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OZET

SAMSUN ILI TRABZON HURMASI (Diospyros kaki L.) BAHCELERINDE
PERSIMMON CRYPTIC VIRUS ENFEKSIYONUNUN ARASTIRILMASI

Sena CANKAYA
Ondokuz Mayis Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Bitki Koruma Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans, Ocak/2023
Danisman: Prof. Dr. Miray SOKMEN

Trabzon hurmasi (Diospyros kaki L.), ilkbaharda gec¢ ¢iceklenen subtropikal bir meyve
tiirtidiir. Trabzon hurmasinda giiniimiize kadar 8 viriis tiirii belirlenmistir. Bu viriisler arasinda
Persimmon cryptic virus (PeCV) Partitiviridae familyasi, Deltapartitivirus cinsine ait bir viriis
tirtidiir. Virdsiin ¢ift sarmalli RNA (dsRNA) ve iki pargali genom yapist (RNA-1 ve RNA-2)
bulunmaktadir. Ticari bir antiserumu bulunmadigindan, PeCV’nin tanisinda molekiiler
yontemler kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, PeCV’nin tanisinda dsRNA izolasyonu ve ters
transkripsiyon-polimeraz  zincir reaksiyon (RT-PCR) yontemlerinin uygulanabilirliligi
arastirilmigtir.

Samsun ili Carsamba ilgesinde Trabzon hurmasi yetistiriciliginin yapildigi 2 adet
bahgeden 2021 yilinda 14 adet simptomlu ve 14 simptomsuz yaprak O6rnegi alinmustir.
Toplanan yaprak oérneklerinden viral dSRNA’lar izole edilmistir. dSRNA izolasyonunda 0.5 g,
1 gve 1.5 g olmak iizere 3 farkli yaprak agirligi kullanilmistir. PeCV kapsid protein bolgesine
0zgii primer ¢ifti kullanilarak, tek agamali RT-PCR yo6ntemi viriisiin tanisi i¢in uygulanmustir.
Calismada sadece 1.5 g yaprak agirlig1 kullanilarak izole edilen dsRNA &rneklerinden RT-
PCR yonteminde sonug alinmistir. Dort PeCV izolatindan bir tanesinin (Car-Egri-13) kapsid
protein geninin dnemli bir bolimiiniin (994 bp) niikleotit dizisi elde edilmistir. BLASTn
analizi Car-Egri-13 izolatmin hem niikleotit hem de amino asit dizisi bakimindan Italya’da
belirlenen PeCV SSPIizolat1 (HE805114) ile %99.69 benzerlik gosterdigini ortaya koymustur.

Sonug olarak, bu ¢aligmada viriisiin hem simptomlu hem de simptomsuz yaprak
orneklerinde tespit edilebildigi ve kullanilan yaprak dokusu miktarinin PeCV dsRNA’larinin
izolasyonunda 6nemli oldugu belirlenmistir. Ydntemin ekonomik olmas1 sebebiyle, gelecekte
Trabzon hurmasi anag¢, kalem ve fidanliklarinin sertifikasyon amagli test edilmesinde
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Persimmon, PeCV, dsRNA izolasyonu, RT-PCR



ABSTRACT

INVESTIGATION ON PERSIMMON CRYPTIC VIRUS INFECTION IN
PERSIMMON (Diospyros kaki L.) ORCHARDS IN SAMSUN PROVINCE

Sena CANKAYA
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Plant Protection
Master, January/2023
Supervisor: Prof. Dr. Miray SOKMEN

Persimmon (Diospyros kaki L.) is a subtropical fruit species that blooms late in the
spring. Eight virus species have been identified on persimmon so far. Among these viruses,
Persimmon cryptic virus (PeCV) is a member of the genus Deltapartitivirus in the family
Partitiviridae. Its genome has double-stranded RNA (dsRNA) with two segmented structures
(RNA-1 and RNA-2). Since a commercial antiserum of PeCV is not available, molecular
methods are used for its diagnosis. In this study, the possibility of applying dsRNA isolation
method and the use of reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) in the
identification of PeCV were investigated.

Fourteen asymptomatic and fourteen symptomatic leaf samples were taken from two
persimmon orchards in Carsamba district of Samsun province in 2021. Viral dsRNAs were
isolated from the collected leaf samples. Three different leaf weights (0.5 g, 1 g and 1.5 g)
were used in dsSRNA isolation. One-step RT-PCR has been applied in PeCV identification
using a primer pair specific for its capsid protein region. In this study, an amplification product
was only obtained from dsRNA samples of 1.5 g leaf weight. Out of four PeCV isolate, the
important portion (994 bp) of capsid protein nucleotide sequences of one isolate (Car-Egri-13)
was obtained. BLASTn analysis showed that the isolate Car-Egri-13 had 99.69% nucleotide
and amino acid identity with SSPI isolate (HE805114), which had 100% query coverage,
identified in Italy.

As a result, it was determined that PeCV was detectable in both symptomatic and
asymptomatic leaf samples, and the amount of leaf tissue used was important for isolation of
PeCV dsRNAs. Also, since this method is highly economical, it is recommended for testing
the source of persimmon plant materials (rootstock, scion, and seedling) for certification
purposes in the future.

Key words: Persimmon, PeCV, dsRNA isolation, RT-PCR
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1. GIRIS

Farkli iklim kosullarina sahip bir iilke olmasi, anavatani Anadolu olmayan
bir¢ok meyve tiiriiniin Tiirkiye’de yetismesini miimkiin kilmaktadir. Bu meyvelerden
biri, anavatanit Cin olan Trabzon hurmasi (Diospyros kaki L.)’dir. Cin’den diger

tilkelere yayilan Trabzon hurmasinin, Tiirkiye’ ye ilk defa Trabzon ilinden girig yaptig1

diisiiniilmektedir (Ozcan, 2005).

Ebenales takiminin Ebenaceae familyasina ait olan Diospyros cinsinin 4 6nemli

tirti bulunmaktadir (Kitagawa ve Glucina, 1984). Bunlar;

Diospyros kaki L.: Anavatani Cin’dir. Trabzon hurmasi g¢esitlerinin tiimiini

icermektedir. Taze ve islenmis olarak tiiketilmektedir.

Diospyros lotus L.: Anavatam1 Cin’dir. Ana¢ ve tanen kaynagi olarak

kullanilmaktadir.

Diospyros virginiana L.: Anavatani Giiney Amerika’dir. Taze ve islenmis olarak

tilkketilmekte ve anag olarak kullanilmaktadir.

Diospyros oleifera Cheng.: Anavatani Cin’dir. Tanen kaynag olarak
kullanilmaktadir (Onur, 1990).

Trabzon hurmasinin (Diospyros kaki L.) cins ismi Antik Yunanca’da “Tanrmin
Meyvesi”, tiir ad1 ise Japonca’da “Hurma” anlamina gelmektedir. Trabzon hurmasi
diinyanin 6nemli bir bolimiinde “’Kaki’’ olarak adlandirilirken, Amerika’da
“Persimmon’’ olarak bilinmektedir (Yonel vd., 2008). Ulkemizde ise Cennet meyvesi,
Amme, Asilt uvaz, Hurma, Laz hurmasi, Japon hurmasi, Akdeniz hurmasi gibi degisik

isimler verilmektedir (Onur, 1990).

Trabzon hurmasi, kazik kok ve az miktarda sagak kok sistemine sahiptir. Agag
boyu 8-12 m arasinda degisiklik gosterebilmektedir. Yapraklart diiz kenarli olup, oval
veya sivri sekillidir. Yaprak sap1 kisadir. Sonbaharda yapraklari turuncu- kirmizi renge
doniistiiglinden siis bitkisi olarak da tercih edilmektedir. Kisin yapraklarini doken bir
agactir. Cigek yapisi, erdisi veya erselik (disi ve erkek organini birlikte igeren) ¢igek,
disi ve erkek cicek olmak iizere 3 tiptir (Onur, 1990; Ozcan, 2018). Disi ¢igekler, bir
yillik yan dallar iizerinde yaprak koltuklarinda bulunmaktadir. Erkek cicekler ise

siirgiinlerin yaprak koltuklarinda tekli, ikili ve {i¢lii salkim seklinde bulunmaktadir



(Sekil 1.1). Erselik ¢igekler genellikle erkek cigekler arasinda iiglii ¢igek salkiminin
orta kisminda olusmaktadir. Meyve veriminde disi ¢igekler 6nemli olup, erselik

cigeklerin etkisi Onemsizdir.

Trabzon hurmasi ¢esitlerine gére meyve sekilleri; konik, yuvarlak ve basik
olabilmektedir. Meyveleri, turuncu veya turuncu-kahverengi-kirmizimsi renktedir
(Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Trabzon hurmasinda erkek ¢icek ve meyve yapisi

Meyvelerinin ¢ekirdekli ve cekirdeksiz olma durumu, ddllenme sekillerine

baglidir. Hasat doneminde yenilebilme durumuna goére meyveler iki gruba ayrilir:

1- Meyve eti buruk olan c¢esitler: Hasat doneminde buruk olup, yeme

olgunluguna getirildikten sonra tiiketilmektedir.

2- Meyve eti buruk olmayan c¢esitler: Hasat doneminde sert olup,

tilketilebilmektedir (Kitagawa ve Glucina, 1984).

Trabzon hurmasi, sindirim sistemi ve kalp-damar hastaliklarina faydali, yiiksek
tanen barindirmasiyla bagisiklik sistemini giiclendirmede, mide gastritini 6nlemede,
bagirsak iltihabini iyilestirmede, ishali 6nlemede, kansizlik ve vitamin eksikliginin

giderilmesinde olumlu etkilere sahiptir (Karadeniz, 2004).

Trabzon hurmasi bir¢ok besin Ogesi bakimindan, o6zellikle A vitamini ve
potasyumca zengin bir meyve tiiridiir (Tablo 1.1). Ayrica meyve eti iginde damar
seklinde lifler barindirmaktadir ve diyet lifi olarak adlandirilan bu lifler
sindirilmemesine ragmen sindirim sisteminin rahat calismasi i¢in olduk¢a 6nemlidir

(Cemeroglu vd., 2001).



Tablo 1.1. Trabzon Hurmasinin Besin Degerleri (Tiirkomp, 2022).

Besin Degeri 100 gramda (Ortalama)
Kalori 71 kcal
Karbonhidrat 15.30¢g
Lif 6.61¢g
Protein 0.66¢g
Yag 0.08¢
Kolesterol 0.0 mg
A vitamini 21 RE
C vitamini 8.9 mg
Potasyum 159 mg
Kalsiyum 12 mg
Demir 0.25 mg

Trabzon hurmasi, ilkbaharda geg ¢igeklenen subtropikal bir meyve agacidir. Bu
agagclar gec ciceklendigi icin ilkbahar donlarindan etkilenmez. Bununla birlikte kisin

yapragini dokerek, -12°C ve bazi cesitleri -18°C’ye kadar diisiik sicakliklara
dayanabilir (Onur, 1990).

Trabzon hurmasinin basta Cin, Kore, Japonya olmak iizere diinyanin degisik
bolgelerinde tiretimi yapilmaktadir (Tablo 1.2). Tiirkiye tiretim miktar: bakimindan

diinyada 8. siradadir.

Tablo 1.2. Diinya Trabzon hurmasi iiretiminin tilkelere gore dagilimi (FAO, 2020)

Ulkeler Uretim (Ton)
Cin 3.342.059
Kore 198.817
Japonya 193.200
Azerbaycan 185.247
Brezilya 158.687
Ozbekistan 105.122
Tayvan 69.708
Tiirkiye 60.661
Iran 30.244
Israil 21.908
Nepal 2.574
Yeni Zelanda 1.895
Avustralya 736

Sili 679
Meksika 198

Tiirkiye’nin hem i¢ bolgelerindeki illerinde hem de deniz kenarindaki illerinde
Trabzon hurmas yetistiriciligi yapmak miimkiindiir (Sekil 1.2). Ulkemizde, Trabzon

hurmasi iiretimi ¢ok eskiden beri yapiliyor olsa da heniiz istenilen seviyeye



ulagilmamistir. Ancak yillara gore tiretim miktari siirekli artis gostermektedir (Tablo

1.3) (TUIK, 2021).

TURKIYE TRABZON HURMASI URETIM ALANLARI HARITASI
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Tablo 1.3. Tiirkiye’de Trabzon hurmasinin son 4 yildaki iiretim miktarlar1 (TUIK, 2021)

Yillar Uretim (Ton)
2017 38.043
2018 46.676
2019 51.371
2020 60.661

En son 2020 yilinda Tirkiye’de 60.661 ton Trabzon hurmasi iiretimi elde
edilmistir (TUIK, 2021). Adana, Adiyaman, Mersin, Izmir illeri toplam {iretimin %50’
den fazlasini gergeklestirmektedir (Tablo 1.4).

Samsun ilinde, kapama bah¢e seklinde Trabzon hurmasi {iretimi sadece
Carsamba il¢esinde yapilmaktadir. Carsamba ilgesi sinirlart igerisinde toplam 103.5

dekarlik alanda, 694 ton iiretim elde edilmistir (TUIK, 2021).



Tablo 1.4. Tiirkiye’de Trabzon hurmasi iiretiminin 6nemli oldugu iller (TUIK, 2021)

iller Uretim miktari (Ton)
Adana 13.802
Adiyaman 8.089
Mersin 7.260
[zmir 4.580
Yalova 4.150
Denizli 3.523
Hatay 2.853
Canakkale 2.257
Bursa 2.112
Kahramanmaras 1.878

Trabzon hurmasinda goriilen hastalik ve zararlilar nedeniyle verim kayiplar
meydana gelmektedir. Bakteriyel ve fungal hastaliklarin yani sira Trabzon hurmasinda
son zamanlarda viral etmenlerin de hastalik olusturdugu tespit edilmistir. Trabzon
hurmasinda giiniimiize kadar 5 viroid (Citrus viroid VI, Apple fruit crinkle viroid,
Persimmon latent viroid, Persimmon viroid ve Persimmon viroid 2) (Nakaune ve
Nakano, 2008; Owens vd., 2012; Ito vd., 2013; Ruiz-Garcia vd., 2017; King vd., 2018)
ve 8 virlis tlrii (Persimmon virus A, Persimmon latent viriis, Persimmon virus B,
Passiflora latent virus, Persimmon ampelovirus, Persimmon polerovirus, Persimmon
waikavirus ve Persimmon cryptic virus) (Ito vd., 2013; King vd., 2018; Cho vd., 2020;
Ito ve Sato, 2020; Morelli vd., 2014; Morelli vd., 2015) belirlenmistir. Bu viriisler
arasinda, Trabzon hurmasi kriptik viriisii (Persimmon cryptic virus; PeCV) ilk olarak
Italya’nin Apulia bolgesinde saptanmistir (Morelli vd., 2015). Daha sonra Tiirkiye’de
ilk kez, Diinya’da ise ikinci olarak Samsun ilinde bir bah¢ede belirlenmistir (Morelli
ve Arli-Sokmen, 2016).

PeCV, Partitiviridae familyasi, Deltapartitivirus cinsine ait bir viriis tiirtidiir.
PeCV partikiilleri, izometrik sekilli ve 30 nm ¢apindadir (Morelli vd., 2012). Viriisiin
cift sarmalli RNA (dsRNA) ve iki parcali genom yapisi bulunmaktadir. RNAI,
replikasyondan sorumlu bolgeyi (RdRp) igerirken, RNA?2 ise kilif proteininden (CP)
sorumlu bolgeyi kodlamaktadir (Morelli vd., 2015). Viriisiin giiniimiizde ticari bir
antiserumu bulunmadigindan, serolojik olarak teshisi ve tanist miimkiin degildir. Bu

nedenle tanilamada molekiiler yontemler kullanilmaktadir.



Deltapartitivirus cinsi iiyeleri konukgularinda genellikle latent (simptomsuz)
enfeksiyon olusturmaktadir (Morelli vd., 2015). PeCV de enfekteli bitkilerin
yapraklarinda simptomlu veya simptomsuz olarak bulunabilmektedir. Simptomlu

agaclarda, 6zellikle yan damarlarda nekroz seklinde simptomlar gozlenebilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, Samsun ilinde kapama bahge olarak Trabzon hurmasi
tiretimi yapilan alanlarda, PeCV’nin tanisi, bulasiklik durumu ile molekiiler ve
biyolojik ozelliklerinin belirlenmesi, dSRNA izolasyonu ve RT-PCR yo6ntemlerinin

PeCV tanisinda uygulanabilirliginin ortaya konulmasi amaglanmustir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Partitiviridae Familyas1

Partitiviridae familyasina ait viris tiirleri, yaklasik 25-43 nm ¢apinda izometrik
membransiz (zarfli olmayan) partikiillere sahiptir (Sekil 2.1). Genom yapisi,
cogunlukla iki, bazen ii¢ pargali linear 1.4-2.4 kbp biiyiikliigiinde ¢ift sarmal RNA
(dsRNA) igerir ve her bir dSRNA ayr partikiil igerisine yerlesmistir. Yiiz yirmi adet
kapsid protein (CP) birimi bir araya gelerek, viriis parikiiliiniin kapsid kismini
meydana getirir (Ochoa vd., 2008). Bir veya iki molekiil replikaz (RdRp; RNA-
dependent RNA polimeraz) enzimi her bir partikiil igerisine paketlenmistir (Nibert vd.,
2014). Baz1 partitiviriisler ilave satellit veya hatali (defective) dsRNA molekiilleri

igerir.

Sekil 2.1. Penicilllium stoloniferum virus S (Gammapartitivirus Cinsi, Partitiviridae familyas1)
partikiillerinin elektron mikroskop goriintiisii (ICTV, 2018)

Ayni viriis tlirlinde her iki dsSRNA’nin 5’ucundan ilk 7-20 niikleotidlik bolge
oldukga konservatif 6zelliktedir. Partitiviridae familyasinda replikasyon sitoplazmada
gerceklesir. Penicilllium stoloniferum virus S’iin konukgu hiicrede replikasyon

agsamalar1 Sekil 2.2°de 6rnek olarak verilmistir.

Uluslararas1 Viriis Taksonomisi Komitesi (ICTV) tarafindan, Partitiviridae igine
dahil edilmis olan viriis tiirleri 5 cinse (Alphapartitivirus, Betapartitivirus,
Gammapartitivirus, Deltapartitivirus, Cryspovirus) ayrilmistir. Yeni virlislerin
kesfedilmesiyle birlikte bu familyadaki {liye sayisi artmaktadir. Partitiviridae
familyasinda cins diizeyinde taksonomik olarak ayrilmis 45 viriis tirii bulunurken,
cinsi belirli olmayan 15 tiir viriis mevcuttur. Partitiviridae familyasindaki cinsler
konuke¢u grubuna gore ayrilmistir (Tablo 2.1). Bu familya; konukgular1 fungus, bitki

ve protozoa olan viriis tiirlerini igermektedir (Nibert vd., 2009).



Yeni virls partikilleri

Partikil disina
birakalan RNA zincin

Sekil 2.2. Penicillium stoloniferum virus S (PsV-S) replikasyon modeli. Virlis partikiilleri RdRp
enziminin (kirmiz1 daire) bir veya iki kopyasini icerir. dSRNA (siyah ¢izgi) kapsid proteinini
(CP), diger dsRNA (kirmiz ¢izgi) RdRp’yi kodlar. Pozitif zincir kesikli ¢izgi, negatif zincir diiz
cizgi ile gosterilmistir. Her viriis partikiilii igerisinde, RdARp enzimi negatif zinciri kalip olarak
kullanarak pozitif zinciri sentezler. Yeni pozitif zincir partikiilde kalir, orjinal parental pozitif
zincir partikiilden serbest birakilir ve konukgu hiicre ribozomunda CP’yi ve RdRp’yi sentezler
veya yeni viriis partikiilii igerisine yerlesir. Burada da pozitif sarmal iizerinden RdRp’nin negatif
zinciri sentezledigi kanist yaygindir. L1 ve L2 partikiillerinin, ikili dSsSRNA molekiilii iceren P1
ve P2 partikiillerinden olustugu diigiiniilmektedir (ICTV , 2018).

Tablo 2.1. Partitiviridae familyasinda yer alan viriis cinslerinin konuk¢u gruplari

Cins Bitkiler Fungus Protozoa
Alphapartitivirus + +

Betapartitivirus + +

Gammapartitivirus n

Deltapartitivirus +

Cryspovirus +




2.2. Cryptic Viriis Kavram

Partitiviridae familyasinda bitki bilinyesinde simptom olusturmadan veya hafif
simptom olusturarak varligini siirdiiren viriis tiirleri bulunmaktadir. Bu tiir viriisler,
Cryptic viriisler veya Cryptovirus’ler olarak da adlandirilirlar (Nibert vd., 2014).
Bitkilerde saptanan Cryptic virtisler, ilk olarak 1960-1970 yillar1 arasinda belirlenmis
ve Partitiviridae familyasinda siniflandirilmistir (Fauquet vd., 2005).

Cryptic viriisler, Partitiviridae familyas1 igerisinde yer aldiklari i¢in genel
ozellikleri birbirlerine benzemektedir. Cryptic viriislerin partikiilleri kii¢iik izometrik

sekilli olup, caplarina gore iki gruba ayrilmaktadir:
a) 29-32 nm ¢apinda olan viriisler,

b) 37-38 nm ¢apinda olan virisler (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. A) 29-32 nm ¢apinda ve B) 37-38 nm ¢apindaki partikiillerin elektron mikroskop goériintiisti

Cryptic viriislerin kilif proteinleri olduk¢a immiinojeniktir. Bu yiizden
istenilmeyen serolojik capraz reaksiyonlara ve yanlis tanimlamalara neden olabilir
(Luisoni vd., 1987). Cryptic virlisler, bitki biinyesinde genel olarak diisiik
konsantrasyonlarda bulunduklarindan dolayr saflagtirilmalari zordur. Antiserum
tiretiminde kullanilan viriisiin olduk¢a saf elde edilmesi 6nemli oldugu i¢in ¢ogu
Cryptic viriislerin antiserumu bulunmamaktadir. Diger baz1 Cryptic viriislerin ise

antiserumu elde edilmistir (Tablo 2.2).



Tablo 2.2. Antiserumu Elde Edilmis Olan Cryptic Viriisler (Boccardo vd., 1987)

Viriis Kisaltma Referans

Alfalfa cryptic virus ACV Torino vd., Yayinlanmadi
Beet cryptic virus BCV Kassanis vd., 1977
Carnation cryptic virus CarCV Lisa vd., 1981

Hop trefoil cryptic virus HTCV Torino vd., Yayinlanmadi
Ryegrass cryptic virus RGCV Luisoni ve Milne, 1981
Vicia cryptic virus VCV Kenten vd., 1981

White clover cryptic virus 1 WCCV-1 Boccardo vd., 1985
White clover cryptic virus 2 WCCV-2 Boccardo vd., 1985
White clover cryptic virus 3 WCCV-3 Torino vd., Yayinlanmadi

Cryptic viriisler, gecmiste mikoviriisler ile karistirilmislardir. Ancak daha sonra
bitki dokularinda yeni Cryptic viriislerin bulunmasiyla bunlarin mikovirisler ile iligkili
olmadig1 anlasilmistir. Boccardo vd. (1985), White clover cryptic virus 1 ve 2
(WCCV-1 ve WCCV-2)’ yi igeren bitkilere yiiksek seviyede sistemik-kontakt fungisit
uygulamas1 yapmislardir. Fungisit uygulamasi sonucunda bitki bilinyesinde viriis
konsantrasyonunun azalmadigini belirlemislerdir. Ayrica, sterilize edilmis tohumlarin
fidelerinde de ayni sonuca ulagsmislardir. Boylelikle, WCCV-1 ve WCCV-2’nin
fungus ile iligkili olmadan bitkiyi enfekte ettigi saptanmistir. Bu ¢alisma, Cryptic

viriisler ve mikoviriislerin birbirlerinden farkli oldugunu gosteren ilk ¢aligmadir.
2.3. Cryptic Viriislerin Konukcular:

Cryptik viriislerin, konukgulari ile parazit iligkiden ziyade kommensal veya
mutualistik iliski kurduklar1 gézlenmistir (Rossinck, 2008). Bundan dolay1, birgogu
konukgularinda ekonomik agidan 6nemli bir hastalik olusturmadiklar: i¢in Cryptic

viriislere ¢ok fazla arastirma onceligi verilmemistir.

Cryptic viriisler genellikle bulunduklar1 konukgularina gére isim almaktadirlar.
Bir¢ok farkl bitki tiirlerinde Cryptic viriislerin var oldugu bilinmektedir. Ayrica bir
konukguda birden fazla Cryptic virus tiirii bulunabilmektedir (Tablo 2.3).
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2.4. Cryptic Viriislerin Konukcularinda Olusturduklar: Simptomlar

Simptom, viriis ve konukc¢u bitki arasindaki etkilesim sonucunda olugsmaktadir.
Ancak bazi bitki virtisleri konukgularinda simptomsuz olarak bulunabilmektedir.
Simptomsuz  enfeksiyonlar genel olarak latent enfenksiyon olarak da

adlandirilmaktadir.

Cryptic viriisler, bitkilerde genellikle simptomsuz olarak bulunabildikleri gibi,
bazi durumlarda simptom meydana getirebilmektedirler. Ornegin, Beet cryptic virus
(BCV) enfekte ettigi sekerpancari fidelerinin bazilarinin bodur kalmasina, gegici hafif
yaprak klorozuna ve 12 haftalik fidelerde daha kiiclik kok olusumuna neden olmustur

(Kassanis vd., 1978).

Rose cryptic virus 1 (RoCV1), asimptomatik enfeksiyon olusturabilmesinin yani
sira yapraklarda beneklenme, leke ve nekroz meydana getirebilmektedir. Ancak bu
gozlemlenen simptomlarin test sirasinda tespit edilemeyen virlislerden de

kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Milleza vd., 2013).

Pittosporum cryptic virus 1 (PiCV1)’in, yildiz ¢alis1 bitkisinde klorotik damar
bantlagmasina neden oldugu belirlenmistir (Abou Kubaa vd., 2019).

2.5. Cryptic Virislerin Tasinmasi

2.5.1. Tohumla tasinma
Cryptic virtisler, yiiksek oranda tohum yoluyla bulagirlar. Bitkide bulunan hem
disi organimn hem de erkek organin cryptic viriis ile bulasik olmasi durumunda,

olusacak olan yeni nesil fide %100 enfekteli olabilir.

BCV %42-%90 (Kassanis vd., 1977; White ve Woods, 1978); VCV %50-%75
(Kenten vd., 1978); CarCV %85-%100 (Lisa vd., 1981); WCCV-1 %35-%74 ve
WCCV-2 %15-%41 (Boccardo vd., 1985) oranlarinda tohumla taginabilmektedir.
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Tablo 2.3. Bazi Cryptic Viriisler ve Konukgular1 (Boccardo vd., 1987)

Viriis Tiirii

Konukcu

Cins

Referans

Alloteropsis cryptic virus

1 (AICV1)

Amaranthus cryptic virus

1 (AICV1)

Beet cryptic virus 1
(BCV1)

Beet cryptic virus 2
(BCV2)

Beet cryptic virus 3
(BCV3)

Cannabis cryptic virus
(CanCV)

Carrot cryptic virus
(CaCV)

Citrullus lanatus cryptic
virus (CiCV)

Crimson clover cryptic
virus 2(CCCV2)
Cucumis melo cryptic
virus (CmCV)

Fig cryptic virus (FCV)

Helianthus cryptic virus
1 (HCV1)

Hop trefoil cryptic virus
(HTCV)

Lomandra cryptic virus 1

(LCV1)

Mulberry cryptic virus 1
(MuCV1)

Pepper cryptic virus 1
(PCV-1)

Pepper cryptic virus 2
(PCV-2)

Pyrus pyrifolia cryptic
virus (PpCV)

Raphanus sativus cryptic
virus 4 (RsCV-4)

Red clover cryptic virus
2 (RCCV-2)

Rosa multiflora cryptic
virus (RMCV)

Spinach cryptic virus 1
(SpCV-1)

Vicia cryptic virus
(VCV)

White clover cryptic
virus 1 (WCCV-1)
White clover cryptic
virus 2 (WCCV-2)

Alloteropsis semialata

Amaranthus tuberculatus

Beta vulgaris
Beta vulgaris
Beta vulgaris

Cannabis sativa
Daucus carota

Citrullus lanatus
Trifolium incarnatum

Cucumis melo

Ficus carica

Helianthus niveus
Medicago lupulina
Lomandra longifolia
Morus alba
Capsicum annuum

Capsicum annuum
Pyrus pyrifolia
Raphanus sativus
Trifolium pratense
Rosa multiflora
Spinacia oleracea
Vicia faba

Trifolium repens

Trifolium repens

Alphapartitivirus
Deltapartitivirus
Deltapartitivirus
Betapartitivirus
Alphapartitivirus
Deltapartitivirus

Betapartitivirus

Deltapartitivirus

Deltapartitivirus

Betapartitivirus

Deltapartitivirus

Deltapartitivirus

Deltapartitivirus
Alphapartitivirus

Alphapartitivirus

Betapartitivirus

Alphapartitivirus
Alphapartitivirus
Alphapartitivirus

Betapartitivirus

Jo ve Cho, 2020
Jo ve Cho, 2020
Natsuaki vd., 1986
Natsuaki vd., 1986
Xie vd., 1993

Ziegler vd., 2011
Natsuaki vd., 1983

Xin vd., 2017
Lesker vd., 2013

Zhan vd., 2019

Elbeaino vd., 2011
Jo ve Cho, 2020

Luisoni vd., 1987
Jo ve Cho, 2020

Skelton vd., 2018

Sabanadzovic vd.,
2011

Sabanadzovic vd.,
2011

Osaki ve Sasaki,
2017
Svanella-Dumas vd.,
2018

Boccardo vd., 1983

Salem vd., 2008

Park ve Hahn, 2017

Abou-Elnasr vd.,
1985
Boccardo vd., 1985

Boccardo vd., 1985
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2.5.2. Mekanik olarak bitki 6zsuyu ile tasinma

Mekanik taginma ile ilgili yapilan ¢alismalar sonucunda, Cryptic viriislerin bitki
ozsuyu ile bulasmasinin pek miimkiin olmadig1 belirtilmistir. Ornegin; Beet cryptic
virus (BCV)’iin seker pancari bitkisine mekanik inokulasyon yoluyla bulastirilamadigi

saptanmistir (Kassanis vd., 1997).

Lisa vd. (1980), Carnation cryptic virus (CarCV)’iin karanfil dahil 6 adet
Caryophyllaceae familyasinda yer alan bitkiye ve 8 adet diger test bitkilerine mekanik

inokulasyon yontemiyle bulastirilamadigini belirtmislerdir.

2.5.3. As1 yoluyla tasinma

Cryptic viriislerin as1 yoluyla tasginmasi konusu tam olarak bilinmemekle
birlikte, yapilan bazi caligmalarda bazi tiirlerin as1 ile tasindigi goriilmektedir.
Omegin; Vitis cryptic virus (VCV) ile enfekte olmus asma tomurcuklari, 2 yasinda
VCV igcermeyen asma fidelerine asilanmistir. Daha sonra RT-PCR ile VCV’nin as1
yoluyla taginabilecegi dogrulanmistir (Xudong ve Ren, 2022).

2.5.4. Vektor ile tasinma

Cryptic virlislerin tasinmasinda etkili olan vektdr tiirleri belirlenmis degildir.
Kassanis vd. (1977), Beet cryptic virus (BCV)’iin Myzus persicae ile tasinmadigini
bildirmislerdir. Vicia cryptic virus (VCV) (Kenten vd., 1978) ve Carnation cryptic
virus (CarCV) (Lisa vd., 1980) tiirlerinin de yaprak bitleri ile tasinmadigi saptanmustir.
Bunun yan: sira, Cryptic viriislerin fungus, nematod gibi diger muhtemel vektorlerle
taginmas1 arastirtlmamistir. Bu yiizden diger vektorler ile tasinma potansiyeli

bulundugu i¢in bu konuda ¢alismalar yapilmalidir.
2.5.5. Kiiskiit ile tasinma

Yapilan calismalar sonucunda, Cryptic virlislerin kiiskiit ile bulagsmadigi
belirlenmistir. Ornegin, Kassanis vd. (1977), Beet cryptic virus (BCV)’iin; Kenten vd.
(1979) ve Abou-Elnasr vd. (1985), Vicia cryptic virus (VCV)’in kiiskiit ile

taginmadigin bildirmislerdir.

2.6. Trabzon Hurmasinda Enfeksiyon Olusturan Viriis ve Viroid Tiirleri

Giiniimiize kadar Trabzon hurmasimnin, Citrus viroid VI (CVd- VI), Apple fruit

crinkle viroid (AFCVd), Persimmon latent viroid (PLVd) ve Persimmon viroid
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(PeVd), Persimmon viroid 2 (PeVd 2) olmak iizere toplam 5 viroid tarafindan enfekte

edildigi belirlenmistir (Nakaune ve Nakano, 2008; Owens vd., 2012; Ito vd., 2013;

Ruiz-Garcia vd., 2017; King vd., 2018) (Tablo

2.4).

Tablo 2.4. Trabzon Hurmasinda Enfeksiyon Olusturan Viroid Tiirleri

Viroid Tiirii (Kisaltmasi) Cinsi Familyas1
Citrus viroid VI (CVvd- VI) Apscaviroid Pospiviroidae
(Sinonim: Citrus viroid OS)

Apple fruit crinkle viroid (AFCVd) Apscaviroid Pospiviroidae
Persimmon latent viroid (PLVd) Apscaviroid Pospiviroidae
(Sinonim: Persimmon viroid)

Persimmon viroid (PeVd) Apscaviroid Pospiviroidae
Persimmon viroid 2 (PeVd 2) Apscaviroid Pospiviroidae

Diger taraftan Trabzon hurmasinda su ana kadar sekiz viriis tiirii belirlenmistir.
Bunlar, Persimmon virus A (PeVA), Persimmon latent virus (PeLV), Persimmon virus
B (PeVB), Passiflora latent virus (PLV), Persimmon ampelovirus (PAmMpV),
Persimmon polerovirus (PPolV), Persimmon waikavirus (PWaiV) ve Persimmon
cryptic virus (PeCV)’tiir (Ito vd.,2013; King vd., 2018; Cho vd., 2020; Ito ve Sato,
2020; Morelli vd, 2014; Morelli vd., 2015) (Tablo 2.5).

Tablo 2.5. Trabzon Hurmasinda Enfeksiyon Olusturan Viriisler

Viriis Tiirii (Kisaltmasi) Cins Familya

Rhabdoviridae

Persimmon virus A (PeVA) Cytorhviriisovirus

Persimmon latent virus (PeLV) Carlavirus Betaflexiviridae
Persimmon virus B (PeVB) Olivavirus Closteroviridae
Passiflora latent virus (PLV) Carlavirus Betaflexiviridae
Persimmon ampelovirus (PAampV) Ampelovirus Closteroviridae
Persimmon polerovirus (PPolV) Polerovirus Luteoviridae
Persimmon waikavirus (PWaiV) Waikavirus Secoviridae

Persimmon cryptic virus (PeCV) Deltapartitivirus Partitiviridae

2.6.1. Persimmon virus A (PeVA)

Rhabdoviridae familyasi icerisinde yer alan PeVA, Trabzon hurmasi i¢in bu
familyaya ait ilk viriis tiiriidiir. Bu viriisiin, negatif 6zellikte tek sarmal RNA igeren,

Cytohabdovirus cinsine ait oldugu belirlenmistir.

14



Ito vd. (2013), sekans analizi sonucunda, Japonya’da Trabzon hurmasi siirgiin
uclarinda bozukluk goriilen agaclarin PeVA ile enfekteli oldugunu ilk olarak

belirlemislerdir.

2.6.2. Persimmon virus B (PeVB)

PeVB, Closteroviridae familyasina ait Olivavirus cinsi i¢erisinde yer almaktadir.

Bu viriis, pozitif 6zellikte tek sarmal RNA igermektedir.

Ito vd. (2015), Trabzon hurmasi yaprak dokusunda yaptiklari ¢alismada, PeVB’

nin dort farkli varyanttan olusabilecegini one siirmiislerdir.

2.6.3. Passiflora latent virus (PLV)

PLV, Betaflexivirade familyasina ait Carlavirus cinsinin bir iiyesidir. Bu viriis

pozitif 6zellikte, tek sarmal RNA i¢cermektedir.

Cho vd. (2020), Kore’de Trabzon hurmasi yetistiriciligi yapilan bahgelerde
mozaik, kivrilma ve nekroz iceren 21 agacin PLV ile enfekteli oldugunu

saptamiglardir.

2.6.4. Persimmon ampelovirus (PAMpV)

Closteroviridae familyasina ait Ampelovirus cinsi i¢erisinde yer alan PAmpV,

pozitif 6zellikte tek sarmal RNA icermektedir.

Ito ve Sato (2020), zayif gelisim gosteren 20 adet Trabzon hurmasi agacinin ve
iyi gelisim gosteren 14 agacin dort tanesinin PAmpV ile enfekteli oldugunu RT-PCR

yontemi ile belirlemislerdir.

2.6.5. Persimmon polerovirus (PPolV)

PPolV, Luteoviridae familyas icerisinde yer alan pozitif 6zellikte tek sarmal
RNA igeren bir viriis tiriidiir. Bu viriisiin, Polerovirus cinsine ait oldugu
belirlenmigtir. Ito ve Sato (2020), zayif gelisen 20 adet Trabzon hurmas1 agacinin ve

1yi gelisen 10 agacin PPolV ile enfekteli oldugunu RT-PCR ydntemi ile saptamislardir.

2.6.6. Persimmon waikavirus (PWaiV)
PWaiV, Secoviridae familyasina ait Waikavirus cinsi igerisinde yer alan bir viriis

tiirtidiir. Bu viriisiin, pozitif tek sarmal RNA icerdigi belirlenmistir.
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Ito ve Sato (2020), zayif gelisim gosteren 11 adet Trabzon hurmasi agacinin

PWaiV ile enfekteli oldugunu RT-PCR yontemi ile belirlemislerdir.

2.6.7. Persimmon cryptic virus (PeCV)

Persimmon cryptic virus (PeCV) Partitiviridae familyasi, Deltapartitivirus
cinsine ait bir viris tiiridiir. PeCV partikiilleri, izometrik sekilli ve 30 nm ¢apindadir
(Morelli vd., 2012). Viriisiin ¢ift sarmallt RNA (dsRNA) ve iki par¢ali genom yapisi
bulunmaktadir. Bu iki parcali genomik yapi1 monosistroniktir. 1.510 bp’lik RNA1
replikasyondan sorumluyken (RdRp), 1.491 bp’lik RNA2 ise kilif proteininden (CP)
sorumlu bolgeyi kodlamaktadir (Morelli vd., 2015) (Sekil 2.4).

dsRNA-1

» e N
1,577 nt

1

dsRNA-2

5’ _3’
1,491 nt

1

Sekil 2.4. Persimmon cryptic virus’iin iki par¢ali genom yapisi (Morelli vd.,2015)

PeCV’nin gliniimiizde ticari bir antiserumu bulunmadigindan, serolojik olarak
teshisi ve tanist miimkiin degildir. Bu nedenle tanimlamada molekiiler yontemler

kullanilmaktadir.

PeCV enfekteli bitkilerin yapraklarinda simptomlu veya simptomsuz olarak
bulunabilmektedir. Simptomlu agaclarda 6zellikle yaprak yan damarlarinda nekroz

seklinde simptomlar gozlenebilmektedir (Sekil 2.5).

PeCV, diinyada ilk olarak Italya’nin Apulia bolgesinde Trabzon hurmasinda
Morelli vd., (2012) tarafindan tespit edilmistir. PeCV’nin smirli sayida iilkede
goriilmeye basladigina dair ilk raporlar bulunmaktadir (Tablo 2.6).

Morelli vd. (2015), inokulum kaynagi olarak simptom gosteren Trabzon hurmasi
yapragindan izole ettikleri PeCV’1i birka¢ konukcuya inokule etmiglerdir. Takiben 4
haftalik bir goézlem yapmiglardir. Bu konukgular {izerinde hicbir simptoma
rastlamamiglardir. Bunun sonucunda, PeCV’nin mekanik olarak taginmadigini ve

tasinmanin horizontal bir sekilde gergeklestigini belirtmislerdir.



Sekil 2.5. Persimmon cryptic virus’iin Trabzon hurmasi yapraginda olusturdugu damar nekrozu
(Chiumenti vd., 2015)

Tablo 2.6. Trabzon hurmasinda Persimmon cryptic virus enfeksiyonu belirlenen iilkelerin listesi

Ulke Yil Referans

Italya 2012 Morelli vd.

Tirkiye 2016 Morelli ve Arli-S6kmen
Kore 2016 Cho vd.

Ispanya 2017 Ruiz-Garcia vd.

Giliney Amerika 2018 Gregory vd.

Kuzey Makedonya 2019 Jevremovi¢ vd.

Samsun ili Carsamba ilgesinde bulunan Trabzon hurmasi bahgesinde yiiriitillen
bir ¢aligmada, agaglarin yaprak damarlarinda nekrotik ¢izgilenme seklinde viriis-
benzeri simptomlara rastlanmigtir. Bu simptomlu agaglardan hem yaprak hem de
stirglin 6rnegi alinmistir. Alinan 6rnekler PeCV’nin RNA-2 tarafindan kodlanan kilif
protein bolgesine 6zgli primer ¢ifti kullanarak RT-PCR yontemi ile test edilmistir.
Agaroz jel elektroforez yontemi sonucunda, beklenen biiyiiklikkte (144 bp) DNA
fragmenti elde edilmistir. Elde edilen PCR f{iriinii, pSC-A-amp/kan vektoriine
klonlanmis ve sonrasinda PeCV’ nin kismi baz dizisi elde edilmistir. Calisma
sonucunda, BLAST analizi ile Samsun izolatinin Italyan izolat1 SSPI (HE805114) ile
%96 oraninda niikleotit diizeyinde benzerlige sahip oldugu ortaya konulmustur

(Morelli ve Arli-Sokmen, 2016).

Cho vd. (2016), Kore’de PeCV ve PeVA’nin varligimi belirlemek igin ticari
olarak Trabzon hurmasi iretimi yapilan bahgelerden toplam 77 adet agag
incelemislerdir. Iki adet nekrozlu yaprak, 1 adet mozayikli yaprak ve 74 adet
simptomsuz yaprak Ornegi toplamislardir. dsRNA izolasyonu ve gen-spesifik

primerler kullanarak uygulanan RT-PCR sonucunda, 67 6rnegin PeCV, 11 6rnegin
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PeVA ve 9 6rnegin hem PeCV hem de PeVA ile enfekteli oldugunu belirlemislerdir.
Calismada elde edilen izolatlar BLAST analizi ile karsilastirildiginda, %99 oraninda
Italyan PeCV izolati SSPI (HE805114) ve %98 oraninda Japon PeVA izolati
(AB735628) ile benzerlik gosterdiklerini saptamislardir.

Ruiz-Garcia vd. (2017), Ispanya’nin Akdeniz bélgesinde bulunan Trabzon
hurmasi agaclarindan 5 adet simptomlu ve 5 adet simptomsuz 6rnek alip analiz
etmiglerdir. RT-PCR i¢in PeCV’nin spesifik primerlerini (CryKaF ve CryNeR)
(Morelli vd., 2015) kullanmislardir. Dokuz 6rnekte RNA polimeraz ve kilif proteinine
karsilik gelen sirasiyla 608 ve 593 bp’lik bolgeyi ¢ogaltip, niiklotid dizilerini elde
etmislerdir. Ayrica BLAST analizi ile ispanya izolatlarinin, Italyan izolatinin RNA
polimeraz geni ile %99,8 ve kilif protein geni ile %99,2 oraninda genetik benzerlik

gosterdigini ortaya ¢ikarmislardir.

Gregory vd. (2018), Giiney Amerika’nin Georgia Eyaletinde bulunan Telfair
bolgesinde yer alan Trabzon hurmasi agaclarindan toplanan 10 Ornegi, farkl
patojenlere karst PCR yoOntemiyle analiz etmiglerdir. Bu patojenler igerisinde
Persimmon cryptic virus, Xylella fastidosa, Apple fruit crinkle viroid, Persimmon
viroid 1, Persimmon viroid 2, Citrus viroid VI, Persimmon latent virus ve Persimmon
virus A yer almaktadir. PeCV’yi analiz etmek i¢in viriise 6zgii primerler (Morelli vd.,
2015) kullanarak RT-PCR yo6ntemini uygulamiglardir. RT-PCR sonucunda, 8 6rnegin
X. fastidosa ve 10 drnegin ¢aligmada arastirilan biitiin patojenler ile enfekteli oldugunu

tespit etmislerdir.

Jevremovi¢ vd. (2019), Kuzey Makedonya’nin giineydogusundaki Valandova’
daki Trabzon hurmasi bahgelerindeki agaglarin yapraklarinda damar nekrozu ve damar
aralarinda sararmaya neden olan etmeni belirlemek amaciyla caligsmiglardir. Bes
agactan 4 adet simptomlu ve 1 adet simptomsuz yaprak drnegi toplamislardir. CTAB
yontemi (Li, vd., 2008) ile taze yapraklardan dsRNA’lar1 izole etmislerdir. PeCV’ye
Ozgii primerler (Morelli vd., 2015; Cho vd., 2016) kullanilarak uygulanan RT-PCR
sonucunda, simptomlu Orneklerin tamaminda PeCV tespit edilirken, simptomsuz
ornekte tespit edilmemistir. Elde edilen niikleotit dizilerinin, GenBank veritabaninda
bulunan 6 PeCV izolat1 ile yliksek diizeyde (%96,5-100) benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. Kuzey Makedonya izolatlarinin, Ispanya izolatlar1 ile en yiiksek (%100)

niikleotid dizilimine sahip oldugu belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Trabzon Hurmasi Yaprak Ornekleri

Samsun ili Carsamba il¢esinde bulunanTrabzon hurmasi kapama bahgelerinde
PeCV-benzeri simptom sergileyen agaglar ile simptom goézlenmeyen agaglardan
Yontem 3.2.1°deki gibi alinan yaprak oOrnekleri, g¢alismanin ana materyalini

olusturmustur.
3.1.2. dsRNA izolasyonunda Kullanilan Tampon Cézeltiler
I. Lysis Buffer

200 mM (2.422 gr) Tris, 500 mM (2.922 gr) NaCl, 10 mM (0.203 gr) MgClz, 3
gr SDS, 10% (10 ml) Ethanol ve 1% (1 ml) 2-mercaptoethanol

Yukaridaki kimyasallar (ethanol ve 2-mercaptoethanol hari¢) 80 ml saf su
icerisinde karistirildiktan sonra otoklav igerisinde 121°C’de 20 dk boyunca sterilize
edilmistir. Daha sonra bu karigimin igerisine ethanol ve 2-mercaptoethanol ilave

edilerek kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.
Il. IXSTE

10 mM (0.121 g) Tris, 10mM (0.827 ml) HCI, 100 mM (0.584 g) NaCl, 1 mM
(0.037 g) EDTA

Yukaridaki kimyasallar 100 ml saf su icerisinde ¢oziilmiis ve pH: 8.0 olacak

sekilde ayarlanmistir. Bu karisim otoklavda steril edilmistir.
II1. %16 Ethanol iceren STE

Daha 6nceden hazirlanan ve steril edilen 1XSTE tampon ¢ozeltisinden 42 ml

alinarak, tizerine 8 ml absolute ethanol ilave edilmistir.
3.1.3. Agaroz Elektroforez Jel Yonteminde Kullanilan 1XTBE Tamponu

Asagidaki kimyasallar 1 It saf su i¢erinde ¢6ziilmiis ve otoklavda 121 °C’de 20
dakika steril edilmistir.

89 mM (10.8 g) Tris base, 89 mM (5.5 g) Boric acid, 2 mM (0.337 g) EDTA
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3.1.4. Test Bitkileri

PeCV izolatlarinin orijinal konukg¢usu olan Trabzon hurmasi disinda, baska
konukgulara laboratuvar kosullarinda mekanik olarak bulastirilip bulastirilamadiginin
belirlenmesi amaciyla gesitli test bitkileri kullanilmistir (Tablo 3.1). Bu bitkilerin
tohumlari, Ondokuz Mayis Universitesi Bitki Koruma Boliimii Viroloji

laboratuvarindan temin edilmistir.

Tablo 3.1. Mekanik inokulasyonda Kullanilam Test Bitkileri

Bilimsel Ad1 Tiirkgesi
Nicotiana glutinosa L. Titiin
N. rusticia L. Tiitlin
Vigna unguiculata L. Boriilce
Phaseolus vulgaris L. Fasulye
Capsicum annuum L. Biber
Cucumis sativus L. Hiyar

A. Tiitiin (Nicotiana glutinosa L., N. rusticia L.)

Tiitiin, bitki sistematiginde Solanaceae (Patlicangiller) familyasinda, Nicotiana
cinsine ait olan, genellikle yillik olarak yetisen bir bitkidir (Kishore, 2014). Anavatani

Amerika Kitasi’dir. Diinya genelinde 70’ten fazla bilinen tiitiin tiirii bulunmaktadir.

B. Boriilce (Vigna unguiculata L.)

Boriilce, Leguminosae (baklagiller) familyasinin Papilionacea (kelebek
cicekliler) alt familyasinda yer alan tek yillik bir bitki tiirtidiir. Boriilcenin anavatan
Giiney Asya, Hindistan ve Afrika’dir (Ehlers ve Hall, 1997). Bu ¢alismada kullanilan

boriilce ¢esidi Sirma’dir.

C. Fasulye (Phaseolus vulgaris L.)

Fasulye, Fabaceae familyasinin bir iiyesidir (Nwokolo, 1996). Anavatani Giiney
Amerika Kitasi’dir. Diinyada fasulyenin 230 civarinda tiiriiniin oldugu ve bunlarin 20
adedinin insan beslenmesinde kullanildigi, en fazla yetistiriciligi yapilan tiiriin ise
Phaseolus vulgaris oldugu bilinmektedir (Giinay, 2005). Bu ¢alismada Magnum
Fasulye ¢esidi kullanilmistir.
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D. Biber (Capsicum annuum L.)

Biber, Solanaceae (Patlicangiller) familyasinda yer alan Capsicum cinsinin bir
tiyesidir (Andrews, 1999). Tek yillik bir bitki tiiriidiir. Anavatan1 Amerika Kitasi
olarak bilinmektedir. Bu ¢alismada Kandil Dolma biber ¢esidi kullanilmastir.

E. Hiyar (Cucumis sativus L.)
Hiyar, Cucurbitaceae (Kabakgiller) familyasina ait olup tek yillik bir bitki
tiriidiir (Tatlioglu, 1993). Anavatan1 Hindistan’dur.

3.2. Yontem

3.2.1. Survey ve Orneklerin Alinmasi

Survey calismasi, Samsun Il Tarim ve Orman Miidiirliigii’niin 2020 verilerine
gore planlanmistir. Caligma baslangicinda, 2020 yili verilerine goére Samsun ilinde
Trabzon hurmasi iretiminin yapildigi 4 adet kapama bahgeye gidilerek survey
yapilmasi ve 6rnek alinmasi ongoriilmiistiir. Bahgelerin {iretim alanlar1 ve alinmasi
planlanan 6rnek sayilar1 Tablo 3.2°de ve Carsamba ilgesinde 6rnek alinmasi planlanan
koylerin lokasyonlar1 Sekil 3.1°de verilmistir. Trabzon hurmasi yetistiriciligi yapilan
kapama bahgelere 2021 yili vejetasyon doneminde gidilerek PeCV-benzeri simptom
gosteren ve simptomsuz agaclardan yaprak 6rnekleri toplanmustir. Surveyler sirasinda,
yaprak orneklerinin agacin farkli yonlerine ait dallardan alinmasina dikkat edilmistir.
Ornekler ayr1 ayri etiketlenerek polietilen torbalara yerlestirilmis ve Bitki Koruma
Boliimii Viroloji Laboratuvarinda buzdolabinda +4°C’de en fazla 1 hafta muhafaza
edilmistir. Daha sonra 6rnekler siv1 nitrojen yardimiyla mikrosantrifiij tiipii i¢erisinde
ezilmis ve dsRNA ekstraksiyon islemine kadar —80°C’de saklanmustir.

Tablo 3.2. Samsun ili Carsamba ilcesinde Trabzon Hurmasi Kapama Bahce Uretim Alanlar1 ve
Alinmasi Planlanan Ornek Sayilari

Koy Ornek Sayisi
Alan (da) Simptomlu Simptomsuz

9
Yukar1 Dikencik 5 5

4
Kemer 55 3 3
Egrikum 85 10 10
Toplam 103.5 18 18

36

Genel Toplam

*(Ornekleme yapilacak kdy ve alan bilgileri 2020 yilinda Samsun il Tarim ve Orman Miidiirliigii’nden
elde edilmistir.
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Sekil 3.1. Samsun ili (A) Carsamba ilgesinde (B) 6rnek alinmasi planlanan kdyler. Harita B’de siyah
daire sembolil Yukaridikencik, kirmizi iiggen Kemer, sar1 kare Egrikum koylerini gostermektedir

3.2.2. Persimmon cryptic virus’iin Mekanik Inokulasyon Yontemi ile

Tasinmasinin Arastirilmasi

PeCV’nin mekanik olarak tasinma c¢alismalarinda kullanilan test bitkilerinin
(Tablo 3.1) tohumlari, 4 tekerriir olacak sekilde steril torfigeren 7 cm ¢apindaki plastik
kaplara ekilmis ve daha sonra kontrollii (25°C giindiiz, 20°C gece ve 14 saat
fotoperyot) iklim odasmna yerlestirilmistir. Test bitkilerine haftanin 3 giini

(Pazartesi/Carsamba/Cuma) olmak {izere su verilmistir.

PeCV izolatlariin bitki 6z suyu ile tasinma durumunu incelemek ve biyolojik
karakterizasyonu i¢cin  Trabzon hurmasit yetistiriciligi  yapilan = Yukan
Dikencik/Durakbasi Koyiine 2022 yili vejatasyon déneminde gidilmis, inokulum
kaynagi olarak kullanilmak {izere simptomlu agaglardan taze yaprak Ornekleri
alinmigtir. Yaprak dokulari steril havan igerisinde %0,1 Sodyum siilfit (Na2SOz) ve
%0.2°1ik 2-mercaptoethanol igeren fosfat tampon ¢ozeltisinde (%1 KoHPOs) 1:5
oraninda (1 gr yaprak: 5 ml ¢ozelti) sulandirilarak homojenize edilmistir. Elde edilen
bitki 6z sulari, 400 mesh’lik karborandum tozu (Silikon Carbide, SIGMA) ile
tozlanmig saglikli test bitkilerinin yapraklarina 2 tekerriirlii olacak sekilde inokule

edilmistir. Biber ve tiitiin bitkileri 4-6 yaprakli donemdeyken, fasulye bitkileri primer
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yaprak doneminde, hiyar ve boriilce bitkileri ise kotiledon yaprakli donemde viriis ile
inokule edilmistir. inokule edilen bitkilerin yapraklart musluk suyu altinda yikanmis
ve daha sonra bitkiler iklim odasina (25°C giindiiz, 20°C gece ve 14 saat fotoperyot)
yerlestirilmistir. Test bitkilerinin yapraklari, dort hafta boyunca haftalik olarak

simptom bakimindan kontrol edilmistir.
3.2.3. dsRNA izolasyon Yontemi

Surveyler sirasinda alinan simptomlu ve simptomsuz Trabzon hurmasi
yapraklari, dSRNA izolasyonu i¢in en uygun 6rnek miktarinin belirlenmesi amaciyla

0.5 gr, 1 gr ve 1.5 gr olmak iizere 3 farkli agirlikta 6rnek grubuna ayrilmistir.

Ayrica, PeCV ile enfekteli yaprak drnekleri kullanilarak, mekanik olarak inokule
edilen test bitkilerinin (Tablo 3.1) yapraklarindan dsRNA’lar izole edilmistir.
Uygulama i¢in yaprak 6rnegi alinmadan 6nce test bitkilerinin fotograflar: ¢ekilmistir.
Test bitkilerinin inokule edilen yapraklarindan ve inokule edilmemis olan {ist

yapraklarindan ayr1 ayr1 1.5 gr 6rnek alinarak dsRNA izolasyonunda kullanilmaistir.

Bu calismada, Khabbazi vd. (2017)’nin dsRNA izolasyon yontemi modifiye
ederek asagidaki sekilde uygulanmistir

Uygulama Basamaklar:

e Her biri 0.5 g olan ve daha 6nceden sivi nitrojende ezildikten sonra -80°C’de
saklanan yaprak dokular1 (Boliim 3.1.1), 2 ml mikrosantrifiij tiipti igerisinde 2 ml lysis
buffer (Bolim 3.1.2.) yardimiyla ve steril ekstraksiyon ¢ubugu ile homojenize
edilmistir (Sekil 3.2).

¢ Homojenize edilen s1v1 2 ml’lik steril mikrosantrifiij tiipiine 1 ml olacak sekilde
paylastiriimistir.

e Mikrosantrifiij tiipleri 10 sn vortex (Isolab) ile karistirilip 37°C’de 1s1tic1 blokta
(Benchmark) 10 dk inkiibe edilmistir.

¢ Daha sonra karigima 1:1 oraninda kloroform ilave edilip, 11.300 rpm’de 20 dk
+4°C’de santrifiij edilmistir.

e Ustte kalan s1v1 faz yeni bir tiipe aktarilmistir ve tiipiin icerisine 1:1 oraninda
tekrardan kloroform ilave edilip, 7 dk 11.300 rpm’de +4°C’de santrifiij edilmistir. (Bu
basamak doku pargalarinin uzaklastirilmasi igin tekrar edilebilir).

e Ustte kalan s1v1 faz yeni bir tiipe aktarilmis ve iizerine 0.2 ml absolute ethanol

ilave edilmistir (1 ml supernatant i¢in 0.2 ml absoulute ethanol ilave edilir). Elde edilen
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karigim alt-iist edilerek karistirtlmistir ve takiben tiipler 11.300 rpm’de +4° C’de 5 dk
santrifiij edilmistir.

e Santriflij sonras1 her bir tiip i¢in 15 mg seliiloz fibers (Katalog no: C6288,
Sigma Aldrich, ST. Louis, MO, USA) dlgiilerek tiiplere aktarilmistir. Tiipler giiglii bir
sekilde karistirilip oda sicakliginda 15 dk inkiibasyona birakilmistir. [Khabbazi vd.
(2017)’de bu asamada, dsRNA’lar1 absorbe edebilmek i¢in Seliilloz fibers yerine
Whatman Seliilloz CF-11 kullanilmistir. Ancak artik diinyada CF-11 iiretimi mevcut
olmadigindan dolay1, bu ¢alismada dsRNA’lar1 absorbe etmek i¢in Sigma’nin Seliiloz
fibers’i kullanilmaya ¢alisilmistir].

e Seliiloz fibers ilave edilip inkiibe edildikten sonra 6rnekler 11.300 rpm’de
+4°C’de 7 dk santrifiij edilmistir.

o Santrifiijii takiben, istte kalan siv1 kisim dokiilerek uzaklastirilmis ve 1 ml
yikama ¢ozeltisi (%16 ethanol iceren 1xSTE buffer (Boliim 3.1.2.) ilave edilip, tiipler
alt-iist edilerek iyice karistirilmigtir.

e Daha sonra &rnekler 11.300 rpm’de +4°C’de 5 dk santrifiij edilmistir. Ustte
kalan sivi kisim dokiilerek peletten uzaklastirilmis ve yikama islemi tekrar edilmistir.

e Pelet 150 pl 1xSTE (Bolim 3.1.2.) ile karistirilmis ve oda sicakliginda 15 dk
inkiibasyona birakilmistir.

e Daha sonra tiipler 11.300 rpm’de +4°C’de 5 dk santrifiij edilmis ve lstteki sivi
faz yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilmigtir. Bu asamada baslangigta 0.5 gr yaprak
dokusu 6rnegi kullanildig i¢in 0.5 gr, 1 gr ve 1.5 gr olacak sekilde ornekler tek tiip
igerisine toplanmustir (0.5 gr i¢in 2 tiip, 1 gr i¢cin 4 tiip ve 1.5 gr i¢cin 6 tip
birlestirilmistir).

e Tek tiipe toplanan 6rnege, hacminin 2 kati olacak sekilde absolute ethanol ilave
edildikten sonra -20° C’de 1 saat inkiibe edilmistir.

o Tiip icerisindeki dSRNA’nin ¢oktiirilmesi i¢in 6rnekler +4°C’de 11.300 rpm’
de 20 dk boyunca santrifiij edilmistir.

e Tiip icerisinde olusan pelet, 15 dk oda sicakliginda kapagi acgik bir sekilde
kurumaya birakilmstir.

eEn son asamada pelet 30 pul RNase icermeyen ddH2O ile ¢oziilmiis ve
orneklerin toplam RNA konsantrasyonlar1 Implen Marka nanospektrofotometrede

Olciilmiistiir. Daha sonra 6rnekler, kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmistir (Sekil
3.2).
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Sekil 3.2. dsRNA izolasyon yontemi agamalarinin sematik goriintiisii

3.2.4. Tek Asamal Reverse-Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-PCR) Yontemi ile PeCV’nin Kilif Protein (CP) Gen Bolgesinin

Cogaltilmasi

dsRNA izolasyonu tamamlanmis olan 6rneklerde, PeCV’nin varligint molekiiler

diizeyde tespit edebilmek i¢in tek agsamali RT-PCR yontemi uygulanmistir. RT-PCR

ile PeCV’nin dSRNA-2 tarafindan kodlanan kapsid protein (CP) genine 6zgii olan bir

cift primer (CryKaF ve CryNeR), orneklerdeki PeCV bulasikliginin belirlenmesi i¢in

kullanilmistir (Tablo 3.3). Bu primer dizisi, PeCV’nin CP bolgesinin sadece 144 bp

biiyiikliigiindeki kismini ¢ogaltabilmektedir. Caligmanin ikinci asamasinda, kapsid
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protein bolgesine 6zgii daha biliylik bir bolgeyi cogaltabilen bir ¢ift primerin
kullanilmasima ge¢ilmistir. PeCV ile bulasik oldugu saptanan orneklerden 4 tanesi
secilerek, ikinci bir primer c¢ifti (PeCpF ve PeCpR), PeCV kapsid protein gen
bolgesinin (1491 bp) énemli bir bolimiiniin (994 bp) ¢ogaltilmasi i¢in kullanilmistir
(Tablo 3.3.). Caligmada kullanilan primerlerin baglanma pozisyonlar1 Sekil 3.3’de

verilmigtir.

Tablo 3.3. PeCV-Kapsid Protein (CP) Geninin RT-PCR Yontemi ile Cogaltilmasinda Kullanilan

Primerler
Primer Uriin
Ozellik Baz dizisi (5°........ 3’) Literatiir  Biiyiikliigii

Kodu (bp)
CryKaF Sense ACGTCCACGACCGATTGTGC .

Morelli 144
CryNeR Antisense ~ ACGAAGACACGTAACACGCAG vd., 2014

TGG

Cho vd.,
PeCpF Sense TTCCAATGGCAGACCAAGG

2016

994
PeCpR Antisense GTCCGATACTCTGCTGCTCC Bu ¢alisma
dsRNA-1
4 1,577 nt
dsRNA-2
L R —
; 1,491 nt
CryKaFp 4CryNeR
> S ¢
288 428
PeCpF)p 4qPeCpR
- 00
1017

Sekil 3.3. PeCV’nin kapsid protein bolgesinin RT-PCR ile ¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin
pozisyonlari

CP bolgesi icin tek asamali Qiagen One Step RT-PCR protokolii denenmistir.
CP bolgesi icin 10 ul PCR reaksiyon icerigi asagidaki karisimdan olusturulmustur
(Tablo 3.4). RT-PCR bilesenlerini karistirmadan 6nce dsRNA’lar, 80°C’ye ayarlanmis
1s1tict blokta (Benchmark) 5 dk boyunca 6n denatiirasyon iglemi i¢in inkiibe edilmistir.

Hemen sonra buz icerisine konularak sogutulmustur.
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PeCV CP bolgesinin amplifikasyonu i¢in uygulanan reaksiyon basamaklari,
sicakliklar ve dongii sayilart Tablo 3.4’te verilmistir. Reaksiyonlar MJ Mini PCR
Thermocycler (Bio-Rad) kullanilarak gergeklestirilmistir.

Tablo 3.4. Tek Asamali RT-PCR Reaksiyon Karisimimin Icerigi

Reaksiyon Karisimi Hacim Son Konsantrasyon
(ub)

RNase-free H20 3.375

5% QIAGEN One Step RT-PCR tamponu* 2

dNTP Mix (10 mM) 04 Herbir ANTP i¢in 400 uM

Primer (sense) 0.6 0.1 uM

Primer (antisense) 0.6 0.1uM

QIAGEN One Step RT-PCR Enzim Mix 0.4

RNase inhibitor (Thermo-40 U/ pul) 0.125

Toplam 10

* 5 x QIAGEN One Step RT-PCR tamponu toplam 12,5 mM MgCl; igerir.

Tablo 3.5. PeCV’nin Tanilanmasi ve Kapsid Protein Gen Bolgesinin Cogaltimi i¢in Kullanilan Tek
asamali1 RT-PCR kosullari

Basamak Sicaklik Siire Dongii
cDNA sentezi 50°C 30 dk 1
Ilk denatiirasyon 95°C 15 dk 1
Denatiirasyon 94°C 1dk 35
Primer baglanma 58°C (CryKaF CryNeR) 1dk 35
52 °C (PeCpF-PeCpR) 455
Uzama 72°C 1dk 30 sn 35
Son uzama 72°C 10 dk 1

3.2.5. Agaroz Jel Elektroforez Yontemi

RT-PCR amplifikasyonundan sonra drneklerin analizi i¢in %]1°lik agaroz jel
hazirlanmistir. Oncelikle 50 ml’lik 1XTBE tampon ¢dzeltisi igerisine 0.5 g agaroz
ilave edilmistir. Daha sonra mikrodalga firin igerisinde seffaf bir goriintii elde
edilinceye kadar 1sitilarak erimesi saglanmistir. Karisim elle tutulabilecek diizeydeki
sicakliga gelinceye kadar sogumaya birakilmistir. Sonra icerisine PCR sonucu olusan
bantlarin ultraviyole (UV) 1s181nda goriintiilenebilmesi i¢in 2.5 pl ethidium bromiir (10
mg/ml) ilave edilmis ve hafif¢e karigtirilmistir. Jel tabagina uygun tarak yerlestirilerek
hazirlanan agaroz bu tabagin icerisine dokiilerek 30 dk boyunca polimerize olmasi igin

bekletilmistir. Daha sonra jel tabagi elektroforez tanki (Biorad) igerisine yerlestirilmis
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ve tarak jelden dikkatli bir sekilde ¢ikarilmistir. Yerlestirilen jelin iist kismin1 gegecek

sekilde elektroforez tankinin igerisine 1 XTBE tampon ¢6zeltisi eklenmistir.

PCR’de ¢ogaltilan DNA f{iriinlerinin jel igerisinde ilerlemesine yardimci olmak
amaciyla oOrneklere yiikleme oOncesi 6XTriTrack DNA Loading Dye (Thermo
Scientific™) ilave edilmistir. PCR reaksiyonundan 8 pl alinarak igerisine 2 pl 6X
TriTrack DNA Loading Dye ilave edilmistir. Karigim pipet yardimiyla alinarak jelde
bulunan kuyulara yiiklenmistir. Cogaltilan DNA parcalarinin boyutunu tespit etmek
i¢in 6rneklerin basindaki kuyuya 1 kb DNA Ladder (Katalog no: SM0314, Promega)
ve sonundaki kuyuya 100 bp’lik DNA Ladder (Katalog no: 07-11-00050, Solis
BioDyne) yiiklenmistir. Elektroforez tankinin (Biorad) gii¢ kaynaginin baglantisi
saglanarak PCR reaksiyon triinleri horizontal elektroforez cihazinda 85 V'da 1 saat
kosturulmustur. Takiben jel goriintiileme cihazinda (Biorad) PCR fiiriinleri incelenmis

ve jeldeki iirlinlerin goriintiileri fotograflanmistir.

3.2.6. PeCV’nin Kilif Protein (CP) Bolgesinin Niikleotid Dizisinin Elde

Edilmesi

Bolim 3.2.4’te ¢ogaltimi saglanan ve beklenen biiyiikliikte {irlin veren dort
ornege ait RT-PCR firtinleri, sekans hizmeti saglayan yurt i¢indeki bir firmaya (BM
Laboratuvar Sistemleri, Ankara) niikleotid dizi analizi i¢in gonderilmistir. Hizmet
alimi kapsaminda baz dizileri, Sanger Dizileme Yontemi ile elde edilmistir. Sekans
analizi sonrasinda PeCV izolatlarinin ileri ve geri yonlii primer dizileri ile elde edilen
ham sekans sonuglart MEGA 11 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
programinda ClustalW (Thompson vd., 1994) yontemi kullanilarak hizalanmistir.
Ayrica her iki yondeki (forward ve reverse) okumaya ait sekans verilerinin konsensus
dizileri, GenBankas1 (NCBI; National Center for Biotechnology Information) internet
kaynagindan (www.ncbi.nlm.nih.gov) indirilen diger PeCV izolatlarina ait sekans
verileri ile BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) analizine tabi tutularak

kiyaslanmistir.
3.2.7. PeCV lzolatlarinin Molekiiler Filogenetik iliskisi

Sekans analizinden sonra PeCV izolatina ait diizgiin okunan kisimlar alinarak
elde edilen konsensus dizileri ve NCBI’dan indirilen PeCV izolatlarinin niikleotit
dizileri ClustalW (Thompson vd., 1994) yontemi ile ¢oklu dizi hizalamasina tabi
tutulmustur. Daha sonra MEGA 11 (Tamura vd., 2021) yaziliminda yer alan Neighbor-
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Joining yontemi (Saitou ve Nei, 1987) kullanilarak ve izolatlarin evrimsel uzakliklari
Maximum Composite Likelihood yontemi (Tamura vd., 2004) ile hesaplanarak
filogenetik aga¢ olusturulmustur. Filogenetik analizde 10 PeCV izolatina ve 7 diger
Cryptic viriise ait sekans verisi kullanilmistir. Bootstrap (se¢-bagla tahmin testi) degeri

olarak 1000 alinmistir (Felsenstein, 1981).

Tablo 3.6. Filogenetik Analizde kullanilan PeCV izolatlari

GenBank Izolat Adx Ulke Kaynak
Kayit No
KT962117 Samsun S3 Tiirkiye Morelli ve Arli-Sokmen, 2016
LC427233 Persimmon Kore Lee vd., Yayinlanmadi
MF804511 FuyuTCGA4 Giineydogu ABD Gregory vd., Yayinlanmadi
MK931292 MK-PeCV-4 Kuzey Makedonya  Jevremovic ve Paunovic, 2019
MK722176 ~ MK-PeCV-1 Kuzey Makedonya  Jevremovic ve Paunovic, 2019
KX352444 Algemesi Ispanya Ruiz-Garcia vd., Yayinlanmadi
HE805114 SSPI Italya Morelli vd., 2015
AB968365 KO Kore Cho vd., Yaynlanmadi
MW767387 - ABD Bahder vd., Yaymlanmadi
MH898511 Cho Kore Jo ve Cho, Yayinlanmadi
BK013323 China Cin Sidharthan vd., 2021
MHB898488  Won Kore Jo ve Cho, 2018
MK731958 BCV2-JKI Almanya Gaafar vd., 2019

1825732
NC_040484 MCV2 Brezilya Vasconcelos vd., Yaymlanmadi
MG542621 Neapolitan ABD Safari ve Roossinck, Yayinlanmadi
LC325818 Tur Tiirkiye Yoon vd., Yaymlanmadi
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4. BULGULAR

4.1. Surveyler ve Orneklerin Toplanmasi

Calisma baslangicinda, 2020 yili Samsun il Tarim ve Orman Miidiirliigii
verilerine gore Carsamba ilgesinde Trabzon hurmasi iiretiminin yapildigi 4 adet
kapama bahgeye gidilerek survey yapilmasi ve 6rnek alinmasi planlanmistir. Ancak
2021 yilindaki survey calismalari sirasinda Carsamba ilgesinde Yukar1 Dikencik ve
Kemer koylerinde yer alan 2 bahg¢edeki Trabzon hurmasi agaglarinin sokiilerek, yerine
findik bitkilerinin dikildigi gézlenmistir. Bu nedenle, Carsamba ilgesi Yukaridikencik
ve Egrikum koylerinde yer alan sadece iki adet kapama Trabzon hurmasi bahgesinde
survey ¢alismalar1 gergeklestirilebilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Samsun ili Carsamba ilcesinde Ornek Alinan Trabzon Hurmasi Kapama Bahge Uretim
Alanlar1 ve Toplanan Ornek Sayilari

Ornekleme Yapilan Koy Alan (da) Simptomiu Omesl;msgi’cl)sr‘:muz
Yukar1 Dikencik/Durakbasi 16 7 7
Egrikum/Cayvar 18.5 7 7
Toplam 34.5 14 14
Genel Toplam 8

Survey calismalar1 sirasinda, Trabzon hurmasi bahgelerinde vejetasyon
doneminde PeCV-benzeri simptom gdsteren ve simptomsuz agaclardan yaprak
ornekleri toplanmigtir. Simptom sergileyen agacglarda yaprak yan damarlarinda nekroz
gozlenmistir (Sekil 4.1). Surveye dahil edilen bahgelerden 14 simptomlu ve 14
simptomsuz olmak iizere toplam 28 6rnek alinmigstir. Her bahgeye ait toplanan 6rnekler
calismada kullanilmak {izere laboratuvara getirilmis ve dsRNA izolasyonu ve bitki 6z

suyu ile mekanik inokulasyon ¢alismalarinda kullanilmistir.
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Sekil 4.1. Ornekleme yapilan Trabzon hurmasi bahgeleri ve PeCV-benzeri yaprak simptomlari. A)
Carsamba-Yukar1 Dikencik Durakbagi Kdyii’ne ait Trabzon hurmasi fidanligr B) Carsamba-
Egrikum Cayvar Koyii’ne ait Trabzon hurmasi bahgesi C) Trabzon hurmasi yapragmin alt ve D)
Ust kisimlarinda goriilen yaprak yan damarlarinda nekroz simptomu

4.2. Trabzon Hurmas: Yapraklarindan dsRNA’larin izolasyonu

dsRNA izolasyonu, hem PeCV-benzeri simptom gosteren hem de simptomsuz
Trabzon hurmasi agaglarinin yapraklarindan {i¢ farkli yaprak agirlig: (0.5 gr, 1 gr, ve
1.5 gr) kullanilarak Yontem 3.2.3’te agiklandigi sekilde gergeklestirilmistir. Daha
sonra dsRNA izolasyon isleminin basaris1 hakkinda fikir elde edebilmek igin
nanospektrofotometre ile toplam RNA konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Orneklere ait

RNA konsantrasyonlari ve A260/A280 oranlar1 Tablo 4.2°de verilmistir.



Tablo 4.2. Trabzon Hurma Yaprak Orneklerine ait Toplam RNA Konsantrasyonlar1 ve A260/280

Degerleri
Ornek Kodu Konsantrasyon A260/280
(ng/ml)

Car-Yuk 4 0.76 1.727
Car-Yuk 10 -* -
Car-Yuk 5/6 - -
Car-Yuk 1 4.24 2.083
Car-Yuk 7 2.60 2.097
Car-Egri 3 - -
Car-Egri 13 - -

*  QOlgiim degeri vermedi.

4.3. Reverse Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
Yontemi ile Persimmon cryptic virus (PeCV)’iin Belirlenmesi

PeCV’nin kapsid protein (CP) gen bodlgesinin ¢ogaltimi i¢in, ilk asamada gene
0zgii primerler (CryKaF ve CryNeR) (Tablo 3.3) kullanilmigtir. RT-PCR yonteminin
uygulanmasi sonucunda, 0.5 g ve 1 g yaprak 6rnegi kullanilarak elde edilen dsRNA
ornekleri (Car-Yuk 4, Car-Yuk 10 ve Car-Yuk 5/6) ile herhangi bir PCR iiriinii elde
edilememistir (Tablo 4.3) (Sekil 4.2, 4.3). Sadece 1.5 g olan hem simptomsuz hem de
simptomlu yaprak ornekleri ile ger¢eklestirilen RT-PCR sonucunda yeterli miktarda
(144 bp) amplifikasyon {irlinii gézlenmistir (Tablo 4.3) (Sekil 4.3, 4.4, 4.5).

Tablo 4.3. dsRNA izolasyonunda Kullanilan Simptomlu/Simptomsuz Ornek Miktarlar1 ve RT-PCR

Sonuglari
PeCV lzolatlan Simptom Ornek Miktar: RT-PCR Uriin
Car-Yuk 4 + 0.5¢r -
Car-Yuk 10 - 0.5¢9r -
Car-Yuk 5/6 + lgr -
Car-Yuk 1 + 15¢r +
Car-Yuk 7 - 15¢r +
Car-Yuk 13 - 15¢r +
Car-Egri 3 + 15q¢r +
Car-Egri 6 + 15q¢r +
Car-Egri 13 - 15¢r +
Car-Egri 16 - 15q¢r +
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Sekil 4.2. CryKaF ve CryNeR primerleri ve Trabzon hurmasi yapraklarindan izole edilen dsRNA’lar
kullanilarak uygulanan Tek Asamali (One-Step) Reverse transkripsiyon-polimeraz zincir
reaksiyonuna ait %1’lik agaroz jel elektroforez sonucu. M1: 1 KB Ladder (Katalog : SM0314,
Promega), M2: 100 bp DNA Ladder (Katalog no: 07-11-00050, Solis BioDyne), 1: 0.5 gr
simptomlu Car-Yuk 4 izolati, 2: 0.5 gr simptomsuz Car-Yuk 10 izolat1

Sekil 4.3. CryKaF ve CryNeR primerleri ve dsRNA’lar kullanilarak elde edilen One-Step RT- PCR
amplifikasyon firtinlerine ait %1°lik Jel Elektroforez Sonucu. M1: 1 KB Ladder (Katalog no:
SM0314, Promega), M2: 100 bp DNA Ladder (Katalog no: 07-11-00050, Solis BioDyne), 1: 1.5
gr simptomlu Car-Egri 3 izolati, 2: 1.5 gr simptomsuz Car-Egri 13 izolati, 3: 1 gr simptomlu Car-
Yuk 5/6 izolat1
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M1 1 2 M2

Sekil 4.4. CryKaF ve CryNeR primerleri kullanilarak elde edilen One-Step RT-PCR amplifikasyon
tirlinlerine ait %1°lik agaroz jel elektroforez sonucu. M1: 1 KB Ladder (Katalog no: SM0314,
Promega), M2: 100 bp DNA Ladder (Katalog no: 07-11-00050, Solis BioDyne), 1: 1.5 gr
simptomlu Car-Yuk 1 izolati, 2: 1.5 gr simptomsuz Car-Yuk 7 izolati

Sekil 4.5. Trabzon hurmasi yapraklarindan izole edilen dSRNA’lar kullanilarak elde edilen One-Step
RT-PCR amplifikasyon tiriinlerine ait %1 ’lik agaroz jel elektroforez sonucu. M1: 1 KB Ladder
(Katalog no: SM0314, Promega), M2: 100 bp DNA Ladder (Katalog no: 07-11-00050, Solis
BioDyne), 1: 1.5 gr simptomlu Car- Egri 6 izolati, 2: 1.5 gr simptomsuz Car-Egri 16 izolati, 3:
1.5 gr simptomsuz Car-Yuk 13 izolati
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4.4. PeCV’nin Bitki Oz Suyu ile Mekanik Olarak Tasinma Cahsmalari
4.4.1. Test Bitkilerinin Mekanik Inokulasyonu

PeCV ile bulasik oldugu belirlenen Carsamba ilgesine ait Yukari
Dikencik/Durakbasi’nda yer alan Trabzon hurmasi bahgesinden 2022 yilinda taze
simptomlu yaprak Ornekleri alinmis ve inokulum kaynagi olarak kullanilmistir.
Simptomlu yapraklardan elde edilen bitki 6z suyu farkli familyalardaki bitki tiirlerine
inokule edilerek, PeCV’nin mekanik olarak taginma durumu ve PeCV’ye herhangi bir
konukcu reaksiyonunun olup olmadig: arastirilmistir. Ondokuz Mayis Universitest,
Ziraat Fakiltesi, Bitki Koruma Boliimii'nde muthafaza edilen bazi test bitkilerinin

tohumlari biyolojik karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilmistir (Tablo 3.1).

Test bitkileri yaklasik 2-4 yaprakli doneme geldiginde (bitki tiiriine gore tohum
ekiminden 10 giin- 1 ay sonra) PeCV Car-Yuk 14 izolat: ile inokule edilmistir. Inokule
edilen test bitkileri kontrollii iklim odasina yerlestirilmis ve haftada birkag defa
makroskopik olarak incelenmistir. Test edilen biitiin bitkilerin ne inokule edilen
yapraklarinda ne de inokule edilmemis iist yapraklarinda viriis-benzeri simptom
gozlenmemistir (Sekil 4.6-Sekil 4.11).

Sekil 4.6. Biber “Kandil Dolma” ¢esidinin PeCV ile mekanik inokulasyondan 4 hafta sonra goriintiisii
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Sekil 4.7. Boriilce “Sirma” ¢esidinin PeCV ile mekanik inokulasyondan 4 hafta sonra goriintiisii

Sekil 4.8. Fasulye “Magnum” ¢esidinin inokulasyondan 4 hafta sonra goriintiisii
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Sekil 4.9. Nicotiana glutinosa bitkisinin PeCV ile mekanik inokulasyondan 4 hafta sonra gériintiisi

Sekil 4.10. Nicotiana rustica bitkisinin PeCV ile mekanik inokulasyondan 4 hafta sonra goriintiisti
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Sekil 4.11. Hiyar (Cucumis sativus L.) bitkisinin PeCV ile mekanik inokulasyondan 4 hafta sonra
goruntisi

4.4.2. Test Bitkilerinden dsRNA izolasyonu ve RT-PCR Yontemi ile PeCV
Enfeksiyonunun Arastirilmasi

PeCV’nin diger Cryptic virlisler gibi konukgularinda zaman zaman latent
enfeksiyon olusturmasi nedeniyle, test bitkilerinden dsRNA izolasyonu yapilarak
PeCV enfeksiyonu kontrol edilmistir. Test bitkilerinin inokule edilen yapraklarindan
ve inokule edilmemis olan iist yapraklarindan ayr1 ayr1 1.5 gr yaprak dokusu
kullanilarak ~ dsRNA  izolasyonu Yontem 3.2.3’de aciklandigr  sekilde
gerceklestirilmistir. dSRNA izolasyonu sonrasinda, bitki drneklerinden elde edilen
toplam RNA konsantrasyonlar1 ve A260/A280 oranlar1 nanospektrofotometre ile

Ol¢tilmistiir (Tablo 4.4).

Test bitkilerinden izole edilen dsSRNA’lar PeCV’nin kapsid protein bdlgesinin
cogaltilmasi i¢in kullanilmistir. Bu ¢alismada tan1 primeri olarak kullanilan CryKaF
ve CryNeR primerleri ile tek asamali RT-PCR yontemi (Yontem 3.2.4) uygulanmistir.
Boriilce bitkisinin inokule edilen yapraklarindan elde edilen dsRNA’lar ile beklenen
bliytikliikte (144 bp) amplifikasyon {iriinii gbzlenmis, ancak sistemik yapraklarindan
elde edilen dsRNA 06rnegi ile PCR iiriinii elde edilememistir (Sekil 4.12). Diger
taraftan Nicotiana glutinosa ve hiyar bitkilerinin hem inokule edilen hem de sistemik
yapraklarindan elde edilen dsSRNA’lar ile 144 bp biiyiikliikkte amplifikasyon tirtinleri
gozlenmistir (Sekil 4.12).
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Tablo 4.4. Test Bitkilerinden Elde Edilen RNA konsantrasyonlari ve A260/A280 oranlar1

Ornek izolatlan Konsantrasyon A260/A280
(ng/ml)
Biber- 1* 158 1.669
Biber- 2* 370 1.298
N. glutinosa- 1 112 1.671
N. glutinosa- 2 114 1.946
Fasulye (Magnum)- 1 12.8 1.488
Fasulye (Magnum)- 2 535 2.033
Boriilce (Sirma)- 1 7.2 1.385
Boriilce (Sirma)- 2 68 1.650
N. rustica- 1 6.8 1.545
N. rustica- 2 36 1.957
Hiyar- 1 422 1.545
Hiyar- 2 465 1.583

* 1: inokule edilen yaprak, 2: sistemik yaprak

Sekil 4.12. CryKaF ve CryNeR primerleri kullanilarak elde edilen Tek asamali RT-PCR amplifikasyon
iirtinlerine ait %1°lik agaroz jel elektroforez sonucu. M1: 1 KB Ladder (Katalog no: SM0314,
Promega), 1: Boriilce bitkisinin inokule edilen yapraklarindan elde edilen dSRNA, 2: Bériilce
bitkbitkisinin tist yapraklarindan elde edilen dsRNA, 3: Nicotiana glutinosa bitkisinin inokule
edilen yapraklarindan elde edilen dsSRNA, 4: N. glutinosa iist yapraklarindan elde edilen dsRNA,
5: Hiyar bitkisinin inokule edilen yapraklarindan elde edilen dsRNA, 6: Hiyar bitkisinin iist
yapraklarindan elde dsRNA, 7: Pozitif kontrol olarak kullanilan Car-Egri 3 izolatina ait dSRNA

Ikinci RT-PCR uygulamasinda, fasulye, biber ve N. rustica bitkilerden elde
edilen dsRNA’lar kullanmilmistir. Ancak bu bitkilerin ne inokule edilen ne de {ist
yapraklarindan elde edilen izolatlarin hi¢birinde amplifikasyon tirlinii gézlenmemistir.
Diger taraftan bu reaksiyonda pozitif kontrol olarak kullanilan Car-Egri 3 izolat1 ile de
beklenen biiyiikliikte iirtin elde edilememistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. CryKaF ve CryNeR primerleri kullanilarak elde edilen One-Step RT-PCR amplifikasyon
iirtinlerine ait % 1’lik agaroz jel elektroforez sonucu. M1: 1 KB Ladder (Katalog no: SM0314,
Promega), 1: Fasulye bitkisinin inokule edilen yapraklarindan elde edilen edilen dsRNA, 2:
Fasulye bitki sinin iist yapraklarindan elde edilen dsRNA, 3: Biber bitkisinin inokule edilen
yapraklarindan elde edilen dsSRNA, 4: Biber bitkisinin {ist yapraklarindan elde edilen dsRNA, 5:
N. rustica bitkisinin inokule edilen yapraklarindan elde edilen dsRNA, 6: N. rustica bitkisinin
iist yapraklarindan elde edilen dsRNA, 7: Pozitif kontol olarak kullanilan Car-Egri 3 izolatina ait
dsRNA

Calismanin bu asamasinda, Nicotiana glutinosa-2, N. rustica-2 ve pozitif kontrol
olarak Car-Egri 13 izolatlarinin kullanilmasina karar verilerek RT-PCR protokolii
tekrar uygulanmistir. Bu uygulama sonucunda, daha onceden N. glutinasa-2’den
beklenen biiyiikliikte (144 bp) PCR iiriinii elde edilmesine (Sekil 4.12) ragmen, bu defa
bir 6nceki gibi dogru biiyiikliikte {irlin gézlemlenmemistir. Ayn1 sekilde N. rustica-2
dsRNA o6rnegi ile de spesifik olmayan bant elde edilmistir. Pozitif kontrol olarak
kullanilan Car-Egri 13 izolatinda beklenen biiyiikliikte (144 bp) PCR iirlini
gozlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. CryKaF ve CryNeR primerleri kullanilarak elde edilen One-Step RT-PCR amplifikasyon
iirtinlerine ait % 1°lik agaroz jel elektroforez sonucu. M1: 1 KB Ladder (Katalog no: SM0314,
Promega), 1: N. rustica-2 (iist yaprak)’dan elde edilen dsRNA, 2: N. glutinosa-2 (iist yaprak)’dan
elde edilen dsRNA, 3: Pozitif kontrol olarak kullanilan Car-Egri 13 izolatina ait dSRNA

Bir sonraki RT-PCR uygulamasina gecilmeden 6nce, N. glutinosa-2 ve N.
rustica izolatlarinin konsantrasyonlari (Tablo 4.4) g6z 6niine alinarak sulandirilmasina
karar verilmistir. N. glutinosa- 2 ve N. rustica- 2 izolatlarina ait dSRNA’lar sirasiyla
1:5 ve 1: 3 oraninda seyreltilerek RT-PCR uygulamasinda kullanilmigtir. Pozitif
kontrol Car- Egri 13 izolatina ait dSRNA ise sulandirilmadan kullanilmistir. Pozitif
kontrol hari¢ diger izolatlarda spesifik olmayan RT-PCR {iriinii elde edilmistir (Sekil
4.15).

<— 144 bp

Sekil 4.15. CryKaF ve CryNeR primerleri kullanilarak elde edilen One-Step RT-PCR amplifikasyon
iiriinlerine ait % 1’lik agaroz jel elektroforez sonucu. M1: 1 KB Ladder (Katalog no: SM0314,
Promega), 1: N. rustica-2 (1: 3 seyreltilmis) dsSRNA 6rnegi, 2: N. glutinosa-2 (1:5 seyreltilmis)
dsRNA o6rnegi, 3: Pozitif kontrol olarak kullanilan Car-Egri 13 izolatina ait dSRNA 6rnegi
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Calismanin bu asamasinda, RT-PCR sonucuna goére beklenen biiytikliikte bant
veren (Sekil 4.12) bortilce, N. glutinosa, hiyar ve ek olarak N. rustica, N. benthamiana
bitkilerinin PeCV’nin konukgusu olup olmadigini teyit edilebilmek i¢in bu bitkilerin
tohumlar1 tekrardan 7 cm c¢apindaki plastik kaplara ekilmis ve daha sonra kontrollii

(25°C giindiiz, 20°C gece ve 14 saat fotoperyot) iklim odasina yerlestirilmistir.

Taze inokulum kaynagi olarak kullanilmak tizere, Trabzon hurmasi yetistiriciligi
yapilan Yukar1 Dikencik/Durakbasi Koyiine 2022 yil1 vejatasyon doneminde tekrar
gidilerek simptomlu agaclardan yeniden yaprak 6rnekleri alinmistir (Sekil 4.16).

A

"

Sekil 4.16. ikinci mekanik inokulasyon caligmasinda inokulum kaynagi olarak kullanilan Trabzon
hurmas1 yapragimmin A) iist ve B) alt yiizeyinde goriilen yaprak yan damarlarinda nekroz
simptomu

Yeni alinan simptomlu 6rnekler kullanilarak uygulanan inokulasyondan 3 hafta
sonra test bitkilerinin goriiniimleri Sekil 4.17- Sekil 4.20°de verilmistir. Inokule edilen
bitkilere Yontem 3.2.3’te agiklandigi sekilde dsRNA izolasyon yontemi uygulanarak
PeCV enfeksiyonu kontrol edilmistir.
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Sekil 4.17. A) Hiyar bitkisinin PeCV ile mekanik inokulasyondan 3 hafta sonra genel goriintiisii B)
PeCV ile inokule edilen kotiledon yapraklar

Sekil 4.18. A) Saglikli Nicotiana rustica bitkisi B) N. rustica bitkisinin PeCV ile mekanik
inokulasyondan 3 hafta sonra goriintiisii

Sekil 4.19. Boriilce “Sirma” ¢esidinin PeCV ile mekanik inokulasyondan 3 hafta sonra goriintiisii.
Inokulen edilen (A) ve edilmemis (B) olan bitkilerin {ist yapraklart
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Sekil 4.20. Nicotiana glutinosa (A) ve N. Benthamiana (B) bitkilerinin PeCV ile mekanik
inokulasyondan 3 hafta sonra goriintiisii

Test bitkilerinden Yontem 3.2.3’de aciklandigr sekilde izole edilen dsRNA’lar
PeCV’nin kapsid protein bolgesinin ¢cogaltilmasi i¢in kullanilmistir. Bu asamada tan
primeri olarak kullanilan CryKaF ve CryNeR primerleri ile tek asamali RT-PCR
yontemi uygulanmistir. Bu uygulama sonucunda, pozitif kontrol dahil 6rneklerin

higbirisinde PCR iiriinii gézlenmemistir (Sekil 4.21-4.22).

Jel elektoroforez sonuglarina gore test bitkilerinin dsSRNA konsantrasyonlarinin
yogun oldugu diisiiniilerek seyreltilmesine karar verilmistir. Hiyar bitkisinden elde
edilen dsRNA’lar 1:100, boriilce ve Nicotiana glutinosa bitkilerinin st
yapraklarindan elde edilen dsRNA’lar 1:50 oraninda sulandirilarak RT-PCR tekrar

edilmistir. Ancak bu uygulama sonrasinda da sonu¢ alinamamstir (Sekil 4.23).

Sekil 4.21. CryKaF ve CryNeR primerleri kullanilarak elde edilen One-Step RT-PCR amplifikasyon
iirtinlerine ait %1°lik agaroz jel elektroforez sonucu. M1: 1 KB Ladder (Katalog no: SM0314,
Promega), 1: Saglikli boriilce bitkisinden elde edilen dsSRNA, 2: inokule edilen bériilce bitkisinin
iist yapraklarindan elde edilen dsRNA, 3: Nicotiana glutinosa bitkisinin inokule edilen
yapraklarindan elde edilen dsRNA, 4: N. glutinosa iist yapraklarindan elde edilen dsRNA, 5:
Car-Yuk 13 izolatina ait dSRNA (pozitif kontrol)
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Sekil 4.22. CryKaF ve CryNeR primerleri kullanilarak elde edilen One-Step RT-PCR amplifikasyon
iirtinlerine ait %1°lik agaroz jel elektroforez sonucu. M1: 1 KB Ladder (Katalog no: SM0314,
Promega), 1: Saglikli Nicotiana benthamiana bitkisi, 2: Inokule edilen N. benthamiana bitkisinin
i st yapraklarindan elde edilen dsRNA, 3: Nicotiana rustica bitkisinin inokule edilen
yapraklarindan elde edilen dsRNA, 4: N. rustica bitkisinin iist yapraklarindan elde edilen

dsRNA, 5: Hiyar bitkisinden elde edilen dsRNA 6: Car-Yuk 13 izolatina ait dSRNA (pozitif
kontrol)

Sekil 4.23. CryKaF ve CryNeR primerleri kullanilarak elde edilen One-Step RT-PCR amplifikasyon
tiriinlerine ait %1°lik agaroz jel elektroforez sonucu. M1: 1 KB Ladder (Katalog no: SM0314,
Promega), 1: Inokule edilen bériilce bitkisinin iist yapraklarindan elde edilen dsRNA (1:50
seyreltilmig), 2: Nicotiana glutinosa bitkisinin st yapraklarindan elde edilen dsRNA (1:50
seyreltilmig) 3: Hiyar bitkisinin yapraklarindan elde edilen dsRNA (1:100 seyreltilmis)
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4.5. PeCV lzolatlarinin Kapsid Protein (CP) Bolgesinin Niikleotit Dizisinin
Elde Edilmesi

Yontem 3.2.3’te aciklandigr sekilde elde edilen dsRNA’lar ile kapsid protein
bolgesine 6zgii PeCpF ve PeCpR primerleri (Tablo 3.3) kullanilarak dort PeCV
izolatinin (Car-Yuk-1, Car-Yuk-7, Car-Egri-3, Car-Egri 13) kismi kapsid protein
bolgesi (994 bp) RT-PCR yontemi ile amplifiye edilmistir. PeCV ile enfekteli
orneklerden beklenen biiylikliikte RT-PCR iiriinleri elde edilmistir (Sekil 4.24).

Daha sonra PCR iiriinlerinden (Car-Yuk-1, Car-Yuk-7, Car-Egri-3, Car-Egri 13)
25’er pl ve dnerilen konsantrasyonda (5 pmol) hazirlanan PeCpF ve PeCpR primerleri
sekans hizmeti veren bir firmaya (BM Laboratuvar Sistemleri, Ankara) gonderilmistir.
Sanger Dizileme Yontemine gore, ileri ve geri yonlii PCR primerleri kullanilarak elde
edilen ham sekans verileri Mega 11 yaziliminda (Tamura vd., 2021) analiz edilmistir.
Car-Egri 13 izolati ile her iki yondeki sekans sonuglari diizgiin elde edilmesine ragmen
hem ileri hem de geri primer ile bu ¢alismada yer alan Car-Yuk-1, Car-Yuk-7 ve Car-
Egri-3 izolatlarina ait baz dizilerinin diizgiin okunamadig1r gézlemlenmistir (sonug

gosterilmedi).

994 bp

Sekil 4.24. PeCpF ve PeCpR primerleri ve Trabzon hurmasi yapraklarindan elde edilen dsRNA’lar
kullanilarak elde edilen One-Step RT-PCR amplifikasyon iiriinlerine ait %1°lik agaroz jel
elektroforez sonucu. 1: Car-Egri 3 izolati, 2: Car-Egri 13 izolati, M1: 1 KB Ladde Ladder
(Katalog no: SM0314, Promega)

Sekans dizisi elde edilemeyen Car-Yuk-1 ve Car-Yuk-7 6rnekleri, kapsid protein

bolgesine 6zgli PeCpF ve PeCpR primerleri (Tablo 3.3) kullanilarak ikinci defa RT-
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PCR’a tabii tutulmustur. Car-Yuk-1 izolat1 ile beklenen biiyiikliikte (994 bp) ¢ok zayif
bir PCR iiriinii elde edilmistir (Sekil 4.25).

1000 bp

Sekil 4.25. PeCpF ve PeCpR primerleri ve Trabzon hurmasi yapraklarindan elde edilen dsRNA’lar
kullanilarak elde edilen One-Step RT-PCR amplifikasyon iiriinlerine ait %]1°lik agaroz jel
elektroforez, M1: 1 KB Ladder (Katalog no: SM0314, Promega), 1: Car-Yuk-1 izolat1 2: Car-
Yuk-7 izolat1

Qiagen firmasimnin One-Step RT-PCR enziminin miktarinin yetersiz olmasi
nedeniyle bundan sonraki ¢alismalara FIREPol® DNA Polimeraz enzimi kullanilarak

yeni bir PCR protokolii (Tablo 4.5-4.6) ile ¢alismaya devam edilmistir.

Tablo 4.5. FIREPol® DNA Polimeraz enzimi protokolii i¢in kullanilan reaksiyon karigimi

Reaksiyon Karisimi Hacim (ul) Son Konsantrasyon
FIREPoI® DNA Polimeraz 0.1

(5 U/ul)

FIREPoI® 10xBuffer B 2 1x

25 mM MgCl, 1.2 1.5mM
dNTP mix (20 mM) 0.4 Her bir ANTP igin 400 uM
Primer (sense) 0.6 300 nM
Primer (antisense) 0.6 300 nM
Template DNA 1

RNase-free H20 14.1

Toplam 20

Tablo 4.6. FIREPol® DNA Polimeraz enzimi protokolii igin kullanilan PCR kosullar

Sicaklik Siire Dongii
[lk denatiirasyon 95 5 dk 1
Denatiirasyon 95 30s 35
Primer baglanma 52 453 35
Uzama 72 1dk 30 sn 35
Son uzama 10 10 dk 1
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Ancak, bir 6nceki ¢aligmaya (Sekil 4.25) ait RT-PCR reaksiyon {irlinlerinin 1:10
oraninda sulandirilmasiyla gerceklestirilen PCR isleminden sonu¢ alinamamistir
(Sekil 4.26). Bu calismalar sirasinda; Car-Yuk-1, Car-Yuk-7, Car-Egri-3 izolatlarina
ait dsRNA ornekleri ile sekans dizilerinin elde edilebilmesine yeterli olabilecek
miktarda PCR iiriinii elde edilemediginden Car-Egri-13 izolatina ait sekans verileri ile

calismaya devam edilmesine karar verilmistir.

Sekil 4.26. PeCpF ve PeCpR primerleri ve Trabzon hurmasi yapraklarindan elde edilen dsRNA’lar
FIREPoI® DNA Polimeraz enzimi kullanilarak elde edilen PCR fiiriinlerine ait %1°lik agaroz jel
elektroforez, M1: 1 KB Ladder (Katalog no: SM0314, Promega), 1: Car-Yuk-1 izol izolat1 (1:10
sulandirilmig PCR iiriinii) 2: Car-Yuk-7 izolat: (1:10 sulandirilmig PCR ftiriinii)

4.6. Persimmon cryptic virus Car-Egri-13 izolatimn Kapsid Protein
Bolgesinin Sekans Verilerinin Analizi

Bu ¢aligmada Car-Egri-13 izolatininin kapsid protein bolgesine ait ileri ve geri
yonlii primerler ile elde edilen sekans verilerinden Mega 11 programi araciligiyla ortak
konsensus dizi olusturulmustur. Car-Egri-13 izolatina ait konsensus dizi FASTA
formatina c¢evrilmistir ve NCBI’da BLASTn analizine tabi tutulmustur. Car-Egri-13
izolatinin farkli iilkelerde yiiriitiilen ¢alismalardaki PeCV izolatlar ile aralarindaki
niikleotit bakimindan benzerlik oranlar1 elde edilmistir (Tablo 4.7). Blast analiz
sonuglarina gore Car-Egri-13 izolatinin GenBank’da tiim sekans verisi bulunan tek
izolat olan Italyan izolat1 SSPI (HE805114) ile %99,69 oraninda benzerlik igerdigi
belirlenmistir. Ayrica diger cryptic viriisler ile de niikleotit benzerligine sahip oldugu

belirlenmistir (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. Persimon cryptic virus Car-Egri 13 izolatinin Niikleotit Blast Analiz Sonuglar1

Kapsadig:
Niikleotit  Benzerlik
Viriis izolat Ad1 ESBI Kayt Oram Oram Orijini
(%) (%)
Persimmon Samsun S3  KT962117 14 96.48 Tirkiye
cryptic virus
Persimmon Persimmon LC427233 59 99.47 Kore
cryptic virus
Persimmon FuyuTCG  MF804511 14 99.29 Giineydogu
cryptic virus A4 ABD
Persimmon MK- MK722176 54 100 Kuzey
cryptic virus PeCV-1 Makedonya
Persimmon Algemesi KX352444 61 100 Ispanya
cryptic virus
Persimmon SSPI HE805114 100 99.69 Italya
cryptic virus
Persimmon KO AB968365 79 99.22 Kore
cryptic virus
Panax cryptic Cho MH898511 91 67.26 Kore
virus 2
Panax cryptic Won MH898510 91 67.26 Kore
virus 2
Dactylorhiza Won MH898488 64 66.91 Kore
cryptic virus 1
Pepper cryptic  Ember MG542626 14 72.06 ABD
virus 2

Diger taraftan, Car-Egri 13 izolatinin kapsid protein bdlgesinin amino asit
dizilimi elde edilmistir. BLASTp analizi ile amino asit dizilimi GenBank’ta yer alan
diger PeCV ve cryptic virus izolatlarinin amino asit dizileri ile karsilagtirilmis ve
benzerlik oranlart belirlenmistir (Tablo 4.8). Car-Egri-13 izolatinin kapsid protein
bolgesi amino asit dizilimi bakimindan italyan izolat1 SSPI (YP_006390090) ile
%99,69 ve Panax cryptic virus (QED42885) ile %67.8 benzerlik gosterdigi

saptanmistir.
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Tablo 4.8. Persimmon cryptic virus Car-Egri 13 Izolatinin Amino Asit Blast Analiz Sonuglar

Kapsadigi

Viriis izolat Adx ll\ézclzyBltl No Amino Asit (B)(ir;ﬁr(l;/l: ) Orijini
Oram (%)

Persimmon SSPI YP_00639 100 99.69 Italya

cryptic virus 0090

Persimmon KO BAO9879 80 100 Kore

cryptic virus 9

Persimmon Algemesi ANW4588 61 100 Ispanya

cryptic virus 0

Persimmon Persimmon BBG58116 59 100 Kore

cryptic virus

Persimmon MK-PeCV-1 QEO60642 54 100 Kuzey

cryptic virus Makedonya

Panax cryptic Won QED42885 100 67.80 Kore

virus

Dactylorhiza Won QED42873 95 55.08 Kore

cryptic virus 1

Mulberry 21716931-M  AWNO0939 88 53.71 Ingiltere

cryptic virus 1 0

Morus alba - UID86016 88 53.71 Cin

cryptic virus

Carnation DC BBMO0628 88 51.05 Giiney Kore

cryptic virus 3 9

Amaranthus Won QED42861 98 46.84 ABD

cryptic virus 2

Plant associated JUR20SW1  UTQ50856 100 40.18 Slovenya

deltapartitivirus

6

Pepper cryptic Chiltepin53  AYA4380 93 42.62 Meksika

virus 2 3

Vitis cryptic T1 BCS51498 90 43.99 Japonya

virus

Beet cryptic BCV2-JKI QCF59321 88 44.37 Almanya

virus 2 1825732

Panax cryptic Won QED42881 89 35.99 Cin

virus 1

Citrullus lanatus - QLC27869 87 37.81 Brezilya

partitivirus

Pepper cryptic Chiltepin30  AYA4379 86 36.30 ABD

virus 1 2

4.7. Persimmon Cryptic virus Car-Egri-13 izolatinin molekiiler filogenetik

analizi

Kapsid protein bolgesinin sekans analizi sonrasinda Car-Egri-13 izolatinin,
NCBI'da kayith bulunan PeCV izolatlar ile filogenetik iliskisi aragtirilmistir. Bunun
icin NCBI'dan indirilen PeCV izolatlarindan 9 tanesi secilerek filogenetik agac
olusturmak i¢in kullanilmistir (Tablo 3.6). Oncelikle ClustalW yontemi ile izolatlarin
kapsid protein gen bolgelerine ait niikleotit dizileri hizalanmistir. Daha sonra Mega 11
yaziliminda (Tamura vd., 2021) yer alan Neighbor-Joining Yontemi (Saitou ve Nei,

1987) kullanilarak filogenetik aga¢ olusturulmustur.
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Olusan filogenetik agac incelendiginde, 10 PeCV izolatinin ii¢ ayr1 ana dala
ayrildig1r gozlemlenmistir. Calismada kullanilan Car-Egri-13 izolatinin (CE13-peCV
CP), diger PeCV izolatlar1 ile %99 bootstrap (sec-bagla testi) degeriyle desteklenen
ayni soy hattindan kaynaklandig1 belirlenmistir. Filogenetik agactaki dal mesafeleri
incelendiginde biitiin PeCV izolatlarinin aralarinda yakin bir genetik iligki icerisinde
oldugu anlasilmistir. Filogenetik agacin tamami incelendiginde cryptic viriis tiirlerinin
2 ana dala ayrildig1 goriilmektedir (Sekil 4.27). Pepper cryptic virus 2 izolatlar1 ve
Melon partitivirus izolat1 farkli bir dalda toplanmistir. Diger taraftan ikinci ana dalda
Panax cryptic virus 2 izolatinin %80 bootstrap degeriyle PeCV izolatlarina en yakin
genetik iliski igerisinde oldugu belirlenmistir. Beet cryptic virus 2’nin %98 bootstrap
degeriyle ikinci ana dalda diger izolatlardan ayr1 bir altdala ayrildig: tespit edilmistir
(Sekil 4.27).

r KT962117 Persimmon cryptic virus Samsun
* MF804511 Persimmon cryptic virus ABD

- MW767387 Persimmon cryptic virus ABD 2022
KX352444 Persimmon cryptic virus Ispanya
MK831292 Persimmon cryptic virus Makedonya
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' MK722176 Persimmon cryptic virus Makedonya

AB968365 Persimmon cryptic virus Kore

LC427233 Persimmon cryptic virus Kore

HE805114 Persimmon cryptic virus Italya

80
@® CE13-PeCV Samsun

MH898511 Panax cryptic virus 2 isolate

% BK013323 Cinnamomum chago deltapartitivirus 1

MH898488 Dactylorhiza cryptic virus 1

MK731958 Beet cryptic virus 2

NC040484 Melon partitivirus
MG542621 Pepper cryptic virus 2 isolate Neapolitan
98 L |.C325818 Pepper cryptic virus 2 Tur

—

0.50

Sekil 4. 27. Mega 11 Programinda Neighbor-Joining Y6ntemi kullanilarak PeCV izolatlarinin ve bazi
cryptic virus izolatlarinin kapsid protein gen bolgesi (CP) niikleotit dizi analizine gore
filogenetik iligkileri. Bootstrap (se¢-bagla tahmin testi) degerleri 1000 olarak se¢ilmis ve %50’
nin altindaki degerler agagta yer almamustir. Referans izolatlara ait bilgiler Tablo 3.6’ da yer
almaktadir.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda, Samsun ili Carsamba il¢esinde farkli lokasyonlarda
bulunan iki kapama Trabzon hurmasi bahgesinin PeCV ile bulasiklik durumu
arastirtlmistir. PeCV, ¢ift zincirli RNA (dsRNA) 6zelliginde genom yapisina sahip bir
virtis tiiridiir (Morelli vd., 2015). Morris ve Dodds (1979) tarafindan bitki biinyesinde
bulunan viriislerin dsSRNA’larinin izole edilmesi i¢in olusturulan ilk rapordan bu yana,
baska yontemler de gelistirilmistir (Bar-Joseph vd., 1983; Choi ve Randles, 1997;
Valverde vd.,1990; Yoshikawa ve Converse, 1990). Bu c¢alismada, Khabbazi vd.
(2017) tarafindan uygulanmis olan dsRNA izolasyon yontemi modifiye edilerek
Trabzon hurmasi yapraklarindan PeCV dsRNA’larinin izolasyonu i¢in kullanilmistir.
Izolasyon ydnteminde, baslangic materyali olarak {i¢ farkli agirhikta (0.5 gr, 1 gr ve
1.5 gr) simptomlu ve simptomsuz Trabzon hurmasi yaprak dokusu denenmistir.
dsRNA izolasyonunu takiben, PeCV’ye 6zgii primerler kullanilarak, RT-PCR yontemi
ile PeCV’nin kapsid protein bolgesinin bir boliimii cogaltilmaya calisilmistir. dSRNA
izolasyonunda 0.5 gr ve 1 gr yaprak dokusu kullanildiginda, 6rnek miktarinin yeterli
olmadig1 ve RT-PCR ile sonuca ulagilamadig: tespit edilmistir. Kullanilan yaprak
miktarmin 6nemli oldugu ve yontemin sadece 1.5 gr hem simptomlu hem de
simptomsuz yaprak dokulari ile basarili sonug verdigi belirlenmistir. Bu yontem,

Trabzon hurmasinda PeCV’nin belirlenmesi igin ilk kez kullanilmistir.

Morelli ve Arli-S6kmen (2016)’in yiirtittiikleri ¢alismada simptomlu agaglardan
alan orneklerde PeCV’yi saptamislardir. Jevremovi¢ vd. (2019), bes tane Trabzon
hurmasi agacindan 4 simptomlu ve 1 simptomsuz yaprak drnegini PeCV’ye karsi test
etmisler ve simptomlu 6rneklerin hepsinden sonug elde edilirken, simptomsuz 6rnek
ile sonuca ulasamamuislardir. Bu tez ¢alismasinda ise, hem simptomlu (3 adet) hem de
simptomsuz (4 adet) 6rneklerden sonu¢ elde edilmistir. Cho vd. (2016), Trabzon
hurmasi agaglarindan 3 simptomlu ve 74 simptomsuz olmak iizere toplam 77 yaprak
ornegini alarak PeCV’ye kars1 test etmis ve 67 6rnekten sonug elde etmislerdir. Ruiz-
Garcia vd. (2017), Trabzon hurmasi agaglarindan 5 adet simptomlu ve 5 adet
simptomsuz olmak {iizere toplam 10 yaprak 6rnegini PeCV’ye karsi test etmis ve

orneklerin 9 tanesinde sonug elde etmislerdir.

Speiegel (1987), kullanmis oldugu dsRNA izolasyon yontemiyle 50 gr taze
yaprak dokusundan Strawberry mild yellow-edge virus’e ait dSRNA’lar1 izole etmistir.

Bir bagka ¢alismada, Tzanetakis ve Martin (2008), iglerinde Fragaria chiloensis latent
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virus ve Fragaria chiloensis cryptic virus’iin de bulundugu alt1 adet viriisiin tanisi
amactyla dsRNA’lar1 izole etmislerdir. Izolasyonda 10 gr yaprak dokusu kullanarak
RT-PCR sonucunda yontemin ¢alistigini belirlemislerdir. Fazla miktarda yaprak
dokusu kullanmak enfekteli dokudan faydalanmayi kisitlayacagi gibi islem siiresinin
uzamasina da neden olmaktadir. Bizim arastirmamizda ise izolasyon agamasinda ¢ok

az miktarda (sadece 1.5 gr) yaprak dokusu kullanarak basarili bir sonug elde edilmistir.

Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada, Blouin vd. (2016), dsRNA izolasyon
yonteminde kullanilan yaprak dokusu miktarin1 0.1 gr’a distirmiislerdir. Ancak bu
yontemde mevcut dsRNA izolasyon kiti ve anti-dSRNA monoklonal antikor
kullanilmas1 maliyeti artirmistir. Sinirli finansal kaynaklara sahip laboratuvarlar igin
bu yontem uygun olmayabilir. Bu tez ¢alismasinda dsSRNA izolasyon kiti gibi yiiksek

maliyetli iirlinler kullanilmayarak tasarruf edilmistir.

Onceki calismalarda kullanilan dsRNA izolasyon ydntemlerinin bircogu fenol
iceren yontemlerdir (Watkins vd., 1990; Okada vd., 2015). Fenol RNA’nin
proteinlerden ayrilmasina ve ¢oktiiriilmesine yardimei olur, ancak ¢evre ve insan
saglig1 agisindan olumsuz etkilere sahiptir. Bundan dolayi, ¢calismamizda zararli olan

kimyasal madde igerigi az olan bir yontem tercih edilmistir.

Bircok calismada, dsRNA izolasyon yonteminde kullanilan Whatman Cellulose
CF-11 artik tretici firma tarafindan {iretilmemektedir. CF-11 yerine kolayca temini
saglanan ve Khankhum vd. (2016) tarafindan dsRNA izolasyon iglemi sirasinda rnek
basina 100 mg olarak kullanilan Cellulose fibers (Catalog No. C6288, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) dsRNA’larin baglanmasinda basarili olmustur. Bu tezde daha az

miktarda (15 mg) Cellulose fibers kullanilarak benzer sekilde sonug elde edilmistir.

Cryptic viriislerin, mekanik olarak bitki 6z suyu ile bulastirilamadig1 daha 6nceki
calismada bildirilmistir (Dodds vd., 1984). Boccardo vd. (1985), bulasik olmayan
beyaz yonca ve diger otsu bitkilere White clover cryptic virus (WCCV-1 ve WCCV-
2)’iin mekanik olarak iletilmesine yonelik ¢alismalar yapmislardir. Inokule ettikleri
bitkileri ELISA ydntemiyle test etmislerdir. Test sonucuna gore bitki 6zsuyu ile

bulastirmada basarisiz olduklar1 bildirilmistir.

PeCV’nin biyolojik karakterizasyonu ile ilgili Morelli vd. (2015) tarafindan
yapilan caligma disinda, literatiirde herhangi bir bagka caligmaya rastlanilmamuistir.

Morelli vd. (2015), simptomlu Trabzon hurmasi yapragindan izole ettikleri PeCV’yi
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bazi konukgu bitkilere inokule etmislerdir. Bu konukgular lizerinde, 4 hafta sonunda
hicbir simptom elde edemediklerini bildirmislerdir. Bu tez ¢aligmasinda incelenen
PeCV izolatlari, N. glutinosa, N. rustica, Vigna unguiculata, Phaseolus vulgaris,
Capsicum annuum ve Cucumis sativus’da herhangi bir simptom olusturmamasi
bakimindan, yapilan diger calisma ile benzerlik gostermektedir. Ancak PeCV’nin
zaman zaman latent (simptomsuz) bir virilis olmasi sebebiyle, sadece simptomolojik
acidan degil ayrica test bitkilerinden dsRNA izolasyonu yapilarak molekiiler teknikler
ile PeCV enfeksiyonu bu ¢alismada ayrica incelenmistir. izolasyon sonrasinda, PeCV’
nin kapsid protein bolgesine-6zgli bir ¢ift primer kullanilarak RT-PCR yontemi
uygulanmistir. RT-PCR sonucunda beklenen biiyiikliikte (Sekil 4.12) ve ayrica viriise-
0zgli olmayan bantlar elde edilmistir (Sekil 4.14). Ancak, tekrarlanan diger mekanik
inokulasyon ¢aligmasini takiben, dsRNA izolasyonu ve RT-PCR uygulamalarinda bir
onceki gibi kapsid protein bolgesine 6zgii liriin elde edilememistir. Bu nedenle Sekil
4.12°deki test bitkilerine ait PCR firiinlerinin ayni reaksiyonda pozitif kontrol olarak
kullanilan dsRNA oOrneginden kontaminasyon sonucu elde edilmis olabilecegi
sonucuna varimistir. PeCV’nin biyolojik karakterizasyonunu teyit edebilmek i¢in
yeniden N. glutinosa, N. rustica, Vigna unguiculata, Cucumis sativus ve N.
benthamiana bitkilerine Trabzon hurmasi yapragindan PeCV’nin mekanik olarak
bulastiriimasina ¢alisilmistir. Inokulasyondan 3 hafta sonra test bitkilerinden dsSRNA
izolasyonu yapilarak PeCV enfeksiyonu incelenmistir. izolasyon sonrasinda, PeCV’
nin kapsid protein bolgesine-6zgli bir ¢ift primer kullanilarak RT-PCR yontemi
uygulanmistir. RT-PCR sonucunda beklenen biiyiikliikte (Sekil 4.24) bant elde
edilememistir. Bu nedenle ¢alismada kullanilan test bitkilerinin PeCV’nin konukgusu
olmadigr sonucuna varilmistir. Gelecekteki calismalarda, farkli bitki tiirleri
kullanilarak otsu test bitkilerine PeCV’ nin mekanik olarak inokulasyon ¢alismalarina

devam edilmesi gerekmektedir.

Filogenetik analize gore Car-Egri-13 izolatmn Italyan izolat1 (HE805114) ve
diger PeCV izolatlar ile ayn1 soy hattindan kaynaklandigi tespit edilmistir (Sekil
4.27). Niikleotit ve amino asit sekans dizilerinin Blast analizi bu ¢alismaya ait Car-
Egri-13 izolatmin Italyan SSPI izolati (HE805114) ile %99,69 oraninda benzer
oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, Car-Egri-13’{in diger cryptic viriislerden Panax
cryptic virus 2 ile %67,26, Dactylorhiza cryptic virus 1 ile %66.91 ve Pepper cryptic

virus 2 ile %72.06 oraninda benzerlik gosterdigi saptanmistir.
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6. SONUC

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, Samsun ili Carsamba ilgesinde bulunan Trabzon
hurmasi yetistiriciligi yapilan alanlarda, PeCV’nin varligi molekiiler yontemlerle
belirlenmis ve elde edilen Car-Egri-13 izolatinin diger PeCV izolatlar ile birbirine
olan genetik yakinlik diizeyleri incelenmistir. Bu kapsamda 2021 yilinda yapilan
survey calismasinda simptomlu ve simptomsuz agaglardan alinan yaprak 6rneklerinin

hepsinde PeCV nin varligi tespit edilmistir.

Bu tez calismasinda, uygulanan dsRNA izolasyon yontemi, PeCV’nin dsRNA’
smin elde edilmesinde basarili olunmustur. Ancak kullanilan yaprak dokusu

miktarinin yontemin basarisinda 6nemli oldugu belirlenmistir.

CF-11 {retiminin iretici firma tarafindan sonlandirilmasi nedeniyle CF-11
yerine kullanilan Seliiloz fibers olduk¢a az miktarda doku orneginden dsRNA elde
edilmesini saglamistir. Bunun yani sira, bu ¢alismada kullanilan yontemin fenol

icermemesi, insan saglig1 bakimindan zararl olmamasi énemli bulunmustur.

Ekonomik olmasi sebebiyle, dSRNA yonteminin gelecekte Trabzon Hurmasi
anac, kalem ve fidanliklarin sertifikasyonu amagh test edilmesinde kullanilabilecegi

sonucuna varilmistir.

Ayrica bu calismada, farkli otsu test bitkilerine PeCV’nin mekanik olarak bitki
0z suyu ile bulastirilip-bulastirilamadigi incelenmistir. Calisma sonunda alt1 farkli test
bitkisinin herhangi bir simptom olusturmadigi belirlenmistir. Bununla birlikte test
bitkilerinden dsRNA izolasyonu yapilarak molekiiler agidan da PeCV enfeksiyonu
arastirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan alt1 farkli test bitkisinin PeCV’nin konukgusu

olmadig belirlenmistir.
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EKLER

EK-1: PeCV Car-Egri 13 izolatimin kilif protein bolgesinin kismi niikleotid
ve amino asit dizileri

#Niikleotid Dizilimi (994 bp)
‘ Baslangic Kodonu

TTCCAATGGCAGACCAAGGTAATAATGAGACTCCTCTACCAGTCCA
GGCAACCCAACCAGCCGCAAACAGCGATCGTATACCGATCACGACCCTC
CCTGCCCCCAGGTCACAAGCCCCCAATAAACCTGAATACGCACGGATTGC
AGACTCCCTGGAAGACGAATATCAAATCGGATTCCAACGGATCAATCCA
CGACTTCACCGTCGTTACGTTATCCTCAGGTCACAAGAGCTCCACGACCG
ATTGTGCAACTTGTATGCACCTTATTTTCAAGCTGGATATCGTGTTTTCAA
ACATGTTATCGAAGCTTACCCACTACCAGCGGGATACGCTAGTCAAATAG
CATATGCCACTGCGTGTTACGTGTCTTCGTGGTTCTGGGATCTTTACGTTT
CGATCCGAGAATCAGTTAAGAAGCTATCACAAACAGCGTTCCTCCAACA
ATACCAAACAGAACAATTCCACAGCCAGGACCGCTACGACCCATTCCTCC
AGCATCTTAACACCGTCATCCGACCTACACACATCCCCGGTGGTTTAGAA
GATTCACTCTATATCCCACTTATTGCTAACCACGTGCAATGGGGAAACCA
AAGCCCATTCGGCATTAACCATTATGCCATAAATGAATCTCTGGTACAAG
GTCTCCTTGACGTTATGGACCTTAAGAACAATACTTGGCGTACTGTTCCTC
TGTCCCATGACACACTAGGCCGCCCAATGTGGCTTCTAGATTGGCGTCAA
AATCAAGCTTACGCCTGGTTTCCACAAGAAAACCACTTCTCTAAAGAAGA
TCTAATCGCCGCCCATATTCTTGGAATCCCCTGTTCTCCAAGACTAGGCCC
TCGCGACGTTGATGATTGGCAATTCTTTCCAGGAAATGTCATGCCACAAC
ATATCAATATCGCCGCTTATGAAAGAGCAATTCCTCGACGATTCTTCGGA
GCAGCAGAGTATCGGAC

#Amino Asit Dizilimi (319 aa)
MADQGNNETPLPVQATQPAANSDRIPITTLPAPRSQAPNKPEYARIADS

LEDEYQIGFQRINPRLHRRYVILRSQELHDRLCNLYAPYFQAGYRVFKHVIEA
YPLPAGYASQIAYATACYVSSWFWDLYVSIRESVKKLSQTAFLQQYQTEQF
HSQDRYDPFLQHLNTVIRPTHIPGGLEDSLYIPLIANHVQWGNQSPFGINHYAI
NESLVQGLLDVMDLKNNTWRTVPLSHDTLGRPMWLLDWRQNQAYAWFPQ
ENHFSKEDLIAAHILGIPCSPRLGPRDVDDWQFFPGNVMPQHINIAAYERAIP
RRFFGAAEYR
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