yardimi ile kiiglik pargalara kesilerek bir pegete i¢inde toplanip etiketi ile birlikte kii¢iik
bir bohga haline getirilmistir. Bu sekilde hazirlanan bitki 6rneklerinin bohgalari,
tabaninda 2-3 cm yiikseklige kadar CaCl, bulunan 5 1t’lik plastik kavanozlara
yerlestirilmistir. Bitki materyali i¢eren bohgalarin CaCl; ile dogrudan temasi 6nlemek
icin CaCly’nin iizerine pegete kagitlar1 yerlestirilmistir. Bu kavanozlar +4°C’de bitki
ornekleri kuruyuncaya kadar tutulmustur. Arada bohgalar kontrol edilerek bitkilerin
kuruma durumlar1 ve alttakilerin iiste ¢ikarilmasi islemleri yapilmistir. Bitki 6rnekleri
kuruduktan sonra kese kagitlar1 veya falkon tiiplere aktarilarak +4°C’de muhafaza
edilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.3. Bitki 6rneklerin kese kagitlarda muhafazasi

3.2 Toplanan Orneklerde CMV Teshisi

3.2.1 Double antibody sandwich- enzyme linked immuno sorbent assay (DAS
ELISA) ile CMYV teshisi

Tiim 6rneklerin DAS-ELISA ile testi amaciyla Bioreba firmasindan temin edilen CMV
antiserum kiti kullanilmistir. Test teknigi, Clark ve Adams, (1977)’ye gore
yiiriitiilmiistir. Toplanan bitki 6rnekleri kurutulmus oldugundan 0,5 gram bitki 6rnegi
havan-havan eli yardimiyla 5 ml phosphate buffer (PBS) (8.0 g/l NaCl, 0.2 g/l KH,PO4,
2.9 g/l NazHPO4.12H,0, 0.2 g/l KCI, 0.2 g/l NaN3, 20 g/l polyvinylpyrrolidone-25, pH
7.4) igerisinde ezilmistir ve bitki 6z suyu c¢ikartilmistir (Sekil 3.3). ELISA tabakalari
karbonat bufferda (1.59 g/l Na,COg, 2.93 g/l NaHCOs3, 0.2 g/l NaN3, pH 9.6) hazirlanan
viriise 6zgl antiserumlarla (1:1000 1gG) her bir ¢ukura 100 ul eklenerek ve 37°C’de 4
saat inkiibe edilerek kaplanmistir (Sekil 3.4). Inkiibasyonu takiben yikama buffer1 olan
PBST (8.0 g/l NaCl, 0.2 g/l KH,PO4, 2.9 g/l Na;HPO,4.12H,0, 0.2 g/l KCI, 0.2 g/l
NaNs, 0.5 ml/l Tween- 20) ile 3 kez 1 dakika siire ile yikanan tabakalara ezilen

orneklerden 100 pl eklenerek tabakalar nem ¢emerine alinmus ve 4°C’de tiim gece
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bekletilmistir. Daha sonra tekrar PBST ile 5 kez yikanan tabakalara konjugat buffer
(PBST + 2% polyvniylpyrrolidone-25 + 0.2% BSA (bovine serum albumin), pH 7.4)
igerisinde 1:1000 sulandirilarak hazirlanan viriise spesifik Alkalin Fosfataz ile konjuge
edilmis antibody eklenmistir. Bu islemi tabakalarin nem ¢emberinde 37°C’de 2 saat
inkiibasyonu takip edilmistir. Inkiibasyon sonrasi tekrarlanan 3 kez yikama isleminin
ardindan tabaka c¢ukurlarina 1 mg/ml oraninda Para-nitrophenylphosphate iceren
substrate buffer (97 ml/l diethanolamine, 0.2 g/l NaN3, pH 9.8) eklenmesi takip etmis,
daha sonra tabakalarkaranlikta oda sicakliginda 2 saat siireyle muhafaza edilmistir. Test
sonucu olusan reaksiyon miktar1 (sar1 renk olusumu) spektroptpmetrede absorbans
degeri olarak 405 nm’de ELISA Reader’da oOlgiilmiistiir. Negatif kontrol &rnekte
belirlenen absorbans degerinin en az iki kati degeri elde edilen 6rnekler CMV ile

enfekteli kabul edilmistir.

Sekil 3.4. Kurutulmus 6rneklerin tartilmasi (a), bitki 6rneginin havan-havan eli

yardimiyla ezilmesi (b)
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Sekil 3.5 ELISA tabakalarinin CMV’ye 6zgii antiserumla kaplamasi

3.2.2 Dot blot immuno assay (DBIA) ile CMYV teshisi

Araziden toplanan tiim Ornekler, ELISA testi i¢in ezildikten sonra elde edilen bitki
ekstraktlart kullanilarak nitrocelluloz membranlara 5 pl damlatilarak kuruduktan sonra
zarflar igerisinde tiim ornekler membranlarda muhafaza edilmistir (Sekil 3.6) (EPPO,
2015). Bu membranlardaki bitki ornekleri, daha sonra western blot metodunun bazi
asamalari takip edilerek CMV testi yapilmistir. Buna gére, membranlar %5 Triton X-
100 soliisyonunda 10 dak. klorofil ve diger yaprak kalintilarinin uzaklastiriimasi igin
yikanmigtir. Daha sonra ii¢ kez 0.05% Tween-20 igeren potassium phosphate buffered
saline (KPS) (0.02 M K;HPQO,, 0.15 M NaCl, pH 7.4) ile yikanmistir. Bu agamadan
sonra 5% yagsiz siit tozu ve 0.5% bovine serum albumin (BSA) iceren KPS soliisyonu
ile 20 dak siireyle membranlar bloklamistir. Daha sonra membran CMV anti-virus
polyclonal antibody ve goat anti-rabbit (GAR-AP) (herikisi de 1:10,000 KPS’de) ile 90
dak. muamele edilmistir. Bu asamadan sonra, renk reaksiyonu igin nitroblue tetrazolium
(NBT) ile 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) soliisyonu ile membranlarin 5-
10 dak muamele islemleri yapilmistir. Sonug olarak, viriis bulunan baskilarda pembe-
mor renk degisimi meydana gelmesi ile CMV’nin bulunduguna isaret etmistir (Sekil
3.7). Tim asamalar oda sicakliginda 200 devir/dak’da c¢alisan ¢alkalayici1 iizerinde

yapilmugtir.
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Sekil 3.6. Ezilmis bitki dokularinin damlatildig nitrocelluloz membranlar

CM V.

PoY

Sekil 3.7. DBIA yonteminin sonucunu gosteren drnek bir membran goriintiisi (Chang
vd., 2011)

3.2.3 immunocapture reverse transkripsyon polimeraz zincir reaksyonu (IC-RT-

PCR) ile CMV teshisi

Bu yontem tiim Orneklere uygulanmistir. Bu amagla, PCR tiipleri 1:1000 (Bioreba)
oraninda hazirlanan virlis antiserumundan 50 pl eklenerek 37°C’de 4 saat inkiibe
edilerek 1gG ile kaplanmistir. Daha sonra ELISA yikama buffer ile ii¢ kez yikanarak,
ELISA amaci ile ezilen bitki dokularindan 50 pl eklendikten sonra 4°C’de tiim gece
bekletilip ELISA yikama buffer ile bes kez, 1 kez de % 0,1 Triton X-100 igeren steril
soliisyon ile yikanmistir. Bu islem ile bitki 6rneklerinde CMV enfeksiyonu var ise viriis
partikiilleri IgG araciligr ile PCR tiiplerinde yakalanmistir. Daha sonra ayni tiip
igerisinde CDNA elde edilip PCR asamasi gergeklestirilmistir.
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Virlis partikiillerinin immunolojik olarak yakalandigi PCR tiiplerindeki CMV
RNA’sindan komplementer DNA (cDNA) elde edilmistir. Bu islem igin ticari olarak
bulunabilen cDNA sentez kitleri (Thermo Scientific) firmanin 6nerileri dogrultusundaki
metotla kullanilmistir. Buna gore, 1 ul random hexamer (0.2 pg/ul), 1 ul dNTPs (10
uM) ve 4 ul RNA karisimi toplam 10 pl reaksiyona su ile tamamlanarak hazirlandiktan
sonra 65 °C ‘de 5 dakika tutulmus ve hemen buz igerisine alinarak 2 dakika
bekletilmistir. Daha sonra lizerine son hacmi 10 pl olan 2 ul 5xRT buffer, 0,5 ul RNase
inhibitér ve 1 pl MMLV reverse transkriptaz enzimi iceren karistm her bir tiipe
eklenmistir. cDNA sentezi i¢in tiipler 25°C 5 dakika, 42 °C’de 45 dakika ve son
asamada enzim 70°de 10 dakika tutularak in-aktive edilmistir. cDNA’lar kullanilincaya

kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Elde edilen cDNA’lar daha sonra polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) analizine tabi
tutulmustir. Bu amagla, Cizelge 3.1’deki primerler arastirmada kullanilmistir. PCR
reaksiyon karisimi DNA son hacim 20 pl olacak sekilde 2 ul 10xPCR buffer (100 mM
Tris-HCI (pH 8.8), 500 mM KCI, 0.8% (v/v) Nonidet P40), 1 ul MgCl; (25 mM), 1 pl
dNTPs (10 ulM), 1 ul forward ve reverse primer (herbiri 10 uM), 0,2 ul Tag DNA
polimeraz enzimi (5 U/ ul) (Thermo Scientific) icermistir. DNA amplifikasyonlar1 95
°C’de 10 dakika 6n denatiirasyon, 95 °C’de 45 saniye, ilgili primere gore sicaklikta 45
saniye annealing, 72 °C ‘de 45 saniyeden olusan 35 dongii, son asamada 72 °C’de 10
dakika uygulanarak gerceklestirilmistir. PCR fiirtinleri %1,5 agaroz jel ile elektroforeze
tabi tutularak ethidium bromide soliisyonu ile boyandiktan sonra UV transilluminatérde

incelenmistir.
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Cizelge 3.1. Arastirma kapsaminda kullanilan primer dizileri

Annealin Amplikon
Kullamm | Primer Primer dizisi Hedef g ; '311 < Literatiir
amacl ad1 (5-3%) bolge sicakhigt uzunugu u
(°C) (bp)
CCATCACCTTAGC
Pror TTCCATGT 1403-1423 _
CMV 60 512 Grieco
teshisi b TAACCTCCCAGTT | joor 10 vd,. 2000.
Rev CTCACCGT
CMV | | GCCACCAAAAAT
CMV o) AGACCG 1484-1502 N o
subgroup I | cMV | | ATCTGCTGGCGT
®) GGATTTCT 2057-2076
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3.2.4 SyberGreen real-time PCR ile CMYV teshisi

Daha oOnce immunocapture sonrasi elde edilen tiim Orneklere ait cDNA’larla
SyberGreen (SYBR) real time PCR gergeklestirilmistir. Real-time asamasi Bhat ve
Siljo, (2014)’ya gore baz1 degisikliklerle uygulanmistir. Reaksiyon karigimi son hacmi
20 pl olacak sekilde 2 ul FastStart SYBR Green 2xMaster mix, 0,6 ul forward ve
reverse primerler (herbiri 10 uM) ile hazirlanip Rotor Gene real time PCR makinasinda
(Qiagen) amplifikasyon islemine tabi tutulmustur. Amplifikasyon kosullar1 95 °C’de 10
dakika, 40 dongii 95 °C’de 15 saniye, ilgili primer annealing sicakliginda 15 saniye, 72
°C’de 25 saniye seklinde uygulanmistir. SYBR Real-Time PCR islemini takiben elde
edilen amplikonlar 60°C’den 95°C’ye kadar 5 saniye araliklarla melt analizine tabi
tutulmustir. Melt analzinin altgruplart tespit etme durumu arastirilip aynt zamanda

tirtinlerin %1,5 agaroz elektroforezi de yapilarak teyid islemleri de gergeklestirilmistir.

3.3 CMV izolatlarimin Alt Gruplarimin Belirlenmesi

DAS-ELISA ve PCR yontemleri ile tespit edilen CMV izolatlarinin alt gruplarinin

belirlenmesi amaciyla dort farkli yontem uygulanmigtir:

3.3.1 ELISA ile serolojik olarak CMYV alt gruplarin belirlenmesi

CMV’nin altgruplarinin belirlenmesinde kullanilabilen antiserumlar gelistirilmis ve
ticari olarak bulunabilmektedir. Agdia firmasindan temin edilip ELISA Reagent Set for
cucumber mosaic virus -subgroup | (CMV I) ve ELISA Reagent Set for Cucumber
mosaic virus -subgroup II (CMV II) antiserumlart firmanin Onerilerine gére CMV

izolatlaria uygulanip serolojik olarak alt gruplarin belirlenmesi yapilmistir.

3.3.2 Multiplex PCR yontemi ile CMYV alt gruplarin belirlenmesi

Aragtirilan viriis olan CMV genomu RNA oldugundan, multipleks PCR’da kullanilmak
tizere CMV enfekteli bitki 6rneklerinden toplam RNA izolasyonlar1 yapilmistir. Bu
amagla, ticari olarak satilan RNeasy Mini kiti (Qiagen) kullanilmistir. Bu amagla,
ELISA i¢in ezilen bitki dokularindan 200 ul bitki ekstrakti kit i¢erisinde bulunan 400 pl
RLT buffer ile karigtirilmig, 60 °C’de 5 dakika inkiibasyondan sonra buzda 30-60 saniye

bekletilerek oda sicakliina getirilmis ve kit icerisindeki kolondan santriflij yardimu ile
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gecirilmistir. Kolon, daha sonra kit igcerinde bulunan bufferlar ile firmanin Onerilerine
gore yikanmig ve en son total RNA 50 pl DNase-RNase ari su ile kolondan tiipe
alinmistir. Elde edilen toplam RNA’larda yukarida agiklandig1 gibi cDNA elde edilerek
miiltipleks PCR islemlerinde kullanilmistir.

CMV alt gruplarinin multiplex PCR yardimu ile belirlenmesi Chen vd,. (2011)’e gore
yapilmistir. Bu yonteme goére CMV izolatlarinin Cizelge 3.1’de belirtilen CMV
subgroup I, CMV subgroup II, satRNA ve 18S rRNA (i¢ kontrol) primetlerini bir arada

iceren PCR reaksiyon karisimlar1 hazirlanmistir.

Analiz 6nce simpleks (tek) PCR seklinde tek bir primerin forward ve revers primerini
igerecek sekilde yapilmigtir. Toplam 20 ul reaksiyonda, 2.0 ul 10xPCR buffer (100 mM
Tris—HCI, pH 8.3, 500 mM KCI, 15 mM MqgCly), 1 ul dANTPs (10 mM herbiri), 1 ul
forward and reverse primer (10 mM herbiri), 0.25 ul Taq (5 U/ul), ve 2 ul cDNA
icermistir. PCR reaksiyon kosullar1 : 94°C de 2 dak, takiben 35 dongii 94°C de 30 san,
52°C de 30 san, 72°C de 45 san, ek olarak 72°C de 10 dak. olmustur. Annealing 48-60°C
arasinda gradient olarak uygulanarak optimum annealing derecesi belirlenmistir.
Multipleks uygulamasi bu ¢alismalarin sonucuna gore gergeklesmistir. Multipleks PCR

tirtinlerinin agaroz jel elektroforezi %1,5 agaroz konsantrasyonunda yapilmustir.
3.3.3 Kilif proteini bolgesinin dizilemesi ile alt gruplarin belirlenmesi

CMV alt gruplar kilif protein bolgesi dizilerinin gen bankasinda kayith diger alt grup
dizileriyle filogenetik analizleri ile de belirlenebilmektedir. Bu yontemde, CMV alt grup
I’in A ve B gruplarnt da belirlenebildigi gibi yeni irklar da tespit etme s6z konusu

olabilmektedir.

Bu amagla, diger yontemlerle belirlenen CMV altgrup izolatlar1 ve olasi farkh
gruplardan en az birer izolat se¢ilmistir. Bu izolatlara ait tiim kilif proteini dizilerini
iceren, 866 bp uzunlugunda kilif protein fragmenti veren CP{/CPr (Cizelge 3.1)
primerleri kullanilarak PCR islemleri yapilmistir. Elde edilen PCR f{irlinleri dogrudan

CPf ve CPr primerleri ile dizilenmistir.

DNA dizileme firmasindan gelen dizilerin forward ve reverse okumalar1 Geneious V11

(Biomatters Limited) Bioinfromatik yazilimi kullanilarak birlestirilmistir. CMV
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izolatlarinin kilif dizileri gen bankasinda kayithh CMV alt grup tyeleri ile filogenetik
analizlere tabi tutulmustur. Filogenetik analizler MEGA 6: Molecular Evolutionary
Genetics Analysis Version 6.0 yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir (Tamura vd.,
2013).
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BOLUM IV
BULGULAR VE TARTISMA

Kirgizistan’in Chui bolgesinde en yaygin yetistirilen Solanaceae ve Cucurbitaceae
familyasindaki bitkilerin kayiplarina Hiyar mozaik viriisii (CMV) neden olabilmektedir.
Bu viriis polifag oldugundan dolayi, baska kiiltiir bitkilerine de zarar
gosterebilmektedir. Bakteri ve fungus hastaliklarina karsi kiiltiirel yontemlerin diginda,
kimyasal miicadele kullanilabilmektedir, viriis hastaligina ise kullanilamamaktadir. Bu

nedenle, viriis hastaliklarina karsi sistemli miicadele yontemleri kullanilmalidir.

Bu ¢alismada, Kirgizistan’in Chui bolgesinde yetistirilen Solanaceae ve Cucurbitaceae
familyasindaki bitkilerde CMV enfeksiyonlarini arastirmak ve tespit edilen izolatlarin
CMV alt gruplarini belirlemek igin serolojik, molekiiler, ve biyolojik (inokulasyon)

yontemler kullanilmastir.

4.1 Solanaceae ve Cucurbitaceae Kiiltiir Bitkilerinde Sorvey

CMV’nin enfeksiyon oraninin ortaya konulmasi amaciyla, 2017 yili Haziran-Temmuz
aylarinda, Chui bolgesinde Solanaceae ve Cucurbitaceae bitkilerinin yetistirildigi
alanlara arazi ¢ikiglar1 yapilmistir. Chui bolgesinin Dostuk, Milanfan, Ala-too, Tastar-
ata, Voenno-Antonovka, Seleksiya, Belovodskoe, Kirov ve Kemin kdylerinde patates,
domates, biber, hiyar, kabak ve kavun yetistirilen arazilerde viriis simptomlar1 gésteren
bitkiler aranmisg, toplam 96 bitki 6rnegi toplanmistir. Dostuk kdyiinen kabak- 2 adet;
hiyar- 1 adet; biber- 5 adet; kavun- 3 adet; domates- 1 adet,. Milanfan kdyiinden kabak-
1 adet; kavun- 1 adet; hiyar- 6 adet; domates- 1 adet, Ala-too kdyiinden hiyar- 15 adet,
Tagtar-ata koyiinden biber- 12 adet; domates- 10 adet; hiyar- 2 adet, Voeno- Antonovka
koyiinden kavun- 1 adet; Seleksiya kdyiinden domates- 7 adet; Belovodskoe kodyiinden
patates- 3 adet; Kirov koyiinden kabak- 1 adet; Kemin koyilinden patates- 25 adet
toplanmistir (Cizelge 4.1.).
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Cizelge 4.1. Kirgizistan’in Chui bolgesinde yetistirilen Solanaceae ve Cucurbitaceae

bitkilerin toplandig1 koyler, tiirleri ve 6rnek sayisi

Koy Kabak | Hiyar | Kavun | Biber | Domates | Patates | Toplam
Dostuk - - 2 4 1 - 7
Milanfan 2 5 2 - 1 - 10
Ala-Too - 16 - - - - 16
Tashtar-Ata - 2 - 9 9 1 21
Voeno-Antonovka| 1 - 1 - - - 2
Seleksiya - - - - 6 - 6
Belovodskoe - - - - - 4 4
Kirov 1 - - - - - 1
Kemin - - - - - 29 29
Toplam 4 23 5 13 17 34 96

Toplanan oOrneklerde yapraklarda sararma, mozaik, damarlarda renk agilmalari,
yapraklarda kivrilma, beneklenme, deformasyon, gelisme geriligi gibi genel simptomlar

aranmistir.

(a) (b)

Sekil 4.1. IC-RT-PCR yontemi ile CMV enfekteli tespit edilen biber bitkisinin

yapraklarinda sararma ve kivrilma (a ve b)

32



(@) (b)

Sekil 4.2. IC-RT-PCR yontemi ile CMV enfekteli tespit edilen biber yapraklarinin
kivrilmasi (a), Hiyar yapraginda mozaik simptom (b)

(@) (b)

Sekil 4.3. IC-RT-PCR yontemi ile CMV enfekteli tespit edilen biberde yaprakta
sararma ve kivrilma (), kavun yapragimda sararma ve mozaik simptomu (b)

Sekil 4.4. IC-RT-PCR yontemi ile CMV enfekteli tespit edilen biber yapraginda
deformasyon simptomu
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4.2 DAS ELISA ile CMV Teshisi

CMV enfeksiyonu arastirilan 96 bitki 6rneginin DAS-ELISA analizleri sonucunda
(Sekil 4.5) 3 adet ornek (24, 32, 56 nolu ornekler) CMV ile enfekteli olarak
belirlenmistir. Bu ornekler Dostuk kdyiinden 1 adet kavun (6rnek no 56), Tashar-Ata
koyiinden 1 adet biber (6rnek no 24) ve 1 adet hiyar (6rnek no 32) bitkisinden
toplanmistir (Cizelge 4.2). Bunun disinda absorbans degeri negatif 6rnekte belirlenenin
iki kat1 olmayan ancak yakin olan 8 6rnek (17, 21, 25, 29, 31, 34, 59, 67 nolu 6rnekler)

daha belirlenmistir.

(a) (b)

(©

Sekil 4.5. Bitki 6rneklerinin DAS-ELISA analizi sonucu elde edilen sar1 renk

reaksiyonlar1 (a,b,c)
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4.3 Dot Blot immuno Assay (DBIA) ile CMV Teshisi

DIBA testinde nitrocelluloz membranlarina bitki ekstraktlart damlatildiktan sonra bitki
kalintilarinin  yarattigi yesil-sar1 renklerin temizlenmesi yeterince olmamistir. Bu
yikamalarin siiresi uzatilarak tekrar edilse de kalinti giderilememistir. Reaksiyon

tamamlandiginda tiim 6rneklerde mor renkli reaksiyon gozlenmistir (Sekil 4.6- 4.7).

Sekil 4.6. Bitki ekstraktlarinin damlatildig1 nitrocelluloz membran

Sekil 4.7. Bitki ekstraktlarinin damlatildigi nitrocelluloz membranlarin dot blot immuno

assay (DBIA) testi sonucu.
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4.4 IC-RT-PCR ile CMV Teshisi

CMV teshisinin IC-RT-PCR ile yapilabilmesi i¢in 6ncelikle 512 bp fragment amplifiye
eden CMV Pfor/Prev primerleri ile daha once DAS-ELISA’da pozitif tespit edilen
orneklerle (6rnek no 24, 32, 56) PCR sistemi kurulmustur (Sekil 4.8).

CMV enfeksiyonu arastirilan 96 bitki 6rneginin IC-RT-PCR analizleri sonucunda (Sekil
4.9) 6 adet 6rnek CMYV ile enfekteli olarak belirlenmistir. Bu drnekler Dostuk kdyiinden
1 adet kavun (6rnek no 56), Tashar-Ata kdytlinden 2 adet biber (6rnek no 21, 24), 2 adet
hiyar (6rnek no 25, 32) ve 1 patates (6rnek no 34) bitkisinden toplanmistir (Cizelge 4.2).
Bu orneklerden 3 adedi (6rnek no 24, 32, 56) daha énce DAS-ELISA metodunda da
teshis edilmistir.

o —
- —
! — —
e
. ——
]
-_—

-3 \

., VCMV—Pf_or/CAMVPrev

Sekil 4.8. CMV pozitif 6rnekler ile IC-RT-PCR sisteminin kurulmasi. CMV Pfor/Prev
primerleri ile 512 bp uzunlugunda fragmentlerin amplifikasyonu. M 100 bp DNA
markor (Thermo Scientific).
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Sekil 4.9. CMV orneklerinin ile IC-RT-PCR yontemi ile analizi ile elde edilen
amplikonlarin agaroz jelde kontrol edilmesi(A,B). Analizde 512 bp uzunlugunda
fragment amplifiye eden CMV Pfor/Prev primer ¢ifti kullanilmistir. M 100 bp DNA
markor (Thermo Scientific).

4.5 IC-Real Time-PCR ile CMV Teshisi

CMYV teshisinin SYBR real time PCR ile yapilabilmesi i¢in 6ncelikle 512 bp fragment
amplifye eden CMV Pfor/Prev primerleri daha sonra da 111 bp fragment amplifye eden
CMV{/CMVr primerleri ile daha 6nce DAS-ELISA’da pozitif tespit edilen orneklerle
IC-SYBR real time sistemi kurulmustur (Sekil 4.10). CMV Pfor/Prev primerleri 24 nolu
ornegin teshisinde SYBR real time PCR ile teshisinde basarisiz olmustur. Arastirilan 96
ornegin IC-SYBR Real Time-PCR yontemi ile CMV{/CMVr primerleri kullanilarak

yapilan analizi sonucunda tiim orneklerin CMV ile enfekteli oldugu gorilmiistiir.
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Ancak, CMV Pfor/Prev primeri ile 21 ve 28 nolu ornekler teshis edilememistir (Sekil
4.10-4.11).

e
[—
——]
—
——
e
——
p—
=

CMV Pfor/Prev real time PCR «LCMVf/CMVr.real. time.PCR.

(a) (b)

Sekil 4.10. . CMV pozitif 6rnekler ile IC-SYBR real time PCR sisteminin kurulmasi.
CMV Pfor/Prev primerleri ile 512 bp uzunlugunda (a), CMVf/CMVr primerleri ile 111
bp uzunlugunda (b) fragmentlerin amplifikasyonu. M 100 bp DNA markor (Thermo

Scientific).

Topraktaki TMV'yi tespit etmek i¢in IC-real-time RT-PCR testi kullanilmistir. RT-PCR
veya DAS-ELISA analizlerinden daha hizli, hassas ve spesifiktir. Bu analiz yontemi,
topragin TMV icerigini dogru bir sekilde belirlemeye yardimci olabilir. Toprakta viriis
olusumunun dogru tespitine dayanarak, iirlin rotasyonunu kontrol etmek ve ekinlerde
viral hastalik salginlarini azaltmak i¢in ekim rotasyonlar1 kullanilabilir veya direncli

cesitler ekilebilmektedir(Jin-Guang Yang vd., 2012)
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(b)

Sekil 4.11. CMV o6rneklerinin ile IC-SYBR real time PCR yontemi ile analizi ile elde
edilen amplikonlarin agaroz jelde kontrol edilmesi. Analizde 512 bp uzunlugunda
fragment amplifiye eden CMV Pfor/Prev primer ¢ifti kullanilmistir(a,b). M 100 bp

DNA markér (Thermo Scientific).
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(b)

Sekil 4.12. CMV orneklerinin ile IC-SYBR real time PCR yoOntemi ile analizi ile elde
edilen amplikonlarin agaroz jelde kontrol edilmesi. Analizde 111 bp uzunlugunda
fragment amplifiye eden CMVf/CMVr primer ¢ifti kullanilmistir (a,b). M 100 bp DNA

markor (Thermo Scientific).
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Cizelge 4.2. Farkli yontemlerle analiz edilen 6rneklerdeki CMV enfeksiyon durumu

s Bitki Bitki CMYV enfekteli bitki sayisi
oy adi sayist DAS- IC-RT- | IC-Real Time-
ELISA PCR PCR
Biber 4 0 0 4
Dostuk Kavun 2 1 1 2
Domates 1 0 0 1
Kabak 2 0 0 2
Kavun 2 0 0 2
Milanfan

Hiyar 5 0 0 5
Domates 1 0 0 1
Ala-Too Hiyar 16 0 0 16
Biber 9 1 2 9
Domates 9 0 0 9

Tashtar-Ata
Hiyar 2 1 2 2
Patates 1 0 1 1
\V0eno- Kabak 1 0 0 1
Antonovka Kavun 1 0 0 1
Seleksiya Domates 6 0 0 6
Belovodskoe Patates 4 0 0 4
Kirov Kabak 1 0 0 1
Kemin Patates 28 0 0 28
Toplam 96 3 6 96

Viriis hastaliklarinin dogru bir sekilde teshisi ve tanimlanmasi bitki korumada ilk
onemli adimlardan birisidir. Viriis hastaliklarinda enfeksiyondan sonra bir uygulama ile
bitkiyi iyilestirmek miimkiin olmadigindan en etkili kontrol enfeksiyon olugmadan
onlemler almaktir. Ureticiler tarafindan uygulanabilecek en uyugn yaklasim, saglikli
bitki materyalinin kullanimidir. Bu nedenle, bitki {iretim sistemlerinde iyi bir

sertifikasyon sisteminin kurulmast ve ylriitilmesi gereklidir. Bu sertifikasyon
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progrmalarinda da hizli ve dogru teshis saglayan teshis metotlariin kullanilmasi

elzemdir.

Bitki viriislerinin teshisinde seroloji kullanimi ¢ok yaygin hale gelmistir. ELISA temelli
teshisde viral protein sicak kanli bir hayvana enjekte edilmekte ve hayvan antijen gorevi
goren viral proteinlere antibodi iiretmektedir. Bu antibadi hayvandan ekstrakte
edilmekte, baz1 boya ve enzimlerle birlikte antijen teshisinde kullanilmaktadir. PCR
temelli teshis metotlarinda patojenin niikleik asidi ekstrakte edilmekte ve cogaltilarak

agaroz jelde veya flourosens boyalarla gorsel hale getirilmektedir.

Her teknigin kullanim amaci, hassasiyet ve maliyet olarak {istiinliik ve dezavantajlar
bulunmaktadir. ELISA temelli metotlarin kullanimin1 sinirlayan en 6énemli faktor iyi bir
viral antiserum’un her zaman bulunmamasi ve bazi viriislere karst antiserum
gelistirilmemis olmasi, antiserum gelistirmenin maliyet gerektirmesidir. Diger traftan
ELISA testi ¢ok sayida drnegin viriise kars1 taranmasinda kullanigh olmasina ragmen iki
giinde tamamlanmasi nedeniyle zaman alicidir. PCR temelli yontemler niikleotid bilgisi
gerektirmekte, virlise Ozgii tasarlanan primerler kullanilarak hedef bdlge
cogaltilmaktadir. ELISA yontemine gore daha az titrasyondaki viral partikiilleri teshis
etme basarisina sahiptir Bashir ve Siljo (2014). Bu sistem immunocapture ile viral
partikiillerin yakalanmasi isistemi ile birlestirildiginde niikleik asit ekstraksyonu
sirasinda karsilagilan fenolik bilesiklerin DNA veya RNA’yarar vermesi problemini
ortadan kaldirmaktadir (Candresse vd., 1995; Varveri ve Boutsika 1999). Real time
PCR diger ELISA ve PCR teknikleri ile karsilagtirildiginda DNA amplifikasyonunun
flourometrik olarak izlenmesinden dolayr hassasiyeti daha da artmakta ve teshis
sirasinda ¢ok kiiciik miktardaki bitki dokularindan ¢ok az titrasyondaki viral
partikiillerin belirlenmesine olanak saglamaktadir. Real time PCr teknikleri hizli,
hassas, spisifk ve hedef organizmanin miktarin1 6lgmeye olanak veren yontemlerdir.
Molekiiler yontemlerin dezavantajlar1 deneyimli personel ve ekipman ihtiyaci,
maliyetinin yliksek olmasidir. DIBA gibi kati bir yiizeyde gergeklestirilen blot
tekniklerinde viral genom transfer ve uzun bekeleme siirelerinden etkilenmemekte,
maliyet diismekte, biiyiik alanlarda sorvey yapilacaginda kullanilabilir bir yontem
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Virlis teshisinde amag, test edilecek ornek sayist ve
amaca yonelik olarak testten beklenen hassasiyet onemli olmakta bu kosullara gore test

yontemi se¢ilmektedir.
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4.6 CMYV lzolatlarmmn Irk tayini
4.6.1 ELISA ile irk tayini

Monoklonal antiserum kullanilarak yapilan ELISA testleri sonucu Kirgizistan’da tespit
edilen CMVizolatalrinin CMV altgrup I oldugu belirlenmistir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13. ELISA Reagent Set for cucumber mosaic virus -subgroup 1 (CMV )
ve ELISA Reagent Set for Cucumber mosaic virus -subgroup I (CMV II) antiserumlari

ile alt gruplarmn belirlenmesi

4.6.2 Multipleks PCR ile CMYV izolatlarinin 1rk tayini

Multipleks PCR denemesinde CMV I, CMV Il ve internal kontrol primerlerinin hepsini
iceren primerler ile reaksiyon gergeklestirilmis, calisma sonucunda sadece internal
kontrol amplifikasyonlari elde edilmistir. Daha 6nceki ¢alismalardan elimizdeki CMV
izolatlarinin CMV 1 oldugunun tespit edilmesi ve CMV II pozitif kontroliin olmamasi
nedeniyle spesifik primerlerle irk belirleme ¢alismalart multipleks PCR seklinde degil
ayr1 PCR ¢alismalar1 seklinde yapilmistir (Sekil 4.14). Yapilan analiz sonucunda CMV
izolatlarinin altgrup I oldugu teyid edilmistir.

Altgrup 1 rklar kendi i¢inde yem bezelyesindeki (Vigna unguiculata) simptomlar ve
RNA3’deki 5°- kodlanmayan bdlge varyasyonuna gore 1A ve IB olarak ayrilir. Ayrica
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altgrup IA wrklar1 sistemik mozaik simptomlar iiretir. IB 1rklar1 inokule edildigi bitkinin
yapraginda nekrotik lokal lezyonlar meydana getirir. Altgrup I daha ¢ok tropik ve
subtropik alanlarda siddetli simptom ve epidemi yapraken, altgrup II daha ¢ok iliman
iklimlerde ortaya ¢ikmaktadir (Rossincik vd., 1999; Haase vd., 1989).

TMV ve ToMV'nin farklilagsmasi i¢in bir multipleks IC-RT-PCR testi Cin’de
gelistirilmistir. Bununla birlikte, negatif sonuglarin yorumlanmasinin yani sira CMV'nin
uydu RNA'siin saptanmasi i¢in bir internal kontrol prosediirii, IC-RT-PCR ve ELISA
yontemlerine dahil edilmemistir. ELISA yoOntemleri, iki virlis arasindaki c¢apraz
reaksiyon nedeniyle TMV ve ToMV'yi giivenilir bir sekilde ayirt edememistir.
Multiplex RT-PCR, farkli primer setleri kullanarak birden fazla bitki viriisiiniin
saptanmasi i¢in yararl bir tekniktir. Bu tiir yontemler bir¢ok bitki viriisiinlin saptanmasi
icin gelistirilmistir. 18S rRNA'y1 bir internal kontrol olarak kullanarak, domates
bitkilerinde TMV, ToMV ve CMV alt gruplarin1 ve CMV-satRNA'y1 es zamanli olarak
saptamak ve ayirt etmek i¢in bir multipleks RT-PCR sistemi gelistirilmistir. Yeni
gelistirilen multipleks protokol, satRNA ve farkli Tobamoviriisleri ile CMV alt
gruplarinin salgin durumlarini aragtirmak igin uygun bir yol saglamigtir (Shaoning Chen
v.d., 2011).

Sekil 4.14. CMV izolatlarinin CMV altgrup I ve altgrup II spesifik primer ciftleri
ile PCR ile analizi ile elde edilen amplikonlarin agaroz jelde kontrol edilmesi. M 1 kb

DNA ladder (Thermo Scientific)

44



4.6.3 CMV genomunun kilif protein bolgesinde RFLP ile 1rk tayini

Tespit edilen izolatlarin kilif proteinlerinin amplifikasyonunda basarili olunabilen 32 ve
56 nolu izolatlarin (Sekil 4.15) EcoRI ve Mspl restirksiyon endonukleaz enzimleri ile
kesimi sonucu CMV I 1rki i¢in beklendigi sekilde ECORI enzimi kesim yapmamis, Mspl
enzimi iki fragment seklinde yaklasik 537 bp ve 335 bp biiyiikligiinde band profilleri
sonuglamustir (Sekil 4.16). Buna gore, Bashir vd., (2006) ya gore amplifiye edilen
viriistin kilif protein bolgesinin arastiricilar tarafindan bildirildigi sekliyle 537 bp ve 335
bp uzunlugunda iki farkli fragmente Mspl yardimiyla kesilmesi, Kirgizistan’dan tespit
edilen CMYV izolatlarinin altgrup | oldugunu géstermis ve CMV 1rki RFLP metodu ile
de teyid edilmistir.

Re-assortment ¢ok genomlu viriislerde dogal bir olusum olmakla birlikte genetik
varyasyon ve yeni irklarin gelismesinde 6nemlidir. CMV’de reassorment altgrup I ile II
den ziyade yiiksek derecede benzerlikten dolay1 daha c¢ok altgrup IA ile IB arasinda
gerceklesmektedir (Bonnet vd., 2005; Fraile vd., 1997). iran CMV izolatlarmin kilif
proteini (CP) hareket proteini (MP) ve 2b gen bolgesi niikleotid dizileri gen
bankasindaki diger CMV izolatlariyla filogenetik analizi sonucu, Iran izolatlar1 CP ve
MP genlerine gore altgrup la ve Ib icerisinde yer alirken, 2b genine goére altgrup la

icerisinde yer almistir (Bashir vd., 2006).

LME 17 8 218 241 25 03

CPf /CPr

Sekil 4.15. CMV o6rneklerinin ile RT-PCR yontemi ile amplifiye edilen kilif protein
bolgesi fragmenti (866 bp) M 100 bp DNA markdr (Thermo Scientific).
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Sekil 4.16. CMV o6rneklerinin ile RT-PCR yontemi ile amplifiye edilen kilif protein
bolgesi fragmenti (866 bp)’nin ECORI ve Mspl enzimleri kesimi sonucu olusan band
profilleri. M 100 bp DNA markor (Thermo Scientific).

4.6.4 CMV genomunun kilif protein bolgesini dizileme ile irk tayini

Tespit edilen izolatlarin kilif proteinlerinin 866 bp uzunlugunda amplifikasyonunda
basarili olunabilen 21, 24 ve 32 nolu izolatlarin elde edilen 711 (21 ve 24 nolu izolatlar)
ve 734 bp (32 nolu izolat) dizilerinin Gen bankasindan temin edilen CMV la, CMV Ib
ve CMV I alt gruplarina ait niikleotid dizilerinin ¢oklu karsilastirmalar1 ve filogenetik
analizleri sonucu CMV 1rklarindan altgrup I oldugu oldugu teyid edilmistir. Ayrica
altgrup icerisinde IB grubuna dahil oldugu belirlenmistir (Sekil 4.17).

Farkli altgruplara ait izolatlarin dizi benzerlikleri genomik bolgeye gore %69 ile %77
arasinda degismektedir. Ayn1 altgrup igerisindeki izolatlarin benzerlikleri altgrup I icin
% 88, altgrup II i¢in %96°dan fazladir. Kore’de yapilan ¢alismada, Her bir RNA genom
parcasinin komple niikleotid dizileri belirlenmis ve diger CMV izolatlarinki ile
karsilastirilmistir. Acik okuma cergevesinin (Open Reading Frame) niikleotid dizisinin
karsilagtiritlmasi, CMV alt II grubu ile sadece % 78 dizi benzerligi gosterirken, her
CMV alt TA ve IB grubu soyuyla yaklasik% 89.2-92.4 arasinda dizi benzerligi
gostermistir. RNA2 ORF'lerinin niikleotid dizisi analizi, alt grup I ile % 85.3-97.6
arasinda dizi benzerligi ortaya koymustur. RNA3'Uin ORF'lerinde, niikleotid sekans
benzerlik seviyeleri CMV alt grup I’de % 92-99.2'den ve alt grup I CMV izolatlari ile
% 82'den daha diistiktiir. Bu sonuglar, CMV-ZM izolatinin alt I grubuna gore alt II grup
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daha yakindan iligkili oldugunu ve dolayisiyla CMV-ZM izolatinin biyolojik ve
molekiiler analizlerine dayali CMV alt 1 grup olarak simiflandirilabilecegini
gostermektedir. Polonya izolatlariin alt grup II prevalansi ile 1A ve II olmak tizere iki
alt gruba ait oldugu tespit edilmistir. RNA3 i¢in IA-MP / II-CP modeline sahip yeni
rekombinant varyantlar da tespit edilmistir (Mi-Kyeong Kim vd., 2011).
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g3 U22821 Avustralya CMV la
U31219 Havayi CMV la
U43888 Israil CMV la
D10544 ABD CMV la
— AJ006988 Cin CMV la
3 _LU32858 Kolombiya CMV la
1] M98500 Portoriko CMV la
— D28488 Japonya CMV la
AB004780 Japonya CMV la
AJ131623 Hollanda CMV la
L36251 Kore CMV la
Y10886 Italya CMV Ib

a0

AF013291 Kore CMV |b
X65017 Cin CMV |b
AF127977 ABD CMV |b
L36525 Kore CMV |b
AF368192 Cin CMV |b

_l D49496 Tayvan CMV |b

AJ131627 Hollanda CMV Ib
ABO042294 Japonya CMV |b
AJ271416 ABD CMV Ib

100 | CMV-21 Kirgizistan

CMV-24 Kirgizistan

CMV-32 Kirgizistan

AF350450 Hindistan CMV Ib
X89652 Hindistan CMV Ib
— U10923 ABD CMV I

100

Y18138 Fransa CMV Il

U22822 Avustralya CMV I
AJ131622 Hollanda CMV I
712818 Ingiltere CMV I

U61285 Guney Afrika CMV I

100

—A
0.02

Sekil 4. 17. Kirgizistan’dan temin edilen tic CMV izolatinin kilif protein bolgesinin
niikleotid dizilerinin gen bankasinda kayitlh CMV alt grup izolatlariyla filogenentik
analizi. Filogenetik aga¢ Neighbour joining metodu ile 1000 Bootstrap degeri ile

olusturulmustur.
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Cizelge 4.3. CMV izolatinin kilif protein bolgesinin niikleotid dizilerinin gen
bankasinda kayitlh CMV alt grup izolatlar

Gen )
bankas1 Ulke Konukcu Alt grup
kayit no
AF316362 Kore Chrysanthemum boreale b
coat
AB004780 Japonya Cucurbita ficifolia Ib
AJ131623 Hollanda Gladiolus Ib
L36251 Kore - Ib
D28488 Japonya Cucurbita pepo Ib
AJ006988 Cin - Ib
U32858 Colombiya Musa spp. Ib
M98500 Puerto Riko - Ib
D10544 ABD - Ib
U43888 Israyel Musa acuminata Ib
U22821 Australya - Ib
U31219 Havai Musa acuminata Ib
Y10886 Italya Solanum lycopersicum la
D49496 Taivan - la
AF013291 Kore - la
AF127977 ABD - la
L36525 Kore Gladiolus la
AF368192 Cin Passiflora edulis la
AJ131625 Hollanda Amaranthu la
AB042294 Japonya - la
U32859 Colombiya Musa acuminata la
AJ271416 ABD - la
AF350450 Hindistan Hyoscyamus muticus la
X89652 Hindistan Nicotiana rustica la
AF268598 Cin Musa acuminata I
U10923 ABD Spinacia oleracea I
Y18138 Fransa - I
U22822 Australiya - I
712818 Ingiltere - I
U61285 Giiney Afrika - I
AJ131622 Hollanda - I

Bu ¢alismada, Bashir vd., (2006) tarafindan bildiren sonuglar ile uyum igerisindedir.
Aragstiricilar tarafindan bildirildigi sekliyle amplifiye edilen viriisiin kilif protein
bolgesinin 537 bp ve 335 bp uzunlugunda iki farkli fragmente Mspl yardimi ile

kesilmistir.
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BOLUM V
SONUCLAR

Kirgizistan’da Solanaceae ve Cucurbitaceae grubu domates, biber, patates, hiyar, kavun
ve kabaklar yetistiriciliginin en yogun yapildigr Chui bolgesinde toplanan 96 6rnegin
CMV viriisii ile enfeksiyon durumlari arastirilmistir. Bu amagla, viriis hastaliklarinin
teshisinde kullanilan temel teshis metotlar1 kullanilmistir. Yapilan arastirmalar
sonucunda, Orneklerin analiz edilmesinde hassas (¢ok diisiik titrasyonda wviriis
miktarlarin tespit edebilen) teshis metotlar1 kullanildiginda bolgeden toplanan tiim bitki
orneklerinin CMYV ile enfekteli oldugu belirlenmistir. Ancak, rutin test yontemlerinden
DAS-ELISA kullanildiginda infeksiyon orani sadece %2.88 olarak belirlenmistir. Bu
durum, secilecek teshis metotlarinin amaca uygun olarak degerlendirilmesi gerektigini
ortaya koymaktadir. Ozellikle tohum iiretiminde viriisden ari bitkilerin secilmesinde

hassas teshis metotlarinin kullanilmasi1 6nem arz etmektedir.

Molekiiler teshis metodlart uygulandiginda asagidaki sonuglar elde edilmistir:

1. IC-RT-PCR sonuglsrina gore enfeksyon orani %6,25 tespit edilmistir.

2. IC-Real Time PCR sonucuna gére %100 hastalik orani belirlenmistir.

3. Multipleks PCR ile irk tayin analizi sonucunda CMV altgrup I oldugu tespit

edilmistir.

4. RFLP 1rk tayini sonucunda ise CVM altgrup I oldugu teyid edilmistir.

5. Viriistin kilif protein geni bdlgesinin niikleotid dizi analizi sonucu Kirgizistan’dan

temin edilen CMV izolatalrinin CMV altgrup IB ‘ye dahil oldugu belirlenmistir.

CMV viriis ile miicadelede vektorleri yok edilmesi, virusden ari bitki kullanimi ve
hastaliga dayanikli bitki tiretimi gibi miicadeleler uygulanmalidir. CMV viriisiin erken

ve dogru teshisi ¢ok onemlidir.

Bu calismada, Chui bolgesinde Solanaceae ve Cucurbitaceae grubundaki kiiltiir

bitkilerin yetistirilicigini smirlayan CMV viriisiin  serolojik ve molekiiler teshis
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yontemleri basari ile gerceklestirilmistir. Ulkede CMV enfeksiyonlar1 ilk kez rapor
edilmis ve CMV izolatlarinin altgrup IB oldugu belirlenmistir.
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EKLER

EK-A

DAS-ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. Yikama Tampon Cozeltisi (Washing Buffer) (PBST) pH: 7.4

o NaCl...oooiiii e, 8,0 gr
o KH2PO4, .......................................... 0,2 gr
e Na,HPO, .......... 1,15 gr
o KClL i 0,2 gr
o Tween-20........cooiiiiiiiiiiiiii e, 0,5 ml

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH, 0.1 M NaOH
veya 0.1 M HCl ile ayarlanmis ve +4 °C’de saklanmistir.

2. Kaplama Tampon Cozeltisi (Coating Buffer) pH: 9.6

 NayCOg.ovviiiii . 1,59 gr
¢ NaHCOgz.....oooiiiiiiiiii 2,93 gr
® NaNsz....oooii 0,2 gr

e Bromocresol purple..............cooiinnn. 5mg

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre suda eritilip pH ayarlanmis ve +4

°C’de saklanmustir.

3. Ekstraksiyon Tampon Cozeltisi ( Sample Extration Buffer) pH:7.2-7.4

4. Konjugat Tampon Cdzeltisi ( Enzyme Conjugate Buffer) pH: 7.4

o TRIS ..o oot 2,40gr
o NACL...oooiioieeoe oo, 8 gr
o PVP K25(MW 24000).............. 20 gr
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EK-A (Devam)

o Tween20.......ccovivvvviinnnnnnnn. 40 mg
o KCL...ooooiiiiiiis 40 mg
 NaNz.......oooiiiiiii 40 mg

1 litre PBST igerisine 2 gr BSA ve 40 mg Congo Red ilave edilerek pH ayarlanip

+4 °C*de saklanmustir.

5. Substrat Tampon Cozeltisi (Substrat Buffer) pH:9.8

97 ml Diethanolamine 1 litre saf su igerine ilave edildikten sonra 0,2 gr NaN;
eklenmis ve pH: 9.8’e ayarlanmistir. Cozelti +4 °C’de saklanmis ve kullanilmadan 6nce

pH kontrol edilmistir.
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EK-B

Agaroz Jel Elektroforez Calismalarinda Kullanmilan Cozeltiler

1. TAE Tampon Cozeltisi (10mM Tris, 5mM Sodium acetate, 0,5 mM EDT
(pH: 8.3)

1X TAE buffer hazirlamak i¢in 1.211 gr Tris-Base, 0.680 gr sodium acetate ve
0.186 gr EDTA 900 ml saf su igerisinde eritilmistir. Cozeltinin pH’ s1 8,3 olarak

ayarlandiktan sonra son hacim 1000 ml’ye tamamlanmistir.

2. Farkh konsatrasyonlarda agaroz jel hazirlamak icin;

% 1,5’ lik agaroz jel i¢in 150 mg agaroz 100 ml 1x TAE igerisinde

% 2’ lik agaroz jel igin 200 mg agaroz 100 ml 1x TAE igerisinde

3. Ethidium Bromide

10 mg ethidium bromide 1 ml saf su igerisinde ependorf tiipiinde eritilmistir. Daha

sonra bu ana stoktan 30 pl alinarak 100 ml saf su igerisine ilave edilmistir.
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EK-C

Cycling A.Green(Extraction samples)
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EK-C

Melt A.Green(extraction samples)
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EK-D

Concentration data for Cycling A.Green(EXTRACTION SAMPLES)
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EK-E

Elde edilen CMYV dizileri asagidadir:

>CMV-21

ATCTGAATCAACCAGTGCCGGTCGTAACCGCCGACGTCGTCCGCGTCGCGG
TTCCCGCTCCGCTTCCTCCTCCGCGGATGCTAATTTTAGAGTCCTGTCGCAAC
AGCTTTCGCGACTTAATAAGACGTTAGCAGCTGGTCGTCCAACTATTAACCA
CCCAACCTTTGTGGGTAGTGAGCGTTGTAAACCTGGGTACACGTTCACTTCT
ATTACCCTGAAGCCACCAAAAATAGACAAGGGGTCTTATTATGGCAAAAGG
TTGTTGCTTCCTGATTCAGTCACGGATTTCGATAAGAAGCTTGTTTCGCGCA
TTCAAATTCGAGTTAATCCTTTGCCGAAATTTGATTCTACCGTGTGGGTAAC
GGTCCGTAAAGTTCCAGCCTCCTCGGACCTGTCCGTTGCCGCCATCTCTGCT
ATGTTTGCGGACGGAGCCTCACCGGTACTGGTTTATCAGTATGCCGCATCTG
GAGTCCAAGCCAACAATAAATTGTTGTATGATCTTTCGGCGATGCGCGCTGA
TATTGGTGACATGAGAAAGTACGCCGTACTCGTGTATTCAAAAGACGATGC
ACTCGAGACGGATGAGCTGGTACTTCATGTTGACATTGAGCACCAACGCAT
TCCCACATTAGGGGTGTTCCCAGTTTGAATCCGTGTTCTCCCAGAACCCTCC
TTCTGATTTCTGTAGAGGGAGCTGAGTTGGTAGTGTTG

>CMV-24

ATCTGAATCAACCAGTGCCGGTCGTAACCGCCGACGTCGTCCGCGTCGLGG
TTCCCGCTCCGCTTCCTCCTCCGCGGATGCTAATTTTAGAGTCCTGTCGCAAC
AGCTTTCGCGACTTAATAAGACGTTAGCAGCTGGTCGTCCAACTATTAACCA
CCCAACCTTTGTGGGTAGTGAGCGTTGTAAACCTGGGTACACGTTCACTTCT
ATTACCCTGAAGCCACCAAAAATAGACAAGGGGTCTTATTATGGCAAAAGG
TTGTTGCTTCCTGATTCAGTCACGGATTTCGATAAGAAGCTTGTTTCGCGCA
TTCAAATTCGAGTTAATCCTTTGCCGAAATTTGATTCTACCGTGTGGGTAAC
GGTCCGTAAAGTTCCAGCCTCCTCGGACCTGTCCGTTGCCGCCATCTCTGCT
ATGTTTGCGGACGGAGCCTCACCGGTACTGGTTTATCAGTATGCCGCATCTG
GAGTCCAAGCCAACAATAAATTGTTGTATGATCTTTCGGCGATGCGCGCTGA
TATTGGTGACATGAGAAAGTACGCCGTACTCGTGTATTCAAAAGACGATGC
ACTCGAGACGGATGAGCTGGTACTTCATGTTGACATTGAGCACCAACGCAT
TCCCACATTAGGGGTGTTCCCAGTTTGAATCCGTGTTCTCCCAGAACCCTCC
TTCCGATTTCTGTAGAGGGAGCTGAGTTGGTAGTGTTG

>CMV-32

TGAGTCGAGTCGAGTCATGGACAAATCTGAATCAACCAGTGCTGGTCGTAA
CCGCCGTCGTCGTCCGCGTCGCGGTTCCCGCTCCGCTTCCTCCTCCGCGGAT

GCTACGTTTAGAGTCTTGTCGCAACAGCTTTCGCGACTTAATAAGACGTTAG
CAGCTGGTCGTCCTACTATTAACCACCCAACCTTTGTGGGTAGTGAGCGCTG
TAGACCTGGATACACGTTCACATCGATTACCCTGAAGCCACCGAAAATAGA
CCGTGGGTCTTATTATGGTAAAAGGTTGTCGCTTCCTGATTCAGTCACTGAG
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EK-E (Devam)

TTCGATAAGAAGCTTGTTTCGCGCATTCAAATTCGAGTTAATCCTTTGCCGA
AATTTGATTCTACCGTGTGGGTGACGGTCCGTAAAGTTCCTGCCTCCTCGGA
CCTGTCCGTTGCCGCCATCTCTGCTATGTTCGCGGACGGAGCCTCACCGGTA
CTGGTTTATCAGTACGCCGCATCCGGAGTCCAAGCTAACAACAAACTGTTGC
ATGATCTTTCGGCGATGCGCGCTGATATTGGTGACATGAGAAAGTACGCCG
TACTCGTGTATTCAAAAGACGATGCGCTCGAGACGGATGAACTAGTACTTC
ATGTCGACATTGAGCACCAACGTATTCCCACATCTGGGGTGCTCCCAGTTTG
AACTCGTGTTTTCCAGAACCCTCCCTCCGATTTCTGTGGCGGGAGCTGAGTT
GGCAGTGTTG
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