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Bu arastirma meyve tiirleri igerisinde 6nemli bir yeri olan ve Diinyada ve
tilkemizde iretim alanlart her gecen giin artan Nar (Punica granatum) bitkisinde
hastaliklara neden olan viriis ve fitoplazma etmenlerinin saptanmasi ve karakterizasyonu
amaciyla 2020-2021 yillarinda yiiriitiillmustiir. Adana ve Mersin illeri ve ilgelerinde nar
bahgelerinde yapilan surveyler sonucu bitkilerde geriye dogru oliimler, yapraklarda
deformasyon, sararma, kizarmalar ve kloroz belirtileri gozlenmistir. S6z konusu
belirtilerin sebepleri viriisler ve fitoplazmalar agisindan aragtirilmistir. Total Niikleik Asit
(tNA) izolasyonu yapilan 6rneklerden elde edilen tNA’ lerde nar gesitlerinde infeksiyona
neden olabilecegi diisiiniilen muhtemel ApMV, PNRSV, SLRV, ArMV, ASGV, CLRV,
RpRSV, ToRSV, CMV, GLRaV, AMV viriisleri ve fitoplazma etmenlerinin varhigi
kontrol edilmistir. Bu amagla laboratuvar testleri sirasinda siipheli bitki materyallerine ait
tNA’ ler viriislere ve fitoplazmaya spesifik primer giftleri kullanilarak RT-PCR, PCR
yontemleri ile testlenmistir. Universal primer ¢ifti kullanilarak 6nce direct PCR, daha
sonra nested primer cifti kullanilarak nested PCR ile fitoplazma etmenlerine karsi
testlenmistir. Sonug¢ olarak Ornekleme yapilan nar bahgelerinde testlemeler sonucunda
orneklerin s6z konusu viriisler ve fitoplazma agisindan saglikli oldugu saptanmistir. Buna
sebep olarak vejatatif yontemlerle klonal olarak iiretim yapilan kaynaklarin testlenen
etmenlerden ari olabilme ihtimalinin yani sira, yogun olarak kullanilan pestisitlerin
potansiyel vektorleri simirlandirmasi, nar bitkisi biinyesinde bulunan fenolik yada
antioksidan igerikteki bilesenler gibi nedenler siralanabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Nar, Viriis, Fitoplazma, RT-PCR, Nested PCR






ABSTRACT
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This research was carried out in the years 2020-2021 in order to determine and
characterize the viruses and phytoplasma agents that cause diseases in the pomegranate
(Punica granatum) plant, which has an important place among the fruit species and whose
production areas are increasing day by day in the world and in our country. As a result of
the surveys carried out in the pomegranate orchards in Adana and Mersin provinces and
districts, backward death of the plants, deformation of the leaves, yellowing, redness and
signs of chlorosis were observed. The causes of these symptoms were investigated in
terms of viruses and phytoplasmas. The presence of ApMV, PNRSV, SLRV, ArMV,
ASGV, CLRV, RpRSV, ToRSV, CMV, GLRaV, AMV viruses and phytoplasma agents,
which are thought to cause infection in pomegranate cultivars, were checked in the tNAs
obtained from the samples isolated from Total Nucleic Acid (tNA). For these purposes,
tNAs of suspected plant materials were tested by RT-PCR and PCR methods using
primer pairs specific to viruses and phytoplasma agents during laboratory tests. It was
tested against phytoplasma agents first by direct-PCR using a universal primer pair and
then by nested-PCR using a nested primer pair. As a result, as a result of the tests in the
pomegranate orchards, the samples were found to be healty in terms of the viral and
phytoplasma. The reason for this can be listed as the possibility that the sources produced
clonally by vegetative methods may be free from the tested factors, as well as the
limitation of the potential vectors of the pesticides used extensively, the phenolic or
antioxidant components in the pomegranate plant.

Key words: Pomegranate,  Virus, Phytoplasma, @ RT-PCR, Nested PCR
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GENISLETILMIS OZET

Bu aragtirma meyve tiirleri igerisinde 6nemli bir yeri olan ve son yillarda diinyada
ve lilkemizde iiretim alanlar1 artan Narda (Punica granatum) dzellikle bolgemiz i¢in virus
ve fitoplazma hastaliklarinin saptanmasi ve karakterizasyonu amaciyla yiiritilmistiir.
Aragtirma da Adana, Mersin illerinin i¢inde yer aldigi Dogu Akdeniz Bolgesi’ndeki nar
bahgeleri calismanin esas materyallerini olusturmustur. Bolgede ticari anlam da nar
yetistiriciligi yapilmakta olup, s6z konusu narlardan calisma amacina uygun olarak
yaprak, silirgiin ornekleri alinmistir. Nar agaglarinda yapilan gozlemlerde geriye dogru
Oliimler, yapraklarda degisik tipte deformasyon ve sararma ya da kizarmalar ve agac
genelinde deformasyonlar goriilmiistiir. Onemsenmedigi takdirde muhtemelen eger viral
bir etmen ise hem gogaltma materyalleri ve hem de hasat ya da budama faaliyetleri ile bu
belirtiler giderek yayilmaya devam edecektir. Bu nedenle Dogu Akdeniz Bolgesi Nar
popiilasyonunda belirti gosteren agaclardan bitki 6rnekleri alinip molekiiler yontemlerle
testlenmistir.

Total Niikleik Asit Izolasyonu, RT-PCR ve Agaroz jel calismalarinda kullanilan
materyaller molekiiler ¢alismalarda o6zellikle niikleik asit izolasyonun da kullanilan
ekstraksiyon buffer i¢in gerekli olan Glycine-NaOH, NaCl, EDTA, Sodium dodecyl
sulfate, Sodium diethyldithiocarbomate [DIECA-Na], Sodyum asetate CH;COONa(3M),
Potasyum asetat, Etil Alkol gibi kimyasallar firmalardan temin edilmistir. Total RNA
ekstraksiyon ¢alismalarinda viriis ile infekteli, bitkilerin geng yapraklarindan elde edilen
bitki 6zsuyu kullanilmistir.

Calismada ve ticari kitler ile Elma Mozaik Viriisii, Erik Halkali Leke Viriisii,
Cilek Latent Ringspot Viriisii, Asma Mozaik Viriis, ElIma Gévde Yivlesme Viriisii, Kiraz
Halkal1 Leke Viriisii, Raspberry Halkali Leke Viriisii, Domates Halkali Leke Viriisii,
Hiyar Mozaik Viriisii, Asma Yaprak Kivrilma Viriisii, Yonca Mozaik Viriisii
arastirilmistir.

PCR c¢aligmasi sirasinda hedef niikleik asitlerin c¢ogaltilmasi i¢in RT-PCR
calismalarinda kullanilan 200 pl’lik PCR eppendorf tiipleri, izolatlara ait NA’lerin

komplamenter DNA (cDNA)’e doniistiiriilmesi i¢in gerekli olan Reverse Transcriptase
1l



enzimi (M-MLV, 200u/ul), RT buffer (M-MLV buffer 5X), RNAse inhibitori (40/ul),
dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP (100mM)), RNA’in hedef bolgesine spesifik tek
iplikli oligoniikleotid primer ¢iftleri, (Tablo 5) Taq polimeraz (5u/ul), PCR buffer (10X)
kullaniimustr.

Total NA ekstraksiyonu sonucunda elde edilmis olan viriis izolatlarina ait total
NA’ler, RT-PCR c¢aligmalari ile gogaltilan RT-PCR {iriinlerinin kontroliinde kullanilan
agaroz ve DNA marker firmalardan satin alinmigtir. Caligmalar viroloji laboratuarinda
yiiritilmistiir.

Survey calismalarinda Adana ve Mersin Illerindeki kapama nar bahgeleri veya
miinferit ev bahgelerinde viriis ve fitoplazma ya da tanimlanamayan anormallikler
gbsteren agaclardan gec siirgiin ve yaprak ornekleri alinmistir. Ornekleme calismalar
2020 y1l1 Eyliil ve 2021 yil1 Mays tarihleri arasinda yapilmis, Adana ve Mersin illerinden
137 &rnek toplanmustir. Orneklerin 99 tanesi Adana, 38 tanesi Mersin illerinden alinmis
olup sayilar bahge ve bahgelerde belirti gosteren aga¢ sayilarina bagli olarak
belirlenmistir. Alinan her bir 6rnek kodlanmus, resimleri ¢ekilip etiketlenmistir. Alinan
ornekler ayr1 ayri torbalanip buz kutusu i¢inde laboratuvara getirilmis ve buzdolabinda
muhafaza edilmistir. Ornekler alindiktan sonra 12 saat igerisinde analize baslanmustir.

Bitki ornekleri molekiiler ¢aligmalardan dnce + 4 °C’de, ¢alismalardan sonra -
20°C’de muhafaza edilmistir. in-vitro testleme islemleri C.U. Ziraat Fakiiltesi, Bitki
Koruma Bolimii Viroloji laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Survey calismalarinda siipheli nar bitkilerinin simptomlu yapraklarindan total NA
ekstraksiyonu yapilmustir. Total NA izolasyonu Astruc ve ark., (1996)’nin Onerdigi
yonteme gore yapilmistir.

Calismada toplanan Orneklerde mevcut viris ve fitoplazma hastaliklarinin
saptanmasi ve tanilanmasi amaciyla, RT-PCR (Reverse Transcription- Polymerase Chain
Reaction) caligmalar1 yapilmistir. RT-PCR yontemi, oncelikle ticari olarak ELISA kiti
temin edilemeyen ve dolayisiyla serolojik olarak saptanamayan viriisler ve kontrol

amaciyla diger viriisler i¢in uygulanmugtir.



Bu amagla yapilmig c¢alismalarda, bulasik bitkilerin dokularindan elde edilmis
total niikleik asitler kullanilmig ve Astruct ve ark., (1996) gore calisma ylritilmiistiir.

PCR yontemi, saptanan viriislerin molekiiler karakterizasyonu igin gerekli olan
PCR iiriinlerinin elde edilmesi amaciyla kullanilmistir.

DNA yapisindaki viriisler i¢in direkt olarak PCR asamasi uygulanirken, RNA
yapisindaki viriisler i¢in RT agsamasi yapildiktan sonra PCR islemine gegilmistir. Birinci
asama olan RT (Reverse transcription) asamasinda cDNA'lar elde edilmis ve ikinci
asamada ise, bu cDNA'lar kullanilarak PCR islemi yapilmustir.

I. RT asamasinda; her PCR tiipiine, 1 pl total NA 1 pl reverse primer ve 13
ulH,0O konularak 95 °C'de 3 dakika bekletilmis, daha sonra tiipler buz {izerine alinmistir.
Bu PCR tiiplerine, 5,9 ul saf su, 2,5 pl RT buffer, 1 pl ANTP (2 mM), 0.3 ul RNAse inh
ve 0.3 pl RT enzimi ilave edilerek, 42 °C'de 60 dakika inkiibe edilmistir.

II. PCR asamasinda, 1 ul cDNA, 5 pul, PCR (10X) buffer, 1ul dNTPs (10 mM),
1 ul PrR, 1 ul PrF, 0,250 ul Taq, 40,75 plH,Oilave edilmistir. Daha sonra tiipler ¢izelge
1’deki gibi olmus sekilde ayarlanarak thermocycler’ a yerlestirilmis ve boylece PCR
islemi tamamlanmuistir.

Diger yandan s6z konusu drneler {iniversal ve nested primer ¢iftleri kullanilarak
Direct ve Nested PCR ile fitoplazma etmenine karsi testlenmistir.

Agarose Gel Elektroforez calismalarinda viral etmenlere karsi yapilan RT-PCR
trtinleri ve Nested-PCR {rlinleri kontrol edilmis ve sonuglar Ultraviole (UV)
transilluminator de goriintiilenmistir.

Arastirma kapsaminda surveyler siiresince toplanan nar bitkilerinde herhangi bir
infeksiyon saptanmamis ve biitiin bitkisel 6rnekler testlenen viriis ve fitoplazma etmenleri

acisindan saglikli bulunmustur.
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1.GIRIS izzet GUVELOGLU

1. GIRIS

Ik kiiltiire alman bitkilerden biri olan nara insanlar tarih boyunca farkli
degerler yiiklemistir. Biitiin kutsal kitaplarda bahsedilen nar bitkisi bazen {ilkeleri
temsil eden sembol olmus, bazen medeniyetlerin en 6nemli yapilarinda graviir ve
tablolarda gortilmistiir. Nar 6nemli bir besin olmasinin diginda kabuklar1 ve ¢igegi
kumas ve yilin boyamada, sislemede kullanilmaktadir. Giliniimiizde teknolojik
geligsmeler ve insanlarin dogala ve organik fiiriinlere ilgisinin artmasiyla beraber nar
meyvesi takviye edici gidalarda, makyaj malzemeleri iiretiminde de sz sahibi
olmustur (Kurt ve Sahin, 2013).

Tiirkge kokenli bir kelime olan *’Nar’’ mitolojik bir meyvedir. insanoglu
yiizyillar boyunca denemeleri sonucunda bir¢ok hastaliga sifa kaynagi olarak nar
bitkisini kullanmigtir. Kiiltiirin glinlik yasamin her 6gesinde narla karsilagilir;
tiirkiiler, ninniler, destanlar, bilmeceler sadece bir kagidir. Nar, cennetin meyvesi
bollugun semboliidiir. Kirmiz1 rengi ve yuvarlak sekliyle mitolojide ve tasvirlerde
giinese es tutulmustur. Verimli olmasi, meyve ve danelerinin ¢ok olmasi nedeniyle
evliligi, yeniden dogusu, bollugu, olimsiizligi dile getirmektedir. Atalarimizdan
miras kalan kiiltiirli yasatmak, birlik ve beraberligin giiciinii gosterip kiiltiirel
degerlerimizi 6liimsiiz kilmay1 nar temsil etmektedir (Senocak, 2016).

Narin anavataninin hazar goliiniin gevresindeki cografi alanlar ve Kuzey
Hindistan oldugu tahmin edilmektedir. Yiizlerce yildir Asya ve Avrupa’nin uygun
iklimsel degerlere sahip her iilkesinde tarimi yapilan nar bitkisi giiniimiizde Afrika
kitasi, Amerika Kitasi, Avustralya’ ya kadar elverisli kosullara sahip diinyanin her
yerinde tarim yapilmaktadir (Kurt ve Sahin, 2013).

Ilk¢aglardan bugiine sifa kaynagi olarak goriilen nar bitkisi
gegmisten bu yana ates disiirlicii olarak kullanilmakta iken son yillarda gida
teknolojisi ve tiptaki bilimsel ¢alismalar sonucu antioksidanlar, vitaminler,
polifenolik maddelerce zengin oldugu belirlenmistir. Igerigindeki bu maddeler

nedeniyle bir¢ok kanser tiiriinli, kalp ve damar hastaliklarini, énlemede etkin

1



1.GIRIS izzet GUVELOGLU

oldugu tansiyon hastalarinda yiiksek kan basmcim diiglirdiigii belirlenmistir. Eksi
nar meyvelerinden sirke ve sitrik asit iiretiminde kullanilmakla beraber nar eksisi
gibi 6zel soslarda yapilmaktadir. Ozellikle tip alaninda yapilan bilimsel galismalar
ve yayim faaliyetleri sonucu basin yayimn organlarinda ve internet ortaminda nar
meyvesinin dneminin genis kitlelerce anlasilip kabul gérmesi sonucu tiiketimi son
20 yilda c¢ok hizli artmis hatta nar daneleri meyve salatalari, pasta, tatli gibi
iiriinlerin {izerinde direk kullanilmaya baglanmistir. Giiniimiizde meyve suyu
sanayiinde nar suyunun 6nemli bir yeri vardir. Meyve suyu iiretiminin artmasiyla
birlikte yan sanayii iirlinleri olan nar meyvesinin kabuklar1 ve ¢ekirdegi tibbi ilag
sanayii ve takviye gida irilinleri iiretiminde de Onemli bir hammadde haline
gelmistir. Nar c¢ekirdegi yag1 giiniimiizde talebi karsilanamayan yliksek katma
degerli iiriinlerdendir (Sahin, 2013).

Myritales takimi Lythraceae familyast ve Punica cinsi iginde yer alan
Punica granatum, yani nar bitkisi ¢ok yillik birka¢ metre boylanabilen ¢alimsi
yapida veya ¢ok dalli taglanabilen, koltuk siirgiin uglart sivri ve ig seklindedir.
Yaprak, kenarlar tiiylii iist tabaka mumlu gibi bir yap1 gostermektedir. Meyve sekli
cesitlere gore ¢ok fazla degisiklik gostermektedir. Olgunlagtiginda kaliks
segmentleri tarafindan taglanir. Meyve genel olarak 5-14 cm genisliginde kalin
kabuklu ve bol ¢ekirdeklidir. Kabuk rengi cesitlere gore cok fazla degisiklik
gosterir. Meyve kabugu kirmizi, yesil, sar1 olabildigi gibi alacali birden fazla renkte
igerebilmektedir. Meyvenin kabugu yenilmez eksi ve aci tada sahiptir. Meyve
cekirdegi ve meyve icindeki odaciklart ayiran zar yenilmez. Meyvenin i¢
kismindaki daneler tiiketilir. Daneler ince bir zar, pulp ve tohumdan olusur. Dane

renkleri beyazdan koyu kirmiziya kadar birgok renklenme gosterir (Anonim, 2011).
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Cizelge 1.1 Narin sistematikteki yeri

Alem Plantae
Bolim Magnoliophyta
Sinif Magnoliopsida
Takim Myrtales
Familya Lythraceae
Cins Punica
Tar Punica granatum

Ulkemizde yerel veya selekte edilmis degisik nar cesitleri yetistirilmekte
olup en yayginlarindan biri Hicaz naridir. Yerel bir ¢esit olan Hicaz nar1 yaygin ve
basarili bir sekilde yetistirilen, meyveleri ortalama 350-400 gr agirlikta olup kabuk
rengi kirmizi, daneler koyu kirmizi, tadi mayhostur. Cekirdekler orta derecede sert
olup meyve suyu iiretimine ve uzun siire depolamaya (4-5 ay) uygundur. Yaygin
yetistirilen bu cesit biiylik ol¢iide Avrupa iilkelerine ihra¢ edilmektedir. Kabuk
rengi koyu parlak kirmizi dane rengi daha agik olan Wonderful ¢esidinde meyve
iriligi orta boy olup 6zellikle daneleme ve sanayiye uygundur. Tad1 hafif mayhos
ve lezzetli olan ¢esit diinya da dikimi en yogun olan nar ¢esitlerinden biridir.

Mersin civarinda yetistirilen lezzeti ¢ok iyi eyliil ekim aylarinda hasat
edilen ¢ekirdeksiz nar diger onemli bir ¢esittir. Kabuk rengi acik sari iistiine koyu
kirmizi renkte olan kalin kabuklu ve g¢ekirdekleri orta sert olan deve disi nar1 da
yerel yetistirilen narlardan biridir. Bunun disinda yerel olarak isimlendirilen ¢ok
nar ¢esidi olup ticari anlamda en yaygin yetistirilen hicaz naridir. Hicaz narinin bir
diger 6zelligi de soguklara daha toleransli olmasidir. Hicaz nar1 ve Wonderful nari
cesit Ozellikleri itibariyle ¢ok benzerdir. Yiiksek adaptasyon yetenekleri, gecgi
hasat tarihleri, iri meyve olusturmalar1, kirmiz1 tane rengi, yiiksek verim ve uzun
siire depolanabilmeleri ortak 6zellikleridir. Hicaz ¢esidi narin olumsuz depolama
kosullaria dayaniklilig1 ve depolama siiresi wonderful ¢esidinden daha yiiksektir.

Wonderful nar ¢esidi Hicaz nar ¢esidine gore daha tatli ve meyve odaciklarimi
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ayiran zarin daha kolay ayrilmasi nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir.(Anonim,
2019).

Tiirkiye, iklim ozellikleri, gen kaynaklar1 gibi bircok 6zellik bakimindan
nar yetistiriciligine en uygun iilkelerden biridir. Son yillarda insan sagligi iizerinde
yapilan arastirmalarda narin beslenmedeki 6nemi anlagilmistir. Giinliimiizde narda
yiiksek miktarda bulunan ellajik asidin insanlarda ki bir¢ok viral enfeksiyonda gida
takviyesi olarak kitle iletisim araglarinda iinlii doktorlar tarafindan Onerilmesi
sonucu diinya genelinde nar tiikketimi artmistir. Bu gelismelerle birlikte treticilerin
nar iretimine ilgisi artmig tliretim alanlarinda ciddi miktarda artiglar olmustur.
Diinya genelinde nar istatistikleri saglikli olarak olusturulmamakla birlikte dnemli
nar Ureticisi tilkeler ve iiretim miktarlart Cizelgel.2 de verilmis olup Tiirkiye 2020

rakamlari ile 600 021 ton ile dordiincii sirada yer almustir.

k56,573 ("
Sekil 1.1 Ulkemizde bdlgelere gére 2018 yili nar iiretim oranlari

Tiirkiye meyve tretiminde nar, son yillardaki gelisimiyle uluslararasi
piyasalarda adindan daha fazla soz ettirmeye baslamistir. Sekil 1.1 ve 1.2 de
Tiirkiye ve Dogu Akdeniz Bolgesi nar iiretim alanlarindaki artig goriilmektedir.

Tablo 1.3’te gorildiigi gibi Tirkiye’nin son on yilda nar tiretim alan1 176 197
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dekardan, 291490 dekara ve nar tiretim miktart 127 760 tondan 2021 yilinda 618

bin tona yiikselmistir.

Cizelge 1.2. Tirkiye’deki son 10 yilda nar iiretim alanlari, agag¢ sayilari, verim
miktarlar ve {iretim alanlan istatistikleri (Tiiik, 2022).

Meyve Veren | Meyve Vermeyen Toplu verim Uretim

Yil Yasta Agacg Yasta Agac Meyveliklerin (Kg/Meyve Miktari

Sayisi (Adet) Sayisi (Adet) | Alani (Dekar) veren (Ton)

Agdag)

2011| 7881144 6 432 893 244 454 28 217 572
2012| 10011871 5789 933 269 024 31 315 150
2013 | 11 086 789 5089 180 283 991 35 383 085
2014 | 11 755997 6 033 851 304 548 34 397 335
2015| 13310323 4072 289 307 511 33 445 750
2016 | 13858784 3481 808 305 302 34 465 200
2017 | 13661 560 3122 595 297 669 37 502 606
2018 | 13574 229 2 645 256 291 490 40 537 847
2019| 13739341 2420 226 285 253 41 559171
2020| 13670173 2 211 605 284 632 44 600 021

Son yillarda Akdeniz, Ege ve Giineydogu Anadolu Bolgesinde yeni tesis
edilen genis alanlardaki kapama nar bahgeleriyle birlikte gelecek yillarda da
iiretimin artacagi tahmin edilmektedir. Hicaz ¢esidi narin yaninda {ilkemiz iklim ve
toprak kosullarina uygun adaptasyon kabiliyeti yiiksek yeni gelistirilen nar cesitleri

de iiretim miktarinin artacagi konusunda umut vermektedir (Kurt ve Sahin, 2013).
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F--q

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

FIKapama Nar Bahgelert Alam (Dekar) @Uretim Miktart (Ton)

Sekil 1.2.  Tiirkiye’deki son 10 yilda kapama nar bahgeleri alanlar1 ve iiretim
miktarlan grafigi (Ttik, 2022).

Cizelge 1.3. Arastirmanin yapildig1 illerin, bolge ve Tiirkiye Nar {iretim
verilerinin karsilagtirilmasi tablosu (Ttiik, 2022).

Adana,
Adana | Mersin ) Akdeniz | Turkiye
Mersin

Meyve Veren Yasta Agac
Sayisi (Adet)

Meyve Vermeyen Yasta
Agag Sayisi (Adet)

Toplu Meyveliklerin Alani

982440 | 1774539 | 2756979 | 6589171 | 13670173

125214 1199891 |325105 |796619 |2211605

21391 | 40413 61804 136137 |284632

(Dekar)

Verim (Kg/ Meyve Veren

N (9 W 80 57 65 54 44
Agac)

Uretim Miktari (Ton) 78483 |101676 |180159 |358588 |600021

Ikinci ve Bolat (2019)’ 1 bildirdigine gore iilkemizde bdlgeler itibari ile
nar yetistirilen alanlar ve yiizde dagilimi Sekil 3’ te verilmistir. Ozetle Akdeniz
bolgesi iilke iiretiminin yaridan fazlasimi karsilarken Dogu Akdeniz bolgesi ise

yaklasik olarak nar alanlarmin 1/4 iinii kapsamakta ve iiretim miktarinin ise 1/3iinil
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kargilamaktadir. Ayrica iilkemizde aga¢ basina nar verim ortalamasi 30 kg Adana
ilimizin ortalamasi ise 71 kg’dir. Son 10 yilda Dogu Akdeniz bdlgesi liretim

miktarinin 2,8 kat arttig1 goriilmektedir.

Cizelge 1.4. Tirkiye’deki son 10 yilda iiretici bazinda meyve fiyatlar1 tablosu
(Tiik, 2022).

Yil Meyve fiyatlan TL/Kg
2008 1,38
2009 1,34
2010 1,36
2011 1,19
2012 0,96
2013 0,78
2014 0,99
2015 0,91
2016 0,89
2017 1
2018 1,26
2019 1,74
2020 2,04

Ulkemiz 2020 yili verilerine gére 75 iilkeye 192 bin 6 ton nar ihracatina
karsilik 126 milyon 54 bin dolar gelir elde etmistir. Sadece Rusya’ya 44.5 milyon
dolarlik nar ihracati yapilmistir. Irak, Beyaz Rusya Almanya oncelikli ihracat
yaptigimiz llkelerdir. Irak’a ihracat bedeli 2,3 dolar, Almanya’ya ihracat bedeli
10.15 dolardir. Fiyatlardaki farkin nedeni Irak’a diisiik, Almanya’ya yiiksek kaliteli
iiriinlerin satilmasidir. hra¢ edilecek narlarin fiziksel ve pomolojik &zellikleri
yiiksek olmalidir. Ozellikle meyve kabugunda mekanik hasarlanma olmamalidir.
fhra¢ edilecek iiriinlerde kaliteyi etkileyecek hastalik ve zararhilardan korunmus
olmalidir. Ozellikle yetistiricilik donemindeki hastalik ve zararlilar ihragta 6nemli

kriterdir.(ikinci ve ark., 2018).
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Sekil 1.3. Tiirkiye’deki son 10 yilda nar ihracat miktar1 grafigi

Nar iiretiminde zararl olan birgok hastalik ve zararli mevcuttur. Bunlardan
hastalik olarak Kahverengi leke hastaligi (Alternaria alternata), Coniella granati
meyve c¢urikligi, Aspergillus meyve ¢irikligi (Aspergillus niger),Govde
zamklanma hastaligi (Phytophthora sp.) gibi biyotik hastaliklar sorun olmakla
birlikte bocek zararlilar (harnup giivesi, unlu bit, yaprak bitleri, aga¢ kurdu, beyaz
sinek, kirmiz1 6riimeekler vb.) meyve catlamalari, govde kuruma ve/veya kabuk
catlamalari, zamklanma, meyvede giines yaniklig1 gibi birgok abiyotik hastalik ta
zararlar olusturmaktadir.

Ancak nar bitkilerinde hastalik etmeni olarak en az bilinen ve iizerinde
fazla galisma yapilmamig konulardan biri viriis ve fitoplazma hastaliklaridir. Birkag
yurt dist ve yurt igi kaynaktan bagka narlarda bilinen ve zarar yaptigi gosterilen
viriis ve fitoplazma hastalig1 yoktur. Ancak nar yetistiriciliginin arttig1 ve vegetatif
tiretim sisteminin kullanildig1 nar bitkisinde virlis veya fitoplazma hastalik
etmenlerinin bitkilerde olusturdugu belirtilere benzer goriiniimler belirlenmistir.

Tiir ve cins diizeyinde de narda belirgin bir hastalik s6z konusu olmamakla
beraber dnemli bir iiriin haline gelen nar yetistiriciliginde 6zellikle bolgemiz igin
viriis ve fitoplazma hangi hastaliklarin olabilecegi ve bu hastaliklarin nar

yetistiriciliginde belirlenmesi amaciyla bu calisma planlanmigtir. Dogu Akdeniz
8
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Bolgesi nar yetistirilen alanlarda yapilmis survey calismalari ile molekiiler
taramalar ile mevcut hastaliklar belirlenmeye ¢alisiimustir.

Diger bitkilerde viriis ve fitoplazma hastaliklar1 degisen énemlerde
verim ve kalite kaybina neden olmaktadir. Tiim canlilarda obligat olarak
bulundugu bilinen viriis ve fitoplazma etmenlerinin narlarda da bulundugu bazi
calismalar ile ortaya konmustur. Bolgedeki nar agaclarinda yapilan gézlemlerde
geriye dogru sebebi bilinmeyen 6liimler, yapraklarda degisik tipte deformasyon ve
sararma ya da kizarmalar ve aga¢ genelinde deformasyonlar goriilmeye baslamistir.
Onemsenmedigi takdirde muhtemelen eger viral bir etmen ise hem ¢ogaltma
materyalleri ve hem de hasat ya da budama faaliyetleri ile bu belirtiler giderek
yayllmaya devam etmistir. Bu nedenlerden dolayr nar bitkilerinde bulunan veya
zarar yapan viral etmenlerin biyolojik, serolojik ve molekiiler olarak belirlenmesi,
varlig1 veya yaygin oldugu saptanan viral etmenin molekiiler karakterizasyonunun

yapilmasi bu ¢alismanin esas amacini olusturmustur.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Narda bir¢cok hastalik ve zararli bulunmakta, bu hastalik ve zararlilar
meyve de verim ve kalitede problem olusturmakta sonugta pazarlama sorunlarina
neden olabilmektedir. Diger bitkilerde bu tip problemlere, hatta bitki dliimlerine ve
o Uriiniin yetistirilmesi imkanini ortadan kaldiran, sinirlayan viriis ve fitoplazma
hastaliklari ¢ok sayidadir. Ancak narlar da viriis ve fitoplazma hastaliklari ile ilgili
ne yurt disinda ne de yurt iginde ¢ok fazla ¢alismaya rastlanmamustir.

Horvath ve ark. (1984) eski Yugoslavya’da Zagrep Universitesi koleksiyon
bahgelerinde mevcut nar bitkilerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada hiyar mozaik
viriisiinii (Cucumber Mosaic Virus, CMV) ilk kez rapor etmislerdir.

Bichcheri ve ark.,(2012) italya’da Emilia-Romagna Bélgesi'nin Ravenna
eyaletinde diinyanin farkli iilkelerinden temin edilmis 57 nar ¢esidinin bulundugu
bir koleksiyon parselinde baz1 ¢alismalar yiiriitmiislerdir. Nar, g¢elikle ¢cogaltildigi
icin virlis hastaliklarindan korunmak igin saglikli {iretim materyali kullaniminin
onemli oldugu vurgulanmis ve bu nedenle g¢aligmalarini yeni nar cesitlerinin
gelistirilmesi i¢in kurulan koleksiyon parsellerinde yogunlastirmislardir.
Aragtiricilar 2014 yilinda koleksiyon parsellerinde ve Bologna’daki parklardaki siis
narlarinda yaprak deformasyonlar1 goriilen bitkilerden alinan 6rneklerin yiizde
10°’nunda (CLRV)‘nin saptandigini bildirilmiglerdir. Yine 2015 yilinda koleksiyon
parsellerinde yapilan surveylerde yapraklar iizerinde viriis benzeri belirtiler
belirlenmis ve Alfaalfa mozaik viriisi (AMV), Arabis mozaik virisii (ArMV),
Cherry Leaf Roll Viriis (CLRV), ve Hiyar mozaik virlisi (CMV), Strawberry
Latent Ringspot Viriis (SLRV) gibi ¢esitli virtislerin varligini arastirmak igin
calismalar yliriitilmiis ve sonucgta alinan 57 yaprak ornekte serolojik (ELISA) ve
molekiiler analiz (RT-PCR) ¢aligmalart yiiriitiilmiistiir.

EPPO global veri tabanina gore 2012 yilinda Bologna Universitesi
tarafindan diinyanin farkli bolgelerinden ithal edilen 126 nar c¢esidinin kokli

celikleri Ravenna yakinlarinda (Emilia-Romagna bdlgesi) karantina altindaki
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koleksiyon parseline dikilmis ve 2013 baharinda yapilan ilk survey ¢aligmalarinda
higbir belirti gézlenmemistir. Ancak birkag viriisiin varligini arastirmak i¢in alinan
ornekler testlenmis ve bir nepoviriisiin varligi belirlenmistir. Bu ornekler daha
sonra USDA / ARS klonal germplazm (California, ABD) stoklarindan alinan
ornekler daha ileri analizler (serolojik testler, RT-PCR, sekanslama)’ etabi
tutulmus ve ToRSV'nin varligint belirlenmistir. S6z konusu 6rneklerin dagitildigi
farkli alanlardaki (Emilia- Romagna'da bulunan 5 giftlik ve Bari Universitesi
(Puglia bolgesi) ve Lazio bolgesindeki bir fidanlik) bitkilerde de daha sonra
Tomato Ringspot Virus (ToRSV) saptanmis ve varligi teyit edilmistir. Bulasik
bitkilerde baslangigta belirti gostermeyen bazi bitkilerin daha sonra yapraklar
iizerinde halkali lekeler seklinde de belirtilerin ortaya ¢iktigi goriilmiistiir. Sonug
olarak hastalif1 yok etmek amaciyla resmi bitki sagligi onlemleri alinarak ABD
mengeli olan tiim nar bitkileri sokiiliip imha edilmistir. Viriisiin vektorii nematod
Xiphinema americanum’un Italya’da varligi rapor edilmemistir, varsa da dogal
yayilmasinin sinirl oldugu diisiiniildiigii rapor edilmistir (Anonymous, 2010).

Asma Yaprak Kivirciklik Viriisii (Grapevine Leafroll Virus, GLRYV)
ekonomik Oneme sahip bir hastaliktir. Hastaliktan sorumlu olan viriisler
Closterovirus ve Ampelovirus familyasindan gesitli etmenler olmakla birlikte ilk
tespit edileni GLRaV-1’dir. Giiniimiizde 9 adet etmen tespit edilmis 4 tanesinin
(GLRaV-1, -2, -3 ve -7) hastalik etmeni oldugu belirlenmistir. Hastaligin taginmasi
uzak mesafelere bulagik liretim materyali ile bolgesel olarak ise unlu bit tiirleri ile
olmaktadir. (Martelli, 2014).

Caglayan ve ark., (2015) yaptiklar1 ¢alismada Hatay ilinde Hicaz nar
cesidinde sararma, klorotik lekeler ve mese yapragi belirtilerinden viriis
hastaliklarina benzer belirtileri gozlemislerdir. Bu yapraklardan alinan drneklerden
DAS ELISA ve 6zel primerler kullanarak RT-PCR testleri yapmislar ve sonugcta
GLRaV-1 i¢in narlarin alternatif bir konukcu olabilecegini ifade etmislerdir.

Narlarda heniiz az sayida viriis hastaligi tanimlanmis oldugu, ancak son

yillarda yiiriitiilen ¢alismalarda narinda GLRaV-1’in (Asma yaprak kivirciklik
12
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viriisli 1, Grapevine leafroll-associated virus 1) konukc¢usu olma ihtimali ile yapilan
calismada Elgi ve ark. (2017) bag ve narlardan elde edilen GLRaV-1 izolatlarimi
genomik olarak kiyaslamiglardir. Bu amagla, Hatay ve Nigde illerinden toplanan
asma ve nar Orneklerinden total RNA ve dsRNA izolasyonlar1 yapilmis, viriis
genomuna 6zgii 2 farkli bdlgenin hareket (movement) proteini (p24) ve 1s1 sok
(heatshock) proteinini (HSP70h) ¢ogaltan primerler kullanilarak RT-PCR ile
analizleri yapilmis elde edilen iiriinler klonlanmis ve sekans analizlerini
yapmiglardir. Ayrica Closteroviriis’iin HSP70h genine 06zgii dejenere primer
kullanilarak DOP-PCR analizleri yapilmigtir. DNA dizi analizlerinin sonunda elde
edilen kismi genomun, BLAST analizleri yapildiktan sonra filogenetik analizleri
cikarilmistir. Bu calisma ile yeni bir konuk¢u oldugu tahmin edilen nardan izole
edilen GLRaV-1 izolatlarinin asma izolatlar ile kiyaslamali olarak analiz edilmesi
saglanmig ve izolatlar arasi yiiksek oranda benzerlik oldugu tespit edilmistir. (Elgi
ve ark. 2017)

Gomez ve Pallas, (2001) viriis ve viriis benzeri etmenlerin neden oldugu
simptomlar gosteren nar yaprak ornekleri 6 farkli viroid veya viroid benzeri RNA
varligmi belirlemek i¢in analiz etmislerdir. SPAGE ve RT-PCR yontemleri
kullanilarak yapilan ¢alismada 2 6rnegin 16 Sr RNA ile ayni oldugu belirlenmistir.

Hop Stunt Viroidi, (HSVd), 1973 yilinda ilk defa tanimlanmig 1977 yilinda
hastaliklara neden olan etmenin viroid oldugu belirlenmistir. Etmen %50 ye varan
verim kayiplarina sebep olabilmektedir. Turunggil, sert ¢ekirdekli meyveler ve
baglarda ¢ok sayida konuk¢uda bulunmaktadir. Hop Stunt Viroidi, (HSVd) yaprak
kenarlarinda nekrozlar ve beneklenmeler, bogum arasinda kisalma, bitkide
bodurlasma ve geriye dogru oliim seklinde belirtiler gosterir, mekanik olarak
taginabilir. Dogu Akdeniz Bolgesinde 1999-2001 yillar1 arasinda baglarda tespit
edilmistir (Gazel ve Onelge, 2002). Tiirkiye de bag ve sert cekirdekli bir¢ok
meyvede bu viroidin varligi diger bazi arastiricilar tarafindan da tespit edilmistir

(Sevik, 2015).
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Onelge, (2000) simptom gosteren 10 nar yapragi drneginde yaptiklart
calisma da viroid igerigi bakimindan sSPAGE ve RT-PCR yontemlerini kullanarak
analiz yapmiglar ve c¢ekirdeksiz nar ile bey nari orneklerinde 300 niikleotid
uzunlugunda RNA lar1 saptamiglardir. Bu hopstund viroidi i¢in spesifik bir deger
olup ¢ekirdeksiz ve bey nart kiiltii varlarinda Hop Stunt viroidinin (HSVd)
iilkemizdeki ilk tespiti olarak kayda gecmistir.

Gazel ve ark., (2009) Adana Hatay ve Mersinde 2006 yilinda yapilan
survey caligsmalar1 sonucu sararma ve yapraklarda bir miktar degisme gdsteren 152
yaprak Ornegi, HSVd mevcudiyeti icin analiz edilmistir. Toplam RNA'lar nar
yapraklarindan izole edilmis ve RT-PCR' de teplate olarak kullanilmistir. Test
edilen tiim nar numunelerinde HSVd tespit edilememistir.

Gorsane ve ark. (2010) Tunus’ta yaptiklar1 ¢alismada narlarda hop stunt
viroidini (HSVd) belirlemislerdir. Infekteli dokular iizerinde yapilan Dot blot
hibridizasyon, sPage, RT-PCR, cDNA sekanslamasi sonucu farkli Akdeniz Bolgesi
iilkelerindeki incir, erik, turunggil gibi hopstund viroidinin farkli varyantlar
arasindaki farklilik aragtirilmig; aragtirma sonucunda Tunus’taki narlarda belirlenen
hopstund viroidinin cachexia alt grubu i¢inde turunggil grubu ve rekombinant
turunggil-erik grubu olarak iki gruba ayrildigim belirlemislerdir. Sonuglar ayrica,
konukcu veya cografi kokene bagli olmayan yiiksek bir haplotip ¢esitliligi
gostermistir.  Genetik testler, HSVd izolatlarinin  hizla yayildigii da
gostermektedir.

Gazel ve ark., (2015) Aydin ilindeki nar agaglarinda, yillardir goriilen
sararma, azalan canlilik, deformasyon ve yapraklarin kizarikligi ve geriye dogru
Olimlerin sebebini arastirmislardir.2013 yili bahar ve sonbaharinda nar
bahgelerinde bu simptomlar1 veren fitoplazma hastaliklarinin vektorii olabilmis
Fieberiella anategea’nin ana zararli oldugunu tespit etmislerdir. 64 Fiebriella
anategea ornegi iizerine yaptiklar calismada 1 ergin ve 1 nimfte fitoplazma

hastalig1 tespit edilmistir.
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Salehi ve ark., (2016) Iran farkli bolgelerinde 2012 den 2014 yilina kadar
yapilan survey caligmalarinda bazi nar bahgelerinde degisik yaprak belirtileri
gozlemisler ve Neyriz bolgesinden alinan 6rnekte yapilan PCR ¢aligmalarinda
16Srll fitoplazma grubunun D alt grubuna ait KPLL ve NPLL suslarim
saptamislar ve ilk kayit olarak rapor etmislerdir.

Gao ve ark., (2016) Cinin Shandong Eyaleti Tai’an Bolgesinde Nar
bitkilerinde RFLP analizi ile (Restriction Fragment Lenght Polymorphism,
Polimeraz Zincir Reaksiyonu Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi) 16SrI-B
fitoplazmanin varligini rapor etmislerdir.

Narda viriis ve fitoplazma etmenleri hakkinda sinirli bilgi bulunmaktadir.
Ozellikle son yillarda insan saglhigi alaminda yapilan ¢aligmalar ve elde edilen
bilgiler dogrultusunda narin 6nemi anlasilmis buna bagli olarak nar yetistirme
alanlarinda hizla ¢gogalmistir. Artan dikim alanlart ve iiretim miktar1 sonucu 6énemli
bir iirlin haline gelen nar ile ilgili ¢aligmalarda artiglar goriilmiis, bu nedenle son

zamanlara kadar nar viriis hastaliklar1 konusunda yeterli ¢aligmaya rastlanmamustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Arastirmanin Yiiriitiildiigii Yer ve Bitkisel Materyaller

Arastirma da Adana ve Mersin illerindeki (Sekil 3.1) nar bahgeleri
calismanin esas materyallerini olusturmustur. Bolgede ticari anlam da nar
yetistiriciligi yapilmakta olup, s6z konusu nar bitkileriden ¢aligma amacina uygun
olarak yaprak, siirgiin 6rnekleri alinmistir.

Alinan 6rnekler Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Béliimii Viroloji Laboratuari ile C.U. Subtropik Meyveler Arastirma ve Uygulama
Merkezinin laboratuvarlarinda testlenmistir.

Adana 1li ve ilcelerinden 99 adet, Mersin ilinden 38 adet (Cizelge 3.1.),
viriis fitoplazma benzeri belirtiler gosteren ve viriisle bulasik olabileceginden
stiphelenilen bitkilerin (Sekil 3.2.-3.4) gen¢ yapraklarindan toplanan &rneklerin
once fotograflar1 ¢ekilmis toplandiktan sonra numaralandirilip etiketlenerek buz

kutusu icerisinde laboratuvara getirilmistir.
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Cizelge 3.1. 11 ve Ilgelere gore alinan &rnek sayilar

i lice Ornek Sayisi Ornek Sayisi
(Eyliil 2020) (Mayis 2021)

Adana Saricam 68 68
Adana Ceyhan 22 22
Adana Cukurova
Adana Karaisali 4 4
Mersin Tarsus 27 27
Mersin Anamur 4 4
Mersin Silifke

Sekil 3.1. Survey ¢aligmalarinda Adana Ili Sarigam Ilgesi Cigekli Mahallesinde
karsilasilan siipheli 6rnekleri
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Skil 3.2. Survey ghsmalarlnda Adana ili Sarigam llgesi Cayli Mahallesinde
karsilasilan siipheli 6rnekleri

2 2 \

sinde karslall

; \ o l‘%“ -
Sekil 3.3. Survey c¢alismalarinda A
stipheli ornekleri

dana 1li Ceyha Il.qe
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. !&

Survy ¢alismalarind Ili Tarsus Ilcesinde karsilasilan
stipheli drnekleri

3.1.2. Molekiiler Cahismalarda Kullanilan Materyaller

Total Niikleik Asit Izolasyonu, RT-PCR ve Agaroz jel calismalarinda
kullanilan molekiiler materyaller ve bitkisel materyallerin testlenmesinde
kullanilan viriis etmenlerine (Cizelge 3.2) spesifik primerler (Cizelge 3.3)
kulanilmistir.
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Cizelge 3.2. Calismada arastirilmis viriis hastaliklari

. . Viriis Adi Kisa
Viriis Adi (Tiirkge) . Tasinma Sekli
(Ingilizce) Adi
| Apple Mosaic Uretim materyali, mekanik
1 | Elma Mozaik Virtsu - ApMV .
Virtis inokulasyon, polen
Erik Halkali Leke | Prunus Necrotik
2 o o PRNSV Tohum, polen
Virtsu Viriis
. Strawberry T . .
Cilek Latent ) Uretim Materyali, mekanik
3 ) L Latent Ringspot | SLRV .
Ringspot Virlsi ) inokulasyon
Virus
_ _ Nematod, Uetim
Arabis Mosaic
4 | Asma Mozaik Viris Virii ArMV materyali, Mekanik
iriis
inokulasyon, Tohum
Elma Govde Apple Stem Uretim Materyali, Mekanik
5 o ASGV )
Yivlesme Virlsu Pittin Virus inokulasyon
Kiraz Halkali Leke | Cherry Leaf Roll Uretim materyali,
6 i CLRV
Virisu Virus Nematod
Raspberry Halkali | Raspberry Rin Uretim materyali,
7 pberry p y g RPRSV Y
Leke Virtsi Spot Virus Nematod
Domates Halkal Tomato Ring Uretim materyali,
8 _ ToRSV
Leke Virusu Spot Virus Nematod
9 Hiyar Mozayik Cucumber CMV Mekanik inokulasyon,
Virtsu Mosaic Virus Tohum, Yaprak Biti
Asma Yaprak Grapevine Leaf .
10 . : GLRaV | Uretim Materyali, Unlu bit
Kivrilma Virisi Roll Ass. Virus
Yonca Mozayik Alfalfa Mosaic Uretim Materyali, Mekanik
11 i AMV .
Virtsu Virus Inokulasyon, Yaprak Biti
c Uretim Materyali, Vektor
a.
12 Fitoplazma bocekler, Kiuskit ve
Phytoplasma
tohum
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PCR ¢alismasi sirasinda hedef niikleik asitlerin ¢cogaltilmasi amaciyla RT-
PCR c¢alismalarinda kullanilmig 200 pl’lik PCR eppendorf tiipleri, izolatlara ait
NA’lerin komplamenter DNA (cDNA)’e doniistiiriilmesi icin  Reverse
Transcriptase enzimi (M-MLV, 200u/ul), Reverse Transcriptase buffer (M-MLV
buffer 5X), RNAse inhibitorii (40/ul), dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP
(100mM)), RNA’in hedef bolgesine spesifik tek iplikli oligoniikleotid primer
ciftleri, (Tablo 5) Taq polimeraz (5u/ul), PCR buffer (10X) firmalardan satin
almmustir,

Agaroz jel elektroforez galigmalari ile kontrol edilmis olan materyal olarak
total NA ektraksiyonu sonucunda elde edilen viriis izolatlarina ait total NA’ler, RT-
PCR calismalar1 sonucunda c¢ogaltilan RT-PCR iiriinlerinin kontroliinde
kullanilmis agaroz ve DNA marker firmalardan satin alinmistir. Biitiin ¢aligmalarda
kullanilmis olan alet ve ekipmanlar (Mikropipetler, Santrifiij, sicak su banyosu,

Termocycle ve Elektroforez aparatlari) viroloji laboratuvarindan kullanilmistir.
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Cizelge 3.3. Calismada patojenlere ait kullanilmig primer ¢iftleri

Patojen Primer ismi ve Primer baz dizilimi L(’l::;‘ Referans
ArMV-S: 5'-
AV AAAGAATTGGCAGCGGATTGG-3' 453 | (Bertioli et
ArMV-A: 5'- bp al. 1991)
GAGTTCGATGATAGGGAGAACG-3'
ApMV-S: 5-
ADMV GGCCATTAGCGACGATTAGTC-3 820 | Petrzik ve
ApMV-A: 5- bp Lenz.(2002)
GGCCATTAGCGACGATTAGTC-3'
PNRSV-C537:5"- )
ACGCGCAAAAGTGTCGAAATCTAAA-3 | 455 | (Mackenzie
PNRSV o ve ark.,
PNRSV-H83: 5'- bp 1007)
TGGTCCCACTCAGAGCTCAACAAAG-3'
SLRSV-S; 5
SLRSV 'CCTCTCCAACCTGCTAGACT 3' 497 | (Postman
SLRSV-A: 5 bP | etal., 2004)
'AAGCGCATGAAGGTGTAACT 3'
CLRY CLRV-5:TGGCGACCGTGTAACGGCA 416 | (Faggioli et
CLRV-3:GTCGGAAAGATTACGTAAAAGG | bp al., 2005)
. CMV-CPN5:ACTCTTAACCACCCAACCTT | 280 | (Faggioli et
CMV-CPN3:AACATAGCAGAGATGGCGG | bp al., 2005)
GLRav-1-p24 | P59 CGCGCTTGCAGAGTTTAAGTGGTT3' | 634 Alabi ve
R:5TCCGTGCTGCATTGCAACTTTCTC-3 | bp | ark, 2011
GLRaV-1- F:5-CAGGCGTCGTTTGTACTGTG-3/, 540 Alabi ve
HSP70h R:5-TCGGACAGCGTTTAAGTTCC-3 bp | ark, 2011
RPRSY F:5- TGTGTCTGGTTTTGATGCT -3, 3g5 | Ochoa
R:5'- GAGTGCGATAGGGGCTGTT-3 bp 006
5_-CTCTTGAACCAGCTGATGGC-3' 264
ASGV 5-ATAGCCGCCCCGGTTAGGTT-3’ bp | KOPs, 1988
TORSY F : GAC GAA GTT ATC AAT GGC AGC 450 | Griesbach
R: TCC GTC CAA TCA CGC GAA TA bp 1995
MV-F (5'- Bath ve
AMV CCATCATGAGTTCTTCACAAAAG-3' 351 | ark, 2002
AMV-R(5'- bp Fidan ve
TCGTCACGTCATCAGTGAGAC-3’ ark., 2012
Universal
R16F1/5-AAGACGAGGATAACAGTTGG-3' | , ,,0 | Davisve
R16R0/5'- bp | ark.1997;
FITOPLAZMA | GGATACCTTGTTACGACTTAACCCC-3
Nested Gundersen
R16F2n/ (5-ACGACTGCTAAGACTGG-3' | , g0 | Ve Lee,
R16R2/ 5-TGAC o 1996
GGGCGGTGTGTACAAACCCCG-3" P
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3.2. Yontem
3.2.1. Survey Cahismalari ve Orneklerin Toplanmasi

Survey caligmalart Dogu Akdeniz Bolgesinde nar yetistiriciliginin yogun
olarak yapildig1 Adana ve Mersin illerindeki kapama nar bahceleri ve miinferit ev
bahgelerinde virlis ve fitoplazma ya da tamimlanamayan anormallikler gdsteren
agaclarin belirti gdsteren gec siirglin yaprak ve varsa meyve Ornekleri alinmistir.
Ornekleme calismalar1 2020 yili Eyliil ve 2021 Yili Mayis tarihleri arasinda
yapilmis, belirti gosteren bitkilerin ayrica aranmasina 6zen gosterilmis, giidimlii
ornekleme yapilarak Adana ilinden 99 adet Mersin Ilinden 38 adet bitkiden 6rnek
almmustir. Alinan her bir 6rnek kodlanmis, resimleri ¢ekilip etiketlenmistir. Alinan
ornekler ayr1 ayr1 torbalanip buz kutusu icinde laboratuvara getirilmis ve
buzdolabinda kullanilincaya kadar muhafaza edilmis, ilk hafta iginde 6rnekler ile
caligildiktan sonra pozitif oldugu belirlenen 6rneklerin kalan kismi -20°C de
saklanmustir.

Yaprak ornekleri etiketlenmis ve etiketlerde numune numarasi, tarihi ve
ornek alman yer belirtildikten sonra soguk zincir saglanip laboratuvara
getirilmistir. Bitki 6rnekleri molekiiler caligmalardan dnce +4°C’de, ¢aligmalardan
sonra -20°C’de muhafaza edilmistir. In-vitro islemleri C.U Ziraat Fakiiltesi, Bitki

Koruma Béliimii Viroloji laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
3.2.2. Molekiiler Calismalar

Molekiiler ¢alismalarda simptomolojik olarak herhangi bir virlis veya
fitoplazma hastaligi ile bulasik oldugundan siiphelenilen 6rnekler materyal olarak

kullanilmis ve sirasiyla asagidaki asamalarda ¢aligmalar ylritilmistiir.
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3.2.2.1. Nar Bitkisi Orneklerinin PCR Testleri icin Hazirlanmasi
3.2.3.2. Total Niikleik asit (TNA) Ekstraksiyonu Calismalari

Nar bitkilerinin simptomlu yapraklarindan total NA ekstraksiyonu
yapilmigtir. Total NA izolasyonu Astruc ve ark., (1996)’nin 6nerdigi yonteme gore
yapilmistir.

Izlenen basamaklar sirastyla:

a-Ornekler ekstraksiyon buffer1 (100mM Tris-HCI pH.8.0, 50mM EDTA
pH. 7.0, 500 NaCl, 10mM 2. mercapto-ethanol 1/1000) ile 1:2 (w/v) oraninda
sulandirilarak porselen hava icerisinde havaneli yardimui ile ezilmis ve bitki 6zsuyu
steril tiilbentten sliziilmiistiir. Bitki d6zsuyundan 1ml alinarak eppendorf tiipleri
igerisine yerlestirilmistir.

b-Ornekler 3 dakika 4.000 rpm de santrifiij edilmistir.

c- Siipernantant igeriisne 50 pl Sodium Dodecylsulfat (%20) ilave edilerek
vorteks te karistirilmus ve sonra tiipler 65 °C de 30 dakike su banyosunda
bekletilmistir.

d-Tiplere 250 ul potasium asetate (5M) ilave edilerek 20 dakika buz
igerisinde bekletilmistir.

e-Tiipler 15 dakika 13.000 rpm de santrifiij edilmistir.

f-Stipernatant ikiye boliinmis ve 500 pl si yeni hazirlannmis eppendorf
tiiplerine konarak -70 °C te saklanmustir. Geriye kalan 500 ul siipernatant yeni
hazirlanan eppendorf tiiplerine konulup, tizerine % 100 likk Ethanolden 500 pl ilave
edilerek ml ye tamamlanmistir. Daha sonra tiipler vortekste karigtirilmstir.

g-Sonra tiiplere 50ul sodium asetate (3M) ilave edilmis ve ornekler tekrar
karistirilarak -70 °C de bir gece bekletilmistir.

h-Ornekler 15 dakika 14.000 rpm de santrifiij edilerek siipernatan
ortamdan uzaklastirilmis ve eppendorf tiipleri ters gevrilerek filtre kagidi lizerinde
5 dakika kurutulup daha sonra pellet lizerine 1ml ethanol (% 70) ilave edilmistir.
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1-Ornekler RNA‘ larin ¢okmesi icin 5 dakika 13.000 rpm de santrifiij
edilerek tiip igerisindeki ethanol atilarak eppendorf tiipleri kurutma kagitlan ile
dikkatlice kurulanmustur.

k-Elde edillen total RNA lar 50 ul RNAse free distile su ile
sulandirilmistir. Ornekler 15ul ve 35 pl olmak iizere ikiye béliinerek eppendorf

tiipleri icerisinde -20 9C de muhafaza edilmistir.
3.2.3.3 DNA izolasyonu

DNA ekstraksiyonunda Ahrens and Seemiiller (1992)’nin kullandigi
yontem uygulanmustir.

a-Bitkilerin geng yaprak ve floemlerinden alinan 6rnekler (1 g 6rnek icin 4
ml) CTAB buffer (2% wi/v cetyltrimethylammonium bromide, 1.4 M NaCl, 0.2 %
2--mercaptoethanol, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI, 2% polyvinylpyrrolydone,
pH 8.0) ile porselen havan i¢inde havan eli yardimu ile ezilmistir.

b-Bu extraksiyon dan 500 mikrolitre alimip 1.5 ml lik eppendorf tiiplerine
konulacak ve tiipler 30 dakika 60 °C de su banyosunda inkubasyona birakilmistir.

c-Daha sonra pargalama igin tiipler icerisine 500 mikrolitre chloroform /
izoamylalkol (24:1) ilave edilerek 1 dakika siireyle vortek yapilmistir.

d-Tipler 12.000 devir/dakika da 10 dakika santrifiij edilmistir.

e-Supernatanttan 400 microlitre alinarak yeni eppendof tiiplerine aktarilmig
ve lzerine 2/3 oraninda soguk isopropanol ilave edilip -20 °C de 20 dakika
bekletilmistir.

f-Daha sonra tiipler 12.000 devir/dakika da 15 dakika santrifiij edilmistir.

g-Pellet %70 lik etil alkol ile yikanacak oda sicaklifinda kurutulmustur.
Daha sonra pellet 10011 TE (1X) buffer ile ¢6zdiiriilecek ve elde edilen DNA” ler
kullanilincaya kadar -70 °C de muhafaza edilmistir.
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3.23.3. RT- PCR (Reverse Transcriptase Polimeraz Chain Reaction)

Calismalan

Orneklerde mevcut viriis vb. hastaliklarmin saptanmasi ve tanilanmasi
amaciyla, PCR (Reverse Transcription- Polymerase Chain Reaction) ¢aligmalari
yapilmustir.

Niikleik asit materyali olarak DNA iceren etmenler i¢in direkt olarak PCR
asamas1 uygulanirken, RNA yapisindaki viriisler i¢in RT asamasi yapildiktan sonra
PCR islemine ge¢ilmistir. Birinci asama olan RT (Reverse transcription)
asamasinda c¢cDNA 'lar elde edilmis ve ikinci asamada ise, bu cDNA' lar
kullanilarak PCR islemi yapilmistir.

I. RT asamasinda; her PCR tiipiine, 1 pl total NA 1 pl reverse primer ve 13
ulH,O konularak 95 °C'de 3 dakika bekletilmis, daha sonra tiipler buz iizerine
almmustir. PCR tiiplerine, 5,9 pl saf su, 2,5 pl RT buffer, 1 pl dNTP (2 mM), 0.3 ul
RNAse inh ve 0.3 pl RT enzimi ilave edilerek, 42 °C'de 60 dakika inkiibe
edilmistir.

II. PCR asamasinda, 1 pl cDNA, 5 pl, PCR (10X) buffer, 1ul dNTPs (10
mM), 1 ul PrR, 1 ul PrF, 0,250 pl Taq, 40,75 ulH,O ilave edilmistir. Daha sonra
tiipler ¢izelge 1°deki gibi sekilde ayarlanarak Thermocyclera yerlestirilmis ve

boylece PCR islemi tamamlanmigtir.
RT-PCR Igin Termocyle Progranm

95 santigrat derecede 3 dakika ... 1 dongii
bagl
95 santigrat derecede 1dakika ...
Tm-3 santigrat derecede 1 dakika veveeren. 35 dOngii
72 santigrat derecede 50-sn L
bagli

72 santigrat derecede 10 dakika ... 1 dongii
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3.2.3.4. Fitoplazmalar i¢in Direct ve Nested PCR Calismalari

Oncelikle Direct PCR asamasinda, 2 ul DNA, 5 pl, PCR (10X) buffer, 1
ul dNTPs (10 mM), 1 pl PrR, 1 pl PrF, 0,250 pl Taq, 39,75 ul H20 ilave
edilmistir. Daha sonra tiipler Thermocycler’ a yerlestirilerek PCR islemi
gercgeklestirilmistir. Direk PCR igin Termocycle Programi

94 santigrat derecede 3 dakika ... 1 doéngii

Bagh

94 santigrat derecede 1dakika ...

Tm-5 santigrat derecede 2 dakika veveen. 35 dOngii

72 santigrat derecede 3 dakika

Bagl
72 santigrat derecede 10 dakika ... 1 dongii

R16F1/R16RO iiniversal primer ¢iftlerinin kullanilarak yapilan direk PCR
calismalari sonucuna elde edilen PCR iiriinleri %1 lik agaroz jelde kontrol
edilmistir. Elektroforez sonucunda jelde beklenen molekiill agirhigna sahip
herhangi bir DNA bad1 goriintiilenememistir. Daha sonra direk PCR {iriinleri 1/100
oraninda sulandirilarak nested PCR c¢aligmalarinda template DNA olarak
kullanilmistir. Molekiiler malzemeler olarak direct PCR oldugu gibi gerekli
malzemeler karigtirilmis ve Onceden ayarlanmis olan Nested PCR programi
uygulanmak iizere Thermocycler’ a yerlestirilmistir. 1. Adim da yoksa neden
nested a gegildi?

94 santigrat derecede 3 dakika ... 1 dongii

bagh

94 santigrat derecede 1dakika ...

Tm-5 santigrat derecede 2 dakika ... 35 dongii

72 santigrat derecede 3 dakika

baglh

72 santigrat derecede 10 dakika ... 1 dongii
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3.2.3.5.Agarose Gel Elektroforez Calismalari

Agarose Gel Elektroforez g¢alismalarinda viral etmenlerin testlenmesi
amaciyla kullanilan RT-PCR ve fitoplazmalarin testlenmesi amaciyla kullanilan
Direct ve Nested PCR ¢aligmalari ile elde edilen PCR iiriinleri kontrol edilmistir.
Agarose Jel Elektroforez ¢alismasi Galitelli ve Minafra, (1994)’e gore yapilmigtir.
Islemler sirastyla:

a) Agarose miktari, kontrol edilmesi planlanan PCR iiriiniiniin primerlerin
kullanilmasi ile beklenen molekiil agirligina gére 20 ml 1x TAE buffer ( 89 mM
Tris, 89 mM boric acide, 2 MmEDTA) igerisine konulmustur.

b) Bu agarose-TAE buffer karigimi kaynayincaya ve agarose eriyinceye
kadar mikrodalgali bir firin igerisinde 1sitildiktan sonra volum 20 ml’ye
ayarlanmustir.

c) Karigim tekrar 60 0C ye kadar sogumaya birakilmis ve tarak gegirilmis
olan tank igerisine bosaltilmistir.

d) Jel donduktan sonra tarak dikkatli bir sekilde ¢ekilip gel’in tizerini 1-
2mm kadar kaplayincaya kadar tank igerisine TAE buffer ilave edilmistir.

e) 10 ml &rnek jel deki cukurlara dikkatli bir sekilde yerlestirilmistir. ilk
gukura 10ml 1 kb marker konulmstir. Loading buffer daki turuncu renk (orange G)
jel” in sonuna gelene kadar jel tankina elektrik akimi verilmistir.

f) Runnin islemi tamamlandiktan sonra jel, oda sicakliginda 10 dakika 100
ml H20 +30 ml(10mg/ml distilate su) ethidium bromide karigimi igerisinde
boyanmistir. Jeldeki fazla ethidium bromide uzaklastirincaya kadar 5 dakika distile
su igerisinde tutulmistir.

Sonuglar transilluminatdr de kontrol edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Simptomolojik Gozlemler

Caligmanin yiiriitiildiigli Adana ve Mersin ili civarindaki nar bahgelerinde
yapilan survey caligsmalarinda miinferit agaglarda kloroz, bazi agaclarda geriye
dogru oliimler, govdeyi cevreleyen kabukta kavlamalar, yaprak deformasyonlari,
yapraklarda renk degisimleri, meyve catlamalar1 gbzlemlenmistir. Bu simptomlara
neden olabilecek tuz toksitesinin bulunmadigi (egim orani yiiksek gegirgen
topraklar) belirlenmistir. Survey yapilan bahgeler orman alanlari, meralar, bugday,
aycicegi tarlalari ile gevrelenmistir. Bu iiretim alanlarinda BGD etkisi yaratabilecek

herbisit veya direk BGD lerin kullanilmadigi belirlenmistir.

£ 4

Sekil 4.1.Survey g:ahsmalalrlnd

4.2. Molekiiler Calismalar

Bu caligma kapsaminda Dogu Akdeniz Bolgesinde bulunan kapama nar
bahgelerinde survey calismalarinda viriis ve fitoplazma etmenlerine benzeri
simptomlara sahip 137 6mek toplanmustir. Yapilan molekiiler testler sonucunda
farkli donemlerde toplanan orneklerin tamami testlenen Elma Mozaik Viriisii, Erik

Halkal1 Leke Viriisli, Cilek Latent Ringspot Viriisii, Asma Mozaik Viriis, Elma
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Govde Yivlesme Viriisii, Kiraz Halkali Leke Viriisli, Raspberry Halkali Leke

Viriisli, Domates Halkali Leke Virilisi, Hiyar Mozaik Viriisii, Asma Yaprak

Kivrilma Viriisii, Yonca Mozaik Viriisii ve fitoplazma etmenleri acisindan temiz

bulunmustur.

Cizelge 4.1 Caligmada testlenen viriis ve fitoplazmalar ve PCR sonuglari

Eylil Mayis
2020 2021
o B o S Molekiler | Molekuler
Virus Adi (Tirkge) Virus Adi (Ingilizce) | Kisa Adi
test test
(PCR) (PCR)
Sonucu Sonucu
1 | Elma Mozaik Virisu Apple Mosaic Virtis ApMV - -
2 | Erik Halkali Leke Virlsu | Prunus Necrotik Virlis | PRNSV |- -
ilek Latent Ringspot | Strawberr Latent
3 | e e SLRV |- :
Virtsu Ringspot Virus
4 | Asma Mozaik Virus Arabis Mosaic Viriis ArMV - -
Elma Govde Yivlesme o
5 L Apple Stem Pittin Virus | ASGV - -
Virtsu
Kiraz  Halkali Leke
6 L Cherry Leaf Roll Virus | CLRV - -
Virusu
Raspberry Halkali Leke | Raspberry Ring Spot
7 poerry _ pberry g op RPRSV |- )
Virusu Virus
Domates Halkali Leke | Tomato Ring Spot
8 L i TORSV |- -
Virtsu Virus
Cucumber Mosaic
9 | Hiyar Mozayik Virlsu ) CMV - -
Virus
Asma Yaprak Kivrilma | Grapevine Leaf Roll
10 o i GLRaVv |- -
Virasi Ass. Virus
11 | Yonca Mozayik Virist | Alfalfa Mosaic Virus AMV - -
12 | Fitoplazma Ca. Phytoplasma - -
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Nar meyvesi Ozellikle son yillarda ciddi anlamda ihrag edilmektedir.
Ureticiler ihrag kalitesinde iiretim yaptiginda ciddi gelirler saglamakta iken meyve
kalitesi diistiiginde ¢ok fazla zarar edebilmekteler. Nar bitkisinde zarar yapan
bir¢ok emici bocek zararlis1 vardir. Bu da narda viriislerin yayilmasi i¢in uygun bir
ortam saglamaktadir. Ureticilerimiz saydigimiz nedenlerle ruhsatsiz oldugu halde
yiiksek dozda ve insektisitleri sik stk kullanmaktadir. Ihrag iiriinlerinde stk sik
acetamiprid ve chlorpyriphos etken maddelerine rastlanmaktadir. Bu nedenle son
yillarda ozellikle bolgemizdeki nar bahgeleri hasat Oncesi pestisit denetim
programina alinmistir. Nardaki zararlilar ile ilgili bu olumsuz kosullar, ilgili

zararlilarin viriis etmenlerin tastyici 6zelliklerini 6nemli oranda kisitlamis olabilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Arastirma kapsaminda yapilan survey caligmalarinda ¢ok sayida bahgede
ve nar agaglarinda viriis ve fitoplazma etmenlerinin sebep oldugu simptomlara
rastlanmistir.  Ancak surveylerde toplanan Orneklerin molekiiler yontemlerle
testlenmesi sonucunda s6z konusu testlenen viriis ve fitoplazma etmenlerine
rastlanmamis olup biitiin ornekler testlenen virlisler ve fitoplazma agisindan
saglikli bulunmustur. Belirti gosterdigi halde bitkilerim getaif sonu¢ vermesinin
nedenleri arasinda;

1. Nar bahgelerinin genellikle verimsiz ve kiregli topraklarda kurulmasi,
dolayisiyla simptomlarin asir1  kireg ve demir eksikliginden
kaynaklanabilecegi diisiincesi

2. Nar fidaninin ucuz ve kolay iiretilebilir olmasindan dolay1 sorunlu
bitkilerin siirekli yenileri ile degistiriliyor olmas1

3. Narin antiviral bilesikler ihtiva edebiliyor olmasindan dolay1 viriis
infeksiyonlarinin ger¢eklesmeyebilecegi

4. Nar tretiminde yiiksek miktarda insektisitlerin kullanimindan dolay1
vektorler araciligi ile viriigslerin bulastirilmadigr fikri ortaya
¢ikmaktadir:

Bolgemiz topraklar1 yiiksek miktarda kire¢ icermesinden dolay:
gozlemlenen simptomlarin kirag miktarinin yiiksekliginden dolay1 demir gibi mikro
element noksanligindan kaynaklanabilecegi 6n plana g¢ikmaktadir. Nar fidani
iretim metodu ¢eliklemedir. Yapilan bahge ziyaretleri ve &zelliklede
fidanliklardaki survey ¢alismalarinda viriis ve fitoplazma etmenlerinden korunmak
icin budama makasmin dezenfekte edilmesi gibi bircok korunma yodntemlerinin
higbirisinin uygulanmadigi gézlemlenmistir. Bununla birlikte fidan ireticilerinin ve
bahce sahiplerinin bahcede gordiikleri farkli fidanlarn kolaylikla imha
etmektedirler. Bu da hastaliklarin yayilmasini engellemektedir. Kapama nar

bahgelerinde bitkiler sik dikildigi i¢in iireticilerin sorunlu oldugunu diisiindiikleri
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agaclar kolaylikla imha etmekte, buda viriis ve fitoplazma etmenlerin yayilmasi
engelleyebilir.

Bu calisma kapsaminda simptomolojik olarak hastalik belirtisi gdsteren
bitkilerde viriis ve fitoplazma etmenleri belirlense de farkli nedenlerle molekiiler
olarak kanitlanamamustir. Bu durum nar bitkisinin igerdigi farkli maddeler
nedeniyle viriis ve fitoplazma etmenlerini etkisizlestirdigi diisiiniilmektedir. Bu

nedenle bu konuda galisma yiiriitiilmelidir.
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EK 1.

DNA Analizlerinde Kullanilan Cozeltiler

1.Extraction (CTAB) Buffer
1.4MNacCl

100 mM Tris (pH 8.0)

- 20 mM EDTA (pH 8.0)

- % 2 B-Mercaptoethanol

- %2CTAB

- pH 8’e ayarlandiktan sonra ¢dzelti sivinin i¢inde homojen oluncaya kadar

karistirilir. Oda sicakliginda saklanir.

2. Chloroform: isoamylalcohol Karigimi (24:1)
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EK 2.
Total RNA Analizlerinde Kullanilan Soliisyonlar

Ekstraksiyon buffer: (100mM Tris-HCI pH.8.0, 50mM EDTA pH. 7.0,
500 NaCl, 10mM 2. mercapto-ethanol (1/1000))

Tris-HCI 2.4228 gr
EDTA 3.7224 gr
NaCl 5.844 gr

Yukardaki miktarlar 150 ml distile su igerisinde sirastyla ¢oziilmiis pH
ayarlamasi yapilmis ve toplam hacim 200 ml ye tamamlamistir. Daha sonra 1/1000

oraninda 2-Mercaptoethanol ilave edilmistir.

% 20 Sodium Dodecyl Siilfate (SDS)
20 gr sodium dodecyl siilfate 80 ml distile su igerisinde ¢oziilmiis ve volum

100 ml ye tamamlanmustir.

Potasium asetate (CH3COOK) (5M)
49.075 gr potasium asetate 60 ml su igerisinde ¢6ziilmiis ve volum 100 ml

ye tamamlanmugtir.

Sodium asetate CH3COONa(3M)
40.824 gr sodium asetate 60 ml su igerisinde ¢oziilmiis ve volum 100 ml ye

tamamlanmustir.

% 70 lik Ethanol
70 ml %99’ luk ethanol ile 29 ml su karigtirilarak % 70 lik ethanol

hazirlanmgtir.
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