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OZET

CANAKKALE iLi KABAKGIL URETIM ALANLARINDAKI POTYVIRUS
ENFEKSIYONLARININ BELIRLENMESI

Merve SARI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Prof. Dr. Savas KORKMAZ
13/07/2023, 75

Cucurbitaceae (Kabakgil) familyas1 98 cinsten 975 tiirii kapsamaktadir. Ulkemizde ve
ozellikle Canakkale ilinde 6nemli bir tarimsal paya sahiptir. Kabakgil familyasinin en 6nemli
bitki koruma sorunlarindan biri viral hastaliklar olup, nemli verim kayiplarina neden oldugu
bilinmektedir. Bu viral hastaliklar i¢inde potyvirus cinsi dnemli bir yere sahiptir. Bu cinse
ait olan ve uygun kosullarda kabakgillerde %100 verim kayiplarina sebep olan zucchini
yellow mosaic virus (ZYMV) ve watermelon mosaic virus (WMV) yer almaktadir.
Canakkale ilinde daha Once kabakgil iiretim alanlarinda goriilen potyvirus hastaliklar
hakkinda yapilan literatiir taramalarinda herhangi bir ¢alismaya rastlanmamaistir ve bolgenin
bu hastaliklar agisindan durumunun ne oldugu bilinmemektedir. Bu baglamda
gergeklestirilen bu caligsma ile bu agigin kapanmasi amaglanmistir. Bu dogrultuda Canakkale
ili ve ilgelerinden kabakgil iiretim alanlarindan 2021 iiretim yilinda viriis ve virlis benzeri
simptom gosteren 137 kabakgil bitkisinden 6rnekler toplanmistir. Toplanan 6rnekler RT-
PCR ile WMV ve ZYMV’ye spesifik primer ciftleri kullanilarak testlenmistir. Enfekteli
bulunan 6rnekler igerisinden 7 izolat segilerek kilif protein (CP) genleri amplifiye edilerek,
sekans analizleri gergeklestirilmistir. Elde edilen sekans verileri ile de Canakkale ili ZYMV
ve WMV izolatlarinin biyoinformatik analizleri gergeklestirilerek Tiirk ve diinya
izolatlarinin sekans benzerlik oranlar1 ve filogenetik iliskileri ortaya konulmustur.
Testlemeler sonucunda 78 6rnekte WMV, bir ornekte ise ZYMV’n tekli enfeksiyonlari
tespit edilmistir. ZYMV+WMV karisik enfeksiyonu ise 39 ornekte tespit edilmistir. Bu
sonu¢la WMV nin ilimizde olduk¢a yaygin oldugu goriilmiistiir. Biyoinformatik analizler

sonucunda ise Tiitk WMV ve ZYMV izolatlarin kendi i¢lerinde ve gen bankasinda bulunan



diger izolatlar ile %90°dan fazla benzerlige sahip oldugu belirlenmistir. Izolatlarn
filogenetik iliskileri degerlendirildiginde Tirck WMV ve ZYMYV izolatlarinin birbirleri ile
yakin iligkili oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Cucurbitaceae, Potyvirus, RT-PCR, Sekanslama



ABSTRACT

DETERMINATION OF POTYVIRUS INFECTIONS IN CUCURBIT
PRODUCTION AREAS OF CANAKKALE PROVINCE IN TURKEY

Merve SARI
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Plant Protection
Supervisor
Prof. Dr. Savas KORKMAZ
13/07/2023, 75

Cucurbitaceae (cucurbit) family includes 98 genera and 825 species. It has an
important agricultural place in Turkey and especially in Canakkale. One of the most
important plant protection problems in the Cucurbitaceae family is viral diseases and it is
known to cause significant yield losses. Potyvirus genus has an important place among these
viral diseases. There are zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) and watermelon mosaic
virus (WMV), which belong to this genus and cause 100% yield losses in cucurbits under
suitable conditions. There have been no studies in the literature on potyvirus diseases seen
in Cucurbitaceae production areas in Canakkale province before, and it is not known what
the status of the region is in terms of these diseases. In this context, it is aimed to close this
gap with this study carried out. Accordingly, samples from 137 Cucurbitaceae plants
showing virus and virus-like symptoms were collected from Cucurbitaceae production areas
in Canakkale province and districts in 2021 production year. The collected samples were
tested using RT-PCR and primer pairs specific to WMV and ZYMV. And 7 isolates were
selected from the infected samples and coat protein (CP) genes were amplified and
sequenced. Bioinformatics analyses of ZYMV and WMV isolates in Canakkale province
were carried out with the sequence similarity rates and phylogenetic relations of Turkish and
world isolates. As a result of the tests, single infections of WMV were detected in 78 samples
and ZYMV in one sample. ZYMV+WMYV mixed infection was detected in 39 samples. With
this result, WMV was found to be notably common in Canakkale. As a result of

bioinformatics analyses, it was determined that Turkish WMV and ZYMV isolates have

Vi



more than 90% similarity to other isolates found in themselves and the GenBank. When the
phylogenetic relations of isolates were evaluated, it was determined that Turkish WMV and
ZYMV isolates were closely related to each other.

Keywords: Cucurbitaceae, Potyvirus, RT-PCR, Sequencing
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BIiRINCi BOLUM
GIRIS

Diinyada ve lilkemizde artan niifusla birlikte insanlarin gida ihtiyacini karsilanabilmesi
icin tarimsal iiretim artisina gereksinim duyulmaktadir. 20. yiizyilda giinimiize kadar
ylriitiilen tarimsal arastirmalarin ¢ogu, diinya niifusu ve gida ihtiyaglarini arttirmak ve ayni
dogrultuda iiriin verimliligini artirmaya yonelik olmustur (Savary vd., 2012). Birim alandan
alman {iriin miktarinin artmas1 i¢in iretilen TUriiniin kalite ve kantite yoniinden
pazarlanabilmesi 6nem arz etmektedir. Pazarlamayi etkileyen bir¢cok biyotik ve abiyotik
faktor bulunmaktadir. Bitki hastaliklar1 ve zararhilari iirtin kayiplarmin 6nemli bir
kaynagidir. Diinya genelinde bitki hastaliklar1 ve zararlilarindan kaynakli iiriin kayiplarmin
tahminen %20 ile %40 dolayinda oldugu diisiiniilmektedir (Oerke, 2006). Ulkemizde iiretimi
yapilan 100°den fazla kiiltiir bitkisinde ekonomik diizeyde zarara neden olan 552 adet
hastalik, zararl1 ve yabanci ot tanimlanmistir ve giinlimiizde bu say1 giderek artmaktadir

(Kadioglu, 2012).

Bitkilerde 6nemli ekonomik zararlara neden olan birka¢ yiiz niikleotitten olusan
viroidlerden, gelismis bitkilere kadar ¢ok sayida bitki patojeni mevcuttur. Bu patojenler
bitkilerde hafif simptomlar veya enfeksiyonlar olusturabilecegi gibi genis alanlarda
epidemilere neden olarak Onemli kayiplara neden olabilmektedir. Bu etmenlerin
popiilasyonlar1 zaman, mekan ve genotip gibi faktorleri degiskenlik gostermektedir. Bu
degiskenlikler tarimsal iiretimde miicadeleyi zorlastirabilir. Bu nedenle patojenlerin neden
oldugu ekonomik kayiplarla miicadele etmek i¢in patojenlerin hizli ve dogru tanilanmasi,
virtilenslik mekanizmalarinin belirlenmesi ile hastalik siddetini ve verim kayiplarini 6nceden

tahmini son derece dnemlidir (Strange ve Scott, 2005).

Bitkilerde kalite ve verim kaybina neden olan virlis hastaliklar1 miicadele zorlugu
acisindan ayri1 bir 6neme sahiptir. Bu durumun en 6nemli sebepleri arasinda viral hastaliklar
ile miicadelede antiviral maddelerin bulunmamasindan kaynaklamaktadir. Bitki viriisleri
onlem alinmadigi takdirde uygun kosullarda %100°e varan verim kayiplarina neden

olabilmektedir (Yesil ve Ertung, 2012; Matthews, 1992).



Diinyada ve tilkemizdeki tarimsal {iretim igerisinde en 6nemli sektorlerden biri sebze
yetistiriciligidir. Diinyadaki sebze iiretimi yaklasik olarak bir milyar tonun iizerinde
yapilmaktadir. Ulkemizde ise yaklasik 30 milyon tonluk sebze iiretimi ile diinya sebze
iiretiminde 4. sirada yer almaktadir (FAO, 2022). Ayrica ililkemiz 2022 yili liretim sezonu
iiriinler bazinda incelendiginde en ¢ok iiretimi yapilan grup tahil gruplari olurken %24.57°1ik

pay ile ikinci sirada sebze iiretimi takip etmektedir (TUIK, 2022).

Cucurbitales takiminda Cucurbitaceae familyasi olarak adlandirilan kabakgiller
cogunlukla tropikal ve subtropikal bolgelerde yayilis gostermektedir. Cucurbitaceae
familyasi yaklasik 98 cinsten 975 tiirii kapsayan ¢igekli bir bitki familyasidir (Xu ve Chang,
2017).

Ulkemizde ticari olarak iiretim yapilan Cucurbitaceae familyas1 iiyeleri kabak
(Cucurbita pepo), karpuz (Citrullus lanatus), kavun (Cucumis melo), hiyar (Cucumis
sativus), acur (Cucumis melo var. flexuosus), balkabagi (Cucurbita moschata) ve siis bitkisi

olarak tiretimi yapilan su kabagi (Lagenaria siceraria)’dir.

Kabak tropik ve subtropik boélgeler basta olmak iizere diinyanin bir¢cok yerinde
yetistiriciligi yapilan genellikle tek yillik bir sebze tiriidiir (Whitaker ve Bemis, 1975).
Kabak bitkisinin meyveleri ¢esitli sekil, boyut ve renk varyasyonuna sahiptir (Paris, 1986).
Diinyadaki kabak tiretimi 1.501.696 ha alanda toplamda 23.783.936 tondur. Bu iiretimde Cin
7.387.613 tonluk tiretimi ile ilk siray1 almaktadir. Cin’i sirasiyla 1.314.540 ton ile Ukrayna,
1.174.579 ton ile Rusya, 1.069.290 ton ile ABD izlemektedir. Tiirkiye’de 6nemli ekonomik
gelire sahip olan kabak iiretimi ise 771.651 tondur (FAO, 2021) (Sekil 1).



Diinyadaki Kabak Uretimi (Ton)

8.000.000 7.387.613
7.000.000
6.000.000
5.000.000
4.000.000

3.000.000

2.000.000 0 1 174.579  1.069.290 789.780  771.651
0
Cin Ukrayna Rusya ABD ispanya Tlrkiye

Sekil 1. 2021 yilinda en ¢ok kabak iiretimi yapan tilkeler (FAO, 2021).

Cucurbitaceae familyasini tiyesi olan karpuz tek yillik otsu bir bitkidir ve diinyada ilk
olarak Afrika kitasinda yetistirildigi diistiniilmektedir (Decoteau, 2000). Karpuz bitkisi
Anadolu’ya ve Avrupa'ya yayilmasi ve yetistiriciliginin yapilmasi 14. yiizyilin sonlariyla 15.
ylizyilin baglarinda oldugu tahmin edilmektedir (Kiitevin ve Tiirkes 1985). Karpuz diinya
genelinde 3.031.544 ha alanda toplam {iretim miktar1 101.634.719 ton ile en c¢ok iiretimi
yapilan kabakgil tiiriidiir. Diinyada en ¢ok iiretim yapilan lilke 60.862.146 tonluk iiretimi ile
Cin’dir. Tirkiye ise 3.468.146 tonluk {iretimi ile ikinci sirada yer almaktadir (FAO, 2021)
(Sekil 2).



Diinyadaki Karpuz Uretimi (Ton)
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Sekil 2. 2021 yilinda en ¢ok karpuz iiretimi yapan iilkeler (FAO, 2021).

Asya kokenli bir kiiltiir bitkisi olan kavun, milattan énce 2000'li yillardan giiniimiize
kadar genis bir cografyada yetistirilmektedir. Diinya capinda ¢ok sayida ¢esidi
bulunmaktadir (Robinson ve Walters 1997). Diinyadaki kavun iiretimi FAO verilerine gore
degerlendirildiginde 1.077.369 ha alanda ekimi yapilmaktadir ve diinyadaki toplam iiretim
miktar1 28.617.598 ton’dur. Diger kabakgil tiirlerinde oldugu gibi kavun iiretiminde de Cin
14.013.294 tonluk fiiretimi ile ilk sirada yer almaktadir. Cin’i 1.890.160 tonluk iiretim ile
iilkemiz takip etmektedir (FAO, 2021) (Sekil 3).



Diinyadaki Kavun Uretimi (Ton)
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Sekil 3. 2021 yilinda en ¢ok kavun iiretimi yapan iilkeler (FAO, 2021).

Hiyar bitkisi tropik kokenli tek yillik otsu bir bitkidir. Uretimi yapilan en eski sebze
tirlerinden biri oldugu ve tarihte 3000 yili askin siiredir var oldugu tahmin edilmektedir
(Yawalkar, 1985). Diinya genelinde karpuz iiretiminden sonra en cok iiretimi yapilan
kabakgil bitkisi hiyardir. Toplam 2.172.193 ha alanda 93.528.796 tonluk iiretim
yapilmaktadir. Hiyar iiretiminin en ¢ok yapildigi 5 {ilke sirayla Cin, Tiirkiye, Rusya, Ukrayna
ve Meksika’dir (FAO, 2021) (Sekil 4).



Diinyadaki Hiyar Uretimi (Ton)
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Sekil 4. 2021 yilinda en ¢ok hiyar {iretimi yapan tilkeler (FAO, 2021).

Tirkiye kabakgil tiretimi 2022 yilinda tiir bazinda ele alindiginda karpuz iiretimi
3.394.783 ton, hiyar iiretimi 1.938.545 ton, kavun iiretimi 1.587.230 ton, kabak (sakiz)
iretimi 590.362 ton, balkabag {iretimi 92.968 ton, kabak (¢erezlik) iiretimi 60.970 ton ve
acur iiretimi ise 39.421 ton olarak gerceklesmistir (TUIK, 2022) (Sekil 5).
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Sekil 5. Tiirkiye 2022 y1li kabakgil iiretim verileri (TUIK, 2022).



Kabakgil iiretiminde, bitkinin gelisimini ve meyvelerini olumsuz yonde etkileyen bitki
viriisleri verimi Onemli Olclide tehdit etmektedir. Kabakgillerin 90'dan fazla virlise
konukguluk yaptig1 ve bu viriislerin yaklasik olarak 15'inin Potyviridae familyasi Potyvirus
cinsine ait oldugu bilinmektedir. Diinya ¢apinda kabakgil iiretimini tehdit eden ve en yaygin
olan potyviriisler watermelon mosaic virus (WMV) ve zucchini yellow mosaic virus
(ZYMV)’dir (Sharma, 2023).

Potyvirus diinyada kiiltiir bitkilerinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olan, en ¢ok
tiir sayisina sahip bir cinstir. Potyvirus, monokotiledonlar ve dikotiledonlar dahil olmak
iizere diinya genelinde bir ¢ok bitkiyi enfekte eden 167 patojenik tiir icermektedir. “Poty”
kelimesi, potyvirus cinsi i¢inde en iyi tanilan tiirlerden biri olan potato virus Y (PVY)' nin
kisaltmasindan tliremistir. Potyviruslerin bitkilerde gosterdikleri simptomlar viriisiin
viriilensligine, tiiriine ve streynine baglh olarak degismektedir (Abd El-Aziz, 2020; Revers
ve Garcia, 2015). Bitkide gosterdikleri belirtiler genellikle yapraklarda mozaik veya ¢izgisel
desenler, yaprak renklerinde agilmalar, yaprak deformasyonlari, bitkilerde bodurlasma ve
bitkilerde oliimler seklindedir. Potyviruslerin genellikle yaprak bitleri ile tasindigi
bilinmektedir. Vektorii olarak tanimlanmis iki yiizden fazla yaprak biti tiirii bulundugu ve
kalic1 olmayan (non persistent) sekilde tasindigi belirlenmistir. Ayrica bazi potyviruslerin

tohumla da tasindigi bilinmektedir (Nigam vd., 2019).

Potyvirusler 680-900 nm uzunlugunda ve 11-13 nm genisliginde, sarmal simetrik
yapida ve esnek zarfsiz filamentli bir yapiya sahiptirler (Sekil 6). Niikleotit uzunluklar1 9.300
ile 10.800 nt arasinda degisen tek sarmalli, pozitif duyarli bir RNA'dan olugmaktadir (Inoue-
Nagata vd., 2022).
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Sekil 6. Potyviruslerin genom yapisi
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Tim potyviriis, 5'-terminal bdlgesi ve 3'-poli-A kuyrugu ile tek sarmalli bir RNA'ya
sahiptirler. Virionun yapilar1 10 protein segmentinden olugmaktadir. Bunlar; P1-Pro, HC-
Pro, P3, CI, Nla, NIb, 6K1, P3N-PIPO, CP ve VPg’dir. Birinci protein (P1-pro), yardimci
bilesen proteini (HC-pro), ligiincii protein (P3), silindirik inkliizyon proteini (CI), kiiciik
niikleer inkliizyon proteini Nla- proteaz (Nla-pro), biiyiik niikleer inkliizyon proteini NIb-
RNA'ya bagimli RNA polimeraz (NIb-RdRp) ve kilif proteini (CP)’dir. Protein
segmentlerinin farkli iglevleri bulunmaktadir. Bu proteinlerin arasinda VPg protein,
potyvirus genomunun 5' ucunda bulunmaktadir ve VPg protein, viral replikasyon ve
harekette rolii olan ¢ok islevli bir proteindir. Ilk protein P1-pro, poliproteini parcalanmasinda
rol oynamaktadir. Yardimci bilesen proteini (HC-pro), yaprak biti iletiminde, konukgu
hiicrelerde transkripsiyon baslamasinda gorevlidir. Silindirik inkliizyon proteini (CI), kilif
proteini (CP) ile etkilesim yoluyla viral replikasyon ve hiicreden hiicreye harekette yer
almaktadir. Kilif proteini (CP), yaprak biti ile tasinmada viral replikasyon ve konukcu
bitkide hiicreden hiicreye hareket icin kritik bir proteindir. Ayrica potyviruslarin kilif
proteini (CP) gen bolgesi 30-47 kDa boyutlarindadir (Hari, 1981; Rajamaiki ve Valkonen,
2002; Shukla vd., 1991).

WMV ilk kez Italya'da karpuz bitkisinde rapor edilmistir (Webb ve Scott, 1965).
Kabakgil bitkilerini enfekte eden 6nemli bir viriis olarak kabul edilmektedir. Potyviridae
familyasindan Potyvirus cinsinin iiyesidir. Yaklagik olarak 750 nm uzunlugunda esnek

ipliksi yapiya sahiptir. WMV genom uzunlugu 10.035 niikleotittir ve 3217 amino asitlik bir



poliproteini kodlamaktadir. WMV pozitif duyarli tek sarmalli (+ ssSRNA) RNA viriisiidiir.
WMV diinya genelinde ¢ok genis bir konukcu araligina sahiptir. WMV, 27 familyaya ait
170'den fazla bitki tiiriinii enfekte etmektedir (Gara vd., 1997). WMV yaygin olarak 1liman
iklim ve subtropik bolgelerde tespit edilmistir. Myzus persicae ve Aphis craccivora dahil
olmak tiizere 29 yaprak biti tiirii ile kalic1 olmayan (non persistent) sekilde tasinmaktadir.
Bitkide belirtileri yapraklarda kabarma, bodurluk, yaprak ve meyvelerin deformasyonu ve

kloroz ile hafif veya siddetli mozaik desenleri seklindedir.

ZYMV Potyviridae familyasindan potyvirus cinsinin bir diger iiyesidir. Etmen ilk
olarak 1973'te Kuzey Italya'da goriilmiis ancak 1981'de tanimlanmustir (Lisa, 1981). ZYMV
viral yapist ipliksi esnek yapida olup uzunlugu 750 nm ve genisligi 11 nm’dir. Etmenin
genom biytkligi ise 9 kb’dir. Ayrica ZYMV pozitif duyarhilifa sahip tek sarmalll
(+ssRNA) bir RNA viriisiidiir (Matthews ve Hull, 2002). Simptomlar genellikle yapraklarda
sararma, bodurluk, yaprak deformasyonlari seklinde olurken, meyvelerde sekil bozukluklart,
renk ve kabarciklar seklinde ortaya ¢ikmakta ve kabakgil bitkilerini pazarlanamaz hale
getirebilmektedir (Desbiez vd., 1996). ZYMV'nin kabakgilleri ¢igeklenme asamasindan
once enfekte etmesi durumunda verim kayiplarinin %100'e kadar ¢ikabilecegi bildirilmistir
(Sydanmetsa ve Mbanzibwa, 2016). Diger potyviruslerde oldugu gibi ZYMV’da bir¢ok
yaprak biti ile kalic1 olmayan (non persistent) sekilde tasinmaktadir (Adams vd., 2005).
Etmen en c¢ok yayilimi yaprak bitleri ile gostermesine ragmen nadirde olsa tohumla da

tasindig1 da bildirilmistir (Tobias ve Palkovics, 2003).

Ulkemizde kabakgillerde sorun olusturan viriislerin tanisina ve karakterizasyonuna
yonelik bir ¢ok calisma yapilmistir. Ancak Canakkale ilinde kabakgil viriislerinin genis
kapsamli tanisina ve molekiiler karakterizasyonuna yonelik herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu amagla bu ¢alisma Canakkale ili ve ilgelerinde kabakgil iiretim
alanlarindaki potyvirus cinsine ait ve dnemli ekonomik kayiplara neden ZYMV ve WMV
viriislerinin varligmi ve enfeksiyon oranlarini belirlermek amaciyla gerceklestirilmistir.
Yapilan c¢aligmada viriis ve virlis benzeri simptomlar gosteren kabakgil Ornekleri
toplanmistir. Toplanan drneklerdeki ZYMV ve WMV enfeksiyonun belirlemek i¢in spesifik
primerler kullanilarak RT-PCR ile varliklar tespit edilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda

enfeksiyon oranlar1 belirlenmis ve enfekteli oldugu bilinen izolat arasinda farkli konukgular
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ve ilgeler dikkate alinarak molekiiller karakterizasyon calismalar1 gerceklestirilmistir.
Segilen 7 izolatin (4 WMV + 3 ZYMV) kilif proteinlerine (Coat protein: CP) gore niikleotit
ve amino asit bazinda dizilimleri belirlenmistir. Belirlenen diziler kullanilarak diinya WMV
ve ZYMV izolatlar1 ve kendi aralarindaki sekans benzerlik oranlar ile filogenetik iligkileri

ortaya konmustur.
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IKINCi BOLUM
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Diinyada Gerceklestirilmis Calismalar

Provvidenti vd. (1984) ZYMV patojeninin ABD’de yetistirilen bazi Cucurbitaceae
familyasinin tiirlerinde varligini belirlemek amaciyla yiiriittiikkleri bir ¢alismada araziden
simptomlu bitki ornekleri toplamiglardir. Elde edilen 6rneklerden ¢ikan sonuglara gore
ZYMV-CT wrkinin varligimi tespit etmislerdir ve bununla birlikte ZYMV-FL 1rkinin da
bulundugunu saptamislardir. Calismada ZYMV-FL 1rkinin WMV etmeni ile aym
simptomlar1 gosterdiklerini belirlemislerdir. Ayrica bulduklar1 bu iki viral etmene karsi
Citrullus colocynthis, Cucurbita spp., Cucumis sativus, C. melo ve Lagenaria siceraria

bitkilerinin dayaniklilik gosterdigini saptamislardir.

Katul ve Makkouk (1987) Suriye ve Liibnan’da yaptiklar1 ¢alismada Cucurbitaceae
familyasindaki bitkilerden topladiklar1 ornekleri DAS-ELISA testi ile testlemislerdir.
Testlemeler sonucunda toplanan 6rneklerin ZYMV, WMV, CMV, ve PRSV etmenleriyle

%66.4 oraninda tek veya karisik enfeksiyon olusturdugunu bildirmislerdir.

Hseu vd. (1987) Dogu Asya’nin Taichung bolgesinden kabakgil bitkilerindeki
potyvirus etmenlerini tespit etmek amaciyla yaptiklar1 ¢calismada hiyar, Benincasa hispida,
Lagenaria leucantha, Luffa spp. ve balkabagi gibi bitkilerden 1985 yilinda 583 6rnek, 1986
yilinda ise 908 6rnek toplamiglardir. Laboratuvar agamasinda uyguladiklart DAS-ELISA
yontemi ile ZYMV etmeninin en yaygin Oldugunu bunu sirasiyla WMV ve CMV

etmenlerinin izledigini tespit etmislerdir.

Davis ve Mizuki (1987) ABD’nin New Jersey eyaletinde 1983, 1984 ve 1985
yillarinda kabak iiretimi yapilan alanlarda WMV, CMV, ZYMV ve PRSV hastalik
etmenlerinin varligini belirlemek amaciyla bir ¢aligma yiiriitmiisledir. Yapmis olduklar

caligmalar sonucunda 1983 yilinda kabak bitkisi tizerinde CMV ve WMV etmenlerinin
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yogun olarak bulundugunu saptamislardir. 1984 yilinda ise PRSV etmeninin 6nemli
ekonomik zararlara neden oldugunu belirlemislerdir. Cucurbitaceae familyasinda 6nemli
ekonomik kayiplara neden olan ZYMYV etmenini ise 1985 yilinda kabak iiretilen alanlarda
bulundugunu ilk kez rapor etmislerdir. Elde edilen 6rneklerden ZYMV, WMV ve PRSV
etmenlerinin karigik enfeksiyon olusturdugunu da bildirmislerdir. Bu aragtirmanin
devaminda karisik enfeksiyonlarda hangi hastalik etmeninin daha yogun olarak
bulundugunu belirlemek amaciyla duyarli bitkilere yapay inokiilasyon yapilarak DAS-
ELISA testi uygulamiglardir. Cikan sonuglarda PRSV ve WMV hastalik etmenlerine gore

ZYMV etmeninin karigik enfeksiyonda daha baskin oldugunu saptamiglardir.

Zouba vd. (1997) Umman’n Batinah bolgesinde 1994 ve 1996 yillari arasinda yapmis
olduklar1 sérveylerde, Cucurbitaceae familyasinda yer alan kabak, balkabagi, kavun, karpuz,
hiyar, misk kavunu ve su kabagi gibi bitki tiirlerinin yetistirildigi tarlalarda calismalar
yiriitmiislerdir. Toplam 716 bitki Ornegini viral etmenlerin simptomlarini tasidigini
gozlemleyerek toplamislardir. Yapmis olduklari arazi ¢alismalar1 sonucunda 6rnekleri DAS-
ELISA yontemini kullanarak laboratuvar ortaminda testlemislerdir. Cikan sonuglara gore
WMV, ZYMV, PRSV, CMV, SgMV, ToRSV, TRSV ve TSWV patojenlerinin, toplanan
tiim Cucurbitaceae familyasinin bitki 6rneklerinde bulundugunu saptamislardir. Toplanan
diger bitkilere gore az oranda viral etmen bulunduran bitkilerin karpuz, kavun, misk kavunu,

hiyar olduklarini bildirmislerdir.

Luis-Arteaga vd. (1998) Cucumis melo yetistiriciligi yapilan alanlardan 1995 ve 1996
iiretim sezonu boyunca viral simptomlar gosteren toplamda 1.152 bitki 6rnegi almislardir.
Bu ornekleri WMV, ZYMV, PRSV ve CMV varligina kars1 ELISA ile analiz etmislerdir.
Elde ettikleri sonuglarda en yaygin bulunan viriisler WMV ve CMV olurken, ZYMV ve
PRSV yaygmliginin daha az oldugunu belirtmislerdir. Ayrica testlenen orneklerde karisik

enfeksiyon oldugunu belirtirken, oranin %15 oldugunu ifade etmislerdir.

Al-Saleh ve Al-Shahwan (1997) Cucurbitaceae familyasi iizerinde ekonomik kayiplara
neden olan ZYMV, SQMV (squash mosaic virus), PRSV, WMV, PDV (prune dwarf virus),

CGMMV (cucumber green mottle mosaic virus), CLSV (cucumber leaf spot virus) ve
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BWYV (beet western yellows virus) patojenlerinin varligimni tespit etmek amactyla
Arabistan’in Gassin, Hail ve Riyad gibi farkli lokasyonlarinda aragtirmalar yiirtitmislerdir.
Bu arastirmalar kapsaminda Cucurbitaceae familyasina ait 385 bitki materyali toplamiglar
ve serolojik yontemler kullanarak testlemislerdir. Calismada BWYV patojenini, alinan tim
bitki materyali arasinda sadece sukabagi bitkisinde tespit etmislerdir. Yapilan aragtirmada
kabakgil tiretim alanlarindan alinan 385 bitki materyalinin tiimiinde ZYMV etmeninin
bulundugunu ve %60.4 oraninda yayginliga sahip oldugunu bildirmislerdir. Ayrica ¢alisma
kapsaminda incelenen 8 patojenin %27.5 oraninda alinan bitki numunelerinde

bulunmadigini saptamiglardir.

Duki¢ vd. (2006) Sirbistan'in Voyvodina bolgesinde ililkemizde su kabagi olarak
bilinen Lagenaria siceraria bitkilerinde bodurlagsma, mozaik desenler, yaprakta kabarma,
sararma, klorotik lekeler, yaprak deformasyonu ve meyve deformasyonu simptomlarini
gozlemlemisler ve bu bitkilerden 25 6rnek almislardir. Arastirmacilar viriis tanimlamasi igin
mekanik inokulasyon ve DAS-ELISA testlerini kullanmiglardir. Her iki yontem sonucunda
23 bitkide ZYMV, 8 bitkide WMV ve 7 bitkide CMV ’nin varligini tespit etmislerdir. Ayrica
bu virlislerin tek veya karisik olarak da bulunduklarmi belirtmislerdir. Tekli enfeksiyon
tespit edilen wviriislerin biyolojik karakterizasyonu i¢in indikator bitkiler olarak
Chenopodium amaranticolor, C. quinoa, Cucumis sativus, C. melo, Citrullus lanatus ve
Nicotiana glutinosa’y1r se¢mislerdir. Her bir izolat ic¢in indikator bitkilerde gozlenen
simptomlarin, DAS-ELISA sonuglari ile ayn1 sonuglari i¢erdiklerini belirtmislerdir. Ayrica
calismada Lagenaria siceraria bitkisi i¢in ZYMV ilk kayit niteligi tasidigini rapor

etmislerdir.

Gastelum-Felix vd. (2007) Meksika’da kabakgil tiretimi i¢in sinirlayict 6neme sahip
olan ZYMV, WMV, PRSV ve CMVyi farkli zamanlarda N. glauca, Cucurbita foetedissima,
Momordica charantia ve Cucumis dipsaceus bitkilerine mekanik inokulasyon yontemiyle
inokule etmisler ve inokule edilen bitkilerde viriislerin varligini ELISA ve RT-PCR ile
belirlemislerdir. Calismanin sonucunda Kasim ayinda ZYMV %54.5, ZYMV + PRSV ise
%36.4, Aralik ayinda ise ZYMV %38.3 ve PRSV %75 olarak belirlenirken ZYMV + PRSV
%16,7 oraninda bulmuglardir. Calismanin Ocak ay1 sonuglarinda ZYMV, PRSV, CMV ve
WMV enfeksiyonlari %3,8 ile %23,1 arasinda oldugunu tespit etmislerdir. Subat ayinda ise
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ZYMV ve WMV %28,6 oraninda gergeklesirken, CMV’nin enfeksiyon oranini %7,6 olarak
belirlemislerdir. Nisan ayinda alinan 6rneklerin sonucunda WMV ve ZYMYV sirasiyla %9 ve
%44,4 enfeksiyon oranina sahip olurken, ZYMV+PRSV ve ZYMV+WMV Kkarisik

enfeksiyonlarin %5.5 ve %11.1 oraninda tespit etmislerdir.

Sharifi vd. (2008) iran’in Yazd, Isfahan, Bat1 Azerbaycan, Hormozgan ve Kerman
illerinde yetistirilen kabakgil tiirlerindeki WMV enfeksiyonlarini belirlemek amaciyla
kabakgil bitkilerinden 757 ve kabakgil tiretimi yapilan bolgelerdeki 31 yabanci ottan
toplamda 788 ornekleme yapmislardir. Toplanan bitkiler DAS-ELISA ile testlenmis ve
190’inda WMV ’nin varligini tespit etmiglerdir. WMV ile enfekteli olan izolatlarin arasindan
18 izolat secilerek PCR c¢alismalar1 yapilmis ve elde edilen verilerde filogenetik iliskileri
degerlendirmislerdir. Filogenetik ¢alismalarinda diinya ve iran izolatlarmin benzerliklerini

ve ¢ikan sonuglarda izolatlarin iki farkli grup olusturduklarini vurgulamislardir.

Karamanli ve Kamberoglu (2010) gergeklestirdikleri ¢alismada kabakgil {iretimi
yapilan KKTC alanlarinda CMV ve ZYMYV virlis etmenlerinin varligin1 belirlemislerdir.
Calismalarinda arazide karsilastiklar1 virlis simptomlarina dayanarak Ornekleme
yapmislardir. DAS-ELISA testleri sonucunda ZYMYV ile enfeksiyon oranini %34,5 CMV ile
enfeksiyon oranini ise %38,07 olarak belirlemislerdir. Ayrica bu iki viriisiin karisik

enfeksiyon oranini %7,4 olarak tespit etmislerdir.

Moradi (2011) iran’in farkli bdlgelerinde bir sérvey calismasi yiiriitmiis ve ¢alisma
kapsaminda hiyar ve bazi kabakgil bitkilerinden toplamda 620 6rnekleme yapmistir. Alinan
orneklerde WMV yayginligini belirlemek amaciyla DAS-ELISA testi uygulamis ve 303
ornegin WMV ile pozitif oldugunu belirterek enfeksiyon oranini %48,8 olarak hesaplamistir.
RT-PCR ile WMV icin spesifik primerler hazirlanarak 825 bp uzunlugunda bantlar elde
etmistir. Pozitif 6rnekler arasinda 15 izolat se¢mis ve sekanslama ¢alismalar1 sonucunda, CP
gen bolgesinin gen bankasindaki diger izolatlar ile karsilastirildiginda %95,8 ile %99,2

oraninda benzerlik gosterdigini saptamistir.

14



Vucurovi¢ vd. (2012) Sirbistan'in Gornji Tavankut bolgesinde 2011 yilinda yaptiklari
caligmada karpuz bitkisinde hafif mozaik desenlerinin oldugu 6 ve simptomsuz olarak 20,
toplamda 26 ornekleme yapmislar ayrica sorvey yapilan karpuz bitkilerinde Aphis gossypii
popiilasyonun yogun oldugunu da belirtmislerdir. Ornekleme yapilan karpuz bitkilerini
kabakgillerde yaygin olan {i¢ virlise (ZYMV, WMV ve CMV) kars1 DAS-ELISA ile
testlemisler ve drneklerin 6’sin1 ZYMV ile enfekteli bulmuslardir. ZYMYV enfeksiyonunun
daha fazla dogrulanmasi i¢in, dogal olarak enfekte olmus bir karpuz bitkisinden ve mekanik
olarak enfekte edilen izolatlardan RT-PCR kullanarak viriisii amplifiye etmisler ve ardinda
sekanslama yapmuglardir. Elde ettikleri sonuglarda Sirp izolat1 ile diger diinya izolatlari
arasindaki nt benzerlik oranlarinin %99.9 ile %93.7 ve aa benzerlik oranlarmin %2100 ile
%96.8 araliginda oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar Sirbistan’daki karpuz bitkisinde
ZYMV enfeksiyonun oldugunu bu ¢alisma ile ilk kez rapor etmislerdir.

Anthony-Johnson vd. (2013) Hindistan’da yaptiklart bir ¢alismada Cucumis anguira
yetistirilen bolgelerde yapraklarda mozaik desenler, kabarmalar, meyvelerde ise {iriin
kayiplarina neden olan sekil bozuklar1 meydana geldigini ifade etmislerdir. Arastirmacilar
bolgelerden alinan ornekleri elektron mikroskopu, serolojik ve molekiiller yontemlerle
analiz etmislerdir ve analiz sonucunda ZY MV nin varligini tespit ettiklerini bildirmislerdir.
Arastirmacilar yaptiklar filogenetik calismalar sonucunda elde ettikleri izolatlar ile Israil
izolatlarin yakin iliskili olduklarim1i ve {ilkelerine tohum yoluyla tasindiklarini
belirtmislerdir. Ayrica bu ¢alisma Hindistan’daki Cucumis anguira bitkisinde ZYMYV igin
ilk kayit olarak bildirilmistir.

Malandraki vd. (2014) Yunanistan’in Pelloponiso ve Messinia illerinden 2012 y1linin
yaz aylarinda Cucurbita pepo bitkisinin yaprak ve meyvelerinde bulunan siddetli
simptomlar1 g6z 6niinde bulundurarak 100’den fazla bitki 6rnegi toplamislardir. Toplanan
ornekler DAS-ELISA ile analiz edildiginde birkag tanesinin sadece CMV ve sadece ZYMV
ile bulasik oldugunu tespit etmislerdir. Bunun yani sira Potyvirus cinsi olan moroccan
watermelon mosaic virus (MWMV)’1n varligini her iki testte de pozitif sonug elde ederek

dogrulamislar ve Yunanistan’da MWMYV nin varligin ilk defa rapor etmiglerdir.
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Trkulja vd. (2014) Bosna Hersek Kukulje bolgesindeki karpuz iiretim alanlarinda
siddetli mozaik desenleri, beneklenme, kabarciklanma ve yaprak deformasyonu gosteren
karpuz bitkilerini gézlemisler ve tiretim alanindaki simptomlu bitki oraninin % 15 oldugunu
belirtmislerdir. Simptom gosteren 14 karpuz 6rnegi toplamislar ve bu 6rnekleri DAS-ELISA
ile ZYMV, CMV, WMV, PRSV ve SqMV Kkars: testlemislerdir. Orneklerin hepsinin ZYMV
ile enfekteli ¢iktigini diger viriisler i¢in ise negatif oldugunu belirtmislerdir. ZYMYV ile
pozitif ¢ikan ornekleri Chenopodium quinoa ve Citrullus lanatus bitkilerine mekanik
inokulasyon ile tagimislardir. C. quinoa ve C. lanatus bitkilerini 5. ve 12. giinlerinde
gozlemlemigler ve gozlemlerinde klorotik lezyonlar, bodurlasma vb. simptomlar
gordiiklerini bildirmislerdir. Mekanik asilama sonucu elde edilen izolatlardan ve dogal
olarak enfekteli bulunana 14 izolatin RT-PCR ile CP gen bdlgelerini ¢ogaltmiglar ve RT-
PCR iirtiniinde beklenen 1100 bg biiyiikliigiinde bantlar gbzlemlemislerdir. Daha sonra bu
14 izolatin tam CP geninin dizi analizini yapmislardir. Dizi analizi sonucunda Sirbistan
izolatlar1 (HM072431, JF308189) ile 14 ZYMYV izolatinin %99,8'lik (%99,6 amino asit
0zdesligi) en yiiksek niikleotit 6zdesligini gosterdigini belirtmislerdir Arastirmacilar bu
calisma ile ZYMV'nin Bosna Hersek’te karpuz bitkisinde ilk kez rapor edildigini

bildirmislerdir.

Nasr-Eldin vd. (2016) Misir’da Ain Shams Universitesi’nin agik alanlarinda iiretimi
yapilan kabak bitkilerinde sistemik damar bantlasmasi, Sararma, mozaik, Yyaprak
deformasyonu ve bodurluk belirtileri gosteren bitki 6rnekleri toplamislardir. Toplanan
ornekleri biyolojik, serolojik ve molekiiler teknikler kullanarak ZYMYV ile enfekteli
olduklarini1 tanimlamislardir. Biyolojik analizlerde hassas kabakgil konuk¢ularinda siddetli
simptomlar ve indikator bitkilerin yapraklarinda ise lokal lezyonlar gézlemlemislerdir.
DTBIA testini de basarili bir sekilde uyguladiklarini ve sonucunda ZYMV’nin varhigini
tespit ettiklerini bildirmislerdir. Daha sonra enfekteli kabakgil yapraklarini elektron
mikroskobunda incelemisler ve 750x13 nm boyutunda uzun esnek ipliksi viriis par¢aciklar
gordiiklerini belirtmislerdir. Arastirmacilar RT-PCR kullanarak ZYMYV CP gen bdlgesinin
amplifikasyonu gerceklestirmigler ve  ZYMV-EG  izolatlarinin  molekiiler
karakterizasyonunu yapmuglardir. Elde edilen sonuglar1 gen bankasindaki 30 ZYMV dizisi

ile karsilastirmislar ve niikleotit 6zdeslikleri %95-97 araliginda, amino asit dizi benzerlikleri
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ise %92.23-96.12 araliginda oldugunu belirtmislerdir. Filogenetik analizlerde ZYMV-EG

izolatinin Tayvan izolatlar1 ile ayr1 bir sinifa ayrildigini1 goérmiislerdir.

Sydanmetsa ve Mbanzibwa (2016), Tanzanya'nin kiy1 ovalarindaki kabakgil tiretimi
yapilan alanlarda virlis ve virlis benzeri belirtiler gosteren toplamda 233 bitki Ornegi
toplamislardir. Caligmada bu 6rnekleri serolojik olarak (DAS-ELISA) CMV, ZYMV ve
WMV kars1 testlemislerdir. Toplanan orneklerin %80 enfekteli oldugunu belirtmislerdir.
Cucumis sativus bitkisinde en yiiksek enfeksiyon oranimmin %33 ile WMV oldugunu
belirtmislerdir. Citrullus lanatus ve Cucurbita pepo bitkilerindeki en yiiksek enfeksiyon
orant ise sirastyla ZYMV %10.4 ve CMV %]13.4 olmustur. Calismada bu {i¢ viriisiin tek
veya karisik enfeksiyon yaptiklarini da bildirmislerdir.

Desbiez vd. (2019) Azerbaycan’da 2014-2015 yillarinda mozaik desenleri, sararma,
yaprak kivrilmasi ve nekroz belirtileri gosteren Cucurbitaceae ve Solanaceae bitkileri
toplamiglar ve bu bitkileri enfekte eden baglica virlislerin varligin1 saptamak amaciyla
serolojik ve molekiiler yontemleri kullanmiglardir. Cucurbitaceae icin, her iki 6rnekleme
yilinda da en yaygin viriisler, potyvirusler grubunda WMV ve ZY MV, cucumovirusler CMV
ve polerovirusler CABYV olduklarin1 belirtmislerdir. Bu viriislerin 2014 yilindaki
enfeksiyon oranlarinin sirasiyla %94 WMV, %15,6 ZYMV, %35,4 CMV ve %69 CABYV,
2015 yilinda ise %47 WMV, %3 ZYMV, %13,6 CMV ve %41 CABYV olduklarini
belirtmislerdir. Calismada 2014'te 85 ve 2015'te 30 WMV 6rnegi igin kismi NIb-CP dizileri
elde etmislerdir. Ttim izolatlar, drnekler arasinda %98'den fazla niikleotid sekans benzerligi
ile diisiik bir molekiiler degiskenlik sergilemistir. WMV'nin yan1 sira, Azerbaycan'dan 40
ZYMV izolat1 arasindaki molekiiler gesitlilik, izolatlar arasinda %98'den fazla niikleotid

benzerligi ile sinirli oldugunu belirtmislerdir.

Afechtal vd. (2019) Fas’ta yaptiklar1 bir ¢alismada Cucurbita pepo iiretim
alanlarindaki virlis varligin1 ve yaymhgim belirlemek i¢in 5 farkli bolgeden 38 iiretim

alanindan toplamda 415 bitki 6rnegi almiglardir. Alinan 6rnekleri serolojik bir yontem olan

DAS-ELISA ile ZYMV, CMV, SgMV, PRSV ve CABYYV (cucurbit aphid-borne yellows
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virus) i¢in testlemislerdir. Aragtirma sonunda toplanan tiim bitkilerdeki enfeksiyon oraninin

%77.6 oldugunu ve en yiiksek enfeksiyon oranin %44.6 ile ZYMYV oldugunu belirtmislerdir.

Verma vd. (2020) Hindistan'in Rajasthan bolgesindeki karpuz tiretim alanlarinda viral
enfeksiyon oldugu diisiiniilen 20 bitki 6rnegi toplamislardir. Toplanan 6rneklerde WMV'nin
varligint RT-PCR ile tespit etmislerdir. Ayrica, iki WMV izolatinin tam genom dizilerini
daha 6nce bildirilen genom dizileriyle karsilastirmislardir. Poly-A bolgesi hari¢ her izolatin
tam genomu 10.030 nt uzunlugunda oldugunu belirtmislerdir. Yapmis olduklari analizlerde,
tim WMYV izolatlarinin ii¢ kiimeye ayrildigin1 ve Hint WMV izolatlarinin Fransiz izolati ile

kiimelendigini belirtmislerdir.

Kumari vd. (2021) 2018 yilinda, Hindistan'in Uttar Pradesh eyaletinde kabakgil
tarimin yapildig1 alanlarda kabakgil bitkileriyle iliskili viriisleri belirlemek i¢in yogun bir
caligma yiiriitmiislerdir. Calisma kapsaminda 14 farkli kabakgil bitkisinden toplam 563
ornek toplamiglar ve analiz etmislerdir. Analiz sonucunda begomovirusiin %93 oranla
baskin oldugunu, ardindan potyvirusiin %46 ve CGMMYV %39 oraninda yaygin oldugunu
belirtmiglerdir. Diger viriis ve viriis gruplarindaki yayginlik oranini ise polerovirus igin %9,
CMV igin %2 ve ortotospovirus igin %2 olarak bildirmislerdir. Ayrica 6rneklerin yaklasik
%65'inde ise karisik enfeksiyon belirtmislerdir. Calismada bir¢ok viriis ve virlis gruplarinda
bulunan viriislerin sekanslama ile diinyadaki benzerlikleri ile ilgili bilgileri vermislerdir.
Ozellikle BLAST programimi kullanarak potyviriis grubundan PRSV, ZYMV ve ZTMV
viriislerinin kismi CP gen bdlgesinin dizi analizini yaparak diinyadaki diger izolatlar ile olan
niikleotid diizeyinde benzerlik iligkilerini belirlemislerdir. PRSV’niin, Hindistan’dan
(EU475877) ve Cin'den (KY933061) bildirilen izolatlarla %85'in {izerinde benzerlik
gosterdigini, ZYMV ’iin ise Iran'dan bildirilen bir Cucurbita pepo izolat1 (JN183062) ile %98
benzerlik gosterdigini ve ZYMYV izolatlarinin Fransa'dan bildirilen dizilerle (KC345605,
KC345607-8) %85 benzerlik gosterdiklerini belirtmislerdir.

Chinnadurai vd. (2021) Trinidad ve Tobago'da kabakgilleri enfekte eden dort ZYMV
izolatmin tam genom dizilimini karakterize etmislerdir. Filogenetik analizlerde, Israil
izolatlarindan en yakindan iliskili izolatlart NAT ve AG ve Slovakya'dan SE04T ile
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karsilastirildiginda %5,9-6,0 nt ve %7,7-7,9 aa dizi farklilig1 gosterdiklerini belirtmislerdir.
Tek tek gen dizilerinin yani sira tam genom dizilerindeki varyasyonlara dayanarak, elde
ettikleri izolatlar icin ZYMV-Trini olarak adlandirmislar ve yeni bir genotip oldugunu 6ne
stirmiiglerdir. ZYMV-Trini izolatlarinin gen dizileri arasinda en yiiksek ve en yakin
akrabaliklarin %20,8 aa dizi farklilig: ile HC-Pro geninde, en az ise %1.8 aa dizi farklilig
ile NIb geninde gozlemlemislerdir. Arastirmacilar yaptiklari bu ¢alisma ile ZYMV'nin
tohum yoluyla tasindigini ancak yaprak biti ile tasinmaya gore daha diisiik oranda oldugunu

belirtmislerdir.

Radeva-lvanova vd. (2022) Bulgaristan’in Sadovo yakinlarindaki kabakgil iretimi
yapilan bir tarlanin neredeyse tiim bitkilerinde yesil veya sar1 mozaik desenleri, damarlar
aras1 sararma, kabarciklar ve yaprak deformasyonu goézlemlemisler ve bu bitkilerden
ornekleme yapmuslardir. Toplanan Orneklerde viriislerin varligini belirlemek i¢in tim
ornekleri DAS-ELISA veya TAS-ELISA testine tabi tutmuslardir. Test edilen 5 kabak ve 2
hiyar bitkisi CABYV ve BWYYV i¢in pozitif olarak belirlenmistir. Ayrica kabak 6rneklerinin
tek veya karisik olarak ZYMV ve WMV i¢erdigini, hiyar 6rneklerinde ise tek veya karisik
olarak CMV ve WMV nin oldugunu saptamiglardr.

Tomasechova vd. (2022) Slovakya’nin batisindaki bir bahgeden klorotik lekeler ve
bodur bitki gelisimi gibi simptomlarin bulundugu kavun bitkilerinden 6rnekler almislardir.
Aldiklar1 6rnekleri ileri teknolojik dizileme yontemleri (high-throughput sequencing, HTS),
kullanarak testlemislerdir. Cikan sonuglarda 6rneklerin ZYMV+WMV+CmEYV viriislerinin
karisik enfeksiyon olusturduklarini tespit etmislerdir. Daha sonra Slovakya'da CmEV'nin
potansiyel varligini analiz etmek i¢in farkli bolgedeki hiyar, kavun ve kabak bitkilerinden
toplam 40 6rnek toplamislar ve bu 6rneklerden yapilan testler sonucunda 5 6rnegin CmEV
ile enfekteli oldugunu bulmuslardir. Ayrica CmEv viriisiiniin bu ¢alisma ile Slovakya i¢in

ilk kayit niteliginde oldugunu bildirmislerdir.

Lee vd. (2022) Kore’de iiretimi yapilan bir bah¢ede Momordica charantia (kudret
nar1) bitkilerinin yaklasik %10'unda yapraklarda mozaik desenleri, sararma ve deformasyon

gibi belirtiler gozlemlemislerdir. Ayrica ayni tarlada yetisen hiyar ve kabak bitkilerinde de
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benzer belirtiler gordiiklerini belirtmislerdir. Etken viriisii aragtirmak i¢in, yaprak érneklerini
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile analiz etmislerdir. Yaklasik 680 ile 730 nm
uzunlugunda ve 11 ile 13 nm ¢apinda potyvirus benzeri partikiilleri gormiislerdir. Daha sonra
DAS-ELISA testi ile ZYMV, PRSV ve CMV varligina bakmislardir. Yapilan testlemeler
sonucunda 6rneklerde sadece ZYMV varligini tespit etmislerdir. ZYMYV ile pozitif bulunan
orneklerin molekiiler karakterizasyonunu gergeklestirmisler ve kudret narindan izole edilen
ZYMV-MCI1 izolatinin GenBank'ta bulunan ZYMYV izolatlari ile karsilastirmiglardir. Kore
ZYMV-chk izolat1 ile %99, Cin ZYMV-14-HY-SCS izolat1 ile %98, Tiirkiye ZYMV-Y21
izolat1 11€%97 ve Pakistan ZYMV-AUIKTPK izolat1 ile %96 oraninda benzer olduklarini

bulmuslardir.

Askora vd. (2023) 2019-2020 yillarinda Sharqgia (Misir) bolgesindeki agik alanlarda
virlis ve virlis benzeri simptomlar gosteren enfekteli kabak bitkilerinden izole edilen
ZYMV’yi biyolojik ve molekiiler teknikler kullanarak karakterize etmislerdir. Calismanin
molekiiller sonuglari i¢in ilk olarak ZYMYV RT-PCR ile molekiiler olarak tanimlamislardir,
Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi kullanilarak Potyvirus P1 geninin
boyutunun yaklasik 600 bp oldugunu belirtmislerdir. ZYMV P1 geni, daha once izole
edilmis birkag ZYMYV arasinda %98'lik bir niikleotit dizisi benzerligi ile oldukca yiiksek bir

benzerlige sahip oldugunu saptamiglardir.

Rabadan vd. (2023) Ispanya’da baz1 viral enfeksiyon gosteren alanlarda viriislerin
ortaya c¢ikislarimi ve yayginlik durumlarini incelemek ig¢in virlislerin sistematik
epidemiyolojileri iizerine bir arastirma yapmislardir. Bu arastirmada 2011 ve 2020 yillar1
arasinda art arda 10 hasat mevsimi boyunca Ispanya'da kavun ve kabak bitkilerinde yaprak
bitlerinden bulasan 6 viriisiin enfeksiyonunu kapsamli bir sekilde arastirmiglardir. Calisma
sonucunda ise en yaygin viriisleri sirasiyla %31 ve %26 oranlarinda CABYV ve WMV
olarak bulmuslardir. Diger viriisleri (ZYMV, CMV, MWMYV ve PRSV) ise daha az siklikla
ve genellikle karigik enfeksiyonlarda tespit ettiklerini belirtmislerdir. Arastirmacilar
CABYV ve WMV izolatlarmin tam wuzunluktaki genom dizileri ile molekiiler
karakterizasyonunu gergeklestirmisler ve sonuclarinda ise CABYV izolatlarim1 Akdeniz

iilkeleri ile ayn1 grupta olup yakin iligkili oldugunu belirtmiglerdir.
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2.1. Ulkemizde Yapilmis Calismalar

Yilmaz vd. (1992) Akdeniz ve Ege bolgesindeki bazi illerde yapmis olduklari
calismada Cucurbitaceae familyasinda bulunan 8 bitki tiirli lizerinden toplam 76 viriis
simptomu gosteren bitki 6rnekleri toplamiglardir. Toplanan 6rneklere DAS-ELISA testi
uygulayarak bitkilerin WMV, CABYV, ZYMV, CMV ve PRSV hastalik etmenleriyle
enfekteli oldugunu saptamislardir. Cikan sonuglarin yani sira bu iki bolgede kabakgil
bitkilerinin en ¢ok ZYMV ile enfekteli oldugunu belirlemislerdir. Ayrica yapilan ¢alismada
CABYYV hastalik etmenini Tiirkiye’de ilk defa tespit etmislerdir.

Yilmaz vd. (2010) Edirne ilinde yaptiklar1 ¢calismada, icerisinde hiyar ve kabaginda
bulundugu biber ve domates bitkilerinden viriis benzeri simptomlar olusturan bitkilerin
yapraklarindan 120 &rnek elde etmislerdir. Almis olduklar1 6rneklerde CMV, ZYMV ve
TSWV’nin varligim1 DAS-ELISA testi ile belirlemislerdir. Yapilan ¢alismalar sonucunda
120 6rnegin 9’unda TSWV, 3’tinde CMV ve 5’inde ZYMYV hastalik etmeninin bulundugunu
tespit etmislerdir. TSWV+CMYV ile enfekteli 2 yaprak 6rneginin, ZY MV+CMV ile enfekteli
5 yaprak 6rneginin karisik enfeksiyon olusturdugunu saptamislardir. TSWV hastalik orani
%7.5, CMV’nin hastalik oran1 %2.50 ve ZYMV hastalik oranini %4.17 olarak tespit
etmiglerdir. TSWV+CMV hastalik etmenlerinin karisik enfeksiyon oranin1  %1.7,
CMV+ZYMYV etmenlerinin karisik enfeksiyon oranini %4.16 olarak bildirmislerdir.

Karakurt (2015) yiiriittiigii calismada Istanbul ilindeki viriis ve viriis benzeri simptom
gosteren karpuz bitkilerinden toplam 344 adet yaprak 6rnegi almistir. Toplanan 6rnekleri
DAS-ELISA yontemi ile testleyerek 22 adet yaprak 6rneginin ZYMV, 16 adet yaprak
orneginin CMV ve 2 adet yaprak drneginin CMV+ZYMYV ile bulagik oldugunu belirlemistir.
Cikan sonuglarda CMV’nin tek olusturdugu enfeksiyonlarda %4.58, karigik enfeksiyonlarda
ise %5.15 oraninda bulundugunu belirtmistir. Ayrica ZYMV olusturdugu tek enfeksiyon

orant %6.30, karisik enfeksiyonda ise %6.87 olarak bulundugunu tespit etmistir.

Cat vd. (2016) Antalya’nin ortii alt1 yetistiriciligin yogun olarak yapildigi
ilcelerinden yaptiklari calismada kabak ve hiyar bitkilerinde viral hastalik olusturan ZYMV,
CMV, PRSV ve SqMV etmenlerinin varligini aragtirmislardir. Yaptiklari ¢alismada kabakgil
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bitkileri iizerinde viriis ve benzeri simptom olusturan bitkinin yaprak ve meyve gibi
kisimlarindan 455 6rnek toplamislardir. Bu 6rnekleri DAS- ELISA yontemi ile teslemisler
ve bu sonuglara gore 346 adet Ornegin %76’sinin viral etmenlerle bulasik oldugunu

belirlemislerdir.

Altinay (2017) Tekirdag ilinde kabakgil bitkileri ile yiiriittiikkleri 2016 yilindaki
calismada, kabakgil bitkileri lizerinde gorlinen sararmalar, yaprak deformansyonlari, bitki
gelisimindeki gerileme ve bodurlagsma gibi viriis kaynakli simptomlara gore enfekteli oldugu
disiintilen bitkilerin yapraklarindan 300 6rnek almistir. Toplanan Orneklerden CMV,
ZYMV, SqMV, WMV ve PRSV hastalik etmenlerinin oranlarini belirlemek amaci ile DAS-
ELISA testini uygulamistir. Cikan sonuglara gore 300 ornekten %22 oraninda WMV -2,
%10,6 oraninda PRSV, %9 oraninda ZYMV, %4,6 oraninda CMV ve %4 oraninda SQMV
etmenlerinin oldugunu tespit etmistir. Bu sonuglarin beraberinde bazi bitki 6rneklerinde

karigik enfeksiyon oldugunu belirlemistir.

Korkmaz vd. (2018) Tokat ilinin kabakgil liretimi yapan 5 il¢esinden 2014 yilinda
yuriittiikleri caligmada kabakgil bitkilerindeki yaprak deformansyonlari, bitkideki gelisme
geriligi ve bodurlagma viral simptomlarini gosteren toplamda 571 yaprak 6rnegi almislardir.
Alinan 6rnekler ZYMV, CMV, WMV, PRSV, PVY ve TMV etmenlerinin belirlenmesi i¢in
DAS-ELISA yontemi ile test edilmistir. Test sonucglarina gére 571 yaprak 6rneginin %12’si
ZYMV ile %37°si WMV ile %11°1 CMV ile %3,4’i PRSV ile % 0,2°si SqVM ile enfekteli

oldugunu tespit etmislerdir.

Ors (2018), yiiriittiigii bir calismada Malatya ilinin karpuz, kavun ve hiyar {iretimi
yapilan alanlarinda viriis ve viriis benzeri simptom olusturan bitkilerden 6rnekler toplamistir.
Molekiiler yontemlerden RT-PCR testleri yapilarak alinan orneklerdeki ZYMV, CMV,
SgMV ve WMV viral etmenlerinin varligini arastirmistir. Yapilan testler sonucunda alinan
kavun orneklerinden viral enfeksiyon olusturan viriis etmeni tespit edilmemistir. Alinan
hiyar bitkisi 6rneklerinden CMV, ZYMV ve WMV etmenleri tespit edilmistir. Elde edilen
orneklerden ZYMV ve WMV Malatya izolatlar1 CP gen bolgesi sekanslanarak gen
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bankasinda bulunan diger diinya izolatlar ile karsilagtirilmistir. Elde edilen benzerlik oran:
ZYMV igin nt diizeyinde %95-100, WMV igin ise %94-99 olarak bulunmustur.

Dikici vd. (2019) yapmis olduklar1 ¢alismada Usak ili ve ¢evresinden 2017-2018
yillar1 arasinda kabakgil bitkileri lizerinde viral simptom gozlemledikleri bitkilerden
ornekler almislar ve alinan 6rnekleri DAS-ELISA yontemi ile testlemiglerdir. Yapilan testler
sonucunda 2017 yilinda toplam 134 6rnegin 70’1 (%52.23) WMV ile enfekteli bulunurken,
2018 yilinda toplanan 179 6rnegin 111’inde (%62.01) WMV yi tespit etmislerdir. Tiim arazi
caligmalar1 boyunca alian tiim 6rneklerde WMV enfeksiyon oraninin %52,82 oldugunu
saptamiglardir. Bunun yani sira araziden topladiklar1 Sinapis arvensis ve Lactuca virosa
orneklerinden yapilan testler sonucunda bu yabanci otlarinda WMV ile bulasik oldugunu

tespit etmislerdir.

Topkaya (2020) Kastamonu ilinde 2015 yilinda yapmis oldugu arazi ¢alismalarinda
kabakgil bitkilerinin yaprak, meyve ve siirgiin gibi kisimlarindan kabarciklasma, yaprak
ayasindaki renk farkliliklari, bitkideki gelisme bozukluklari gibi virlis simptomlarina
dayanarak 25 farkli bah¢eden 6rnekleme yapmistir. Toplanan orneklerin CMV, ZYMV,
WMV, SqMV ve PRSV viriis hastaliklarin1 belirlenmesi amaciyla DAS- ELISA testini
kullanmustir. Test sonucunda 6rneklerin %36,63 WMV, %18,81 ZYMV ve CVM ile PRSV
‘yi %3,96 oraninda enfekteli olarak tespit etmistir. Bununla birlikte WMV ve ZYMV
hastalik etmenlerinin karisik enfeksiyon orant %10,89 iken WMV ve PRSV karisik
enfeksiyonu %4 olarak tespit etmistir. Calismada kabakgil bitkileri igin en yaygin etmenler

olarak WMV ve ZYMYV belirlenirken SQMV etmenini tespit edememistir.

Yesil (2021) I¢ Anadolu bélgesinde bulunan Eskisehir, Yozgat, Nigde, Aksaray,
Nevsehir ve Kayseri illerinde yapmis oldugu ¢alismada, kabakgil bitkiler tizerinde 6nemli
ekonomik kayiplara neden olan WMV, ZYMV ve CABYV etmenlerinin tespiti i¢in
yenilebilir kabak cekirdegi tiirlinden toplamis oldugu 625 yaprak Ornegini testlemistir.
Ayrica SQMV, CMV ve PRSV etmenlerinin varhigimi da DAS-ELISA ve RT-PCR
yontemlerini kullanarak belirlemistir. Yapmis oldugu testler sonucunda toplamis oldugu

orneklerin %88.32 oraninda viriislerle enfekteli oldugunu bildirmistir. WMV 9%56.96
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oraninda, ZYMV %56 oraninda ve CABYV %20,16 oraninda enfeksiyon olusturdugunu
belirtmistir. Ayrica toplanan drneklerde en az oranda bulunan viriis etmenlerinin ise sirastyla
CMV %1.12, PRSV %0.48 ve SqgMV %0.32 oraninda bulundugunu tespit etmistir. Segilen
24 izolat WMV (12), CMV (2), ZYMV (6) ve CABYYV (4) sekanslayarak gen bankas1 veri
tabanina yiiklemistir. Filogenetik analizler sonucunda arastirilan viriisler ile gen bankasinda
bulunan iilkemiz izolatlarinin ayn1 gruplarda olduklarini ve komsu {ilke izolatlar ile yiliksek

benzerlikler gosterdiklerini belirtmistir.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

Bu tez Canakkale ili kabakgil iiretim alanlarindaki potyvirus enfeksiyonlarinin
belirlenmesi amaciyla arazi c¢aligmalari, laboratuvar ¢aligmalart ve molekiiler
karakterizasyon calismalar1 olmak iizere 3 temel asamada gergeklestirilmistir. Ik olarak
Canakkale ili ve ilgelerinden kabakgil tiretiminin yogun oldugu bolgeler secilerek arazi
caligmalar1 yapilmigtir. Bu asamada kabakgil bitkilerindeki virlis ve viriis benzeri
simptomlar gosteren bitkilerden 6rnekleme yapilmis ve +4 °C’de viroloji laboratuvarina
getirilmistir. Orneklerin molekiiler analizleri yapilana kadar korunmasi amaciyla bir kismi
+4 °C’de silika jel ile dolu bir posetin igerisinde diger ornekler ise -80 °C’de saklanmustir.
Ikinci asamada potyvirus ile enfekteli oldugu diisiiniilen 6rneklerin viral enfeksiyon varligimi
belirlemek amaciyla total niikleik asit izolasyonu yapilmis ve elde edilen genetik materyal
molekiiler bir tan1 yontemi olan RT-PCR ile test edilmistir. RT-PCR testi sonucu pozitif
oldugu belirlenen orneklerin arasindan farkli konukgu ve farkli ilgelerden olmak iizere 7
izolat secilerek WMV ve ZYMYV viriislerinin kilif protein (Coat Protein, CP) gen bolgeleri
RT-PCR ile amplifiye edilmistir. RT-PCR sonucu elde edilen WMV ve ZYMYV izolatlarinin
CP gen bolgelerinin niikleotid dizilimleri hizmet alimi ile belirlenmistir. Tezin son
asamasinda ise elde edilen veriler kullanilarak WMV ve ZYMYV izolatlar1 ile Tiirkiye ve

diinya izolatlar1 benzerlik ve filogenetik iligkileri ortaya konulmustur.

3.1. Arazi Cahsmalarn

Tezin ilk asamasi olan arazi calismalari 2021 yili yaz ve sonbahar aylarinda
gerceklestirilmistir. Arazi calismalar1 kapsaminda Canakkale ili ve ilgelerinde bahge, kapali
alan ve ev bahgelerinde Cucurbitaceae familyasina ait kabak (Cucurbita sp.), balkabagi
(Cucurbita pepo), kavun (Cucumis melo), karpuz (Citrullus lanatus), hiyar (Cucumis
sativus), acur (Cucumismelo var. flexuosus) ve su kabagi (Lagenaria siceraria) tiirlerinde
ornekleme yapilmistir. Ornekleme yapilirken kabakgil bitkilerinde sart mozaik desenler,

yaprak deformasyonu, kabarciklar, bitkide asir1 biiylime veya kiiciilme, meyvelerde sekil
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bozuklugu ve renk bozulmasi gibi virlis ve virlis benzeri simptomlar gbéz Oniinde

bulundurularak toplanmistir (Sekil 7).

Sekil 7. (A) Arazi calismalar1 sirasinda Orneklerin toplanmasi, (B) Enfekteli oldugu

diistiniilen mozaik desenli bitkiler

Ornekleme yapilan arazilerde birden fazla enfekteli oldugu diisiiniilen bitkinin olmasi
durumunda araziyi temsil edecek sekilde maksimum 3 Ornekleme yapilmistir. Toplanan
ornekler soguk zincir altinda ve uygun kosullarda bitki viroloji laboratuvarina getirilmistir.
Arazi ¢alismalar1 sonucunda Canakkale ilinin 8 ilgesinden potyvirus grubu ile enfekteli

oldugu diisiiniilen bitkilerden 6rnekleme yapilmistir.
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3.2. Laboratuvar Cahismalari

3.2.1. Toplanan Orneklerin Saklanmasi

Arazi ¢ikislart sonucunda viroloji laboratuvarina uygun kosullarda getirilen 6rnekler
iki farkli sekilde muhafaza edilmistir. Bir kism1 +4 °C’de silika jel ile dolu olan kilitli

posetlerde, diger ornekler ise -80 derecede derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.2.2. Viriis Enfeksiyonlarinin Tanilama Calismalar:

Canakkale ili ve ilcelerinde toplanan 6rneklerin, watermelon mosaic virus (WMV) ve
zucchini yellow mosaic virus (ZYMYV) ile enfekteli oldugunu belirlemek i¢in RT-PCR
yontemi kullanilmistir. Bu yontem dogrultusunda ilk olarak Li vd.,(2008)’nin belirttigi
CTAB (cetyltrimethyl-ammoniumbromide) metodu kullanilarak total RNA izolasyonu
yapilmistir. Elde edilen izolatlarin sirasiyla denatiirasyon, ters transkripsiyon (RT) ve PCR

(amplifikasyon) asamalar1 ytiriitilmiistiir.

Total RNA izolasyonu

Araziden alinan orneklerin PCR yontemi ile virilis varligimi tespit edebilmek icin ilk
olarak CTAB metodu kullanilarak total RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Total RNA
izolasyonunda ilk olarak her bir bitki 6rneginden 1 g tartilarak ayr1 ayr1 porselen havanlara
konulup, tizere 1 ml CTAB buffer ve 20 ul DDT eklenerek ezilme islemi gerceklestirilmistir.
Elde edilen karisimlar 6rnek numaralandirilmis steril olan eppendorf tiiplerine aktarilmistir.
Eppendorf tiipleri 1 dk vorteksleme islemi yapilmis ve derin dondurucuda (-20 °C) 20 dk
bekletilmistir. Derin dondurucudan alinan homojenatlar vorteks yapilarak ¢oziinme
saglanmistir. Cozlinen 6rnekler “dry blok heating/cooling thermostta” cihazi ile 65 °C 15 dk
inkiibe edilmistir. Bu iglem sirasinda eppendorf tiipleri esit 1s1 dagilmasi igin her 3 dk da bir

kisa siireli vorteksleme yapilmistir. Inkiibe edilen érnekler 12.000 rpm’de 6 dk santrifiij
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edilmigtir. Bu igslem sonunda eppendorf tiiplerinde 2 fazli bir karisim olusmustur, bu
karsimin siipernatant kismindan 500 pl almip yeni steril olan eppendorf tiiplerine
aktarilmistir. Siipernatant bulunan tiiplerin igerisine 650 pl 24:1 oraninda hazirlanan
kloroform:izoamilalkol eklenmistir. Bu karisim 12.000 rpm’de 10 dk santrifiij islemi
yapilmustir. Islem sonrasi olusan siipernatantlarin her bir tiipii igerisinde 175 ul -20 °C’den
c¢ikarilan soguk izopropanol bulunan yeni eppendorf tiiplerine aktarilmig ve 12.000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Bu islemler sonrasinda olusan siipernatant ve pellet kisimlarindan pellet
kismma dikkat edilerek siipernatantin bir kismi dokiilerek kalan kisimlari ise pipet
yardimiyla uzaklastirilmistir. Bu islem sonrasinda eppendorf tiiplerinde sadece pellet kismi
kalmustir. Icerisinde sadece pellet kalan tiiplerin 750 ul %70’lik etil alkol ile yikama islemi
gerceklestirilmistir. Yikama sonrast tiiplerin i¢inde bulan %70’lik etil alkol dokiiliip, 12.000
rpm’de santrifiij edilerek uzaklastirilmistir. Yikama islemi sonunda 5-10 dk 25 °C’de
tiiplerin kurumasi saglanmistir. Kuruma islemi sonunda olusan pelletlere 35 ul Tris-HCI (20
mM, Ph: 8) eklenip, 2500 rpm’de ¢dzdiiriilmistiir. Elde edilen pelletler bir sonraki asamaya

kadar -80 °C derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

Denatiirasyon Asamasi

Bu asama her iki virlisinde baglarinin birbirinden ayrilmasi amaciyla
gergeklestirilmistir. Denatiirasyon asamasinda ilk olarak 200 pl hacimli mikro PCR tiipleri
iizerine Ornek numaralandirilmasi yapilmistir. Numaralandirma yapilan tiiplerde 10 pl
karisim elde edilmistir. Elde edilen karisim i¢erisinde CTAB metodu kullanilarak elde edilen
total RNA’dan 2 pl ve 1 pul ANTP, 1 pl random primer ve 3 pl steril su ile hazirlanmistir.
Hazirlanan karigim thermal cycler’da 65 °C’de 5 dk ve buzda 2 dk bekletilerek denatiirasyon

asamasi gerceklestirilmistir.

Ters Transkripsiyon (RT) Asamasi

RNA viriisleri olan WMV ve ZYMV viriislerinin polimeraz zincir reaksiyonu
asamasinda geceklesebilmesi icin ilk olarak ters transkripsiyon asamasi uygulanmistir. Bu

asamada 10 pl denatiirasyon karigimina 5X Prime Script Buffer (50 mM Tris HCI pH:8.3,
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75 mM KCI, 3 mM MgCl2)’dan 4 pl, RNase inhibitdr’den 0.5 pl, Prime Script Reverse
Transcriptase 0.5 pl, 10 mM dNTP karisimindan 1 pl, random primer’den 1 pl ve steril sudan
3 ul eklenerek RT karisim hazirlanmigtir (Sekil 8). Elde edilen karisim PCR cihazinda
dongiisii sirastyla 30 °C’de 10 dk, 42 °C’de 45 dk, 70 °C’de 15 dk ve +4 °C’de sonsuz sekilde
bekletilerek islem tamamlanmistir. Islem sonucunda denatiire edilmis WMV ve ZYMV
RNA’larindan cDNA’lar1 sentezlenmistir.

Sekil 8. Viriis enfeksiyonlarinin tanilama ¢alismalar1 kapsaminda gergeklestirilen RT-PCR

analizleri (A-B)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Asamasi

Bu tez kapsaminda WMV ve ZYMV varligi belirlemek amaciyla polimeraz zincir
reaksiyonu kullanilmistir. Bu yontemin kullanim amaci diger tan1 yontemlerine gore daha
duyarli bir molekiiler tan1 yontemi olmasindan dolayi tercih edilmistir. Bu asama PCR Kkiti

(Takara, Japonya) ve Bio-Rad marka PCR cihaz ile gerceklestirilmistir (Sekil 9). i1k olarak
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WMV ve ZYMV etmenlerinin varliginin tespiti igin CP genlerini spesifik primer ¢iftleri
hazirlanmistir. WMV i¢in Ali vd. (2012) tarafindan belirlenen primer giftleri, ZYMYV i¢inde
Khanal vd. (2021)’nin belirledigi primer ¢iftleri kullanilmistir (Tablo 1). Daha sonra temin
edilen PCR Kitinin onerileri dogrultusunda bir PCR kasimi hazirlanmistir. Karisim
numaralandirilmig mikro PCR tiipleri i¢inde hazirlanmistir. Bu karisima 7,5ul PCR master
mix, 0.75ul primer karisim (ileri ve Geri), ve 5,75ul su eklenmistir. Elde edilen karisim
icerisinde RT asamasinda sentezlenen 1ul cDNA’lar ilave edilmistir Elde edilen karsim
toplamda 15ul olacak sekilde elde edilmistir. WMV ve ZYMYV viriislerinin CP geninin
amplifikasyonu gerceklestirmek amaciyla hazirlanilan PCR kasimi PCR cihazina
yliklenmigtir. Reaksiyon 94°C’ de 5 dk, 39 defa tekrarlanan 94°C’ de 30 sn, 50°C’ de 30 sn
ve 72°C’ de 30 sn, 72°C’ de 5 dk, daha sonra ise 12°C’ de (Tablo 2) bekleyecek sekilde
gerceklestirilmistir. Yapilan bu asama WMV ve ZYMYV i¢in ayri ayri gergeklestirilmistir.

Sekil 9. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) asamalari (A: PCR makinesinde tiiplerin

yerlestirilmesi, B: PCR programi).
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Tablo 1

PCR calismalarinda kullanilan watermelon mosaic virlis ve zucchini yellow mosaic virus

kilif protein genine 6zgiin primer ¢iftleri

Prime Kodu Prime Dizisi Uriin Kaynak
Biiyiikliigii

ZYMV_CP_F GAACAAGGAGACACTGTGAT

902
ZYMV_CP_R GCAGCGAAACAATAACCTAG Khanal vd., 2021
WMV_CP_F AACACACAACCAAGTGAATT

979
WMV_CP_R TAACGACCCGAAATGCTAACT Alivd., 2012

Tablo 2

Polimeraz zincir reaksiyonu watermelon mosaic viriis ve zucchini yellow mosaic virus kilif

protein geninin amplifikasyon programi

Derece Zaman Dongii
94 °C 5 dk 1 dongii
94 °C 30 sn
58 °C 30 sn 39 dongii
72 °C 30 sn
72 °C 5 dk 1 dongii
12 °C Sonsuz -

3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda elde edilen PCR iiriinlerini goriintiilemek i¢in

%1,5’1uk agaroz jel kullanilmistir. ilk olarak 0,6 gr agaroz tartilarak bir beherin icine
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alinmistir, daha sonra 40 ml 1X TAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponu ilave edilmistir.
Hazirlanan karsim mikrodalga firinda 1-2 dk ¢ozdiiriilmiistiir. Elde edilen karsim sogumaya
birakilmis ve yaklasik birkag dk icerisinde EtBr eklenmistir. Hazirlanan jel dikkatli bir
sekilde taraklar1 yerlestirilmis olan elektroforez tabagina dokiilmiis ve polimerizasyona
birakilmigtir. Polimerizasyon isleminden sonra jel, elektroforez tankina yerlestirilmis ve
olusan kuyucuklara PCR iiriinleri yiiklenmistir. Islem 45 dk. 100 V’da ve 1X TAE ¢ozeltisi
igerisinde yapilmistir. Elektroforez agsamasindan sonra kosturulan jel Major Science UVDI
jel gorintiilleme cihazinda UV 151k altinda goézlenmis ve goriintiillenen bantlar

fotograflanmistir.

3.3. Molekiiler Karakterizasyon Calismalar:

WMV ve ZYMV izolatlarinin molekiiler karakterizasyonlar1 CP gen bolgeleri esas
alinarak yapilmistir. Molekiiler karakterizasyon calismalar1 i¢in WMV ve ZYMV ile
enfekteli olduklar1 belirlenen izolatlar arasinda farkli il¢eler ve farkli konukcu tiirleri dikkate
alinarak aralarindan toplamda 7 izolat segilmistir (Tablo 3). Daha sonra segilen izolatlar PCR
ile amplifiye edilmis ve elde edilen PCR iirtinleri -20 °C sekanslama igslemi i¢in saklanmustir.
Sekanslama islemi igin ticari bir firma (BMLabosis) ile WMV ve ZYMYV izolatlarinin
niikleotit dizilimleri hizmet alim1 yoluyla elde edilmistir. Sekans verilerinin kullanilarak bu
viriislerin amino asit dizilimleri elde edilmistir. Coklu dizi karsilastirmalar1 ve filogenetik
caligmalar i¢in daha sonrasinda bu veriler kullanilarak izolatlarin kendileri ve diinyadaki

diger izolatlar ile benzerlikleri karsilastirilmastir.
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Tablo 3

Molekiiler karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilan watermelon mosaic virus ve zucchini

yellow mosaic virus izolatlarina ait bilgiler

izolat Kodu Alindig Yer Konuk¢u
WVM10 Can Karpuz
WMV47 Eceabat Kavun
WMV78 Bozcaada Balkabagi
WMV88 Merkez Sukabagi
ZYMV9 Can Kavun
ZYMV10 Can Karpuz
ZYMV29 Gelibolu Kavun

3.3.1. Coklu Dizi Karsilastirmalar ve Filogenetik Analizler

Coklu Dizi Karsilastirmalar

Canakkale ilinin Merkez, Can, Eceabat, Bozcaada ve Gelibolu ilgelerinden secilen
WMV ve ZYMV izolatlarinda elde edilen dizilim verileri kullanilarak niikleotit ve amino
asit CLC Main Work Bench V.20 programinda Clustal W ile ¢oklu diziler hizalanmis ve
niikleotit ve amino asit dizileri karsilagtirilmistir. Karsilagtirma yapilirken yine ayni program
kullanilarak WMV ve ZYMYV izolatlarinin kendi aralarinda ve diger diinya izolatlar1
arasindaki benzerlik yiizdelerinden yararlanilarak karsilagtirma yapilmistir. Ayrica CLC
Main Work Bench V.20 programinda Clustal W ile segilen izolatlarin diinya izolatlari ile
gostermis olduklar1 benzerlikler incelenmistir. Sequence Demarcation Tool Version 1.2

(SDTv1.2) programi kullanilarak WMV ve ZYMYV izolatlarin1 benzerlik ylizde oranlarini
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belirlenmis ve matris olusturmus ayrica olusturulan bu matristin benzerlik oranlarina gore

renklendirilmesi yapilmistir (Muhire ve ark. 2014).

Filogenetik Calismalar

WMV ve ZYMV izolatlarinin niikleotit ve amino asit diizeyinde CP gen dizilimleri
kullanilarak elde edilen filogenetik analizler igin de Clustal W ile bulunan ¢oklu dizi
karsilagtirma dosyalar1 kullanilmistir. Ayrica diinyadaki ve WMV ve ZYMYV izolatlari
arasindaki filogenetik iligkiler neighbor-joining yontemleri kullanilarak filogenetik soy
agaclar1 elde edilmistir. Yapilan ¢alismada 1000 tekrarli bootstrap analizi elde edilen soy

agacinin istatistiki olarak dogrulugunu ortaya ¢ikarmak i¢in uygulanmastir.

Filogenetik ¢alismalar kapsaminda kullanilan WMV diinya izolatlarinin 10’u Tiirkiye,
4’ii ABD, 2’si Giiney Kore, 2’si Ispanya, 1’er tane olmak iizere Suudi Arabistan, Iran, Misir,
Polonya, Cin, Japonya ve Avusturya’dan olmak iizere toplamda 23 izolat ile filogenetik
caligmalar yapilmistir. ZYMV diinya izolatlarinin 20°si Tirkiye, 5’1 Avusturya, 2’ser tane
olmak iizere Cin, Macaristan ve Iran ve 1’er tane olmak iizere Slovenya, Almanya ve
Italya’dan olmak iizre toplamda 34 izolat ile ZYMV izolatlarmn filogenetik iliskileri

incelenmistir.

Diinyanin farkli bolgelerinden alinan WMV ve ZYMV izolatlarina ait bilgiler gen
bankasi veri tabanindan elde edilmistir. Coklu dizi ve filogenetik ¢alismalarda kullanilan
diinya izolatlarina ait gen bankasi erisim numaralari, izolat kodlar1 alindig1 yer ve konukg¢u

bitkilere ait bilgiler Tablo 4 ve Tablo 5’te verilmistir.
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Tablo 4

Coklu dizi ve filogenetik karsilagtirmalarda kullanilan diger diinya watermelon mosaic virus

izolatlarina ait bilgiler

Erisim Numarasi Konuk¢u Lokasyon Kod
MG952635.1 Kavun Tiirkiye Alakoy 2
MG952634.1 Kavun Tiirkiye Alakoy 1
LC434453.1 Panax ginsengi Giliney Kore AS
LC434452.1 Panax ginsengi Giliney Kore SJ
MN814408.1 Bromus sp. Ispanya E1P_87
MN814378.1 Kavun Ispanya M3V_6
KC447295.1 Karpuz Suudi Arabistan WMV-SA
KF021299.1 Kabak Tirkiye W26
KF021300.1 Kabak Tirkiye W59
KF021298.1 Hiyar Tiirkiye W2
MZ130405.1 Kavun Tiirkiye lgdir 7
GQ421158.1 Kabak Iran Meshed
MN966673.1 Kabak Misir WMV-Egyl
MH992141.1 Bal Kabagi Polonya D2
MT437295.1 Kavun Tiirkiye Bingol W4
MT413451.1 Kavun Tiirkiye Bingol W2
MZ055421.1 Karpuz Tiirkiye Igdir 6
MW962978.1 Kabak Tiirkiye Diyarbakir D3
AY464948.1 - Cin WMV-HLJ
MG021273.1 Karpuz ABD KY-1
MG021301.1 Karpuz ABD TX-20
MG021250.1 Karpuz ABD OK-4
AB001994.1 Habenaria radiata Japonya Habenaria
MG021268.1 Kabak ABD MS-3

L22907.1 Vanilla fragrans Avustralya Tonga
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Tablo 5

Coklu dizi ve filogenetik karsilastirmalarda kullanilan diger diinya zucchini yellow mosaic

virus izolatlarina ait bilgiler

Erisim Numarasi Konuk¢u Lokasyon Kod
KP872543.1 Kabak Tiirkiye ERG6-8
KP872575.1 Kabak Tiirkiye G3
KP872574.1 Kabak Turkiye G2
KP872573.1 Kabak Tirkiye Gl
KP872550.1 Kabak Tirkiye AS6
KP872581.1 Kavun Tirkiye S5
KP872578.1 Kabak Tirkiye E-7
KP872576.1 Kabak Tirkiye K3
KP872546.1 Kabak Tirkiye KAR12-4
KP872541.1 Kabak Tirkiye AKS5-7
KP872572.1 Kabak Tirkiye AYS7
MK689858.1 Kabak Tirkiye ZYMV- Bingol
JF317296.1 Hiyar Tirkiye ZYMV-Adana
KP872577.1 Kabak Tirkiye K17
KP872571.1 Hiyar Tirkiye D14
AJ420019.1 - Almanya Berlin 1
AJ420015.1 - Avusturya Austria 10
AJ420017.1 - Avusturya Austria 12
KP872561.1 Kabak Tirkiye BE26
AJ251527.1 Hiyar Macaristan 10
AJ420018.1 - Slovenya Slovenia 1
AJ459956.1 - Macaristan H272-8
KP872565.1 Bal Kabag1 Tiirkiye BRD4
JF317297.1 Kavun Tiirkiye ZYMV-Ahlat
JF795797.1 Mukia Avusturya Cvn-13

maderaspatana
KP872580.1 Kabak Tiirkiye Y4
KP872579.1 Kabak Tiirkiye Y23

36



Tablo 5’in devami

Erisim Numarasi Konuk¢u Lokasyon Kod
KX495625.1 Hiyar fran ZM-F321
KX495624.1 Hiyar fran ZM-43
AJ420020.1 - Italya Italy 1
KM491919.1 Benincasa hispida Cin Z153-1
JF797209.1 Hiyar Avusturya Knx-15
JF792374.1 Kabakagil Avusturya Knx-12
MF100845.1 Bal Kabagi Cin HN-1
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Arazi Calismalar: ve Sonuglari

Bu ¢aligma 2021 yilinin yaz ve sonbahar aylarinda, Canakkale ilinin kabakgil {iretim
alanlarinda yapilmistir. Arazi caligmalarimiz, kabakgil iiretimi yapilan alanlardan, ev
bahcelerinden ve sera alanlarindan rastgele secilmis olup bu alanlardaki kabak, balkabagi,
karpuz, kavun, hiyar, acur ve su kabagi1 gibi bitkilerden gozle yapilan incelemeler sonucu
viriislerle enfekteli oldugu stliphelenilen bitkiler ile gerceklestirilmistir. Bu incelemelerde
kabakgil bitkilerinin  yaprak ve meyvelerindeki mozaik desenlerine, yaprak
deformasyonlarina, kabariklagmalarina, beneklenmelere, sararmalara, ipliklesme ve yaprak
rengindeki farklilagsmalara bakilarak ornekleme islemi yapilmistir. Arazi c¢alismalari
kapsaminda 6rnekleme yapilan kabakgil bitkileri ve bu bitkilerde goriilen bazi simptomlar

Sekil 10°da verilmistir.
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Sekil 10. Arazi caligmalar1 kapsaminda potyvirusler ile enfekteli oldugu diisiiniilen ve
ornekleme yapilan bitkiler (A: Balkabag: bitkisini yapraklarindaki mozaik desenler; B:
Balkabagi bitkisinin meyvesindeki kabarciklagmalar ve renk degisimleri; C: Kabak
bitkisinin yapraklarinda olusan deformansyonlar ve kabarciklasmalar; D: Karpuz bitkisinin

yapraklarindaki sekil bozulmalar1 ve mozaik desen olugumu)

Gergeklesen arazi ¢alismalarinda Bayramig, Biga, Bozcada, Can, Eceabat, Gelibolu,
Lapseki ve Merkez ilgelerinden tipik viriis simptomlar1 gosteren toplamda 137 bitki 6rnegi

toplanmustir. Bu 6rneklerin ilge bazinda dagilimi Sekil 11°de verilmistir. Sekilde 11°de de
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goriildiigi gibi Canakkale Merkez ilgeden 41, Eceabat’tan 32, Can’dan 24, Gelibolu’dan 18,

Bozcaada’dan 9, Lapseki’den 7, Biga’dan 4 ve Bayramig’ten 2 6rnekleme yapilmistir.

J

4
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Yenice

Sekil 11. Arazi caligmalarinin yapildig: ilgeler (Parantez i¢inde toplanan Ornek sayisi

verilmistir).

Arazi calismalar1 sonucunda toplanan Orneklerin {iriin ve ilge bazinda dagilimina
bakildiginda Merkez ve Gelibolu ilgelerinde en fazla 6rnekleme kabak bitkisinde (15’er
adet), Eceabat’ta kavun bitkisinde (15 adet), Bozcaada’da bal kabagi bitkisinde (9 adet),
Can’da ise kabak bitkisinde (8 adet) yapilmistir. Lapseki, Biga ve Bayramig ilgelerinden ise
daha az 6rnekleme yapilmistir (Sekil 12).
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Toplanan Ornek Sayisi
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Sekil 12. Arazi ¢aligmasi sonucunda toplanan orneklerin iiriin ve il¢e bazinda dagilimi

4.2. RT-PCR Analizi ile Viriis Tanilama Cahsmalari

Gergeklestirilen arazi calismalar1 sonucu toplamda 137 6rnek toplanmistir. Bu
ornekler potyviruslerden WMV ve ZYMV enfeksiyonlar1 bakimindan RT-PCR yontemi ile
testlenmistir. Testlemeler sonucunda 118 6rnek enfekteli ¢ikmistir. Toplanilan 6rneklerin
117’sinde tekli WMV enfeksiyonu tespit edilirken, tek ZYMV enfeksiyonu ise 40 6rnekte

saptanmistir. Ayrica her iki viriisiin karisik enfeksiyonu ise toplamda 39 bitkide saptanmustir.

Yapilan RT-PCR testi sonucunda 137 6rnek igerisinden 117’sinde WMV nin varligi
tespit edilmistir. Tekli enfeksiyon 78 bitkide tespit edilirken ikili enfeksiyon
(WMV+ZYMV) ise 39 bitkide tespit edilmistir. RT-PCR testlemelerinde virlise 6zgii
spesifik primerler ile amplifiye edilen ornekler jel elektroforez ile goriintiilenmistir. Jel

goriintiilerinde enfekteli 6rneklerden beklenen WMV icin 979 bg, ZYMYV i¢in ise 902 bg

uzunlugunda bantlar olusmustur (Sekil 13).
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Sekil 13. Watermelon mosaic virus ve zucchini yellow mosaic virus enfeksiyonlarinin
tanilama ¢alismalarinda elde edilen agaroz jel elektroforezi sonucu (M. Marker 1 kb; NK:
Negatif kontrol; 979 b¢ uzunlugundaki bantlar WMV, 902 b¢ uzunlugundaki bantlar ise
ZYMV kilif protein genlerini icermektedir).

Ilgeler bazinda hastalik dagilim oranmna bakildiginda WMV enfeksiyon orani en
yiiksek olan ilge %100 ile Can olmustur. Can’1 %92.68 ile Merkez ilge, %88.88 ile Gelibolu,
%81.25 ile Eceabat, %71.42 ile Lapseki, %66.66 ile Bozcaada takip etmistir. En diisiik
enfeksiyon orani ise %50.00 ile Biga ilgesinde olmustur. Bayramig ilgesinden ise enfekteli
ornek bulunamamistir. Ornekleme yapilan bitkilerdeki WMV toplam enfeksiyon orani

%84.40 olarak gergeklesmistir (Tablo 6).
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Tablo 6

Arazi ¢alismalar1 kapsaminda toplanan ve watermelon mosaic virus enfekteli 6rnek sayilari

izolatlarn WMV ile Enfekteli Ornek Ornekleme Yapilan
Toplandig Tlceler Sayisi/Toplam Ornek Sayisi Bitkilerdeki Enfeksiyon
Oram %
Eceabat 26/32 81.25
Gelibolu 16/18 88.88
Merkez 38/41 92.68
Bozcaada 6/9 66.66
Can 24124 100.00
Lapseki 5/7 71.42
Biga 2/4 50.00
Bayramig 0/2 0.00

Toplam 117/137 85.40

ZYMV igin yapilan RT-PCR testi sonucunda 137 6rnek igerisinden 40’ 1inda etmenin
varligi tespit edilmistir. Tekli enfeksiyon sadece bir bitkide tespit edilirken ikili enfeksiyon
(WMV+ZYMYV) ise 39 bitkide tespit edilmistir. RT-PCR testlemelerinde virlise 0zgii
spesifik primerler ile amplifiye edilen 6rnekler jel elektroforez ile goriintiilenmis ve jel

goriintiilerinde enfekteli orneklerden beklenen 902 b¢ uzunlugunda bantlar olusmustur
(Sekil 13).

Ilgeler bazinda hastalik dagilim oranina bakildiginda ZYMYV enfeksiyon orani en
yiiksek olan ilge %55.55 ile Gelibolu olmustur. Gelibolu’yu %50.00 ile Can, %29.26 ile
Merkez ilge, %28.57 ile Lapseki, %25.00 ile Biga takip etmistir. En diisiik enfeksiyon orani
ise %9.37 ile Eceabat il¢esinde olmustur. Bayrami¢ ve Bozcaada ilgelerinden ise enfekteli
ornek bulunamamustir. Ornekleme yapilan bitkilerdeki ZYMV toplam enfeksiyon orani

%29.20 olarak gerceklesmistir (Tablo 7).
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Tablo 7

Arazi galismalar1 kapsaminda toplanan ve zucchini yellow mosaic virus enfekteli 6rnek

sayilari
Izolatlarin Toplandig Enfekteli Ornek Ornekleme Yapilan
Ticeler Sayisi/Toplam Ornek Sayis1  Bitkilerdeki Enfeksiyon
Oram %

Eceabat 3/32 9.37

Gelibolu 10/18 55.55

Merkez 12/41 29.26

Bozcaada 0/9 0.00

Can 12/24 50.00

Lapseki 217 28.57

Biga 1/4 25.00

Bayramig 0/2 0.00

Toplam 40/137 29.20

Bu ¢alisma kapsaminda RT-PCR testlemeleri sonucunda enfekteli bulunan 118
ornekten 39’u her iki viris ile (WMV+ZYMV) enfekteli olarak bulunmustur. Tekli
enfeksiyona sahip WMV igin 78 ornek bulunurken ZYMYV ile enfekteli olan yalnizca bir
ornek saptanmistir. Ornekleme yapilan bitkilerdeki karisik enfeksiyon orani en yiiksek ¢ikan
ilge %55.55 ile Gelibolu olmustur. Gelibolu ilgesini %50.00 ile Can, %29.26 ile Merkez ilge,
%28.57 ile Lapseki, %25.00 ile Biga ve en diisiik karisik enfeksiyon orani %6.25 ile Eceabat
takip etmistir (Tablo 8). Bozcaada ve Bayramig ilgelerinde ise karisik enfeksiyona sahip bitki
ornegi bulunamamaistir. Bozcaada ilgesinde sadece WMV ile enfekteli 6rnekler bulunmustur.
Fakat Bayramig il¢elerinden toplanan 6rneklerde ise her iki viriis etmeninin de varligi tespit

edilmemistir.
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Tablo 8

Arazi ve virlis tanilama calismalar1 kapsaminda elde edilen ilgeler temelli enfekteli ve

toplanilan 6rnek sayilar

Izolatlarin Toplandig WMV+ZYMYV ile Enfekteli Ornekleme Yapilan
Ticeler Ornek Sayisy/Toplam Ornek Bitkilerdeki Enfeksiyon
Sayis1 Oranm %

Eceabat 2132 6.25
Gelibolu 10/18 55.55
Merkez 12/41 29.26
Bozcaada 0/9 0.00
Can 12/24 50.00
Lapseki 217 28.57
Biga 1/4 25.00
Bayramig 0/2 0.00
Toplam 39/137 28.16

Ornekleme yapilan kabakgil bitkileri tir ve poytvirus varligi bakimindan
incelendiginde kabak tiiriinden toplamda 45 6rnek toplanmis ve bu 6rneklerden tek ve karisik
enfeksiyonlar halinde 40 tanesinde WMV ve 14 tanesinde ZY MV ’nin varlig1 belirlenmistir.
Ayrica 5 orneginde negatif oldugu goriilmiistiir. Balkabagi tiiriinde 35 6rnek toplanmis 19
ornekte tek WMV enfeksiyonu bulurken, 11’tinde ise her iki viriis varlig: tespit edilmistir.
Ayn1 zamanda 5 Ornekte viriis tespit edilememistir. Kavun ve karpuz bitkilerinde sirasiyla
23 ve 19 6rnek toplanmistir bu 6rneklerin iginden kavun bitkisinin 15’sinde WMV ve 5’inde
de karisik enfeksiyon oldugu, karpuz bitkilerinde ise 12’inde WMV ve 3’linde ise karigik
enfeksiyon oldugu saptanmistir. Ayrica kavun bitkisinde 3, karpuz bitkisinden ise 4 negatif
ornek oldugu belirlenmistir. Hiyar bitkisinde ise toplamda 7 6rnekleme yapilmis ve bu
orneklerde 4 tanesi WMV, 1 tanesi ZYMV ile enfekteli oldugu goézlemlenirken karigik
enfeksiyon tespit edilmemistir. Acur ve su kabagi tiirlerinde ise tiretim diger tiirlere gore az
olmasindan dolay1 toplamda her ikisinden de 4’er 6rnekleme yapilmistir. Acur ve sukabagi
bitkilerinden 1‘er tane WMV bulunurken her ikisinden de karigik enfeksiyonlu érnek sayisi
3 oldugu gozlenmistir. Toplan bu oOrnekler igerisinde 78’i sadece WMV ile enfekteli

bulunurken, sadece 1 6rnekte ZYMV varlig: tespit edilmistir. Toplanan tiim Grneklerde
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bulunan karigik enfeksiyonlu 6rnek sayisi ise 39 olarak belirlenmistir. Aragtirma sonucunda

19 6rnekte herhangi bir potyvirus varligi tespit edilmemistir (Tablo 9).

Tablo 9

Arazi ve viriis tanilama ¢alismalar1 kapsaminda elde edilen triinler temelli enfekteli ve

toplanilan 6rnek sayilari

Kabakgil WMV ile ZYMV ile WMV+ZYMV ile
Tiirii Enfekteli/Toplanan Ornek Enfekteli/Toplanan Enfekteli/Toplanan
Sayisi Ornek Sayisi Ornek Sayisi
Kavun 15/23 0/23 5/23
Karpuz 12/19 0/19 3/19
Kabak 26/45 0/45 14/45
Bal kabag1 19/35 0/35 11/35
Acur 1/4 0/4 3/4
Hiyar a/7 1/7 0/7
Su kabagi 1/4 0/4 3/4
Toplam 78/137 1/137 39/137

Calisma kapsaminda kabakgillerde sorun olusturan iki énemli potyviriisiin varligi
arastiritlmis ve bu viriislerden WMV’nin ZYMV’ye gore ¢ok daha yaygin oldugu
goriilmiistiir. Ulkemizde yapilan bircok calismada her iki viriisiinde kabakgillerde yaygin
oldugu bildirilmistir. Kokli ve Yilmaz (2006) Trakya bolgesi kavun ve karpuz iiretim
alanlarinda yaptiklar1 bir calismada toplam 502 6rnekte karpuz bitkisinde ZYMV enfeksiyon
oranin1 %45.5, kavun bitkisinde %40.3, WMV enfeksiyon oranini ise karpuz bitkisinde
%34.3 kavun bitkisinde ise %31.2 olarak bildirmistir. Tokat ilinde yapilan (Korkmaz vd.
2018) bir baska calismada ise kabak bitkilerinden elde edilen 571 yaprak oOrneginden
%12’sinin ZYMV, % 37’sinin ise WMV ile enfekteli oldugu bildirilmistir. Her iki ¢alisma
da goriildiigi gibi gerek ilimize komsu olan Trakya Bolgesinde gerekse Orta Anadolu’da her
iki virilisiin de yaygin oldugu ve enfeksiyon oraninin yiiksek ¢iktigi goriilmektedir. Bu

bulgular bizim ¢aligmamizi destekler niteliktedir.
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Calisma kapsaminda tipik viriis simptomlar1 gosteren ancak potyvirus enfeksiyonu
belirlenemeyen orneklerdeki belirtilerin olasilikla kabakgilleri enfekte eden diger viriislerle
iliskili oldugu diisiniillmektedir. Karanfil ve Korkmaz (2021), Giiney Marmara bdlgesindeki
kabakgil bitkileri tizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada Canakkale, Bursa ve Balikesir illerinden
elde ettikleri 72 6rnekten 10’unda Bromoviridae familyasi iiyesi olan CMV’nin varligini
tespit etmislerdir. Yine iilkemizde yapilan bircok calismada kabakgillerde WMV ve
ZYMV’nin disinda CMV, SqMV, PRSVve MNSV viriislerinin varligi belirlenmistir. (Koklii
ve Yilmaz 2006; Korkmaz vd. 2018), Bu caligmalarda da goriildiigii gibi tlilkemizde

potyviruslerin diginda birgok viriis kabakgillerde enfeksiyona neden olmaktadir.

Canakkale ili ve ilgelerinde yaygin olan iki viriisiin enfeksiyon oranlar1 hem ilgeler
bazinda ve hem de fiirlin bazinda farkliliklar igermektedir. Olusan bu enfeksiyon
farkliliklarina; viriisleri tasiyan vektorlerin tasima kapasitesi ve popiilasyon yogunlugu,
toplanan orneklerdeki tiir ve cesit farkliliklari, tiretim sirasinda uygulanan farkl yetistirme

teknikleri ve ¢evresel faktorlerdeki degisikliklerin etkili oldugu diistiniilmektedir.

Arazi ¢alismalar1 siiresinde 6rnekleme yapilan bitkilerde mozaik desenleri, bolgesel
sararmalar, yapraklarda ve meyvelerde kabarciklagsmalar, yaprak deformansyonlari,
yapraklarda ipliklesmeler, gelisim bozukluklart vb. gibi simptomlar goériilmiistiir. Bu
simptomlar1 gosteren bitki Ornekleri fotograflanmis ve numaralarnn kaydedilmistir.
Numaralandirilan 6rneklerde RT-PCR testlemeleri sonucunda WMV ve ZYMV ’nin varligi
belirlenmistir. Ornekleme yapilan karpuz, kavun, kabak ve acur bitkilerinde WMV ve

ZYMV’ye 6zgii simptomlar Sekil 14-18’de verilmistir.
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Sekil 14. Balkabag bitkisinde watermelon mosaic virus ve zucchini yellow mosaic virus
enfeksiyonu sonucu yapraklarda olusan siddetli kabarciklagsmalar, ipliklesmeler ve yaprak

deformasyonlari.

: e s ".f&

Sekil 15. Kavun (A) ve su kabagi (B) bitkilerinde watermelon mosaic virus ve zucchini

yellow mosaic virus simptomlari
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Sekil 16. Kabak (A, C) ve balkabag: (B) bitkilerinde watermelon mosaic virus ve zucchini
yellow mosaic virus enfeksiyonu sonucu olusan mozaik desenleri ve yapraklarindaki renk

acilmalar1

/ \
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Sekil 17. Karpuz bitkilerinin yapraklarinda watermelon mosaic virus ve zucchini yellow

mosaic Vvirus simptomlari
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Sekil 18. (A) Acur bitkisin yapraklarinda ve (B) kabak bitkisinin meyvesinde watermelon

mosaic Vvirus ve zucchini yellow mosaic virus enfeksiyonu sonucu olusan simptomlar

Arazi ¢alismalar1 kapsaminda toplanan ve WMV ve ZYMV ’nin varligi RT-PCR ile
tespit edilen 6rneklerdeki simptomlar diinyada, {ilkemizde ve bolgemizde kabakgil bitkileri
iizerinde gozlemlenen simptomlarla aym1 ya da benzer ozellik gostermektedir. Nitekim

yapilan bir¢ok ¢calismada ayni1 ya da benzer simptomlar bir¢ok calismada bildirilmistir (Fidan

vd., 2016; Desbiez ve Caliskan, 2015).

4.3. Molekiiler Karakterizasyon Calismalari

Bu tez kapsaminda yapilan molekiiler karakterizasyon calismalari i¢in WMV ve
ZYMV ile enfekteli oldugu tespit edilen WMV icin 4 ve ZYMYV i¢in 3 toplamda ise 7 izolat
secilmis ve baz dizilimleri belirlenmistir. Diinyanin farkli bolgelerinden elde edilen ve gen
bankasinda bulunan ZYMV ve WMV izolatlarindan bazilar1 da gen bankasindan cekilerek

coklu dizi analizlerinde ve filogenetik soyagaclarinin olusturulmasinda kullanilmistir.
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4.3.1. Benzerlik Analizleri

Watermelon Mosaic Virus Dizi Analiz Sonuglari

WMV izolatlarinin CP gen bolgelerine gore nt dizilimleri kendi i¢lerinde ve diinyadaki
diger izolatlar ile benzerlik oranlar1 Sekil 19°da verilmistir. Calisma kapsaminda farkli
ilgelerden alinan izolatlar kendi aralarinda nt dizilim oranlar1 karsilastirildiginda %93-100
arasinda bir homolojiye sahip oldugu gériilmiistiir. Izolatlar arasinda en yiiksek benzerlik
orant WMVS88 (Merkez) ile WMV78 (Bozcaada) arasinda %99-100 diizeyinde olmustur.
WMVA47 (Eceabat) ile WMV88 ve WMVS88 izolatlar1 arasindaki benzerlik orani %95-96
olarak belirlenirken WMV 10 (Can) ile WMV78 ve WMV 88 arasindaki benzerlik oran1 %93-
94 oldugu belirlenmistir. Izolatlarin kendileri arasindaki en diisiik benzerlik oram ise

WMV47 ile WMV 10 arasinda %93 olmustur.

MGE52635.1
MGE52634.1
LC434453 1
LC434452 1
MNE14408.1
MN814378.1
KC447295.1
KF021258.1
W4T
KF021300.1
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MWOE2073.1
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MGE52634.1
LC434453.1
LCa34452 .1
MNE14408 .1
MNE14378 .1
KCa472a5.1
KFD21288.1
M AT
KFD21298,
MZ130405.
GO421158.
MNOEEET3.
MHE92141 .1
MT437285 1
MT413451.1
MZD55421.1
MWAG2978 .1
AVAGAS48 .1
MG021273.1
MG021280.1
ME021301.1
MG021250.1
ABDD1984.1
M0
MGO21268 .1
22907 1

Sekil 19. Canakkale watermelon mosaic virus (WMV) ile diinyadaki WMV izolatlarinin kilif

proteinin (Coat protein: CP) niikleotit dizilerinin benzerlik oranlari
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Calisma sonucu elde edilen Canakkale WMV izolatlarmin niikleotit dizilimlerinin
benzerlik oranlari ile diinyadaki CP gen bolgelerine gore niikleotit dizilimleri benzerlik
oranlar1 incelenmistir. WMV10, WMV47, WMV78 ve WMVS8S izolatlarinin nt dizilim
benzerlik orani incelendiginde ilk olarak WMV 10 izolatinin en yiiksek benzerligi %95-96
ile AB001994 gen bankasindaki erisim kodu ile Japonya izolat1 olurken en diisiik benzerligi
L22907 gen bankasindaki erisim kodu ile Avustralya izolat1 ile oldugu gorilmiistiir.
WMV47 izolat1 ise en yiiksek benzerligi %97 ile KF021299 erisim koduna sahip bir Tiirk
izolat1 ile gostermistir. En diisiik benzerlik oran1 ise WMV 10 izolatinda oldugu gibi %91-92
oraninda L22907 erisim kodlu Avustralya izolati ile olmustur. Canakkale WMV7S ile
WMV78 diinyadaki niikleotit dizilimleri benzerlik oranlar1 incelendiginde her iki izolatinda
en yiiksek ve en diisiikk benzerlik oranlar1 ayni izolatlarla oldugu dikkat ¢ekmistir. Bu
izolatlar en yiiksek benzerlik orani %99 ile MH992141 erisim kodlu Polonya izolat1 olurken
en diisik benzerlik oran1 %93 ile MG021268 erisim kodlu ABD izolat1 ile oldugu

gorilmiistiir.

Gara vd. (1997) Japonya’da yabani bir orkide tiirii olan Habenaria radiata iizerinde
yaptiklar1 bir ¢alismada WMV -Habenaria izolatinin (erisim kodu, AB001994.1) Japonyal7,
Ausb, Tongal5, US13 ve SN18 izolatlari ile sirasiyla %96, 93, 92, 92 ve %78 oraninda
benzerlik gosterdiklerini belirtmislerdir. Canakkale WMV izolatlar1 ile Japonya elde edilen

izolatlar1 arasindaki niikleotit dizilimi benzerlik oranlar1 ise % 95-96 arasinda olmustur.

Ulkemizde yapilan bir ¢alismada Yesil (2013) 2009 ve 2010 yillarinda 652 &rnek
icerisinden pozitif ¢ikan Ornekler arasindan bazilarimin ortii proteini geni dizi analizini
yapmistir. Bu analizlerde W-26 ve W-59 nolu Tiirk izolatlarmin Fransa (JF273462), ispanya
(AJ579490) Italya (EU660590), iran (EU667634) ve Tiirkiye (EU660579) izolatlarryla %99
oraninda benzerlik gosterdigini belirtmistir. Bu calismadaki W-26 (KF021299) izolat1 ile
Canakkale WMV47 izolati arasinda %95-96 oraninda benzer bulunmustur. Gerek yurt
disinda gerekse iilkemizde yapilan birgok c¢alismada WMV izolatlarinin Ortli protein
genlerinin %90’1n iizerinde bir benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Bu sonuglar bizim

caligmalarimiz ile paralellik gostermektedir.
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Canakkale WMV izolatlariin kilif protein geninin amino asit dizilimlerine gore kendi
aralarinda ve diinyadaki diger WMV izolatlar1 ile ¢oklu amino asit dizi karsilastirilmasi
yapilmigtir. Amino asit bazinda Canakkale WMYV izolatlar1 kendi aralarinda incelendiginde
en diisiik benzerlik orani %95 olurken en yiiksek benzerlik orani ise %100 oldugu
gorilmistir. WMV10 (Can) ile WMV47(Eceabat) aralarinda %95 ile en diisiikk benzerlik
orani goriiliirken, WMV78 (Bozcaada) ile WMV88 (Merkez) izolatlar nt benzerlik oraninda
oldugu gibi aa benzerlik oraninda da %100 benzerlik ile en yiiksek benzerlik gostermislerdir.
WMV10 ile WMV78 ve WMVS88 arasinda %95-96 benzerlik gorilirken, WMV47 ile
WMV78 ve WMV8S izolatlari arasinda ise %97-98 oraninda bir benzerlik orani goriilmistiir
(Sekil 20).
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Sekil 20. Canakkale watermelon mosaic virus (WMV) ile diinyadaki WMV izolatlarinin kilif

protein amino asit dizilerinin benzerlik oranlar

Kilif protein (CP) geninin amino asit dizilimlerine bazinda incelendiginde Canakkale

izolatlar1 ile ulusal ve uluslararasi izolatlar arasindaki benzerlik oranlar1 %95-100 araliginda
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gerceklesmistir. En yliksek %100 benzerlik orant WMV 78 (Bozcaada) ve WMV 88 (Merkez)
izolatlar1 ile MH992141 erisim numarasina sahip Polonya izolati arasinda olmustur. En
yiiksek benzerlik oraninda da oldugu gibi en diisiik benzerlik oraninin da Canakkale
WMV78 ve WMVS8S izolatlart ile MG021268 erisim numarasina sahip ABD izolati arasinda

oldugu belirlenmistir.

Canakkale WMV 10 izolat1 aa temelinde benzerlik oranlari incelendiginde %97 ile en
yliksek benzerlik oranlari sirasiyla gen bankasi erisim numaralart KF021300 (Tirkiye),
KF021299 (Tiirkiye) ve LC434452 (Giiney Kore) olan izolatlar arasinda oldugu
goriilmiistiir. En diisiik benzerlik orani ise MG021268 erisim numarasina sahip ABD izolat1

arasinda olmustur.

Canakkale WMV47 izolatinin en yiiksek benzerlik oran1 %98 ile Tiirkiye izolatlar
olmustur. Bu izolatlarin kodu ve erisim numaralar1 sirasiyla su sekildedir; MT437295
(Bingol W4), MT413451 (Bingol W2), MZ055421 (1gdir 6) ve MW962978 (Diyarbakir D3).
En diisiik benzerlik orani ise diger Canakkale izolatlarinda oldugu gibi %95 ile, MG021268

erisim numarasina sahip ABD izolat1 arasinda oldugu belirlenmistir.

Canakkale WMV78 ve WMVS88 izolatlarinin aa diizeyinde benzerlik oranlari en
yiliksek ve diislik olan izolatlar1 ayni1 bulunmustur. Bu izolatlar en diisiik %95 benzerlik
oranina ait MG021268 erisim numarali ABD izolat1 olurken en yiiksek benzerlik oran1 %100

ile MH992141 erisim numarali Polonya izolat1 olmustur.

Sharifi vd. (2008), iran’da yaptiklar1 bir ¢alismada 14 Iran izolatinin kilif protein gen
bolgesi aa temelli benzerlik analizlerinde izolatlar arasinda en diisiik benzerlik oranini
%97.4, en yliksek benzerlik oranini ise % 100 bulmuslardir. Bu izolatlar1 gen bankasinda
bulunan iki Iran izolat1 ile kiyasladiklarinda en diisiik benzerlik oranmi % 91.6 en yiiksek
benzerlik oranini ise % 93.4 olarak bulmuslardir. Tiim bu bulgular WMV izolatlarinin kilif
protein gen bolgesinin kodladigi amino asitlerin ¢ok yiiksek oranda bir benzerlik gosterdigi

goriilmektedir.
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Zucchini Yellow Mosaic Virus Dizi Analiz Sonuclar:

Canakkale ZYMYV izolatlarinin CP gen bolgelerine gore nt dizilimleri kendi i¢lerinde
ve diinyadaki diger izolatlar ile benzerlik oranlar1 Sekil 21°de verilmistir. Calisma sonucunda
ZYMV9 (Can), ZYMV10 (Can) ve ZYMV29 (Gelibolu) kodlu izolatlar niikleotit dizilim
benzerlik oranlar1 kendileri arasinda karsilastirildiginda %99-100 araliginda degisen yiiksek
benzerlik oranina sahip oldugu goriilmistiir. ZYMVO ile ZYMV10 izolatlar1 kendileri
arasindaki benzerlik oran1 %100 ile en yiiksek benzerlige sahip olurken ZYMVO9 ile
ZYMV?29 ve ZYMV 10 ile ZYMV?29 izolatlar1 arasindaki benzerlik oran1 %99 olmustur.
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Sekil 21. Canakkale zucchini yellow mosaic virlis (ZYMV) ile diinyadaki ZYMV

izolatlarinin kilif protein niikleotit dizilerinin benzerlik oranlar:

Calismadan elde edilen ZYMV9, ZYMV10 ve ZYMV?29 kodlu izolatlarin diinyadaki

diger izolatlarin nt dizilimleri ile karsilastirildiginda benzerlik oranlar1 %83-100 arasinda
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degisen oranlarda oldugu goriilmektedir. ZYMV9, ZYMV10 ve ZYMV?29 izolatlarini her
birinin en fazla ve en az benzerlik gosterdigi izolatlarin ayni oldugu goriilmektedir. En fazla
%99-100 oraninda benzerlik gosterdikleri izolatlarin sirasiyla gen bankasindaki erigim
numaralart su sekildedir: AJ420015, AJ420017, (Avusturya) KP872561 (Tiirkiye)
AJ251527 (Macaristan) ve AJ420018 (Slovenya). En az %83 oraninda benzerlik

gosterdikleri izolat ise MF100845 erisim numarasina sahip Cin izolat1 olmustur.

Vucurovi¢ vd. (2012), Sirbistan'da 2011 yilinda yaptiklart ¢alismada 26 karpuz
orneginin 6’sin1 ZYMYV ile enfekteli bulmuslardir. Bu izolatlardan bir tanesini RT-PCR
kullanarak amplifiye etmislerdir ve ardindan sekanslama yapmugslardir. Elde ettikleri
sonuglarda Sirp izolati ile diger diinya izolatlar1 arasindaki nt benzerlik oranlarini1 %93.7 ile

%99.9 arasinda bulmuslardir.

Ulkemizde yapilan bir ¢alismada Topkaya vd. (2019), Ankara ve Antalya illerinde
2009-2014 yillar1 arasinda yaptiklar1 galismada WMV, ZYMV, CMV, PRSV ve CGMMV
viriislerinin varligini belirlemislerdir. Bu viriisler igerisinden 45 ZYMV izolati i¢in tam
uzunlukta CP niikleotid dizileri elde etmisler ve gen bankas1 veri tabanlarinda bulunan diinya
izolatlar1 ile karsilagtirmislardir. Bu izolatlarin kendi arasinda ve diinya izolatlar1 ile %96 ile
%99 arasinda bir nt benzerligine sahip oldugunu bulmuslardir. Bu izolatlardan BE26 kodlu
KP872561 (Ankara) erisim numarali izolat ile Canakkale (ZYMV9, ZYMV10 ve ZYMV29)
izolatlar1 arasinda benzerlik orani ise %100 olarak bulunmustur. Yapilan bu c¢alisma
dogrultusunda ayn1 cografi bolgelerdeki izolatlar arasindaki benzerliklerin yiiksek oldugu

goriilmektedir.

Canakkale ZYMYV izolatlarmin kilif protein (CP) geninin amino asit dizilimlerine
gore kendi aralarinda ve diinyadaki diger ZYMV izolatlar1 ile ¢oklu amino asit
karsilagtiritlmasi yapilmistir. Canakkale ZYMV9 (Can), ZYMV10 (Can) ve ZYMV29
(Gelibolu) izolatlar1 kendileri aralarindaki amino asit dizilimleri temelinde gdstermis

olduklari benzerlik oranlari %100 olmustur (Sekil 22).
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Sekil 22. Canakkale zucchini yellow mosaic viriis (ZYMYV) ile diinyadaki ZYMV

izolatlarmin kilif protein amino asit dizilerinin benzerlik oranlar1

Canakkale izolatlarimin ulusal ve uluslararas: izolatlar ile gdstermis olduklar
benzerlik oranlar1 ise %89 ile %100 arasinda degisen oranlarda olmustur. Canakkale
ZYMV9 (Can), ZYMV10 (Can) ve ZYMV29 (Gelibolu) kodlu izolatlarin gostermis
olduklar1 en az benzerlik oram1 %89 ile MF100845 erisim numarali Cin izolat1 olmustur.
ZYMVO ile en fazla amino asit dizilimi bazinda benzerlik gosteren diinya izolatlar1 erisim
numaralari sirastyla: KP872561 (Tirkiye), AJ420015 ve AJ420017 (Avusturya) olmustur.
Ayrica ZYMV29 izolat1 da ZYMV9 gibi en fazla benzerligi KP872561, AJ420015 ve
AJ420017 erisim numaral izolatlar ile yilizde yiliz benzerlik gostermis ve yine en az
benzerligi % 89 ile MF100845 Cin izolatiyla gosterdigi goriilmistiir. Canakkale ZYMV10
izolati ile diinyadaki diger izolatlarin aa dizilim benzerligi incelendiginde en fazla benzerlik
oranin1 %100 ile AJ420015 ve AJ420017 (Avusturya) erisim nolu izolatlar arasinda
olmustur. En az benzerligi ise diger Canakkale izolatlarinda oldugu gibi MF100845 erisim

numarali Cin izolat1 olmustur.
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Vucurovi¢ vd, (2012), Sirbistan'da 2011 yilinda yaptiklart ¢alismada 26 karpuz
orneginin 6’sin1 ZYMYV ile enfekteli bulmuslardir. Bu izolatlardan bir tanesini RT-PCR
kullanarak amplifiye etmislerdir ve ardindan sekanslama yapmislardir. Elde ettikleri
sonuglarda Sirp izolat1 ile diger diinya izolatlar1 arasindaki aa benzerlik oranlarini %96.8 ile
% 100 arasinda bulmuslardir. Bu sonuglardan ve bizim elde ettigimiz sonuglardan da
goriildiigii gibi ZYMYV kilif protein geni aa benzerlik oranlar1 6zellikle ayni iilkede birbirine

yakin lokasyonlarda %100’e varan bir benzerlik oran1 gosterebilmektedir.

4.3.2. Filogenetik Analizler

Bu tez kapsaminda WVM10, WMV47, WMV78, WMV88 ve ZYMV9, ZYMV 10,
ZYMV?29 izolatlarinin filogenetik soy agacinin belirlenmesi amaciyla ¢alisma sonucu elde
edilen WMV ve ZYMV izolatlar ile diinyadaki farkli bolgelerinden elde edilen izolatlar
kullanilmustir. Izolatlarm genetik iliskilerini belirlemek igin niikleotit dizileri kullanilarak

filogenetik analizler gerceklestirilmistir.

Watermelon Mosaic Virus izolatlarimin Filogenetik Analizleri

WMV izolatlarinin kilif protein niikleotit dizilimlerine gore olusturulan filogenetik
soyagact Sekil 23’te verilmistir. WMV izolatlarinin olusturdugu soyagaci 3 ana gruptan
olusmustur. Birinci ana grupta MT437295 (Tirkiye), MT413451 (Tirkiye),
MZ055421(Tirkiye), MW962978 (Tiirkiye), AY464948 (Cin), MG021273 (ABD) izolatlar1
ve kendi i¢lerinde ayr1 bir alt grup olusturan WMV78 (Bozcaada), WMVS88 (Merkez) ve
MH992141 (Polonya) izolat: olmustur. ikinci ana grupta L22907 (Avustralya), MG021268
(ABD), MG952634 (Tiirkiye), MG952635 (Tiirkiye), MN814378 (Ispanya), MN814408
(Ispanya), LC434452 (Giiney Kore), GQ421158 (iran), KF021299 (Tiirkiye), MZ130405
(Tirkiye), KF021298 (Tiirkiye), KF021300 (Tiirkiye), MN966673 (Misir), KC447295
(Suudi Arabistan), LC434453 (Giiney Kore) ve WMV47 (Eceabat) izolatlar1 yer almistir.
WMV10 (Can), AB001994 (Japonya), MGO021250 (ABD), MG021301 (ABD) ve
MG021280 (ABD) izolatlar1 iiglincii ana grubu olusturmustur. Filogenetik agagta bulunun

lic Canakkale izolati ve diger 11 Tirk izolatlar1 biraz daha ayrintili incelendiginde

58



birbirlerinde farkli grup ve alt gruplarda yer aldig1 goriilmiistiir. Bu ¢alisma kapsaminda yer
alan 4 izolattan ikisi (WMV-78 ve WMV-88) birinci grupta ve ayni alt grupta yer alirken
diger iki izolattan biri (WMV-47) ikinci grupta ve tek bir alt grup olarak yer alirken diger
izolat (WMV-10) ise {iglincii grupta yer almistir.

Filogenetik agagta birinci grupta iki alt grup olusurken ilk alt grupta daha 6nceden
gen bankasina yiiklenen 4 Tiirkiye izolati ikinci alt grupta ise bu ¢alismada elde edilen iki
Canakkale izolatlar1 yer almustir. Ikinci grup ise kendi iginde ¢ok fazla sayida alt grup
olusturmustur. Bu grup i¢inde yine daha dnceden gen bankasi veri tabanina yiiklenen ve
farkli alt gruplarda yer alan 6 Tiirkiye izolat1 yer alirken, tek Canakkale izolat1 farkl bir alt
grupta yer almistir. Ugiincii grupta ise bu ¢alismadan elde edilen bir Canakkale izolatinin

disinda bagka bir Tiirk izolat1 yer almamustir.
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Sekil 23. Canakkale watermelon mosaic virus izolatlarinin niikleotit dizilimlerine gore

filogenetik soyagaci

Nematollahi vd. (2021), Iran’in kuzeyindeki karpuz iiretim alanlarinda toplamda 305
viriis simptomu gosteren 6rnek toplamiglardir. Alman 6rneklerin 80’i WMV ile enfekteli

olarak bulunmustur. Enfekteli 6rneklerin CP ve P1 bdlgelerine gore dizilimi ve filogenetik
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analizlerini yapmuiglardir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda WMV izolatlarimin CP gen
bolgesine gore olusturduklari filogenetik analizlerinden {i¢ ana grubun (CL, EM ve G2)
olustugunu ve her grubun kendi i¢inde tekrar birka¢ dala ayrildigim belirtmislerdir. Grup
CL’nin, Fransa, Italya, Ispanya, Giiney Kore, Sili ve Iran izolatlarindan, Grup EM’nin, Cin,
Giiney Kore ve Fransa'dan izolatlardan ve grup E2’nin ise Fransa, Cin ve Iran izolatlarindan
olustugunu belirtmislerdir. Yapilan her iki ¢alismada da WMV ile enfekteli 6rneklerin CP
gen bolgesine gore filogenetik analizlerinde izolatlarin 3 ana grupta toplandigi gériilmistiir.

Gergeklesmis iki calismada birbirleri ile paralellik gostermektedir.

Zucchini Yellow Mosaic Virus izolatlarmn Filogenetik Analizleri

ZYMV izolatlarmm kilif protein geni niikleotit dizilimlerine goére olusturulan
filogenetik soyagaci sekil 24’te verilmistir. ZYMYV izolatlarinin olusturdugu soyagaci 4 ana
gruptan olusmustur. i1k ana grup KP872581, KP872543, KP872550, KP872575, KP872574,
KP872573, KP872576, KP872578, KP872572, KP872541, KP872546, JF317296 ve
MK689858 (Tiirkiye), AJ420019 (Almanya), KP872571, KP872577, (Tirkiye)
izolatlarindan olusmustur. Ikinci ana grupta bu ¢alisma kapsaminda yer alan ii¢ Canakkale
ZYMV9 (Can), ZYMV10 (Can) ve ZYMV29 (Gelibolu) ve bir (KP872565) Tiirkiye
izolatinin yakin iliskili oldugu ve ayni1 grupta yer aldig1 gériilmiistiir. Ayrica ikinci grupta
AJ459956, AJ251527 (Macaristan), AJ420018 (Slovenya), KP872561 (Tiirkiye), AJ420017,
AJ420015 (Avusturya), ve ayri bir alt grup olarak da JF317297 (Tirkiye) ve JF795797
(Avusturya) izolatlarinin yer aldig1 goriilmiistiir. Diinya ZYMYV izolatlarin olusturdugu
liciincii ana grupta ise AJ420020 (italya), KX495624, KX495625 (iran), KP872579,
KP872580 (Tiirkiye) ve KM491919 (Cin) erisim numarali izolatlar yer almistir. ZYMV
Diinya izolatlarin1 olusturduklar1 son ana grupta ise sirastyla erisim numaralar1 JF792374,
JE797209 (Avusturya) ve MF100845 (Cin) olan izolatlarin olusturdugu belirlenmistir.
Filogenetik analizler sonucunda Canakkale WMV78, WMV88, WMV47 ve WMV10
izolatlarinin aksine ZYMV9, ZYMV10 ve ZYMV?29 izolatlarinin ayni ana grupta yer aldigi
ve ZYMV9, ZYMV10 Canakkale izolatinin birbirine ¢ok yakin iliskili oldugu analiz
edilmistir. ZYMV29 izolatinin ise Macaristan Slovenya, Tiirkiye ve Avusturya izolatlar

yakin benzerlikte oldugu dikkat ¢ekmistir.
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Sekil 24. Canakkale zucchini yellow mosaic virus izolatlarinin niikleotit dizilimlerine gore

filogenetik soyagaci
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma 2021 yilinin yaz ve sonbahar aylarinda, Canakkale ilinin kabakgil tiretim
alanlarinda yapilmistir. Arazi c¢aligmasi kabakgil iiretimi yapilan alanlardan, ev
bahgelerinden ve sera alanlarindan rastgele secilmis olup bu alanlardaki kabak, balkabagi,
karpuz, kavun, hiyar, acur ve su kabagi gibi bitkiler gorsel olarak incelenmis ve virlis

simptomlar1 gosteren bitkilerden 6rnekler alinmastir.

Gergeklestirilen arazi ¢alismalari sonucu toplamda 137 Ornek toplanmis ve bu
ornekler potyviruslerden WMV ve ZYMYV enfeksiyonlar1 bakimindan RT-PCR yo6ntemi ile
testlenmistir. Testlemeler sonucunda 118 6rnek enfekteli ¢ikmistir. Toplanilan 6rneklerin
117’sinde WMV enfeksiyonu tespit edilirken, ZYMV enfeksiyonu ise 40 Ornekte

saptanmistir. Ayrica her iki viriisiin karisik enfeksiyonu ise toplamda 39 bitkide saptanmaistir.

Ilgeler bazinda hastalik dagilim oranma bakildizinda WMV enfeksiyon oran1 en
yiiksek olan ilge %100 ile Can olmustur. Can’1%92.68 ile Merkez ilge, %88.88 ile Gelibolu,
%81.25 ile Eceabat, %71.42 ile Lapseki, %66.66 ile Bozcaada takip etmistir. En diisiik
enfeksiyon orani ise %50.00 ile Biga ilgesinde olmustur. Bayramig ilgesinden ise enfekteli
ornek bulunamamistir. Ornekleme yapilan bitkilerdeki WMV toplam enfeksiyon orani

%384.40 olarak gerceklesmistir.

Yine ilgeler bazinda ZYMV i¢in hastalik dagilim oranina bakildiginda ZYMV
enfeksiyon orani en yliksek olan ilge %55.55 ile Gelibolu olmustur. Gelibolu’yu %50.00 ile
Can, %29.26 ile Merkez ilce, %28.57 ile Lapseki, %25.00 ile Biga takip etmistir. En diisiik
enfeksiyon orami ise %9.37 ile Eceabat ilgcesinde olmustur. Bayrami¢ ve Bozcaada
ilgelerinden ise enfekteli drnek bulunamamustir. Ornekleme yapilan bitkilerdeki ZYMV

toplam enfeksiyon orani %29.20 olarak gerceklesmistir.
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RT-PCR testlemeleri sonucunda enfekteli bulunan 118 6rnekten 39°u her iki viriis ile
(WMV+ZYMYV) enfekteli olarak bulunmustur. Tekli enfeksiyona sahip WMV i¢in 78 6rnek
bulunurken ZYMYV ile enfekteli olan yalnizca bir drnek saptanmistir. Ornekleme yapilan
bitkilerdeki karisik enfeksiyon orani en yiiksek ¢ikan ilge %55.55 ile Gelibolu olmustur.
Gelibolu ilgesini %50.00 ile Can, %29.26 ile Merkez ilge, %28.57 ile Lapseki, %25.00 ile
Biga ve en diisiik karisik enfeksiyon oran1 %6.25 ile Eceabat takip etmistir. Bozcaada ve
Bayramig ilgelerinde ise karisik enfeksiyona sahip bitki 6rnegi bulunamamaistir. Bozcaada
ilgesinde sadece WMV ile enfekteli 6rnekler bulunmustur. Fakat Bayramig il¢elerinden

toplanan orneklerde ise her iki viriis etmeninin de varligi tespit edilmemistir.

Arazi ¢alismalar siiresinde 6rnekleme yapilan bitkilerde mozaik desenleri, bolgesel
sararmalar, yapraklarda ve meyvelerde kabarciklagsmalar, yaprak deformansyonlari,

yapraklarda ipliklesmeler, gelisim bozukluklar1 vb. gibi simptomlar gériilmiistiir.

Calisma kapsaminda molekiiller karakterizasyon ¢aligmalari icin WMV ve ZYMV ile
enfekteli oldugu tespit edilen WMV icin 4 ve ZYMYV i¢in 3 toplamda ise 7 izolat se¢ilmis
ve bu izolatlarn CP gen bdlgeleri baz dizilimleri belirlenmistir. Diinyanin farkh
bolgelerinden elde edilen ve gen bankasinda bulunan ZYMV ve WMV izolatlarindan
bazilar1 da gen bankasindan ¢ekilerek ¢oklu dizi analizlerinde ve filogenetik soyagac¢larinin

olusturulmasinda kullanilmastir.

WMV izolatlarinin CP gen bolgelerine gore nt dizilimleri kendi i¢lerinde ve diinyadaki
diger izolatlar ile benzerlik oranlar1 incelendiginde, Canakkale izolatlarinin kendi aralarinda
nt diizeyinde %93-100 arasinda bir homolojiye sahip oldugu gériilmiistiir. izolatlarin kendi
arasindaki en diigiik benzerlik orani ise WMV47 ile WMV 10 izolatlar arasinda %93 oldugu

belirlenmistir.

Calisma sonucu elde edilen Canakkale WMV izolatlarinin niikleotit dizilimlerin
benzerlik oranlari ile diinyadaki CP gen bolgelerine gore niikleotit dizilimleri benzerlik
oranlar1 incelendiginde bu izolatlarin diinya izolatlar1 ile %93 ile % 99 arasinda bir

benzerlige sahip oldugu goriilmiistiir.
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WMV izolatlarinin kilif protein geninin amino asit dizilimleri bazinda incelendiginde
Canakkale izolatlar1 ile ulusal ve uluslararasi izolatlar arasindaki benzerlik oranlar1 %95-100
araliginda gerceklesmistir. En yiiksek %100 benzerlik orant WMV78 ve WMV8S izolatlar1
ile MH992141 erisim numarasina sahip Polonya izolat1 arasinda oldugu goriilmiistiir. En
yiiksek benzerlik oraninda da oldugu gibi en diisiik benzerlik oraninda da Canakkale
WMV78 ve WMVSS izolatlar1 ile MG021268 erisim numarasina sahip ABD izolat1 arasinda

oldugu belirlenmistir.

Canakkale ZYMV izolatlariin CP gen bolgelerine gore nt dizilimleri kendi i¢lerinde
ve diinyadaki diger izolatlar ile benzerlik oranlar1 belirlenmistir. Calisma sonucunda
ZYMVY9 (Can), ZYMV10 (Can) ve ZYMV29 (Gelibolu) kodlu izolatlar niikleotit dizilim
benzerlik oranlar1 kendileri arasinda karsilastirildiginda %99-100 araliginda degisen yiiksek
benzerlik oranina sahip oldugu goriilmistiir. ZYMVO ile ZYMV10 izolatlar1 kendileri
arasindaki benzerlik oram1 %100 ile en yiiksek benzerlige sahip olurken ZYMVY ile
ZYMV29 ve ZYMV 10 ile ZYMV?29 izolatlar1 arasindaki benzerlik oran1 %99 olmustur.

Calismadan elde edilen Canakkale izolatlarin diinyadaki diger izolatlarin nt
dizilimleri ile karsilastirildiginda benzerlik oranlar1 %83-100 arasinda degisen oranlarda
oldugu goriilmiistiir. En fazla %99- 100 oraninda benzerlik gosterdikleri izolatlarin sirasiyla
gen bankasindaki erisim numaralar1 AJ420015, AJ420017, (Avusturya) KP872561
(Turkiye) AJ251527 (Macaristan) ve AJ420018 (Slovenya) kodlu izolatlar olurken, en az
%83 oraninda benzerlik gosterdikleri izolatin ise MF100845 erisim numarasina sahip Cin

izolat1 oldugu goriilmiistiir.

Canakkale ZYMV izolatlariin kilif protein (CP) geninin amino asit dizilimlerine
gore kendi aralarinda ve diinyadaki diger ZYMV izolatlar1 ile ¢oklu amino asit
karsilagtirilmast sonucunda; izolatlarin kendileri aralarindaki amino asit dizilimleri
temelinde gostermis olduklar1 benzerlik oranlar1 %100 olurken, bu izolatlarin ulusal ve
uluslararasi izolatlar ile gostermis olduklar1 benzerlik oranlar1 ise %89 ile %100 arasinda

degisen oranlarda olmustur.
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WMV izolatlarinin kilif protein niikleotit dizilimlerine gore olusturulan filogenetik
soyagaci 3 ana gruptan olusmustur. Filogenetik agacta birinci grupta iki alt grup olusurken
ilk alt grupta daha 6nceden gen bankasina ytiklenen 4 Tiirkiye izolati ikinci alt grupta ise bu
caligmada elde edilen iki Canakkale izolatlar1 (WMV-78 ve WMV-88) yer almistir. ikinci
grup ise kendi i¢inde ¢ok fazla sayida alt grup olusturmustur. Bu grup i¢inde yine daha
onceden gen bankasi veri tabanina yiiklenen ve farkli alt gruplarda yer alan 6 Tiirkiye izolati
yer alirken, tek Canakkale izolat: (WMV-47) farkli bir alt grupta yer almustir. Ugiincii grupta
ise bu ¢alismadan elde edilen bir Canakkale izolatinin (WMV-10) disinda baska bir Tiirk

izolat1 yer almamastir.

ZYMV izolatlarimin kilif protein geni niikleotit dizilimlerine gore olusturulan
filogenetik soyagaci 4 ana gruptan olusmustur. i1k ana grupta daha nceden iilkemizden elde
edilen iki Tiirk izolat:1 ve diinya izolatlar1 yer almistir. Ikinci ana grupta bu calisma
kapsaminda yer alan ii¢ Canakkale ZYMV9, ZYMV10 ve ZYMV?29 ve bir Tiirk izolatinin
yakin iligkili oldugu ve ayn1 grupta yer aldig1 goriilmiistiir. Ayrica ikinci grupta birgok diinya
izolatinin ve bir Tirk izolatinin yer aldigi goriilmistiir. Diinya ZYMV izolatlarin

olusturdugu ticiincli ana grupta ise yine bir¢ok diinya izolat1 ve bir Tiirk izolat1 yer almistir.

Kabakgil iiretim alanlarinda kaliteyi ve kantiteyi diisiiren bir¢ok bitki koruma
sorununun oldugu bilinmektedir. Bu sorunlar arasindan en 6nemlisi etkin bir miicadele
yonteminin olmamasindan dolay1 viriis hastaliklaridir. Kabakgil tiretimini etkileyen iKi
onemli viriis, zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) ve watermelon mosaic virus (WMV),
erken donemde bitkiyi enfekte ederse neredeyse %100 verim kayiplarina sebep olmaktadir.
Ulkemizde yapilan birgok c¢alismada bu viriislerin varhigi ve yaygmhk durumu
belirlenmistir. Bu nedenle viriis hastaliklarinin hizli ve giivenilir tanis1 ve buna bagl olarak
uygulanacak miicadele yontemlerinin belirlenmesi iiretimdeki zararlar1 en aza indirmek

acisindan 6nem arz etmektedir.

Canakkale ilinde kabakgil bitkilerinde potyvirusler ile ilgi bir veri bulunmamaktadr.
Bu caligma ile bu ilin WMV ve ZYMV etmenlerinin enfeksiyon oranlart belirlenmistir.

Ayrica yapilan ¢alisma kapsaminda WMV ve ZYMV’nin kilif protein geni diizeyinde
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molekiiler karakterizasyonu yapilmistir. Canakkale WMV ve ZYMYV izolatlar1 hem iilkemiz
hem de diinyadaki diger izolatlar ile karsilastirilarak etmenlerin genetik cesitlilikleri

hakkinda da veriler elde edilmistir.

Bu calisma kapsaminda iki dnemli viriisiin 7 izolatinin kilif protein gen bdlgesine
gore molekiiler karakterizasyon yapilmistir. Bundan sonraki ¢aligmalarda kilif protein geni
disindaki diger genler hatta viriisiin tiim genom dizi analizleri sekanslanarak lilkemize 6zgii
izolatlara ait tiim genom bilgileri ortaya c¢ikarilmali ve bilim camiasinin hizmetine

sunulmalidir.

Bu ¢alisma ilerleyen donemlerde yapilacak olan baska ¢alismalar igin 6nemli bir 6n
caligma niteligindedir. Bundan sonra bu c¢alismalara ilaveten virlis-vektor iliskileri,
dayaniklik caligmasi vb. gibi ¢alismalar da yapilarak viriislerin kontroliine yonelik yeni

stratejilerin gelistirilmesi oncelikli konular arasinda yer almalidir.
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Kavun
Kavun
Kavun
Kavun
Kavun
Kavun
Kavun
Kavun
Kavun

Bal Kabag1

Alindig1
yer

Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat

Eceabat

Alindig1
tarih

30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021

30.09.2021

Sonug

WMV ZYMV WMV+ZYMV

+ E -



Ornek

Numarasi

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

36

Konukgu

Bal Kabag1
Bal Kabag
Bal Kabag1
Bal Kabag1
Bal Kabagi
Bal Kabag1
Karpuz
Karpuz
Karpuz
Karpuz
Karpuz
Kabak
Kabak
Kabak
Kabak
Hiyar
Kabak
Kabak
Kabak

Kabak

EK-1’in devami

Alindig
yer

Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Eceabat
Gelibolu
Gelibolu
Gelibolu

Gelibolu

Alindig
tarih

30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021

30.09.2021

Sonug

WMV ZYMV WMV+ZYMV

+ - -



Ornek

Numarasi

37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

56

Konukgu

Kabak
Kabak
Kabak
Kabak
Kabak
Kabak
Kabak
Kabak
Kabak
Kabak
Kabak
Bal Kabagi
Bal Kabagi
Kavun
Acur
Acur
Acur
Acur
Su Kabag1

Su Kabag1

EK-1’in devami

Alindig
yer

Gelibolu
Gelibolu
Gelibolu
Gelibolu
Gelibolu
Gelibolu
Gelibolu
Gelibolu
Gelibolu
Gelibolu
Gelibolu
Gelibolu
Gelibolu
Gelibolu

Merkez

Merkez

Merkez

Merkez

Merkez

Merkez

Alindig
tarih

30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
30.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
13.08.2021

13.08.2021

Sonug

WMV ZYMV WMV+ZYMV

- - +
+ - -
- - +
+ - -
- - +
+ - -
+ " -
- - +
- - +
- - +
- - +
- - +
- - +
+ - -
- - +
- - +
- - +
+ - -
- - +



EK1’in devam

Ornek Alindig Alindig
Numarasi Konukgu yer tarih Sonug
WMV  ZYMV WMV+ZYMV
o7 Su Kabagi Merkez 13.08.2021 - - +
58 Su Kabag1 Merkez 13.08.2021 - - +
59 Kabak Merkez 3.07.2021 - - -
60 Kabak Merkez 3.07.2021 + - -
61 Kabak Merkez 3.07.2021 + 4 -
62 Kabak Merkez 3.07.2021 + - -
63 Kabak Merkez 3.07.2021 - - -
64 Kabak Merkez 3.07.2021 + 3 -
65 Kabak Merkez 29.09.2021 + - -
66 Kabak Merkez 29.09.2021 + - -
67 Kabak Merkez 29.09.2021 + - -
68 Kabak Merkez 29.09.2021 + - -
69 Kabak Merkez 29.09.2021 + - -
70 Kabak Merkez 29.09.2021 + - -
71 Kabak Merkez 29.09.2021 - - +
72 Kabak Merkez 29.09.2021 + - -
73 Kabak Merkez 29.09.2021 - - -
74 Karpuz Merkez 29.09.2021 + - -
75 Karpuz Merkez 29.09.2021 + - -
76 Karpuz Merkez 29.09.2021 + - -



Ornek

Numarasi

77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95

96

Konukgu

Karpuz
Karpuz
Kavun
Kavun
Kavun
Kavun
Bal Kabagi
Bal Kabagi
Bal Kabagi
Bal Kabagi
Bal Kabagi
Bal Kabagi
Hiyar
Hiyar
Hiyar
Bal Kabag1
Bal Kabag1
Bal Kabag1
Bal Kabag1

Bal Kabag1

EK-1’in devami

Alindig
yer

Merkez
Merkez
Merkez
Merkez
Merkez
Merkez
Merkez
Merkez
Merkez
Merkez
Merkez
Merkez
Merkez
Merkez
Merkez
Bozcaada
Bozcaada
Bozcaada
Bozcaada

Bozcaada

Alindig
tarih

29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
11.08.2021
11.08.2021
11.08.2021
11.08.2021

11.08.2021

Sonug

WMV ZYMV WMV+ZYMV
+ - -

+ - -



Ornek

Numarasi

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115

116

Konukgu

Bal Kabag1
Bal Kabag
Bal Kabag1
Bal Kabag1
Kavun
Kavun
Kavun
Bal Kabagi
Bal Kabagi
Bal Kabagi
Bal Kabagi
Bal Kabagi
Bal Kabagi
Bal Kabagi
Bal Kabag1
Kabak
Kabak
Kabak
Kabak

Kabak

EK-1’in devami

Alindig
yer

Bozcaada
Bozcaada
Bozcaada
Bozcaada
Can
Can
Can
Can
Can
Can
Can

Alindig
tarih

11.08.2021
11.08.2021
11.08.2021
11.08.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021

29.09.2021

\

Sonug

WMV ZYMV WMV+ZYMV

+ - -
+ - -
+ o -
- - +
- - +
+ " -
+ - -
+ - -
+ - -
+ - -
- - +
+ - -
- - +
- - +
+ - -
- - +
- - +
+ - -



Ornek

Numarasi

117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135

136

Konukgu

Kabak
Kabak
Kabak
Karpuz
Karpuz
Karpuz
Karpuz
Karpuz
Bal Kabagi
Bal Kabagi
Bal Kabagi
Kabak
Kabak
Karpuz
Karpuz
Hiyar
Hiyar
Hiyar
Kabak

Karpuz

EK-1’in devami

Alindig
yer

Can
Can
Can
Can
Can
Can
Can
Can
Lapseki
Lapseki
Lapseki
Lapseki
Lapseki
Lapseki
Lapseki
Biga
Biga
Biga
Biga

Bayramig

Alindig
tarih

29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021
29.09.2021

29.09.2021

VI

Sonug

WMV ZYMV WMV+ZYMV

+ - -
- - +
- - +
- - +
+ o -
- - +
+ - -
- - +
- - +
- - +
+ - -
+ - -
+ - -
+ - -
- - +



Ornek

Numarasi

137

EK-1’in devam
Alindig Alindig

Konukgu _
yer tarih

WMV

Karpuz Bayrami¢  29.09.2021 -

VI

Sonug

ZYMV  WMV+ZYMV



OZGECMIS

KiSISEL BiLGILER
[sim SOYISIM
Dogum Yeri

Dogum Tarihi

EGITIM DURUMU

Lisans Ogrenimi
Onlisans Ogrenimi

Bildigi Yabanci Diller

BILIMSEL FAALIYETLERI

a) Yaynlar

b) Bildiriler

¢) Katildig1 Projeler
IS DENEYIMI

Calistigt Kurumlar ve Yil: -

ILETISIM

E-posta Adresi
ORCID



