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Bu ¢aligmada Canakkale ili ve ilgelerinde 2010-2011 diretim yillart iginde bir sérvey
caligmasi yiiriitiilerek Karnabahar mozaik virisii (Cauliflower mosaic virus, CaMV)’ne
benzer semptom gosteren karnabahar ve lahana bitkilerinden 84 &rnek toplanmustir.
Toplanan ornekler CaMV’nin varligini belirlemek amaciyla DAS-ELISA yontemiyle test
edilmistir. DAS-ELISA testi sonucunda 84 ornekten 63’ CaMV ile infekteli bulunmustur.
infekteli bulunan ornekler icerisinden segilen 6 izolatin molekiiler 6zelliklerini belirlemek
amactyla kilif protein (CP) genleri klonlanarak niikleik asit dizilimleri belirlenmistir.
Klonlama ve sekans analizi yapilan CaMV izolatlarma 6zgi niikleotid dizilimleri gen
bankasinda bulunan ve diinyanin farkh iiretim bolgelerinden CaMV izolatlarinin kilif protein
genleriyle karsilagtirilmistir. Bu karsilagtirmalar sonucunda Canakkale izolatlarinin CP
niikleotid dizilimlerinin kendi i¢inde % 93-100, diinya izolatlar1 ile % 92-97 oraninda bir
benzerlige sahip oldugu bulunmustur. Yapilan filogenetik analizler sonucunda Canakkale
izolatlarinin diinyanin farkli bolgelerindeki izolatlarla farkli diizeylerde iliski gosterdigi
saptanmugtir.
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In this study, a survey was conducted in Canakkale province and sub provinces on
cauliflower and cabbage plants that show Cauliflower mosaic virus-like symptoms between
the years 2010-2011. A total of 84 samples were collected from these areas and tested by
DAS-ELISA for the presence of Cauliflower mosaic virus (CaMV). As a result of the DAS-
ELISA analysis 63 out of 84 samples were found infected with CaMV. The coat protein
genes of 6 isolates were cloned and sequenced. Isolates were further characterized and the
sequences obtained from CaMV isolates of Canakkale were compared with known sequences
from other part of the world to determine the genetic differences and evolutionary
relationships among CaMV isolates from Canakkale and the other parts of the world.
Comparison of CP genes revealed that CP gene of CaMV isolates from Canakkale province
and sub provinces showed 93-100 % and isolates with the world 92-97 % identity in their
nucleotide sequence, respectively. Phylogenetic analysis of the CP gene sequences showed
that CaMV isolates from Canakkale province and sub provinces displayed different level of
genetic relationship with CaMV isolates from those of the world.

1. Giris

Tim diinyada ve iilkemizde Onemli bir yer tutan sebze

Karnabahar mozaik viriisii (Cauliflower mosaic virus,

tarimi gliniimiizde gerek birim alandan elde edilen yiiksek
getirisi ile gerekse de hizla artan niifusun ihtiyaglarmin
karsilanmasi adina son derece 6nem arz etmektedir.

Karnabahar ve lahananin iilkemizde ve diinyada konukgusu
oldugu bircok hastalik ve zararli vardir. Bu hastalik ve zararlilar
karnabahar ve lahana iiretimini azaltmakta, kalite ve pazarlama
degerlerini diistirmektedirler. Bu etmenlerden bir tanesi de

CaMV)’diir. CaMV Kkarakteristik olarak Caulimovirus grubu
iiyesi ve ¢ift sarmal DNA igeren bir virtistiir (Shephard 1981).
CaMV 50 nm ¢apinda izometrik partikiillere sahiptir ve alt
birimi 420 kapsid proteinden olusmustur; CaMV’nin dairesel
¢ift sarmal genomu 8 kb’dir (Cheng ve ark. 1992).

CaMV dogada yaprak bitleriyle taginabilmektedir (Palacios
ve ark. 2002). CaMV’nin vektorii oldugu bilinen en az 27 tiir
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yaprak biti tanimlanmustir (Kennedy ve ark. 1962). Mekanik
olarak da taginabilen CaMV, tohumla ve polenle
tasinmamaktadir (Blanc ve ark. 2001). Ulkemizde CaMV ile
ilgili ilk ¢calisma Erkan ve ark. (1990) tarafindan yiiriitiilmiis,
caligma kapsaminda kullandiklar1 biyolojik ve serolojik
yontemler sonucunda CaMV’yi saptamislardir. Karnabahar ve
lahana tizerindeki viriis semptomlar: ilk defa Tiirkiye’de bu
calisma ile gosterilmistir. Korkmaz ve ark. (2011) Giineybati
Marmara Bolgesi’nde 2007-2008 {iretim sezonu icinde
yetigtirilen Alliaceae ve Brassicaceae familyasina ait bazi
sebzelerde ve yabanci otlarda virlis hastaliklarint belirlemek
amactyla bir sorvey calismast yiritmiiglerdir.  Ticari
poliklonalantibadiler kullanilarak yaptiklart DAS-ELISA testleri
sonucunda 72 ornekten 47°sini CaMV ile infekteli olarak
bulmuglardir.

Daubert ve Routh (1990) CaMV’nin ORF VI iizerinde
olusan nokta mutasyonu sonucunda konukgu spesifitesi ve
simptom degisikligi {izerine yaptiklar1 ¢alismada CaMV D4
streyninin mutasyonu sonucunda viral DNA sekansindaki
degisiklikle iligkili olarak konuk¢u spesifitesi iizerine
degisimleri irdelemigler ve D4 streyninin mutantinin, gen VI
iizerindeki degisikliklerden dolay1 orijinal streynden farklilik
gosterdigini  ve bu degisimlerin ORF VI {izerindeki
mutasyondan kaynaklandigini belirtmislerdir. Hardwick ve ark.
(1994) Ingiltere ve Galler’de 1992 ve 1993 yillarinda kolzalarda
CaMV, Beet western yellowsvirus (BWYV) ve TuMV’nin
varlig1 ve siddeti lizerine yiiriittiikleri ¢alisma sonucunda CaMV
enfeksiyonlarint 1992 yilinda % 14 ve 1993 yilinda ise % 25
olarak belirlemislerdir.

Bu c¢alismada Canakkale ili ve ilgelerinde Karnabahar
mozaik virisi (CaMV) semptomlarina benzer semptom
gosteren karnabahar ve lahana bitkilerinden ornekler aliarak
DAS-ELISA ile test edilmis, infekteli ¢ikan 6rneklerden bazilar
klonlanarak niikleik asit dizimleri belirlenmis ve soyagaci
cikarilmugtir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Arazi ¢alismast

Arazi calismasi karnabahar ve lahana iiretiminin yapildigt
Canakkale ili ve ilgelerinde 2010 ve 2011 iiretim sezonlarinda
yiiriitiilmiistiir. Uretim sezonu boyunca arazi cikislar1 yapilmus,
bitkiler gorsel olarak incelenmis ve CaMV semptomlarina
benzer semptom gosteren bitkilerden Ornekler alinmustir.
Yapilan arazi ¢ikiglart sonucunda toplanan o6rnekler soguk
zincirde muhafaza edilerek laboratuara getirilmistir.

2.2. DAS-ELISA testi

CaMV’nin serolojik bir yontem olan ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay) testi ile tanilanmasinda Bioreba
(isvigre) firmasindan saglanan ELISA komple kiti ve 96 gukur
iceren ELISA tabakalari kullanilmistir. ELISA testi iiretici
firmanin onerileri dogrultusunda Clark ve Adams (1977)’in
belirttigi yontem temel alinarak yapilmistir. Yontemin
uygulanmasinda Oncelikle tabaka viriise Ozgiil antibadi ile
kaplanmus, ikinci asamada ornekler ilave edilmistir. Ugiincii
asamada ise konjugat ilave edilmis ve son asamada ise substrat
eklenerek 405 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda
sonuglar degerlendirilmistir. Antibadi ve konjugat firmanin
onerileri dogrultusunda 1:1000 oraninda sulandirilmig, 6rnekler
ise Ornek tampon ¢ozeltisi igersinde 1:10 oraninda
sulandirilarak kullanilmigtir. Test sonucunda 405 nm dalga

boyunda okuma islemi yapilmistir. Negatif kontroliin 2 kat1 ve
iizerinde olan drnekler infekteli olarak degerlendirilmistir.

2.3. Oligoniikleotid primerlerin hazirlanist

Calisma kapsaminda PCR ve klonlama ¢alismalarinda
kullanilmak  iizere laboratuarimizda bir primer ¢ifti
tasarlanmustir. Tasarlanan primerler CaMV kilif protein geninin
614 bp (base pair)’lik bolgesini iceren SK3 CaMV CP-F 5’
ATG GCC GAA TCA ATT TTA GAC AG 3’ ve SK4 CaMV
CP-R 5" GTA TTT CGG ATT AAC TCC TTG GC 3’ ad1 ve
dizisine sahip spesifik primerlerdir.

2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Klonlama ¢alismalarinda kullanilmak {izere DAS-ELISA
sonucu pozitif sonu¢ veren 6 izolat (CaMV-10, CaMV-11,
CaMV-26, CaMV-41, CaMV-84, CaMV-91) PCR analizi
¢alismalarinda kullanilmistir. PCR analizinde kullanilan kitler
TaKaRa (Japonya) firmasindan temin edilmis ve firmanin
onerileri dogrultusunda kullanilmistir.

DNA izolasyonunda Suehiro ve ark. (2005) tarafindan
gelistirilen basitlestirilmis dogrudan tiipe baglanma (Simple-
direct-tube, SDT) yo6ntemi kullanilmistir. PCR  isleminin
gerceklesmesi i¢in Oncelikle PCR karigimi hazirlanmigtir. Bu
karisimda her bir 6rnek i¢in 10X PCR tampon soliisyonundan
(50 mM KCL, 10 mM Tris HCI 25 °C pH: 9.0, % 1 Triton X-
100) 2.5 pul, 10 mM dNTP 1 pl, CaMV kilif protein geninin bir
kismma spesifik primerlerden 0.5 pl, Tag polimeraz
soliisyonundan 0.25 pl, cDNA’lardan 5 pl ve steril sudan 15.25
pl konularak toplam hacim 25 pl olan PCR karigsinu
hazirlanmistir. Hazirlanan PCR karigimi 94°C 3 dakika, 40 defa
tekrarlanan 94°C’de 30 sn, 55°C’de 30 sn ve 72°C’de 45 sn,
72°C’de 5 dakika ve daha sonra da 4°C’de bekleyecek sekilde
programlanmis olan PCR makinesine konularak kilif protein
genlerinin ¢ogaltilmasi islemi gergeklestirilmistir. Elde edilen
PCR iiriinleri % 1’lik agaroz jelde 1 saat 100 V elektroforeze
tabi tutulmus ve etidyum bromiir ile boyanmistir.

2.5. Klonlama ¢alismalart

Canakkale ili ve ilgelerinden elde edilen 6 CaMV izolatinin
(CaMVv-10, CaMV-11, CaMV-26, CaMV-41, CaMV-84,
CaMV-91) CP genlerini igeren korunmus bolgeleri PCR yoluyla
gogaltildiktan sonra Cevik ve ark. (1995) ve Jiang ve ark (2008)
tarafindan belirtilen yontem ile modifiye edilerek T-A klonlama
yontemi ile klonlanmustir.

Oncelikle PCR ile ¢ogaltilmig CaMV CP genlerinin iiriinleri
EZ-10 Column PCR pirifikasyon kiti (BioBasic, Kanada)
kullanilarak iretici firma Onerileri dogrultusunda
saflagtirilmigtir. Saflagtirlan CaMV kilif protein genlerinden
her bir 6rnek igin 3 pl almarak 1 pl pGEM T Easy plazmidi, 1
pl T4 DNA ligaz enzimi ve 5 pl 2X ligasyon tampon ¢dzeltisi
(0.05 M Tris-HCI pH 8.0, 0.01 M MgCl,1 mM ATP ve 50 ug
ml bovine serum albumin) igeren 10 pl’lik ligasyon karigimi
hazirlanmustir. Karigim 16 saat siireyle 4°C’de bekletilerek
ligasyon islemi tamamlanmustir. Ligasyon karigiminin bir kismu
hiicre duvar1 kimyasal uygulamalarla gecirgen hale getirilmis
(competent) Escherichia coli bakterisinin JM109 1rkina
aktarilmis ve 42°C’de 1 dakika siireyle 1s1 soku uygulanmis ve
transformasyon iglemi tamamlanmistir.

Transformasyonu yapilan bakterilere LB bakteriyel siv1 besi
ortamindan 750 pl eklenerek bakteriler 37°C’de 180 rpm hizla
calkalamali inkiibatdrde 1 saat siireyle biiyiitiilmiistiir. Daha
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sonra biiyiitiilen bakteriler 60 pg ml™*ampisilin ve 80 pg ml™ 5-
bromo-4-chloro-3-indoly-B-galacto-pyranoside (X-gal) ve 0.5
m Misopropyl B-D-1- thiogalactopyranoside (IPTG) maddesi
iceren LB kati ortamu (% 2 bacto-trytone, % 0.5 bacto-
yeastekstrakt, 0.05 M NaCl,) bulunan petri kaplarina ekilerek
37°C’de 16 saat inkiibe edilmistir. CaMV CP genini tasiyan
pGEM-T Easy plazmidlerini igerdigi disiiniilen beyaz
kolonilerin  belirlenmesi  i¢in  koloni PCR  islemi
gerceklestirilmistir. Her bir izolat i¢in en az 3 adet beyaz koloni
secilerek koloni PCR yontemiyle test edilmistir. 2.5 pl 10X
PCR buffer (50 mM KCI, 10 mM TrisHCI pH 9.0, % 1 Triton
X-100), 0.5 ul 10mM dNTP, 2.5 pl 25 mM MgCl,, 20 pmol
plazmid T-A klonlamasi yapilan bolgenin alt ve {ist kisimlarina
spesifik SK3 CaMV ve SK4 CaMV primerlerinden 0.5 pul ve
0.125 pl 2.5 tinite Taq DNA polimeraz (Fermentas, Kanada)
eklenerek koloni PCR igin karisim hazirlanip PCR tiiplerine
konulmugtur. PCR tiiplerine konulan karigima ¢izilerek
biiyiitillen beyaz renkli bakteri kolonilerinden steril bir pipet
ucuyla alinarak bakteri kolonisi eklenmigtir. Bakteri eklenen
koloni PCR karigimi 94°C 3 dakika, 40 defa tekrarlanan
94°C’de 30 sn, 55°C’de 30 sn ve 72°C’de 45 sn, 72 °C’de 5
dakika ve daha sonra da 4°C’de bekleyecek sekilde
programlanan PCR makinesinde yapilmustir. Koloni PCR’m
tamamlanmasindan sonra elde edilen PCR iiriinleri 100-1000 bp
DNA biiyiikliik markéri ile birlikte % 1°lik agaroz jelinde
elektroforez yontemiyle ayrigtirilarak etidyum bromiir ile
boyandiktan sonra ultraviole 151k altinda goriintiillenmistir.

Koloni PCR sonuglarindan sonra CaMV CP genini tagiyan
pGEM-T Easy plazmidini igerdigi kesin olarak belirlenen
koloniler segilerek plazmid izolasyonu yapilmistir. Her bir
izolat igin koloni PCR’da pozitif sonug¢ veren en az 2 koloni
secilmistir. Her bir CaMV izolat1 i¢in koloni PCR sonuglarina
gore secilen koloniler, 2 pl ampisilin igeren 5 ml LB siv1 besi
ortamina inokule edilerek 37°C’de 16 saat 180 rpm hizda
calkalamal1 inkiibatorde inkiibe edilmistir. Saflastirilan pGEM-
T Easy plazmit DNA’larindan 10 pl alinarak, 1 pl 20000 iinite
EcoRI enzimi, 2 pul 10X EcoRI enzimi tampon soliisyonu (50
mM NaCl, 100 mM Tris HCI, 10 mM MgCl,, % 0.025 Triton
X-100 pH7.5) ve 0.2 ul bovine serum albumin (BSA) ve 6.8 pl
steril saf su eklenerek bir tiip icerisinde toplam 20 pl’lik bir
digestion karigimi hazirlanmustir.  Elde edilen bu karisim
37°C’de 6 saat bekletilerek plazmitlerin EcoRI enzimiyle
kesilme iglemi tamamlanmustir.

2.6. Kilif protein geninin dizisinin belirlenmesi ve filogenetik
analizi

DNA dizilimi Refgen Biyoteknoloji (Ankara) firmasinda
hizmet alim1 seklinde gergeklestirilmistir. DNA dizilimi pGEM-
T Easy plazmidinin T-A klonlama bolgesinin yaklagik 50 bp iist
ve alt kismindaki bolgelere spesifik M13F ve M13R {iniversal
primerleri kullanilarak dongii dizileme yoéntemiyle otomatik
DNA dizileme cihaziyla yapilmistir. Elde edilen ham DNA
dizilimleri Vector NTI DNA dizi analiz programina aktarilmisg
ve CaMV CP genine ait niikleotid dizilimi elde edilmistir. Kilif
protein genlerine ait niikleotid dizileri Align X programinda
¢oklu dizi karsilastirmasi yapilarak birbirleriyle ve diinya
izolatlariyla olan benzerlik oranlar1 yiizde olarak belirlenmistir.
CaMV CP genine ait ¢oklu karsilastirma dosyalar1 Clustal X
programma aktarilarak filogenetik analizler yapilmistir.
Filogenetik analiz verileri kullanilarak Kiamura iki parametre
alogaritmast ~ uygulanan  Neighbor-joining  yOntemiyle
filogenetik soyagaci olusturulmugtur. Olusturulan soy agacinin
dogrulugunu istatistiki olarak belirlemek amaciyla 100

tekerriirliit Boostrap analizi yapilmustir. Son olarak olusturulan
soy agaclari TreeView soyagacit goriintileme programi
kullanilarak CaMV izolatlarinin birbiriyle yakinlik dereceleri ve
genetik iligkileri ortaya konulmustur.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Arazi ¢alismasi bulgular:

Arazi caligmalar1 karnabahar ve lahana tiretiminin yapildigt
Canakkale ili ve ilgelerinde 2010 ve 2011 iiretim sezonlarinda
yapilmustir. Arazi galigmalari siiresince 84 Ornek toplanmistir.
Toplanan orneklerde tipik olarak mozaik, damar agilmalari,
damar bantlagsmasi, nekrotik lekeler, sekil bozukluklar1 ve
kloroz simptomlar1 gozlenmisgtir. Bu simptomlardan bazilari
Sekil 1’de gosterilmistir.

Karnabahar mozaik virlisii'niin karnabahar ve lahana
bitkilerinde neden oldugu belirtiler.

Sekil 1.

Figure 1. Symptoms caused by Cauliflower mosaic virus on cauliflower
and cabbages.

CaMV konukcularinda streynlere, konuk¢u ve ¢evre
kosullarina bagli olarak 1limlidan siddetliye dogru degisen
¢esitli kloroz, mozaik, damar agilmasi ve bodurlagma gibi
sistemik simptomlara neden olmaktadir (Melcher 1989;
Wintermantel ve ark. 1993). Al-kaff ve Covey (1995) CaMV
izolatlarinin  biyolojik ¢esitliklerinin  iki Brassica tiirii
iizerindeki etkilerini belirlemek amaci ile yaptiklari ¢alismada
infekteli konukgularda sistemik infeksiyonlar, damar agilmalari,
damar bantlasmalar1 ve siddetli klorozlar saptamislardir.
Farzadfar ve ark. (2005) CaMV’nin varligini belirlemek igin
yiriittiikleri ¢alismada izolatlarda beneklenme, bantlagma,
mozaik, nekrotik lekeler, sekil bozukluklart ve kloroz
belirtilerine rastlamislardir. Bu ¢alisma kapsaminda yapilan
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sorveyler sirasinda elde edilen izolatlarda goriilen simptomlarin
bircok c¢aligmada Dbelirtilen simptomlara benzer oldugu
gozlenmistir.

3.2. DAS-ELISA testi bulgular:

Canakkale ili ve ilgelerinde 2010 ve 2011 yillarinda yapilan
arazi c¢ikiglari sonucunda 84 6rnek DAS-ELISA ile test
edilmistir. Testler sonucunda toplanan 66’s1 karnabahar, 18’
lahana olmak tizere 84 6rnekten 63’1 (% 75) CaMV ile infekteli
bulunmustur. infekteli bitki sayisinin gok yiiksek olmasi biiyiik
bir olasilikla CaMV ile infekteli bitkilerin ¢ok tipik simptom
gostermesi ve bu tip bitkilerin kolaylikla belirlenebilmesinden
kaynaklanmaktadir. CaMV yaprak bitleri ile tasmnan bir
etmendir. Yaprak biti popiilasyonu, hastaligin yayilmasinda ve
dolayisiyla da infeksiyon oranin artmasinda olduk¢a dnemli bir
rol oynamaktadir CaMV’nin infeksiyon oranmn belirlenmesi
lizerine yapilan benzer c¢alismalarda Moreno ve ark. (2004)
CaMV, Alfalfa mosaic virus (AMV) Broad been wilt virus
(BBWV 1), BWYV, Hiyar mozaik viriisi (CMV), Pea-seed
born mosaic virus (PSbMV), TuMV ve Domates lekeli
solgunluk virtisleri (TSWV)’nin varligmi aragtirmislar ve
virtislerin farkl bitki tiirlerinde farkli kombinasyonlarda karigik
infeksiyon seklinde bulanabilecegini ve 366 drnegin 40’inda (%
10.9) CaMV’nin varlhigim saptamuglardir. Shahraeen (2012)
kanola bitkisinde goriillen virlis hastaliklar1 iizerine yaptigi
calismada topladigt Ornekleri BWYV, CaMV, TuMV,
Turnipcrinklevirus ~ (TCV), TYMV, Radishmosaicvirus
(RaMV), TsWV ve CMV’ye kars1 DAS-ELISA ile test etmis ve
CaMV’nin infeksiyon oranint % 40.2 olarak belirlemistir. Arazi
caligmalar1 sonucu toplanan 6rneklerde elde edilen hastalikll
bitki sayilar1 ¢alismanin yapildig: {irlin grubunun gesitliligine,
viral etmenin taginma sekillerine, hastaligi tasiyan vektorlerin
popiilasyonuna ve bu vektorlere karsi yapilan miicadele
yontemlerinin etkisine bagli olarak degiskenlik géstermektedir.
Diger yandan CaMV simptomlarina benzer simptom gosteren
ancak DAS-ELISA testinde negatif ¢ikan izolatlarin biyiik bir

olasilikta diger virlis hastaliklar1 ile infekteli oldugu
diistintilmektedir.
3.3. Polimeraz zincir reaksiyonu analizi bulgular

PCR analizinde kullanilmak iizere yapilan DNA

izolasyonunda Suehiro ve ark. (2005) tarafindan gelistirilen
basitlestirilmis dogrudan tiipe baglanma (Simple-direct-tube,
SDT) yontemi kullanilmigtir. SDT  yontemi genellikle
konsantrasyonu yogun olan viriislerde basarili sonuglar
vermesine karsin ¢aligma kapsaminda kullanilan tiim 6rneklerde
bu yontem ile DNA izolasyonu basarili bir sekilde
yapilabilmistir. PCR caligmalarinda kilif protein geninin 614
bp’lik korunmus bir bolgeyi cogaltan SK3 CaMV ve SK4
CaMV primerleri kullanilmistir. Daha 6ncesinde yapilan DAS-
ELISA bulgularinda pozitif sonu¢ vermis Ornekler arasindan
segilen 6 Orege PCR analizi uygulanmis ve &rneklerin
tamaminda 614 bp biyikligiinde belirgin bantlar elde
edilmistir. PCR sonucunda elde edilen bu bantlar Sekil 2’de
verilmistir.

CaMV’nin molekiiler bir yontem olan PCR ile teshis
edilmesinde arastirmacilar tasarladiklar: farkli primerlerle PCR
yonteminden faydalanmiglardir. Agama ve ark. (2002)
Arabidopsis thaliana Tsu-0 ekotipinin CaMV’ye olan direncini
kirmak {izere yiiriittiikleri ¢alismada Tsu-0 ve Col-0 ekotipleri
ile farkli CaMV izolatlarini kullanmuslar ve ¢alisma kapsaminda
yapilan biyolojik testleri dogrulamak icin yaptiklar1 PCR
analizleri sonucunda tiim ekotiplerde 724 bp biyiikligiinde

bantlar elde ederken, sadece bir ekotipte 430 bp biiyiikliigiinde
bant elde etmislerdir. Farzadfar ve ark. (2005) CaMV’nin
varligini belirlemek amaci ile yapmis oldugu ¢alismada ORF II
genine gdre modifikasyonu yapilan ve spesifik primerler
kullanarak yaptiklar1 PCR analizleri sonucunda yaklasik 750 bp
biiyiikliiglinde bantlar elde etmislerdir. Bu ¢aligmada PCR
analizi ile gogaltilmasi hedeflenen bolge, kilif protein geninin
belirli bir kismina spesifik olan bir bdlgedir. Benzer
caligmalarda yapilan PCR analizleri sonucu elde edilen bant
biiyiikliiklerinin farkli olmast DNA igerisinde yer alan, dizisi
belli iki segment arasinda ¢ogaltilmasi istenen 6zgiin bélgenin
belirlenmesi ile iligkilidir ve PCR ¢aligmalarinda yapilan tiim
modifikasyonlar aragtirmacilarin ¢aligma amaglarina gore

farkliliklar gosterebilmekte ve bu nedenle de farkli biiyiikliikte
bantlar elde edilebilmektedir.

Sekil 2. PCR analizi sonuglari. M: Marker (100-1000 bp), 10, 11, 26,
41, 84, 91; CaMV ile infekteli izolatlar. NK: Negatif Kontrol.

Figure 2. Results of PCR analysis. M: Marker(100-1000 bp), 10, 11, 26,
41, 84, 91; isolates infected by CaMV. NC: Negative Control.

3.4. Klonlama ¢alismalary bulgular

Calisma kapsaminda yapilan ve PCR analizi sonucunda
pozitif oldugu bilinen 6 6mek T-A klonlama yontemi ile
klonlanmustir. Bu yontem, PCR sirasinda Taq DNA polimeraz
gibi 3’5’ ekzoniikleaz aktivitesi olmayan DNA polimerazlarla
cogaltilan DNA’larin 3’ ucuna fazladan bir Adenin (A)
eklenmesine dayanmaktadir. Bu sekilde g¢ogaltilan 3° ucunda
fazladan bir adenin igeren DNA’lar 5’ ucunda bir tane Timin
(T) tastyan T-A klonlama vektorleri olarak adlandirilan
plazmidlerle birlestirilmekte ve klonlama oncesi saflastirilan
PCR iriinleri DNA ligaz enzimi yardimi ile plazmid
vektorlerine klonlanmaktadir.

Calismada klonlama yapilan genleri iceren bakterilerin
belirlenmesinde mavi-beyaz koloni se¢imi ilk asamada
kullanilmaktadir. Mavi-beyaz koloniler igerisinde CaMV CP
genini tastyan pGEM-T Easy plazmidini iceren bakteriler
biiyiiyerek beyaz renkli kolonileri olustururken, sadece pGEM-
T Easy plazmidini igerenler ise mavi renkli kolonileri
olusturmaktadir. Burada hedeflenen koloniler, kilif protein
genini icerdigi diistiniilen beyaz kolonilerdir. Beyaz kolonilerin
istenilen CaMV CP genlerini tastyip tasimadiklarini kesin
olarak belirlemek amaci ile elde edilen beyaz kolonilerden en az
3 tanesi koloni PCR yontemi ile beyaz kolonilerin taramasi
yapilmustir. Koloni PCR sonucunda 6 izolatin tamaminin CaMV
CP genlerini tasidigi belirlenmistir. Bu kolonilerden segilen
bakteriler biiyiitiilmiis ve bunlardan plazmid izolasyonu
yapilmustir.
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Klonlanan DNA pargalarinin plazmidten ayrilmasi igin,
saflagtirilan plazmid DNA’lar T-A klonlamas: yapilan bolgenin
her iki yaninda bulunan EcoRI restriksiyon enzimi kesme
bolgelerinden EcoRI restriksiyon enzimiyle kesilmistir. Kesilen
DNA’lar incelendiginde pozitif olan yaklasik 3000 bp
biiytikliigiinde pGEM-T Easyplazmid DNA’s1 ve yaklasik 650
bp biiyilikliigiinde CaMV CP genine ait bantlar gériilmiis ve bu
durum EcoRI restriksiyon enzimiyle kesme igleminin basariyla
gergeklestigini gostermistir.

CaMV’nin klonlanmasi ile ilgili benzer bir ¢alismada
Schoelz ve ark. (1986) CaMV’nin, Solanaceae familyasindan
konukgular1 iizerindeki simptomlarin belirlenmesinde 6nemli
rol oynayan ORF VI iizerine bir g¢aligma yiiriitmislerdir.
Calismada CaMV’nin D4 streyni ile CM 1841, Cabb-B
streynleri ve bu streynlerin 9 rekombinant genomlarini
kullanmiglar ve Solanaceae familyasindan konukgulari infekte
edebilme ozelliklerini test etmiglerdir. Klonlama islemleri
kapsaminda bu ¢alismaya benzer olarak ligasyon asamasinda T4
DNA ligaz enzimini kullanmuglar ve piirifiye ettikleri viriisii E.
coli bakterisine aktarmuglar, elde ettikleri plasmidleri
saflagtirdiktan sonra tim amplifikasyon {irlinlerinin enzimatik
kesme isleminde EcoRI enzimine ilaveten Sall, Xhol, Sacl,
HgiAl, Pvull, Bstll ve Hpol enzimlerinden de faydalanmglardir.
Calisma sonucunda CaMV’nin 496 bg¢ igceren ORF VI
genomunun ilk yarisini kapsayan segmentte meydana gelen
degisimlerin CaMV 1rklar1 arasinda konukgu reaksiyonlarinda
degiseme yol agtigin1 belirlemislerdir.

3.5. Kilif protein geninin sekans analizi bulgular

Canakkale ili ve ilgelerinden aliman CaMV izolatlarinin
niikleotid dizimleri kendi aralarinda karsilastirildiginda izolatlar
arasinda % 93-100 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
Benzerlik oranlarina bakildiginda en fazla benzerligin (% 100)
Ayvacik ilgesi merkezinden alinan CaMV-84 izolati ve yine
ayni ilgeye bagli Kosedere kdyiinden alinan CaMV-91 izolati
arasinda oldugu belirlenmistir. En fazla farklilik ise (% 93)
CaMV-26 izolat1 ile CaMV-84 ve CaMV-91 izolatlari arasinda
gergeklesmistir (Cizelge 1).

Canakkale’den elde edilen 6 izolat ile diinyanin farkl
bolgelerinden elde edilmis ve gen bankasindaki veri tabaninda
niikleotid dizilimleri bilinen 9 izolat karsilagtirtlmis ve benzerlik
oranlart belirlenmistir. Tiim bu verilere gore iilkemiz izolatlar:
ile diinya izolatlar1 arasinda % 92-97 arasinda benzerlik oldugu
belirlenmistir. En fazla benzerligin % 97 ile CaMV-26 izolat1 ile
Amerika (CaMV  MCACGDH) izolati arasinda oldugu
gbzlenmektedir. Ikinci en yiiksek benzerligin ise % 96 oraninda
CaMV-41 izolat1 ile Amerika (CaMV NC-001497) izolat1 ve
Fransa (CaMV V00141) izolatlar1 arasinda oldugu ve yine ayni
oranla CaMV-11 izolati ile Amerika (CaMV MCACGDH)
izolat1 arasinda oldugu gozlenmektedir. Bununla birlikte en
fazla farklihiga sahip izolatlarin ise % 92 benzerlik orani ile
CaMV-10 izolati ile Arjantin (CaMV JF809616) izolat1 arasinda
oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismada kullanilan 6 CaMV izolati
ile diinyada bulunan 9 farkli CaMV izolat1 arasindaki benzerlik
oranlar1 Cizelge 1°de verilmistir.

Cizelge 1. Canakkale CaMV izolatlar ile diinyadaki CaMV izolatlarinin niikleotid dizilerinin benzerlik oranlar1 (%).

Table 1. Resemblance rate (%) of nukleotid sequence between Canakkale CaMV and world’s isolates.

CaM CaMV  CaMV  CaM CaM CaM CaM Camv  camv M caMVv caMV caMVv |\(/|:€/
V- AF1406 MCACG V- V- V- V- JFB0% NC0014 .o MCAMATC MCACOMG MCAMAD o
26 04 DH 11 4 8 9l 16 97 a AP EN CRI 0
CaMV-10 gq 94 9% 94 95 94 94 92 93 93 93 93 93 93
CaMV-26 95 97 95 94 93 93 93 94 94 94 93 94 94
CaMVv
AF140604 9% 95 93 94 94 93 93 93 93 92 94 94
CaMV
MCACGDH % 95 94 94 93 94 94 94 93 94 93
Camv-11 94 94 o4 94 95 95 94 93 94 94
Camv-41 %5 95 94 9% 9% 94 94 94 94
Camv-84 100 95 95 95 94 95 94 95
Camv-91 95 95 95 94 95 94 95
CaMVv
JF809616 97 97 95 96 9% 9%
CaMV
NC_001497 100 9% 95 95 9%
caMv
V00141 96 95 95 96
CaMVv
MCAMATC 96 9% 9%
AP
caMv
MCACOMG 97 97
EN
CaMVv
MCAMADC 97
RI

© Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi



6 Tuzlali ve KorkmazIAkdeniz Univ. Ziraat Fak. Derg. (2014) 27(1): 1-7

Calisma kapsaminda yapilan filogenetik analizler, CaMV
izolatlarinin {i¢ ana gruba ayrildigin1 géstermistir. Bu izolatlarin
kilif protein genlerinin niikleik asit dizilimine gére olusturulan
filogenetik soyagaci Sekil 3’te verilmistir. Sozii edilen bu
gruplarin birincisinde 6 iilkemiz izolatinin yani sira bir Amerika
ve Cin izolati, ikincisinde bir Amerikan, bir Fransa ve bir
Arjantin izolati, {iglinciisiinde ise lic Amerika izolat1 ile bir
Japonya izolat1 olmak {izere toplam 15 izolat yer almaktadir.
Aynt grup icersinde yer alan iilkemiz izolatlar1 ile basta
Amerika (CaMV MCACGDH) izolati olmak iizere ve Cin
(CaMV AF140604) izolatlar1 birbirine yakin olan izolatlar
olarak belirlenmisgtir. Bu durum Canakkale izolatinin orijini
hakkinda bilgi verse de daha net sonuglar i¢in daha genis
alanlardan daha fazla izolat elde edilmesi gerekmektedir.

Benzer bir calisma Alan (2012) tarafindan iilkemizde
gerceklestirilmis ve caligmada CaMV ile infekteli marul

bitkisinden izole ettigi CaMV-1 izolatin1 kullanmistir. CaMV-1
izolatinin, Cin izolatlart AF140604.1 ve D00335.1 ile sirasiyla
% 95, % 80, Fransa izolatlar1 X79465.1 ve X53860.1’nin her
ikisi ile de % 80 oraninda benzerlik gosterdigini bildirmistir.
Yapmis oldugu filogenetik analizler sonucunda ise CaMV-1
izolatinin AF140604.1 Cin izolat1 ile ayn1 grupta yer aldigini, %
80 benzerlik gostermis oldugu X53860.1 ve X79465.1 Fransa
izolatlar1 ve % 81 benzerlik gosterdigi salgam bitkisinden elde
ettigi D00335.1 izolatlar1 ile de ayri grupta yer aldigim
bildirmistir. Canakkale izolatlar1 ile % 93-95 oranlarinda
benzerlik gosteren ve soyagacinda ayni grupta yer alan
AF140604.1 Cin izolatimin Alan (2012) tarafindan yapilan
calismada da % 95 benzerlik gostermesi olagan bir sonugtur.

Ulkemize yakin bir cografyada gerceklestirilen bir bagka
calisma Farzadfar ve ark. (2007), tarafindan Iran’da
gergeklestirilmis, dizi analizi calismalarinda gen bankasinda
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Sekil 3. Canakkale ve diinya izolatlarina ait dendogram.

Figure 3. Dendogram of Canakkale and world’s isolates.
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bulunan diger izolatlarla yapilan kiyaslamada Macaristan
izolatlarnin aralarinda % 99.1 ve % 96.7 oraninda benzerlik
gosterdigi ve Iran izolatlarmin bu grupta yer aldigi ve bu

izolatlarin Kuzey Amerika izolatlar1 ile ayr1 kiimelerde
gruplandigini bildirmisleridir.
4. Sonug¢

Bu c¢aligmada Canakkale ili ve ilgelerinde CaMV

izolatlarinin tanilanmast ve karakterizasyonu yapilmis ve
yapilan serolojik ve molekiiler yontemler basarili bir sekilde
sonuglanmigtir.

Arazi cikislarinda, CaMV’nin tipik simptomlart yogun
olarak gozlenmistir. Toplanan orneklere yapilan ELISA testi
sonucunda hastaligin yaygin oldugu belirlenmistir. 6 CaMV
izolatinin CP genlerini igeren korunmus bélgeleri PCR yoluyla
cogaltildiktan sonra klonlanmis ve dizi analizleri yapilmistir.
Coklu dizi karsilagtirmast sonucunda Canakkale izolatlar:
arasinda benzerlik oran1i % 93-100, Canakkale izolatlar1 ile
diinya izolatlar1 arasindaki benzerlik orani ise % 92-97 olarak
belirlenmistir. Yapilan filogenetik analizler sonucunda ise
ilkemiz izolatlar1 ile Amerika (CaMV MCACGDH) izolat1 ve
Cin (CaMV AF140604) izolati birbirine yakin olan izolatlar
olarak belirlenmistir.

Karnabahar ve lahanalarda iiretimi smirlayan etmenler
icerisinde  bulunan CaMV’nin kimyasal miicadelesinin
olmamas1 ve etmen viriisiin vektorlerle uzak ve genis alanlara
kolaylikla yayilabilmesi bu hastalik etmenini daha da 6nemli
kilmaktadir. CaMV’nin ¢ikis1 ve yayilmasini engelleyecek tiim
tedbirlerin alinmasinin yani sira ileriye yonelik dayaniklilik
caligmalarma katki saglamak amaci ile bilimsel ¢alismalarin
tiim hiziyla devam ettirilmesi gerekmektedir.
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