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OZET

CANAKKALE ILINDE KARNABAHAR MOZAIK ViRUSU
(Cauliflower mosaic virus; CaMYV) IZOLATLARININ TANILANMASI
VE KARAKTERIZASYONU

Hasan Tuna TUZLALI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Prof. Dr. Savas KORKMAZ
26/06/2012, 50

Bu ¢alismada Canakkale ili ve ilgelerinde 2010-2011 iiretim yillar1 i¢inde bir sérvey
calismasi yiiriitiilerek Karnabahar mozaik viriisii (Cauliflower mosaic virus; CaMV)’ ne
benzer simptom gosteren karnabahar ve lahana bitkilerinden 84 ©Ornek toplanmistir.
Toplanan ornekler CaMV’nin varligimi belirlemek amaciyla DAS-ELISA ve/veya PCR
yontemiyle test edilmistir. DAS-ELISA ve/veya PCR testleri sonucunda 84 6rnekten 63
tanesi CaMV ile infekteli bulunmustur. Infekteli bulunan 6rnekler icerisinden elde edilen
baz1 izolatlarin molekiiler Ozelliklerini belirlemek amaciyla kilif protein (CP) genleri
klonlanarak niikleik asit dizilimleri belirlenmistir. Klonlama ve sekans analizi yapilan
CaMV izolatlarina 6zgii niikleotid dizilimleri gen bankasinda bulunan ve diinyanin farkli
tiretim bolgelerinden CaMV izolatlannin kilif protein genleriyle karsilagtinlmistir. Bu
karsilastirmalar sonucunda iilkemiz CaMV izolatlarinin CP genlerinin niikleotid diizeyinde
% 93-100, diinya izolatlar1 ile % 92-97 oraninda bir benzerlige sahip oldugu bulunmustur.
Yapilan filogenetik analizler sonucunda Canakkale izolatlarinin diinyanin farkl
bolgelerindeki izolatlarla farkli diizeylerde iliski gosterdigi saptanmistir. Bazi izolatlara
yapilan Western blot analizi sonucunda 44 kDa, 39 kDa ve 37 kDa agirliginda proteinler

elde edilmistir.

Anahtar sozciikler: Canakkale, Karnabahar mozaik viriisii, DAS-ELISA, PCR, Klonlama
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ABSTRACT

IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF Cauliflower mosaic virus
(CaMV) ISOLATES IN CANAKKALE PROVINCE

Hasan Tuna TUZLALI
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Plant Protection Departmant Thesis, Master of Science
Advisor: Prof. Dr. Savas KORKMAZ
26/06/2012, 50

In this study, a survey was conducted in Canakkale Province and sub province on
cauliflower and cabbage plants that show Cauliflower mosaic virus-like symptoms
between the years 2010-2011. A total of 84 samples were collected from these areas and
tested by DAS-ELISA and/or PCR for the presence of CaMV. As a result of the DAS-
ELISA and/or PCR analysis 63 out of 84 samples were found infected with CaMV. The
coat protein genes of some isolates were cloned and sequenced. Isolates were further
characterized and the sequences obtained from CaMV isolates of Canakkale were
compared with known sequences from other part of the world to determine the genetic
differences and evolutionary relationships among CaMV isolates from Canakkale and the
other parts of the world. Comparison of CP genes revealed that CP gene of CaMV isolates
from Canakkale Province and sub provinces showed 93-100 % and isolates with the world
92-97 % identity in their nucleotide sequence, respectively. Phylogenetic analysis of the
CP gene sequences showed that CaMV isolates from Canakkale provinces and sub
provinces displayed different level of genetic relationship with CaMV isolates from those
of the world. In this case the method isolates proteins were analyzed by western blot
analysis. As a result of western blot analysis of some isolates with 44 kDa, 39 kDa and 37

kDa weight proteins were obtained.

Keywords: Canakkale, Cauliflower mosaic virus, DAS-ELISA, PCR, Cloning
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BOLUM 1 - GiRIiS Hasan Tuna TUZLALI

BOLUM 1
GIRIS

Tiim Diinyada ve iilkemizde 6nemli bir yer tutan sebze tarimi giiniimiizde gerek birim
alandan elde edilen yiiksek getirisi ile gerekse de hizla artan niifusun ihtiyaglariin
karsilanmasi adina son derece énem arz etmektedir. Bununla birlikte giiniimiizde saglikli ve
dengeli beslenmek icin mutlak suretle sebzelere de ihtiyactmiz oldugu net olarak
bilinmektedir. Tiim bu ihtiyaglarin karsilanmasi icin sebze iiretiminde en yiiksek verim ve
kaliteyi elde etmek zorunlu hale gelmistir. Bu baglamda iilkemizde ve diger bazi iilkelerde
yiiksek verim ve kaliteyi elde etme adina yapilan ¢alismalar hizla devam etmektedir.

Icerdigi vitamin, mineral madde, karbonhidrat ve protein ile insan yasaminda dengeli
beslenmenin vazge¢ilmez unsurlarindan olan sebzelerin kok, govde, siirgiin, yaprak, cigek,
meyve ve tohum gibi kisimlarindan yararlanilmaktadir. Tiim bu faydalarmin yam sira hem
taze olarak hem de pisirilerek tiiketilen sebzeler diisiik yag icerigine sahiptirler ve bu
ozellikleri nedeni ile de sebzeler ayn1 zamanda diyet yiyeceklerinin vazge¢ilmez unsurlari
arasinda yer alirlar.

Ulkemiz ¢ok biiyiik bir ekolojik zenginlige sahiptir. Bu dzellik bir¢ok alanda ve diger
bitkisel {iretim dallarinda oldugu gibi sebze yetistiriciliginde de ©Onemli bir avantaj
saglamakta, iilkemizi bir sebze cenneti konumuna getirmektedir. Ulkemizde 1liman iklim
tiirlerinden tropik iklim tiirlerine kadar uzanan yazlik ve kislik 50 civarinda sebze tiirii
yetistirilmektedir. Buna ek olarak 20 kadar bitkinin de kiiltiirii yapilmamakla birlikte dogadan
toplanip sebze seklinde tiiketildigi bilinmektedir (Korkmaz ve ark., 2010).

Bu sebgze tiirleri icerisinde yer alan karnabahar (Brassica oleraceae L. Convar. Botrytis
(L) Alef. var. Botrytis) ve lahanagiller, Rhoadales takimi, Brassicaceae familyasinda yer
alirlar. Onemli bir kalsiyum, vitamin C ile A ve seliiloz kaynag1 olan karnabahar ve lahana,
kislik sebzeler grubunda yer almakta ve iiretimleri ise yaz sonu, sonbahar ve kis aylarinda
yapilmaktadir (Erkan ve ark., 1990).

2010 yili FAO istatistiklerine gére Diinya karnabahar iiretiminde Cin 7.555.242 ton ile
birinci sirada yer almaktadir. Cin’i takiben sirasiyla Hindistan (5.988.000 ton), Ispanya
(511.100 ton) ve italya (427.407 ton) yer almaktadir (Anonim, 2010a). Ulkemiz ise 158.579
ton ile karnabahar iiretiminde 11. sirada yer almaktadir. Aym yil verilerine gore bolgeler
bazinda en fazla iiretim 44.279 ton ile Ege Bolgesi’nde yapilirken Akdeniz Bolgesi’nde
40.488 ton ve Dogu Marmara Bolgesi’nde ise 35.637 ton karnabahar iiretimi yapilmistir.

Canakkale ilinde ise 3.275 ton iiretim yapilmistir ve iiretimin yogun oldugu ilceler, Ezine
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(1.250 ton) ve Ayvacik (663 ton) ilceleridir (Anonim, 2010b).

Lahana tiretiminde ise 2010 yili FAO verilerine gore Diinya iiretiminde Cin 25.156.578
ton ile birinci sirada yer almakta ve ardindan Hindistan (6.356.800 ton), Rusya (2.732.510
ton) ve Japonya (2.247.700 ton) gelmektedir. Ulkemiz ise 693.002 ton iiretim ile 13. sirada
yer almaktadir (Anonim, 2010a). Ayn1 yil verilerine gore iilkemizde lahana iiretimi basta
249.645 ton ile Bat1 Karadeniz Bolgesi’nde yapilirken bu bolgeyi Ege Bolgesi (89.106 ton) ve
Orta Anadolu Bolgesi (81.826 ton) izlemektedir. Canakkale ilinde ise 6.438 ton lahana
iiretimi yapilmistir ve iiretimin yogun olarak yapildigi ilceler ise Ayvacik (1.932 ton) ve

Gelibolu (1.890 ton) il¢eleridir (Anonim, 2010b).

Tiim kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi sebzelerde de iiretimde kalite ve verimi etkileyen
faktorler bulunmaktadir. Bu faktorleri biyotik ve abiyotik faktorler altinda incelemek
miimkiindiir. Abiyotik faktorlerin yani sira ekonomik anlamda kayiplara neden olan bir¢ok

fungal, bakteriyel ve viral patojenler ile zararlilar bulunmaktadir.

Viral etmenler, bitkiden bitkiye mekanik yollardan kolaylikla bulasabilmeleri, tohum,
vejetatif liretim materyalleri veya vektorler araciligiyla ¢cok daha genis alanlara kisa siirede
yayilabilmeleri ve 6zellikle diger etmenlerde oldugu gibi bunlara kars1 kullanilabilecek etkili

bir kimyasal miicadele yonteminin bulunmamasi nedeni ile ayrica bir 6neme sahiptirler.

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

viriisii (Cauliflower mosaic virus; CaMV) ’diir.

Karnabahar mozaik viriisii, Caulimovirus grubu iiyesi olup diinya genelinde
Brassicacea familyasina ait bitkilerde en sik rastlanan ve en 6nemli viriistiir. CaMV ilk olarak
Amerika’da Brassica campestris ve Brassica oleracea’da rapor edilmistir (Tompkins, 1937).

CaMV, Brassicaceae familyasina ait bitkilerin yetistiriciliginin yapilabildigi uygun
iklim kosullarina sahip her yerde goriilebilmektedir (Sutic ve ark., 1999). CaMV karakteristik
olarak Caulimovirus grubu iiyesi ve c¢ift sarmal DNA iceren bir viriistiir (Sephard, 1981).
CaMV 50 nm ¢apinda izometrik partikiillere sahiptir ve alt birimi 420 kapsid proteinden
olugmustur. Dairesel ¢ift sarmal genomu 8 kb’dir (Cheng ve ark., 1992). Viral partikiillerinin
% 16-17’si niikleik asit, % 83-84’ii protein icermektedir (Shephard ve ark., 1970). CaMV
genomu 7 major ORF (Open reading frame) (I-VII) icerir (Sekil 1).
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Sekil 1.1 Karnabahar mozaik viriisii genomu.

Bu ORF’ler RNA’nin ters transkripsiyonu araciligiyla replike olurlar (Mason ve ark.,
1987; Haas ve ark., 2002). CaMV genomu 6 protein tarafindan kodlanir. ORF 1 (40 kDa)
hiicreden hiicreye tasinma proteinlerini icerir (Thomas ve ark., 1993). ORF II (18 kDa) ve
ORF I (15 kDa) afitlerle tasinmada rol oynar. (Dautel ve ark., 1994; Leh ve ark., 1999).
ORF IV (57 kDa) kilif protein genini kodlar (Daubert ve ark., 1982), ORF V (78 kDa)
proteinase enzimlerin igerir reverse transkripsiyonda rol oynar (Torruella ve ark., 1986). ORF
VI (62 kDa) ise konukcu dizini ve simptomoloji ile iliskili multifonksiyonel proteinleri iiretir
(Schoelz ve Shephard, 1988). CaMV aym zamanda transgenik bitki teknolojisinde
kullanilmaktadir ve transgenik bitki teknolojisinde bitkiye aktarilan genin aktivitesini
yonlendirmek i¢in ek bir DNA parcasi kullanilmaktadir. Bu gen parcasina promoter

denmektedir. CaMV 35S promoter, transgenik bitki teknolojisinde siklikla kullanilmaktadir.

CaMV’nin konukgu dizini genel olarak Brassicaceae familyasi ile sinirlandirilmistir ve
bir¢ok iilkede sebzelerde ekonomik anlamda biiyiik problemler olusturmaktadir (Tomlinson,
1987). Hastaligin olus siklifn % 70’1 gegebilir ve karnabaharlarin verimleri % 50’den %
20’ye diisebilir. (Shephard, 1981; Sutic ve ark., 1999).

Bu virlis daha c¢cok Brassica campestris ve Brassica oleraceae’da bircok sistemik
infeksiyona (kloroz, mozaik, damar agilmasi ve bodurlagsma) neden olur ve siklikla Turnip
mosaic virus (TuMV) ile karisik infeksiyon halinde goriilebilmektedir (Shephard, 1981). Tiim
CaMV izolatlar diinya genelinde Brassiceae familyasina ait bitkileri infekte edebilmektedir.
Fakat bu izolatlar icerisinde sadece D4 ve W260 izolatlar1 ayrica Solanaceae familyasina ait

tiirleri, Datura stramonium ve baz tiitiin tiirlerini de infekte edebilmektedir. (Daubert ve ark.,
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1984; Daubert ve Routh, 1990; Anderson ve ark., 1991; Qiu ve ark., 1997).

CaMV dogada yaprak bitleriyle taginabilmektedir (Palacious ve ark., 2002) CaMV’nin
vektorii oldugu bilinen en az 27 tiir yaprak biti tanimlanmistir (Kennedy ve ark., 1962). Fakat
bazi izolatlar yaprak bitleriyle dogal olarak tasinamamakta (Lung ve Pirone, 1973) ve dogal
olmayan kosullarda tasmmma islemi gerceklesmektedir (Pirone ve Blanc, 1996; Gray ve
Banerjee, 1999). Mekanik olarak da tasinabilen CaMV, tohumla ve polenle tasinmamaktadir
(Blanc ve ark., 2001). Karnabahar mozaik viriisii konukgularinda strainlere, konukcu ve cevre
kosularina bagh olarak ilimlhidan siddetliye dogru degisen cesitli kloroz, mozaik, damar
acilmas1 ve bodurlagsma gibi sistemik simptomlara neden olur (Melcher, 1989; Wintermantel

ve ark., 1993).

Bu calismada Canakkale ili ve ilgelerinde Karnabahar mozaik viriisii (CaMV)
simptomlarina benzer simptom gosteren karnabahar ve lahana bitkilerinden 6rnekler alinarak
DAS-ELISA ve PCR yontemleri ile test edilmis infekteli c¢ikan Orneklerden bazilari

klonlanarak niikleik asit dizimleri belirlenmis ve soyagaci ¢ikarilmistir.
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BOLUM 2
ONCEKIi CALISMALAR

Xiong ve ark. (1982) yaptiklarn calismada salgam bitkisinde benzer simptomlar
(bodurlagsma, mozaik ve yaprak deformasyonlar1) olusturan iki CaMV izolatim1 elektron
mikroskobu kullanarak karsilastirmislardir. Caligma kapsaminda her iki izolat1 da aym
kosullarda (21°C, 2000 lux 16 sa/giin) gen¢ salgam bitkilerinde c¢ogaltmislardir. Bu
izolatlardan Cabb-S infekteli hiicrelerde daha yogun elektronlara sahip ve daha az sayida
partikiil icerirken bunun aksine Cabb-D/H ise infekteli hiicrelerde sayica daha fazla partikiil
barindirdigin1 ve daha az yogunlukta elektron igerdigini belirtmisleridir. Cabb-S izolatinin
inokulasyondan sonra varligmi 3 giin iginde saptamislar, Cabb-D/H izolatinda ise
inokulasyondan 6 giin sonra saptayabilmislerdir. Her iki izolat1 birden inokule ettiklerinde ise
inokulasyondan yaklagik olarak 10 giin sonra infekteli hiicrelerde virtis varhigim
saptamiglardir. Sonuc itibariyle her iki viriisiin yaklagik ayni boyutlarda oldugunu fakat
gelisimlerinin ve bilesenlerinin farklilik gosterdigini belirtmisleridir.

Schoelz ve ark. (1985) CaMV’nin bilinmeyen bir irkinin 6zellikleri iizerine bir calisma
yapmislardir. Yaptiklar1 calismada dogal olarak Brassica campestris’i infekteleyen ve ayni
zamanda, sistemik olarak Datura stramonium (seytan elmasi) ve bazi Solanaceae
familyasindan bitkileri infekte edebilen bir viriisii aragtirmislardir. Calisma kapsaminda
mekanik inokulasyon, serolojik testler, yaprak bitleriyle tasima denemeleri ve klonlama
calismalar1 yapmiglardir. Viriisiin yaprak bitleriyle tasinabiliyor olmasi ve Brassicacea’nin
yani sira Solanacea familyasina ait bitkileri de infekte etmesinden dolayr CaMV’nin D4
streyni olabilecegini diisiinmiigler fakat bu viriisiin Brassicacea familyasinda alisagelmemis
olan damarlar aras1 nekrozlar olusturdugunu ve yapilan mekanik inokulasyonlar sonucunda
diger familyalardan bitkileri infekte etmedigini gozlemlemislerdir. Saflastirdiklarn viriis
partikiillerinin yuvarlak ve yaklasik 50 nm c¢apinda oldugunu, CaMV antiserumuna reaksiyon
gosterdigini ve inclusion badilerinin karakteristik olarak Caulimoviriis’lere ait oldugunu
bildirmislerdir. Salgam bitkisinden saflastirdiklar1 viriisii, E. coli bakterisine aktarlmislar ve
elde edilen klonlarinin Brassica campestris’i infekteledigini ve orjinal viriis ile ayn belirtileri
gosterdigini belirtmislerdir. Klonlanmig DNA’nin endoniikleaz restriksiyon haritasinin CaMV
ile benzerlik tasidigmi ve alisagelmemis simptomlart ve konukcusu olan bu viriisiin
CaMV’nin bir streyni oldugunu bildirmislerdir.

Schoelz ve ark. (1986) yaptiklar1 calismada CaMV’nin, Solanaceae familyasindan

konukcular tizerindeki simptomlarin belirlenmesinde dnemli rol oynayan ORF VI iizerine bir
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calisma yiirtiitmiislerdir. Calisma kapsaminda D. stramonium ve N. bigelovii’nin de dahil
oldugu Solanaceae familyasindan bir ¢ok bitkiyi infekte edebilen CaMV D4 streyni ile CM
1841, Cabb-B strenleri ve bu streynlerin 9 rekombinant genomlarmi kullanmiglar ve
Solanaceae familyasindan konukcular1 infekte edebilme 6zelliklerini test etmislerdir.
Calismalarinda mekanik inokulasyon, ELISA testi ve klonlama calismalarindan
faydalanmiglardir. Saflastirdiklar1 viriisii  Escherichia coli bakterisine aktarmislar ve
bunlardan elde ettikleri plasmidleri calisma materyali olarak kullanmislardir. Calisma
sonucunda Solanaceae familyasindan bitkilerde lokal lezyon ve viriisiin sistemik olarak
yayllmasimna neden olan ve CaMV’nin 496 bg¢ iceren ORF VI genomunun ilk yarisim
kapsayan segmentte meydana gelen degisimlerin CaMV 1rklart arasinda konukcu
reaksiyonlarinda degiseme yol actigini belirlemislerdir. Sonug itibariyle bu segmentte
meydana gelen degisimlerin Solanaceae familyasindan bitkilerde asirn duyarli reaksiyonlari
baski altina alinip yerine normal duyarlilikta reaksiyonlar olusturdugunu saptamislardir.

Erkan ve ark. (1990) yaptiklar1 calismada 1989 ve 1990 yillarinda Ege ve Akdeniz
Bolgeleri’nde karnabahar ve lahanalarda bir sorvey yiiriiterek viriis benzeri simptom gosteren
bitkiler toplamis ve bunlardan elde edilen bitki Ozsularin1 Brassica camperstris subps.
pekinensis (Cin lahanasi), B. campestris rapa (Salgam), B. oleracea var. botrytis
(karnabahar), B. oleracea var. capitata (bas lahana), B. oleracea var. italica (brokoli), Datura
stramonium ve Nicotinia clevelandii gibi bitkilere mekanik olarak tagimiglardir. Mekanik
inokulasyondan sonra karnabahar ve lahanadan izole edilen etmenlerin ayni tipte oldugunu
saptamiglardir. Test bitkileri iizerindeki simptomlar ve sonuglar bunun karnabahar mozaik
virlisii oldugunu gosterdigini bildirmislerdir. Serolojik calismalarda CaMV ve TuMV’ye
spesifik antibadi kullamilarak cift yonlii agar testi uygulanmistir. Elde edilen veriler,
karnabahar ve lahana bitkilerindeki etmenin CaMV antiserumu ile kesin ve net ¢okelti hatlari
olusturdugunu ortaya koymustur. Elektron mikroskopta yapilan ISEM testleri sonucunda
etmenin yaklagik 50 nm capinda kiiresel sekilli partikiillere sahip oldugunu saptamislardir.
Karnabahar ve lahana iizerindeki viriis simptomlan ilk defa Tiirkiye’de bu calisma ile
gosterilmistir.

Daubert ve Routh (1990) Karnabahar mozaik viriisiit ORF VI iizerinde olusan nokta
mutasyonu sonucunda konukgu spesifitesi ve simptom degisikligi iizerine yaptiklari calismada
CaMV D4 streyninin mutasyonu sonucunda viral DNA sekansindaki degisiklikle iligkili
olarak konukgu spesifitesi iizerine degisimleri irdelemislerdir. Viriisiin mutasyona ugramis ve
ugramamis tiplerini Brassicaceae familyasindan konukcularina infekte etmisler ve sistemik

olarak gelisen ve birbirinden ayirt edilemeyen simptomlar olustugunu goézlemlemislerdir.
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Bununla birlikte mutasyona ugramamis virlis, Solanaceae familyasindan olan Datura
stramonium’u sistemik olarak infekte ederken, mutantimin ise 21°C ve iizeri sicakliklarda
nekrotik lokal lezyonlar, daha az sicakliklarda ise damarlar arasinda nekrozlar olusturdugunu
saptamiglardir. D4 streyninin mutantinin, gen VI iizerindeki degisikliklerden dolay1 orijinal
streynden farklilik gosterdigini gozlemlemislerdir. Calismada Mutant streyn ile infekteli
bitkilerin ekstraktlarindan yapilan western blot analizi ile 62 kDa agirligindaki gen VI ile aym
kodlama bolgesinden diger mutantlara ait 25 kDa ve 35 kDa agirliginda olan iki kiiciik protein
daha saptadiklarin1 bildirmigler ve bu degisimlerin ORF VI iizerindeki mutasyondan
kaynaklandigim belirtmislerdir.

Mevel ve Kerlan (1990) Solanaceae familyasindan konukcularda CaMV’nin farkli
izolatlarinin biyolojik 6zellikleri belirlemek amaci ile yaptiklar ¢caligmada CaMV izolatlarini
farkli tiitiin tiirlerine ve D. stramonium’a inoKule etmislerdir. Fransa’da karnabahar
bitkisinden elde ettikleri 11 CaMV izolati ve 2 Arjantin streynini daha 6nceden bilinen 5
streyn (Cabb-S, Cabb-B, Cabb-BJI, PV-45, CM4-184) ile kiyaslamislardir. 6 Fransiz izolati
ile iki Arjantin streyni ve Cabb-BJI izolatinin Datura stramonium’u sistemik olarak
infekteledigini ve yapraklarda klorotik ve/veya nekrotik beneklenmeler olusturdugunu ve
ayrica zaman zaman bu nekrotik alanlarin birlestigini gézlemlemislerdir. Bununla birlikte
sistemik reaksiyonlar1 3 tiitiin tiiriinde gdzlemlemisler ve bunlardan N. bigelowii’ye inokule
ettikleri French 1 ve bir Arjantin izolatinin, inokule edilmeyen yapraklarda da nekrotik
lekelenmeler gosterdigini bildirmislerdir. Sistemik nekrotik lekelenmeleri iki Arjantin
izolatinmn inokule edildigi N. clevelandii’de de gozlemlemislerdir. U¢ Fransiz izolati, her iki
Arjantin streyni ve de Cabb-BJI izolatinin, N. benthamiana’ya inokulasyonu sonucunda ise ilk
defa CaMV’nin sistemik olarak damar acilmasi1 ve/veya klorotik lekelenmeler gosterdigini
kaydetmislerdir. Yapilan calismalarda N. edwardsonii, N. glutinosa, N. glauca, N. tabacum
(Turkish, Samsun ve Xanthi) ve N. rustica tiirlerinde sadece klorotik veya nekrotik lezyonlar
olustugunu belirlemislerdir. Test edilen biitiin streynlerin en azindan bir konukcgu tiiriinii
infekte edebildigini, fakat konukcularin hepsinin bu streynlere duyarli olmadigim
belirlemislerdir. D. Stramonium’da yaprak, meyve ve tohumlarda goriilen simptomlarin
pratikte izolatlar arasindaki farkliliklarin belirlenmesini sagladigin1 ve sadece N. debneyi’nin
yapilan tim testler sonucunda tiim izolat ve streynlere reaksiyon verdigini bildirmislerdir.
Calisma sonunda en azindan karnabahar yetistirilen alanlarda CaMV izolatlarinin, sistemik
olarak infekteledikleri Solanacea konukgularinda CaMV’nin bilinenden daha sik goriildiigiinii

bildirmislerdir.



BOLUM 2 - ONCEKi CALISMALAR Hasan Tuna TUZLALI

Anderson ve ark. (1991) hastalik siddeti ve viriis konstantrasyonun belirlenmesi iizerine
yaptiklar1 bir calismada CaMV’nin CM 1841 ve W260 wrklarim1 salgam bitkisine inokule
ettiklerinde ¢ok farkl belirtiler gosterdigini saptamislardir. Cm 1841 1rki infekteli bitkilerde
orta derecede bodurlasma gosterirken, W260 iwrkinda ise yogun bi¢imde bodurlagsma
goriilmiistir. CM 1841, W260 wkina gore daha az zarar yapmasina ragmen infekteli
yapraklardaki viriis konsantrasyonu Cm 1841°de daha yiiksek bulunmustur. W260 wrkinin
hastalik yapma yogunlugunu belirlemek amaciyla her iki irk kullamilarak hibrid viriisler
iiretilmistir. Yapilan demeler sonucunda viriis konstanrasyonu ve bodurlasma derecesinin
CaMV ORF VI tarafindan yonetildigi, bunun yan1 swra CaMV izolatlar1 tarafindan
gerceklestirilen bodurlasmanin derecesinin, viral genin ifade edilmesi ve viral genin konukcu
metabolizmasini etkilemesine bagh olarak degistigi bildirmislerdir.

Hardwick ve ark. (1994) Ingiltere ve Galler’de 1992 ve 1993 yillarinda kolzalarda
CaMV, Beet western yellows virus (BWYV) ve TuMV’nin varlig1 ve siddeti tizerine bir
calisma yliriitmiislerdir. Calisma kapsaminda drnekleri ELISA ile test etmislerdir. BWY'V i¢in
indirect ELISA, CaMV ve TuMYV i¢in ise DAS-ELISA yontemlerini uygulamislardir. 1992’de
yapilan sorveyler sonucu toplanan 118 6rnegin 73’ti BWY Vile infekteli (% 62) 16’s1 (% 14)
CaMV Iile infekteli (% 14) ve 3 tanesi de TuMYV ile infekteli olarak bulmuslardir. 1993
yilinda yapilan sorveylerde ise 128 adet 6rnegi test etmisler ve BWYYV ile infekteli 54 6rnek
(% 42), CaMV ile infekteli 32 ornek (% 25) ve TuMYV ile infekteli 18 ornek (% 14) elde
etmisglerdir. Yapilan testler sonucunda karisik infeksiyon seklinde BWYV+CaMV+TuMYV,
BWYV+CaMV, BWYV+TuMV, CaMV+TuMYV ile infekteli olan drnekler elde etmisler, ayni
zamanda siddetli viriis simptomlar1 gosteren bitkilerde verim kaybinin % 70’den % 79’lara
kadar ¢ikabildigini bildirmislerdir.

Al-Kaff ve Covey (1994) Karnabahar mozaik viriisii klonlarinin biyolojik 6zelliklerinin
varyasyonlari {izerine bir ¢alisma yiirlitmiislerdir. Calisma kapsaminda 3 CaMV izolatinin
(11/3, XJ ve Aust) DNA’larmin patojenik varyanslarimi belirlemek amaciyla infektiy6z
klonlarimi elde etmislerdir. 11/3 izolatindan 10 klon elde etmisler ve mekanik inokulasyon
calismalarinda bu klonlardan 4’iiniin salgam bitkisinde klonlanmamis oldugunu ve 11/3
izolatina gore farkli simptom olusturdugunu belirlemislerdir. Yaptiklari tasima denemelerinde
4 klondan sadece 2’sinin viriisii tasiyabildiklerini saptamislardir. XJ izolatindan 2 grup
halinde olmak {iizere toplam 5 infektiydz klon elde etmisler ve bu iki gruptan biri,
klonlanmamig XJ izolatindan farkli simptomlar gostermistir. Aust izolatindan sadece 1 klon
elde etmisler ve bu klonun Aust izolatiyla benzerlik gosterdigini bildirmisler ve klonlarda

bulunan restriksiyon enzimlerinin varligin1 simptom degisikligi ile iliskilendirmislerdir. Bu
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virlislerin diger CaMV izolatlariyla kiyaslanmasinda gozlenen bir baska varyasyonu da afitle
tasimadan sorumlu ORF II’den kaynaklandigini ©ne siirmiisler ve yaprak bitleriyle
tasinmayan klonlarin ORF II'lerde meydana gelen silinmeden kaynaklandigini bildirmisler ve
varyasyonlar1 genomlarda olusan ufak degisimlerle iliskilendirmislerdir.

Al-kaff ve Covey (1995) Karnabahar mozaik virlisii izolatlarinin biyolojik
cesitliklerinin iki Brassica tiirii iizerindeki etkilerini belirlemek amaci ile Avusturya,
Almanya, Danimarka ve Cin’in dahil oldugu 15 farkh iilkeden elde edilen 39 CaMV izolatin1
duyarlt Brassica rapa rapifera (salgam) ve tolerant Brassica oleracea gongylodes (Alabas)
konukcularina infekte etmisler ve infeksiyonu takiben olusan patolojik karakteristiklerini ve
simptomlart karsilastirmiglardir. Calismada belirgin simptomlannt duyarli olan salgam
bitkisinde gozlemlemislerdir. Elde edilen lokal simptomlar 4-10 giin arasinda sistemik olanlar
ise 10-20 giin arasinda ortaya ¢ikmistir. Sistemik infeksiyonlar, damar acilmalari, damar
bantlagsmalar ve siddetli klorozlar seklinde olugmustur. Salgam bitkilerinde orta siddetliden
siddetliye dogru degisen oranlarda bodurlagsma, yaprak kivircikligt ve burusukluklar
gozlenmistir. Bunun aksine alabaslarda ayn1 CaMV izolatlarinin neden oldugu belirtiler yash
yapraklarla sinirli kalmis ve bitki yapisinda bozulma olmadigi gibi orta siddette damar
acilmas1 ve az oranda kloroz olusmustur. CaMV ile infekteli bitkilerdeki DNA miktarin
belirlemek icin dot-blot yontemini kullanmislar ve tiim salgam ve alabas izolatlar1 arasinda
biiyiik farkliliklar elde etmislerdir. Alabasta infeksiyondan sonra viral DNA miktarinda artig
gozlenmezken salgamda ise viriis miktan ile simptom cesidi ya da siddeti arasinda bir
baglant1 kurulmadigini bildirmislerdir.

Cecchini ve ark. (1998) Karnabahar mozaik viriisii varyantlar ile Arabidopsis. thaliana
arasindaki patojenik interaksiyonlar1 belirlemek iizere bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Calisma
kapsaminda A. thaliana Col-0 gl/l ekotipinde 30 CaMV izolatinin neden oldugu simptom
karakterlerini kaydetmislerdir. 13 izolat simptom olusumunda basarisiz olmus, geriye kalan
izolatlar ise orta siddetliden agirn siddetliye dogru degisen belirtiler gostermislerdir. Bazi
CaMV izolatlan, A. thaliana bitkisinde, salgamda olusturduklar1 simptomlardan farkli olarak
belirgin, karakteristik olan ya da daha siddetli simptomlar olusturmuslardir. izolatlar
icerisinde Bari-1 izolat1 Col-0 gl/I ekotipinde simptom olusturmamasina ragmen bu izolata ait
virlis partikiilleri bu ekotipte belirlenmis, ayni1 izolat Ler g/I ekotipinde ise orta siddette
simptomlara neden olmustur. CaMV izolatlarindan Cabb B-JI ve Bari-1’den edilen hibrit
virisiin, her iki viriisiin orijininden daha siddetli simptomlara neden oldugunu
belirlemislerdir. Mutasyon ¢alismalar1 sonucunda ise elde edilen Col-0 dv/ ekotipinin, CaMV

Bari-1 izolat1 ile infeksiyonu sonucunda ekotipin mutanti1 olmayan Col-O gl/I ekotipininin
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aksine simptom olusturabildigini gozlemlemislerdir.

Leh ve ark. (1999) yaptiklar ¢alismada CaMV nin yaprak bitleri ile tasinmasinda ORF
IIl’tin fonksiyonu iizerine bir caligma yiiriitmiislerdir. CaMV’nin yaprak bitleri ile
taginmasinda sorumlu olan bdlgenin ORF II oldugunu, fakat tasinmada daha 6nceleri rolii tam
olarak anlagilmamis olan ORF III'iinde taginmanin gerceklesebilmesi icin bir yardimci unsur
olarak gerekli oldugunu bildirmislerdir. Calisma kapsaminda yaprak biti denemelerinde PII
proteinleri kusurlu olan CM4-184 streynini kullanmiglar ve verimli olarak taginmay1 ancak
PIII varliginda gergeklestirebilmislerdir. Bu ¢alismada CaMV PIII proteinlerinin kapasitesini
ve diger proteinlerle iliskisini belirlemek amaci ile saglikli ve infekteli salgam yapraklarindan
ekstraktlar elde etmisler ve daha sonra salgam bitkisinden elde ettikleri proteinleri SDS-
PAGE ile ayirip nitroselilloz membrana aktarmiglardir. Western blot analizi sonucunda P III’e
ait 15 kDa ve P II'ye ait 18 kDa agriliginda iki ayn bant gozlemlemislerdir. Calisma
sonucunda PII ve PIII arasinda bir interaksiyon oldugunu ve yaprak bitleri ile CaMV’nin
taginabilmesi i¢in ikincil yardimci unsur olan PIII’tinde gerekli oldugunu bildirmislerdir.

Agama ve ark (2002) Karnabahar mozaik viriisii’'ne dayanikli Arabidopsis thaliana Tsu-
0 Ekotipinin CaMV’ye olan direncini kirmak iizere bir caligma yiiriitmiiglerdir. Calisma
kapsaminda A. thaliana Tsu-0 ve Col-0 ekotipleri ile farkli CaMV izolatlarin1 kullanmislardir.
Tiim izolatlar1 salgam bitkisinden elde etmis ve mekanik inokulasyon c¢aligmalarini ekotipler 6
yaprakli iken yapmislardir. Biyolojik testleri dogrulamak i¢in molekiiler bir yontem olan PCR
yontemini kullanmiglardir. Cabb-S, CaN, CM1841, CMV-1, D/H, NY8153, NY8158 ve
W260 izolatlarindan plasmid DNA elde etmisler ve spesifik primerler kullanarak yaptiklari
PCR c¢alismalar1 sonucunda tiim viriisler icin 724 bp biiyiikliigiinde bantlar elde ederken
sadece CaN izolatinda 430 bp biiyiikliigiinde bant elde etmislerdir. Arastirmalarinda temel
aldiklar1 ve Tsu-0 ekotipinin CaMV’nin CM1841 ve CM4-184 izolatlarina dayanikli olup,
W260 izolatina ise duyarli olmasindan yola ¢ikarak W260 izolatinin pasif bir mekanizma ile
Tsu-0 ekotipinin dayanikliligini kirdigimi belirlemislerdir. ORF VI geninin 5’- 3’ haritasini
cikarmiglar ve RBR-1 olarak adlandirdiklar1 bolgenin CaMV’nin Solanaceae familyasindan
farkl bitkileri infekte edebilme yeteneginden sorumlu oldugunu belirlemislerdir.

Shahraeen ve ark. (2003) Iran’nin bazi ili ve ilcelerinde yiiriittiikleri calismada
kolzalarda CaMV, BWYV, TuMV, Hiyar mozaik viriisii (CMV) ve Domates lekeli solgunluk
virlisit (TSWV)’niin varligim1 belirlemek amaci ile 1999-2001 yillar1 arasinda bir sorvey
calismas yiiriiterek 581 ornek toplamislar ve toplanan bu 6rnekleri DAS-ELISA yontemi ile
test etmisler ve caligmalarinda elektron mikroskobu kullanmiglardir. Yapilan testler

sonucunda 581 Ornekten 243’ii bu viriislerle infekteli bulunmustur. DAS-ELISA sonuglarina
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gore orneklerin % 14.45’1 BWYV ile % 12.9’u CaMV ile % 9.3’ti TuMV ile % 4.6’s1 CMV
ve % 0.51’t TSWV ile infekteli olarak bulmuslardir. Calisma sonucunda CaMV’nin
kolzalarda TuMV, BYMV ve CMYV ile karisik infeksiyon olarak bulunabilecegini ve ayni
zamanda BYWV, CaMV ve TuMV’nin varliginin kolzalar ve diger duyarli sebze tiirleri i¢in
biiyiik tehlike olusturdugunu bildirmislerdir.

Moreno ve ark. (2004) 1spanya’n1n farkli il ve bolgelerinde marul, karnabahar, brokoli,
lahana gibi kiiltiir bitkilerinin yam sira bazi yabanci otlar da dahil olmak iizere bu bitkilerde
cesitli viriislerin varligini, dagilimini ve yayginligim belirlemek amaciyla 2001 ve 2002 yillar
iiretim sezonlar1 icerisinde bir sorvey calismasi yiiriitmiislerdir. Viriis simptomu gosteren
bitkileri ticari spesifik antibadiler kullanarak CaMV, Yonca mozaik viriisii (AMV), Broad
bean wilt virus 1 (BBWV 1), BWYV, CMV, Pea seed-borne mosaic virus (PSbMV), TuMV
ve TSWV’ye kars1 ELISA ile test etmislerdir. Bu ¢alismada CaMV’nin varligini sorgulamak
icin karnabahar, lahana, brokoli ve yabanci otlara yapilan ELISA sonuglarinda 2001 ve 2002
ilkbahar doneminde toplanan 127 Ornekten 24’ pozitif sonu¢ verdigini, aymi yillara ait
sonbahar doneminde toplanan 239 Ornekten ise 16’sim CaMV ile infekteli olarak
bulmuslardir.

Farzadfar ve ark. (2005) tarafindan Iran’min Fars sehrinde CaMV’nin varligini
belirlemek amaciyla 2003 yaz siiresince ve sonbahar baglarina kadar arazi calismalari
yiiriitiilmiigtir. Calismada beneklenme, bantlasma, mozaik, nekrotik lekeler, sekil
bozukluklar1 ve kloroz belirtisi gosteren Brassica oleracea var. acephala (yaprak lahana),
B.oleracea var. botrytis (karnabahar) B. oleracea var. capitata (bas lahana) B. oleracea var.
italica (brokoli) ve B. rapa (salgam) bitkilerinden yaprak ornekleri toplanmis ve CaMV’nin
varligimi sorgulamak icin spesifik antibadiler kullanilarak DAS-ELISA ile test edilmistir.
Calismada belirti gosteren bitkilerin yapraklarindan salgam, kolza, Cin lahanasi, turp ve
Datura metel bitkilerine yapilan mekanik inokulasyonlar sonucu CaMV izolatlarinin hepsi
Brassicaceae familyasindan bitkilerde mozaik belirtilerine sebep olurken sadece bir izolat
(Ca-Shl) D. metel’ de sistemik infeksiyona sebep olmustur. Biyolojik ve serolojik bulgular
desteklemek i¢in yapilan ve ORF II’ ye gore modifkasyonu yapilan, spesifik primerler
kullanilarak yapilan PCR sonucunda 750 bp biiyiikliiginde bant elde etmisler ve calisma
sonucunda Iran’da CaMV’nin bu bitkilerde ilk kez rapor edildigini bildirmislerdir.

Farzadfar ve ark. (2007a) tarafindan yapilan c¢aligmada iran’min farkli cografik
bolgelerinden toplanan 9 CaMV izolatimin molekiiler o6zelliklerinin  belirlenmesi
amaglanmistir. Calismada yapraklarinda deformasyon, mozaik, beneklenme, nekroz,

burusukluk, bodurlasma, damar bantlagmalari, damar acilmalar1 veya sararma gibi belirtiler
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gosteren karnabahar 6rnekleri toplanmistir. Bu 6rnekler spesifik antibadiler kullanilarak DAS-
ELISA ile test edilmis ve pozitif ¢ikan 9 CaMV izolat1 indikator bitkilere inokule edilmistir.
Mekanik inokulasyon ¢alismalarinda salgam, hardal, Cin lahanasi, alabas, turp gibi bitkilerin
yant sira, Datura stramonium bitkisi kullanmistir. Yaptiklart denemelerde tiim izolatlar
basarili bir sekilde tasinirken, bazi izolatlar alabas (Brassica oleracea gongylodes) ve Datura
stramonium’a taginmamustir. Myzus persica ile yapilan tasima denemelerinde ise tim CaMV
izolatlar1 basarili sekilde taginmiglardir. ORF VI geni modifiye edilerek yapilan PCR
sonucunda 1.580 bp biiyiikliigiinde bant elde etmisleridir. Filogenetik analizler sonuglarinda,
elde edilen izolatlarin Kuzey Amerika disindaki bolgelerden elde edilen izolatlarla biiyiik
benzerlik gosterdigi ve CaMV-D/H (Macaristan) izolati ile % 96.1-% 96.7 oraninda benzerlik
gosterdigi belirtilmistir.

Farzadfar ve ark. (2007b), iran’da Brassicaceae familyasina ait bitkilerde CaMV’nin
varligini ve yayilmasi belirlemek amaci ile bir survey calismasi yiiriitmiislerdir. 2004 ve
2005 iiretim sezonu igerisinde yiiriittiikleri sérveylerde Iran’nm 10 farkli ilinde Brassicacea
familyasina ait ve yapraklarinda deformasyon, mozaik, beneklenme, nekroz, burusukluk,
bodurlasma, damar bantlagsmalari, damar acilmalar1 veya sararma gibi belirtiler gosteren
toplam 1048’1 kiiltiir bitkisi, 403’ ise kiiltiir bitkisi olmayan toplam 1451 6rnek toplamislar
ve bu ornekleri spesifik antibadiler kullanarak CaMV’nin varligim1 sorgulamak i¢in ELISA ile
test etmisglerdir. Kiiltiir bitkilerinin % 57.7’sini infekteli olarak bulmuglardir. CaMV ile
infekteli orneklerde en yiiksek infekteli oran1 karnabahar (% 90.4) olustururken bunun yani
sira baz1 lahana cesitleri, brokoli, salgam, turp gibi kiiltiir bitkileri ile yine aym familyaya ait
Rapistrum rugosum (kiigiik turp), Raphanus raphanistrum (yabani turp) ve Sisymbrium
loeselii (biilbiil otu) gibi yabanci otlarda da degisen oranlarda CaMV gozlenmistir. ELISA
bulgularim1 dogrulamak i¢in 6rneklerin bir kisminmi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile test
etmisler ve 720 bp uzunlugunda bant elde etmislerdir. Ayn1 zamanda tiim bu ¢alismalar
elektron mikroskobu caligmalar1 ile desteklemiglerdir. Alinan Ornekleri elektron
mikroskobunda incelemisler ve yaklasik olarak 50 nm olan dairesel partikiiller
gozlemlemislerdir.

Spence ve ark. (2007) yaptiklar ¢calismada Kenya’da sera kosullarinda lahanalarda ve
karalahanalarda CaMV ve TuMV ’nin, pazilarda ise Sekerpancari mozaik viriisii (BtMV)’niin
infeksiyonlar sonucu verim ve agirliklarindaki azalmalara bakarak ekonomik anlamda
olusturdugu kayiplan incelemislerdir. Calisma kapsaminda saglikli bitkilere bu viriisleri
inokule etmisler ve viriislere karsi spesifik antibadiler kullanarak ornekleri DAS-ELISA ile

test etmislerdir. Lahana fidelerine TuMV, CaMV ve her iki viriisii es zamanlh olarak infekte
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etmisler ve lahanalarin verimlerini ve buna bagh olarak da pazar degerlerindeki degisimi
incelemislerdir. Viriisleri es zamanh inokule ettiklerinde lahanalarin % 25’inin hicbir pazar
degeri kalmadigin1 ve bu kaybin kontrollii kosullara oranla 20 kat daha fazla oldugu, aksine
sadece CaMV ile infekte edildiginde ise cok 6nemli kayiplar yasanmadigini tespit etmislerdir.
TuMV’nin erken infeksiyonlarinin gec olusan infeksiyonlara gore daha siddetli oldugunu ve
meydana gelen kayiplarin, ge¢ infeksiyon sonucu olusan kayiplara oranla erken
infeksiyonlarda % 50 daha fazla oldugunu bildirmislerdir. TuMV infeksiyonlarindan ise
karalahananin, lahanaya gore daha az etkilendigi, karalahananin lahanaya oranla daha fazla
simptom gostermesine karsin pazar degerinin lahanaya gore daha yiliksek oldugunu ve
karalahanalarda infeksiyon zamam ile infeksiyon siddeti arasinda bir iliski kurulmadigin
belirtmislerdir. Aym1 zamanda bu calismada BtMV’nin erken infeksiyonlarinin pazilarda
yaprak kalitesini % 50 oranlarinda azalttig1 ve bitki olgunken yapilan inokulasyonun bitkide
en fazla zaran ortaya ¢ikardigimi gozlemlemislerdir.

Dikova (2008) Sofya’da yiiriittiigii caligmada yapmis oldugu surveyler sirasinda kolza
iiretiminin yapildigi alanlarda ve hatta iiretim dis1 alanlarda da goriilen yabani hardallarda
(Sinapsis arvensis L.) siddetli mozaik simptomlar1 gozlemlemis, mekanik inokulasyon ve
DAS-ELISA bulgulart sonucunda da bu viriislerin CaMV ve TuMV oldugunu belirlemistir.
Ayn1 zamanda her iki virlisiin ¢ogunlukla karisik infeksiyon seklinde goriildiiglinii fakat
Salgam sar1 mozaik viriisit (Turnip yellow mosaic virus; TYMV) niin ise bulunmadigim
belirtmistir. Mekanik inokulasyon calismalarinda CaMV ve TuMV’yi konukgulari oldugu
karnabahar ve lahana, Chenopodium amaranticolor, C. quinoa ve tiitin (N. rustica, N.
tabacum cv. Samsun) tiirlerine inokule etmistir. Bolgede ekonomik olarak onemi bulunan
kolzaya, yabani hardalda bulunan viriisii inokule etmis ve kolza yapraklarinda lokal ve
sistemik klorotik beneklenmeler ve bariz sekilde yaprak petiollerinde mozaikler meydana
geldigini gozlemlemistir. Tim bulgular sonucunda yaprak bitlerinin viriisii tasimasi
durumunda kolza yetistiriciligi yapilan alanlarda yabani hardallarin varlifinin TuMV ve
CaMV infeksiyonlar1 i¢in 6nemli bir kaynak olusturdugu belirtmistir.

Korkmaz ve ark. (2011) tarafindan Giineybati Marmara Bolgesi’nde 2007-2008 iiretim
sezonu icinde yetistirilen Alliaceae ve Brassicaceae familyasina ait bazi sebzelerde ve
yabanci otlarda viriis hastaliklarim belirlemek amaciyla bir soérvey calismasi yiiriitiilmiigtiir.
Calisma kapsaminda Canakkale, Bursa ve Balikesir illerinden viriis hastalig1 belirtisi gosteren
toplam 167 adet bitki 6rnegi toplanmistir. Toplanan Brassicaceae ve yabanci ot Ornekleri
Salgam mozaik viriisii, karnabahar ve lahana bitkileri Karnabahar mozaik viriisii i¢in

Alliaceae bitkileri ise Pirasa sar ¢izgi viriisii (Leek yellow stripe virus; LYSV) icin ticari
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poliklonal antibadiler kullamilarak DAS-ELISA ile test edilmistir. DAS-ELISA testleri
sonucunda 167 ornekten 33’4 TuMYV, 72 Ornekten 47°si CaMV ve 37 Ornekten 28’1 ise LYSV
ile infekteli olarak bulunmustur. Ayni antibadiler kullanilarak yapilan Western blot analizi
calismalarinda CaMV’ye ait 44 kDa, 39 kDa ve 37 kDa agirliginda proteinler elde edilmistir.

Taberestani ve ark. (2011) Iran’nin Golestan ilinde kanola bitkisinde yaprak bitleri ile
taginan 3 virlisiin dagilimu iizerine bir ¢aligma yliriitmiislerdir. 2008 ve 2009 iiretim sezonlar1
icersinde Ornekler toplamislar ve TuMV, CaMV ve BWYV’ye karsi DAS-ELISA ile test
etmislerdir. Yapilan testler sonucunda 2008 yilinda toplanan 6rneklerde infeksiyon oranlarini
TuMV’de % 4.5 , CaMV’de % 2.5 ve BWYV’de ise % 6 olarak belirlemislerdir. 2009 yilinda
yapilan sorveyler sonucunda ise TuMV’de % 8.33, CaMV’de % 1.66 ve BWYV’de ise %
6.33 olarak belirlemislerdir. Ayn1 zamanda BWYV bulgulari1 RT-PCR yontemi ile de
desteklemislerdir. Yapilan bu calismada kanola bitkisinde TuMV, CaMV ve BWYV
infeksiyonlar1 Golestan ilinde ilk kez rapor edilmistir.

Shahraeen (2012) Iran’da kanola bitkisinde goriilen viriis hastaliklari iizerine bir ¢alisma
yuriitmiistiir. 11 farkli ilden mozaik, yaprak ve govdede nekrotik lekeler, yaprak
deformasyonlari, sararma ve yaprak kivircikligi belirtileri gosteren toplam 790 6rnek toplamis
ve bu ornekleri BWYV, CaMV, TuMV, Turnip crinkle virus (TCV), TYMV, Radish mosaic
virus (RaMV), TsWV ve CMV’ye kars1 spesifik antibadiler kullanarak test etmistir. Yapilan
testler sonucunda infeksiyon oranlarma bakildiginda ekonomik anlamda sorun olusturan
virlislerin basta CaMV (% 40.2) olmak iizere BWYV (% 17.8) ve TuMV (% 6.2) oldugunu
belirlemistir. Viral hastaliklar ve iliskili izolatlarla yapilan ¢alismalarda sera kosullarinda
Hyola 401, Hyola 308, Option ve PF cesitlerine farkli illerden elde ettigi CaMV izolatlarini
inokule etmis ve inokulasyondan 35 giin sonra Hyola 308 cesidinde CaMV’nin neden oldugu
simptomlarin geriye dontistimiiniin diger cesitlere gore daha iyi ve hizli oldugunu

belirlemistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arazi Calismasi

Arazi ¢alismas1 karnabahar ve lahana iiretiminin yapildigi Canakkale ili ve il¢elerinde
2010 ve 2011 iiretim sezonlarinda yiiriitiilmiistiir (Sekil 3.1). Uretim sezonu boyunca arazi
cikislar1 yapilmis, bitkiler gorsel olarak incelenmis ve CaMV simptomlarina benzer simptom
gosteren bitkilerden oOrnekler alinmigtir. Karnabahar ve lahana iiretimi yapilan tarlalarin
secimi tamamen tesadiifi olarak yapilmis ve her bir iiretim bolgesinden Ornekleme
yapilmasina Ozen goOsterilmistir. Yapilan arazi c¢ikislarn sonucunda 85 bitki Ornegi
toplanmistir. Toplanan 6rnekler soguk zincirde muhafaza edilerek laboratuara getirilmistir. Bu
ornekler arasinda infekteli olanlart belirlemek amaciyla 6nce DAS-ELISA testi uygulanmis
daha sonra bu bulgularn dogrulamak i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile test edilmistir.
PCR sonucunda da CaMV ile infekteli oldugu belirlenen orneklerden 7 tanesi segilerek

pGEM-T Easy plazmid vektoriine klonlanarak niikleotid dizi analizi yapilmistir.

GOKCEADA

BOZCAADA

= CANAKKALE

EZINE

i O]
O] & BATRAMIG ENE

AT ACIE

BALIKESIR

Sekil 3.1. Karnabahar mozaik viriisii izolatlarinin toplandig1 Canakkale ili ve ilgeleri.

3.2. DAS-ELISA Testi

Karnabahar mozaik viriisii’niin serolojik bir yontem olan ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) testi ile tanilanmasinda Bioreba (Isvicre) firmasindan saglanan ELISA
komple kiti ve 96 ¢ukur iceren Microtiter plate’ler kullanilmistir. Toplanan 6rnekler serolojik
yontem olan DAS-ELISA ile test edilmistir. ELISA testi {retici firmamin Onerileri

dogrultusunda Clark ve Adams (1977)’1n belirttigi yontem temel alinarak yapilmistir.

3.2.1. Plate’in Antibadi ile Kaplanmasi
ELISA testinde ilk adimda plate viriise spesifik antibadi ile kaplanmistir. Her bir

15



BOLUM 3 - MATERYAL VE YONTEM Hasan Tuna TUZLALI

cukura, onceden hazirlanmig kaplama soliisyonu (50 mM carbonate-bicarbonate buffer pH:
9.6, % 0.02 NaN3) alinarak igine 1:1000 oraninda sulandirilan viriise ©zgii antibadi
eklenmistir. Bu karisimdan 200 pl alinarak plate’e ekleme islemi gerceklestirilmistir. Daha
sonra plate 34°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra artik maddelerin
temizlenmesi i¢in plate 4’er dakika arayla 3 kez yikama (10 mM fosfat buffer pH: 7.4, 140
mM NaCl, 3 mM KCl, % 0.05 Tween 20) islemi yapilmistir.

3.2.2. Bitki Orneklerinin Plate’e Yiiklenmesi

Gerceklestirilen sorveyler sonucunda toplanan 6rnekler havan ve havaneli yardimi ile
ekstraksiyon soliisyonu (20 mM Tris buffer pH: 7.4, 137 mM NaCl, 3 mM KCl, % 2 PVP, %
0.05 mM Tween 20 ve % 0.02 NaNj3) kullanilarak ezilmistir. Ezilen ornekler tiiplere alinmig
ve plate’lere yiikkleme islemi tamamlanmistir. Her bir 6rnek igin kontrol amagl iki ¢ukur
kullanilmis ve cukurlara orneklerden 200’er ul ilave edilmistir. Ornek yiikleme islemi
gerceklestirildikten sonra plate’e pozitif ve negatif kontrol konulmus ve buzdolabinda +4
°C’de bir gece siireyle bekletilmistir.

3.2.3. Konjugat (Enzimle Isaretlenmis Antibadi) Eklenmesi

Bir gece boyunca +4°C’de bekletilen 6rneklerle kapl plate ¢ikarilarak 4’er dakika ara
ile 3 kez yikanmistir. Konjugat soliisyonu (20 mM Tris buffer pH: 7.4, 137 mM NaCl, 3 mM
KCI, 1T mM MgCl,, % 2 PVP, % 0.05 Tween 20, % 0.2 BSA ve % 0.02 NaN3) 1:10 oraninda
sulandiritlip  1:1000 oraninda konjugat IgG eklenerek plate’lere yiikleme islemi
gerceklestirilmistir. Daha sonra bu plate 34°C’de 4 saat inkiibe edilmistir.

3.2.4. Substrat Eklenmesi

Inkiibasyon isleminin tamamlanmasinin ardindan plate 4’er dakika ara ile 3 kez
yikanmigtir. Substrat soliisyonu (1 M diethanolamine pH: 9.8, % 0.02 NaNj3,) 1:5 oraninda
sulandirilip igerisine bir plate icin bir adet olmak iizere pNPP tablet (p-nitro-phenyl-
phosphate) (Bioreba, Isvigre) eklenmistir. Hazirlanan substrat ¢ozeltisi plate’e yiiklenmis ve
oda sicakliginda 30-60 dak bekletilmistir. Bekletilen plate’de CaMV ile infekteli olan
orneklerde sararmalar goriilmiistiir. Daha sonra plate MEDISPEC ESR 200 ELISA
okuyucusunda 405 nm dalga boyunda okuma islemine tabi tutulmustur.

3.3 Western Blot Analizi

Cesitli agamalardan olusan Western blot yonteminde Oncelikle orneklerin ezilmesi
asamasi gerceklestirilmistir. Ezilen bu ornekler eppendorf tiipler icine konulmus ve buz kabi
icerisinde bekletilmis ve ardindan elektroforez islemi icin jel hazirlanmistir. Elektroforez

asamasindan sonra ise sirasiyla blotlama ve bloklama islemleri yapilmistir. Son asamada ise
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ozgiil antikorla kaplama islemi yapilmis ve ardindan nitroselilloz membrana aktarilan
proteinlerin goriintiilenmesi ile yontem sonug¢landirilmistir.

3.3.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Western Blot analizi c¢alismalarinda materyal olarak kullamlan CaMV ile infekteli
bitkilerin yaprak dokularindan yaklasik olarak 100 mg alimip havan ve havaneli yardimiyla
ezilmistir. Ezilen ornekler eppendorf tiipler icerisine konulup, buz icerisinde bekletilmistir.
Daha sonra her bir 6rnek iizerine 100 pl Western ekstraksiyon bufferindan (0.5 M Tris, % 20
Gliserol, % 1 DDT, % 6 SDS ve % 0.002 Bromophenol blue) eklenmis ve ornekler
vortekslenmigtir. Elde edilen karisim 95°C’de 3-5 dakika kaynatildiktan hemen sonra buz
icine almmus ve tekrar vortekslenip diisiik hizda santrifiij edilmistir. Ornekler elektroforez

asamasina kadar tekrardan buz kabi icerisinde bekletilmistir.
3.3.2. Jel Hazirlanmasi

Bu asamada separating jel ve stacking jel olmak iizere iki farkli jel hazirlanmistir.
Oncelikle seperating jel hazirlanmis ve polimerize olmasi beklendikten sonra stacking jel

hazirlanip sisteme yiiklenmistir.

Seperating jel hazirlanmasinda (% 12’lik SDS Jel); 1400 pl Acrylamide monomer
soliisyonu, 1200 ul dH,0, 900 ul 4X Gel Running Buffer (1.5 M Tris-Cl pH: 8.8), 40 ul %
10’luk Sodyum Dedosil siilfat (SDS), 18 ul Amonyum Persiilfat (APS) ve 2 ul TEMED

kullanilmastir.

Hazirlanan soliisyon jel aparatina eklenmis ve jelin iist kisminda kalan bosluga pipet
yardimi ile saf su eklenmis ve daha sonra jelin polimerize olmasi i¢in bir siire beklenmistir.

Jel polimerize olduktan sonra stacking jel hazirlanmistir.

Stacking jel hazirlanmasinda; 500 pl 4X Stacking gel buffer (0.5 M Tris-Cl pH: 6.8),
1200 pl dH,O, 280 ul Acrylamide monomer solution, 10 pul APS ve 2 pul TEMED
kullanilmastir (Sekil 3.2).

Separating jelin hazirlanmasi i¢in eklenen su dokiildiikten sonra kurutma kagidi yardimi
ile jel kurulanmistir. Ardindan hazirlanan stacking jel, separating jel iizerine dokiiliip
polimerize olmasi i¢in 20-30 dakika bekletilmistir. Daha sonra jel aparati elektroforez setine

yerlestirilmistir.
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Sekil 3.2. Separating jel hazilanmasi (A), Stacking jel hazirlanmasi (B).

3.3.3. Elektroforez Asamasi

Onceden hazirlanan her bir 6rnekten 10 ul, boya maddesinden ise 1 ul alimp
karistirllmistir. Markerdan ise 5 pl alinip elektroforez sistemine yiiklenmistir. Tankin i¢i Tank
buffer (0.025 M Tris pH: 3.0, 0.192 M Glycine, % 1 SDS) ile doldurulmustur ve 100 voltta

1.5 saat elektroforez yapilmistir.

3.3.4. Blotlama Islemi

Elektroforez islemi bittikten sonra stacking jel cikarilip separating jelden ayrilmaistir.
Ardindan jel once transfer buffer icine daha sonra ise jel nitroseliilloz membrana aktarilmigtir.
Aktarma islemi sirasinda Oncelikle; jel boyutunda nitroselilloz membran kesilmis, alt kisimda
bulunan pad’in iizerine filtre kagidi konulmus ve onun iizerine de jel yerlestirilmistir. Pad ve
filtre kagitlar1 yerlestirilmeden Once transfer bufferina batirlmistir. Jelin iizerine de
nitroseliiloz membran ve tekrardan filtre kagid1 ile pad konulup jel holder kaset kapatilmistir.
Kapatilan jel holder kasetin beyaz kismi1 tankin kirmizi yiizeyine, siyah kismida siyah yiizeye
gelecek sekilde yerlestirilmistir (Sekil 3.3). Tankin icerisi transfer buffer ile tamamen

doldurulmustur. 30 Voltta 90 miliamperde tiim gece elektroforez yapilmistir.

Sekil 3.3. Proteinlerin nitroseliilloz membrana aktarilmasi.
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3.3.5. Bloklama islemi

Elektroforez isleminin ardindan nitroselilloz membran c¢ikarilmistir. Membran TBS
buffer igerisine alimp bir calkalayicida 2-3 dakika siireyle calkalanmistir. Daha sonra
bloklama soliisyonu hazirlanmistir. Bu soliisyon hazirlanmasinda icin 0.6 g siit tozu, 0.2 g
albiimin tartilip TBS buffer icerisine alinmistir. Bloklama soliisyonu icerisinde 30-45 dakika
stireyle calkalanmistir. Bloking yapilan serit membranlar, 3 kez Tris buffer salin-Tween 20

(TBS-T) ile 3 er dakika ara ile yikanmustir.

3.3.6. Ozgiil Antikorlar ile Kaplama
Membran virlise Ozgii konjugat antibadisi ile kaplanip 1 saat inkiibe edilmistir.

Membran 3 defa TTBS ile 5 dakika ara ile yikanmastir.

3.3.7. Proteinlerin Goriintillenmesi
200 ml saf su icerisinde substrat maddesi (BCIP-NBT) (Sigma, ABD) eritilip membrana

karistirilmis ve ardindan renk olusumu gozlenmistir.

3.4. Oligoniikleotid Primerlerin Hazirlamsi

Bu caligma kapsaminda PCR ve klonlama ¢alismalarinda kullanilmak {izere bir primer
cifti tasarlanmistir. Tasarlanan primer CaMV kilif protein geninin 614 bg’lik bolgesini igeren
SK3CaMV CP-F 5° ATG GCC GAA TCA ATT TTA GAC AG 3’ ve SK4CaMV CP-R 5’
GTA TTT CGG ATT AAC TCC TTG GC 3’ ad1 ve dizisine sahip spesifik primerlerdir.

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

DAS-ELISA bulgularin1 dogrulamak ve ayni zamanda klonlama caligsmalar1 yapmak
icin PCR analizi yapilmistir. PCR analizinde kullanilan kitler TaKaRa ( Japonya) firmasindan
edilmis ve firmanin Onerileri dogrultusunda kulanilmigtir. PCR asamalan asagida kisaca
Ozetlenmistir.

3.5.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda Suehiro ve ark., (2005) tarafindan gelistirilen basitlestirilmis
dogrudan tiipe baglanma (Simple-direct-tube, SDT) yontemi kullanmilmistir. Bu yontemde
DAS-ELISA testi sonucunda pozitif ya da siipheli oldugu bilinen CaMV 6rneklerinden 100-
200 mg alinarak havan ve havaneli yardimiyla 2 ml ekstraksiyon buffer’r eklenerek iyice
ezilmistir. Ezilmis Ornekler tiiplere konularak 20-30 dakika bekletilmistir. Tiiplere
yerlestirilen her 6rnekten 200 pl alinip eppendorf tiiplerine yerlestirilmis ve daha sonra tiipler
buzdolabinda +4°C’de bir giin siireyle bekletilmistir. Bir giin sonunda buzdolabindan alinan

ornekler 4’er dakika arayla 3 kez yikanmistir. Daha sonra eppendorf tiiplerinin i¢ine 50 pl
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distile su konularak 95°C’de 1 dakika kaynatma islemi yapilmistir. Kaynatma isleminin
hemen ardindan tiipler alinarak buza konulmustur. Burada 10-15 dakika bekletildikten sonra
tiipler alinarak tekrar -86°C’ye konulup elde edilen komplementer DNA (cDNA) PCR islemi
yapilana kadar bekletilmistir.

3.5.2. Kilif Protein Genlerinin Cogaltilmasi

Kilif protein genlerinin ¢ogaltilmasi polimeraz zincir reaksiyonu yontemi (PCR) ile
yapilmistir. PCR isleminin gerceklesmesi i¢in Oncelikle PCR karisimi hazirlanmistir. Bu
karisimda her bir 6rnek icin 10X PCR tampon soliisyonundan (50 mM KCL, 10 mM Tris HCI
25 °C pH: 9.0, % 1 Triton X-100) 2,5 pl, 10 mM dNTP 1 ul, CaMV kilif protein geninin bir
kismina spesifik primerlerden 0.5 pl, Taq polimeraz soliisyonundan 0.25 ul, cDNA’lardan 5
ul ve steril sudan 15.25 pl konularak toplam hacim 25 pl olan PCR karisimi1 hazirlanmistir.
Hazirlanan PCR karigimi 94°C 3 dakika, 40 defa tekrarlanan 94°C’de 30 sn, 55°C’de 30 sn ve
72°C’de 45 sn, 72°C’de 5 dakika ve daha sonra da 4°C’ de bekleyecek sekilde programlanmig
olan PCR makinesine konularak kilif protein genlerinin ¢ogaltilmas1 islemi
gerceklestirilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri %1’lik agaroz jelde elektroforez yontemiyle
ayristirilip etidyum bromiir ile boyandiktan sonra Major Science UVDI jel goriintiileme
cihazinda goriintiilenerek 614 bp biiyiikliigiindeki CaMV kilif protein geninin ¢ogaltildig

belirlenmistir.
3.6. Klonlama ve Sekans Analizi

Canakkale ili ve ilgelerinin farkli iiretim bolgelerinden elde edilen 7 adet CaMV
izolatlanin kilif protein genlerini iceren korunmus bolgeleri PCR yoluyla ¢ogaltildiktan sonra
Cevik ve ark., (1995) ve Jiang ve ark., (2008) tarafindan belirtilen yontem modifiye edilerek
asagida belirtildigi sekilde klonlanarak DNA dizileri belirlenmis, CaMV izolatlarinin genetik

farklilik ve benzerlikleri ortaya konmustur.
3.6.1. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

Cogalulmis CaMV kilif protein genlerinin PCR iiriinleri EZ-10 Column PCR
pirifikasyon kiti (BioBasic, Kanada) kullanilarak {iretici firma Onerileri dogrultusunda
saflagtirllmistir. Bu amagla 20 pl PCR iiriiniine 60 pl Binding I solusyonu eklenerek
hazirlanan karisim EZ kolonuna aktarilmis ve oda sicaklifinda 2 dakika bekletilmistir. Daha
sonra 10000 rpm’de 2 dakika santrifiij yapilmis ve alt kisimda kalan siv1 dokiilmiistiir. Daha
sonraki asamada kolona 500 ul wash soliisyonu eklenmis ve 10000 rpm’de 2 dakika santrifiij
yapilmistir. Kolondan gecen sivi kisim dokiilerek yikama asamasi tekrarlanmistir. Kolonlarda

kalan etil alkoliin tamamen uzaklastirilmast amaci ile tiipler 10000 rpm’de 2 dakika bos
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olarak santrifiij yapilmistir. Kolonlar daha sonra 6nceden etiketlenmis olan steril santrifiij
tiiplerine aktarilmistir. Kolonlarin orta kismina elution soliisyonundan 25 ul eklenerek 2
dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Son olarak tiipler 10000 rpm’de 2 dakika santrifiij

edilmistir. Saflagtirilmig PCR {iriinleri kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.
3.6.2. Kilif Protein Genlerinin Klonlanmasi

PCR yontemiyle cogaltilan ve daha sonra saflastirilan CaMV kilif protein genleri T-A
klonlama yontemiyle Promega (ABD) firmasindan saglanmis olan pGEM-T Easy plazmid

vektoriine klonlanmigtir. Asagida klonlanma agsamalar1 kisaca 6zetlenmistir.
3.6.2.1. Ligasyon (Birlestirme)

Ligasyon igslemi PCR’la cogaltilan ve klonlanacak olan CaMV kilif protein genlerinin
pGEM-T Easy plazmid vektorii ile birlestirilmesi islemidir. Ligasyon asamasinda PCR ile
cogaltilan CaMV kilif protein geninden 3 pl alinarak, 1 ul pGEM T Easy plazmidi, 1 pl T4
DNA ligaz enzimi ve 5 pl 2X ligasyon tampon ¢ozeltisi (0.05 M Tris-HCI pH 8.0, 0.01 M
MgCl, 1 mM ATP ve 50 ug/ml bovine serum albumin) igeren 10 pl’lik ligasyon karigimina
eklenerek ligasyon karisimi hazirlamistir. Hazirlanan kanisgim 16 saat siireyle 4°C’de

bekletilerek ligasyon islemi tamamlanmustir.
3.6.2.2. Transformasyon

Transformasyon islemi, ligasyon karistmimin bir kisminin hiicre duvari kimyasal
uygulamalarla gecirgen hale getirilmis (competent) Escherichia coli bakterisine
aktarilmasidir. Bu amagla E. coli bakterisinin JM109 1rkinin -86°C’ de dondurulmus ve buzda
cOzdiiriilmiis competent hiicrelerinden 50 pl alinarak 1.5 ml tiipe aktarilmistir. pGEM-T Easy
plazmidi ve CaMV kilif protein genlerini iceren ligasyon karistmindan 5 pl alinarak
tiplerdeki E. coli IM109 competent hiicrelere eklenerek 30 dakika buzda bekletilmistir.
Ardindan ele edilen bu karisim 42°C’de 1 dakika siireyle bekletilerek 1s1 soku uygulanmistir

ve tekrar 2-3 dakika buzda beklenerek transformasyon islemi tamamlanmustir.
3.6.2.3. Rekombinant Kolonilerin Secimi (Seleksiyon)

Transformasyonu yapilan bakterilere LB bakteriyel sivi besi ortamindan 750 pl
eklenerek bakteriler 37°C’de 180 rpm hizla calkalamali inkiibatorde 1 saat siireyle
biiyiitiilmiistiir. Daha sonra biiyiitiilen bakteriler 60 pg/ml ampisilin ve 80 pg/ml 5-bromo-4-
chloro-3-indoly-B-galacto-pyranoside ~ (X-gal) ve 0.5 mM isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) maddesi igeren LB kat1 ortam1 (%2 bacto-trytone, % 0.5 bacto-
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yeast ekstrakt, 0.05 M NaCl,) bulunan petri kaplarina ekilerek 37°C’de 16 saat inkiibe
edilmistir. CaMV kilif protein genini tasiyan pGEM-T Easy plazmidini iceren bakteriler 100
pg/ml ampisilin ve 20 mg/ml X gal maddesi iceren LB kati ortaminda biiyiiyerek beyaz renkli
koloniler olustururken, sadece pGEM-T Easy plazmidini icerenler ise mavi renkli koloniler
olusturacagindan dolayr rekombinant yani CaMV kilif protein genini iceren ve icermeyen
bakteri kolonileri renklerine gore belirlenmistir. Boylece CaMV kilif protein genini igeren

plazmidleri tasiyan beyaz kolonilerin se¢imi yapilmistir.
3.6.2.4. Koloni PCR

Bu asamada olusan beyaz renkli kolonilerin CaMV kilif protein genini tasiyan pGEM-T
Easy rekombinant plazmidleri icerip icermedigi daha hassas bir yontem olan koloni PCR
yontemiyle taranarak kesin olarak belirlenmistir. Rekombinant kolonilerin se¢iminde mavi-
beyaz koloni secimi istenilen genleri iceren rekombinant plazmidleri tasiyan bakteriyel
kolonilerin seciminde yararli olabilmekte fakat bazen mavi koloniler hedef genleri
icerebilecegi gibi baz1 beyaz kolonilerde istenilen geni i¢ermeyebilir. Bu amagla dnce elde
edilen beyaz koloniler steril bir pipet ucuyla alinarak LB ortami iceren yeni bir petri kabina 1
cm’ biiyiikliigiinde bir alana ¢izme yoluyla inokule edilerek 37°C de 16 saat boyunca inkiibe
ettikten sonra kullanilmak iizere 4 °C’de saklanmistir. Daha sonra 2.5 pul 10X PCR buffer (50
mM KCl, 10 mM Tris HCI pH 9.0, % 1 Triton X-100), 0.5 ul 10mM dNTP, 2.5 pl 25 mM
MgCl,, 20 pmol plazmid T-A klonlamasi yapilan bolgenin alt ve iist kisimlarina spesifik
SK3CaMV ve SK4CaMV primerlerinden 0.5 pl ve 0.125 pl 2.5 iinite Taqg DNA polimeraz
(Fermentas, Kanada) eklenerek PCR karisimi hazirlamip PCR tiiplerine konulmustur. Koloni
PCR i¢in hazirlanip PCR tiiplerine konulan karisima cizilerek biiyiitiilen beyaz renkli bakteri
kolonilerinden steril bir pipet ucuyla alinarak bakteri kolonisi eklenmistir. Bakteri eklenen
koloni PCR karisimi1 94°C 3 dakika, 40 defa tekrarlanan 94°C’de 30 sn, 55°C’de 30 sn ve
72°C’de 45 sn, 7 °C’de 5 dakika ve daha sonra da 4°C’ de bekleyecek sekilde programlanan
PCR makinesinde yapilmstir.

Her bir izolat icin en az 4 adet beyaz koloni secilerek koloni PCR yontemiyle test
edilmistir. Koloni PCR asamasinin tamamlanmasindan sonra elde edilen PCR iiriinleri 100-
1000 bp DNA biiyiikliik markorleriyle birlikte %1°lik agaroz jeline elektroforez yontemiyle
ayristirilarak etidyum bromiir ile boyandiktan sonra ultraviyole 1sik altinda Major Science

UVDI jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir.
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3.6.2.5. Plazmid izolasyonu

Koloni PCR sonuglarindan sonra CaMV kilif protein genini tasiyan pGEM-T Easy
plazmidini igerdigi kesin olarak belirlenen koloniler secilerek bu kolonilerden plazmid
izolasyonu yapilmistir. Her bir izolat icin koloni PCR’da pozitif sonu¢ veren en az 2 koloni
secilerek plazmid izolasyonu yapilmistir. Her bir CaMV izolat1 icin koloni PCR sonuglarina
gore secilen koloniler, 2 ul ampisilin iceren 5 ml LB sivi besi ortamina inokule edilerek
37°C’de 16 saat boyunca 180 rpm hizda ¢alkalamali inkiibatorde inkiibe edilmistir. Steril bir
mikrofiij tiipiine 500 ul gliserol ve 500 ul biiyiitiilen bakterilerden alinarak gliserol stoklari
hazirlanmistir. Geriye kalan kisimdan ise BioBasic (Kanada) firmasindan saglanan plazmid
saflastirma kiti kullanilarak plazmid izolasyonu yapilmistir. Plazmid izolasyonu iiretici
firmanin Onerileri dogrultusunda gerceklestirilmis ve bu dogrultuda bakteri hiicrelerinin
parcalanmasi icin her bir 6rnege 200 pl soliisyon I eklenip 1 dakika oda sicakliginda
beklenmistir. Par¢calanmayan bakteri hiicrelerini tamamen parcalamak icin 400 ul soliisyon II
ekleyip tekrar 1 dakika oda sicakliginda beklenmistir. Daha sonra 700 ul soliisyon III ekleyip
eklenip Ornekler 12000 rpm ve 4°C’de 5 dakika santrifiij yapilip kolona dokiilmiistiir.
Kolonlar 10000 rpm ve 4°C’de 2 dakika santrifiij yapilmistir. Daha sonra plazmidi diger
maddelerden temizlemek i¢in 500 pl yikama soliisyonu eklenip yine 10000 rpm ve 4°C’de 2
dakika santrifiij yapilmistir. Istenmeyen maddeleri tamamen uzaklastirmak ve daha temiz bir
plazmid elde edebilmek icin yikama soliisyonu ekleme islemi tekrarlanmis ve son olarak 50

ul elution tampon soliisyonu eklenerek plazmid saflastirma islemi tamamlanmistir.
3.6.2.6. EcoRI Restriksiyon Enzimiyle Kesme islemi (Digestion)

Bir 6nceki agsamada saflastirllan pGEM-T Easy plazmit DNA’larindan 10 pl alinarak, 1
ul 20000 tinite EcoRI enzimi, 2 pl 10X EcoRI enzimi tampon soliisyonu (50 mM NaCl, 100
mM Tris HCI, 10 mM MgCl,, % 0.025 Triton X-100 pH 7.5) ve 0.2 ul bovine serum albumin
(BSA) ve 6.8 ul steril saf su eklenerek bir tiip igerisinde toplam 20 ul’lik bir digestion
karisimi hazirlanmigtir. Elde edilen bu karigim 37°C’de 6 saat bekletilerek plazmitlerin EcoRI
enzimiyle kesilme islemi tamamlanmistir. EcoRl enzimiyle kesme isleminin
tamamlanmasindan sonra elde edilen DNA’lar DNA biiyiiklitkk markorleriyle birlikte %1°lik
agaroz jelinde elektroforez yontemiyle ayristirilarak etidyum bromiir ile boyandiktan sonra
ultraviyole 151k altinda Major Science UVDI goriintiileme sisteminde goriintiilenmis ve 614

bp’lik CaMV kilif protein genini tasiyip tasimadiklar kesin olarak belirlenmistir.
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3.6.3. Kilif Protein Geninin Dizisinin Belirlenmesi

CaMV kilif protein genlerini kesin olarak tasidiklar1 belirlenen saflastirilmis
plazmidlerden 7 tanesi segilerek CaMV kilif protein genlerinin dizilimi yapilmistir. DNA
dizilimi Refgen Biyoteknoloji (Ankara) firmasinda hizmet alim1 seklinde gerceklestirilmistir.
DNA dizilimi pGEM-T Easy plazmidinin T-A klonlama bolgesinin yaklagik 50 bp tist ve alt
kismindaki bolgelere spesifik M13F ve MI3R iiniversal primerleri kullanilarak dongii
dizileme yontemiyle otomatik DNA dizileme cihaziyla yapilmistir. Her bir izolat i¢in bir
klonun iki yonden M13F ve MI3R primerleri kullanilarak CaMV kilif protein geninin
dizilemesi yapilmistir. Elde edilen ham DNA dizilimleri Vector NTI DNA dizi analiz
programina aktarilarak Oncelikle pGEM-T Easy plazmid vektoriine ait DNA dizileri
temizlenerek CaMV kilif protein genine ait niikleotid dizilimi elde edilmistir. Canakkale ili ve
ilgelerinin farkli bolgelerinde karnabahar ve lahana {iiretimi yapilan alanlardan alinan
izolatlarin kilif protein genlerine ait niikleotid dizileri Align X programinda coklu dizi
karsilastirma yapilarak birbirleriyle olan benzerlik oranlan yiizde olarak belirlenmistir. Daha
sonra gen bankasinda DNA ve protein veri tabanlarinda aragtirma yapilarak diinyanin farkli
sebze iiretim bolgelerinden elde edilen CaMV izolatlarina ait kilif protein geni niikleotid
dizileri elde edilmistir. Bu kilif protein genlerine ait niikleotid dizileriyle Align X programi
kullanilarak karsilastinlmistir. Canakkale ili ve ilcelerinden elde edilen tim CaMV
izolatlarinin diinya izolatlariyla benzerlik gosterip gostermedigi ve benzerlik oranlan yiizde
olarak belirlenmistir. Ayrica Canakkale ilinde ve il¢esinde bolgesel olarak elde edilen CaMV
izolatlarinin kendi aralarinda benzerlik gosterip gostermedigi ve benzerlik oranlar yine yiizde

olarak belirlenmistir.
3.6.4. Kilif Protein Geninin Filogenetik Analizi

Canakkale ili ve ilgelerinin farkli karnabahar ve lahana iiretim bolgelerinden alinan
CaMV izolatlarinin Alingn X programinda coklu niikleotid dizi karsilastirmalar1 yapilan
CaMV kilif protein genine ait ¢coklu karsilagtirma dosyalar1 Clustal X programina aktarilarak
filogenetik analizler yapilmistir. Filogenetik analiz verileri kullanilarak Kiamura iki parametre
alogaritmasi uygulanan neighbor-joining yontemiyle filogenetik soyagaci olusturulmustur.
Olusturulan soy agacimin dogrulugunu istatistiki olarak belirlemek amaciyla 100 tekerriirlii
boostrap analizi yapilmistir. Son olarak olusturulan soy agaclarn TreeView soyagaci
goriintiileme programi kullanilarak goriintiilenerek Canakkale ili ve ilgelerinin karnabahar ve
lahana iiretim bolgelerinden toplanan CaMV izolatlarinin birbiriyle yakinlik dereceleri ve

genetik iliskileri ortaya konulmustur. Aym sekilde diinyanin diger iiretim bolgelerinden elde
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edilen izolatlarin gen bankasinda bulunan kilif protein genlerinin niikleotid ve amino asit
dizilerinin ¢oklu karsilastirmalar1 yukarida belirtildigi gibi filogenetik analizlere tabi tutulup

soy agaclari olusturularak TreeView programinda goriintiilenmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arazi Calismalari

Calisma kapsaminda yiiriitiillen arazi caligmalar1 karnabahar ve lahana {iiretiminin
yapildigi Canakkale ili ve ilgelerinde 2010 ve 2011 iiretim sezonlarinda yapilmigtir. Uretim
sezonlar1 siiresince karnabahar ve lahana {iretimi yapilan tarlalar rastgele secilmis ve arazi
cikislan gerceklestirilmistir. Bitkiler gorsel olarak incelenmis ve CaMV simptomlarina benzer
simptom gosteren bitkilerden 6rnekler alinmistir. Arazi ¢ikislari sonucunda 2010 yilinda 56,
2011 yilinda ise 28 olmak iizere toplam 84 6rnek toplanmistir. Orneklerin ilgeler bazinda
dagilimi Cizelge 4.1°de verilmistir. Her iki iiretim sezonu sonucunda yapilan sorveylerde en
fazla 6rnekleme Canakkale Merkez ilce ve bu ilcelere bagh Halileli ve Kumkale koylerinden
yapilmis ve toplam 46 6rnek toplanmistir. Ayvacik ilcesi ve ilgeye bagli Kosedere koyiinden
ise toplam 29 Ornek toplanmis ve son olarak Can ilgesinden ise 10 ornek toplanarak
ornekleme islemi tamamlanmigstir. Ornekleme yapilirken tarla secimi, ilge bazinda iiretim
miktaria bagli olarak yapilmamis, tesadiifi olarak girilen tarlalardan simptom gosteren ve
CaMV ile siipheli oldugu diisiiniilen bitkilerden 6rnekler alinmistir. Tarla biiytikliigiine bagl
olarak her bir tarladan en az bir en fazla li¢ 6rnek alinmistir. Sorvey siiresince karnabahar ve
lahana yetistiriciligi yapilan tarlalarda Ozellikle yaprak biti popiilasyonun yiiksek oldugu
yerlerde CaMV benzeri infekteli bitkilere rastlanirken, lahanalarda CaMV benzeri

infeksiyonlarin tiirlere gore degiskenlik gosterdigi gozlenmistir.

Cizelge 4.1. Canakkale ili ve ilgelerindeki karnabahar ve lahana iiretim alanlarindan elde

edilen Karnabahar mozaik viriisii izolatlarinin dagilimi

izolatlarin Toplandizi  Toplanan Ornek Sayisi Toplanan Ornek Sayisi

Yer (2010) (2011) Toplam
Canakkale Merkez 29 17 46
Ayvacik 17 11 28
Can 10 0 10
TOPLAM 56 28 84
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4.2. DAS-ELISA Testi Bulgular:

Canakkale ili ve ilcelerinde 2010 ve 2011 yillarinda yapilan arazi ¢ikislar1 sonucunda
toplanan 66°s1 karnabahar, 18’i lahana olmak iizere toplam 84 6rnek DAS-ELISA ile test
edilmistir. Testler sonucunda 2010 y1li iiretim sezonunda toplanan 56 drnekten 41’1, 2011 y1l1
iiretim sezonunda toplanan 28 orneklerden ise 22‘si CaMYV ile infekteli bulunmustur. Arazi
cikist sonucunda toplanan 84 bitki orneginden 63’iinde CaMV tespit edilmistir. Toplanan

orneklerde ortalama infeksiyon oran1 % 75 olarak gerceklesmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Ilgeler bazinda toplanan 6rnek sayisi ve % infeksiyon orani

. infekteli Ornek .

1zolatlarin Toplandig: Yer . % Infeksiyon Oram
/Toplam Ornek

Canakkale Merkez 32/46 70.0

Ayvacik 25/28 89.2

Can 6/10 60.0

Toplam 63/84 75

Infeksiyon oranlarmin belirlenmesinde toplam &rnek sayisini olusturan tiim ornekler,
CaMV ile infekteli oldugu siiphelenilen orneklerdir. Bu nedenle infekteli 6rnek sayisinin
toplam ornek sayisia orani oldukga yiiksek sayilabilecek (% 75) bir degere ulagmistir. Bunun
en onemli nedenleri, CaMV’nin yaprak bitleriyle tasinmas1 ve bir¢ok tarlada yaprak bitleriyle
etkin bir miicadele yonteminin yapilmamasi, arazi kosullarinda CaMYV ile infekteli bitkilerin
cok tipik simptom gostermeleri ve bu nedenle teshislerinin kolay olmasi gelmektedir. Her iki
iiretim sezonu boyunca yapilan sorveyler sonucunda toplanan Orneklere uygulanan DAS-
ELISA bulgular1 sonucunda en yiiksek infeksiyon oramina sahip ilce Ayvacik (% 89.2)
olurken, bu ilgeyi sirasiyla Canakkale Merkez (% 70) ve Can (% 60) ilgeleri izlemektedir.

Arazi cikiglar1 sonucunda 66 karnabahar ornegi icerisinden 51’1 CaMYV ile infekteli
bulunurken lahanalarda ise 18 ornekten 12’si CaMYV ile infekteli bulunmustur. Infeksiyon
oranlarinin ilgelere dagilimina bakildiginda en yiiksek infeksiyon orami Ayvacik ilgesinden
toplanan Orneklerden elde edilmistir. Bu ilgeden toplanan 28 Ornegin, 23’ii Kosedere
koyiinden, kalan1 ise ilce merkezinden toplanmistir. Kosedere koyiinden toplanan 23 6rnegin
20’si, ilce merkezinden toplanan 5 6rnegin tamami infekteli bulunmustur. Merkez ilcede ise
16’s1 Halileli koyiinden, 6’s1 Kumkale koyiinden olmak iizere toplam 46 adet Ornek

toplanmistir. Kumkale’de toplanan 6 ornekten 3’ii, Halileli’nde toplanan 16 6rnekten 11’1 ve
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Merkez ilceden toplanan 24 6rnekten 18’1 infekteli olarak bulunmustur. Can ilgesinde ise 10
adet 6rnek toplanmis ve 6’sinin infekteli oldugu tespit edilmistir.

Karnabahar mozaik viriisii ile infekteli oldugu ELISA yo6ntemi ile belirlenen 6rnekler
ayn1 zamanda bir bagka viriis ya da viriislerle de infekteli olabilmektedir. Shephard (1981)
yaptig1 calisma sonucunda Karnabahar mozaik viriisii’'niin siklikla TuMV ile karigik
infeksiyon halinde goriilebildigi bildirmistir. Bu calisma kapsaminda toplanan ve tipik CaMV
benzeri simptom gosteren bitkilerden bazilarinin negatif sonu¢ vermesi bu bitkilerin baska
virlis yada viriisler tarafindan infekteli olabilecegini gostermektedir.

Hardwick ve ark. (1994), ingiltere ve Galler’de kolzalarda yaptiklari ¢ahismada DAS-
ELISA bulgular1 sonucunda CaMV, TuMV ve BWYV’nin varligin tespit etmislerdir. Bu
virlislerin karisik infeksiyon seklinde bulunabilecegini ve 1992 yilinda yaptiklari sérveyde
118 ornekten 16’sinda (% 14), 1993 yilinda yaptiklar sorveyde ise 128 6rnekten 32’sinde (%
25) CaMV’nin varligim tespit etmislerdir.

Shahraeen ve ark. (2003) yaptiklar1 calismada kolzalarda CaMV, BWYV, TuMV, CMV
ve TSWV varligim belirlemek icin bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Calisma sonucunda DAS-
ELISA bulgular sonucunda 581 6rnekten 243’iinii infekteli olarak bulmuslar ve CaMV nin,
TuMV, BYMV, CMV ve TSWYV ile karisik infeksiyon seklinde bulanabildigini ve CaMV
infeksiyonlarinin da % 12.9 oldugunu bildirmislerdir.

Moreno ve ark. (2004), Ispanya’da yaptiklari ¢alismada marul, karnabahar, brokoli,
lahana gibi kiiltiir bitkilerinin yan1 sira bazi yabanci otlar da dahil olmak iizere bu bitkilerde
CaMV, AMV, BBWV 1, BWYV, CMV, PSbMV, TuMV ve TSWYV varligin1 sorgulamislar
ve DAS-ELISA bulgular sonucunda viriislerin farkl bitki tiirlerinde farkli kombinasyonlarda
karisik infeksiyon seklinde bulanabilecegini ve 366 6rnegin 40’inda (% 10.9) CaMV’nin var
oldugunu saptamislardir.

Karnabahar mozaik viriisii konukcularinda streynlere, konuk¢u ve cevre kosularina
bagl olarak ilimhidan siddetliye dogru degisen cesitli kloroz, mozaik, damar acilmasi ve
bodurlagsma gibi sistemik simptomlara neden olur (Melcher, 1989; Wintermantel ve ark.,
1993). Arazi calismalan siiresince toplanan ve yapilan testlerde infekteli bulunan drneklerde
tipik olarak mozaik, damar agilmalari, damar bantlagsmasi, nekrotik lekeler, sekil bozukluklar

ve kloroz simptomlar1 goriilmiistiir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Karnabahar mozaik viriisii’niin karnabahar ve lahana bitkilerinde neden oldugu
mozaik, damar ag¢ilmalari, damar bantlagmasi, nekrotik lekeler, sekil bozukluklar ve kloroz

simptomlart.

Farzadfar ve ark. (2005), yaptig1 calismada karnabahar, lahana, brokoli ve salgam
bitkilerinde beneklenme, bantlasma, mozaik, nekrotik lekeler, sekil bozukluklari ve kloroz
belirtisi gosteren bitkilerden Ornekler almis, bu Orneklere karsi yapmis oldugu mekanik
inokulasyon ve ELISA testi bulgularim1 PCR ile desteklemis ve CaMV’nin varligim
bildirmislerdir.

Farzadfar ve ark. (2007b), yiiriittiikleri bir bagka calismada Brassicaceae familyasina ait
bitkilerde yapraklarinda deformasyon, mozaik, beneklenme, nekroz, burusukluk, bodurlagsma
damar bantlagmalari, damar acilmalar1 veya sararma gibi belirtiler gosteren bitkilere karsi
CaMV’nin varligim sorgulamislar ve karnabahar bitkilerinde % 90.4 oraninda CaMV
infeksiyonu saptamislardir.

4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Analizi Bulgulari

Calisma kapsaminda 2010 ve 2011 iiretim sezonlarn icersinde Canakkale ili ve
ilgelerinden toplanan Orneklerin bir kismina DAS-ELISA bulgularim1 dogrulamak ve ayni
zamanda klonlama calismalarinda kullanmak iizere molekiiler bir yontem olan polimeraz

zincir reaksiyonu (PCR) analizi yapilmistir. PCR caligsmalarinda kilif protein geninin 614
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b¢’lik korunmus bir bolgeyi cogaltan SK3CaMV ve SK4CaMV primerleri kullanilmistir.
Daha oncesinde yapilan DAS-ELISA bulgularinda pozitif sonu¢ vermis ornekler arasindan
secilen 13 ornege PCR analizi uygulanmis ve orneklerin tamaminda 614 bp biiyiikliigiinde

bantlar elde edilmistir.

S C— — Ty 514 b

11-10 11-11 1124 . 1126 11-39 11-91

Sekil 4.2. PCR analizi sonuglart. M: Marker (100-1000 bp) 10-11: Lahana, 24, 26, 35, 39, 68,
80, 84, 91, 133: Karnabahar. CaMYV ile infekteli izolatlar.

Agama ve ark (2002), Arabidopsis thaliana Tsu-0 Ekotipinin CaMV’ye olan direncini
kirmak {iizere bir ¢alisma yiiriitmiisler ve A. thaliana Tsu-0 ve Col-0 ekotipleri ile farklh
CaMV izolatlarin1 kullanmiglardir. Calisma kapsaminda yapilan biyolojik testleri dogrulamak
icin molekiiler bir yontem olan PCR yontemini kullanmiglaridir. Spesifik primerler kullanarak
yaptiklar1 PCR analizleri sonucunda tiim ekotiplerde 724 bp biiyiikliiglinde bantlar elde
ederken, sadece bir ekotipte 430 bp biiyiikliigiinde bant elde etmisleridr.

Farzadfar ve ark. (2005), yaptiklari ¢alismada iran’in Fars sehrinde CaMV’nin varligini
belirlemek amaci ile bir arazi calismasi yiiriitmiisler ve topladiklar1 6rnekleri DAS-ELISA ile

test etmisler ve daha sonra ELISA bulgularini dogrulamak amaci ile PCR analizi
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yapmiglardir. ORF II genine gore modifikasyonu yapilan ve spesifik primerler kullanarak
yaptiklar1 PCR analizleri sonucunda yaklagik 750 bp biiyiikliigiinde bantlar elde etmisleridir.

Farzadfar ve ark. (2007a), tarafindan yapilan calismada Iran’min farkli cografik
bolgelerinden toplanan 9 CaMV izolatinin molekiiler o6zelliklerinin  belirlenmesi
amaclanmistir. Caligmada CaMV belirtileri gosteren karnabahar ornekleri toplanmis, bu
ornekler spesifik antibadiler kullanilarak DAS-ELISA ile test edilmis ve pozitif cikan 9
CaMV izolati indikator bitkilere inokule edilmistir. Biyolojik ve serolojik c¢alismalari
dogrulamak i¢in ORF VI genine gore modifiye etikleri PCR analizi sonucunda 1580 bp
biiyiikliigiinde bantlar elde etmislerdir.

4.4. Western Blot Analizi Uygulamalari

Calisma kapsaminda yapilan Western blot analizinde DAS-ELISA testlerinde kullanilan
poliklonal antibadiler kullanilmigtir. DAS-ELISA ve PCR testi sonuclarinda infekteli oldugu
belirlenen ve rast gele secilen 68, 80, 84, 91 ve 133 numarali CaMV 6rnekleri kullanilarak
western blot analizi yapilmistir. Analiz sonucunda kilif proteinine ait 44 kDa, 39 kDa, 37 kDa

agirliginda proteinler elde edilmistir.

Sekil 4.3. Western blot analizi sonuglari.

Pereza ve ark. (2000), CaMV kilif proteini iizerindeki etkilesimlerle ilgili olarak
yiriittikkleri calismada CaMV kilif protein geninin aspartik proteinaz enzimi tarafindan bir
isleme maruz kaldigin1 ve bu islem sonucunda ikincil yapilar olustugunu bunun sonucunda da
kilif protein genine ait 44 kDa, 39 kDa, 37 kDa molekiiler agirliginda proteinlerin olustugunu
bildirmislerdir.

Daubert ve Routh (1990), Karnabahar mozaik viriisiit ORF VI iizerinde olusan nokta
mutasyonu sonucunda konukgu spesifitesi ve simptom degisikligi iizerine yaptiklari calismada

CaMV D4 streyninin mutasyonu sonucunda viral DNA sekansindaki degisiklikle iliskili
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olarak konukcu spesifitesi tizerine degisimleri irdelemislerdir. Calismada Mutant streyn ile
infekteli bitkilerin ekstraktlarindan yapilan western blot analizi ile 62 kDa agirhigindaki gen
VI'y1 saptamiglar ve aym kodlama bolgesinden diger mutantlara ait 25 kDa ve 35 kDa
agirliginda olan iki kiigiik protein daha saptadiklarini bildirmigler ve bu degisimlerin ORF VI
iizerindeki mutasyondan kaynaklandiginmi belirtmislerdir.

Leh ve ark. (1999), yaptiklari ¢calismada CaMV’nin yaprak bitleri ile tasinmasinda ORF
III’ tin fonksiyonu iizerine bir calisma yiiriitmiislerdir. Calisma kapsaminda CaMV PIII
proteinlerinin kapasitesini ve diger proteinlerle iliskisini belirlemek amaci ile saghkli ve
infekteli salgam yapraklarindan ekstraktlar elde etmisler ve daha sonra salgam bitkisinden
elde ettikleri proteinleri SDS-PAGE ile ayirip nitroseliiloz membrana aktarmislardir. Western
blot analizi sonucunda P IIl’e ait 15 kDa agirliginda P II'ye ait 18 kDa agriliginda iki ayr
bant gozlemlemislerdir.

4.5. Klonlama ve Sekans Analizi Caliymalari

Klonlama caligmalarinda calisma kapsaminda elde edilen CaMV izolatlarina ait PCR
iriinleri kullanilmistir. Yapilan PCR analizleri sonucunda 614 bp uzunlugunda bant olusturan
orneklerden 7 adet secilerek klonlama calismalarinda kullanilmistir.

PCR analizi sonug¢larinin pozitif oldugu bilinen 2010-84, 2010-91, 2010-133, 2011-10,
2011-11, 2011-26 ve 2011-41 numarali CaMV izolatlar1 T-A klonlama yontemi ile
klonlanmis sadece 2010-133 numarali Ornekte klonlama islemi basar1 olarak
sonu¢lanmamistir. Bu yontem, PCR sirasinda Taq DNA polimeraz gibi 3’5’ ekzoniikleaz
aktivitesi olmayan DNA polimerazlarla ¢ogaltilan DNA’larin 3’ ucuna fazladan bir Adenin
(A) eklenmesine dayanmaktadir. Bu sekilde cogaltilan 3’ ucunda fazladan bir adenin iceren
DNA’lar 5° ucunda bir tane Timin (T) tasiyan T-A klonlama vektorleri olarak adlandirilan
plazmidlerle birlestirilmekte ve PCR iiriinleri DNA ligaz enzimi yardimi ile plazmid
vektorlerine klonlanmaktadir. Klonlama islemine baglamadan once secilen 7 izolatin PCR
iiriinleri EZ Column PCR piirifikasyon kiti kullanilarak saflagtirilmstir.

Saflagtirma yapilan izolatlarin DNA’lar1 5° ucunda fazladan bir Timin iceren pGEM-T
Easy (Promega, ABD) T-A klonlama plazmid vektoriine T4 DNA ligaz enzimi kullanilarak
klonlanmistir. CaMV kilif protein genlerini iceren pGEM-T Easy plazmidleri 1s1 soku
transformasyon yoluyla Esherichia coli bakterisinin JM109 1rkina aktanlmistir.
Transformasyonu yapilan E. coli bakterileri ampisilin, X-Gal ve IPTG iceren LB besi
ortamina ekilerek mavi-beyaz koloni secimi yoluyla CaMV kilif protein genlerini iceren
plazmidleri tagiyan bakteri kolonilerinin secimi yapilmistir. Elde edilen mavi koloniler CaMV

kilif protein genini tasimayan pGEM-T Easy plazmitlerini icermekte ve klonlamanin
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gerceklesmedigini gostermektedir. Elde edilen beyaz koloniler ise CaMV kilif protein geni
tastyan pGEM-T Easy plazmidlerini icermektedir. Bu beyaz koloniler klonlama isleminin
basarili oldugunu gostermektedir. Farkli CaMV izolatlarinin kilif protein genlerinin
klonlanmasi sonucunda her bir izolat i¢in ¢ok sayida mavi-beyaz koloniler elde edilmistir.
Baz izolatlarin kilif protein genlerinin klonlanmasi sonucu elde edilen koloniler Sekil 4.4°de

gosterilmektedir.

Sekil 4.4. Transformasyon yapilan Eschericha coli bakterilerinin ampisilin, X-Gal ve IPTG

iceren LB besi ortaminda olusturduklari mavi-beyaz koloniler iceren petri fotograflari.
Bu petrilerden beyaz koloniler secilerek daha sonra kullanilmak tizere ampisilin iceren

LB besi ortaminda biiyiitiilmesi saglanmistir. Sekil 4.5’de beyaz kolonilerin ampisilin igeren

LB besi ortamina ekim yapilan petriler gosterilmektedir.
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Sekil 4.5. Beyaz kolonilerin ampisilin igceren LB besi ortamina ¢izimi.

Klonlama yapilan genleri iceren bakterilerin belirlenmesinde mavi-beyaz koloni se¢imi
ilk asamada kullanilmaktadir. Beyaz kolonilerin istenilen CaMV kilif protein genlerini tasiyip
tasimadiklarimi kesin olarak belirlemek amaci ile koloni PCR yontemi ile beyaz kolonilerin
taramasi yapilmistir. Koloni PCR yapilirken her bir izolat icin elde edilen beyaz kolonilerden
en az 3 en fazla 5 tane secilmistir. Koloni PCR’1n tamamlanmasindan sonra elde edilen PCR
iiriinleri 100-1000 bp DNA biiyiikliik markorii ile birlikte % 1’lik agaroz jelinde elektroforez
yontemiyle ayristirilarak etidyum bromiir ile boyandiktan sonra ultraviyole 11k altinda
goriintiilenerek analiz edilmistir. Kolonilerin belirlenmesi i¢in yapilan koloni PCR sonuglari

Sekil 4.6’da verilmistir.
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- " N\ 614 bp

Sekil 4.6 CaMV izolatlarinin koloni PCR sonuglarimi gosteren jel fotograflari.

Koloni PCR sonucunda pozitif ¢ikan CaMV kilif protein genlerini igeren beyaz
kolonilerden se¢ilen bakteriler ampisilin iceren LB s1v1 ortam igerisinde 37 °C’de ¢alkalamali
inkiibatorde 16 saat siireyle bilyiitiilmiistiir. Secilen Orneklerin bir kismi ise gliserol stok
olarak hazirlanip daha sonra tekrar kullanilmak iizere -80 °C’ de saklanmistir. Gliserol
stoklar1 hazirlanan ve biiyiitillen bakteri kolonileri secilerek bunlardan MiniPrep plazmid
DNA izolasyon kiti (Biobasic, Kanada) kullanilarak plazmid izolasyonu yapilmistir.

Saflagtirilan bu plazmid DNA’lar T-A klonlamasi yapilan bolgenin her iki yaninda
bulunan EcoRI restriksiyon enzimi kesme bolgelerinden EcoRI restriksiyon enzimiyle kesim
yapilmistir ve bu sekilde klonlanan DNA parcast plazmidten ayrilmistir. Kesilen DNA’lar
daha sonra % 1’lik agaroz jelde biiyiiklitk markorleriyle birlikte kosturularak etidyum bromiir
ile boyandiktan sonra ultraviyole 1s1k altinda incelendiginde pozitif olan yaklasik 3000 bp
biiyiikliigiinde pGEM-T Easy plazmid DNA’s1 ve 614 bp biiyiikliigiinde CaMV kilif protein
genine ait bantlar goriilmiistiir. Kilif protein genlerini iceren plazmidlerin EcoRI enzimiyle
kesilmesi sonucunda elde edilen sonuglar Sekil 4.7°de gosterilmektedir. Bu islemin sonunda

klonlanan CaMYV izolatlarinin kilif protein genini tasidiklar kesin olarak belirlenmistir.
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M 10-2 10-3 11-2 11-5 26-2 26-4 84-1 84-3 91-2 91-3 M 41-4 80-4 133-1

3000 bp
o i

" 3000 bp
v_wgpeeey

614 bp

614 bp

Sekil 4.7 Saflastirlan plazmidlerin EcoR I restriksiyon enzimi ile kesimlerinin yapildig jel
goriintiisii. M: Marker, 10-2, 10-3, 11-2, 11-5, 26-2, 26-4, 84-1, 84-3,91-2, 91-3 / 41-1, 80-4,
133-1.

4.6. Kilif Protein Genlerinin Dizi Analizleri

Saflagtirilan ve EcoRI enzimiyle kesilerek CaMV kilif protein genini tasidigi kesin
olarak belirlenen plazmidlerden bir tanesi secilerek DNA dizilimi belirlenmesi amaciyla
Refgen Biyoteknoloji (Ankara) firmasina gonderilmistir. CaMV kilif protein genlerini igeren
pGEM-T Easy plazmidlerinin DNA dizilimi M13F ve M13R primerleri kullanilarak dongii

dizileme yontemiyle otomatik DNA dizileme cihaziyla yapilmistir.

4.6.1. Niikleotid Dizi Analizi

Canakkale ili ve ilgelerinde karnabahar ve lahana iretiminin yapildigi alanlardan alinan
CaMV izolatlarinin niikleotid dizimleri kendi aralarinda karsilastirildi§inda izolatlar arasinda
% 93-100 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Benzerlik oranlarina bakildiginda en
fazla benzerligin (% 100) Ayvacik ilcesi merkezinden alinan CaMV 84 izolat1 ve yine ayni
ilgeye baglh Kosedere kdyiinden alinan CaMV 91 izolati arasinda oldugu belirlenmistir. En
fazla farklilik ise (% 93) CaMV 26 izolat1 ile CaMV 84 ve CaMV 91 izolatlar1 arasinda
gerceklesmistir.
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Cizelge 4.3. Canakkale ili ve ilgelerine ait karnabahar ve lahana iiretim alanlarindan toplanan

CaMV izolatlarinin niikleotid dizilerinin benzerlik oranlari

CaMV26 CaMV11 CaM V41 CaMV84 CaMV9I1
CaMV10 96 94 95 94 94
CaMV26 95 94 93 93
CaMV11 94 94 94
CaMV41 95 95
CaM V84 100

Gen bankas1 veri tabanlarinda diinyanin karnabahar ve lahana iiretimi yapilan
alanlarindan elde edilen 9 farkli izolatin kilif protein geninin dizilimi bulunmaktadir. Gen
bankasinda mevcut olan bu kilif protein genlerinin niikleotid dizilimleri alinarak Canakkale ili
ve il¢elerinden elde edilen CaMV izolatlarinin kilif protein genlerinin niikleotid dizilimleriyle
karsilagtirilarak  benzerlik oranlart belirlenmistir. Tiim bu karsilagtirmalar sonucunda
Canakkale ili CaMV izolatlarinin diinya izolatlart ile % 92-97 arasinda degisen oranlarda
benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Bu benzerlik oranlar incelendiginde en fazla benzerligin
% 97 ile CaMV 26 izolat1 ile CaMV MCACGDH (Amerika) izolati arasinda oldugu
goriilmektedir. Ikinci en yiiksek benzerligin ise % 96 oraninda CaMV 41 izolati ile CaMV
NC_001497 (Amerika) izolati ve CaMV V00141 izolatlarn arasinda oldugu ve yine ayni
oranla CaMV 11 izolati ile CaMV MCACGDH (Amerika) izolati arasinda oldugu
goriilmektedir. Bununla birlikte en fazla farkliliga sahip izolatlarin ise % 92 benzerlik orani
ile CaMV 10 izolat1 ile CaMV JF809616 (Arjantin) izolat1 arasinda oldugu goériilmektedir.
Bu calismada kullanilan 6 CaMV izolat1 ile diinyada bulunan 9 farkli CaMV izolat1 arasindaki

benzerlik oranlar ¢izelge 4.4’te verilmistir.
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Cizelge 4.4. Canakkale CaMV izolatlar ile diinyadaki CaMV izolatlarinin niikleotid dizilerinin benzerlik oranlari

CaMV CaMV CaMV CaMV CaMV CaMV CaMV CaMV CaMV CaMV CaMV CaMV CaMV CaMV
26-2 AF140604 MCACGDH 11-5 41-1 84-3 91-2 JF809616 NC_001497 V00141 MCAMATCAP MCACOMGEN MCAMADCRI | V0040
CaMV 10-3 96 94 96 94 95 94 94 92 93 93 93 93 93 93
CaMV 26-2 95 97 95 94 93 93 93 94 94 94 93 94 94
CaMV AF140604 96 95 93 94 94 93 93 93 93 92 94 94
CaMV
96 95 94 94 93 94 94 94 93 94 93
MCACGDH
CaMV 11-5 94 94 94 94 95 95 94 93 94 94
CaMV 41-1 95 95 94 96 96 94 94 94 94
CaMV 84-3 100 95 95 95 94 95 94 95
CaMV 91-2 95 95 95 94 95 94 95
CaMV JF809616 97 97 95 96 96 96
CaMV
100 96 95 95 96
NC_001497
CaMV V00141 96 95 95 96
CaMV
96 96 96
MCAMATCAP
CaMV
97 97
MCACOMGEN
CaMV
97
MCAMADCRI
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4.6.2. Filogenetik Analizler

Karnabahar ve lahana tiretiminin yapildig1 Canakkale ili ve il¢elerinden toplanan CaMV
izolatlarinin birbirleri ile genetik iligkisini belirlemek amaci ile 6 farkli izolatin kilif protein
genlerine ait niikleotid dizilimleri kullanilarak filogenetik analizler yapilmis ve filogenetik
analizler sonucunda izolatlarin genetik iligkisi belirlenmistir. Filogenetik analizi yapilan
izolatlar arasinda birbirine en yakin yani en fazla benzerlik gosteren izolatlar Ayvacik ilcesi
merkezinden alinan CaMV 84 izolati ile yine aymi ilgenin Kosedere kdyiinden alinan CaMV
91 izolat1 olurken birbirine en uzak yani en az benzeyen izolatlar ise Merkez ilgeye bagh
Kumkale koyiinden aliman CaMV 26 izolati ile Ayvacik ilgesinden alinan CaMV 84 ve
CaMV 91 izolatlar1 olmustur.

Gen bankas1 veri tabanlarinda bulunan diinyanin farkl iiretim alanlarin elde edilen 9
farkli izolatin kilif protein genlerinin niikleik asit dizileri kullamlarak iilkemizde bulunan
CaMV izolatlariyla karsilastirilmis ve filogenetik analizleri yapilmistir. Bu izolatlarin kilif
protein genlerinin niikleik asit dizilimine gore olusturulan filogenetik soyagaci Sekil 4.8’de
verilmistir. Yapilan filogenetik analizler CaMV izolatlarimin ii¢ ana gruba ayrildigini
gostermistir. Bu gruplardan birincisinde 6 Canakkale, 1 Amerika ve 1 Cin izolat1 olmak iizere
8 izolat bulunmaktadir. Tkincisinde ise 1 Amerika, 1 Fransa ve 1 Arjantin izolat1 bulunmakta
ve son grupta ise 3 Amerika ve 1 Japonya izolati bulunmaktadir. Boostrap degerleriyle
desteklenen soyagacina gore iilkemiz izolatlar ile diinyanin farkli iilkelerinden elde edilen
diger CaMV izolatlar1 degisen oranlarda benzerlik gosterirken en yakin benzerlik Canakkale

CaMV 26 izolat1 ile CaMV MCACGDH (Amerika) izolat1 arasinda gerceklesmistir.
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Sekil 4.8. Canakkale CaMV izolatlan ile diinya izolatlarinin kilif protein geninin niikleotid

dizilimi kullanilarak goriintiilenen filogenetik soyagaci.
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Farzadfar ve ark. (2007a), tarafindan yapilan calismada Iran’nin farkli cografik
bolgelerinden toplanan 9 CaMV izolatinin molekiiler 6zelliklerinin  belirlenmesi
amaclanmistir. Filogenetik analizler sonucunda soyagacinda, Iran izolatlarmin tek bir grup
altinda dallandigin1 ve yine elde edilen izolatlarin Kuzey Amerika disindaki bolgelerden elde
edilen izolatlarla biiyilk oranda benzerlik gosterdigi, en fazla benzerligin CaMV-D/H
(Macaristan) izolat1 ile % 96.1-% 96.7 oraninda oldugunu ve en az benzerligin ise CaMV
XinJing (Japon) izolat1 ile % 83.7- % 84.4 oraninda oldugunu bildirmislerdir.

Canakkale ili ve ilcelerinden elde edilen CaMV izolatlarinin filogenetik analizler
sonucunda benzerlik gostermesi (% 93-100) beklenen bir sonuctur. Analizler sonucu elde
edilen bu yiiksek benzerlik orani biiyiikk ihtimalle elde edilen izolatlarin orijininin ayni
olmasindan ve viriisiin tek bir kaynaktan yayilmasindan kaynaklanmaktadir. Bu g¢alisma
kapsaminda Canakkale ili ve ilgelerinden elde edilen izolatlarin sadece 6 tanesinin kilif
protein genlerinin niikleik asit dizi analizleri yapilmistir. Bu saymin elde edilen CaMV
izolatlarinin hem kendi icinde hem de diinyanin diger bolgelerinden elde edilen izolatlarla
kiyaslanmasi agisindan yeterli olmadigi ve bu baglamda daha genis alanlarda daha fazla
ornekleme yapilarak yiiriitiilecek bir ¢calisma, CaMV izolatlarinin kiyaslanmasi ag¢isindan daha
fazla yarar saglayacaktir. Canakkale CaMV izolatlar ile diinya izolatlarinin kilif protein
geninin niikleotid dizilimi kullanarak goriintiilenen soyagacinda ise Canakkale izolatlarinin
kendi arasinda bir alt grup olusturdugu goriilmektedir. Bu grup igerisinde bir Cin ve bir
Amerika izolatinin da yer aldigir goriilmektedir. Bu durumun her ne kadar Canakkale
izolatinin orijini hakkinda bilgi verse de daha net sonuglar i¢in daha genis alanlarda daha fazla

izolat elde edilmesi gerekmektedir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Canakkale ili, gerek uygun iklim kosullar1 gerekse de tarima elverisli toprak yapisiyla
polikiiltiir tarim yapilabilen ve ayn1 zamanda istihdamin dnemli bir kisminin tarimla (% 32.8)
saglandig1 bir ildir (Anonim 2008). Canakkale ilinde 2.795.409 dekar tarim alan icersinde ise
201.700 dekarlik bir alanda sebze tarimi yapilmaktadir. Sebze iiretimi yapilan kiiltiir
bitkilerinde fungus, bakteri, viriis, viroid, fitoplasma gibi hastalik etmenleri 6nemli oranlarda
kayiplara neden olabilmektedirler. Bu hastalik etmenleri arasinda viriisler, kimyasal
miicadelelerinin olmamas1 ve ayni zamanda olusturduklarn zarar diizeyleri nedeni ile diger
hastalik etmenlerine gore farklilik gosterirler. Sebzelerde ekonomik anlamda kayiplara neden
olan bu hastalik etmenlerden birisi de basta Brassicaceae familyasindaki bitkilerde olmak

izere, bnemli kayiplara neden olan Karnabahar mozaik viriisii (CaMV)’diir.

Calisma kapsaminda elde edilen CaMV izolatlar1 Canakkale ili ve ilcelerinde
karnabahar ve lahana iiretiminin yapildigi farkli alanlardan elde edilmistir. CaMV’ye benzer
belirti gosteren ve CaMV ile infekteli oldugu diisliniilen toplam 84 adet bitki Ornegi
toplanmustir.  Ornekleme yogunluguna bakildiginda en c¢ok ornek Canakkale Merkez

ilcesinden (46) alinmistir. Bu ilgeyi takiben Ayvacik (28) ve Can (10) ilgeleri yer almaktadir.

2010 ve 2011 yillan iiretim sezonlan icersinde yapilan sorveylerde tesadiifi olarak
secilen tarlalarda hastalik yogunluguna bakildiginda karnabaharlarda CaMV yogunlugunun
cesit Ozelligine bakilmaksizin, 6zen gosterilmemis ve Ozelikle yaprak biti popiilasyonunun
yogun oldugu yerlerde fazla oldugu goriiliirken, lahanalarda ise beyaz lahanalarin (Brassica
oleraceae L. capitata. (L) Alef. var. Alba DC) diger lahana cesitlerine gore daha duyarh
oldugu gozlenmistir.

Sorveyler siiresince toplanan ve yapilan testler sonucunda infekteli olan 6rneklerde
tipik olarak mozaik, damar agilmalari, damar bantlagsmasi, nekrotik lekeler, sekil bozukluklar

ve kloroz simptomlar1 goriilmiistiir.

Calismanin ana materyalini olusturan toplam 84 adet bitki 6rnegine DAS-ELISA testi
uygulamistir. 2010 yili iiretim sezonunda toplanan 56 Ornekten 41’1, 2011 yili iiretim
sezonunda toplanan 28 ornekten ise 22°si toplam 84 bitki 6rneginin 63’ii DAS-ELISA testi
sonucunda CaMV ile infekteli bulunmustur. Yapilan sorveylerde CaMV belirtileri gosteren
bitki ornekleri toplam 6rnek sayisimi olusturdugundan dolayi infeksiyon oram % 75 gibi

yiiksek bir deger olarak ortaya ¢ikmaktadir. Infeksiyon oraninin ilgeler bazinda dagiliminda
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ise en yiiksek oran Ayvacik (% 89.2) ilgesinde goriiliirken, bu oran Canakkale Merkez ilcede
% 70, Can ilgesinde ise % 60 olarak tespit edilmistir.

Calisma kapsaminda DAS-ELISA bulgularin1 dogrulamak ve klonlama caligsmalarinda
kullanilmak itizere PCR analizi uygulanmistir. DAS-ELISA sonucu pozitif olan orneklere,
kilif protein geninin 614 b¢’lik kismina spesifik olarak hazirlanan primerlerle yapilan PCR
analizleri sonucunda tiim oOrneklerde istenilen biiyiikliikte bantlar elde edilmistir. PCR
analizinde, ornekler rastgele secilmis ve 11°i karnabahar 2’si lahana olmak iizere toplam 13

CaMV izolat1 kullanilmis ve tiim izolatlarda net bant olusumlar1 gozlenmistir.

DAS-ELISA ve PCR sonuglari pozitif oldugu bilinen 2010-68, 2010-80, 2010-84, 2010-
91 ve 2010-133 numarali 6rnekler kullanilarak western blot analizi yapilmistir. Bu 6rnekler
icerisinden 2010-80, 2010-84 ve 2010-133 numarali 6rneklerde bant olusumlar1 gézlenmis ve
bu orneklerde proteinlerin parcalanmasi sonucunda 44 kDa, 39 kDa ve 37 kDa molekiil

agirligina sahip bantlar elde edilmistir.

Klonlama ¢alismalarinda, PCR sonuglar1 pozitif oldugu bilinen 7 izolat (2010-84, 2010-
91, 2010-133, 2011-10, 2011-11, 2011-26, 2011-41) secilmis ve bu izolatlar arasinda 2010-
133 numarali izolat disindaki tiim CaMYV izolatlar1 T-A klonlama yOntemiyle basarili olarak

klonlanmusgtir.

CaMV kilif protein genlerini kesin olarak tasidigi belirlenen 6 CaMV izolatinin
saflastirllmis plazmidleri secilerek CaMV kilif protein genlerinin dizilimleri yapilmistir.
Dizilimi yapilan bu izolatlar kendi aralarinda ve gen bankasi veri tabanindan elde edilen diger
CaMV izolatlan ile karsilastirilmis ve sonuclari irdelenmistir. Ulkemiz izolatlar1 arasinda
yapilan benzerlik ve farklilik kiyaslamalart sonucunda CaMV 84 ve CaMV 91 numaral
izolatlarin % 100 oraminda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Ulkemiz izolatlar1 icersinde
ikinci olarak en yiiksek benzerlige sahip izolatlar ise % 96 oraniyla CaMV 10 ve CaMV 26
izolatlar1 oldugu gozlenmekle birlikte en fazla farklilik oram1 % 93 ile CaMV 10 izolat1 ve
CaMV 84 izolati ile CaMV 10 ve CaMV 91 izolatlar arasinda oldugu belirlenmistir.

Canakkale ili ve ilgelerinden elde edilen 6 izolat ile diinyanin farkli bolgelerinden elde
edilmis ve gen bankasindaki veri tabaninda niikleotid dizilimleri bilinen 9 CaMV izolati
karsilagtirilmis ve bu izolatlarin benzerlik oranlar1 belirlenmistir. Tiim bu verilere gore
iilkemiz izolatlann ile diinya izolatlari arasinda % 92-97 arasinda benzerlik oldugu
belirlenmigtir. En fazla benzerligin % 97 ile CaMV 26 izolat1 ile CaMV MCACGDH
(Amerika) izolat1 arasinda oldugu gozlenmektedir. Ikinci en yiiksek benzerligin ise % 96

oraninda CaMV 41 izolat1 ile CaMV NC_001497 (Amerika) izolat1 ve CaMV V00141
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izolatlar1 arasinda oldugu ve yine ayni oranla CaMV 11 izolati ile CaMV MCACGDH
(Amerika) izolat1 arasinda oldugu gozlenmektedir. Bununla birlikte en fazla farkliliga sahip
izolatlarin ise % 92 benzerlik orani ile CaMV 10 izolat1 ile CaMV JF809616 (Arjantin) izolati

arasinda oldugu goriilmektedir.

Calisma kapsaminda diinya izolatlar1 ve tilkemiz izolatlarinin niikleotid dizilerine gore
filogenetik analizleri yapilmistir. Filogenetik analizler sonucunda CaMV izolatlarinin kilif
protein genlerine gore lic ana gruba ayrildigi belirlenmistir. Bu gruplarin birincisinde 6
iilkemiz izolatinin yan1 sira bir Amerika ve Cin izolati, ikincisinde bir Amerikan, bir Fransa
ve bir Arjantin izolati, li¢iinciisiinde ise iic Amerika izolati ile bir Japonya izolat1 olmak iizere
toplam 15 izolat yer almaktadir. Aymi grup icersinde yer alan iilkemiz izolatlan ile basta
CaMV MCACGDH (Amerika) olmak iizere ve CaMV AF140604 (Cin) izolatlar1 birbirine

yakin olan izolatlar olarak belirlenmistir.

Bu calisma kapsaminda Canakkale ili ve ilcelerinde karnabahar ve lahana iiretimi
yapilan alanlardan elde edilen CaMV izolatlarimin tanilanmasi ve karakterizasyonu
yapilmistir. Karnabahar ve lahana iiretimi iilkemizde ve Canakkale’de onemli miktarlarda
yapilmakta ve bu sebzeler beslenmenin 6nemli unsurlart olmalarinin yani sira ekonomik
anlamda da 6nem tagsmaktadirlar. Tiim bu nedenlerden dolay1 bu sebzelerde ekonomik olarak
onemli kayiplara neden olan Karnabahar mozaik viriisii’niin yayilmasini Onleyecek tiim
tedbirlerin alinmasinin yam sira ileriye yonelik dayaniklilik caligmalarina katki saglamak

amaci ile bilimsel ¢aligmalarin tiim hiziyla devam ettirilmesi gerekmektedir.
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