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Hiyar Mozaik Virusi (CMV)Bromoviridae familyasi i¢cerisind€Cucumovirus
cinsinin en 6nemli Uyelerinden birisidir ve IA, IB ve Il olarak (¢ alt grup igerisinde
cok caitli irklara sahiptir. CMV konukcgu dizisi gegibir viriis olup 85 familya
icerisinde 1000'den fazla bitkiyi enfekte edebilmektedir. Ayrica CMV satellit-
RNA’ler icin yardimci virus olarak rol almaktadr.

Arastirma Adana, Mersin, Hatay \8anlurfa illerinde tretimi yapilan kavun,
domates ve biberlerde zararli CMV izolatlarinin tanimlanmalari, siniflandiriimalari,
cogalttiklari satellit-RNA’lerin buyiklerini ve satellit-RNA’larin viris Gzerindeki
etkisini argtirmak amaciyla yapilngtir.

Yapilan surveylerle toplanan ornekler ELISA ile testlenme CMV ile
enfekteli olduklari belirlenen kavun, domates ve biber bitkilerinden alinan 6rnekler
mekanik inokulasyon yontemi ile test bitkileri dahil olmak tzere kavun, domates,
biber bitkilerine de glanmstir. CMV izolatlari enfekteli bitkilerden argarilarak
virionlarin elektrik ortamindaki hareket hizlari kontrol editini izolatlarin RNA-1,
RNA-2, kilif proteini ve 2a proteinini kodlayan genleri Gzerinde bazi bélgeler RT-
PCR ile ¢galtiimistir. PCR Urlnleri RFLP ¢aimasindaMiul, Eco RI, Hind 11, Bam
HI ve Msp | endonikleaz restriksiyon enzimleri ile kesgmve agaroz jelde
goruantilenmgtir. Sonuclar CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin alt grup IA’ ya
ait oldugunu, g izolatinda 700 bp satellit-RNAni galttiklari, CMV-K’ nin zayif
irk oldugunu ve bu irkta simptomun satellit-RNA’den kaynaklanabggge CMV-

K’ nin ¢apraz koruma (cross-protection)’da kontrol ajani olarak kullanilaiilgce
ortaya koymstur.

Anahtar kelimeler: CMV, RT-PCR, RFLP, Alt grup, Satellit-RNA
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Cucumber Mosaic Virus (CMV) is a member of the ge@usumovirus in
Bromoviridae family and has many different strains in the subgroup IA, IB and II.
CMV may infect over 1000 plant species in 85 plant families and has a role as helper
virus for satellite-RNA.

The research was undertaken to identify and classify CMV isolates in three
subgroups and determine molecular weight, and effects of satellit-RNA on virus
infectivity on melon, tomato and pepper in Adana, Mersin, Hatay Samdiurfa
cities.

The collected melon, tomato and pepper samples during the survey of 2003-
2006 were tested by ELISA separately and found to be infected with CMV. Later
these samples were inoculated to indicator plants as well as melon, tomato, pepper.
The virions of different CMV isolates were purified from the infected plants and
speed of virions was detected by electrophoresis. Some regions on RNA-1, RNA-2,
coat protein and 2a protein genes of different isolates were amplified by RT-PCR.
The PCR product fragments were digested by restriction enziyfhds Eco RI,

Hind lll, Bam HI andMspl in RFLP researches and bands observed on agarose gel.

The results of research indicated that CMV-K, CMV-D and CMV-B isolates
are belong to subgroup IA. Three of them support satellite-RNA 700bp molecular
weight, CMV-K is a mild strain, the reason of symptom expression is the satellite-
RNA on CMV-K and this isolates can be used as control agent of cross-protection.

Key words: CMV, RT-PCR, RFLP, Subgroup, Satellite-RNA.
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laboratuar c¢agmalarinda yardimci olan Yard. Dog¢. Dr. Muharrem Arap
KAMBEROGLU, Aras. Gor. Mustafa KUSEK ve Aga Gor. Gokmen KOC' a ¢ok
tesekkur eder, saygilarimi sunarim.

Hayatimin her samasinda oldiu gibi doktora ¢aymalarim sirasinda da
maddi ve manevi hicbir degiai esirgemeyen ve beni destekleyen babam, annem,
ailemin tiim fertleri ve gm Feray CAGLAR’ a ¢ok tesekkiir ederim.
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saslayan C.U. Aratirma Fonu Merkezine $ekkir ederim
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SIMGELER veKISALTMALAR

APS:
BamHlI:
BSA:
Bp:

°C:
Cap:
CARNA:
cDNA:
CMV:
CMV-B:
CMV-D:
CMV-K:
CP:

Da:
dATP:
dCTP:
dd:
dGTP:

DIECA-Na:

DNA:
dNTP:
dsRNA:
dTTP:
Eco RI:
EDTA:
ELISA:
G:

Adenine

Ammonium persilfate

Endonukleaz restriksiyon enzimi
Bovine Serum Albumin

Base pair

Cytosine

Santigrad derece

Catabolite activator protein
Cucumber mosaic virus associated RNA
Komplementer Deoksiribontkleikasid
Cucumber Mosaic Virus

Cucumber Mosaic Virus- biber izolat
Cucumber Mosaic Virus- domates izolati
Cucumber Mosaic Virus-kavun izolati
Coat Protein (Kilif protein)

Dalton

Deoksiadenozintrifosfat
Deoksisitidintrifosfat

Double distile
Deoksiguanozintrifosfat

Sodyum dietildithiocarbomat
Deoksiribonukleikasit
Deoksinukleotidtrifosfat

Double stranded (gift iplikli)
Deoksitimidintrifosfat

Endontkleaz restriksiyon enzimi
Ethylenediaminetetraacetic acid
Enzim-Linked Immunosorbent Assay

Guanine
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ar: Gram

H-0: Su

Hindlll: Endonukleaz restriksiyon enzimi
Kb: Kilo base

kDa: Kilo dalton

M: Molarite

Mg: Miligram

pl: Mikrolitre

MI: Mililitre

Mlul: Endonukleaz restriksiyon enzimi
mM: Milimolar

M-MLV: Moloney Murine Leukemia Virus

MNSV: Melon Necrotic Spot Virus

Mol: Mol

MRNA: Messenger RNA

Mspl: Endonukleaz restriksiyon enzimi
MW: Molekil agirlig

Nm: Nanometre

Nt: Nukleotit

ORF: Okunabilir agik alanlar

PAGE: Polyacrilamid Gel Elektroforezi
PBS: Potasyum fosfat-tuz tamponu
PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
PEG: Polietilen Glikol

pH: Hidrojen iyonu konsantrasyonu
Pmol: Pikomol

Pr: Primer

PSV: Peanut Stunt Virus

PVY: Potato Virus Y

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism
RNA: Ribonukleikasit

Vil



RNAse: Ribonikleaz

rom: Dakikadaki devir sayisi

RT: Reverse Transcriptase
Sat-RNA: Satellit RNA

SDS: Sodyum dodesil sulfat

SLS: Sodyum lauril sarkosin

Syl Endonukleaz restriksiyon enzimi
SgMV: Squash Mosaic Virus

T: Thymine

TAE: Tris Asetik Asit EDTA

Taq: Termo stabil polimeraz enzimi
TAV: Tomato Aspermy Virus

TBE: Tris Boric Asit EDTA

TE: Tris EDTA

TNV: Tobacco necrossis virus

TMV: Tobacco Mosaic Virus

ToMV: Tomato Mosaic Virus

tRNA: Transfer RNA

TSWV: Tomato Spotted Wilt Virus

u: Unite

V: Hacim

VPQ: Virion Protein G (RNA'nin 5’ ucuna Bh protein)
WMV-2: Watermelon Mosaic Virus-2
W/V: Agirlik/hacim

ZYMV: Zucchini Yellow Mosaic Virus
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1. GIRIS Behcet KentillAR

1. GIRIS

Bolgemizde vyetitirilen sebzelerden kavun, domates ve biber erken ve gec
turfanda yetitiricilik yoninden dnemli sebzelerdendir. Vitamin deposu olmalari, her
mevsim taze olarak ve ayrica kurutmalik, sal¢caguytsstiriimis su, konserve tgu,
recel, ketcap olarak tiiketilmeleri nedeni ile hayatimizda énemli bir yere sahiptirler.

Turkiye'de 17.563.000 hektaslenen ve ekilen tarla alaninin 818.000
hektarinda toplam 20.678.500 ton sebze uretimi yapiimaktadirtiiletn toplam
sebzeler igerisinde kavun 1.735.000 ton, domates 9.820.000 ton, biber 1.790.000 ton
(dolmalik ve sivri) ile dnemli bir yere sahiptir. Atamanin yiratildgu Adana,
Mersin, Hatay veSanlurfa’ da toplam 119.315 ha alanda sebzeatygtnekte ve bu
alanda 152.058 ton kavun, 1.328.493 ton domates, 381.129 ton biber (dolmalik ve
sivri) dretimi yapilmaktadir (Anonymous, 2003). Bu illerdeki kavun, domates ve
biber tretim miktarlari karlastirildiginda tlkemizin kavun dretiminin % 8.76 sinin,
domates uretiminin % 11.86 sinin ve biber dretiminin % 21.29 unun bu illerden
karsilandgl ve adi gecgen illerin kavun, domates ve biber dretimin de Turkiye'de
onemli bir yere sahip oldw kagimiza ¢cikmaktadir.

Ulkemizde ve diinyada niifusun hizla artmasi ve besin kaynaklarinin giderek
azalmasi daha fazla Grin wétime zorunlulgunu da beraberinde getirmektedir.
Sebze dretim alanlarinin sinirl olmasi nedeniyle birim alandan alinacak trtnin
arttirlmasi ve mevcut miktarin korunmasi gerekmektedir. Bununla birlikte sebze
tariminda Uretimi ve daha fazla verim alinmasini engelleyen birgok canl ve cansiz
etmen bulunmaktadir. Canli etmenler igerisinde boyutu, kimyasal ve fiziksel yapisi,
enfeksiyonsekli, bitki icerisindeki ¢@almasi, tanmasi, simptom olgurmasi ve
etkin bir mucadelesinin olmayigibi yonleri ile viriis hastaliklarinin 6zel bir 6nemi
vardir (Agrios, 1997, Yilmaz ve Davis, 1984, Yilmaz ve ark., 1979 ve 1993).

Kiltdr Dbitkilerinde zararh viris hastaliklari igerisinde tutin mozaik
virisi'nden sonra en fazla konukgu cevresine sahip viris hiyar mozaik virtsu
(CMV) dir. Cok sayida irkinin bulunmasi, g@ala simptomlarin farkh bigimlerde

ortaya cikmasi ve simptomlarin elum seklini etkileyen satellit RNA’lerin
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¢ogalmasina yardimci olmasi hiyar mozaik virist (CMV)'ninstaraa konusu
olarak secilmesi fikrini verngtir.

CMV Bromoviridae familyasinin Cucumoviris genusuna ait bir virustar.
Yaprak bitleri ile non-persistent olaraktamakta ve dgada birgok monokotiledon
ve dikotiledon yabani ve kultir bitkisinde zararlara sebep olmaktadigad2o
konukgular1 tzerinde ¢ok g#i simptomlara neden oldiw gibi latent olarak ta
bulunmaktadir. CMV, alt grup | ve alt grup Il olmak Uzere iki ana alt gruba
ayrilmaktadir. Alt grup | de kendi igerisinde IA ve IB olarak iki bdlimde
siniflandiriimaktadir. Farkli alt gruplar icerisinde bulunan her irk birbirinden farkl
olarak biyolojik, serolojik ve genetik 6zelliklere sahiptirler ve bu farkliliklar viriistin
dogadaki davrasiarini etkilemektedir. Orrgn; konukgular tizerinde farkl irklarin
farkli simptomlar olgturmalari ve irklarin virionlarinin elektrikli ortamda farkh
hareket etmeleri gibi davragar ortaya ¢ikmaktadir.

CMV satellit RNA’lerin ¢gzalmalari igin yardimci viris fonksiyonuna sahip
bir virGstur. Satellit RNA’ler dgada var olan ve bitki ile ilgileri olmayan,
cogalabilmeleri icin yardimci bir virise Penli olan kuciuk nukleik asit
molekdlleridirler. Bu molekiller yardimci viristiin genomu ilgkilii olabilirler yada
olmayabilirler, ancak genetik olarak yardimci virisin genomu ile benzerlik
gosterebilirler. Her iki durumda da galmalari, bitki icerisinde tanmalar ve
infeksiyon yapabilmeleri i¢in yardimci bir virlise ihtiya¢ duyarlar yadarbkdirlar.
Virisun konukguklarda oklturdusu simptomlarin yapisini vgiddetini etkileyerek
hastalgin siddetini azaltir yada arttirirlar. Simptomlargiddetini etkilemelerinin
yani sira bazi satellit RNA’lar cross-protection yoluyla kontrol materyali olarakta
kullaniimaktadir ( Montasser ve ark., 1998; Monti ve ark., 1999).

Arastirma Adana, Mersin, Hatay v8anhurfa illerinde CMV’'nin kavun
(CMV-K), domates (CMV-D) ve biber (CMV-B) izolatlarinin altgrub analizlerini
yapmak, satellit RNA’lerin vargini ve molekidl grhklarin saptamak amaciyla
yapilmg ve CMV'nlin zararinin kavun, domates ve biberlerde artma nedenlerinin ve

viriisle micadele yollarinin agailmasi amaclanngir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

CMV'nin ilk defa Amerika'da hiyar bitkisinde bulungw Doolitle
tarafindan 1916 yilinda rapor ediytii (Brunt ve ark.,1990). CMV Bromoviridae
familyasi icerisindeCucumoviris genusuna ait bir virastir (Martelli, 2003a).
Cucumovirusler pozitif yikla tG¢ pargall genoma sahiptirler, Cucumoviriis genusu
icerisinde CMV gibi ¢eitli kaltur 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 virusler
bulunmaktadir.

Cucumoviris genusuna ait virisler bir ¢ok yabani ve kilttr bitkisinde
siddetlisinden zayif irkina gére gigen olcllerde bitkilerde bodugima, yapraklarda
mozaik ve bukilmeleseklinde simptomlara neden olmaktadir. Bu virusleyitige
vektor bocekler (yaprak bitleri ile non-persistent olarak), mekanik inokulasyon, a
ve tohum ile tanabilmekte, fakat bitkilerin birbiriyle temasi yoluyla
tasinmamaktadirlar (Anonymous, 2002a).

Cucumovirtsler zar§eklinde olmayan icosahedral simetri gosteren yakla
olarak 29-29.33-30 nm capinda tek tip partikillere sahiptirler. Nukleokapsitlerin
yuzeyindeki kapsomerlerin diizeni agikca veya karkndicimde yaklaik 32
kapsomerden ofimaktadir. Partikullerinin izoelektrik noktasi pH 5.5-5.716-6.05 ve
¢cOkelme katsayilari ise sirasiyla 98-116.6-152S dir. Partikullerin termal inaktivasyon
noktasi 50-56.66-7F°C, in-vitro'da canli kalma sureleri de 1-3,5-10 gundur.
Partikuller linear, pozitif yukli ve tek iplikli RNA-1, RNA-2 ve RNA-3 ‘ten gan
% 16-18.4-21.2 oraninda nukleik asid icerirler. Toplam genom ugzu@&500-8606-
8698 nt olup, en uzun segment (RNA-1) 3355-3384-3410 nt, ikinci uzunluktaki
segment (RNA-2) 2946-3018-3074 nt, uguncli segment (RNA-3) 2186-2199-2214
nt, dordinci segment ise (RNA-4) 1000 nt molek@irlgsindadir. Butin RNA’
larin 3" ugclari birbirine benzer ve her bir taxon icin de 200 nt uzunia
karekteristik bir bdlgeye 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 icerirler.
RNA’lerin 5' uclari bir adet cap, VPg proteini bulundururlar. RNA’lerin 3" uclari
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poly A bdlgesi bulundurmamaktadir. Butiin genomik RNA’lerin 3' uclarinda tRNA
benzeri bir bélge bulunmaktadir. Partikiller icerisinde genomik olmayan nikleik
asitler de mevcut olup genomik ve subgenomik (MRNA yada satellit RNA) nikleik
asitler birlikte paketlenmglerdir. RNA-3 Uzerinde 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, and Kaper,
1976). Sonug olarak viral genom RNA-1, RNA-2 ve tek molekildeganlRNA-3

ve RNA-4 olmak tzere uc¢ farkh partikilden meydana ggimiCMV cok
komponentli bir virls, bitkiyi infekte edebilmesi igin de partikillerin hepsine ayri
ayri ihtiyaci vardir. Virionlar % 78,8-81,6-6,84 oraninda protein icerirler. Viral
partikillerin yapisal proteinlerinin buyuldi 24240-24370-24500 Da olup virts
yapisal olmayan proteinleri de kodlamaktadir. Yapisal olmayan proteinlerin en
biylgti, 30000-33150-36300 Da; ortanca olani, 31000 Da ve en sonuncusu 9900
Da dur. Partikiller lipit icermemektedir. Virionlarin virisin gaémasindan
bagimsiz olarak yardimci viris 6zgiibulunmaktadir (Anonymous, 2002a).

CMV 1000’e yakin dgisik bitki tirinde ¢ok c¢gtli simptomlar oluturan
genk konukgu dizisine sahip bir virtistur (Palukaitis, P. ve ark., 1992; Kaper, J.M.
Waterworth, H.E., 1981). Palukaitis ve arkglda da 1992 yilinda CMV’'nilin yabani
ve kilttr bitkileri icerisinde 800’den fazla sayida bitki tiriinde zararh gidu
saptamglardir. Ayni sekilde CMV’'niin monokotiledon ve dikiledon 85 bitki
familyasi icerisinde 800 den fazla bitki turinde zararll gldul992 yilinda
Palukaitis ve arkagéar tarafindan rapor dilrgtir (Alonso-Parados ve ark., 1998).
Kaper ve Waterworth, (1981) tarafindan CMV’'nin tahillarda, meyvelerde,
sebzelerde ve sis bitkilerinde ekonomik kayiplara nedengadubildirmglerdir
(Hsu ve ark.,2000).

Dogal konukgulari icerisinde @onlukla Cucurbitaceae, Fabaceae ve
Solanaceae familyalarinagigArachis hypogea (L.), Capsicumannuum (L.), Cicer
arietinum (L.), Citrullus wilgaris (L.), Commelina nudiflora (L.), Cucumis sativus
(L.), Cucumis melo (L.), Cucurbita pepo (L.), Cucurbita maxima (Dutch.)
Dioscorea alata (L.), Ipomoea batatus (L.), Lens esculenta (Moench) Lycopersicon

esculentum (Mill) , Musa sapientum (L.), Musa textilis (L.), Nicotiana tabacum (L.),



2. ONCEK CALISMALAR Behcet KemalGLAR

Passiflora edulis, Phaseolus spp. (L.), Pisum sativum (L.), Psophocarpus
tetragonolopus (L.), Trifolium spp. (L.), Vicia faba (L.), Vigna angularis (Willd),
Vigna radiata (L.), ve Vigna unguiculata (L.) gibi bitkiler dagzal konukgulari
icerisinde yer almaktadir (Brunt ve ark., 1990).

Virls bitkilerin yapraklarinda hafifteiddetliye d@ru desisen mozaik,
yaprak deformasyonlari ile yada sadece boguowda yapraklardageelti otu seklinde
(fearn leaf) yaprak deformasyonlari (Kearney ve ark., 1990), yapraklarda ayakkabi
bagi olusumu, meyvelerde nekroz gibi simptomlar gilurmaktadir (Blancard,1988).
Cogunlukla konukgu ve virls izolatina glaolarak bitkilerde blyime bozukiu,
yaniklik, fan leaf, halkali lekeler, meyvelerde yuammalar ve nekrozlarla birlikte
bitki olumleri (Hsu ve ark.,2000) ve urinde %50 oraninda kayiplar ortaya
¢ctkmaktadir (Kucharek, ve ark., 1998). CMV, cezayir meeskde simptom
olusturmayan Broad Bean Wilt Virusu ile birlikte ayni bitkiygilandginda latent
bicimde simptom olgturmaktadir (Shukla ve ark., 1980).

CMV cok caitli yolla bitkiden bitkiye, bélgeden bélgeye ve ulkeler arasinda
tasinabilmektedir. CMV c¢ok sayida yaprak biti ile non-persistent olarak
tasinmaktadir. Pollard, (1973) viris’in 80 den fazla, Palukaitis ve ark., (1992)
viris’un 75 den fazla, Kaper ve Waterworth, (1981) viriisiin 60’dan fazla yaprak biti
turd ile non-persistent olarak staabildigini rapor etmglerdir. Yaprak bitleri
icerisindeMyzus persicaenin CMV’'nun bazi izolatlariniAphis gossypii’den daha
etkili tagidigi bildirilmistir (Tanne ve Zimmernan-Gries, 1980). Turkiye'de muzlarda
saptanan ve 6zcuruldiine neden olan iki virilent izolatfagossypii tarafindan en
fazla M. Rosea tarafindan en az orandsasitadigl, A fabae ve M. Rosea’nin virtisi
tasidigi bildirilmistir (Yilmaz, 1976).

Viris ayni zamanda mekanik inokulasyon se yolu ile (Cohen ve ark.,
1988) ve 19 farkli bitki turtinin tohumlari ilestamaktadir (Brunt ve ark., 1990).
1981 yilinda Davis ve arkaglarr CMV’'nin tohum kokenli oldgunu fasulye
tohumlarini testleyerek ortaya koystardir. Bu caljmada 1978 ve 1979 yillarinda
259 fasulye bitkisini ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) ile

testlemsler ve batun bitkiler viristen ari bulungtur. Ayni yontem ile yapilan
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tohum testlemelerinde 32 tohum igerisinde tek bir tohumda tohum kdkenli CMV’'nu
saptamglardir.

CMV yaklasik olarak 29 nm capinda ve 180 alt Gniteden (T= icosahedral
simetri gosteren) okan ve ¢okelme katsayilari yaklla 98S olan ( Rossinck, 2001),
polyhedral partikillere (virionlara) sahip olup bu partikuller ipliksi pozitif yuklu tek
iplikli ¢ 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 ayri ayri partikiller
icerisinde paketlenmiolup RNA-3 ve RNA-4 (Lot ve Kaper, 1976) veske bir
ihtimal olarak RNA-3 ve RNA4A ayni partikil igerisinde birlikte paketleghendir.

Bu 0Ozelliklerinden dolayr CMV ¢ok partikillu bir yapiya sahip olup bitkiyi enfekte
edebilmesi igin Ug tip partikiilin hepsine birden ihtiya¢ duymaktadir.

Peden ve Symons, (1973) yapnolduklari ¢alsmada CMV-Q irkindan 4
ana RNA izole etmgler ve bunlan %?2,4'lik polyacrylamide jelde
goruntilemglerdir. 16S ve 233scherichia coli ribozomal RNA'i marker olarak
kullanarak RNA-1, RNA-2, RNA-3 ve RNA—4'in molekigidiklarini sivi jelde
1,30X10, 1,13X16, 0,78X16 ve 0,34X16 olarak; %98'lik formamide icerisindeki
jelde 1,35X16, 1,16X10, 0,85X16 ve 0,35X16 Da olarak saptarslardir.
Arastiricilar calgma sonucunda U¢ biyik genin baklada lokal lezyona sebep
oldugunu ve simptom okumunda bu U¢ genin hepsine birden ihtiya¢c gldu
kanisina varmglardir.

RNA-1 tek pargadan (monocistronic) gllakta 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 iggrdRb proteinini de
kodlamaktadir. 2b proteini viriistin bitki icerisindeki hareketi ve virtlgnitzerinde
onemli bir role sahiptir (Galitelli, 2000 atfen Ding ve ark., 1995, 1996; Brigneti ve
ark., 1998; Li ve ark., 1998). RNA-3 de iki pargal (bicistronic) yapiya sahip olup
genin 5' yari tarafi 3a proteinini, 3' yari tarafi da kilif (CP) proteinini kodlamaktadir.

Kilf protein bolgesi subgenomik RNA-4 tarafindan kodlanir. Genin 5' yari
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tarafindaki 3a proteini virusun ayni zamanda hareketinden sorumlu hareket
(Movement) proteini olarak dizayn edilgtir.

CMV’nin bazi irklari RNA-5 olarak isimlendirilen feci bir RNA’e
sahiptir. Bu gen RNA-1 ve RNA-2 gibi genomik RNA’ lerin 3' ucunda duzensiz
olarak 300 niikleotidden agdan CMV RNA-5 bulundurmaktadir (Galitelli, 2000
atfen Bancard ve ark.,1996, 1997).

Collmer ve Kaper 1985 yilinda CMV’'niin RNA-3 ve RNA-4’tin 3' uglarinda
satellit RNA olarak isimlendirdikler CARNA-5 saptaghardir.

Genomik ve subgenomik RNA’lere ek olarak CMV’'nun bazi irklari
¢cogalmasi ve yaylmasi icin tamamen viral genoma&irbh ve satellit RNA
(satRNA) seklinde isimlendirilen kucik RNA’lere sahiptirler. Satellit RNA’ler
herhangi bir temel fonksiyonu ile yardimci virisu desteklemezler. Ancak bazi
satellit RNA’ler CMV tarafindan bitki icerisinde sistemik olarakitarlar (Bernal,
ve Garcia-Arenal, 1994). Bilinen CMV satellit RNA’ler 335-405 nt derswiwe
fonksiyonel olarak gorunte herhangi bir okuna bilir bélge (ORF) icermezler. Bu
RNA’ler dogada ¢ok cgtli varyantlara sahiptirler ve bazen yardimci viriis’in neden
oldugu hastalgin siddetini arttirabilir veya azaltabilirler (Galitelli, 2000 atfen
Garcia-Arenald ve Palukaitis, 1999).

CMV partikulleri ve bitiin genomik RNA'leri virisiin gdada var olan farkli
izolatlarinin siniflandiriimasinda kullanilabilmektedir (Hsu ve ark., 2000).

CMV, genomik RNA’leri tGzerindeki genetik yapilarina ve baz dizilimi
benzerliklerine gdre alt grup | (WT) ve alt grup Il (S) (Galitelli, 1998) diye iki alt
grubda toplanmlardir. Yapilan surveyler sonucundagdda CMV izolatlarinin
%70'inin alt grup I'e, %20’sinin de alt grup II' ye ait olgu saptannstir (Hsu ve
ark., 2000).

Daha sonra CMV'nun serolojik Ozellikleri ve kilif protein geni niukleotid
dizilimlerine gore alt grup | ve alt grup Il diye iki alt gruba aygldn, alt grup |
icerisinde bir ¢ok irk Gizerinde yapilan gaialar sonucunda 26 CMV irkinin RNA-3
geninin 5' ucuna yakin bdlgede cevrilmeroblgelerin bulundgunu ve CMV’niin
IA, IB ve Il olarak alt gruplandiriimasi geregini, 5' ucuna yakin bélgenin her alt

grup icin farkl oldgu saptanmstir (Rossinck ve ark., 1999).
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Rossinck 2002 yilinda farkli RNA’ler tzerindeki 3 ORF’nin (Okunabilir agik
bblge) hepsinin CMV’'nin alt gruplandiriimasini agiklangath ve hepsinin
kullanilamayacgini, genlerin evrimsel ggiminde 1a ve 3a proteinlerini kodlayan
ORF’lerin ¢ok daha ygun olduysu ve viris’ln filogenetik siniflandiriimasinda 2a ve
kilif proteinin kodlandgi ORF’ler kadar rol alamagini rapor etmytir.

CMV izolatlarinin farkh alt grup’lara dahil olup olmadiklarini saptamak
amaciyla yapilan g@er bir calsmada 30 CMV izolatinin biyolojik (konukcgu
reaksiyonu), serolojik (ELISA), fiziksel (PAGE; Ployacryamide Gel Electroforesis)
yontemler ile karekterizasyonu protein analizleri ve cift iplikli RNA (dsRNA)
analizleri yapilmgtir. Bu c¢algsma sirasinda kullanilan butin yontemler CMV’'niin
CMV-1 ve CMV-Il olmak Uzere iki ana alt gruba ayrgani ve dsRNA analizine ve
konukgu reaksiyonuna dayali olarak alt grup CMV-I'inde CMV-la ve CMV-Ib diye
ikiye ayrildigini gostermitir ( Daniels ve Campbell, 1992).

Finetti Sialer ve ark., (1999) CMV'nun alt grup’lari konusunda sgz
yapmslar ve ellerinde bulunan CMV-TTS, CMV-FL ve CMV-77 izolatlarinin
hangi alt gruba dabhil oldunu saptamlardir. Kontrol olarak ta CMV-Fny (alt grup
IA), CMV-Tfn (alt grup IB ), CMV-S (alt grup Il ), izolatlarini kullangtardir.
Calismada 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 cogaltarak bu bolged#lul restriksiyon enziminin tanigh ve kestgi bdlgenin
varligini kontrol etmglerdir. Bu izolatlardan nukleik asit izolasyonu yaglan
RNA-2 genomik RNA'i Gzerinde 650 bplik bir bdlgeyi (RW8) 5-GGTTCGAA
(AG)(AG)(AT)ATAACCGGG-3' ve (RV11) 5-GTTTATTTACAAGAGCGTAC
GG-3' dejenere primer’lerini kullanarak PCR yontemi ilesajonlardir. Daha
sonra PCR urananilul restriksiyon enzimi kullanarak RFPL gahasina tabi
tutmuwslardir. Bu enzimin tanigh ve kestgi bélgenin (AVCGCG T/ T GCGQ@AA)
varligina yada bu bdlgenin sayisina gore izolatlari gruplanglardir. RFLP
calsmasi sonucunda CMV-TTS, CMV-FL izolatlarinin RNA-2 geninigajblan
bblgesinde 470 bp vel60 bp’lik iki par¢a ortaya ¢ikne bu izolatlar alt grup 1B
ye, CMV-77 izolatinda kesilen parga gozlenenseveibu izolat alt grup 1A ya dahil
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edilmigtir. CMV-77 izolatt CMV-Fny (alt grup IA) ile, CMV-TTS, CMV-FL
izolatlari CMV-Ttn (alt grup 1B ) ile ayni sonucu vegti. CMV-S (alt grup 1)
izolatinda 320 bp, 170 bp ve 150 bp’lik G¢ tane fragment ortaya ghenbu da
daha dnceden belirtilgi gibi alt grup II' ye dahil edilmgtir. Bu ydntem ile
CMV'nun grublandiriimasinda izolatlarin alt grup 1, alt grup Il olarak
gruplandiriimasindan daha cok alt grup IA, alt grup IB ve alt grup Il olarak
gruplandirilabilecgi bildirilmi stir.

Turkiye'de balardan toplanan CMV-YA200, limonlardan toplanan CMV-
L43 ve Italya’da portakallardan toplanan CMV-OR izolatlarinin Paradies ve ark.,
(2000) tarafindan biyolojik ve molekuler karakterizasyonu yagiraibu izolatlarin
hangi alt grup’a ait oldgu saptannstir. Arastirmada hedef nikleik asit olarak RNA-
1 ve RNA-2 genomik RNA’inin belirli bir bélgesini spesifik primerler kullanarak
RT-PCR-RFLP yontemi ile ¢altarak c¢galtilan bu boélgedeMlul ve Sspl
restriksiyon enzimlerinin tanigh ve kestgi bdlgenin var olup olmag: kontrol
edilmis ve 2a proteinini kodlayan gen bdlgesininde ayrica karakterizasyonu
yapilmstir. Hedef olarak RNA-2 tzerindeki ¢ginada kontrol izolat olarak CMV-
FL (alt grup 1B), RNA-1 tzerindeki ¢gmada CMV-S (alt grup II) irklarini kontrol
olarak kullanmglardir. Bu izolatlar dan nukleik asit izolasyonu yaglarn ve yine
Finetti Sialer ve ark., (1999)'nin kullar@i(RW8) 5'-GGTTCGAA(AG)(AG)(AT)A
TAACCGGG-3' ve (RV11l) 5-GTTTATTTACAAGAGCGTACGG-3' dejenere
primer’lerini kullanarak RNA-2 Uzerinde 650 bp molekigiraginda bir bolgeyi,
(R1-3) 5-CATAGTC(CT)TT(GATC)ATAGAGGGGAACC-3' ve (R1-5) 5-
TGAAGGGAACGATGATGTTCG-3' dejenere primer’lerini kullanarak RNA-1
Uzerinde 408 bp molekulgaliginda bir bolgeyi PCR yontemi ile galtmlardir.
Daha sonra bu PCR urlnleriMlul ve Sspl restriksiyon enzimlerini kullanarak
RFPL calgmasina tabi tutmgadir. Bu enzimlerderMIul enziminin tanidii ve
kestigi (AYCGCG T/ T GCG@A), Sspl enziminin tanidii ve kestgi (AAT YATT
| TTALTAA) bolgelerin varlgina ve bu bolgelerin sayilarina gore izolatlari
gruplandirmglardir. RFLP ¢akmasi sonucunda RNA-2 lzerinde yapilansgatada
¢ogaltilan PCR runlerMIul enzimi ile muamele edilngi CMV-YA200, CMV-L43

ve CMV-OR izolatlarin hi¢birisinde kesilen parca gdzlenemdiizolatlar alt grup
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IA ya dahil edilmgtir. Daha dnceden rapor edigligibi CMV-FL (alt grup IB)
izolatinda 470 bp ve 160 bp’lik iki parca elde edilerek bu izolat alt grup IB i¢erindeki
yerini korumytur. RNA-1 Uzerinde yapilan ¢giinada ¢@altilan PCR GrinlerMlul

ve Sspl enzimleri ile muamele edilpi CMV-YA200, CMV-L43 ve CMV-OR
izolatlarin higbirisinde her iki enzim muamelesinde kesilen parga gdzlengrbami
izolatlar alt grup 1A ya dabhil edilngiir. CMV-S (alt grup 1) izolatindaMlul enzimi

ile muamelesi sonucunda 250 bp vel50 bp’lik iki fragment elde edimibu
izolatta alt grup Il igerisindeki yerini korurgiur. Calgma sirasinca ayrica CMV-
Fny irkinin 2035-2056 bolgesine komplementer 5-TTACC(AG)AACTCATCAGA
GAGTA-3' ve CMV-Fny irkinin 1864-1883 bolgesine komplementer 5'-TTTGC(A
CT)TGGTG(CT)TA(CT)GACAC-3' primerler kullanilarak CMV'nin RNA-2
Uzerinde bulunan ve 2a proteinin kodlaghd194 bp’lik bdlge c@altmslar ve
karakterize etmglerdir. Calgma sonucunda da 194 bp’lik bant elde ekendir.
Biyolojik calismalar sirasinda CMV-YA200 izolatini. glutinosa’da sistemik
mozaik ve sistemik yaprak deformasyoil tabacum “Xanthi”de sistemik mozaik

ve sistemik nekrosis; CMV-L43 izolatiniN. glutinosa’da sistemik mozaik ve
sistemik yaprak deformasyonil. tabacum "Xanthi"de sistemik hafif mozaik ve
CMV-OR izolatinin N. glutinosa’da sistemik mozaik ve sistemik yaprak
deformasyonu. tabacum “Xanthi"de sistemik mozaik simptomu slurdusu ve
hicbir izolatin domateste fearn lef simptomustlmmadg rapor edilmgtir.

Singh ve ark., (1995kcoRlI, Hindlll, BamHI ve Mspl restriksiyon enzimleri
kullanilarak infectious chlorosis hasfaha sebep olan CMV alt grup | izolatlarinin
karakterizasyonu amaciyla yaptiklari bir gaada CMV-SL, CMV-LY ve CMV-
MR izolatlarinin alt grup analizlerini yapghardir. Argtirmada hedef nikleik asit
olarak kilif protein geni kullaniingive RNAnin belirli bir bélgesi (Downstream): 5'-
GCCGTAAGCTGGATGGACAA-3' ve (Upstream): 5-TATGATAAGAAGCTTG
TTTCGCG-3' primerler ¢ifti kullanilarak RT-PCR-RFLP yontemi il&gltiimis ve
bu boélgedeEcoRlI (GYAATT C / C TTAAAG), Hindlll (AVAGCT T/ T
TCGAAA), BamHI (GYGATC C/ C CTAGAG) veMspl (CYCG G/ G GAC)
restriksiyon enzimlerinin tanigh ve kestgi bolgenin varlgini kontrol etmglerdir.

Kullanilan primer ¢ifti alt grup Il igin 499-502 bp’lik, alt grup I igin 486-488 bp’lik
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bir boélgeyi cgaltabilmektedir. Argtirma sonucunda u¢ izoldEcoRI enzimi ile
muamele edildiinde CMV-SL ve CMV-MR izolatlarinda herhangi bir kesilen
bblgenin bulunmagh, ancak CMV-LY izolatinda kesilen bolgenin bulugduve
329 bp vel70bp’lik iki parcanin gozlegdi Hindlll ve BamHI enzimleri ile
muamele edildiinde Uc¢ izolatin higbirinde kesilen bdlgenin bulm@adve farkl
parcalarin gozlenmegii Mspl enzimi ile muamele edildginde CMV-SL ve CMV-
MR izolatlarinda kesilen bdlgenin bulungluve 337 bp ve 151 bp’lik iki parganin,
CMV-LY izolatinda kesilen boélgenin bulungu ve 197 bp, 151 bp, 126 bp’lik t¢
parcanin gozlendi ortaya ¢ikmgtir. Arastirmacilar bu sonuglara dayanarak CMV-
SL ve CMV-MR izolatlarinin alt grup I'e ve CMV-LY izolatinin alt grup II'ye ait
oldugunu ortaya koymglardir.

Farklh CMV izolatlari arasindaki serolojik gkilerin belirlenmesi amaciyla
Xu ve Barnett, (1984) CMV-CA, CMV-D, CMV-S ve Peanut Stunt Viris’anin E, W
yada T irklarini CMV antiserumu kullanarak Gel Diflizyon testine tabi tglardir.
Arastirmada CMV-CA ile CMV-D arasinda herhangi bir serolojik farklilik
bulunmamasina kein CMV-CA ile CMV-S arasinda serolojik farklilik saptargm.

Xu ve Barnett, (1984) Tomato Aspermy Virus (TAV)'den serolojik olarak farkli olan
CMV-CA ile Peanut Stunt Viriis (PSV)'nin E, W yada T irklari arasinda da herhangi
bir serolojik benzerlik olmagdini saptansiardir.

CMV ve PSV serotiplerinin ve tanilanmasi lzerine Ahmad ve Scott,
(1985)'un yaptg bir calsmada 10 CMV ve 2 PSV izolatin konukgu reaksiyonu,
simptomatolojik ver serolojik 6zellikler agarilmis ve CMV izolatlarini konukgu
dizisi ve simptomlarina ve serolojik gkilerine gore 2 gruba ayirglardir.
Kiyaslanan butiin CMV Arkansas izolatlarinin DTL serogruba, PSV izolatlarinin da
W serogruba ait oldiunu saptamglardir.

Kuwite ve Purficull, (1982) mekanik inokulasyon, yaprak biti ilgrian ve
kanath fasulye de klorotik halkali leke, bakla’da mozaik simptomlarina neden olan
CMV-B irki ile CMV-Piers’ yellow irkini ve baklanin kka bir CMV irki arasinda
serolojik iliski oldugunu rapor etrglerdir.

Farkl alt gruplara ait CMV izolatlarinin virionlarinin elektrikli ortamdaki

hareket hizlarinin kadastiriimasi amaciyla Rodriguez ve ark., (1995)'nin yaptiklari
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bir calsmada CMV-35, CMV-SD1, CMV-Gi, CMV-Ke, CMV-Or, CMV-SD2
izolatlarini, kontrol olarakta, elektrikli ortamda hizli CMV-S (alt grup Il) ve yava
hareket eden CMV-P (alt grup ) izolati kullagtardir. Kullanilan izolatlarin
virionlari saflgtiriimis ve %1,2’lik agaroz jelde 60V elektrik akimi verilerek 2 saat
kosulmustur. Calgma sonucunda CMV-35, CMV-SD1, CMV-Gi, CMV-Ke, CMV-
Or, CMV-SD2 izolatlarinin virionlart CMV-P (alt grup 1) izolati virionlari ile ayni
hizda hareket etrgtir. Bu sonugla ardirmacilar bu izolatlarin alt grup I' e ait
oldugunu saptamglardir. Ayni calsmada izolatlarin konukgularda gturduklari
simptomlar hakkindaki sonuglarinda; alt grup | izolatlaringuooinsiddetli mozaik

ve yaprak deformasyonu gturdugunu rapor etrglerdir.

Suzuki ve ark., (1991)'nin RNA-3'Un gorevi ile ilgili olarak yapmiduklari
calmada CMV-Y irkinin RNA-1, RNA-2 ve RNA-3’Un butin kopyasini modifiye
edilmis T7 promotor geni ile cDNA olarak klonlagtardir. Genleri 5' ucuna yakin
bolgedeki bu ekstra kugik viral olmayan nikleotitler RNA-1 ve RNA-2’nin
infektivitesini azaltmy fakat RNA-3'U0 etkilememstir. RNA-3’Un 3a proteini ve
kilif proteinin kodlandl bdlgelerinide icine alacakekilde RNA-3'Un butin
genomundan géli cDNA mutantlari elde edilngive RNA-1 ve RNA-2 ile birlikte
tutin bitkilerine aktariingtir. Bu mutantlar bitkide sistemik simptom
olusturmamstir. RNA-3’tn N-terminal ucunda kilif protein bdlgesinde kiguk
degisiklik yapilan bir mutant bakla’da lokal lezyon ve titinde lokal klorotik lekeler
seklinde simptom olgturmustur. Bu calgmanin sonucunda 3a proteini ve kilif
proteininin CMV’nuin bitki icerisinde uzun mesafelerde hareketipiegagini ortaya
koymuwlardir. Ayni sekilde Canto ve ark., (1997) RNA-3 uzerindeki kiguk
modifikasyonlarin  bitkilerde  sistemik  mozaik ismptomu solunu
gercgeklgtiremediklerini bildirmglerdir.

Nagano ve ark., (1999) RNA-3 lzerinde farkh uglarda kodlgmian 3a ve
kilif proteinlerinin birbirileri ile olan uyum ifkisi virisin hicreden hilcreye
hareketinden sorumlu olgunu bildirmglerdir. Bununla birlikte Gal-On ve ark.,
(21994)'nin Fny-CMV ve Syn-CMV irklari ile enfekteli bitkilerde bu irklarin 2a, 3a
ve kilif proteinlerini kodlayan genleri ve bu irklarin giurdusu sistemik

simptomlar Uzerinde yaptiklari gtamalar, sistemik simptom gegin hizinin

12



2. ONCEK CALISMALAR Behcet KemalGLAR

virisiin ¢@alma hizindan daha c¢ok hareket proteinlerinigagma hizi ile ilgkili
oldugu sonucunu ortaya ¢ikargtir

CMV’'nun kilif proteininin  virdsuin bitki icerisinde uzun mesafelere
tasinmasinda konukguya 6zel bir rolt vardir viec@nis sativus CMV igin sistemik
bir konukgudur. Hiyarda sistemik simptom gluwamayan Tomato Aspermy
Cucumovirus’'unun 1 irki (1-TAV) hiyar bitkisine CMV ile birlikte aktarijmre
bitkide c¢agalmasi sglanmstir. Daha sonra yapilan testlerde TAV'In bitkide
muntazam olmayan kismi yayllmasinin CMV ile kikrenfeksiyonu ile sdandgi
sonucu ortaya ¢ikartilgtir. Hiyar bitkisi ile 1-TAV RNA'inin ve CMV'nin RNA—

1, RNA-2 ve RNA-3’in kombinasyonu sonucunda RNA-3’lin tekrizal-TAV'Un
bitkide uzun mesafelere siamasindan sorumlu ol@unu bildirilmistir. Arastirma
sirasinda CMV’'nun 3a ve kilif proteinini kodlayan bélgede bazi mutasyonlar
belirlenms ve kihf proteinlerinin konukguya spesifik fonksiyonlar gostgrdi
sonucunu ortaya koyulmgtur (Taliansky ve Garcia-Arenal, 1995).

CMV'nin kilif proteinini kodlayan genin fonksiyonlari tzerinde Perry ve
arkadalarinin 1994 yilindaki yapmiolduklari ¢algmada virisun Fny-CMV ve M-
CMV irklarini kullanarak Aphis gossypii ile tasima denemesi yapgiardir. Bu
calsma sonucunda kilif protein geni tzerindeki genetilgigdiliklerin virtisun
yaprak biti ile tainmasini etkilediini ve kilif protein geninin vektdr boceklerle
tasinmayi belirledgini rapor etmglerdir (Perry ve ark., 1994). Benzer gala Peryy
ve ark. (1998) tarafindan yapirmve sonugta yaprak biti ile ggnan Fny-CMV irki
ile yaprak biti ile gok zayif olarak ggman M-CMV irkinin kilif proteinini kodlayan
genlerde bazi genetik farkliliklar saptalandir.

Gould ve ark., (1978) argardiklari CMV'iinde yaklaik olarak 0.12X16
Da molekul grrliginda RNA-5 ve Satellit RNA bulmgtardir. CMV ve Tomato
Aspermy Virus'inin bu RNA’lerin ggalmasi i¢in yardimci viris olarak rol gk
rapor etmglerdir.

Satellit RNA'ler bitki ile tam olarak alakasi olmayip ggdabilmeleri igin
yardimci virise bamhdirlar. Satellit'ler a)-kendine ait protein kilif iginde
bulunanlar (satellit viris), b)-yardimci virisiin protein kilifi icerisinde bulunanlar
(satellit RNA) olarak iki kategoriye ayrilirlar (Martelli, 2003b).
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Viral satellit RNA’ler viral genoma ait olmamakla birlikte genomun terminal
ucuna benzeyen tek iplikli kigik mRNA’lerin bir molekili olugglonasi icin 6zel
bir yardimci viris bgimhdirlar. Kendi genetik yapilarini kalip olarak kullanarak
bitki hicresinde ¢galirlar. Yardimci virisin gglmasi ile ilgki igerisinde
simptomun olgumunu etkilerler. Dgada iki ¢git satellit viris olup bunlarin
yardimci virisleri Tobacco necrosis virus (TNV) ve Tobacco mosaic virus (TMV).
Bu satellit virislerin her ikisi de 18 nm ¢apinda ve yardimci virislerden farkl olan
kilif proteinlere sahip olup, sahip olduklari tek pargali (monocistronic) genomik
RNA’leri tarafindan kodlanir (Martelli, 2003b)..

Satellit RNA'ler; a)-Yapisal olmayan ve fonksiyonlari bilinmeyen proteinleri
kodlayan buyuk molekil garligina sahip (yakkak 500K) ipliksi, tek pargali
messenger molekuller (Nepovirlstedhtleri), b)-Daha kugiuk molekil garliginda
(yaklasik 200-250 K) messenger olmayan ipliksi molekuiller (Tombusviris ve
Carmovirlis satellitleri), c)- Dahada kucuk molekigraginda (yaklaik 150 K)
ipliksi yada sarmal yapida messenger olmayan molekuller (Cucumovirtis, Nepoviris
ne Sobemovirlis satellitleri) olmak tzeregdda Ug tipte bulunmaktadir (Martelli,
2003b).

Satellit RNA’in CMV'nun Gzerindeki etkileri Uzerine Valencia'da
domateslerde nekrogenik sendromun ortaya ¢ikmasina kadar yapilan surveylerde
Ispanya CMV izolatlarinin satellit RNA bulundurmgdi ve bu sendrom ortaya
ciktiktan sonra CMV domates izolatinin nekrogenik satellit RNA’lerigagaasini
destekledikleri satellit RNA'in domateslerde viriisiin simptgddetini arttirdgini
ortaya koymglardir. Bu sendromun ortaya ¢ikmasindan sonra virtsin satellit RNA
varyantlarini destekleyerek galttiklari ve domateslerde epidemelere sebep
oldugunu ve ¢akma sonucunda CMV-satRNA’in CMV’'niin epidemi yapmasina
neden oldgunu rapor etmgler ve viriisle miucadelede virisin simptgmddetini
azaltici sattellit RNA’lerin biyolojik kontrol malzemesi olarak kullaniimasini
onermslerdir (Alonso-Prados ve ark., 1998).

Dogal ve 390 nt molekul @rligina sahip satellit RNA'i destekleyen bir
CMV domates meyve nekrozu hagtal{CMV-Tfn)'ni olusturmak igin cam serada

deneme ksgullarinda kullanilmgtir. Bu virlis domateslerde iletim demetleri ve
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meyvelerde meyve nekrozu hastalin oluturdusu simptomlarin hemen hemen
aynisini olgturmustur. Diger yandan satellit RNA domateste virtisiin arazideki tipik
simptomlarinin hafiflemesini gamsstir. Bu ¢algma ile CMV-satRNA’lerinin yeni

bir biyolojik 6zelligi ortaya konmstur (Crescenzi ve ark., 1993).

Satellit RNA'lerin d@ada az oranda farkli baz dizilimine sahigigerinin
bulundwunu ve bu kuclik farklign patojenite lzerinde olumsuz etkilerinin
olabilecesini ve bu farkh satellit RNA’lerin kendi yardimci virtslerin kontroliinde
kullanilabilecgi Moriones ve ark.(1991) tarafindan bildirilgtir. Yine dosada
genetik olarak cok kuguk farhliklarda satellit RNA’lerin bulugdau ve kigik
genetik farkliliklarin farkh konukgularda CMV-satRNA’ler Uzerinde c¢ok buyuk
etkilerinin olabilecgi rapor edilmstir (Garcia-Arenal ve ark., 1987).

Palukaitis ve Zaitlin, (1984) yapmiolduklari calgmalar sonucunda
CMV’'nun domateslerde ¢ok iyi karakterize edignmiekrotik simptom olgturmayan
G-satRNA ile nekrotik simptom ogturan n-CARNA-5’ler ve ayrica baz dizilimi
yakin ve domateslerde nekrotik simptoma sebep olmayan yegit BegatRNA ve
WL-satRNA'lerini saptangiardir. B-satRNA ve WL-satRNA’leri birka¢ nikleotid
farkhligi olmasina kawn genetik olarak birbirleri ile G-satRNA ve n-CARNA-
5’lerin benzerlginden daha fazla yakin olduklarini, bunaskarB-satRNA ve WL-
satRNA’lerinin  genetik olarak G-satRNA'ya n-CARNA-5'dan daha yakin
olduklarini ortaya koymglardir. WL-satRNA CMV’'nin domates bitkilerinde
bulunmasi ile beyaz yapragh sebep olmaktadir (Gonsalves ve ark., 1982).

CMV'niin D-sat RNA (D-sat) populasyonlarinin buyuk oranlarda genetik
farkhliga sahip bolgeler bulundurmalari bu molekullerin dikkatgedebir sekilde
birbirinden ayriimalarini sdamaktadir. Bu RNA’ler farkh bitkilere aktarildiklari
zaman bitki icerisinde yardimci virisin degstde cogalmakta ve bu ggalan
RNA’ler dogada bulunan orijinal genetik yapidan farkli olabilmektedir (Kurath ve
Palukaitis, 1990).

Daha sonrdspanyada CMV epidemileri stiresince CMV satellit RNA' lerin
genetik caitlili gini saptamak amaciyla 1989, 1990 ve 1991 yillarinda 6& ce
CMV-satRNA varyantinin karakterizasyonu yapgtm Calsma sonucunda CMV-

satRNA’lerin evriminin epidemileri de beraberinde gefimdi ve blylk genetik
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farkhliga sahip CMV-satRNA’lerin ¢cok géli populasyonlart olgturdusunu ve
bunun yildan yila artagasaptanmtir (Aranda ve ark., 1993).

Ispanya’nin dgusunda 1986 ve 1992 yillari arasinda CMV ve CMV satellit
RNA’ler domates nekrotik hastgliepidemilerine sebep olrgiur. 1989'dan dnce
ortaya cikan domates nekrotik hagialil1991 den sonra komple ortadan
kaybolmutur. Bu sonuctan sonra CMV ve CMV satellit RNA ile infekteli bitkilerin
analizleri bu viruslerin olgturdusu nekrogenik fenotipler Gzerinde yapilan
calsmalarin sonucunda domates nekrotik hagtain ortadan kaybolmasinin satellit
RNA poptlasyonlarinda ortaya ¢ikan genetikigiklerden kaynaklang ve satellit
RNA’larin virisun bitkilerde olgturdugu simptom fenotipini etkilegi bildirilmi stir
(Escriu ve ark. 2000).

Yine farkli satellite RNA varyantlari Uzerinde yapilan bir gahda 1988 ile
1993 yillar arasindétalya’da CMV'niin epidemileri stiresince 22 CMV satRNA’in
primer yapisi ve biyolojik Ozellikleri agariimistir. Bu CMV satRNA’lerden 11
tanesi’'nin CMV alt grup II'e, 10 tanesi CMV alt grup I'e ve 1 tanesi de her iki alt
grup irklarina yakin bulurgtur. Bu CMV satRNA’ler domates fidelerine inokule
edildiginde olwan simptomlarin satellit RNA’lerin genetik yapilarina gore nekrotik
simptom ve simptom ofturmadgi gdzlenmgtir. Bu sonucla CMV satRNA’lardaki
genetik farklilklarin simptom okwmunda buylk etki gostegdi bildirilmi stir
(Grieco ve ark., 1997).

Satellit RNA’lerin CMV Uzerindeki etkisi ile ilgili olarak 1995 yilinda
yapilan cakmada satellit RNA'in Solanaceae ve kabakgiller familyasina ait
bitkilerde CMV’'nuin miktarini etkiledi sonucu ortaya cikrgir. Satellit RNA'in
bulunmadg durumda her iki konukguda son inokulasyondan 7 gin sonra CMV-Fny
ve CMV-Sny irklarinin RNA’lerinin birikim seviyelerinin birbirine yaklik oldugu,

14 giin sonra CMV-Fny RNA’lerinin daha az ofiy CMV-Sny birikiminin sadece
tutinde CMV-Fny den daha yuksek ogdubildirilmistir. Satellit RNA’lerin varlgi
durumunda titin ve kabakta inokulasyondan 7 giin sonra CMV-Fny irkinin RNA-1,
RNA-2 ve protein ¢galmasinin olumsuz yonde etkileggdiancak CMV-Sny irkini
etkilenmedgi bildirilmis olup 14 gin sonra CMV-Fny RNA’lar1 ve proteinleri her

iki konukguda azalng) tinde CMV-Sny irkinin RNA-1 ve RNA-2’ si azalgrfekat
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kabakta etkilenmermgir. CMV-Sny irki kabakta satellit RNA'i desteklememektedir
(Gal-on ve ark., 1995). Camalar satellit RNA’lerin virisun irklarina ve konukguya
gore dgismek Uzere virisin bitkideki @galma miktarini etkiledi fikrini
vermektedir.

Kearney ve ark.,(1990) satellit RNA’lerin CMV Uzerindeki etkisi konusunda
yaptiklari g¢algmalar sirasinda domateste morarma, sararma, nekrotik lezyon ve
siddetli bodurlamaya sebep olan yeni bir CMV-Chi irkini ve bu irkta ayni zamanda
bir satellite RNA (sat-Chi) saptagfardir. CMV-genomik RNA'lerinin satellite
RNA'den ayri olarak elde edilip bitkiye verilmesiyle domateste arazidekine benzer
siddetli simptomlar gozlengier fakat nekrotik lezyon gdzleyemeglerdir. Ayni
bitkiye satellite RNA’lerin aktariimasindan sonra bitkilerde nekrotik simptomlarin
olustugunu ve 6 haftada domateslerin Gidiati gozlemlemsierdir. Bu sonucla
satellit RNA’lerin CMV'nun bitkide simptom okumunu siddetlendirdgini rapor
etmglerdir. Benzersekilde yapilan bir cagmada (Takanami, 1981) tutinde parlak
bir sarilik simptom olgturan CMV’'inde buyuk molekulgarligina sahip Satellit
RNA bulunmytur. Bu satellit RNA’ler izole edilnsi daha sonra satellit RNA
bulundurmayan ve yé mozaik simptomuna sebep olan CMV ile kakiolarak
tutin bitkilerine inokule edilgiinde butin bitkilerde parlak bir sarilik simptomu
ortaya cikmgtir. Burada parlak bir sarilik simptomunun satellit RNA tarafindan
olusturuldugu sonucuna varilngtir.

Satellit RNA’lerin CMV'nlin simptomsiddetini arttirmasinin yaninda bazi
faydali yonleri de bulunmaktadir. Bu tur satellit RNA’ler CMV'ngiddetli irklari
ile micadele etmek icin kahkh koruma yonteminde kullanilabilmektedir. Bu
konuda Montasser ve ark., (1998)'nin yaptiklarisgahda satellit RNA'i kullanarak
CMV ile mucadele yollari agairmiglardir. Faydali yada iyi huylu bir satellit RNA’i
a1 maddesi yada ilk inokulum (preinokulum) kagnalarak CMV-S zayif irki ile
birlikte combine etngier ve bu kombinasyonun arazi ve serautiarinda biber ve
kavun bitkilerinde CMV’nurgiddetli CMV-D ve CMV-16 irklarinin kontrol altina
alinabilirligini saptamglardir. CMV-D ve CMV-16 1irklari biber ve kavunda %33-60
oraninda urun kayiplarina neden olmakta, CMV-S zayif irki ise biberde ¢ok az bir

uriin kaybina neden olmakta ve kavunu hi¢ etkilememektedigtiAcaar ihmli
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satRNA ve CMV-S kombinasyonunu farkli zamanlarda bitkilere aktayv@idaha
sonra bu bitkilergiddetli CMV-D ve CMV-16 irklari verildiinde batin bitkilerin
siddetli CMV 1irklarina kagi korundi@gu sonucu ortaya cikitir. Uygulama yapilan
biber bitkilerinden elde edilen Griin miktarigg&li kontrol bitkilerdeki Grindn
%80'i ve kavun bitkilerinde @kl kontrol bitkilerdeki Grinin %100'G olarak
kaydedilmgtir. Bu calsma ile ihmli satellit RNA’lerin CMV’ningiddetli irklari ile
biyolojik mucadelede kullanilabilegmi ortaya koymuglardir.

Monti ve ark., (1999)italya’”da CMV’nin faydall yada ihiml satellit
RNA’lerinin aktarildgr domates bitkilerinde CMV’'nin durumunu kontrol
etmglerdir. Testler suresince verimlilik, viris Fonlugu ve satellit RNA'in
yayilmalari kontrol edilnsi ve sonugta infekteli bitki icerisinde kontrol bitkilere
oranla virtsin dguk oldusu, transgenik bitkilerde satellit RNA'lerin hastalk
siddetini arttirmadiini saptanglardir. Bu sekilde 1limli yada faydali satellit
RNA’lerin virusle micadelede kullanilabiligii bir kez daha ortaya konrgiwr.

Benzer ¢cakmalar Cillo ve ark., (2004) tarafindan yurutugtiir. CMV Tfn-
satRNA’in faydali yada ihmli satellit RNA'i domates bitkilerine aktargnae daha
sonra bu bitkilere satRNA icermeyen CMV-FL irki veritii Bu transgenik
bitkilerin simptom gdstermestir. Ayni bitkiler balangigta nekrotik bir satellite
RNA'i destekleyen CMV-77 irkina hassastirlar. Burada iki turli dayanikhlik tespit
edilmigtir.  Birincisi; Transgenik bitkilere CMV-FL inokule edilgi zaman
simptomsuz fenotip Tfn-satRNA tarafindan CMV’niin eksi yonde diizenlenmesi ile
alakalidir. Dger yandan ikincisi; infekteli transgenik bitkilerde bulunan Tfn-
satRNA’lerin yaklgik 23 bazlik bir bolgenin 77-satRNA’e homolog olmasi ve 77-
satRNA’in ¢cggalmasini ve akiimulasyonunu engellemesi ile alakalidirstiualar
satellit RNA’lerin bitkilere gen aktarimi yoluyla transfer edilmesi ile bu bitkilerin
CMV'nun c¢ssitli  irklarina  kagl dayanikli  hale getirilebilegni  ortaya
koymuslardir.

Satellit RNA’'ler CMV'nu etkiledgi gibi TAV’Unude etkilemektedir.
Domates ve turiin bitkileri 1-TAV ve V-TAV'lerinin her ikisi yada ayri1 ayri Gite
CMV-satRNA (B1, B2, B3, G, Ix yada WL2) ile birlikte inokule ediktm.
Arastirmada total satellit RNA miktari, kapsitlenen satellit RNA’leri ve G-
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satRNA’in karakterizasyonu agtariimistir. Diger 5 satellit RNA'in ¢@almasi,
simptomlara olan etkileri, TAV'Un g@mlimina olan etkileri, TAV genomik
RNA’lerinin paketlenme suresini gatirmek gibi fonksiyonlari kaslastirilmistir.
Her iki yardimci virds igin satellit RNA’lerin yayilimi ve birikiminin ayni olmasina
karsin B2 ve b3 satellit RNA'lerin paketlenmesi 1-TAV ile infekteli bitkide V-
TAV'ne gore daha fazla bulunmgwr. Bu sonu¢ CMV satRNA’lerinin
paketlenmeden de vyayilabilései gostermektedir. Sistemik olarak infekteli
yapraklarda CMV-satRNA'lerin birikimi V-TAV ve Ix-satRNA hari¢ butin
inokulasyonlarda saptangtir. V-TAV ve Ix-satRNA sadece inkule edilen
yapraklarda protoplastlarda saptanahitmi Ix-satRNA kapsid igerisinde
saptanamargtir. Bazi durumlarda CMV-satRNA’lerinin @alarak yapny oldugu
etkiden ziyada yayilimi yada kapsitlenme ile TAV'Un kontroltiinde kullanilailirli
sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Moriones ve ark.,(1991).

CMV satellite RNA’ler fizyolojik ve biyolojik aktiviteleri yoniinden RNA-5
(CARNA 5) ile benzerlik gostermektedir (Moosop ve Francki, 1978; Kaper ve
Tousignant, 1977). Buna gmen satellit RNA'den farkli olarak CARNA-5
domateslerdeiddetli bir nekrotik hastagia neden olur. Satellit RNA gi#i CMV ve
TAV ile birlikte inokule edildgi zaman domateslerde sadece simptaadetinin
arttirlmasina sebep olmayip, bazi zamanlar gyriei aktivitesi de bulunmaktadir.
Bu iki RNA biyolojik aktivitelerindeki farkhlgin RNA’lerin primer yapilarindaki
baz farkliliklardan kaynaklangh distinilmektedir (Moosop ve Francki, 1979).

Kabak Cucurbita pepo) bitkisinde viral infeksiyonlara neden olan CMV ve
Zucchini sari mozayik virist (ZYMV)'nin birlikte ve ayri ayri infeksiyonlari
sonucunda infekteli bitki boyu, cicek ve yaprak sayisi, orta ve geng yaprak
alanininda farklilklarin ortaya ¢ikiibildirilmistir (Vargun ve Ertung, 1995).

Satellit RNA’lerin CMV ile infekteli bitkilerde PCR yontemi ile
saptanabilinegg konusunda Grieco ve ark., (1997) primer secimi yaamive
bilinen butin satellit RNA’lerin ¢galtimi igin bunlari taniyabilen pr. A yada pr.
Reverse: 5-AAGGATCGGGTCCTGT(ATC)(CT)(ACGT)GGAATG-3' ve pr. B
yada pr. Forward: 5'-AAGGATCGTTTTGTTTG(AT)T(AG)GAGAATTGCG(C

T)(AG)GAG-3' olarak isimlendirilen dejenere primerlerinin tniversal glchu ve
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PCR calgmasinda kullanilabile@ni rapor etmglerdir. Burada primerlerin 5'
ucunda bulunan ve alti ¢izili olan AAGGAT6az dizilimi primere sonradan ilave
edilmis ve BamHI restriksiyon enziminin tanigh ve kestgi bolgedir. Aratiricilar
calgmalari sonucunda 334-340 ntluk satellit RNA'i ggdtabildigini rapor
etmglerdir. Ayni raporda bgka aratiricilarin bildirilerine dayanarak CMV-TTS (alt
grup IB)’nin 339 nt, CMV-Tfn (alt grup IB)’'nin 390 nt satellit RNA’in galmasini
saladigini rapor etmjerdir. CMV-satRNA’in ¢a@altilmasi igin Monti, ve ark.,
(1999) (Forward): 5-GTTTTGTTTG(AT)T(AG)GAGAATTGCG(CT)(AG)GAG-3'
ve (Reverse): 5-GGGTCCTGT(ATC)(CT)(ACGT)GGAATG-3 dejenere primer
Gifti kullanmuglardir. Calsma sonucunda bu primerlerin kullaniimasi ile 300-400
bp’ lik satellit RNA’i gogaltmslardir.

Virs’an bulundurdgu bsinci RNA olan RNA-5, ¢galmasi igin yardimci
virise dayali satellit RNA benzeri yada eksik RNA olarak isimlendiriimektedir.
CMV’'nun 6 irki ile yapilan cajmada; tutline verilen 5 izolatta blyik oranda RNA-
5 tespit edilmy, kabakta yapilan ¢amada kigik oranda RNA-5 saptagim
Tatinde RNA-5’in viriistuin simptorgiddetini, virisiin miktarini, 6zel aktivitelerini,
virisiin bazi genomik RNA’in (RNA-1) miktarini azadtive yardimci viriis’an
sentezinin baski altina af ortaya konulmsgtur. CMV ile RNA-5in miktari
virionlar ile alakali olup yardimci viris ile konukgu bitkinin interaksiyonlari ile
alakali oldgu bildirilmistir (Kaper ve Tousignant, 1977).

Owens ve kaper, (1977) yaptiklari galalarda CARNAS (cucumber mosaic
virus-associated RNA-5)'in iki adet glik molekul &irligina sahip polipeptid
kodladgini ve bu polipeptidlerle domateslerde ortaya c¢ikan letal nekrotik

hastalginin alakall oldgunu rapor etnsierdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Arastirmanin Y Urattldagi Yer ve Bitkisel Materyaller

Arastirma Cukurova Universitesi Ziraat Fakultesi Bitki Koruma Bolumi
Viroloji Laboratuari, iklimlendirme odasi ve virtis gimama serasinda yuritalrgtiir.

Arastirmalar sirasinda kullanilan bitkilerin kayhai Adana, Mersin, Hatay
ve Sanhurfa illeri, ilgeleri ve kdylerindeki agik alanlarda ve seralarda ekimi yapilan
ekonomik 6neme sahip kavun, biber ve domatesletwimustur. CMV'niin 6nemili
konukgulari arasinda bulunan hiyar bitkisinin belirtilen alanlarda daha ¢ok serada
yetistirilmesi nedeniyle virisun hiyarda fazla zarar gorilnggmiBu nedenle hiyar
argtirma igcerisine alinmarstir. Calsmalarda kullanilacak CMV'nin kaygai
argtirma alanlarinda yapilan surveyler sirasinda CMV simptomu gdsteren
bitkilerden alinan 60 adet kavun, 62 adet domates ve 35 adet biber olmak lzere
toplam 157 ornek oktiurmuwstur (Cizelge 3.1). Segilen 6rneklerin simptomlu geng
yapraklari toplandiktan sonra numaralandirilip etiketlenerek buz kutusu igerisinde

laboratuara getirilngtir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan bitkisel materyallerin illere goresdiani

Tiurkce Adi Latince Adi Adana | Mersin Hatay| S.urfa
Kavun Cucumismelo L. 27 8 20 5
Domates | Lycopersicum esculentum Mill. 8 30 18 6
Biber Capsicumannum L. 6 6 11 12
Toplam 41 44 49 23
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3.1.2. Serolojik Calismalarda Kullanilan Materyal
3.1.2.1. DAS-ELISA ve immunodiffusion Calismalari

Yapilan serolojik ¢casmalarda kullanilan hiyar mozaik virtist (CMV), karpuz
mozaik virisi—2 (WMV-2), kavun nekrotik leke virisi (MNSV), kabak mozaik
viristi (SgMV), tutin mozaik virist (TMV), domates mozaik virisu (ToMV),
patates Y virusu (PVY) antiserumlari Bioreba firmasindan satin ahnnmAyrica
CMV ve kabak sari mozaik virisu (ZYMV) antiserumlari Dr. Herve LECOQ’dan,
domates noktali leke solgunluk virist (TSWV) antiserumu ise Dr. Georges
MARCHOUX (Station de Pathologie Vegetale Domaine St-Maurice - B.P. 94 F-
84143 Montfavet Cedex INRA FRANCE)'dan temin editimi

3.1.3. Biyolojik Tani Calismalarinda Kullanilan Materyaller

Serolojik (DAS-ELISA) cakmalari sonucunda sadece CMV antiserumuna
karsi pozitif veren 5 adet kavun, 9 adet domates ve 6 adet biber 6rnekleri test
bitkilerine (Cizelge 3.2) mekanik inokulasyon yolu ilglanmstir. Bu ailamalar
sonucunda kavun, domates, biber ve test bitkileri birbirinden farkli simptom goésteren
birer adet kavun, domates ve biber 6rnekleri CMV-K (kavun izolatl)), CMV-D
(domates izolati) ve CMV-B (biber izolatgeklinde kodlanmtir. Bu izolatlar
biyolojik tani ¢alsmalarinin ve argirmanin ana materyalini afturmustur. Biyolojik
tani calgmalarinda kullanilan, kavun, domates, biber ve test bitkileri viroloji
laboratuarina ait sera ve iklimlendirme odalarindasgtini stir.

Ayrica mekanik inokulasyon ¢ainasinda porselen havan ve havaneli, 0,02M
fosfat tamponu icin gerekli olan NaPiO,.2H,O (MERCK), NaHPO4.HO
(MERCK) ve Mercaptoethanol (Merk) kullanilgtr.
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Cizelge 3.2. Mekanik inokulasyon caimasinda kullanilan test bitkileri

Tarkce Adi Latince Adi Gat
Kavun Cucumismelo L. Hibrid
Domates Lycopersicum esculentum Mill. Standart
Biber Capscumannum L. Standart
Tatan Nicotiana glutinosa L.
Nicotiana tabacumL. "Xanthi NC”
Nicotiana tabacumL. " Xanthi”
Nicotiana tabacum L. "Samsun NN”
Nicotiana tabacum L. “Samsun”

3.1.4. Virion Analizi Calismalari ve Total Nuklelk Astlerin Elde Edilmesinde

Kullanilan M ateryaller

Serolojik ve biyolojik tani ¢agmalari sonucunda CMV ile bulk kavun,
domates ve biber bitkilerinden gahaya dahil edilen CMV-K, CMV-D ve CMV-B
izolatlari ile bulaik kavun, domates, biber ve test bitkilerinden toplanan érnekler
CMV'nun partikdllerinin arilgtiriimasi ve virion analizi ¢ajmalarinin ana
materyalini olgturmuwstur. Bu calgma CMV izolatlarinin virionlarinin elektrikli
ortamdaki hareket hizlarinin belirlenmesi ve aralarindaki farkin ortaya konmasi
amaciyla yapilngtir.

Total nukleik asitlerin elde edilmesi gahalarinda CMV-K, CMV-D ve
CMV-B izolatlarinin kavun, domates, biber ve test bitkilerine inokulasyondan 13-15
gun sonra bu bitkilerin gen¢ yapraklarindan elde drnekler kullsgimGalsmada
ayrica CMV'nin virion analizi ¢ayjmalari sonucunda elde edilen saf virus
partikillerinin inokule edildii infekteli bitkiler de kullaniimgtir.

Virion analizi ¢alsmalari ve total nikleik asitlerin elde edilmesi igin gerekli

olan tampon ¢ozeltileri viroloji laboratuarinda hazirlanarak kullagtimi

23



3. MATERYAL VE METOD Behcet Kemal QALAR

3.1.5. RT-PCR ve RFL P Calismalarinda Kullanilan Materyaller

Total nikleik asit ekstraksiyonu cahalari sonucunda elde edilen farkli
izolatlara ait nikleik asitler, @altilmasi istenilen hedef nukleik asit materyallerinin
kaynagzini olusturmustur.

RT-PCR c¢almalari 200 pl'lik PCR eppendorf tdpleri, izolatlara ait
RNA’lerin ¢ogaltilmasi amaciyla komplamenter DNA (cDNA)’e dgtiiftilmesi igin
kullanilan Reverse Transcriptase enzimi (M-MLV, 2@0u/Reverse Transcriptase
buffer (M-MLV buffer 5X), RNAse inhibitori (4Ql), dNTPs (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP (100mM)), RNA'in hedef boélgesine spesifik tek iplikli oligontikleotid reverse
primeri (yontek marka) ve ayrica cDNA’in galtiimasi amaciyla gerekli yuksek
Istya dayanikli (Termostabil) DNA polimeraz enzimi (Taq polimerazipuXgCl,
(25mM), PCR buffer (10X), ve RNA'in hedef boélgesine spesifik tek iplikli
oligonukleotid forvard primer iyontek marka) PROMEGA firmasindan satin
alinmstir. Nukleik asitlerin ¢@altim islemleri TECHN marka termocyle aleti
kullanilarak viroloji laboratuarinda gercegdieilmi stir.

RFLP calgsmalarinda kullanilan nikleik asit materyallerinin kagma RT-
PCR cakmalari sonucunda @altilan PCR drlnleri okiurmustur. Bu calgmada
PCR urdnlerini enzimatik reaksiyonlar ile kesmek amaciyla kullanilan restriksiyon
enzimleri Mlu | (Promega),Eco RI (Promega)Hind Il (Promega),Bam HI
(Promega) véMsp | (Promega) ) ve gerekli olan molekuler kimyasallar PROMEGA

firmasindan satin alingiir.

3.1.6. Agaroz Je Elektroforez Calismalar inda Kullanilan Materyaller

Agaroz jel elektroforez c¢ahnalari ile kontrol edilecek olan materyal olarak
total RNA ektraksiyonu sonucunda elde edilen CMV izolatlarina ait total RNA'ler,
RT-PCR calmalari sonucunda @altilan DNA materyalleri ve RFLP camnasi
sonucunda elde edilen nukleik asit parcalari kullagtlmi RT-PCR ve RFLP
artnlerinin molekil girliklarinin kontrold igin kullanilan PCR marker, 100 bp DNA
marker, 1 kb DNA marker PROMEGA firmasindan satin algtimi
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3.2. Metod

3.2.1. Simptomolojik Gozlemler ve Ornekleme

Adana, Mersin, Hatay v8anlurfa illeri ve ilge’lerinin agik ve sera ekim
alanlarinda yapilan surveylerde kavun, domates ve biber bitkilerinde CMV’nun tipik
belirtileri aranmg ve virUs ile bulak oldugundanstuphelenilen kavun, domates ve
biber bitkilerinin gencg yapraklari toplangtir. Ornek alma sirasinda plastik torbalar
Uzerine; orngin alindgl yer, bitki ¢aidi ve tarih yazilarak numaralandiriimve
ornekler laboratuara getirilgtir.

Bu drnekler laboratuarda ELISA yontemi ile testlendikten sonra sadece CMV
antiserumuna pozitif sonu¢ veren bitkilerin simptom gosteren geng yapraklarindan
alinan drnekler mekanik inokulasyon yolu ile test bitkilerine (Cizelge 3.2) ve ayni
zamanda kavun, domates ve biber bitkilerigdaamstir. inokulasyondan sonra
simptomolojik gbzlemlere devam edilgnve simptomolojik gdzlemler sirasinda
kavun, domates, biber ve test bitkilerinde birbirinden farkli simptongtuwiiusu
saptanan ornekler segilerek ginana materyalini olgturmak tizere CMV-K, CMV-D
ve CMV-B izolatlariseklinde kodlanngtir. Daha sonra bu izolatlarin gigik test
bitkilerinde olwturdugu simptomlardaki farkliliklar ortaya konmaya gdmistir.
Virls simptomu gostermeyen ancak simptomun maskelenegieemsiiphelenilen
bitkiler de serolojik yontemlerle testlengtir.

Simptom gosteren ve gostermeyen bitkilerden alinan 6rneklesmeall

baslayincaya kadar +4 °C de muhafaza editmi

3.2.2. Test Bitkilerinin Yetistirilmes

Mekanik inokulasyon ¢ajmalarinda kullanilan test bitkileri (Cizelge 3.2)'nin
ve kavun, domates ve biber bitkilerinin tohumlari 6nceden metil bromit ile fumige
edilmis 1:1:1 oraninda hayvan gibresi, toprak ve Urgig Karsimindan olgan
elenmi fide topr&ina ekilmitir. Kavun d@rudan 10 cm c¢apinda ve 8,5 cm
derinligindeki plastik saksilara, domates, biber veseditest bitkileri plastik

laboratuar kivetlerine ekilgtir. Bu saksi ve kivetler tohumlar ¢imleninceye kadar
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iklimlendirme odasinda bekletilgtir. Tohumlar ¢imlenipsasirtma boyuna gelince
domates, biber ve gir test bitkileri 10 cm ¢apinda ve 8,5 cm deginlileki plastik
saksilargasirtilmistir.

Bitkilerin sazlikh baytmeleri i¢in gerekli makro ve mikro besin elementleri
sulama suyuna ilave edilerek bitkilere vergtiri Degisik hastalik ve zararhlara kar

gerektginde pestisit uygulamalari yapilgir (Anonymous, 2002b).

3.2.3. Virusiin Mekanik Inokulasyon Y 6ntemiyle Tasinmasi

Arastirma alanlarinda yapilan surveyler sirasinda CMV simptomu gdsteren
bitkilerden alinan drnekler laboratuarda DAS-ELISA ile testlendikten sonra yalnizca
CMV antiserumuna kar pozitif sonu¢ veren bitkilerden alinan yaprak ornekleri
%0,1’lik 2-mercaptoethanol iceren 0,02 M Fosfat tampon (pH 7,0)'nu ile 1:5 (w/v)
oraninda porselen havanda ezgtini Elde edilen ekstrakt 2 katli tulbent ile
suzildikten sonra 6nceden karborandum tozu serpilerek hazirlanan test bitkilerinin
(Cizelge 3.2) yapraklarinasganmstir (Yilmaz ve Davis, 1984). Aynsekilde
arilastirma ve virion analizi sonucunda satellit RNA’lardan ayri olarak elde edilen saf
viris partikilleri de ayni test bitkilerine sanmstir. inokulasyondan sonra
karborandum tozu ve bitki 6zsuyu artiklarini uzstktenak icin bitki yapraklari piset
kullanilarak ¢eme suyu ile ykanmgtir. Bu bitkilere mekanik inokulasyon
yapildiktan sonra 24-25 °C sicaklik ve % 70-80 nesnllarinda yaklak 8.000 lux
gun sIgl kosullarinda, 16/8 (aydinlhk/karanhk) periyodunda muhafaza eglimi
Bitkiler 1 ay sure ile periyodik olarak kontrol ediktir.

Mekanik inokulasyon ¢amalari kavun, domates ve biberde zararli CMV'nu
biyolojik yontemle tanilamak ve CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin test
bitkilerindeki simptomolojik Ozelliklerini ortaya c¢ikarmak ve giremanin ceitli

asamalarinda kullanilacak virts inokulumunuzatimak amaciyla yapilrgtir.
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3.2.4. Serolojik Calismalar
3.24.1. DASELISA Testi Calismalari

Araziden toplanan kavun, domates ve biber 6rnekleri ve mekanik inokulasyon
yontemi ile virisun glandgi test bitkilerinden gilamadan 2 hafta sonra bitkilerin
siptom gosteren geng yapraklarindan alinan oOrneklerin virts ilesibutdup
olmadgl DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich-Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) yontemi ile testlemii (Clark ve Adams, 1977). DAS-ELISA
testinde kullanilan tampon ¢ozeltileri Ek.1 de vergkmi

ELISA testi uygulamasinda izlenen basamaklar sirasiyla:

a- Kaplama tamponu ile kullanilacak optimum konsantrasyona goére
sulandiriimg y-globulinden ELISA platenin her bir gukuruna 2@Ckonmu ve plate
Uzeri kapatilarak 37 °C de 4 saat inkiibe edtimi

b- Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile tim gukurlar tic kez yanmi
Yikama tamponu ug¢ dakika sireyle gukurlarda beklegilnei ters cevrilerek plate
bosaltiimistir.

c- Alt alta geleceksekilde her cift gukura 20Qul 6rnek tamponu ile
hazirlanmy 6rnekler diizenlenmiplana gére konmwuve platin tzeri kapatilip +4 °C
de bir gece boyunca inkiibe editii.

d- Inkibasyondan sonra plateler yikama tamponu ile tim cukurlar ¢ kez
yikanmstir. Yikama tamponu Uc¢ dakika sureyle cukurlarda beklefilie ters
cevrilerek plate bgaltiimistir.

e- Konjugate tamponu ile optimum kullanilacak konsantrasyona gotre
sulandirnimg konjugatdan her bir gukura 2Q0 konmu; ve plate 37 °C de 4 saat
inkibasyona birakilngtir

f- iInkibasyondan sonra ylkama tamponu ile tim cukurlar ti¢ kez yigtanmi
Yikama tamponu ug¢ dakika sireyle gukurlarda beklegilnei ters cevrilerek plate
bosaltiimis ve kait havlu Gzerine vurarak kurumasgimstir.

g- Substrat tamponunda taze olarak hazirlansubstrattan (1mg/ml p-
nitrophenyl phosphate) her bir ¢gukura 2@Dkonmus ve 30-60 dk veya gerekli

goruldigiinde daha uzun siure oda sicaklda karanlikta inkiibe ediltir.
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h- Inkibasyon silresi sonunda, gerekli @dudurumlarda reaksiyonu
durdurmak igin her bir gukura 20-30 3 M NaOH ilave edilmitir.

|- Olgimler Medispec ESR 200 marka ELISA okuyucusu ile 405 nm dalga
boyunda yapilnstir.

Pozitif sonug veren Ornekler test bitkilerine periyodik olargkaams ve
bitkiler argtirma sonuna kadar periyodik olarak testlegimiTestlerde skl bitki,
negatif kontrol, pozitif kontrol ve tampon ¢ozelti kontrol kullangtm Pozitif
kontrole yakin dger veren yada gakl kontrol icin 405 nm de elde edilen
absorbans derinin en az iki kati ve daha fazla absorbangedeveren drnekler

pozitif olarak kabul edilngtir (Barbara ve Riccioni, 1993).

3.2.4.2. immunodiffusion Testi Calismalari

CMV izolatlarinin ailandigl ve ELISA galgmalarinda pozitif sonug alinayh
glutinosa test bitkilerinin simptom gosteren geng¢ yapraklarindan toplanan
orneklerlerden virisin virion analizi gahasi sonucunda elde edilen virls
partikilleri immunodifizyon testine tabi tutulgiur (BALL, 1990). Calma
sirasinda kullanilan tampon ¢ozeltileri EK. 2 de vesilimi

Agar ortami %0,75gr Noble agar, %0,5 Sodyum acid ve 0,7M Fosfat
tamponunda (pH 7,4) hazirlargir. Petrilere dokilen agar ortami donduktan sonra
biri ortada alti tanesi de ¢evrede olmak Uzere birbirinden @zakd capi 4 mm
olacaksekilde birsablon yardimi gukurlar agilgtir. Acilan gukurlarda bulunan agar
parcalari aspirator ucunagd@anms pastor pipeti ile alinngtir.

Testlenecek CMYV izolatlari ile bujikk drnekler 1 gr doku i¢cin 1 ml 0,1 M
fosfat tamponunda (pH 7,2) bir havan yardimiyla ezilerek santriftj tiplerine
aktariimstir. Orneklerin bulundgu tipler 5000 devir/dakika da 5 dakika santrifilj
edilmis ve sivi faz bu ¢aimada kullanilmgtir. Testlenecek drneklere (sivi faz) 250ul
% 10’ luk SDS ilave edilngtir. Ornekler oda sicakiinda 45 dakika inkubasyondan
sonra Dbelirlenen cukurlara konulgtur. Ortadaki cukura ise antiserum,
sulandirmadan veya igerisine %0,85 NaCl, %5 Bovine Serum Albumine bulunan
0,05 M Tris (pH 7,2) ile 1/2 oraninda sulandirilarak konugtou Ornekler ve
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antiserumun cukurlara konulmasindan sonra petriler 24 °C de nemli bir ortamda
inkibe edilerek sonuglar gozlengtii. Bu ¢algma ile CVM-K, CMV-D ve CMV-B
izolatlarinin CMV antiserumu ile kafastigi zaman jelde okan bantlarinsekline

bakilarak izolatlarin serolojik benzerlikleri ortaya konulmayasgadistir.

3.2.5. Virion Analizi Calismalari

Virls partikillerinin arilgtirma (purifikasyon) ¢ajmalarinda Rodriguez-
Alvardo ve ark., (1995)'nin dnergli yontem kullaniimgtir. Arilastirma sirasinda
kullanilan tampon ¢o6zeltileri EK. 3 de veriltii.

Calismada CMV izolatlarinin inokule edilgii ve ELISA testlerinde pozitif
sonu¢ alinarNicotiana glutinosa test bitkisinden toplanan yapraklar kullangtm
Calismada izlenen basamaklar sirayla;

a- Inokulasyondan 10-12 giin sonra infekteli tttin bitkilerinin yapraklarindan
1,0 g taze doku alnarak |4 2-mercaptoethanol iceren@k 2 ml 0,2 M Sodyum
citrat (pH 6,5) tampon ¢Ozeltisi icerisindeza®& havan ve havan eli ile ezilghir.

b-Homojen bir sekilde ezilen bitki 6zsuyu 15 ml' lik santrifdj tlplerine
aktarilmg ve buz Uzerine konulngtur. Daha sonra her Orgi@ icerisine 1,5 ml
chloroform ilave edilerek 30 sn cgalkalargom

c- Ornekler daha sonra 10.000 devir/dakika da 10 dk santriftj edildikten
sonra sivi faz temiz santrifiij tiplerine aktar ginmi

d- Sivi faz tzerine 1 hacim (V/V) %14 polietilen glikol (PEG 8.000)
¢Ozdurdlmig 0,2 M Sodyum sitrat (pH 6,5) tampon ¢ozeltisi ilave ediimiKarigim
+4°C de bir gece bekletilerek ¢oktlrilgiiir.

e- Suspansiyon 5.000 devir/dakika da 30 dk santrifij edilip sivi faz
uzaklatiriimistir.

f- Pellet daha sonra 1 ml 5mM EDTA (pH 7,0), %5 sakkaroz igerisinde
¢ozdirildukten sonra tekrar 5.000 devir/dakika da 30 dk santrifiij gtkilmi

g- CMV'nun virionlarini igeren sivi faz +4°C saklanmak tzere yeni tiplere

aktariimgtir.
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Elde edilen CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarina ait virionlarin elektrikli
ortamdaki hareket hizlarinin saptanmasi ve izolatlarin gruplandiriimasinin yapilmasi
icin virionlar agaroz jel elektroforez yontemi ile kontrol editini

Virionlarin elektrikli ortamdaki hareket hizlarinin saptanmasinda kullanilan
agaroz jel elektroforez cainasinda Rodriguez-Alvardo ve ark., (1995)’'nin virion
analiz calgmasinda kullangg yontem kullaniimgtir. Jel %1,2 oraninda agaroz’un
1X TAE icerisinde eritilmesiyle hazirlangtwr. Calsmada izlenilen basamaklar
sirasliyla;

a-Agaroz 360 mg agaroz 30 ml 1X TAE igerisinde erit§ime daha sonra 60
°C ye kadar sguduktan sonra 6nceden tarak ygtitémis olan elektroforez tankina
dokilmis ve jelin polimerize olmasi i¢in 45 dakika bekletigtim.

c-Donmu; olan jelden tarak dikkatlice cikarilgnive tank 1X TAE ile
doldurulmutur.

d-Jelde olgan her cukura 3l yiikleme tamponu (Promega) ve ibCMV
virionu igeren 6rnek yerigirilmi stir.

e-Ornekler Jel icerinde 2 saat sureyle 60 V, serbest miliampesdérkgtur.

f-Kosum ilemi bittikten sonra jel ethidium bromide (50 ng/ml) ile 20 dk
boyanmg ve jeldeki fazla ethidium bromide uzakiacaya kadar 12 dakika saf su
icerisinde tutulmstur. Daha sonra bantlarin géruntiilenmesi igin jel transilluminator

de kontrol edilmgtir.

3.2.6. Total Nuklelk Astlerin Elde Edilmes

Bu calsmada birbirine ¢ok yakin olan 2 yontem kullangtm Mekanik
inokulasyondan 12 gin sonra virisun aktagildevun, domates, biber vegdr test
bitkilerinin ELISA ile testlenmesi sonucunda pozitif sonu¢ alinan bitkilerin geng
yapraklari total RNA izolasyon camnalarinda kullaniingtir.

Ilk yontemde Hu ve ark.,(1995)'nin modifiye ederek kullgndHaididi ve
ark., (1993)'nin yonteminde bazi ggklikler yapilarak kullaniimgtir. Arastirmada

kullanilan tampon ¢o6zeltileri EK.4 de veriktir.
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a-Mekanik inokulasyondan 12-15 gun sonra infekteli bitkilerin geng
yapraklarindan alinan ornekler (0,1 g 6rnek icin 0,5 ml) ekstraksiyon tamponu
icerisinde sguk havan icinde havan eli yardimi ile ezilerek homojenize egiimi
Elde edilen bitki 6zsuyu santrifuj tuplerine konukne Gzerine 1 havim fenol /
chloroform / izoamylalkol (25:24:1) ilave edilgtir.

b-Bu karsimin ve orneklerin bulundiu tipler 30 dakika sireyle buz
Uzerinde calkalayicida katirilmis ve 10.000 devir/dakika da 10 dakika santrifij
edilmistir.

c-Sivi fazalinarak yeni tiiplere aktarilgnwwe tGzerine 3 hacim %95’ lik etil
alkol ilave edilmgtir. Daha sonra tuplere her 1ml icinf@&odyum asetat (3M) ilave
edilmis ve kargtirlarak niikleik asidin cokelmesi icin -76C de bir gece
bekletilmistir.

d-Ornekler daha sonra -70 °C’den cikartilarak 14.000 devir/dakika da 15
dakika santriftij edilmi ve sivi faz ortamdan uzaktailmistir.

e-Pellet 1X TE ile ¢dzdurulmgiive Gzerine yine 3 hacim %95’ lik etil alkol
ilave edilmi ve tekrar 14.000 devir/dakika da 15 dakika santrifij edilerek 2’inci
defa alkolle ¢oktirmesiemi yapilmg ve sivi faz ortamdan ayrilgtir.

f-Sivi faz uzaklgtirildiktan sonra eppendorf tupleri kurutmaghtar: ile
dikkatlice kurulanmgtir.

g-Elde edilen total RNA’ler 10@ul TE igerisinde ¢ozulmgive kullanilincaya
kadar -70 °C de muhafaza ediitiri.

Ikinci yontemde White ve Kaper, (1989)’in yontemi uygulagtmi

a-Mekanik inokulasyondan 12-15 giin sonra bitkilerin gen¢ yapraklari (0,29)
toplandiktan hemen sonra yada -70°C bekletildikten sonra porselen havan igerisinde
sivi azot ile agik ygl renk haline gelinceye kadar eziltir.

b- Ektrakt (zerine IECA-Na icermeyen 3 ml ekstraksiyon tamponu ve 3 ml
%0.1" lik 8-hydroxyquinoline ve chloroform igceren tampon ¢o6zeltisi ile doyurglmu
phenol ilave edimtir.

b-Ornekler 30 dakika sireyle calkalayicida sallgnea 10 dakika 10.000
devir/dakika da santriftj edilrstir.
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c-Sivi faz alinarak yeni tiplere aktarilgnive Uzerine 3 hacim %95’ lik
ethanol ilave edilnstir. Sonra tuplere 5@ sodyum asetat (3M) ilave edilgnve
vorteks yapilarak -70 °C de bir gece beklettmi

d-Ornekler 12.000 devir/dakika dal5 dakika santrifij edilerek elde edilen
pellet 400ul taze extraksiyon tamponu ile restispanse egtiimi

e-Daha sonra drnekler ikinci bir ethanol ¢oktlirmesine tabii tutgveupellet
8 M tre ve %0.3’ luk bromphenol blue igeren 3@101x TAE igerisinde ¢Ozulmgi

ve kullanilincaya kadar -70 °C de muhafaza edtimi

3.2.7. RT-PCR ve RFLP Calismalari

RT-PCR c¢agmalarinda CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin genetik
karakterlerinin ve aralarindaki genetik farklarinin ortaya konmasi igin RNA-1,
RNA-2, polimeraz proteinini (2a) kodlayan genlerin farkli boélgeleri ve satellit
RNA’leri ¢ogaltiimistir. Cogaltilan nukleik asit bélgelerinin dzellikleri restriksiyon
enzimleri yardimi ile ortaya konngtur. Calsmalarda argiricilar tarafindan daha
once yapilan ve 6nerilen yontemler kullangtm

Farkl genler tzerinde yapilan PCR gadalarinda argiricilarin kullandgi

yontemlerde bazi gesiklikler yapilmistir.

3.2.7.1. PCR i¢in Materyalin Olusturulmasi
3.2.7.1.(1). Hedef Nukleik Asitlerin Elde Edilmes

CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlari ile bulaik kavun, domates ve biber
ve test bitkilerinin geng yapraklarindan elde edilen total RNA'ler 1/20 (V/V)
oraninda 1X TAE ile sulandirilarak hedef nikleik asit olarak elde edilmilde
edilen bu RNA’ler RT-PCR c¢aimalarinda kullanilngtir.
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3.2.7.1.(2). Primerlerin Olusturulmasl

Calsmanin yapildii bolgedeki izolatlarin farkli genleri Gzerindeki baz
dizilimleri bilinmedigi icin literattir taramasi sonucundagedtiimak istenen genlerin
farkl bdlgelerine spesifik primerler, daha o©nceki yapilan sgallarda farkli
arsstiricilarin kullandgl ve spesifik olarak ortaya koyduklari primer baz dizilimleri
referans alinarak dizayn edignre sentezlettirilerek purifiye ettirilngtir. Calsmada
farkl Ulkelerdeki gakmalarda kullanilan 8 cift primer kullanilgtir.

Oncelikle RT-PCR-RFPL yontemi ile 3 farkli CMV izolatinin farkini bulmak
yada tanilamak ve siniflandirmak igin izolatlarin gruplandirma icerisinde hangi alt
gruba ait oldgunu belirlemek amaciyla Finetti-Sialer ve ark., (1999)'nin RT-PCR-
RFLP yontemi ile CMV izolatlarinin farkhiliklarinin ortaya konmasi igin yapmi
olduklari calgmada kullandiklari dejenere primerler kullangtm Kullanilan (RW8)
5-GGTTCGAA(AG)(AG)(AT)ATAACCGGG-3' (77,47 pmolil, RNA 2’ nin 618-
637 bolgesine komplementer), (RV11) 5-GTTTATTTACAAG AGCGTACGG-3'
(67,07 pmolal, RNA 2’ nin 1-22 bolgesine komplementer) primer ¢ifti CMV'nln
RNA-2 geni Gizerinde 650bp lik bolgeyi galtmak amaciyla kullaniiigive bu bolge
tzerindeMlul restriksiyon enziminin tanigi ve kestgi AYVCGCG T/ T GCGAA
bolgenin varlgr yada yoklguna gore CMV'nin kavun, domates ve biber
izolatlarinin 1A, 1B yada Il alt gruplarindan hangisine ait @dwsaptannstir.

Baska bir RT-PCR-RFLP caimasinda Paradies ve ark., (2000)’'nin CMV
izolatlarinin kismi karakterizasyonu igin yagnalduklari calsmada kullandiklari
primerler baz dizilemleri dikkate alinarak sentezlettirghini Kullanilan (R1-3') 5'-
CATAGTC(CT)TT(GATC)ATAGAGGGGAACC-3' (80,65 pmall, CMV-Fyn
irkinin RNA 1 geninin 1121-1098 bolgesine komplamenter), (R1-5") 5-TGAAGGG
AACGATGATGTTCG-3" (81,01 pmalll, CMV-Fyn irkinin RNA 1 geninin 714-
734 bolgesine komplamenter) primer ¢ifti CMV'niin RNA 1 geni Gizerinde 408nt’ lik
bblgeyi c@altmak amaciyla kullanilrgive bu bdélge tzerindéMlul (Promega)
restriksiyon enziminin tanigh ve kestsi AYVCGCG T /T GCG@A boélgenin
varligi yada yoklguna gére CMV’'niin kavun, domates ve biber izolatlarinin 1A, 1B

yada Il alt gruplarindan hangisine ait ofduargtiriimistir. Ayni calsmada yine
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Paradies ve ark., (2000)'nin yapnolduklari ¢algmada kullandiklari 5-TTACC
(AG)AACTCATCAGAGAGTA-3' (81,03 pmolil, CMV-Fny irkinin 2035-2056
bblgesine komlementer) ve 5'-TTTGC(ACT)TGGTG(CT)TA(CT)GACAC-3' (84,22
pmolpl, CMV-Fny irkinin 1864-1883 boélgesine komlementer) primerler
kullanilarak CMV’'niin RNA 2 geni Gizerinde bulunan ve 2a proteinin kodiai®4

bp lik bolge ¢galtilmistir.

CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin hangi alt gruba ait olduklarinin
belirlemek amaciyla yapilangr ¢alsmada Singh ve ark. (1995)’ nin CMV alt grup
| izolatlarinin tanilanmasi icin kullangni olduklari primerler kullaniingtir.
Pr.(Downstream): 5-GCCGTAAGCTGGATGGACAA-3' (79,31 pmdl/ ve
Pr.(Upstream): 5-TATGATAAGAAGCTTGTTTCGCG-3' (84,01 pma)/ primer
cifti CMV alt grup Il izolatlarinda 499-502 bp, CMV alt grup | izolatlarinda 486—
488 bp uzunluktaki bir bolgeyi @altmaktadir. Yapilan ¢amada Eco RI
(Promega)Hind Il (Promega)Bam HI (Promega) véMsp | (Promega) restriksiyon
enzimleri kullanilarak c¢galtilan bdlgedeEco RI enziminin tanidii ve kestgi
GVYAATT C/ C TTAAAG bolgesinin,Hind Il enziminin tanidgl ve kestgi
AVAGCT T / T TCGAAA bdlgesinin, Bam HI enziminin tanidii ve kestgi
GVYGATC C / C CTAGA G bolgesinin veMsp | enziminin tanidil ve kestgi
CVCG G / G G C bolgesinin varfii yada yoklguna gore CMV'nin CMV-K,
CMV-D ve CMV-B izolatlarinin IA, IB yada Il alt gruplarindan hangisine ait
oldugunu saptanngtir.

CMV-K, CMV-D ve CMV-B ile bulaik kavun, domates ve biber bitkilerinde
CMV Satellit RNA' nin varlginin ve bu satellit RNA nin molekilgaliginin
saptanmasi amacliyla Monti ve ark., (1999)' nin CMV Satellit RNA ygaltmak
amaciyla kullandiklari (Upstream): 5-GTTTTGTTTG(AT)T(AG)GAGAATTGCG
(CT)(AG)GAG-3' (68,70 pmolil) ve (Downstream): 5'-GGGTCCTGT(ATC)(CT)
(ACGT)GGAATG-3' (76,88 pmolll) dejenere primer cifti kullanilngtir. Ayni
primerler (Primer B) _AAGGATCGTTTTGTTTG(AT)T(AG)GAGAATTGCG(C
T)(AG)GAG-3' (95,70 pmojtl ve (Primer A): 5-AAGGATCGGGTCCTGT(AT
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C)(CT)(ACGT)GGAAG-3' (103,2 pmagll) baz dizilimi halinde 5" ucun&am Hl
enziminin taniyabildii AAGGTCC bdlgesi bglanilarak kullaniimgtir.

32.7.1.(3). Amplifikasyon Sirasinda Kullanilan Kimyasallarin Optimum

Konsantrasyonlar inin Ayarlanmasi

RT-PCR cakmalari 200 pllik PCR eppendorf tlplerinde yapilgtir.
RNA'in komplementer DNA’e (cDNA) dongitrilmesi icin yapilan Reverse
Transcriptase (RT)samasinda 251l son hacim, cDNA’in ¢@altiimasi igin yapilan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR3aanasinda farkli ¢caimalara gore 501 yada
10Qul son hacim kullantlngtir.

RT-PCR cajmalarinda kullanilan total RNA miktarlari, nikleik asit
izolasyonu sonucunda elde edilen konsantrasyon dikkate alinarak sulagdwalmi
farkl argtiricilarin daha 6nceki yaptiklari gahalar dikkate alinarak farkli (d-
3ul) miktarlarda kullanilmgtir (Grieco ve ark., 1997).

CMV'niin farkh izolatlarinin karakterizasyonu igin farkli genlerindeki hedef
bolgelerinin  ¢@altilmasi amaciyla sentezlettirilen primerler farkli  prmbl/
konsantrasyonlarinda purifiye edigt@rdir. Amplifikasyon sirasinda her primer
pmoljul konsantrasyonu ayarlanarak kullangimt

Viral RNA’in cDNA’e donustirilmesi amaciyla c¢amanin Reverse
Transcriptase samasinda kullanilan Reverse Transcriptase (M-MLV, stok 200u/
enzimi calgma son hacminde 10u-20u, M-MLV Buffer (stok 5X) gala son
hacminde 1X, RNase inhibitori (stok 4Qb/calisma son hacminde 15u olacak
sekilde kullaniimgtir (Cillo ve ark., 2004).

Calisma amacina uygun olan hedef bdlgeleriiagomi icin gerekli olan ve
100’er mM olarak satin alinan Deoksinukleotid trifosfat (dTTP, dATP, dGTP,
dCTP)’ lardan 20'ser pl alinarak 25 mM olan 84 lik dNTP karsimina 12Ql
ddHO ilave edilmek suretiyle 20l ye tamamlanmtir. Bu kagim sonucunda
dNTP’ ler 10 mM olarak elde edilgive farkh aratiricilarin daha 0Onceki

calismalarina gore farkl miktarlarda kullanilghr (Monti ve ark., 1999).
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Reverse Transcriptase gatasi sonucunda elde edilen komplamenter
DNA’in (cDNA) cogaltilmasi sirasinda kullanilan 25 mM MgGitok soliisyonu
calsma hacminde 1,5 mM, Mg Free Buffer (10X) son hacimde 1X olacak
konsantrasyonda, Tag DNA Polimeraz (@y/enzimi calgmalara goére farkh
miktarlarda (2,5u-5u) ve son olarak ddMH son hacmi tamamlayacak miktarda

kullaniimstir.

3.2.7.2. Hedef Bolgderin Cogaltilmasi (Amplifikasyon)
3.2.7.2.(1). CMV-K, CMV-D ve CMV-B Izolatlarinin Ait Olduklari Alt Grubun
Viral RNA-2 Geni Uzerinde Bir Bolgeye Gore Belirlenmes

Bu calsmada Finetti-Sialer ve ark., (1999)'nin RT-PCR-RFLP yontemi ile
CMV altgrublarinin farkliliklarinin belirlenmesi amaciyla yaprolduklari yontem
kullaniimistir.

Hedef genin ¢galtiimasi ve RFLP ¢aimalarinin yuritilmesi igcinsagidaki
sira takip edilmtir:

a-Oncelikle 200ul lik PCR eppendorf tuptinepB total RNA, 2 pl primer
(RW8) 5-GGTTCGAA(AG)(AG)(AT)ATAACCGGG-3' (50 pmaqll,) ve 1Qul
ddH,O konularak termocycle aletinde 96 de 3 dakika bekletilerek nikleik asit
lerin denattire olmasi ve duz bir iplik haline gelmeglasamsstir. Tupler termocycle
dan alinarak hemen buz igerisine konujlnu Bu sayede tlp igerisindeki reverse
primerin RNA Uzerindeki hedef boélgeye yamasi sglanmstir. Daha sonra tip
icerisine 10ul reverse transcriptase kami ( Iyl ddNTP, 0,1ul M-MLV enzimi, 5
pl RT-buffer, 0,3ul RNase inhibitor, 3,61 ddH,O) ilave edilerek son hacim 38
ye tamamlann3i ve Ornekler 42 °C de 1 saat inkube edilerek cDNA sentezi
gerceklatirilmi stir.

Bu kargimdan (cDNA) 10ul alinarak 2ul dNTP(ATP,GTP,CTP,TTP), fl
PCR buffer (10X), Bl MgCl, (25 mM), 0,5 u Taq polimeraz enzimi (fl); 1ul
primer (RW8) 5-GGTTCGAA(AG)(AG)(AT)ATAACCGGG-3' (25 pmai/)), 2 ul
primer (RV11l) 5-GTTTATTTACAAGAGCGTACGG-3' (50 pmall ve 26ul
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ddHO ile karstirilmig ve 50 ul lik son hacimde PCR tipine konulgtur. PCR
tupleri daha Onceden programlagnolan thermocycle aletine yegt@ilmistir.

Orneklere uygulanan thermocycle programi;

94 santigrat derecede 4 dakika ........... 1 dongu
_ kg
94 santigrat derecede 30 saniye ..........
64 santigrat derecede 1 dakika ........... 35 déngu
72 santigrat derecede 2 dakika ..........
_ b
72 santigrat derecede 10 dakika .......... 1 dongu

Calisma sonucunda @altilan nukleik asit'lerin sonuglarinin kontrolti 1X

TBE de hazirlanan % 1,2’'lik agaroz jelde yapsinni

b-RT-PCR c¢akmasi sonucunda elde edilen ve agaroz jel elektroforez
yontemi ile kontrol edilen farkli izolatlara ait DNA 6rnekleri, izolatlarin alt grup
tayini icin RFLP ¢cakmasina tabi tutulmgiur. Bu galgmada

Calsmada 10ul PCR drand 16,3ul ddH,O, 2 ul RE 10X buffer, 0,2ul
Acetylated BSA (10ug/ul) ile karstirildiktan sonra tzerine 0,5l (5u) Mlu |
restriksiyon enzimi (10 w) ilave edilerek hacim 2@l ye tamamlannstir. Ornekler
37 °C de 3 saat inkube edildikten sonra 1X lik TBE (pH 8,3) da haziga¥#nii,2
agaroz jelde kontrol edilstir. Bu gcalsmada PCR sonucunda elde edilen farkli
izolatlara ait DNA’ler UzerindeMlul restriksiyon enziminin tanigh ve kestgi
AVCGCG T /T GCGQ@ A bolgenin varlgl yada yoklguna gore CMV’'niin CMV-
K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin IA, 1B yada Il alt gruplarindan hangisine ait

oldugu argtiriimistir.
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32.7.2.(2. CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin Ait Olduklari Alt
Grububn Viral RNA-1 Geni Uzerinde Bir Bolgeye Gore

Belirlenmesi ve Kismi Karakterizasyonu

Calsmada Paradies ve ark., (2000)'nin farkli CMV izolatlarinin kismi
karakterizasyonu amaciyla yapnolduklari aratirma sirasinda kullandiklar yontem
kullaniimstir.

Hedef genin ¢galtiimasi ve RFLP ¢aimalarinin yuratilmesi iginsagidaki
sira takip edilmtir:

a-Oncelikle 200ul lik PCR eppendorf tuptinepB total RNA, 2 pl primer
(R1-3) 5-CATAGTC(CT)TT(GATC)ATAGAGGGAACC-3' (50 pmall,) ve 1Qul
ddH,O konularak termocycle aletinde 96 de 3 dakika bekletilerek niikleik asit
lerin denattire olmasi ve duz bir iplik haline gelmeglasamsstir. Tupler termocycle
de alinarak hemen buz igerisine ystildmistir. Bu sayede tup icerisindeki reverse
primer RNA Uzerindeki hedef bdlgeye ygpasi sglanmstir. Daha sonra tip
icerisine 10ul reverse transcriptase kami ( Iyl ddNTP, 0,1ul M-MLV enzimi, 5
pl RT-buffer, 0,3ul RNase inhibitor, 3,61 ddH,O) ilave edilerek son hacim 38
ye tamamlanmi ve ornekler 42 °C de 75 dakika inkube edilerek cDNA sentezi
gerceklatirilmi stir.

Bu kargimdan (cDNA) 2,5ul alinarak 2ul dNTP (ATP, GTP, CTP, TTP)
(10mM), 5ul Mg Free Buffer (10X), Bl MgCl, (25 mM), 0,5 u Taq polimeraz
enzimi (5uful), 1yl primer (R1-3") 5'-CATAGTC(CT)TT(GATC)ATAGAGGGAA
CC-3' (25 pmoldl,), 1 pl primer (R1-5") 5-TGAAGGG AACGATGATGTTCG (25
pmolful) ve 35 pl ddHO ile karstiriimis ve 50 pl lik son hacimde PCR tupune
konulmutur. PCR tupleri daha 6nceden programlanoian thermocycle aletine

yerlestirilmi stir. Orneklere uygulanan thermocycle programi;
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94 santigrat derecede 4 dakika ........... 1 dongu
_ kg
94 santigrat derecede 1 dakika ..........
58 santigrat derecede 1 dakika ........... 35 déngu
72 santigrat derecede 1 dakika ..........
_ b
72 santigrat derecede 10 dakika .......... 1 dongu

Calismasi sonucunda galtilan nikleik asit’lerin sonuglarinin kontroli 1X

TBE de hazirlanmg1%2’ lik agaroz jel de yapilngtir.

b-RT-PCR c¢akmasi sonucunda elde edilen ve agaroz jel elektroforez
yontemi ile kontrol edilen farkli izolatlara ait DNA 6rnekleri, izolatlarin alt grup
tayini icin RFLP ¢cakmasina tabi tutulmgur.

Calsmada 10ul PCR drdand 16,34 ddH,O, 2 ul RE 10X buffer, 0,2ul
Acetylated BSA (1Qug/ul) ile karstirildiktan sonra tizerine 0.148 (0,175u)Mlu |
restriksiyon enzimi (10 w) ilave edilerek hacim 2@l ye tamamlannstir. Ornekler
37 °C de 90 dakika inkube edildikten sonra 1X lik TBE (pH 8,3) de hazir§du2
lik agaroz jelde kontrol edilmgiir. Bu ¢alsmada PCR sonucunda elde edilen farkh
izolatlara ait DNA’ler UzerindeMlul restriksiyon enziminin tanigh ve kestgi
AVCGCG T /T GCGQ@ A bdlgenin varlgl yada yoklguna gore CMV'niin kavun,
domates ve biber izolatlarinin kismi karekterizasyonu ve IA, 1B yada Il alt
gruplarindan hangisine ait olglunu saptanmasi hedeflerstii

Ayni aratirma icerisinde Paradies ve ark., (2000)'nin yapmiduklar
calsmada kullandiklart 5'-TTACC(AG)AACTCATCAGAGAGTA-3' (50 pmgl)
ve 5-TTTGC(ACT)TGGTG(CT)TA(CT)GACAC-3' (50 pmel) primerler
kullanilarak CMV’'niin RNA 2 geni Gizerinde bulunan ve 2a proteinin kodiai®4
bp’ lik bolge ¢caaltiimistir.
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3.2.7.2.(3). CMV-K, CMV-D ve CMV-B Izolatlarinin Ait Olduklari Alt Grubun

Virtstin Kilif Protein Geni Uzerinde Bir Bolgeye Gore Belirlenmesi

Calisma Singh ve ark. (1995)'nin CMV alt grup | izolatlarinin tanilanmasi
amaciyla kullandy yonteme goére yapilgtir. Hedef genin cgaltilmasi ve RFLP
calismalarinin yarutulmesi igingagidaki sira takip edilngtir:

a-Oncelikle 200ul lik PCR eppendorf tuptneps total RNA, 2 pl primer
(Downstream): 5-GCCGTAAGCTGGATGGACAA-3' (50 pmdl) ve 1Qul
ddHO konularak termocycle aletinde 95 °C de 3 dakika bekletilerek nikleik asit
lerin denattire olmasi ve diz bir iplik haline gelmeglasamsstir. Tupler termocycle
de alinarak hemen buz igerisine ystildmistir. Bu sayede tup icerisindeki reverse
primer RNA Uzerindeki hedef bdlgeye ygpasi sglanmstir. Daha sonra tip
icerisine 10ul reverse transcriptase kami ( Iyl ddNTP, 0,1ul M-MLV enzimi, 5
pl RT-buffer, 0,3ul RNase inhibitor, 3,61 ddH,O) ilave edilerek son hacim 38
ye tamamlann3i ve oOrnekler 42 °C de 1 saat inkube edilerek cDNA sentezi
gergeklatirilmistir. Bu karsgimdan (cDNA) 2,5ul alinarak 2pl dNTP (ATP, GTP,
CTP, TTP) (10mM), 5ul Mg Free Buffer (10X), @I MgCl; (25 mM), 0,5 u Taq
polimeraz enzimi (5yd), 1pl primer (Downstream): 5-GCCGTAAGCTGGATGG
ACAA-3' (25 pmolfl,), 1 pl primer (Upstream): 5-TATGATAAGAAGCTTGTTT
CGCG-3' (25 pmolil) ve 35ul ddH.O ile karstiriimis ve 50pul’ lik son hacimde
PCR tuptne konulmgur. PCR tipleri daha dnceden programlanotan termocycle

aletine yerlgtirilmistir. Orneklere uygulanan termocycle programi;

94 santigrat derecede 4 dakika ........... 1 dongu
g
94 santigrat derecede 1 dakika ..........
58 santigrat derecede 1 dakika ........... 35 dongu
72 santigrat derecede 1 dakika ..........
_bd
72 santigrad derecede 10 dakika .......... 1 dbngu

40



3. MATERYAL VE METOD Behcet Kemal QALAR

Calismasi sonucunda galtilan edilen nikleik asit’'ler 1X lik TBE (pH 8,3)
de hazirlann31%2’ lik agaroz jelde kontrol edilrstir.

b-RT-PCR c¢akmasi sonucunda elde edilen ve agaroz jel elektroforez
yontemi ile kontrol edilen farkli izolatlara ait DNA 6rnekleri, izolatlarin alt grup
tayini icin RFLP ¢cakmasina tabi tutulmgur.

Calismada 6ul PCR druand ul ddH,O sulandirimy ve 2l RE 10X buffer,
0,7 pl (7u) restriksiyon enzimi (10 pl) ilave edilmitir. Enzimin geni hedef
noktadan kesmesi i¢in drnekler 32 2 saat inkube edildikten sonra drnekler 1X lik
TBE (pH 8,3) de hazirlanm962’ lik agaroz jelde kontrol edilrgtir. RFLP ¢algmasi
Eco RI, Hind Ill, Bam HI ve Msp | restriksiyon enzimleri ile ayri ayri yapilghir.
CMV'nun kavun, domates ve biber izolatlari virisun kilif protein geninin spesifik
primer kullanilarak ¢galtilan bolgesinde buyiikgii ve bu bolged&co RI enziminin
tanidgl ve kestsi GVAATT C / C TTAAAG bdlgesinin,Hind Ill enziminin
tanidgl ve kestsi AVAGCT T / T TCGAAA bdlgesinin, Bam HI enziminin
tanidgl ve kestgi GYVGATC C / C CTAGAG bolgesinin veMsp | enziminin
tanidgl ve kestgi CYCG G / G GQA C bdlgesinin varfii yada yoklguna gore 1A,
IB yada Il alt gruplarindan hangisine ait ofduaratiriimistir.

3.2.7.2.(4). CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlari ile infekteli Kavun, Domates
ve Biber Bitkilerinde Satellit RNA’lerin Varhginin ve Satdlit
RNA’lerin Molekdl Agirliklarinin Saptanmasl

Calsmada CMV'nin kavun, domates ve biber izolatlarinda CMV Satellit-
RNA’ nin varliginin ve bu satellit RNA nin molekigaliginin saptanmasi amaciyla
Monti ve ark., (1999), Cillo ve ark., (2004) ve Grieco ve ark., (1997)'nin CMV
satellit-RNA y1 c¢@altmak amaciyla kullandiklari yontemler modifiye edilerek
kullanilmistir.

Satellit RNA'in ¢agzaltilmasi igin yapilan PCR camnalarinin yuratilmesi igin
asagldaki sira takip edilngtir:

3ul total RNA, 1 pl primer (Downstream): 5-GGGTCCTGT(ATC)(CT)
(ACGT)GGAATG-3' (50 pmoldl,) ve ve 11l ddHO 20Qul lik PCR eppendorf
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tipune konularak termocycle aletinde 95 °C de 3 dakika bekletilerek nukleik asitlerin
denature olmasi ve duz bir iplik haline gelmeglaamstir. Tlpler termocycle den
alinarak hemen buz icerisine yatlalmistir. Bu sayede tip icerisindeki reverse
primerin RNA Uzerindeki hedef boélgeye yamasi sglanmstir. Daha sonra tip
icerisine 10ul reverse transcriptase kami ( 1ul ddNTP, 0,1ul M-MLV enzimi, 5

pl RT-buffer, 0,3ul RNase inhibitord, 3,6 ddH0) ilave edilerek son hacim 28

ye tamamlanngtir. Ornekler 37 °C de 1 saat inkube edilerek cDNA sentezi
gerceklatirilmi stir.

Bu karsimdan (cDNA) 10pl alinarak 2ul dNTP (ATP, GTP, CTP, TTP)
(20mM), 10 ul Mg Free Buffer (10X), @l MgCl; (25 mM), 1 u Taq polimeraz
enzimi (5Supl), 2pl primer (Downstream): 5'-GGGTCCTGT(ATC)(CT)(ACGT)GG
AATG-3' (50 pmolpl,), 2 yl primer (Upstream): 5-GTTTTGTTTG(AT)T(AG)GA
GAATTGCG(CT)(AG)GAG-3' (25 pmojil) ve 67pl ddH:O ile karstiriimis ve 100
pllik son hacimde tuplere konulmgtur. PCR tupleri daha 6énceden programlanmi

olan thermocycle aletine yest&ilmistir. Uygulanan thermocycle programi;

94 santigrat derecede 1 dakika ...........
42 santigrat derecede 1 dakika ........... 2 dongu
72 santigra derecede 1 dakika ...........
kg
94 santigrat derecede 1 dakika ..........

55 santigrat derecede 1 dakika ........... 35 dongu
72 santigrat derecede 1 dakika ..........

_bd
72 santigrat derecede 10 dakika .......... 1 dongu

Calismasi sonucunda galtilan edilen satellit RNA’lar 1X lik TBE (pH 8,3)
de hazirlann31%1,5’ lik agaroz jelde kontrol edilstir.
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3.2.8. Agaroz Gel Elektroforez Calismalari

Agaroz jel elektroforez ¢amasi (Galitelli ve Minafra, 1994)'nin dnegdli
yontem dikkate alinarak yapilgtw. Calsmada kullanilan solisyonlar Ek.5 de
verilmistir. Islemler gagida belirtildigi siraya gére yurttulngiir.

a-Agaroz miktari cagmalara gore (%1,2 i¢cin 360 mg; %2 i¢cin 600 mg; %1,5
icin 450 mg olacakekilde) 30 ml 1x TBE yada 1x TAE igerisine konulgtwr.

b-Agaroz-TBE kamimi kaynayincaya ve agaroz eriyinceye kadar
mikrodalgal bir firin igerisinde isitiimve sonra hacim 30 ml’ ye ayarlarym.

c-Karigim tekrar 60 °C ye kadar gomaya birakilmy ve tank igerisine
bosaltilarak tarak gecirilngtir.

d-Jel donduktan sonra tarak dikkatli ekilde cikartilmgtir. Daha sonra
jel'in Gizerini 1-2 mm kadar kaplayincaya kadar tank icerisine TBE ilave gtilmi

e- 15l 6rnek Uzerine 3ul ylikleme tamponu ilave edildikten sonra toplam
18 ul karisim jel deki cukurlara dikkatli birsekilde yerlgtirilmistir. Ik cukura
arsstirmalara gore desik ticari markerlar (fl yikleme tamponu #8 marker)
konulmustur. Yukleme tamponundaki turuncu renk (orange G) jelin sonuna gelene
kadar jel tankina 40V elektrik akimi verilgtir.

f-Running glemi tamamlandiktan sonra jel, oda sicakida 10 dakika 100
ml H,O +30pl (10mg/ml saf su) ethidium bromide kami icerisinde boyanngtir.
Jeldeki fazla ethidium bromide uzaftimuncaya kadar 5 dakika saf su igerisinde
tutulmustur.

Sonuclar transilluminatér de kontrol edilti.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTI SMA

Dunyada ve Ulkemizde Uretimi yapilan tek ve cok yillik kiltir bitkilerinde
virusler verdgi zarar, neden olduklari triin kayiplari ve micadelesindeki zorluklari
bakimindan hastalik etmenleri igerisinde ilk sirada yer almaktadir. Fungus, bakteri ve
mikoplasma gibi hastalik etmenlerinin micadelesinde kultirel kontrol yontemlerinin
digsinda kimyasal kontrol yontemleri kullanilabilmektedir. Virtislerin kontroliinde ise
bu mimkin dgldir. Viraslerin kontrol altina alinmasi veya zararin alt seviyeye
indirilmesi ancak farkli kontrol yontemlerinin birlikte kullaniimasi ile mumkin
olabilmektedir. Cabmanin yuratildga kultar bitkilerinde CMV’nin hastalik
olusturmasi viriisiin direk olarak kendisinden kaynaklgndibi satellit RNA olarak
isimlendirilen ve CMV'nin yardimi ile bitkilerde @alan RNA’lerden da
kaynaklanmaktadir. Satellit RNA’lerin bitkilerde CMV tarafindaggiviimasi belirti
ve hastalik siddetini etkilemekte ve zarari bir kat daha artirmaktadir. Bazi
durumlarda satellit RNA’ler hastdin siddetini azaltmaktadir. Bu durum CMV'nilin
farkh alt gruplar icerisinde bulunan farkli irklarina goresidiélik gostermekte ve
cogaltiklari satellit RNA’lerin molekul grhklari da birbirilerinden farklilik
gostermektedir.

Calisma suresince CMV'nun farkl izolatlarinin hangi alt grup’a dabhil
olduklari, satellit RNA’lerin ¢@almasini destekleyip desteklemedikleri ve satellit
RNA’lerin bu izolatlar Gzerinde nasil bir etkiye sahip olduklari biyolojik (mekanik
inokulasyon), serolojik (ELISA vémmunodiffizyon testleri) ve molekiler (RT-PCR
ve PCR ve RFLP ) tanilama yontemleri kullanilaraktamémistir.

Calsma sonucunda elde edilen bulgulgagada acgiklanmaktadir;
4.1. Simptomolojik Calismalar

Calsmanin yapildgi bolgedeki gozlemlerde CMV-K ile bulk kavun
bitkisinde bitkinin vejetasyon doneminin girinda yapraklarda kivrilma, sistemik

mozaik, yaprak deformasyonu, bitkide bodgmia ve gekme gerilgi gibi belirtiler

ve bitki 6lumleri gozlenngtir. DMV-D ile bulasik domates bitkilerinde yaprak
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ayasinin daralmasi, ayakkabigbalusumu, erelti otu (fearn leaf), ve sistemik
mozaik belirtileri, CMV-B ile bulaik biber bitkilerinin yapraklarinda kivriimalara,

yaprak deformasyonu ve sistemik mozaik belirtileri gozlgtimi

41.1. CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin Test Bitkilerinde Neden
Olduklar Hastalik Belirtileri

CMV izolatlar1 klima odalarinda hem izolatin elde e@idiavun C. melo),
domatesl(. esculentum), biber C. annum) bitkilerine, hem de tanilamada kullanilan
diger test bitkilerine glanmstir. CMV’'nin konukgular! icerisinde bulunanN.
glutinosa, N. tabacum ”Xanthi NC”, N. tabacum "Xanthi” , Nicotiana tabacum
"Samsun NN”, Nicotiana tabacum “Samsun” gibi tatin bitkileri mekanik
inokulasyon ¢cadmasinda kullanilngtir.

Izolatlarin bitkilere silandiktan sonra yapilan gozlemlerde kavun, domates,
biber ve batilin test bitkilerinde CMV’nin tipik simptomlari ve buna ilaveten CMV-
K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin test bitkilerinde ¢ok az oranda farkli simptomlar

olusturduklari saptanngtir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1.CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin tanilanmasinda kullanilan
test bitkilerinin isimleri ve neden olduklari simptomlar

Tirkge Simptomlar
Adi Latince Adi CMV-K CMV-D CMV-B
Kavun |C.melo yd, yk, sm yad, sm, 0 yad, sm, 0
Domates L. esculentum hyd, yad, sm |ysb, ab, fl, |ysb, ab,sm
sm
Biber C.annum yk, yad, hsm yk, yad, hsm yk, db, hsm
Tatin | N.glutinosa ysb, yad, yu, |ysb, yad, yu, ysb, yad, db,
db, sm yk, db, sm | sm

N. tabacum “Xanthi NC” | sm sm sm

N. tabacum “Xanthi” sm sm sm

N. tabacum “Samsun nn’j sm sm sm

N. tabacum “Samsun” |sm sm sm

ab: ayakkabi bg olusumu,db: damar bandkmasifl: fearn leaf, hsm:hafif sistemik
mozaik, hyd: hafif yaprak deformasyonsm: sistemik mozaikg: bitki 6lumu, yd:

yaprak deformasyonuyad: yaprak ayasi daralmasysb: yaprak simetrisinin
bozulmasiysb:yaprakseklinin bozulmasiyk:yaprak kivriimasiyu: yaprak uzamasi.
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CMV-K izolatinin kavun bitkilerinde yaprak deformasyonu, yaprak
kivrilmasi ve sistemik mozaik simptomu gurdusu gozlenmgtir (Sekil 4.1). N.
glutinosa bitkisinde ise yapralgeklinin bozulmasi, yaprak ayasinin daralmasi ve
uzamasl, damar banftaasi ve sitemik mozaik simptomlafekil 4.2). N. tabacum
"Xanthi NC” , N. tabacum "Xanthi”’ , N. tabacum "Samsun nn”, N. tabacum L test
bitkilerinde sadece sistemik mozaik simptomustlrdugu saptanngtir (Sekil 4.3;
4.4). Bu izolatin domates ve biber bitkisinglahmasi ile domateslerde hafif yaprak
deformasyonu, yaprak ayasinin daralmasi ve sistemik mozaik, biberde yaprak
kivrilmasi, yaprak ayasinin daralmasi ve hafif sistemik mozaik simptomlarini
meydana getirngtir.

Paradies ve ark., (2000)'nin biyolojik ve molekuler karakterizasyonu
yaptiklari ve argtirma sonucunda alt grup IA ya dahil ettikleri CMV-YA200, CMV-
L43 ve CMV-OR izolatlarinin bitkilerde ofturdugu simptomlar ile elde efiimiz
simptomlarin benzegi gorilmektedir. Onceki caimalarda belirtildgi gibi CMV-
YA200 izolati N.glutinosa’da sistemik mozaik ve sistemik yaprak deformasyonu,
N.tabacum “Xanthi” de sistemik mozaik ve sistemik nekrosis; CMV-L43 izolatinin
N. glutinosa’da sistemik mozaik ve sistemik yaprak deformasyoNu,tabacum
“Xanthi"de sistemik hafif mozaik ve CMV-OR izolatinid. glutinosa’da sistemik
mozaik ve sistemik yaprak deformasyoil tabacum “ Xanthi"de sistemik mozaik
simptomu  olgturmaktadir. Argtirmizda CMV-K izolati ile ilgili olarak elde
ettigimiz simptomolojik bulgular bu izolatin alt grup IA'ya ait olglu fikrini
kuvvetlendirmektedir. Aynisekilde Rodriguez ve ark., (1995)nin yaptiklari
calsmada da alt grup I'e dahil ettikleri CMV-35, CMV-SD1, CMV-Gi, CMV-Ke,
CMV-Or, CMV-SD2 izolatlarinin konukgularda mozaik ve yaprak deformasyonu
olusturduklar1 saptanrgtir. Arastiricilarin sonuglari ile sonuglarimizin benzerlik

gostermesi CMV-K'nin alt grup I’ e ait ol@gunu gostermektedir.
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M

A B C
Sekil 4.1. Saglikli (A) ve CMV-K ile bulasik (B,C) kavun

b

Sekil 4.2. Saglikli (A) ve CMV-K ile bulagik (B,C) N. glutinosa
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AL

A B
Sekil 4.3. Saglikh (A) ve CMV-K ile bulagik (B) N. tabacum “Samsun”

&8

A B
Sekil 4.4.Sglikli (A) ve CMV-K ile bulasik (B) N. tabacum ”Xanthi”
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CMV-D izolat domates bitkilerinde yaprak simetrisinin bozulmasi, ayakkab
bag sekli, fearn leaf ve sistemik mozaik simptomlari gilurmustur (Sekil 4.5). Bu
izolat N. glutinosa bitkisinde CMV-K izolatinin olgturdusu gibi yaprakseklinin
bozulmasi, yaprak ayasinin daralmasi ve uzamasi, gaptavriimasi, damar
bantlgmasi ve sitemik mozaikS€kil4.6), N. tabacum ”Xanthi NC” , N. tabacum
"Xanthi”, N. tabacum "Samsun NN”, N. tabacum bitkilerinde sadece sistemik
mozaik simptomu olgturdusu saptanmgtir. (Sekil 4.7; 4.8). Bu izolatin kavun ve
bibere allanmasi sonucunda kavun bitkilerinde sistemik mozaik, yaprak
deformasyonu ve bitki dlumlerine, biberde yaprak kivrilmasi ve sistemik mozaik
simptomlar meydana gelgtir.

Arastirmada CMV-D izolatinin bitkilerde ofturdusu simptomlar ile
Paradies ve ark., (2000)'nin alt grup IA ya dabhil ettikleri CMV-YA200, CMV-L43
ve CMV-OR izolatlarinin  bitkilerde olturdusu simptomlar benzerlik
gostermektedir. Bu sonuglar CMV-D izolatininda alt grup 1A'ya ait glddikrini
kuvvetlendirmektedir. Rodriguez ve ark., (1995)'nin alt grup I'e dabhil ettikleri
CMV-35, CMV-SD1, CMV-Gi, CMV-Ke, CMV-Or, CMV-SD2 izolatlarinin
konukgularda olgturduklari sistemik mozaik ve yaprak deformasyonu simptomlari

CMV-D'nin alt grup I e ait oldgunu desteklemektedir.
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e

Sekil 4.5. Saglikli (A) ve CMV-D ile bulagik (B) domates

8¢.é

C D
Sekil 4.6. Saglikli (A) ve CMV-D ile bulasik (B,C,D) N. glutinosa
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b &

A B
Sekil 4.7. Saglikli (A) ve CMV-D ile bulagik (B) N. tabacum*’ Samsut

%

b

C
Sekil 4.8. Saglikii (A) ve CMV-D ile bulagik (B,C) N. tabacum.”’ Xanthi’
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CMV-B izolati biber bitkilerinde yaprak kivrilmasi, damar bagtiasi ve
sistemik mozaik simptomlari aturmustur (Sekil 4.9). Bu izolat N. glutinosa
bitkisinde CMV-K ve CMV-D izolatlarinin olgturduklari gibi yaprakseklinin
bozulmasi, yaprak ayasinin daralmasi, damar Bamk ve sitemik mozaik
simptomari §ekil 4.10), N. tabacum "Xanthi NC”, N. tabacum "Xanthi” , N.
tabacum “Samsun nn’, N. tabacum bitkilerinde ise sadece sistemik mozaik
simptomu olgturmuwstur (Sekil 4.11; 4.12). Bu izolatin kavun ve domatese
asllanmasi sonucunda kavun bitkilerinde sistemik mozaik, yaprak deformasyonu ve
bitki 6limlerine, domateste yaprak simetrisinin bozulmasi, ayakk&bsédinde ve
sistemik mozaik simptomlari gfturmustur.

CMV-B izolatinin da simptomolojik olarak alt grup IA ya ait CMV-YA200,
CMV-L43 ve CMV-OR izolatlarinin ve alt grup I'e ait CMV-35, CMV-SD1, CMV-
Gi, CMV-Ke, CMV-Or, CMV-SD2 izolatlarinin okturduklari simptomlar ile ayni
olmasi CMV-K ve CMV-D gibi CMV-B’ ninde alt grup IA‘ya dahil olabilegei
desteklemektedir.

A B C
Sekil 4.9. Saglikli (A) ve CMV-B ile bulasik (B,C) biber
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1)

A B C D
Sekil 4.10. Saglikli (A) ve CMV-B ile bulasik (B, C, D) N. glutinosa

1L

B C
Sekil 4.11. Saglikh (A) ve CMV-B ile bulagik (B,C) N. tabacum *’Samsuii
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A B C
Sekil 4.12. Saglikh (A) ve CMV-B ile bulagik (B,C) N. tabacum’’ Xanthi’

4.2. Serolojik Calsmalar
4.2.1. DAS-ELISA Testi Calsmalari

Calsmanin yapildii arazilerdeki surveylerde virls ile bl oldugundan
siphelenilen ve 60 adet kavun, 62 adet domates ve 35 adet biber bitkilerinden
toplanan ornekler ELISA ile testlengtir. Testler sonucunda 5 adet kavun, 9 adet
domates ve 6 adet biber drnekleri sadece CMV antiserumuna pozitif sonug wermi
bunlarin yalnizca CMV ile bujak oldugu saptanngtir. Biyolojik ve molekdiler
calsmalar bu drnekler tUzerinde yapikin. Pozitif sonug veren drnekler daha sonra
mekanik inokulasyon yolu ile sdandiklarinda test bitkilerinden CMV'ne kar
pozitif sonuclar alinmtir. Sadece CMV ile bufgk oldugu saptanan ornekler
disindaki dier bitkilerde kamik infeksiyonlar saptanmgir. Bunlardan kavun
bitkilerinin CMV’'nden bagka ZYMV, WMV-2, MNSV, SgMV antiserumlari ile
testlendginde bazi drneklerin ZYMV ve SgMV ile, domates bitkilerinin TSWV,
TMV, ToMV antiserumlari ile testlenginde bazi domates oOrneklerinin TSWV,
TMV ve ToMV ile, biber bitkilerinin de TMV, TSWV ve PVY antiserumlari ile
testlendginde bazi biberlerin TMV ve TSWYV ile bulk oldugu saptannstir.
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4.2.2. iImmunodiffusion Calismalari

ELISA testi ile sadece CMV ile bujkk oldugu saptanan ve bunlardan secilen
uc izolat kavun, domates, biber veseli test bitkilerine silanmstir. Asilanan bu
bitkilerden CMV simptomu goésteren geng yapraklarindan elde edilen tam ve vyari
purifiye materyaller CMV antiserumu kullanilarak Agar Double Difflision testine
tabi tutulmytur. Testler sonucunda her ¢ izolatinda serolojik reaksiyonasigireli
olusan bantlarda bir spurun meydana gelngedizlenmitir. Buda sonslar her g

izolatin serolojik olarak ayni olgunu gosternstir.

4.3. Viron Analizleri

Mekanik inokulasyon caimalari sonucunda CMV simptomu gbézlenen ve
ELISA calgmasiyla pozitif sonug¢ alinan CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlari ile
bulssik test bitkilerinden toplanan 6rneklerden CMV'niin virionlari saftdmis ve
Uc izolatin virionlarinin elektrikli ortamdaki hareket hizlarinin belirlenmesi ve
aralarindaki farkin olup olmagiiortaya konulmstur (Sekil 4.13;Sekil 4.14.).

A B C D E F

Sekil 4.13. CMV-K (A,B,D), CMV-D (C) ve CMV-B (E) izolatlarinin virion
analizleri, negatif kontrol (F)
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Sekil 4.14. CMV-K (A,D), CMV-D (B,E) ve CMV-B (C,F) izolatlarinin virion
analizleri, negatif kontrol (G)

Arastirmada CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin virionlarinin elektrikli
ortamda hareket hizlari kontrol edgdide her g izolatinda yayaancak CMV-K
izolatinin dger iki izolata gbre ¢cok az oranda daha yavereket etfii ortaya
saptanmytir. Farkli alt gruplara ait CMV izolatlarinin virionlarinin elektrikli
ortamdaki hareket hizlarini kalastiriimak amaciyla Rodriguez ve ark., (1995)
CMV-35, CMV-SD1, CMV-Gi, CMV-Ke, CMV-Or, CMV-SD2 izolatlarini, kontrol
olarakta, elektrikli ortamda hizli CMV-S (alt grup Il) ve yaveareket eden CMV-P
(alt grup 1) izolati kullanmylardir. Calsma sonucunda CMV-35, CMV-SD1, CMV-
Gi, CMV-Ke, CMV-Or, CMV-SD2 izolatlarinin virionlari CMV-P (alt grup I) izolati
virionlari ile ayni hizda hareket ditisaptanmgtir. Bu sonucla agrmacilar bu
izolatlarin alt grup I e ait oldgunu bildirmglerdir.

Arastirmada kontrol olarak hizh CMV-S (alt grup IlI) ve yav@MV-P (alt
grup 1) izolati kullanma imkani bulunmagnolmakla birlikte elde edilen sonuglar
CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin CMV-P (alt grup 1) gibi yagahareket
ettigini gostermektedir. Bu sonuglar her d¢ izolatin alt grup I'e ait @ldu
gostermektedir. CMV-K izolatinin sonugta gorulen farki ve ayni grup igerisindeki
farkli izolatlarin farklari ile 6rtgmektedir. Bu nedenle bu fark CMV-K'nin farkl bir

alt grupta olmasi gerekiifikrini ortadan kaldirmaktadir.
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4.4. Molekuler Calsmalar
44.1. CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin RT-PCR ve RFLP ile

Farkhkhlarinin Saptanmasi ve Alt Grup Analizi

CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin farkini bulmak ve gruplandirma
icerisinde hangi alt gruba ait olglunu belirlemek amaciyla yapilan RT-PCR
calgmasinda (RW8) ve (RV11l) dejenere primer cifti kullanilarak RNA-2 geni
tzerinde 650 bp lik bélge galtilmistir. PCR Urdnlerinin agaroz jel elektroforezi ile
kontrol edilmesi ile jelde her Ug¢ izolat igcinde beklenen 650 bp’lik DNA bandi
gozlenmitir (Sekil 4.15).

Izlatlara ait PCR urinlerinin RFLP gahasiylaMlul restriksiyon enzimiyle
muamele edilmesi illul restriksiyon enziminin tanig: ve kestgi AYVCGCG T/

T GCGCAA boélgenin varlgl yada yoklgu kontrol edilmgtir. RFLP calsmasi
sonucunda elde edilen uriinler agaroz jelde kontrol ediiprimerler kullanilarak
her ¢ izolatin RNA-2 geni Uzerinde ggitilan 650 bp lik bdlgede enzimin taniyip
kestii bolge saptanamagiir (Sekil 4.16).

Arastirma sonuglari Sialer ve ark., (1999) CMV'nlin alt gruplari konusunda
yaptiklari cagma sonuglariyla kadastirildiginda CMV-K, CMV-D ve CMV-B
izolatlarinin alt grup IA’ ya dahil oldiu saptanngtir. Onceki cakmalarda rapor
edildigi gibi Sialer ve ark., (1999) ellerinde bulunan CMV-TTS, CMV-FL ve CMV-
77 izolatlarinin hangi alt grup’a dahil olglunu saptamglardir. Kontrol olarak ta
CMV-Fny (alt grup IA), CMV-Tfn (alt grup IB ), CMV-S (alt grup II'), izolatlarini
kullanmslardir. Ayni primerleri kullanarak bu izolatlarin RNA-2 geni Gizende 650
bp’lik bolgeyi ¢asaltmiglar ve bu PCR drunlerinMlul restriksiyon enzimi ile
muamele etmglerdir. RFLP ¢akmasi sonucunda CMV-TTS, CMV-FL izolatlarinda
470 bp vel60 bp’lik iki fragment elde ewtar ve bu izolatlari alt grup 1B ye, CMV-
77 izolatinda kesilen fragment saptayamawme bu izolati alt grup 1A ya dahil
etmglerdir. Arastirmada CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarida CMV-77 gibi
ayni sonucu vermiMlul restriksiyon enzimi ile kesilemestir. Bu sonuclar her (g

izolatin CMV-77 gibi alt grup 1A’ya dahil oldiunu ortaya koymgiur.
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1.000bp—>
750bp—>

500bp—»
300bp—>

150bp—>
50bp—>

Sekil 4.15.PCR Marker (a) ve 650 bp’lik CMV-K (b), CMV-D (c),CMV-B (d) DNA
bantlari, negatif kontrol (e), PCR mix (f)

1.500bp—>
1.000bp_,,

700bp_,,

600b
20000 >

400bp—»

300b
200bg::

100bp—p

Sekil 4.16.DNA Marker 100 bp (a) ve 650 bp’lik CMV-K (b), CMV-D (c),CMV-B
(d) DNA bantlari. PCR Marker (eMlul Enzimiyle muamele edilrgi
CMV-K (f), CMV-D (g), CMV-B (h) DNA bantlari
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CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin gruplandirma igerisinde hangi alt
grupa ait oldgunu belirlemek amaciyla yapilangdr RT-PCR-RFLP c¢aimasinda
Paradies ve ark., (2000)'nin CMV izolatlarinin karakterizasyon'u igin yapmi
olduklart calgmada kullandiklari primerler (R1-3") ve (R1-5") primer gifti
kullanilarak CMV'niin RNA-1 geni tzerinde 408 nt lik bolgegatiiimistir. PCR
artnlerinin agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmesi ile jelde her g izolat iginde
beklenen 408 bp lik DNA bandi gozlernytm (Sekil 4.17).

Her (g izlata ait PCR urtnlerinin RFLP gatiasiylaMlul restriksiyon enzimi
ile muamele edilerek enziminin tangdive kestgi AVCGCG T / T GCGAA
bblgenin varlg yada yoklgu kontrol edilmstir. RFLP calgmasi sonucunda elde
edilen Uranler agaroz jelde kontrol edignvie primerler kullanilarak her Ug¢ izolatin
RNA-1 geni uzerinde ggltilan 408 bp lik bolgede enzimin taniyip kgstholge
saptanamangtir (Sekil 4.18).

Elde edilen sonuclar Paradies ve ark., (2000)’nin sonuglari ile
karsilastirildiginda CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin alt grup 1A’ya dahil
oldugunu bir kez daha ortaya ¢ikagtm. Paradies ve ark., (2000)'nin rapor ettikleri
gibi CMV-YA200, CMV-L43 ve CMV-OR izolatlarinin higbirisind#lul ve Sspl
enzimlerinin kesgii fragment gozlenememibu izolatlar alt grup 1A ya dahil
edilmigtir. CMV-S (alt grup 1l) izolati davlul enzimi ile muamele edilnyj sonugta
250 bp vel50 bp lik iki fragment elde ediimie bu izolatta alt grup Il igerisindeki
yerini korumytur. Buradan CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin Paradies ve
ark., (2000)'nin Turkiye'den temin ejti YA200, CMV-L43 ve Italya’dan temin
ettigi CMV-OR izolatlari ile ayni 6zelliklere sahip olgu yada ayni izolatlar oldiu
sonucuna varilngtir.

Arastirmalar sirasinda yapilan gér bir calgma yine Paradies ve ark.,
(2000)'nin yapmy olduklari ¢alsmada kullandiklari 5'-TTACC(AG)AACTCATCA
GAGAGTA-3' ve 5-TTTGC(ACT)TGGG(CT)TA(CT)GACAC-3' primerler
kullanilarak CMV’'niin RNA-2 geni Uzerinde bulunan ve 2a proteinin kodiai®4
bp’lik bolge ¢azaltilmig ve sonuglar agaroz jelde kontrol edgtii (sekil 4.19).
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1.500bp—p

1.000bp—
600bp—p
500bp—»
400bp—p-
300bp—p

200bp—p
100bp—>

<+— 408bp

Sekil 4.17.DNA Marker 100 bp (a) ve 408 bp’lik CMV-K (b), CMV-D (c),CMV-B
(d) DNA bantlari, negatif kontrol (e), PCR mix (f)

1.000bp—p

750bp—>
500bp—»

300bp—p

150bp—>
50bp_>

408bp

Sekil 4.18. PCR Marker (a) ve 408 bp’lik CMV-K (b), CMV-D (c), CMV-B (d)
DNA Bantlari; PCR Marker (e)Mlul Enzimiyle muamele edilngi
CMV-K (f), CMV-D (g), CMV-B (h) DNA bantlari
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abcdef abocdef

Sekil 4.19. A) PCR Marker, (B) DNA marker 100 bp (a) ve 194 bp’lik CMV-K (b),
CMV-D (c), CMV-B (d) DNA bantlari, negatif kontrol (e), PCR mix (f)

Calisma Singh ve ark. (1995)'nin CMV alt grup | izolatlarinin tanilanmasi
icin kullandgl ve o6nerdii yontemle CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin
virisin kilif protein geni Uzerinde bir bolgeye gore dahil olduklari alt grubun
saptanmasi ile ilgili olarak yapilan gaha sonucunda @altilan 488 bp’lik DNA
bantlar1 % 2’lik agaroz jelde gorunttlerytm (Sekil 4.20).

RT-PCR cakmasi ile elde edilen ve agaroz jel elektroforez yontemi ile
kontrol edilen farkh izolatlara ait DNA 0Ornekleri, izolatlarin alt grup tayini igin
RFLP calgmasina tabi tutulmgur. RFLP calkmasi ile DNA o6rneklerinirEco RI,
Hind 1ll, Bam HI ve Msp | restriksiyon enzimleri ile muamele edilmesi sonucunda
elde edilen nukleik asit fragmentleri her emzim igin ayri ayri agaroz jelde kontrol
edilerek alt grup analizi yapilgtir.

Arastirma sonucunda izolatlara ait ve kilif protein geni Gzerindglgdan
bblgedeEco RI, Hind Ill ve Bam HI enzimlerinin kesgi bolgenin bulunmad,
ancak her ¢ izolatda dasp | enziminin tangl ve kestgi bélgenin bulundgu ve bu
enzimin izolatlarda ggaltilan bolgeyi keserek 337bp ve 151bp lik iki fragmente
ayirdgl sonucu elde edilmive agaroz jelde kontrol edilstir (Sekil 4.21).
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a bc d e f

488 bp band

Sekil 4.20. DNA Marker 100 bp (a) ve 488 bp’lik CMV-K (b), CMV-D (c), CMV-B
(d) DNA bantlari, negatif kontrol (e), PCR mix (f)

abocd ef abcd e f

488 bp—»

a bcd e f ab cd e f

337 bp—>

151 bp—>

C

Sekil 4.21.1zolatlarin ¢galtilan 488 bp’lik DNA'larininEco Rl (A), Hind 11l (B),
BamHI (C) ve Msp | (D) ile muamelesiyle elde edilen sonuglar.
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Izolatlarin kilif protein geni tzerinde bir bolgeye gére dahil olduklari alt
grupun saptanmasi amaclyla yapilansganin sonuclarini Singh ve ark. (1995)'nin
sonuglari ile kaglastirdigimizda CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin alt grup |
‘e ait olduklari saptanmgir. Arastirmada testlenen (¢ izolatinda Singh ve ark.
(1995)'nin gaymalarinda kullandiklari alt grup | icerisinde bulunan CMV-SL (alt

grup 1) ve CMV-B izolatlari ile ayni olduklari gérilmektedir.

4.4 2. Satellit RNA Analizleri

Calsmanin yapildii kavun, domates ve biber ekim alanlarindageatia
satellit RNA’lerin varlgr ve CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin satellit
RNA’lerin bitkilerde c¢@almasi i¢in yardimci viris fonksiyonuna sahip olup
olmadg! aratirilmistir. Testlerde Monti ve ark.,, (1999)" nin  kullandiklar
(Upstream): ve (Downstream) dejenere primer ¢ifti kullapiiela CMV-K'nin
kavun,N. glutinosa ve N. tabacum “Xanthi’; CMV-D’nin domates,N. glutinosa ve
N. tabacum “Xanthi”; CMV-B’nin biber, N. Glutinosa veN. tabacum “Xanthi”
700bp lik satellit RNA'i ¢@alttigl ve Ug izolatinda satellit RNA igin yardimci viris
oldugu sonucu elde edilmive Satellit RNA'e ait bantlar agaroz jelde kontrol
edilmigstir (Sekil 4.22; 4.23)

Satellit RNA’lerin CMV’'nun bitkilerde simptom okumuna etkisini
saptamak amaciyla yapimiz calgmada CMV satellit RNA ile infekteli virts
izolatlarinin virionlari arilgtinimistir. Arilastirilan virionlar mekanik inokulasyon
yontemi ile test bitkilerine slanmg ve izolatlarin bitkilerdeki simptomlari kontrol
edilmistir. Arastirmada CMV-K izolatinin saf virionlarinin bitkilerde simptom
olusturmadgi, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin saf virionlarinin bitkilerde daha dnce
elde edilen tipik CMV simptomlarini ofturdugu gézlenmgtir (Sekil 4.24).

Izolatlarin  bitkilerde olsturdusu  simptomlarin ~ Satellit RNA’lerden
kaynaklanip kaynaklanmagli ELISA ve RT-PCR yodntemleri ile agtariimistir.
Testler sonucunda bu bitkilerin CMV-K, CMV-D ve CMV-B ile infekteli ofglu
sonucu elde edilmive izolatlara ait RNA-2 bantlari goriuntulentiri (Sekil 4.25).
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1.031 b
900 b
800 b
700 b
600 b
500 b

400 b
300 b

200 b

100 b
80 b

Sekil 4.22. DNA Marker 100 bp (a) ve 700 bp’lik CMV-K (b) kavun, CMV-D (c)
domates, CMV-B (d) biber CMV-Satellit RNA, negatif kontrol (e), PCR

mix (f)

10.000 bp_p

3.000 bp—»
2.000 bp—»
1.500 bp—»
1.000 bp—»

750 bp—»
500 bp—»

259 bp—»

Sekil 4.23.CMV izolatlari ile infekteli N. glutinosa (A) ve N. tabacum “Xanthi’(B)
bitkilerinde satellit RNA. DNA Marker 1 kb (a) ve 700 bp’lik CMV-K
(b), CMV-D (c), CMV-B (d) CMV-satellit RNA, negatif kontrol (e),
PCR mix (f)
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hoa

B C
Sekil 4.24.CMV-K (A), CMV-D (B) ve CMV-B (C) ile bulgik N. glutinosa

10.000bp—_p

3.000 bp—p

2.000 bp—»
1.500 bp—p»

1.000 bp—p

750 bp—p

500 bp_p <— 650 bp

250 bp—»p|

Sekil 4.25.Marker 1 kb (a) ve CMV-K, CMV-D ve CMV-B ile infekteN. glutinosa
de 650 bp’lik CMV-K (b), CMV-D (c), CMV-B (d) RNA-2 bantlari,
negatif kontrol (e), PCR mix (f)
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Uretimi yapilan kultir bitkilerinde bakteri, fungus, viris ve viroid gibi ¢ok
sayida hastalik etmeni zararlara neden olmaktadir. Bu etmenler igerisinde virlsler
mucadele zorlgu ve Uriine verdi zarar duzeyini dikkate alinginda ayri bir 6neme
sahiptir. Konukgunun duyarlg, viristun virtlensii, irki ve genetik yapisi
hastalgin siddetini ve zarar seviyesini etkilemektedir. Virtslerin konukgu dizisi g6z
ondne alindiinda TMV ve CMV hem c¢ok sayida bitkide hastalikstlumasi, hem
de cok sayida irka sahip olmasi nedeniyle bitki virtsleri igerisinde en yaygin ve en
zaralh viruslerdir. TVM'nu bir kenara birakimizda hem tek yillik hem de ¢ok yillik
bitkilerde neden oldgu ekonomik zarari g6z dnune alinarak CMVstarena konusu
olarak secilmi ve biyolojik, serolojik ve molekiler ¢camalar balatiimistir. Son
yilllarda bdlgemizde tarimi ekonomik olarak gittikge artan bitkilerdeisde
simptomlar gorulmesi nedeniyle bu simptomlara neden olan CMV'nin kavun,
domates ve biber bitkilerinde zararlarini vegidi& simptomlara neden olan
karakterlerini ortaya koymak amaciyla busarana yapilmgtir.

Arastirmada CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin biyolojik, serolojik ve
molekiler karakterizasyonu yapilarak Adana, Merin, HataySaeliurfa illerinde
bulunan CMV izolatlarinin birbirilerinden farkliliklari saptargim

Biyolojik bulgularda CMV-K izolati kavun bitkilerinde yaprak
deformasyonu, yaprak kivrilmasi ve sistemik mozalicotiana glutinosa L.
bitkisinde yaprakseklinin bozulmasi, yaprak ayasinin daralmasi ve uzamasi, damar
bantlgmasi ve sitemik mozaik simptomlarina neden ghonu Nicotiana tabacum
L.”’Xanthi NC'’, Nicotiana tabacum L.’’Xanthi’’, Nicotiana tabacum L.’ Samsun
nn’’, Nicotiana tabacum L test bitkilerinde sadece sistemik mozaik, domateslerde
hafif yaprak deformasyonu, yaprak ayasinin daralmasi ve sistemik mozaik, biberde
yaprak kivrilmasi, yaprak ayasinin daralmasi ve hafif sistemik mozaik simptomlarina
neden olmstur. Bu simptomlar Paradies ve ark., (2000)'nin biyolojik ve molekiler
karakterizasyonu yaptiklari gtama sonucunda alt grup 1A ya dahil ettikleri CMV-
YA200, CMV-L43 ve CMV-OR izolatlarinin ve Rodriguez ve ark., (1995)'nin
yaptiklari bir cagma ile alt grup I'e dahil ettikleri CMV-35, CMV-SD1, CMV-Gi,
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CMV-Ke, CMV-Or, CMV-SD2 izolatlarinin bitkilerde ofurdusu simptomlar ile
benzerlik goster@ saptanmgtir. CMV-YA200 izolati N.glutinosa’da sistemik
mozaik ve sistemik yaprak deformasyomutabacum “ Xanthi” de sistemik mozaik

ve sistemik nekrosis; CMV-L43 izolatN.glutinosa’da sistemik mozaik ve sistemik
yaprak deformasyonu\.tabacum “ Xanthi” de sistemik hafif mozaik ve CMV-OR
izolati N.glutinosa’da sistemik mozaik ve sistemik yaprak deformasyonu, N.tabacum
“Xanthi"de sistemik mozaik simptomu aclwrmaktadir. Sonuglarin benzgilCMV-

K izolatinin simptomolojik olarak alt grup 1A‘ya ait oldunu gostermektedir.

CMV-D izolati domates bitkilerinde yaprak simetrisinin bozulmasi, ayakkab
bagi seklinde, fearn leaf ve sistemik mozaik simptomlarina neden gblmu
Nicotiana glutinosa L. bitkisinde yaprakseklinin bozulmasi, yaprak ayasinin
daralmasi ve uzamasi, yagma kivrilmasi, damar bantimasi ve sitemik mozaik
simptomlarina neden olmgiwr. Nicotiana tabacum L.’ Xanthi NC'’, Nicotiana
tabacum L.’ Xanthi’’, Nicotiana tabacum L.’’Samsun nn’’, Nicotiana tabacum L
bitkilerinde sadece sistemik mozaik, kavunda sistemik mozaik, yaprak ayasinin
daralmasi ve bitki 6limlerine, biberde yaprak kivrilmasi ve yaprak ayasinin
daralmasi ve hafif mozaik simptomlarina neden gtonu Elde edilen simptomlar
Paradies ve ark., (2000)'nin alt grup IA ya dabhil ettikleri CMV-YA200, CMV-L43
ve CMV-OR izolatlarinin ve Rodriguez ve ark., (1995)'nin alt grup I'’e dahil ettikleri
CMV-35, CMV-SD1, CMV-Gi, CMV-Ke, CMV-Or, CMV-SD2 izolatlarinin
konukgularda olgturduklari simptomlar ile benzerlik gostermektedir. Bu sonuglar
CMV-D izolatinin da simptomolojik olarak alt grup | A'ya ait ofgiinu
gostermektedir.

CMV-B izolatinin biber bitkilerinde yaprak kivrilmasi, damar bantlasi ve
hafif mozaik simptomlarina neden olgtur. Nicotiana glutinosa L. bitkisinde CMV-

K ve CMV-D izolatlarina benzegekilde yaprakseklinin bozulmasi, yaprak ayasinin
daralmasi, damar banftaasi ve sitemik mozaik simptomlarina neden ghonu
Nicotiana tabacum L.’ Xanthi NC’, Nicotiana tabacum L.’ Xanthi’, Nicotiana
tabacum L."’Samsun NN, Nicotiana tabacum L bitkilerinde sadece sistemik
mozaik, kavun bitkilerinde sistemik mozaik, yaprak ayasinin daralmasi ve bitki

Olumlerine, domateste yaprak simetrisinin bozulmasi, ayakkapn, Wbear leaf

67



5. SONUCLAR VE ONER ER Behcet Kemal QALAR

olusumu ve sistemik mozaik simptomlarina neden aolmu Elde edilen
simptomlojik bulgular bu izolatinda simptomolojik olarak CMV-K ve CMV-D gibi
alt grup IA‘ya ait oldgunu desteklemektedir.

CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin virionlarinin arikirilmasindan
sonra elektrikli ortamda hareket hizlari kontrol edildde her G¢ izolatinda yaya
ancak CMV-K izolatinin dier iki izolattan az oranda daha yaveareket etmesi ve
Rodriguez ve ark., (1995)'nin yaptiklari gatada kullandiklari CMV-P (alt grup I)
izolati ile benzerlik gostermesi CMV-K, CMV-D ve CMV-B izoltalarinin CMV-P
(alt grup 1) izolati gibi alt grup I'e ait oldiwnu gosternsir.

Izolatlarin genetik yapilarina gére alt grup icerisindeki yerinin belirlenmesi
amaciyla yapilan molekiler ¢ghalarda da her Ug izolatin alt grup 1A’ ya ait gidu
sonucu ortaya Gikrgtur.

CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin ait olduklari alt grupun virisiun
RNA-2 geni tzerinde bir bolgeye gore belirlenmesi igin (RW8) ve (RV11) dejenere
primer ciftini kullanarak yapilan PCR c¢ghasi sonucunda beklenilen 650 bp’lik
DNA bandi agaroz jelde goOzlerynve izolatlarin hangi alt grup iginde olglunu
saptamak icin yapilan RFLP gahasi sonucunda RNA-2 geni tzerinde 650 bp’lik
bblgedeMlul restriksiyon enziminin tanigi ve kestsi AVCGCG T/ T GCGAA
bblgenin olmadii saptannitir. Benzer sonuclar daha Sialer ve ark., (1999)
tarafindan alinmgive ayni enzimlerin kullaniimasi ile elde gtsonuclarla paralellik
gostermgtir. Aragtiricilarin galsmalarinda kullandiklar kontrol CMV-Fny (alt grup
IA) ve testleme sonucunddlul restriksiyon enziminin tanigi ve kestgi bolgesi
bulunmayan ve alt grup 1A’ dahil ettikleri CMV-77 izolatlari gibi CMV-K, CMV-D
ve CMV-B izolatlarininda alt grup 1A’a dahil olgu yada Fny ve 77 izolati ile ayni
irk olduklari sonucu ortaya ¢ikgtir.

Alt grub’'un RNA-1 geni tzerinde bir bdlgeye gore saptanmasi igin Paradies,
ve ark., (2000)'nin kullandiklari (R1-3') ve (R1-5') primer ciftini kullanarak yapilan
PCR calgmasi sonucunda 408nt lik DNA bandini agaroz jelde gdoruntigevenibu
bolgede deMlul restriksiyon enziminin tanigh ve kesti AVCGCG T /T
GCGCAA Dbolgenin olmadii ortaya konulmsgtur. Elde edilen sonuglar
argstiricilarin ayni primerleri kullanarak elde gtti408nt luk DNA bandi veMlul
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enzimi kullanarak elde ettikleri sonuglarin aynisi olup CMV-K, CMV-D ve CMV-B
izolatlarinin 6nceki ¢cagmalarda rapor edilen CMV-Ya, CMV-OR ve CMV-L43
izolatlari gibi alt grup IA’ ya ait oldgu yada bu izolatlarla ayni irk oldu sonucu
ortaya ¢ikmgtir. Ayni calsma igerisinde CMV-Fny (alt grup IA) irkinin RNA-2 geni
Uzerinde bulunan ve 2a proteinini kodlayan 194 bp’lik bolgeye 6zel primerler
kullanilarak bu ¢galtiimis ve agaroz jelde goérintileryrve CMV-K, CMV-D ve
CMV-B izolatlarinin CMV-Fny ile ortgttgt kanitlanmgtir.

Alt grub’un kilif protein geni tzerinde bir bdlgeye gore saptanmasi amaciyla
yaptgimiz ve Singh ve ark. (1995)' nin at@malarinda kullangs CMV alt grup 1l
izolatlarinda 499-502 bp, CMV alt grup | izolatlarinda 486—488 bp uzunluktaki bir
bolgeyi ¢cgaltan (Downstream): ve (Upstream) primer ciftini kullanarak yapilan
PCR calmasi sonucunda 488 bp’lik DNA bandi agaroz jelde goruntukginmi
Cogaltilan bu bolgedeEco Rl enziminin tanidi ve kestgi GVAATT C/ C
TTAA AG Dbdlgenin, Hind 1l enziminin tanidg ve kestsi AVAGCT T / T
TCGAAA Dbolgenin, Bam HI enziminin taniddi ve kestgi GVGATC C / C
CTAGA G bdlgenin veMsp | enziminin tanidil ve kestsi CYCG G/ G GAC
bblgenin olup olmagini saptamak amaciyla yapilan RFLP gahsi sonucundico
RI, Hind 1l ve Bam HI enzimlerinin ¢galtilan bélgede bir noktayr kesmgdbuna
karsin Msp | enziminin ¢@altilan bolgeyi kesgi 337 ve 151 bp’lik iki fragmente
ayirdgl saptanny ve agaroz jelde goruntulengtii. Arastirma sonugclari Singh ve
ark. (1995)'nin sonuglari ile Onginekte ve CMV-K, CMV-D ve CMV-B
izolatlarinin arstiricilarin RFLP ¢akmalarinda kullandiklari enzimlerdeisp |
enzimi ile keserek 337 bp ve 151 bp’lik iki fragment elde ettikleri CMV-SL ve
CMV-MR izolatlar gibi alt grup | icerisinde olgw yada bu izolatlar ile ayni
oldugunu gosternsir.

Arastirmalar sonunda elde edilen biyolojik, virion analizleri ve molekiler
sonuglar dikkate alindinda CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin grup I1A’ya
ait oldusu sonucu belirlenngtir.

Bu izolatlarin dgada bitkilerde hastalik ofturdusu zaman kavun, domates
ve biber ekim alanlarinda ELISA ile testlemelerde CMV ile infekteli gldsaptanan

bitkiler ve bu bitkilerden alinan 6rneklerin iklimlendirme odalarinda mekanik
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inokulasyon yontemi ile test bitkilerine, kavun, domates ve biber bitkilerine
asllanmasi sonucunda elde edilen infekteli bitkilerde satellit RNA’lerin #axie
satellit RNA’lerin CMV izolatlarinin  simptom siddeti Uzerindeki etkileri
arastirilmistir. CMV-K, CMV-D ve CMV-B infekteli kavun, domates ve biber
bitkilerinde CMV Satellit RNA’in varlginin ve bu satellit RNA’in molekil
agirhginin  saptanmasi amaciyla yapilan PCR sgaliarinda Monti ve ark.,
(21999)'nin ve Grieco ve ark., (1997)'nin kullandiklari primer ciftleri kullangtmi
PCR calmalari sonucunda elde edilen drinlerin agaroz jelde kontrol edilmesi
sonucunda 700 bp’lik Satellit RNA’lerden elde edilen DNA bantlari
goruntulenmgtir. Arastirma sonuglari daha 6nce bildirilen CMV-satellit RNA’lerin
buytklukleri gb6z ©6nunde tutulgu zaman farklihk gostermektedir. gair
argstiricilarin bulduklari sonuglar daha ¢ok CMV-satellit RNA’lerin 300 bp ile 400
bp arasinda oldiu ve bu gune kadar CMV’'nin bu buyuklikte satellit RNA'in
cogalmasini desteklegi yonundedir. Orngin Grieco ve ark., (1997) cafnalari
sonucunda 334-340 nt luk satellit RNA amplifiye ettiklerini vgkaaaratiricilarin
bildirilerine dayanarak CMV-TTS (alt grup IB)'nin 339 nt, CMV-Tfn (alt grup
IB)'nin 390 nt satellit RNA'in ¢galmasini sgladigini bildirmislerdir. Monti ve
ark.,(1999) da CMV-14-3 izolatinda 337-344 bp’lik satellit RNA saptanmi
Onceki calgmalarda belirtilen satellit RNA'lerin ganlukla alt grup 1B igerisinde
bulunan CMV 1rklari tarafindan g@altildigi dikkat cekmektedir. Fakat bu
arstirmada testlerde kullanilan ve karakterize edilen izolatlarin Ggude alt grup 1A
icerisinde bulunmaktadir. Buradan Turkiye'desarana bolgemizde kavun, domates
ve biberlerde hastalik afturan CMV-K, CMV-D ve CMV-B izolatlarinin gger alt
gruplar igerisindeki CMV rklarindan farkli olarak 700 bp’lik satellit RNA'in
¢ogalmasina yardimci olgu sonucu ¢ikmaktadir.

Saptanan satellit RNA’lerin CMV'nln virtulenglitizerine etkisini argirmak
icin yaratilen c¢akmalarda CMV-K izolatinda satellit RNA'in  hastgl
siddetlendirdgi hatta bu izolatin bitkilerdeki ofturdusu simptomlarin tamamen
satellit RNA'den kaynaklangi sonucu ¢iknstir. Bu argtirmada CMV-K, CMV-D
ve CMV-B ile infekteli bitkilerden virstin partiktlleri virion analizi yontemi ile

arilsstirimis ve satellit RNA'leri icermedii dustinilen saf virionlar mekanik
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inokulasyon yontemi il@&icotiana glutinosa L. bitkilerine gilanmstir. Simptomoljik
gozlemler sonucunda CMV-K'nin saf virionlari ilesilanan bitkilerde simptom
gozlenmedii halde CMV-D ve CMV-B izolatlarinin saf virionlari ilesdadigimiz
bitkilerde virisun tipik simptom okturdusu saptannstir. Daha sonrasalanan bu
bitkiler ELISA ve PCR ile testlenginde butin bitkilerin virtsle infekteli oldiw
saptanmgtir. CMV-K, CMV-D ve CMV-B saf virionlari ile infekteli bitkiler PCR
yontemiyle satellit RNA'e kau testlendginde bitkilerin higbirisinde beklenilen 700
bp’lik satellit RNA elde edilemengiir. CMV-K’nin saf virionlari ile infekteli bitkide
virisiin varlgl ve ¢galmasi, buna kam satellit RNA’lerin ¢galmays! bu izolatta
simptom olgumunun tamamen satellit RNA'den kaynaklamdi gostermektedir.
CMV-D ve CMV-B saf virionlari ile infekteli bitkilerde simptom aiturmalari,
virisiin var olmasi ve satellt RNA’'in olmayl bu iki izolatin simptom
olusturmasinda satellit RNA’lerin birincil etken olm&disonucu c¢ikarmaktadir.
CMV-D ve CMV-B izolatlariSanlhurfa izolatlari olup virionlarin elektrikli ortamdaki
hareket hizlari bakimindan Adana’dan toplanan CMV-K izolatindan az oranda
farklilk gostermektedir. Ug izolatinda saflalan virionlarinin bitkilere slamasi
sonucunda virisun bitkide galmasi ancak satellit RNA’in bulunamegiyarastirma
sonucunda saptanan 700 bp’lik satellit RNA'in CMV tarafindan desteklenen bir
satellit virtis olabilecg ve kendi protein kilifi icerisinde paketlegdiyada dgada

var olan yeni satellit RNA olabilegestiphesini dgurmustur.

CMV-K saf virionlari ile infekteli Nicotiana glutinosa L. Bitkisine ilk
inokulasyondan 15 gin sonra bu izolat ve CMV-D ve CMV-B izolatlari
arillsstirlmams halde mekanik inokulasyon yolu ilginms ve 15 gin sureyle
iklimlendirme odasinda kontrol edilgtir. Daha ©6nce 6n inokulasyon yapilan
bitkilerde sonradansdanan viriisiin simptom aojturmadg! sonucunu gorulmgir.

Bu sonug CMV-K izolatinin zayif irk oldwnu ve bitkide ¢galabildigini ayrica
sonradan olabilecek bylaalarda bitkiyi siddetli irka kagl (¢apraz-koruma)
koruyabilecgi ortaya koymytur. Elde edilen sonu¢ Montasser ve ark., (1998)'nin
zayif irklaringiddetli irklarin kontrolu igin kullanilabilinece fikri ile 6rtismektedir.
Onceki calgmalarda belirtilgi gibi aragtiricilar 1hml satellit RNA’i zayif irk olan

CMV-S rki ile birlikte bitkilere inokule etrgler ve bu yolla biber ve kavun
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bitkilerinde zayif irk CMV-S’insiddetli CMV-D ve CMV-16 rklarinin kontrol
altina alinmasinda kullanilabilegiai saptamglardir.

Sonu¢ olarak agirmada kavundan izole edilen CMV-K, domatesten izole
edilen CMV-D ve biberden izole edilen CMV-B izolatlari kullangtm Her g
izolat biyolojik ve molekuler 6zellikler bakimindan birbirinin aynisi olup ve CMV alt
gruplandiriimasinda her ¢ izolat da alt grup 1A’ya dabhil izolatlardir. Partikillerin
elektrikli ortamdaki hareket hizlari bakimindan CMV-D ve CMV-B izolatlari ayni
olup, CMV-K diger iki izota gore yawa hareket etmesi nedeniyle farklik
gostermektedir. Bu izolatlarin hepsi kavun, domates ve biberde ve Uzerigdargall
test bitkilerinde 700 bp molekikalginda satellit RNA’in ¢galmasi i¢in yardimci
virustir. CMV-K izolati 700 bp’lik satellit RNA’in yoklgunda bitkilerde hastalik
olusturamamakta ve latent olarak kalmaktadir. Ancak satellit RNA ile birliktegaldu
zaman simptoma neden olmaktadir. Satellit RNA'in garlCMV-K izolati icin
simptomun ana nedenidir. Saptanan 700 bp’lik satellit RNA CMV-D ve CMV-B
izolatlarinda simptomugiddetini etkilememektedir. CMV-D ve CMV-B izolatlari
satellit RNA’in yoklusunda da bitkilerde simptomlara neden olmaktadir. Ayrica
CMV-K izolatina ait saf virionlarin satellit RNA’den pensiz olarak bitkiye inokule
edilmesinden 13-15 gin sonra olacak CMV infeksiyonlarini ve hastakimolnu
engelledgi ve CMV-K’'nin zayif bir irk old@gu ortaya ¢ikntir.

Bilindigi gibi bitkilerde hastalik olgturan virtsler ile mucadele etmek ve
etkili bir sekilde onlari kontrol altina almak kolay glelir. CMV’nin kontroliinde de
butin virislerde oldgu gibi kilturel yontemlerin kullanimi, temiz Gretim materyali,
vektdrlerle miicadele etmenin 6nemi buyuktir. Belirtilen batin bu yontemlerle dahi
virusler yeterince kontrol altina alinamamaktadir. Bu nedenle CMV ile micadelede
hastalga sebep olan asil etmeni saptayip onunla micadele etmg oetaya
¢ctkmaktadir. Bu astirmada bazi izolatlarin (CMV-K) mucadelesinde satellit
RNA’in kontrol altina alinmasi gerektj bazi izolatlarda da (CMV-D ve CMV-B)
asll virisun kontrol altina alinmasi gergk8onucuna variliigtir. CMV-K izolatlari
ile micadele etmek icin CMV-K'nin ¢apraz-koruma yolu glddetli irklara kasi
kullanilabilecgi ve gen transferi yolu ile simptoma neden olan satellit RNA’lerin

bitkide bloke edilmesi tavsiye edilebilir.
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EKLER
Ek 1.

ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

1-Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.4 (Fosfat tamponu)

80g¢gr NaCl
0.2¢gr KH2PO4
290r NaHPO4.12H,0 veya

2.3 gr NapHPO,4.7H,0
1.44. gr Na;HPO,. 2H,0
1.15 gr NaxHPO, (anhdrous)
0.2 gr KCI
0.2 gr NaNs
Y ukarida miktarlari verilen kimyasalar 1 litre saf suda eritilip pH st 0.1 N
NaOH veya 0.1 N HCI ile ayarlanmis ve 4 °C de saklanmistir.

2-Coating buffer pH 9.6 (Kaplama tamponu)

1.59 gr Na,COs

2.93 gr NaHCO3

0.2 gr NaN3

Y ukarida miktari verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH s ayarlanmig
ve 4 °C de saklanmistir.

3-Washing Buffer (Yikama tamponu)
Bir litre PBS tamponu 0.5 ml Tween-20 ilave edilerek hazirlanmistir.

4-Sample Extraction Buffer (Ornek tamponu)
Bir litre yikama tamponu ¢ozeltisi i¢ine 20 gr Polyvinylpyrolidone (PVP-40)
ilave edilerek hazirlanmistir

5-Enzyme Conjugate Buffer (Konjugat tamponu)



Bir litre drnek tampon c¢ozeltisine 2 gr ovalbumin (egg albumin) ilave

edilerek hazirlanmistir.
6-Substrat Buffer pH 9.8 (Substrat tamponu)

97 ml Diethanolamine 800 ml saf su icine ilave edildikten sonra 0.2 gr NaN3

konmus ve HCl ile pH 9.8’ e ayarlanarak 1 litreye tamamlanmistir.
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Ek. 2

Immunodiffusion Testi Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler

1-Fosfat tamponu (0.7M, pH: 7.4)
Sodyum dihidrojenfosfat (0.35M) NaH,PO, .2H,0 5.460 gr
Sodyum hidrojenfosfat (0.35M) NaHPO4 .12H,0 12.534 gr

Y ukaridaki miktarlari verilen kimyasallar 80 ml saf su igerisinde eritilip pH

ayarlandiktan sonra son hacim 100 ml ye tamamlanmistir.

2-Fosfat tamponu (0.1M, pH: 7.2)
Sodyum dihidrojenfosfat (0.05M) NaH,PO, .2H,O 7.8 gr
Sodyum hidrojenfosfat  (0.05M) N&xHPO, .12H,017.9 gr

Y ukaridaki miktarlari verilen kimyasallar 80 ml saf su igerisinde eritilip pH

ayarlandiktan sonra son hacim 100 ml ye tamamlanmistir.

3-SDS (% 10)
5 gr Sodyum dodesil siilfat 50 ml saf su igerisinde I1sitilarak eritilmistir.

4-Tris (0.05 M, pH 7.2)

0.394 gr TrissHCI 80 ml saf su icerisinde eritilip pH s ayarlandiktan sonra

son hacim 100 ml ye tamamlanmistir.
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Ek.3

Virion Analizleri Cali smalarinda kullanilan Cozeltiler

1-Sodyum citrat (0.2M, pH:6.5)
294 gr Sodyum citrat 40 ml saf su igerisinde eritildi. pH: 6.5 olarak

ayarlandiktan sonra son hacim 50 ml ye tamamlandi.
2-EDTA (5mM, pH:7,0)

0.093 gr ADTA 40 ml saf su igerisinde eritildi. pH:7,0 olarak ayarlandiktan

sonrason hacim 50 ml ye tamamlandi
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Ek. 4

Total RNA Analizlerinde Kullanilan Cozeltiler

1-Ekstraksiyon buffer1 (0.1M glycine-NaOH, pH.9,0; 50mM NaCl; 10mM EDTA;
2% sodium dodecyl sulfate [SDS]; 0,2% sodium diethyldithiocarbomate [DIECA-
Nal; ve 1% sodium lauryl sarcosine).

0.750 gr glycine 80 ml saf su igerisinde eritilmis ve NaOH kullanilarak pH’ si
9,0 olarak ayarlanmistir. Daha sonra bunun tzerine 0.292 gr NaCl ve 0.288 gr
EDTA ilave edilerek eriyinceye kadar karistiriimistir. Karigim iyice eridikten sonra
uzerine 2 gr SDS, 0,2 gr DIECA ve 1 gr sodium lauryl sarcosine ilave edilmis biitin

karisimlar eridikten sonra son hacim 100 ml ye tamamlanmistir.

2-Phenol/chloroform/isoamylalkol (25:24:1)
25 ml 1X TAE buffer ile sature edilmis phenol, 24 ml chloroform ve 1 mi

isoamylalkol karistiriimistir.

3-Sodyum asetate CECOONa(3M)
40.824 gr sodium asetate 60 ml su icerisinde ¢ozulmis ve volum 100 ml ye

tamamlanmistir.
4- 1X TE buffer (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA; pH 8,0)

0.157 gr Tris-HCI ve 0.037 gr EDTA 80 ml saf su igerisinde eritilmistir.

Cozeltinin pH si 8,0 olarak ayarlanip sonra son hacim 100 ml ye tamamlanmistir.
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Ek. 5

Agarose Gel Elektroforez Calsmalarinda Kullanilan Cozeltiler

1- TBE buffer ( 89 mM Tris, 89 mM boric acide, 2 mM EDTA) (pH: 8,3)
1X TBE buffer hazirlamak icin 10.777 gr Tris-Base, 5.502 gr boric acide ve
0.744 gr EDTA 900 ml saf su igerisinde eritilmistir. Cozeltinin pH s 8,3 olarak

ayarlandiktan sonra son hacim 1000 ml ye tamamlanmistir.

2-TAE buffer (10mM Tris, 5mM Sodium acetate, 0,5 mM EDT (pH: 8.3)
1X TAE buffer hazirlamak icin 1.211 gr Tris-Base, 0.680 gr sodium acetate
ve 0.186 gr EDTA 900 ml saf su igerisinde eritilmistir. Cozeltinin pH s 8,3 olarak

ayarlandiktan sonra son hacim 1000 ml ye tamamlanmistir.

3-Farkl konsatrasyonlarda agaroz jel hazirlamak igin;
% 1,2'lik agaroz jel icin 360 mg agaroz 30 ml 1x TBE yada TAE icerisinde
% 2'lik agaroz jel igin 600 mg agaroz 30 ml 1x TBE yada TAE igerisinde
% 1,5'lik agaroz jel icin 450mg agaroz 30 ml 1x TBE yada TAE icerisinde

4-Ethidium bromide

10 mg ethidium bromide 1 ml saf su igerisinde ependorf tlpiinde eritilmistir.

Daha sonra bu ana stoktan 30 pl alinarak 100 ml saf su igerisine ilave edilmistir.
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