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OZET

Bu calisma, Burdurun Cine ovasindaki fasulyelerde hiyar mozaik virGsinin (CMV) belilenmesi amaciyla
gerceklestirildi. 2011 yilinda fasulye alanlarinda virs slUpheli bitkilerden alinan yaprak 6rnekleri CMV yénlinden
Double Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) ve Immunocapture Reverse
Transcriptase-Polimerase Chain Reaction (IC-RT-PCR) ydntemi ile incelendi. Toplanan 50 yaprak Orneginin
tamamina DAS-ELISA y6ntemi uygulandi. Ayrica ELISA testinde pozitif ¢ikan veya pozitif oldugundan stphe edilen
12 Ornege ise PCR testi uygulandi. Orneklerin serolojik testlerinde CMV’ye spesifik antiserumlar kullanildi. DAS-
ELISA testi sonucunda 50 6rnekten 25’inde (%50) CMV enfeksiyonu belirlendi. IC-RT-PCR y6énteminde kilif protein
geninin yaklasik 678 bp’lik bir kismi amplifiye edildi ve 12 dérnegin tamaminda CMV’ye 6zgi beklenen seviyede bant
gbzlendi.

Anahtar Kelimeler: Fasulye, CMV, DAS-ELISA, IC-RT-PCR

Cucumber mosaic Virus in Bean Growing Areas of Cine Plain, Burdur, Turkey
ABSTRACT

The presence of Cucumber mosaic virus (CMV) on the leaves of fresh beans grown in the Cine Plain of Burdur,
Turkey was determined. Leaf samples from the plants with suspected virus infection in 2011 were analyzed by the
CMV by Double Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) and Immunocapture
Reverse Transcriptase-Polimerase Chain Reaction (IC-RT-PCR) methods. Fifty samples in total were tested by DAS-
ELISA. Furthermore, 12 samples, which were positive or suspected samples in DAS-ELISA tests, were used for IC-
RT-PCR for the identification of CMV. For serological testing of the samples, antisera spesific to CMV were used. As
a result of DAS-ELISA, 25 out of 50 samples (50%) were infected with CMV. Immunocapture RT-PCR assay was
carried out using spesific primer which amplified a 678 bp fragment of coat protein of CMV in suspected samples. A
unique band size, as expected for CMV, was observed in 12 leaf samples.
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1. GIRIS sebze, kuru dane ve konserve gibi degisik sekillerde
degerlendirilebilmektedir (Bozoglu, 1995).

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) besin degeri ¢ok

yUksek olan, hemen hemen tiim dlinyada bol miktarda Leguminosae familyasinin (yesi olan fasulyenin

tiketilen 6nemli bir kdltir bitkisidir. Fasulye taze anavatani Orta ve Glney Amerika Ulkeleridir.
Anadolu’'ya 250-300 yil 6nce Avrupa'dan gelerek
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yayilim gésterdigi tahmin edilmektedir (Sehirali, 1988).
Dilnya da taze fasulye Uretimi 26 milyon hektar alanda
4.310.733 ton’dur. 2011 yili verilerine gére Turkiye’'de
toplam 799.379 hektar (ha) baklagil alaninin 528.931
ha alaninda taze fasulye Uretimi yapiimis ve 614.948
ton taze fasulye Uretilmistir (Web 1, 2011).

Burdur, Goller Bolgesi olarak da adlandirilan Bati
Akdeniz Bélgesinde yer almaktadir. iklim olarak hem
ic Anadolu'nun hem de Akdeniz bélgesinin iklimini
yansitmaktadir. iklim faktérleri ile birlikte son yillarda
yapilan ¢alismalarla sulama olanaklarinin gelistiriimesi
bblgede sebze Uretimini daha da 6nemli hale
getirmistir. Burdur ili ekonomisi temel olarak tarim ve
hayvanciliga dayanmaktadir. Taze fasulye Uretiminin
yapildigi en verimli ovalardan biri olan Gine ovasi
Turkiye’nin taze fasulye 0retiminin ylzde 22'sini
karsilamaktadir (Web 2, 2012). Burdur ilinde 56.644
dekar sebze Uretim alaninda, 21.213 ton taze fasulye
Uretimi yapiimaktadir (Web 1, 2011).

Fasulye bitkisi cansiz hastalik etmenlerinin yani sira
bircok  bakteriyel, fungal ve viral hastalik
etmenlerinden olumsuz etkilenmektedir (Nyvall, 1989).

Bunlarin iginde en 6nemli virus hastaliklarinin; Alfalfa
mosaic virus (AMV), Bean common mosaic virus
(BCMV), Bean common mosaic necrosis virus
(BCMNV), Bean golden mosaic virus (BGMV), Bean
yellow mosaic virus (BYMV), Cucumber mosaic virus
(CMV), Southern bean mosaic virus (SBMV), Tobacco
streak virus (TSV) ve Tomato aspermy virus (TAV)
oldugu bildirilmektedir (Kumar ve ark., 1994; Glzel ve
Arli-S6kmen, 2003; Ghorbani ve ark., 2010).

Ulkemizde fasulye virGsleri konusunda [CMV, AMV,
BCMV, CABMV, BCMNV, BYMV, Tobacco black ring
virus (TRRV), Cowpea aphid borne mosaic virus
(CABMV)] birgok aragtirma yapilimistir (Agikgdz, 1984,
Yilmaz ve Ozaslan, 1987; Fidan ve Yorganci, 1990;
GUmis ve ark., 2001; Glizel ve Arli-S6kmen, 2003).

Bitkilerde hastalik olusturan virsler ile ilgili kimyasal
bir mlcadele imkaninin bulunmayisi bu hastaliklarin
6nemini giderek arttirmaktadir. Uretim alanlarinda
sorun olan bu viral hastaliklarin kontroliinde kultlrel
ybéntemlerin uygulanmasi, dayanikli ¢esitlerin ve temiz
Uretim  materyalinin  kullaniimasi ve vektérlerle
mucadele etmenin énemi olduk¢a buyuktdr. Virlsler ile
micadelede uygun teshis ve gerekli &nlemlerin
alinmasi olduk¢a 6énem arz etmektedir. Bu ¢alismada,
Burdurun o6nemli fasulye Uretim alanlarindan olan
Cine ovasinda yetigtirilen fasulyelerde CMV’nin
serolojik ve molekiler teshis metotlari ile belirlenmesi
amagland..

2. MATERYAL ve METOT

Bu ¢alismanin ana materyalini, 2011 yilinda Burdur'un
Cine ovasi fasulye alanlarindan toplanan yaprak
materyalleri olusturdu. Orneklemeler yaprak
deformasyonu, yapraklarda kivirciklasma, damarlarda
cekilme, yaprak renginde acilmalar, yaprakta nekroz
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olusumlari, mozaik, bitkide bodurluk simptomu
gOsteren bitkilerden yapildi.
Etiketlenerek buz kutusu icerisinde laboratuvara

getirilen drnekler serolojik ve molekiler calismalarda
kullanihincaya kadar derin dondurucuda (-18°C)
muhafaza edildi. Calismada CMV DAS-ELISA
(BIOREBA AG, Switzerland) ticari kiti kullanildi. IC-RT-
PCR calismalarinda CMV’ye spesifik primer ciftleri ile
kihf protein geninin yaklasik 678 bp’lik bir kismi
amplifiye edildi. Bu primer Gifti (F-5-
TTGAGTCGAGTCATGGACAAATC-3; R-5-
AACACGGAATCAGACTGGGAG-3) Han-Xin ve ark.
(2004)’larina gbre sentezlettirildi.

DAS-ELISA ydnteminde; 6rnekler ilgili ticari firmanin
test prosedirtine gére incelendi.

IC- RT-PCR yo6nteminde; RNA izolasyonuna gerek
kalmadan virlise 6zgl spesifik antiserum’lar kullanild.
Uygulama, ilgili ticari firmanin (BIOREBA AG,
Switzerland) test prosedirine goére yapildi. 1C-RT-
PCR reaksiyonu tek asamali olarak TAKARA Bio Inc.
(Japan) firmasinin 6nerdigi sekilde 50 pyL hacimde
gergeklestirildi. Amplifikasyon asamasi 50°C 30
dakika, 94°C 2 dakika, 94°C 30 saniye, 55°C 30
saniye 30 dongl, 72°C 1 dakika ve +4°C « olarak
gerceklestirildi. Cogaltilan RT-PCR drinleri %71’lik
agaroz jel igerisinde elektroforez (Bio-Rad, Fransa)
edilip ethidium bromide ile boyandi ve gérintilemede

Doc-lt  (UVP, UK) gérintileme sisteminden
yararlanildi.

3. BULGULAR ve TARTISMA

Arastirmanin  yGrGtaldigd  Burdur  Cine  ovasi

mevkiinde yapilan gbézlemler sirasinda fasulye Uretim

alanlarinda  bitkilerde  mozaik, kloroz, damar
bantlasmalari, damar c¢ekilmesi, damarlarda renk
acllmalari, bitki boyunda kisalma, yapraklarda

deformasyon gibi hastalik belirtileri g6zlendi (Sekil 1.)

Diger pek cok virlis hastaliginda oldugu gibi fasulyede
de zarar olusturan virUslerin teshisi ile ilgili yapilan
calismalarda DAS-ELISA yoéntemi yaygin olarak
kullanilmigtir (Acikgdz, 1984; Gimls ve ark. 2001;
Guzel ve Arli-S6kmen, 2003; Kutluk-Yilmaz ve ark.,
2002).

Bu calismada CMV’nin teshisinde serolojik
yéntemlerin diger ydntemlere gbre daha ekonomik,
glvenilir ve sonuclarin kisa siUrede alinmasi gibi
avantajlarindan dolayr DAS-ELISA testi kullanildi.
Virls belirtisi gosteren toplam 50 &rnegin hepsine
DAS- ELISA yoéntemi uygulandi. Orneklerden 25
adedinin (% 50) CMV ile enfekteli oldugu belirlendi.
405 nm dalga boyunda okunan absorbans degerlerine
gbre negatif kontrol degerinin en az iki kati ve daha
yukari okuma degeri veren d&rnekler pozitif olarak
kabul edildi (Naghavi ve ark., 2008). Ayrica
kolorimetrik degerlendirmede bu 6rneklerin bulundugu
cukurlarda sar renk olusumunun meydana geldigi
g6ralda.
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Samsun ilinde yapilan bir c¢alismada, fasulye
alanlarindan toplanan 499 vyaprak 6rneginin %
10.8'inin CMV, % 36’sinin BCMV, % 2.8'inin BCMNYV,
% 2'sinin BYMV ile enfekteli oldudu ve Ureticilerden ve
tohum bayilerinden alinan 53 farkli tohum 6rneginin
ise % 18.9'unun BCMV, % 17’sinin BCMNV ve %
17’sinin CMV ile enfekteli oldugu belirlenmistir (Giizel
ve Arli-S6kmen, 2003).

ELISA testlerinde pozitif gcikan veya pozitif oldugundan
slphe edilen 12 6rnek IC-RT-PCR c¢alismalarinda
kullanildi. IC-RT-PCR ¢alismalarinda CMV’ nin kihf
protein geninin yaklasik 678 bp'lik bir kismi amplifiye
eden spesifik primer giftleri kullanildi. 12 &6rnegin
tamaminin beklenen seviyede bant verdigi ve CMV ile
enfekteli oldugu PCR calismasi ile de teyit edildi (Sekil
2.). Negatif kontrolde ise herhangi bir bant olusumu
g6zlenmedi.

Sekil 1. Fasulye vyapraklarinda damar
¢ekilmesi ve kloroz simptomu

N MP123456 738101112

678 bp —

Sekil 2. IC-RT-PCR sonucu elde edilen 678 bp’lik
CMV bantlari M. Marker (1 kb DNA Ladder); N.
Negatif Kontrol; P. Pozitif Kontrol; 1. insuyu-262; 2.
insuyu-264; 3. Cine ovasi-283; 4. Gine ovasi 221;
5. Insuyu-55; 6. insuyu-56; 7. insuyu-59; 8.
insuyu-57; 9. insuyu-61; 10. insuyu-54; 11. insuyu-
253; 12. insuyu-263)

Bu calismada elde edilen sonuclar, Han-Xin ve ark.,
(2004) ve Naghavi ve ark. (2008)'nin, CMV’ye spesifik
primer ciftleri ile yaptiklari calisma ile uygunluk
gostermektedir.  Ayni arastiricilar, RT- PCR
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calismalarinda bant elde

etmislerdir.

678 bp biyiklikte

Ulkemizde fasulyedeki viriislerin molekiler yéntemler
ile belirlenmesi ile ilgili olarak sinirh sayida calisma
mevcuttur (Arh-Sékmen ve ark., 2011). Yapilan bu
calisma fasulyede CMV’nin serolojik ve molekdler
dlzeyde tespiti konusunda Burdur ilinde yapilan ilk
calisma olma oOzelligi tasimaktadir. Elde edilen
sonuglar bilimsel agidan bundan sonra yapilacak
calismalara basamak tegkil edecek niteliktedir.

4. SONUG

Calismanin yapildigi Cine Ovasi sebze yetistiriciligi
igin uygun iklim kosullarina ve ekonomik yapiya
sahiptir. Urlin g¢esidinin ¢ok genis oldugu bu bélgede
birgok zararli ve hastalik etmeni blylk kayiplara yol
acmaktadir. Sebzelere zarar veren virlis hastaliklari
icerisinde en dnemlilerinden biri CMV'dir.

Fasulye Uretiminde 6énemli verim kayiplarina yol agan
CMV, yaprak bitleri ve tohumla yaygin olarak bulasma
saglamaktadir (Makkouk ve Azzam, 1986). Bundan
dolayi etkin bir savasim yéntemi bulunmayan virlslerin
yayllmasinda rol oynayan vektérlerle micadele
edilmesi, dayanikli gesitlerin islahi ve temiz Uretim
materyalinin kullaniimasi ve enfekteli bitkilerin yok
edilmesi gibi islemlerin bdlgede yayginlastiriimasi
virus hastaliklari ile micadelede etkili olacaktir.

Yapilan surveylerde 50 bitki 6rnegi toplanmis ve
ELISA testine tabi tutulmustur. Testlenen érneklerden
25 adedinde CMV saptanmistir. ELISA testlerinde
pozitif gikan veya pozitif oldugundan siphe edilen 12
Ornek total RNA izolasyonuna gerek kalmadan spesifik
antiserumlarla immunolojik olarak yakalanarak RT-
PCR calismalarinda  kullanildi  ve  beklenen
biyukluklerde bantlar elde edildi. Bdylece, bu ¢alisma
ile CMV’nin Gine Ovasindaki varligi ELISA testi ile
belirlenmis ve son yillarda rutin olarak kullanilan
molekdiler bir yéntem ile de desteklenerek bulasiklik
ortaya konulmustur.

Virus simptomu gésteren bazi yaprak Orneklerinin
CMV’ye 06zgl spesifik kitlerle yapilan tanilama
calismalarinda negatif sonug vermesi; bunlarin diginda
farkli viruslarin bulunabilecegini de tahmin etmekteyiz.
Bélgede CMV’nin ve fasulye dretim alanlarinda
bulunmasi muhtemel diger virslerin 6rnek sayisi
arttirllarak daha kapsamli bir ¢alisma ile arastiriimasi
gerektigi kanaatini tasimaktayiz.
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