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Bu aragtirma sebze tiirleri i¢erisinde 6nemli bir yeri olan Karpuzda (Citrullus
lanatus) hastaliga neden olan Watermelon mosaic virus (WMV)’ {iniin saptanmasi,
karakterizasyonu ve Diyarbakir yerel karpuz popiilasyonunun WMV’ iine karsi
dayanikliliginin  arastirllmast amaciyla yiiriitiilmiigtiir. Diyarbakir ve civarinda
yiirlitiilen surveyler sirasinda karpuz ve kavunlarda mozaik, kloroz, yaprak
deformasyonu ve bodurlasma gibi belirtiler goriilmiistiir. Belirti gosteren bitki
ornekleri kodlanarak toplanmig ve tamami DAS-ELISA ile WMV, CMV, ZYMV,
PRSV, MNSV, CABY ve SqMV viriislerine karsi testlenmistir. Ornekler icerisnde
WMV ile bulasik olarak bulunan 6rnekler RT Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile
WMV’ niin kilif protein genine spesifik iki farkli primer ¢ifti ile testlenmistir. WMV
icin pozitif sonu¢ veren Ornekler ayrica mekanik inokulasyon ile test bitkilerine
tasinmig ve WMYV izolatlarinin biyolojik ve molekiiler 6zellikleri ortaya konulmustur.
WMV ile infekteli 6rneklerin RT-PCR firiinlerinden DNA dizileri elde edilmis, DNA
dizilerine dayali yapilan filogenetik analizler sonucunda Diyarbakir ve civarinda
saptanan WMV’ {inlin diinyada bulunan diger izolatlar1 ile akrabalik dereceleri
arastirilmis ve WMV-Suriye izolati ile yakin oldugu ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler:  Karpuz, Karpuz Mozaik Viriisii, Diyarbakir Karpuzu,
Dayaniklilik



ABSTRACT

Msc. THESIS

DETECTION OF WATERMELON MOSAIC VIRUS (Watermelon mosaic
potyvirus, WMYV), BIOLOGICAL AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION IN DiYARBAKIR AND ITS SURROUNDINGS
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: Prof. Dr. Serap ACIKGOZ
: Prof. Dr. Mustafa GUMUS

This research was carried out with the aim of detecting and characterizing
Watermelon mosaic virus (WMYV), which causes disease in watermelon (Citrullus
lanatus), has an important place among vegetable species, and to investigate resistance
of Diyarbakir local watermelon population to WMV. During the surveys conducted
around Diyarbakir, symptoms as such mosaic, chlorosis, leaf deformation and stunting
were observed in watermelons and melons. Symptomatic plant samples were collected
coding and tested against WMV, CMV, ZYMV, PRSV, MNSV, CABY and SqMV by
DAS-ELISA. The samples found contaminated with WMV in the samples were tested
with two different primer pairs specific to WMV by Polymerase Chain Reaction
(PCR). Samples giving positive results for WMV were also inoculated into indicator
plants by mechanical inoculation and biological and molecular features of WMV
isolates were revealed. DNA sequences were obtained from RT-PCR products of
WMV-infected samples, as a result of phylogenetic analysis based on DNA sequences,
the phylogenetic relation of WMV detected in Diyarbakir and its affinity with other
isolates found in the world was investigated and it was revealed that it was close to the
WMV-Syria isolate.

Key words: Watermelon, Watermelon Mosaic Virus, Diyarbakir watermelon,
Resistance
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GENISLETILMIS OZET

Bu arastirma sebze tiirleri icerisinde 6nemli bir yeri olan Karpuzda (Citrullus
lanatus) hastalia neden olan Karpuz mozaik virisi’® niin (WMV) saptanmasi,
karakterizasyonu ve Diyarbakir yerel karpuz popiilasyonunun WMV’ iine karst
dayanikliliginin arastirilmasi amacryla yiiriitilmistiir.

Sebze tiirleri igerisinde Onemli yeri olan Karpuz  (Citrullus lanatus),
Cucurbitaceae familyasinin Citrullus cinsine ait, stiriiniicii ve tirmanici, ¢igekli bir bitki
tiirii olup tek yillik, meyvesi igin yetistirilen Bat1 Afrika kokenli 6nemli bir kiltiir bitkisidir.
Karpuzlar “watermelons” (Citrullus lanatus (Thunb.) var. lanatus) ve kavunlar “citron
melons” (Citrullus lanatus var. citroides (L. H. Bailey) Mansf.) olmak tizere iki alt boliime
ayrilmaktadir.

Diyarbakir karpuzu, merkeze bagli olan ve Dicle nehri kiyisinda bulunan Sivritepe
(Seyhelan), Erimli (Simaki), Tekkaynak (Yuvacik), Feri ve Tepe kodylerinde yogun olarak
yetistirilmektedir. Ulkemiz igin ¢ok énemli bir gen kaynagi olmasina ragmen bugiine kadar
malesef bilimsel yaklasimlar ile bu karpuz cesitleri hakkinda yeterli ve detayli bilimsel
arastirmalar yapilmamustir.

Bitkilerde zarar yapan viral hastaliklara karsi etkili bir miicadele yoOntemi
bulunmadigindan dolay1 etmenin tanisi, yayginliginin ve tasinma yollarinin bilinmesi,
hastalik kaynaklarinin imha edilmesi yaninda zarar gdrmekte olan konukcularin
dayanikliliklarinin bilinmesi ve dayanikli g¢esitlerin iiretimi 6nemli miicadele konulari
olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Diyarbakir ve civarinda yapilan bir survey ¢alismasinda Diyarbakir karpuzu, ticari
bir hibrit karpuz ¢esidi ve kavun bitkilerinin birlikte yetistirildigi ayn1 alanda hem kavun
hem de ticari karpuz ¢esidinde viriis benzeri belirtiler gozlenirken Diyarbakir karpuzunda
herhangi bir belirtinin goriilmemesi dikati ¢ekmistir. Yillardir bu bolgede geleneksel
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yetistirilen Diyarbakir karpuzunun s6z konusu viriis belirtilerini gdstermemesi “’acaba bir
dayaniklilik m1”’ s6z konusudur? sorusunu giindeme getirmis ve bdyle bir ¢alismanin
planlanmasina vesile olmustur.

Oncelikle Diyarbakir ve ilgelerinde Kabakgil (Karpuz, kavun, kabak ve acur)
iiretimi yapilan alanlarda zararli ve mevcut viriislerin balirlenmesi yaninda Diyarbakir
karpuzu ve kavun bitkilerinin birarada oldugu tarlada sadece kavunda simptom goriilmiis
olmas1 ve testlemeler sonucunda kavunda goriilen simptomlarin Watermelon mosaic
virlisinden kaynaklandigi ortaya konuldugu ve diger virlislerin bu tarlada
saptanamamasindan dolayr Watermelon mosaic virus (WMV)’ min farkli konukgularinda
simptomolojik ve biyolojik 6zelliklerinin ortaya konmasi, kilif protein gen bolgesinin gen
dizilimini kullanarak WMV’ niin daha 6nce saptanmis olan diinyadaki diger izolatlarla
kargilagtirilmasi ve akrabalik (Filogenetik) iliskilerinin ortaya konmasi ¢alismanin amacini
olusturmus ve ¢alismada s6z konusu etmen saptanabilirse yerel ve milli olan Diyarbakir
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karpuz gesitlerinin WMV ’iline karsi reaksiyonunu ve varsa dayanikliliginin biyolojik ve
molekiiler yontemlerle ortaya konulmasi amaglanmistir.

Aragtirmalar sirasinda kullanilan bitkilerin kaynagini, Diyarbakir ili ve ilgelerinde
kabakgil (karpuz, kavun, acur ve kabak) iiretimi yapilan alanlarda viriis ve viriis benzeri
belirtiler gdsteren ve viriisle bulasik olabileceginden siiphelenilen bitkilerin belirti gdsteren
geng yapraklart olusturmustur. WMV’ niin en 6nemli konukgulari arasinda bulunan karpuz
ve kavun daha ¢ok bulundugu i¢in Diyarbakir ilinde survey alanlarindan bitkisel materyal
olarak Diyarbakir karpuzu, ticari karpuz, Diyarbakir beyaz kis kavunu ve ticari kavun
bitkilerinden ornekler toplanmistir. WMV’ niin hastalik belirtilerine benzer belirtiler
gosteren bitkilerden alinan 97 adet karpuz ve 55 adet kavun olmak iizere toplam 152 6rnek
calismalarin ana materyalini olusturmustur. Toplanan Orneklerin belirti gosteren geng
yapraklarinin dnce foograflari ¢ekilmis toplandiktan sonra numaralandirilip etiketlenerek
buz kutusu igerisinde laboratuara getirilmistir.

Survey alanlarindan toplanan orneklerin tamami WMV, CMV, ZYMV, PRSV,
MNSV, CABY ve SqMV ile ilgili bulagiklik durumlarini ortaya koymak amactyla 6ncelikle
serolojik (DAS-ELISA) galismalarda materyal olarak kullamilmislardir. Ornekler DAS-
ELISA ile s6z konusu viriislerin antiserumlart (kitleri) kullanilarak bu viriislere karsi
testlenmistir.

Survey alanlarindan toplanan viriis ve benzeri hastaliklardan siiphelenilen
orneklerdeki belirtilerin WMV’iinden kaynaklanip kaynaklanmadigimi ortaya koymak,
karpuz ve kavunda viriis belirtilerini goriintiilemek ve Diyarbakir karpuz c¢esidinin
WMV’iine karsi biyolojik dayanikligi/duyarliligini ortaya koymak amaciyla karpuz ve
kavun bitkilerine 6zsuyu ile WMV tagimuistir.

Survey alanlarindan toplanan &rneklerin DAS-ELISA ile testlenmesi sonucunda
WMV ig¢in pozitif sonu¢ alinan ve bu 6rneklerin mekanik inokulasyon sonucunda belirti
gozlenen ve yine DAS-ELISA ile testlenmesi sonucunda viriisle bulagik oldugu ortaya
konulan Ornekler total niikleik asit ekstraksiyonu calismalarinda materyal olarak
kullanilmistir. WMV ile bulasik olan farkli izolatlara ait niikleik asitler RT-PCR ¢alismalart
icin hedef niikleik asit materyallerinin kaynagini olusturmustur.

WMV’ dinlin farkli izolatlarmin kilif protein geni iizerinde 825 bp molekiil
agirhigina sahip bolgeyi cogaltan WMV-R825/WMV-F825 ve 917 bp molekiiler agirligina
sahip bolgeyi ¢ogaltan WMV-R917/WMV-F917 primer ¢iftleri kullanilarak RT-PCR
caligmalar1 ylritilmiistir. DNA dizileme ¢ift tarafli olarak (Forward ve Reverse)
yapilmigtir.

Elde edilen Forward ve Reverse dizilimleri MEGA7 (Molekiiler Evrim Genetik
Analiz) programi kullanilarak birlestirilmis ve gen dizilimleri ortaya ¢ikartilmistir.
Saptanan Diyarbakir WMV izolatlar1, diinyada farkli {ilkelerde saptanmis ve gen
bankasinda kayitli olan izolatlar arasindaki evrimsel filogenetik analiz en fazla benzerlik
olasiligmin ortaya ¢ikarilmasi seklinde bir metod ile yapilmustir. ilgili gruplarin bir arada
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kiimelendigi agaglarin yiizdesi dallarin yaninda gosterilmistir. Gruplar arasindaki tahmini
mesafe ve benzerlik igin Neighbor-Join and BioNJ algoritma kullanilmistir. Filogenetik
analizde 3 adet Diyarbakir izolati (TR-Db-yenisehir, TR-Db-Surl, TR- Db-Sur2) ve
TURKO1 izolatininda dahil oldugu 13 adet diinyadaki farkli iilkelerde tanilanmis izolat
olmak tizere toplam 16 WMV izolat kullanilmigtir. Evrimsel filogenetik analiz MEGA X
programi {izerinde gergeklestirilmistir.

Yaprak biti ile tasima denemelerinde yaprak biti olarak Watermelon mosaic virus
(WMV)’ iniin konukg¢usu olmayan Turung¢ agaglart iizerindeki yaprak bitleri (Aphis
gossypii) kullanilmustir. inokulum kaynagi olarak mekanik inokulasyon ile viriis aktarilmis
belirti gosteren Diyarbakir Beyaz Kig Kavunu ve test bitkisi olarakta Diyarbakir Beyaz Kis
kavunu ile Diyarbakir Karpuz ¢esidi tercih edilmistir. Calismanin yiiriitildiigii Diyarbakir
ili ve civarinda kavun karpuz tarlalarinin yogun oldugu Sur (Erimli / Sumagqi), Bismil (Darli
Mah., Gundik.), Egil (Kalkan), Cinar (Kuruyazi, Ekinveren), Silvan (Gtlirpinar), Ergani ve
Yenigehir (Elidolu Mah.) de yapilan survey calismalarinda karpuz bitkilerinde mozaik,
yaprak deformasyonlari, kloroz ve bodurlasma, kavun bitkilerinde mozaik, yaprak
deformasyonlari ve bodurlagma gibi belirtiler goriilmistiir.

Aragtirma kapsaminda yapilan surveylerde simptom gozelenen bitkilerden alinan
97 adet karpuz ve 55 adet kavun olmak {izere toplam 152 6rnegin WMV, CMV, ZYMYV,
PRSV, MNSV, CABY ve SqMV viriislerine karst DAS-ELISA ile testlenmistir.
Testlemeler sonucunda hi¢ bir drnekte ZYMV, PRSV, MNSV, CABY ve SqMV’ leri
saptanmamugtir. Ancak Yenisehir (Elidolu Mah.) Dicle nehri kenarindan alinan 5 (TR-Db-
Yns kodlu), Sur (Erimli / Sumagqi) Cay Onii/Dicle Nehri kenarindan alan 7 (TR-Db-Surl)
ve 8 (Tr-Db-Sur2 kodlu) numarali érneklerde WMV’ i saptanirken Bismil (Darli ve
Gundik.) Ambar Yolu/Kur¢ay mevkiinden alinan Bsm-D1 ve Bsm-G kodlu 6rneklerde
CMYV saptanmuistir.

WMV’ iiniin mekanik inokulasyon yontemi ile Diyarbakir Karpuzu (Standart),
Ticari karpuz (MF1) Hibrid ve Ticari karpuz (SF1) Hibrid, Diyarbakir Beyaz Kis Kavunu
(Standart), Ticari kavun (BF1) Hibrid, Ticari kavun (SF1) Hibrid, gesitlerine tasimaistir.
Karpuzlarda kloroz, yaprak deformasyonu, bodurlagsma, sistemik mozaik belirtileri,
kavunlarda kloroz, yaprak deformasyonu, bodurlagma, sistemik mozaik, klorotik lokal
lezyon belirtileri goriilmiistiir.

WMV’ niin TR-Db-Yns, TR-Db-Surl, TR-Db-Sur2 kodlu izolatlarn WMV-
R825/WMV-F825 ve WMV-RI17/WMV-F917 primer ciftleri ile yapilan RT-PCR
calismasi sonucunda WMV-R825/WMV-F825 primer ¢iftinin kullanilmasi ile beklenen
825 bp, WMV-R917/WMV-F917 primer ¢iftinin kullanilmas1 ile beklenen 917 bp
molekiiler agirligina sahip DNA bant profilleri agaroz jelde goriintiilenmistir.

WMV’ {iniin farkli izolatlarmin kilif protein geni iizerinde 825 bp molekiil
agirligina sahip bolgeyi ¢ogaltan WMV-R825/WMV-F825 ve 917 bp molekiil agirligina
sahip bolgeyi c¢ogaltan WMV-RI17/WMV-F917 primer c¢iftleri kullanilarak RT-PCR
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calismalar gergeklestirilmistir. Yapilan filogenetik akrabalik analizi sonucunda TR-Db-
Yenisehir (Yns), TR-Db-Surl ve TR-Db-Sur2 kodlu WMV izolatlar1 kendi igerisinde
taranan R825/F825 bakimindan % 99, R917/F917 bolgesi bakimindanda ise TR-Db-
Yenisehir (Yns) ve TR-Db-Surl izolatlar1 kendi aralarinda % 100 bu iki izolat TR-Db-Sur2
izolat1 ile % 99 oraninda benzerlik gostermistir. TR-Db-Yenisehir (Yns), TR-Db-Surl ve
TR-Db-Sur2 kodlu WMV izolatlar1 taranan R825/F825 bolgesi bakimindan SYRIA;
MK614761.1 ve CHINA; KM527440.1 izolatlar1 ile yine % 99 oraninda benzerlik
gosterirken R917/F917 bolgesi bakimindan % 100 oraninda benzerlik gostermistir. Diger
yandan TR-Db-Yenisehir (Yns), TR-Db-Surl ve TR-Db-Sur2 kodlu WMV izolatlar1 dahan
onceden Gen Bankasinda yaymlanan TURK 91 (TURKEY; EU660579.1) izolati ile de %
99 oraninda benzerlik gostermistir. TR-Db-Yenisehir (Yns), TR-Db-Surl ve TR-Db-Sur2
kodlu WMV izolatlarinin SYRIA; MK614761.1 ve CHINA; KM527440.1 izolatlar ile gok
yakm iligkide olmasina ragmen Suriyeden rapor edilen SYRIA; MK614761.1 izolat1 ile
daha yakin akraba oldugu ortaya konulmustur. Filogenetik analiz sonucu TR-Db-Yenisehir
(Yns), TR-Db-Surl ve TR-Db-Sur2 izolatlarmin kaynaginin Suriye oldugu ya da Suriyeden
rapor edilen SYRIA; MK614761.1 izolatinin Tiirkiye olabilecegi ve viriisiin iiretim
materyali ya da vektorler araciligiyla iki iilke arasinda yayilmis olabilecegi ortaya
konulmustur.

Yaprak biti ile yapilan tagima denemelerinde yaprak biti olarak Aphis gossypii,
inokulum kaynag1 olarak mekanik inokulasyon ile WMV’ii TR-Db-Surl izolat1 aktarilmus,
belirti gosteren Diyarbakir Beyaz Kis Kavunu, test bitkisi olarak ta Diyarbakir Beyaz kis
kavunu ve Diyarbakir karpuz ¢esitleri kullanilmigtir. Yapilan tasima denemelerinden sonra
test bitkilerinde WMV’ iiniin neden oldugu yaprak deformasyonu, mozaik ve bodurlagsma
simptomlar1 seklinde belirtiler goriintiilenmistir. Goriintiilenen belirtilerin WMV’ {inden
kaynaklandigimin ve viriisiin yaprak biti ile tagindiginin kanitlanmasi igin test bitkilerinden
alman yaprak oOrnekleri WMV-RI17/WMV-F917 primer ¢ifti kullanilarak RT-PCR
yontemi ile testlenmistir. Elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jelde kontrol edilmesi ile
beklenen 917 bp molekiil agirligina sahip bantlar goriintiilenmistir. Bu sonuglar, aragtirma
kapsaminda saptanan ve karakterizasyonu yapilan WMV-TR-Db-Surl izolatinin yaprak biti
ile taginan 1rk oldugu ortaya konulmustur.

WMV’iiniin dayanikli olabilecegi diistiniilen Diyarbakir Karpuzu c¢esidine
mekanik inokulasyon ve yaprak biti tagimasi ile bulasabildigi ve WMV’ iine karsi
Diyarbakir Karpuz ¢esidinde dayanikliligin s6z konusu olmadigi bu calisma ile ortaya
koyulmustur. Ayrica yaprak biti tasima caligmalarinda Diyarbakir Karpuzu ve Diyarbakir
Beyaz Kis Kavununun yanyana oldugu durumlarda yaprak bitlerinin karpuzu degilde
kavunu tercih ettigi sonucuna varlimistir.

Bu aragtirma WMV’ nin Diyarbakir kabakgil tiretim alanlarindaki durumunu,
biyolojik, epidemiyolojik ve molekiiler 6zelliklerini tam anlamiyla ortaya koymustur.
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1. GIRIS Dilan KONUR

1. GIRIS

Sebze tiirleri igerisinde 6nemli yeri olan Karpuz (Citrullus lanatus),
Cucurbitaceae familyasinin Citrullus cinsine ait, siirlintici ve tirmanici, ¢igekli bir
bitki tiirli olup tek yillik, meyvesi igin yetistirilen Bat1 Afrika kdkenli 6nemli bir
kiiltiir bitkisidir. Karpuzlar “watermelons” (Citrullus lanatus (Thunb.) var. lanatus)
ve kavunlar “citron melons” (Citrullus lanatus var. citroides (L. H. Bailey) Mansf.)
olarak iki alt boliime ayrilmaktadir (Anonim, 2020).

Tropikal veya subtropikal bir bitki olan karpuzun gelismesi i¢in 25 °C' den
yiiksek sicakliklara gereksinim duyulmaktadir. Tohumlar1 genellikle ortii altindaki
yastiklara ve pH 5.5-7 arasinda olan, orta diizeyde azot igeren iyi drene edilmis
kumlu topraga ekilmekle beraber son zamanlarda ticari fide yetistiricisi sirketler
kurulmus olup tamamen topraksiz Ozel ortamlar icinde fide yetistiriciligi
yapilmakta ve iireticiler bu imkandan yararlanmaktadirlar. Bu durumda karpuz
tiretiminde tohum ya da hazir fide kullanilmaktadir. Genel ifade ile diinyada
1200'den fazla karpuz ¢esidinin varligi bilinmekte olup meyvelerin agirlig: 1 ile 90
kg arasinda degismekte ve meyve i¢ renkleride kirmizi, pembe, turuncu, sar1 veya
beyaz olabilmektedir (Anonim, 2020).

Ulkemizde basta Adana olmak iizere Diyarbakir dahil birgok ilinde karpuz
iretimi yapilmakta ve iretilen karpuzlar sofralik olarak taze tliketilmektedir.
Karpuz yetistiriciliginde tiretim materyali olarak tohum ya da son zamanlarda hazir
temin edilen fideler kullanilmakta, {ilkemizde en fazla karpuz iiretim Adana ve
civarinda yapilirken Diyarbakir ve civarinda bdlgeye 6zel ¢ok iri meyve veren
karpuzlar ile dikkat ¢ekmekte ve siirli da olsa tiretilmektedir.

Tiirkiye’de karpuz, kavun, hiyar, acur ve kabaktan olusan kabakgiller
iiretim miktarlar1 2019 rakamlar1 incelendiginde, 2.781.897 da iiretim alaninda
8.197.837 ton kabakgil {iretiminin gerceklestigi goriilmektedir. Ayn1 déonem igin
Diyarbakir ili incelendiginde ise 62.691 da iiretim alaninda 215.745 ton kabakgil

iretimi gergeklestigi rapor edilmistir. Tiirkiye ve Diyarbakir ili karpuz tiretimi
1
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odakl1 incelendiginde iilkemizde 833.657 da alanda 3.870.515 ton karpuz iiretimi,
Diyarbakir ilinde ise 35.220 da alanda 142.818 ton iiretim yapilmigtir. Bu veriler
degerlendirildiginde Diyarbakir ili kabakgil iiretiminde Tiirkiye’nin toplam
kabakgil iiretim alaninin % 2,253 ve iilke iiretiminin de % 2,632’ ine sahiptir.
Karpuz iiretimi bakimindan ise Diyarbakir ili Tiirkiye’nin toplam karpuz iiretim
alaninin % 4.224’ iinde iilke tiretiminin % 3,690’ {ini tretmistir (Cizelge 1.1.).
Ancak Diyarbakir karpuzu iiretim miktarlarindan ziyade yerel ve 6zel cesitler

olmasi agisindan 6nem tasimaktadir (Anonim, 2019a).

Cizelge 1.1. Tiirkiye ve Diyarbakir ili 2019 Yili Kabakgil Uretim Alan1 ve

Miktarlari
TURKIYE DiYARBAKIR DiYA.RBA.KIR’ n
EKIiLEN |.. : EKILEN [URETIiM .. T[.IRKI.YE
R URETIM 2 Uretim Miktari
URUN Alan . Alan Miktar1 - .
(Dekar) Miktar1 (Ton) (Dekar) |(Ton) Icindeki
Pay1 (%)
KARPUZ 833.657 3.870.515 35.220 142.818 3,690
KAVUN 721.758 1.777.059 17.851 48.219 2,713
HIYAR 360.182 1.916.645 8.703 23.528 1,227
ACUR 25.740 43.204 736 910 2,106
KABAK 840.560 590.414 181 270 0,045
TOPLAM 2.781.897 8.197.837 62.691 215.745 2,632

Sebze tarmmi, dikiminden hasat dO0neminin sonuna kadar biitiin
asamalarinda karsilagilan sayisiz problemler yiiziinden ekim alanlariyla elde edilen
sebze iiriin miktarlar1 arasinda her zaman paralellik goriilmemektedir. Ekilebilir
alanlarin ¢ogu kullanima agik oldugu halde diinya niifusunun hizli artig1 nedeniyle
artan nifusun gereksinimlerini karsilamak miimkiin olmamaktadir. Bunun igin
birim alandan alinacak {irlin miktariin arttirilmasina yonelik aragtirmalarin veya

hastalik yada zararlilardan olusacak kayiplarin azaltilmasi1 ile ilgili
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caligmalara/arastirmalara yogunluk verilmesinin zorunlu hale geldigi agikca
bilinmektedir.

Diyarbakir ili ve ilgelerinde ticari olarak gesit isimleri belli olan ve farkli
0zel firmalarin ¢esitlerinin yaninda ¢ok biiylik alanlarda olmasa da fretilen
“Diyarbakir yerel karpuz” gesitleri ayn1 zamanda festival ve yarigmalara katilmak
amaciyla da kiiciik alanlar olarak bolgede iiretimi yapilmaktadir. Bu karpuz cesidi
¢ok biiyiik boyutlara kadar biiyiimekte ve 30 kg’in altinda hala sofralarda
tilkketilemeyecek kadar ham kalmaktadir. 40 kg oldugunda yenilebilecek olgunluga
gelmektedir. Bu biiyiikliikteki meyvelerde ticari olarak market ya da pazarlarda yer
bulamadig1 i¢in yaygin ticari liretimi yapilmamaktadir. Ancak endiistriyel amagh
tilketim amaciyla iiretiminin tesvik edilmesi ve gen kaynaginin korunmasi son
derce onemlidir (Anonim, 2018).

Diyarbakir karpuzu diinyaca iinlii tarim {irinlerimizden birisidir. Dicle
nehri kenarinda ¢akilli, kumlu arazilerde yetistirilen bu karpuz c¢esidinin
Diyarbakir'm ekonomik, sosyal ve folklorik yasantisinda degerli bir yeri
bulunmaktadir. Diyarbakir karpuzunu meshur eden en énemli 6zellikleri, irilik ve
tabii ki lezzetidir. Her iiriinde oldugu gibi Diyarbakir karpuzunun da kendine 6zgii
ozellikleri s6z konusudur. Ik gdze garpan 6zelligi asirt irilige sahip olmasi ve
ikinci O6zelligi de aromasi, yani lezzetli olusudur (Anonim, 2018). Diyarbakir'da,
Siirme, Pembe, Beyaz Kis, Kara Kis ve Ferik adlari ile tanman tiplerin eskiden
yaygin olarak yetistirildigi bilinmektedir. Ancak giiniimiizde bu ¢esitlerden sadece
Stirme yetistirilmektedir (Anonim, 2019b).

Siirme ¢esidi, Diyarbakir karpuzlari arasinda en iri olan ¢esit olup kabuk
rengi koyu yesil ve ilizerinde uzunlamasina genis dilimler halinde ¢izgilidir.
Kirmiz1 renkte olan eti oldukea tatlidir. Fakat 6zellikle biraz fazla olgunluk halinde
tamamen lifli bir hal almaktadir. Kabugu kalin ve dayanikli oldugundan hem
tasima ve hem de uzun siireli muhafazaya olduk¢a uygundur. Tipik yetistirme
sistemi ile yetistirildiginde 50 - 60 kilo, hatta 75 kilo kadar iri meyveler elde

edilebilmektedir. Biitiin meyve olarak yenmesi hemen hemen imkéansiz oldugundan
3
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cogunlukla dilimler halinde satilmaktadir. Cekirdekleri yorede yetistirilen diger
yerli gesitlere nazaran iri ve siyahtir. Stirme ¢esidi "Siirme hirsizi" adiyla da
anilmaktadir.

Pembe ¢esidin kabugu parlak yesil, lizerine koyu yesil renkli ¢izgilerle
uzunlamasina ¢izgilidir. Kabugu 1.5 cm. kalinliginda olup meyve eti pembeye
yakin agik kirmizi renktedir. Bundan dolay1 “pembe karpuz” adini almistir. Eti
hafifce lifli olmasina ragmen oldukca tathidir. Cekirdekleri kiiciik ve siyah
renktedir. Meyvelerde ortalama agirlik 23 - 30 kilo arasinda degismektedir
(Anonim, 2019)..

Ferik ¢esidi, sekil ve kabuk ozellikleri itibari ile siirme ¢esidine
benzemekle beraber meyveleri daha kiiciiktiir. Ortalama meyve iriligi 8 - 15 kg
arasinda olup eti daha kirmizi renklidir. Cekirdekleri siyah bazen de sari
olabilmektedir (Anonim, 2019b).

Siyah (Kara Kis) karpuzunun agirlign 5 - 20 kg arasinda degismekte olup
cekirdekleri siyah renktedir. Yorede "siyah kislik karpuz" adiyla anilan bu g¢esidin
Ozelligi hasattan sonra kis aylarindan bahara kadar adi depo kosullarinda bile
saklanabilmesidir. Ancak degisen piyasa kosullar1 ve liretim sistemi geregi bu ¢esit
malesef artik bdlge iireticileri tarafindan yetistirilmemektedir. Bu durum beyaz
kabuklu kiglhik karpuz igin de gecerlidir. Bu sonug¢ da gosteriyor ki korunmaya
almmadiginda 1slah materyali olabilecek bir¢ok ¢esidimiz kaybolmaya mahkimdur
(Anonim, 2019b)..

Beyaz (Beyaz kis) karpuzda Kara karpuz gibi kis aylan sonuna kadar
saklanabilmekte olup kabuk rengi hari¢ tiim 6zellikleri benzerlik gostermektedir.
Beyaz karpuzunda siyah karpuzda oldugu gibi bolgede yetistirilmesinden vaz
gecilmistir (Anonim, 2019b).

Diyarbakir karpuzu, merkeze bagl olan ve Dicle nehri kiyisinda bulunan
Sivritepe (Seyhelan), Erimli (Simaki), Tekkaynak (Yuvacik), Feri ve Tepe

koylerinde yogun olarak yetistirilmektedir. Ulkemiz igin ¢ok 6nemli bir gen
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kaynag1 olmasina ragmen bu giine kadar malesef bilimsel yaklagimlar ile bu karpuz
cesitleri hakkinda yeterli ve detayli bilimsel arastirmalar yapilmamaistir.

Diger kiiltiir btkilerinde oldugu gibi kabakgil iiretimini, dolayisiyla karpuz
tretimini sinirlayan ve iriiniin pazar degerini diisiiren bir¢ok biyotik ve abiyotik
faktor so6z konusudur. Biyotik faktorler i¢inde zararlilar (Bocek, akar, nematod) ve
farkli hastalik etmenleri vardir. Bitkilerde zararli fungus ve bakteri hastaliklar
disinda virlis hastaliklar1 ozellikleri, yayilmalart ve miicadeleleri ile farklilik
gosteren onemli bir hastalik grubu olarak dikkate alinmaktadir. Ozellikle de bitki
virlis hastaliklarinin miicadele yontemlerinin kisitli olmasi, 6rnegin kisa zamanda
ve etkili sonu¢ alinan bir kimyasal tarim ilacin kullanilamamas1 gibi etkili bir
kontrol yonteminin yoklugu nedeniyle 6zel dneme sahiptirler (Yilmaz ve Davis,
1984, Yilmaz ve ark., 1992 ve 1993).

Kabakgil yetistiriciliginde verim ve kalite kaybina neden olan ¢ok sayida
faktoriin oldugu, bu faktorlerin icerisinde Snemlilerden birinin virlis hastaliklari
oldugu bilinmektedir. Bu giine kadar 60 tan fazla viriisiin kabakgillerde
infeksiyona neden oldugu, bu viriisler igerisinde de Cucumber Mosaic Virus
(CMYV), Squash Mosaic Virus (SqMV), Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMYV),
Papaya Ringspot Virus (PRSV) ve Watermeoln Mosaic Virus (WMV) gibi
viriislerin 6nemli ve ekonomik 6neme sahip viriisler olduklari hakkinda bir ¢ok
bilgi, yaym ve raporun varlig1 bilinmektedir.

WMV, potyviridae familyasmim potyvirus cinsi iginde yer alan bir viris
olup bir¢ok sinonimi vardir. Bunlarin iginde Marrow mosaic virus, Melon mosaic
virus ve ilk defa 1965 yilinda karpuzda (Citrullus lanatus) saptanmis olan WMV-2
sinonimlerindendir. WMV’ bitkilerde patojenik bir viriis olup bir¢ok farkli bitki
tiirlinde infeksiyona neden olmaktadir ve karpuz mozaik hastaligi olarak
bilinmektedir. WMV’ iinlin wrklar1 WMV-1 ve WMV-2 olarak iki ana gruba
ayrilmaktadir, ancak, son zamanlarda WMV-1 Papaya Ringspot Virus olarak ve
WMV-2 de genel bir isim altinda WMV olarak isimlendirilmektedir (Guner ve
Wehner, 2008).
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WMV, karpuz, kavun, kabak, balkabagi ve hiyarda kloroz, yaprak
deformasyonu ve bodurlagsma; bakla (Vicia faba) ve boériilcede (Vigna sinensis)
kloroz ve beneklenme belirtilerine neden olmakta, kabak (Cucurbita pepo), kavun
(Cucumis melo), hiyar (C. sativus), karpuz (Citrullus lanatus) ve bezelye (Pisum
sativum) gibi bazi baklagiller WMV-2’ {iniin dogal konukgusu olup mozaik,
beneklenme ve yapraklarda sekil bozuklugu gibi belirtiler meydana getirmektedir.

WMV Aphididae familyasina ait boceklerle; Myzus persica, Aphis
gossypii, Aphis craccivora basta olmak iizere en az 29 yaprak biti tiirii ile non-
persistent olarak ve ayrica mekanik yolla taginirken tohumla tasinmasi s6z konusu
degildir.

23 familyaya ait 160 dikotiledon bitki tiiriinde infeksiyona neden olan ve
diinyanin her tarafinda yaygin oldugu bilinen WMV nin varligi Amerika, Avrupa
ve Gliney Afrika, Japonya, Havai ve Kiiba’ dan rapor edilmis ve 23 familyaya ait
160 dikotiledon bitki tlirlinin WMV’ ne kars1 duyarli odugu rapor edilmistir
(Molnar & Schmelzer, 1964; Edwardson, 1974; Horvath ve ark., 1975; Greber,
1978; Hampton ve ark.,1978; Horvath, 1979; Lecoq ve ark.,1981; Edwardson and
Christie, 1986).

Bitkilerde zarar yapan viral hastaliklara kars1 etkili bir miicadele yontemi
bulunmamasindan dolay1 etmenin tanisi, yayginligmin ve taginma yollarinin
bilinmesi, hastalik kaynaklarmin imha edilmesi yaninda zarar goérmekte olan
konukgularin dayanikliliklarinin bilinmesi ve dayanikli gesitlerin iiretimi 6nemli
miicadele konulari olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Diyarbakir ve civarinda yapilan bir survey calismasinda Diyarbakir
karpuzu, ticari bir hibrit karpuz ¢esidi ve kavun bitkilerinin birlikte yetistirildigi
ayni alanda hem kavun hem de ticari karpuz ¢esidinde viriis benzeri belirtiler
gozlenirken Diyarbakir karpuzunda herhangi bir belirtinin goriilmemesi dikati
¢cekmistir. Yillardir bu bolgede geleneksel yetistirilen Diyarbakir karpuzunun séz

konusu viriis belirtilerini gdstermemesi “’acaba bir dayaniklihlk m1’’ s6z
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konusudur? sorusunu giindeme getirmis ve bdyle bir galismanin planlanmasina
vesile olmustur.

Oncelikle Diyarbakir ve ilgelerinde karpuz ve kavun iiretimi yapilan
alanlarda zararli ve mevcut viriislerin balirlenmesi yaninda Watermelon mosaic
virus (WMV)’ {inlin varliginin ortaya ¢ikartilmasi, farkli konukgularinda
simptomolojik ve biyolojik 6zelliklerinin ortaya konmasi, kilif protein geninin RT-
PCR ile ¢ogaltilan bolgesinin DNA dizilimi kullanilarak WMV’ niin daha 6nce
saptanmig olan diinyadaki diger izolatlarla karsilastirilmasi ve akrabalik
(Filogenetik) iligkilerinin ortaya konmasi caligmanin amacini olusturmus ve
calismada s6z konusu etmen saptanabilirse yerel ve milli olan Diyarbakir karpuz
cesitlerinin  WMV’iine kars1 reaksiyonunu ve varsa dayanikliliginin biyolojik ve

molekiiler yontemlerle ortaya konulmasi amaglanmaistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Kabakgilleri etkileyen hastaliklar icinde en Onemli patojenlerden biri de
viriislerdir. Bu hastaliklar, bitki gelismesinde gerilemeler, verimde azalmalar ve
meyve kalitesinde deformasyon ve beneklenmeler nedeniyle kalite kaybina ve
sonugta pazarlanamaz meyve elde edilmesine neden olmaktadir. Hiyar, kavun,
kabak, balkabagi ve karpuzlardan olusan kabakgiller bitki grubunda major, yani
ekonomik olarak 6nemli olan virus hastaliklar1 arasinda Cucumber Mosaic virus
(CMV), Squash Mosaic Virus (SqMV), Watermelon mosaic virus 1 (WMV-1),
Watermelon mosaic viriis 2 (WMV-2) ve Zucchini Yellow Mosaic Virus
(ZYMV) sayilabilir. Bu 6nemli virlisler i¢cinde kavunda hem tohum hem de
boceklerle tasmman SqQMV haricinde digerleri yaprak bitleri ile non-persistent (kalict
olmayan) sekilde taginip yayilmaktadir. Bu 6nemli viriisler yaninda ayrica minor
ya da daha az 6nemli ve ¢ok yaygin olmayan viriislerde kabakgillerde degisen
oranlarda ve zaman zaman zarar yapmaktadir. Bunlar arasinda da tohum ve
nematodlar ile (Xiphinema americanun) tasman Tobacco ringspot virus (TRSV),
yine nematodlar ile taginan Tomato ringspot virus (ToRSV), yaprak bitleri ile
tasman Clover yellow vein virus (CYVV)’'nden de kabakgillerde saptandigi ve
zarar yaptigindan séz edilmektedir (Zitter v e Banik, 1984).

Watermelon mosaic virus, potyviridae familyasmin potyvirus cinsine ait
olan bir viriistiir. Potyvirus cinsi i¢esinde 158 viriis tiirii bulunmakta olup tip tiirii
Potato virus Y’dir (ICTVdb, "Virus Taxonomy: 2014 Release, Retrieved 15 June
2015). Begomovirusler gibi bu cinsin iiyeleri olan viriisler de tarimsal iiretimde,
yabani bitkiler ile bahge-tarla ve siis bitkileri olarak bir¢ok kiiltiir bitkisinde ciddi
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Viriis cogu Aphididae (Cins; Macrosiphum
ve Myzus) familyasinda olmak iizere 200°den fazla yaprak biti tiiri ile
yayilmaktadir. Potyviruslerin 6600 veya 7250 yil Once evrimlesmis olduklar
bildirilmekte ve giineybati Avrasya ya da kuzey Afrika’da evrimleserek ortaya
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¢ikmis olduklar1 6ne siiriilmektedir (Gibbs, ve Ohshima, 2010; Gibbs, ve ark.,
2008). Mutasyon orani yaklasik olarak 1.15x10—4 niikleotid partikiillii olup virionu
zarf icermeyen esnek, ipliksi yapida olup niikleokapsid 680-900 nm uzunlugunda
ve 11-20 nm c¢apindadir. Niikleokapsid yaklasik 2000 kapsid protein kopyasi
icermekte olup niikleokapsidin simetrisi 3,4 nm genisliginde yelpazeli sarmal
sekildedir. Genomu ipliksi pozitive sense, 9000-12000 bazl tek iplikli ssRNA’
dan olusmaktadir. Sadece bir tiirii bipartit olmasina ragmen, potyviruslerin ¢ogu
segmentli degildir. Kabakgillerde 6zellikle Akdeniz bolgesinde 28 farkli viriis
hastaliginin var oldugu, bunlardan bazilarinin yaygin ve biiyiik zararlar verdigi ve
bazilarinin da belli alanlarda sinirli kaldigi rapor edilmistir. Karpuzlarda zararh
olan WMV’nin konukcusu olmadigi doénemleri veya kisi bir¢ok yabanci ot
(Capsella bursa-pastoris, Senecio vulgaris, Lamium amplexicaule) {izerinde
gecirmekte oldugu ve karpuz disinda ispanaklar1 da infekte ettigi bildirlmistir
(Lecoq, 1992).

WMV, potyviruslerin en 6nemli iiyelerinden bir tanesidir. Viriis, sinonim
olarak Marrow mosaic virus (Raychaudhuri ve Varma, 1975; Varma, 1988), Melon
mosaic virus (Iwaki et al., 1984; Komuro, 1962) ve ilk defa Webb ve Scott (1965)
tarafindan karpuzda (Citrullus lanatus) da bulunmus olan Watermelon mosaic
virus 2 (WMV-2) olarak ta bilinmektedir. WMV’ bitkilerde patojenik bir viriis
olup bir¢ok farkli bitki tiirlinde infeksiyona neden olmakta ve karpuz mozaik viriis
hastalig1 olarak isimlendirilmektedir.

WMV, aym1 zamanda Potato Y Virus’i (PVY) grubunun bir iiyesi olup.
Papaya Ring Spot Viriisii (WMV-1), Soybean mosaic virus (SMV) ve Blackeye
cowpea mosaic virus (BCMYV) leri ile serolojik olarak ¢ok yakin iliskili iken Potato
Y virus’ii ve Bean Yellow Mosaic virus (BYMV) ile serolojik olarak daha uzak bir
iliskiye sahiptir (Van Regenmortel ve ark., 1962; Milne & Grogan, 1969; Frenkel
ve ark., 1989; Yu ve ark., 1989).

10
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WMV, karpuz, kavun, kabak, balkabagi ve hiyarda kloroz, yaprak
deformasyonlart ve bodurlasma; bakla ve boriilcede kloroz ve beneklenme
belirtilerine neden olmaktadir. Kabak (Cucurbita pepo), kavun (Cucumis melo),
hiyar (C. Sativus), karpuz (Citrullus lanatus) ve bezelye (Pisum sativum) gibi bazi
baklagiller WMV-2’ iiniin dogal konukc¢usu olup mozaik, beneklenme ve
yapraklarda sekil bozuklugu gibi belirtilerin olusumuna neden olmaktadir (Inouye,
1964).

Bitkilerde hastaliklara neden olan WMV liniin simptomolojik olarak
tanilamasinda kullanilan konukcgularina 6zel belirtiler sergiledigi goriilmektedir.
Bunlar Kazayagi (Chenopodium amaranticolor) bitkisinde klorotik lokal lezyonlar,
kabak (Cucurbita pepo) da sistemik mozaik ve nadiren yaprak deformasyonu,
bezelye (Pisum sativum cv. Alaska) de nekrotik lokal lezyon, sistemik beneklenme
ve nekrozlar, tiitiin (Nicotiana benthamiana) de sistemik mozaik gibi belirtilerdir.
Viriisiin canli olarak tutulmasinda ve c¢ogaltilmasinda Cucurbita pepo cvs Small
Sugar, Zucchini kabagi, Nicotiana benthamiana gibi test bitkileri en ideal bitkiler
olarak bildirilmektedir (Edwardson ve Christie, 1986; Edwardson, 1974).

WMV  Aphididae familyasina ait boceklerle; Myzus persica, Aphis
craccivora basta olmak iizere en az 29 yaprak biti tiirii ile non-persistent olarak
taginabilmektedir. Mekanik inokulasyon yoluyla test bitkilerine taginabilen virlisiin
tohumla tagindigina dair herhangi bir kayit bulunmamaktadir (Edwardson ve
Christie, 1986; Anderson, 1954).

WMYV Diinyanin hemen hemen her bolgesinde bulunmakta olup Amerika
(Lindberg, ve ark., 1956), Avrupa (Schmelzer ve Milicic, 1966) ve Giiney Afrika
(Van Regenmortel, 1961), Japonya’da (Komuro, 1957), Havai’de (Toba, 1962) ve
Kiiba’da (Schmelzer, 1966) tarafindan rapor edilmistir.

Bu giine kadar bir ¢ok arastirict WMV’ {iniin yaklagik olarak 23 familyaya
ait 160 dikotiledon bitki tiirlinde infeksiyonlara neden oldugunu ve bu bitki
tiirlerinin viriise kars1 duyarli olduklarini belirlemisler ve rapor etmislerdir (Molnar

ve Schmelzer, 1964; Edwardson, 1974; Horvath ve ark., 1975; Greber, 1978;
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Hampton ve ark., 1978; Horvath, 1979; Lecoq ve ark., 1981; Edwardson and
Christie, 1986).

Purcifull ve ark., (1984) WMV’ nin termal inaktivasyon noktasinin 55-65
°C ve in-vitro’da canli kalma siiresinin 10-50 gilin arasinda oldugunu
bildirmislerdir. Ayn arastiricilar partikiillerinin zarf seklinde olmadigini, genellikle
kivrimli ve 730-765 nm uzunlugunda oldugunu, virionun % 5 niikleik asit ve % 95
protein icerdigini, viriisiin genomunun tek iplikli, dogrusal tek parcali RNA dan
olustugunu ve bitkinin mezofil ve epidermisinde bulundugunu rapor etmislerdir.
Ayrica WMV’ niin saptanmasi, tanilanmasi ve karakterizasyonu ile ilgili olarak
diinyada yapilan arastirmalarin da birbirini dogrular nitelikte oldugu da
bilinmektedir.

Quemada ve ark., (1990) yaptiklar1 bir ¢calismada WMV-2 ve Zucchini
yellow mosaic virusiiniin Florida izolatinin (ZYMV-F) 3' terminal genomik
bolgesini klonlamig ve bu bolgeye ait cDNA’ nin sekans analizini yapmislardir.
Sekanslar, WMV-2 nin 3' terminal genomik bdlgesinde genis bir niiklear inclusion
body geni, kilif protein geni ve 3' ucunda protein sentezlenemyen bolgenin
oldugunu; ZYMV-F ‘ in 3 ' terminal genomik bolgesinde kilif protein geninin ve 3'
ucunda protein sentezlenemeyen bolgenin oldugunu ortaya koymuslardir. Klonlarin
niikleotid ve aminoasit baz dizilimlerinin diger potyvirusler ile karsilagtirilmasi
sonucunda WMV 2’ nin Soybean mosaic virusii N irki ile ¢ok yakm iligkide
oldugunu ortaya koymuslardir. Bu sonuglar ayni viriisiin farkli bir irki oldugunu
desteklemektedir. Arastirma sonucunda Quemada ve ark., (1990) potyvirus
grubunun belirgin bir tip {iyesi olan ZYMV-F virlisiinin WMV-2 ile en yakin
iliskili olan viriis oldugunu ve ayrica “Parsimony branching” ile yapilan filogenetik
analizde potyviruslerin iki ana gruba ayrildigini rapor etmislerdir.

Kabakgillerde zararli  potyviruslerin vektorler ile tasinma durumlari
iizerine Antignus ve ark., (1989) Israil’de yaptiklar1 calismada araziden
kabakgillerden potyvirusleri toplamislar ve serada test bitiklerine (kabakgil,

bezelye ve Chenopodium spp.) tasimiglardir. Bu bitkilerde olusan belirtilere gore
12
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kabakgil potyviruslerinin  konuk¢u reaksiyonuna dayali olarak  kismi
karakterizasyonunu yapmuslar ve daha ileri simiflandirma i¢in de ELISA ve
serolojik spesifik elektron mikroskobu (SSEM) yontemlerini kullanmiglardir. Bu
yontemlerle, 4 izolattan 3’liniin ZYMV oldugunu, 4. siinin WMV-2 oldugunu
ortaya koymuslardir. U¢ ZYMV izolatinin iki tanesi yaprak bitleri ile tasinmayan
irk olarak belirlenmis ve bu iki irkta viriisiin taginmasin1 yoneten veya virlislin
tasinmasina yardimci olan yardimei protein partikiillerinin (Helper component)
varligini bildirmislerdir. Yaprak bitleri ile tasinan irklarda helper komponentlerinin
virlislin taginmasini diizenlemedigi veya vektor taginmasi ile ilgili olmadigi, buna
karsilik yaprak bitleri ile tasmmmayan ZYMV ve WMV viriis rklarinda helper
komponentlerin viriisiin taginmasin1  diizenledigi ~ Antignus ve ark., (1989)
tarafindan rapor edilmistir.

Iran’da yapilan bir calismada WMV’ niin ¢ok biiyiik ekonomik kayiplara
neden oldugu bildirilmisti. WMV izolatlarmin molekiiler farkliliklarini ve
yaygmligimi ortaya koymak ic¢in seralarda yetistirilen kabakgil bitkilerinden
tesadiifii olarak 620 6rnek toplanmis ve monoklolanal antibadoy kullanilarak DAS-
ELISA ile testlenmis, test sonucunda 303 (% 48,8 oraninda) 6rnegin WMV ile
bulagik oldugu bulunmustur. Bu arastirmada Shafiri ve ark., (2008)’ nin daha 6nce
kullandiklar1 ~ viriisiin ~ kilif protein gen bolgesine spesifik Forward 5'-
GAATCAGTGTCTCTGCA ATCAG-3' ve Reverse 5'-
ATTCACGTCCCTTGCAGTGTG-3' primer ¢iftini kullanarak yaptiklart RT-PCR
caligmasi ile beklenen 825 bp biiyiikliigiinde tek bant olarak PCR iiriinii de elde
edilmistir. Daha sonra biitlin 6rnek ve bolgeleri temsil edecek sekilde 15 6rnegin
PCR iiriinlerinin DNA dizileri ¢ikarilmis, DNA dizileri Gen Bankasi verileri ile
karsilastirilmis ve sonugta 15 Iran izolatiin %95,8 - %99,2 oraminda diger
izolatlara benzerlik gosterdigi, bu sonuglara gore iran izolatlarnin da degiskenlik
gosterdigini ortaya koymuslardir.  Sonug olarak arastirici farkli bolgelerden
toplanan izolatlarin filogenetik siniflandirmada farkli gruplarda oldugunu ortaya

¢ikarmistir (Zohreh Moradi, 2011)
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Wang ve Li (2017)’nin  yayinladiklar1 arastirma sonuglarina goére 2013-
2014 yillarinda Cin’ in Xinjiang (Sincan Uygur Ozerk Bolgesi) bolgesinde 11
farkli kavun tiretim alanindan topladiklart WMV orneklerini C. melo ‘Queen’,
Cucumis sativus ‘Xintai Mici’, Cucurbita moschata ‘Wuman-I’, C. pepo ‘Changgqi-
I’, Luffa cylindrica ‘Changxiang Sigua’, Datura stramonium, Chenopodium
amaranticolor, C. quinoa, Vigna unguiculata ‘Techang Liitiao Jiangdou’,
Phaseolus vulgaris ‘Fengshou-I’, Vicia faba ‘Liangfeng Candou’, Pisum sativum
‘XianshiWandou’ ve Nicotiana tabacum test bitkilerindeki belirti reaksiyonlarina
gore karakterize etmislerdir. Ayrica, Liu ve Xiang (2008)’nin tanimladiklari,
viriisiin kilif protein geni iizerindeki 917 bp biiyilikliigiindeki bolgesel spesifik
WMV-F (5-GGTTGCTG YGARTCAGTGTC-3) ve WMV-R (5-CGACCCGAAA
TGCTAACT-3) primer ¢iflterini kullanarak RT-PCR yontemi ile bu 11 izolatin
karakterizasyonunu yapmislar ve izolatlara ait DNA dizileri ile izolatlarin
filogenetik iliskilerini ortaya koymuslardir.

Abdalla ve Ali (2013) Florida'daki baz1 arazilerden mozaik ve beneklenme
belirtileri gdsteren kavun, hiyar, balkabagi, kabak ve karpuzdan olusan 9 6rnek
toplamiglar, DIBA ve RT-PCR ile testlenmesi sonucunda dokuz drnekten sekizinin
Watermelon mosaic virus (WMYV) ve Papaya Ringspot Viriisii (PRSV-W) ile
tek veya her iki virlisle karigik infekteli olduklarini bulmuslardir. Tipik klorotik
leke, sararma, beneklenme, damar agilmasi ve hafif mozaik belirtileri gésteren bir
kabak 6rnegi RT-PCR ile testlenmis ve PRSV-W, SqVYV, WMV ve ZYMV ye
karst negatif olarak bulunmustur. Belirti gosteren kabak yapraklarindan viriis
benzeri partikiillerin (VLP) varligina bakildiginda, VLP preparatlarindan elde
edilen elektron mikroskobu ile yaklagik 700 nm uzunlugunda ve 12-14 nm
genigliginde tipik potyvirus benzeri partikiiller goriintiilemislerdir. SDS-PAGE ile
yapilan VLP analizleri sonucunda 37 kDA boyutunda olan PRSV-WB’den (35
kDA) biraz daha biiyiik kilif protein (CP)’e sahip oldugunu saptamislardir. Belirti
gosteren kabak orneklerinden mekanik inokulasyon yontemi ile 10 kabak fidesine

agilama yapilmis ve 7 giin sonra test bitkilerinde klorotik lekeler ve beneklenmeler
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gbzlenmistir. Bunu takiben, son inokulasyondan 2-3 hafta sonra belirtiler daha da
siddetli olmusg ve sistemik olarak infekteli yapraklar 6rneklerin araziden toplandigi
donemdeki kloroz ve beneklenme goriiniimlerine benzer belirtiler gdstermistir.
Aragtiricilar  bulagik test bitkilerinden saflagtirdiklart VLP’ leri SDS-PAGE
yontemiyle testlemisler ve kilif protein (CP) molekiiler agirliklarim dlgmiisler ve
onceki caligmalarla ayni sonuglari elde etmiglerdir. Ayrica VLP’lerden total
niikleik asit (tNA) ekstraksiyonu yapilmis ve oOrnekleri iiniversal potyviridae
primerleri F-5'-CACGGATCCCGGG (T)17,AGC-3' ve R-5'-
GGBAAYAAYAGYGGDCARCC-3' kullanilarak genomun 3' bdlgesinde bulunan
kilif protein gen bdlgesini ¢ogaltarak % 1 lik agaroz jelde 1.2 kb' lik PCR iiriinii
goriintiilemislerdir. PCR iirlinlerinden yaptiklari DNA dizilerini GenBank' a
girmiglerdir (KC522968). Abdalla ve Ali (2013) yaptiklar1 BLAST analizi
sonucunda Kabak potyvirusiiniin  GenBank’ta  digerleri ile yaptiklan
karsilagtirmalarda %64,8 amino asit miktar1 iizerinden en yiiksek %72,0 oraninda
PRSV-W ile %70,0 oraninda WMV (NC-006262) ve SqVYV (NC-010521) benzer
oldugunu bulmuglardir.

Perotto ve ark., (2016) Arjantin’de kabakgil viriislerinin 6nemli verim
kayiplarina neden oldugunu belirtmisler, en yaygm viriisiin bir potyvirus olan
WMV oldugunu ve Arjantin’de yiikksek oranda bulundugunu bildirmislerdir.
Yaptiklar1 aragtirmada onemli kabakgil iiretim bolgelerindeki survey caligmalari
sonucunda dogal olarak bulasik kavun ve kabak bitkilerinde siddetli epidemiye
neden olan WMV’ {iniin WMV-1 SDE FF izolatini elde etmislerdir. S6z konusu
izolatin 10,027 niikleotidden olusan tiim genomunun WMYV” {iniin 3. grubundaki
JF273464.1|C07-014 ve EU660581.1JFMF00-LL1 Fransiz izolatlart ile % 96
oraninda niikleotid, % 98 oraninda da amino asit benzerligi gosterdigini ortaya
koymuslardir.

Ali ve ark., (2012) ABD’ nin giineyinde karpuz ve diger kabakgil {iretim
alanlarinda yaptiklar1 survey caligmalarinda 10 eyaletten belirti gosteren 715

bitkiden yaprak 6rnekleri toplamiglardir. Bu 6rnekleri DIBA ve RT-PCR ile Alfalfa
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mosaic virus (AMV), Bean pod mottle virus (BPMV), Cucurbit aphid born yellows
virus (CABYV), Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV), Cucumber
green mottle mosaic virus (CGMMYV), Cucumber mosaic virus (CMV), Melon
necrotic spot virus (MNSV), Papaya ringspot virus-W (PRSV-W), Squash leaf curl
virus (SLCuV), Soybean mosaic virus (SMV), Squash mosaic virus (SqQMV),
Squash vein yellowing virus (SqVYV), Tobacco ringspot virus (TRSV),
Watermelon mosaic virus (WMYV), Watermelon silver mottle virus (WSMoV),
Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) ve Zucchini green mottle mosaic virus
(ZGMMYV) ten olusan 17 viriise kars1 testlemisler ve bu 17 viriisten 13 tanesini
belirlemislerdir. Bu viriislerin bulunma oranlarin1 en yiiksekten diisiige dogru
siralamiglar, en yiiksek olarak % 30.6 oraninda WMV’ nii, ve sirasiyla %24.7
oraninda PRSV-W, % 13.9 oraminda ZYMV, % 5.7 oraninda TRSV, % 3.5
oraninda SqQMV ve % 2.6 oraninda MNSV saptamiglardir. AMV, BPMV, CMV,
SgMV, TRSV, PRSV-W ve ZYMV’ den olusan 7 viriisii ayn1 zamanda etraftaki
diger iirlin ve yabanci otlarda da saptarken en yaygin olan potyvirusleri karigik
infeksiyon olarak ta belirlemislerdir. Ali ve ark., (2012) sonugta PRSV-W, WMV
ve ZYMV’ nin ABD’ nin giiney bdlgelerinde karpuz ve diger kabakgil iiretim
alanlarinda yaygin olarak bulundugunu rapor etmislerdir.

Viriisle bulasik oldugu diisliniilen bitkilerden toplanan 6rneklerle yapilan
bir calisgmada WMV-1 (WMV-I FL) ve WMV 2 (WMV-2 FL) Florida izolatlarini
SDS-Immunodifizyon yontemi ile testlenmis ve serada inokulasyondan 2-6 ay
sonra toplanan Ornekler ile ¢ift tarafli testlerde bu izolatlar cross reaksiyon
vermemigtir. Bagka bir bolgeden toplanan 13 WMV izolat1 igerisinde tanisi yapilan
3 tip izolat WMV-1 FL’ ne ile yakin bulunmus, fakat WMV-2 FL ile reaksiyon
vermemigtir. Caligmada degisik eyaletlerden alinan 6rnekler ile karsilastirmalar
yapilmis ve yontem olarak kullanilan SDS-immunodiffusion yonteminin WMV-1
ya da WMV-2 nin infekteli bitkilerde saptanmasi i¢in giivenilir bir yontem oldugu

bildirilmistir. Ayrica ¢alismada Papaya Ringspot Viriis’ iinlin serolojik olarak
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WMV-1 FL ile yakin iligkili oldugu, fakat WMV-2 FL ile reaksiyon vermedigi de
rapor edilmistir (Purcifull ve Hiebert, 1979).

Misir’da 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada Giza-1 karpuz cesidinin
yapraklarindan ZYMV olarak bilinen potyvirus izole edilmis ve Ornekler
ZYMV’ye spesifik poliklonal antibody serumu kullanilarak DAS-ELISA ile
testlenmistir. Ayn1 zamanda ZYMV’ nin KR-PA wrkinin DNA dizisine dayali
olarak spesifik primerler kullanilarak yardimci komponent proteinaz (Hc-pro) gen
bolgesi RT-PCR ile ¢ogaltilmis, ¢ogaltilan ve dizisi ¢ikarilan bolgeye BLAST
yapilmistir. He-pro komponent genine ait DNA dizisi Fransa, Cin ve Pakistan
izolatlarinin Hc-pro geni ile karsilastirilmig ve yeni Misir izolatinin Fransa ve Cin
izolatlarindan ziyade Pakistan izolatina daha yakin oldugu ortaya konulmustur.
Calismay1 yiiriiten arastiricilar tek bir gene ait DNA dizisinin izolatlarin
filogenetik siniflandirilmasinda yeterli olmadigini rapor etmislerdir (Salem
ve ark., 2007).

Thomas, (1980) Cook adalarinda kabak, karpuz ve hiyar bitkilerinde
virlis hastaliklarinin varligini rapor etmis ve hastaligi yabani balkabagi
(Cucurbita foetidissima) ve kudret narinda (Momordica charantia) da
saptamistir. Hastaligin kabak ve karpuz alanlarda bol miktarda bulunan
yaprak bitleri (Myzus persicae) ile non-persistent olarak tasindigini ve
ayrica virlisiin serolojik ve fiziksel 6zelliklerine dayali olarak Watermelon
mosaic virus-1 (WMV-1) oldugunu ortaya koymustur.

Joannon ve ark., (2010) Fransa’da yaptiklart bir arastirmada
Watermelon mosaic virus popiilasyonlarinin cografik dagilimini ortaya
¢ikarmak i¢in viriis genomunun P1 bdlgesine spesifik (subgroup-specific
primerler W-EM1-930-5" (5STACATTGGAACAACTGCTGC), W-EM2-
540-5' (TGGTATTGCCAATGGCACAQ), W-EM3-190-5'
(CTGAAACACAGCACAGTAACA), W-EM4-550-5'
(GGTTCTACCAGTGGTGGGT), ve spesifik olmayan reverse primer

WMV-1090-3" (TATTTGCCTTCTTCATGTGG) kullanarak RT-PCR ile
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yapmuslardir. izolatlarn DNA dizilimlerinin benzerlik ve farklilik analizlerini
ortaya koymuslar, ancak viriisiin bolgedeki cografik dagiliminin WMV-EM’ niin
genomik yapisi ile agiklanamayacagini bildirmiglerdir.

WMV’ niin alt gruplarinin molekiiler yontemlerle belirlenmesi ile
ilgili bir arastirmanin sonuglar1 incelendiginde WMV” niin I ve II olarak alt
gruplara ayrildig, alt grup I inde kendi iginde IA-IB-IC olarak iige ayrildigi
rapor edilmistir (Sharifi ve ark., 2008). Arastiricilar iran’”da WMV’ niin hangi
alt gruba dahil olduklarin1 ortaya koymak i¢in yogun olarak kabakgil
iretimi yapilan bolgelerde 2004-2005 yillarinda yaptiklar1 surveyler
siiresince belirti gosteren 757 kabakgil ve 31 adette yabanci ot OSrnegi
almislar ve ELISA testi sonucunda 788 Ornegin 190 tanesinin WMV ile
bulasik oldugunu bulmuslardir. Yabanci otlar igerisinde ise sadece ‘“aci
hiyar” ya da “ebucehil karpuzu” olarak bilinen Citrullus colocynthis
bitkisinde WMV’yi saptamislardir. Arastiricilar bolge ve 6rnekleri temsil
edecek sekilde 18 izolati RT-PCR ile kilif protein geni iizerinden
testlemisler ve klonlayarak DNA dizisini ortaya koymuslardir. 778 bp
uzunlugundaki diziyi kullanarak yaptiklar filogenetik analiz sonucunda 17
izolat grup I ve II ile, sadece 1 izolat ta grup II ile benzerlik gostermistir.
Grup II ye dahil olan izolatin digerlerine gore daha genis konukgu dizisine
sahip oldugunu ve Nicotiana debneyii ve Datura metel bitkilerini de
hastalandirdigin1 bildirmiglerdir. Diger yandan 17 izolatin bu iki bitki tiiriinii
infekte edemedigini rapor etmiglerdir. Iran izolatinin grup I igerisinde de alt grup
IB ye dahil oldugunu bildirmiglerdir. Bu arastirma ile Iran’da WMV’ niin her iki
grubunun da var oldugunu ortaya koymuslardir. Ayn1 arastirma sonucunda alt grup
IA’ nin 6zellikle Ispanyada kavunlarda ve iran’da kabakgil iiretim alanlarinda daha
yaygin oldugunu bildirmislerdir (Sharifi ve ark., 2008).

Desbiez ve Lecoq 2008 yilinda yaptiklari bir arastirma ile kilif protein
genine dayali olarak tanimlanan ii¢ ana molekiiler gruba ait 13 Watermelon mosaic

virus izolatinin tiim genom sekanslarini elde etmis ve veri tabanlarinda bulunan 4
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sekans ile karsilagtirmislardir. Birgok izolatin, 6zellikle molekiiler grup 1 ve 2
arasinda, intraspesifik rekombinasyon agisindan ayirict kanit sunmus oldugunu
bildirmiglerdir. Cogu izolatin, ¢oklu bagimsiz rekombinasyon olaylarimi
diistindiiren farkli rekombinasyon kirilma noktalarina sahip oldugunu bulmuslardir.
Kesme noktalarinin ¢ogunlukla HC-Pro kodlama bdlgesinin C-terminal yarisi ile
CI kodlama bélgesinin N-terminal kismi arasinda yer aldigini belirlemislerdir.
WMV genomunda pozitif farklilik olduguna dair hi¢bir kanit bulamamislardir.
Yaptiklar1 gurublandirmada Tiirkiyeden izole ettikleri Turk91 izolatin1 (TURKEY;
EU660579.1) Grup 1 igerisine dahil etmislerdir.

Yine benzer bir ¢alisma Perotto ve arkadaglari tarafindan 2016 yilinda
yapilmig ve Turk91 izolatininda dahil oldugu 35 farkh WMV izolati ile
Arjantinden izole ettikleri WMV1 SDE FF Arg izolatii tiim genom sekanslarina
dayali olarak gruplandirmiglardir. Yaptiklart analiz sonucunda A (G1, G2 ve G3
(EM)) ve B (EM) olmak iizere iki istatistiksel olarak dnemli rekombinasyon tespit
etmislerdir. Grublandirmada Turk91 (TURKEY; EU660579.1) izolatim1 A grubu
icerisinde G1 altgurubuna dahil etmislerdir.

Farkl1 tilkelerde saptanan WMV izolatlarinin diger tilkelerdeki potyvirusler
ile olan akrabalik iliskileri ilizerine yapilan bir arastirmada Sudan’da siddetli
mozaik ve yaprak deformasyon simptomu gosteren acur (Cucumis melo var.
flexuosus) bitkisinden potyvirus Su-94-54 izolat1 elde edilmis, saptanan izolatin
konukgu dizisi kabakgillerle sinirli olup FAS WMV (MWMYV) izolat1 ve Papaya
Ringspot Virusii (PRSV) ile serolojik olarak uzak bir akrabalik gdstermistir. Su-94-
54 izolatimin kilif protein gen dizisini MWMYV ile karsilastirilmasi sonucunda Su-
94-54’ iin diger potyviruslerden daha gok MWMYV ile yakin (%86) oldugu ortaya
konulmustur (Lecog ve ark., 2001).

WMV’ iine karst dayaniklilik {izerine diinyanin farkli iilkelerinde
aragtirmalar yapilmistir. Bu arastirma sonuglari incelendiginde Diyarbakir
karpuzununda WMV ‘ne karsi dayamklilifin  molekiiler yontemlerle de

arastiritlmas1 ve molekiiler markorlerin ortaya konulmasi gerektigi olgusu ortaya
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c¢ikmaktadir. C. lanatus ve C. colocynthis tiirleri icerisinde WMV ne Kkarsi
dayanikli ¢esitlerin oldugu daha &nceden rapor edilmis ve ayrica karpuzun WMV
ne karst dayanikliliginin virdisiin irkina bagh olarak degistigi bildirilmistir.
Hindistan’da yapilan bir arastirmada Bhargava ve Bhargava (1976) 59 karpuz
¢esidinin WMV’ ne karst dayanikli oldugunu bildirmisler. Fakat daha Onceden
Sowell ve Demski (1969) ayn1 59 karpuz ¢esidinin tamamini testlemis ve hepsinin
duyarl oldugunu rapor etmislerdir.

Greber (1978) da Watermelon mosaic virus-1’ in daha énce Avustralya’da
bildirilmedigini, sadece 1970’den beri Queensland da yaygin oldugunu belirtmistir.
Watermelon mosaic virus-2’nin sakiz kabaginda ve bal kabaginda yiiksek oranda
bulundugunu ve karpuzda nadiren izole edildigini, WMV-1’ in ciddi verim
kayiplarina neden oldugu WMV-2’nin ise az etkilemesine ragmen bal kabaginin
Queensland Blue ¢esidinde ¢arpik meyve olusumlarinin goriildiigiinii bildirmistir.
Bu c¢alismada WMV izolatlarinin fiziksel oOzellikleri ve virlis partikiillerinin
elektron mikroskobik incelenmesi ve iligkili hiicre i¢i cisimciklerin baska yerlerde
bildirilenlerle benzer olduklar1 saptanmis, ancak WMV-2 izolatlari i¢in bazi farklh
konukgu reaksiyonlarinin varligi rapor edilmistir. Ticari olarak satilan sakiz kabagi,
bal kabagi ve karpuzlarda WMV-1 veya WMV-2' ye karsi dayamklihigin
bulunmadigi, boynuzlu kavununun (Esek hiyari, Ecballium elaterium) ise
Avustralya WMV-1 izolatina kargi dayanikli oldugu agiklanmugtir.

Farkli tilkelerden temin edilen 670 Citrullus tiri WMV’ ne karsi
dayaniklilik testine tabi tutulmus, deneme serada fidelere mekanik inokulasyon ve
inokule edilmis fidelerin araziye dikilmesi seklinde yiiritiilmiigtir. Seradaki
bitkiler son asilamadan 10-14 giin sonra, araziye dagitilan bitkiler ise asilamadan 4-
6 hafta sonra degerlendirilmeye alinmistir. Secilen 10 adet P1 189316, P1 189317
ve P1 189318 (Zaire); P1 244018, P1 244019 ve P1 255137 (Giiney Africa); P1
164708 (Hindistan) ve P1 494529 ve Egun (Egusi-types) ve P1 306782 (Nijerya)
kodlu C. lanatus hatlari hem arazide hem de serada dayanikli bulunmustur. Bes C.

colocynthis P1 386016, P1 386024, P1 386025 ve P1 386026 (iran) ve P1 388770
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(Fas) hatlar1 testlemeler sonucunda arazi ve seralarda orta derecede dayanikli
bulunmustur (Gillaspie ve ark, 1993).

Namba ve ark., (1992) bitkilerin viriislere kars1 dayanikli hale getirilmesi
icin gen transferi yontemini kullanmiglardir. WMV 2 ve ZYMV kilif protein gen
bolgesini gen miihendisligi ile Agrobacterium tumefaciens kullanarak Nicotiana
benthamina bitkisine aktararak bu bitkide aktarilan genin expresyonunu kontrol
etmislerdir. Daha sonra gen transferi yapilan bitkiye WMV 2 ve BYMV, PVY,
PeaMV, CYVV, PeMV ve TEV den ibaret 6 potyvirus asilandiginda N.
Benthamiana bitkisinin WMV-2 yada ZYMV ye karsi simptolojik olarak
dayaniklilik gosterdigini, yani aktarilan genin ¢alistigini ortaya koymuslardir.

Benzer bir arastirmada Ching ve ark., (2012) Tayvan’da yaptiklar
calismada karpuz bitkilerini Watermelon Silver Mottle Virus (WSMoV),
Cucumber Mosaic Virus (CMV), Cucumis Green Mottle Mosaic Virus (CGMMYV)
ve WMV” lerine kars1 dayanikli hale getirmek amaciyla gen transferi yapmuslar ve
caligma sonucunda karpuz bitkilerinden s6z konusu viriislere kars1 dayanikli hatlar
gelistirebildiklerini rapor etmislerdir.

Tiirkiyede kabakgil virtisleri ile ilgili yapilmis ve yayinlanmis bir
¢ok calisma olmasina ragmen WMYV ile ilgili yapilmis fazla bir arastima
bulunmamaktadir.

Caglar ve ark., (2004) kavunlarda kabakgil viriisleri hakkinda
yaptiklar1 arastirma sonucunda kavun bitkilerinde SQMV’ saptamislar ve
molekiiler ¢aligsmalarda RT-PCR ile viriise ait kilif protein gen bélgesinden
579 bp lik bolgeyi ¢ogaltmislar, saptadiklart SQMV’ {iniin Kimble irk1 oldugunu
rapor etmisler ve karakterizasyonunu yapmaislardir.

Diyarbakir ve Mardin illerinde kabakgil {iretim alanlarinda yapilan bir
arastirmada kavun, karpuz, kabak ve hiyar bitkilerinde viriis hastaliklarinin
yayginlik ve oranlari belirlenmistir. Survey calismalari; fide ve yetiskin bitki
donemlerinde toplam 194 tarlada yapilmis ve yapraklarda mozaik, ipliklesme,

kabariklagma ve sekil bozuklugu; meyvede renk acilmasi ve sekil bozuklugu;
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bitkinin genelinde bodurlagma, ug siirgiinlerde rozetlesme, gelisme geriligi ve renk
acilmas1 gibi virds belirtileri gosteren hastalikli bitkilerden 6rnekler toplanmistir.
Her iki ilin ortalama hastalik yayginlik ve bulunma oranlar1 sirasiyla birinci
donemde % 38.01 ve % 4.57, ikinci donemde ise % 52.26 ve % 21.59 olarak
belirlenmistir. Belirlenen tarlalardan toplanan 160 6rnek DAS-ELISA ydntemi ile
test edilmistir. Viriis tlirlerinin 6rneklerdeki dagilimi biiyiik farklilik gostermis,
bircok Ornekte birden fazla virlisiin karigik enfeksiyon halinde bulundugu
saptanmugtir. Elde edilen sonuglara gore; orneklerde virus hastaliklarinin dagilimi
WMV 96 (% 60.00), ZYMV 63 (% 39.38), CMV 69 (% 43.13), CABYV 26 (%
16.25) ve PRSV 34 (% 21.25) olarak belirlenmistir. Bunlardan 11’1 CMV, 24’
WMV ve 3’ ZYMV ile tek enfeksiyonlu olup, geriye kalan drneklerin ise birden
cok virtiisle bulasik bildirilirken testlenen 6rneklerin higbirinde SQMV bulunmadigi
rapor edilmistir (Kizmaz ve ark., 2016)

Kamberoglu ve ark., (2016) Adana ilinde yetistirilen kabakgillerde
mozaik, mese yaprag1 ve yaprak deformasyonu belirtileri gosteren ve dogal
olarak bulasik bir karpuzdan DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleri
kullanilarak Watermelon mosaic virus izolatini elde etmisler ve WMV-Tr
olarak kodlamislardir. WMV-Tr biyolojik olarak ve RT-PCR yontemi
kullanilarak karakterize edilmis ve bulunan izolatin diinyanin farkh
yerlerindeki izolatlara benzer biyolojik 6zelliklere sahip oldugu, Avrupa ve
diinyanin farkli yerlerinde var olan ve Asya izolatinin da i¢inde oldugu
WMV’ niin 3. grubuna ait oldugunu bildirmislerdir. Ayrica arastiricilar
WMV-2yi Adana ili disinda Osmaniye ve Mersin illerinde de
saptamiglardir. Yapilan literatiir calismalar1 sonucunda diinyada WMV’ iine karsi
dayaniklilik c¢aligmalar1 ile ilgili molekiiler diizeyde fazla arastirmaya
rastlanilmamistir. Karpuzun dayanikliligi konusunda heniiz molekiiler markorler
tam olarak ortaya cikartilamadigindan dolay1 karpuzlarda WMV’ ne Kkarsi
dayaniklilik ¢aligmalarinin daha ¢ok biyolojik yontemler kullanilarak yapildigini

bildirmislerdir. Calismalarda, diinyanin farkli iilkelerinde karpuz genotiplerine
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mekanik inokulasyon yontemi ile WMV’ii agilanarak bitkilerin reaksiyonlar1 ve
gosterdikleri belirtiler dikkate alinarak degerlendirmeler yapildigi not edilmistir
(Kamberoglu ve ark., (2016)).

WMV’ {ine karsi dayaniklilikla ilgili daha Once yapilan arastirmalar ve
sonuglart dikkate alindiginda karpuz bitkisinde dayaniklilik ¢aligmalari daha ¢ok
biyolojik, yani mekanik inokulasyon denemeleri seklinde yapildig1 goriilmektedir.
Bu calismalardan elde edilen sonuglar belirtilere bagli degerlendirmeler olup
karpuzda dayaniklilik genleri iizerine ¢alismalar heniiz sonuglanmamis olup
iilkemizde de hem bu viriisiin belirlenmesi, karakterizasyonu ve benzeri g¢aligmalar

ile hem de dayaniklilik konularinda daha fazla ¢alismaya rastlanmamastir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Arastirmanin Yiiriitiildiigii Yer ve Bitkisel Materyaller

Arastirma Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii
Viroloji Laboratuar1 ile C.U. Subtropik Meyveler Arastirma ve Uygulama
Merkezinin laboratuvarlarinda, iklimlendirme odalarinda ve viriis arastirma
seralarinda yuirtitiilmiistiir.

Arastirmalar sirasinda kullanilan bitkilerin kaynagimi, Diyarbakir ili ve
ilcelerinde (Sekil 3.1.) karpuz, kavun iiretimi yapilan alanlarda virlis ve viris
benzeri belirtiler gosteren ve viriisle bulasik olabileceginden siiphelenilen bitkilerin
belirti gosteren geng yapraklari olusturmustur. Bu amagla Sekil 3.2. — 3.8.” de
verilen degisik viriislerin belirtilerine benzer goriintiiler sergileyen bitkilerden
ornekler uygun sekilde alinmigtir. WMV’ niin en 6nemli konukgular1 arasinda
bulunan karpuz ve kavun daha g¢ok bulundugu i¢in Diyarbakir ilinde survey
alanlarindan bitkisel materyal olarak Diyarbakir karpuzu, ticari karpuz, Diyarbakir
beyaz kis kavunu ve ticari kavun bitkilerinden 6rnekler toplanmigtir. WMV’ niin
hastalik belirtilerine benzer belirtiler gosteren bitkilerden alman 97 adet karpuz ve
55 adet kavun olmak iizere toplam 152 Grnek toplanmis ve g¢aligmalarin ana
materyalini olusturmustur (Cizelge 3.1.). Toplanan 6rneklerin belirti gosteren geng
yapraklarinin Once fotograflari ¢ekilmis toplandiktan sonra numaralandirilip

etiketlenerek buz kutusu igerisinde laboratuara getirilmistir.
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Sekil 3.1. Calismani yiiriitiildiigii Diyarbakir ili ve ilgeleri

Sekil 3.2. Surveyler sirasinda referans alinan ve arazide aranan Watermelon
Mosaic Virus’ iiniin neden oldugu mozaik, yaprak deformasyonu ve
meyvede kabariklik belirtileri
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https://link.springer.com/article/10.1007/s42161-019-00337-z/figures/1

Sekil 3.3. Surveyler sirasinda referans alinan ve arazide aranan Cucumber Mosaic
Virus’ iniin neden oldugu mozaik ve yaprak deformasyonu belirtileri

s.edu/vegetable/fact- https:/Mink.springer.com/article/10.1007/542161-019-00337-2/fig
uechini-yellow-mosaic-virus

Sekil 3.4. Surveyler sirasinda referans alinan ve arazide aranan Zuchini Yellow
Mosaic Virus’ iiniin neden oldugu mozaik ve yaprak deformasyonu
belirtileri
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SPOL-Virus

Sekil 3.5. Surveyler sirasinda referans alman ve arazide aranan Papaya Ring Spot
Virus’ linlin neden oldugu damar acilmasi ve meyvede halkali leke
belirtileri

. e
7 . \ Y

https://en.wikipedia.org/wiki/Melon necrotic spot virus https://en.wikipedia.org/wiki/Melon_necrotic_spot_virus

Sekil 3.6. Surveyler sirasinda referans alinan ve arazide aranan Melon Necrotic
Spot Virus’ iiniin neden oldugu nekotik lekeler
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Caglar, B. K., 2002

Sekil 3.7. Surveyler sirasinda referans alinan ve arazide aranan Squash Mosaic
Virus’ linlin neden oldugu damar aralarindaki renk agilmasi, mozaik ve
meyvelerde diizensiz renklenme belirtileri

https: gins.com/dangerous-cucumber-cabyv-virus-is- hilps:/wwy archgate. net/figure/Symptoms-induced-by-
spreading-to-northern-europe. CABYV-on-naturally-infected-melon-plants-in-Korea-Yellowing-
A_figl 320958904
—

Sekil 3.8. Surveyler sirasinda referans alinan ve arazide aranan Cucurbit Aphide-
Born Yellows Virus’ iiniin neden oldugu sararma, mozaik ve diizensiz
klorotik lekeler
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izelge 3.1. Arastirmada kullanilan bitkisel materyallerin ilgelere gore dagilimi

SURVEY ALANI URUN TOPLAM
KARPUZ KAVUN

Sur (Erimli / Sumaqi) 20 6 26
Bismil (Darli Mah., Gundik.) 25 10 35
Egil (Kalkan) 10 10 20
Cinar (Kuruyazi, Ekinveren) 12 8 20
Silvan (Giirpinar) 8 4 12
Ergani 2 2 4
Yenigehir (Elidolu Mah.) 20 15 35

TOPLAM 97 55 152

3.1.2. Serolojik (DAS-ELISA) Calismalarda Kullamlan Materyaller

Survey alanlarindan toplanan 6rneklerin tamami mevcut viriisler ile ilgili
bulagiklik durumlarinin ortaya koymak amaciyla dncelikle serolojik (DAS-ELISA)
caligmalarda materyal olarak kullanilmiglardir. S6z konusu 6rnekler DAS-ELISA
ile Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Bé&liimii Viroloji
Laboratuvarinda BIOREBA firmasindan satin alinan WMV, CMV, ZYMV, PRSV,
MNSV, CABY ve SqMV viriislerinin antiserumlart (kitleri) kullanilarak bu
viriislere karsi testlenmistir. Testlemeler sirasinda kullanilan ELISA plateleri,
ornek eksrtaksiyon tamponu (Sample Extraction Buffer), kaplama tamponu
(Coating buffer), konjugat tamponu (Enzyme Conjugate Buffer) Phosphate
Buffered Saline tampon (PBS), yikama tamponu (Washing Buffer) ve substrat
tamponu (Substrat Buffer) i¢in gerekli olan kimyasallarin kaynaklari ve tampon

¢Ozeltilerin hazirlanmis1 EK 1° de verilmistir.
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3.1.3. Biyolojik Tam1 Calismalarinda (Mekanik inokulasyon) Kullanilan
Materyaller

Survey alanlarindan toplanan virus ve benzeri hastaliklardan siiphelenilen
orneklerdeki belirtilerin  WMV’iinden kaynaklanip kaynaklanmadigini ortaya
koymak, karpuz ve kavunda viriis belirtilerini goriintillemek ve Diyarbakir karpuz
¢esidinin  WMV’iine karst biyolojik dayanikligi/duyarliligini ortaya koymak
amaciyla test bitkilerine (Sekil.3.9.) mekanik inokulasyon yapilmistir. Biyolojik
indeksleme calismalarinda inokulum kaynagi olarak Diyarbakir ili ve ilgelerinde
yapilan surveylerde toplanan 6rneklerin DAS-ELISA ile testleri sonucunda WMV
ile bulagik ornekler kulamilmistir. Test bitkileri olarak Diyarbakir Beyaz Kis
Kavunu, BF1 kodlu ticari kavun ve SF1 kodlu ticari kavun ve karpuz olarak ise
Diyarbakir Karpuzu, MF1 kodlu ticari karpuz, SF1 kodlu ticari karpuz, cesitleri
kullanilmistir (Cizelge 3.2.).

Mekanik inokulasyon ¢alismalarinda kullanilan karpuz ve kavun cesitlerine
ait bitkilerin yetistirilmesinde kullanilan tohumlar Diyarbakir ilinde degisik
amagclar ile liretim yapan ciftcilerden, ticari karpuz ve kavunlar bazi tohum
firmalarindan temin edilmistir. Tohumlarin ekilmesi ve yetistirilmesinde kullanilan
yetistirme ortamlart Cukurova Universitesi Subtropik Meyveler Arastirma ve
Uygulama Merkezinde hazirlanmigtir. Tohumlarin ekilmesinde 14-14-17 lik plastik
saksilar kullanmilmistir (Sekil 3.9.). Ayrica mekanik inokulasyon galigmasinda
porselen havan ve havaneli, fosfat tamponu i¢in gerekli olan NaH,PO,. 2H,0,

NaH,PO,. H,O ve mercaptoethanol Viroloji laboratuvarindan temin edilmistir.

3.1.4. Molekiiler Calismalarda (Total Niikleik Asit izolasyonu, RT-PCR ve
Agaroz jel) Kullanilan Materyaller

Survey alanlarindan toplanan orneklerin DAS-ELISA ile testlenmesi
sonucunda WMYV ig¢in pozitif sonug¢ alinan ve bu 6rneklerin mekanik inokulasyon
sonucunda belirti gézlenen ve yine DAS-ELISA ile testlenmesi sonucunda viriisle

bulagik oldugu ortaya konulan O&rnekler Total niikleik asit ekstraksiyonu
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caligmalarinda materyal olarak kullanilmistir,. WMV ile bulasik olan farkh
izolatlara ait niikleik asitler RT-PCR c¢alismalari i¢in hedef niikleik asit

materyallerinin kaynagimi olusturmustur.

Sekil 3.9.  Biyolojik tami ¢aligmalarinda kullanilan kavun ve karpuz bitkileri ve
mekanik inokulasyon dénemi

Cizelge 3.2. Mekanik inokulasyon ¢alismalarinda kullanilan test bitkileri

Adi Latince Ad1 Cesit Beklenen Belirtiler
Karpuz | Citrullus lanatus Diyarbakir karpuzu (Standart) | K, Yd, Bd, SM
Karpuz | C. lanatus Ticari karpuz (MF1) Hibrid K, Yd, Bd, SM
Karpuz | C. lanatus Ticari karpuz (SF1) Hibrid K, Yd, Bd, SM
Kavun | Cucumis melo L. Diyarbakir Beyaz Kis kavunu K, Yd, Bd, SM, KLL
Kavun C. melo L. Ticari kavun (BF1) Hibrid K, Yd, Bd, SM, KLL
Kavun C. melo L. Ticari kavun (SF1) Hibrid K, Yd, Bd, SM, KLL

K: Kloroz, Yd: Yaprak Deformasyonu, Bd: Bodurlasma, SM: Sistemik Mozaik, KLL:
Klorotik Lokal Lezyon, SB: Sistemik Bodurluk
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RT-PCR c¢alismalar1 200 pl’lik PCR eppendorf tiipleri, izolatlara ait
tNA’lerin ¢ogaltilmasi amaciyla komplamenter DNA (cDNA)’e doniistiiriilmesi
icin kullanilan “Reverse Transcriptase” enzimi (M-MLV, 200u/pl), “Reverse
Transcriptase buffer” (M-MLV buffer 5X), RNAse inhibitorii (40/ul), dNTPs
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP (100mM)), RNA’in hedef bdlgesine spesifik tek iplikli
oligoniikleotid reverse primeri (Microsynth marka) (Cizelge 3.3.) ve ayrica
c¢DNA’in gogaltilmas1 amaciyla gerekli yiiksek 1siya dayanikli (Termostabil) DNA
polimeraz enzimi (Dream Taq polimeraz, Su/ul), “Dream Taq Green PCR buffer”
(10X), ve RNA’in hedef bolgesine spesifik tek iplikli “oligoniikleotid forward
primer” (Microsynth marka) (Cizelge 3.3.) farkli firmalardan satin alinmigtir. RT-
PCR galismalarinda molekiiler kimyasal olarak THERMO markas1 kullanilmistir.
RT-PCR c¢alismalarinda niikleik asitlerin ¢ogaltim islemleri TECHN marka
termocyle aleti kullanilarak viroloji laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Agaroz jel elektroforez calismalarinda kontrol edilen material olarak WMV
izolatlarma ait PCR driinleri  kullanilmig, diger kimyasallar viroloji

laboratuvarindan ve 1 kb DNA marker firmalardan satin alinmigtir.

3.1.5. Filogentik Analiz Calismalarinda Kullanmilan Materyaller

Diyarbakir ili ve ilgelerinde kabakgil iiretim alanlarinda saptanmis olan
Watermelon mosaic virus izolatlarinin hem kendi aralarinda hem de Diinyadaki
saptanmig ve tanilanmasi yapilmis olan izolatlarin DNA dizilerinin karsilagtiriimasi
ile akrabalik ve evrimsel gelisim analizi yapilmigtir. Analiz ¢aligmalarinda WMV-
R825/WMV-F825 ve WMV-R917/WMV-F917 primer c¢iftleri kullanilarak yapilan
RT-PCR iiriinlerinden elde edilen diziler ve diinyadaki izolatlarin Gen
Bankasindaki dizileri (FRANCE; JF273461.1, FRANCE; EU660586.1, IRAN;
EU660584.1, TURKEY; EU660579.1, POLAND; MH992141.1, USA;
JX028594.1, SPAIN; MN814388.1, SOUTH KOREA; MN854651.1, BELGIUM,;
KP980651.1, KOREA; MN854646.1, CHINA; KM527440.1, SYRIA;
MK614761.1, CHINA; KM527480.1) kullanilmustir.
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Cizelge 3.3. RT-PCR calismalarinda WMV” iine spesifik primer giftleri

Viriis Primer Primer sequence 5°- 3’ bp Referans
WMV WMV-R825 5’-ATTCACGTCCCTTGCAGTGTG - 3° Shafiri ve ark.,
WMV-F825 5’-GAATCAGTGTCTCTGCAATCAGG - 3’ 5 (2008)
WMV WMV-R917 5’-CGACCCGAAATGCTAACT - 3’ 017 Liu ve Xiang,
WMV-F917 5’-GGTTGCTGYGARTCAGTGTC - 3’

(2008)
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3.1.6. Viriisii Yaprak Bitleri ile Tasima Calsmalarinda Kullamlan
Materyaller

Tasima denemelerinde yaprak biti olarak WMV’ nin konukg¢usu olmayan
Cukurova Universitesi Subtropik Meyveler Arastirma ve Uygulama Merkezi
kolleksiyon bahgelerinde bulunan Turung agaglari iizerindeki yaprak bitleri (Aphis
gossypii), inokulum kaynagi olarak mekanik inokulasyon ile viriis aktarilmis belirti
gosteren Diyarbakir Beyaz Kis Kavununu (Sekil 3.10.), test bitkisi olarakta
Diyarbakir Beyaz Kis kavunu ve Diyarbakir Karpuz cesidi (Sekil 3.11.)
kullanilmistir. Yaprak bitlerinin tanilanmas1 Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bitki Koruma Boliimiindeki Nedim UYGUN Biyolojik Miicadele Laboratuvarinda
Dog¢. Dr. Asime Filiz Caliskan KECE tarafindan preparat yapilarak
gerceklestirilmistir. Yaprak bitlerinin hastalikli bitkilerden saglikli test bitkilerine

aktarilmasinda alm lupu ve kil firca ile, ayrica karinca populasyonu kullanilmustir.

Sekil 3.10. Yaprak biti ile virlis tasima c¢aligmalarinda inokulum kaynagi olarak
kullanilan WMYV ile bulasik kavun bitkileri.
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Sekil 3.11. Yaprak Biti ile WMV’ {iniin tasima c¢alismalarinda kullanilan
Diyarbakir karpuzu ve Diyarbakir kis kavunu bitkileri

3.2. Yontem
3.2.1. Simptomolojik Gézlemler ve Ornekleme

Diyarbakir ili ve ilgelerinde karpuz ve kavun iiretimi yapilan alanlarinda
Sekil 3.2 — 3.8.” de verilen belirtilere benzer goriintiiler sergileyen bitkilerin veya
viriisle bulasik oldugundan siiphelenilen bitkilerin aranmasi seklinde surveyler
yapilmistir. Sonug olarak diger viriis belirtileri yaninda WMV’ iiniin tipik belirtileri
de aranmis ve viriisle bulagik oldugundan siiphelenilen bitkilerin belirti gosteren
geng yapraklarindan ve belirti géstermeyen bitkilerden 6rnekler toplanmistir. Sekil
3.2.- 3.8.” de verilen belirtilere benzer simptomlar gdsteren bitkiler 6rnek olarak
alinmigtir. Ornek alma sirasinda plastik torbalar {izerine; drnegin alindigi yer, bitki
¢esidi ve tarih yazilarak numaralandirilmis ve 6rnek toplama sirasinda verilen
numarali bitkilerinde numarali olarak fotograflar1 ¢ekilmistir. Daha sonra drnekler
buz kutusu igerisinde soguk ortamda laboratuvara getirilerek bir giin boyunca +4
°C de muhafaza edilmis ve daha sonra calismalar baslatilmistir. Laboratuvara
getirilen 6rnekler 1 gr total Niikleik Asit (tNA) izolasyonu i¢in, 1gr DAS-ELISA
i¢cin ve geriye kalan ise mekanik inokulasyon i¢in tartilip etiketlenerek buzdolabina

konmustur. Toplanan ve laboratuvara getirilen 6rnekler WMV, CMV, ZYMV,
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PRSV, MNSV, CABY ve SqMV’ lerine karsi DAS-ELISA yontemi ile

testlenmigtir.

3.2.2. Serolojik (DAS-ELISA) Calismalari

Toplanan karpuz ve kavun bitkilerinden alinan 6rneklerin tamami 6ncelikle
tarama yapmak amaciyla WMV, CMV, ZYMV, PRSV, MNSV, CABY ve SqQMV
viriislerine karsi DAS-ELISA ile testlenmistir. Testleme Clarck ve Adams,
(1977)’a ve ELISA Kkitinin temin edildigi firmanin (BIOREBA AG-Germany)
Onerilerine gore yiiriitiilmiistiir. DAS-ELISA testinde kullanilan tampon ¢6zeltiler

EK 1.’ de verilmistir. ELISA testi uygulamasinda izlenen basamaklar sirasiyla;

a- Kaplama tamponu ile kullanilan optimum konsantrasyona gore
sulandirilmis y-globulinden ELISA plate’nin her bir ¢ukuruna 200 pl
konacak ve plate tizeri kapatilarak 37 °C de 4 saat inkiibasyona
birakilmstir.

b- Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile tiim ¢ukurlar ii¢ kez yikanmustir.
Yikama tamponu ii¢ dakika siireyle ¢ukurlarda bekletildikten sonra ters
cevrilerek plate bosaltilmig ve kagit havlu iizerine vurarak kurumasi
saglanmstir.

c- Alt alta gelecek sekilde her ¢ift gukura 200’er ul 6rnek tamponu ile
hazirlanmig 6rnekler diizenlenmis plana gére konmus ve plate’in iizeri
kapatilip +4 °C de bir gece boyunca inkiibasyona birakilmistir.

d- Inkiibasyondan sonra plateler yikama tamponu ile tiim ¢ukurlar {i¢c kez
yikanmistir. Yikama tamponu ii¢ dakika siireyle ¢cukurlarda bekletilip plate
ters ¢evrilerek bosaltilmis ve kagit havlu iizerine vurarak kurumasi
saglanmustir.

e- Konjugate tamponu ile optimum kullanilan konsantrasyona gore
sulandirilmis konjugat’dan her bir ¢ukura 200 pl konulup plate 37 °C de 4

saat inkiibasyona birakilmistir.
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f- Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile tiim gukurlar {i¢ kez yikanmugtir.
Yikama tamponu ii¢ dakika siireyle ¢ukurlarda bekletildikten sonra plate
ters c¢evrilerek bosaltilmis ve kagit havlu tizerine vurarak kurumasi
saglanmistir.

g- Substrat tamponundan taze olarak hazirlanmig substrattan (Img/ml p-
nitrophenyl phosphate) her bir ¢ukura 200 pl konup ve 30-60 dk veya
gerekli goriildiigiinde daha wuzun siire oda sicakliginda karanlikta
inkiibasyona birakilmaistir.

h- Daha sonra ELISA plateleri 405 nm de ELISA-Reader (ELISA
Okuyucusu) kontrol edilmistir. Eger hemne okuma imkani olmaz veya
plateleri saklamak gerekli goriilirse 3 M NaOH ile reaksiyonun

durdurulmasi saglanmistir

ELISA testi yapim asamasinda her plate de pozitif ve negatif kontroller
kullanilmistir. Negatif kontroliin bulundugu cukurun absorbans degeri dikkate
alinarak ortalama en az iki veya ii¢ kat1 fazla deger veren ¢ukurlardaki 6rnekler

pozitif kabul edilmistir.

3.2.3. Test Bitkilerinin Yetistirilmesi ve Biyolojik Tam1 Calismalari
DAS-ELISA testi sonucunda sadece WMV’ii ile bulasik olarak saptanan
orneklerin mekanik inokulasyon c¢alismalarinda inokulum olarak kullanilmistir.
Biyolojik indeksleme, hem Diyarbakir karpuz c¢esidinin WMV’ ne karsi
simptomolojik olarak dayanikli/duyarlilik durumunun ortaya konulmasi, hem de
virlisin diger ticari karpuz ve kavun ¢esitlerindeki belirtilerinin saptanmasi ve
survey alanlarindan toplanan ve DAS-ELISA ile bulagik olarak saptanan
orneklerde WMV’ niin varligimin biyolojik olarak ortaya konulmasi amaciyla
yuriitiilmiistiir. Test bitkilerinin yetistirilmesi i¢in kullanilan fide toprag: (1.1.1)
oraninda, elenmis 0-30 torf, toprak ve bazaltik tif (0-3) karigtirilarak 14-14-17

biiyilikliiglindeki saksilara doldurulmus ve tohum ekimleri yapilmistir. Tohumlar
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her c¢esitten 25’er adet olacak sekilde eckilmistir. Bu saksilar, tohumlar
cimlendirilinceye kadar 24-25 °C sicaklik ve % 70-80 nem igeren &zel sera
bolmesinde muhafaza edilmistir. Tohumlar yaklagik olarak 15 giin sonra ¢imlenmis
olup periyodik olarak sulanmustir. Bitkiler kotiledon yaprak déneminde veya ilk
gercek yapragin belirmesini miiteakip ayni sicaklik ve nem kosullarinda yaklasik
10.000. lux Daylight 151k kosullarinda 16/8 (aydinlik/karanlik) periyodunda
tutulmustur. Kotiledon yapraklarinin ¢ikmasiyla birlikte gerekli giibreleme
islemleri yapilmistir (15-15-15 (Azot-Fosfor-Potasyum)). Kotiledon yapraklarin
cikmasinin ardindan birinci yapragin ¢ikmastyla birlikte bu fidelere (Tablo 3.12.)
viriis tagimmistir. Ayrica ileri ki donemlerde diger yapraklarin ¢ikmasiyla birlikte
kiillemeye karst %50 Trifloxystrobin etken maddeli fungusit ile gerekli durumlarda
ilaglama yapilmistir.

Infekteli bitkilerin yapraklar1 % 0.1°lik 2-mercaptoethanol igeren 0.02 M
Fosfat tampon (pH: 7.0) (EK 2.) ¢ozeltisi karisimi ile 1:5 (w/v) oraninda porselen
havanda ezilmistir. Elde edilen ekstrakt 2 katli tiilbent ile siiziildiikten sonra
onceden karborandum tozu serpilerek hazirlanan test bitkilerinin yapraklarina

parmak ucu ile fazla asindirmadan dikkatlice tasmmistir. Inokulasyondan sonra

karborandum tozu ve bitki 6zsuyu artiklarini uzaklagtirmak igin bitkiler cesme suyu

ile yikanmistir (Sekil 3.12.).

Sekil 3.12. Mekanik inokulasyon asamalari. a; Karborandum uygulamasi, b;
mekanik inokulasyon, c; bitkilerin sui le yikanmasi.
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Asilama yapilan bitkiler 22-24 °C de kontrollii klima odas1 kosullarinda bir
giin karanlikta tutulduktan sonra seraya aktarilmig ve bitkilerde belirti olusumu

periyodik olarak gozlenmis, gerekli kayitlar not edilmistir.

3.2.4. Total Niikleik Asit (tNA) Ekstraksiyonu Calismalari

Hem DAS-ELISA testlemeleri sonucunda WMV ile bulasik bulunan hem
de mekanik inokulasyon ile asilanan test bitkilerinin belirti olusturan
yapraklarindan total NA ekstraksiyonu yapilmistir. TNA izolasyonu Astruc ve
ark., (1996)’nin 6nerdigi yonteme gore yapilmigtir. TNA g¢aligmalarinda kullanilan

kimyasallar EK 3. de verilmis olup islemler asamalar halinde asagida 6zetlenmistir.

a- Ornekler ekstraksiyon buffer1 (100mM Tris-HCI pH.8.0, 50mM EDTA pH.
7.0, 500 NaCl, 10 mM 2. mercapto-ethanol 1/1000) ile 1:2 (w/v) oraninda
sulandirilarak porselen havan igerisinde havaneli yardimi ile ezilen bitki
O0zsuyu steril tiilbentten siiziilmistiir. Bitki 6zsuyundan 1 ml alinarak
eppendorf tiipleri icerisine yerlestirilmistir.

b- Ornekler 3 dakika 4.000 rpm de santrifiij edilmistir.

c- Pelete 50 ul Sodium Dodecylsulfat (SDS, %20) ilave edilerek vorteks te
karistirlmus ve tiipler 65 °C de 30 dakika su banyosunda bekletilmistir.

d- Tiiplere 250 ul potasium asetate (5M) ilave edilerek 20 dakika buz
i¢cerisinde bekletilmistir.

e- Tipler 15 dakika 13.000 rpm de santrifiij edilmistir.

f- Siipernatant ikiye boliinerek ve 500 pl si yeni hazirlanmis eppendorf
tiiplerine konarak -70 °C te saklanmistir. Geriye kalan 500 ul siipernatant
yeni hazirlanan eppendorf tiiplerine konulup {izerine % 100°liik Ethanolden
500 wl ilave edilerek 1,0 ml ye tamamlanmistir. Daha sonra tiipler

vortekste karistirilmistir.
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g- Sonra tiiplere 50ul sodium asetate (3M) ilave edilmis ve Ornekler tekrar
karistirilarak -70 °C de bir gece bekletilmistir.

h- Ornekler 15 dakika 14.000 rpm de santrifiij edilerek siipernatant ortamdan
uzaklastirilmig ve eppendorf tiipleri ters ¢evrilerek filtre kagidi iizerinde 5
dakika kurutulup daha sonra pellet iizerine 1ml ethanol (% 70) ilave
edilmistir.

1- Ornekler RNA larin ¢6kmesi icin 5 dakika 13.000 rpm de santrifiij edilerek
tiip icerisindeki ethanol atilarak eppendorf tiipleri kurutma kagitlar ile
dikkatlice kurutulmustur.

k- Elde edilen total RNA lar 50 pl RNAse free distile su ile sulandirilmustir.
Ornekler 15ul ve 35 pl olmak iizere ikiye boliinerek eppendorf tiipleri

icerisinde -20 °C de muhafaza edilmistir.

3.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Calismalari

In vitroda spesifik bir DNA parcasinin kopyalarmm kisa zincirli
oligoniikleotid primerler yardimi ile yonlendirilerek enzimatik olarak
sentezlenmesi seklinde tanimlanabilen Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)’1in
temeli hedef DNA'min (saptanmasi istenen genetik materyalin) spesifik
deoksiriboniikleotid primerleri ve 1siya dayanikli DNA polimerase (Taq veya Tht)
enzimi yardimiyla in vitro kosullarinda g¢ogaltilmasi ve tanilanmasi seklinde
ozetlenmektedir (Mullis K.B., Faloona F.A., 1987).

Calisma sirasinda WMV RNA’larinin kilif protein geni iizerinde 825 bp
ve 917 bp molekiil agirligina sahip farkl bolgelerini ¢ogaltmak i¢in PCR ¢alismasi
yapilirken ilk iglem reverse transcriptase enzimi kullanilarak viral RNA dan
komplementer DNA (¢cDNA) elde etmek olmustur. Daha sonra in vitro kosullarda
tek iplikli viral cDNA kopyalarma ikinci bir ¢cDNA sentezletilerek cogaltim
yapilmigtir. PCR uygulamalarinda her bir dongii (yukarida verilen li¢ asamanin

tamami) yeterli sayida DNA miktarina ulasabilmesi i¢in 30-35 kez tekrarlanmistir
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(Shafiri ve ark., 2008 ; Liu ve Xiang, 2008). RT-PCR c¢alismalar1i, daha once
WMV-R825/WMV-F825 ve WMV-RI17/WMV-F917 primer c¢iftleri kullanarak
WMV’ {iniin karakterizasyonunu ger¢eklestirmis olan Shafiri ve ark., (2008) ve Liu
ve Xiang, (2008)’ ye gore yiiriitiilmiistiir.

Oncelikle komplementer DNA (cDNA) sentezlemek icin RT asamasi
gergeklestirilmistir. 1 pl total NA (200 ng/ul), 1 ul Reverse (R) ve 13 ul HyO ile
karistirilip 95 °C de 3 dakika inkube edip sonrada 5 dakika buzda bekletilmistir.
Daha sonra bu karigim iizerine 10 pl RT karisimindan (5 pl M-MLV RT buffer, 1
pul ANTPs (10 mm), 0,5 ul MMLYV (200 unit), 0,5 ul RNasin ve 3 ul H,O) eklenmis
ve drnekler termocycle da 42°C 1 saat bekletilerek cDNA lar elde edilmistir.

Daha sonra PCR ¢aligmasi i¢in 1 pl cDNA, 5 ul Dream Taq Green Buffer
(10X), 1 pl ANTP karigimi (10 mM), 1 pl WMV-F (10 pmol/pl,) primer, 1 pl
WMV-R (10 pmol/ul,) primer, 0,25 pul Dream Taq polimeraz enzimi (5u/ul) ve
40,75 ul ddH,O0 ile 50 pl’ lik son hacim olusturulmustur.

PCR tiipleri, kullanilan primer ¢iftlerinin denaturasyon sicakligi (Thermal
melting, Tm) degerleri ve primer c¢iftlerinin kullanilmasi ile beklenen PCR
iriinlerinin molekiil agirliklarina gore programlanmis olan termocycle aletine
yerlestirilmistir. Orneklere uygulanan termocycle programinda 35 dongii igerisinde
bulunan baglanma sicakligi, primerlerin Tm degeri dikkate alinarak ve Tm
degerinden 3°C eksilterek uygulanmistir. Programin uygulanmasinda ayni
primerleri ilk defa kullanan aragtiricilar referans alinmistir. Uygulanan termocycle

programi;
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95°C de3 dakika ......cooviviiiiiiiiii e 1 dongii
bagli
95°C de 1 daKika .....ocevueeeieieireeeeee e
57 °C (825F/R), 50 °C (917F/R) de 1 dakika .......cccocereruenenne. 35 dongii
72°Cde Tdakika .......ccoovuiiieiii i,
baghi
72°Cde 10dakika ..........cooviiiiiiiiieieeceeceeeie e eene.n,. 1 AONEH

Calisma sonucunda cogaltilan PCR iirtinleri 1X lik TAE (pH 8.3) de
hazirlanmis %1’ lik agarose jelde asagida 6zetlendigi sekilde uygulanarak kontrol

edilmistir.

3.2.6. Agarose Gel Elektroforez Calismalari

Agarose jel elektroforez caligmalarinda PCR c¢alismasi sonucunda viral
RNA’dan sentezlenip c¢ogaltilarak DNA’lar kontrol edilmistir. Agarose Jel
Elektroforez galismasi Galitelli ve Minafra, (1994) *ya gore yapilmistir. Islemler

sirastyla:

a- Agarose 300 mg olacak sekilde 30 ml 1x TAE buffer ( 89 mM Tris, 89 mM
boric acide, 2 mM EDTA) igerisine konulmustur.

b- Bu agarose-TAE buffer karisimi kaynayincaya ve agarose eriyinceye kadar
mikrodalgali bir firin igerisinde 1sitildiktan sonra volum 30 ml’ye
ayarlanmigstir.

¢- Karisim tekrar 60 °C ye kadar sogumaya birakilarak ve tarak gecirilmis
olan tank igerisine bosaltilmistir.

d- Jel donduktan sonra tarak dikkatli bir sekilde ¢ekilip jel’in tizerini 1-2mm
kadar kaplayincaya kadar tank igerisine TAE buffer ilave edilmistir.

e- 10 pl ornek jel deki cukurlara dikkatli bir sekilde yerlestirilmistir. Ilk

cukura 10ul 1 kb marker konulmustur. Loading buffer daki turuncu renk
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(orange G) jel’ in sonuna gelene kadar jel tankina elektrik akimi
verilmisgtir.

f- Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel, oda sicakliginda 10 dakika
100 ml H,O + 30 pl ethidium bromide (10 mg/ml distilate su) karisimi
icerisinde boyanmistir. Jeldeki fazla ethidium bromide uzaklastirincaya
kadar 5 dakika distile su igerisinde tutulmustur. Sonugclar transilluminator

de kontrol edilmistir.

3.2.7. DNA Dizileme ve Filogenetik Analiz Calismalari

WMV’ iiniin farkli izolatlarmmin kilif protein geni iizerinde 825 bp
molekiiler agirligina sahip bolgeyi ¢ogaltan WMV-R825/WMV-F825 ve 917 bp
molekiiler agirligina sahip bolgeyi ¢ogaltan WMV-R917/WMV-F917 primer
ciftleri kullanilarak RT-PCR galigmalar yiiriitiilmiistiir. Agaroz jelde goriintiilenen
ve farkli izolatlata ait 825 bp ve 917 bp PCR iiriinleri DNA dizileme i¢in REFGEN
Gen Aragtirmalar1 ve Biyoteknoloji sirketine gonderilmistir. DNA dizileme ¢ift
tarafli olarak (Forward ve Reverse) yapilmustir.

Elde edilen Forward ve Reverse dizilimleri MEGA7 (Molekiiler Evrim
Genetik Analiz) programi kullanilarak birlestirilmis ve gen dizilimleri ortaya
cikartilmistir. Saptanan Diyarbakir WMV izolatlari, diinyada farkli iilkelerde
saptanmis ve gen bankasinda kayithi olan izolatlar arasindaki evrimsel filogenetik
analiz en fazla benzerlik olasili§inin ortaya ¢ikarilmasi seklinde bir metod Tamura
ve Nei (1993)’ nin kullandiklar1 model ile yapilmistir. 1lgili gruplarin bir arada
kiimelendigi agaglarin yiizdesi dallarin yaninda gosterilmistir. Gruplar arasindaki
tahmini mesafe ve benzerlik i¢in Neighbor-Join and BioNJ algoritma kullanilmigtir
(Tamura ve Nei, 1993). Filogenetik analizde 3 adet Diyarbakir izolati (TR-Db-
yenisehir, TR-Db-Surl, TR- Db-Sur2) ve TURK91 izolatininda dahil oldugu 13
adet diinyadaki farkl iilkelerde tanilanmig izolat olmak iizere toplam 16 WMV
izolat kullanilmistir. Evrimsel filogenetik analiz MEGA X (Kumar ve ark., 2018)

programu iizerinde gerceklestirilmistir.
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3.2.8. Viriisii Yaprak Biti ile Tasima Cahsmalar:

Arazi surveyleri sirasinda Diyarbakir “Beyaz Kig Kavunu” ile “Diyarbakir
Karpuz” ¢esidinin bir arada bulundugu iiretim alanlarinda viriis belirtileri sadece
Diyarbakir Beyaz Kis Kavunu c¢esidinde goriilmiis olup Diyarbakir Karpuzu
cesidinde ise herhangi bir viriis belirtisi gézlenememistir. Ayrica Diyarbakir Beyaz
Kis kavununda yaprak bitleride gozlenmistir. Bu gozlemler sonucunda viriisiin
yaprak biti ile taginmadigi ya da yaprak bitinin saadece Diyarbakir Beyaz Kis
Kavununu tercih ettigi siiphesi dogmustur. Bu belirsizligin agikliga kavusturulmasi
ve viriisiin yaprak biti ile taginip tasinmayan irki oldugunun ortaya ¢ikartilmasi i¢in
tagima denemesi yapilmaistir.

Diyarbakir ili ve ilgelerinde iiretim alanlarinda saptanan WMV nin yaprak
biti ile tasinan/taginmayan irki oldugunun ortaya c¢ikartilmasi amaciyla yapilan
tasima denemelerinde yaprak biti olarak Aphis gossypii, inokulum kaynagi olarak
mekanik inokulasyon ile WMV’ii TR-Db-Surl izolat1 aktarilmis, belirti gdsteren
Diyarbakir Beyaz Kig Kavunu, test bitkisi olarak ta Diyarbakir Beyaz kis kavunu
ve Diyarbakir karpuz ¢esitleri kullanilmisgtir.

Subtropik Meyveler Aragtirma ve Uygulama Merkezi biinyesinden bulunan
turunggil bahgelerinden toplanan yaprak bitleri oncelikle viriisle bulasik olmayan
kavun bitkileri iizerine birakilmig ve beslenerek gogaltilmistir. Cogaltilan yaprak
bitlerinin viriisten ari oldugu RT-PCR yontemi ile WMV ye karsi testlenmis ve
negatif sonug alindiktan sonra ayni kavun bitkilerinden toplanan yaprak bitleri yine
viriisle bulagik kavun bitkileri {izerine birakilmistir. Yaprak bitleri bulagik kavun
bitkileri tizerinde bir hafta beslendikten ve yeni bireyler olustuktan sonra bu
bitkiler arasina temiz Diyarbakir kis kavunu ve Diyarbakir karpuz fideleri
yerlestirilmistir (Sekil 3.13.). Karinca ve yaprak biti simbiyotik yasam dongiisii
dikkate alinarak ortama birakilan karincalar araciligi ile ve dogal sekilde yaprak
bitleri temiz bitkilere aktarilmistir. Virlisin bu sekilde saglikli bitkilere
aktarilmasinda karincalar ile yaprak bittleri arasindaki simbiyotik yasam iliskisi

dikkate alimmistir (Rathcke ve ark.,1967). Karincalarin yaprak bitlerini bulasik
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bitkilerden saglikli  Dbitkilere aktardigi  gozlenmistir. Yaprak bitlerinin
aktarilmasindan 2 giin sonra temiz bitkiler ortamdan uzaklastirilmis ve insektisit
(Acetamyprid veya Chlorpyrifos-methyl etken maddeli) ile ilaglanarak yaprak
bitleri 6ldiiriilmiistiir. Daha sonra bitkiler {izerinde 15 giin siire ile belirti geligimi

gdzlenmistir.

nzndaey] anjeqaesi(q

Diyarbakir Beyaz Kis Kavunu

=S

Sekil 3.13. Yaprak Biti ile viriis tasima ¢aligsmalari
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Simptomolojik Gozlemler

Caligmanin yiiriitiildiigiic Diyarbakir ili ve civarinda kavun karpuz
tarlalarinin yogun oldugu Sur (Erimli / Sumagqi), Bismil (Darli Mah., Gundik.), Egil
(Kalkan), Cinar (Kuruyazi, Ekinveren), Silvan (Giirpinar), Ergani ve Yenisehir
(Elidolu Mah.) de yapilan survey calismalarinda karpuz bitkilerinde mozaik,
yaprak deformasyonlari, kloroz ve bodurlasma (Sekil 4.1.), kavun bitkilerinde
mozaik, yaprak deformasyonlar1t ve bodurlasma gibi belirtiler goriilmiistiir (Sekil
4.2). Sur (Erimli / Sumaqi) da Diyarbakir Karpuzu ve Beyaz Kis Kavunu
bitkilerinin her ikisininde bir arada bulundugu tarlalarda viriis belirtileri sadece
Beyaz kis Kavunlarinda goriilmiis olup Diyarbakir Karpuzunda higbir belirti
gozlenememistir (Sekil 4.3.). Bu nedenle survey alanlarindaki bu simptomolojik
saptama, Diyarbakir karpuzunun WMV’ {ine ya da kabakgillerdeki viriislere karst
dayanikli olabilecegi diislincesini dogurmus ve arastirmalar bu dogrultuda
yuritilmiistiir. Bu durum, aym tarladaki kavun ve karpuz bitkilerinin vegetesyon
donemi ve viriisii tasiyan yaprak bitinin beslenme aliskanligi ya da tercihi ile
alakali olma olasiligint dogurmus ve sdzkonusu durumun agikliga kavusturulmasi

geregi ortaya ¢ikmustir.
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Sekil.4.1. Surveyler sirasinda Diyarbakir ili karpuz bitkilerinde Bsm; Bismil
(Darli Mah., Gundik.), Egl; Egil (Kalkan), Cnr; Cinar (Kuruyazi,
Ekinveren), Slv; Silvan (Giirpnar), Erg; Ergani, Yns; Yenisehir
(Elidolu Mah.) de yapilan surveylerde karpuz bitkileride goézlenen
sararma, beyazlagma, mozaik ve renk agilmasi simptomlart.
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BsmD1-D2; Bismil (Darli) ve Bsm-G; Bismil (Gundik) de yapilan
surveylerde kavun bitkileride gézlenen mozaik, yaprak deformasyonu,
klorotik lokal lezyon simptomlari
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Sekil.4.3. Surveyler sirasinda Diyarbakir ili Surl-2-3; Sur (Erimli / Sumagqi) da
Diyarbakir karpuzu ve Beyaz kis kavunu bitkilerinin her ikisininde bir
arada bulundugu tarlalarda mozaik ve yaprak deformasyonu
simptomlart ve Sur4-5-6; Sur (Erimli / Sumaqi) da aym tarlada
Diyarbakir karpuzu

4.2. Serolojik (DAS-ELISA) Sonuclari

Arastirma kapsaminda yapilan surveylerde simptom gozelenen bitkilerden
alman 97 adet karpuz ve 55 adet kavun olmak {izere toplam 152 (Cizelge 3.1.)
orneklerin WMV, CMV, ZYMV, PRSV, MNSV, CABY ve SqMV viriislerine
karsi DAS-ELISA ile testlenmistir. Testlemeler sonucunda hi¢ bir 6rnekte ZYMV,
PRSV, MNSV, CABY ve SqMV’ leri saptanmamistir. Ancak Yenisehir (Elidolu
Mah.) Dicle nehri kenarindan alinan 5 (TR-Db-Yns kodlu) (Sekil 4.1.), Sur (Erimli
/ Sumagi) Cay Onii/Dicle Nehri kenarindan alman 7 (TR-Db-Surl) ve 8 (Tr-Db-
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Sur2 kodlu) (Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.) numarali 6rneklerde WMV’ i saptanirken
Bismil (Darli ve Gundik.) Ambar Yoluw/Kur¢ay mevkiinden alinan Bsm-D1 ve
Bsm-G kodlu (Sekil 4.2.) orneklerde CMV saptanmugtir. Arastirma kapsaminda
yapilan surveyler sirasinda drnek toplama giidiimlii 6rneklemeye gore yapildigi
icin yani simptom odakli drnek toplandigi igin toplanan drneklerdeki bulagiklik
orant diigiik olmustur. Tesadiifi 6rnekleme yapilsaydi toplanan oOrneklerdeki

bulasiklik oran1 mevcut sonuglardan daha fazla olabilirdi.

4.3. Biyolojik indeksleme Sonuclari

Aragtirmanin yiiriitiildiigii Diyarbakir ili ve ilgelerindeki surveylerde viriis
belirtileri gozlenen bitkilerin DAS-ELISA ile testlenmesi sonucunda WMV ile
bulagik oldugu saptanan 6rneklerin mekanik inokulasyon yontemi ile Diyarbakir
Karpuzu (Standart), Ticari karpuz (MF1) Hibrid ve Ticari karpuz (SF1) Hibrid,
Diyarbakir Beyaz Kis Kavunu (Standart), Ticari kavun (BF1) Hibrid, Ticari kavun
(SF1) Hibrid, c¢esitlerine inokule edilmistir. Karpuzlarda kloroz, yaprak
deformasyonu, bodurlagsma, sistemik mozaik belirtileri (Sekil.4.4., Sekil 4.5. ve
Sekil 4.6.), kavunlarda kloroz, yaprak deformasyonu, bodurlagma, sistemik
mozaik, klorotik lokal lezyon belirtileri (Sekil.4.7., Sekil 4.8. ve Sekil 4.9.)
goriilmiistiir (Cizelge 4.1.). Biyolojik indeksleme sonuglar1 Inouye, (1964)’ iin
bildirdigi gibi WMV’ {inlin karpuz, kavun, kabak, balkabagi ve hiyarda kloroz,
yaprak deformasyonlar1 ve bodurlasma belirtilerine neden olur raporuyla

paralellikgdstermekte ve ayni sonuglar ortaya konulmustur.

51



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Dilan KONUR

izelge 4.1. Caligmada Kullanilan Bitkilerde Goriilen Simptomlar

K Yd Bd SM KLL

Diyarbakir Karpuzu + + + + +
Ticari Karpuz (MF1) + + + + +
Ticari Karpuz (SF1) + + + + +
Diyarbakir Beyaz Kis + + + + +
Kavunu

Ticari Kavun (BF1) + + + + +
Ticari Kavun (SF1) + + + + +

K: Kloroz, Yd: Yaprak Deformasyonu, Bd: Bodurlasma, SM: Sistemik Mozaik, KLL:
Klorotik Lokal Lezyon, SB: Sistemik Bodurluk

Sekil.4.4. WMV- TR-Db-Surl izolat1 ile yapilan mekanik inokulasyon sonucu
Diyarbakir Karpuzu ¢esidinde mozaik ve yaprak deformasyonu
simptomlar1. a; saglikli kontrol, b; erken donemdeki mozaik simptomu,
c-d; ge¢ donemdeki yaprak deformasyonu simptomu.
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Sekil.4.5. WMV- TR-Db-Surl izolati ile yapilan mekanik inokulasyon sonucu
Ticari karpuz (MF1) ¢esidinde mozaik ve yaprak deformasyonu
simptomlart. a; saglikli kontrol, b; erken donemdeki mozaik simptomu,
c-d; ge¢ donemdeki yaprak deformasyonu simptomu.

Sekil.4.6. WMV- TR-Db-Surl izolati ile yapilan mekanik inokulasyon sonucu
Ticari karpuz (SF1) c¢esidinde mozaik ve yaprak deformasyonu
simptomlart. a; saglikli kontrol, b; erken dénemdeki mozaik simptomu,
c-d; ge¢ donemdeki yaprak deformasyonu simptomu
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Sekil.4.7. WMV- TR-Db-Surl izolat1 ile yapilan mekanik inokulasyon sonucu
Diyarbakir Kig Kavunu ¢esidinde damar agilmasi, mozaik ve yaprak
deformasyonu simptomlari. a; saglikli kontrol, b; erken dénemdeki
damar acilmasi simptomu, c; ge¢ donemdeki yaprak deformasyonu
simptomlari

Sekil.4.8. WMV- TR-Db-Surl izolat1 ile yapilan mekanik inokulasyon sonucu
Ticari kavun (BF1) cesidinde damar agilmasi, mozaik ve yaprak
deformasyonu simptomlar1. a; saglikli kontrol, b; erken dénemdeki
damar agilmasi simptomu, c; ge¢ donemdeki yaprak deformasyonu
simptomlari
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Sekil.4.9. WMV- TR-Db-Surl izolat1 ile yapilan mekanik inokulasyon sonucu
Ticari kavun (SF1) cesidinde damar agilmasi, mozaik ve yaprak
deformasyonu simptomlari. a; saglikli kontrol, b; erken dénemdeki
damar agilmasi simptomu, c¢; ge¢ donemdeki yaprak deformasyonu
simptomlart.

4.4. Molekiiler Calisma Sonuglari

WMV’ niin TR-Db-Yns, TR-Db-Surl, TR-Db-Sur2 kodlu izolatlarin
WMV-R825/WMV-F825 ve WMV-R917/WMV-F917 primer ciftleri ile yapilan
RT-PCR g¢aligmasi sonucunda WMV-R825/WMV-F825 primer ¢iftinin
kullanilmas1 ile beklenen 825 bp, WMV-R917/WMV-F917 primer ¢iftinin
kullanilmasi ile beklenen 917 bp molekiill agirligima sahip DNA bant profilleri
agaroz jelde kontrol edilmistirr WMV’iline spesifik primer c¢ifletlerinden her
ikisinin RT-PCR f{irlinleri kontrol edildiginde R825/F825 primer c¢iftinden
beklendigi gibi TR-Db-Yns, TR-Db-Surl, TR-Db-Sur2 kodlu izolatlara ait {iger
tane olmak iizere toplam 9 6rnekden 825 bp molekiil agirligina sahip bantlar elde
edilmistir (Sekil.4.10.). Aym kodlu izolatlarn RT-PCR ile testlenmesi ile
R917/F917 primer ¢iftinden beklenen 917 bp molekiil agirligina sahip bantlar
goriintiilenmistir (Sekil.4.11.). Bu testlemeler sonucunda DAS-ELISA ile WMV’
ne pozitif reaksiyon veren 6rneklerde viriisiin varligt RT-PCR ile dogrulanmustir.

WMV ile bulasik oldugu DAS-ELISA ve RT-PCR yo6ntemleri ile saptanan
ornekler mekanik inokulasyon yontemi ile Diyarbakir Karpuzu (Standart), Ticari
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karpuz (MF1) Hibrid ve Ticari karpuz (SF1) Hibrid, Diyarbakir Beyaz Kig Kavunu
(Standart), Ticari kavun (BF1) Hibrid, Ticari kavun (SF1) Hibrid ¢esitlerine
taginmistir. Mekanik inokulasyon g¢alismasi sonucunda simptom veren bitkilerden
aliman oOrnekler WMV-R917/WMV-F917 primer c¢ifti kullanilarak RT-PCR
yontemi ile testlenmistir. Diyarbakir Karpuzu (Standart), Ticari karpuz (MF1)
Hibrid, Ticari karpuz (SF1) Hibrid, Diyarbakir Beyaz Kis Kavunu (Standart),
Ticari kavun (BF1) Hibrid ve Ticari kavun (SF1) Hibrid den olusan test bitkilerinin
tamami RT-PCR sonucu % 1 lik agaroz jelde 917 bp biiyiikliikte bant goriintiisii
vermistir (Sekil.4.12.). Bu sonuglar ile arastirmada saptanan WMV izolatinin

mekanik inokulasyon ile tagindig1 molekiiler yontemlerle ortaya konulmustur.

10.000 bp
8.000 bp

3,000 bp
2.000 bp
1.500 bp

1.000 bp
750 bp

500 bp

<+— 825bp

250 bp

Sekil.4.10. Mekanik inokulasyonda pozitif bulunan Omeklerin WMV-
R825/WMV-F825 primeri ile RT-PCR sonuglarinin agaroz jel
goriintiileri. M: 1 kb Marker, a-b-c ; TR-Db-Yns, d-e-f ; TR-Db-Surl,
g-h-1 ; TR-Db-Sur2 kodlu izolatlar, j-k ; negatif kontrol
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917 bp

Sekil.4.11. Mekanik inokulasyonda pozitif bulunan Omeklerin WMV-
RI17/WMV-F917 primeri ile RT-PCR sonuglarmin agaroz gel
goriintiileri. M: 1 kb Marker, a-b-c¢ ; TR-Db-Yns, d-e-f; TR-Db-Surl,
g-h-1; TR-Db-Sur2 kodlu izolatlar, j-k ; negatif kontrol.

10.000 bp
8.000 bp
3.000 bp

2,000 bp
1.500 bp

1.000 bp
750 bp

500 bp

<+— 917 bp

250 bp

Sekil.4.12. Mekanik inokulasyonda simptom veren Orneklere ait WMV-
R917/WMV-F917 primer ¢ifti ile yapilan RT-PCR f{irtinlerinin 917 bp
molekiiler agirligina sahip bantlar % 1 lik agaroz jeldeki goriintiisii.
a; Diyarbakir Karpuzu (Standart), b; Ticari karpuz (MF1) Hibrid, c;
Ticari karpuz (SF1) Hibrid, d; Diyarbakir Beyaz Kis Kavunu
(Standart), e; Ticari kavun (BF1) Hibrid, f; Ticari kavun (SF1) Hibrid,
g; pozitif kontrol, h; negatif kontrol.
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4.5. Filogenetik Analiz Caliysma Sonuclari

RT-PCR testlerinde pozitif sonu¢ alinan TR-Db-Yenigehir (Yns), TR-Db-
Surl ve TR-Db-Sur2 izolatlarina ait 825 bp ve 917 bp PCR iiriinlerinin DNA
dizileri ile hem kendi icerisinde hemde Gen bankasinda yayinlanan FRANCE;
JF273461.1, FRANCE; EU660586.1, IRAN; EU660584.1, TURKEY;
EU660579.1, POLAND; MH992141.1, USA; JX028594.1, SPAIN;
MNg14388.1, SOUTH KOREA; MN854651.1, BELGIUM; KP980651.1,
KOREA; MNS854646.1, CHINA; KM527440.1, SYRIA; MK614761.1,
CHINA; KM527480.1 WMV izolatlar1 ile filogenetik analiz yontemine tabi
tutulmustur. Yapilan filogenetik akrabalik analizi sonucunda TR-Db-Yenisehir
(Yns), TR-Db-Surl ve TR-Db-Sur2 kodlu WMYV izolatlar1 kendi icerisinde taranan
R825/F825 bakimindan % 99, R917/F917 bolgesi bakimimndanda ise TR-Db-
Yenisehir (Yns) ve TR-Db-Surl izolatlar1 kendi aralarinda % 100 bu iki izolat TR-
Db-Sur2 izolati ile % 99 oraninda benzerlik gdstermistir. TR-Db-Yenisehir (Yns),
TR-Db-Surl ve TR-Db-Sur2 kodlu WMV izolatlar1 taranan R825/F825 bdlgesi
bakimindan SYRIA; MK614761.1 ve CHINA; KM527440.1 izolatlari ile yine %
99 oraninda benzerlik gosterirken R917/F917 bolgesi bakimindan % 100 oraninda
benzerlik gostermistir. Diger yandan TR-Db-Yenisehir (Yns), TR-Db-Surl ve TR-
Db-Sur2 kodlu WMV izolatlar1 dahan dnceden Gen Bankasinda yayinlanan TURK
91 (TURKEY; EU660579.1) izolati ile de % 99 oraninda benzerlik
gostermistir (Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.). TR-Db-Yenisehir (Yns), TR-Db-Surl ve
TR-Db-Sur2 kodlu WMYV izolatlarinin Desbiez ve Lecoq’ un 2008 de rapor etmis
oldugu ve Grup 1’e dahil ettigi TURK 91 izolat1 ile % 99 benzerik gdstermesi
bu izolatlarinda aynu grup’a dahil oldugu sonucu ortaya cikmakta ve
Tiirkiyeden rapor edilen ve Gen Bankasindaki izolatlarin hepsinin ayni
grupta oldugu ortaya konulmustur. Diger yandan Perotto ve arkadaslari

tarafindan 2016 yilinda yapilan aragtirma sonugclar1 ile karsilastirildiginda
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Yenisehir (Ynsg), TR-Db-Surl ve TR-Db-Sur2 kodlu WMV izolatlarinin yine
Turk91 izolat1 ile ayn1 benzer bir sekilde A grubu igerisinde G1 altgurubuna
dahil oldugu artaya ¢ikmistir. TR-Db-Yenisehir (Yns), TR-Db-Surl ve TR-Db-
Sur2 kodlu WMV izolatlarinin SYRIA; MK614761.1 ve CHINA; KM527440.1
izolatlar1 ile ¢ok yakin iliskide olmasina ragmen Suriyeden rapor edilen SYRIA;
MK614761.1 izolat1 ile daha yakin akraba oldugu ortaya konulmustur. Filogenetik
analiz sonucu TR-Db-Yenisehir (Yns), TR-Db-Surl ve TR-Db-Sur2 izolatlarinin
kaynaginin Suriye oldugu ya da Suriyeden rapor edilen SYRIA; MK614761.1
izolatimin Tiirkiye olabilecegi ve virilisiin iiretim materyali ya da vektorler

araciligiyla iki iilke arasinda yayilmis olabilecegi ortaya konulmustur.

9% Watermelon mosaic virus isolate TR-Db-Yenisehir %

Watermelon mosaic virus isolate TR-Db-Sur1 %

Watermelon mosaic virus isolate TR-Db-Sur2 %

Watermelon mosaic virus isolate WMV23-8. (SYRIA) MK614761.1.%
Watermelon mosaic virus isolate WCJ-3 _ (CHINA) KM527440.1 %
Watermelon mosaic virus isolate WTKX-1. (CHINA) KM527480.1
Watermelon mosaic virus isolate FBR04-37 (FRANCE) EU660586.1
Watermelon mosaic virus isolate C07-349. (FRANCE) JF273461.1

Watermelon mosaic virus isolate HQ11-66. (USA) JX028594.1

Watermelon maosaic virus isolate HS-sq6. (KOREA) MN854646.1

Watermelon mosaic virus isolate D2. (FOLAND) MH992141.1
Watermelon mosaic virus isolate GBVC WMV 23. (BELGIUM) KP980651.1

,—
%%IEE

Watermelon mosaic virus isolate M4V 50. (SPAIN) MN814388.1
Watermelon mosaic virus isolate TA-om3. (SOUTH KOREA) MN854651.1

0% I—|: Watermelon mosaic virus isolate IR02-54 (IRAN) EU660584.1
99% Watermelon mosaic virus isolate TURK1 (TURKEY) EUBB0579.1 %

Sekil.4.13. WMV-R825/WMV-F825 primer c¢ifti ile yapilan RT-PCR f{iriinlerinin
DNA dizilerine gore yapilan filogenetik analiz.

59



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Dilan KONUR

82% Watermelon mosaic virus isolate D2. (POLAND) MH992141.1
ﬂE Watermelon mosaic virus isolate GBVC WMV 23, (BELGIUM) KP980651.1
100%
Watermelon mosaic virus isolate HS-sg6. (KOREA) MNB854646.1

Watermelon mosaic virus isolate HQ11-66. (USA) JX028594.1

Watermelon mosaic virus isolate WTKX-1. (CHINA) KM527480.1
100% 100% E Watermelon mosaic virus isolate FBR04-37 (FRANCE) EU660586.1
9% Watermelon mosaic virus isolate C07-349. (FRANCE) JF273461.1

Watermelon mosaic virus isolate WCJ-3. (CHINA) KM527440.1 %

Watermelon mosaic virus isolate WMV23-8. (SYRIA) MK614761.1 %
9% 100%

Watermelon mosaic virus isolate TR-Db-Sur2 %

100%
Watermelon mosaic virus isolate TR-Db-Yenisehir %

100% Watermelon mosaic virus isolate TR-Db-Sur1 %

Watermelon mosaic virus isolate M4V 50. (SPAIN) MNB814388.1
Watermelon mosaic virus isolate TA-om3.(SOUTH KOREA) MN854651.1

— Watermelon mosaic virus isolate IR02-54 (IRAN) EU660584.1

sav L—— Watermelon mosaic virus isolate TURK91 (TURKEY) EUB60579.1 %

Sekil.4.14. WMV-R917/WMV-F917 primer ¢ifti ile yapilan RT-PCR iiriinlerinin
DNA dizilerine gore yapilan filogenetik analiz.

4.6. Viriisii Yaprak Biti Ile Tasima Calisma Sonuclar

Diyarbakir ili ve ilgelerinde iiretim alanlarinda saptanan WMV nin
yaprak biti ile tasinan/taginmayan irki oldugunun ortaya ¢ikartilmasi
amaciyla yapilan tasima denemelerinde yaprak biti olarak Aphis gossypii,
inokulum kaynagi olarak mekanik inokulasyon ile WMV’ii TR-Db-Surl
izolat1 aktarilmis, belirti gosteren Diyarbakir Beyaz Kis Kavunu, test bitkisi
olarak ta Diyarbakir Beyaz kis kavunu ve Diyarbakir karpuz cesitleri
kullanilmigtir. Yapilan tagima denemelerinden sonra test bitkilerinde WMV’
iiniin neden oldugu yaprak deformasyonu, mozaik ve bodurlasma
simptomlar1 seklinde belirtiler goriintiilenmistir (Sekil. 4.15.). Goriintiilenen
belirtilerin WMV’ {inden kaynaklandiginin ve viriisiin yaprak biti ile
tasindiginin kanitlanmasi igin test bitkilerinden alinan yaprak ornekleri
WMV-R917/WMV-F917 primer ¢ifti kullanilarak RT-PCR yontemi ile
testlenmistir. Elde edilen PCR f{iriinlerinin agaroz jelde kontrol edilmesi ile
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beklenen 917 bp molekiil agirligina sahip bantlar goriintiilenmistir (Sekil.
4.16.). Bu sonuclar, arastirma kapsaminda saptanan ve karakterizasyonu
yapilan WMV-TR-Db-Sur1 izolatinin yaprak biti ile tagindig1 bir kez daha
ortaya konulmustur. Yaprak biti ile tasima sonuglari Edwardson ve Christie,
(1986) ve Anderson, (1954)’ un WMV Aphididae familyasina ait
boceklerle; Myzus persica, Aphis craccivora basta olmak tizere en az 29
yaprak biti tlirli ile non-persistent olarak taginabildigi sonuclar1 ile
karsilastirildiginda aragtirma kapsaminda saptanan WMV-TR-Db-Surl
izolatinin yaprak biti ile tasindig1 ve sonuglarin paralellik gosterdigi ortaya

konulmustur.

N . <arpuzu , z Diyvarbakir Beyaz Kis Kavunu
Sekll 4.15. WMV TR- Db Surl izolatinin Diyarbakir Karpuzu ve Diyarbakir
Beyaz Kis Kavunu cesitlerindeki yaprak biti ile tasima deneme
sonuglar1. Yapraklarda mozaik, yaprak deformasyonu ve yapraklarda
kii¢lilme belirtileri.
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10.000 bp —»
8.000 bp —»

3.000 bp —»

2.000 bp—»
1.500 bp—»

1.000 bp—»
750 bp—»

500 bp—»

+— 917 bp

250 bp—»

Sekil.4.16. Yaprak biti tasima denemesi sonucunda simptom veren bitkilerden
alian 6rneklere ait WMV-R917/WMV-F917 primer ¢ifti kullanilarak
yapillan RT-PCR friinlerinin 917 bp molekiller agirligina sahip
bantlarin % 1 lik agaroz jeldeki goriintiisii. a-b-c-d-e; Diyarbakir
Karpuzu (Standart), f; pozitif kontrol, g; negatif kontrol, h-1-j-k-1;
Diyarbakir Beyaz Kis Kavunu (Standart), m; pozitif kontrol, n; negatif
kontrol.
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5.SONUCLAR VE ONERILER

Bir ¢ok bitki familyasinda oldugu gibi Diinyada ve iilkemizde
kabakgillerde ¢ok sayida viral etmen degisik seviyelerde hastaliklara ve sonugta
verim kayiplarina neden olmaktadir.

Karpuz, kavun, hiyar, acur ve kabaktan olusan kabakgiller iilkemiz
tariminda Oonemli bir yere sahiptir. Kabakgillerde bir ¢ok hastalik sézkonusudur.
Ancak gerek kimyasal miicadelesinin olmayis1 gerekse de diger miicadele
yontemlerinin pek etkili olmayis1 viriis vb. hastaliklar1 6nemli kilmistir. Viriisler ile
miicadele de en etkili yontem dayanikli ¢esit ve hastaliktan ari fidan, fide ve tohum
kullanimidir. Bunlarmin yani sira vektorliik yapan bocekler (yaprak bitleri,
thripsler, nematodlar vb.) ve yabanci otlar ile miicadele de dnemlidir.

Aragtirmanin yiiriitiildiigii Diyarbakir ili kabakgil yetistiriciliginde Tiirkiye
iretiminde % 2,632 oraninda, ekonomik Oneme sahip kabakgil olan karpuz
yetistiriciligi agisindan Tiirkiye iiretiminde % 3,690 gibi 6nemli bir paya sahiptir.

Diyarbakir Karpuzu kalitesinden ziyade biiyiikliigii ile anilmaktadir. Ticari
cesitlerinde yogun olarak iiretildigi bolgede viriis hastaliklar1 ve diger hastaliklarla
miicadele oldukca Onemlidir. Arastirmanin yapildigi siire igerisinde yapilan
surveylerde Diyarbakir karpuz ¢esidi ile aym tarlalarda ekili kavun bitkilerinde
viriis benzeri belrtilere rastalanmis ancak Diyarbakir karpuz ¢esidinde herhangi bir
simptom goriillmemis olmasi Diyarbakir karpuz ¢esidinin viriis hastaliklarina karsi
dayanikli olabilecegi fikrini ortaya koymustur. Bu nedenler viriisler ile miicadelede
etkili bir rol oynayan dayanikliligin aragtiritlmasi bu tezin amacini olusturmakta ve
Diyarbakir karpuzunda WMV’iine karst bir dayaniklilik s6z konusu ise bu geni
ticari karpuz ¢esitlerine aktararak s6z konusu viriisiin miicadelesinde 6nemli bir
asama kaydetmek hedeflenmistir.

Diyarbakir ili ve ilgelerinde yapilan kabakgil (karpuz ve kavun)
surveylerinde simptomlar gozlenmistir. Bu simptomlarin virlis ve virlis benzeri

hastalik etmenleri olabileceginden siiphelenilerek bu calisma planlanmistir. Bu
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caligma kapsaminda yapilan surveyler sirasinda kavunlarda ve diger ticari karpuz
gesitlerinde virlis simptomlar1t (Kloroz, Yaprak Deformasyonu, Bodurlagma,
Sistemik Mozaik, Klorotik Lokal Lezyon, Sistemik Bodurluk) goriilmiistiir. Ancak
kavunlarla ayni tarlada Karpuz festivalinde yarigmaya katilmak amaciyla
yetistirilen Diyarbakir Karpuzunda hi¢ simptom goériilmemesi nedeniyle Diyarbakir
Karpuzunun dayaniklilik ¢alismalari heniiz molekiiler markérleri olmayisi
sebebiyle biyolojik yontemlerler (mekanik inokulasyon) ile gerceklestirilmistir.

Bu calismada oncelikle survey yapilan iiretim alanlarinda var olan viriisler
tespit edilmistir. Yogun olarak WMV’ iiniin varlig1 ortaya konduktan sonra sz
konusu Diyarbakir karpuzunun dayanikli olabilecegi eger dayanikl degilse neden
simptom gostermedigi arastirllmak iizere surveyler yapilmis ve oOrnekler
toplanmigtir. Diyarbakir ili ve ilgelerindeki kabakgil (karpuz, kavun) iiretim
alanlarinda yiiriitiilen surveylerde karpuzdan 97 ve kavundan 55 olmak {izere
toplamda 152 bitkiden érnek almmustir. Oncelikle WMV, CMV, ZYMV, PRSV,
MNSV, CABY ve SqMV viriislerine karsi serolojik olarak testlenmis ve pozitif
sonu¢ veren CMV ve WMV’leri gbz Oniine almarak ve WMV’ii iizerinden yola
cikilarak molekiiler tanilama ve biyolojik indeksleme yontemleri ile testlenmistir.
Molekiiler (RT-PCR) yontemle testlenen ve pozitif sonug veren drnekler mekanik
inokulasyon yoluyla Diyarbakir Karpuzu, Ticari Karpuz (MF1), Ticari Karpuz
(SF1), Diyarbakir Beyaz Kis Kavunu, Ticari Kavun (BF1, Ticari Kavun (SF1)
bitkilerine aktarilmigtir. Bu ¢aligma ti¢ defa tekrar edilmistir. Mekanik inokulasyon
caligmalarindan sonra agilanan bitkilerde goriilen betlitilerin WMV’ ne ait
olmadiklarini kontrol etmek amaciyla test bitkileri yine RT-PCR ile testlenmis ve
pozitif sonuglar alinmistir. Arastirmada kullanilan WMV izolatinin yaprak bitleri
ile tasman 1rk oldugunu kontrol etmek amaciyla asilanan kavun ve karpuzlarda
simptomlar goriildiikten sonra hastalikli bitkilerden WMV’ii viriisiin konukgusu
olmayan turunggillerden toplanan Aphis gossypii ile Diyarbakir Karpuzu ve
Diyarbakir Beyaz Kis Kavununa tagmmmistir. Vektor tasimasi c¢alismalarindan

sonra virlisiin tagindig1 bitkiler daha sonra RT-PCR ile WMV ne tastlenmis ve
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biitiin bitkiler pozitif sonu¢ vermistir. Bu sonuglar Aragtirmada kullanillan WMV
izolatinin yaprak biti ile tagina irk oldugunu ortaya komustur.

WMV iiniin dayanikli olabilecegi diisiiniilen Diyarbakir Karpuzu gesidine
mekanik inokulasyon ve yaprak biti tagimasi ile bulasabildigi ve WMV’ {ine kars1
Diyarbakir Karpuz g¢esidinde dayanikliligin s6z konusu olmadigi bu caligma ile
ortaya koyulmustur. Ayrica yaprak biti tasima c¢alismalarinda Diyarbakir Karpuzu
ve Diyarbakir Beyaz Kis Kavununun yanyana oldugu durumlarda yaprak bitlerinin
karpuzu degilde kavunu tercih ettigi kanisina varlimistir.

Yapilan molekiiler ¢calisma sonunda pozitif sonu¢ veren 6rneklerden elde
edilen RT-PCR iiriinlerinden WMV’ {inlin DNA dizilemesi ¢ikartilmistir. DNA
dizileri diinyadaki Gen Bankasinda yayinlanmis olan diger WMV izolatlarinin
DNA dizileri ile filogenetik analize tabi tutulmustur. Filogenetik analiz sonucunda
elde edilen akrabalik soyagacima géore WMV linlin Diyarbakirda ki SUR izolatlar
ve YENISEHIR (Yns) izolat1 farkl: iilkelerde bulunan izolatlar1 karsilastirildiginda
WMV liniin SUR izolatlart diinyadaki Suriye ve Cin izolatlarina yakin oldugu bu
iki izolat icerisinde Suriye izolati ile daha yakin akraba oldugu ortaya koyulmustur.

Sonug olarak arastirma siiresince elde edilen bulgular neticesinde
Diyarbakir karpuz ¢esidinin WMV’ {ine karsi dayanikli olmadigi, Diyarbakir
kabakgil tiretim alanlarinda saptanan WMYV izolatlarinin yaprak biti ile taginan irk
oldugu, izolatlarin diinyadaki diger WMV izolatlari ile % 99 oraninda benzerlik
gosterdigi ve en ¢ok Suriye izolati ile yakin akraba oldugu ve iilkemizde Suriyey
ya da Suriyeden iilkemize iiretim materyali veya vektorler araciligi ile tasinmis
olabilecegi ortaya konulmustur. Bu sonuglar neticesinde diger virus hastaliklarinda
oldugu gibi WMV ile miicadelede viriisten ari iiretim materyallerinin tarimsal
iiretimde kullanilmasi ve 6zellikle karantina tedbirlerine uyulmas: gerekliligi bir
kez daha ortaya ¢ikmistir. Ulkemizde bulunan WMV izolatlarinin yaprak bitleri ile
taginan 1rk olmasi vektdrler ile miicadelenin ne kadar 6nemli oldugunu bir kez daha

oniimiize koymustur. Uretim sezonu diginda viruslere ara konukguluk yapan
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yabanci otlarlada yeterince miicadele edilerek inokulum kaynaklarinin ortadan
kaldirilmasi diger 6nemli bir husus olarak 6nem kaznamaistir.
Bu arastirma WMV’ iiniin Diyarbakir kabakgil tiiretim alanlarindaki

durumunu, biyolojik, epidemiyolojik ve molekiiler 6zelliklerini ortaya koymustur.
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Ek 1.

ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.4 (Fosfat tampon ¢ozeltisi)

8.0 gr NacCl
0.2 gr KH2PO4
2.9 gr Na2HPO4.12H20 veya

2.3 gr Na2HPO4.7H20
1.44. gr Na2HPO4. 2H20
1.15 gr Na2HPO4 (anhdrous)
0.2 gr KCl
0.2 gr NaN3

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH s1 0.1 N

NaOH veya 0.1 N HCl ile ayarlanmig ve 4 0C de saklanmustir.

2. Coating buffer pH 9.6 (Kaplama tampon cozeltisi)

1.59 gr Na2CO3
2.93 gr NaHCO3
0.2 gr NaN3

Yukarida miktar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH s1

ayarlanmis ve 4 0C de saklanmustir.

3. Washing Buffer (Yikama tampon ¢ozeltisi)

Bir litre PBS tamponu 0.5 ml Tween-20 ilave edilerek hazirlanmustir.
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4. Sample Extraction Buffer (Ornek tampon ¢ozeltisi)

Bir litre yikama tamponu ¢ozeltisi i¢ine 20 gr Polyvinylpyrolidone (PVP-40) ilave
edilerek hazirlanmustir.

5. Enzyme Conjugate Buffer (Konjugat tampon ¢ozeltisi)

Bir litre 6rnek tampon ¢ozeltisine 2 gr ovalbumin (egg albumin) ilave edilerek

hazirlanmustir.
6. Substrat Buffer pH 9.8 (Substrat tampon ¢ozeltisi)

97 ml Diethanolamine 800 ml saf su i¢ine ilave edildikten sonra 0.2 gr NaN3

konmus ve HCl ile pH 9.8’e ayarlanarak 1 litreye tamamlanmustir.

79



Ek 2. Mekanik inokulasyon Calismalarinda Kullanilan Soliisyonlar

Fosfat Buffer Hazirlama

A. 0,2 Molar Na,HPO, (M.wt. 178,05) hazirlamak igin;
1000 ml dd H,O igerisinde 35,61 g Na,HPO, eritilir.
B. 0,2 Molar NaH,PO, (M.wt. 156,03) hazirlamak igin;
1000 ml dd H,O igerisinde 31,21 g NaH,PO, eritilir.
Daha sonra A soliisyonundan 61 ml, B soliisyonundan 39 ml alinir ve pH 7.0
ayarlanip toplam hacim 200 ml ye tamamlanir ve 0,1 M Fosfat Buffer elde

edilir. Kullanim sirasinda 0,1 M buffer 1/5 oraninda H,O ile sulandirilir.
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Ek 3.

Total RNA Analizlerinde Kullanilan Soliisyonlar

Ekstraksiyon buffer: (100mM Tris-HCI pH.8.0, S0mM EDTA pH. 7.0, 500 NaCl,
10mM 2. mercapto-ethanol (1/1000))

Tris-HCI 2.4228 gr
ADTA 3.7224 gr
NaCl 5.844 gr

Yukardaki miktarlar 150 ml distile su igerisinde sirasiyla ¢oziilmiis pH
ayarlamasi yapilmis ve toplam hacim 200 ml ye tamamlamistir. Daha sonra 1/1000

oraninda 2-Mercaptoethanol ilave edilmistir.

% 20 Sodium Dodecyl Siilfate (SDS)
20 gr sodium dodecyl siilfate 80 ml distile su i¢erisinde ¢6ziilmiis ve volum 100 ml

ye tamamlanmustir.

Potasium asetate (CH3COOK) (5M)
49.075 gr potasium asetate 60 ml su igerisinde ¢oziilmiis ve volum 100 ml ye

tamamlanmugtir.

Sodium asetate CH3COONa(3M)
40.824 gr sodium asetate 60 ml su igerisinde ¢Oziilmiis ve volum 100 ml ye

tamamlanmustir.

% 70 lik Ethanol
70 ml %99’ luk ethanol ile 29 ml su karistirilarak % 70 lik ethanol hazirlanmustir.
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