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OZET

Doktora tezi
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DIZILIMININ BELIRLENMESI VE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Serife TOPKAYA

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Bitki Koruma Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Filiz ERTUNC

Bu ¢alisma, kabakgil alanlarinda problem olan kabak sari mozaik viriisii (Zucchini
yelllow mosaic virus—ZYMV) izolatlarinin  kodladigi genlerin  dizilimlerinin
belirlenmesi amaci ile yapilmistir. Bu dogrultuda Ankara, Antalya, Burdur illerinden
alinan enfekteli kabakgil bitkileri Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV), Cucumber
mosaic virus (CMV), Watermelon mosaic virus (WMV), Cucumber green mottle
mosaic virus (CGMMYV), Papaya ringspot virus-W (PRSV-W) ve Squash mosaic virus
(SgMV) antiserumlar: ile DAS-ELISA testine tabi tutulmustur. Test sonuglarina goére
233 6rnegin 86’sinin (%36,9) ZYMV, 116’sinin (%49,7) WMV, 36’sinin (15,4) CMV,
22’sinin (%9) PRSV, 6’ sinin (%2,5) SqMV, 20’sinin (8,5) CGMMYV ile enfekteli
oldugu bulunmustur. DAS-ELISA testleri sonunda Ankara ve Antalya illerinde en
yaygin viriisler WMV ve ZYMYV olarak belirlenmistir. Calismada ilk defa sakiz kabagi
ve bal kabag bitkilerinde CGMMV etmeninin varlig1 serolojik olarak tespit edilmistir.
Test sonunda ZYMYV ile enfekteli bitkiler se¢ilmis ve Konya, Karaman ve Aksaray
illerinden toplanan farkli kabakgillerden izole edilen ZYMV izolatlari ile birlikte
molekiiler olarak, P1 protein, yardimci bilesen protein (HC-Pro), P3 protein, silindirik
inclusion protein (CI), Niiklear inclusion protein b (NIb) ve ortii proteini (CP) gen
bolgelerinin baz dizilimi belirlenmis ve MEGA 6 bilgisayar programi kullanilarak
filogenetik ve protein analizi yapilmistir. Calismada 53 izolatin gen bolgelerinin sekans
verileri NCBI veri bankasinda yer alan sekanslarla karsilastirilmig ve 50 tane ZYMV
Tirkiye izolat1 Diinya’da ve Avrupa’da en yaygin olan Al grubunda yer alirken ii¢ tane
ZYMV Tirkiye izolati Avrupa’da yeni ortaya ¢ikan A4 grubunda yer almistir. Bu
sonuglarla Tiirkiye’de ilk defa ZYMV izolatlarinin gen bdlgelerine ait bilgiler elde
edilmis ve rekombinant olan izolatlarin varligi rapor edilmistir.

Haziran 2015, 156 sayfa

Anahtar Kelimeler: Zucchini yellow mosaic virus, kabakgil bitkileri, 6rtii protein, P3
protein, yardimci bilesen proteini, ZYMYV tarafindan kodlanan proteinler



ABSTRACT
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SEQUENCING and MOLECULER CHARACERIZATION of GENES ENCODED BY
ZUCCHINI YELLOW MOSAIC VIRUS (ZYMV) ISOLATES
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In this study, was performed to determine the sequences of the genes encoded by
isolates of Zucchini yellow mosaic virus causing problem in cucurbits. Collected
samples suspected to be infected from Ankara, Antalya, Burdur were tested with DAS-
ELISA test to Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV), Cucumber mosaic virus(CMV),
Watermelon mosaic virus (WMV), Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV),
Papaya ringspot virus-W (PRSV-W) and Squash mosaic virus (SqMV). According to
the test results, samples were found to be infected with 86 ZYMV (36,9%), with 116
WMV (49,7%), with 36 CMV (15,4%), with 22 PRSV (9%), with 6 SqMV (2,5%) and
with 20 CGMMV (8,5%). DAS-ELISA tests based on the results of Ankara and the
most common viruses in Antalya province has been identified as WMV and ZYMV. In
this study, CGMMYV were determined first time in squash and pumpkins plants.
Selected plants with infected by ZYMV and ZYMYV isolates from different cucurbit
plants obtained from Konya, Karaman and Aksaray, were sequenced the P1 protein,
helper components protein (HC-Pro), P3 protein, cylindrical inclusion (CI), nuclear
inclusion (NIB) protein and coat protein (CP) were determined according to sequence of
the gene. Fifty three protein isolate sequence data were compared with sequences
located in the NCBI data base. Fifty isolates from ZYMV Turkey were grouped in
common group Al and three ZYMYV isolate Turkey took place in the newly emerging
group in Europe A4.

July 2015, 156 pages

Key Words: Zucchini yellow mosaic virus, Cucurbitaceae, coat protein, P3 protein,
Helper component protein, ZYMYV encoded proteins
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1. GIRIS

Sebze yetistiriciligi Tirkiye’de ekonomik agidan 6nemli bir yere sahiptir. 2014 yili
Tiirkiye toplam sebze iiretimi yaklasik 24 milyon ton iken, kabakgil (Cucurbitaceae)
familyasindaki sebzelerin {iretim miktari, yaklasik 8 milyon ton ile toplam sebze

tiretiminin %33 iinii olusturmaktadir (Cizelge 1.1).

Ulkemizde yaygin olarak yetistiriciligi yapilan sebze tiirleri arasinda kabakgillerin
toplam {iretim miktari, domatesten sonra ikinci sirada yer almaktadir. Zengin iklimsel
cesitliligi sayesinde tilkemizde kabakgil familyasina ait olan birgok tiir sorunsuz olarak
yetistirilmektedir. Cizelge 1.1’de 2014 yili verilerine gore Tirkiye kabakgil ekim
alanlar1 ve tretim miktarlart verilmektedir. Yetistiriciligi yapilan kabakgiller arasinda
birinci sirayi, yaklagik 4 milyon ton ile karpuz alirken bunu kavun, hiyar ve kabak

gesitleri takip etmektedir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1 Tirkiye 2014 yili kabakgil tiirleri tiretim miktarlar1 (Anonim 2014)

Uriin ad1 Ekim alan1 (Dekar) Uretim (Ton)

Karpuz(Citrullus lanatus L.) 954.627 3.885.617
Kavun(Cucumis melo L.) 791.488 1.707.302
Huyar (Sofralik) (Cucumis sativus L. 312.954 1.701.708
Huyar (Tursuluk) ( Cucumis sativus L.) 75005 144.041
Kabak (Sakiz)(Cucurbita sp.) 92.242 299 858
Balkabagi (Cucurbita moschata) 40.816 93.672
Kabak (Cerezlik) (Cucurbita pepo L.) 552 648 36.331
Acur (Cucumis melo var. flexuosus) 18.927 33.238
Toplam (Kabakagil) 7.901.767
Toplam sebze iiretimi 23.724.312

Ulkemizde yetistirilen kabakgiller, taze tiiketiminin yaninda konserve ve hazir yemek
sanayinde kullanilmakta olup, kabak tohumlar1 da ililkemizde ve Akdeniz iilkeleri ile
Ortadogu tilkelerinde kuruyemis olarak yaygin bir bicimde tiiketilmektedir. Ayrica

kabak tohumlarmin, ekmek ve pasta sanayisinde kullanim1 da giin gectik¢e artmaktadir.



Ulkemiz genelinde yetistirilen kabaklar yazlik, kislik ve siis kabaklar1 olmak iizere iig
grupta incelenmektedir. Yazlik kabaklar arasinda yer alan, sakiz kabagi veya Zucchini
tipindeki ince, uzun koyu renkli kabaklarin yani sira, ¢erezlik kabaklar da yer
almaktadir. Cerezlik olarak tiiketilen {irtinler igerisinde biiyiik yeri olan kabak ¢ekirdegi,

cifteiler i¢in iyi gelir getiren dnemli bir iiriindiir.

Tiirkiye, Diinya’da hiyar ve kavun iiretimi agisindan Cin’den sonra ikinci sirada, karpuz
tiretimi agisindan ti¢iincii sirada ve kabak tiretiminde 12. sirada yer almaktadir (Cizelge
1.2). Cizelge 1.2°de goriildiigii tizere 6zellikle kabak tiretimi 2010 yilinda 430,402 ton
iken bu deger 2012°’de 395,986 ve 2014 yilinda 388,785 tona kadar diismiistiir.
Tiirkiye’de verimin azalmasina neden olan pek g¢ok hastalik etmeni bulunmaktadir.
Kabakgillerde de onemli diizeylerde iiriin kayiplarina neden olan etmenlerin basinda

viriis hastaliklar1 gelmektedir.

Cizelge 1.2 2014 verilerine gore Diinya’da kabakgil iiretim siralamasi ve iiretim
degerleri (ton) (Anonymous 2014)

Sira | Hiyar Karpuz Kavun Kabak
(Ton) (Ton) (Ton) (Ton)
1 Cin Cin Cin Cin
54,315,900 72,943,838 14,336,814 7,100,000
2 Tiirkiye Iran Tiirkiye Hindistan
1,754,613 3,947,057 1,699,550 4,900,000
3 Iran Tiirkiye fran Rusya
1,570,078 3,887,324 1,501,411 1,128,205
4 Rusya Brezilya Misir Iran
1,068,000 2,163,501 1,020,679 897,293
5 Ukrayna Misir Hindistan ABD
1,044,300 1,894,738 1,000,000 796,872
6 Ispanya ABD ABD Ukrayna
754,400 1,771,734 986,066 610,800
7 ABD Ozbekistan Ispanya Meksika
747,610 1,558,301 857,000 544,988
8 Meksika Cezayir Kazakistan Misir
637,395 1,500,559 774,190 543,334
9 Misir Rusya Fas Ispanya
631,129 1,419,953 700,034 533,200
10 | Ozbekistan Viet Nam Guatemala Italya
607,397 1,162,553 569,050 530,000
11 Kiiba
412,028
12 Tiirkiye
388,785




Kabakagiller diinya ¢apinda 6nemli olan en az 59 karakterize edilmis viriis tarafindan
hastalandirilmaktadir. Bunlar igerisinde Kabak sari mozaik viriisii (Zucchini yellow
mosaic virus, ZYMV), Hiyar mozaik viriisii (Cucumber mosaic virus, CMV), Kabak
mozaik viriisii (Squash mosaic virus, SQMV), Karpuz mozaik viriisii (Watermelon
mosaic virus, WMV) ve Papaya halkali leke viriisii (Papaya ring spot virus-W, PRSV-
W) kabakgillere zarar veren onemli viriislerden bazilaridir (Lisa ve Lecoq, 1984).
Akdeniz bolgesinde kiiltiirii yapilan kabakgillerde, en az 28 farkl1 viriis rapor edilmistir.
Bu viriis ¢esitliligi muhtemelen konukcularinin ekolojik ve genetik cesitliliginden
kaynaklanmaktadir. Kabakgiller klasik yagmurlama sulama yapilarak karpuz
yetistiriciliginden, topraksiz 1sitilmis seralarda hiyar yetistiriciligine kadar degisen farkl
tarimsal ekosistemlerde yetistirilmektedir. Bu ¢esitli ¢evre kosullari spesifik viriisler ve
onlarin vektorleri i¢in istenen kosullar1 olusturmaktadir. Ancak farkli viriisler benzer
yayginliga ve ekonomik etkiye sahip degildir. Sadece 26 Akdeniz iilkesinin yarisindan
fazlasinda yaygin olarak 4 viriis rapor edilmistir. Bunlar, WMV, ZYMV, CMV ve
Cucurbit aphid-borne yellows virus (CABYYV) etmenleridir (Desbiez ve Lecoq 2012).

Kabak sart mozaik viriisii (ZYMV) kabakgil iiriinlerinde yogun mozaik simptomlarina
ve sekil bozukluguna yol agan ekonomik agidan ¢ok onemli bir viriis olup, Potyvirus
cinsi i¢inde yer almaktadir (Desbiez ve Lecoq 1997, Hull 2002, Choi vd. 2007).
Potyvirus cinsi bitki viriislerinin en genis grubunu olusturmaktadir. Bu grubun 200°den
fazla kesinlesmis ve daha kesinlesmeyen tiirleri bulunmaktadir. Bu cinse ait viriisler
kabakgil trlinlerinin (kavun, karpuz, hiyar, kabak) kalite ve kantitelerinde azalmaya

neden olarak biiyiikk ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Desbiez ve Lecoq 1997).

Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV)’ niin bitkilerde olusturdugu belirtiler genellikle
yapraklarda sar1 mozaik, siddetli deformasyon, kabarti, yaprak ayasinda 6nemli dl¢iide
kiiglilme ve siddetli bodurlasma seklindedir. Meyvelerde ise yumru gibi siskinlikler
gelistirerek, meyvelerde sekil bozukluklarina neden olur. Enfekteli kavun ve karpuz
meyvelerin de sekilsiz ve uzunlamasmna derin ¢atlaklar meydana gelir. Enfekteli
bitkilerde tohum olusumu 6nemli ol¢iide azalmakta ve tohumlar genellikle deforme
olmaktadir. Viriisiin belirtileri rka bagli olarak PRSV-W olusturdugu belirtilere
benzemektedir. Tropik bolgelerde ZYMV genellikle PRSV-W ve WMV ile birlikte



bulunmaktadir. Potyviruslerin diger tiirleri gibi ZYMV’de Aphis gossypii ve Myzus
persicae gibi afit tiirleri ile nonpersistent olarak tasinmaktadir (Desbiez ve Lecoq 1997).

Etmenin taksonomik siiflandirmasi;

Grup IV: Pozitif duyarli tek sarmalli RNA viriisleri (+ssRNA)
Familya: Potyviridae

Cins: Potyvirus

Tiir: Zucchini yellow mosaic virus

Kisaltmasi: ZYMV

Kabak sar1 mozaik viriisii (ZYMV) partikiilleri, 750 nm uzunlugunda, ipliksi yapida ve
pozitif duyarliliga sahip RNA molekiiliinden olusan bir polyproteindir (Lisa ve Lecoq
1984, Siaw vd. 1985, Hull 2002). Genomun 5’ucunda, genoma baglh protein (VPg) ve
3’ucunda ise polyA kuyrugu bulunmaktadir. Viriis genomunun kodladigi 10 tane
fonksiyonel protein ortaya ¢ikmaktadir (Revers vd. 1999, Urcuqui-Inchima vd. 2001,
Glasa ve Pittnerova 2006). Bunlar genomun agilmasinda proteaz goérevi yapan Pl
protein, viriisiin  boceklerle sistemik taginmasinda ve gen susturulmasinin
baskilanmasinda rol oynayan yardimei bilesen proteini (helper komponent protein, HC-
Pro), hiicreden hiicreye tasinmada rol oynayan ve RNA helikaz aktivitesine sahip olan
silindirik inclusion protein (Cl); genom replikasyonunda rol oynayan niiklear inclusion
b protein (NIb) ve viriisiin hiicreden hiicreye ve sistemik taginmasinda rol oynayan ortii

protein (CP)’inden olugmaktadir.

Potyviruslerde izolatlar1 siniflandirmada genellikle ortli proteini geni yaygin olarak
kullanilmaktadir (Rybicki ve Shukla 1992). Ancak tiim genom sekans karsilastirmalari
viriis degiskenliginin daha karmasik oldugunu gostermistir. Ayn1 zamanda ¢esitli
Potyviruslerde gosterilen rekombinasyon gibi biiyiik evrimsel olaylarin varlig: virtislerin
evrimsel gecmisi hakkinda bilgi verebilmektedir (Tomimura vd. 2003, Glasa vd. 2004).
Yapilan molekiiler ¢calismalarda ZYMYV izolatlar1 arasinda 6nemli biyolojik, serolojik ve
molekiiler degiskenlikler oldugu belirlenmistir. ZYMV’nin strainleri arasindaki

varyasyonu bilmek, viriislin karmagik yapisin1 anlamak ve bu viriise karsi etkili kontrol



stratejileri gelistirmek bakimindan 6nemlidir. Bugiine kadar bazi cografik olarak farkli
ZYMV izolatlarinin tiim genom sekansi rapor edilmis (Wisler vd. 1995, Lin vd. 2001,
Desbiez vd. 2003, Zhao vd. 2003, Kwon vd. 2005) olup, heniiz Tiirk izolatlarinin
genom dizilimi bilinmemektedir. Ele alinan bu ¢alisma ile bu bosluk doldurulmaya

calisilmigtir.

Calismamizda, kabakgil yetistiriciliginin yogun olarak yapildigt Ankara, Antalya ve
cevre illerden (Konya, Karaman, Aksaray, Burdur) viriis simptomu gosteren kabakgil
bitkilerinden ornekler alimmistir. S6z konusu etmenin serolojik ve morfolojik
yontemlerle tanisi yapilmis ve elde edilen ZYMYV izolatlarinin kodladigr 6nemli protein
gen bolgelerinin sekans analizi yapildiktan sonra literatiirde mevcut olan ZYMV

izolatlarinin protein gen bolgeleri ile karsilastirilarak filogenetik analizi yapilmstir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 ZYMV’nin Kesfi

Kuzey Italya’da 1973 yilinda bir aile bahgesinde yetistirilen Zucchini kabaklarinda
bilinen kabakgil viriislerinden (CMV, WMV, ve PRSV-W) farkli olan belirtiler
gozlenmistir. Enfekteli bitkilerde yogun bodurlasma, sararma, yapraklarda ve
meyvelerde deformasyonlar seklinde belirtiler rapor edilmistir. Yeni viris ZYMV
olarak adlandirmigtir (Lisa vd. 1981). Yine 1979’da Giiney-Bat1 Fransa’da gegici olarak
“Muskmelon yellow stunt virus” diye adlandirilan yeni bir viriis tarafindan ¢ok sayida
kavunun zarar gordiigii rapor edilmistir. Kisa zaman sonra bu viriisiin ZYMV’ye benzer
oldugu anlagilmis ve ZYMV olarak adi degistirilmistir. Viriis hastaligi Italya ve
Fransa’da kabak ve kavunlarda yogun epidemilere yol agmis ve 5 yil i¢inde Diinya’da
kabakgil yetistirilen her yerde rapor edilmistir. Su anda ZYMV 18 Akdeniz iilkesinde
en onemli kabakgil viriisii olarak rapor edilmektedir. ZYMV son yillarda literatiirde en
fazla karsilasilan bitki virtisiidiir (Desbiez ve Lecoq 1997 2012).

2.2 Viral Etmenin Ozellikleri

Kabak sar1 mozaik viriisii, Potyviridae familyasinda Potyvirus cinsi iginde yer
almaktadir. Viral etmen 750 nm uzunlugunda ipliksi partikiillere sahiptir. Partikiiller,
pozitif duyarh tek iplik¢ikli RNA (+ssRNA) molekiillii olup, genom yaklasik 9600
bazdan olugmaktadir (Hull 2002). Viral genomun 5' ucunda translasyonu yapilmayan
bolge (untranslated region-VPQ) ve 3' ucunda poly (A) kuyrugu bulunmaktadir. RNA
tek bir polyprotein kodlamakta ve bu polyprotein {i¢ viral protein ile islenerek yaklasik
10 tane fonksiyonel protein agiga ¢ikmaktadir (Sekil 2.1). ZYMV, enfekteli bitkilerde
genellikle tip1 silindirik inclusionlar olusturmaktadir (Desbiez ve Lecoq 1997 2012).
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Sekil 2.1 ZYMV-RNA genomunun sematik gosterimi ve proteinlerin iglenmesi
(Gal-On 2007)

2.3 ZYMV Belirtileri

Ik tanimladigindan beri ZYMYV kabakgil iiriinlerinde siddetli simptomlara yol agan
virlis olarak rapor edilmistir. ZYMYV, kiiltiir bitkilerinde siddetli belirtilere yol agmakta
ve oOnemli verim kaybimna neden olmaktadir. Enfekteli meyvelerde siddetli
deformasyonlar ve renk degisimleri goriilmektedir. Bu meyveler pazara siiriilemedigi
icin 6nemli ekonomik kayiplar ortaya ¢ikmaktadir. ZYMV’in tiir ve ¢eside bagh olarak
hassas konukgularinda ¢esitli belirtiler olusturdugu goriilmistiir (Desbiez ve Lecoq
1997, 2012).

Kavunda yapraklarda ilk belirtiler damarlarda renk agilmasi ve sari mozaikler
seklindedir. Ayrica enasyon ve kabarcik olusumu gibi yaprak deformasyonlarma da
neden olmakta ve bitkiler genellikle bodur kalmaktadir. Baz1 ZYMV izolatlar1 Fn
genine sahip ¢esitlerin ani solmalarina neden oldugu rapor edilmistir. Meyvelerde ¢esitli
belirtiler gdzlenmis olup bunlar; mozaik ve nekrotik catlaklar, i¢ dokularda kararma ve
meyve etinin sertlesmesi seklindedir. ZYMYV ile enfekteli tohumlar genellikle deforme

olmakta ve ¢imlenme orani diisiik kalmaktadir (Desbiez ve Lecoq 2012).



Zucchini kabaklarinda belirtiler sar1 mozaik, sararma, damarlarda agilma, yapraklarda
deformasyon ve ipliklesme seklindedir. Meyvelerde genellikle sekilsiz ve tizerinde
gozle goriiliir ¢ikintilar bulunmaktadir. Sar1 meyveli ¢esitlerde meyveler, parlak sari

beneklerle kaplanmakta ve yesil kalmaktadir (Desbiez ve Lecoq 2012).

Hiyar (Cucumis sativus) yaprak ve meyvelerinde yogun mozaik ve deformasyonlar
gozlenmektedir. Karpuzda genellikle yapraklarda mozaik, iplik yapraklilik ve
beneklenme goézlenmekte ve meyvelerde diizensiz renklenme ile hafif ve siddetli

deformasyonlar goriilmektedir (Desbiez ve Lecoq 1997).

Kabak sar1 mozaik viriisii diger kabakgil virtislerine gore kismen dar konukgu araligina
sahiptir. Dogal kosullarda kiiltire alinmis ve yabani kabakgillerde enfeksiyon
yapmaktadir. Ayn1 zamanda hatmi c¢icegi, begonya ve hezeran gibi siis bitkilerini de

hastalandirdigi rapor edilmistir (Desbiez ve Lecoq 2012).

2.4 Tasinmasi

Kabak sar1 mozaik viriisii, mekanik olarak, tohumla, afitlerle non persistent tarzda
kolayca taginabilmektedir. Diger Potyvirusler gibi ZYMV afitlerle nonpersistent olarak
etkili sekilde tasimir ve en az 26 afit tiirii ile tasinmaktadir. Aphis craccivora, A.
gossypii, Macrosiphum euphorbiae, A. citricola ve Myzus persicae etkili vektorleridir.
Fakat baz1 afit tiirleri (Lipaphis erysimi, Myzus ascalonicus) ise ZYMV’yi
tastyamamaktadir (Lisa vd. 1981). M. persicae ve Aphis gossypii bitki basina 3 viriisii
tastyan afit ile %70-90 oraninda viriisii tagidig1 rapor edilmistir (Lecoq vd. 1981).

ZYMV ve A. gossypii arasinda ilging bir etkilesim gozlemlenmistir. A. gosSypii’nin
enfekteli olmayan bitkilere gore enfekteli bitkiler iizerinde daha uzun yasadigi ve daha
cok tiredigi rapor edilmistir. Ayn1 zamanda ZYMV ’nin yayilmasin artiran daha fazla

kanatli afit formlar olusturdugu gézlenmistir (Desbiez ve Lecoq, 2012).



Pinto vd. (2008) A. gossypii, ve M. persicae tiirlerinin CMV’yi tek basina ve ikKi
Potyvirus (ZYMV ve PRSV-W) ile karisik olarak tasima yetenegini arastirmak igin
yaptiklar1 g¢alismada, her iki afit tiirliniin Potyvirusleri daha etkili tasidigini rapor

etmislerdir.

Potyviruslerin afitle tasinmasinda iki tane fonksiyonel proteine (CP ve HC-Pro) ihtiyact

vardir. HC-Pro’nin taginmada rol aldig1 1970’1i yillardan beri bilinmektedir.

Kabak sar1 mozaik virlisiiniin afitle taginmasinda da Onemli varyasyonlar rapor
edilmistir. Afitle tasinma yetenegini kaybeden bazi ZYMYV izolatlart (ZYMV-NAT)
karakterize edildiginde, virlisiin taginmasindan sorumlu olan {i¢ 6nemli domainde
tanimlanmis olan tek bir amino asit mutasyonuna rastlanmistir. Bunlar ZYMV-NAT
izolatinin CP’inde yer alan DAG motifinde alanin amino asiti (A) yerine threonin (T)
amino asitinin yer aldigi rapor edilmistir. Yine ZYMV-R1A izolatinin taginmadan
sorumlu olan HC-Pro bdlgesinde bulunan KLSC motifinde lisin (K) yerine glutamat (E)
ve ZYMV-PAT izolatinda PTK motifinde threonin (T) yerine alanin (A) amino asitinin
yer aldigi bildirilmektedir. Potyvirusler arasinda tek olan bu mutant PTK ve DAG
domainleri sayesinde CP ve HC-Pro arasindaki fonksiyonel etkilesimin tanimlanmasini

sagladig1 rapor edilmistir.

Tasinma yetenegi olmayan ZYMV-NAT izolati (CP’inde DAG motifi yerine DTG
motifi vardir) enfekteli bitkilerden PRSV’nin taginma yetenegine sahip afitlerle
taginabilmektedir. Bu heterokapsidasyon olarak adlandirilan ZYMV RNA’sinin
fonksiyonel PRSV-W-CP tarafindan kismen ya da tamamen kaplanmasi ile
gerceklesmektedir. Yardimci bilesen proteinin (HC-pro) eksik olan afitle tasinamayan
bir izolatin, fonksiyonel HC-Pro’ine sahip olan izolatlarla karisik enfeksiyon oldugunda
afitlerle tagiabildigi (heteroasistant) bildirilmektedir. Afitle taginabilen izolat tasinma
yetenegi eksik olan izolatin taginmasina yardimci oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu iki

mekanizma (heterokapsidasyon ve heteroasistant vektorler) diisiik oranda tasmabilen



varyantlarin ~ dogada devamimi  sagladigi  disiiniilmektedir.  Heteroasistant’in

heterokapsidasyondan daha etkili oldugu rapor edilmistir (Desbiez ve Lecoq 1997).

2.5 Biyolojik ve Genetik Cesitlilik

Ik rapor edilisinden sonra ZYMV’nin genis biyolojik ¢esitlilige sahip oldugu
gorilmistiir. Tarla izolatlar1 biyolojik 6zellikleri ile karsilastirildiginda, nekroz ya da
solma, orta derecede ya da tipik olmayan belirtiler olusturan izolatlarla hassas
konukgularinda simptomatolojide ve konukgu araliginda ©nemli varyasyonlar
gozlenmistir. Bu izolatlarin dayaniklilik geni tasiyan kabak cesitlerine ya da kavuna

inokule edildiginde farkl patotiplere ayrildigi goriilmistiir (Desbiez ve Lecoq 2012).

ZYMV’ye karst monoklonal antibodylerin (MADbs) gelismesi CP molekiiler
varyasyonuyla iligkili serotiplerin karakterizasyonuna izin vermistir (Desbiez ve Lecoq

1997).

Gen bankasindan, ¢ogunlukla CP kodlama bdlgesi olmak {izere, 500°den daha fazla
ZYMV izolatinin kismi sekansi elde edilebilmektedir. Diinya ¢apinda Grup A, Grup B
ve son yillarda Vietnam ve Cin’den Grup C olmak iizere 3 biiyiik grup tanimlanmistir.
Bugiine kadar Akdeniz havzasinda sadece Grup A belirlenmistir. Ancak Grup C’den bir
izolat Polonya’da bulunmustur. Grup A i¢inde 3 (kiime 1-3) kiime orjinal olarak
tanimlanmis ve diger ii¢ tanesi (kiime 4-6) (Cin ve Kore izolatlarini igeren) elde edilen
sekans sayisi arttik¢ca daha sonradan ayrilmistir. Akdeniz bolgesinde kiime 1, Fransa’da
1979’dan beri, Ispanya, Tunus, Tiirkiye, Israil, Suriye ve Urdiin’de gdzlenmistir. Kiime
2, 1973°de italya’da, Tunus’da, 1979°da Urdiin ve Fransa’da; kiime 3 ise, Ispanya ve
Giliney Dogu Fransa’da rapor edilmistir. Bu {i¢ kiimeye ilave olarak surveyler kiime 4 ve
5’in Giiney dogu Fransa’da 2004 ve 2005°den beri var oldugunu ortaya ¢ikarmistir. 30
yillik periyotta deney noktalarinda yiiriitillen gozlemler, ZYMV populasyonlarinda,
populasyon degisikliklerinin birkag yilda gerceklestigini gostermistir. Bugiine kadar
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Akdeniz havzasinda Polonya ve Fransa disinda diger iilkelerde 4-6 kiimelerinin varligi

rapor edilmemistir (Desbiez ve Lecoq 2012).

2.6 Epidemiyolojisi

ZYMV’nin tohumla tasmip taginmadigi, uzun siire soru isareti olarak kalmustir.
Tohumla taginma olasilig1 tizerine 1990’larda kafa karistirici raporlara ragmen son
yillarda tohumla tagimmanin gergeklestigi C. pepo var styriaca (Tobias ve Palkovics
2003), C. pepo subsp. texana (Simmons vd. 2011) ve Zucchini kabak (Ugar ve Ertung
1998, Coutts vd. 2011) tirlerinde gesitli arastiricilar tarafindan agik sekilde

kanitlanmustir.

Yapilan caligmalar tohum yoluyla gergeklesen enfeksiyonlarin simptomsuz olarak
gelistigini  gostermistir.  Bu  enfeksiyonlar  standart  serolojik  yOontemlerle
belirlenememekte sadece RT-PCR sonucunda belirlenebilmektedir. Maskelenme olarak
bilinen bu 6zellik viriisiin tohumla taginmasi hakkindaki daha onceki kafa karigikligina
aciklik getirmekte ve tohumla tasinmanin belirlenebilmesi i¢in 06zel belirleme

yontemlerine olan ihtiyaci gostermektedir (Desbiez ve Lecoq 2012).

ZYMV’nin uzun masafelere yayiliminin diger bir olasi yolu sebze {iretimi ve ticaretinin
globallesmesidir. Orta Amerika’dan Avrupa’ya ithal edilen ZYMV enfekteli meyveler
afitler i¢in ¢ok etkili viriis kaynagi olabilecegini gostermistir. Viriis kaynaklart kislayan
yabani otlar1 ve iiriinleride enfekte edebilmektedir. Tropikal ve suptropikal bolgelerde,
kabakgil iiriinleri tiim yil boyunca yetistirilmekte ve viriisler yash enfekteli bitkiden
veya yabanci otlardan geng bitkilere kolayca tasinabilmektedir. Akdeniz Havzasinda
sadece birka¢ kabakgil olmayan yabanci otun potansiyel ZYMV enfeksiyon kaynagi
oldugu bulunmustur (Desbiez ve Lecoq 2012).
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2.7 Teshis

ZY MV nin teshisi standart serolojik metotlarla kolayca yapilabilmektedir. DAS-ELISA
ticari kitleri bazi1 Uiretici firmalardan alinabilmekte olup son yillarda tarlada ZYMV nin
hizli ve kolay teshisine izin veren lateral akis teknigine dayali serolojik testler de
gelistirilmistir. ZYMV’nin molekiiler olarak teshisi icin, 6zellikle CP kodlama bolgesi,
spesifik primerler iiretilmis olup ¢ok sayida tam ve kismi niikleotit sekanslarina gen

bankasindan ulasilabilmektedir (Desbiez ve Lecoq 2012).

2.8 ZYMV Protein Gen Bolgeleri

Potyvirus cinsine ait olan ZYMV-RNA’s1 tek bir polyprotein kodlamakta ve bu
polyprotein, viriis tarafindan kodlanan ii¢ tane viral proteinaz ile islenerek yaklasik 10
tane fonksiyonel protein aciga ¢ikmaktadir (Sekil 2.1). Bu proteinlerin fonksiyonlar

sekil 2.2°de Potyvirus tip iiyesi olan PVY genomu lizerinde 6zetlenmektedir.

ZYMV enfekteli bitkilerde bugiine kadar 10 potyviral proteinin 4 tanesi tanimlanmaistir.
Bunlar;
1. P1 protein,P1 (Wisler vd. 1995),
2. Yardimci bilesen proteini, (HC-Pro) (Lecoq vd. 1991a, Peng vd. 1998)
3. Silindirik inclusion proteini, (Cylindrial inclusions) (CI) pinwheel type 1 (Lecoq
vd. 1981)
4. Ortii proteini (CP) (Gal-On vd. 1990) arastiricilar1 tarafindan tanimlanmistir
(Gal-On 2007).

Diger potyviral proteinler ligiincii protein (P3), 6K1, 6K2, genoma bagli protein (viral
protein genome linked-VPg), Nuclear Inclusion A (Nla) ve NIb replikaz ZYMV
enfekteli bitkilerde heniiz tanimlanmamaistir. Yakin akraba Potyvirusler arasinda ve ayni

potyvirusun strainleri arasinda rekombinasyon olayr rapor edilmistir. ZYMV genomu
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lizerine yapilan ¢ok sayidaki ¢alisma HC-Pro ve CP iizerinde yogunlasmistir. Protein

bolgeleri ile yapilan ¢aligmalar asagida verilmistir.

Coat protein
Frotease Replication pr;?zgse :

S '
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Aphid transmission factor T T
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Sekil 2.2 PVY protein bdlgeleri ve fonksiyonlarinin sematik olarak gosterimi
(Anonymus 2015)

2.8.1 P1 protein

Potyvirus genomunun N ucundaki proteindir ve polyproteinin agilmasina izin veren bir
proteinaz (P1 proteinaz) kodlamaktadir. P1 proteinaz genomun C-terminal ug bolgesini
acma fonksiyonuna ve ayni zamanda RNA’ya baglanma aktivitesine sahiptir (Urciqui-
Inchima 2001). P1 proteinaz serin tipi bir proteinaz oldugu ve bu proteinin iki
fonksiyonel domaine sahip oldugu rapor edilmistir. Bunlardan N —terminal ucunun
yarisinin Potyvirusler arasinda amino asit sekans farkliligi gosterdigi bildirilmektedir.
Tobacco vein mottling potyvirus analizlendiginde bu proteinin sekansi, bitki viriislerinin
tasinma proteinleri ile bazi benzerlikler gostermis, fakat diger Potyviruslerde bu
benzerlige rastlanmamistir. Dougherty ve Semler (1993), P1 proteinin C-terminal ug
bolgesinin yarisinin proteolitik aktiviteye sahip oldugunu bildirmistir. Serin tipi P1
proteinaz genom amplifikasyonu esnasinda transaktivator olarak rol oynamaktadir
(Verchot ve Carrington 1995, Ryan ve Flint 1997). Tiim Potyviruslerde P1 proteinin C
u¢ kisminda yer alan proteinaz aktivitesine sahip domain disinda P1 proteinin N ug
kismi ve P3 protein Potyviruslerde en az korunmus proteinlerdir (Urciqui-Inchima
2001). ZYMV ve PVY izolatlarinda P1 protein kodlama bdlgesinde yiiksek derecede

polimorfizm gézlenmistir.
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Delesyon ve mutasyon analizleri P1 proteinin viral enfeksiyon i¢in gerekli olmadigini
gostermistir. Aksine HC-Pro ve P1 protein arasindaki siirin agilmasi viriisiin canlilig

i¢cin gerekli oldugu rapor edilmistir.

P1 proteini tek komponentli Potyviruslerde bulunmakta olup ancak Potyviridae
familyasinin iiyesi olan bipartite genoma sahip olan Bymoviriislerde bu enzim

bulunmamaktadir.

2.8.2 Yardimai bilesen (HC-Pro) protein

Yardimci bilesen (HC-Pro) proteinin multi fonksiyonel bir protein oldugu ve viral
dongiide pek ¢ok fonksiyonu gerceklestirdigi bildirilmektedir. Ilk olarak viriisiin afit
vektorleriyle konuk¢udan konukguya tasinmasi i¢in zorunlu yardimer faktor oldugu fark
edilmistir. Daha sonralarda proteaz aktivitesine sahip oldugu bulunmustur. Sonraki
calismalarda HC-Pro’nin daha ¢ok fonksiyonu tanimlanmistir. Bunlar; viriisiin genom
amplifikasyonunu ve enfekte etme yetenegini arttirict1 oldugu ve bitkide sistemik ve
hiicreden hiicreye tasinma igin zorunlu oldugu rapor edilmistir. En son yapilan
calismalarda ise transkripsiyon sonrasi gen susturulmasi (Post-transcriptional gene
silencing-PTGS) ve viriisler tarafindan tesvik edilen gen susturulmas: (VIGS)’da
baskilayici olarak tanimlanmistir (Plisson vd. 2003, Ballut vd. 2005, Taliansky vd.
2008).

Mutasyon c¢alismalarinda ve genom sekansinin ¢ikartilmasi ile HC-Pro gen bolgesinin

sematik olarak ii¢ bolgeye boliindiigi ileri siriilmistiir (Sekil 2.3).

1. Tasinma isleminde gerekli olan N- terminal bolgesi,
2. Proteinase aktivitesinin bulundugu C- terminal bdlgesi ve
3. Diger tiim fonksiyonlari igeren merkezi bolge bulunur.
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Sekil 2.3 HC-Pro bolgelerinin sematik olarak gosterimi.

Tasinma fonksiyonu iki korunmus bolgede yer almaktadir. Bir tanesi afit vektoriiniin
styletine baglanmasinda rol oynayan N-teminal ucundaki KITC motifi ve digeri ise gen
bolgesinin C- terminal ucundaki PTK motifidir. Bu motifler HC-Pro’in viral kapsid
proteine baglanmasini saglamaktadir. DAG motif ve PTK motifi arasindaki
interaksiyonun tasinma igin gerekli oldugu bildirilmektedir. HC-Pro’in yaklagik 100
amino asitlik N terminal ucunun sadece taginmada rol oynadigi gorilmistiir. Bu
bolgenin delesyona ugratildigi viral mutantlarin tamamen enfeksiyon yetenegini

kaybettigi bildirilmektedir (Plisson vd. 2003, Ballut vd. 2005).

Potyvirus genomu, enfeksiyon dongiisii igin viral genlerin ortaya ¢ikmasini saglayan ii¢
viral proteaz tarafindan kodlanan tek bir polypeptid kodlar. Bu proteinlerden biri
yardimer bilesen proteinidir. Proteinaz domaini HC-Pro’nin C ucundaki 155 amino

4 ve His*’

asitlik bolgede haritalanmistir ve bu bolgenin aktif bolgelerde Cys*
kalintilariyla sistein proteaz benzeri aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir. Aym
zamanda bu bolge, Bean common mosaic necrosis virus HC-Pro’inde oldugu gibi,

hiicreden hiicreye tasinma domaini ile {ist iiste gelebilmektedir (Plisson vd. 2003).

HC-Pro’in merkezi bdlgesi genellikle genom amplifikasyonunda, diger viriislerle

sinerjizimde ve konukg¢u bitkide sistemik tasinmada 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
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Biitiin merkezi bdlgenin iki domain araligi ssSRNA spesifik olarak baglanmayan niikleik

asitler olarak tanimlanmustir (Plisson vd. 2003).

Son yillarda, HC-Pro’nin PTSG baskilayicis1 ve viriisler tarafindan tesvik edilen gen
susturulmasinin baskilamasinda rol oynadigi anlasilmistir. Viriisler tarafindan tesvik
edilen gen susturulmasi, PTSG ve diger RNA susturulmasi olay1 dkaryotlarda bulunan
eski bir savunma sistemidir ve viral RNA gibi anormal RNA’larin spesifik
degredasyonu yoluyla kisa karisik RNA’larin oldugu yerde alternatif bir bagisiklik
sistemi olusturabilmektedir. Bitkilerde, floem bitki yoluyla tanimlanmamis bir susturma
sinyali dagitir ve sonug olarak tiim bitki ilgili genin ifadesini baskilar (Yelina vd. 2002,

Plisson vd. 2003).

HC-Pro’inin merkezi bolgesi baskilama aktivitesinde karigtirilir ve viral taginma ve
genom amplifikasyonu i¢in tanimlanmis bolge ile iist tiste gelir. Mutasyon c¢aligsmalari
ile HC-Pro’in ¢ok sayida fonksiyonu iyi karakterize edilmesine ragmen, molekiiler
mekanizmas1 hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Potyviruslerin hiicreden hiicreye
taginmasinda genoma bagl viral proteinlerde (VPg) rol oynamaktadir (Plisson vd.
2003).

2.8.3 P3 protein

P3 proteininin fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte ¢esitli ¢alismalarda bitki
patojenisitesinde rol aldigi ileri siiriilmiistiir. Dayanikli bal kabagi1 (Cucurbita moschata)
ile yapilan tiirler arasi melezlemeler dayanikli Zuchhini kabagi F1 hibridinin (C.
pepo)’nin ortaya c¢ikmasmi saglamigtir. Ancak C. moschata tamamen dayanikli
olmasma ragmen ticari C. pepo hibridleri sadece tolerant olarak kalmistir. Tolerant
hibridlerde saldirganligin artmasina karsi, tarlada ZYMV evrimi gézlenmis ve deneysel
olarak elde edilmistir. Sekans karsilastirmalar1 ve rekombinasyon denemeleri sonunda
ZYMV ’nin P3 proteininde bir nokta mutasyonun toleransligi kirmak icin yeterli olacagi
gosterilmistir. Yari-izogenik yabani tip ile monoklonal olarak ayrilan ZYMYV saldirgan

varyantlari arasinda rekabet deneyleri yapilmistir. Tolerant Zucchini kabagimin karigik
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enfeksiyonlarinda saldirgan mutantlar yabani tip strainlere gore daha uyumluluk
gostermis, fakat hassas kabak ya da kavunda karisik enfeksiyonlarda ciddi bir uyum
kayb1 gozlenmistir. Bu ¢alisma bitki viriisleri i¢in toleranshigin kirilmasiyla ilgili ilk

nicel ¢alismayi temsil etmektedir (Desbiez vd. 2003)

2.8.4 ClI protein

Silindirik inclusion body (CI) proteinleri potyvirus enfeksiyonlarina 6zgii olan silindirik
inclusion bodyleri olusturmaktadir. CI protein iki énemli fonksiyona sahiptir. Bunlar
ATPaz aktivitesi ve RNA ¢ift sarmalin1 agma yani helikaz aktivitesidir. PPV’iin CI
proteinin pozitif duyarli RNA viriisleri tarafindan kodlanan helikaz aktivitesine sahip
oldugu gosterilen ilk proteindir. C- terminal ug¢ bolgesinin yarist ise RNA helikazlarla
hicbir benzerlik gostermemektedir. CI protein ayn1 zamanda NTP’ye baglanma, NTPaz,
RNA’ya baglanma ve RNA helikaz aktivitesine sahiptir. Potyvirus CI siipergrup 2’ye

dahildir ve 7 korunmus segmente sahiptir.

CI protein potyvirus enfeksiyonlarina 6zgii olan silindirik inclusion bodyleri
olusturmaktadir. Bu protein helikaz domainine sahiptir ve RNA zincirinin agilmasindan
sorumludur. Bu proteinin plasmadesmata ve plasma membranlar ile iliskili oldugu ve

viriisiin hiicreden hiicreye tasinmasinda rol oynadigi bulunmustur.

2.8.5 Niiklear inclusion body (NIb) Protein

Niiklear inclusion protein b (N1b Protein) RNA’ya bagli RNA polymerazdir ve viriis
replikasyonunda rol oynamaktadir. NIb proteini genellikle enfekteli bitkilerin
niikleusunda inclusionlar olusturur. Ayrica viral RNA sentezi esnasinda replikasyon

kompleksleri ile iliskili olan membranlarda ve sitoplazmada bulunur.
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2.8.6 Ortii Proteini (CP)

ZYMV ortii proteini (CP) polyproteinin N ug¢ bolgesinde yer alan 837 niikleotit
tarafindan kodlanmaktadir. 5' ucunun 8546 posizyonundan baslayip karboksil ucunun
9381 pozisyonunda bitmektedir. CP korunmus béliinme motifi olan ve VLMQ/S GIn ve
Ser arasini agan Nla proteinaz tarafindan islenir. ZYMV CP sekans dizileri CP’nin
uzunlugunun degismedigini ve VLMQ/S proteaz motifinde metionin proteinin llu, Thr

ve ya Lys ile yer degistirdigini géstermistir.

ZYMV CP alt tniteleri biikiilebilir ipliksi partikiiller halinde ve ZYMV RNA
yoklugunda viriis benzeri partikiil olusturmak icin birlesmektedir. Ortii proteini alt
tinitelerinin potyviral RNA genomuyla interaksiyonundan sorumlu olan amino asitler

hangileri oldugu heniiz bilinmemektedir.

ZYMYV ortii proteini 3 domaine ayrilmaktadir.

1. Degisken N- terminal ucu (virion yilizeyinde bulunur)

2. Cekirdek domain bdlgesi ki bu bolge viral RNA etkilesim halindedir.

3. C terminal uc bolgesi ki bu bolgede 3 tane a helikaz ve ti¢ tane - strands’lar1 bulunur
(Barotova vd. 2001).

ZYMV ortii proteinin N-terminal ug bolgesindeki, sadece alti amino asit hari¢, amino
asit sekansindaki degisimlerin Vvirlis yasam dongiisiinii etkilemedigi bildirilmistir.
ZYMV ortii proteinin ¢ekirdek domaini ve karboksil ucu ZYMYV izolatlar1 arasinda hem

cekirdek hem de karboksil ucu yiiksek oranda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Potyviruslerin CP’nin ¢ekirdek bdlgesi pargacik olusumu ile iligkilidir. ZYMV'nin
cekirdek bolgesinden bes amino asitin silinmesi viriisiin canliligini elemine ettigi ve bu
durum viriisiin - sistemik tasinmasinda ZYMV virionunun olusumunun Onemini
gostermektedir. ZYMYV ortil proteinin gekirdek bolgesini iceren Kimerik Plum pox virus

(PPV) genomunu biikiilebilir ipliksi partikiil icine paketleme yetenegine sahiptir.

18



Viriislerin ortii proteinleri viral genomu kapsitlemektedir. Bunun yani sira viriisiin afitle
taginmasinda, hiicreden hiicreye tasinmasinda ve sistemik tasinmasinda rol aldigi

bildirilmigtir.

2.9 Diinya’da ZYMV ile Yapilan Calismalar

ZYMV'nin zararma ilk olarak 1973’de italya’da kabakgil yetistiriciligi yapilan
alanlarda rastlanmistir. Daha sonralarda 50’den fazla iilkede bu hastalik etmeninin
varlig1 rapor edilmistir (Lin 2001, Wang vd. 2006). Ulkemizde ise ilk olarak Yilmaz ve
Davis (1984) tarafindan Akdeniz bolgesinde varligi bildirilmistir.

ZYMV, Martinique adasinda 1992 yilinda rapor edilmis ve son yillarda adada hizla
yaytlmistir. 1992-93 yillarinda farkli kabakgil yetistiriciligi yapilan alanlardan,
monoklonal antibody serileri ve farkli konukgular kullanilarak biyolojik ve antijenik
farklilik oldugu belirlenen 14 izolat toplanmstir. 14 izolatin ortii proteinin ve polimeraz
kodlama bolgesinin  kismi sekanst bazi molekiiler degiskenliklerin oldugunu
gostermistir. Bu degiskenligin ya farkli ZYMYV strainlerinin adaya girmesinden ya da
smirlt  genetik temel ile ortaya ¢ikan ZYMV populasyonun hizli evriminden
kaynaklanabilecegini ileri siirmiiglerdir. Gozlemlenen degiskenligin orani etkili ve sabit

kontrol stratejilerinin gelismesini etkileyecegini bildirilmistir (Desbiez vd. 1996).

Tayvan’in farkli alanlarindan toplanan ZYMV izolatlarinin konukcu reaksiyonlart SDS
immonudifiizyon testi ve RT-PCR {iriinlerinin kesim enzimleriyle kesimi sonucunda, 33
ZYMV izolatinin Zucchini kabaklarinda yol ag¢tigi simptomlar 3 tipe boliinmiistiir.
Birinci grup yaprak kivrilmasi ve daralma ile sar1 mozaik belirtileri, ikinci grup yaprak
kivrilmas: ile sar1 mozaik ve liglincii grup damar bantlasmasi ile sar1 mozaik
belirtilerinden olusur. Bu izolatlar, su kabagi ve hiyarda yapraklarda nekroza neden olan
CY2 izolatt disginda, kavun, su kabagi ve hiyarda sar1 mozaik simptomlar
olusturmaktadir. SDS immunodifiizyon testlerinde TN3 izolatina kars1 hazirlanan serum
33 izolatin hepsiyle reaksiyona girmistir. ZYMV’nin NIb ve CP gen bolgelerine
spesifik primeriler kullanilarak yapilan RT-PCR sonucunda ise 0.76kb DNA fragmenti
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elde edilmistir. Bes tane ZYMV izolatinin CP boélgelerini degiskenliginin analiz etmek
icin RT-PCR firiinlerinin EcoRV, Taq ve Nlalll enzimleri ile kesim sonuglarinda TCI,
CY2 ve TNMLI’in ¢ok yakin akraba oldugunu ve TN3 ile NT’in daha degisken
oldugunu gostermistir (Lin vd. 1998).

Kwon vd. (2005) ZYMV’nin ii¢ Kore izolatinin niikleotit sekansini ve biyolojik
karakteristiklerini belirledikleri ¢aligmada, ZYMV-PA hiyar ve kabak bitkilerinde
yogun mozaik lekelere, bodurlasma ve sekil bozukluguna neden olan en siddetli izolat
olarak bulunurken, ZYMV-PE ve ZYMV-PS izolatlarinin hafif simptomlara neden
oldugu bulunmustur. Ayrica bu izolatlarin filogenetik analizleri sonucunda diger
ZYMYV izolatlan ile karsilastirildiginda bu {i¢ viriisiin farklt bir sinif olusturdugu ve

diger Potyviriislerle uzaktan akraba oldugunu bulmuslardir.

ZYMV Potyvirus iiyesidir ve diinyada yaygin bir dagilima sahiptir. Bu viriis Iran’da
kabakgil yetistiriciligi yapilan yerlerde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
2002-2003 yillarinda Tahran ilinden su kabag yetistirilen alanlardan 6rnekler toplanmis
ve bu Orneklerden elde edilen bes izolat Cucurbitaceae, Chenopodiaceae,
Amaranthaceae, Solanacae, Leguminosae, Ranunculaceae tiirlerine inokule edilmistir.
ZYMYV izolatlar1 Chenopodium quinoa ve C. amaranticolor tiirlerinde lokal lezyonlar,
Gomphrena globosa’da nekrotik lezyon, Ranunculus sardous ve Cucurbitaceae
familyasinda sistemik simptomlara neden olmustur. Phaseolus vulgaris cv. Red Kidney
ve P. vulgaris cv. Khorram tiirlerinde Z2, Z4 ve Z5 izolatlar1 mozaik simptoma neden
olurken, Z1 ve Z3 izolatlar1 bu konukgularda klorotik lokal lekelere neden olmustur.
Cucurbita pepo’dan viriis saflastirilmis ve immunoelektron mikroskobi ¢alismalarinda
ipliksi partikiiller gézlenmistir. SDS-PAGE ve western blotting ¢alismalarinda viriisiin
ortli proteinin molekiiler agirligi 32kDa bulunmustur. Desbiez vd. (2003) in tasarladig
primer ¢ifti ile yaptiklart PCR amplifikasyonunda yaklasik 458 nt uzunlugunda bant
elde edilmistir (Hosseini vd. 2007).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda ZYMYV izolatlar1 arasinda hem serolojik hem de

biyolojik degiskenlik oldugu rapor edilmistir (Desbiez ve Lecoq 1997). Fransa, Israil
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ve Reunion adasindan toplanan orneklerle yapilan TAS-ELISA testleri sonucunda,
farkli cografik bolgelerden toplanan ZYMV izolatlarin 15 serotipe ayrildigi
belirlenmistir. Ayrica ZYMYV izolatlar1 arasinda hassas bitkilerde hafiften siddetliye
kadar degisen ve nekrotik simptomlar seklinde simptom degiskenligi de gozlenmistir
(YYakoubi vd. 2008a).

NIb-CP ve P3 sekans bilgileri birlestirildiginde, Bizerte alaninin Cap Bon bolgesinde
ZYMV molekiiler degiskenligin yiiksek oldugu gosterilmistir. ZYMV’ye hassas ve
dayanikli kabakgillerde simptomatoloji bakimindan 23 izolatta 6nemli biyolojik
degiskenlik gdzlenmistir. Bazi1 izolatlar kavunda ve Zucchini kabaklarinda
dayanikliligin ya da toleransligin {istesinden gelmisler fakat hiyarda bu degisim
gozlemlenmemistir. Monoklonal antibadilerin 13 seti kullanilarak ii¢ serotip
belirlenmistir. 23 izolat1 karakterize eden seroloijk, biyolojik ve molekiiler 6zellikler
dahil yedi parametre multiple component analizi (MCA) i¢in kullanilmistir. Bu analiz,
izolatlarin simptom yogunlugunun farkli hassas kabakgil konukgularinda benzer

oldugunu gostermistir (Yakoubi vd. 2008b).

[ran’mn farkli bolgelerinden (Isfahan, Mazandaran, Karaj, Varamin, Horasan, Kerman,
Khuzestan, Hamedan) farkli kabakgillerden elde edilen ZYMYV strainleri kismi olarak
karakterize edilmis ve karsilastirilmistir. Simptomatoloji ve konukgularina gore strainler
arasinda degiskenlikler oldugu belirlenmistir. Bu strainler birbirlerinden farkli olup,
0zel konukgularini enfekte etme yetenegine gore ii¢ gruba ayrilmislardir. Mazandaran
Karaj ve tohumdan elde edilen Hamedan izolati birinci grupta, Varamin Horasan,
Kerman, Isfahan, Saveh, ve Markazi ikinci grupta ve Khuzistan 3. Grupta yer almustir.
Ortii proteinin N ug bélgesi ve NIb bdlgesinin RT-PCR ve PCR iiriinlerinin iki tane
kesim enzimlerinin RFLP anlalizleri strainlerin ayriminda etkili bir yol olmamistir
(Safaizadeh 2008).

Kabakgil alanlarinda 6nemli zararlara yol agan ZYMYV hakkinda serolojik ve molekiiler

olarak cok sayida ¢aligma yapilmis olup burada daha ¢ok ZYMV nin protein bolgeleri
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ile yapilmigs olan caligmalara yer verilmistir. Asagida Diinya’da ZYMV protein

bolgeleri ile yapilan bazi ¢alismalar 6zetlenmistir.

2.9.1 P1 protein gen bolgesi iizerine ¢calismalar

Afitle taginan bir ZYMV izolatinin (ZYMYV; strain FL/AT), orta derecede (MD) ve
siddetli (SV) enfeksiyona sebep olan birer ZYMV izolatlar1 ile Florida ZYMV
izolatlarinin P1 proteinlerinin 5' u¢ bolgesinin niikleotit sekansi diger iki ZYMYV izolati
(ZYMV CA ve ZYMV RU) ile karsilastirtlmistir. ZYMV MD, SV izolatlar1 ve bir tane
Kaliforniya (ZYMV CA) izolatinin, ZYMV FL/AT izolati ile %95-98 oraninda sekans
benzerligine sahip oldugu bulunmustur. Buna karsin Reunion adasindan bir izolatin
(ZYMV RU), ZYMV-FL/AT ile arasinda %60 oraninda sekans benzerligi tespit
edilmistir. ZYMV-MD izolatinin P1 kodlama bélgesinin baslama kodonunu takip eden
18 tane ilave niikleotit bulundugu belirlenmistir. Tim ZYMYV izolatlarinin P1
proteinlerin daha 6nceden rapor edilen diger Ppotyviruslere benzer sekilde C-terminal

ug bolgesinde korunmus amino asitleri igerdigi goriilmiistir (Wisler vd. 1995).

Lin vd. (2001), yaptiklar1 ¢alismada, ZYMV Tayvan(ZYMV TW-TN3) izolatinin tam
niikleotit sekansini bes tane cakisan cDNA klonundan elde etmigler ve bilgisayar
analizleri sonucunda biiyliik ORF’nin 3080 amino asit igerdigini bulmuslardir. TW-TN3
gen lrilinlerinin Kaliforniya (CA), Reunion adas1 (RU), ve Singapur (S) izolatlar ile
karsilastirilmasinda % 59.0-93.2 amino asit benzerligi orani ile en degisken proteinin P1
proteini oldugunu belirlemislerdir. Ayrica, TW-TN3 izolat1 diger izolatlarla
karsilagtirildiginda, genomun 5’translasyonu yapilmayan bolgesinin (UTR) % 61.6-83.3
ve 3' UTR bolgesinin ise % 90.4-95.7 oraninda niikleotit benzerligi bulmuslardir. Yine
ayn1 ¢alismada, TW-TN3 izolatinin ve diger 6 tane ZYMV izolatimin P1 protein
bolgelerinin filogenetik analizi karsilastirilmasinda 4 biiylik genotip ortaya ¢ikmustir.
TW-TN3 genotip I, US izolat1 genotip II, Reunion adasi ve Singapur izolatlar1 genotip
IIT ve IV seklinde ayrilmistir. Genotip I’in P1 proteinlerinin akrabalik derecesinin
genotip II’'ye daha yakin oldugu ortaya ¢ikmis ve bu sonug¢ ile Tayvan ve ABD

izolatlarinin ayn1 atadan gelebilecegi ileri siirtilmiistiir.
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Singapur ZYMV (ZYMV-S) izolatinin niikleotit sekansi viral ¢cDNA klonlariyla
belirlenmis ve genom uzunlugu poly A kuyrugu hari¢ 9603 niikleotit olarak rapor
edilmistir. ZYMV-S Pl proteininin ZYMV izolatlar1 ile orta derecede sekans
benzerligine sahip oldugu fakat biitiin Potyvirusler arasinda sekans degiskenlignini
yiiksek oldugu rapor edilmistir. Ayrica P1 proteinin filogenetik analizi viral genomda
hayli degisken proteinlerin Potyviruslerin taksonomisinde ve strainlerin ayriminda

kullanilabilecegi bildirilmistir (Lee ve Wong 1998).

9.2.2 Yardimei bilesen proteini (HC-Pro) iizerine yapilan ¢calismalar

U¢ ZYMV izolatinin helper component proteaz genlerinin niikleotit sekans1 HC
olmayan strainlerle karsilastirildiginda, {i¢ tane amino asit farkliligi ortaya ¢ikmistir. Bu
mutasyonlarin ikisi Potyviruslerin korunmus bolgesinde yer almaktadir. Ug mutasyonun
ikisini igeren ilk degisim, Asparagin (Asp) amino asitinin glisin (Gly) ile yer
degistirmesi (korunmamis bolge) degisimi i¢in ilk kodlama ve Arg’nin Ile ( FRNK-
korunmus bolge) donilisiimii i¢in ikinci kodlama seklindedir. Bu degisim tasinma
etkinliginin azalmastyla sonuglanmustir. ikinci degisim tek bir mutasyonla (PTK: Pro-
Thr-Ala) korunmus motifindeki Thr’nin Ala’ya degisimi) birlestirilmistir. Bu tek
mutasyon hem bitkilerde hem de membranlarda afitle tasinmada HC aktivitesinin
kaybolmasiyla sonuglanmistir. Lys-lle-Thr-Cys (KITC) maotifindeki lisin (Lys) amino
asiti (Tobacco mottling virus, ZYMV Michigan straininde ve PVY’de HC aktivitesinin
kaybolmasindan sorumlu olan); HC olmayan strainlerde degismemistir. Bunun HC-
Pro’nin birden fazla bolgesinin afitle tasinmada fonksiyonel olarak iliskili olabilecegini

ortaya koymustur (Huet 1994).

Lee ve Wong (1998), ZYMV-S Singapur izolatinin niikleotit sekansin1 belirledikleri
calismada, HC-Pro gen bdlgesini analiz ettiklerinde afitle tasinmadan sorumlu olan
korunmus K-I-T-C motifininin K-L-S-C motifi olarak degistigini rapor etmislerdir ve

strainlerin ayriminda kullanilabilecegini 6nermistir (Lee ve Wong 1998).
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HC-Pro gen bolgesinin merkezi bolgesi baskilama aktivitesinde karistirillmakta ve viral
tasinma ve genom amplifikasyonu i¢in tanimlanmis bolge ile iist lste geldigi
bildirilmektedir. Mutasyon c¢alismalar1 ile HC-Pro’in ¢ok sayida fonksiyonu iyi
karakterize edilmesine ragmen, molekiiler mekanizmasi hakkinda c¢ok az sey

bilinmektedir (Plisson vd. 2003).

Desbiez vd. (2010) yilinda yaptiklari ¢alismalar neticesinde, ZYMV’nin orta derecede
hastalik yapan irkinda simptom siddetinden sorumlu olan (HC-Pro)’nin korunmus
motifinde mutasyon icerdigi rapor etmislerdir. Viral birikim kismi olarak azaltilmasina
ragmen, ZYMV’nin enfekteli bir c¢cDNA klonunda meydana gelen mutasyon
simptomlarin neredeyse tamamen kayboldugunu bildirmislerdir. FRNK(X)12CDNQLD
sekansinin Potyviruslerde korunmus olan daha biiyiik bir motifin bir pargasi
olabilecegini ve simptomatolojide ve inhibisyonu susturmada rol oynayabilecegini

onermiglerdir.

HC-Pro bolgesinin N-terminal ug¢ bolgesi (yaklasik 100 aa) en degisken bolgedir. Bu
bolge sistein (C) amino asitince zengindir. 20-60 amino asit pozisyonunda 5 sistein
amino asiti bulunmaktadir. Gen bankasinda 20 aksesyonda amino asitlerin yarisi
degismektedir. Bu bolgenin afitle tasinmaya yardimda gerekli oldugu fakat viriis
replikasyonu ve taginma i¢in gerekli olmadigi bildirilmistir. Bu bolgesi eksik olan
ZYMV’nin delesyon mutatntlar1 (A. Gal-On, yaymlanmamis bulgular), TEV (Dolja vd.
1993), Lettuce mosaic virus (Urcuqui-Inchima vd. 1999) ve Onion yellow dwarf virus
(Takaki vd. 2006) bitkiyi sistemik olarak hala enfekte edebildigini bildirmislerdir.

HC-Pro merkezi bolgesi (100-300. amino asitler) iyi korunmustur. Fakat supgroup A’da
18 aksesyonda 25 amino asit degisimi gériilmiistiir. Bu bdlgenin Potyviruslerde genom
aktivasyonu, bitkilerde gen susturulmasinin baskilanmasinda, Simptom gelismesinde ve
RNA’ya baglanmada, sinerjistik etkilesim gibi ¢ok farkli aktivitelerde sorumlu oldugu
gosterilmistir. Korunmus olan FRNK motifi (Phe-Arg-Asn-Lys) tim ZYMV

strainlerinde ve tiim Potyviruslerde bulunur. FRNK motifi RNA’ya baglanma bolgesine
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karsilik gelen a heliksce zengin bdlgede bulunmaktadir. ZYMV’nin dogal yabani

formlarinda ise baz1 mutasyonlar bulunmustur.

2.9.3 P3 protein gen bolgesi iizerine ¢calismalar

ZYMV, diinya capinda kabakgillerde ¢ok zararli bir virlistiir. Dayanikli Cucurbita
moschata ile yapilan tiirler aras1 melezlemeler dayanikli Zucchini kabagi F1 hibridinin
(C. pepo)’nin ortaya cikmasimi saglamistir. Ancak Cucurbita moschata tamamen
dayanikli olmasia ragmen ticari C. pepo hibridleri sadece tolerant olarak kalmustir.
Tolerant hibridlerde viriilensligin artmasina karsi tarlada ZYMV evrimi gozlenmis ve
deneysel olarak elde edilmistir. Sekans Kkarsilagtirmalar1 ve rekombinasyon denemeleri
ZYMV’nin P3 proteininde bir nokta mutasyonun toleransligi kirmak igin yeterli
olacagimi gostermistir. Yari- izogenik yabani tip ile monoklonal olarak ayrilan ZYMV
saldirgan varyantlar1 arasinda rekabet deneyleri yapilmistir. Tolerant Zucchini
kabagmin karisik enfeksiyonlarinda viriilent mutantlar yabani tip strainlere gore daha
fazla uyumluluk gostermis fakat hassas kabak ya da kavunda karisik enfeksiyonlarda
ciddi bir uyum kayb1 gozlenmistir. Bu bitki viriisleri igin toleransligin kirilmasiyla ilgili
ilk nicel ¢aligmayr temsil etmektedir. Bu ylizden toleranslik kolaylikla kirilmasina

ragmen viriilent varyantlar bazi kosullarda devamlilik saglayabilmektedir (Desbiez vd.
2003)

Diinyada kabakgil yetistirilen alanlarda yogun olarak zarara neden olan ZYMV
izolatinin populasyon yapisini daha iyi anlamak i¢in Tunus’da bir ¢aligma yliriitiilmiis
ve kabakgil yetistirilen {i¢ biiyiik alandan toplanan 83 izolatin polimeraz ve 0rtii proteini
gen bolgelerinin kismi1 sekans analiz ¢alismalarinda ZYMV’nin grup A i¢inde iki farkl
kiime olusturdugu gosterilmistir. ZYMV’ ye toleranshi kabak cesitlerinde toleransligi
kirmadan sorumlu olan P3 proteinin MREK motifinde 6nemli bir degiskenlik
gozlemlenmemis ve kiime 1 ve kiime 2’de daha yaygin olan MREK ve MKEK
sekanslarmin kismi NIb-CP sekansiyla belirlenen iki kiimede MREK motifinin

dagiliminda 6nemli farkliliklar bulunmustur (Yakoubi vd. 2008b).
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2.9.4 CI protein iizerine calismalar

Lee vd. (1997) 14 tane ZYMV Singapur izolatinin CI protein gen bolgelerinin
karsilastirmasimni yapmislar ve RNA helikaz komplekslerinin membran baglanma
komponenti olarak goriilen niikleotit baglanma (GAVGSGKST) motifinin sekansina
ilave olarak bes tane daha korunmus bolge bulmuslardir. Ayrica CI ve CP gen
bolgelerinin sekanlar1 ile yaptiklar1 filogenetik aga¢ sonucunda benzer dallanmalar
bulunmus olup Potyvirusler arasindaki filogenetik iliskinin CI gen bolgesi kullanilarak
belirlenebilecegini gostermislerdir. Arastiricilar Potyviruslerin evrim g¢alismalarinda CI

gen bolgesinin alternatif yaklasim olarak kullanilabilecegini 6nermislerdir.

Avusturya, Almanya, Italya ve Slovenya ZYMV izolatlarinin (CP) ve (CI)
proteinlerinin sekanslar1 rapor edilmistir. Diinya ¢apinda farkli cografik bolgelerden
alinan 30 ZYMV izolatinin DNA sekansinin karsilagtirilmasi sonucunda Avusturya
izolatlarinin Slovenya ve Macaristan izolatlar ile yiiksek diizeyde benzerlik gosterdigi
goriilmiistiir. Almanya ve Italya izolatlarinin uzaktan akraba oldugu ortaya ¢ikmis ve
diinyanin diger bolgelerinde ki izolatlarla kiime olusturmustur. Calismanin sonuglarina
gore, spesifik bir izolatin cografik olarak komsu alanlara hizla yayilabilecegini fakat
diger komsu {ilkelerdeki bulunan izolatlarla akraba olmayabilecegini gostermistir

(Pfosser ve Baumann 2002).

2.9.5 Niiklear inclusion body (NIB) ve ortii proteini (CP) iizerine calismalar

Iki tane Japon ZYMV (ZYMV-169 ve ZYMV-M) izolatinin 6rtii proteininin (CP)
niikleotit sekansi belirlenmis ve her iki izolatin CP genlerinin 837 nt uzunlugunda
oldugu ve 279 amino asit (aa) kodladigi rapor edilmistir. Bu iki izolat arasindaki
niikleotit sekansi ve amino asit sekans benzerligi %92-94.6 olarak bulunmustur. Japon
izolatlarinin daha 6nceden rapor edilen ZYMYV izolatlarmin sekanslart ile filogenetik

analizleri karsilastirildiginda, ZYMYV izolatlar li¢ gruba ayrilmigtir. Bunun sonucunda

ZYMV-169 izolat1 kendi grubunu olusturmustur (Kundu vd. 1997).
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Tayvanin farkli alanlarindan toplanan ZYMYV izolatlarinin konukg¢u reaksiyonlar1 SDS
immonudifiizyon testi ve RT-PCR firlinlerinin kesim enzimleri sonucunda, 33 ZYMV
izolatinin Zucchini kabaklarinda yol agtig1 simptomlar 3 tipe boliinmiistiir. Birinci grup
yaprak kivrilmasi ve daralma ile sar1 mozaik belirtileri, ikinci grup yaprak kivrilmasi ile
sar1 mozaik ve ti¢lincii grup damar bantlagsmasi ile sar1 mozaik belirtilerinden olusur. Bu
izolatlar, su kabagi ve hiyarda yapraklarda nekroza neden olan CY2 izolat1 disinda,
kavun, su kabagi ve hiyarda sari mozaik simptomlari olusturmaktadir. SDS
immunodifiizyon testlerinde TN3 izolatina kars1 hazirlanan serum 33 izolatin hepsi ile
reaksiyona girmistir. ZYMV’nin NIb ve CP gen bolgelerine spesifik primerler
kullanilarak yapilan RT-PCR sonucunda 0.76 kb DNA fragmenti elde edilmistir. Bes
tane ZYMV izolatimin CP boélgelerini degiskenliginin analiz etmek i¢in RT-PCR
tirtinlerinin ECcoRV, Tagl ve Nlalll enzimleri ile kesim sonuglarinda TC1, CY2 ve
TNMLI1’in ¢ok yakin akraba oldugunu ve TN3 ile NT’in daha degisken oldugunu
gostermistir (Lin vd. 1998).

Sidek vd. (1999), ZYMV nin iki Malezya izolatin1 izole etmisler ve bunlarin konukgu
bitkiler iizerinde ¢ok az farkliliklar gosterdigini, CP geni niikleotit ve amino asit
dizilimlerini mukayese ettiklerinde ise, CP’in 9. ve 32. amino asitlerinde fark oldugunu

saptamislardir.

Prieto vd. (2001), ZYMV’niin Sili izolatinin 740 nm ipliksi partikiillere sahip oldugunu,
kilif proteininin yaklagik 36 kDa agirliginda oldugunu ve kilif proteininin 3' geninin
Connecticut ve Kaliforniya 1rklar1 ile yiiksek oranda benzerlik gosterdigini

bildirmislerdir.

ZYMV Macaristan’da son birka¢ yilda kabakgillerde zararli en 6nemli patojen olarak
ortaya ¢ikmistir. Macaristan izolat1 yiiksek oranda biyolojik ¢esitlilik gostermekte, ortii
proteinin N-terminal u¢ bolgesinde spesifik niikleotit ve aminoasit dizilimine sahiptir ve
filogenetik agacinin farkli bir boliimiinii olusturmaktadir. Viriis tarla kosullarinda

oldukga yaygin bir sekilde birgok yaprak biti tiirii ile non-persistent yolla tasinmaktadir.
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Cucurbita pepo (L) var styriaca kabak ¢esidinde ¢ok diisiik bir miktarda da olsa ZYMV
tohumla tasinmaktadir. Tohum tasiniminda testlenerek analiz edilen 3 izolat se¢ilmis ve
onlarin ortii -proteinlerindeki niikleotit dizilimi ZYMV’niin kullanilir CP niikleotit
dizilimi ile karsilastirilmistir. Bu niikleotit dizilim analizlerine gore Macaristan izolati
filogenetik agacin Orta Avrupa grubunda yer almistir. ZYMV’niin Avusturya ve
Slovenya izolat1 ile birlikte sadece Macaristan izolatina karakteristik olan 16, 17, 27 ve
37 konumundaki spesifik aminoasitleri benzer oldugu bildirilmistir (Tobias ve Palcovics
2003).

ZYMV’nin Slovak izolatinin (ZYMV-Kuchyna) tiim genomunun niikleotit Sekans
verileri elde edilmistir. Viral genomun 9593 nt, (PolyA kuyrugu hari¢) igerdigi ve 3080
amino asit kalintisindan olusan bir protein kodladigi belirlenmistir. ZYMV-Kuchyna
izolatinda potyviral proteinlerin temel viral 6zelliklerinin tiim karakteristik motifleri ve
vektorle taginma 6zelligi korunmustur. ZYMV-Kuchyna’'nin tim genom sekansi, diger
12 ZYMV izolati ile niikleotit ve amino asit seviyesinde karsilastirildiginda sirasiyla
%90.4-98.8 ve %78-98.8 seviyesinde benzerlik bulunmustur. Cografik olarak 50’den
farkl1 bolgeden toplanan ZYMYV izolatlarinin Ortii proteinlerinin filogenetik analizi
karsilagtirildiginda, Orta Avrupa izolatlarinin yakindan akraba oldugu ve filogenetik

olarak homojen bir grup olusturdugu belirlenmistir (Glasa ve Pittnerova 2006).

ZYMV 1zolatlarinin ¢esitliligi, 2001 ve 2006 yillarn arasinda Slovakya ve Cek
Cumhuriyeti’nin c¢esitli alanlarindan toplanan hiyar, kabak ve Zucchini kabaklaridan
alinan 11 izolat ile yapilan biyolojik ve molekiiler ¢alismalarla analiz edilmistir. ZYMV
genomunun hedeflenen 3 ayr1 genomik bdlgesinin molekiiler cesitliliginin analizi,
izolatlar arasinda diisiik seviyede niiklotit degiskenligi gostermistir. Slovak, Cek
Cumbhuriyeti ve Orta Avrupa izolatlarinin CP gen bolgelerinin yakin akraba oldugu
bildirilmistir. Orta Avrupa izolatlar icinde goriilen diisiik seviyedeki genetik c¢esitlilik
diger cografik bolgelerdeki izolatlarda gozlenenden farkli oldugu rapor edilmistir.
Aragtiricilar  ZYMV  genomunda rekombinasyona rastlanmadigimi  bildirmislerdir.
Hastalik yapma yetenegi yiiksek olan izolatlarin, diisiik hastalik yapma yetenegine sahip

olanlarla karsilastirildiginda, P3 proteinin N-terminal u¢ kisminda bir amino asit
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farkliliginin  potansiyel olarak toleransliligin  kirilmasinda rol oynadigmi ileri

stirmuslerdir (Glasa vd. 2007)

Hatmi ¢ig¢eginden izole edilen ZYMV-A strainin tim genom sekansi primer setleri
kullanilarak RT-PCR ile cogaltildiktan sonra sekans analizi yapilmis ve viriis
genomunun 9593 niikleotit i¢erdigi belirlenmistir. ZYMV-A polyproteini 3080 amino
asitten olusmakta ve 351 kDa molekiiler agirliga sahiptir. ZYMV-A’nin tiim proteolitik
acilma alanlarmi diger ZYMV strainleri arasinda korunmus olan agilma alanlarini
gosteren ZYMV izolatlart ile karsilagtirilmistir. ZYMV-A izolatinin afitle tasinmayi
saglayan CP bolgesindeki DAG motifinin ve HC-pro’nin KITC ve PTK motiflerini
icermektedir. Ayrica ZYMV strainleri arasinda yapilan tim genoma veya CP
ORF’lerine gore yapilan filogenetik aga¢ analizleri ZYMYV strainlerinin farkli gruplar
olusturdugunu gostermistir. Bu sonuclar ile, ZYMV-A’nin molekiiler seviyede diger

ZYMV strainlerinden farkli bir strain oldugu gosterilmistir (Choi vd. 2007).

Ha vd. (2008) 61 tiim niikleotit sekansina gére, ZYMYV izolatlar1 arasinda {i¢ 3 ana grup
oldugunu 6ne stirmiistiir. Buna gore; Grup I diinyada en yaygin grup, Grup II Reunion,

Singapur ve Vietnam ve Grup III Vietnam ve Cin izolatlari olarak gruplandirmustir.

ZYMV Iran’da ilk kez 1988 yilinda rapor edilmis fakat izolatlar karakterize
edilmemistir. Iran ZYMYV izolatlar1 arasindaki genetik ve biyolojik cesitliligi ortaya
koymak amaciyla 2003-2006 yillar1 arasinda kabakgil yetistirilen alanlardan 12 izolat
elde edilmistir. Bu izolatlarin konuk¢u araligimi gosteren deneysel bir calisma
sonucunda biyolojik 6zelliklerinde bazi degisiklikler gozlenmistir. CP bolgesinin N-
termianl ug¢ bolgesi ve NIb proteininin C-terminal ug¢ bolgesinin genomik kismini
kapsayan niikleotit sekansi ¢ikartilmis ve daha onceden rapor edilen sekanslarla
karsilastirilmistir. iran ZYMYV izolatlar1 arasinda amino asit seviyelerinde ki benzerlik
ise % 95.6-100 seviyelerinde belirlenmistir. iran ZYMV izolatlar1 filogenetik agacta
kompakt bir kiime olusturmamis ve bu sonug¢ bu izolatlarin ayr1 ayri1 evrimlesen

birbirinden bagimsiz bazi izolatlardan olustugunu géstermistir (Bananej vd. 2008).
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Simmon vd. (2008, 55 izolatin CP bdlgesinin tiim niikleotit sekansini
karsilagtirdiklarinda grup I ve grup II’yi birlestirmeyi 6nemislerdir. Fakat bu arastiricilar

[ran ve Vietnam’dan olan 2 yeni sekans1 kullanmamuslardir.

Avustralya’nin 4 eyaletinden kabakgil yetistiriciligi yapilan 5 yerden toplanan enfekteli
yaprak ornekleri ZYMV nin varligi i¢in test edilmistir. Elde edilen yeni 42 adet ZYMV
izolatinin CP geninin niikleotit sekansi, 5 kitadan gelen 101 izolatin CP geni niikleotit
sekansi ile karsilastirildiginda, 143 ZYMYV izolatinin sekansinin filogenetik analizi ile 3
farkli grup (A, B ve C) oldugu ve A grubunun 4 alt grup (I-1V), B grubunun iki alt grup
(I-11) oldugu ortaya ¢ikmistir. Yeni Avustralya sekanslari toplanma konumuna gore A-I,
A-11 ve B-II gruplan icinde yer almislardir. Tropik I i¢inde yer almistir. Merkez bati
kiyr ve iki dogu kiy1 bolgelerinden gelen 23 yeni Kuzey Bati Avustralya’nin izole bir
bolgesinden elde edilen 16 yeni izolatin CP gen sekansinin hepsi B-II (baska izolat
icermeyen) alt grubunda toplandig1 goriilmiistiir. Aksine kuzey bolgeden gelen 3 sekans
ABD, Iran ve Cin izolatlar1 ile %94.6-99.0 nt benzerligi ile A-1 sekans Avrupa ve
Japonya’dan gelen sekanslarla %95.9-98.9 oraninda niikleotit benzerligi ile A-I i¢inde
yer almistir. Bu bulgular ile, Avustralya’da en az 3 ayr1 ZYMV izolatinin oldugu ve
yerel izolatlarin CP sekanslarinda birkag degisikligin oldugunu gostermistir. A-l ve B-11
gruplarindaki izolatlarin Chenopodium quinoa yapraklarinda klorotik simptomlar
olusturdugu, fakat A-II i¢inden bir izolatin ise simptomsuz enfeksiyon olusturdugu
bildirilmistir. ZYMV’ye spesifik ii¢ ticari antibadiden biri Avustralya izolatlarini
ELISA ile giivenli olarak belirleyemedigi gézlenmistir. A-l, A-1l ve B-II filogenetik
gruplardaki Avustralya izolatlarin1 ayiran, c¢ift etiketli problar kullanilarak multipleks

realtime PCR gelistirilmistir (Coutts vd. 2011).

Bananej vd. (2008), iki ana grup (A ve B) oldugunu 6nermislerdir. Buna goére Diinya’da
en yaygin olan Grup A {i¢ alt gruptan olusurken, grup B Cin, Reunion adasi, Singapur
ve Wietnam izolatlarini igermektedir. Bu filogenetik analiz sonuglarina gore iki ya da ti¢

biiyiik grup ortaya ¢ikmaktadir (Coutts vd. 2011)
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ZYMV izolatlar1 arasindaki biyolojik ozelliklerdeki farkliliklar CP, HC-Pro ve P3
genlerindeki niikleotit sekanslarindaki degisimleri gostermektedir (Glasa vd. 2007, Gal-
on vd. 2011). Serolojik farkliliklar 15 farkli serotip gosteren farkli cografik bélgelerden
toplanan ZYMV izolatlarina kars1 {iretilen monoklonal antibodyler kullanilarak
bulunmustur (Desbiez vd. 2007). Ilk olarak Desbiez vd. (2002), CP gen bdlgesini iceren
47 tane kismi niikleotit sekans1 ile yapilan ¢aligmalarda izolatlarin iki gruba ayrildigim
gostermistir. Bu sonuglara gére A grubu Avrupa, Kuzey Amerika ve Dogu Asya’dan
toplanan izolatlarin bulundugu ii¢ alt gruptan olusurken, grup B Reunion adasindan bir
izolatla siirli kalmistir. Sonraki ¢aligmalarda ise Zhao vd. (2003) karsilastirdiklar1 39
ZYMV CP sekansina gore 3 grup belirlemislerdir. Grup I diinyanin her yerinde yaygin
izolatlardan olusurken, grup II sadece Asya’dan Ornekleri icermektedir. Grup III’te de

sadece Cin yer almistir (Coutts vd. 2011)

Polonyanin kabak ve hiyar yetistiriciligi yapilan farkli bdolgelerindeki ZYMV
izolatlarinin ¢esitliligi biyolojik testler ve molekiiler biyoloji teknikleriyle analiz
edilmistir. Izolatlar konukcu araliginda ve bitkilerde olusturduklari belirtiler bakimindan
farklilik gostermistir. Ayrica CP geninin genetik c¢esitliliginin analizi izolatlar arasinda
yiiksek oranda niikleotit degiskenligi gostermistir. Farkli cografik bolgeden 70 izolatin
CP gen sekanslarmin karsilastirmasi sonucunda Polonya izolatlar1 farkli gruplara
ayrilmig ve Avrupa izolatlariyla tek bir kiime olusturmamistir. Orta Avrupa izolatlari
arasinda diisiik oranda varyasyon Onceden gdzlenmistir. Pozitif ve negatif polimorfik
alanlarin oran1 dominant negatif seleksiyon oldugunu ancak kodonlarin pozitif se¢im
gecirebileceklerini gdstermistir. Ayrica analiz edilen ZYMYV izolatlarinin CP geninin
analizlenen sekanslarinda rekombinasyon olaymna kanit saglamistir (Hasiow-

Jaroszewska vd. 2013).

Hassas kabakgillerde hafif ve siddeli simptom gosteren ve farkli patojeniteye sahip, tam
genom sekansi ¢ikarilan iki Slovak izolatinin (ZYMV-H ve ZYMV-SE04T) sekanslari
karsilastirildiginda, iki izolatinda 9593 niikleotit ve 3080 amino asit igerdigini
bildirmislerdir. Bu iki izolat farkli biyolojik 6zelliklere sahip olmasina ragmen yiiksek
oranda (%99.8) niikleotit benzerligi gdstermislerdir. Iki izolatin sekanslar1 arasinda HC-

Pro, P3 ve NIb gen bélgesinde yer alan sadece 5 amino asitin farkli oldugunu rapor
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etmislerdir. Kabakgillerde farkli simptom olusturdugu bilinen, tiim sekansi ¢ikarilmig ve
filogenetik olarak yakin akraba olan ilave bes tane daha sekans siliko analizinde
kullanildiginda, P3 proteinin N-terminal ucundaki tek bir mutasyonun patojenisiteden

sorumlu oldugunu ileri stirmiistiir (Novakova vd. 2014).

2.10 Tiirkiye’de ZYMYV ile Yapilan Calismalar

Ulkemizde ZYMV ilk olarak Yilmaz ve Davis (1984) tarafindan rapor edilmistir.
Aragstiricilar biyolojik, serolojik testler ve elektron mikroskop calismalar ile yaptiklari
viriis teshis calismalar1 sonucunda Akdeniz bolgesinde karpuzlarda ZYMV ve CMV,
kabaklarda ise ZYMYV tespit etmislerdir.

1991 yilinda Akdeniz Bélgesinde Adana ve icel, Ege Bolgesinden Izmir, Manisa ve
Afyon, I¢ Anadolu Bélgesinden Konya illerinden; hiyar, karpuz, kavun, su kabagi,
yazlik kabak, kislik kabak, acur, lif kabagindan olmak iizere toplam 76 0&rnek
toplanmistir. Kabakgil viriislerinin varligin1 test etmek icin toplanan Orneklere
uygulanan DAS-ELISA testi sonucunda; 6rneklerde ZYMV, WMV, CMV, CABYYV ve
PRSV-W viriislerinin varlig1 tespit edilirken SqMV, ZYFV, WMV-M ve WMV-A
virlislerinin varlig1 saptanmamistir. S6z konusu ¢alismada 6rnek toplanan bolgelerde en
yaygin viriis ZYMV olarak belirlenirken, CABYV bu ¢alisma ile lilkemizde ilk kez
rapor edilmistir (Yilmaz vd. 1992).

Ankara ilinde kabak bitkilerinde yapraklarda sistemik mozaik, meyvelerde kabarciklar
ve deformasyon belirtileri gozlenlemistir. Konukgu dizisinin tespiti, serolojik testler,
0zsu igindeki viriisiin fiziksel ozelliklerinin tespiti ve elektron mikroskop g¢alismalari

sonucu etmen ZYMYV olarak saptanmistir (Ertung 1992).

Yilmaz vd. (1994), Cukurova bolgesi kosullarinda ZYMV’niin siddetli irkinin
ZYMV’niin zayif 1wkt ZYMV-WK ile kontroliinii amacglamislardir. Bitkilere
ZYMV’niin siddetli irki, zayif ik ZYMV-WK, ZYMV ve ZYMV-WK birlikte ve
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kontrol olmak iizere 4 uygulama yapilmistir. Uygulamalar sonunda toplam verimde
Istatistiki olarak uygulamalar arasinda fark bulunmamistir. Ancak meyve sayisi ve
meyvenin ticari degeri yoniinden farklar saptanmistir. Kabak bitkilerinde ticari degeri
olan meyve capraz koruma yapilan parsellerde %69-80, korumasiz parsellerde % 32;
hiyar bitkilerinde ¢apraz koruma yapilan parsellerde %83-87, korumasiz parsellerde %

33-40 olarak bulunmustur.

Kabakgillerde etkili olan ¢ok sayida viriis hastaligi bulunmakla birlikte, Tiirkiye’de
bunlardan en yaygin olarak bulunanlarinin kavunda ZYMV ve CMV (Yilmaz ve Davis
1984, Yilmaz vd. 1992) oldugu tespit edilmistir.

Vargiin ve Ertung (1995), sakiz kabagi (Cucurbita pepo L.) bitkisinde viral enfeksiyona
neden olan CMV ve ZYMV’niin birlikte ve ayr1 ayr1 enfeksiyonlarinin bitki gelisim
komponentlerine (bitki boyu, ¢icek ve yaprak sayisi, geng, orta ve yash yaprak alani)
etkisini incelemiglerdir. Calisma sonucunda, bitki boyunda en fazla diisiise
ZYMV+CMV uygulamasi, ¢icek sayisinda en fazla diisiise CMV, yaprak sayisinda en
fazla diisiise CMV ve ZYMYV karisiminin neden oldugu saptanmistir. Yaprak alanlarina
enfeksiyonlarin etkisi incelendiginde ise yasli yaprak alaninda en fazla azalmaya
CMV+ZYMYV karigimi uygulamasi, orta yash yaprak alaninda azalmaya CMV, ZYMV
ve CMV+ZYMYV karisimi uygulamalarinin ve geng¢ yaprak alani iizerine ve kontrol

hari¢ tiim uygulamalarin etkili oldugu rapor edilmistir.

Citir vd. (1998), 1995 yilinda Amasya, Corum, Samsun ve Tokat illerinde balkabagi,
sakiz kabagi, karpuz ve kavun bitkilerinde verim ve kaliteyi diisliren baz1 6nemli viriis
hastaliklar1 belirlemislerdir. Tarla ve sera kosullarinda s6z konusu kiiltiir bitkilerindeki
simptomlara ve enfekteli bitki yapraklarimin o6zsularinin indikator test bitkilerine
mekanik inokulasyonlar1 sonucu bu bitkilerde sergiledikleri belirtilere gore ti¢ ayr1 virlis
saptanmistir. Bunlar bal kabaginda ve karpuzda CMV, sakiz kabagi ve kavunda
ZYMV diir.
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Ugar ve Ertung (1998), Antalya ilinde ortii alt1 kabak yetistiriciliginde baslica problem
olan ZYMV’niin taginmasi ve yayilmasinda etkili olan yabanci ot ve vektor tiirlerini
belirlemek ve etmenin tohumla tasinma durumunu ortaya koymak amaciyla yaptiklari
calisma sonucunda ZYMV’niin varhigi Aphis gossypii, Myzus persicae yaprak biti
tirleriyle, Chenopodium sp., Trifolium sp, Amaranthus sp., Medicago sp. Vicia sp.,
Ranunuculus sp. Veronica sp. Onobrichus sp., Erysymum sp., Euphorbia sp., Anthemis
sp. Cynorus sp. yabanci ot cinslerinde rapor edilmistir. Ayrica ¢ift¢i tarafindan

kullanilan tohumlarin da etmen ile bulasik oldugu saptanmustir.

Yardimer vd. (2000), Isparta ilinde kabakgil familyas: bitkilerinde hastaliga neden olan
viral etmenleri belirlemek amaciyla yaptiklari simptomatolojik ve serolojik testler
sonunda enfeksiyona ZYMV, CABYV ve WMV viriislerinin sebep oldugunu rapor

etmislerdir.

Yilmaz ve Sherwood (2000), kabakgillerde hastalik yapan CMV, PRSV-W, SqMV,
ZYMV, WMV viriislerinin belirlenmesinde en uygun metodu belirlemek i¢in yaptiklari
caligmada, Protein—A ELISA( PAS-ELISA), antijen kapli ELISA tabagi ve ticari
indirekt ELISA kitlerinin elverigliligini karsilastirmislar ve calisma sonucunda; indirekt
ELISA kitlerinin CMV, PRSV-W, WMV ve ZYMV viriislerinin tespitinde en uygun
yontem oldugunu rapor ederken, SqMV’un belirlenmesinde PAS-ELISA yOntemini

uygun bulmuslardir.

Erzurum ve Artvin illerinde kabakgil bitkilerinde sorun olan viral etmenleri belirlemek
icin yapilan survey c¢alismasi sonunda, arastirmacilar topladiklar1 6rneklere serolojik ve
biyolojik test uygulamislardir. Testler sonucunda tiim 6rneklerde ZYMV nin varligimi

tespit etmislerdir ( Bostan vd. 2002).

Sevik ve Sokmen (2003), 1999-2000 yillarinda Samsun ilinde Temmuz-Ekim aylar1
arasinda 18 kdyde, 45 tarlada kabakgil viriislerini ortaya koymak ve oranlarin1 saptamak
amaciyla yaptiklar1 survey calismasi sonucunda topladiklar1 165 adet 6rnegi ELISA ile

testlemistir. ELISA testi sonucunda %38,8 oraninda ZYMV, %20,6 oraninda CMV ve
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%53,9 oraninda WMV’niin varligmi saptamiglardir. ZYMV ve WMV’ne Kkarsi
testledikleri tiim kabakgil tiirlerinde rastlarken, CMV karpuz ve bal kabaginda

saptanmamuistir.

Yardimc1 ve Korkmaz (2004)’1n Isparta’da yaptiklar1 ¢alismada ZYMV hastaliginin
simptomlarin1 gosteren yaprak ve meyvelerden 6rnek alip klasik inokulasyon metoduyla
mekanik inokulasyon yaparak kabak bitkilerinde viriisii ¢ogaltmistir. Double-strand
RNA (dsRNA), CF-11 selilloz kromotografi ile saflastirilmis ve agaroz jelde
dsRNA’nin varligina bakilmistir. Isparta’da kabakgil yetistirilen alanlardaki hastalikli
bitkiler sayilarak ZYMV 'nin hastalik orani %62,70 olarak bulunmustur.

Hatay ilinin farkli yorelerinden 2003 yilinda yazlik kabak (C. pepo), kislik kabaklar ( C.
maxima ve C. mochata), kavun (C. melo) ve hiyar (C. sativus) bitkilerinden simptom
gosteren yaprak ve meyve ornekleri toplanmistir. Tarla kosullarinda dogal enfekteli
bitkilerde siddetli mozaik lekeler, sararma, ug siirgiinlerdeki yapraklarda ayakkabi bagi
gOriinimii, bodurlasma ve meyvelerde sekil bozuklugu gibi belirtiler gozlenmistir.
Simptomlu bitkiler ELISA ile testlenmistir. Siddetli simptom gdsteren meyvelerden
¢ikarilan tohumlar ¢imlendirilerek her bir cesitten 100’er fide ELISA ile testlenmis,
200’er bitkide simptom gozlemleri yapilmistir. Tohumlardan %86-94 oraninda bitki
elde edilmistir. Ozellikle C. pepo ve C. maxima fidelerinde %2-3 oraninda genel kloroz,
bodurlagsma ve yaprak deformasyonu gbézlenmis, ELISA sonucunda tohumlarindan elde
edilen fidelerin hi¢ birinde ZYMV belirlenmemistir. Siddetli simptom sergileyen C.
sativus orneklerinin higbirinde ZYMV belirlenememistir. Siddetli simptom gosteren C.
pepo yapraklarindan elde edilen 6zsu ile biyolojik testleme calismalar1 yapilmistir.
Mekanik inokulasyondan iki hafta sonra degisik test bitkilerinde ZYMV’ye o6zgi
simptomlar gdzlenmistir. ELISA sonucu ZYMV ile enfekteli oldugu belirlenen C. pepo
bitkileri lizerinde 7 giin siire ile beslenen Myzus persicae bireyleri 10’arli gruplar
halinde saglikli C. pepo fideleri iizerine aktarilarak 3 giin siire ile tutulmustur. Afitle
tasima caligsmalarinda kullanilan test bitkilerinde {i¢ hafta igerisinde yapraklarda klorotik
ve mozaik lekelenmeler, sekil bozuklugu, bodurlagsma ve fide oliimleri gibi belirtiler

ortaya ¢cikmistir (Sertkaya vd. 2004).
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2004 yili Temmuz-Agustos aylart arasinda Gaziantep ili ve ilgelerinde kabakgil
tariminin yapildigi bazi bolgelerden toplanan Ornekler laboratuara getirilerek DAS-
ELISA yontemiyle CMV, CABYV, ZYMV, Tomato Mosaic Virus (ToMV), Potato
Virus X (PVX), Potato Virus X (PVY), Pepper Mild Mottle Virus (PMMV)’ye karsi
testlenmistir. Yapilan testler sonucunda 56 6rnekten 10 tanesinin bir veya daha fazla
viriisle bulasik oldugu ortaya konulmustur. Bununla birlikte mevcut 6rneklerden 20
tanesinin CMV, 24’{inilin ise ZYMV ve 3 6rnegin ise PVY ile bulasik oldugu sonucuna

ulagilmigtir (Dag 2005).

Kabak sar1 mozayik viriisiiniin zayif ki (ZYMV-WK) hiyar bitkisi ilizerinde siddetli
irkinin zararma karsi capraz koruma yontemi ile sera sartlarinda denendig ¢alismada,
capraz koruma yOnteminin toplam verim, pazarlanabilir verim ve viriis hastaliklar
simptomlar1 {izerine etkileri arastirilmistir. Capraz korumanin uygulandigi parsellerde
simptom siddeti 0-5 arasinda yogunlasirken uygulamanin yapilmadigi parsellerde 4-9
arasinda yogunlagmistir. Capraz koruma pazarlanabilir iiriinde 5 kat bir {irlin artisina
sebep olurken ZYMV-WK herhangi bir {iriin azalmasina neden olmamistir (Degirmenci
ve Giildiir 2006)

Edirne, Kirklareli ve Tekirdag’da 2005 yilinda Haziran-Temmuz aylarinda 19 karpuz ve
17 kavun tarlasinda, (CMV), (PRSV-W), (SgMV), (MNSV), (CGMMYV), (ZYMV) ve
(WMV-2)’nin varligin1 belirlemek igin yapilan caligmada, DAS-ELISA testleri
sonunda, karpuzlarda ZYMV (%45,5), WMV (%34,2), CMV (%19,9), PRSV-W
(%2,1), SQMV (%1,8) ve MNSV (%0,4) oranlarinda ve kavunlarda (%40,3), WMV
(%31,2), CMV (%7,2), PRSV-W (%2,3), SQMV %(0,5) ve MNSV (%1,8) tespit
etmislerdir. Ayrica WMV+ZYMYV karigik enfeksiyon hem karpuzda hem de kavunlarda
en yaygin karigik enfeksiyon olarak bulunmus ve bu oranin karpuzlarda %16,7 iken
kavunda %11,4 oldugunu bildirmislerdir (Koklii ve Yilmaz 2006).

Kuzey Kibris Tiirk Cumbhuriyeti’nde yetistirilen kabakgillerde zararli ZYMV ve
CMV’niin biyolojik, serolojik ve molekiiler tanisinin yapilmasi amaciyla bir ¢alisma

yiriitiilmiistiir. 2006- 2007 yillar1 arasinda yiiriitiilen ¢aligmada araziden toplanan viris
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belirtisi gosteren bitkiler, oncelikle ELISA yontemi ile testlenmis ve hastalik orani
CMV igin %8,07 ve ZYMV i¢in %34,5 olarak saptanmistir. Ayrica her iki viriisiin
karisik hastalik oranini da %7,4 olarak bulunmustur. CMV ve ZYMV ile enfekteli
indikator bitkilerinden total RNA ekstraksiyonu yapmiglar ve bunlardan RT-PCR
sonunda CMV ve ZYMYV ig¢in sirastyla 250 ve 650 baz cifti biyiikliiglinde bant elde
etmislerdir (Karamanli 2007).

Ulkemizde taze tiiketim ve tohumluk iiretimi i¢in neme sahip olan bazi sebze tiirlerinin
tohumlarindaki viral hastalik etmenlerinin bulunma durumlarini belirlemek, enfekteli
olan tohumlardaki viriisleri elimine etmek ve bu etmenler icin bir savasim programi
gelistirmek amaglanmistir. Bu amagla yapilan arastirmada toplam 325 adet tohum
ornegi alinmis ve bu 6rneklerdeki viral etmenlerin tanilanmasinda biyolojik, serolojik
ve molekiiler yontemler kullanilmistir. Domates cesitlerine ait 102 tohum Orneginin
%18’inin  TMV, %16’sinin ToMV ve %14’ inin CMV ile enfekteli oldugu
goriilmustiir. Degisik virlislere karsi testlenen biber ¢esitlerine ait 32 tohum Orneginin
12'sinde CMV, 8’inde TMV ve 5’inde ToMV enfeksiyonu oldugu saptanmustir. 30
karpuz Orneginin %17’sinde CMV, 32 kavun 6rneginin %38’inde CMV ve %6’sinda
SqMV, 30 hiyar 6rneginin %13’iinde CMV, 15 kabak 6rneginin %27°sinde CMV ve
%20’sinde ZYMYV adli etmenlerin bulundugu goriilmiistiir. Yapilan testler sonucunda;
12 fasulye tohum orneginin 3’tinde SMV, 2’sinde CMV, 10 boriilce tohum 6rneginin
1’inde CMV ve 10 marul tohumu O6rneginin 2’sinin de LMV ile enfekteli oldugu
belirlenirken, bakla, 1spanak ve patlican tohumlarina ait tohum 6rneklerinde herhangi

bir viral etmenin bulunmadig: saptanmistir (Paylan 2011).

2003 ve 2004 yillarinda izmir, Aydm, Manisa ye Balikesir illerinin kabakgil iiretim
alanlarindaki viriisleri belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada, kabakgil bitkilerinden
toplanan ornekler 6nce DAS-ELISA testine tabi tutulmus ve daha sonra enfekteli
olanlar test bitkilerine mekanik olarak inokule edilmistir. Bu illerde tarla bazinda
viriislerin yayginlik oranlarnin %4,98 ile %15,60 arasinda degistigi rapor edilmistir.
DAS-ELISA testleri sonucunda ise, orneklerin %42 oraninda WMV, CMV, PRSW ve
ZYMV ile enfekteli oldugu ortaya konmustur. Kabakgil érneklerinde en yaygin viriisiin

% 21,5 orani ile WMV oldugu ve bu viriisiin kavun, sakiz kabagi ve bal kabaginda
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mevcut oldugu tespit edilmistir. CMV'nin en yiiksek oranda hiyar (%29,7), daha diisiik
oranlarda da ise sakiz kabagi (%5,2) ve kavun (%3,4) bitkilerinde enfeksiyon
olusturdugu saptanmistir. WMV-1 sadece karpuz (% 24,0), ZYMYV ise kavun (%2,8) ve
bal kabagi (%4,4) orneklerinde belirlenmistir. Kavun, bal kabagi ve sakiz kabagi
bitkilerinde karisik enfeksiyonlarin bulundugu belirlenmistir. Arastiricilar 6rneklerde

SgMV ve CGMMYV enfeksiyonlarina rastlamamiglardir (Kaya ve Erkan 2011).

Ozer vd (2012) Kabak ve kavundan izole ettikleri iki tane siddetli ZYMV Tiirkiye
izolatlarmin (ZYMV-Adana (Ad) ve ZYMV-Ahlat (Ah) genomik RNA’lar1 iizerinde
yer alan CP genlerinin tamamini klonlamiglar ve niikleotit dizileri ile amino asit
sekanslarini belirlemislerdir. Calisma sonunda her iki Tirk ZYMV izolatinin CP
geninin 837 niikleotitten olustugu ve 31.2 kDa biiyiikligiinde CP kodladiklarimni tespit
etmisler ve filogenetik analiz yapmislar ve analiz sonucunda iki Tiirk izolatinin niikleik
asitleri arasinda yiiksek oranda (%97) benzerlik bulmuslardir. ZYMV-Ad ve ZYMV-Ah
izolatlarin CP gen sekanslar1 23 diinya izolat1 ile karsilagtirildiginda sirasiyla%93 -%98
ve %94 -%99 oraninda degistigi bildirilmistir. ki izolatin farkli cografik bélgelerden
izole edilen 23 izolatin niikleotit sekanslari ile karsilastirildiginda ZYMV-Ad izolati
Ortadogu iilkelerinden (Israil, Urdiin, Suriye) gelen izolatlar ile, ZYMV-Ah izolat ise
Uzak Dogu iilkeleri olan Kore ve Tayvan ile gruplandigini bildirmislerdir. ZYMV-Ah
izolatinin CP N-terminal u¢ kisminin oldukga farkli sekans yapisina sahip oldugunu ve
karsilastirdiklart 23 diinya izolatindan farklilik gésterdigini rapor etmislerdir. Her iki
izolatin CP genlerinin 279 amino asitten olustugunu ve izolatlarin diger Potyvirus
cinsine dahil 22 farkli iiyesi ile yaptiklart niikleotit karsilagtirmalarinda %58-%70
diizeyinde benzerlik oldugunu bildirmislerdir. Mekanik inokulasyonlar sonunda, kabak
bitkilerinde ZYMV-Ah izolatinin daha hizli sistemik belirti olusturdugunu ve buna gore
ZYMV-Ah izolatininin ZYMV-Ad izolatina gore siddetli bir izolat oldugunu

bildirmislerdir.

Konya, Karaman ve Aksaray illeri kabakgil ekim alanlarindaki viriis enfeksiyonlarini ve
bunlarin enfeksiyon kaynaklarini belirlemek amaciyla 2009 ve 2010 yillarinda, toplam
olarak viriis hastalig1 belirtileri gosteren 652 kabakgil bitki 6rnegi, 92 tohum 6rnegi ve

85 yabanci ot 6rnegi toplanmistir. Virtisler DAS-ELISA ve RT-PCR ile tanimlanmustir.
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Sonuglar, bitki orneklerinin %83,4’{inilin, yabanci ot drneklerinin %50,6’sinin ve tohum
orneklerinin ise %8,7’sinin ZYMV, WMV, CMV, PRSV-W veya SqMV ile enfekteli
oldugunu gostermistir. Test sonuglarina goére, bitki ornekleri i¢cin ZYMV (%51,7),
WMV (%45,2) ve CMV (%21,3), tohum 6rnekleri igin ZYMV (%4,3), WMV (%3,3) ve
CMV (%1,1) ve yabanci ot 6rnekleri icin CMV (% 36,5), WMV (%22,3) ve ZYMV
(%15,3) hakim virlislerdir. Bunun yaninda, o6zellikle bitki oOrneklerinde karisik
enfeksiyonlarin, olduk¢a yaygin oldugu belirlenmistir. Testi yapilan hi¢bir 6rnekte ise
Cucumber green mottle mosaic Tobamovirus (CGMMYV) enfeksiyonu saptanmamustir.
Ayni zamanda, bu ¢alismada, kabakgil bitkilerinden toplanan 17 afit 6rnegi RT-PCR
testine tabi tutulmustur. Bu orneklerde ise CMV, ZYMV (%17,6) ve WMV (%11,7)
enfeksiyonlari tespit edilmistir. Calismanin sonraki asamasinda ise 5 ZYMV, 3 WMV-2
ve 2 CMV izolatimin dizileri belirlenerek, WMV-2 (KF021298, KF021299 ve
KF021300) ve CMV (KC989614 ve KC989615) izolatlarinin dizileri GenBankasina
kaydettirilmistir (Yesil 2013)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal temini

Calismanin arastirma materyalini olusturan hastalikli bitki 6rnekleri Akdeniz bolgesinde
Antalya ili merkez ve ilgelerinden agik alanlarda ve ortii alti kabakgil yetistiriciligi
yapilan alanlardan ve I¢ Anadolu bolgesinde Ankara ilinin merkez ve ilgelerinden
kabakgil tarimimin yapildig tarlalardan toplanmistir. 2010 yili Temmuz-Agustos
aylarinda Ankara ilinin Cubuk, Sereflikoghisar, Beypazari, Nallihan ilgelerine ve
Antalya ilinin Elmali ilgesinin kdylerine surveyler yapilmigtir. Antalya ilinin Kumluca,
Demre, Aksu ve Serik ilgelerinden 2011 yili kis doneminde ortii alt1 yetistiricilik
yapilan seralardan Ornekler toplanmistir. Burdur ilinden alinan ornekler 2014 yili

temmuz aymda toplanmistir. Ornek toplanan iller sekil 3.1°de gésterilmistir.

e

Akdeniz

Sekil 3.1 Orneklerin toplandig iller

Calismada kullandigimiz Konya, Aksaray, Karaman ili izolatlar1 ise Selguk Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bolimii’'nden Dr. Serkan Yesil tarafindan temin
edilmistir. Surveylerde, viriis ile enfekteli bitki materyali olarak tretim alanlarindan
toplanan hiyar (Cucumis sativus L.), kavun (C. melo L.), karpuz (Citrullus vulgaris
Schrad.), sakiz kabagi (yazlik kabak) (Cucurbita pepo L.), bal kabag: (kislik kabak) (C.
moschata Duch.) ve ¢erezlik kabak tiirleri dikkate alinmis ve bunlardan alinan 6rnekler

kullanilmastir.
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Surveyler esnasinda Ornekler, yaprak deformasyonu, yapraklarda kivirciklagsma,
calilagsma, yaprak renginde agilmalar, yaprak sekil bozuklugu, yesilimsi sart renkli
mozaik, bitkide bodurluk, tepe siirgiinlerinde kivrilmalar, yapraklarda ayakkabi bagi
gibi incelme, bitkide clicelik, yapraklarda mozaiklesme ve sivilceli meyve olusumu

tipinde simptom gosteren kabakgillerin yaprak ve siirgiinlerinden toplanmastir.

3.2 Serolojik Calismalar

Calismada kullanilmak tizere Ankara, Burdur, Antalya illerinden toplanan ve viriis
belirtisi gosteren drnekler DAS-ELISA testine tabi tutulmustur. DAS-ELISA testi Clark
ve Adams (1977) tarafindan bildirilen yonteme gore yapilmis olup 6rnekler LOEWE
firmasindan alinan ZYMV, CMV, WMV, CGMMV, PRSV-W ve SgMV viriislerine
kars1 spesifik antiserumlar ile test edilmistir. Calismada kullanilan sulandirma oranlari
ELISA Kitlerinin temin edildigi ticari firmanin belirttigi oranlar dikkate alinarak
yapilmigtir. Orneklerin absorbans degerleri ELISA okuyucuda 405 nm dalga boyunda
okunmustur. Calismalar Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii
Seroloji Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Calismada kullanilan soliisyonlar ve hazirlanisi

EK 1°de verilmistir.

DAS-ELISA yonteminde ilk olarak belirtilen viriislere kars1 spesifik olarak {iiretilmis
IgG’ler 1/200 oraninda kaplama tampon ¢ozeltisinde sulandirilmis ve ELISA tabaginda
her kuyucuga 100ul gelecek sekilde yiikleme yapildiktan sonra ELISA tabaklar1 4 saat
37°C’de inkiibe edilmistir. Siire sonunda ELISA tabag1 3 defa 3’er dakika siire yikama
¢ozeltisi ile yikama yapildiktan sonra 6rnek tampon ¢ozeltisinde ezilen 6rneklerden, her
ornekten ii¢ tekerriir olacak sekilde kuyucuklara 100 pl eklenmistir. ELISA tabaklar1 bir
gece +4°C’de inkubasyona tabi tutulduktan sonra 3 defa 3’er dakikalik yikama
yapilmistir. Alkalin fosfataz ile isaretli 1gG (Konjugate) konjugat tampon c¢ozelti
icerisinde 1/200 oraninda sulandirilarak her kuyuya 100’er pl konulduktan sonra
37°C’de 4 saat inkiibe edilmis ve ELISA tabagi yikama tampon ¢ozeltisi ile 3 defa 3’er
dakika tekrar yikanmistir. Bu islemlerden sonra ELISA tabaginin her bir kuyusuna

diethalonamin substrat tampon ¢dzeltisinde Img/ml olacak sekilde hazirlanan 4-
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Nitrophenyl phosfate disodium salt hexahydrate (Fluka BioChemica) substrattan 100’er
ul ilave edilmis ve ELISA tabagi 90 dakika oda sicakliginda 1siksiz ortamda
bekletildikten sonra ELISA okuyucuda 405 nm dalga boyunda okuma yapilmistir.
Okuma sonucunda ELISA okuyucusunda negatif kontroliin absorbans degerinin en az

iki kat1 ve daha fazla oranda deger veren ornekler pozitif olarak degerlendirilmistir.

Her bir ELISA tabaginda negatif kontrol olarak saglikli kabak bitkisi, pozitif olarak
antiserumlarin alindig1 firmadan temin edilen 6rnekler kullanilmistir. Konya, Karaman
ve Aksaray illerinden toplanan 6rnekler Dr. Serkan Yesil tarafindan teshisi yapilmis

orneklerdir.

3.3 Molekiiler calismalar

Serolojik ve molekiiler ¢aligmalar sonucunda ZYMV ile enfekteli olarak saptanan
bitkilerden alinan ornekler, alindiklari bolge ve bitki tiirlerine gore segilerek dizi

belirleme ve analiz ¢alismalarinda izolat olarak kullanilmastir.

3.3.1 RNA izolasyonu

Calismada Konya, Karaman, Aksaray, Burdur, Ankara ve Antalya ilinden toplanan
orneklerden toplam RNA izolasyonu g¢alismalari gergeklestirilmistir. Toplam RNA
izolasyonu calismalarinda iki farkli izolasyon yontemi ile ¢alisilmistir. Tlkinde Astruc

vd. (1996)’nin 6nerdigi yonteme gore asagidaki sekilde yapilmustir.
Astruc vd. (1996)’nin 6nerdigi yonteme gore izlenen basamaklar sirasiyla su sekildedir;
a. Ornekler ekstraksiyon tampon ¢dzeltisi (100 mM Tris-HCI pH.8.0, 50 mM EDTA,

pH. 7.0, 5 mM NaCl, 10 mM 2-mercapto-ethanol (1/1000) ile 1:2(w/v) oraninda

sulandirilarak ezme iglemi yapilmistir.
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b. Bitki 6zsuyundan 1 ml eppendorf tiipiine alinarak ornekler 3 dakika 4.000 rpm’de
santrifiij edildikten sonra, pellet tizerine 50 pul Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) (% 20)
ilave edilerek vorteks ile karistirilmistir.

c. Daha sonra tiipler 65 °C’de 30 dakika 1s1 bloklarinda inkube edilmistir.

d. Tiplere 250 pl potasyum asetate (5M) ilave edilerek 20 dakika buz igerisinde
bekletilmis ve daha sonra 15 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

e. Siipernatant iki kisima ayrilarak, 500 pl’si yeni hazirlanmis eppendorf tiiplerine
konmus -70°C’de saklanmustir. Geriye kalan 500 pl siipernatant yeni hazirlanan
eppendorf tiiplerine konularak iizerine % 96’lik Ethanol’den 500 pl ilave edilmis ve 1
ml ye tamamlandiktan sonra vorteks ile karistirilmistir.

f. Sonra tiiplere 50 ul sodium asetate (3M) ilave edilerek 6rnekler tekrar karigtirilmis ve
-70 °C’de bir gece bekletilmistir.

g. Ertesi giin 6rnekler 15 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edildikten sonra sivi kisim
ortamdan uzaklastirilmistir.

h. Eppendorf tiipleri ters ¢evrilerek filtre kagidi lizerinde 5 dakika siire ile kurtulmus ve
pellet lizerine 1 ml ethanol (% 70) ilave edilerek yikama islemi yapilmistir.

1. Ependorf tiiplerde RNA’leri ¢oktiirmek i¢in 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilmis
ve tlip igerisindeki ethanol atilarak eppendorf tiipleri kurutulmaya birakilmistir.
Orneklerden elde edilen toplam RNA’lar 50 ul distile su ile sulandirilmis ve -20 °C’de
muhafaza edilmektedir. Calismada kullanilan c¢ozeltiler ve hazirlamislari EK 3’de

verilmistir.

Ikinci RNA izolasyonu ise Molecular Research Center firmasindan temin edilen

RNAzol®RT kiti kullanilmis ve firmanin verdigi prosediir takip edilmistir.

3.3.2 RNA konsantrasyonlarmn belirlenmesi

RNA izolasyonu ¢alismalarindan elde edilen RNA’larin miktar tayinleri nanodprop ile

Olclilmiis ve caligma konsantrasyonu olan 500-600 ng olacak sekilde sulandirilmistir.
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3.3.3 RT-PCR c¢alismalan

Farkli illerden ve farkli kabakgil bitkilerinden alinan o6rneklerden toplam RNA
izolasyonundan sonra elde edilen RNA’lar kullanilarak RT-PCR islemi yapilmistir. RT-
PCR islemi tek ve iki asama seklinde denenmis olup tek basamakli RT-PCR isleminde

RT-PCR islemi tek basamakli olarak yapilmis olup, PCR mix hazirlanmasinda her
ornek i¢in, 2 pl 6rnek RNA’s1, 2,5 ul Taq polimeraz buffer (Promega), 2,5 ul MMLV
RT enzim buffer (Fermentas), 1 ul NTP (2,5mM), 0,3ul primer (100 pmol), 1,5 ul
MgCL; (Promega) 0,3 ul RNAse inhibitér, 0,08 MMLV RT enzimi (Fermentas), 0,3 ul
Taq polimeraz enzimi (Promega) ve 1 pl Dimetilsiilfoxsid (DMSO) karigtirilmig ve

PCR cihazina yerlestirilmistir.

Calismada iki asamali RT-PCR isleminden daha iyi sonu¢ alinmis olup bu yontem
tercih edilmistir. iki asamali RT-PCR isleminde ise ilk olarak, RNA izolasyonundan
elde edilen RNA’lardan random heksamer primer ve MMLV-RT enzimi kullanilarak
cDNA eldesi yapilmustir. Ikinci asamada bu c¢cDNA’lar kalip olarak kullanilmis ve
protein  bolgelerine spesifik olarak sentezlettirilen primerlerle PCR iglemi

gerceklestirilmistir.

1. Asama Komplementer DNA (cDNA ) sentezi

Toplam RNA izolasyonu yapilan orneklerden elde edilen RNA’lar kullanilarak
komplementer DNA (cDNA) sentezi gergeklestirilmistir. ¢cDNA sentezi yapilirken
ependorf tiipler igerisinde 2 pl toplam RNA, 1ul random heksamer primer (5°-
d(NNNNNN)-3’N = G, A, T veya C)(10umol) ve 8 ul distile su ile karigtirilmistir.
Karisim 65 °C’de 5 dak. inkiibasyondan sonra buz lizerine alinmis ve 3 dakika buzda
bekletilmistir. Tiiplerin igerisine 5X MMLYV buffer (5X), 0,2 mM dNTP (25 mM), 0,5
ul random heksamer primer (10 pmol), 0,25 pul RNAse inhibitor (10u/pl), 0,25 ul
Reverse transcriptase (20-20u/ul) ve distile su bulunan karisimdan 10 pl ilave edilerek

her bir tiip 20 pl’ye tamamlanmustir. Tiipler daha sonra thermocyler cihazinda 25 °C’de

44



5 dakika, 42 °C’de 60 dakika ve 72 °C’de 10 dakika inkube edilerek cDNA sentezi
gerceklestirilmistir.

2. Asama PCR calismalari

[k asamada elde edilen cDNA kalip olarak kullanilarak PCR islemi gerceklestirilmistir.
Bu asamada 2 pl cDNA, 5 ul 5X Green GoTaq® Flexi Buffer (Promega), 0,2 ul dNTP
0,5 pl forward primer (100 pmol), 0,5 ul reverse primer (100 pmol), 1,5 ul MgCl, (25
mM), 0,25 ul Taq polimeraz enzimi (Promega) ve 0,25 pl Dimetilsiilfoxsid (DMSO)

karistirtlmis ve saf su ile ye tamamlanip PCR cihazina yerlestirilmistir.

Cizelge 3.1 ZYMV gen bolgelerine spesifik olarak sentezlettirilen primerlerin baz

dizilimi

Hedef Baz dizilimi (5°-3°) Literatiir Baz
Primer ad1

bolge biiyiikliigii

P1 P1-5° CATGAGAATTCAAGCTTACATGGCCTCTATCATG Wisler  vd. | 930 bp
P1-3’ CTGACTTCTAGACCTGTTCCAGCGCGT 1995

HC HC-ZYMV-5' GTCAGGTCACCCATACAGAG Deshiez* 1400bp
HC-ZYMV-3' TGTGTAGCGTGGTCAACAAG

P3 ZYMV-1500-5 | CAAGACGAATTGGACTTAGC Desbiez  vd. | 1635bp
ZYMV-3100-3 | ACAAGTTCCGACGAGAGCC 2003

CIP ZY-debClI-5 GTYCATTTTGATGATTGGTGG Desbiez* 1000bp
ZY-milCI-3' TATMCGCAATGCAGTTCCAGG

NIb ZY-finNIb-3' CTTRCGRAGTGCTGTCTCAGC Deshiez* 1600bp
ZY-debNIb-5' ACACACGCAGAAGCGAGCGC

CP ZYCP-F AGAGGCTATYTGCGCTGC Ali vd. 2009 1260 bp
ZYCP-R TAAAGCTTCCGACAGGACTAC

* Primer dizilimleri Dr. Cecile Desbiez tarafindan temin edilmistir.

Kabak sar1 mozaik virlisiiniin (ZYMV) CP, P1, P3, HC-Pro, Nlb ve CI protein
bolgelerine spesifik primerler (Cizelge 1) sentezlettirilmistir. P1 protein bolgesi igin P1-
5've P1-3', CIP bolgesi i¢in ZY-debClI-5 ile ZY-milCI-3', NIb protein bdlgesi i¢in ZY-
debNIb-5" ve ZY-finNIb-3', CP bdolgesi i¢in ZYCP-F ve ZYCP-R primer ciftleri
sentezlettirilmistir. HC-Pro bdlgesi icin HC-ZYMV-5' ve HC-ZYMV-3', P3 bdlgesi i¢in
ZYMV-1500-5" ve ZYMV-3100-3' primerleri ile c¢alisilmistir. Protein bolgelerine

spesifik olarak sentezlettirilen primerlerin baz dizilimi gizelge 3. 1°de verilmistir.
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Sentezlettirilen primerlerle RT-PCR denemeleri yapilmis olup, tiim primerler i¢in 55 °C
primer baglanma sicakligl kullanilmis, uzama sicakligi CIP, P1, HC bdlgeleri i¢in 60
saniye, Ortii proteini (CP) i¢in 40 saniye NIb ve P3 bolgelerine spesifik sentezlettirilen
primerler i¢cin 90 saniye olarak ayarlanmistir. Protein bolgeleri i¢in kullanilan PCR

dongiileri ¢izelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2 Protein bolgeleri i¢in kullanilan PCR dongiileri

CIP, P1, HC-pro primerleri i¢in | CP primeri i¢in PCR kosullari NIb ve P3 primerleri igin

PCR kosullar PCR kosullari
94 °C5 dak. 94°C 5 dak. 95 °C 5 dak.
94 °C30 saniye 94 °C 30 saniye 94 °C 30 saniye

~I ~I
1 1
55 °C30 saniye :» 35 dongii 55°C30 saniye ;- 35 dongii 55°C 30saniy }- 35 dongi
72 °C 60 saniye , 72 °C40 saniye _: 72 °C 90 saniye _:

72 °C10 dak. 72 °C10 dak. 72 °C 10 dak.

3.4 Agaroz Jel Elektroforez Calismalar:

ZYMV’ye spesifik protein bolgelerine gore sentezlettirilen primerlerle yapilan PCR
sonucunda elde edilen PCR firiinleri % 1,2 oraninda hazirlanan agaroz jelde 100 V’da 1
saat elektroforez islemine tabi tutulmustur. Elektroforez islemi sonunda jel 10 mg/ml
ethidium bromid ile boyanmis ve goriintiileme cihazinda goriintiileme islemi

yapilmistir.

3.5 Filogenetik Analiz Calismalar:

RT-PCR sonunda pozitif sonug veren farkli il ve ilgelerden 35 bitkinin protein bolgeleri
ile ¢alistlmistir. Filogenetik caligmalar RT-PCR islemi sonunda pozitif bant elde edilen
PCR firlinleri Sanger yontemi ile DNA dizi analizine gonderilmistir.Sekanslama
sonunda elde edilen veriler Chromas programi kullanilarak temizlenmis ve tek bir dosya

halinde kaydedilmistir. Dizileme caligmalar1 ¢ift yonlii yapilmis olup elde edilen
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forward ve reverse diziler “CAP3 Sequence Assembly” bilgisayar programi kullanilarak

birlestirilip konsensus diziler elde edilmistir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda izolatlarin gogaltilan kisimlaridaha 6nceden NCBI
gen bankasinda rapor edilen izolatlarla karsilastirilarak benzerlik oranlaribelirlenmistir.
Bu amagla veriler MEGA 6 programi kullanilarak dizilenmis ve filogenetik agac
olusturulmustur. Filogenetik analiz “Neighbors joining tree” analiz yontemi, 1000

boostrap ve Kimura 2 paramatreleri kullanilarak elde edilmistir.

Dizileme islemi yapilirken kulllanilan web programlari asagida verilmistir.

1. NCBI (The National Center for Biotechnology Information)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

2. BLAST (Basic Local Aligment SearchTool),
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)

3. Chromas

(www.technelysium.com.au/chromas.html)

4. DAMBES5.2.65 (Data Analysis and Molecular Biology and Evolution)

http://dambe.bio.uottawa.ca/dambe.asp

5. MEGAG

http://www.megasoftware.net/
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Materyal Temini ve Survey Sonuclari

Antalya ilinin ilgelerinden agik alanlarda (Elmali) ve ortii alt1 kabakgil yetistiriciligi

yapilan alanlardan (Kumluca, Demre, Aksu, Serik), Burdur ili ve I¢ Anadolu bdlgesinde

Ankara ilinin ilgelerinden (Cubuk, Beypazari, Nallthan, Golbasi, Ayas, Sereflikochisar)

kabakgil tariminin yapildigi agik tarlalardan 2011 ve 2012 yillarinda hastalik belirtisi

gdsteren bitkilerden yaprak ve meyve drnekleri alinmistir. Ankara Universitesi Ziraat

Fakiiltesi Bahge bitkileri (AUZF) deneme parselinden balkabag: yetistirilen parselden

enfekteli bitkilerden 6rneklerler toplanmistir. Bolgelere gore enfekteli bitkilerden alinan

ornek sayilar1 ve gbzlemlenen belirtiler ¢izelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Enfekteli bitkilerden alinan 6rnek sayilart ve gézlenen belirtiler

Alindig 11 flge Alindig1 Y1l | Orek kodu |  Alindig: Bitki Belirti

ANKARA | Cubuk 2011 Cl Bal kabag1 K, M
C2 Bal kabag: K,SB,M, 1
C3 Karpuz K,M,1,B
C4 Bal kabag1 LK
C5 Bal kabag1 M, S
Cco6 Kavun B,K,M
Cc7 Bal kabag1 K, M
C8 Bal kabag: LM
C9 Sakiz kabag1 LK
C10 Karpuz K, M,
Cl1 Bal kabag1 K,S.B
C12 Bal kabag1 K, M,
C13 Bal kabag1 K, S.B
C14 Bal kabag1 K, $.B,M
C15 Kavun K
Cle Kavun K
C17 Kavun K
C18 Bal kabagi K, S
C19 Bal kabag1 S,S.B
C20 Bal kabag1 S,S.B.,K
C21 Sakiz kabag1 LM
C22 Sakiz kabagi K,S.B,1
¢23 Sakiz kabagi K,S.B,1
C24 Sakiz kabagi K,S.B
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Cizelge 4.1 Enfekteli bitkilerden alinan 6rnek sayilar1 ve gézlenen belirtiler (devam)

. Alndig1 Ornek
Alindigi 11 | Ilge Yil kodu Alindig Bitki Belirti
B1 Sakiz kabag1 K, SB,1
B2 Sakiz kabag1 K, SB,1
B3 Sakiz kabagi K, SB,1
2011 B4 Sakiz kabagi S.B, I
B5 Sakiz kabagi K,
B6 Sakiz kabagi K,
Ankara | Beypazar B7 Sakiz kabagi M
B8 Sakiz kabagi K,,M
B9 Bal kabag1 K, S
B10 Sakiz kabag1 SB,1,K
B11 Sakiz kabag1 SB,1,K
B12 Sakiz kabagi S.B, 1
B13 Bal kabag1 S.B, S
Bel Sakiz kabagi IS
Be2 Sakiz kabagi IS
Be3 Sakiz kabag1 LS
Be4 Sakiz kabagi K, M
2014 -
Beb5 Sakiz kabagi K, M
Beb Sakiz kabagi K, M
Be7 Bal kabagi K, M
Be8 Bal kabag1 K,M,S
Be9 Bal kabag1 K,M,S
Bel0 Sakiz kabagi K, S.B
Bell Bal kabagi Bnk, K, S.B
Bel2 Sakiz kabagi M, K
Bel3 (m) Sakiz kabagi S
Bel4 (m) Sakiz kabagi S, Bnk
Bel5 Sakiz kabagi S, K
Bel6 Sakiz kabagi M, K, Bnk
Bel7 (m) Sakiz kabagi Bnk
Bel8 Sakiz kabagi M K, Bnk
Bel9 Sakiz kabag1 S
Be20(m) Sakiz kabag1 Bnk
Be21 (m) Sakiz kabagi Bnk
Be22 (m) Sakiz kabagi Bnk
Be26(m) Sakiz kabag1 Bnk
Be27 (m) Sakiz kabag1 Bnk
Nallthan N1 Bal kabag: S
N2 Bal kabag1 S,DB
2011 N3 Kavun B, S.B
N4 Sakiz kabag1 i
N5 Sakiz kabag1 i
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Cizelge 4.1 Enfekteli bitkilerden alinan 6rnek sayilar1 ve gézlenen belirtiler (devam)

. Alndig1 .
Alindigi 11 | Ilge Yil Ornek kodu | Alindig: Bitki Belirti
Nallihan N6 Sakiz kabagi i
2011 N7 Bal kabag1 S.B, S
N8 Bal kabag1 3.B,S
N9 Bal kabag1 S3.B, S
N10 Kavun DB ve S.B
N11 Bal kabag1 DB ve S.B
S1 Kavun K,S.B
Sereflikoghisar | 2011 52 Kavun K. 5B
S3 Kavun K,S.B
S4 Kavun K,S.B
S5 Kavun K,S.B
S6 Kavun K,S.B
S7 Cerezlik kabak LK
S8 Cerezlik kabak LK
S9 Cerezlik kabak |1, K
Ankara S10 Cerezlik kabak |1, K
S11 Cerezlik kabak |1
S12 Cerezlik kabak K,S.B
G1l(m) Sakiz kabagi Bnk
} 2011 G2 Sakiz kabag1 S.B, I, Bnk
Golbast G3 Sakiz kabag1 S.B, 1
G4 Bal kabag1 S, Bnk S.B, DB
G5 (m) S.k S.B, Bnk
AU-1 Bal kabag1 K, S
AUZF 2011 A[:,T-Z Bal kabag1 K, S
AU-3 Bal kabagi K, S
AU-4 Bal kabagi S, K
AU-5 Bal kabagi S
AU-6 Bal kabagi S,K,S.B
AU-7 Bal kabagi S, DB, K
AU-8 Bal kabag1 S, K
AU-9 Bal kabag1 S
AU-10 Bal kabag: K,S
AU-11 Bal kabag S, K
AU-12 Bal kabag M
AU-13 Bal kabagi K
AU-14 Bal kabag1 K, M
AU-15 Bal kabag1 S,K,S.B
AU-16 Bal kabag1 K
AU-17 Bal kabag1 K,S
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Cizelge 4.1 Enfekteli bitkilerden alinan 6rnek sayilar1 ve gézlenen belirtiler (devam)

. Alndig Ornek
Alindigi 11 | Ilge Yil kodu Alindig Bitki Belirti
AU-18 Bal kabagi S
2011 AU-19 Bal kabag S, Bk,
AU-20 Bal kabag1 S, K
AU-21 Bal kabag1 S, K
AU-22 Bal kabag1 S, K
AU-23 Bal kabagi S, K
AU-24 Bal kabagi S, K
AU-25 Bal kabagi S, K
Ankara AU-26 Bal kabagi S, K
AU-27 Bal kabagi S, DB
AU-28 Bal kabag1 K, DB
AU-29 Bal kabagi S, DB
AU-30 Bal kabag1 S, K
Kazan 2010 Kzl Sakiz kabagi M, S.B
Ahm1( Sakiz kabagi M, S.B
2013 AYS1 Sakiz kabagi .S'B’ K,
AYS2 Sakiz kabagi I,S.B
AYS3 Sakiz kabagi I,SB
AYS4 Sakiz kabagi K,
Ayas AYS5 Sakiz kabagi K,
AYS6 Sakiz kabagi K,
AYS7 Sakiz kabagi K,
K1 Sakiz kabagi S,M,D
Kumluca 2012 K2 Sakiz kabag: S,M, D
Antalya K3 (m) Sakiz kabagi S.B
K4 Sakiz kabagi S,M,D
K5 Sakiz kabagi D
K6 Sakiz kabagi D
K7 Sakiz kabagi D
K8 Sakiz kabagi S,M,D
K9 Sakiz kabagi S,M,D
K10 Sakiz kabagi S,M,D
K11 Sakiz kabagi S,M,D
K12 Sakiz kabagi S,M,D
K13 Sakiz kabagi S,M,D
K14 Sakiz kabagi S, M, D
K15 Sakiz kabagi S,M,D
K16 Sakiz kabagi S,M,D
K17 Sakiz kabagi S,M,D
K18 Sakiz kabagi S,M,D
Aksu 2012 AS1 Sakiz kabagi S, M, D
AS2 Sakiz kabagi S,M,D
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Cizelge 4.1 Enfekteli bitkilerden alinan 6rnek sayilar1 ve gézlenen belirtiler (devam)

. Alndig1 Ornek
Alindigi 11 | Ilge Yil kodu Alindigx Bitki Belirti
AS3 (m) | Sakiz kabagi K
AS4(m) Sakiz kabagi K
AS5 Sakiz kabag: D
AS6 Sakiz kabag: D
Aksu 2012 AS7 (m) | Sakiz kabagi K
AS8 (m) | Sakiz kabagi K
AS9 Sakiz kabagi S,M,D
AS10 Sakiz kabagi S,M,D
AS11 Sakiz kabagi S,M,D
D1 Sakiz kabagi S, D
D2 Sakiz kabagi S, D
D3 Sakiz kabagi S, D
D4 Sakiz kabagi S, D
D5 Sakiz kabagi S, D
D6 Sakiz kabag: S D
Antalya Demre 2012 D7 Sakiz kabagi S, D
D8 Sakiz kabagi S D
D9 Sakiz kabagi D
D10 (m) | Sakiz kabagi D, K
D11 Sakiz kabagi D
D12 Sakiz kabagi D
H1(m) Hiyar S.B, K
2013 Demre-13 | Hiyar 5B, K
2014 D14 (m) |Huyar BNK
Sel Sakiz kabagi M, B
Se2 Sakiz kabagi M, B
Se3 Sakiz kabagi M, B
Sed Karpuz Bnk, K
Serik 2012 Seb Karpuz Bnk, K
Seb Karpuz Bnk, K
Se7 Karpuz Bnk, K
Se8 Kavun Bnk, K, S, M, D
Se9 Kavun Bnk, K, S, M, D
Sel0 Kavun Bnk, K, S, M, D
Sell(m) |Kavun K
Sl Sakiz kabag: S5.B,.DB
S2 Sakiz kabag: S5.B,.DB
S3 Sakiz kabag: S5.B,.DB
S4 Sakiz kabag1 S, I
Elmal 2011 S5 Sakiz kabag S.B,DB
S6 Sakiz kabagi S.B,DB
S7 Sakiz kabag: S5.B,.DB
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Cizelge 4.1 Enfekteli bitkilerden alinan 6rnek sayilar1 ve gézlenen belirtiler (devam)

. Alndig1 Ornek
Alindigi 11 | Ilge Yil kodu Alindigx Bitki Belirti

S8 Sakiz kabagi I,
S9 Sakiz kabagi S.B, 1
BK1 Kavun Bnk, B
BK2 Kavun Bnk, B,
BK3 Kavun Bnk, B,
BK4 Kavun Bnk, B,
BKS Kavun Bnk, B,
E-1 Bal kabagi S.B, S
E-2 Kavun Bve K
E-3 Kavun Bve K
E-4 Sakiz kabagi I
E-5 Sakiz kabagi S.B,K,S

Antalya Elmali 2011 E-6 Bal kabag1 S, K, S.B
E-7 Kavun Bve K
E-8 Kavun Bve K
E-9 Kavun Bve K
E-10 Sakiz kabagi S.B, 1
E-11 Sakiz kabagi S, SB
E-12 Kavun Bve K
E-13 Kavun Bve K
E-14 Kavun Bve K
E-15 Sakiz kabagi I,SB
E-16 Sakiz kabagi S.B
E-17 S.kabak(meyve) S.B, Bnk
E-18 S.kabak(meyve) S.B, Bnk
E-19 S.kabak(Meyve) S.B, Bnk
E-20 Sakiz kabagi I
E-21 Kavun B veK
E-22 Sakiz kabagi S,S.B
E-23 Sakiz kabagi SSM
Y1 Sakiz kabagi i
Y2 Sakiz kabagi I
Y3 Sakiz kabagi
Y4 Kavun M, K
Y21(m) Sakiz kabagi (m) Bnk
Y22 Sakiz kabagi Bnk
Y23(m) Sakiz kabagi Bnk
Y24 Sakiz kabagi Bnk
Brd1 Bal kabagi M, S.B
Brd2 Bal kabagi M, S.B

Burdur 2014 Brd3 Bal kabag1 M, S.B
Brd4 Bal kabagi M, S.B
Brd5 Bal kabagi M, S.B

I: Iplik Yapraklilik, M: Sistemik Mozaik , SB: Sekil bozuklugu, K: kabarcik olusumu, Bnk: Beneklenme,
B: Bodurlasma, DB: Damar bantlagmasi, S: Sararma, D: Dislenme
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Calismada kullanilan Konya (4 adet), Karaman (2 adet ) ve Aksaray (3 adet) illerinden

gelen teshisi yapilmis toplam 9 rnek (Cizelge 4.2) Selguk Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Bitki Koruma Béliimii’nden Dr. Serkan YESIL tarafindan temin edilmistir.

Cizelge 4.2 Konya, Karaman ve Aksaray izolatlar

. Alindigi | Ornek
Alindigr 11 | Tlge Yil kodu Alindig Bitki Belirti
Aksaray Merkez 2010 AKS 2/5 |Bal kabagi M, K
Ortakoy 2009 AK 5/7 | Cerezlik kabak M,S.B, K
Ortakoy 2009 AK 6/2 |Cerezlik kabak M,K
Karaman |Kazimkarabekir |2010 KAR15/1 | Bal kabag M
KAR12/4 | Cerezlik kabak M,S.B, K
Konya | Merkez 2010 A 3/1 Cerezlik kabak M
Eregli 2009 ER 2/8 |Hiyar M
Yunak 2010 YUNS8/4 | Cerezlik kabak M,S.B, K, i
Eregli 2009 ER 6/8 | Cerezlik kabak M,S.B, K
Cizelge 4.3 Bolgelere gore enfekteli bitkilerden alinan 6rnek sayilar
il ilce Kavun |Bal Sakiz |Karpuz |Cerezlik |Hiyar | Toplam
Ankara Nallihan 2 6 3 - - - 11
Cubuk 4 13 5 2 - - 24
Sereflikoghisar | 6 - - - 6 - 12
Beypazari - 6 31 - - - 37
AUZF - 30 - - - - 30
Golbast - 1 4 - - - 5
Kazan - - 2 - - - 2
Ayas - - 7 - - - 7
Toplam 12 56 39 2 6 - 128
Antalya Elmali 15 2 28 - - - 45
Kumluca - - 18 - - - 18
Demre - - 12 - - 3 15
Aksu - 11 - - - 11
Serik 4 - 3 4 - - 11
Toplam 19 2 72 4 - 3 98
Burdur - 5 - - - - 5
Aksaray 1 - 2 3
Karaman 1 - 1 2
Konya - - - - 3 1 4
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Calismada 31 adet kavun, 65 adet bal kabagi, 124 adet sakiz kabagi, 6 adet karpuz, 12
adet cerezlik kabak ve 4 adet hiyar bitkisi olmak iizere toplam 242 enfekteli bitkiden
aliman yaprak ve meyve ornekleri ile ¢alisilmistir (Cizelge 4.3). Toplanan 6rneklerin

222 tanesi yaprak 6rnegi iken 20 tanesi meyve 6rneginden olugsmaktadir.

Belirtiler

Antalya, Burdur ve Ankara illerinden toplanan bitkilerde gozlemlenen belirtiler genel
olarak sistemik mozaik, yapraklarda sekil bozuklugu, damar bantlagsmasi, dislenme,

iplik yapraklilik, kabarcik olusumu, sararma, bitki boyunda bodurlasma ve meyvelerde
beneklenme seklindedir (Sekil 4.1- 4.3).

ZYMV’nin farkli kabakgil tiirlerinde olusturdugu belirtilere baktigimizda; Karpuz
bitkilerinde gozlemlenen belirtiler yapraklarda sistemik mozaik, kabarciklasma ve
bitkilerde bodurlagma seklindedir (Sekil 4.1-4.3).

Sekil 4.1.a.b.c Karpuz bitkilerinde sistemik mozaik, kabarcik olusumu ve sekil
bozuklugu Ankara-Cubuk, 2011
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Sekil 4.2.a.b.c.d.e Balkabaginda sistemik mozaik, sekil bozuklugu ve kabarciklagma

belirtileri
Ankara- AUZF, 2011

Arazi ¢alismalarinda toplanan bal kabagi 6rneklerinin gogunda viriis belirtileri mozaik,

beneklenme, damar aralarinda renk agilmasi ve sekil bozuklugu seklindedir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.3 Sakiz kabagi bitkilerinde mozaik, sararma, iplik yapraklilik ve sekil bozuklugu
belirtileri
a.b Kumluca 2012, c.d Beypazar1 2011; e Elmali 2011; f Elmal1 2011
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Sekil 4.4.a.b.c.d Kavun bitkilerinde viriis belirtileri
Antalya , 2012

Kavun bitkilerinde ise bodurlagsma, yapraklarda kabarciklagma, iplik yapraklilik, yaprak
ayasinda daralma ve meyvelerde sekil bozukluklar1 seklinde simptomlar gézlenmistir
(Sekil 4.4)

Sekil 4.5.a.b.c Cerezlik kabak tizerindeki viriis belirtileri
Ankara-Sereflikoghisar, 2011
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Calismada kullanilmak tizere toplanan cerezlik kabak bitkilerinin yapraklarinda mozaik,
sekil bozuklugu, iplik yapraklilik, meyvelerde sekil bozuklugu ve bitkinin genel
goriiniimiinde bodurlasma belirtileri gézlenmistir (Sekil 4.4, Sekil 4.5).

Antalya ilinde Ortii alt1 kabak yetistiriciligi yapilan Kumluca ilgesinden alinan
orneklerdeki belirtiler genellikle sararma ve mozaik belirtileri seklindedir (Sekil 4.3 a-
b). Acik yetistiricilik yapilan tarlalardan alinan G6rneklerde ise belirtilerin daha ¢ok
beneklenme ve yapraklarda sekil bozuklugu seklinde oldugu goriilmektedir (Sekil
4.3c.e).

AUZF deneme parselinden alman 6rneklerin ¢ogu benzer belirtiler gostermektedir.
Calismada kullanilmak iizere 6rnek alinan bitkilerdeki belirtiler daha once yapilmisg

caligmalardakiler ile bezerlik gostermektedir.

4.2 Serolojik calisma (DAS-ELISA) sonuglar:

Antalya, Burdur ve Ankara illerinden viriis belirtisi gosteren bitkilerden alinan toplam
233 ornek DAS-ELISA testine tabi tutulmus olup Konya, Karaman ve Aksaray’dan
alman 9 ornek DAS-ELISA testine tabi tutulmamistir. DAS-ELISA ile elde edilen
sonuclar EK 2’de verilmistir. Test sonucglarina gore 233 o6rnegin 86’simin (%36,9)
ZYMV, 116’smin (%49,7) WMV, 36’sinin (15,4) CMV, 22’sinin (%9) PRSV, 6’sinin
(%2,5) SqMV, 20’sinin (%8,5) CGMMYV ile enfekteli oldugu bulunmustur.

DAS-ELISA testi sonuglarina gore, Ankara ilinin Sereflikochisar ilgesinden alinan
Orneklerin 7 tanesinde ZYMYV, 4 tanesinde WMV, 5 tanesinde CMV, 2 tanesinde PRSV
ve 1 adedinde SqMV ile enfeksiyon belirlenmistir. Bu Orneklerden 2 tanesinde
ZYMV+WMV+PRSV karisik enfeksiyonu bulunurken 1 tane érnekte ZYMV +WMV
karisik enfeksiyonu tespit edilmistir. Yine 2 adet 6rnekte ZYMV+WMV+PRSV +CMV
karigik enfeksiyonu belirlenmistir. Sereflikochisar ilgesinden toplanan 6rneklerde DAS-

ELISA sonuglarinda CGMMYV ile enfeksiyonun varligi belirlenmemistir.
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Nallihan ilgesinden 2011 yil1 yaz doneminde agik alanlardan toplanan 11 ornekten, 1
adet (%9,09) ZYMV, 9 adet (%81,8) WMV, 3 adet (%27,2) CMV ile enfekteli bitki
bulunmustur. 1 adet ZYMV ile enfekteli 6rnegin aynm1 zamanda WMV ile karisik
enfeksiyona sahip oldugu goriilmiistiir. Yine 3 adet CMV ile enfektekli olan 6rneklerin
de WMV ile karisik enfeksiyona sahip oldugu bulunmustur. Nallithan il¢esinden
toplanan Orneklerde DAS-ELISA sonuglarinda PRSV, SgMV ve CGMMV ile

enfeksiyon belirlenmemistir.

Cubuk ilgesinde 9 adet (%37,5) ZYMV, 19 adet (%79,1) WMV, 1 adet CMV ve 1 adet
(%2,6) PRSV ile enfekteli bitki bulunmustur. ZYMV ile enfekteli bulunan 9 6rnegin
WMV ile karigik enfeksiyona sahip oldugu belirlenmistir. Yine 1 tane CMV+WMV ve
1 tane de WMV+PRSV karisik enfeksiyonu belirlenmistir. Cubuk ilgesinden toplanan
orneklerde DAS-ELISA sonuglarinda SqMV ve CGMMV ile enfeksiyon tespit

edilmemistir.

Beypazar ilgesinden toplam 37 6rnek toplanmis olup bunlardan 23 adedi DAS-ELISA
testine tabi tutulmustur. Test edilen 6rneklerde 8 adet (% 34,7) ZYMYV, 9 adet (% 39,1)
WMV, 1 adet CMV (% 4,34) ve 2 adet (%8,6) PRSV, 6 adet (%26) CGMMYV ile
enfekteli bitki 6rnegi bulunmugstur. Test edilen bitkilerin 5 tanesi ZYMV+WMYV ile 1
tanesinin de ZYMV+PRSV+ CGMMV iiglii karisik enfeksiyona sahip olduklar1 tespit
edilmistir (Cizelge 4.4).

AUZF deneme parselinden alinan 30 drnekten 23 adedi (%76) ZYMV, 27 adedi (%90)
WMV, 9 adedi (%30) CMV, 11 adedi (%36,6) PRSV, 5 adet (%16,6) SQMV ve 12 adet
(%40) CGMMYV ile enfeksiyona sahip oldugu tespit edilmistir. 21 adet ZYMV ile
enfekteli bulunan 6rneklerin ayn1 zamanda WMV ile de enfekteli oldugu bulunmustur.
ZYMYV ile enfekteli diger iki 6rnegin CMV ile enfekteli oldugu goriilmektedir. 11 adet
ZYMV+WMV+CMYV karisik enfeksiyonu, 6 tane ZYMV+WMV+CMV+PRSV karigik
enfeksiyonu, 5 adet ZYMV+WMV+CMV+PRSV+ CGMMYV Kkarisik enfeksiyonu tespit

edilmistir.
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Cizelge 4.4’de goriildigl lizere Ankara’nin Ayas ilgesinden 2013 yilinin Temmuz
aymda toplanan 7 sakiz kabag: bitkisinden 2 adet ZYMV, 5 adet WMV enfeksiyonu

belirlenmistir.

Burdur ilinden 2014 yilinin Ekim ayinda toplanan 5 balkabagi 6rneginin 2 tanesinde
ZYMV, 2 tanesinde WMV ve 3 tanesinde PRSV viriislerine rastlanmistir. Bu
orneklerden bir tanesinde ZYMV+WMV+ PRSV karisik enfeksiyonu tespit edilmistir
(Cizelge 4.4).

Antalya ilinin Demre ilgesinden 2012 yilinda Ortii alt1 seracilik yapilan yerlerden 12,
2013 ve 2014 yillarinda 1’er 6rnek olmak iizere toplam 15 adet enfekteli bitki drnegi
alinmis olup DAS-ELISA testi sonunda 3 adet (% 20) ZYMV, 2 adet CMV (%13,3) ile
enfeksiyon belirlenmistir. Demre ilgesinden alinan 6rneklerde WMV, SqMV, PRSV ve
CGMMYV viriislerine rastlanmamistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 Toplanan yerlere gore enfekteli 6rnek sayilar

Ankara ili Toplam | ZYMV | WMV |CMV | PRSV | SgMV [ CGMMV
Sereflikoghisar |12 7 4 5 2 1 0
Beypazari 37 11 11 1 2 0 6
Nallihan 11 1 9 3 -

Cubuk 24 9 19 1 1

Golbasi 5 5 - - - -
AUZF 30 23 27 9 11 5 12
Kazan 2 2 - - -

Ayas 7 2 5 - 3

Antalya ili

Demre 15 3 - 2

Kumluca 18 9 11 2 - - -
Elmali 45 12 28 7 - - 2
Aksu 11 3 -

Serik 11 - - 6 -

Burdur ili 5 2 2 - 3 - -
Toplam 233 89 116 |36 22 6 20

Kumluca ilgesinden 2012 yilinda kis doneminde ortii altt kabak yetistiriciliginin

yapildig1 alanlardan toplam 18 6rnek alinmig ve bunlardan 9 adedi (%50) ZYMYV, 11
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adedi (%61,1) WMV ve 2 adedinde (%11,1) CMV viriislerine rastlanmistir. Kumluca
ilgesinden toplanan 6rneklerde, PRSV, SqMV ve CGMMV viriislerine rastlanmamustir.

Elmali ilgesinin farkli koylerinden 2011 yilinin yaz déneminde toplanan 45 enfekteli
bitki 6rneginin 12 tanesinde ZYMYV, 28 tanesinde WMV ve 7 tanesinde CMV viriisleri
tespit edilmistir. Ayrica Antalya ilinde sadece Elmali ilgesinden 2 tane ornekte

CGMMV ile enfekteli bitki tespit edilmistir.

Cizelge 4.5°de goriildigii iizere enfekteli bitkilerde en fazla ZYMV+WMYV ikili karisik
enfeksiyonuna rastlanirken bunu CMV+WMYV Kkarisik enfeksiyonu takip etmektedir.

Cizelge 4.5 DAS-ELISA sonunda tespit edilen karisik enfeksiyonlar

ZYMV | WMV+ | ZYMV+ WMV | ZYMV | ZYMV | ZYMV+ WMV+
+ CMV CMV+ + +CMV +WMV | WMV+ CMV+
WMV PRSV PRSV +PRSV | PRSV+ ZYMV
- SgMV

Ankara ili

Sereflikoghisar | 2 1 1 1

Beypazari 6 1

Nallihan 3 1

Cubuk 9 1 1

Golbasi

AUZF 2 2 3

Kazan

Ayas 1

Antalya ili

Demre

Kumluca 7 1 1

Elmali 4 2

Aksu

Serik

Burdur ili 1

Toplam 25 8 1 2 2 3 1 3
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4.3 RNA Izolasyonu ve RT-PCR Sonuglar

Molekiiler ¢alismalarda kullanilmak tizere, RNA izolasyonu Astruc vd. (1996)
yontemine gore yapilmis olup elde edilen RNA’lar nanodrop ile 6l¢iilmiis ve 500-600ng
RNA konsantrasyonlarinda calisilmistir. Izole edilen RNA’lar kullanilarak random
heksamer primer ile komplementer DNA (cDNA) sentezlenmis ve daha sonra protein
gen bolgelerine spesifik olarak sentezlettirilen primer c¢iftleri ile PCR islemine devam
edilmistir. RT-PCR islemi sonunda P1, HC-Pro, P3, CI, NIb ve CP bdolgeleri
cogaltilmistir.

4.3.1 P1 protein gen bolgesi

Kabak sar1 mozaik viriisii izolatlarinin kodladigi genlerin diziliminin belirlenmesi ve
molekiiler karakterizasyonu konulu tez g¢alismasinda, filogenetik analiz i¢in segilen
ZYMV izolatlarinin 930 niikleotitten olusan P1 protein gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda
ZYMV’ye spesifik olan ve yaklasik 1000 baz ¢ifti (bg) biiyiikliiglinde bant veren P1-5'
ve P1-3' primerleri kullanilmistir. Spesifik primerlerle yapilan RT-PCR iglemi
sonucunda elde edilen PCR iiriinleri, %1,2’lik agaroz jelde elektroforez islemine tabi

tutulmus ve beklenen yaklasik 1000 bg bantlar elde edilmistir (Sekil 4.6).

LK1 2 345678910 11 1213141516 17181920 21222324252627282930313233343536

41000 bp

Sekil 4.6 P1-5’ve P1-3’ile RT-PCR iiriinlerinin %]1" lik agaroz jelde goriiniimii

L:100 bp ladder (NEB), K: Negatif kontrol, 1: C3, 2:C5, 3:C11, 4:C13, 5:C17, 6:C24, 7:BES5, 8:BES,
9:BE7 10:BE10, 11:BE13, 12:BE15, 13:BE18, 14:BE22, 15:BE26, 16:BE27, 17:S1, 18:S3, 19:S5, 20:S8,
21:G1, 22:G2, 23:G3, 24:KZ1, 25:AHM1, 26:AYS7, 27:K3, 28:K17, 29:K13, 31:AS5, 32:AS6, 33:AS8,
34:AS11, 35:H1M, 36 Y4
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4.3.2 HC-Pro gen bolgesi

Calismada kullanilan ZYMV izolatlarinin HC-Pro gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢cin HC-
ZYMV-5"ve HC-ZYMV-3' primerleri kullanilmis olup RT-PCR islemi sonunda, %1’lik
agaroz jel ortaminda yaklasik 1400 bg biiytikliigiinde PCR iiriinii elde edilmistir (Sekil
4.7).

1 23 45 67 8 9101112131415161718192021 K L

Rl R . ———————— - — — <+ l400bp

Sekil 4.7 HC-pro gen bolgesi ile elde edilen bantlar

L:100 bp ladder (NEB), K: Negatif kontrol, 1: C3, 2:C5, 3:C11, 4:C13, 5:C17, 6:C24, 7:BES5,
8:BE6, 9:BE7 10:BE10, 11:BE13, 12:BE15, 13:BE18, 14:BE22, 15:BE26, 16:BE27, 17:S1,
18:S3, 19:S5, 20:S8, 21:G1

4.3.3 P3 protein gen bolgesi

P3 protein bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in HC-Pro bélgesinin C ug¢ kismini ve P3 protein
gen bolgesinin N u¢ kismimi ¢ogaltan ZYMV-1500-5' ve ZYMV-3100-3" primerleri
kullanilmis ve RT-PCR islemi sonunda %1°lik agaroz jel ortaminda yaklasik 1600 baz
cifti bitylikliigiinde bantlar elde edilmistir (Sekil 4.8).

e (reaaeEmt s

T ———— <4

1600bp

Sekil 4. 8 P3 protein gen bolgesi ile elde edilen bantla

L:100 bp ladder, K: Negatif kontrol, 1: C3, 2:C5, 3:C11, 4:C13, 5:C17, 6:C24, 7:BE5, 8:BE6, 9:BE7
10:BE10, 11:BE13, 12:BE15, 13:BE18, 14:BE22, 15:BE26, 16:BE27, 17:S1, 18:S3, 19:S5, 20:S8, 21:G1,
22:G2, 23:G3, 24:KZ1, 25:AHM1, 26:AYS7, 27:K3, 28:K17, 29:K13, 31:AS5, 32:AS6, 33:ASS,
34:AS11, 35:H1M, 36 Y4
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4.3.4 CI protein gen bolgesi

Calismada kullanilan ZYMYV izolatlarinin CI protein gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda, Cl
bolgesinin kismi bolgesini (N-terminal kismi) (yaklasik 1000 bp) ¢ogaltan ZY-debCl-
5’ve ZY-milCI-3' primerleri kullanilmis ve RT-PCR islemi sonunda %]1’lik agaro;_jel
ortaminda yaklasik 1000 bg biiyiikliiglinde bantlar elde edilmistir (Sekil 4.9).

r~“r

1 2 34 5678 9 1011 1213141516 17 18 19 2021 22 23 242526 2728 29 3031 3233 34 35 3637 3839 L

"""‘—~l—-‘04—-0~Q-“~-“-‘-‘“---------‘ o @) am o

Sekil 4.9 CI protein bolgesi ile elde edilen bantlar.

L:100 bp ladder (NEB), K: Negatif kontrol, 1: C3, 2:C5, 3:C11, 4:C13, 5:C17, 6:C24, 7:BE5, 8:BES6,
9:BE7, 10:BE10, 11:BE13, 12:BE15, 13:BE18, 14:BE22, 15:BE26, 16:BE27, 17:S1, 18:S3, 19:S5,
20:S8, 21:G1, 22:G2, 23:G3, 24:KZ1, 25:AHM1, 26:AYS7, 27:K3, 28:K17, 29:K13, 31:AS5, 32:AS6,
33:AS8, 34:AS11, 35:H1M, 36 Y4, 37: BRD1, 38: BRD2, 39: AK 5/7

4.3.5 N1b protein gen bolgesi

Dizi belirleme ¢alismalarina kullanilan ZYMYV izolatlarinin NIb protein gen bdlgesinin
cogaltilmasi i¢in ZY-finNIb-3' ve ZY-debNIb-5" primerleri kullanilmis ve RT-PCR
islemi sonunda %1 ’lik agaroz jel ortaminda yaklasik 1400 bg biiytlikliigiinde bantlar elde
edilmistir (Sekil 4.10).

4_
1400bg

Sekil 4.10 Nlb protein bolgesi ile elde edilen bantlar
L:100 bp ladder(Promega), 1: C3, 2:C5, 3:C11, 4:C13, 5:C17, 6:C24, 7:BES5, 8:BE6, 9:BE7 10:BE10,
11:BE13, 12:BE15, 13:BE18, 14:BE22, 15:BE26, 16:BE27, 17:S1, 18:S3, 19:S5
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4.3.6 CP gen bolgesi

Coat proteini olusturan 837 niikleotitlik tiim protein gen bdlgesini ¢ogaltmak igin NIb
bolgesinin C u¢ kismini ve CP bolgesinin tamamini ¢ogaltan ZYCP-F ve ZYCP-R
primerleri kullanilmis ve RT-PCR islemi sonunda %1°lik agaroz jel ortaminda yaklasik
1260 baz cifti biiyiikliigiinde elde edilen bantlar Sekil 4.11°de gosterilmistir.

1260 bg

Sekil 4.11 CP bolgesi ile elde edilen bantlar

L:100 bp ladder(Promega), 21: Negatif kontrol, 1: C3, 2:C5, 3:C11, 4:C13, 5:C17, 6:C24,
7:BE5, 8:BE6, 9:BE7 10:BE10, 11:BE13, 12:BE15, 13:BE18, 14:BE22, 15:BE26, 16:BE27,
17:S1, 18:S3, 19:S5, 20:S8, 21:G1, 22:G2, 23:G3, 24:KZ1, 25:AHM1, 26:AYS7, 27:K3,
28:K17, 29:K13, 31:AS5, 32:AS6, 33:AS8, 34:AS11, 35:H1M, 36 Y4, 37: BRD1, 38: BRD2 ,
39: AK 5/7

RT-PCR calismalar1 sonunda ZYMV’nin kodladig1 protein gen bolgelerine spesifik
olarak sentezlettirilen primerler ile P1, HC-Pro, P3, CI, NIb ve CP bdlgeleri ¢cogaltilmis
ve elde edilen PCR iriinleri protein bolgelerinin diziliminin belirlenmesi i¢in sekans
analizine gonderilmistir. Sekans analizi sonunda P1 (930 bg), HC-Pro (1368 bg) ve CP (
837 bg) gen bolgelerinin tam sekansi elde edilmis olup; P3, CI ve NIb protein

bolgelerinin kismi sekansi belirlenmistir.

Kabak sar1 mozaik viriisii izolatlarinin kodladigi genlerin diziliminin belirlenmesi ve
molekiiler karakterizasyonunu yapmak igin protein gen bolgelerinin belirlenmesi
calismalarinda kullanilmak tizere izolatlar, farkli bélgeden birden fazla 6rnekle ve farkli
konukc¢ulardan olmasina dikkat edilerek RNA konsantrasyonu yliiksek olan izolatlardan
secilmesine dikkat edilmistir. izolatlarn alindig1 yer ve baz dizilimi elde edilen protein

bolgeleri gizelge 4.6’da verilmistir.

66



Cizelge 4.6 Calismada kullanilan izolatlarin alindig1 yer ve baz dizilimi elde edilen
protein bolgeleri

iZOLAT | iZOLAT | ALINDIGI | ALINDIGI HC

NO KODU iL ILCE PL | PRO |P3 Cl NIB | CP
1 C3 - + + + - -
2 C5 Cubuk + + + + +
3 Ccl11 + + + + + +
4 C13 + + + + + +
5 C17 - - + + +
6 C24 - - - + - -
7 BE5 + + + + + +
8 BE6 Ankara Beypazar + + + + + +
9 BE7 + + + + + +
10 BE10 + + + + + +
11 BE13 + + + + + +
12 BE15 + + + + + +
13 BE18 + + + + + +
14 BE22 + + + + - +
15 BE26 + + + + - +
16 BE27 - + + - +
1; 2; Sereflikoghisar * : : : : :
19 S5 - - + - - -
20 S8 + + + + + +
21 Gl + + + + + +
22 G2 Golbast + + + + + +
23 G3 + + + + + +
24 KZ1 Kazan + + + + + +
25 AHM1 + + + + + +
26 DID7 Ayas + + + + + +
27 K3 + + + + + +
28 K17 Antalya Kumluca + + + + + +
29 K13 - - + + - -
30 AS1 - + + + - +
31 AS5 Aksu - + + + + +
32 AS6M + + + + + +
33 AS8 Aksu - - + + - +
34 AS11 + + + + + +

Antalya

35 H1M + + + + + +
36 DEMRE Demre + + + + + +
37 D14 + + + + + +
38 E7 + + + + + +
39 Y4 Elmali + + + + - +
40 Y21 + + + + + +
41 Y23 + + + + + +
42 BRD1 Burdur Burdur + + + + + +
43 BRD2 + + + + + +
44 BRD4 + + + + + +
45 AKS 2/5 + + + + + +
46 AK 5/7 | Aksaray + + + + + +
47 AK 6/2 + + + + + +
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Cizelge 4.6 Calismada kullanilan izolatlarin alindig1 yer ve baz dizilimi elde edilen
protein bdlgeleri (devam)

IZOLA | IZOLAT | ALINDIGI| ALINDIGI PL |HC [P3 Cl [NIB[CP
TNO ISMI iL ILCE PRO

48 KAR 15/1 | Karaman + + + + + +
49 KAR12/4 + + + + + +
50 A3/l Merkez + + + + + +
51 ER 2/8 Eregli + + + + + +
52 YUN 8/4 Yunak + + + - - +
53 ER 6/8 Konya Eregli + + + + + +

(-) Olanlar ¢ogaltilamamustir.

4.4 Filogenetik Analiz Calismalari

Ulkemizin farkli kabakgil iiretim alanlarindan elde edilen ZYMV izolatlarmin
birbirleriyle ve Diinya’daki diger sekanslarla olan genetik iligkisini belirlemek amaciyla
53 izolatin, P1, HC-Pro, P3, CI, NIb, ve CP protein gen bolgelerine ait niikleotit ve

amino asit dizileri kullanilarak filogenetik analizler yapilmistir.

RT-PCR sonunda pozitif sonu¢ veren ornekler sekans analizine gonderilmis ve elde
edilen sekans dizilimi Choromas programi kullanilarak bastaki ve sondaki istenmeyen
kisimlar1 kesilmistir. Bir 6rnek icin forward ve reverse olarak elde edilen ¢ift yonlii
veriler “CAP3 Sequence Assembly” Programi kullanilarak birlestirilmis ve ortak
dizilim (consesnsus) elde edilmistir. Tiim izolatlardan elde edilen consensus veriler,
MEGAG6 programi kullanilarak NCBI Gen bankasinda daha 6énceden depolanmakta olan
referans ZYMYV sekanslar ile karsilastiriimast yapilmis ve her protein gen bdlgesi i¢in
MEGA 6 programinda Neighbor Joining yontemi ve 1000 tekrarli boostrap degeri
kullanilarak filogenetik agac olusturulmustur. Protein gen bdlgeleri ile olusturulan
filogenetik agaclar ve karsilastirmalar asagida degerlendirilmistir.  Sekans
karsilastirmalarinda referans olarak kullanilan sekanslar ve Genbankasi erisim
numaralar1 ¢izelge 4.7°de verilmektedir. Referans izolatlar daha Once literatiirde
gruplandirilan ZYMYV izolatlarmin her bir grup ve alt grubu temsil edecek sekilde tiim

genom sekansina sahip olan izolatlardan se¢ilmistir. Daha 6nceki yapilan ¢aligmalarda
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ZYMV izolatlar li¢ ana gruba ayrilmis olup Reunion adasindan ve Martinik adasindan

alinan izolatlar grup dis1 birakildigi igin ¢alismada referans olarak kullanilmamustir.

Cizelge 4.7 Referans izolatlarin erisim numaralar1 ve bulunduklar alt gruplar

Referans ismi Erisim numaras1 | Grup Ulke
ZYMV KUCHNA DQ124239 Al Slovakya
ZYMV-NAT EF062582 Al Israil
ZYMV-FARS JN183062 Al Fars
ZYMV-H KF976712 Al Cek Cumbhuriyeti
ZYMV-Florida L.35590 A3 Florida
ZYMV-California L31350 A2 California
TW-TN3 AF127929 A6 Tayvan
ZYMV-SG3 KC665633 A2 USA
ZYMV_PA 2006 JQ716413 A2 USA
ZYMV-CU AJ307036 Ab Cin
ZYMV-Z5-1 AB188115 A5 Japonya
ZYM-KR-PA AY278998 A5 Kore
ZYMV-KR-PS AY279000 A5 Kore
ZYMV-KR-PE AY?278999 A5 Kore
ZYMV- AG EF062583 Al Israil
ZYMV-RDA AB369279. A5 Gliney kore
ZYMV-ADANA JF317296 Al Tiirkiye
VE10-160 JX310115 Al Venezuela
VE10-129 JX310103 Al Venezuela
ZYMV -AHLAT JF317297 Al Tiirkiye
TN TNV CUCU 2 KJ866939 Al Hindistan
ZYMV-Liaocheng EF122498 A4 Cin
ZYMV-CO5-205 JN861008 A4 Fransa
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4.4.1 P1 Gen Bolgesi ile Filogenetik Analiz Sonuc¢lari

99

G3

AS11
ASG6
Er2-8
93 C13C5

YUNS-4
aﬁem BE15 BE18 BE22

KAR15-1
— S3

KAR12-4
99~ AKS5-7

AKS6-2

KZ1
100 E-7
99" K3
ZYMV NAT

ZYMV-Fars
100\L AYS7

H1
Ci11

AHM1
K17
100 — D14

DEM
ZYMV Kuchyna
ZYMV H
BE6
Beb5
BRD2
BRD1 BRD4
AKS2-5
BE7 BE10
BE26

98

ZYMV California
ZYMV-Florida
80 ZYMV SG3

100 ZYMV PA 2006
— ZYMV TW-TN3

100——— ZYMV-CU

ZYMV-Z5-1

—
0.01

Sekil 4.12 P1 protein gen bolgesi ile elde edilen filogenetik agag
Bu calismada elde edilen izolatlar kirmizi renk ile genbank veritabanindan alinan izolatlar siyah
renk ile gosterilmistir. %80 lizerindeki boostrap degerleri gosterilmektedir.

100 ZYMV-KR-PA
Y4 Y23 Y21
84 ZYMV-KR-PE

100— ZYMV-KR-PS
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Farkli kabakgil bitkilerinden elde edilen ZYMV izolatlarinin molekiiler ¢esitliligi farkl
protein gen bdlgelerine spesifik primerlerle cogaltilan cDNA’larin dizilenmesiyle
belirlenmistir. Sekans analizleri izolatlar arasinda yiiksek oranda niikleotit g¢esitliligi
oldugunu gostermistir. Tiirkiye ZYMYV izolatlarinin diinyanin ¢esitli iilkelerinden daha
onceden karakterize edilen ZYMV izolatlar1 ile olan iligkilerini agiklamak ve

aralarindaki genetik farklilig1 tanimlamak i¢in sekans analizleri yapilmistir.

P1 gen bolgesinin sekans dizilimi ¢izelge 4.7°de yer alan, daha 6nceden NCBI veri
tabanlarinda depolanmakta olan A1l alt grubunda olan ZYMV-NAT, ZYMV-FARS,
ZYMV KUCHNA, ZYMV-H, A5 alt grubundan ZYMV-KR-PS, ZYMV-KR-PE,
ZYM-KR-PA, A3 grubunda yer alan ZYMV-California, ZYMV-Florida ve A6 alt

grubunda yer alan TW-TN3 referans izolatlar1 ile karsilastiritlmasi yapilmistir.

Calismada kullandigimiz Ankara, Antalya, Burdur, Konya, Aksaray ve Karaman
illerinden toplam 41 adet ZYMV izolatinin P1 protein bolgelerinin 930 niikleotitten
olusan 310 amino asitlik full sekanslari, gen bankasindan elde edilen 12 adet ZYMV
izolatinin sekanslar1 ile MEGAG6 programi kullanilarak karsilastirilmas: yapilmis ve P1

gen bolgesine ait filogenetik aga¢ olusturulmustur (Sekil 4.12).

Niikleotit sekans karsilastirmalar ile elde edilen filogenetik agact inceledigimizde, P1
protein bolgesine gore izolatlar 3 ana grup olusturmustur. Sekil 4.14’de goriildiigii
izere, calismada kullandigimiz izolatlarin cogunlugu Diinya’da ve Avrupa’da en yaygin
grup olan Al grubunda yer almistir. A1 grubu i¢inde de izolatlar farkli dallanmalar
gostermis olup BE5, BE6, BRD1, BRD2, BRD4, AKS2-5, BE7, BE10, BE26 izolatlar1
Slovakya izolat1 olan Kuchyna ile ayn1 kiimede yer almiglardir. Yine AYS7, H1M, C11,
AHMI1, K17, D14 VE DEM izolatlar1 ZYMV-Fars izolat1 ile ayn alt kiimede yer
alirken, G1, G2, G3, ER6-8, AS6, AS11, ER2-8, C5, C13, YUNS8-4, BE13, BE15,
BE18, BE22, KAR15-1, S3, KAR12-4, AKS5-7, AKS6-2, KZ1, E-7, K3 izolatlar ise
ZYMV-NAT izolat1 ile ayn1 alt kiimede yer almiglardir (Sekil 4.14). P1 gen bdlgesinin
ZYMV izolatlar arasinda ¢ok yiiksek degiskenlige sahip oldugu niikleotit ve amino asit
karsilastirilmalarinda goriilmektedir (Sekil 4.12).
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Elmali ilgesinden gelen Y4, Y21 ve Y23 izolatlarinin P1 protein gen bolgeleri AS
altgrubunda yer alan Kore izolatlar1 olan RDA ile %98 ve ZYMV KR-PE ve ZYMV
KR-PS izolatlar ile %97 oraninda benzerlik gdstermistir. ZYMV KR-PE ve ZYMV
KR-PS ile filogenetik agacta % 84 boostrap degeri ile ayn1 dallanmaya sahiptirler. Bu
izolatlar A1l grubunda yer alan izolatlarla %93°den daha diisiik oranlarda benzerlik
oranina sahip olup filogenetik agagta Al altgrubundan farkli bir dallanma
gostermislerdir (Sekil 4.12). CP gen bolgesi ile olusturulan filogenetik agagta A4
grubunda yer alan referans izolatlarin P1 protein gen bolgesine ait sekans bilgileri

bulunmadigi i¢in bu izolatlarla karsilagtirilmasi yapilamamastir.

P1 protein gen bolgesinin niikleotit dizilimi kullanilarak olusturulan protein dizilimi ve
referans izolatlarla olan karsilastirmast MEGA 6 bilgisayar programi kullanilarak

yapilmistir. Elde edilen sonuglar gizelge 4.8’de gosterilmektedir.
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P1 protein karsilastirmalar

Cizelge 4.8 Pl protein gen bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim

karsilastirmalari
#ZYMV_Kuchyna MASIMIGSIS VPITKTEQCA NTQVSNRVNI VAPGHMATCP LPLKTHMYYR HESKK [ 55]
#ZYMV_NAT ... B P [ 55]
#ZYMV-Fars = i R Y P.P.....o. ... [ 55]
FZYMV H e e e e e e e [ 55]
#ZYMV_california  .......... F N - [ 55]
#ZYMV_SG3 .......... I [ 55]
#ZYMV-FLORDA i iiiiennn. N [ 55]
#2YMV_PA 2006 - T 2 B2 e e e e [ 55]
#ZYMViTW—TN3 A L LAQPA LY. L A e e e P..... Toeve e [ 55]
#7Z2YMV-CU .. Vao o LLAQPALY . L A s e e P..... T... oo... [ 55]
#72YMV-KR-PA ..., V. ...A.PA... ...A.G..S. ..., e S e e [ 55]
#ZYMV-KR-PE  ........ V. ...A.SA..V . ..A.S. .S ittt i R.... [ 55]
#ZYMV-KR-PS . ....... V. ...A.SA..V . ..A.S. .S ittt it R.... [ 55]
#72YMV-7Z5-1 o oo, L.LALPALL. L LALSL.GL e J S R [ 55]
BRKS2-5 e s [ 55]
$AEM1 ... A e s s [ 55]
#AKS5-7 ... B s [ 55]
#8S6 . A e s s [ 55]
#AS11 . CoAl e VoS e [ 55]
BBE6 e S [ 55]
BBET BELO et e e e e [ 55]
$BE13 15 18 22 .......... B [ 55]
BBE26 e s s [ 55]
#AKS6-2 ... R U B e s [ 55]
#ER6-8 ... B s s [ 55]
HBRD2 e e Vo e [ 55]
#BRDL BRDA i e e Vo e [ 55]
#c11 . ST Rt e CRe e [ 55]
#AYST ... L.A..... S e A - ..T.. [ 55]
$E-7 . B s s [ 55]
#HL .. L.A..... S e A - ..T.. [ 55]
#K3 . R s s [ 55]
#K17 e B s s [ 55]
#KAR15-1 ... B s [ 55]
#KZ1 R s s [ 55]
gc2 . B e i Foo vun.. [ 55]
#63 . B e e Fou vunn. [ 55]
D14 . B s [ 55]
HBe5 i S [ 55]
#s3 . B e s T.o.. ..., [ 55]
#YUNS-4 ... F oo AN oot e o R . [ 55]
#KAR12-4 ... B s s [ 55]
ge1 S Foo onn.. [ 55]
#DEM .. B s s [ 55]
#v4_¥23 Y21 ..., L..ALPA... ...A.S..S. . .i.i.i.... Pt [ 55]
#Er2-8 ... Foo v iBE. oot e P [ 55]
#c13 cs ... L.. ...AE..... e N - [ 55]

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini
gostermektedir.
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Cizelge 4.8 P1 protein gen bdlgesinin
karsilagtirmalar1 (devam)

#ZYMV_Kuchyna
#ZYMV_NAT
#ZYMV-Fars
#ZYMV_H
#ZYMV_california
#ZYMV_SG3
#ZYMV-FLORDA
#ZYMV_PA 2006
#2YMV_TW-TN3
#ZYMV-CU
#Z2YMV-KR-PA
#ZYMV-KR-PE
#ZYMV-KR-PS
#2YMV-75-1
#AKS2-5
#AHM1
#AKS5-7

#AS6

#AS11

#BE6
#BE7_BE10
#BE13 15 18 22
#BE26
#AKS6-2
#ER6-8

#BRD2
#BRD1_BRD4
#C11

#AYS7

#E-7

#H1

#K3

#K17
#KAR15-1
#KZ1

#G2

#G3

#D14

#Be5

#s3

#YUNS-4
#KAR12-4

#G1

#DEM

#Y4_y23 Y21
#Er2-8
#C13_C5

LMQSNKSIDI LNNFFSTDEM KFRLTRNEMS KVKKGPSGH

referans izolatlarla protein dizilim

)

I ILRKPSKQRV FARIE [110]
............. Vel eoooos oo [110]
............. JAG Lo oo [110]
............. el eeeoos oo [110]
..... oo Vol ooooos oo [110]
............. Vel eooooo oo [110]
............. CVedfeeoooos oo [110]
........... 2. 222 ..o oo [110]
............. V..| .N. c.o... [110]
............. V..| .N. co... [110]
........... N. oo oo [110]
............. Vel oooooo oo [110]
............. Ve eooooso oo [110]
........... N. Joeeeeoo oo [110]
............. B e o |
............. Vol eeooos oo [110]
............. Vool ..o.oooo oo [110]
.......... S..y. V..l ...... ..... [110]
............. Vool ...oooo oo [110]
.......................... [110]
............. T e o |
............. F T A e B 0 |
............. B e o |
............. Vel eoooos ool [110]
............. Voo|l...... ... [110]
.......... S.. L .oe.. ... [110]
.......... S. B e o |
............. Vel eaooos ool [110]
........... N. Vool ...... .T. [110]
.......... S.. Voo|l...... ... [110]
........... N.J{. V.. [...... .T... [110]
.......... S.. Voo|l...... ... [110]
............. Vo eoooos oo [110]
............. Vool ...... ... [110]
.......... S..y. Vv.o.|l...... ... [110]
............. Voo|.ooooo oo [110]
............. Voo|l...... ... [110]
.......................... [110]
............. oo oo [110]
............. Vool .ooooo oo [110]
............. Voo|l...... ... [110]
........... N. Voo|l.ooooo oo [110]
............. Ve eaooos ool [110]
............. P e o) |
.......... s..|.v. .. ... ..., [110]
............. Vol eaooos oo [110]
............. Vel eaooos ool [110]

~———

Pozitif seleksivon bolgesi

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini

gostermektedir.
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Cizelge 4.8 P1 protein gen bdlgesinin
karsilagtirmalar1 (devam)

#ZYMV_Kuchyna
#ZYMV_NAT
#ZYMV-Fars
#ZYMV_H
#ZYMV_california
#ZYMV_SG3
#7YMV-FLORDA
#ZYMV_PA 2006
#ZYMV_TW-TN3
#2YMV-CU
#Z2YMV-KR-PA
#Z2YMV-KR-PE
#ZYMV-KR-PS
#2YMV-75-1
#AKS2-5
#AHM1
#AKS5-7

#AS6

#AS11

#BE6

#BE7 BE10
#BE13 15 18 22
#BE26
#AKS6-2
#ER6-8

#BRD2
#BRD1_BRD4
#C11

#AYS7

#E-7

#H1

#K3

#K17
#KAR15-1
#K71

#G2

#G3

#D14

#Beb5

#S3

#YUN8-4
#KAR12-4

#G1

#DEM

#Y4 Y23 v21
#Er2-8

#C13 C5

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarin

gostermektedir.

QDEAARKEEA VFLEGNYDDS ITNIARVLPP EV

KeSooaos i o N.
.................. N.
....... K.T ...,
.................. N.

S
2

Ve e
.......... T
.......... O
.......... Eeoooo

G e
.......... T
..... C T
.......... F.....E
N
T
S L
Eaoooooos ool oo L

Voo e
.......... P

E..... Koo oo,
.......... P
.......... O

LW VLLWKL e

G e
.......... O
.......... O
.......... F V.

T -
.......... P
.......... T

referans

N

THNY

.[-RD
.[-RD

J-RDYy. ...

izolatlarla protein

yDVSL RSPFYKRTYK KERKT

Pozitif seleksivon bolgesi
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dizilim
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Cizelge 4.8

#ZYMV_Kuchyna
#ZYMV_NAT
#ZYMV-Fars
#ZYMV_H
#ZYMV_california
#ZYMV_SG3
#ZYMV-FLORDA
#2YMV_PA_ 2006
#ZYMV_TW-TN3
#2YMV-CU
#ZYMV-KR-PA
#ZYMV-KR-PE
#ZYMV-KR-PS
#ZYMV-25-1
#AKS2-5
#AHM1
#AKS5-7

#As6

#AS11

#BE6
#BE7_BE10
#BE13_15_18_22
#BE26
#AKS6-2
#ER6-8

#BRD2
#BRD1_BRD4
#Cl1

#AYS7

#E-7

#H1

#K3

#K17
#KAR15-1
#KZ1

#G2

#G3

#D14

#Be5

#s3

#YUN8-4
#KAR12-4

#G1

#DEM

#Y4_y23 Y21
#Er2-8
#C13_C5

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini

gostermektedir.

VAQKQIVQOAP LNSLCTRVLK IAR

........ T.
I
V... T.L
VoL T
Voo
......... S
......... S
Voo
........ T.
....... H..
........ T.
...... M.
...... M.
........ T.

..... A..
....... A..
....... I.
....... I.
....... I.
.G... I
..... I.
Seaaa..
I .
D .
D .
....... I.
R

P1 protein gen bolgesinin
karsilagtirmalar1 (devam)

referans

—
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=
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=
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izolatlarla protein dizilim



Cizelge 4.8 P1 protein gen bdlgesinin referans izolatlarla protein dizilim
karsilagtirmalar1 (devam)

)
#ZYMViKuchyna VAHEEGRMRH TEMSYKQFKW ILKAICQVTH TKRICEEDIK |[PGCSGWYLGT NHTLT [275]
#ZYMV_NAT R Eooo. oo CEQ o el e e [275]
#ZYMV-Fars R E..E. .o T Dol [275]
$7YMV H N U PRI O e [275]
#ZYMV_california IS T E.... Lo........ CELLRoo e e e [275]
#ZYMV7$G3 P Eoooo oo ECCROGo e e e [275]
#ZYMV-FLORDA I Eooo. oo ELCROGoo el e e [275]
#2YMV_PA 2006 N U Eore e EL.Reoei oot e [275]
#ZYMV_TW—TN3 R Eooo. oo ECRGGoo el e e [275]
#Z2YMV-CU P Eooo. oo ECCRGGoo el e e [275]
#ZYMV-KR-PA S T Eoooo oo ECCROGo e e e [275]
#ZYMV-KR-PE R Eooo. oo ECLCRGGoo el e e [275]
#ZYMV-KR-PS I T Eoooe oo ECCROGoo e e e [275]
#Z2YMV-25-1 R E..R. ..Q...H..Y .E..R.....|...... I.. ..I.. [275]
#AKS2-5 IS R P [ e e [275]
#AHM1 I P E.... (..., ELROLLL e e e [275]
#AKS5-7 Ao E.o.. .. .V.o..... ST A AU [275]
#AS6 B SLLL Bl Lo Do e e e [275]
#AS11 N R Eere e, EQ. e | AU [275]
#BE6 IS R E.... (..., [P - S P e e [275]
#BE7_BE10 Ao ST I AU [275]
#BE13 15 18 22 N U Eovrr e Eeooooi oo e [275]
#BE26 IS R P P e e [275]
#AKS6-2 Ao E.oo. .. .Voo.... ST A AU [275]
#ER6-8 IS R E.... (..., I I P e e [275]
#BRD2 Ao SR I AU [275]
#BRD1_BRD4 IS R P [ e e [275]
#c11 Ao Eove o, 5T A ... ... [275]
#AYS7 I P E.... ..., I I P ... ..A.. [275]
#E-7 I P E.... ..R....... I I P e e [275]
#H1 N U Eevre e, ST A ... ..A.. [275]
#K3 I P E.... ..R....... I I P e e [275]
#K17 N U Eeve e, ST A AU [275]
#KAR15-1 I P E.... ..., I I P e e [275]
#Kz1 N P E.... ..Ro...... IS JAP A AU [275]
#G2 N U Eevr o, ST A A [275]
#G3 I P E.... ..., I I P e e [275]
#D14 N U Eevrr e, ST A AU [275]
#Be5 I P E.... ..., R - S P e e [275]
#s3 N U Eevrr e, ST A AU [275]
#YUNS-4 I P E.... ..., I I P e e [275]
#KAR12-4 N U E.... ...V.o..... ST A AU [275]
#G1 N U Eeve e, ST A AU [275]
#DEM B P E.... ... I I P e e [275]
#v4 ¥23 y21 B P E.evr =.Quun... E..Reu.oi o, .D. ..A.. [275]
#Er2-8 B P E.... ... I I P e e [275]
#c13 c5 A2l Eevr e ST A AU [275]
 S—

Proteaz aktivitesi

Serin tipi proteaz

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarin
gostermektedir.
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Cizelge 4.8 P1 protein gen bdlgesinin

referans

karsilagtirmalar1 (devam)

izolatlarla protein dizilim

)
#ZYMViKuchyna KRYSRLHHLV IRGRDDDGIV NALEPVLFYS EVDHY [310]
#ZYMV_NAT ............................... [310]
FZYMV-Fars veiieide i b e e e e e [310]
gzymv B e o [310]
#ZYMV _california  ......... ... b, N I ....S [310]
#zyMv_SG3 e b c 0t D. [310]
#ZYMV-FLORDA oeeeedeee voihbooo. PR O [310]
#2YMV_PA 2006  ......dien o oiibeea.s c 0t D. [310]
#ZYMV_TW—TN3 ............................... [310]
#ZYMV=-CU e e e e e e e [310]
H#ZYMV=-KR=PA oo v e e e e [310]
#ZYMV-KR-PE i i e e e e [310]
#ZYMV-KR-PS e i e e i e e [310]
#Z2YMV-25-1 5 [310]
#AKS2-5 ... D [310]
#AaEM1 L. /275 [310]
#AKS5-7 o [310]
7= [310]
#AS11 e b e s e [310]
#BE6 oo b e [310]
#BE7 BE10 ... oo oo o [310]
$8E13 15 18 22 ...... ... oo o [310]
#BE26 oo b e [310]
#AKS6-2 oo b s e [310]
#ER6-8 oo b e [310]
#BRD2 ). B [310]
#8RD1 BRDA  ......J)... Koo e [310]
#c1ii1 L 4 [310]
#AYS7 oo b s [310]
#E-7 e b e [310]
3 0t e [310]
#K3 o). DS [310]
0 e /278 Y [310]
#KAR15-1 oo b e [310]
#KZ1 oo b s e [310]
#G2 e b e e [310]
#c3 o). DS [310]
#0114 Lo /275 [310]
#Be5 - O [310]
#S3 e b e e e [310]
#YUN8S-4 e e e [310]
#KAR12-4 oo b e s e [310]
T o T [310]
#DEM L] /275 [310]
#va v23 21 o) oo o [310]
#Er2-8 < S O [310]
#c13.c5 e e [310]
\ V.

Potyviriislerde korunmus bolge (Verchot vd. 1991)

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarin

gostermektedir.
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P1 proteinin yiiksek oranda protein degisikligi igerdigi ve P1 protein bdlgesinin HC-Pro
ve P3 proteinlerine gore daha az korunmus oldugu goriilmektedir. Proteinin N-terminal
kisminin daha degisken ve C u¢ kisminin daha korunmus oldugu sonuglardan elde
edilmektedir. Benzer sonuglar1t Wisler vd. (1995) yaptiklar1 ¢alismada da bildirmislerdir.
P1 protein C-terminal u¢ bolgesinin, otokatalitik agilmadan sorumlu olan serin tipi
proteaz motifinin (GCSG) korunmus oldugu goriilmektedir. P1 ve HC-Pro arasinda
otokatalitik agilmanin gercgeklestigi “VDHY/SSQ” bolgesinin tiim ZYMYV izolatlarinda
korundugu anlasilmaktadir. Yine proteaz aktivitesine sahip histidine (HEE) motifinin
C5 ve C13 izolatlarinda glutamat (E) amino asitinin alanin (A) ile yer degistirdigi

goriilmektedir (Cizelge 4.8).

Bilgisayar analizleri sonunda, IFEL sonugalrina gére, P1 protein bdlgesinde pozitif
seleksiyon alanlar1 bulunmustur (Cizelge 4.8). Bu alanlardaki niikleotitlerde meydana
gelen mutasyonlarin, baz dizilimindeki amino asiti degistirdigi ve degisimin viriisiin

gen ifadesini olumlu yonde etkiledigi belirtilmektedir.
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4.4.2 HC-Pro ileyapilan filogenetik analiz sonuclari

BE 7
BE 10
BE 26

BE6

87 BES

- ZYMV-isolate H

- ZYMV Kuchyna

- AKS2-5

— BRD1 BRD2 BRD4
A3-1

KAR15-1
— Cl1

r—EAYS7
100 H1IM
4@9 K3
( 100 kz1

ZYMV-strain B*

99/ ZYMV-NAT
ZYMV-AG Al
AHM1 K17
82 100~ D14 DEMRE-

——100S3
S1

ZYMV-Fars

AKS6-2
AKSS5-7
KAR12-4

97 BE22 BE13 BE15
{ BE18

[AEY
(»)

ﬂZYMV PA 2006
10

100 ZYMV-TW-TN3
ZYMV-CU

10pv4 y23
py= Y21
ZYMV-KR-PA A
99 - ZYMV-KR-PS
100 ZYMV-KR-PE

m—

0.005
Sekil 4.13 HC-Pro ile elde edilen filogenetik agag

Bu ¢alismada elde edilen izolatlar kirmizi renk ile genbank veritabanindan alinan izolatlar siyah renk ile
gosterilmistir. %80 tizerindeki boostrap degerleri gosterilmektedir.
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Calismada kullanilan 41 adet ZYMV izolatinin HC-Pro bolgesinin 1368 niikleotit ve
456 amino asitten olusan tam sekansi ¢ikartilmis ve referans izolatlarla karsilastiriimasi

MEGA 6 programi kullanilarak yapilmistir.

Sekil 4.14’te gorildiigli lizere, ZYMV izolatlarinin HC-Pro boélgesinin niikleotit
dizilimine gore yapilan filogenetik agagta, izolatlar 3 ana grup olusturmuslar ve
calismada kullanidigimiz izolatlarin ¢ogunlugu Al altgrubunda yer alirken {i¢ tane
Elmal1 izolati olan Y4, Y21 ve Y23 izolatlarinin HC-Pro boélgelerinin sekans1 Kore
izolatlar1 olan ZYMV KR-PS, KR-PE ve KR-PA izolatlarinin yer aldig1 A5 altgrubunda
goriilmektedir. A1 grubu i¢inde yer alan izolatlar BES, BE6, BE7, BE10, BE26, AKS2-
5, BRD1, BRD2, BRD4 ve KAR15-1 Slovak izolati olan Kuchyna ile ayn1 altgrupta yer
alirken, C11, HIM ile AYS7, KZ1 ile E7 ve D14 ile AHM (KZN)I kendi aralarinda
dallanma gosterip ZYMV-NAT izolat1 ile benzerlik gostermislerdir. S3, AKS6-2,
KAR12-4, BE18, BE22, BE13, BE15, YUNB8-4, C5, C3, ER2-8, AS11, AS6, G1, G2,
G3, ER6-8 izolatlar1 ZYMV-Fars ve ZYMV-NAT izolatindan farkli bir dallanma
gostermistir (Sekil 4.13).

Sekans sonunda elde edilen dizilim MEGA 6 programinda temizlendikten sonra
DAMBE programi kullanilarak benzer sekansa sahip olan izolatlar tek bir konsesnus
olarak degerlendirilmistir. DAMBE analizi sonunda HC-Pro bolgesine gore; ¢alismada
kullandigimiz Beypazari izolat1 olan BE13 ile BEIS5 izolatlari, Go6lbas1 izolatlart olan
G1 ile G3 izolatlari, Burdur izolatlar1 olan BRDI ile BRD4 ve Aksaray izolati olan
AKS2-5, referans izolat olan ZYMV-H ile ayni1 sekans dizilimi géstermis olup tek bir
konsesnsus olarak degerlendirilmistir. P1 protein bolgesine gore ayni dizilime sahip
olan Elmali izolatlar1 (Y4, Y21 ve Y23) HC-pro bolgesine gore degerlendirildiginde
farkli dizimlere sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4.13).

HC-Pro bolgesinin niikleotit dizilimi kullanilarak olusturulan protein dizilimi ve

referans izolatlarla olan karsilagtirmast MEGA 6 bilgisayar programi kullanilarak

yapilmistir. Elde edilen sonuglar sekil 4.9’da gosterilmektedir.
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HC-Pro protein karsilastirmalari

Cizelge 4.9 HC-Pro bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilastirmalari

#ZYMV_Kuchyna
#ZYMV-NAT
#2YMV-Fars
#ZYMV-TW-TN3
#ZYMV_PA 2006
#ZYMV_H
#2YMV_CU
#Z2YMV-KR-PA
#ZYMV-KR-PE
#Z2YMV-KR-PS
#AKS2-5
#AKS5-7
#AS6

#AS11

#be6

#BE7

#BE10

#BE13

#BE15

#BE18

#BE22

#BE26
#AKS6-2
#ER6-8
#BRD1_BRD2_BRD4
#C11

#AYS7

#H1

#E7_K3
#AHM1 K17
#KAR15-1
#KZ1
#Y4_y23
#G2_G3

#BES5

#s3

#C13
#YUNS-4
#KAR12-4
#G1
#D14_DEM
#Y21

#ER2-8

#C5

SSQPEVQFFQ GWRRMFDKFR PSPDHVCKVD HNNEECGELA

ATFCQALFPV

LT
JTE

)
VKLSC

[

[

[

l

[

[

l

[

[

[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]
[ 55]

—

Pozitif seleksiyon

Afitle tasinma

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini

gostermektedir.
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Cizelge 4.9 HC-Pro bdlgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilastirmalar

(devam)
#ZYMV_Kuchyna QTCRGKLSRV SFEEFKDSLN ANFIIHKDEW |NSFKEGYHYD NVFKLIKVAT QATQN
#ZYMV-NAT B D. Tovenn...
#ZYMV-Fars B D.y. ... T
#ZYMV-TW-TN3 B Tenn.. DNJ.|.J0.. .I........
#ZYMV_PA 2006 B G B (o DR S
#ZYMV_H B T R R O
#ZYMV_CU ReEG.vee teminne eeieennnn DNJ.|.JOH. .I........
#ZYMV-KR-PA B D. . Toeeno...
#ZYMV-KR-PE B D D Tovenn...
#ZYMV-KR-PS B D D Toveno...
#AKS2-5 B e e B R R
#AKS5-7 o E e e N..|D. s I........
#AS6 o B e e D s I........
#AS11 B D s I........
#be6 s - IR (PR I
#BE7 W E L e e
#BE10 B i e PR PO IO OO
#BE13 L El oL . R DNJ.|s]. I
#BE15 L El L T .. DNJ. |s]. I
#BE18 o B e e DNJ.|s]. I
#BE22 Lo El Lol T .. DNJ.|s]. I
#BE26 L B i e T [P
#AKS6-2 B e D.{.|k]. I........
#ER6-8 o E e i e D.].|s]. I........
#BRD1_BRD2_BRD4 B P B I
#c11 B e D. I........
#AYS7 L E e e e D. I........
#H1 B e D.{.]. I........
#E7_K3 B - Voo D.|.K. I........
#AHM1 K17 e E e e D. I........
#KAR15-1 L E L s e PR PO IO IO
#KZ1 L Bl Voo, D. I........
#Y4_ Y23 B e D. B G..
#G2_G3 Bl s D.{.|s]. I.o.......
#BE5 B e .. T
#s3 L E e e D.].|s]. I
#ci13 B e D.{.]|s]. I
#YUN8-4 L E e e DNJ. |s]. I
#KAR12-4 L E L e e D.].|s]. I
#G1 B e D.{.]|s]. I
#D14_DEM Bl s D. I.o.......
#y21 ....K..NK. ...... . S D. B G..
#ER2-8 o E L e e D.].|s]. I........
#cs5 e E e e D s I........
Pozitif seleksiyon

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini

gostermektedir.
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Cizelge 4.9 HC-Pro bdlgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilastirmalar

(devam)
#ZYMV_Kuchyna LKLSSEVMKL AQNHTSTHMK QIQDINKALM KGSLVTQDEL DLALKQLLEM TQWFK [165]
#ZYMV-NAT e Vet et i it it ittt it e et et e e e e [165]
#ZYMV-Fars i T [165]
#ZYMV-TW-TN3 . ......... Ve e it it e it i e et et e ....R [165]
$ZYMV PA 2006  .......... T [165]
¥ZYMV H L. Y e e e e [165]
$zZYMV CU ... Ve e e e e [165]
#ZYMV-KR-PA . ......... Voo, eV e e e i e [165]
#ZYMV-KR-PE . ......... Veeooooo.. eV i ey i i e e e [165]
#ZYMV-KR-PS  ......... Veoooooo.. e eV e e e e [165]
BAKS2-5 e e e e e e e e e [165]
#AKS5-7 L. /2 A.... [165]
#AS6 . Ve e A.... [165]
#AS11 ... /2 A.... [165]
D6 e e [165]
312 [165]
32 1 [165]
#BE13 ... /2 A.... [165]
#BE15 ... /2 A.... [165]
#BE18 ... /2P A.... [165]
#BE22 ... /2 A.... [165]
32 0 [165]
#AKS6-2 ... /2 A.... [165]
#ER6-8 ..., /2 A.... [165]
#BRD1_BRD2 BRDA o tteit tittetie e e e [165]
#ciir .. 2 [165]
#AYST . Ve e e [165]
#H1 .. 2N [165]
$E7 K3 ... Ve e s e, L o..... [165]
#AHM1 K17 .......... /2 [165]
HKARLIS -1 e e e e e e e e e e e [165]
#KZ1 . Vool Lt et e L o..... [165]
#¥4 y23 L. /2 [165]
#62. G3 ...l Ve e e A.... [165]
HBEDS e e e e e e e e e [165]
#s3 L. /2P A.... [165]
#ci13 .. /2 A.... [165]
#YUNB-4 ... /2 A.... [165]
#KAR12-4 ..., /2P A.... [165]
#G1 .. /2 A.... [165]
#D14 DEM .......... Vo e e e [165]
#y21. .. /2 [165]
#ER2-8 ... /25 A.... [165]
#c5 Ll /2 A.... [165]

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarin
gostermektedir.
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Cizelge 4.9 HC-Pro bdlgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilastirmalar

(devam)
"
#ZYMV_Kuchyna NHMHLTGEEA LKMFRNKHSS KAMINPSLLC DNQLDKNGNF VWGERGYHSK RLFKN [220]
#ZYMV-NAT e I PR f e ettt e e e [220]
#ZYMV-Fars i | P, e e e e e [220]
#ZYMV-TW-TN3 . ......... N e e e e e e e e e [220]
$ZYMV PA 2006  .......... I R e s R ..... [220]
¥ZYMV H L. B e e e e [220]
$zZYMV CU ... B R . Ne e i e e [220]
#ZYMV-KR-PA . ......... Y [220]
#ZYMV-KR-PE . ......... T [220]
#ZYMV-KR-PS  ......... R [220]
#AKS2-5  L........ N IR P [220]
#AKS5-7 L. R R e e e e [220]
#AS6 ..., N P, P [220]
#AS11 ... N R e e e e e [220]
#be6 ... N P, PP [220]
#BE7 .. N R e e e e e [220]
#BE1O0 ... N P, e e e e e e e [220]
#BE13 ... N R e e e e e [220]
#BE15 ... N R e e e e e [220]
#BE18 ... N P, e e e e e e e [220]
#BE22 ... N R e e e e e e [220]
#BE26 i N P, PP [220]
#AKS6-2 ... N R e e e e [220]
#ER6-8 ..., N P, PP [220]
#BRD1_BRD2 BRD4  .......... R A SR [220]
#ciir .. N R e e e e [220]
#AYST . R S [220]
#H1 .. N R e e e e e e [220]
$E7 K3 ... N e [220]
#AHM1 K17 .......... N R e e e e e e [220]
#KAR15-1 ..., N P, P [220]
#Kz1 .. N P e e e e e e e e [220]
#¥4 y23 L. N R e e e e e [220]
#62. G3 ...l N e [220]
#BE5 ... Y R e e e e e e [220]
#s3 L. N P, P [220]
0 5 A e e e e e [220]
#YUNB-4 ... N R e e e e e e [220]
#KAR12-4 ..., N P, P [220]
e A e e e e e e [220]
#D14 DEM  .......... N e [220]
#y21. .. N R e e e e e [220]
#ER2-8 ..., N P, PP [220]
#c5 L. P e e e e e e e [220]
"/

Simptomatoloji (Gal-on ve Raccah 2000)

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini
gostermektedir.
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Cizelge 4.9 HC-Pro bdlgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilastirmalar

(devam)
#ZYMV_Kuchyna FFEEVIPSEG YTKYVVRNFP NGTRKLAIGS LIVPLNLDRA RIALLGESIE KKPLT [275]
FZYMV=NAT ittt teee e et teaeee et e s [275]
FZYMV=FATS ittt ittt ettt e e e T e e [275]
FZYMV=TW=TN3 ittt it et ttiaeaee it teaeee ceeenenenn JO [275]
BZYMV PB 2006 toteiitae e e e T [275]
BZYMV H e e e e e e [275]
BZYMV CU ittt e e e T e [275]
HFZYMV=KR=PA ittt ittt ettt ettt e T e [275]
FZYMV=KR=PE ittt ettt ettt e Teea Noo oo [275]
HFZYMV=KR=PS ittt ettt ettt e Tl N.. ..... [275]
HAKS2-5 e e e e e e e e e e e [275]
HAKSS =T e e e e R [275]
BASE e T [275]
HASLL e e e e e P [275]
D6 s e [275]
312 [275]
HBELO e e [275]
H#BEL3 e e e e e ! [275]
32 8 P [275]
HBELB e T [275]
H#BE22 e e e e P [275]
HBBE26 e e [275]
HAKSG-2 e e e e e Jo [275]
#ER6-8 .. R e T [275]
#BRD1_BRD2 BRDA o tteiit tttteta e et e e [275]
HCLL e e e e Jo [275]
BAYST e T [275]
3. 1 Jo [275]
BET K3 e e e e T [275]
#AHML K17 i e e e T ees e [275]
BRARIS -1 e e T [275]
BRZL e T [275]
#Y4 Y23 i e e T aes e [275]
BG2 G3 e e e e T [275]
HBEDS e e e e e e e e e [275]
BS3 e T [275]
HCL3 e e e e e Jo [275]
HYUNS-4 e e e e Jo [275]
BRARI2-4 o T [275]
Y Jo [275]
BD14 DEM i e e e T [275]
HY21 e e e e P! [275]
BER2-8 e T [275]
1] Jo [275]

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini
gostermektedir.
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Cizelge 4.9 HC-Pro bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilastirmalari

(devam)
~—
#ZYMV_Kuchyna SACVSQQNGN YIHSCCCONVTM DDGTPMYSEL KSPTKRHLVI GASGDPKYID LPTSE [330]
#ZYMV-NAT e P Jooo o e e ..A.. [330]
#ZYMV-Fars i JR S | J A [330]
#ZYMV-TW-TN3  ..... 5 T Jooo o e e ..A.. [330]
$ZYMV PA 2006  .......... B R i Pt e . A.. [330]
¥ZYMV H L. B P | R e e [330]
$zZYMV CU ... B O ... e e ..A.. [330]
#ZYMV-KR-PA . ......... P S N P e e e ..AL. [330]
#ZYMV-KR-PE . ......... P Jooo o e e ..A.. [330]
#ZYMV-KR-PS  ......... P S Jooo o e e e ..AL. [330]
#AKS2-5  L........ B S Jo.o... e e e [330]
#AKS5-7 L. P T i e e ..A.. [330]
#AS6 ..., DR S g - ... e e ..A.. [330]
#AS11 ... D T i e e ..A.. [330]
#be6 ... DR S R P [330]
#BE7 .. D O i e e e [330]
#BE1O0 ... DR S R P [330]
#BE13 ... D O i e e ..A.. [330]
#BE15 ... D O i e e ..A.. [330]
#BE18 ... JR S R e e A [330]
#BE22 ... D O i e e ..A.. [330]
#BE26 i DR S g - ... P [330]
#AKS6-2 ... P T i e e ..A.. [330]
#ER6-8 ..., JR S R e e ..A.. [330]
#BRD1_BRD2 BRD4  .......... A P A l.... B [330]
#ciir .. D O i e e A [330]
#AYST . A I A l.... e _.A.. [330]
#H1 .. D O i e e ..A.. [330]
$E7 K3 ... B O | S A.. [330]
#AHM1 K17 .......... D O N e e ..A.. [330]
#KAR15-1 ..., JR S g - ... e e e [330]
#Kz1 .. D S g ... e e ..A.. [330]
#¥4 y23 L. D O i e e ..A.. [330]
#62. G3 ...l B O | S ..A.. [330]
#BE5 ... PR T i e e e [330]
#s3 L. DR S g ... e e ..A.. [330]
#ci3 ... TR T i e e ..A.. [330]
#YUNB-4 ... PR T N e e ..A.. [330]
#KAR12-4 ..., D S g ... e e ..A.. [330]
#c1 .. PR T i e e ..A.. [330]
#D14 DEM .......... A P A l.... e ..A.. [330]
#y21. .. D O i e e ..A.. [330]
#ER2-8 Seoa.. FR R g - ... e e ..A.. [330]
#c5 Ll DR T i e e ..A.. [330]

Afitle tasinmada rol oynayan motifler (Huet vd. 1994)

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini
gostermektedir.
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Cizelge 4.9 HC-Pro bdlgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilastirmalar

(devam)
)

#ZYMV_Kuchyna AERMYIAKEG YCYLNIFLAMLVNVNENEAK DFTKMIRDVL IPMLGQWPSL MDVAT [385]

#ZYMV-NAT ..., e [385]
#ZYMV-Fars ..., S [385]
#ZYMV-TW-TN3 ....... e [385]
$ZYMV PA 2006  ....... N 2. .. [385]
¥zymv H L., P [385]
$zymv cu ... B Ve e [385]
#ZYMV-KR-PA ....... e [385]
#ZYMV-KR-PE  ....... e [385]
#ZYMV-KR-PS ....... T [385]
#AKS2-5  ...... e [385]
#AKS5-7 ..., e [385]
#AS6 ... R [385]
#AsS11 ... e [385]
#be6 ... T [385]
#BE7 ... I [385]
#BE1O LL..... D [385]
#BE13 ... e [385]
#BE15 ... e [385]
#BE18 ... D [385]
#BE22 ... e [385]
#BE26 ... D [385]
#AKS6-2  ...... e [385]
#ER6-8 L L..... D [385]
#BRD1_BRD2_BRD4  ....... SR U [385]
#ciir ... e [385]
#AYS7T .. T [385]
#H1I ... e [385]
$E7 K3 ... R [385]
#AHM1 K17 ..., e [385]
#KAR15-1 ....... D [385]
#Kz1 ... D [385]
#¥4 y23 L. e [385]
#6263 ... R [385]
#BE5 ... I [385]
#s3 L. D [385]
#ci3 ... e [385]
#YUNB-4 ... e [385]
#KAR12-4 . ...... Y [385]
#G1 L. e [385]
#014 DEM ... R [385]
#y2r. ... e [385]
#ER2-8  L...... Y [385]
#cs L. T [385]

——

Proteaz motifi

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini
gostermektedir.
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Cizelge 4.9 HC-Pro bdlgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilastirmalar

(devam)
#ZYMV_Kuchyna AAYILGVFHP ETRCAELPRI LVDHATQTMH VIDSYGSLTV GYHVLKAGTV NHLIQ [440]
FZYMV=NAT it ittt ea e et e eea e ettt e et e e [440]
FZYMV=FATS ittt ettt e ettt et et e et e e e e e e e [440]
FZYMV=TW=TN3 it iint teeneennnn S [440]
BZYMU PR 2006 toteetetee et e e e e [440]
BZYMV H e e e e e e [440]
¢ \VZ0K 1 [440]
HFZYMV=KR=PA ittt ittt ettt e ettt e et et e [440]
FZYMV=KR=PE ittt ettt ettt et e e [440]
HFZYMV=KR=PS ittt et et ettt e et e e [440]
HAKS2-5 e e e e e e e e e e e [440]
BAKS S =T e e e e e e e e e e e e e [440]
BASE e e [440]
HASLL e e e e e e e e e e [440]
D6 e e [440]
312 [440]
HBELO e e [440]
HBEL3 e e e e e e e e e e [440]
32 [440]
HBBELB e e [440]
HBE22 e e e e e e e e e e e e [440]
HBBE26 e e [440]
HAKSG=2 e e e e e e e e e e e [440]
BERG=8 e e [440]
#BRD1_BRD2 BRDA o tteiit tttteta e et e e [440]
HCLL e e e e e e e e e e [440]
BAYST s e [440]
2. 1 [440]
BET K3 e e e e e [440]
HAHML K17 i e e e e e [440]
BRARIS -1 et e e e e [440]
HBRZL e e [440]
$Y4 Y23 e e e e e [440]
BG2 G3 e e e e e [440]
HBEDS e e e e e e e e e [440]
O3 s e [440]
0 0 [440]
HYUNSB -4 e e e e e e e e e [440]
BRARIZ=4 o e [440]
- [440]
I 5 [440]
72 [440]
BER2-8 e e [440]
1] [440]

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini
gostermektedir.
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Cizelge 4.9 HC-Pro bdlgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilastirmalar

(devam)
#ZYMV_Kuchyna FASNDLQSEM KHYRVG [456]
#ZYMV-NAT ..., Moo oo [456]
FZYMV-Fars ittt e [456]
H#ZYMV-TW-TN3 it ieinn eeennn [456]
$ZYMV_PA 2006 .eiiiiiian e [456]
FZYMV H e e [456]
FZYMV CU e e [456]
#ZYMV-KR-PA ittt e [456]
#ZYMV-KR-PE it e [456]
#ZYMV-KR-PS it e [456]
#AKS2-5 e e [456]
#AKS5-7 e e [456]
#AS6 . [456]
#AS11 e e [456]
#be6 [456]
#BE7 e e [456]
#BE10 e [456]
#BE13 ... ..D... [456]
#BE15 e e [456]
#BE18 e [456]
#BE22 e e [456]
#BE26 e [456]
#AKS6-2 e e [456]
#ER6-8 e [456]
#BRD1_BRD2 BRDA  .......... ...... [456]
#C11 i e e [456]
#AYST . [456]
3 0 [456]
#E7 K3 e . [456]
BAHML K17 ... ... [456]
#KAR15-1 e [456]
#KZ1 i [456]
#Ya Y23 ... [456]
#62 G3 e . [456]
#BE5 e e [456]
#S3 . [456]
#C13 i e e [456]
#YUNS-4 Ve e [456]
#KAR12-4 o [456]
#G1 e e [456]
#D14 DEM ... ... [456]
#Y21 i e [456]
#ER2-8 i [456]
#C5 e e [456]

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini
gostermektedir.
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HC-Pro bolgesinin niikleotit dizilimi kullanilarak olusturulan protein dizilimi ve
referans izolatlarla yapilan karsilagtirmasina bakti§imiz zaman, afitle tagimmadan
sorumlu olan motiflerin ¢calismada kullanilan tiim izolatlarda korundugu gériilmektedir.
HC-Pro bdlgesinin taginmadan sorumlu oldugu ileri siiriilen N-terminal kisminin
degisken oldugu, merkezi ve C-terminal u¢ kisminin ise daha korunmus oldugu ¢izelge

4.9’da goriilmektedir.

Calismamizda kullandigimiz izolatlarin HC-Pro bolgesinde KLSC ve PTK motiflerinin
korundugu goriilmektedir (Cizelge 4.9). Afitlerin agiz pargalari ile interaksiyonunda
HC-Pro N-terminal ug¢ bdlgesinin rol oynadigi (Desbiez 2001) bildirilmistir. PTK
motifindeki mutasyonlar sonucu tasinmada ve HC-Pro’nin virionlara yapigmasinda
azalma oldugu rapor edilmistir. Calismada kullandigimiz izolatlarin ve referans
izolatlarin HC-Pro bolgesini inceledigimizde N-terminal ug bolgesinin degisken oldugu
ve C-terminal u¢ bolgesinin daha korunmus oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.9). CP
bolgesinde korunmus olan DAG motifi ile PTK motifinin etkilesiminin taginma igin

gerekli oldugu rapor edilmistir (Desbiez 2003).

Cizelge 4.9°da goriildiigii iizere Potyviriisler arasinda korunmus olan ve proteinaz

fonksiyonu olan “GYCY” motifinin korundugu goriilmektedir.
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4.4.3 P3 Bolgesi ile filogenetik analiz sonuclari

100

AS1

AS6 AS8
AS1

G1 G2 G3 S5 S8

ERG6-8

KAR12-4
% AK5-7
AKS6-2 K13
——S1S3
YUNS8-4
KAR15-1
R BE1s8
gg BE22
Bel3
BE15
87 E7 K3
KZ1
— Cl1
AYS7 HIM
— ZYMV-Fars
AHM1
99— D14 DEMRE K17
BES

80 BEG6

A3-1
ZYMV H
1 AKS2-5 BE7 BE10 BE26 BE 27 BRD1 2
ZYMVKuchyna
C17
—— ZYMV-NAT
— L35590.1ZYMV-Florida

o1 ZYMV PA 2006
— L31350.1ZYMV-California

ZYMV TW-TN3
— ZYMV-KR-PA

0.01

99ZYMV-KR-PS
100

ZYMV- KR-PE

Al

—v21

Sekil 4.14 P3 protein bolgesi ile elde edilen filogenetik agag

Bu ¢alismada elde edilen izolatlar kirmizi renk ile genbank veritabanindan alinan izolatlar siyah renk ile
gosterilmistir. %80 tizerindeki boostrap degerleri gosterilmektedir.
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Calismada kullanilan 53 ZYMV izolatinin, P3 protein bolgesinin, 525 niikleotitten
olusan 195 amino asitlik kismi bolgesi sekanslanmis ve MEGAG6 programinda sekans
karsilastirmalar1 yapilarak filogenetik agac olusturulmustur. P3 protein bolgesinin kismi
sekans1 kullanilarak olusturulan filogenetik agaci inceledigimizde, c¢alismada
kullandigimiz izolatlarin bilyiik cogunlugu A1 altgrubunda kiime olusturmuslardir. Yine
Antalya ilinin Elmali ilgesinden almman Y4, Y21 ve Y23 izolatlar1 bu gruptan ayr1 bir
grupta (AS5) yer alan Kore izolatlar1 ile ayni kiimeyi olusturmustur (Sekil 4.14).

DAMBE programinda P3 protein bolgesine gore Aksu izolatt olan AS6 ile ASS,
Golbast izolatlar olan G1,G2, G3 ile Sereflikoghisar izolatlar1 olan S5 ve S8 izolatlari ,
Beypazari izolatlar1 olan BE7, BE10, BE26, BE27 ve Burdur izolatlar1 olan BRDI,
BRD2, BRD4 izolatlar1 ile Aksaray izolati olan AKS2-5 benzer sekans dizilimi
gostermiglerdir. Ayni sekilde AKS6-2 ile K13, S1 ile S3, E7 ile K3, AYS7 ile H1 ve
D14, DEMRE ile K17 izolatlar1 benzer dizilime sahip oldugu goriilmektedir (Sekil
4.14).

P1 gen bolgesine gore ayn1 dizilime sahip olan Elmali izolatlar1 (Y4, Y21 ve Y23), HC-
pro bolgesinde de oldugu gibi farkli dizimlere sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4.14).

P3 gen bolgesinin niikleotit dizilimi kullanilarak olusturulan protein dizilimi ve referans
izolatlarla olan protein karsilastirmasi MEGAG6 bilgisayar programi kullanilarak

yapilmustir. Elde edilen sonuglar ¢izelge 4.10’da gosterilmektedir.
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P3 protein bolgesi amino asit karsilastirmalari

Cizelge 4.10 P3 protein gen bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim

karsilastirmalari
#ZYMV_Kuchyna GTPTQRIKLE EQLIKGIFKP KLMMQLLHDD PYILLLGMIS PTILVHMYRM RHFER [ 55]
E A = = P [ 55]
HZYMV PR 2006 ee e et e e e e [ 55]
FZYMV H e e e e e [ 55]
#ZYMV-NAT i ittt ettt et e aa e e e [ 55]
FZYMV=KR=PA ittt it e e e [ 55]
#ZYMV-KR-PS B e e e e [ 55]
#ZYMV-strain KR-PE S e e e e e e [ 55]
#L35590 . 1ZYMV-FL1OTrida «uuvtninint ittt e e e e [ 55]
#L31350ZYMV_California. v it ittt ittt e it it e e e [ 55]
FZYMV_TW-TN3 ittt i eteiiiees ttteeaans et e [ 55]
78 T [ 55]
#AHML i e e e I.. ....I..... ..... [ 55]
BAKS=T e e e e e e [ 55]
#AS1 L Eoe it e e e e [ 55]
BASS e e e e e [ 55]
HAS6 ASB e e e e e e [ 55]
BASLL e e e e e [ 55]
2= 1 [ 55]
HBBE6 e e e e e e [ 55]
2= T [ 55]
#BELS e e e e e [ 55]
H#BELB e e e e e e [ 55]
#BE22 i e T e e e e [ 55]
#BRD1_BRD2 BRD4 . .iiiiiit ittt e e e [ 55]
H$AKS2-5 BET e e e e e e [ 55]
#BELO _BE26_BE27 = . .itiiiiit it et e e [ 55]
BCS e e e e e [ 55]
#C11 T [ 55]
o [ 55]
#C17 e e N, o e e e [ 55]
HER6-8 i e e e e e [ 55]
HAYST HIM e e e e e e [ 55]
#E7_K3 - [ 55]
$AKS6-2 K13 e e e e e e [ 55]
#D14 DEMRE K17  ....... Rut tttiiaee e I.. ... I oL [ 55]
H#KARLI2-4 i i e e e e [ 55]
220N R [ 55]
BYUNB-4 i e e e e e [ 55]
33/ [ 55]
#S1_S3 e e e e e [ 55]
#GL G2 G3_ S5 S8 ittt e e e e e [ 55]
e [ 55]
BY2L i e e e e [ 55]
HY23 e e e e e e [ 55]

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarim
gostermektedir.
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Cizelge 4.10 P3 protein gen bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim
karsilagtirmalar1 (devam)

#ZYMV_Kuchyna GIEVWIKRDH EIGKIFVILE QLTRKVALAE VLVDQLNLIS EASPHLLEIM KGCQD [110]
FZYMV=FATS ittt teae ettt et et e e [110]
#2YMV_PA 2006 D e e e | R.... [110]
BZYMV H e e e s e [110]
FZYMV=NAT it ittt et et ettt et e e e e e [110]
#ZYMV-KR-PA I Dt ittt i e e [110]
#ZYMV-KR-PS T I..... Do viviinn L ..... [110]
#ZYMV—Strain_KR—PE T I..... D.ove i L ..... [110]
HL35590.1ZYMV=T10r1da «velu e tii s ittt it ten teteeteaee et e et e [110]
#L31350ZYMV_California...l... ... ittt ittt ittt iiis e e [110]
#ZYMViTW—TN3 e Deve ittt iiie v [110]
78 Lt [110]
HAHML e e e e e e e e e e e [110]
HAKS =T e e e e e e e e e e e [110]
7N 3 [110]
7= [110]
BAS6 ASB i e e e e [110]
HASLL e e e e e e e e e e e [110]
HBES e e e e e e e e e e [110]
BBEG e e e e e e e e e [110]
HBEL3 e e e e e e e e e [110]
BBELS e e e e e e e e [110]
HBELS e e e e e e e e [110]
HBE22 e e e e e e e [110]
#BRDL_BRD2 BRDA ottteinin tteee e e e e e [110]
H$AKS2-5 BET e e e e e e [110]
$BEL0 _BE26_BE27 . otittn ettt e e e e [110]
701 [110]
BCL L e e e e e e e e [110]
- Z 1 15 [110]
10 [110]
BERG =8 e e e e e e e e [110]
HAYST HIM e e e e e e [110]
BET K3 e e e e e [110]
$AKS6-2 K13 e e e i e e [110]
$D14 DEMRE K17 ottiiinie otteeit et et e e e [110]
HKARLI2-4 e e e e e e e e e e [110]
HKARLIS -1 e e e e e e e e e [110]
BYUNB =4 e e e e e e e e e [110]
32/ [110]
BS1 S3 e e e e e [110]
BGL G2 G3 S5 S8 it e e e e [110]
#Y4 e 5 [110]
#Y21 e P D, e e [110]
#Y23 e P A [110]

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarin
gostermektedir.
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Cizelge 4.10 P3 protein gen bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim
karsilagtirmalar1 (devam)

#ZYMV_Kuchyna NQRAYVPALD LLTIQVEREF SNKELKTNGY PDLQQTLFDM REKMYAKQLH NSWQE [165]
FZYMV=FATS ittt it ettt ettt e . [165]
$ZYMV_PA 2006 .. ... 2 e e e e e e [165]
BZYMV H e e e Kevoeee e, [165]
FZYMV=NAT it ittt et et ettt et e e e e e [165]
HZYMV=KR=PA ittt ettt et e T [165]
FZYMV=KR=PS ittt ettt et e R [165]
#ZYMV-strain KR-PE . ......... ittt ittt e J T [165]
HL35590 . 1ZYMV=10rIda t vt titnn e ettt et tten ettt et et e [165]
#L31350ZYMV_California........it ittt ittt ittt e e [165]
#ZYMViTW—TN3 .................................................. LAL.. [165]
78 Lt [165]
HAHML e e e e e e e e e [165]
HAKS =T e e e e e e e e e e e [165]
BASL e Weoooieee o [165]
HASE e e e e e N......... ... [165]
BAS6 ASB e e e W e [165]
HASLL e e e e e e e e e e [165]
HBES e e e e e e e [165]
BBEG e e e e e e e e e [165]
32 =0 0 W. .o oo, [165]
HBELS e e W e [165]
H#BEL8 e e e e e We oo oot [165]
H#BE22 e e e e e W o oiiiiie e [165]
#BRDL_BRD2 BRDA ottteinin tteee e e e e e [165]
H$AKS2-5 BET e e e e e e [165]
$BE10 BE26 BE27 . eetitiit ettt e e e e [165]
701 [165]
BCL L e e e e e e e e [165]
701 15 [165]
BCLT s [165]
BERG =8 e e e e e e e e [165]
HAYST HIM e e e e e e [165]
BET K3 e e e e e [165]
$AKS6-2 K13 e e e i e e [165]
#D14 DEMRE K17  ttitiiiin ottt et e e [165]
HKARLI2-4 e e e e e e e e e e [165]
HKARIS -1 e e e e e e e e e [165]
BYUNB=4 e s [165]
32/ [165]
BS1 S3 e e e .A... [165]
BGL G2 G3 S5 S8 it e e e e [165]
BYA e T [165]
4 7 [ S ..G.. [165]
4 72 T F R S [165]

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarin
gostermektedir.
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Cizelge 4.10 P3 protein gen bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim
karsilagtirmalar1 (devam)

#ZYMV_Kuchyna
#ZYMV-Fars
#2YMV_PA_ 2006
#ZYMV_H
#ZYMV-NAT
#ZYMV-KR-PA
#ZYMV-KR-PS
#ZYMV-strain KR-PE
#1L35590.1z2YMV-florida
#L31350ZYMV_California
#ZYMV_TW-TN3
#A3-1

#AHM1

#AK5-7

#as1

#As5

#AS6_AS8

#AS11

#BE5

#BE6

#Bel3

#BE15

#BE18

#BE22
#BRD1_BRD2_BRD4
#AKS2-5_BE7
#BE10_BE26_BE27
#C5

#Cl1

#c13

#C17

#ER6-8
#AYS7_HIM
#E7_K3
#AKS6-2_K13
#D14_DEMRE_K17
#KAR12-4
#KAR15-1
#YUN8-4

#KZ1

#s1_s3
#G1_G2_G3_S5_S8
#y4

#y21

#Y23

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez

gostermektedir.

'R

LSLLEKSCVT VRLKQFBPIFT ERNLIQRAKE

P

Pozitif seleksiyon
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P3 protein bolgesinin RT-PCR ile ¢ogaltilan bdlgesinin sekans analizi sonucunda 195
amino asitlik kismi bolgesi, gen bankasindan elde edilen referans sekanslar ile
karsilastirilmistir. P3 protein bolgesi ile yapilan protein karsilastirmalarinda, bu
bolgenin amino asitlerinin ¢ok fazla degismedigi fakat viriisiin patojenisitesinde rol
oynayan “MREK” motifinde mutasyonlarin oldugu goriilmektedir. Ankara ilinin
Beypazari ilgesinden izole edilen BE13, BE15, BE18, BE22 ve Antalya ilinin Aksu
ilgesinden elde edilen AS1, AS6, AS8 izolatlarinda MREK motifinde arginin (R) amino
asiti, triptofan (W) amino asiti (MWEK) ile yer degistirmistir. AS5 izolatinda ise
arginin (R) amino asiti, asparagin (N) amino asiti (MNEK) ile yer degistirmistir. Bu
mutasyon referans olarak kullandigimiz Fars izolati ile benzerlik gostermektedir
(Cizelge 4.10).

Yapilan bilgisayar analizi sonucunda, 180. amino asit bolgesinde yer alan amino asit
degisimi pozitif seleksiyon olarak bulunmustur (Cizelge 4.10). Bu bolgede yer alan
glutamin (Q) amino asiti ise, Y4, 21, 23 izolatlarinda arginin (R) ile yer degistirmistir.
Bu mutasyonda yine referans olarak kullandigimiz Kore izolatlarina benzemektedir. Bu
li¢ izolattan farkli olarak AKS5-7 izolatinda glutamin amino asiti, histidine (H) ile yer

degistirmistir (Cizelge 4.10).
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4.4.4 CI Bolgesi ile Filogenetik Analiz Sonuclar:

100 AS1
88 AS5
G1G2G3
87  ERe-8
AS11 83
c13 C5
Er2-8
BE13 BE15 BE18 BE22
KAR15-1
KAR12-4
o4/ AKS5-7
80 AKS6-2
ZYMV- NAT
99 ZYMV AG
ZYMV-Fars
c11 Al
91 AYS7
100H1M
E-7 K3
95Kz1
BES5 BE6
ZYMV Kuchyna
AKS2-5
95 BE26
BE10 BE7 C17
BRD2
BRD1 BRD4 YUNS-4
KZN1 D14
g9 K17
DEMRE
ZYMV PA 2006

100

ZYMV-California
ZYMV CU
100 ZYMV-TW-TN3
100 ZYMV RDA
ZYMV KR-PA
08 ZYMV KR-PS
ZYMV KR-PE A5
100 Y23 Y4
10021

99

0.01
Sekil 4.15 CI protein ile yapilan filogenetik agag

Bu caligmada elde edilen izolatlar kirmizi renk ile genbank veritabanindan alinan izolatlar siyah renk ile
gosterilmistir. %80 tizerindeki boostrap degerleri gosterilmektedir.
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CI protein bolgesinin niikleotit dizilimi ile elde edilen filogenetik agaci inceledigimizde
calismada kullandigimiz izolatlarin ¢ogunlugu Diinya’da ve Avrupa’da yaygin olan Al
altgrubu i¢inde yer aldig1 goriilmektedir. BES, BE6, BE7, BE10, BRD1, BRD2, BRD4,
C17, AKS2-5, BE26 ve YUNS8-4 izolatlar1 A1 grubunda yer alan Slovak izolati1 olan
Kuchyna ile; C11, AYS7 ve HI izolatlari, ZYMV-Fars izolat1 ile benzer dallanma
gostermistir. KZN1, D14, K17, DEMRE izolatlar1 Al alt grubunda yer almislar fakat
refereans ve diger izolatlardan farkli bir kiime olusturmuslardir. AS1, ASS, G1, G2, G3,
ER6-8, AS11, S3, C13, C5, ER2-8, KAR15-1, KAR12-4, AKS5-7, AKS6-2 izolatlari
ZYMV-NAT izolati ile benzer dallanma gostermistir (Sekil 4.15).

P3 protein bolgesinde benzer dizilime sahip olan E7 ve K3 izolatlariin CI bdlgesinde
de benzer dizilime sahip oldugu goriilmektedir. DAMBE programinda CI bolgesine
gore izolatlar, G1, G2, G3 izolatlari; BE13, BE15, BE18, BE22 izolatlari; BES ve BE6
izolatlari; BE7, BE10 ile C17 izolatlari; BRD1, BRD4 ile YUNS8-4 izolatlari; KZN1 ve
D14 izolatlar1 kendi aralarinda benzer baz dizilimi gostermislerdir. AS altgrubunda yer
alan Y23 ile Y4 benzer baz dizlimi gosterirken Y21 bu iki izolattan farkli bir dizilim
gostermistir (Sekil 4.15).

P3 protein bolgesinin niikleotit dizilimi kullanilarak olusturulan protein dizilimi ve
referans izolatlarla olan protein karsilastirmas1t MEGAG6 bilgisayar programi kullanilarak

yapilmustir. Elde edilen sonuglar ¢izelge 4.11°de gosterilmektedir.
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CI protein karsilastirmalar

Cizelge 4.11 CI protein bdlgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilastirmalar

O )

#2YMV_Kuchyna HYRTTGKFLE FTRNTAAFVA NEIASSSEGE FLYRGAVGSG KSTSLPAHLA [ 50]
#ZYMV= NAT i e e B ... [ 50]
FZYMV AG e e e B ... [ 50]
FZYMV=FArS ittt et et e J I .. [ 50]
ZYMV PA 2006 i e e S ... [ 50]
FZYMV-California = ittt it et e J I .. [ 50]
FZYMV _CU i e e e B ... [ 50]
FZYMV-TW-TN3 ittt tiiiiie e e B ... [ 50]
FZYMV _RDA e e e B ... [ 50]
#ZYMV KR-PS it i e B ... [ 50]
#ZYMV_KR-PE ..., T e e B ... [ 50]
#ZYMV KR-PA i e e B ... [ 50]
BAKS2-5 e e e T [ ... [ 50]
#AKSS5-7 e e e P ... [ 50]
BAKS6-2 e e T [ ... [ 501
BASL e e e T [ ... [ 50]
#AS5 i e G. .......... P ... [ 50]
#BE13_BE15 BE18 BE22  .......... ...iiunniin caiinnan.. S I ... [ 50]
3= O ... [ 50]
#BE5 BE6 i i e T [ ... [ 50]
#BRD2 e e e P ... [ 50]
BCLL e e e T [ ... [ 50]
#BE10_BE7_C17 i i e T [ ... [ 50]
#Cc13 . ¢c5 L S P ... [ 50]
#KZNL D14 i e e T [ ... [ 50]
#AYST e e e P ... [ 50]
#ER6-8 i e e P ... [ 50]
#G1_G2_G3 e e e S ... [ 50]
HHIM e e e O ... [ 50]
BRLIT e e e B [ ... [ 50]
#E-7 K3 i e e e ... [ 50]
BRARIZ2-4 e e T [ ... [ 50]
#KARIS-1 i e e P ... [ 50]
BRZL e e e B [ ... [ 50]
#AS11 S3 e i e P ... [ 50]
#Y23 Y4 e e P ... [ 50]
#BRD1_BRD4_YUN8-4 .......... ...uitnirnnn tonennnnnn B ... [ 50]
#DEMRE e e e P ... [ 50]
72 [ 50]
#Er2-8 el .. S [ 50]

NTP baglanma motifi

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini
gostermektedir.
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Cizelge 4.11 CI protein bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilagtirmalari

(devam)
#ZYMViKuchyna KKGKVLLLEP TRPLAENVSR QLAGDPFFQN VTLRMRGLSC FGSSNITVMT [100]
#ZYMV- NAT e e [100]
#ZYMV_AG R P [100]
#ZYMV-Fars S P O [100]
#ZYMV_PA 2006 e s [100]
#ZYMV-California S P OO [100]
#2ZYMV_CU e s [100]
#ZYMV-TW-TN3 T N. ..ot [100]
#ZYMV_RDA e e e N. e [100]
#ZYMViKR—PS T N. ..ot [100]
#ZYMViKR—PE P N. ...... A... [100]
#ZYMV_KR-PA e N. veeen. [100]
#AKS2-5 R O P [100]
#AKS5-7 O [100]
#AKS6-2 R R PP [100]
#as1 O [100]
#as5 e s [100]
#BE13 BE15 BE18 BE22  ..J....... ..ooliviin tiiiiiiii i [100]
#BE26 O [100]
#BE5_BE6 e e [100]
#BRD2 B O T [100]
#c11 e e [100]
#BE10_BE7 C17 O [100]
#c13 c5 O [100]
#KZN1 D14 R R AP [100]
#aYs7 O [100]
#ER6-8 R O P [100]
#G1_G2_G3 R O [100]
#H1M e s [100]
#K17 R O [100]
#E-7_K3 R O [100]
#KAR12-4 e e [100]
#KAR15-1 O [100]
#K21 e e [100]
#as11_s3 R O [100]
#Y23 v4 e e No oovennnn. [100]
#BRD1_BRD4_YUN8-4 e s [100]
#DEMRE R O [100]
#v21 R O PP No oovennnn. [100]
#Er2-8 R R [100]
—
RNA helikaz bolgesi

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarin
gostermektedir.
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Cizelge 4.11 CI protein bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilastirmalar

(devam)
#ZYMV_Kuchyna SGFAFHYYVN NPHQLMEFDF VIIDECHVTD SATIAFNCAL KEYNFAGKLI [150]
#ZYMV—iNAT .................................................. [150]
BZYMV AG e e e e e [150]
FZYMV=FATS ittt ittt et ettt et e [150]
$ZYMV PA 2006  ..... e e e e [150]
FZYMV=California ittt it ettt et e e e e e e e [150]
HZYMV CU i e Tttt e e [150]
HFZYMV=TW=TN3 ettt ettt eeeee tteeeaetee tae it e [150]
#ZYMViRDA .................... T et i e i e [150]
#ZYMV_KR—PS ................ Dottt it e et e S.... [150]
#ZYMViKR—PE ................ Dt i e e i e e e S.... [150]
#ZYMViKR—PA .......... T [150]
BAKS2-5 s e, [150]
HAKSS =T e e e e e e e [150]
BAKSG=2 e e e e e e e e [150]
B e e e e e e e e e e [150]
BASS s e, [150]
$BE13 BE15 BELS BE22 .......... ©ouinrinnn et e e [150]
HBE26 e e e e e e e [150]
BBES BE6 et e e e [150]
H#BRD2 e e e e e e e e e e [150]
HCLL e e e e e e e [150]
BBELO BET CL7T teteite e e e [150]
BCL3 C5 e e e e [150]
BRZNL D14 i e e e [150]
4. [150]
BERG =8 e e e e e e e e [150]
BGL G2 G3 e e e e [150]
HHIM e e e e e e e [150]
HKLIT e e e e Gt e e [150]
BE-T K3 e e e e [150]
HKARI2-4 e e e e e e e e e [150]
HKARIS -1 e e e e e e e [150]
HRZL e e e e e e e [150]
H#ASLI1 S3 e e e e e e e [150]
$¥23 YA . Dt e e S.... [150]
$BRDL BRDA YUNB=4 .\ttt tteae et e e e e [150]
H#DEMRE e e e e e e e [150]
#Y21 i e e 1 S.... [150]
HEL2-8 e e e e e e [150]

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarin
gostermektedir.
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Cizelge 4.11 CI protein bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilastirmalart

(devam)
)
#ZYMV_Kuchyna KVSATPPGRE CDFDTQFAVK VKTEDHLSFQ AFVGAQKTGS NADMVQHGNN [200]
gzymv- naT | ... e e [200]
#)zymv A | ... e e e e [200]
#zZYMV-Fars | ..... et e e et e e [200]
#zYMV PA 2006 | ..... e e S [200]
#ZYMV-California | ..... e e e e = [200]
$zymv cu | ... e e H oo e [200]
#ZYMV-TW-TN3 | ..... et e e i e P [200]
#zymv RDA | ... e e Yo e [200]
#ZYMV_KR—PS 2 P [200]
$ZYMV KR-PE | ..., R H ovoeiiee e R.... [200]
#ZYMViKR—PA ..... C e e et e et et et e e e e et e [200]
#AKS2-5 | ..., e e e e e e e e e e e [200]
#AKS5-7 | ..., e e e e e e e e e e e e e e e [200]
#AKS6-2 | ..., e e e e e e e e e e e e [200]
#as1 | ..., e e e e e e e e e e e e e [P [200]
#as5 | ... e [200]
#BE13 BE15 BE18 BE22 | ..... e s [200]
#BE26 | ..., e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [200]
4BE5 BE6 | ..... e e [200]
#BRD2 | ... e e e e e e e e e e e e e e e [200]
#c1z | ... e e e e e e e e e e e [200]
#BE10 BE7 C17 | ..... e s [200]
#gc13cs | ... e e [200]
$kzN1 D14 | ..... e e [200]
#Ays7 | ..., e e e e e e e e e e e e e e e e [200]
#ER6-8 | ..., e e e e e e e e e e [200]
#61 6263 | ..... e s [200]
#HIM | ..., e e e e e e e e [200]
#xk17 | ..., e e e e e R [200]
$8-7 k3 | ... e [200]
#KAR12-4 | ..... e e e e e e e e e [200]
#KAR15-1 | ..... e e e e e e e e e e e e e e e [200]
#kz1 | ..., e e e e e e e e e [200]
#As11 s3 | ... e e e e e e e e e e e e e e e [200]
#v23 ya | ... e - [200]
#BRD1 BRD4 YUNS-4 | ..... e s [200]
#DEMRE | ..... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [200]
#y212. | ..., e e e e e 2 [200]
#Er2-8 | ..... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [200]
—

RNA helikaz bolgesi

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini
gostermektedir.
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Cizelge 4.11 CI protein bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilastirmalart

(devam)
)
#ZYMV_Kuchyna ILVYVASYNE VDMLSKLLTE RQFSVTKVDG RTMQLGKTTI ETHGTSQKPH [250]
gzymv- naT ...l e s [250]
¥zYMv AG el e e e [250]
#zYMV-Fars  |....0... e e e e e et e e [250]
#2YMV PA 2006  |....... e s [250]
#ZYMV-California |....... e e e e e e e e e e [250]
gzymv cu ..o e s [250]
#ZYMV-TW-TN3 | ....... e ettt e e te e e e e [250]
#zymv RDA ..ol e e Rite cerenannns [250]
#ZYMV_KR—PS ....... e e e e et e e e te e i e e [250]
#ZYMViKR—PE ....... f e ettt e tae e e [250]
#ZYMViKR—PA ....... f e et a e et tae e e [250]
#AKS2-5 ... e [250]
#AKS5-7 ..., P [250]
#AKS6-2 ..., e e e e e e e e e e e e e e [250]
#As1 ..., e e e e e e e e e e e e e e e e e e [250]
#as5 ... R [250]
#BE13 BE15 BE18 BE22 |[....... s [250]
#BE26 ..., P [250]
#BE5 BE6  |....... e [250]
#BRD2 oo P [250]
#ciz ... e e e e e e e e e e e e e [250]
#BE10 BE7 C17  |....... s [250]
#gc13 cs | U [250]
$kzN1 D14 |....... e e [250]
#Ays7 ...l Y I.. (i [250]
#ER6-8 |....... e e e e e e e e e e e [250]
#61 6263  |....... s [250]
#HIM L., e e e e e e e e e e e e [250]
#xk17 ... Y [250]
$2-7 K3 ... S [250]
#KAR12-4 |....... e e e e e e e e e e e [250]
#KAR15-1 |....... P [250]
#Kz1 ..., e e e e e e e e e e e e e e e [250]
#as11 s3 |l Y [250]
#v23 ya ... e e [250]
#BRD1 BRD4_YUNS-4 |[....... s [250]
#DEMRE ..., Y [250]
#y212. ..., e e e e 2 e e et e [250]
#Er2-8  |....... e e e e e e e e e e Voo, [250]
—

RNA helikaz bélgesi

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez igindeki sayilar ise amino asit sayilarini
gostermektedir.
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Cizelge 4.11 CI protein bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilastirmalart

(devam)
#ZYMV_Kuchyna FIVATNIIEN GVTLDVECVV DFGLKVVAEL DSENRCVRYN KKSVSY [296]
BZYMV- NAT e e e e [296]
FZYMV BAG e e e e [296]
FZYMV-Fars e e e e e e e e e e LPLLL [296]
BZYMV PA 2006 v e e e [296]
#ZYMV-California = fo.eeiiiiiin viiiieeinn i GRRT GOR. . evver weennn [296]
BZYMV CU e e e e [296]
#ZYMV-TW-TN3 T [296]
BZYMV RDA e e e e [296]
#ZYMV_KR—PS .............................................. [296]
#ZYMViKR—PE .............................................. [296]
#ZYMViKR—PA .............................................. [296]
#AKS2-5 e e e e e [296]
HAKSS5-T e e e e e e e e [296]
H#AKS6-2 e e e e [296]
HASL e e e e e e e e [296]
BASS e e e [296]
#BE13 BE15 BEL8 BE22  |.......... .oooufivinr toreronans ciiiiniane s [296]
H#BE26 e e e e e e e e e e [296]
#BES BE6 e e e e [296]
H#BRD2 e e e e e e e e e [296]
#CL1 e e e e [296]
#BE10 BE7 C17  |ieiuiiniin oot e e [296]
$C13.C5 e e [296]
$KZNL D14 e e [296]
HAYST e e e e e e e [296]
#ER6-8 e e e e e e [296]
BG1 G2 G3 e e s [296]
H#HIM e e e e [296]
3201 e [296]
$E-7 K3l e [296]
#KAR12-4 | e e e e [296]
HKARIS5-1 e e e e e e e e e [296]
#KZ1 e e e e e [296]
#AS11 S3 | e i e [296]
#v23 ya | T [296]
#BRD1 BRDA YUNS-4 |....ouinr ooiuiloeons oo ie e e [296]
#DEMRE i e e e e Coiiion Lo [296]
#Y21 e e e e [296]
HEr2-8 e e e e e e e [296]

RNA helikaz boélgesi

ClI protein bolgesinin 888 niikleotitden olusan 296 amino asitlik kismi protein sekansi
NCBI gen bankasindaki mevcut sekanslardan secgilen referans izolatlarla
karsilastirilmistir. Karsilastirmalar sonunda amino asit bolgeleri degerlendirildiginde CI
protein bolgesinin ¢ok fazla degisken olmadig1 ve daha 6nceden arastiricilar tarafindan
rapor edilen NTP baglanma motifi olan “GAVGSGKST” (26-35. aa) ve RNA helikaz
fonksiyonu olan “VLLLEP”“TRPL”“KVSAT”“LVYV”ve “VATNIIENGVTL”

motiflerinin korunmus oldugu goriinmektedir (Cizelge 4.11).
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4.4.5 NIb Bolgesi ile filogenetik analiz sonuc¢lar:

AS5
AS6

C5
99C13
ERG6-8

G2

G1

Er2-8
KAR15-1
BE18

BE13 BE15
BE22

S3

r AK5-7 ZYMV-Fars

J[~ AKS6-2C11
81 KAR12-4AYS7

oo

ZYMV-Fars
Al

E7
K3
KZ1
AHM1
K17

A3- DEMRE-
BE26
BE10
BE7, ZYMV-California
9 LBE5
BE6
ZYMV H, AKS2-5
ZYMV Kuchyna
BRD2 ZYMV KR-PA
95BRD1 BRD4
—ZYMV NAT
| Y23

%
99— v21

ZYMV TW-

——ZYMV-
100 ZYMV PA 2006
| ZYMV KR-PS

1d@ﬂ MV KR-81
1 ZYMV-

0.01

Sekil 4.16 NIb protein bolgesi ile elde edilen filogenetik agag

Bu ¢alismada elde edilen izolatlar kirmizi1 renk ile genbank veritabanindan alinan izolatlar siyah renk ile

gosterilmistir. %80 tlizerindeki boostrap degerleri gosterilmektedir.
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Calismada kullandigimiz Ankara, Antalya, Burdur, Konya, Aksaray ve Karaman
illerinden toplam 42 adet ZYMV izolatinin NIb protein bdlgelerinin 1361 niikleotitten
olusan 458 amino asitlik kismi sekanslari, gen bankasindan elde edilen referans ZYMV
izolatlarininin sekanslar1 ile MEGA 6 programi kullanilarak karsilastirilmasi yapilmis

ve NIb protein bolgesine ait filogenetik aga¢ olusturulmustur (Sekil 4.16).

ZYMV izolatlarinin gen bdlgelerinin belirlenmesi konulu ¢alismada NIb bdolgesi ile
yapilan filogenetik agaca gore izolatlarin ¢ogunlugu Al alt grubunda yer alirken yine
Elmali izolatlar1 olan Y4, Y21 ve Y23 farkli grup olusturmuslar ve Al altgrubundan
farkli bir grupta toplanmislardir. Diger protein bolgelerinde daha onceden Kore
izolatlar1 ile benzer dallanma gosteren bu izolatlar NIb bolgesinde bu izolatlardan farkl
bir dallanma gostermislerdir (Sekil 4.16). Y4, Y21 ve Y23 izolatlar1 NCBI’da diger
referans izolatlarla %92-96 oraninda benzerlik oranina sahiptir. Al altgrupta yer alan
izolatlar kendi aralarinda %98-99 benzerlik oranmna sahip iken diger Al grubundaki

izolatlarla %93-95 benzerlik gostermektedirler.

NIb protein bdlgesinin niikleotit dizilimi kullanilarak olusturulan protein dizilimi ve
referans izolatlarla olan karsilastirmast MEGA 6 bilgisayar programi kullanilarak

yapilmustir. Elde edilen sonuglar ¢izelge 4.12°de gosterilmektedir.
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NIb protein karsilastirmalar

Cizelge 4.12 NIb protein bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilastirmalar

!Domain=Data;

#ZYMV_KuChyna QPSKLNKEAF KKDFFKYNKP VTVNQLDHDK FLEAVDGVIR MMCDFEFNEC REITDPEEIY [ 60]
#ZYMViNAT ..................................... oo i s e [ 60]
B4 Y = k= [ 60]
#ZYMV_TW—TN3 ............................................................ [ 60]
#ZYMV _Clfornia ........v. tiiiiiiinn tiiiin.n G e e e e e [ 60]
#ZYMV PR 2006 ..ottt i e e e e e e [ 60]
#ZYMViKR—PA ............................................................ [ 60]
#ZYMV_KR—PS ............................................................ [ 60]
FZYMV=RDA ittt ettt ettt et ettt et e [ 60]
7 T P [ 60]
N 1 2 [ 60]
N o [ 60]
BZYMV_H AKS2-5 ...ttt ettt et e e e [ 60]
BAKSG=2 e e e e e e e e e e e [ 60]
7N 1 [ 60]
= P [ 60]
= [ 60]
EBED e s [ 60]
32 [ 60]
EBET e s [ 60]
BBELO e e e e e e e et e e e [ 60]
#BEL3 BELS ... i e e e e [ 60]
32t P [ 60]
BBE22 e e e e e e e e e e [ 60]
BBE26 e e e e e e e e e e [ 60]
3122 P [ 60]
#BRDL BRDA iittttiit ittt e e e e [ 60]
BCS e e e e e e e e e e [ 60]
0 0 [ 60]
0 0 [ 60]
0 1 At 2 [ 60]
BRAYST e e [ 60]
BET e e e 2 [ 60]
BERG—8 i e e e e e e e e e [ 60]
P [ 60]
#G1_G3 L e e e e [ 60]
BHIM e e e e e e e e e e [ 60]
32 Tt 2 P [ 60]
HKLT e e e 2 [ 60]
BRARLIZ2-4 i e e e e e e e e e [ 60]
BKARLIS -1 i e e e e e e e S.... [ 60]
3 /7 2 [ 60]
25 N [ 60]
B e s [ 60]
47 P [ 60]
472 T [ 60]
#DEMRE - i e e 2 [ 60]
#Er2-8 i .. e [ 60]

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini
gostermektedir.

109



Cizelge 4.12 NIb protein bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilagtirmalari

(devam)
#ZYMViKuchyna NSLNMKAAIG AQYRGKKKEY FEGLDDFDRE RLLFQSCERL FNGYKGLWNG SLKAELRPLE [120]
#ZYMV_NAT ............................................................ [120]
B4 Y = k= [120]
HZYMV TW-TN3 ittt ittt ittt i iiie e ittt e et iiinaee tteee e e [120]
L/ 4 Y A O o o = P [120]
FZYMU PR 2006 o veterees eet et e e e e e e e [120]
#ZYMV_KR—PA ............................................................ [120]
BZYMU KR=PS tteteres teeteitae et et e e e e e [120]
FZYMV=RDA ittt ittt et ettt ettt ettt et e [120]
7N T [120]
7 1. [120]
7N T [120]
BEYMV H BKS2-5 ...ttt ottt e e [120]
HAKS6-2 e e e e S - Y [120]
7= 1 5t [120]
#AS5 e e e N o e e e e [120]
#AS6 e e e N e e e e e [120]
312 [120]
BBEG e e e e e e e e e e [120]
312 [120]
BBELO e e e e e e e e e e e e [120]
#BEL3 BELD ... i e e e e [120]
32 X [120]
BBE 22 e e e e e e e e e e e e [120]
HBE26 i e e e e e e e e e e e e [120]
HBRD2 e e e e e e e e e e e e [120]
#BRD1 BRD4 ... it i e e e e [120]
OS5 [120]
#C11 e e Lttt ettt e e e e e e e e [120]
201 15 [120]
30 1 1 [120]
74> [120]
BET e e e e e e e e e [120]
H#ER6-8 i e e [ [120]
BG2 e e e e e e e e [120]
BGL G3 i e e e [120]
HHIM e e e e e e e e e e e e e [120]
3 0C [120]
3 201 [120]
#KARI2-4 e e e T Y [120]
HRARIS -1 i e e e e e e e e e e e [120]
BRZ L e e e e e e e e [120]
2= [120]
1 [120]
BY 20 e e e e e e e e e R [120]
4 72 T [120]
HDEMRE= oot e e e e [120]
0 o [120]

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini
gostermektedir.
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Cizelge 4.12 NIb protein bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilastirmalari

(devam)
#ZYMViKuchyna KVRANKTRTF TAAPIDTLLG AKVCVDDFNN EFYSKNLKCP WTVGMTKFYG GWDKLMRALP [180]
#ZYMV_NAT ............................................................ [180]
B4 Y = k= [180]
#ZYMV TW-TN3 ittt ittt ittt i iiie teitiee e st iiineee i ...R...S.. [180]
#ZYMV Clfornia .......... ...ttt tii., F T 2 S.. [180]
$ZYMV PA 2006  .euriirian ... Pt e B S.. [180]
#ZYMV_KR—PA ......................................................... S.. [180]
BZYMU_KR=PS otetereis teeteeae e et e e e e S.. [180]
FZYMV=RDA ittt ettt ettt ettt ettt e e e S.. [180]
7N T [180]
7 1. [180]
7N T [180]
BEYMV H BKS2-5 ...ttt ottt e e [180]
7N S T [180]
7= 1 5t [180]
7= T [180]
7N [180]
312 [180]
BBEG e e e e e e e e e e [180]
32 [180]
BBELO e e e e e e e e e e e e [180]
#BEL3 BELD ... i e e e e [180]
32 X [180]
BBE 22 e e e e e e e e e e [180]
HBE26 i e e e e e e e e e e e e [180]
HBRD2 e e e e e e e e e e e e e [180]
#BRD1 BRD4 ... it i e e e e [180]
o1 J K... [180]
20 1 [180]
701 15 Y K... [180]
30 1 1 [180]
74> [180]
BET e e e e e e e e e [180]
BERG =8 e e e e e e e e e e [180]
BG2 e e e e e e e e e e [180]
BGL G3 et e e e [180]
HHIM e e e e e e e e e e e e e [180]
3 0C [180]
#K17 ... L ottt e e e e e e e e e [180]
30 2 I [180]
HRARIS -1 it e e e e e e e e e e e [180]
BRZ L e e e e e e e e e e [180]
2= [180]
1 [180]
#Y21 B ot e e e e e e e e e e [180]
4 72 T [180]
BDEMRE — Lttt et et e e e e e e e [180]
0 o [180]

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez igindeki sayilar ise amino asit sayilarimni
gostermektedir.
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Cizelge 4.12 NIb protein bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilagtirmalari

(devam)
)
#ZYMV_KuChyna DGWLYCHADG |SQFDSSLTPA LLNAVLIIRS FYMEDWWVRQ EMLENLYAEI VYTPILAPDG [240]
#ZYMV_NAT R R G e [240]
#ZYMV-Fars DS N 1 [ [240]
#ZYMV_TW-TN3 R I 1 Ge ittt e e e [240]
#ZYMV _Clfornia ... ..o i tiiiiiiiis i, e [240]
BZYMV PA 2006  «oo]uueee e e 2G. e e [240]
#ZYMV_KR-PA R R O R [240]
#ZYMV_KR—PS T T L [240]
#ZYMV-RDA R I 1 Y [240]
#A3-1 DS 1 Y [240]
#AHM1 DS [ 1 Y [240]
#AK5-7 DS [ 1 A [240]
#ZYMV_H AKS2-5 ... |... ... | . oo Lo G e [240]
#AKS6-2 DS [ [ G e e [240]
#AS11 SR O G et [240]
#AS5 DS [ 1 Y [240]
#AS6 SR S G et [240]
#BES5 DS [ [ G e e [240]
#BE6 DS [ [ N [240]
#BE7 SRR O G e [240]
#BE10 DS [ 1 G e e [240]
#BE13 BE15 T O G e [240]
#BE18 DS [ 1 G e e [240]
#BE22 DS 1 Y [240]
#BE26 DS 1 Y [240]
#BRD2 DS [ 1 G e e [240]
#BRD1_BRD4 SR O R G e [240]
#C5 S 1 Y [240]
#C11 S 1 Y [240]
#C13 DS [ [ Y [240]
#D14 SR S U G e [240]
#AYS7 SR R G e [240]
#E7 DS [ [ Y [240]
#ER6-8 DS 1 Y [240]
#G2 DS [ [ Y [240]
#61_G3 T O G i e [240]
#HIM DS [ [ Y [240]
#K3 DS [ [ Y [240]
#K17 DR G e [240]
#KAR12-4 DS [ [ Y [240]
#KAR15-1 DS 1 Y [240]
#KzZ1 DS [ [ Y [240]
#S3 DS 1 Y [240]
#Y4 DS [ [ G. i e T... [240]
#Y21 DS [ [ G. i e T... [240]
#Y23 DS o 1, G. i e T... [240]
#DEMRE - D e Qs e Y [240]
#Er2-8 DS 1 Y [240]
—

Polymeraz aktivitesi

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini
gostermektedir.
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Cizelge 4.12 NIb protein bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilagtirmalari
(devam)

#ZYMV_Kuchyna TIFKK
#ZYMV_NAT
#ZYMV-Fars
#ZYMV_TW-TN3
#ZYMV_Clfornia
#ZYMV_PA_ 2006
#ZYMV_KR-PA
#ZYMV_KR-PS
#ZYMV-RDA
#A3-1

#AHM1

#AK5-7
#2YMV_H AKS2-5
#AKS6-2
#As1l

#As5

#As6

#BES

#BE6

#BE7

#BE10
#BE13_BE15
#BE18

#BE22

#BE26

#BRD2
#BRD1_BRD4
#C5

#Cl1

#c13

#D14

#AYS7

#E7

#ER6-8

#G2

#G1_G3

#H1M

#K3

#K17
#KAR12-4
#KAR15-1
#Kz1

#s3

#y4

#y21

#¥23

#DEMRE -
#Er2-8

(ggﬁN SGQPSTVVDN TQ;%

YISIYY ACMKFGWNCE EIENKLVEFA

)
NGDDLI

LAVK

..R

Polymeraz aktivitesi (RdRp)

300
300
300
300
300
300
300
300
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]
[300]

l ]
[ ]
[ ]
[ ]
[ ]
l ]
[ ]
[ ]

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarin

gostermektedir.
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Cizelge 4.12 NIb protein bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilastirmalar

(devam)
#ZYMV_KuChyna DEDSGLLDNM SSSFSELGLN YDFPERTHKR EDLWFMSHQA MLVDGMYIPK LEKERIVSIL [360]
#ZYMViNAT .................... T [360]
FZYMV=FArsS  tittenenn eeeenennnn D Tt e e [360]
$ZYMV TW-TN3  .......... B, - [360]
#ZYMV_Clfornia .......... ce..Col. R T ettt [360]
#ZYMV_PA 2006 .......... R T T [360]
#ZYMViKR—PA .......... [ G T [360]
#ZYMV_KR—PS .......... [ S [360]
#ZYMV-RDA ... [ G T [360]
#A3-1 e e S B [360]
#AHM1 i e DO = [360]
#AKS5-7 e e T [360]
#ZYMV_H AKS2-5 .......... .......... SR [360]
H#AKS6-2 e e - [360]
#AS11 e e S [360]
#AS5 e e - [360]
#AS6 e e S B [360]
#BE5 e e - [360]
#BE6 e e - [360]
$BET e S e e e [360]
#BE1O0O ..., PR S 2 [360]
#BE13 BE15 .......... .......... S e e [360]
#BE18 i e - [360]
#BE22 e e S B [360]
#BE26 et e S Y [360]
#BRD2 e e - [360]
#BRD1 BRD4 .......... .......... S e e [360]
#C5 i e D 2 [360]
#C11 e e S [360]
#C13 e e - [360]
#D14 e e S Y [360]
#$AYST ... De oo e e [360]
HET e e - [360]
#ER6-8 e e S Y [360]
#G2 i e - [360]
BG1 G3 e e S e e [360]
#HIM L., D. ... D 2 [360]
#K3 e e - [360]
3 S B [360]
#KAR12-4 i e - I [360]
#KAR15-1 ... e S e e e e e e [360]
H#KZ1 e e 0 I [360]
#S3 e e S e e e e e e e [360]
#Y4 E......... .C..... LS., T e e e e e [360]
#Y21 L. .C..... S e e e e e e e [360]
#Y23 ... .C..... 2 [360]
#DEMRE- ... ... e S e et e e e e e [360]
#EXr2-8 e e 2 [360]

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini
gostermektedir.
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Cizelge 4.12 NIb protein bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilagtirmalari

(devam)
#ZYMV_KuChyna EWDRSKEIMH RTEAICAAMI EAWGHTELLQ EIRKFYLWEV EKEEVRELAA LGKAPYIAET [420]
BZYMU NAT ittt tet et ettt et e e e e [420]
FZYMV=FArS ittt ittt ten eeteeeenee e Nt et et e e e e e [420]
HZYMV TW-TN3 ittt ittt ittt iiie e ttiteeiee et iiiaaee it e [420]
4 A O o o = P [420]
BZYMU PA 2006 o veverees oeeteeane e e e e, [420]
BZYMU KR=PB o eteetta eeteee et et et e e e e Teveenn... [420]
#ZYMV_KR—PS LR e e e et e e e e I [420]
FZYMV=RDA ittt ittt et ettt et et e Toeeienn.. [420]
7N T [420]
7 1. [420]
BAKS =T e e e e e e e e e e e e e [420]
BZYMV H AKS2-5 ...ttt ittt e e e e [420]
HAKS G =2 e e e e e e e e e e [420]
BAS I L e e e e e e e e e [420]
7= [420]
BASE e e [420]
312 [420]
312 [420]
BBET e e [420]
#BEL1O i e S [420]
BBEL3 BELD  o\titetit otetet et e e e e [420]
32 X [420]
BBE 22 e e e e e e e e e e [420]
BBE26 e e e e e e e e e e [420]
#BRD2 e e S [420]
HBRDL BRDA  otttiitin ottt e e e e [420]
101 [420]
BCL L e e e e e e e e e e [420]
201 15 [420]
BDLA e [420]
BAYST e e [420]
3 2 [420]
#ER6-8 e e S - [420]
#G2 i e S [420]
BGL B3 i e e e e [420]
HHIM e e e e e e e e e [420]
320 [420]
BRLT e e [420]
#KAR12-4 i e D 3 [420]
30 T [420]
32/ [420]
2= [420]
1 [420]
4 7 [420]
BY 23 e e e e e e e [420]
#DEMRE-  .......... DS Y [420]
BEE 2 -8 e e e e e e e e L [420]

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini
gostermektedir.
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Cizelge 4.12 NIb protein bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilastirmalar:

(devam)
'
#2YMV_Kuchyna ALRKLYTDKG |ADTSELARYL QALHQDIFFE QGDTVMLQ [458]
$ZYMV NAT ool e e [458]
#ZYMV-Fars  ...iuieen... S [458]
$ZYMV_TW-TN3 ..., o [458]
#ZYMV_Clfornia .......... e e [458]
$ZYMV_PA 2006  .......... B 0 A Liv e [458]
#Z2YMV_KR-PA  ........ Ro[Eolies e o [458]
#2YMV_KR-PS  .......... B [458]
$ZYMV-RDA ... P [458]
$83-1 ... T [458]
$AHM1I ..., N e [458]
#AK5-7 ... B D ........ [458]
$2ZYMV_H AKS2-5 .......... T [458]
#AKS6-2  .......... T D ........ [458]
$AS11 ..., B Ve L R [458]
#$AS5 ... B [458]
$8S6 ... B e [458]
#BE5 ... T [458]
#BE6 ... T [458]
#BE7 ... B [458]
#BE10 .......... R [458]
#BE13 BE15 .......... B [458]
#BE18  .......... B [458]
#BE22 ... 2 [458]
#BE26  .......... T [458]
#BRD2 ... T [458]
#BRD1_BRD4 .......... T [458]
#c5 ... B [458]
$c11 ... T [458]
#c13 ... B [458]
#014 ... N s [458]
$AYST ... R D ........ [458]
#E7 ... R [458]
#ER6-8  .......... 2 [458]
#62 ... B e [458]
#6163 ... 2 [458]
$HIM ... B D ........ [458]
#K3 ... T [458]
#K17 ... N s [458]
#KAR12-4  .......... B D ........ [458]
#KAR15-1 .......... 2 [458]
#KZ1 ... N e [458]
#s3 ... T [458]
#¥a L. B e [458]
#¥21 ... B [458]
#¥23 ... 1 [458]
#DEMRE-  .......... N - S [458]
#Er2-8 ... 1 [458]
—/

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini
gostermektedir.
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Calismada kullandigimiz ZYMV izolatlarinin referans izolatlarla NIb protein bdlgesinin
protein dizilim karsilagtirilmasi yapilmistir. NIb bolgesi potyviriislerin RNA’ya bagh
RNA polymeraz (RdRp) enzimini kodlamaktadir. Cizelge 4.12°de goriildiigii tizere, tig
tane motif “YCHADGS”, “GNNSGQPSTVVDNTLMV” ve “NGDDL”amino asit
motifleri polimeraz aktif alanlar1 olup tiim izolatlarda korundugu gdriilmektedir.
Potyviruslerde ve ZYMV izolatlarinda NIb protein bolgesinin N-terminal u¢ kisminin
korunmus oldugu ve C-terminal u¢ kisminin daha degisken oldugu goriilmektedir
(Cizelge 4.12).
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446 CP Bolgesi ile filogenetik analiz sonuclari
AKS5-
N: AKS6-
KAR12-

LFBE]-
BE13 BE18

ZYMV-VE10-

{AS
AS1 AS6
.
ER2-
1 ZYMV-
ER6-8 C17 G1 G2
——AS1
L5
KZ1 K3 E-
——zYymv
— ZYMV- Al
M 9
DEMR
: ZYMV-VE10-
B ZYMV-
10 8 C1l
——— TN TNV CUCU
YUNS8-4 BRD1 BRD2
5 AKS2-
, | ZYMV

BE6 BE7 BE10 BE26
— ZYMV-
I A3-

“BE
ZYMVPA F | A2
s —— Y23 Y4
9 ZYMV-
iJ{::zyl\AVCOS- Ad
TW-
] | ZYMV-KR-
.
10 ZYMV-KR-PE ZYMV-KR-
—
0.00

Sekil 4.17 CP bolgesi ile elde edilen filogenetik agac

Bu ¢alismada elde edilen izolatlar kirmizi renk ile genbank veritabanindan alinan izolatlar siyah renk ile

gosterilmistir. %80 tizerindeki boostrap degerleri gosterilmektedir.
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ZYMV izolatlarinin gen bdlgelerinin belirlenmesi konulu c¢alismada CP bolgesi ile
yapilan filogenetik agaca gore izolatlarin ¢ogunlugu Al alt grubunda yer alirken yine
Elmal1 izolatlar1 Y4, Y21 ve Y23 farkli grup olusturmuslar ve A4 altgrubunda yer
almiglardir. Daha 6nceden Kore izolatlar1 ile benzer dallanma gosteren bu izolatlar, CP
bolgesinde Avrupa’da yeni ortaya c¢ikan grup olan “Liaocheng” ve “ZYMV-CO05-
2051zolatlar1 ile benzerlik gostermistir. Bu sonuca gore Elmali izolatlarmin diger

izolatlardan oldukga farkli oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 4.17).

Sekans analizleri sonunda CP gen bolgesinin tam niikleotit sekansi elde edilmis olup
sekans dizilimi NCBI veri bankasinda depolanmaktadir. Veri bankasina kaydedilen

izolatlarin erisim numaralart EK 2’de verilmistir.
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CP bolgesi protein karsilastirmalar

Cizelge 4.13 CP protein bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilastirmalari

!Domain=Data;

#ZYMV-Kuchyna SGTQPTVADA GATKKNNEDD KGKNRDATGS GSGEKTMAAV TKDKDVNAGS [ 50]
H#ZYMV-Fars e e DK... ....K.V... ...... Ve oo ee et [ 50]
#ZYMV_NAT ..., T ..... DK... ....K. V... ..S... V... ... [ 501]
#ZYMV-Ahlat e e EK... .R.DKGV... D..... Voo i [ 50]
#TN TNV _CUCU 2 iiiweeene eenen DK..o vvoeKevewe vununn Veer v [ 50]
#ZYMV-Irag e e e DK... ..K.V S Neoo oo iiiaae. [ 501]
#ZYMV-Adana e e DK... LKV o Ve oo ee e e [ 50]
#ZYMV-VE10-160 D.K....L. ..I..DK... KOVl oo Voot [ 501
#ZYMV-VE10-129 R DK... ....K.VI.. ...... Voo i [ 50]
#ZYMV-Liaocheng O DK... ..R.K.V... ...... V.o.A o i i [ 50]
#ZYMV_C05-205 O DK... ..R.K.V... ...... VoA oii i [ 50]
#TW-TN3 ... Ao, oL, DK... ....K. V... ...... Voo i [ 50]
#ZYMV-KR-PA F DK... .A..K...S. ...... \Y% B [ 50]
#ZYMV—KR—PE_ZYMV—KR—PS P DK... .A..K...S. ...... Ve i [ 50]
$ZYMV H e e Kttt et ie i e [ 50]
#ZYMV_PA 2006 ....... ST DK. .. KVeeo o0 RVl coiiao [ 501
#KZN1 e . DK. .. K.V ..., Voot e [ 50]
#AKS2-5 e e KoLl S e e [ 50]
#AKS5-7 e e DK... K.V... ...... Voo oo, [ 50]
#AKS6-2 o .. DK. .. K.V ..., Voot e [ 50]
#A3-1 i e T - [ 50]
#KAR12-4 ool .. DK. .. LRV L Voot e [ 50]
#KAR15-1 i .. DK... P - G Voo oo, [ 50]
#AS5 i e DK... P - G Voo oo, [ 50]
#AS1_AS6_AS8  L......... ... DK. .. LRV L Voot e [ 50]
#AS11 i e DK... P - G Voo oo, [ 50]
#BE5 e e D [ 50]
#BE15 e .. DK. .. KV... ...... Voo oo, [ 50]
#BE13_BE18 BE22 .......... ..... DK. .. K.V ..., Voot e [ 50]
#BE6_BE7_BE10 BE26 BE27 .......... .......o... R s [ 50]
#YUN8-4 BRD1 BRD2 BRD4 .......... .......... T . [ 50]
o 1 EK... .M..K.V... N..... Voot e [ 50]
#C5_c13 DKool o DK. .. P - G Voo oo, [ 50]
#HIM i . DK. .. LRV .S L Ve [ 50]
#D14 i e DK. .. P - G Voo oo, [ 50]
#AYST e . DK. .. LRV .S L Ve . [ 50]
#ER6-8 C1l7 G1 G2 G3 .......... ..... DK... ....K.V... ...... Voo oo, [ 50]
#K17 e e DK... .D..K.V... ...... Voo oo, [ 50]
#KZ1 K3 E-7 i e DK. .. LRVl . Voot [ 50]
#S5 i o DK... P - G Voo oo, [ 50]
#DEMRE oo e DK.Y. ....K.V... ...... Voot e [ 50]
#Y23 v4 Y21 e T DK... ..R.KEV... ...... V..A Lo [ 50]
#ER2-8 e . DK. .. KV... ...... Voot [ 50]

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini
gostermektedir.
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Cizelge 4.13 CP protein bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilagtirmalari

(devam)
#ZYMV-Kuchyna HGKIVPRLSK ITKKMSLPRV KGNVILDIDH LLEYKPDQIE LYNTRASHQQ [100]
FZYMV=FATS ettt et ettt et ettt e [100]
#ZYMV_NAT .................................................. [100]
E2 4 YA N o T I P [100]
TN TNV _CUCU 2 ttteee et teee et ettt iee et iieee e, [100]
FZYMV=TTAG ettt ettt ettt e e [100]
FZYMV=RAAANA e e e et ettt et ettt e [100]
H#ZYMV=VELO=160 ittt it et e e ettt ettt e [100]
HFZYMV=VELO=129 ittt e ettt et e et e [100]
FZYMV=L1a0CheNndg ittt ittt ettt ettt et e [100]
#ZYMV_C05-205 e e S Y [100]
FTW-TN3 i it e S Y [100]
#ZYMV=-KR-PA e et e R [100]
#ZYMV—KR—PE_ZYMV—KR—PS .................... e i e [100]
BZYMU H e e e e e [100]
BZYMV PR 2006 et e e e e [100]
HRZNL e e e e e e e [100]
HAKS2-5 e e e e e e e e [100]
HAKSS =T e e e e e e e e e e [100]
BAKSG=2 e e e e e e e e [100]
78 F [100]
HKARI2-4 e e e e e e e e e [100]
HKARIS -1 e e e e e e e e e e e [100]
BASS s e, [100]
BASL AS6 ASB it e e e e [100]
HASLL e e e e e e e e [100]
BBE S e e e e e e e [100]
HBELS e e e e e e e [100]
$BE13 BEL18 BE22 ttiiiiie et e e e [100]
#BE6_BE7 BEL0 BE26 BE27 .......... ©oonrennee eeneaieee e e [100]
#YUN8-4 BRD1 BRD2 BRD4 .. .oevnnn teeeemnan oeeeeaaiie ee e e [100]
HCLL e e e e e e [100]
#C5_C13 e e e e [100]
HHIM e e e e e e e e [100]
310 1 Y [100]
BAYST e e Ve e [100]
BER6-8 CL7 GL G2 G3 t'vereers ottt et e e e e [100]
HRLT e e e e e e e [100]
BRZL K3 E-T ettt e e e [100]
25 Y [100]
#DEMRE e e e e e e e e e e e [100]
BY23 YA Y21 i e e e [100]
HER2-8 e e e e e e [100]

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini
gostermektedir.
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Cizelge 4.13 CP protein bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilagtirmalart

(devam)
#ZYMV-Kuchyna FASWENQVKT EYDLNEQQOMG VVMNGFMVWC IENGTSPDIN GVWVMMDGNE [150]
FZYMV=FATS ettt et ettt et ettt e [150]
#ZYMV_NAT ................................................. Q [150]
E 4 YA N o T I [150]
TN TNV _CUCU 2 ttteee et teee et ettt iee et iieee e, [150]
#z2YMV-Iraq ... S [150]
FZYMV=RAAANA e e e et e et et et e [150]
H#ZYMV=VEL0=160 ittt ettt et e J [150]
HFZYMV=VEL0=129 ittt e ettt et e [ [150]
FZYMV=L1a0Cheng ittt ittt et et e LLWAL L. [150]
#ZYMV _CO5-205 i e e e e e e [150]
#TW-TN3 S R 2 ... F.L..D. [150]
#ZYMV-KR-PA ..., R. ..... Dt it et e et e e e e [150]
#ZYMV—KR—PE_ZYMV—KR—PS ........ R. ..... Dt e e e e e e e [150]
FZYMU H e e e e e [150]
BZYMU PR 2006 e e et e e P [150]
HRZNL e e e e e e e [150]
HAKS2-5 e e e e e e e e e e [150]
HAKSS =T e e e e e e e e e [150]
BAKSG=2 e e e e e e e e [150]
#A3-1 DS [150]
HKARI2-4 e e e e e e e e e [150]
HKARIS -1 e e e e e e e e e e e [150]
BASS s e, [150]
BASL AS6 ASB it e e i e [150]
HASLL e e e e e e e e [150]
HBBES s e, [150]
HBELS e e e e e e e e [150]
$BE13 BEL18 BE22 ttiiiiie et e e e [150]
#BE6_BE7 BEL0 BE26 BE27 .......... ©oourennee emneaeee e e [150]
#YUN8-4 BRD1 _BRD2 BRD4 ........ 2 [150]
HCLL e e e e e e [150]
#c5_ c1i3 L.l S [150]
HHIM e e e e e e e e [150]
#D14 .. S [150]
BAYST s e, [150]
BER6-8 CL7 GL G2 G3 t'tereors ottt et e e e e [150]
HRLT e e e e e e e [150]
BRZL K3 E-T ettt e e e [150]
25 Y [150]
#DEMRE R e e [150]
BY23 YA Y21 i e e e [150]
HER2-8 e e e e e e [150]

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez igindeki sayilar ise amino asit sayilarin
gostermektedir.
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Cizelge 4.13 CP protein bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilagtirmalari

(devam)
#ZYMV-Kuchyna QVEYPLKPIV ENAKPTLRQI MHHFSDAAEA YIEMRNAEAP YMPRYGLLRN [200]
FZYMV=FATS ettt ettt ettt ettt e [200]
#ZYMV_NAT .................................................. [200]
E 4 YA N o T I [200]
TN TNV _CUCU 2 ettt ettt teee ettt et iee ettt e e [200]
FZYMV=TTAG ettt ettt ettt e e [200]
FZYMV=RAAANA e e e et e et et et e [200]
H#ZYMV=VELO=160 ittt i ettt et ettt e [200]
HFZYMV=VELO=129 ittt e ettt et e et e [200]
FZYMV=L1a0CheNndg ittt ittt ettt ettt e e [200]
#ZYMV _CO5-205 i e e et e e [200]
T 1 P [200]
HZYMV=KR=PA ittt e e et e et et ey e [200]
#ZYMV—KR—PE_ZYMV—KR—PS .................................................. [200]
BZYMU H e e e e e [200]
BZYMU PR 2006 et e e e e [200]
HRZNL e e e e e e e e [200]
HAKS2-5 e e e e e e e e [200]
HAKSS =T e e e e e e e e e [200]
BAKSG=2 e e e e e e e e e e [200]
78 F [200]
HKARI2-4 e e e e e e e e e [200]
HKARIS -1 e e e e e e e e e [200]
BASS s e, [200]
BASL AS6 ASB it e e e e [200]
7= 5t [200]
BBE S e e e e e e e [200]
HBELS e e e e e e e e [200]
$BE13 BEL18 BE22  ttiiiiit e e e e [200]
#BE6_BE7 BEL0 BE26 BE27 .......... ©oonrennee eeneaieee e e [200]
#YUN8-4 BRD1 BRD2 BRD4 .. .oevnnn teeeemnan oeeeeaaiie ee e e [200]
HCLL e e e e e e e e [200]
#C5_C13 e e e e [200]
HHIM e e e e e e e e [200]
310 1 [200]
BAY ST e e e e e e e e [200]
BER6-8 CL7 GL G2 G3 t'vereers ottt et e e e e [200]
HRLT e e e e e e e [200]
BRZL K3 E-T ettt e e e [200]
25 Y [200]
#DEMRE e e e e e e e e [200]
BY23 YA Y21 i e e e [200]
HER2-8 e e e e e e [200]

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini
gostermektedir.
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Cizelge 4.13 CP protein bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilagtirmalari

(devam)
#ZYMV-Kuchyna LRDRSLARYA FDFYEVNSKT PERAREAVAQ MKAAALSNVS SRLEFGLDGNV [250]
FZYMV=FATS ettt et ettt et ettt e [250]
#ZYMV_NAT .................................................. [250]
E2 4 YA N o T I P [250]
TN TNV _CUCU 2 ttteee et teee et ettt iee et iieee e, [250]
FZYMV=TTAG ettt ettt ettt e e [250]
FZYMV=RAAANA e e et e e et et et e [250]
#ZYMV-VE10-160 it e T o e e e et it e et e [250]
#ZYMV-VE10-129 e e T e e e ittt e et eee e e [250]
FZYMV=L1a0CheNndg ittt it ittt et ettt et e [250]
#ZYMV _CO5-205 i e e e e e e [250]
T 1 P [250]
HFZYMV=KR=PA ettt et ettt et ety e [250]
#ZYMV—KR—PE_ZYMV—KR—PS .................................................. [250]
BZYMU H e e e e e [250]
BZYMU PR 2006 e e e e e [250]
HRZNL e e e e e e e [250]
HAKS2-5 e e e e e e e e [250]
HAKSS =T e e e e e e e e e e [250]
BAKSG=2 e e e e e e e e [250]
78 F [250]
HKARI2-4 e e e e e e e e e [250]
HKARIS -1 e e e e e e e e e e e [250]
BASS s e, [250]
BASL AS6 ASB it e e e e [250]
HASLL e e e e e e e e [250]
HBBES s e, [250]
HBELS e e e e e e e e e [250]
$BE13 BEL18 BE22 ttiiiiie et e e e [250]
#BE6_BE7 BEL0 BE26 BE27 .......... ©oonrennee eeneaieee e e [250]
#YUN8-4 BRD1 BRD2 BRD4 .. .oennn eeeeanan oeeeeaaiie et e [250]
HCLL e e e e e e [250]
#C5_C13 e e e e [250]
HHIM e e e e e e e e e [250]
310 1 Y [250]
BAYST s e, [250]
BER6-8 CL7 GL G2 G3 t'tereors ettt et e e e e [250]
HRLT e e e e e e e [250]
BRZL K3 E-T ettt e e e [250]
25 [250]
HDEMRE e e, [250]
BY23 YA Y21 i e e e [250]
H#ER2-8 e e e 2 [250]

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini
gostermektedir.
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Cizelge 4.13 CP protein bolgesinin referans izolatlarla protein dizilim karsilagtirmalari

(devam)

#ZYMV-Kuchyna ATTSEDTERH TARDVNRNMH TLLGVNTMQ [279]
FZYMV=FArsS e e et et e [279]
FZYMV NAT e e e [279]
FZYMV-Rhlat e et e e e e [279]
#TN TNV _CUCU 2 iiiiiiiiie ciiiieinne teennnnnn [279]
FZYMV=TITaq e et e e e e [279]
FZYMV=RAAANna et e e et e e - [279]
#FZYMV-VEL10-160 ittt ittt et e [279]
HFZYMV=-VEL0-129 it it e e e [279]
#ZYMV-Liaocheng ittt e e [279]
#ZYMV_C05-205 i it e e [279]
FTW=TN3 i et e et e [279]
FZYMV=KR=PA ittt e e [279]
#ZYMV-KR-PE_ZYMV-KR=PS . ......iuut tuirnnnnnnn tovnnnnnn [279]
FZYMV_H e e e [279]
$ZYMV PA 2006 it e e [279]
HKZNL e e e [279]
H#AKS2-5 e e e [279]
HAKSS5-T e e e [279]
HAKS6-2 e e e [279]
#A3-1 e e e [279]
#KARI2-4 e e e [279]
H#KARIS5-1 e e e [279]
#AS5 e e e [279]
#AS1_AS6_AS8 i i e [279]
H#ASLL e e e [279]
#BEDS e e e [279]
#BELS e e e [279]
#BE13 BE18 BE22 ittt e e [279]
#BE6_BE7_BE10 BE26 BE27 .......... ...cuiiuuin connnenn.. [279]
#YUN8-4_ BRD1 BRD2 BRD4 .......... ©couivnironnn cuennnnnn [279]
HCL1 e e e [279]
#C5_C13 e e e [279]
HHIM e e e [279]
#D14 e e e [279]
HAYST e e e [279]
#ER6-8 C17_GLl_G2_G3 tvveviiee it e [279]
HKIT e e e [279]
#KZ1 K3 _E-T e e e [279]
#S5 e e e [279]
#DEMRE e e e [279]
#Y23 Y4 Y21 i e e [279]
#ER2-8 e e e [279]

Not: Noktalar ayn1 amino asit oldugunu ve parantez i¢indeki sayilar ise amino asit sayilarini
gostermektedir.
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ZYMV Tiirkiye izolatlarinin 279 amino asitten olusan CP bolgesi, gen bankasinda yer
alan cesitli ZYMV sekanlarinin CP bolgeleri ile karsilastirmalarint inceledigimizde
potyviruslerin afitlerle tasinmasinda rol oynayan “DAG” motifinin ZYMV Tiirkiye
izolatlarinin timiinde korunmus oldugu goriilmektedir. CP’nin N-terminal ug¢ bolgesinin
tim Potyviruslerde en degisken bolge oldugu bildirilmektedir. Calismamizda da
referans ve Tiirkiye izolatlarinin N-terminal ug¢ bolgesinin degisken oldugu
gorilmektedir. Daha Onceki yapilan caligmalarda bildirildigi lizere CP’nin ¢ekirdek

bolgesi tiim izolatlarda korunmustur (Cizelge 4.13).

CP N-terminal u¢ bolgesinin karakteristik degiskenligine ragmen afitle tasinan
izolatlarda DAG motifinin korunmus oldugu ve tasmabilirligin kaybinin DAG
motifindeki degiskenliklerle iliskili oldugu gosterilmistir. Bu motifi “DTG” olan
ZYMV-NAT izolatinin afitlerle tasinamadigr bildirilmektedir (Desbiez vd
2003).Calismada kullandigimiz izolatlarda DAG motifi korunmus olup izolatlarin
afitlerle tasinma yeteneklerini koruduklar1 goriilmektedir. Coat proteinin merkezi ve C

u¢ kisminin izolatlar arasinda korundugu goriilmektedir (Cizelge 4.13).

Coat protein kodlama bolgesinin N-terminal u¢ kismini igeren 250 niikleotitin sekans
analizi sonucunda farkli izolatlarin varligini ortaya konulmustur. Buna gore ¢alismada

kullandigimiz izolatlar da kendi aralarinda farkli gruplara ayrilmislardir (Cizelge 4.13).
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5. TARTISMA ve SONUC

Antalya, Ankara ve Burdur illerinden toplanan ve viriisle enfekteli oldugundan
stiphelenilen bitkilerden alinan 6rneklerde ZYMV, WMV, CMV; PRSV, SqMV ve
CGMMYV viral etmenlerinin test edildgi DAS-ELISA sonuglarinda, hem Antalya hem
de Ankara ilinde en yaygin viriislerin WMV ve ZYMYV oldugu tespit edilmistir. Benzer
calismalar cesitli arastiricilar tarafindanda rapor edilmistir (Yilmaz vd., 1994, Sevik ve
Sékmen 2003, Dag 2006, Karamanli 2007, Yesil 2013). Bu calisma ile 6rnek alinan
illerde, sakiz kabagi ve bal kabagi bitkilerinde CGMMYV etmenin varligi ilk kez

saptanmustir.

Kabak sar1 mozaik viriisli izolatlarinin kodladig1 genlerin diziliminin belirlenmesi ve
molekiiler karakterizasyonu konulu bu tez ¢aligmasinin molekiiler kisminda, ZYMYV ile
enfekteli bitkilerden elde edilen RNA’lar RT-PCR yoOntemiyle c¢ogaltilmis ve
sekanslamas1 yapilmistir. Sekans analizleri sonucunda veriler degerlendirilip, izolatlar

arasindaki iliski incelenmistir.

Lee vd. (1998) P1 gen bolgesinin degisken sekans bilgisinin strainlarin ayriminda
kullanilabilecegini bildirmistir. Bizim c¢alismamizda da P1 protein bolgesi ile elde
edilen filogenetik analiz sonuclarma baktigimizda CP bdlgesi ile benzer sonuca sahip
oldugu goriilmektedir ve P1 bolgesinin filogenetik analiz i¢in kullanilabilecegi sonucu

ortaya ¢cikmaktadir.

Farkli illerden alinan izolatlar benzer sekans dizilimine sahip iken, ayn1 bolgeden alinan
bitkiler arasinda sekans farklihig: gériilmektedir. Ornegin Kumluca ilgesinden alinan
K17 sakiz kabag izolati ile Kazan izolati olan AHMI izolati ayn1 kiimede yer
almaktadir (Sekil 4.12). iran izolatlar1 arasinda yapilan ¢alismalarda izolatlar arasindaki
degisimin izolasyon zamanlarina ve ya cografik olarak iliskili gozlenmemistir (Banane;j

vd. 2008). Bizim c¢alismamizda da benzer sekilde izolatlar arasindaki
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degisimin,toplandig1 bolge ve zamanla iligkili olmadig1 goriilmektedir. Benzer sonuglar

Glasa vd. 2004 tarafindan da rapor edilmistir.

Potyviruslerde korunmus bolge oldugu bildirilen ve P1 protein bolgesinde yer alan
“FIVRG” motifinin ZYMV izolatlarinda “LVIRG” olarak degistigi bildirilmektedir
(Verchot vd. 1991, Wisler vd. 1995). Calismamizda benzer sekilde izolatlar arasinda bu
bolgenin  “LVIRG” olarak degistigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Caligmada
kullandigimiz DEM, D14, KZN1 ve K17 izolatlarinda da bu bdlgede mutasyon oldugu
ve “LVVRG” olarak degistigi goriilmektedir (Cizelge 4.8). Bu dort izolattan 2 tanesi
(DEM, D14) Antalya ilinin Demre il¢esinden hiyar bitkisinden, bir tanesi (K17)
Kumluca ilgesinden ve bir tanesi ise Ankara ilinin Kazan ilgesinden (KZN1) sakiz
kabag bitkilerinden alinan 6rneklerden olusmaktadir. Bu da izolatlar arasindaki amino

asit degisiminin yer ve konukcuya bagli olmadigin1 gostermektedir.

Potyvirtislerin HC-Pro boélgesinin proteolitik aktivite, afitle tasinma, hiicreden hiicreye
tasinma, viriilenslik, viral genomun ¢ogaltilmas1 ve gen susturulmasinin baskilanmasi
dahil pek cok fonksiyona sahip oldugu bilinmektedir. Bu bdlgede olusan bir
mutasyonun potyvirus enfeksiyonu sonucu olusan belirtileri degistirdigi rapor
edilmistir. Gal-On (2000) yaptig1 ¢aligmalarda HC-Pro’nin FRNK bélgesinde meydana
gelen tek bir amino asit degisiminin sadece ZYMYV ile enfekteli bitkilerin simptom

olusturmalarim etkiledigini bildirmistir (Desbiez vd. 2010).

Potyvirtislerin afitle taginmasinda iki viral proteinin 3 motifinin rol oynadigi
bildirilmektedir. Bunlar CP’nin N-terminal u¢ bolgesinde bulunan “DAG” motifi ile
HC-Pro nin N-terminal u¢ bolgesinde ki “KLSC” motifi ve merkezi bolgede bulunan
“PTK” motifidir. Bu motifler HC-Pro’nin afit styletine baglanmasini saglamaktadir
(Wang vd. 2006, Atreya vd. 1992, Atreya ve Pirone 1993). Calismada kullandigimiz

izolatlar arasinda bu bolgelerin korunmus oldugu goriilmektedir.

P3 ve P1 potyvirusler arasinda en az korunmus bdlgelerdir. PYV ve ZYMV

izolatlarinda P1 bolgelerinde yiiksek oranda polimorfizm gozlenmistir. P3  gen
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bolgesindeki tek bir amino asit degisiminin ZYMV’nin simptom siddetini etkiledigi
bildirilmigtir (Desbiez vd. 2003). Bizim c¢alismamizda da benzer sekilde “MREK”
motifinde mutasyona ugrayan izolatlar elde edilmistir. Bu sonu¢ dogrultusunda
ZYMV’ye dayanikli olarak {iretilen ticari tohumlarda virlisiin dayanikliligi kirip
enfeksiyon yapan irklarin ortaya c¢ikmasi ile etmenin yayilmasit devam etmekte oldugu

sonucuna varilmaktadir.

Desbiez vd. (2002), NIb protein bolgesinin C ug¢ kisminin degisken oldugunu ve N ug
kismminin daha korunmus oldugunu bildirmiglerdir. Potyviruslerde ve ZYMV
izolatlarinda NIb bolgesi viriisiin RdRp’sidir ve bélgenin en korunmus bolge oldugu
bildirilmektedir. Calismamizda da benzer sonuglar elde edilmis olup izolatlar arasinda
NIb bolgesinde ¢ok fazla bir degiskenlik bulunamamis olup bolgenin 6zellikle N ug
kisminin korundugu goriilmektedir (Cizelge 4.12).

Serolojik olarak birbirinden ayrilan kiime 1 ve kiime 3 izolatlar1 arasinda ki farkin, ortii
proteinlerin N-terminal u¢ kismina bakildiginda kiime 1 ve 2’de bulunan “AAVT”
amino asitlerinin yerine kiime 3’de “VAAK” amino asitlerinin oldugu rapor edilmistir.
Calismamizda kullandigimiz izolatlarda bu motiflere baktigimizda “AAVT” motifinin
Al altgrupta yer alan izolatlarda korunmus oldugu goriilmekte ve izolatlarin A3
altgrubuna ait olmadig1 anlasilmaktadir. Bu sonug izolatlarin filogenetik agacta Al
altgrubunda toplanmasini dogrulamaktadir. Yine Al altgrubundan ayrilan ve A4
altgrubunda toplanan Y4, Y21 ve Y23 izolatlarinin bu bolgelerinde mutasyon oldugu ve
bu mutasyonun yine A4 altgrubuna ait olan ZYMV-Liaocheng ve C05-205 izolatlariyla
benzer oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.13).

Martinik ve Guadeloupe adalarinda takip eden yillarda ZYMV’nin degiskenliginin
evrimi ¢alisilmistir. Martinik adasinda 6 yil sonunda molekiiler sapma diisiik kalmistir.
Strainler arasinda ki etkilesimlerde serolojik ¢esitliligin azalmasina ragmen yiiksek
biyolojik cesitlilik ve molekiiler sapma diisiik kalmistir. Guadolap adasinda, viriisiin

adaya girisinden sonra serolojik degiskenlik son derece artmistir.
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Diinyada 200°den fazla izolatin Ortii proteini kodlama bdlgeside dahil genomun
3’ucunun sekans verileri elde edilmistir (Desbiez vd. 2002). Farkli ZYMYV izolatlarin
CP’lerinin aminoasit sekans benzerliginin %90’dan daha fazla oldugu bulunmustur. Bu
oran potyvirus genomunun en degisken bolgelerinden olan CP’nin N ug bdlgesindeki 41
amino asitten kaynaklandigi bildirilmektedir (Yakoubi vd. 2008). Sekil 4.23°de
goriildiigii lizere ¢alismamizda da benzer sekilde ortii proteininin ilk 40 amino asitlik
kisminin ¢ok degisken oldugu ve merkez ile C u¢ kismiin daha az degisken oldugu
gorilmektedir. Calismamizda kullandigimiz izolatlarda da benzer sonuglar elde edilmis

olup CP’nin N u¢ kismindaki 40 amino asitin degiskenligi goriilmektedir.

CP’lerin amino asit dizilerinin kullanimi1 son yillarda farkli potyviriislerin akraba
strainlerin taksonomik siniflandirilmasinda kullanilan yararl bir ara¢ haline gelmistir
(Shukla vd. 1994, Kundu vd. 1997). Bizim ¢alismamizda da onceki yapilan galismalar
ile paralellik gostermekte ve ozellikle CP N u¢ kismi izolatlar arasinda yiiksek oranda

degisken oldugu goriilmektedir.

Ortii proteinlerinin N-terminal u¢ kismninda yer alan DAG motifi tiim Potyviruslerde
korunmustur ve bu motif viriislerin afitle tasinmasinda rol oynamaktadir. Bu bolgede
meydana gelen bir mutasyon sonucu virlis afitle tasinma yetene8ini kaybettigi
bildirilmistir (Desbiez vd. 2003, Tobias vd. 2003). Calismamizda kullandigimiz ZYMV
Tirkiye izolatlarinda bu motifin korundugu goriilmekte ve bu sonug da izolatlarin etkin

sekilde afitler ile kolayca komsu tarlalara yayilmasini sagladig: diisiiniilmektedir.

5.1 Sonuclar

Bu calisma ile 2011-2012 yillar1 arasinda Antalya, Ankara ve Burdur illerinden
kabakgil alanlarindan toplanan izolatlardaki virlis etmenlerinin varlig1 serolojik olarak
testlenmesi ve Konya, Karaman, ve Aksaray illerinden toplanan izolatlarla birlikte
ZYMV izolatlarinin kodladig1 protein gen bolgelerinin molekiiler karakterizasyonunun
yapilmas1 amaglanmigtir. Bu amag dogrultusunda Antalya ilinin Kumluca, Aksu, Serik

ve Demre ilgelerinden, kabakgil tariminin yapildigi 6rtii alt1 alanlardan kis doneminde,
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Elmali ilgesinin ¢esitli koylerinden ise kabakgil tariminin yapildigi agik alanlardan
ornekler toplanmistir. Ankara ilinin Cubuk, Sereflikoghisar, Nallithan, Beypazari,
Golbasi, Kazan ilgelerinden agikta kabakgil tarimi yapilan alanlarindan viriis belirtisi
gosteren bitkilerden 6rnekler alinmistir. Burdur ilinde survey yapilmamis olup rastlanti

sonucu enfeksiyon goriilen iki farkli tarladan 6rnek alimi yapilmistir.

Ornekler viriis belirtisi gdsteren kabak, kavun, karpuz, hiyar ve cerezlik kabak
bitkilerinden alinmistir. Surveyler esnasinda viriis belirtisi gosteren bitkilerden yaprak
ve meyve Ornekleri alinmustir. Bitkilerde goriilen yapraklarda kabarcik olusumu,
sararma, mozaik, sekil bozuklugu, meyvelerde beneklenme gibi belirti gosteren
bitkilerden alinan Ornekler c¢alismanin materyalini olusturmustur. Yine calismada
kullandigimiz Konya, Karaman ve Aksaray izolatlar1 Dr. Serkan Yesil tarafindan temin

edilmis olup teshisi yapilmis izolatlardir.

Caligmada 30 adet kavun, 66 adet bal kabag1, 126 adet sakiz kabagi, 6 adet karpuz, 12
adet cerezlik kabak ve 4 adet hiyar bitkisi olmak iizere toplam 242 enfekteli bitki 6rnegi
(219yaprak ve 23 meyve 6rnegi) ile ¢alistlmigtir.

Calisma i¢in farkli bolgelerden ve farkli bitkilerden alinan enfekteli yaprak ve meyve
ornekleri ZYMV, WMV, CMV, PRSV, SgMV ve CGMMV viriislerine karsi
testlenmistir. Antalya ilinin Kumluca il¢esinden 18, Aksu 12, Demre 15, Elmali 40,
Serik 11 olmak iizere toplam 96 6rnek ELISA testine tabi tutulmustur. Ankara ilinden
Cubuk 24, Sereflikoghisar 12, Nallthan 13, Beypazar1 37, AUZF 30, Gélbas1 5, Ayas 7
olmak tizere 128 6rnekle ¢alisilmistir. Burdur ilinden alinan 5 6rnekte ELISA testine
tutulmustur. Konya, Karaman ve Aksaray’dan gelen o6rnekler teshisi yapilmig 6rnekler

oldugu i¢in ELISA testine tabi tutulmamustir.

ELISA testleri sonunda Antalya ilinden toplanan 6rneklerin %39 WMV, %27 ZYMV,
%16 CMV ve %1 CGMMVetmenlerinin varlig: tespit edilirken bu ilde SQMV ve PRSV

enfeksiyonlarina rastlanmamistir. Ankara ilinden alinan Orneklerde testlenen tiim
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viriisler farkli oranlarda tespit edilmistir. Antalya iline benzer sekilde bu ilden alinan
orneklerde yine ZYMV ve WMV en yaygmn viriisler olarak belirlenmistir. AUZF
deneme tarlasinda viriislerin varligi daha yogun ¢ikmis olup bunda etken faktoriin
melezleme ¢alismalar1 esnasinda virlisiin mekanik olarak hizli yayilmasina sebep olmus
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ankara ilinden alinan Orneklerin hepsinde testlenen
viriisler tespit edilmis olup CGMMYV, Elmal1 ilgesinde, Beypazar1 ve AUZF deneme
parselinde bu ¢alisma ile ilk defa bolgede tespit edilmistir.

RT-PCR islemi sonunda izolatlarin farkli gen bdlgeleri ZYMV’ye spesifik primer

ciftleri ile ¢ogaltilmis ve istenen uzunlukta bantlar elde edilmistir.

Proteaz aktivitesine sahip olan P1 protein bolgesinin 930 bazdan olusan 310 amino
asitlik tam sekansi, multifonksiyonel olan HC-Pro bolgesinin 1368 bazdan olusan 462
amino asitlik tam sekanst ve genomu kapsitleme ve tasinma gibi birgok fonksiyona
sahip olan CP bolgesinin 837 niikleotit ve 279 amino asitten olugan tiim sekans verileri

elde edilmistir.

Enfekteli bitkilerin hiicrelerinde silindirik inclusionlar olusturan CI gen bdlgesi 1902
bazin olusturdugu 634 amino asit uzunlugunda olup ¢alismamizda sadece CI proteinin

N-terminal u¢ kismini olusturan 296 amino asitten olusan kismi sekansi ile ¢aligilmistir.

P3 gen bolgesi 346 amino asit uzunlugunda olup filogenetik analiz ¢aligmalarinda 195
amino asitlik kismi sekansi ile ¢alisilmistir. Tiim Potyviruslerde oldugu gibi ZYMV’de
de RdRp enzimini kodlayan NIb protein gen bélgesi 516-517 amino asit uzunlugunda

olup ¢alismamizda 458 amino asitten olusan kismi sekansi ile ¢alisilmistir.

Kabak sar1 mozaik viriisiiniin protein gen bolgelerinin karakterizasyonu i¢in yapilan bu

calismada Ankara, Antalya, Konya, Burdur, Aksaray ve Karaman’dan elde edilen
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izolatlarin P1, HC-Pro, P3, CI, NIb ve Cp protein gen bolgelerinin sekans verileri elde
edilmis, bu verilerin NCBI’da kayithi olan ZYMYV verileri ile karsilastirilarak filogenetik
ve amino asit analizleri yapilmistir. Yaptigimiz c¢alisma sonuglarma gore Tiirk
izolatlarinin ¢ogu Diinya’da ve Avrupa’da en yaygin grup olan Al altgrubunda yer
almistir. Yalniz Antalya ilinin Elmali ilgesinden alinan Y4 (kavun), Y21 ve Y23 (sakiz
kabagi) izolatlar1 sadece NIb protein gen bolgesinde Al alt grubu izolatlar1 ile benzer
dallanma gosterirken, CP gen bolgesi agisindan Fransa’da yeni ortaya ¢ikan C05-205 ve
Giiney Kore izolati1 olan ZYMV-Liaocheng izolatlar ile ayn1 dallanmay1 gostererk A4
grubunda yer almiglardir. ZYMV-Liaocheng ve ZYMV-C05-205 izolatlarinin NCBI
veri bankasinda sadece CP bdlgelerine ait sekans verileri bulunmakta olup diger gen
bolgelerine ait veriler bulunmadigi i¢in karsilastirma yapilamamistir. Bugiine kadar A4
grubu Avrupa’da Fransa ve Polonya’da rapor edilmistir. Calismamiz ile ZYMV Tiirkiye
izolatlarinin protein bolgeleri ilk defa calisilmis olup, izolatlar A1 ve A4 olmak iizere

iki ayr1 kiime olusturmuslardir.

Calisma kapsaminda kabakgil yetistirilen alanlardan sakiz kabagi, bal kabagi, kavun,
karpuz, hiyar bitkilerinden 6rnekler alinmis olup DAS-ELISA sonuglarinda ZYMYV ile
enfekteli olan Orneklerin protein gen bolgeleri c¢ogaltilmis ve MEGA 6 progami
kullanilarak analizleri yapilmistir. Analizler incelendiginde izolatlar arsinda niikleotit
farkliliklar1  belirlenmis olup bu farkliliklarin alindigr bitki ve alindigr yer ile
iligskilendirilemeyecegi ortaya ¢ikmaktadir.

Caligmamizda kullanilan ve diger izolatlardan ayr1 bir grupta yer alan izolatlar Antalya
ilinin Elmali ilgesinden alinmis olup Y4 izolati kavun bitkisinden ve Y21 ile Y23
izolatlar1 ise sakiz kabagi meyvelerinden alinmistir. Bu izolatlar DAS-ELISA
sonuglarina gore sadece ZYMV ile enfekteli tespitedilmis olup karisik enfeksiyon
bulunmamaktadir. Bu orneklerin ayni grupta yer almasi izolatlarda meydana gelen

mutasyonun konukcuya bagli olmadigi sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir.

Calismamizda Potyviruslerde ve ZYMYV izolatlar1 arasinda korunmus olan énemli bazi

motiflerin Tiirk izolatlarinda da korundugu goriilmektedir. Fakat baz1 izolatlarda MREK
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gibi 6nemli motiflerde mutasyon oldugu belirlenmistir. P3 protein bdlgesi ile yapilan
calisgmalarda MREK motifinde meydana gelen bir mutasyonun sonucu, viriisiin
dayanikli bitkilerde dayanmikliligi kirdigi ve bitkilerde hastalik olustugu bildirilmistir.
Calismamizda kullandigimiz Aksu izolatlar1 olan AS1, ASS, AS6, AS8, BE13, BEIS,
BE18, BE22 izolatlarinda bu bdlgede mutasyon belirlenmistir. Bu sonuca gore
yetistiriciler ZYMV’ye dayanikli bitki yetistirseler bile dayanikliligi kiran bu ZYMV
izolatlar1 arazide bulundugu silirece hastalifin devaminin saglanacaktir. Ayrica bu
sonug, ileride planlanacak olan dayamiklilik calismalari i¢in temel olusturacagi

distiniilmektedir.

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda ZYMYV izolatlarinin siniflandirilmasinda genellikle
en degigsken bolge olarak bildirilen NIb proteinin C u¢ kismi ile CP bdlgesinin N ug
kisminin  birlestigi  bolge kullanilmistir. Calismamizda ZYMV  izolatlarinin
siniflandirilmasinda P1, HC-Pro, P3 ve CI protein gen bdolgeleri, CP gen bolgesi ile
benzer sonuclar vermis olup bu bdlgelerin ZYMV  izolatlarinin ayriminda

kullanilabilecegi anlagilmaktadir.

Bitki patojeni virlisler tarim alanlarinda 6nemli hastalik etmenleri olup herhangi bir
kimyasal miicadele yontemleri bulunmamaktadir. Ayrica bu etmenlerin afit vektorleri
ile kolayca yayilma yeteneklerine sahip olmalar1 onlarin tarim alanlarinda yayilmalarini
kolaylastirmaktadir. Viriislerin miicadelesinde afit vektorlerine kars1 kimyasal miicadele
olmasma karsin onlarin mekanik olarak tasinabilmeleri ve yabanci otlar {izerinde
taginmalar1 viriislerle miicadeleyi zorlastirmaktadir. Bitki patojeni viriislerin molekiiler
yapilar1 ve viral dongiide proteinlerin fonksiyonlar1 hakkinda bilgi edinilmesi halinde,
onlarla etkili miicadele yontemlerini bulma yolu agilmis olacaktir. Yapilan caligma ile
oncelikle ZYMV nin molekiiler yapis1 hakkinda bilgi edinilmis olup bu ¢aligma, ileride

yapilacak olan diger ¢alismalara temel olusturmaktadir.

Calismamizda kullandigimiz izolatlarin ¢ogu Al grubu iginde yer alirken, farkli grup
olusturan izolatlar A4 grubunda yer almaktadir. Bu grupta yer alan Y4, Y21, Y23

izolatlarinin rekombinant izolatlar olabilecegi diisiiniilmektedir. A4 grubu ilk defa
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Fransa ve Polonya’da belirlenmis olup diger iilkelerde bugiine kadar rapor edilmemistir.
Yaptigimiz ¢aligma ilk defa Fransa ve Polonya disinda iilkemizde A4 grubunun varligi
tespit edilmistir. Yaptigimiz ¢alisma kisith siire i¢inde toplanan izolatlardan elde
edilmistir. Birbirini takip eden yillar i¢inde viriisiin degisimini takip eden bir ¢alisma
ile, ZYMV Tiirkiye izolatlarinin viriisiin degiskenligi hakkinda daha genis bilgi elde

edinilmesi ile birlikte diger gruplarin varliginin aragtirilmasi gereken énemli konulardir.

Calismamizda elde edilen gen boélgelerine ait sekans verileri NCBI gen bankasinda

depolanmakta olup erisim numaralar1 EK 2’de verilmistir.
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EK 1 ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

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

8.0 gr NaCl

0.2 gr KH 2POs4

2.9 gr Na 2HPO4.12H20 veya
2.3 gr Na 2HPO4.7H20

1.44. gr Na 2HPOa4. 2H20
1.15 gr Na 2HPO4 (anhdrous)
0.2 gr KCI

0.2 gr NaN 3

Yukarida miktarlar wverilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s 10.1 N NaOH veya

0.1 N HCl ile ayarlanmigve 4 °C’de saklanmustir.

2. Coating Buffer pH 9.6 (Kaplama tampon cozeltisi)

1.59 gr Na 2COs
2.93 gr NaHCO 3
0.2 gr NaN 3

Yukarida miktariverilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’siayarlanmisve 4 °C’de

saklanmustir.

3. Washing Buffer (Yikama tampon cozeltisi)

Bir litre PBS tamponu 0.5 ml Tween- 20 ilave edilerek hazirlanmastir.

4. Sample Extraction Buffer (Ornek tampon cozeltisi)
Bir litre y 1kama tamponu ¢ozeltisi igine 20 gr Polyvinylpyrolidone (PVP-40) ilave

edilerek hazirlanmustir.

5. Enzyme Conjugate Buffer (Konjugat tampon c¢ozeltisi)

Bir litre 6rnek tampon ¢6zeltisine 2 gr ovalbumin (BSA- Bovine Serum Albumin) ilave
edilerek hazirlanmstir.

6. Substrat Buffer pH 9.8 (Substrat tampon cozeltisi)

97 ml Diethanolamine 800 ml saf su i¢ine ilave edildikten sonra HCI ile pH 9.8°e

ayarlanarak 1 litreye tamamlanmstir.
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EK 2 DAS-ELISA Sonuclari

WMV-

Ornek ismi | Alindig1 Bitki | ZYMV | Il CMV |PRSV |SgMV | CGMMV
Cl Bal kabagi - + - - - .
G2 Bal kabagi + + - - - -
C3 * Karpuz + + - - - -
C4 Bal kabagi - - - - - -
Cs5* Bal kabagi - + - - - .
C6 Kavun + + - - - -
C7 Bal kabagi + + - - - -
C8 Bal kabagi + + - - - -
¢9 Sakiz kabagi - - - - - -
Cl10 Karpuz + + - - - -
Cl1* Bal kabag: - + - - - -
Cl2 Bal kabag1 + + - - - -
C13 * Bal kabag1 + + - - - -
Cl4 Bal kabag1 + + - - - -
C15 Kavun - - - - - -
Cl6 Kavun - - - - - -
c17* Kavun - + - - - -
¢CI18 Bal kabagi - + - - - -
CI9 Bal kabagi - + - - - -
C20 Bal kabagi - + - - - -
C21 Sakiz kabagi - - - - - -
C22 Sakiz kabagi - + - - - -
¢23 Sakiz kabagi - + - + - -
C24 * Sakiz kabagi - + + - - -
Bl Sakiz kabagi - + - - - -
B2 Sakiz kabagi - + - - - -
B3 Sakiz kabagi + + - - - -
B4 Sakiz kabagi + + - - - -
B5 Sakiz kabagi - - + - - -
B6 Sakiz kabag1 - - - - - +
B7 Sakiz kabag1 - - - - - +
B8 Sakiz kabagi - - - - - -
B9 Bal kabag: - + - - - +
B10 Sakiz kabagi - - - - - +
Bl1 Sakiz kabagi - - - - - -
B12 Sakiz kabagi - - - - - +
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EK 2 DAS-ELISA sonuclar1 (Devam)

B13 Bal kabagi - - -
Bel Sakiz kabagi - - -
Be2 Sakiz kabagi - - -
Be3 Sakiz kabagi - - -
Be4 Sakiz kabagi - - -
Be5 * Sakiz kabagi - + -
Be6 * Sakiz kabagi + + -
Be7 * Bal kabagi + + -
Be8 Bal kabagi + - -
Be9 Bal kabagi + - -
Bel0 * Sakiz kabagi - + -
Bell Bal kabagi + - -
Bel2 Sakiz kabagi + - -
Bel3 (m) * | Sakiz kabagi + - -
Beld (m) |Sakiz kabagi - - -
Beld * Sakiz kabagi - - -
Bel6 Sakiz kabagi - - -
Bel7 (m) | Sakiz kabagi - - -
Bel8 * Sakiz kabagi + + -
Bel9 Sakiz kabagi + + -
Be20(m) Sakiz kabagi - - -
Be21 (m) | Sakiz kabagi - - -
Be22 (m) * | Sakiz kabagi - - -
Be26(m) * | Sakiz kabagi - - -
Be27 (m) * | Sakiz kabagi - - -
N1 Bal kabagi - + -
N2 Bal kabagi - - -
N3 Kavun - - -
N4 Sakiz kabagi - + -
N5 Sakiz kabagi - + -
N6 Sakiz kabagi - + -
N7 Bal kabagi - + +
N8 Bal kabag1 + + +
N9 Bal kabagi - + -
N10 Kavun - + +
N11 Bal kabagi - + -
S1* Kavun + + -
S2 Kavun + - -
S3 * Kavun + - -
S4 Kavun - + -
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EK 2 DAS-ELISA sonuclar1 (Devam)

S5 * Kavun + - - _ - i
S6 Kavun - - - - i i
S7 Cerezlik kabak |- - + - _ _
S8 * Cerezlik kabak |+ - - . i i}
9 Cerezlik kabak |- + + - ; )
510 Cerezlik kabak |- - + ] _ }
S11 Cerezlik kabak |+ + + + + )
S12 Cerezlik kabak |+ - + |+ _ )
G1l(m)* | Sakiz kabagi - - _ - - i
G2* Sakiz kabagi + - - - - i
G3* Sakiz kabag1 + - _ R i i
G4 Bal kabagi + - - - - -
G5 (m) S.k + - - - - -
AU-1 Bal kabag + + - + ] i
AU-2 Bal kabag + - + - - i
AU-3 Bal kabag - + + - . _
AU-4 Bal kabag1 - + + + _ A
AU-5 Bal kabagi + + - -

AU-6 Bal kabagi + - + ; _ }
AU-7 Bal kabag + + - - _

AU-8 Bal kabagi - - + - j _
AU-9 Bal kabagi - + + - _ A
AU-10 Bal kabagi + + - - i _
AU-11 Bal kabagi - + - - _ i
AU-12 Bal kabagi - + - - _ _
AU-13 Bal kabagi + + - + + +
AU-14 Bal kabagi + + - + i +
AU-15 Bal kabagi + + - + i N
AU-16 Bal kabagi + + - + _ +
AU-19 Bal kabagi + + - - i _
AU-20 Bal kabag1 + + - - + -
AU-21 Bal kabagi + + - + + +
AU-22 Bal kabagi + + - + + +
AU-23 Bal kabagi + + - - - +
AU-24 Bal kabagi + + - - + +
AU-25 Bal kabagi + + - + _ +
AU-26 Bal kabagi - + + - _ _
AU-29 Bal kabagi + + + - _ _
AU-30 Bal kabag1 + + + - _ A
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EK 2 DAS-ELISA sonuclar1 (Devam)

AU-31 Bal kabagi + + - -
AU-32 Bal kabagi + + - -
AU-51 Bal kabagi + + - +
AU-53 Bal kabagi + + - +
Kzl * + - - -
Ahm1( KZN1)* + - - -
AYS1 Sakiz kabagi - + - -
AYS2 Sakiz kabagi - + - -
AYS3 Sakiz kabagi + + - -
AYS4 Sakiz kabagi - + - -
AYS5 Sakiz kabagi - - - -
AYS6 Sakiz kabagi - + - -
AYST7 * Sakiz kabagi + - - -
ANTALYA

K1 Sakiz kabagi + + + -
K2 Sakiz kabagi - + - -
K3 (m)* | Sakiz kabagi + + - -
K4 Sakiz kabagi + + - -
K5 Sakiz kabagi - - - -
K6 Sakiz kabagi - + + -
K7 Sakiz kabagi - - - -
K8 Sakiz kabagi + + - -
K9 Sakiz kabagi - - - -
K10 Sakiz kabagi - - - -
K11 Sakiz kabagi + - - -
K12 Sakiz kabagi - - - -
K13 * Sakiz kabagi - + - -
K14 Sakiz kabagi + + - -
K15 Sakiz kabagi - - - -
K16 Sakiz kabagi + + - -
K17 * Sakiz kabagi + + - -
K18 Sakiz kabagi + + - -
AS1 * Sakiz kabagi - / * *
AS?2 Sakiz kabagi - / * *
AS3 (m) Sakiz kabagi - / * *
AS4(m) Sakiz kabagi - / * *
AS5 * Sakiz kabagi - / * *
AS6(m) * | Sakiz kabagi - / * *
AS7 Sakiz kabagi - / * *
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EK 2 DAS-ELISA sonuclar1 (Devam)

AS8 (m) * | Sakiz kabagi - / * *
AS9 Sakiz kabagi - / * *
AS10 Sakiz kabagi - / / *
AS11~* Sakiz kabagi - / / *
D1 Sakiz kabagi - - - -
D2 Sakiz kabagi - - - -
D3 Sakiz kabagi - - - -
D4 Sakiz kabagi - - - -
D5 Sakiz kabagi - - - -
D6 Sakiz kabagi - - - -
D7 Sakiz kabagi - - - -
D8 Sakiz kabagi - - - -
D9 Sakiz kabagi - - - -
D10 (m) Sakiz kabagi - - + -
D11 Sakiz kabagi - - - -
D12 Sakiz kabagi - - + -
H1(m) * Hiyar + - - -
Demre-13 * | Hiyar + - - -
D14 (m) * |Hiyar + - - -
Sel Sakiz kabagi - - + -
Se2 Sakiz kabagi - - + -
Se3 Sakiz kabagi - - + -
Sed Karpuz - - - -
Se5 Karpuz - - - -
Seb Karpuz - - - -
Se7 Karpuz - - - -
Se8 Kavun - - + -
Se9 Kavun - - -
Sel0 Kavun - - + -
Sell(m) |Kavun - - + -
S1 Sakiz kabagi - - - -
S2 Sakiz kabagi - + - -
S3 Sakiz kabagi - - - -
S4 Sakiz kabagi - - - -
S5 Sakiz kabagi - - - -
S6 Sakiz kabagi - + - -
S7 Sakiz kabagi - - - -
S8 Sakiz kabagi - - - -
S9 Sakiz kabagi - - - -
BK1 Kavun + - + -
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EK 2 DAS-ELISA sonuclar1 (Devam)

BK2 Kavun - + + - -
BK3 Kavun - - + - -
BK4 Kavun + + + - -
BKS Kavun - + - - -
E-1 Bal kabag - + - - -
E-2 Kavun - + - - -
E-3 Kavun - + - - -
E-4 Sakiz kabagi + + + - +
E-5 Sakiz kabagi - - + - +
E-6 Bal kabag - - + - -
E-7* Kavun + - - - -
E-8 Kavun - + - - -
E-9 Kavun - + - - -
E-10 Sakiz kabagi - + - - -
E-11 Sakiz kabagi - + - - -
E-12 Kavun - + - - -
E-13 Kavun - + - - -
E-14 Kavun - + - - -
E-15 Sakiz kabagi - + - - -
E-16 Sakiz kabagi - + - - -
E-17 S.kabak(meyve) |- + - - -
E-18 S.kabak(meyve) | - + - - -
E-19 S.kabak(Meyve) | - + - - -
E-20 Sakiz kabagi - + - - -
E-21 Kavun - + - - -
E-22 Sakiz kabagi + + - - -
E-23 Sakiz kabagi + + - - -
Y1 Sakiz kabagi - + - - -
Y2 Sakiz kabagi + + - - -
Y3 Sakiz kabagi - + - - -
Y4 * Kavun + - - - -
Y21* S. kabagi (m) |+ - - - -
Y22 Sakiz kabagi + - - - -
Y23 * Sakiz kabagi(m) | + - - - -
Y24 Sakiz kabagi + - - - -
Brdl * Bal kabag: - - + + -
Brd2 * Bal kabagi + - - - -
Brd3 Bal kabag: - - - + -
Brd4 * Bal kabagi + + - + -
Brd5 Bal kabag: - + - - -

Sekans i¢in kullanilan izolatlar * isareti ile gosterilmistir.
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EK 3 Total RNA Analizlerinde Kullanilan Soliisyonlar

Ekstraksiyon Buffer (100mM Tris-HCI pH.8.0, 50mM EDTA pH. 7, 0, 5mM NaCl,
10mM 2. mercapto-ethanol (1/1000)

Tris-HCI 2.4228 gr

EDTA 3.7224 gr

NaCl 5.844 gr

Yukardaki miktarlar 150 ml distile su igerisinde sirasiyla ¢oziillmiispH
ayarlamasiyapilmigve toplam hacim 200 mI’ye tamamlamistir. Calisma esnasinda

igerisine 1/1000 oraninda 2-Mercaptoethanol ilave edilmistir.

% 20 Sodium Dodecyl Siilfate (SDS)
20 gr sodium dodecyl siilfate 80 ml distile su igerisinde ¢6ziilmiigve hacim 100 ml’ye

tamamlanmustir.

Potasium asetate (CHsCOOK) (5M)
49.075 gr potasium asetate 60 ml su igerisinde ¢Oziilmisve hacim 100 ml’ye

tamamlanmstir.

Sodium asetate CH3COONa(3M)
40.824 gr sodium asetate 60 ml su igerisinde ¢oziilmisve hacim 100 ml ye

tamamlanmstir.

% 70 lik Ethanol
70 ml %99’luk ethanol ile 29 ml su karistirilarak % 70 lik ethanol hazirlanmustir.
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EK 4 Gen Bankasinda Depolanan izolatlar ve Aksesyon Numaralari

[ZOLAT | CP GENi | CI P1 HC- P3 NIB
ISMi PRO

Seql KZN1 KP872538 | KP828388
Seq?2 Kz1 KP872539 | KP828423
Seq3 AKS2-5 |KP872540 |KP828389
Seq4 AKS5-7  |KP872541 | KP828390
Seq5 AKS6-2  |KP872542 | KP828391
Seq6 ER6-8 KP872543 | KP828414
Seq7 YUNS8-4 |KP872544 |KP828427
Seq8 A3-1 KP872545 |-

Seq9 KAR12-4 |KP872546 |KP828421
Seql0 | KAR15-1 |KP872547 |KP828422
Seqll | AS1 KP872548 | KP828393
Seql2 | AS5 KP872549 | KP828394
Seql3 | AS6 KP872550 |-

Seql4 | AS8 KP872551 |-

Seql5 | AS1l KP872552 | KP828392
Seql6 | BE5 KP872553 | KP828401
Seql7? | BE6 KP872554 | KP828402
Seql8 | BE7 KP872555 | KP828403
Seql9 | BE10 KP872556 | KP828395
Seq20 | BE13 KP872557 | KP828396
Seq21 | BE15 KP872558 | KP828397
Seq22 | BE18 KP872559 | KP828398
Seq23 | BE22 KP872560 | KP828399
Seq24 | BE26 KP872561 | KP828400
Seq25 | BE27 KP872562 |-

Seq26 | BRD1 KP872563 | KP828404
Seq27 | BRD2 KP872564 |KP828405
Seq28 | BRD4 KP872565 | KP828406
Seq29 | C5 KP872566 | KP828410
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EK 4 Gen Bankasinda Depolanan Izolatlar ve Aksesyon Numaralar: (Devam)

Seq30 | C11 KP872567 |KP828407
Seq3l | C13 KP872568 | KP828408
Seq32 | C17 KP872569 | KP828409
Seq33 | HIM KP872570 | KP828418
Seq34 | D14 KP872571 |KP828411
Seq35 | AYS7 KP872572 | KP828412
Seq36 | G1 KP872573 | KP828415
Seq37 | G2 KP872574 |KP828416
Seq3s | G3 KP872575 | KP828417
Seq39 | K3 KP872576 | KP828420
Seqd0 | K17 KP872577 | KP828419
Seq4l | E-7 KP872578 | KP828413
Seq42 | Y23 KP872579 | KP828425
Seq43 | Y4 KP872580 | KP828426
Seq4d | S5 KP872581 |-

Seq45 |S3 - KP828424
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