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OZET

Doktora Tezi

ANTALYA’DA ORTUALTI HIYAR, KABAK VE KAVUN
YETISTIRICILIGINDE BAZI SARILIK VIRUSLERI UZERINDE
ARASTIRMALAR

Safinaz ARSLAN

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dah

Danmisman: Prof Dr. Nejla YARDIMCI

Bu ¢alisma Antalya ili ve ilgelerindeki yogun olarak iiretimi yapilan ortiialti hiyar,
kabak ve kavun iiretim alanlarinda son yillarda yaygin olarak goriilen ve 6zellikle
besin noksanligi ile karistirilan sarilik viriislerini tanilamak amaciyla yiiriitiilmistiir.

Ortiialtr iiretim alanlarma 2015-2016 yillarinda yapilan surveyler sirasinda, 6zellikle
alt yapraklarda klorotik koseli noktalar, damarlar arasi alanlarda klorotiklesme, kalin
ve kirilgan goriiniimlii yapraklar, damarlarda renk agilmasi ve sararma seklinde
siddetli ve yaygin sarilik belirtileri gézlenmistir.

Bu nedenle yorede sarilik simptomuna neden olan Kabakgil afidle taginan sarilik
viriisii (Cucurbit aphid-borne yellow virus, CABYYV), Kabakgil klorotik sarilik
virtisii (Cucurbit chlorotic yellows virus, CCYV) ve
Kabakgilsaribodurlukbozukluguviriisii (Cucurbit yellow stunting disorder virus,
CYSDV) ‘niin varlig1 serolojik ve molekiiler yontemlerle belirlenmistir.

Sarilik belirtileri gézlenen hiyar, kabak ve kavun bitkilerinden toplanan 460 siipheli
bitki 6rneginin %89 ununbu ii¢ viral etmenin en az biri ile bulagik oldugu DAS-
ELISA ve TAS-ELISA testleri ile saptanmugtir.

ELISA testleri ile tanilanan CABYV, CCYV ve CYSDV ile tek enfeksiyon verdigi
belirlenen Orneklerin tanis1 Ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu(RT-
PCR) ile dogrulanmustir.

CABYV ve CCYV’in tanisinda kilif protein (CP) gen bolgesi, CYSDV i¢in ise 1s1
sok protein gen bolgesi (Hsp70)’den elde edilmis olan primerler RT-PCR
caligmalarinda kullanilmis ve her {i¢ viriis i¢in beklenen seviyelerde bant elde
edilmistir.

CABYYV ve CCYV ig¢in protein kilif, CYSDV igin ise 1s1 sok protein gen bdlgesine
ait DNA dizilimlerini belirlemek i¢in RT-PCR {iriinleri kullanilmistir.



Elde edilen DNA dizilimleri diinyanin farkl tiretim bolgelerinden elde edilen ve Gen
Bankasinda kayitli olan CP ve Hsp70 genleriyle karsilastirmis ve izolatlarin
birbirleriyle ve diger diinya izolatlartyla benzerlik oranlar1 ve filogenetik iliskileri
ortaya konmustur.

CABYYV izolatlari ile gen bankas1 veri tabaninda bulunan CABY'V izolatlarinin kilif
protein gen bolgeleri arasinda %96-100, CCYV izolatlarinin kilif protein gen
bolgeleri arasinda % 91-95 oraninda benzerlik bulunmustur. CYSDV izolatlarinin
hsp70h gen dizilimleri arasinda % 91-100 arasinda benzerlik bulunmustur. CABYV
izolat1 MK 129536, CYSDYV izolati MK 129537, CCYV izolat1 ise MK 129538 kabul
numarasi ile gen bankasina kaydedilmistir.

Anahtar Kelimeler: hiyar, kabak, kavun, CABYV, CCYV, CYSDV, kilif protein
geni (CP), 1s1 sok protein geni (Hsp70), DNA dizileme,
filogenetik analiz

2019, 112 sayfa



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

INVESTIGATIONS ON SOME YELLOWING VIRUSES ON CUCUMBER,
SQUASH ANDMELON GROWN IN GREENHOUSE IN ANTALYA

Safinaz ARSLAN

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. Nejla YARDIMCI

This study was carried out in order to diagnose yellowing viruses which are common
in recent years and mixed with nutrient deficiency intensively cultivated cucumber,
squash and melon production areas in Antalya province and its districts.

During the surveys carried out in 2015-2016 in the production areas, severe and
widespread yellowing symptoms were observed, especially chlorotic spots in the old
leaves, chloroticisation in the interatomic areas, leaves with thick and fragile
appearance, color opening in the veins and yellowing.

For this reason, the presence of Kabakgil aphid-borne virus (Cucurbit aphid-borne
yellow virus, CABYYV), Cucurbit chlorotic yellows virus (CCYV) and Cucurbit
yellow stunting disorder virus (CYSDV) was determined by serological and
molecular methods.

89% of 460 suspected plant species which collected from cucumber, squash and
melon plants were contamined with at least one of these three viral agents, were
determined by DAS-ELISA and TAS-ELISA tests.

The species identified by ELISA tests as single infection with CABYV, CCYV and
CYSDV were confirmed by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR).

The coat protein (CP) gene region was used for the diagnosis of CABYV and CCYV
and the primers obtained from the heat shock protein gene region (Hsp70) for
CYSDV were used in RT-PCR studies and the expected levels of band were obtained
for all three viruses.

RT-PCR products were used to determine the coat protein gene for CABYV and
CCYYV and the DNA sequences of the heat shock protein gene region for CYSDV.

The DNA sequences obtained were compared with the CP and Hsp70 genes
obtained from the different production regions of the world and registered in the



GenBank, and the similarities and phylogenetic relationships of the isolates with
each other and with other world isolates were revealed.

CABYYV isolates that found in the gene bank database were found to have
similarities between the coat protein gene regions of the CABYYV isolates is %96-
100, and between 91-95% of the coat protein gene regions of the CCYYV isolates.
There was a 91-100% similarity between the hsp70h gene sequences of CYSDV
isolates. CABYV, CCYV and CYSDV isolates were registered to gene bank with
accession number of respectively MK129536, MK12953, MK129538.

Key words: Cucumber, squash, melon, CABYV, CCYV, CYSDV, coat protein gene
(CP), heat shock protein gene (Hsp70), DNA sequencing, Phylogenetic
analysis

2019, 112 pages
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1. GIRIS

Diinya niifusunun stirekli artmasi, insanlarin tarim {iirtinlerine talebini de ayni oranda
artirmaktadir.  Biyiikligii artmayan tarim arazileri ile gida ihtiyacinin
karsilanabilmesi yiiz yilimizin en biiyilk sorunu haline gelmekte ve tarimda 6n
goriilen tek yol verim artis1 olarak goriilmektedir. Tarimsal tiretimde artis saglamanin
yollart ise yiiksek verimli ve dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi, giibreleme, sulama ve
diger verim artiric1 tarimsal faaliyetlerin dogru ve bilingli olarak yapilmasi ve

hastaliklarla ve zararlilarla miicadeledir.

Tropikal, sub-tropikal ve 1liman tarim ekolojilerindehemen hemen tiim tarim triinleri
etkileyen zararlilar ve patojenler, 6nemli ve bazen de yikici kayiplara yol agmaktadir.
Patojenler, zararlilar ve yabanci otlar kiiresel tarim verimliliginde %20 ile %40
arasinda degisen kayiplardan sorumludurlar. Bitkilerde birka¢ yiiz niikleotidden
olusan viroidlerden, viriislere, bakterilere, funguslara ve yiiksek bitkilere kadar ¢ok

sayida bitki patojeni, bitkilerde hastaliklara neden olmaktadir.

Bitkileri hastalandiran patojenlerin etkileri, hafif simptomlardan, kiiltiir bitkilerinin
tiretildigi genis alanlarin yok olmasi seklindeki felaketlere kadar uzanabilmektedir.
Bitki patojenlerinin popiilasyonlar1 zaman, mekan ve genotip acisindan degiskenlik
gosterdiginden kontrol edilmesi zordur. Neden olduklar1 kayiplarla miicadele etmek
i¢in, sorunu tanimlamak ve ¢0ziim yollar1 bulmak gerekir. Patojenle miicadele,
organizmanin hizli ve dogru tanilanmasini, hastaligin siddetinin tahminini, verim
tizerindeki etkisini ve viriilens mekanizmalarinin tanimlanmasini gerektirmektedir

(Richard vd., 2005).

Bitki patojenleri arasinda viriislerin neden oldugu hastaliklar, pek ¢ok bitki iiretim
sisteminde Onemli sinirlayict bir faktordiir. Antiviral iiriinlerin mevcut olmamasi
nedeniyle, viral hastaliklar1 onlemek i¢in kontrol stratejileri genellikle genetik
dayaniklilik veya hijyenik 6nlemlere ya da hastalikli bitkilerin yok edilmesi temeline
dayanmaktadir. Uluslararas1 seyahat ve bitki materyali ticareti, yeni viriisleri ve
vektorlerini diinyanin degisik liretim sistemlerine dahil etme riskini arttirmaktadir.
Ayrica, degisen iklim kosullari, yeni getirilen viriislerin veya vektorlerinin basarili

bir sekilde yayilmasina katkida bulunabilmektedir (Hanssen vd., 2010).
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Kiiltiir bitkilerini degisik oranlarda etkileyerek iiriin kayiplarina neden olan viriis
hastaliklarina karst dnlem alinmadigi takdirde % 100’lere varan oranlarda verim
kayiplar1 ortaya ¢ikabilmektedir. Bu hastaliklarindan dolayr Diinya’da her yil 60
milyar dolar civarinda iirlin kayb1 meydana geldigi tahmin edilmektedir (Matthews,

1992).

Diinyadaki tarim sektorii icerisinde en Onemli alt sektorlerden biri sebze
yetistiriciligidir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) verilerine gore;
2017 yilinda diinyada 57,2 milyon hektar alanda, 1,1 milyar ton yas sebze iiretimi
yapilmistir (Anonim, 2017 a). Sebzeler insanligin temel ihtiyaci olan bitkisel
karbonhidrat, protein ve vitaminlere sahip besinlerin iiretilmesi ve tiiketime

sunulmasi gibi insanlik i¢in hayati bir islevi yerine getirmektedir.

Tiirkiye, iiretime miisait verimli ve genis tarim alanlari, iklim ve ekolojik kosullarin
elverigli olmasi sayesinde meyve ve sebzelerinin iyi kosullarda ve Kaliteli olarak
yetisebildigi sayili iilkelerden biridir. Ulkemizde neredeyse her mevsimde ve her
bolgede sebze ve meyve liretimi miimkiindiir. Tiirkiye’de yaklasik 23.375 bin hektar
tarim alanmin % 15,8 (3.697 bin ha)’lik kismi nadas alani olmak {izere, % 66,4
(15.532 bin ha)’liik kisminda tarla bitkileri, % 3,4 (798 bin ha)’liikk kisminda sebze
tarrm1, % 14,3 (3.340 bin ha)’liikk kisminda ise meyve tarimi yapilmaktadir. TUIK
verilerine gore 2017 yilinda lilkemizin toplam sebze tliretimi 30,8 milyon ton olarak

gerceklesmistir (Anonim, 2017b).

Cin 574 milyon tonluk {iretimi ile diinyada en fazla yas sebze iireten iilke
konumundadir. Cin diinya yas sebze iiretiminden %52 oraninda pay almaktadir. Bu
iilkeyi sirasiyla Hindistan (109 milyon ton) ve ABD (36 milyon ton) izlemektedir.
Tiirkiye 28 milyon tonluk {iiretimi ile diinya siralamasinda dordiincii sirada yer
almakta ve diinya yas sebze iiretiminden % 2,5 oraninda pay almaktadir (Anonim,

2017a).

Tarrm ve Orman Bakanhgi, Bitkisel Uretim Genel Miidiirliigii’niin 2014 yili

verilerine gore karpuz, kavun ve hiyar iiretiminde ikinci, biber iiretiminde tiglincii ve



domates tiretiminde de dordiincii sirada yer alan Tiirkiye, diinya sebze iiretiminde

lider iilkeler arasinda bulunmaktadir (Anonim, 2014).

Tirkiye’nin sebze iiretim kompozisyonuna bakildiginda domates, hiyar, biber,
patlican, karpuz, kavun gibi {iriinlerin de dahil oldugu meyvesi i¢in yetistirilen sebze
grubunun toplam sebze {retiminin biiylik kismint olusturdugu goriilmektedir
(Anonim, 2017 a). Uretim miktarlar1 bakimindan ise iilkemizde en ¢ok yetistirilen

sebzelerin basinda domates gelmekte bunu ise kabakgil bitkileri izlemektedir
(Cizelge 1.1).

Cizelge 1. 1. Turkiye’de yetistirilen kabakgil tiirlerinin tiretim miktarlari (Ton)
(Anonim, 2017 b)

Yil Hiyar Karpuz Kavun Kabak
2004 1725000 3825000 1750 000 292 000
2005 1745000 3970 000 1825000 294 000
2006 1799613 3805 306 1765 605 288 336
2007 1670 459 3796 680 1661130 267 142
2008 1682776 4002 285 1749935 279 451
2009 1735010 3810205 1679191 307 419
2010 1739191 3683103 1611695 314 340
2011 1749 174 3864 489 1647988 317705
2012 1741878 4 022 296 1 688 687 293709
2013 1754613 3887324 1699 550 299 858
2014 1780472 3885617 1707 302 312 923
2015 1822636 3918 558 1719620 351 550
2016 1811681 3928 892 1854 356 449 561
2017 1827782 4011313 1813422 292 000

Ulkemiz, oldukga degisik ekolojik sartlara sahip oldugundan, pek ¢ok bahge bitkileri
tiiriilerinin yetistiriciligine olanak saglar. Ortiialt1 yetistiriciligi de bu grup igerisinde
onemli bir yere sahiptir. Isletme maliyeti yiiksek, is giicii yogun olmasina ragmen
birim alandan yiiksek verim alinmasini saglayarak kiiciik alanlarin marjinal olarak

degerlendirilmesine olanak veren oOrtilialt yetistiriciligi, ayn1 zamanda y1l igerisinde



diizenli bir isgiicti kullanimi saglamasi nedeniyle de tilkemizdeki en énemli tarimsal

faaliyetlerden birisi haline gelmistir.

Tiirkiye’de seracilik olduk¢a yakin bir ge¢mise sahiptir. Ulkemizde seracilik
faaliyetleri ilk kez 1940’1 yillarda giliney illerimizdeki bazi tarimsal kuruluslarda
arastirma amagli seralarin ingsa edilmesi ile baglamistir. Seracilikta 1940-1960 yillari
arasinda gelisim hiz1 olduk¢a yavas olmustur. Bu donemde Antalya ve Izmir illeri
dolaylarinda az sayida ticari amacli sera kurulabilmistir. Tiirkiye’de seraciligin asil
biiyiik asamas1 1970 yilindan sonra goriilmektedir. Bu gelismenin en biiylik nedeni
saydam polietilenin seralarda Ortii malzemesi olarak kullanilmasina baglanmasi
olmustur (Emekli vd., 2008). Ortii alt1 tarimda kullamilan yapilar, algak plastik
tiineller, yiiksek plastik tiineller ve seralar olmak iizere ii¢ grupta incelenebilir (Ones

1990).

Tiirkiye, ortiialti varligi bakimindan Diinyada ilk dort tilke arasinda Avrupa’da ise
Ispanya ile ilk sirada yer almaktadir. Ulkemizde 75.200 hektar alanda ortiialt: {iretim
yapilmaktadir. Ulkemizde seralarda yetistirilen iiriinlerin % 95’ini sebze tiirleri
(737.177 da), % 4’tinii meyve ve % 1’ini de siis bitkileri tiirleri olusturmaktadir.
Toplam 6,1 milyon tonluk ortiialt1 iiretimimizin 5,9 milyon tonunu sebze grubu
olusturmaktadir (Cizelge 1.2) (Anonim, 2017b).

Cizelge 1. 2. Tirkiye’de ortiialt1 sebze tiretim alanlar1 ve miktarlar1 (Anonim, 2017b)

Uriinler Uretim Miktari (Ton) Toplam Uretimdeki Pay (%)
Domates 3.829.831 % 52
Hiyar 1.121.625 % 15
Karpuz 791.277 % 11
Biber 704.293 % 9,5
Pathcan 344.620 %5
Kabak 219.304 % 3
Kavun 185.762 % 2,5




Ulkemizde ortiialt1 yetistiriciligi ekolojik kosullara bagimli bir gelisme gostererek,
ozellikle Akdeniz kiyisinda yogunlagmistir. Ortiialt: {iretim miktar1 olarak Antalya
% 51’lik payla (3.2 milyon ton) birinci surada yer almaktadir.Bu ilimizi sirasiyla,
Mersin % 18 (1 milyon ton), Adana % 11 (670 bin ton) ve Mugla % 9 (527 bin ton)
illeri takip etmektedir. Bu 4 ildeki toplam ortii alti iiretimimiz yaklagik 5.4
milyon ton ile toplam Ortiialti dretiminin yaklastk % 90’nimn1 olusturmaktadir
Ulkemizdeki ortiialti toplam iiretim alaninin % 37°si ise Antalya ilinde
bulunmaktadir (Anonim, 2017b)

Ulkemizde en ¢ok yetistirilen sebze tiirleri goz 6niine alindiginda domatesten sonra
siray1  Cucurbitaceae familyasi igerisinde bulunan kabakgil bitkilerinin aldigi
goriilmektedir. Kabakgil sebzeleri iilkemizde hem acik alanda hem de oOrtiialtinda
yaygin olarak yetistirilen bitkilerdir. Gerek serada gerekse agik alanda yetistirilen
sebzelerden kavun, karpuz, hiyar ve kabak gerek besin igerikleri, gerekse vitamin
icerikleri bakimindan olduk¢a zengindir. Ozellikle kavun ve karpuz yiiksek su
icerikleri, tat, istah acicilik ve serinletici 6zellikleri bakiminda yaz mevsiminde en
cok tiiketilen sebzelerdendir. Hiyar da zengin su igerigi ve vitamin igerigi
bakimindan gerek taze olarak, gerekse tursu olarak sofralarimizda siirekli bulunan bir

sebzedir.

Kabakgiller, diinya capinda yetistiriciligi yapilan Cucurbitacea familyasina ait 119
cins ve 825 tlirden olusmaktir (Jeffrey, 2005). Tiirkiye'de 3 cins ve bunlara ait 8 tiir
dogal olarak yayilis gostermektedir. Bunlar C. melo, C. sativus, C. anguria,
Cucurbita pepo, C. moschata, C. maxima, Lagenaria vulgaris ve Luffa

cylindirica’dur.

Bu familya igerisinde yer alan ve tarimi yapilan baslica kabakgil tiirleri ise kavun
(Cucumismelo L.), hiyar (C. sativus L.), kabak (Cucurbitapepo), ve karpuz
(Citrulluslanatus L.)’dur (Giinay, 1993). Ulkemizdeki kabakgil iiretiminde ilk siray:
karpuz alirken bunu sirasiyla hiyar, kavun ve kabak takip etmektedir (Anonymous,
2014). Tirkiye’de kabakgiller (kavun, karpuz,hiyar ve kabak) toplam sebze
tiretiminde % 33’liik bir paya sahiptir (Giimiis vd., 2004).



Ortiialt: sebze iiretiminin merkezi konumunda olan Antalyailindeen 6nemli tarimsal
{iriin olan domatesi hiyar, karpuz ve kavun iiretimi izlemektedir. TUIK ’in 2014 yil
rakamlarina gore Antalya genelinde yetistirilen ortiialtikabakgil bitkilerinin iiretim

alanlar1 ve tiretim miktarlar1 Cizelge 1.3.° de verilmistir.

Cizelge 1. 3. 2017 yilinda Antalya’da yetistirilen ortiialt1 kabakgil bitkilerinin ekim alani ve
tiretim miktarlart (Anonim, 2017 b).

i} Ekilen Alan (Dekar) Uretim (Ton)
Ortii Alt1 Al¢ak Tiinel Kabak (Sakiz) 3905 17105
Karpuz 3370 17150
Kavun 60 240
Ortii Alti Cam Sera Hiyar 17486 232501
Kabak (Sakiz) 630 3130
Karpuz 1115 8673
Kavun 685 4815
Ortii Alt1 Plastik Sera Hiyar 19633 247358
Kabak (Sakiz) 4036 31498
Karpuz 3611 26159
Kavun 3819 27852
Ortii Alt1 Yiiksek Tiinel Hiyar 705 6095
Kabak (Sakiz) 540 3060
Karpuz 660 3600
Kavun 15 64

2017 yili iiretim verilerine gore Antalya ili olarak ortiialtikabakgil tiretim degerleri
incelendiginde ilk siray1 37.824 dekar liretimle hiyar bitkisi almaktadir. Bunu 9.111
dekar {iretimle kabak, 8.756 dekar karpuz ve 4.579 dekar iiretimle kavun
izlemektedir.

Antalya ilinde sebze liretimi kapladig1 alan agisindan hububat ve meyveden sonra
gelmesine karsin iiretim degeri agisindan ilk siray1r almaktadir. Antalya ili sebze
tiretimi agisindan Ortlialt1 sebze yetistiriciligi ile taninmakla beraber 6zellikle yayla
bolgelerinde ortiialt1  yetistiriciligi yaninda agik tarlada sebze yetistiriciligi
yapilmaktadir.(Cizelge 1.4) Antalya'da ortii altt tarimda Aksu, Kepez, Kumluca,
Serik, Manavgat, Alanya ve Gazipasa ilgeleri 6ne ¢ikarken, Korkuteli ve Elmali'da

ise yayla seralart bulunmaktadr.



Cizelge 1. 4. Antalya’nin ilgelerinde 2017 yilinda tiretilen ortiialt1 kabakgil {iretim alani ve

miktarlar1 (Anonim, 2017b).

iige Uriin Ekilen Alan (Dekar) Uretim (Ton)
Akseki Hiyar 3 30
Hiyar 1650 25590
Kabak (Sakiz) 150 1540
Aksu Kavun 465 1950
Kabak (Sakiz) 2055 8015
Alanya Hiyar 7895 132720
Hiyar 1083 20370
Demre Kabak (Sakiz) 528 6336
Dosemealti Hiyar 18 108
Elmah Hiyar 1800 12600
Hiyar 1115 18590
Kavun 75 900
Finike Kabak (Sakiz) 900 8100
Hiyar 16001 182280
Gazipasa Kabak (Sakiz) 270 810
Hiyar 85 950
Kas Kabak (Sakiz) 35 91
Hiyar 2 16
Kabak (Sakiz) 128 896
Kemer Kavun 4 32
Hiyar 370 5180
Kabak (Sakiz) 140 980
Kepez Kavun 390 2340
Konyaalti Hiyar 7 105
Korkuteli Hiyar 100 1200
Hiyar 3650 40150
Kavun 3200 25600
Kumluca Kabak (Sakiz) 1800 12600
Hiyar 620 10955
Manavgat Kabak (Sakiz) 2270 12140
Hiyar 95 1810
Kavun 30 130
Muratpasa Kabak (Sakiz) 5 25
Hiyar 3330 33300
Kabak (Sakiz) 830 3260
Serik Kavun 415 1749

Bitki patojenleri arasinda viriislerin neden oldugu hastaliklarin, diger tiim kiiltiir
bitkileri gibi kabakgil bitkilerinin {iretim sisteminde de dnemli sinirlayici bir faktor
oldugu bilinmektedir. Virtislerden kaynaklanan ¢ok sayida hastalik nedeniyle

kabakgiller familyasindaki bitkiler olumsuz etkilenmekte iiretimi ve verimleri
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azalmaktadir. Viriis infeksiyonlar1 bu bitkilerde bazen orta derecede, bazen de yikici

zararlara neden olabilmektedir.

Ozellikle vektorlerle tasinan viriislerin yol actig1 hastaliklar % 100’e varan kayiplara
neden olabilmektedir (Ullman vd., 1991). Hastalik orani ve siddeti virilisiin 1rkina,
konukeu bitkiye, vektore, ¢cevre kosullarina ve bulundugu bolgeye gore degiskenlik
gostermektedir (Lovisolo, 1980; Zitter vd., 1996; Sidek 1999; Sevik ve Arli-S6kmen
2001). Baz1 arastiricilar viriis hastaliklarinin kabakgil iiriinlerinde nitelik ve nicelik
yoniinden % 50-100 arasinda kayiplara yol agtigii ifade etmislerdir (Nome vd.,
1974; Mansourand ve Al-Musa, 1982; Blua ve Perring 1989; Alonso-Prados vd.,
1997; Dahal vd., 1997; Raccah, 1999).

Kabakgiller familyasinda bulunan bitki tiirlerinin ¢ok sayida viriise konukguluk ettigi
bilinmektedir (Zitter vd., 1996). Provvidenti kabakgillerden 35 ten fazla viriis izole
edildigini bildirirken (Provvidenti, 1996), Lecoq ve Desbiez (2012) ise bu saymin
60’tan fazla oldugunu ve bu sayiya her yil yeni viral etmenlerin eklendigini ifade
etmektedir. Cogunlugu vektor kaynakli olan bu viriisler ya yaprak bitleri ya da
beyazsineklerle tasimmaktadir. Kabakgil bitkileri Crinivirus, Begomovirus ve
Ipomovirus  cinslerinde bulunan ve beyazsinekle tasinan ¢ok sayida

viriisekonukguluk yapmaktadir.

Sadece Akdeniz bolgesinde yetistirilen kabakgillerin en az 28 farkli viriis tarafindan
etkilendigi ve bu bolgede en yaygim viriislerin Cucumber mosaic virus (CMV),
Cucurbit aphid-borne yellow virus (CABYYV), Papaya ringspot virus (PRSV), Squash
mosaic virus (SqMV), Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) and Watermelon

mosaic virus (WMV)’leri oldugu bildirilmistir (Lecoq ve Desbiez,2012).

Hem diinyada hem de igerisinde Tiirkiye’nin de yer aldigi Akdeniz iilkelerinin
cogunda biiylik ekonomik Oneme sahip bir sektér olan oOrtiialtinda kabakgil
yetistiriciliginde de ¢ok sayida viriis hastaligi bulunmaktadir. Bu hastaliklar arasinda
son yillarda oOrtiialti1 kabakgil alanlarinda hizla yayilansarilik viriislerinin 6nemi
biiytiktir. Wisler vd., (1998) diinya genelinde kabakgil yetistirilen seralarda ve agik
tarlalarda beyaz sineklerle bulasan bazi viriislerin, sarilik hastaliklarina neden oldugu

bildirilmistir (Wisler vd., 1998). Zaman igerisinde bu viriislerin dagilimi ve goriilme
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sikligi hizla artis gdstermistir. Ornegin Yunanistan’da ilk sarilik simptomlarinin
goriildigii 1992 yilindan sonra iilkenin 6nemli ortiialtt hiyar seralarinda hastaligin
hizla yayildigi belirlenmistir (Livieratos vd., 1998). Bu belirtiler daha sonra agik
tarlalarda yetistirilen hiyar bitkilerinde ve sera ya da tarlada yetistirilen kavunlarda
da goriilmiistiir. Onceleri bu belirtiler afit kokenli sarilik viriisi (CABYV) ile
iliskilendirilmistir (Lecoq vd., 1994). Hastaligin ilk belirtileri olarak alt yapraklar
tizerinde klorotik koseli noktalar belirdigi ve daha sonra damarlar arasi alanlarda
klorotiklesme meydana geldigi, yapraklarin kalin ve kirillgan bir goriiniim aldigi
ifade edilmistir. Onceleri bu simptomlar genellikle yaz aylarinda veya sonbaharmn
baslarinda yiiksek sera sicakliklarina, beslenme bozukluklarina, hatta pestisit
fitotoksisitesine atfedilmistir. Bununla birlikte, hastalikli bitkilerin ilk odaginin sera
acikliklarmin (kapilar ve pencereler) yakininda olusu, sonradan rastgele dagilima,
hizli yayilimi, besin maddelerinin ilavesinin etkisiz olusu ve beyaz sinek
yogunlugunun yiiksekligi hastaligin nedeninin bir viral etmen oldugu hipotezini
desteklemistir (Wisler vd., 1998). Sarilik hastaliginin belirtileri diger kabakgil viriis
hastaliklarinin belirtilerinden farklilik gosterdigi, etkilenen bitkilerin sergiledigi
belirtilerin, beyaz sineklerle bulasan criniviriislerin yol agtigi simptomlara veya
kabakgillerde sararmaya neden olan CABYV'ye benzedigi bildirilmistir (Lecoq vd.,
1994).

Gegtigimiz on yilda kiiltlir bitkilerinin iizerindeki zararli etkileri ile crinivirus
grubundaki viriislerin ortaya c¢ikmasi arastirmacilarin ve ireticilerin dikkatini
cekmigstir. Crinivirlis cinsine mensup yeni ortaya ¢ikan viriisler bitkisel tretimi
sinirlayan  bir engel olarak kabul edilmektedir (Navas-Castillo vd., 2011).
Closteroviridae familyas1 igerisinde yer alan Criniviriisler tek sarmal RNA
(ssRNA)’I1 viriislerdir. Closteroviridae familyas: igerisinde ayrica Ampelovirus,
Closterovirus ve yeni Onerilen Velarivirusler de bulunmaktadir (Martelli vd., 2012;

Al Rwahnih vd.,2012).

Crinivirusler beyazsinekler ile ampeloviriisler ve closteroviriisler sirasiyla unlu bitler
ve yaprak bitleri ile taginirken velariviruslerin tasinma yolu ise hala belirsizdir
(Martelli vd.,2012). Criniviriisler beyazsinek populayonularinin artmasi ile hizl
yayilma artig1 gosteren tehlikeli viriisler olarak kategorize edilirler. Simdiye kadar

saptanan 14 criniviriisiin sadece dordiiniin kabakgilleri enfekte ettigi bildirilmistir.
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Bunlar; Cucurbit yellow stunting disorder virlis (CYSDV), Cucurbit chlorotic
yellows virus (CCYV), Beet pseudo yellows virus (BPYV) ve Lettuce infectious
yellows virus (LIYV)’leridir (Abrahamian ve Abou-Jawdah, 2014).

Crinivirtisler olarak kategorize edilen viriislerin ortaya ¢ikist ve hizla yayilisi
beyazsinek populasyonlarinin artisina ve yayilmasina atfedilmektedir. Beyazsinek
popiilasyonlarinin artisinin onlarin pestisitlere karsi direng kazanmasi veya kiiresel
1sinmayla iliskili olabilecegi ifade edilmektedir (Navas-Castillo vd., 2011). Dolayh
olarak da insanlarin yaptig1 yogun tarim uygulamalari, yabanci zararlilarin girisi ve
vejatatif materyallerin  hareketi gibi eylemler bu viriislerin  yayilimini

siddetlendirebilmektedir.

Criniviriislerin benzer simptomlara yol agmasi viriisler arasinda ayrim yapilmasini
giiclestirmektedir. Dort criniviriis de kabakgillerde benzer tarzda sararma
simptomlari meydana getirmektedir. Alt yapraklarin damarlararas1 bolgelerinde
goriilen klorotik benekler parlak sar1 bir renk alarak birlesirlerken, asagiya dogru
hafifce kivrik yapraklar kirilgan ve bombeli bir goriiniimdedir. Yapraklar biiyiiyiip
yaslandikca daha siddetli bir sararma simptomu ortaya ¢ikar. Simptomlar giderek
yayilir ancak geng yapraklara asla ulagsmaz. Meyve sekli ve rengi degismez ancak
meyve sayisi, toplam agirlik ve seker igerigi 6nemli 6lglide azalir (Abou-Jawdah vd.,
2000a; Abrahamian vd., 2013). Kavun ve karpuz gibi diger kabakgil bitkilerinde de
benzer sekilde alt yapraklarda sararma belirtiler1 gorilir. CCYV ve CYSDV
crinivirisleri stk sik bitkide karisik infeksiyonlara yol agmaktadirlar. Kavun ve
hiyarda bu iki wvirlisiin karigtk enfeksiyonlarinda meydana gelen sararma
simptomlarinin  bu  virlislerden hangisinden kaynaklandigi ayirt edilemez
(Abrahamian vd., 2012). Sararma belirtileri ¢ogu zaman fizyolojik ve / veya
beslenme bozukluklari, asir1 toprak pHsinin etkileri, mikro gida noksanliklari, dogal
yaslanma ve pestisit fitotoksisitesi ile karisabilirmektedir. Sonugta, sararmanin
nedenleri olarak criniviriislerin gorsel olarak taninmasi yetistiriciler ve arastirmacilar

igin zordur (Wisler vd.,1998).

Beyazsinek populasyonlarini azaltict uygulamalar (nadas, bitkisel artiklarin yok
edilmesi, ekim tarihleri, yabanci otlarin ortadan kaldirilmasi, malglar ve sulama)

criniviris  yogunlugunu azaltilabilir veya geciktirebilir. Seralarda bocekleri
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gecirmeyen til ve ¢ift kapt kullanimi ile criniviriis infeksiyonunda azalma
saglanabilmektedir. Cesitli renklerdeki renkli plastik malclarin  kullaniminin,
beyazsineklerle bulasan viriislerin goriilme oranimi azaltmada etkili oldugu
kanitlanmistir (Simmons vd., 2010). Vektoér popiilasyonlarin1 ya biyolojik ya da
kimyasal kontrol yoluyla azaltmak Onemli olmakla birlikte genellikle,
Closteroviriisleri nakleden vektorlerin kimyasal kontroli, hizli direng gelistirdikleri
i¢in hastaliklarin yayilmasinin 6nlemede etkili olmamistir (Berdiales vd., 1999). Siki
karantina 6nlemlerine ek olarak, criniviriislerin kontrolii su anda geleneksel entegre
zararli yonetimi yaklagimina odaklanmaktadir. Bu viriislere karsi dayanikli ¢esitlerin

arastirilmasina yonelik umut verici ¢calismalar da mevcuttur.

Genis bir konukgu dizisini enfekte edebilme kapasiteleri, kabakgil bitkilerinde yikici
zararlara neden olmalar1 ve beyazsinekler tarafindan hizli bir sekilde bulagsma
yeteneklerinden dolayr criniviriisler gectigimiz on yilda, giderek Onem
kazanmiglardir. Sadece beyazsinekler tarafindan tasinan Criniviriis cinsinin bazi
liyeleri yeni ortaya cikan viriisler olarak kabul edilirler. Yeni criniviriislerin
bildirilme orani dikkat cekicidir. Giiniimiizde seralarda ve agik tarla alanlarinda
yetistirilen kabakgilleri enfekte eden ve sarilik hastaliklarina yol acan dort criniviriis
kabakgil konukcularinin disinda ticari 6nemi olan diger bitkileri ve yabanciotlar1 da

enfekte etmektedirler.

Tim kiiltiir bitkilerinde siklikla, bazilart yikici sonuglar doguran yeni virisirklar
ortaya cikmaktadir. Bitki viriisleri ve virlis hastaliklarinin kontrolii ile ilgili
calismalar 100 yili askin bir siiredir yiiriitilmekle birlikte, viriisle bulasik bitkilerin
tedavisinde etkili herhangi bir yol bulunamamistir. Kemoterapi, termoterapi ve
meristem ug¢ kiiltiirii yontemleri ile basarili sonuglar alinsa da biiyiik Olcekte
kullanilma olanaklar1 yoktur. Bu nedenle viriis hastaliklariyla miicadelede ana
yaklasim viral infeksiyonu oOnlemek veya geciktirmek ya da etkilerini azaltmak
olmustur. Bu hedefleri gerceklestirmek icin karantina 6nlemleri, hastalikli bitkilerin
imhasi, iirtin hijyeni, viriissiiz bitki materyali ve eradikasyon gibi bitki sagligina
yonelik uygulamalarin yani sira iiretim faaliyetlerinde degisiklikler, vektorleri
kontrol etmek icin pestisitlerin kullanilmasi, 1limli 1rklarin  korunmasi ve
yayginlagtirilmasi, dayanikli veya tolerant cesitlerin yetistirilmesi gibi ¢esitli yollar

kullanilmaktadir. Bu tedbirler tek baslarina veya kombinasyon halinde kullanilabilir
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(Thresh,2002). Bu etmenlere karsi, diger patojenler karsi uygulanan kimyasal savas
Onlemlerinin olmayist ve diger kontrol yontemlerinin de iiretici tarafindan yeterli
diizeyde bilinmeyisi bitkilerde viriislerden kaynaklanan kayiplarin giderek artmasina

neden olmaktadir.

Antalya ilinde ortiialt1 iretim alanlarinda yapilan surveyler sirasinda ise ozellikle
kabakgil iiretim alanlarinda besin noksanligin1 andiran sarilik belirtilerinin (6zellikle
alt yapraklarin damarlararasi bolgelerinde goriilen klorotik beneklerin parlak sar1 bir
renk alarak birlesmesi, yapraklarin asagiya dogru hafifce kivrik, kirilgan ve bombeli
bir hale doniismesi) yogun bir sekilde goriilmesi, meyve renginde ve kalitesinde
herhangi bir degisiklik olmamasina karsin lireticiler ile yapilan goriismelerde verim
kayiplarinin  fazla oldugunun belirtilmesi nedeni ile bu belirtilerin sarilik

viriislerinden kaynaklanabilecegi diigiiniilmiistir.

Ayn1 zamanda sarilik belirtileri goriilen iiretim alanlarinda sarilik belirtilerinin hizl
bir sekilde yayilmasi ve gerek yaprak biti gerekse beyazsinek populasyonunun yogun
olmast bu belirtilerin vektorler araciligi ile taginan viriisler kaynakli olabilecegi

kanaatini dogurmustur.

Diinya’daki kabakgil bitkilerini tehdit eden ve sarilik viriisleri olarak tanimlanan
CABYV, BPYV, CYSDV, CVYV ve CCYV viriisleri ele alindiginda; o6zellikle
kabak tiretim seralarinda sarilik belirtileri yaninda yaprakbiti populasyonunun yogun
olmast nedeni ile bu belirtilere neden olan viriisin CABYV olabilecegi, ayni
zamanda Ozellikle kavun ve kabak {retim alanlarindan toplanan siipheli bitki
ornekleri iizerinde beyazsinek populasyonunun yogun olmasi ve yapilan literatiir
taramalarinda, sarilik belirtileri veren bitkilerde 6zellikle CCYV ve CYSDV
viriislerinin biiyiik oranda bir arada bulundugu belirtilmesi nedeni ile ¢alismada bu

virlisler ele alinmustir.

Neredeyse iilkemizin tiim yorelerinde yetistirilen ve kiiltiirimiizde agirlikli bir yer
sahip olan kabakgil bitkilerini enfekte ederek verim ve kalite kaybina neden olan
viriislerin tanilanmasi, dayaniklilik ¢calismalarinda bir 6n kosuldur. Ayrica etmenin
biyolojisi ve epidemiyolojisi hakkinda bilgi sahip olmak ve bu dogrultuda etkili

miicadele yontemleri belirlemek agisindan sarttir.
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Ulkemizde ise ortiialt1 kabakgil bitkilerinin iiretim alanlarinda sarilik viriislerinin
durumunu ortaya koyan c¢alisma sayisi son derece azdir. Bu tez calismasinda
diinyadaki kabakgil iiretimini ciddi anlamda tehdit eden bu {i¢ sarilik virlisliniin
(CABYV, CYSDV ve CCYV) Antalya ilindeki ortiialt1 kabakgil tiretim alanlarindaki

durumunun belirlenmesi amaglanmigtir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Diinya’da kabakgiller familyas1 i¢indeki bitki tiirlerinde zararli olan ve ekonomik
diizeyde kayiplara yol agan ¢ok sayida viriis hastali§i bulunmaktadir (Zitter vd.,
1996). Akdeniz Havzasi'nin bir¢ok lilkesinde yaygin olan sarilik hastaliklarina
baslica ii¢ farkli viriisiin neden oldugu bildirilmektedir. Sardinya’da 2001 yilindan
beri kavun ve hiyarlari etkileyen sarilik viriislerinin Beet pseudo-yellows virus
(BPYV, genus Crinivirus, family Closteroviridae) (Tomassoli vd., 2003); CYSDV,
genus Crinivirus , family Closteroviridae) (Celix vd., 1996) ve CABYYV, genus

Polerovirus, family Luteoviridae)oldugu saptanmistir (Lecoq vd., 1992).

Ispanya’da sarilik hastaliklar1 20 yildan fazla bir siiredir gozlenmektedir. Gida
yetersizliginden ya da hatali tarimsal uygulamalardan kaynaklandigi sanilan bu
belirtilere aslinda viriislerinneden oldugu belirlenmistir. 1980°li yillar siiresince
sararma simptomlar: Trialeurodes vaporariorum tarafindan tasinan Beet pseudo
yellows virus (BPYV) ile iliskilendirilmistir. Ancak, 19901 yillarda, T.
vaporariorum yerini giderek yeni bir criniviriis olan Cucurbit yellow stunting

disorder viriisiiniin (CYSDV) vektorii olan Bemisiatabaci’ye birakmistir.

Son yillarda Diinya’daki kabakgil bitkilerini tehdit eden ve sarilik viriisleri olarak
tanimlanan CABYV, BPYV, CYSDV, CVYV ve CCYV viriisleri ile ilgili calismalar
yogunluk kazanmistir. Bunlardan Cucumber vein yellowing virus (CVYV, genus
Ipomovirus) ve Cucurbit aphid-borne yellows virtislerinin (CABYV) ileride tehlikeli

virtisler haline gelebilecegi diisiiniilmektedir (Kassem vd., 2007).

Criniviriisler, semi-persistent sekilde iletilir ve nispeten kisa bir siire i¢in vektor
icerisinde muhafaza edilirler. CCYV, B. tabaci (B) ve (Q) tiirleri ile tasinmaktadir
(Gyoutoku vd., 2009). Enfekteli bitkilerde floemle smirli ve genel olarak diisiik
yogunlukta bulunmalar1 nedeniyle teshis ¢alismalarinda serolojik ydntemlerden
ziyade daha duyarli olan niikleik asit saptama yontemlerinin daha giivenilir oldugu

bildirilmektedir.

Tim crinivirusler 6nemli diizeyde verim azalmasina neden olmakta ve bitkinin

biiyiimesini engellemektedirler. Ornegin CYSDV enfeksiyonu nedeniyle hiyarda
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%30-50 arasinda, kavunda %80’i gecen verim kayb1 meydana geldigi bildirilmistir
(Brown vd., 2007; Abou-Jawdah vd., 2000b; Lo pez-Sese'vd., 2000). Yeni ortaya
¢ikan bir criniviriis olan CCYV kavunda CYSDV’den daha az, %10-20 arasinda
verim kaybina yol agmaktadir (Gu vd.,2011).

2.1. Cucurbit Aphid-Borne Yellows Viriis Uzerinde Yapilan Cahsmalar

1992 yilinda kabakgillerde uzun zamandir bilinen tek polerovirus olan Cucurbit
aphid-borne yellows viriis(CABYV)tanimlanmustir (Lecoq vd., 1992). Uriin verimi
tizerindeki etkilerine ragmen yash yapraklarda ortaya ¢ikan sarilik simptomlar1 goze
carpmadigi ya da gida noksanligiyla karistirilabildigi i¢in poleroviriisler sik sik goz

ard1 edilmislerdir.

1994 yilinda Akdeniz havzasinda bu viriisiin kabakgil bitkilerinde kontrolii i¢in
dayaniklilik ¢alismalart yiiriitiilmiistiir. Viriis, kavun ve kabaklarda, ¢esitli yabanci
otlarda (Lamium amplexicaule, Senecio vulgaris, Capsella bursa-pastoris)
saptanmistir. Farkli lilkelerden gelen ¢esitli tlirlerde virilise karsi 1slah edilen hatlarda
dayaniklilik olustugu ve klasik 1slah programlariyla etkili bir viriis kontroliiniin

yapilabilecegi belirlenmistir (Lecoq vd., 1994).

CABY V’niin diger viriislerle karisik infeksiyonu iizerinde yiiriitiilen bir ¢aligmada
kokulu kavunlarda ZYMYV ile karigik infeksiyondan maksimum 3 hafta sonra
CABYV  konsantrasyonunun arttig DAS-ELISA  testleriyle  ortaya
cikarilmistir.Viriisiin - diger kabakgil konukcularinda mekanik olarak tasinan
potyviriislerin ¢ogu ile birlikte bulundugunda konsantrasyon artigi tespit edilmistir
(Bourdin ve Lecoq, 1994).

Fransa’da 1996 yilinda yapilan bir ¢calismada kabakgil familyasindaki bitkilerin afit
kaynakl1 bir¢ok viriisten etkilendigi bildirilmistir. Calismada yaygin oldugu goriilen
CMV, WMV-2 ve ZYMV viriislerinin yani sira o yillarda yeni tanimlanan CABYV’
niin de kabakgil {iretim alanlarinda bulundugu saptanmistir. Calismada CABY V' niin
Myzus persicae ve Aphis gossypii tarafindan tasinan Luteoviriis grubunun gegici bir
tiyesi oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismada Faizabadi Phoont, 90625, Pl 124112,
P1 124440, Pl 255478, Pl 282448 ve Pl 414723 genotiplerinin viriise direngli oldugu
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belirlenmistir (Dogimont vd., 1996).Dogimont vd., (1997) de ise Pl 124112'de
CABYV'ye kars1 direncin, cab-1 ve cab-2 olarak sembolize edilen iki bagimsiz

tamamlayici resesif gen tarafindan geldigi hipotezini dogrulamistir.

Dahal vd., (1997),tarafindan Nepal’in 68 farkli lokasyonunda, papaya ve kabakgil
sebzelerinin yetistirildigi ekim alanlarinda yogun bi¢imde farkli viriis benzeri
belirtiler gézlenmistir. Bitki 6rneklerinin DAS-ELISA ve SDS-immuno difiizyon
testleri sonucunda; kis kavunu, hiyar ve balkabagi orneklerinde CABYV

saptanmistir.

Liibnan’da agik tarla kabakgil iretimindeki ekonomik kayiplarin en basta gelen
nedeninin viriis hastaliklaroldugu ifade edilen bir ¢alismada en yaygin viriislerin

ZYMV ve CABYYV oldugu belirlenmistir (Abou-Jawdah vd., 2000 a).

Kabakgillerde sariliga neden olan ve son yillarda diinya ¢apinda 6nem kazanan
virislerden kabakgil afitle tasman sarilik virlisi (CABYV) Luteoviridae
familyasindan Poevirus cinsinin bir iiyesidir. Aphis gossypii ve Myzus persicae ile
persistent ve sirkiilatif olarak tasinan CABYV, mekanik olarak taginmamaktadir.
Kabakgiller familyasinda zarar yapan ve bitki igerisinde floemde lokalize olan

virlisiin konukgulart arasinda marul ve yemeklik pancar da bulunmaktadir (Reinbold
vd., 2003).

Kibris’ ta tiretilen kabakgil bitkilerinde etkili olan viriislerin varligini ve yayginligini
saptamak amaciyla yapilan ¢alismada hiyar, kabak, kavun ve karpuz bitkilerinden
alinan 2993 adet bitki ornegi ZYMV, CMV, SgMV, WMV, PRSW-V (Papaya
ringstop viriis type W) ve CABYV’ler testlenmistir. Sonuglar %45°lik bir oranla
ZYMV’nin en yaygin viriis oldugunu, bunu sirast ile % 20.8 ile PRSV-W, %20.8 ile
CABYV ve %7.8 orani ile WMV’niin izledigini gostermistir (Papayiannis vd.,
2005).

[ran’in 6nemli kabakgil iiretim alanlarmda bulunan viriisleri ve yogunluklarin
saptamak amaciyla 2001-2004 yillarinda yiriitillen siirveylerde ise kavun, hiyar,
kabak ve karpuz bitkilerinden toplam 1019 yaprak 6rneginde CABY V’niin varligi
DAS-ELISA ile arastirilmistir. Bu testler sonucunda 1019 6rnegin 471’1 CABYV ile
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enfekteli bulunmustur. Bu testler sonucunda kabakgillerde en yaygin viriisiin
CABYV oldugunu ortaya koymustur.Bu arastirma Iran’da cesitli kabakgil
bitkilerinde CABY V’niin varligini ortaya koyan ilk ¢alismadir (Bananej vd., 2006).

2006 yilinda giiney Italya'nmin en &nemli kabakgil iiretim alanlarinda BPYV ve
CYSDV’nin varhigin1 arastirmak amaciyla yapilan ¢alismada sadece simptomlu
birkag bitkide BPYV saptanmis ve 6rneklerin hi¢birinde CYSDV bulunmamistir. Bu
kez ¢alismalar CABY V’niin CP genine spesifik primerler ile tek asamali RT-PCR ile
stirdiiriilmistiir. RT-PCR sonucunda simptomlu 80 &rnegin 39’ unda beklenen
biiyiikliikte 600bplik bir fragment elde edilmistir. ki 6rnekten ¢ogaltilan DNA
sekanslanmis ve BLAST kullanilarak niikleotit sekanslama islemine tabi tutulmustur.
Her iki izolat da CABYV-N (GeneBank Acc. No. X76931) izolat1 ile yiiksek oranda
(%99) niikleotid dizilim benzerligi gdstermistir. Bu ¢calisma CABY V’niin italya’daki
ilk bildirimidir (Tomassoli ve Meneghini, 2007).

Lecoq vd., (2007) 1988 yilindan beri, Fransa’da sarilik beliritlerinin Myzus persicae
ve Aphis gossypii ile persistent olarak tagindigi ancak mekaniksel yolla tasinmadigi
ve yaklagik 25 nm capinda kiiresel bir viriisiin varligiyla iligkili oldugu belirtilmistir.
Serolojik analizler, niikleik asit hibridizasyon denemeleri ve konukc¢u dizisi
caligmalart CABY V’niin Beet western yellows virus (BWYYV) ile uzaktan akraba,
ancak farkli oldugunu gostermistir. CABY V’niin kavun ve hiyarin meyve sekli veya
kalitesini degistirerek ve bitki basina meyve sayisini azaltarak verimi onemli
diizeyde azalttigt veCABY V’niin iilkede kabak bitkilerini enfekte eden en yaygin

viriislerden biri oldugu bildirilmistir.

Ispanya’da 2003-2004 yetistirme sezonunda tarla yetistiriciligi yapilan kavun ve
kabak alanlarindan viriis siipheli 6rnekler BPYV, CABYV, CMV, CVYV, CYSDV,
Melon necrotic spot virus (MNSV), Papaya ringspot virus (PRSV), WMV ve
ZYMV’leri acisindan molekiiler hibridizasyon ile analiz edilmistir. Ozellikle
kavunlarin %83’tinde ve kabaklarin % 66’sinda CABY'V infeksiyonu belirlenmistir.
CABYV’niin tek ve karigik infeksiyonlarda yiiksek oranda bulunusu bu viriisiin
kabakgil iiretim alanlarinda 6nemli bir tehdit haline gelecegini akla getirmistir. RT-
PCR calismasinda kullanilan oligoniikleotitler; 5'-GAATACGGTCGCGGCTAGA
AATC-3" (CE9) ve 5-CTATTTCGGGTTCTGGACCTGGC-3" (CE10)’ dir. Bu
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primerler kullanilarak yaklasik 600bp biiyiikliiglinde tek sarmal DNA saglikl
kontrollerden elde edilmistir (Kassem vd., 2007).

Bananej ve Vahdat (2008) tarafindan Iran’nmn 17 ilinde viriis ve benzeri belirti
gosteren kavun, kabak, hiyar ve karpuz bitkilerinden 6rnekler toplanmistir. Toplanan
ornekler ELISA veya RT-PCR yontemleri kullanilarak 11 kabakgil viriisti yontinden
incelenmistir. Incelenen tiim alanlarda en ¢ok rastlanan viriisler CABYV, WMV ve

ZYMYV olmustur.

Bananej vd., (2009) CABYV nin Iran ve Slovakya’dan elde edilen izolatlarmn kilif
protein genlerinin sekanslarini ilk kez rapor etmislerdir. Calismada referans olarak
kullanilan Fransiz CABYV-N izolati ile niikleotit benzerligine bakildiginda ii¢ Iran
izolat1 ile % 96.2-99.3 ve Slovak izolat1 ile % 98.9 oraninda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. Filogenetik analizler, incelenen CABYV izolatlarinin CP geninin
sekansinin ¢ok az farklilik gosterdigini ortaya koymustur. Cografik acidan uzak olan
CABYYV izolatlarinin nisbeten yakin bir iliski ve sekans benzerliginin, konukcu ve
vektor bollugunda diinya genelinde salgmlarin patlak vermesi ve virlisiin hizla

genislemesini yansitiyor olabilecegi bildirilmistir.

Tunus’un baglica kabakgil iiretim alanlarinda 2003-2004 yillarinda agik alanlarda ve
plastik tiinellerdeki kabakgillerde afit populasyonunun yiiksekligi ve bitkilerin yash
yapraklarindaki sararmalar CABYV’niin varligim desteklemistir. Ornekler
CABYV’ne karst ELISA ve RT-PCR ile taranmistir. Akdeniz havzasinda yaygin
oldugu bilinen CABY V’niin Tunus’taki farkli kabakgil bitkilerinde varlig1 ilk kez bu
calismayla ortaya konmustur (Hattab,2005). Tunus’ta kabakgilleri etkileyen
CABYV’in bu viriisiin kavun, karpuz, kabak ve hiyar iliretiminde genis alanlara

yayilmis oldugu belirlenmistir (Hattab vd., 2009).

Shanga vd., (2009), Cin’de kabakgil bitkilerinde goriilen sararmalara CABYV ve
MABYV (Melon aphid-borne yellows virus)’iin neden oldugunu belirlemislerdir.
Ayrica liretim alanlarindan toplanan 214 adet 6rnegin RT-PCR ile yapilan analizleri
sonucunda, 108’inin CABYV ve 40’inin da MABYV yoniinden pozitif oldugu

bulunmustur.
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Knierim vd., (2010), tarafindan 2008-2009 yillar1 arasinda, Tayvan’da kabakgilleri
enfekte eden Poleroviriislerin genetik cesitliligini aragtirmak amactyla sarilik belirtisi
sergileyen 102 kabak oOrnegi tiniversal primerler kullanilarak RT-PCR ile test
edilerek 29 adedinin poleroviriis oldugu belirlenmistir. Calismada yaygin CABYV
irkina ilaveten rekombinant 1rki da tespit edilmistir. Kabakgilleri enfekte eden farkli
virisleri ve CABYV’niin farkli 2 wrkinin tanilanmasinda RT-PCR protokolii
gelistirilmis ve primerler dizayn edilmistir. Ayrica CABY V’iin filogenetik analizleri

CP ve MP aminoasit sekanslarina bakilarak yapilmistir.

fran’1n Sistan kavunlardan toplanan 6rneklerde DAS-ELISA ve RT-PCR ile testleri,
etmenin CABYV oldugunu ortaya koymustur. DAS-ELISA testleri sonucunda tiim
ornekler CABYYV ile bulasik bulunmustur. Bu ¢alisma ile yiiksek oranda CABYV
enfeksiyonunun Sistan bolgesinde kabakgil {retimini tehdit eder boyutlara
ulasabilecegi bildirilmistir (Abkhoo., 2012).

Akdeniz bolgesinde kabakgil bitkilerini etkileyen en az 28 farkli viriisiin bulundugu,
bunlarin bazilariin ¢ok yaygin ve yikici zararlara neden olurken digerlerinin sinirh
alanlarda ve spesifik triinlerde etkili odugu ve daha az zarar verdigi bildirilmektedir.
Bu boélgedeki kabakgil virlislerinin ¢arpict bir 6zelligi siirekli artan bir cesitlilik
gostermeleridir. Nitekim, son 35 yildir her 2 yilda bir siirekli yeni bir kabakgil viriisti
rapor edilmistir. Bu yeni viriislerden bazilar1 daha onceden diinyanin diger
bolgelerinde saptanan virlislerdir. Kabakgillerde en tahripkar viriislerden olan
ZYMV ve CABYV Akdeniz bolgesi’nde ilk kez tanimlanmistir (Lecoq ve Desbiez,
2012).

2010 yilinda Misir’daki kabak tiretim alanlarindan alman 717 simptomatik kabak
yapraginin serolojik analizleri 6rneklerde %95.6 oraninda CABYV enfeksiyonunu
gostermistir.Elde edilen 12 izolatin viral genomunun iki bélgesi ORF3 ve ORFs4/5
dizi analizleri ile karakterize edildiginde Misir izolatlar1 arasinda ¢ok benzerlik
bulunmustur. Misir izolatlarinin filogenetik analizleri sonucunda bir Fransiz izolati

ile ayn1 kokeni paylastigi ortaya ¢ikmistir (Ayman ve Bagdady., 2012).

Bananej vd., (2015), tarafindan Iran’da 439 sera ve 106 agik tarla 6rnegi DAS-
ELISA ve RT-PCR metodlariyla testlenmistir. Sera Orneklerinde %44 ve tarla
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orneklerinde %43 oranlarinda CABYV infeksiyonu belirlenmistir. Kismi olarak
sekanslanan Iran CABYV izolatnin sekans analizleri CABYV’nin bagimsiz bir

kokene sahip ve/veya Iran’a giris yapmus olabilecegi diisiiniilmiistiir.

2014 yilinda Korede plastik tiinel ve agik tarlada kavun (Cucumis melocv. catalupo),
oryantal kavunu (C. melo cv. oriental melon) ve hiyarlarda sararma virisleri
calistlmistir. PCR calismalar1 sonucunda CABY V’niin varligi veAphis gossypii ile
iletimi belirlenmistir (Choi vd., 2015).Daha sonra RT-PCR analizi CABY V'iin CP
genine ozgii CABYV-CP-for: 5-ATGAATACGGCCGCGGCTAGAAATC-3/,
CABYV-CP-Rev: 5-CTATTTCGGGTTCTGGACCTGGCA-3' bir ¢ift primer ile
gerceklestirilmistir. Simptomlu tiim kavun orneklerinden beklenen seviyede (600
bp) RT-PCR iiriinti, amplifiye edilmistir. Sekans analizleri bir Japonya CABYV
izolatinin kilif protein geni ile %100 benzerlik géstermistir. Bu ¢alisma CABY V'niin
Korede'ki ilk tespitidir(Choi ve Choi, 2016).

2015-2016 yillarinda Sri Lanka’da 5 adet ac1 kabak ve 2 adet dikenli kabakta viriisiin
varlig1 tespit edilmistir. Daha sonra 4 adet 6rnekte viriisiin kilif protein gen bolgesine
ait primerler kullanilarak RT-PCR ile viriisiin varligi dogrulanmistir. 1 adet 6rnek
sekanslanmis ve sekans sonuglarina gore yapilan BLAST analizi ile sekanslanan
ornegin Giliney Kore izolat1 ile % 99 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Bu calisma ile CABY'V Sri Lanka’da ilk defa tespit edilmistir (Abeykoon vd., 2018).

2.2.Cucurbit Yellow Stunting Disorder Virus Uzerinde Yapilan Calismalar

CYSDV, Portekiz (Louro vd.,2000), Kibris, Sudi Arabistan, Israil (Wisler vd., 1998)
ve Turkiye’deki kabakgil tiretim alanlarinda biiyiik tehditler olusturmaktadir (Rubio
vd., 1999). CYSDV ilk olarak Birlesik Arap Emirlikleri (Hassan and Duffus, 1991)
ve daha sonra Ispanya (Célix vd., 1996)’da, Liibnan (Abou-Jawdah vd., 2000b)
tamimlanmistir. CYSDV tiitiin beyaz sinegi Bemisia tabaci biyotip A ve B ile
Bemisia argentifolii  (Bellows vd., 1994), tarafindan sempersistent olarak tasinir
(Perring vd., 1993).

Ispanya’nin giineydogu kiyilarindaki seralardaki kavun ya da hiyar bitkilerinde

yogun olarak damarlar arasi kloroz simptomlarina neden olan etmenin CYSDV
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oldugu belirlenmigtir. CYSDV’niin 6zellikle tiitiin beyazsinegi ile iletildigi ve en az
7 gilin boyunca vektor tarafindan muhafaza edildigi goriilmiistiir. Viriisiin deneysel
konuke¢u dizisi ¢alismalarinda Cucurbitaceae familyasina ait bitkilerle ile sinirh
oldugu goriilmiistiir. DsSRNA analizleri yaklasik olarak 8 ve 9 kbp civarinda iki major
dsRNA tiirlinlin varligimmi gostermistir. Viral dsRNA ile yiiriitiilen random cDNA
caligmalar1 ve bilgisayar destekli analizler sonucunda viriisiin Lettuce infectious
yellows closterovirus (LIYV) ile biiylik oranda benzerlik gosterdigini ortaya
koymustur. Bu veriler CYSDV’nin Closteroviriislerin yeni tanimlanan bir alt

grubunun iiyesi oldugunu desteklemistir (Celix vd., 1996).

Giineydogu Ispanya ve Akdeniz bolgesinde kavun ve hiyar bitkilerinde sarilik
hastaligina neden olan ciddi bir patojen olarak ortaya ¢ikan CYSDV’nin jelden elde
edilen dsRNA kaliplar1 kullanilarak modifiye edilen RT-PCR protokoli ile
CYSDV’nin RNA2 fragmenti amplifiye edilmis ve klonlanmistir. Klonlanmis
fragmentlerin sekans analizleri 1s1 sok protein 70 (Hsp70) homolog bolgesini
kodlayan ve islevi bilinmeyen iki protein (p58 ve p9) ve LIVY RNA2 kilif protein
genine benzedigi belirlenmistir. CYSDV kilif protein geninin 756 niikleotid
uzunlugunda ve 28,5 kDA molekiiler kiitleye sahip proteini kodladig: bildirilmistir.
CYSDV’nin CP genine ait aminoasit sekansi, diger Closteroviriislerle
kiyaslandiginda ortaya her ikiside Crinivirlis cinsi olan Sweet potato chlorotic
stunting viriis (SPCSV) ve LIVY ile yiiksek derecede benzerlik ortaya ¢ikmistir
(Liviaratos vd., 1999).

Ispanya’da hiyar ve kavun seralarinda benzer sarilik hastaliklaria neden olan ve iki
beyazsinekle tasinan closteroviriisler lizerinde ¢alisilmistir. Sonuglar Bemisia tabaci
ile tasinan CYSDV’niin 1970'lerin sonundan bu yana bolgede mevcut olan ve
Trialeurodes vaporariorum ile bulasan BPYV’nii yerinden ettigini gostermistir.
Ispanya’da mevcut olan Bemisia tabaci’nin iki biyotipinin CYSDV"ii iletim hizlari
karsilagtirildiginda biyotip 'B' ve biyotip 'Q'niin CYSDV’ii ayn1 verimlilikte ilettigi
gorilmiistiir (Berdiales vd.,1999).

Rubio vd., (1999), tarafindan yiiriitilen bir ¢alismada beyazsinek kokenli {i¢
closteroviriis LIYV, CYSDV ve BPY V’niin cografik goriilme sikligin1 ve molekiiler

varyasyonunu belirlemek icin birka¢ farkli cografik bolgeden kabakgil ornekleri
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toplanmistir. Analiz edilen 498 Ornekten 69 Ornegin CYSDV enfekteli oldugu
belirlenmistir. Izolatlarin arasinda ve kendi icindeki molekiiler degiskenligi
belirlemek igin 1s1 sok protein 70 homolog kodlama bdlgesinin bir kisminin RT-
PCR’1, bunu takiben tek sarmal polimorfizminin uyumu ve niikleotid sekans
analizleri kullanilmistir. Bu analizlerde CYSDYV izolatlar1 birbirinden farkl: iki gruba
ayrilmugtir. Grup 1. Sadece Ispanya, Urdiin ve Tiirkiye izolatlarindan, grup 2 ise
agirlikli olarak Suudi Arabistan izolatlarindan olusmustur. Aynm1 grubun izolatlar
arasindaki niikleotid benzerligi %99’dan daha biiylik iken her iki grup arasindaki

benzerlik %92’den daha az bulunmustur.

CYSDV’ iin pozitif polariteli tek sarmal RNA2 den olusan genomu RNA1 ve RNA
2 olarak iki molekiilden olusmustur (Celix vd., 1996). Diinyanin farkli alanlarindan
alman CYSDV izolatlarinin genetik fakliligi tizerindeki ¢aligmalar 1s1 sok proteini 70
homologunun (Hsp70) ve RNA 2nin kilif proteini genleri ile yapilmustir.
Closteroviridae familyasinin diger iiyeleri ile karsilastirildiginda CYSDV izolatlar
arasindaki genetik farklilik olaganiistii az olmasina ragmen Dogu ve Bati CYSDV
subpopiilasyonu olarak adlandirilan iki genetik grup arasindaki farkliligr ayirt etmek
miimkiindiir (Rubio vd., 1999, 2001).

1999 yilinda Fas’m Agadir yoresindeki plastik tiinellerde kavunlarda siddetli sarilik
simptomlar1 gézlenmis ve iriiniin yetistigi erken donemlerde beyazsinek (Bemisia
tabaci) populasyonunun yiiksekligi dikkati ¢ekmistir. RT-PCR ¢aligmalarinda tiim
orneklerden CYSDV’ne spesifik primerler ile beklenen seviyede 465 bp’lik iiriin
amplifiye edilmistir. Bu ¢alisma ile B. tabaci ile taginan CYSDV Fas’ta ilk kez teshis
edilmistir (Desbiez ve Lecoq., 2000).

Liibnan’da ticari kabakgil alanlarinda siddetli sarama simptomlarinin Liibnan kiyilar
boyunca ¢esitli yerlerde oOzellikle sonbahar iirlinlerinde % 100'e kadar ulastigi
bildirilmistir. CYSDV Bemisiatabaci ile hiyara, kavuna ve kabaga tasinirken marula
ve Physalis floridana bitkilerine tasinamamustir. Yiriitilen ¢alismada Criniviriisler
ile ilgili raporlarda belirtilen ve enfekteli bitkilerde 8 ve 9 kpb civarinda iki ds RNA
nin varligt belirlenmistir. Elektron mikropskobu ile yapilan incelemelerde cesitli
esnek c¢ubuk seklinde partikiiller goriilmiistir CYSDV’ne spesifik primerler
kullanilarak RT-PCR c¢alismalar1 sonucunda 460bp lik spesifik DNA goriiliirken
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saglikli kontrollerde boyle bir durum goriilmemistir. Bir izolatin DNA fragmentinin
niikleotid dizilimi Ispanya’dan bir izolatla %99 benzerlik gdstermistir. Bu galisma ile

Liibnan’da CYSDV ilk kez bildirilmistir (Abou-Jawdah vd., 2000b).

Kavunun 44 tiiri ve bunlarin yabani irklarinda sarilik hastalifina yol agan
CYSDV'nin, dogal ve kontrollii inokiilasyon kosullar1 altinda reaksiyonlarina
bakildig1 bir ¢alismada, C. melo TGR-1551 ve bir Cucumis metuliferus asimptomatik
belirti vermistir. Kontrollii inokiilasyonlar1 takiben elde edilen segregasyon oranlari
TGR-1551'i duyarli Ispanyol cv. Piel de Sapo ile gaprazlamanin, TGR-1551'deki
CYSDV'ye karsi direncin, bir lokusta dominant bir alel ile sartlandigini1 ortaya
cikarmigtir. Kabakgil sar1 bodurluk ismi ve Cys sembolii bu lokus i¢in dnerilmistir

(Lopez-Sesé vd., 2000).

fran’in 10 farkli bélgesinde 2008-2012 yetistirme sezonlarmda CYSDV’nin tipik
belirtilerini sergileyen kavun, hiyar, acur ve kabak bitkilerinden toplanan 366
kabakgil 6rnegi CYSDV ne kars1 indirect-ELISA testleriyle taranmistir. Pozitif olan
ornekler RT-PCR’la dogrulanmistir. Sonuglar 366 6rnegin 306’sinin CYSDV ile
enfekteli oldugunu gostermistir. Calismada CYSDV kilif proteininin niikleotid ve
amino asit sekans analizleri iran izolatlar1 arasindaki benzerligin %99°dan fazla
oldugu ve diisiik bir genetik ¢esitlilige sahip oldugunu goéstermistir (Rubio vd.,
2001).

CYSDV, Closteroviridae familyasinda yeni belirlenmis bipartite, ssRNA, Crinivirus
Genus'un bir tyesidir. Virlis, Kuzey Amerika'daBemisia tabaci biyotip B ile
tasinmaktadir. Ilk belirtiler arasinda damarlararasi kloroz ve en eski yapraklar
tizerinde yesil lekeler seklindedir. Siddetli simptomlarda yaprak sararmasi (damarlar
hari¢) ve genel kirillganlik goriiliir. Enfekteli bitkilerde meyve kalitesi ciddi sekilde
etkilenmekte ve ekonomik kayiplar meydana gelmektedir. B. tabaci'de viriisiin tespiti
DIG isaretli problar kullanilarak miimkiin olmaktadir. CYSDV'nin cografi olarak
uzak izolatlar1 arasinda major CP genindeki diisiik genetik ¢esitlilik (<% 1), B. tabaci
ile birlikte hizli yayilma ile ilintili olabilmektedir. CYSDV’ne karsi kimyasal
kontrolun etkili olmadigi kanitlanmistir. Genetik direnci, virlisii kontrol etmek i¢in

en iyi yontem oldugu belirlenmistir (Sinclair ve Crosby, 2002).
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CYSDV‘niin RNA seviyesininin ¢esitli kabakgil bitkilerinde analiz edildigi bir
calismada, kavun, hiyar, sakiz kabagive kabak bitkisine yapilan post inokulasyonda
birinci haftadan ikinci haftaya kadar en iist diizeye ulasmis, inokiilasyon yapilan
birinci ve liglincli yaprakta yogun, gen¢ yapraklarda ise ¢cok az ya da hi¢ CYSDV
RNA’sina rastlanmamustir (Marco vd., 2003)

Giiney Fransa’da seralarda yetistirilen hiyar yapraklarinda siddetli sararma
simptomlar1 gézlemlenen sarilik viriislerine karst yapilan RT-PCR c¢alismalarinda
orneklerin tamaminda CYSDV infeksiyonu saptanmistir. Spesifik primerler
yardimiyla CYSDYV kilif protein geni amplifiye edilmis ve beklenen seviyede 756bp
lik band elde edilmistir. Fransa izolatinin sekanslanan Cp fragmentlerinin (700 nt)
CYSDV’niin en yaygin, son derece homojen olan ve son zamanlarda Ortadogu,
giineybati Avrupa, Amerika Birlesik Devletleri ve Fas’da belirlenen izolatlarla
%99.6 - %100 oraninda benzerlik gosterdigi goriilmistiir. Bu ¢alisma Fransa’da

tehditkar CYSDV niin ilk raporudur (Desbiez vd., 2003).

Yunanistan’daki seralarda ve bazi agik alanlarda yetistirilen hiyar ve kavunlarda
sarilik hastaliginin %50-%80 oranlar1 arasinda degistigi saptanmistir. Yunanistan'da
ilk kez rapor edilen CYSDV, sadece giliney Yunanistan’dan izole edilmistir
(Boubourakas vd., 2006).

Yabani hiyar, yerli irklar, ticari ¢esitler ve 1slah hatlar1 kapsayan 300 hiyar ¢esidinin
dogal enfeksiyon sartlarinda CYSDV’ne karst dayaniklihk kaynagi olma
potansiyelinin arastirildigi bir ¢alismada duyarli kontrol bitkilerinin % 100’
CYSDV’nin neden oldugu tipik sararma belirtilerini gosterirken diger 24 hiyar
cesidinde kismen sararma simptomlart gozlenmis, bazilari ise hi¢ simptom

vermemistir (Aguilar vd., 2006).

2007 yilinda Florida’da ticari karpuz iiretimi yapilan tarlalardan alinan
orneklerdesimptomlu yedi karpuz ve iki kabak bitkisinden almman yaprak
orneklerinden total RNA Iar elde edimistir. RT-PCR ¢alismalarinda CYSDV’niin CP
geni ve Hsp70 genleri spesifik primerler ile amplifiye edilmistir. RT-PCR
caligmalarinda beklenen seviyede kilif proteine spesifik 394 bp lik bant elde
edilirken, 175 bp lik Hsp70 fragmenti elde edilmistir. Bir izolattan elde edilen kilif
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protein amplikonunun sekans analizleri Texas, California, Urdiin ve Fransa izolatlar1
ile %100 benzerlik gosterirken bir Ispanya izolatiyla % 99 benzerlik, bir Iran izolat:

ile ise sadece %91 benzerlik gostermistir (Polston vd., 2008).

CYSDV ile enfekteli bitkilerin olgun yapraklarinin damarlararasindaortaya g¢ikan
klorotik noktalar zamanla genisleyerek ve birleserek sonunda tiim yaprak alaninin
sararmasina neden olmaktadir. Yapraklarda damarlar yesildir (Celix vd., 1996).
Enfekteli bitkilerde sararma simptomlarna iiriin kalitesi ve veriminde azalmanin
eslik etmesi viriisiin Onemini artirmaktadir. Yapilan calismalar virlisiin sadece
kabakgil bitkilerini degil diger bitki tiirlerini de enfekte ettigini ortaya koymustur. Bu
tirler arasinda yonca (Medicago sativa), marul (Lactuca sativa), fasulye (Phaseolus
vulgaris) ve  buffalo kabagi (Cucurbita foetidissima) da yer almaktadir
(Wintermantel vd., 2009).

1980' lerde Birlesik Arap Emirlikleri'nde ilk olarak kavunda goriilen CYSDV, 2016
iiretim sezonunda Meksika ve 2017 iiretim sezonunda Florida’da ortaya ¢ikmuistir.
Hindistanda bir salata tipi kavun olan P1 313970, C. melo var. acidulus 2006 iiretim
sezonunda Yuma ve Imperial Valley'de CYSDV'ye kars1i yiliksek dayanim
gostermistir. PI 313970'de CYSDV'ye karst direng caligmalari, 2007 ve 2008
sonbahar mevsimlerinde ve 2009 ilkbahar mevsimlerinde Imperial Valley'de dogal
olarak enfekte olmus li¢ tekrarli saha testinde incelenmistir. PI 313970 deki direng
cekinik olarak belirlenmistir (McCreight ve Wintermintal, 2011)

Webster vd., (2011), Florida’daki Amaranthus cinsi yabani otlarin taranmasina
yonelik yliriittiigii calismalarinda, CYSDV, Cucumber leaf curl virlis (CuLCrV) ve
SquashVeinYellowVirus (SqVYV)’leri saptamis ve ayrica bu bitkinin virlis vektori
olan beyazsinege ilaveten ¢ok sayida virlis, fungus ve nematodun konukc¢usu da

oldugu da bildirilmistir.

CYSDV ve CVYV’niin ortialti hiyarlarda tek ve karisik infeksiyonlarmin
kiyaslandigi bir ¢alismada; ZYMV ya tek basina ya da bu iki etmenden biri ile
karisik infeksiyon vermistir. CVY V’iin tek infeksiyonunda ya da CYSDV ile karisik

enfeksiyonunda post inokulasyondan 15-60 giin sonrasinda Real Time PCR ile test
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edilmis sonuglar benzerlik gostermistir. Fakat CYSDV, CVYYV ile enfekte oldugunda
simptomlarda 6nemli derecede artis gézlenmistir (Gil-Salas vd., 2011).

2008-2012 yillarinda, CYSDV infeksiyonunun tipik belirtilerini sergileyen kavun,
salatalik, acur ve kabaktan alinan 366 kabakgil 6rnegi, ELISA ve RT-PCR testleri ile
taranmistir. RT-PCR ¢aligmalarinda beklenen seviyede 750 bp lik bir fragmant elde
edilmistir. Onbir izolatin tam uzunluktaki CP (756nt)’nin niikleotid dizileri Gen
Bank veri tabaninda belirlenerek muhafaza edilmistir. Bu izolatlarin niikleotid
dizileri arasinda %99’luk bir benzerlik bulundugu belirlenmistir. Diger iilkelerin
CYSD izolatlar ile karsilagtirilmasinda ise en yiiksek benzerligi (%98.8) ile Suudi
Arabistan izolatt (AF312798) ile ve en diisiik benzerligi ise % 92.2 ile Guatamela
izolat1 (EF021561) ile gostermistir (Keshavarz vd., 2013b).

Epidemiyolojik ve ekonomik agidan bakildiginda kabakgil iiretim alanlarini en fazla
tehdit eden criniviriisin CYSDV oldugu goriilmektedir. Birlesik Arap
Emirlikleri’nde 1990’larin basinda ilk kez rapor edilen CYSDV son yirmi yilda
Kuzey Amerika, Kuzey Afrika, Avrupa ve Asya'daki c¢esitli bolgelere kiiresel olarak
yayilmistir (Abrahamian ve Abou-Jawdah., 2014).

Misir’da yapilan bir ¢alismada CYSDV simptomlu kabak yapraklart CP genine
spesifik primerlerden yararlanilarak RT-PCR ile testlenmistir. Izole edilen CYSDV
saglikl kabakgillere beyazsinek kullanilarak aktarilmistir. Misir izolatinin molekiiler
karakterizasyonu, RT-PCR ile ¢ogaltilan CYSDV CP geninin DNA sekanslamasi ve
gen klonlama c¢aligmalariyla yiiriitilmiis ve daha sonra pGEM-Teasy vektor
icerisinde klonlanarak dizilenmistir. CP gen sekansi diger CYSDV izolatlariyla
karsilastirilmistir. Sekans siralamasi ve filogenetik analizler Misir izolatinin
CYSDV’niin dogu genetik grubuna ait Iran izolatiyla %100 ve Suudi Arabistan
izolatiyla da %98 benzerlik gosterdigini ortaya koymustur (E1 Rahmany vd., 2014).

2.3. Cucurbit Chlorotic Yellows Virus Uzerinde Cahsmalar

Kabakgil bitkilerinde sararmaya neden olan diger bir viriis de CCYV’diir. i1k kez
2004 yilinda, Japonya'da kavun ve hiyarlarda gozlemlenen sararma simptomlarina

neden olan etmenin yeni bir criniviriis olan CCYV oldugu birka¢ yil sonra
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tanimlanmistir (Gyoutoku vd., 2009). CCYV ilk olarak 2010 yilinda sekansinin
tamamen dizilendiginden beri Criniviriis cinsinin gegici bir liyesi olarak kalmistir.
CCYV RNATl’de dort, RNA2’de sekiz proteinin kodlandigi, tipik bir bipartit
criniviriis genomuna sahiptir. Son zamanlarda, ticari olarak yetistirilen kabakgillerde
CYSDV ve CCYV’lerinin karisik enfeksiyonlari bildirilmistir (Abrahamian vd.,
2012). Bu viriis son zamanlarda Japonya'dan Sudan, Liibnan ve Iran’a tasmmistir
(Abrahamian vd., 2012; Hamed vd., 2011). Liibnan’da yapilan ¢alismalarda simdiye
kadar CCYV’niin CYSDV ile rekabetci bir yayilim gosterdigi ifade edilmektedir.
2012-2013 yillarinda toplanan hiyar 6rneklerinin yaklagik olarak % 60’inda CCYV
ve CYSDV Kkarisik infeksiyonlar1 saptanmuistir.

Crinivirtislerden bir digeri olan CCYV, Closteroviridae familyasinin criniviriis
cinsinde yer alan ve yeni ortaya ¢ikan bir viriistiir. ilk kez 2004 yilinda Japonya’da
tiretilen kavunlarda saptanan ve yeni bir kabakgil viriisii olan CCYV (Gyoutoku vd.,
2008) su an iilke genelinde yaygmlagsmistir (Furuta vd., 2008; Okuda vd., 2010).
2004 yilinda Japonya’da ilk rapor edildiginden beri CCYV’nin Tayvan’da (Huang
vd., 2010), Cin’de (Gu vd., 2011; Zeng vd., 2011), Sudan’da (Hamed vd., 2011),
Suudi Arabistan’da (Al-Saleh vd., 2014) ve Liibnan’da (Abrahamian vd., 2012) da
yayildig: bildirilmistir. Her ikisi de beyazsinekle tasinan CYSDV ve CCY V’lerinin
karisik enfeksiyonlar1 Cucurbitaceae familyasi bitkilerine olduk¢a fazla hasar

vermektedir (Wintermantel vd., 2009; Okuda vd., 2010).

CCYV, hiyar, kavun ve karpuz bitkilerinin yapraklarinda klorotik yaprak lekelerine
ve yaprakta tamamen sararmaya neden olmakta ve siddetli ekonomik kayiplar
meydana gelmektedir. CCY V'nin etkin kontrolil i¢in, acilen basit ve dogru teshis
gereklidir. CCYV’niin tanilanmasi amaciyla ELISA, Tissue-Blot Immuno Assay
(TBIA), Dot-Blot Immuno Assay (DBIA), dot-blot hybridization ve RT-PCR gibi
cesitli yontemlerden yararlanilmaktadir (Hourani ve Abou-Jawdah, 2003; Ruiz vd.,
2002; Gyoutoku vd., 2008).

CCYV' niin konukgu dizisini belirlemek igin, beyazsinek vektorleri kullanilarak 21
kabakgil ve 12 diger bitki tiirline inokulasyon yapilmistir. Test edilen Tiim Cucumis
tiirleri, Cucumis anguria ve Cucumis zeyheri hari¢ olmak iizere, CCYV ile sistemik

olarak enfekte olmustur. Citrullus lanatus, Cucurbita pepo ve Luffa cylindrica
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CCYV'yle enfekte olmasina ragmen infeksiyon oranlar diisiik ve simptomlarinin
belirsiz oldugu tespit edilmistir. Kabakgil bitkilerine ek olarak Beta vulgaris,
Chenopodium amaranticolor, Chenopodium quinoa, Spinacia oleracea, Lactuca
sativa, Datura stramonyum ve Nicotiana benthamiana’da sistemik olarak CCYV
tarafindan enfekte edilmistir. RNA1 ve RNA2 nin tamamini klonlanmis ve sekansi
elde edilmistir. RNA1’in 8,607 niikleotid (nt) uzunlugunda ve dort acik okuma
gergevesi (ORF) icerdigi belirlenmistir. Filogenetik analizler CCYV'nin genetik
olarak Lettuce chlorosis virus, Bean yellow disorder virus, and Cucurbit yellow
stunting disorder viriise yakin oldugunu ortaya koymus ve bu viriislerle amino asit
sekans1 benzerliklerine bakilarak CCYV'min farkli bir criniviris tiirii olarak

smiflandirilmasi gerektigi ifade edilmistir (Okuda vd., 2010) .

Bemisia tabaci ile tasinan CCYVenfeksiyonu Iran'da ilk kez 2011 ve 2012 yillarinda
ortiialti kabakgil tiretim alanlarindatesbit edilmistir. RT-PCR ¢alismasinda CCYV
i¢in tasarlanan primer ¢ifti (CCYV-F /CCYV-R), 6rneklerden CP (870 bp) geninin
tespiti i¢in kullanilmistir. Iran CCYV izolatlarinin niikleotid dizileri Gen
bankasindaki CCYV izolatlarmin kilif proteinleri ile kiyaslanmistir. Filogenetik
olarak tim CCYV izolatlar iki grupta toplanmis; birinci grupta Cin, Liibnan,
Japonya, Sudan ve Tayvan'dan izolatlar ikinci grupta ise iki iran izolat: bulunmustur.
[ran izolatlar1 arasinda Eyvanakay izolati, Boushehr ve Varamin izolati ile ayr1 bir
sinifta kiimelenmistir. CP'nin amino asidi dizilimine dayanan filogenetik agag
CCYV' nin, LCV, BnYDV ve CYSDV ile yakin akraba oldugunu gostermistir
(Keshavarz vd., 2013a)

Misir’da 2014 yilinda hiyarlarda goriilen CCYV infeksiyonu DAS ELISA testi ile
saptanmigtir. Yaprak orneklerinde CYSDV+CCYV ve CABYV+CCYYV ile karigik
infeksiyonlar1 da bulunmustur. CCYV igin spesifik primerler ile yiiriitiilen RT-PCR
caligmalarinda Hsp70 genine 6zgii 353 bp lik DNA fragmenti ¢ogaltilmistir. Elde
edilen izolatlar Japonya, Cin, Tayvan, Liibnan ve Sudan izolatlartyla ¢ok yiiksek
oranda benzerlik (%100) gosterirken, iran’da saptanan kavun ve hiyar izolatlariyla
diisiik oranda (%94) oOzdeslik sergilemistir. Bu calisma ile Misir’daki hiyar
bitkilerinde CCYV ilk kez rapor edilmistir (Amer, 2015).
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2007 yilinda, Cin’de Sanghay'in Nanhui bolgesinde yiiksek tiinelde yetistirilen hami
kavununun (Cucumis melo cv. Xuelihong) simptomlu bitkilerden ekstrakte edilen
total RNA larla gergeklestirilen RT-PCR ¢alismalarinda random primerler (9-mer)
kullanilmistir. CCYV’iin Hsp70 geninin 462 bp lik fragmentini amplifiye etmek
icinspesifik primerler kullanilmistir. CCY'V ye 6zgii 462 bp lik hedef fragment biitiin
orneklerden elde edilmistir. Sekans analizleri sonucunda elde edilen izolatlarin
Japon, Tayvan ve Cin anakara izolatlartyla %100 benzerlik gdsterdigi belirlenmistir.
Bu ¢alisma ile Cin’de kavun bitkisinde Criniviriis cinsinin iiyesi olan CCY'V ilk kez

rapor edilmistir (Zeng vd., 2011).

2009 yilinda Sudan’daki agik tarla ve seralardaki kavunlarin ¢cogunda ve hiyarlarin
yaklasik %80’inde CCYV simptomlarina benzedigi goriilmiistiir. Tiim 6rneklerden
Hsp70 geninin bir 353 bp lik DNA fragmenti, RT-PCR ile amplifiye edilmistir. ki
PCR firiiniintin direkt sekanslama analizleri sonucunda Asya CCYV izolatlan ile
%99-100 benzerlik oldugu goriilmiistiir. Kilif protein bolgesinden edilen 760 bp’lik
tirtiniin sekans analizleri sonucunda tiim Asya izolatlar1 ile %99 oraninda 6zdeslestigi
belirlenmistir. Bu ¢alisma ile Sudan’da CCY'V ilk kez rapor edilmistir (Hamed vd.,
2011).

2008 yilinda Cin’in Shanghai bolgesinde bulunan seralardakisarilik belirtisi gosteren
simptomatik kavun, karpuz ve hiyarlarda toplanan yaprak 6rneklerinde Criniviriis ve
Closteroviriis cinsine spesifik bir ¢ift dejenere primer; F-5'-GGNTTAGANTTC
GGNACNAC-3" and R-5-TCAAANGTNCCNCCNCCNAA-3’" ile Hsp70 geninin
636bp’lik kism1 amplifiye edilmistir. Bu ¢alisma ile CCYV Cin’de ilk kez rapor
edilmistir (Gu vd., 2011).

2009 yilinda Tayvan’da kavun, hiyar, balkabagi (Cucurbita moschata Duchesne),
karpuz, su kabagi (Lagenaria siceraria (Molina) Standl.) bitkilerinde hastalikli
bitkiler ile iliskili olarak genis beyazsinek populasyonlart gozlenmistir. RT-PCR
caligmalarinda beyazsineklerin Giimiisi yaprak beyazsinegi (Bemisia argentifolii)
oldugu belirlenmistir. CCY V’ne spesifik primerler kullanilarak gerceklestirilen RT-
PCR c¢aligmalarinda 389bp lik kisim ¢ogaltilmistir. Bu g¢alisma ile Tayvan’daki
kabakgil tiretim alanlarini tehdit eden bu yeni virilisin CCYV oldugu saptanmistir

(Huang vd., 2010).
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2012 yilinda Hindistan, Pakistan ve Banglades kaynakli 51 adet kavun ornegi
Crinivirus cinsinde yeni ortaya c¢ikan bir tir olan CCYV direnci agisindan
degerlendirilmistir. CCYV, Bemisia tabaci biyotip Q kullanilarak asilanmustir. JP
138332, JP 216154, JP 216155, JP 216751 ve JP 91204 hi¢ veya hafif simptomlar
gostermistir ancak CCYV inokiile edilmemis {ist yapraklardan ters transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile viriis tespit edilmistir. Ozellikle, JP
138332, CCYV i¢in umut verici bir direng¢ 6zelligine sahip bulunmustur (Okuda vd.,
2013)

2011-2012 yillarinda iran'n en &nemli kabakgil iiretilen bolgelerindeki hryar
seralarinda ve agikta yetistirilen hiyar, kabak ve kavun hiyar seralarindan alinan 347
hiyar yaprak 6rneginin 170 adedinin CCY'V ve 65 adedinin ise CYSDV ile enfekteli
oldugunu gostermistir. Ayrica 45 drnegin her iki viriis ile karigik enfekteli oldugu
belirlenmistir. CCYV ve CYSDV'lerinin varligt DAS-ELISA testi pozitif 18 6rnekle
yapilan RT-PCR calismalariyla dogrulanmistir. RT-PCR’da CYSDV i¢in Hsp70
geninin 460 bp lik fragmentinin amplifikasyonunda CCYV i¢in iseHsp70 geninin
462bp lik bir fragmentinin amplifikasyonunda spesifik primerleri kullanilmistir.
Beklenen seviyedeki DNA fragmentleri 18 6rnegin 11'inden elde edilirken saglikli
kontrolde herhangi bir bant olusumu goriilmemistir. Segilen ii¢ izolatin sekanslama
caligmalar1 ve filogenetik analizleri en yiiksek oranda benzerligin (%94 niikleotid,
%98 aminoasit) Asya CCYV izolatlar1 ile oldugunu gostermistir. Yapilan ¢alismalar
kabakgil tiretimin yapildigi alanlarda vektor Bemisia tabaci'nin varliginda viriisiin
yayllma ihtimalini gdstermektedir. Bu ¢aligma ile Iran'da varligi ortaya konan
CCYV'niin beyazsinek populasyonun artisiyla kabakgil iiretiminde ciddi bir tehdit
olusturdugu ifade edilmistir (Bananej vd.,2013).

Yunanistan’in Rodos adasinda hiyar ve kavun bitkilerinde 6rnekleriCYSDV, CCYV,
BPYV ve CABYYV viriisleri yoniinden test edilmistir. CCY'V igin iki basamakli RT-
PCR metodu gelistirilmistir. Tiim oOrneklerde CCYV belirlenmistir. CCY V’nin
varhigini dogrulamak i¢in bir adet hiyar izolatinin CC-HSP-up/CC-HSP-do ve CC-
RdRp-up/CC-RdRp-do primerleri kullanilarak 1s1 sok proteini (Hsp70) ve RNA
bagimli RNA polimeraz geninin (RdRp) sekansi ¢ikarilmigtir. BLAST analizi ile

¢ikarilan sekanslarin sirasiyla Liibnan'daki salatalik CCY'V izolatlarinin Hsp70h ve
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RdRp'leriyle (KC990511 ve 22) %99 ve %100oraninda benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. Bu ¢alisma ile CCYV Yunanistan’da ilk defa tespit edilmistir (Orfanidou
vd., 2014).

Abrahamian vd., (2012) tarafindan son yirmi yilda, beyaz sinekler tarafindan
nakledilen Crinivirus cinsindeki CCYV ve CYSDV’lerin Liibnan'daki hiyar
seralarinda karigik enfeksiyonlar halinde ve yiiksek oranlarda gorildiigi
bildirilmistir. CYSDV’niin tek infeksiyonlarda, mevsim ve ¢esite bagli olarak
sirastyla bitki biiyiimesinde %25 -%62 ve verimde %52-%63 arasinda degisen
biiyiik diisiislere neden oldugu bildirilen ¢alismada CCYV’niin ise biiyiimede %10 -
%33 oranlarinda ve meyve sayisinda %10-%12 azalmaya neden olarak daha az
siddetli bir etki gosterdigine dikkat ¢ekilmistir. Tek ya da ikili infeksiyonlarda ortaya
¢ikan sarilik simptomlar: birbirine benzerlik gostermistir. Arastiricilarin yiriittigi
RT-PCR ¢alismalarinda CCY'V 1s1 sok proteinine (Hsp70h)(CCYV-HSP-F1/CCYV-
HSP-R1)ve kilif proteine (CP) spesifik primer giftleri (CCYV-CPs/CCYV-CPas)
yardimiyla beklenen seviyede (462 bp ve 725 bp) bantlar elde edilmistir. Piirifiye
edilen amplikonlarin sekans analizleri sonucunda ¢alismada elde edilen Hsp70 ve CP
genlerinin Japon CCYYV izolatlariyla yiiksek oranda homolog oldugu goriilmiistiir.
Bu calisma ile Akdeniz Bolgesi’nde ve Liibnan’davarhigi ilk kez rapor edilen
CCYV’nin muhtemelen komsu iilkelerde de bulundugunu ancak heniiz rapor
edilmedigini bildiren arastiricilar beyazsinekle hizli bir sekilde tasman bu yeni
viriislerin, Akdeniz bolgesi ve Avrupa'daki kabakgil iiretiminde ciddi bir tehdit

olusturdugunu ifade etmislerdir (Abrahamian vd., 2012).

2016 yilinda, Cin Hainan'da enfekteli yapraklarda ¢ok sayida B. tabaci bulunan
domates ve salatalik bitkilerinin enfekteli yapraklarinda sirasiyla %69,8 ve %62,6
oraninda kloroz belirtisi goriilmiistiir. Molekiiler tanimlamalara dayanarak, Q
biyotip, sirasiyla domates ve salatalik bitkilerinde %65.0 ve %55.0'lik bir virulens
orani ile belirlenmistir. ToCV ve CCYV'nin insidans dinamiginin, domates ve
salatalik iretim alanlarinin  yakininda yaygin olarak bulunan yabanci ot,

Alternanthera philoxeroides ile yakin iliskili oldugu gosterilmistir (Tang vd. 2017).

Shakeel vd., (2018) tarafindan yapilan bir ¢aligmada cesitli seralardan toplanan
beyazsineklerin, RT-PCR c¢alismalar1 ile Bemisia tabaci oldugu belirlenmistir.
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CCYV’niin beyazsinekle tasima ¢alismalari, tek bir beyazsinegin bile viriisii saglikli
fidelere iletmek icin yeterli oldugunu gostermistir. Vektoriin, virlisii basariyla
nakletmek icin 90 dakikalik bir siireye gereksinim duydugu veviriisii 6 glin boyunca
biinyesinde tastyabildigi belirlenmistir. B. tabaci tarafindan CCYV kazanimi
acisindan inokulum kaynagi olarak hiyar ve Datura stramonium’un etkinligi
karsilagtirildiginda, hiyarin D. stramonium'dan daha etkili bir kaynak oldugunu

ortaya koymustur.

2.4. Ulkemizde Kabakgil Viriisleri Uzerinde Yapilan Cahsmalar

Ulkemizde kabakgil iiretim alanlarinda birgok viral etmen saptanmistir.Kabakgil
tiretim alanlarinda ZYMV, CMV, SqMV, PRSV-W, Melon necrotic spot virus
(MNSV), WMV1 ve WMV2 bulundugu rapor edilmistir (Nogay, 1983; Yilmaz ve
Davis, 1985, Ertung, 1992; Yilmaz vd., 1992; Citir vd., 1998; Sevik ve Arli-Sokmen,
2001; Bostan vd., 2002); Caglar ve Yilmaz, 2002; Yardimci ve Korkmaz,
2004;Kokli ve Yilmaz, 2006). Arastirmalarda bu virlis hastaliklariin bitkilerde
gelisme geriligine, siddetli infeksiyonlarda anormal meyve ve yesil aksam
olusumuna yol ac¢tigi, hatta meyve olusumunu tamamen engelleyebildigi ifade
edilmistir. Cukurova Bolgesinde kabakgil familyas: bitkilerine zarar veren viriis
hastaliklarindan farkli olarak kavun, karpuz ve hiyar bitkilerinde damar acilmasi,
damar sararmasi, ciicelesme, sar1t mozayik ve iirlinde onemli miktarda azalmaya
neden CVYV viriisii tespit edilmistir (Yilmaz vd., 1992). 2000 ve 2001 yillarinda
cesitli tohum sirketlerinden toplanan kabak, kavun ve salatalik tohum 6rneklerinde
viral patojenlerin varlig1 arastirilmis, yapilan testler sonucunda hiyar tohumlarinin
%36,8, kavun ve kabak tohumlarimin %18,5 oraninda CMV ile enfekteli oldugu
belirlenmistir. Ayrica hiyar tohumlarinin % 36,8 CGMMYV, kabak tohumlarinin
%18,5 oranlarinda SqMV ile enfekteli oldugu belirtilmistir. Ayrica, bir kavun
tohumu 6rneginde TRSV tespit edilmistir (Giimiis vd., 2004).

1991 yilinda Adana ve igel, izmir, Manisa, Afyon ve Konya illerinden; hiyar, yazlik
kabak, kislik kabaklar, karpuz, kavun, lif kabag1, su kabagi1 ve acurdan olugmak iizere
toplam 76 adet bitki orneginde DAS-ELISA testleri ile ZYMV, WMV-2, CMV,

CABYYV, PRSV-W viriislerinin varlig1 test edilmistir. Bunun yaninda séz konusu
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calisma bolgelerinde en yaygin viriisin ZYMV oldugu ortaya c¢ikarilmistir. Bu
calisma ile CABY'V iilkemizde ilk kez rapor edilmistir (Y1lmaz vd., 1992).

Diyarbakir’daki karpuz iiretim alanlarin1 kapsayan calismada, indikator bitkiler ve
DAS-ELISA yontemi kullanilarak, alinan 6rnekler ZYMV, CMV, WMV-2, SQMV,
PRSV ve CABYYV viriislerine karsi testlenmistir. Testler sonucunda bahsedilen
viriislerin timiiniin varlig1 tespit edilmistir. Alinan 6rneklerde en ¢ok ZYMV’nin

bulundugunu bunu WMV-2 ve CMV nin takip ettigi belirlenmistir (Oztiirk, 2000).

Gaziantep ili kabakgil ekim alanlarinda sorun olan viral etmenleri ortaya koymak
icin 2004 yilinda gerceklestirilen ¢alismada toplanan Ornekler DAS-ELISA
yontemiyle CMV, CABYV, ZYMV, ToMV, PVX, PVY, PMMV ye Kkarsi
testlenmistir. Yapilan testler sonucunda 56 6rnekten 10 tanesinin bir veya daha fazla

viriisle bulagik oldugu ortaya konulmustur (Dag, 2005)

Ulkemizin Trakya Bélgesinde yetistirilen karpuz ve kavun ekim alanlarinda bulunan
kabakgil virtislerinin arastirildigi bir ¢alismada 17 kavun ve 19 karpuz tarlasindan
toplanan 502 6rnek 7 viriis agisindan ELISA testine tabi tutulmustur. Sonug olarak,
testlenen 502 6rnegin 333’tinde viral infeksiyon saptanmustir. Testlenen 6rneklerde
virislerin bulunma oranlar;; ZYMV (%45.5), WMV-2 (%34.2), CMV (%19.9),
PRSV-W (%2.1), SQMV (%1.8) ve MNSV (%0.4), kavun orneklerinde ise ZYMV
(%40.3), WMV-2 (%31.2), CMV (%7.2), PRSV-W (%2.3), SQMV (%0.5) ve MNSV
(%1.8) olarak belirlenmistir (Koklii ve Yilmaz, 2006).

2004 yilinda Gaziantep ili ve ilgelerinde alinan 56 adet bitki 6rneginde CABYYV,
ZYMV, ToMV, PMMV, PVX ve PVY viriislerinin bulasiklik durumuna bakilmustir.
DAS-ELISA metodu ile 20 6rnek CMV, 22 6rnek ZYMV ve 3 6rnekte PVY ile
enfekteli bulunmustur (Ozaslan vd., 2006).

Yardimer ve Ozgénen (2007) Isparta’dan alinan 30 adet helvaci kabagi, 14 adet
kavun, 20 adet acur, 56 adet hiyar, 64 adet kabak ve 16 adet karpuz olmak iizere
toplam 200 yaprak orneginin ELISA testleri sonucunda 94 bitkinin CABYYV ile

enfekteli oldugunu belirlemislerdir.
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Adana ve Mersin illerinde, 2008-2010 yillarinda 18 ilgeden toplanan kabakgil
ornekleri, CMV, CABYV, Papaya ringpot viriisii (PRSV), Kabak mozaik viriisii
(SgMV), ZYMV ve WMV yoniinden test edilmistir. DAS-ELISA yoOntemiyle test
edilen viriisler i¢in 485 ornekten 449'u pozitif bulunmus; Adana'da 350 ornekten
327'si ve Mersin'de 135 Ornekten 122'si en az bir viriis ile enfekteli bulunmustur.
Adana Mersin ilindeki tim ornekler CABY i¢in negatif bulunmustur. Tirk ZYMV
izolatlarinin Sekans analizleri, Avrupa, Afrika, Orta Dogu, Hint Yarimadasi ve
Giliney Amerika'dan gelen izolatlar dahil olmak iizere diinya capinda en yaygin

ZY MV molekiiler kiimesine ait oldugunu gostermistir (Kamberoglu vd., 2016).

2013 yilinda Diyarbakir ve Mardin illerinde 160 kabakgil 6rneginin DAS-ELISA
testleri sonucunda 96 6rnekte WMV  (%60.00), 63 6rnekte ZYMV  (%39.38),
696rnekte CMV (%43.13), 26 6rnekte CABYV (%16.25) ve 34 ornekte PRSV
(%21.25) enfeksiyonlari belirlenmistir. Bunlardan 11’inin CMV, 24’{iniin WMV ve
3’tintin ZYMV ile tek enfekteli oldugu, geriye kalan 6rneklerin ise birden ¢ok virtisle

karisik enfekteli oldugu saptanmistir (Kizmaz vd., 2016).

Mersin ilinde 2016 yilinda, bakla {iretim alanlarinda geng yapraklarda kloroz ve yash
yapraklarda sararmaya neden olan ve poleroviriis ile enfekteli oldugu diisiiniilen 36
adet bitkiye yapilan DAS-ELISA testi sonucunda 26 adet drnek pozitif bulunmustur.
Poleroviriis genomunun 1.1kb'lik bir kismi, genel poleroviriis primer ¢ifti Pol-G-F ve
Pol-G-R kullanilarak RT-PCR metodu ile amplifiye edilmistir. PCR driinleri
sekanslart BLAST analizine tabi tutularak poleroviriis tiirleri belirlenmeye
calistlmistir. RARp'nin 473 niikleotidlik baz dizisi iran'dan gelen bir hiyar CABYV
izolat1 ile % 98 niikleotid 6zdesligi gostermistir. Bu CABY V'nin bakla bitkisinde
tespit edildigine dair lilkemizde ve diinyada tek rapordur (Buzkan vd. 2017).

Yukaridaki kaynaklardan goriildiigii iizere Ulkemizde gesitli kabakgil viriisleri ile
ilgili ¢esitli calismalar olmakla birlikte sarilik viriislerine yonelik olarak yiiriitiilen
calisma sayist oldukca sinirlidir. Bunun yaninda 6zellikle ortiialt1 kabakgil tiretiminin
yogun olarak yapildigi Antalya ili ve ilgelerinde kabakgil bitkilerinde 6nemli
derecede zarara yol agan ve vektorlerle taginmasi nedeni ile ¢ok hizli bir sekilde

yayilan sarilik virlisleri ile ilgili olarak ¢ok az sayida g¢aligma bulunmaktadir.
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Kabakgil viriisleri ile ilgili olarak Antalya ilinde yapilan ¢aligmalar asagida kisaca

Ozetlenmistir.

2012 yilinda Topkaya ve Ertung (2012) tarafindan Ankara ve Antalya illerindeki
kabakgil tiretim alanlarindan elde edilen simptomatik kabakgil bitkilerinde ZYMV,
CMV, WMV-2, CGMMV, PRSV-W ve SgQMV’nin varligt DAS-ELISA testleri ile
arastirtlmistir. Ankara Orneklerinde test edilen tiim virtislerin mevcut oldugu,
ZYMV, CMV ve WMV-2 viriislerinin ise Antalya ilinde yaygin bulunmustur.
WMV-2 ve ZYMV lerinin, her iki ilde de yaygin viriisler oldugu bildirilmistir.

Adana, Mersin ve Antalya illerinde Ortiialti kavun ve hiyar bitkilerinde sararma ve
damarlagsmaya neden olan ve Bemisia tabaci ile tasinan zararli organizmalari
belirlemek amaciyla 2010-2011 yillarinda yapilan ¢alismada bitki 6rnekleri BPY'V,
CABYV, CYSDV ve CVYYV viriisleri yoniinden test edilmistir. CYSDV, DAS-
ELISA ve RT-PCR yontemi ile diger viriisler ise RT-PCR yontemi ile testlenmistir.
Yapilan RT-PCR calismasi ile belirtilere neden olan organizmalarin CVYV ve
CYSDV oldugu saptanmistir. 134 kavun 6rneginin 63 adedi CYSDV ve 24 adedi
CVYV ile bulasik olarak bulunmustur. 110 hiyar 6rneginin 82 adedi CYSDV, 12
adedi CVYYV ile enfekteli bulunmustur. Vektorler PCR ile test edildiginde B. tabaci
biotip B (%92) etkin bir sekilde viriisii tasimis, fakat Q biotip (%8) viriisii zayif bir
sekilde transfer etmistir. DNA fragmentleri sekanslanarak CVYV ve CYSDV
ornekleri Israil, Amerika ve Ispanya izolatlari ile kiyaslanmistir. CYSDV”’ iin %96,
CVYV’iin %95 oraninda Israil, Amerika ve Ispanya izolatlari ile kilif protein

genlerinin 6zdeslestigi sonucuna varilmigtir (Fidan vd., 2012).

2014-2015 yillart arasinda Antalya ili ve ilgelerinde ortiialtt hiyar ve kabak iiretim
alanlarinda ZYM, PRSV, SqMV ve CMV’niin DAS-ELISA ile arastirildigi bir
calismada, 455 6rnegin 346 adedinin de (%76) bu viriislerden biri ve daha fazlasiyla
enfekteli oldugu belirlenmistir (Cat vd., 2016).

2016'da Antalya'da ii¢ hiyar serasinda BPYV, CYSDV ve CCYV belirtisini andiran
30adet bitki 6rneginin RNA's1 elde edilerek RT-PCR yontemi ile BPYV, CYSDV ve
CCYYV yoéniinden taranmistir. 15 6rnek CYSDV, 21 6rnek CCYV ve 6 ornekte her
iki virlis ile bulagik olarak bulunmustur. CYSDV Tiirkiye'de bilindiginden,
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CCYV'nin 2 izolatimin RdRp boélgesi sekanslanmis ve yapilan BLAST analizi
sonucunda Japonya'dan bir CCYV izolati ile % 99 benzerlik gosterdigi belirtilmistir.
Daha sonrasinda Bemisia tabaci biotype Q tarafindan tasima deneyleri yapilmus,
inokiilasyondan 3 hafta sonra RT-PCR ile CCYV inokiile edilmis 5 bitkiden 41
bulasik olarak bulunmustur. Bilindigi kadariyla bu calisma CCY V'nin Tiirkiye'deki
ik tespitidir (Orfanidou vd., 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calisma bolgesi hakkinda bilgi

Bu ¢alisma 2015 ve 2016 iiretim sezonu sliresince Ortiialt1 iiretiminin yogun olarak
yapildig1 Antalya ili sahil ve yayla ilgelerinde Ortlialti1 hiyar, kabak ve kavun iiretim

alanlarinda yiirtitiilmiistir.

3.1.2. Viriis ile enfekteli kabakgil bitki materyalinin temini

Antalya ili ve ilgelerinde hiyar, kabak ve kavun yetistiriciliginin yogun olarak
yapildigi ilgelerde 2015 ve 2016 yillarinda ortiialtt iiretim alanlarinda surveyler
yapilmistir. Surveyler sirasinda Sarilik belirtisi sergileyen ve viriisle bulasik oldugu
diistiniilen sakiz kabagi (Cucurbita pepo L.), hiyar (Cucumis sativus L.) ve kavun
(Cucumis melo L.) bitkilerinden yaprak ornekleri alinmistir. Seralarda 6zellikle alt
yapraklarda sarilik, damarlararasi klorotik beneklenme, parlak sar1 renk olusumu ya
da siddetli sararma tipinde simptom gosteren kabakgil yapraklar1t ve bunlarin
lizerinde bulunan yaprak bitleri ile beyazsinekler ¢alismanin materyalini
olusturmustur. Calismada iiretim deseni ve miktar1 dikkate alinarak 281 adet hiyar,
95 adet kavun ve 84 adet kabak olmak iizere toplam 460 bitki yaprak Ornegi

alinmistir.

3.1.3. Serolojik testlerde kullamilan materyaller

Serolojik testlerden TAS-ELISA ve DAS-ELISA testleri; Isparta Uygulamali
Bilimler Universitesi, Tarim Bilimleri ve Teknolojileri Fakiiltesi, Bitki Koruma
Bolimi Fitopatoloji Laboratuarinda yiirtitiilmiistiir. ELISA ¢alismalarinda materyal
olarak tiretim alanlarindan toplanan bitki 6rnekleri kullanilmistir. Sarilik hastaligi
belirtileri gosteren kabakgil bitkilerinin yapraklart CCYV ve CYSDV icin DAS-
ELISA ve CABYV icin TAS-ELISA yontemi ile testlenmislerdir. Serolojik testler
Clark ve Adams (1977)’in o6nerdigi sekilde yiritilmistir. CABYV ve CCYV
ELISA kitleri DSMZ (Leibniz-Institut, DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) adli firmadan, CYSDV ELISA Kiti ise
Loewe (Biochemica GmbH, Miihlweg 2a, D-82054 Sauerlach, Germany)firmasindan
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temin edilmistir. Ornekler yiiklenirken referans olarak kitler igerisinde bulunan
pozitif ve negatif kontrol ornekleri kullanilmistir. ELISA c¢alismalarinda
mikropipetler, pipet uclari, ekstraksiyon posetleri ve 6rneklerin absorbans degerlerni

O0lcmek Versamax marka ELISA okuyucusundan yararlanilmistir.

3.1.4. Molekiiler ¢alismalarda kullanilan materyaller
3.1.4.1. Total RNA ekstraksiyonu calismalarinda kullanilan materyaller

Total RNA’larin elde edilmesi ¢alismalarinda, DAS-ELISA testinde pozitif sonug
veren absorbans degeri yliksek olan bitkilerin 6rnekleri kullanilmistir. Ekstraksiyon
islemi sirasinda GeneAll firmasindan temin edilen Ribospin™ Plant Ekstraksiyon
kiti, steril havan, havaneli, mikro pipetler, pipet uglar, Kern, Sohn Gmbh-Abj 220-
4M markal1 terazi, Hettich Zentrifugen Universal 32R marka sogutmal1 santrifiijden

yararlanilmistir.

3.1.4.2. RT-PCR testlerinde kullanilan materyaller

Daha onceden total RNA ekstraksiyonu yapilmis olan drneklerden tek asamali RT-
PCR sentezi ger¢eklestirilmistir. Bu amagla GeneAll firmasindan temin edilen One-
step RT-PCR master mix kiti, Sigma marka santrifiij ve Eppendoft (miniSpin plus)
marka vorteks, Roche marka thermocycler, mikropipetler ve pipet uclari ve 0,2

ml’lik RNase free eppendorf tiipleri kullanilmistir.

RT-PCR testlerinde; Reverse Transcriptase, Taqg DNA polimeraz, dNTPs (mixture),
reaksiyon bufer (2.5 mM MgCl,), stabilizér ve Rnase onleyici igeren One-step RT-
RT-PCR master mix kiti, total RNA ve RNA’in hedef bolgesine spesifik forward ve

reverse oligoniikleotid primerler (Alpha DNA) ve saf su kullanilmistir.

3.1.5. Agaroz jel elektroforez calismalarinda kullanilan materyaller

Agaroz jel elektroforez galismalarinda kontrol edilecek olan materyal olarak total
RNA ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ilgili viriislere ait RNA’lar ile RT-PCR

calismalar1 sonucunda ¢ogaltilan DNA kullanilmaistir.
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Caligmada, Thermo model jel -elektroforez diizenegi, Consort E861 marka
giickaynagi, orneklerin ve jellerin hazirlanmasinda ve boyanmasinda kullanilan
kimyasallar ve Genesta markali DNA Ladder (100 bp) materyal olarak kullanilmistir.

Jellerin fotograflar1 Caution marka jel goriintiileme cihazinda ¢ekilmistir.

3.1.6. Dizi belirleme ve BLAST analizi calismalarinda kullanilan materyaller

ELISA ve RT-PCR c¢aligmalar1 sonucunda elde edilen CABYV, CCYV ve
CYSDV’iine ait izolatlar DNA dizi belirleme calismalarinda kullanilmistir. Bu
amagla; farkli ilce, tliriin ve iiretici dikkate alinarak CABYV’den 10 adet, CCYV’den
6 adet ve CYSDV’den 10 adet izolat se¢ilmistir. DNA dizi belirleme islemi Sentegen

firmasina hizmet alimi1 seklinde yaptirilmistir.

3.1.7. Filogenetik analiz ¢calismalarinda kullanilan materyaller

Filogenetik analizler i¢in Sentegen firmasina hizmet alimi seklinde yaptirilan sekans
analizleri sonucu elde edilen DNA dizilerinden sekans okumalar1 temiz olan 5 adet
CABYYV, 1 adet CCYV ve 10 adet CYSDV izolat1 kullanilarak diinyanin farkl
tiretim bolgelerinden elde edilen izolatlarin Gen Bankasinda bulunan ayni gen
bolgeleriyle niikleotid dizilerinin ¢oklu karsilastirmalart sonucu soy agaci

olusturularak, izolatlarin yakinlik dereceleri ve genetik iligkileri ortaya konulmustur.

3.2. Yontem
3.2.1. Siirvey ¢calismalar1 ve 6rneklerin alinmasi

Aragtirma alant Antalya’daki tarimsal kurum ve kuruluslardan alman bilgiler
dogrultusunda ortiialt1 kabak, kavun ve hiyar yetistiriciliginin en yogun yapildig:
ilgelerden olusmustur. Bu baglamda siirveyler Aksu, Alanya, Elmali, Gazipasa,
Kumluca ve Serik’te 2015- 2016 yillarinda yazlik ve giizliikk iiretim sezonunda
gerceklestirilmistir (Sekil 3.1). Bu ilgelerdeki seralarda sararma belirtisi sergileyen
bitkilerden alinan yaprak ornekleri, {izerinde 6rnegin alindigi yer, bitki tiirti, bitki
¢esidi, iiretici ismi ve tarih yazilarak numaralandirilmis plastik torbalar igerisine
konularak buz kutusunda laboratuvara getirilmistir. Ornekler serolojik ve molekiiler

calismalarda kullamlincaya kadar -20°C’deki derin dondurucuda muhafaza
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edilmistir. Ayrica, sarilik belirtileri gosteren bitkiler iizerinde goriilen yaprak bitleri
ve beyazsinekler, icerisinde %70’lik etil alkol bulunan kiigiik siselere yumusak uclu
firga yardimiyla alinarak laboratuvara getirilmistir. Yaprak bitlerinin tiir teshisleri
Ankara Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirliigiinde gorev yapan Dr.
Isil OZDEMIR tarafindan, beyazsineklerin teshisleri ise Isparta Uygalamali Bilimler
Universitesi Bitki Koruma Béliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ismail KARACA

tarafindan yapilmistir.

Antalya ili

Sekil 3. 1. Hiyar, kabak ve kavun 6rneklerinin alindigi ilgeler

Sarilik belirtisi sergileyen kabakgil (kabak, kavun ve hiyar) bitkilerinden toplam 460
adet siipheli bitki 6rneginin 281 adetini hiyar, 95 adetini kavun ve 84 adetini de
kabak yaprak 6rnegi olusturmustur (Cizelge 3.1).

Cizelge 3. 1.Calismada kullanilan 6rneklerin alindigi ilgeler ve alinan 6rnek sayisi

iLCE HIYAR KAVUN KABAK TOPLAM
AKSU 15 0 84 99
ALANYA 86 0 0 86
ELMALLI 4 0 0 4
GAZIPASA 48 0 0 48
KUMLUCA 19 95 0 114
SERIK 109 0 0 109
TOPLAM 281 95 84 460
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Arazi ¢aligmalari1 sirasinda toplanan ve derin dondurucuda muhafaza edilen hiyar,
kavun ve kabak bitkilerinin 6rneklerine CABYV i¢in TAS-ELISA ve CCYV le
CYSDV igin DAS-ELISA testleri uygulanmistir. ELISA testlerinde pozitif deger

veren Ornekler RT-PCR caligsmalarinda kullanilmistir.
3.2.2. ELISA testlerinin uygulanmasi

3.2.2.1. DAS-ELISA testinin uygulanmasi

Yaprak orneklerinin CCYV ve CYSDV ile bulasiklik durumu ortaya belirlemek
amactyla DAS-ELISA calismalar yiiriitiilmiistiir (Sekil.3.2). Ornekler yiiklenirken
referans olarak kitler icerisinde bulunan pozitif ve negatif kontrol Ornekleri
kullanilmistir. DAS-ELISA testleri asagidaki sekilde uygulanmistir (Clark ve Adams,
1977).

1.Kaplama tamponu ile 1:200 oraninda sulandirilarak hazirlanan viriise 06zgi
poliklonal antikor, ELISA pleytinin her bir kuyucuguna 100’er pl ilave edilerek + 4

°C’de tiim gece inkubasyona birakilmistir.

2. inkubasyondan sonra yikama tamponu (PBS-TweenBuffer) ile tiim ¢ukurlar 3 kez
yikanmustir. Pleytler hizli bir sekilde ters gevrilerek bosaltilmis ve 8-10 katli kurutma

kagidi lizerine vurularak kurumasi saglanmistir.

3. Daha once 5 gram yaprak dokusu ve 10 ml genel ekstraksiyon tampon soliisyonu
ile ezilerek hazirlanarak ependorf tiiplerine aktarilmis olan ornekler altalta gelecek
sekilde her iki ¢ukura 100’er pl olarak konulmustur. Pleytler + 4°C’de tiim gece

inkubasyona birakilmistir.
4. Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile tiim ¢ukurlar tekrar 3 kez yikanmustir.

Orneklerin birbirine karismamasi igin pleyt hizli bir sekilde ters cevrilerek

bosaltilmis ve 8-10 katl kurutma kagid1 iizerine vurularak kurumasi saglanmaigstir.
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5. Bu kez konjugat tamponu (ECI Buffer) 1:5 ve konjugatlar (Alkaline fosfataz
enzim konjugati) ise 1:200 oraninda sulandirilarak hazirlandiktan sonra her bir

cukura 100 pl ilave edilerek 37 -C’de inkubasyona birakilmustir.

6. Inkubasyondan sonra ytkama tamponu ile tiim ¢ukurlar 3 kez yikanmistir. Yikama
tamponu 3 dakika siireyle ¢ukurlarda bekletilmis ve pleyt hizla ters g¢evrilerek

bosaltilmig ve 8-10 kurutma kagidi tizerine vurularak kurumasi saglanmaistir.

7.Her bir cukura substrat tamponu ile taze olarak hazirlanan substrattan (P-
nitrophenlyphosphate) 100 ul ilave edildikten sonra oda sicakliginda karanlikta

inkubasyona birakilmistir.

8. Inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyonu durdurmak i¢in her bir ¢ukura 50 pl 3 M

NaOH ilave edilmistir.

9. Ilk okuma 30 dakikalik siirenin sonunda Ikinci okuma ise 60 dakika sonra
gerceklestirilmistir. Ol¢iimler VersaMax marka ELISA okuyucusunda 405 nm dalga
boyunda yapilmistir.

3.2.2.2. TAS-ELISA testinin uygulanmasi

Yaprak orneklerinin CABY'V ile bulagiklik durumunun arastirilmasi amaciyla TAS-
ELISA c¢alismalar1 gerceklestirilmistir. TAS-ELISA testleri {iretici firmanin Onerisi
dogrultusunda ve bazi modifikasyonlar ile asagidaki sekilde gercgeklestirilmistir.
Ornekler yiiklenirken referans olarak kitler icerisinde bulunan pozitif ve negatif

kontrol 6rnekleri kullanilmistir.

1. ELISA pleytinin kuyucuklar1 virlislere Onerilen oranlarda seyreltmeden sonra

spesifik antikor ile kaplanarak 37 °C de 2- 4 saat bekletilmistir.

2. ELISA pleytinin kuyucuklart yikama tamponu (PBS Tween Buffer) ile 2 kez

yikandiktan sonra kurutma kagid1 lizerine vurularak temizlenmistir.
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3. Daha o6nceden ezilen ve ependorf tiiplerinde bekleyen drnekler her cukura 200’er

ul olacak sekilde ilave edilmis ve +4°C de 1 gece bekletilmistir.

4. Ertesi giin 6rnekler 3 kez yikama tamponu ile yikanmaistir.

5. Yikama isleminin ardindan ¢ukurlara 6nerilen oranda Konjugat Buffer icerisinde

seyreltilmis 200 ul MADb eklenmistir.

6. Pleytler 37 °C de 2- 4 saat siireyle inkiibasyondan sonra 2 kez yikama tamponu ile

yikanmistir.

7. Bu kez konjugat buffer icerisinde 1:1000 oraninda seyreltilen RAM-AP’den 200

ul her bir ¢ukura eklenmistir.

8. Ornekler 1 saat siireyle 37 °C de inkiibasyona birakildiktan sonra 2 kez yikama

tamponu ile yikanmistir.

9. Her bir ¢ukura yeni hazirlanmig olan substrattan (1 mg/ ml para-nitrophenyl-

phosphate in substrate buffer) 200 pl ilave edilmistir.

10. Pleytler 37°C’de 30-60 dakika inkiibe edildikten sonra 405 nm absorbans
degerinde spektrofotometrik &lgiimler yapilmistir. Olgiimler VersaMax marka

ELISA okuyucusunda 405 nm dalga boyunda yapilmistir.

Siirveyler sirasinda sararma belirtisi gosteren bitkilerden elde edilen 460 adet bitki
yaprak orneginin tamamina ELISA testleri uygulanmistir. CYSDV ve CCYV ig¢in
uygulanan DAS-ELISA ve CABY'V i¢in uygulanan TAS-ELISA testlerinde viriislere
spesifik antiserumlardan yararlanilmistir. Her pleytteikiser adet pozitif ve negatif
kontrol bulunmasina dikkat edilmistir. Degerlendirme asamasinda negatif kontroliin
iki ve iki katindan fazla absorbans degerine sahip Ornekler pozitif olarak kabul

edilmistir ( Stellmach,1985).
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Sekil 3. 2. ELISA ¢aligmalarinin agamalar1

3.2.3. Molekiiler calismalar
3.2.3.1. Total RNA (TRNA) ekstraksiyonu

Kabak, hiyar ve kavun yaprak Ornekleri ile yapilan TAS ve DAS-ELISA testleri
sonucunda CYSDV, CCYV ve CABYYV ile bulasik oldugu belirlenen 6rneklerden
RT-PCR calismalarinda kullanilmak lizere TRNA ekstraksiyonlari
gerceklestirilmistir. Bu amagla ELISA testlerinde yiiksek absorbans degeri veren

ornekler tercih edilmistir. Yaprak Orneklerinden TRNA izolasyonunda Geneall
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firmasindan temin edilen Ribospin TM Total RNA Izolasyon Kiti kullanilmustir.

TRNA calismasi asagida belirtilen sekilde yiiriitilmiistiir.

1.

10.

11.

100 mg yaprak doku 6rnegi sivi azot icerisinde ezilerek 1,5 ml lik mikrofiyj

tiipline aktarilmistir.

1.5 ml mikrosantrifiij tiipiine 350 pl tampon RPL eklenerek kuvvetle

vortekslenmistir.

Oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edildikten sonra karisim EzPure ™ filtresine

aktarilmastir.

Oda sicakliginda 30 saniye boyunca > 10,000 x g'de santrifiij islemini takiben

siipernatant1 yeni bir 1.5 ml'lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir.

Tip i¢ine 350 pl % 70 EtOH eklenerek santrifiij edilmeden pipet ile

karistirildiktan sonra mini spin kolona aktarilmistir.

Oda sicakliginda 30 saniye boyunca > 10,000 x g'de santrifiijlenmistir.

Mini spinkolonuna 500 pl RBW tamponu ilave edilerek oda sicakliginda 30

saniye boyunca > 10,000 x g'de santrifiijlenmistir.

Mini spin kolonun tam merkezine yeni hazirlanmis 70 pul DNase I reaksiyon

karisimi eklenmis, oda sicakliginda 10 dakika beklenmistir.

Mini spin kolona 500 ul RBW tamponu ilave edilerek, 2 dakika beklenmis ve

ardindan oda sicakliginda 30 saniye boyunca > 10,000 x g'de santrifiijlenmistir.

500 pl Tampon RNW eklenen Mini spin kolon oda sicakliginda 30 saniye
boyunca > 10,000 x g'de santrifiijlenmistir.

10. Adim tekrar edilmistir.
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12.  Oda sicakliginda 1 dakika boyunca > 10,000 x g'de santrifiijlenmis, karisim

yeni bir mikrofijj tiipiine aktarilmistir.

13.  Mini spin kolonun ortasina 50 pul RNaz icermeyen su eklenmistir.

14. Oda sicakliginda 1 dakika boyunca > 10,000 x g'de santrifiijlenmistir.

Total RNA izolasyonu ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen RNA’larin varligi agaroz jel
elektroforezile kontrol edilmistir. Total RNA elde edilen 6rnekler, tek asamali RT-

PCR calismalarinda kullanilmistir.

3.2.3.2. RT-PCR cahismalari

RT-PCR c¢alismalarinda, CABYV, CCYV ve CYSDV agisindan DAS-ELISA ve
TAS-ELISA testlerinde pozitif sonug veren ornekler arasindan tek enfeksiyon veren

ornekler kullanilmigtir.

RT-PCR c¢alismalarinda, bu ii¢ sarilik virlisii igin daha Once yapilan literatiir
taramalarinda kullanilan spesifik primerlerden yararlanilmistir. CABYV ve CCYV
icin kilif protein gen bolgesini sentezleyen primer ciftleri; CYSDV igin ise hsp70h
gen bolgesini sentezleyen primer ¢ifti kullanilmistir. Primer sentezleri Sentegen
firmasina hizmet alimi seklinde yaptirilmigtir. Kullanilan primerler ve primerlere ait

baz dizileri Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 3. 2. RT-PCR ¢alismalarinda kullanilan primerler ve baz dizilimleri

Beklenen

Viriis Primer Ad1 Baz Dizisi Gen Bolgesi Bilyiikliik

Kaynak

CABYV-F | 5-GAATACGGTCGCGGCTAGAAATC

CABYV Kassem vd., 2007

Kilif Protein 600 bp
CABVY-R |5-CTATTTCGGGTTCTGGACCTGGC

CYSDV-F | 5-ATGGACATGCCTAACTGTTACTT

CYSDV Boubourakas vd., 2006

Hsp 70 364 bp
CYSDV-R | 5-ATAGCTGCTGCAGATGGTTC

CCYV-F | 5-AGTGATCGCAATCAATAAG

CCYVv Kihf Protein 870 bp Keshavarz vd., 2013 a

CCYV-R 5-GTG ATCACTTGACCATCTC
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RT-PCR c¢aligmalarinin optimizasyonu sirasinda, daha Once bu virlislerle yapilan
caligmalar ve kullanilan RT-PCR Kkiti igerisinde verilen RT-PCR programlari dikkate
aliarak cesitli programlar denenmistir. Optimum baglanma sicakliklar1 gradient RT-
PCR yontemi ile farkli sicakliklar belirlenerek yapilmistir. CABYV ve CYSDYV igin
aynt RT-PCR programi kullaniglmis ve 52°C - 62°C arasi annealing sicakliklari
denenmistir. CCYV igin ise 50°C - 60°C arasindaki annealing sicakliklar
denenmistir. Kullanilan RNA, mix ve primerlerin yogunluklar1 modifiye edilmistir.
Buna gére CABY, CCYV ve CYSDV’leri ile yapilan PCR ¢alismalarinda elde edilen

ve kullanilan optimum RT-PCR kosullart agsagida verilmistir.

Cizelge 3. 3. RT-PCR calismalarinda kullanilan programlar

CABYV CCYyVv CYSDhV

55°C- 1 saat 42°C-30 dakika 55°C- 1 saat
94°C- 5 dakika 94°C- 2 dakika 94°C- 5 dakika
94°C- 30 saniye 94°C-30 saniye 94°C- 30 saniye

55°C-45saniye |33 dgngii |35°C-30saniye |28 dongii  |55°C- 45 saniye |33 dongii

72°C- 1 dakika 72°C-30 saniye 72°C- 1 dakika
72°C- 5 dakika 72°C- 5 dakika 72°C- 5 dakika
+4°C- o +4°C- +4°C-

3.2.3.2.1. Cucurbit aphid-borne yellow virus’iin RT-PCR ile tanisi

Kullanilan  spesifik RT-PCR yonteminde yapilan amplifikasyonlar bitki
yapraklarindan elde edilen total RNA lar kullanilarak yapilmigtir. RT-PCR ig¢in 5 pl
RT-PCR master mix, 0,5 ulI RNA, 1 pl forward primer, 1,5 pl reverse primer ve 12
ul ddH,O olmak {izere toplamda 20 ul mix kullanilmigtir. Kullanilan RT-PCR
programi; 55 °C’de 1 ssat, 94 °C’de 1 déngii (5 dakika), 94 °C’de (30 saniye), 54
°C’de (45 saniye), 72 °C’de (1 dakika) 33 dongii ve 72 °C’de 1 dongii (5 dakika)
seklindedir. CABY i¢in RT-PCR c¢alismalarinda kullanilan 6rneklerin listesi asagida
verilmistir (Cizelge 3.4)
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Cizelge 3. 4. RT-PCR ¢aligmalarinda kullanilan Cucurbit aphid-borne yellow virus izolatlart

Say1 Tiir Cesit ilce

1 Hiyar Kafkas Alanya
2 Hiyar Sal 33 Serik

3 Hiyar 66-08 Alanya
4 Hiyar Kafkas Alanya
5 Kavun Crtirex Kumluca
6 Hiyar Zarif Serik

7 Kabak Seyden Aksu

8 Kabak Seyden Aksu

9 Kabak Amati Aksu
10 Kabak Amati Aksu
11 Kabak Amati Aksu
12 Hiyar PTK-40 Serik
13 Hiyar Yazel Elmali
14 Hiyar PTK-40 Aksu
15 Kavun Citirex Kumluca
16 Hiyar PTK-40 Gazipasa
17 Kabak Seyden Aksu
18 Hiyar PTK-40 Serik
19 Kabak Amati Aksu
20 Kabak Amati Aksu

3.2.3.2.2. Cucurbit chlorotic yellows virus’iin RT-PCR ile tanisi

Kullanilan  spesifik RT-PCR  yonteminde yapilan amplifikasyonlar bitki
yapraklarindan elde edilen total RNA kullanilarak yapilmigtir. RT-PCR i¢in 5 pI RT-
PCR master mix, 0,5 ul RNA, 1 pl forward primer, 1,5 pul reverse primer ve 12 pl
ddH20 olmak iizere toplamda 20 pul mix kullanilmistir. Kullanilan RT-PCR
programi; 42 °C’de 30 dakika, 94 °C’de 1 dongii (2 dakika), 94 °C’de (30 saniye), 55
°C’de (30 saniye), 72 °C’de (30 saniye) 28 dongii ve 72 °C’de 1 dongii (5 dakika)
seklindedir. CCYV i¢in RT-PCR yapilan Orneklerin listesi asagida verilmistir
(Cizelge 3.5)
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Cizelge 3. 5. RT-PCR ¢aligmalarinda kullanilan Cucurbit chlorotic yellows virus izolatlari

Say1 Tiir Cesit ilce

1 Kavun Citirex Kumluca
2 Kavun Citirex Kumluca
3 Kavun Citirex Kumluca
4 Kavun Citirex Kumluca
5 Kavun Citirex Kumluca
6 Hiyar Sal 33 Serik

7 Kavun Citirex Kumluca
8 Hiyar Pitirak Aksu

9 Kavun Citirex Kumluca
10 Hiyar Vista Alanya
11 Kavun Citirex Kumluca
12 Hiyar Zarif Serik
13 Hiyar Termosos Kumluca
14 Kavun Citirex Kumluca
15 Hiyar PTK-40 Gazipasa
16 Hiyar Cemre Gazipasa
17 Kavun Citirex Kumluca
18 Kavun Citirex Kumluca
19 Hiyar PTK-40 Serik
20 Kavun Citirex Kumluca

3.2.3.2.3. Cucurbit yellow stunting disorder virus’iin RT-PCR ile tanisi

Kullanilan spesifik RT-PCR ¢alismalarinda amplifikasyonlar bitki yapraklarindan
elde edilen total RNA kullanilarak yapilmistir. RT-PCR i¢in 5 ul RT-PCR master
mix, 0,5 ul RNA, 1 ul forward primer, 1,5 pl reverse primer ve 12 pl ddH,0 olmak
lizere toplamda 20 ul mix kullanilmistir. Kullanilan RT-PCR programi; 55°C’de 1
ssat, 94°C’de 1 dongii (5 dakika), 94°C’de (30 saniye), 54°C’de (45 saniye),
72°C’de (1 dakika)’da 33 déngii ve 72°C’de 1 déngii (5 dakika) seklindedir. CYSDV
icin RT-PCR yapilan 6rneklerin listesi asagida verilmistir (Cizelge3.6).
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Cizelge 3. 6. RT-PCR ¢alismalarinda kullanilan Cucurbit yellow stunting disorder virus

izolatlar1
Say1 Tiir Cesit ilge

1 Kavun Citirex Kumluca
2 Hiyar Sal 33 Serik

3 Kavun Critirex Kumluca
4 Hiyar PTK-40 Serik

5 Kavun Crtirex Kumluca
6 Hiyar PTK-40 Serik

7 Hiyar 66-08 Alanya
8 Hiyar Cemre Alanya
9 Hiyar Tonton Alanya
10 Hiyar Kafkas Alanya
11 Kavun Citirex Kumluca
12 Hiyar Cemre Gazipasa
13 Hiyar PTK-40 Serik
14 Hiyar PTK-40 Kumluca
15 Kavun Crtirex Kumluca
16 Hiyar PTK-40 Serik
17 Kavun Citirex Kumluca
18 Hiyar PTK-40 Kumluca
19 Hiyar PTK-40 Kumluca

3.2.3.4. Agaroz-Jel elektroforez calismalari

Agaroz jel elektroforez calismalarinda Lee vd., (2012)’nin O6nerdigi yontem
uygulanmistir. Kullanilan agaroz-jel %2’lik konsantrasyonda hazirlanmistir. Bu
amagcla 100 ml 1x TBE igerisine ilave edilen 2 g agaroz eriyinceye kadar mikrodalga
firin igerisinde tutularak agarozun tampon igerisinde erimesi saglanmistir. Agaroz
TBE karisimi 60°C’ye kadar sogumaya birakilmis ve igerisine 2 pl GelredTM
10,000X isimli boya maddesi eklenerek tank igerisine bosaltilmistir. Bu arada tarak
jel igerisine yerlestirilmistir. Jel donduktan sonra tarak dikkatli bir sekilde ¢ikartilmig
ve jelin lizerini 1-2 mm kadar kaplayincaya kadar TBE ilave edilmistir. Her 6rnek, 4
ul 6rnek +2 pl yiikkleme tamponu ile birlikte, toplam 6 ul karisim olacak sekilde jelin
cukurlarina dikkatli bir sekilde yiiklenmistir. ilk ¢ukura ticari marker konulmus ve
elektroforez kosumu, 80 V akimda, yatay diizenekte 120 dakika siireyle
gerceklestirilmistir. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra sonuglar UV 1s1k

altinda kontrol edilmistir.
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3.2.3.5. Dizi Belirleme ve BLAST analizi calismalari

ELISA ve RT-PCR c¢alismalar1 sonucunda elde edilen CABYV, CCYV ve
CYSDV’iine ait izolatlar DNA dizi belirleme calismalarinda kullanilmistir. Bu
amagla ELISA’da yiiksek absorbans degeri ve tek infeksiyon veren oOrneklerle
yapilan total RNA izolasyonlar1 sonucunda yapilan RT-PCR calismalari ile de varligi
dogrulanan viriis izolatlar1 secilerek dizi belirleme ¢alismalarinda kullanilmistir. RT-
PCR sonucunda pozitif sonu¢ veren drneklerden farkli ilge, iirlin ve iiretici dikkate
alinarak CABYV’den 5 adet, CCYV’den 1 adet ve CYSDV’den 10 adet izolat
secilmistir (Cizelge 3.4). DNA dizi belirleme islemi i¢cin RT-PCR islemi sonucunda
elde edilen RT-PCR iiriinleri Sentegen firmasia gonderilmis ve piirifikasyon iglemi
firma tarafindan yapilmistir. Tim Orneklere ait sekans islemleri Sentegen firmasina

hizmet alimi seklinde yaptirilmistir.

Cizelge 3. 7. Dizi Belirleme Calismalarinda Kullanilan izolatlar

Viriis Tiir Cesit ilge
7 CABYV Kabak Seyden Aksu
9 CABYV Kabak Amati Aksu
10 CABYV Kabak Amati Aksu
11 CABYV Kabak Amati Aksu
16 CABYV Hiyar PTK-40 Gazipasa
22 CCYyV Kavun Citirex Kumluca
3 CYSDV Kavun Citirex Kumluca
42 CYSDhV Hiyar Sal 33 Serik
43 CYSbhV Kavun Citirex Kumluca
45 CYSbhV Kavun Citirex Kumluca
47 CYSDbV Hiyar 66-08 Alanya
50 CYSbV Hiyar Kafkas Alanya
51 CYSbhV Kavun Citirex Kumluca
52 CYSDV Hiyar Cemre Gazipasa
54 CYSDbV Hiyar PTK-40 Kumluca
55 CYSDV Hiyar PTK-40 Serik

Elde edilen ham DNA dizileri diziler 6ncelikle Chromas version 1.45 (McCarthy,
1996-1998) programinda kontrol edilerek yanlis okumalar diizeltilmis, bas ve son

kisimdaki kirli okuma bdlgeleri kesilmistir. Daha sonra Bioedit version 7.0.5.3.

51



(Hall, 1999) programina aktarilarak GenBankasi’dan CABY V’nin kilf protein gen
dizilimi bulunan orneklerden elde edilen referans diziler ve Antalya ili ve
ilgelerinden elde edilen dizi 6rnekleri kullanilarak Bioedit programinda hizalanmas,

okuma hatas1 nedeniyle olusabilecek insersiyon ve delesyonlar kontrol edilmistir.

Diziler hizalandiktan sonra ornekler sonra NCBI BLAST modiilii ile diinyadaki
izolatlarla karsilagtirilmislardir (Sekil 4.21). Ayrica her bir virlis i¢in birer Ornek
GenBank veri tabanina kayit ettirilmistir. Daha sonra MEGA 7 programinda(Kumar
vd., 2015), genetik uzaklik matrisi olusturulmus ve bu c¢aligmada izole edilen

ornekler diinyadaki izolatlarla karsilastirilmislardir.

3.2.3.6. Filogenetik analiz

Dizi analizi sonrasinda kabakgil {iretim alanlarindan toplanan yaprak 6rneklerinden elde
edilen niikleotid dizilerinin Gen bankasi veri tabanlarinda bulunan ve diinyanin farkli
kabakgil iiretim alanlarindan elde edilen izolatlar ile genetik iligkisini belirlemek
amaciyla CABYV ve CCYV’nin kilif proteingen bolgesi ile CYSDV’nin ise 1s1 sok

proteingen bolgesine ait niikleotid dizileri kullanilarak filogenetik analizler yapilmistir.

Filogenetik analizler yapilirken en sik kullanilan metotlardan biri olan Maksimum
Parsimoni (MP) metodu kullanilmustir. incelenen diziler ya da genetik uzakliklar ile
uyumlu bir agac¢ elde etmek i¢in gerekli en az mutasyonlarin saptanmasina dayanan
bir yontem olan Maksimum Parsimoni, minimum evrimsel metod
(parsimoni=tutumluluk) olarak tanimlanmaktadir. Bu yontem, evrimsel siirecler kisa
stirede nadir gorildigi i¢in eklentileri az olan agaglar, karsilastirilan tiirler
arasindaki farkliligi en iyi sekilde ifade etmektedir (Freeman ve Herron, 1999).
Agaglarin ¢iziminde kullanilan genetik mesafe niikleotit degisim oranlar1 yardimiyla
da hesaplanabilmektedir. Dizi ¢iftleri arasindaki benzerliklerin ¢ok gii¢lii oldugu ve
az sayida dizinin oldugu durumlarda en iyi sonuglarin alinmasindan dolayr MP

analizi yontemi kullanilmistir
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Ortiialti Kabakgil Uretim Alanlarinda Yapilan Survey Cahsmalari

Antalya ili ve ilgelerinde yapilan surveyler sirasinda hiyar, kavun ve kabak {iretim
alanlarindaki bitkilerde 6zellikle alt yapraklarinda besin eksikligine benzeyen tarzda
sararmalar, yapraklarda yukari dogru kivrilma ve kirilgan bir goériiniimle

birlikte orta damar ve primer damarlarin yesil kaldigi dikkat gekmistir.

Surveyler sirasinda tipik sarilik belirtileri sergileyen kavun, hiyar ve kabak

bitkilerinin fotograflar1 ¢ekilmistir (Sekil 4.1,4.2,4.3).

Sekil 4. 1. Kavun bitkisinde; a) bitkilerin alt yapraklarindan baslayan sarilik belirtisi, b) bitki
geneline yayilan sarilik belirtisi, ¢) serada genel sarilik belirtisi d) yapraklarda
damarlararasi sararma ve klorotik beneklenme belirtisi.
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Sekil 4. 2. Hiyar bitkisinde a) bitkilerin alt yapraklarindan baslayan sarilik belirtisi, b) bitki
geneline yayilan sarilik belirtisi, c) sera genelinde sarilik belirtisi d) yapraklarda
damarlararasi sararma ve klorotik beneklenme belirtisi.
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Sekil 4. 3. Kabak bitkisinde; a) bitkilerin alt yapraklarindan baslayan sarilik belirtisi, b) bitki
geneline yayilan sarilik belirtisi, c¢) sera genelinde sarilik belirtisi d) yapraklarda
damarlararasi sararma belirtisi.
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4.2. DAS-ELISA ve TAS-ELISA Testi Sonuclari

Antalya ili ve ilgelerinde 2015-2016 iiretim sezonu boyunca Sahil ve yaylada bulunan
cesitli seralarda yiiriitiilen survey caligmalar1 sirasinda tipik sarilik belirtisi gosteren
460 adet bitkiden yaprak oOrnekleri almmustir. Sarilik viriisleriyle enfekteli
oldugundan siiphe edilen 6rneklerin tamaminda CABYV, CYSDV ve CCY V’lerinin
durumunu belirlemek icin DAS-ELISA ve TAS-ELISA testleri uygulanmistir.
Yapilan testler, orneklerin 410 adedinin bir kismimnin tek, bir kisminin ise karisik
infeksiyon halinde bu viriisler ile bulasik oldugunu ortaya koymustur (Sekil 4.4, 4.5,
4.6).

Sekil 4. 4. ELISA Pleytinde Cucurbit yellow stunting disorder virus’iin pozitif ve negatif
reaksiyon veren Orneklerinde meydana gelen renk degisimi. Sari renkli ¢ukurlar
pozitif, seffaf renkli ¢ukurlar negatif sonucu gostermektedir
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Sekil 4. 5. ELISA Pleytinde Cucurbit chlorotic yellows virus’iin pozitif ve negatif reaksiyon
veren Orneklerinde meydana gelen renk degisimi. Sar1 renkli ¢ukurlar pozitif,
seffaf renkli gukurlar negatif sonucu gostermektedir.

Sekil 4. 6. ELISA Pleytinde Cucurbit aphid-borne yellow virus’iin pozitif ve negatif
reaksiyon veren orneklerinde meydana gelen renk degisimi. Sar1 renkli gukurlar
pozitif, seffaf renkli gukurlar negatif sonucu gostermektedir
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ELISA uygulanan 460 bitki 6rneginin410 adedinin CABYV, CCYV ve CYSDV’
lerinden biri veya birkagi ile bulasik oldugu belirlenmistir ( % 89,13) (Cizelge 4.1).

Cizelge 4. 1. Toplanan kabakgil bitkilerinde tespit edilen viriislerin dagilimi

VIiRUS HIYAR KABAK KAVUN TOPLAM
CABYV 31 62 3 96
CCYV 36 0 46 82
CYSDV 42 2 12 56
CABYV+CYSDV 25 18 3 46
CABYV+CCYV 34 0 22 56
CCYV+CYSDV 41 0 3 44
CCYV+CYSDV+CABYV 27 1 2 30
NEGATIF 45 1 4 50
TOPLAM 281 84 95 460

Bitki 6rneklerinden 96 adedinde tek infeksiyon halinde CABYV (% 21), 82 adedinde
CCYV (% 18) ve 56 adedinde CYSDV (% 12) bulasik olarak bulunmustur. ikili
enfeksiyon halinde 46 adedinde CABYV + CYSDV (% 10), 56 adedinde
CABYV+CCYV (% 12) ve 44 adedinde ise CCYV + CYSDV (% 10) ikili
enfeksiyonlar belirlenmistir. Orneklerin 30 adedinde ise CABYV + CCYV +
CYSDV (% 6) olmak iizere tiglii enfeksiyonun varligi saptanmistir. Toplanan 50 (%

11) ornekte ise bu viriis enfeksiyonlarindan herhangi biri bulunmamistir (Sekil 4.7).

VIRUSLERIN DAGILIMI
NEGATIF
11% CABYV
CCYV+CYSDV+CABYV 21%
6%
CCYV+CYSDV
10%

CCYyv

CABYV+CCYV 18%

12%

CYSDV

12%

Sekil 4. 7. Toplanan kabakgil bitkilerinde tespit edilen virtislerin dagilimi
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Hiyar seralarindan Alanya’dan 86, Kumluca’dan 19, Gazipasa’dan 48, Serik’ten 109,
Elmali’dan 4 ve Aksu ilgesinden 15 adet olmak tizere 281 viriis siipheli Ornekle
calistlmistir. Bu orneklerde belirlenen viriisler ve ilgelere gore dagilimlar1 Cizelge

4.2’de verilmistir.

Cizelge 4. 2. ELISA testi ile hiyar bitki 6rneklerinde saptanan virtislerin dagilimi

VIRUS ALANYA | KUMLUCA | GAZIPASA | SERIK | ELMALI | AKSU
CABYV 11 0 6 9 2 3
CCYV 5 2 9 16 0 4
CYSDV 13 8 2 18 0 1
CABYV+CYSDV 12 1 1 10 0 1
CABYV+CCYV 12 4 4 13 0 1
CCYV+CYSDV 12 3 4 22 0 0
CCYV+CYSDV+CABYV 16 0 6 3 0 2
NEGATIF 5 1 16 18 2 3
Toplam 86 19 48 109 4 15

ELISA testi sonucunda 281 adet hiyar 6rneginin 31’inde CABYV (%11) , 36’sinda
CCYV (%13), 42’sinde CYSDV (% 15) ve 25’inde CABYV + CYSDV (%9),
34’tinde CABYV+CCYV (%12), 41’inde CCYV + CYSDV (%14) ikili
enfeksiyonlaribelirlenmistir. Orneklerin 27 adedinde ise CABYV + CCYV +
CYSDV (%10) tgli infeksiyonu tespit edilmistir. 45 adet (%11) Ornekte ise

herhangi bir viriis belirlenmemistir (Sekil 4.8).
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CABYV

£ .
NEGATIF 11%

16%

CCYyv

CCYV+CYSDV+CABYV
10%

CYSDV
CCYV+CYSDV 15%

14%

CABYV+CCYV
12%

Sekil 4. 8. Toplanan hryar bitkilerinde tespit edilen viriislerin dagilimi

ELISA testi sonuglarina gore 84 adet kabak 6rneginden 62’sinde CABYV (%74),
2’sinde CYSDV (% 2) ve 18’inde ise CABYV + CYSDV (%22) ikili infeksiyonlart
bulunmustur. 1 Ornekte ise CABYV + CCYV + CYSDV (%) iiclii enfeksiyonu

goriilmistiir.1 (%]1) 6rnekte bu viriislerden herhangi biri bulunmamistir (Sekil 4.9).

KABAK

+CYSDV+CNEGATIF

1 o
CABYV+CYSDV 1/
22% '

CYSDV
2%

CABYV
74%

Sekil 4. 9. Kabak 6rneklerinde saptanan viriislerin dagilim

ELISA testi sonuglarma gore Kavun tretiminin yogun olarak yapildigi Kumluca
ilgesinden alinan 95 adet kavun 6rneginin 3’tinde CABYV (%3) , 46’sinda CCYV
(% 49) ve 12’sinde CYSDV (%13) tekli infeksiyonlar1; 3’iinde CABYV + CYSDV
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(%3), 22’sinde CABYV+CCYV (% 23) ve 3’iinde CCYV + CYSDV (%3) ikili
infeksiyonlari tesbit edilmistir.

Orneklerin 2 adedinde ise CABYV + CCYV + CYSDV (%2) iiclii infeksiyon
bulunmustur.4 adet (%4) Ornekte ise herhangi bir viriis tespit edilmemistir(Sekil
4.10).

ccyv+cyspv+capyv NEGATIF CABYV
CEYV+CYSRV 2% 3%

3%

CABYV+CCYV
23%

Ccyv
49%

13%

Sekil 4. 10. Toplanan kavun bitkilerinde tespit edilen viriislerin dagilimi

Toplanan bitki 6rnekleri Antalya ilinde oOrtiialtinda yetistirilen ve {ireticilerin tercih
ettigi farkli ¢esitlerden alinmis olup, ilgelerin iiretim deseni dikkate alindiginda belli

basli ¢esitlerin hakim oldugu goriilmektedir.

Ozellikle kavun ve kabak bitkileri dikkate alindiginda ortiialtinda ¢ok az sayida
cesidin yetistiriciligi yapilmaktadir. Bu calisma sirasinda siirveyi yapilan Ortiialti
alanlarda yetistirilen ve 6rneklerin alindig1 cesitler asagidaki ¢izelgede belirtilmistir

(Cizelge 4.3).
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Cizelge 4. 3.Toplanan 6rneklerin gesitleri ve incelenen viriisler yoniinden bulasiklik oranlar

Alnan
Bitki Ornek Karigik Viriisli Toplam
Tiirii Cesit Sayis1 | CABYV | CCYV | CYSDV | Enfeksiyon Bitki Sayisi
Hiyar 22-32 8 1 2 1 3 7
Hiyar 66-08 27 4 0 3 19 26
Hiyar - 0 0 0
Hiyar Botanik 0 0 0
Hiyar Cemre 35 1 5 6 16 28
Hiyar Cevher 3 0 0 1 4
Hiyar Dértel 0 2 0 0 2
Hiyar Kafkas 25 4 2 5 13 24
Hiyar Pitirak 4 0 2 0 1 3
Hiyar PTK-40 106 9 9 24 43 85
Hiyar Sal 33 12 1 4 1 12
Hiyar Sila 1 1 0 4
Hiyar Termosos 0 2 0 4
Hiyar Tonton 0 0 0 2
Hiyar Vista 19 3 3 0 12 18
Hiyar Yazel 4 2 0 0 2
Hiyar Zarif 14 2 4 1 12
Kabak Amati 53 41 0 0 11 52
Kabak Seyden 31 21 0 2 8 31
Kavun Citirex 95 3 46 12 30 91
Toplam 460 96 82 55 177 410

4.3. Vektor Teshis Sonuclar:

Surveyler sirasinda sarilik belirtisi goriilen seralarda ve enfekteli bitkiler iizerinde

yogun olarak goriilen, vektor olmasi muhtemel beyazsinek ve yaprakbitleri alinarak

fotograflanmistir. Yaprak bitlerinin tiir teshisleri Ankara Zirai Miicadele Merkez

Aragtirma Enstitiisii Miidiirliigiinde gérev yapan Dr. Isil OZDEMIR tarafindan

yapilmig ve toplanan yaprak bitleri Aphis gossypii olarak teshis edilmistir(Sekil

4.11). Beyazsineklerin teshisleri ise Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi Bitki

Koruma Béliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ismail KARACA tarafindan yapilmis ve

toplanan beyazsinek ergin ve nimflerinden yapilan teshis sonucunda Bemisia tabaci

oldugu belirlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4. 12. Enfekteli kabakgil bitkileri iizerindekibeyazsinekler (Bemisia tabaci)

4.4. Molekiiler Calismalar
4.4.1. TRNA (Total Riboniikleik Asit) ekstraksiyon ¢calismalari

DAS-ELISA ve TAS —ELISA testleri sonucunda CABYV, CCYV ve CYSDV ile tek
enfeksiyon veren yaprak Ornekleri total niikleik asit ekstraksiyonu ¢aligmalarinda

kullanilmistir. Ekstraktlardaki toplam niikleik asit varligi agaroz jel elektroforez

calismasiyla kontrol edilmistir (Sekil 4.13,4.14,4.15).
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M123 45 6 7 8910 111213 141516 17 18 19

Sekil 4. 13. TAS-ELISA testi sonucunda Cucurbit aphid-borne yellow virus ile bulagik
oldugu tespit edilen bitkilere ait Total RNA larin elekroforez goriintiileri; 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9,10,11, 12,13, 14, 15, 16, 17. M: 100 bp’lik DNA ladder.

M 1 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 13 14 1516 17 18 19

Sekil 4. 14. DAS-ELISA testi sonucunda Cucurbit chlorotic yellows virus ile bulasik oldugu
tespit edilen bitkilere ait Total RNA larin elektroforez goriintiileri; 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17.M:100 bp’lik DNA ladder.
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M1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 1516 17 18 19

Sekil 4. 15. DAS-ELISA testi sonucunda Cucurbit yellow stunting disorder viriis ile bulagik
oldugu tespit edilen bitkilere ait Total RNA larin elekroforez goriintiileri; 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9,10,11, 12,13, 14, 15, 16, 17. M: 100 bp’lik DNA ladder

4.4.2. RT-PCR cahsmalari

DAS-ELISA ve TAS-ELISA testlerinde CABYV, CCYV ve CYSDV viriisiin sadece
biri ile enfekteli oldugu belirlenen yaprak ornekleri kullanilarak yapilan total RNA
izolasyonu sonucunda miktar1 ve kalitesi yiiksek olan Ornekler secilerek RT-PCR
testinde kullanilmustir. Serolojik testlerde adi gegen virlislerle enfekteki oldugu
belirlenen 6rneklerindogrulugunu teyit etmek ve CABYV, CCYV ve CYSDV’lerinindizi
belirleme c¢aligmalarinda kullanilan amplifikasyon {iriinlerinin elde etmek amaciyla RT-
PCR caligmalar yiiriitiilmiistiir. Gradient PCR c¢alismalar1 ve diger optimizasyon
denemeleri sonucunda CABYV ve CYSDYV viriisleri i¢in optimum annealing sicaklig:
54 °C, CCYV igin ise 55 °C olarak belirlenmistir. Calismalarda 100 bp’lik DNA Ladder
kullanilarak bant biiyiikliikleri saptanmistir(Sekil 4.16, 17).
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600 bp —
500 bp —

Sekil 4. 16. Cucurbit aphid-borne yellow virus izolatlarmin CABYV-F ve CABYV-R
primerleri ile Gradient RT-PCR teknigi kullanilarak elde edilen optimum sicaklik
degerleri; 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8, 9,10,11,12 annealig sicakliklar sirasiyla; 55.5 °C,
56.6 °C, 57.3 °C, 58.7 °C, 59.2 °C, 59.9 °C, 60.7 °C, 61.4°C, 62.0 °C.M:100 bp’lik
DNA ladder.

800bp —
500bp —

Sekil 4. 17. Cucurbit chlorotic yellows virus izolatlariin CCYV-F ve CCYV-R primerleri
ile Gradient RT-PCR teknigi kullanilarak elde edilen optimum sicaklik
degerleri; 1,2, 3,4,5,6,7,8,9,10,11,12 annealig sicakliklar1 sirasiyla; 55.5 °C,
56.6 °C, 57.3 °C, 58.7 °C, 59.2 °C, 59.9 °C, 60.7 °C, 61.4°C, 62.0 °CM 100
bp’lik DNA ladder
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CABYV ve CCYV’niin molekiiler tanisi patojene spesifik kilif proteinlerinin,
CYSDV’niin ise Hsp70h bolgesini sentezleyen gen dizilerinin amplifikasyonlar ile
elde edilmistir. Caligmada tiim bitki orneklerin CABYV, CCYV ve CYSDV
acisindan istenilen bant seviyesinde amplifikasyon verdigi goriilmiistiir. RT-PCR
calismalar1 ile DAS-ELISA ve TAS-ELISA testleri virlislerin varligi yoniinden
birbirini desteklemistir (Sekil 4.18,19,20).

M12 3456 7 8 910111213 14151617 1819

Sekil 4. 18. Cucurbit aphid-borne yellow virus izolatlarmin CABYV-F ve CABYV-R
primerleri kullanilarak klasik RT-PCR yontemiyle yapilan amplifikasyonu; 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19. M 100 bp’lik DNA ladder

M12 3 4 5 6 789 101112 13 14 1516171819

800bp —

500bp —

Sekil 4. 19. Cucurbit chlorotic yellows virus izolatlarinin CCYV-F ve CCYV-R primerleri
kullanilarak klasik RT-PCR yontemiyle yapilan amplifikasyonu; 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9,10, 11,12, 13,14, 15, 16, 17, 18, 19. M 100 bp’lik DNA ladder
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14 1516 17 18 19

- ’ﬁu--—.-—-ﬂﬂﬂuuﬂu.-_
300bp —

Sekil 4. 20. Cucurbit yellow stunting disorder viriis izolatlarinin CYSDV-F ve CYSDV-R
primerleri  kullanilarak  yapilan klasik RT-PCR  yontemiyle yapilan
amplifikasyonu; 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19. M
100 bp’lik DNA ladder

4.5. Dizi Belirleme Calismalari

4.5.1. Cucurbit aphid-borne yellow virus’iin kilif protein gen dizileme ve dizi
analizleri

CABYV’nin kilif protein gen dizileme ve dizi analizleri ¢aligmalarinda PT-PCR

yontemi ile tespit edilen enfekteli kabakgil orneklerinin bes tanesi secilerek kilif

protein genine ait 600 bp kismi yeniden ¢ogaltilmistir. Cogaltilan kilif protein gen

bolgesi Sentegen firmasi tarafindan saflastirilarak dogrudan dizileme yontemiyle RT-

PCR iirtinlerinin DNA dizilimi belirlenmistir.

Daha sonra elde edilen her DNA dizisi fasta formatinda kaydedilip
http://www.ncbi.nlm.nih.gov web sitesi ilizerinden NCBI BLAST modiili ile
GenBankasi’nda bulunan diinyanin farkli kabakgil iiretim bolgelerinden elde edilen

CABYYV izolatlarinin ayni1 gen bolgeleriyle karsilagtirilmistir (Sekil 4.21).
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& NCBI BlastNucleotide Sequence X 4 - 68 X

€ 5 C 2 & httpsy/blastncbinim.nihgov/Blastcgi [ | ° H
% Uygulomalar  Hizh erigim icin yeris , yer isareti qubuguna yerlegtirn, Yer isaretlerini simdi e akdarin...

Select: All None Selected:0

i Alignments joad v GenBank Grap nge tiee of resulls )

‘ Description s’::; ::: ?::3 vall-:ue Ident  Accession

;D Cucurbit aphid-borne yellows virus for coat protein, isolate Ef 2. genomic RNA 953 953 99% 0.0 100% FR8223851

@ yellows virus partial for coat protein, isolate Elsalheia, genomic RNA 953 953 99% 0.0 100% FR8223831

| Cucurbitaphic-bome yellows virs partal cp gene fo coatproein. fsolate Badt3 952 952 98% 0.0 100% FR717149.1

| & Cucurit aphid-bome yelows virus genomic RNA 952 952 100% 0.0 99% X769311

| &) Cucurbt aphid-bore yelows virus partialco gene for coat protein,isolate Elkoreen-4, genomic RNA 948 948 99% 00 99% FR8223871

‘U ‘Cucurbit aphid-borne yellows virus partial cp gene for coat protein, isoiate Elkoreen-3. genomic RNA 946 946 98% 00 99% FR 1

| © Cucuritaphic-borme yelows irs patal c gene fo coa ootin slae EXoreen-1, genomic RNA 946 946 9% 00 99% FRE2341

| & Cucurbit aphid-bome yelows virus partial p gene for coal protein, isolate Badrs 942 942 9% 00 99% FRI7I511

(0 Cucurbit aphid-borne yellows virus partal cp gene for coal protein, isolate Badrd 942 942 99% 00 99% FR7A7150.1

| © Cucubit aohic-bome yellows irs partal cp gene for coat prolen isolale Badr 942 942 9% 00 99% ERTTMT1

| @ Cucurbit aphic-bome yellows virus for coat protein, isolat 2 942 942 99% 00 99% FRI17146.1

| © Cucurbit aphid-bome yellows virus isolate C49 coat protein and partial cds 942 942 99% 00 99% EF0291151

‘Q ‘Cucurbit aphid-bon i I protein solate Badrd 941 941 98% 00 99% FRI71481

‘D Cucubit aghic-bome yellows irs isolate 15315 coat orotin gene. partal cds 97 937 9% 00 9% KOsl

%O yellows viys for coat protein,isolate kafrelsheikh 1 937 937 99% 00 99% FRTI71451

| & Cucurbit aphid-bome yelows virus isolate S99 coa protein ang partial cds 937 937 99% 00 99% EF001121

5 Cucubit aphid-bome yelfows virus isoate 200/15 coat protein gene, pattial cds 935 935 100% 00 99% KX3086641

| & Cucurtit aphid-bome yelows vinus isolate 179/15 coat rotein gene. partial ods 935 935 100% 00 99% KX3086631

|8 cucumit yellows virus isolate S7 coat protein and partial o 935 935 100% 00 99% EF0201141

| Cucubitaghic-bome yellows vins isolate Rak1 coat protein (CP) ggne,complete cd 929 929 100% 00 99% HwI712711

| & Cucurtit aphid-bome yellows virus isolate 211/15 coat protein gene. partal ode 924 924 100% 0.0 99% Kx308665.1

| E) Cucutitaohic-borme yellos vins isole 66-09 coat proten (CP) and movementprfen (MF) genes, partal s LR UL (= Questions|comments A
[ Neaislast Nucle..ml - A | Tamini géster | X

Sekil 4. 21. Cucurbit aphid-borne yellow virus 10 izolati igin yapilan BLAST analizi sonucu
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi)

GenBankasi’nda en yiiksek benzerlik gosteren diziler segilerek BioEdit programinda
coklu esleme yontemi ile elde edilen dizilerle birlikte analiz edilerek, benzerlik
oranlar1 ve baz kompozisyonlar1 ortaya konulmustur. Antalya ili ve il¢elerinden elde
edilen izolatlarin dizi 6rnekleri birbirleriyle ve diinyanin farkli kabakgil {iretim
bolgelerinden elde edilen CABYV izolatlarmin ayni gen Dbolgeleriyle
karsilagtirilmistir. Okuma hatas1 nedeniyle olusabilecek insersiyon ve delesyonlar
kontrol edilmistir. Okunmayan veya yanlis okunan niikleotidler gozle kontrol
edilerek diizeltilmistir. (Sekil 4.22). Daha sonra CABYV 10 izolatt MK129536

kabul numarasi ile Gen Bankas1 veri tabanina kayit edilmistir.
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oy - A AT A A o AR B SAA AT CA GC G OB G B R0 A0 RACCRCRT GG TGIGRICARCCOCATT
CARYVIL 30CCIGCACEACR0GRCCRCGTAGTTIGRICRRCCCCRTT

CABYV1 CELGCGCEOCGCHACCLCRT0LTTGIGEICARCCLL

V0 ob R 01 Sl 0 D O e T vl o i T i

Ly R o LA A AT (T Gl GAC GO GRAGT CGCCT GARGAT T T CC CAT T GoGRT T TAA G CCACAT CACAGTTITAR GOTTCARTTCCIT

Sekil 4. 22. Cucurbit aphid-borne yellow viriis kilif protein genine ait ¢oklu niikleotid dizi
karsilastirmalarinin ekran goriintiisii

Daha sonra Mega 7 programinda genetik uzaklik matrisi olusturulmustur (Cizelge
4.4). Yapilan dizi analizleri sonucunda Antalya ilinden elde edilen CABYV
izolatlarmin  kilif protein genlerinin niikleotid dizilimleri kendi aralarinda
karsilagtirildiginda, % 97-100 arasinda degisen oranlarda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. En yiiksek benzerligin %100 ile CABYV7 ile CABYV10 gosterirken,
en diisiik benzerlikoraninin %97 ile CABYV9 ile CABYV16 arasinda oldugu
goriilmistiir. Gen bankasi veri tabanlarinda bulunan farkl tilkelerin kabakgil tiretim
alanlarindan elde edilen kilif protein gen dizilimleri alinarak yapilan ¢oklu dizi
karsilagtirmalar1 sonucunda ise; izolatlarin kilif protein gen bdlgeleri arasindaki
benzerligin % 94-100 arasinda degistigi goriilmiistiir. Antalya izolatlarinin en ¢ok %
100 oramyla Misir ve Italya izolatlar1 ile benzer oldugu gériilmiistir. En az
benzerligi ise % 94 oraniyla Cin ve Hindistan izolatlariyla gostermistir. CABYV
izolatlar1 arasinda % 6’ya varan niikleotid farkliliklar1 oldugu ve bu farkliliklarin 600
bazlik kismi iizerinde belirli bir yerde yogunlasmayip homojen bir sekilde dagildig

gorilmiistiir.
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Cizelge 4. 4. Antalya ili Cucurbit aphid-borne yellow viriisizolatlar ile diinyadaki Cucurbit
aphid-borne yellow viriisizolatlariin  kilif protein genlerinin niikleotid
dizilimlerinin benzerlik oranlari

o =g £, c

12121212 . g 2| 4

Dol 2|22/ 2|E|5|=|2|5 |2

ol o |olOl=|ZF|S|U[ T | F]O
CABYV7 99 |100 |99 (98 |100[100|99 |96 [96 [99 |46
CABYV9 99 |98 |97 (99 |99 [99 |96 |96 |99 |46
CABYV10 99 |98 |100|100(99 |96 |96 |99 |46
CABYV11 98 |99 [99 (99 [96 [96 [98 |47
CABYV16 98 |98 |97 |94 |94 |97 |45
CABYV- italya-EF029115.1 10099 |96 [96 |99 |46
CABYV-Misir-FR822385.1 99 (96 |96 |99 |46
CABYV-Cin-EU.244319.1 9% (96 |45
TR % |
CABYV-Tunus--Ef187338.1 46
AJ242585.1-CMV

4.5.2. Cucurbit chlorotic yellows virus’iin kihif protein gen dizileme ve dizi
analizleri

CCYV’niin kilif protein gen dizileme ve dizi analizleri c¢aligmalarinda PT-PCR

yontemi ile tespit edilen enfekteli kabakgil orneklerinin bes tanesi secilerek kilif

protein genine ait 870 bp kism1 yeniden ¢ogaltilmistir. Cogaltilan kilif protein gen

bolgesi Sentegen firmasi tarafindan saflastirilarak dogrudan dizileme yontemiyle RT-

PCR iiriinlerinin DNA dizilimi belirlenmistir.

Daha sonra elde edilen her DNA dizisi fasta formatinda kaydedilip
http://www.ncbi.nlm.nih.gov web sitesi iizerinden NCBI BLAST modili ile
GenBankasi’nda bulunan diinyanin farkli kabakgil tiretim bolgelerinden elde edilen

CCYV izolatlariin ayn1 gen bolgeleriyle karsilastirilmistir (Sekil 4.23).
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& NCBI BlastNucleotide Sequence X 4 SN X

€ > C ( @& htips//blastncbinim.nihgov/Blastcgi B+ B (O :
1 Uygulamalar i erigim igin yer isaretlerinizi buraya, yer isareti qubuguna yerlegtirn, Yer isaretlerini simdi ice aktann...

Sequences producing igifcantaignmens:

Select: All None Selected:0

i Alignments — Doviload k Graphics Distance lres ol te =
Description s’:::‘ :::: 2::3 v:‘“ Ident | Accession

iu Cucurbit chlorotic yellows vitus CP gene for coat protein, segment RNA2 isolate CC1420 438 438 99% de-119 95% LT992911.1

| 5 Cucurbit ehlorotic yeliows virus CP gene for coat protein, seqment RNA isolate CC1390 438 438 99% de-M9 95% L19929101

|@ Cucurbit chlorotic yellows virus CP gene for coat protein, seqment RNA? isolate CC1337 438 438 99% de-119 95% L7T992009.1

|@ yellows RNA2 438 438 99% de-M9 95% Kyd006331

a8 yellows virus RNA2, 438 438 99% de-119 95% KY4006321

|8 virus CP gene for Coat protein, segment RNA2 isolate A3 438 438 99% de-119 95% LT716006.1

|8 yeliows virus CP gene for Coat protein, segment RNA2, isolate EL37 438 438 99% de-119 95% LT7160051

|@ yellows virus CP gene for Coat protein, segment RNA?, isolate EZ2 438 438 99% de-119 95% LI7160041

| © Cucurbit chiorotic yeliows virus CP gene for Coat protein, segment RNA2, isolate EL32 438 438 99% de-119 95% LT716003.1

| & Cucurtit chiorotc yellows virus CP gene for Coat protein, segment RNAD, fsolate EESS 438 438 99% de-M9 95% LI7160021

0 Cucurbitchiorotc yellows virus CP gene for Coat protein, segment RNA? isolate EE34 438 438 99% de-119 95% LT7160011

ju yellows virus CP gene for Coat protein, segment RNA2, isolate CC75 438 438 99% de-119 95% LT716000.1

g yellows virus isolate TW segment RNA2, coml 438 438 99% de-119 95% KY6187991

|5 Cucurbit chiorotic yellows virus isolate GX-BH capsid protein gene. complete cds 438 438 99% de-M9 95% KX1185321

|8 cucumit yellows COYCRNAZT segment RNA2 438 438 99% 4e-M9 9% KUSOTAO21

0 Cucurtit chiorotic yellows virus isolate 390CCY-SA coat protein (CP) gene, partl cds 438 438 99% de-M9 95% KT9468171

| & Cucurbit chiorotic yellows virus isolate 431CCY-SA CP gene, partial sequence 438 438 99% de-119 95% KT9463151

|® V olate 477CCY-SA coat protein (CP) gene, partial cds 438 438 99% de-M9 95% KTO468141

|9 Cucutot oot yelows vius isoate 4580CY-5A cot ot (CP) gene, artal cds 438 438 99% de-M9 95% KTo468131

|@ yellows virus isolate 453CCY-SA coat protein (CP) gene, partial cds 438 438 99% de-M9 95% KI0468121

O Cucurbitchiorotc yeliows virus isolate 400CCY-SA coat protein (CF) gene, partial cds 438 438 99% de-19 95% KI468101

(@ yellows virus isolate sdhz-cc coat protein gene, complete cds 438 438 99% de-119 95% KPEoesoet L

| Cucurbit chiorotic yeliows virus solate SDLufa coat protein (CP) gene, complete cds. PECIRE T (=] Questions/comments

Sekil 4. 23. Cucurbit chlorotic yellows virus 22 izolat1 i¢in yapilan BLAST analizi sonucu
(http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi)

GenBankasi’nda en yiiksek benzerlik gosteren diziler segilerek BioEdit programinda
¢oklu esleme yontemi ile elde ettigimiz dizilerle birlikte analize alinmis, benzerlik
oranlar1 ve baz kompozisyonlari ortaya konulmustur. Antalya ili Kumluca ilgesinden
elde edilen dizi ornegidiinyanin farkli kabakgil {iretim bolgelerinden elde edilen
CCYV izolatlarinin ayn1 gen bolgeleriyle karsilagtirilmigtir. Okuma hatasi nedeniyle
olusabilecek insersiyon ve delesyonlar kontrol edilmistir. Okunmayan veya yanlis
okunan niikleotidler gbzle kontrol edilerek diizeltilmistir. (Sekil 4.24). Daha sonra
CCYV 22 izolati1 MK129538 kabul numarasi ile Gen Bankas1 veri tabanina kayit

edilmistir.
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Sekil 4. 24. Cucurbit chlorotic yellows virus kilif protein genine ait ¢oklu niikleotid dizi
karsilastirmalarinin ekran goriintiisii

Daha sonra Mega 7 programinda genetik uzaklik matrisi olusturulmustur (Cizelge
4.5). Yapilan dizi analizleri sonucunda Antalya ilinden elde edilen CCYV izolatinin
kilif protein geninin niikleotid dizilimi Gen bankasi veri tabaninda bulunan diinyanin
farkli kabakgil tiretim alanlarinda elde edilen CCY V’nin kilif protein gen dizilimleri
aliarak yapilan ¢oklu dizi karsilagtirmalar1 sonucunda; izolatlarin kilif protein gen

PR

bolgeleri arasindaki benzerligin % 96-100 arasinda degistigi goriilmiistiir.

Yapilan c¢oklu dizi karsilagtirmalari sonucunda Antalya ilinden elde edilen CCYV
izolatinin tiim diinya izolatlar1 ile karsilagtirildiginda izolatlarin kilif protein gen
bolgeleri arasindaki benzerligin % 92-95 arasinda degistigi goriilmiistiir. Antalya
izolat1 en gok benzerligi % 95 oraniyla Yunanistan, Suudi Arabistan, Sudan, Liibnan
ve Cin izolat1 ile gosterirken, en az benzerligi % 92 oraniyla Iran izolatiyla
gostermistir. CCYV izolatlar1 arasinda % 8'e varan niikleotid farkliliklar1 oldugu ve
bu farkliliklarin 870 bazlik kismi {izerinde belirli bir yerde yogunlagsmayip homojen

bir sekilde dagildig goriilmiistiir.
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Cizelge 4. 5. Antalya ili Cucurbit chlorotic yellowsviriis izolatlan ile diinyadaki Cucurbit
chlorotic yellowsviriis izolatlariin kilif protein genlerinin niikleotid
dizilimlerinin benzerlik oranlari

Z ¢
= =
z z 2
% S| 2|2 2
Z z | A <D( ~ Z g
S|E|=2| 2| <| S| &
N YRR 2 = 2
- - - e - !
SIS S5 15 5] 2
O] O O O Ol O @) =
O O Ol O Ol O ©) ©)
CCYV22 96 |96 |96 |96 |96 |93 |47
CCYV-Yunanistan-LT716006.1 100 | 100|100 |100|96 |46
CCYV-Cin-KY400633.1 100|100 |100|96 |46
CCYV-Lubnan-JX014262.1 100 [100|96 |46
CCYV-Sudan-JF807053.1 10096 |46
CCYV-Suudi_Arabistan-KT946817.1 96 |46
CCYV-Iran-KC577202.1 46
AJ242585.1-
cucumber_mosaic virus_coat protein

4.5.3. Cucurbit yellow stunting disorder viriis’iin Hsp70h gen dizileme ve dizi
analizleri
CYSDV’nin Hsp70 gen dizileme ve dizi analizleri galismalarinda PT-PCR ydntemi
ile CYSDV enfeksiyonu saptanan kabakgil orneklerinin on tanesi segilerek Hsp70
genine at 364 bp kismi ¢ogaltilmistir. Cogaltilan Hsp70 gen bolgesi Sentegen firmasi
tarafindan saflastirilarak dogrudan dizileme yontemiyle RT-PCR iirlinlerinin DNA
dizilimi belirlenmistir. Elde edilen DNA dizileri birbirleriyle ve diinyanin farkli
kabakgil iiretim bdlgelerinden elde edilen CYSDYV izolatlarinin ayn1 gen bolgeleriyle

karsilastirilmistir.

Daha sonra elde edilen her DNA dizisi fasta formatinda kaydedilip
http://www.ncbi.nlm.nih.gov web sitesi iizerinden NCBI BLAST modili ile
GenBankasi’nda bulunan diinyanin farkli kabakgil iiretim bdlgelerinden elde edilen

CYSDV izolatlarin ayn1 gen bolgeleriyle karsilagtirilmistir (Sekil 4.25).
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€ 9 i fipsblastochinimihgoy/Blast i Bt 9 :
Sequences producg siifart et
Select Al None Selected.(
1t Mgnments )
Descripton ST(::; J::i ?:53 vaﬁie Ident  Accession
(0 Cupurtytvelow snfing iorde ius e Avzone- 1 seqoent RNAZ comoeta Sequence 564 fod 100% Te-th7 100% Fec2aogd
(0 Cucurityelow shnfing cisocer vius 7l gene, complele DS 564 God 100% Te-th7 100% AJ23R02
(0 Cucurit yellow shnfing cisocer vius 5, HeoTln, o, 3, e, CPm and o2 genes, genomic seqment RNAY 564 564 100% Te-f57 100% A3s6R02
[ Cucurit yellow shnfing cisocer vius e shack proei 70 hamolog e, paria s 564 564 100% Te-157 100% UeTidsd
(0 Cocuit yelowshning o s e 99072 HEPT0h (HOT0K) gene, il acs B0 560 99% Se-1%6 100% AvABOWAL
(0 Cocutit yelowshning o s e 4003 HEPT0h (HEPTO) gene, parti s 50 560 99% Oe-t6 100% AvsR0nEL{
(0 Cucurityelowshning e i e Jod heat shoek pren T4k v (o0 e el s 555 550 100% 315 99% KCATMIA
(0 Cocuit yelowstning o i st LM seqment RNAD, complee sequence 555 5B 100% et 99% Av2mRi
(0 Cocurit yelowshning o i slte 021 HEPTOh (HEPTOK) gene, i b6 G 90% de-thd 90% AVARONTDA
(0 Cucueit yelow shning dsorder vis slte 278CYS-SA et shock e (HSPTL) e paral e 4t 9% fed 9% KXI2061
0 Couourtyelowsning e vius il 4CYS-SA et sk potein gene peralecs M4t W% feD W% KXIE]
{0 Cupurtyelowsning iorde vius e 3CYS-SA et shock poten 70 (spd0) ee il cs M4t 9% feD W% KTeAd
() Cucurityellow stnfing cisocer vius solle 2CYS-SA heatshock prtein 70 (g0 e parial s M4 %% fe10 1% KTBRR1
[ Cucurityellow shnfing cicocer vius ol 1CYS-SA heatshock prtein 70 g e, parial s M4 %% fe10 1% K601
O Alignments
@0 v Garbrk G : ) Questions comments

Sekil 4. 25. Cucurbit yellow stunting disorder virilis 54 izolat1 i¢in yapilan BLAST analizi
sonucu (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

GenBankasi’nda en yiiksek benzerlik gosteren diziler segilerek BioEdit programinda
¢oklu esleme yontemi ile elde edilen dizilerle birlikte analize alinmis, benzerlik
oranlar1 ve baz kompozisyonlar1 ortaya konulmustur. Antalya ili ve ilgelerinden elde
edilen dizi ornekleri birbirleriyle ve diinyanin farkli kabakgil tiretim bolgelerinden
elde edilen CYSDV izolatlarinin ayni gen bolgeleriyle karsilastirilmistir. Okuma

hatas1 nedeniyle olusabilecek insersiyon ve delesyonlar kontrol edilmistir.
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Okunmayan veya yanlis okunan niikleotidler gozle kontrol edilerek
diizeltilmistir.(Sekil 4.26). Daha sonra CYSDV 54 izolatt MK 129537 kabul numarasi

ile Gen Banlasi veri tabanina kayit edilmistir.

N HTT||'H|'|T|'H|HH||’H|’|HH‘HH|HH|HH‘HH’|H’H|HH|HH’|HTT|TTH|HH|THT|T

B 10 20 30 40 50 60 10 80
e B cACACTATCAGTTATAATCICATARARAC CHCCGRSHIACSICOTRRCGACETSMC HTI” :
Ormektd ) Bl
e LRSI GACACTATCARTTATART GTGATAR

Ornekd7 CYSD pUgE uhTuTl“iTTw AATCTCATAR

e wIRWAN T TCACACTATCARTTATART GTGATA] B i
st na s [T CACACTATCAATTATAAT GTGATAS T“'qh“thThT“‘ ﬂaﬂTTaﬂﬂTnhTaav| .nTrTaquvm'
e Sy AW T CACACTATCARTTATART GTGATAA AR CAGCATATGTCACCAGTTACGTGATAACGACGTATACATCAC

Ornek5d CYSDTTGﬁ“ﬁthT“‘ﬁTTqTﬁﬁThTth ARTCCAGCGTATGICACCGARTTACGIGGTIAACGACGTGTACATCAC
Ornekss cysnTThqluhTuT“ﬂITTaTﬂﬂT S1GATAL AATCCAGCGTATGICACCGAGTTACGIGGTAACGACGTGTACATCAC
Ornekd CYSDVTTGﬂ“ﬁthT“‘ﬂTTqquThTthq AATCCAGCGTATGICACCGARTTACGIGGTAACGACGTGTACATCAC
RGN e - CTCAEGTATTGTCTARTAGTGACATG
NENREEWIRT G0 CAACCCT0OTTT GO CTTICETACTACTTICTCTACTATCACCACTTATGTTART T STTATCRAR CTTTIGRRATI G2
NI RIE aakas 0 0~ T AGAGTTCGGTACCACTTICTCTACTAT CAGCAGTTATGTTART GO GTTAT GAARGTTTT GARATT GAACS
WEINEeal] AT GTAT CAACTACAAT GT CATARRAAC CAAART CAAT CCAGCGTATGICACTGAGT TACGAGSTAACGATGTGTACAT CACTGG
(LN CCACAT CT GGTTCTT GGG CCAGCCCAAGT TCTT GAGGRAGACGAGGICCCTAACTGTTATTT TTAT GATTT GAAGA GAT GGG

Sekil 4. 26. Cucurbit yellow stunting disorder viriis’iin Hsp70 gen boélgesine ait ¢oklu
niikleotid dizi karsilagtirmalarinin ekran goriintiisii

Yapilan kontrolde Antalya ili ve il¢elerinden toplanan 6rnekler kiyaslandiginda Serik
ve Alanya ilgelerinden toplanan 42, 47, 50 ve 55 nolu 6rneklerin diger orneklere
kiyasla 1 baz eksik icerdigi goriilmiistiir. Daha sonra Mega 7 programinda genetik
uzaklik matrisi olusturulmustur (Cizelge 4.6). Yapilan dizi analizleri sonucunda
Antalya CYSDYV izolatlarinin Hsp70 genlerinin niikleotid dizilimleri kendi aralarinda
karsilastirildiginda, % 100 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Gen bankasi
veri tabanlarinda bulunan diinyanin farkli kabakgil iiretim alanlarinda elde edilen
Hsp70 gen dizilimleri alinarak yapilan c¢oklu dizi karsilastirmalari sonucunda;
izolatlarin Hsp70 gen bolgeleri arasindaki benzerligin % 91-100 arasinda degistigi
goriilmiistiir. Antalya izolatlar1 en ¢ok benzerligi % 100 oraniyla Liibnan, Ispanya ve
Israil izolat: ile gdsterirken, en az benzerligi % 91 oraniyla Suudi Arabistan izolati ile
gostermistir. CYSDV izolatlar1 arasinda %9’a varan niikleotid farkliliklar1 oldugu ve
bu farkliliklarin 364 bazlik kismi {izerinde belirli bir yerde yogunlasmayip homojen
bir sekilde dagildig: goriilmiistiir.
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Cizelge 4. 6. Antalya ili Cucurbit yellow stunting disorder viriis izolatlar1 ile diinyadaki

Cucurbit yellow stunting disorder viriis izolatlarinin Hsp70 genlerinin niikleotid

dizilimlerinin benzerlik oranlari

[
N o n N~ o — N <t [Te) 9 N
<t <t < <t [Tel n n el n ™ L <
>1z21z21z21212121212121s5|¢c]|2 S
olo|lo|lo|lo|laolo|lolala|l&|zlel=]38
w w (2] w (92 [%2] [%2] (92] w wn o < < a‘ o
SI>>[>1>1>[>|>1>|>[3| || E|a
olojJolJlolJo]lo]lolo]lo]loldl|lL|lwl|lL]|<
CYSDV42 100|100 100/100]100|100]100(100|100]100(100]91 100|862
CYSDV43 100|100 100/100)100| 100100 100|100|100]91 |100|62
CYSDV45 100(100/100] 100|100 100 100|100(100]91 |100|62
CYSDV47 100]100|100/100|100(100]100(100]91 [100]62
CYSDV50 100100/100]100| 10010010091 | 10062
CYSDV51 100]100( 100100199 |[100]91 |100|62
CYSDV52 100 (100100100100 91 | 100 |62
CYSDV54 100100100 |100|91 | 100 |62
CYSDV55 100100 (10091 | 100 |62
CYSDV3 10010091 | 100 |62
CYSDV-Lubnan
ID:KC633820.1 100191 1100162
CYSDV-Ispanya
1D:AJ223619.2 91 (100 62
CYSDV-SuudiArabistan 91 |e1
1D:KX120126.1
CYSDV-Israil ID:U67448.1 62
AB513442. Tomato chlorosis
virus

4.6. Filogenetik Analiz Calismalari

4.6.1. Cucurbit aphid-borne yellow virus’iin maksimum parsimony yontemi ile
yapilan filogenetik analizi

Antalya CABYV izolatlarinin kilif protein geninin Gen bankasi veri tabanlarinda

bulunan 6 farkli iilkeye ait CABYV izolatlarinin kilif protein genleriyle yapilan
filogenetik analizleri sonucunda elde edilen soyagaci Sekil 4.27'de verilmistir.

Maksimum parsimoni analizi yapilirken diziler analize 1000 rastgele tekrarli olarak

(Felsenstein, 1985) alinmis, CABYV izolatlarmin kilif protein genlerinin

farkliliklarinin ve filogenetik analizlerinin daha dogru sonug vermesi agisindan CMV

AJ242585 izolat1 dig grup olarak eklenmistir.
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CABYVT
CABYV-Misir Sequence 1D: FR822385.1
40| CABYV10

- CABYV-talya Sequence ID: EF029115.1

7 E:ABW 1
CABYVA6
54 | CABYVY

L CABYV-Tunus Sequence ID: EF187338.1

CABYV-Montenegro Sequence ID: KX396664.1

{ CABYV-Cin Sequence 1D: EU244319.1

84 L CABYV-Hindistan Sequence ID: KY711340.1

AJ242585.1 cucumber mosaic virus genomic RNA for coat protein isolate YN-B

Sekil 4. 27. Gen bankasinda kayitli diinyanin farkli bolgelerinden ve Antalya ilinden elde
edilen Cucurbit aphid-borne yellow virus izolatlarimin kilf protein gen
dizilimlerinin karsilastirilmasi sonucunda Maksimum Parsimoni metodu ile
olusturulan filogenetik soy agaci.

Filogenetik analizler Antalya CABYV izolatlarinin birbirleriyle yakin iligkide
oldugunu ve Misir, Italya, Tunus ve Montegro ile ayn1 kiimede yer
aldiginigostermistir.  Antalya izolatlar1 ile diinyanin farkli kabakgil iiretim
bolgelerindeki CABYV izolatlarinin kilif protein genlerine gore iki ana gruba
ayrildig1 belirlenmistir. Bunlardan ilki Tiirkiye ve diger lilke izolatlarinin bir arada
bulundugu kiime iken digeri dis grup olarak belirlenen izolatin bulundugu kiimedir.
[Ik kiimenin kendi icerisinde 2 gruba ayrildigi gdzlenmistir. Grup I, aralarinda
Turkiye'nin de bulundugu Misir, Italya, Tunus ve Montegro’nun yer aldigi 5 farkl
tilkeden 9 izolat1 icermektedir. CABYV 9 numarali 6rnek Tunus ile yakin benzerlik
gosterirken, CABYV 7, 10, 11, 16 numarali drnekler ise Italya ve Misir ile yiiksek
oranda benzerlik gostermektedir. Grup II’de ise sadece Cin ve Hindistan izolat1 yer

almaktadir.
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4.6.2. Cucurbit chlorotic yellows virus’iin maksimum parsimony yontemi ile
yapilan filogenetik analizi

Antalya CCYV izolatlarimin kilif protein geninin Gen bankasi veri tabanlarinda

bulunan 6 farkli iilkeden CCYV izolatlarinin kilif protein genleriyle yapilan

filogenetik analizler sonucunda elde edilen soyagaci Sekil 4.28'de verilmistir.

Maksimum parsimoni analizi yapilirken diziler analize 1000 rastgele tekarli olarak

alinmis, CCYV izolatlarinin kilif protein genlerinin farkliliklarinin ve filogenetik

analizlerinin daha dogru sonu¢ vermesi agisindan CMV AJ242585 izolati dig grup olarak

eklenmistir.

CCYWV-Yunanistan Sequence ID: LT716006.1
CCYV-Suudi Arabistan Sequence ID: KT9465817 .1
T3

A CCYW-Sudan Sequence 1D: JFBOT053.1

CCY¥W-Lubnan Sequence ID: JX014262 1

CCYV-Cin Sequence ID: KY400633.1

L CCYV-Iran Sequence 1D: KC577202.1

g

CCYv22

AJ242585 1 cucumber mosaic virus genomic RMNA for coat protein isolate YN-B

Sekil 4. 28. Gen bankasinda kayith diinyanin farkli bolgelerinden ve Antalya ilinden elde
edilen Cucurbit chlorotic yellows virus izolatlarmmin kilif protein gen
dizilimlerinin karsilastiritlmasi sonucunda Maksimum Parsimoni metodu ile
olusturulan filogenetik soy agaci.

Yapilan filogenetik analiz sonucunda; Antalya izolatlar1 ile diinyanin farkli kabakgil
tiretim bolgelerinden elde edilen CCYV izolatlarmin kilif protein genlerine gore iki
ana gruba ayrildig1 belirlenmistir. Bunlardan ilki Tiirkiye ve diger iilke izolatlatinin
bir arada bulundugu kiime iken digeri dis grup olarak belirlenen izolatin bulundugu

kiimedir. ilk kiimenin kendi igerisinde 2 gruba ayrildifi gdzlenmistir. Grup I,
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aralarinda Yunanistan, Suudi Arabistan, Sudan, Liibnan ve Cin izolatlarinin 5 farkl

tilkeden 5 izolat1 icermektedir. Grup II’de ise sadece Tiirkiye izolat1 yer almaktadir.

4.6.3. Cucurbit yellow stunting disorder viriis’iin maksimum parsimony
yontemi ile yapilan filogenetik analizi

Antalya CYSDV izolatlarmin Hsp70 geninin Gen bankasi veri tabanlarinda bulunan

4 farkli CYSDV izolatina ait Hsp70 genleriyle yapilan filogenetik analizler

sonucunda elde edilen soyagaci Sekil 4.29'da verilmistir. Maksimum parsimoni

analizi yapilirken diziler analize 1000 rastgele tekarli olarak alimmis, CYSDV

izolatlarinin Hsp70 genlerinin farkliliklarinin ve filogenetik analizlerinin daha dogru

sonug¢ vermesi agisindan ToCV AB513442 izolat1 dis grup olarak eklenmistir.

CYSDWVED

CYSDV-lspanya Sequence |D:AJ223619.2
CYSDWa4

CYSDwV4T

CYSDOV-Lubnan Sequence ID:KCB33820.1

ge| CYSDW52

CYSDW45

CYSDW-lsrail Sequence ID:UB7448.1

CYSDV3

CYSDW43

CYSDw42

CYSDWVa5s

CYSDV5E1

CYSDV-SuudiArabistan Sequence 1D:KX120126.1
AB513442 1 Tomato chlorosis virus HSP70h gene for heat shock protein 70 homolog complete cds

95

Sekil 4. 29. Gen bankasinda kayith diinyanin farkli bolgelerinden ve Antalya ilinden elde
edilen Cucurbit yellow stunting disorder virus izolatlarinin Hsp70 gen
dizilimlerinin karsilastirilmasi sonucunda Maksimum Parsimoni metodu ile
olusturulan filogenetik soy agaci.

Yapilan filogenetik analizler Antalya CYSDV izolatlarinin birbirleriyle yakin
iliskide oldugunu ve Ispanya, Israil ve Liibnan ile aymi kiimede yer aldigim
gostermistir. Analizler sonucunda diinyanin farkl kabakgil tiretim bolgelerinden elde

edilen ve analizi yapilan CYSDV izolatlarinin Hsp70 genlerine gore iki ana gruba
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ayrildig1 belirlenmistir. Bunlardan ilki Tiirkiye ve diger iilke izolatlatinin bir arada
bulundugu kiime iken digeri dis grup olarak belirlenen izolatin bulundugu kiimedir.
Ik kiimenin kendi igerisinde 2 gruba ayrildign gozlenmistir. Turkiyenin de
bulundugu Ispanya, Israil ve Liibnan’in yer aldig1 4 farkli iilkeden 13 izolat1 igerdigi

tespit edilmistir. Grup II ise sadece Suudi Arabistan izolat1 yer almaktadir.
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TARTISMA ve SONUCLAR

Siirekli artan diinya niifusuna paralel olarak tarimsal iiretime olan talebin de artmasi,
tarim arazilerinden elde edilecek {iriiniin ve verimin arttirllmasini kaginilmaz hale
getirmektedir. Tarimsal tretimde artis saglamanin yollar1 ise yiiksek verimli ve
dayanikl ¢esitlerin gelistirilmesi, giibreleme, sulama ve diger verim artirici tarimsal
faaliyetlerin dogru ve bilingli olarak yapilmasinin yani sira hastaliklarla ve

zararlilarla miicadeledir.

Bitki patojenlerinden viriislerin neden oldugu hastaliklarin, bitkisel tiretimde onemli
siirlayict  bir faktér olmasinin  baslica nedenleri; etkili antiviral driinlerin
bulunmamas1 ve Viriis kontrol stratejilerinindaha ziyade dayanikliliga veya hijyene
ya da hastalikl1 bitkilerin yok edilmesi temeline dayanmasidir. Uluslararasi seyahat
ve bitki materyali ticaretinin artmasi, giinden giine yeni viriisleri ve vektorlerini
diinyanin degisik tarim alanlarina dahil etme riskini arttirmaktadir. Degisen iklim
kosullari, yeni getirilen viriislerin veya vektorlerinin basarili bir sekilde yayilmasina
katkida bulunmaktadir. Tarimsal iiretimde ortaya ¢ikan viral hastaliklara kars1 6nlem
alinmadig1 takdirde % 100’ lere varan oranlarda verim kayiplar1 ortaya
cikabilmektedir. Bu hastaliklarin Diinya’da her yil 60 milyar dolar civarinda iiriin

kaybindan sorumlu oldugu tahmin edilmektedir.

Bu tez caligmasinda son yillarda ortiialti kabakgil alanlarinda hizla yayilan sarilik
viriislerinden bazilart ele alinmistir. Diinya genelinde ve iilkemize komsu tilkelerin
seralarinda ve acik tarlalarinda yetistirilen kabakgillerde beyazsineklerle tasinan ve
sarilik hastaliklarina neden bazi virlislerin dagiliminin ve goriilme sikliginin hizla
artis gostermesi bu ¢alismanin planlanmasinda etkili olmustur. Ulkemizdeki sebze
iretim alanlar1 arasinda ilk siralarda bulunan Antalya’nin kabakgil liretim alanlarinda

sarilik viriislerinin durumu arastirilmistir.

Arazi galismalari sirasinda hiyar bitkisinde Abou-Jawdah vd., 2000 a ve Abrahamian
vd., 2013 belirtildigi sekilde ozellikle alt yapraklarin damarlararasi bdlgelerinde
goriilen klorotik beneklerin parlak sar1 bir renk alarak birlestigi, yapraklarin asagiya
dogru hafifce kivrik, kirllgan ve bombeli oldugu goriilmiistiir. Ayrica yapraklar
biiyiiyiip yaslandik¢a daha siddetli bir sararma simptomu ortaya ¢iktigr, meyve sekli
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ve renginindegismedigi ancak meyve sayist ve toplam agirlikta azalma (Gu vd.,
2011) oldugu goriilmistiir. Kavun iiretim alanlarinda ise ayni sekilde belirtilerin

oldugu goriilmistiir.

Arastirma alanlarinda yaprak biti popiilasyonu yaninda 6zellikle beyazsinek
polulasyonunun yogun olmast bu sarilik virlislerinin  Criniviriis  kaynakli
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Abrahamian vd., 2012 ye gore kavun ve hiyarda
ozellikle CCYV ve CYSDV viriistenkaynaklanan karisik enfeksiyonlarda meydana
gelen sararma simptomlarinin bu virlislerden hangisinden kaynaklandigi ayirt
etmenin miimkiin olmadig1 gériilmistiir.Wintermantel vd., 2009 ve Okuda vd., 2010’
a gore her ikisi de beyazsinekle tasinan CYSDV ve CCYV’lerinin  karigik

enfeksiyonlar1 Cucurbitaceae familyasi bitkilerine oldukca fazla hasar vermektedir.

Ozellikle CCYV’nii tek bir beyazsinegin bile viriisii saglikli fidelere iletmek igin
yeterli ve vektoriin viriisii basariyla nakletmek i¢in 90 dakikalik bir siireye
gereksinim duymasi ve viriisii 6 giin boyunca biinyesinde tasiyabilmesi (Shakeel vd.,

2018) sarilik belirtilerinin yorede hizli bir sekilde yayilmasini agiklamaktadir.

Ozellikle ortiialt1 kabak iiretim alanlarinda beyazsinek populasyonundan ziyade
yaprak biti populasyonunun da yogun olmasi ve Akdeniz bolgesinde yetistirilen
kabakgillerde en yaygin virlislerden birininde CABYV olmas1 (Lecoq ve Desbiez,
2012), yaninda iiretim alanlarinda bitkilerin yasli yapraklarinda kalinlagsma ve
kirilganlikla beraber sararma, damarlararas alanlarda lekelenme seklinde simptomlar

nedeni ile bu viriisiin CABY'V olabilecegi fikrini desteklemistir.

Yaprak biti ve beyazsinek populasyonu dikkate alinarak yorede yaygin sikayete
neden olan ve 6zellikle besin noksanligi ile sik¢a karigtirilan belirtilerin 6nemli ve
yaygin sarilik viriislerinden CABYV, CYSDV ve CCYV olabilecegi diisiintilerek, bu
viriislerin Antalya ilindevarlifinin arastirilmasi amaciyla serolojik ve molekiiler

yontemler uygulanmistir.

CABYV i¢in yapilan TAS-ELISA testi sonucunda ozellikle kabak bitkisinde
toplanan bitki 6rneklerinden % 96’sinda tekli ya da karisik infeksiyon seklinde bu

viriistin varhigi belirlenmistir. Hiyar 6rneklerinde bu oran % 43 iken kavun bitkisinde
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%30 larda kalmistir. Bu sonuglarda Aphis gossypii ve Myzus persicae ile persistent
ve sirkiilatif olarak tasinan CABY'V nin bitkilerde yogun olarak bulunan yaprak biti

populasyonu ile orantili oldugunu ortaya koymustur.

Stipheli 6rneklerle birlikte toplanan vektorlerin teshisi tiir teshisleri Ankara Zirai
Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisii Miudirliiglinde goérev yapan Dr. Isil
OZDEMIR tarafindan yapilmis ve yaprak bitleri Aphis gossypiiolarak belirlenmistir.

CCYV ig¢in yapilan DAS-ELISA testinde 6zellikle kavun bitkisinde %77 oraninda
tekli ya da karisik infeksiyon seklinde bu viriisiin varligi belirlenmistir. Hiyar
orneklerinde bu oran % 49 iken kabak bitkisinde sadece bir Ornekte karisik

infeksiyon seklinde viriisiin varligi belirlenmistir.

CYSDV’nin DAS-ELISA testi sonuglarinda ise toplanan hiyar bitki 6rneklerinin
% 48’inde tekli ya da karisik infeksiyon seklinde bu viriisiin varligi belirlenmistir.

Kabak 6rneklerinde bu oran % 25 iken kavun bitkisinde % 21oraninda bulunmustur.

Beyazsineklerin teshisleri ise Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi Bitki Koruma
Boliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ismail KARACA tarafindan yapilmis ve toplanan
beyazsinek ergin ve nimflerinden yapilan teshis sonucunda Bemisia tabaci oldugu
belirlenmistir. Bu da ELISA testleri sonucunda bitkilerde yogun miktarda CCYV ve

CYSDV viriislerinin tespit edilmesini desteklemektedir.

CABYV virlis i¢in Kassem vd., 2007 referans alinarak kullanilan primerler ile
yapilan RT-PCR c¢alismalar1 sonucunda kilif protein gen bdlgesine ait beklenen
biiyiikliikkte, Tomassoli ve Meneghini, 2007 de vurgulandigi tizere 600 bp

uzunlugundaki fragmentler elde edilmistir.
ELISA, RT-PCR ve filogenetik analiz ¢aligmalari sonucunda arastirma alanlarinda

CABYV, CCYV ve CYSDV’nin varligi ortaya konmustur. Uygulanan tiim bu

yontemler birbirini desteklemistir.
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Yine aymi sekilde CCYV igin 870 bp (Keshavarz vd., 2013 a) uzunlugundaki kilif
protein gen bolgesi ve CYVSV igin 364 bp (Boubourakas vd., 2006) uzunlugundaki

151 sok protein gen bolgesine ait istenen seviyede bantlar elde edilmistir.

Arastirmanin yiiritildigi 2015-2016 iiretim sezonu boyunca alian viriis siipheli
kabak, hiyar ve kavun yaprak 6rneklerinin biiylik bir kismmin TAS ve DAS-ELISA
testleri sonucunda CABYV, CYSDV, CCYV ile tek ya da karisik enfekteli oldugu
belirlenmistir. Serolojik testleri takiben yapilan molekiiler diizeydeki ¢aligmalar da
virislerin varligint dogrulamistir.  Bu amagla yapilan total RNA izolasyonu
calismalar1 sonrasinda secilen 6rneklere CABYV ve CCYV’nin kilif protein gen
bolgesi ile CYSDV’nin Hsp 70 gen bolgesine ait genleri belirlemek i¢in RT-PCR

testi uygulandiginda viriislere 6zgili beklenen seviyedeki profillere ulagilmistir.

Sekans analizleri sonucunda her bir viriis i¢in birer 6rnek GenBankasi veri tabanina
CABYYV i¢cin MK129536 kabul numarasi, CYSDV i¢in MK 129537 kabul numarasi
ve CCYV i¢in MKI129538 kabul numarasi ile kayit ettirilmistir. Elde edilen
niikleotid dizileri Gen bankasi veri tabanlarinda bulunan ve diinyanin farkli kabakgil
iiretim alanlarindan elde edilen izolatlar ile genetik iligkisini belirlemek amaciyla
CABYYV ve CCYV’nin CP ile CYSDV’ninHsp70 gen bolgesine ait niikleotid dizileri

kullanilarak filogenetik analizler yapilmistir.

Yapilan ¢oklu dizi karsilastirmalar1 sonucunda Antalya ilinden elde edilen CABYV
izolatlarinin  kilif protein homolog genlerinin %100 benzerlik gdsterdigi
belirlenmistir. Tiim diinya izolatlar karsilastirildiginda da izolatlarin kilif protein gen
bolgeleri arasindaki benzerligin % 95-100 arasinda degistigi goriilmiistiir. Antalya
izolatlar1 en ¢ok benzerligi % 100 oraniyla Misir, Italya ve Montenegro izolati ile
gosterirken, en az benzerligi % 94 oramiyla Hindistan izolatiyla gdstermistir.
CABYV izolatlar1 arasinda %S5'e varan niikleotid farkliliklar1 oldugu ve bu
farkliliklarin 600 bazlik kismi lizerinde belirli bir yerde yogunlasmayip homojen bir
sekilde dagildig1 goriilmiistiir.

Analizi yapilan CABYV izolatlarinin kilif protein genlerine gore iki ana gruba

ayrildig1 belirlenmistir. Grup I'de aralarinda Turkiye'nin de bulundugu Mistr, Italya,
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Tunus ve Montegro’nun yer aldigi 5 farkli iilkeden 13 izolati icerdigi tespit
edilmistir. CABYV 9 numarali 6rnek Tunus ile yakin benzerlik gosterirken, CABYV
7, 10, 11, 16 numarali ornekler ise italya ve Misir ile yiliksek oranda benzerlik

gostermektedir. Grup II’de ise sadece Cin ve Hindistan izolat1 yer almaktadir.

Sekans analizleri sonucunda incelenen CABYV izolatlarinin CP geninin sekansinin
cok az farklilhik gosterdigini goriilmiistiir. Cografik acidan uzak olan CABYV
izolatlarinin nisbeten yakin bir iliski ve sekans benzerliginin, Bananej vd., (2009)’ de
belirtildigi gibi konuk¢u ve vektdr bollugunda diinya genelinde salginlarin patlak

vermesi ve viriisiin hizla genislemesinden kaynaklanabilecegi diistinlilmiistiir.

Antalya kabakgil iiretim alanlarindan ve diinyanin farkli kabakgil {iretim
bolgelerinden elde edilen CYSDV  izolatlarin  Hsp70 gen bolgeleriyle
karsilastirilmistir. Tiim diinya izolatlar1 karsilagtirildiginda da izolatlarin Hsp70 gen
bolgeleri arasindaki benzerligin % 91-100 arasinda degistigi goriilmiistiir. Antalya
izolatlar1 en ¢ok benzerligi % 100 oraniyla Ispanya, Israil ve Liibnan izolati ile
gosterirken, en az benzerligi % 91 oramiyla Suudi Arabistan izolatiyla gostermistir.
CYSDV izolatlar1 arasinda % 9'a varan niikleotid farkliliklar1 oldugu ve bu
farkliliklarin 364 bazlik kismi iizerinde belirli bir yerde yogunlasmayip homojen bir

sekilde dagildig1 goriilmiistiir.

Filogenetik analizler sonucunda diinyanin farkli kabakgil tiretim bolgelerinden elde
edilen ve analizi yapilan CYSDYV izolatlariin hsHsp70 genlerine gore iki ana gruba
ayrildig1 belirlenmistir. Grup I'de aralarinda Turkiye'nin de bulundugu Ispanya, Israil
ve Liibnan’in yer aldig1 4 farkl tilkeden 13 izolat1 igerdigi tespit edilmistir. Grup 11

ise sadece Sudi Arabistan izolat1 yer almaktadir.

Antalya kabakgil {iiretim alanlarindan ve diinyanin farkli kabakgil iiretim
bolgelerinden elde edilen CCYV izolatlan1 ile yapilan ¢oklu dizi karsilagtirmalari
sonucunda Antalya ilinden elde edilen CCYV izolatinin tim diinya izolatlar ile
karsilastirildiginda izolatlarin kilif protein gen bolgeleri arasindaki benzerligin %92-
95 arasinda degistigi goriilmiistiir. Antalya izolatlar1 en ¢ok benzerligi %95 oraniyla

Yunanistan, Suudi Arabistan, Sudan, Liibnan ve Cin izolati ile gosterirken, en az

benzerligi % 92 oraniyla Iran izolatiyla gostermistir. CCYV izolatlar1 arasinda % 8'e
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varan niikleotid farkliliklari oldugu ve bu farkliliklarin 870 bazlik kismi iizerinde

belirli bir yerde yogunlasmayip homojen bir sekilde dagildig1 goriilmiistiir.

Analizler sonucunda; Antalya CCYV izolatinin diger iilkelelerden farkli
dallandigiYunanistan, Suudi Arabistan, Sudan, Liibnan ve Cin izolatlarinin
birbirleriyle yakin iliskide oldugu ve Iran izolati ile biraz farkliik arzettigi

gorilmistiir.

Filogenetik analizler sonucunda diinyanin farkli kabakgil iiretim bolgelerinden elde
edilen ve analizi yapilan CCY'V izolatlarinin kilif protein genlerine gore {i¢ ana gruba
ayrildig1 belirlenmistir. Grup I'de Yunanistan, Suudi Arabistan, Sudan, Liibnan ve
Cin, Grup II de Iran ve Grup III de Tiirkiye izolatlar1 yer almaktadir. Gruplar

arasindaki dallanmanin konukgu bitki ya da orjin kokenli olmadig1 gozlemlenmistir.

Bu tez caligsmasiyla Antalya ili ve ilgelerinde kabakgil iiretim alanlarinda sarilik
hastaliklarina yol acan CABYV, CCYV ve CYSDV varlig1 belirlenmis ve seroljik
testler ile molekiiler yontemler birbirini desteklemistir. Antalya ilinde daha once
kabakgil tiretim alanlarinda sarilik virlisleri belirlenmesine karsin kapsamli bir
calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile ortiialt1 tiretim alanlarinda genellikle besin
noksanhigimma atfedilen belirtilerin ~ sarilik  viriislerinin  infeksiyonlarindan
kaynaklandig1 ortaya konmustur. Arastirma alanlarindan elde edilen kabakgil yaprak

orneklerinde sarilik viriislerinin yogun oldugu belirlenmistir.

Dizileme, dizi karsilastirmalar1 ve filogenetik analizlerle Antalya boélgesinde bulunan
CABYV ve CCYV izolatlarinin CP geninden CYSDV izolatlarinin ise Hsp70
genlerinin kismi molekiiler karakterizasyonu yapilarak izolatlarin gen bdlgelerinin
diinyanin farkli bolgelerinden izolatlarin ayni gen bolgeleriyle benzerlik gosterdigi

tespit edilmistir.

Yapilan filogenetik analizler CABYV, CCYV ve CYSDV  izolatlarinin
gruplanmasinda cografik orjinlerin etkili olmadigin1 gostermistir. Ancak daha kesin
bir gruplandirma ve izolatlarin genetik iligkilerinin belirlenmesi i¢in daha farkl

cografik bolgeden daha fazla izolat ile caligma yapilmasi gerekmektedir.
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CABYYV, CCYV ve CYSDV’lerinin dogru ve hizli bir sekilde teshisi ve molekiiler
karakterizasyonu viriis epidemiyolojisinin anlasilmasi ve viriisiin yol actig1 hastaligin
miicadelesinde 6nem arzetmektedir. Giiniimiizde CABYV, CCYV ve CYSDV’nin
tanilama calismalarinda  yaygin  olarak ELISA ve RT-PCR ydntemleri
kullanilmaktadir. CABYV, CCYV ve CYSDV’nin molekiiler tanisinda viriis
genomunun farkli kisimlarint hedefleyen birgok RT-PCR yontemi gelistirilmistir.
Diinya genelinde yapilan ¢alismalarda CABYV ve CCY V’lerini tanilamada en ¢ok
kullanilan hedefin, kilif protein geni oldugu goriilmektedir. CYSDV ne 6zgii olan ve
yiikksek oranda korunmus diziye sahip olan Hsp70 geni ise CYSDV ve benzer

virtislerin molekiiler tanilanmasinda hedef olarak kullanilmaktadir.

Farkli kabakgil cesitlerinin testlenmesi sonucunda ornek alinan ticari cesitlerin
neredeyse tiimiinde sarilik viriisleri tespit edilmis olup, piyasaya hakim olan
gesitlerin sarilik virlislerine hassas oldugu goriilmiistiir. Her ne kadar piyasada
CYSDV ye dayanikli cesitler bulunsa da bu cesitler bolgede hakim olarak iiretilen

cesitler arasinda yer almamaktadir.

Bolgedeki firetici ve tiiketicilerin ilgilendigi karakterlere sahip yeni dayanikli
cesitlerin gelistirilmesi adina bu ¢alismada niikleik asit dizileri ortaya konulan ve
yorede hakim olan izolatlarin dikkate alinmasi gerekmektedir. Bitkilerde patojen
olan viriislerin molekiiler yapilar 1iile ilgili bilgilerin bulunmasi, etkili miicadele
yontemlerini bulmada yardimci olacaktir.Bu virlislerin tanilama ¢alismalarinda
yararlanilan molekiiler teknikler cok kisa siirede cok sayida Ornek analiz
edilebilmesi, giivenilir sonuglar vermesi ve sonuclarin tekrar edilebilmesi yaninda,
zaman ve is giiclinden biiylik oranda tasarruf edilebilmesi nedeniyle 1slah
caligmalarina  katki  saglayacak ve c¢alismalarnt hizlandiracak niteliktedir.
Arastirmadan elde edilen bulgularin, kabakgil viriisleri konusunda c¢alisacak
arastirmacilara faydali olacagi diisiiniilmektedir. Yapilan calisma ile CABYV,
CCYV ve CYSDV’nin molekiiler yapis1 hakkinda bilgi edinilmis olup bu ¢alisma,

ileride yapilacak olan diger caligsmalara temel olusturmaktadir.
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EKLER

EK-1.Cucurbit aphid-borne yellow virus’e ait DNA dizi 6rnekleri

>CABYV7
GGCTAGAAATCAAAATGCAGGGAGGCGAAGGCGAAGAAATCAGCGCCC
TGCGCGGCGCGACCGCGTGGTTGTGGTCAACCCCATTGGGGGACCACCG
CGCGGAAGACGACAACGAAGAAACCGCCGACGCCCTAATCGAGGAGGC
AGAGCTAGAAGAGGAAGCCCAGGCGAAACATTTGTATTTTCAAAGGACA
ATCTCACGGGCAGTTCCACAGGAAGTATCACCTTCGGGCCGTCTCTTTCA
GAGAGCCCAGCATTCAGCTCTGGAATACTCAAGGCCTACCATGAATATA
AGATCATCATGGTCCAGCTGGAGTTCATCTCCGAGGCCTCTTCCACCTCC
TCGGGTTCCATCTCTTATGAGTTGGACCCCCACTGCAAGCTTAGCTCCCTC
CAATCCACGATTAATAAATTTGGAATCACCAAGAGTGGATTGCGACGTTG
GACCGCTAAGCAGATCAACGGGATGGAATGGCATGATGCAACCGAAGAC
CAATTCAAGATCCTCTATAAAG

>CABYV9
GGCTAGAAATCAAAATGCAGGGAGGCGAAGGCGAAGAAATCAGCGCCC
TGCGCGGCGCGACCGCGTGGTTGTGGTCAACCCCATTGGGGGACCACCG
CGCGGAAGACGACAACGAAGAAACCGCCGACGCCCTAATCGAGGAGGC
AGAGCTAGAAGAGGAAGCCCGGGCGAGACATTTGTATTTTCAAAGGACA
ATCTCACGGGCAGTTCCACAGGAAGTATCACCTTCGGGCCGTCTCTATCA
GAGAGCCCAGCATTCAGCTCTGGAATACTCAAGGCCTACCATGAATATA
AGATCATCATGGTCCAGCTGGAGTTCATCTCCGAGGCCTCTTCCACCTCC
TCGGGTTCCATCTCTTATGAGTTGGACCCCCACTGCAAGCTTAGCTCCCTC
CAATCCACGATTAATAAATTTGGAATCACCAAGAATGGATTGCGACGTTG
GACCGCTAAGCAGATCAACGGGATGGAATGGCATGATGCAACCGAAGAC
CAGTTCAAGATCCTCTATAAAGGGAATGGATC

>CABYV10
GGCTAGAAATCAAAATGCAGGGAGGCGAAGGCGAAGAAATCAGCGCCC
TGCGCGGCGCGACCGCGTGGTTGTGGTCAACCCCATTGGGGGACCACCG
CGCGGAAGACGACAACGAAGAAACCGCCGACGCCCTAATCGAGGAGGC
AGAGCTAGAAGAGGAAGCCCAGGCGAAACATTTGTATTTTCAAAGGACA
ATCTCACGGGCAGTTCCACAGGAAGTATCACCTTCGGGCCGTCTCTTTCA
GAGAGCCCAGCATTCAGCTCTGGAATACTCAAGGCCTACCATGAATATA
AGATCATCATGGTCCAGCTGGAGTTCATCTCCGAGGCCTCTTCCACCTCC
TCGGGTTCCATCTCTTATGAGTTGGACCCCCACTGCAAGCTTAGCTCCCTC
CAATCCACGATTAATAAATTTGGAATCACCAAGAGTGGATTGCGACGTTG
GACCGCTAAGCAGATCAACGGGATGGAATGGCATGATGCAACCGAAGAC
CAATTCAAGATCCTCTATAAAGGAATGG

>CABYV11

GGCTAGAAATCAAAATGCAGGGAGGCGAAGGCGAAGAAATCAGCGCCC
TGCGCGGCGCGACCGCGTGGTTGTGGTCAACCCCGTTGGGGGACCACCG
CGCGGAAGACGACAACGAAGAAACCGCCGACGCTCTAATCGAGGAGGC
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AGAGCTAGAAGAGGAAGCCCAGGCGAAACATTTGTATTTTCAAAGGACA
ATCTCACGGGCAGTTCCACAGGAAGTATCACCTTCGGGCCGTCTCTTTCA
GAGAGCCCAGCATTCAGCTCTGGAATACTCAAGGCCTACCATGAATATA
AGATCATCATGGTCCAGCTGGAGTTCATCTCCGAGGCCTCTTCCACCTCC
TCGGGTTCCATCTCTTATGAGTTGGACCCCCACTGCAAGCTTAGCTCCCTC
CAATCCACGATTAATAAATTTGGAATCACCAAGAGTGGATTGCGACGTTG
GACCGCTAAGCAGATCAACGGGATGGAATGGCATGATGCAACCGAAGAC
CAATTCAAGATCCTCTACAAAGGAACGGATCT

>CABYV16
GGCTAGAAATCAAAATGCAGGGAGGCGAAGGCGAAGAAATCAGCGCCC
TGCGCGGCGCGACCGCGTGGTTGTGGTCAACCCCGTTGGGGGACCACCG
CGCGGAAGACGACAACGAAGAAACCGCGGACGCCCTAATCGAGGAGGC
AGAGCTAGAAGAGGAAGCCCAGGCGAAACATTTGTATTTTCAAAGGACA
ATCTCACGGGCAGTTCCACAGGAAGTATCACCTTCGGGCGGTCTCTTTCA
GAGAGCCCAGCATTCAGCTCTGGAATACTCAAGGCCTACCATGAATATA
AGATCATCATGGTCCAGGTGGAGTTCATCTCTGAGGCCTCTTCCACCTCC
TCGGGTTCCATCTCTTATGAGTTGGACCCCCAATGCAAGCTTAGCTCCCTC
CAATCCCCGATTAATAAATTTGGAATCACCAAGAGTGGACTGCGACGTTG
GACCGCTAAGCAGATCAACGGGATGGAATGGCATGATGCAACCGAAGAC
CAATTCAAGCTCCTCTATAAAGTGAACCGATCT

>CABYV-Italya Sequence ID: EF029115.1
GAATACGGTCGCGGCTAGAAATCAAAATGCAGGGAGGCGAAGGCGAAG
AAATCAGCGCCCTGCGCGGCGCGACCGCGTGGTTGTGGTCAACCCCATTG
GGGGACCACCGCGCGGAAGACGACAACGAAGAAACCGCCGACGLCCCTA
ATCGAGGAGGCAGAGCTAGAAGAGGAAGCCCAGGCGAAACATTTGTATT
TTCAAAGGACAATCTCACGGGCAGTTCCACAGGAAGTATCACCTTCGGGC
CGTCTCTTTCAGAGAGCCCAGCATTCAGCTCTGGAATACTCAAGGCCTAC
CATGAATATAAGATCATCATGGTCCAGCTGGAGTTCATCTCCGAGGCCTC
TTCCACCTCCTCGGGTTCCATCTCTTATGAGTTGGACCCCCACTGCAAGCT
TAGCTCCCTCCAATCCACGATTAATAAATTTGGAATCACCAAGAGTGGAT
TGCGACGTTGGACCGCTAAGCAGATCAACGGGATGGAATGGCACGATGC
AACCGAAGATCAATTCAAGATCCTCTATAAAGGGAACGGATCTTCCTCGG
TTGCGGGCAGCTTCAGAATCACCATCAAGTGCCAGGTCCAGAACCCGAA
ATAG

> CABYV-Misir Sequence ID: FR822385.1
GGCTAGAAATCAAAATGCAGGGAGGCGAAGGCGAAGAAATCAGCGCCC
TGCGCGGCGCGACCGCGTGGTTGTGGTCAACCCCATTGGGGGACCACCG
CGCGGAAGACGACAACGAAGAAACCGCCGACGCCCTAATCGAGGAGGC
AGAGCTAGAAGAGGAAGCCCAGGCGAAACATTTGTATTTTCAAAGGACA
ATCTCACGGGCAGTTCCACAGGAAGTATCACCTTCGGGCCGTCTCTTTCA
GAGAGCCCAGCATTCAGCTCTGGAATACTCAAGGCCTACCATGAATATA
AGATCATCATGGTCCAGCTGGAGTTCATCTCCGAGGCCTCTTCCACCTCC
TCGGGTTCCATCTCTTATGAGTTGGACCCCCACTGCAAGCTTAGCTCCCTC
CAATCCACGATTAATAAATTTGGAATCACCAAGAGTGGATTGCGACGTTG
GACCGCTAAGCAGATCAACGGGATGGAATGGCATGATGCAACCGAAGAC
CAATTCAAGATCCTCTATAAAGGGAACGGATCTTCCTCGGTTGCGGGCAG
CTTCAAAATCACCATCAAGTGCCAGG
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>CABYV-Montenegro Sequence ID: KX398664.1
ATGAATACGGTCGCGGCTAGAAATCAAAATGCAGGGAGGCGAAGGCGA
AGAAATCAGCGCCCTGCGCGGCGCGACCGCGTGGTTGTGGTCAACCCCA
TTGGGGGACCACCGCGCGGAAGACGACAACGAAGAAACCGCCGACGCCC
TAATCGAGGAGGCAGAGCTAGAAGAGGAAGCCCAGGCGAGACATTTGTA
TTTTCAAAGGACAATCTCACGGGCAGTTCCACAGGAAGTATCACCTTCGG
GCCGTCTCTTTCAGAGAGCCCAGCATTCAGCTCTGGAATACTCAAGGCCT
ACCATGAATATAAGATCATCATGGTCCAGCTGGAGTTCATCTCCGAGGCC
TCTTCCACCTCCTCGGGTTCCATCTCTTATGAGTTGGACCCCCACTGCAAG
CTTAGCTCCCTCCAATCCACGATTAATAAATTTGGAATCACCAAGAATGG
ATTGCGACGTTGGACCGCTAAGCAGATCAACGGGATGGAATGGCATGAT
GCAACCGAAGACCAGTTCAAGATCCTCTACAAAGGGAATGGATCTTCCTC
GGTTGCGGGCAGCTTCAGAATCACCATCAAGTGCCAGGTCCAGAACCCG
AAATAG

> CABYV-Cin Sequence ID: EU244319.1
AGCGTTTCGGACTGGCTTCTTGAAGATGATATGGAAGTCCGAAACCGCCT
GACGCTAGATTTGAACGAAACCACGCGCCGATTACGAGCAGCATGGTTA
TATTGCATATCAAACAGCGTCCTCTGCCTTTCTGATGGAACATTATTAGC
GCAGAGAGTCCCAGGCGTGCAGAAGAGTGGCAGCTACAATACGTCATCG
AGTAATTCCCGTATTCGGGTGATGGCTGCCTACCACTGCGGCGCAGAATG
GGCAATAGCAATGGGCGATGACGCCCTGGAGTCAGCTTGCTCGAACCTC
GAGCGTTATAAATCGCTCGGTTTCAAAGTCGAGGAGTCCTCAAAACTGGA
ATTCTGTTCTCACATTTTTGAGAAAGAGGACCTCGCCATTCCGGTCAACA
AGGCCAAAATGCTTTACAAGCTCATACATGGGTATGAACCGGAATGCGG
CAACGTGGAAGTGCTGATCAACTACTTGGCCGCTTGTTTCTCAATTCTGA
ATGAGTTGCGGTCCGATCCTTCCCTTGTCGAAACTCTCCACCAGTGGCTG
GTCCTTCCAGTGCAGCCACAAAAGATATAAGGGGAGTATAAAGAACACT
AGCCAAGCACACACGAGTTGCAAGCATTGGAAGTACAAGTCTCGTTACC
AAGAGTCCACACAATAGATTATAAATTTCTCGCAGGATTTTCTAGCGGTC
TATTGTCTGCAGTACCAGTCACGGTAATAGGACTCTATTTTGTCTACCTAA
AGATTTCAGCACACGTGCGATCAATTGTTAATGAATACGGTCGCGGCTAG
AAATCAAAATGCAGGGAGGCGGAGGCGAAGAAATCAGCGCCCTATACG
GCGCGACCGCGTGGTTGTGGTCAACCCCTCTGGGGGACCATCGCGTGGA
AGACGACAACGAAGAAACCGCCGACGCCCTAATCGAGGAGGCAGAGCT
AGAGGAAGGAGCCCAGGCGAAACATTCGTATTTTCAAAGGACAATCTCA
CGGGCAGTTCCACAGGAAGTATCACCTTCGGGCCGTCTCTATCAGAGAGC
CCAGCATTCAGCTCTGGAATACTCAAGGCCTACCATGAATATAAGATCAT
CATGGTCCAGCTGGAGTTCATCTCCGAGGCCTCTTCCACCTCCTCGGGCT
CCATCTCTTATGAGTTGGACCCCCACTGCAAGCTTAGCTCCCTCCAATCC
ACGATTAATAAATTTGGAATCACCAAGAATGGATTGCGACGTTGGACAG
CTAAGCAGATCAACGGGATGGAATGGCATGACGCAACTGAGGACCAATT
CAAGATCCTCTACAAAGGGAACGGATCTTCCTCGGTTGCAGGCAGCTTCA
GGATCACCATCAAGTGCCAGGTC
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> CABYV-Hindistan Sequence ID: KY711340.1
CTCGCAGGATCTTCTAGCGGTCTATTGTCAGCAATACCTGTTACGGTAAT
AGGACTCTATTTTGTCTACCTAAAGATTTCAGCACACGTGCGATCAATTG
TTAATGAATACGGCCGCGGCTAGAAATCAAAATGCAGGGAGGCGGAGGC
GAAGAAATCAGCGCCTTGCACGGCGCGACCGCGTGGTTGTGGTCAACCC
CATTGGGGGACCACCGCGCGGAAGACGACAACGAAGAAACCGCCGACG
CCCTAATCGAGGAGGCAGAGCTAGAGGAAGAAGCCCGGGCGAAACATTT
GTATTTTCAAAGGACAATCTCACGGGCAGTTCCTCAGGAAGTATCACCTT
CGGGCCGTCTCTTTCAGAGAGCCCAGCATTCAGCTCTGGAATACTCAAGG
CCTACCATGAGTATAAGATCATCATGGTCCAGCTGGAGTTCATCTCCGAG
GCCTCTTCCACCTCCTCGGGTTCCATCTCTTATGAGTTGGACCCCCACTGC
AAGCTTAGCTCCCTCCAATCCACGATTAATAAGTTTGGAATTACCAAGAA
CGGATTGCGACGATGGACAGCTAAGCAGATTAACGGGATGGAATGGCAC
GACGCAACAGAGGACCAGTTCAAGATCCTCTACAAAGGGAACGGATCTT
CCTCGGTTGCGGGGAGCTTCAGGATCACCATCAAGTGCCAGGTCCACAAC
CCCAAATAGGTAGACGGCAG

>CABYV-Tunus Sequence ID: EF187338.1
GAGGCGAAGGCGAAGAAATCAGCGCCCTGCACGGCGCGACCGCGTGGTT
GTGGTCAACCCCATTGGGGGACCACCGCGCGGAAGACGACAACGAAGAA
ACCGCCGACGCCCTAATCGAGGAGGCAGAGCTAGAAGAGGAAGCCCAG
GCGAAACATTTGTATTTTCAAAGGACAATCTCACGGGCAGTTCCACAGGA
AGTATCACCTTCGGGCCGTCTCTATCAGAGAGCCCAGCATTCAGCTCTGG
AATACTCAAGGCCTACCATGAATATAAGATCATCATGGTCCAGTTGGAGT
TCATCTCCGAGGCCTCTTCCACCTCCTCGGGTTCCATCTCTTATGAGTTGG
ACCCCCACTGCAAGCTTAGCTCCCTCCAATCCACGATTAATAAATTTGGA
ATCACCAAGAATGGATTGCGACGTTGGACCGCTAAGCAGATCAACGGGA
TGGAATGGCACGATGCAACCGAAGACCAGTTCAAGATCCTCTATAAAGG
GAATGGATCTTCCTCGGTTGCGGGCAGCTTCAGAATCACCATCAAGTGCC
AGGTCCAGA

>AJ242585.1 cucumber mosaic virus genomic RNA for coat protein, isolate YN-B
GTAGACATCTGTGACGCGAAGTCGCCTGAAGATTTCCCATCTGGGGTTAG
TAAGTCCACATCACAGTTTTAAGGTTCAATTCCTTTTGCTCCCTGTTGGGC
CCCTTACTTTCTCATGGATGCTTCTCCGCGAGTTAGCGTTTAGTTGTTTAC
CTGAGTCGTGCGTTTTCTTTGTGTTTTGCGTCTTAGTGTATTCATGGACAA
ATCTGGATCTCCCAATGCTAGTAGAACCTCCCGGCGTCGTCGCCCGCGTA
GAGGTTCTCGGTCCGCTTCTGGTGCGGATGCAGGGTTGCGTGCTTTGACT
CAGCAGATGCTGAGACTCAATAAAACCCTCGCCATTGGTCGTCCCACTCT
TAACCACCCAACCTTCGTGGGTAGTGAAAGTTGTAAACCCGGTTACACTT
TCACATCTATTACCCTGAAACCGCCTGAAATTGAAAAAGGTTCATATTTT
GGTAGAAGGTTGTCTTTGCCAGATTCAGTCACGGACTATGATAAGAAGCT
TGTTTCGCGCATTCAAATCAGGATTAATCCTCTGCCGAAATTTGATTCTAC
CGTGTGGGTTACAGTTCGGAAAGTACCTTCATCATCCGATCTTTCCGTCG
CCGCCATCTCTGCTATGTTTGGTGATGGTAACTCACCGGTTTTGGTTTATC
AGTATGCTGCGTCCGGAGTTCAGGCCAACAATAAGTTACTTTATGACCTG
ACCGAGATGCGTGCTGATATCGGCGACATGCGTAAGTACGCCGTCCTGGT
TTACTCGAAAGACGATAAACTAGAGAAGGACGAGATTGTACTTCATGTC
GACGTCGAGCATCAACGAATTCCTATCTCGCGGATGCTCCCGACTTAGTC
CGTGTGTTT
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EK-2. Cucurbit chlorotic yellows virus’e ait DNA dizi 6rnekleri

>CCYV22
AAATACACCAAGAGAACATTTGAATTCATTGATAGTGTGAAGGGAAATT
TACACATGTTCCGAACCCTTTCAGACAATATGCCAGGAAACACGAGTCAG
ATATTGAAATTTTAAAGCCACTGGTAAGGTAATGAACGACCATCTTACAG
GCAAAACACGGTGTCTTATCACAATATTGGGCTTTACCGGCTGATTACGT
TAATGGTTCTTTGATAAACATCTCAGATGATGATTTGGCGGCAAACTTGC
TGATGAAGTGCCAAGCTCTGAAAGGGA

>CCYV-Yunanistan Sequence ID: LT716006.1
ATGGAGAAGACTGACAATAAACAAAATGATGATTTGAACAAGATAACTG
AGGATGGAGCCGAAGTTATTGAAAGGTATGAAAAGAGAGAAAGCGAGG
GGTCGAAAAGTTCAAGCAACTATGAAGTAAGAGATTTGATCACACCCGA
ACACATGAATCCTGAAAAATTGGGAGACATAGTTGTTTATTCAAATAGGC
AGATGTGATGACAGAGGAAGATGAACTCAAATTCGAACAGTGTATGAGG
GATTTCGCGAAGAAGTTTGTTTTTAAGAAATCTGACTCTGAACCATCACC
AGACGAGTTCATGGCTTTCTATGTGAGTTTGGTTCAAAGTTGGTTGACAC
AAAGCACATCAATGAAAAACGCGCGGCAGAGGAATTTGTCAAACACATT
ATCAGTAAAAAATCAAAAATACACCTGGAGGACAGCTGAATTCATTGAT
TTTGTGAAGGGAAATCTACCACATGTTCCGAACCCTTTCAGACAATATGC
CAGGAAACACGAGTCAGATATTGAAATTCTTAAAGCCACTGGTAAGGTA
ATGAGCGACCATCATCTACAGGCAAAACACGGTGTCTTATCACAATATTG
GGCTTTACCGGCTGATTACGTTAATGGTTCTTTGATAAACATCTCAGATG
ATGATTTGGCGGCAAACTTGCTGATGAAGTGCCAAGCTCTGAAAGGAAC
AAGTCAGGAAAGAAAATTCTATAACGTGTCTCAGTTGGCACCGGGAGGT
TGTAGTAAATAA

>CCYV-Cin Sequence ID: KY400633.1
CGTAAGTGATCGCAATCAATAAGGCGGCGACCTAATCGAAAAAATAATT
TTGAAAAGTTACTCGATCTACATTAAATATGGAGAAGACTGACAATAAA
CAAAATGATGATTTGAACAAGATAACTGAGGATGGAGCCGAAGTTATTG
AAAGGTATGAAAAGAGAGAAAGCGAGGGGTCGAAAAGTTCAAGCAACT
ATGAAGTAAGAGATTTGATCACACCCGAACACATGAATCCTGAAAAATT
GGGAGACATAGTTGTTTATTCAAATAGGGCAGATGTGATGACAGAGGAA
GATGAACTCAAATTCGAACAGTGTATGAGGGATTTCGCGAAGAAGTTTGT
TTTTAAGAAATCTGACTCTGAACCATCACCAGACGAGTTCATGGCTTTCT
ATGTGAGTTTGGTTCAAAGTTGGTTGACACAAAGCACATCAATGAAAAA
CGCGCGGCAGAGGAATTTGTCAAACACATTATCAGTAAAAAATCAAAAA
TACACCTGGAGGACAGCTGAATTCATTGATTTTGTGAAGGGAAATCTACC
ACATGTTCCGAACCCTTTCAGACAATATGCCAGGAAACACGAGTCAGAT
ATTGAAATTCTTAAAGCCACTGGTAAGGTAATGAGCGACCATCATCTACA
GGCAAAACACGGTGTCTTATCACAATATTGGGCTTTACCGGCTGATTAC
GTTAATGGTTCTTTGATAAACATCTCAGATGATGATTTGGCGGCAAACTT
GCTGATGAAGTGCCAAGCTCTGAAAGGAACAAGTCAGGAAAGAAAATTC
TATAACGTGTCTCAGTTGGCACCGGGAGGTTGTAGTAAATAATGGAGAG
CAAAGATTTTTATGAAGAAGGAGATGGTCAAGTGATCACT
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>CCYV-Lubnan Sequence ID: JX014262.1
CAATAAACAAAATGATGATTTGAACAAGATAACTGAGGATGGAGCCGAA
GTTATTGAAAGGTATGAAAAGAGAGAAAGCGAGGGGTCGAAAAGTTCAG
GCAACTATGAAGTAAGAGATTTGATCACACCCGAACACATGAATCCTGA
AAAATTGGGAGACATAGTTGTTTATTCAAATAGGGCAGATGTGATGACA
GAGGAAGATGAACTCAAATTCGAACAGTGTATGAGGGATTTCGCGAAGA
AGTTTGTTTTTAAGAAATCTGACTCTGAACCATCACCAGACGAGTTCATG
GCTTTCTATGTGAGTTTGGTTCAAAGTTGGTTGACACAAAGCACATCAAT
GAAAAACGCGCGGCAGAGGAATTTGTCAAACACATTATCAGTAAAAAAT
CAAAAATACACCTGGAGGACAGCTGAATTCATTGATTTTGTGAAGGGAA
ATCTACCACATGTTCCGAACCCTTTCAGACAATATGCCAGGAAACACGAG
TCAGATATTGAAATTCTTAAAGCCACTGGTAAGGTAATGAGCGACCATCA
TCTACAGGCAAAACACGGTGTCTTATCACAATATTGGGCTTTACCGGCTG
ATTACGTTAATGGTTCTTTGATAAACATCTCAGATGATGATTTGGCGGCA
AACTTGCTGATGAAGTGCCAAGCTCTGAAAGGAACAAGTCAGGAAAGAA
AATTCTATAACGTGTCTCAGTTGGCACCGGGAG

>CCYV-Sudan Sequence ID: JF807053.1
ATGGAGAAGACTGACAATAAACAAAATGATGATTTGAACAAGATAACTG
AGGATGGAGCCGAAGTTATTGAAAGGTATGAAAAGAGAGAAAGCGAGG
GGTCGAAAAGTTCAAGCAACTATGAAGTAAGAGATTTGATCACACCCGA
ACACATGAATCCTGAAAAATTGGGAGACATAGTTGTTTATTCAAATAGGG
CAGATGTGATGACAGAGGAAGATGAACTCAAATTCGAACAGTGTATGAG
GGATTTCGCGAAGAAGTTTGTTTTTAAGAAATCTGACTCTGAACCATCAC
CAGACGAGTTCATGGCTTTCTATGTGAGTTTGGTTCAAAGTTGGTTGACA
CAAAGCACATCAATGAAAAATGCGCGGCAGAGGAATTTGTCAAACACAT
TATCAGTAAAAAATCAAAAATACACCTGGAGGACAGCTGAATTCATTGA
TTTTGTGAAGGGAAATCTACCACATGTTCCGAACCCTTTCAGACAATATG
CCAGGAAACACGAGTCAGATATTGAAATTCCTAAAGCCACTGGTAAGGT
AATGAGCGACCATCATCTACAGGCAAAACACGGTGTCTTATCACAATATT
GGGCTTTACCGGCTGATTACGTTAATGGTTCTTTGATAAACATCTCAGAT
GATGATTTGGCGGCAAACTTGCTGATGAAGTGCCAAGCTCTGAAAGGAA
CAAGTCAGGAAAGAAAATTCTATAACGTGTCTCAGTCGGCACCGGGAGG
TTGTAGTAAA

>CCYV-Suudi Arabistan Sequence ID: KT946817.1
CTATGAAGTAAGAGATTTGATCACACCCGAACACATGAATCCTGAAAAA
TTGGGAGACATAGTTGTTTATTCAAATAGGGCAGATGTGATGACAGAGG
AAGATGAACTCAAATTCGAACAGTGTATGAGGGATTTCGCGAAGAAGTT
TGTTTTTAAGAAATCTGACTCTGAACCATCACCAGACGAGTTCATGGCTT
TCTATGTGAGTTTGGTTCAAAGTTGGTTGACACAAAGCACATCAATGAAA
AACGCGCGGCAGAGGAATTTGTCAAACACATTATCAGTAAAAAATCAAA
AATACACCTGGAGGACAGCTGAATTCATTGATTTTGTGAAGGGAAATCTA
CCACATGTTCCGAACCCTTTCAGACAATATGCCAGGAAACACGAGTCAG
ATATTGAAATTCTTAAAGCCACTGGTAAGGTAATGAGCGACCATCATCTA
CAGGCAAAACACGGTGTCTTATCACAATATTGGGCTTTACCGGCTGATTA
CGTTAATGGTTCTTTGATAAACATCTCAGATGATGATTTGGCGGCAAACT
TGCTGATGAAGTGCCAAGCTCTGAAAGGAACAAGTCAGGAAA
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>CCYV-Iran Sequence ID: KC577202.1
ATGGAGAAGACCGACAATAAACAAAATGATGATTTGAATAAGATAACTG
AGGATGGAGCCGAAATTATTGAAAAATATGAAAAGAGAGAAAGCGAGG
GGTCGAAAAGTACAAGCAACTATGAAGTGAGAGATTTGATCACACCTGA
ACATATGAATCCTGAGAAATTGGGAGACATAGTAGTGTACTCAAATAGG
GCTGATGTGATGACAGAGGAAGATGAACTCAAATTCGAACAGTGCATGA
GAGATTTCGCGAAAAAATTTGTTTTCAAGAAATCAGACTCTGAACCATCA
CCAGATGAGTTTATGGCTTTCTATGTGAGTTTGGTTCAAAGTTGGTTGAC
ACAAAGCACGTCAATGAAAAACGCGCGACAGAGGAATTTGTCAAACACA
TTATCAGTGAAAAATCAAAAGTACACCTGGAGGACAGCCGAATTCATTG
ATTTTGTTAAGGGAAACTTACCGCATGTTCCAAATCCTTTCAGACAATAT
GCCAGGAAACACGAGTCAGATATTGAAATTCTTAAAGCCACTGGTAAGG
TAATGAGTGACCATCATCTACAGGCGAAACACGGTGTCTTATCACAATAT
TGGGCTTTACCGGCTGATTACGTTAATGGTTCTTTGATAAACATCTCAGAT
GATGATTTGGCGGCAAACTTGCTGATGAAGTGCCAAGCTCTGAAAGGAT
CAAGTCAGGAAAGAAAATTCTATAACGTGTCTCAGTTGGCACCGGGAGT
TGTAGGAAATAA

>AJ242585.1 cucumber mosaic virus genomic RNA for coat protein, isolate YN-B
GTAGACATCTGTGACGCGAAGTCGCCTGAAGATTTCCCATCTGGGGTTAG
TAAGTCCACATCACAGTTTTAAGGTTCAATTCCTTTTGCTCCCTGTTGGGC
CCCTTACTTTCTCATGGATGCTTCTCCGCGAGTTAGCGTTTAGTTGTTTAC
CTGAGTCGTGCGTTTTCTTTGTGTTTTGCGTCTTAGTGTATTCATGGACAA
ATCTGGATCTCCCAATGCTAGTAGAACCTCCCGGCGTCGTCGCCCGCGTA
GAGGTTCTCGGTCCGCTTCTGGTGCGGATGCAGGGTTGCGTGCTTTGACT
CAGCAGATGCTGAGACTCAATAAAACCCTCGCCATTGGTCGTCCCACTCT
TAACCACCCAACCTTCGTGGGTAGTGAAAGTTGTAAACCCGGTTACACTT
TCACATCTATTACCCTGAAACCGCCTGAAATTGAAAAAGGTTCATATTTT
GGTAGAAGGTTGTCTTTGCCAGATTCAGTCACGGACTATGATAAGAAGCT
TGTTTCGCGCATTCAAATCAGGATTAATCCTCTGCCGAAATTTGATTCTAC
CGTGTGGGTTACAGTTCGGAAAGTACCTTCATCATCCGATCTTTCCGTCG
CCGCCATCTCTGCTATGTTTGGTGATGGTAACTCACCGGTTTTGGTTTATC
AGTATGCTGCGTCCGGAGTTCAGGCCAACAATAAGTTACTTTATGACCTG
ACCGAGATGCGTGCTGATATCGGCGACATGCGTAAGTACGCCGTCCTGGT
TTACTCGAAAGACGATAAACTAGAGAAGGACGAGATTGTACTTCATGTC
GACGTCGAGCATCAACGAATTCCTATCTCGCGGATG
CTCCCGACTTAGTCCGTGTGTTT
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EK-3. Cucurbit yellow stunting disorder virus’e ait DNA dizi 6rnekleri

>CYSDV42
TTGACAGTATCATTATAATGTGATAAAAACCAAAATCAATCCAGCGTATG
TCACCGAGTTACGTGGTAACGACGTGTACATCACTGGTATCGATAGAGGT
TATACCTGCACTTACACAGTCAAACAATTGATATTGTTATACATTGAAAC
TTTAGTAAGATTGTTTTCTAAAGTTGAGTCCATAACCATAACTAGTCTTAA
CGTCTCTGTTCCAGCTGATTATAAATGTAAGCAGCGTATGTTTATGAAAT
CAGTTTGTGACAGTCTAGGTTTTTCATTACGTAGAATTATAAACGAACCA
TCT

>CYSDV43
TTGACAGTATCAATTATAATGTGATAAAAACCAAAATCAATCCAGCGTAT
GTCACCGAGTTACGTGGTAACGACGTGTACATCACTGGTATCGATAGAGG
TTATACCTGCACTTACACAGTCAAACAATTGATATTGTTATACATTGAAA
CTTTAGTAAGATTGTTTTCTAAAGTTGAGTCCATAACCATAACTAGTCTTA
ACGTCTCTGTTCCAGCTGATTATAAATGTAAGCAGCGTATGTTTATGAAA
TCAGTTTGTGACAGTCTAGGTTTTTCATTACGTAGAATTATAAACGAACC
ATCT

>CYSDV45
TTGACAGTATCAATTATAATGTGATAAAAACCAAAATCAATCCAGCGTAT
GTCACCGAGTTACGTGGTAACGACGTGTACATCACTGGTATCGATAGAGG
TTATACCTGCACTTACACAGTCAAACAATTGATATTGTTATACATTGAAA
CTTTAGTAAGATTGTTTTCTAAAGTTGAGTCCATAACCATAACTAGTCTTA
ACGTCTCTGTTCCAGCTGATTATAAATGTAAGCAGCGTATGTTTATGAAA
TCAGTTTGTGACAGTCTAGGTTTTTCATTACGTAGAATTATAAACGAACC
ATCT

>CYSDV47
TTGACAGTATCATTATAATGTGATAAAAACCAAAATCAATCCAGCGTATG
TCACCGAGTTACGTGGTAACGACGTGTACATCACTGGTATCGATAGAGGT
TATACCTGCACTTACACAGTCAAACAATTGATATTGTTATACATTGAAAC
TTTAGTAAGATTGTTTTCTAAAGTTGAGTCCATAACCATAACTAGTCTTAA
CGTCTCTGTTCCAGCTGATTATAAATGTAAGCAGCGTATGTTTATGAAAT
CAGTTTGTGACAGTCTAGGTTTTTCATTACGTAGAATTATAAACGAACCA
TCT

>CYSDV50
TTGACAGTATCATTATAATGTGATAAAAACCAAAATCAATCCAGCGTATG
TCACCGAGTTACGTGGTAACGACGTGTACATCACTGGTATCGATAGAGGT
TATACCTGCACTTACACAGTCAAACAATTGATATTGTTATACATTGAAAC
TTTAGTAAGATTGTTTTCTAAAGTTGAGTCCATAACCATAACTAGTCTTAA
CGTCTCTGTTCCAGCTGATTATAAATGTAAGCAGCGTATGTTTATGAAAT
CAGTTTGTGACAGTCTAGGTTTTTCATTACGTAGAATTATAAACGAACCA
TCT
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>CYSDV51
TTGACAGTATCAATTATAATGTGATAAAAACCAAAATCAATCCAGCGTAT
GTCACCGAGTTACGTGGTAACGACGTGTACATCACTGGTATCGATAGAGG
TTATACCTGCACTTACACAGTCAAACAATTGATATTGTTATACATTGAAA
CTTTAGTAAGATTGTTTTCTAAAGTTGAATCCATAACCATAACTAGTCTTA
ACGTCTCTGTTCCAGCTGATTATAAATGTAAGCAGCGTATGTTTATGAAA
TCAGTTTGTGACAGTCTAGGTTTTTCATTACGTAGAATTATAAACGAACC
ATCT

>CYSDV52
TTGACAGTATCAATTATAATGTGATAAAAACCAAAATCAATCCAGCGTAT
GTCACCGAGTTACGTGGTAACGACGTGTACATCACTGGTATCGATAGAGG
TTATACCTGCACTTACACAGTCAAACAATTGATATTGTTATACATTGAAA
CTTTAGTAAGATTGTTTTCTAAAGTTGAGTCCATAACCATAACTAGTCTTA
ACGTCTCTGTTCCAGCTGATTATAAATGTAAGCAGCGTATGTTTATGAAA
TCAGTTTGTGACAGTCTAGGTTTTTCATTACGTAGAATTATAAACGAACC
ATCT

>CYSDV54
TTGACAGTATCAATTATAATGTGATAAAAACCAAAATCAATCCAGCGTAT
GTCACCGAGTTACGTGGTAACGACGTGTACATCACTGGTATCGATAGAGG
TTATACCTGCACTTACACAGTCAAACAATTGATATTGTTATACATTGAAA
CTTTAGTAAGATTGTTTTCTAAAGTTGAGTCCATAACCATAACTAGTCTTA
ACGTCTCTGTTCCAGCTGATTATAAATGTAAGCAGCGTATGTTTATGAAA
TCAGTTTGTGACAGTCTAGGTTTTTCATTACGTAGAATTATAAACGAACC
ATCT

>CYSDV55
TTGACAGTATCATTATAATGTGATAAAAACCAAAATCAATCCAGCGTATG
TCACCGAGTTACGTGGTAACGACGTGTACATCACTGGTATCGATAGAGGT
TATACCTGCACTTACACAGTCAAACAATTGATATTGTTATACATTGAAAC
TTTAGTAAGATTGTTTTCTAAAGTTGAGTCCATAACCATAACTAGTCTTAA
CGTCTCTGTTCCAGCTGATTATAAATGTAAGCAGCGTATGTTTATGAAAT
CAGTTTGTGACAGTCTAGGTTTTTCATTACGTAGAATTATAAACGAACCA
TCT

>CYSDV3
TTGACAGTATCAATTATAATGTGATAAAAACCAAAATCAATCCAGCGTAT
GTCACCGAGTTACGTGGTAACGACGTGTACATCACTGGTATCGATAGAGG
TTATACCTGCACTTACACAGTCAAACAATTGATATTGTTATACATTGAAA
CTTTAGTAAGATTGTTTTCTAAAGTTGAGTCCATAACCATAACTAGTCTTA
ACGTCTCTGTTCCAGCTGATTATAAATGTAAGCAGCGTATGTTTATGAAA
TCAGTTTGTGACAGTCTAGGTTTTTCATTACGTAGAATTATAAACGAACC
ATCT

> CYSDV-Lubnan Sequence ID:KC633820.1
GCTCAGTATTGTCTAATAGTGACATGCCTAACTGTTACTTTTATGACTTGA
AAAGGTGGGTAGGTGTTGACAGTATCAATTATAATGTGATAAAAACCAA
AATCAATCCAGCGTATGTCACCGAGTTACGTGGTAACGACGTGTACATCA
CTGGTATCGATAGAGGTTATACTTGCACTTACACAGTCAAACAATTGATA
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TTGTTATACATTGAAACTTTAGTAAGATTGTTTTCTAAAGTTGAGTCCATA
ACCATAACTAGTCTTAACGTCTCTGTTCCAGCTGATTATAAATGTAAGCA
GCGTATGTTTATGAAATCAGTTTGTGACAGTCTAGGTTTTTCATTACGTAG
AATTATAAACGAACCATCTGCAGCAGCTATATACTTTGTTTCAAAGTATC
CGCAGTATAACAACTTCCTGATGTATGACTTCGGAGGAGGAACTTTTGAT
TCTTCTCTAATAGTCAGAGACGGTAAGTATGTCACAGTGGCTGATACTGA
AGGTGATTCGTTTTTGGGAGGTAGAGACATTGATAATGCTATCGCTGACT
ATATAACAACGACGTATGGTATGAAAGGTGGTTTGTCCGCTGACGTACTG
GCGTCTATAAAGGAGGATTGTAATTCTAAGGGTAGAGAGAATTTCAATGT
TATAGATTCATCAGGCAAACTTCATAATGTGAAATTCACAAGACAAGATC
TGAGTCGTTGCATTGAACCTTTCTCTAAGAAGAGCATAGCACTGCTTGAT
AATATGGTAGTGCGTAACATAACAAAAGATTCCGCTGTGTTTATGGTTGG
AGGTTCATCATTGTTGAAGAAAGTTCAACATGATGTGATGAATTACTGTG
CTAGAACGAAACTAGAATGCATCATTGATAAAGACCTTAGATCAGCAGT
GTCATTTGGTTGCTCTATGTCACATGCCCAAGAAGACACAAAAAATATGA
TATACATCGATTGTAATTCACATCCCTTAATGGACATATCATATTTTTGTT
CTCCAAAGATTATAGTTAGGAAACCTATGGCCATACCTT

>CYSDV-Ispanya Sequence 1D:AJ223619.2
ATGGCGAAGGCTGGTTTGGAGTTTGGTACTACTTTCTCTACTATCAGCAG
TTATGTTAATGGTGTTATGAAAGTTTTGAAATTGAACGAAACTGAATTTA
TCCCTACCTGTTTAGCCATAACGTCTAATAATGATGTGGTTGTTGGAGGT
CCCGCTCAAGTATTGTCTAATAGTGACATGCCTAACTGTTACTTTTATGAC
TTGAAAAGGTGGGTAGGTGTTGACAGTATCAATTATAATGTGATAAAAA
CCAAAATCAATCCAGCGTATGTCACCGAGTTACGTGGTAACGACGTGTAC
ATCACTGGTATCGATAGAGGTTATACCTGCACTTACACAGTCAAACAATT
GATATTGTTATACATTGAAACTTTAGTAAGATTGTTTTCTAAAGTTGAGTC
CATAACCATAACTAGTCTTAACGTCTCTGTTCCAGCTGATTATAAATGTA
AGCAGCGTATGTTTATGAAATCAGTTTGTGACAGTCTAGGTTTTTCATTAC
GTAGAATTATAAACGAACCATCTGCAGCAGCTATATACTTTGTTTCAAAG
TATCCGCAGTATAACAACTTCCTGATGTATGACTTCGGAGGAGGAACTTT
TGATTCTTCTCTAATAGTCAGAGACGGTAAGTATGTCACAGTGGCTGATA
CTGAAGGTGATTCGTTTTTGGGAGGTAGAGACATTGATAATGCTATCGCT
GACTATATAACAACGACGTATGGTATGAAAGGTGGTTTGTCCGCTGACGT
ACTGGCGTCTATAAAGGAGGATTGTAATTCTAAGGGTAGAGAGAATTTC
AATGTTATAGATTCATCAGGCAAACTTCATAATGTGAAATTCACAAGACA
AGATCTGAGTCGTTGCATTGAACCTTTCTCTAAGAAGAGCATAGCACTGC
TTGATAATATGGTAGTGCGTAACATAACAAAAGATTCCGCTGTGTTTATG
GTTGGAGGTTCATCATTGTTGAAGAAAGTTCAACATGATGTGATGAATTA
CTGTGCTAGGACGAAACTAGAATGCATCATTGATAAAGACCTTAGATCA
GCAGTGTCATTTGGTTGCTCTATGTCACATGCCCAAGAAGACACAAAAAA
TATGATATACATCGATTGTAATTCACATCCCTTAATGGGCATATCATATTT
TTGTTCTCCAAAGATTATAGTTAGGAAACCTGTGGCCATACCTTATACTG
GAGTGCGAGAAGAAACCTTAACAAGACACTATACAATTTTGAACGTTTA
CGAGGGATCAGATCCCTTCGTTTTGAACAACGATTGGTTGATTAGTGCCA
ATATGCAGTCCAACAAGTACGGTGAGATAGGTGATACATTACAATATCTT
TACAAATATAATGTAGATGGCATCTTAGAGTTGGTTGTGAGGAATAAAA
GAACAGGTAAGGAGACGGTACTTCCAATTCCTTTGCTTTTGACTGAGAGT
ATAAAGAAGCTGGATGTAAATCTAACTCAATTGTCAAATATTGATGAATT
GGCAACTTTGGTAGCTATTATGAGTTACTATAAGCCTGAATTAAAGTACC
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TCCTGACTTATGTAAAGACACCAACTATTTTTGAAAATGAAATTAAGAAA
TTTGGATCTGGTGAAGATTTATATAAATCCTTAGCTGCTCTGAATAAAAA
TTTCAAGTAA

>CYSDV-SuudiArabistan Sequence 1D:KX120126.1
GATAGTATCAACTACAATGTCATAAAAACCAAAATCAATCCAGCGTATGT
CACTGAGTTACGAGGTAACGATGTGTACATCACTGGAGTTGACAGAGGTT
ATACCTGCACTTATACGGTCAAACAGTTGATATTGTTGTATATTGAAACT
TTGGTGAGATTGTTCTCCAAGGTTGAATCCATAACCATAACTAGTCTTAA
CGTGTCCGTTCCAGCTGATTATAAATGTAAGCAGCGTATGTTTATGAAAT
CAGTTTGTGATAGTTTAGGTTTTTCATTACGTAGAATAATAAACGAACCA
TCTGCAGCAGCTA

>CYSDV-Israil Sequence ID:U67448.1
GGATTAGAGTTCGGTACGACTTTCTCTACTATCAGCAGTTATGTTAATGG
TGTTATGAAAGTTTTGAAATTGAACGAAACTGAATTTATCCCTACCTGTTT
AGCCATAACGTCTAATAATGATGTGGTTGTTGGAGGTCCCGCTCAAGTAT
TGTCTAATAGTGACATGCCTAACTGTTACTTTTATGACTTGAAAAGGTGG
GTAGGTGTTGACAGTATCAATTATAATGTGATAAAAACCAAAATCAATCC
AGCGTATGTCACCGAGTTACGTGGTAACGACGTGTACATCACTGGTATCG
ATAGAGGTTATACCTGCACTTACACAGTCAAACAATTGATATTGTTATAC
ATTGAAACTTTAGTAAGATTGTTTTCTAAAGTTGAGTCCATAACCATAAC
TAGTCTTAACGTCTCTGTTCCAGCTGATTATAAATGTAAGCAGCGTATGTT
TATGAAATCAGTTTGTGACAGTCTAGGTTTTTCATTACGTAGAATTATAA
ACGAACCATCTGCAGCAGCTATATACTTTGTTTCAAAGTATCCGCAGTAT
AACAACTTCCTGATGTATGACTTCGGAGGAGGAACTTTTGATTCTTCTCT
AATAGTCAGAGACGGTAAGTATGTCACAGTGGTTGATACTGAAGGTGAT
TCGTTTTTAGGAGGCGGCACGTTTGA

>AB513442.1 Tomato chlorosis virus HSP70h gene for heat shock protein 70
homolog, complete cds
ATGAGTATTAAAGCTGGTTTGGATTTTGGTACTACATTCAGTACTATTAGT
TGTTTCTATAATAACAAATTGTTTTCATTAAAACTCAATGGGACCGAGTA
CATTCCAACTTGTCTCTCCATAACTCCAAATAATGAGGTGATAGTCGGGG
GCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCTTCCGAAACTCCGTCTTGTTATTTCTATG
ATTTGAAAAGATGGGTTGGTGTCACTTCGGTCAATTATGAGGTCGTGAAA
GCGAAGATAAACCCAATGTATAAAACGCGTTTATCTAATAATAAAGTGT
ATATAACTGGTATCAATAAAGGTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAA
CTTATATTACATTATGTTAATACTTTAGTTCGATTATTCTCAAAAACAGAA
AACTTAAAAATAACCGATCTCAATGTGTCTGTTCCGGCTGATTACAAGTC
TGGGCAGAGACTTTTCATGCAGGCAGTTTGTTCCTCTTTGGGTTTCAATTT
ACGTCGCATAGTCAATGAACCGTCGGCTGCCGCTATTTACTGCGTTTCTA
AATATCCGCAGTATGCTTATTTCTATATTTACGATTTTGGTGGCGGTACTT
TCGACACTTCTTTAATAGTGCGATATGGTAAGTTTGTCACTGTTGCTGATA
CCCAGGGAGATTCGTTTCTTGGTGGGCGAGATATAGATAAAGCCATATCG
AAATTCATAATGGATAAAAATGCTTTGAACGCCCCACTGTCGGCAGATAT
GTTAGCGTCTATAAAGGAAGAGACAAATTCTACCGGGCGCAGTTCATAC
AATATAATAAGTGATGATGGGAGTATAATCAATATTCAGTTTACGTTTGA
CGATTTGGTCAAGTGCGTTGAACCATTCACTAGACGCAGTTTTTCAATAC
TTCGAAGTCTCGTTTCTCGTAACAAAACTTCGAATGGAGCGCTGTTTCTTG
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TCGGTGGTTCCTCATTGCTTAGACCGATTCAGAATAGAGCAGATGGTTTT
GCGCGTAATCATGGGTTAGCTCTCATTATAGACCCAGATCTCAGAGCTGC
TGTGTCATTTGGTTGTTCAATGCTCCATGCACAAGAGGATTCTGGGAATA
TGACATATATAGACTGCAATTCACATCCGTTGATGGATTTGGGTTTATATT
GTCATCCTAGAATTATCATCAGAAAACCCATGTCTGTTCCGTACACACAC
AAGATCGAGAGGGAGGTCACAAGATTTATCACCACTGCTCTCAATGTTTA
TGAAGGGTCTGACCTTTTCGTACTTAACAACGATTGGTTAATCAGCGCAG
ATGTTGACTATTCAAAGTACGCTAAAATGGGTGAGACATTAGTTAGTGTT
TATAAGTACACCATTGACGGCATTTTGGAACTGTCGATGGCTAATAAAAC
CACTGGCAAGTCGTGGGTCCTTCCGAACACCTTTGCCAGGTCCGAAAAGA
TAGTCATTAGTGACTTAACCTTGACTCAATTGTCGAATGTCGATGAATTG
GCCACTATAGTGTCAATTTTGAGTTATTTTATGCAACATTCAACTATCTTA
TTTCCATGTTCAACACTCCGTCGATTTTTGAGCGAGAAGTTGGAAAGATA
TCTGACGCCAAAGGTCTTTATAACCGACTCGTTGAACAAAACAGAAATTT

CTCTTGA
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