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Arastirma Makalesi
Ortii Altinda Yetistirilen Biberlerde Hiyar Mozaik Viriisii (Cucumber
mosaic cucumovirus, CMV)’niin Saptanmasi ve Karakterizasyonu

Sabire CAN',  Saadettin BALOGLU', Muharrem Arap KAMBEROGLU""

0z

Bu caligma, Adana, Mersin, Antalya ve Hatay illerindeki ortii altinda yetistirilen biberlerde Hiyar
mozaik viriisii (Cucumber mosaic cucumovirus, CMV)’niin saptanmasi ve karakterizasyonu
amaciyla yiiritiilmiistir. CMV ile bulasik oldugundan siiphelenilen bitkilerden alinan toplam 300
ornek (263 yaprak, 19 meyve, 18 tohum) DAS-ELISA yontemi ile testlenmis ve 62 6rnek pozitif
olarak saptanirken, 23 6rnek siipheli bulunmustur. Pozitif 6rneklerden 16’s1 RT-PCR ile testlenerek,
RNAZ2 1izerindeki 2a gen bolgesine ait beklenen biiyiikliige sahip bantlar (650 bp) elde edilmis ve
DAS-ELISA sonuglari dogrulanmistir. CMV ile bulasik oldugu saptanan drneklerden 8 tanesi izolat
olarak kabul edilmis ve bunlarm niikleotid diziler kullanilarak yapilan filogenetik analizler
sonucunda, izolatlarin tamamu yiiksek genetik benzerlik gostermis ve alt grup IA’da kiimelenmistir;
Fakat bazi izolatlarin IB alt grubuna yakin olarak konumlandig1 gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Ortii alt1 biber, Cucumovirus CMV, DAS-ELISA, RT- PCR, Dizileme,
Filogenetik analiz

Detection and Characterization of Cucumber Mosaic Cucumovirus (CMV) in
Greenhouse-Grown Pepper Plants

ABSTRACT

This study was conducted to detect and characterize cucumber mosaic cucumovirus (CMV) in
peppers grown under greenhouse conditions in Adana, Mersin, Antalya, and Hatay provinces. A
total of 300 samples (263 leaves, 19 fruits, and 18 seeds) taken from plants suspected of being
infected with CMV were tested by DAS-ELISA. 62 samples were identified as positive, while 23
were found to be suspicious. Sixteen of the positive samples were tested by RT-PCR, and bands of
the expected size (650 bp) were obtained from the 2a gene region of the RNA2 segment, confirming
the DAS-ELISA results. Eight of the CMV infected samples were accepted as isolates, and
phylogenetic analyses using nucleotide sequences revealed that all isolates showed high genetic
similarity and were clustered in subgroup IA. However, some isolates were observed to be located
close to subgroup IB.
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Ortii Altinda Yetistirilen Biberlerde Hiyar Mozaik Viriisii (Cucumber
mosaic cucumovirus, CMV)’niin Saptanmasi ve Karakterizasyonu

Giris

Biber (Capsicum annuum L.), Solanaceae
familyasma ait olup, iliman ve subtropikal
iklimlerde genellikle tek yillik, tropikal
bolgelerde ise ¢ok yillik olarak yetistirilebilen
onemli bir sebze tlridir. Orta ve Giiney
Amerika kokenli olan biber, 16. ylizyilda
Tiirkiye’ye getirilmis ve Istanbul’da tarim
yapilmaya baslanmig; zamanla {ilke genelinde
ekonomik degeri yiiksek bir bitki haline
gelmistir (Ozalp, 2010). Ulkemizde ortii alti
biber {iretimi 1940’li1 yillarda baglamis ve
ozellikle Akdeniz kiy1 seridinde yogunlagmistir;
bolgenin yiiksek kis sicakliklari ve wuzun
glineslenme siireleri, Ortii alt1 {iretimi igin
elverisli ortam sunmaktadir (Anonymous, 1997).
2024 yih itibariyla Tiirkiye genelinde ortii alt1
biber tiretimi 1.063.906 ton olarak gerceklesmis
olup, Mersin iiretimin yaklasik %380’ini
karsilamaktadir. Antalya 468.120 ton, Adana
356.671 ton iiretimle ikinci ve ii¢ilincii sirada yer
alirken, Hatay 7.696 ton iiretimle oldukca diigiik
seviyededir. Plastik seralar 6zellikle salgalik ve
dolmalik biberde yiiksek verim saglarken, sivri
biber 330.549 tonluk {iretimiyle en fazla {iretilen
tiirlerden biridir (TUIK, 2025).

Biber, diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi
bircok hastalik etmeninden etkilenmektedir.
Fungal, bakteriyel ve 6zellikle viral patojenler,
verim ve kalite kayiplarma yol agmakta, viral
hastaliklarm  goriilme sikligi  son yillarda
artmaktadir. Virtisler infekteli tohum ve fidelerle
taginabildigi gibi, Uretim sezonu boyunca
mekanik yollar veya viriis tastyan vektorler
araciligiyla da hizla yayilabilmektedir. Bitkisel
iretimde dogrudan etkili antiviral kimyasal
driinlerin  bulunmamasi, viriisleri 6nemli bir
smirlayict etmen haline getirmektedir. Bu
nedenle erken tan1 ve teshis, virlis inokulumunun
ortadan kaldirilmasi, alet ve ekipmanlarin
dezenfeksiyonu, saghikli {iretim materyali
kullanimi ile etkili vektér ve yabanci ot
miicadelesi, biber liretiminde temel koruma

stratejileri olarak One c¢ikmaktadir (Akdura ve
Culal-Kilig, 2022; Yesil ve Gomlekli, 2021).
Biber {iretiminde verim ve kalite kaybina yol
acan  basglica  etmenlerden  biri  virlis
hastaliklaridir. Bu hastaliklar arasinda, genis
konukgu yelpazesi ve diinya genelindeki
yaygmligi ile Hiyar mozaik viriisii (Cucumber
mosaic cucumovirus, CMV) 6ne ¢ikmaktadir.
CMYV, ilk olarak 1934 yilinda Amerika’da Price
tarafindan hiyar (Cucumis sativus L.) bitkisinde
Bromoviridae
cinsinin en

tamimlanmis  olup,
icinde Cucumovirus

familyas1
onemli
iiyelerinden biridir. CMV, pozitif polariteli tek
sarmalli ve ili¢ segmentten olusan bir RNA
genomuna sahiptir. Bu segmentlerden RNA1 ve
RNA2, replikaz ile hareket kompleksine ait
genleri tasirken; RNA3, hareket proteini (MP) ve
kilif proteini (CP) genlerini kodlamaktadir
(Palukaitis ve Garcia-Arenal, 2003; Zitter ve
Murphy, 2009). En 6nemli viriis hastaliklarindan
biri olan CMV, serolojik iligkiler ve genetik
cesitlilik oranlar1 dikkate alinarak iki ana gruba
ayrilmaktadir. Bu gruplar literatiirde 1 ve II
olarak tanimlanmistir (Palukaitis ve ark., 1992).
Daha sonraki yillarda yapilan ¢aligmalar,
ozellikle CP geni ve 5° wucunda protein
kodlamayan bolgelerin analizine dayali olarak,
grup I’in IA ve IB olmak iizere iki alt gruba
ayrildigini ortaya koymustur (Roossinck ve ark.,
1999).
Oldukca genis bir konuk¢u spektrumuna sahip
olan CMV’nin simdiye dek 100’den fazla bitki

familyasma ait 1200’tin  {izerinde tiirde
infeksiyon olusturdugu bildirilmistir (Zitter ve
Murphy, 2009). Ulkemizde yapilan

aragtirmalarda da CMV’nin oldukca genis bir
konuke¢u dizisine sahip oldugu belirlenmistir.
Viriisiin konukgular1 arasinda basta sebze tiirleri
olmak iizere; hiyar (Cucumis sativus L.), bal
kabag1 (Cucurbita moschata Duch.), kavun
(Cucumis melo L.), karpuz (Citrullus lanatus) ve
kabak (Cucurbita pepo L.) gibi kabakgiller yer
almaktadir. Ayrica zeytin (Olea europaea), biber
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(Capsicum annuum L.), domates (Solanum

lycopersicum L.) ve pathican (Solanum
melongena L.) gibi 6nemli meyve ve sebze
tiirlerinde de varligi rapor edilmistir. Bunun yani
sira, yaprakli sebzelerden marul (Lactuca
sativa), 1spanak (Spinacia oleracea L.), enginar
(Cynara scolymus L.), pirasa (Allium porrum),
karnabahar (Brassica oleraceae L. convar.
botrytis (L)), lahana (Brassica oleraceae L.
capitata (L)), sogan (Allium cepa L.), brokoli
(Brassica oleraceae L. convar. botrytis (L) Alef.
var. cymosa Duch.) ve briiksel lahanasi
(Brassica oleraceae L. convar. oleraceae var.
gemmifera DC), tiitiin (Nicotiana tabacum) gibi
farkl tiirlerde de tespit edilmistir. Baklagillerden
fasulye (Phaseolus vulgaris L.), bortlce (Vigna
sinensis L.) ve seker pancar1 (Beta vulgaris L.)
da  CMV’nin konukgular1 arasinda yer
almaktadir. Ayrica siis bitkileri igerisinde glayol
(Gladiolus  grandiflorus), nergis
pseudonarcissus), stimbiil (Hyacinthus
orientalis), zambak (Lilium candidum) ve

mersin yaprakli siitotu (Polygala myrtifolia)

(Narcissus

tirlerinde de infeksiyon rapor
Nitekim, iilkemizde farkli  konukgularda
CMV’nin varligi daha once de bildirilmistir
(Giimiis ve ark., 2004; Beler ve A¢ikgoz, 2005;
Koklii ve Yilmaz, 2006; Buzkan ve ark., 2013;
Ergiin ve ark., 2013; Erkan ve ark., 2013; Usta
ve ark., 2020; Karanfil ve Korkmaz, 2021).
CMYV, infekte tohumlar, tarla icerisinde kalan

edilmistir.

bitki artiklar1 ve yabanci otlar gibi kaynaklarla
yayillim gosterebilmekte; ayrica 60’tan fazla
yaprak biti tlirli tarafindan non-persistent (kalici
olmayan) bigimde tasinarak kisa siirede genis
alanlara tasmabilmektedir. (Francki ve ark.,
1979; Raccah ve ark., 1985; Brunt ve ark., 1996;
Pollard, 1973; Palukaitis ve ark., 1992; Kaper ve
Waterworth, 1981; Caglar, 2006).

CMV ile infekteli bitkilerin yapraklarinda
mozaik, beneklenme, sararma, halkali lekeler,
bodurlagsma ve gelisme geriligi gibi belirtiler
goriilmekte; yaprak, cicek ve meyvelerde
deformasyonlar meydana gelmekte ve baz1

konukgularda  “ayakkab1 seklinde
karakteristik simptomlar ortaya c¢ikmaktadir.
Domates bitkilerinde yaprak sekil bozuklugu ve
fernleaf belirtileri  gozlenirken, genellikle

gelisme geriligi nedeniyle kismi veya total {irlin

bag1”

kayb1 meydana gelmektedir. Biberlerde ise, yesil
aksamda siddetli mozaik ve nekrotik halkalar,
meyvelerde ise sekilsiz ve klorotik halkalar ile
lekeler olusmaktadir. Tiirkiye’de CMV iizerine
yapilan arastirmalar, viriistin farkli konukcularda
varligini ortaya koymus olmakla birlikte, biiyiik

Olciide agik alanda yetistirilen biberlerde
CMV’nin saptanmasi, karakterizasyonu,
yaygmligi ve infeksiyon oranlarinin

belirlenmesine yogunlasmistir. Akdeniz kiy1
seridindeki Ortii altt biber iiretim alanlarinda
yiriitilen bu c¢alismada, CMV’nin varlig
serolojik ve molekiiler yontemlerle saptanmus;
farkll elde
molekiiler karakterizasyonlar1 gerceklestirilmis
ve bu izolatlarin Tiirkiye ile diinya genelinde

bolgelerden edilen izolatlarin

rapor edilen diger CMV izolatlartyla genetik
benzerlik diizeyleri ortaya konulmustur.

Materyal ve Yontem
Materyal

Calismanin Yapildig1 Yer ve Bitki Materyali
Hakkinda Bilgiler

Bu aragtirma, Adana, Mersin, Antalya ve Hatay
illerine bagh ilgelerde plastik sera, algak ve
alti  yetistiricilik
alanlarinda yiirtitiilmistiir. Calisma kapsaminda,
virlis infeksiyonlarinin varhigmm disiindiiren

yiikksek tiinel tipi Orti

simptomlar gdsteren biber bitkilerinden toplam
263 adet 6rnek toplanmistir (Cizelge 3). Ayrica,
bu bitkilerden 19 adet meyve ile 18 adet tohum
omegi de degerlendirmeye alinmis ve yapilan
testlerde materyal olarak kullanilmistir.

Serolojik Calismalarda Kullanilan Materyal
biber CMV’nin
varliginin  serolojik olarak belirlenmesinde,
BIOREBA (isvigre) firmasina ait ticari DAS-

Toplanan orneklerinde
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ELISA kiti, {iretici firmanin 6nerdigi tampon
cozeltiler, NUNC marka ELISA pleytleri
kullanilmis ve absorbans degerleri 405 nm dalga
boyuna sahip Medispec ESR 200 marka ELISA
okuyucusu okunmustur.

Total Niikleik Asit (TNA) Ekstraksiyonunda
Kullamlan Materyal

TNA cekstraksiyon caligmalari, DAS-ELISA
testleri sonucunda CMV ile infekteli oldugu
belirlenen biber bitkileri ile siipheli olarak
degerlendirilen Omneklerden alinan yaprak
dokular1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu
asamada, steril havan ve havan eli, ekstraksiyon

posetleri, Eppendorf tiipleri, ayarlanabilir
mikropipetler ve uglari, uygun tampon ¢ozeltiler
ile sogutmali masa tipi santrifiij cihazi

(Universal 320R) materyal olarak kullanilmustir.

Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RT-PCR) Calismalarinda
Kullamilan Materyal

RT-PCR caligmalarinda, CMV ile infekteli biber
orneklerinden secilen izolatlardan (Cizelge 1.)
elde edilen total niikleik asitler, viriisiin RNA-2
genom bolgesine o6zgli 650 bp’lik diziyi
hedefleyen RW8 (5'-GGT TCG
AA(AG)(AG)YAT)A TAA CCG GG-3") ve
RV11 (5'-GTT TAT TTA CAA GAG CGT ACG
G-3") primer ¢ifti ile reaksiyon karigiminda Taq
DNA polimeraz enzimi, ters transkriptaz (RT)
enzimi, dNTP karigimi, RNase inhibitorii, uygun
tampon ¢ozeltiler, steril distile su, ayarlanabilir
mikropipetler, steril pipet uglar1 ve PCR tiipleri
kullanilmigtir.

Cizelge 1. RT-PCR caligmalarinda kullanilan secili CMV izolatlar

Toplandig1 Yer izolat Kodu Cesit Biber Tipi
Mersin / Kazanli K2 Filinta Ince Sivri Biber
Mersin / Kazanli K5 Filinta Ince Sivri Biber
Mersin / Tarsus T11 Mert Sivri Biber
Mersin / Tarsus T23 Pailin Sivri Biber
Mersin / Kazanli K6 Filinta Ince Sivri Biber
Mersin / Tarsus T8 Mert Sivri Biber
Mersin / Tarsus T22 Pailin Sivri Biber
Mersin / Kazanl K15 Ejder Sivri Biber
Mersin / Karaduvar M35 Filinta Dolma Biber
Mersin / Karaduvar M36 Filinta Dolma Biber
Mersin / Karaduvar M44 Doganay Dolma Biber
Mersin / Karaduvar M45 Filinta Kil Biber
Antalya / Kumluca A7 Diyar Kapya
Antalya / Kumluca A9 Diyar F1 Kapya
Antalya / Kumluca AlS Nirvin Kirmizi Kaliforniya (Dolma Biber)
Antalya / Kumluca Al7 Sween Sar1 Kaliforniya (Dolma Biber)
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Agaroz Jel Elektroforez Calhsmalarinda
Kullamilan Materyaller

RT-PCR testleri sonucunda elde edilen PCR
iiriinlerinin analiz edilmesi amaciyla agaroz jel
elektroforez ~ yontemi  uygulanmistir.  Bu
caligmalarda agaroz (Sigma), uygun tampon
¢ozeltiler, Mini Sub DNA Cell clektroforez
cihaz1 (Bio-Rad), gii¢ kaynagi, UV 151k kaynag:
(UVP Ultraviolet Transilluminator) ve jel
gorilintiileme sistemi kullanilmisgtir.
Dizileme ve Filogenetik Analiz

Calismalarinda Kullanilan Materyaller

Yontem

Bu calisma iki ana asamada yiiriitiilmiistiir. Ik
asamada, Akdeniz Bolgesi’nde secilen ortii alti
biber {iiretim alanlarina surveyler yapilmis ve
virlis infeksiyonuna bagl simptomlar gdsteren
veya gostermeyen biber bitkilerinden ornekler
toplanmustir. ikinci asamada ise, toplanan bu
ornekler serolojik (DAS-ELISA) ve molekiiler
(RT-PCR) yontemlerle test edilerek CMV’nin
varlig1 saptanmis ve bunu takiben, seg¢ilen CMV
izolatlarinin dizi analizleri yapilarak genetik
benzerlikleri ortaya konulmus ve molekiiler
olarak karakterize edilmislerdir.

Survey Calismalari

Adana, Mersin, Antalya ve Hatay illerindeki ortii
alti biber iretim alanlarinda yiiriitiilen arazi
caligmalart kapsaminda, viriis infeksiyonuna
bagli olarak yapraklarda beneklenme, mozaik,
damar sararmasi, deformasyon, halkali lekeler,
mese yapragl goriiniimii ve yaprak ayasinda
incelme ile meyvelerde deformasyon ve
kahverengi ¢okmeler gibi simptomlar gdsteren
biber bitkilerinden yaprak ve siirgiin 6rnekleri
alinmistir. Ayrica, bu bitkilerin bazilarindan
meyve ve tohum oOrnekleri de almmustir.
Toplanan bitki materyalleri plastik torbalara
konularak etiketlenmis ve buz kutusunda

Serolojik ve molekiiler testler sonucunda, CMV
ile infekteli oldugu belirlenen Orneklerden,
ELISA testlerinde yiiksek absorbans degerine
sahip ve PCR analizlerinde belirgin bant veren
toplam 8 oOrnek segilmis ve izolat olarak
kodlanmistir (Mersin ilinden K2 ve K5
(Akdeniz-Kazanli), M36 ve M44 (Akdeniz-
Karaduvar), T11 ve T23 (Tarsus-Yesiltepe)
kodlu izolatlar; Antalya’dan ise A7 ve AlS
(Kumluca-Yenicepinar) kodlu izolatlar)
(Cizelge 2). PCR iirlinlerinin DNA dizilemesi,
ticari bir firma tarafindan gerceklestirilmistir.

laboratuvara getirilmistir. Ornekler
kullanilincaya kadar kisa siire i¢in 4°C’de, uzun
stire i¢in ise -20°C’de muhafaza edilmistir.

Serolojik Tam (DAS-ELISA) Calismalar:
Arazi sonucunda silipheli biber
bitkilerinden alian yaprak ve siirgiin 6rnekleri

¢aligmalari

ile secili baz1 bitkilerin meyve ve tohum
dokulari, DAS-ELISA  ydntemiyle  test
edilmistir. Testler, Clark ve Adams (1977) ile
gretici firmanin (BIOREBA AG) oOnerdigi
protokoller modifiye edilerek uygulanmistir. Her
ELISA pleytinde tampon c¢ozelti, negatif ve
pozitif kontroller kullanilmistir. Sonuglarin
degerlendirilmesinde, negatif kontrolden elde
edilen absorbans degerinin en az iki kat1 veya
daha yiiksek absorbans veren ornekler CMV
pozitif olarak kabul edilmistir.

Total Niikleik Asit Ekstraksiyon Calismalari
ELISA testleri sonucunda CMYV ile infekte
oldugu  belirlenen  bitki ornekleri
kullanilarak TNA ekstraksiyon ¢aligmalari,
Astruc ve ark. (1996) tarafindan bildirilen
protokole uygun sekilde gerceklestirilmistir.
Elde edilen TNA ekstraktlari, RT-PCR
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caligmalarinda kullanilmak tizere -20°C’de

derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RT-PCR) Calismalari

CMV’nin molekiiler olarak tanimlanmasi
amaciyla yiriitilen RT-PCR c¢aligmalarinda,
serolojik olarak pozitif saptanan orneklerden
izole edilen TNA’lar kullanilmig ve yontem,
Sidek ve ark. (1999) ile Prieto ve ark. (2001)
caligmalarindan uyarlanarak iki asamali olarak
uygulanmstir.

RT asamasi:

Her 6rnek i¢in 200 pul kapasiteli PCR tiiplerine 2
pul TNA, 1 pl ters primer (10 pmol) ve 12 pl steril
distile su eklenmistir. Karisim 95°C’de 3 dakika
isitilarak RNA denatiire edilmis ve ardindan buz

iizerinde sogutulmustur. Daha sonra tiiplere 10
ul’lik ters transkripsiyon karigimi (1 pl dNTPs,
0.1 ul MMLYV ters transkriptaz enzimi, 5 pl RT
tamponu, 0.3 pl RNase inhibitori ve 3.6 pl
ddH:0) ilave edilmis ve toplam hacim 25 pl’ye
tamamlanarak 42°C’de 1 saat inkiibe edilmistir.
PCR asamasi:

Ters transkripsiyonla sentezlenen cDNA’lardan
her bir PCR tiipline 2 pl eklenmistir. Ardindan
reaksiyon karigimia 1 pl ANTPs (10 mM), 5 ul
DreamTaq Green Buffer (10X), 1 pl forward
primer (10 pmol), 1 pl reverse primer (10 pmol),
0.25 pl DreamTaq DNA polimeraz enzimi (5
u/ul) ve 39.75 ul steril distile su ilave edilerek
toplam hacim 50 pl’ye tamamlanmistir. PCR
amplifikasyonlar1, asagida belirtilen 151 dongii
programina gore gerceklestirilmistir (Cizelge 2.)

Cizelge 2. PCR amplifikasyonlarinin 1s1 dongii programi

Adim Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayist
ilk denatiirasyon 95 3dk 1
Denatiirasyon 93 1 dk

Primer baglanmasi 64 1 dk 35
Uzama 72 1 dk

Son uzama 72 10 dk 1

Agaroz Jel Elektroforez Calismalar:

RT-PCR sonuglar1 agaroz jel -elektroforez
caligmalar1 ile degerlendirilmis ve yOntem
Galitelli ve  Minafra  (1994)’e  gore
yiriitiilmistiir. Buna gore, %1,5 agaroz jellere
yiikklenen PCR iiriinleri
ayristirllmis  ve  jeller

TAE tamponunda
UV 151k altinda
incelenmisgtir.

Bulgular ve Tartisma

Simptomatolojik Géoézlemler ve CMV ile
Infekteli Bitkilerin Belirlenmesi

Adana, Mersin, Antalya ve Hatay illerinde Ortii
alt1 biber iiretim alanlarinda yiiriitiilen survey
caligmalari, sonbahar ortasindan itibaren
periyodik olarak (Kasim, Aralik, Ocak, Nisan,
Mayis ve Temmuz aylar1) gerceklestirilmistir.
Bu kapsamda, Adana’dan 20, Mersin’den 169,

Antalya’dan 30 ve Hatay’dan 44 olmak {izere,
virlis infeksiyonu siiphesi uyandiran simptomlar
gosteren  bitkiler oncelikli olmak iizere,
belirtisizler dahil toplam 263 biber bitkisi
orneklenmistir.

DAS-ELISA ve RT-PCR analizleri sonucunda;
yapraklarda kloroz, nekrotik lezyonlar, mozaik,
renk bozulmalari, deformasyon, damar nekrozu,
yaprak ayasinda daralma ve mese yapragi
deseni, govdede nekroz ile genel gelisme geriligi
ve c¢alilasma gibi simptomlar gosteren bitkilerin
CMV ile infekteli oldugu belirlenmistir (Sekil
2). Bu bulgular, daha 6nce yapilan ¢aligmalarla
uyumludur. Nitekim birgok arastirmaci da CMV
infeksiyonunun benzer simptomlara neden
oldugunu bildirmistir (Green ve Kim, 1991,
Giimiis, 1998; Ozaslan ve ark., 2006; Kili¢ ve
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ark., 2015; Soleimani, 2014; Oawale ve ark.,
2015).
Ayrica, dolmalik ve kil biber
cesitlerinde yapraklarda mozaik, deformasyon

ve mese yapragi benzeri simptomlarin yaygin

ozellikle

oldugu; buna karsin sivri biber ¢esitlerinde bu tip
simptomlarin daha siirli, gogunlukla klorotik ve
nekrotik yaprak lezyonlar1 seklinde ortaya
ciktig1 gézlenmistir. Bu durum, viriisiin konukgu
varyeteye bagli olarak farkli simptomlar
olusturdugunu ortaya koymaktadir.

DAS-ELISA Testleri
Bu ¢alismada, Adana, Mersin, Antalya ve Hatay
illerinden toplanan biber orneklerinin DAS-
ELISA ile incelenmesi sonucunda 62 O6rnek
(%20,67) CMV pozitif, 23 ornek (%7,67) ise
stipheli olarak degerlendirilmistir (Cizelge 3.).
Bolgesel dagilim incelendiginde, en yiiksek
infeksiyon oram1 %43,33 ile Antalya ilinde
belirlenmis olup, Hatay ve Mersin sirasiyla
%31,82 ve %16,99 oraninda infeksiyon
gostermistir. Adana Orneklerinde CMV  tespit
edilmemistir. Antalya’da ozellikle
Kumluca/Y enicepinar (%56,25) ve
Finike/Hasyurt (%60) bolgelerinde viriis daha
yaygin bulunurken, Mersin’de
Akdeniz/Karaduvar bolgesinde tiim Ornekler
pozitif ¢ikmis, diger bolgelerde ise infeksiyon
oranlart daha diislik olmustur. Siipheli 6rnekler
ise, Antalya (%23,33) ve Mersin (%7,28)
daha fazla

degerleri

illerinde
absorbans

saptanmis ve diislik
nedeniyle molekiiler
testlerle dogrulama gerektirmektedir. Ayrica,
yaprak dokular1 disinda meyve ve tohum
ormeklerinde CMV pozitifligi gdzlenmemistir.
Bu bulgu, Rodriguez-Alvarado ve ark. (2002) ile
Svoboda ve Svobodova-Leisova (2012)
tarafindan yapilan DAS-ELISA calismalarinda
da benzer sekilde rapor edilmis ve CMV

tespitinde yaprak dokusunun daha giivenilir bir
materyal oldugu vurgulanmistir. Bulgularimiz,
iilkemizde biberde CMV’nin yayilimina iligkin
onceki caligmalarla karsilastirildiginda
farkliliklar gdstermektedir. Ornegin, Ozdemir ve
Erilmez (2007), Denizli’de biber érneklerinde
%1,89 oraninda CMV ve %11,32 oraninda
karigik infeksiyon tespit etmislerdir; en yaygin
virlis TSWV olmustur. Arli S6kmen ve ark.
(2005) 1ise 1998-1999 yillarinda yaptiklar
calismada en yaygin viriisleri PVY, TMV,
ToMV, AMV, TSWV ve CMV olarak
siralamislardir. Keles Oztiirk ve Baloglu (2019)
ise Mersin, Adana, Hatay, Osmaniye ve
Kahramanmaras illerinde CMV’yi %33,68 ile en
yaygin virlis olarak belirlemislerdir. Antalya’da
yiirlitiilen bir bagka calismada TSWV %35,8,
CMYV %7,3 oraninda tespit edilmistir (Glines ve
Glimiis, 2019). Culal Kilig ve ark. (2015)
Burdur’da 124 Ornekten 8’inde CMV, 8’inde
PMMoV ve 4’iinde her iki viriisiin birlikte
bulundugunu rapor etmis, Deligdz ve ark. (2023)
ise ikili ve ticlil infeksiyon oranlarint %0,3—%0,5
arasinda  bildirmiglerdir. Bu ¢aligmalarla
karsilagtinldiginda,  bizim  bulgularimizda
Antalya ve Mersin illerindeki CMV pozitiflik
oranlar1 6nceki raporlarla uyumlu bulunmus,
Adana’daki negatif sonu¢ ise, bolgesel
farkliliklar ve oOrnekleme yogunlugu ile
aciklanabilir. Ayrica yaprak dokusunun CMV
tespiti i¢in en uygun materyal oldugu gozlemi,
literatiirdeki bulgularla tutarlilik gostermektedir
(Rodriguez-Alvarado ve ark., 2002; Svoboda ve
Svobodova-Leisova, 2012).
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Cizelge 3. Orneklemenin yapildig1 alanlar, testlenen bitki sayist ve DAS-ELISA testlerinin

sonuglari
iller Orneklerin Toplandig1 | Testlenen CMV CMV Diisiik Diisiik
Alanlar Bitki Sayis1 | Pozitif Pozitif (%) | Absorbans Absorbans (%)
Adana Karagoger 13 0 %0,00 0 %0,00
Inceyol 3 0 %0,00 0 %0,00
Kum Hoyugi 4 0 %0,00 0 %0,00
Toplam 20 0 %0,00 0 %0,00
Antalya Kumluca / Yesilkoy 4 1 %325,00 3 %75,00
Kumluca / Yenicepinar 16 9 %56,25 0 %0,00
Kumluca / Haciveliler 2 0 %0,00 0 %0,00
Kumluca / Hizirkaya 3 0 %0,00 3 %100,00
Finike / Hasyurt 5 3 %60,00 1 %20,00
Toplam 30 13 %43,33 7 %23,33
Hatay Samandag 44 14 %31,82 1 %2,27
Toplam 44 14 %31,82 1 %2,27
Mersin Akdeniz / Adanalioglu 91 17 %18,68 7 %7,69
Akdeniz / Kazanli 47 7 %14,89 3 %6,38
Akdeniz / Karacailyas 2 1 %50,00 0 %0,00
Akdeniz / Karaduvar 4 4 %100,00 0 %0,00
Tarsus / Yesiltepe 62 6 %9,68 5 %38.,06
Toplam 206 35 %16,99 15 %7,28
GENEL TOPLAM 300 62 %20,67 23 %7,67
Total NA Ekstraksiyon Calismalar Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir
DAS-ELISA testleri ile CMV pozitif veya Reaksiyonu (RT-PCR) Calismalari
stipheli kabul edilen toplam 85 ortii alti biber RT-PCR  testlerinde, CMV’nin RNA2
ornegi ekstraksiyon calismalarinda  segmentinde  bulunan yaklasik 650 bp

kullanilmigtir. Bu 6rnekler arasindan, bolgesel
farkliliklar ve DAS-ELISA absorbans degerleri
dikkate alinarak segilen 16 oOrnek TNA
ekstraksiyonu  i¢in RT-PCR

islenmis  ve

testlerine tabi tutulmustur.

uzunlugundaki 2a gen bolgesinin ¢ogaltilmasi
hedeflenmistir. Bolgesel farkliliklar ve DAS-
ELISA absorbans degerleri dikkate alinarak
secilen 16 drnegin tamaminda pozitif sonuglar
elde edilmis ve beklenen 650 bp’lik bantlar
gozlenmistir (Sekil 1.). Elde edilen sonuglar,
Finetti-Sialer ve ark. (1999) ile Caglar (2006)
tarafindan RW8/RV11 primer c¢ifti ile yapilan
caligmalardaki bulgularla uyumludur.
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12
10.000 bp—»

13 14 15 16

<— 650bp

Sekil 1. CMV izolatlarma ait RT- PCR sonuglar1 M; 1kb Marker, 1 (K2), 2 (KS5), 3 (T11), 4 (T23),
5 (K6), 6 (T8), 7 (T22), 8 (K15), 9 (M35), 10 (M36), 11 (M44), 12 (M45), 13 (A7), 14
(A9), 15 (A15), 16 (A17)

Sekil 2. DAS-ELISA ve RT-PCR testleri sonuglarina gore CMYV ile infekteli oldugu saptanan
orneklerde gozlenen bazi simptomlar
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Dizileme ve Filogenetik Analiz Calismalar:

Elde edilen wveriler dogrultusunda, segilen
izolatlarin ¢ogaltilan genom bolgeleri diinya
genelinde daha oOnce rapor edilmis CMV
izolatlar ile karsilastirilmis ve filogenetik soy
agac1 olusturulmustur. Izolatlarin uluslararasi
CMV izolatlarnn ile olan benzerlik oranlar
Cizelge 4’te verilmistir. Arazi ¢aligmalarinda
farkli bolgelerden toplanan ve ELISA testlerinde
yiiksek absorbans degerine sahip olan, ayrica
RT-PCR analizlerinde net bant gozlenen
ornekler arasindan segilen 8 izolat filogenetik

analizde degerlendirilmistir (Cizelge 4., Cizelge
5., Sekil 3.).

CMV  izolatlarnin DNA  Dizilerinin
Genbank’a Girilmesi

Bu caligmada, ortii alti biber bitkilerinde tespit
edilen CMV orneklerine ait Mersin’den K2 ve
K5 (Akdeniz-Kazanli), M36 ve M44 (Akdeniz-
Karaduvar), T11 ve T23 (Tarsus-Yesiltepe);
Antalya’dan ise A7 ve Al5 (Kumluca-
Yenicepmar) kodlu izolatlardan elde edilen
diziler GenBank’a kaydedilmis ve karsilik gelen
erigim numaralar1 alinmistir (Cizelge 4.).

Cizelge 4. Bu ¢calismada elde edilen ve DNA dizileme ve filogenetik analiz ¢aligmalarinda kullanilan

secili izolatlar

Toplandig1 Yer izolat Ismi | Cesit Biber Tipi GenBank Erisim Numarasi
Mersin / Kazanli CMV-K2 Filinta Ince Sivri Biber PX410184
Mersin / Kazanli CMV-K5 Filinta Ince Sivri Biber PX410185
Mersin / Tarsus CMV-T11 | Mert Sivri Biber PX410186
Mersin / Tarsus CMV-T23 | Pailin Sivri Biber PX410181
Mersin / Karaduvar | CMV-M36 | Filinta Dolma Biber PX410183
Mersin / Karaduvar | CMV-M44 | Doganay | Dolma Biber PX410180
Antalya / Kumluca | CMV-A7 Diyar Kapya PX410182
Antalya / Kumluca | CMV-A1l5 | Nirvin Kirmizi Kaliforniya (Dolma Biber) | PX410179

Cizelge 5. Filogenetik analiz caligmalarinda referans olarak kullanilan diinya izolatlar

GenBank Erisim Numarasi | Orijin Alt grup | GenBank Erisim Numarasi | Orijin Alt grup
HM483935 Tiirkiye 1A HQ829827 Cin 1B
LC066422 Japonya 1A LC003524 Giiney Kore | 1B
LC066458 Japonya 1A JX993914 Cin 1B
HMO065509 Sirbistan 1A FN552543 Tayland 1I
AJ829771 Ispanya 1A AJ829779 Ispanya 11
AF316362 Giiney Kore | 1A EF153734 Hindistan 1I
KM527391 Cin 1B JX101617 Kolombiya | II

Not: Peanut stunt virus (PSV, genbankasi erisim numarasi: U15730) dig grup olarak kullanilmisgtir.

RWS8/RV11 cifti
CMV’nin kapsid proteini (CP) genine ait kismi

primer ile elde edilen,
niikleotid dizileri kullanmilarak, Mersin ve
Antalya’dan alinan 8 CMV izolatinin (CMV-K2,
CMV-K5, CMV-T11, CMV-T23, CMV-M36,
CMV-M44, CMV-A7 ve CMV-A15) genetik
iligkileri filogenetik analizlerle incelenmistir.
Filogenetik agagta s6z konusu izolatlarin tamami
Alt grup IA igerisinde kiimelenmis ve
birbirleriyle = yliksek  oranda  benzerlik
gostermiglerdir (Sekil 3.). izolatlarin alt grup
[A’da yer alan diinya referans izolatlariyla aym

kiimede toplandigi, alt grup IB ve II’ye ait

izolatlarin ise, ayrnn dallarda konumlandig
gbzlenmistir. Bununla birlikte bazi izolatlarin,
alt grup IB’ye ait referans izolat (JX993914,
Cin) ile yakin konumlandig1 dikkat ¢ekmektedir.
Bu durum, c¢alismada elde edilen izolatlarin
genetik olarak IA grubuna ait olduklarini, ancak
IA ve IB alt gruplar arasinda belirli bir diizeyde
varyasyon sergileyebildiklerini gdstermektedir.
Ayrica dis grup olarak kullanilan Peanut stunt
virus (PSV, U15730) beklenildigi iizere agacin
kok kisminda yer almis ve ¢alismada elde edilen
izolatlardan tamamen ayrilmistir. Bu bulgular,

orti alt1 biber bitkilerinden izole edilen CMV
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orneklerinin genetik olarak homojen bir yap1
gosterdigini ve lilkemizde yaygin olarak goriilen
alt grup IA igerisinde yer aldigini1 ortaya
koymaktadir.

Bu bulgular, iilkemizde daha Once yapilan
aragtirmalarla  biiyiik  Olglide  uyumludur.
Nitekim Finetti-Sialer ve ark. (1999) ile Caglar
(2006), CMV alt gruplarinin  molekiiler
karakterizasyonunu ele almis ve Tiirkiye’de
yiriitiilen calismalarda o&zellikle alt grup IA
izolatlarinin baskin oldugunu bildirmislerdir.
Caglar (20006), biber, kavun ve domatesten elde
edilen CMV izolatlaninin  ¢ogunlugunun
subgroup [A’ya ait oldugunu rapor etmistir.
Benzer sekilde, Ergiin ve ark. (2013) tarafindan
yiriitilen  arastirmada da  Tirkiye’deki
izolatlarin  genetik olarak ¢ogunlukla IA
grubunda yer aldig1 vurgulanmustir.

Bununla birlikte, iilkemizde farkli alt gruplarin
da  varhigma
bulunmaktadir.

isaret  eden
Samsun’da

caligmalar
yapilan  bir
arastirmada yazlik sebzelerden elde edilen CMV
izolatlar1 hem subgroup I hem de subgroup II
igerisinde konumlanmig ve konukgu-simptom-
satellit RNA iligkileri detayli olarak ortaya
konmustur (Sar1, 2015). Ayrica Karanfil ve
Korkmaz (2017), iilkemizde subgroup II ve IB
alt grubuna ait izolatlarin da bulundugunu rapor
ederek CMV’nin genetik cesitliligine dikkat
cekmiglerdir. Bu bulgular, Tiirkiye’de alt grup

IA izolatlarinin baskin olmakla birlikte farkl alt
gruplarin da belirli bolgelerde bulunabildigini
gostermektedir.

Ayrica bu c¢alismada elde edilen bulgular,
uluslararasi arastirmalarda elde edilen sonuglarla
da paralellik gostermektedir. Roossinck (2002),
CMV izolatlarinin IA ve II alt gruplarinin farkl
cografi  bolgelerden elde edilen diinya
izolatlarrm kapsadigini, IB alt grubunun ise
cogunlukla Asya kokenli izolatlarla sinirh
kaldigimi bildirmistir. Bu ¢aligmada Tiirkiye’den
elde edilen izolatlardan yalnmizca IA grubuna
grubun
yaygmligim bir kez daha ortaya koyarken, ayni

rastlanmasi, iilkemizde bu alt
zamanda diinya izolatlariyla genetik benzerligini
de desteklemektedir.

Sonug olarak, bu ¢aligma Tiirkiye’de ortii alti
biber iiretim alanlarinda saptanan CMV
izolatlarinin homojen bir yapiya sahip oldugunu
ve alt grup IA igerisinde kiimelendigini
gostermistir. Bununla birlikte bazi izolatlarin alt
grup IB referansina yakin konumlanmasi, CMV
izolatlar1 arasinda alt grup diizeyinde genetik
varyasyon olabilecegini gostermektedir. Onceki
caligmalarda IB ve II alt gruplarmin da rapor
edilmis olmasi, iilkemizde CMV’nin genetik
cesitlilik gosterdigini ve ileride yapilacak daha
kapsamli filogenetik analizlerle bu cesitliligin
daha ayrmntili  sekilde
gerektigini gostermektedir.

ortaya konulmasi
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24% '7 CMV-M36 Isolate- Mersin. Filinta. Stuffed Pepper. | eaf
2% U15730.1 Peanut stunt virus ER RNA 3 complele sequence
CMV-T23 Isolate-Mersin-Pailin Hot Pepper-Leal
'— CMV-KS5 Isolate-Mersin-Filinta-Thin Pointed Pepper-| eaf
CMV-T11 Isolate-Mersin-Mert-Hot Pepper.Leal
CMV-K2 Isolate-Mersin-Filinta-Thin Pointed Pepper-Leal
JX993914.1 Cucumber mosaic virus isolate SXFQ movement protein and coat protein genes complete cds .
CMV-M44 Isolate-Mersin-Doanay-Stuffed Pepper-Leaf
CMV-A15 Isolate-Antalya-Nivin-Red Califormia-Stuffed Pepper-Leal
CMV-A7 Isolate-Antalya-Sween-Yellow California-Stuffed Pepper-Leaf
83% h AJB29771 1 Cucumber mosaic virus partial MP gene for 3a protein and CP gene for coat protein genomic RNA isolate MAD9G/3 .
AJB29779.1 Cucumber mosaic virus partial MP gene for 3a protein and CP gene for coat protein genomic RNA isolate VAL90/1 .
FN552543.1 Cucumber mosaic virus CP gene for coat protein genomic RNA isolate PBR .
KM527391 1 Cucumber mosaic virus isolate CJS-3 coat protein mRNA complete cds .
AF316362 1 Cucumber mosaic virus Chrysanthemum boreale coat protein gene complete cds .
0% HQ829827.1 Cucumber mosaic virus isolate BJ-tomalo coal protein gene complele cds .
30% LC003524.1 Cucumber mosaic virus cp gene for coat protein complete cds isolate: CG .
EF153734 2 Cucumber mosaic virus isolate Lucknow segment RNA3 complete sequence .

26%
99%

83%

4%

%
30%

30%

HMO065509.1 Cucumber mosaic virus isolate 151-08 capsid protein (CP) gene complete cds .
LCOG66458 1 Cucumber mosaic virus genomic RNA segment: 3 complete sequence isolate: YMDO69) .

2% ’—
JX101617.1 Cucumber mosaic virus isolate Palmira coal protein gene partial cds .
98%
3%

HM483935 1 Equus caballus isolate CNK21 D-loop partial sequence mitochondrial .

12% LC066422.1 Cucumber mosaic virus genomic RNA segment. 3 complete sequence isolate. MS855) .

Sekil 3. Saptanan CMV izolatlarinin filogenetik analizi (Bootstrap 1000 tekrarlamali, maximum
likelihood metodu ile yapilan filogenetik analiz-MEGAT11)

Sonug¢
Adana, Mersin, Antalya ve Hatay illerindeki ortii
altt  biber {iretim alanlarinda  yiriitilen

calismada, Hiyar mozaik virlisii (Cucumber
moaic cucumovirus, CMV) simptomatolojik,
serolojik (DAS-ELISA) ve molekiiler (RT-PCR)
yontemlerle tespit edilmis ve karakterize
edilmistir. Toplam 300 6rnek (263 yaprak, 19
meyve, 18 tohum) incelenmis; DAS-ELISA ile
62 ornek (%20,67) CMV pozitif, 23 ornek
(%7,67) stupheli  bulunmustur. RT-PCR
analizlerinde 16 secili 6rnekte 650 bp’lik hedef
bantlar elde edilmis ve secilen 8 CMV izolatinin
(CMV-K2, CMV-KS5, CMV-T11, CMV-T23,
CMV-M36, CMV-M44, CMV-A7 ve CMV-
A15) RW8/RVI11 primer ¢ifti ile elde edilen
kapsid proteini (CP) gen dizileri iizerinden
filogenetik analizleri yapilmstir. Izolatlarin
tamami alt grup IA’da kiimelenmis ve yiiksek
genetik benzerlik gdstermistir; bazi izolalar IB
alt grubuna yakin konumlanmis olup, IA ve IB
arasinda smirli diizeyde genetik varyasyon
olabilecegini gostermektedir.

Simptomlar biber g¢esitlerine gore farklilik
gostermis; dolmalik ve kil biberlerde mozaik ve
yaprak deformasyonlari, sivri biberlerde ise,
kloroz ve nekroz daha baskin olmustur.

Bulgular, CMV’nin 6zellikle sonbahar ve
ilkbahar  donemlerinde  yaprak bitleriyle

yayildigint ve Ortii altt liretimde ekonomik
kayiplara yol acabilecegini gostermektedir. Bu
nedenle, vektor kontrolii, Kkiiltiirel Onlemler,
sertifikali tohum kullanimi ve dayanikli/tolerant
cesitlerin gelistirilmesi dnerilmektedir. Caligma,
CMV’nin bolgedeki varligi ve genetik yapisi
hakkinda 6nemli veriler sunmaktadir.
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