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Antalya ili Kabak Uretim Alanlarinda Fas Karpuz Mozayik Viriisii

(Moroccan Watermelon Mosaic Virus)A
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Oz: Bu calisma Antalya ili kabak iiretim alanlarindan toplanan kabak orneklerinde Fas karpuz mozayik viriisii
(Moroccan watermelon mosaic virus; MWMV)’niin  tespit edilmesi amaciyla 2019-2020 yillarinda
yuriitiilmiistir. MWMV’niin varlig1 serolojik ve molekiiler yontemlerle belirlenmistir. Survey calismalarinda
virlis simptomu sergileyen 120 yaprak ornegi alinmis, drneklere DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich
Enzyme Linked Immunosorbent Assay) yontemi uygulanmistir. DAS-ELISA testi sonucunda Aksu, Manavgat
ve Kumluca ilgelerinden toplanan 9 yaprak 6rneginde MWMYV belirlenmistir. RT-PCR (Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction) ¢aligmalarinda enfekteli bu 9 yaprak 6rnegi kullanilmistir. RT-PCR uygulamasinda
MWMYV kilif protein geni icin spesifik primerler kullanilarak yaklasik 627 b¢’lik bir kisim amplifiye edilmis ve
beklenen seviyede bant elde edilmistir. Bu ¢aligma, Antalya ili kabak alanlarinda MWMV nin serolojik ve

molekiiler yontemlerle tanilanmasi bakimindan ilk ¢aligma niteligindedir.
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Moroccan Watermelon Mosaic Virus in Squash Production Areas of

Antalya Province

Abstract: This study was carried out to detect the presence of Moraccon watermelon mosaic virus (MWMYV) in
squash collected from Antalya province during 2019-2020. The presence of MWMV was determined by
serological and molecular methods. A total of 120 leaf samples was collected from plants showing diseases
symptoms. Plant samples were tested by Double Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(DAS-ELISA) method. According to DAS-ELISA test results, it was observed that 9 samples out of 120
collected from of Aksu, Manavgat and Kumluca districts of Antalya province were infected with MWMV. 9
infected samples were tested by Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). RT-PCR test
showed that bands about 627 bp were amplified from samples using primers spesific for coat protein gene (CP)
of MWMV. This study is the first time in detection of MWMYV by serological and molecular methods squash

areas of Antalya province.

Keywords: Moroccan watermelon mosaic virus, squash, detection.

Giris

Tiirkiye cografik yapisi nedeniyle, biiyiik bir toprak ve iklim zenginligine sahiptir. Ulkemiz birbirinden ¢ok
farkli bitki tiirlerinin degisik bolgelerde ve farkli mevsimlerde yetistirilmesine olanak saglamaktadir.
Cucurbitaceae familyasi igerisinde yer alan, kavun (Cucumis melo L.), hiyar (C. sativus L.), kabak (Cucurbita
sp.) ve karpuz (Citrullus lanatus L.) iilkemizde 6nemli bir yere sahiptir (Gilinay, 1993). Kabakgil bitkileri yiiksek
su igerikleri ve serinletici 6zellikleri bakiminda yaz mevsiminde en c¢ok tiiketilen sebzeler olmanin yanisira,
icerdigi mineral maddeler, vitaminler ve diisiik kalorili olmalar1 nedeniyle diyet meniilerinde de yer

almaktadirlar.

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization of the United Nations; FAO)
verilerine gore diinyada yaklagik bir milyar ton sebze iiretimi yapilmaktadir Diinyada en fazla sebze yetistiren
iilke Cin Halk Cumhuriyetidir. Bunu Hindistan ve ABD takip etmektedir. Ulkemiz ise 30.032.727 ton sebze
iiretimi ile dordiincii sirada yer almaktadir (FAO, 2017; TUIK, 2018).

Antalya ili hem orttialtt hem de agikta sebze yetistiriciliginin 6n plana ¢iktig1 ve Tiirkiye’nin sebze iiretiminin
onemli bir kismimni karsilayan bir ilimizdir (Yanmaz ve ark., 2020) ve 2020 verilerine gore 18.224 dekar alanda

105.461 ton sakiz kabak iiretimi yapilmaktadir (TUIK, 2020).

Kabak iiretimini sinirlayan birgok abiyotik ve biyotik hastalik etmeni bulunmaktadir. Bunlarin arasinda
viriisler, kiiltiir bitkilerinde olusturduklar1 zararlar ve miicadelesinde bir kimyasal ilacin bulunmamasi nedeniyle

diger patojenlerden ayri bir oneme sahiptir (Culal-Kili¢ ve ark., 2012). Kabakgil bitkileri ¢ok sayida viriis
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hastaligindan etkilenmektedir ve yapilan ¢alismalar 59°dan fazla viriisiin bu bitkilerde dnemli diizeylerde iiriin
kayiplar1 meydana getirdigini bildirmistir (Lecoq ve Desbiez, 2012). Kabakgillerde goriilen viriisler; Kabak sar1
mozayik virilisli (Zucchini yellow mosaic virus; ZYMYV), Hiyar mozayik viriisii (Cucumber mosaic virus; CMV),
Karpuz mozayik virlisii (Watermelon mosaic virus; WMYV), Kabak mozayik viriisii (Squash mosaic virus;
SqMV), Papaya halkali leke viriisii (Papaya ring spot virus; PRSV-W’ diir (Cat ve ark., 2016; Kizmaz ve ark.,
2016).

MWMYV bir potyviriis iiyesidir ve konukcu dizisi olduk¢a dardir. Sadece kabakgil familyasi bitkilerinde
enfeksiyona neden olmaktadir. Enfekteli bitkilerin yapraklarinda siddetli mozayik simptomlar1, deformasyon,
yaprak boyutunda kii¢iilme ve kabarcik olusumu, meyvede deformasyonlara neden olmaktadir. Ayrica bazi
karpuz varyetelerinde tepe nekrozuna neden oldugu belirtilmistir (Lecoq ve ark., 2001). Kalic1 olmayan (non
persistent) tarzda afitlerle taginmaktadir. Tohumla taginmasi ile ilgili olarak sadece bir ¢alisma bulunmaktadir
(Roggero ve ark., 1999). MWMYV, ilk olarak 1972 tarihinde Fas’da tespit edilmistir ancak WMV’ niin farkli bir
ikt olarak diisiiniilmiistiir (Fischer ve Lockhart 1974). Son 10 yilda yapilan ¢alismalarla bu viriisiin farkli bir
viriis oldugu ve 6zellikle Akdeniz iilkelerinde hizla yayildig1 ortaya konulmustur ( Lecoq ve ark., 2001; Bananej

ve ark., 2018).

Bu calismada; diinyadaki kabakgil iiretimini ciddi anlamda tehdit eden MWMYV, Antalya ili kabak iiretim
alanlarinda DAS-ELISA ve RT-PCR metodlari ile belirlenmistir.

Materyal ve Yontem

Survey Calismalari

Bu calismada Antalya ili kabakgil iiretim alanlarindan toplanan yaprak ornekleri kullanilmistir. Survey
calismalari, ilin kabak iiretim alanlarinda 2020 iiretim sezonu boyunca yapilmis olup, surveyler sirasinda
yapraklarda mozayik, damar bantlagsmasi, solgunluk, meyvelerde anormallikler, nekrotik lokal lezyonlar ve
deformasyon olan kabak bitkileri tercih edilmistir. Antalya’nin Aksu, Kumluca, Manavgat ve Alanya

ilgelerinden sirast ile 35, 35, 30 ve 20 olmak iizere toplam 120 yaprak 6rnegi toplanmustur..
Serolojik Calismalar

MWMV nin serolojik ¢aligmalarinda DAS-ELISA yonteminden faydalanilmistir. Calismada, MWMV’ye 6zgii
antikorlar Loewe (Biochemica GmbG, Germany) firmasindan temin edilmistir. Bitki 6rneklerinin testlenmesi

firmanin yonergeleri dogrultusunda yapilmaistir.
Araziden toplanan kabak yaprak drneklerine DAS-ELISA testleri asagidaki sekilde uygulanmistir.

-ELISA pleytlerinin kuyucuklar1 kaplama soliisyonu ile kaplanarak 37 ©°C’de 4 saat inkubasyona

birakilmistir. Inkubasyonu takiben pleytler yikama tamponu ile yikanmustir.

-Genel ekstraksiyon tampon soliisyonunda ezilen oOrnekler her ¢ukura 200’er mikrolitre konulmus ve

buzdolabinda tiim gece bekletilmistir.
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-Sonrasinda yikama tamponu (PBS-Tween Buffer) ile tiim ¢ukurlar yikanmustir.

- Konjugat buffer ve konjugatlar sulandirilarak hazirlanmig ve her bir ¢ukura 200 mikrolitre konularak 37

°C’de bekletilmistir.

-Yikamadan sonra substrat tamponu (P-nitrophenly phosphate) ile taze olarak hazirlanan substrattan her bir

cukura 200 mikrolitre konularak oda sicakliginda inkubasyona birakilarak renk degisimi gzlenmistir.
-DAS-ELISA sonuglar1 405 nm dalga boyunda pozitif ve negatif kontroller kullanilarak ELISA
okuyucusunda (Versamax) degerlendirilmistir (Cat ve ark., 2016).

Total RNA izolasyonu

Total RNA’larin elde edilmesi ¢aligmalarinda, DAS-ELISA testinde pozitif sonu¢ veren bitkiler kullanilmstir.
Ekstraksiyon islemi sirasinda GeneAll firmasindan temin edilen RibospinTM Plant Ekstraksiyon Kkiti

kullanilmustir.
Total RNA izolasyonu asagidaki sekilde ytriitiilmiistiir.
1. 100 mg yaprak doku 6rnegi siv1 azot icerisinde ezilerek 1,5 ml’ lik mikrofiij tiipline aktarilmistir.
2. 1.5 ml mikrosantrifiyj tiiptine 350 pl tampon RPL eklenerek kuvvetle vortekslenmistir.
3. Oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edilmistir.
4. Karisim EzPure ™ filtresine aktarilmistir.
5. Oda sicakliginda 30 saniye boyunca > 10,000 x g'de santrifiijlenmistir.
6. Supernatant yeni bir 1.5 ml'lik mikrosantrifijj tiipiine aktarilmistir.
7. Tip icine 350 pl % 70 EtOH ekleyerek santrifiij edilmeden pipet ile karistirilmistir.
8. Karigimi mini spin kolona aktarilmustir.
9. Oda sicakliginda 30 saniye boyunca > 10,000 x g'de santrifiijlenmistir.
10. Mini spin kolonuna 500 ul RBW tamponu ilave edilmistir.
11. Oda sicakliginda 30 saniye boyunca > 10,000 x g'de santrifiijlenmistir.

12.Mini spin kolonun tam merkezine yeni hazirlanmig 70 pul DNase I reaksiyon karigimi eklenmis, oda

sicakliginda 10 dakika beklenmistir.
13. Mini spin kolona 500 pl RBW tamponu ilave edilerek, 2 dakika beklenmistir.
14. Oda sicakliginda 30 saniye boyunca > 10,000 x g'de santrifiijlenmistir.
15. Mini spin kolona 500 pl tampon RNW eklenmistir.
16. Oda sicakliginda 30 saniye boyunca > 10,000 x g'de santrifiijlenmistir.
17. Mini spin kolona 500 ul tampon RNW eklenmistir ve oda sicakliginda 30 saniye boyunca > 10,000 x g'de

santrifiijlenmistir.

18.Oda sicakliginda 1 dakika boyunca > 10,000 x g'de santrifiijlenmis, karisim yeni bir mikrofiij tiipiine

aktarilmstir.
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19. Mini spin kolonun ortasina 50 pl RNaz igermeyen su eklenmistir.

20. Oda sicakliginda 1 dakika boyunca > 10,000 x g'de santrifiijlenmistir.
RT-PCR Calhismalar1

RT-PCR c¢aligmalarinda, DAS-ELISA testinde MWMYV pozitif ¢ikan o6rnekler kullanilmigtir. RT-PCR
calismalarinda MWMYV kilif protein genine (CP) spesifik primer ¢ifti kullanilmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. RT-PCR c¢aligmalarinda kullanilan primerler

Primerler Referans

MWMYV Forward Primer
F: 5'-~AGCAAGCGCCATACTCTGA-3'

Lecoq ve ark., 2007
MWMYV Reverse Primer

R: 5'-CAAACTCCATTAACATTCGG-3'

RT-PCR caligmalar1 tek asamali olarak gergeklestirilmistir. Bu amagla GeneAll firmasindan temin edilen
Onestep RT-PCR master mix kiti kullanilmigtir. Tek bir reaksiyon karisimi toplam 20 pl olacak sekilde; 1pl
RNA, 1 pl forward primer, 1.5 pl reverse primer, 10 pl RT-PCR Master mix ve 6.5 pl steril saf su’dan

olusmustur.

RT-PCR ¢aligmalarinda PCR cihazi (Techne-TC-5000); 55 °C’de 40 dakika, 94 °C’de 2 dakika bekletilmis,
daha sonra 94 °C’de 30 saniye, 55 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 1 dakikada 35 dongili tamamlandiktan sonra, 72
°C’de 1 dakika bekletilip, 4 °C’de siirekli kalacak sekilde programlanmustir.

RT-PCR iiriinleri, reaksiyondan sonra % 1’lik agaroz jelde ve TBE tampon soliisyonunda 100 Volt’da 1 saat

siire ile elektroforez yomtemi ile ayristirilmig ve daha sonra UV 1gikta goriintiilenmiglerdir.

Bulgular ve Tartisma

Antalya ili ve ilgelerinde kabak iiretiminin yogun yapildigi alanlarda; bitkilerin yapraklarinda mozayik,
deformasyon, yapraklarda sertlesme, sekil bozukluklari, damar bantlasmalari, solgunluk ve meyvelerde
deformasyon belirtileri gézlemlenmistir. Survey sirasinda belirti sergileyen kabak bitkileri fotograflandirilmistir
(Sekil 1). Daha onceki calismalarda da MWMV’nin kabak bitkisinde benzer belirtilere sebep oldugu
bildirilmistir (Bananej ve ark., 2018; De-Moya Ruiz ve ark., 2021).

19



Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi Culal Kili¢ & Oran

Journal of Agricultural Faculty of Bursa Uludag University Haziran/2022, 36(1)

Sekil 1. Kabak bitkisinde yapraklarda mozayik, deformasyon, damar aralarinda sararma simptomu

DAS-ELISA c¢aligmalar1 Antalya ilgelerinden toplanan 120 adet kabak yaprak ornegi ile yiiriitilmiistiir. DAS
ELISA testi sonuglarma gore; 120 siipheli yaprak orneginin 9 tanesi (%7.5) MWMYV ile enfekteli olarak

belirlenmistir.

Ornek alman yerlerdeki MWMYV enfeksiyon oranlari goz oniine alindiginda, Aksu ilgesinden test edilen
orneklerin % 18.42°1ik bulasiklik oraniyla ilk sirada yer aldig1 goriilmektedir. Bunu % 3.70’lik oranla Manavgat,
% 3.12’lik oranla Kumluca ilgeleri takip etmistir. Alanya ilcesinden alinan kabak yaprak Orneklerinde ise

MWMYV enfeksiyonu saptanmamistir (Cizelge 2).

Cizelge 2. Antalya ilinden toplanilan/enfekteli kabak bitkisi drnekleri ile MWMYV enfeksiyon oranlari

Ornek Alinan Yer Alinan Ornek Sayist MWMYV ile Enfekteli Ornek Sayist | % Enfeksiyon Orani
AKSU 38 7 18.42
KUMLUCA 32 1 3.12
MANAVGAT 27 1 3.70
ALANYA 23 0 0.0
Toplam 120 9 7.5

DAS- ELISA testleri sonucunda MWMV ile bulasik oldugu saptanan yaprak dokulari ile molekiiler
calismalar yiiriitilmiistiir. RT-PCR ¢aligmalarinda MWMV ’nin kilif protein geninin yaklagik 672 bg’lik kismint

amplifiye eden spesifik primer ¢ifti kullanilmistir. Testlenen 6rneklerde viriise 6zgii beklenen seviyede bant
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gozlenmistir. Boylece testlenen 6rneklerin hem serolojik hem de molekiiler olarak MWMYV ile enfekteli oldugu
teyit edilmigtir. Negatif kontrol olarak kullanilan saglikli kabak bitkisinde ise herhangi bir bant olusumu
gozlenmemistir (Sekil 2, 3). Bu ¢alismada elde edilen sonuglar ile daha 6nce MWMYV igin tasarlanan primer cifti

kullanilarak yapilan ¢alismalar uygunluk géstermistir (Lecoq ve ark., 2007; Bananej ve ark.,2018; Yesil, 2021).

Sekil 2. RT-PCR kullanilarak MWMYV kilif protein geninin amplifikasyonu. M: Marker (100 bp DNA ladder) N:
Negatif Kontrol, P: Pozitif Kontrol, 1: Aksu-1 izolati; 2: Aksu-2 izolati, 3: Kumluca-1 izolati, 4:Manavgat

izolati-1

Sekil 3. RT-PCR kullanilarak MWMYV kilif protein geninin amplifikasyonu. M: Marker (100 bp DNA ladder)
N: Negatif Kontrol, P: Pozitif Kontrol, 1-5: Aksu izolatlari
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Ulkemizde kabakgil viriislerinin belirlenmesi ile ilgili ok sayida calisma bulunmaktadir (Sevik ve Sokmen,
2001; Ozaslan ve ark., 2006; Karamanli, 2007; Yardimci ve Ozgénen, 2007; Kizmaz ve ark., 2016; Topkaya ve
ark., 2019; Arslan ve ark., 2020).

Ulkemizde bu konu ile ilgili Yesil (2021)’in yaptig1 ¢alismada Aksaray ilindeki kabak {iretim alanlarinda
MWMV’nin enfeksiyon oraninit %13.33 olarak belirlemis, viriisiin testlenmesinde DAS-ELISA ve RT-PCR
yontemleri kullanilmistir. Ayrica MWMYV iilkemiz izolatinin sekans analizleri yapilmis ve bunun sonucunda

Yunanistan izolat1 ile %99.15 oraninda benzerlik tespit edilmistir.

Sonug¢

Viriis hastaliklarinin dogru ve hizli bir sekilde teshis edilmesi; epidemiyolojisinin anlasilmasi ve viriisiin yol
actig1 hastaligin miicadelesinde ¢ok 6nemlidir. Son yillarda Avrupa ve Akdeniz iilkeleri ile Cin’de kabak {iretim
alanlarinda MWMV’nin hizla yayildig1 goriilmistiir ( Lecoq ve ark., 2007; Yakoubi ve ark., 2008; Bananej ve
ark., 2018; De-Mayo Ruiz ve ark., 2021). Yiriitilen bu calisma, iilkemiz Antalya ili kabak alanlarinda
MWMV nin serolojik ve molekiiler yontemlerle tanilanmasi ve enfeksiyonunun varligi bakimindan ilk ¢alisma
niteligindedir. Bundan sonra, tespit edilen MWMYV izolatlarimin molekiiler olarak karakterize edilmesi ve
irklarmin ortaya konularak aralarindaki farkliliklarin saptanmast ile ilgili ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
Ayrica MWMV nin iilkemizde epidemi yapma riskini ortadan kaldirmak igin, viriisiin vektorii olan yaprak bitleri
ile dogru miicadele sekilleri ve alinmasi gereken koruyucu dnlemler, ilgili bolge iireticilerine ayrintili bir sekilde

anlatilmalidir.

Tesekkiir Bilgi Notu

Makale arastirma ve yayimn eti§ine uygun olarak hazirlanmistir. Bu makalenin bilimsel, etik ve hukuki
sorumlulugu biitiiniiyle biz yazarlara aittir. Makalenin yayimlanmasi ile ilgili olarak, yazarlar arasinda bir ¢ikar
catismasi olmadigini ve olmasi durumunda bunun muhtemel sonuglarini bildigimizi beyan ve kabul ederiz.
Calismada teshis asamalart Handan Culal Kilig, survey calismalar1i Muhammed Rasgit Oran tarafindan

gerceklestirilmistir. Yazarlar tim makaleyi birlikte hazirlamislardir.
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