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Canakkale ili kanola (Brassica napus L.) Gretim
alanlarindaSalgam mozaik viriisii (Turnip mosaic virus;
TuMV) enfeksiyonunun tanilanmasi ve karakterizasyonu

Ali KARANFIL! Savas KORKMAZ!

ABSTRACT

Identification and characterization of Turnip mosaic virus (TuMV) infection
on canola plants (Brassica napus L.) in Canakkale province

This study was carried out in canola plants in Canakkale province in 2014. For this aim,
canola plants showing severe mosaic symptoms were collected from 2 districts (Ezine and
Lapseki) of Canakkale province in Turkey. Collected twenty-one samples were tested by
DAS-ELISA with polyclonal antisera (Bioreba, Switzerland) and RT-PCR using gene
specific primers containing partial NIb+CP to determine the presence of Turnip mosaic
virus (TuMV). DAS-ELISA and RT-PCR test results indicated that 15 sample were
infected with TuMV. Corresponding 1178 bp DNA fragment of isolate CK01 chosen
randomly was purified and sequenced. The nucleotide sequence of the partial NIb+CP gene
of CKOL1 isolate was compared with TUMYV isolates from different parts of the world found
in gen bank. Sequence analysis of partial NIb+CP genes showed 88-93% identities among
CKO01 and world TuMV isolates at nucleotide level. Phylogenetic relationship was
determined among CKO1 and TuMV isolates from different parts of the world. To our
knowledge; although TuMV infections were identified in different plants, this is the first
report of TUMV infection on canola plants in Turkey.
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Bu ¢aligma 2014 iiretim yili iginde Canakkale ili kanola {iretim alanlarinda yiiriitilmiistiir.
Bu amagla kanola tarlalarina arazi ¢ikislart yapilarak bu bitkiler Salgam mozaik viriisii
(Turnip mosaic virus; TuMV) agisindan gorsel olarak incelenmis ve tipik olarak mozaik ve
kloroz simptomlar1 gosteren 21 bitkiden drnekler alinmigstir. Toplanan 6rnekler TuMV nin
varligimi belirlemek amaciyla DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleriyle test edilmis ve
testlemeler sonucunda 21 drnekten 15’i enfekteli bulunmustur. Hastalikli oldugu belirlenen
izolatlar igerisinden tek bir 6rnek (CKO1) segilerek bu 6rnege ait molekiiler karakterizasyon
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caligmasi yapilmustir. Bu amagla secgilen drnege ait NIb+CP geninin bir kismini iceren 1178
b¢’lik RT-PCR iiriinleri saflastirilarak direkt olarak ¢ift yonli nikleik asit dizilimleri
belirlenmistir. Sekans analizi yapilan TuMV izolatina 6zgii NIb+CP genlerinin niikleotid
dizilimleri gen bankasinda bulunan ve diinyanin farkli iiretim bolgelerinden TuMV
izolatlar1 ile karsilastirilmigtir. Bu karsilagtirmalar sonucunda iilkemiz kanola TuMV
izolatinin niikleotid diizeyinde %88-93 oraninda bir benzerlige sahip oldugu bulunmustur.
Yapilan filogenetik analiz sonucunda ise bu izolatin diinyanin farkli bolgelerindeki
izolatlarla farkli diizeylerde genetik iliski gosterdigi saptanmustir. Bu ¢alisma ile ilk defa
iilkemizde kanola bitkisinde TuMV nin varlig1 belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Salgam mozaik viriisti, kanola, DAS-ELISA, RT-PCR, filogenetik
analiz

GIRIS

Kanola diinyadaki en 6nemli yagli tohum bitkilerinden birisidir. Tohumlar1 %23-35
arasinda protein ve %40-45 yag igermektedir (Ebrahim-Ghomi 2014). Son yillarda
iilkemizde yasanan yagl tohumlardaki iirlin agigina paralel olarak kanola tarimi
giderek yayginlagsmaktadir (Kumbar ve Unakitan 2011). Diger yagli tohumlu
bitkilere gore birim alandan elde edilen verim iilkemizde kolza adi ile de bilenen
kanolada oldukca yiksektir. Kanolanin {ilkemizde tanmirliginin artmasit ve
diinyadaki gelismelere paralel olarak biyodizel iiretiminde de kullanilmasi bu
{iriiniin 6nemini arttirmaktadir. Ulkemize 2. diinya savasindan sonra giren kanola
ile ilgili bitki koruma problemlerinin tespitine yonelik yapilan ¢aligmalar oldukga
sinirlidir. Bu calismalar fungal etmenlerin tespiti ve yabanci otlar ile ilgilidir
(Kadioglu ve ark. 1995, Topgu 2014). Ulkemizde su ana kadar kanola iiretim
alanlarinda virlis hastaliklarinin  tespitine yonelik yapilmig bir ¢aligma
bulunmamaktadir. Diinyada yapilan birgok caligmada diger kiiltiir bitkilerinde
oldugu gibi kanolada da bazi viriis hastaliklarinin 6nemli ekonomik kayiplara
neden oldugu belirtilmistir (Goheen 1988, Nooh 2012). Kanola bitkisinde en
yaygin olarak goriilen virlis hastaliklarindan birisi de Salgam mozaik viriisii
(Turnip mosaic virus; TuMV)’diir (Coutts and Jones 2000, Lathan et al. 2003,
Tabarestani et al. 2011, Zhao et al. 2013). Ulkemizde Brassicaceae familyasima
bagl bitkiler iizerinde yapilan c¢aligmalar sonucunda TuMV’nin yaygin olarak
bulunmasindan dolayr (Korkmaz et al. 2008) aym1 familyaya ait olan kanola
bitkilerinde de TuMV enfeksiyonu olabilecegi diisiiniilerek, Canakale ili kanola
iiretim alanlarinda bu galigsma yiiriitilmustiir.

TuMV’nin bitkilerde olusturdugu belirtiler konukcu bitkiye gore degismekle
birlikte Raphanus cinsine bagli bitkilerde ilk belirtiler zamanindan &nce
yapraklarda sararma, yasli yapraklarin tamamen veya kismen Olmesi, geng
yapraklarda kiigiilme ve tipik mozaik simptomlaridir. Ilk belirtiler genellikle
enfeksiyondan 3 hafta sonra ortaya cikar. Brassica cinsine bagl bitkilerde ise en
tipik belirtiler gen¢ yapraklarda klorotik halkali lekelerin olusmasidir. Yaprak
yasina bagli olarak bu halkali lekeler kiigiik-yuvarlak sarimsi-kahverengimsi bir
yapiya doniismektedir. Belirtiler daha ¢ok yaprak damarlarina yakin alanlarda
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olugmakta ve lekeler ¢ogaldikca ve biiyiidiik¢e yaprak yanmis ya da kurumus gibi
bir goriiniim almaktadir (Provvidenti 1982).

TuMV Potyviris cinsine dahil olup bitki virtsleri icinde en blylk grubu
olustururlar. Sebze viriisleri iginde ekonomik olarak énemli olan viriisler arasinda
TuMV, Hiyar mozaik viriis (Cucumber mosaic virus; CMV)’ inden sonra ikinci
siray1 almaktadir (Provvidenti 1996, Ohshima et al. 2002).

TuMV 40’1n iizerinde yaprak biti tiirii ile non-persistent olarak tasinmakta ve basta
Afrika, Asya, Avustralya, Avrupa, Hindistan, Kuzey ve Giney Amerika olmak
iizere tropik ve 1liman iklim bolgelerinde yaygin olarak bulunmaktadir (Provvidenti
1996, Walsh and Jenner 2002). Ulkemizde ise yapilan bir calismada basta Marmara
Bolgesi olmak {izere Brasssicaceae tariminin yapildigi bir¢ok alanda beyaz lahana,
Briksel lahanasi, turp, roka ve yabani turpta hastalik etmeni bulunmustur
(Korkmaz et al. 2008). Ayrica TuMV’nin orijininin {ilkemizi de igine alan bir
cografya da oldugu diistiniilmektedir (K. Ohshima, Kisisel goriisme).

Dinyada da kanola ile ilgili yapilan ¢aligmalarda TuMV’nin varlig1 belirlenmistir.
Coutts and Jones (2000), tarafindan Avustralya’da 1998-1999 yillarinda yapilan bir
sorvey calismasinda alinan 6rnekler Sekerpancart bati sarilik viriisii (Beet western
yellow virus; BWYV), Karnabahar mozaik virlst (Cauliflower mosaic virus;
CaMV) ve TuMV’nin varhigini belirlemek agisindan testlenmistir. {lk yil aldiklar:
139 o6rnegin %5’inde, ikinci yil ise toplanan 56 Ornegin sadece 1’inde TuMV
varligimi tespit etmislerdir. Jiang et al. (2010) Cin’de gergeklestirdikleri farkl
Brassica cinsinden elde edilen 11 TuMV izolatinin molekiiler karakterizasyonu
sonucu yapilan niikleotid dizi analizlerinde izolatlarin kendi iglerinde %97-100,
gen bankasinda bulunan diger Cin TuMV izolatlar1 ile %89-99 arasinda degisen
oranlarda benzerlik gosterdiklerini belirtmislerdir. Zhao et al. (2013) Cin kanola
iiretim alanlarinda gergeklestirmis olduklar1 calismalarinda 86 6rnek toplamiglardir.
Yapilan RT-PCR testi sonuglarina gore 6rneklerin %43’iiniin TuMV ile enfekteli
oldugunu bildirmislerdir. Enfekteli 6rmeklerden izole ettikleri 32 TuMV izolatinin
molekiiler karakterizasyonu sonucunda elde edilen filogenetik agacta Cin TuMV
izolatlarinin  birbirleri ile yakin iligki gosteren farkli dallara dagildigim
belirtmislerdir. Singh et al. (2015) Hindistan’da lahanagillerden elde etmis
olduklart TuMV izolatlarmin karakterizasyonu sonucu TuMV izolatlarinin
birbirleri ile yakin iligkili oldugunu bildirmislerdir.

Gergeklestirilen bu c¢aligma ile Canakkale ilinin kanola {iiretimi yapilan iki
ilcesinden viriis hastalig1 simptomu gosteren kanola bitkilerinden 6rnekler alinarak
TuMV’nin varligt DAS-ELISA ve RT-PCR testi ile arastirilmistir. Enfekteli
bulunan bitkilerden elde edilen TuMV izolatlarindan bir tanesinin NIb+CP (nuclear
inclusion b + coat protein) geninin 1178 bc iceren bolgesinin  molekiler
karakterizasyonu yapilarak diinya izolatlar1 ile benzerlik ve filogenetik iliskileri
ortaya konmustur.
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MATERYAL VE METOT

Bu calisma 3 farkli asamada yiiriitiilmiistiir. Ilk olarak Canakkale’nin Ezine ve
Lapseki ilgeleri kanola iiretim alanlarina arazi ¢ikislar1 yapilarak, virlis ve viriis
benzeri hastalik ile enfekteli oldugu disiiniilen kanola bitkilerinden Ornekler
alinmis ve laboratuvara getirilmistir. Tkinci asamada toplanan &rneklerde TuMV
varh@ini belirlemek amaci ile DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleri ile tespit
caligmalar1 yapilmistir. Son agamada ise elde edilen RT-PCR fiiriinleri kullanilarak,
rastgele secilen bir izolatin NIb+CP geninin bir kismini igeren bolgenin niikleik
asit dizilimleri belirlenmistir. Ayrica diinya TuMV izolatlan1 ile benzerlik dizi
analizi yapilarak, filogenetik soyagac1 olusturulmustur.

Arazi calismalari

Calisma kapsaminda yiiriitiillen arazi caligmalart1 2014 yili erken ilkbaharinda
kanola iretiminin yapildigi Canakkale’nin Ezine ve Lapseki ilgelerinde
yiiriitiilmiistiir. Uretim sezonu boyunca kanola alanlarina arazi ¢ikislari yapilarak
bitkiler gorsel olarak incelenmis ve viral hastalik belirtilerine benzer belirti gérllen
bitkilerden bitkinin biiylikliigline gore yaprak Ornekleri ya da bitkinin tamami
olacak gekilde ornekler alinmigtir. Kanola tiretim alanlariin se¢imi tesadiifi olarak
yapilmig ve her bir liretim bdlgesinden 6rnekleme yapilmaya calisilmistir. Arazi
cikiglarinda orneklemeler yapilirken, ayni alanda birden fazla bitkide TuMV ve
benzeri simptom goriilmesi durumunda en fazla 3 bitkiden 6rnek alinmustir.
Orneklemelerde kanola ¢esitleri dikkate almmamustir. Alinan 6rnekler buz
kutusunda muhafaza edilerek laboratuvara getirilmistir. Arazi ¢alismalar1 sonucu
Ezine’den 11, Lapseki’den ise 10 6rnek olmak iizere toplamda 21 kanola 6rnegi
almmustir.

Laboratuvar calismalari
Serolojik test (DAS-ELISA)

TuMV’nin serolojik bir yontem olan ELISA testi ile tanilanmasinda Bioreba
(Isvigre) firmasindan saglanan ELISA komple kiti kullanilmistir. ELISA testi
retici firmanin Onerileri dogrultusunda Clark and Adams (1977)’in belirttigi
yontem temel almarak yapilmistir. Yontemin uygulanmasinda oncelikle tabak
virtse spesifik 1gG ile kaplanmus, ikinci asamada drnekler ilave edilmistir. Uglincii
asamada ise konjugat ve son asamada ise substrat eklenerek 405 nm dalga boyunda
ELISA okuyucusunda sonuglar degerlendirilmistir. Spesifik IgG ve konjugat
firmanin 6nerileri dogrultusunda 1:1000 oraninda sulandirilmis, 6rnekler ise drnek
tampon c¢ozeltisi icersinde 1:10 oraninda sulandirilarak kullanilmistir. Negatif
kontroliin 2 kat1 ve iizerinde olan &rnekler enfekteli olarak degerlendirilmistir.

Molekdler test (RT-PCR)
Tim o6rnekler DAS-ELISA’ya gbre daha hassas bir yontem olan RT-PCR ile
testlenmistir. RT-PCR c¢alismalarinda TuMV’nin tanisina yonelik gen spesifik
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primer ciftleri kullanilarak PrimeScipt™ RT-PCR (Fermantas, Litvanya) Kitinin
alindigr  firmanin  Onerileri  dogrultusunda temel olarak 3 asamada
gerceklestirilmistir. Ik olarak kanola bitkilerinden Suehiro et al. (2005)’nimn
belirttigi sekilde total RNA ekstraksiyonu yapilmustir. ikinci asamada elde edilen
total RNA’lar thermal cycler’da 65 °C’de 5 dk bekletilmis ve hemen ardindan buza
almarak denaturasyon agsamasi tamamlanmistir. Denatiire edilmis RNA’lardan
komplimentar DNA (cDNA)’larin sentezlenmesi amact ile RT karisim hazirlanarak
30 °C’de 10 dk, 42 °C’de 45 dk, 70 °C’de 15 dk ve 4 °C’de bekleyecek sekilde
programlanan PCR makinesine konularak c¢DNA’lar sentezlenmistir. RT-PCR
caligmalarinin  son asamasinda elde edilen c¢DNA'larin  amplifikasyonu
gerceklestirilmistir. Bu amagla hazirlanan PCR karigimima cDNA’lar eklenerek 94
°C’de 3 dk, 40 defa tekrarlanan 94 °C’de 30 sn, 56°C’de 30 sn ve 72 °C’de 1.5 dk,
72 °C’de 5 dk daha sonra da 4 °C’de bekleyecek sekilde programlanan PCR
makinesine konularak TuMV gen spesifik primerler ile (Cizelge 1) istenilen gen
bolgesinin ¢ogaltilmasi yapilmigtir. Son olarak elde edilen PCR drinleri DNA
blylklik markdrleriyle birlikte %1’lik agaroz jel icinde 100 voltta, 45 dakika
aynistirtp  EtBr ile boyandiktan sonra Major Science UV jel goriintiileme
cihazinda hedef viriisiin NIb+CP geninin bir kismina ait 1178 bg¢’lik bantlar
goriintiilenmistir.

Cizelge 1. Turnip mosaic virus igin tasarlanan NIb+CP genlerinin bir kismina spesifik

primer cifti
Kod Primer Dizisi Sense Spesifik Geni
TUNIP17P | 5 TGG TTY ATG TCG CACCAA GG ¥ Forward Nlb+ CP
CP8M 5 TCCGTGTTCTCT ACCGTTGT 3’ Reverse (1178 bg)

Molekiiler karakterizasyon calismalari
RT-PCR iiriinlerinin saflastirilmasi ve sekans analizi

Cogaltilmis TuMV NIb+CP genlerinin bir kismina ait RT-PCR urunlerinden,
Lapseki’den elde edilen CKO1 numarali izolat rastgele sec¢ilmis ve EZ Column
PCR npiirifikasyon kiti (Bio Basic, Kanada) kullanilarak iiretici firmanin 6nerileri
dogrultusunda saflagtirma islemi gergeklestirilmistir. Hedef genlerin DNA dizilimi
Refgen Biyoteknoloji (Ankara) firmasinda yaptirilmigtir. DNA dizilimi TUNIP17P
ve CP8M primerleri kullanilarak ¢ift yonlii olarak yaptirilmistir.

Benzerlik dizi analizleri ve filogenetik analiz

CKO1 numarali izolatin sekans dizilerine ait ¢ift yonlii veriler CLC Main
Workbench programinda c¢aligilarak CKO1’in 5°-3” yonii dogrultusundaki DNA
dizilimleri elde edilerek NCBI veri tabaninda BLAST analizi yapilmigtir. Blast
analizi sonuglarina gore segilen ve diinyanin farkli bolgelerinden elde edilerek gen
bankasina yiiklenmis bulunan 9 adet TuMV izolati (Cizelge 2) ile niikleotid
benzerlik dizi analizleri CLC Main Workbench programinda yapilarak, Neighbor-
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Joining Phylogeny yontemi ile 100 tekrarli boostrap analiziyle filogenetik agac
olusturulmustur.

Cizelge 2. Gen bankasinda bulunan ve farkli iilkelerden elde edilen Turnip mosaic virus
izolatlarinin erigim numaralar1 ve elde edildikleri konukgu bitkiler

Gen Bankasi Erisim Numarasi Orijin Ulke Konukgu
AB(093612 Yeni Zelanda Brassica pekinensis
AB093600 Italya Raphanus raphanistrum
AB252115 Japonya R. sativus
AB362513 Turkiye R. sativus
AB093604 Almanya Lactuca sativa
AB093606 Rusya B. napus
AF169561 Ingiltere B. napus
D10927 Kanada B. rapa
AB093609 Amerika B. oleracea

SONUCLAR VE TARTISMA

Serolojik ve molekdler testlemeler

Arazi ¢alismalar1 sonucunda Canakkale’nin Ezine ve Lapseki il¢elerinden toplanan
21 kanola &rneginden 15’1 hem ELISA hem de RT-PCR testlerinde TuMV ile
enfekteli olarak bulunmustur. Toplanan 6rnekler bazinda enfeksiyon orani %71.4
olarak gerceklesmistir. Yapilan bu ¢alisma ile {iilkemizde ilk defa kanola
bitkilerinde TuMV’nin varhigi belirlenmistir. DAS-ELISA testi sonucunda pozitif
bulunan 6rnek sayisi ile bu teste gore ¢ok daha hassas bir yontem olan RT-PCR
analiz sonucunda pozitif olarak bulunan 6rnek sayilari ayni ¢ikmistir. Bu sonuglar
DAS-ELISA’nin genis alanlarda sorvey caligmalarinda giivenilir bir sekilde
kullanilabilecegini gostermektedir. TuMV Potyviriis cinsine ait olan bir viriistiir.
Potyviriisler bitki icinde homojen olarak dagilmakta ve kisa siirede yiiksek
konsantrasyona ulasabilmektedir (Lunello et al. 2002). Bu ¢alisma kapsaminda her
iki yontemde de ayni sayida enfekteli bitki elde edilmesi Potyviriislerin bu
0zelliginden kaynaklanmaktadir. Diinyanin bircok bolgesinde farkl kiiltiir bitkileri
ile yapilan c¢aligmalarda TuMV’nin DAS-ELISA ile tanisinin yapilabildigi ve
sorvey calismalarinda yaygin olarak kullamldigi goriilmektedir (Korkmaz ve Onder
2006, Bellardi et al. 2013, Farzadfar and Pourrahim 2014). Ulkemizde yapilan bir
calismada Korkmaz ve ark. (2011) Giineybatt Marmara Bolgesi Brassicaceae
bitkilerindeki TuMV enfeksiyonunun tespiti amaci ile topladiklari 167 Ornegi
DAS-ELISA ile testlemisler ve 33 0Ornegin TuMV ile enfekteli oldugunu
saptamiglardir. Yapilan bu c¢aligmalar DAS-ELISA testinin Brassicaceae
bitkilerinde TuMV enfeksiyonlariin tanisinda etkin bir sekilde kullanilabilecegini
gostermektedir.
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RT-PCR analizlerinde DAS-ELISA testi sonucu pozitif bulunan tim érneklerden
NIb+CP geninin bir kismin1 igeren 1178 bg biiyiikliigiinde istenilen DNA bantlar1
elde edilmistir (Sekil 1).

M CKO01 CK02 CKO03 CKO04 CKO05 CKO06 CK07 CKOS8

1178 be

Sekil 1. RT-PCR testi sonucunda Turnip mosaic virus ile enfekteli bulunan bazi drneklere
ait elde edilen bantlar (CK01, CK02, CK03, CK04, CK05, CK06, CK07, CKO08:
araziden alinan 6rneklere ait numaralar, M: 100-2000 b¢ marker)

Bellardi et al. (2013) Erysimum linifolium L. bitkisindeki TuMV enfeksiyonunun
karakterizasyonu ve filogenetik iliskilerinin belirlenmesi amaci ile ger¢eklestirmis
olduklar1 ¢aligmalarinda da 862 bg biiyiikliigline karsilik gelen CP genine ait DNA
bantlarin1 TuMYV ile enfekteli bitkilerden elde etmislerdir. Jiang et al. (2010) Cin'de
yaptiklar1 bir ¢alismada mozaik belirtiler gosteren Cruciferaceae familyasina ait 11
bitkiden oOmnek almislardir. Arastirmacilar yaptiklar1 elektron mikroskobu
caligmalarinda bu simptomlara neden olan etmenin potyviriis grubuna ait oldugunu
belirlemiglerdir. Gen spesifik TuMV primerleri ile gergeklestirilen RT-PCR
caligmalarinda ise tiim Orneklerden 1000 bg biiyiikliigiine karsilik gelen bantlar
elde ederek etmenin TuMV oldugunu tespit etmislerdir. Yukarida bahsedilen ve
yiiriitiilen ¢alismalardan goriildiigii {izere; RT-PCR testi ile TuMV’nin glvenilir
bir sekilde tespit edildigi goriilmektedir. Verilen 6rneklerdeki RT-PCR sonucunda
elde edilen farkli DNA biyiikliikleri ise arastirmacilarin kullandiklar1 gen
bolgelerine spesifik farkli primer ciftlerinden kaynaklanmaktadir. Zhao et al.
(2013) 86 kanola 6rnegindeki TuMV enfeksiyonunu tespit etmek amaciyla RT-
PCR yontemini etkin bir sekilde kullanarak enfekteli 6rnekleri saptamiglardir. Tiim
bunlarn 15183inda PCR ve diger molekiiler yontemlerin TuMV enfeksiyonlarinin
saptanmasinda ve teshisinde basarili bir sekilde kullanilabilecegini gdstermektedir.

Yapilan bu c¢alismada toplanan siipheli 6rneklerdeki yiiksek TuMV enfeksiyon
oraninin, toplanan drneklerin hepsinin viriis ve virlis benzeri hastalik simptomu
tagimasi, drnekleme yapilan zamandaki TuMV’yi etkin sekilde tasiyan yaprak biti
vektorlerinin yogun sekilde bulunmasi ve de drnekleme yapilan donemde bitkinin
iginde bulundugu fenolojik dénemin TuMV enfeksiyonunu tespit etmek igin en
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ideal zaman olmasindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Diinyada yapilan bir ¢ok
calismada TuMV konukcusu oldugu bitkilerde serolojik ya da molekiiler
yontemlerle kolaylikla teshis edilirken, enfeksiyon oranlarinin da birbirinden ¢ok
farkl1 oldugu goriilmektedir. Coutts and Jones (2000) Giineybat1 Avustralya'da
kanola alanlarindaki viriislerin yayginlik durumlarinin ve bazi 6zelliklerinin
belirlenmesi amaci ile yaptiklari bir ¢alismada toplanan 139 Grnegin %5'inin
TuMV ile enfekteli oldugunu bulmuslardir. Farzadfar and Pourrahim (2014) ise
Brassicaceae familyas1 bitkilerindeki TuMV izolatlarmin karakterizasyonunu
belirlemek amaci ile Iran'm 9 farkli ilinde &rneklemeler yapmuslar ve toplanan
kanola orneklerinin %38’inin TuMYV ile enfekteli oldugunu belirtmislerdir. Gerek
bu caligmada gerekse diger iki calismada oldugu gibi, enfeksiyon oranlarinin
birbirinden farkli oldugu goriilmiistiir. Cilinkii bir kiiltiir bitkisinde bir viriis
hastaliginin yayginlik durumu ya da enfeksiyon orani yetistirilen geside, hastaligi
tastyan vektorlerin durumuna, iklim kosullarina, bitkinin fenolojik durumuna ve
diger bir ¢ok faktore bagli olarak degiskenlik gosterebilmektedir.

Simptomatolojik gézlemler

DAS-ELISA ve RT-PCR testleri sonucunda TuMV ile enfekteli olarak bulunan
bitkilerde siddetli mozaik belirtiler ve sararmalar goriilmiistiir (Sekil 2). Bitkinin
vejetasyon periyodunun ilerlemesi ile yapraklardaki mozaik belirtiler ve
sararmalarin nekroza donerek, kurumalara da neden oldugu gozlemlenmistir.
Araziden alinan 6rneklerde genel olarak virilis hastaliklarmin temel belirtilerinden
olan bodurluk simptomlarma ise rastlanilmamistir. Arazide gozlenen simptomlar
daha onceden bir¢ok ¢aligmada belirtilen simptomlarla benzerlik gostermektedir
(Oshima et al. 2002, Zhao et al. 2013, Singh et al. 2015). Alinan 6rneklerin
hepsinin viriis ve virlis benzeri hastalik belirtileri gdstermesine ragmen bazi
bitkilerin TuMV ile enfekteli bulunmamasinin nedeninin, bu bitkilerin TuMV
disindaki diger viriis hastaliklar ile enfekteli olmasindan kaynaklanmis olabilecegi
diistintilmektedir.

Sekil 2. DAS-ELISA ve RT-PCR testleri sonucunda Turnip mosaic virus ile enfekteli
oldugu belirlenen kanola bitkilerinde mozaik ve sararma simptomlar1
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Molekuler karakterizasyon ¢calismalari

Izolatlar arasindan rastgele segilen CKOl nolu izolatin RT-PCR driinleri
kullanilarak geceklestirilen sekans analizi sonucunda diinya izolatlart ile CKO1'in
nikleotid (nt) benzerlik oranlari ve filogenetik iligkileri ortaya konmustur.
Nikleotid dizi analizleri sonucunda CKO1 nolu izolat gen bankasindan elde edilen
9 dlinya izolat1 ile %88-93 arasinda degisen oranlarda benzerlik gostermistir. En
fazla benzerlik oran1 gen bankasinda tim genom sekansi bulunan ve bir Tirk
izolat1 olan AB362513 erisim numarali izolat ile %93 olarak bulunmustur. En
diisiik benzerlik oran1 ise %88 ile Rusya’dan elde edilen izolat ile bulunmustur
(Sekil 3). Yapilan bazi ¢aligmalarda ayn1 bolgeden elde edilen TuMV izolatlarinin
yiiksek genetik benzerlik gosterebildigi belirtilmistir (Stavolone et al. 1998,
Oshima et al. 2002). Bu durum CKO1’in gen bankasinda bulunan Tiirk izolat1 ile
gostermis oldugu %93°liikk benzerlik oranini desteklemektedir. Jiang et al. (2010),
11 Giineybati Cin TuMV izolatmin molekiiler karakterizasyonu amaci ile
gerceklestirmis oldugu nt dizi analizlerinde izolatlarin kendi iglerinde %97-100
arasinda benzerlik gosterdigini, bu izolatlarin tiim Cin’den elde edilen TuMV
izolatlar1 ile 9%89-99 arasinda degisen oranlarda benzerlik gosterdigini
belirtmislerdir. Zubareva et al. (2013) Rusya'dan elde ettikleri TuMYV izolatlarinin
karakterizasyonunu belirlemek amaci ile yapmis olduklar1 ¢alismalarinda, TuMV
izolatlarmin kendi i¢lerindeki benzerlik oranini %95 olarak bildirmislerdir. Babu et
al. (2013), Etiyopya hardalinda TuMV enfeksiyonunu tespit ederek bunu ilk kayit
olarak bildirmislerdir. Elde ettikleri TuMV izolatinin CP ve NIb bolgelerine gore
gergeklestirmis olduklar nt dizi benzerlik analizleri sonucu TuMYV izolatinin diinya
izolatlar1 ile CP genine gore %98-99, NIb’e gore ise %96-98 arasinda degisen
oranlarda benzerlik gdsterdigini belirtmistir. Yapilan bircok calismada da
goriildiigli gibi TuMYV izolatlarinin farkli benzerlik oranlarina sahip olmasi genetik
akrabalik diizeylerini gdstermektedir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

AB093612 | 1 9813| 9737 o694 9618) o0es| o032] so3e| esss| e913
AB093604 | 2 98,13 o771| 9728] 96.35| o9066| o0es| sses| se13] 8930
AF169561 | 3 or37| o7 o720( 9694 9049 9015| 8913 8913[ 822

p10v27 [ 4 9604| o728] 9720 0567 8073 sose| erel| ser1| eea7
AB093609 | 5 96,18| 9635] 9694 0567 8922 esgs| 8795 sse2| ee71
AB093606 | 6 9066| 9066| 9040 8973 8922 8930 8795 8795 8812
AB093600 | 7 9032| o0es| 9015 s9s6| s8s8| 8930 0406 0338 9253
8252115 [ 8 8039| sses| so13] 8761 8795] 8795 9406 o185] 91,43
AB362513 | 9 8888| 8913 s913] es71| ese2| e795] 9338 o185 93,04

ckot | 10 | 8913 8930 8922| 8837| e871| 8842] o9253] 9143) 9304

Sekil 3. CLC Main Work Bench programinda olusturulan Turnip mosaic virus izolatlarina
ait nukleotid dizi benzerlik analiz tablosu

CKO1 izolatinin nt dizileri kullanilarak olusturulan filogenetik aga¢ Sekil 4°de
verilmistir. Niikleotid dizileri kullanilarak yapilan filogenetik analizler sonucunda
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izolatlarin genetik iligkisi belirlenmistir. CKO1 ve diger diinya TuMV izolatlarinin
NIb+CP genlerinin nt dizilimlerine gore yapilan filogenetik analizde ii¢li ayni
anlamma gelen “trichotomy” tipi dallanma meydana gelmistir. Olusturulan
soyagaglarmin dallart  38-100 arasinda degisen boostrap degerleri ile
desteklenmekte olup tesadiifi olmadigi ve soy agacindaki dallarin istatistiksel
acidan desteklendigini gostermistir. Filogenetik agagta CKO1, AB362513 erisim
numarali olan Tiirk izolat: ile yiiksek benzerlik gostererek ayn1 alt grup icinde yer
almistir. Singh et al. (2015) Hindistan'da lahanagillerden elde etmis olduklar
TuMV izolatlarinin karakterizasyonu ¢aligmalari sonucunda olusturduklari
filogenetik agacta Hindistan TuMYV izolatlarinin birbirleri ile yakin iliski gosterdigi
belirtilmistir. Ayn1 bolgeden elde edilen izolatlar genellikle ayni grup yada alt grup
icinde yer almaktadir. Birbirlerine en uzak olan izolatlar ise CKO01 ile Yeni Zelanda
(AB093612) TuMV izolatt olarak bulunmustur. Soyagacinda yapilan
gruplandirmaya gore; birinci grupta CKO1, diger Tirk izolati (AB362513),
Japonya (AB252115) ve Italya (AB093600)’nin bulundugu, ikinci grupta ise
Amerika (AB093609), Ingiltere (AF169561), Kanada (D10927), Almanya
(AB093604) ve Yeni Zelanda (AB093612) izolatlarmin bulundugu goriilmektedir.
Rusya (AB093606)’nin ise her iki gruba da yakin oldugu goriilmektedir. Ulkelerin
bulundugu cografik lokasyonlara gore degerlendirmek gerektiginde ise Almanya
izolatimin birinci grupta yer almasi gerektigi diistiniilebilir. Fakat TuMV izolatlar
arasindaki filogenetik iligkilerin cografik orijinlere, konukgu bitkilere ve cevre
kosullarina bagli olmadigi, unutulmamasi gereken etkenlerdir (Jiang et al. 2010,
Zhao et al. 2013, Nyalugwe et al. 2015). Bunlar ile birlikte TuMV’nin yaprak biti
ile tasmmasinin yam sira mekanik yolla da taginmasi da bu konudaki etken
faktorlerden birisi olabilir. Ancak TuMYV izolatlar1 arasindaki yiiksek degiskenligin
bir bagka nedeni de diinyada ¢ok yaygin olmasindan da kaynaklanabilir (Oshima et
al. 2002,Zubareva et al. 2013).

{ AB093612 Yeni Zelenda
38 AB093604 Almanya
100 D10927 Kanada

—— AF169561 ingiltere
6L AB093609 Amerika

AB093606 Rusya
93 AB093600 Italya
{ AB252115 Japonya
100 AB362513 Tirkiye
{ CKO1

Sekil 4. CKO01 ve Diinya izolatlarina ait dendrogram
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Ulkemizde bugiine kadar yapilan galismalarda TuMV nin varhig farkli bitkilerde
saptanmigtir (Korkmaz et al. 2007, 2008). Bu ¢alisma ile lilkemizde hem TuMV
varligr ilk kez kanola bitkilerinde saptanmig, hem de ilk defa kanola alanlarinda
viriis hastaliklar1 ile ilgili bir caligma yiiriitiilmiistiir. Bundan sonra kanola
alanlarinda yapilacak diger ¢alismalarda Sekerpancari bati sarilik virtsi (BWYV),
Karnabahar mozaik viriisi (CaMV) ve Hiyar mozaik viriisi (CMV)’nilin ulkemiz
kanola alanlarinda varliginin saptanmasi, karakterizasyonu ve kanola alanlarindaki
mevcut viriislerin lilkemiz ekosisteminde meydana getirebilecegi kayiplarin
tespitine yonelik olmasi gerektigi diisliniilmektedir.
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