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OZET

Doktora Tezi
TEKIRDAG ILINDE BAZI KABAKGIL VIRUSLERININ ARASTIRILMASI VE
KARPUZ MOZAIK VIRUSU (Watermelon mosaic virus, WMV)'NUN MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

Deniz KARABULUT
Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusi
Bitki Koruma Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Gassan KOKLU

Bu caligmada, Tekirdag ili genelindeki kabakgil iiretim alanlarinda Watermelon mosaic virus
(WMV), Papaya ringspot virus-Watermelon (PRSV-W) ve Zucchini yellow mosaic virus
(ZYMV)'nin belirlenerek, viriis izolatlarinin genotipik yakinlik diizeylerinin ortaya
cikarilmast amaglanmigtir. 2017 ve 2019 yillarinda yapilan arazi survey c¢alismalarinda viral
enfeksiyon belirtileri gozlenen kabakgil bitkilerine ait yaprak oOrnekleri toplanarak DAS-
ELISA ile ZYMV, PRSV-W ve WMV varlig1 agisindan test edilmesi sonucunda 180 adet
bitki orneginin %4,44 oraninda WMV ile enfekteli oldugu belirlenmistir. Toplanan bitki
orneklerinden ELISA testleri sonucunda pozitif ¢ikan veya tipik viriis belirtisi gosteren 30
adet bitki 6rnegi segilerek WMV NIb-CP, PRSV-W ve ZYMV CP gen bolgesine spesifik
oligoniikleotitler ile Real-Time PCR ve RT-PCR kullanilarak test edilmistir. Reverse
Transcriptase PCR ¢alismalar1 sonucunda 12 adet bitki 6rneginde WMV'ye ait yaklagik 408
bp boyutundaki bant olusumu gozlenmis, dizileme sonucunda 12 WMV izolatinin NIb-CP
genine ait 342 ve 348 nikleotidin filogenetik analiz ¢alismalart yapilmigtir. Bu calisma
kapsaminda elde edilen WMV izolatlarinin Gen Bank'asina kayith bazi WMV izolatlar ile
benzerlikleri agisindan kiyaslamalar yapilmigtir. Bu galismada elde edilen 342 nikleotid
uzunlugunda WMV NIb-CP geni kodlayan kismin sekans analizleri sonucunda TR-Tn2
(MT448602), TR-Tn5 (MT448603), TR-Tn8 (MT448604), TR-Tn9 (MT448605), TR-Tn10
(MT448606), TR-Tnl18 (MT448607), TR-Tu75 (MT448612) ve TR-Tu80 (MT448613)
izolatlar1 italya (EU660590), Fransa (NC_006262 ve JF273459), Turkiye (EU660579), Sili
(EU660582), Pakistan (AB218280) izolatlar1 ile %99.7-95 arasinda benzerlik gostermis ve
Molekiiler Grup 1'de yer almistir. TR-Tf50 (MT448610), TR-Ta63 (MT448608), TR-Ta64
(MT448609) ve TR-Ts71 (MT448611) izolatlarinin WMV NIb-CP kodlayan 348 niikleotid
kisminin analizi sonucunda Giliney Kore (AB369278), Cin (EF127832 ve DQ399708), Gliney
Kore (MN854651) ve Japonya (AB353119) izolatlar1 ile %98,2-92.2 arasinda degisen
oranlarda benzerlik gostermisler ve WMV Molekiiler Grup 3'te yer almiglardir.

Anahtar kelimeler: Real-Time PCR, RT-PCR, PRSV-W, WMV, ZYMV, Sekans analizi

2020, 127 sayfa



ABSTRACT

PhD Thesis

INVESTIGATION OF SOME CUCURBIT VIRUSES AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF WATERMELON MOSAIC VIRUS (WMYV) IN TEKIRDAG
PROVINCE

Deniz KARABULUT
Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. Gassan KOKLU

In this study, determination of Watermelon mosaic virus (WMV), Papaya ringspot virus-
Watermelon (PRSV-W) and Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) were aimed in cucurbit
growing areas in Tekirdag province. Additionally, comparison of virus isolates in order to
reveal genetic identities were also aimed. Leaf samples of cucurbits plants with viral infection
symptoms were collected during surveys in 2017 and 2019, and tested by ELISA to determine
ZYMV, WMV and PRSV-W, and of tested 180 plant samples only 4,44% were found
infected by WMV 30 of collected 180 plant samples that found positive or with typical viral
infection symptoms were tested using CP gene region for ZYMV and PRSV-W, and NIb-CP
gene region for WMV specific primers by Real time PCR and RT PCR, respectively. 12 of 30
selected plant samples showed about 408 nucleotides bands in agarose gel of WMV using
RT-PCR. Sequence analysis revealed 342 and 348 nucletides of 12 isolates of WMV from
Tekirdag. Sequences were registered and deposited in GenBank and used for phylogenetic
analysis and compared to WMV isolates available in GenBank. Sequence analysis of WMV
NIb-CP gene coding 342 nucleotides obtained in this study, 8 of 12 isolates determined in this
study namely TR-Tn2 (MT448602), TR-Tn5 (MT448603), TR-Tn8 (MT448604), TR-Tn9
(MT448605), TR-Tn10 (MT448606), TR-Tn18 (MT448607), TR-Tu75 (MT448612) and TR-
Tu80 (MT448613) showed 99.7-95% identity with isolates from Italy (EU660590), France
(NC_006262 and JF273459), Turkey (EU660579), Chile (EU660582) and Pakistan
(AB218280) and grouped in WMV molecular Group 1. 4 of 12 isolates sequence analysis of
WMV NIb-CP gene coding 348 nucleotides, determined in this study namely TR-Tf50
(MT448610), TR-Ta63 (MT448608), TR-Ta64 (MT448609) and TR-Ts71 (MT448611)
showed 98,2-92.2% identity with isolates from South Korea (AB369278), China (EF127832
and DQ399708), South Korea (MN854651) and Japan (AB353119), and grouped in WMV
Molecular Group 3.

Key words: Real-Time PCR, RT-PCR, PRSV-W, WMV, ZYMV, Sequence analysis
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1. GIRIS

Cucurbitales takimi, Cucurbitaceae familyas1 igerisinde bal kabagi (Cucurbita
moschata L.), kestane kabagi (Cucurbita maxima L.), sakiz kabagi (Cucurbita pepo L.), hiyar
(Cucumis sativus L.), kavun (Cucumis melo L.) ve karpuz (Citrullus vulgaris L.) insan

beslenmesinde 6énemli kiltir bitkisi tirlerindendir (Giinay, 1993).

Kabakgiller tropikal ve subtropikal iklim bitkilerinden olup su tutma potansiyeli
yuksek, organik madde yoninden zengin igerikli, tinli ve kumlu tinli topraklarda
yetistirilmektedirler. Kazik kok yapisina sahip olan bitkilerin sulanabilir arazilerdeki
yetistiriciliginde kok yapilari sacaklanma gostermektedir. Kabakgiller otsu yapida siirtinticii
govdeye sahip olup govdeleri koseli formda ve tliyliidiir. Bu familya {iyelerinin yapraklari
genellikle genis ylizey alanli, iist yilizeyleri diiz ve parlak alt ylizeyleri mat ve tlylidiir.
Karpuz bitkilerinin yapraklari ise diger tiirlere oranla dilimli sekildedir. Kabakgiller erkek ve
disi genotipte bitki iizerinde farkli alanlarda yer alan sar1 renkli ¢igeklere sahiptirler. Cicekler
yapiskan oOzellikte polenlere sahip olduklarindan polenlerin disi bireylere tasinmasinda
bocekler bliyiik rol oynamaktadirlar. Ancak karpuz bitkilerinde erkek genotipteki ¢iceklerin
orani disi bireylere gore daha yiiksek oldugundan polenlerin disi bireylere tasinmasinda diger
faktorlerinde etkinlikleri yiliksek orandadir. Meyveleri tiirlere gore farkli biiyiikliiklerde
olabilmektedir ve baz tiirlerde dikenli meyve yapilar1 mevcuttur. Meyveleri genellikle su ve
besin igerikleri agisindan zengindirler. 100g hiyar meyvesinde 96g su, 0,6g protein, 0,1g yag,
2,2g karbonhidrat, A vitamini 451, B1 vitamini 0,03mg, B2 vitamini 0,02mg, C vitamini
12mg oraninda olup niacin 0,3mg, kalsiyum 12mg, demir 0,3mg, magnezyum 15mg ve fosfor
24 mg dizeyindedir. 100g kabak meyvesinde ise protein 0,5g, karbonhidrat 3,19, yag 0,1g, A
vitamini 3901, B1 vitamini 0,05mg, B2 vitamini 0,08mg, fosfor 25 mg, kalsiyum 25mg,
demir 0,4mg, sodyum 1mg ve potasyum ise 141mg'dir. Kavun meyveleri A ve B vitaminleri
acisindan zengin olup igeriklerinde brom ve iyot minarellerini barindirmaktadirlar. Karpuz
meyveleri ise meyvelere karakteristik kirmizi rengini veren antioksidan nitelikteki yiiksek
likopen igerigine sahiptir. Lif igerigi acisindan zengin olan kabakgil bitkileri sebze olarak
degerlendirilmelerinin yani sira kavun ve karpuz bitkilerinin meyveleri yaz aylarinda yiiksek
su icerikleri nedeniyle biiyiik oranda tiiketilmektedirler. Olgunlasmamis kavun meyveleri ile
hiyar meyveleri tursu sanayinde kullanilmaktadir (Anonim, 2007; Anonim,2008; Anonim,
2009; Anonim, 2011).



Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organisation of the
United Nations- FAO) verilerine gore dunya genelinde 2017 yil1 itibariyla hiyar2.271.260 ha
alanda 83.753.861 ton, kabak 2.078.450 ha alanda 27.449.481 ton, kavun 1.220.996 ha alanda
31.948.349 ton, karpuz 3.477.285 ha alanda 118.413.465 ton iiretilmistir. Tiirkiye ise 37.695
ha alanda 1.827.782 ton'luk hiyar iiretimiyle diinya'da 4. (Cizelge 1.2.), 179.051 ha alanda
580.624 ton'luk kabak uUretimiyle dinyada 8. (Cizelge 1.1.), 81.720 ha alanda 1.813.422
ton'luk kavun dretimiyle diunya'da 2. (Cizelge 1.4.) ve 95.514 ha alanda 4.011.313 ton'luk
karpuz Uretiminde ise diinyada 3. sirada (Cizelge 1.3.) bulunmaktadir (Food and Agriculture
Organisation of the United Nations [FAO], 2020). Tiirkiye Istatistik Kurumu - TUIK
verilerine gore ise Tiirkiye 2018 yilinda 1.848.273 ton hiyar, 474.527 ton sakiz kabagi, 87.207
ton balkabagi, 55.043 ton ¢erezlik kabak, 1.753.942 ton kavun ve 4.031.174 ton karpuz iiretim
miktaria sahiptir. Tekirdag ili ise 2018 yilinda 2.700 ton hiyar, 96 ton sakiz kabagi, 881
tonbal kabagi, 10.800 ton kavun ve 46.789 ton karpuz iiretim miktarina sahiptir (Turkiye
Istatistik Kurumu[TUIK], 2020).

Cizelge 1.1. Diinya genelinde engok kabak iiretimi yapilan iilkeler (FAO, 2020)

Ulke Uretim Miktari (Ton)
Cin 7.996.362

Hindistan 5.142.812

Rusya 1.165.834

Ukrayna 1.164.660

Amerika 1.091.121

Meksika 710.632

Italya 590.541

Tirkiye 580.624




Cizelge 1.2. Dunya genelinde en ¢ok hiyar iiretimi yapilan iilkeler (FAO, 2020)

Ulke Uretim Miktar1 (Ton)
Cin 64.824.643

fran 1.981.130

Rusya 1.940.010

Turkiye 1.827.782

Amerika 1.012.378

Cizelge 1.3. Diunya genelinde en ¢ok Karpuz iiretimi yapilan tilkeler (FAO, 2020)

Ulke Uretim Miktari (Ton)
Cin 79.276.300

[ran 4.059.786

Tarkiye 4.011.313

Ozbekistan 2.030.992

Amerika 1.842.360

Cizelge 1.4. Diinya genelinde en ¢ok kavun iiretimi yapilan tilkeler (FAO, 2020)

Ulke Uretim Miktar1 (Ton)
Cin 17.082.608

Tirkiye 1.813.422

[ran 1.591.414

Misir 1.102.599

Hindistan 1.033.849




Diinya'da ve Turkiye'de bu kadar yiiksek (retim oranlarina sahip olan kabakgil bitki
grubu iretiminde Urlinlerin verim ve kalitesini sinirlayan birgok biyotik hastalik etmeni
bulunmaktadir. Biyotik hastalik etmeni olan bakteriler, funguslar ve virlsler kabakgillerde

O6nemli miktarda iiriin kayiplarina neden olmaktadir.

Viriis hastaliklar1, kabakgil tiretiminde 6nemli problemlerden biri olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Bu etmenler bitkinin normal gelisme diizenini bozmakta, bitkilerde anormal
meyve olusumuna neden olup pazarlanabilir iirin miktarin diisiirerek veya meyve olusumunu
tamamen engelleyerek ekonomik anlamda bilyilk kayiplar meydana getirmektedir (Kege ve
Kamberoglu, 2016).

Kabakagillerin bircok virlsle enfekte olmasinin yaninda iiretim alanlarinda en yiiksek
verim kayiplarina 20 adet viriis etmeni sebep olmaktadir. Bunlar arasinda Cucumber mosaic
virus (CMV), Melon necrotic spot virus (MNSV), Papaya ring spot-W (PRSV-W), Squash
mosaic virus (SgMV) ve Watermelon mosaic virus-2 (WMV-2) en fazla karsilasilanlardir
(Lovisolo, 1980).

Potyviridae familyasi bitki viriisleri icerisinde en fazla tiir sayisina sahip viriis grubu
olup, familya Uyesi viris tdrleriipliksi sekilli, monopartite yapidaki virionlar1 11-15nm ile
650-900nm boyutlarindadirlar. Bipartite yapida olanlar ise 11-15nm ile 250-300nm ve 500-
600nm boyuta sahiptirler. Virionlar pozitif single stranded (SSRNA) yapisinda olup
monopartit yapidakilerde genom biiytikliigi 9,3-10,8 kbp, bipartite olanlar ise 7,3-7,6 kbp ile
3,5-3,7 kbp boyutlarindadir.680-900 nm uzunlugunda ve 11-13 nm genisligi ile helical simetri
yapisinda yaklasik 3,4 nm boyutundadirlar. Virion agirliginin yaklasik %5'i genomik
RNA'dan olusmaktadir. Virionlarin igerdigi ortii proteini (Coat Protein-CP) gen bolgesi 30-47
kDa boyutlarindadir. Potyvridae familyasinin bir¢ok tiriine ait viris izolatlarinin teshisi CP
gen bolgesindeki dizi benzerliginin karsilastirilmasi ile yapilmaktadir. Virionlar antijenik
Ozelliklere sahip olduklarindan familya {yelerinin bir¢ogunun tiir teshisinde serolojik
yontemler kullanilmaktadir. Monoklonal antibodi'ler afitlerle taginan potyviriislerin ¢oguna
serolojik tepki gostermektedirler. Afitle tasinan viriisler arasindaki Ortll proteini amino asit
dizisinin tanimlanma oranit %40 ile %70 arasindadir. Bugrubun bazi liyeleri ise genotip
anlaminda Rymovirus ve Bymovirus ile iligskilendirilmektedirler. Biyolojik anlamda bir¢ok
virts dar bir konukgu yelpazesine sahipken potyvirusler yiiksek oranda konukgu araligina
sahiptirler. Potyviridae familyas: iiyeleri afitlerle non persistent olarak taginmaktadirlar. Bu

familya Uyesi virlslerin bircogu yaprak bitleriyle tasinirken bazilarinin taginamamasinin
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nedeninin CP gen bolgelerinden kaynaklanan mutasyonlar sonucu olustugu diisiiniilmektedir.
(King, Adams,Carstens, ve Lefkowitz, 2012).

Potyviridae familyasinin potyvirus cinsine dahil edilen Zucchini yellow mosaic virus
(ZYMV) hastalik etmeni ilk kez 1973 yilinda kuzey italya'daki kabak tiretim alanlarinda
belirlenmis virls SSRNA yapisindadir. ZYMV, 750 nm uzunlukta ve 11 nm genislikte
olgiilere sahip olup ipliksi sekildedir. Virus virionu %4,5 ile %7 oraninda niikleik asit ve %93
ile %95,5 oraninda protein igerigine sahiptir. Genom pargalar1 tek iplikli dogrusal RNA'dan
olusmus ve toplam genom 9 kb biiyiikliiglinde olup tek parcali bir yapiya sahip oldugu
bildirilmistir (Lisa, Boccardo, D'Agostino, Dellavalle ve D'Aquilio, 1981; Brunt vd., 1996).

ZYMV, dunya genelinde tropikal, subtropial ve diisiik sicakliktaki hemen hemen tim
kabakgil {iretim alanlarinda goriilebilmektedir. Viris Avrupa, Asya, Afrika, Amerika ve
Avustralya kitalarindaki kabakgil tarla ve sera iiretim alanlarinda tespit edilmis, modern ya da
geleneksel ayrimi yapilmaksizin bir¢ok kabakgil Uretim alaninda ekonomik zarar esiginin
Uzerinde zarara neden olmaktadir. Viral belirtiler konukgu bitkiye bagli olarak degisiklik
gostermekle beraber, konukcu kabakgil bitkilerinin meyvelerinde ciddi deformasyonlara ve
renk degisimlerine sebebiyet vermektedir. Bu durum Grin miktar: ile iriinlerin kalite ve

kantitesini yiiksek oranda diisiirmektedir (Desbiez ve Lecoq, 1997).

ZYMYV yaprakbitlerinin enfekteli bitkiler tizerinde beslenmesi ile saglikli bitkilere non
persistent olarak taginmaktadir. Tasinmada en az %30 oraninda Myzus persicae vektoriinin
etkili oldugu bildirilmektedir. Yapilan bir ¢alismada ise ZYMV'niin enfekteli bitkilerde Myzus
persicae ve Aphis gossypii yaprakbitlerinin bitki basina 3 virlilent vektor olacak sekilde
yapilan bulastirma ile %70 ve %90 oraninda basar1 saglandigi tespit edilmistir (Lecoq, Pitrat
ve Clement, 1981; Lisa vd.,1981).

Papaya ringspot virus (PRSV), dunya'da ilk olarak Greber tarafindan 1978 yilinda
Avustralya'da Watermelon mosaic virus-1 (WMV-1) adiyla rapor edilmistir. Papaya ringspot
virus, Potyviridae familyasinin potvyvirus cinsinin bir tUyesi olup virls partikilleri ipliksi
formda ve 780x12 nm boyutlarindadir. Virlisiin genomik materyali positive sense (ss) RNA
yaklasik olarak 40S boyutundadir (De La Rosa ve Lastra, 1983; Purcifull, Edwardson, Hiebert
ve Gonsalves, 1984; Yeh ve Gonsalves, 1985; Greber, 1978).



Papaya ringspot virus dunya'da Papaya ve Watermelon irki olmak {izere 2 farkli
formda bulunmaktadir. PRSV-Papaya, Papaya carica'nin dogal konukgusu olup papaya

tiretiminin yapildig: alanlarda gérilmektedir (Purcifull vd.,1984).

Avustralya'da izole edilen PRSV-P ve PRSV-W izolatlarindaki 6rti proteini (Coat
Protein - CP) kodlayan CP gen bdlgelerindeki sekans benzerliginin yiiksek olmasi nedeniyle
PRSV-P 1rkinin PRSV-W'nin mutasyona ugramasi sonucunda evrimlestigi diistiniilmektedir

(Bateson, Henderson, Chaleeprom, Gibbs ve Dale, 1994).

PRSV-W,Myzus persicae veAphis spp.'nin aralarinda bulundugu yaprak biti tirleri
araciligryla enfekteli bitkilerden saglikl bitkilere non persistent olarak taginmaktadir (Bateson
vd., 2002).

Potyviridae familyasindan potyvirus cinsine ait bir diger tlr olan Watermelon mosaic
virus-2 (WMV-2) ipliksi yapida viriis partikiillerine sahiptir. Virls 6zellikle kabakgillerde
tirtin miktar1 ve kalitesi iizerinde yiiksek oranda kayiplara neden olmaktadir. Virus yayilimi
sistemik olmayip iklim sartlarina gore degiskenlik gostermektedir. WMV etmeni genellikle
iliman ve subtropik iklim bélgelerinde gorilmektedir. Myzus persicae Sulzer ve Aphis
craccivora Koch yaprak bitleri basta olmak tizere en az 29 yaprakbiti tiriyle viris non-
persistent olarak tasinmaktadir (Edwardson ve Christie, 1986 aktaran Kamberoglu, Desbiez
ve Caligkan, 2015).

Watermelon mosaic virus-2 ilk defa Webb ve Scot tarafindan Amerika Birlesik
Devletleri'nde yapilan bir ¢alismada enfekteli kabakgil bitkileri iizerinde tespit edilmistir.
WMV-2 ipliksi sekildeki viriona sahip ve 780 nm uzunlugundadir. Hastalik etmeni viriis
kabakgil bitki yapraklarinda beneklenme ve mozaik belirtilerine neden olmaktadir. Ayrica
Nicotiana benthamiana bitkilerinin yapraklarinda deformasyonlar ve yaprak damarlarinda
koyu yesilimsi renklenmeler, bezelye bitkilerinde erken dénemli enfeksiyonlarda bitkilerde
solgunluk ve bitki 6limleri ile Chenopodium amaranticolor'un yapraklarinda sayisiz klorotik

lekelenmeler gibi belirtiler gostermektedir (Purcifull ve Hiebert, 1979).

Tarimsal iiretimde viral hastalik etmenleri ile micadelede virGslerle enfekteli hastalikli
bitkilerin tedavisinde hemen hemen ila¢ bulunmamaktadir. Bu durum viriis hastaliklar ile
miicadelede dogrudan bir yontemin yamisira dolayli miicadele yontemlerini 6n plana
cikarmaktadir. Uygulanacak kultirel yontemler ile bitkilerde goriilen viral hastalik oraninin

diisiik diizeylerde seyretmesi saglanabilmektedir. Bu baglamda 6zellikle sertifikali viriisten ari
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fide, tohum, fidan, yumru, sogan gibi bitkisel iiretim materyalinin kullanilmasinin
yayginlastirilmast gerekmektedir. Viral hastalik etmenlerinin kimi durumlarda enfekteli
bitkiler Gzerinde herhangi bir viral belirti gdzlenmeksizin enfeksiyon olusturma durumlari
nedeni ile viral patojenin inkibasyon siresi ve bitkisel Uretim materyalleri Gzerindeki
belirtisiz enfeksiyonlar1 karantina uygulamalarin1 zorlastirmakta kimi durumlarda ise
tamamen etkisizlestirmektedir. Bitki virusleri ile micadelede en 6nemli adimlardan biride
viral patojenin teshis ve tanilamasinin yapilmasidir. Viral patojenin tanilanmasi ile patojenin
hangi yollarla bitkilere bulastigi, konukculari, bitkiler arasindaki tasinma yollari, bitkisel
urinun hasat sireci sonunda viral etmenin arazide bulunma durumu gibi bilgilere sahip
olunmas1 miicadele stratejisi acisindan Onem arz etmektedir. Viriisler pasif canlilar
olduklarindan bitkiler arasinda tasinabilmek i¢in vektorlere ihtiyag duymaktadirlar. Viriis
hastaliklarinda bitki zararlisi bocekler onemli bir vektdr kaynagi olusturmaktadirlar. Bu
nedenle viral patojenin vektorii olan canlilarin biyolojileri, beslendigi bitki profili, viral
patojeni ne surede ve ne dizeyde bulastirma yeteneklerinde olduklarinin arastirilmasi
virislerin tarim alanlarinda yayginliklarinin azaltilmasinda son derece Onemlidir. Viral
hastalik miicadelesinde vektorlerle micadele viriis yaygiligin1 baskilayacagindan dolay1
feramon tuzaklarin, biyolojik miicadele ajanlarinin yada pestisitlerin kullanimi1 ve vektor
boceklerin iiretim alanlarindan elemine edilmesi ile bitki patojeni viriislerle miicadele
yapilmaktadir. Ayrica enfekteli bitkilerin tiretim alanlarindan toplanmasi ve hasat sonrasi bitki
artiklarinin yakilarak imha edilmesi ile viral hastaliklarinin yayilimlar1 6nlenebilmektedir.
Tarimsal tiretim alanlarinda viriislerin konuk¢usunun olmadigi bitkilerle ekim nobeti
uygulamalari yapilarak olasi viral epidemilerin nlenmesi saglanabilmektedir. Yabanci otlar
birgok viriis tarafindan enfektelenmeleri nedeni ile dUretim alanlarinda ve yakinindaki
alanlarda yabanci ot miicadelesi ile viral patojenlerin yayilmalar1 ve konukgularinin
simirlandirilmas1 ~ saglanarak ~ miicadele  yapilabilmektedir.  Bazi  konukgu-virus
kombinasyonlarinda bitkiler viriisiin zayif veya orta derecede virulent bir irki ile inokule
edildiklerinde ayni viriisiin daha virulent irkindan capraz koruma teknigi kullanilarak viral
enfeksiyonlar engellenebilmektedir. Ayrica viriis hastaliklarina kars1 dayanikli bitki gelistirme
calismalar1 kullanilarak da virls enfeksiyonunun bazi bitkilerde onlenmesi saglanmaktadir
(Yardimet, 2013).

Tiirkiye'de Tekirdag ili kabakgil bitki grubu igerisinde 6nemli bir iiretim degerine
sahiptir. Bu calisma ile Tekirdag ilindeki kabakgil iiretim alanlarinda verim ve kalite kayb1

acisindan 6nem arz eden viral hastalik etmeni viriisler spesifik primerler kullanilarak gergek



zamanli (Real Time)-Polymerase Chain Reaction (PCR) ve Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ile tespit edilmek amaciyla galisilmistir.

Calisma kapsaminda tespit edilen Watermelon mosaic virus (WMV) izolatlarinin NIb-
CP genini olusturan nukleotit dizilerinin belirlenmesiyle hem izolatlar arasindaki genotipik
yakinlik degerleri hem de Gen Bankasina kayitli bazt WMV izolatlartyla genetik analizler ve

kiyaslamalar yapilmistir.



2. KAYNAK OZETLERIi

2.1.  Kabakgil Viriisleri ile Tlgili Diinya Genelinde Yapilmis Calismalar

Amerika Birlesik Devletleri'nin  Massachusetts eyaletindeki kabakgil Uretim
alanlarinda 1973 yilinda yapilan ¢alisma ile Watermelon mosaic virus-2'nin varligi ortaya
cikarilmigtir. Viral hastalik belirtileri gosteren bitki 6rneklerinin %53'Unde WMV-2 bulunan
tek virlis olarak belirlenmistir. Yapilan g¢alismalar sonucunda enfekteli oldugu diisiiniilen
orneklerin %14'lUnde Bean yellow mosaic virus (BYMV), %17'sinde ise Cucumber mosaic
virus (CMV) tespit edilmistir. CMV ve WMV-2 ikili enfeksiyon olarak 6rneklerin %9'unda
bulunurken Squash mosaic virus (SqMV) %6'sinda ve Watermelon mosaic virus-1 (WMV-1)

orneklerin %]1'inde bulunmustur (Komm ve Agrios, 1978)

Libnan ve Suriye'de kabakgil tiretim alanlarindan toplanan yaprak 6rnekleri Zucchini
yellow fleck virus (ZYFV), ZYMV, PRSV-W, WMV-2 ve CMV'lerine kars1 Double Antibody
Sandwich - Enzyme Linked Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) ile test edilmis ve enfekteli
bitkilerin %66,4'tnun bir yada daha fazla virlis etmeniyle bulasik oldugu belirlenmistir (Katul
ve Makkouk, 1987).

Tayvan'in Taichung bolgesinden 1985 yilinda balkabagi, hiyar, Benincasa hispida,
Lagenaria leucantha, Luffa spp. ve Momordia charantia bitkilerinden 583 yaprak 6rnegi,
1986 yilinda ise 908 yaprak ornegi toplanarak DAS-ELISA testleri yapilmigtir. ZYMV en
yaygin viriis olarak belirlenmis olup bunu sirasiyla WMV-1 ve CMV izlemistir (Hsue vd.,
1987).

Davis ve Muziki (1987) yaptiklart ¢alismada 3 yil boyunca gozledikleri Gretim
alanlarindaki hastalik siddetinin yillara gore degisiklik gosterdigini saptamiglardir. 1983
yilindaki gézlemlerde CMV hastalik etmeninin kabak iiretim alanlarinda yiiksek oranda
bulundugunu, ancak WMV-2'nin en yaygin viriis olarak bulundugunu degerlendirmislerdir.
1984 yilinda ise PRSV-W'nin iiretim alanlarinda en yogun hastalik etmeni oldugunu
bildirmislerdir. 1985 yilinda ise New Jersey'de kabakgil alanlarinda yapilan g¢aligmalarda
ZYMV etmeni ilk kez tespit edilmis ve iiretim alanlarinda yiliksek tirlin kayiplar1 meydana
getirmistir. Yapilan ¢alismalar ile ZYMV'nin WMV-2 ve PRSV-W ile olusturdugu karigik

enfeksiyonlarda Ustlin bir rekabete sahip oldugunu belirtmislerdir.



1986 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nin Florida eyaletindekabakgil Gretim
alanlarinda yapilan survey ¢aligmasinda 549 bitki 6rnegi toplanmis, Sodyum Dodesil Sulfat
(SDS) immunodifiizyon testine tabi tutulan érneklerden 245'i PRSV-W, 204'0 WMV-2, 51'i
ZYMV, 13'i CMV antiserumlari ile reaksiyona girmistir. Ayrica survey ¢alismalar1 esnasinda
klorotik beneklenme gdsteren Trichosanthes dioica bitkisi toplanmis ve Cucurbita pepo
bitkilerine yapilan mekanik inokulasyon ¢alismalari ile bu bitkilerde sistemik olarak yaprak
damarlarinda bantlasma belirtisi ve hafif mozaik belirtileri tespit edilmis ancak yapilan
testlemeler sonucu viral anti serumlar ile reaksiyon gozlenmemistir (Purcifull, Simone, Baker

ve Hiebert, 1988).

Israil'de yapilan bir calismada kabakgil tiretim bolgelerindeki tarla ve sera alanlarindan
toplanan kabakgil, bezelye ve Chenopodium spp. bitki 6rnekleri Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) ve Elektron Mikroskop (EM) kullanilarak belirlenmistir.
Viral etmenle bulasik oldugu saptanan 4 &rnekten 3'0 ZYMV ve 11 WMV-2 olarak
tanimlanmistir (Antignus, Raccah, Gal-On ve Cohen, 1989).

Amerika Birlesik Devletlerinin South Carolina eyaletinde 1981 ve 1982 yillarinda
yazlik kabak (Cucurbita pepo) bitkilerinde yapilan ELISA testleri sonucunda CMV, PRSV-
W, WMV-2, SQMV ve Tobacco ringspot virus (TRSV)nin yayginliklarini belirlemislerdir.
Testlemeler sonucunda en yaygin viriisler sirastyla WMV-2, CMV, PRSV-W ve TRSV olarak
belirlenmis SqQMV ise iiretim alanlarinda tespit edilmemistir (Sammons, Barnett, Davis ve
Mizuki, 1989).

Meksika'da 1985 yilinda toplanan kabakgil bitki 6rneklerinin ELISA yontemi
kullanilarak test edilmesi ile CMV, WMV, TRSV hastalik etmenleri, 1986 yilindaki
calismalarda SQMV ve 1987'deki ¢alismalarda ise PRSV-W ve ZYMV tespit edilmistir. Bu
calisma ile CMV, WMV, PRSV-W ve ZYMV iretim alanlarinda tekli ve c¢oklu
enfeksiyonlarla en sik goriilen viral patojenler olarak belirlenmistir (Delgadillo, Garzon ve
Pina, 1989).

Yunanistan'da 8 sehirde yapilan survey calismalart sonucunda kabakgil dretim
alanlarinda ZYMV'nin %83 oraninda yaygin oldugu tespit edilmis, testlenen érneklerin bir
¢ogunda CMV ve WMV-2 enfeksiyonlari belirlenmistir. Bu ¢alisma ile Yunanistan'da ilk kez
ZYMV patojeni rapor edilmistir (Kyriakopoulou ve Varveri, 1991).
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Brezilya'nin Ceara eyaletindeki 25 bolgeden virts belirtileri gosteren kabakgil yaprak
ornekleri toplanmig CMV, PRSV-W, SqMV ve WMV-2 spesifik antiserumlarina karsi test
edilmesi ile PRSV-W en yaygin viriis, SQMV ise en az oranda tespit edilen viriis olarak

belirlenmistir (Lima ve Vieira, 1992).

Kostarika'nin en biiyilk kavun yetistirme bdlgelerinden olan Guanacaste ve
Puntarenas'ta viral belirti gozlenen kavun bitkilerinden ELISA testleri kullanilarak PRSV-W,
WMV-2, CMV ve ZYMV'nin tekli veya ¢oklu viris enfeksiyonlari belirlenmistir. 3 yetistirme
sezonunda gergeklestirilen surveyler ile PRSV-W ve CMV'nin en yaygin viriisler olduklari,
Aphis gossypii'nin ise yetistirme alanlarinda en yaygin vektor oldugu ortaya konulmustur
(Rivera, Villalobos, Sanchez, Zumbado ve Rodriguez, 1993).

Endonezya'nin Yogyakarta bolgesinde 1991 ve 1992 yillarindakabakgil tarlalarindan
yapraklarinda mozaik belirtileri gosteren kabakgil bitkilerinden 83 &rnek toplanmis ve
poliklonal antiserumlar kullanilarak Indirect Dot Immunobinding Assays yontemi ile CMV,
WMV-2, PRSV-W ve ZYMV enfeksiyonu agisindan analiz edilmistir. Hiyar, kabak, karpuz,
lif kabag1 ve Momordica charantia bitkilerine ait 31 drnekte CMV tespit edilmistir. Ayrica 29
adet kabak ve karpuz 6rneginde WMV-2, 3 drnekte ise PRSV-W belirlenmistir. Kabak ve lif
kabagindan alinan 10 6rnek ise sadece ZYMV ile enfekteli bulunmustur (Somowiyarjo,1993).

Fletcher (1996)'in Yeni Zelanda'da yaptigi calismada ELISA, EM ve mekanik
inokulasyon ile ZYMV ve WMV-2'nin birbirine yakin 3 kabak yetistirme alanindan 2'sinde

yaklagik %50 oraninda enfeksiyon olusturdugu saptanmustir.

Orta ve Kuzey Italya'da 1993 ve 1994 yillarinda kavunda yetistirme alanlarinda
yapilan surveylerde ELISA ve Altin Isaretli Antibody tespiti ile Immuno Electron Microscopy
(IEM) kullanilarak toplam 111 bitki 6rnegi analiz edilmistir. 1993 yilinda toplanan bitki
orneklerinde CMV ve WMV-2'nin tekli veya ¢oklu enfeksiyonlart %61 oraninda, ZYMV ise
%16 oraninda belirlenmistir. 1994 yilinda toplanan bitki 6rneklerinde ise CMV %59, WMV-2
%51 ve ZYMV %29 oraninda enfekteli bulunmustur (Rubies-Autonell, Ballante ve Turina,
1996).

Kabak tiretim alanlarindaki virtislerin varliginin ve yayginliginin aragtirilmasi amaci
ile Cek Cumhuriyeti'nde 1991-1992 yillarinda 11 bolgeden Cucurbita pepo ve Cucurbita
maxima tdrlerine ait 127 Ornek toplanmistir. Bitki orneklerinin Immunosorbent Electron

Microscopy (ISEM) teknigi kullanilarak analiz edilmesi ile test edilen Grneklerin %70'ten

11



fazlasinda WMV-2, %15'inde CMV saptanmistir. Ayrica drneklerin %15 oraninda CMV ve
WMV-2 ile karisik enfeksiyonlari tespit edilmistir. Calismada ZYMYV etmeni hig bir ornekte
bulunmamis olup 6 alandan toplanan oOrneklerde ise herhangi bir viral hastalik etmeni

bulunamamistir (Lebeda, Kozelska, Kristkova ve Novotny, 1996).

Nepal'de 68 bolgeden virus ve virlis benzeri belirtiler gosteren hiyar, kabak, karpuz,
Benincasa hispida, Lagenaria sicenaria, Trichosanthes cucumerina, Luffa acutangula,
Momordica charantia, Sechium eduleve papaya bitkileri toplanmistir. Bitkisel materyal
tizerinde hastalik belirtileri olarak papaya yapraklarinda siddetli mozaik, beneklenme, sekil
bozukluklari, kabakgil bitkilerinde ise mozaik, kabarciklar ve yaprakta sekil bozukluklar
olarak belirlenmistir. Papaya ve kabak bitkilerinden PRSV-W hastalik etmeni izole edilmis
olup survey alanlarindaki papaya, hiyar, kabak, su kabagi ve balkabagindan toplanan yaprak
ekstraktlar1t CMV ve ZYMV antiserumlari ile su kabagi, hiyar ve kabak yaprak ekstraktlari
Cucurbit aphid-borne yellows virus (CABYV) ile reakte olmustur. Yiiriitilen ¢aligmada
WMV-2 veya SqMV herhangi bir bitkide tespit edilmemistir (Dahal, Lecoq ve Albrechtsen,
1997).

Suudi Arabistan'in Riyad, Gassim ve Hail bolgelerinde kabakgilleri enfekte eden
viriisleri belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada 385 kabakgil bitki 6rnegi toplanmis ve DAS
ELISA, INDIRECT ELISA ve Double Diffusion yontemleri kullanilarak ZYMV, SqMV,
PRSV-W, WMV-2, Prune dwarf virus (PDV), Cucumber green mottle mosaic virus
(CGMMYV), Cucumber leaf spot virus (CLSV) ve Beet western yellow virus (BtWYV)'nin
varligt arastirilmigtir. Hiyar, kavun,su kabagi, karpuz, balkabagi, kabak, Cucumis melo var.
flexuoses ve Lagenaria siceraria bitki tiirlerinin tamaminda ZYMYV patojeni, BtWYV hastalik
etmeni ise sadece su kabaginda bulunmustur. Uretim alanlarinda ZYMV %60,5 enfeksiyon
orani ile en yaygin viriis olarak belirlenirken 385 bitki drneginin %27,5' teste tabi tutulan

viral patojenlere karsi negatif sonug¢ olusturmustur (Al-Saleh ve Al-Shahwan, 1997).

Umman Sultanligi'nda Batinah bolgesinde 1994 ile 1996 yillarinda kabakgil iiretimi
yapilan 320 tarladan virlis hastalik belirtileri gosteren toplam 716 kabak, karpuz, misk
kavunu, hiyar, balkabagi ve sukabagi bitkilerinden yaprak Ornekleri alinmistir. Yapilan
ELISA testleri ile bolgedeki tim kabakgil turlerinde WMV-2, ZYMV, PRSV-W, CMV,
SgMV, Tomato ringspot virus (TORSV), Tobacco ringspot virus (TRSV) ve Tomato spotted
wilt virus (TSWV) belirlenmistir. Hastalik goriilme sikligi balkabagi, kabak ve sukabagi
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bitkilerinde diger tiirlere oranla daha yiiksek bulunmustur (Zouba, Khan, Lopez ve Al-
Magbaly, 1997).

Urdiin'de Mansour (1997) tarafindan yapilan ¢alismada ZYMV'nin kabaklarda biyiik
iriin kayiplarina neden oldugu belirtilmistir. 910 bitki 6rneginin %82,6'sinda tekli veya
karisik enfeksiyonlar seklinde ZYMV tespit edilmis, WMV-2 ise testlenen orneklerde %13,5

oraninda bulunmustur. CMV ve SqQMYV ise kabak iiretim alanlarinda belirlenememistir.

Kuzey Italya'da 1991 ile 1996 yillar1 arasinda acik ve kapali iiretim alanlarinda
kabaklarda enfeksiyon olusturan viriislerin tespiti amaciyla yapilan ¢alismalarda 215 bitki
ornegi toplanarak ELISA yontemi kullanilarak test edilmistir. Toplanan 6rneklerin WMV-2
ile %56 oraninda, PRSV-W ile %34 oraninda, ZYMYV ile %32 oraninda ve CMV ile %48
oraninda enfekteli oldugu belirlenmistir. Enfeksiyonlarin goriilme oranlar1 ise yaz
mevsiminde agik alanda bulunan iiretim alanlarinda daha fazla olurken baharda sera Uretim

alanlarinda daha diisiik diizeylerde olustugu rapor edilmistir (Lisa vd., 1997).

Liibnan'da ticari anlamda yogun kabakgil iretimi yapilan alanlardaki survey
calismalarinda iiretim bolgelerinde ZYMV ve CABYV'nin en yiiksek oranlarda gorulen
viriisler olduklar1 ve bunlart WMV ve PRSV-W'nin izledigi CMV'nin ise ¢ok daha diisiik
diizeyde goriildiigii bildirilmistir (Abou-Jawdah, Sobh, EI-Zammar, Fayyad ve Lecoq, 2000).

Brezilya'nin Sao Paolo eyaletinde 1997 ve 1999 yillar1 arasinda 40 iiretim bolgesinin
kabakgil ¢esitleri yetistirilen 38 bolgesinden 621 bitki 6rnegi CMV, PRSV-W, WMV-2,
Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV) ve ZYMV'lerini tespit etmek amaciyla Plate Trapped
Antigen-Enzyme Linked Immunosorbent Assay (PTA-ELISA) yontemiyle test edilmistir. 605
ornekte PRSV-W %49,1 ve ZYMYV %24,8 oraninda bulunurken, test edilen drneklerde ZLCV
%7,8, CMV %6 ve WMV-2 %4,5 oranlarinda tespit edilmistir (Yuki vd.,2000).

Macaristan'in Budapeste sehrinde zucchini kabak ¢esidinin yetistirildigi bir tarlada
ZYMV'nin tretim alanindaki dagilim sikligi ve yayilma hizinin arastirilmasi amaciyla
hastalik etmeni viriis tarlada yer alan kabakgil bitkilerine inokule edilmistir. Arazide
enfeksiyon ilk bulastirmadan yaklasik 4 hafta sonra belirlenmis ve ¢alisma sonucunda kabak
tarlasindaki enfeksiyon orani %74'e ulagmistir. Yapilan incelemeler sonucunda deneme
alaninda sar1 yapiskan tuzaklarin kullanimi ile 43 yaprak biti tiirii yakalanmig, Acyrtosiphon

pisum ve Myzus persicae tiirlerinin sayilar1 4. haftada en yiksek seviyeye ulasmistir.
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GoOzlemler sonucunda yaprak biti sayist ile enfekteli bitki sayisi arasinda belirgin bir

korelasyonun varlig1 tespit edilmistir (Basky, Perring ve Tobias, 2001).

Brezilya'nin Maranhao bolgesinde 46 balkabagi, 13 hiyar, 30 karpuz, 6 kavun ve 23
Cucumis anguira'dan yaprak ornekleri toplanarak Double Immunodiffiizyon teknigi ile
PRSV, WMV-2, CMV, SqMV ve ZYMV'in varlig1 arastirllmigtir. Analiz edilen bitkilerin
%64,4'inde PRSV, %15,2'sinde WMV-2, %6,8'inde CMV, %3,4'linde SQMV ve %3,4'linde
ZYMV belirlenmistir (Moura, Lima, Oliveira ve Gongalves, 2001).

Gungoosingh-Bunwaree (2001) tarafindan Mauritus'ta kabakgil Gretilen alanlarda viral
hastaliklart belirlemek amaciyla 1999 ve 2000 yillar1 arasindaki donemde yapilan survey
calismasinda hiyar, kavun, karpuz, kabak, balkabagi, su kabagi, aci kabak, Momordica
charantia, Sechium edule, Luffa acutangula, Trichosanthes anguina, Trichosanthes
cucumerina bitkilerinden toplamda 160 yaprak 6rnegi ELISA ile test edilmistir. Test edilen
orneklerde %58,8 ZYMV ve %41,9 WMV-2 oranlariyla en sik goriilen viriisler olarak
belirlenmis, bunlar1 %30,6 oraniyla CMV, %26,3'le PRSV ve %8,8'le CABYYV izlemistir.
SqMYV ise toplanan orneklerde tespit edilememistir. Test edilen drneklerin %40,7'sinde ¢oklu
enfeksiyonlar tespit edilmistir. Enfekteli bitkilerde genellikle yaprak ve meyvelerde sekil
bozuklugu, meyvelerde renk kirilmasi, sararma ve bitkilerde bodurlasma belirtileri

gorilmiistiir.

Giney Afrika Cumhuriyeti'nde KwaZulu Natal bdlgesinde ELISA kullanilarak 1997
ve 1998 yillarinda ZYMV, WMV-2, Moroccan watermelon mosaic virus (MWMYV) ve CMV
hastalik etmenlerinin varlig1 arastirilmistir. Testlenen 6rneklerde ZYMYV %50,67'lik oranla en
yaygin viriis olarak belirlenmis olup MWMV %24, WMV-2 %22,67 ve CMV %6,67
oranindadir. Birden fazla viral patojenin neden oldugu enfeksiyon diizeyi %32 oraninda

bulunmustur (Cradock, Graca ve Laing, 2001).

Tobias ve Tulipan (2002) tarafindan Macaristan'in Szarvas, Kecskemet ve Tordas
sehirlerinde ydruttikleri survey calismasinda karpuz, kavun, hiyar, zucchini kabagi, yazlik
kabak ve cekirdeklik kabak yetistirilen alanlarda gozledikleri viral hastaliklarin iiretim
yerlerine gore %10 ile %100 arasinda degisen siklikta belirlemislerdir. Survey alanlarinda
klorotik beneklenme, mozaik, yapraklarda damar bantlasmasi ve deformasyon belirtileri
gosteren bitkilerden topladiklar1 50 adet 6rnegi ZYMV, WMV-2, CMV antiserumlari
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kullanarak DOT BLOT serolojik metodu ile teste tabi tutmuslardir. Arastiricilar 50 6rnekten
32'sini CMV, 31'ini ZYMV ve 24'ini WMV-2 ile enfekteli bulmuslardir.

Kiss vd. (2002) 1998 ve 1999 yillarinda Macaristan'in Gyodouble, Acute'r-Moson-
Sopron bolgelerindeki hiyar yetistiriciligi  yapilan tarlalarda virlis enfeksiyonlarini
degerlendirmek amaciyla survey calismalar1 gergeklestirmislerdir. Viriis enfeksiyonlarit DAS
ELISA kullanilarak tespit edilmistir. 1998 yilinda ZYMV arastirma alanlarinda dominant
olarak bulunurken 1999 yilinda ise CMV dominant olarak bulunmustur. Arastirilan 15
viriisten hiyar bitkilerinde sadece ZYMV, CMV ve WMV-2 tespit edilmis olup érneklerde
coklu viral enfeksiyonlarin oldukga yiiksek oranda oldugu tespit edilmistir.

Cin'in kuzeyindeki kabakgil tiretim alanlarinda yapilan caligmalarda 1998 yilinda 84
ve 1999 yilinda 186 olmak iizere toplamda 270 kabakgil 6rnegi toplanarak DAS ELISA ile
ZYMV hastalik etmeninin varliginin belirlenmesi amaciyla test edilmistir. Yapilan testler
sonucunda 1998 yilinda toplanan yaprak Orneklerinin %79,8'i 1999 yilinda toplanan
orneklerin ise %57,5'1 ZYMV patojeni ile pozitif bulunmustur (Gu vd., 2002).

Amerika Birlesik Devletlerimin Southern Illinois eyaletinde 1998,1999 ve 2000
yillarinda misk kavunu, hiyar, balkabagi, sakiz kabagi, kabak ve karpuzda kabakgil
viriislerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada; WMV'nin 3 yil boyunca toplanan
orneklerde yaklasik %84 oraninda en yaygin virlis oldugu, ayrica CMV'nin %8, PRSV'nin
%6, SgMV'nin %9 ve ZYMV'nin %1 oranlarinda yaygin olduklari bildirilmistir (Walters,
Kindhart, Hobbs ve Eastburn, 2003).

Ispanya'da acik alanda yetistirilen kavun tarlalarinda mozaik belirtileri gdzlenen
bitkilerde CMV, WMV-2, PRSV-W ve ZYMV virislerinin bulunma sikliklarinin
belirlenmesi amaciyla yapilan survey calismalarinda 3 yillik ¢alisma siiresince ¢alismanin
yuritildigi 3 bolgede de bulunan virislerin CMV ve WMV-2 oldugu ifade edilmistir.
Viruslerin enfekteli alanlarda bulunma sikliklar ise yildan yila ve bélgeden bolgeye gore

degisiklik gosterdigi tespit edilmistir (Alonso-Prados vd., 2003).

Banglades'in Khulna, Gopalgonj, Faridpur ve Magura bolgelerinde 458 balkabagi
(Cucurbita moschata) bitkisinde viriislerin bulunma sikliklariindirekt ELISA y6ntemiyle
aragtirtlmistir. Test edilen bitkilerin 293'lnde %64oraninda viriis belirtileri gozlenmis, 51
ornegin 12'sinde CMV(yellow strain)-Y, 12'sinde PRSV-W, WMV-2 ve kalan 27 6rnek ise
hi¢ bir antiserum ile reakte olmamistir. Bu sonuclar Banglades'in gliney bolgelerinde CMV-Y
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ve PRSV-W'nin yiiksek oranda bulundugunu ortaya ¢ikarmistir (Shaifullah, Kundu, Akanda
ve Mian, 2003).

Hindistan'in Maharashtra eyaletindeki Pune sehrinde ticari amagla hiyar yetistiriciligi
yapilan tarlalarda bitkilerin yapraklarinda klorotik benekler, yaprak damarlarinda renk
acilmalari, mozaik, kabarcik olusum belirtileri ile meyvelerde bodurlasma ve sekil
bozukluklarina neden olan ZYMV enfeksiyonlar1 belirlenmistir. Viriis enfeksiyonlarinin
tarlalardaki bulunma sikligr %25 ile %38 arasinda degisiklik gostermistir (Verma, Prakash ve
Tomer, 2004).

Iran'da baskent Tahran ve gevresindeki alanlardan CMV, ZYMV ve WMV'nin
yayginliklarinin  belirlenmesi amaciyla 466 kabak bitki 6rnegi toplanmistir. Enfekteli
bitkilerde mozaik, sararma, deformasyon, meyve deformasyonu ve verimde azalma
belirlenmistir. Yapilan DAS ELISA testleri sonucunda ZYMV %35,6, WMV %26,1 ve CMV
%25,1 oraninda enfeksiyon yaygmligi bulunmustur. Orneklerin %6,4'{inde ise CMV, ZYMV
ve WMV'nin ¢li enfeksiyonlar tespit edilmistir. ZYMV test edilen viriisler icerisinde en sik
gorilen viriis olarak bulunmus olup bu ¢alisma ile kabakta WMV Iran'da ilk kez rapor
edilmistir (Farhangi, Mosahebi, Habibi ve Okhovvat, 2004).

Brezilya'nin Roraima eyaletinde 2003 ve 2004 yillarinda yapilan caligmalarda 21 farkli
tarladaki karpuz bitkilerinden yaprak ornekleri toplanmis ve CMV, PRSV-W, WMV ile
ZYMV antiserumlar1 kullanilarak indirekt ELISA ile test edilmistir. Arastiricilar yapmis
olduklart ¢aligmalarda PRSV-W'yi 2003 yili Mayis ayinda topladiklar1 6rneklerde %84,2,
2003 Aralik ayinda topladiklar1 6rneklerde %7,1 ve 2004 Mart ayinda topladiklar1 6rneklerde
ise %55,6 oranlarinda; ZYMV'yi ise 2003 Mayis ayinda topladiklari drneklerde %10,5, 2003
Aralik ayinda %21,4 ve 2004 Mart ayinda topladiklar1 Orneklerde %29,6 oranlarinda
belirlemislerdir (Halfeld-Vieira vd., 2004).

Kibris'da kabakgil iiretimi yapilan 5 biiyiik tiretim alanindan kabakgilleri etkileyen
viriislerin varligini ve yaygmligini belirlemek amaciyla 2309 hiyar, zucchini kabagi, kavun ve
karpuz o6rnegi toplanmistir. ZYMV, PRSV-W, WMV, CABYV, CMV ve SqMV'ln
belirlenmesi amaciyla ELISA testleri yapilmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda Kibris'ta en fazla
gorilen viris %45 enfeksiyon oraniyla ZYMV olmustur. PRSV-W 6rneklerin %20,8,
CABYV %20,8 ve WMV %7,8'inde bulunmustur. RT PCR calismalarinda ise CYSDV

seralarda sararma belirtilere sahip hiyar bitkilerinin cogunda %88,1 oraninda tespit edilmis
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olup BPYV %2,4 ve CVYV %?9,5 oranlarinda belirlenmistir. CMV ve SqMYV ise test edilen

orneklerde saptanmamuistir (Papayiannis vd., 2005).

Suriye'de Halep, 1dlib, Hama, Humus, Lazkiye ve Tartus'ta 162 tarladan 1689 kabakgil
bitki 6rnegi toplanmis ve kabakgillerde gorilen 6nemli bazi viriislerin enfeksiyonlari
acisindan test edilmistir. Serolojik testlerde 8 viriisiin varlig1 ortaya konulmus olup ZYMV en
yaygin virlis olarak saptanmis, bunu sirasiyla CMV, WMV-2, ZYFV, SqMV, CGMMV,
MNSV takip etmistir. Uretim alanlarinda tek viriisiin neden oldugu enfeksiyon oran1 %16,8
olurken, iki virusiin neden oldugu karigik enfeksiyon orani %30,8 ve Ug¢ viral etmenin sebep
oldugu enfeksiyon orani ise %34,5 olarak belirlenmistir (Kassem, Halim, Rifai ve Warrak,
2005).

Suriye'de Dara, Humus, Hama ve Idlib'te 38 tarlada yapilan surveylerde 303 karpuz ve
68 kavun 6rnegi toplanmistir. ZYMV ve WMV'nin varligimi tespit etmek amaciyla yapilan
DAS ELISA sonucunda ZYMV %18,33 ve WMV %15,1 oraninda belirlenmistir. ZYMV ve
WMV'nin neden oldugu en yiiksek enfeksiyon oran: idlib'te %53,01 en diisiik enfeksiyon
orani ise Dara'da %16,81 oraninda belirlenmistir (Al-Chaabi, Mando, Ismaeil ve Ghazaleh,
2006).

Amerika Birlesik Devletleri, New Jersey'de 2005 yilinda kabakgil iiretim alanlarinda
yapilan bir surveyde 22 kabak ¢esidinde virlis enfeksiyonlarini belirlemek amaciyla toplamda
8 bolgedeki kabakgil ekim alanlarindan 37 adet virtsle enfekteli oldugu diisiiniilen kabakgil
bitki 6rnegi CMW, WMV-2, PRSV-W ve ZYMV enfeksiyonlarin belirlenmesi igin test
edilmistir. Analiz edilen bitki 6rneklerinin %85't WMV-2, %33'0 ZYMV, %12'si CMV ve
%5't PRSV-W ile enfekteli bulunmustur (Wyenandt vd., 2006).

Iran'in Horasan eyaletinde 2001 yilinin bahar ve yaz mevsimi yetistirme dénemlerinde
farkli gelisme evrelerinde yapraklarda mozaik, sekil bozuklugu ve renk agilmasi ile
meyvelerde kabarciklanma ve sekil bozuklugu gibi belirtiler gosteren zuccihini kabaklarindan
toplanan 500 bitki 6rneginin DAS ELISA ydntemi ile testlenmesi sonucunda 6rneklerin 186's1

ZYMV ile enfekteli bulunmustur (Taheri, Jafarpour ve Rastegar, 2006).

Meksika'nin Sinaloa eyaletinde El Fuerte bdlgesinde ELISA ve Polymerase Chain
Reaction (PCR) kullanilarak ZYMV, WMV, PRSV-W ve CMV tespit etmek amaciyla
analizler gerceklestirilmistir. ZYMV %54,5 ileZYMV ve PRSV-W karisik enfeksiyonu

%36,4 enfeksiyon oranlari Kasim ayinda daha baskin durumda bulunurken, Aralik ayinda
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iISeZYMV %8,3, PRSV-W %75 ile ZYMV ve PRSV-W karisik enfeksiyonu ise %16,7 olarak
belirlenmistir. Ocak ayinda ZYMV, PRSV-W, CMV ve WMV enfeksiyon oranlar1 %3,8 ile
%23,1 arasinda degisiklik gostermis bu viriislerin kombinasyon seklinde enfeksiyon oranlari
%3,8 ile %30,8 arasinda degismistir. Subat ayinda toplanan orneklerde ZYMV ile WMV
%28,6 ve CMV %7,6 oraninda bulunurken, Nisan ayinda WMV %38,9 ve ZYMV %44,4
oraninda belirlenmistir. ZYMV ve PRSV-W'in neden oldugu karisik enfeksiyon orani %5,5
olarak saptanirken ZYMV ve WMV'nin neden oldugu enfeksiyon oram1 %11,1 olarak tespit
edilmistir (Felix-Gastelum vd., 2007).

fran'da sera alanlarinda yetistirilen kabakgillerde CMV, SqMV, PRSV-W, WMV-2,
ZYMYV, Cucumber necrosis virus (CuNV) ve TSWV'nin bulunma sikliklarini tespit etmek
amaciyla 2002-2004 yillar1 arasinda yapilan surveylerde 1304 rastgele ve 1085 hastalik
belirtisi gbzlenen bitkilerden toplanan yaprak ve meyve oOrnekleri DAS ELISA ile test
edilmistir. Yapilan c¢alismalar ile CMV %21,2, ZYMV %18, WMV-2 %4,3 oraninda
bulunurken TSWV sadece %1,25 oraninda bulunmus, CuNV, SqMV ve PRSV-W ise test
edilen orneklerde tespit edilmemistir (Massumi, Samei, Pour, Shaabanian ve Rahimian,
2007).

[ran'm Guilan bolgesindeki 16 kabakgil yetistirilen alanda kabakgillerde ZYMV,
WMV, CABYV, CMV, SqMV, PRSV-W, Watermelon chlorotic spot virus (WmCSV),
MNSV, ZYFV ve Ourmia mosaic virus (OuMV)'in yaygmligimi tespit etmek amaciyla 2006
ve 2007 yillarinda kavun, hiyar, kabak ve karpuz bitkilerinden toplanan 6rnekler ELISA ve
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT PCR) yontemleri ile test edilmistir.
Orneklerin %73,3'Uinlin en az bir virts ile enfekte oldugu belirlenirken OUMV, ZYMV, WMV
ve WmCSV en yaygin viral patojenler olarak bulunmustur. iki ya da daha fazla viral etmenin
neden oldugu enfeksiyonlar ise kavunda %63,3, hiyarda %48,6, kabakta %42,7 ve karpuzda
ise %26,7 oraninda tespit edilmistir (Gholamalizadeh, Vahdat, Keshavarz, Elahinia ve
Bananej, 2008).

Jossey ve Babadoost (2008) Amerika Birlesik Devletleri'nin illinois eyaletinde 2004
ile 2006 yillar1 arasinda kabakgil alanlarindaki arastirma c¢alismalarinda 2004 yilinda 11
bélgeden 17 érnek, 2006 yilinda ise 47 bolgeden 85 bitki 6rnegi toplamislardir. Arastiricilar
ELISA testi kullanarak balkabagi, kabak ve su kabaginda CMV, PRSV, SqMV, Tobacco ring
spot virus (TRSV), Tomato ring spot virus (ToRSV), WMV, ZYMV ve bilinmeyen
potyvirusler tespit etmislerdir. 2004-2006 yillar1 arasinda test edilen tim 6rneklerin %47,46
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11e%52'sini WMV ile enfekteli bulmuslardir. SQMV ise diger viriislere kiyasla daha fazla
bolgede %65 ile %88 oranlarinda belirlenirken, ZYMV %18,4 ile %4 oranlarinda
bulunmustur. TRSV hastalik etmeni ise test edilen drneklerde sadece 2005 yilinda %3

oraninda bulunmustur.

Tunus'da kabakgil vyetistirilen alanlarda ZYMV, PRSV-W, WMV, Moroccan
watermelon mocaic virus (MWMV), ZYFV, CMV, SqMV ve MNSV enfeksiyonlarinin
varhigim1 tespit etmek amaciyla toplanan bitki 6rnekleri DAS ELISA ile test edilmistir.
Calisma sonucunda WMV, CMV, PRSV-W, ZYMV, ZYFV, SgMV ve MWMV survey
yapilan tiim alanlarda tespit edilmis olup yapilan ¢alisma sonunda ZYMV'nin %34 oraninda

en yaygin viriis oldugu belirlenmistir (Mnari-Hattab, Jebari ve Zouba, 2008).

Bananej ve Vahdad (2008) iran'da 2005 ve 2006 yillarinda yaptiklar1 ¢alismalarda
kabakgillerde 1699 bitki 6rnegini ELISA ve RT PCR ile taramis ve test edilen orneklerin
%71'inin en az 1 virGs ile enfekteli ve CABYV'Unun ise en yaygm viriis oldugunu
bildirmislerdir. CABYV hiyar bitkilerinde %49, kabakta %47, kavunda %40 ve karpuzda
%33 oranlarinda tespit edilirken, bu virisi %28 oraniyla WMV, %26 oraniyla ZYMV ve
%13 orani ile ise CMV izlemistir. Arastiricilar enfekteli bitkilerde karisik enfeksiyonlarin ise

%49 oraninda bulundugunu belirlemislerdir.

Iran'da hryar, kavun, misk kavunu, kabak ve karpuz yetistirilen bolgelerinde tarla ve
sera alanlarinda ZYMV, WMV-2, CMV, TSWV, SqMV ve PRSV-W'nin tespit edilmesi
amaciyla tarla alanlarindan 1230 sera alanlarindan ise 2389 bitki 6rnegi toplanarak Indirect ve
DAS ELISA ile test edilmistir. Charleston Gray karpuz ¢esidinde ZYMV hari¢ tum virlsler
saptanmuis, tiim kavun gesitleri test edilen virtslerin en az 1'i ile enfekteli bulunmustur. 16
hiyar ¢esidi ise en az 1 virus ile enfekteli bulunmustur (Asghar, Hossein, Shaabanian, Pour ve
Heydarnezhad, 2008).

Macaristan'da 10 farkli bolgede kabakgil bitkilerindekiCMV, ZYMV, WMV-2 virls
hastaliklarini tespit etmek amaciyla bitki yapraklarinda klorotik beneklenme, mozaiklesme,
yapraklarda deformasyon ve halkali lekelenmeler gozlenen viral belirtileresahip 44 6rnek
ELISA ile test edilmistir. Toplanan 44 Grnegin 42'sinde viral patojen bulunmus olup 26
ornekte CMV, 21 6rnekte ZYMV ve 21 érnekte WMV-2 enfeksiyonu belirlenmistir (Tobias,
Almasi, Salanki ve Palkovics, 2009).
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Iran'da 542 domates ve 420 kabakgil olmak (izere toplamda 962 virlis belirtisi
gOzlenen bitki Ornekleri toplanarak ELISA, DAS ELISA ve Triple Antibody Sandwich
(TAS)ELISA ile test edilmistir. Bu calisma sonucunda Iran'n giiney dogusunda kabakgil
bitkilerinde ZYMV, WMV-2, CMV ve CGMMV enfeksiyonlarinin varligi ortaya
cikarilmigtir. ZYMV %19,7 ve CMV %09,2 oraniyla en sik gorilen virtsler olarak bulunurken,
WMV-2 %8,8 ve CGMMYV %3 oraninda bulunmustur (Valizadeh, Valizadeh ve Jafari, 2011).

Svoboda (2011) tarafindan Cek Cumhuriyeti'nde kabakgillerin en ¢ok yetistirildigi
boélgeler olan Bohemia ve Giliney Moravia'da yiiriitiilen bir ¢alismada hastalik olusturan 9
virlisin varligint tespit etmek amaciyla hiyar, yazlik kabak, kislik kabak ve kavun
bitkilerinden viral hastalik belirtileri gosteren 829 yaprak 6rnegi toplanmigtir. Tm 6rnekler
Cucurbit aphid-borne yellows virus (CABYV), CMV, CGMMV, MNSV, PRSV, SqMV,
WMV-2, ZYMV ve ZYFV enfeksiyonlarin tespiti amaciyla DAS ELISA ile test edilmistir.
Enfeksiyon oranlari; ZYMV'de %46, WMV-2'de %12, CMV'de %11 ve CABYV'de ise %2

oraninda bulunmustur.

Amerika'nin giineyinde 2010 ve 2011 yillarinda karpuz ve diger kabakgilleri enfekte
eden viriislerin dagilim ve sikliklarim1 belirlemek amaciyla yapilan survey g¢alismasinda 10
eyaletten hastalik belirtisi gosteren 715 bitkiden yaprak ornekleri toplanarak Alfalfa mosaic
virus (AMV), Bean pod mottle virus (BPMV), CABYYV, Cucurbit yellow stunting disorder
virus (CYSDV), CGMMV, CMV,MNSV, PRSV-W, Squash leaf curl virus (SLCuV),
Soybean mosaic virus (SMV), SQMV, Squash vein yellowing virus (SqQVYV), TRSV, WMV,
Watermelon silver mottle virus (WSMoV), ZYMV, Zucchini green mottle mosaic virus
(ZGMMYV) enfeksiyonlarinin belirlenmesi amaciyla DOT-Immunobinding Assays (DIBA) ve
RT PCR ile test edilmistir. 17 viriisten 13"t 6rneklerde tespit edilmis olup enfeksiyon oranlar
en yiksek %30,6 ile WMV'de, %24,7 PRSV-W, %13,9 ZYMV, %5,7 TRSV, %3,5 SQMV ve
%2,6 MNSV'de saptanmistir. Diger viriisler ise %2'ye varan oranlarda daha diisiik diizeyde
belirlenmislerdir (Ali vd., 2012).

Plapung ve Smitamana (2014) tarafindan Tayland'in kuzeyinde yer alan Chiang Mai,
Chiang Rai, Phitsanulok, Lampang, Lamphun ve Phayao eyaletlerinde 2007 ve 2008
yillarinda hiyar bitkilerini enfekte eden Onemli viriisleri tespit etmek amaciyla survey
caligmalar gergeklestirilmistir. Enfekteli oldugu diisiiniilen 335 adet hiyar yaprag: toplanarak
DAS ELISA kullanilarak testlenmistir. Bilyiikk alanlarda tekli veya karisik enfeksiyonlar

halinde belirlenen virisler bitkilerde mozaik, beneklenme, damarlar arasi sararma, yaprak ve
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meyvelerde deformasyona neden olmustur. Bu ¢aligmada 2007 yilinda CMV tiim yetistirme
alanlarinda en yaygin viriis olarak tespit edilirken, 2008 yilinda CMV, SqMV, ZYMV ve
PRSV karisik enfeksiyonlar halinde %22,47 oraninda belirlenmistir.

2.2.  Kabakgil Viriisleri ile Tlgili Tiirkiye'de Yapilan Calismalar

Nogay ve Yorganci (1985) tarafindan Marmara bolgesindeki birkag ilde yiiriitiilen
caligmalarda balkabagi, hiyar ve kavun bitkilerinde yaptiklart incelemeler sonucunda CMV
izolatlarin lokal ve sistemik enfeksiyonlara yol agtigini tespit etmislerdir. Arastiricilar 1 adet
CMYV izolatinin karpuzda sistemik enfeksiyona neden oldugunu ve balkabagi, hiyar ile kavun
orneklerinde ise WMV-2 izolatlarinin sistemik olarak enfeksiyona neden oldugunu rapor

etmislerdir.

Davis (1986) tarafindan Turkiye'de bulunan ZYMV-TS2 izolati, virlsespesifik
poliklonal antibodi'ler kullanilarak Misir, Italya ve Amerika'da bulunan izolatlarla
karsilastirarak karakterize edilmistir. Yapilan c¢alismalar sonucunda, ZYMV Tiirkiye izolatt
kabak bitkilerindeki belirtilerin zamani1 ve siddeti agisindan Misir ve Connecticut izolatlart ile
benzer bulunurken, Florida izolat1 ile farkli oldugu ortaya konulmustur. ArastiriciZYMV,
PRSV-W ve WMV-2'ye kars1 kullanilan farkli antiserumlarla yapilan kiyaslamalarda ZYMV
ve WMV-2'nin bazi antiserumlar1 ile siddetli capraz (cross)-reaksiyon olusturdugu
gozlenirken diger WMV-2 ile PRSV-W ve ZYMYV arasinda ¢apraz reaksiyon gézlenmemistir.

Erzurum, Erzincan ve Artvin illerinde bulunan kabak iiretim alanlarindaki viral
enfeksiyonlarin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla 1999 ile 2001 yillarinda Erzurum'un Dumlu ve
Ilica ilgelerinden 48, Erzincan'mUziimlii ilgesinden 24 ve Artvin'in Yusufeli ilcesinden 18
olmak uUzere toplamda 90 adet bitki Ornegi toplanarak DAS ELISA yontemi ile test
edilmistir.Calismalar sonucunda tum 6rneklerin ZYMV antiserumu ile pozitif, CMV

antiserumu ile negatif sonu¢ verdigi tespit edilmistir (Bostan, Kaymak ve Haliloglu, 2002).

Samsun ilindeki 18 koyde bulunan 45 adet kabakgil tarlasinda 1999 ve 2000 yillarinda
yapilan survey calismalarinda 165 kabakgil bitki 6rnegi toplanarak WMV, ZYMV ve
CMV'Unun varhigin1 belirlemek amaciyla ELISA ile test edilmistir. Yapilan c¢aligmalar
sonucunda WMV %53,9, ZYMV %38,8 ve CMV %20,6 oraninda kabakgil iiretim alanlarinda
belirlenmis olup, ZYMV ve WMV ELISA testi yapilan tiim bitkilerde tespit edilirken, CMV
ise karpuz ve balkabagi bitkilerinde bulunamamustir (Sevik ve Arli- Sokmen, 2003).
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Yardimce1 ve Korkmaz (2004) tarafindan 1998 ve 1999 yillarinda Isparta ilinde yapilan
bir ¢alismada ZYMYV hastalik etmeni ile enfeksiyon belirtileri g6zlenen kabakgil tarlalarindan
yaprak ve meyve Ornekleri toplanmistir. Arastiricilar,indikator test bitkileri kullanarak
mekanik inokulasyon yontemiyle patojeni kabak bitkileri tizerinde ¢ogaltilmis ve sistemik
enfeksiyon olusumu goézlenen bitkilerden CF11 Seliiloz Kromatografi yontemini kullanarak
viral RNA elde etmeyi basarmislardir. Yapilan ¢alismalarla ZYMV hastalik etmeninin test

edilen bitkilerde %62,7 oraninda bulundugunu bildirmislerdir.

Trakya bolgesindeki kavun ve karpuz yetistirilen alanlarda CMV, PRSV-W, SqMV,
MNSV, CGMMV, ZYMV ve WMV-2nin bulunma sikliklarin1 belirlemek amaciyla
yiriitiilen ¢aligmada; 2005 yili Haziran ve Temmuz aylarinda enfekteli oldugu diisiiniilen 502
kavun ve karpuz bitki ornegi poliklonal antiserumlar kullanilarak ELISA yontemiyle test
edilmistir (Kokli ve Yilmaz, 2006). Bu ¢alismada, karpuz bitki érneklerinde ZYMYV %45,5,
WMV-2 %34,2, CMV %19,9, PRSV-W %2,1, SQMV %1,8 ve MNSV %0,4 oranlarinda
yogunluk diizeyine sahip olduklari belirlenirken kavun bitkilerinde ZYMV %40,3, WMV-2
%31,2, CMV %7,2, PRSV-W %2,3, SqMV %0,5 ve MNSV %1,8 oranlarinda bulunmustur.
WMV-2 ve ZYMV patojenlerinin bir arada neden oldugu karisik enfeksiyon orani ise karpuz
bitkilerinde %16,7 kavun bitkilerinde ise %11,4 olarak tespit edilmistir (KOkli ve Yilmaz,
2006).

Gaziantep ilinde 2004 yilinda yapraklarinda deformasyon, mozaiklesme, solgunluk,
kivrilma, damar bantlagsmasi, cilicelesme, lokal nekrotik lezyonlar ve meyvelerinde
deformasyon belirtileri gozlenen kabakgil bitkilerinden toplanan 6rnekler DAS ELISA ile test
edilmistir. Yapilan ¢alismalar ile 56 bitki 6rneginin 20 adetinde CMV, 22 adetinde ZYMV ve
3 adetinde ise Potato virus Y (PVY) enfeksiyonu tespit edilmistir (Ozaslan vd., 2006).

Caliskan (2007) tarafindan Adana ve igel illerindeki 2006 ve 2007 yillarinda ortii alt:
ve agikta kabakgil yetistiriciligi yapilan alanlarda ZYMV'nin belirlenmesi amaciyla ELISA
testleri yapilmistir. Toplanan 6rneklerde hastalikli bitki orani %51,2 olarak bulunmus olupbu
alanlardan izole edilen ZYMV-FM izolatinin tanilama ¢alismalarinin yapilmasi igin enfekteli
bitkilerden RNA izolasyonu yapilarak RT PCR yontemi kullanilmis ve yapilan elektroforez

caligmalari ile istenen bant biiyiikliikleri gozlenmistir.

Hatay ilinde 2003 yilinda yapilan ¢aligmalarda yazlik ile kislik kabak, hiyar ve kavun
bitkilerinden ZYMV belirtileri gosteren meyve ve yaprak ornekleri toplanarak ELISA testleri
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gerceklestirilmistir. Ayrica toplanan meyvelerden elde edilen tohumlardan yetistirilen her
cesitten 100 adet fide ELISA ile test edilmistir. Caligmalar sonucunda fidelerde her hangi bir
ZYMV enfeksiyonu belirlenemezken toplanan kabak bitki drneklerinde ZYMYV patojeni tespit
edilmistir (Sertkaya, Sertkaya, Yetisir ve Kaya, 2004).

Izmir, Aydm, Manisa ve Balikesir illerinde 2003 ve 2004 yillarinda kabakgil
bitkilerinin yetistiriciliginin yapildig1 278 tarladan yapraklarda mozaik, beneklenme, kivrilma
ve bitki surginlerinde azalma gdsteren hiyar, kavun, karpuz, kabak ve balkabag bitkilerinden
618 Ornek toplanarak DAS ELISA yontemiyle testlenmistir.Yapilan serolojik ve mekanik
inokulasyon ¢aligmalar1 ile WMV-2 en yaygin viriis olarak %21,5 oran ile kavun, kabak ve
balkabaginda tespit edilmistir. CMV patojeni ise hiyarda %?29,7 kabakta %5,2 ve kavunda
%3,4 oraninda belirlenmistir. PRSV-W patojeni ise sadece karpuzda %24 oraninda
bulunmustur. Ayrica ZYMV balkabaginda %4,4 ve kavunda %2,8 olarak bulunmustur. SQMV
ve CGMMYV ise test edilen bitkilerde belirlenememis, PRSV-W Ege bolgesinde ilk defa rapor
edilmistir (Kaya ve Erkan, 2011).

Antalya ve Ankara illerinden viral hastalik belirtilerine sahip kabakgil bitki érnekleri
ZYMV, CMV, WMV-2, CGMMV, PRSV-W ve SqMV'Unu belirlemek amaciyla ELISA ile
test edilmistir. Yapilan testler sonucunda WMV-2 ve ZYMV hastalik etmenleri iki ilde de
diger viriislere oranla daha yiiksek diizeylerde bulunmustur (Topkaya ve Ertung, 2012).

Konya ilinde 2009 ve 2010 yillarinda kabakgillerdeki virlis enfeksiyonlarimi
belirlemek amaciyla bitkilerde mozaik, kabarciklanma, sekil bozuklugu, bodurlasma ve
stirglinlerde azalma gibi belirtileri g6zlenen balkabagi, hiyar, kabak, kavun, karpuz, yilan
kavunu bitkilerinden 423 adet bitki Ornegi toplanarak DAS ELISA testleri yapilmustir.
Calisma sonucunda 6rneklerin %86,5'inin ZYMV, WMV-2, CMV, PRSV-W ve SgMV
etmenlerinden en az biri ile enfekteli oldugu tespit edilmis; ZYMV %55,1 ile en yaygin viral
patojen olarak belirlenmistir. WMV-2 iseyilan kavununda %75, balkabaginda %51,5,
karpuzda %46,7, kabakta %45,4, kavunda %39,1 ve hiyar bitki 6rneklerinde %20 oraninda
bulunmustur (Yesil ve Ertung, 2012).

Karaman ilinde 2009 ve 2010 yillarinda balkabagi, kabak, hiyar, kavun ve karpuz
bitkilerinden viral enfeksiyon belirtisi gézlenen 135 adet bitki ornegi toplanarak ELISA
yontemiyle test edilmislerdir. Yapilan testler ile toplanan bitki 6rneklerinin %83'6 ZYMV,
WMV-2, CMV, SgMV ve PRSV-W'den herhangi biri ile enfekteli olduklar1 belirlenmistir.
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ZYMV %53,4 orannda kabak, balkabagi, karpuz, kavun ve hiyar drneklerinde en yaygin viral
etmen olarak belirlenmis, WMV-2 ise kabakta %50, kavunda %43,1, hiyarda %12,1 ve
karpuzda %5,2 oraninda tespit edilmistir (Yesil ve Ertung, 2013).

Yesil (2014) tarafindan yapilan c¢alismada, Konya ilinde 2013 yilinda gekirdeklik
kabaklarda viral enfeksiyon belirtileri gozlenen 334 bitki 6rnegi toplanarak DAS ELISA
yonteminden yararlanarak viral patojenler belirlenmistir. Test edilen 6rneklerin %80,53'inin
ZYMV, WMV-2, CMV, PRSV-W, SqMV etmenleri ile enfekteli oldugu saptanmis olup,
ZYMV %60,18 ve WMV-2 %52,99 oranlari ile iiretim alanlarinda en yaygin viriisler olarak

belirlenmistir.

Diyarbakir ilinde Bismil, Cinar, Dicle, Egil, Ergani, Hani, Merkez ve Silvan
ilcelerinde kabakgil Uretiminin en yiiksek oranda yapildigi 24 kdy belirlenerek viriis belirtisi
goOsteren 34 hiyar, 176 kabak, 142 karpuz ve 195 kavun bitkilerinden olusmak tizere 547 adet
bitki 6rnegi CMV, WMV-2, SqMV, ZYMV, PRSV, CABYV ve MNSV'lUnilin belirlenmesi
amactyla DAS ELISA yontemi ile test edilmistir. Toplanan 547 bitki 6rneginin 100'4 CMV,
2611t WMV, 101'i SgMV, 152'si ZYMV, 81'i PRSV, 17'si CABYV etmenleri ile enfekteli
olarak bulunurken, oransal olarak CMV %18,28, WMV %47,71, SQMV %18,46, ZYMV
%27,78, PRSV %14,8 ve CABYV %3,10 olarak tespit edilmistir. Yiriitillen ¢aligmalarda
hicbir drnekte MNSV patojeni belirlenememistir (Budak, 2015).

Tokat ilinde yapilan bir ¢alismada Merkez, Erbaa, Niksar, Pazar ve Turhal ilgelerinde
2014 yilinda kabakgil yetistirilen alanlardaki viral hastaliklarin belirlenmesi amaciyla kavun,
karpuz, kabak ve hiyar bitkilerinden yapraklarda ipliklesme, kabarciklagsma, mozaik ile bitki
genelinde rozetlesme, gelisme geriligi ve bodurlagsma, meyvelerde sekil bozuklugu belirtileri
g6zlenen 571 adet 6rnek toplanmistir. Bu ¢alismada test edilen bitki érnekleri ZYMV, CMV,
WMV, PRSV, SgMV, ToMV, PVY, TMV'i belirlemek amaciyla patojene spesifik
antiserumlar ile ELISA testine tabi tutulmustur. Yapilan ¢alisma ile 571 adet bitki 6rneginin
%37'st WMV, %12'si ZYMV, %11'i CMV, %3,4'0 PRSV ve %0,2'si SQMV ile enfekteli
bulunmustur. ToMV, TMV ve PVY igin ise 287 adet bitki 6rneginin %14t ToMV ile
enfekteli bulunurken, TMV ve PVY hastalik etmenleri tespit edilememistir. Sonuglar bitki
tirli baz alinarak degerlendirildiginde ise kabak %74, kavun %72,4, karpuz %47,7 ve hiyar
bitkileri ise %31,7 oraninda viral patojenlerle enfekteli bulunmustur (Korkmaz, 2015).
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Karpuz iiretim alanlarindaki viral patojenleri belirlemek amaciyla 2014 yilinda
Istanbul ilinde yapilan survey calismalarinda karpuz bitki yapraklarinda sararma, nekroz,
mozaik ve sekil bozuklugu goézlenen 344 adet yaprak Ornegi toplanmistir. Toplanan
orneklerde CMV ve ZYMV patojenlerini tespit etmek amaciyla DAS ELISA testi
gerceklestirilmis olup 13 6rnekte CMV ve 20 6rnekte ise ZYMV bulundugu bildirilmistir. 2
ornek ise CMV ile ZYMV enfekteli bulunmasi ile toplamda 35 bitki 6rneginde tekli ve ¢oklu
viris enfeksiyonlar1 belirlenmistir. Test edilen bitkilerin genelinde CMV %4,3 oraninda ve
ZYMV %6,9 oraninda bulunmustur. Yapilan mekanik inokulasyon ¢alismalarinda ise CMV
ve ZYMV ile enfekteli 5 viral 6rnegin indikator bitkilere bulastirilmasi sonucunda 15 ile 30

giinliik siire zarfinda indikator bitkilerde viral belirtiler gézlenmistir (Karakurt, 2015).

Diyarbakir ve Mardin'deki kavun, karpuz, kabak ve hiyar yetistirilen alanlarda 2013
yilinda yapilan survey ¢alismasinda 194 tarladan yapraklarinda mozaik, kabarcik, sararma ve
renk acilmasi ile meyvelerde sekil bozuklugu ve bitki genelinde rozetlesme, ciicelik ile
biiyiime geriligi gosteren 160 adet bitki 6rnegi toplanarak DAS ELISA ile testlenmistir.
Calismalar sonucunda 96 adet 6rnekte WMV, 63 drnekte ZYMV, 69 Ornekte CMV, 26
ornekte CABYV ve 34 6rnekte ise PRSV enfeksiyonlari tespit edilmistir (Kizmaz, Sagir ve
Baloglu, 2016).

Hatay ve Sanlrfa illerinde2010 ile 2013 yillarinda kabakgil Uretim alanlarinda
gorlilen viral enfeksiyonlarin belirlenmesi amaci ile acur, bal kabagi, helvaci kabagi, sakiz
kabagi, siyirma kabak, hiyar, karpuz ve kavun bitkilerinden elde edilen 6rneklerle yapilan
ELISA testleri sonucunda Hatay ilinde ZYMV %54,7, CMV %17,8, PRSV %10,9, SQMV
%15,5 ve WMV-2 %5.4 oraninda belirlenirken, Sanliurfa ilinde ZYMV %64, CMV %37 .4,
PRSV %2,9, SQMV %4,8 ve WMV-2 %]1,4 oraninda tespit edilmistir (Sertkaya ve Yiiksel,
2016).

Tekirdag ilinde kabakgil liretim alanlarinda goriilen viral etmenlerin belirlenmesi
amaciyla 2016 yilinda yapilan survey g¢alismasinda 300 bitki 6rnegi DAS ELISA ile test
edilmistir. Test edilen 6rneklerin %4,6'st CMV, %9'u ZYMV, %4'i SqMV, %10,6's1t PRSV
ve %22'sinde ise WMV-2 enfeksiyonlari tespit edilmistir (Altinay, 2017).

Usak ili ve ilgelerinde bal kabagi, yemeklik kabak, hiyar, karpuz ve kavun bitkilerinde
2017 ve 2018 yetistiricilik donemlerinde WMV'UNU tespit etmek amaciyla 313 bitki 6rnegi
toplanarak DAS ELISA ile test edilmis ve biyolojik indeksleme caligmalar1 yiiriitilmistiir.
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Caligsma sonucunda 2017 yilinda toplanan 134 bitki 6rneginin 70'inde, 2018 yilinda toplanan
179 ornegin ise 111'inde olmak iizere toplanan 313 adet o6rnegin 181'inde WMV tespit
edilmistir. Bu ¢alisma ile Usak ilinde WMV potojeni ilk kez rapor edilmistir. Ayrica survey
calismalar1 esnasinda virlis belirtileri g6zlenen bazi yabanci ot tiirlerinden de bitki érnekleri
toplanmistir. Yabani hardal (Sinapis arvensis L.) ve yabani marul (Lactucavirosa L.)
bitkilerinin WMV ile enfekteli oldugu tespit edilmistir (Dikici, 2019).

2.3.  Kabakgil Viruslerinin Molekiiler Tekniklerle Arastirilmasi

Avustralya'da Cucurbita pepo bitkilerinden izolasyonu gerceklestirilenPRSV-W
Avustralya izolatinin sahip oldugu genomik yapinin agia ¢ikarilmasi amaciyla yiiriitiilen
calismada izolatin 3' terminal bdlgesinin niikleotit dizisi belirlenmistir. 864 bp agik okuma
bolgesi ve Ortl proteinini kodladigi tahmin edilen upstream 3' bilinmeyen bdlge (206bp) ve
poly(A) kuyrugu 23 amino asitlik bir dizi virionlardan saflastirilmast ile ortii proteinin N-
terminal bolgesinden elde edilmistir. PRSV-W Avustralya izolatinin Ortli proteinini kodlayan
genbdlgesi ile Amerika'da elde edilen izolatlarin PRSV-Pile PRSV-W irklarinin gen bolgeleri
arasinda %96,8 ile %96,4 oraninda benzerlik oldugu tespit edilmistir (Bateson ve Dale, 1992).

Prieto, Bruna, Hinrichsen ve Munoz (2001) tarafindan yapilan ¢aligmalarda
ZYMV’nin Sili izolatinin 740 nm boyutundaki viral partikiillere sahip oldugu belirlenmistir.
[zolatin sahip oldugu 6rtii proteinini kodlayan gen bdlgesinin ise yaklasik 36 kDa boyutunda
bulundugu tespit edilirken, ortii proteininin 3' geninin Connecticut ve Kaliforniya bélgesinden

elde edilen ZYMYV izolatlari ile ylksek oranda benzerlige sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Cin'in Tianjin bolgesinden CMV, WMV-2, TMV, CGMMV ve SgMV'lnl tespit
etmek amaciyla 2002 ve 2003 yillarinda 98 adet hiyar bitki Ornegi toplanmistir. RNA
dizileme ¢alismalar1 ile 5 ¢ift primerin tasarlanmasi ile yapilan molekiiler analizler neticesinde
CMV %96,4, WMV-2 %77,55 ve TMV %38,67 oraninda bulunmus, CMV ile WMV-2'nin
karisik enfeksiyonu %76,53 oraninda CMV, WMV-2 ve TMV'nin neden oldugu iglii
enfeksiyon ise toplanan orneklerin %14,67'sinde tespit edilmistir (Li,Wang, Huo ve Pang,
2004).

ZYMYV patojeninin Slovakya'dan elde edilen izolat1 olan ZYMV-Kuchyna etmeninin

tim genom dizisinin sekans analiz ¢alismasi ile Poly A bolgesi hari¢ olmak zere viral
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genomun 9593 niikleotit boyutunda oldugu saptanmistir. ZYMV-Kuchyna’nin tiim genom
sekansi, 12 ZYMV izolat1 ile niikleotit ve amino asit diizeyinde karsilastirildiginda %90,4 ile
%98,8 ve %78 ile %98,8 oranlarinda genomik benzerlik tespit edilmistir. 50 farkli alandan
elde edilen ZYMV izolatlarina ait ortl proteini kodlayan gen bdlgelerinin filogenetik
analizleri yapilarak, Orta Avrupa'da ki izolatlar ile yiiksek diizeyde yakinliklar1 belirlenirken
filogenetik olarak ayn1 gruba dahil edilmislerdir (Glasa ve Pittnerova, 2006).

Slovakya ve Cekya'da 2001 ile 2006 yillarinda ZYMYV izolatlarini belirlemek amaciyla
hiyar ve kabak bitkilerinden molekiiler ¢alismalardan yararlanilarak 11 adet ZYMV izolati
elde edilmistir. izolatlarin &rtii proteinini (CP) kodlayan gen bdélgeleri ile ilgili yapilan
calismalar sonucunda ZYMYV izolatlarinin yiiksek oranda genetik benzerlige sahip oldugu
belirlenmis olup Slovakya ve Cekya'dan elde edilen ZYMYV izolatlar1 ile Orta Avrupa'da
bulunan ZYMV izolatlarinin CP gen boélgeleri agisindan degerlendirildiklerinde yakin akraba
olduklar1 ortaya cikarilmistir. Bu caligma ile diger cografi bolgelerde goriilmekte olan
izolatlar arasindaki farklilik Orta Avrupa izolatlar1 igerisinde diisiik genetik cesitlilik

diizeyinde bulunmustur (Glasa, Svoboda ve Novakova, 2007).

Kuzey Kibris'ta kabakgil tiretim alanlarinda enfeksiyon olusturan CMV ve ZYMV
2006 ve 2007 diretim donemlerinde serolojik ve molekiiller yontemler kullanilarak
aragtirtlmistir. Virls belirtisi gozlenen bitki 6rneklerinin ELISA ile test edilmesiyle CMV
%8,07 ve ZYMV ise %34,5 oranlarinda tiretim alanlarinda tespit edilmistir. Ayrica CMV ile
ZYMV birlikte yol actig1 karigik enfeksiyonlar ise %7,4 oraninda bulunmustur. CMV ve
ZYMV hastalik etmenleri mekanik inokulasyon yontemiyle indikator bitkiler iizerine
bulastirilarak 15 ile 30 gln siireyle hastalik gelisimi gozlenmistir. Enfekteli indikator
bitkilerden yapilan RNA ekstraksiyonu sonucunda elde edilen toplam genomik RNA, RT
PCR yo6ntemi ile amplifikasyona tabi tutulmustur. PCR 6rneklerinin elektroforezi sonucunda
CMV ile enfekteli drneklerde 250 bp, ZYMV ile enfekteli 6rneklerde ise sirayla 650bp
biiyiikliigiinde bant gozlenmistir (Karamanli, 2007).

Suriye'de 2006 yilinda sakiz kabagi bitkilerinden elde edilen ZYMYV izolatlarinin
molekdler karakterizasyonu gergeklestirilmistir. SYZY-1 adli izolat kabakgil bitkilerinde asiri
virtllent enfeksiyonlar ortaya c¢ikarirken, SYZY-3 adli izolat hiyar ve kavun bitkilerinde
enfeksiyon olusturmamistir. SYZY-3 izolati sakiz kabagi ve karpuzda ise diisiik diizeyli
enfeksiyonlar meydana getirmistir. Her iki izolatin molekiiler karakterizasyon ¢aligmalarinda

yakin akraba olduklar1 belirtilirken, ortii proteinini (CP) kodlayan nukleotit bolgeleri ve
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amino asid dizilerinin %99,5 ile %100 oraninda benzer olduklar1 bildirilmistir. Ayrica ZYMV
patojeninin Suriye izolatlarinin CP geninin nukleotid dizileri Almanya'dan elde edilen
ZYMVizolatlariyla yiksek oranda benzerlik gostermeleri nedeniyle ortak bir kdokene sahip
olduklari ifade edilmistir (Chikh Ali, Maoka ve Natsuaki, 2009).

Sirbistanin  Vojvodina bolgesindeki ¢ekirdeklik kabak bitkilerinde bulunan viriis
hastaliklarinin belirlenmesi amactyla 2007 ve 2008 yillarinda toplanan bitki drnekleri CMV,
ZYMV, WMV, SgMV, PRSV ve TRSV antiserumlar1 ile DAS ELISA testine tabi
tutulmuslardir. Testlenen bitki 6rneklerinde ZYMV, WMV ve CMV tespit edilmistir.2007
yilinda toplanan 6rneklerde %94,2 oranmi ile WMV en yaygin viriis olarak bulunurken,2008
yilinda ise %94,04oran1 ile ZYMV en yaygin goriilen virlis hastalifi olarak bulunmustur.
ZYMV etmeni ile bulasik bitki Orneklerinden molekiiler ¢alismalar amaciyla ticari
ekstraksiyon kitleri kullanilarak RNA elde edilmistir.Viriisiin 6rtii proteinini (CP) kodlayan
CPgen bolgelerine spesifik primerler kullanilarak RT PCR testleri yapilmistir. Elde edilen
PCR drinlerinden CPgeni'ne ait 1100 bp biyikligiinde bantlar elde edilmistir (Vucurovic
vd., 2009).

Suriye'nin Lazkiye, Humus, Halep, Idlip ve Dara bolgelerinde 2006 ve 2007 yillarinda
yapilan arastirmalarda ZYMV, WMV ve CMV'iiniin yol actig1 enfeksiyonlarin kabak, hiyar
kavun, karpuz ve balkabag: bitkilerindeki varligimin saptanmasi amaciyla 387 adet bitki
ornegi toplanarak ELISA yontemi ile test edilmistir. Orneklerin 323 adedi serolojik
calismalarda pozitif sonu¢ vermis olup ZYMV'nin %67,9, WMV'nin %39,9 ve CMV'nin ise
%10,8 oraninda oldugu ayrica orneklerin 112'sinde ise karisik enfeksiyonlar bulundugu
bildirilmistir. Calismada en yaygin virlis olan ZYMV patojeni Ortii proteini gen bolgesine
spesifik primerler ile RT PCR'a tabi tutularak olusan RT PCR firiinlerinde 607 bp
bliyiikliiglinde bant olusumu gozlenmis ve ZYMV izolatlarinin N terminal bolgeleri tespit

edilmistir (Mando, Kasem, Al-Chaabi, Kumari ve Turina, 2011).

Zucchini yellow mosaic virus'in Iran'daki yayginhigini belirlemek amaciyla
13bolgeden viral hastalik belirtileri gosteren 1119 adet kabakgil ve ladet Citrullus
colocynthis yabanci ot 6rnegi toplanarak DAS ELISA ile test edilmistir. Bu ¢alisma ile 430
adet 6rnekte ZYMYV patojeninin varligi saptanmistir. Molekiiler calismalar ile secilen 21 adet
ZYMV izolat1 3 alt grupta siniflandirilmistir (Massumi, Shaabanian, Heydarnejad, Pour ve
Rahimian, 2011).
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Moradi (2011) tarafindan iran'da Watermelon mosaic virus'in kabakgil (retim
bolgelerindeki yayginligini belirlemek amaciyla yapilan ¢aligmada hiyar seralar1 ve diger
kabakgil bitki {iretim alanlarinda surveyler yapilarak 620 adet bitki 6rnegi toplanarak DAS
ELISA ile test edilmistir. 303 adet 6rnek WMV ile pozitif sonug vermis olup enfeksiyon orani
%48,8 olarak tespit edilmistir. Arastirici tarafindan WMV'linespesifik primerler kullanilarak
RT-PCR yapilmistir. Amplifikasyon sonucunda 6rneklerde 825 bp uzunlugunda bantlar elde
edilmis olup, segilen 15 izolatin CP genomu agisindan Gen Bank verileri ile
karsilastirildiginda %95,8 ile %99,2 oraninda benzerlik gosterdigini, virusiin Ortli proteininin

agirhiginin 34.100 Da oldugu belirlenmistir.

Misir'da Balteem, Shabah, Kafrelsheikh ve Sheno bdlgelerinde 2009 ve 2010
yillarinda kabak iiretim alanlarinda Papaya ringspot virus'in belirlenmesi amaciyla yapilan
surveylerde bitkilerde mozaik, deformasyon ve meyvelerde sekil bozukluklar1 gozlenen bitki
ornekleri ELISA testleri sonucunda %40 oraninda viriisle enfekteli bulunmustur. Enfekteli
orneklerin spesifik primerler ile yapilan RT-PCR ¢aligmast sonucunda CP geninin kismi
olarak karakterize edilmesi ile 8 izolat belirlenmistir. Molekiiler dizi ve filogenetik analizler
ile Misir'da daha oOnce belirlenen izolatlar ile ayn1 gruba dahil edilerek ayr1 bir grupta
toplanmiglardir. PRSV musir izolatlarinin GenBankasina kayithi olan izolatlarla %87,5 ile
%097,1 arasinda benzer oldugu tespit edilmistir. Ancak Misir'da bulunan 2 adet PRSV-W
izolat1 Venezuela'da ortaya ¢ikarilan PRSV-P tip olan Sucre-Elmuco ve Mrida6 izolatlar ile
yakin bir genotipik yakinlik sergilemistir. Ayrica bu 2 izolat Meksika ve Amerika Birlesik
Devletleri'nde bulunan izolatlar ile de kismi oranda benzer bulunmuslardir (Omar, Kevey,
Sidaros ve Shimaa, 2011).

Amerika Birlesik Devletleri'nin Oklahoma eyaletindeki kabakgil yetistirme alanlarinda
CMV, CGMMV, MNSV, PRSV-W, SgMV, WMV-2 ve ZYMV'lnlnvarligint belirlemek
amaciyla 2008-2010 yillar1 arasindaAtoka, Blaine, Jefferson ve Tulsa bdlgelerindeki 90
tarladan viral hastalik belirtileri gosteren 1049 bitki yaprak Ornegi toplanarak Dot
Immunobinding Assay (DIBA) ile test edilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda PRSV%51
orant ile en yaygin viriis olarak bulunurken, WMV-2 %14 ve ZYMV %10 oraninda
bulunmustur. SQMV, MNSV ve CMV ise 2'li karisik enfeksiyonlar olarak %5,18 ve 3'li
karisik enfeksiyonlar olarak ise %4,61 oraninda tespit edilmistir. Bulunan viriis izolatlarinin
RT PCR ve BLAST analizleri ile genomik yapilari ortaya cikarilarak GenBankasina
kaydedilmistir (Ali, Mohammad ve Khattab, 2012).
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Ispanya'nin Valencia blgesinde 2005 ve 2006 yillarinda tarla kosullarinda yetistirilen
hiyar, kabak, balkabagi, kavun ve karpuz iiretim alanlarinda Beet pseudo yellows virus
(BPYV), CABYV, CMV, CVYV, CYSDV, MNSV, PRSV, WMV ve ZYMV'lnin
belirlenmesi amaciyla 122 tarladan toplanan 1767 bitki 6rnegi molekuler hibridizasyon
yontemi ile test edilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda testlenen bitki 6rneklerinde CABYV
%35,8, WMV %27, PRSV %16,5 ve ZYMV %7,2 oraninda tespit edilirken, 6rneklerdeki
coklu enfeksiyon oran1 %36 diizeyinde bulunmustur. Viral hastalik etmenleri ile enfeksiyon
duzeyi %57'lik bir oranla en yiksek kabak bitkilerinde tespit edilirken, bu bitkilerde WMV ve
PRSV'in yol actig1 karisik enfeksiyonlar %12, WMV ve CABYV patojenlerinin yol actigi

karisik enfeksiyonlar ise %10 oraninda bulunmustur (Juarez vd., 2013).

Wen ve Nan (2013) tarafindan Cin'in Gansu eyaletindeki Hexi bélgesinde kabakgilleri
enfekte eden viriis hastaliklarinin belirlenmesi amaciyla 37 bitki ornegi ile ELISA testleri
yapilmigtir. Testlenen bitkilerin 30'unda ZYMV, WMV, CMV, SgMV ve PRSV-W
belirlenmistir. Toplanan Orneklerin %40,5'inde WMV, %32,4'linde CMV, %?21,6'sinda
ZYMV, %21,6'sinda PRSV-W ve %8,1'inde ise SqMV enfeksiyonu tespit edilmistir.
Arastiricilar tarafindan ELISA testleri pozitif olarak bulunan virlsler orti proteini kodlayan
gen bolgelerine spesifik primerler kullanilarak RT PCR ile amplifikasyona tabi tutulmus ve

gen dizilimleri ortaya ¢ikarilarak GenBankasina kaydedilmislerdir.

Konya, Karaman ve Aksaray illerinde kabakgil iiretim alanlarinda iiriin kayiplarina
neden olan virlis hastalik etmenlerini belirlemek amaciyla 2009 ve 2010 yillarinda iiretim
alanlarinda yapilan survey ¢alismalarinda viral enfeksiyon belirtisi gosteren 652 kabakgil, 92
tohum ve 85 yabanci ot bitki 6rnegi toplanmistir. Yapilan DAS ELISA ve RT PCR testleri ile
toplanan bitki Orneklerinin %83.,4'linde, yabanci ot orneklerinin %50,6'sinda ve tohum
orneklerinin ise %8,7'sinde viralenfeksiyon tespit edilmistir.Test edilen kabakgil bitki
orneklerinin %51,7'sinde ZYMV, %45,2'sinde WMV-2 ve %21,3'linde CMV patojeni, tohum
orneklerinin %4,3'inde ZYMV, %3,3'lnde WMV-2 ve %1,1'inde CMV patojeni tespit
edilmistir. Yabanci ot drneklerinin ise %36,5'inde CMV, %22,3'linde WMV-2 ve %15,3'linde
ZYMV hastalik etmeni tespit edilmistir. Viral enfeksiyon tespit edilen bitki 6rneklerinin
virtslerin CP gen bolgelerine spesifik primerler kullanilarak RT PCR ile amplifikasyonlar
sonucu 5 adet ZYMV, 3 adet WMV-2 ve 2 adet CMV izolati elde edilmistir. WMV-2
virisune ait KF021298, KF021299 ve KF021300 ile CMV patojenine ait KC989614 ve
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KC989615 izolatlar1t Mega 5 ve Blast dizi analiz programi kullanilarak belirlenmis ve
GenBankasina kaydedilmistir (Yesil, 2013).

Venezuela’da 2009 ile 2010 yillarinda kabakgil bitki yapraklarinda mozaik,
deformasyon, kloroz, kivrilma ve sararma ile bitki genelinde bodurlasma, meyvelerde
deformasyon gibi viral enfeksiyon belirtileri g6zlenen 284 kabakgil bitki 6rnegi toplanarak
Melon chlorotic mosaic virus (MeCMV), PRSV, ZYMV, WMV, CMV, SgMV ve
CABYV'lUnun belirlenmesi amaciyla RT-PCR c¢alismas1 gergeklestirilmistir.  RT-PCR
caligmasi ile MeCMV %65,8, PRSV %34,2, ZYMV %32,4, WMV %1,1 ve CMV %6,7
oraninda testedilen bitkilerde saptanmistir. SQMV ve CABYV hastalik etmeni ise hig
birérnekte tespit edilememistir. Orneklerin %78'inde virlis enfeksiyonu tespit edilmis
olup,tekli enfeksiyonlar %56,4 oraninda g¢oklu enfeksiyonlar ise %38,6 oranindadir. Bu
calisma ile tespit edilen ZYMV izolatlarinin NIb gen bolgesinin kismi ve CP gen bdlgesinin
ise tam sekans analizleri yapilmistir. Venezuela'daki 34 ZYMYV izolat1 serolojik ve biyolojik
metodlarla tespit edilmis, izolatlarin biiylik bir boliimiinln birkag bdlgede yayginlig
saptanirken Zulia bolgesindeki izolatlar 2 ayr1 gruba dahil edilmislerdir (Romay, Lecoq,
Geraud-Pouey, Chirinos ve Desbiez, 2014).

[ran'm Bati kisminda yer alan Lorestan bdlgesinde hiyar {iretiminin yogun olarak
yapildig1 arazilerden toplanan 516 adet enfekteli oldugu diisiiniilen bitki 6rnegi CMV, WMV-
2 ve ZYMV'UsunUn varligin1 belirlemek amaciyla ELISA ile testlenmistir. 249 bitki
orneginde viriis enfeksiyonu belirlenirken WMV-2 %24,2, CMV %14,7 ve ZYMV ise %10
oraninda bulunmustur. Bu ¢alisma ile Bryonia dioica bitkisinin iran'da ZYMV'nin yeni bir
konukgusu oldugu tespit edilitken, ZYMV-BD izolatinin viral 0Ortii proteininde yer alan N
terminal bolgesinde farklilik bulunmustur. Iran izolatlar1 Gen Bank'ta yer alan grup 1'e dahil
edilirken ZYMV-BD izolat1 grup 2'ye dahil edilmistir (Vafaei ve Mahmoodi, 2015).

Kiba'da Cucurbita pepo L. Uretim alanlarinda yapraklarda mozaik ve deformasyon
belirtileri gosteren bitkiler toplanarak indikator bitki, elektron mikroskobi sonucunda 780-800
nmx 12 nm boyutlarindaPRSV-W partikiilleri tespit edilmistir. Molekiiler caligmalarda
spesifik primerler kullanilarak virisin CP ve HC-Pro gen bolgeleri karakterize edilmis ve
Mega5 programi kullanilarak PRSV-W patojeninin Gen Bank'ta yer alan Amerika kitasinda
bulunan izolatlar ile %94 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Bu ¢alismada PRSV-W
Kiba'da ilk kez rapor edilmistir (Rodriguez-Martinez, Figueira, Duarte, Galvino-Costa ve
Olmeda, 2015).
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Turkiye'de Ankara, Antalya, Burdur illerindeki kabakgil alanlarinda yiiksek verim ve
kalite kaybina neden olan viral hastalik etmenlerinin tespiti amaciyla bitki drnekleri Zucchini
yellow mosaic virus (ZYMV), Cucumber mosaic virus (CMV), Watermelon mosaic virus
(WMYV), Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMYV), Papaya ringspot virus-W (PRSV-
W) ve Squash mosaic virus (SqMV) antiserumlari ile DAS ELISA testine tabi tutulmuslardir.
Serolojik testleri yapilan 233 kabakgil bitki 6rneginin 86 adedinde ZYMV, 116’sinda WMV,
36’sinda CMV, 22’sinde PRSV, 6’sinda SqMV ve 20 adedinde ise CGMMYV patojeni tespit
edilmistir. Bu sonuglar 1s18inda Ankara ve Antalya illerindeki en yaygin patojenlerin WMV
ve ZYMV oldugu ifade edilmistir. Sakiz kabagi ve balkabag: bitkilerinde CGMMYV ilk kez bu
calisma ile rapor edilmistir. Ankara, Antalya ve Burdur'daki kabakgil {iretim alanlarindan
izole edilen ZYMV izolatlar1 ile Konya, Karaman ve Aksaray illerindeki bazi ZYMV
izolatlart molekiiler c¢alismalarda kullanilmak iizere secilmislerdir. Yapilan RT PCR
caligmalari ile ZYMV genomunda yer alan P1 protein, yardimci bilesen protein (HC-Pro), P3
protein, silindirik inclusion protein (CI), Niklear inclusion protein b (NIb) ve Ortu proteini
(CP) gen bolgeleri spesifik primerler kullanilarak belirlenmistir. MEGA 6 filogenetik analiz
programi ile 53 izolatin genomik sekanslart NCBI veri bankasina yiiklenmistir. Bu ¢alisma ile
50 adet ZYMV izolat1 Diinya’da ve Avrupa’da en yaygin olan A1l grubunda simiflandirilirken
3 adet ZYMV izolat1 ise A4 grubu icerisine dahil edilmistir. Bu kapsamda Tiirkiye'de ZYMV
patojeninin ilk kez genomik agidan bu derece yiiksek diizeyde arastirilmasi saglanarak A4

grubuna ait izolatlarin Tiirkiye'deki varliklar1 da ilk kez ortaya ¢ikarilmistir (Topkaya, 2015).

Turkiye'de Adana ili ve ilgelerinde yapraklarinda mozaik, beneklenme ve deformasyon
belirtileri gbzlenen kabakgil iiretim alanlarinda yapilan surveylerde enfekteli oldugundan
stiphelenilen bitki ornekleri toplanarak DAS ELISA ve RT PCR teknigi kullanarak test
edilmistir. Calismalar sonucundaelde edilen WMV-Tr izolatinin molekiiler tanilamasi i¢in
genom dizilemesi yapilmistir. WMV-Tr izolati genomik siniflandirmada diinya'da yeni
tanimlanmaya baslanan ve Avrupa ile Asya'da bulunan izolatlarinda yer aldigi Grup 3'e dahil
edilmistir. Tirkiye'de ilk kez bu grupta siniflandirilan izolat olan WMV-Tr izolati dunya'nin
farkli alanlarindan elde edilen WMV izolatlar1 ile benzer genomik yapiya sahip oldugu tespit

edilmistir (Kamberoglu, Desbiez ve Caliskan, 2015).

Kece ve Kamberoglu (2016) tarafindan Tiirkiye'nin Adana, Mersin ve Osmaniye
illerinde karpuz yetistirilen alanlarda 2012 yilinin bahar ve yaz aylarinda WMV-2 hastalik

etmeninin tanilanmasi amaciyla enfeksiyon belirtisi gosteren 182 adet bitki 6rnegi toplanarak
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ELISA testleri gergeklestirilmistir. Toplanan bitki 6rneklerinde WMV-2 etmeninin enfeksiyon
orant %46,7 olarak tespit edilmistir. WMV-2 izolatlari mekanik inokulasyonlar ile
Chenopodium quinoa, Chenopodium amaranticolor ve Gomphrena globosa bitkilerine
bulastirilmis ve indikator bitkilerin yapraklarinda Klorotik lokal belirtiler g6zlenmistir. Ancak
indikatOr thtun bitkilerinin yapraklarinda ise herhangi bir belirti belirlenememistir. WMV-2
ile enfekteli drneklerden izole edilen RNA'lar RT-PCR ile amplifike edilerek, PCR Ur(nleri
%]1'lik agaroz jelde elektroforez islemine tabi tutularak 408 bp boyutunda bant olusumu

gozlenmistir.

fran'm Bati1 ve Kuzey bati bolgelerinde yer alan sebze ve meyve yetistiriciliginin
yogun olarak yapildigi alanlarda CMV, CGMMV, WMV ve ZYMV'Unu belirlemek amaciyla
viral hastalik belirtisi gézlenen 100 bitki 6rnegi toplanmustir. Bitki 6rneklerinin viral
patojenlere spesifik primerlerle yapilan RT PCR ¢alismalari ile arastirilmasi sonucunda; CMV
%46, ZYMV %35, WMV %26 ve CGMMV %@8'e ulasan diizeylerde enfeksiyon
olusturmustur. Enfekteli bitkiler tiir bazli degerlendirildiginde ise fasulye %63,3 oraninda,
hiyar %50 oraninda, patlican %40 oraninda, kabak %90 oraninda, domates %75 oraninda ve
karpuz %80 oraninda CMV, ZYMV ve WMYV ile enfekteli bulunmustur. CGMMYV hastalik
etmeni ise sadece Azerbaycan'in Dogu bolgesinde bulunmustur. Yapilan molekiiler ¢aligmalar
sonucunda CMV o6rnekleri 537 ile 335 bp biiyiikliiglinde bantlar olusturmus ve genomik

siiflandirmada Grup 1'de yer almistir (Mohammadi, Hajizadeh, ve Koolivand, 2016).

Cin'in Sincan Ozerk Bolgesi'de kavun Uretiminde yogun iiriin kaybia neden olan
ZYMV patojeninin enfekteli kabakgil bitkilerinden elde edilen izolatlar1 arasindaki biyolojik
ve genomik yakinliklarin belirlenmesi amaciyla molekiiler calismalar yapilmistir. Izolatlar CP
gen bolgelerine spesifik primerler ile amplifikasyona tabi tutularak yaklasik 1080 bp ile 1180
bp biiyiikliigiindeki CP gen dizilemeleri yapilmistir. Calisma sonucunda 19 bélgeden toplanan
ZYMV izolatlarinin ayni genoma sahip olduklar1 bulunmustur (Yang, Du, Sheng, Dan ve
Maimaiti, 2016).

Hindistan'm Giineyindeki Tamil Nadu eyaletinde 2012 ile 2014 yillar1 arasinda
kabakgillerde enfeksiyon olusturan viriis hastaliklarinin belirlenmesi amaciyla survey
caligmalar1 gergeklestirilmistir. Toplanan bitki 6rnekleri CMV, PRSV, ZYMV, CGMMYV ve
begomovirise kars1t DIBA (Dot Immuno Binding Assay), RT-PCR ve DNA genomuna sahip
virtsler ise klasik PCR yontemleri ile test edilmistir. Calisma sonucunda begomoviriis %98,6
oraninda enfeksiyon olustururken, PRSV-W %32,1, CGMMV %22,2, ZYMV %7,1 ve CMV
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%5 oraninda enfeksiyon olusturmuslardir. Orneklerin %50'den fazlasinda ise karisik
enfeksiyonlar tespit edilmistir. Begomoviruslerin spesifik primerlerle arastirilmalari
sonucunda ise Tomato leaf curl New Delhi virus (TOLCNDV) ve Squash leaf curl China virus
(SLCCNV) ile benzer genomik sekanslara sahip olduklari bildirilmistir (Nagendran vd.,
2017).

Brezilya'da 2008 ile 2015 yillar1 arasinda Goias, Bahia, Sao Paulo, Alagoas,
Pernambuco, Ceara, Rio Grande do Norte ve Maranhao bolgelerinde hiyar, kabak,lif kabagi
karpuz, kavun, Schium edule ve Fevillea trilobata bitkilerinden 1051 yaprak Ornegi
toplanarak PRSV-W, WMV, ZYMV, CMV, Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV) ve Melon
yellowing-associated virus (MYaV)'e ait poliklonal antikorlar kullanilarak test edilmistir.
Serolojik ¢alismalarda testlenen 6rneklerin %60'inda viral enfeksiyon bulunurken, PRSV-W
%40,89, ZYMV %25,46, WMV %8.,76, CMV 9%5,02 oraninda bulunmustur. MYaV sadece
kavun bitkilerinde %22,46 oraninda tespit edilmis, ZLCV ise genellikle kabak ve karpuz bitki
orneklerinde %18,11 diizeyinde bulunmustur. Coklu enfeksiyonlar ise %17,41 oraninda
bulunurken PRSV-W Kkarsik enfeksiyonlarda en yogun tespit edilen patojen olmustur (Lima,
Oliveira ve Amaro, 2017).

Cin'in Sincan boélgesinde 2013 ve 2014 yetistiricilik donemlerinde kavun Gretim
alanlarinda WMV, ZYMV, CMV, CGMMV, ZYFV, PRSV, SgMV, Tomato ringspot virus
(ToRSV), Moroccan watermelon mosaic virus (MWMYV), Tomato spotted wilt virus (TSWV)
ve Watermelon silver mottle virus (WSMoV) tespit etmek amaci ile 492 kavun bitki drnegi
RT-PCR ile test edilmistir. Calisma kapsaminda incelenen 6rneklerde viriis enfeksiyon orani
%94,5'e varan oranlara ulagmis iiretim alanlarinda en yaygin WMV patojeni %77, CMV %60
ve ZYMV %41,1 oraninda bulunmustur. Arastirilan diger viriis hastaliklar1 ise higbir 6rnekte
tespit edilmemistir. Karisik enfeksiyonlar ise %57,2'ye varan duzeylerde belirlenirken WMV
ile CMV'nin karisik enfeksiyon oran1 %17,8 ve WMV ile ZYMV'nin neden oldugu karigik
enfeksiyon orani ise %14,4 oraninda bulunmustur. Yapilan genomik analizler sonucunda

WMYV izolatlarinin tamami A grubunda siniflandirilmistir (Wang, Li ve Du, 2017).

Cin'in Henan, Gansu eyaletleri ile Sincan Ozerk Bolgesi'deki kavun ve karpuz Gretim
alanlarinda CABYV, ZYMV, WMV, CMV ve MABY V'iiniin yayginliklarinin belirlenmesi
amaciyla 2017 yilinda viral enfeksiyon belirtisi gozlenen bitki ornekleri ile DAS ELISA ve
RT PCR calismas yiirtitUlmiistlir. 132 adet bitki 6rneginde viral patojen tespit edilmis olup
orneklerin %57,1'inde CABYV, %45,6'sinda ZYMV, %38,9'unda WMV, %20'sinde CMV ve
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%17,5'iInde MABYV enfeksiyonlart belirlenmistir. PRSV-W ve SgMV ise test edilen
orneklerde belirlenememisti. MABYV ise Henan ve Sincan Ozerk Bolgesi'nde ilk kez
bulunmustur. Sonuglar alan bazli degerlendirildiginde ise Henan eyaletinde ZYMV, WMV,
CABYV, MABYYV tespit edilirken, Gansu eyaletinde ZYMV, CMV, CABYV etmenleri
Sincan Ozerk Bolgesi'nde ise ZYMV, WMV, CMV, CABYV, MABYV patojenleri
bulunmustur. Bitki 0rneklerinde karisik enfeksiyon orani ise %21,2 dizeyinde bulunurken

genelde 2 viriis tarafindan olusturulmuslardir (Yang, JunXiang, Bin ve QinSheng, 2017).

Cin'in Chongging bdlgesinde, 2013 yilindavirtslerle enfekteli oldugu saptanan 5 adet
hiyar bitkisinde yer alan vriislerin molekiiler olarak tanilanmasi amaci ile bolgede yayginligi
bilinen 11 adet virisiin spesifik primerler kullanilarak taranmasi sonucunda CMV, SqMV,
Turnipmosaicvirus (TuMV), WMV ve ZYMV patojenleri bulunmustur. PCR ¢alismalari
ileklonlama ve sekanslama teknikleri kullanilarak filogenetik analizler sonucu CP gen
bolgeleri belirlenmisti. WMV-H3 ve ZYMV-H3 izolatlarinin CP gen bolgelerindeki
nukleotit dizilerinin %92,3 ile %96,9 ve %93 ile %97,7 oranlarinda benzerlige sahip olduklar
bulunmustur. Ayrica WMV izolatlar1 arasinda WMV-H3 izolati ile WMV-T, WMV-2 ve
WMV-9 izolatlar1 arasinda yiiksek oranda niikleotit dizi benzerligi belirlenmistir. ZYMV
izolatlar1 arasinda ise ZYMV-H3 ile ZYMV-Hefei izolati en yiiksek niikleotit benzerligine
sahip bulunmustur. Enfekteli bitki 6rneklerinde CP genleri kullanilarak yapilan filogenetik
analizlerde tespit edilen 44 WMV izolat1 5 grupta belirlenirken WMV-H3 izolat1 ayr1 bir alt
grupta siniflandirilmistir. 80 ZYMYV izolat1 ise 6 grupta belirlenirken, ZYMV-H3 izolat1 farkli
bir alt grupta simiflandirilmistir. Bu ¢alisma ile Chongging boélgesinde hiyar bitkilerinde
SgMV, WMV ve ZYMYV ilk kez rapor edilmistir (Yan vd., 2017).

Slovenya'da kabakgil iiretim alanlarinda 2016 yilinda viriis hastaliklarini belirlemek
amaci ile survey calismalar1 yapilmistir. ELISA testleri kullanilarak ZYMV, WMV ve CMV
klasik PCR c¢aligsmalar1 ile ToLCNDV patojeninin {iretim alanlarindaki mevcudiyeti
belirlenmistir. Yapilan analizler ile 15 adet kabak bitki 6rneginde ZYMYV tespit edilirken, 7
adet bitki orneginde WMV tespit edilmistir. Ayrica 6rneklerin 2 adedi CMV ile enfekteli
bulunmustur. Yazlik kabak bitkilerinde ise ZYMV, CMV ve WMV patojenleri tespit
edilmistir. TOLCNDV patojeni ise hi¢ bir bitki 6rneginde saptanamazken, 2 adet hiyar bitki
orneginde elektron mikroskobi caligsmalar ile Begomovirus benzeri olusumlar gozlenmistir

(Mehle vd., 2017).
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Wang ve Li (2017) tarafindan Diinya genelinde yiiksek zarar olusturan ve birgcok
alanda g0zlenen ZYMV patojenini tanimlamak amaciyla Cin'in Xinjiang kentinden 26 adet
ZYMYV izolati ile molekiiler ¢alismalar yiiriitilmustir. VirGs 6rtd proteini kodlayan CP gen
bolgelerinin filogenetik analizleri yapilarak ZYMYV izolatlar1 A, B ve C gruplari igerisinden A
grubuna dahil edilirken bunlarda kendi iglerinde 1 ile 4 arasindaki alt gruplarda
smiflandirilmistir. Sincan Ozerk Bélgesi'de tespit edilen ZYMV izolatlar1 ise filogenetik

analizler sonucu C grubu ile Al ve A2 alt gruplarinda yer almistir.

Ukrayna'daki kabakgil iiretim alanlarindan toplanan enfekteli bitki érnekleri ZYMV
antiserumlar1 ile DAS-ELISA kullanilarak test edilmistir. Vinnytsia, Zaporizhzhia, Kiev,
Poltava ve Cherkasy sehirlerinden toplanan bitkilerde ZYMV enfeksiyonu %41 oraninda
tespit edilmistir. ZYMV patojeninin molekiiler tanilanmasi amaciyla RT PCR, DNA sekans
analizi ve filogenetik analiz ¢alismas1 yapilmistir. Kabakgil bitkileri ZYMV antijenlerinin
varligi acisindan DAS-ELISA ile testlenmis ve bitkilerin %411 ZYMV ile enfekteli
bulunmustur. Spesifik primerler kullanilarak yapilan RT-PCR c¢alismasi ile ZYMV'nin
NIp/CP genom bdlgesinin amplifikasyonu saglanarak 605bp'lik cDNA elde edilmistir.
Ukrayna'da belirlenen ZYMV izolatlar1 filogenetik siniflandirmada A grubuna dahil
edilmistir. Izolatlar arasindaki benzerlik %99,7 ile %100 arasinda bulunmus olup
Avusturya'dan izole edilen AJ420014, Slovenya'dan izole edilen AJ420018, Sirbistan'dan
izole edilen HMQ72432 ve Macaristan'dan elde edilen izolatlar ile yliksek oranda benzerlik

tespit edilmistir (Tsvigun, Rudneva, Shevchenko, Budzanivska ve Polishhchuk, 2017).

2013-2015 yillar1 arasinda Suudi Arabistan'da Riyad sehrinde hiyar yetistirilen
alanlarda ve Al-Ammariyah bolgesindeki karpuzda Uretim alanlarinda viral enfeksiyon
belirtileri gézlenen bitki ¢rnekleri toplanarak Cucumis sativus, Cucurbita pepo, C. melo, C.
melo subsp. melo ve Nicotiana benthamiana bitkilerine mekanik inokulasyon galismalari
yapilmistir. Mekanik inokulasyon ¢alismalarinda Chenopodium amaranticolor bitkilerinde
klorotik lokal lezyonlar gozlenirken diger indikator bitkilerde herhangi bir belirti
g0zlenmemistir. Yapilan ELISA testleri sonucunda WMV, ZYMV, PRSV, CMV ve SqQMV
tespit edilmistir. RT PCR calismalar1 sonucunda 825 bp uzunlugunda bant olusumu tespit
edilen WMV-SACP kismi gen bolgesi ile GenBank'ta kayith 18 farkli WMV izolat ile
yapilan karsilagtirmalar sonucunda  %93.9-%97.5 arasinda benzerlik = gOstermistir.

Kiyaslamalar sonucunda Ispanya'dan 2 adet ve iran'da tespitedilen 2 adet WMV izolatiyla en
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yiiksek oranda yakinlik belirlenirken en az yakinhigin Polonya izolati ile oldugu ortaya

cikarilmistir (Santosa, Al-Shahwan, Abdalla, Al-Saleh ve Amer, 2018).

Tiirkiye'de Bingdl ilinde 2018 yilinda iiretim alanlarindan yapraklarinda mozaik,
kabarcik seklinde olusumlar ve burusukluk gibi viral belirtiler g6zlenen kabakgil bitkilerine
ait yaprak oOrnekleri toplanarak ZYMV patojeninin biyolojik ve molekiiler tanilamasinin
yapilmasi amactyla RT-PCR ile arastirilmistir. ZYMV patojeninin CP gen bolgelerine
spesifik primerler kullanilarak yapilan RT-PCR amplifikasyonlari sonucunda enfekteli bitki
orneklerinde 840 bp biiyiikliigiinde DNA iiriinleri tespit edilmistir. RT-PCR ile belirlenen
ZYMV izolatina ait CP geni pGEM Easy olarak adlandirilan prokaryotik bir klonlama
yontemi kullanilarak 837 niikleotit ve 279 amino asit kodlayan yaklasik olarak 31,2 kDa
biiyiikliige sahip amino asit dizileri belirlenmistir. Bu ¢alisma ile ZYMV-Bingol izolat: tespit
edilerek GenBankasina MK689858 no ile kaydedilmistir. ZYMV-Bing6l izolat1 filogenetik
analizler sonucundaJF317296n0'lu Tiirkiye'nin Adana ilinde tespit edilen ZYMYV izolati ile
%100 oraninda benzer bulunurken, Kore'de tespit edilen AF062518n0'lu ZYMYV izolat1 ile
%91,4 oraninda en diisiikk diizeyli benzerlige sahip oldugu bulunmustur. Bu calisma
sonucunda ZYMV-Bingol izolat1 Tiirkiye-Adana izolat1 ve Pakistan'da saptanan AB127936
adl1 ZYMV izolat1 ile ayn1 grupta siniflandirilmigtir (Guller ve Usta, 2019).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitkilerin Temini

Calismada hiyar (Cucumis sativus L.), bal kabagi (Cucurbita moschata Duch.), sakiz
kabag1 (Cucurbita pepo L.), karpuz (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai), kavun
(Cucumis melo L.) ve su kabagi (Lagenaria siceraria) bitkilerinden 2017 - 2019 yillar
arasindaki kabakgil Uretim donemi olan yaz aylarinda Tekirdag ilindeki kabakgil tiretiminin
yogun olarak yapildigr ilgelerdeki (Sekil 3.1.)0retim alanlarindan (Sekil 3.2., Sekil 3.3.);
yapraklarinda kivirciklasma, deformasyon, sekil bozuklugu ve mozaik goriniim, strginlerde
kivrilmalar ile meyvelerinde deformasyon vemozaik belirtileri gosteren bitkilerden geng
yaprak ornekleri toplanmistir. VirQs ile enfekteli oldugu diisiiniilen kabakgil bitki 6rnekleri
DAS ELISA ve molekiiler ¢calismalarda kullanilmak iizere A ve B olarak 2 tekerriir seklinde
alimarak seffaf polietilen posetler icerisinde buz kutularina yerlestirilmis ve laboratuvara

getirilerek testlemeler yapilincaya kadar -20 °C'de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

TEKIRDAG

.............

MARMARA DENIZI

1 2l5 T EPKm

no

e i|?|:_- merkezi
G il merkezi
_________ ilge sinirlarn

Il saimeriamn

Sekil 3.1. Tekirdag ilinde survey ¢alismasi yapilan yerler (Anonim, 2020)
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Sekil 3.2. Tekirdag ilinde bir kabak iiretim alani

Sekil 3.3. Tekirdag ilindeki serada yetistirilen hiyar bitkilerinin goriiniimii
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3.2.  Survey Cahismalari

Arazi gozlem calismalar1 kapsaminda Tekirdag ilinin Siilleymanpasa, Ergene, Muratli,

Saray, Malkara ve Sarkoy ilgelerindeki kabakgil bitkilerinin yetistiriciliginin yapildig1 alanlar

gezilerek Ornek toplama caligmalar

gerceklestirilmistir.

Yapilan survey caligmalari

sonucunda 2017 ile 2019 yillar1 arasindaki donemde viral hastalik belirtileri gozlenen

balkabagi, hiyar, kabak, karpuz, kavun ve su kabagi bitkilerinden toplamda 180 adet 2'ser

tekerrurli olarak yaprak ornegi (Cizelge 3.1.) toplanmis ve etiketlenerek +4 °C ve -20 °C'de

muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. Tekirdag ilinden 2017-2019 yillarinda survey ¢alismalari kapsaminda

toplanan kabakgil érnekleri

Ornekleme | Ornekleme Yeri Bitki Tur | TarlaNo Ornek sayisi
Tarihi (Adet)
Tice Mahalle
2017 Siileymanpasa | Dedecik Kavun 1 9
Kiniklar Kavun 2 7
Naip Bal kabagi 3 9
Ferhadanl Kavun 4 8
Evciler Sakiz kabag1 | 5 7
2019 Siileymanpasa | Barbaros Sakiz kabag1 | 6 1
Naip-1 Bal kabag1 7 10
Kavun 8 9
Karpuz 1
Naip-2 Hiyar 9 (sera) 10
Naip-3 Bal kabagi 10 9
Kavun 11 3




Cizelge 3.1. (Devam)

2019

Siileymanpasa | Ferhadanli-1 | Sakiz kabag1 | 12
Hiyar 13
Karpuz 14
Kavun 15
Ferhadanli-2 | Sakiz kabag1 | 16
Kavun 17
Karpuz
Ferhadanli-3 | Bal kabagi 18
Tatarh Kavun 19
Karpuz
Bal kabagi
Sakiz kabagi
Malkara Saglamtag Bal kabagi 20
Cinarhidere Bal kabag1 21
Sarkoy Ulaman 1 Kavun 22
Karpuz
Sakiz kabagi
Ulaman-2 Hiyar 23
Karpuz
Kavun
Bal Kabagi
Yenikoy(sera) | Hiyar 24
Malkara Ahievran-1 Kavun 25
Ahievran-2 Kavun 26
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Cizelge 3.1. (Devam)

2019 Malkara Ahievran Karpuz 26 1
Hiyar 2
Ergene Bal kabag1 27 2
Saray Kavun 28 11
Karpuz 4
Muratlh Sirtkdy Su kabag1 29 2
Kavun 5
Karpuz 1
Bal kabagi 1
Sakiz kabagi 1
Toplam Ornek Sayisi 180
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3.3. Indikator Bitkilerin Temini ve Yetistirilmesi

Kabakgil iiretim alanlarindan alinan yaprak orneklerindeki viriis hastaliklarini tespit
etmek icin; Cucumis sativus, Cucumis melo ve Cucurbita pepo bitkileri kullanilmistir.
Calismada kullanilan test bitkileri tohumlari 1:1:1 oraninda steril torf, toprak ve perlit
doldurulan saksilar igerisinde (Sekil 3.4.) 16 saat gundiiz, 8 saat gece giin uzunlugunda
bulunan 22-25 °C sicaklikta iklim odasinda diizenli araliklarla bakimlart yapilarak

yetistirilmistir.

Sekil 3.4. Indikatdr kabak (Cucurbita pepo) test bitkilerinin saksida yetistirilmesi

3.4. Mekanik inokulasyon Calismalari

Mekanik inokulasyon calismalar1 Cucumis sativus, Cucumis melo ve Cucurbita

pepoindikator bitkilerinin 2 yaprakli olduklart donemde gergeklestirilmistir.

Tekirdag ili Siileymanpasa il¢esindeki Naipkdy ve Ferhadanli mahallelerinden viris

enfeksiyon belirtileri gozlenen 10 adet kabakgil bitki 6rnegi; Yilmaz ve Davis (1984)
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tarafindan belirtilen yontem kullanilarak %0,1’lik 2-mercaptoethanol iceren 0,01 M Fosfat
tampon (pH:7,0)’nu ile 1:5 (w/v) oraninda steril havan igerisinde ezilerek elde edilen
ekstraklar tortularindan arindirilmasi amaciyla filtre edilmis ve karborandum tozu serpilerek

asindirilan indikator bitkilere tasinma islemleri gergeklestirilmistir.

3.5.  Serolojik Calismalar

Serolojik test ¢alismalar1 Double Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (DAS-ELISA) kullanilarak viral enfeksiyon belirtileri gozlenen kabakgil bitkilerinden
toplanan yaprak ornekleri ile gerceklestirilmistir. Yapilan testlerde Zucchini yellow mosaic
virus, Papaya ringspot virus-W ve Watermelon mosaic virus'e spesifik antiserumlar
kullanilmistir. Yapilan DAS-ELISA testleri Clark ve Adams (1977) tarafindan bildirilen
metodun optimize edilmesi ile gergeklestirilmistir. Serolojik ¢alismalarda Bioreba (Isvigre)
firmasindan temin edilen Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(DAS-ELISA) test kitleri kullanilmis olup {iiretici firma tarafindan asagida yer alan uygulama
protokolii takip edilmistir.

ELISA test protokol

1. Testlenen virtse spesifik 1gG 1:1000 oraninda kaplama tampon(coating buffer)
cozeltisi (EK-1) ile seyreltilerek ELISA plateleri iizerinde yer alan her kuyucuga 200ul
eklenerekplatelerin tizeri parafilm ile kapatilmis ve plateler inkiibatérde 37 °C'de 2 saat sure

ile inkiibasyona tabi tutulmustur.

2. Inkiibasyon asamasindan sonra ELISA platelerindeki her kuyucuga 200 pl yikama
tamponu (washing buffer) (EK-3) eklenerek 3 defa yikama islemi yapilmistir.

3. Bitki yaprak oOrnekleri sterilporselen havanlarda ekstraksiyon tamponu (EK-4)
(pH:7,4) ile ezilmis ve elde edilen bitki ekstraktlarindan her kuyucuga 200 pl eklenmistir.
ELISA platelerinin iizeri parafilm ile sarilarak +4 °C’de 12-14 saat sure ile inkubasyona tabi

tutulmuslardir.
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4. Inkiibasyon isleminden sonra her plate kuyucugu 200 pl yikama tamponu (washing

buffer) (pH:7,4) ile 3 kez yikama igslemine tabi tutulmustur.

5. Alkalin fosfotaz ile etiketli olan 1gG, konjugat tamponu (EK-5) icerisinde 1:1000
oraninda seyreltilerek eklenmis veplate tizerindeki her kuyucuga 200 ul hacimde eklenerek 37

°C'de 2 saat siire ile inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir.

6. Inkiibasyon isleminden sonra her plate kuyucugu 200 ul ytkama tamponu (washing

buffer) (pH:7,4) ile 3 kez yikama islemine tabi tutulmustur.

7. pNPP (para-nitrophenylphosphate) substrate buffer (EK-6) icerisinde 1 mg/ml
olacak sekilde ayarlanmis ve her kuyucuga 200 pl eklenerek ELISA plateleri oda sicakliginda

karanlik ortamda 1 saat siire ile inkiibasyon islemleri gerceklestirilmistir.

Yapilan DAS-ELISA test ¢alismalar1 sonucunda Bio-Rad iMark Bench Microplate
Reader ELISA plate okuyucuda 405 nm dalga boyunda absorbsiyon degerleri elde edilmistir.

3.6.  Molekiiler Calismalar

Kabakgil bitkilerinde bulunan viral hastalik etmenleri patojenler molekiiler ¢alismalar
ile tespit edilmistir. Yapilan serolojik ¢alismalar ile viriisenfeksiyonu tespit edilen ve viral
enfeksiyon ihtimali yuksek gorilen 30 bitki Ornegi segilerek molekiiler c¢alismalarda

kullanilmistir.

3.6.1. Bitkilerden RNA izolasyonu

Serolojik calismalarda pozitif sonu¢ veren bitkilerden alinan yaprak orneklerinden
RNA izolasyonu icin Norgen Bitki/Fungus Total RNA Saflastirma Kiti (Norgen Biotek,
Kanada) kullanilmigtir. Norgen Bitki/Fungus Toplam RNA Saflagtirma Kiti i¢in Uretici

firmanin 6nerdigi asagidaki protokol uygulanmistir.

RNA izolasyon protokolt

Kullanim Oncesi Notlart:
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e Tim santrifiij asamalar1 (farkli hiz belirtilen asamalar hari¢g) masalstl
mikrosantrifijde 14.000 x g (~ 14.000 rpm)'de gergeklestirilmistir.

e Wash Solution A icerisine %96-100'lik ethanol’den 5,6 ml eklenerek sisedeki son
hacim 8 ml olmasi saglanmstir.

e Kullanim oncesi her 1 ml’lik Lysis Buffer C icerisine 10 ul B-mercaptoethanol
eklenmistir.

e Ornekler s1v1 nitrojende hizli dondurma islemi yapilarak hizlica -70 °C’ye alinarak
muhafaza edilmistir. RNA iceriginin bozulmamasi i¢in dondurulmus Ornegin eritilerek
ezilmemesine dikkat edilmistir.

e Bu prosediirde, kolonun tikanmamasi i¢in 50 mg fungus, 50 mg bitki dokusu veya
5x10° bitki hiicresi kullanilmasi tavsiye edilmistir. Ancak RNA konsantrasyonuna bagli
olarak 100 mg bitki materyali veya 5x107 bitki hiicresi kullanilmustir.

e Bu kit 2 ayr1 kolon temin etmistir. Kolonlar asagidaki sekilde birbirinden ayirt

edilebilmistir.
Filter columns: Seffaf beyaz plastik halkali filtre

Spin columns: Gri plastik halkali filtre

1. 50mg bitki dokusu siv1 azotta ve lizerine 500 ul RNA eksraksiyon buffer eklenerek

havan/6rnek posetinde homojenize edilmistir.

2. Ornek s1v1 azotta ezilerek toz haline getirilerek 6rnegin tamami 2 ml’lik ependorf
tiplere alinmistir. Eksraksiyon buffer ile homojenize edilen &érnekten 250 upl’lik sivi
kisimpipetlenerek 2 m1’lik ependorf tiiplere alinmustir.

3. Ornek lzerine 600 pl Lysis Buffer C eklenmis ve vortekslenmistir.

4. Ornekler 55 °C’de 5 dakika 1s1 blogu iizerinde inkiibe edilmistir.

5. Inkiibasyonu tamamlanan &rnekler, onceden toplama tiipiine yerlestirilmis olan
Filter Column (seffaf beyaz halkali) icerisine pipet yardimi ile aktarilmistir. Ornekler 14.000
X g (~14.000 rpm)’de 2dakika santrifiij edilmistir.

6. Filtre atilarak toplama tlplnde toplanan sivi kisim (lysate) RNAse free ependorf
tiplere alimmustir.

7. Ornek Uzerine pipetlenerek yeni tiiplere alman sivi kismm hacmi kadar %96-

100°liik ethanol eklenmistir. Ornekler vortekslenerek iyice karistirilmastir.
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8. Orneklerden 600 ul pipetlenerek daha dnceden toplama tiipii igerisine yerlestirilmis
olan Spin Column (gri halkal1) tizerine alinir ve 3.500 X g < (~ 6.000 rpm)’de (14.000 rpm) 1
dakika santrifuj edilmistir.

9. Toplama tiipiindeki sivi dokiilerek uzaklastirilmis, filtre tekrar toplama tiplne
yerlestirilmistir. Stv1 filtreden tiimiiyle siiziilmiistir.

10.  Gerek duyulursa 8. asama tekrar edilmistir.

11. Filtre Uzerine 400 pl Wash Solution A eklenmis ve 14.000 x g ( 14.000
rpm’de) 1 dakika santrifiij edilmistir. Sivi filtreden tiimiiyle siiziilmiistiir

12.  Toplama tiplndeki sivi dokiilerek uzaklastirilmis, filtre tekrar toplama tlpune
yerlestirilmistir.

13. 11. ve 12. asamalar tekraredilmistir.

14. Filtre Uzerine 3. kez 400 ul Wash Solution A eklenmis ve 14.000 x g (14.000
rpm)’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

15.  Toplama tiplndeki sivi dokiilerek uzaklastirilmis, filtre tekrar toplama tlpune
yerlestirilmistir.

16.  Filtrenin kurumasi i¢in tiipler 14.000 x g (14.000 rpm)’de 2dakika santrifij
edilmistir.

17.  Toplama tipi atilarak filtre RNAse free eppendorf tip icerisine
yerlestirilmistir.

18.  Filtre Gizerine 50ul Elution Solution A eklenmistir.

19.  Tupler 2.000x g (~2.000rpm)‘de 2dakika santrifiij edilmis ve ardindan 14.000
X g (~14.000 rpm)’de 1 dakika daha santrifiij edilmistir.

20. Saflastirilan RNA kisa siireligine -20 °C’de muhafaza edilebilmistir (Anonim,
2019a).

3.6.2. RNA Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

RNA  izolasyonu c¢alismalarindan elde edilen RNA’larin  yogunluklar
ThermoNanoDrop 2000/2000c Spectrophotometer cihazinda ODjg, dalga boyunda,izole
edilen 6rnek RNA'sindan 1 pl eklenerek belirlenmis ve ¢aligma konsantrasyonu 600 ng olacak

sekilde sulandirilmistir.
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3.6.3. RNA Orneklerinden Complementer DNA (cDNA) Sentezi

Konsantrasyonlar1 esitlenen RNA orneklerinden Real Time ve Reverse Transcriptase
PCR caligmalar1 i¢in Reverse Transcriptase enzimi kullanilarak cDNA sentezi yapilmistir.
Xpert cDNA Synthesis Kit (Grisp Research, Portugal) ile gerceklestirilen ¢alismada {iretici

firma tarafindan belirlenen asagida yer alan protokol takip edilmistir.

e Her 6rnek icin 0,5 mI’lik ependorf tuplerine;
dNTP mixture (10 mM each) 1l

Template RNA 1l
RNase free dsH,O 14,5 ul
Oligo dT primer 1 pl ilave edilmistir.

e Karigim eklenen ependorf tiipleri 1sitic1 blokta 65 °C'de 5 dakika inkiibasyona tabi
tutulmustur.
e Ornekler 1sitic1 bloktan alinarak 2 dakika buz icerisinde bekletilmistir.

e Ardindan ependorf tiiplerine Kit i¢erisinde yer alan;

5 X Reaction Buffer 4 ul
RNase Inhibitor (40 U/ul) 0,5 ul
Xpert RTase (200 U/ul) 1 pl eklenerek mikro pipet ile karistirilmigtir.

e Ependorf icerisinde yer alan tiim karigim thermocycler cihazinda 50 °C'de 15
dakika bekletilmistir. Daha sonra 85 °Cde 5 dakika bekletilerek cDNA hazirlanmistir
(Anonim, 2019b).

3.6.4. Molekiiler Calismalarda Kullanilan Primerler

Serolojik ¢aligmalar sonucunda enfekteli oldugu saptanan kabakgil bitkilerinde
Watermelon mosaic virus NIb-CPg gen, Zucchini yellow mosaic virus ve Papaya ringspot
virus-W'niin CP gen bolgelerine spesifik oligoniikleotitler Letgen Biyoteknoloji (izmir)
firmasindan temin edilmistir. Yapilan literatiir taramalariyla kabakgil viriislerinin varligini
ortaya ¢ikarmada kullanilan ve asagidaki Cizelge 3.2.'de belirtilen spesifik primer ciftleri

tespit edilmis olup bu primer ¢iftleri ile molekiiler ¢alismalar yiiriitiilmiistiir.
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Cizelge 3.2. Molekiiler ¢alismalarda kullanilan oligoniikleotitler

Primer Nukleotit Dizilimi (5'-3") Literatur

PRSV-W Forward | 5-TCTAAAAATGAAGCTGTGGA-3' (Wang ve Yeh, 1998)

PRSV-W Reverse | 5-GTGCATGTCTCTGTTGACAT-3' (Wang ve Yeh, 1998)

ZYMV Forward 5-ACTGGCACGATACCTACAAGC-3' (Yueh-Chwen, Tzu-Jung
ve Ya-Chun, 2005)

ZYMV Reverse 5"-CTTGGCAGCTACTACTGTTTTC-3" | (Yueh-Chwen, vd., 2005)

WMV Forward 5-GGCTTCTGAGCAAAGATG-3’ (Desbhiez,Joannon, Wipf-
scheibel, Chandeysson ve
Lecoq, 2009)

WMV Reverse 5-CCCAYCAACTGTYGGAAG-3’ (Desbiez, vd., 2009)

3.6.5. Real Time PCRAnNalizleri

Real Time PCR’da boyar madde olarak Roche (Almanya) marka Universal 480 SYBR
Green | Mastermix kullanilmistir. Calismada her bir 6rnek igin asagida belirtilen Real Time
PCR karisimi hazirlanmistir (Anonim, 2019c).

e dsH,0O 4,2 ul
e Roche 480 SYBR Green | Mastermix 10 pl
e Primer Forward 10 uM 0,4 ul
e Primer Reverse 10 uM 0,4 pul
e cDNA 5 pl

e Toplam 20 pl

Calisma RocheThe LightCycler® 480 Real Time PCR cihazinda gergeklestirilmistir.
Survey alanlar1 ve serolojik calisma sonuglarinin degerlendirilmesi sonucunda 30 adet bitki
ornegi segilerek elde edilen cDNA’lar ile Real Time PCR ¢alismalar1 yapilmisitir. Real Time
PCR caligmalarinda serolojik testler ile hastalik etmeni viral patojenle enfekteli oldugu bilinen
cDNA ornekleri pozitif kontrol olarak kullanilirken 15 pl PCR mixture karigimma 5 pl
oraninda nilkleaz free water eklenerek negatif kontrol olarak kullanilmistir. Hazirlanan PCR

mixture spin edilerek plate tzerindeki herbir kuyucuga 15 pl ilave edilmis ve 5 ul 6rnek
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cDNA’s1 ile 20 pl’lik hacime tamamlanmistir. Hazirlanan plateler 2.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij islemine tabi tutulduktan sonra Real Time PCR cihazina yerlestirilmistir. PCR

isleminde ise asagida belirtilen program kullanilmistir (Anonim, 2019¢).

e Baslangi¢ Denaturation 95 °C’de 10 dakika
e 40 Dongu (Cycles)

e Denaturation 95 °C’de 10 saniye

e Annealing 58 °C’de 10 saniye

e Extension 72 °C’de 15 saniye

e Final Extension 95 °C’de 10 saniye

e 60°C’de 1 dakika

e Cooling 40 °C’de 30 saniye end (son).

3.6.6. Reverse Transcriptase (RT) PCR Analizleri

Kabakgil bitki érneklerinde tespit edilen viral patojenlerin filogenetik analizleri igin
ihtiya¢ duyulan genomik materyalin iiretilmesi amaciyla Reverse Transcriptase PCR islemi
gerceklestirilmistir. Secilen 30 adet bitki 6rneginden elde edilen cDNA’lar ile her bir cDNA
ornegi i¢in Zuchini yellow mosaic virus, Papaya ringspot virus-W CP gen ve Watermelon
mosaic virus'e ait NIb-CP gen bolgesine spesifik primerler kullanilarak toplamda 90 adet
olmak iizere her bir 6rnek icin asagida belirtilen oranlarda PCR karisimlari hazirlanmistir.
PCR karisimi Sambrook vd., (1989)’nin belirttigi protokoliin modifikasyonu sonucu
olusturulmus olup PCR sartlar1 optimize edilmistir. RT-PCR caligmalar1 Letgen Biyoteknoloji

(Izmir) firmasina hizmet alim1 yéntemi ile yaptirilmistir.

e dsH,0O 57 ul
e MgCl, 2 ul
e 10X Taq Buffer 5ul
e dNTP Mixture 2 ul
e Primer Forward 2 ul
e Primer Reverse 2 ul
e Taq Polimerase 0,3 ul
e DNA 1,0 pl
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e Toplam 20,0 pl

Her 6rnek icin toplamda 19 pl hazirlanan PCR karisimina 1 pl érneklerin ¢cDNA's1
eklenerek 20 pl’lik 6rnekler 0,2 ml’lik tiiplerde thermal cycler cihazina yerlestirilmistir. PCR

isleminde asagida yer alan program kullanilmistir.

e Baslangi¢ Denaturation 95 °C’de 10 dakika

e 40 DOngu (Cycles)

e Denaturation 95 °C’de 10 saniye

e Annealing (primere gore degisken) 58 °C’de 10 saniye
e Extension 72 °C’de 15 saniye

e Final Extension 95 °C’de 10 saniye

e 60 °C’de 1 dakika

e Cooling 40 °C’de 30 saniye end (son).

3.6.6.1.  Jel elektroforez ¢calismalari

Reverse Transcriptase PCR amplifikasyonlar1 sonucu Letgen Biyoteknoloji (izmir)
firmasindan hizmet alimi ile iiretilen 6rnekleri goriintiilemek icin beklenen {iriin biiyiikliigiine

gore %1 veya %2'lik agaroz jeller hazirlanmistir. Bunun igin hazirlanan 30 ml'lik jel igin:

Agarose 0,379

5XTBE (EK-7) 7,4 ml

dsH,O 29,6 ml

Buffer (%1):

5XTBE (EK-7) 60,0 ml

dsH,0O 240,0 ml

Ethidium Bromide 4,0 pl kullanilmistir (Sambrook, vd.1989).
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Hazirlanan jel iizerindeki her bir kuyucuga 5 pl PCR uruntd DNA, 3 pl loading dye
(EK-8) ve 7 pl dsH,0O karigimindan hazirlanan PCR Grinleri ile jeldeki ilk kuyucuklara 100
bp’lik ladder (molecular weight marker) yiiklenmistir. Daha sonra 6rnekler negatif (-) yikten
pozitif (+) ylike dogru akim kaynagina baglanarak jel tankinin biiytikliigline gore degisen 100
Volt/cm dogru akimda kosturulmuslardir. Elektroforez isleminin tamamlanmasi ile jel

goriintiileme sistemi kullanilarak goriintiileme iglemleri yapilmistir.

3.6.7. Filogenetik Analizler

Serolojik testler ve Real time PCR c¢alismalar 1s18inda segilen viriis izolatlarinin CP
gen bolgelerinin kismi niikleotit dizilerinin belirlenmesi amaciyla Letgen Biyoteknoloji
(Izmir) firmas: tarafindan hizmet alimi ydntemiyle Isvigre'de sekans analiz galigmalari
gerceklestirilmistir. Sekanslama g¢alismalarinda Sanger molekiiler dizi belirleme ydntemi

kullanilmis olup viriis izolatlar ¢ift yonlii sekanslama iglemine tabi tutulmustur.

Viriis izolatlarinin sekanlamasi yapilan niikleotid kisminin, Gen Bankasina kayitl bazi
WMV izolatlariyla  kiyaslanmasi amaciyla Mega 6  programi  kullanilmistir

(Tamura, Stecher, Peterson, Filipski ve Kumar, 2013).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Survey Alanlarinda Gozlenen Viral Enfeksiyon Belirtileri

2017 ile 2019 yillarinda yapilan survey c¢alismalarinda Tekirdag ilindeki kabakgil
bitkilerinin yetistirildigi tarla ve sera iiretim alanlarinda kabak, hiyar, kavun ve karpuz

bitkilerinde viral enfeksiyon belirtileri gdzlenmistir.

Bal kabagi ve diger kabak ¢esitlerinde bitki yapraklarinda biiyiilk oranda mozaik,
yaprak renginde acilma, kloroz, yaprak dokularinda deformasyon ve kabarciklagsma
olusumlari ile yapraklarda sekil bozukluklar1 (Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.) tespit edilmistir. Kabak
cesitlerinde bitki genelinde bodurlasma ile meyvelerinde siskinlik, mozaik ve sekil bozuklugu
(Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5. ve Sekil 4.11.) belirtileri g6zlenmistir. Viral enfeksiyon
belirtilerinin bir cok kabak bitkisinde sistemik enfeksiyon belirtilerine neden oldugu

belirlenmistir.

Sekil 4.1. Siileymanpasa ilgesi Naip’ten toplanan bal kabagi yapraklarinda mozaik ve renk
acgilmasi belirtileri
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Sekil 4.2. Siileymanpasa ilgesi Naip'te balkabagi meyvelerinde sekil bozuklugu ve kabarcik
olusumlari

Sekil 4.3. Kabak bitkisi yapraklarinda siddetli mozaik ve kabarciklagma belirtileri
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Sekil 4.5. Siileymanpasa Barbaros’ta kabak bitkilerinde sistemik mozaik belirtileri

Hiyar bitkilerinin yapraklarinda mozaik belirtileri yiiksek oranda bulunmus olup

meyvelerde sekil bozukluklari tespit edilmistir. Genellikle sera alanlarinda yetistiricilik
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yapildigindan viral enfeksiyon belirtileri diger kabakgil tiirlerine oranla daha diisik
diizeylerde tespit edilmistir.

Kavun bitkilerinde yaprak ayasinda saglikli bitkilere oranla kiigiilmeler ile yapraklarda
kivirciklasma, yapraklarda yiiksek oranda mozaiklesme, sararma ve bitki boyunda
bodurlagsma (Sekil 4.6., Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.) belirtileri gozlenmistir. Viral enfeksiyon

belirtilerinin kavun bitkilerinin genellikle geng yapraklarinda yogunlastigi gézlenmistir.

Sekil 4.6. Virls ile enfekteli kavun bitkisi yapraginda mozaik ve yaprak ayasinda kiigiilme
belirtileri
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Sekil 4.7. Sileymanpasa Naip'te kavun yapraklarinda gozlenen mozaiklesme, yapraklarda
kivirciklagma ve yaprak sekil bozuklugu

Sekil 4.8. Siileymanpasa Ferhadanli bdlgesinde kavun ve karpuz ekim alanlarinda virlis
enfeksiyon belirtileri gosteren bitkilerin gérinimi
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Karpuz bitkilerinde yapraklarda kabarcik olusumlari ve lokal sararma belirtileri (Sekil

4.9. ve Sekil 4.10.) gOzlenmistir. Karpuz meyvelerinde herhangi bir virus belirtisine

rastlanmamustir.

Sekil 4.9. Siileymanpasa ilgesine bagh Ferhadanli’da karpuz bitki yapraklarinda mozaik ve
kabarciklagma

Sekil 4.10. Siileymanpasa Ferhadanli’da karpuz bitkilerinde mozaik ve yapraklarda kivrilma
olusumlari
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Sekil 4.11. Muratl ilgesinde su kabagi bitkisinin meyvesinde mozaik gorinimu
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4.2. Mekanik inokulasyon Sonuclar

Tekirdag ilindeki kabakgil tiretim alanlarindan toplanan viral enfeksiyon belirtilerine
sahip bitki orneklerinden yapilan mekanik tasima caligmalari ile yetistirilen bir ¢ok indikator

bitkide (Sekil 4.12.) viriis belirtileri tespit edilmistir.

Yapilan gozlemler sonucunda Siileymanpasa ilgesi Naip'ten toplanan balkabagi
orneginden (2017/3 nolu tarla) gergeklestirilen tasinma sonucunda kabak bitkisinde mozaik
belirtileri (Sekil 4.13.) ortaya ¢ikmustir. Ayrica Naip'ten toplanan(2017/3 nolu tarla)kabak
orneginden yapilan tasima ¢alismasinda kabakta sararma belirtileri (Sekil 4.14., Sekil 4.15. ve
Sekil 4.16.) g0zlenmistir. Ferhadanli'dan toplanan (2017/4 nolu tarla)kavun Orneklerinden
mekanik inokulasyon sonucu indikator bitkiler Uzerinde sekil bozuklugu ve yapraklarinda
kabarciklasma (Sekil 4.17. ve Sekil 4.18.) seklinde belirtiler gdzlenmistir.

Sekil 4.12.Mekanik yolla inokule edilmis kabak bitkisi
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Sekil 4.13. Siileymanpasa ilgesi Naip’ten toplanan (2017/3 nolu tarla) balkabagi bitkisinden
inokule edilen indikator kabak bitkisi yapraklarinda hafif mozaik belirtiler

Sekil 4.14. Siuleymanpasa ilgesi Naip’ten(2017/3 nolu tarla) balkabagi bitkisinden inokule
edilen kabak bitkisinde renk agilmasi belirtileri
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Sekil 4.15. Siileymanpasa ilgesi Naip’ten (2017/3 nolu tarla) balkabagibitkisinden inokule
edilen indikator kabak bitkisi yapraklarinda ortaya ¢ikan hafif sararmalar

Sekil 4.16. Siileymanpasa ilgesi Naip’ten (2017/3 nolu tarla) bal kabag: bitkisinden inokule
edilenindikator kabak bitki yapraklarinda ortaya ¢ikansararma belirtileri
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Sekil 4.17. Siileymanpasa ilgesi Ferhadanli’dan(2017/ 4 nolu tarla) kavun bitkilerindeki viral
enfeksiyonlarin indikator bitkiler tizerindeki yaprak kabarciklagsma belirtileri

Sekil 4.18. Siileymanpasa ilgesi Ferhadanli’dan toplanan kavun bitkisinden (2017/4 nolu
tarla) yapilan inokulasyon sonucu indikator kabak bitkisinde olusan sekil bozuklugu
gorinumu
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4.3.  Serolojik Test Bulgular:

Tekirdag ilinde yapilan survey calismalarinda viral enfeksiyon belirtileri gozlenen
bitki ornekleri kullanilarak Zucchini yellow mosaic virus, Papaya ringspot virus-W ve
Watermelon mosaic virus patojenlerine karsi gelistirilen spesifik antiserumlar ile DAS-ELISA

testleri gergeklestirilmistir.

Serolojik c¢aligmalar sonucunda 180 adet bitki Orneginin test edilmesi sonucunda
orneklerin % 4,44 oraninda Watermelon mosaic virusile bulasik olduklar1 saptanmuistir.
Siileymanpasa ilgesine bagli Naip’ten toplanan orneklerin 8 adedinde Watermelon mosaic
virus patojeni ile pozitif reaksiyonlar tespit edilmistir. Kabakgil bitki grubu igerisinde
degerlendirildiginde ise Watermelon mosaic virus patojeni ile enfekteli bitki tlrlerinin

balkabagi ve hiyar bitkileri oldugu belirlenmistir.

4.4.  Molekiiler Calisma Bulgular:

Serolojik ¢alismalar ile viral enfeksiyon tespit edilen ve yapilan mekanik inokulasyon
caligmalar1 kapsaminda survey alanlarindaki go6zlemlerin degerlendirilmeleri sonucunda
secilen 30 adet bitki Ornegi tanilama hassasiyet oraninin yiiksekligi nedeni ile molekiler

tanilama yontemleri kullanilarak test edilmistir.

4.4.1. Real Time PCR Sonuglar:

Potyvirus tiirlerinin teshisinde énemli bir rol oynayan NIb-CP ve CP gen bolgelerine
ait spesifik primerler kullanilarak serolojik bulgular ve survey gozlemleri dikkate alinarak
secilen 30 bitki ornegine (Cizelge 4.1.) ait cDNA Orneklerinin kullanilmasi ile Real Time

PCR caligmasi gergeklestirilmistir.
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Cizelge 4.1. PCR ¢alismalarinda kullanilan kabakgil bitki 6rnekleri

Bitki Tara Tarla No/ Ornek No | Lokasyon Toplanma
Tarihi
Kavun 1/4 Siileymanpasa, Dedecik | 2017
Balkabagi 3/18 Stileymanpasa, Naip 2017
Balkabagi 3/20 Stileymanpasa, Naip 2017
Balkabag: 3/ 23 Siileymanpagsa, Naip 2017
Balkabagi 3125 Stileymanpasa, Naip 2017
Sakiz kabagi 6/1 Stileymanpasa, Barbaros | 2019
Bal kabagi 712 Siileymanpasa, Naip 2019
Bal kabagi 715 Siileymanpasa, Naip 2019
Bal kabagi 718 Siileymanpasa, Naip 2019
Bal kabagi 719 Siileymanpasa, Naip 2019
Bal kabagi 7110 Siileymanpasa, Naip 2019
Kavun 8/14 Siileymanpasa, Naip 2019
Hiyar 9/24 Siileymanpasa, Naip 2019
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Cizelge 4.1. (Devam)

Hiyar 9/26 Siileymanpasa, Naip 2019
Hiyar 9/28 Siileymanpasa, Naip 2019
Hiyar 13/46 Siileymanpasa, 2019
Ferhadanl
Kavun 15/50 Siileymanpasa, 2019
Ferhadanl
Sakiz kabagi 12 /54 Siileymanpasa, 2019
Ferhadanh
Kavun 19/63 Siileymanpasa, Tatarlt 2019
Bal kabagi 19/64 Siileymanpasa, Tatarl 2019
Bal kabagi 20/71 Malkara, Saglamtas 2019
Bal kabagi 21/ 72 Malkara, Cinarlidere 2019
Kavun 22175 Sarkdy, Ulaman 2019
Sakiz kabagi 22 /80 Sarkdy, Ulaman 2019
Kavun 23/86 Sarkdy, Ulaman 2019
Bal kabagi 23/91 Sarkdy, Ulaman 2019
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Cizelge 4.1. (Devam)

Hiyar 24 /94 Sarkdy, Yenikoy 2019
Kavun 25/103 Malkara, Ahievran 2019
Kavun 26/ 106 Malkara, Ahievran 2019
Hiyar 26 /112 Malkara, Ahievran 2019

Yapilan degerlendirmeler kapsaminda serolojik testlerde yliksek absorbsiyon degerleri
belirlenen Watermelon mosaic virus izolatlarinin pozitif kontrol olarak kullanilmasi ile 30
adet kabakgil ¢cDNA o6rnegi WMV'ye ait CP gen bdlgelerine spesifik primerler ile
Ol¢timlenmistir. Real Time PCR teknolojisinde SYBR Green floresan c¢ogaltilmak istenen
genom bolgesine baglanmasi ile Uretilen amplifikasyon iirin oranindaki yiikselisle herbir

dongiide 2 kat cDNA artisina bagl olarak floresan miktar1 artmaktadir.

Gergeklestirilen Real Time PCR calismalari ile serolojik testlerde diisiik absorbsiyon
degerleri nedeni ile enfeksiyon tespit edilemeyen kabakgil bitki 6rneklerinde Watermelon
mosaic virus enfeksiyonlari kantitatif olarak belirlenmistir. Yapilan Real Time PCR
caligmalar1 sonucunda test edilen kabakgil bitki 6rneklerine ait amplifikasyon iirlinlerinin

karsilagtirilmalarinda melting curve (erime egrileri) (Sekil 4.19.) ve amplifikasyon egri

grafikleri (Sekil 4.21 ve Sekil 4.23.) degerlendirilmistir.
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Sekil 4.19. Kirmizi: WMV ile enfekteli 2019-2 nolu Naip balkabagi ornegine ait melting
curve egrisi, Yesil: Negatif Kontrol

Real Time PCR sirasinda hedef DNA'nin bulunmadigi ortamda primerlerin birbirleri
ile baglanmalar1 sonucunda cift zincirli DNA molekiilii PCR iirliniinde olusabilmektedir.
Primer dimer olarak adlandirilan bu islem ile ortamda yaniltici olarak floresan 1sima
gozlenebilmektedir. Bu olumsuzluklarin giderilmesi amaciyla PCR ile ¢ogaltilan DNA
tirtiniiniin istenilen gen bolgesi oldugunu belirlemek i¢in PCR {iriinii DNA'larin melting curve
olarak adlandirilan erime egri analizlerinin incelenmesi gerekmektedir. DNA iiriinlerinin
biylklikleri ve igerdikleri Guanin Sitozin / Adenin Timin baz oranina bagh olarak erime
sicakligr (melting temperature) degiskenlik gostermektedir. Dolayis1 ile PCR cihazinda
meydana gelen sicaklik artisi ile birlikte floresan boya serbest forma gecerek Griin Gizerinde
okunan floresan miktar1 diisiis gostermektedir. Real Time PCR cihazinda bu islem ile DNA

dizilerinin karsilagtirilmalar1 saglanarak gruplandirma islemleri yapilabilmektedir (Giinel,
2007).
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Sekil 4.20. Kirmizi:WMYV ile enfekteli 2019- 2, 5, 8, 9 ve 10 nolu Naip balkabagi 6rnegine ait
melting curve egrisi; Mavi: 2017 yilinda toplanan 4 adet kabakgil drnegine ait melting curve
egrisi; Yesil: Negatif Kontrol

Sekil 4.21. Real Time PCR Naip bal kabagi 6rneklerine ait amplifikasyon egrileri; Kirmizi:
2019- 2,5, 8,9, 10 nolu ornekler, Yesil: Negatif Kontrol
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Sekil 4.22. Real Time PCR melting curve analiz egrileri; Mavi: WMV pozitif cDNA
ornekleri, Kirmizi: Negatif Kontrol

Melting curve egrileri degerlendirildiginde (Sekil 4.20. ve Sekil 4.22.) 2019 yilinda
toplanan 2, 5, 8, 9, 10 nolu Siileymanpasa, Naip’ten toplanan balkabag: 6rnekleri ile Naip’teki
sera alanlarindan toplanan 24, 26, 28 nolu hiyar bitkilerine ve Ferhadanli’dan alinan 50 nolu
kavun ornegine ait Real Time PCR drinleri WMV ile pozitif bulunmustur (Sekil 4.21. ve
4.23.). Tatarli’dan toplanan 63 nolu bal kabagi ve 64 nolu kavun 6rneklerinde WMV tespit
edilmistir. Malkara ilgesine bagli Saglamtag’tan alinan 71 nolu bal kabag1 ve Cinarlidere’den
toplanan 72 nolu bal kabag1 6rnekleri ile Sarkdy ilgesine bagli Ulaman’dan toplanan 75 nolu

kavun, 80 nolu kabak ile 2017 yilinda Siileymanpasa, Naip’ten toplanan kabak orneginde
Watermelon mosaic virus tespit edilmistir.
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Sekil 4.23. Real Time PCR amplifikasyonlari; Kirmizi: 30 adet kabakgil 6rnegi, Yesil:
Negatif Kontrol

Watermelon mosaic virus'in NIb-CP gen bolgesine spesifik primerler ile kismi

amplifikasyonu sonucunda 16 adet kabakgil bitki 6rneginde Watermelon mosaic virus tespit

edilmistir.

Enfekteli 6rnekler survey calismalar ile karsilastirildiginda Siileymanpasa, Sarkdy ve
Malkara ilcelerinden toplanan kabakgil bitkilerinde Watermelon mosaic virus
enfeksiyonlarinin yogun olarak bulundugu belirlenmistir. Siileymanpasa ilgesindeki Naip'ten
yer alan bal kabagi ve hiyar, Ferhadanli'dan toplanan kavun bitki dérneklerinde WMV tespit
edilirken, Tatarli'dan alinan bal kabag1 ve kavun bitki 6rnekleri, Malkara ilgesi Saglamtas ve
Cmarlidere’den toplanan bal kabag bitkileri ile SarkQy ilgesi Ulaman’dan toplanan kavun ve
kabak bitki 6rneklerinde virls enfeksiyonu bulunmustur. Ayrica 2017 yilinda Siileymanpasa,

Naip’ten toplanan kabak bitki 6rnegi Watermelon mosaic virus ile enfekteli bulunmustur.
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Sekil 4.24. ZYMV primer ile gergeklestirilen Real Time PCR melting curve egrileri

Zuchini yellow mosaic virus ve Papaya ringspot virus-W ile Real Time PCR
calismalar1 pozitif kontrol elde edilemediginden istenen diizeyde gerceklestirilememistir.
ZYMV patojenine spesifik primerler ile yapilan ¢aligmalarda melting curve ve amplifikasyon

egrileri (Sekil 4.24.) saptanamamustir.

4.4.2. Reverse Transcriptase PCR Bulgulari

Serolojik testler ve Real Time PCR ¢aligsmalar1 kapsaminda viral enfeksiyon bulunma
durumunun tespit edilmesi amaciyla 30 adet bitki Ornegine ait cDNA'lar ile Reverse
Transcriptase PCR  c¢alismalari  Letgen Biyoteknoloji  (Izmir) firmas1 tarafindan
gerceklestirilmistir. Reverse Transcriptase PCR islemlerinde 30 adet cDNA 6rnegi Real Time
PCR c¢alismalarinda da kullanilan gen bolgelerine spesifik ayni primerler ile (Watermelon
mosaic virus (NIb-CP), Zucchini yellow mosaic virus ve Papaya ringspot virus-W (CP)'line
ait) amplifikasyona tabi tutulmuslardir. Reverse Transcriptase PCR ¢alismalarinda

Watermelon mosaic virus, Stileymanpasa ilgesindeki Naip bélgesinde yer alan bal kabag: ve
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hiyar, Ferhadanli bdlgesinden toplanan kavun bitkileri ile Tatarli bolgesindeki bal kabagi ve
kavun bitki Ornekleri, Malkara ilgesi Saglamtas ve Ciarlidere’den toplanan bal kabag:
bitkileri ile Sarkdy ilgesi Ulaman’dan toplanan kavun ve kabak bitki 6rneklerinde tespit

edilmistir. 2017 yilinda Siileymanpasa, Naip’ten toplanan kabak bitki 6rneginde de WMV

belirlenmistir.
WMV
0%
0% B SULEYMANPASA
0% B MALKARA

m ERGENE

® VIURATLI

B SARAY

m SARKOY

Sekil 4.25. Watermelon mosaic virus tespit edilen kabakgil bitki 6rneklerinin ilge bazli
dagilim grafigi

Elde edilen bulgular lokasyon bazinda degerlendirildiginde (Sekil 4.25.) testlenen 30
adet bitki 6rneginden Watermelon mosaic virus ile enfekteli oldugu belirlenen 16 adet bitki
orneginin %75' Siilleymanpasa il¢esindeki iiretim alanlarindan izole edilirken, %12 orani ile
Malkara ilgesinden elde edilen 6rnekler ve %13 diizeyinde ise Sarkdy il¢esindeki kabakgil
iiretim alanlarindan toplanan bitki 6rneklerinden izole edilmistir. Ergene, Murath ve Saray
ilgelerinden toplanan bitki Orneklerinde virus enfeksiyon belirtileri gozlenmesine karsin

calismada arastirilan virusler tespit edilememistir (Sekil 4.25.).
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Sekil 4.26. Watermelon mosaic virus tespit edilen kabakgil bitki 6rneklerinin ilge diizeyindeki
sayilari

PCR calismalar1 sonucunda (Sekil 4.26.) Suleymanpasa ilgesinden toplanan 12 bitki
ornegi, Malkara'dan toplanan 2 ve Sarkdy il¢esinden ise 2 adet bitki orneginde WMV
enfeksiyonu belirlenmistir (Sekil 4.26.).
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Sekil 4.27. Viriis enfeksiyonlarinin bitki tlrlerine gore dagilimi

Yapilan serolojik ve molekiiler ¢aligmalar kapsaminda WM Venfeksiyonu tespit edilen
16 adet bitki 6rnegi degerlendirildiginde (Sekil 4.27.) 7 adet bal kabagi, 3 adet kavun, 3 adet
hiyar ve 2 adet kabak bitkisinde enfeksiyon tespit edilirken, karpuz bitkilerinde ise testlenen 3
adet patojen ile ilgili herhangi bir enfeksiyon belirlenememistir. Karpuz bitkilerinde herhangi
bir viral patojenin belirlenememesi survey calismalar1 sirasinda nispeten daha az sayida
ornekleme yapilmasi ile alinan Orneklerde diger bitki tiirlerine oranla viral enfeksiyon
belirtilerinin ¢ok daha diisiik oranda bulunmas1 ve goriiniir belirtilere sahip bitki 6rneklerinin

farkli kabakgil virisleri ile enfekteli olabilme durumuna baglanmaktadir (Sekil 4.27.).

Pozitif olarak bulunan bitki 6rnekleri tarla bazli degerlendirildiginde ise 2017 yilinda
Stileymanpasa Naip'teki 3 nolu tarladan toplanan 1 adet bal kabag: bitkisinde 2019 yilinda
toplanan orneklerde ise Siileymanpasa Naip'te 6rnekleme yapilan 7 nolu tarladan toplanan 5
adet balkabag bitkisi ile 9 nolu sera alanindan toplanan 3 adet hiyar bitkisinde, Ferhadanl
boélgesinde 15 nolu tarladan toplanan 1 adet kavun 6rneginde ve Tatarli bolgesinde ise 19 nolu
tarladan toplanan 1 adet bal kabagi ve 1 adet kavun O6rneginde WMV tespit edilmistir.

Malkara ilgesinden toplanan ornekler degerlendirildiginde ise Saglamtas'tan 20 nolu tarladan
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toplanan 1 adet bal kabagi, Cinarlidere'de 21 nolu tarladan toplanan balkabagi 6rneginde
WMV belirlenmistir. Sarkoy ilgesinden ise Ulaman'daki 22 nolu tarladan toplanan 1 adet
kavun ve 1 adet kabak 6rneklerinde WMV tespit edilmistir.

Yapilan Reverse Transcriptase PCR ¢alismalar ile ¢ogaltilan DNA amplifikasyon
tiriinleri Real Time PCR sonuglari ile biiylik oranda benzerlik gostermistir. Reverse
Transcriptase PCR c¢aligmalar1 kapsaminda testlenen 30 adet kabakgil cDNA 6rneklerinde ise
Zucchini yellow mosaic virus ile Papaya ringspot virus-W hastalik etmenlerine ait jel
elektroforez ¢alismalarinda herhangi bir bant olusumu gozlenmemistir. Elde edilen

amplifikasyon {irlinlerinin hazirlanan elektroforez jelde dogru akimda yurutulmeleri ile

Watermelon mosaic virus'lnin tespit edildigi agaroz jel goriintiileri asagida yeralan Sekil
4.28. ve Sekil 4.29.'da verilmistir.

Sekil 4.28. Calismada WMV’nin NIb-CP genomuna spesifik oligoniikleotitler kullanilarak
gergeklestirilen RT PCR amplifikasyonlarinin %?2’lik agaroz jeldeki gorunumleri (2, 5, 8, 9,
10, 50, 63 nolu drnekler, L: 100 bp’lik Ladder)
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Sekil 4.29. Calismada WMV’nin NIb-CP genomuna spesifik oligoniikleotitler kullanilarak
gergeklestirilen RT PCR amplifikasyonlariin %2’lik agaroz jeldeki gorinumleri (64, 71, 72,
75, 80, 2017/18 nolu Ornekler L: 100 bp’lik Ladder)

Jel elektroforez ¢aligmalar1 gergeklestirilen RT PCR {irtinlerinde Watermelon mosaic
virus'ine ait NIb-CP gen bolgesinin Forward 5’-GGCTTCTGAGCAAAGATG-3" ve
Reverse 5-CCCAYCAACTGTYGGAAG-3’ (Desbiez, vd., 2009) oligonukleotitleri ile
gerceklestirilen amplifikasyonlar sonucunda yaklasik 408 bp uzunlugunda genomik bantlar

elde edilmistir.

4.5. Molekduler Dizi ve Filogenetik Analiz Sonuglari

Real Time PCR ve Reverse Transcriptase PCR teknolojileri kullanilarak Tekirdag
ilinden izole edilen 13 adet WMV izolatlarinin genom yapilarindaki NIb-CP gen boélgesine ait

niikleotit dizileri sanger sekans analiz teknigi ile ¢ift yonlii olarak bulunmustur.

Elde edilen cDNA'larin PCR test sonuglarinda belirlenen DNA runlerinin sekans

analizleri yapilarak WMV izolatlarinin molekiiler kiyaslamalar1 yapilmistir.

Tekirdag ilinde toplanip sekans analizleri sonucunda WMV izolatlar1 kiyaslamasi
sonucunda TR-Tn2 (GenBank accession no. MT448602), TR-Tn5 (GenBank accession no.
MT448603), TR-Tn8 (GenBank accession no. MT448604), TR-Tn9 (GenBank accession no.
MT448605), TR-Tnl10 (GenBank accession no. MT448606), TR-Tn18 (GenBank accession
no. MT448607), TR-Tu75 (GenBank accession no. MT448612) ve TR-Tu80 (GenBank
accession no. MT448613) (% 100- 98,2 benzer) bir grup, TR-Tf50 (GenBank accession no.
MT448610), TR-Ta63 (GenBank accession no. MT448608), TR-Ta64 (GenBank accession
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no. MT448609) ve TR-Ts71 (GenBank accession no. MT448611) (%100-98,9 benzer) ayri
bir grup olusturmustur (Cizelge 4.2. ve Sekil 4.30.).

Tekirdag ili Siileymanpasa ilgcesi Naip mahallesinden alman WMV TR-Tn2
(MT448602) izolati 342 nikleotid kiyaslamalar1 sonucunda italya'dan WMV ITAQ0-G
(EU660590, Desbiez ve Lecoq, 2008) izolat1 ile % 99,7, Fransa'dan Fransa izolati
(NC_006262, Desbiez ve Lecoq 2004) ile % 98,5, Tirkiye'den TURK91 (EU660579, Desbiez
ve Lecoq, 2008) izolati ile % 98, Fransa'dan C05-464izolat1 (JF273459, Desbiez, Joannon,
Wipf-Scheibel, Chandeysson ve Lecoq, 2011) ile %97,7, Sili'den CHI02-481 (EU660582,
Desbiez ve Lecog, 2008) izolat1 ile %97,1 ve Pakistan'dan WMV-Pk (AB218280, Ali,
Natsuaki ve Okuda, 2006) izolat1 ile %95 oraninda benzerlik gostermistir (Sekil 4.30.).

Tekirdag ili Siileymanpasa ilgesi Naip mahallesinden alman WMV TR-Tn5
(MT448603) izolat1 342 nt kiyaslamalar1 sonucunda italya'dan WMV ITA00-G (EU660590,
Desbiez ve Lecoq, 2008) izolati ile % 99,4, Fransa'dan Fransa izolati (NC 006262, Desbiez
ve Lecoq 2004) ile % 98,2, Turkiye'den TURK91 (EU660579, Desbiez ve Lecoq, 2008)
izolat1 ile % 97,7, Fransa'dan C05-464 izolat1i (JF273459, Desbiez vd. 2011)) ile %97,4,
Sili'den CHI02-481 (EU660582, Desbiez ve Lecoq, 2008) izolat1 ile %97,1 ve Pakistan'dan
WMV-Pk (AB218280, Ali vd. 2006) izolati ile %94,7 oraninda benzerlik gostermistir (Sekil
4.30.).

Tekirdag ili Siileymanpasa ilgcesi Naip mahallesinden alman WMV TR-Tn8
(MT448604) ve WMV TR-Tn9 (MT448605) izolatlarinin342 nt kiyaslamalari sonucunda
ftalya'dan WMV ITA00-G (EU660590, Deshiez ve Lecoq, 2008) izolat: ile %99,4, Fransa'dan
Fransa izolat1 (NC 006262, Desbiez ve Lecoq 2004) ile %98,2, Tirkiye'den TURK91
(EU660579, Desbhiez ve Lecoq, 2008) izolati ile %97,7, Fransa'dan CO05-464 izolati
(JF273459, Desbiez vd. 2011) ile %97,4, Sili'den CHI02-481 (EU660582, Desbiez ve Lecoq,
2008) izolat1 ile %96,8 ve Pakistan'dan WMV-Pk (AB218280, Ali vd. 2006) izolati ile %94,7
oraninda benzerlik gostermiglerdir (Sekil 4.30.).

Tekirdag ili Siileymanpasa ilgesi Naip mahallesinden alman WMV TR-Tn10
(MT448606) izolat1 342 nt kiyaslamalar1 sonucunda italya'dan WMV ITA00-G (EU660590,
Desbiez ve Lecoq, 2008) izolat1 ile %99,7, Fransa'dan Fransa izolati (NC 006262, Deshiez ve
Lecoq 2004) ile %98,5, Tiirkiye'den TURK91 (EU660579) izolat1 ile %98, Fransa'dan C05-
464 izolat1 (JF273459, Desbiez vd. 2011) ile %97,7, Sili'den CHI02-481 (EU660582, Deshiez
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ve Lecog, 2008) izolat1 ile %97,1, Pakistan'dan WMV-Pk (AB218280, Ali vd. 2006) izolat:
ile %95,3 ve Tonga'dan Vanilya izolati1 (L22907, Wang, Beck, Gardner ve Pearson, 1993) ile
%90,1 oraninda benzerlik gostermistir (Sekil 4.30.).

Tekirdag ili Siilleymanpasa il¢esi Naip mahallesinden alinan WMV TR-Tnl8
(MT448607) nolu izolat1 342 nt kiyaslamalar1 sonucunda Italya'dan WMV ITAQ0-G
(EU660590, Deshiez ve Lecoq, 2008) izolati ile %99,7, Fransa'dan Fransa izolati
(NC_006262, Deshiez ve Lecoq 2004) ile %98,5, Turkiye'den TURK91 (EU660579, Desbiez
ve Lecoq, 2008) izolati ile %98, Fransa'dan C05-464 izolati1 (JF273459, Desbiez vd. 2011) ile
%97,7, Sili'den CHI02-481 (EU660582, Deshiez ve Lecoq, 2008) izolati ile %97,1,
Pakistan'dan WMV-Pk (AB218280, Ali vd. 2006) izolat1 ile %95 ve Tonga'dan Vanilya
izolat1 (L22907, Wang vd. 1993) ile %90,4 benzerlik gostermistir (Sekil 4.30.).

Tekirdag ili Siileymanpasa ilgesi Ferhadanli mahallesinden alinan WMV TR-Tf50
(MT448610) izolat1 348 nt kiyaslamalar1 sonucunda Giiney Kore'den Watermelon izolati
(AB369278, Choi, Sohn, Park, Kim, Lee, Ryu ve Choi, yayinlanmamis) ile %98, Cin'den
Ch99/69 (EF127832, Gu, Peng, Liu ve Meng, yayinlanmamis) ve WMV-CHN (DQ399708,
Wu, Zhang, Wang, Luo, Wang ve Yang, yaymlanmamis) izolatlar1 ile %97,4, Giney
Kore'den WMV TA-om3 (MN854651, Kim, Kim, Kwak, Byun ve Choi, yayinlanmamis) ve
Japonya'dan S96-6 (AB353119, Yamamoto ve Fuji, 2008) izolatlar1 ile %92,2, Fransa'dan
Fransa izolatt (NC 006262, Desbiez ve Lecoq 2004) ile %91,2, Amerika'dan USA izolati
(D13913, Quemada, Sieu, Siemieniak, Gonsalves ve Slightom, 1990) ile %86,8 ve
Tonga'dan Vanilya izolati1 (L22907, Wang vd. 1993) ile %86,3 benzerlik gostermistir (Sekil
4.30.).

Tekirdag ili Siileymanpasa ilgesi Tatarli mahallesinden alman WMV TR-Ta63
(MT448608)ve WMV TR-Ta64 (MT448609) izolatlar1 348 nt kiyaslamalar1 Giiney Kore'den
Watermelon izolat1 (AB369278, Choi vd. yayinlanmamuis) ile 98,2, WMV-CHN (DQ399708,
Wu vd., yayinlanmamis) izolatlar1 ile %97,7, Giney Kore'den WMV TA-om3 (MN854651,
Kim vd. yaymlanmamis) ile %93,1, Japonya'dan S96-6 (AB353119, Yamamoto ve Fuji,
2008) izolati ile %92,5, Fransa'dan Fransa izolati (NC 006262, Desbiez ve Lecoq 2004) ile
%90,9, Amerika'dan USA izolat1 (D13913, Quemada vd. 1990) ile %87,1 ve Tonga'dan
Vanilya izolat1 (L22907, Wang vd. 1993) ile %86,5 benzerlik gostermistir (Sekil 4.30.).

Tekirdag ili Malkara ilgesi Saglamtas mahallesinden aliman WMV TR-Ts71
(MT448611)izolatt 348 nt kiyaslamalar1 Giiney Kore'den Watermelon izolati (AB369278,

79



Choi vd. yaymlanmamis) ile %98,5, WMV-CHN (DQ399708,Wu vd., yayinlanmamis)
izolatlar ile %98, Giiney Kore'den WMV TA-om3 (MN854651, Kim vd. yayinlanmamus) ile
%93,4, Japonya'dan S96-6 (AB353119, Yamamoto ve Fuji, 2008) izolat1 ile %92,8,
Fransa'dan Fransa izolat1 (NC 006262, Desbiez ve Lecoq 2004) ile %91,2, Amerika'dan USA
izolat1 (D13913, Quemada vd. 1990) ile %87,4 ve Tonga'dan Vanilya izolat1 (L22907, Wang

vd. 1993) ile %86,8 benzerlik gostermistir (Sekil 4.30.).

Cizelge 4.2. Genomik kiyaslamada kullanilan izolatlar

izolat Ad1 Gen Bank No Izole Edildigi Bitki | Ulke
TR-Tn2 MT448602* Cucurbita moschata | Tlrkiye
TR-Tn5 MT448603* Cucurbita moschata | Turkiye
TR-Tn8 g Cucurbita moschata | Tirkiye
TR-Tn9 MT448605% Cucurbita moschata | Turkiye
TR-Tn10 MT2EoR06™ Cucurbita moschata | Tirkiye
TR-Tn18 § 443600y Cucurbita moschata | Turkiye
TR-Tu75 MT448612* Cucurbita moschata | Turkiye
TR-Tu80 MT448613* Cucurbita pepo Turkiye
TR-T50 MT448610* Cucumis melo Tarkiye
TR-Ta63 MT448608* Cucumis melo Turkiye
TR-Ta64 MT448609* Cucurbita moschata | Turkiye
TR-Ts71 MT448611* Cucurbita moschata | Turkiye
WMV ITA00-G EU660590 Cucurbita pepo Italya
Lecce 823122 Citrullus lanatus Italya
France NC 006262 Citrullus lanatus Fransa
TURKO91 EU660579 Bilinmiyor Tarkiye
C05-464 JF273459 Cucurbita pepo Fransa
CHI02-481 EU660582 Bilinmiyor Sili
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Cizelge 4.2. (Devam)

WMV-Pk AB218280 Cucurbita melo var. | Pakistan
flexuous

Ch99/69 EF127832 Cucurbita pepo Cin

Watermelon AB369278 Citrulus lanatus Guney Kore

WMV-CHN DQ399708 Citrullus lanatus Cin

WMV TA-om3 MN854651 Cucumis melo Guney Kore

S96-6 AB353119 Cucurbita moschata | Japonya

USA D13913 Cucumis melo A.B.D.

Tonga L22907 Vanilya Tonga

*Bu ¢calismada belirlenen izolatlar
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TR-Tn9 MT448605
TR-Tn5 MT448603
45| TR-Tn2 MT448602
EU660590 WMV ITA00-G Italya
TR-Tn18 MT448607
TR-Tn10 MT448606
99| ——NC 006262 WMV-France Fransa
89 TR-Tu75 MT48612
| TR-Tu80 MT448613
95 ——EU660579 TURKO91 Turkiye
75 ——EU660582 WMV CHI02-481 Sili
- 851 JF273459 WMV C05-464 Fransa
AB218280 WMV-Pk Pakistan
\ AB353119 WMV S96-6 Japonya
B MN854651 WMV TA-om3 Guney Kore
FJ823122 WMV Lecce Italya
84 ——DQ399708 WMV-CHN Cin
AB369278 WMV Watermelon Guney Kore
TR-Tf50
TR-Ts71
TR-Ta63
TR-Ta64
——EU660587 WMV C06-188 Fransa
100 [ D13913 WMV USA A.B.D.
- L22907 WMV Tonga

ﬁTR-Tn8 MT448604

99

P
0.01

Sekil 4.30. Tekirdag'dan alinan WMYV izolatlarinin GenBankasina kayitli 14 izolat ile kismi
olarak NIb-CP kodlayan bdlgelerinin N-terminal kisimlarinin 342-348 nikleotid dizilimi
kiyaslanmast sonucu olusturulan Neighbour-joining aga¢ (Tamura vd. 2013, Mega6).
Bootstrap degeri (1000 tekrarli) 70 iizerinde olanlar gosterilmistir.Koyu renkli olanlar bu
calismada elde edilen izolatlardir.

Tekirdag ili Siileymanpasa ilgesi Naip mahallesinden alman WMV TR-Tu75
(MT448612) ve WMV TR-Tu80 (MT448613) izolatlar1 342 nt kiyaslamalar1 sonucunda
Italya'dan WMV ITA00-G (EU660590, Desbiez ve Lecoq, 2008) izolat1 ile ve Fransa'dan
Fransa izolatt (NC 006262, Desbiez ve Lecoq 2004) ile %98,8, Tirkiye'den TURK91
(EU660579, Deshiez ve Lecoqg, 2008) izolat1 ile %98,5, Fransa'dan C05-464 izolati
(JF273459, Desbiez vd. 2011) ile %98,2, Sili'den CHI02-481 (EU660582, Desbiez ve Lecoq,
2008) izolati ile %97,7, Pakistan'dan WMV-Pk (AB218280, Ali vd. 2006) izolat1 ile %95,3 ve
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Tonga'dan Vanilya izolat1 (L22907, Wang, Beck, Gardner ve Pearson, 1993) ile %90,1
benzerlik gostermistir (Sekil 4.30.).

Tekirdag ilinde toplanip sekans analizleri sonucunda WMV izolatlar1 tahmin edilen
amino asit (aa) dizilimleri kiyaslamasi sonucunda TR-Tn2 (MT448602),TR-Tn5
(MT448603), TR-Tn8 (MT448604), TR-Tn9 (MT448605), TR-Tn10 (MT448606), TR-Tn18
(MT448607), TR-Tu75 (MT448612) ve TR-Tu80 (MT448613)(% 100- 99,1 benzer) bir
grup, TR-Tf50 (MT448610), TR-Ta63 (MT448608), TR-Tab4 (MT448609) ve TR-Ts71
(MT448611)(%100-99,1 benzer) ayr1 bir grup olusturmustur (Sekil 4.31.).

Tekirdag ili Siileymanpasa ilgesi Naip mahallesinden alman WMV TR-Tn2
(MT448602), WMV TR-Tn5 (MT448603), WMV TR-Tn8 (MT448604)ve WMV TR-Tn9
(MT448605) izolatlarmin 114 aa kiyaslamalari sonucunda Italya'dan WMV ITAQ0-G
(EU660590, Desbiez ve Lecoq, 2008) izolati ve Fransa'dan Fransa izolati (NC 006262,
Desbiez ve Lecog 2004) ile % 99,1, Tirkiye'den TURK91 (EU660579, Deshiez ve Lecoq,
2008) izolat1, Fransa'dan C05-464 izolat1 (JF273459, Desbiez vd. 2011) ve Sili'den CHI02-
481 (EU660582, Deshiez ve Lecog, 2008) izolat1 ile %98,2, Pakistan'dan WMV-Pk
(AB218280) izolat1 ile %97,4 benzerlik gosterirken Giney Kore'den WMV TA-om3
(MN854651, Kim vd. yayinlanmamig) ve Japonya'danS96-6 (AB353119) izolatlar1 ile %93,9
oraninda benzerlik gostermistir (Sekil 4.30.).

Tekirdag ili Siilleymanpasa ilgesi Naip mahallesinden alinan WMV TR-Tn10
(MT448606)ve WMV TR-Tn18 (MT448607) izolatlari, Sarkoy ilgesi Ulaman mahallesinden
allman WMV TR-Tu75 (MT448612) ve WMV TR-Tu80 (MT448613) izolatlar1 114 aa
kiyaslamalar1 sonucunda Italya'dan WMV ITA00-G (EU660590, Deshiez ve Lecog, 2008)
izolat1 ve Fransa'dan Fransa izolati (NC 006262, Deshiez ve Lecoq 2004) ile %100,
Turkiye'den TURK91 (EU660579, Desbiez ve Lecoq, 2008) izolati, Fransa'dan C05-464
izolat1 (JF273459, Desbiez vd. 2011) ve Sili'den CHI02-481 (EU660582, Deshiez ve Lecoq,
2008) izolat1 ile %99,1, Pakistan'dan WMV-Pk (AB218280, Ali, Natsuaki ve Okuda, 2006)
izolati ile %98,2 benzerlik gosterirken Guney Kore'den WMV TA-om3 (MN854651, Kim vd.
yayinlanmamis) ile Japonya'danS96-6 (AB353119) izolatlarina %94,7 ve Tonga'dan Vanilya
(L22907, Wang vd. 1993) izolatina %91,2 oraninda benzerlik gostermistir (Sekil 4.31.).

Tekirdag ili Siileymanpasa ilgesi Ferhadanli mahallesinden alinan WMV TR-Tf50
(MT448610) izolat1 114 aa kiyaslamalari sonucunda Giiney Kore'den Watermelon izolati
(AB369278, Choi vd. yaymlanmamis) ile %99,1, WMV-CHN (DQ399708, Wu vd.,
yayinlanmamis) izolatlar1 ile %98,2, Gliney Kore'den WMV TA-om3 (MN854651, Kim vd.
yayinlanmamig) ve Japonya'dan S96-6 (AB353119, Yamamoto ve Fuji, 2008) izolatlar1 ile
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%95,7, Fransa'dan Fransa izolati (NC 006262, Desbiez ve Lecoq 2004) ile %92,1,
Amerika'dan USA izolat1 (D13913, Quemada vd. 1990) ile %91,2 ve Tonga'dan Vanilya
izolat1 (L22907, Wang vd. 1993) ile %88,6 benzerlik gostermistir (Sekil 4.31.).

Tekirdag ili Stileymanpasa ilgesi Tatarli mahallesinden alman WMV TR-Ta63
(MT448608), WMV TR-Ta64 (MT448609)ve Malkara ilgesi Saglamtag mahallesinden alinan
WMV TR-Ts71 (MT448611)izolatlar1 116 aa kiyaslamalart Giiney Kore'den Watermelon
izolat1 (AB369278, Choi vd. yaymlanmamis) ile %100, WMV-CHN (DQ399708, Wu vd.,
yayinlanmamis) izolatlar ile %99,1, Gliney Kore'den WMV TA-om3 (MN854651, Kim vd.
yayinlanmamis) ile Japonya'dan S96-6 (AB353119, Yamamoto ve Fuji, 2008) izolatina
%96,6, Fransa'dan WMV Fransa izolati (NC 006262, Desbiez ve Lecoq 2004) ile %93,
Amerika'dan USA izolat1 (D13913, Quemada vd. 1990) ile %91,2 ve Tonga'dan Vanilya
izolat1 (L22907, Wang vd. 1993) ile %89,5 benzerlik gostermistir (Sekil 4.31.).
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Sekil 4.31. Tekirdag'dan alinan WMV izolatlarinin Gen Bankasina kayith 14 izolat ile kismi
olarak NIb-CP kodlayan bélgelerinin N-terminal kisimlarinin ortaya ¢ikarilan 114-116 amino
asit dizilimleri kiyaslanmasi sonucu olusturulan Neighbour-joining aga¢ (Tamura vd. 2013,
Mega 6). Bootstrap degeri (1000 tekrarl) 50 iizerinde olanlar gosterilmistir. Koyu renkli
olanlar bu ¢alismada elde edilen izolatlardir
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5. TARTISMA VE SONUC

Tekirdag ilindeki kabakgil iiretiminin yogun olarak yapildigi ilgelerden viral hastalik
belirtileri g6zlenen bitki 6rneklerinin toplanmasi ile gerceklestirilen bu calismada enfekteli
oldugu diisiiniilen bitki 6rnekleri mekanik inokulasyon, DAS-ELISA testleri, Real Time PCR
ve Reverse Transcriptase PCR teknolojileri kullanilarak hem serolojik hem de molekiiler
yontemler ile testedilmistir. Tekirdag il genelinde goriilme sikliklari yiiksek olan Watermelon
mosaic virus, Zucchini yellow mosaic virus ve Papaya ringspot virus-W irkinin kabakgil
tiretim alanlarindaki ¢esitliliklerinin arastirilmasi1 amaciyla yiiriitiillen caligmalar 15181nda
Watermelon mosaic virus patojeni en fazla goriilen virlis olarak belirlenmistir. Yapilan
molekiiler karakterizasyon c¢aligmalar1 ile Tekirdag ilinin farkli ilgelerinden izole edilen
WMV patojenine ait 12adet izolat NIb-CP gen bélgelerine spesifik primerler ile belirlenmis
olup sanger teknigi kullanilarak 12 izolatin gen dizileme c¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
Genomik sekanslama calismalart ile 12 adet WMV izolatinin diinya genelinde izole edilen
diger izolatlar ile genomik karsilastirma analizleri gerceklestirilerek filogenetik analizleri

yapilmustir.

Calisma kapsaminda toplanan 180 adet bitki Orneginin ELISA ile testedilmesi
sonucunda enfeksiyon orani %4,44 bulunmus 30 tanesi secilerek Real-Time PCR ve Reverse
Transcriptase PCR ¢alismalarinin yapilmasi ile segilen érneklerde WMV viral enfeksiyonu %
53,3 oraninda belirlenmistir. Yapilan survey calismalar1 ile serolojik ve molekiiler test
yontemlerinin kullanilmasi sonucunda 12 adet WMV izolatinin genomik analizlerinin

yapilmasi ile ¢aligmanin temel hedefine ulagilmistir.

Serolojik ve molekiiler c¢alismalar sonucunda 16 adet bitki Orneginde
WMVenfeksiyonu tespit edilmistir.  Enfeksiyon miktar1  bitki tirli  diizeyinde
degerlendirildiginde bal kabagi bitkilerinde 8 adet, kavun bitkilerinde 3 adet, hiyar
bitkilerinde 3 adet ve kabak bitkilerinde 2 adet olarak belirlenmistir. WMV ile pozitif bulunan
16 adet bitki 6rnegi oransal olarak incelendiginde ise pozitif drnekler icerisinde bal kabagi
bitkilerinin oran1 % 50 diizeyinde, kavun % 19, hiyar %19 ve kabak bitkileri ise % 12

oraninda bulunmustur.

Bu c¢alisma kapsaminda Altinay (2017) tarafindan Tekirdag ilindeki kabakgil {iretim
alanlarindan toplanan bitki 6rnekleri ile gergeklestirilen DAS-ELISA testleri ile belirlenen

viriis hastaliklar igerisinde iiretim alanlarinda bulunma oranlari en yiiksek 3 viriis tiirii olan
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WMV-2, ZYMV ve PRSV-W scgilerek calismalar bu viriislere yoOnelik olarak
gerceklestirilmisgtir.  Ancak yapilan c¢alismalar ile bolge genelinde yildan yila virls
enfeksiyonoranlarinda biiyiikk degisimlerin  oldugu ortaya ¢ikmustir. Arazi survey
caligmalarinda 2019 yilinda yapilan gozlemlerde 2017 yilina oranla daha yiiksek bir
enfeksiyon orani belirlenirken 2018 yilinda kabakgil tiretim alanlarinda gozlenen viral
enfeksiyon belirtileri oldukca diisiik bir diizeyde meydana gelmistir.Bunun nedenlerinden

birisi de vektor boceklerin populasyonlarinin diisiik olmasi olarak diisiiniilmektedir.

Kokl ve Yilmaz (2006) tarafindan Trakya bolgesinde yapilan survey calismalari ile
test edilen kavun ve karpuz bitki 6rneklerinde en yogun olarak tespit edilen WMV-2 patojeni

bu ¢aligma ile de bolgede goriilen en belirgin viral enfeksiyon etmeni olarak tespit edilmistir.

Marmara bélgesinde kabakgil tretim alanlarindaki viriis hastaliklarinin belirlenmesi
amaci ile Nogay ve Yorganci (1984) tarafindan yiiriitiilen ¢calismalarda kabakgil bitkilerindeki
viral patojenler fiziksel, serolojik ve elektron mikroskobu kullanilarak arastirilmistir. Yapilan
caligmalar ile arastiricilar tarafindan Marmara boélgesinin Anadolu kesiminde Cucumber
mosaic virus etmeninin diger kabakgil viriislerine oranla daha yogun oranda bulundugunu
belirlerken, Trakya béliminde ise Watermelon mosaic virus'inin diger kabakgil viriisleri ile
karsilagtirildiginda daha yogun olarak goézlendigini bildirmeleri ile bu calisma da bulunan

sonuclarla blytik oranda benzerlik gostermektedir.

Konya, Karaman ve Aksaray illerinde 2009 ve 2010 yillarinda kabakgil {iretim
alanlarinda survey calismalar1 gergeklestirilmistir. DAS-ELISA ve RT PCR yontemlerinin
kullanilmas: ile test edilen 652 kabakgil 6rneginde Watermelon mosaic virus-2'nin %45,2
orani ile test edilen drneklerde en yaygin ikinci viral patojen olarak belirlenmistir. Filogenetik
analiz calismalar1 ile KF021298, KF021299 ve KF021300 olarak adlandirilan 3 adet
Watermelon mosaic virus izolatinin kismi genomik dizilimleri yapilarak Gen Bank sistemine
kaydedilmistir (Yesil, 2013).

Korkmaz (2015) tarafindan Tokat ilindeki kavun, karpuz, kabak ve hiyar iiretim
alanlar1 gezilerek survey calismalar1 gergeklestirilmistir.Merkez, Erbaa, Niksar, Pazar ve
Turhal ilgelerinde 2014 yilinda toplanan drnekler DAS-ELISA ile test edilmesi ile bolgede
Watermelon mosaic virus %37°lik bir oranla diger kabakgil viriisleri i¢erisinde en yaygin
olarak belirlenen viral hastalik etmeni olmustur. Burada 6zellikle hastalik belirtisi gosteren

bitkilerden alinan 6rnekler enfeksiyon oraninin yiiksek olmasina yol agmustir.
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Papaya ringspot virus (PRSV) patojeninin Hindistan’daki enfeksiyon oranmin
belirlenmesi amaci ile Lokhande, Moghe, Matte ve Hiwase(1992) tarafindan yiiriitiilen
calismalarda survey alanlarinda PRSV enfeksiyon oraninin %75 ile %100 oraninda degisiklik
gosterdigi tespit edilmistir. Arastiricilar yaptiklar1 gézlemlerle hastalik belirtilerinin yagmur
sezonunda daha siddetli oldugunu, yaz aylarinda ise sicakligin 30 °C ile 41 °C ve kis
doneminde 10 °C ile 24 °C oldugu zamanlarda viral enfeksiyon belirtilerinin daha az oranda
gorilerekenfeksiyon belirtilerinin  maskelenme egiliminde oldugunu ifade etmislerdir.
Tekirdag ilinde gergeklestirilen bu ¢alismalar kapsaminda arazi surveylerinin yapildig1 yaz
aylarinda ve oOzellikle de 2018 yaz mevsiminde {iretim alanlarinda goriilen yiiksek
sicakliklarin ~ viral enfeksiyon belirtileri iizerinde benzer bir durum olusturdugu

distiniilmektedir.

Iran'da 2004 ve 2005 yillarinda yapilan survey c¢alismalar1 viriis enfeksiyon belirtisi
gozlenen 757 adet kabakgil bitki 6rnegi ve 31 adet yabanci ot 6rnegi toplanarak DAS-ELISA
yontemi ile test edilmesi sonucunda 190 bitki 6rnegi %24 oraninda Watermelon mosaic virus
ile pozitif bulunmugtur. CP gen bolgesine spesifik oligoniikleotitler kullanilarak yapilan PCR
caligmalar1 ile 18 adet WMV izolat1 belirlenerek GenBank'asina yiiklenmistir. Filogenetik
analizler sonucunda 778 niikleotit uzunlugunda ortii proteini bolgelerini igeren izolatlarin
Diinya genclindeki WMV izolatlar1 ile benzerlikleri belirlenerek grup 1 ve grup 2'de
siiflandirilmigtir (Sharifi, Massumi, Heydarnejad, Hosseini Pour ve Rahimian, 2008).
Yaptigimiz ¢aligma'da bu c¢aligmaya benzer sonuglar elde edilmis ve izolatlarin 2 grup

igerisine yerlesmis oldugu belirlenmistir.

Moradi (2011) tarafindan Iran’da kabakgil iiretim alanlarinda yiiriitiilen survey
caligmalar1 ile toplanan 620 bitki 6rneginin DAS ELISA ve RT PCR ile test edilmesi
sonucunda kabakgil bitkilerinin %48,8 oraninda Watermelon mosaic virusile enfekteli oldugu
bulunmustur. Yapilan elektroforez ¢alismalari ile 825 bp uzunlugunda CP gen bdlgelerine ait
bant olusumlar1 gézlenmistir. Caligsmalar kapsaminda 15 adet WMV izolat1 belirlenerek Gen
Bank sistemine kaydedilmistir. Yapilan bu calisma ile iran’m Tiirkiye sinirma yakin kuzey
batt ve kuzey bolgelerinde Watermelon mosaic virus'unin oldukga yuksek bir duzeyde

kabakgil iiretim alanlarinda enfeksiyonlara neden oldugu tespit edilmistir.
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Kece ve Kamberoglu (2016) tarafindan Tiirkiye'nin Adana, Mersin ve Osmaniye
illerinde karpuz yetistirilen alanlarda 2012 yilinin bahar ve yaz aylarinda WMV-2 hastalik
etmeninin tanilanmasi amaciyla enfeksiyon belirtisi gosteren 182 adet bitki 6rnegi toplanarak
DAS ELISA ile test edilmistir. WMV-2 ile enfekteli 6rneklerden izole edilen RNA'lar RT-
PCR ile amplifike edilmesi sonucu olugsan PCR iiriinleri %1'lik agaroz jelde elektroforez
islemine tabi tutulmus ve 408 bp boyutunda bant olusumlar1 tespit edilmistir. Bu c¢aligma
kapsaminda da CP gen bdlgelerinin belirlenmesinde ayni primer ¢ifti kullanilarak yapilan
PCR c¢alismalar1 sonucunda WMV tespit edilen drneklerin PCR (rln elektroforezlerinde
yaklasik 408 bp'lik bant olusumlart gézlenmistir. Dolayisi ile arastiricilar tarafindan bulunan

sonugclar ile yiiriitiilen bu arastirma sonuglar1 benzerlik gostermistir.

Trakya bolgesi kabakgil tretimi agisindan degerlendirildiginde Tiirkiye genelinde
Ozelliklede karpuz ve kavun iiretiminde yiliksek iiretim miktarina sahiptir. Ayrica cografi
konumu itibariyle ve Istanbul gibi son derece biiyiik bir pazara yakin olmasi nedeniyle her
gecen gun kavun, karpuz ve hiyar bitkilerinin {iretiminde artan bir degere sahip
bulunmaktadir. Ancak {iretim alanlarinda ciddi verim ve kalite kaybina sebebiyet veren viral
hastaliklar nedeniyle iiretim oranlarinda yiiksek kayiplar olugsmaktadir. Bu ¢alismayla iiretim
degerlerinde yiiksek kayiplara neden olan viriis hastaliklarmin detayli arastirilarak ortaya
¢ikarilmasi saglanmigtir. Ayrica Tekirdag ilinden toplanan 6rneklerle bolgede en sik goriilen
kabakgil virslerinden olan Watermelon mosaic virus izolatlarinin ortaya ¢ikarilmasi
saglanmis ve bu izolatlarin Dinya’da bulunan kabakgil virlis izolatlariyla genotipik
karsilastirilmas1 yapilarak Turkiye’deki viral cesitliligin Diinya genelindeki izolatlar ile

aralarindaki benzerlikler ortaya ¢ikarilmistir.

Potyvirtislerle ilgili genetik ¢esitlilik belirleme ¢alismalarindaCP genleri siklikla
kullanilmaktadirlar. Diinya ¢apinda yapilan ¢alismalarda Watermelon mosaic virus’in
belirlenmesinde Polyprotein P1 geni ve Coat protein (CP) en sik kullanilan viriis genomik
bolgeleri olarak tespit edilmistir (Sidaros, vd., 2009; Al Saleh, Al-Shahwan, Abdalla ve Amer,
2010; Sanchez, Rodriguez-Mateos, Tourino, Fresno ve Gomez-Campo, 2007).

Kismi CP gen analizleri sonucu filogenetik aga¢ (Sekil 4.30. ve 4.31.) WMV
izolatlarin1 gostermektedir. Bu ¢alismada elde edilen WMV izolatlarindan TR-Tn5, TR-Tn8,
TR-Tn9, TR-Tn10, TR-Tn18, TR-Tu75 ve TR-Tu80 (% 100- 98,2 benzer) WMV Grup
1'deyer alms ve italya'dan WMV ITA00-G (EU660590, Desbiez ve Lecoq, 2008), Fransa'dan
Fransa izolati (NC 006262, Desbiez ve Lecoq 2004), Turkiye'den TURK91 (EU660579,
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Desbiez ve Lecoq, 2008), Fransa'dan C05-464 izolat1 (JF273459, Desbiez vd., 2011), Sili'den
CHI02-481 (EU660582, Desbhiez ve Lecoq, 2008), Pakistan'dan WMV-Pk (AB218280, Ali
Natsuaki ve Okuda,2006) izolat1 ile %99,7-95 arasinda degisen oranlarda benzerlik
gostermistir. Tekirdag'dan izole edilen TR-Tf50, TR-Ta63, TR-Ta64 ve TR-Ts71 ise
WMVGrup 3'te yer almis ve Giiney Kore'den Watermelon izolati (AB369278, Choi
vd.,yayinlanmamis), Cin'den Ch99/69 (EF127832, Gu vd., yaymmlanmamis) ve WMV-CHN
(DQ399708, Wu vd., yayinlanmamuis) izolatlar1 ile %97,4, Giney Kore'den WMV TA-om3
(MNB854651, Kim vd., yayinlanmamis) ve Japonya'dan S96-6 (AB353119, Yamamoto ve
Fuji, 2008) izolatlar1 ile % 98,2-92,2 arasinda degisen oranlarda benzerlik gostermislerdir.
Burada elde edilen izolatlarin elde edildikleri konuk¢udan ¢ok izole edildikleri alanlara bagl

olarak farklilik gostermislerdir.

Adana ilindeki karpuz iiretim alanlarindan yapraklarinda deformasyon ve mozaik
belirtileri gozlenen bitki Orneklerinin toplanarak DAS-ELISA ve RT-PCR ile test edilmesi
sonucunda karpuz bitkilerinde Watermelon mosaic virus hastalik etmeni izole edilmistir.
Yapilan ¢aligsmalarda zucchini kabak ¢esidinden izole edilen WMV-Tr izolatinin 6rtii protein
(CP) gen boélgelerinin kismi dizilemesi yapildiginda Adana’da belirlenen WMV izolati ile
biyolojik anlamda benzerligi tespit edilmistir. WMV-Tr izolat1 filogenetik g¢aligmalar
sonucunda molekiiler olarak grup 3’te simiflandirilmistir. Bu arastirma ile WMV-Tr izolati
Asya’dan izole edilen Watermelon mosaic virus izolatlar1 ile gruplandirilmig, Adana
bolgesinden izole edilen WMV izolatlar ile Asya’dan izole edilen grup 3’iin Tirkiye’deki
varlig1 belirlenmistir (Kamberoglu, vd., 2015). Calismada elde edilen 4 izolat (Kamberoglu
vd. 2015)'in elde ettikleri izolatla ayn1 grupta yer almaktadir.

Yiiriitiilen bu ¢alisma ile Trakya bolgesindeki kabakgil virsleri molekiler yontemler
kullanilarak arastirilmistir. Ayrica Trakya bolgesindeki Watermelon mosaic virus'eait
izolatlarin molekiiler diizeyde arastirilmasi ile CP gen dizilimleri belirlenen izolatlarin Diinya
genelinde tespit edilen izolatlar ile karsilastirmalarinin yapilmasi saglanarak bdlgenin
kabakgil viriisleri agisindan gosterdigi biyogesitlilik ilk kez bu ¢alisma ile ortaya ¢ikarilmistir.
Elde edilen sonuglar ileride yapilacak molekiiler ¢alismalar i¢in referans olmakla kalmayip
istenen amaca uygun, dayanikli ticari kabakgil bitkilerinin yetistirilmesi i¢in vazgecilmez

oneme sahip olacaktir.

Bu ¢alismada ZYMYV ve PRSV-W ile ilgili olarak yapilan Real Time-PCR ile RT-PCR

caligmalar1 sonucunda herhangi bir pozitif sonu¢ elde edilmemistir. Bu ¢aligmada toplanan
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orneklerin igerisinde farkli genomik Ozellikte izolatlar olabilecegi veya bu donemde
ornekleme yapilan bitkilerde PRSV-W ve ZYMV'nin dominant viriisler olmadigi veya
bulunmadigi sonucuna varilmistir. Ayrica kullanilan bazi primerlerin bu virislerin tespiti icin
yeterli olamadiklarindan dolay1 da yeni primerler tasarlanarak bu virtslerin belirlenmesine ve

genom analizlerinin yapilmasina ihtiyag ortaya ¢ikmuistir.
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EKLER

EK-1

Kaplama Tamponu (Coating Buffer)

Na,COs3 1,599
NaHCO3 2,939
NaN3 0,2 g oranindaki karisim 1 litre dsH,O igerisinde ¢Ozilerek pH:

9.6'ya sabitlenmistir (Clark ve Adams, 1977).
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EK-2
Fosfat Tamponu (Phosphate Buffered Saline - PBS)

NaCl 8049
KH2PO4 0,29
Na;HPO, 299
KCI 0,29
NaN3 0,2 g oranindaki kimyasallar 1 litre dsH,O igerisinde

¢oziilerek karisim pH'" 7,4 olarak belirlenmistir (Clark ve Adams, 1977).
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EK-3

Yikama Tamponu (Washing Buffer)

1 litre fosfat tampon ¢ozeltisine 0,5 ml Tween-20 eklenerek hazirlanmistir (Clark ve Adams,
1977).
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EK-4

Ornek Tamponu (Extraction Buffer)

llitre yikama tamponu ¢ozeltisi i¢ine 20 g Polyvinylpyrolidone eklenerek karistm pH'1 7,4'e
sabitlenmistir (Clark ve Adams, 1977).
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EK-5

Konjugat tamponu (Enzyme Conjugate Buffer)

NaCl 80

Na;HPO, 299

KH;PO,4 0,29

KCI 0,29

NaN3 02g

Egg albumin 2 g eklenerek karisim pH degeri 7,4 olarak sabitlenmistir (Clark

ve Adams, 1977).
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EK-6

Substrat tamponu (Substrat Buffer)
Diethanolamine 97 ml

NaN3 0,2 g maddeleri 800 ml dsH,O igerisinde cozindurulerek
karisim pH orani 9,8 degerine sabitlenmistir (Clark ve Adams, 1977).
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EK-7

5 X TBE buffer

Molekiiler ¢alismalarda ve jel hazirlamada kullanilan Tris/Borate/EDTA (TBE) buffer
hazirlamak i¢in (Sambrook vd.,1989):

Tris-Base pH:8 54,0 gL™
Boric asit 27,5gL™
0,5M EDTA pH:8 20ml L?
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EK-8

6 X Loading dye

Jel elektroforezlerinde gerek DNA'nin kosarken kuyucuk igine ¢okelmesinde gerekse
ornegin ne kadar kosturuldugunu anlamak i¢in kullanilan bir boyar maddedir. Ayn1 zamanda
restriksiyon enzim reaksiyonlarinin sonlandirilmasinda kullanilan bu 6zel boyay1 hazirlamak

icin (Sambrook, Fritsch ve Maniatis,1989):

Bromophenol blue %0,25
Xylene cyanol %0,25
Ficoll (Type 400 Pharmacia) %15
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