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0z
Amag: Glney Marmara Bolgesi (GMB) kabakgil uretim alanlarinda cucumber

mosaic virus (CMV) enfeksiyonunun tespiti ve elde edilen CMV izolatlarinin
molekuler karakterizasyonu amaci ile bu ¢alisma yurutiimustur.

Materyal ve Ydontem: GMB'yi olusturan Canakkale, Balikesir ve Bursa illerinde
arazi calismalari gercgeklestirilerek viriis ve viris-benzeri simptom g0Osteren
bitkilerden 6rnekler alinmis ve DAS-ELISA yontemi ile CMV enfeksiyonu agisindan
testlenmistir. ileri analizler icin toplanan drnekler icerisinden 3 tanesi elde edildikleri
cografik orijine gore segilerek, RT-PCR ile kilif protein genlerinin tamami
cogaltilarak klonlanmis ve sekanslanmistir.

Arastirma Bulgulari: Arazi galismalari sonucunda 72 bitkiden 6rnek alinmigtir.
Virlis tanilama c¢alismalari sonucunda ise 10 bitkide CMV enfeksiyonu tespit
edilmistir. Gergeklestirilen sekans analizleri sonucunda GMB CMV izolatlari birbirleri
ile nukleotit duzeyinde %93.15-99.70 oraninda, amino asit dizeyinde ise bu
izolatlarin %97.71-100 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Dinya izolatlari
ile gerceklestirilen karsilastirmalar sonucunda ise GMB izolatlarinin niikleotit ve
aminoasit duzeyinde %76-100 benzerlikler gosterdigi tespit edilmistir.
Gergeklestirilen filogenetik analizler sonucunda ise GMB CMV izolatlarinin ikisinin
altgrup IA, birinin ise altgrup 1B’de oldugu belirlenmisgtir.

Sonug: Gergeklestirilen bu galisma ile GMB kabakgil Uretim alanlarinda CMV
enfeksiyonu tespit edilerek llkemizden ilk kabakgil CMV izolatlarinin kilif protein
gen dizilimlerinin genbankasinda yer almasi saglanmistir.

ABSTRACT

Objective: This study was carried out for the detection and molecular
characterization of cucumber mosaic virus (CMV) infecting cucurbit plants in the
Southern Marmara Region (SMR) of Turkey.

Material and Methods: Surveys were performed in the SMR (Canakkale, Balikesir
and Bursa provinces) and, samples showing virus and virus-like symptoms were
collected. The samples were tested by DAS-ELISA to detect CMV infection. For
further analysis, three isolates were selected according to the geographic origin
which they were obtained from. Their complete coat protein genes were amplified
by RT-PCR, cloned and sequenced.

Results: While seventy-two samples were collected, CMV infection was found in 10
plants. As a result of sequence analysis, SMR CMV isolates were 93.15-99.70%
and 97.71-100% similar to each other at nucleotide (nt) and amino acid (aa) levels,
respectively. And, it was determined that 76-100% similarities with world isolates at
nt and aa levels. Moreover, based on the phylogenetic analysis, it was determined
that two of the GMB CMV isolates were in subgroup IA and remaining was in
subgroup IB.

Conclusion: CMV infections were detected in cucurbit plant production areas of
SMR. And, for the first time, complete coat protein gene sequences of Turkish
cucurbit CMV isolates were deposited in Genbank.
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GiRiS

Hiyar mozaik virlisti (cucumber mosaic virus; CMV), diinyada ilk kez 1934 yilinda Amerika'da Price
tarafindan hiyar (Cucumis sativus L.) bitkisi tzerinde bildirilmistir. CMV, Bromoviridae familyasindan
Cucumovirus cinsine ait bir virlis hastaligidir. Etmenin konukgu genisligi muhtemelen bitki virlsleri iginde
en fazla olandir. CMV, 100 familyadan 500 cinse ait olan 1200’ln Uzerinde bitkide enfeksiyon meydana
getirebilmektedir (Zitter and Murphy, 2009; Jacquemond, 2012). Etmen, bitki 6zsuyu ile mekanik, yaprak
bitleri ile non-persistent olarak ve tohum ile tasinabilmektedir (Palukaitis et al.,1992; Palukaitis and
Garcia-Arenal, 2003).

CMV, pozitif duyarlilikta tek sarmal ve U¢ segmentli bir RNA genomuna sahiptir. Bu RNA
segmentlerinden RNAL ve RNA2 replikaz ve hareket ile ilgili kompleks genleri icerirken, RNA3 ise hareket
(MP) ve kilif (CP) protein genlerini kodlamaktadir (Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003; Zitter and Murphy,
2009). Etmenin tasinmasinin ise 75’den fazla aphid tlri ile oldugu da bildirilmistir (Palukaitis et al., 1992).

Kabakgillerin en énemli viris hastaliklarindan bir tanesi olan CMV’nin; sahip olduklari serolojik
iliskiler ve genetik gesitlilik oranlari temel alinarak 2 gruba ayrildigi bildirilmistir. Ayrica bu iki grup | ve Il
olarak sembolize edilmektedir (Palukaitis et al., 1992). Dinyada son vyillarda gergeklestirilen ¢alismalar
sonucunda etmenin CP geni ve 5’ ucunda protein kodlayamayan bolgelerinin analizi ile alt grup I'in 1A ve
IB olarak 2’ye ayrildidi belirtilmistir (Roossinck et al., 1999).

Ulkemiz'de daha 6nceden farkli konukgularda CMV enfeksiyonlarinin tespit edildigi bildirilmigtir
(Gumdus ve ark., 2004; Beler ve Acikgdz, 2005; Koklu ve Yilmaz, 2006; Buzkan ve ark., 2013; Ergin ve
ark., 2013; Erkan ve ark., 2013). Gerceklegtirilen sinirli sayidaki galismada ise CMV’'nin altgrup IA
izolatlarinin yaygin olarak goruldugu belirtiimigtir (Caglar, 2006; Ergin ve ark., 2013). Son yillarda
gerceklestirilen caligmalar ile de grup Il ve alt grup IB'nin varligi tlkemizde bildiriimistir (Sari, 2015;
Karanfil ve Korkmaz; 2017). Ancak Ulkemiz kabakgil Uretim alanlarinda CMV enfeksiyonunun varligi
siklikla bildiriimesine ragmen bu izolatlarin genetik gesitlilikleri hakkinda bir bilgi bulunmamaktadir.

Bu baglamda ilkemizin Gluney Marmara Bolgesi (GMB)'ni olusturan Canakkale, Balikesir ve Bursa
illeri kabakgil Uretim alanlarinda simdiye kadar CMV'nin tanisi ve genetik cesitliligi Gzerine bir arastirma
yapiimamistir. Bu amagla belirtilen alanlardan virlis ve viriis-benzeri simptom goésteren bitkilerden érnekler
alinarak CMV'nin varlidi ve kilif protein (CP) gen diziliminin filogenetik iligkileri belirlenmeye calisiimistir.

MATERYAL ve YONTEM
Arazi ve viris tanilama ¢alismalari

Arazi calismalari Canakkale, Balikesir ve Bursa illeri ve ilgeleri kabakgil Uretim alanlarinda
yuritilmastir. Uretim sezonu boyunca kabakgil Uretim alanlarina arazi ¢ikislari yapilarak bitkiler gérsel
olarak incelenmis, viral hastalik benzeri belirti gdsteren bitkilerden drnekler alinmistir. Uretim alanlarinin
secimi tesadifi olarak yapilmistir. Toplanan ornekler silika jeller icerisinde soduk zincirde laboratuara
getirilmis ve ileri analizlerin yapilmasi igin 4°C'de saklanmistir.

Toplanan 6rneklerdeki CMV varligi DAS-ELISA testi ile belirlenmistir. Bu amagla Clark ve Adams
(1977)1n belirtigi yontem temel alinarak, ELISA kitlerinin alindidi firmanin 6nerileri dogrultusunda testler
gerceklestiriimistir (Bioreba, isvicre).

Molekiiler karakterizasyon caligmalari

DAS-ELISA testleri sonucunda CMV ile enfekteli olarak bulunan izolatlar arasindan elde edildikleri
cografik orijinler géz 6niinde bulundurularak her bir il icin birer izolat olmak (zere toplamda 3 izolat
secilmis ve molekller karakterizasyon galismalari kapsaminda kullaniimigtir. Secilen érnekler Canakkale
ili icin CAN54, Balikesir ili icin BAL136 ve Bursa ili icin BUR152 olarak adlandiriimistir.

RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve PCR calismalari

CMV ile enfekteli olarak bulunan 6rneklerden ilk olarak CTAB metodu ile total RNA izolasyonu
gerceklestiriimistir (Li et al., 2008). Elde edilen total RNA'lar ilk olarak RevertAid First Strand cDNA
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Synthesis Kit (Thermo Scientific, USA) kullanilarak PCR calismalari i¢cin complimentary DNA (cDNA)'lar
sentezlenmistir. Elde edilen cDNA'lar calisma kapsaminda tasarlanan CMV CP geninin tamamini
¢ogaltabilen primer ¢ifti (CMV_CP_F 5 AGG TTC AAT TCC TCT TRC TCC_3've CMV_CP_R_5' AAC
GGG TTG TCC ATC CAG_3") kullanilarak 2X Emerald Master Mix (Takara, Japonya) ile 915 bg
uzunlugunda gen bélgesi amplifiye edilmistir.

Klonlama ve Sekanslama Galigmalari

Amplifiye edilen CP genleri T-A klonlama yéntemi ile Promega (ABD) firmasindan saglanan kitler
ile klonlanmigtir. Klonlanan hedef gen bélgesi Bio Basic plazmid purifikasyon kit (Kanada) kullanilarak
saflastiriimistir. Elde edilen plazmidler sekanslarak segilen CMV izolatlarinin CP genlerinin niikleotit (nt)
dizilimleri belirlenmis ve gen bankasina kaydi CAN54, BAL136 ve BUR 152 izolatlar icin sirasiyla
MN985117, MN985118 ve MN985119 erisim numaralari ile gergeklestiriimistir. Gen bankasina diinyanin
farkli bolgelerinden elde edilerek yiklenen CMV izolatlarinin ilgili gen boélgesine karsilik gelen sekans
verileri de kullanilarak (Cizelge 1), GMB CMV izolatlarinin kendi iginde ve diinya izolatlari ile géstermis
oldugu filogenetik iliskileri CLC Main Workbench V. 20 ve Sequence Demarcation Tool V 1.2 programi ile
belirlenmistir (Muhire et al., 2014).

Cizelge 1. Molekdler karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilan cucumber mosaic virus izolatlarina ait bilgiler

Table 1. Information for cucumber mosaic virus isolates used in molecular characterization studies

Erigim Numarasi Izolate Kodu Orijin
KC407999 Hnt Cin
AJ304397 LBO Hollanda
AB189917 MT Japonya
AF268598 Xb Cin
HES583224 Palampur Hindistan
AJ511990 NS Macaristan

D10538 Fny ABD
KP455737 Kal6 iran
AJ276479 Mf Guney Kore
AB004781 D8 Japonya
AF103991 pepo Japonya
AJ810259 KS44 Tayland
KJ746022 YB6 Cin

u20219 Ixora ABD

ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Gergeklestirilen arazi calismalari sonucunda GMB kabakgil Uretim alanlarindan viriis ve virls-
benzeri belirti gbsteren Canakkale’den 25, Bursa'dan 21 ve Balikesir'den 26 érnek olmak tzere toplam 72
ornek toplanmistir (Sekil 1).

Toplanan 6rneklerin kabakgil tirt diizeyinde dagilimi incelendiginde ise en fazla toplanan kabakgil
turd 29 dérnekle kavun olmustur. En az toplanan tir ise 3 bitki ile acur olmustur. Toplanan diger turler ve
sayilari ise kabak (20), karpuz (14) ve hiyar (6) olmustur (Cizelge 2).

Toplanan 72 6rnedin DAS-ELISA testi ile analizi sonucunda 10 érnegdin CMV ile enfekteli oldugu
tespit edilmigtir. Canakkale ilinden toplanan 25 6rnegin 7'si, Balikesir ilinden toplanan 21 érnegin 1'i ve
Bursa'dan toplanan 26 Ornegin 2'si CMV ile enfekteli olarak belirlenmistir. Toplanan 6rneklerdeki
enfeksiyon orani %13.8 olarak gerceklesmistir. En fazla CMV enfeksiyon sayisi 4 bitki ile kavunda tespit
edilirken en az enfeksiyon birer érnek ile karpuz ve hiyar bitkilerinden elde edilmistir. Oransal olarak ise
en yiksek enfeksiyon orani acur érneklerinden elde edilmistir. Toplanan 3 acur bitkisinin 2'sinde (%66.6)
CMV enfeksiyonu tespit edilmistir (Cizelge 2).
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Tekirdag

Ganakkale

(21)
Balikesir

Sekil 1. Calisma kapsaminda arazi galismalarinin gergeklestirildigi Gliney Marmara Bolgesi'ni olusturan iller (Parantez icindeki
sayllar o ilden toplanan érnek sayilarini ifade etmektedir).

Figure 1. The provinces that constitute the South Marmara region where the field studies are carried out (the numbers in
parentheses represent the number of samples collected from that province).

Cizelge 2. Guney Marmara Bolgesi kabakgil Uretim alanlarindan toplanan ve cucumber mosaic virus ile enfekteli drnek sayilari

Table 2. Numbers of samples collected from cucurbit production areas in South Marmara region and infected with cucumber mosaic

virus
iller
) ) - Toplam
Kabakgil Turleri Canakkale Balikesir Bursa
Enf/Top* Enf/Top  Enf/Top  Enf/Top
Kavun 3/8 0/6 1/15 4/29
Karpuz 0/5 0/5 1/4 1/14
Kabak 1/7 1/7 0/6 2/20
Hiyar 1/2 0/3 0/1 1/6
Acur 2/3 -/- -/- 2/3
Toplam 7125 1/21 2/26 10/72

*Top: Toplanan; Enf: Enfekteli

Tekirdag ilinde kabakgil virUsleri ile ilgili yapilan bir ¢calismada toplanan 300 bitkinin %4.6'sinda
CMV enfeksiyonu bulundugu bildirilmistir (Altinay, 2017). Kizmaz ve ark. (2016), Diyarbakir ve Mardin
illeri kabakgil Uretim alanlarinda gercgeklestirdigi ¢galismalar sonucunda CMV enfeksiyon oranini % 43.13
olarak bulmustur. Gumuls ve ark. (2004)nin bazi kabakgil tohumlarindaki virls enfeksiyonlarini
arastirdiklari ¢alismanin sonucunda ise kabakgil tohumlarinin % 36.8'inde CMV enfeksiyonu bulduklarini
belirtmiglerdir. Yukarida verilen ve Ulkemizde kabakgil Uretim alanlarinda gercgeklestirilen daha birgok
calismada da CMV enfeksiyon oranlarinin birbirine paralel olmadigi gérulmektedir (Kaya ve Erkan, 2011;
Korkmaz ve ark., 2018). Bu sonugclar kabakgil Gretim alanlarinda CMV enfeksiyon oraninin yildan yila
ve/veya bdlgelere gére degiskenlik gésterdigini ortaya koymaktadir.
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Gergeklestirilien bu galisma kapsaminda toplanan tim o6rneklerin, oldukca tipik virlis ve virls
benzeri simptom gdstermesine ragmen % 86.7'sinde CMV enfeksiyonunun bulunmasi, CMV agisindan
saglikli oldugu tespit edilen ancak tipik virls belirtisi gosteren diger érneklerin farkli bir veya birden ¢ok
virts ile enfekteli olma ihtimalini de gliclendirmektedir.

Nitekim Ulkemiz kabakgil Uretim alanlarinda son vyillarda yapilan galismalar neticesinde 6zellikle
Potyvirus cinsine ait virlis hastaliklarinin enfeksiyonlarinin én planda oldugu rapor edilmistir. Ornegin
Topkaya et al. (2019), Ankara ve Antalya illeri kabakgil Uretim alanlarinda yogun olarak zucchini yellow
mosaic virus (ZYMV) ve watermelon mosaic virus (WMV) enfeksiyonlarini bildirmiglerdir. Tokat ili kabakgil
Uretim alanlarinda gercgeklestirilen bir baska ¢alismada ise arastirmacilar araziden aldiklari érneklerde en
fazla enfeksiyon oranina sahip viral etmeni WMV olarak rapor etmislerdir (Korkmaz ve ark., 2018). Dogu
Akdeniz Bolgesi kabakgil Gretim alanlarinda gergeklestirilen bir calismada ise bélgede WMV enfeksiyon
orani %46.7 olarak bildiriimistir (Kege ve Kamberoglu, 2016). Ulkemizin farkl bélgelerinde gerceklestirilen
ve bu galismadan elde edilen enfeksiyon oranlari dikkate alindiginda tlkemiz kabakgil Uretim alanlarinda
CMV’nin kabakgillerin major viral hastaliklari igerisinde bulunmadigi sonucuna ulasiimaktadir. Bu
baglamda Ulkemiz kabakgil Uretim alanlarindaki viral etmenlerin genis alanlarda gergeklestirilecek arazi
calismalari sonucunda mimkin oldugunca fazla viris hastali§i dikkate alinarak belilenmesinin faydali
sonuglar verecegdi diusunlUlmektedir.

CMV’nin kilif proteini (CP) gen bélgesine ile gergeklestirilien molekiler karakterizasyon calismalari
sonucu GMB CMV izolatlarinin  bir birleri ile nikleotit diizeyinde %93,15-99,70 oraninda, amino asit
dizeyinde ise bu izolatlarin %97,71-100 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Secilen diinya
izolatlari ile gerceklestirilen karsilastirmalar sonucunda ise GMB izolatlarinin nikleotit ve amino asit
diizeyinde %76-100 benzerlikler gdsterdigi tespit edilmistir (Sekil 2). Ulkemizde daha énceden CMV
izolatlarinin molekiler karakterizasyonu ile ilgili olarak gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda da Ulkemiz
CMV izolatlarinin diinya izolatlari ile ylksek oranda sekans homolojisine sahip oldugu bildirilmistir
(Karanfil ve Korkmaz, 2017; Gines and Gumius; 2019). Genel olarak nikleotit diizeyindeki benzerlik
matrikslerinde 3 rengin, amino asit temelli benzerlik matrikslerinde ise 2 rengin baskin oldugu
gorulmektedir. Nikleotit temelli benzerlik matriksinde CMV altgruplari olan IA, IB ve II'nin belirgin olarak
ayrildigi gérilirken, amino asit temelli benzerlik matriksinde 1A ve IB'nin birbirleri ile artan benzerlik
oranlar1 sebebiyle sekans benzerligi yoninden birbirine yaklastigi ve matriksin | ve Il olarak ayrildigi
gorilmektedir.
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Sekil 2. Guney Marmara Bolgesi cucumber mosaic virus izolatlarinin birbirleri ve diinya izolatlari ile nikleotit (a) ve amino asit (b)
dlzeyinde gostermis olduklari benzerlik oranlari.

Figure 2. Similarity rates of South Marmara region and world cucumber mosaic virus isolates at nucleotide (a) and amino
acid (b) levels.
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Gergeklestirilen filogenetik analizler sonucunda ise GMB izolatlarinin altgrup | iginde oldugu
bulunmustur. BUR169 ve BAL136 CMV izolatlari altgrup 1A'da bulunurken, CAN54 izolatinin ise altgrup
IB'de oldugu bulunmustur (Sekil 3). Ulkemizde daha énceden CMV ile gerceklestirilen calismalar
sonucunda da altgrup IA izolatlarinin yaygin olarak bulundugu rapor edilmistir (Caglar, 2006; Ohshima et
al., 2016). Bununla birlikte Canakkale ili borilce Uretim alanlarinda CMV enfeksiyonu ile ilgili olarak
gerceklestirilen baska bir galisma da altgrup IB varhigi saptanmistir (Karanfil ve Korkmaz, 2017). Bu
baglamda CMV izolatlarinin cografik orijinlerinin filogenetik gruplar etkileyebilecedi dusintlmektedir
(Ohshima et al., 2016). Bununla birlikte Dogu Akdeniz Bolgesi'nde gergeklestirilen bir calismada kavun
CMV izalatinin 1A altgrubunda oldugunun bulunmasi da genel olarak llkemiz kabakgil Gretim alanlarinda
altgrup IA'nin daha yaygin oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir (Caglar, 2006).

Subgroup
(Label text color, Metadata layer #1)

@A ()] X0

. Outgroup
Palampur
Xb
== MT
LBO
Hnt
° PSV
0,180

Sekil 3. Glney Marmara Bdolgesi cucumber mosaic virus izolatlarinin filogenetik iligkileri (Filogenetik aga¢ neighbor-joining metodu
ile kiamura 80 parametresi uygulanarak 1000 tekrarli bootstrap analizi ile olusturulmustur. Ayrica filogenetik agacta %50
bootstrap esigi uygulanmistir. Peanut stunt virus; PSV dis grup olarak kullaniimigtir).

Figure 3. Phylogenetic relationships of cucumber mosaic virus isolates of South Marmara region (The phylogenetic tree was
created by the neighbor-joining method by applying kimura 80 parameters with 1000 repetitive bootstrap analysis. Also,
50% bootstrap threshold was applied in the phylogenetic tree. Peanut stunt virus; PSV was used as an outgroup group).

SONUC

Gergeklestiriien bu calisma ile Ulkemizde ilk kez GMB kabakgil Uretim alanlarinda CMV
enfeksiyonu tespit edilerek kilif proteini (CP) gen bdlgesinin molekiler karakterizasyonu
gerceklestirilmigtir. Ayrica GMB CMV izolatlarinin CP genlerine ait sekanslarin gen bankasina kaydi
yapilarak NCBl'da lGlkemiz orijinli kabakgil CMV izolatlarinin olmasi saglanmistir. Genel olarak galisma
bdlgesi kabakgil Uretim alanlarinda CMV enfeksiyon oraninin disik bulunmasina ragmen daha genis
kabakgil alanlarinda gerceklestirilecek CMV sorveyleri ile elde edilecek izolatlarin tim genom bilgileri
kullanilarak genetik gesitliliginin belirlenmesi gerektigi disuntlmektedir. Boylelikle tlkemiz kabakgil tretim
alanlarinda CMV izolatlarinin molekiler olarak populasyon yapilari ve cografi dinamikleri tam anlamiyla
ortaya c¢ikarilabilecektir.

TESEKKUR

Bu calisma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimince Desteklenmistir. Proje Numarasi: FBA-2019-2873.
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