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Jiiri : Prof. Dr. Saadettin BALOGLU
: Dog. Dr. Muharrem A. KAMBEROGLU
: Dr. Ogr. Uyesi Hakan FIDAN

Bu c¢alisma, 2016-2018 yillar1 arasinda Adana, Mersin, Hatay ve Antalya
illerinde ortli alt1 biber yetistiriciligi yapilan alanlarda Hiyar mozaik viriisii
(Cucumber Mosaic Virus, CMV)’niin saptanmasi ve karakterizasyonu amaciyla
yuriitilmiistiir. Arazi gozlemlerinde simptomatolojik olarak CMYV ile enfekteli
olabileceginden siiphelenilen toplam 263 adet ortii alti biber bitkisinden yaprak,
stirglin, meyve ve tohum olmak tizere 300 6rnek alinmis ve DAS-ELISA yontemi
ile testlenmistir. Testlenen 300 Ornegin 62°‘sinin CMV ile enfekteli oldugu
saptanmig, ayrica 23 Ornegin de diisiik absorbans degeri ile hastalikli olabilecegi
dikkate alimmistir. RT-PCR ¢alismalari, CMV’ye spesifik RW8/RV11 primer ¢ifti
kullanilarak, DAS-ELISA da pozitif olarak saptanan toplam 85 Ornek igerisinden
16 izolat ile yiiriitiilmiis ve 650 bp biiyiikliiglinde bant elde edilmistir. Survey
alanlarim temsil edecek sekilde 8 izolat se¢ilmis ve DNA dizileme yaptirtlmistir.
Testlenen izolatlardan secilen bu 8 izolatin hem birbirilerine, hem de daha 6nce
Tiirkiye’den turp izolat1 olarak Gen Bankasinda yayimlanmis olan LC066508 Gen
Bank numarali CMV ile ¢ok yakin iligkili oldugu dizi analizi sonucu olusturulan
soyagaci ile ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Biber, CMV, DAS-ELISA, RT-PCR, Dizi Analizi



ABSTRACT

MSc THESIS

DETECTION AND CHARACTERIZATION OF CUCUMBER MOSAIC
VIRUS (CMV) IN THE GREENHOUSE PEPPER CULTUVATION IN
MEDITERRANEAN REGION.

Sabire CAN

DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION
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Yil: 2019, Pages : 91
Jury : Prof. Dr. Saadettin BALOGLU
: Assoc. Prof. Muharrem A. KAMBEROGLU
: Asst. Prof. Dr. Lecturer Hakan FIDAN

This study was conducted to detect and characterize Cucumber Mosaic
Virus (CMV) in the greenhouse pepper cultivation areas of Adana, Mersin, Hatay
and Antalya provinces between 2016-2018 years. During on field observation,
totally 300 samples including leaf, shoot, fruit, seed from 263 plants which are
suspected as symptomatologic infected with CMV were collected and were tested
by DAS-ELISA. Of the 300 tested samples, 62 were found to be infected with
CMV, and 23 samples were considered to be diseased with a low absorbance value.
RT-PCR studies were performed with 16 isolates from a total of 85 samples
identified as positive for DAS-ELISA using a primer pair specific for CMV-
specific RW8 / RV11 and a band size of 650 bp was obtained. Eight isolates were
selected and DNA sequencing was performed to represent the survey areas. PCR
products of 8 isolates were DNA sequenced and created phylogenetic tree. These 8
isolates were found to be very close to each others and radish isolate of CMV
(Gene Bank No: LC066508) from Turkey by phylogenetic tree.

Key Words: Pepper, CMV, DAS-ELISA, RT-PCR, Phylogenetic tree
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GENISLETILMIS OZET

Biber diinyanin bir¢ok yerinde yetistirilmektedir. Biberin meyvesi diinya
genelinde taze ya da baharat olarak tiiketilmektedir. Ayrica Tiirkiye diinyada biber
iireten nemli iilkeler arasinda yer almaktadir. Ulkemizde ortii alt1 yetistiriciligi;
yuksek kis sicakligi ve kisin giineslenme siiresinin uzun olmasindan dolay1
Ozellikle Akdeniz kiy1r bolgesinde yogun olarak yapilmaktadir. Biber
yetistiriciliginin ortii alt1 olarak énemli oldugu bu bolgede birgok kiiltiir bitkisinde
onemli zararlara neden olan ve diinyada en yaygin viriis hastaliklarindan biri olan
Hiyar Mozaik Viriisii (Cucumber Mosaic Virus, CMV)’iin varliginin serolojik
yontemle belirlenmesi, saptanan izolatlarin molekiiler karakterizasyonu ve
akrabalik iliskileri arastirilmistir.

Ulkemizde biber viriis hastaliklari konusunda degisik calismalar
yiiriitilmiis ve 6nemli viriis hastaliklar1 saptanmigtir. Ancak yiiriitiilen ¢aligmalar
daha ¢ok, agik alanlardaki biberlerde viriislerin yayginligi ve orani, saptanan viriis
izolatlarin karakterizasyonu ve agik alandaki biberlerde olusturduklart belirtileri
icermekte bu durum; Hiyar mozaik viriisii (CMV)’niin arastirma konusu olarak
secilmesi fikrini vermis ve buna bagl olarak da Akdeniz sahil seridindeki oOrtii alti
biber {iretim alanlarinda CMYV ile ilgili bir ¢calisma yapilmistir.

Bu amaglar dogrultusunda, 2016-2018 yillar1 arasinda Adana, Mersin,
Hatay ve Antalya illerinde, yaygin olarak ortii alti biber yetistiriciligi yapilan
alanlarda yiiriitilen bu c¢alismada; CMV’nin olusturdugu belirtilere bakarak
simptomolojik ve ayrica Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) ve Reverse Transcription-Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) yoOntemleri ile etmenin tanisi ve saptanmasi, serolojik ve
molekiiler yontemlerle saptanan farklit CMV izolatlarinin karakterizasyonu ve dizi
analizlerinin yapilmasi ile saptanan izolatlarin diinyadaki ve iilkemizdeki diger
izolatlar ile akrabalik (molekiiler olarak genetik benzerlik ve farkliliklari)

iligkilerinin belirlenmesi gerceklestirilmeye calisilmistir.
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Arazi goOzlemlerinde simptomatolojik olarak CMV ile enfekteli
olabileceginden siiphelenilen toplam 263 adet ortii alti biber bitkisinden yaprak,
siirgiin, meyve ve tohum olarak toplam 300 adet 6rnek alinmistir. Alinan tiim
ornekler oncelikli olarak DAS-ELISA ile testlenmistir. Testlenen 300 Ornegin
yaprak dokusundan olusan 62’sinin CMV ile enfekteli oldugu saptanirken negatif
kontroliin iki katina yakin olan, daha diisiik absornans degeri ile 23 6rnegin de
hastalikli olabilecegi dikkate alinmistir. Sonu¢ olarak pozitif saptanan degisik
absorbans degeri veren ve farkli lokasyonlardan alinan toplam 85 6rnek i¢inden 16
ornek ile RT-PCR c¢alismalan yiiriitiilmiistiir. CMV’ye 6zgli RW8-RV11 primer
¢ifti kullanilarak Mersin ilinin Akdeniz ilgesi (Kazanli, Karaduvar mahalleleri) ile
Tarsus ilgesi ve Antalya ilinin Kumluca ilgesinden toplanan ortii alti biber
izolatlarina ait 650 bp biiyiikliigiinde bantlar elde edilmis ve bulunan bu izolatlarin
dizi analizleri yapilarak akrabalik iliskileri ortaya konulmustur. Dizi analizi
caligmalar1 icin de daha once serolojik calismalar sonucunda CMYV ile bulasik
olarak saptanan ve RT-PCR ¢aligmalarinda net bantlar olusturan 16 6rnek iginden
secilmis 8 Ornek, CMV izolatlarinin karsilastirilmasi i¢cin DNA dizi belirleme
caligmalarinda kullanilmigtir,. CMV dizi belirleme c¢alismalarinda CMV ile
enfekteli ortii alt1 biber bitkisinden izole edilen Mersin ilinin Akdeniz ilgesindeki
Kazanli, Karaduvar, Tarsus mahalleleri ile Antalya ilinin Kumluca ilgesinden
toplanan ortii alt1 biber izolatlar1 kullanilmigtir. Sonug olarak segilen 8 izolatin da
hem birbirleri ile hem de daha dnce Tiirkiye’de kiigiik turp bitkisinden izole edimis
olan CMV izolati olarak Gen Bankasinda yaymlanmig LC066508 Gen Bank
numarali CMV ile ¢ok yakin (%98 benzerlik gdstermistir) izolatlar oldugu ortaya
konulmustur.

Bu caligmanin yapildigi Adana, Mersin, Hatay, Antalya illerinde toplam
676 207 ton kadar iiretimi yapilan Ortii alt1 biber Akdeniz Bolgesi i¢in Onemli
sebzelerden biridir (TUIK, 2017). Bu bolgede hastalik ve zararli etmenleri
ekonomik agidan verimde kayba sebep olmaktadir. Bu etmenler iginde 6zellikle de

viriisler kimyasal miicadelesi olmamasi1 ve vektorlerin viriisleri tagimasi sebebiyle
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ayr1 bir 6neme sahiptir. Ozellikle de Hiyar mozaik viriisii ekonomik énemi olan,
bir¢ok sebzede hastalik yapabildigi gibi yabanci otlar ve siis bitkileri de dahil
olmak tlizere ¢ok genis bir konukgu dizisine sahiptir. Hiyar mozaik viriisii latent
olarak yabanci otlarda da yasamini devam ettirebildigi i¢in virlisiin yayilmasin
onleyecek tim tedbirlerin alinmasina 6zen gosterilmelidir. Dolayisiyla da; viriis
hastaliklarina kars1 yapilacak olan etkili bir vektor miicadelesine ek olarak, viriisten
ari tohum ve {iretim materyalinin kullanilmasi, koruyucu kiiltiirel uygulamalar,

dayanikli veya tolerant ¢esitlerin tercih edilmesi cok onemlidir.
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1. GIRIS Sabire CAN

1. GIRIS

Biber ‘‘Capsicum annuum var. annuum*‘, Solanacea familyasindan, 1liman
ve subtropik ilkelerde bir yillik, tropikal iilkelerde iki yillik veya ¢ok yillik
yetistirilen bir bitkidir. Biberin anavatani tropikal Amerika’dir. C. annuum var.
annuum’un anavatani Brezilya, Capsicum frutescens’in anavataninin Orta Amerika
oldugu kabul edilir. Kristof Kolomb tarafindan biber 1493 yilinda Ispanya’ya
getirilmis daha sonra 1548 yilinda Ingiltere’ye, 1578 yilinda Orta Avrupa ve diger
Avrupa iilkelerine yayilmis ve daha sonra 17. yiizyilda Portekizliler tarafindan
Giineydogu Asya’ya gétiiriilmiistiir. Tiirkiye’ye biber 16. yiizyilda dnce Istanbul’a
getirilmis ve daha sonra diger bolgelerimize yayilmistir (Ozalp, 2010).

Capsicum cinsi igerisinde 25 tiir olup bunlardan 5 tiir (C. annuum L., C.
baccatum L., C. pubescens Ruiz & Pav., C. chinense Jacq., C. frutescens L.)
yaygin olarak yetistirilmektedir. C. annuum L. tiirii, ekonomik anlamda en 6nemli
olanmi ve en ¢ok yetistirilenidir. Bunun yaninda diger 20 tiiriin hastalik ve zararhlar
acisindan dayamiklhilik genlerinin kaynagi olarak onem tasidigi bildirilmektedir
(Pernezny ve ark, 2003).

Biber taze, konserve, salca, tursu, sos, ketcap, konsantre olarak tiiketildigi
gibi domates ve diger hazir corbalara ilave edilerek de tiiketilmekte olup,
kurutularak, toz ve pul biber yapiminda, ayrica boya ve ilag sanayii gibi g¢esitli
alanlarda kullanilmaktadir. Biber 6zellikle A ve C vitaminleri agisindan ¢ok zengin
bir bitki olmasi agisindan da 6nemlidir (Anonymous, 2013a).

Ulkemizde ilk olarak 1940’11 yillarda baslayan ortii alti yetistiriciligi;
ekolojik kosullara bagli bir gelisme gostererek, yiiksek kig sicakligi ve kisin
glineslenme siirelerinin uzun olmasindan dolay1 6zellikle Akdeniz kiy1 bolgesinde
yogun olarak yetistirilmektedir (Anonymous, 1997).

Biber diinyanin bir¢ok yerinde toplam 3.625.452 hektar alanda yesil ve
kuru olarak yetistirilmektedir (FAO, 2014). Biberin meyvesi diinya genelinde taze

ya da baharat olarak tiiketilmektedir. Cizelge 1.1.” de goriildiigii gibi diinyadaki en
1
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onemli biber iireticisi 16 120 406 ton ile Cin’dir. Bunu 2 732 635 ton ile ikinci
sirada Meksika takip etmis ve ardindan 2 127 944 ton ile ligiincii sirada Tiirkiye en
onemli iireticiler olarak yer almaktadir (FAO, 2014).

Tiirkiye’de 2017 yili verilerine gore toplamda 752 167 dekar ortii altindan
83 926 dekar alanda ortii alti1 biber yetistirildigi ve toplam 704 293 ton Ortii alti
biber iiretimi gerceklestigi anlagilmaktadir (TUIK, 2017).

Cizelge 1.1. Diinyada Biber Uretiminin Dagilimi (FAO, 2014)

CIN 16.120.406
MEKSIKA 2.732.635
TURKIYE 2.127.944

ENDONEZYA 1.875.095
HINDISTAN 1.492.000
ISPANYA 1.130.340

ABD 9.14.490

TOPLAM 26.392.910
DIGERLERI 9.750.203

Tiirkiye’de niteliklerine gore toplam oOrtii alti tarim alanm1 son yillarin
rakamlarina gore 752 167 da iken (Cizelge 1.2.) bunun % 81,9 olan 616 280 da
alan Akdeniz sahil seridindeki ¢aligmanin yiiriitiildiigii Adana, Mersin, Hatay ve
Antalya illerindedir. Bu illerdeki ortii alanlar1 degerlendirildiginde ise Cizelge
1.3.’ten de anlagilacag: iizere Antalya en yogun yetistiriciligin yapildigi alan olup
Antalya’yi sirastyla Mersin, Adana ve Hatay illeri takip etmektedir (TUIK, 2017).

Akdeniz bolgesinde Ortii  alti  biber {iretim miktar1 yOniinden
degerlendirildiginde; yine Antalya ili ilk siray1 alirken Mersin, Adana ve Hatay
illeri seklinde siralanmaktadir (Cizelge 1.4.). S6z konusu illerde biber yetistiriciligi

2
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olarak ortii altinda degisik zaman dilimlerinde iiretim yapilirken iiretilen biber

cesitleri bazinda da degisiklikler goriilmektedir.

Cizelge 1.2. Tiirkiye’de Niteliklerine Gore Ortii Alt1 Tarim Alanlar (da) (TUIK,

2017)
| Cruaarn Aan ] Dakar__
Algak Tiinel 191 399
Cam Sera 857 48
Plastik Sera 355120
Yiiksek Tiinel 119 898

Tiirkiye Genel Toplam 752 167

Cizelge 1.3. Tiirkiye’de Akdeniz Sahil Seridindeki iller Bazinda Niteliklerine Gore
Ortii Alt: Tarim Alanlari (da) (TUIK, 2017)

Or::::: (-[E;m Adana Antalya Hatay = Mersin
Algak Tiinel 126 490 12 748 9474 | 30 066
Cam Sera 6 64 996 3 13763
Plastik Sera 1249 187 041 156 87 815
Yiksek Tiinel 8 503 13 276 889 58 402
Toplam 136 248 278 062 | 11922 | 190 047

il Genel Toplam 616 280 da

Cizelge 1.4. Tiirkiye’de Akdeniz Sahil Seridindeki iller Bazinda Ortii Alt: Biber
Ekim Alanlari (da) ve Uretimi (Ton) (TUIK, 2017)

- A Ekim alani (da)* | Uretim (ton)*

Hatay 1634 3637

Adana 7 850 62 508
Mersin 30 435 215188
Antalya 37014 394 874

76 633 67 207

(*) Ortiialt1 Biber Ekim Alam (da) ve Uretimi (ton): Alcak-Yiiksek Tiinel, Cam-Plastik Sera/ Salcalik,
Kapya, Dolmalik, Sivri ve Carliston biber tiretiminin tamamini igermektedir.
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Diger tiim kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi ticari biber yetistiriciliginde de
yanlig veya yetersiz kiiltiirel uygulamalar disinda canli ve cansiz hastalik etmenleri
nedeniyle elde edilen iriinde 6nemli diizeylerde verim kayiplart olusmaktadir.
Sebze liretim alanlarinda tretimi sinirlayan ¢ok sayida fungus, bakteri ve viriis
hastaligi bulunmaktadir. Bu etmenler arasinda, kimyasal ve fiziksel yapisi, boyutu,
enfeksiyon sekli, degisik yollarla ve 6zellikle bocek vektorler ve tohumla tasintyor
ve yayiliyor olmasi disinda etkili ve kolay uygulanir etkin bir miicadele
yonteminin, daha da 6zelde kisa ve kesin sonug¢ alinan bir kimyasal miicadelenin
dogrudan uygulantyor olmayisi kiiltiir bitkilerinde virlis hastaliklarinin 6nemini
daha da arttirmaktadir (Agrios, 1997).

Viriis hastaliklarinin bulunusu, zarari, olusturdugu belirtiler diger kiiltiir
bitkilerinde oldugu gibi biberde de ¢esit ve ¢evre kosullarina gére konukgu-etmen
iligkileri ile degisiklik gostermektedir. Bu nedenle viriis hastaliklarinin neden
oldugu zarar1 en alt diizeye indirebilmek ve kontrol yontemlerini gelistirebilmek
icin Oncelikle yetistiriciligi yapilan kiiltiir bitkisinde bulunan virlislerin tanisinin
dogru yapilmasi gerekmektedir. Viriis hastaliklariin tanisinda sadece belirtilere
veya gozleme dayali tam1 dogru degildir. Ciinkii viriislerin bitkilerde olusturdugu
belirtiler birgok faktdre bagl olup diger biyotik ve abiyotik faktorlerin olusturdugu
belirtiler ile de ¢ogu zaman benzerlik gostermekte ve karisikliklar ortaya
cikmaktadir. Son yillarda serolojik tani yontemleri disinda bazi molekiiler
tekniklere paralel olarak biber viriislerinin bitki dokularindan hassas ve dogru
olarak teshisine olanak saglayan PCR teknikleri de gelistirilmistir (Jacobi ve ark,
1998; Vinayarani ve ark, 2011).

Biber bitkilerinde hastaliga neden olan viriis hastaligi etmenlerinden bir
tanesi de Hiyar mozaik viriisii (Cucumber mosaic virus; CMV)’diir. Hiyar mozaik
viriisti, ilk olarak hiyar (Cucumis sativus L.) bitkisi tizerinde 1934 yilinda
Amerika’da Price tarafindan bulundugu rapor edilmistir. Bu viriis Bromoviridae
familyas1 icerisinde yer alan Cucumovirus cinsinin en O6nemli iiyelerinden birisi

olarak kabul edilmektedir. CMV, TMV’den sonra en fazla konuk¢u dizisine sahip
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viriis olarak bilinmektedir. Ayrica diger viriis hastaliklarindan sahip olduklari
konukeu dizisi ve sayist bakimindan daha 6nemli olarak goriilmektedir. Viriis 100
familyaya giren 1200’den fazla bitkiyi enfekte edebilme yetenegindedir (Zitter ve
Murphy, 2009). CMV, izometrik ve zarf icermeyen, yaklagik olarak 29-30nm
capinda yuvarlak sekilli, tic pargacikli (+) ssSRNA genomuna sahip ve tek bir
partikiilden olusan bir viriistiir (Palukaitis ve Garcia-Arenal 2003). Bu 3 parcali
genom RNAT (~3350nt), RNA2 (~3050nt) ve RNA3 (~2200nt)’den olugmaktadir.
Ayrica RNA3’iin bazen dordiincii bir RNA (~1030nt) icerebildigi de belirtilmistir.
RNATI tek bir protein kodlamaktadir. RNA1’in kodladig1 bu protein 1a olarak ifade
edilmis ve genomun viral replikasyon icin hayati 6neme sahip oldugu bildirilmistir
(Zitter ve Murphy, 2009). RNA?2 ise 2a ve 2b olmak iizere 2 protein kodlamaktadir.
2a proteini viral replikasyonla iligkilendirilirken, 2b proteini ise enfeksiyon
sirasinda konukcunun kendini savunmak amaci ile {iiretti§i gen sessizlestirme
sinyallerini engellemektedir. Son olarak RNA3 ise 3a ve kilif proteini olmak iizere
2 protein kodlamaktadir. RNA3’iin kodladig1 bu 3a proteininin viriisiin hiicreden
hiicreye hareketinden sorumlu hareket proteini oldugu belirtilmistir (Zitter ve
Murphy, 2009, Nouri ve ark, 2014).

CMV izolatlarinin smiflandirilmasiin  gegmiste; serolojik iligkiler ve
izolatlarin gdstermis olduklar1 nt benzerlik oranlarina dayanarak alt grup I ve alt
grup II olmak iizere yapildigi belirtilmistir (Palukaitis ve ark, 1992). Son yillarda
cok sayida CMV izolatinin CP genlerinin ve 5’ okuma yapilmayan bdlgelerinin
analizi ile alt grup I’in IA ve IB seklinde 2’ye ayrildigi goriilmektedir (Roossinck
ve ark, 1999). CMV alt grup I ve II arasindaki nt diizeyinde benzerlik oranlarinin
69 ile 77 arasinda degistigi belirtilirken, gruplarin kendi i¢lerinde ise benzerlik
oranlarinin %90 nin {izerinde oldugu belirtilmistir (Palukaitis ve ark, 1992). Ayrica
CMV IA ve II alt gruplarinin tiim diinya izolatlarindan olusabilecegi bildirilirken,
IB alt grubunun ise genellikle Asya izolatlar1 ile sinirlandig1 ifade edilmistir

(Roossinck, 2002).
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Tiirkiye’de  gergeklestirilen birgok c¢alismada CMV  varligr  farkli
konukgularda tespit edilmistir (Giimis ve ark, 2004; Beler ve Acgikgoz, 2005;
Caglar, 2006; Ergun et al. 2013, Erkan ve ark, 2013; Sar1, 2015, Sertkaya 2015;
Gokdag ve ark, 2016; Karanfil ve ark, 2016).

Viriis hastaliklarinin biber bitkisinde verim ve kaliteye ne oranda etki ettigi
konusunda yeterli calisma olmadigi gibi son zamanlarda konu iizerine egilim
olmasmna ragmen dayaniklilik konusunda da pek fazla g¢alisma bulunmadigl
sOylenebilir. Bunun yanisira; Akdeniz Bolgesi’nde biber bitkisinde degisik
caligmalar yiiriitiilmiis ve biber bitkisinde zarar yapan Onemli viriisler
belirlenmistir. Ancak yiiriitiilen c¢aligmalar genellikle agik alan biber
yetistiricili§ini, Ornegin Maras biberleri, Karaisali biberleri gibi 6nemli yerel
iiriinlerde virlis hastaliklarinin  saptanmasi, yayginli§i ve zarar oranlarinin
belirlenmesi konularini igermekte bu durum; hiyar mozaik viriisi (CMV)’niin
arastirma konusu olarak secilmesi fikrini vermis ve buna bagl olarak da Akdeniz
sahil seridindeki Ortii alti biber iiretim alanlarinda CMV ile ilgili calisma
yiiritilmistiir.

Bu tez calismasinda 6ncelikli olarak; Akdeniz Bolgesi’nde yogun ortii alti

biber yetistiriciliginin yapildigt bazi alanlarda biberlerde yaygin olan viriis
hastaliklarinin belirlenmesi amaciyla 2016 yilinda dar kapsamli bir 6n survey
caligmast yapilmistir. Bu amacla da; biber {iretiminin yogun olarak yapildigi,
Mersin ili Tarsus ilgesi ile Akdeniz ilgesi (Kazanli mahallesinden) ve Hatay ili
Samandag ilgesi Ortli alti biber lretim alanlarindan viriis ve benzeri belirtiler
gosteren 52 adet Ortii alt1 biber 6rnegi toplanmistir. Bu 6rneklere; Alfalfa mosaic
virus (AMV), Cucumber mosaic virus (CMV), Chilli veinal mottle virus
(ChiVMYV), Pepper mild mottle virus (PMMoV), Pepper mottle virus (PepMoV),
Pepper veinal mottle virus (PVMYV), Potato X virus (PVX), Potato Y virus (PVY),
Tobacco etch virus (TEV), Tobacco mosaic virus (TMV), Tomato mosaic virus
(ToMV), Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) ve Tomato spotted wilt virus

(TSWV)’lerinin varligimi saptamak i¢cin DAS-ELISA testleri uygulanmistir. Elde
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edilen sonuglara bakildiginda varligt en g¢ok goriilen virlis hastaliginin CMV
oldugu belirlenmistir.

Ortii alt1 biberde en yaygin olan viriisii belirlemek amaciyla yapilan bu 6n
caligmalardan elde edilen sonuglara bagli kalarak; Akdeniz Bdlgesi’nde sahil
seridinde yer alan Adana, Mersin, Hatay ve Antalya il ve ilgelerindeki ortii alti
biber tretim alanlarinda virlis hastaliklarinin olusturdugu belirtilere benzer
belirtiler gosteren ve CMV ile bulasik oldugu diigiiniilen biber bitkilerinden
ornekler toplanmustir. Toplanan Ortii altt biber orneklerinde serolojik (DAS-
ELISA) ve molekiiler (RT-PCR) yontemler ile CMV nin varliginin belirlenmesi ve
degisik alanlardan gelen orneklerde viriisiin karakterizasyonunu gergeklestirmek
amactyla bu c¢aligma yiriitiilmiistir. Sonu¢ olarak CMV nin saptanmasi ve
izolatlarmin karakterizasyonu ile dizi analizlerinin yapilmasi, saptanan izolatlarin
diinyadaki ve iilkemizdeki diger izolatlar ile akrabalik (molekiiler olarak genetik

benzerlik ve farkliliklar) iligkilerinin belirlenmesi ¢calismada amaglanmustir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Hiyar mozayik viriisii ilk olarak 1916’da Amerika Birlesik Devletleri’'nde
tanimlanmustir (Doolittle, 1916; Kilig ve ark. 2015°ten). Bromoviridae familyasinin
Cucumoviris genusuna ait bir viriis olan CMV, ilk kez 1934 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri’nde Price tarafindan izole edilmistir. Daha sonra Afrika, Avrupa
ve diinyanin diger yerlerinde rapor edilmistir (Price, 1934; Kili¢ ve ark. 2015’ten).

CMV Bromoviridae familyasi igerisinde Cucumoviriis genusuna ait bir
virlistiir (Martelli, 2003a). Cucumoviriisler pozitif yiikli i pargali genoma
sahiptirler, Cucumoviriis genusu igerisinde CMV gibi ¢esitli kiiltiir bitkilerine zarar
veren Peanut Stunt Virus (PSV), Tomato Aspermy Virus (TAV) (Kaper ve
Waterworth, 1981; Palukaitis ve ark, 1992) ve Bean Distortion Mosaic Virus
(White ve ark, 1995) gibi 6nemli viriisler bulunmaktadir.

Diinyada birgok kiiltiir bitkisinde yaygin ve zararli olan CMV, izometrik
yapida olup, capt 29 nm’dir. Viriisiin virionu, %18 niikleik asit, %82 protein
icermekte olup genom yapilart tek iplik¢ikli dogrusal RNA’dan meydana
gelmektedir. Viral genomun en biiylik parcas1 3.389 kb, ikincisi 3.035 kb, iigiincii
en biiyiik parca ise 2.197 kb olarak belirlenmistir. (Francki, 1980; Habili, 1987,
Roossinck, 2001).

Cucumoviriisler zarf seklinde olmayan icosahedral simetri gosteren
yaklagik olarak 29-29.33-30 nm ¢apinda tek tip partikiillere sahiptirler.
Niikleokapsitlerin ylizeyindeki kapsomerlerin diizeni acik¢a veya karmasgik
bicimde yaklasik 32 kapsomerden olusmaktadir. Partikiillerinin izoelektrik noktasi
pH 5.5-5.716-6.05 ve c¢okelme Kkatsayilar1 ise sirastyla 98-116.6-152S dir.
Partikiillerin termal inaktivasyon noktasi 50-56.66-70 oC, in-vitro’da canli kalma
stireleri de 1-3,5-10 giindiir. Partikiiller linear, pozitif yiikli ve tek iplikli RNA-1,
RNA-2 ve RNA-3 ‘ten olusan %16-18.4-21.2 oraninda niikleik asid igerirler.
Toplam genom uzunlugu 8500-8606-8698 nt olup, en uzun segment (RNA-1)

3355-3384-3410 nt, ikinci uzunluktaki segment (RNA-2) 2946-3018-3074 nt,
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ticiincii segment (RNA-3) 2186-2199-2214 nt, dordiincii segment ise (RNA-4)
1000 nt molekiil agirligindadir. Biitliin RNA’larin 3' uglar1 birbirine benzer ve her
bir taxon i¢in de 200 nt uzunlugunda karekteristik bir bolgeye sahiptir. Genomlar,
% 23.1-23.83-24 guanin; %?23-24.8-26.2 adenin; %?21-21.83-24 sitosin; %29-
29.51-30.1 urasil oraninda baz igerirler. RNA’lerin 5' uglart bir adet cap, VPg
proteini bulundururlar. RNA’lerin 3' uglar1 poly A bolgesi bulundurmamaktadir.
Biitiin genomik RNA’lerin 3' uclarinda tRNA benzeri bir bolge bulunmaktadir.
Partikiiller igerisinde genomik olmayan niikleik asitler de mevcut olup genomik ve
subgenomik (MRNA ya da satellit RNA) niikleik asitler birlikte paketlenmiglerdir.
RNA-3 iizerinde bulunan mRNA olarak isimlendirilen RNA—4 kilif proteinini
kodlamaktadir. Genomik RNA’ler tek tek paketlenmesinin yani sira RNA—4 ve
RNA-3 birlikte paketlenirler (Lot ve Kaper, 1976: Caglar, 2006’dan).

CMYV yaklasik olarak 29 nm ¢apinda ve 180 alt {initeden (T= icosahedral
simetri gosteren) olusan ve c¢okelme katsayilar1 yaklagik 98S olan (Rossinck,
2001), polyhedral partikiillere (virionlara) sahip olup bu partikiiller ipliksi pozitif
yiiklii tek iplikli i¢ adet (RNA—-1, RNA-2, RNA-3) genomik RNA’i ve iki adet
sub-genomik RNA’i (RNA—4 ve 4A) paketlemektedirler. RNA—-1 ve RNA-2 ayr
ayn partikiiller icerisinde paketlenmis olup RNA-3 ve RNA-4 (Lot ve Kaper,
1976: Caglar, 2006’dan) ve baska bir ihtimal olarak RNA-3 ve RNA4A aym
partikiil igerisinde birlikte paketlenmislerdir. Bu 6zelliklerinden dolayr CMV ¢ok
partikiillii bir yapiya sahip olup bitkiyi enfekte edebilmesi icin {i¢ tip partikiiliin
hepsine birden ihtiya¢ duymaktadir.

RNA-1 tek parcadan (monocistronic) olusmakta ve methyltransferase ve
RNA helicase aktivitesine sahip la olarak isimlendirilen ve dizayn edilen 110
kDa’luk tek bir proteini kodlamaktadir. RNA-2 viral polimeraz aktivitesine sahip
ve 2a olarak isimlendirilen ve dizayn edilen 98 kDa’luk bir proteini kodlamaktadir.
RNA-2 ayni zamanda RNA4A subgenomunun igerdigi 2b proteinini de
kodlamaktadir. 2b proteini viriisiin bitki icerisindeki hareketi ve viriilentligi

iizerinde oOnemli bir role sahiptir (Galitelli, 2000). RNA-3 de iki parcali
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(bicistronic) yapiya sahip olup genin 5' yar tarafi 3a proteinini, 3' yan tarafi da
kilif (CP) proteinini kodlamaktadir. Kilif protein bdlgesi subgenomik RNA—4
tarafindan kodlanir. Genin 5' yari tarafindaki 3a proteini viriisiin ayn1 zamanda
hareketinden sorumlu hareket (Movement) proteini olarak dizayn edilmistir.

CMV npartikiilleri ve biitiin genomik RNA’leri viriisiin dogada var olan
farkli izolatlarinin siniflandirilmasinda kullanilabilmektedir (Hsu ve ark, 2000).

CMV, genomik RNA’leri iizerindeki genetik yapilarina ve baz dizilimi
benzerliklerine gore alt grup I (WT) ve alt grup II (S) (Galitelli, 1998) diye iki alt
grupta toplanmislardir. Yapilan surveyler sonucunda dogada CMV izolatlarinin
%70’inin alt grup I’e, %20’sinin de alt grup II” ye ait oldugu saptanmistir (Hsu ve
ark, 2000).

Finetti Sialer ve ark (1999), CMV’niin alt grup’lar1 konusunda c¢alisma
yapmislar ve ellerinde bulunan CMV-TTS, CMV-FL ve CMV-77 izolatlarinin
hangi alt gruba dahil oldugunu saptamislardir. Kontrol olarak ta CMV-Fny (alt
grup [A), CMV-Tthn (alt grup IB), CMV-S (alt grup II), izolatlarin1 kullanmiglardir.
Calisgmada hedef RNA olarak CMV’niin RNA-2 genomik RNA’inin belirli bir
bolgesini spesifik primerler kulanarak RT-PCR-RFLP (Reverse Transcriptase-
Polimerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism) yontemi
ile gogaltarak bu bolgede Mlul restriksiyon enziminin tanidigi ve kestigi bolgenin
varligimi kontrol etmislerdir. Bu izolatlardan niikleik asit izolasyonu yapmiglar
RNA-2 genomik RNA’i iizerinde 650 bplik bir bolgeyi (RW8) 5'-GGTTCGAA
(AG)(AG)(AT) ATAACCGGG-3' ve (RVI11) 5-GTTTATTTACAAGAGCGTA
CGG-3' dejenere primer’lerini kullanarak PCR ydntemi ile gogaltmiglardir. Daha
sonra PCR {iriiniinii Mlul restriksiyon enzimi kullanarak RFPL calismasina tabi
tutmuslardir. CMV’niin grublandirilmasinda izolatlarin alt grup I, alt grup II olarak
gruplandirilmasindan daha c¢ok alt grup IA, alt grup IB ve alt grup II olarak
gruplandirilabilecegi bildirilmistir.

Bromoviridae familyasinin Cucumovirus genusuna dahil bir viriis olan

CMV’nin, 365 takim ve 85 familyaya giren en az 1000 bitki tiirlinii enfekte ettigi
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bildirilmektedir (Hobbs ve ark, 2000; Kilig¢ ve ark, 2015). Dogal konukgulari
igerisinde ¢ogunlukla Cucurbitaceae, Fabaceaec ve Solanaceae familyalarina ait
tirlerin bulundugu Brunt ve ark (1996) tarafindan bildirilmis olup CMV’nin
domates, biber, patlican, 1spanak, hiyar, fasulye, patates, muz gibi konukgularinin
yani sira krizantem, glayol, ¢ol giili, lale, petunya, zambak, sardunya gibi siis
bitkilerinde de dnemli zararlara neden oldugu rapor edilmistir (Ferreira ve Boley,
1992; Kilig ve ark, 2015).

Etmen viriislin tohum, hastalikli bitki artiklar1 ve yabanci otlarla tagindigi
gibi (Brunt ve ark, 1996) yaprak bitleri ile de etkin bir sekilde tasindigi
bildirilmektedir (Pollard, 1973; Palukaitis ve ark, 1992; Kaper ve Waterworth,
1981; Caglar, 2006). Hiyar Mozayik Viriisli, Aphididae takimima bagli 60’ dan
fazla yaprak biti tiirii ile non-persistent bicimde tasinmakta oldugu (Francki ve ark,
1979; Raccah ve ark, 1985), 6zellikle sonbahar ve ilkbahar mevsimlerinin 1lik ve az
yagish olmasi ile yaprak biti populasyonunun arttirmasindan dolayr CMV’nin
tasinmasinin da buna paralel olarak arttig1 bildirilmektedir. Yaprak bitleri
icerisinde Myzus persicae’nin CMV’niin bazi izolatlarin1 Aphis gossypii’den daha
etkili tagidig1 bildirilmistir (Tanne ve Zimmernan-Gries, 1980). Degisik arastiricilar
CMYV ile erken donemde enfekte olan biber bitkilerinin meyvelerinin sagliklilardan
%80 oraninda daha kii¢iik, sekillerinin bozuk ve acik renkli olduklarini rapor
etmislerdir (Agrios ve ark, 1985; Unlii ve Giildiir, 2004; Uzunogullar1 ve ark,
2015).

CMV yaprak bitleriyle tasinmanin yani sira mekanik inokulasyon ile de
Cucumis sativus, Cucurbita pepo, Citrullus lanatus, Lycopersicum esculentum,
Capsium annum, Nicotiana tabacum, N. rustica, Chenopodium amaranticolour ve
C. quinoa indikator bitkilerine tasinmakta ve sonugta test bitkilerinde damar
acilmas1 ve mozaik belirtileri ortaya ¢ikmaktadir (Kosaka ve Fukunishi, 1997;
Karamanli ve ark, 2010). CMV’nin biberlerde yapraklarda beneklenmeler, mozaik
simptomlari, damarlarda sar1 renk agilmalari, yaprak deformasyonlari, halkali

lekeler, meyve deformasyonlari, yapraklarda mese yapragr olusumu gibi
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simptomlara da neden oldugu bildirilmistir (Green ve Kim, 1991; Kilig ve ark,
2015).

Biberlerde yaklasik 65 viriisiin hastalik olusturdugu bildirilmis olup énemli
olarak goriilen ve ciddi verim kayiplarina neden olan viriislerden bazilari Tobacco
mosaic virus (TMV), Tomato mosaic virus (ToMV), Cucumber mosaic virus
(CMV), Potato Y virus (PVY), Tomato spotted wilt virus (TSWV), Alfalfa mosaic
virus (AMV), Pepper mild mottle virus (PMMoV), Pepper veinal mottle virus
(PVMYV), Pepper ringspot virus (PRSV)’dir (Green ve Kim, 1994; Kilig¢ ve ark,
2015). Biberde onemli ve yaygin olan viriis hastaliklarindan bazilari ile ilgili
bilgiler Cizelge 2.1.”de verilmistir.

Daha o6nce yapilan galigmalara goére Martelli ve Quacquarelli (1983),
dogada biber bitkilerini infekte eden 15 taksonomik gruba ait 20’den fazla viriisiin
rapor edildigini bildirmigler ve bazi tobamo-, poty, potex-, tospo viriis gruplarinin
sera gibi korunmus alanlarda ozellikle etkili oldugunu, ya vektorler ile veya
mekanik olarak ya da tohumla tasindigim1 kaydetmislerdir. Biberlerde onemli
olarak bulunan viriis hastaliklar1 ve genel bilgiler Cizelge 2.1.” de verilmistir.

Green ve Kim (1994), Cucumovirus cinsine ait alan CMV’nin, biberlerde
siddetli {riin kayiplarina neden olan virlis hastaligi oldugunu ve yaklasik 101
familyada 1200 bitki tiiriinde bulunmast ile diinya genelinde en yaygin viriislerden
biri oldugunu bildirmiglerdir. Arastiricilar CMV’nin bitki geligiminin erken
donemlerinde enfeksiyonu sonucu zararin daha yiiksek ve yayilmanin daha etkili
oldugunu ve yaptiklar1 ¢alismada, CMV’nin %60’ dan daha fazla iiriin kaybma
neden oldugunu rapor etmislerdir.

Rodriguez-Alvarado ve ark (2002), Giliney Meksika’nin en 6nemli biber
iiretim alanlarinda, 6zellikle Sili biberlerinde 2 yi1l boyunca siddetli hastaliklara
neden olan viriisleri saptamak i¢in survey caligmalart yapmislar, bu ¢alismada
biber alanlarini ve ¢evresindeki yabanci otlar1 da incelemislerdir. Mozaik, yaprak
ve meyve bozuklugu belirtisi olan bitkileri ve yabanci otlari, ELISA ydntemini

kullanarak Pepper mottle virus (PepMoV) ve Cucumber mosaic virus (CMV) igin
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testlemisler, s6z konusu viriisleri tek veya karisik enfeksiyon olarak saptamiglardir.
Incelenen bazi biber ve yabanci otlar, diger baz1 viriisler acisindan daha diisiik
oranda enfekteli bulunurken, ¢ok yillik Solanum elaeagnifolium, Convolvulus
arvensis (tarla sarmasigi), Chamysuraces tiirlerinin de PepMoV ve CMV ile

bulagik oldugunu belirlemislerdir.
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Cizelge 2.1. Biberde Onemli ve Yaygin Viriis Hastaliklar1 (Pernezny ve ark, 2003)

Familya

Bromoviridae

Bromoviridae

Potyviridae

Alphaflexiviridae

Virgaviridae

Bunyaviridae

Geminiviridae

Cins Tur Kisaltma .
Tasinma sekli
Yaprak
Cucumovirus Cucgmper (CMV) b.|tler|,mekan|k
mosaic virus inokulasyon,
tohum
. Yaprak bitleri,
Alfamovirus Alfalfg mosaic (AMV) mekanik
virus .
inokulasyon
Yaprak bitleri,
Potato Y virus (PVY) mekanik
inokulasyon
Yaprak bitleri,
Tobacco etch (TEV) mekanik
virus .
inokulasyon
Yaprak bitleri,
Potyvirus Peppgr mottle (PepMoV) mekanik
virus .
inokulasyon
e Yaprak bitleri,
Chilli veinal (ChiVMV) mekanik
mottle virus .
inokulasyon
Pepper veinal Yaprak bitleri,
pper Ve (PVMV) mekanik
mottle virus .
inokulasyon
Mekanik
Potexvirus Potato X virus (PVX) inokulasyon,
temas
Tobacco mosaic IELEITS
. (TMV) inokulasyon,
virus
tohum, temas
Tomato mosaic ELEITS
Tobamovirus . (ToMV) inokulasyon,
virus
tohum, temas
Pepper mild el
bp . (PMMoV) inokulasyon,
mottle virus
tohum, temas
Tospovirus Toma_1to §potted (TSWV) Th.|r|ps, mekanik
wilt virus inokulasyon
Bigeminivirus | ToMato yellow f - vy vy Beyazsinek

leaf curl virus
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Choil ve ark (2005), Kore’de 2001-2004 yillar1 arasinda biberlerde zararl
viriis hastaliklan ile ilgili yaptiklar1 survey caligmalarinda elektron mikroskobu,
test bitkisi reaksiyonlar1, rapid immuno-filter paper assay (RIPA), RT-PCR ve viral
niikleotid dizi analizleri gibi yontemleri kullanmislardir. Yaptiklar1 ¢alismada
toplanan 1056 ornekte bazi viriisleri bulmuslar ve bu 6rneklerin; 343 adedinin
(%32,5) sadece CMV ile, 153 (%14,5) adedinin CMV ve PepMoV ile, 54 adedinin
(% 5,1) CMV ve PMMoV ile, 3 adedinin (%0,3) CMV ve Broad bean wilt virus 2
(BBWV2) ile, 1 adedinin (%0,1) CMV, PepMoV ve BBWV2 ile, 8 adedinin
(%0,8) CMV, PepMoV ve PMMoV ile karisik enfeksiyon seklinde bulasik
oldugunu bulmuslardir. Yapilan tespit calismalarinda en yaygin viriis olarak CMV
bulunurken degisen oranlarda CMV+PepMMov, CMV+PMMoV,
PepMov+BBWV2 ve CMV+PepMoV+PMMoV  gibi  karnisik  ikili-liglii
enfeksiyonlar da belirlenmistir. Ayni ¢alismada toplanan 30 6rnegin de herhangi
bir viriisle enfekteli olmadigini rapor etmislerdir.

Ali ve Kobayashi (2010), biberlerde zararli olan CMV’nin tohumla da
tasindigin bildirmisler ve yaptiklar1 ¢alismada geng biber fidelerini CMV-Fny
(Fast New York) izolati ile mekanik olarak inokule etmigler, CMV enfekteli
bitkilerin meyvelerinden olgunlagsan tohumlar ¢ikarilmig, bu tohumlardan gelisen
geng biber fidelerinden total RNA ekstrakte edilmis ve CMV alt-grubu 1A’ya 6zgii
olan ve bu ¢alismada farkli primerleri de kullanarak RT-PCR ile testlemigler ve
950 bp’lik band bulmuslar. Bu ¢alisma sonucunda CMV’nin biberde tohumla
taginmada enfeksiyon oranmin %95-100 arasinda oldugunu bildirmislerdir.
Arastiricilar petri kaplarinda tohum biiylime testleri yapmislar ve CMV’nin
enfeksiyonun tohum kilifinda %353 ile %83 arasinda, embriyo enfeksiyonunun ise
%10 ile %46 arasinda degistigini saptamislardir.

Arogundade ve ark (2012), Nijerya’da biberlerde en ¢ok goriilen viriislerin
PVMV, CMV, TYLCV ve TMV oldugunu bildirmislerdir. Yaptiklari ¢alismada
biber yetistirilen 6 farkli bolgenin her birinden 40 6rnek olmak iizere siipheli

ornekler toplamislar ve bu ornekleri ELISA yontemi ile testlemisler, testler
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sonucunda orneklerdeki PVMV enfeksiyonunun %36,79, CMV enfeksiyonunun ise
%22,14, ve ayrica orneklerin % 10 ‘nun ise her iki viriisle karisik enfeksiyon
oldugunu belirleyip rapor etmislerdir.

Svoboda ve Svobodova-Leisova (2012), Cek Cumhuriyeti’nde 2006-2010
yillar1 arasinda biber bitkilerindeki viriisleri belirlemek igin yaptiklari surveylerde
acik alan ve ortii alt1 alanlarda viral enfeksiyon belirtileri gosteren 375 yaprak
ornegi toplamiglar ve bu érnekleri AMV, BBWV-1, CMV, PMMoV, PVY, TMV
ve TSWV i¢in ELISA yontemini kullanarak testlemisler. Orneklerde AMV,
BBWV-1, CMV ve PVY etmenlerini saptamiglar, en yaygin olarak CMV ve
PVY’yi belirlemisler, ayrica CMV ve PVY'ye kars1 dayanikli gen kaynaklarin1 da
degerlendirmislerdir.

Hindistan’da biber plantasyonlarindan alinan 50 adet biber Orneginin
%18’inde CMV enfeksiyonunun s6z konusu oldugunu yiiriittiikkleri bir ¢alismada
Biswas ve ark (2013) rapor etmislerdir.

Iran’da biberde zararli viriislerin belirlenmesi amactyla 2012-2013 yillart
arasinda Soleimani (2014), bir ¢alisma yapmis ve 23 bolgeden yaklagik 500 biber
Ornegi toplamistir. Bu drneklerde; yapraklarda mozaik, beneklenme, kivrilma, koyu
yesil damar agilmasi, bodurluk gibi belirtilere rastlandigin bildiren arastirici, DAS-
ELISA yontemini kullanarak 55 6rnekte PVMV, 23 6rnekte PMMYV, 17 Grnekte
PMV, 15 ornekte PVY, 21 6rnekte AMV, 18 ornekte CMV ve 13 Ornekte ise
TSWV enfeksiyonunu saptamigtir. Ayrica Orneklerin  %8,6’sinda da ¢oklu
enfeksiyon oldugunu rapor etmistir. Bu ¢alisma Iran’daki biber tarlalar1 agisindan
PVMV, PMMoV, PMV ve TSWV gibi etmenlerin varligiin saptanmasi ile ilgili
ilk rapor oldugu bildirilmistir.

Nijerya’da biberlerde mevcut virlislerin varliginin ortaya koyulmasi,
cesitliliginin ve dagilimmin belirlenmesi amaciyla 2010-2011 yillar1 arasinda
Olawale ve ark (2015) tarafindan yiiriitiillen caligmada siipheli olarak goriilen
yaprak oOrnekleri toplanmis ve bunlar ACP-ELISA (antijen coated plate enzym-

linked immunosorbent assay) yontemi ile test edilmigtir. Simptomolojik olarak
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siipheli bitkilerde yapraklarda mozaik, leke, kivrilma, yaprak boyutunda azalma,
damar sararmasi, yaprak ve meyve deformasyonlari, bodurlasma gibi belirtilere
rastlamiglar ve 2010 yilinda ortalama hastalik yaygiligini %79 ve 2011 yilinda ise
%76 olarak belirlenirken tek veya karisik enfeksiyonlart da saptamiglardir. PVY,
PVX, PVMV, PMMoV, TMV, CMV, TEV ve ToMV olmak iizere toplam 8 farkl
viriisiin testlendigi calismada en yiiksek oranda saptanan (%79) etmen viriis PVY
olup, bunu sirasiyla %67 ile TEV, %61 ile CMV, %58 ile PVMV, %23 ToMV
izlemistir.

Ulkemizde biberlerdeki viriis hastaliklar1 ile ilgili yapilan galismalarda
™™V, ToMV, CMV, PMMoV, TSWV, PVY, AMV ve TEV etmenlerinin varligi
degisik zamanlarda ve bdlgelerde bir ¢ok arastirici tarafindan belirlenmistir
(Yilmaz ve ark, 1983; Yilmaz ve Davis, 1985; Bostan ve Dursun, 2002; Sertkaya
ve ark, 2003; Arli-S6kmen ve ark, 2005; Ozaslan ve ark, 2006; Giildiir ve Caglar,
2006; Buzkan ve ark, 2006; Daplan ve Sertkaya, 2007; Buzkan ve Yiizer, 2009;
Sevik, 2011; Sertkaya, 2012; Kili¢ ve ark, 2015; Keles Oztiirk, 2017).

Son yillarda, molekiiler tekniklerdeki gelismelere paralel olarak da biber
viriislerinin bitki dokularindan hassas ve dogru olarak teshisine olanak saglayan
PCR teknikleri gelistirilmistir (Buzkan ve Yiizer, 2009; Mostafae ve ark, 2012;
Yao ve ark, 2013; Biswas ve ark, 2013; Kili¢ ve ark, 2015).

Cogu bitki virlistini tanilama c¢aligmalarinda kullanilan ELISA testleri,
biberlerdeki viriisleri belirlemek i¢in de arastirmacilar tarafindan yaygin olarak
kullanilmigtir (Choi ve ark, 2002; Sevik, 2011; Arogundade ve ark, 2012; Svoboda
ve Svobodova-Leisova, 2012; Igbal ve ark, 2012). Bu yontemin tercih edilmesinde
hizli, duyarli, ekonomik ve giivenilir olmasi etkili olmaktadir (Vinayarani ve ark,
2011).

Tekinel ve ark (1969), Mersin ilinde ekonomik bakimdan onemli biber,
patlican, fasulye ve marul gibi bazi sebzelerin viriisleri iizerinde arastirmalar
yapmiglardir. Bu calismada mekanik inokulasyon yontemini uygulamislar. Biber

viriislerinin tespiti i¢in Domates, Tiitlin, Hiyar, Datura, Chenopodium, Fasulye,
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Boriilce gibi test bitkiler kullanilmigtir. Bu test bitkilerine {i¢ yaprakli devrede iken
mekanik inokulasyon ile tagima ¢aligmalar yapilmig ve bazi viriislerin saptandigi
bildirilmistir. Ug y11 devam eden mekanik inokulasyon ¢alismalarinda elde edilen
sonuglara gore biberlerde Biber mozaik viriisii, Hiyar mozaik viriisii, Patates X
viriisii  belirlenmistir. Ayrica alman orneklerde yapilan kontrollerde biber
bitkilerinde baslangicta hastalik %1-10, son devrelerde ise %90-100 oraninda
bulundugu rapor edilmistir.

Giilli ve Cali (1994), Dogu Akdeniz Bolgesi oOrtii alt1 sebze alanlarinda
goriilen viriis hastaliklarinin belirlenmesi {izerine arastirmalar yapmiglardir. 1989-
1991 yillarinda yiiriitiilen bu caligmada yogun olarak ortii alt1 sebze yetistiriciligi
yapilan Adana, igel ve Hatay illerinde sera ve algak plastik tiinellerde domates,
patlican, hiyar ve biber bitkilerinde sorun olan viral hastalik etmenleri ve bunlarin
yayginlik oranlar1 ortaya konmustur. Hasta veya siipheli bitki Orneklerinden
yapilan mekanik inokulasyon c¢alismalarinda ToMV, CMV ve ToMV+PVX ortii
alt1 sebze yetistiriciliginde en ¢ok rastlanan viriisler oldugunu belirlemisler.
Yapilan bu calismada sonug¢ olarak; Dogu Akdeniz Bolgesini kapsayan Hatay,
Adana ve Mersin illeri ortii alti sebze yetistiriciliginde, viral hastalik etmenleri
acisindan gerek iilkemizde gerekse yabanci iilkelerde yapilan arastirma
sonuclarindan farkli bir durum gdzlenmemistir. Ozellikle yapilan bu survey
caligmasmin biber sonuc¢larina baktigimizda Mersin ilinde incelenen seralarin
%70’inde, Adana’da Ortiilii alanin %28’inde, Hatay’da ise %40’mnda viral
hastaliklarin oldugunu, bunun da ortii alt1 sebze yetistiriciligi agisindan énemli bir
sorun oldugunu gostermistir. Mersin ilinde Ortii alti biber iiretim alanlarinda
yiiriitiilen survey ¢alismalarinda ¢igek déoneminde yapilan ilk kontrollerde seralarin
%50’sinde, meyve doneminde yapilan ikinci kontrollerde ise %87,5’inde viriis
hastaliklartyla bulagik bitkilerin bulundugunu tespit etmisler. Cigek doneminde
yapilan ilk kontrollerde biber seralarmin ortalama bulasiklik diizeyi %72,28
bulunmus, meyve déoneminde yapilan ikinci kontrolde bu oranin %5,17’ye ¢iktigini

belirlemisler. Adana ilinde yapilan surveydeki ortiilii alanin %33,25’inde viriis
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simptomlu bitkilere rastlanmis ve bu alanin viriis hastaliklariyla ortalama bulasiklik
oraninin %2 oldugu belirlemislerdir. Hatay ilinde yapilan surveyde biber
yetistirilen ortiilii alanin ise %23,33’linde simptomlu bitkilere rastlanmis ve bu alan
icin ortalama bulagiklik oram1 %1,53 olarak bulunmustur. Ve ayrica yapilan
mekanik inokulasyon calismalarinda testlenen biber drneklerinin TMV ve CMV ile
bulasik oldugu goriilmiistiir. Sonuglara baktigimizda CMV o6zellikle Carliston
adiyla bilinen biber ¢esidinde tespit edilmistir.

Giimiis (1998), Izmir ilinin énemli biber iiretim alanlarinda gériilen viriis
hastaliklarinin yayginlik oranlar1 ve yaygin olarak yetistirilen biber ¢esitlerinin bu
viriislere kars1 olan reaksiyonlari ilgili 1995-1998 yillan arasinda bir c¢alisma
yapmis. Arastirmada biber alanlarinda bulunan virlis belirtilerinin yayginlik
oranlarin1  belirlemistir. Yaptig1 surveyde bitkilerde yapraklarda mozayik,
deformasyon, sar1 band seklinde lekeler, kivirciklagsma, goévdede nekrozlar,
bitkilerde bodurlagma, meyvelerde yaniklik ve deformasyonlar gibi belirtiler
gozlemlemis. Yapilan surveyde 7 ilgeden toplam 88 6rnek toplamis, viriis belirtisi
gosteren bu 6rneklerde mekanik inokulasyon ve ELISA testi yontemini kullanarak
yaygin olan virlisleri tespit etmistir. Elde edilen izolatlarmn elektron mikroskopta
goriintiilerini fotograflamis, bolgede yaygin olarak problem olan viriislerin TMV,
PVY, CMV ve bunlarin karisik olarak olusturduklari enfeksiyonlar oldugunu
belirlemistir. Ayrica, bolgede yetistirilen Act sivri, Tath sivri, Dolmalik ve yaglik
biber c¢esitlerinin yapilan bu aragtirma sonucunda biberlerde yaygin olarak
gdzlenen viriislere karsi reaksiyonlarini saptamistir.

Arli-S6kmen ve ark (2005), Samsun ilinde biber iiretimini etkileyen bazi
virlis hastaliklarin1 tespit etmek amaciyla, 1998-1999 yillar1 arasinda survey
yapmiglar ve biber yetistirilen alanlardan toplam 313 o6rnek toplamiglardir. Bu
ornekleri, AMV, CMV, PVY, TMV, ToMV ve TSWV icin ELISA yo6ntemini
kullanarak incelemislerdir. Testlenen 313 bitkinin 42°sinde TMV+PVY (%15.,4)
ikili enfeksiyon bulmuslar ve bunun en yaygin ikili enfeksiyon oldugunu

belirtmislerdir. Bu ¢alismanin Tiirkiye’deki biber tiretim alanlarinda AMV’nin
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varligi agisindan da ilk kayit oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, ¢alismada bu
viriislerin kaynagi olabilecek bazi yabanci ot tiirlerine olan etkilerini de
aragtirmiglar. Bunun icin 15 familyaya ait 24 yabanci ot tiiriinii testlemisler.
Amaranthus retroflexus’un CMV, PVY, ToMV, TMV ve TSWV konuk¢usu
oldugunu, Hibiscus trionum’un PVY ve TSWV konukgusu oldugunu
belirtmislerdir.

Demir (2005), Kahramanmarag ve il¢elerinden toplanani 171 biber yaprak
ornegini CMV, AMV, PVX, PVY, PMMoV ve TEV i¢in DAS-ELISA ile testlemis
ve oOrneklerin %52,6’sinin bir veya daha fazla viriisle enfekteli oldugunu
bulmustur. Toplanan orneklerde PMMoV’nin %8.2 ve CMV’nin enfeksiyon
oraninin ise %4,6 oldugunu agiklamistir.

Buzkan ve ark (2006), Tiirkiye’nin biber iireten 6nemli bolgeleri icerisinde,
2004 yilinda biber iiretim sezonu boyunca, biberi enfekte eden alt1 viriisiin goriilme
sikligini, siddetini ve dagilimmi belirlemislerdir. Giineydogu Anadolu’nun ve
Dogu Akdeniz’in dort farkli bolgesinden rastgele secilmis 50 adet biber yetistirilen
alandan survey yapmuslardir. Calisma alanindan 515 6rnek toplamislar ve bu
orneklere CMV, AMV, PVX, PVY, PMMoV ve TEV i¢in DAS-ELISA testi
uygulamiglardir. Testlenen biber o&rneklerin  %64,8’nin enfekteli oldugunu
bulmuslar ve PVY ’nin (%26,4) en yaygin bulundugu, bunu sirastyla PVX (%25,8),
AMV (%25,2), TEV (%23), PMMoV (%9,1) ve CMV’ nin (%8,3) izledigini
bulmuslardir. Ayrica bu ¢alismada AMYV enfeksiyonu yiiksek oranda ve ilk kez ii¢
alanda (Kahramanmaras, Sanliurfa ve Gaziantep) bulundugu rapor edilmistir.
Bunun yaninda Hatay ilinde AMV tespit edilmemis ve PMMoV’ nin de testlenen
alanlarda yeni bir viriis oldugu rapor edilmistir.

Sanlurfa’da ilkbahar ve sonbahar dénemlerinde biberlerde yaptiklart bir
calismada Unlii ve Giildiir (2004), CMV infeksiyonunun sirasiyla %47 ve %76
oranlarinda yaygin oldugunu rapor etmislerdir.

Caglar (2006) tarafindan yliriitiilen ¢alismada Sanliurfa, Hatay, Adana ve

Mersin illerinde kavun, domates ve biber bitkilerinde zararli CMV izolatlarinin
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tanimlanmalari, siniflandirilmalari, ¢ogalttiklart satellit-RNA’lerin biyiiklerini ve
satellit-RNA’larin viriis iizerindeki etkisini aragtirmak amaciyla yaptig1 surveylerde
topladigi 60 adet kavun, 62 adet domates ve 35 adet biber 6rnegini ELISA ile
testlemis ve 5 adet kavun, 9 adet domates ve 6 adet biber 6rneginin CMV ile
bulagik oldugunu bulmustur. Enfekteli oldugu saptanan bu bitkilerden alinan
ornekleri mekanik inokulasyon yontemi ile test bitkilerine asilamig ve CMV
izolatlarim1 enfekteli bitkilerden arilastirarak virionlarin elektrik ortamindaki
hareket hizlarmi kontrol etmistir. Izolatlarin RNA-1, RNA-2, kilif proteini ve 2a
proteinini kodlayan genleri {izerinde bazi bdlgeleri RT-PCR ile ¢ogaltmigtir. PCR
iriinlerini RFLP calismasinda Mlul, Eco RI, Hind III, Bam HI ve Msp I
endoniikleaz restriksiyon enzimleri ile kesmis ve agaroz jelde goriintiilemistir.
Calismanin sonucunda CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin alt grup IA’ ya
ait oldugunu, tli¢ izolatinda 700 bp satellit-RNA’ni ¢ogalttiklar, CMV-K’nimn zayif
irk oldugunu ve bu irkta belirtinin satellit-RNA’den kaynaklanabilecegini, CMV-
K’ni ¢apraz koruma (cross-protection)’da kontrol ajani olarak kullanilabilecegini
ortaya koymustur.

Ozaslan ve ark (2006), Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde biberde zararh
viriis hastaliklarin1 saptamak ve meydana gelen zararlarimi 6nlemek amaciyla,
Gaziantep ilinin Nurdagi ve Islahiye ilgelerinde survey yapmuslardir. Biber {iretim
alanlarinda yapraklarda mozaik, kivrilma, damar agilmasi, klorotik ve nekrotik
lekeler ile meyve ve yaprak deformasyonlari gibi belirtiler gézlemlemislerdir.
Topladiklar1 bu 6rnekleri biyolojik ve serolojik yontemleri kullanarak testlemisler,
yapilan mekanik inokulasyon calismalarinda kullanilan test bitkilerinde TMV ve
CMV belirtileri gozlemlemislerdir. Kullanilan DAS-ELISA metodunda ise, 81
ornek testlemisler ve bu Orneklerden 16 tanesinin CMV ve 17 sininde TMYV ile
enfekteli oldugunu tespit etmislerdir.

Denizli 1ili biber, patlican ve marul iiretim alanlarindaki viriis
hastaliklariin belirlenmesi ile ilgili yapilan bir ¢alismada DAS-ELISA testi

sonucunda, biber Orneklerinin %81,13’liniin TSWV, %1.89° unun CMV,
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%11.32’sinin ise karigik olarak (CMV, AMV, TSWYV) enfekteli oldugunu rapor
edilmistir (Ozdemir ve Erilmez, 2007).

Kahramanmaras ili kirmizi biberlerinde tohumla tasinan alti viriisiin
(AMV, CMV, TMV, ToMV, TSWV, PMMoV) molekiiler tanisin1 yapmak igin
Buzkan ve Yiizer (2009), RT-PCR yontemini kullanmislar ve 2006-2007 yillari
arasinda yiiriitiilen bu c¢aligmada farkli lokasyonlarindan toplam 125 meyveden
tohum alip ¢imlendirmigler ve meydana gelen biber fidelerinden niikleik asit
izolasyonu yapmiglardir. Sonugta arastiricilar biber tohumlarinda sadece CMV
enfeksiyonunu saptamislar ve diger virlis enfeksiyonlarina rastlamadiklarini
bildirmislerdir.

Keles Oztiirk ve Baloglu (2015), Tiirkiye'nin Dogu Akdeniz bdlgesindeki
Adana, Mersin, Hatay, Kahramanmaras ve Osmaniye illerinde agik alanlardaki
yesil biber, dolmalik biber, kirmizi biber cesitlerinde; viriis hastaliklarinin
saptanmasini belirlemek amaciyla yaptiklari bir arastirmada meyve ve yaprak
ornekleri toplamiglar ve tiim 6rnekleri AMV, Chilli veinal mottle virus (ChiVMV),
CMV, PMMoV, Pepper mottle virus (PepMoV), Pepper veinal mottle virus
(PVMYV), PVX, Potato virus Y (PVY), Tobacco etch virus (TEV), Tobacco mosaic
virus (TMV), ToMV, TSWV ve Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) i¢in DAS-
ELISA kullanilarak test etmisler. Ayrica DAS-ELISA’da pozitif ¢ikan drnekleri
RT-PCR ile karakterize etmisler ve sonug¢ olarak agik alandaki biber ¢esitlerinde
PVY, TEV, CMV, TSWV, PMMoV, PVMV, ToMV, TMV ve PepMoV
tanimladiklarini bildirmislerdir.

Kilig ve ark (2015), CMV ve PMMoV unun belirlenmesi amaciyla 2012-
2013 yillar1 arasinda Burdur ilinde biber iiretim alanlarinda yiiriittiikleri ¢alismada
virlis belirtisi gosteren 124 bitki 6rnegini toplamislar, serolojik ve molekiiler
yontemler ile testlemiserdir. Yapilan DAS-ELISA sonucunda; 124 6rnekten 20°si
virlisler ile enfekteli bulunmus, hasta oldugu saptan orneklerin 8 adedinin CMV,
8’inin de PMMoV ile enfekteli oldugu rapor edilirken, 4 6rnegin de karisik

enfeksiyon olarak her iki viriis ile bulasik oldugunu bildirmislerdir. Ayrica yapilan
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RT-PCR c¢aligmalarinda CMV ig¢in farkli primerler kullanmislar ve benzer
sonuglart elde etmislerdir. Calismada CMYV igin kilif protein geninin yaklagik 678
bp’lik bir kismin1 ¢ogaltmiglar ve viriise 6zgii spesifik bantlar elde ederlerken;
caligma siiresince toplanan biber Orneklerinde DAS ELISA testleri sonucunda
PMMoV teshis edilmesine ragmen yapilan RT-PCR ¢aligmalarda ise 830 bp
bliyiikliigiinde spesifik bantlar1 elde edemediklerini bildirmislerdir.

Uzunogullart ve Glimiis (2015), Marmara bolgesinin Canakkale, Bursa,
Yalova, Istanbul, Bilecik ve Sakarya illerinde bazi kiiltiir bitkilerinde dogal
enfeksiyona neden olan hiyar mozaik virlisi CMV’niin tespiti i¢in yiirtittiikleri
calismada Canakkale (Ezine)’den 48 domates, Bursa (iznik, Orhangazi,
Yenisehir)’dan 15 domates, 25 biber, 35 glayol, Yalova (Merkez)’dan 12 hiyar, 8
kabak, 16 biber, Istanbul (Pendik)’dan 25 biber, Bilecik (Osmaneli)’den 14
domates, 15 biber ve Sakarya (Pamukova)’dan 22 biber olmak iizere toplam 235
adet ornek toplamiglardir. Yapilan survey calismalarinda, domates, biber, hiyar,
kabak ve glayol bitkilerine ait yapraklarda kloroz, mozaik, renk agilmasi, bodurluk
ve yaprak deformasyonu gozlenmistir. Bu oOrneklere DAS-ELISA yontemini
uygulamiglar ve toplanan biber 6rneklerine baktigimizda %69’ u CMYV ile enfekteli
bulunmustur. Ayrica RT-PCR yontemini de uygulamiglar. PCR c¢alismalari,
viriisiin kilif protein geni lizerinde 540 bp uzunlugundaki alanm ¢ogaltan primerler
kullanilarak gerceklestirilmistir. PCR {irlinlerinin amplifikasyonu sonucunda 540
bp biiyiikliginde DNA bantlart %1’lik agaroz jel elektroforezde gozlenmistir.
Calisma sonucunda ise; molekiiler ve serolojik sonuglarin paralellik gosterdigini
bildirmiglerdir.

Glines ve Gumiis (2016), Antalya ilinde ortii alti ve agik alanda bazi
viriislere karsi dayanikli oldugu bilinen biber ¢esitlerinde CMV ve TSWV
etmenlerinin yayginligini belirlemek amaciyla ¢alisma yapmiglar ve bu kapsamda
toplam 148 adet biber 6rnegini DAS-ELISA ile testlemislerdir. Bu 6rneklerin 11
tanesinde (%7,34) CMV ve 53 tanesinde (%35,81) TSWV saptamislar. Ayrica bu

orneklere RT-PCR testi de uygulamislar, yapilan sekans analizi sonuglarina gore de
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TSWV izolatimin Tiirkiye, Italya ve Ispanya’da biber bitkilerinde TSWV
dayanikliligini kiran izolatlar ile %92-97 oraninda benzer oldugunu bulmuslardir.

Keles Oztiirk ve Colak Ates (2016a), biber yetistiriciligindeki &nemli
hastaliklar ve korunma yontemleri ile ilgili yaptiklart bir bildiride biber
yetistiriciligini etkileyen bir¢cok biyotik ve abiyotik faktorlerin bulundugunu ve
biyotik faktorlerden en Onemlilerinin viral ve fungal hastaliklar oldugunu
bildirmislerdir. Biber iiretiminde ekonomik 6neme sahip olanlarn, CMV, PVY,
TEV, TSWV, PMMoV, TMV, ToMV, Fusarium solgunlugu (Fusarium solani),
Biber kok ve kokbogazi yanikligi (Phytophthora capsici), kursuni kiif (Botrytis
cinerea), kiilleme (Leveillula taurica) olarak siralamiglardir. Uretim alanlarinda
hastalik ve zararlilar ile miicadelede kiiltiirel 6nlemlerin ilk siray1 aldigimi 6ne
stirerek kiiltiirel 6nlemlerde; hastalik etmeni tagimayan temiz tohum kullanilmasi,
dayanikli ¢esitlerin temin edilmesi, tohum ekiminin sik yapilmamasi, fideliklerin
stk sik havalandirilmasi, asir1 azotlu giibreden kaginilmasi, fazla sulamadan
kacinilmasi, hastalikli bitkilerin imha edilmesi, kullanilan alet ve ekipmanlarin
dezenfekte edilmesi, viriis vektori olan boceklerle ve virtis hastaliklarinin
konukgusu olan yabanci otlarla miicadele yapilmas1 gerektigini bildirmislerdir.

Keles Oztiirk ve Baloglu (2016b), Dogu Akdeniz bélgesinde Kapya biber
iretiminde Oonemli viriis hastaliklar1 ile ilgili yaptiklar caligmada, yaglik biber
yetistiriciligi yapilan iiretim alanlarindan toplanan biberlerde, viriis hastaliklarinin
belirlenmesi amaciyla DAS-ELISA ve RT-PCR yontemlerini kullanilmislar.
Yaptiklart analizler sonucunda bdlgede yaglik biber iretimini sinirlayan, énemli
diizeyde verim ve kalite kayiplarina neden olan baslica viriis hastaliklart olarak
TEV, PVY, CMV, TSWV oldugunu belirtmislerdir. Bu hastaliklarin 6zellikle
karisik enfeksiyonlarinda, gelisim geriligi ve bodurluk, meyve ve yaprakta sekil ve
renk bozuklugu goézlediklerini dolayisiyla da meyve miktar1 ve hasat sayisinin
azalmis oldugunu bildirmislerdir.

Keles Oztiirk (2017), Dogu Akdeniz Bélgesi'nde Adana, Mersin, Hatay,

Kahramanmaras ve Osmaniye illerinde 2014-2017 yillar1 arasinda agik alanda
25



2. ONCEKI CALISMALAR Sabire CAN

yetistirilen biber gesitlerinde virlis hastaliklarinin saptanmasi ve ayrica Karaisali
biber popiilasyonunun en yaygin viriis hastaligina karsi reaksiyonu ile bazi
dayaniklilik genlerinin belirlenmesi amaciyla genis kapsamli bir c¢alisma
yiirlitmigtlir. Yapilan survey calismalarinda toplanan biber 6rneklerinin DAS-
ELISA ve RT-PCR yontemlerini kullanarak; CMV, TEV, PVY, TSWV, PMMoV,
TMV, ToMV, AMV, PVMYV ve PepMoV ile bulasik oldugunu belirlemistir. Viriis
belirtileri acisindan siipheli olarak toplanan oOrneklerde tekli ve karigik
enfeksiyonlar birlikte degerlendirmis; Adana ilinde %30,1 ile PVY, Hatay ilinde
%28,5 ile PVY ve CMV, Kahramanmaras ilinde %43,1 ile CMV, Mersin ilinde
%23,7 ile CMV ve Osmaniye ilinde %47,6 ile CMV yaygin olarak bulmustur.
Enfekteli oldugu saptanan Ornekleri mekanik inokulasyon yontemini de
uygulamistir. Ayrica DAS-ELISA testinde CMV igin pozitif sonug veren 5 ilden
sectigi 10 Ornekte yapilan RT-PCR calismalarinda 513 bp’lik bant bulmustur.
Karaisal1 biber populasyonunun 3 saf hattinda (K7, K25, K34) TEV hastaliginin
neden oldugu verim ve kalite kayiplarini belirlemis, en yiiksek ortalama kayip
oranlarinin; toplam verimde K7 hattinda (%77,5), sal¢a randimaninda K34 hattinda
(%33,6) oldugunu rapor etmistir. Karaisali biber populasyonunun toplam 40 farkli
saf hattinda, TSWV, PVY ve PMMoV i¢in dayanmiklilik genlerinin varligin1 Markor
Destekli Secim (Marker Assisted Selection-MAS) ile arastirmistir. Incelemeye
alman hatlarm, TSWV ve PVY hastaligina karsi hassas oldugunu; PMMoV
hastaligina 12 hattin dayanikli, 28 hattin ise duyarli oldugunu belirlemistir.

Keles Oztirk ve Baloglu (2018a), Hatay ili biber iiretim alanlarinda
viriislerin belirlenmesi ile ilgili yaptiklari caligma kapsaminda 2014-2015 yillarinda
Hatay il smirlart igerisinde agikta biber iiretilen alanlarda survey ¢alismasi
yapmiglar ve bu alanlardan viriis belirtisi gosteren toplam 408 adet biber 6rnegi
toplamislar. Toplanan biber 6rneklerinde virlislerin varligt DAS-ELISA ve RT-
PCR yontemleri kullanilarak belirlemislerdir. Toplanan 408 adet 6rnegin 218
adetinin ¢esitli viriislerle tekli ve karisik enfeksiyon seklinde bulundugunu ve

toplanan 6rneklerin virilis etmenleri ile bulasiklik oraninin ortalama %53,4 olarak
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belirlediklerini bildirmiglerdir. Belirlenen viriisler tekli enfeksiyon oranina gore
degerlendirildiginde yaygimlikta ilk siray1 %28,5 orami ile CMV ve PVY’nin
aldigimi bunu sirasiyla %24,5 ile TEV, %9,8 ile PVMV, %3,3 ile PepMoV, %2,7
ile PMMoV, %1,3 ile TSWV, %0,8 ile TMV, %0,4 ile ToMV izledigini ve en
diisiik bulunma oraninin ise %0,2 ile AMV oldugunu belirlemislerdir. S6z konusu
virlis enfeksiyonlarinin hem verimi diisiirmekte hem de kalite kayiplarina neden
oldugunu bildirmiglerdir.

Keles Oztiirk ve Baloglu (2018b), Mersin ilinde acik alandaki biber
yetistiriciliginde hastaliklara yol acan viriisleri arastirmislar ve bu amagla da 2014
ve 2015 yillarinda survey calismalart yapmiglar ve toplam 173 biber bitkisinden
yaprak ve meyve ornekleri alimarak bunlar1 DAS-ELISA ve RT-PCR ydntemleri ile
tespit etmisler. Mersin ilinden toplanan orneklerde tespit edilen viriisler tek tek
degerlendirildiginde, en yaygmn viriisiin %23,7 ile CMV oldugunu saptamislardir
ve bunu sirasiyla; TEV %21.7 PVMV %20, PVY %17.3, TSWV %9,3, PepMoV
%4.3, PMMoV ve ToMV %1,3 oraninda izledigini belirtmislerdir ve ayrica test
edilen orneklerde, TMV'nin %1 ile en diisiik enfeksiyon oranina sahip oldugu

bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Cahisma Bolgesi ve Calisjmanin Konusunu Olusturan Materyal
Yiiriitiilen calismada, Akdeniz Bolgesi’nde yer alan Adana, Mersin, Hatay,
Antalya il ve ilgelerindeki (Sekil 3.1.) ortii alt1 iiretim alanlarinda yetistirilen
biberlerden viriis ile bulasik oldugundan siliphelenilen bitkilerden alman siirgiin,
yaprak, meyve, tohum oOrnekleri c¢alismanin materyalini olusturmustur. Arazi
calismalarinda; Adana’nin Karatas ilgesi Tuzla beldesi, Mersin’nin Tarsus ilgesi ve
Akdeniz ilgesi (Adanalioglu, Kazanli, Karacailyas, Karaduvar mahalleleri),
Hatay’in Samandag ilgesi ile Antalya’nin Kumluca ve Finike il¢elerinden plastik
sera, algak ve yiiksek tiinellerde biber yetistirilen alanlardan 263 adet ortii alt1 biber
bitkisi toplanmugtir. Orneklerin alindig1 yer ve testlenen bitki sayilar1 Cizelge

3.1.°de verilmistir.

Sekil 3.1. Survey Alam Olarak Akdeniz Sahil Seridi illeri

Arazi ¢aligmalarinda CMV ile bulagik oldugundan siiphelenilen toplam 263

adet ortii altinda yetistirilen biber bitkisi toplanmistir. Arastirmalar, Cukurova
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Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Fitopatoloji Anabilim Dali

Viroloji Laboratuvar1 ve mevcut klima odalarinda yiiriitiilmiistiir.

Cizelge 3.1. Orneklerin Alindig1 Yer ve Testemek i¢in Alinan Ornek Bitki Sayisi

llge/Belde/Mah. Ornek Alinan Toplanan Ornek
Sera Sayisi Sayisi
Karagoger 2 13
:Zzt inceyol 2 3
2 Kum Hoyugu 2 4
Ara Toplam 6 20
Kumluca/Yesilkdy 2 4
Kumluca/Yenicepinar 4 16
g Kumluca/Haciveliler 1 2
E Kumluca/Hizirkaya 1 3
< Finike/Hasyurt 2 5
Ara Toplam 10 30
HATAY Samandag 8 44
Ara Toplam 8 44
Akdeniz/Adanalioglu 15 91
Akdeniz/Kazanl 6 31
% Akdeniz/Karacailyas 1 2
E Akdeniz/Karaduvar 2 2
Tarsus 10 41
Ara Toplam 34 169
GENEL TOPLAM 58 263

3.1.2. ELISA Testlerinde Kullanilan Materyal
Serolojik tan1 amaciyla yapilmis olan ELISA testlerinde survey alanindan

toplanan viriis belirtisi gosteren 263 bitki 6rnegi (Cizelge 3.1.) ve bu 6rneklerin
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bazilarindan ayrica alinan meyve, tohum gibi dokularda olmak iizere (Temmuz
2017°de Mersin ili Tarsus ilgesinden toplanan 6rneklerden 11 adet meyve, 10 adet
tohum ornegi ve Akdeniz ilgesindeki Kazanli mahallesinden de 8 adet meyve, 8
adet tohum olmak flizere 37 farkli meyve-tohum dokularindan olusan 6rnek
eklenmigtir) toplam 300 Ornek, ticari olarak temin edilen BIOREBA firmasin
ELISA kitleri, EK 1’ de verilen farkli tampon ¢ozeltiler, ELISA pleytileri (NUNC)
ve test sonuclarini degerlendirme amaciyla 405 nm filtreye sahip Slgiimler igin

Medispec ESR 200 marka ELISA okuyucusu kullanilmistir.

3.1.3. Total Niikleik Asit (TNA) Ekstraksiyonu Calismalarinda Kullanilan
Materyal

ELISA testleri sonucunda, degisik degerde absorbans degerleri ile CMV
icin pozitif kabul edilen infekteli oldugu saptanmis arazi drneklerinden elde edilen
bitki 6zsulari, ¢aligma materyalini olusturmustur.

Total RNA ekstraksiyonu isleminde; steril havan ve havan eli veya
ekstraksiyon posetleri, tampon c¢ozeltiler, ependorf tiipleri, ayarlanabilir mikro
pipetler ve pipet ucglari, masa tipi sogutmali santrifiij (Universal 320R)

kullanilmustir.

3.1.4. RT-PCR Yonteminde Kullamlan Materyal

CMV igcin pozitif bulunan orneklerde virlis infeksiyonunun teyidi ve
molekiiler karakterizasyonu amaciyla yapilmis olan PCR ydnteminde; bulasik
bitkilerden elde edilen total niikleik asitler, Taq polymerase enzimi, RT enzimi
dNTPs, RNAse inhibitor, cesitli tampon ¢ozeltiler (Ek 2), saf su, steril pipet uglari
ve pipet, PCR tiipli ve bu virlisin RNA 2 geni iizerinde (Sekil 3.2.) 650 bp’lik
bolgeye spesifik (RWS8) 5-GGTTCGAA(AG)(AG)(AT)ATAACCGGG-3' (RV11)
5-GTTTATTTA CAAGAGCGTACGG-3' primer ¢ifti (Finetti Sialer ve ark, 1999)

materyal olarak kullanilmigtir.
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Sekil 3.2. CMV’nin Genomik Yapisi (Nouri ve ark, 2014)

3.1.5. Agaroz Jel Elektroforez Calismalarinda Kullanilan Materyal

Agaroz jel elektroforez galismalarinda RT-PCR c¢alismalarinda elde edilen
PCR firiinlerinin kontrol edilmesi saglanmistir. Agaroz jel elektroforez isleminde,
agaroz (Sigma), tampon ¢ozeltiler (EK 3), Mini Sub. DNA Cell Elektroforez cihazi
(BIORAD) ve gii¢ kaynagi, UV 151k kaynagi (UVP Ultraviolet Transilluminator)

ve jel goriintiileme sisteminden yararlanilmistir.

3.2. Yontem

Yapilmasi planlanan bu ¢aligma iki agsamada yiiriitiilmiistiir. Caligmanin
birinci agamasi survey ve testleme, ikinci asamasi ise serolojik ve molekiiler
yontemlerle karakterizasyon amagli faaliyetlerden olugsmustur (Sekil 3.3).

Birinci asama, survey amagli yapilmis, ortii alti biber bitkilerinde mevcut
viriis hastaliklarinin saptanarak CMV’nin durumunun incelenmesi amaciyla arazi
cikiglart yapilmus, viriis ile infekteli oldugu diisiiniilen ortii alt1 biber bitkilerinden
ornekler tarafli se¢cim olarak toplanmig, virlis belirtisi gosteren siipheli 6rnek
bulunmadig1 durumlarda ise tesadiifi 6rnekler alinmistir. Bu 6rnekler, DAS-ELISA

ve/veya RT-PCR yontemi ile testlenmistir. Tesadiifi 6rnek alma durumunda her bir
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dekar i¢in minimum 5 6rnek toplanmigtir. Tiim ¢alisma boyunca segilmis toplam
263 ornek almmustir.

Ikinci asamada ise, toplanan &rnekler, CMV’nin saptanmasi amaciyla,

oncelikle DAS-ELISA yontemi ile testlenmis ve CMV ile bulasik oldugu saptanan
orneklerde RT-PCR islemleri yiiriitiilerek virlisin molekiiler yontemlerle
tanilanmas1 ve karakterizasyonu yapilmis, CMV oldugu saptanan izolatlardan dizi

analizi ile akrabalik iligkileri arastirilmistir.

3.2.1. Orneklerin Toplanmas1 ve Muhafazasi

2016-2018 yillar1 arasinda biber firetim sezonlarinda yapilan arazi
caligmalarinda, viriisler tarafindan meydana getirilen simptomlardan bir veya
birkagini gosteren bitkilerden yaprak ve siirgiin, eger varsa meyve-tohum ornekleri
almmistir. Alinan ornekler naylon torbalara konulup, bilgi etiketleri yazilip
numaralandirilmig, fotograflar cekilerek etiketlendikten sonra, buz kutularinda
laboratuvara getirilmis ve bu bitki dokular1 kullanilincaya kadar 7-10 giin gibi kisa
bir siire i¢in +4 °C’ de, daha uzun bir siire i¢in ise -20 °C’ de muhafaza edilmistir.

Viral hastalik belirtilerine benzer belirtiler gdsteren biber bitkileri siipheli
ornek olarak alinmistir. S6z konusu viriis slipheli olarak alinan bitkilerde gézlenen
belirtiler Sekil 3.4.’te verilmistir. Ornekleme yapilirken, Green ve Kim (1991) ve
Keles Oztiirk (2017)’iin bildirdigi sekilde yapraklarda beneklenmeler, mozayik
simptomlari, damarlarda sar1 renk acgilmalari, yaprak deformasyonlari, halkali
lekeler, meyve deformasyonlari, yapraklarda mese yapragi olusumu gibi
simptomlar1 gosteren bitkiler secilmis ve Ornek olarak alinip ¢aligmada

kullanilmustir.
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TURKIYE'DE AKDENIZ SAHIL SERIDINDEKI ORTU ALTIBIBER URETIM ALANLARINDA
VIRUS ve BENZERI BELIRTILERIN GOZLENMESI - FOTOGRAFLANMASI VE TESPIT
GALISMALARI iCIN ORNEKLERIN ALINMASI

DAS-ELiSA MOLEKULER
GALISMALARI GALISMALAR

" [ -

Negatif Pozitif Pozitif Negatif
Sonuclar Sonuglar Sonuglar Sonuglar
SIMPTOMOLOJIK RT-PCR ve Elektroforez
GOZLEMLER

|

Molekiiler Karakterizasyon

Filogenetik Adag

Sekil 3.3. Calismanin Asamalarint Gésteren Diyagram
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3.2.2. DAS-ELISA Testleri

Araziden toplanan tiim bitki yaprak ornekleri ve bazi1 drneklerden ayrica
alman meyve, tohum doku 6rnekleri Double Antibody Sandwich- Enzyme Linked-
Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) testi Clark ve Adams, (1977) ve ELISA
kitlerinin temin edildigi firmanin (BIOREBA AG) bildirdigi sema dikkate alinarak
CMV’yi belirlemek amaciyla yapilmistir. Caligmalarin baglangicinda 6n survey
amaciyla toplanan ornekler (Sekil 3.4) icin CMV disinda diger bazi viriislerin
(TSWV, TEV, TMV, PVY, PVX, AMV, PepMOV, PMMoV, ChiVMV, PVMV,
ToMV ve TYLCV) belirlenmesi ve CMV’nin durumun izlenmesi amaciyla da yine
ayni1 firmadan temin edilen kitler kullanilarak ELISA testi yapilmustir.

Yapilan ELISA testlerinde, her bir pleytte birer ¢ift olmak {izere pozitif,
negatif ve tampon ¢ozelti seklinde i{i¢ kontrol kullanilmis, pozitif kontrol i¢in 6rnek
firmadan temin edilmis, testlerde tiim toplanan ornekler icin ikiser ¢ukurun yan
yana veya alt alta kullanilmasina 6zen gosterilmistir.

ELISA testlerinin sonuglarinin degerlendirmesi oncelikle gorsel yapilmis
ve spektrofotometrik degerlendirilmesinde, pozitif 6rnegin ve tampon ¢dzeltinin
absorbans degerinin kontrolil ile negatif kontroliin bulundugu cukurlardan elde
edilen absorbans degerlerinin (OD4ps) ortalamasinin en az iki kati degeri veren
ornekler bulasik kabul edilmistir.

ELISA testinin uygulanmasinda izlenmis basamaklar asagida siralanmigtir:

a. Kaplama tamponu ile kullanilacak optimum konsantrasyonda sulandirilmig
v-globulinden Microtiter ELISA plate’nin her bir ¢ukuruna 200 pl
konulmus ve pleyt tizeri kapatilarak 37 ‘C de 2-3 saat inkiibe edilmistir.

b. Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile tiim gukurlar ii¢ kez yikanmis ve
yikama isleminde tampon ¢oOzelti i dakika siireyle c¢ukurlarda
bekletilmistir. Daha sonra ters ¢evrilerek pleyt bosaltilmistir. Bu islem {i¢

kere tekrar edilmistir.

35



3. MATERYAL VE YONTEM Sabire CAN

C.

Her bir ¢ift ¢ukura 200 ul, 6rnek tamponu ile hazirlanmis Ornekler
diizenlenmis plana gore konulmus ve pleytin iizeri kapatilip 4 'C de bir
gece boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra pleytler yikama tamponu ile yukarida belirtildigi
sekilde tekrar yikanmustir.

Konjugate tamponu ile optimum konsantrasyona gore sulandirilmig olan
Enzim- Conjugate (enzimle isaretli Ig G) her bir gukura 200 pl konulmus
ve pleyt 37 °C de 2-3 saat inkiibasyona birakilmustir.

Inkiibasyondan sonra pleytler yitkama tamponu tekrar ii¢ defa yikanmistir.
Substrat tamponu igerisinde 1mg/ml olacak sekilde taze hazirlanacak
substrattan (p-nitrophenylphosphate) her bir ¢ukura 200 ul konulmus ve
pleytler, 30-60 dak. veya gerekli goriildiigiinde daha uzun siire oda
sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda, gerekli oldugu durumlarda reaksiyonu
durdurmak i¢in her bir gukura 20-50 pl 3 M NaOH ilave edilmistir.
Olgiimler Medipec ESR 200 ELISA okuyucusu ile 405 nm dalga boyunda
yapilmistir.
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Sekil 3.4. Survey calismasinda ortii alti biber bitkisinin yaprak ve meyvelerinde
bulunan acik ve koyu yesil mozaik, klorotik lezyonlar, damar agilmasi
gibi viriis belirtileri (ELISA Testinde Pozitif Cikan CMV Simptomlar1)

3.2.3. Total Niikleik Asit (Total NA) Ekstraksiyonu Calismalar:

Total NA ekstraksiyonu calismasinda surveyler ve serolojik testler
sonucunda viriisle bulagik oldugu saptanan biber bitkisi (yaprak) dokularindan elde
edilmis olan bitki 6zsuyu kullanilmistir. Total NA izolasyonu Astruc ve ark.
(1996)’nin dnerdigi yonteme gore yapilmistir.

Total NA izolasyon yonteminde izlenen asamalar sirasiyla:

a. Ornekler ekstraksiyon buffer: (100mM Tris-HCI pH.8.0, 50mM EDTA pH.
7.0, 500 NaCl, 10mM 2. mercapto-ethanol 1/1000) ile 1:2 (w/v) oraninda
sulandirilarak porselen hava igerisinde havaneli yardimi ile ezilmis ve bitki
O0zsuyu steril tiilbentten siiziilmiistir. Bitki 6zsuyundan 1ml alinarak
eppendorf tiipleri icerisine yerlestirilmistir.

b. Ornekler 3 dakika 4.000 rpm de santrifiij edilmistir.
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c. Pelete 50 pl Sodium Dodecylsulfat (%20) ilave edilerek vortekste
karistirilmis ve sonra tiipler 65 °C de 30 dakika su banyosunda
bekletilmistir.

d. Tiplere 250 pl potasium asetate (5M) ilave edilerek 20 dakika buz
icerisinde bekletilmistir.

e. Tipler 15 dakika 13.000 rpm de santrifiij edilmistir.

f. Siipernatant ikiye bolinmiis ve 500 pl’si yeni hazirlanmis eppendorf
tiiplerine konarak -70 C te saklanmustir. Geriye kalan 500 pl siipernatant
yeni hazirlanan eppendorf tiiplerine konulup, iizerine %100’lik ethanolden
500 upl ilave edilerek 1ml’ye tamamlanmis ve tiipler vortekste
karigtirilmastir.

g. Sonra tiiplere 50ul sodium asetate (3M) ilave edilmis ve drnekler tekrar
karistirilarak -70 °C de bir gece bekletilmistir.

h. Ornekler 15 dakika 14.000 rpm de santrifiij edilerek siipernatant ortamdan
uzaklastirilmig ve eppendorf tiipleri ters gevrilerek filtre kagidi {izerinde 5
dakika kurutulmus daha sonra pellet lizerine 1ml ethanol (% 70) ilave
edilmistir.

i. Ornekler Total NA’larin ¢6kmesi igin 5 dakika 13.000 rpm de santrifiij
edilerek tiip igerisindeki ethanol atilarak eppendorf tiipleri kurutma
kagitlar1 ile dikkatlice kurulanmisgtir.

j.  Elde edilen total NA’lar 50 pl RNAse free distile su ile sulandirilmistir.
Ornekler 15ul ve 35 pl olmak iizere ikiye boliinerek eppendorf tiipleri

icerisinde -70 "C de muhafaza edilmistir.

3.2.4. RT-PCR Cahsmalar
Molekiiler yontemlerle saptanmasi ve tanilanmasi amaciyla RT-PCR
yontemi kullanilmistir. Bu amagla da, serolojik veya simptomolojik olarak CMV

ile bulasik oldugu saptanan 6rneklerinden elde edilen total NA’lar kullanilmustir.
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RT-PCR yo6ntemi degisik arastiricilarin bildirdikleri yontemlere gore Sidek
ve ark. (1999) ve Prieto ve ark. (2001)’na gore yiiritilmistiir.

Iki asamali olarak yiiriitiilmiis olan RT-PCR y&nteminde birinci asamada;
RT (Reverse transcription) islemi ile cDNA' lar elde edilmis, ikinci asamada ise; bu
cDNA!' lar kullanilarak PCR iglemi yapilmistir.

RT asamasinda; Oncelikle 200pl lik PCR eppendorf tiipiine 2pul total NA,

1 pl reverse primer (10 pmol) ve 12ul ddH,O konularak thermalcycler aletinde 95
°C de 3 dakika bekletilerek niikleik asitlerin denatiire olmasi ve diiz bir iplik haline
gelmesi saglanmistir. Tipler thermalcycler’dan alimip hemen buz igerisine
yerlestirilerek tiip igerisindeki reverse primerin viral RNA {izerindeki hedef
bolgeye yapigmasi saglanmistir. Daha sonra tiip igerisine 10 pl reverse
transcriptase karisimi (1pl ANTP, 0,1 ul AMV enzimi, 5 ul RT-buffer, 0,3 ul
RNase inhibitorii, 3,6 pul ddH,O) ilave edilerek son hacim 25 pl ye tamamlanmis ve
ornekler 42 °C de 1 saat inkiibe edilerek cDNA sentezi gerceklestirilmistir.

PCR asamasinda; 1. asamada yapilan islemlerden elde edilen

cDNA’lardan her bir PCR tiipiine 2 pl cDNA konularak tizerine 1 pl dNTPs

(10mM), 5 pl Dream Taq Green Buffer (10X), 1ul Primer forvard (10pmol), 1pul
primer reverse (pmol), 0,25 Dream Taq (5u/ul) ve 39,75 ddH,O ilave edilip
karigtirillarak 50 pl’ lik son hacme tamamlanmig PCR tiipleri daha onceden
programlanmis olan thermalcycler aletine yerlestirilmistir. Orneklere uygulanan
thermalcycler programinda 35 dongii igerisinde bulunan baglanma sicakligi
(annealing temperature) 64 °C sentezlenecek olan primerin tm (melting
temperature)’si dikkate alinarak hesaplanmis, saptamada ve karakterizasyonda

kullanilan primerlere gore degistirilmistir.
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95°C 3 dK coovvervverrnnnn. 1 dongii bagli
93°C 1dK .ooverorreeerreeeee

64 °C) 1dK coveoreerreeereee 35 dongii

72°C 1dKewvreoeeeoeeeens bagl
72°C 10 dK v, 1 déngii

olarak ayarlanmis daha sonra tiipler thermalcycler’a yerlestirilip PCR asamasi
tamamlanmistir. Elde edilen PCR iiriinleri, hazirlanmis olan agaroz jel elektroforez

islemi ile kontrol edilmis ve gdzlenen bantlarin fotograflar ¢ekilmistir.

3.2.5. Agarose Gel Elektroforez Calismalari

Agarose Gel Elektroforez ¢alismalarinda total NA analizleri sonucunda elde
edilen viriise ait total NA ve RT-PCR c¢alismasi sonucunda, viral NA’den
sentezlenip ¢cogaltilan DNA’lar kontrol edilmistir.

Agarose Jel Elektroforez caligmasi Galitelli ve Minafra, (1994)’e gore

yapilmustir. Islemler sirasiyla:

a. Agarose 400 mg olacak sekilde 20 ml 1xTAE buffer (89 mM Tris, 89 mM
boric acide, 2 mM EDTA) igerisine konulmustur.

b. Bu agarose-TBE buffer karisimi kaynayincaya ve agarose eriyinceye kadar
magnetik karigtiric1 lizerinde igerisinde 1sitildiktan sonra volum 20 ml’ye
ayarlanmistir (%2 lik Agaroz jel).

c. Karisim tekrar 60 °C ye kadar sogumaya birakilmis ve tarak gegirilmis olan
tank igerisine bosaltilmistir.

d. Jel donduktan sonra tarak dikkatli bir sekilde ¢ekilip jel’in iizerini 1-2 mm
kadar kaplayincaya kadar tank igerisine TBE ya da TAE buffer ilave

edilmistir.
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e. 10 ul ornek jeldeki cukurlara dikkatli bir sekilde yerlestirilmistir. Ilk
cukura 8 pl 1 kb DNA Ladder (marker) konulmustur. Loading buffer daki
turuncu renk (orange G) jel’ in sonuna gelene kadar jel tankina elektrik
akimi verilmistir.

f. Elektroforez (Runnin) islemi tamamlandiktan sonra jel, oda sicakliginda 10
dakika 100 ml H,O +30 pl (10mg/ml distilate su) ethidium bromide
karigimi  igerisinde boyanmustir. Jeldeki fazla ethidium bromide
uzaklastirincaya kadar 10 dakika ¢esme suyu igerisinde tutulmustur.

Sonuglar UV transilluminatdr de kontrol edilmistir.

3.2.6. Dizi Analizi (Sekans Analizi) ve Filogenetik Siniflandirma Calismalari
Serolojik ve molekiiler ¢aligmalar sonucunda CMYV ile infekteli olarak
saptanan bitkilerden DAS-ELISA’da yiiksek absorbans degeri verip, RT-PCR’da
net bir bant olusturan, 8 farkli pozitif 6rnek kodlanarak dizi belirleme ve analiz
caligmalarinda izolat olarak kullanilmistir (Cizelge 4.4.).
DNA dizi belirleme calismalarinda serolojik ve molekiiler olarak tanisi
yapilan viriislere ait PCR friinleri diziliminin belirlenmesinde Refgen

Biyotekteknoloji  (bilgi@refgen.com) firmasindan 6zel hizmet alinarak

yaptirilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda izolatlarin gogaltilan kisimlari
NCBI’da (The National Center for Biotechnology Information) BLAST (Basic
National Center for Biotechnology Information) ile diinyada saptanmis olan diger
izolatlarla karsilagtirilarak benzerlikleri belirlenmistir (Cizelge 4.5.). Firmanin
gerceklestirmis oldugu dizi analizi isleminin sonuglari MEGA6 programi
kullanilarak 6rnekler arasindaki akrabalik seviyesinin lilkemiz disinda diinyadaki
diger izolatlar ile iligkilerinin ortaya konulmasi amaciyla soy agaglar1 (filogenetik
agagclar) olusturulmustur (Sekil 4.18.). Filogenetik analiz Neighbor-joining metodu
kullanilarak yapilmistir (Saitou ve Nei, 1987). Bootstrap testi (1000 replikasyon)

kullanilarak olusturulan filogenetik agaclarin replike yilizdeleri dallarin yaninda
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belirtilmigtir (Felsenstein, 1985). Evrimsel uzakliklar1 baz alinarak olusturulan
filogenetik agagta, ayni birimlerdeki dal uzunluklari ayarlanarak ¢izilmistir.
Kimura 2-parametre metodu ile olusturulan evrimsel uzakliklar, birimlerin gen
bolgelerindeki baz degisimlerin sayist ile hesaplanmigtir (Kimura, 1980).
Filogenetik evrimsel analizleri MEGAG6 programi ile yapilmistir (Tamura ve ark,

2013).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Simptomolojik Calismalar, CMYV ile Bulasik Bitkilerin Saptanmasi

CMV izolatlarinin toplanmasi, tanilanmasi ve karakterizasyonu amaciyla
2016-2018 yillar1 arasinda ortii alt1 biber iiretim donemlerinde yapilan arazi
caligmalarinda, viriislerin neden oldugu belirtilerden bir veya birkagini gosteren
bitkilerden yaprak, siirgiin ve bazilarindan da tohum ve meyve 6rnekleri alinmustir.
Ayrica herhangi bir virlisle bulasik olabileceginden siiphelenilen 6rnekler de
alinmistir. CMYV ile bulasik oldugu diisiiniiliip 6rnek alinan bitkilerde Sekil 3.4.’te
gosterilen tipte belirti veren biber bitkileri sec¢ilmistir. Bu amagla ortii alt1 biber
yetistirilen alanlardan viriis hastalik belirtileri veya benzer belirtileri gosteren
toplam 263 biber bitkisi 6rnegi toplanmustir.

Arazi c¢alismalarinda; Adana’min Karatas ilgesindeki Tuzla beldesi,
Mersin’nin Tarsus ilgesi ve Akdeniz ilgesi (Adanalioglu, Kazanli, Karacailyas ve
Karaduvar mahallelerinden), Hatay’in Samandag ilgesi ile Antalya’nin Kumluca ve
Finike ilgelerinden plastik sera, algcak ve yiiksek tiinellerde biber yetistirilen
alanlardan 6rnekler alinmustir.

Simptomatolojik gozlemler ile DAS-ELISA ve RT-PCR testi sonucuna
gore CMV ile enfekteli oldugu saptanan Orneklerde; iretim alanlarina yapilan
stirveyler sirasinda bitkilerin sergiledigi u¢ yapraklarda kloroz, nekrozlar, ug
stirgiin deformasyonlari, u¢ yapraklarda darlama, yapraklarda renk degisikligi,
yaprak damarlarinda kloroz, yapraklarda mozayik, yaprak deformasyonlari,
yapraklarda nekroz ve klorozlar, yaprak damarlarinda nekroz, gévde nekrozlari,
bodurluk, ¢alilasma, yapraklarda mese yapragi olusumu gibi belirtiler goriilmiis ve
bunlarin fotograflar1 da alinmigtir. Belirtiler topluca degerlendirildiginde daha 6nce
yapilan caligmalarda birgok arastirici tarafindan rapor edilen belirtilerle benzer
oldugu belirlenmistir (Green ve Kim, 1991; Kili¢ ve ark, 2015; Giimiis, 1998;
Ozaslan ve ark, 2006; Soleimani, 2014; Oawale ve ark, 2015).
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DAS-ELISA ve RT-PCR testi sonucunda CMYV ile enfekteli oldugu
belirlenmis 6rnekler Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5., Sekil
4.6., Sekil 4.7., Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10., Sekil 4.11., Sekil 4.12., Sekil
4.13., Sekil 4.14., Sekil 4.15., Sekil 4.16.’da verilmistir.

Sekil 4.1 M44 izolati-Doganay-Dolma Biber (Mersin/Karaduvar-CMV
Enfeksiyonu) Ug¢ Yapraklarda Daralma ve Ug Siirgiin
Deformasyonlari

* '/l“'.‘ o Irxv

Sekil 4.2 M45 Izolati-Filinta-Kil Biber (Mersin/Karaduvar-CMV Enfeksiyonu)
Yaprak Deformasyonlari, Yapraklarda Mozayik ve Yapraklarda Mese
Yapragi Belirtisi
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A

. ilinta-Dolma Biber (Mersin/Karaduvar-CMV Enfeksiyonu)
Yaprak Deformasyonlari ve Yaprak Damarlarinda Kloroz

\ | Y

7 s b AWl L ’

Sekil 4.5 T23 Izolati-Pailin-Sivri Biber (Mersin/Tarsus-CMV Enfeksiyonu) Ug
Yapraklarda Nekroz, Kloroz, U¢ Yapraklarda Daralma ve Govde
Nekrozlari

Sekil 4.6 T22 Izolal—Pailin—Sivri Biber (Mersin/Tarus—CMV Enfeksiyonu)
Bodurluk ve Ug Yapraklarda Kloroz
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Sekil 47. K6 Izolati-Filinta-Sivri Biber (Mersin/Kazanli-CMV Enfeksiyonu)
Ug Yapraklarda Kloroz ve Ug Yapraklarda Nekroz

Sekil 4.8. T8 Izolati-Mert-Sivri Biber (Mersin/Tarsus-CMV Enfeksiyonu)
Ug Yapraklarda Daralma ve Kloroz

J \ :
K15 Izolati-Ejder-Sivri Biber (Mersin/Kazanli-CMV Enfeksiyonu)
Bogum Aralarimin Kisalmasi ve Bodurluk

Sekil 4.9.

48



4. BULGULAR VE TARTISMA Sabire CAN

<
Sekil 4.10 K2 izolati-Filinta-Ince Sivri Biber (Mersin/Kazanli-CMV Enfeksiyonu)
Ug Yapraklarda Kloroz ve Yapraklarda Renk Degisikligi

Sekil 4.11 TI1 Izolati-Mert-Sivri Biber (MersiTarsus-CV Enfeksiyonu)

A .
Sekil 412 K5 Izolati-Filinta-Sivri Biber (Mersin/Kazanli-CMV Enfeksiyonu)
Yapraklarda Kloroz ve Yapraklarda Nekroz

Ug

'.;

Sekil 4.13. A7 Izolati-Diyar-Kapya (Antalya/Kumluca-CMV Enfeksiyonu) Yaprak
Deformasyonlari ve Kloroz
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.
" =y

Skil 4.14. A9 1zola-Diyr F1-Kapya (Ahtalya/Kumluca—CMV Eneksiyonu)
Yaprak Deformasyonlari, Yapraklarda Mozaik, Yaprak Damarlarinda
Kloroz ve Yapraklarda Mese Yaprag: Belirtisi

Sekil 4.15. Al5 Izolati-Nirvin-Kirmizi Kaliforniya (Antalya/Kumluca-CMV

Enfeksiyonu)  Yapraklarda Renk Degisikligi ve  Yaprak
Deformasyonlart

Sekil 4.16. Al17 Izolat-Sar1 Kaliforniya-Dolma Biber (Antalya/Kumluca-CMV
Enfeksiyonu) Yapraklarda Mozaik ve Yaprak Damarlarinda Kloroz

Benzer sekilde daha dnce yapilan ¢aligmalarda Green ve Kim (1991), Kilig
ve ark (2015), CMV’ nin biberlerde yapraklarda beneklenmeler, mozaik
simptomlari, damarlarda sar1 renk acgilmalari, yaprak deformasyonlari, halkali
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lekeler, meyve deformasyonlari, yapraklarda mese yapragi olusumu gibi
simptomlara sebep oldugunu bildirmiglerdir (Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil
4.4., Sekil 4.14., Sekil 4.16.) (Cizelge 4.3.).

Giimiis (1998), Izmir ilinin énemli biber iiretim alanlarinda goriilen viriis
hastaliklarinin yayginlik oranlart ve yaygin olarak yetistirilen biber g¢esitlerinin bu
virlislere karst olan reaksiyonlar1 ile ilgili 1995-1998 yillar1 arasinda yaptigi
caligmada; yapraklarda mozaik, yaprak deformasyonu, sar1 band seklinde lekeler,
kivirciklagsma, govdede nekrozlar, bitkilerde bodurlagsma, meyvelerde yaniklik ve
deformasyonlar gibi belirtiler gézlemledigini bildirmistir. Yiiriitiilen bu ¢alismada
da serolojik ve molekiiler calismalar sonucunda CMV ile enfekteli olarak
belirlenen bitki 6rneklerinde yine benzer belirtiler saptanmistir (Sekilde 4.2., Sekil
4.5., Sekil 4.9., Sekil 4.15.) (Cizelge 4.3.).

Calismada elde edilen belirtilere benzer olarak Ozaslan ve ark (2006),
Glineydogu Anadolu Bolgesi’'nde biberde viriis hastaliklarini saptamak ve
zararlarini dnlemek amaciyla, Gaziantep ilinin Nurdagi ve Islahiye ilgelerinde
yaptiklar survey ¢alismasinda da biber {iretim alanlarinda mozaik, kivrilma, damar
acilmasi, klorotik ve nekrotik lekeler ile meyve ve yaprak deformasyonlar1 gibi
belirtiler gozlediklerini bildirmisler ve yiiriitiilen bu tez caligmasinda da yine
benzer simptomlar goriilmiistiir  (Sekil 4.2, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12.,
Sekil 4.13.) (Cizelge 4.3.).

Yine Soleimani (2014), Iran’da biberlerdeki viriis hastaliklarinin
belirlenmesi amaciyla 2012-2013 yillar1 arasinda yaptigi ¢alismada 23 bolgeden
topladigr yaklasik 500 biber Orneginden yapraklarda mozaik, beneklenme,
kivrilma, koyu yesil damar agilmasi, bodurluk gibi arastirmacimin goézlemlemis
oldugu belirtilerin, yapilan bu ¢alismada belirlenen simptomlarla benzer oldugunu
ortaya koymustur (Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.6., Sekil 4.16.) (Cizelge 4.3.).

Olawale ve ark (2015), Nijerya’da biberlerde viriislerin varligini ve
yayginligim1 belirlemek amaciyla 2010-2011 yillarinda yiiriittiikleri calismada

stipheli goriilen yaprak orneklerinde yapraklarda mozaik, leke, kivrilma, yaprak
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boyutunda azalma, damar sararmasi, yaprak ve meyve deformasyonlari,
bodurlagma gibi belirtilere rastladiklarini bildirmisler ve bu durum yapilan
calismada saptanan Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.6., Sekil
4.9.daki belirtiler ile benzerlik gdstermektedir.

Yapilan bu ¢alismada sonug olarak; Akdeniz bolgesini kapsayan Adana,
Mersin, Hatay ve Antalya illerindeki oOrtii alt1 biber yetistiriciliginde viral hastalik
etmenleri acisindan saptanan simptomolojik bulgularda, gerek iilkemizde gerekse
yabanci iilkelerde yapilan arastirma sonuglarindan farkli bir durum goézlenmemis,
CMV icin karakteristik belirtiler gosteren orneklerin gergekten enfekteli oldugu
hem DAS-ELISA hem de bazilar1 RT-PCR testleri ile de teyit edilmistir.

4.2. DAS-ELISA Cahsmalar

Survey caligmalarinda CMV belirtisi gosteren Ortii alti biber bitkisi
ornekleri ile CMV belirtisi goriilmemesi durumunda tesadiifi olarak segilen toplam
263 bitki drnegi almmistir (Cizelge 3.1.). Orneklerin ¢ogu yapraktan alinmis ve
ayrica ayni Orneklerin bazilarindan yaprak disi olarak meyve, tohum gibi farkli 37
ornek (Temmuz 2017°de Mersin ili Tarsus ilgesinden toplanan 6rneklerden 11 adet
meyve, 10 adet tohum 6rmegi ve Akdeniz ilgesindeki Kazanli mahallesinden de 8
adet meyve, 8 adet tohum 6rnegi) olmak tizere toplam 300 Grnek tani yapmak ve
viriisiin varligini ortaya koymak amaciyla, Clark ve Adams, (1977) tarafindan
bildirilen genel yonteme ve kitin temin edildigi firmanin (Bioreba Ag) Onerileri
dogrultusunda Double Antibody Sandwich- Enzyme Linked-Immunosorbent Assay
(DAS- ELISA) testine tabi tutulmustur. Ayrica, ¢alismalarin baslangicinda 6n
survey amactyla muhtelif yerlerden toplanan 6rnekler icin CMV disinda diger bazi
viriislerin (TSWV, TEV, TMV, PVY, PVX, AMV, PepMoV, PMMoV, ChiVMV,
PVMV, ToMV ve TYLCV) belirlenmesi ve CMV’nin durumun izlenmesi
amaciyla da yine ayni firmadan temin edilen kitler kullanilarak DAS-ELISA testi
yapilmigtir. Ayrica; yaprak dokusu disindaki orneklerden hicbirinde ELISA

testinde CMV i¢in pozitif sonu¢ elde edilememis, dolayisiyla yaprak disi 6rnekler
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diger testlerde de kullanilmamustir. Yapilan ¢alisma sonucunda testlenen toplam
300 ornekten sadece yaprak dokusu olan 62 adet 6rnekte negatif kontroliin iki
katinin iizerinde absorbans degeri ile CMV enfeksiyonu saptanirken daha diisiik
absorbans degerine sahip olan negatif kontroliin absorbans degerinin yaklasik iki
katina yakin degeri ile 23 6rnek de infekteli olarak dikkate alinmigtir (Cizelge 4.1.)
(Cizelge 4.2.). Sonug olarak; CMYV i¢in pozitif bulunan 85 6rnekten bir kismi RT-
PCR testlemelerinde dogrulamasi yapilmak tizere kullanilmistir.

Benzer olarak Cekya’da 2006-2010 yillar1 arasinda biber bitkilerindeki
viriisleri belirlemek i¢in yiiriitiilenen survey ¢alisamasinda Svoboda ve Svobodova-
Leisova (2012)’nin viriis belirtileri gosteren agik alan ve oOrtii alti alanlardan
topladiklar1 375 6rnegin yaprak dokular1 DAS-ELISA ile testlemis ve s6z konusu

orneklerde en ¢ok goriilen viriisiin CMV oldugunu belirlemislerdir.

Cizelge 4.1. Arazi Cikist Yapilan Alanlar ve ELISA Testi Sonucu CMV ile
Enfekteli Olan Ortii Alt1 Biber Bitkileri

ELISA TESTLERINDE ORNEK SAYILARI
ilge/Belde/Mah. ~ Testlenen Disiik abs. Diger
Pozitif  verenler | V|rusler

Karagoger 13 ] - -
inceyol 3 - - 3
DA Kum Hoyugi 4 - - 2
Toplam 20 - - 16
Kumluca/Yesilkdy 4 1 -
Kumluca/Yenicepinar 16 9 - -
Kumluca/Haciveliler 2 - - -
NSRS Kumluca/Hizirkaya 3 - 3
Finike/Hasyurt 5 3 1 -
Toplam 30 13 7 -
Samandag 44 14 1 4
Al Toplam 44 14 1 4
Akdeniz/Adanalioglu 91 17 7 -
Akdeniz/Kazanli 47 7 3 -
; Akdeniz/Karacailyas 2 1 - -
ISR Akdeniz/Karaduvar 4 4 - -
Tarsus 62 6 5 -

Toplam 206 35 15 -
GENEL TOPLAM 300 62 23 20 |
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Arazi c¢aligmalarinda plastik sera, algak ve yiiksek tiinellerde biber
yetistirilen alanlardan alinan 6rneklerden;

Adana’nin Karatas il¢esi Tuzla beldesinden testlenen 20 6rnekte CMYV ile
enfekteli 6rnek bulunamazken; drneklerin 12 tanesinde TSWV (Karagdger, Inceyol
ve Kum Hoyiigii mah.) saptanmig bunlardan 3 tanesi TSWV+TEV (Karagoger
mah. ve Inceyol mah.) ve 1 tanesi TSWV+PVY (Karagdcer mah.) seklinde karisik
infeksiyon olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1. ve 4.2.).

Rodriguez-Alvarado ve ark (2002), Giiney Meksika’nin en 6nemli biber
iiretim alanlarinda, 2 yil boyunca Sili biberlerinde siddetli hastaliga neden olan
virtisleri tespit etmek igin yaptiklar1 bir ¢alismada ELISA yontemini kullanarak
PepMoV ve CMV igin testlemisler ve bunlarin diger viriislere gore daha yiiksek
oranda yaygin oldugunu belirtmislerdir. Ayrica her iki viriisiin tekli veya ikili
infeksiyonlar seklinde bulundugunu rapor etmislerdir. Buna karsilik, yiiriitiilen bu
tez calismasinda CMV tekli infeksiyon olarak Ozellikle yaprak orneklerinde
saptanmustir. Ayrica; Adana ve civarindan siipheli olarak alinan 6zellikle de Sili
biber ¢esidi orneklerinde CMV saptanamamigtir. Diger bazi viriislerin varlig
(toplanan oOrneklerden 12 adet TSWV ve 3 adet TSWV+TEV ve 1 adet
TSWV+PVY ile bulasik 6rnek) ortaya konmustur.

Benzer sekilde; Keles Oztiirk (2017) Adana bolgesinde acik alanda
yetistirilen biberlerde zararli viiriisleri belirleme ¢aligmalar1 sonucunda en yaygin
viriisiin %30,1 enfeksiyon orani ile PVY oldugunu ve bunu sirasiyla %25,5 ile
CMV, %26,8 ile TEV’in ve digerlerinin takip ettigini ve degisen oran ve
kombinasyonlarda da karigik infeksiyonlarin saptandigini rapor etmis dolayisi ile
bu durum yiiriitilen bu calismada; Adana’daki CMV bulgular i¢in paralellik
gosterdigi sOylenebilir.

Antalya ilinden testlenen 30 6rnekten 13 tanesi yliksek absorbans degeri ile
CMV pozitif ve 7 tanesi de negatif 6rnegin iki katina yakin absorbans degeri ile
CMV i¢in RT-PCR’da test edilmistir. Kumluca ilgesinden 10 6rnek CMYV ile

pozitif ve 6 drnek CMYV ile diisiik absorbans degeri ile infekteli saptanirken Finike
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ilgesinden alinan 3 6rnegin CMYV igin pozitif ve 1 drneginde yine diisiik absornans
degeri ile CMYV siipheli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1 ve 4.2).

Gilines ve Glimiis (2016), Antalya ilinde Ortii alt1 ve agik alanda dayanikli
biber ¢esitlerinde CMV ve TSWV etmenlerinin yaygimligini belirlemek amaciyla
yiiriittikleri ¢aligmalarinda toplam 148 adet biber Ornegini DAS-ELISA ile
testlemisler ve bu orneklerin 11 tanesinde (%7,34) CMV ve 53 tanesinde (%35,81)
TSWYV saptadiklarin1 bildirmislerdir. Yiiriitiilen bu tez c¢alismasinda; ortii alt1
yetistiriciliginde Antalya ilindeki lokasyonlardan segilen 6rneklerin (30/13) % 43
4 CMYV pozitif saptanmis, ayrica virlis belirtisi gosteren testlenmek iizere alinan
biber bitkilerinin diger virisler ile de infekteli olabilecegi muhtemel olup bu
calismada degerlendirmeye alinmamastir.

Hatay’in Samandag ilgesinden ise testlenen 44 6rnegin 15 tanesi (14 pozitif
ve ladet diisiikk absorbans degeri ile CMV siipheli 6rnek) degisen absorbans
degerleri ile CMV pozitif belirlenirken; testlenen Orneklerin arasinda 2 6rnek
TSWYV ve 2 ornek te TEV ile bulagik olarak saptanmistir (Cizelge 4.1 ve 4.2).

En fazla Ornegin alindigi Mersin ilinden ise; testlenen 206 yaprak
orneginden 35 adet CMYV ile enfekteli ve 15 tanesi de diisiik absorbans degeri
vermistir. Tarsus ilgesinden 6 adet CMV pozitif, 5 6rnek CMYV ile siipheli; Akdeniz
ilgesinden ise Adanalioglu mahallesinden 17 adet CMV pozitif ve 7 adet CMV
siipheli; Kazanli mahallesinden de 7 adet CMV ile pozitif ve 3 adet CMV siipheli,
Karacailyas mahallesinden 1 ve Karaduvar mahallesinden de 4 6rnegin CMYV ile
enfekteli oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.1. ve 4.2.).

Keles Oztiirk (2017), Dogu Akdeniz Bélgesi’nde yaptigi survey
caligmalarinda toplanan biber drneklerinin DAS-ELISA ve RT-PCR yontemlerini
kullanarak; CMV, TEV, PVY, TSWV, PMMoV, TMV, ToMV, AMV, PVMV ve
PepMoV ile bulasik oldugunu belirlemistir. Virlis belirtileri agisindan siipheli
olarak toplanan orneklerde tekli ve karisik enfeksiyonlar1 birlikte degerlendirmis,
Adana ilinde %30,1 ile PVY, Hatay ilinde %28,5 ile PVY ve CMV,

Kahramanmaras ilinde %43,1 ile CMV, Mersin ilinde %23,7 ile CMV ve
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Osmaniye ilinde %47,6 ile CMV en yaygin olarak bulmustur. Ac¢ikta yetistirilen
biberlerdeki duruma benzer sekilde; bu tez c¢aligmasinin yiirtiildiigii Akdeniz
Bolgesi’nde Mersin ilinde farkli lokasyonlarda ortii altinda yetistirilen biberlerde

de CMV’nin varligi saptanmigken Adana ilinde ise CMV saptanmamustir.
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Cizelge 4.2. DAS-ELISA Testi Calismalarinda Alinan Toplu Sonuglar

Ornek Alim Tarihi iL ilce/Belde/Mah. | Ornek Sayisi KONTROLLER POZITIF Abs. Verenler GATIF

POTIF ()] NEGATIF () b 405 | Sayre | Says | 00405 | Sabis
27,12,2016 KAZANLI 8 2,02 0,22 0,2 1,30-2,70 5 2 0,29-0,40 1
27.12.2016 TARSUS 10 2,02 0,22 0,2 1,30-2,70 4 1 0,29-0,40 5
27.12.2016 TARSUS 7 2,02 0,22 0,2 1,30-2,70 2 4 0,29-0,40 1
17.7.2017 TARSUS 22 9,99 0,08 0,07 0 0 0 0,07-0,13 22
17.7.2017 TARSUS 23 9,99 0,04 0,05 0 0 0 0,07-0,9 23
20.7.2017 ADANALIOGLU 16 9,99 0,51 0,04 0 0 0 0,07-0,13 16
20.7.2017 ADANALIOGLU 16 9,99 0,08 0,07 0 0 0 0,07-0,13 16
20.7.2017 MERSIN KARADUVAR 4 9,99 0,08 0,07 0,32-0,49 4 0 0 0
27.7.2017 KAZANLI 18 9,99 0,09 0,03 0 0 0 0,07-0,13 18
27.7.2017 KAZANLI 17 9,99 0,07 0,06 0 0 0 0,07-0,10 17
19.10.2017 ADANALIOGLU 13 1,26 0,15 0,13 0,36-0,58 4 3 0,10-0,13 6
19.10.2017 KAZANLI 4 1,26 0,15 0,13 0,34-1,15 2 1 0,13 1
19.10.2017 KARACAILYAS 2 1,26 0,15 0,13 0,35 1 0 0,19 1
15.4.2018 ADANALIOGLU 14 0,38 0,11 0,14 0,23-0,52 11 0 0,16-0,19 3
12.5.2018 ADANALIOGLU 17 0,81 0,09 0,11 0,28 1 2 0,09-0,12 14
20.5.2018 ADANALIOGLU 15 1,98 0,09 0,11 0,27 1 2 0,08-0,015 12
15.12.2016 HATAY SAMANDAG 27 3,92 0,26 0,21 0,9-2,58 14 0,27-0,37 12
8.1.2018 SAMANDAG 17 1,29 0,11 0,09 0 0 0 0,04-0,68 17

[ r [ [ "7 7 "1 ""T "T"°

11.1.2018 KARAGOGER 13 1,68 0,05 0,04 0 0 0 0,04-0,05 [i-
11.1.2018 ADANA iINCEYOL 3 1,68 0,05 0,04 0 0 0 0,04-0,05 0
11.1.2018 KUM HOYUGU 4 1,68 0,05 0,04 0 0 0 0,04-0,05 0

% . 9 0o P |
28.11.2017 ANTALYA KUMLUCA 25 1,58 0,12 0,14 0,81-1,12 10 6 0,23-0,26 9
28.11.2017 FiNIKE 5 1,69 0,21 0,17 0,98-1,20 3 1 0,39-0,43 1

30 13 7
300 62 23 !

VINSILIVL HA AV INDTNG 't

NV 211qes
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Ortii altinda genellikle tek enfeksiyon degil karisik enfeksiyon seklinde
olmast viriis simptomu olmasina ragmen CMV’den kaynaklanmadiginm
gostermektedir. Ozellikle TSWV’de dayaniklilig1 kiran izolatlarin biber seralarinda
ana sorun oldugu ve dzellikle TSWV geni iceren biberlerde CMV enfeksiyonu gibi
mozaikler meydana getirmesi simptomolojik olarak 6rnek aliminda en biiyiik
zorluk olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Ayrica; ELISA testi sonucunda negatif ve buffer degerlerinin 2 kati1 olan
ornekler, ELISA’da pozitif icin yeterli absorbans degerlerine ulagmamistir. Bu
orneklerde enfeksiyon yeni olmasindan ve yeterince virlis konsantrasyonu
olmamasindan kaynaklanacagi diisiiniilerek daha hassas bir yontem olan RT-PCR

testi ile dogrulamasi yapilmustir.

4.3. Total RNA Ekstraksiyon Calismalari

Yapilan Total RNA ekstraksiyon calismasinda; ELISA testi sonucunda
yaprak dokusundan olugan kesin pozitif oldugu saptanan 62 adet 6rnek ile daha
diisiik ve negatif kontroliin iki katina yakin absorbans degeri ile pozitif siipheli
olarak kabul edilen 23 Ornek dahil olmak {izere toplam 85 Ornek arasindan
secilenlerin (Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.2.) Astruc ve ark (1996)’nin Onerdigi
yontem kullanilarak niikleik asitleri ayr ayri elde edilmistir. Calismada meyve ve
tohumdan olusan 6rneklerden hicbirinde ELISA testinde CMV igin pozitif sonug
elde edilemediginden total NA ekstraksiyonunda kullanilmamustir.

Benzer olarak Cekya’da 2006-2010 yillar1 arasinda biber bitkilerindeki
viriisleri belirlemek i¢in yiirliten survey c¢alisgamasinda Svoboda ve Svobodova-
Leisova (2012)’nin viriis belirtileri gosteren agik alan ve Ortii alt1 alanlardan
topladiklar1 375 6rnegin yaprak dokular1 ile yaptiklar1 DAS-ELISA testinde en
yaygin olarak CMV’nin varligini rapor etmislerdir. Akdeniz Bolgesi ortii alt1 biber
yetistiriciligi yapilan alanlarda yiiriitiilen bu ¢aligmada da serolojik ve molekiiler

caligmalar sonucunda CMYV ile infekteli olarak saptanan yaprak dokusu kullanilan
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bitki 6rneklerinden pozitif sonuglar alinmasi yine bu 6rneklerden niikleik asit elde

edilmesiyle CMV’nin saptanmis olmasi bunu dogrular niteliktedir.

4.4. RT-PCR Cahsmalan

Survey caligmalarinda toplanan ortii altinda yetistirilen biber 6érneklerinden
ELISA testleri sonucu saptanan toplam 85 adet CMV ile infekteli 6rnekte viriisi
molekiiler olarak saptamak ve tanilamak amaciyla secilen 16 6rnek ile RT-PCR
caligmalar1 yapilmistir. Bu amagla, bulasik bitkilerden elde edilen total NA’ lar ve
CMV’ye 6zgii primer ¢iftleri ile yapilan PCR ¢aligmalar1 sonrasinda elde edilen
PCR iiriinleri i¢in %1,5’lik agaroz jel ile TAE tampon ¢ozeltisinde elektroforez
yontemi kullanilarak bandlarin elde edilmesi saglanmustir.

RT-PCR ¢alismalarinda Antalya ili Kumluca ilgesinden 4 6rnek (A7, A9,
A15, A17 izolatlar1), Mersin ili Akdeniz ilgesindeki Kazanli mahallesinden 4 (K2,
K5, K6, K15 izolatlar1), Karaduvar mahallesinden 4 (M35, M36, M44, M45
izolatlart) ve Tarsus il¢esinden 4 (T8, T11, T22, T23 izolatlar1) 6rnek olmak {izere

toplam 16 6rnekten CMYV i¢in bantlar elde edilmistir (Sekil 4.17.).

Mm 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

10.000 bp—>»

5.000 b
4000 bp—>

3.000 bp—»|
2.000 bp—p|

1.000 bp—p
500 bp —»| «— 650bp

200 bp —»

Sekil 4. 17. CMV izolatlarina ait, RW8 / RV11 primer ¢ifti ile yapilan 650 bp’lik
RT-PCR iiriinleri M; 1kb Marker, 1 (K2), 2 (KS5), 3 (T11), 4 (T23),
5 (Ke6), 6 (T8), 7 (T22), 8 (K15), 9 (M35), 10 (M36), 11 (M44), 12
(M45), 13 (A7), 14 (A9), 15 (A15), 16 (A17) (Cizelge 4.3.)
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Yapilan bu RT-PCR c¢aligmasinda CMV izolatlarin1 molekiiler olarak
saptama ve tanilama amaciyla; Finetti-Sialer ve ark (1999)’nin RT-PCR-RFLP
yontemi ile CMV izolatlariin farkliliklarinin ortaya konmasi ig¢in yapmis olduklar
caligmadaki dejenere primerleri kullanilmigtir Arastiricilar kullandiklart RNA-2
genomik RNA’i iizerinde 650 bplik bir bolgeyi (RWS8) 5-GGTTCGAA(AQG)
(AG)(AT)ATAACCGGG-3've (RV11) 5'-GTTTATTTACAAGAGCGTACGG-3'
dejenere primer’lerini kullanarak PCR ydntemi ile ¢ogaltmislardir. Bu ¢alismadan
elde edilen sonuclarla Finetti-Sialer ve ark (1999)’ nin yaptiklari ¢alismanin
sonuglart ile paralellik gostermigtir (Sekil 4.17.).

Bu c¢alismada elde edilen sonuglar ayni zamanda Caglar (2006)’nin
yapmis oldugu caligmanin sonuglari ile de paralellik gdstermistir (Sekil 4.17.).
Aragtirici; CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlariin farkin1 bulmak ve
gruplandirma igerisinde hangi alt gruba ait oldugunu belirlemek amaciyla yaptigi
RT-PCR-RFLP calismasinda (RW8) 5'-
GGTTCGAA(AG)(AG)(AT)ATAACCGGG-3' (77,47 pmol/ pl, RNA 2’ nin 618-
637 bolgesine komplementer), (RV11) 5'-GTTTATTTACAAGAGCGTACGG-3'
(67,07 pmol/ul, RNA 2’ nin 1-22 bolgesine komplementer) dejenere primer ¢iftini
kullanarak RNA-2 geni iizerinde 650 bp lik bolge ¢ogaltmistir. PCR iiriinlerinin
agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmesi ile jelde her ii¢ izolat iginde beklenen
650 bp’lik DNA bandi gézlemlemistir.

Sonug olarak ¢alismada CMYV ile infekteli olarak saptanan 62 ve diisiik
absorbans degeri veren 23 o6rnek dahil olmak iizere toplam 85 ortii alti biber
orneginden segilen (Cizelge 4.1., Cizelge 4.2.) RT-PCR islemi uygulanmis olan 16
ornekten pozitif sonu¢ alinmis, beklenen biiyiikliige sahip bantlar (650 bp) elde
edilmistir (Cizelge 4.3.). Ayrica, yine bu 16 farkli 6rnek iizerinden serolojik ve
molekiiler ¢alismalar sonucunda CMYV ile infekteli olarak saptanan bitkilerden
ELISA’da yiiksek absorbans degeri veren ve PCR ‘da net bant olusturan, ayrica
farkli alanlardan gelen 6rneklerden secilen farkli 8 pozitif 6rnek kodlanarak dizi

belirleme ve analiz ¢alismalarinda izolat olarak kullanilmistir (Cizelge 4.4.).
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Cizelge 4.3. RT-PCR Calismalarinda Kullanilan Ornekler ve Sonugclar

PCR | Jel Kuyu Alindigr il- Viriis izolat Adi DAS- RT- Goriilen
No: ilge-Belde ELISA | PCR | Belirtiler (*)

Mersin/ K2 zolati-Filinta-ince + UYK, YRD
Kazanli Sivri Biber (Sekil 4.10.)
4 2 Mersin/ K5 Izolati-Filinta-ince + + UYK, UYN
Kazanli Sivri Biber (Sekil 4.12.)
6 8] Mersin/ T11 izolati-Mert-Sivri + + YN, YDB
Tarsus Biber (Sekil 4.11.)
10 4 Mersin/ T23 izolati-Pailin-Sivri + + UYN, K, GN
Tarsus Biber (Sekil 4.5.)
11 5 Mersin/ K6 izolati-Filinta- ince +? + UYK, UYN
Kazanli Sivri Biber (Sekil 4.7.)
12 6 Mersin/ T8 izolati-Mert-Sivri Biber +? + UYD, K
Tarsus (Sekil 4.8)
17 7 Mersin/ T22 izolati-Pailin-Sivri +? + B, UYK
Tarsus Biber (Sekil 4.6.)
39 8 Mersin/ K15 Izolati-Ejder-Sivri + + B, BK
Kazanli Biber (Sekil 4.9.)
62 9 Mersin/ M35 izolati-Filinta-Dolma + + YD, K
Karaduvar Biber (Sekil 4.3.)
63 10 Mersin/ M36 Izolati-Filinta-Dolma + + YD, YDK
Karaduvar Biber (Sekil 4.4.)
64 11 Mersin/ M44 izolati-Doganay- + + uYD, USD
Karaduvar Dolma Biber (Sekil 4.1.)
65 12 Mersin/ M45 izolati-Filinta Kil + + YD, YMB
Karaduvar Biber (Sekil 4.2.)
68 13 Antalya/ A7 Izolati-Diyar-Kapya + + YD, K
Kumluca (Sekil 4.13.)
70 14 Antalya/ A9 zolati-Diyar F1-Kapya + + YD,YM,YBM
Kumluca (Sekil 4.14.)
73 15 Antalya/ A15 Izolati-Nirvin-Kirmizi + + YRD, YD
Kumluca Kaliforniya-Dolma Biber (Sekil 4.15.)
74 16 Antalya/ A17 Sween-Sari + + YM, YDK
Kumluca Kaliforniya-Dolma Biber (Sekil 4.16.)

(*) : UYK, Ug yapraklarda kloroz; UYN, Ug Yapraklarda Nekroz; USD, Ug Siirgiin Deformasyonlari; UYD, Ug
Yapraklarda Daralama; YRD, Yapraklarda Renk Degisikligi, YDK, Yaprak Damarlarinda Kloroz; YMB,
Yapraklarda Mese Yapragi Belirtisi; YDB, Yaprak Damar Aralarinin Bombelesmesi; YM, Yapraklarda Mozayik;
YD, Yaprak Deformasyonlari; YN, Yapraklarda Nekroz; K, Kloroz; YDN, Yaprak Damarlarinda Nekroz; GN,
Govde Nekrozlart; YD, Yaprak Deformasyonlari; BK; Bogum Aralarinin Kisalmasi; B, Bodurluk; C, Calilasma

Bitkilerde zararli viriis hastaliklarinin belirtileri birbirine zaman zaman ¢ok
benzedigi gibi gevresel faktorler ve viriis-konukgu iliskileri de olusan belirtilerde
degisik goriintiilere neden olmakta ve viriis hastaliklar1 yoniinden karmasa veya
karigikliklar ortaya c¢ikmaktadir. Nitekim yapilan ¢alismada alinan Grneklerde

belirtiye dayali taninin yanlis olabilecegi gibi bu drneklerde enfeksiyonun yeni
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olmasi ve diisiik kosantrasyondan kaynaklandigi diisiiniilerek daha hassas, daha

giivenli, daha spesifik olan RT-PCR testine de tabi tutulmustur.

4.5. Hiyar Mozaik Viriisii (CMYV) Dizi Belirleme ve Filogenetik Siniflandirma
Cahismalan

Daha 6nce serolojik ve molekiiler ¢calismalar sonucunda CMYV ile infekteli
olarak saptanan ve PCR ¢alismalarinda net bantlar olusturan secili pozitif 8 farkl
ornek CMYV izolatlarin karsilastirmalari icin DNA dizi belirleme ¢alismalarinda
kullanilmigtir. Dizi belirleme amaciyla Mersin ili Akdeniz ilgesindeki Kazanli
mahallesinden K2, K5; Karaduvar mahallesinden M36, M44; Tarsus ilgesindeki
T11, T23 ile Antalya ili Kumluca ilgesinden aliman A7 ve A15 izolatlari/6rnekleri
kullanilmistir (Cizelge 4.4.).

DNA dizi belirleme caligmalarinda serolojik ve molekiiler olarak tanisi
yapilan viriislere ait PCR frlinleri diziliminin belirlenmesinde Refgen
Biyotekteknoloji (bilgi@refgen.com) firmasindan 6zel hizmet alinarak sekans cift
yonlii yaptirilmigtir. Elde edilen olan sonuglar dogrultusunda izolatlarin ¢ogaltilan
kisimlarinin diinyada saptanmis olan diger izolatlarla karsilastirilmas1 yapilarak soy
agaci elde edilmistir (Sekil 4.18.). Bu izolatlarin diinyada yer alan diger izolatlarla
benzerlik oran1 Cizelge 4.5.’te verilmistir.

RW8 / RV11 primer ¢ifti ile elde edilen CMV dizi analizinde segilen 8
izolatin (CMV-K2, CMV-K5, CMV-T11, CMV-T23, CMV-M36, CMV-M44,
CMV-A7, CMV-A15) hem birbirilerine ve hem de daha once Tirkiye’den kiigiik
turp izolati olarak Gen Bankasinda yayinlanmig olan LC066508 Gen Bank
numaralit CMV ile cok yakin (%98 benzerlik gdstermistir) izolatlar oldugu ortaya
konulmustur. Calismada genel olarak en yiiksek benzerlik oranini %98 ile Tiirkiye,
Sirbistan, Macaristan, Ispanya ve Fransa izolatlar1 gosterirken; en diisiik benzerlik

oranini %95 ile Iran izolat1 gostermistir (Cizelge 4.5.).
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Cizelge 4.4. Hiyar Mozaik Virlisii (CMV) DNA Dizi Belirleme ve Filogenetik

Siiflandirma Calismalarinda Segilen izolatlar
PCR Jel Kuyu Alindig - Segilen Virlis DAS- RT- Gorilen

No: No: ilge-Belde izolat Adi ELISA PCR Simptomlar (*)

Mersin/ K5 lzolati- Filinta- UYK, UYN
Kazanli ince Sivri Biber (Sekil 4.12.)

Mersin/ | T23 izolati-Pailin- " UYN, K, UYD, |
Tarsus Sivri Biber GN (Sekil 4.5.)

Mersin/ M44 [zolati- UYD, USD
Karaduvar Doganay- (Sekil 4.1.)

Dolma Biber

73 15 Antalya/ A15 Izolati-Nirvin- + + YRD, YD
Kumluca Kirmizi Kaliforniya- (Sekil 4.15.)
Dolma Biber

(*) : UYK, Ug yapraklarda kloroz; UYN, U¢ Yapraklarda Nekroz; USD, Ug Siirgiin Deformasyonlari; UYD, Ug
Yapraklarda Daralama; YRD, Yapraklarda Renk Degisikligi, YDK, Yaprak Damarlarinda Kloroz; YMB,
Yapraklarda Mese Yapragi Belirtisi; YDB, Yaprak Damar Aralarmm Bombelesmesi; YM, Yapraklarda Mozayik;
YD, Yaprak Deformasyonlari; YN, Yapraklarda Nekroz; K, Kloroz; YDN, Yaprak Damarlarinda Nekroz; GN,
Govde Nekrozlari; YD, Yaprak Deformasyonlart; BK; Bogum Aralarinin Kisalmasi; B, Bodurluk; C, Calilasma
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Cizelge 4.5. RW8 / RVI11 Primer Cifti ile Elde Edilen Filogenetik Analizde
Kullanilan CMV Izolatlarinin Diinyada Yer alan Diger izolatlarla
Benzerlik Orani

Orijin Konukgu Accession No:

Benzerlik Orani (%

T Rapistrum rugosum o
Tirkiye (Kiltik turp) LC066508 %98
. Cucurbita pepo “Olinka” 0
Sirbistan (Sakiz Kabag)) KT270515 %98
Macaristan REMINEUS SEIRTIS AJ517801 %98

(Turp)
Cynara cardunculus var.
Tunus Scolymus KJ451747 %97
(Enginar)
; Solanum lycopersicum o
Ispanya (Domates) AM183118 %98
Corchorus olitorius o
Japonya (Miihliye) LC363918 %97
iran LC066490 %95
Cucurbita pepo convar.
Polonya Giromontiina MG882754 %97
(Sakiz kabagr)
Fransa SO (ECRETEIUm HE793684 %98
(Domates)

Filogenetik agactaki RW8 / RV11 primer ¢ifti ile saptanan bu 8 CMV
izolat1 arasinda ¢ok kiiciik farkliliklar goériilmektedir (Sekil 4.18.). Bu durum bu
izolatlarin farkli alt gruplarda olma ihtimalini giiclendirmektedir ayrica bu kaniya
bagl kalarak Finetti Sialer ve ark (1999), Caglar (2006) CMV’niin alt grup’lar
konusunda caligma da yapmislardir. Bu ¢alismada kullanilan CMV-T23, CMV-K2,
CMV-36, CMV-K5, CMV-TI11 izolatlarinin kendi i¢inde benzerlik gostererek
CMV-44 izolatiyla alt grup olusturdugu goriilmektedir. CMV-15 ve CMV-A7
kendi aralarinda benzerlik olusturarak diger izolatlarla (CMV-K2, CMV-KS,
CMV-T11, CMV-T23, CMV-36, CMV-44) alt grup olusturmustur. CMV dizi
analizinde secilen bu 8§ izolat; Tiirkiye, Sirbistan ve Macaristan izolatlar1 ile yakin
benzerlik gdstermis olup; Tunus ile Ispanya; Japonya ile Iran; Polonya ile Fransa

ise kendi i¢lerinde benzerlik gdstermistir.
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W CMV-TZ23

¥ CMV-K2
A CMVI36

99

W CMV-T1H

53 A CNV-44
—— @ CMV-A15

= 7L g CMV-AT

LC066508.1 Turkey

—— KT270515.1 Serbia
AJ517801.1 Hungary

KJ451747 1 Tunusia

L AM183118.1 Spain

LC363918.1 Japan

LC066490.1 Iran

WMGBB2754.1 Poland

%6 'HE793684.1 France

—
0.002

Sekil 4.18 RW8 / RV11 primer ¢ifti ile saptanan CMV izolatlarmin soyagaci
(Bootstrap 1000 tekrarlamali) (Neighbor-joining metodu kullanilarak
yapilan filogenetik analiz)
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5.SONUCLAR VE ONERILER

2016-2018 yillar1 arasinda yiiriitiilen caligma kapsaminda; Akdeniz
Bolgesi’nde yer alan Adana, Mersin, Hatay ve Antalya il ve ilgelerindeki ortii alti
biber tiretim alanlarindan toplanan 6rneklerden CMV’nin olusturdugu belirtilere
bakarak simptomolojik; CMV’nin varlig1 ve tanisi amaciyla da serolojik (DAS-
ELISA) ve molekiiler (RT-PCR) yontemler ile tespiti yapilmis ve degisik
alanlardan saptanan izolatlarin serolojik ve molekiiler karakterizasyonlari
gergeklestirilerek niikleotid diizeyinde izolatlarin kendi icinde ve diinyadaki diger
izolatlar ile kiyaslamasi yapildiktan sonra bu benzerliklere gore soy agaci
olusturulmustur.

Bu tez ¢aligmasinda saptanan sonuglar agsagida 6zetlenmistir:

» CMV izolatlarinin toplanip, tanilanmasi ve karakterizasyonu amaciyla
2016-2018 yillar1 arasinda sonbahar ortasinda baslayan survey ¢aligmalari
Kasim, Aralik, Ocak, Nisan, Mayis, Temmuz aylarinda gergeklestirilmistir.
Uretim alanlarina yapilan siirveyler sirasinda bitkilerin sergiledigi ug
yapraklarda kloroz, nekrozlar, u¢ siirgiin deformasyonlari, ug¢ yapraklarda
daralma, yapraklarda renk degisikligi, yaprak damarlarinda kloroz,
yapraklarda mozaik, yaprak deformasyonlari, yapraklarda nekroz ve
klorozlar, yaprak damarlarinda nekroz, gdvde nekrozlari, bodurluk,
calilagsma, yapraklarda mese yaprag: belirtisi gibi simptomlarin daha dnce
yapilan c¢aligsmalarda birgok arastirici tarafindan rapor edilen belirtilerle
benzer oldugu belirlenmistir. Ayrica; CMV belirtilerinin biber ¢esidine
gore farkliliklar gosterdigi gozlenmistir. CMV hastaliginin dolmalik ve kil
biber c¢esitlerinde yapraklarda mozaik ve deformasyonlar, mese yapragi
gibi olusumlar daha ¢ok goriiliirken; sivri biber g¢esitlerinde bu belirtiler
daha az goriiliip, genelde yapraklarda kloroz ve nekrozlar seklinde kendini

gostermistir.
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Akdeniz Bolgesi‘nde ortii alt1 biber liretim alanlarina yapilan arazi ¢ikiglar
sonucunda; Adana ilinden 20 6rnek, Mersin ilinden 169 6rnek, Hatay
ilinden 44 6rmek, Antalya ilinden 30 6rnek olmak iizere CMV ile enfekteli
olabileceginden siiphelenilen toplam 263 adet Orti alti biber bitkisi
toplanmugtir.

DAS-ELISA c¢aligmalarinda; toplanan ortalt1 biber bitkilerinden 263 yaprak
Orneginin disinda ayrica bu orneklerden alinan tohum ve meyvelerden
olusan 37 farkli 6rnek e dahil edilerek toplam 300 o6rnek (263 yaprak
dokusu+37 meyve-tohum dokusu) testlere tabi tutulmustur. Meyve ve
tohumdan olusan bu 37 farkli 6rnekten ELISA testinde CMV i¢in pozitif
sonu¢ elde edilememisken; 263 adet yaprak Orneginden olusan 62
tanesinin CMV ile bulasik oldugu, ayrica OD4ys nm de negatif kontrolun
absorbans degerinin iki kat1 civarinda daha diisiik absorbans degeri veren
23 ornek te CMV i¢in pozitif olarak dikkate alinmis ve secilen ornekler
PCR calismalarinda da kullanilmis, ayrica yine ELISA testi ile 20 6rnekte
de diger viriisler ile ilgili enfeksiyonlar belirlenmistir. Calismada DAS-
ELISA testi sonucunda, CMV benzeri belirtiler gosteren drneklerin bazilar
CMV ile enfekteli bulunurken, bazilarmin tipik CMV simptomu
gostermesine ragmen negatif olarak bulunmasi; bu oOrneklerde CMV
disinda baska viriislerle de enfekteli olabilecegi dikkate alinmig, nitekim
diger viriisler i¢in yapilan testlerde pozitif sonuglar da alinmisgtir.

Total RNA Ekstraksiyon calismalarinda; DAS-ELISA testi sonucunda
yaprak dokularindan olusan ve kesin pozitif oldugu saptanan 62 adet 6rnek
ile daha diisiik ve negatif kontroliin iki katina yakin absorbans degeri ile
pozitif siipheli olarak kabul edilen 23 6rnek dahil olmak {izere farkli
alanlardan alinan 85 6rnek arasindan segilenlerin niikleik asitleri ayr1 ayri
elde edilmistir.

RT-PCR ¢alismalarinda ELISA testinde pozitif saptanan 85 6rnek icinden

degisik absorbans degerleri veren ve farkli alanlardan segilen 16 6rnek ile
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yapilan RT-PCR c¢aligmalarinda beklenen biiyiikliige sahip bantlar elde
edilerek pozitif sonuglar alinmistir. CMV’ye 6zgii RW8-RV11 primer ¢ifti
kullanilarak Mersin ilinin Tarsus ilgesi, Akdeniz il¢esi (Kazanli, Karaduvar
mabhalleleri) ve Antalya ilinin Kumluca ilgesinden toplanan ortii alt1 biber
izolatlarina ait 650 bp biiyiikligiinde bandlar elde edilmistir.

» Hiyar Mozaik Viriisi (CMV) dizi belirleme ve filogenetik siniflandirma
caligmalarinda ise; ELISA’da yiiksek absorbans degeri verip, PCR’da net
bant olusturanlardan secilen 8 farkli 6rnek kodlanarak dizi belirleme ve
analiz calismalarinda izolat olarak kullanilmistir. Boylece; survey yapilan
alanlardan toplanan orneklerde izolat farkliliklarini belirlemek amaciyla
yapilan gen dizileme (sekans) sonucu ile soyagaci olusturulmus, izolatlar
arasindaki farkliliklar veya benzerlikler gen diizeyinde ortaya konmustur.
DNA dizilerine gore olusturulan filogenetik aga¢ gostermistir ki, segilen 8
izolatinda hem birbirilerine ve hem de daha 6nce Tiirkiyeden kiiciik turp
izolat1 olarak Gen Bankasinda yaymlanmis olan LC066508 Gen Bank
numarali CMV ile ¢ok yakin (%98 benzerlik gostermistir) benzerlikte
izolatlar oldugu ortaya konmustur. Filogenetik agacta bu 8 izolat arasinda
cok kiigiik farkliliklar goriilmektedir. Bunun nedeni; CMV serolojik ve
genetik baz dizilim ozelliklerine gore Altgrup I ve II olarak ikiye
ayrilmaktadir. Altgrup I de kendi i¢inde filogenetik akrabaliklarina TA ve
IB olarak ikiye ayrilmaktadir. Bu gruplagma igerisinde biyolojik, serolojik
ve genetik 6zellikleri itibari ile ve genetik olarak ¢ok az farka sahip birgok
irklart bulunmaktadir. Ayrica bu arastirmanin molekiiler asamasinda
kullanilan RW8 ve RV11 primer ¢ifti dejenere primer olup CMV’ ye ait
biitiin grup ve alt gruplardaki irklarinin hepsini ¢ogaltma kapasitesine sahip
primer ¢iftidir. Muhtemeldir ki DNA dizilemede kullanilan 8 izolat
birbirinden farkli alt gruplarda olma ihtimalinden dolayi filogenetik agagta
cok az farkliliklar gostermektedir. Bu durum RWS8 ve RV11 primer ¢ifti ile

farkli altgruplara ait CMV izolatlar1 saptanabildigini gdstermistir. Ayrica
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bu izolatlarin alt grup analizleri daha farkli primer ciftleri kullanilarak da
ve RFLP yaparak veya Haplotype analizi yaparak da ortaya konulabilecegi

sOylenebilir.

Caligmanin yapildigi Adana, Mersin, Hatay, Antalya illerinde 600 000 ton
civarinda liretimi yapilan ortii alt1 biber Akdeniz bolgesi icin énemli sebzelerden
biridir. Bu bolgede ortii alt1 biber yetistiriciligini siirlayan ve etkin miicadele
yontemi bulunmayan CMV ekonomik onemi olan, birgok sebzede, meyvede
hastalik yapabildigi gibi yabanci otlar ve siis bitkileri de dahil olmak iizere ¢ok
genis bir konukgu dizisine sahip oldugundan hastalik ve zararli etmenleri ekonomik
acidan verimde kayba sebep olmaktadir. Bu etmenler icinde 6zellikle de viriisler
kimyasal miicadelesi olmamas1 ve vektorlerin viriisleri tasimasi sebebiyle ayri bir
oneme sahiptir. Ozelllikle de CMV’nin yaprak biti ile tagmiyor olmasi etkili bir
vektor miicadelesini O6nemli kilmaktadir. Genellikle; yaprak bitlerinin yogun
goriildigi donemler ilkbahar ve sonbahar donemleridir. Ciinkii yaprak biti
popiilasyonu iklim kosullar1 ile ¢ok ilgilidir, kuraklik ve sicaklik arttiginda
popiilasyon birden diiser. Dolayisi ile belirtileri daha net gérme agisindan
orneklerin bu mevsimde alinmasi simptomolojik agidan giizel bulgular ortaya
¢ikarabilir. Ayrica; Ortii altinda yetistirilen biber bitkilerinde CMV enfeksiyonunun
ozellikle de pozitif ¢ikan Orneklerin sonbahar-ilkbahar aylarinda alinmig olmasi
bunu dogrular niteliktedir. Ozellikle de hastaligin ilk belirtileri yaprak bitleri ile
olan enfeksiyonlardan yaklagik 10 giin sonra bitkinin tepe yapraklarinda ve
tomurcuklarinda mozaik belirtiler ile bagladig1 ve siirgiinlerin agag1 dogru kivrildig
bildirilmektedir. Bu nedenle seralarda yaprak biti ile miicadelede; bulasmay1
onlemek amaciyla havalandirma agikliklarimin mutlaka tiil ile kapatilmasina,
iiretim sahalarinda 1181 yansitict mal¢lamanin yapilarak vektor boceklerin
uzaklastirilmasina 6zen gosterilmelidir. CMV hastaligina karsi yapilacak olan etkili
bir vektdr miicadelesine ek olarak, koruyucu kiiltiirel uygulamalarin (fidelik ve

iretim alanlan ile ¢evresindeki yabanci otlarin yok edilmesi, hastalik belirtisi
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gosteren Dbitkiler imha edilmeli, hasat sonunda iretim alanmin tim bitki
artiklarindan temizlenmesi ve bu artiklarin imha edilmesi) yapilmasi da ¢ok
onemlidir. Bazi arastirmalarda etmen viriisiin tohumla da tasindigi bildirilmekte
olup viriisten ari tohum ve tiretim materyalinin kullanilmasi yaninda dayanikli veya
tolerant ¢esitlerin iiretimde tercih edilmesinin son derece 6nemli oldugu ayrica;
etmen virlisiin zaman zaman latent olarak yabanci otlarda da bulundugu
bildirilmekte olup, bu nedenle yabanci otlar ile miicadelede de CMV’nin
yayilmasini dnlemede etkili oldugu da sdylenebilir.

Arazi surveylerinde 6zellikle de Akdeniz Bolgesi’nde; basta Mersin ili
lokasyonlarindaki seralar olmak {izere; ortii alt1 biber {iretim alanlarinda yogun bir
sekilde viriis belirtilerinin gozlendigi ve seralarin bazilarinda verim kayiplarinin
oldugu goriilmiistiir. Ozellikle ortii alti biber iiretim alanlarinda yiiriitiilen bu
survey calismalarinda belirtileri daha net gérme acisindan pozitif ¢ikan 6rneklerin
CMYV sonuglarin1 degerlendirdigimizde; ¢igek-meyve donemini kapsayan geng ve
gelisgme donemlerinde ve hasat sonuna yakin donemlerde test Orneklerinin
alinmasinin uygun oldugu sdylenebilir. Calismada virlis benzeri belirtiler gosteren
ornekler toplanmis ve bu Orneklerde yapilan ELISA testlerinde CMV
enfeksiyonlar1 disginda TSWV, PVY, TEV gibi etmenler ile tek veya karigik
enfeksiyonlarda saptanmaistir.

Ayrica CMV’nin ¢esit olarak; bolgede yetistirilen Aci-Tatli Sivri,
Dolmalik, Kil ve Kapya biber c¢esitlerinin tamaminda degisen oranlarda
goriilmiistiir. Bu nedenle Akdeniz Bolgesi’nde ortii alti1 biber alanlarinda bu viriis
ile ilgili daha detayli caligmalarin yapilarak; 6zellikle de CMV viriisiiniin bolgedeki
yaygmligi disinda verime olan etkilerinin, g¢esit reaksiyonlarinin, diger
konukgularinin aragtirilmasi yaninda dayanikli veya tolerant gesitlerin arastirilmasi
iizerine ¢aligmalarin yapilmasi yararli olacaktir.

Kisaca; iilkemizde biber viriis hastaliklar1 konusunda yapilan galigmalarin
daha ¢ok; acik alanlarindaki yayginligi ve orani, saptanan virlis izolatlarinin

karakterizasyonu ve acgik alandaki biberde olusturduklari simptomlar1 icermesi ve
71



5. SONUCLAR VE ONERILER Sabire CAN

buna bagli olarak da Akdeniz sahil seridindeki ortii alti biber {iretim alanlarinda
CMYV igin degisik konular1 iceren g¢aligmalarin yapilmasina ihtiyag vardir. Bu
calisgmada CMV’nin serolojik ve molekiiler yontemler ile varligi saptanmis ve
karakterize edilerek niikleotid diizeyde karsilagtirmasi yapilmisgtir.

S6z konusu ¢aligma; gelecekte bibeler ile ilgili yapilacak diger ¢caligmalara
veri teskil edecek, planlanacak degisik amaclar ¢alismalar icin katki saglamis

olacaktir.
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Ek. 1.

ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler
1. Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.4 (Fosfat Tampon Cozeltisi)

80¢g NaCl
29¢g Na,HPO,.12H,0 veya

2.3 g Na,HPO,.7H,0
1.44 g Na,HPO4.2H20
1.15 g Na,HPO4
0.2 g KCI
0.2 g NaN;
Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf su igerisinde
eritilip pH’s1 0.1N olan NaOH veya 0.1 N HCI ile ayarlanmig ve +4 C’de

muhafaza edilmistir.

2. Coating Buffer Ph 9.6 (Kaplama Tampon Cozeltisi)

2.93 g Na,CO;
294 ¢ NaHCO;
02¢g NaN;

Yukarida miktar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH

ayarlamasi yapilmis ve + 4C°’de saklanmaistir.

3. Washing Buffer (Yikama Tampon Cozeltisi)

Bir litre PBS tamponu 0.5 ml Tween-20 ilave edilerek hazirlanmustir.
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4. Sample Extraction Buffer (Ornek tampon cozeltisi)
Bir litre yikama tamponu ¢dzeltisi igine 20 g Polyvinylpyrolidone (PVP-

40) ilave edilerek hazirlanmustir.

5. Enzyme Conjugate Buffer (Konjugat Tampon Cozeltisi)
Bir litre 6rnek tamponu ¢dzeltisi i¢cine 2 g ovalbumin (egg albumin) ilave

edilerek hazirlanmistir.
6. Substrat Buffer Ph 9.8 (Substrat Tampon Cozeltisi)

97 ml Diethanolamine 800 ml saf su igerisine ilave edilmis ve 0.2 g NaNj,

konarak Ph 9.8’e ayarlanmis ve 1 litreye tamamlanmustir.
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Ek. 2.

Total RNA Analizlerinde Kullanilan Soliisyonlar
Ekstraksiyon Buffer (100 Mm Tris-HCI Ph. 8.0, 50 Mm EDTA Ph. 7.0, 500 g
NaCl, 100mM 2. Mercapto-ethanol (1/1000))

Tris-HC1 2.4228 g
EDTA 3.7224
NaCl 5844 ¢

Yukarida verilen kimyasallar 150 ml saf su igerisinde sirayla ¢oziilerek Ph
ayarlanmis ve son hacmi 200 ml’ye tamamlanmistir. Ardindan 1/1000 oraninda 2-

Mercaptoethanol eklenmistir.

%20 Sodium Dodecyl Siilfate (SDS)
Sodium Dodecyl Siilfattan 20 g alinarak 80 ml saf su igerisinde

¢oziildiikten sonra hacmi 100 ml’ye tamamlanmustir.

Potasium asetate (CH;COOK) (5M)
Potasium asetattan 49.075 g alinarak 60 ml saf su igerisinde ¢oziildiikten

sonra hacmi 100 ml’ye tamamlanmistir.

Sodium asetate (CH;COONa (3M))
Sodium asetattan 40.824 g alinarak 60 ml saf su igerisinde ¢oziildiikten

sonra hacmi 100 ml’ye tamamlanmistir.
%70’lik Ethanol

%100’lik ethanolden 70 ml alinarak 30 ml saf su ile karistirilip elde

edilmistir.
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Ek. 3.

Agaroz Jel Elektroforezde Kullanilan Tampon Cozeltiler

TBE Buffer (89 mM Tris, 89 mM borik asit,2 mM EDTA) (pH:8,3)

10.777 g Tris-Base, 5.502 g boric asit ve 0.744 g EDTA alinarak 900 ml saf su
i¢inde eritildikten sonra ¢dzeltinin pH’s1 8.3 olarak ayarlanarak ve hacim 1000
ml’ye tamamlanarak 1X TBE buffer hazirlanmustir.

TAE Buffer (10 mM Tris, 5 mM Sodium acetate, 0,5 mM EDTA) (pH:8,3)
1.211 g Tris-Base, 0.680 g sodyum asetat ve 0.186 g EDTA alinarak 900 ml saf su
icinde eritildikten sonra ¢ozeltinin pH’s1 8.3 olarak ayarlanarak ve hacim 1000
ml’ye tamamlanarak 1X TAE buffer hazirlanmistir.

Ethidium Bromide

10 mg ethidium bromide 1 ml saf su igerisinde eritilmis ardindan 30 pl alinip 100

ml saf su i¢ine eklenmistir.
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