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Cucumber mosaic virus (CMV) bitki virls hastaliklari arasinda muhtemelen en fazla konukgu genisligine
sahip bir viral hastalik etmenidir. CMV enfeksiyonu Tirkiye’de birgok farkh bitki tirinde tespit edilmistir.
Etmenin Turkiye’deki konukcu araligi oldukga fazla olmasina ragmen, Tirkiye titlin Gretim alanlarinin ¢ok
blylk bir kismini olusturan Marmara ve Ege Bolgeleri tltlin Gretim alanlarindaki enfeksiyonu ve Tirk CMV
izolatlarinin popilasyon yapilari ile ilgili yapiimis detayli bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda
belirtilen alanlardan 300 simptomatik tltin bitkisi toplanmis ve 12 tanesinin CMV ile enfekteli oldugu
belirlenmistir. Bu sonugla CMV’nin titin Gretim alanlarinda ana viral patojen olmadigi gorilmdastir. Tirk CMV
izolatlarinin molekiler karakterizasyonu amaci ile yuritilen sekans ve biyoinformatik analizler sonucunda
izolatlarin birbirleri ile nikleotit ve aminoasit diizeyinde %91-100 arasinda benzerlik gésterdigi belirlenmistir.
Filogenetik analizler ile Tirk CMV izolatlarinin la ve Ib olmak lizere iki altgruba dagihm gosterdigi gorilmastar.
Bu altgruplardan Ib’de bulunan CMV izolatlarinin 1a’ya gore genetik agidan oldukga polimorfik oldugu
belirlenmistir. Ayrica konukgu ve cografik orijinin Tirk CMV izolatlarinin filogenetik iliskilerinde rol oynamadigi
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Fitopatojen, Biyoinformatik, CMV

Prevalence of Cucumber mosaic virus (CMV) Isolates Infecting Tobacco Plants in Turkey
and Population Structure of Turkish CMV Isolates

ABSTRACT

Cucumber mosaic virus (CMV) is most likely the plant virus species with the broadest host range. In
Turkey, different plant species have been identified to be affected by CMV. Although the host range of the
agent is relatively common in Turkey, there are no thorough investigations on the infection and population
structure of Turkish CMV isolates infecting tobacco plants in the Marmara and Aegean regions, which
constitute a significant portion of Turkey's tobacco production areas. 300 symptomatic tobacco plants from the
targeted locations were collected for this purpose, and 12 of them were found positive for CMV infection. This
result indicates that CMV is not the predominant viral pathogen in tobacco-producing areas. The sequencing
and bioinformatic analysis carried out for the isolates revealed nucleotide and amino acid similarity between 91
and 100% for Turkish CMV isolates. Phylogenetic analysis showed that Turkish CMV isolates were divided into
two subgroups, la and Ib. It has been revealed that CMV isolates from one of these subgroups, lb, are
significantly more genetically polymorphic than those from la. Furthermore, it was found that neither the origin
of the host nor the location had any effect on the phylogenetic relationships of Turkish CMV isolates.
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GIRIS

Cucumber mosaic virus (CMV) Bromoviridae familyasindan Cucumovirus cinsine ait bir tirdir. CMV
diinya capinda dagilim gostermektedir ve bilinen en fazla konukgu genisligine sahip bitki virls turtdir.
Monokotiledon, dikotiledon, otsu bitkiler, calilar ve agaglardan olugsan 1000’den fazla bitki tiirinde enfeksiyon
meydana getirebilmektedir. CMV’nin tohumla ve 60’dan fazla yaprak biti ile non-persistent olarak tasindigi
bilinmektedir (Jacquemond, 2012).

CMV, (+)ssRNA genomuna sahiptir ve virionlari izometrik sekillidir. CMV’nin sahip oldugu bu genom 3
parcahdir. Toplam uzunlugu yaklasik olarak 8700 nikleotitten olusmaktadir ve 5 agik okuma bdlgesine sahiptir.
Bitki virUslerinin molekuler karakterizasyonlarinda yaygin olarak kullanilan kilif protein geni ise RNA3 genom
segmentinde kodlanmaktadir (Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003).

CMV popdilasyonlarinin | ve Il olarak iki alt gruba ayrildigi bildirilmistir. Bunlardan birincisinin kendi igcinde
tekrardan la ve Ib olmak lzere alt gruplara ayrildig1 da bilinmektedir (Roossinck, 2001).

CMV’nin en 6nemli konukgulari arasinda Solanaceae, Cucurbitaceae ve Brassicaceae familyasi Uyeleri yer
almaktadir (Jacquemond, 2012). Tirkiye’de gergeklestirilen bircok calismada CMV enfeksiyonu farkli
konukgularda ve bolgelerde tespit edilmistir (Karanfil ve Korkmaz, 2021; Karanfil, 2021). Ancak Turkiye'de
Solanaceae familyasi Uyelerinde etmenin enfeksiyonu ile ilgili olarak gergeklestirilen ¢alismalar agirhkh olarak
domates bitkileri Gzerinden yuritilmustur (Karanfil, 2021), Tirkiye tariminda énemli bir yer tutan titln
bitkilerinde etmenle ilgili gergeklestirilmis sinirli sayida ¢alisma mevcuttur (Usta et al., 2020). Turkiye’de titlin
Uretim alanlarinin %65’ten fazlasina sahip olan Marmara ve Ege bolgesindeki titun Gretim alanlarinda etmenin
enfeksiyonunun belirlenmesine yonelik gergeklestirilmis bir calisma bulunmamaktadir.

Ayrica Tirkiye’de ekonomik olarak 6nemli bircok tarim Urlininde etmenin varliginin saptanmasina
yonelik gergeklestirilen c¢alismalar, CMV izolatlarinin sekans benzerlik ve filogenetik olarak ait olduklar
gruplarin tespiti yonlinde yurutiulmistir (Ergin ve ark., 2013; Usta ve ark., 2020; Akdura ve Culal-Kilic, 2022).
Dolayisiyla bu ¢alismalar Tirk CMV izolatlarinin populasyon yapilarinin genetik gesitliligini tam anlamiyla
yansitmamaktadir. Tirk CMV izolatlarinin detayh genetik cesitlilik analizlerinin yapilmasinin etmenin ulke
icindeki yayilimi ve evrimsel siireglerinin modellenmesine énemli katkilar sunacagi distinilmektedir.

Bu amagla tobacco mild green mosaic virus (TMGMYV) ile ilgili olarak gerceklestirilen 1190625 numarali
TUBITAK-TOVAG projesi kapsaminda Tirkiye tiitiin Gretim alanlarinin biyik bir kismini olusturan Marmara ve
Ege bolgelerinden toplanilan ornekler kullaniimistir. Elde edilen izolatlarin CP genlerinin sekans dizilimleri
belirlenmis ve genbankasinda bulunan diger Tirk izolatlari da calismaya katilarak Tirk CMV izolatlarinin
popilasyon yapilari detayl olarak arastirilmistir.

MATERYAL ve METOT
Arazi Calismalari

Gergeklestirilen arazi calismalari 1190625 numarali proje kapsaminda TMGMV’nin genetik cesitliliginin
belirlenmesi amaci ile yiritilen proje kapsaminda g¢alisilmistir. Arazi calismalari Tirkiye’nin Marmara ve Ege
bolgeleri tatin Uretim alanlarinda 2019-2020 yillarinda yapilmistir. Bu baglamda toplam 7 ilde (Canakkale,
Balikesir, izmir, Manisa, Usak, Aydin ve Denizli) arazi calismalar gergeklestirilmistir. Ornekleme yapilan tarlalar
tesadifi olarak secilmis ve virlis ve benzeri simptom gosteren bitkilerden drnekler alinmistir.

Viriis Tanilama Calismalari

Toplanilan 6rneklerdeki CMV enfeksiyonu reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)
testleri ile belirlenmistir. Bu amacla ilk olarak toplanilan 6rneklerden Li et al. (2008)’in belirttigi sekilde total
nikleik asit (TNA) izolasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen TNA’larin kaliteleri %1.5’lik agaroz jel elektroforezi
ile kontrol edildikten sonra kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmistir. Elde edilen TNA’lar kullanilarak RevertAid
First Strand cDNA Synthesis Kit ile random hexamer primer ile cDNA kutiiphaneleri olusturulmustur (Thermo
Scientific, ABD). Olusturulan bu cDNA kitliphaneleri kalp olarak kullanilarak 2X Emerald PCR Master Mix
(Takara, Japon) ve CMV’nin CP genine spesifik bir primer ¢ifti kullanilarak PCR reaksiyonlari gerceklestirilmistir
(Karanfil, 2021). PCR sonuglari %1.5’lik EtBr ile boyanmis agaroz jel elektroforezinde kontrol edilmistir.

Biyoinformatik Analizler

CMV ile enfekteli bulunan izolatlar icerisinden elde edildikleri cografik orijinler temel alinarak her bir
ilden en az bir izolat olacak sekilde toplamda 10 izolat (OK149244-0K149253) ileri biyoinformatik analizlerin
gerceklestirilmesi amaci ile secilmistir. Bu amagla virlis tanilama c¢alismalari sonucunda elde edilen CMV
izolatlarinin CP geninin 638 bp’lik kismini iceren PCR drinleri ¢ift yonli olacak sekilde hizmet alimi ile
sekanslanmistir. Elde edilen ham sekans verileri CLC Main Workbench V.20.3 paket programinda
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birlestirildikten sonra BlastN analizi ile de CMV’ye ait olup olmadiklari tekrar kontrol edilmistir. NCBI veri
tabanindan Tirkiye orijinli olup CMV CP geninin en az ilgili 638 bp’lik kismina gelen tim izolatlar gekilerek Tiirk
CMV popiilasyonunun genetik gesitliligi arastirilmistir. Calismada kullanilan diger Tirk izolatlarina filogenetik
agacta erisim numarasi, izolat kodu ve konukgu olacak sekilde yer verilmistir.

Bu amacla ilk olarak Sequence Demarcation Tool V.1.2 (Muhire ve ark. 2014) program kullanilarak
izolatlarin sekans benzerlik oranlari ClustalW dizilemesi yapildiktan sonra niikleotid ve amino asit diizeyinde
belirlenmistir. izolatlarin ait olduklan filogruplarin belirlenmesinde ise Mega X (Kumar ve ark., 2018) ve CLC
Main Workbench V.20.3 paket programlari kullaniimistir. Filogenetik agaglarda ClustalW dizilemesini takiben
Maximum Likelihood algoritmasi segilerek 1000 tekrarli bootstrap analizi ile belirlenmistir. Ayrica filogenetik
agaclarda tomato aspermy virus (TAV) dis grup olarak kullanilmistir. Filogenetik agagta olusan gruplara gore
izolatlarin grup ici ve arasi genetik uzakliklari ise MegaX programinda belirlenmistir (Kumar ve ark., 2018).
Ayrica dinyanin farkl yerlerinden elde edilen ve gruplari bilinen bazi CMV izolatlar filogenetik ¢alismalara
referans olarak eklenmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Filogenetik ve Structure analizlerinde referans olarak kullanilan cucumber mosaic virus izolatlari

izolat Orijin Grup Erisim Numarasi
LBO Hollanda AJ304397
Hnt Gin KC407999
Xb Cin Il AF268598
Palampur Hindistan HE583224
MT Japonya AB189917
IRN-REY4 iran LC066467
IRN-REY10 iran LC066473
Ixora ABD b U20219
CTL Gin EF213025
RP46 Guney Kore KC527770
Ly2 Giiney Kore la AJ296154

Tirk CMV izolatlarinin popilasyon farklilasma yapilarini ortaya g¢ikarmak icin CMV’nin CP genine gore
model tabanl kiimeleme yontemi ve Bayesian algoritmasi (MCMC: Markov Chain Monte Carlo) kullanilarak
olasiliksal modeller olusturmak igin STRUCTURE 2.3.4 yazilimi kullanilmistir (Pritchard ve ark 2000). Kime
sayisini secmek igin popllasyon yapisinin en iyi temsilci tahminlerine gore, 1 ila 10 (K=1-10 Ug tekrarl) ve
100.000 adimlik bir yanma stiresinden sonra 100.000 MCMC tekrari ile analizler uygulanmistir. Ayrica, Structure
Harvester v0.6.94 ¢evrimici yazilmindaki Evanno ve Delta K yontemleri, mevcut olmasi en olasi genetik kiime
sayisini (K) degerlendirmek icin kullaniimistir (Evanno ve ark 2005).

BULGULAR ve TARTISMA

Gergeklestirilen arazi c¢alismalari kapsaminda 300 virlis ve virlis benzeri simptom gosteren titiin
bitkilerinden drnekler alinmistir. Alinan 6rneklerin testlenmesi sonucunda 12 bitkinin CMV ile enfekteli oldugu
belirlenmistir. En yiiksek enfeksiyon orani %35 ile Canakkale ilinde tespit edilmistir. Bununla birlikte izmir,
Aydin ve Denizli illerinde ise CMV enfeksiyonu tespit edilmistir. Ornekleme yapilan diger illerde ise CMV
enfeksiyon orani Balikesir igin %2,63, Manisa icin %4,68 ve Usak igin %2,43 olarak belirlenmistir (Cizelge 2).

Gergeklestirilen arazi ve virlis tanilama c¢alismalari sonucunda toplanilan orneklerin hepsinin virlis ve
virlis-benzeri simptom tasimasina ragmen sadece %4’linde CMV enfeksiyonu tespit edilmistir. Fakat bu
orneklerin ¢ok buyuk bir kisminin tobamovirusler ile enfekteli oldugu bulunmustur (Karanfil ve ark., 2023). Bu
baglamda Bati-Anadolu bdlgesi tiitiin Gretim alanlarinda CMV’nin mindr patojenlerden bir tanesi oldugu
gorilmustir. Daha 6nce gergeklestirilen ¢alismalar ile de bu bélgede ana viral patojenin TMGMV oldugu
belirlenmistir (Karanfil ve ark., 2023). Bu baglamda titiinlerde enfeksiyon meydana getiren diger minér virls ve
virlis-benzeri patojenler olan potato virus Y (PVY), tobacco mosaic virus (TMV), tomato mosaic virus (ToMV) ve
fitoplazmalara ek olarak CMV’de eklenmistir (Usta ve ark., 2020; Giinay ve Usta, 2020; Randa-Zelyit ve ark.,
2022, b; Karanfil ve ark., 2023).
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Cizelge 2. Cucumber mosaic virus ile enfekteli olan izolat sayilari ve toplanilan érneklerdeki enfeksiyon oranlari
CMV ile Enfekteli Ornek Toplanilan Ornek Sayisi Toplanilan  Orneklerdeki CMV

il Sayisi Enfeksiyon Orani (%)
Canakkale 7 20 35.00
Balikesir 1 38 2.63
izmir - 35 -
Manisa 3 64 4.68
Usak 1 41 2.43
Aydin - 40 -
Denizli - 62 -
Toplam 12 300 4.00

Toplanilan 6rnek sayilari ve enfeksiyon oranlarina paralel olarak CMV ile enfekteli en fazla 6rnek 7 izolat
ile Canakkale ilinden elde edilirken, Manisa ilinden 3, Balikesir ve Usak illerinden ise 1 izolat elde edilmistir.
Enfekteli 6rneklerde goriilen en tipik simptom tipi ise yapraklarda gorilen yogun mozaik belirtilerdir (Sekil 1).

&

Sekil 1. Cucumber mosaic virus ile enfekteli oldugu tespit edilen tiitlin bitkisinin yapraklarindaki mozaik
belirtiler

CMV ile enfekteli bitkilerde gorilen mozaik belirtiler ise tipik olarak bitki virislerinin neden oldugu en
yaygin simptom tiplerinden biri oldugu icin direk olarak bu simptomlara neden olan viral etmenin CMV oldugu
disunilmemelidir. Nitekim, tiitinlerde enfeksiyonlara neden olan tobamovirus ve potyvirus tirlerinin de bu
tir belirtilere neden oldugu bilinmektedir (Usta ve ark., 2020; Randa-Zelyit ve ark., 2022; Karanfil ve ark.,
2023). Bu baglamda tiitin virGslerinin birgogu icin simptom-patojen etkilesimi hakkinda kesin yargilara
varilmamasi gerektigi disinilmektedir.

Tutln Uretim alanlarindan ve genbankasinda Tirkiye orijinli olarak bulunan farkh konukgulardan CMV
izolatlarinin molekdiler karakterizasyonu amaci ile gergeklestirilen benzerlik analizleri sonucunda ise Tiirk CMV
izolatlarinin nt dizeyinde birbirleri ile %91-100, amino asit dlzeyinde ise %92-100 arasinda benzerlik
gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 2).

CMV izolatlarinin filogenetik iliskilerinin belirlenmesi amaci ile gergeklestirilen analizler sonucunda ise
Tirk CMV izolatlarinin la ve Ib altgruplarina dagihm gosterdigi belirlenmistir. Altgrup 1l’de kullanilan gen bolgesi
ve biylklagine gore Tirk CMV izolatinin yer almadigi gortlmastir (Sekil 3).

Filogenetik agacta olusan gruplara gore izolatlarin genetik uzakliklari hesaplandiginda overall mean
distance 0.049+0.006 olarak hesaplanmistir. Grup ici izolatlarin uzakhklari la grubu igin 0.008+0.002 olarak
hesaplanirken, Ib icin 0.038+0.009 olarak hesaplanmistir. la ve Ib gruplari arasi genetik uzaklik ise 0.071+0.009
olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3. Tark cucumber mosaic virus izolatlarinin filogenetik iliskileri

CMV izolatlarin biyoinformatik analizleri incelendiginde ise la ve lb izolatlarinin gruplararasi genetik
uzaklik degerlerinin grup ici genetik uzaklk degerlerinden oldukca yiiksek oldugu gérilmektedir. Bu baglamda
elde edilen genetik uzaklik degerleri olusan filogruplari desteklemektedir (Zhu ve ark., 2016). Turk CMV
izolatlarinin la ve Ib gruplarina dagilim gostermesi ise Ulkemizde bugiline kadar yapilan birgok ¢alisma ile
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paralellik gostermektedir (Guller ve Usta, 2020; Karanfil, 2021). Ayrica genel olarak yapilan biyoinformatik
analizlere dayanarak grup Ib izolatlarinin la izolatlarina goére daha c¢ok genetik cesitlilige sahip oldugu
belirlenmistir. Bu sonug filogenetik analizlerde de Ib izolatlarinin kendi iclerinde altgruplar olusturmasi ve
genetik uzaklik hesaplamalarinda b izolatlarinin birbirleri ile daha fazla genetik uzakliga sahip olmasi ile de
dogrulanmaktadir.

Structure analizleri sonucunda Delta K (AK) degerleri Structure Harvester yaziliminda en uygun AK=3
olarak belirlenmistir. Yani filogenetik analizlerde kullanilan Tirk izolatlarinin ve diger referans izolatlarin 3 ayri
alt populasyonda kiimelendigi bu analizler sonucunda ortaya cikarilmistir. Ayrica lilkemizin farkli bélgelerinden
ve farkli tarim dUriinlerinden elde edilen CMV CP gen izolatlarinin 2 ayri alt popilasyondan tiiredigi tekrar
dogrulanmistir (Sekil 4).
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Sekil 4. Cucumber mosaic virus izolatlarinin structure analizi ile elde edilen popiilasyon yapisini simgeleyen
grafigi

Tirk CMV izolatlarinin structure analizi ile degerlendirilmesi sonucunda da filogenetik agacta oldugu gibi
iki baskin renk olusumu goézlenmistir. Tlrk izolatlarindan higbirisi grup Il izolatlari ile iliskili bulunmamistir. la
izolatlarinin tek bir renkten olustugu bu baglamda la popilasyonundaki izolatlarin oldukga birbirleri ile homolog
olduklari gorilurken, Ib’nin ise iki renkten olustugu ve birbirleri ile daha heterelog izolatlardan olusan bir
popilasyon olustugu gorilmektedir. Ayrica structure analizine gore la izolatlarindan Ib izolatlarina gore bir
genetik goc oldugu da goérilmektedir. Bu sebeple ayrica izolatlarin rekombinasyon durumlarinin da gelecek
¢alismalarda belirlenmesinin 6nemli oldugu disinilmektedir.

SONUC ve ONERILER

Gergeklestirilen bu calisma ile tlkemiz titin Gretim alanlarinin biylk bir kisminda CMV’nin minér bir
patojen oldugu tespit edilmistir. Tatlnlerde enfeksiyon meydana getiren CMV izolatlarinin la ve Ib
altgruplarinda dagilim gosterdigi belirlenirken, ilkemiz CMV izolatlarinin filogenetik gruplarinda konukgunun rol
oynamadigi belirlenmistir.

Tesekkiir: Bu calisma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan FHD-2020-3318 proje kodu ile desteklenmistir.

Cikar GCatismasi Beyani: Makale yazarlari aralarinda herhangi bir ¢ikar catismasi olmadigini beyan ederler.

Arastirmacilarin Katki Orani Beyan Ozeti: Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini beyan
ederler.
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