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OZET

Bu calisma, TUBITAK tarafindan desteklenen iki farkli proje kapsaminda iilkemizin
farkli noktalarindan toplanmig olan ve morfolojik karakterizasyon sonucuna gore
cekirdek koleksiyonu olusturulmus su kabaklarinin Kabak Sari Mozayik Viriisi
[Zucchini  Yellow Mosaic Virtisii(ZYMV)] hastaligina karsi taranmasi amaciyla
yapilmustir. Su kabagi c¢ekirdek koleksiyonunda bulunan genotiplerin hastaliga
tepkilerini ortaya koymak amaci ile 2015 yilinda Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlig:
Alata Bahge Kiiltlirleri Aragtirma Enstitlisii Midiirliigii’nde serada mekanik bulagtirma
ve arazide dogal bulasma ile hastalifa kars1 genotiplerin tepkileri belirlenmistir. Bu
calismalar ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve hastaligin genotiplerdeki enfeksiyon oranlari
ayrt ayr1 gozlenmistir. Araziden toplanan viriis simptomu gosteren bitki Ornekleri,
oncelikle ELISA ve RT-PCR yontemi ile testlenmis ve genotipler arasinda dayanikls,

duyarl ve tolerant olanlar tespit edilmistir.

[k bulastirma sonuglarma gére dort genotip 63-05, 66-02, 07-42 ve USA23 hem arazide
hem de serada viriisli bitkilerle i¢ ice girdigi halde higbir hastalik belirtisi
gostermemigstir. Yapilan DAS-ELISA testleri sonucunda ¢alismada kullanilan
populasyon igerisinde ZYMV yaninda Watermelon Mosaic Virus(WMV)’de tespit
edilmistir. Populasyon kabakgillerde goriilen diger virlisler agisindan temiz
bulunmustur. Calismanin devaminda hassas ve dayanikli genotiplerin tohum kabugu,
embriyo, kotiledon yaprak ve gerg¢ek yaprakta yapilan RNA izolasyonundan sonra
yapilan RT-PCR sonuglarina gére 791 bp bant araliginda 32 genotipin %46,5’i ZYMV

primerlerinde bant vermistir.

Anahtar Kelimeler: Lagenaria siceraria, ZYMV, WMV, ELISA, Mekanik
inokulasyon, RT-PCR
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DETERMINATIONOF SOURCES OF RESITANCE TO ZUCCHINI YELLOW
MOSAIC VIRUS IN TURKISH BOTTLE GOURD(L agenaria siceraria)
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ABSTRACT

This study was carried out to screen Turkish bottle gourd germplasm whose core
collection was formed according to morphologic characteristic within frame work of
two different projects supported by TUBITAK’s to Zucchini Yellow Mosaic
Virus(ZYMV). The reactions of bottle gourd genotypes were determined by mechanic
transmission in greenhouse and natural contaminationin open field in Alata
Horticultural Research Institute of The Ministry of Food, Agriculture and Livestock in
summer season of 2015. These studies have been evaluated separately. Plant samples
which show the virus symptoms collected from the field have been tested by DAS-
ELISA and RT-PCR methods susceptible and tolerant genotypes have been detected.
Possibility of seed transmission of ZYMYV has been tested by RT-PCR in seeds (seed

coat and embryo), cotyledon leaf and true leaf of selected genotypes.

According to results, four genotypes 63-05, 66-02, 07-42 and USA23 were found
tolerant in both mechanical and natural contamination studies. In open field study,
Watermelon Mosaic Virus (WMV) was also in bottle gourd population and the
population was found clean in terms of other viruses. In seed transmission test study,

seed transmission of ZYMV in bootle gourd is possible.

Key Words:Lagenaria siceraria, ZYMV, WMV, ELISA, Mechanical inoculation, PCR
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1. BOLUM
GiRiS

Diinya iilkeleri ve iilkemizde de o©nemli konulardan birisi genetik kaynaklarin
korunmasidir. Bu amagla bu kaynaklarindzelliklerinin belirlenmesi ve muhafaza altina
alinmasi 6nemli konular arasindadir. Elimizde var olan gen kaynaklarinin biyotik ve
abiyotik streslere karsi hassasiyet ya da dayanikliliklarinin ortaya konulmasi bitki
1slahiin ve dolayisi ile bitkisel iiretiminin stirdiirtilebilirligi ve giivenligi agisindan en

Oonemli asamalardan birisidir.

Gelecekte kullanilacak gen kaynaklarini olusturacak olan tiim bitkisel materyali koruma
altina alma g¢aligmalarina, bugiiniin insanlarinin en dnemli gorevi olarak bakilmaktadir.
Florasinda 163 familyaya iliskin 1.225 cins ve 9.000 tiir bulunan ve bunlardan 3.000
tiirii endemik nitelikte olan Tiirkiye’nin; 203 familyaya bagl 2.500°i endemik 12.000
tire sahip tim Avrupa {ilkeleri ile karsilagtirildiginda bitkisel gen kaynaklar
bakimindan ne kadar zengin bir iilke konumunda oldugu kolaylikla anlagilmaktadir. Bu
nedenle, genetik materyalin korunmasi ve kullanimina iliskin ¢calismalarin Tiirkiye i¢in
ayrt bir onemi vardir [1]. Tiirkiye’nin Avrupa-Sibirya, Akdeniz ve Iran-Turan
fitocografik bolgelerin kesistigi yerde bulunmasi, Avrupa ile Giineybati Asya arasinda
koprii gorevi yapan bir go¢ yolu olmasi, bir¢ok cinste ¢esitliligin goriildiigii bir merkez

olmasi, Tirkiye’nin 6nemli bir genetik ¢esitlilik merkezi oldugunun kanitidir [2].

Bitki genetik kaynaklari, 6zellikleri belirlenmis kiltiir bitkilerini ve bunlarin yabani
akrabalarini biinyesinde toplamasi nedeniyle 1slah ¢aligmalari agisindan vazgecilmez bir

deger ve dneme sahiptir [3].

Genetik kaynaklarin kullanimi, tarim tarihi kadar eskidir. Binlerce yil1 askin bir siiredir
yiizlerce farkli bitki tiirii 1slah edilmis, dogal ve yapay seleksiyonlarla binlerce farkl

varyete elde edilmistir. Genetik erozyon oOnceki yillarda dogal nedenlerden



kaynaklanirken, giiniimiizde orman yanginlar1 ve tahribati, tarim arazilerinin elden
cikarilmasi, bilingsiz giibre ve zirai ilag kullannmi ve 1slah edilmis hibrit ¢esitlerin

baskinligi, genetik ¢esitliligin yok olmasina neden olmaktadir [4].

Gliniimiizde birgok iilke genetik kaynaklarin korunmasi, tanimlanmasi ve

degerlendirmesine yonelik yogun ¢alismalar yapmaktadir [5].

Tim diinyanin sorunu haline gelen bitkisel gen kaynaklarinin korunmasi, 6zellikle son
20 yildan beri gindemde en ¢ok kalan konulardan biri olmustur. Bitkisel gen
kaynaklarinin, 6zellikle yabani tiirlerin korunmasi, gelecekte yapilacak olan bitki 1slahi
calismalar1 i¢in son derece Onemlidir. Basarili bir koruma oncelikle bu kaynaklarin
miktarmin ve risk durumlarinin saptanarak koruma Onceliklerinin belirlenmesine
baglidir. Giiniimiizde bitkisel gen kaynaklar1 yapay koruma (ex situ), dogal koruma (in
situ) ve botanik bahgeleri seklinde olmak iizere baslica 3 klasik teknikle korunmaya
calisilmaktadir. Tirkiye’de de yapay koruma tekniginin en yaygin bigimi olan gen
bankalar1 tekni8i ile bircok materyal koruma altina alinmakla birlikte, bitkisel gen

kaynaklar1 bakimindan ¢ok zengin olan iilkemizde, bunun yeterli oldugu sdylenemez.

Halen 100'e yakin cinse baglh 200 tiirden, yaklagik 30.000 materyal uluslararasi ya da
ulusal gen bankalarinda korunmaya calisilmaktadir. Tiirkiye’de bitkisel gen
kaynaklarimin dogal olarak korunmasi ise 1999 yili verilerine gore, 30 milli park, 12
tabiat parki, 32 tabiati koruma alani, 54 tabiat anit1 ve 12 6zel ¢evre koruma alani ile

yapilmaktadir [6].

Kabakgiller (Cucurbitaceae), Cucurbitales takimina ait bir bitki familyasi, eski ve yeni
diinyanin sicak bolgelerinde yayilmis 100 cins ve 850 tiirii vardir. Tiirkiye'de 8 cins ve
bunlara ait 8 tiir dogal olarak yayilis gosterir. Kavun(Cucumis melo), Hiyar(Cucumis
sativus), Lif kabagi(Luffa cylndrica), Su kabagi(Lagenaria siceraria), Cucurbita pepo,
Cucurbita moschata, Cucurbita maxima, Karpuz(Citrullus lanatus) iilkemizde yaygin

olan kabakgil tiirleridir.

Tiim Tiirkiye’de ekolojik ve ekonomik kosullarin uygun olmasi dolayisiyla insan sagligi
ve beslenmesinde 6nemli bir yeri olan kabak tiirii hem sebze, hem de ¢erez olarak
tikketilmesinden dolay1r 6nemlidir. Kavun ve karpuz yiiksek su igerikleri, tat, istah
acicilik ve yaz mevsiminde serinletici Ozellikleri bakimindan en c¢ok tiiketilen
sebzelerdendir. Hiyar sebzesi de zengin su igerigi ve vitamin igerigi bakimidan gerek

taze olarak, gerekse tursu olarak sofralarimizda her zaman yer bulunan bir sebzedir.


https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Cucurbitales&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Familya
https://tr.wikipedia.org/wiki/Yeni_D%C3%BCnya
https://tr.wikipedia.org/wiki/Yeni_D%C3%BCnya
https://tr.wikipedia.org/wiki/Cins
https://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCr
https://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCrkiye
https://tr.wikipedia.org/wiki/Cins
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kavun
https://tr.wikipedia.org/wiki/H%C4%B1yar
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Lif_kaba%C4%9F%C4%B1&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Su_kaba%C4%9F%C4%B1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Karpuz

Yazlik kabak, icerdigi mineral maddeler, vitaminler ve diisiik kalori nedeniyle diyet

meniilerinde sik¢a rastlanan bir tirtindiir.

Ayrica kabakgiller, 6zellikle yaz mevsiminde, taze olarak, yogunlastirilmis su, konserve
tursu ve recel, olarak tiiketilmeleri nedeni ile hayatimizda 6nemli bir yere sahiptirler.
Diinyada &nemli kabakgiller iiretici iilkelerden biriside iilkemizdir. Ulkemiz karpuz,
hiyar ve kavunda da Cin’den sonra 2. sirada yer almaktadir. Tiirkiye de 2014 TUIK
verilerine gore bazi kabakgillerin {iretimi toplam 6.022.780 ton’dur (Tablol1.1).

Tablol.1. TUIK verilerine gére 2009-2014 yillar1 arasinda bazi kabakgil tiirlerinin
tiretim miktarlari(ton).

Tiir 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Kabak(sakiz) 307.419 314.340 317.705 302.374 293.709 299.858
Balkabag 82.552 89.368 93.099 93.612 95.076 93.672
Kabak(gerezlik) 21.971 26.694 32.396 32.144 35.586 36.331
Kavun 1.679.191 | 1.611.695 | 1.647.988 | 1.688.687 | 1.699.550 | 1.707.302
Karpuz 3.810.205 | 3.683.103 | 3.864.489 | 4.022.296 | 3.887.324 | 3.885.617
Hiyar 1.735.010 | 1.739.191 | 1.749.174 | 1.741.878 | 1.754.613 | 1.845.749
Toplam 5.901.338 | 5.725.200 | 5.955.677 | 6.139.113 | 6.011245 | 6.022.780

Kabakgillerden tropik bir tiir olan ve subtropiklerde de yetisebilen su kabagi insanlar

tarafindan ¢ok erken donemlerde kiiltiire alinmis ve ¢ok farkli amaglarla kullanilmistir

[7, 8].

Su kabaginin[Lagenaria siceraria (Malign) Stanley] anavatani olarak Afrika ve
Amerika kitas1 bildirilmekte ise de, Afrika’daki su kabagi tohumu ve meyve sekli
cesitliginin Amerika’dakinden daha zengin olduguna dayanarak, su kabagmnin
anavataninin tropik Afrika oldugu sonucuna varilmistir. Yabani su kabagi formlar
Giliney Afrika ve Hindistan’da yaygindir. Arkeolojik deliller su kabagimin yaklasik
12.000 yil 6nce Peru’da var oldugunu gostermektedir [9]. Teknolojinin gelismesi ve
ozellikle plastigin kullanim alanlarmin artmasi ile su kabaginin kullanimi giderek
azalmistir. Buna bagli olarak bazi genotipler kaybolmus veya kaybolma tehlikesi ile yiiz

yiize kalmistir. Ulkemizde bu tiir iizerine yapilan ¢alismalar heniiz ¢ok yeni ve azdir.

Ulkemiz su kabagmin ana vatani olmamasina ragmen, su kabaginin iilkemizin ¢ok farkli
bolgelerinde farkli amaglarla yetistirilmesinden ve agik tozlanan bir tiir olmasindan

dolay1 zengin bir genetik ¢esitlilige sahip olmustur.




Beyaz cicekli kabak olarak da bilinen su kabagi monoik ¢igek yapisina sahip, siiriinerek
veya tirmanarak biiyiiyen, biiyiik beyaz ¢igekleri olan, tek yillik bir kabak tiirtidiir.
Govdesi lizerinde bulanan siiliikkler vasitasi ile tirmanma 6zelligine sahip olan su kabagi
bitkisi genotipe gore degismekle birlikte uygun ekolojik kosullarda giiglii bitkiler
olusturabilmekte ve 5-10m yiikseklikteki agaclarin {izerine tirmanabilmekte ve
genotipin giiciine bagli olarak c¢ok sayida meyve tutabilmektedir. Su kabaginin tam
olgunlagsmamis meyveleri sebze olarak tiiketilirken, kurumus ve i¢i bosaltilmis olgun
meyveleri kavanoz yapmak, miizik aleti yapmak, balik¢ilikta ag tutucu ve dekoratif

amaglarla da kullanilmaktadir [7,8].

Su kabag1 baz1 Asya iilkelerinde sebze olarak tiiketilmektedir. Hindistan’da sebze olarak
kullanilmak {iizere gesitler 1slah edilmistir. Ulkemizde de farkli sehirlerimizde (Kayseri,
Kahramanmaras, Sanliurfa, Gaziantep, Hatay, Afyonkarahisar) su kabaginin taze
meyveleri diger yazlik kabak gibi hem taze olarak hem de kurutularak tiiketilmektedir.
Ulkemizde son zamanlarda turizmde kaydedilen gelisme ile birlikte turizme yonelik, su
kabagindan yapilan siis esyast miktarinda artis olmustur ve Ozellikle sise sekilli
genotipler turizmin yogun oldugu illerimizde yetistirilmekte ve siis esyasi iireten kiigiik
isletmelere satilmaktadir. Islenmis kuru meyveleri yaninda islenmemis meyveleri de siis
esyast olarak alict bulmaktadir. Su kabagi tohumlar1 yag ve protein bakimindan
zengindir [10]. Bu nedenle yemeklerde veya yag ¢ikartmak amagh da
kullanilabilmektedir. Bunun yaninda siiliiklerinin ve yapraklarinin bazi tibbi degerlere
sahip oldugu da bildirilmektedir. Kabakgiller familyasina ait su kabag1 yukarida ifade
edilen kullanim amagclarinin yaninda tibbi bitki olarakta kullanilagelmistir. Su kabaginin
olgunlasmamis meyveleri kalp koruyucu, kalp giiclendirici, genel gii¢lendirici ve
afrodizyak etkilerinden dolayr Afrika ve Hindistan’da kullanilmaktadir. Bunlarin
yaninda astim, nazal enfeksiyonlar, bronsit, romatizma ve bir¢cok alerjik ve
iltihaplanmalara kars1 etkili oldugu bildirilmektedir. Su kabaginin olgunlasmamis
meyvelerinin enfeksiyon giderici (antiinflammatory), agr1 kesici (analgesic), karaciger
koruyucu (hepatoprotective), antihyperlipidemic, idrar soktiiriici ve antibakteriyel

etkilerinin oldugu bildirilmistir [11].

Diger bir calismada su kabagi ekstratlarinin antioksidatif etkilerinin oldugu
bildirilmektedir [12].



Hassanpourd Fard ve arkadaslar1 2010 yilindafarelerde yaptiklart deneylerde
kemoterapide kullanilan ve kalp iizerinde toksik etkiler olusturabilen doxorubicine karsi
10 ml kg™ dozundaki su kabagi meyvesinin suyunun kalbi koruyucu etki gosterdigini
rapor etmislerdir. Ulkemizde yapilan bir calismada, su kabagi meyve suyunun
laboratuvar kosullarinda oleik asit ile uyartilmis olan akciger deformasyonunda zarari

azalttig1 rapor edilmistir [13].

Su kabaginin diger bir kullanim alani ise toprak kokenli hastaliklara karsi karpuz
bitkisine ana¢ olarak kullanilmasidir. Ulkemizde 2000’lerden sonra baslayan asili
karpuz iiretiminde su kabagi karpuza anag olarak kullanilmaya baslanmistir. Su kabagi,

karpuz tiirline anag olarak kullanilan ve gayet iyi uyusma gosteren bir tiirdiir [8].

Sebze tariminda, yiiksek verim ve kalitenin elde edilmesini engelleyen bir¢ok canli ve
cansiz etmenler bulunmaktadir. Canli etmenler icerisinde kimyasal ve fiziksel yapisi,
boyutu, enfeksiyon sekli, simptom olusturmasi, tasinmasi ve etkin bir miicadelesinin

olmayisi nedeni ile viriis hastaliklarinin 6nemli bir yeri vardir [14-16].

Gilinlimiizde bitkilerde 1000’e yakin sayida virlistin  bulundugu ve bunlarin
bitkilerdegelisme, iiriin olusmasi, olusan iirliinde kalite ve pazarlama degeri gibi 6nemli
kriterleriizerine dogrudan veya dolayli olarak etki yaptigi bilinmektedir. Konukgu-viriis
kombinasyonuna bagimli olarak, viriislerin degisik llkelerde yil bazinda milyonlarla
ifade edilen sayida bitkinin 6liimiine veya milyar dolarlarla nitelenen miktarda iiriin

kaybina neden olduklari agiklanmigtir [17].

Kabakgiller pek c¢ok viriis hastaligina konukguluk etmekte ve bu iriinlerde virlis
kaynakli 6nemli diizeylerde tiriin kayiplari olmaktadir. Diinya’da kabakgiller familyasi
icindeki bitki tiirlerinde zarar yapan ve ekonomik kayiplara neden olan 6nemli viriis

hastaliklar1 bulunmaktadir [18].

Tirkiye’de kabakgil yetistirilen alanlarda bulunan en 6nemli viriislerin Kabak Sari
Mozaik Viriisii (Zucchini  Yellow Mosaic potyvirus, ZYMV), Hiyar Mozaik
Viriisii(Cucumber Mosaic Cucumovirus, CMV), Karpuz Mozaik Viriisiil(Watermelon
Mosaic 1 potyvirus, WMV-1=syn. Papaya Ringspot potyvirus-W, PRSV-W), Karpuz
Mozaik Viriisii 2 (Watermelon Mosaic 2 potyvirus, WMV-2) ve Kabakgil Afitle
Tasinan Sarilik Virisii(Cucurbit Aphid-borne Yellows luteovirus, CABYV) oldugu
bildirilmektedir [30, 47-49].



Kabakgillerde zararli 32 adet viriis ve viriis benzeri hastalik etmeni rapor edilmistir. Bu
viriisler  igerisinde, ZYMV(Zucchini  Yellow Mosaic Potyvirus) kabakgil
yetistiriciliginde ekonomik olarak biiyiilk {iriin kayiplarina  yol acan en
onemliviriislerden bir tanesidir [19]. Bitkilerde hastalik olusturan diger patojenlerin
aksine, viriisleri kontrol etmek amaciyla kullanilan dogrudan miicadele yontemleri ve

araclar1 henliz mevcut degildir.

Bir potyviriis olan ZYMYV, ilk kez 1981 yilinda Italya’ da Lisa tarafindan rapor

edilmistir ve daha sonra diinyanin kabakgil yetistirilen bir¢ok {ilkesinde rapor edilmistir
[20-24].

ZYMV, ipliksi yapida olup 750 nm uzunlukta ve 11 nm genislikte bir viriistiir. Genom
pargalari tek iplikli dogrusal RNA’dan meydana gelmekte ve toplam genom biiytikliigii
9 Kb’dir. Genom bdlmesizdir(25).ZYMV Aphididaec takimindan Aphis gossypii
(Sekill.1), A. craccivora, A. spireacola, A. middletoni, Acyrthosiphon kondoi,
Acyrthosiphon pisum, Lipaphis eriysimi, Macrosiphum euphorbiae, Myzus persicae,

Uroleucon sp.ile non-persistent olarak tasinmaktadir [26].

ZYMV, C. sativus, C. melo, C. pepo, C. moschata indikator bitkileri iizerinde lokal
lezyon ve latent infeksiyonlara neden olmaktadir. C. amaranticolour ve C. quinoa

bitkilerinde lokal lezyonlara neden olmaktadir [25].

Meyve ve yapraklarda siddetli deformasyon seklinde simptomlara neden olan bu viriis
hastaligindan dolayi, bazi iilkelerde %80 ve daha fazla oranlarda firiin kayiplar

meydana gelmistir. Kabakgil tiretim alanlart sinirlanmustir [27, 28].

Bu viriis hastaligi, bulasik bitkilerde bodurluk, kloroz, deformasyon, mozayik, gen¢
siirglinlerde ipliklesmeye ve ¢icek azalmasina neden olmakta vebuna bagl olarak da

tirlin kayiplarina yol agmaktadir [29].



Sekil 1.1. ZYMV nin etkili vektorii Aphis gossypii

Tiirkiye’de degisik bolgelerde yapilan calismalarda kabakgil iiretiminin yapildigi
yerlerde ZYMV ’nin yogun olarak bulundugu ve ciddi zarar olusturdugu tespit edilmistir
[113]. Yogun kabakgil iiretimi yapilan bolgelerde 1992 yilinda yapilan bir siirvey
caligmasinda, son yillarda en yaygin virlisin ZYMV oldugu gozlenmis, biitiin
bolgelerde ve tiirlerde 6nemli boyutlarda nitel ve nicel zararlar yaptigi belirlenmistir
[30].

Bakteriyel ve fungal hastaliklarla kimyasal miicadele yapilmaktadir. Ancak hastalik
etmenlerinin kimyasal maddelere dayamikli irklar gelistirmeleri, yeni kimyasallarin
kullanimin1 gerekli kilmakta, bu da dogal dengeyi bozarak dnemli ¢evre sorunlarina yol
acmaktadir. Ozellikle son yillarda gevre bilincinin artmastyla kimyasal ilaglarin ekolojik
denge ve insan sagligi lizerindeki olumsuz etkileri daha fazla tartisilir hale gelmis ve
boylece kimyasal maddelere alternatif olabilecek sistemler iizerindeki g¢aligmalar

artmistir [31].

Bitki virlis hastaliklarina karst heniiz herhangi bir kimyasalin miicadelede

kullanilamamasindan dolay1 viriis hastaliklarinin bitki sagligi agisindan énemi daha da



artmaktadir. ZYMV yaprak bitleri ile taginan bir hastalik oldugundan bazi insektisitlerin
kullanilma olanagi varsa da uygulamalar sadece zararlinin dogrudan etkisini 6nlemekte,
dolayli olarak hastaligin yayilmasi geciktirilmektedir. Neticede ZYMV’nin de
kontroliinde kimyasal miicadele etkili olmamaktadir. Viriis hastaliklari ile miicadelede
dayanikli ¢esitlerin kullanimi, ekim dikim zamaninin ayarlanmasi, bitkilerin erken
donem enfeksiyonlardan ve vektor boceklerden korunmasi, eradikasyon ve enfeksiyon
kaynaklarinin ortadan kaldirilmasi, karantina énlemlerinin uygulanmasi gibi islemler ve

biyolojik yontemlerin uygulanmasi hastaligin zararini azaltabilmektedir [10].

Viriis hastaliklar ile miicadelede en etkin miicadele dayanikli ¢esitler gelistirilmesidir.
Hastaliga kars1 degisik kabakgil tiirlerinde dayaniklilik 6zelligi bulunmaktadir. Kavun
tirtinde de C. melo’ya giren PI414723 materyalinde ZYMV’ye dayaniklilik ve bu
dayanikliligin tek bir genle idare edildigi saptanmistir [32].

ZYMV Kkars1 su kabaginda ilk c¢alisma [33] Hawaii’de yapilmis. Bu calismalari
Hindistan, Sirbistan ve ABD izlemistir [33-35]. Su kabaginda da dayanikli ve tolerant

genotiplerin varligi rapor edilmistir [36].

Tiirkiye’de bulunan su kabaklar1 TUBITAK tarafindan desteklenen projeler kapsaminda
daha onceki yillarda toplanmis, morfolojik ve molekiiler karakterizasyonu yapilarak
cekirdek koleksiyonu olusturulmustur. Tiirkiye su kabaklari genetik kaynaklarinda
karpuzun Fusarium solgunluk etmenine karsi ve nematoda kars1 ¢alismalar yapilmis,
tuz stresine karsi ¢alisma ise devam etmektedir. Bu ¢alismada ise iilkemiz su kabagi
koleksiyonunda ZYMV’ye karst dayaniklilik kaynaklarinin bulunup bulunmadiginin

tespiti amaglanmistir.



2. BOLUM

ONCEKIi CALISMALAR

Ulkemizde farkli enstitiilerde olmak iizere 12 kabakgil tiiriinde 223 genotip toplanmig
ve bunlar iizerinde bazi karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Bu toplanmis olan tiirler
arasinda yazlik-kislik kabaklar, kavun, hiyar, karpuz ve su kabagi rakamsal anlamda 6ne
cikmaktadir. Son zamanlarda yiiriitiilen projeler c¢ergevesinde yapilan toplama
caligmalart ile yukaridaki genetik kaynaklara yenileri eklenenerek kabakgil tiirlerinde

onemli koleksiyonlar olusturulmustur [37].

Diinya'da kabakgiller familyasi i¢indeki bitki tiirlerinde zarar yapan ve ekonomik
kayiplara neden olan ¢ok sayida viriis hastali§i bulunmaktadir. Viriislerin meydana
getirdigi hastalik oran1 ve siddeti viriisiin irkina, konukgu bitkiye, vektore, ¢evre

kosullarina ve bulundugu bolgeye gore degiskenlik gostermektedir [18, 30, 38-40].

Virilis hastaliklar1 kabakgillerde bitki gelismesinde, elde edilen iiriinde de nitelik ve
nicelik yoniinden olumsuz etkiler yapmaktadir. Bu nedenle ortaya ¢ikan iiriin kayiplari

% 50-100 arasinda degismektedir [29, 41-45]

Yaprak bitlerinin bitki virtislerini farkli iki tasima mekanizmasiyla tagidigini, vektor
tarafindan alinan viriis, vektor stiletlerinin dis kisminda ve ug bolgede external, mekanik
olarak, persistent olmayan yolla tasinmaktadir. Tasinmada etkili diger mekanizmada ise
vektoriin gomlek degistirmesinden sonra viriislerin tutunabilmesi ve beslenme sirasinda
bitki dokular i¢ine salgisinin ilave edilmesi seklinde olmaktadir. Buna bagl olarak
virlis, vektorlii tarafindan internal, biyolojik, persistent veya sirkiilatif olarak da

tagiabilmektedir [46].

New York, Florida ve California’daki kabakgil iiretim alanlarinda ZYMV iizerine
yapilan bir ¢alismada, ZYMV-CT ve ZYMV-FL irklarimi tanimlanmistir. ZYMV-CT
irkinin italya ve Fransa kaynakli izolatlarina benzer belirtiler gosterdigini ve ZYMV-

FL’nin ise WMV-1 ile benzerlik gosterdigini, ayrica bu iki irka karsi Citrullus
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colocynthis, Cucurbita spp, Cucumis sativus, Cucumis melo, Leganaria sceraria

tirlerinden baz1 genotiplerin dayanikli ve tolerant oldugunu tespit etmislerdir [50].

Arkansas’ta kabak bitkisinde meyvede sekil bozuklugu, renk bozuklugu, yesil aksamda
carpiklik ve mozayik gibi belirtilere rastlanmistir. Biyolojik indeksleme ve serolojik
testler bu viriisiin ZYMV oldugunu ortaya ¢ikmistir. Arastiricilar, ZYMV nin kabak ve

karpuz iiretim alanlarinda genis yayilim gésterdigini rapor etmislerdir [51].

New Jersey’de 3 yil boyunca yiiriitiilen bir ¢calismada, kabakgil bitkilerinde hastaliga
neden olan farkli viriisler bulunmustur. WMV-2 kabak bitkisinde 1983°te en yaygin
viriis olmasina ragmen, CMV goriilen en siddetli virlisolmustur. PRSV-W 1984°te
kabak bitkisinin en tahrip edici viriisii olmustur. ZYMV 1985°te ise ilk kez New
Jersey’de tespit edilmis ve kabakgillerde siddetli kayiplara neden olmustur [52].

Al-Musa (1989), Urdiin’de kavun tarlalarinda gériilen mozayik belirtileri iizerine,
biyolojik indeksleme, yaprak bitleri ile tasinma testleri, serolojik ve elektron
mikroskobu c¢alismalar1 ile s6z konusu belirtilerin nedeninin ZYMV oldugunu ve

ZYMV ’nin kabakgil alanlarinda yaygin oldugunu rapor etmistir [53].

Hawaii adalar1 (Oahu, Maui ve Molokai) kabakgil iiretim alanlarinda yapilan bir
calismada ZYMYV, PRSV-W ve CMV saptanmistir. Bu ¢alisma ile adalar arasinda viriis
bulunma oranlarmin degisiklik gosterdigi ve cesitli yabani otlarin alternatif konukcu

olarak yer aldig1 tespit edilmistir [54].

ZYMV’ye kars1 en basarili sonuglar ise, Cross protection(¢apraz koruma) ¢alismalarinda
elde edilmis ve ZYMV’nin zayif ki (ZYMV-WK) siddetli irka karsi basari ile
kullanilmstir [55].

Louisiana’nin giineydogusunda viriis belirtileri gosteren kavun, karpuz, kabak ve hiyar
bitkilerinden toplanan 6rnekler, DAS-ELISA ve indikator konukgu bitkileri kullanarak
testlenmistir. Elde edilen ornekler ZYMV, PRSV-W, WMV-2, CMV ve TRSV
(Tobacco Ringspot Virus) igin taranmistir. Dort kabakgil bitkisinde de bu bes viriise
rastlanmistir. Hastalik oranlart WMV-2 i¢in %50, PRSV-W icin %45, CMV i¢in %43,
ZYMV i¢in %27 ve TRSV igin %21 olarak belirlenmistir. Bu viriislerin varligi
Louisiana i¢in ilk kayit olmustur [56].
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Yilmaz ve ark. (1991), Cukurova bolgesinde agik alanda ve ek olarak ortii alt1 sebzecilik
kosullarinda yetistirilen kavun, karpuz ve hiyar alanlarinda yaptiklar1 surveylerde
bitkiler iizerinde damar acilmasi, damar sararmasi, ciicelesme, sar1 mozaik ve {iriinde
onemli azalmalar gozlemlemislerdir. Calisma sonucunda etmenin Cucumber Vein
Yellowing Virus (CVYV) oldugu, beyaz sinekle etkili bir sekilde tasinarak iiriin

tizerinde 6nemli ekonomik kayiplara neden oldugu saptanmustir [57].

Cukurova’da kabakgillerde en ¢ok goriilen viriis hastaliklarindan biri olan ZYMV’ nin
capraz koruma ile kontrolii iizerine yapilan calismada, kabak ve hiyarda ZYMV-

WK’nin ¢apraz koruma amaciyla etkili bir sekilde kullanilabilecegini ortaya konmustur
[58].

Farkli bir ag¢idan yapilan ¢alismada, Ankara’nin akarsu ve gollerinde bitki viriisleri adl
bir calismada Ankara ilinde bulunan 9 farkli su kaynagindan su 6rnekleri toplanmis ve
bu ornekler filtre ve santrifiij edildikten sonra otsu bitkilerle inokule edilmis. Enfekteli
bitkiler, agar jel ve mikroprespitasyon testleri ile serolojik olarak test edilmis. Bu testler
sonucunda Yonca Mozayik Viriisii (AMV), CMV, Domates Halkali Leke Viriisii
(TBRV), WMV-2 ve ZYMV nin var oldugu saptanmustir [59].

Vega ve ark. (1995), ZYMV ile ilgili yapmis olduklar1 mekanik inokulasyon
caligmalarinda 29 bitki tiirti kullanmiglardir. Bunlar icerisinde sistemik belirtiler sadece
4 kabakgil tiirtinde (Citrullus lanatus, Cucumis melo, C. sativus, Cucurbita pepo cv.
Caserta) goriilmiis, lokal lezyonlar ise 3 tiir indikator bitkide (Chenopodium
amaranticolor, C. quinoa ve Gomprena globosa) belirlenmistir. Vektorle tasima
denemelerinde kullanilan 5 yaprak biti tiirii (Dactynotus sp, Geopemphigus flocculosus,
Macrosiphum euphorbiae, Myzus persica ve Toxoptera citricidus) viriisii non-persistent
bir sekilde tasimislardir. Tarladan alman Orneklerde DAS-ELISA ve ISEM
calismalarinda ZYMV ve PRSV-W antiserumlariyla pozitif sonu¢ alinmigtir. Mekanik
olarak inokule edilen ve lokal lezyon gésteren C. quinoa’dan ZYMYV izole edilmistir.
ZYMYV ile infekteli bitkilerden alinan ultrathin kesitlerde EM’de mezofil hiicrelerinde
silindirik hiicrei¢i cisimcikler belirlemislerdir. Arastiricilar ISEM’de dekorasyon
yapilan oOrneklerde viriis partikiilerinin ZYMV antibody ile dengesiz kaplandigi
belirlemislerdir [60].
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Amerika’da su kabagi genetik kaynaklart ZYMV'’ye dayaniklilik kaynaklari
calismasinda ZYMV izolatlar1 Kuzey Amerika’da ZYMV-BT siddetli hastalik belirtileri
gosterirken, ZYMV-FL daha yaygin olarak etki gostermistir. Amerika’daki
kabakgillerde ZYMV-FL daha yaygmn tiir oldugu tespit edilmistir. Bu calisma ile su
kabaklarinda ZYMV’ye dayanikli genotiplerin var oldugunu ortaya konmustur. Bu
nedenle ABD’de bulunan L.siceraria genetik kaynaklarinin taranmasinin iyi sonuglar

verecegi belirtilmistir [61].

Umman Sultanligi’nda Batinah bélgesinde 1994/95 ve 1995/96 yetistirme sezonlarinda
kabakgillerde virlis survey gerceklestirilmigtir. Toplamda 320 ticari kabakgil bitkisi
incelenmis ve her bir tarlada rastgele 100 bitki degerlendirilmistir. Toplamda 320
tarladan virlis hastalik belirtileri gdsteren toplam 716 kabak, karpuz, misk kavunu,
hiyar, bal kabagi ve su kabagi bitkilerinden yaprak ornekleri alimmistir. Hasat
zamaninda simptomoloji ile tespit edilen ortalama hastalik sikligi 1994/1995°te %34,2
ve %78,1 arasinda, 1995/96 sezonunda %25,6 ile %75 arasinda degistigini
bildirmislerdir. Bal kabagi, kabak ve su kabagi nispeten daha yiiksek hastalik sikligina
sahip olarak belirlenmistir. DAS-ELISA sonuglart WMV-2, ZYMV, PRSV-W, CMV,
SgMV, ToRSV, TRSV ve TSWV’nin Batinah bdlgesinde tiim kabakgil bitki tiirlerinde

infeksiyon olusturdugunu gostermistir [62].

Ozellikle dar konukgu dizisine sahip viriisler i¢in tohum yoluyla tasinma, yasami devam
ettirme ve mevsimler arasi gegiste bir arag olarak diistiniilmektedir [63]. Tim bitki

viriislerinin 1/5’ine yakin bir kisminin tohumla taginabildigi belirtilmektedir [64].

Luis-Arteaga ve ark. (1998), ispanya’nin yogun kavun iiretimi yapilan alanlarda CMV,
PRSV-W, WMV-2 ve ZYMV’nin yayginligi ve hastalik oranlarin1 tespit amaciyla
topladiklar1 bitki orneklerini DAS-ELISA yontemini kullanarak testlemislerdir. CMV
ve WMV-2 hem lokasyon sayis1 hem de hastaligin yayginlig1 yoniinden en ¢ok goriilen
virlisler olmustur. Buna kargin, PRSV-W ve ZYMV daha az sayida alanda ve daha az
yogunlukta tespit edilmistir. Orneklerin %79’u tek enfeksiyonlu, %10’u ikili

enfeksiyonlu olarak bulunmustur [65].

Diyarbakir’daki karpuz iiretim alanlarmi kapsayan calismada, indikator bitkiler ve
DAS-ELISA yontemi kullanilarak, alinan 6rnekler ZYMV, CMV, WMV-2, SgMV,
Papaya Ringspot Virus(PRSV) ve Cucurbite Aphid Borne Yellows Virus(CABYV)
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viriislerine karsi testlenmistir. Testler sonucunda bahsedilen viriislerin tiimiiniin varlig
tespit edilmistir. Alinan 6rneklerde en ¢ok ZYMV’nin bulundugu bunu WMV-2 ve
CMV nin takip ettigi belirlenmistir [66].

Liibnan’da hiyar yetistirilen bolgelerde zarar yapan viriis hastaliklarini belirlemek
amactyla yapilan survey calismalarinda CABYV ve ZYMV viriislerininen yaygin

viriisler oldugu saptanmistir [67].

Brezilya’nin Sao Paulo bolgesinde kabakgillerde zarar olusturan 5 viriisiin (CMV,
PRSV-W, WMV-2, ZLCV (ZucchiniLeaf Curl Virus) ve ZYMV varligi, yayilisi ve
yayginlik oranlari tizerinde yapilan bir ¢alismada, 7 kiiltiirii yapilan tiir; 6 yabani tiir ve
1 ticari hibrit ¢esidinden alinan 621 6rnek PTA-ELISA (Plate Trapped Antibody-
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) yontemiyle test edilmistir. PRSV-W ve
ZYMV sirastyla %49,1 ve %24,8 ile en ¢cok bulunan viriisler olarak saptanmistir. Ayrica
ZLCV, CMV ve WMV-2 sirasiyla %7,8, %6,0 ve %4,5 oranlarinda tespit edilmistir
[68].

Sevik ve Sokmen (2001), Samsun’da kabakgil bitkilerinde zararli olan viriisleri ve
bunlarin yayilislarin1 belirlemek amaciyla 5 ilgeye baglhh 18 koyde 523 oOrnek
toplamiglardir. Orneklerin biyolojik ve serolojik ydntemlerle testlenmesi sonucunda
bolgede CMV, ZYMV ve WMV-2’nin en zararh viriisler oldugu belirlenmistir. DAS-
ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) yontemi
ile testlenen toplam 165 Ornegin %>53,93’linlin WMV-2, %38,78’inin ZYMV ve
%20,60’1nin CMYV ile bulasik oldugu tespit edilmistir [40].

Giumiis ve ark. (2001), kabakgillerin de bulundugu bazi sebzelerin tohumlarinda
bulunan viral etmenlerin saptanmasi lizerine yaptiklari arastirmalarda hiyar tohum
orneklerinin  %40,54’tintin Cucumber Green Mottle Mosaic Virus(CGMMV),
%29,72’sinin CMV; kabak tohum orneklerinin %20’sinin CMV, %6,66’sinin SqMV;
kavun tohum o6rneklerinin %31,25’inin CMV, %6,25’inin TRSV ile bulasik oldugu
saptanmustir [69].

Macaristan’da Szarvas, Kecskemet ve Tordas sehirlerinde kabakgillerde viral
hastaliklarinarastirildigi bir galismada, karpuz, kavun, hiyar ve yazlik kabakta konum ve

tarlaya bagh olarak %10-100 arasinda infeksiyon belirlenmistir. En yaygin
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simptomlarin klorotik lekeler veya mozayik, koyu yesil mozayik veya yesil damar
bantlasmasi, yaprak deformasyonu; sar1 lekeler ve sar1 damar; klorotik lekeler
veyahalkalar ve siddetli yaprak deformasyonu ile birlikte mozayik seklinde oldugunu
bildirilmistir. Toplanan 6rnekler ZYMV, WMV-2 ve CMV antiserum kullanilarak dot
blot serolojik metot ile test edilmis, toplam 50 ornekten 48’i infekteli bulunmus,
orneklerin 32’sinde CMV, 31’inde ZYMYV ve 24’tinde WMV-2 belirlenmistir (70).

Yunanistan’da kabakgillerde 2002’de yapilan ¢alismada, bulasici viriislerin yiiksek etki
alanimin  var oldugu rapor edilmis.Bu ¢alismanin sonucunda WMV(%67),
ZYMV(%27), CMV(%20), PRSV(%3) ve SQMV(%?2) viriis hastaliklarinin bulasiklik
oranlari tespit edilmistir [71].

Duki¢ ve ark. (2002), Yugoslavya’daki kabak iiretim alanlarinda bulunan énemli viriis
hastaliklarin1 tespit etmek amaciyla bir calisma gerceklestirmisler ve bu calisma

sonucunda, ZYMV’yi Eski Yugoslavya’da ilk kez rapor etmislerdir [72].

Bostan ve ark. (2002) serolojik ve biyolojik metotlar kullanarak Erzurum, Erzincan ve
Artvin illerinde kabak bitkisinde CMV ve ZYMYV taramasi Yyaptiklari ¢alismada, DAS-
ELISA testi sonucunda tiim orneklerin ZYMV ile enfekteli oldugunu, ayni alanlardan
toplanan 6rneklerde CMV’ye rastlanmadigini, ayrica yaptiklar: gézlemlerde hastaligin

yildan yila degisiklik arz ettigi ve gittikge artis gosterdigini belirlemislerdir [73].

2002-2003 yillarinda yapilan bir arastirmada, Cucurbita pepo L.subsp. pepo var.
styriaca  GREB. ZYMV’nin bulagsmasit ile sitolojik modifikasyonlara etkisi
Avusturalya’da arastinlmistir. Ug hafta sonra Styrian pumpkin bitkilerinde siddetli
simptom belirtilerigen¢ ve yash yapraklarda kendini gostermeye baslamistir. Kontrol
bitkilerive bulasik bitkiler karsilastirildiginda bulasik bitkiler bodur ve dik biiylime
sergilemistir. Cigeklenme kontrol bitkilere gore bulasik bitkilerde bir hafta sonra
olmustur. Ayrica yaprak 06z suyunda ipliksi parcaciklar gozlenmistir. Hiicre
aktiviterinde, mitokondri yapisinda, dokular ve kloroplastta tahriplere neden olmustur
[74].

Hatay ilinde yetistirilen kabakgillerde ZYMV yaygmhigimin ve taginmasinin
arastirtlmas1 amagli yapilan ¢alismada Hatay ilinin farkli yorelerinden 2003 yilinda
yazlik kabak (C. pepo), kislik kabak (C. maxima) ve hiyar (Cucumis sativus)
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bitkilerinden simptom gosteren yaprak ve meyveler toplanmigtir. Tarla kosullarinda
dogal enfekteli bitkilerde siddetli mozayik lekeler, sararma, u¢ siirgiinlerdeki
yapraklarda ayakkabi bagi goriinlimii, bodurlasma ve meyvelerde sekil bozuklugu
belirtileri goriilmiistir. Simptomlu bitkiler DAS-ELISA ile testlenmistir. Siddetli
simptom gdsteren meyvelerden ¢ikan tohumlar ¢imlendirilerek her bir g¢esitten 100’er
fide testlenmis ve 200 bitkide simptom gozlemleri yapilmistir. Tohumlardan %84-94
oraninda bitki elde edilmistir. Ozellikle C. pepo ve C. maxima fidelerde %2-3 oraninda
kloroz, bodurlasma ve yaprak deformasyonu gozlenmistir. DAS-ELISA testi sonucu
tohumlardan elde edile fidelerin higbirinde ZYMYV belirlenmemistir [75].

Kibris’ta yapilmis olan bir ¢alismada, kabakgil tiirleri {izerinde etkili olan viriislerin
varligimi ve yayginligini saptamak amaciyla kabakgil yetistiriciligi yapilan 5 ana
bolgeden hiyar, kabak, kavun ve karpuz bitkisinden olusan 2993 adet 6rnek toplamistir.
Toplanan bu 2993 adet 6rnegi ZYMV, CMV, SgMV, WMV, PRSW-V ve CABYV
DAS-ELISA yontemi ile testlenmistir. CYSDV, BPYVve CVYV i¢in ise RT-PCR
(Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) yapilmistir. Sonug olarak testlenen
tim viriisler i¢inde %45’lik bir oranla ZYMV’nin en yaygin viriis oldugunu
saptanmistir. ZYMV’yi sirast ile %20,8 ile PRSV-W, %20,8 ile CABYV ve %7,8 orani
ile WMV izlemistir. CYSDV bir¢ok serada sararma semptomu gosteren hiyar
orneklerinde %88,1 oraninda, BPYV %2,4 oraninda ve CVYV ise %9,5 oraninda tespit
edilmistir. Ancak CMV ve SqQMV bugaligma boyunca herhangi bir kabakgil bitkisinde
tespit edilememistir [76].

Ozaslan ve ark. (2006), Gaziantep’te kabakgillerde gériilen viriis hastaliklarina ydnelik
56 ornek ile yapmis olduklari calismada DAS-ELISA yontemiyle 20 6rnekte CMV, 22
ornekte ZYMV ve 3 o6rnekte PVY (Potato Y Virus)’ne rastlamislardir. Ayrica 10
ornekte bir veya daha fazla viriis tespit edildigini bildirmislerdir [77].

Trakya bolgesi Tekirdag, Edirne, Kirklareli illerinde kavun ve karpuz iiretim alanlarinda
mevcut virlisleri tespit etmek amaciyla yapilan bir ¢alismada CMV, PRSV-W, SqMV,
MNSV (Melon Necrotic Spot Virus), CGMMV, ZYMV ve WMV-2 igin ELISA
yontemiyle tarama yapilmistir. Bu amagla 17 kavun ve 19 karpuz tarlasinda survey
yapilmis ve toplanan 502 ornekten 333 tanesinin viriisle bulasik oldugu saptanmistir.

Serolojik testler bu yedi viriisiin de Trakya bolgesinde varlifin1 gdstermistir. Viriisler
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yayginlik oranlari, karpuz alanlarinda; ZYMV 9%45,5, WMV-2 %34,2, CMV %19,9,
PRSV-W %2,1, SQMV %1,8 ve MNSV %0,4, kavun alanlarinda; ZYMV %40,3,
WMV-2 %31,2, CMV %7,2, PRSV-W %2,3, SQMV %0,5 ve MNSV %1,8 olarak
tespit edilmistir [78].

Ling ve Levi (2007), 190 su kabag genotipinin ZYMV’nin Florida susuna karsi
tepkisini belirlemeye calismislardir. Tlk gercek yaprak asamasinda mekanik inokulasyon
yoluyla ZYMV bulastirilmig, bulastirmadan dort hafta sonra bitkilerde gorsel
degerlendirme yapilmig ve yapraklardan serolojik analiz i¢in Ornekler alinmistir.
Dayaniklilik yada duyarliklik belirlenmesinde her genotip i¢in gorsel degerlendirme ve
DAS-ELISA test sonuglart birlikte degerlendirilmistir. Taranan 190 genotipin 36’s1 tam
dayanikli, 64 genotip kismi dayanikli (test edilen bitkilerin bazilar1 dayaniklilik
gosterirken digerleri hassas) ve 90 genotip ise hassas (test edilen bitkilerde ciddi

semptomlar ve DAS-ELISA sonuglari pozitif) olarak bulunmustur [36].

Giliney Kore’nin Jeonnam ilinde kavun tiretim alanlarinda CMV, ZYMV, PRSV, WMV,
CGMMYV, KGMMV, MNSV’den kaynakli hastaliklarin oran ve yaygmligini tespit
etmek icin yapilan bir calismada tipik hastalik belirtileri gdsteren 101 bitki 6rnegi
toplanmis ve RT-PCR ile yapilan testlerde; WMV, ZYMV, PRSV, MNSV, CMV
sirasiyla 46, 5, 4, 18, ve 3 ornekte tespit edilmistir [79].

Massumi ve ark. (2007), Iran’m farkli bolgelerinde sera sartlarinda yetistirilen
kabakgilleri CMV, SgMV, PRSV-W, WMV-2, ZYMV, CuNV (Cucumber necrosis
Virus) ve TSWV (Tomato Spotted Wilt Virus) yoniinden incelemislerdir. Bu alanlardan
toplanan bitki ornekleri DAS-ELISA yontemi ile analiz edilmistir. CMV ve ZYMV
%21,2 ve %18 ile en sik rastlanan viriisler olmustur. WMV-2 %4,3 ve TSWV %1,25
oranlarinda tespit edilmistir. CuNV, SqMV ve PRSV-W ise hicbir Ornekte

rastlanmamustir [80].

[ran’nin 17 ilinde kabakgil yetistirilen alanlarda bulunan viriisleri tespit etmek amaciyla
viriis ve benzeri belirti gosteren kavun, kabak, hiyar ve karpuz bitkilerinden 6rnekler
toplanmistir. Toplanan drnekler DAS-ELISA veya RT-PCR yontemleri kullanilarak 11
kabakgil tiirii viriisii yoniinden incelenmistir. Orneklerin %71’inde en az bir viriis
enfeksiyonuna rastlanmigstir. Belirti bulunan 6rneklerin %49’unda karma enfeksiyon

ortaya ¢cikmistir. CABYV hiyar, kabak, kavun ve karpuz orneklerinde sirasiyla %49,
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%7, %40 ve %33 oranlarryla en yaygin viriis olmustur. Ikinci en yaygin viriis, kavun ve
karpuzda, WMV %30-33; hiyarda, CMV %33 ve kabakta, ZYMV %38 olmustur.
Ayrica Iran icin MNSV ve ZYFV (Zucchini Fellow Fleck Virus) ilk kez rapor
edilmistir. Incelenen tiim alanlarda en ¢ok rastlanan viriisler CABYV, WMV ve ZYMV
olmustur [81].

Levi ve ark. (2009) 56 su kabagi genotipi (IP), ve 6nemli kabakgil tiirlerinde (C.
maxima Duch., C. pepo L., Citrullus spp., Cucumis melo L., Cucumis sativus L. ) 236
SRAP markerin1 kullanarak akrabalik iliskilerini arastirmislardir. Su kabagi agik bir
sekilde diger tiirlerden ayrilmigtir. Su kabaklari iki ana gruba ayrilmis ve birinci gurup
cogunlukla Giiney Asya kaynakli genotipleri, daha az sayida ise Akdeniz havzasindan
ve Kuzey Dogu Asya’dan toplanmis olan genotipleri kapsarken, diger grup ise Giiney
Afrika, Kuzey, Orta ve Giliney Amerika, Cin, Endonezya ve Kibris’tan gelen
genotiplerden olusmustur. Calismada biitiin su kabaklarinin kok ur nematoduna duyarl
oldugufakat Meksika ve Florida’dan toplanmis olan genotiplerin kismi bir dayaniklilik
gosterdigi tespit edilmistir. Biitliin su kabag1 genotipleri beyaz sinek tarafindan infekte
edilirken, daha az etkilenen genotiplerin oldugu gozlemlenmistir. ZYMYV viriisiine ve
kiillemeye dayaniklilik gosteren genotiplerin tamami toplanmistir. Farkli poligenetik
gruplara sahip olan genotipler karpuzla 6nemli derecede as1 tutma orani gostermistir. Bu
calismanin sonuglarinin hastalik ve zararlilara dayanikli giiclii anaglarin 1slah

edilmesine altyapi teskil edecegi bildirilmistir [82].

Jossey ve ark. (2008), Amerika Illinois’te sakiz kabagi, su kabagi ve bal kabaginda
enfeksiyona sebep olan viriisleri tanimlamak i¢in bir ¢alisma ylriitmislerdir. Toplanan
bitki 6rnekleri DAS-ELISA yontemi kullanilarak CMV, PRSV, SqMV, TRSV, ToRSV
(Tomato Ringspot Virus), WMV ve ZYMYV yoniinden taranmistir. WMV 2004, 2005 ve
2006 yillarinda sirasiyla 6rneklerin %47, %46 ve %52 sinde tespit edilmis ve en ¢ok
rastlanan viriis olmustur. SQMV ayni1 yillarda sirasiyla 6rneklerin %6, %41 ve %48’inde
tespit edilmistir. Surveyler esnasinda, CMV 6rneklerin %6, %4 ve %3’linde; PRSV %6,
%11 ve %4’tinde; ZYMV %18, %4 ve %4’tinde bulunmustur. Illinois’te TRSV nin
balkabagindaki varligi ilk kez bu ¢alisma ile tespit edilmistir. Boylece taranan viriislerin
sakiz kabagi, su kabagi ve bal kabaginda varligi kanitlanmistir. Enfeksiyona sebep olan

viriislerin ¢cogu benzer belirtiler gostermistir. Yapraklarda mozayik, damar bantlagsmasi,
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damarlarda renk acilmasi, burusukluk ve deformasyon en c¢ok goriilen belirtiler

olmustur. Meyvelerde ise renk acilmasi Ve deformasyon ortaya ¢ikmustir [83].

Tunus’ta yetistirilen kabakgillerde 2 biiyiik survey yapilmis ve toplanan o&rnekler
ZYMV, PRSV-W, WMV, Moroccan Watermelon Mosaic Virus (MWMYV), ZYFV,
CMV, SqMV ve MNSV infeksiyonlart varligini tespit etmek amaciyla DAS-ELISA ile
test edilmistir. Calisma sonucunda WMV, CMV, PRSV-W, ZYMV, ZYFV ve SqMV
survey yapilan tim alanlarda tespit edilmistir. Yapilan ¢alisma sonunda ZYMYV’ nin

%34 oraninda en yaygin virlis oldugu belirlenmistir [84].

Fidan ve ark. (2010), Cukurova Bolgesinde yapiklar1 ¢alismada Tirkiye, Fransa ve
Ispanya’da farkli bélgelerden toplanan kavun gesitlerinde CMV, WMV ve ZYMV viriis
hastaliklar1 i¢in DAS-ELISA testi ile testlemislerdir. 67 kavun ¢esidinden CU305’in
ZYMW ve WMV e direngli oldugu, Tiirkmenistan’dan 100PB, CU287 cesiti ile birlikte
Ic Anadolu’dan CU328 de ZYMV’e direngli oldugu tespit edilmistir. Ispanya’dan
CU305 WMV direng gostermistir. Hindistan’dan PI14144.723 genotipi ZYMV’ye
direncli olarak test edilmistir. Calisma sonucu CMV ye dayanikli higbir genotip

bulunmamustir [85].

2009-2010 yilinda Samsun’da kabak {iretim alanlarimin biiyiik bir kisminda, yapraklarda
hafif veya siddetli mozayik, koyu yesil damar bantlagsmasi, yaprak ve meyvede sekil
bozuklugu veya yaprak ayasinin daralmasi seklinde virlis simptomlar1 gézlenmistir.
Kabak bitkilerinde SqQMV’yi saptamak amaciyla yapilan siirvey c¢alismasinda iiretimin
yogun olarak yapildigi 22 alandan viriis belirtisi gosteren sakiz (C. pepo L.),bal (C.
moschata Duch.) ve kestane (C. maxima Duch.) kabagi orneklerinde %20,9’unun
SqMV ile enfekteli oldugu goriilmiistiir. Ayrica yapilan ¢caligmada DAS-ELISA testi ile
ZYMV, CYMV gibi viriis hastaliklar1 tespit edilmistir [40].

Kaya ve Erkan (2011), Izmir, Manisa, Aydmn, Balikesir illeri kabakgil iiretim
alanlarindaki viriisleri belirlemek amaciyla yiiriittiikleri ¢alismada bitkilerde yaygin
olarak mozayik, beneklenme, sararma, kivrilma, sekil bozuklugu, odunlagsma ve yesil
aksam Oliimii seklinde belirtiler gozlemlemislerdir. S6z konusu illlerde tarla bazinda
viriislerin yayginlik oranlarinin %4,98 ile %15,60 arasinda degistigi belirtilmistir. Elde
edilen sonuglara gore 6rneklerin %42 oraninda WMV-2, CMV, WMV-1 ve ZYMYV ile

enfekteli oldugu ortaya konmustur. Kabakgil 6rneklerinde en yaygin viriisiin %21,5
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orani ile WMV-2 oldugu ve bu viriisiin kavunda, sakiz kabaginda ve bal kabaginda
mevcut oldugu tespit edilmistir. CMV’nin en yiiksek oranda hiyar (%29,7); WMV-1
sadece karpuz (%24); ZYMV ise kavun (%2,8) ve bal kabagi (%4,4) 6rneklerinde
belirlendigi bildirilmistir [86].

Bal kabaklarinda ZYMV’ye karsi Actigard® ve ISR-2000® bitki aktivatorlerinin
etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismada en uygun dozlarin ISR-2000® i¢in
90 ml/100 1 su Actigard® i¢in 67 ve 87 g/da oldugu belirlenmis. Actigard®
uygulamasmin simptom c¢ikisin1 5-21 giin arasinda geciktirdigi, ISR-2000®’in ise
simptom ¢ikis siiresinde etkisi olmadigi ancak bitki gelisimini olumlu yonde etkiledigi

belirtilmistir [87].

Mando ve ark. (2011) ZYMV, WMV ve CMV infeksiyon oranlarini belirlemek
amactyla 2006 ve 2007 yillarinda Suriye’de yapmis olduklart ¢aligmalarda, kabak,
hiyar, kavun, karpuz ve bal kabag: bitkilerinden 387 6rnek toplamislar ve bunlarin
323’lintin (%83,9) DAS-ELISA ile pozitif bulundugunu, bunlardan 112’sinin (%34,6)
karisik infeksiyon seklinde olduklarini belirtmislerdir. Arastiricilar ZYMV’nin en
yaygin viriis oldugunu (%67,9), bunu WMV (%39,9) ve CMV’nin (%10,8) izledigini
ifade etmislerdir [88].

Vucurovi¢ ve ark. (2012), tarafindan Sirbistan’in Gornji Tavankut bdlgesindeki karpuz
alanlarinda yapilan surveylerde mozayik belirtileri gozlemlemislerdir. Bu alanlarda
yaprak bitlerinin agir1 kolonize oldugunu saptamislar, belirti gosteren veya gostermeyen
26 farkl bitki 6rnegi alinarak CMV, ZYMV ve WMV-2 i¢in DAS-ELISA yontemiyle
test etmisler ve ZYMV’ nin Sirbistan i¢in karpuzda ilk kayit oldugunu ve bu viriisiin
diger kabakgillerde de yaygin oldugunu bildirmislerdir. Ayrica vektorlerinin de
Sirbistan’da genis yayilma gosterdigi rapor etmislerdir [89].

Ali ve ark. (2012), Oklahoma’nin kabakgil yetisen alanlarin biiyiik bir kisminda viriis
bulunma oranini tespit etmek amaciyla, 90 tarlada 890’1 kabakgiller, 109’u yabani
bitkiler ve 50°si diger kiiltiir bitkilerinden olmak iizere toplam 1049 6rnek toplamuis;
CMV, CGMMV, MNSV, PRSV-W, SgMV, WMV-2 ve ZYMV’ye karsi Dot-
Immunobinding Assay (DIBA) yontemiyle test etmislerdir. Toplanan 6rnekler arasinda
PRSV %51, WMV-2 %14 ve ZYMV %10 en yiliksek oranda bulunurken, SqMV,
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MNSV ve CMV sirastyla %3,8, %3,3 ve %1,1 olarak tespit edilmistir. Orneklerden hig
birinde CGMMV tespit edilmemistir [90].

Tirkiye’nin Karadeniz bolgesinden toplanan kishik kabak ¢esitlerinin  tohum
kaynaklarinda viriis kaynagi tespit edilmesi amaglanan c¢alismada CMV ve ZYMV
ELISA testi ile testlenmistir. Test sonucuna gore bu oOrneklerin %11,3 ‘i enfekteli
bulunurken, ZYMV  %6,2 ve CMV %5,1 oraninda bulunmustur. Ayrica tekrar
yetistirilen tohumlarda SQMV, TRSV ve CGMMYV ile enfekteli bitkiler tespit edilmistir
[85].

Mabharashtra’da Suresh ve ark. (2013), 2009 ve 2010 yillarinda yapmis olduklari
surveylerde topladiklar1 farkli viriisler tarafindan olusturulan viral hastaliklart
calismislardir. Farkli olarak secilen kabakgillerden virlis izolatlarini toplamislar ve
konuk¢u araliklarin1  belirlemek icin bitki 06zsuyu ile tasima calismalari
gerceklestirmislerdir. Arastirmacilar yaptiklart ¢aligmalar sonucunda CMV, ZYMV,
WMV ve CGMMV’un Nashik bolgesinde, Watermelon Bud Necrosis Virus (WBNV),
ZYMV, WMV ve Watermelon Silver Mottle Virus (WSMoV)’nin Aurangabad ve
Paithan bdlgelerinde bulundugunu ortaya koymuslardir. Sangamner bdlgesinde
tirtinlerin 6zellikle WBNV, ZYMV ve WSMoV ile etkilendigini, CMV’nin ise sadece
Sillod bolgesinde bulundugunu belirlemislerdir [91].

Diyarbakir ve Mardin illerinde yogun olarak iiretimi yapilan kavun, karpuz, kabak ve
hiyar bitkilerinde viriis hastaliklarinin yayginlik ve oranlarini ile etmenlerini belirlemek
amaciyla yapilan tez c¢alismasinda fide ve yetiskin donemlerde toplam 194
yapraklarinda mozayik, ipliklesme, kabariklasma ve sekil bozuklugu; meyvede renk
acilmasi ve sekil bozuklugu; bitkinin genelinde bodurlagsma, ug siirgiinlerde rozetlesme,
gelisme geriligi ve renk acilmasi gibi belirtileri gosteren hastalikli bitkilerden 6rnekler
toplanmistir. Her iki ilin hastaligin ortalama yayginlik ve orami sirasiyla birinci
donemde %?38,01 ve %457, ikinci donemde ise %52,26 ve %21,59 olarak
belirlenmistir. Belirlenen tarlalardan toplanan 160 6rnek DAS-ELISA yontemi ile test
edilmistir. Viriis tiirlerinin 6rneklerdeki dagilimi biiyiik farklilik gdstermis, ¢ogu
orneklerde birden fazla viris tiirli saptanmistir. Test sonuclarina gore; WMV 96 6rnekte
%60,00 oraninda, ZYMV 63 oOrnekte %39,38 oraninda, CMV 69 0Ornekte %43,13
oraninda, CABYV 26 oOrnekte %16,25 oraninda, PRSV 34 6rnekte %?21,25 oraninda
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belirlenmigtir. Test edilen oOrneklerde SqMV enfeksiyonu belirlenememistir.
Orneklerden11’i CMV, 24’ii WMV ve 3’ii ZYMV ile tek enfeksiyonlu olup, geriye

kalaninin ise birden ¢ok viriisle enfekteli oldugu saptanmustir [92].

Topkaya ve ark. (2014), Ankara ve Antalya’da kabakgil iiretim alanlarinda yapmis
olduklar1 ¢alismalarda DAS-ELISA ile ZYMV, CMV, WMV-2, CGMMV, PRSV-W ve
SgMV viriislerinin varligin1 belirlemislerdir. Ankara’da biitiin test edilen viriislerin
bulundugunu, buna karsin Antalya’da ZYMV, CMV ve WMV-2’nin yaygin oldugunu
bildirmislerdir.

Istanbul ilindeki karpuz iiretim alanlarinda 2014 yili iiretim doneminde gergeklestirilen
siirvey calismalarinda, verim kayiplarina neden olan viriis hastaliklarini saptamak
amactyla 344 yaprak Ornegi toplanmistir. Karpuz {retim alanlarinda karpuz
yapraklarinda sararma, nekroz, mozayik ve sekil bozuklugu simptomlar: gosteren
yapraklarda CMV, ZYMV hastaliklarini saptamak {izere DAS-ELISA testi
gerceklestirilmistir. Test edilen toplam 344 yaprak 6rneginden 13'tinde CMV, 20'sinde
ZYMV bulundugu saptanmis, 2 Ornekte CMV+ZYMV enfekteli olduklart tespit
edilmistir. DAS-ELISA testi sonucunda istanbul ilinden alman 344 adet yaprak
orneginin 35'inde tekli ve karisik enfeksiyonlar saptanmigtir. CMV’1 tekli enfeksiyon
halinde %3.7, ZYMV’i tekli enfeksiyon halinde %5.8, CMV ve ZYMV Kkarisik
enfeksiyonlar halinde %0.5 olarak belirlenmistir. Toplamda test edilen bitkilerde CMV
%4.3 oraninda ve ZYMV %6.9 oraninda infeksiyona sahip bulunmustur [94].

Tiirkiye’nin tiim cografi bolgelerinde yetistirilen onemli tiirlerden birisi olan C.
pepo(serezlik/sebze) Konya’da yiiriitilen bir ¢alismada ZYMV’ye karsi testlenerek
dayaniklilik gosteren genotiplerin sayisinin arttirilmasi hedeflenmistir. Caligmada 2005
yilinda Kirsehir, Kayseri, Sakarya, Tekirdag, Nevsehir ve Konya’dan toplanan
genotipler kullanilmistir. Yiiksek verimli, albenisi yiiksek ve kolay ¢itlanan 108 kabak
gesit veya genotipi toplanarak ZYMV’ye dayanaklilik bakimindan test edilmistir. Test
edilen kabak cesit adaylarinin hi¢ birisinin ZYMV enfeksiyonuna karsi tolerant,
dayanikli ya da immun olmadig test edilmistir. Test edilen iimitvar kabak bitkilerinin
timli, ZYMV Tiirkiye izolatina kars1 siddetli viral simptomlar sergilemistir. Tim
testlenen adaylarda hastalik siddetinin %60 ile %100 arasinda degisen araliklarda
farklilik gosterdigi tespit edilmistir [95].
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Tohum, en 6nemli generatif ¢ogaltim materyalidir. Beslenme amaciyla iiretilen bitkisel
tiriinlerin yaklasik %90’1min tohumla ¢ogaltilmasi, viriisleri de igeren tohum kaynakli
patojenlerin neden oldugu kayiplar, konunun oOnemini daha da artirmaktadir.
Uluslararasi tohum ticaretinin artmastyla, ¢ok sayida hastalik etmeni tohum ile diinya
capinda hizli bir sekilde yayilabilmektedir. Bitki viriislerinin yaklasik %20’sinin tohum
ile generasyondan generasyona tasiabilmesi, salgin olusumunda Onemli bir rol
oynayabilmektedir. Bu nedenle sagliklitohum, iiretimde ve virlis hastaliklar1 ile

miicadelede son derece 6nemlidir [96].

Enfekteli tohum muhtemelen viriislerin yayilmasinda en énemli kaynaklardan birisidir.
Tohumla yayilabilen viriisler ticari bitkisel iiretimi 6nemli derecede sinirlayan faktorler

arasinda yer alir [97].

Yukarida literatiirlerde de verildigi gibi ililkemizde kabakgillerde goriilen viriislerin
¢ogunlugu rapor edilmis durumdadir. Hastalik ve zararlilar ile en etkili yontemin
dayanikli/tolerant ¢esit/anaclarin gelistirilmesi ile miimkiin olacagi bir¢ok literatiide
bildirilmistir. Genetik dayaniklilik ile miicadele yontemi sadece ekonomik iiretim
saglamamakta ayn1 zamanda kimyasallarin kullanirmimi da azalttig1 icin siirdiiriilebilir
cevre ve tarimsal iiretime de katki saglamaktadir. Bu sebeple genetik kaynaklar
icerisinde bulunan dayaniklilik kaynaklarinin tespit edilerek kullanilir hale getirilmesi

Onem arzetmektedir.

Ulkemizde, su kabagi iizerinde yapilan ilk ¢alisma TUBITAK tarafindan desteklenen ve
Yetisir ve ark. (2006) tarafindan yiiriitiilen bir proje ¢er¢evesinde yiiriitiilmistiir (98).
Calismada, Akdeniz havzasindan (212) su kabagi genotipleri toplanmis vekarpuza
anacglik potansiyelleri tespit edilmistir. Su kabag1 genotipleri karpuz ile %80’in {lizerinde
uyusma gostermistir. Genotipler arasindan segilen 70 su kabaginda Fusarium
oxysporum f. sp. niveum’un bilinen ii¢ irkina (0, 1 ve 2) karsi testleme yapilmis ve
genotiplerin  hepsi dayaniklt bulunmustur. Yapilan nematod testinde, farkh
oranlardaolmakla birlikte test edilen biitiin genotiplerde nematottan kaynakli nodiil
olusumu tespit edilmistir. Devam eden siirecte yapilan ¢alismalarda {ilkemiz su kabagi
genetik kaynaklar1 toplama calismalar1 ve karakterizasyon caligmalari devam etmistir.
Nematod testlemeleri yapilmis, ancak test edilen genotiplerin hepsi (60 adet) duyarl

bulunmustur [99]. 2011-2014 yillar1 arasinda yapilan toplamalar ile koleksiyondaki
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genotip sayist 322’ye cikarilmistir. 322 genotip i¢inden segilen 160 genotipte tuz igin
tarama yapilmis 10 genotip belirlenmistir. Yukarida belirtildigi gibi viriis hastaliklar
kabakgillerde 6nemli verim ve kalite kayiplarina sebep olmaktadir. Hem sebze olarak
tiiketilen hem de farkl sekillerde kullanilan su kabaginin diger 6nemli kulanim alani ise
karpuza anag¢ olarak kullanilmasidir. Olumsuz kosullarda bile biiyiiyebilen ve farkli
kullanim alanlar1 olabilen su kabaginin viriislere dayanimimin tespit edilmesi ve
dayanikli bireylerin ortaya ¢ikarilmasi bitkisel tiretim ve 1slah agisindan énemli konular
arasindadir. Bu sebeple bu calismada, tilkemiz su kabagi genetik kaynaklarinin

ZYMV e kars1 testlenmesi amaglanmustir.



3. BOLUM

MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Cahisma Alani ve Calisma Materyali

Tez calismas1 Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Alata Bahge Kiiltiirleri Aragtirma
Enstitlisii’nde Mersin’in Erdemli il¢esinde gergeklestirilmistir (Sekil3.1).

~ 36°37’ Kve 34° 20’ — Rakim4 m COOSIC earth

Sekil 3.1. Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Mersin
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Tez caligmast iki agamali gerceklestirilmistir. Birinci asamada dogal bulagma ikinci
asama mekanik bulastirma olarak planlanmistir. Dogal bulagsmada amag¢ Alata Arastirma
Merkezi Arazilerde 6nceden kullanilan parsellerinde kurulan denemeler, bulasik bitki

varligl ve arazide ZYMV ’nin 6nceden yapilan denemelerde test edilmesidir.

Arazi c¢alismalarinda TUBITAK projeleri TOVAG 3216 ve TOVAG 1110117
kapsaminda toplanan 322 adet su kabagi genotipi icerisinden morfolojik 6zelliklerine
gore secilen 168 su kabagi genotipi kullanilmistir. Kullanilan genotipler Tablo 3’te
verilmistir. Arazi ¢alismalari i¢in tohumlar 15 Nisan 2015 tarihte 1:1 torf-perlit karisimi
iceren viyollere ekilmistir. 5 Mayis 2015 tarithinde ise iki gergek yaprak asamasinda
olan fideler her genotipten 10’ar bitki 3 x 0,5 m araliklar ile bulagtirma yapilmadan
araziye dikilmistir. Bitkiler damlama sulama sistemi ile bitki ve toprak gozlemlerine
bagl olarak sulanmistir. Dekara 10:10:10 (N:P:K) olacak sekilde fertigasyon yontemi
ile gilibreleme yapilmistir. Viriis simptomlar1 iiretim sezonu sonuna dogru gozlem
yapilarak tespit edilmistir. Mekanik bulastirma ¢alismalar1 serada yapilmistir. Serada
yapilan mekanik bulastirmada ise secilen 118 adet su kabagi genotipinin, 5 adeti
Amerika Bilesik Devletleri’nden dayanikli oldugu rapor edilen kontrol bitkisi olarak ve
Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii kabak gen havuzunda bulunan 5 adet
Cucurbita pepo(Otto-dayanikli, Z5 ve Z38-tolerant, Perlette ve Alata Yesili hassas)

materyal olarak calismada kullanilmistir.

Mekanik bulastirma calismasinda kullanilan ZYMYV izolati Adana Biyolojik Miicadele
Arastirma Istasyonu Miidiirliigii’ndentemin edilmis symptom vermemesi iizerine Alata
Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii arazisinde bulunan hastalikla bulasik
bitkilerden alinanan izolatlar ile ikinci bir bulastirma yapilmistir. Bulastirma yapildig:
zamandaki Mersin’deki meteorolojik veriler son 5 yillik olarak géz Oniine alinarak

planlamalar yapilmstir.
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80

=EMART ®NISAN ®=MAYIS ®HAZIRAN =TEMMUZ

Sekil 3.2. Deneme alaninin Mart-Temmuz aylarindaki son 5 yillik sicaklik ve nem

verileri
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan su kabagi genotiplerinin kodlari, mensei ve kendileme

generasyonlari

E‘;a Genotip No Alindig yer Glfe?]rlzcrj'!g%iu
1 47745 Yavuzeli Gaziantep (Ege Tarimsal Arastirma Aracilig ile) S5
2* 47765 Yavuzeli Gaziantep (Ege Tarimsal Aragtirma Araciligi ile) S4
3 01-02 Camlica Koyii Yiiregir- Adana S5
4 01-18 Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri

Bolimii-Adana S5
5 01-17 Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri

Bolimii-Adana S5
6* 03-01 Seyidler -Iscehisar -Afyonkarahisar S3
7 07-03 Mescit Koyii Alanya-Antalya S2
8 07-10 Gozikiigiiklii Koyii Alanya--Antalya S4
9 07-15 Mahmutlar Alanya-Antalya S5
10* 07-17 Payallar Alanya-Antalya S4
11* 07-20 Afsallar Alanya-Antalya S4
12 07-25 Payallar Alanya -Antalya S4
13 07-31 Karakese Alanya -Antalya S3
14* | 07-42 Sahin tepesi Kumluca -Antalya S4
15* 07-47 Camkoy Pinarli Beldesi -Antalya S4
16* 08-01 Hizarli Koyii -Artvin S3
17* 08-02 Tepekoy- Savsat -Artvin S3
18 09-01 Horsunlu girisi -Aydin S4
19* 09-03 Hallaglar koyii -Aydin S4
20 10-01 Gonen- Balikesir S4
21* | 15-01 Merkez -Zeki BUYUKSOLAK- Burdur S3
22* 16-04 Mustafa Kemal Pasa Dogaci-Bursa S3
23* | 16-09 Iznik Camoluk-Bursa S3
24* 17-02 Can-Canakkale S3
25 19-02 Iskilip Merkez -Mustafa KARTAL-Corum S3
26 20-01 Biiyiik karci koyii (Kahveci)-Denizli S5
27* 20-05 Tavas (merkez) - Denizli S4
28* 21-01 Lice Merkez-Diyarbakir S3
29* 22-01 Hafsa - Necatiye Koyu-Edirne S3
30 23-04 Yurtbas1 kdyii-Elazig S3
31* 27-03 Yesilova Koy, Nurdagi-Gaziantep S4
32 27-07 Oguzeli Merkez -Gaziantep S3
33 27-11 Yamagoba Koyii Cemalettin Cam-Gaziantep S3
34* 27-13 Merkez Eski Et Hali-Gaziantep S3
35* 27-14 Merkez Fistik Arastirma Enstitiisii Bahgesi-Gaziantep S3
36 28-01 Sagca Koyli-Giresun S3
37* 28-04 Yaglidere- Koglu Koyii-Giresun S3
38* 31-15 Topbogazi-Kirikhan Hatay S3
39* 31-18 Aktepe-Hatay S4
40* 31-37 Kuyuluk Erzin-Hatay S4
a1 32.01 I:spartfl.- Merkez Kiiciik Gokeeli Kasabasi - Onder

Ondegirmen sS4
42* 33-01 Elvanli Koyii Erdemli-Mersin S3
43 33-02 Karakaya Koyii Silifke - Mersin S5
44* 33-03 Keben Koyii Silifke - Mersin S4
45 33-04 Akkuyu Koyii Erdemli - Mersin S4
46* 33-07 Elvanli Koyii Erdemli - Mersin S5
47* 33-11 Horamgali Koyii Erdemli - Mersin S4
48* 33-13 Pinarbagi Ko6yii Erdemli - Mersin S4
49* 33-15 Kizkalesi Silifke - Mersin S6
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ﬁll;a Genotip No Ahndig1 yer Giﬁ:g;;/rgﬁu
50 33-18 Elvanli Koyii Erdemli - Mersin S4
51* 33-23 Fakili K6yii Erdemli - Mersin S4
52* 33-25 Ulupinar Koyii Giilnar - Mersin S4
53 33-26 Keben Koyii Silifke - Mersin S4
54* 33-27 Degirmendere Silifke - Mersin S4
55 33-29 Ulupinar Koyii Giilnar - Mersin S4
56 33-40 Elvanli Koyii Erdemli - Mersin S4
57* 33-42 Fatih Mh. Erdemli - Mersin S4
58* 33-49 Anamur —Mersin S4
59* | 33-50 Tarsus merkez-Mersin S3
60* 34-02 Pendik -Kurtkdy-Istanbul S3
61 34-03 Pendik - Kurtkdy -Istanbul S3
62* 34-04 Pendik - Kurtkdy -Istanbul S3
63* | 35-05 Sirince- Gélgen OZTEKIN-Izmir S3
64* | 35-06 Sirince -Goélgen OZTEKIN-Izmir S3
65* | 35-10 Sirince-Golgen OZTEKIN -Izmir S3
66 37-03 Kastamonu S3
67 38-02 Merkez Cirkalan Koyii-Kayseri S3
68 38-06 Merkez Dalyan Balik¢isi-Kayseri S3
69 38-07 Kocasir.lan Ilgesi Diiven Kasabas1 Bahri Degirmencioglu- S3
Kayseri
70* 39-01 Babaeski- Haznedar Giilce YILMAZ-Kiriklareli S3
71* | 42-05 Konya -Merkez -Onder Tiirkmen S3
72* 42-06 Konya- Hadim- Bolat S3
73* 42-09 Eregli Merkez Sebzehali-Konya S3
74* 42-01 Hadim-Yukariagil-Konya S3
75 43-02 Simav- Merkez-Kiitahya S3
76 43-04 Simav- Merkez-Kiitahya S3
77 43-06 Simav- Merkez-Kiitahya S3
78 45-01 BagyoluKoyii Erdal ATICI-Manisa S3
79* | 45-02 BagyoluKoyii Erdal ATICI-Manisa S3
80 45-03 BagyoluKoyii Erdal ATICI-Manisa S3
81* 45-04 BagyoluKoyii Erdal ATICI-Manisa S3
82* 45-07 Kiran Ciftligi -Manisa S3
83 46-14 Jandarmali -Kahramanmarasg S3
84* 46-17 Kayseri girisi 10 km-Kahramanmaras S3
85* 47-02 Nusaybin Merkez- Nurs Lokman Hekim-Mardin S3
86 47-03 Mardin Midyat aras1 Yesilli-Mardin S3
87 47-04 Midyat- Kayali Koyii ismat YILDIZ-Mardin S3
88* | 48-07 Kemer, Fethiye-Mugla S3
89* 48-06 Saklikent, Fethiye-Mugla S3
90* 48-09 Ortaca, Mugla S3
91 48-11 Yesilyurt-Mugla S3
92 48-13 Yesilyurt-Mugla S3
93* 50-01 Orta Hisar Necati Oyman-Nevsehir S3
94* 50-04 Orta Hisar Urgiip Necati OYMAN-Nevsehir S3
95* 51-01 Bor Manastir Mevkii-Nigde S3
96 53-02 Irmak Yeni Kéy-Rize S3
97* 54-01 Geyve -Adapazari S3
98* 55-01 Karadeniz Tarimsal Aragtirma-Samsun S5
99* 55-02 Karadeniz Tarimsal Aragtirma-Samsun S4
100 55-03 Merkez -Samsun S3
101* | 55-06 Tekkekody-Sartyurt-Samsun S3
102 56-01 Pervari- Dogan Koyii Bedir ATAN -Siirt S3
103* | 57-01 Gerze Mahmuttir1 Koyii - Sinop S3
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i‘l;a Genotip No Alindig: yer Gléﬁggailsi/rgr?u
104* | 59-03 Merkez- Altinova Senay BECERIKLi-Tekirdag S3
105 59-05 Merkez- Ahmet AKCAM -Tekirdag S3
106 59-07 Altinova- Senay BECERIKLI -Tekirdag- S3
107 59-11 Merkez- Banarli- Hamit AKDEMIR-Tekirdag- S3
108 60-02 Biiyiik Yildiz Koyii-Tokat S3
109 60-04 Niksar Gokgeli Kasabasi-Tokat S3
110* | 60-06 Bahge Bagi-Tokat S3
111* | 61-11 Merkez Sultantepe Koyii-Sanliurfa S3
112 62-03 Merkez Gedikli Kéyii Dursun Oztiirk-Tunceli S3
113 63-04 Merkez Camlidere Kdyii-Sanlurfa S3
114* | 63-05 Siverek Mezre Koyii-Sanliurfa S3
115 63-11 Merkez Sultantepe Kdyii -Sanliurfa S3
116 63-12 Birecik Karabag Koyii-Sanliurfa S3
117 63-13 Yeni Halfeti Seldek Mahallesi Ase Teyze-Sanliurfa S3
118 64-07 Kizilca sogiit- Banas Usak S3
119* | 64-08 Kizilca sogiit- Banas Usak S3
120* | 66-02 Bogazliyan-Devecipinar-Yo0zgat S3
121 66-03 Bogazliyan Devecipinar-Yo0zgat S3
122* | 70-07 Narlidere-Koyii Karaman S3
123 | 72-01 Gergiis Merkez Ozler Koyii-Batman S3
124 73-03 Sirnak - Nebahat SARI S3
125 73-05 Cizre -Kasrin Bogazi-Sirnak S3
126* | 77-01 Merkez- Elmalik- Yalova S3
127 79-03 Erbeyli- Sazgin Koyii-Kilis S3
128* | 80-01 Dogancilar Koyii, Kadirli - Osmaniye S4
129* | 80-02 Akarcali Koyii, Kadirli- Osmaniye S4
130* | 80-04 Dereli Koyii, Osmaniye S5
131 | NJR-01 Nijerya (Osman GULSEN) S3
132* | PI-1 Hindistan - (NarinderDhlion) S3
133 P1-3 Hindistan - (NarinderDhlion) S3
134* | PI-4 Hindistan - (NarinderDhlion) S3
135 P1-6 Hindistan - (NarinderDhlion) S3
136 P1-8 Hindistan - (NarinderDhlion) S3
137* | TR-12 ETAE Elvanli K6yii, Erdemli- Mersin S4
138 TR-13 ETAE Kizkalesi, Silifke-Mersin S4
139* | TR-22 ETAE Fidanli Koy, Samandag- Hatay S4
140 | TR-28 ETAE Aktepe- Hatay sS4
141* | TR-29 ETAE Soguksu Koyii, Kirikhan- Hatay S4
142* | TR-32 ETAE Komiirgukuru, Belen- Hatay S4
143 TR-37 ETAE Soguksu Koyii, Kirikhan- Hatay S4
144* | TR-38 ETAE Ekinciler Beldesi- Hatay S4
145 TR-44 ETAE Erzin Merkez- Hatay S4
146* | TR-50 ETAE Yoncadiizii Kdyii, Erzin-Hatay S4
147* | US-1 PI 500814 (USDA kanali ile) Zambia S3
148* | US-04 PI 534553 (USDA kanali ile) Suriye S3
149* | US-09 P1 458736 (USDA kanali ile) Arjantin S3
150* | US-10 PI 381822 (USDA kanali ile) Hindistan S3
151* | US-11 PI 642043 (USDA kanali ile)ABD S3
152* | US-13 PI 491334 (USDA kanali ile ) Zimbabve S3
153* | US-17 PI 381846 (USDA kanali ile) Hindistan S3
154* | US-18 PI 379367 (USDA kanali ile) Sirbistan S3
155* | US-19 PI 470260 (USDA Kanali ile) Endonezya S3
156* | US-21 PI 368640 (USDA kanali ile ) Sirbistan S3
157* | US-22 PI 287534 (USDA kanali ile) Italya S3
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Sira . < Kendileme
No Genotip No Alindig: yer Generasyonu
158* | USA-23 PI 442368 (USDA kanali ile) Meksika S3
159 VIR-1210 Senpetersburg Gen Bankasi Rusya S4
160* | VIR-1247 Senpetersburg Gen Bankasi Rusya S4
161** | USA-05 USA’dan getirilen dayanikli genotip S2
162** | USA-20 Alata Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitiisii S2
163** | OTTO(C.pepo) | Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii
164** | Z-38(C.pepo) Alata Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitiisii
165** | Z-5(C.pepo) Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisti
166** E::)RLETTE(C'pe Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii
167** | P1-381831 USA
ALATA . .

. s -

168 YESILI(C.pepo) Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii

* Arazi ve serada ortak kullanilan genotipler
** Serada olup arazide olmayangenotipler

Mekanik bulastirmada kullanilan genotiplerin tohumlar1 16 Nisan 2015 tarihinde Alata

Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitlisii Miidiirliigii seralarinda 2:1 (torf:perlit) karisimi ile

viyollere ekilmistir (Sekil 3.3). 27 Nisan 2015 tarihinde ¢ikislar1 gerceklesen ve 2-3

gercek yaprak asamasina gelen fideler 5 kontrol, 5 testlenecek bitki olacak sekilde 1

litrelik saksilara dikilmistir ( toplam 118x10=1180 saks1) (Sekil 3.3-4).

Sekil 3.3. Tohumlarin viyollere ekilmesi ve fide {liretimi
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Sekil 3.4. Ortam hazirlig: ve fidelerin saksilara dikilmesi.

3.1.2. Mekanik inokulasyon Calismasinda Kullanilan Materyaller

Inokulasyonda kullanilan ZYMV kuvvetli viriilentirk izolatlar1 Adana Biyolojik
Miicadele Arastirma Istasyonu Miidiirliigii'nden liyofilize olarak temin edilmistir
(ZYMV AD). Virlis izolati hassas olan Sedyen F1 ¢esidine inokule edilerek
cogaltilmigtir. Calismada test edilen genotiplerin yaninda hassas kontrol olarak Perlette
ve Alata Yesili (C. pepo), dayanikli kontrol olarak da OttoFlgesidi (C. pepo) ve
P1381831 genotipi (L. siceraria) kullanilmistir.

3.2.Metot
3.2.1.Viriisiin Mekanik inokulasyonla Bulastiriimasi

Genotiplerin tohumlar1 ekildikten sonra ¢imlenen bitkilerin ilk iki ger¢ek yapraginin
ciktig1 donemde kotiledon yapraga viriis izolatt mekanik inokulasyon yontemi ile
bulastirilmistir. Test edilen her genotip igin 10 bitki (5 bulastirilmis ve 5 kontrol olarak)
kullanilmistir. inokiilum hazirlamada 1 gr taze bitki inokulum kaynagi 10 ml tampon

cozelti olacak sekilde steril havanda fosfat tampon ¢ozeltisi (%1 Ky;HPO4, %0,1
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Na,SO3, %0,01 Mercapto ethanol pH:7.5) igerisinde ekstrakte edilmistir [103].(Sekil
3.5). Inokulasyon 05 Mayis 2015 tarinde yapilmustir.

Sekil 3.5.Viriis izolatinin hazirlanmasi

Daha sonra 10 cm capindaki saksilarda steril torf icinde 10 tekerriirlii olarak yetistirilen
genotipleri kotiledon yapragina 500 meshlikkarborandum tozu piuskirtiilerek tek
kullanimlik plastik eldiven kullanilmis ve “Softspongypad" (yumusak siinger) yontemi
kullanarak bulastirma Sekil 3.6’te goriildiigi gibi yapilmistir [100].
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Sekil 3.6. Mekanik inokulasyonun yapilis sekli

Calismada kullanilan su kabagi genotiplerinin virlis inokulasyonu yapildiktan sonra
bitkilerin gosterdigi simptomlar hassas kontrolde simptomlarin gozlemlenmesi ile
birlikte 21 giin boyunca goézlemlenmistir ve olusan simptom tipleri kayit edilmistir.
Inokulasyon sonrasi sistemik enfeksiyon gosteren gesitler 0-9 (Sekil 3.7) skalasina gore
degerlendirilmis 2 ve yukar1 deger alanlar hassas (S), sistemik enfeksiyon gostermeyen
0 ve 1 skala degeri alan genotiplerise dayanikli (R) olarak kabul edilmistir.

*Virlis simptomlarinin siddetinin belirlenmesinde asagida gosterilen 0-9 skalasi
kullanilmistir [58];

0. Herhangi bir belirti gelisiminin olmadig1 bitkiler

1. Yaprak damarlarinda ¢ok hafif sekilde acilma gdsteren bitkiler

2. Yapraklarinda ¢ok hafif mozayik belirtisi gosteren bitkiler

3. Yapraklarinda damar acilmasi yaninda orta derecede mozayik gosteren bitkiler

4. Yapraklarinda orta siddetli mozayik ve sararmalar gdsteren bitkiler

5. Yapraklarinda siddetli mozayik belirtileri ve bitki boyunda kisalma gosteren bitkiler
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6. Yapraklarinda siddetli mozayik ve hafif deformasyonlar ile bitki boyunda kisalma
gosteren bitkiler

7. Yapraklarda siddetli mozayik, beneklenme, bitki boyunda orta derecede kisalma ve
yapraklarinda orta siddette deformasyon gosteren bitkiler

8. Yapraklarda c¢ok siddetli mozayik ile ipliklesme ve meyvelerde orta siddette
deformasyonlarin olustugu bitkiler

9. Siddetli bodurlasma, meyvelerde siddetli deformasyon ve yapraklarin ¢ok kiiciilerek

incelip ipliklesme ve genel anlamda sarilik gdsteren bitkiler (Sekil 3.6).

Sekil 3.7. ZYMV i¢in kullanilan 0-9 skalas1 ve simptomlar.
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3.2.2. DAS-ELISA Testi

Viriisle bulagik bitkilerden alinan yaprak orneklerinde viriislerin tespiti igin DAS-

ELISA ve RT-PCR yontemleri kullanilmistir.

DAS-ELISA testinin uygulamasinda izlenen basamaklar:

a. Kaplama tamponu ile firmanin 6nerdigi optimum konsantrasyona gore sulandirilmis
v-globulinden DAS-ELISA platenin her bir gukuruna 100ul konmus ve plate tizeri
kapatilarak 37 °C’ de 4 saat inkiibe edilmistir.

b. Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile tiim ¢ukurlar icer kez yikanmistir. Yikama
isleminde, yikama tamponu li¢ dakika siireyle cukurlarda bekletilmis ve ters
gevrilerek plate bosaltildiktan sonra kagit havlu {izerine vurularak Kkurumasi
saglanmistir.

C. Her 6rnek i¢in birer cukura 100pl 6rnek tamponu ile hazirlanmis 6rneklerden konmus
ve platenin lizeri kapatilip +4 °C’ de gece boyunca inkiibe edilmistir.

d.Inkiibasyondan sonra plateler yikama tamponu ile yukaridaki sekilde tekrar
yikanmistir.

e. Konjugate tamponu ile firmanin 6nerdigi optimum konsantrasyona gore sulandirilmis
konjugate dan her bir ¢ukura 100ul konmus ve plate 37 °C’ de 4 saat inkiibasyona
birakilmstir.

f. Inkiibasyondan sonra plateler yukarida belirtildigi sekilde tekrar yikanmugtir.

g.Substrat  tamponunda  taze  olarak  hazirlanmig  substrattan = (Img/ml
pnitrophenylphosphate) her bir ¢ukura 100ul konmus ve 30- 60 dk veya gerekli
gorildiiglinde daha uzun siire oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir.

h. Inkiibasyon siiresi sonunda, gerekli oldugu durumlarda reaksiyonu durdurmak igin
her bir ¢ukura 50ul 3M NaOH ilave edilmistir.

I. Absorbans olgiimleri Medispec ESR 200 marka ELISA okuyucusu ile 405nm dalga
boyunda yapilmistir. Pozitif sonu¢ veren ornekler test bitkilerine periyodik olarak
asilanmis ve bitkilerde simptomlar gozlenmistir. Testlerde saglikli bitki, negatif
kontrol, pozitif kontrol ve tampon ¢dzelti kontrol kullanilmistir. Saglikli kontrol igin
405nm de elde edilen absorbans degerinin en az iki kati ve daha fazla absorbans

degeri veren ornekler pozitif olarak kabul edilmistir [101].
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3.2.3.RT-PCRTesti
3.2.3.1.Molekiiler Cahismalarda Kullamlan Materyal

ZYMV’nin molekiiler tanis1 amaciyla, RT-PCR yontemi uygulanmistir. RT-PCR
calismalarinda, ZYMV ile bulasik kabak bitkilerinden elde edilen totalniikleik asit
preparasyonlari materyal olarak kullaniimastir.

RT-PCR islemleri, Moloney Murine Leukaemia Virus’den olusan reversetranscriptase
(MMLV-RT, 200U/ul, Fermentas, EP0441) enzimi ve reversetranscriptase reaksiyon
tampon c¢ozeltisi, Taq polymerase enzimi (Termostabil DNApolymerase enzyme, 5U/
ul, Fermentas, EP0401) ve reaksiyon tampon ¢ozeltisi, ANTP set (AATP, dGTP, dCTP,
dTTP, 25mM, Promega), MgCl,, buffer, RNAse inhibitor (40U/ul Fermentas, EO0311),
Bench Top 1 kb DNA Laddermarker (Promega), ¢esitli tampon ¢ozeltiler ve saf su, ile
Tablo 4’ de verilen IONTEK Firmasi’ndan temin edilen ZYMV ye spesifik primerler
(10mM) kullanilarak yapilmigtir. Viriis genomu iizerindeki hedef bolgelerin
cogaltilmasi islemi igin gerekli sicakliklar, TECHNO GENIUS marka termocyle cihazi
kullanilarak saglanmistir. Calismada kullanilan vriise spesifik primerler Toblo 3.2°de

verilmistir.

Tablo 3.2. RT-PCR Calismalarinda kullanilan viriise spesifik primer ¢iftleri ve

sentezlenen bolgenin, molekiiler bliyiikligi

Primer Dizi Bant biiyiikliigii (b¢)
ZYMVF ATGCTCCAATCAGGCACYC 791

ZYMVR GTGTGCCGTTCAGTGTCTTC

CVYVF* AGCTAGCGCGTATGGGGTGAC 450

CVYVR GCGCCGCAAGTGCAAATAAAT

CGMMVF* TTGCGTTTAGTGCTTCTTATGT 440

CGMMVR* GAGGTGGTAGCCTCTGACCAGA

CABYVF GAATACGGTCGCGGCTAGAAATC 600
CABYVR CTATTTCGGGTTCTGGACCTGGC

CYSDVF AGTGACATGCCTAACTGTTACTT 364
CYSDVR ATAGCTGCTGCAGATGGTTC

MNSVF CTCCATAAGCGCCAAGCAACC 485
MNSVR AGCGGGGGAAAACAGAAGAA

R=AveG:Y=CveT:B=C,GveT;D=A,GveT:N=A,CGveT




37

3.2.3.2. Agaroz Jel Elektroforez Calismalarinda Kullanilan Materyal

Agaroz jel elektroforez ¢alismalarinda, total niikleik asit ekstraksiyonu islemi sonunda
elde edilen total RNA’lar ve RT-PCR c¢alismalarinda elde edilen PCR firiinleri ile RFLP
calismalari sonunda kesim yapilmis PCR f{irlinleri materyal olarak kullanilmstir.
Agaroz jel elektroforez isleminde, agaroz, tampon ¢ozeltiler, BIORAD marka Mini Sub.
DNA Cell Elektroforez cihazi ve gii¢ kaynagi, UVP Ultraviolet Transilluminator marka
UV 1sik kaynagi, poloraid film ve poloraid Gel Cam markafotograf makinesinden

yararlanilmistir.
3.2.3.3. RT-PCR ile Tohumla Tasinim Testleri

Reverse Transcriptase (RT) enzimi yardimi ile cDNA’lar elde edilmis ve daha sonra bu
cDNA’lar PCR islemiyle ¢ogaltilmistir (RT-PCR).

RT-PCR islemi, Finetti-Sialer ve ark. (1999)’nin bildirdigi yontem modifiye edilerek
asagidaki sekilde yiiriitiilmiistiir. Iki asamada yapilan RT-PCR yénteminde I. asamada;
RT (Reversetranscription) islemi ile cDNA'lar elde edilmis, 1l. asamada ise, bu cDNA'

lar kullanilarak PCR islemi yapilmistir [102].

I. RT asamasinda; her PCR tiipiine, elde edilmis total RNA’dan 3ul konulmus ve
tizerine 2ul reverse primer ve 10ul ddH,O ilave edilerek 95°C'de 3 dakika
bekletilmistir. Daha sonra tiipler buz {izerine alinmis ve bu PCR tiiplerine, 3,6ul saf su,
5ul RT tampon ¢ozeltisi 250mM Tris- HCI (pH 8,3), 250m MKCI, 20mM MgC1,, 50
mM DTI), 1ul ANTP (10mM), 0,3ul RNAse ve 0.1ul RT enzim ilave edilerek, 42 °C'
de 60 dakika inkiibe edilmistir. Sonugta, cDNA sentezi gerceklestirilmistir.

Il. PCR asamasinda ise, ayr1 bir PCR tiipiine, yukaridaki islemlerden elde edilen
cDNA'dan 10ul konulmus, tizerine 26,5ul saf su, Sul 10X PCR tampon ¢ozeltisi (100
mM) Tris- HCI (pH 8,8),500mM KCI, % 0,8 Nonidet P40), 3ul MgCl, (25mM), 2ul
dNTP (10 mM), 0,5ul Tag DNA polymerase, 2l forward primer ve 1ul reverse primer

ilave edilmistir.

Daha sonra tiipler; dengede ve sorun ¢ikarmayacak sekilde ayarlanmig termocycler'a
yerlestirilerek PCR asamasi tamamlanmistir. RT-PCR ¢alismalarinin sonuglari, agaroz

jel elektroforez yontemi kullanilarak gozlenmistir. RT-PCR ydnteminin I. asamasinda
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tiip icerisindeki karigimin toplam hacmi 25ul, Il. asamasindaki toplam hacim ise, 50ul

olacak sekilde hesaplanarak hazirlanmistir. Calismada kullanilan farkl: sicakliklar ve

bunlarin neden kullanildiklar: asagida verilmistir.

a. 42 °C’ de 1 saat; Amplifikasyonu yapilacak olan ZYMV-AD’nin RNA’sindan

komplementer DNA (cDNA) elde etmek amaciyla kullanilmistir. 42 °C MMLV
reverse transcriptase enziminin ¢alisma sicakligidir.

. 94 °C’ de 4 dakika; Viriisin RNA’sina komplementer olarak elde edilmis olan
cDNA’y1 virlise ait olan RNA’dan ayirmak amaciyla ayarlanmistir. Cift iplikli
niikleik asitteki zincirler 94 °C’ de birbirinden ayrilmaktadir. PCR asamasinda
bucDNA ¢ogaltilacaktir.

. 94 °C’ de 30 saniye; Amplifikasyonda b’deki programin calistirilmasi sirasinda
birbirinden ayrilmayan RNA ve cDNA’larin ayrilmas: ve daha sonra olusacak cift
ipliklerin stirekli birbirinden ayrilmasi i¢in ayarlanmstir.

. 52 °C’ de 1 dakika; Kullanilan primerlerdeki G, C, A ve T baz miktarlar1 goz
Oniinde bulundurularak Tm=(G+C)x4+(A+T)x2 formiilii

(Tm=meltingtemperature=erime 1s1S1) ile ayarlanmistir ve bu sicakliktan 5 °C asagisi

kullaniimastur.

Bu programdaki sicaklik seviyesi; primerlerin, ¢ogaltilmas: olacak sekilde ayarlanmis

termocycler'a yerlestirilerek PCR asamasi tamamlanmistir. RT-PCR ¢alismalarinin

sonuglari, agaroz jel elektroforez yontemi kullanilarak goriintiilenmistir. ELISA ve RT-

PCR testinde testlenen viriisler Tablo 3.3’de verilmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. ELISA ve RT-PCR testinde testlenen viriis ve testlenme yontemi

Viriisismi TestlemeYontemi
Cucumber mosaic viriis (CMV) ELISA
Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) ELISA
Watermelon mosaic virus (WMV) ELISA
Squash mosaic virus (SgqMV), ELISA
Papaya ringspot virus (PRSV) ELISA
Cucumber vein yellowing virus(CVYV) RT-PCR
Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMYV) RT-PCR
Cucurbit aphid-borne yellows virus (CABYV) RT-PCR
Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV) RT-PCR
Melon necrotic spot virus (MNSV) RT-PCR



http://pvo.bio-mirror.cn/descr272.htm
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3.2.3.4. RT-PCR’da Tohumla Tasimim

RT-PCR’da tohumla tasinimu test etmek amaci ile kullanilan genotiplerin (Tablo3.4)
tohumlar 5’er tane olarak 19.04.2016 tarihinde ekilmistir. Kotiledeon ve gergek
yapraklardan, tohum kabugundan ve embriyodan toplam niikleik asit ekstraksiyon
islemleri 2016 Nisan ve Mayis aylarinda yapilmistir. cDNA ve PCR asamalari ise
yukarida ifade edildigi gibi yapilmistir [102].

Tablo3.4. RT-PCR’da tohumla taginimi testlemek i¢in kullanilan genotipler

Gercek yaprak Kabuk Kotiledon yaprak Embriyo
Dayanikh Hassas Dayanikh Dayanikh Hassas Dayamkh Hassas
63-12 77-01 63-12 63-05 31-37 63-12 77-01
USA-21 54-01 USA-21 47-02 80-04 USA-21 54-01
TR-38 55-06 07-47 55-06
USA-23 07-45 16-04 07-45
09-03 27-13 09-03
20-05 TR-32 20-05
33-50 33-50
31-37 31-37
80-04 80-04
07-47 07-47
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Sekil 3.8. ZYMV’nin tohumla tasmimiin testlenmesinde toplam niikleik asit
ekstraksiyonu



4. BOLUM

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Dogal Bulasma Sonuglari

Arazi ¢alismalarinda kullanilan genotiplerin hastalik belirtileri 22.07.2015 tarihinde
yapilan gozlemlere gore skalave hassasiyet degerlendirilmeleri yapilarak sonuglar
alinmigtir. Tablo 4.1°de goriildiigi gibi 3 yerli( 47-02, 63-12, 63-04) ve 2 tane (USA-23
ve US-10)de ABD’den temin edilen genotipte virlis simptomu gézlemlenmemistir. Su
kabag1 genotiplerinden 90 tanesinde diisiik seviyede simptom goriiliirken, 67 tanesinde
siddetli simptomlar gorilmiistiir. Bu gozlemler sonucunda 5 genotip dayanikli, 90
genotip kismen tolerant ve 67 genotip ise duyarli olarak tespit edilmistir. NJ-
01(Nijerya), US-5(USA Dayanikli genotip), 61-11(Urfa), 64-07(Usak), Z-38(C. pepo),
Z-5(C. pepo) genotiplerinde bitkiler farkli sebeplerden (diger hastaliklar) dolay1 6ldiigii

icin gozlem yapilamamustir.

Arazide yapilan dogal bulagsmadaskala degerlendirmesinde 0 skalasinda 5, 1-2
skalasinda 12, 2 skalasinda 20, 3 skalasinda 14, 4 skalasinda 9, 5 skalasinda 11, 6
skalasinda 9, 7 skalasinda 11, 8 skalasinda 9, 9 skalasinda 3 genotip yer almistir.



Tablo 4.1.Arazideki genotiplerin gézlem sonuglari
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33-13 01-17  80-04 27-07
07-31 27-13 TR-22 33-11
US-19 46-14  42-06 20-01
07-31 62-03 P1-3 59-03
51-01 PI1 23-04 33-02
33-03 PI-381331

Dayamkh (0 Skala) Tolerant (1-2 Skala) Duyarh (3-9 Skala)

47-02 * TR-29 56-01 10-01 35-10 | 35-05 TR-12 Us2l1  34-04

63-12* 70-07 54-01 27-14 55-06 | 42-05 31-15 48-09 38-07

63-04 US-17 55-01 US-13  TR-32 | PI-6 43-04 53-02  72-01

USA-23* 27-03 07-10 45-02 46-17 | 33-23 59-05 33-26  45-07

USA-10* 21-01 20-02 38-06 USs-18 | 01-02 63-11 TR-28 50-04
31-18 73-03 48-11 46-15 | 31-37 45-01 35-05  66-02
38-02 07-31 07-25 US-20 | 63-05 42-01 42-09  07-17
48-13 63-13 47765 PI-8 33-01 20-05 80-01 32-01
39-01 07-03 45-04 33-04 | 33-27 33-50 28-01 64-08
34-03 16-09 09-01 27-11 | 34-02 60-04 VIR-1247330
33-29 43-06 07-15 59-11 | 08-01 45-03 79-03 47-04
US-4 VIR-1210 55-02 33-49 | 50-01 33-15 09-03  US-11
43-02 73-05 22-01 60-02 | 33-18 48-06 66-03  80-02
TR-37 59-07 47-03 55-03 | US-1 TR-44 47745 33-04
Pl-4 17-02  33-07 19-02 | US-9 us-22 37-03 TR-38
15-01 33-40 07-47 48-07 | 33-42 TR-50 28-04 08-02
33-25 35-06 03-01 57-01 | TR-13 60-06 77-01

Dogal bulasma sonrasinda simptom belirtisine (Sekil 3.7), skala degerlerine gore

cekilen resimler asagida verilmistir (Sekil4.1-7).
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25-05, skala 8-9

Sekil 4.1.Siddetli bodurlagsma, yapraklarin kiiciilerek incelip ipliklesmesi ve genel
sarilik

¥

/\ 2

45-09, skala 6-7

Sekil 4.2.Yapraklarda siddetli mozayik, beneklenme ve bitki boyunda kisalma
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. 60-06, skala 8-9

Sekil 4.4. Siddetli bodurlagsma, yapraklarin ¢ok kiigiilerek incelip ipliklesmesi ve genel
sarilik
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Sekil 4.5.Yapraklarinda siddetli mozayik belirtileri ve bitki boyunda kisalma belirtisi
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Sekil 4.6. Siddetli bodurlasma, yapraklarin ¢ok kiiglilerek incelip ipliklesme ve genel
sarilik
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rTR-SO, skala 8

Sekil 4.7.Yapraklarinda siddetli mozayik, beneklenme ve genel sararma

Sekil 4.8. Dogal bulasmada herhangi bir belirti géstermeyen genotip (47-02)



47

Sekil 4.9. Dogal bulasmada herhangi bir belirti géstermeyen bir genotip (10-01)

4.2. Mekanik Bulastirma Sonuclari

Mekanik bulagtirma yapilan bitkilerde ilk gozlem 22.05.2015 tarihinde yapilmistir.
Ancak simptomlar yeterince belirgin olmadigl icin haziran temmuz aylarinda da
gozlemler yapilarak sonuglar alinmistir. Farkli sebeplerden dolayr USA-11, 46-17, 16-
04, 07-23, 62-03 ve 45-04 genotiplerinde virlisten kaynaklan belirtilen olusmadan
bitkilerde dliimler olmus ve gozlem yapilamamistir. Dort genotip (63-05, 66-02, 07-42
ve USA23) dayanikli bulunurken, 25 genotip tolerant (1-2 skala degeri), 83 genotip ise
duyarli bulunmustur (Tablo 8). Siddettli simptom gosteren bazi genotiplere ait resimler
4.8-11’de verilmistir. Mekanik bulastirmada ise 6 genotip 0, 7 genotip 1, 21 genotip 2,
27 genotip 3, 18 genotip 4, 3 genotip 5, 9 genotip 6, 3 genotip 7, 5 genotip 8 ve 3
genotip 9 skala degeri almistir(Tablo 8).



Tablo 4.2. Mekanik inokulasyon sonuglari

Dayamikh (0 Skala) Tolerant (1-2 Skala) Duyarh (3-9 Skala)
63-05* P1-381831 USA-17 |USA-4 USA-19 USA-9 USA-18
66-02 * USA-21 USA-1 |USA-11  USA-13  07-03 39-01
07-42* 48-09 43-06 55-02 33-49 22-01 33-23
USA-23* 80-02 16-04 27-14 45-07 55-06 77-01
USA-5 57-01 33-42 51-01 27-03 TR-29
33-03 USA-20 |20-01 42-05 34-04 31-15
Z-38 33-42 59-03 60-06 07-20 08-02
Z-5 Pl 4 45-02 28-04 55-01 35-10
USA-22 PI-1 TR-12 TR-50 31-18 61-11
21-03 TR-38 TR-32 23-04 35-06 77-07
15-01 09-03 35-05 54-01 48-07 42-10
USA-17 31-37 20-05 07-47 08-01 03-01
USA-10 80-01 51-07 63-12 33-25
33-27 80-04 09-03 48-06
34-02 33-11 33-13 42-06
07-45 27-13 66-03 TR-22
50-01 33-15 33-01 07-17
*iki bulastirmadada 64-08 07-25 50-04 42-09
ortak sonug veren 42-01 17-02 33-50 33-07
genotipler 16-09 45-04 33-35 07-24
77-65 62-03 46-17

Siddettli simptom gosteren bazi genotiplere ait resimler 4.8-11’de verilmistir.

48
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VIR-1247 Skala8-9 M | N & Wete X g

Sekil 4.11. Mekanik bulastirmada yapraklarda siddetli mozayik ve daha belirgin genel
sarilik
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Sekil 4.12. Mekanik bulagtimada yapraklarda mozayik, hafif deformasyon ve bitki
boyunda kisalma
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Sekil 4.13. ZYMV’ye 6zgii koyu yesil leke seklinde mozayikler
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Sekil 4.14. Mekanik bulastirmada herhangi bir belirti gostermeyen genotip (USA-23)

Mekanik bulastirmada hastalik symptomlarinin gézlemlerinin ge¢ alinmasi ve
bulastirmanin 3 kez tekrarlanmasi mevsim sicakliklarinin (Tablo2), viriisiin simptom
gostermesi i¢in yeterli gelmemesinden kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir

(Kisisel iletisim, Hakan Fidan).
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4.3. DAS-ELISA Testi Sonuclari

Araziden toplanan bitki 6rneklerinde caligma konusu olan viriislerin varliginin ortaya
konulmasi i¢in yapilan ticari olarak antiserumu bulunanlar igin DAS-ELISA testi, Clark
ve Adams (1977)’a gore modifiye edilerek uygulanmistir (Tablo10) [103]. Ticari olarak
Antiserumu olmayanlar i¢in RT-PCR testi yapilmistir (Tablo 3.3).

Yapilan DAS-ELISA testleri sonucunda testlenen Orneklerde arazide yetistirilen
genotiplerden 47-02 (Nusaybin/Mardin), 63-12 (Birecik/Urfa), 63-04 (Urfa),US-23
(Kanada), US-10 (Hindistan) genotiplerinin bulasik olmadigi belirlenmis. Serada ise 63-
05 (Siverek/Urfa), 66-02 (Bogazliyan/Yozgat), 07-42 (Kumluca/Antalya), US-23
(Kanada) genotipleri ZYMV’ye bulasik olmadigi belirlenmistir. 110 su kabagi
genotipinden %96.4°1i (88 adet) hastalikla tamamen bulasik bulunurken, %3.6 orani ile
4 genotipte hastaliga rastlanmamistir. Yapilan testlemeler sonucu ZYMV yaninda su
kabagi bitkilerinde WMV (9 tanesinde) hastaligi da testlenmistir. Diger viriis
hastaliklar1 gozlenmemistir (Sekil 4.15-16).
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Sekil 4.15. Arazide yetistirilen genotiplerden WMV ve ZYMV symptom karsilastirmast
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Sekil 4.16. Arazide yetistirilen genotiplerde ZYMV ve WMV karisik simptom

Tablo 4.3. ELISA testi sonuglari

Genenotip No | ZYMV | WMV | Genotip No | ZYMV | VMV | Genotip No | ZYMV | WMV
31-15 + 53-02 + 33-18 +
42-09 + + 48-09 + + 66-03 +
42-01 + 38-07 + 80-02 +
6305 + 63-17 + + 55-01 +
66-02 + 72-02 + TR-50 +
07-42 + 33-26 + 28-04 +
33-27 + 01-02 + 09-03 +
80-01 + + TR-28 + 41-01 +
28-01 + 31-37 + 34-04 +
20-05 + 35-05 + 47-04 +
33-01 + 31-32 + USA21 +
60-04 + 51-07 + 79-03 +
Virl274 + 33-50 + TR12 +
08-01 + 28-01 + 08-01 +
USA23 64-08 + 33-02 +
45-01 + + 34-02 + + 60-04 +
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4.4, RT-PCR Cahsmalan
4.4.1. RT-PCR Uygulamalar

Bitki virolojisi alaninda giiniimiizde yapilan arastirmalarda yogun bir sekilde kullanilan
molekiiler yontemlerden biri olan RT-PCR yontemi, bu tez ¢alismasinda ZYMV ’nin
saptanmasi amaciyla 07.06.2016 tarihinde yapilmistir. ZYMV-AD izolati ile bulasik
kabak bitkilerinden elde edilen total RNA’lar kullanilarak basari ile uygulanmistir. RT-
PCR calismalarinda, gen pargalarint gogaltilmak amaciyla kullanilmis olan ZYMV kilif
proteinine 6zgii primerlerde beklenen bant biiyiikliikleri elde edilmistir (Sekil 4.17).

Sekil 4.17. RT-PCR ¢alismasinda elde edilen bantlar

Bu primer ciftleri ile elde edilen RT-PCR sonuglari, ¢alismada kullanilan ZYMV-AD
kodlu izolatin, potyviriis grubuna dahil ZYMV oldugunu ve ZYMV’ninde siddetli

izolat1 oldugunu gostermistir.

Mekanik inokulasyon dogal bulasmadaki ve simptomatik goézlemlerle ZYMV nin

varligi belirlenen bitkiler DAS-ELISA testi serolojik olarak varligi dogrulanmustir.
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DAS-ELISA testine gore daha hassas bir yontem olan RT-PCR yontemi ile su
kabaklarinda ZYMV ’nin varlig1 belirlenmistir.

Bu calismada elde edilen sonuglar, Yueh-Chwen Hsu ve ark. (2005) tarafindan
bildirilen sonuglar ile uyum igerisindedir. Ayni arastirmacilar, saflastirilmigviral
RNA’lar ile PNIbF1-PCPR1 ve ZYMV-F1-ZYMV-RI1 primer ciftlerinikullanarak
yaptiklarit RT-PCR isleminde potyviriislerin ve ZYMV’nin varligini saptamiglardir. Bu
calisma sonucunda, agaroz jel elektroforez yontemi ile potyviriisler i¢in 1.2 bp’ lik bant,

ZYMV igin ise 791 bp’ lik bant gézlenmistir (Sekil 4.14).

4.4.2. RT-PCR’da Tohumla Tasimimin Testi Sonuglari

ZYMV’nin tohumla tasinimi konusunda degisik raporlar var olmasindan dolay1 tez
calismamizda dayanikli ve hassas olan genotiplerin tohumlarini yetistirirerek gercek
yaprak asamasina getirdik. RT-PCR’la viriisiin kilif proteinine 6zgii yontemle test
edildi.

On dokuz duyarli ve 9 dayanikli genotipin tohum o&rneklerinden tohum kabugu,
embriyo, kotiledon yaprak ve gercek yapraklarindan g¢ikartilan total niiklek asitlerde
yukarida belirtilen yontemler ve primerler ile ZYMV’ nin olup olmadig1 arastirmasi
yapilmustir. Hassas olan genotipler arasindan 791bp’lik (ZYMV- Genel) bant araligin da
77-01embriyosunda ve gercek yapraginda bant vermis, 20-05, 33-50, 31-37, 80-04, 07-
47 embriyoda ve ger¢ek yaprakta bant vermemis, 31-37, 80-04, 07-47, 16-04, 27-13,
TR-32 kotiledon yaprakta bant vermistir.

Dayanikli olarak sonu¢ veren genotiplerden USA-21 kabukta, gercek yaprak ve
embriyoda bant vermemistir.63-12 embriyoda bant vermezken kabukta bant vermistir.
USA-23 gercek yaprakta bant vermistir (Tablo4.4). Sinirli sayida genotipte yapilan bu
calisma ile ZYMV nin tohumla taginabilecegi sonucuna varilmigtir [102].

Fidan ve ark. su kabaklarinda ZYMYV enfekteli genotiplerin RT-PCR teknigi ile %3,19
oraninda tohumla taginimi tespit etmislerdir [105]. Bazi arastirmacilarin farkl iilkelerde
gerceklestirdikleri bu konuda yaptiklari yayinlarla mevcuttur [70, 106, 107, 108].

Daha fazla genotiple (tohum kabugu ve embriyoda) baska ¢alismalarda yapilmalidir.
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Tablo 4.4. ZYMV nin tohumla tasinma testi sonuglari

Duyarh Kabuk Embriyo Kotiledon Gergcek yaprak

77-01 - + +

54-01 -

55-06 -

+
+
07-45 - T
09-03 - ¥

20-05 - -

33-50 - -

31-37 -

80-04 -

07-47 -

16-04

27-13

+ 4|+ ||+ ]|+
1

TR-32

Dayamikh

63-12 + - _

USA-21 - - )

66-02

TR-38 +

63-05 -

47-02 -

33-03

USA-23 +

07-42

Yapilan testlemeler sonugu bulagma olmayan dayanikli olarak gdzlenen genotiplerde
(63-05, 66-02, 07-42 ve USA-23) devam edecek calismalarda kullaniimak iizere
kendilemeler yapilarak meyve ve tohum alinmasi saglanmistir. Sekil 4.18’de su

kabaginda kendileme ¢aligsmalar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.18. Arazide kurulan denemede kendileme ¢alismalari



5. BOLUM

SONUCLAR VE ONERILER

Bitki hastalik etmenleri igerisinde virtisler, kimyasal miicadelelerinin miimkiin
olmamasi ve vektor boceklerle cok uzak ve genis alanlara yayilmalar1 nedeniyle biiyiik
Ooneme sahiptirler. Bunlara ek olarak, kimyasal miicadelenin de viriislerin
yayilimiiengellemede ¢ok etkin olmayisi, bu hastalik etmenlerinin 6nemini daha

daartirmaktadir.

Sebzelerde, ozellikle kabakgil grubuna zarar veren 5 onemli viriis hastalig1 icerisinde
ZYMV daha yaygin olarak bulunmasi nedeni ile daha da 6nemlidir [109, 110, 111,
112]. Bu virlis hastaliklarinin sebze yetistiriciligi agisindan 6nemi son yillarda hizla
artmaktadir. Vektorleri olan yaprak bitleri araciligiyla etkili bir sekilde c¢ok genis
alanlara kolayca taginabilmeleri ve ¢ok genis konuk¢u dizisine sahip olmalar1 bu

hastalik etmenlerinin 6nemini artirmaktadir.

ZYMV viriis hastaliklarinin bulunusu, yayilis1 ve zarari konukgu viriis-vektor iligkisi
igerisinde yildan yila, hatta mevsimden mevsime degisiklik gostermektedir. Bu nedenle
bu viriis hastaliklarinin neden oldugu zarari en alt seviyeye indirebilmek ve kontrol
stratejilerini gelistirebilmek i¢in oncelikle yetistiriciligi yapilan kabak tiriinde bulunan
viriislerin erken teshisinin yapilmasi1 gerekmektedir. Virlis teshisinde gozleme
dayanilarak yapilan simptomalojik tanilarin mutlaka laboratuarda yapilacak serolojik,
biyolojik indeksleme ve molekiiler testlemelerle dogrulanmasi gerekmektedir. Ciinkii
bir viriisiin farkli irklar1 ayn1 konukcuyu infekte edebildigi gibi, ayn1 konukgu tizerinde
farkli simptomlar da olusturabilmektedirler. Etmenin tanisi1 yapildiktan sonra bu viriis

hastaliginin etkisini azaltmak amaciyla 6nlemler alinmalidir. Bu 6nlemlerden en etkilisi
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dayaniklilik kaynaklarinin belirlenmesi ve dayanikli c¢esit/anaglarin gelistirilerek

ureticilerin kullanimina sunulmasidir.

Bu amaca yonelik olarak 2015 yilinda Tiirkiye’ nin fakli yerlerinden toplanan ve farkli
uluslararast gen bankalarindan temin edilen su kabaklari serada ve acik arazi
kosullarinda ZYMV’nin varligina kars1 taranmis ve dayaniklilik/tolerantlik durumlar

arastirilmistir.
Bu caligmada elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir;

Tiirkiye’de su kabaginin ekonomik anlamda yetistiriciligi yapilmamasina ragmen bir
¢ok bolgemizde farkli amaclarla yetistirilmektedir. TUBITAK tarafindan desteklenen
projelerle Tirkiye'nin farkli bolgelerinden ve farkli uluslararasi kaynaklardan temin
edilen su kabaklarmin morfolojik ve molekiiler olarak karakterizasyonu yapilmis ve gen
havuzunu temsil eden ¢ekirdek koleksiyon olusturulmustur. Bu koleksiyonda halen su
kabaginin tuz stresine tepkisi ile ilgili ¢aligmalar yiiriitiilmektedir. Bilindigi lizere su
kabag1 karpuza anaclik edebilecek bir tiirdiir ve ana¢ potansiyeli yiiksektir. Ulkemizde
karpuza anag¢ olarak halen diger tiirler kullanilsa da su kabagi 6zellikle Uzakdogu
iilkelerinde yogun olarak karpuza anag olarak kullanilmaktadir. Ulkemizde olusturulan
bu gen havuzunun iyi bir sekilde tanimlanmasi ve konulan hedefler dogrultusunda
gelistirilmesi  bakimindan yapilan c¢alismanin  6nemi biiyliktiir. Zira kabak
yetistiriciliginde ekonomik olarak biiyiik kayiplara neden olan hastaliklara dayaniklilik
kaynaklarmin tespiti ve bunlarin tarimda yaygin olarak kullanima sunulmasi ile
kayiplarm Oniine gecilebilir. Ozellikle kimyasal miicadelesi bulunmayan viriis
hastaliklarina kars1 dayanikli ¢esitlerin 1slah edilmesinin 6nemi daha da biiytliktiir. Bu
anlamda {ilkemizde bu tiirde yapilmig herhangi bir calisma su ana kadar
bulunmamaktadir. Calisma sonucunda hem gorsel degerlendirmelerde hem de serolojik

testler sonucunda dayanikli genotiplerin oldugu tespit edilmistir.

Dogal bulagsma sonucunda su kabagi deneme parselinde ZYMV ve WMV lerinin varligi

tespit edilmistir.

Yapilan ELISA testleri sonucunda testlenen orneklerde arazide 47-02, 63-12, US-22,
US-10 genotipleri ve serada 63-05, 66-02, 07-42, US-23 genotipleri ZYMYV ile bulasik

olmadig1 tespit edilmistir. Amerikan menseili genotipler dayanikli olarak testlenmistir.
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Arazide 168 sukabagi genotipinden 97 genotip Toélerant, 78 Duyarli ve 4 genotip
dayanikli ¢ikmistir. Serada ise 4 genotip dayanikli, 26 genotip tolerant ve 88 genotip
duyarli olarak belirlenmistir. Bu genotiplerde bundan sonraki ¢alismalarda kullanilmak
tizere kendilemeler yapilarak tohum iiretimi yapilmistir. Dogal bulagmalarda yapilan
testlemeler sonucu ZYMV yaninda su kabagi bitkilerinde WMV hastaligida tespit
edilmistir. 42-09, 63-05, 66-02, 07-42, 80-01, 45-01, 48-09, 63-17 ve 34-02 nolu

genotiplerde WMV de g6zlenmistir. Diger viriis hastaliklar1 gézlenmemistir.

RT-PCR testleri ile siddetli ve zayif izolata spesifik primerler kullanilarak ZYMV

izolatinin siddetli irk1 oldugu molekiiler olarak saptanmustir.

Bulagik bitkilerden alinan tohumlarin tohum kabugu, embriyo ve tohumlarin ekilmesi
ile elde edilen fidelerin kotiledon ve gercek yapraklarindan alinan total niikleik asitlerde
yapilan RT-PCR sonuglarina gére ZYMV’nin belli oranda tohumla tasindigi tespit
edilmistir. Ozer ve ark. (2012), Karadeniz bolgesinden toplanan kislik kabaklarin
tohumlarinda viriis bulasikligina yonelik yapilan g¢alismada CMV ve ZYMV DAS-
ELISA testi ile testlenmistir [104]. Test sonucuna gore bu 6rneklerin %11,3¢0 enfekteli
bulunurken, ZYMV %6,2 ve CMV %5,1 oraninda bulunmustur. Bizim yaptigimiz tez
calismasi da bu galigma ile uyum igindedir. Tohumlarin ZYMV’ye bulasiklik ve
tasinabilecegi tespit edilmistir. Enfekteli tohum muhtemelen viriislerin en Onemli
kaynagi olarak ticari bitkisel tiretimi sinirlayan birincil faktorler arasinda yer almaktadir
[97]. Tohumla tasinan hastaliklar hem kalem hem de ana¢ bakimindan ¢ok onemlidir.

Ciinkii asilama islemi kendi basina birgok etkin bir bulastirma yontemidir.

Bu calisma sonuclarina gore, lilkemizde bulunan gen kaynaklarinin koruma altina
alinmas1 ve muhafazasi daha sonra yapilacak ¢alismalar agisindan oldukga biiyiik 6nem
arz etmektedir. Daha once bu tiirde ZYMV ilgili herhangi bir ¢aligma iilkemizde
yapilmamistir ve bu calisma bir ilktir. Calisma hedeflenen sonuca ulasmis ve ZYMV
dayaniklilik gosteren genotipler (yerel ve yabanci) tespit edilmistir. Bu ¢alisma bundan
sonra yapilacak ana¢ ve gesit (kullanim amacina yonelik) 1slah caligmalarina temel
olusturabilecek niteliktedir. Dayanikli olarak tespit edilen genotiplerin saflik durumlari

ilerletilmeli ve dayanikliligin genetigi ile ilgili galismalar yapilmalidir.
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