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OZET
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YUKSEK LiSANS TEZi
OMER AYDIN
BOLU ABANT iZZET BAYSAL UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITiM ENSTITUSU
BITKi KORUMA ANA BILIM DALI
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X + 39 sayfa

Watermelon mosaic virus (Potyvirus citrulli; WMV), kabakgiller
familyasinda (Cucurbitaceae) yer alan bitkileri enfekte eden bir viriistiir. Bu viriis,
ozellikle karpuz, kavun, kabak ve salatalik gibi ekonomik olarak 6nemli bitkilerde
ciddi verim kayiplarina neden olabilir. Bu calismada Eskisehir, Ankara ve Nevsehir
illerinden toplanan ve serolojik olarak WMV ile enfekteli oldugu dogrulanmis 10
adet WMV ile bulasik kabakgil bitkisinden izole edilen WMV izolatlarinin yaklagik
1317 nukleotidlik P1 bdlgesi icin 750 ve 849 bp biyiikliigiinde iki farkli bolgeyi
cogaltan primer ciftleri Uretilmek suretiyle molekller karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. Amplifiye edilen {iriinler dizilenerek GenBank erigim
numaralar1 alinmigstir. Niikleotid diizeyinde belirlenen benzerlik oranlar1 ve temel
diizeyde yapilan filogenetik analiz global WMV izolatlarin1 P1 bolgesi 6zelinde 5
filogruba ayirmistir. Yapilan genetik ¢esitlilik ve polimorfizm analizi degerlerine
gore diziler arasindaki niikleotid farkliliklarimin ortalama sayist filogrup 3
igerisinde en yiiksek olarak hesaplanmistir. Olusan 1, 2 ve 4 nolu filogruplarin
yiiksek o (dN/dS) oranlarinda (o > 2) giiclii se¢ilim baskisi karakteri sergilemedigi
belirlenirken filogrup 3’te gozlemlenen diisiik ® degeri, bu filogrubun yiiksek
secilim baskis1 0Ozelligi tasidigina isaret etmektedir. Olusan filogruplarin
popiilasyonlar arasi ¢esitliligi 6l¢en Fst degerlerinin sadece filogrup 2’de referans
deger olan 0.33’den biiyiik oldugu tespit edilmistir. Bu ¢calismada sonucuna gore P1
boélgesinin populasyon dinamiklerinin daha net veriler sunabilmesi i¢in daha fazla
izolat ile analize ihtiya¢ duyuldugu degerlendirilmektedir. Aragtirma sonuglarinin
WMV P1 bolgesinin populasyon dinamiklerinin aydinlatilmasina énemli diizeyde
katki1 sundugu ve P1 filogenisine yeni bir bakis acis1 sundugu diigiiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Karpuz mozaik virlisi, P1, Molekiiler
karakterizasyon, Populasyon dinamigi



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION AND POPULATION DYNAMICS
OF THE P1 GENE REGION IN WATERMELON MOSAIC VIRUS (WMV)
ISOLATES
MSC THESIS
OMER AYDIN
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
PLANT PROTECTION DEPARTMENT
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. ALI CELIK))

BOLU, DECEMBER 2024
X+39

Watermelon mosaic virus (Potyvirus citrulli; WMYV) infects plants in the
Cucurbitaceae family. This virus can cause significant yield losses, especially in
economically important crops such as watermelon, melon, squash, and cucumber.
In this study, WMV isolates were collected from 10 cucurbit plants infected with
WMYV, confirmed serologically from the provinces of Eskisehir, Ankara, and
Nevsehir. Two different primer pairs, amplifying regions of 750 and 849 bp in size,
were designed to amplify the approximately 1317-nucleotide-long P1 region of
these WMV isolates. The amplified products were sequenced, and GenBank
accession numbers were obtained. Nucleotide similarity indexes and basic
phylogenetic analysis divided global WMV isolates into five phylogroups based on
the P1 region. According to genetic diversity and polymorphism analysis, the
average number of nucleotide differences between sequences was found to be
highest within phylogroup 3. While phylogroups 1, 2, and 4 did not show strong
selection pressure, as indicated by high ® (dN/dS) ratios (o > 2), the low ® value
observed in phylogroup 3 suggested strong selection pressure in this group. Fst
values, which measure genetic diversity between populations, were found to exceed
the reference value of 0.33 only in phylogroup 2. Based on the results of this study,
it is concluded that additional isolates are needed for a more comprehensive
analysis of the population dynamics of the P1 region. The findings are believed to
contribute significantly to the understanding of the population dynamics of the
WMV P1 region and offer a new perspective on P1 phylogeny.

KEYWORDS: Watermelon mosaic virus, P1, Molecular characterization,
Population dynamics
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1. GIRIS

Kabakgiller dinya sebze dretiminde Uretim alani ve miktar1 olarak 6nemli
bir yere sahiptir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Cin, Hindistan, Rusya ve
Turkiye gibi dlkeler, diinya genelinde kabakgil Gretiminde 6n plana ¢gikmaktadir.
Ancak kabakgiller agirlikli olarak Tiirkiye’nin de dahil oldugu Asya kitasinda
yetistirilmektedir (Food and Agriculture Organisation [FAQO], 2018). Kabakgillerin
anavatani olarak bazi bilim insanlar1 Asya kitasini bir kisim arastirmacilar ise
Amerika kitasini isaret etmektedir (Yanmaz, 2003). Orta Amerika’dan Giiney
Amerika’ya kadar Arjantin bolgesi yogunluklu olmak tizere, karpuzun anavataninin
Afrika, hiyarin ve kavunun anavataninin Hindistan civari oldugu diistiniilmektedir
(Martin-Hernandez, 2022). 2018 FAO verilerine gore Cin, kabakgillerin timiinde
{iretim bakimindan 1. sirada yer almaktadir. Ikinci sirada Hindistan ve 3. sirada
Rusya gelmekte olup, Turkiye ise kabak Uretiminde dinyada 10. sirada yer
almaktadir. Ulkemizde sebze tiirleri icerisinde en biiyiik iiretim payr domatesten
sonra kabakgillerde olup, kabakgiller arasinda ise iilkemizde ilk 5 sirada Sirasiyla
kabak, karpuz, hiyar ve kavun, 8.7 milyon ton tiretim ile yetistirilmektedir (Duman,
2020). Kabakgiller taze tiketilen meyvelerinin yani sira ¢ekirdekleri igin de
(cerezlik) ozellikle Asya kitasinda yetistirilmektedir. Ulkemizde ise I¢ Anadolu
Bolgesi’nde hemen hemen tiim illerimizde ¢erezlik kabak iiretimi yapilmaktadir.
Ozellikle Konya, Aksaray, Nigde, Kayseri illerinde yildan yila artarak cerezlik
kabak iiretimi yapilmakta olup, TUIK verilerine gore iilkemizde 548.000 ton sakiz
kabagi ve 100.000 tona yakin bal kabag1 yani sira 58 bin tona yakin ¢erezlik kabak
iiretimi gerceklesmistir (TUIK, 2023). TUIK (2023) verilerine gore tlkemizde
tiretimi yapilan kabakgillerde iiretim alan1 ve elde edilen iiriin miktarlar1 Tablo

1.1°de verilmistir.



Tablo 1.1. Tirkiye kabakgil iiretim verileri (TUIK, 2023).

Ekilen Bitki Ekilen alan / Dekar Uretim/ Ton

Sofralik Hiyar 23.934,900 1.562.058,00
Tursuluk Hiyar 11.343,300 30.965,400

Kavun 54.812,300 1.403.214,00
Karpuz 640.700 31.479,21
Kabak (Sakiz) 9.881,600 573.61700
Kabak (Cerezlik) 72.711,200 58.546,00

Kabakgiller igerdigi yag ve yag asitleri, protein, vitamin ve aminoasitler
acisindan zengin bir sebze grubudur (Rahman, 2008). Yemeklik ve cerezlik tuketim
disinda kabakgiller hastaliklara sifa olmasi amaciyla da insanlik tarihinde ilag
olarak kullamlmistir (Mukherjee Pulok, 2022). Ozellikle bagirsak problemlerinde
bagirsak paraziti miicadelesinde ¢ok eski tarihlerden itibaren kullanildig
bilinmektedir. Iceriginde ihtiva ettigi tanenler, glikozitler, karatenoidler ve
triterpenoidler sebebiyle damar sertlesmeleri, varis tedavisi ve hemoroidler igin
kullanildiklar1 rapor edilmistir (Mukherjee Pulok, 2022). Kabak cekirdekleri ve
yaginda bulunan kimyasallar ile idrar yolu problemlerinin tedavisinde ve prostat
tedavisi icin kullanildigi, iceriginde zengin esansiyel yaglar ile sa¢ biiylimesini
tesvik edici Ozelligi ve yara iyilestirici etkilerinin oldugu kaydedilmistir
(Yiicelsengiin vd., 2021). Hiyar bitkisi de cilt problemlerinde, yanik, kagint1 gibi
tahris sorunlarinda, géz ve yiiz sismelerinde rahatlatici olarak kullanilmistir (Ergun,
2019).

Kabakgillerin uretiminde bazi olumsuz ¢evresel faktorelerin yanisira
bakteriyel, fungal ve viral etmenler Uretimi olumsuz yonde etkilemektedir.
Kabakgil tiretiminin yapildigi alanlarda yiiksek oranda iirlin kayiplarina neden olan
bircok viral etmen mevcuttur (Zitter, 1996). Kabakgiller familyasi igerisinde
siklikla rastlanan viriisler arasinda Tiitin mozaik virisu (Tobacco mosaic
virus;TMV), Kabak sar1 mozaik virlsi (Zucchini yellow mosaic virus; ZYMV)
Hiyar mozaik virtsi (Cucumber mosaic virus; CMV), Sarilik viriisii (Cucurbit
aphid-borne yellows virus; CABYV), Kabak mozaik virtsu (Squash mosaic virus;
SgMV), Karpuz mozaik virisi (Watermelon mosaic virus; WMV), ve Papaya

halkal1 leke virtisii (Papaya ringspot virus; PRSV) gorilmektedir (Lecoq, 2008).



Ozellikle son yillarda viral enfeksiyonlara karsi direngli tiirler gelistirmek icin
genetik aragtirmalar artmis ve bu alanda enfeksiyonlara daha direncli yeni ¢esitler
gelistirilmistir (Martin-Hernandez, 2022).

Kabakgilleri hastalandiran viral hastalik etmenleri igerisinde yer alan ve bu
tez ¢aligmasina konu olan WMV (Potyvirus citrulli), tim diinyada yaygin olarak
bulunan ve kabakgillerde ciddi seviyelerde ekonomik zarar yapan ipliksi yapida bir
RNA virtsidir (Shoeibi, 2010). Webb ve Scott (1965) tarafindan ilk olarak
tanmimlanan virQs, baslangicta WMV-1 ve WMV-2 olarak isimlendirilerek 2 farkli
grupta ele alinmig, daha sonra ise 3 farkli viriis (Karpuz mozaik virisii, Papaya
halkal1 viriisii ve Fas karpuz mozaik viriisi) olarak tanimlanmistir (Lecog, 2008).
Karpuz mozaik virlisii diinya genelinde 1liman iklim kosullarinda ve Akdeniz
havzasinda oldukg¢a yaygindir (Sharifi, 2008). Deneysel olarak 170’ten fazla bitki
tird ve 27’den fazla bitki familyasinda enfeksiyona yol agtig1 tespit edilmistir
(Shukla, 1992). Potyviridae familyas1 igerisinde oldukc¢a genis bir cins olan
Potyvirus Uyesi olan alan WMV'nin genomu yaklasik olarak 10 kb biiyiikliigiinde
tek sarmalli ve pozitif duyarli RNA'dan olusmaktadir. Bu genom, 3217 amino
asitten olusan bir poliprotein kodlayan agik okuma cergevesini igerir (Sharifi,
2008). WMV bir protein kilif ile c¢evrilidir ve bu kilif yaklasik 49 kDa
biytikligiindedir (Purcifull, 1979).

WMV ile enfekteli bitkilerde genel olarak bodurluk, yapraklarda kloroz,
mozaik ve deformasyon goriiliirken, geng siirglinlerde ipliklesme meydana
gelmekte ve bunun sonucunda ¢igcek ve meyve azalmasi gercekleserek dnemli iiriin
kayiplarina neden olmaktadir (Greber, 1978) WMV, kabakgillerin tamamina
yakininda mozaik ve leke belirtilerine neden olan bir hastalik etmeni olup, hastalik
siddeti ve simptomatolojik tablo viral varyantlara/irklara ve cevresel faktorlere
bagl olarak degisebilir (Greber, 1978). Yapraklardaki belirtiler arasinda yesilimsi
mozaik goruntd, yaprak deformasyonu, yesil damar bantlasmasi, klorotik lekeler ve
sekil bozukluklar1 yer alir (Purcifull, 1984). WMV ile enfekteli kabakgiller
bitkilerinde ilerleyen enfeksionlar sonucunda gelisme geriligi, kloroz (sararma),
mozaik desenler, deformasyon, geng siirgiinlerde ipliklesme ve ¢igek azalmasi gibi
belirtilerle ortaya ¢ikmakta ve bu durum ciddi Uriin kayiplarina neden olmaktadir
(Dukic, 2002). 2000’li yillara kadar, WMV’nin yayilminin az, belirtilerin ve
kllturel alanda etkilerinin diisiik oldugu ve bu sebeple 6nemsiz oldugu diistiniilmiis

fakat 2000 yilindan itibaren farkli irklar tarafindan meydana getirilen gesitli nekroz



tarleri tespit edildigi, bu durumun meyve verimi ve kalitesi Uzerinde olumsuz yénde
o6nemli bir etki olusturdugu iddia edilmistir (Crescenzi, 2001). WMV, Aphididae
takimina ait en az 38 yaprak biti tiirii ile non-persistent yolla ¢ok etkili ve kolay bir
sekilde yayilabilme yetenegine sahip olup, diisik sayida yaprak biti
popiilasyonunda dahi yiiksek diizeyde hastaliga neden olabilecegi belirtilmistir
(Yamamoto, 1982). WMV’nin kabakgillerde farkli tiirlerde gostermis oldugu
simptomlar Tablo 1.2’de 6zetlenmistir (Kege, 2016).

Tablo 1.2. Mekanik inokulasyon ¢alismalarinda kullanilan indikator bitkiler ve

WMV enfeksiyonu sonucunda gozlenen simptomlar (Kege, 2016).

Indikator Bitki Ad Latince Ad1 Gozlenen Simptomlar
Kabak Cucurbita pepo L. M, De, K, DB
Kavun Cucumis melo L. M, De, K, DB
Hiyar Cucumis sativus L. M, De, K, DB
Karpuz Citrillus lanatus

(Thunb.) Matsum. & M, De, K, DB

Nakali
Akkazayagi Chenopodium  quinoa

. KLL

Willd.

Hanim Diigmesi Gomphrena globosa L. KLL

M: Mozayik, De: Deformasyon, K: Kabarciklagsma, DB: Damar bantlagmasi 1

Bitki virGsleri yuksek mutasyon kabiliyetine sahip micadelesi zor
organizmalar olduklari i¢in genomik 6zelliklerinin aydinlatilmasi ¢ok biiylik 6nem
arz etmektedir. Potyviriisler ile ilgili yapilan g¢esitli g¢alismalar genomda
patojenisiteden sorumlu gen bélgelerinin varligini ve bu gen bolgelerindeki genetik
cesitliligin patojenisiteyi etkileyebildigini ortaya koymaktadir. Ozellikle potyviriis
genomunda P1 bolgesinin patojenisite ile iliskili oldugu bilinmektedir. Bir
potyviriis olan WMV, bu baglamda tez ¢alismasina konu edinilerek, Tlrkiye’nin
farkli lokasyonlarindan toplanan WMV izolatlarinin patojenisiteden sorumlu
oldugu degerlendirilen P1 gen bolgelerinin  molekiler karakterizasyonu

gerceklestirilerek popiilasyon genetigi dinamikleri yoniinden ilk kez arastirilmistir.



1.1 'WMV’nin Global Olgekteki Durumu ve Cesitli Arastirmalar

ABD’de yiirtitiilen bir caligmada Arizona’da kabak tarlalarinda tespit edilen
virlisler igerisinde yogunluk bakimindan en yogun CMV ve WMV olarak
gozlemlenmistir (Grafton-Cardwell, 1996).

Yugoslavya'da kabaklarda bulunan virlslerin biyolojik ve serolojik
Ozelliklerini incelemek amaciyla yiiriitilen ELISA testleri sonucunda ZYMV,
CMV ve WMV viriislerine rastlanmistir (Dukic, 2002).

Deshiez vd. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada WMV'nin Soya fasulyesi
mozaik virisii (Soybean mosaic virus; SMV) ile yiiksek dizi benzerligine sahip
oldugu, farkli ve ¢ok daha genis konukcu araligina ragmen neredeyse bir SMV
izolat1 olarak kabul edilebilecegini belirtmislerdir. Ayni ¢alismada WMV nin P1
bolgesinin Soya fasulyesi mozaik virtst’nun P1 bolgesinden 135 amino asit daha
uzun oldugu, P1’in N-terminal yarist SMV ile iliskisi olmadig1 ancak Fasulye adi
mozaik virlsi (Bean common mosaic virus; BCMV) ile %85 benzerlik gosterdigini
tespit edilmistir.  Bu bulgular sonucunda Karpuz mozaik virtisunin bir
rekombinasyon sonucu ortaya ¢iktig1 goriisiinii paylasmaktadir (Desbiez, 2004).

Ispanya’da yapilan bir calismada kavun bitkisinden alinan 6rneklerden elde
edilen WMV izolatlari incelenmis ve ortak genetik yapinin aydinlatilmasi Uzerine
aragtirmalar yapilmistir. Konukgu bitki Uzerinde yapilan arastirmalarda
belirtilerinin ¢ok benzer oldugu ve genetik yapisinin da diger gruplar ile benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir (Moreno, 2004).

Iran’da 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada 2004-2005 yillarinda, Yazd,
Esfahan, Bati Azerbaycan, Hormozgan ve Kerman’da bulunan alanlardan, viral
enfeksiyon belirtileri gosteren, kabak ve yabani kabakagil tirlerinden toplanan 757
adet 0rnek WMV varligi agisindan testlenmistir. Yapilan serolojik ¢aligsmalar 190
ornegin WMV ile bulasik oldugunu gostermis ve secilen izolatlardan 18'inin kilif
proteini (CP) geni PCR ile amplifiye edilmis, klonlanmis, dizilenmis ve
GenBank'teki dizilerle karsilastirilmistir. Kilif protein bélgesinin 778 nukleotid
uzunlugundaki dizileri kullanarak yapilan filogenetik analiz, bu izolatlarin iki gruba
ayrildigini géstermistir (Sharifi, 2008).

2009 yilinda Polonya'da ytiriitiilen bir ¢alismada viral enfeksiyon belirtileri
gosteren 15 adet kabak bitkisi 6rnegi 3 ayri tiretim alanindan toplanarak incelenmis
ve tim Ornekler, WMV, ZYMV ve PRSV tespiti igin ticari antiserumlarla DAS-
ELISA yontemiyle analize tabi tutulmustur. Her 6rnekte WMV tespit edilmis ancak



ZYMV ve PRSV ig¢in kullanilan antiserumlarda pozitif reaksiyon gozlenmedigi
goriilmiistlr. ELISA ile tespit edilen WMV varligi, RT-PCR ile dogrulanmas,
enfekte kabak yapraklarindan fenol-kloroform yontemiyle toplam RNA
ekstraksiyonu yapilarak RNA 6rnekleri, WM V'nin kilif protein (CP) geninin belirli
bolgesini amplifiye etmek i¢in tasarlanmis 6zgiil primerlerle WMV  varligi
acisindan test edilmistir. PCR iiriinleri klonlanlanarak dizi elde edilmis. Elde edilen
822 nikleotidlik amplikon Cin ve Kore'den bildirilen WMV dizileriyle (%98) ve
Fransa ile Pakistan'dan gelen WMV dizileriyle (%93) benzerlikleri tespit edilmistir.
Bu ¢alisma sonuglari ile Polonya'da WMV'nin dogal olarak ilk kez rapor edildigi
diistintilmektedir (Borodynko, 2009).

Desbiez ve arkadaglarmin 2009 yilinda yayinlanan calismalarinda
Giineydogu Fransa’da kabak bitkilerinde goriilen siddetli WMV simptomlari
incelenmis ve WMV izolatlarinin kdkeninin arastirilmast amaglanmistir. Yapilan
caligmalarda kabak bitkisindeki simptomlarin ‘’klasik’> (CL) izolatlardan farkli
olarak yeni “’emergen’’ (EM) izolatlarindak kaynakli oldugu anlasilmistir. WMV
izolatlari, polimeraz ve kilif protein kodlayan bdlgelerin bir kisminin
dizilenmesiyle karakterize edilmistir. Bu analiz sonucunda, EM izolatlarinin sadece
Gilineydogu Fransa'da bulundugu, CL izolatlarinin ise iilke genelinde yaygin oldugu
belirlenmistir. Sonuglar, EM izolatlarinin uzak cografi bolgelere yayilmadigini,
ancak hizla oOnceki Kklasik (CL) izolatlarim1 degistirdigini ortaya koymustur
(Desbiez, 2009).

2011 yilinda yapilan bir ¢alismada Slovakya ve iran’dan elde edilen toplam
36 adet WMV izolatinin genetik ¢esitliligi belirlenerek iki farkli genomik bélgesi
dizi analizi ile incelenmis (P1 ve N1b-VP) ve slovak WMV izolatlarinn daha fazla
cesitlilige sahip oldugu tespit edilmistir (Glasa, 2011).

2012 yilinda Sirbistan’da yapilan bir ¢alismada 2007 yilindan itibaren 5
yillik siiregte viral simptomlar gdsteren bitkilerden toplanan 700 den fazla 6rnek
serolojik yontemler ile incelenmis ¢ikan sonugta %79.2 oraninda ZYMV, %32.2
oraninda WMV, %12.8 oraninda ise CMV’e rastlanmistir (Ana ve Aleksandra,
2012).

Yapilan bir ¢calismada WMV-Le olarak tanimladiklart WMV-2 izolatinin
biyolojik ve molekiiler karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir. Bu izolatin tim
genomunun 10.045 niikleotid icerdigini ve WMV-C05-270 kodlu Fransiz izolati ile

%099.1 benzerligi oldugunu saptamislardir. Yapilan sera denemelerinde karpuz



bitkilerinde arazi simptomunun zayif gézlenmesine ragmen, hiyar, kavun, yazlik ve
kislik kabakta siddetli simptomlar verdigini rapor etmislerdir (Finetti Sialer, 2012).

Iran’da 2012 yilinda yapilan bir ¢alismada, Iran'in iki bélgesinden toplanan
kabakgillerde WMV tespiti universal potyvirus primerleri (NIb2F/NIb3R)
kullanilarak gerceklestirilmistir. incelenen 55 6rnegin 21'inde viriisiin genomunun
350 bp biyikligindeki bir bolgesi ¢ogaltilmistir. Nukleotid dizilerinin
belirlenmesinden sonra, WMV'nin kabakgillerde enfeksiyona neden olan virs
olarak tanimlandigi tespit edilmistir. Dizilen genomik bdlge, diinya capinda 36
izolatin dizileriyle karsilastirilmis ve filogenetik analizler, Ahr-sq205, Gogsg41 ve
Ahr-sq206 izolatlariin bir kiime olusturdugunu, Zyn-sq167 ve Khl-ct180
izolatlarinin ise Amerika ve Sili izolatlariyla birlikte baska bir kiime olusturdugunu
gdstermistir. Daha dnce dizilenen Iran izolat1 ise Fransa ve Italya izolatlariyla ayn
kiimede yer almistir. Bu bulgular, farkli cografi bolgelerden WMV izolatlar1
arasindaki genetik iliskileri ortaya koymaktadir (Ghasemzadeh, 2012).

Akhtar Ali ve arkadaglarinin 2012 yilinda giiney Amerika’da yaptiklari bir
caligmada kabakgilleri enfekte eden viriislerin oransal dagilimini tespit etmek
amaciyla 10 eyaletten toplamda 715 viral enfeksiyon simptomu gdsteren bitkilerden
yaprak ornekleri toplamiglardir. RT-PCR ile test edilen bitkiler tzerinde Yonca
mozaik virtisi (Alfalfa mosaic virus; AMV), Fasulye bakla leke viriisi (BPMV),
Kabaklarda yaprak sararmasi virlisui (CABYYV), Kabak sar1 ¢okertme hastaligi
viriisii (CYSDV), Salatalik yesil mozaik mozaik viriisii (CGMMYV), Salatalik
mozaik virisi (CMV), Kavun nekrotik leke virtisi (MNSV), Papaya halkali leke
virisi-W (PRSV-W), Kabak yaprak kivrilma virtsii (SLCuV), Soybean mozaik
virisi (SMV), Kabak mozaik virlsi (SqgMV), Kabak damarsarilik virlsu
(SqVYV), Tutln halkali leke virist (TRSV), Karpuz mozaik virisi (WMV),
Kavun glimiisi leke virtst (WSMoV), Kabak sart mozaik virist (ZYMV) ve Kabak
yesil mozaik viriisii (ZGMMYV) tespit edilmistir. Tespit edilen virurlerin oransal
dagilimi WMV (%30,6), ardindan PRSV-W (%24,7), ZYMV (%13,9), TRSV
(%5,7), SQMV (%3,5) ve MNSV (%2,6) olarak belirlenmistir (Akhtar Ali, 2012).

Bosna Hersek Laktas bolgesinde 2014 yilinda WMV varligini tespit etmek
icin yapilan bir aragtirmada, kavun ve karpuz tarlasinda mozaiklesme, burusukluk
yesil damar bandi ve siklasan kiigiilmiis yapraklar ile yaprak kivrilmalar1 gosteren
bitkilerden 6rnekler alinmis ve kavun ve karpuz bitkilerinin %10'unda WMV tespit

edilmistir. ELISA testleri ve molekiiler analizlerle viriisiin varligi dogrulanmastir.



Serolojik tespit RT-PCR kullanilarak WMVS5 ve WMV3 primerleriyle dogrulanmis
iki WMV izolat1 arasinda %91,5 niikleotid benzerligi (aa %94,6) bulunmus olup bu
bulgular, Bosna Hersek’te WMV nin yeni konukcgulara yayildigini ve bazi kabak
tirlerinde ise daha siddetli simptomlara neden olabilecegini gostermistir (Trkulja,
2014).

Suudi Arabistan’da yiiriitiilen bir ¢alismada WMV ile miicadelede Mazi
(Thuja orientalis) bitkisi ekstraktinin 6g/1 oraninda kullanimimnin WMV’nin bitki
tizerindeki olumsuz etkilerinin azaltilmasi agisindan basarili sonuglar verdigi iddia
edilmistir (Esam ve Elbeshehy, 2015).

Cin’de 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada WMV izolatlarinin biyolojik
Ozelliklerinin arastirilmasi konu edinmis ve Xinjiang bolgesinde farkli cografi
kokenlere ait ve kavunlar1 enfekte eden 11 WMYV izolati deneysel konukgular
tizerinde denemeler yapilarak arastirilmistir. Yapilan inokiilasyon sonrasi sonuglar
diger iilke izolatlar1 ile karsilastirildiginda farkliliklar gézlemlenmistir. Buradan
hareketle farkli bolgelerdeki izolatlar ile bitki tepkilerinin farkli oldugu ve aralarin
da iliski olmadigi sonucuna varilmistir. Bu calisma da JS-1 izolati Cucurbita
moschata (Bal kabag1) iizerinde hafif mozaik belirtiler gosterirken diger 10 izolatin
bitki Gzerinde bir simptom gostermedigi gozlemlenmistir. 11 izolatin timi
Cucurbita pepo (Kabak) ve Cucumis melo (Kavun) bitkilerinin sistemik olarak
enfekte etmis ve siddetli simptomlar gériilmiistiir. Tiim izolatlar Nicotiana tabacum
(Tatan) bitkisini sistemik olarak enfekte etmis ve hafif mozaik goriintii ile belirti
gostermistir. Chenopodium amaranticolor (Sirken) ve Chenopodium quinoa
(Kinoa) bitkilerinde ise Kklorotik lokal lezyonlara sebep olmus ve yapraklardan
inokdle edilen 6rnekler RT-PCR ile test edilerek tespit edilmistir. Bu sonuglar
WMV’nin biyolojik farkliliklarini anlamak i¢in yiiriitiilmiis ve calisma sonucu
tespitleri ile izolatlarin diger bitki tiirleri iizerindeki simptomlari agisindan
aydinlatict olmustur (Dong, 2017).

Guney Kore'de yapilan bir baska ¢alismada, viral hastaliklarin incelenmesi
sirasinda, WMV spesifik primerleri kullanilarak yapilan RT-PCR ile ginseng, kiime
ebegumeci (Malva verticillata) ve balkabagi (Cucurbita moschata) dahil olmak
Uzere toplanan orneklerin ¢ogunda WMV tespit edilmistir. Kime ebeglimeci
bitkisinden elde edilen enfekte dokular, Cucurbita pepo (Kabak) ve C. moschata
gibi bitkilerde sistemik belirtilere neden oldugu iddia edilmistir. WMV'nin genetik
Ozelliklerini belirlemek icin tam genomik RNA amplifikasyonu ve dizi analizi



yapilmis, elde edilen WMV izolatinin, Kore'deki diger WMV izolatlariyla yiiksek
benzerlik gosterdigi ve salatalik, karpuz ve kabak gibi bitkilerde ciddi hastalik riski
olusturdugu belirlenmistir. Bu calisma, WMV'nin ginseng bitkilerindeki dogal
yayilimini ve potansiyel risklerini anlamak i¢in énemli bilgiler saglamistir (Kim,
2018).

Hindistanin Rajathsan bolgesinde karpuz yetistirilen bolgelerde yapilan bir
calismada WMV varlig: bitkilerden alinan doku 6rneklerinin incelenmesi sonucu
tespit edilmis ve gen bolgeleri incelenmis, genomik segmentleri arasinda
farkliliklar tespit edilmistir. Bunun viriislerin evrimsel degisiminin bir sonucu
oldugu idda edilmistir. Arastirma bulgular ile WMV izolatlarinin 3 kiimeye
ayrildig1 ve Hint WMV izolatlarinin Fransiz izolatlari ile birlikte kiimelendigi tespit
edilmistir (Verma vd., 2020).

Misir’da yiiriitiilen bir ¢alismada viral enfeksiyon belirtileri gosteren
bitkilerden alinan Ornekler labaratuvarda aragtirllarak WMV tespiti yapilmis,
WMV nin kilif protein geni i¢in 6zel olarak tasarlanmis primerler kullanilarak RT-
PCR yontemi ile kullanilarak kilif protein geninin 825 bp’lik bélgesi ¢ogaltilmistir.
Dizilenen izolatin gen bankasinda bulunan diger izolatlar ile %95 ila %99 arasinda
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Gehan ve Mohamed, 2020).

Italya’da 2002 ile 2009 arasinda toplanan WMV izolatlarmin ¢ogunun
klasik olarak bilinen WMYV izolatlariyla ayni oldugu ancak 2012 yilindan itibaren
arastirmalarda farkli izolat tiirlerinin tespit edildigi ve bununda genetik ¢esitlilik ile
iligskilendirildigi ancak ¢aligmalarin artarak izolatlarin pozitif se¢im yada haplotip
cografi yapisi tespitleri yapilmasi gerektigi rapor edilmistir. Yine aynmi ¢alismada
Fransada 1970’lerden beri “’klasik izolat’’ olarak tanimlanan izolatin 1999’lardan
itibaren emerging ‘cikis yapan” olarak adlandirilmaya baslanmistir. N terminal
kismin1 kodlayan bolgede aminoasit dizilimde farklililar rapor edilmis, genetik
cesitlilik gézlemlenmis ve bunun Asya kokenli izolatlar ile iligkili oldugu ifade
edilmistir (Bertin vd., 2020).

2011 - 2018 yillar1 arasinda Arjantin’de WMV izolatlarinin molekiiler
farkliliklarint  kismi dizilere dayanarak degerlendirilen ve diinyanin diger
bolgelerinden elde edilen izolatlar ile karsilastirmalar1 yapilan bir ¢alismada 10
eyaletten toplanan ve dogal olarak enfekteli materyallerden elde edilen WMV

izolatlar1 3 farkl filogenetik gruba ayrilarak incelenmis, genetik farkliligin yani



evrimsel baskinin negatif oldugu, degisimin ¢ok yavas olabilecegi sonucuna
vartlmistir (Pozzi, 2020).

Amerika’da gliney boélgelerde bulunan 9 eyalette kabak bitkilerinden elde
edilen 57 izolat ile yapilan bir ¢alismada WMV izolatlarinin genleri kopyalanip
dizinlenmis ve farkli bolgelerden bildirilen 89 WMYV izolat1 ile karsilastirildiginda
%88.9 ile %99 ve %91.5 ile %100 araliklarinda farklilik/gesitlilik gézlemlenmistir.
Buradan sonugla ABD 6zelinde WMV nin cografi kokenlerine ve konukgularindan
bagimsiz 3. gruba ait olduklar tespit edilmistir. Bu ¢alismada Secilen 37 tam
genom dizisinin filogenetik analizi, ¢alismada belirtilen ana gruplamayi
desteklemektedir. CP genindeki rekombinasyon analizi, ABD'deki WMV
izolatlarinin  evrimi i¢in iki baskin kuvvet olan koruyucu secilim ve
rekombinasyonun meydana geldigini dogrulamistir (Abdalla ve Ali, 2021).

2021 yilinda Iran’da yiiriitiilen bir ¢aligmada Iran ve Irak’tan toplanan 9
farkli izolatin yayilimi, genetik ¢esitliligi ve filogenetik analizin arastirilmig ve gen
bankasinda bulunan diger WMV izolatlar1 ile karsilastirilmistir. 4 Irak izolati
arasindaki kismi CI geninin dizi benzerligi, niikleik asit diizeyinde %92,11 ile
%99,71 arasinda degisirken, amino asit diizeyinde ise %97,41 ile %99,14 arasinda
degismekte oldugu gdzlemlenmistir. Ote yandan, Iran izolatlar1 arasindaki
benzerlik nlkleotid diizeyinde %94,55 ile %99,14 arasinda ve amino asit diizeyinde
%98,71 ile %100 arasinda degisitigi saptanmustir. Iran ve Irak izolatlar: arasindaki
benzerlik ise niikleotid diizeyinde %91,54 ile %99,71 arasinda, amino asit
diizeyinde ise %96,98 ile %100 arasinda degisme goriilmiistir. Bu sonuglarin,
kismi CI geninin niikleotid diizeyinde yiiksek bir degiskenlige isaret ettigi, ancak
¢ogu mutasyon sessiz oldugundan, amino asit korunumu i¢in yiiksek bir secimin
oldugunu goOstermistir. Arastirilan izolatlarin  GenBank'taki diger WMV
referanslariyla karsilastirildiginda, en yiiksek (%99,71) niikleotid benzerligini Iran
(WMV6) ve bir Fransiz izolat1 (JF273460) arasinda bulundugu gozlemlenmis. En
diisiik niikleotid (%89,48) benzerligi ise Iran (WMV8) ve baska bir Fransiz izolat:
(JF273467) arasinda bulunmustur. Fransa JF273460 ve Ispanya (MH469650 ve
MH469651) gibi izolatlar, iran wMV1, wMV3 ve wMVS5 izolatlar1 ile amino asit
diizeyinde %100'lik en yiiksek benzerligi sergilemistir. En diisiik amino asit
benzerligi (%96,81) ise wMVS5 ve Giiney Kore'den KT992077 izolatlar1 arasinda
gbzlemlenmistir (Hayder ve Alinizi, 2021).
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2021 yilina ait bir ¢calismada WMV ile birlikte kabak tiirlerinde sikca
Cucurbit yellow stunting disorder virus (Kabak sar1 bodurluk viriisii) viriisiiniin
birlikte bulundugu ve bu iki tiiriin birbirlerini etkiledikleri tespit edilmistir
(Domingo-Calap, 2021).

fran’da yr(tilen bir baska calismada iki farkli bélgeyi hedefleyen primer
cifti (CL, NIb) ile yapilan RT-PCR amplifikasyonunun sonuglari, MN464243-
MN464256 erisim numaralartyla GenBank veritabaninda depolanan WMV'ye ait
10 6rnegin S'inde (%50) enfeksiyon oldugunu dogrulamistir. Diger virtislerle
enfeksiyon orani, sirasiyla ZYMV i¢in %30 ve CMV igin %20 olarak tespit
edilmistir. . Bu ¢alisma da Iranda tespit edilen WMV1,WMV2,WMV3 WMV4 VE
WMV5 izolatlarinin gen bankasinda diger WMV izolatlar ile karsilastirilmalari
sonucu ise WMV?2 izolati ile bir fransiz izolatinin (JF273460) %99,71 ile en yliksek
nt benzerligine sahip oldugu, WMV4 izolatinin ise %89,48 ile en diisiik nt
benzerliginin yine bir Fransiz izolati (JF273467) arasinda oldugu tepit edilmis.
WMV1,WMV3 ve WMVS5 izolatlar1 ise Fransa ve Ispanya izolatlar1 ile aa diizeyin
de %100 liik bir benzerlik géstermistir (Hayder ve Alinizi, 2021).

Farkli viriislerin birbirleri ile etkilesimlerinin gozlemlendigi bir ¢alismada
WMV ile CYSDV arasindaki etkilesimin incelenmesi sonucu sinerjik etki
gosterdigi sonucu gozlemlenmistir. Bu viriisler arasindaki etkilesimi daha iyi
anlamak icin tltin Nicotiana benthamiana bitkisinin yapraklarinda farkli viriis
proteinlerinin bir arada kullanilmasiyla RNA baskilayicilarinin (RSS'ler) aktivitesi
incelenmigtir. WMV'nin gucli RSS etkisi olan Helper Component Proteinase
(HCPro) proteininin etkilenmedigi, ancak daha zayif RSS etkisine sahip CYSDV
Cucurbit yellow stunting disorder virus P25 proteininin HCPro ile birlikte
oldugunda belirgin bir etkilesim gozlenmistir. Bununla birlikte, WMV P1
proteininin P25'in RSS aktivitesi tizerinde beklenmedik bir olumsuz etkisi oldugu
goriilmis, P1'in P25 miktarin1 azaltmadig tespit edilmistir. P1'in P25 (izerindeki
zararl etkisinin doza bagli oldugu ve P1 ile P25'in gecici olarak birlikte oldugunda,
bu proteinlerin hiicresel yerlesimi hem ¢ekirdekte hem de sitoplazmada ortiistiigl
goriilmiistiir. Ayrica, immunopresipitasyon deneyleri, bu iki proteinin etiketlenmis
versiyonlar1 arasinda etkilesim oldugunu gostermistir.  Bu potyvirlsler ve
criniviriislerin diger kombinasyonlarinda daha once belirtilmemis olan bu yeni

etkilesim, duyarli bitkilerde birden fazla viral enfeksiyona yanitin karmasikligini
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diizenlemeye yardimci olabilir sonucunu ortaya c¢ikarmistir (Domingo Calap,
2021).

Cin’de WMV’e kars1 dayanikli kabak tiirlerinin arastirilmasia yonelik
yapilan bir calismada Ortii alti serada fidanlik asamasinda 20 adet Cucumis
metuliferus (Boynuzlu kavun) materyali WMV'nin mekanik inokulasyon yoluyla
enfekte edilmistir. Calisma, C. metuliferus'un WMV igin bir konukgu oldugunu ve
gesitleri iginde zengin direngli genotipleri sergiledigini ortaya koymustur.
Ozellikle, PI292190 WMV'ye kars1 bagisiklik gostermis, P1202681, Hm4-1-1,
Hm1-4-1 ise yliksek dirence sahip oldugunu gostermistir. Bu ¢alisma, C.
metuliferus'ta diren¢ mekanizmasi ve antiviral genlerin transformasyonu igin
zengin direngli materyaller saglayabilir (Qiang, 2021).

Iran’da 2021 yilinda yapilan bir calismada 2016 yilinda viral enfeksiyon
simptomlar1 gosteren 305 ayri bitkiden toplanan &rnekler laboratuvarda analiz
edilerek 80 tanesinin WMW ile enfekteli oldugu tespit edilmistir. Bulunan WMV
izolatlarinin CP geni 780 bp, P1 geni ise 545 bp uzunlugun da RNA pargcalari
amplifiye edilerek filogenetik agaglar1 CP geni igin dN/dS oranlar1 < 1 ¢ikmis
olup WMYV popiilasyonlar1 negatif se¢im altinda bulunmustur (Nematollahi, 2021).

Suriye’nin Latakia ve Tartus bolgesinde viral enfeksiyon belirtileri gosteren
Kabakgil bitkilerinden alman toplam 293 adet érnek labaratuvarda DAS-ELISA
testleri ile analiz edilmis ve ¢alisma sonucun da karpuz bitkisi tzerinde %36,95
kabak bitkisi tizerinde %26,31 balkabag: tizerinde %29,27 ve Salatalik bitkisi tizerin
de %37,70 oraninda WMV tespit edilmistir. Biber Uizerinde Suriye’de ilk kez WMV
viriisii %2,94 orani ile kayitlara gegmis, patates ve fasulyede ise beklendildigi iizere
WMV tespit edilmemistir (Muhanna, 2021).

2023 yilinda Cek Cumhuriyeti’nde yiiriitiilen bir ¢alismada 5 WMV Cek
izolatinin genetik yapisini belirlemek i¢in yiiksek verimli dizileme yontemleri
kullanilarak tim genom analizi yapilmistir. Sonuglar, WMV izolatlarinin ¢ogunun
Avrupa kokenli oldugunu, ancak sasirtici bir sekilde genomlarin biiyiik bir kisminin
rekombinant oldugu belirlenmistir. Rekombinasyon analizi, WMV'nin genetik
cesitliliginin altinda yatan 6nemli bir faktér oldugunu ortaya koymustur. Bulgular,
WMV'nin kdkeninin binlerce yil 6ncesine dayandigini ve karpuzun ticari bir {iriin
olarak yetistirilmeye baslamasindan sonra patojenik hale geldigini gdstermektedir.
Bu c¢alisma, WMV'nin evrimi ve yayilimi hakkinda daha derin bir anlayis
saglamaktadir (Karima Ben Mansour, 2023).
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1.2 WMV’nin Turkiye’deki Durumu ve Cesitli Arastirmalar

Trakya bolgesi’nde 2005 yilinda yiiriitiilen bir surveyde Tekirdag, Edirne ve
Kirklareli illerinde 17 adet kavun tarlasi ve 19 adet Karpuz tarlasindan toplanan
ornekler CGMMV, ZYMV ve WMV, CMV, papaya halka leke virtsu-W (PRSV-
W), kabak mozaik viriisii (SqMV), kavun nekrotik leke virlisii (MNSV) varligi
aragtirtlmig ve toplanan toplam 502 ornek icerisinden 333 tanesinde viral
enfeksiyon tespit edilmistir. Tekirdag'daki 235 bitki 6rneginin 167's1, Edirne'deki
187 ornegin 1030 ve Kirklareli'ndeki 80 Ornegin 63"l pozitif sonuglanmistir.
Karpuz tarlalarinda ZYMV (%45,5), WMV-2 (%34,2), CMV (%19,9), PRSV-W
(%2,1), SQMV (%1,8) ve MNSV (%0,4), kavunda ise ZYMV (%40,3), WMV-2
(%31,2), CMV (%7,2), PRSV-W (%2,3), SqMV (%0,5) ve MNSV (%]1,8) oraninda
enfeksiyon varligi belirlenmistir (Kokl, 2006).

Adana’da yapilan bir ¢alismada, kabakgil yetistirilen bdlgelerde
mozaiklesme, mese yapragi goriintiisii, yapraklarda deformasyon belirtileri olan ve
dogal enfeksiyon halindeki bitkilerden alinan érnekler ile DAS-ELISA ve RT-PCR
yontemi ile karakterize edilmis ve elde edilen izolatlar incelendiginde asya
izolatlar1 ile benzer olduklari tespit edilmistir (Kamberoglu, 2016).

2019 yilinda Tiirkiye Adana ve Mersin illerinde karpuz yetistirilen
boélgelerden toplanan orneklerden WMV'ye 0zgu WMV-3
(CCCAYCAACTGTYGGAAG) ve WMV-5 (GGCTTCTGAGCAAAGATG)
primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR c¢alismalart sonucunda 408 bp
biiyiikliigiinde bantlar elde edilmistir. RT-PCR c¢alismalar1 sonucunda Tarsus
(WMV-6, kavun), Tuzla (WMV-7, kavun), Silifke (WMV-13, karpuz), Kozan
(WMV-19, karpuz) izolatlar1 alindiklar1 bolge ve bitki tiirti dikkate alinarak
se¢ilmis ve dizi analizi ve filogenetik siniflandirma c¢alismalarinda kullanilmistir.
Calisma kapsaminda elde edilen WMV izolatlari, Tiirkiye (EU660579), Kore
(AB369278), Fransa (JF273463 ve JF273462), italya (FJ823122) ve Japonya
(AB353119) gibi WMV izolatlarina % 86,8 ile % 97,7 arasinda benzerlik
gostermistir ve filogenetik agac tizerinde WM V'nin siddetli irkinin dahil oldugu G3
grubunun EM3 alt grubunda yer almistir (Ozcinar, 2020).

Ors vd. 2021’nin yaptiklar1 bir ¢aligmada Malatya'daki kabak yetistirme
bolgelerinde 2016-2017 yillar1 arasinda, Arapgir, Arguvan ve Battalgazi
ilcelerinden 110 kavun, 25 balkabagi ve 27 karpuz 6rnegi olacak sekilde toplam
162 yaprak 6rnegi toplanmis, RT-PCR testleri sonucunda Arapgir ve Arguvan'dan
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toplanan orneklerde herhangi bir virlise rastlanmamamistir. Ancak, Battalgazi
ilcesinde 1 salatalikta CMV, 5 balkabaginda ZYMV ve 6 karpuzda WMV
enfeksiyonlar1 tespit edilmis. ZYMV-Malatya ve WMV-Malatya izolatlarinin
niikleotid dizileri incelendiginde, ZYMV izolatinin diinya capindaki diger
izolatlara yuksek benzerlik gosteridigi (CP geninde mutasyon olmadan), WMV
izolatinin benzersiz bir mutasyon yeri icerdigi belirlenerek bu izolatlarin
GenBankasina kaydedilmek suretiyle erisim numaralar1 alimmistir (Ors, 2021).

2021 yilinda yapilan bir ¢alismada, 2017-2019 yillar1 arasinda kabak
bitkilerinden Uzerinde viral etmen simptomlari tasiyan 625 &rnek toplanmis ve
WMV %56,96 oraninda, ZYMV %56 oraninda ve CABY'V %20,16 oraninda tespit
edilmistir. CMV (2), WMV (12), ZYMV (6) ve CABYV (4) olmak uzere secilen
24 izolatin dizilenmesi yapilmis ve GenBank veritabanina kaydedilmistir.
Filogenetik analiz, bu viriislerin Tirk izolatlarinin filogenetik agaclarda ayni
kiimeleri olusturdugunu ve genellikle komsu iilkelerin izolatlariyla yiiksek
benzerlikler gosterdigini ortaya koymustur (Yesil, 2021).

2024 yilinda Igdir’da CMV ve WMV tespiti i¢in yapilan ¢alismada, 1gdir’in
farkli ilgelerinden 23 adet kavun bitkisi, 28 adet karpuz bitkisi yapraklari karigik
sekilde toplanmis (Viral enfeksiyon simptomlari gosteren ve gostermeyen) ve bu
ornekler CP genine 6zgii primerler kullanilarak RT-PCR ile test yapilmis ve CMV
ile WMV i¢in istenilen boyutlarda gen bdlgeleri ¢ogaltilmistir. Bu bolgelerin
GenBank erigsim numaralar1 alinmistir. Bu ¢alismada yapilan dizi analizleri, CMV
icin 593 baz ¢ifti ve WMV igin 822 baz cifti icerdigini ve kismi CP genine karsilik
geldigini gostermis olup, her iki viriis icin de farkli cografi bolgelerden ve bitki
materyallerinden e¢lde edilen izolatlarla filogenetik iliskiler incelenmistir.
Olusturulan filogenetik agag, CMV-Igdir izolatinin Grup I ve alt grubu B'de yer
aldigint ve  WMV-Igdir izolatlarimin farkli gruplarda bulundugu sonucunu
gostermistir. Bu ¢alisma, Igdir ilinde karpuz ve kavunda CMV ve WMV'nin ilk kez
tespit edildigini ve CMV'nin grup/alt grup atamalarinin ortaya ¢ikarildigini
gostermistir (Guller, 2024).

Antalya ve Denizli’de yiiriitiilen bir calismada bazi kabakgil bitkilerinde 53
adet yaprak ornegi alinmis ve yapilan RT-PCR sonucunda CP’e spesifik primer
setleri ile 820 bp’lik bir gen bolgesi ¢cogaltilmistir. Alinan 6rneklerin igerisinden
kavun bitkisinde 11, karpuzda 8, yilan kavunu bitkisinde 7, kabak bitkisin de ise 5

ile toplam 53 6rnegin 31’inde WMV izolat1 tespit edilmistir. Virlis izolatlarinin
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molekiiler o6zelliklerini daha iyi anlamak igin ¢ogaltilan amplikonlar uygun
prokaryotik plazmidlere klonlanlanarak dizilenmis ve GenBank'a kaydedilmistir.
Biyoinformatik analizler, tanimlanan CP geni dizilerinin 6nemli niikleotid

homojenligini ortaya koymus ve diinya ¢apindaki izolatlarla yiiksek benzerlik

gosterdigini ortaya ¢ikarmis (Guller, 2024).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Virus izolatlan

Bu ¢alismada Eskisehir, Ankara ve Nevsehir illerinden toplanan ve serolojik
olarak WMV ile enfekteli oldugu dogrulanmig 10 adet WMV ile bulasik kabakgil
bitkisi virus kaynagi olarak kullanilmistir. Yapilan arazi ¢alismalarinda toplanan
hastalikli bitki kisimlar1 2020 yilindan bu yana -80 °C’lik derin dondurucularda
muhafaza edilmektedir. Orneklerin toplandigi alanlar ve konukgularina yonelik

detayli bilgi Tablo 2.1’de verilmistir.

Tablo 2.1. Caligmada kullanilan WMV izolatlar1 ve survey illeri.

No Konukgu Izolat Numarasi  Toplandigi 11
1 Cucumis melo L. AY-4 Eskisehir
2 Cucurbita moschata Duch. AY-5 Eskisehir
3 Cucurbita moschata Duch. AY-6 Eskisehir
4 Cucurbita moschata Duch. AY-8 Nevsehir
5 Cucurbita moschata Duch. AA-2 Ankara

6 Cucurbita moschata Duch. AA-3 Ankara

7 Cucurbita pepo L. AE-7 Eskisehir
8 Cucurbita pepo L. AE-9 Eskisehir
9 Cucurbita pepo L. AE-22 Eskisehir
10  Cucurbita pepo L. AE-24 Eskisehir

2.2 DAS-ELISA testi

WMV ile enfekteli orneklerin DAS-ELISA testi yardimiyla yeniden
dogrulanmasi i¢in AGDIA (Elkhart IN, ABD) firmasindan temin edilen SRA
54001/0096 kodlu kit kullanmilmistir. DAS-ELISA testi ilgili Gretici firmanin
talimatlar1 ¢ergevesinde gergeklestirilmistir.

DAS-ELISA yonteminde, WMV’e 6zgu 1gG antikorlari, 1/200 oraninda
kaplama tamponu ile ¢oziilerek her bir ELISA plakasinin kuyucuguna 100 pl olarak
yerlestirilmistir. Plakalar 37 °C’de 4 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda
plakalar, yitkama tamponu ile ti¢ kez yikanmustir. Ezilen 6rnekler, ekstraksiyon
tamponunda hazirlanan ¢ozelti ile her bir kuyucuga 100 pl olacak sekilde yiiklenmis
ve plakalar bir gece +4 °C’de inkiibe edilmistir. Siire sonunda yikama islemleri
tekrarlanmistir. Alkalin fosfataz ile isaretlenmis konjugat, konjugat tamponu
igerisinde 1/200 oraninda ¢oziilerek her kuyucuga 100 ul eklenmistir. Plakalar 37

°C’de 4 saat inkiibe edildikten sonra yikama islemleri yeniden yapilmistir.
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Yikamanin ardindan, 1 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan 4-para-nitrofenil fosfat
cozeltisinden 100 pl eklenmis ve karanlik ortamda 1,5 saat bekletilmistir. Tiim bu
islemlerden sonra plakalarin renk degisimleri gozlemlenmis ve ELISA plak
okuyucusu (Thermo Scientific Multiscan FC Microplate Photometer, Amerika) ile
absorbans degerleri okunmustur. Testte, negatif kontroliin absorbans degerinin iki

kat1 ve lizerindeki degerler WMYV ile bulasik olarak degerlendirilmistir.

2.3 WMV-P1 Bolgesinin Konsensus Bloklari

GenBank veri tabaninda 14.03.2024 tarihinde yapilan “WMV” ve “P1”
anahtar kelimeleri ile yapilan taramada 52 adet alakali dizi bilgisine erigilmistir.
Veriler indirilerek diizenlenmis ve P1 bolgesinin nukleotid dizisinden olusturulan
konsensus bloklar1 hizalanarak hazirlanan konsensustan OM948814 erisim
numarali izolat primer dizayn1 amaciyla varsayilan parametreler cercevesinde giris

verisi olarak gerekli yazilimlarda kullanilmistir.

2.4 Primer Dizaym

WMV-P1 boélgesinin gogaltilmasi amaciya primerler, NCBI Primer-BLAST
aract kullanilarak tasarlanmistir (NIH, t.y.). Se¢im kriterleri arasinda amplikon
boyutu, erime sicakligi, baglanma pozisyon, GC igerigi ve baglanma sicakliklar
dikkatle ele alinmistir. Program hedeflenen yaklasik 1317 nikleotidlik P1 bolgesi
icin 750 ve 849 bp biiyiikliigiinde P1 Uzerinde iki farkli bolgeyi ¢ogaltan iki ¢ift
primer ¢ifti {iretmistir. Uretilen primerler, Beacon Designer (Primer, t.y.) ve mFold
(Integrated DNA Technologies, 2024) platformlari kullanilarak dogrulanmigtir. P1
bolgesine 6zgu tasarlanan yeni primerlerin sentezi, Oligomer Biyoteknoloji
(Ankara, Turkiye) tarafindan tuz saflastirma  yontemi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Primer Ozgiilliigii, GenBank veritabanmida Temel Yerel
Hizalama Arac1 (BlastN) ile tekrar kontrol edilerek dogrulanmustir.

P1 genomu iizerinde tasarlanan primer baglanti noktalarina yonelik sematik
diyagram Sekil 2.1°de sunulmustur. Tasarlanan oligoniikleotidler ile ilgili ayrintili

bilgiler Tablo 2.2’de sunulmustur.
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Pl HC-Pro P3 6K1 C1 6K2 VPg Nla Pro Nib Ccp

g Pipo 3’
e AAAAA
. e —

P1 (35-1371 nt) HC-Pro(1372-1580 nt)
WMV-PIF1 .! \\"M\"I-P 1R1
(1-22 nt) ——» | +——(829-849 n)
WMV-P2F2 WMV-P2R2
(732-751 nt)——> «——(1561-1580 nt)

Sekil 2.1. Calisma kapsaminda tasarlanan primerlerin P1 bolgesi {izerinde

baglanma noktalari.

Tablo 2.2. P1 bdlgesinin ¢ogaltilmasi igin tasarlanan oligoniikleotid dizi bilgileri.

Adi Dizi (5'-3') Baz boyutu (bp)
WMV-P1F1 TTGCATCTTCACCATTCACAAG 750
WMV-P1IR1 TGCACGCTTCTTTGCTTGTTC

WMV-P1F2 GCATGATCCTGCGCTTCAAC 849
WMV-P1R2 ATTGCTGCTGCCAATTCACC

2.5 RNA izolasyonu
Toplam RNA izolasyonu, enfekteli bitki o6rneklerinden, NucleoZOL
(Macherey-Nagel™, Dueren-Germany) RNA izolasyon soliisyonu kullanilmistir.
Ticari soliisyon disinda etanol (%70) ve izopropanol (%100), farkli boyutlarda
mikro pipet, 1sitic1 blok, santrifiij, vorteks, ¢alkalayici, Nanodrop spektrofotometre
(Nano Drop 2000, Thermo, Massachusetts, ABD), ezme poseti ¢alismanin diger
malzemelerini olusturmustur. RNA izolasyonu ilgili firmanin tavsiye notlari
lizerine, bazi mindr modifikasyonlar uygulanarak asagidaki sira ile
gergeklestirilmistir:
1. Hastalikli kabakgil bitki kisimlarindan yaklasim 100 mg alinarak sivi
azot yardimiyla havan ve havan eli kullanilarak ezilmesi saglanmstir.
2. Sivi azotla ezilen 6rneklerin {izerine 500 pl NucleoZOL RNA izolasyon
solusyonu eklenmis ve Ornekler oda sicakliginda 15 dakika
bekletilmistir.
3. Karigima 200 pl niikleaz ar1 su eklenmis, ters ¢evrilip kuvvetlice elle 15

saniye calkalanarak oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir.

18



4. Inkiibasyon sonrasi rnekler 12.000 g’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Ustteki sivi (500 pl) yeni bir tiipe almmus, ayni hacimde soguk
izopropanol eklenmis ve tlipler oda sicakliginda nazikge ters ¢evrilerek
cokelti goriiniir hale getirilmistir.

5. Ornekler oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmis, ardindan 12.000
g’de 10 dakika santrifiij edilerek {ist faz dokiilmiistiir.

6. Pellet, %70 etanol eklenerek 8.000 g’de 3 dakika santrifiij edilip

yikanmistir (Bu islem iki kez tekrarlanmistir).

2.6 DNase | Uygulamasi

RNA izolasyonu sonucunda elde edilen toplam RNA’lar final
konsantrasyonu 2 ug/ul olacak sekilde DNAse | (Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, Massachusetts, U.S.A) uygulamasina tabi tutularak genomik DNA’dan
arindirilmistir. DNA’dan yoksun RNA 6rnekleri konsantrasyonlart 20 ng/ul son
konsantrasyon olacak sekilde ayarlanarak -20 °C’de sonraki calismalar igin

muhafaza edilmistir.

2.7 RT-PCR Calismalari ve Optimizasyon

Iki asamali RT-PCR ¢alismalarinda cDNA sentezi “RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachusetts,
U.S.A)” kullanilarak gerceklestirilmistir. DNA polimeraz enzimi olarak GoTaq®
G2 Flexi DNA Polymerase seti (Promega, Wisconsin, USA) [Tag DNA
Polymerase, 25mM MgCI2, 5X PCR Buffer] ve RNase Inhibitori olarak
TheraPure™ GMP RNase Inhibitor, 40 U/uL (Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, Massachusetts, U.S.A) kullanilmistir. PCR cihazi (Applied Biosystems
Veriti™ 96, ThermoFisher Scientific, Massachusetts, U.S.A) calismanin diger
materyallerini olusturmustur.

WMV P1 boélgesinin (1317 nt) biiyiik bir bdlge olmasi nedeniyle ilgili
protein birbirini kapsayan iki ¢ift primer ile amplifiye edilmistir. Izolasyon
asamasinda elde edilen total RNA’lar oligo dT primerleri ile RevertAid First Strand
cDNA Synthesis ticari kitinde belirtildigi sekilde ¢cDNA elde edilmistir. cDNA
eldesinden sonra WMV-P1F1/R1 ve WMV-P1F2/R2 primerleri igin gradient PCR
islemi gergeklestirilmistir. Gradient PCR iglemi i¢in Tablo 2.3’te verilen bilesenler

her iki primer ¢ifti i¢in ayr1 ayr1 olacak sekilde hazirlanmastir.
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Tablo 2.3. Her bir primer ¢ifti igin hazirlanan reaksiyon bilesenleri.

Kullanilan Reaktif 1 X (ul)
dH20 13.15
GoTaq Flexi 5X. 6
25 mM MgCl, 1
10 mM dNTPs 0.6
10 uM F primeri 1
10 uM R primeri 1
Taq Polymerase 0.25
(5u/ul)

cDNA (50 ng/pl) 2
Toplam Hacim 25l

Optimal PCR reaksiyon kosullarinin belirlenebilmesi amaciyla her bir
primer cifti icin gradient-PCR reaksiyonu (50-60 °C araliginda) kurulmustur.
Gradient PCR kosullari i¢in cihaza sunulan program detay komutlar1 Tablo 2.4’te

sunulmustur.

Tablo 2.4. WMV izolatlarinda P1 bolgesinin amplifikasyonu icin gradient PCR

kosullari.
Primer F1/R1 Primer F2/R2
Sicaklik Sure Dongl Sicaklik Sure Dongl
95°C 15 dk 1 95°C 5dk 1
95°C 45s 94°C 30s
50-53-56-59-61°C 45 35 51-54-57-60-63°C 45s 35
72°C 1dk 72°C 1dk
72°C 10 dk 1 72°C 10 dk 1
10°C o0 10°C o0

2.8 Agaroz Jel Elektroforez Calismalar:

Elektroforez ve jel goriintiileme ¢alismalarinda, CBS Scientific yatay mini
elektroforez sistemi ve giic kaynagi, Biomax (Prona, Spain) agaroz ve G:F3
(Syngene, Ingiltere) jel goriintiileme sistemi kullamlmistir. P1 bélgesine 6zgi
primerlerle yapilan PCR sonucunda elde edilen amplikonlar, %1,5 agaroz jelde
elektroforeze tabi tutulmustur. Bu islem igin, Gallitelli ve Minafra’nin (1994)

yontemine gore, 100 ml TAE iginde 1,5 gr agaroz mikrodalga firinda tamamen
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coziilene kadar 1sitilmistir. Karistm homojen hale geldikten sonra 55-60 °C’ye
sogutulmus ve tarak yerlestirilmis tanka dokiilmiistiir. Jel donduktan sonra tarak
dikkatlice ¢ikarilmis ve jel yilizeyini 3 mm kaplayacak sekilde 1X TAE tamponu
eklenmistir. PCR iiriinleri, 2 ul loading dye (NEB Blue 6x, Ingiltere) eklenmis 8 pl
hacminde kuyucuklara yiiklenmistir. Ayrica, amplikon boyutlarini belirlemek i¢in
ilk kuyucuga 100 bp DNA marker (Hibrigen, Tiirkiye) yiiklenmistir. Elektroforez
90 V’da 60 dakika boyunca gergeklestirilmis, ardindan jeller ethidium bromide
cozeltisinde 10 dakika bekletilip saf su ile yikanmistir. Sonuglar jel gériintiileme

sistemi kullanilarak fotograflanmistir.

2.9 Dizileme ve Erisim Numaralarinin Alinmasi

PCR ile elde edilen beklenen bant boyutlarindaki iriinler, sekanslama
calismalari icin ilgili fimaya gonderilmistir. Dizileme islemi, BmLabosis (Ankara,
Turkiye) firmasi tarafindan gergeklestirilmistir. Dizileme sonuglari, BlastN analizi
ve benzerlik matrisleri ile degerlendirilmis ve benzerlik oranlari belirlenmistir. P1
bolgesine yonelik elde edilen diziler Genbank veritabanina kaydedilerek erisim

numaralar1 alinmistir.

2.10 P1 Bolgesinin Populasyon Dinamikleri ve Filogeni

P1 bolgesine ait konsensus bloklarinin rekombinasyon sinyalleri RDP,
Chimaera, MaxChi, Bootscan, Siscan, GENECONV ve 3Seq yontemleri ile
incelenmistir. Bu yontemler, Recombination Detection Program 5 (RDP5 v5.30) ile
varsayilan ayarlarla kullanilmigtir (Martin vd., 2021). Besten az yoOntemle
onaylanan sinyaller giivenilir bulunmamistir (Bonferroni diizeltilmis kesme noktas1
<0,05). Rekombinant izolatlar, filogenetik ve populasyon analizlerinin
dogrulugunu saglamak i¢in hizalamalardan ¢ikarilmistir. Ancak yeni dizilenmis
izolatlarda rekombinasyon sinyali var ise, analizlerde kullanilmaya devam
edilmistir.

P1 bélgesinin filogenetik agaci, MEGA11 yaziliminda Maksimum-Olasilik
yontemleri kullanilarak hesaplanmistir. Filogenetik agaglarin topolojileri i¢in
istatistiksel destek, Kimura 2-parametre modeli (Kimura, 1980) ile 1000 bootstrap
tekrarinda tahmin edilmistir. Filogenetik agacglarin gorsellestirilmesi R yazilimu ile

gerceklestirilmistir. P1 bolgesi test edilen WMV izolatlarinin niikleotid (nt)
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yiizdesel benzerlikleri, Sequence Demarcation Tool (SDT) vl.2 yazilimi ile

belirlenmistir (Muhire vd., 2014).

2.11 Notralizayon Secilimi ve Genetik Farklilik Analizleri

Genetik ¢esitliligi 6lgmek i¢in DnaSP v.6.12.03 (Rozas vd., 2017) programi
kullanilmigtir. WMV popiilasyonlari arasindaki genetik ¢esitlilik, ortalama ciftler
aras1 niikleotid cesitliligi (w), toplam mutasyon sayist (1), diziler arasindaki
ortalama niikleotid farki (k), haplotipler (h), haplotip ¢esitliligi (Hd) ve degisken
bolgelerin sayist (S) kritlerlerine gore hesaplanmistir. Ayrica, evrimsel baskiyi
gostermek icin ortalama esanlamlt (dS) ve esanlamli olmayan (dN) yer
degistirmeler ile dN/dS oranlar1 (») hesaplanmistir. ® degerlerine gore, genlerin
pozitif, notr veya negatif seleksiyon altinda oldugu belirlenmistir; (o >1 pozitif
seleksiyon, ® =1 nétr seleksiyon, o <1 ise negatif seleksiyon gosterdigi var
sayllmistir (Rozas vd., 2017).

Tajima D, Fu ve Li D* ve F* (Thornton, 2005) testleri, n6tr evrim
varsayimini degerlendirmek amaciyla yapilmistir. Negatif Tajima D degerine sahip
popiilasyonlarin, yakin zamanda meydana gelen bir daralma sonrasi bir¢ok
polimorfizm veya genisleme yasadigi One siiriiliirken, pozitif degerler nadir
polimorfizm eksikligi veya popiilasyonda daralma yasadigimi gosterdigi
varsayilarak analizler yapilmistir (Hudson vd., 1992).

Genetik farklilik ve gen akisi, P1 bolgesine dayali olarak Ks+, Kst+, Z*, Snn
ve Fst (fixasyon indeksi) metrikleri kullanilarak tahmin edilmistir. Fst degeri 0
(tamamen ayni popiilasyonlar) ile 1 (kesinlikle farkli popiilasyonlar) arasinda
degisebilmektedir (Hudson vd., 1992). Fst degeri >0.33, nadir gen akisini ve test
edilen popiilasyonlar arasinda artan genetik ayrimi gosterdigi kabul edilmistir

(Santosa vd., 2022).
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3. BULGULAR

3.1 DAS-ELISA testi

Igili firmadan temin edilen negatif ve pozitif kontrollerin kullanildigi DAS-
ELISA testinde negatif kontroliin absorbans degerinin 2 kati ve lizeri degerde
absorbans degeri goriilen 6rnekler viriisle bulasik olarak degerlendirilmis ve P1
bolgesinin molekiiler karakterizasyonu amaciyla sonraki ¢alismalarda kullanilmak
Uzere secilmistir. Eskisehir, Ankara ve Nevsehir illerinden toplanan ve serolojik
olarak WMV varligi dogrulanan 6rneklerden yapilan DAS-ELISA testi ile 10
ornegin tamami pozitif olarak tespit edilmis ve WMV enfeksiyonu tekrar

dogrulanmistir.

3.2 PCR Optimizasyonu, Dizileme ve Rekombinant izolatlar

Yapilan gradient PCR ¢aligmalar1 sonucunda Primer F1/R1 ve Primer
F2/R2 i¢in optimal baglanma sicaklik degeri sirasiyla 56 ve 60 °C olarak tespit
edilmistir. Beklenen bant biiyiikliiklerine (750 ve 849 bp) yonelik olarak elde edilen
ornek agaroz jel elektroforezi sonuglart Sekil 3.1’de sunulmustur. Dizilenen
izolatlar NCBI GenBank’a PQ412640- PQA412649 numaralar1 altinda
kaydedilmistir.

Sekil 3.1. Amplifikasyon Urlnlerinin jel gortnttleri.

Calisma kapsaminda analiz edilen izolatlarin nt diizeyinde yapilan benzerlik
matrisi Sekil 3.2’de sunulmustur. Dizilenen izolatlarin yapilan BlastN analizi
sonucunda nt diizeyinde % 88-99 arasinda degisen oranlarda benzerlik gosterdigi

tespit edilmistir.
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Sekil 3.2. WMV P1 gen bolgesine yonelik olusturulan nt diizeyindeki benzerlik

matrisi.

RPD programi ile P1 bolgesine yonelik yapilan rekombinasyon
analizlerinde toplamda 9 izolatin rekombinant karakter sergiledigi goriilmiistiir.
Ayrica bu tez ¢alismasi kapsaminda Ankara’dan toplanan AA-2 ve Eskisehirden
toplanan AY-4 kodlu izolatlarda rekombinasyon sinyalleri tespit edilmistir. Ancak
bu calisma kapsaminda P1 boélgelerinin dizileri elde edilen izolatlar sonraki
analizlerde kullanilmaya devam edilmis, sadece daha onceki ¢aligmalarda rapor
edilen izolatlar DNASP analizlerinden c¢ikarilmigtir. Rekombinant izolatlarin
major/minor parents detaylart Tablo 3.1’de sunulmustur. Rekombinant izolatlarin
bliyiik bir kisminda arastirma bulgularina gére MG194418 accession numarali Cin

izolat1 “parent” 6zelligi sergilemistir.

Tablo 3.1. Calisma kapsaminda ele alinan WMV P1 bélgesinin rekombinant

1zolatlar1.
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No. Izolat kodu Major/minor parents
1. AA-2 AY-5/EU660579

2. KM597070 Unkonwn/MW147356

3. HQ384216 Unknown/MG194418

4. MW509731 MG194418/NC_006262

5. AY-4 MG194418/NC_006262

6. MW345911 AB369278/EU660583

7. KM597070 JF273460/JF273466

8. KT992089 KX512320/MG194418

9. KM597071 KP164988/MG194418

3.3 WMV Filogenisi ve Populasyon Dinamikleri

Filogenetik analizler sonucunda WMV populasyonlarina yonelik P1
bolgesinin dizileri kullanilarak elde edilen filogenetik agacin 5 gruptan olustugu
goriilmektedir (Sekil 3.3). Filogrup 1 igerisinde kiimelenen izolatlarin Fransa,
Hindistan, Ispanya, Cin, Slovenya ve Cek Cumhuriyeti’nden elde edilen
izolatlardan olustugu goriiliirken, bu ¢alisma kapsaminda dizilenen izolatlarin da
filogrup 1 icerisinde kiimelendigi tespit edilmistir. Calisma sonucunda elde edilen
bulgularda filogrup 2 icerisinde Amerika ve Fransa’dan dizilenen izolatlar yer
alirken, filogrup 3 igerisinde Fransa, Cin ve Amerika’dan farkli konukgulardan
izole edilen izolatlarin kiimelendigi goriilmektedir. Filogrup 4 Amerika, Fransa,
Giiney Kore, Venezuela, Pakistan, Sili ve Italya izolatlarina ev sahipligi yaparken,
filogrup 5’in ise tek bir Cin izolatindan olustugu tespit edilmistir. Elde edilen bu
bulgular sonucunda izolatlarin kiimelenmesinde cografik orijinin ya da konukc¢u

tipinin etkin olmadig1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 3.3. Maximum-likelihood metoduna gore WMV P1 bdlgesinin filogenisi.

Yapilan genetik cesitlilik ve polimorfizm analizi degerlerine gore diziler
arasindaki niikleotid farkliliklarinin ortalama sayis1 (k) filogrup 3 igerisinde en
yiiksek (123.361) olarak hesaplanmistir (Tablo 3.2). Filogrup 3’1 sirasiyla 76.783
ile filogrup 1 ve 68.800 ile filogrup 4 izlemistir. En diisiik k degeri ise filogrup 2°de
gbzlenmistir (20.500). En yiiksek S (degisken bolgelerin sayisi) ve n (toplam
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mutasyon sayisi) degerleri ise sirasiyla filogrup 4-3-1-2 olacak sekilde tespit
edilmistir. Olusan 1, 2 ve 4 nolu filogruplarin yiiksek ® (dN/dS) oranlarinda (o >
2) giiclii sec¢ilim baskis1 karakteri sergilemedigi belirlenirken filogrup 3’te
gozlemlenen diisiik ® degeri, bu filogrubun yiiksek secilim baskisi 6zelligi
tasidigina isaret etmektedir (Tablo 3.3). Filogruplarin genetik c¢esitliligi ve
polimorfizm analiz degerlerinin hesaplanabilmesi i¢in en az iki izolat gerekliligi

sebebiyle filogrup 5 i¢in ilgili parametreler agisindan analiz gerceklestirlememistir.

Tablo 3.2. WMV P1 gen bdlgesinin nt dizilerinin genetik gesitliligi ve

polimorfizm analiz degerleri.

Filogruplar N h Hd S k T dS dN ®
Tama 54 50 0.996 628 753 150.920 0.119 0.309 0.062 0.201
Filogrup 1 24 22 0.989 265 277 76.783 0.058 0.141 0.033 0.234
Filogrup 2 4 2 0500 41 41 20500 0.016 0.041 0.009 0.219
Filogrup 3 9 9 1.000 285 294 123.361 0.093 0.248 0.046 0.185
Filogrup 4 16 16 1.000 363 385 68.800 0.052 0.126 0.029 0.231
Filogrup 5 1 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
N: Izolat sayis1, h: haplotype sayisi, Hd: haplotype gesitliligi, S: degisken bolgelerin sayisi, n: toplam
mutasyon sayisit K: diziler arasindaki niikleotid farkliliklarinin ortalama sayisi, m: nukleotid
cesitliligi, dN: non-synonymous niikleotid ¢esitliligi, dS: synonymous niikleotid gesitliligi, ®: dN/dS
*0.01 < P value > 0.05; ** 0.001 < P value > 0.01
nd = not determined, en az iki izolat gerekir

Tablo 3.3. WMV P1 gen bolgesine gore tahmin edilen nétralite test degerleri.

Filogruplar Fu and Li's D* Fu and Li's F* Tajima's D
Tumi -0.61083 ns -0.59358 ns -0.31377 ns
Grup 1 -0.92159 ns -0.91251 ns 0,14145 ns
Grup 2 -0.86540 ns -0.91555 ns -0.86540 ns
Grup 3 1.05374 ns 1.09672 ns 0.73107 ns
Grup 4 -2.08833 ns -2.31453 ns -1.78095 ns
Grup 5 nd nd nd

*P value > 0.10
ns = not significant
nd = not determined, en az 4 izolat gerekir.

WMV izolatlarinin P1 bolgesine yonelik 3 farkli yonetmle uygulanan
noétralizasyon testleri sonucunda sadece filogrup 3 iin pozitif degere sahip oldugu
gortlmektedir (Tablo 3.3). Ancak elde edilen bulgularin istatistiksel olarak anlaml
bir farklilig1 isaret etmemesi filogruplarin nétralite bulgulari igin yeterli olmamustir.
Anlamli  bulgularin daha fazla izolat sayisti ile elde edilebilecegi

degerlendirilmektedir.
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WMV izolatlarinin P1 gen bdélgesi igin genetik farklilasmanin ve gen
akiginin analiz degerleri tablo 3.4’de gorulmektedir. 4 filogrubun populasyonlar
arast gesitliligi 6lgen Fst degerlerinin sadece filogrup 2’de referans deger olan
0.33’den biiyiik oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.4). Filogrup 5 icerisinde yeterli
sayida izolat bulunmadigi i¢in popllasyonlar arasi gesitliligi 6lgen gen farklilagsma

katsayis1 hesaplanamamastir.

Tablo 3.4. WMV izolatlarinin P1 gen bolgesi igin genetik farklilasmanin analiz

degerleri.
Populasyon  *Ks« K g+ P value az* P value Snn vaTue PEsT
Tim(n=54) 0.9980
x Grup 1 45907 0.0127 0.0030** 6.9339 0.0010** 0.4089 ns 0.1385
(n=24)
Tim(n=54) 0.1170
x Grup 2 47267 0.0195 0.0000*** 6.3204 0.0000*** 0.9035 ns 0.4375
(n=4)
Tim(n=54) 0.8010
x Grup 3 4.7956 0.0164 0.0000*** 6.4563 0.0000*** 0.7143 ns 0.2259
(n=9)
Tim(n=54) 0.9740
x Grup 4 4.6424 0.0277 0.0000*** 6.6135 0.0000*** 0.5429 ns 0.3001
(n=16)
Tim(n=54)
x Grup 5 nd nd nd nd nd nd nd nd
(n=1)

*0.01 < P value > 0.05; ** 0.001 < P value > 0.01; *** P value < 0.001
*Ks, Kst+, Z* ve Snn genetik farklilasmanin test istatistikleridir

PFst, popiilasyonlar arasi gesitliligi 6lgen gen farklilasma katsayisi

nd = not determined, en az iki izolat gerekir.
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4. TARTISMA

WMV'nin erken tespiti, kontrolii ve populasyon yapisinin iyi bilinmesi
tarimsal tiretimdeki verim kayiplarint 6nlemek i¢in kritik 6neme sahiptir. WMV
kabakgillerde ciddi ekonomik kayiplara neden olan bir viriistiir. Ozellikle kavun,
karpuz, kabak ve salatalik gibi bitkilerde yaygin olarak goriiliir. WMV, bitkilerde
mozaik desenli yaprak deformasyonlarina, bodur biiyiimeye ve iiriin kalitesinde
azalmaya yol agar. Vektor bocekler, ozellikle yaprak bitleri araciligiyla hizli bir
sekilde yayilabilir. Ulkemizde WMV tespiti ile ilgili calismalarin ilk olarak 2006
yilinda Tekirdag’da yapilan kapsamli bir survey sonucunda rapor edildigi
gorilmektedir (Ko6kll, 2006). Sonrasinda Kamberoglu (2016), Ozginar (2020), Ors
vd. (2021), Yesil (2021), Giiller (2024a) ve Giiller (2024b) ile ¢alismalarin devam
ettigi bilinmektedir. Ulkemizde WMV o6zelinde yuritillen niikleik asit temelli
aragtirmalarin  hemen hemen tamamma yakinmmin Sadece  molekdler
karakterizasyona yonelik olarak yiiriitiildiigii ve yayginlik-tespit asamasi ile sinirl
kaldig1 dikkat cekmektedir. Bu galismada ise Ulkemiz WMV c¢esitliligine ve
populasyon yapisina yonelik bilgi birikimine katki sunmak maksadiyla tlkemizde
varligi ve ekonomik Onemi c¢esitli arastirmalar ile bildirilen WMV’nin P1
bolgesinin  molekuler karakterizasyonuna ilaveten populasyon dimaniklerine
yonelik bulgular da elde edilmistir.

Bitki viriislerinin serolojik yontemler ile tanisi olduk¢a uzun yillardir
yapilmaktadir. Nitekim gliniimiizde siklikla kullanilan DAS-ELISA testinin hala
Clark ve Adams (1977) gelistirilen yontemler ile basarili bir sekilde gore
uygulandigr bilinmektedir. WMV’nin DAS-ELISA ile tanisina yonelik diinyanin
farkli iilkelerinde cesitli arastirmalara rastlamak miimkiindiir (Desbiez vd., 2007,
Kumar vd., 2015; Sharifi vd., 2008). Ayrica Tiirkiye’de yapilan WMV surveyi ile
alakali ¢alismalarin DAS-ELISA testi ve PCR ile kombine edilerek uyarlandig
gorulmektedir (Karabiyik ve Yesil, 2021; Korkmaz vd., 2015; Sevik ve Sokmen,
2003; Yesil, 2021). Bu ¢alismada literatiirde yer alan WMV tanisinda yer verilen
serolojik yontemler ile paralellik gosteren DAS-ELISA testi bulgulari elde
edilmistir.

Stiphesiz RNA ve DNA amplifikasyonuna dayali tiim tekniklerin etkinligi
ve kalitesini etkileyebilecek en énemli unsurlardan biri, primer ve/veya problarin

tasarimidir (Abd-Elsalam, 2003). Bu ¢alismada WMV izolatlarinin P1 bolgesinin
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amplifikasyonuna olanak taniyan iki ¢ift primer seti gelistirilerek WMV tanisinin
basaril1 bir sekilde gergeklestirilmesi miimkiin kilinmistir. WMV ’e yonelik Ulkesel
Olcekte yapilan RNA’a dayali ¢alismalarin biiyiik bir ¢cogunlugunun kilif protein
boélgesinin amplifikasyonuna dayali oldugu bilinmektedir (Glller, 2024a, 2024b;
Yesil, 2021). Bu calisma kapsminda tasarlanan primer ciftleri ile P1 bdlgesi
karakterize edilmis ve elde edilen amplikon dizilerinin WMV nin P1 boélgesinin
dizilenmesi sonucu elde edilen Desbiez vd. (2007), Glasa vd. (2021) ve
Nematollahi vd. (2021) de elde edilen bulgular ile bir uyum igerisinde oldugu
gorilmistiir. Tasarlanan yeni primer giftleri ile lilkemizde ilk kez WMV tanisi igin
kilif protein bolgesine alternatif olarak, P1 bolgesinin hedef alinarak dizilenmis
olmas1 bu ¢alisma ve llkemiz WMV surveyi i¢in 6nemli bir kazanim niteligindedir.

Bilindigi tizere graident PCR, farkli sicaklik araliklarinda amplifikasyon
yapilmasini saglayan bir PCR yontemi olup, 6zellikle primer baglanma sicakliginin
optimize edilmesi gerektiginde tercih edilir (Hadidi vd., 2017). Literatiirde bitki
virtslerinin graident PCR yaklasimi ile teshis yontemlerinin optimizasyonuna
yonelik ¢esitli arastirmalar bulunmaktadir (Ali vd., 2014; Huang vd., 2023; Roy
vd., 2005; Wei vd., 2009). Bu tez calismasi kapsaminda WMV ’e ait P1 bolgesinin
cogaltilmasi igin tasarlanan primerler igin yapilan graident PCR sonucunda
amplifikasyon i¢in gerekli olan uygun baglanma sicakliklar1 belirlenmek suretiyle
optimize edilerek literatlir ile uyumlu bulgulara erisilmistir.

WMV populasyonlarinda rekombinasyon analizi ve filogeni ile alakali
literatiirde farkli bulgular barindirian aragtirmalara rastlamak miimkiindiir. Nitekim
ilk kapsamli populasyon analizi niteligindeki c¢alismada WMV izolatlarinin
populasyon farklililasma diizeylerinin olduk¢a diisiik oldugu tespit edilmis ve
populasyonun 6 rekombinant izolat igerdigi belirlenmistir (Moreno vd., 2004).
Sharifi vd. (2008) ise WMV Iran populasyonlari ile global populasyonu arastirirken
3 farklh kiimelenmeden s6z etmektedir. Yukarida bahsedilen her iki ¢aligma da
viristin  kilif protein bdlgesinin nt dizilerinin populasyon dinamiklerini
arastirmaktadir. Fakat ilerleyen donemlerde genom iizerinde farkli bolgelerin
dizilenmesi ya da full genom eldesi ile alakali yiiriitilen ¢alismalarda yeni
rekombinant izolatlarin varlig1 ve yeni filogruplanmalar ortaya ¢ikmistir (Abdalla
ve Ali, 2021; Nematollahi vd., 2021; Verma vd., 2020). Bu ¢alisma kapsaminda
dizilenen WMV Tiirkiye izolatlar ile olusturulan P1 bolgesi filoegenetik agaci 5
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farkl kiimelenme gdstererek ve onceki ¢alismalarda verilen sonuglar ile paralellik
sergilemistir.

54 adet WMV izolatindan olusan populasyonun demografik yapisinin
arastirtlmasi ile elde ettigimiz arastirma bulgular1 gore filogrup 3 icerisinde yer alan
izolatlarin yiiksek nt farklilig1 karakteri sergiledigini isaret etmektedir. S6z konusu
filogrubun analiz sonucunda sahip oldugu diisiik ® degeri ise, bu filogrubun yiksek
secilim baskis1 ozelligi tasidigini gostermektedir. Bu durum diger bazi bitki
virtislerinin populasyon g¢esitliligi analiz bulgularinda elde edilen gruplar ve sahip
olunan ® degerleri ile benzerlik gostermektedir (Morca vd., 2024; Santosa vd.,
2023). Ancak yiiksek segilim baskisi ile kesin kanaatin olusabilmesi i¢in ¢ok daha
fazla sayida GenBank izolatina ve P1 dizisine ihtiyag¢ oldugu degerlendirilmektedir.

WMV izolatlarinin P1 bélgesine yonelik 3 farkli yontemle uygulanan
notralizasyon testleri istatistiki olarak anlamli olmamakla beraber sadece filogrup
3 i¢in pozitif deger tretmistir. Notralizasyon analizi icgin yeterli izolata sahip
olmayan filogrup 5 haricindeki gruplarda ise notralizasyon testleri negatif deger
tretmistir. Negatif Tajima D degerine sahip popiilasyonlarin, yakin zamanda
meydana gelen bir daralma sonrasi bir¢ok polimorfizm veya genisleme yasadigi
One siiriiliirken, pozitif degerler nadir polimorfizm eksikligi veya popiilasyonda
daralma yasadigimi gosterdigi varsayilmaktadir (Hudson, 1992). Arastirma
bulgularima gore filogrup 3 negatif secilim baskisi yasayan bir populasyon
ozelligindedir. Bu durum filogrup 3 igerisinde az sayida olan izolat sayisindan
kaynaklanabilir. WMV nin P1 bolgesi populasyon genetigi lizerine yapilan tek
calismada notralite test sonuglarin izolat sayisina gore degiskenlik gosterdigi sadece
“CL” olarak ifade edilen bir grupta pozitif sonu¢ verdigi goriilmektedir
(Nematollahi vd., 2021). Bahsi gegen ¢alismada kilif proteine yonelik populasyon
analiz caligmalar1 yapilarak evrensel bir siniflandirma planlamasi yapilmistir.
Ancak bu tez ¢alismasinda kilif proteinine yonelik analizler gergeklestirilmedigi
i¢in bahsi gecen siniflandirma kullanilamamistir. Bulgularin parallellik gosterdigini
iddia etmek icin GenBank’ta P1 bdlgesine yonelik daha ¢ok dizi bilgisine ihtiyac
duydugu degerlendirilmektedir. NOtralizasyon test bulgulari populasyonlarin
genetik ¢esitliliklerinin yakin olduklarina isaret etmektedir.

WMV izolatlarinin P1 gen bdlgesi i¢in genetik farklilagmanin ve gen
akiginin analizi sonuccunda 4 filogrubun popiilasyonlar arasi gesitliligi 6lgen Fst

degerlerinin sadece filogrup 2’de referans deger olan 0.33’den biiylik oldugu tespit
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edilmistir. Fst degeri 0 (tamamen ayni popiilasyonlar) ile 1 (kesinlikle farkli
popiilasyonlar) arasinda degisebilmektedir (Hudson vd., 1992). Fst degeri >0.33,
nadir gen akigim1 ve test edilen popiilasyonlar arasinda artan genetik ayrimi
gostermektedir (Santosa vd., 2022). Bitki viriislerinin genetik farklilasma ve gen
akis1 analizlerinde referans aldig1 Fst degeri filogruplar arasindaki farklilagmanin
onemli belirteclerinden biridir (Morca vd., 2024; Santosa vd., 2022; Santosa vd.,
2023). Bu arastirmanin bulgularina gore filogrup 2’nin diger gruplara gére daha
izole oldugu ve diger gruplardan gen akis diizeyinin oldukga diisiik oldugunu
sOylemek miimkiindiir. Benzer sekilde Nematollahi vd. (2021) tarafindan yiiriitiilen
WMV genetik farklilasma calismalarinda sadece Iran populasyonlarinin izole

oldugu, diger populasyonlar arasinda ise gen akisinin yiiksek oldugu bildirilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, Eskisehir, Ankara ve Nevsehir illerinden toplanan ve
serolojik olarak WMV ile enfekteli oldugu dogrulanan 10 kabakgil bitkisinden izole
edilen WMV izolatlarinin yeni gelistirlen primer ¢iftleri ile P1 bolgesinin molekuler
karakterizasyonu gercgeklestirilmistir. P1 bolgesine yonelik yapilan filogenetik
analizler, global WMV izolatlarini 5 farkli filogruba ayirmis, bu gruplar arasindaki
genetik ¢esitlilik ve polimorfizm incelenmistir. Ozellikle filogrup 3 igerisinde en
yiiksek niikleotid farkliliklar1 gozlenmis ve bu filogrubun diger filogruplara kiyasla
daha ytiksek sec¢ilim baskisi altinda oldugu tespit edilmistir. Ayrica, filogrup 2'nin
popiilasyonlar arasi farkliliklarini gosteren Fst degerinin 0.33'in iizerinde olmasi,
bu grubun diger filogruplara gore daha izole bir popililasyon yapisina sahip
oldugunu ortaya koymustur.

Calismanin en Onemli bulgulart arasinda, WMV P1 bolgesine ait
popiilasyon dinamiklerinin daha net anlagilabilmesi i¢in daha fazla izolatin analiz
edilmesi gerektigi vurgulanmistir. Ozellikle filogrup 3'iin diisiik © degeri, bu
grubun yliksek segilim baskisi altinda oldugunu gostermekte, bu durum da
gelecekte yapilacak caligsmalar i¢in 6nemli bir ipucu sunmaktadir. Ayrica, elde
edilen bulgular WMV P1 bolgesinin filogenisinin daha genis bir perspektiften
incelenmesine olanak saglamistir. Arastirma bulgularina yonelik olarak bazi
Oneriler agagida sunulmustur:

1. P1 boélgesinin popiilasyon dinamiklerinin daha net ve dogru bir sekilde
ortaya konulabilmesi i¢in daha fazla WMV izolatinin molekiiler
karakterizasyonunun yapilmasi gerekmektedir. Bu, 6zellikle filogrup
3’te gdzlemlenen yiiksek secilim baskisinin detaylandirilmasi i¢in 6nem
arz etmektedir.

2. Calisma kapsaminda incelenen izolatlar belirli cografi bolgelerden
toplanmistir. Diger bolgelerden toplanacak izolatlarla yapilacak
karsilagtirmalar, WMV'nin yayilim dinamiklerinin ve popiilasyonlar
aras1 farkliliklarin daha genis bir sekilde anlagilmasina katki saglayabilir.

3. Ozellikle yiiksek Fst degerine sahip filogrup 2 gibi izole popiilasyonlarn
genetik ¢esitliligi, uzun vadeli izleme ¢alismalar ile incelenmelidir. Bu,
viriistin gelecekteki evrimsel egilimlerini ve popiilasyon yapisini daha iyi

anlamaya yardimeci olacaktir.
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4. P1 bolgesinin virustun enfektivitesi ve konukgu etkilesimlerine olan
etkileri hakkinda daha fazla fonksiyonel ¢alisma yapilmasi, WMV nin
biyolojisinin daha iyi anlasilmasina ve olast kontrol stratejilerinin

gelistirilmesine katk1 sunabilir.
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