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Hatay ilinde yetisen Cucurbitaceae familyasina ait kiiltiir bitkilerinde bazi viruislerin DAS-

ELISA ve RT-PCR yontemleriyle saptanmasi ve molekiiler karakterizasyonu

Detection and molecular characterization of some viruses on Cucurbitaceae plants growing in Hatay
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Aims: In this study, it was aimed to investigate the occurrence of cucurbit
yellow stunting disorder virus (CYSDV), cucurbit chlorotic yellows virus
(CCYV) and beet pseudo-yellows virus (BPYV) in cucumber, zucchini and
melon plants grown in Hatay province by Double Antibody Sandwich-
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (DAS-ELISA) and Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) methods, to analyse
the phylogenetic relationships of identified isolates.

Methods and Results: Totally 90 symptomatic and non-symptomatic
cucumber, zucchini and melon samples were collected from Hatay
province. DAS-ELISA and RT-PCR methods were used to investigate the
presence of CCYV and RT-PCR method was used for CYSDV and BPYV. The
most common symptoms observed are leaf shrinkage, deformation, leaf
wrinkles, curling and vein clearing. According to the DAS-ELISA results,
CCYC was not found in the samples tested. As a result of RT-PCR analysis,
BPYV and CCYV could not found in the samples tested, but PCR amplicons
of 364 bp amplifying the heat shock protein 70h (HSP70h) gene of CYSDV
were obtained from 11 samples (9 zucchini, 2 melons). As a result of
bidirectional sequence analysis of 10 CYSDV izolates, it was determined
that the obtained nucleotide sequences were highly similar (99%) to that
of the CYSDV isolates registered in the GeneBank. In this study, CYSDV was
reported for the first time in the zucchini and melon plants growing in
Hatay province.

Conclusions: CYSDV was detected for the first time in samples collected
from zucchini and melon plants in Hatay province. BPYV and CCYV could
not be detected in any of the samples tested. The fact that 12.22% of the
tested samples were infected with CYSDV highlights the need of using
healthy plant materials.

Significance and Impact of the Study: In this study, the presence of CYSDV
was proven by RT-PCR analyses for the first time in zucchini and melon
plants in Hatay province.
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GIRIS

Cucurbitaceae familyasina ait tirlerin yetistiriciligi
lkemizin bitin bolgelerinde yapilmaktadir. Ozellikle
Akdeniz ve Ege bolgelerinde bu tiirler agik alanda ve ortii
altinda yaygin olarak yetistiriimektedir. Diinyada kavun
Uretimi yapan Ulkeler arasinda tlkemiz 2. sirada olup,
2021 vyih verilerine gbére 1.638.638 ton kavun
Uretilmektedir. Hiyar Gretiminde Gilkemiz 1.890.160 ton
ile 3.sirada yer almaktadir. Ulkemiz kabak tiretiminde ise
diinyada 8. sirada olup, 609.622 ton (retim miktarina
sahiptir. istatistiki verilere gére Hatay’da toplam 229.763
dekar alanda sebze vyetistiriciligi yapilmaktadir (TUIK,
2021).

Kabakgillerde gelisme geriligi, meyve ve gicek sayisinda
azalmalara neden olan virlisler (Luis-Arteaga ve ark.,
1998) diinyada kabakgil yetistirilen hemen hemen tiim
alanlarda goérilmektedir. Son yillarda Cucurbitaceae
familyasina ait bitkilerde saptanan virtislerden kabakgil
sarl bodurlasma bozuklugu virtGslinin (cucurbit yellow
stunting disorder virus CYSDV), siddetli sararmaya neden
oldugu, meyve agirhigini 5nemli olclide etkiledigi ve %30-
50 arasinda verim kaybina neden oldugu bildirilmistir
(Abou Jawdah ve ark., 2000). CYSDV, ilk kez Birlesik Arap
Emirliklerinde 1982 yilinda tanimlanmis olup (Hassan ve
Duffus, 1991) daha sonra ispanya’da (Celix ve ark., 1996),
diger Orta Dogu ve Akdeniz iilkelerinden ispanya, Misir,
israil, Urdiin, Turkiye, Liibnan, Portekiz ve Fas’ta rapor
edilmistir (Wisler ve ark., 1998; Rubio ve ark., 1999; Abou
Jawdah ve ark., 2000). CYSDV’'nin Closteroviridae
familyasinda Crinivirlis cinsine dahil oldugu (Wisler ve
ark., 1998; Fauquet ve Mayo, 1999) ve Bemisia tabaci
(Genn.) ile tasindig rapor edilmistir (Berdiales ve ark.,
1999; Celix ve ark., 1996). CYSDV ispanya (Berdiales ve
ark., 1999), Portekiz (Louro ve ark., 2000), Liibnan (Abou-
Jawdah ve ark., 2000), Fas (Desbiez ve Lecoq, 2000),
Fransa (Desbiez ve ark., 2003), iran (Keshavarz ve ark.,
2013) ve Misir (El Rahmany ve ark., 2014)’da da rapor
edilmistir.

Cucurbit klorotik sarilik virlist (Cucurbit chlorotic yellows
viris, CCYV) ilk kez Japonya’da 2004 yilinda kavun
bitkilerinde saptanmis (Gyoutoku ve ark., 2008) ve daha
sonra virls diger (lkelerde de rapor edilmistir. CCYV'nin
hiyar, kavun ve karpuz bitkilerinin yapraklarinda klorotik
lekelere ve yapragin timiniln sararmasina, hiyarlarda
onemli verim kaybina neden oldugu, kavunlarin market
degerini dislrdiglu ve seker icerigini dnemli Olglide
azalttigi bildirilmistir (Gyoutoku ve ark., 2009). CCYV
Closteroviridae familyasinda Crinivirus cinsi icine dahil
edilmistir. Etmen Japonya (Gyotoku ve ark., 2008),
Tayvan (Huang ve ark., 2010), Sudan (Hamed ve ark.,
2011), Cin (Zeng ve ark., 2011; Gu ve ark., 2011), Libnan
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(Abrahamian ve ark., 2012), iran (Bananej ve ark., 2013),
Yunanistan (Orfanidou ve ark., 2014), Misir (Amer,
2015), Suudi Arabistan (Shakeel ve ark., 2018)'da
saptanmigtir.

Sekerpancari yalanci sarilik virisi (beet pseudo-yellows
virus, BPYV) ilk kez beyaz sinekle tasinan Closterovirus
olarak 1965 yilinda Kalifornia’da seralarda tanimlanmis
bir virGstlr (Duffus, 1965). Etmenin sus bitkileri ve
yabanci otlari iceren genis bir konukcu dizisi oldugu
rapor edilmis olup BPYV enfekteli hiyar ve kavun
bitkilerindeki simptomlarin CCYV ve CYSDV tarafindan
neden olunanlara oldukca benzer oldugu
gdzlemlenmistir (Wisler ve ark., 1998). Etmen ispanya
(Berdiales ve ark., 1999), italya (Tomassolli ve ark., 2003)
ve Yunanistan (Boubourakas ve ark., 2006)'da rapor
edilmistir.

Cucurbitaceae familyasina ait bitkilerde CYSDV, CYSDV
ile CVYV (hiyar damar sarililik virtsa)’lerinin beraber
enfeksiyonun sinerjik etki olusturdugu (Fidan ve ark.,
2012, Gil-Salas ve ark., 2012 ve Abrahamian ve ark.,
2015) bildirilmistir. CYSDV’nin subtropik ve tropik
bolgelerde serada ve acgikta yetistirilen Cucurbitaceae
familyasina ait  bitkileri  etkileyen en 6nemli
patojenlerden biri oldugu bildirilmistir (Orfanidou ve
ark., 2014; Amer, 2015; Wintermantel ve ark., 2016).
CYSDV, CCYV ve diger Crinivirusler tarafindan neden
olunan simptomlarin ¢ok benzedigi ve bu etmenlerin
ayriminin laboratuvara dayal teshis yodntemlerinin
uygulanmasiyla yapildigi rapor edilmistir (Wintermantel
ve Wisler, 2006).

Antalya' da Kasim 2015 ve Subat 2016'da (g farkli serada
sararma simptomlarinin gozlendigi hiyar bitkilerinden
alinan 30 6rnek CYSDV ve CCYV’nin varhigi agisindan RT-
PCR yontemiyle analiz edilmistir. Toplanan 6rneklerden
15 tanesinin CYSDV, 21 6rnegin CCYV ile enfekteli oldugu
bu 6rneklerin 6 tanesinin hem CYSDV hemde CCYV ile
karisik enfekteli oldugu tespit edilmistir. CCYV' nin 2
izolatinin kismi RdRp bolgesi sekans edilmis ve elde
edilen nikleotid dizilerinin BLAST analizi sonucunda
izolatlarin Japonya izolati ile %99 benzerlik gosterdigi
ortaya koyulmustur. Bu rapor ile CCYV Tirkiye'de hiyar
bitkilerinde ilk kez rapor edilmistir (Orfanidou ve ark.,
2017).

Adana, Mersin ve Antalya illerinde oOrttalti kavun ve
hiyar bitkilerinde sararma ve damar acgilmasina neden
olan ve Bemisia tabaci ile tasinan etmenleri belirlemek
amaciyla 2010-2011 vyillarinda yapilan bir calismada
toplanan bitki 6rnekleri CYSDV ve CVYV agisindan test
edilmistir. CYSDV, DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleri ile
CVYV ise RT-PCR yontemi ile testlenmistir. Yapilan RT-
PCR calismalari sonucu belirtilere neden olan etmenlerin
CVYV ve CYSDV oldugu saptanmistir. 134 kavun


http://dergipark.gov.tr/mkutbd

MKU. Tar. Bil. Derg. / MKU. J. Agric. Sci. 2022, 27(3): 424-433

Arastirma Makalesi / Research Article

orneginin 63 adedi CYSDV ve 24 adedi CVYV ile bulasik
olarak bulunmustur. 110 hiyar Orneginin 82 adedi
CYSDV, 12 adedi CVYV ile enfekteli bulunmustur.
Vektorler PCR ile testlendiginde B. tabaci biotip B
(%92)’nin etkin bir sekilde virtsi tasidigl, Q biotipinin ise
(%8) virlsli daha az etkin tasidig belirlenmistir. Her iki
virlise ait izolatlar sekanslanarak elde edilen niikleotid
dizilimleri israil, Amerika ve ispanya izolatlari ile
kiyaslanmistir. CYSDV’ Gn %96, CVYV’lUn %95 oraninda
israil, Amerika ve ispanya izolatlari ile kiif protein
genlerinin benzerlik gosterdigi sonucuna varilmistir
(Fidan ve ark., 2012). Hatay ili genelinde kabakgiller
disinda yetisen biber, marul, 1spanak gibi sebzelerde
sorun olan viral hastaliklarin yayginliginin yanisira
etmenlerin  DAS-ELISA ve biyolojik indeksleme
yontemleriyle tanilanmasi Uzerine yakin zamanlarda
yapilmis calismalar bulunmaktadir (Sertkaya, 2015;
Sertkaya ve Ozdag, 2017)

Kabakgiller, Hatay ilinde yaygin bicimde (retilmesine
ragmen, lretim alanlarindaki CYSDV, BPYV ve CCYV’'nin
varligl konusunda bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
¢alisma ile Hatay ilinde Cucurbitaceae familyasina ait
bitkilerde CYSDV, BPYV ve CCYV'nin varlig serolojik ve
molekiler yontemler ile arastiriimis ve tespit edilen viris
izolatlarinin molekiler karakterizasyonlari yapilmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Siurvey calismalari, 2018 yili Nisan-Mayis aylarinda hiyar,
kabak ve kavun vyetistiriciliginin yogun olarak yapildig
Hatay ili ve ilcelerinde yuritilmustir. Bitki numuneleri
sistematik ornek alma yontemine goére toplanmistir
(Bora ve Karaca 1970). Tesadifi olarak segilen
tarlalardan en az bir, en ¢ok (¢ adet olmak Uzere, viris
simptomu gosteren ve gostermeyen hiyar, kabak ve
kavun bitkilerinden alinan drnekler polietilen torbalara
konularak soguk zincirde laboratuvara getirilmis ve PCR
testlerinde  kullanilmak Gzere 4°C’de muhafaza
edilmistir.

DAS-ELISA testleri

Toplanan bitki materyali Clark ve Adams (1977)’e gore
DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich- Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay) testine tabi tutulmustur.
Sadece CCYV igin Uretilmis ticari antiserum oldugundan
dolayi, ornekler sadece CCYV'ine karsi DAS-ELISA
yontemiyle  firmanin  talimatlari  dogrultusunda
testlenmistir. Test sonucunda plakalarda meydana gelen
renk degisimleri gézlenmis ve absorbans degerleri SEAC
SIRIO S ELISA okuyucusunda 405 nm dalga boyunda
olclilmustir. Okumalar sonucunda absorbans degerleri,
negatif érneklerin iki kati ya da daha fazla olan 6rnekler
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pozitif yani virls infekteli olarak kabul edilmistir (Clark,
1981; Gazel ve ark., 2018; Akgul ve ark., 2021).

RNA izolasyonu

Survey calismalarinda toplanan hiyar, kabak ve kavun
orneklerinde CYSDV, BPYV ve CCYV enfeksiyonlarinin
arastirilmasi i¢in toplam RNA izolasyonu Qiagen RNeasy
Plant Mini Kit (Almanya) kullanilarak MacKenzie ve ark
(1997)'nin 6nerdigi modifiye yonteme gore yapilmistir.
Virtslere ait cDNA’lar (complementer DNA) Aristotales
Universitesi (Selanik-Yunanistan)’den temin edilmis ve
pozitif kontrol olarak kullaniimistir.

Komplementer DNA (cDNA) sentezi

Toplanan bitkilerden ekstrakte edilen RNA’lardan cDNA
eldesinde, her bir 6rnek igin 1 pl random hexamer
primer, 6,5 pl d2H20 ve 5 pl RNA eklenerek PCR
tlplerine konulmustur. Tlpler PCR cihazinda 94 °C'de 5
dakika ve buzda 5 dakika bekletildikten sonra her bir tlp
icine 4 ul 5X RT tamponu (Fermentas), 2 ul d;H,0, 0.5 pl
dNTP (10 mM) ve 1 ul RT (MMLV) enzimi eklenmistir.
Tupler PCR cihazinda 42°C'de 1 saat 72°C'de 10 dakika
tutularak cDNA asamasi tamamlanmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

BPYV, CCYV, CYSDV'nin RT-PCR vyontemi ile
arastiriilmasinda, steril bir PCR tlplne toplam 25 pl
hacimde olacak bicimde 2,5 ul 10XB, 2ul dNTP (2,5 mM),
1,5 pl MgCl; (25 mM), 1 pl virlise 6zgl forward primer
(10 pmol), 1 pl virlise 6zgii reverse primer (10 pmol), 0,2
ul Tag DNA polymerase, 2 ul cDNA ve 16.8 pl RNase’dan
ari su konularak reaksiyon gerceklestirilmistir. PCR
dongileri Ug virus icin ayni olup, 95 °C'de 3 dakika; 35
dongi 95 °C’de 1 dakika, 60°C'de 1 dakika, 72 °C'de 1
dakika ve 1 dongl 72 °C'de 10 dakika olacak sekilde
programlanmistir. RT-PCR ¢alismalarinda kullanilan
primerlere ait bilgiler Cizelge 1’de verilmistir.

DNA dizilemesi ve filogenetik analiz

PCR drinlerinin  %1’lik agaroz jel elektroforezi
sonucunda beklenen biylklikte elde edilen PCR
drinleri DNA dizileme vyapan firmaya (Medsantek,
istanbul) gonderilmis, PCR’da kullanilan primerler ile cift
yonli olarak dizilenmis ve sonuglar on-line olarak
alinmistir. Elde edilen nikleotid dizileri, NCBI database
(http:(//www.ncbi.nlm.nih.gov)’in  Basic  alignment
search (BLAST) fonksiyonu ile diger diinya izolatlari ile
benzerlikleri kontrol edilmistir. Filogenetik analizler
Neighbour-Joining metodu ile (Saitou ve Nei, 1987)
MEGA X programi (Kumar ve ark., 2018) kullanilarak
gerceklestirilmistir.
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Cizelge 1. Hiyar, kabak ve kavun 6rneklerinin testlendigi virlisler ve PCR analizlerinde kullanilan primer giftlerinin
niikleotid dizilimleri, cogaltildigi bolge ve baz buyulklikleri
Table 1. Viruses for which cucumber, zucchini and melon samples are tested, nucleotide sequences of primer pairs used
in PCR analysis, the base sizes and the region in which they are amplified

Virls Primer adi Primer dizilimleri (5’-3’) Hedef gen bolgesi  Amplikon Referans
buyukligi
BPYV BPYV | TCGAAAGTCCAACAAGACGT HSP70h 251 Boubourakas ve
BPYV I CTGATGGTGCGCGAGTG ark., 2006
CCyv RARpF CCTAATATTGGAGCTTATGAGTACA RdRp 709 Orfanidou ve
RdARpR CATACACTTTAAACACAACCCC ark.,2014
CYSDV F ATGGACATGCCTAACTGTTACTT HSP70h 364 Boubourakas ve
R ATAGCTGCTGCAGATGGTTC ark., 2006
BULGULAR ve TARTISMA toplanmugtir. Siirvey gergeklestirilen alanlarda gézlenen
en vyaygin simptomlar vyapraklarda  kiglilme,
Hatay ilinde Kirikhan ve Reyhanli ilgelerinde Nisan-Mayis deformasyonlar, yaprak kirisikliklari, kivrilma ve damar
aylarinda survey ¢alismasi yaratilmis ve 13 hiyar, 37 aciimalari olmustur (Sekil 1, 2, 3).

kabak ve 40 kavun olmak (zere toplam 90 Ornek

Sekil 1. Kabak bitkilerinin yapraklarinda gézlenen kiigliime, deformasyon, yaprak kirisikliklari, kivrilma ve damar
acilma simptomlari
Figure 1. Leaf shrinkage, deformations, leaf wrinkles, curling and vein clearing symptoms observed in zucchini leaves

Sekil 2. Hiyar bitkilerinde gézlenen yapraklarda kiigiilme, formasyon, rek degisikligi simptomlari
Figure 2. Leaf shrinkage, deformation and leaf discoloration symptoms observed in cucumber plants
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Sekil 1. Kavun yapraklarinda gézlenen sararma ve
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mozaik simptomlari

Figure 3. Yellowing and mosaic symptoms observed on melon leaves

Yunanistan’da kloroz ve damarlar arasi beneklenme
simptomlarinin goézlendigi serada yetistirilen hiyar ve
kavunlarin, acikta yetistirilen karpuzlar ve seralardaki
hiyarlarin RT-PCR yontemiyle testlenmesi sonucu bu
bitkilerde CCYV ve CYSDV saptanmis olup, testlenen
orneklerde BPYV bulunmamis ve simptomlarin bitkilerde
%10-40 arasinda yaygin oldugu belirlenmistir (Orfanidou
ve ark., 2014). CSYDV'nin dogal konukgularinin hiyar,
kavun, karpuz ve kabak gibi Curcurbitaceae familyasi
Uyeleri oldugu, virsin siddetli sararmaya neden oldugu,
meyve agirhgini 6nemli olglide etkiledigi ve %30-50
arasinda verim kaybina neden oldugu bildirilmistir (Abou
Jawdah ve ark., 2000). CYSDV’nin yash yapraklarda
damarlararasi alanda klorotik benekler olusturdugu,
zaman gectikce damarlar hari¢ tim yapragin
sararmasina neden oldugu belirlenmistir (Celix ve ark.,
1996; Wisler ve ark., 1998). CYSDV’nin hiyar, kavun ve
karpuz bitkilerinin yapraklarinda sararma, damarlar arasi
alanda kloroz simptomlari olusturdugu belirlenmistir
(Ghanem ve ark., 2016).

DAS-ELISA testleri
Hatay ilinden toplanan toplam 90 adet hiyar, kabak ve
kavun bitkisi DAS-ELISA yontemiyle CCYV agisindan
testlenmis  olup  testlenen  o6rneklerde  CCYV
saptanamamistir.

RT-PCR analizleri

Hatay ili hiyar, kabak ve kavun alanlarindan toplanan
orneklerde CYSDV, BPYV ve CCYV’nin varligini tespit
etmek amaci ile yapilan RT-PCR analizlerinde testlenen
orneklerinin hicbirinde BPYV ve CCYV saptanmamistir.
Testlerde BPYV ve CCYV’lerinin pozitif kontrolleri sirasi
ile 251 bp ve 709 bp bilytkligliinde DNA bandi
olustururken su kontrolde herhangi bir bant elde
edilmemistir. CYSDV’nin HSP70h bolgesinin bir kismini
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cogaltan F/R primeriyle yapilan RT-PCR analizlerinde
Hatay’dan toplanan 37 kabak bitkisinden 9 tanesinde, 40
kavun bitkisinden 2 tanesinde pozitif kontrolle ayni
seviyede ve 364 bp dizeyinde bant elde edilmistir (Sekil
4). Hatay ilinde vyetistirilen hiyar, kabak ve kavun
bitkilerinden toplanan toplam 90 0rnekte CYSDV
bulunma orani %12.22 olarak bulunmustur. Bu ¢alisma
sonucunda CYSDV Hatay ili kabak ve kavun Uretim
alanlarinda ilk defa rapor edilmistir. Yapilan bu calismada
araziden bitki 6rnegi toplanirken etmenlerin vektori
olabilecek beyaz sinekler de gézlenmeye calisiimis ancak
bitkilerden beyaz sinek bireyleri toplanamamistir.
CYSDV Liibnan (Abou-Jawdah, 2000), ispanya (Celix ve
ark., 1996), Fransa (Desbiez ve ark., 2003), Portekiz
(Louro ve ark., 2000), Fas (Desbiez ve Lecoq, 2000) Texas-
Amerika (Kao ve ark., 2000), Arizona ve Kaliforniya’da
(Kuo ve ark., 2007) Cucurbitaceae familyasina ait
tirlerde rapor edilmistir. Suudi Arabistan’da Riyad’da
hiyar sararma hastaliginin etiyolojisinde rol oynayan
Crinivirtslerin molekiler karakterizasyonunun yapildigi
bir ¢alismada hiyarlarda CCYV %61.1, CYSDV’nin ise
%19.4 oraninda bulundugu ve testlenen bitkilerin
%9’unun her iki virGsle enfekteli oldugu belirlenmistir
(Shakeel ve ark., 2018). CCYV ve CYSDV’'nin Bemicia
tabaci ile tasindigi (Celix ve ark., 1996; Berdiales ve ark.,
1999; Okuda ve ark., 2010), tohumla tasinmadigi,
yabanci otlarin her iki etmenin epidemiyolojisinde rol
oynadiklari ortaya koyulmustur (Boubourakas ve ark.,
2006). Hiyar yapraklarinda klorotik beneklenme ve
damarlar arasi alanda kloroza neden olan BPYV’'nin
bircok Ulkede saptandigi ve etmenin vektériniln
Trialeurodes vaporariorum (sera beyaz sinegi) oldugu
bildirilmistir (Clover ve ark., 2001).
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Sekil 4. Hatay ilinden toplanan hiyar, kabak ve kavun érneklerinde cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV)'e
spesifik F/R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizinin agaroz jel elektroforez sonucu. M: Marker (SMO#321
MBI Thermo Sci, ABD); 1-3: Hiyar, 4-9: Kavun, 10-17: Kabak 6érnekleri, +C: Pozitif kontrol, W: Su kontrol
Figure 4. Agarose gel electrophoresis result of RT-PCR analyses using F/R primer pair specific to cucurbit yellow
stunting disorder virus (CYSDV) in cucumber, zucchini and melon samples collected from Hatay province. M: Marker
(SMO#321 MBI Thermo Sci, ABD); 1-3: Cucumber, 4-9: Melon, 10-17: Zucchini samples, +C: Positive control, W: Water
control

DNA dizilemesi ve filogenetik analiz

Bu calisma kapsaminda CYSDV'{inlin HSP70h bdlgesinin
bir kismini ¢ogaltan primerler kullanilarak yapilan PCR
analizlerinde pozitif kontrolle ayni seviyede bant veren
(364 bp) 11 o6rnegin 10 tanesinin sekans analizi
yapllmistir. Elde edilen CYSDV Tirkiye izolatlarinin
filogenetik analizlerde ayni grup icerisinde yer aldig ve
birbirleriyle %91-99 oraninda benzer olduklari ortaya
koyulmustur. CYSDV izolatlarindan CYSDV-48 kabak
izolatinin GenBankasinda kayith AY580974.1 ispanya

hiyar izolatiyla %99 oraninda benzer oldugu
belirlenmistir (Sekil 5).

Sonu¢ olarak, Hatay ili hiyar, kabak ve kavun
alanlarindaki  6nemli virlis hastalik etmenlerinin

belirlenmesini ve molekiler 6zelliklerinin saptanmasini
hedefleyen bu c¢alisma ile CYSDV, CCYV ve BPYV
etmenleri 2018 yilinda yiratilen siirvey calismalari ile
arastirlmis, bu amagla toplanan 90 yaprak Ornegi
serolojik ve molekiiler testlere tabi tutulmustur.
Toplanan 90 adet hiyar, kabak ve kavun bitkileri DAS-
ELISA yontemiyle CCYV agisindan testlenmis olup
testlenen orneklerde CCYV saptanamamistir. Yapilan
molekiler testlemelerde hiyar, kabak ve kavun
orneklerinde CYSDV’nin  bulunma oraninin %12.22
oldugu belirlenmistir. CYSDV, testlenen kavunlarda %5,
kabaklarda %24.32 oraninda saptanirken hiyar
bitkilerinde tespit edilememistir. Bununla beraber
testlenen orneklerin hi¢birinde CCYV ve BPYV tespit
edilememistir. Hatay ilinde tespit edilen CYSDV
izolatlarinin diinyadaki diger izolatlar ile nikleik asit
dizeyinde %99.0-98.7 arasinda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir.
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Diinya’da ve Ulkemizde hiyar, kabak ve kavun liretim
alanlarinda verim ve kalite kayiplarina neden olan virls
hastaliklari ile miicadelenin zamaninda ve uygun bicimde
ylritilmesi gerekmektedir. CSYDV'nin dogal
konukgularinin  hiyar, kavun, karpuz ve kabak gibi
Curcurbitaceae familyasi Gyeleri oldugu, virtsiin neden
oldugu siddetli sararmanin, meyve agirhgini énemli
Olciide etkiledigi ve %30-50 arasinda verim kaybina
neden oldugu bildirilmistir (Abou Jawdah ve ark., 2000).
CYSDV’nin yash vyapraklarda damarlararasi alanda
klorotik benekler olusturdugu, zaman gectikce damarlar
haric tim vyapragin sararmasina neden oldugu
belirlenmistir (Celix ve ark., 1996; Wisler ve ark., 1998).
CYSDV’nin  hiyar, kavun ve karpuz bitkilerinin
yapraklarinda sararma, damarlar arasi alanda kloroz
simptomlari olustugu belirlenmistir (Ghanem ve ark.,
2016).
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Sekil 5. Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV)'linlin farkli izolatlarinin sekans analizleri sonucunda elde
edilen filogenetik agac. Filogenetik analizde, MEGA X yaziliminda yer alan Neighbor-joining (NJ) yontemi
kullanilmistir. Dendrogramda bootstrap (se¢-bagla tahmin testi) degerleri, dallarda yizde olarak gosterilmis ve
%50’nin altindaki degerler agagta yer almamistir.

Figure 5. Phylogenetic tree obtained as a result of sequence analysis of different isolates of Cucurbit yellow stunting
disorder virus (CYSDV). Neighbor-joining (NJ) method included in MEGA X software was used in phylogenetic analysis.
In the dendrogram, bootstrap (select-link estimation test) values are shown as percentages in branches, and values
below 50% are not included in the tree

CYSDV’'nin tohumla tasinmadigl dikkate alindiginda,
virslin etkili bicimde tasinmasinda beyaz sineklerin
onemli role sahip oldugu diisiinilmektedir. Bu nedenle
hastalik etmeni ile miicadelede beyaz sinekle miicadele
blylk 6neme sahiptir. Vektor ve virlisin konukgusu
olabilecek yabanci otlarla miicadele edilmesi ve dayanikli
cesitlerin kullaniimasi, CYSDV’'den kaynakl verim ve
kalite kayiplarini 6nlemede etkili olacaktir.

Ulkemizde kabakgillerde saglikli olmayan (iretim
materyallerinin kullaniimasi, sertifikasyon programlarina
yeterli 6nemin verilmemesi ve kontrolsiiz tohum ithal
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edilmesi virtslerin hizla yayllmasina neden olmaktadir.
Bu ylzden (lkemizde sanitasyon ve sertifikasyon
programlarinin Gzerinde Onemle durulmasi
gerekmektedir. Molekiler yontemler kullanilarak Hatay
ile kabak ve kavun ekilis alanlarinda yiritilen bu galisma
ile CYSDV’nin varligi ilk defa rapor edilmistir.

OzZET

Amag: Bu calismada, Hatay ilinde yetistirilen hiyar, kabak
ve kavun bitkilerinde cucurbit yellow stunting disorder
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virus (CYSDV), cucurbit chlorotic yellows virus (CCYV) ve
beet pseudo-yellows virus (BPYV)'lerinin Double
Antibody Sandwich-Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay (DAS-ELISA) ve Reverse Transcription-Polymerase
Chain Reaction (RT-PCR) yontemleriyle belirlenmesi,
elde edilen virls izolatlarinin filogenetik iliskilerinin
ortaya konulmasi amaglanmustir.

Yéontem ve Bulgular: Hatay ilinden simptomlu ve
simptomsuz 90 adet hiyar, kabak ve kavun ornegi
toplanmistir. CCYV’'nin varhgini arastirmak icin DAS-
ELISA ve RT-PCR yontemleri, CYSDV ve BPYV’lerinin
varligint  arastirmak icin ise RT-PCR yontemi
kullanilmistir.  Gozlenen en yaygin  simptomlar
yapraklarda kiiglilme, deformasyon, yaprak kirigikliklari,
kivrilmalar ve damar acgilmalaridir. DAS-ELISA testi
sonuclarina  gore  testlenen  o6rneklerde  CCYC
bulunamamistir. RT-PCR analizleri sonucunda testlenen
orneklerde BPYV ve CCYV bulunamamis ancak CYSDV’nin
heat shock protein 70h (HSP70h) genini cogaltan 364 bp
blylkligiinde PCR amplikonlari 11 6rnekte (9 kabak, 2
kavun) elde edilmistir. Bu drinlerden 10 tanesinin
dogrudan iki yonli sekans analizi sonucunda, elde edilen
nikleotit dizilerinin gen bankasinda kayith CYSDV
izolatlar ile ylksek oranda (%99) benzerlik gosterdigi
saptanmistir. Bu ¢alisma ile CYSDV ilk defa Hatay ilinde
kabak ve kavun bitkilerinde rapor edilmistir.

Genel Yorum: Hatay ili kabak ve kavun alanlarindan
toplanan o6rneklerde CYSDV ilk kez tespit edilmistir.
Testlenen o6rneklerinin  hicbirinde BPYV ve CCYV
belirlenememistir.  Testlenen  &rneklerin %12.22
oraninda CYSDV ile enfekteli bulunmasi, saglikh bitki
materyallerinin kullanilmasinin 6nemini gostermektedir.
Calismanin Onemi ve Etkisi: Hatay ilinde ilk kez bu
c¢alisma ile kabak ve kavun bitkilerinde CYSDV’inin
varligi, RT-PCR analizleri ile kanitlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Cucurbitaceae, virlis, RT-PCR, DAS-
ELISA, sekans analizleri.
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