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Canakkale ili boriilce iiretim alanlarinda Hiyar mozaik viriisii
(Cucumber mosaic virus; CMV)’niin tespiti ve kilif protein
genine gore molekiiler karakterizasyonu

Ali KARANFIL! Savas KORKMAZ!

ABSTRACT

Detection and molecular characterization based on coat protein gene of
Cucumber mosaic virus (CMYV) from cowpea production fields of Canakkale
province in Turkey

In 2015-2016, surveys were carried out in areas of Canakkale province where cowpea and
bean were cultivated. Twenty-two samples (14 bean and 8 cowpea) showing virus and
virus-like symptoms were collected from these areas. The collected samples were tested by
DAS-ELISA to determine the presence of Cucumber mosaic virus (CMV) infection and 6
samples out of 22 were found to be infected with CMV. While the determined all CMV
infection was found in cowpea samples, there was no infection found in bean samples. Coat
protein (CP) gene of samples infected with CMV was amplified with RT-PCR and
corresponding bands of 638 bp were obtained from all of them. RT-PCR products of
CWP17 isolate chosen from infected samples randomly was purified and sequenced.
Sequence data of CWP17 isolate was deposited (accession number: KY474380) in
GenBank. Results of multiple sequence alignment analysis, CWP17 isolate was found to be
identical 80-99% and 90-100% with world CMV isolates in nucleotide and amino acid
level, respectively. Also, CWP17 isolates was found in Subgroup IB accordingly
phylogenetic tree created. With carrying out this study, CMV infection was the first time
detected in commercial cowpea production areas in Turkey. In addition, the first molecular
characterization work was carried out in legume production areas of Turkey.
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Bu calisma kapsaminda 2015-2016 yillarinda Canakkale ilinin boriilce ve fasulye
yetistiriciligi yapilan alanlarina arazi cikislar1 yapilarak viriis ve viriis benzeri belirtiler
gosteren 14 fasulye, 8 boriilce olmak iizere toplam 22 bitkiden oOrnekler alinmistir.
Toplanan ornekler Hiyar mozaik viriisii (Cucumber mosaic virus; CMV) varhigimi
belirlemek icin DAS-ELISA ile testlenmis ve 6 6rnek CMV ile enfekteli bulunmustur.
Enfekteli bulunan tiim 6rnekler boriilce bitkisinden elde edilirken, fasulye bitkilerinde
enfeksiyon tespit edilememistir. Elde edilen CMV izolatlarinin kilif protein (CP) gen
bdlgesi, gen spesifik primerler kullanilarak ¢ogaltilmis ve izolatlarin tamaminda 638 bp
biiyiikliikte CP genine spesifik iiriin elde edilmistir. CMV izolatlar1 arasindan CWP17
tesadiifi olarak segilereck RT-PCR iiriinleri purifiye edilmis ve kismi baz dizisi analizi
gerceklestirilmigtir. CWP17 izolatina ait sekans verisi KY474380 erigsim numarast ile gen
bankasina kaydedilmistir. Gergeklestirilen g¢oklu dizi analizleri sonucunda CWP17
izolatinin diinya CMV izolatlar1 ile niikleotid diizeyinde %80-99, aminoasit diizeyinde ise
%90-100 benzerlik gosterdigi saptanmistir. Olusturulan filogenetik agaglar ile de CWP17
izolatinin alt grup IB’de yer aldig1 belirlenmistir. Gergeklestirilen bu ¢alisma ile Tiirkiye’de
ilk defa CMV enfeksiyonu ticari bdriilce iiretim alanlarinda tespit edilmistir. Ayrica
iilkemizde ilk kez baklagil iiretim alanlarinda CMV enfeksiyonunun molekiiler
karakterizasyonu gergeklestirilmistir.

Anahtar kelimeler: DAS-ELISA, RT-PCR, filogenetik, sekans analizi, CP
GIRIS

Hiyar mozaik virtisii (Cucumber mosaic virus; CMYV), ilk olarak hiyar (Cucumis
sativus L.) bitkisi tlizerinde 1934 yilinda Amerika’da Price tarafindan rapor
edilmistir. Bu virlis Bromoviridae familyasi igerisinde yer alan Cucumovirus
cinsinin en 6nemli iiyelerinden birisi olarak kabul edilmektedir. CMV, TMV’den
sonra en fazla konukgu dizisine sahip viriis olarak bilinmektedir. Ayrica diger viriis
hastaliklarindan, sahip olduklari konukgu dizisi ve sayist bakimindan, daha 6nemli
olarak gortilmektedir. Viriis, 100 familyaya giren 1200°den fazla bitkiyi enfekte
edebilme yetenegindedir (Zitter and Murphy 2009). CMV, zarf icermeyen, yaklasik
olarak 29-30 nm ¢apinda izometrik sekilli, {i¢ pargali (+) ssSRNA genomuna sahiptir
(Palukaitis and Garcia-Arenal 2003). Bu 3 parcali genom RNAT1 (~3350 nt), RNA2
(~3050 nt) ve RNA3 (~2200)’den olusmaktadir. Ayrica RNA3’iin bazen dérdiincii
bir RNA (~1030 nt) icerebildigi de belirtilmistir. RNA1 tek bir protein
kodlamaktadir. RNA1’in kodladig1 bu protein 1a olarak ifade edilmis ve genomun
viral replikasyonu i¢in hayati 6neme sahip oldugu bildirilmistir. RNA?2 ise 2a ve 2b
olmak {izere 2 protein kodlamaktadir. 2a proteini viral replikasyonla
iligkilendirilirken, 2b proteini ise enfeksiyon sirasinda konuk¢unun kendini
savunmak amaci ile iirettigi gen sessizlestirme sinyallerini engellemektedir. Ayrica
2b proteini viriisiin uzun mesafelere tasinmasi ve simptom olusumunda da etkilidir.
Son olarak RNA3 ise 3a ve kilif proteini olmak {izere 2 protein kodlamaktadir.
RNA3’lin kodladigi bu 3a proteininin viriisiin hiicreden hiicreye hareketinden
sorumlu hareket proteini oldugu belirtilmistir (Zitter and Murphy 2009). Ayrica
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etmen 75°den fazla yaprak biti tiirii ile non-persistent olarak tasmmaktadir
(Palukaitis et al. 1992).

CMV izolatlarinin siniflandirilmasinin ge¢miste; serolojik iliskiler ve izolatlarin
gostermis olduklar1 nt benzerlik oranlarina dayanarak alt grup I ve alt grup Il
olmak iizere yapildig1 belirtilmistir (Palukaitis et al. 1992). Son yillarda ¢ok sayida
CMV izolatinin CP genlerinin ve 5’ okuma yapilmayan bolgelerinin analizi ile alt
grup I’'in IA ve IB seklinde 2’ye ayrildig1 goriilmektedir (Roossinck et al. 1999).
CMV alt grup I ve II arasindaki nt diizeyinde benzerlik oranlarmin 69 ile 77
arasinda degistigi belirtilirken, gruplarin kendi iclerinde ise benzerlik oranlarinin
%90°n1n iizerinde oldugu belirtilmistir (Palukaitis et al. 1992). Ayrica CMV IA ve
I alt gruplarmin tiim diinya izolatlarindan olusabilecegi bildirilirken, IB alt
grubunun ise genellikle Asya izolatlar ile sinirlandig: ifade edilmistir (Roossinck
2002).

Tiirkiye’de gergeklestirilen birgok calismada CMV varligi farkli konukgularda
tespit edilmistir (Giimiis ve ark. 2004, Beler ve Acikgoz 2005, Caglar 2006, Ergun
et al. 2013, Erkan ve ark. 2013, Sar1 2015, Sertkaya 2015, Gokdag ve ark. 2016,
Karanfil ve ark. 2016). Tiirkiye’de daha 6nce boriilce viriis hastaliklari ile yapilmis
kapsamli bir ¢aligma bulunmamakla birlikte, tohum patojenlerinin inaktivasyonu
ile ilgili bir calismada boériilce tohumlarinda CMV enfeksiyonu tespit edilmistir
(Paylan et al. 2014). Diger bir ¢alismada ise fasulye alanlarinda CMV varlig1 tespit
edilmis, fakat karakterizasyonu gerceklestirilmemistir (Kilic et al. 2015). Bu
nedenle calismanin amaci, ticari {iretim yapilan bdriilce ve fasulye alanlarinda
CMYV varligiin tespit edilerek, molekiiler karakterizasyonunun yapilmasi seklinde
planlanmstir.

MATERYAL VE METOT

CMVY izolatlan

Arazi caligmalart 2015-2016 yillarinda Canakkale ilinin Ezine, Bayrami¢ ve
Ayvacik ilgelerinde gergeklestirilmistir. Siddetli viriis ve virlis benzeri belirtiler
gosteren 14 fasulye, 8 boriilce 6rnegi olmak {izere toplamda 22 6rnek alinmistir.
Toplanan 6rneklerdeki CMV varligt DAS-ELISA ile belirlenmistir.

DAS-ELISA testi Clark and Adams (1977)’nin belirttigi temel yontem esas
alinarak Bioreba (Isvigre) firmasindan saglanan kitler ile iiretici firmanin 6nerileri
dogrultusunda gergeklestirilmistir. DAS-ELISA testlerinde pozitif olarak bulunan
tiim 6rnekler RT-PCR ile analiz edilmistir.

RT-PCR analizinde ise ilk olarak RNeasy Mini Kit (Qiagen, Kanada) ile toplanan
orneklerden total RNA ekstrasyonu yapilmistir. Ikinci asamada, elde edilen total
RNA'’lardan TaKaRa (Japon) firmasindan saglanan kitler ile 657 bp’lik CP geninin
638 bp kismi amplifiye edilmistir. Bu amagla kitlerin saglandigi firmanin 6nerileri
dogrultusunda total RNA thermal cycler’da (Bio-Rad, ABD) 65 °C’de 5 dk
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bekletilmis ve hemen ardindan buza alinarak denatiirasyon asamasi
tamamlanmustir. Denatiire edilmis RNA’lardan ¢cDNA’larin sentezlenmesi amaci
ile RT karisim hazirlanmis ve 30 °C’de 10 dk, 42 °C’de 45 dk, 70 °C’de 15 dk ve
+4 °C’de sonsuz () sekilde programlanan thermal cycler’da komplementer DNA
(cDNA)’lar sentezlenmistir. RT-PCR ¢aligmalarinin son agamasinda elde edilen
cDNA'larin amplifikasyonu gerceklestirilmistir. Bu amagla hazirlanan PCR
karigimina cDNA’lar eklenerek 94 °C’de 3 dk; 40 defa tekrarlanan 94 °C’de 30 sn,
55 °C’de 30 sn ve 72 °C’de 45 sn; 72 °C’de 5 dk; +4 °C’de sonsuz («) seklinde
programlanan thermal cycler’a konularak CMV CP genleri tasarlanan primer
ciftleri ile gogaltilmistir (SK5 CMV-F: ATGGACAAATCTGAATCAACC ve SK6
CMV-R: GATGTGGGAATGCGTTGGTGC). Son olarak elde edilen PCR iiriinleri
100-1000 bp DNA biiyiikliik markirlartyla birlikte %1.5’lik agaroz jel iginde 100
voltta, 45 dakika ayristirilip EtBr ile boyandiktan sonra jel goriintiileme cihazinda
(Major Science UVdi, Tayvan) hedef virlisiin kilif protein genine ait 638 bp’lik
bantlar goriintiilenmistir. Molekiiler karakterizasyon igin pozitif olarak bulunan
izolatlar arasindan CWP17 izolat1 tesadiifi olarak segilerek sekans analizi igin
kullanilmugtir.

Bu amagla CWP17'nin RT-PCR iiriinleri EZ-10 Column PCR purifikasyon Kiti
(BioBasic, Canada) ile iiretici firmanin onerileri dogrultusunda purifiye edilmistir.
Purifiye edilen RT-PCR iriiniiniin, Refgen Biyoteknoloji (Ankara, Tiirkiye)
firmasindan hizmet alimi ile ¢ift yonlii olarak sekans analizi ger¢eklestirilmistir.

Benzerlik, filogenetik ve evrimsel farklhilik analizleri

CWP17 izolatina ait ham sekans verileri CLC Main Workbench (V.7.7.3)
programinda analiz edilerek, benzerlik ve filogenetik analizler i¢in hazir hale
getirilmistir. Daha sonra bu CMV izolatina ait elde edilen konsensus dizi NCBI
(National Centre for Biotechnology Information)’dan indirilen diger CMV
izolatlarina ait CP sekans verileri ile birlikte filogenetik agac¢larin olusturulmasinda
kullanilmistir (Cizelge 1). Bu amagla CWP17 CP genlerine ait niikleotid dizileri
CLC Main Workbench programinda ClustalW ile coklu dizi karsilastirmasi
yapilarak birbirleriyle ve diinya izolatlartyla olan nt ve a.a. diizeyindeki benzerlik
oranlart tespit edilerek Sequence Demarcation Tool, version 1.2 (SDTv1.2)
kullanilarak renklendirilmis matrix olarak elde edilmistir (Muhire et al. 2014).
CWP17 izolatinin filogenetik iligkileri de ayni programda Neighbor-joining ve
UPGMA metoduyla kiamura iki algoritmasi uygulanarak 1000 tekrarli bootstrap
analizi ile belirlenmistir. Olusturulan filogenetik agaglarda Peanut stunt virus; PSV
(GenBank accession no: U15730) dis grup olarak filogenetik agacin dogrulugunu
arttirmak amaci ile kullanilmigtir. Filogenetik agacta olusan gruplara gore izolatlar
gruplandirilarak Mega7 programinda grup i¢i ve arasindan gostermis oldugu
evrimsel farklilik oranlar1 belirlenmistir (Kumar et al. 2016).
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Cizelge 1. Molekiiler karakterizasyon ¢aligmalarinda kullanilan Tiirk ve Diinya izolatlarina

ait baz1 bilgiler

Genbankas: Erisim Izolat/Streyn Orijin Alt Grup*
Numarasi
AF198103 LY Avustralya ]
AF063610 S Gliney Afrika ]
AF127976 LS ABD ]
HG965199 YAL Italya 1A
D00385 O Japonya 1A
D10538 Fny ABD 1A
AJ276481 Mf Giiney Kore 1A
U20219 Ixora Filipin IB
KJ746022 YB6 Cin IB
AJ810259 KS44 Tayland IB
HE962480 Vir Fransa IB
JX025993 Khnl Iran IB
FN554688 17Huahine Fransiz Polinezyasi IB
DQ285569 - Hindistan IB
KY474380 CWP17 Tirkiye IB
*Referans ve olusturulan filogenetik agaca gore alt gruplar.
SONUCLAR VE TARTISMA

Gergeklestirilen arazi ¢alismalar1 kapsaminda 22 virlis ve virtis-benzeri simptom

gosteren fasulye (14 Ornek) ve boriilce (8 drnek) Ornegi toplanmistir. Toplanan

orneklerin DAS-ELISA ile testlenmesi sonucunda 6 6rnegin CMV ile enfekteli

oldugu tespit edilmistir (Cizelge 2).

Cizelge 2. Canakkale ilgelerinden toplanan ve Hiyar mozaik viriisii (Cucumber mosaic
virus; CMV) ile enfekteli bulunan 6rnek sayilar

. . Toplanan Ornek Sayisi Enfekteli 6rnek sayisi
Canakkale lgeleri Fasulye l);iiriilce Fasulye Biiziilce
Ayvacik 2 6 - 4
Bayramig 8 - - -
Ezine 4 2 - 2
Toplam 14 8 - 6

CMV enfeksiyonu tespit edilen 6rneklerin hepsini boriilce 6rnekleri olustururken,
fasulye orneklerinde CMV enfeksiyonuna rastlanilmamistir. Bu sonugla toplanan
orneklerdeki CMV enfeksiyon orami %27 olarak bulunurken, yalniz boériilce
orneklerinde ise %75 olarak tespit edilmistir. CMV ile enfekteli oldugu belirlenen
bitkilerde en sik goriilen simptomlarin ise yapraklardaki sekil bozukluklari ve hafif
kivrilmalar oldugu goriilmiistiir (Sekil 1). Toplanan tim 6rneklerin viriis ve viriis
benzeri simptom gostermesine ragmen, 6rneklerin hepsinde CMV enfeksiyonunun
tespit edilememesi ise; bu drneklerde fasulye ve boriilce bitkilerini enfekte eden
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diger viriislerin varligindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (Kutluk Yilmaz
ve ark. 2002, Giizel and Arli-S6kmen 2003).

Culal-Kili¢ ve Yardimer (2012) ise Burdur Cine Ovasi fasulye iiretim alanlarinda
CMV enfeksiyonunu arastirmak amact ile bir calisma yiirlitmislerdir.
Gergeklestirdikleri bu ¢aligmada kloroz, mozaik, damar bantlagmalari, yapraklarda
deformasyon, bitki boyunda kisalma, damarlarda renk agilmalari, damar ¢ekilmesi
gibi simptomlarin CMV enfeksiyonundan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir.
Gergeklestirilen bu calisma kapsaminda CMV ile enfekteli bulunan boriilce
bitkisindeki simptomlar Culal-Kili¢ ve Yardimci (2012)’nin ¢aligmasina paralellik
gostermektedir.

Sekil 1. Araziden toplanan ve Hiyar mozaik viriisii (Cucumber mosaic virus; CMV) ile
enfekteli bulunan boériilce bitkisinde yapraklarda sekil bozukluklar

Mohammadi et al. (2016) iran’da sebze iiretim alanlarinda CMV ile birlikte 3 farkli
viriisiin enfeksiyon durumlarinin tespiti amaci ile gergeklestirmis olduklar
calismada viriis ve viriis benzeri simptom gosteren farkli sebzelerden 100 yaprak
Oornegi almiglar ve topladiklari bu Orneklerin %46’sinin CMV ile enfekteli
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica aragtirmacilar CMV’nin enfeksiyon durumlari
arastirilan 4 viriis i¢cinde en yiiksek enfeksiyon oranina sahip olan viriis oldugunu
bildirmiglerdir. Bu bilgiler 1s18inda, farkli arastirmacilarin gerceklestirmis oldugu
calismalarda da CMV’nin bir¢ok farkli bitkide yiiksek oranlarda enfeksiyonlar
meydana getirebilecegi bildirilerek, bu c¢aligma kapsaminda elde edilen CMV
enfeksiyon oranini destekleyen paralel sonuglar elde edilmistir (Erkan ve ark. 2013,
Kilic et al. 2015).

Enfekteli olarak bulunan 6 CMV izolatinin CP genleri RT-PCR ile ¢ogaltilarak,
638 bp'lik CMV CP genlerine karsilik gelen bantlar tiim pozitif orneklerden elde
edilmistir (Sekil 2). RT-PCR ile CP genleri ¢ogaltilan izolatlar arasindan CWP17
(Sekil 2'de 3 numarali 6rnek CWP17 olarak isimlendirilmistir) tesadiifi olarak
secilerek sekans analizi gerceklestirilmistir.
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Sekans analizi sonucunda elde edilen ¢ift yonlii niikleotid dizilerinin birlestirilmesi
sonucunda CLC Main Workbench programinda dizileme kromatogrami kotii olan
niikleotid dizileri (her iki uctan yaklasik olarak 30 niikleotid) kesilip atilmis ve 578
bp’lik CMV CP genine ait niikleotid dizisi elde edilmistir. Elde edilen CMV CP
genine ait 578 bp’lik niikleotid ve bu diziye gore c¢ikarilan amino asit yapilari
iizerinden CWP17’nin diinya izolatlar ile gostermis oldugu benzerlik oranlar1 ve
filogenetik iliskileri belirlenmistir.

Sekil 2. Kilif protein geninin RT-PCR ile belirlenmesi (M: 1 kb DNA ladder (BioBasic,
Kanada) 1, 2, 3 (CWP17) ve 4: Ayvacik-Canakkale; 5, 6: Ezine-Canakkale).

Gergeklestirilen nt dizi analizleri sonucunda CWP17 izolatinin diinya izolatlar ile
niikleotid ve amino asit diizeyinde siras1 ile %80-99 ve %90-100 arasinda degisen
oranlarda benzerlik gosterdigi saptanmistir. CWP17 izolati niikleotid ve amino asit
diizeyinde en fazla benzerligi Hint izolat1 (DQ285569), en az benzerligi ise ABD
izolat1 (AF127976) ile gostermistir (Sekil 3). Olusturulan benzerlik matriksinde alt
grup IA ve IB izolatlarinin alt grup II izolatlarindan oldukga farkli benzerlik
degerlerine sahip olduklar1 goriilmektedir. Gruplarin kendi i¢lerinde ise oldukca
benzer olduklari goriilmiistiir. Bu baglamda Ia alt grubunda bulunan izolatlar %97-
99, Ib alt grubunda bulunanlar %94-99 ve son olarak Il alt grubunda bulunanlar ise
kendi i¢lerinde %98-99 oranlarinda benzerlik gostermislerdir.
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HES62480
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KJ746022 Pairwise identity (%)

100
99
98
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u20219
CWP17

DQ285569
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AF127976
AF063610
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HE962480
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AJB10259
u20219
CWP17
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AF198103
AF127976
AFDB3610

KJ7.

Sekil 3. CWP17 izolat1 ile Diinya Hiyar mozaik viriisii (Cucumber mosaic virus; CMV)
izolatlarinin kilif protein genleri niikleotid (a) ve aminoasit (b) dizilimleri
kullanilarak olusturulan renklendirilmis benzerlik matriksi.

CWP17 izolatinin diinya izolatlar1 ile gostermis olduklar filogenetik iligkiler Sekil
4'de verilmistir. Neighbor joining ve UPGMA metodu ile olusturulan her iki
filogenetik agacta da izolatlar benzer sekilde yer almistir (benzer topolojilere sahip
olmasindan dolayr UPGMA metodu ile olusturulan filogenetik aga¢ verilmemistir).
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CWP17 izolat1 olusturulan her iki filogenetik agacta da alt grup IB'de yer almistir.
Roossinck (2002)’nin gerceklestirmis oldugu ¢aligmaya paralel olarak IB
izolatlarinin ¢ok biiyiikk bir kisminin Asya orijinli oldugu goriiliirken, IA
izolatlarinin ise diinyanin farkli bolgelerinden elde edilen izolatlardan olustugu
goriilmiistiir.  Ulkemizde biber, domates ve kavun bitkilerinde CMV
enfeksiyonunun karakterizasyonu amaci ile gerceklestirilen bir ¢alismada CMV
izolatlarinin alt grup IA’ya ait oldugu bulunmustur (Caglar 2006). Her iki
calismada Tirkiye’de gerceklestirilmesine ragmen, ayni bolge izolatlarinin farkli
alt gruplarda olabilecegi bilinmektedir (Nouri et al. 2014, Eyvazi et al. 2015,
Ohshima et al. 2016). Salem et al. (2010) ise boriilcede CMV alt grup IB izolatinin
varligini bildirmesi, CMV izolatlarinin alt gruplarinin konukguya gore farklilasmis
olabilecegi sonucunu dogurmaktadir.

FN554688
JX025993
CWP17

DQ285569
Subgroup

(Metadata layer #1)
@~ @B

I @ outgroup

HE962480
AJ810259

KJ746022

U20219
D10538
D00385
AJ276481

HG965199

i AF127976
] 100 AF063610
le AF198103

e 57304

Sekil 4. CWP17 ve Diinya Hiyar mozaik viriisii (Cucumber mosaic virus; CMV) izolatlar1
kilif protein genleri niikleotid dizilimleri kullanilarak olusturulan filogenetik agag.

Ohshima et al. (2016), Tiirk Brassicaceae familyasi bitkilerinden elde ettigi 7 CMV
izolatin1 da kullandig1 molekiiler evrim ¢alismasinda, Tiirk izolatlarinin hepsinin
RNA1 ve RNA2’nin nt dizilimlerine gore alt grup IA’da yer aldigini, RNA3’{in nt
dizilimine gdre ise 2 izolatin alt grup IB’de yer aldigini belirleyerek bu izolatlarin
genomik segmentlerinde farkliliklar tespit etmislerdir. Fakat 1a ve 2a agik okuma
bolgelerine (Open Reading Frame; ORF) gore ise tiim Tirk izolatlarinin 1A alt
grubunda yer aldigini belirtmislerdir. Bu bilgiler 1s18inda CWP17 izolatinin IB alt
grubunda yer almasina ragmen, 3 RNA bolgesi iginde tiim genom analizlerinin
yapilmasimin gerekli olduguna inanilmaktadir. Bununla birlikte CWP17 izolatinin,
Tiirkiye i¢in boriilceden elde edilen ilk izolat olmasi nedeni ile tim RNA
segmentlerine gore alt grup IB’de yer almasi da olasidir. Sonu¢ olarak CMV
izolatlarinin  molekiiler profillerinin  belirlenmesinde, ¢ok sayida farkh
konukc¢ulardan elde edilmis ve tiim RNA bolgelerinin ve ORF’lerinin sekans
dizilerine dayanan analizlerinin yapilmasinin gerekli oldugu diisiiniilmektedir.
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Olusturulan filogenetik agactaki gruplara gore; gruplarin kendi i¢inde ve birbirleri
ile gostermis olduklart evrimsel farkliliklar belirlenmistir (Cizelge 3). Cizelge 3
incelendiginde kendi iclerinde evrimsel acidan en yakin olan izolatlarin A
grubunda oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte alt grup II ile TA ve IB alt
gruplart arasinda elde edilen degerlerde filogenetik agagta olusan gruplarin
dogrulugunu teyit etmektedir. Benzer hesaplamalar Turnip mosaic virus (TuMV)
izolatlar1 i¢inde yapilarak filogenetik agactaki gruplarin dogrulugunu teyit etmek
amaci ile de kullanilmistir (Zhu et al. 2016).

Cizelge 3. Gruplar i¢i ve arasi1 evrimsel farklilik dereceleri

Alt Gruplar I 1A IB

1 0.019*

1A 0.126 0.014

IB 0.126 0.026 0.023

*Koyu karakterler gruplarin kendi i¢lerindeki evrimsel farklilik derecelerini gostermektedir.

Gergeklestirilen bu calisma ile Tiirkiye’de ilk kez CMV enfeksiyonu ticari olarak
boriilce yetistiriciligi yapilan alanlarda dogal enfeksiyon olarak tespit edilmistir.
Ayni1 zamanda gergeklestirilen molekiiler karakterizasyon calismalar1 ile de
CWP17 izolatimin alt grup IB’de yer aldig1 belirlenmistir. Bununla birlikte daha
genis alanlardan elde edilen CMV izolatlarinin biyolojik ve molekiiler
karakterizasyonunun gergeklestirilmesi gerektigine inanilmaktadir. Ayrica fasulye
alanlarinda CMV enfeksiyonuna rastlanilmamasi nedeni ile fasulye alanlarinda
enfeksiyon olusturan diger etmenlerin tanilanmasina da dncelik verilmesi gerektigi
diistintilmektedir.
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