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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ANTALYA VE ISPARTA iLLERINDE KARANFIL URETIiM
ALANLARINDA KARANFIL BENEKLENME ViRUSU
(Carnation mottle virus = CarMV) iZOLATLARININ BiYOLOJIiK VE
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Tugba BAKIR

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dah

Damisman: Do¢. Dr. Bayram CEVIK

Diinyada ve iilkemizde karanfil iiretimi kesme ¢i¢ekler arasinda onemli bir yere
sahiptir. Karanfil yetistiriciliginde ekonomik kayiplara neden olan bir¢cok fungal,
bakteriyel ve viral hastaliklar bulunmaktadir. Viral hastaliklardan karanfil
beneklenme viriisii (Carnation mottle virus, CarMV) karanfil yetistirilen bir¢ok
tilkede yaygin olarak bulunmaktadir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada Antalya ve
Isparta illerinde karanfil iiretim alanlarindan 33 ornek toplanmis ve CTAB
yontemiyle toplam niikleik asit izolasyonu yapilmistir. Daha sonra bu 6rneklerde iki
asamal1 ters transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyon (RT-PCR) yoOntemiyle
CarMV’ne ait kilif protein (CP) genleri ¢ogaltilarak 33 tane 6rnekten 31 tanesinde
1000 bp biiyiikliigiinde CarMV CP genine denk gelen bant elde edilerek CarMV
varlig1 tespit edilmistir. Bu ¢aligmada her iki il i¢in segilen 5’er izolat olmak iizere
toplam 10 farkli CarMV izolatindan c¢ogaltilan kilif protein genleri T-A klonlama
yontemiyle pGEM-T Easy plazmitine klonlanarak Escherichia coli bakterisine
aktarilip koloniler elde edilmistir. Her bir 6rnek i¢in elde edilen beyaz kolonilerden
en az bes tanesi secilmis ve koloni PCR yontemiyle taranarak her bir 6rnegin kilif
protein genini igeren en az iki beyaz koloni belirlenmistir. Bu kolonilerden plazmit
izolasyonu yapildiktan sonra plazmitler ECORI enzimiyle kesilip CarMV kilif protein
geni igerdikleri dogrulanmigtir. Daha sonra, kilif protein genlerinin dizilimi yapilarak
bunlarin niikleotid dizilimi ve amino asit dizilimi belirlenmistir. Bu diziler analiz
edilerek {ilkemizin iki farkli bolgesinden elde edilen CarMV izolatlarinin CP gen
dizilimleri birbirleriyle ve gen bankasi veri tabanindan alinan ve diinyanin farkli
tiretim bolgelerinden elde edilen CarMV CP genleriyle karsilastirilarak benzerlik
oranlar1 ve filogenetik iliskileri ortaya konmustur. Ayrica bu CarMV izolatlarinin
bazilarinin  otsu bitkilere inokiilasyonlar1 yapilarak biyolojik  ozellikleri
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Karanfil, karanfil beneklenme viriisii, RT-PCR, kilif protein
geni, DNA dizileme ve analizi
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il



ABSTRACT

M. Sc. Thesis

BIOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
CARNATION MOTTLE VIRUS (CarMV) OF ISOLATES IN CARNATION
PRODUCTION AREAS IN ANTALYA AND ISPARTA

Tugba BAKIR

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Bayram CEVIK

Carnation has an important place in cut flowers production in Turkey and the world.
There are many fungal, bacterial and viral diseases causing economic losses in
carnation. Among viral pathogens Carnation mottle virus (CarMV), commonly
found in many carnation producing countries. In a previous study the presence of
CarMV was determined in carnation production areas of Antalya and Isparta by two-
step reverse transcription - polymerase chain reaction (RT-PCR). In this study, total
of 33 samples were collected from 6 different carnation production greenhouses in
Isparta and Antalya. Total nucleic acid was isolated from samples using CTAB
method. Then, these samples were tested for presence of CarMV by RT-PCR method
amplifying the CP genes and it was determined that 31 of 33 samples were infected
with CarMV. In this study, ten different isolates representing Isparta and Antalya
were selected and CP gene of these isolates were cloned in to pGEM T Easy by T-A
cloning approach. After the transformation of the Escherichia coli a number of
colonies potentially carrying the CarMV CP genes were obtained. For each sample at
least five white colonies were screened by colony PCR and at least two colonies
carrying the pGEM-T Easy plasmid with the CarMV CP gene were identified.
Plasmids were isolated from these colonies and of the presence of CarMV CP gene
in the plasmids was confirmed by ECORI digestion. The CP genes were sequenced
and their nucleotide and deduced amino acid sequences were determined. Similarity
and phylogenetic relationship of the CP gene of Turkish CarMV isolates with each
other and with the CP genes of CarMV isolates from different regions of the world
were determined using the nucleotide and amino acid sequences. In addition, by
making some of these CarMV isolates harbeceous plants, biologic properties of
isolates were determined.

Key words: Carnation, carnation mottle virus, RT-PCR, coat protein gene, DNA
sequence and analyze
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1. GIRIS

Gec¢misten bu yana insanlar i¢in sevgi, dostluk, mutluluk duygusu veren ¢igekler
kiiresellesen diinyada bir siis bitkisi olmaktan ¢ikip ekonomik degeri olan bir tarim
tiriini haline gelmistir. Diinya’da pek cok iilke bunun farkina varmis ve ¢icek
yetistiriciliginden para kazanir duruma gelmistir. Siis bitkileri liretim ve pazarlamasi
son 40 yilda diinyada ve Tiirkiye’de ¢ok hizli bir gelisme ve degisim gostermistir.
Gelismis iilkelerde yeni teknik ve teknolojiler devreye girerken, Afrika, Asya ve
Giliney Amerika’daki gelismekte olan iilkeler iklim ve ekolojik avantajlarini siis
bitkileri iiretiminde kullanarak {iilke ekonomilerine Onemli katkilar saglamaya

baslamislardir (Groot, 1998).

Siis bitkileri; kesme ¢igek, i¢ mekan (saksili) siis bitkileri, dis mekan siis bitkileri ve
dogal cicek soganlar1 olmak tlizere dort farkli gruba ayrilan bir sektordiir. Bu sektor
icinde iiretim miktar1 olarak ve deger bakimindan en biiyiik paya sahip olan grup
kesme c¢iceklerdir. Kesme ¢icek genellikle buket, sepet, ¢elenk ve arajmanlarda
kullanilan, ¢icek, gonca, dal ve yapraklarin taze, kurutulmus, boyanmig veya
agartilmis olarak kullanima sunulmus durumlarini ifade eden bir kavramdir. Kesme
cicek yetistiriciliginin konular1 arasinda bu {irlinlerin yetistirilmesi, toplanmasi,
islenmesi, siniflandirilmasi, depolanmasi ve pazarlanmasi gibi faaliyetler yer

almaktadir (Kazaz, 2006).

Glinlimiizde gelismis Ulkeler yaninda Afrika, Asya ve Giliney Amerika’daki
gelismekte olan bazi iilkeler sahip olduklar1 ekolojik avantajlar yaninda ucuz isgiicii
ve ulasim olanaklarin1 da kullanarak siis bitkileri {iretimine yonelmislerdir.
Dolayisiyla kesme ¢igek tliretimi ve ticareti Hollanda gibi geleneksel cicek tilkesi
yaninda, Kolombiya, Israil, Hindistan, Kenya ve Ekvador gibi baz1 iilkelerde de ¢ok
Oonemli boyutlara ulasarak kesme cicekler artik bu iilkelerinde énemli ihrag iiriinleri

arasinda yer almistir (Doldur, 2008).

Kesme ¢igek iiretimi baslangicta ABD, Hollanda ve Japonya gibi gelismis iilkelerde

hizla yayilmasia ragmen bugiin Diinya’da 50°den fazla iilke kesme cicek iiretimi



yapmaktadir. Gliniimiizde ise en fazla iiretim Hollanda’da yapilmakta olup Hollanda
kullandig: ileri teknoloji sayesinde liretimin yani sira tekrar ihrag (re-export) yoluyla
diinya siralamasinda ihracatta da 6nde gelen iilke konumundadir (Aydinsakir, 2009).
Hollanda’da Rabo Bank tahminlerine gore, 1998 yilinda diinyada siis bitkileri
endistrisinin getirisi 50 milyar dolardan fazladir. Bu toplam igerisinde; kesme
cigekler 24,7 milyar dolar ile ilk siray1r almaktadir (Groot, 1998). Giiniimiizde ise
Diinya’da toplam siis bitkileri iiretim ve ticaretinin 60 milyar dolar oldugu tahmin
edilmektedir. Bunun yaklagik 35 milyar dolarin1 kesme c¢igekler olusturmaktadir

(Aydinsakir, 2009).

Kesme c¢icek yetistiriciligi Tiirkiye’de 6nemli bir tarim sektoriinii olusturmaktadir.
Ulkemizde bulunan kesme ¢icek iiretim alanlar1 incelendiginde kesme cicek
{iretiminin Marmara Bolgesinde Yalova, Ege Bolgesinde Izmir, Akdeniz Bolgesinde
ise Antalya ve Mersin civarinda yogunlastigr goriilmektedir. Ayrica Karadeniz
Bolgesinde de Samsun civarinda kesme ¢igek yetistiriciliginin yayilmaya baslamustir.
Yalova, Mersin, Samsun ve Izmir’de genellikle i¢ pazara yénelik iiretim yapilirken
Antalya’da ise ¢ogunlukla dis pazara yonelik iiretim yapilmaktadir. Uretim alanlara
gore Tiirkiye’de siis bitkileri arasinda agirlikli olarak karanfil tiretilmektedir. Artan
dis pazar talebini karsilamak amaciyla karanfil liretimi hizli bir sekilde artarak
toplam kesme ¢igek iiretiminin %52’sine ulagmistir. Son yillarda bu oran daha da
artmakta olup 2005 sezonu itibariyle toplam iiretimin %60’1n1 olusturmaktadir.
Uretimde diger 6nemli kesme cicek ¢esitleri %14 iiretim pay ile giil ve %10 {iretim

pay1 ile gerbera olusturmaktadir (Anonim, 2010).

Karanfil; Caryophyllaceae (Karanfilgiller) familyasi, Dianthus cinsi i¢inde yer alan
bir tiirdiir ve anavatani Akdeniz Havzasidir. Yaklagik 2000 yildan daha fazla bir
stiredir karanfil yetistiriciligi yapilmaktadir. Dianthus’un Giiney Avrupa, Asya ve
Kuzey Afrika’nin 1liman bolgelerine dagilmis olan 300’tn iizerinde tiirii

bulunmaktadir (Tiryakioglu, 2006).



Karanfil, tilkemiz kosullarinda rahatlikla yetistiriciliginin yapilabilmesi ve ihracat
bakimindan 6nemli bir yere sahip olmasi nedeniyle kesme ¢icek sektoriinde en 6nde

gelen {irlinler arasinda yer almaktadir (Alagéz vd., 2006).

Ulkemizde karanfil iiretiminin en yaygm oldugu Antalya ve Izmir’de iiretimin
%97’s1 plastik seralarda gergeklestirilmektedir. Akdeniz bolgesinin ikliminin 1limh
olmasi1 ve bol 151k almasi nedeniyle plastik seralarda karanfil yetistiriciligi 1sitmaya
gerek duyulmadan yapilabilmektedir (Tascioglu ve Sayin, 2003). Karadeniz bolgesi
ise yaz aylarinda serin ve nemli iklimi ile yazlik karanfil yetistiriciliginde iyi bir
bolge olmasi gerekirken teknik bilgi ve iiretim materyali eksikliginden yeterince
tiretim yapilmamaktadir. Kesme c¢icek yetistiriciliginde kullanilan tiirlerin
cogaltilmasinda ¢elik koklendirme, as1 ve tohumla ¢ogaltma gibi klasik yontemlerin
yaninda, doku kiiltiiri gibi modern vejetatif ¢ogalim yontemleri de
kullanilabilmektedir. Thracata yonelik iiretim yapan isletmeler, dzellikle karanfil igin
damizlik hatlar satin alma ve bunlarla kurduklar1 damizlik seralarindan ¢icek iiretim
materyali ihtiyaclarint karsilamaya ¢aligmaktadirlar. Ancak hem damizlik hatlar ve

hem de iiretim materyali ihtiyact yurt digindan saglanmaktadir.

Ulkemizde basta karanfil olmak iizere kesme cicek yetistiriciligi ve ihracatinin
merkezi Antalya’dir. Ancak hava sicakliklarimin yiiksekliginden dolay1r Antalya
ilinde ise yaz sezonunda iretim yapilamamaktadir. Antalya’da karanfil dikimleri
Haziran-Temmuz aylarinda yapilmakta olup ¢iceklenme ise Ekim-Mayis aylari
arasinda gerceklesmektedir. Dolayisiyla, Antalya’da Temmuz-Ekim aylar1 arasinda
asirt sicak ve nem gibi olumsuz iklim kosullar1 nedeniyle {iiretim boslugu
yasanmaktadir. Bu yiizden donem igerisinde bu yoreden yapilan ihracat kesintiye
ugramaktadir. Bu durum ise Ozellikle yurtdisi alicilarinin  baska pazarlara
yonelmesine sebep olmaktadir. Bu kesintinin giderilmesi ve elde edilmis olan
yurtdis1 pazarlarinin kaybedilmemesi igin alternatif iiretim bolgelerinin olusturulmasi
geregi ortaya ¢ikmustir. Isparta ilinin Antalya’ya yakin olusu, yiiksek rakimi (1050
m) ve yaz aylarindaki uygun ekolojisi yaninda cift¢ilerin ve kamuoyunun biiyiik
ilgisi nedeniyle Isparta alternatif iiretim bdlgeleri arasinda 6nem kazanmistir. Bu

nedenle 2002 yilinda Isparta’da ihracata yonelik karanfil tiretimine baslanmis olup



Antalya’nin iiretim yapamadig1 yaz aylarinda Isparta’da yayla sartlarinda karanfil
yetistirilmektedir. Isparta’nin Antalya’da iiretimin bittigi aylarda devreye girmesi
sayesinde yil boyu karanfil iiretimi ve ihracatina olanak saglanmistir. Giderek
yayginlasan yazlik karanfil {iretimiyle Isparta’nin Oniimiizdeki yillarda Antalya’ya
ciddi bir alternatif olmas1 beklenmektedir (Ozkan ve Karagiizel, 1997; Giirsan, 2002;
Kazaz, 2006).

1000 dekardan fazla
100-1000 dekar
| 10-100 dakar

1 1-10 dekar

Sekil 1.1. Tiirkiye’de kesme ¢igek iiretimi yapilan iller (Doldur, 2008)

Antalya Bolgesinde yiiksek kaliteli ve ihracata yonelik kesme c¢icek iiretimi
yapilmaktadir. 2008 yili TUIK istatistiklerine goére Tiirkiye’nin kesme cicek
ihracatinin %86’s1 Antalya’dan, %11°i Izmir’den, %2’si Yalova’dan, %0,25’i
Isparta’dan ve %1°1 diger illerden yapilmaktadir (Anonim, 2010). Tirkiye’de 1995
yilinda 280 milyon adet, 1999 yilinda ise 406,8 milyon adet kesme c¢igek iiretilmistir.
Uretilen bu gigeklerin 231 milyonu i¢ pazarda tiiketilirken, 175 milyon adet kesme
cicek ise (1998) yurt disina ihra¢ edilmistir. Kesme ¢igek ihracatindan elde edilen
doviz miktar1 1998 yilinda 13,5 milyon dolar olmustur. Ihracatin %90°dan fazlasini

sprey karanfil olusturmakta ve ihracatin %65-70’i ingiltere’ye yapilmaktadir.

Diinyanin bir¢ok {ilkesinde oldugu gibi iilkemizde de son 25 yilda siis bitkileri

ekonomiye katki saglayan tarimsal iiretimin onemli bir kolunu olusturmaktadir.



Ayrica kullandigr isgiici miktar1 agisindan da sosyal yasamdaki katkisi buytiktiir.
Ulkemiz bircok siis bitkisinin gen kaynagi olmakla beraber, iklim ve toprak
ozellikleri bakimindan da birgok tiiriin yetistiriciligine ¢ok uygun olmasina ragmen
bu sektordeki gelismede istenilen seviyelere ulagilamamistir (Aydinsakir, 2009).
Bunun nedenleri arasinda isletmelerdeki alt yap1 yetersizlikleri, kesme ¢igek iiretim
ve ihracati i¢in bagimsiz bir tesvik ve uygulama politikasinin olmayisi, dis
pazarlardaki kiyasiya rekabet kosullari, tek iiriin (karanfil) ve tek pazar (Ingiltere)
olusu ve kiiclik 6l¢ekli fazla sayida ihracatginin kendi aralarinda rekabete girmeleri,
Akdeniz ve Ege bolgelerinde sebze iiriinlerinin kesme ¢igeklere alternatif olmasi,
ihracatta nakliyenin ¢ok pahali olmasi yaninda bazi hastaliklardan dolay1 {iriin

kalitesinin rakip lilkelere gore daha diisiik olmasi sayilabilir (Anonim, 2001).

Karanfil yetistiriciliginde ekonomik kayiplara neden olan bir¢ok fungal, bakteriyel
ve viral hastaliklar bulunmaktadir. Bu hastaliklarin verim ve kaliteye yaptiklari
olumsuz etkilerden dolay1 iiretim ve ihracat istenilen diizeyde degildir. Viral
hastaliklardan karanfil beneklenme viriisii (Carnation mottle virus, CarMV) karanfil
yetistirilen bir¢ok lilkede yaygin olarak bulunmaktadir. CarMV diinyada karanfil
yetistiriciliginde ekonomik kayiplara neden olan bir hastalik etmenidir (Canizares et
al., 2001; Singh et al., 2005; Safari et al., 2009). Bu hastalik etmeni karanfil
tiretiminde verimi ve kaliteyi olumsuz yonde etkilemekte olup ekonomik degeri
diisiirmektedir. Ulkemizde karanfil yetistirilen seralarda verim ve kalitenin diger
iilkelere gore diisiik olmasimin en onemli nedenlerinden birisinin virlis hastaliklari
oldugu diisiiniilmektedir. Buna karsin iilkemizde karanfil viriislerinin varligina ve
yayginligina yonelik yeterince arastirma yapilmamistir. Bu nedenle iilkemiz karanfil
tiretim alanlarinda viris hastaliklarinin = varligit  ve yayginligi kesin olarak
bilinmemektedir. Giliniimiizde Antalya ve Isparta’da giderek gelismekte olan kesme
cicekler arasinda onemli bir yere sahip olan karanfil sektoriinde verim ve kaliteyi
artirmaya, Onemli karanfil hastaliklar1 ile miicadeleye yonelik cesitli calismalara
ihtiyag duyulmaktadir. Bu amagla daha once yaptigimiz bir ¢caligmada Antalya’da
karanfil iretim alanlarinda CarMV’niin varlig1 gosterilerek teshisi ve tanilanmasi
yapilmistir. Daha sonra viriisiin Isparta bolgesinde de oldugu gosterilerek bolgede

yetistirilen karanfil ¢esitlerinde de yaygin olarak bulundugu gosterilmistir. Bu



calismada ise Antalya ve Isparta bolgesinde karanfil yetistiriciliginde verim ve
kaliteyi olumsuz etkiledigi distliniilen viral etmenlerden biri olan CarMV
izolatlarinin kilif protein genlerini klonlayip dizilimi belirlenerek iilkemizde ilk

olarak CarMV’niin molekiiler karakterizasyonu yapilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Karanfil Hastaliklar1

Diinyada ve iilkemizde karanfil yetistiriciliginde ekonomik kayiplara neden olan
bircok hastalik bulunmaktadir. Bu hastaliklarin onemlileri arasinda Rhizoctania
solani, Fusarium culmorum, Alternaria dianthi, Phytophthora spp. ve Phytum spp.,
Fusarium oxysporum, Uromyces dianthi ve Botrytis cinerea gibi fungal etmenler,
Erwinia chrisanthemi ve Pseudomonas caryophlii gibi bakteriyel hastaliklar
bulunmaktadir. Ayrica karanfil yetistiriciliginde verim ve kaliteyi olumsuz etkileyen
cok sayida virlis hastaligi bulunmaktadir. Bu hastaliklardan pek ¢ofu meristem
kiltiirii  ve termoterapi (1s1 uygulamasi) yontemleriyle ticari cesitlerden
temizlenmigtir (Gosalvez-Bernal et al., 2006). Ancak bu viriislerin bazilarinin
boceklerle taginmasindan dolayr diinyada karanfil yetistirilen bolgelerde bu
hastaliklara rastlanmakta olup viriis hastaliklar1 bu bolgelerde verim ve kaliteyi
azaltarak onemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Bennet and Milne, 1976;
Glirsan, 1988; Sanchez-Navarro et al., 1999; Raikhy et al., 2006). Karanfilde yaygin

olarak goriilen viriis hastaliklar1 ve olusturduklar1 belirtiler agsagida belirtilmistir.

2.1.1. Karanfil viriis hastaliklar:

Karanfil baski halka viriisii (Carnation etched ring virus, CERV): CERV bitki
virlislerinin Caulimovirus grubunun bir idyesidir (Hull et al., 1984). CERV
enfeksiyonunun olusturdugu belirtiler bazen CarMV’niin yol actigi belirtilere
benzemekte olup birbirleriyle karistirllmaktadir. CERV  karanfil bitkilerinde
govdenin beneklenmesine ve damarlasmasina yol agmakta olup aymi zamanda
yapraklarda kahverengi lekelere, halkalara ve sararma gibi daha siddetli belirtilere de
neden olmaktadir. Ayrica enfekteli bitkiler ge¢ ciceklenmekte ve cicek kalitesi de
azalmaktadir. Belirtiler ilk ¢ikan bitki tomurcuklarinda hafif olabilmekte ve bitki
canlilig1 tlizerinde agik bir etkisi olmamaktadir (Anonymous, 2005). Ayrica CERV

belirtileri mevsimlere gore degisiklik gostermekte olup viriis yaprak bitleri, mekanik



inokiilasyon ve agilama yolu ile tasinabilmektedir. Bitkilerin temasi ve tohum ile

tasinmasi s0z konusu degildir (Anonim, 2008).

Karanfil damar benek viriisii (Carnation vein mottle virus, CVMV): CVMYV karanfil
yapraklar1 {izerinde sar1 lekelenme ve benek desenleri olusturmaktadir. Enfekteli
bitkilerin gen¢ yapraklar lizerinde genellikle damarlar iizerinde koyu yesil renkli
noktalar ve lekelenmeler goriilmektedir. CVMYV virtiisii ile enfekteli bitkilerde renk
kirilmalarimin - meydana geldigi verimin azaldigi ve kaliks c¢atlamasinin
biiyiikliigiinde artig  gozlenmistir.  Belirtiler yaghh  yapraklarda genellikle
kaybolmaktadir (Anonymous, 2005). Etmen virlis vektor bocekleri ve mekanik
inokulasyon yoluyla tasinmaktadir. Ancak bitkilerin temasi ile tasinma olmamaktadir

(Anonim, 2008).

Karanfil halkali leke virtisii (Carnation ring spot virus, CRSV): CRSV Kkaranfil
yapraklarinda bazen konsantrik, 1-2 cm ¢apinda kiiciik halkalara yol agarken bazen
de geng yapraklarda deformasyona, beneklenmeye ve sararmaya neden olmaktadir
(Anonymous, 2005). Bunlarin yaninda bu hastalikla enfekteli bitkilerde genel olarak
bodurluk ve sekil bozuklugu yaninda ¢igeklerde de sekil bozukluklar1 goriilmektedir
(Anonim, 2008). Ilk olarak Dianthus spp., bitkilerinde bildirilmis olup hastalik
etmeni nematodlar tarafindan taginmaktadir. Ayrica viriis mekanik inokulasyon, as1
ve bitkilerin birbiri ile temasiyla taginmakta olup tohumla tasinmasi s6z konusu
degildir. Hastalik etmenini diinyada karanfil yetistiriciligi yapilan bir¢ok yerde

gérmek miimkiindiir. (Anonim, 2008).

Karanfil gizli virtisii (Carnation latent virus, CLV): CLV karanfil bitkileri iizerinde
belirgin bir belirti olusturmamasina ragmen ¢icek kalitesini diisiirerek bitkisel iiretimi
olumsuz olarak etkiledigi kanitlanmistir (Anonymous, 2005). Enfekteli bitkilerin
genelde belirti gostermemesine ragmen bazen nekrotik beneklenmeyi ve c¢izgileri
gormek mimkiin olabilmektedir (Anonim, 2008). Ancak hastalik belirtileri
mevsimlere gore degisiklik gostermektedir. CLV yaprak bitlerinden dogal olarak
Myzus persicae ile taginmakla birlikte (Kassanis, 1956) mekanik inokulasyon ve

asilama yolu ile de tasinabilmektedir. Fakat CLV bitkilerin temasi ve tohum ile



tasinmamaktadir.

Karanfil ¢izgi virtisii (Carnation streak virus, CSV): Karanfil ¢izgi viriisii ilk olarak
Dianthus spp. karanfillerinde bildirilmistir. Belirtileri yapraklarda beneklenme,
nekrotik gri yada kirmizi nekrotik cizgiler seklinde olmaktadir. Deneysel olarak
inokiile edilen bitkilerde ise damar acilmasi ve beneklenme seklinde goriilmektedir.
Hastalik etmeni afit vektorleriyle yar1 persistent olarak taginmaktadir. Ayrica zor
tasindig1 bildirilmekle birlikte viriis mekanik inokiilasyon yoluyla da taginmasina

ragmen bitkilerin temasi ile tasinmamaktadir (Anonim, 2011).

2.1.1.1. Karanfil beneklenme viriisii ( Carnation mottle virus, CarMYV)

Karanfil beneklenme viriisii (CarMV) karanfilde goriilen diger viriis hastaliklarinin
icinde en 6nemli ve yaygin olan bir viriistiir. CarMV iiretim alanlarinda 6nemli

ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (Singh et al., 2005).

2.1.1.2. Hastahigin bulunusu, yayginhgi ve konukculari

Hastalik etmeni ilk olarak Dianthus spp. bitkilerinde bildirilmistir. Viriisiin bazi
konukgular1 arasinda Dianthus caryophyllus, D. barbatus, Begonia spp.,
Chenopodium amaranticolor ve Chenopodium quinoa bulunmaktadir. CarMV, genis
bir konukc¢u dizisine sahip olup karanfiller, begonya, pervane ¢icegi, ¢dgen, Medine
cicegi, petunya, horozibigi, defne gibi ¢ok sayida cicek tiiriinii enfekte etmektedir
(Anonymous, 2007).

Karanfil beneklenme viriisli nispeten karanfile 6zgii bir viriis olarak kabul edilmesine
karsin Danimarka’dan Begonia elatior ve Yeni Zellanda’dan Daphne sp. gibi diger
stis bitkileri tizerinde de dogal enfeksiyon olusturdugu rapor edilmistir (Singh et al.,
2005). CarMV diinya ¢apinda yayilan ve termoterapi veya meristem kiiltlir ile
karanfil viriisleri icerisinde en zor elimine edilen ve saglikli iirtinlere giris yaptiktan
sonra hizlica yayilan bir viriistiir (Sdnchez-Navarro et al., 2007). Kaliforniya’da

yapilan bir ¢alismada cicek iiretim seralarinda CarMV %78 gibi yiiksek bir oranda



enfeksiyon yaptig1 rapor edilirken Liibnan ve diger iilkelerde yapilan c¢alismalarda
hastaligin %100’e yaklasan oranlarda yaygin oldugu bildirilmistir (Singh et al.,
2005).

2.1.1.3. Hastahigin belirtileri

Karanfil beneklenme viriisii belirtileri gozle kolaylikla goriilmediginden dolay1
anlagilmasi gii¢ bir hastaliktir. Ancak bitkinin yapragi 1s18a tutuldugu zaman virtisiin
yol agtig1 diizensiz lekeler zor da olsa goriilebilir. Yapraklarda hafif simptomlar
olusturmasina ragmen diger patojenler tarafindan da enfekte edildigi zaman bitkiyi
zayiflatmaktadir (Safari et al., 2009). CarMV hafif belirtiler olusturmasina karsin
karanfillerin tiim ¢esitlerinde ciddi enfeksiyonlara da sebep olmakta ve enfekteli
bitkiler hafifce bodurlagmaktadir. Ayn1 zamanda viriis karanfilde yas agirlik, toplam
cigek sayis1 ve yan siirgiin sayisinin azalmasina neden olarak verimliligin diigmesine
neden olmaktadir. Buna ek olarak viriis bazi durumlarda ¢igeklerin canliliginin
azalmasina ve kiigiilmesine neden olarak karanfil ¢i¢eklerin diisiik kalitede olmasina
da yol agmaktadir. Viriis enfeksiyonu karanfilde sadece ¢icek kalitesini ve raf
omriini etkilemekle kalmayip enfekteli bitkilerin dogada bulunan diger patojenlerin

enfeksiyona kars1 hassas hale getirmektedir (Singh et al., 2005).

Sekil 2.1. Dianthus barbatus bitkisinde CarMV ’niin olusturdugu
nekrotik lokal lezyonlar (Garcia-Castillo et al., 2001)
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Sekil 2.2. a) Chenopodium amaranticolor ve b) Chenopodium quinoa bitkilerinde
CarMV’niin olusturdugu lokal lezyonlar (Garcia-Castillo et al., 2001)

2.1.1.4. Hastahigin tasinma yollar:

Karanfil beneklenme wviriisii temas yoluyla ve hasat islemi sirasinda kolayca
taginabilmektedir (Singh et al., 2005). Bunun yaninda viriis deneysel olarak mekanik
inokulasyon ve as1 gozii ile de bulagmaktadir. Ancak CarMV tohumla veya vektorler

ile tasinmamaktadir (Anonim, 2008).

2.1.1.5. Karanfil beneklenme viriisiiniin partikiil morfolojisi ve genom yapisi

Karanfil beneklenme viriisii (Carnation mottle virus, CarMV), Tombusviridae
familyasindan Carmovirus grubunun bir iyesidir (Raikhy et al., 2006). Karanfil
beneklenme viriisii CarMV tek sarmal pozitif duyarlikta yaklasik 4.0 kilobases (kb)
RNA genomu igerir (Guilley et al., 1985). Viriis 30 nm capinda kiiresel veya
yuvarlak (Ikozehedral) yapida vironlara sahiptir (Garcia-Castillo et al., 2001).
CarMV’iinlin tim genom dizilimi viriis genomunun bes agik okuma cergevesi
(ORFs) igerdigini gostermistir. ORF1 ve ORF2 p27°nin sonunda stop kodonun
okumasiyla (readthrough) kodlanan p86 olan ayni baslama kodonunu paylasmaktadir

(Canizares et al., 2001).
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Sekil 2.3. Karanfil beneklenme viriisii (CarMV)’niin
elektron mikroskobuyla ¢ekilmis goriintiileri
(http://www.ictvdb.rothamsted.ac.uk/ICTVdB/00.074.0.02.001.htm)

2.1.1.6. Karanfil beneklenme viriisiiniin tanilanmasi ve tanilanma yontemleri

Bugday filizi (wheat germ) ekstratlariyla yapilan in vitro translasyon calismalariyla
CarMV’niin RNA’sindan 77 kDa (CP-I), 38 kDa (CP-II) ve 30 kDa (CPIII) olmak
lizere ii¢ ayr1 polipeptit zincirleri sentezlendigi belirlenmistir. Bu ii¢ polipeptiti
kodlayan RNA biiyiikliigii, hemen hemen viral RNA’nin tiim uzunlugunu ifade
etmekte olup tiim genomun bu {i¢ proteini kodladigi diistinilmiistiir. In vitro
kosullarda yapilan denatlire poliakrilamid jel elektroforezi altinda peptit
haritalamayla ve denatiire edilmig viriis partikiillerine kars1 gelistirilen antikorlar
kullanilarak yapilan immunopresipitasyon yontemleriyle CP-II proteininin viral kilif
proteini oldugu tespit edilmistir. Ayrica CP-I ve CP-II proteinlerinin denatiire edilmis
viriis partikiillerine karsi gelistirilen antikorlar arasinda capraz reaksiyon olmamasi
viral RNA’nin 3' ucunun Escherichia coli poliniikleotit fosforilaz tarafindan
parcalanmastyla viriisiin enfekte edebilme yetenegini kaybetmesi ve 77 kDa protein
irliniiniin secici olarak kaybolmasina neden olmustur. Bu gozlemler, viral RNA’nin
polysistronik oldugunu gostermekte ve CarMV’niin RNA 3-terminus yapist viral
RNA zincirlerinin translasyonunu diizenleyici bir role sahip olabilecegi gosterilmistir

(Salomon et al., 1978).
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CarMV’niin genomunun ¢ogunu temsil eden 3850 uzunlugunda bir cDNA pargasi,
plazmid-primer yonteminin bir modifikasyonunu kullanarak E. coli bakterisine
klonlanmistir. 3250 bp ve 1950 bp biiyiikliigiinde birbirleriyle ortiisen (overlapping)
iki ¢cDNA klonu tanimlanarak Bgl II enzimiyle kesilip birlestirilerek CarMV
genomunu igeren pCarMV-1C plazmidi elde edilerek klonlama tamamlanmistir. Bu
plazmidin CarMV’niin cDNA dizilerini igerdigi random primerler kullanilarak
sentezlenen bir cDNA probu kullanilarak Southern blot hibridizasyon yontemiyle
teyit edilmistir. Chenopodium quinoa yaprak dzlerinden ve virionlardan elde edilen
total tek iplikli RNA’lar pCarMV-1C’dan sentezlenen probla Northern blot
hibridizasyonuna tabii tutulmustur. Hibridizasyon sonucunda tam uzunlukta genomik
RNA’nin yam sira, CarMV ile iliskili yaklasik 1600 bp ve 1750 bp iki RNA
bulunmug ve RNA’larin viriis genomu 3' ucundan ortaya ¢ikan subgenomik RNA’lar

oldugu belirlenmistir (Carrington and Morris, 1984).

In vitro kosullarinda CarMV’niin translasyon stratejisi genellikle tam uzunlukta
genomik RNA (4.3 kb) i¢csel baglama olaylariyla agiklanmigtir. 1984 yilinda yapilan
bu calisgmada bunun en azindan kismen dogru olmadigi gosterilmistir. Denatiiran
siikroz gradiyan yontemiyle ayristirilan kilif proteiniyle kaplanmig RNA yada
CarMV’niin enfekteli yapraklarinda elde edilerek denatiire edilmeyen kosullarda
ayristirilan  toplam  RNA’dan mRNA’ya bagimli bir tavsan retikiilosit hiicre
sisteminde protein sentezinde kullanilmistir. Yaklagik 38 kDa biiylikliigiinde kilif
proteinini kodlayan subgenomik RNA’lar i¢in kanitlar bulunmustur. a-kimotripsin
ile kismi yapilan proteoliz ve SDS/polyacrilamide jel elektroforezi sonucunda bu
proteinin otantik CarMV kilif protein ile iligkili oldugu gosterilmistir (Harbison et
al., 1984).

CarMV’niin genomik ve subgenomik RNA’larinin in vitro translasyon iriinleri bir
tavsan retikiilosit lizat sistemi kullanilarak analiz edilmistir. Viral RNA’lardan p80,
p40 ve p34 olmak iizere li¢ ana polipeptit sentezlenmistir. Virion RNA’s1 kalip
olarak kullanildiginda baskin iiriinii elde edilen p40 proteininin SDS-poliakrilamid
jel ve anti-CarMV serum ile immunoprecipitasyon yoluyla CarMV kilif proteini

oldugu tespit edilmistir. Siikroz gradient santrifiij sonrasinda fraksiyonu yapilan
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virion RNA’larindan yapilan translasyon analiz ile p40 p80 ve p34 kDa
blyiikliiglinde protein sentezlenerek bunlarin  subgenomik RNA tarafindan
kodlanmis oldugu bulunmustur. a-kimotripsinle yapilan proteoliz sirasinda olusan
kesilmis peptitlerin analizi ile p80 ve p34 ortak veya Ortlisen (overlapping) amino
asit dizileri igerdigi bulunmustur. Bu veriler CarMV’niin alternatif translasyon

mekanizmalarina sahip oldugunu desteklemektedir (Carrington and Morris, 1985).

Karanfil beneklenme viriisliniin genomik RNA’sinin (4003 niikleotit) tamaminin
dizilimi yapilmistir. Dizileme genomun %99’undan fazlasini igeren viral RNA nin
klonlanmigs c¢DNA kopyalarindan RNA ile cDNA transkriptlerinin dogrudan
dizilenmesiyle tamamlanmistir. Genom dizisi birlikte gozlenen iki farkli proteinin
traslasyonu i¢in iki uzun agik okuma c¢ergevesi icermektedir. Sentezlenen
proteinlerden biri amber sonlandirma kodonu baskilanmasiyla iiretilirken digerinin
sentezinin de bir baskilama olayinin meydana gelme olasiliginin yiiksek oldugu
belirlenmistir. Karanfil beneklenme viriisii genomunun bu boéliimiimiin dizisi diger
RNA viriislerinden bulunan RNA polimerazlara yiliksek oranda homoloji gosterdigi

bulunmustur (Guilley et al., 1985).

CarMV subgenomik RNA 5' uglarinin ortaya ¢iktig1 genomik koordinatlar yiiksek
coziinlirlik S niikleaz koruma ve primer uzamasi haritalama teknikleriyle
belirlenmistir. Iki 3' proksimal subgenomik RNA’lar 2532 ve 2315 niikleotitlerinde
(genom 5' ucundan sayilarak) baslar. Bu RNA’lar sirasiyla 11472 ve 1689
niikleotidlerini icermektedir. iki subgenomik RNA’nin transkripsiyon baslama
bolgelerini ¢evreleyen Onemli niikleotit diziliminde ©onemli oranda homoloji
bulunmustur. 1.5 kilo baz RNA; viral kilif proteinin sentezini baslatmak ig¢in ilk
AUG’yi kullanmaktadir. 1.7 kb RNA’daki AUG: 183 niikleotitden olusan kisa bir
okuma cergevesini baglatarak 6.7 kDa biiyiikliiglinde bir protein kodlamaktadir. SP6
transkripsiyon ve hiicresiz translasyon sisteminde daha dnce tanimlanan CarMV gen
tirtinii p27 kodlayici diziler viral genomun 5' ucuyla iligkilendirilmistir (Carrington

and Morris, 1986).
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Karanfilde hastalifa yol agan ve i¢lerinde CarMV’niin de bulundugu bes farkl
virlistin tanilanmast amaciyla radyoaktif olmayan bir molekiiler hibridizasyon
yontemi gelistirilmistir. Yapilan c¢alismada bu yontem karanfil virilislerinin
tanilanmasinda kullanilan standart ELISA ve biyolojik testlerle kiyaslanmistir. Farkli
yontemlerin hassaslik diizeyleri karsilagtirildiginda ham bitki 6ziitii kullanilarak
yapilan teshiste molekiiler hibridizasyon tekniginin DAS-ELISA’dan en az 125 kez
daha duyarl oldugu kanitlanmistir. Ayrica bu metot ¢cok fazla pipetleme ve santrifiij
gerekliligini ortadan kaldirarak ¢ok fazla 6rnegin ayni anda test edilmesine olanak
saglamigtir. Sonug olarak gelistirilen hibridizasyon yonteminin rutin viriis taramasi

i¢cin uygun bir metot oldugu gosterilmistir (Sanchez-Navarro et al., 1996).

Karanfil beneklenme virilisiiniin tespiti i¢in Hindistan’da yapilan bir c¢alismada
tilkenin farkli bolgelerinden toplanan 93 karanfil 6rnegi serolojik yontemlerden
DAS-ELISA ile poliklonal IgG kullanilarak test edilmistir. Calisma sonucunda test
edilen Orneklerden yaklasik 90 tanesinin CarMV pozitif oldugu bulunarak
CarMV’niin Hindistan’da farkli karanfil {iretim bdlgelerinde yaygin olarak
bulundugu tespit edilmistir. CarMV mekanik inokulasyon yoluyla segici test
bitkilerine aktarilarak diger karanfil viriislerinden ayr1 bir sekilde Saponaria vaccaria
ve Catharanthus roseus bitkilerinde gogaltilarak muhafaza edilmistir. Viriis enfekteli
test bitkilerinden saflastirilarak SDS-PAGE yoOntemiyle karakterizasyonu yapilarak
yaklagik 38 kDa kilif proteini Western blotlama yoluyla tespit edilmistir. Ayrica,
elektron mikroskobu ve immiino elektron mikroskobu yontemleriyle viriisiin
morfolojisi aragtirilarak elektron mikroskobunda 30 nm ¢apinda izometrik viriis
partikiilleri gozlenmistir. Bunun yaninda RT-PCR yontemiyle spesifik primerler
kullanilarak viriisiin kilif ve hareket proteinlerini kodlayan genler c¢ogaltilmistir.
Ayrica immiino yakalana RT-PCR (Immuno capture RT-PCR, IC-RT-PCR) yontemi
de CarMV tanisinda daha hassas bir yontem olarak kullanilmistir (Singh et al., 2005).

Iran son yillarda siis bitkileri iiretiminde ilerleyen bir iilke olup Mahallat bdlgesi
[ran’da siis bitkileri iiretim merkezlerinden en 6nemlilerinden biri konumundadir.
2008 yil1 Ocak ve Nisan aylar1 boyunca Mahallat bolgesi karanfil seralarindan hafif
mozayik belirti gosteren 100 ornek toplanmig ve CarMV’ne spesifik poliklonal
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antikor kullanilarak DAS-ELISA yontemi ile test edilmistir. Sonuglar bu 6rneklerin
%75’inin CarMV ile enfekteli oldugunu gdstermistir. Ayrica RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen) ve kilif protein genine spesifik bir ¢ift primer kullamlarak enfekteli bitkiden
total RNA izolasyonu ve RT-PCR yapilmistir. Yapilan RT-PCR analizleri sonucunda
enfekteli bitkilerden yaklasik 1 kbp biiyiikliigiinde bantlar gogaltilarak bitkilerin
CarMV pozitif olduklar1 onaylanmustir. Son olarak karanfil yapraklarindan elde
edilen CarMV izolatlarindan bazilar1 fosfat tamponu (pH 7.0) kullanilarak
Chenopodium quinoa, Chenopodium amaranticolor ve Spinacea oleracea bitkilerine
inokiile edilmislerdir. Inokulasyondan 4-7 giin sonra test bitkilerinin yapraklarinda

klorotik ve nekrotik lokal lezyonlar olustugu saptanmistir (Safari et al., 2009).

2.1.1.7. Karanfil beneklenme viriisii genlerinin dizilenmesi ve filogenetik

analizleri

Karanfil beneklenme viriisiiniin  genom yapisint  belirlemek, molekiiler
karakterizasyonu yapmak ve viriis izolatlarinin birbirleriyle olan genetik iliskilerini
ortaya koymak amaciyla viriisiin tiim genomu veya genlerden bir veya birkaginin
dizilimleri belirlenmistir. CarMV’niin 4003 niikleotit uzunlugundaki tiim genom
dizilimi ilk olarak ABD’nin Kaliforniya eyaletinde belirlendikten sonra Ispanya,
Italya, Hollanda, Cin, Hindistan ve Tayvan gibi diinyanin bazi énemli karanfil {iretim
bolgelerinden CarMV izolatlart belirlenerek tiim genom dizilimleri belirlenmistir.
Diinyanin farkli karanfil iiretim alanindan elde edilen izolatlarin tiim genomlarinin
replikaz, hareket ve kilif protein genlerinin karsilastirilmas: sonucunda izolatlarin
birbirleriyle genetik iliskileri belirlenmistir. Ayni1 zamanda bu genlerin dizi
kargilagtirmasiyla  yapilan  filogenetik  analizleri sonucunda CarMV‘niin
Tombusviridae familyasinda yer alan diger cinsler i¢inde bulunan viriislerle iliskisi
oldugu ortaya konmustur. Bunun sonucunda taksonomik siniflandirmaya en uygun
filogenetik gruplanmanin replikaz ve kilif protein genlerinin karsilastirilmasindan
elde edildigi bulunmustur. Ayrica 9 farkl iilkeden 23 farki CarMV izolatinin kilif
protein ve hareket protein genleri karsilastirilarak bu izolatlarin genetik iliskisi
arastirilmistir. Bunun sonucunda zaman ve yer olarak farkli izolatlarin birbirlerine

benzer oldugu yiiksek oranda genetik stabilite gosterdigi belirlenmigtir. Ancak kilif
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protein geninin aminoasit diziliminin 164. ve 331. pozisyonlarindaki amino asitlere
gore sirastyla prolin (P) ve lisin (K) iceren ve alanin (A) ve asparajin (N) igeren

izolatlar PK ve AN olarak iki gruba ayrilmislardir (Cafiizares et al., 2001).

Hindistan’da yapilan bir ¢alismada farkli karanfil ¢esitlerinde CarMV varligi ELISA
ve farkli RT-PCR yontemleriyle belirlendikten sonra segilen bir izolatin kilif protein
geni ¢ogaltilarak klonlanmistir. Bu izolatin kilif protein geninin amino asit dizlimi
elde edilerek diinyanin diger karanfil iiretim bolgelerinden elde edilen ve gen bankasi
veritabanlarinda bulunan CarMV izolatlarinin kilif proteinleriyle karsilastirilmistir.
Yapilan analizler sonucunda CarMV kilif protein geninin genel olarak oldukca
korundugunu ancak bazi belirgin farkliliklarin oldugu belirlemistir. CarMV’niin
Hindistan izolatinin kilif proteininin 164. ve 331. pozisyonlarinda sirastyla prolin (P)
ve asparajin (N) bulundugu ve bu nedenle de bu izolatin daha 6nce belirlenen PK ve
AN gruplarindan farkli oldugu ve PN adinda yeni bir grup olusturdugu belirlenmistir
(Singh et al., 2005).

2.1.1.8. Ulkemizde karanfil beneklenme viriisii

Ulkemizde daha énce yapilan bir galismada Isparta ve Antalya illerinde karanfil
yetistiriciligi yapilan 5 farkli 6zel firma ve kamuya bagh bir aragtirma merkezine ait
toplam 6 farkli seradan alinan toplam 33 6rnek alinmistir. Alinan &rneklerin 31
tanesinin (31/33) CarMV ile enfekteli oldugu RT-PCR yontemiyle belirlenerek
CarMV’niin Tiirkiye’de teshisi ve tanilanmasi ilk kez yapilmis olup iki farkli karanfil
tiretim bolgesinde yetistirilen farkli karanfil c¢esitlerinde virlisiin yaygin olarak

bulundugu belirlenmistir (Cevik vd., 2010).

Daha o6nce yapilan ve yukarida belirtilen ¢aligmalarda Antalya ve Isparta illerinde
karanfil iiretim alanlarinda CarMV varlig1 iki agsamali RT-PCR yontemiyle tespit
edilerek ¢ok sayida CarMV izolati elde edilmistir. Bu c¢alismada ise Isparta ve
Antalya’dan daha once elde edilen CarMV izolatlarindan her il icin segilen 5’er
izolatin CP genleri T-A klonlama yontemiyle pGEM-T Easy plazmitine klonlanarak

DNA dizilimi belirlenmistir. Bu izolatlarin CP gen dizilimleri birbirleriyle ve gen

17



bankas1 veri tabanindan alinan ve diinyanin farkli {iretim bolgelerinden elde edilen

CarMV CP genleriyle karsilastirilarak genetik iliskileri belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Viriis izolatlar

Yapilan bu tez calismasinda TUBITAK-BIDEB iiniversite ogrencileri yurt igi
arastirma projeleri destekleme programi kapsaminda 2008 yilinda yiiriitiilen proje
calismalarinda Antalya ve Isparta illeri liretim seralarindan toplanan karanfil
orneklerinden RT-PCR yontemiyle belirlenen CarMV izolatlar1 kullanilmistir. Her
iki ilden elde edilen CarMV izolatlarindan 5’1 Antalya’dan 5’1 ise Isparta’dan olmak

tizere toplam 10 izolat se¢ilerek bu ¢alismada kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Antalya ve Isparta illerinden farkli liretim seralarindan toplanmis olan
karanfil 6rnekleri ve bunlardan elde edilen CarMV izolatlar:

RT- RT-
B Karanfil . Karanfil
Ornek Adi Bolge PCR Ornek Adi Bolge PCR
Cesidi Cesidi
Sonucu Sonucu
CarMV 1 Turbo - CarMV 18 Optima +
CarMV 2 Betsy + CarMV 19 Berry +
Antalya Isparta
CarMV 3 Baltico-T + CarMV 20 Morita +
X TARIM A TARIM
CarMV 4 Evita + CarMV 21 Disney +
CarMV 5 Tebe - CarMV 22 Star +
CarMV 6 Festival + CarMV 23 Miro +
CarMV 7 Shakira + CarMV 24 Millet +
Isparta
CarMV 8 Antalya PV5053 + CarMV 25 Malaga +
B TARIM
CarMV 9 Y TARIM Guandino + CarMV 26 Masai +
CarMV 10 Veleta + CarMV 27 Bizzet +
CarMV 11 Donetello + CarMV 28 American +
Chery Rozi
CarMV 12 + CarMV 29 Baltico-G +
Barbara
CarMV 13 Lior + CarMV 30 Turbo +
Antalya — Isparta
CarMV 14 Biristane + CarMV 31 Star-G +
Z TARIM C TARIM
CarMV 15 Artemis + CarMV 32 Loris +
CarMV 16 Romani + CarMV 33 Judith +
CarMV 17 Rosella +
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Saglikli

Enfekteli

Enfekteli

Enfekteli

Enfekteli

Saglikli

Enfekteli

Saglikli

Sekil 3.2. CarMV’niin karanfilde neden oldugu gelisme geriligi
ve ¢igeklerde goriilen kiiciilme

3.2. Oligoniikleotid Primerler

Ulkemizdeki karanfil beneklenme viriisii (CarMV) izolatlarimin kilif protein (coat
protein, CP) geninin 1000 bazlik kismi disinda herhangi bir DNA dizilimi
bilinmemektedir. Diinyanin ¢esitli yerlerinden elde edilen ve Gen Bankasi veri
tabaninda bulunan CarMV kilif protein genlerinin alt ve iist kisimlarinda korunmus
bolgelerine spesifik ve CarMV CP geninin tamamini ¢ogaltacak bir ¢ift primer

tasarlanmistir. Bu calismada CarMV kilif protein geninin ¢ogaltilmasi i¢in tasarlanan
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BC57N 5" ATGGAAAATAAAGGAGAAAAGATCGCG 3' ve BCs8 5
TCACATCCTATAAACAACCCATTG 3' primerleri kullanilmastir.

BC57N

MI9510-TIFANTA
LM TN
09246 5-TRAN
EF&22M 0L LA,
ER§22211- BOLIANT:
D092 46 & TRAN
EP&22207-TTALTA
EP&2208-ITALTR
EPE2209-TTALTA
Consmnwm

MI209510-1IMNT:
AHBTS- (TN
DU92455-THMN

EPG2210-HL LA,

EP22211- BULLAND:
DQU32454-THAN

ERE22207-TTALTA

ETE22206-ITALTA ke

EPE22209-TTALT:  [1001] Mg foRer BeRACRACCROTRCHA STTTATAGEATETEA

Consensm  [1001] MG AT MG ML AN CACTCCRATCE BT TGT TTATA GEATET €

4

BC58

Sekil 3.3. Viriisiin kilif protein genlerinin korunmus bolgelerine spesifik primerler

3.3. Total RNA izolasyonu

Karanfil beneklenme viriisii (CarMV) bir RNA viriisii oldugundan dolayr kilif
protein genlerinin ¢ogaltilmasi i¢in -80°C de saklanan enfekteli bitkilerden total
RNA izolasyonu yapilmistir. Bu amagla enfekteli bitkilerden toplanan izolatlardan
100 mg almip 1.5 ml’lik santrifiij tiipli ig¢erisinde sivi azot kullanilarak ezilmistir.
Ezilen yaprak dokusu tek asamali RNA izolasyon soliisyonu (One Step RNA
Solution, BioBasic, Kanada) kullanilarak iiretici firmanin talimatlari dogrultusunda
total RNA izolasyonu veya daha 6nce rapor edildigi sekilde CTAB yontemi (Li, R.
vd., 2008) kullanilarak total RNA izolasyonu yapilmistir. Kullanilan One Step total
RNA izolasyonu ve CTAB total niikleik asit izolasyonu yontemleri asagida

aciklanmigtir:
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3.3.1. One Step RNA izolasyon yontemi

Karanfil yapraklarindan 100 mg alinarak 1.5 ml’lik eppendorf tiiplerinde siv1 azot ile
ezilmiglerdir. Ezilen doku orneklerine tek asamali RNA izolasyon soliisyonundan
(One Step RNA Solution) 1 ml eklenerek, vorteksle iyice karistirilip homojenizasyon
saglanmistir. Ornekler 4°C’de 12000 g hizda 10 dakika santrifiij yapilarak
¢coziinmeyen bitki dokular1 ¢oktiiriilmiis ve RNA iceren siipernatant yeni bir tiipe
aktarilmistir. Tiipler 5 dakika siireyle oda sicakliginda bekletildikten sonra 200 pl
24:1 kloroform:isoamylalcohol eklenmistir. Ornekler bu karisim ile iyice
karistirildiktan sonra oda sicakliginda tekrar 3 dakika beklenmistir. Daha sonra tiipler
4°C 12000 g hizda 15 dakika stireyle santrifiij yapilarak faz ayrimi yapilmis ve RNA
iceren (slipernatant) iist fazdan 500 pl alinarak yeni bir tiipe aktarilmistir.
Stipernatant tizerine 500 upl isoproponal eklenerek 10 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra tiipler 12000 g hizda 10 dakika siireyle santrifiij yapilarak
RNA’lar ¢oktiiriilmistiir. Stv1 kisim atildiktan sonra ¢oktiiriilen RNA, 1 ml %70 etil
alkol ile yikandiktan sonra tiipler 7500 g hizda 5 dakika siireyle santrifiij yapilarak
RNA’larin yikanmasi saglamistir. Etanol iceren sivi kisim dokiildiikten sonra tiipler
agz1 acik olarak oda sicakliginda 5 dakika siireyle bekletilerek c¢oktiiriilen RNA’lar
kurutulmugtur. RNA’lar 50 pl steril saf su ile c¢ozdiiriilerek -80°C’ye
kaldirilmislardir.

3.3.2. CTAB total niikleik asit izolasyon yontemi

Karanfil yaprak orneklerinden 100 mg alinip sivi azot igerisinde ezilmislerdir.
Tiiplerdeki doku 6rneklerine %2 CTAB, %2 PVP-40, 100 mM Tris-HCL (ph=8), 1.4
M NaCl, 20 mM EDTA ve %0.2 mercaptoethanol i¢ceren 1 ml CTAB tampon
soliisyonu eklenerek vorteksle iyice karistirildiktan sonra 6rnekler -20°C’de 5-15 dk
bekletilerek dondurulmustur. Daha sonra 6rnekler vorteksle en yiiksek hizda en az 60
sn karistirtlmistir. Elde edilen homojenat 65°C de en az 15 dk inkiibasyona
birakildiktan sonra 10.000 g hizda 5 dk siireyle santrifiij yapilmistir. Santrifiij
sonrasinda 650 pl siipernatant alinarak yeni bir 1.5 ml’lik santrifiij tiipiline

eklenmistir ve Tlzerilerine esit hacimde 24:1 kloroform:isoamylalcohol karigimi
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eklenerek 15.000 g hizda 10 dk siireyle santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda 500
ul siipernatant aliarak 350 pl isopropanol igeren yeni bir 1.5 ml’lik santrifiij tlipiine
eklenerek karisim 15.000 g hizda 10 dk siireyle santrifiij yapilmigtir. Daha sonra sivi
kisim dokiilerek elde edilen pellet 1 ml %70’lik ethanol ile yikanmistir. Karisim
15.000 g hizda 5 dk santrifiij yapildiktan sonra sivi kisim dokiilerek tiipler oda
sicakliginda 10-15 dk siireyle kurutulmustur. Son olarak kurutulan pelletler 100 pl 20
mM Tris-HCl pH 8.0 soliisyonu ile ¢ozdiiriildiikkten sonra RNA’lar -20°C’ye
kaldirilmislardir.

3.4. Kilif Protein Genlerinin Cogaltilmasi

Karanfil beneklenme viriisii (CarMV) kilif protein geninin ¢ogaltilmasinda once
RNA’dan DNA sentezlenmesi sonra sentezlenen DNA’nin ¢ogaltilmasini saglayan
tersine transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyon (RT-PCR) yontemi kullanilmustir.
Enfekteli bitki dokusundan izole edilen toplam RNA’dan CarMV’niin kilif
proteinlerinin ¢ogaltilmasi i¢in Takara (Japonya) firmasindan saglanmis olan iki
asamali PrimeScript RT-PCR kiti (Two Step RT-PCR Kiti) kullanilmstir. Ilk
asamada total RNA’dan random primer ve PrimeScript reverse transkriptaz enzim
kullanilarak “komplementer DNA” (cDNA) sentezlenmistir. Toplam hacim 20 pl
olacak sekilde 1X reverse transkriptaz tampon soliisyonu, 1-3 pg toplam RNA, 0.5
mM dNTP, 200 pmol random primer, 20 iinite Primer Script Reverse Transkriptaz,
20 iinite RNAse Inhibitorii ve steril saf su ilave edilerek RT reaksiyonu
hazirlanmistir. PCR makinesi 30°C’de 10 dakika, 45°C’de 1 saat ve 75°C’de 15

dakika ve daha sonra da 4°C’de siirekli olarak kalacak sekilde programlanmustir.

Daha sonra kilif protein genine spesifik primerler ve hata orani diisiik Ex Tag DNA
polimeraz enzimi kullanilarak kilif protein genleri asagidaki prosediire gore
cogaltilmistir. Polimeraz zincir reaksiyon (PCR)’u i¢in; 1X PCR tampon soliisyonu,
2 ul ¢cDNA, 0.5 mM dNTP, 20 pmol primer BC 57N, 20 pmol primer BC 58, 0.25
tinite Takara Ex Taq DNA Polimeraz ve su ilave edilerek 25 pl’lik karigim
hazirlanmistir. PCR makinesi dnce 94°C’de 3 dakika bekletilmis ve daha sonra 94°C
30 s, 55°C 30 s ve 72°C 1,5 dk siireyle 40 dongiiyli tamamladiktan sonra 72°C 5
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dakika bekletilmis ve son olarak da 4°C’de siirekli kalacak sekilde programlanmustir.
Elde edilen PCR firiinleri 100bp plus DNA biiyiikliik markoérleriyle birlikte %1°lik
agaroz jelinde elektroforez yontemiyle ayristirilip etidyum bromiir ile boyandiktan
sonra Mini BIS-Pro (DNR, Israil) goriintiileme cihazinda ultraviyole 1sik altinda

goriintiilenmistir.

3.5. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Cogaltilmig CarMV kilif protein genlerinin {iriinleri BioBasic PCR piirifikasyon kiti
kullanilarak {iretici firma Onerileri dogrultusunda saflagtirilmistir. Yaklasik 1000 baz
cifti CarMV kilif protein geni disinda spesifik olmayan bantlar tretilmis PCR
tirtinleri %1°lik agaroz jelinde elektroforez yontemiyle yukarida belirtildigi gibi
ayrigtirildiktan sonra yaklasik 1000 baz ¢ifti olan CarMV kilif protein genine ait bant
jelden kesilerek BioBasic PCR jel piirifikasyon kiti kullanilarak saflagtiriimistir.

BioBasic PCR Piirifikasyon Agamalari: PCR {iriinlerinin tamami 50 pl olarak kabul
edilmis ve tiiplerin i¢ine 150 pl baglanma tamponu eklenmistir. Elde edilen karigim
kolonlara aktarilarak, 2 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 2 dk siireyle 10000
dev/dk hizda santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda kolondan gecen sivi kisim
dokiilmiistiir. Kolonlara 6nceden etil alkol eklenmis olan yikama tamponundan 500
ul eklenerek 2 dk 10000 dev/dk hizda santrifiij yapilmigtir. Kolondan gegen sivi
kisim dokiilerek, yikama asamasi tekrar edilmistir. Kolonlarda kalan etil alkoliin
tamamen uzaklastirilmas1 amaciyla tiipler bu defa bos olarak 1 dk siire ile 10000
dev/dk hizda santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonunda kolonlar 6nceden etiketlenmis
olan steril santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Kolonlarin orta kismina énceden 65°C’de
1sitilmis olan biraktirma tamponundan 50 pl konularak 2 dk oda sicakliginda
bekletilmistir. Son olarak tiipler 2 dk 10000 dev/dk’da santrifiij yapilmistir. Kolonlar
atilarak, saflastirilmig PCR {irlinlerini igeren ependorf tiipleri kullanilincaya kadar -

20°C’de saklanmustir.
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3.6. Kilif Protein Genlerinin Klonlanmasi

RT-PCR yontemiyle cogaltilan ve daha sonra saflastirilan CarMV kilif protein
genleri T-A klonlama yontemi ile Promega firmasindan saglanmis olan pGEM-T

Easy vektoriine asagida agiklandig1 sekilde klonlanmustir.

3.6.1. Ligasyon

Ligasyon, PCR yoluyla ¢ogaltilan ve klonlanacak olan kilif protein genlerinin
pGEM-T Easy plazmit vektorii ile dogrudan birlestirilmesi islemidir. Bu asamada,
RT-PCR ile ¢ogaltilan ve saflastirilan CarMV kilif protein geni ¢ogaltilan genin
miktarini gosteren bantlarin yogunluguna bagl olarak 3 pl veya daha fazla alinarak,
50 ng pGEM-T Easy plazmidi, 5 iinite T4 DNA ligaz enzimi ve 2X ligasyon tampon
cozeltisi (0,05 M Tris-HCI pH 8.0, 0.01 M MgCl, 1 mM ATP) igeren 10 ul’lik

ligasyon karisimi hazirlanarak 4°C’de 16 saat bekletilerek birlestirilmistir.

3.6.2. Transformasyon

Ligasyon karigiminin bir kismi, hiicre duvari kimyasal uygulamalarla (10 mM CaCl,)
gecirgen hale getirilmis (competent) Escherichia coli bakterisinin JM109 1rkina
aktarilmistir. Bu amagla 100 pl hacminde -80°C’de dondurulmus JM109 irki ve
buzda ¢ozdiiriilmiis bakteri hiicrelerine birlestirilmis pGEM-T Easy plazmidi ve
CarMV CP genini igeren 5 pl ligasyon karisimi eklenerek 30 dk siireyle buz
icerisinde tutulmustur. Daha sonra karigim 42°C’de 90 saniye siireyle bekletilerek 1s1
soku uygulandiktan sonra birkag dakika siireyle tekrar buza konularak

transformasyon islemi tamamlanmustir.

3.7. Rekombinant Kolonilerin Se¢imi

Transformasyonu yapilan bakteriler 750 pul SOC bakteriyel sivi besi ortami (%2

bacto-trytone, %0,5 bacto-yeast ekstrakt 0.05 NaCl, 0.01M KCI, 0.01M MgCl,,
0.01IM MgSO; ve 0.2M glikoz) veya LB bakteriyel besi ortami eklenerek
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blyiitiilmek tlizere 1 saat siireyle 37°C’de 180 dev/dk hizla calkalamali inkiibatorde
tutulmustur. Daha sonra biiylitiilen bakteriler 60 pg/ml ampisilin, X-gal maddesi
(20mg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indoly-B-galacto-pyranoside) ve IPTG igeren LB kat1
ortami (%2 bacto-trytone, %0,5 bacto-yeast ekstrakt, 0,05 M NacCl,) iceren petri
kaplarma ekilerek 37°C’de 16 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Bu siire
sonunda sadece CarMV CP genini tasiyan pGEM-T Easy plazmidini igeren
bakteriler ortamda biiyiiyilip beyaz renkli koloniler, CarMV CP genini icermeyenler
ise mavi renkli koloniler olusturacagindan dolayr CarMV CP genini iceren

kolonilerin seleksiyonu yapilmistir.

3.8. Rekombinant Bakteriyel Kolonilerin Belirlenmesi

Mavi-beyaz koloni se¢imi, istenilen genleri igeren rekombinant plazmidleri tasiyan
bakteriyel kolonilerin se¢ciminde yararli olmasina ragmen bazen mavi koloniler hedef
genleri icerebilecegi gibi bazi beyaz koloniler de istenilen geni icermeyebilir.
Bundan dolay1 olusan beyaz renkli kolonilerin gergekten CarMV CP genini tastyan
pGEM-T Easy plazmidini igerip igermedigi daha hassas bir yontem olan Koloni PCR
yontemiyle taranarak daha kesin olarak belirlenmistir. Bu yontem rekombinant
plazmidlerle yapilan klonlamay:1 destekleyici olarak kullanilmaktadir. Bu amacla
once elde edilen beyaz koloniler steril bir pipet ucuyla alinarak LB ortami i¢eren yeni
bir petri kabma 1 cm’ biyiikliiginde bir alana ¢izme yoluyla inokule edilerek
37°C’de 16 saat boyunca biyiitiildiikten sonra kullanilmak iizere 4°C’de
saklanmistir. Koloni PCR i¢in 10X PCR Tampon Soliisyonu, 25 mM MgCl,, 10 mM
dNTPs, 0.5 pl Primer M13F, 0.5 ul Primer M13R, 0.25 pl Taqg DNA Polimeraz ve
steril saf su ilave edilerek karisim hazirlanmigtir. Koloni PCR i¢in hazirlanip PCR
tiiplerine konulan karisima cizilerek biiyiitiilen beyaz renkli bakteri kolonilerinden
steril bir pipet ucuyla alinarak bakteri kolonisi eklenmistir. Koloni PCR karisimu ilk
olarak 95°C’de 3 dk bekletildikten sonra, 95°C’de 30 s, 50°C’de 30 s, 72°C’de 2 dk
40 dongiiyli tamamladiktan sonra 72°C’de 5 dk bekletilerek ve 4°C’de siirekli
kalacak sekilde programlanmistir. Koloni PCR’in tamamlanmasindan sonra elde
edilen PCR firiinleri %1°lik agaroz jeline yiiklenerek elektroforez yontemiyle DNA

biiyiiklik markorleriyle birlikte ayristirtlip etidium bromiir ile boyandiktan sonra
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ultraviyole 151k altinda Mini BIS-Pro (DNR, israil) jel goriintiileme sisteminde
goriintiilenerek bantlarin biiytikliiklerine gore klonlamamizin basarili olup olmadigi

belirlenmistir.

3.9. Plazmid izolasyonu

Koloni PCR’dan elde edilen sonuglarin elektroforez yontemiyle analiz edilmesinden
sonra CarMV kilif protein genini iceren pGEM-T Easy plazmidini igerdigi kesin
olarak belirlenen koloniler segilerek bunlardan BioBasic plasmid saflagtirma kiti
kullanilarak plazmid izolasyonu yapilmistir. Her bir izolat i¢in koloni PCR’da pozitif
sonu¢ veren en az iki koloni segilerek plazmid izolasyonu yapilmistir. Her bir
CarMV izolati icin koloni PCR sonuglarina gore segilen koloniler, 60 pg/ml
ampisilin igeren 5 ml LB siv1 besi ortamina inokule edilerek 37°C’de 16 saat
boyunca 180 dev/dk hizda ¢alkalamali inkiibatorde biiyiitiilmiistiir. Steril bir
mikrofiij tiipiine 1000 pl gliserol ve 1000 pl biiyiitiilen bakterilerden alinarak gliserol
stoklart hazirlanmigtir. Geriye kalan kismi BioBasic firmasindan (Kanada) saglanan
plazmid saflagtirma kiti kullanilarak plazmid izolasyonu yapilmistir. Plazmid

izolasyonu lretici firmanin 6nerileri dogrultusunda asagidaki sekilde yapilmstir.

Bakteri hiicrelerinin parcalanmasi i¢in her bir 6rnege 100 pl soliisyon I eklenip 1
dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Parcalanan bakteri hiicrelerinin nétralizasyonu
icin 200 pl soliisyon II eklenerek tiipler 4-6 defa asag1 yukar1 karistirilip tekrar 1 dk
oda sicakliginda beklenmistir. Daha sonra 350 pl soliisyon III ilave edilerek yavasca
karistirilmigtir. Ornekler 12000 dev/dk ve 4°C’de 5 dk santrifiij yapilip kolonun
iistiinde kalan sivi kistm dokiilmiistiir. Daha sonra kolonlar 10000 dev/dk ve 4°C’de
2 dk stireyle santrifiij yapilmistir. Daha sonra plazmidi diger maddelerden
temizlemek i¢in 500 pl yikama soliisyonu eklenip yine 10000 dev/dk ve 4°C’de 2 dk
siireyle santrifiij edilmistir. Istenmeyen maddeleri tamamen uzaklastirmak ve daha
temiz bir plazmid elde edebilmek igin yikama soliisyonu ekleme islemi
tekrarlanmistir. Yikama soliisyonundaki etil alkolii tamamen uzaklastirmak ig¢in
kolonlar 1 dakika 10000 dev/dk’da tekrar santrifiij edilmistir. Son olarak 50 pl

elution tampon sollisyonu eklenerek plazmid saflagtirma islemi tamamlanmustir.
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3.10. EcoR I Restriksiyon Enzimiyle Kesme (Digestion) islemi

Saflastirilan plazmitler klonlamada kullanilan EcoR I enzimi ile kesilerek yaklagik
1000 bp’lik CarMV CP genini tasiyip tasimadiklart kesin olarak belirlenmistir. Elde
edilen bu pGEM-T Easy plazmid DNA’larindan 10 pl, 20000 iinite ECoR I enzimi,
1X EcoR I enzimi tampon soliisyonu ve steril saf su eklenerek bir tiip icerisinde
toplam 25 pl’lik bir digestion (kesme) karisimi hazirlanmistir. Bu karisim 37°C’de
16 saat siireyle bekletilerek plazmidlerin kesilme islemi yapilmistir. EcCoR I
enzimiyle kesme isleminin tamamlanmasindan sonra elde edilen DNA’lar 100 bp
plus DNA biiyiikliik markoérleriyle birlikte %1°lik agaroz jelinde elektroforez
yontemiyle ayristirilarak etidyum bromiir ile boyandiktan sonra Mini BIS-Pro (DNR,
Israil) goriintiileme cihazinda ultraviyole 151k altinda goriintiilenmis ve 1000 bp’lik

CarMV CP genini tastyip tasimadiklart kesin olarak belirlenmistir.

3.11. Kilif Protein Geninin Dizisinin Belirlenmesi ve Karsilastirilmasi

Dizileme islemi hizmet alim1 yolu ile RefGen firmasindan temin edilmistir. DNA
dizilimi pGEM-T Easy plazmidinin T-A klonlama bdlgesinin yaklasik 50 bp list ve
alt kismindaki bolgelere spesifik M13F ve M13R iiniversal primerleri kullanilarak
dongili dizileme yontemiyle otomatik DNA dizileme cihaziyla yapilmistir. Her bir
izolat i¢in bir klonun iki yonden M13F ve M13R primerleri kullanilarak CarMV kilif
protein geninin dizilemesi yapilmistir. Elde edilen ham DNA dizilimleri Vector NTI
DNA dizi analiz programina aktarilarak dncelikle pGEM-T Easy plazmid vektoriine
ait DNA dizileri temizlenerek CarMV kilif protein genine ait niikleotid dizilimi elde
edilmistir. Daha sonra niikleotid diziliminden yararlanilarak CarMV kilif protein
geninin amino asit dizilimleri elde edilmistir. Izolatlarin kilif protein genlerine ait
niikleotid ve amino asit dizileri AlignX programinda coklu dizi karsilagtirma
yapilarak birbirleriyle olan benzerlik oranlar1 yiizde olarak belirlenmistir. Daha sonra
gen bankasinda DNA ve protein veri tabanlarinda aragtirma yapilarak diinyanin farkli
karanfil iiretim bdlgelerinden elde edilen CarMV izolatlarina ait tam kilif protein
genlerinin niikleotid ve amino asit dizilimleri elde edilmistir. Bu diziler karanfil

tiretim alanlarindan elde edilen izolatlarin kilif protein genlerine ait niikleotid ve
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amino asit dizileriyle AlignX programi kullanilarak karsilastirilmistir. CarMV
izolatlarinin diinya izolatlariyla benzerlik gosterip gostermedigi ve benzerlik oranlari

yiizde olarak belirlenmistir.

3.12. Kilif Protein Geninin Filogenetik Analizi

Her bir izolat icin edilen CP DNA dizilimleri DNA dizi analiz programlarinda
incelenerek izolatlarin CP gen dizilimlerinin once birbirleriyle karsilastirilarak
niikleotid ve amino asit dizilimlerinin birbirleriyle benzerlikleri arastirilmistir. Daha
sonra bu gen dizilimleri diinyanin diger bdlgelerinde bulunan izolatlarin CP gen
dizilimleriyle karsilastirilarak soy agaglar1 olusturulmus ve bdylece iilkemiz CarMV

izolatlarinin diger izolatlarla genetik benzerlikleri ve farkliliklar1 ortaya konulmustur.

Farkl1 karanfil iiretim bolgelerinden alinan CarMV izolatlarinin AlignX programinda
coklu niikleotid ve amino asit dizi karsilastirmalar1 yapilarak CarMV kilif protein
genine ait ¢oklu karsilastirma dosyalar1 Clustal X programina aktarilmis ve
filogenetik analizleri yapilmistir. Filogenetik analiz verileri kullanilarak Kiamura iki
parametre algoritmasi uygulanan neighbor-joining yontemiyle filogenetik soy agaci
olusturulmugstur. Olusturulan soy agacinin dogrulugunu istatistiksel olarak belirlemek
amaciyla 100 tekerriirlii bootstrap analizi yapilmistir. Son olarak olusturulan soy
agaclart TreeView soy agaci gorlintiileme programi kullanilarak goriintiilenerek
farkli karanfil iiretim bolgelerinden toplanan CarMV izolatlarinin birbirleriyle olan
yakinlik dereceleri ve genetik iliskileri ortaya konulmustur. Aym sekilde diinyanin
diger karanfil iiretim bdlgelerinden elde edilen izolatlarin gen bankasinda bulunan
kilif protein genlerinin niikleotid ve amino asit dizilerinin ¢oklu karsilastirmalari
yukarida belirtildigi gibi filogenetik analizlere tabi tutularak soy agaclari

olusturularak TreeView programinda goriintiilenmistir.

3.13. Biyolojik Indeksleme

Antalya ve Isparta illeri karanfil iiretim alanlarinda bulunan CarMV izolatlarinin

biyolojik karakterizasyonlar1 yapilmistir.
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3.13.1. Indikatér bitkilerin yetistirilmesi

Kazayagi (Chenopodium amaranticolor ve Chenopodium quiano) bitkileri indikator
bitki olarak yetistirilmistir. Bu bitkilerin tohumlar1 2:1:1 oraninda torf+toprak+giibre
iceren saksilara ekilmistir. Ekim yapilacak saksilar 25-26°C sicaklik, %60 nem ve 16
saat siireyle 1siklanma ayarl iklim odasina konulmustur. Bitkilerin yetistirilmesi i¢in
Siileyman Demirel Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii’ndeki iklim
odalar1 kullanilnugtir. Indikatér bitkiler 2-4 yaprakli duruma gelene kadar

beklenmistir.

Sekil 3.4. Indikatér bitkilerin yetistirilmesi

3.13.2. Mekanik inokulasyon

Klonlamas1 yapilacak érneklerden Antalya ve Isparta’yr temsil edecek sekilde en az
ikiser izolat segilerek yukarida belirtilen indikator bitkilere mekanik inokulasyon
yapilmistir. Mekanik inokulasyon i¢in 2-4 yaprakli indikator bitkiler kullanilmistir.
Mekanik inokulasyon sonrasi simptomlarin gozlenecegi bitkiler herbir izolat igin 5
tane olacak sekilde ayrilmistir. Ayrica saglikli bitki 6zsuyu ile mekanik inokiilasyon

yapilan bir negatif kontrol grubu se¢ilmistir. CarMV enfekteli bitki dokusu ve negatif
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kontrol grubu icin ayrilan bitkinin yapraklar1 1:10 oraninda, %2 PVP ilave edilerek
hazirlanan 0,1 M pH=7.0-7.4 fosfat tampon c¢ozeltisinde ezilmistir. Indikatdr
bitkilerin yapraklarinda yara olusumunu saglamak amaciyla bu tampon ¢ozeltisine
400-600 mesh aras1 karborandum tozu karistirilmistir. Elde edilen bitki 6zsuyu steril
bir gazli bez yardimu ile 5 tane indikatdr bitkiye ve saglikli bitkiden hazirlanan diger
tampon c¢ozeltisi de negatif kontrol grubundaki indikator bitkiye siiriilerek islem
tamamlanmistir. Inokulasyonun sonunda bitkiler cesme suyu ile yikanmustir.
Bitkilerde simptomlarin gdzlenebilmesi i¢in 20-25°C sicaklik, %60 nem ve 16 saat

1siklanma ayarli iklim odasinda tutulmustur.
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Sekil 3.5. Mekanik inokulasyon ¢aligmasi
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3.13.3. Simptomlarin gozlenmesi

20-25°C sicaklik, %60 nem ve 16 saat 1s1klanma ayarli iklim odasinda inokiilasyon
yapilan enfekteli ve saglikli bitkiler 4-6 hafta silireyle periyodik olarak
gbzlemlenmistir ve bu gozlemler sonucunda enfekteli bitkilerde olusan simptomlar,
simptom olugsma zamani not edilerek ayrica enfekteli bitkiler ile saglikli bitkiler
arasindaki  farklar1  gorsel olarak  kiyaslamak amaciyla bu  bitkiler
fotograflandirilmistir. Ayrica indikator bitkilerden bazilarindan yukarida belirtildigi
gibi total RNA izolasyonu yapilarak CarMV’niin varligt RT-PCR yOntemiyle test
edilmistir. Bdylece simptom olugsmasa da mekanik inokiilasyonun basarili olup

olmadig tespit edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Total RNA izolasyonu

Karanfil beneklenme viriisti bir RNA viriisii oldugundan dolay1 kilif protein geninin
cogaltilmasi i¢in oncelikle enfekteli oldugu tahmin edilen 6rneklerden total RNA
izolasyonu yapilmistir. Total RNA izolasyonu tek asamali RNA soliisyonu
(BioBasic, Kanada) kullanilarak {iretici firmanin onerileri dogrultusunda yapilmustir.
Elde edilen toplam RNA’larin niteligini ve miktarini belirlemek amaciyla RNA’larin
bir kismu  %I1’lik agaroz jelinde elektroforez yOntemiyle ayristirilarak
goriintiilenmistir. Jelde ayristirilan total RNA’lar incelendiginde 28S ve 18S
ribozomal RNA’larinin belirgin bantlar olusturdugu gézlemlenmistir. Bu drneklerden
basarili bir sekilde toplam RNA izolasyonunun yapildigi ve elde edilen RNA’larin
parcalanmadig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar enfekteli bitki dokularindan izole edilen
total RNA’larin bitki RNA’lar1 yaninda CarMV’ne ait genomik ve subgenomik
RNA’lar1 da igerdigini ve CarMV’niin kilif protein geninin c¢ogaltilmasinda

kullanilabilecegini gostermistir.

M1234567 8910111213141516171819

ribozomal
RNA
M 2021 2223242526272829 303132333435
T O oy T Genomik
DNA

i

Sekil 4.1. Total RNA izolasyonu sonucunu gosteren jel goriintiisii
M: 100 bp plus DNA biiyiikliik markorii, 1-35: CarMV izolatlar
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4.2. Tersine Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT — PCR)

Total RNA izolasyonu sonucu elde edilen RNA’lardan iki asamali tersine
transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemi kullanilarak oOnce
random primer ile tamamlayict (complementer) DNA (cDNA) sentezlenmistir. Daha
sonra kilif protein geninin 5' ve 3' ucunda bulunan korunmus bolgelerine spesifik
BC 57N ve BC 58 primerleri kullanilarak Antalya ve Isparta illerinin farkli karanfil
tiretim bolgelerinden elde edilen CarMV orneklerinin kilif protein genleri RT-PCR
yontemiyle cogaltilmistir. Gradient PCR yapilan ¢aligmada kullanilan BC 57N ve
BC 58 primerlerinin en yiliksek verimde calistigi sicaklik degeri 55°C olarak
belirlenmistir. RT-PCR sonucunda elde edilen PCR iiriinlerinin bir kism1 100 bp plus
DNA biiyiiklik markdriiyle birlikte %1°lik agaroz jelinde elektroforez yontemiyle
ayristirilarak analiz edilmistir. Yapilan analizler sonucunda tiim orneklerden elde
edilen toplam RNA’lardan 1000 bp biiyiikliigiinde bir bant elde edilmistir. Buna
karsin negatif kontrol olarak kullanilan su ve saglikli bitkilerden herhangi bir bant
elde edilmemistir. Antalya ilinin farkli karanfil {iretim bolgelerinden elde edilen
CarMV orneklerinin RT-PCR yontemiyle ¢ogaltilan kilif protein genleri Sekil 4.2°de
gosterilmektedir. Enfekteli dokulardan elde edilen RNA’larin tiimiinden yaklasik
1000 bp biiyiikliigiindeki bandin elde edilmesi, CarMV kilif protein geninin spesifik

olarak cogaltildigin1 gostermistir.

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

= P T g o o 1000 bp
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Sekil 4.2. Karanfil iiretim alanlarindan elde edilen 6rneklerden CarMV’ne ait
yaklasik 1000 bp uzunlugundaki kilif protein geninin ¢ogaltildigini gosteren jel
goriintiisti M: 100 bp plus DNA biiytikliikk markori, 1-15: CarMV izolatlar1 Berry,
Evita, Morita, Optima, American, Miro, Turbo, Star, Baltico-G, Judith, Loris, Star-G,
Baltico-T, Tebe, Turbo
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4.3. Kilif Protein Genlerinin Klonlanmasi ve DNA Dizilemesi

RT-PCR yontemiyle c¢ogaltilan CarMV izolatlariin kilif protein genlerinin
klonlamasi1 T-A klonlama yontemiyle yapilmigtir. T-A klonlama Taq DNA polimeraz
gibi 3'->5' eksoniikleaz aktivitesi olmayan DNA polimerazlarla yapilan PCR
cogaltimi sirasinda c¢ogaltilan DNA’larin 3' ucuna fazladan bir Adenin (A)
eklenmesine dayali bir yontemdir. Bu sekilde ¢ogaltilan 3' ucunda fazladan bir A
iceren DNA’lar 5' ucunda bir tane Timin (T) tasiyan TA klonlama vektorleri olarak
adlandirilan plazmidlerle birlestirilerek PCR {iriinlerinin  DNA ligaz enzimi
yardimiyla plazmid vektorlerine klonlanmasi saglanmaktadir. Antalya ve Isparta
illerinin farkli karanfil iiretim bolgelerinden elde edilen izolatlarin kilif protein
genleri yukarida belirtildigi gibi iki asamali RT-PCR kiti kullanilarak yapilmustir.
PCR asamasinda Ex Taq DNA polimeraz (Takara, Japonya) enzimi kullanildigindan
dolayr PCR’da ¢ogaltilan CarMV kilif protein genlerine ait cDNA’larin 3' uglarina
cogaltim sirasinda fazladan bir A eklenmistir. Bu DNA’lar 5' ucunda fazladan bir T
iceren pGEM-T Easy (Promega, ABD) T-A klonlama plazmid vektoriine T4 DNA
ligaz enzimi kullanilarak klonlanmistir. CarMV kilif protein genlerini igeren pGEM-
T Easy plazmidler 1s1 soku transformasyon yoluyla Escherichia coli bakterisinin
JM109 1rkina aktarilmigtir. Transformasyonu yapilan E. coli bakterileri ampisilin ve
X-gal iceren LB besi ortamina ekilerek ampisilin antibiyotigine dayaniklilik ve mavi-
beyaz koloni se¢imi yoluyla CarMV kilif protein genlerini i¢eren plazmidleri tagiyan
bakteri kolonilerinin seleksiyonu yapilmistir. Bu seleksiyon sonucunda c¢ok sayida
mavi ve beyaz bakteri kolonileri elde edilmistir. Elde edilen mavi koloniler CarMV
kilif protein geni tasimayan pGEM-T Easy plazmidlerini igermekte olup klonlamanin
gerceklesmedigini yani CarMV kilif protein genleri ile pGEM-T Easy plazmidinin
birlestirilemedigini gostermektedir. Elde edilen beyaz koloniler ise CarMV kilif
protein genini tasiyan pGEM-T Easy plazmidlerini igermekte olup klonlanma
isleminin bagarili oldugunu gostermektedir. Farkli CarMV izolatlarinin kilif protein
genlerinin klonlanmasi sonucunda her bir izolat i¢in ¢ok sayida mavi ve beyaz
koloniler elde edilmistir. Farkli izolatlar i¢in farkli sayilarda mavi ve beyaz koloniler
goriilmesine ragmen her izolat i¢in yeterli sayida kilif protein genini icerdigi

diistiniilen beyaz koloniler elde edilmistir. Bazi izolatlarin kilif protein genlerinin
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klonlanmas1 sonucu elde edilen koloniler Sekil 4.3’de gosterilmektedir. Secilen
beyaz kolonilerin daha sonra kullanilmak iizere yedeklenerek tekrar biiytitiildigi

petri kaplar1 da Sekil 4.4’de gosterilmektedir.

Mavi-beyaz koloni seleksiyonu klonlanan genleri igeren bakterilerin belirlenmesinde
kullanilmasima ragmen beyaz kolonilerin istenilen CarMV kilif protein genlerini
gercekten icerip igermedigini kesin olarak belirlemek amaciyla beyaz kolonilerin
koloni PCR yontemiyle taramasi yapilmistir. Bu amagla her bir izolat i¢in elde edilen
beyaz kolonilerden en az bes tanesi segilerek pGEM-T Easy plazmidine spesifik
MI3F (ileri) ve M13R (geri) primerleri kullanilarak bunlardan primerlerin baglanma
bolgeleri arasinda kalan ve plazmid igerisindeki CarMV kilif protein genini ve vektor
dizilerini iceren DNA’nin ¢ogaltilmasi yapilmistir. Her bir izolat i¢in en az bes beyaz
koloninin koloni PCR yontemiyle taramasi yapilmis ve her bir izolatin kilif protein
genini igeren en az iki beyaz koloni belirlenene kadar taramalara devam edilmistir.
Koloni PCR’1n tamamlanmasindan sonra elde edilen PCR iiriinleri DNA biiytikliik
markdrleriyle birlikte %1°lik agaroz jelinde elektroforez yontemiyle ayristirilarak
etidyum bromiir ile boyandiktan sonra ultraviyole 1s1k altinda goriintiilenerek analiz
edilmistir. Farkli CarMV izolatlarinin kilif protein genlerini igeren kolonilerin
belirlenmesi i¢in yapilan koloni PCR sonuglari Sekil 4.5’de gosterilmektedir.
Sonuglar incelendiginde 10 o6rnek icin taranan kolonilerden en az 4 tanesinden
yaklagik 1200 bp’lik bir DNA bant1 ¢ogaltilarak pozitif sonu¢ verdigi yani bu

kolonilerin CarMV kilif protein genini igerdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.3. Transformasyonu yapilan E. coli bakterilerinin ampisilin ve X-gal i¢eren
LB besi ortaminda olusturduklari mavi ve beyaz koloniler

Sekil 4.4. Segilen beyaz kolonilerin daha sonra kullanilmak iizere tekrar
biiyiitiildiigi LB besi ortami igeren petri kab1

Koloni PCR’da pozitif sonu¢ vererek CarMV kilif protein genlerini igerdigi kesin
olarak belirlenen beyaz kolonilerden her bir izolat i¢in iki tanesi segilerek ampisilin
iceren LB s1vi ortami igerisinde 37°C’de calkalamali inkiibatdrde 16 saat boyunca
biiytitiilmiistlir. Bunlarin hepsinden bir kismu1 alinarak gliserol stok hazirlanip daha
sonra kullanilmak iizere -80°C derin dondurucuda saklanmistir. Biiylitiilen ve

gliserol stoklar1 hazirlanan bakteri kolonilerinden ikisi segilerek bunlardan MiniPrep
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plazmid DNA izolasyon kiti (BioBasic, Kanada) kullanilarak plazmid izolasyonu

yapilmistir.

Elde edilen bu plazmid DNA’lar T-A klonlamas1 yapilan bolgenin her iki yaninda
bulunan ECORI restriksiyon enzimi kesme bdlgelerinden kesim yaparak klonlanan
DNA pargasini plazmitten ayiran ECORI restriksiyon enzimiyle kesilmistir. Kesilen
DNA’lar daha sonra %]1°lik agaroz jelinde biiyiiklik markdrleriyle birlikte
yiriitiilerek etidyum bromiir ile boyandiktan sonra ultraviyole 1sik altinda
incelendiginde pozitif olan yaklagik 1500 bp biiyiikliigiinde pGEM-T Easy plazmid
DNA’s1 ve yaklasik 1000 bp biiyiikliigiinde CarMV kilif protein genine ait bant elde

edildigi goriilmiistiir.

39



M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

—-—--————ﬁ——--ﬂ —1200bp

Sekil 4.5. Farkli CarMV izolatlarinin kilif protein genlerini igeren kolonilerin
belirlenmesi i¢in yapilan koloni PCR yardimi ile yaklasik 1200 bp’lik bantlarin
elde edildigini gosteren jel fotograflart M: 100 bp plus DNA biiyiikliik markoérii,

1-15 CarMV izolatlar1: Baltico-Gl1, 2, 3, 4, 5, Baltico-T1, 2, 3, 4, 5, Evital, 2, 3, 4,
5; 16-30 CarMV izolatlari: Liorl, 2, 3, 4, 5, Mirol, 2, 3, 4, 5, Star-G1, 2, 3, 4, 5; 31-
45 CarMV izolatlari: Donetellol, 2, 3, 4, 5, American 1, 2, 3, 4, 5, Judith 1, 2, 3,4, 5

Tiim CarMV izolatlarinin kilif protein genlerini igeren plazmidlerin ECORI enzimiyle
kesilmesi sonucunda elde edilen sonuglar Sekil 4.6’da gosterilmistir. Bu sonuglar
yakindan incelendiginde baz1 6rneklerden 1000 bp bant yerine daha kiiclik iki bant
olustugu gozlenmistir (Sekil 4.6.). Bu sonuglar bu CarMV izolatlarinin kilif protein
genlerinde ECORI enzimi kesme bdlgesinin bulundugunu gostermistir. Bunun
sonucunda ise se¢ilen plazmidlerden klonlanan CarMV izolatlarinin kilif protein

genini tasidiklar kesinlegmistir.
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Sekil 4.6. EcoRI restiriksiyon enzimiyle yapilan kesimden sonra pPGEM-T Easy
plazmitlerinin CarMV niin 1000 bp’lik kilif protein genini igerdigini gosteren jel
fotograflart M: 100 bp plus DNA biiyiikliik markérii; 1-12 CarMV izolatlari:
Baltico-G1, 4, Baltico-T1, 2, Evita3, 5, Lior2, 5, Mirol, 4, Star-G1, 2

4.4. Kilif Protein Genlerinin Dizi Analizi

Saflastirilan ve ECORI enzimiyle kesilerek CarMV kilif protein genini tagidigi kesin
olarak belirlenen plazmidlerden 10 tanesi segilerek DNA dizilimi belirlenmesi
amaciyla Refgen Biyoteknoloji (Ankara) firmasma gonderilmistir. CarMV kilif
protein genlerini iceren pGEM-T Easy plazmidlerinin DNA dizilimi M13F ve M13R
primerleri kullanilarak dongii dizileme yontemiyle otomatik DNA dizileme cihaziyla
yapilmistir. Her bir izolat i¢in elde edilen DNA dizilerinden 6ncelikle plazmide ait
bolgeler temizlenerek CarMV kilif protein genine ait diziler elde edilmistir. DNA

dizileri Vector NTI (Invitrogen, ABD) dizi analiz programlarinda incelenmistir.

4.4.1. Niikleotid dizi analizi

Bu calismada yapilan DNA dizi analizleri sonucunda Antalya ve Isparta’dan elde
edilen CarMV izolatlarimin kilif protein genlerinin niikleotid dizilimleri kendi
aralarinda karsilagtirildiginda, izolatlarin kilif protein genlerinin %91-%98 arasinda
degisen oranlarda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. En yiiksek benzerlik %98’lik
oranla American ile Turbo izolatlar1 ve Baltiko-T ile Evita izolatlar1 arasinda iken en

diisiik benzerlik %91°lik oranla Baltiko-G ile Donetello izolatlar1 arasinda oldugu
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tespit edilmistir. Izolatlar illere gdre incelendiginde, ayn1 ilden alinan Baltiko-T ve
Evita izolatlar1 %98’lik oranla en fazla benzerlige sahip olmuslardir. Gen bankasi
veritabanlarinda diinyanin farkli karanfil iiretim bolgelerinden elde edilen 9 farkh
izolatin kilif protein geninin dizilimi bulunmaktadir. Gen bankasinda bulunan bu
CarMV protein genlerinin niikleotid dizilimleri alinarak Antalya ve Isparta illerinden
elde edilen CarMV izolatlarinin kilif protein genlerinin niikleotid dizilimleriyle
karsilastirarak benzerlik oranlar1 belirlenmistir. GenBank veritabanlarinda bulunan
uluslararas1 izolatlarin CP genleri ile yapilan karsilagtirmalar Tiirkiye izolatlarinin
uluslararas1 izolatlarla %92-%100 arasinda degisen oranlarda dizi benzerligi
oldugunu gostermistir. En yiiksek benzerlik orani bir Italyan izolat1 ile Turbo izolat:
arasinda gozlenmistir. Bu calismada kullanilan 10 CarMV izolat1 ile diinyada
bulunan 9 farkli CarMV izolat1 arasindaki benzerlik oranlar1 Cizelge 4.1°de
gosterilmistir. Cizelge yakindan incelendiginde niikleotid dizi benzerligi bakimindan
iilkemiz izolatlartyla en ¢ok benzerlik gosteren izolatin %100 oraninda Italya’dan
EF622208 ve EF622209 izolatlar1 oldugu belirlenmistir. Iran’dan DQ092486 izolat1
%99 oran ile lilkemiz izolatlarindan Baltiko-T ile en fazla benzerlige sahip ikinci
izolat olmustur. Cin’den AJ489479 izolati iilkemiz izolatlarindan Baltiko-G ve
Donetello ile gosterdigi %92’lik benzerlik oranmiyla en fazla farkliliga sahip olan

izotlar olarak gosterilmistir.
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GATCGCGATGAATCCCACTGTGCAAACATTGGCGCAGAAGGGGGACAAGTTAGCCGTGAAGTTGGTGACAAGAGGATGEGCCTCTCTGAGTACGAACCAGAAGAGGAGAGCTGAA
GATCGCGATGAATCCCACTGTGCAAACATTGGCGCAGAAGGGGGACAAGTTAGCCGTBAAGTTGGTGACACGAGGBTGEGCCTCTCTGAGTACGAACCAGAAGAGGAGAGCTGAA
GATCGCGATGAATCCCACTGTGCAAACATTGGCGCAGAAGGGGGATAAGTTAGCCGTBAAGTTGGTGACAAGAGGETGEGCCTCTCTGAGTACGAACCAGAAGAGGAGAGCTGAA
GATCGCGATGAATCCCACTGTGCAAGCATTGGCGCAGAAGGGGGACAAGTTAGCCGTGAAGTTGGTGACAAGAGGATGEGCCTCTCTGAGTACGAACCAGAAGAGGAGAGCTGAA
GATCGCGATGAATCCCACTGTGCAAACATTGGCGCAGAAGGGGGATAAATTAGCCGTBAAGTTGGTGACAAGAGGBTGEGCCTCTCTGAGTACGAACCAGAAGAGGAGAGETGAA
GATCGCGATGAATCCCACTGTGCAAACATTGGCGCAGAAGGGGGACAAGTTAGCCGTBAAGTTGGCGACAAGAGGEGGCGCCTCTCTGAGTACCACCCAAAAGAGGAGAGT TG~
GATCGCGATGAATCCCACTGTGCAAACATTGGCGCAGAAGGGGGACAAGTTGGCCGTBAAGT TGGTGACAAGAGGBTGEGCCTCTCTGAGTACGAACCAGAAGAGGAGAGETGAA
GATCGCGATGAATCCCACTGTGCAAACATTGGCGCAGAAGGGGGACAAGTTAGCCGTBAAGTTGGTGACAAGAGGETGEGCCTCTCTGAGTACGAACCAGAAGAGGAGAGCTGAA
GATCGCGATGAATCCCACTGTGCAAACATTGGCGCAGAAGGGGGACAAGTTAGCCGTBAAGTTGGTGACAAGAGGETGEGCCTCTCTGAGTACGAACCAGAAGAGGAGAGCTGAA
GATCGCGATGAATCCCACTGTGCAAACATTGGCGCAGAAGGGGGATAAGTTAGCCGTAAAGTTGGTGACAAGAGGBTGEGCCTCTCTGAGTACGAACCAGAAGAGGAGAGCTGAA
GATCGCGATGAATCCCACTGTGCAAACATTGGCGCAGAAGGGGGACAAGTTAGCCGTGAAGTTGGTGACAAGAGGETGEGCCTCTCTGAGTACGAACCAGAAGAGGAGAGCTGAA
GATCGCGATGAATCCCACTGTGCAAACAT TGGCGCAGAAGGGGGACAAGTTAGCCGTBAAGTTGGTGACAAGAGGBTGEGCCTCTCTGAGTACGAACCAGAAGAGGAGAGCTGAA
GATCGCGATGAATCCCACTGTGCAAGCATTGGCGCAGAAGGGGGACAAGTTAGCCGTBAAGTTGGTGACAAGAGGETGEGCCTCTCTGAGTACGAACCAGAAGAGGAGAGCTGAA
GATCGCGATGAATCCCACTGTGCAAACATTGGCGCAGAAGGGGGATAAGTTAGCCGTGAAGTTGGTGACAAGAGGETGEGCCTCTCTGAGTACGAACCAGAAGAGGAGAGCTGAA
GATCGCGATGAATCCCACTGTGCAAACATTGGCGCAGAAGGGGGATAAGTTAGCCGTBAAGTTGGTGACAAGAGGBTGEGCCTCTCTGAGTACGAACCAGAAGAGGAGAGCTGAA
GATCGCGATGAATCCCACTGTGCAAACATTGGCGCAGAAGGGGGATAAGTTAGCCGTGAAGTTGGTGACAAGAGGETGEGCCTCTCTGAGTACGAACCAGAAGAGGAGAGCTGAA
GATCGCGATGAATCCCACTGTGCAAACATTGGCGCAGAAGGGGGATAAGTTAGCCGTBAAGTTGGTGACAAGAGGBTGEGCCTCTCTGAGTACGAACCAGAAGAGGAGAGETGAA
GATCGCGATGAATCCCACTGTGCAAACATTGGCGCAGAAGGGGGATAAGTTAGCCGTEAAGTTGGTGACAAGAGGETGEGCCTCTCTGAGTACGAACCAGAAGAGGAGAGCTGAA
GATCGCGATGAATCCCACTGTGCAAACATTGGCGCAGAAGGGGGACAAGTTAGCCGTEAAGTTGGTGACAAGAGGEBTGEGCCTCTCTGAGTACGAACCAGAAGAGGAGAGCTGAA
GATCGCGATGAATCCCACTGTGCAAACATTGGCGCAGAAGGGGGACAAGTTGGCCGTBAAGTTGGTGACAAGAGGBTGEGCCTCTCTGAGTACGAACCAGAAGAGGAGAGCTGAA
GATCGCGATGAATCCCACTGTGCAAACATTGGCGCAGAAGGGGGACAAGTTAGCCGTGAAGTTGGTGACAAGAGGGTGGGCCTCTCTGAGTACGAACCAGAAGAGGAGAGCTGAA
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ATGCTTGCTGGATACACTCCAGCGATC-CTAGCCTTCACACCCEGA--CBACCACGEATGACGAACCCTCCTCCAAGAACCAGTAGGAATTCACCAGGACAAGCTGGAAAGTCCA
ATGCTTGCTGGATACACTCCAGCGATC-CTAGCCTCCACACCCEGA--CBACCACGACTGACBAACCCTCCTCCAAGAACCAGTAGGAATTCACCAGGACAAGCTGGAAAGTCCA
ATGCTTGCTGGATACACTCCAGCGATC-CTAGCCTTTACACCCEGA--CBACCGCEGEATGACTAACCCTCCTCCAAGAACCAGTAGGAATTCACCAGGACARGCTGGAAAGTCCA
ATGCTTGCTGGATACACTCCAGCGGTC-CTAGCCTTCACACCCCGA--CGACCACGGATGACAAACCCTCCTCCAAGAACCAGTAGGAATTCACCAGGACAAGCTGGAAAGTCCA
ATGCTTGCTGEGTACACCECCAGEGGTC-CTAGCCTTTACACCCEGA--CEGACCACGEATGACAAATCCTCCTCCAAGAACCAGTAGGAATTCACCAGGACARGCTGGAAAGTCCA
~TTTGIGTAGTATACACTCCCGTGTTCTCCCCCCTCCACACCCGGAGACAACAACCEACGACAACCCCTCCTCAAAAAACCAGTAGGAATTCACCAGGACAAGCTGGAAAGTCCA
ATGCTTGCTGGATACACTCCGGCGATC-CTAGCCTTCACACCCEGA--CBACCACGEATGACGAACCCTCCTCCAAGGACCAGTAGGAATTCACCAGGACAAGCTGGAAAGTCCA
ATGCTTGCTGGATACACACCAGCGATC-CTAGCCTTCACACCCEGA--CBGACCACGEATGACBAACCCTCCTCCAAGAACCAGTAGGAATTCACCAGGACAAGCTGGAAAGTCCA
ATGCTTGCTGGATACACACCAGCGATC-CTAGCCTTCACACCCCGA--CGACCACGGATGACGAACCCTCCTCCAAGAACCAGTAGGAATTCACCAGGACAAGCTGGAAAGTCCA
ATGCTTGCTGGATACACTCCAGCGATC-CTAGCCTTCACACCCEGA--CBGACCACGEATGACBAACCCTCCTCCAAGAACCAGTAGGAATTCACCAGGACARGCTGGAAAGTCCA
ATGCTTGCTGGATACACTCCAGCGATC-CTAGCCTTCACACCCCGA--CBACCACGGATGACGAACCCTCCTCCAAGAATCAGTAGGAATTCACCAGGACAAGCTGGAAAGTCCA
ATGCTTGCTGGATACACTCCAGCGATC-CTAGCCTTCACACCCEGA--CEACCACGEATGACGAACCCTCCTCCAAGAACCAGTAGGAATTCACCAGGACAAGCTGGAAAGTCCA
ATGCTTGTIGGATACACTCCAGCGATC-CTAGCCTTCACACCCEGA--CBACCACGEATGACBAACCCTCCTCCAAGAACCAGTAGGAATTCACCAGGACAAGCTGGAAAGTCCA
ATGCTTGCTGGATACACTCCAGCGATC-CTAGCCTTCACACCCCGA--CGACCACGGATGACAAACCCTCCTCCAAGAACCAGTAGGAATTCACCAGGACAAGCTGGAAAGTCCA
ATGCTTGCTGGATACACTACAGCGATC-CTAGCCTTCACACCCCGA--CBACCACGEATGACAAACCCTCCTCCAAGAACCAGTAGGAATTCACCAGGACARGCTGGAAAGTCCA
ATGCTTGCTGGATACACTCCAGCGATC-CTAGCCTTCACACCCCGA--CBACCACGGATGACAAACCCTCCTCCAAGAACCAGTAGGAATTCACCAGGACAAGCTGGAAAGTCCA
ATGCTTGCTGGATACACTCCAGCGATC-CTAGCCTTCACACCCCGA--CEGACCACGGATGACAAACCCTCCTCCAAGAACCAGTAGGAATTCACCAGGACAAGCTGGAAAGTCCA
ATGCTTGCTGGATACACTCCAGCGATC-CTAGCCTTCACACCCEGA--CEGACCACGEATGACAAACCCTCCTCCAAGAACCAGTAGGAATTCACCAGGACARGCTGGAAAGTCCA
ATGCTCGCTGGATACACTCCAGCAGTC-CTAGCCTTTACACCCCGA--CGACCACGGATGACGAACCCTCCTCCAAGAACCAGTAGGAATTCACCAGGACAGGCTGGAAAGTCCA
ATGCTTGCTGGATACACTCCAGCGATC-CTAGCCTTCACACCCEGA--CEGACCACGEATGACBAACCCTCCTCCAAGAACCAGTAGGAATTCACCAGGACARGCTGGAAAGTCCA
ATGCTTGCTGGATACACTCCAGCGATC CTAGCCTTCACACCCCGA CGACCACGGATGACGAACCCTCCTCCAAGAACCAGTAGGAATTCACCAGGACAAGCTGGAAAGTCCA
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TGACGATGAGTAAGACCGAACTACTATGCACCGTCAAAGGTACCACEGGTGTTATCCCAAGETTTGAAGACTGGGTCGTTTCCCCCCGAAACGTAGCCETITTCCCICAACTCTC
TGACGATGAGTAAGACCGAACTATTATGCACCGTCAAAGGTACCACAGGTGTTATCCCAAGTTTTGAAGACTGGGTCGTTTCCCCCCGAAACGTAGCCGTITTCCCICAGCTCTC
TGACGATGAGTAAGACCGAACTGETAAGCACCGTCAARAGTACCACAGGTGTCATCCCAAGETTTGAAGACTGGGTCGTTTCCCCCCGAAACGTAGCCETITTCCCICAACTCTC
TGACGATGAGTAAGACCGAACTGTTATGCACCGTCAAAGGTACCACAGGTGTTATCCCTAGETTTGAAGACTGGGTCGTTTCCCCCCGAAACGTAGCCGTITTCCCICAACTCTC
TGACGATGAGTAAGACCGAACTATTATGCACCGTCAAAGGTACCACAGGTGTTATCCCAAGETTTGAAGACTGGGTCGTTTCCCCCCGAAACGTAGCCGTCITCCCICAACTCTT
TGACGATGAGTAAGACCGAACTATTAAGCACCGTCAAAGGTACCACGGGTGTTATCCCAAGETTTGAAGACTGGGTCGTTTCCCCCCGAAACGTAGCCEGTCITCCCICAACTCTC
TGACGATGAGTAAAACCGAACTATTAAGCACTGTCAAAGGTACCACGGGTGTTATCCCGAGETTTGAAGACTGGGTCGTTTCCCCCCGAAACGTAGCCGTCITCCCICAACTCTC
TGACGATGAGTAABGACCGAACTGETAAGCACECGTCAAAGGTACCACGGGTGTCATCCCAAGETTTGAAGACTGGGTCGTTTCCCCCCGAAACGTAGCCEGTCITCCCICAACTCTC
TGACGATGAGTAAGACCGAACTGCTAAGCACCGTCAAAGGTACCACGGGTGTTATCCCAAGETTTGAAGACTGGGTCGTTTCCCCCCGAAACGTAGCCGTCITCCCICAACTCTC
TGACGATGAGTAAGACCGAACTACTAAGCACCGTCAAAGGTACCACGGGTGTTATCCCAAGETTTGAAGACTGGGTCGTTTCCCCCCGAAACGTAGCCGTCITCCCICAACTCTC
TGACGATGAGTAAGACCGAACTACTAAGCACCGTTAAAGGTACCACGGGYGTTATCCCAAGETTTGARGACTGGGTCGTTTCCCCCCGAAACGTAGCCEGTCITCCCICAACTCTC
TGACGATGAGTAAGACCGAACTACTAAGCACCGTCAAAGGTACCACGGGTGTTATCCCAAGETTTGAAGACTGGGTCGTTTCCCCCCGAAACGTAGCCATCIITCCCCCAACTCIC
TGACGATGAGTAAGACCGAACTGTTAAGCACCGTCAAAGGTACCACGGGTGTTATCCCAAGETTTGAAGACTGGGTCGTTTCCCCCCGAAACGTAGCCETIETTCCCICAACTCTC
TGACGATGAGTAAGACCGAACTACTATGCACCGTCAAAGGTACCACAGGIIGTTATCCCAAGETTTGAAGACTGGGTCGTTTCCCCCCGAAACGTAGCCGTITTCCCICAACTCGE
TGACGATGAGTAAGACCGAACTACTATGCACCGTCAAAGGTACCACAGGTGTTATCCCAAGETTTGAAGACTGGGTCGTTTCCCCCCGAAACGTAGCCEGTITTCCCICAACTCTC
TGACGATGAGTAAGACCGAACTACTATGCACCGTCAAAGGTACCACAGGTGTTATCCCAAGETTTGAAGACTGGGTCGTTTCCCCCCGAAACGTAGCCEGTITTCCCICAACTCTC
TGACGATGAGTAAGACCGAACTACTATGCACCGTCAAAGGTACCACAGGTGTTATCCCAAGETTTGAAGACTGGGTCGTTTCCCCCCGAAACGTAGCCGTITTCCCICAACTCTC
TGACGATGAGTAAGACCGAACTACTATGCACCGTCAAAGGTACCACAGGTGTTATCCCAAGETTTGAAGACTGGGTCGTTTCCCCCCGAAACGTAGCCEGTCITCCCICAACTCTC
TGACGATGAGTAAGACCGAACTACTATGCACCGTCAAAGGTACCACGGGIGTTATCCCAAGETTTGAAGACTGGGTCGTTTCCCCCCGAAACGTAGCCGTIFTTCCCCCAACTCTC
TGACGATGAGTAAGACCGAACTACTATGCACCGTCAATEGGTACCACGGGTGTCATCCCAAGTTTTGAAGACTGGGTCGTTTCCCCCCGAAACGTAGCCEGTICTCCCCCAACTCITC
TGACGATGAGTAAGACCGAACTACTATGCACCGTCAAAGGTACCACGGGTGTTATCCCAAGCTTTGAAGACTGGGTCGTTTCCCCCCGAAACGTAGCCGTTTTCCCTCAACTCTC
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GCTGCTGGCGACGAACTTCAATAAGTACCGCATCACTGCBCTTACTGTGAAGTACTCACCGGCGTGAGCTTCGAGACTAATGGGAGGGTGBCTCTBGGATTCAACGATGACGCT
GCTGCTGGCGACCAACTTCAATAAGTATCGCATCACTGCGCTTACTGTGAAGTACTCCCCAGCGTGIAGCTTCGAGACCAATGGGAGGGTGBCTCTGGGATTCAACGATGACGCT
GCTGCTGGCGACCAACTTCAACAAGTACCGCATCACTGCGCTEACTGTGAAGTACTCACCGGCGTGIAGCT TCGAGACCAATGGGAGGGTGECTCTGGGAT TCAACGATGACGCT
GCTGCTGGCGTCTAACTTCAACAAGTACCGCATCACTGCGCTCACTGTGAAGTACTCGCCAGCGTGATCTTCGAGACCAATGGGAGGGTGBCTCTEGGATTCAACGATGACGCT
GCTACTGGCGACTAACTTCAACAAGTACCGCATCACTGCACTCACTGTGAAGTACTCACCAGCGTGIAGCT TCGAGACCAATGGGAGGGTGBCTCTAGGATTCAACGATGACGCT
GCTGCTEGCGACBAACT TCAACAAGTACCGCATTACTGCEGCTCACTGTGAAGTACTCACCCGCEGTGCAGCTTCGAGACTAATGGGAGGGTGTCTCTEGGATTCAACGATGACGCT
GCTGCTEGCGACGAACT TCAACAAGTACCGCATTACTGCECTCACTGTGAAGTACTCACCCGCEGTGCAGCTTCGAGACCAATGGGAGGGTGEBCTCTEGGATTCAACGATGACGCT
GCTGCTGGCGACGAACTTCAACAAGTACCGCATTACTGCEGCTCACTGTGAAGTACTCACCCGCEGTGCAGCTTCCAGACCAATGGGAGGGTGECTCTEGGATTCAACGATGACGCT
GCTGCTEGCGACBAACT TCAACAAGTACCGCATTACTGCGCTCACTGTGAAGTACTCACCCGCEGTGCAGCTTCGAGACCAATGGGAGGGTGECTCTAGGATTCAATGATGACGCT
GCTGCTAGCGATGAACTTCAACAAGTACCGCATCACTGCGCTCACTGTGAGGTATTCACCCGCEGTGCAGCTTCGAGACCAATGGGAGGGTGEGCTCTEGGATTCAACGATGACGCT
GATGCTGGCGATBAACT TCAACAAGTACCGCATCACTGCGCTECACTGTGAAGTAYTCACCCGCEGTGCAGCTTCGAGACTAATGGGAGGGTGECTCTEGGATTCAACGATGACGCT
GETGCTEGGCGATBAACT TCAACAAGTACCGCATCACTGCECTCACTGTGAAGTATTCACCCGCEGTGCAGCTTCGAGACTAATGGGAGGGTGECTCTEGGATTCAACGATGACGCT
GCTGCTGGCGATGAACTTCAACAAGTACCGCATCACTGCEGCTCACTGTGAAGTACTCACCCGCEGTGCAGCTTCCAGACCAGTGGGAGGGTGECTCTEGGCATTCAACGATGACGCT
GTTGCTGGCGACCAACTTCAACAAGTACCGCATCACTGCGCTTACTGTGAAGTACTCACCAGCATGJAGCT TCGAGACCAATGGGAGGGTGBCTCTAGGATTCAACGATGACGCT
GTTGCTGGCGACCAACTTCAACAAGTACCGCATCACTGCEGCTTACTGTGCAGTACTCACCAGCATGCAGCTTCGAGACCAATGGGAGGGTGEGCTCTAGGATTCAACGATGACGCT
GTTGCTGGCGACCAACTTCAACAAGTACCGCATCACTGCGCTTACTGTGAAGTACTCACCAGCATGJAGCT TCGAGACCAATGGGAGGGTGBCTCTAGGATTCAACGATGACGCT
GTTGCTGGCGACCAACTTCAACAAGTACCGCATCACTGCGCTTACTGTGAAGTACTCACCAGCATGAGCT TCGAGACCAATGGGAGGGTGBCTCTAGGATTCAACGATGACGCT
GTTGCTGGCGACCAACTTCAACAAGTACCGCATCACTGCGCTTACTGTGAAGTACTCACCAGCATGIAGCT TCGAGACCAATGGGAGGGTGGCTCTAGGATTCAACGATGACGCT
GCTGCTGGCGACGAACTTCAACAAGTACCGCATCACTGCGCTCACTGTGAAGTACTCTCCAGCGTGAGCT TCGAGACCAACGGGAGGGTGBCTCTBGGATTCAACGATGACGCT
GCTGCTGGCGACGAACTTCAACAAGTACCGCATTACTGCGCTTACTGTGAAGTACTCACCAGCATGCAGCTTCGAGACCAACGGGAGGGTGEGCTCTAGGATTCAATGATGACGCT
GCTGCTGGCGACGAACTTCAACAAGTACCGCATCACTGCGCTCACTGTGAAGTACTCACCAGCGTGTAGCTTCGAGACCAATGGGAGGGTGGCTCTGGGATTCAACGATGACGCT
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TCGGACACACCACCAACCACCAAGGTTGGCTTITACGATCTGGGCAAACATGTGGAAACTGCTGCACAGACAGCTAAAGATCTAGTGATACCAGTAGACGGCAAAACECGGTTCA
TCGGATACACCACCAACCACCAAGGTTGGAT T TACGATCTGGGCAAACATGTGGAAACTGCTGCACAGACAGCEAAAGATCTAGTGATACCGGTAGACGGEAAAACECGGTTCA
TCGGATACACCACCAACCACCAAGGTTGGATTITATGATCTGGGCAAACATGTGGAAACTGCTGCACAGACAGCTAAAGATCTAGTGATACCAGTAGACGGCAAAACCCGGTTCA
TCGGATACACCACCAACCACCAAGGTTGGATTCTACGACCTGGGCAAACATGTGGAGACTGCTGCACAAACAGCEAABGATCTAGTGATACCAGTAGACGGCAAAACCCGGTTCA
TCGGACACACCACCAACCACTAAGGTTGGGTTTTACGATCTGGGCAAACATGTGGAARACTGCTGCACAGACAGCTAABGATCTAGTGATACCAGTAGACGGCAAAACCCGGTTCA
TCGGATACACCACCAACCACCAAGGTTGGATTTTACGATCTGGGCAAACATGTGGAGACTGCTGCACAGACAGCEAABGATCTAGTGATACCAGTAGACGGCAAAACCCGGTTCA
TCGGACACACCACCAACCACCAAGGTTGGATTTTACGATCTGGGCAAACATGTGGAAACTGCTGCACAGACAGCTAABGATCTAGTGATACCAGTAGACGGCAAAACCCGGTTCA
TCGGATACACCACCAACCACCAAGGTTGGAT T TACGATCTGGGCAAACATGTGGAAACTGCAGCACAGACAGCCAAAGATCTCGTGATACCAGTAGACGGCAAAACECCGGTTCA
TCGGATACACCACCAACCACCAAGGTTGGATTTTACGATCTGGGCAAACATGTGGAAACTGCTGCACAGACAGCCAABGATCTAGTGATACCAGTAGACGGCAAAACCCGGTTCA
TCGGACACACCACCAACCACCAAGGTTGGATTTTACGATCTAGGCAAACATGTGGAAACTGCTGCACAGACAGCCAABGATCTAGTGATACCAGTAGACGGCAAAACCCGGTTCA
TCGGACACACCACCAACCACCAAGGTTGGGTTT TACGATCTGGGCAAACATGTGGAAAATGCTGCACAGACAGCCAABGATCTAGTGATACCAGTAGACGGCAAAACECGGTTCA
TCGGACACACCACCAACCACCAAGGTTGGAT T TACGATCTGGGCAAACATGTGGAAACTGCTGCACAGACAGCCAAAGATCTAGTGATACCAGTAGACGGEAAAACECGGTTCA
TCGGACACACCACCAACCACCAAGGTTGGATTTTACGATCTGGGCAAACATGTGGAAACTGCTGCACAGACAGCTAABGATCTAGTGATACCAGTGGACGGTAAAACECGGTTCA
TCGGACACACCGCCAACCACCAAGGTTGGGTTCTACGATCTGGGCAAACATGTGGAAACTGCTGCACAAACAGCCAAAGATCTAGTGATACCAGTAGACGGEAAAACTCGGTTCA
TCGGACACACCGCCAACCACCAAGGTTGGGTTCTACGATCTGGGCAAACATGTGGAAACTGCTGCACAAACAGCCAAAGATCTAGTGATACCAGTAGACGGCAAAACECGGTTCA
TCGGACACACCGCCAACCACCAAGGTTGGGTTCTACGATCTGGGCAAACATGTGGAAACTGCTGCACAAACAGCCAAAGATCTAGTGATACCAGTAGACGGCAAGACECGGTTCA
TCGGACACACCGCCAACCACCAAGGTTGGGTTCTACGATCTGGGCAAACATGTGGAAACTGCTGCACAAACAGCCAAAGATCTAGTGATACCAGTAGACGGEAAAACECGGTTCA
TCGGACACACCGCCAACCACCAAGGTTGGGTTCTACGATCTGGGCAAACATGTGGAAACTGCTGCACAAACAGCCAAAGATCTAGTGATACCAGTAGACGGCAAAACECCGGTTCA
TCGGACACACCACCAACCACCAAGGTTGGGTTTTATGATCTAGGCAAACATGTGGAAACTGCTGCACAAACAGCTAABGATCTAGTGATACCAGTAGACGGTAAAACCCGGTTCA
TCGGACACACCACCAACCACCAAGGTTGGGTTTTACGATCTGGGCAAACATGTGGAAACTGCTGCACAAACAGCTAABGATCTAGTGATACCAGTAGACGGCAAAACCCGGTTCA
TCGGACACACCACCAACCACCAAGGTTGGATTTTACGATCTGGGCAAACATGTGGAAACTGCTGCACAGACAGCCAAGGATCTAGTGATACCAGTAGACGGCAAAACCCGGTTCA
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TCAGGGACTCGGCTAGTGATGATGCCAAACTAGTCGATTTTGGACGAATAGTCTTGTCAACATACGGGTTTGACAAGGCTGACACTGTGGTGGGEGAATTGTITATACAGTACAC
TCAGGGACTCBGCTAGTGATGATGCCAAACTAGTCGATTTTGGACGAATAGTCTTGTCAACATACGGGTTTGACAAGGEAGATACTGTGGTGGGEGAATTGTITTATACAGTACAC
TCAGGGACTCBGCTAGCGATGATGCCAAGCTAGTCGATTTTGGACGAATAGTCTTGTCAACATACGGATTTGACAAGGEAGACACTGTGGTGGGEGAATTEGTCTATACAGTACAC
TCAGGGACTCBGCTAGTGACGATGCCAAACTAGTCGATTTTGGACGGATAGTCTTGTCAACATACGGETTTGACAAGGCTGACACAGTGGTGGGECAATTEGTICATACAGTACAC
TCAGGGACTCBGCTAGTGATGATGCCAAACTAGTCGATTTTGGACGAATAGTCTTGTCAACATACGGGTTTGACAAGGCTGACACTGTGGTGGGEGAATTGTICATACAGTACAC
TCAGGGACTCTGCTAGTGATGATGCCAAACTAGTCGATTTTGGACGAATAGTCTTGTCAACATACGGGTTTGACAAGGCTGACACTGTGGTGGGEGAATTGTICATACAGTACAC
TCAGGGACTCBGCTAGTGATGATGCCAAACTAGTCGATTTTGGAGGAATATTTTTGTCAACAACGGGGTTTGACAAAGGTAACACTGTGGTGGGGGAATTGTICATACAGTACAC
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BALTIKO-T
DQ092486 CPG
DQ092485 CPG
EF622210 CPG
EF622211 CPG
EVITA
AMERICAN
EF622207 CPG
EF622208 CPG
EF622209 CPG
TURBO
JUDITH
STAR-G

Consensus

AJ309510 CPG
AJ489479 CPG
MIRO

LIOR
SHAKIRA-M
BALTIKO-G
DONETELLO
BALTIKO-T
DQ092486 CPG
DQ092485 CPG
EF622210 CPG
EF622211 CPG
EVITA
AMERICAN
EF622207 CPG
EF622208 CPG
EF622209 CPG
TURBO
JUDITH
STAR-G
Consensus

AJ309510 CPG
AJ489479 CPG
MIRO

LIOR
SHAKIRA-M
BALTIKO-G
DONETELLO
BALTIKO-T
DQ092486 CPG
DQ092485 CPG
EF622210 CPG
EF622211 CPG
EVITA
AMERICAN
EF622207 CPG
EF622208 CPG
EF622209 CPG
TURBO
JUDITH
STAR-G
Consensus

AJ309510 CPG
AJ489479 CPG
MIRO

LIOR
SHAKIRA-M
BALTIKO-G
DONETELLO
BALTIKO-T
DQ092486 CPG
DQ092485 CPG
EF622210 CPG
EF622211 CPG
EVITA
AMERICAN
EF622207 CPG
EF622208 CPG
EF622209 CPG
TURBO
JUDITH
STAR-G
Consensus

(573)
(573)
(573)
(573)
(573)
(573)
(573)
(573)
(573)
(573)
(573)
(573)
(573)
(576)

(688)
(688)
(688)
(688)
(688)
(688)
(688)
(688)
(688)
(688)
(688)
(688)
(688)
(688)
(688)
(688)
(688)
(688)
(688)
(688)
(691)

(803)
(803)
(803)
(803)
(803)
(803)
(803)
(803)
(803)
(803)
(803)
(803)
(803)
(803)
(803)
(803)
(803)
(803)
(803)
(803)
(806)

(918)
(918)
(918)
(918)
(918)
(918)
(918)
(918)
(918)
(918)
(918)
(918)
(918)
(918)
(918)
(918)
(918)
(918)
(918)
(918)
(921)

TCAGGGACTCBGCTAGTGATGATGCCAAACTAGTCGATTTTGGACGAATAGTETTGTCAACATACGGATTTGACAAGGETGATACTGTGGTGGGEGAATTGTITATACAGTACAC
TCAGGGACTCGGCTAGTGATGATGCCAAACTAGTCGATTTTGGACGAATAGTCTTGTCAACATACGGGTTTGACAAGGCTGACACTGTGGTGGGCGAATTGTITATACAGTACAC
TCAGGGACTCBGCTAGTGATGATGCCAAACTAGTCGATTTTGGACGAATAGTCTTGTCAACATACGGGTTTGACAAGGCTGACACTGTGGTGGGEGAATTGTTTATACAGTACAC
TCAGGGACTCBGCTAGTGATGATGCCAAACTAGTCGATTTTGGACGAATAGTCTTGTCAACATACGGGTTTGACAAGGCTGACACTGTGGTGGGCGAATTATICATACAGTACAC
TCAGGGACTCGGCTAGTGATGATGCCAAACTAGTCGATTTTGGACGAATAGTCTTGTCAACATACGGGTTTGACAAGGCTAACACTGTGGTGGGCCAATTATTICATACAGTACAC
TCAGGGACTCBGCTAGTGATGATGCCAAACTAGTCGATTTTGGGEGAATAGTETTGTCAACATACGGGTTTGACAAGGCTGACACTGTGGTGGGEGAATTGTITATACAGTACAC
TCAGGGACTCGGCTAGTGATGATGCCAAACTAGTCGATTTTGGACGAATAGTCTTGTCAACATACGGGTTTGACAAGGCTGACACTGTGGTGGGCGAATTGTICATACAGTACAC
TCAGGGACTCBGCTAGTGATGATGCCAAACTAGTCGATTTTGGACGAATAGTCTTGTCAACATACGGGTTTGACAAGGEGEGACACTGTGGTGGGEGAATTGTTTATACAGTACAC
TCAGGGACTCGGCTAGTGATGATGCCAAACTAGTCGATTTTGGACGAATAGTCTTGTCAACATACGGGTTTGACAAGGCGGACACTGTGGTGGGEGAATTETITATACAGTACAC
TCAGGGACTCGGCTAGTGATGATGCCAAACTAGTCGATTTTGGACAAATAGTCTTGTCAACATACGGGTTTGACAAGGCGGACACTGTGGTGGGCCAATTGTTTATACAGTACAC
TCAGGGACTCBGCTAGTGATGATGCCAAACTAGTCGATTTTGGACGAATAGTCTTGTCAACATACGGGTTTGACAAGGEGEGACACTGTGGTGGGEGAATTGTITATACAGTACAC
TCAGGGACTCGGCTAGTGATGATGCCAAACTAGTCGATTTTGGACGCATAGTCTTGTCAACATACGGGTTTGACAAGGCTGATACTGTGGTGGGCGAATTGTITATACAGTACAC
TCAGGGACTCBGCTAGTGACGATGCCAAACTAGTCGATTTTGGGEGAATAGTETTGTCAACATACGGGTTTGACAAGGETGACACTGTGGTGGGEGAATTGTITTATACAGTACAC
TCAGGGACTCGGCTAGTGATGATGCCAAACTAGTCGATTTTGGACGAATAGTCTTGTCAACATACGGGTTTGACAAGGCTGACACTGTGGTGGGCGAATTGTTTATACAGTACAC
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GATIGTGCTAAGTGACCCAACCAAGACGGCCAAAATTTCACAGGCAAGTAACGATAAGGTGTCGGATGGACCAACGTATGTGGTECCTTCGGTCAATGGCAACGAGETGCGACTA
BGATEGTGCTGAGTGACCCAACCAAGACGGCCAAAATTTCACAGGCAAGCAACGATAAGGTGTCGGATGGACCAACGTATGTAGTCCCTTCGGTTAACGGCAACGAGCTACAACTA
GATEGTGCTGAGTGACCCAACCAAGACGGCCAAAATTTCACAGGCAAGCAACGATAAGGTGTCGGATGGACCAACGTATGTGGTCCCTTCGGTTAATGGCAACGAGCTACAACTA
GATEGTGCTGAGTGACCCAACCAAGACGGCCAAAATTTCACAGGCAAGCAACGATAAGGTGTCGGATGGACCAACGTATGTGGTCCCTTCGGTTAATGGCAACGAGCTGCAACTA
AATHEIGTACTGAGTGACCCAACCAAGACGGCCAAAATTTCACAGGCAAGCAACGATAAGGTGTCGGACGGACCAACGTATGTGGTTCCTTCGGTTAATGGCAACGAGETGCAACTC
BATIGTGCTGAGTGACCCAACCAAGACGGCCAAAATTTCACAGGCAAGCAACGATAAGGTGTCGGACGGACCAACGTATGTGGTCCCTTCGGTTAATGGCGACGAGECTACAACTG
GATCGTGCTGAGTGACCCAACCAAGACGGCCAAAATTTCACAGGCAAGCAACGATAAGGTGTCGGACGGACCAAAGTATGTGGTCCCTTCGGGTAAAGGCAACGAGGTACAACTA
BATCGTGCTGAGTGACCCAACCAAGACGGCCAAAATTTCACAGGCAAGECAACGATAAGGTGTCGGACGGACCAACGTATGTGGTECCTTCGGTTAATGGCAACGAGETACAACTA
GATCGTGCTGAGTGACCCAACCAAGACGGCCAAAATTTCACAGGCAAGCAACGATAAGGTGTCGGACGGACCAACGTATGTGGTCCCTTCGGTTAATGGCAACGAGCTACAACTA
GATCGTGCTGAGTGACCCAACCAAGACGGCCAAAATTTCACAGGCAAGCAACGATAAGGTGTCGGACGGACCAACGTATGTGGTCCCTTCGGTCAATGGCAACGAGCTACAACTA
BATCGTGCTGAGTGACCCRACCAAGACGGCCAAAATTTCACAGGCAAGECAACGATAAGGTGTCGGACGGACCAACGTATGTGGTECCTTCGGTCAATGGCAACGAGETACAACTA
GATCGTGCTGAGTGACCCAACCAAGACGGCCAAAATTTCACAGGCAAGCAACGATAAGGTGTCGGACGGACCAACGTATGTGGTCCCTTCGGTTAATGGCAACGAGCTACAACTA
GATIGTGCTGAGTGACCCAACCAAGACGGCCAAAATTTCACAGGCATGCAACGATAAGGTGTCGGACGGACCAACGTATGTGGTCCCTTCGGTTAATGGCAACGAGCTACAACTA
GATEGTGCTGAGTGACCCAACCAAGACGGCCAAAATTTCACAGGCARGCAACGATAAGGTGTCGGACGGACCAACGTATGTGGTCCCTTCGGTTAATGGCGACGAGCTACAACTG
AATCGTGCTGAGTGACCCAACCAAGACGGCCAAAATTTCACAGGCAAGCAACGATAAGGTGTCGGATGGACCAACGTATGTGGTCCCTTCGGTCAATGGCAATGAGETACAGCTA
AATCGTGCTBAGTGACCCAACCAAGACGGCCAAAATTTCACAGGCAAGECAACGATAAGGTGTCGGATGGACCAACGTATGTGGTECCTTCGGTCAATGGCAACGAGETACAGCTA
AATCGTGCTGAGTGACCCAACCAAGACGGCCAAAATTTCACAGGCAAGCAACGATAAGGTGTCGGATGGACCAACGTATGTGGTCCCTTCGGTCAATGGCAACGAGCTACAGCTA
AATCGTGCTGAGTGACCCAACCAAGACGGCCAAAATTTCACAGGCAAGEAACGATAAGGTGTCGGATGGACCAACGTATGTGGTECCTTCGGTCAATGGCAACGAGETACAGCTA
TATHGTGCTGAGTGACCCAACCAAGACGGCCAAAATTTCACAGGCAAGTAACGATAAGGTGTCGGACGGACCAACGTATGTGGTCCCTTCGGTTAATGGCAACGAGCTACAACTA
AATHEIGTGCTGAGTGACCCAACCAAGACGGCCAAAATTTCACAGGCAAGCAACGATAAGGTGTCGGACGGACCAACGTATGTGGTCCCTTCGGTTAATGGCAATGAGCTACAACTA
GATTGTGCTGAGTGACCCAACCAAGACGGCCAAAATTTCACAGGCAAGCAACGATAAGGTGTCGGACGGACCAACGTATGTGGTCCCTTCGGTTAATGGCAACGAGCTACAACTA
806 920
AGAGTGGTGGCCGCTGGGAAATGGTGCATCATAGTGEGGGGAACGETCGAAGGAGGETTCACCAAACCCACACTTGT TGGECCAGGAATCAGTGGTAATGTGGACTATGAAAGTG
AGGGTGGTGGCCGCTGGGAAATGGTGCATTATAGTGEGGGGAACGGTTGAAGGTGGCTTCACCAAACCCACACTTGT TGGGCCAGGAATCAGCGGTGATGTEGCACTATGAAAGTG
CGAGTGGTAGCCGCTGGEAAATGGTGCATTATAGTGCGGGGCACGEGTTGAAGECGGCTTCACCAAACCCTTACTTGTTGGECCAGGAATTAGCGGTGATGTGCACTATCAAAGTE
AGAGTGGTGGCCGCTGGGAAATGGTGCATTATAGTGEGGGGTACGEGTAGAAGGAGGETTCACCAAACCCACACTTGT TGGACCAGGAATCAACGGT TATGTGGACTATGAAAGTG
AGAGTGGTAGCCGCTGGGAAATGGTGCATCATAGTGCGGGGCACCGTTGAAGGAGGCTTCACCAAACCCACACTTGT TGGACCAGGAATCAGCGGTAATGTAGACTATGAAAGTG
CGGGTGGTAGCCGCTGGEAAATGGTGCATTATAGTGAGGGGTACGGTTGAGGEAGGET TCACCAAACCCACACTTATTGGECCAGGGATTAGTGGTGATGTGGACTATGAAAGCE
AGAGTGGTAGCCGCTGGGAAATGGTGCATCATAGTGEGGGGAACCGTCGAAGAGGGGTTETCCACACACACACTATTTGGECTGGGAAATATEGGGEGGGTEGGAGTATGAAAGCC
AGAGTGGTAGCCGCTGGGAAATGGTGCATTATAGTGCCCGGTACCGTTGAGGGAGGCTTCACCAAACCCACACTTAT TGGGCCGCCAATCAGCGGTAATGTGCACTATGAAAGTG
AGAGTGGTAGCCGCTGGGAAATGGTGCATTATAGTGECGGGGTACGETTGAAGGAGGETTCACCAAACCCACACTTAT TGGECCGGGAATCAGCGGTGATGTEGGACTATGAAAGTG
AGAGTGGTAGCCGCTGGAAAATGGTGCATTATAGTGCGGGGTACGATAGAGGGAGGCTTTACCAAACCCACACTTAT TGGACCGGGAATCAGCGGTGATGTGCACTATGAAAGTG
AGAGTGGTAGCCGCTGGGAGATGGTGCATTATAGTGECGGGGTACCETTGAGGEGAGGETTCACCAAACCCACACTTAT TGGECCGGGAATCAGCGGTGATGTEGGACTATGAAAGTG
AGAGTGGTAGCCGCTGGGAAATGGTGCATTATAGTGEGGGGCACCGTTGAGGGAGGCTTCACMAAACCCACACTTAT TGGGCCGGGAATCAGCGGTGATGTEGCACTATGAAAGTG
AGAGTGGTAGCCGCTGGGAAATGGTGCATTATAGTGCCCCGTACCGTTGAGGGAGGCTTCACCAAACCCACACTTAT TGGECCGCCCATCAGCGGCCATGTEGCACTATGCAAACTG
CGGGTGGTAGCCGCTGGEAAATGGTGCATTATAGTGAGGGGTACGGTTGAGGEAGGCT TCACCAAACCCACACTTATTGGECCAGGGATTAGTGGTGATGTGGACTATGAAAGCE
AGAGTGGTAGCCGCTGGGAAATGGTGCATTATAGTGCGGGGTACCGTTGAAGGTGGCTTCACCAAACCCACACTTAT TGGGCCAGGAATCAGCGGTGATGTGCACTATGAAAGTG
AGAGTGGTAGCCGCTGGGAAATGGTGCATTATAGTGEGGGGTACGGTTGAAGGTGGCTTCACCAAACCCACACTTAT TGGECCAGGAATCAGCGGTGATGTGGACTATGAAAGTG
AGAGTGGTAGCCGCTGGGAAATGGTGCATTATAGTGCGGGGTACCGTTGAAGGTGGCTTCACCAAACCCACACTTAT TGGGCCAGGAATCAGCGGTGATGTEGCACTATGAAAGTG
AGAGTGGTAGCCGCTGGGAAATGGTGCATTATAGTGCCCGGTACCGTTGAAGGTGGCTTCACCAAACCCACACTTAT TGGGCCAGCAATCAGCGGTGATGTEGCACTATGCAAAGTG
AGAGTGGTAGCCGCTGGGAAATGGTGCATTATAGTGEGGGGCACCETTGAAGETGGETTCACCAAACCCACACTTAT TGGECCAGGAAT TAGCGGTAACGTGGACTATGAAAGTG
AGAGTGGTAGCCGCTGGGAAATGGTGCATTATAGTGCGGGGTACCGTCGAGGGAGGCTTCACCAGACCCACACTTGT TGGACCAGGAATCAGTGGTGACGTAGACTACGAAAGTG
AGAGTGGTAGCCGCTGGGAAATGGTGCATTATAGTGCGGGGTACGGTTGAAGGAGGCTTCACCAAACCCACACTTATTGGGCCAGGAATCAGCGGTGATGTGGACTATGAAAGTG
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CCAGACCTATCGCCATTTGTGAATTGGTEGACACAAATGGAGGGCCAAATGTTACACATCACCAAGACCTCAGCAGAACAACCACTECAATEGGCGTTGTTTATAGGATGTGA

CCAGACCTATCGCCATTTGTGABTTGGTEGACACAAATGGAGGGCCAGATAT TGAAAATCGCCAAGACCTCAGCAGAACAACCACTECAAGTGGTTGTTTATAGGATGTGA

CCAGACCTATCGCCATTTGTGABTTGGTGACACAAATGGAGGGCCAGATATTGAAAATCACCTAGACCTCAGCAGAACAACCACTCCAATGGGTTGTTTATAGGATGTGA

CCAGACCTGTCGCCATTTGTGABTTGGTAACACAAATGGAGGGCCAAATAT TGAAAAT TACCAAGACCTCAGCAGAACAACCACTECAATGGGTTGTTTATAGGATGTGA

CCAGACCTATCGCCATTTGTGABTTGGTEGACACAAATGGAGGGCCAGATATTGAACATCACCAAGACCTCAGCAGAACAACCACTECAATGGGTTGTTTATAGGATGTGA

CCAGACCTATCGCCATTTGTGAATTGGTEGACACAAATGGAGGGCCAAATATTGAGTATCACCAAGACCTCAGCAGAACAACCACTCCAATGGGTTGTTTATAGGATGTGA

CCCCCCCTCCTCCCATTTGTGAATTGGTGACACAAATGGAGGGCCABGATATTACATATCACCAAGACCTCAGCAGAACAACCACTECAATGGGTTGTTTATAGGATGTGA

CCAGACCTATCGCCATTTGTGAATTGGTGACACAAATGGAGGGCCAGATAT TGAAAATCACCAAGACCTCAGCAGAACAACCACTCCAATGGGTTGTTTATAGGATGTGA

CCAGACCTATCGCCATTTGTGAATTGGTAACACAAATGGAGGGCCAGATATTGAAAAT TACCAAGACCTCAGCAGAACAACCACTTCAATGGGTTGTTTATAGGATGTGA

CCAGACCTATCGCCATTTGTGAATTGGTEGACACAAATGGAGGGCCAGATATTGAAAATCACCAAGACCGCAGCAGAACAACCACTTCAATGGGTTGTTTATAGGATGTGA

CCAGACCTATCGCCATTTGTGAATTGGTEGACACAAATGGAGGGCCAGATATTGAAAATCACCAAGACCGCAGCAGAACAACCACTECAATGGCGTTGTTTATAGGATGTGA

CCAGACCTATCGCCATTTGTGAATTGGTGACACAAATGGAGGGCCAGATAT TGAAAATCACCAAGACCGCAGCAGAACAACCACTECAATGGGTTGTTTATAGGATGTAG

CCAGACCTATCGCCGTTTGTGAATTGGTGACACAAATGGAGGGCCAGATAT TGAAAATCACCAAGACCTCAGCAGAACAACCACTCCAATGGGTTGTTTATAGGATGTGA

CCAGACCTATCGCCATTTGTGAATTGGTGACACAAATGGAGGGCCAAATATTGAGTATCACCAAGACCTCAGCAGAACAACCACTECAATGGGTTGTTTATAGGATGTGA

CCAGACCTATCGCCATTTGGGABTTGGTEGACACAAATGGAGGGCCAAATATTGAATATCACCAAGGCCTCAGCCGAACAACCACTECAATGGGTTGTTTATAGGATGTGA

CCAGACCTATCGCCATTTGTGABTTGGTEGACACAAATGGAGGGCCAAATATTGAATATCACCAAGACCTCAGCAGAACAACCACTCCAATGGCGTTGTTTATAGGATGTGA

CCAGACCTATCGCCATTTGTGABTTGGTGACACAAATGGAGGGCCAAATATTGAATATCACCAAGACCTCAGCAGAACAACCACTECAATGGGTTGTTTATAGGATGTGA

CCAGACCTATCGCCATTTGTGABTTGGTGACACAAATGGAGGGCCAAATATTGAATATCACCAAGACCTCAGCAGAACAACCACTCCAATGGGTTGTTTATAGGATGTGA

CCAGACCTATCGCCATTTGTGABTTGGTEGACACAAATGGAGGGCCAGATATTGAATATCACCAAGACCTCAGCAGAACAACCACTECAATGGGTTGTTTATAGGATGTGA

CCAGACCTATCGCCATTTGTGABTTGGTEGACACAAATGGAGGGCCAGATATTGCAAATCACCAAGACCTCAGCAGAACAACCACTECAATGGGTTGTTTATAGGATGTGA

CCAGACCTATCGCCATTTGTGAGTTGGTGACACAAATGGAGGGCCAGATATTGAAAATCACCAAGACCTCAGCAGAACAACCACTCCAATGGGTTGTTTATAGGATGTGA

Sekil 4.7. CarMV kilif protein genine ait ¢oklu niikleotit dizi karsilastirmasi
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Cizelge 4.1. Antalya ve Isparta illerindeki CarMV izolatlar ile diinyadaki CarMV
izolatlarinin kilif protein genlerinin niikleotid dizilimlerinin benzerlik oranlar

|
AJA8Q " MIROLIOR|SHAKIRA-MIBALTIKOG| DONETELLO BALTIKOT] DQ.ngs DQ.DQMSS HRLD R EVITA(AMERICAN HLLI LB 109 TURBOIUDITH|STARG
i [RAN | [RAN [HOLLANDA]HOLLANDA ALY | ITALY | [TALY
AI309510
ol % |%|%| % 9 % % | % % % % (% % | % | % [ % |%|[% %
AMCS?;H % (%] % 9 9 % | 9% % % % (%] % | % | % | % %[H P
MRO %) % 9 9 % | % % % % (% % | % | % | % | % [% %
LIOR % 9 9 51 % % % S %] 5 ] 5] % | % [%][%]|%
SHAKIRA-M 9 9 % | % % % % (%] %5 | 5[ % | % % [%|H
BALTIKOG P w4 % % W% % | R B B BB
DONETELLO wu % % B N9 ]29%
BALTIKOT % 9 % B %] % | % | % | % [%|%|%
DQ.OQZA% % % B 1B % | % | % | % | T[% %
IRAN
DQ092485 % B 19 % | % | %[ % |%|%| %
[RAN
HeIL B (9] % | % | % | % | T[% %
HOLLANDA
b a1 % | % | % | % [ % |%|%
HOLLANDA
EVITA % | % | % | % | % [% %
AMERICAN 7 1 % | B [B[%]%
Helzn B 9 [ 9]% | %
ITALY
HelLIg 200 | 200 % | %
ALY
EF622209 wl |
ITALY
TURBO % | %
JUDITH %
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4.4.2. Amino asit dizi analizi

Antalya ve Isparta illerinin farkli karanfil seralarindan alinan CarMV izolatlarinin
kilif protein genlerinin amino asit dizilimleri kendi aralarinda ve uluslararasindaki
diger CarMV izolatlar1 ile karsilastirilmistir. Elde edilen ¢oklu dizi karsilastirmalari
Sekil 4.8’de verilmistir. CarMV izolatlar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda
izolatlarin kilif proteinleri arasinda %85 ile %99 arasinda degisen oranlarda
benzerlik oldugu tespit edilmistir. Arastirmada kullanilan tiim izolatlarin birbirleriyle
gosterdikleri aminoasit dizi benzerlikleri Cizelge 4.2°de verilmistir. Donetello izolati
%85 oraninda Baltiko-G izolat1 ile en ¢ok farkliligi gosterdigi tespit edilmistir.
Judith, Baltiko-T ve Shakira-M izolatlar1 %99’luk oran ile en fazla benzerligi Turbo
izolat1 ile gosterdikleri belirlenmistir. Bunun yani sira, Judith izolati ile Shakira-M
nin de ayni oranla birbirleriyle ile benzer oldugu bulunmustur. Amino asit dizi
karsilastirmast yakindan incelendiginde kilif proteininin 164. pozisyonlarindaki
amino asitin tiim izolatlarda prolin (P) oldugu ancak 331. pozisyondaki amino
asitlerin degisken oldugu goriilmiistiir. Bu pozisyonda Star glutamin (Q), Donetello
histidin (H), American ve Baltiko-G izolatlarinda serin (S), Judith ve Shakira
izolatlarinin ise asparajin (N) icerdigi geriye kalan izolatlarin tamaminin lisin (K)
icerdigi goriilmiistiir. Buna gore iilkemiz izolatlarindan 4 tanesinin daha Once
tanimlanan PK grubundan iki tanesinin Hindistan’da rapor edilen izolatlar gibi PN
grubundan digerlerinin ise daha 6nce tanimlanmayan PQ, PH ve PS grubuna ait

oldugu ortaya ¢ikmistir.
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AJ309510
JUDITH
SHAK IRA-M
LIOR
DONETELLO
BALTIKO-T
DQ092485
EF622210
EF622211
EVITA
DQ092486
MIRO
AJ489479
STAR-G
AMERICAN
EF622207
EF622209
EF622208
TURBO
BALTIKO-G

Ccp
CcP
cP
Cp
cP
cP
CcP
CcP
cP
CcP
cP
cP
CcP
Ccp
cP
CcP
Cp
cP
CcP
Cp

Consensus

AJ309510
JUDITH
SHAKIRA-M
LIOR
DONETELLO
BALTIKO-T
DQ092485
EF622210
EF622211
EVITA
DQ092486
MIRO
AJ489479
STAR-G
AMERICAN
EF622207
EF622209
EF622208
TURBO
BALTIKO-G

Cp
CcP
CcP
Ccp
cP
cP
Ccp
CcP
cP
Cp
cP
cP
CcP
cP
cP
CcP
Ccp
cP
CcP
Cp

Consensus

AJ309510
JUDITH
SHAKIRA-M
LIOR
DONETELLO
BALTIKO-T
DQ092485
EF622210
EF622211
EVITA
DQ092486
MIRO
AJ489479
STAR-G
AMERICAN
EF622207
EF622209
EF622208
TURBO
BALTIKO-G

Cp
CcP
CcP
Cp
CcP
CcP
Ccp
cP
cP
Ccp
cP
cP
Cp
CcP
cP
CcP
CcP
cP
CcP
CcP

Consensus

AJ309510
JUDITH
SHAKIRA-M
LIOR
DONETELLO
BALTIKO-T
DQ092485
EF622210
EF622211
EVITA
DQ092486
MIRO
AJ489479
STAR-G
AMERICAN
EF622207
EF622209
EF622208
TURBO
BALTIKO-G

Ccp
cP
CcP
Cp
CcP
CcP
Cp
CcP
CcP
Cp
CcP
cP
Cp
CcP
cP
Cp
CcP
cP
CcP
CcP

Consensus

1 93
1AMNPTVQTLAQKGDKLAVKLVTRGWASLSTNQKRRAEMEAGYTPATLAF TPRRPRMTNPPPRTSRNSPGQAGKSMTMSKTELLETVKGTTGY
1AMNPTVQTLAQKGDKLAVKLVTRGWASL STNQKRRAEMLAGYTPAVLAF TPRRPRMTNPPPRTSRNSPGQAGKSMTMSKTELLCTVKGTTGY
1AMNPTVQTLAQKGDKLAVKLVTRGWASL STNQKRRAEMIZAGY TPAVILAF TPRRPRMTNPPPRTSRNSPGQAGKSMTMSKTELLETVKGT TGV
1AMNPTVQALAQKGDKLAVKLVTRGWASL STNQKRRAEMLAGYTPAVLAF TPRRPRMTNPPPRTSRNSPGQAGKSMTMSKTELLETVKGTTGY
1AMNPTVQTLAQKGDKLAVKLVTRGWASL STNQKRRAEMLAGYTPAILAF TPRRPRMTNPPPRTSRNSPGQAGKSMTMSKTELLSTVKGTTGY
1AMNPTVQTLAQKGDKLAVKLVTRGWASL STNQKRRAEMLAGYTPAILAF TPRRPRMTNPPPRTSRNSPGQAGKSMTMSKTELLSTVKGTTGY
1AMNPTVQTLAQKGDKLAVKLVTRGWASL STNQKRRAEMIZAGY TPAILAF TPRRPRMTNPPPRTSRNSPGQAGKSMTMSKTELLSTVKGT TGV
1AMNPTVQTLAQKGDKLAVKLVTRGWASL STNQKRRAEMLAGYTPAILAF TPRRPRMTNPPPR I SRNSPGQAGKSMTMSKTELLSTVKGTTGY
1AMNPTVQTLAQKGDKLAVKLYTRGWASL STNQKRRAEMIZAGYTPAI LAF TPRRPRMTNPPPRTSRNSPGQAGKSMTMSKTELLSTVKGTTGY
1AMNPTVQALAQKGDKLAVKLVTRGWASL STNQKRRAEMLVGYTPAILAF TPRRPRMTNPPPRTSRNSPGQAGKSMTMSKTELLSTVKGT TGV
1AMNPTVQTLAQKGDKLAVKLVTRGWASL STNQKRRAEMLAGYTPAILAF TPRRPRMTNPPPRTSRNSPGQAGKSMTMSKTELLSTVKGTTGY
1AMNPTVQTLAQKGDKLAVKLVTRGWASL STNQKRRAEMIZAGYTPAI LLAF TPRRPRMTNPPPRTSRNSPGQAGKSMTMSKTELLSTVKSTTGV
1AMNPTVQTLAQKGDKLAVKLVTRGWASL STNQKRRAEMIZAGYTPAILLAS TPRRPRITNPPPRTSRNSPGQAGKSMTMSKTELLETVKGT TGV
1AMNPTVQTLAQKGDKLAVKLVTRGWASLSTNQKRRAEMLAGYTPAILAFTPRRPRMTNPPPRTSRNSPGQAGKSMTMSKTELLETVNGTTGV
1AMNPTVQTLAQKGDKLAVKLVTRGWASL STNQKRRAEMIZAGYTPAN LAF TPRRPRMTNPPPRTSRNSPGQAGKSMTMSKTELLETVKGTTGY
1AMNPTVQTLAQKGDKLAVKLVTRGWASL STNQKRRAEMIZAGY.T TANLLAF TPRRPRMTNPPPRTSRNSPGQAGKSMTMSKTELLETVKGTTGY
1AMNPTVQTLAQKGDKLAVKLVTRGWASLSTNQKRRAEMLAGYTPAILAFTPRRPRMTNPPPRTSRNSPGQAGKSMTMSKTELLETVKGTTGY
1AMNPTVQTLAQKGDKLAVKLYTRGWASL STNQKRRAEMIZAGYTPAN LAF TPRRPRMTNPPPRTSRNSPGQAGKSMTMSKTELLETVKGT TGV
1AMNPTVQTLAQKGDKLAVKLVTRGWASL STNQKRRAEMIZAGY TPAILLAF TPRRPRMTNPPPRTSRNSPGQAGKSMTMSKTELLETVKGTTGY
1AMNPTVQTLAQKGDKLAVKLATRGGASLSTTQKRRVVCHVYTPVFSPLHTRRQQPTTTPPQRTSRNSPGQAGKSMTMSKTELLSTVKGTTGY
1AMNPTVQTLAQKGDKLAVKLVTRGWASLSTNQKRRAEMLAGYTPAILAFTPRRPRMTNPPPRTSRNSPGQAGKSMTMSKTELLCTVKGTTGV
94 * 186
1PSFEDWVVSPRNVAVEPQLSELATNENKYR I TALTVKYSPACSFETNGRVALGFNDDASDTPPTTKVGFYDLGKHVETAAQTAKDLV IPVDG
1PSFEDWVVSPRNVAVEPQLSLLATNFNKYR 1 TALTVKYSPACSFETNGRVALGFNDDASDTPPTTKVGFYDLGKHVETAAQTAKDLV IPVDG
1PSFEDWVVSPRNVAVEPQL LEL ATNENKYR I TALTVKYSPACSFETNGRVALGENDDASDTPPTTKVGFYDLGKHVETAAQTAKDLV IPVDG
1PSFEDWVVSPRNVAVFPQLSELASNFNKYR I TALTVKYSPAC I FETNGRVALGFNDDASDTPPTTKVGFYDLGKHVETAAQTAKDLY 1PVDG
1PSFEDWVVSPRNVAVEPQLSLLATNFNKYR 1 TALTVKYSPACSFETNGRVALGFNDDASDTPPTTKVGFYDLGKHVETAAQTAKDLY IPVDG
1PSFEDWVVSPRNVAVEPQLSEL ATNFNKYR 1 TALTVKYSPACSFETNGRVALGFNDDASDTPPTTKVGFYDLGKHVETAAQTAKDLV IPVDG
1PSFEDWVVSPRNVAVEPQLSELAMNFNKYR I TALTVRYSPACSFETNGRVALGFNDDASDTPPTTKVGFYDLGKHVETAAQTAKDLY 1PVDG
1PSFEDWVVSPRNVAVEPQLSMLAMNFNKYR 1 TALTVKYSPACSFETNGRVALGFNDDASDTPPTTKVGFYDLGKHVENAAQTAKDLV IPVDG
1PSFEDWVVSPRNVAIEPQLSEL AMNENKYR 1 TALTVKYSPACSFETNGRVAL GFNDDASDTPPTTKVGFYDLGKHVETAAQTAKDLV IPVDG
1PSFEDWVVSPRNVAVEPQLSELAMNENKYR I TALTVKYSPACSFETSGRVALGFNDDASDTPPTTKVGFYDLGKHVETAAQTAKDLV IPVDG
1PSFEDWVVSPRNVAVEPQLSLLATNFNKYR 1 TALTVKYSPACSFETNGRVALGFNDDASDTPPTTKVGFYDLGKHVETAAQTAKDLY IPVDG
1PSFEDWVVSPRNVAVEPQLSEL ATNFNKYR 1 TALTVKYSPACSFETNGRVALGFNDDASDTPPTTKVGFYDLGKHVETAAQTAKDLV IPVDG
1PSFEDWVVSPRNVAVEPQLSEL ATNENKYR I TALTVKYSPACSFETNGRVALGENDDASDTPPTTKVGFYDLGKHVETAAQTAKDLV IPVDG
1PSFEDWVVSPRNVAVLPQLSLLATNFNKYR 1 TALTVKYSPACSFETNGRVALGFNDDASDTPPTTKVGFYDLGKHVETAAQTAKDLV IPVDG
1PSFEDWVVSPRNVAVEPQLALL ATNFNKYR I TALTVKYSPACSFETNGRVALGFNDDASDTPPTTKVGFYDLGKHVETAAQTAKDLV IPVDG
1PSFEDWVVSPRNVAVEPQLSEL ATNENKYR I TALTVQYSPACSFETNGRVALGFENDDASDTPPTTKVGFYDLGKHVETAAQTAKDLV IPVDG
1PSFEDWVVSPRNVAVEPQLSELATNFNKYR I TALTVKYSPACSFETNGRVALGFNDDASDTPPTTKVGFYDLGKHVETAAQTAKDLV IPVDG
1PSFEDWVVSPRNVAVEPQLSLLATNFNKYR I TALTVKYSPACSFETNGRVALGFNDDASDTPPTTKVGFYDLGKHVETAAQTAKDLY IPVDG
1PSFEDWVVSPRNVAVEPQLSEL ATNENKYR I TALTVKYSPACSFETNGRVALGENDDASDTPPTTKVGFYDLGKHVETAAQTAKDLV IPVDG
1PSFEDWVVSPRNVAVEPQLSELATNFNKYR I TALTVKYSPACSFETNGRVSLGFNDDASDTPPTTKVGFYDLGKHVETAAQTAKDLY 1PVDG
1PSFEDWVVSPRNVAVFPQLSLLATNFNKYRITALTVKYSPACSFETNGRVALGFNDDASDTPPTTKVGFYDLGKHVETAAQTAKDLY IPVDG
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KTRF IRDSASDDAKLVDFGRIVLSTYGFDKADTVVGELE QYT IVLSDPTKTAK I SQASNDKVSDGPTYVVPSYNGNELRLRVVAAGKWC 1V
KTRF IRDSASDDAKLVDFGR VL STYGFDKADTVVGELF 1QYT 1VLSDPTKTAK I SQASNDKVSDGPTYVVPSVYNGNELQLRVVAAGKWC I 1V
KTRFIRDSASDDAKLVDFGRIVLSTYGFDKADTVVGELE1QYT IVLSDPTKTAK I SQASNDKVSDGPTYVVPSYNGNELQLRVVAAGKWC I 1V
KTRF IRDSASDDAKLVDFGR IVLSTYGFDKADTVVGELFE QYT IVLSDPTKTAK I SQASNDKVSDGPTYVVPSVYNGNELQLRVVAAGKWC 1V
KTRFIRDSASDDAKLVDFGG I FLSTTGFDKGNTVVGELF 1QYT 1VLSDPTKTAK I SQASNDKVSDGPKYVVPSGKGNEMQLRVVAAGKWC I 1V
KTRFIRDSASDDAKLVDFGRIVLSTYGFDKADTVVGELE1QYT IVLSDPTKTAK I SQASNDKVSDGPTYVVPSYNGNELQLRVVAAGKWC I 1V
KTRF IRDSASDDAKLVDFGR IVLSTYGFDKADTVVGELE QYT IVLSDPTKTAK I SQASNDKVSDGPTYVVPSYNGNELQLRVVAAGKWC 1V
KTRF IRDSASDDAKLVDFGR VL STYGFDKADTVVGELF 1QYT 1VLSDPTKTAK I SQASNDKVSDGPTYVVPSVNGNELQLRVVAAGRWC 1V
KTRFIRDSASDDAKLVDFGR VL STYGFDKANTVVGELE 1QYT 1VLSDPTKTAK I SQASNDKVSDGPTYVVPSVYNGNELQL RVVAAGKWC I 1V
KTRF IRDSASDDAKLVDFGRIVLSTYGFDKADTVVGELEIQYT IVLSDPTKTAK I SQACNDKVSDGPTYVVPSVYNGNELQLRVVAAGKWC 1V
KTRFIRDSASDDAKLVDFGR VL STYGFDKADTVVGELF 1QYT 1VLSDPTKTAK I SQASNDKVSDGPTYVVPSVYNGNELQLRVVAAGKWC I 1V
KTRFIRDSASDDAKLVDFGRIVLSTYGFDKADTVVGELS 1QYT 1VLSDPTKTAK I SQASNDKVSDGPTYVVPSYNGNELQL RVVAAGKWC I 1V
KTRF IRDSASDDAKLVDFGRIVLSTYGFDKADTVVGELEI1QYT IVLSDPTKTAK I SQASNDKVSDGPTYVVPSVYNGNELQLRVVAAGKWC 1V
KTRFIRDSASDDAKLVDFGR VL STYGFDKADTVVGELF 1QYT 1VLSDPTKTAK I SQASNDKVSDGPTYVVPSVYNGNELQLRVVAAGKWC I 1V
KTRFIRDSASDDAKLVDFGRIVLSTYGFDKADTVVGELE 1QYT 1VLSDPTKTAK I SQASNDKVSDGPTYVVPSYNGDELQLRVVAAGKWC I 1V
KTRFIRDSASDDAKLVDFGRIVLSTYGFDKADTVVGELE1QYT IVLSDPTKTAK I SQASNDKVSDGPTYVVPSYNGNELQLRVVAAGKWC I 1V
KTRF IRDSASDDAKLVDFGQIVLSTYGFDKADTVVGELF 1QYT 1VLSDPTKTAK I SQASNDKVSDGPTYVVPSVYNGNELQLRVVAAGKWC I 1V
KTRFIRDSASDDAKLVDFGRIVLSTYGFDKADTVVGELE 1QYT 1VLSDPTKTAK I SQASNDKVSDGPTYVVPSYNGNELQLRVVAAGKWC I 1V
KTRFIRDSASDDAKLVDFGRIVLSTYGFDKADTVVGELE 1QYT IVLSDPTKTAK I SQASNDKVSDGPTYVVPSYNGNELQLRVVAAGKWC I 1V
KTRFIRDSASDDAKLVDFGRIVLSTYGFDKADTVVGELE 1QYT 1VLSDPTKTAK I SQASNDKVSDGPTYVVPSVYNGDELQLRVVAAGKWC I 1V
KTRFIRDSASDDAKLVDFGRIVLSTYGFDKADTVVGELF 1QYT IVLSDPTKTAK I SQASNDKVSDGPTYVVPSVNGNELQLRVVAAGKWC I 1V
280 341

RGTVEGGFTKPTLYGPGISGNVDYESARPFAICELVTQMEGQMLHITKTSAEQPLQWVVYRM

RGTVEGGFTKPTLIGPGISGNVDYESARPIAICELVTQMEGQELN I TKTSAEQPLQWVVYRM

RGTVEGGFTKPTLYGPGISGNVDYESARPIAICELVTQMEGQNLN I TKTSAEQPLQWVVYRM

RGTVEGGFTKPTLYGPGINGYVDYESARPVAICELVTQMEGQILK I TKTSAEQPLQWVVYRM

RGTVEEGFSTHTLFGLGN IGGVEYESPPPPPICELVTQMEGQILHITKTSAEQPLQWVVYRM

RGTVEGGFTKPTLIGPGISGNVDYESARPIAICELVTQMEGQELK I TKTSAEQPLQWVVYRM

RGTEGGFTKPTLIGPGISGDVDYESARPIAICELVTQMEGQILK I TKTAAEQPLQWVVYRM

RGTVEGGFTKPTLIGPGISGDVDYESARPIAICELVTQMEGQILK I TKTAAEQPLQWVVYRM

RGTVEGGFTKPTLIGPGISGDVDYESARPIAICELVTQMEGQNLK I TKTBAEQPLQWVVYRM

RGTVEGGFTKPTLIGPGISGDVDYESARPIAVCELVTQMEGQILK I TKTSAEQPLQWVVYRM

RGTVEGGFTKPTLIGPGISGDVDYESARPIAICELVTQMEGQILK I TKTSAEQPLQWVVYRM

RGTVEGGFTKPLLYGPGISGDVDYESARPIAICELVTQMEGQILK I T-TSAEQPLQWVVYRM

RGTVEGGFTKPTLYGPGISGDVDYESARPIAICELVTQMEGQILK 1 AKTSAEQPLQVVVYRM

RGTVEGGFTRPTLYGPGISGDVDYESARPIAICELVTQMEGQILQITKTSAEQPLQWVVYRM

RGTVEGGFTKPTLIGPGISGDVDYESARPIAICELVTQMEGQILS I TKTSAEQPLQWVVYRM

RGTVEGGFTKPTLIGPGISGDVDYESARPIAIWELVTQMEGQELNITKASAEQPLQWVVYRM

RGTVEGGFTKPTLIGPGISGDVDYESARPIAICELVTQMEGQELNITKTSAEQPLQWVVYRM

RGTVEGGFTKPTLIGPGISGDVDYESARPIAICELVTQMEGQELN I TKTSAEQPLQWVVYRM

RGTVEGGFTKPTLIGPGISGDVDYESARPIAICELVTQMEGQELN I TKTSAEQPLQWVVYRM

RGTVEGGFTKPTLIGPGISGDVDYESARPIAICELVTQMEGQILS I TKTSAEQPLQWVVYRM

RGTVEGGFTKPTLIGPGISGDVDYESARPIAICELVTQMEGQIL 1TKTSAEQPLQWVVYRM

-

Sekil 4.8. CarMV kilif protein genlerinin amino asit dizilimlerine ait ¢oklu dizi
karsilagtirmasi (* isareti CarMV CP genlerinin 164. ve 331. pozisyonlarini

gostermektedir)
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Diinyanin farkli karanfil iiretim bolgelerinden elde edilen ve gen bankasi veri
tabanlarinda kilif protein gen dizilimi bulunan 9 farkli izolatin kilif protein genlerinin
amino asit dizilimleri alinarak Antalya ve Isparta illerinin farkli karanfil seralarindan
alman CarMV izolatlarinin kilif protein genlerinin amino asit dizilimleriyle
karsilastirilmistir.  Bu karsilastirmalar sonucunda tiilkemizde bulunan CarMV
izolatlarinin diger uluslararasi izolatlarla benzerlik oranlar1 amino asit diizeyinde de
belirlenmigtir. Yapilan karsilastirmalar sonucunda Antalya ve Isparta illerinden elde
edilen CarMV izolatlarinin diinya izolatlartyla %90 ile %100 arasinda degisen
oranlarda benzerlik gosterdikleri belirlenmistir. Bu arastirmada kullanilan 10 CarMV
izolatinin amino asit dizilimleri ile bunlarin uluslar arasi izolatlar ile benzerlik
oranlar1 Cizelge 4.2’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, lilkemiz CarMV
izolatlarinin amino asit dizilimi bakimindan %100°liik oranla en fazla italya ve Iran
izolatlarinin kilif protein genleriyle benzerlik gosterdikleri tespit edilmistir. Bu
izolatlardan Baltiko-T izolat1 iran’dan DQ092486 izolati ile Turbo izolat1 ise
Italya’dan EF622208 izolati ve EF622209 izolat1 ile %100 oraninda en fazla
benzerligi gdstermislerdir. Ayrica Baltiko-G izolat: Ispanya’dan AJ309510 izolat1 ve
Hollanda’dan EF622210 izolat1 ile %90 oraninda en fazla farklilik gdsteren izolat

olmustur.
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Cizelge 4.2. Antalya ve Isparta illeri CarMV izolatlari ile uluslararas1 CarMV
izolatlarinin kilif protein genlerinin amino asit dizilimlerinin benzerlik oranlar

JUDITH|SHAKIRA-M| LIOR | DONETELLO)BALTIKOT| DQ092485 | EF622210 | EF622211 [EVITA|DQOS2485|MIRO)| AMBSAT3 STARG [AMERICAN EF622207|EF622209]EF622208| TURBO | BALTIKOG
| ¢ || @ | ¢ | AN |HoLLANDA|HOLLANDA| CP | IRAN | CP | GN | P | cp | mAly | mA | ;A | cp | cp
N:::&w Bl % |9 92 | w9 | % | 9 |[%| % [%| % |B| % | 9| B |®B || ®
JUDITH CP 9 (8| 2 | 9w | % | 9 | % [9] 9 |8 B [ %] % | % | 9|9 |n| 4
SHAKC'EA'M %l 9 | % | v | % | 9 |%| % |[%| % |®B| %8 | 8|8 |9 |9«
LIOR ¢P 9 o | % | % | % [w] v ol v la] 9w | a]|a|a] s
DONECLE“O T T N Y O I O 7 O I I T B
BALI:)KOT % | 9% | % |9%| 100 || B |[%| % | B | 9|9 |%| %
Damgs % | % (8| % |%| 9 9| B | 9| BB |B|u
EFaz210 B || % |9 % |[%| 9 | % | 7| B |B| D
HOLLANDA
FFazaLL B 9 (8| 9 || % | 7| % | B |B| %
HOLLANDA
EVITA CP % (o] % |[%| 9 | % | 9| 8 |®8] a
D% Wl B (B B | B | 9| W || R
IRAN
MRO CP % |8 8 | 9| 8| 8|8 w
AAAT9 B % | 7| % | % |B| %
o
STARG CP % | 7| % | % |%| 9
AVERCAN % | 9| 9 |w| @
(P
EFe07 % |9 |9| 9
ITALY
EF622209 w lm!l o
ITALY
EF622208 wl o
ITALY
TURBO CP 9
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4.5. Filogenetik Analizler

Antalya ve Isparta illerinin farkli karanfil iiretim alanlarindan elde edilen CarMV
izolatlarinin birbirleriyle ve Gen bankas1 veri tabanlarinda bulunan ve diinyanin
farkli karanfil iiretim alanlarindan elde edilen 9 farkli izolat ile genetik iligkisini
belirlemek amaciyla kilif protein genlerine ait niikleotid ve amino asit dizileri
kullanilarak filogenetik analizler yapilmistir. Niikleik asit dizilimine gore olusturulan
filogenetik soy agact Sekil 4.9°da gosterilmistir. Niikleik asit dizileri kullanilarak
yapilan filogenetik analizler sonucunda izolatlarin genetik iligkisi belirlenmistir.
Yapilan filogenetik analizler sonucunda diinyadan ve iilkemizden elde edilen CarMV
izolatlar1 CP genlerine gore iki ana gruba ayrilmistir. Birinci grupta Antalya ve
Isparta’dan 6 izolat yaninda 2 Hollanda ve 2 iran izolat1 yer almustir. ikinci grupta ise
Antalya ve Isparta’dan 5 izolat, 3 Italyan, 1 Ispanyol ve 1 de Cin izolat1 yer
almaktadir. Bu sonuglar CarMV’niin iilkemize biiylik olasilikla bulasik bitki
materyalleri aracilifiyla Italya’dan veya Hollanda’dan gelmis olabilecegini
gostermistir. Bu nedenle yurt disindan saglanan yeni ¢esit ve liretim materyallerinin
karantinalarda daha siki bir sekilde PCR ve RT-PCR gibi hassas yontemler
kullanilarak test edildikten sonra iilkeye alinmalar1i gerekmektedir. Kilif protein
genlerinin amino asit dizilimine gore olusturulan filogenetik soy agaci Sekil 4.10°da

gosterilmektedir.
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Ere22210cpc  Hollanda
{
EF622211 CPG

93 Hollanda
DQog2485cPG  Iran
—148
BALTIKOT Turkiye
2 4| 93 .
DQ092486 CPG  |ran
39 b—FvITA Turkiye
—— BALTIKOG TUrklye
30
8 L poneTELLO  Tiirkiye
— JUDITH Turkiye
37
—— STARG Turkiye
8 — ere22os PG Italya
)
L EF622209CPG |
62 Italya
10 TURBO Turkiye
9 .
55 EF622207 cPG  Italya
AMERICAN Turkiye
— LIOR Tarkiye
48 . .
TRICHOTOMY | SHAKIRA-M Tarkiye

— AJ489479CcPG  Cin
54
— MIRO Turkiye

AJ309510CPG  [Spanya

Sekil 4.9. CarMV izolatlarinin kilif protein genlerinin niikelotid dizilerinin TreeView
programi ile olusturulan filogenetik soy agaci
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DQ092485 CP Iran

68
5 EF622210 CP Hollanda
42 EF622211 CP Hollanda
16 EVITA CP Tarkiye
— 19 DQ092486 CP iran
8 BALTIKOT CP Tirkiye
MIRO CP Tarkiye
AJ309510CP  Ispanya
4 100
AJ309510 CP ispanya
DONETELLOCP  T{irkiye
5 .
JUDITH CP Turkiye
9 —| 47
- sHAKIRA-McP  TUrkiye
LIORCP Tarkiye
— 63 — AJ489479 CP Cin
20 . .
L— STARG CP Tarkiye
46 — AMERICANCP  Turkiye
47
L— BALTIKOG CP Turkiye
EF622209 CP italya

TRICHOTOMY

EF622208 CP italya
[ 20

L EF622207 CP italya

TURBO CP Turk|ye

Sekil 4.10. Diinyadaki CarMV izolatlar ile lilkemizdeki CarMV izolatlarinin kilif
protein genlerinin amino asit dizi karsilastirmalarinin TreeView programi ile
olusturulan filogenetik soy agaci
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4.6. Biyolojik Indeksleme

Antalya ve Isparta illerinin farkli karanfil iiretim alanlarindan elde edilen ve PCR
yontemiyle pozitif oldugu belirlenen Evita, Lior, Miro ve Baltiko c¢esitlerinde elde
edilen CarMV izolatlar1 mekanik inokulasyon calismasi i¢in kullanilmigtir. Test
bitkileri inokiilasyon yapildiktan 2-3 hafta sonra viriisiin yol ag¢tig1 tipik belirtilerin
olustugu gozlenmistir. Mekanik inokiilasyonda kullanilan tiim izolatlarin C.
amaranticolor bitkisinde lokal klorotik lezyonlar olusturdugu goézlemlenmistir.
Farkli izolatlarin olusturduklar1 belirtiler birbirlerine ve daha o6nce rapor edilen
klorotik lezyonlara benzerlik gostermistir. Ancak farkli izolatlarin olusturdugu
lezyon sayisinda ve lezyonlarin olugma siireleri arasinda farkliliklar gozlenmistir. Bu
farkliliklar orijinal bitkilerdeki viriis yogunlugundan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
Mekanik inokiilasyon sonucu belirtilerin olugmasi enfekteli bulunan bitkilerde
virlisin aktif oldugunu ve uzun siireli -80°C’de saklamanin virlisiin enfekteleme
yetenegine olumsuz yonde etkilemedigini de gostermistir. Mekanik inokulasyon
sonucu Baltiko ¢esidinden elde edilen CarMV izolatinin C. amaranticolor bitkisinde

olusturdugu simptomlar Sekil 4.11°de verilmistir.

Sekil 4.11. a) Saglikli Chenopodium amaranticolor bitkisi ve

b) CarMV’niin C. amaranticolor bitkisinde olusturdugu lokal lezyonlar
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinyada ve iilkemizde kesme cicekler arasinda karanfil {iretimi olduk¢a 6nemli bir
yere sahiptir. Karanfil yetistiriciliginde verim ve kaliteyi diislirerek ekonomik
kayiplara neden olan bir¢ok fungal, bakteriyel ve viral hastaliklar bulunmaktadir.
Viral hastaliklardan karanfil beneklenme virtisii (Carnation mottle virus, CarMV)
karanfil yetistirilen bir¢ok iilkede yaygin olarak bulunmaktadir (Caiizares et al.,
2001; Singh et al., 2005; Safari et al., 2009). 2008 yilinda Antalya karanfil iiretim
alanlarinda CarMV tespiti ilk olarak yapilarak iilkemizde CarMV bulunan {ilkeler
arasina girmistir (Cevik vd., 2010). Daha 6nce yapilan bir ¢calismada; Antalya ve
Isparta illerinde karanfil iiretim alanlarindan 33 6rnek RT-PCR yontemiyle test
edilerek 31 tanesinin pozitif oldugu tespit edilmistir. Bu calisma ile iilkemizde
CarMV’niin yaygin olarak bulundugu ve yetistirilen ¢esitlerin ¢ogunun CarMV ile
enfekteli oldugu belirlenmistir. Ayrica yapilan ¢aligmayla viriisiin yayginligir kesin

bir sekilde gosterilmistir (Cevik vd., 2009).

Bu calismada ise iilkemizin karanfil {iretim alanlarindan elde edilen CarMV
izolatlarinin molekiiler ve biyolojik karakterizasyonu yapilmistir. Viriisiin molekiiler
ve biyolojik karakterizasyonunun, karanfil sektoriinde verimi ve kaliteyi artirmaya
yardimc1 ¢aligmalar olacagr dislintilmektedir. Giliniimiizde gerek viriislerin
molekiiler ve genetik yapilarinin anlasilmasi gerekse virlislere karsi dayaniklilik
gelistirmek i¢in bu tiir ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Antalya ve Isparta’da
giderek gelismekte olan bir karanfil sektdrii bulundugu diisiiniildiigiinde bu bolge

tilkemizde bu tiir caligmalarin yapilacagi en ideal bolgeyi olusturmaktadir.

Yapilan bu caligmada Antalya ve Isparta illeri iiretim seralarindan elde edilen 5’er
izolat olmak iizere toplam on farkli CarMV kilif protein genleri klonlanarak
dizilimleri belirlenmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda diinyanin farkli karanfil
tiretim bdlgelerinden elde edilen izolatlarin da CP genlerinin baz dizilimleri
belirlenmistir (Cafiizares et al., 2001; Singh et al., 2005). Daha 6nce yapilan
caligmalarda her bolgeyi temsil eden bir veya birkagc CarMV izolatinin CP genleri

klonlanip dizilenirken iilkemizde her iki bolgeden 5’er izolat segilip CP gen
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dizilimleri belirlenerek karanfil iiretim bolgeleri daha iyi bir sekilde temsil edilmistir.
Bu diziler analiz edilerek iilkemizin farkli bélgelerinden elde edilen CarMV
izolatlarinin CP gen dizilimleri birbirleriyle ve gen bankas1 veri tabanindan alinan ve
diinyanin farkli dretim bolgelerinden elde edilen CarMV CP genleriyle

karsilastirilarak benzerlik oranlar1 ve genetik iliskileri belirlenmistir.

Bu calismada yapilan DNA dizi karsilastirmalar1 sonucunda Antalya ve Isparta’dan
elde edilen CarMV izolatlar1 kendi aralarinda %85 ile %99 arasinda benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonuglar {ilkemiz izolatlarinin genetik olarak
birbirleriyle yakindan iligkili oldugunu ancak bazi izolatlar arasinda da diisiik
diizeyde genetik varyasyon oldugu belirlenmistir. Diinya’nin bagka karanfil iiretim
bolgelerinde yapilan ¢aligmalarda da benzer sonuglar elde edilmis ve CarMV CP
geninin genetik olarak stabil oldugu ve ¢ok fazla bir varyasyon cogunlukla

gostermedigi belirlenmistir.

Diinyanin farkli iiretim bolgelerinde yapilan benzer ¢alismalarda bazi bolgelerde CP
gen niikleotid ve amino asit dizi benzerlik oranlar1 tilkemiz izolatlarindan fazlayken
baz1 bolgelerde de az bulunmustur. Hindistan’da yapilan bir calismada CarMV CP
genin niikleotid benzerlik orant %94-9%98 olarak belirlenirken amino asit
karsilagtirmasinda ise benzerlik oranlart %85-%98 olarak bulunmustur (Singh et al.,
2005). Bu sonuglar diinyada ve iilkemizde CarMV izolatlarinin CP genlerinin

genellikle korunmus oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Daha once yapilan bir ¢caligmada kilif protein geninin aminoasit diziliminin 164. ve
331. pozisyonlarindaki amino asitlere gore sirasiyla prolin (P) ve lisin (K) igeren ve
alanin (A) ve asparajin (N) igeren izolatlar PK ve AN olarak iki gruba ayrilmislardir
(Cafiizares et al., 2001). Ulkemiz CarMV izolatlarinin CP geninin amino asit dizi
karsilagtirmas1 yakindan incelendiginde kilif proteininin 164. pozisyonlarindaki
amino asitin tim izolatlarda prolin (P) oldugu ancak 331. pozisyondaki amino
asitlerin degisken oldugu goriilmiistiir. Bu pozisyonda Star glutamin (Q), Donetello
histidin (H), American ve Baltiko-G izolatlarinda serin (S), Judith ve Shakira

izolatlarinin ise asparajin (N) igerdigi geriye kalan izolatlarin tamaminin lisin (K)
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icerdigi goriilmiistiir. Buna gore iilkemiz izolatlarindan 4 tanesinin daha Once
tanimlanan PK grubundan (Caiiizares et al., 2001) iki tanesinin Hindistan’da rapor
edilen izolatlar gibi PN grubundan (Singh et al., 2005) geriye kalan 4 tanesinin daha
once tanimlanmayan PQ, PH veya PS grubuna ait oldugu ortaya ¢ikmuistir.

Yapilan filogenetik analizler sonucunda diinyadan ve iilkemizden elde edilen CarMV
izolatlar1 CP genlerine gore iki ana gruba ayrilmistir. Birinci grupta Antalya ve
Isparta’dan 6 izolat yaninda 2 Hollanda ve 2 iran izolat1 yer almustir. ikinci grupta ise
Antalya ve Isparta’dan 5 izolat, 3 italyan, 1 Ispanya ve 1 Cin izolat1 yer almaktadir.
Benzer bir gruplandirma daha once yapilan ¢alismalarda da olusmus olup CP geninin
CarMV izolatinin gruplandirilmasinda basarili bir sekilde kullanildigini ortaya
koymustur (Cafiizares et al., 2001; Singh et al., 2005). Filogenetik analizlerin
sonuclart CarMV’niin {ilkemize biiyiikk olasilikla bulagik bitki materyalleri
aracihigiyla Italya’dan veya Hollanda’dan gelmis olabilecegini gdstermistir. Bu
nedenle yurt disindan saglanan yeni g¢esit ve iiretim materyallerinin karantinalarda
daha siki bir sekilde PCR ve RT-PCR gibi hassas yoOntemler kullanilarak test

edildikten sonra iilkeye alinmalar1 gerekmektedir.

Ayrica Evita, Lior, Miro, Baltiko ¢esitlerinden elde edilen CarMV izolatlarinin C.
amaranticolor ve C. quinoa test bitkilerine inokiilasyonlar1 yapilarak biyolojik
ozellikleri belirlenmigtir. Test bitkilerinde virlistin olusturdugu belirtilerin
goriilmesine kadar gegen siirenin 2-3 hafta arasinda degistigi gozlenmistir. Tiim
izolatlarin C. amaranticolor bitkisinde lokal lezyonlar olusturdugu gézlemlenmistir.
[ran’in Mabhallat bolgesinde yapilan ¢aligmada serolojik ve molekiiler yéntemlerle
belirledikleri izolatlarin bazilar1 fosfat tamponu (pH 7.0) kullanilarak Chenopodium
quinoa, Chenopodium amaranticolor ve Spinacea oleracea bitkilerine inokiile
edilmislerdir. Inokiilasyondan 4-7 giin sonra test bitkilerinin yapraklarinda klorotik
ve nekrotik lokal lezyonlar olustugu saptanmistir (Safari et al., 2009). Mekanik
inokiilasyon sonucunda elde edilen belirtiler CarMV’niin tipik belirtisi olup viriisiin
aktif olarak bitkilerde bulundugunu gostermistir. Bu sonuglar molekiiler teshisleri

destekleyerek karanfil c¢esitlerinin ¢ogunda biyolojik olarak aktif viriisiin

bulundugunu ortaya koymustur. Ayrica bu ¢alismada kullanilan viriis izolatlarinin
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yaklagik iki y1l siireyle -80°C’de saklandig1 diisiiniildiigiinde CarMV ’niin uzun siireli

aktif olarak saklandigi belirlenmistir.

Ulkemizde farkli bélgelerde iiretim yapilmakla birlikte bu ¢aligmada CarMV ile ilgili
calismalar sadece Antalya ve Isparta illeri ile siirli kalmigtir. Ancak Tirkiye
karanfil iiretiminin 6nemli bir kisminin bu boélgeden karsilandigindan bu bdlgeler
yeterli goriilmektedir. Antalya ve Isparta’min disinda CarMV’niin  yayginligi
aragtirilarak izolatlarin biyolojik ve molekiiler karakterizasyonu yapilmasiyla
CarMV’niin iilkemizdeki profilinin ortaya g¢ikarilmasi yararl olacaktir. Bu ¢alisma
bulgular1 Antalya ve Isparta illerinde CarMV’niin bulunduguna dair veriler ortaya
koyarak, bunlara karst gerekli Onlemlerin alinmasinin zorunlu oldugunu ve
yayilmalarinin engellenmesi gerektigini ortaya koymustur. Bu amacgla Gida, Tarim
ve Hayvancilik Bakanlig1 ve yetistiricilere bu konuda bilgilendirilerek viriisten ari

tiretim materyali kullanimi tesvik edilmelidir.

57



6. KAYNAKLAR

Alagdz, Z., Oktiren, F. ve Yilmaz, E. 2006. Antalya Boélgesinde Karanfil
Yetistirilen Sera Topraklarinin Bazi Verimlilik Ozelliklerinin Belirlenmesi.
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 19(1), 123-129.

Anonim, 2001. Bitkisel Uretim Ozel Ihtisas Komisyonu Siis Bitkileri Alt Komisyon
Raporu. Sekizinci Bes Yillik Kalkinma Raporu.
http://ekutup.dpt.gov.tr/bitkiure/sus/oik653.pdf. Erisim Tarihi: 08.08.2011.

Anonim, 2008. Internet Sitesi. http://www.cicekyetistiriciligi.com/2008/09/karanfil-
diantus.html. Erisim Tarihi: 29.09.2011.

Anonim, 2010. Karanfil (Dianthus Caryophyllus L.) Viriis Hastaliklar.

Cicek Vizyon Dergisi, 42, 2 (8).
http://www.aib.org.tr/html/cicekdergi/mart2010.pdf. Erisim Tarihi:
09.07.2011.

Anonim, 2010. Tirkiye Siis Bitkileri Sektor Raporu. T.C. Basbakanlik Dis Ticaret
Miistesarlign ~ Antalya  fhracatgr  Birlikleri ~ Genel  Sekreterligi.
http://www.aib.org.tr/raporlar/kc/kcsusbitkileri2010.pdf.  Erisim  Tarihi:

07.09.2011.
Anonim, 2011. Internet Sitesi.
http://www bitkisagligi.net/Karanfil CarnationStreakVirus.htm). Erisim

Tarihi;: 30.09.2011.

Anonymous, 2005. The Biology and Ecology of Dianthus caryophyllus L.
(Carnation). Internet Sitesi.
www.ogtr.gov.au/internet/ogtr/publishing.../carnation../biologycarnation.rtf.
Erigsim Tarihi: 16.08.2011.

Anonymous, 2007. Diagnostic kit for detection of carnation mottle virus.
International application published under the patent cooperation treaty.

Aydinsakir, K., 2009. Kesme c¢icek karanfil (Dianthus caryophyllus L.)
yetistiriciliginde farkli sulama programlarinin verim ve kalite ozellikleri
lizerine etkisi. Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tarimsal Yapilar ve
Sulama Anabilim Dali, Doktora Tezi, 169s.

Bennet and Milne, 1976. Carnation viruses in New Zealand. Acta Hort. (ISHS)
59,61-62.

Caiizares, M. C., Marcos, J. F. and Pallés, V., 2001. Molecular variability of twenty-
one geographically distinct isolates of Carnation mottle virus (CarMV) and
phylogenetic relationships within the Tombusviridae family. Archives of
Virology 146, 2039-2051.

58



Carrington, J.C. and Morris, T.J., 1984. Complementary DNA Cloning and analysis
of carnation mottle virus RNA. Virology, 139 (1), 22-31.

Carrington, J.C. and Morris, T.J., 1985. Characterization of the cell-free translation
products of carnation mottle virus genomic and subgenomic RNAs. Virology,
144 (1), 1-10.

Carrington, J.C. and Morris, T.J., 1986. High resolution mapping of carnation mottle
virus-associated RNAs. Virology, 150 (1), 196-206.

Cevik B., Bakir, T., and Koca G. 2009. Antalya Ili Karanfil Uretim Alanlarinda
Karanfil Mottle Viriisiiniin Tespiti ve Tanilanmasi. Tiirkiye III. Bitki Koruma
Kongresi. 15-18 Temmuz. Van Yiiziincii Y1l Universitesi.

Cevik B., Bakir, T., and Koca G. 2010. First report of Carnation mottle virus in
Turkey. Plant Pathology, (59) 394.

Doldur, H. 2008. Kesme Cigek Uretimi ve Ticareti. Istanbul Universitesi Edebiyat
Fakiiltesi Cografya Boliimii Cografya Dergisi, 16, 26-45.

Garcia-Castillo, S., Marcos, J. F., Pallas, V. and Sanchez-Pina, M. A., 2001.
Influence of the plant growing conditions on the translocation routes and
systemic infection of carnationmottle virus in Chenopodium quinoa plants.
Physiological and Molecular Plant Pathology, 58, 229-238.

Gosalvez-Bernal, B., Garcia-Castillo, S., Pallas, V. and Sanchez-Pina, M. A., 2006.
Distribution of carnation viruses in the shoot tip: Exclusion from the shoot
apical meristem. Physiological and Molecular Plant Pathology, 69, 43-51.

Guilley, H., Carrington, J. C., Balazs, E., Jonard, G., Richards, K. and Morris, T. J.,
1985. Nucleotide sequence and genome organization of carnation mottle
virus RNA. Nucleic Acids Research, 13 (18), 6663-6677.

Giirsan, K. 1986. Karanfil Yetistirme Teknigi TAV Yayinlar1 No. 17.Yalova.

Giirsan, K. ve Erkal, S., 1998. Diinyada ve Tiirkiye’de Siis Bitkileri Uretim ve
Ticaretindeki Gelismeler. 1. Ulusal Siis Bitkileri Kongresi, 6-9 Ekim, Atatiirk
Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii, Yalova.

Groot, S.P., 1998. Floriculture Worldwide Trade and Consumption Patterns, World
Conference on Horti Research, 17-22 June, Roma.

Harbison, S.A., Wilson, T.M.A. and Davies, J.W., 1984. An encapsidated,

subgenomic Messenger RNA encodes the coat protein of carnation mottle
virus. Bioscience Reports 4, 949-956.

59



Hull, R. , Sadler, J. and Longstaff, M., 1984. The sequence of carnation etched ring
virus DNA: comparison with cauliflower mosaic virus and retroviruses. The
EMBO Journal, 5(12), 3083-3090.

Kassanis, B., 1956. Serological Relationship between Potato Paracrinkle Virus,
Potato Virus S and Carnation Latent Virus. Journal of General Microbiology.
15, 620-628.

Kazaz, S., 2006. Farkli Dikim Sistemleri ve Sikliklarinin Yaz Karanfili Uretiminde
Verim ve Kalite Uzerine Etkileri. Adnan Menderes Universitesi Fen Bilimleri
Enstitlisii, Doktora Tezi, 194s. http://www.yok.gov.tr/YokTezSrv. Erisim
Tarihi: 04.09.2011.

Li, R., Mock, R., Huang, Q., Abad, J., Hartung, J. and Kinard, G., 2008. A reliable
and inexpensive method of nucleic acid extraction for the PCR-based

detection of diverse plant pathogens. Journal of Virological Methods 154
(2008), 48-55.

Ozkan, B. ve Karagiizel, O., 1997. Antalya'da Kesme Cicek Uretiminin Mevcut
Durumu. Derim Dergisi, 14(2), 50-61

Raikhy, G., Hallan, V., Kulshrestha, S., Lal Sharma, M., Ram, R., Zaidi, A.A., 2003.
Molecular characterization of a Carnation etched ring virus isolate from India
Acta Virologica, 47(2), 105-111.

Raikhy, G., Hallan, V., Kulshrestha, S., Ram, R. and Zaidi, A.A., 2006. Multiplex
PCR and genome analysis of Carnation mottle virus Indian isolate. Current
Science, 90(1).

Raikhy, G., Hallan, V., Kulshrestha, S., Sharma, M.L., Verma, N., Ram, R., Zaidi,
A.A., 2006. Detection of Carnation ringspot and Carnation vein mottle
viruses in carnation cultivars in India. Acta Horticulture, 722, 247-258.

Safari, M., Koohi Habibi, M., Mosahebi, G. and Dizadii, A., 2009. Carnation mottle
virus, an important viral agent infecting carnation cut-flower crops in

Mabhallat of Iran. Communications in Agricultural and Applied Biological
Sciences, 74(3), 861-865.

Salomon, R., Bar-Joseph, M., Soreq, H., Gozes, 1. and Littauer, U.Z., 1978.
Translation in vitro of carnation mottle virus RNA Regulatory function of the
3'-region. Virology, 90(2), 288-298.

Sanchez-Navarro, J.A., Cano, E.A. and Pallas, V., 1996. Non-radioactive molecular
hybridization detection of carnation mottle virus in infected carnations and its
comparison to serological and biological techniques. Plant Pathology, 45(2),
375-382.

60



Sanchez-Navarro, J.A. Canizares, M. C., Cano, E. A. and Pallas, V., 1999.
Simultaneous detection of five carnation viruses by non-isotopic molecular
hybridization Journal of Virological Methods 82, 167-175.

Sanchez-Navarro, J. A., Canizares, M. C., Cano, E. A. and Pallas, V., 2007. Plant
tissue distribution and chemical inactivation of six carnation viruses. Crop
Protection 26, 1049-1054.

Singh, H. P., Halan, V., Raikhy, G., Kulshrestha, S., Sharma, M. L., Ram, R., Garg,
I. D. and Zaidi, A.A., 2005. Characterization of an Indian isolate of Carnation
mottle virus infecting carnations. Current Science, 88(4), 594.

Tascio8lu, Y. ve Saym, C., 2003. Tirkiye’de kesme ¢igek iiretim ve ihracat yapist.
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 18(3), 343-354.

Tiryakioglu, Y., 2006. Dondan Koruyucu Bazi Preparat Uygulamalarinin Ortiialtinda
Yetistirilen Karanfilde (Dianthus caryophyllus L.) Diisiik Sicakliga Dayanim,
Verim ve Kaliteye Etkileri. Yiiksek Lisans Tezi, Siileyman Demirel
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Isparta, 81s.

Internet Sitesi. http://www.ictvdb.rothamsted.ac.uk/ICTVdB/00.074.0.02.001.htm.
Erigsim Tarihi: 22.07.2011.

Internet  Sitesi.  http://www.dpvweb.net/dpv/showfig.php?dpvno=420&figno=02.
Erisim Tarihi: 15.08.2011.

Internet Sitesi. http://www.dpvweb.net/dpv/showfig.php?dpvno=7&figno=04. Erisim
Tarihi: 15.08.2011.

61



OZGECMIS

Adi ve Soyadi: Tugba BAKIR
Dogum Yeri ve Yili: Isparta, 02.01.1986
Medeni Hali: Bekar

Yabana Dili: Ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)

Lise: Burdur Anadolu Lisesi, 2000-2004

Lisans: Siileyman Demirel Universitesi, 2005-2009
Yiiksek lisans: Siileyman Demirel Universitesi, 2009-2011

Cahistigi Kurum/Kurumlar ve Yil:

Yayinlar1 (SCI ve diger makaleler)

1- Cevik B., Bakir, T., and Koca G., 2010. First report of Carnation mottle virus in
Turkey. Plant Pathology, (59) 394.

2- Bakir, T. ve Cevik, B. 2011. Antalya ve Isparta Illerinde Karanfil Uretim
Alanlarinda Karanfil Beneklenme Viriisii (Carnation mottle viris, CarMV)
[zolatlarinin Molekiiler Karakterizasyonu. Tiirkiye IV. Bitki Koruma Kongresi.
28-30 Haziran. Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi (poster sunum).

3- Cevik, B., Korkmaz, S., Bakir, T. ve Kog¢, N.K., 2011. Turuncgil tristeza viriisii
[zolatlarmin ~ Varyantlarinin  Denatiiran Gradyan Jel Elektroforez (DGGE)
Yontemiyle Belirlenmesi. Tiirkiye IV. Bitki Koruma Kongresi. 28-30 Haziran.

Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi (sozlii sunum).

62



	YÜKSEK LİSANS TEZİM - İÇ KAPAK ve TEZ ONAYI  16.07
	YÜKSEK LİSANS TEZİM - İÇİNDEKİLER, ÖZET, ABSTRACT, TEŞEKKÜR, ŞEKİLLER DİZİNİ, ÇİZELGELER DİZİNİ
	YÜKSEK LİSANS TEZİM-GİRİŞ



