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Ozet: Bu calismada 2013 yili Haziran ve Temmuz aylarinda Canakkale (Ezine)’den 48 domates, Bursa (iznik, Orhangazi,
Yenisehir)’dan 15 domates, 25 biber, 35 glaydl, Yalova (Merkez)’dan 12 hiyar, 8 kabak, 16 biber, Istanbul (Pendik)’dan 25
biber, Bilecik (Osmaneli)’den 14 domates, 15 biber ve Sakarya (Pamukova)’dan 22 biber olmak iizere toplam 235 adet bitki
yaprak érnegi toplanmistir. Ornekler DAS-ELISA yontemiyle analiz edilmistir. Toplanan biber 6rneklerinin % 69°u, domates
orneklerinin % 87’si, kabak 6rneklerinin % 75’1, salatalik drneklerinin % 58’1 ve glaydl 6rneklerinin % 69 u Cucumber mosaic
virus (CMV) ile enfekteli bulunmustur. Real-Time PCR analizinde glayol, biber, domates, kabak ve hiyar 6rnekleri 84.0-88.7
degerleri arasinda pik verirken negatif kontrol 76.0 degerinde pik vermistir. PCR analizi sonucunda 540 bp’lik DNA bantlar1
% 1’ lik agaroz jel elektroforezde gozlenmistir. Molekiiler ve serolojik analizler paralellik gostermistir. Bu ¢alisma, CMV nin
glaydl bitkisinde tespitinin Tiirkiye’deki ilk kaydidir.

Anahtar kelimeler: CMV, sebze, glayol, DAS-ELISA, PCR.

Detection of Cucumber Mosaic Virus (Cucumber Mosaic Virus, Cmv) Causing Natural Infection on
Some Cultured Plants in Marmara Region

Abstract: In this study, a total of 235 plant leaf samples were collected from 48 tomatoes from Canakkale (Ezine), 15 tomatoes,
25 peppers and 35 gladiolus from Bursa (Iznik, Yenisehir, Orhangazi), 12 cucumbers, 8 zucchini and 16 peppers from Yalova
(Center), 25 peppers from Istanbul (Pendik), 14 tomatoes and 15 peppers from Bilecik (Osmaneli) and from 22 peppers from
Sakarya (Pamukova) in June and July 2013. Samples were analysed by DAS-ELISA technique. 69 % of pepper samples, 87 %
of tomato samples, 75 % of zucchini samples, 58 % of cucumbers sample and 69 % of gladiolus samples were found to be
infected with Cucumber mosaic virus (CMV). Real-Time PCR analysis in the gladiolus, peppers, tomatoes, zucchini and cu-
cumber samples revealed peak values between 84.0-88.7, while the negative control gave a peak value of 76.0. The expected
amplicon sizes of 540 bp were observed after electrophoresis of PCR products in 1% agarose gel. The results of ELISA and
PCR showed parallelism. This study is the first report of CMV in gladiolus in Turkey.

Key words: CMV, vegetable, gladiolus, DAS-ELISA, PCR.

Giris

Marmara Bolgesi, Akdeniz ve Ege’den sonra yaklagik  bitkiler vejetasyon boyunca zarar gormektedirler.

5.084.000 ton sebze iiretimi ile liglincii sirada gelmektedir.
Sebzeler igerisinde ise 2.515.000 ton domates, 200.378 ton
biber, 130.501 ton hiyar ve 40.952 ton kabak iiretimi
yapilmaktadir (Ttik 2014). Ayrica Bursa-Orhangazi’de 90
doniim alanda, yaklasik 2.700.000 adet glaydl tretimi
yapilmakta ve bu miktarin ¢ogu ihra¢ edilmektedir
(Anonim 2013).

Niifus artisina paralel olarak gida ihtiyacinin da
artmasiyla beraber sebze yetistiriciliginde hastaliklara
dayanikli ve verimi yiiksek cesitler gelistirmek icin
¢alismalar hizlanmistir. Ancak kiiresel 1sinma ile birlikte
sicakligin, yagis zamaninin ve miktarimin degiskenligi
bitkilerde zarar yapan biyotik hastaliklar tetiklemekte,

Solanaceae ve Cucurbitaceaca familyalarinda yer alan
sebzelerin  ¢ogu iilkemizde yaygin bir sekilde
yetistirilmekle beraber biyotik hastalik etmenlerine de
dogal konukguluk etmektedirler. Bu etmenler igerisinde
yer alan virlislerin taginmasinda tohum, vektdr bocekler
ve enfekteli bitki materyalleri 6nemli rol oynamaktadir.
Ozellikle CMV gibi tohum ve vektdrle etkin bir sekilde
tagimnan virlislerin  epidemi  yapmasinda vektoriin
popiilasyon yogunlugu olduk¢ca Onemlidir. CMV,
Bromoviridae familyasinda Cucumovirus cinsi igerisinde
yer almaktadir. Yaprak bitleri ile non-persistent olarak
tasinmaktadir. Konukgu dizisi olduk¢a genis olup, 100
familyada 518 cins igerisinde, 1287 bitki tiiriinde zarar
yapmaktadir (Edwardson ve Christie 1987; Brunt ve ark.
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1996). Dogal konukgulart igerisinde ¢ogunlukla
Cucurbitaceae, Fabaceae ve Solanaceae familyalarina ait
tiirler bulunmaktadir (Brunt ve ark. 1996). Etmen tohum,
hastalikli bitki artiklari, yabanci otlarla (Brunt ve ark.
1996) oldugu gibi yaprak bitleriyle de etkin bir sekilde
tasinmaktadir (Pollard 1973; Palukaitis ve ark. 1992;
Kaper ve Waterworth 1981; Caglar 2006). Ozellikle
sonbahar ve ilkbahar mevsimlerinin 1lik ve az yagish
olmas1 yaprak biti popiilasyonunu arttirdigindan dolay1
CMV’nin taginmasi da buna paralel olarak artmaktadir.
CMYV ile erken donemde enfekte olan biber bitkilerinin
meyveleri, sagliklilardan % 80 oraninda daha kiigtik, sekli
bozuk ve acik renkli olmaktadir (Agrios ve ark. 1985;
Unlii ve Giildiir 2004). Tiirkiye’de kabakgil yetistirilen
alanlarda bulunan 6nemli virisler igerisinde Kabak sari
mozaik virtisii (Zucchini yellow mosaic potyvirus,
ZYMV), CMV, Karpuz mozaik viriisii (Watermelon
mosaic potyvirus, WMV) ve Cucurbit aphid-borne
yellows luteovirus (CABYV) yer almaktadir (Sevik ve
Arli-Sokmen 2003; Kaya ve Erkan 2004). Ayrica
iilkemizde domates ve biber bitkilerinde Domates lekeli
solgunluk viriisii (Tomato spotted wilt virus, TSWV),
Domates mozaik viriisii (Tomato mosaic virus, TOMV),
Patates X viriisii (Potato virus X, PVX), CMV, Tiitiin
mozaik viriisii (Tobacco mosaic virus, TMV), Patates Y
virisii (Potato virus 'Y, PVY)’niin zarar yaptigi
belirlenmistir (Bostan ve Dursun 2002; Unlii ve Giildiir
2004; Degirmenci ve Uzunogullar1 2007). Ulkemizde son
yillarda siis bitkileri yetistiriciligi ve ithalati artmis bu
durum hastalik ve zararhilarim gorilme sikligii da
beraberinde getirmistir. Glayol gibi soganla c¢ogaltilan
bitkiler icin viral etmenler giderek problem haline
gelmekte ve bu etmenlere konukguluk etmektedirler
(Kamo ve ark. 2005). Glayol bitkileri, afitle taginan
Potyvirus (Fasulye sar1 mozaik viriisi - Been yellow
mosaic virus) (Wylie ve ark. 2010), Cucumovirus (CMV)
(De la Torre-Almaraz ve ark. 2002; Dubey ve ark. 2010)
ve nematodla taginan Tobravirus (Tobacco rattle virus)
(Katoch ve ark. 2004) cinslerinde yer alan tiirler
tarafindan  enfekte  edilmektedir. CMV  glayodl
yapraklarinda siddetli mozaik, ¢igceklerde renk kirilmasi
ve bitkide bodurluk belirtilerine neden olmakta ve
ekonomik dneme sahip kayiplar meydana getirmektedir
(Raj ve ark. 1998).

Bu ¢alisma ile 2013 y1l1 Haziran ve Temmuz aylarinda
Marmara Bélgesi'nde Canakkale (Ezine), Bursa (Iznik,
Yenisehir, Orhangazi), Yalova (Merkez), Istanbul
(Pendik), Bilecik (Osmaneli) ve Sakarya (Pamukova)
illerinde siirvey caligmalar1 yapilarak toplanan domates,
hiyar, kabak, biber ve glaydl bitkilerinde ekonomik
diizeyde zarar yapan CMV ’nin varlig1 arastirtlmistir.

Materyal ve Metot

Domates, biber, hiyar, kabak ve glay6l bitkilerinden
alman yaprak Ornekleri, Bioreba AG firmasina ait
poliklonal CMV tam kiti, CMV’ye &6zgii primer ¢ifti ve
laboratuvar malzemeleri materyali olusturmustur.

N. Uzunogullar: ve M. Giimiis

Stirvey Calismalar

Stirvey calismalar1 2013 yilinda Marmara Bolgesi’nde
Canakkale (Ezine)’de domates, Bursa (Iznik, Yenisehir,
Orhangazi)’da domates, biber ve glaydl, Yalova
(Merkez)’da hiyar, kabak ve biber, Istanbul (Pendik)’da
biber, Bilecik (Osmaneli)’de domates ve biber, Sakarya
(Pamukova)’da biber yetistirilen alanlarda
gerceklestirilmig, haziran ve temmuz aylarinda 6rnekleme
yapilmistir (Bora ve Karaca 1970).

Serolojik Calismalar

Araziden toplanan ornekler polietilen torbalarda buz
kutusu icerisinde laboratuvara getirilmistir. Serolojik
analizler, DAS-ELISA yontemine gére (Clark ve Adams
1977), Bioreba AG Firmasi’nin prosediirine gore
yapilmigtir. Absorbans degerinin 6lgiilmesinde 405 nm
dalga boyundaki ELISA mikroplate okuyucusu (EIx800
Universal Microplate Reader) kullanilmigtir. Negatif
kontrole ait absorbans degerinin 3 kat1 ve daha {istii deger
veren Ornekler pozitif olarak kabul edilmistir (Chen ve
Adams 1991).

Molekiiler Calismalar

Hastalik Dbelirtisi gosteren ve DAS-ELISA testi
sonucunda pozitif sonug veren drneklerden se¢ilenler Real-
Time PCR yo6ntemi kullanilarak Rotor-Gene Q (Qiagen)
cihazinda molekiiler testlere tabi tutulmustur. PCR
calismalarinda, viriisiin kilif protein geni {izerinde 540 bp
uzunlugundaki alani ¢ogaltan 5’- GTA GAC ATC TGT
GAC GCG A -3’ (forward) ve 5’- GCG CGA AAC AAG
CTT CTT ATC -3’ (reverse) primerler kullanilarak
gerceklestirilmistir (Raj ve ark., 1998). TNA (total niikleik
asiti) ekstraksiyon Qiagen RNeasy mini kit kullanilarak
yapilmisgtir. Ekstraksiyonda protokole uygun olarak 100
mg yaprak ornegi kullanilmigtir. PCR  karisimi  ve
cogaltilmas: Qiagen Rotor-Gene SYBR Green RT-PCR
Kit kullanilarak gercgeklestirilmistir. Steril 0,2 ml’lik PCR
tiiplerine 12.5 pl 2x Rotor-Gene SYBR Green RT-PCR
Master Mix, Rotor-Gene RT Mix 0.25 pl, 0.25 pl primer
R, 0.25 pl primer F, 6.75 RNase-Free su ve 5 ul TNA ilave
edilerek toplam 25 pl hacime tamamlanmistir. Tiipler
Rotor-Gene Q cihazina yerlestirilerek, 95°C’de 5 sn, 56-
58°C’de 20 sn, 72°C’de 20 sn 45 dongiiden sonra 72°C’de
20 sn tutularak PCR agamasi yapilmistir. Ayrica elde
edilen PCR iiriinleri, ethidium bromide ile boyanan % 1’
lik agaroz jel elektroforezde yiiriitiilmis ve UV 1sikta
goriintiilenmistir. Boylece serolojik calismalar teyit
edilmistir.

Sonuclar
Stirvey Calismalart

2013 yilinda yapilan siirvey c¢aligmalarinda, domates,
biber, hiyar, kabak ve glaydl bitkilerine ait yapraklarda
kloroz, mozaik, renk agilmasi, bodurluk ve yaprak
deformasyonu gozlenmistir (Sekil 1, 2, 3, 4). Tesadiifi
olarak bitkilerden toplam 235 adet yaprak oOrnegi
toplanmustir.
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Sekil 2. Kabak (c) ve hiyar (d) yapraklarinda renk agilmasi, mozaik leke ve deformasyon

"

e f

Sekil 3. Hiyar meyvelerinde (e) sararma ve renk agilmasi, biber (f) yapraklarinda mozaik ve deformasyon.
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Sekil 4. Glayol yapraklarinda sararma ve serit seklinde mozaik leke olusumu (g, h).

Serolojik Analiz Sonuclar: (DAS-ELISA)

Yapilan DAS-ELISA analizleri sonucunda domates,
biber, hiyar, kabak ve glaydl bitkilerindeki CMV tespit
edilmistir. 2013 yili Haziran ve Temmuz aylarinda
Marmara Bolgesi’nde Canakkale (Ezine)’den 48 domates,
Bursa (iznik, Yenisehir, Orhangazi)’dan 15 domates, 25
biber, 35 glaydl, Yalova (Merkez)’dan 12 hiyar, 8 kabak,
16 biber, Istanbul (Pendik)’dan 25 biber, Bilecik
(Osmaneli)’den 14 domates, 15 biber ve Sakarya
(Pamukova)’dan 22 biber olmak iizere toplam 235 adet
bitki yaprak ornegi toplanmistir. Toplanan 77 adet domates
yaprak orneginden 67 tanesi, 103 adet biber 6rneginden 71
tanesi, 12 hiyar 6rneginin 7 tanesi, 8 adet kabak orneginin

6 tanesi, 35 glay6l 6rneginden 24 tanesi CMV ile enfekteli
bulunmustur. Toplanan 6rneklerde CMV’nin enfeksiyon
orant ise biber bitkilerinde % 69, domates bitkilerinde %
87, kabak bitkilerinde % 75, hiyar bitkilerinde % 58 ve
glaydl bitkilerinde % 69 olarak tespit edilmistir (Tablo 1).

Molekiiler Analiz Sonuclari (PCR)

Real-Time PCR analizi sonucunda glaydl, biber,
domates, kabak ve hiyar Ornekleri 84.0-88.7 degerler
arasinda pik verirken negatif kontrol 76.0 degerinde pik
vermistir (sekil 5).

PCR firiinlerinin amplifikasyonu sonucunda 540 bp
biiyiikliigiinde DNA bantlari elde edilmistir (Sekil 6).

Tablo 1. Siirvey alanlarindan toplanan ve enfekteli bulunan 6rnek sayilari ve % oranlari

il ilce Domates Biber Hiyar Kabak Glayél
T.0S EOS % T.0.8 EOS % T.0S EOS % T.0.S EOS % T.OSEOS %
Iznik 15 12 80 - - - - - - -
Bursa Yenisehir -- -- -- 25 15 60 -- -- -- - - - - - -
Orhangazi - - - - - - - - - - - - 35 24 66
Bilecik Osmaneli 14 1 79 15 8 53 - - - -- - . -
Canakkale Ezine 48 44 92 - - - - - - - - - [
Istanbul Pendik -- - - 25 22 88 - - - - -
Sakarya Pamukova  -- -- - 22 8 82 - - - - - - - - -
Yalova Merkez -- -- -- 16 8 50 12 7 58 8 6 % - -- --
TOPLAM 8 77 67 87 103 71 69 12 7 58 8 6 75 35 24 69

T.0.S: Toplanan Ormek Sayist

E.O.S: Enfekteli Ornek Sayisi
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Sekil 5. Real Time-PCR testi yapilan 6rneklere ait melt raporu (nk; Negatif Kontrol, 1; Kabak, 2; Biber, 3; Domates, 4; Hiyar, 5;
Glayol)

Tartisma

Marmara Bolgesi’nde sebze iiretiminin yogun olarak
yapildig illerde biyotik hastalik etmenleri ve zararlilardan
izole bir yetistiricilik yapmak miimkiin olmamaktadir. Bu
etmenleri zamaninda  tespit ederek  ireticiyi
bilinglendirmek, yapilacak miicadelenin ilk adimidir. Bu
amagla 2013 yilinda Canakkale, Bursa, Yalova, Istanbul,
Bilecik ve Sakarya Illeri’nde iireticilerden gelen sikayetler
dogrultusunda yapilan incelemelerde domates, biber,
kabak, hiyar ve glayol yetistirilen alanlarda viral hastalik
etmenlerinin neden oldugu belirtilere rastlanmistir.
Ozellikle bitkilerin yapraklarinda sararma, mozaik,
deformasyon belirtileri virlis enfeksiyonu siiphesini
kuvvetlendirmistir. Toplanan &rneklere uygulanan DAS-

Trakya Uni J Nat Sci, 16(1): 9-15, 2015

ELISA testi sonucunda biberlerde % 69, domateslerde %
87, kabaklarda % 75, hiyarlarda % 58 ve glayéllerde % 69
CMV enfeksiyonu tespit edilmigtir. CMV 1rkina, konukg¢u
¢esidine ve iklim kosullarina bagli olarak genis bir
ekolojide zarar yapmaktadir. Nitekim enfeksiyon oranlari
benzer calismalarla kiyaslandiginda; Hindistan’da biber
plantasyonlarindan alinan 50 adet biber &rneginin %
18’inde CMV enfeksiyonu tespit edilirken (Biswas ve ark.
2013), A.B.D. Sade illinois Eyaleti’nde kabak bitkilerinde
% 4 oraninda CMV tespit edilmistir (Jossey ve Babadoost
2008). Ankara’da 230 kabakgil bitkisinden 7 tanesinde
CMV tespit edilmistir (Dursunoglu ve Ertung 2003).
Caglar (2006), 60 adet kavun, 62 adet domates ve 35 adet
biber bitkisini ELISA ile testlemis, 5 adet kavun, 9 adet
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domates ve 6 adet biber 6rnegini CMV ile enfekteli
bulmustur. Giineydogu Anadolu ve Dogu Akdeniz
Bolgelerinde biber yetistirilen alanlarda % 8.3 CMV
enfeksiyonu (Buzkan ve ark. 2006), Sanli Urfa’da ilkbahar
ve sonbahar donemlerinde biberlerde % 47 ve % 76
oranlarinda CMV enfeksiyonu belirlenmistir (Unlii ve
Giildiir 2004). Samsun’da kabakgillerde (salatalik, kavun
ve kabak) CMV nin yapmis oldugu enfeksiyon % 20.6’dir
(Sevik ve Arli-S6kmen 2003). Ulkemizde siis bitkilerinde
ne yazik ki viral hastaliklar yoniinden ¢aligmalar oldukga
azdir. Farkli {lkelerde yapilan c¢aligmalarda; Cek
Cumbhuriyetinde 262 glaydl bitkisinin % 29,4’tinde CMV
(Selavraj ve Pokorny 2009) tespit edilirken, Arjantin’de
yine glaydl bitkilerinde fasulye sar1 mozaik viriisii ve CMV
ilk kayit olarak tespit edilmistir (Arneodo ve ark. 2005).
Iran’da Mahallat’da 180 glaydl 6rneginin % 16.1%i,

N. Uzunogullar: ve M. Giimiis

Mashhad’da 385 ornegin % 26.5’i CMV ile enfekteli
bulunmustur (Dorrigiv ve ark. 2013).

CMV ile enfekteli bulunan tarlalarda 6zellikle domates
iireticilerinin hibrit tohum yerine kendi tohumlarindan
iiretim yaptiklar1 dikkat ¢ekmistir. Ureticilerin gegmis
yillara oranla viriis hastaliklar1 konusunda daha bilingli
olduklar1 gézlenmekle beraber bazi bdlgelerde viriislerin
etkisini azaltmak amaciyla bu hastaliklara kars1 giibrelerin
kullanildig1  dile getirilmistir. Ureticilere, viriislerle

miicadele i¢in temiz fide kullanmalar1 ayrica tedavi edici
onlemler yerine koruyucu onlemleri benimsemeleri ve
uygulamalari kimyasal olarak ise viriisleri tespit ettirdikten
sonra taginmasini saglayan vektor boceklerle dogru bir
sekilde miicadele etmeleri konusunda gerekli uyarilar
yapilmistir. Bu ¢alisma, CMV’nin glay6l bitkisinde
tespitinin Tiirkiye’deki ilk kaydidir.

Sekil 6. CMC’ye ait primer ¢ifti ile yapilan PCR sonuglari (L; 1000bp markér, N.K.; Negatif Kontrol, 1;Kabak izolat1, 2;Biber
Izolat1, 3;Domates Izolat1 4;Hiyar Izolati, 5;Glaydl Izolat1)
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