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: Dr.Ogr.Uyesi Orhan BOZAN

Bu ¢alisma, Adana (Kozan, Ceyhan, Karaisali, Imamoglu ve Karatas) ve
Mersin (Silifke,ve Tarsus) illerinde karpuz ve kavun iiretimi yapilan alanlarda
Karpuz mozaik viriisii® (Watermelon mosaic virus, WMV)’niin saptanmasi ve
karakterizasyonu amaciyla 2019 yil1 ilkbahar ve yaz aylarinda yuriitiilmiigtiir. Arazi
cikiglarinda karpuz ve kavun bitkilerinde gelisme geriligi, renk degisikligi,
deformasyon, mozaik, kabarciklasma, geng¢ siirglinlerde ipliklesme ve g¢igek
azalmas1 gibi WMV simptomlar1 gosteren 119 bitkiden (64 karpuz ve 55 kavun)
ornekleme yapilmigtir. Toplanan &rnekler oncelikle DAS-ELISA yontemi ile
testlenmis ve 11 karpuz ve 10 kavun 6rneginin WMV ile infekteli oldugu ortaya
ctkmistir. WMV ye spesifik WMV-3 (CCCAYCAACTGTYGGAAG) ve WMV-5
(GGCTTCTGAGCAAAGATG) primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR
caligmalar1 sonucunda 408 bp biiyiikliige sahip bandlar elde edilmistir. RT-PCR
caligmalar1 sonunda Tarsus (WMV-6, kavun), Tuzla (WMV-7, kavun), Silitke
(WMV-13, karpuz), Kozan (WMV-19, karpuz) izolatlar1 alindiklar1 bélge ve bitki
tiri dikkate alinarak secilmis ve dizi analizi ve filogenetik siniflandirma
caligmalarinda kullanilmistir. Bu ¢alismada elde edilen WMV izolatlari, Tiirkiye
(EU660579), Kore (AB369278), Fransa (JF273463 ve JF273462), italya
(FJ823122) ve Japonya (AB353119)’dan bildirilen WMV izolatlar1 ile % 86,8-%
97,7 oraninda benzerlik gostermis ve filogenetik agac iizerinde WMV nin siddetli
irkinin dahil oldugu G3 grubunun EM3 alt grubunda yer almistir..

Anahtar kelimeler: WMV, DAS-ELISA, RT-PCR, Karpuz, Kavun
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ABSTRACT

Msc THESIS

CHARACTERIZATION OF Watermelon mosaic virus (WMYV) IN
WATERMELON AND MELON GROWING AREAS IN ADANA AND
MERSIN PROVINCES

Selda OZCINAR

CUKUROVA UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION

Supervisor  : Assoc. Prof. Dr. Muharrem A. KAMBEROGLU
Year: 2020, Pages: 72
Jury : Assoc. Prof. Dr. Muharrem A. KAMBEROGLU
: Prof. Dr. Giilsen SERTKAYA
: Asst. Prof. Dr. Orhan BOZAN

This study was carried out in the spring and summer of 2019 with the aim
of detection and characterization of Watermelon mosaic virus (WMV) in
watermelon and melon production areas in Adana (Kozan, Ceyhan, Karaisali,
Imamoglu and Karatas) and Mersin (Silifke and Tarsus) provinces. Sampling was
done from 119 plants (64 watermelons and 55 melons) showing WMV symptoms
such as development retardation, discoloration,, deformation, mosaic, bubbling,
spinning and flower reduction in young shoots in surveys. The collected samples
were first tested by DAS-ELISA method and 11 watermelon and 10 melon samples
were found to be infected with WMV. As a result of RT-PCR studies using WMV-
specific WMV-3 (CCCAYCAACTGTYGGAAG) and WMV-5
(GGCTTCTGAGCAAAGATG) primer pairs, 408 bp size bands were obtained. At
the end of RT-PCR studies, Tarsus (WMV-6) melon, Tuzla (WMV-7) melon,
Silifke (WMV-13) watermelon, Kozan (WMV-19) watermelon isolates were
selected by considering the region and plant species and used in sequence analysis
and phylogenetic classification studies. WMV isolates obtained in this study
showed % 86,8-% 97,7 similarities with WMV isolates reported from Turkey
(EU660579), Korea (AB369278), France (JF273463 and JF273462), Italy
(FJ823122) and Japan (AB353119) and took place in EM3 sub-group of the G3
group that included severe strains of WMV in phylogenetic tree.

Key Words: WMV, DAS-ELISA, RT-PCR, Watermelon, Melon
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GENISLETILMIS OZET

Sebzeler zengin mineral ve vitamin igeriklerinden dolay1 insan
beslenmesinde énemli bir yer tutmaktadir. Tiirkiye, diinyada en fazla sebze iireten
iilkelerden biridir. Cukurova bolgesi iklimi ve ekolojik kosullarmin uygun
olmasindan ve tarima elverisli arazilerin varligindan otiiri genis alanlarda sebze
iiretiminin yapildig1 bir bolgemizdir. Bu sebzeler igerisinde domates 1. sirada yer
alirken, bunu kabakgiller takip etmektedir. Diinyanin tropik ve iliman bolgerinde
yaklasik 125 cins ve 960 tiir kabakgil bulunmaktadir (Jeffrey 2005).

Bitki virlis hastaliklar1 kabakgillerde verim ve kaliteyi diisiirerek
pazarlanabilir {iriin miktarinda ciddi azalmalara neden olmaktadir. Kabakgiller
diinya genelinde yaklasik olarak 60 viriis tarafindan hastalandirilabilmekte ve her
gecen giin yeni bir virlis tiirli saptanmaktadir. (Provvidenti, 1996; Lecoq ve
Desbiez, 2012; Romay ve ark. 2014). Bu viriis tiirlerine baktigimiz zaman en
yaygin olarak goriilen ve ekonomik olarak dnemli kayiplara neden olan viriisler
Kabak sar1 mozaik viriisii (Zucchini yellow mosaicvirus; ZYMV), Hiyar mozaik
virtisit (Cucumber mosaic virus; CMV), Karpuz mozaik viriisii (Watermelon
mosaic virus; WMV) ve Papaya halkali leke viriisii (Papaya ring spot virus-W;
PRSV-W)’diir.

WMV, bitki viriislerinin en genis grubu olan Potyvirus grubunda yer alir,
ipliksi, tek sarmal RNA (750 nm) iceren yaklasik 10.035 niikleotidli ve 49 kDA
biyiikliigiinde kilif proteini vardir. WMV diinya geneline yayilmis bir viriis
olmakla beraber, 6zellikle iliman iklimin hakim oldugu bolgelerde ve Akdeniz
Bolgesinde daha yaygindir (Sharifi ve ark., 2008). Bu viriis kabakgil bitkilerinde
gelisme geriligi, kloroz, mozaik, deformasyon, geng¢ siirgiinlerde ipliklesme ve
cicek azalmasi simptomlariyla kendini gostermekte ve bunlara bagli olarakda iiriin
kayiplarina neden olmaktadir (Thomas, 1971; Greber,1978; Demski ve Sumner,

1979; Duki¢ ve ark., 2002).
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Ulkemizde kabakgil viriis hastaliklar1 konusunda cesitli calismalar
yiriitiilmiis ve mevcut olan 6nemli viriis hastaliklar1 saptanmistir. Ancak Karpuz
mozaik viriisi (WMV) ile ilgili 6zellikle molekiiler diizeyde ve irk bazinda
yapilmig kapsamli bir ¢aligma bulunmamasidan &tirii WMV arastirma konusu
olarak secilmistir. Bu ama¢ dogrultusunda, Adana (Karatag, Ceyhan, Karaisali,
Imamoglu ve Kozan) ve Mersin (Silifke ve Tarsus) illeri karpuz ve kavun iiretim
alanlarinda 2019 yili ilkbahar ve yaz aylarinda gerceklestirilen survey
caligmalarinda; karpuz ve kavun bitkilerinde gelisme geriligi, yapraklarda sekil
bozuklugu, mozaik, kabarciklagsma ve renk degisikligi gibi WMV simptomlari
gosteren bitkilerden Ornekler alimarak DAS-ELISA ve RT-PCR calismalan ile
viriistin varligt anlagilmis ve WMV izolatlarinin karakterizasyonu ve dizi
analizlerinin yapilmasiyla diinyadaki ve iilkemizdeki diger izolatlar ile akrabalik
iligkilerinin belirlenmesi gerceklestirilmeye calisilmistir.

Yapilan surveylerde Adana’dan (Ceyhan, Kozan, Karaisali, Imamoglu ve
Karatag) 44 karpuz ve 30 kavun 6rnegi, Mersin’den (Silifke ve Tarsus) 20 karpuz
ve 25 kavun 6rnegi olmak iizere toplamda 119 bitki 6rnegi (64 karpuz ve 55 kavun)
alinarak DAS-ELISA yontemi ile testlenmis 11 karpuz ve 10 kavun o6rneginin
WMV ile bulagik oldugu saptanmistir. ELISA testleri sonucunda WMYV ile bulagik
oldugu saptanan ornekler ile diisiik absorbans degeri alinan ve siipheli kabul edilen
orneklerden hazirlanan total NA’lar kullanilarak yapilan PCR ¢alismalarinda
WMV’ne 6zgili primer ¢ifti kullanilmis ve 408 bp biiyiikliige sahip bandlar elde
edilmistir. RT-PCR ¢aligmalar1 sonucunda, band elde edilen her 6rnek bir izolat
kabul edilmis ve alindiklari bolge ve bitki tiiriine dikkat edilerek segilen Tarsus
(WMV-6) kavun, Tuzla (WMV-7) kavun, Silifke (WMV-13) karpuz, Kozan
(WMV-19) karpuz izolatlar1 dizi analizi ve filogenetik siniflandirma ¢alismalarinda
kullanilmistir. Elde edilen izolatlarin Tiirkiye, Kore, Fransa, Italya ve Japonya’dan
bildirilen izolatlarla benzer oldugu ve bu izolatlarin G3 grubunun EM3 alt

grubunda yer aldig1 gézlenmistir.
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Yiiriitiilen bu tez ¢alismasinda serolojik ve molekiiler yontemler kombine
sekilde uygulanarak arazide silipheli olarak degerlendirilen 6rneklerin WMV ile
bulagik oldugu saptanmig ve WMV’niin molekiiler karakterizasyonu yapilarak
diinyada ve iilkemizde bildirilen izolatlar ile benzerlik oranlarinin belirlenmesi
saglanmustir.

Karpuz ve kavun bu bolgelerde genis alanlarda yetistirildiginden 6nemli
Olclide hastalik ve zararli miicadeleside gerektirmektedir. Viriisler o6zellikle
kimyasal miicadelesinin olmamasi, genis konukcu agina sahip olmalar1 ve vektorler
ile genis alanlara tasinabilmelerinden Otiirli ayr1 bir 6nem arz etmektedirler bu
nedenle viriis hastaliklarina kars1 yapilacak olan etkili bir vektor miicadelesine ek
olarak, viriisten ari iiretim materyali kullanilmali, yabanci ot miicadelesi ¢ok iyi bir
sekilde yapilmali, belirli araliklarla bolgede surveyler yapilarak mevcut viriislerin
hangileri oldugu tespit edilip, bu viriislere karsi dayanikli gesit {iretimi igin
caligmalar yapilmalidir. Bélgede bulunan iireticilerin bilinglenmesi agisindan viriis

hastaliklar1 miicadelesi konusunda egitimler diizenlenmelidir.
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1. GIRIS Selda OZCINAR

1. GIRIS

Sebzeler zengin mineral ve vitamin igeriklerinden dolayr insanlarin
beslenmesinde énemli bir yer tutmaktadir. Tiirkiye, diilnyada en fazla sebze iireten
iilkelerden biridir. Cukurova bolgesi iklimi ve ekolojik kosullarmin uygun
olmasindan ve tarima elverisli arazilerin varligindan otiiri genis alanlarda sebze
iiretiminin yapildig1 bir bélgemizdir.

Kabakgiller insanlar tarafindan kiiltiire alman ilk bitki tiirlerindendir ve
insanlarin besin olarak kullandig: bitki tlirlerinin ¢ogu bu familya igerisinde yer
almaktadir (Lira Saade ve Montes Hernandez 1994). Kabakgiller Cucurbitales
takiminin, Cucurbitaceae familyasindandir. (Simson 2006). Diinyanin tropik ve
tliman bolgerinde yaklasik 125 cins ve 960 tiir kabakgil bulunmaktadir (Jeftrey
2005). Kavun (Cucumis melo L.), hiyar (Cucumis sativus L.), kabak (Cucurbita
pepo L.), karpuz (Citrullus vulgaris L.), bal kabagi (Cucurbita moschata L.),
kestane kabagi (Cucurbita maxima L.) ve acur (Cucumis anguria), Cucurbitaceae
familyasimin tarimi en ¢ok yapilan tiirlerindendir (Giinay, 1993).

Serada ve agik alanda yetistirilebilen kabakgiller gerek besin igerikleri,
gerekse vitamin igerikleri bakimindan oldukga zengindir. Ozellikle kavun ve
karpuz, yiiksek su igerikleri, tat, istah agicilik ve serinletici 6zelliklerinden otiirii
yaz mevsiminde c¢okca tiiketilen sebzelerdendir. Ayrica kavun ve karpuz taze
olarak, konserve, tursu ve recel gibi bir¢ok farkli kullanim alanlariyla hayatimiza
girmigstir (Karamanli, 2007).

Tiirkiye 1.056.000 hektarlik alanda yaklasik olarak 30 milyon ton sebze
iiretimiyle diinyanin en fazla sebze iireten {iilkelerinden biri konumundadir. Bu
dretimin icersinde kabakgiller yaklasik olarak %40’lik bir paya sahiptir.
Kabakgiller familyasi i¢erisinde karpuz ve kavun en fazla iiretilen tiirlerdendir
(Cat ve ark., 2016).

Diinya karpuz iiretimine baktigimizda FAO (2019) verilerine gore

diinyada 2018 yilinda 118.413.465 milyon ton karpuz iiretimi yapilmistir. Cin
1
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79.276.300 milyon ton ile diinya karpuz iiretiminde ilk sirada yer alirken, bunu iran

4.059.786 milyon ton ile ve Tiirkiye 4.011.313 milyon ton karpuz iiretimi ile takip

etmektedir (FAO-2019).

Cizelge 1.1. Ulkelere Gére Diinya Karpuz Uretim Alanlari ve Miktarlart (Ton)

(FAO, 2019)
Ulke Ekilen Alan (da) Uretim (Ton)
Cin 1.859.683 79.486.961
iran 136.190 4.059.786
Turkiye 133.636 4.011.313
Brezilya 105.064 2.314.700

Tiirkiye karpuz iiretimine baktigimiz zaman 2018 yilinda 864 bin dekar
alanda iiretim yapilmis ve il bazinda baktifimizda en ¢ok iiretim Adana’da
gerceklestirilmis olup 2018 yilinda iilkemizin karpuz iiretiminin yaklasik %251
burada yapilmistir. Diger illermizde ki karpuz iiretim miktarlarina baktigimiz
zaman 2.sirada Antalya yer almakta ve bunu sirasiyla Bursa, Sanlmurfa ve

Diyarbakir illerimiz takip etmektedir.

Cizelge 1.2. Tiirkiye Karpuz Uretim Alanlar1 (da) ve Karpuz Uretim Miktarlari
(Ton) (TUIK, 2019)

yil Ekilen Alan (da) Uretim (Ton)
2014 954.627 3.885.617
2015 935.458 3.918.558
2016 919.927 3.928.892
2017 904.884 4.011.313
2018 863.610 4.031.174
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Cizelge 1.3. Adana ve Mersin ngr.i Karpuz Uretim Alanlar1 (da) ve Karpuz Uretim
Miktarlar1 (Ton) (TUIK, 2019)

Yil iL Ekilen Alan (da) Uretim (Ton)
ADANA 114.556 726.030
2014 _
MERSIN 21.607 135.560
ADANA 143.601 781.716
2015 _
MERSIN 23.330 147.569
ADANA 121.115 796.795
2016 .
MERSIN 22.115 139.900
ADANA 120.206 831.684
2017 :
MERSIN 23.606 148.914
ADANA 144.886 1.006.322
2018 A
MERSIN 23.850 151.057

Diinya kavun tiretimine baktigimizda Cin 17.082.608 milyon ton iiretim ile
ilk sirada yer almakta bunu sirastyla Tiirkiye 1.813.422 milyon ton ile ve Iran

1.591.414 milyon ton ile takip etmektedir. (FAO-2019)

Cizelge 1.4. Ulkelere Gore Diinya Kavun Uretim Miktarlar1 (Ton) (FAO, 2019)

ULKE Ekil(el-r:a;)Alan l:_rl'_(zt:lr)n
CiN 490.327 17.147.817
TURKIYE 81.720 1.813.422
iRAN 78.965 1.591.414
MISIR 41.221 1.102.599

Ulkemizin ¢ok soguk bolgeleri disinda neredeyse her bolgesinde
yetistirilebilen kavunun en fazla iiretimi Marmara Bolgesi’nde gerceklestirilmekle

beraber, I¢ Anadolu, Dogu Anadolu ve Giineydogu Anadolu Bélgeleri de énemli
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derecede kavun yetistiriciliginin yapildig1 bolgelerimizdir. il bazinda baktigimiz

zaman kavun iiretimi en fazla Ankara’da yapilmakta, bunu Manisa, Diyarbakir,

Balikesir ve Konya illeri takip etmektedir. (TUIK, 2019).

Cizelge 1.4. Tiirkiye Kavun Uretim Alanlar1 (da) ve Kavun Uretim Miktarlari
(Ton) (TUIK, 2019)

Uretim
Yil Ekilen Alan (da)

(Ton)
2014 791.488 1.707.302
2015 790.524 1.719.620
2016 786.632 1.854.356
2017 774.108 1.813.422
2018 735.176 1.753.942

Cizelge 1.5. Adana ve Mersin Illeri Kavun Uretim Alanlari (da) ve Kavun Uretim
Miktarlari (Ton) (TUIK, 2019)

Yil il Ekilen Alan (da) Uretim (Ton)
2014 ADANA 26.126 128.428
MERSIN 5.503 21.192
2015 ADANA 28.635 143.601
MERSIN 5.667 21.884
2016 ADANA 37.339 198.660
MERSIN 5.847 19.884
2017 ADANA 40.284 184.974
2018 ADANA 44.321 202.233

Bitki virtis hastaliklari

kabakgillerde verim ve kaliteyi diisiirerek

pazarlanabilir iirlin miktarinda ciddi azalmalara yol agmaktadir. Viriisler bitkilerde

bircok faktdre bagli olarak cesitli simptomlar meydana getirmektedir, bunlar
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biyotik ve abiyotik faktorlerin olusturdugu simptomlar ile ¢ogu zaman benzerlik
gosterir ve karigtirtlirlar. Viral hastaliklar ile fungal ve bakteriyel hastaliklar da
oldugu gibi kimyasal miicadele yapilma olanagi yoktur ve bu durum virlis
hastaliklarinin  dnemini arttirmaktadir, ayrica son yillarda yapilan ¢aligmalar
viriislerin bitkilerde meydana getirdigi hastaliklarin diger etmenlere gore daha
yaygin oldugunu gostermistir. (Yardimei, 2013).

Viral hastaliklarin orani, viriis-vektdr-konuk¢u ve ¢evre faktorlerine gore
her y1l degisim gostermektedir. 1974 yilinda yapilan bir ¢alismaya géore WMV-2
erken donemde enfeksiyon olusturdugunda kabak bitkilerinde meyve olusumunda
% 67, bitki gelisiminde ise % 60 oraninda azalmalara neden olurken bitkiler geg
donemde viriis tarafindan enfekte edildiginde bu oran meyve olusumunu % 19 ve
bitki gelisimini ise % 15 oraninda etkilemektedir. (Nome ve ark., 1974).

Virlisler; mekanik olarak, toprakla, tohumla, vegetatif c¢ogalma
materyalleri ile kiiskiitle, astyla, ve vektorlerle genis alanlara taginip yayilabilmekte
ve viriislerin yaklasik olarak 1/5’i tohumla tasginmaktadir (Antignus, 1999). Genis
konukcu dizisine sahip olmayan viriislerde tohum ile tasimma, yasayabilmek ve
mevsim gegisleri igin onemli bir aractir. (Erkan, 1998).

Diinya’da kabakgillerde Onemli =zararlar yapan ve ciddi ekonomik
kayiplara yol agan ¢ok sayida viriis hastaligit mevcuttur (Zitter ve ark., 1996).
Kabakgil bitkileri diinya genelinde yaklasik olarak 60 virlis tarafindan
hastalandirilabilmekte ve her gecen giin yeni bir viriis tiirli saptanmaktadir
(Provvidenti, 1996; Desbiez ve Lecoq, 2012; Romay ve ark. 2014). Tiirkiye’de
kabakgil {iretim alanlarinda en ¢ok goriilen virlis tiirleri Zucchini sar1 mozaik
viriisti (Zucchini yellow mosaic potyvirus, ZYMV), Hiyar mozaik viriisii
(Cucumber mosaic cucumovirus, CMV), Karpuz mozaik viriisii 1 (Watermelon
mosaic 1 potyvirus, WMV-1), Karpuz mozaik viriisi 2 (Watermelon mosaic 2
potyvirus, WMV=-2) ve kabakgil afitle tasinan sarilik viriisii (Cucurbit aphid-borne
yellows luteovirus, CABYV)’ diir (Nogay, 1983; Yilmaz ve ark., 1992; Citir ve

ark., 1998; Sevik ve Sokmen, 2001; Sertkaya veYiiksel, 2018).
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Akdeniz Bolgesi’nde kiiltiirii yapilan kabakgillerde, yaklasik 28 farkh
viriis rapor edilmis, bu viriis ¢esitliliginin muhtemelen konukgularin ekolojik ve
genetik  c¢esitliliginden kaynaklandigi disiiniilmektedir. Kabakgiller klasik
yagmurlama sulamayla karpuz yetistriciliginden, topraksiz isitilmig seralarda hiyar
yetistiriciligine kadar degisen farkli tarimsal ekosistemlerde tiretilmektedirler. Bu
cesitli cevre kosullari, spesifik viriisler ve onlarin vektorleri igin istenen kosullari
olusturmaktadir. Farkli tiir viriisler benzer yaygmliga ve ekonomik etkiye sahip
degildir. 26 Akdeniz iilkesinin yarisindan fazlasinda yaygin olarak gdoriilen 4 viriis
rapor edilmistir. Bunlar; WMV, CMV, ZYMV ve CABYV’dir. (Desbiez ve
Lecogq., 2012).

Cizelge 1.6. WMV Taksonomisi

Familya Potyviridae
Cins Potyviris
Tir Water melon mosaic viriis

Kisaltmasi WMV

WMV-2 ilk olarak Webb ve Scott tarafindan 1965 yilinda karpuz da tespit
edilmis, daha sonra diinyanin kabakgil {iretilen bir¢ok iilkesinden de rapor
edilmistir (Gibbs ve ark., 2008; Alonso-Prados ve ark., 2003; Nameth ve ark.,
1986; Davis, 1987).

Tiirkiye de WMV ilk olarak Nogay ve Yorganci tarafindan 1984 yilinda
tespit edilmis, daha sonra yapilan kabakgil survey c¢alismalann ile baz1
aragtirmacilar tarafindan da bildirilmistir (Erdiller ve Ertung, 1988; Yilmaz ve ark.,
1992; Kaya ve Erkan, 2011; Citir ve ark., 1998; Sevik ve Arli-S6kmen, 2003).

Water melon mosaic viris, WMV-1 ve WMV-2 olarak 2 farkli isimle

kargimiza ¢ikmakta ve bu durum kafa karigikligina yol agmaktadir. Bazi
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aragtirmacilar bu konu hakkinda calismalar yapmislar ve WMV niin fakli rklan
oldugunu rapor etmislerdir.

Webb ve Scott 1965 yilinda ¢apraz koruma deneylerine, serolojik iligkilere
ve konakg1 araligina dayanarak WMV izolatlarint WMV-1 ve WMV-2 olarak 2
ayri gruba ayirmiglardir. WMV-1 sadece Cucurbitacea familyasinda infeksiyona
neden olurken, WMV-2’nin Chenopodiaceae, Malvaceae, Leguminosae
familyalarinda da hastalifa neden oldugu ortaya ¢ikmistir. WMV-2 kabakgillere
bulasan ilk potyviriistir, SMV (Soybean mosaic virus) ile dizi analizlerinin
benzerligi, genis konukgu agi ile ilk zamanlar SMV’nin bir irk1 santlmistir. WMV—
2’niin ful dizi analizi yapildiginda SMV ile ¢cok yakin akraba oldugu ancak farkl
taksonomik siniflarda bulundugu bildirilmistir. WMV-2, BCMV (Bean common
mosaic virus) ile de % 85 oraninda benzer bulunmugtur.

1979'da Purcifull ve Hiebert, WMV-1 ve WMV-2nin serolojik olarak
farkli oldugunu ve WMV-1'in Papaya halkal1 leke viriisii Watermelon 1rk1 (PRSV-
W) ile yakindan iligkili oldugunu bildirmislerdir. (Purcifull ve Hiebert., 1979)
WMV-1, PRSW'hin W ki olarak kabul edilicken WMV-2, WMV olarak
adlandirilmigtir. Bu arastirmacilar FAS' ta inceledikleri bir WMV izolatinin,
aslinda farkli bir tiir oldugunu Fas karpuz mozaik viriis olarak kabul edilen iigiincii
bir gruba ait oldugu bildirilmistir. Boylece, baglangicdaki WMV kompleksinden ii¢
farkli potyviris tiirii olan WMV, PRSV tip W ve MWMYV (Moroccan watermelon
mosaic virus) ortaya ¢ikmustir.

WMV potyviriis grubundan kivrimli yapida ipliksi partikiillere sahip,730-
765 nm uzunlukta yaklasik 10.035 niikleotidli tek iplikli RNA yapisinda, 49 kDA
bliyiikliiglinde kilif proteini olan bir viriistiir (Purcifull ve ark., 1979). WMV ile
bulasik bitkilerde mozaik, gelisme geriligi, gen¢ siirgiinlerde ipliklesme
yapraklarda renk acilmalari, deformasyon ve ¢icek azalmasi simptomlari
gozlenmekte ve Onemli derecede {irtin kayiplari meydana gelmektedir (Thomas,

1971; Greber, 1978; Demski ve Sumner, 1979; Pefia-Iglesias ve Gonzales, 1973).
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WMV 19 cinse ait 38’den fazla yaprak biti (Myzus persicae, Macrosiphum
euphorbia, Aphis gossypii, A. craccivora, A. Citricola ve Toxoptera citricidus)
tirleri ile non-persistent olarak taginip yayilabilmektedir. (Karl ve Schmelzer,
1971; Adlerz, 1974; Greber,1978; Yamamoto ve Ishii, 1980; Yamamoto ve
ark.,1982).

Viriis hastaliklardan korunmak igin genellikle eradikasyon, sanitasyon,
vektorlerle miicadele ve dayanikli ¢esit kullanimi 6nerilmektedir. Quemada ve ark
(1990) ve Namba ve ark. (1992). dayamikliligin genellikle patojene spesifik
olmasina ragmen, viriis hastaliklarindan korunmanin en ekonomik yolunun
dayanikli ¢esit kullanmak oldugunu bildirmislerdir.

Ulkemizde saptanmig ve kabakgillerde zarar olusturan onemli viriislerden
biri olmasina ragmen, WMV ile ilgili 6zellikle molekiiler diizeyde ve irk bazinda
yapilmig kapsamli bir calisma bulunmamaktadir. Bu tez ¢aligmasi, Adana ve
Mersin illerinde karpuz ve kavun yetistirilen bazi1 alanlarda WMV niin biyolojik,
serolojik ve molekiiler yontemlerle saptanmasi1 ve karekterizasyonu amaciyla

yiiritilmistiir.
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WMV-2 ilk olarak Webb ve Scott tarafindan 1965 yilinda karpuz da tespit
edilmis, daha sonra diinyanin kabakgil iiretilen bir¢ok {ilkesinden de rapor
edilmistir (Gibbs ve ark., 2008; Alonso-Prados ve ark., 2003; Davis, 1987; Nameth
ve ark., 1986).

Tirkiye de WMV ilk olarak Nogay ve Yorganci tarafindan 1984 yilinda
tespit edilmig, daha sonra yapilan kabakgil survey c¢aligmalari ile bazi
aragtirmacilar tarafindan da bildirilmistir (Erdiller ve Ertung, 1988; Yilmaz ve ark.,
1992; Kaya ve Erkan, 2011; Citir ve ark., 1998; Sevik ve Arli-Sokmen, 2003).

WMYV Potyviridae familyasindan potyviriis grubunda bulunmakta kivrimh
yapida ipliksi partikiillere sahiptir, 730-765 nm uzunlukta ve yaklagik olarak
10.035 niikleotidli tek iplik¢ikli RNA igermektedir. 49 kDA biiyiikliigline sahip
kilif proteini bulunmaktadir.(Purcifull ve ark., 1979).

WMYV ile bulasik bitkilerde yapraklarda kloroz, genel bodurluk, mozaik ve
deformasyon, geng siirgiinlerde ipliklesme, cicek ve meyve azalmasi goriilmekte ve
onemli {riin kayiplart meydana gelmektedir. (Thomas, 1971; Greber, 1978;
Demski ve Sumner, 1979; Pena-Iglesias ve Ayuso Gonzales, 1973).

WMV-2’nin Malvaceae, Leguminosae ve Chenopodiaceae familyalarida
dahil ¢esitli yabanci ot ve siis bitkilerinde hastalifa neden oldugu bildirilmistir
(Grogan ve ark., 1959; Nelson ve Tuttle,1969; Adlerz, 1969).

Fischer ve Lockhart (1974), Fas’ta kabakgillerde yaptiklari c¢alismada
WMV’niin ciddi {riin  kayiplarina sebep oldugunu ve yaprak bitleriyle
tasinmasinda Myzus persicae ile taginmanin Aphis fabae’ye gore daha etkin
oldugunu bildirmislerdir.

Sako ve ark. (1980), Kabakgillerde mevcut olan WMV ve CMV’nin
simptomatolojik, serolojik ve molekiiler yontemlerle analizini yapmiglar. Mekanik

inokulsyonundan bir hafta sonrasinda kotiledon, yaprak, hipokotil ve koklerden
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yapilan testlerin en gilivenilir sonuglar1 verdigini ve viriis ile enfekteli dokularin
CaCl2’de kurutularak daha sonra kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Purcifull ve ark.(1984), Florida’da mozaik simptomu gosteren 39 kabak
ornegi toplamig ve SDS-immunodiffusion testi ile WMV-1, WMV-2, WMV-M,
SgGMV ve CMV ile testlemislerdir. Orneklerden 21 tanesinin WMV-2, 7 tanesinin
WMV-1, 8 tanesinin WMV-1+WMV-2 ile karisik, 3 tanesinde de WMV-2’ye
benzeyen fakat farkli bir viriisle bulasik oldugunu gézlemlemislerdir. WMV-2’ye
benzeyen izolatlardan bir tanesini (1119) sera kosullarinda sakiz kabagina mekanik
inokulasyon ile bulastirmislar ve yapraklarda; sistemik mozaik, damar bantlagsmasi,
kivrilma ve kabarcik seklinde simptomlar goriilmiistiir.1119 nolu bu izolatin
1982°de Florida da farkli bolgelerde bulunan ZYMV’ye serolojik ve
simptomatolojik olarak benzerlik gosterdigi bildirilmistir.

Lisa ve Lecoq (1984), Kabakgillerde 32 adet viriis ve viriis benzeri hastalik
etmeni tespit edildigini ve bu virlislerin 26 adedinin mekanik olarak 6zsu ile 9
adedinin ise tohum ile tasindigini rapor etmislerdir. Bunlar igerisinde ise; ZYMYV,
CMV, SgMV, WMV-2 ve PRSV'nin kabakgillere zarar veren onemli viriisler
oldugunu bildirmislerdir.

Dodds ve ark. (1984), Kaliforniya’da kabakgil viriislerinin taginmasinda
etkili olan yaprakbitleri ve beyazsinekleri incelemigtir. WMV-1 ve SqMV’nin
yaprak bitleri ve beyazsineklerle tasindigini gdzlemlemis, fakat mevcut olan
WMV-2 ve CMV viriislerinin tagimmadigimi gézlemlemiglerdir.

Abu-Samah (1985), WMV-1 ve WMV-2 arasindaki bag1 niikleotid sekans
homolojisine gore arastirmis ve bu iki viriisiin farkli viriisler oldugunu bildirmistir.

Thouvenel ve ark. (1986), Nijerya’da bal kabaklarinda virlis simptomlari
gozlemlemisler ve yapilan testler sonucunda bu virlisin WMV-1 oldugunu
anlamislardir. Bu ¢alisma ile Afrika’nin tropik bolgelerinde WMV-1 ilk kez rapor
edilmistir.

Davis ve Muziki (1987), New Jersey’de kabakgillerde hastaliga neden olan

farkl viriisler tespit etmistirler. 1983°te kabakgillerde en yaygin viriis WMV iken
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en siddetli viriis CMV olmustur. 1984’te PRSV-W kabakgillerde en yikic etkilere
neden olan virliis olmustur. 1985’te ZYMV virilisine New Jersey’de ilk kez
rastlanmig ve kabakgillerde siddetli kayiplar meydana getirmistir.

Antignus ve ark. (1989), Israil’de yaptiklar1 surveylerde; kabakgillerde
hastaliga neden olan potyviriislerden 6rnekler almig ve ZYMV ile WMV-2’nin
biyolojik ve serolojik karakterizasyonunu yapmislardir.

Fernandes ve ark. (1991), Louisiana’nin giineydogusunda viriisle siipheli
olan kavun, karpuz, kabak ve hiyar bitkilerinden 6rnekler toplayip bunlari ELISA
ve mekanik inokulasyon calismalar1 yaparak testlemislerdir. Orneklerde 5 farkli
viriislin varlig1 tespit edilmistir. En yaygin viriis %50 oran1 ile WMV-2 olmustur,
PRSV-W %45, CMV %43, ZYMV %27 ve TRSV %21 oraninda 6rneklerde
karsilagilmistir. Bu ¢alisma Louisiana’da viriisler i¢in ilk rapordur.

Perring ve ark.(1992), Kaliforniya’da, kabakgil iiretim alanlarinda survey
caligmalar1 yapmiglar ve WMV-2 ve ZYMV viriislerinin ekonomik anlamda ¢ok
biiyiik zarara neden oldugunu bildirmislerdir.

Lecoq ve ark. (1992), Fransa’ da kabakgiller de bir ¢ok viriis hastaliginin
goriildigiinti, oOzellikle afitlerle tagimman CMV, WMV-2 ve ZYMV’ye sik
rastlandigini, tiretim de CABYV viriisiiniin de 6nemli sorunlara neden oldugunu
bildirmiglerdir.

Dogimont ve ark. (1996), Fransa’da 1996 yilinda yaptiklar bir ¢alismada
kabakgillerin afitlerle tasinan bir¢ok viriisten etkilendigini bildirmislerdir. CMV,
WMV-2 ve ZYMV adli viriislerin yaygin oldugunu ve son yillarda yayginlagan
kabakgillerde afit kaynakli sarilik viriisii (CABYV) diye adlandirilan viriisiinde
iiretim alanlarinda varligini gézlemlemislerdir.

Grafton-Cardwell (1996), Kaliforniya’da 1988-1989 yillar1 arasinda kavun
yetistirilen alanlarda 6nemli zararlar meydana getiren WMV-2, ZYMV, CMV, ve
PRSV-W viriisleri i¢in ¢alismalar yapmis ve WMV-2’ nin en yaygin viriis hastaligi

oldugunu saptamistir.
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Luis-Artega ve ark. (1998), ispanya’da kavun ekilen alanlarda 1995-1996
yillarinda yaptiklart ¢aligmalarda CMV ve WMV-2 en ¢ok saptanan viriisler
olmustur.

Abou-Jawdah ve ark. (2000), Liibnan’da yaptiklar1 bir ¢aligma ile kabakgil
bitkilerinde en yaygin viriislerin ZYMV ve CABYV oldugunu, en ¢ok WMV ve
PRSV-W’nin bulundugunu ve CMV’ye az da olsa rastlandigini bildirmislerdir.
Kabaklarda ZYMV’den korunmada ¢apraz korunmanin etkili oldugunu ve viriis
hastaliklarinda malglamanin da miicadele igin etkili bir yontem oldugunu
belirtmislerdir.

Dukic ve ark. (2002), Yugoslavya’da yazlik kabaklarda mevcut olan
viriislerin biyolojik ve serolojik karakterizasyonunu yapmiglar ve ELISA
testlemeleri sonucunda ZYMV, CMV ve WMV-2’ye rastlamiglardir.

Alonso-Prados ve ark. (2003), Ispanya’da yapilan bir ¢alismada, kavun
yetistirilen 3 farkli agik alanda mozaik simptomuna neden olan hastaliklar
belirlemek i¢in 3 yil siiresince gozlem yapmiglardir. Bu alanlarda mozaik
belirtisine neden olan viriislerden Hiyar mozaik virtisiit (Cucumber mosaic virus,
CMYV), Karpuz mozaik viriisii (Watermelon mosaic virus, WMV-2), Papaya halkali
leke virtisii (Papaya ringspot virus watermelon strain, PRSV-W) ve Kabak sari
mozaik viriisii (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV)’niin varhigin1 saptamiglardir.

Desbiez ve Lecoq (2004), WMV-2’niin tiim diinyaya yayilmis oldugunu
Ozellikle de Akdeniz iilkelerinde ve iliman iklime sahip olan bolgelerde yaygin
oldugunu bildirmislerdir. WMV=-2 ile Soybean mosaic virus’ iin dizi analizlerinin
benzerligi, genis konukg¢u agi ile SMV’nin bir ki sanilmistir,. WMV-2 ’niin ful
dizi analizi yapildiginda SMV ile ¢ok yakin akraba oldugu ancak farkli taksonomik
siniflarda bulundugu bildirilmistir.

Ali ve ark. (2004), Pakistan’in kuzeybatisinda ki bdlgelerde yetistirilen
kabakgillerde mozaik, kloroz ve yaprak deformasyonu simptomlar1 gozlemlemisler
ve Dot Immunobinding yontemi ile bu alanlarda Zucchini yellow mosaic virus

(ZYMYV), Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMYV), Watermelon mosaic
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virus-2 (WMV-2) ve Papaya ring spot virus (PRSV)’iin var oldugunu
belirlemislerdir. En yaygin olarak % 46,9 oraninda CGMMV ’ye rastlandigini, bunu
sirastyla ZYMV’nin % 14,8, WMV-2’nin % 12,5 ve PRSV’nin % 7,8 orani ile
takip ettigini bildirmiglerdir.

Ioannou ve ark. (2005), Kibris’ ta kabakgil iiretilen alanlarda yaygin olan
virlislerin varligini saptamak amaciyla kabakgil yetistirilen 5 bolgeden 2993 tane
hiyar, kabak, kavun ve karpuz 6rnegi toplamiglardir. Toplanan 2993 tane 6rnek
ZYMV (Zucchini yellow mosaic virus), CMV (Cucumber mosaic virls), SQMV
(Squash mosaic viris), WMV (Watermelon mosaic viriis), PRS-W (Papaya
ringstop viris type W) ve CABYV (Cucurbite aphid-borne yellows viris) ile
testlemislerdir. En yaygmn viriisiin %45°lik bir oranla ZYMV oldugu ortaya
cikmistir, bunu sirasiyla % 20.8 ile PRSV-W, %20.8 ile CABYV ve %7.8 orani ile
WMV takip etmistir, CMV ve SQMV’lerine kabakgillerde rastlanmamustir.

Ko ve ark. (2006), Giiney Kore’nin Jeonnam kentinde hiyar iiretilen
alanlarda mevcut olan viriis hastaliklarini, bunlarin yayginlhik ve dagilimim
belirlemek icin ¢aligmalar yapmistir. RT-PCR yontemi ile testlemeler yapmis ve
%48.7 CGMMYV, %3.8 KGMMV (Kyuri green mottle mosaic virus), %15.7
ZYMV, %9.3 PRSV ve %5.1 WMV olarak hastalik oranlarini belirlemistir.

Ali ve ark. (2006), Potyviriis olan WMV niin genellikle 1liman bolgelerde
ve Akdeniz iilkelerinde bulunan ve tiim diinyaya yayilmis bir potyviriis oldugunu
bildirmigler. WMV niin Pakistan izolatim1 (WMV-Pak), Fransiz izolatt (WMV-Fr)
ile karsilagtirmislar ve  WMV-Pak izolatinin WMV-Fr izolat1 ile aminoasit
benzerlik oraninin % 96, niikleotid dizisi benzerlik oraninin % 94,4 oldugunu ve bu
iki izolatin ayni irklar oldugunu saptamiglardir.

Desbiez ve ark. (2007), diinya genelinde kabakgillerde WMV’ niin ¢ok
yaygin olmasmma ragmen bu virlis ile ilgili yeterli calisma bulunmadigini
bildirmislerdir. Fransa’da 1974 yilina kadar WMV karpuzda taninan bir viriis iken
1999 yilindan itibaren kabaklarda da  ciddi simptomlara neden oldugu

anlagilmistir. Farkli iilkelerden topladiklari 42 izolatin serolojik c¢esitliligini
13



2. ONCEKI CALISMALAR Selda OZCINAR

degerlendirmisler ve yaptiklar1 dizi analizleri sonucunda, WMV’niin ii¢ farkl
molekiiler grupa ayrildigini bildirmiglerdir.

Meng ve ark. (2007), Kabakgillerde hastaliga neden olan 46 viriis tiiriniin
bulundugunu ve bunlardan ZYMV, WMV, CMV, PRSV-W ve SqMV en
onemlileri oldugunu bildirmiglerdir.

Massumi ve ark. (2007), iran’da 2002-2004 yillarinda farkli bolgelerde
bulunan seralardaki viriis hastaliklarini teshis etmek amaciyla rastgele 1304 bitki
ornegi ve silipheli 1085 bitki ve meyve Ornegini toplamiglar, DAS-ELISA yontemi
ile testlemislerdir. Bu 6rneklerden en yaygin olanit CMV (%21,2) ve ZYMV (%18)
iken WMV-2 %4,3 oraninda yayginlik gostermis ve 15 bolgede tespit edilmis,
TSWV %1,25 yayginlik oramiyla sadece 2 bolgede tespit edilmis, Hiyar nekroz
viriisii (CuNV), SqMV ve PRSV-W’ye rastlanmamustir.

Jossey ve ark.(2008), Amerika Illinois’te kabaklarda enfeksiyona neden
olan viriisleri tanimlamak i¢in galigmalar yapmistir. Siipheli olan bitki 6rneklerini
ELISA yontemi ile testlemis ve CMV, PRSV, SqMV, TRSV, ToRSV (Tomato
ringspot virus), WMV ve ZYMYV viriisleri i¢in kontrol etmistir. WMV, 2004, 2005
ve 2006 yillarinda 6rneklerin %47, %46 ve %52’sinde bulasik ¢ikmistir ve en ¢ok
rastlanan viriis olmustur. SqMV 2004, 2005, 20006,y1llarinda 6rneklerin %6, %41
ve %48’inde CMYV orneklerin %6, %4 ve %3’iinde; PRSV % 6, %11 ve %4 iinde;
ZYMYV ise %18, %4 ve %4’ linde goriilmistiir. Illinois’te TRSV’nin varligi ilk kez
rapor edilmigtir.

Gholamalizadeh ve ark. (2008), iran’m Guilan ilinin 16 ilgesinde kabakgil
yetigtirilen alanlarda surveyler yapmuglar. Siipheli bulduklar1 bitki G&rneklerini
toplayarak DAS-ELISA ve RT-PCR yontemiyle ZYMV, WMV, CABYV, CMV,
SgMV, PRSV-B, Karpuz klorotik ciicelik viriisii (Watermelon chlorotic stunt virus,
WmCSYV), Kavun nekrotik leke virtisii (MNSV), Zucchini sar1 leke viriisii (ZYFV)
ve Qurmia kavun virisii (QuMYV) etmenlerine karsi testlemislerdir. QuMV,
ZYMV, WMV ve WmCSV’nin kabakgillerde en yaygin olan viriisler oldugunu

bildirmislerdir.
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Sharifi ve ark, (2008), Iran’da 2004 ve 2005 yillarinda gergeklestirilen bir
survey calismasinda hastalik belirtili 757 kabakgil bitki 6rnegi ve 31 yabanci ot
ornegi toplayip WMV i¢in DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleriyle testlemislerdir.
788 yapraktan 190 tanesinin WMV-2 ile infekteli oldugu ortaya ¢ikmugtir. Farkli
cinslere ait yabanci ot 6rnekleri de DAS-ELISA yo6ntemiyle testlenmis ve Citrullus
colocynthis L. pozitif ¢ikmustir. Virlisle infekteli ¢ikan orneklerden 18 izolat
secilerek RT-PCR c¢alismasinda kullanilmistir. Yapilan dizi analizleri 18 izolatin 12
tanesinin %96,2-%99,9 oranlarinda benzer oldugunu gostermistir.

Bananej ve ark. (2008), 2005-2006 yillarinda Iran’da kabakgil yetistirilen
17 bolgede viriis benzeri simptomlar gosterdigi nedeniyle 1699 kavun, kabak, hiyar
ve karpuz 6rnegi toplamislar. Serolojik yontemler ile 11 kabakgil viriisiine karsi
testlemeler yapilmislar ve 6rneklerin % 71’nin en az bir viriis ile bulasik oldugu
ortaya ¢ikmistir. CABY V’nin en yaygin viriis oldugu, kavun ve karpuzlarda en
yaygin ikinci virilisiin % 30-33 oraninda WMV-2 oldugu, hiyarda % 33 oraninda
CMV, kabakta % 38 oraninda ZYMYV ile bulasiklik oldugunu bildirmislerdir.Bu
orneklerde birden fazla viriisle bulagiklik oran1 % 49 olarak saptanmistir, kavun,
kabak ve hiyarda WMV-2+CABYV ve ZYMV+CABYYV karisik infeksiyonuna sik
rastlanmig. Karpuzda, WMV-2+ZYMV ve WMV-2+CABYYV ikli infeksiyonlarina
sik rastlanmustir.

Desbiez ve Lecoq (2008), WMV niin 13 izolatinin ful dizi analizini, ii¢ ana
molekiiler gruptan hangisine ait olduklarin1 saptamak, kilif seviyelerini belirlemek
ve mevcut dort dizi ile karsilastirmak igin yapmuslar. izolatlarmn gogu, molekiiler
grup 1 ve 2 igin intraspecific recombinasyon icin delil olusturmaktadir. izolatlarin
¢ogu, coklu bagimsiz recombinasyon olaylarin anlamli farkli recombinasyon
noktalarina sahip oldugunu bildirmiglerdir.

Desbiez ve ark. (2009), Giineybat1 Fransa’da 2004-2007 yillar1 arasinda
yaptiklar1 bu ¢alisma ile WMV ’niin yeni izolatlarinin orjinlerini ve yayilimlarini
arastirmiglardir. WMV-2 izolatlarinin dizi analizlerini ve karakterizasyonunu

yapmislar klasik izolatlar {ilkenin her tarafina dagilmis iken, yeni ortaya ¢ikan
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izolatlarin sadece Giineybati Fransa’da bulundugunu tespit etmisler, yeni ortaya
¢ikan izolatlarin uzak mesafelere taginmadigini saptamislardir.

Glasa ve ark. (2011), WMV-2’nin tiim diinyada yaygin olmasina ragmen
bazi cografik bolgelerde hala yeterli ve giivenilir molekiiler cesitlilik ¢aligmalarinin
yapilmamis oldugunu diisiinmektedirler. Genetik ¢esitlilik ¢calismalarinda Slovakya
ve Iran’dan alman 36 WMV-2 izolatinin iki zit genomu (P1 ve NIB-CP) ile dizi
analizleri yapilmis, genetik analizde iki grup arasinda Slovak WMV-2 izolatinin
daha cok cesitli, Iran izolatlarinin ise tek gruba ait olduklarini bildirmislerdir iki
analiz edilen genomik bolge arasinda filogenetik farklilik tanimlanmistir. Yapilan
filogenetik calismalar sonucunda Slovak izolatlariin %350, iran izolatlarinin
%100’ iiniin tahmin edilen genomik bolge ile baglantili oldugu bildirilmistir.

Lecoq ve ark. (2011), WMV-2 ilk olarak 1974 yilinda Fransa’da rapor
edilmistir ve en yaygin kabakgil viriislerinden oldugu belirtilmistir. Giineybati
Fransa’da karsilagilan (EM) olarak kodlanan yeni bir irk oldugu ve EM 1rklarinin
daha siddetli ve klasik 1tk olarak bilenen(CL) irklarindan filogenetik olarak da uzak
oldugu ortaya c¢ikmistir. Biyolojik oOzelliklerine gore 17 CL ve EM izolati
konukgusu oldugu 48 farkli bitki tiiriinde kiyaslandigi zaman ¢ok fazla fark
gozlemlenmemistir. CL wrklar1 Chenopodium quinoa’da sistemik infeksiyon
olusturur iken, EM izolatlarinda bdyle bir durum goézlenlenmemistir. EM izolatinin
Ranunculus sardous’da sistemik infeksiyona neden oldugu gézlemlenmis iken CL
izolatinda gozlemlenmemistir. CL ya da EM 1rklarinin afid ile tasinmada bir farki
olmadig1 6ngdriilmiis ve bunu netlestirmek igin her izolattan 5’er taneli gruplar
olusturulmus ve 6 farkli konukcuda, tek ve ikili (CL+EM) infeksiyonda afit
tasimasini karsilastirmiglardir. EM izolatlar1 CL den ve CL+EM den daha iyi
tasinmig ve CL taginma oraninin CL+EM den de diisiik oldugu anlasilmstir.

Vucurovic ve ark. (2012), Sirbistan Voyvodin eyaletinde kabakgil iiretimi
yapilan alanlarda Watermelon mosaic virus (WMYV), Zucchini yellow mosaic viriis
(ZYMYV), Cucumber mosaic virus (CMV), Papaya ringspot viriis (PRSV), Squash

mosaic viriis (SqMV) ve Tobacco ringspot viriis (TRSV) hastaliklarinin tespiti i¢in
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2007-2009 yillar1 arasinda yapilan surveyde 700°den fazla viriis hastalik belirtisi
gosteren kabakgil oOrnekleri DAS-ELISA ile testlenmistir. Testler sonucunda
ZYMV, WMV ve CMYV hastaliklar1 sirasiyla % 79.2, %32.2 ve %12.8 oranlarinda
goriilmistir

Finetti-Sialer ve ark. (2012), WMV-Le diye adlandirdiklart WMV-2
izolatinin biyolojik ve molekiiler karakterizasyonunu yaparak bu izolatin 10.045
niikleotid icerdigini ve WMV-C05-270 olarak adlandirilan Fransiz izolati ile %99.1
benzer oldugunu bulmuslardir. Kapali alanda yaptiklari denemelerde hiyar, kavun
ve kabakta ¢ok fazla simptom gozlemlemisler karpuz da ise daha az simptoma
rastlanmistir.

Ayo-John ve ark. (2014), Nijerya’da karpuz ve kavun bitkilerinde mevcut
viriis hastaliklarin1 saptamak amaciyla siipheli bitki drneklerini toplayip DAS-
ELISA yontemi ile testlemislerdir. Bitkilerin CMV, MNSV, PRSV, WMV, ZYMV
ve CGMMYV ile bulasik oldugu belirlenmistir. Yapilan galigmalar sonucunda bu
virsiilerin karpuz ve kavun bitkilerinde verimin diismesine neden oldugunu
bildirmiglerdir.

Santosa ve ark. (2018), 2013-2015 yillarinda Riyad’da karpuz {iretilen
alanlarda viriis benzeri simptomlar tespit etmislerdir. Yapilan mekanik inokulasyon
caligmalarinda Citrullus lanatus, Cucumis sativus, Cucurbita pepo, C. melo, C.
melo subsp. melo ve Nicotiana benthamiana, ve Chenopodium test bitkilerinde
klorotik ve lokal lezyonlar gozlemlemislerdir.Viriisiin, Aphis gossypii ve A.
craccivora ile bulastigi tespit edilmistir.Yapilan ELISA testleri sonucunda karpuz
bitkilerinin WMV ile bulagik oldugu anlasilmigtir. Diinya lzerinde ki diger
izolatlarla benzerlik oranlar1 arastirilmis ve 9 iilkeden bildirilen 18 izolatla benzer
oldugu bildirilmistir.

Nogay ve Yorganci (1984), Marmara Bolgesi’nde kabakgiller de mevcut
olan viriis hastaliklarini tanilamak i¢in 269 tane 6rnek toplamiglardir. Toplanan bu
ornekler cesitli yontemlerle testlenmis ve 269 6rnegin 142’sinin CMV, 118’inin

WMV=-2 ve 9’unun CMV+WMV-2 ile karisik olarak bulasik oldugunu tespit
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etmiglerdir. Calismalar sonucunda Anadolu yakasinda CMV’ ye, Trakya’da ise
WMV’ye daha ¢ok rastlandigi ortaya ¢ikmaistir.

Erdiller ve Ertung (1988), Ankara ili ¢evresinde 1981-1984 yillarinda
kavun iiretim alanlarinda mevcut virlis hastaliklarini belirlemek igin surveyler
yapmiglardir. Yapilan testlemeler sonucunda Hiyar mozaik viriisiiniin (CMV) iki
farkli rkina, Karpuz mozaik viriisi-1 (WMV-1) ve Karpuz mozaik virlisii-2
(WMV-2)’ye rastlamislar ve en yaygin viriisiin WMV-1 oldugunu belirtmislerdir

Yilmaz ve ark. (1992), 1991 yilinda Adana Mersin, Izmir, Manisa, Afyon
ve Konya illerinden 76 kabakgil 6rnegi toplayip ELISA ydntemini kullanarak
testlemeler yapmislardir. Yapilan ¢alismlar sonucunda 6rneklerde ZYMV, WMV-—
2, CMV, CABYYV, PRSV-W viriislerinin varlig1 tespit edilmistir ve en yaygin
viriisiin ZYMV oldugu belirtilmistir.

Oztiirk (2000), Diyarbakir ili ve ilgelerinde karpuz iiretim alanlarinda
surveyler yapmis ve bitki drnekleri toplamistir. Topladig viriis ile siipheli 6rnekleri
DAS-ELISA yontemi ile testlemis ve ZYMV, CMV, WMV-2, SqMV, PRSV ve
CABYYV viriislerini tespit etmistir. Orneklerde en fazla ZYMV’nin bulundugunu ve
bunu WMV-2 ve CMV’nin sirastyla takip ettigini bildirmistir.

Yardimci ve ark. (2000), Isparta ilinde Cucurbitaceae familyasi iiyelerinde
hastaliga neden olan viriisleri simptomatolojik ve serolojik yontemler kullanarak
incelemis ve enfeksiyona ZYMV ve WMV-2 viriislerinin neden oldugunu
bildirmiglerdir.

Yilmaz ve Sherwood (2000), kabakgillerde mevcut olan CMV, PRSV-W,
SgMV, ZYMV, WMV viriislerinin tespitinde en kullanish yontemi belirlemek
amaciyla bir ¢alisma yapmiglardir. Bu ¢aligmada Protein—A ELISA(PAS-ELISA),
antijen kapli ELISA tabagi ve ticari indirekt ELISA Kkitlerinin kullanighiligini
karsilastirmiglar ve bu c¢alismanin sonucunda; indirekt ELISA Kkitlerinin CMV,
PRSV-W, WMV ve ZYMV viriislerini tespit ederken kullanilan en uygun yontem

oldugunu bildirmislerdir.
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Guldir (2001), Adiyaman ilinde 14 seradan virlis benzeri simptomlar
gosteren 26 ornek toplayip, ZYMV, CMV, WMV, CABYV ve PRSV-W viriisleri
icin DAS-ELISA yontemiyle testlemistir. Orneklerde CABYV ve PRSV-W
viriisleri bulunmamistir. Orneklerin % 26.92’si ZYMV, %15.38’i CMV ve
%7.69'u WMV ile bulasik olarak bulunmustur. Orneklerin % 38.46’s1
CMV+ZYMV ile, %11.53’1 ise, CMV+ZYMV+WMYV ile karisik infeksiyon
gosterdigi saptanmustir.

Sevik ve Arli-Sokmen (2003), kabakgillerde hastaliga neden olan viriisleri
ve yayiliglarii belirlemek i¢in, Samsun ilinin 5 ilgesinin 18 kdylindeki 45 tarladan
523 ornek almiglar. Toplanan oOrnekler ELISA yontemiyle testlenmis ve 165
ornegin %53.9° unun WMV, %38.8’inin ZYMV ve %20.6’simim CMV’ ile bulagik
oldugunu bildirmislerdir.

Koklii ve Yilmaz (2006), Tekirdag, Edirne ve Kirklareli illerinde, 2005
yilinda kavun ve karpuz tiretim alanlarinda surveyler yapmislar 502 kavun ve
karpuz 6rnegi toplamiglar. Toplanan bu 6rnekleri 7 farkli viriis i¢in testlemisler ve
333 tane ornek pozitif ¢ikmistir. Kavunlarda virsiilerin hastalik orani; ZYMV (%
40,3), WMV-2 (% 31,2), CMV (% 7,2), PRSV-W (% 2,3), SqMV (% 0,5) ve
MNSV (% 1,8) olarak, karpuzlarda ise ZYMV (% 45,5), WMV-2 (% 34,2), CMV
(% 19,9), PRSV (% 2,1), SqQMV (% 1,8), ve MNSV (% 0,4) olarak ¢ikmuistir.
WMV-2+ZYMYV Kkarigik infesksiyon orani ise kavunda (% 16,7), karpuzda (%
11,4) oraniyla goriilmiistiir.

Kaya ve Erkan (2007), Izmir, Aydin, Manisa ve Balikesir illerinde
kabakgil iiretim alanlarimi incelemisler.2003 yilinda topladiklart 6rneklerde en
yaygin viriisin WMV-2 oldugunu ve kavun bitkilerinde %43,8, sakiz kabagi
bitkilerinde %30,3 orani ile rastlandigini, karpuz da PRSV-W %24,16 oraninda ve
hiyar da CMW %13,15 belirlenmistir. WMV-2 tiim kabakgillerde ve PRSV-W
yalnizca karpuzlarda tespit edilirken, ZYMYV hiyar ve karpuz 6rneklerinde, SQMV
ve CGMMYV ise higbir kabakgil 6rneginde saptanmamistir. 2004 yilinda toplanan

orneklerde ise WMV=2, kavun bitkilerinde %65, sakiz kabagi bitkilerinde %50, bal
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kabagi bitkilerinde %88,8 ve hiyar bitkilerinde CMV %065 oranlariyla
belirlenmistir. Ayrica karigik infeksiyonlar da tespit edilmistir.

Kaya ve Erkan (2011), izmir, Aydin, Manisa ve Balikesir’ de kabakgil
iretilen alanlardaki viral etmenleri belirlemek amaciyla 278 tarladan 618 tane
ornek toplamiglardir ve DAS-ELISA yontemiyle testlemislerdir. Orneklerde
WMV-2, CMV, WMV-1 ve ZYMV’ ye rastlamislardir, en yaygin viriisiin % 21.5
orant ile WMV-2 oldugu ortaya ¢ikmigtir. Bu ¢alisma Ege Bolgesi'nde iiretilen
karpuz bitkilerinde WMV-1'in varligini ortaya ¢ikaran ilk kayit olmustur.

Kege ve Kamberoglu (2016), Dogu Akdeniz Bolgesi’'nde 2012 yilinda
ilkbahar ve yaz aylarinda karpuz iiretilen alanlarda Karpuz mozaik viriis (WMV-
2)’linil biyolojik, serolojik ve molekiiler olarak tanilamak icin ¢esitli ¢aligmalar
yapmiglardir. Surveylerde silipheli olarak degerlendirilip topladiklar1 bitki
orneklerini ELISA yontemi ile testlemisler ve WMV-2 ile bulagiklik oranmi %
46.7 olarak hesaplamislardir. WMV-2 ile infekteli bitkilerden elde edilen total
niikleik asitler RT-PCR c¢aligsmalarinda kullanilmig ve 408 bp biiyiikliigiinde band
elde edilmistir.

Topkaya ve Ertung (2012), Ankara ve Antalya illerinde kabakgil
yetigtirilen alanlarda surveyler yapmuslar. Ankara’dan 118 bitki Ornegi
toplamiglar,yaptiklar1 testlemeler sonucunda %50,8 oraninda ZYMV, %65,2
oraninda WMV-2, %21,1 oraninda CMV, %?20,3 oraninda PRSV-W, %25
oraninda SqMV ve %11,6 oraninda CGMMYV’ ye rastlamiglardir. Antalya’da
toplanan 79 kabak 6rneginin %59,4 oraninda WMV-2 ve %21,5 oraninda ZYMV
ile infekteli oldugunu bildirmiglerdir.

Yesil (2014), Konya’da kabakgil iiretim alanlarinda viriis hastaliklarini
belirlemek icin ¢aligmalar yapmustir, siipheli buldugu 334 kabak 6rnegini toplamis
ve DAS-ELISA yontemiyle testlemistir. Siipheli bitki orneklerinin %80.53
oraninda ZYMV, WMV, CMV, PRSV-W ve SqMV ile bulasik oldugu ortaya
cikmistir. En yaygin viriis %60.18 oraninda ZYMYV iken, WMV 9%52.99 oran ile

ikinci en yaygin virlis olarak bildirilmistir.
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Kizmaz (2014), Diyarbakir ve Mardin illerinde 2013 yilinda kavun,
karpuz, kabak ve hiyar {iretilen alanlarda viriis hastaliklarinin yayginlik oranlarim
belirlemek amaciyla 194 tarlada surveyler yapmustir. Viriislerin yayginlik oranim
1. donem igin %38.01 ve %4.57, 2.dénem icin ise %52.26 ve %21.59 olarak
bildirmistir. Siipheli olarak degerlendirilen 160 6rnek DAS-ELISA yontemi ile
testlenmis WMV 96 oOrnekte %60.00 oraninda, ZYMV 63 06rnekte %39.38
oraninda, CMV 69 6rnekte %43.13 oraninda, CABYV 26 6rnekte %16.25 oraninda
ve PRSV’nin 34 6rnekte %21.25 oraninda oldugunu bildirilmistir.

Topkaya ve Ertung (2015), kabakgil alanlarinda mevcut olan Kabak sari
mozaik virlisi (ZYMV) izolatlarinin gen dizilimlerinin belirlenmesi amaci ile
Ankara, Antalya, Burdur illerinden alinan siipheli kabakgil 6rneklerini Zucchini
yellow mosaic virus (ZYMV), Cucumber mosaic virus (CMV), Watermelon mosaic
virus (WMV), Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMYV), Papaya ringspot
virus-W (PRSV-W) ve Squash mosaic virus (SqMV)’ i¢in DAS-ELISA yo6ntemiyle
testlemis ve 233 Ornegin 116’sinin (%49,7) WMV, 86’smin (%36,9) ZYMV,
36’smin (%15,4) CMV, 22’sinin (%9) PRSV, 6’ sinin (%2,5) SqMV, 20’sinin
(%8,5) CGMMYV ile bulasik oldugunu ve DAS-ELISA testleri sonunda Ankara ve
Antalya illerinde en yaygin viriislerin WMV ve ZYMYV oldugunu bildirmislerdir.

Korkmaz (2015), Tokat ilinde kabakgil iiretim alanlarinda hastaliga
neden olan viriislerin belirlenmesi amaciyla yapraklarda ipliklesme, kabarciklagma
mozaik ve gelisme geriligi, meyvede sekil bozuklugu, ve deformasyon simptomlari
gosteren 571 yaprak ornegi toplamistir. Yapilan ELISA testi sonuglarina gore 571
ornekten %37’sinin WMV, %12’sinin ZYMV, %11’inin CMV, %3,4’{iniin PRSV
ve %0,2’sinin SQMV ile enfekteli oldugu saptanmistir. WMV kavunda %59,
karpuzda %35, oraninda tespit edilmis ve en yaygin viriis oldugu bildirilmistir.

Kamberoglu ve ark. (2015), Adana ili ve ilgelerinde mozaik, benek ve
yaprak deformasyonu gibi simptomlar gosteren bitkilerden oOrnekler toplayip
yaptiklar1t DAS-ELISA ve RT-PCR uygulamalariyla WMV ’ye rastlamislardir. Elde

edilen WMV’ nin karakterizasyonunu yapmislar ve bu izolatin G3 grubunun EM3
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alt grubunda yer aldigimi bildirmiglerdir. WMV-Tr olarak adlandirdiklar izolat
molekiiler grup 3’iin Tiirkiye’de ki ilk raporudur.

Altinay (2016), 2016 yilinda Tekirdag ilinde kabakgil iiretilen bazi
alanlardan viriis ile infekteli oldugunu disiindiigii karpuz, kavun, hiyar ve
kabaklardan 300 o6rnek toplamistir. DAS-ELISA yontemini kullanarak testlemeler
yapmig ve bitkilerin %22'sinde WMV-2, %10,6'sinda PRSV, %9'unda ZYMV,
%4,6'linde CMV, %4'inde SqMV ’ye rastlamis ve karisik infeksiyonlarin da
oldugunu bildirmistir.

Ors (2018), Malatya’da kavun iiretimi yapilan alanlarda goriilen viriis
hastaliklarin1 ve yayginliklarini belirlemek igin tesadiifi 6rnekleme yontemi ile
Arapgir ve Arguvan ilcelerinde kavun ve Battalgazi ilgesinden kabakgil 6rnekleri
toplamis. Toplanan &rnekleri Hiyar mozaik (Cucumber mosaic cucumovirus,
CMYV), Kabak sar1 mozaik (Zucchini yellow mosaic potyvirus, ZYMV), Karpuz
mozaik (Watermelon mosaic potyvirus, WMV) ve Kabak mozaik (Squash mosaic
comovirus, SqMV) viriislerine kars1 test etmistir. Yapilan RT-PCR ¢aligmalar
sonucunda kavunda viral infeksiyonlara rastlanmazken, Battalgazi ilgesinden
alinan hiyar 6rneklerinin CMV, kabak 6rneklerini ZYMV ve karpuz drneklerinin
ise WMV ile bulagik oldugu tespit edilmistir. Elde edilen WMV izolatlarinin
molekiiler karakterizasyonu yapilmis ve diinyadaki diger WMV izolatlar ile %94-
99 arasinda benzer oldugu bildirilmistir.

Sertkaya ve Yiksel (2018), Hatay ilinde 2014-2015 yillarinda yenilebilir
su kabag1 Lagenaria siceraria viriis ve fitoplazma enfeksiyonlarinin arastirildigi
bir ¢alismada mozaik, kloroz, yaprak ve meyvelerde deformasyon belirtileri
gosteren 116 6rnegin biyolojik (mekanik 6zsu inokulasyonu) ve serolojik (DAS-
ELISA) testlemeler ile en fazla ZYMV (%27.5), SQMV (%24.1), CMV (%19.8),
PRSV-W (%5.2) ve WMV-2 (%1.7) ile enfekteli oldugunu, CMV+ZYMYV (4.3%)
ve SQMV+ZYMV (6.9%) gibi karisik enfeksiyonlarin da oldugunu, tohumla
tasinmanin belirlenmedigi, incelenen 2.6% oraninda fitoplazma enfeksiyonu ile

iligkili olabilecek gelisme geriligi, siddetli sararma, yaprak ve c¢icek boyutunda
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kiiclilme, fillodi simptomlar1 gozlendigi, floresan mikroskopi-DAPI teknigi ile
incelenen orneklerde 2/6 oraninda fitoplazma enfeksiyonu yoniinden pozitif sonug
alindig1 bildirilmistir. Bu ¢alismada DAPI teknigi ile tlkemizde Lagenaria

siceraria bitkilerinde fitoplazma enfeksiyonu oldugu ilk kez belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Calisma Alam ve Materyali Hakkinda Bilgiler

Survey caligmalari, 2019 yili ilkbahar ve yaz aylarinda Adana ilinin
Ceyhan, Karaisali, Karatas, Imamoglu ve Kozan ilgeleri ile Mersin ilinin Tarsus ve

Silifke ilgelerinde karpuz ve kavun yetistiriciliginin yapildigi alanlarda

ylritilmistiir.
Kozan
imamoglu
Karaisali
Ceyhan
Karatas

Sekil 3.1.Calismanin Yiiriitiildiigii Adana II ve ilceleri

Karaisali, Imamoglu, Ceyhan, Karatas ve Kozan ilcelerinden ornekler

almmustir,
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Tarsus

Silifke

Sekil 3.2.Caligmanin yiiriitiildiigii Mersin 11 ve Ilgeleri

Mersin ilinin Silifke ve Tarsus il¢elerinden 6rnekler alinmistir.

Arazi ¢alismalarinda simptomatolojik gézlemler sonucu WMV ile bulasik
oldugu diistiniilen 119 tane karpuz ve kavun bitkisinin gen¢ yaprak ve
siirgiinlerinden alian dokular materyal olarak kullanilmigtir. Orneklerin alindig:
yer ve testlenen bitki sayis1 Cizelge 3,1.’de verilmigtir

Tez siiresince yapilan ¢alismalarda, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bitki Koruma Boliimii Fitopatoloji Anabilim Dali Viroloji Laboratuvart ve

kontrollii klima odalar1 kullanilmaistir.
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Cizelge 3.1. Orneklerin Alindig1 Yer ve Testlenen Bitki Sayis1 ve Bitki Tiirii

i iige Testlenen Bitki Testlenen Bitki
Tiru/Sayisi Tiri/Sayisi

Ceyhan 10 Karpuz
Kozan 6 Karpuz
Karaisali 3 Karpuz

Adana
Karatas 15Karpuz 15 Kavun
imamoglu 7 Karpuz
Tuzla 3 Karpuz 15 Kavun
Silifke 7 Karpuz

Mersin Tarsus 13 Karpuz 25 Kavun
Toplam 64 Karpuz 55 Kavun

3.1.2. Serolojik Calismalarda Kullanilan Materyal

Serolojik ¢aligmalarda, Adana ve Mersin illerinin tez kapsaminda ki
ilgelerinde yapilan surveyler sonucu siipheli olarak kabul edilen karpuz ve kavun
bitkilerinden alinan yaprak ve siirgiinler materyal olarak kullanilmistir.

ELISA testlerinde, BIOREBA firmasindan ticari olarak temin edilen
WMV’ne spesifik ELISA kitleri, tampon c¢ozeltiler (Ek 1), ELISA pleytleri
(NUNC), pozitif ve negatif kontroller, otomatik pipetler ve pipet uglari ile saf su
kullanilmistir. ELISA plateleri 405 nm dalga boyunda, Medispec markali ESR 200
model ELISA okuyucusunda okutulmustur.

3.1.3. Total RNA Ekstraksiyonu Calismalarinda Kullanilan Materyal
Total RNA ekstraksiyon ¢alismalari, ELISA testlerinin sonucunda, WMV
ile enfekteli oldugu saptanan oOrnekler ve diisiik absorbans degeri alinan fakat

stipheli olarak kabul edilen 6rnekler ile ylriitilmiistiir.
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Total RNA ekstraksiyonu c¢aligmalarinda; ekstraksiyon paketleri
(BIOREBA), steril havan ve havan eli, tampon ¢ozeltiler (Ek 2), ayarlanabilir
mikro pipetler ve pipet uglari, ependorf tiipleri, Universal 320R marka masa tipi

sogutmali santriflij cihazi kullanilmigtir.

3.1.4. RT-PCR Cahsmalarinda Kullanilan Materyal

WMV’niin molekiiler tanis1 amaciyla yiriitilen RT-PCR ¢alismalarinda
viriis ile bulasik olan 6rneklerden elde edilen total niikleik asitler materyal olarak
kullanilmustir.

RT-PCR uygulamalarinda, Moloney Murine Leukaemia Virus’den olusan
Reverse Transcriptase enzimi (MMLV-RT, 200U/ul, Fermentas, EP0441) ve
reverse transcriptase reaksiyon tampon ¢ozeltisi, Taq polymerase enzimi
(Termostabil DNA polymerase enzyme, 5U/ul, Fermentas, EP0401), dNTP set
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 25 mM, Promega), MgCl,, DNA Ladder
marker(NEB), RNAse inhibitor (40U/ul Fermentas, EO0311), pipet ve steril pipet
uclari, PCR tiipleri, ¢esitli tampon ¢ozeltiler, saf su ve Cizelge (3.3.)’de belirtilen
WMV’ ye spesifik olan primerler (10 uM) kullanilmisgtir.

PCR islemi, TECHNE GENIUS (TC- 4000) ve Applied Biosystems marka

thermocycler aleti kullanilarak yiiriitiilmiistiir.

Cizelge 3.2. RT-PCR Caligmalarinda Kullanilan Primer Cifti ve Band Biiyiikliigii

Molekiiler Biiytikliik
Primer Ciftleri Dizi (bp)
WMV-5’ GGCTTCTGAGCAAAGATG
WMV-3’ CCCAYCAACTGTYGGAAG 408

3.1.5. Agaroz Jel Elektroforez Caliymalarinda Kullanilan Materyal
Agaroz jel elektroforez ¢alismalarinda, RT-PCR ¢aligsmalarindan elde edilen

PCR iiriinleri materyal olarak kullanilmistir.
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Agaroz jel elektroforez uygulamasinda, agaroz (Sigma), tampon ¢ozeltiler
(Ek-3), BIORAD marka Mini Sub. DNA Cell Elektroforez cihazi, gii¢ kaynagi ve
UV 1s1k kaynagi olarak UVP Ultraviolet Transilluminator marka 1s1k kaynagindan

ve jel goriintiileme sisteminden yararlanilmigtir,

3.2. Yontem
3.2.1. Bitki Orneklerinin Toplanmasi ve Muhafazasi
Adana ve Mersin illerinde 2019 yili ilkbahar ve yaz aylarinda karpuz ve
kavun yetistiriciliginin yapildig1 bolgelerde yiiriitiilen bu ¢alismada WMV’ niin
tanilanmasi ve karakterizasyonu amactyla siipheli bulunan 6rnekler toplanmistir.
Survey yapilan boélgelerde gelisme geriligi, yapraklarda renk agilmalari,
deformasyon, mozaik ve geng siirgiinlerde ipliklesme gibi WMV simptomlari
gosteren karpuz ve kavun bitkilerinin geng yaprak ve siirgiin dokularindan 6rnekler
almarak buzdolab1 posetlerine konulmus posetler numaralandirilarak uygun
kosullarda laboratuvara getirilmistir.Bitki dokular1 kullanilincaya kadar bir hafta
gibi kisa bir siire i¢in +4 °C’ de, daha uzun siireligine -20 C°’de muhafaza edilerek

caligmalarda kullanilmistir.

3.2.2. Serolojik Calismalar
Serolojik ¢alismalar, WMV ile bulasik oldugundan siiphelenilerek araziden
toplanan karpuz ve kavun bitkilerinden alinan dokular kullanilarak, ELISA kitinin

temin edildigi ticari firmanin 6nerileri dogrultusunda yiirtitilmiistiir.

3.2.2.1. Orneklerin DAS-ELISA testine hazirlanmasi

WMV ile bulagik oldugu diisiiniilen 6rneklerden 1’er gr tartilarak porselen
steril havan, veya ekstraksiyon paketleri icerisinde 1:10 oraninda ekstraksiyon
tampon eklenerek ezilmistir. Homojen sekil alana kadar ezilen bitki ekstraktlar
numaralandirilan eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Testlemelerde kullanilmaya

hazir halde buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.2.2. DAS-ELISA Testi

DAS-ELISA ¢aligmalari, Clark ve Adams (1977) tarafindan bildirilen
yontem baz alinarak antiserum, konjugat ve Orneklerin sulandirilma oranlari
ELISA kitinin alindigi firmanin (BIOREBA AG) belirttigi protokolle gore
yapilmustir.

1. WMV’ye spesifik poliklonal y-globulin firma tarafindan belirtilen oranda
sulandirilarak  kaplama tamponu ¢ozeltisi ile karistirilarak  ELISA
pleytlerinin her bir ¢ukuruna 100 ul konulmustur.

2. Pleytlerin {izeri kapatilarak 30-35 °C’ de 3-4 saat inkiibasyona alinmistir.

3. Inkiibasyon asamasindan sonra pleyt yikama tamponu ile tiim cukurlara
gelecek sekilde 3’kez her yikama 3’er dakika olacak sekilde yikanmistir ve
ters gevrilerek bosaltilmistir.

4. Orneklerden aldigimz bitki 6z sulari ile 1/10 oraninda hazirladigimiz
ELISA estraksiyon tamponu karigimini her bir kuyuya 100 pl karisim
koyarak +4 °C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra
yikama tamponu ile 3° kez her yikama 3’dk olacak sekilde tekrar
yikanmustir.

5. Konjugat tamponu ile sulandirilmig konjugattan pleytdeki her kuyuya,
100’er pl gelecek sekilde konulmus ve 30-35°C’de 4 saat inkiibasyondan
sonra pleytler yukarida belirtilen 3 kez 3 dakika yikama ydntemiyle
yikanmis ve ters ¢evrilerek kurutulmustur.

6. Substrat tamponu igerisinde taze olarak 1mg/ml olacak sekilde hazirlanmig
substrattan her bir ¢ukura 100 pl konulmus ve tistii kapatilarak karanlik bir
ortamda oda sicakliginda ortalama 45-60 dk veya gerekli goriilen
durumlarda daha uzun siire bekletilmistir.

7. Pleytler de goriilen sararmalar Medispec ESR 200 ELISA okuyucusu ile
405 nm dalga boyunda okunmustur.
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ELISA testlerinde her bir 6rnek i¢in ikiser kuyu kullanilmis ve her pleyt
igerisinde bir adet pozitif (infekteli), bir adet negatif (saglikli) ve bir adet buffer
kontrol bulundurulmustur.

Yapilan ELISA testlerinin sonucunda, ELISA okuyucusunda negatif
kontroliin absorbans degerinin en az iki kati ve daha fazla absorbans degerine
(ODygs) sahip olan 6rnekler WMYV ile bulasik olarak kabul edilmistir (Barbara ve
Riccioni, 1993).

3.2.3. Total RNA Ekstraksiyonu

Total RNA Ekstraksiyonu c¢alismalar1 surveyler sirasinda toplanan ve
yapilan ELISA testleri sonucu pozitif ¢ikan bitkiler ile ELISA sonucu diisiik
absorbans degeri alinan fakat siipheli kabul edilen bitkilerden elde edilen dokular

kullanilarak Astruc ve ark (1996), 6nerdigi yonteme gore yapilmistir.

3.2.3.1. Total RNA Ekstraksiyonu Asamalari

1. Bitki 6rnekleri ekstraksiyon tamponu (100mM Tris-HCI pH.8.0, 50 mM
EDTA pH. 7.0, mM NaCl, 10mM 2.merkapto etanol (1/1000)) ile 1:2
(agirhik/hacim) oraninda sulandirilarilarak ekstraksiyon paketleri veya
steril porselen havan igersisinde havaneli kullanilarak ezilmis ve elde
edilen bitki 6zsulan siiziilerek eppendorf tiipleri i¢erisine konulmustur.

2. Bitki 6zsuyundan 1ml alinip eppendorf tiiplerinin icerisine aktarilmig ve
ornekler 4.000 rpm’de 3 dk santrifiij edilmistir.

3. Sivt kisim iizerine 50 pl % 20°lik Sodium Dodecylsulfat (SDS)
¢Ozeltisinden ilave edilerek karisimin homojen olmasi igin vortekslenmis
ve sonra tiipler 65 °C’de 30 dakika su banyosunda inkiibe edilmistir.

4. Inkiibe edilen tiiplere 250 pl potasyum asetat (SM) ilave edilerek 20 dakika
buz igerisinde bekletilmis ve 15 dakika 13.000 rpm’de santrifiij yapilmustir.

5. Elde edilen s1v1 kisim ikiye boliinmiis ve 500 pl’si numaralandirilan yeni

eppendorf tiiplerine aktarilarak -70 °C’de saklanmustir. Geriye kalan 500 pl
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stvi kisim yeni hazirlanan eppendorf tiiplerine konulmus ve {izerine %
100’lik etil alkolden 500 ul ilave edilmis bdylelikle tiipler 1ml’ ye
tamamlanmig ve vortekste karigtirilmugtir.

6. Sonra tiiplere 50 pul sodyum asetat (3M) ilave edilmis ve ornekler tekrar
karigtirilarak -20 °C’de bir gece inkiibe edilmistir.

7. Ornekler 15 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edilerek s1vi kisim ortamdan
uzaklastirilmstir.

8. Eppendorf tiipleri filtre kagidi iizerinde ters gevrilerek 5 dakika kurutulmus
ve pellet lizerine % 70’lik etil alkolden 1ml ilave edilmistir.

9. Ornekler RNA’ lar1 ¢oktiirmek amaciyla 5 dakika 13.000 rpm’ de santrifiij
edilmis ve tiip igerisindeki ethanol atilarak eppendorf tiipleri kurutma
kagitlar lizerinde kurutulmustur.

10. Elde edilen total RNA’ lar 50 pl RNaz saf su ile sulandirilarak, 15 pl ve 35
pl olmak iizere ikiye boliinmiis ve eppendorf tiipleri igerisinde -20 °C’ de

muhafaza edilmistir.

3.2.4. RT-PCR Cahismalari

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), in vitro kosullarda DNA igerisinde baz
dizilimi bilinen iki bdlge arasindaki parcanin enzimatik olarak c¢ogaltilmasi
islemidir. PCR; basit, spesifik ve hassas bir tekniktir (Saiki ve ark, 1985; Mullis,
1990). PCR’m en 6nemli faydasi ¢ok kiigiik miktarda DNA veya RNA’nin, belirli
bir bolgesini ¢ok kisa bir siire i¢inde, milyarlarca kez ¢ogaltilabilmesidir ve hata
pay1 diger metodlarla karsilastirildiginda daha diigiiktiir. RNA niikleik asiti igeren
bir molekiil c¢ogaltilacak ise Oncelikle Reverse Transcriptase (RT) enzimi
kullanilarak RNA’dan ¢cDNA’lar olusturularak RT-PCR islemine devam edilir.

Bu ¢alismada molekiiler yontemlerle WMV nin tanilanmasi, saptanmasi ve
karakterizasyonunu yapmak amaciyla serolojik ve/veya simptomatolojik olarak

WMV ile bulagik oldugu belirlenen o6rneklerden hazirlanan total NA’lar
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kullanilarak Desbiez ve ark. (2009)’ nin belirttigi yonteme gore ¢aligma

yuriitilmiistiir.

RT-PCR islemi iki asamali yapilmistir:

RT-PCR yonteminde 1. asamada; RT (Reverse transcription) iglemi ile cDNA'lar
elde edilmis, II. asamada ise, bu cDNA' lar kullanilarak PCR islemi
gergeklestirilmistir.

1. RT asamasinda; PCR tiiplerinin her birine elde edilmis total RNA’dan 3 pl
konulmus ve {iizerine 2 pl reverse primer ve 10 pl ddH,O ilave edilerek
thermocycler’a 95 °C' de 3 dk denatiirasyon asamasi yapilmistir. Daha
sonra tiipler buz iizerine alinmis ve 5 dk bekletilmistir, bu PCR tiiplerine,
14,9 pl saf su, 1 pul ANTP, 0.1 pl RT enzimi, 5 pl RT-buffer (5X), 0.3 pl
RNaz inhibitorii ilave edilerek hacim 25 pl olarak ayarlanmis ve
thermocycler’da 48 °C'de 45 dakika inkiibe edilmistir. Sonugcta,
cDNA'larin sentezi gergeklestirilmistir.

2. PCR asamasinda ise, ayr1 bir PCR tiipiine, RT isleminden elde edilen
cDNA' lardan 2 pl konularak, iizerine 16.3 ul saf su, 2.5 ul 10X PCR
tampon ¢ozeltisi (100 mM Tris- HCl (pH 8.8), 500 mM KCI, % 0.8
Nonidet P40), 1.5 pl MgCl, (25mM), 0.5 pl ANTP (10 mM), 0.2 pl Taq
DNA polymerase, 1 pl forward primer ve 1 pl reverse primer ilave

edilmistir.

Daha sonra tiipler c¢izelge 3.3 de gosterilen sekilde ayarlanmig

thermocycler’a yerlestirilerek PCR agamas1 tamamlanmustir.
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Cizelge 3.3. WMV I¢in Uygun Sicakliklar

94 °C'de 4 dakika 1 déngu
94 °C'de 45 saniye

53 °C'de 1 dakika 35 dongu
72 °C'de 2 dakika

72 °C'de 10 dakika 1 déngl

RT-PCR c¢aligmalariin

kullanilarak gézlenmistir.

3.2.5. Agaroz Jel Elektroforez Calismalari

sonuglari,

agaroz jel elektroforez yOntemi

Agaroz jel elektroforez calismasi % 1.5°lik olacak sekilde Galitelli ve

Minafra (1994)’ya ve Dezbiez ve ark. (2009)’ a gore uygulanmustir.

a) Cam erlen igerisine 100 mg agaroz, 20 ml 1X TAE (4.84 g Tris, 2ml 0.5 M
NaEDTA, 1.142 ml Glacial acetic acid) ya da 1X TBE tampon ¢o6zeltisi

konulmus ve agaroz tamamen eriyinceye kadar 1siticida bekletilmistir.

b) Karisim kaynadiktan sonra isiticidan alinip soguyunca, tank igerisine

karisim dokiilerek tarak takilmustir.

¢) Tank igerisindeki jel donduktan sonra tarak dikkatli bir seklide ¢ikartilarak,

jel elektroforez tankina yerlestirilmis ve jeli 1-2 mm gececek kadar

kullanilan buffera gore 1X TAE ya da 1X TBE tampon c¢dozeltisi

eklenmistir.
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d) Ornekler ve marker 10 ul karisim olacak sekilde jeldeki kuyulara dikkatli
bir sekilde yerlestirilmistir. Marker ilk kuyuya konulmustur.

e) Loading buffer’daki turuncu renk (Orange G) jel’in sonuna gelene kadar
elektroforez tankina 30 veya 35 V elektirik akimi verilmistir.

f) Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel, oda sicakliginda 10 dk, 30 ul
ethidium bromid /100 ml saf su (10 mg/ml saf su) karisiminda boyanmis ve
daha sonra jeli fazla ethidium bromidden arindirmak i¢in 10 dk saf su
icerisinde tutulmustur. Daha sonra yikanan Jel UV transilluminatorii
iizerine konulmus ve UV i1s1ik altinda ortaya ¢ikan bantlar gézlemlenerek

fotografi ¢ekilmistir.

3.2.6. Dizi Belirleme ve Filogenetik Siniflandirma Calismalar:

ELISA testi ve RT-PCR calismalar1 sonucunda pozitif ¢ikan drneklerden,
alindiklar1 bolge ve bitki tiirii dikkate alinarak secilen ornekler dizi analizi ve
filogenetik siniflandirma c¢aligmalarinda izolat olarak kullanilmistir. Filogenetik
analiz Neighbor-joining tarafindan bildirilen yontem kullanilarak yapilmistir.
(Saitou ve Nei, 1987).

Dizi analizi ¢aligmalarinda ticari olarak hizmet veren firmadan yardim
almarak, NCBI, BLAST ve MEGA?7 programlar1 kullanilip filogenetik aga¢ elde
edilmis ve belirlenen izolatlarin diinyada bildirilmis olan diger izolatlarla benzerlik

oranlar1 saptanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Survey Calismalari ve Gozlenen Simptomlar

WMV izolatlarinin toplanmasi, tanilanmasi ve karakterizasyonu amaciyla
Adana ve Mersin illerinde karpuz ve kavun iiretimi yapilan alanlarda 2019 yih
ilkbahar ve yaz aylarinda yiriitilen bu tez c¢alismasinda kavun ve karpuz
bitkilerinde gelisme geriligi, yapraklarda sekil bozuklugu, renk degisikligi,
deformasyon, mozaik, kabarciklagma, geng siirgiinlerde ipliklesme ve ¢icek
azalmasi simptomlar1 gosteren 119 bitkiden Oornekler alinarak laboratuvar
calismalarinda kullanilmistir.

Yapilan surveylerde Adana’nin Ceyhan, Kozan, Karaisali, imamoglu ve
Karatag ilgeleri ile Tuzla beldesinden 44 karpuz ve 30 kavun Ornegi, Mersin’in

Silitke ve Tarsus il¢elerinden 20 karpuz ve 25 kavun 6rnegi olmak iizere toplamda

64 Karpuz ve 55 kavun 0rnegi testlenmistir.

Cizelge 4.1.Surveylerde Toplanan Bitki Tiirii ve Bitki Sayisi

Testlenen Testlenen
il iige Bitki Bitki
Tiirii/Sayisi | Turii/Sayisi
Ceyhan 10 Karpuz
Kozan 6 Karpuz
Adana Karaisali 3 Karpuz
Karatas 15 Karpuz 15 Kavun
imamoglu 7 Karpuz
Tuzla 3 Karpuz 15 Kavun
Mersin Silitke 7 Karpuz
Tarsus 13 Karpuz 25 Kavun
Toplam 64 Karpuz | 55 Kavun
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WMV’niin karpuz ve kavun bitkilerinde en sik yapraklarda sekil
bozuklugu, kabarciklik, ve renk acilmasi simptomlarina, meyvede ise sekil
bozukluklarina ve bitkilerde gelisme geriligine neden oldugu gdzlenmistir.
Aragtirmacilar tarafindan yiriitiilen farkli ¢aligmalarda da benzer simptomlar
gdzlenmistir.

WMV-2 bitkilerde degisen siddetlerde bodurlasma, yapraklarda
deformasyon, kabarciklik, sar1 veya acik yesil beneklenmeler ve kenar klorozlari
seklinde simptomlara neden olmaktadir (Delmiglio ve Pearson, 2006).

WMV ile bulasik bitkilerde mozaik, gelisme geriligi, genc siirgiinlerde
ipliklesme yapraklarda renk agilmalari, deformasyon ve ¢igek azalmasi
simptomlar1 gozlenmektedir.(Thomas, 1971; Greber, 1978; Demski ve Sumner,

1979; Pena-Iglesias ve Gonzales, 1973)

Sekil 4.1. Kavun Yapraginda Bantlagsma ve Kabarciklik
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Sekil 4.3. Kavun Yapraginda Kabarciklik ve Sekil Bozuklugu
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Sekil 4.5. Karpuz Bitkisinde Gelisme Gerilig
Deformasyon

i, Renk Agilmas1 ve Yapraklarda
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Sekil 4.9. Kavunda Renk Deglslkhgl Bantlasrna ve Deforrnasyon
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4.2. ELISA Calismalar:

Yapilan survey c¢alismalarinda WMV ile bulasitk oldugundan
siiphelenilenerek toplanan 64 Karpuz ve 55 kavun 6rnegi Clark ve Adams, (1977)
tarafindan bildirilen sekilde ve ticari kitin temin edildigi firmanin (Bioreba Ag)
prosediirii  dogrultusunda Double Antibody Sandwich- Enzyme Linked-
Immunosorbent Assay (DAS- ELISA) yontemiyle testlenmis, 11 karpuz ve 10
kavun o6rneginin WMV ile bulasik olduklar1 saptanmistir. Bunlar ¢izelge 4.2. de
gosterilmistir.

WMV benzeri simptomlar gosteren ancak ELISA testlerinde negatif sonug
veren Orneklerin WMV disinda farkli  viriislerle enfekteli olabilecegi

disiiniilmiistiir.

Cizelge 4.2. WMV i¢in Yapilan ELISA ve RT-PCR Testi Sonuglari
Testlenen | Testlenen ELISA ELISA RT-PCR | RT-PCR
il ilce Bitki Bitki Pozitif Pozitif | Pozitif Pozitif

Tiiri/Sayisi | Turii/Sayisi| Karpuz Kavun Karpuz Kavun

Ceyhan | 10 Karpuz

Kozan 6 Karpuz 2 Karpuz 1 Karpuz

Karaisali | 3 Karpuz 3 Karpuz 1 Karpuz
Adana

Karatag | 15 Karpuz | 15 Kavun | 1 Karpuz | 1 Kavun

imamoglu | 7 Karpuz 2 Karpuz**
Tuzla 3 Karpuz 15 Kavun 3 Kavun 2 Kavun
Silifk
Mersin ilitke 7 Karpuz 5 Karpuz 2 Karpuz
Tarsus | 13 Karpuz | 25 Kavun 6 Kavun 3 Kavun
Toplam 64 Karpuz | 55 kavun (11 Karpuz| 10 Kavun | 4 Karpuz | 5 Kavun
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ELISA testi sonucunda, Kozan’dan alinan 2 karpuz,Karaisali’dan alinan 3
karpuz, Karatag’dan alinan 1 karpuz ve 1 kavun, Tuzla’dan alinan 3 kavun,
Siliftke’den alinan 5 karpuz ve Tarsus’dan alinan 6 kavun Orneginin WMV ile
infekteli oldugu ortaya ¢ikmustir. Imamoglu’ndan alinan 7 karpuz Orneginin 2
tanesi tam olarak beklenen absorbans degerini vermemis ve siipheli olarak kabul
edilerek RT-PCR c¢aligmalarinda kullanilmiglardir. (** stipheli 6rnekler)

Sevik ve Arli-Sokmen (2003), kabakgillerde hastalik yapan viriisleri ve
yayilislarini belirlemek i¢in, Samsun’da 5 ilgeye bagh 18 kdyde 45 tarladan 6rnek
almislardir. Bu oOrneklerle yapilan ELISA testlemelerinde 165 6rnegin %53.9
WMV, %38.8 ZYMV ve %20.6’sinin CMV’ ile bulasik oldugunu bildirmislerdir.

Kaya ve Erkan (2011), izmir, Aydin, Manisa ve Balikesir’de yetistirilen
kabakgiller de mevcut viriis hastaliklarin1 arastirmislardir. Toplanan 618 6rnegi
ELISA yontemiyle test etmisler ve en yaygm viriisiin % 21.5 orani ile WMV-2
oldugunu ayrica CMV, WMV-1 ve ZYMV viriislerinin de oldugunu rapor
etmiglerdir. Bu calisma Ege Bolgesi'nde yetistirilen karpuz bitkilerinde WMV-
I'niin varligina yonelik ilk rapordur.

Korkmaz (2015), Tokat ilinde kabakgil tiretim alanlarinda hastaliga
neden olan viriislerin belirlenmesi amaciyla yapraklarda ipliklesme, kabarciklagma
mozaik ve gelisme geriligi, meyvede sekil bozuklugu ve deformasyon simptomlari
gosteren 571 yaprak ornegi toplamistir. Yapilan ELISA testi sonuglarina gore 571
ornekten %37’sinin WMV, %12’sinin ZYMV, %11’inin CMV, %3,4’liniin PRSV
ve %0,2’sinin SQMV ile enfekteli oldugu saptanmigtir. WMV kavunda %59,

karpuzda %35, oraninda tespit edilmis ve en yaygin viriis oldugu bildirilmistir.

4.3. Total RNA Ekstraksiyon Calismalari
Total RNA c¢aligmalarinda ELISA testi sonucu WMYV ile bulasik oldugu
saptanan 21 adet ornek ile diisiik absorbans degeri alinan ve siipheli kabul edilen 2

ornekten alinan taze yapraklar ile Astruc ve ark (1996)’nin belirttigi yontem
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uygulanarak total RNA’lar elde edilmistir. TBE veya TAE tampon ¢o6zeltisinde
hazirlanan % 1.5 ’luk agaroz jel kullanilarak 40 V altinda elektroforez islemi

gergeklestirilmis ve bandlar elde edilmistir.

4.4. RT-PCR Cahismalar:

Surveyler sirsasinda WMV ile bulasik oldugundan siiphelendigimiz ve
ELISA testlerinde pozitif sonu¢ aldigimiz 6rnekler ile diisiik absorbans degeri
aliman ve siipheli kabul edilen 6rneklerden hazirlanan total NA’lar kullanilarak
Desbiez ve ark. (2009)’ nin belirttigi yonteme gore yapilan PCR c¢alismalarinda
WMV’ye 6zgii WMV-5" -WMV-3" kodlu primer ¢ifti kullanilmig ve 408 bp
biiytikliige sahip bandlar elde edilmistir. (Sekil.4.10.)

408bp
Band

Sekil 4.10. RW3 ve RV5 Primer Cifti Kullanilarak Yapilan RT-PCR Caligmasinda
408 bp Biiyiikliigiinde Band Elde Edilen WMV ’nin Adana ve Mersin
izolatlart (WMV-1, WMV-3, WMV-4, WMV-6,WMV-7, WMV-
12,WMV-13, WMV-17, WMV-19).

ELISA testi sonucu pozitif kabul ettigimiz 21 6rnek ile diisiik absorbans

degerine sahip fakat siipheli olarak kabul ettigimiz 2 6rnek kullanilarak yiiriitiilen
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RT-PCR c¢alismalari sonucunda Kozan’dan aliman 1 karpuz (WMV-19),
Karaisali’dan alinan 1 karpuz (WMV-17) Silifke’den alinan 2 karpuz (WMV-12,
WMV-13), Tuzla’dan alinan 2 kavun (WMV-1, WMV-7) ve Tarsus’dan alinan 3
kavun (WMV-3, WMV-4, WMV-6) izolatlarindan 408bp biiyiikliigiine sahip band
elde edilmistir.

Bu caligmaya benzer sonuglar Desbiez ve ark. (2009) tarafindan WMV5’-
WMV3’kodlu primer ¢ifti kullanilarak yapilmig ve 408 bp biiyiikliigiinde band elde

edilmistir.

4.5. Dizi Belirleme ve Filogenetik Siniflandirma Cahsmalari

Filogenetik, gruplar arasindaki evrimsel akrabaliklarin aragtiriimasini konu
alir ve canlilar arasindaki iligkileri molekiiler diizeydeki benzerliklerini agiklamaya
caligir. Filogenetik analizde DNA da bulunan baz siralari ya da protein dizileri
kullanilarak genom benzerlikleri bulunur. Bu dizilere ait bilginin 6zetlenmesi ve
gorsel olarak anlasilabilmesi i¢inde filogenetik agaclar olusturulur (Anonymous,
2016).

DNA dizi belirleme calismalarinda elde edilen PCR firiinlerine ait
niikleotid dizileri, Polar kimya firmas1 tarafindan ticari olarak belirlenmis ve
kullanilan izolatlarin ¢ogaltilan parcalarinin diinyada kaydedilmis diger izolatlarla
niikleotid diizeyde karsilagtirilmasi yapilarak filogenetik agaglar elde edilmistir.

Potyviridae familyasindan olan WMV genomlarinin kilif proteinini
kodlayan bolgenin N-ucu yiiksek miktarda degiskenlik gdsterdigi i¢in molekiiler
caligmalarda ¢ok fazla kullanilir. (Desbiez ve Lecoq, 2009).

Sharifi ve ark. (2008) iran’ da kabakgillerden aldiklar1 18 tane WMV-2
izolatinin cp genini kodlayan bolgede 804 bp ve NIb geninin 3' ucunda 18 bp’lik
kismi olmak {izere toplam 822 bp’lik bir bdlgeyi cogaltarak, dizi analizini
yapmislar ve niikleotid dizilimlerinin benzerliklerinin %92,7-99,9 arasinda

degistigini bildirmislerdir.
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4.5.1. Karpuz Mozaik Viriisii (WMYV) Dizi Analizi Calismalari

Bu ¢alismada, WMYV izolatlarinin dizi analizinde genom iizerinde 8923—
9744 niikleotidleri arasindaki, cp genini kodlayan bolgede 804 bp ve NIb geninin 3'
ucunda 18 bp'lik kismi olmak iizere toplam 822 bp'lik bir kisim ¢ogaltilarak
kullanilmgtir.

WMV dizi belirleme ¢aligmalarinda alindiklar1 bélge ve bitki tiirii dikkate
alinarak secilen Tarsus kavun (WMV-6), Tuzla kavun (WMV-7), Silifke karpuz
(WMV-13) ve Kozan karpuz (WMV-19) izolatlar1 kullanilmstir.

Cizelge 4.3. Filogenetik Soyagaci Olusturulurken Kullanilan izolatlar

WMV izolat Kodu/ Bitki
izolat Toplanan Yer Tiird Ornek Kodu
TARSUS WMV-6 /Kavun MERSIN-6
TUZLA WMV-7 /Kavun ADANA-7
SILIFKE WMV-13 /Karpuz MERSIN-13
KOZAN WMV-19 /Karpuz ADANA-19
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e WMV6 Tarsus %
93 L WMV13 Silifke %
95 WMV7T Tuzla *
WMV19 Kozan %
i
97 L KF589920 Turkey
99
—— AB369278 Korea
70
JF273463 France3
] AB353119 Japan
FJ823122 ltaly
& EU660581 Franced
97 EU660580 France2
100 L D13913USA
— AY995215 New Zealand
2 —— JF273462 France1
100] —— GQ241707 Slovakia
o EUB60579 Turkey91
—
0,0100

Sekil 4.6. WMV-5 ve WMV-3 Primer Cifti Ile Saptanan WMV Izolatlarinin
(WMV-6, WMV-7, WMV-13, WMV-19) Diinyanin Farkh
Bolgelerinden Rapor Edilen WMV izolatlar1 ile Olan Benzerligini
Gosteren Filogenetik Agac (Bootstrap 1000 tekrarlamali).
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Bu calismada elde edilen izolatlar G3 grubunun EM3 alt grubunda yer
almiglardir, EM3 izolatlar1 diger Avrupa iilkelerinde de yaygin olan izolatlar
kapsamaktadir. EM3 izolatlar1 yaprak bitleriyle yaygin olarak taginabilmekte ve
bitkilerde siddetli simptomlara sebep olmaktadir.

Diinyada WMV izolatlar1 G1,G2 ve G3 olarak {i¢ farkli molekiiler gruba
ayrilir, bunlardan grup 1'in izolatlar1 baskindir ve “klasik™ izolatlar1 (CL izolatlar)
igerdigi kabul edilir, grup 2 farkli molekiiler soylar1 temsil eder ve diinyanin farkl
bolgelerinde bulunur, grup 3 izolatlar siklikla ciddi semptomlara (EM izolatlar1)
neden olur. (Desbiez ve ark., 2009). Grup 1'de genellikle “KEA” motifi grup 2'de
“KEK” ve grup 3'te “KEKET” motifi bulunmaktadir (Desbiez ve ark. 2007).

G3 izolatlar1 2000°1i yillarin basinda ilk olarak Asya da saptanmistir. Basta
Fransa olmak {izere daha sonra Italya, Ispanya ve Polonya gibi diger Avrupa
iilkelerinden de rapor edilmistir. (Lecoq ve Desbiez, 2012; Finetti Sialer ve
digerleri, 2012). G3 izolatlar1 EM1, EM2, EM3 ve EM4 olmak {izere 4 molekiiler
gruba ayrilmaktadir. (Desbiez ve ark., 2009).

Kamberoglu ve ark. (2015), Adana ili ve ilgelerinde mozaik, benek ve
yaprak deformasyonu gibi simptomlar gosteren bitkilerden ornekler toplayip
yaptiklar1t DAS-ELISA ve RT-PCR uygulamalariyla WMV ’ne rastlamiglardir. Elde
edilen WMV’ niin karakterizasyonunu yapmislar ve bu izolatin G3 grubunun EM3
alt grubunda yer aldigimmi bildirmiglerdir. WMV-Tr olarak adlandirdiklar1 izolat
molekiiler grup 3’iin Tiirkiye’de ki ilk raporudur.

WMV-Tr' in biyolojik &zellikleri, diger G3 izolatlar1 gibi, WMV-Tr de
CP'nin N terminal ucunda “KEKET” motifi bulunmasi nedeniyle Chenopodium

guinoa tizerinde sistemik degildi (Desbiez ve Lecoq., 2011)
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Cizelge 4.4. Elde Edilen Izolatlarin Diinyada Yer Alan Diger izolatlarla Benzerlik
Oranlar1 ve Orjini

Accession
WMV Isolate Number % ldentity Origin
WMV izolati Gen Bankasi | % Benzerlik | Kaynak
Kabul Numarasi
C06-257 JF273463 % 97,7 France
Watermelon AB369278 % 97,4 South Korea
FMFOO-LL1 EU660581 % 92,8 France
S96-6 AB353119 % 92,5 Japan
C06-526 JF273462 % 90,6 France
Lecce FJ823122 % 90,5 Italy
SK22-cu GQ241707 %90,4 Slovakia
Turk91 EU660579 % 89,8 Turkey
New Zealand AY995215 % 88,3 New Zealand
USA D13913 % 86,8 USA
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5.SONUC VE ONERILER

Ulkemizde uygun iklim kosullarindan dolay1 Adana (Ceyhan, Karaisali,
Imamoglu, Karatas, Kozan), ve Mersin (Tarsus, Silifke), sebze ve meyve
yetistiriciliginin genis alanlarda yapildigi ve onemli ekonomik gelir sagladigi
illerimizdendir. Karpuz ve kavun bu bolgelerde genis alanlarda yetistirildigi i¢in
onemli Ol¢iide hastalik ve zararli miicadeleside gerekmektedir. Viriisler 6zellikle
kimyasal miicadelelerinin olmamasi, genis konuk¢u agina sahip olmalar1 ve
vektorler ile genis alanlara tasinabilmelerinden oOtiiri ayri bir 6nem arz
etmektedirler. Karpuz ve kavun da 6nemli derecede iiriin kayiplar1 meydana getiren
viriis hastaliklarindan biri olan WMV uzun yillardan beri iilkemizde tespit
edilmistir.

Bu tez cgalismasi ile Adana ve Mersin illeri karpuz ve kavun iiretim
alanlarinda hastaliga neden olan WMV’ niin biyolojik, serolojik ve molekiiler
yontemler  kullanilarak ~ saptanmast ve  karakterizasyonunun  yapilmasi
amaclanmigtir. Bu amaglar dogrultusunda surveyler yapilarak siipheli bulunan
karpuz ve kavun bitkilerinden drnekler alinarak serolojik ve molekiiler yontemler
ile testlenmis, elde edilen izolatlarin molekiiler karakterizasyonu yapilmis ve
diinyadaki diger izolatlarla karsilastirilip soy agaci elde edilmistir.

Bu tez ¢aligmasinin sonuglarina baktigimizda;

1. WMV izolatlarinin tanist ve karakterizasyonu amaciyla 2019 yili ilkbahar
ve yaz aylarinda Adana ve Mersin illerinin belirlenen liretim alanlarinda
surveyler gerceklestirilmistir. Surveylerde Onceden yapilan c¢aligmalar
sonucu aragtirmacilar tarafindan bildirilen bitkilerde gelisme geriligi, renk
degisikligi, deformasyon, mozaik, kabarciklasma, gen¢ siirgiinlerde

ipliklesme ve cigek azalmasi gibi WMV simptomlar1 gézlenmistir.
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2. Arazi gikiglarinda Adana ilinden siipheli olarak degerlendirilen 44 karpuz
ve 30 kavun 6rnegi Mersin ilinden 20 karpuz ve 25 kavun 6rnegi olmak
lizere 64 karpuz ve 55 kavun 6rnegi alinmistir.

3. DAS-ELISA ¢alismalar1 sonucu 11 karpuz ve 10 kavun 6rneginin WMV
ile bulasik oldugu saptanmigtir. Ayrica negatif kontroliin absorbans
degerinin iki kati civarindan daha diisiik absorbans degeri veren 2 6rnek de
WMV pozitif kabul edilmistir.

4. Total RNA Ekstraksiyon ¢aligmalarinda; DAS-ELISA testi sonucu bulagik
oldugu anlasilan 21 6rnek ile negatif kontroliin iki katindan daha diisiik
absorbans degerine sahip ama pozitif olarak kabul edilen 2 6rnek olmak
tizere 23 Ornegin niikleik asitleri ¢ikarilmigtir.

5. WMV ile infekteli bitkilerden elde edilen total RNA’lar ve WMV’ ne
spesifik primer ¢ifti kullanilarak gerceklestirilen RT-PCR ¢aligmalarinda 9
ornek beklenen 408 bp biiyiikliige sahip band vermistir.

6. Dizi belirleme ve filogenetik siniflandirma ¢aligmalarinda kullanmak i¢in
ELISA testlerinde yiiksek absorbans degerine sahip PCR’da istenilen
biiyiikliikte bant olusturan orneklerden alindiklar1 bolge ve bitki tiirii
dikkate alinarak secilen Tarsus kavun (WMV-6), Tuzla kavun (WMV-7),
Silitke karpuz (WMV-13) ve Kozan karpuz (WMV-19) izolatlan
kullanilarak soyagaci olusturulmus, izolatlar arasindaki farkliliklar veya
benzerlikler gen diizeyinde ortaya konmustur. Olusturulan filogenetik agac
izlolatlarin G3 grubunun EM3 alt grubunda yer aldigini géstermistir. EM3

izolatlart diger Avrupa llkelerinde de yaygin olan izolatlar1 kapsamaktadir.

Sonu¢ olarak yiiriitiilen bu tez calismasinda serolojik ve molekiiler
yontemler kombine sekilde uygulanarak WMV’niin tanilanmasi  ve
karakterizasyonu yapilmis, siipheli olarak degerlendirilen orneklerden pozitif

sonuglar elde edilip viriisiin varligi kanitlanmstir.
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Kabakgillerde 6nemli 6l¢iide kalite ve verim kaybima sebep olan viriis
hastaliklar1 benzer simptomlar meydana getirdikleri i¢in bu viriislerin biyolojik,
serolojik ve molekiiler olarak tanilanmasi 6nem arz etmektedir. Viriislere karsi
kimyasal miicadele yapilamadigi igin ¢esitli kiiltiirel 6nlemler alinarak viriis
hastaliklartyla miicadele saglanmaktadir.

WMYV ile miicadele de;

Viriisten ari iiretim materyali kullanilmali ¢linkii en etkili yontem iiretimin en
basindan hastaligin iiretim alanina girmesini engellemektir.

Bitkilerin saglikli olarak gelisebilmesi igin bitki beslemesi, sulama,
gibbreleme gibi kiiltiirel 6nemlere ve kullanilan makine ve alet, ekipman
temizligine dikkat edilmelidir.

Viriis ile bulasik olan bitki ve bitki artiklari iiretim alanindan derhal
uzaklastirilip yok edilmeli ve {iiretim sezonu sonunda bitki artiklarinin iiretim
alanindan tamamen temizlenmesi gerekmektedir.

Yabanci otlar viriisler ve viriis vektorleri i¢in iyi birer konuk¢u olduklarindan
yabanci ot miicadelesinin ¢ok iyi bir sekilde yapilmasi viriislerin yayilmasina ve
primer enfeksiyonlarin olusmasina engel olur.

Virlis vektorlerinin  tespit edilmesi taninmast ve uygun miicadele
yonteminin segilmesi gerekir, en sik karsilastigimiz vektor grubu olan afidlere karsi
insektisit uygulamalar1 yapilmalidir.

Belirli araliklarda bolgede surveyler yapilarak mevcut viriislerin hangileri
oldugu tespit edilip, bu virlislere kargi dayanikli ¢esit liretimi igin ¢aligmalar
yapilmalidir.

Bolgede bulunan iireticilerin bilinglenmesi agisindan viriis hastaliklar1
miicadelesi konusunda egitimler diizenlenmelidir.

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasi ile bolgede mevcut olan WMV niin tanisi
ve karakterizasyonu bagarili bir sekilde gergeklestirilmistir ve elde edilen sonuglar

bundan sonra yapilacak olan ¢aligmalara katki saglayacak niteliktedir.
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Ek 1.

ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler
1. Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.4 (Fosfat Tampon Cozeltisi)

80¢g NaCl
02g KH,PO,
29¢g Na,HPO,.12H,0 veya

2.3 g Na,HPO,.7H,0
1.44 g Na,HPO,.2H20
1.15 g Na,HPO,

0.2 gKCl

0.2 g NaN;

Yukarida miktarlari verilen kimyasallar 1 litre saf su icerisinde
eritilip pH’s1 0.1N olan NaOH veya 0.1 N HCI ile ayarlanmis ve +4°C’de
muhafaza edilmistir.

2. Coating Buffer Ph 9.6 (Kaplama Tampon Cozeltisi)

2.93 g N32CO3
294 ¢ NaHCO;
02¢g NaN;

Yukarida miktar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH
ayarlamasi yapilmis ve + 4°C’de saklanmustir.

3. Washing Buffer (Yikama Tampon Cozeltisi)
Bir litre PBS tamponu 0.5 ml Tween-20 ilave edilerek hazirlanmstir.

4. Sample Extraction Buffer (Ornek tampon ¢ozeltisi)
Bir litre yikama tamponu ¢ozeltisi i¢cine 20 g Polyvinylpyrolidone (PVP-
40) ilave edilerek hazirlanmistir.

5. Enzyme Conjugate Buffer (Konjugat Tampon Cozeltisi)
Bir litre 6rnek tamponu ¢ozeltisi i¢ine 2 g ovalbumin (egg albumin) ilave
edilerek hazirlanmastir.

6. Substrat Buffer Ph 9.8 (Substrat Tampon Cozeltisi)
97 ml Diethanolamine 800 ml saf su igerisine ilave edilmis ve 0.2 g NaN;

konarak Ph 9.8’¢ ayarlanmis ve 1 litreye tamamlanmustir.
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Ek 2.

Total RNA Analizlerinde Kullanilan Soliisyonlar
Ekstraksiyon Buffer (100 Mm Tris-HCI Ph. 8.0, 50 Mm EDTA Ph. 7.0, 500 g
NaCl, 100mM 2. Mercapto-ethanol (1/1000))

Tris-HC1 2.4228 g
EDTA 3.7224
NaCl 5844 ¢

Yukarida verilen kimyasallar 150 ml saf su igerisinde sirayla ¢oziilerek Ph
ayarlanmis ve son hacmi 200 ml’ye tamamlanmistir. Ardindan 1/1000 oraninda 2-

Mercaptoethanol eklenmistir.

% 20 Sodium Dodecyl Siilfate (SDS)
Sodium Dodecyl Siilfattan 20 g alinarak 80 ml saf su igerisinde

¢oziildiikten sonra hacmi 100 ml’ye tamamlanmustir.

Potasium asetate (CH;COOK) (5M)
Potasium asetattan 49.075 g alinarak 60 ml saf su igerisinde ¢oziildiikten

sonra hacmi 100 ml’ye tamamlanmistir.

Sodium asetate (CH;COONa(3M))

Sodium asetattan 40.824 g alinarak 60 ml saf su igerisinde ¢oziildiikten
sonra hacmi 100 ml’ye tamamlanmistir.
% 70 lik Ethanol

% 100’lik ethanolden 70 ml alinarak 30 ml saf su ile karistirilip elde

edilmistir.
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Ek 3.

Agaroz Jel Elektroforezde Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. TBE Buffer (89 mM Tris, 89 mM borik asit,2 mM EDTA) (pH:8,3)
10.777 g Tris-Base, 5.502 g boric asit ve 0.744 g EDTA alinarak 900 ml
saf su i¢inde eritildikten sonra ¢ozeltinin pH’st 8.3 olarak ayarlanarak ve
hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 1X TBE buffer hazirlanmistir.

2. TAE Buffer (10 mM Tris, S mM Sodium acetate, 0,5 mM EDTA)
(pH:8,3)
1.211 g Tris-Base, 0.680 g sodyum asetat ve 0.186 g EDTA alinarak 900
ml saf su iginde eritildikten sonra ¢6zeltinin pH’s1 8.3 olarak ayarlanarak
ve hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 1X TAE buffer hazirlanmstir.

3. Etidyum Bromid
10 mg etidyum bromid 1 ml saf su igerisinde eritilmis ardindan 30 pl alinip

100 ml saf su i¢ine eklenmistir.
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