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OZET

HATAY ILINDE CUCURBITACEAE FAMILYASINA AIT BITKILERDE
YENi TANIMLANAN BAZI VIRUSLERIN DAS-ELISA ve RT-PCR
YONTEMLERIYLE SAPTANMASI VE MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

Bu calisma ile Hatay ilinde Cucurbitaceae familyasina ait bitkilerde yeni
tanimlanan bazi viriislerin (cucurbit sar1 bodurlasma bozuklugu viriisi CYSDV,
cucurbit klorotik sarilik viriisi CCYV, sekerpancari yalanci sarilik viriisit BPYV) DAS-
ELISA ve RT-PCR yontemleriyle saptanmasi ve molekiiler karakterizasyonlariin
yapilmasi amag¢lanmaistir.

Hatay ilinde yetistirilen kabak, hiyar ve kavun bitkilerinde viriis benzeri
belirtiler gosteren toplam 90 adet 6rnek toplanmistir. Gozlenen en yaygin simptomlar
yapraklarda kiiclilme, deformasyon, yaprak kirisikliklari, kivrilmalar ve damar
acilmalaridir. DAS-ELISA testi sonuglarina gore testlenen tiim Orneklerde CCYC
bulunamamistir. RT-PCR analizleri sonucunda testlenen 6rneklerde BPYV ve CCYV
bulunamamis ancak CYSDV’nin heat shock protein 70h (HSP70h) genini ¢ogaltan 364
bp biiyiikliigiinde PCR amplikasyonlar1 11 6rnekte (9 kabak, 2 kavun) elde edilmistir.
Bu tiriinlerden 10 tanesinin dogrudan iki yonlii sekans analizi sonucunda, elde edilen
niikleotit dizilerinin gen bankasinda kayitli CYSDV izolatlar ile yiiksek oranda (%99)
benzerlik gosterdigi saptanmistir. CYSDV izolatlarindan CYSDV-48 kabak izolatinin
GenBankasinda kayith AY580974.1 Ispanya hiyar izolatiyla %99 oraninda benzer
oldugu belirlenmistir.

2019, 48 sayfa.

Anahtar Kelimeler: Cucurbitaceae, virus, RT-PCR, DAS-ELISA, sekanslama



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION AND DETECTION BY DAS-ELISA
AND RT-PCR ANALYSIS OF SOME NEW EMERGING VIiRUSES iN
CUCURBITACEAE FAMILY PLANTS GROWING iN HATAY PROVINCE

The aim of the present study was to investigate the occurrence and
characterization of some new emerging viruses (cucurbit yellow stunting disorder virus
CYSDV, cucurbit chlorotic yellows viriis CCYV, beet pseudo-yellows virus BPYV) in
Cucurbitaceae family plants growing in Hatay province by DAS-ELISA and RT-PCR
analysis.

Totaly 90 samplas showing virus-like symptoms were collected from cucumber,
melon and squash plants growing in Hatay province. The most common symptoms were
and observed as vein clearing, leaf rolling, crinkling, deformation and small leaves.
According to DAS-ELISA results, all tested samples were found negative for CCYV.
RT-PCR analysis showed that CCYV and BPYV was not detected in all tested samples
but, heat shoch protein 70h (HSP70h) gene of CYSDV was succesfully amplified in 11
samples (9 squash, 2 melon) and 364 bp amplicon was obtained. Ten PCR product were
directly sequenced on both strands and nucleotide sequences of isolates shared the
highest sequence identity (99%) between each other. CYSDV-48 squash isolate is very
similar with AY580974.1 Spain-cucumber isolate deposited in GenBank.

2019, 48 pages.
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TESEKKUR

Yiiksek lisans tez konusunun belirlenmesinde, arastirilmasi ve yazimi sirasinda
sahip oldugu bilgi birikimi ve tecriibesi ile ¢alismay1 yonlendiren ve her tiirlii yardimi
esirgemeyen saygideger danigman hocam Prof. Dr. Mona GAZEL’ ¢ ve Prof. Dr.
Kadriye CAGLAYAN” a sonsuz sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tez konusunun belirlenmesi ve ¢alismalarin takip edilmesinde her tiirlii yardimi
esirgemeyen ¢alismamda konusunda yardimer olan Ziraat Yiiksek Miihendisi Mehtap
ACIOGLU ve Bahar TUNC’a isimlerini burada zikredemedigim ama yardimlarini
esirgememis tiim arkadaslarima ve ¢alismalarim sirasinda desteklerini esirgemeyen, her

zaman arkamda olan aileme sonsuz tesekkiir ederim.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

SIMGELER

°C Sicaklik
Da Dekar

mg Miligram
ml Mililitre
ul Mikrolitre
ar Gram

M Molar
mM Mili molar
pmol Piko mol
g gram

KISALTMALAR

AB.D Amerika Birlesik Devletleri

bp baz ¢ifti

d.0 Cift distile su

DNA Deoksiriboniikleik Asid

RNA Riboniikleik Asid

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid
EtBr Ethidium Bromid

ETOH Ethanol

PCR Polymerase Chain Reaction
rpm Revolutions per minute (dakikadaki devir sayisi)
SDS Sodyum Dodesil Siilfat

TAE Tris asetat EDTA

TE Tris EDTA

uv Ultraviyole

\Y Volt



CCYV
CYSbV
BPYV
ToMV
PMMV
CMV
ZYMV
WMV
CGMMV
SgMVv
PRSV
NaCl
LiCl

Cucurbit chlorotic yellows viriis
Cucurbit yellow stunting disorder virus
Beet pseudo-yellows virus
Domates mozaik virusu),
Biber hafif benek viriisii
Cucumber mosaic virus,
Zucchini yellow mosaic virus
Karpuz mozaik viriisii
Cucumber green mottle mosaic virus
Squash mosaic comovirus
Papaya ringspot virus

Sodium Chloride

Lithium Chloride



1.GIRIS

Acikda ve serada yetistirilen sebzelerden Cucurbitaceae familyasina ait hiyar,
kabak, karpuz, ve kavun gerek besin gerekse vitamin igerikleri bakimindan oldukga
zengindir. Ozellikle kavun ve karpuz yiiksek su igerikleri, istah agicilik, tat ve serinletici
ozellikleri bakiminda yaz mevsiminin meyveleridir. Hiyar zengin su igerigi ve vitamin
igerigi bakimindan, tursu yada taze olarak sofralarimizda siirekli tiiketilen sebzedir.
Ayrica bu sebzeler, tursu, konserve, regel olarak tiiketilmeleri ile hayatimizda 6nemli bir
yer tutmaktadir (Karamanli, 2007).

Kabak yetistiriciligi iilkemizin biitin bolgelerinde yapilmaktadir. Ozellikle
Akdeniz ve Ege bolgelerinde kabak yetistiriciligi olduk¢a Onemlidir. Akdeniz
Bolgesi’nde sebze tiretiminde kabakgil yetistiriciligi acik alanda ve o6rtii alt1 tiretiminde
yaygin olarak yapilmaktadir. Diinyada ve lilkemizde degisik amagclarla iiretilen ve gesitli
tiirleri olan kabak, 2017 yil1 verilerine gore, diinyadaki ekim alan1 yaklasik 1,5 milyon
ha, tiretim miktar1 ise yaklasik 20 milyon tondur. Diinyadaki kabak tiretimin %29 unu
Cin, %18’ini Hindistan, %5°ini Ukrayna karsilamaktadir. Uretim siralamasinda Tiirkiye,
Arjantin ve Japonya ile birlikte ve yaklasik %4’ lik bir iiretim pay: ile dordiinciiliik
konumunda bulunmaktadir (TUIK, 2017). Istatistiki verilere gore Tiirkiye’nin toplam
sebze tiretimi 25 milyon ton civarinda olup, bunun 6 milyon ton kadarini kabakgiller
olusturmaktadir (TUIK, 2017). Kabakgiller bu iiretim miktar1 ile Tiirkiye sebze
tiretiminin % 23’ilinii olusturmaktadir. Kabak sicak iklimden hoslanan fakat degisik
iklim kosullarinda yetistirilebilme sansina sahip olan tek yillik bir bitkidir. Olgunlasmis
ve olgunlagmamis meyvelerinin insan beslemesinde kullanilmasinin yaninda besleyici
degeri yiiksek olan tohumlar1 da Ozellikle lilkemiz, Akdeniz {ilkeleri ve Ortadogu
iilkelerinde ¢erezlik olarak kullanilmakta (Anonim, 2007), ayrica gida, ilag ve kozmetik
sanayinde degerlendirilebilmektedir (Robinson ve Decker-Walters, 1997). Derin,
gecirgen, su tutma kabiliyeti ¢ok iyi organik ve mineral maddelerce zengin tinh
topraklarda en iyi mahsul ve tohum alinir. Kumlu topraklarda ciftlik giibresi ve ticaret
giibresi  kullanilarak kabak yetistiriciligi yapilabilir. Toprak pH’s1 6-7 civarinda
olmalidir.

Hiyar bitkisi gelismesini 15°C’ nin tizerindeki sicakliklarda siirdiirmektedir.

Yetistirme sicakligi gece optimum 15-18 °C olmakla beraber giindiiz ise 20- 25 °C’ dir



Nemli topraklarda iyi yetisir. Toprak yapisinin tinli-kumlu, kumlu-tinli biinyeye sahip
olmasi, tuz igeriginin ¢ok yliksek olmamasi, pH ninda hafif asidik (5,5-7,5) olmasi
istenir. 2017 verilerine gore hiyar 357.595 ha alanda yetistirilmekte olup 1.827.782 ton
iiretim elde edilmistir, bu 2016 yilina oranla % 5,9 pay almistir (TUIK, 2017).

Karpuz bitkisi, derin, iyi havalanabilen, su tutma kapasitesi yliksek olan, kumlu,
kumlu-tinli biinyeye sahip, drenaj sorunu olmayan ve pH’si 6-7 arasinda olan
topraklarda iyi gelisir. 2017 verilerine gore karpuz da 4.011.313 ton lretim miktari
904.884 dekar yetistirilme alan1 2016 yilina oranla % 13 pay almistir (TUIK, 2017).

Kavunun gen merkezini Anadolu, Iran, Afganistan, Afrika’nin tropik ve
suptropik bolgeleri olusturur. Genellikle dondurma yapiminda, meyve suyu, meyveli
yogurt yapiminda ve parfimeride kullanilmaktadir. 2017 verilerine gére kavun da
1.813.422 ton iiretim miktari, toplam 786.632 dekar alandan elde edilmekte ve 2016
yilma oranla % 5.9 pay almistir (TUIK, 2017). Ulkemizde hiyar, kavun ve karpuzun son

5 yillik tiretim miktar1 Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1. Ulkemizde hiyar, kavun ve karpuzun son 5 y1lliK iiretim miktarlari

Hiyar Kavun Karpuz
2013 1754613 1 699 550 3887324
2014 1780472 1707 302 3885617
2015 1822 636 1719620 3918 558
2016 1811681 1 854 356 3928 892
2017 1827 782 1813 422 4011 313

Kabakgillerde 40’ dan fazla viriis ve viriis benzeri hastalik belirlenmistir. Bu
virlis hastaliklar1 bitkilerde gelisme geriligine sebeb olmakta siddetli enfeksiyonlar
sonucunda ise anormal meyve olusumu meydana gelmektedir. Kabakgillerde saptanan
ve ¢ok fazla ¢alisma yapilmis olan viriis hastaliklar1 sunlardir: kabak sar1 mozaik viriisii
(zucchini yellow mosaic virus, ZYMV), hiyar mozaik viriisii (cucumber mosaic virus,
CMV), kabak mozaik viriisii (squash mosaic virus, SQMV), karpuz mozaik virtisii 11
(watermelon mosaic virus- 1l, WMV- Il), papaya halkali leke viriis (papaya ring spot
virus, PRSV= WMV-1) kabakgillere zarar veren en 6nemli viriislerden bazilaridir.

ZYMV, diger potyviriislerde oldugu gibi yaprak bitleri ile non- persistent olarak
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tasinmaktadir (Lisa ve ark., 1981; Lecoq ve ark., 1991). Myzus persicae ve Aphis
gossypii ZYMV’nin en 6nemli vektorleri olarak bildirilmistir (Lisa ve Lecoq, 1984,
Purcifull ve ark., 1984; Provvidenti, 1992).

CMV’ nin partikiil agirhgmin %18’ini tek kollu RNA olusturmakta ve viral
genom, RNA 1, RNA 2 ve RNA 3 olarak isimlendirilen pozitif duyarli tek kollu 3
RNA'ya bolinmektedir (Lot ve ark., 1974; Paden ve Symons, 1973). Viriisiin protein
mantosunun rol oynayan RNA, RNA 4 olarak bilinmektedir (Gould ve Symons, 1983;
Schwinghamer ve Symons, 1975). CMV ile ilgili olan bir diger RNA tiirii ise, satellit
RNA olarak isimlendirilen RNA 5’tir (Martelli v Quacquarelli, 1988; Kaper ve
Waterworth, 1981). CMV, yaklastk 30 nm c¢apinda 3 tip icosahedral partikiilden
meydana gelmektedir. Genom yapilar1 tek iplik¢ikli dogrusal RNA’dan meydana
gelmektedir (Francki ve ark., 1979). CMV disinda gesitli kiiltiir bitkilerinde sorun olan
onemli Cucumoviriisler de bulunmaktadir (Kaper ve Waterworth, 1981; Palukaitis ve
ark., 1992; White ve ark., 1995). Genel olarak bu viriislerin kabakgillerde 6zellikle
kavunda bodurluk, kloroz, deformasyon, mozaik, geng¢ siirgiinlerde ipliklesmeye ve
cicek azalmasina neden oldugu ve buna bagh olarak da iiriin kayiplarina yol agtigi
bildirilmistir (Blua ve Perring, 1989).

Diinyada Cucurbitaceae familyasina giren bitkilerde bulunan ve uzun yillar
boyunca calisilan virlis hastaliklar1 yaninda son yillarda yeni giris yapan viriisler
sekerpancar1 yalanci sarilik virlisii BPYV, cucurbit klorotik sarilik virtisi CCYV,
cucurbit sar1 bodurlasma bozuklugu viriisii CYSDV belirlenmis ve bircok iilkede
saptanmislardir. Son yillarda Cucurbitaceae familyasina ait bitkilerde saptanan ve yeni
giris yapan viriislerden CSYDV’nin siddetli sararmaya neden oldugu, meyve agirligini
onemli dlgtlide etkiledigi ve %30-50 arasinda verim kaybina neden oldugu bildirilmistir
(Abou Jawdah ve ark., 2000). CCYV hiyar, kavun ve karpuz bitkilerinin yapraklarinda
klorotik lekelere ve tiim yapragin sararmasina neden olmakta ve hiyarlarda 6nemli
verim kaybina neden oldugu, kavunlarin market degerini diisiirmekle birlikte seker
igerigini 6nemli Slgiide azalttigi bildirilmistir (Gyoutoku ve ark., 2009). Ulkemizde
Cucurbitaceae familyasina ait bitkilerde yeni giris yapan viriislerden sadece CSYDV
Antalya ilinde saptanmis olup detayli bir calisma ve diger virtislerin varligi hakkinda bir

bilgi bulunmamaktadir.



Bu calisma kapsaminda Hatay ilinde yetistirilen kabakgil familyasina giren
kabak, kavun ve hiyar bitkilerinde yeni giris yapan viriislerden, cucurbit klorotik sarilik
viriisti (cucurbit chlorotic yellows viriisii: CCYV), cucurbit sar1 bodurlasma bozuklugu
viriisii (cucurbit yellow stunting disorder virus: CYSDV), sekerpancari yalanci sarilik
virlisii (beet pseudo-yellows virus: BPYV)’nin varliginin biyolojik, serolojik ve
molekiiler yontemlerle saptanmasi ve elde edilen virus izolatlarinin sekans analizlerinin

yapilmas1 amaglanmuistir.



2.ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Cucurbitaceae familyasina ait bitkilerde saptanan viriisler konusunda yapilmis

calismalar

Hiyar mozaik viriisii (cucumber mosaic virus, CMV) Bromoviridae familyasinin
Cucumoviriis cinsine ait bir viriis olup ilk kez Amerika Birlesik Devletleri’nde 1916
yilinda Doolitle tarafindan hiyar bitkisinde bulunmus ve 1934 yilinda Price tarafindan
izole edilmistir (Brunt ve ark., 1990). Cucumoviriisler pozitif anlamli (positive sense) ii¢
pargali genoma sahiptirler (Kaper ve Waterworth, 1981; Palukaitis ve ark., 1992; White
ve ark., 1995).

CMV, 85 familyadan yaklagik 775’in lizerinde 1000’e yakin degisik bitki tiiriinii
hastalandiran ve ¢ok ¢esitli simptomlar olusturabilen, Cucurbitaceae familyas1 dahil
olmak tiizere oldukg¢a genis konukgu dizisine sahip bir viristiir (Tien ve ark., 1987;
Francki ve ark, 1979; Kaper ve Waterworth, 1981). Benzer sekilde CMV’ nin yabani ve
kiiltiir bitkileri igerisinde 85bitki familyasi icerisinde 800 den fazla monokotiledon ve
dikotiledon bitki tiiriinde zararli oldugu degisik arastiricilar tarafindan rapor edilmistir
(Palukaitis ve ark., 1992).

Cucumoviriisler yabani ve kiiltiir bitkileri olmak {izere bir¢ok tiirde gelisme
geriligi, yapraklarda mozaiklesme ve ipliklesme ve sekil bozuklugu seklinde
simptomlara neden olmakta, vektor bocekler, mekanik inokulasyon, asi ve tohum ile
taginabilmektedir (Anonim, 2002). CMV, 60°dan fazla yaprak biti tirii ile non-
persistent bi¢cimde tasinmaktadir (Francki ve ark., 1979). Aphis gossypii, Myzus
persicae ve Acyrthosiphon pisum’un CMV’nin en dnemli vektorleri arasinda yer aldigi
bildirilmistir (Grube ve ark., 2000). CMV yaprak bitleri disinda mekanik inokulasyon
ve tohumla da tasinabilmektedir. Yapilan bir ¢alismada CMV’nin %4-18 oraninda
boriilce tohumlar ile tasmabildigi ancak hiyar tohumlar ile kolaylikla taginamadigi
bildirilmistir (Gibbs ve Harrison, 1970; Richardson, 1990). Ulkemizde yapilan bir
calismada CMV’nin %36.8 oraninda hiyar tohumlarinda bulundugu bildirilmistir
(Glimiis ve ark., 2004).

KKTC’ de yapilan CMV ve kabak sart mozaik viriisii (zucchini yellow mosaic
virus, ZYMV) ilgili yapilan arastirmada %40.5 oraninda ZYMV enfeksiyonu



belirlenirken CMV’ii belirlenememistir (Karamanli, 2007). Oregon eyaletinde (ABD)
ZYMV ve WMV-II gibi viriislerin kabakgillerde en yaygin viriis oldugu bildirilmistir
(Anonim, 2014c¢). Kabakgil viriislerine kars1 dayaniklik ile ilgili yapilan karsit korunma
gibi calismalarda olumlu sonuglar alinmistir. ZYMV’ nin zayif irki ZYMV-WK ile
basarili sonuglar alindig1 meyve kalitesinde 6nemli artiglar oldugu belirlenmistir (Wang
ve ark., 1991; Lecoq ve ark., 1991; Prieto ve ark., 2001). Adana, Mersin, Hatay ve
Sanlurfa illerinde bulunan kavun, domates ve biber bitkilerinden elde edilen CMV
izolatlarinin biyolojik, serolojik ve molekiiler tanilanmasi, smiflandirilmasit ve
tirettikleri satellit-RNA’lar ile ilgili olarak yapilan bir ¢alismada, kavundan alinan CMV
izolati (CMV-K)'nin zayif irk oldugunu ve bu irkta simptomun satellit-RNA’den
kaynaklanabilecegini, CMV-K’nin ¢apraz koruma olarak kullanilabilecegi bildirilmistir
(Caglar, 2006). Kavunlarda etkili bir vektér olan A. gossypii ile CMV taginmasini
engelledigi bildirilmistir (Martin, 2003). Ulkemizin farkli yerlerinden toplanan kavun
orneklerinin, ZYMV, WMV ve CMV’ye dayanikliligmin arastirildigi bir calismada
CMV’ye dayanikli genotip bulunamadig: bildirilmistir (Ekbig ve ark., 2010).

ZYMV, kabakgillerde diinya genelinde olduk¢a yaygin ve en 6nemli viriislerden
biridir. ZYMV, 750 nm uzunlukta ve 11 nm genislikte ipliksi yapida bir viriistiir.
Genom pargalari tek iplikli dogrusal RNA’dan meydana gelmektedir (Brunt ve ark.,
1996). ZYMV bir potyviriis olup, mekanik inokulasyon ve yaprak bitleri ile non-
persistent olarak taginmaktadir. Bitkilerde gelisme geriligine, sar1 mozaiklere,
yapraklarda biikiilmeye, yaprak ve meyvede sekil bozukluguna neden olmaktadir (Lisa
ve ark., 1981; Yilmaz ve ark., 1994; Zitter ve ark.,1996). Etmen ilk kez Italya'da kabak
(Cucurbita pepo) bitkilerinde Lisa ve ark., (1981) tarafindan rapor edilmistir. ZYMV,
Tiirkiye’de ilk olarak 1984 yilinda saptanmistir (Yilmaz ve Davis, 1984). Daha sonra
yapilan kapsamli survey ¢alismalarinda alinan 6rnekler ELISA ile testlenmis ve ZYMV
infeksiyonu saptanmistir (Yilmaz ve ark., 1992). Fransa'da bu viriistin zay1f bir izolat1
bulunmus (Lecoq ve ark., 1991) ve lilkemizde de ZYMV ile miicadele amaciyla ¢apraz
koruma (cross-protection) calismalarinda kullanilmistir (Yilmaz ve ark., 1994). Ontorio
(Kanada)' da hiyar bitkilerinin %80'inde ZYMV enfeksiyonu oldugu belirlenmistir
(Stobbs ve Van Schagen, 1990). ZYMV, kabakgillerde bodurluk, kloroz, yaprak ve
meyvelerde deformasyon ve ¢igek sayisinda azalmalara neden olmakta ve buna bagh

olarak verim kaybi meydana gelmektedir. Kantolop (Cantoloupe) kavun gesidinde



bitkiler ¢igeklenme baslangicinda ZYMYV ile inokule oldugu zaman %76-94 oraninda
meyve kaybina neden olmustur (Blua ve Perring, 1989). Meyve ve yapraklarda siddetli
deformasyon meydana getiren ZYMV’nin bazi iilkelerde %80’ nin tizerinde iiriin kayiplari
meydana getirdigi \e kabakgil tretimini 6nemli Ol¢iide sinirladigr bildirilmistir (Al-
Shahwan, 1990; Stobbs ve Van Schagen, 1990). ZYMV ’nin kabak, kavun, hiyar ve
kabak bitkileri tizerinde lokal lezyon, latent enfeksiyonlara, mozaiklesme ve
deformasyon simptomlarina neden oldugu rapor edilmistir (Brunt ve ark., 1996).

ZYMYV mekanik olarak aktarildig1 kabak, kantolop kavunu ve karpuzda siddetli
simptomlara neden oldugu bildirilmistir (Lisa ve ark.,1981). ZYMYV, diger potyviriisler
gibi yaprak bitleri ile non-persistent olarak taginmaktadir (Lisa ve ark., 1981; Lecoq ve
ark., 1991). Seftali yaprak biti (Myzus persicae) ve pamuk yaprak biti (Aphis gossypii)
ZYMV’nin en 6nemli vektorleri olarak bildirilmistir (Lisa ve Lecoq, 1984; Purcifull ve
ark.,1984; Castle ve ark., 1992). ZYMV ayrica patates yaprak biti (Macrosiphum
euphorbiae), turunggil yesil yaprak biti (Aphis citricola) ile de tasindigi bildirilmistir
(Adlerz ve ark., 1987). Liibnan’da ZYMV ve cucurbit yaprak biti kokenli sar1 viriis
(cucurbit aphid-borne yellow virus CABYV)’lerinin hiyar yetistirilen bolgelerde en
yaygin viriisler oldugu saptanmistir (Abou-Jawdah ve ark., 2000).

Castle ve ark, (1992), ZYMV nin ¢esitli yaprakbiti tiirleri ile tasinma oranini
belirlemek amaciyla yaptiklar1 bir calismada Myzus persicae’ nin %41, bezelye yaprak
biti (Acyrthosiphon pisum)’un %40, Aphis gossypii’nin %35 oranlarinda viriisii tagidigini
rapor etmislerdir. ZYMV’nin vektor etkinligini belirlemek amaciyla yapilan bir
caligmada A. craccivora’nin %52.77 tasima oraniyla A. gossypii'ye kiyasla daha etkili
bir vektoér oldugu belirlenmistir (Yuan ve Ullman, 1996). Bostan ve ark. (2002),
Erzurum, Erzincan ve Artvin illerinde kabakgillerdeki viral etmenleri belirlemek
amactyla yapmis olduklart ¢alismada simptom gdsteren kabakgil bitkilerinden 90 adet
yaprak Orneginin tamaminin ZYMV ile infekteli oldugunu, CMV enfeksiyonunun
saptanmadigini, yil icerisinde hastalikli bitki sayisinin arttigini bildirmistir. Samsun
ilinde kabakgil viriislerini arastirmak {izere yapilan bir ¢alismada Temmuz-Ekim aylar
arasinda toplanan 165 adet 6rnegin ELISA sonucunda %53.9 oraninda WMV -2, %38.8
oraninda ZYMV ve %?20.6 oraninda CMV enfeksiyonu tespit edilmistir. ZYMV ve
WMV-II testlenen tiim kabakgil tiirlerinde saptanirken, karpuz ve balkabaginda CMV
saptanamamustir (Sevik ve Sokmen, 2003).



Hatay ilinin farkli yorelerinden, 2003 yilinda yazlik kabak (Cucurbita pepo),
kislik kabaklar (Cucurbita maxima ve C. moschata), kavun ve hiyar bitkilerinde siddetli
mozaik lekeler, sararma, uc¢ siirgiinlerdeki yapraklarda ayakkabi bagi goriiniimii,
bodurlasma ve meyvelerde sekil bozuklugu gibi belirtiler gozlenmis olup, simptomlu
bitkiler ELISA ile testlenmis, siddetli simptom sergileyen hiyar 6rneklerinin hi¢ birinde
ZYMV saptanamamistir. Ayni calismada siddetli simptom gosteren meyvelerden
cikarilan tohumlar cimlendirilerek %86-94 oraninda bitki elde edilmistir. Ozellikle
kabak fidelerinde %2-3 oraninda genel kloroz, bodurlasma ve yaprak deformasyonu
gozlenmig, ELISA sonucunda tohumdan elde edilen fidelerin hi¢ birinde ZYMV
belirlenememistir. Siddetli simptom gosteren kabaklardan elde edilen 6zsu ile yapilan
biyolojik testlemelerde mekanik inokulasyondan 2 hafta sonra test bitkilerinde
ZYMV'ye 6zgii simptomlar gézlenmistir. ELISA sonucunda ZYMYV ile enfekteli oldugu
belirlenen kabak bitkileri {izerinde 7 giin siire ile beslenen Myzus persicae bireyleri
[0'arl1 gruplar halinde saglikli kabak fideleri lizerine aktarilarak 3 giin siire ile tutulmus,
afitle tasima c¢aligmalarinda kullanilan test bitkilerinde 3 hafta igerisinde yapraklarda
klorotik ve mozaik lekelenmeler, sekil bozuklugu, bodurlasma ve fide 6liimleri gibi
belirtiler ortaya ¢cikmistir (Sertkaya ve ark., 2004).

Sera sartlarinda ZYMV'nin siddetli irkinin hiyar bitkisideki zararmin viriisiin
zayif irk1 olan ZYMV-WK ile kontrol edilmesinin arastirildigi bir ¢alisma sonucunda,
ZYMV-WK uygulamasi ile 7 kat daha fazla pazarlanabilir iirlin alinabildigi, siddetli
ZYMV enfeksiyonu olan yerlerde ekonomik {iriin alinabilmesi igin karsilikli koruma:
cross-protection uygulanmasi onerilmistir (Degirmenci ve Giildiir, 2006).

WMV-II, genellikle WMV olarak adlandirilir ve ilk kez karpuzda (Citrullus
lanatus) rapor edilmistir (Webb ve ark., 1965). WMV-II’nin mekanik olarak ve Myzus
persicae ve Aphis craccivora dahil en az 29 yaprakbiti tiirii ile taginabildigi, tohumla
tasinmadigi belirlenmistir (Edwardson ve Christie, 1986; Wakman ve ark., 2002).

Ulkemizde Ege Bolgesi’nde 2004 ve 2005 yillarinda sera kosullarinda yapilan
bir ¢alismada bazi sakiz kabagi ve kavun cesitlerinin WMV-II’ye kars1 gosterdikleri
reaksiyonlar belirlenmeye ¢alisilmig, sakiz kabaklarinin yapraklarinda siddetli mozaik
ve deformasyona ve kavun bitkilerinde ise siddetli kabarcikli mozaik ve sekil
bozukluklarinin goriildiigii olan bitkilerden izole edilen viriis izolatlar1 ile inokule edilen

kabakgil tiirlerinde hastalik belirtilerinin bitki ¢esidine, infeksiyon zamanina ve bitki



-

yasina bagli olarak degistigi, kavun ve karpuz bitkilerinde orta ve siddetli derecede
bodurlasma, yaprak deformasyonu su kabarcigi gibi simptomlar, sar1 ya da acik
beneklenme ve kenar klorozlar1 seklinde simptom olustugu gozlenmistir. Geg
enfeksiyonlarda ise kavun bitkilerinde siddetli sekilde bodurlasma, pazarlanabilir degeri
olmayan meyve olusumuna neden oldugu, karpuz meyvelerinde ise sekil bozuklugu,
clicelik ve beneklenme goriildiigii belirlenmistir (Kaya ve Erkan, 2009).

WMV-1 duyarli kabakgil tiirlerinde belirgin yaprak belirtilerine ve bitkilerde
siddetli bodurlasmaya neden olmaktadir. Kabakgil bitkilerinin yapraklarinda, mozaik,
kabarcikli, damar bantlagsmasi, kivrilma, burulma ve yaprak ayasinda daralma seklinde
belirtiler meydana gelmektedir Tepe vyapraklar daralmakta ve ana damar
kaybolmaktadir. Bazi cesitlerde yapraklarda beneklenme goriilmektedir. Meyvelerde ise
genellikle sekil bozuklugu meydana gelmekte, baz1 cesitlerde meyve rengi
degismektedir. Hastalik etmeni tropik ve subtropik bolgelerde yaygin olup bazen sicak
bolgelerde dnemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Anonim, 2010).

Kabak mozaik viriis (squash mosaic comovirus: SqMV), kabak, kavun ve
kazayagi (Chenopodium sp.) tohumlari ile (Grogan ve ark., 1959; Nelson ve Knuhtsen,
1973; Lockhart ve ark., 1985) ve musir kok kurdu (Diabrotica spp.) ve gelin bocegi
(Coccinelidae) gibi bocek vektorlerle (Freitag, 1956; Cohen ve Nitzany, 1963; Lastra,
1968) ve mekanik olarak tasinabilmektedir (Freitag, 1956). Bitkilerde klorotik sari
lekeler, koyu yesil damar bantlagsmasi ve deformasyon, ileriki donemlerde agik yesilden
koyu yesile degisen mozaik, yaprak yiizeyinde kabarikliklar ve yaprakta sertlik seklinde
ve meyvelerde renksizlesme, ylizeyde kabariklik ve sekil bozuklugu meydana
getirmistir (Davis ve Muzuki, 1987).

Papaya halkali leke viriis (papaya ringspot virus: PRSV), Potyvirus cinsinde yer
alan Potyviridae familyasina aittir. PRSV’nin karpuz irki1 (PRSV-W) 6nceden WMV-1
olarak bilinmekteydi ve Amerika Birlesik Devletleri’nde kabakgilerde saptanan en
yaygin virtsler arasindadir (Provvidenti, 1993; Gonsalves ve ark., 2010). PRSV ifadesi
ilk kez Jensen (1949) tarafindan bir papaya hastaligini tanimlamak icin kullanilmistir.
PRSV, papaya ve cucurbit tiirlerini enfekte edebilen PRSV-P ve cucurbit tiirlerini
enfekte edebilen fakat papaya bitkilerini enfekte etmeyen PRSV-W olarak
gruplandirlmistir (Gonsalves ve ark., 2010). Ulkemizde, Ankara, igel, Aydin, Manisa


http://www.dpvweb.net/dpv/showrefs.php?dpvno=43&amp;8
http://www.dpvweb.net/dpv/showrefs.php?dpvno=43&amp;14
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http://www.dpvweb.net/dpv/showrefs.php?dpvno=43&amp;10
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ve Izmir’de kabakgil alanlarinda saptanmistir. Ege Bélgesi’nden toplanan Karpuz
orneklerinin % 24’tinde WMV-1 ilk kez belirlenmistir (Kaya ve Erkan, 2011).

Kabakgil viriis hastaliklarinda gerekli 6nlemlerin alinabilmesi i¢in hastaligin ve
vektorlerinin glivenilir yontemler ile teshis edilmesi gerekmektedir. Bitki viriislerinin
arastirilmasinda  degisik yontemler bulunmakla birlikte, ELISA (Enzme-Linked
Immunosorbent Assay) uygulamasi olduk¢a kolay, ¢ok sayida Ornegi calisabilme
olanag1r veren ve giivenilir yontemlerden biri oldugundan (Lecoq ve ark., 1998),
iilkemizde de sebze virlislerinin arastirilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Citir,
1982.; Yilmaz ve ark., 1990; Cali ve Yalgin, 1991). Serolojik tan1 yontemleri viriislerin
tespit ve tanmisinda yaygin olarak kullanilmakla birlikte, hastaliklarin fizyolojik
ozelliklerinin izlenmesinde de 6nemli bir role sahiptir. Bitki viriislerinin epidemiyolojik
calismalar1 i¢in uygulanan serolojik teknikler daha hizli, basit, duyarli ve ekonomik
yontemlerin gelismesini saglamistir.

Son yillarda ABD' de ZYMV ve WMV-II igin ilk kez ticari olarak transgenik
bitki iiretimi baslamistir (Medley, 1994; Tricoli ve ark., 1995). Ulkemizde ZYMV'ye
dayanikli transgenik kavunda meyve kalite 6zelliklerinin belirlenmesi ile ilgili yapilan
bir ¢alismada bir cok meyve kalite 6zelliklerinin kontrol genotipleri ile %100 gen kagist
oldugu belirlenmistir (Yalgin Mendi ve ark., 2010).

Gaziantep’te 2004 yilinda toplanan 56 kabakgil 6rneginde CMV, CABYV,
ZYMV, ToMV (domates mozaik virusu), PMMV (biber hafif benek virusu), PXV
(patates X virusu), PYV (patates Y virlisii)’nin enfeksiyon oranlarini belirlemek
amaciyla yapilan bir ¢alismada, 6rneklerin 10 tanesinin bir ve ya birden fazla viriisle
enfekteli oldugu 20 6rnegin CMV, 22 6rnegin ZYMYV, 3 Ornegin ise PVY ile enfekte
oldugu saptanmustir (Ozaslan ve ark., 2006).

Sinop ve Bolu illerinden toplanan bal kabagi tohum ornekleri CMV, ZYMV,
SgqMV, Tobacco ring spot virus (TRSV) ve Cucumber green mottle mosaic virus
(CGMMYV) i¢in DAS-ELISA yontemi ile analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
tohum Orneklerinin sadece ZYMV ve CMV ile enfekteli oldugu belirlenmis ve bal
kabagi tohum oOrneklerinde ZYMV ve CMV adli etmenlerin bulunma oranlarinin
sirastyla %12.5 ve %4.1 oldugu saptanmistir. SqQMV, TRSV ve CGMMYV ile enfekteli

olan higbir bal kabagi tohum 6rnegine rastlanmamustir. (Sevik ve Balkaya., 2015).
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2.2. Cucurbitaceae familyasina ait bitkilerde yeni giris yapan viriisler konusunda

yapilmis calismalar

Diinyada Cucurbitaceae familyasina giren bitkilerde bulunan ve uzun yillar
boyunca calisilan virlis hastaliklar1 yaninda son yillarda yeni giris yapan viriisler de
belirlenmis ve bir¢ok iilkede saptanmislardir.

Cucurbit sar1 bodurlasma bozuklugu viriisii (cucurbit yellow stunting disorder
virus CYSDV), ilk kez Birlesik Arap Emirliklerinde 1982 yilinda tanimlanmis olup
(Hassan ve Duffur, 1991) daha sonra Ispanya’da (Celix ve ark., 1996 ) ve diger Orta
Dogu ve Akdeniz Ulkelerinden Misir, Israil, Urdiin, Tiirkiye, Liibnan, Portekiz ve
Fas’ta rapor edilmistir (Wisler ve ark., 1998; Rubio ve ark., 1999; Abou Jawdah ve ark.,
2000). CSYDV’nin dogal konuk¢ularmin hiyar, kavun, karpuz ve kabak gibi
Curcurbitaceae familyasi tiyeleri oldugu, virlisiin siddetli sararmaya neden oldugu,
meyve agirligini énemli Slgiide etkiledigi ve %30-50 arasinda verim kaybina neden
oldugu bildirilmistir (Abou Jawdah ve ark., 2000). Daha sonraki yillarda yapilan
caligmalarda CYSDV Closteroviridae familyasinda Criniviriis cinsi i¢ine dahil edilmis
(Wisler ve ark., 1998; Fauquet ve Mayo, 1999) olup Bemisia tabaci Gen ile tasindigi
rapor edilmistir (Berdiales ve ark., 1999; Celix ve ark., 1996). Etmenin konukg¢u dizisi
oldukga genis olup Amaranthus retroflexus (tilki kuyrugu), Bassia hyssopifolia (diken
otu), Sisymbrium irio (biilbiil otu), Chenopodium albiim (kazayagi), Lactuca sativa
(marul), Sonchus sp (esek marulu), Medicago sativa (yonca) bitkilerinde rapor
edilmistir.

Cucurbit klorotik sarilik viriisii (Cucurbit chlorotic yellows viriis, CCYV) ilk kez
Japonya’da 2004 yilinda kavun bitkilerinde tanimlanmis olup (Gyoutoku ve ark., 2008)
daha sonralar1 diger iilkelere hizla yayilmistir. CCYV hiyar, kavun ve karpuz
bitkilerinin yapraklarinda klorotik yaprak lekelere ve tiim yapragin sararmasina neden
olur. Bu enfeksiyonun hiyarlarda 6nemli verim kaybina neden oldugu, kavunlarin
market degerini diisiirmekle birlikte seker igerigini dnemli 6l¢iide azalttig1 bildirilmistir
(Gyoutoku ve ark., 2009). Daha sonraki yillarda yapilan c¢alismalarda CCYV
Closteroviridae familyasinda Criniviriis cinsi i¢ine dahil edilmistir.

Sekerpancari yalanci sarilik viriisii (beet pseudo-yellows virus, BPYV) ilk kez

beyaz sinekle tasman Closterovirus olarak 1965 yilinda Kalifornia’da seralarda
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tanimlanmis bir viristiir (Duffus, 1965). Etmenin siis bitkileri ve yabanci otlar1 i¢eren
genis bir konuk¢u dizisi oldugu rapor edilmis olup BPYV enfekteli hiyar ve kavun
bitkilerindeki simptomlarin CCYV ve CYSDV tarafindan neden olunanlara oldukga
benzer oldugu gozlemlenmistir (Wisler ve ark., 1998).

Cucurbitacea yetistirilen bircok Akdeniz iilkesi, Orta Dogu ve Californiya’dan
toplanan 498 cucurbit 6rnegi marul enfeksiyoz sarilik virisii (lettuce infectious yellows
virus, LIYV), CYSDV ve BPYV agisindan testlenmis, testlenen 6rneklerin higbirinde
LIYV bulunmadigit 69 o6rnegin CYSDV, 12 6rnegin BPYV ile enfekteli oldugu
saptanmistir. HSP70h homolog bolgesinin bir kismi1 RT-PCR ile ¢ogaltilmis, takibinde
tek sarmal niikleotit sekans analizleri yapilmis ve izolatlar arasindaki molekiiler
degiskenlik belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu analizler sonucunda BPYV ve CYSDV
izolatlarinin her birinde niikleotit benzerliginin %98’den biiyiik oldugu saptanmuistir.
CYSDV izolatlarmin 2 degisken gruba ayrildigi, Grup 1’in sadece Tiirkiye, Urdiin ve
Ispanya izolatlarindan, Grup 2’nin ise sadece Suudi Arabistan izolatlarmdan olustugu
belirlenmistir. Ayn1 gruptaki izolatlar arasindaki niikleotit benzerliginin %99°dan biiyiik
oldugu, her iki grup arasindaki benzerligin ise %92’den kii¢iik oldugu ortaya
konulmustur. Tim BPYV izolatlarinin ise %98’den daha biiyiikk niikleotit benzerligi
gosterdigi saptanmistir (Rubio ve ark., 1999).

Ispanya’da CYSDYV izolatinin 5 kodlama (coding) ve 1 tane kodlama yapmayan
bolgesinin (non-coding) niikleotid dizileri analiz edilmistir. Her izolatin niikleotitlik
kismi sekans edilmis ve bu sekans edilen bolge toplam virus genomunun yaklasik
%13’liik kismina tekabiil etmektedir. Viral genomun farkli bolgeleri arasinda gozlenen
degiskenligin ¢ok 1yi bir sekilde dagilmadigi, ortii protein geninin analiz edilen diger 4
tane kodlama bolgesine gore daha degisken oldugu belirlenmistir (Marco ve Aranda,
2005).

CYSDV, CCYYV ve diger Crinivirusler tarafindan neden olunan simptomlarin
cok benzedigi ve bu etmenlerin ayriminin laboratuvara dayali teshis yontemlerinin
uygulanmasiyla yapildig1 rapor edilmistir (Wintermantel ve Wisler, 2006). Son
zamanlarda, CYSDC ve CCYV’nin ticari olarak yetistirilen kabakgillerde beraber
enfeksiyon yaptigi ortaya koyulmustur (Abrahamian ve ark., 2012).
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Cucurbit bitkilerinde CYSDV, CYSDV ile CVYV (hiyar damar sarililik viriisii)
beraber enfeksiyonun sinerjik etki olusturdugu (Fidan ve ark., 2012, Gil- Salas ve ark.,
2012 ve Abrahamion ve ark., 2015) bildirilmistir.

CYSDV’nin stropik ve tropik bolgelerde serada ve acikta yetistirilen cucurbit
bitkilerini etkileyen en 6nemli patojenlerden biri oldugu bildirilmistir (Tzonelohis ve
ark.,2013; Orfanidou ve ark., 2014; EPPO, 2014; Amer., 2015 ve Wintermantel ve
ark.,2016).

CYSDV’nin Iran'daki Cucurbitacea familyasini tahrip edici bir viriis oldugu,
2008-2012 yillarinda yapilan bir ¢alismada toplanan tipik CYSDV simptomlu 366
cucurbit 6rnegi (kavun, hiyar ve kabak) ilk dnce ELISA ile testlenen ve ELISA-pozitif
orneklerde virlisiin varligit RT-PCR ile dogrulanmistir. Testlenen 366 Ornekten 309
tanesinin CYSDV ile enfekteli oldugu ortaya konulmustur. CYSDV kaplama
proteininin (CP) niikleotit ve amino asit sekanslariin analizleri, CYSDV nin dogu alt
grubuyla beraber kiimelendigi belirlenmistir. Dogu CYSDV alt grubu, Iran izolatlar1 ve
Suudi Arabistan olmak iizere iki farkli alt gruba ayrilmistir. Iran izolatlar1 arasindaki
benzerlik %99’dan daha yiiksek bulunmustur. Yapilan filogenetik analizler sonucunda
fran CYSDV izolatlarinin diisiik genetik ¢esitlilige sahip oldugu belirlenmistir
(Keshavarz ve ark., 2013).

Bemisia ve Trialeurodes cinslerine ait olan beyaz sinekler (Hemiptera:
Aleyrodidae) etkili viriis vektorleri olup, beyaz sineklerin en az dort cinse ait viriisleri
tasidigr bilinmektedir, bunlar DNA viriislerinden olan Begomovirus cinsi ve iic RNA
virus cinsi olan Crinivirus, Ipomovirus ve Torradovirus cinsleridir (Navas-Castillo ve
ark., 2014).

Yunanistan’da 2 farkli serada yetistirilen hiyar ve kavun bitkilerinde sararmaya
neden olan kloroz ve damarlar arasi beneklenme simptomlarina benzer simptomlar
Rodos adasinda 2012 yilinda agikta yetistirilen karpuzlarda ve Tympaki’de seralardaki
hiyarlarda 2013 kasim ayinda da gozlenmistir. Simptomlarin bitkilerde %10-40 arasinda
yaygin oldugu belirlenmistir. Simptomlu &rneklerin tiimiinde cucurbit klorotik sarilik
virlisii (cucurbit chlorotic yellows viriis CCYV) saptanirken CYSDV ise 18 hiyar, 1
kavun ve 3 karpuz bitkisinde saptanmis ve rapor edilmistir. Testlenen 6rneklerde BPYV

bulunmamustir (Orfanidou ve ark., 2014).
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ftalya’dan Sardinia adasinda Haziran 2016°da kabak ve kavun bitkilerindeki
viral hastaliklar1 belirlemek amaciyla yapilan bir survey ¢alismasinda yaprak sararmasi,
kalinlagsma kirilganlik ve alt yapraklarda erken kahverengilesme simptomlar1 gosteren
acik alanlarda yetistirilen kavun ve kabak bitkilerinden alinan 70 6rnek testlenmistir.
Testlenen orneklerde BPYV ve cucurbit yaprak biti kdkenli sar1 viriis (cucurbit aphid-
borne yellow virus CABYYV) saptanmis olup CYSDV saptanamamuistir (Manglli ve ark.,
2016).

CYSDV enfeksiyonunun konukgu bitkiye bagli olarak bitkide fotosentezde
azalma, yapraklarda damar aralarinin sararmaya, klorotik beneklenme, yapraklarda
kirginliga, bitkide gii¢ kaybina ve yaklasik %30-100 oraninda verim kaybina neden
oldugu ve tiim kitalarda cucurbit alanlarinda rapor edildigi bildirilmistir (Ghanem ve
ark., 2016).

Antalya' da Kasim 2015 ve Subat 2016'da ii¢ farkli serada yetistirilen hiyar
bitkisinde sararma simptomlar1 gozlenmis CYSDV ve CCYV’nin olusturdugu
simptomlara benzer belirtiler gézlenmistir. Simptomlu bitkilerden 30 6rnek alinmis ve
toplam RNA ekstraksiyonuna tabi tutularak ve BPYV, CYSDV varligi i¢in RT-PCR
yontemiyle analiz edilmistir. Toplanan 6rneklerden 15 tanesinin CYSDV, 21 6rnegin
CCYV ile enfekteli oldugu bu 6rneklerin 6 tanesinin hem CYSDV hemde CCYV ile
karisik enfekteli oldugu tespit edilmistir. Tirkiye'de zaten bilindiginden, CCYV' nin 2
izolatinin kismi RdRp bolgesi sekans edilmistir. Elde edilen dizilerinin BLAST analizi
Japonya'dan bir CCYYV izolat1 ile %99 benzerlik gostermisdigi saglanmigtir. CCYV’ nin
Bemisia tabaci ile yapilan tasima deneyimleri gergeklestirilmistir. 30 yetiskin beyaz
sinekten bes gruba, sadece CCY'V ile dogal olarak enfekte edilen hiyar yapraklarinda 24
saatlik bir edinim siiresi verilmistir. Daha sonra, her bir grup, 72 saat inokiilasyon erigim
stiresi icin saglikll bir hiyar bitkisine aktarilmistir ve asilamadan 3 hafta sonra, RT-PCR
ile 5 inokiile edilmis bitkiden 4'linde CCYV tespit edildi. Bildigimiz kadariyla, bu,
CCYV'nin Tirkiye'deki hiyar hastaligina yakalanan ilk raporudur. CCYV ayrica,
Liibnan, Misir ve Yunanistan'da da bildirilmistir ve bu da Akdeniz bolgesinde ortaya
¢ikan bir cucurbit patojeni oldugunu gostermektedir (Orfanidou ve ark., 2017).

Suudi Arabistan’da 2014-2015 yillarinda Riyad’dan toplanan klorotik
beneklenme ve damarlar arasinda kloroz simptomlar1 gosteren 134 hiyar ve 103 yabanci

ot ornegi toplanmistir. Toplanan &rnekler CCYV, CYSVD’nin varligi i¢cin RT-PCR
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yontemi ile testlenmistir. Testlenen hiyar 6rneklerinde CCYV %61.1, CYSDV ise
%19.4 oraninda saptanmis olup bitkilerin %9’u karisik enfekteli olarak bulunmustur.
Ayrica 4 yabanci ot tiirli CCY V’nin alternative konukgusu olarak ilk kez belirlenmis
olup CYSDV sadece yabani ebegiimeci (Malva parviflora) bitkisinde rapor edilmistir.
Bu ¢alismada hiyar ve yabanci otlardan elde edilen 3 CCYV ve 5 CYSDV izolatlarinin
kismu niikleotit sekans analizleri yapilmis, her iki virusiin diisiik genetik ¢esitlilige sahip
oldugu, CYSDV izolatlarinin “Dogu alt popiilasyonu” adiyla ayri1 bir grup olarak
adlandirildigi, CCYV izolatlarinin ise Ila ve IIb alt gruplart iginde bulundugu
belirlenmistir (Shakeel ve ark., 2018).

Bugiine kadar iilkemizde bu ii¢ viriisten sadece CYSDV rapor edilmis olup,
tilkemizde farkli lokasyonlarda yetistirilen Curcurbitaceae familyasina ait bitkilerde bu
ic virusun bulunusu, dagilis1 ve genetik cesitliligi hakkinda bir bilgi bulunmamaktadir.
Bu ¢alismanin amaci iilkemizde Hatay ilinde Cucurbitaceae familyasina ait bitkilerde
CYSDV, BPYV ve CCYV’lerinin varligint DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleriyle

belirlemek ve elde edilecek viriis izolatlarinin sekans analizlerini yapmaktir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Yapilan bu calismada Hatay ilinde (Kirikhan ve Reyhanli) acikta yetistirilen
alanlardan hiyar, kavun ve kabak drnekleri ¢calismanin materyalini olusturmustur. Hatay
ilinde survey yapilan kabakgil iiretim alanlarindan hiyardan 13, kabaktan 37 ve
kavundan 40 ornek toplanarak toplam 90 Ornek c¢alismada materyal olarak
kullanilmistir. Caligmada ayrica mekanik inokulasyonda kullanmak {izere tohumdan
yetistirilmis hiyar ve tiitiin (Nicotiana glutinosa) bitkilerinde kullanilmistir.

3.2.Yontem

3.2.1. Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Hatay illinde kabakgil iiretim alanlarinda 2017 yilinda viriis infekteli
oldugundan siiphelenilen agikta yetistirilen ilkbahar ve yaz doneminde dikimden sonra
her tarladan 5-10 siipheli bitki 6rnegi alinmistir. Simptomatolojik olarak incelenen
bitkilerden yaprak, siirgiin ve var ise meyve Ornekleri alinip etiketlenerek naylon
torbalara konulmustur. Buzluk icerisinde laboratuara getirilerek laboratuar ve iklim

odasi ¢aligmalarinda kullanilincaya kadar +4 °C’ de buzdolabinda de saklanmistir.

3.2.2. Serolojik ¢alismalar (DAS-ELISA)

Yapilan arazi ¢aligmalarinda, viriis benzeri simptom gosteren bitkilerin geng
yapraklarindan enfekteli oldugundan siiphelenilen kabak, hiyar, ve kavun tiirlerinden
alian bitki dokular1 materyal olarak kullanilmistir. Sadece CCY'V ig¢in tretilmis ticari
antiserum oldugundan dolayi, 6rnekler sadece CCYV’iine karsi DAS-ELISA (Double
Antibody Sandwich- Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) yontemiyle testlenmistir.
DAS-ELISA c¢alismalarinda kulanilan tampon c¢ozeltiler EK-1’de verilmis ve testler
asagidaki sekilde uygulanmistir (Clark ve Adams, 1977):
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1. Kaplama tamponu ile sulandirilmis IgG ELISA plakasinin her bir ¢ukuruna 100 pl
koyulmus ve 37 °C’de 4 saat inkiibe edilmistir.

2. Plaka yikama tamponu ile ticer kez yikanmis ve kagit havlu lizerine vurularak
kurutma islemi yapilmistir.

3. Her ornek i¢in ikiser ¢ukura 100 ul 6rnek plakalarda plana gore yerlestirilmis ve
plakalar gece boyunca +4 °C’ de inkiibe edilmistir.

4. Plakalar yikama tamponu ile dorder kez yikanmis ve kagit havlu tizerine vurularak
kurutma islemi yapilmistir.

5. Konjugat tamponu ile sulandirilmis konjugateler her bir ¢ukura 100 ul konmus ve
plaklar 37 °C’ de 4 saat bekletilmistir.

6. Plakalar yikama tamponu ile tiger kez yikanmis ve kagit havlu iizerine vurularak
kurutma iglemi yapilmistir.

7. Yeni hazirlanmig substrattan (1mg/ml p-Nitrophenyl Phosphate) plakalarin her bir
cukuruna 100 pl konulmus ve plakalar karanlik bir ortamda ve oda sicakliginda inkiibe
edilmistir.

8. ELISA okuyucusunda 405nm dalga boyunda 30 ve 60 dk sonra okumalar yapilarak
degerlendirilmistir. Substrat eklendikten sonra 30, 60 ve 120 dk sonra plakalar ELISA
okuyucusunda (Seac Siriz S) 405 nm dalga boyunda absorbans degeleri okunarak
degerlendirilmistir. Testlenen Orneklerin absorbans degerlerine bakilarak saglikli
ormeklerin (negatif kontrollerin) en az iki kat1 ya da daha fazla degerlere sahip olanlar

enfekteli olarak kabul edilmistir (Clark, 1981).

3.2.2.1. Mekanik Inokulasyon ile Tasima Denemeleri

Mekanik inokulasyon ¢alismalar1 iklim odas1 (24+2°C ve 16:8 saat giindiiz:
gece) kosullarinda yiiriitiilmiistiir. Arazide virilis benzeri simptom gosteren kabak, hiyar
ve kavun’dan alinan bitki 6rnekleri fosfor tampon ¢o6zeltisinde (PBS) 1:10 oraninda
ezilerek, tohumdan yetistirilen 4-5 yaprakl tiitiinlere (Nicotiana glutinosa) ve kotiledon
yaprak donemindeki hiyarlara asilanmistir. Asillama yapmadan Once bitkilerin
yapraklarina celite serpilmistir ve bitki ekstrakti yapraklara parmak ucu ile stirtilmiistiir
(Sekil 3.1). Mekanik inokulasyon ¢alismalar1 yapilan iklim odasinda tutularak simptom

gozlemleri giinliik olarak yapilmigtir.
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Sekil 3.1. Hiyar bitkisine yapilan mekanik inokulasyon calismasindan bir goriinti

3.2.3. Molekiiler Calismalar

3.2.3.1 Toplam Ribo Niikleik Asit (RNA) izolasyonu

Araziden toplanan hiyar, kavun ve kabak orneklerden RNA izolasyonu yapmak
icin Qiagen RNA ekstraksiyon kiti, MacKenzie ve ark (1997)’nin 6nerdigi modifiye
yonteme gore, Silica RNA protokolii Rott ve Jelkmann (2001)’e goére yapilmistir.
Pozitif kontrol olarak, Aristotales Universitesi, Selanik-Yunanistan’dan getirilen

cDNA’lar (complementer DNA) kullanilmigtir.

3.2.3.2 Qiagen RNA Ekstraksiyon Kiti ile modifiye MacKenzie yontemiyle RNA

izolasyonu

e Her bir bitki 6rneginden yaklasik 0.5 g alinarak sivi azot i¢inde toz haline
getirilerek Mackenzie ektraksyon tampon ¢ozeltisinde ekstrakte edilmis ve 6rnekler
1,5 mI’lik ependorf tiiplere aktarilmistir.

e  Bu orneklerin iizerine 150 pl %20’lik sarkozyl eklenmis ve hafifce karistirilmstir.

e Tiipler 70°C’de 10 dk ara ara karistirilarak inkiibe edilmistir.
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e Tipler 14.000 rpm’ de 5 dk santrifiij edilmistir.

e Tipler siv1 kisim pellet hareket ettirilmeden 2 ul’lik toplama tiipline yerlestirilmis
Q/Ashredder spin kolona alinmustir.

e 14.000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilmistir.

e  Sivi kisim ependorf tiiplere alinarak ve iizerine 0,5 hacim %96‘lik alkol eklenmig
ve pipetle karstirilmastir.

e Karisimdan 650 pl alinarak RNeasy mini spin kolona alinmustir.

e Tipler 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmis ve sivi kisim atilarak, arta kalan
karisimla islem tekrarlanmustir.

e RNeasy mini spin kolonlar yeni ependorf tiiplere yerlestirilerek {lizerine 700 ul
RW!1 tampon ¢o6zeltisi eklenmisgitr.

e Tipler 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilarak sivi kisim atilmistir.

e RNaesy mini spin kolonlar yeni tiiplere yerlestirilerek iizerine 500 ul RPE tampon
cozeltisi eklenmis ve tiipler 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilmistir. Bu islem iki
kez tekrarlanmistir.

e Kolona 40 ul RNase ari su eklenerek 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis ve
elde edilen RNA’lar PCR iglemleri yapilincaya kadar -80 °C’de saklanmustir.

3.2.3.3. Silica Yontemiyle RNA Extraksiyonu (Rott ve Jelkmann, 2001)

e Sivi azotla ezilmis 0.02 gr. bitki dokusu tizerine 1 ml silica ekstraksiyon buffer ve
10 pl B- Mercaptoethanol eklenerek iyice karistirilmis ve ependorf tiiplere
alinmistir.

e Santrifuj yapilmadan 600 pl sivi fazdan ¢ekilerek yeni ependorf tiipe konulmustur.
Tiipiin igerisine 600 ul 5.8 M potasyum asetat eklenmistir. Tiipler ters-diiz
edildikten sonra 13.000 rpm’ de 15 dk santrifiij edilmistir.

e Sivi fazdan 750 pl alinarak yeni bir tiipe konulmus ve iizerine 750 pl % 100
isopropanol eklenmistir. Tipler 20°C’ de en az yarim Saat bekletilmis ve daha
sonra 13.000 rpm’ de 30 dk santrifiij yapilmistir.

e Tiiplerdeki sivi faz atilmig ve pellet lizerine 500 pl yikama tampon c¢ozeltisi
eklenerek vortexlenmis ve pelletin ¢oztinmesi saglanmistir. Daha sonra tizerine 20

ul silica eklenmis ve 10. 000 rpm’ de 1 dk santrifiij yapilmistir.
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e Tiplerdeki sivi faz atilmis ve pellet {izeine 500 pl yikama tampon ¢ozeltisi
eklenerek vortexlenir ¢6ziindirilmiistir.

e Tipler 13.000 rpm’ de 1 dk santrifiij yapilmis, sivi faz atilmis ve pellet oda
sicakliginda alkol kokusu kalmayacak sekilde iyice kurutulmustur.

e Pelletin iizerine 150 ul TE tampon ¢ozeltisi eklenerek pellet ¢oziindiirilmistiir.
Tiipler oda sicakliginda 5 dk bekletilmistir.

e Tipler 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilmis ve sivi fazdan 100 pl alinarak tizerine
8 ul sodium asetat ve 200 pl % 100 ethanol eklenmistir.

e Tipler 20°C’ de 30 dk inkiibe edildikten sonra 10 dk siireyle +4 °C’de 12.000 rpm’
de santrifiij edilmistir. Ttplerdeki sivi faz atilmustir.

e Tiplerdeki pellet tizerine 200 ul % 70’ lik ethanol eklenmis ve 20 °C’de 30 dk
inkiibe edilmistir.

e Tipler vortexlendikten sonra + 4 °C’ de 3 dk 12.000 rpm’ de santrifiijlenmis ve sivi
faz atilmistir (bu asama 2 defa tekrarlanir).

e Tiplerdeki pellete dokunmadan s1vi faz atilmis ve alkol kokusu kalmayacana kadar
pellet 20 dk oda sicakliginda kurutulmustur.

e Tiplerdeki pellet 80 pl TE tampon c¢ozeltisi ile ¢oziindirilmiis ve elde edilen
RNA’ larin konsatrasyonlar1 Nanodrop cihazi Olgiilerek molekiiler analizlerde

kullanincaya kadar -80 °C’de saklanmuigtir.

3.2.3.4. Reverse Transkripsiyon (RT; Reverse Transcription)

Hatay ilinden toplanan hiyar, kavun ve kabak orneklerinden ekstrakte edilen
RNA’lar kullanilarak yapilan RT analizlerinde ilk 6nce RNA’lardan cDNA elde
edilmistir Her bir 6rnek i¢in 1 ul Random hexamer primer, 6,5 ul d2H20 ve 5 ul RNA
karigimi hazirlanarak PCR tiiplerine konulmustur. PCR cihazinda 94 "C’de 5 dakika ve
buz’da 5 dakika bekletildikten sonra her bir tiip i¢ine 5XxRT tamponundan (Fermentas) 4
ul, doH20 2 pl, NTP (10 mM) 0,5 ul ve RT (MMLV) enziminden 1 pl eklenmistir.
Tiipler PCR cihazinda 42 °C’de 1 saat 72 °C’de 10 dakika tutulmus ve cDNA asamasi

tamamlanmis ve bu cDNA’lar PZR unda kullanilmistir.
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3.2.3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Bu calisma kapsaminda RT ile elde edilen ¢cDNA'lar kullanilarak PCR iglemi
gergeklestirilmistir. hiyar, kavun ve kabak bitkilerinde yeni giris yapan viriislerden
cucurbit chlorotic yellows virlis (CCYV), cucurbit yellow stunting disorder viriis
(CSYDV), beet pseudo-yellows virus (BPYV)’nin testlenmesinde kullanilan primerler,
baz biiyiikliikleri ve cogaltildigi bolge Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Hiyar, kavun ve kabak Orneklerinde bulunan viriislerin saptanmasi
amaciyla yapilan RT-PCR analizlerinde kullanilan primer c¢iftlerinin niikleotid
dizilimleri, cogaltildigi bolge ve baz biiytikliikleri

- Referans
g Primer Primer Dizilimi x %"
2 Ad S35 &
52 § &8

| TCGAAAGTCCAACAAGACGT 251 1/l Boubourak
E I CTGATGGTGCGCGAGTG as ve ark.
m 2006

RIRpF CCTAATATTGGAGCTTATGAGTA 709 RdRp  Orfanidou
% CA ve
O "RdRpR CATACACTTTAAACACAACCCC ark.,2014

CYSDV  ATGGACATGCCTAACTGTTACTT 364 HSP70 Boubourak

F h as ve ark.

CYSDV  ATAGCTGCTGCAGATGGTTC 2006

R

CYSCP  ATGGCGAGTTCGAGTGAGAATA 756 CP Rubio  ve
é F A ark. 2001
5> CYSCP ATTACCACAGCCACCTGGTGCTA

R

MA155F GATTGTCACTGAATCACC 683 CP Sambroak

MA129 TCACATCATCAATCCAAAAG ve Russel,

R 2000
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Kabakgil bitkilerinde yeni giris yapan viriislerden BPYV, CCYV, CYSDV’nin
PCR analizlerinde PCR karisimi 16,8 pl d2H20, 2,5 pul 10XB, 2ul ANTP (2,5 mM), 1,5
ul MgClz (25 mM), viriise 6zgii 1 pl primer ¢ifti (her biri 10 pmol/ul), 0,2 ul Taqg-DNA
polymerase ve 2 ul cDNA kullanilmistir. PCR dongiileri, primerlerin hedef DNA' ya
baglanma (annealing) ve sentez (extension) siire ve sicakliklari proglamlanmistir: Bu
dongii 95 °C’de 3 dakika; 35 dongii 95 °C’de 1 dakika, 60°C’de 1 dakika, 72 °C’de 1
dakika ve 1 dongli 72 °C’de 10 dakika olacak sekilde programlanmistir. CYSDV nin
MAZ155F/129R primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR analizlerinde kullanilan PCR
dongii ise, 95 °C’de 3 dakika; 35 dongili 95 °C’de 1 dakika, 51°C’de 1.5 dakika, 72
°C’de 2 dakika ve 1 dongii 72 °C’de 10 dakika seklinde programlanmuistir.

3.2.3.6. PCR Sonuglarmin Degerlendirilmesi: Jel Elektroforez

PCR irilinlerinin goriintiilenmesi i¢in %1°lik Agaroz jel elektroforez islemi
yaptlmistir. 1 gr Agaroz, 100 ml Ix TAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponu igersinde
mikrodalga firinda ¢oziindiiriiliip tarak yerlestirilmis ve jel tepsisine diiz bir zemin
tizerinde dokiilerek agarozun polimerizasyonu i¢in 20 dk siire ile bekletilmistir. Jelin
polimerizasyonundan sonra tarak dikkatli bir sekilde alinip jel elektroforez tankina
yerlestirilmistir. 1XTAE tamponu tankin igersine jeli kapatacak sekilde dokiildiikten
sonra jel gukurlarina DNA marker ile beraber PCR f{irtinleri jel ¢ukurlarina yiiklenmistir
(Sekil 3.2) Yiikleme tamamlandiktan sonra elektroforez gii¢c kaynag ile elektroforez
tankina 150 V’luk elektrik akimi 50 dakika siireyle uygulanmistir. Ethidium Bromid
(EtBr) 0,5 ug/ml konsantrasyon da 100 ml suya karistirilmis ve jel bu karigim igerisinde
5-6 dakika tutularak boyanmustir. Jel UV 1sikta goriintiilenip olusan bantlarin
biiyiikliigiine gore sonuclar degerlendirilmistir. Testlenen viriislere karsi ornekler
kullanilan pozitif kontrollerle karsilastirilmis ve beklenen diizeyde bant olusturanlar
pozitif, olusturmayanlar negatif kabul edilerek jel goriintilleme cihazinda

fotograflanmistir.
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Sekil 3.2. PCR iirlinlerinin %]1’lik agaroz jele yiiklenmesi

3.2.3.7 DNA Dizileme ve BLAST Analizleri

PCR iirtinlerinin %1°lik agaroz jel elektroforezi sonucunda beklenen biiyiikliikte
elde edilen PCR iiriinleri DNA dizileme yapan firmaya (Medsantek, Istanbul)
gonderilmis, PCR’da kullanilan primerler ile ¢ift yonlii olarak dogrudan dizilenmis ve
sonuglar on-line olarak alinmigtir. Elde edilen niikleotid dizilerinin kromatogram
kontrolleri yapilmig, NCBI database (http:(//www.ncbi.nlm.nih.gov) kullanilarak Basic
alignment search (BLAST) araciligi ile benzerlikler kontrol edilmistir. Filogenetik
analizler Neighbour-Joining metodu ile (Saitou ve Nei, 1987) MEGA X kullanilarak
(Kumar ve ark., 2016) kullanilarak gergeklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arazi Calismalari

Bu caligma kapsaminda Hatay ilinde yetistirilen ve virlis benzeri simptom
gosteren kavun, kabak ve hiyar bitkilerinden toplam 90 adet 6rnek alinmustir. (Cizelge
4.1)).

Cizelge 4.1. Hatay ilinden toplanan kavun, kabak ve hiyar bitkilerinden alinan 6rnek
sayilari

Tiir Latince ismi Testlenen ornek sayisi (Adet)
Hiyar Cucumis sativus 13
Kavun Cucurbita melo 40
Kabak Cucurbita pepo 37
TOPLAM 90

Hatay ilinde yetistirilen hiyar, kavun ve kabak bitkilerinde gozlenen en yaygin
simptomlar yapraklarda kii¢iilme, deformasyonlar, yaprak kirigikliklari, kivrilma ve

damar agilmalar1 olmustur (Sekil 4. 1, 4.2, 4.3)

Sekil 4. 1. Kabak bitkilerinde gozlenen yapraklarda kii¢iilme, deformasyonlar, yaprak
kirigikliklart, kivrilma ve damar agilma simptomlari
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Sekil 4. 2. Hiyar bitkilerinde gozlenen yapraklarda kii¢iilme, deformasyonlar, yaprakta
renk degisikligi ve koyu renk lekelenme simptomlart

Sekil 4.3. Kavun bitkilerinde gozlenen yapraklarda sararma ve mozaik leke simptomlart

Yunanistan’da kloroz ve damarlar arasi beneklenme simptomlarinin gézlendigi
serada yetistirilen hiyar ve kavunlar, agikta yetistirilen karpuzlar ve seralardaki
hiyarlarin RT-PCR yontemiyle testlenmesi sonucu bu bitkilerde CCYV ve CYSDV
saptanmig olup, testlenen orneklerde BPYV bulunmamis olup simptomlarin bitkilerde
%10-40 arasinda yaygin oldugu belirlenmistir (Orfanidou ve ark., 2014). CSYDV’nin
dogal konukgularim hiyar, kavun, karpuz ve kabak gibi Curcurbitaceae familyasi
tiyeleri oldugu, viriisiin neden oldugu siddetli sararma, meyve agirligin1 énemli dlciide
etkiledigi ve %30-50 arasinda verim kaybina neden oldugu bildirilmistir (Abou Jawdah
ve ark., 2000). CYSDV’nin yash yapraklarda damarlararasi alanda klorotik benekler
olusturdugu, zaman gectikce damarlar hari¢ tiim yapragin sararmasina neden oldugu
belirlenmistir (Celix ve ark., 1996; Wisler ve ark., 1998). CYSDV’nin hiyar, kavun ve
karpuz bitkilerinin yapraklarinda sararma, damarlar aras1 alanda kloroz simptomlari

olustugu belirlenmistir (Ghanem ve ark., 2016).
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4.2.DAS-ELISA Analizleri

Hatay’in Kirikhan ve Reyhanli ilgelerinden toplanan toplam 90 adet kavun, kabak
ve hiyar bitkileri DAS-ELISA yontemiyle CCYV agisindan testlenmis olup testlenen

orneklerde CCY'V saptanamamustir.
4.3. Mekanik inokulasyon Sonuclari
Araziden toplanan simptomlu kavun, kabak ve hiyar o6rnekleri iklim odasinda

hiyar ve tiitin bitkilerine mekanik inokulasyon yapilarak aktarilmaya calisilmis olup

yapilan gozlemler sonucunda tiitiin ve hiyar bitkilerinde herhangi bir simptom

gozlenememistir (Sekil 4.4, 4.5).

Sekil 4. 5. Mekanik inokulasyon yapildiktan 2 hafta sonra hiyar bitkilerinin gortiniim
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4.4. Molekiiler Calismalar

4.4.1. Kabak, kavun ve hiyar érneklerinden RNA Izolasyonu

Kabak, hiyar ve kavun 6rneklerinden RNA izole etmek i¢in Qiagen RNA kiti ve
Silica yontemleri kullanilmistir. Bu yontemlerle yapilan izolasyonlarda RNA kalitesini
belirlemek amaciyla yapilan nanodrop spektrofotometre 6lgiimlerinde RNA kalitelerinin

PCR yapabilecek kalite ve miktarda oldugu saptanmistir (Sekil 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10).

HULYA USTUNKAYA SEBZE 04/03/2018 31

T0mm Absorbance

220 230 240 250 260 270 280 280 300 310 320
‘wiavelength (nm)

Sekil 4.6. Qiagen RNA yontemi ile ekstrakte edilen kavun (31 no’lu 6rnek)
RNA’sinin Nanodrop aleti ile spektrofotometre (NanoDrop 2000c, Thermo Sci,
ABD) 6l¢tim grafigi
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Sekil 4.7. Qiagen RNA yontemi ile ekstrakte edilen kavun (27 no’lu 6rnek)
RNA’sinin Nanodrop aleti ile spektrofotometre (NanoDrop 2000c, Thermo Sci,
ABD) 6l¢tim grafigi
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Sekil 4.8 Qiagen RNA yontemi ile ekstrakte edilen kabak (16 no’lu 6rnek)
RNA’sinin Nanodrop aleti ile spektrofotometre (NanoDrop 2000c, Thermo Sci,
ABD) 6l¢tim grafigi

T0mm Absorbance

220 230 240 250 260 270 280 250 300 310 320 a0
‘Wavelength (nm)

Sekil 4.9. Silica yontemi kullanilarak ekstrakre edilen kabak (51 no’lu 6rnek)
RNA’sinin spektrofotometre (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD) 6lgiim grafigi
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Sekil 4.10. Silica yontemi kullanilarak ekstrakre edilen hiyar (79 no’lu 6rnek)
RNA’sinin spektrofotometre (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD) 6lgiim grafigi
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Gerek Qiagen RNA ekstraksiyon kiti gerekse Silica yontemi ile ekstrake edilen kavun,
kabak ve hiyar RNA’larinin nanodrop 6l¢iim degerlerine gore oldukga iyi kalitede RNA
elde edildigi saptanmistir (Cizelge 4. 2). Yapilan bu ¢alisma sonucunda kullanilan RNA
exraksiyon yontemlerinden silica ile ekstraksiyon yoOnteminin daha ucuz olmasi
nedeniyle Cucurbitaceae familyasina ait bitkilerden RNA eksraksiyonunda iyi kalitede

RNA elde edilmesinde kullanilabilir oldugu ortaya koyulmustur.

Cizelge 4. 2. Kabak, hiyar ve kavun Orneklerinden ekstrakte edilen bazit RNA ’larin
nanodrop 6l¢iim degerleri

Ornek No Ekstraksiyon Konsantrasyon  OD oD
ve bitki ad1 Yontemi ng/ul 260/ 280 260/ 230
31 (Kavun) Qiagen 176.8 2.08 2.24
27 (Kavun) Qiagen 141.3 2.06 2.04
16 (Kabak) Qiagen 398.3 2.07 1.85
51 (Kabak) Silica 162.4 2.07 1.99
79 (Hiyar) Silica 109.7 2.08 2.19

4.4.2. RT-PCR ve PCR analizleri

Bu ¢aligma kapsaminda toplanan kabak, kavun ve hiyar 6rneklerinden izole edilen
RNA’lar RT-PCR yontemi ile testlenmistir. Ornekler testlenmeden 6nce her bir viriise
spesifik primerlerle sadece pozitif kontroller kullanilarak PCR analizlerinde sistem
kurma caligmalart yapilmigtir. Optimizasyon calismalar1 esnasinda Yunanistan’dan

temin edilen cDNA’lar dogrudan kullanilarak testlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Farkl viruslere spesifik primerlerle yapilan PCR analizinde optimizasyon
calismas1 M: Marker (SMO#321, MBI, Fermentas), 1: BPYV pozitif kontrol (I/11 primer
cifti) =251 bp, 2: CYSDV pozitif kontrol (F/R primer ¢ifti) =364 bp, 3:CCYV pozitif
kontrol (RARpF/RARpR primer ¢ifti) =709 bp,W: Su Kontrol

BPYV ve CCYV nin saptanmasi amaciyla yapilan RT-PCR analizlerinde Hatay’
dan toplanan 37 kabak, 13 hiyar ve 40 kavun orneklerinde herhangi bir amplifikasyon
gbzlenmezken pozitif kontrollerde beklenen diizeyde bant elde edilmistir. (Sekil 4.12,

Sekil 4.13, Sekil 4.14).

M. 28~ 20 43 47  +C. W
CCYVRARpF/R=709 bp

Sekil 4.12. CCYV’e spesifik RORpF/RARpR primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR
analizleri sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez goriintiisii M: Marker (SMO#321,
MBI, Fermentas) 28-29: Kavun 6rnekleri,43-47 Kabak Ornekleri +C: Pozitif kontrol,
W: Su kontrol
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M 49 50 51 52 53

CCYVRARPpF/R= 702 bp

Sekil 4.13. CCYV’ye spesifik RARpF/RdRpR primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR
analizi sonucu sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez goriintiisii M: Marker
(SMO#321, MBI, Fermentas), 49- 55: Kabak Ornekleri +C: Pozitif kontrol, W: Su
kontrol

M 4B 49 S0 S5k 52 53 1T +C W
BEF — 251 bp

Sekil 4.14. BPYV’ye spesifik I/II primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR analizi sonucu
elde edilen agaroz jel elektroforez goriintiisii M: Marker (SMO#321, MBI, Fermentas),
48- 53: Kabak Ornekleri +C: Pozitif kontrol, W: Su kontrol

CYSDV nin primerleriyle HSP70h bolgesini ¢ogaltan F/R primerine kars1 yapilan
RT-PCR analizlerinde Hatay’dan toplanan 37 kabak, 13 hiyar ve 40 kavun bitkisinden
11 6rnekte pozitif kontrolde olusan 364 bp diizeyinde bant elde edilmistir ( Cizelge 4.3;
Sekil 4.15). Amplifikasyon goriilen 6rnekler RT-PCR analizleri ile yeniden ¢ogaltilmis

ve elde edilen PCR f{iriinleri sekans analizleri i¢in firmaya gonderilmistir.
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Sekil 4.15. CYSDV’ye spesifik F/R primer ¢ifti kullanilarak PCR yapilan 6rneklerin
agaroz jel elektroforez goriintiisit M: Marker (SMO#321, MBI, Fermentas), 1- 3: Hiyar,
4-9: Kavun,10-17: Kabak ornekleri, +C: Pozitif kontrol, W: Su kontrol

Bu ¢alisma asamasinda CYSDV’nin kilif protein (CP) bélgesini gogaltan
MA155F/MA129R primer c¢iftiyle yapilan PCR analizlerinde testlenen toplam 90
ornekte hicbir amplifikasyon elde edilmemis, ancak pozitif kontrolde beklenen 683 bp

biiytikliigiinde bant elde edilmistir (Sekil 4.16).

9 10 11 12 +C +C +C W

Sekil 4.16. CYSDV ’nin ortii proteinine (CP) spesifik CPF/CPR primer ¢ifti
kullanilarak PCR yapilan jel elektroforez goriintiisii M: Marker (SMO#383, MBI,
Fermentas), 1- 12= Kabak, Hiyar ve Kavun 6rnekleri, +C: Pozitif kontrol, W: Su

kontrol

CYSDV’nin ortii protein bdlgesini cogaltan CYSCPF/CPR primerleriyle yapilan
PCR analizlerinde ise testlenen 6rneklerden sadece 1 kabak bitkisinde (47 no’lu 6rnek)
beklenen 756 bp seviyesinde bant edilmistir (Sekil 4.17). Amplifiye edilen 6rnek
yeniden PCR’da yeniden cogaltilmis ve PCR iiriinii sekans analizi yapan firmaya

gonderilmistir.
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M W 28 29 43
CYSCPEF/R= 756 bp

Sekil 4.17 CYSDV e spesifik ortii protein bolgesini ¢ogaltan CYSCPF/CYSCPR
primeri ¢ifti kullanilarak yapilan PCR jel elektroforez goriintiisii M: Marker (SMO#321,
MBI, Fermentas), 28, 29 =Kavun o6rnekleri, 43, 47 Kabak 6rnekleri, +C: Pozitif kontrol,

W: Su kontrol

Hatay ilinde yetistirilen kabak, hiyar ve kavun bitkilerinden toplanan toplam 90
ornekte CYSDV bulunma orani % 12.22 olarak bulunmustur. Testlenen 40 adet kavun
bitkisinin 2 tanesi CYSDV ile enfekteli bulunurken (%5 enfeksiyon orani), BPYV ve
CCYV saptanamamistir. Testlenen hiyar bitkilerinin CYSDV, BPYV ve CCYV ile
enfekteli olmadig: belirlenmistir. Toplam 37 kabak 6rnegi BPYV ve CCYYV ile enfekteli
bulunmamistir. Kabak ornekleri CYSDV’ii agisindan F/R primeriyle testlendiginde
bitkilerin % 24.324 oraninda CYSDV ile enfekteli oldugu, CYSDV’nin CPF/CPR
primeriyle testlendiginde ise bu oranin %2.702 oldugu belirlenmistir.

Yapilan RT-PCR c¢alismalarinda CYSDV’ye spesifik F/R primeriyle 11 bitki,
CPF/CPR primeriyle 1 bitki pozitif olarak belirlenmis ancak MA155/MA129 primeri ile
pozitif bitki saglanamamustir.

CYSDV’nin RT-PCR yontemiyle saglanmasinda 3 farkli primer kullanilmis olup
bu primerlerden F/R primeri en ¢ok pozitif bitki belirleyebilmis oldugundan F/R

primerinin detection (saptama) primeri olarak kullanilmasi uygun bulunmustur.
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Cizelge 4. 3. Hatay ilinden toplanan kabak, hiyar ve kavun bitkilerinden yapilan PCR
analizleri sonucunda yeni giris yapan viriislerin bulunma durumu

Testlenen viriisler ve kullanilan primerler

CCYVv CYSDV CYSDbV
BPYV CYSDV
RARpF/ CPF/ MA155/
1* F/IR*
RARpR* CPR* MA129*
KAVUN 0/40 0/40 2/ 40 0/40 0/40
%
) 0 0 5 0 0
Enfeksiyon
KABAK 0/37 0/37 9/37 1/37 0/37
%
0 0 24.324 2.702 0
Enfeksiyon
HIYAR 0/13 0/13 0/13 0/13 0/13
%
0 0 0 0 0
Enfeksiyon
Enfekteli/
testlenen
0/90 0/90 11/90 1/90 0/90
toplam o6rnek
sayisl
Toplam %
) 0 0 12.22 1.11 0
Enfeksiyon

(* Enfekteli /testlenen toplam 6rnek sayisi)

CYSDV Liibnan (Abou-Jawdah, 2000), ispanya (Celix ve ar., 1996), Birlesik
Arap Emirlikleri (Desbiez ve ark., 2000), Fas’ta (Kao ve ark., 2000), Portekiz (Louro ve
ark., 2000) gibi bir¢cok {iilkede Cucurbitlerde rapor edilmistir. Suudi Arabistan’da
Riyad’da hiyar sararma hastaliginin etiyolojisinde rol oynayan Criniviriislerin molekiiler
karakterizasyonunun yapildig: bir ¢alismada hiyarlarda CCYV %61.1, CYSDV nin ise
%19.4 oraninda bulundugu testlenen bitkilerin %9’unun her iki viriisle enfekteli oldugu
belirlenmistir (Shakeel ve ark., 2018).

CCYV ve CYSDV’nin Bemicia tabaci ile tagindigi (Celix ve ark., 1996;
Berdiales ve ark., 1999; Okuda ve ark., 2010), tohumla taginmadiklari, yabanci otlarin
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her iki etmenin epidemiyolojisinde rol oynadiklari ortaya koyulmustur (Boubourakas ve
ark., 2006). Hiyar yapraklarinda klorotik beneklenme ve damarlar arasi alanda kloroza
neden olan BPYV’nin bir¢ok iilkede saptandigi ve etmenin vektoriiniin Trialeurodes
vaporariorum (sera beyaz sinegi) oldugu bildirilmistir (Clover ve ark., 2001). Yapilan
bu c¢alismada araziden bitki Ornegi toplanirken etmenlerin vektorii olabilecek beyaz

sinekler de gdzlenmeye ¢alisilmis ancak higbir beyaz sinek bitkilerde gozlenmemistir.

4.4.3 Filogenetik Analizi

Bu calisma kapsaminda CYSDV’iiniin HSP70h boélgesinin bir kismini ¢ogaltan
primerler kullanilarak yapilan PCR analizlerinde pozitif kontrolle ayn1 seviyede bant
veren (364 bp) 11 6rnegin 10 tanesinin sekans analizi yapilmistir. Ornek sekanslari
NCBI veri tabanindaki diger CYSDV izolatlarinin dizileri ile Clustal W yontemi
kullanilarak hizalanmistir. Hizalanan tiim niikleotid dizileri NJ (Neighbor Joining)
yontemi kullanilarak Mega X yazilimi ile analiz edilmistir. CYSDV Tiirkiye
izolatlariin ayn1 grup igerisinde yer aldigi ve birbirleriyle %91-99 oraninda benzer
olduklar1 ortaya koyulmustur. CYSDV izolatlarindan CYSDV-48 kabak izolatinin
GenBankasinda kayith AY580974.1 Ispanya hiyar izolatiyla %99 oraninda benzer
(Sekli 4.18). oldugu belirlenmistir
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91'

0.20

Sekil 4.18. Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV)’iiniin farkli
izolatlarinin sekans analizleri sonucunda elde edilen filogenetik agag. Filogenetik
analizde, MEGA X yaziliminda yer alan Neighbor-joining (NJ) yontemi
kullanilmistir. Dendrogramda bootstrap (se¢-bagla tahmin testi) degerleri, dallarda
ylizde olarak gosterilmis ve % 50°nin altindaki degerler agagta yer almamaistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Ulkemizde kabakgil yetistiriciligi hemen hemen biitiin bolgelerde yaygindir.
Ozellikle Akdeniz ve Ege bolgelerinde bu sebze tiirlerinin biiyiik cogunlugu értii altinda
da yapilmaktadir. Hatay ilinde kabakgil yetistiriciligi hem ag¢ik alanda hemde ortii alti
tiretimi yaygindir. Meyvesi yenen sebzeler i¢inde domatesten sonra Onemli {iretim
degerlerine sahip olan ve Onemli gelir kaynagi olusturan kabakgillerde, hastalik ve
zararlimin neden oldugu ekonomik kayiplar yetistiriciler i¢in olduk¢a Onem arz
etmektedir. Virlis hastaliklarinin ticari kabakgil liretiminde en 6nemli sorunlardan biri
oldugu bilinmektedir (Lovisolo, 1980; Provvidenti, 1996).

Kabakgiller bir¢ok virlis hastaligina konukculuk etmektedir ve dnemli oranda
iiriin kayiplar1 meydana gelmektedir. Diinya’da kabakgiller familyas1 i¢indeki bitki
tiirlerinde zarar yapan ve ekonomik kayiplara neden olan ¢ok sayida viriis hastaligi
gozlenmektedir (Zitter ve ark., 1996). Kabakgillerde zarar yapan 40’ dan fazla viriis ve
viriis benzeri hastalik etmeni bulunmustur. Bu hastaliklar icerisinde; kabak sar1 mozaik
virisii (ZYMV), hiyar mozaik viriisii (CMV), kabak mozaik viriisii (SqMV), karpuz
mozaik viriisit (WMYV), papaya halkali leke viriisii (PRSV) kabakgillerde zarar veren en
onemli virtislerdendir (Lisa ve Lecoq, 1984; Purcifull ve ark., 1984; Provvidenti, 1996).

Son yillarda Cucurbitaceae familyasina ait bitkilerde saptanan ve yeni giris
yapan virislerden CSYDV (cucurbit sar1 bodurlasma bozuklugu viriisii)’niin siddetli
sararmaya neden oldugu, meyve agirligin1 6nemli 6lciide etkiledigi ve %30-50 arasinda
verim kaybina neden oldugu bildirilmistir (Abou Jawdah ve ark., 2000). CCYV
(cucurbit chlorotic yellows virus)’nin hiyar, kavun ve karpuz bitkilerinin yapraklarinda
klorotik lekelere ve tiim yapragin sararmasina neden olmakta ve hiyarlarda 6nemli
verim kaybimna neden oldugu, kavunlarin market degerini diistirmekle birlikte seker
icerigini 6nemli dl¢iide azalttigr bildirilmistir (Gyoutoku ve ark., 2009). Ulkemizde
Cucurbitaceae familyasina ait bitkilerde yeni giris yapan viriislerden sadece CSYDV
Antalya ilinde saptanmis olup detayli bir ¢alisma ve diger viriislerin varlig1 hakkinda bir
bilgi bulunmamaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda; kabakgil yetistiriciliginde 6nemli bir
yere sahip olan Hatay ilinde iretilen kabakgil tiirlerinde yeni giris yapan viriislerin
varli@inin belirlenmesi amaglanmigtir. Hatay ilinde kabakgil yetistiriciligi yapilan

alanlarda onemli virlis enfeksiyonlar1 ile biyolojik (mekanik inokulasyon: 6zsu
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bulastirma), serolojik (DAS-ELISA: Double Antibody Sandwich-Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay) ve molekiiler yontemler ile teshis edilmeye c¢aligilmistir.
Sadece CCYYV ig¢in ticari antiserum bulundugundan DAS-ELISA yontemiyle CCYV
belirlenmeye caligilmistir.

Hatay ilinden alinan kabak, hiyar, kavun bitkilerinin yapraklarinda kiigiilme,
deformasyon, kivrilma, kirigiklik ve damarlarda renk acilmasi gozlenen en yaygin
simptomlar olmustur. Yapilan mekanik inokulasyon c¢aligmalarinda CYSDV ile
enfekteli bulunan ve simptom gozlenen bitkiler indikator bitkilerden hiyar ve tiitline
asitlanmis ve inokulasyon takibinde 1 ay boyunca gozlenmis ve simptom
gozlenememistir. Mekanik asilama yapilan bitkiler gerek CCYV acisindan DAS-ELISA
yontemiyle gerekse 3 viriis agisindan RT-PCR yontemiyle testlenmis ve bu bitkiler
negatif bulunmustur.

Yapilan RT-PCR analizlerinde testlenen 90 6rnegin higbirisinde BPYV, CCYV
bulunamamigstir. CYSDV nin testlenmesinde 3 farkli primer kullanilmistir. CYSDV nin
F/R primeri kullanilarak yapilan PCR analizlerinde bu viriisiin enfeksiyon oran1 %12.22
olarak belirlenirken, Kavunlarda CYSDV % 5 oraninda bulunurken bu oran kabaklarda
%24.32, olarak saptanmis ve bu viriis hiyarlarda saptanamamuistir.

CYSDV’nin 10 izolatinin sekans analizi sonucunda izolatlarin ayni grup
icerisinde yer aldigi ve birbirleriyle %91-99 oraninda benzer olduklar1 ortaya
koyulmustur. CYSDV izolatlarindan CYSDV-48 kabak izolatinin GenBankasinda
kayith AY580974.1 Ispanya hiyar izolatiyla %99 oraninda benzer oldugu belirlenmistir.

Yapilan bu caligmada Hatay ilinde kabak, kavun ve hiyarlarda yeni giris yapan
virlislerin varligr arastirilmis olup, etmenin diger otsu konukgularimin ve olasi
vektorlerinin belirlenmesi konusunda ilave ¢alismalar gerek duyulmaktadir. Ulkemizde
kabakgillerde saglikli olmayan {iretim materyallerinin kullanilmasi, sertifikasyon
programlarina yeterli 6nemin verilmemesi ve kontrolsiiz tohum ithal edilmesi viriislerin
hizla yayilmasina neden olmaktadir. Bu yiizden iilkemizde sanitasyon ve sertifikasyon

programlainin iizerinde dnemle durulmasi gerekmektedir.
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EKLER

SILiCA RNA EXT. BUFFER( 1000 ml) (Rott and Jelkmann-2001)
24,2 gr Tris- Base

12,66 gr LiCl

15 gr SDS

2,92 gr EDTA veya 3,72 gr EDTA*2H,0

10 gr Sodium Deoxycholate

10 ml NP- 40

% 1 B-MCE ( Kullanmadan hemen 6nce eklenmelidir).

5,8 M POTASYUM ASETAT (pH 6.5) (100 ml)
60 ml 5 M Potasyum Asetat( pH 7.5)

28,5 ml H.0

11,5 ml Glecial asetic asit

1 M Kat1 Potasyum Asetat

SILICA WASH BUFFER (1000 ml) (Rott and Jelkmann-2001)
10 mM Tris- HCI (pH 7.5)

1ml 0.5 M EDTA

1 ml 5M NacCl

500 ml 100% EtOH

479 ml sterile H20

TE BUFFER ( pH 8) (1000 ml) (Rott and Jelkmann-2001)
10 ml 1 M Tris- HCI ( pH 8)
2ml0,5MEDTA

Sterile H20 ile tamamlanir.

MACKENZIE EZME TAMPONU (100 ml)
Guanidine isothiacyonate 47.26 g
Sodium acetat 2.72 9
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25 mM EDTA 0.7305 g
PV/P-40 25(

Karisim 100 ml d2H20’ ya tamamlanip oda sicakliginda saklanmistir.

AGAROS JEL ELEKTROFOREZ (MANIATIS ve ark., 1992)
TAEX50 (100 ml)

0.5 M EDTA pH:8 10 mi
0.6 Glacial acetic acide 571 ml
Trizma base 2429

Cozelti 100 ml d2H20’ya tamamlanip otoklav edilmis ve oda sicakliginda saklanmistir.

PCR iiriiniiniin yiikleme ortami (15 ml 6X stok i¢in)
Bromophenol blue 15 ml

Glycerol 18 ¢

TAEX50 6 ml

Hazirlanan ortam -20 °C’de saklanmustir.

Ethidium Bromide ¢ozeltisi (1 mg/ml 200 ml stok icin)

0.5X TAE 200 ml

Ethidium bromide 200 pl

Koyu renkli bir kap i¢inde karanlik ortamda oda sicakliginda saklanmistir. 5-10

kullanimdan sonra ¢ozelti tazelenmistir.
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