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Son yillarda, kabakgillerde enfeksiyona neden olan ve tanisi yapilan viris hastaliklarindan biri de cucumis
melo endornavirus (CmEV)'dir. Virls, lilkemizde sinirh bir alanda tespit edilmis olup etmenin diger Uretim
bolgelerindeki varligi ve genetik cesitliligine yonelik gergeklestirilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
baglamda, bu ¢alisma Glney Marmara bolgesindeki CmEV varliginin ve izolatlarinin genetik gesitliliginin
belirlenmesi amaci ile ylrGtilmustir. Gliney Marmara bolgesini olusturan illerdeki kabakgil iretim alanlarindan
virlis ve virts-benzeri belirti gésteren 71 6rnek alinmistir. Alinan 6rnekler gen spesifik primerler kullanilarak
reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) yontemi ile testlenmistir. Testlemeler sonucunda,
toplanan 6rneklerin 31 tanesi CmEV ile enfekteli bulunmustur. Etmenin enfeksiyonu tespit edilen kabakgil
turleri ise kavun, kabak, karpuz, hiyar ve acurdur. CmEV enfeksiyonu tespit edilen hiyar ve kabak bitkileri
Ulkemizde yeni konukgu kaydi niteliginde olup, karpuz bitkisinde tespit edilen CmEV enfeksiyonu ise diinya igin
yeni bir konukgu kaydi niteligi tasimaktadir. Elde edilen izolatlar arasindan segilen 6 izolatin molekiler
karakterizasyonu sonucunda ise izolatlarin genel olarak birbirleri ile nikleotit ve amino asit diizeyinde %91 ve
Ustu sekans benzerlikleri gosterdikleri belirlenmistir. Filogenetik analizler sonucunda ise Tirk izolatlarinin biylk
bir kisminin diinya izolatlarindan farkl bir filogenetik grupta oldugu gorilmustir. Gergeklestirilen bu calisma ile
Ulkemizde CmEV tespit edilen alanlarin ve kabakgil tiirlerinin arttig belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Kabakgil, CmEV, yeni konukgu

Detection of Cucumismeloendornavirus Infection in South Marmara Region of Turkey and
Molecular Characterization of Isolates

ABSTRACT

Cucumis melo endornavirus (CmEV) is one of the viral diseases that cause infection in cucurbits in recent
years. The virus has been detected in a limited area in Turkey, and no study has been conducted on the causal
agent's presence and genetic diversity in other production regions. This study was conducted in this context to
find out the presence of CmEV infection in the Southern Marmara region, as well as their genetic diversity.
Seventy-one samples showing virus and virus-like symptoms were collected from the cucurbit cultivation fields
in the provinces forming the Southern Marmara region. Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) was used to analyze the samples using a gene-specific primer. The testing revealed that CmEV was
present in 31 of the samples that were collected. Melon, zucchini, watermelon, cucumber, and gherkins are
among the cucurbit species where the infection has been found. CmEV infection detected in cucumber and
zucchini plants is a new host report for Turkey, and CmEV infection detected in watermelon plants is a new
host report for the world. As a result of the molecular characterization of 6 isolates selected from among the
isolates obtained, it was determined that the isolates generally showed sequence similarity of 91% and above
at the nucleotide and amino acid levels. As a result of the phylogenetic analysis, it was seen that most of the
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Turkish isolates were in a different phylogenetic group from the world isolates. With this study, it was
determined that the areas and cucurbit species in which CmEV detected increased in Turkey.

Key words: Cucurbit, CmEV, new host

GIRIS

Tirkiye ekolojik agidan oldukga genis bir ekolojik gesitlilige sahiptir. Bu ekolojik gesitlilik sayesinde de ¢ok
farkh sayida bitkinin kultirG yapilmaktadir (Cat ve ark., 2016). Kiltiiri yapilan bu bitkilerden bazilari da
Cucurbitaceae familyasi iginde yer alan kabakgillerdir. Bu familya iginde yaklasik 119 cins ve 825 tir
bulunmaktadir (Andres 2004). Kavun (Cucumis melo), hiyar (Cucumis sativus), karpuz (Citrullus vulgaris), acur
(Cucumis anguria) ve kabak (Cucurbita spp.) bu familyada bilinen 6nemli kiltir bitkisi turleridir (Glnay, 1993).
Dinyanin neredeyse her bolgesinde bu bitkilerin kiiltiri yapilmakta ve Ureticisine ekonomik olarak énemli
girdiler saglamaktadir. Ekonomik agidan oldukga 6nemli olan bitki grubunda hastalik olusturarak ekonomik
kayiplara neden olan ¢ok sayida virlis hastaligi bulunmaktadir (Zitter ve ark, 1996). Bu virlis hastaliklarina her
gecen gln yenisi eklenmekte ve kabakgil Gretimini tehdit etmektedirler. Kabakgilleri enfekte eden virlislerden
bazilari yaygin olarak calisilirken, yeni bulunan bazi virlslerin ise enfeksiyonlarinin ne derecede 6nemli ve
yaygin oldugu ise bilinmemektedir. Ulkemizde gerceklestirilen calismalar sonucunda kabakgillerde enfeksiyon
meydana getiren ¢ok sayida virlis hastaligi tanimlanmistir (Kokla ve Yilmaz, 2006; Kamberoglu ve ark., 2016;
Guller ve Usta, 2020; Karanfil, 2022). Bunlar arasindan en yaygin olarak tespit edilen virlislerden bazilarinin
zucchini yellow mosaic virus, watermelon mosaic virus ve cucumber mosaic virus (Topkaya ve ark., 2019; Yesil,
2021; Karanfil ve Korkmaz, 2021) oldugu bildirilmistir. Kabakgillerde enfeksiyon meydana getirdigi son yillarda
tanilanilan virls hastaliklarindan bir tanesi de cucumis melo endornavirus (CmEV)’dur. CmEV bitki ve funguslari
enfekte eden endornavirus familyasinin bir tyesidir. CmEV, 15 kb civari blylklikte niikleotid iceren +ssRNA
genomuna sahiptir (Varverde ve ark., 2019). CmEV varhg simdiye kadar sadece Ekvator, Brezilya ve ABD'den
bildirilmistir (Quito-Avila et al., 2014; Sabanadzovic ve ark., 2016; Da Costa ve ark., 2019). Ayrica 2006 yilinda
CmEV genomuna yakin biyuklikte dsRNA bantlarinin kavun bitkisinden dsRNA analizi ile elde edildigi de
bildirilmistir (Fukuhara ve ark., 2006). Etmenin Tirkiye'deki varhg: ilk olarak Karanfil ve Korkmaz (2020)
tarafindan Manisa ve izmir illerinde tespit edilmistir. Ulkemizdeki diger kabakgil Giretim alanlarindaki varligi ile
ilgili herhangi bir kayit bulunmamaktadir. Bu amagla Giiney Marmara bdlgesini olusturan Canakkale, Balikesir ve
Bursa illeri kabakgil Gretim alanlarinda arazi galismalari gergeklestirilerek etmenin varligi ve elde edilen
izolatlarin kismi genetik gesitliliginin belirlenmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT
Arazi Calismalari

Calisma kapsaminda kullanilan kabakgil 6rnekleri, Turkiye'nin Gliney Marmara bolgesini olusturan
Canakkale, Balikesir ve Bursa illeri ve ilgeleri kabakgil Gretim alanlarindan alinmistir. Belirtilen alanlara 2021 yih
icerisinde yaz aylarinda arazi ¢ikislari yapilarak viriis ve virlis benzeri belirti gosteren kabakgil bitkilerinden
bitkinin blyukligline gbre yaprak ve/veya tamami olacak sekilde 6rneklemeler yapilmistir. Kabakgil
orneklerinin yetistirildigi alanlar tesadifi olarak segilmis ve yalniz virlis ve virls benzeri simptom gosteren
bitkilerden 71 6rnek alinmistir. Ayni tarlada benzer simptom goriilmesi durumunda sadece 3 bitkiden 6rnek
alinmistir. Alinan 6rnekler silika jel icerinde buz kutusunda laboratuvara getirilmistir.

Viriis Tamlama Calismalari

Toplanan orneklerdeki CmEV varhigi RT-PCR ile virus spesifik primer cifti kullanilarak gergeklestirilmistir.
Bu amagla ilk olarak toplanan 6rneklerden CTAB metodu ile total niikleik asit (TNA) izolasyonu yapilmistir (Li ve
ark., 2008). Elde edilen TNA'lar agaroz jel elektroforezinde (100V’da 45 dk) kontrol edildikten sonra, kullanilana
kadar -80°C'de muhafaza edilmistir. Elde edilen TNA'lardaki CmEV varliginin belirlenmesi amaci ile ilk olarak
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific™, USA) kullanilarak complimentary DNA (cDNA)'lar
sentezlenmistir. Daha sonra EmeraldAmp® Max PCR Master Mix (Takara, Japon) kullanilarak Quito-Avila ve ark.
(2014)'nin belirttigi CmEV’'nin polyprotein gen bolgesinin 412b¢’lik bolgesine spesifik primer ¢ifti ve PCR
amplifikasyon kosullari kullanilarak toplanan érneklerdeki CmEV varligi arastirilmistir.

Biyoinformatik Analizler

Enfekteli bulunan ornekler icerisinden her bir ilden 2 izolat olacak sekilde toplamda 6 izolat elde
edildikleri konukgu tirler g6z 6niinde bulundurularak secilmistir (Cizelge 1). Secilen 6rneklere ait RT-PCR
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Urdnleri E.Z.N.A.® CyclePure Kit (OmegaBio-Tek, ABD) kullanilarak pirifiye edilmis ve BM Labosis (Ankara)
firmasindan hizmet alimi yolu ile sekanslanmasi saglanmistir.

Cizelge 1. Molekiler karakterizasyon galismalari amaci ile segilen cucumis melo endornavirus izolatlarina ait
bilgiler

izolat Kodu Elde Edildigi il Konukgu Gen Bankasi Erisim Numarasi
CmEV_4_Canakkale Canakkale Kabak OR259404
CmEV_94_Canakkale Canakkale Kavun OR259405
CmEV_169_Balikesir Balikesir Hiyar OR259406
CmEV_135_Bursa Bursa Kabak OR259407
CmEV_65_Balikesir Balikesir Karpuz OR259408
CmEV_152_Bursa Bursa Kavun OR259409

Elde edilen sekans verileri kullanilarak niikleotit ve amino asit diizeyinde CmEV izotlatlarinin hem kendi
icinde hem de gen bankasinda diger Turk ve diinya izolatlari ile géstermis olduklari benzerlik oranlari SDTv1.3
programinda (Mubhire ve ark., 2014) ve filogenetik iliskileri CLC Main WorkBench 20 paket programi (Qiagen,
Kanada) kullanilarak arastinilmistir (Cizelge 2). Filogenetik aga¢ neighbor-joining metodu ve Kimura 80
parametresi ile 1000 tekrarl bootstrap degeri kullanilarak olusturulmustur. Ayrica filogenetik analizler bell
pepper endornavirus (BPEV) dis grup olarak agacin dogrulugunu arttirmak amaciyla kullaniimistir.

Cizelge 2. Biyoinformatik analizlerde gen bankasindan gekilerek kullanilan izolatlara ait bilgiler

izolat Kodu Elde Edildigi il Konukgu Gen Bankasi Erisim Numarasi
CL-01 ABD Kavun KT727022

SJ1 Giney Kore Kavun KX641269

BRA/TO-23/2014 Brezilya - MH365458

BRA/TO-74/2010 Brezilya - MH365459

MAN_2 Tirkiye Kavun MN985120

MAN_22 Tirkiye Acur MN985121

MAN_25 Turkiye Kavun MN985122

IZM_7 Turkiye Acur MN985123

IZM_36 Turkiye Kavun MN985124

BULGULAR ve TARTISMA

Calisma kapsaminda virlis ve virlis benzeri simptom gosteren toplam 71 kabakgil bitkisi toplanmigtir.
Toplanan 6rnek sayilarinin illere gére dagilimi ise Canakkale’de 23, Balikesir’'de 26 ve Bursa’da 22’dir. Toplanan
orneklerin kabakgil tiir diizeyinde dagihimi ise 24 tanesi kavun, 12 tanesi kabak, 25 tanesi karpuz, 2 tanesi hiyar
ve 8 tanesi de acurdur. Toplanan 71 6rnegin 31 tanesinde CmEV enfeksiyonu belirlenmistir. Genel olarak CmEV
ile enfekteli 6rnek sayilari ise en fazla kavunlarda goéruliirken, en az ise acur ve hiyar bitkilerinde belirlenmistir
(Cizelge 3). Daha onceden gerceklestirilen farkh bir calismada CmEV enfeksiyonunun en fazla kavunlarda
goraldugianin bildirilmesi de elde edilen sonuglari destekler niteliktedir (Quito-Avila ve ark., 2014).

Cizelge 3. Gliney Marmara bolgesi kabakgil Gretim alanlarindan toplanilan ve cucumis melo endornavirus ile
enfekteli olarak bulunan 6rnek sayilari (E: Enfekteli, T: Toplam)
iller

5::::':?" Canakkale Balikesir Bursa Toplam

E T E T E T E T
Kavun 7 8 7 9 7 7 21 24
Hiyar - - 1 2 - 1 2
Kabak 2 5 1 4 1 3 4 12
Karpuz - 6 3 7 1 12 4 25
Acur 1 4 - 4 - - 1 8
Toplam 10 23 12 26 9 22 31 71

Diinyada yapilan ¢alismalar sonucunda da etmenin konukgulari arasinda kavun (QuitoAvila ve ark., 2014;
Zeng ve ark., 2020), hiyar (OL957256) ve kabak (OL957255) bitkilerini enfekte ettigi bildirilmistir. Ulkemizde
CmeEV ile ilgili olarak yapilan ilk calisma kapsaminda ise etmenin varligi kavun ve acur bitkilerinde tespit edilmis,
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ayrica acur CmEV igin dinyada ilk kez yeni bir konukgu olarak bulunmustur (Karanfil ve Korkmaz, 2020). Bu
¢alisma kapsaminda elde edilen sonuglar neticesinde ise Ulkemizde CmEV’'nin kavun ve acurdaki
enfeksiyonlarina ilaveten hiyar, kabak ve karpuz bitkilerinin de etmenin konukgusu oldugu tespit edilmistir.
Ayrica CmEV enfeksiyonu tespit edilen hiyar ve kabak bitkilerinde tlkemizde yeni konukgu kaydi niteliginde
olup, karpuz bitkisinde tespit edilen CmEV enfeksiyonu ise dinya igin yeni bir konukcu kaydi niteligi
tasimaktadir. Toplanan orneklerin hepsinde en yaygin olarak goérilen simptom tipi ise siddetli mozaik olarak
gozlenmistir (Sekil 1). Ancak toplanan orneklerin neredeyse yarisindan fazlasinda CmEV enfeksiyonu tespit
edilmemesinden dolayi gozlenen bu belirtilere kabakgilleri enfekte eden diger virlislerin neden olabilecegi
distintlmektedir. Ayrica endornaviruslarin konukgularinda asimptomatik olarak da bulunduklari bilindigi igin
genel olarak kabakgillerde CmEV'ye 0zgl bir simptom tipinden bahsetmenin dogru olmayacagi
disunulmektedir. Nitekim bolgede daha 6nce gergeklestirilen baska bir calismada CMV enfeksiyonu da tespit
edilmistir (Karanfil ve Korkmaz, 2021). Dinyada gergeklestirilen diger calismalarda ise CmEV’nin ozellikle
kabakgilleri enfekte eden diger 6nemli viral etmenler olan watermelon mosaic virus ve zucchini yellow mosaic
virus ile karisik enfeksiyonlar halinde bulundugu bildirilmistir (TomasSechova ve ark., 2022). Ayrica CmEV’nin
kabakgilleri enfekte eden cucumis melo amalgavirus (CmAV1) ile de karisik enfeksiyonlar halinde bulunabilecegi
bildirilmistir (Adeleke ve ark., 2022).

.

Sekil 1. Cucumis melo endormavirus ile enfekteli oldugu tespit edilen kavun bitkinde gézlenen siddetli
mozaik belirtiler

Elde edilen izolatlarin molekiiler karakterizasyonlari amaci ile yiritilen sekans benzerlik analizleri
sonucunda 6 Tirk izolatinin birbirleri ile nikleotit diizeyinde %93 ve lizeri benzerlik oranlarina sahip oldugu
gorilmustdr. Tark izolatlar arasinda nikleotit diizeyinde en fazla benzerlik orani CmEV_135_Bursa izolati ile
MAN_2 izolati arasinda %99 ile belirlenirken, birbirlerine en uzak Tiirk izolatlari ise MAN_22 ile IZM_36 arasinda
%93 ile belirlenmistir. Ayrica genel olarak MAN_22 izolatinin biyoinformatik analizlerde kullanilan tiim izolatlar
ile en dusitk benzerlik orani gosterdigi gorulmistir. Bu izolat hari¢ diger CmEV izolatlarinin birbirleri ile
nikleotit diizeyinde gosterdikleri benzerlik oranlari %96 ve Usti olarak gergeklesmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Cucumis melo endornavirus izolatlarinin nikleotit diizeyinde birbirleri ile gostermis olduklari sekans
benzerlik oranlari

CmEV izolatlarinin amino asit dizeyindeki sekans benzerlik oranlarinin belirlenmesi amaci ile
gerceklestirilen analizler sonucunda ise izolatlarin birbirleri ile %91 ve (istli benzerlikler gdsterdigi belirlenmistir.
Birbirleri ile en vyiksek sekans benzerligine sahip Tirk izolatlari %99 sekans benzerlik oranlari ile
CmEV_169_Balikesir, CmEV_94_Canakkale ve CmEV_4_Canakkale izolatlari arasinda tespit edilmistir. Nikleotit
diizeyinde oldugu gibi MAN_22 izolati diger tim CmEV izolatlari ile en disiik sekans benzerligine sahip olan
izolat olarak tespit edilmistir (Sekil 3).
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Sekil 3. Cucumis melo endornavirus izolatlarinin amino asit diizeyinde birbirleri ile gostermis olduklari sekans

benzerlik oranlari

o

CmEV izolatlarinin molekiler karakterizasyonlari amaci ile daha 6nceden gergeklestirilen ¢alismalar
sonucunda da izolatlarin birbirleri ile %6-10 arasinda sekans farkliliklari gosterebilecegi belirtilmistir
(Sabanadzovic ve ark., 2016; Karanfil ve Korkmaz, 2020). Bu baglamda bu galisma kapsaminda elde edilen
sonuclar daha dnceki calismalara paraleldir. izolatlarin filogenetik analizleri sonucunda ise 4 grubun olustugu
gorilmistir. Bu gruplarin birincisi icerisinde diinyanin farkli bélgelerinden elde edilen ve gen bankasindan
cekilen izolatlar ile bu ¢alisma kapsaminda elde edilen izolatlardan CmEV_139 Balikesir, CmEV_94_Canakkale
ve CmEV_4_Canakkale yer almaktadir. ikinci filogenetik grupta ise daha &nceden iilkemizden elde edilen
MAN_22, MAN_2 ve IZM_7 izolatlar ile bu galisma kapsaminda elde edilen izolatlardan CmEV_135_Bursa
izolati yer almaktadir. Uglincii filogenetik grupta ise sadece bu calisma kapsaminda elde edilen izolatlardan
CmEV_152_Bursa ve CmEV_65_Balikesir izolatlari yer almistir. Son grupta ise yine llkemizden daha énceden
elde edilmis olan 1ZM_36 tek olarak yer almistir (Sekil 4).
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Sekil 4. Cucumis melo endornavirus izolatlarinin nikleotit diizeyinde birbirleri ile géstermis olduklari filogenetik
iliskiler

Gergeklestirilen filogenetik analiz sonucunda da CmEV izolatlarinin kullanilan kismi polyprotein gen
bolgesine (412 bg) gére net olmamakla birlikte diinyanin farkli bélgelerinden elde edilen izolatlardan farkh bir
grup olusturma egiliminde oldugu goérulmektedir. Ayrica tlkemiz izolatlarinin farkh konukgulardan elde
edilmesine ragmen, konukgunun CmEV izolatlarinin filogenetik iliskilerinde rol oynamadigi disinulmektedir.
Ulkemizde CmEV enfeksiyonunun ilk bildirildigi calisma izolatlarin cografik orijinlerinin filogenetik iliskilerde rol
oynamadigl distnildigu bildiriimesine ragmen (Karanfil ve Korkmaz, 2020), Ulkemizdeki izolat varhginin
artmasi ile Tirk izolatlarinin ayri bir gruplanma olusturdugu goérulmektedir (Sekil 4). Ancak kesin olgulara
ulasmak icin daha fazla izolat ve daha biiyik gen bolgesine ait sekans verileri kullanilarak popiilasyon genetigi
analizleri ile daha detayli calismalarin yapilmasi gerektigi disliniilmektedir.

SONUC ve ONERILER

Gergeklestirilen bu calisma lGlkemizde CmEV enfeksiyonunun bugline kadar tespit edilenden ¢ok daha
fazla yaygin oldugu belirlenmistir. Etmenin enfeksiyonunun en ¢ok kavunlarda goriildigu tespit edilmesine
ragmen, Ulkemizdeki konukgu genisliginin giderek arttigi goriilmistir. Nitekim bu galisma ile Glkemizde ilk kez
hiyar ve kabak bitkisinde, diinyada ise ilk kez karpuz bitkisinde etmenin enfeksiyonu tespit edilmistir. Bundan
sonra yapilacak ¢alismalarda o6zellikle daha fazla izolat ve daha biyilk gen bélgeleri kullanilarak biyoinformatik
analizler ile etmenin Glkemizdeki popilasyon yapisinin aydinlatiimasi gerektigine inanilmaktadir. Ayrica her ne
kadar endornaviruslarin konukgularinda asimptomatik olarak da bulunabilecegi bilinmesine ragmen, karisik
enfeksiyonlarda kabakgillerde ciddi verim kayiplarina neden olan diger virtsler ile sinerjistik etkisinin olup
olmadigi arastirilmahdir.

Cikar Catismasi Beyani: Makale yazarlari aralarinda herhangi bir ¢cikar ¢gatismasi olmadigini beyan ederler.

Arastirmacilarin Katki Orani Beyan Ozeti: Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini beyan
ederler.
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