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Bu ¢aligma Mersin ili Erdemli ilgesi limon yetistiricilik alanlarinda Rumple
(Cokiintii) hastaligmin bulunma oranmin arastirilmasi ve hastaligin goriildiigi
agacglarda turunggil viroid etmenlerinin arastirilmasi amaciyla ylriitilmiistir.
Bolgede bulunan limon bahgelerinde Kiitdiken, Mayer, Italyan Memeli, Aydin,
Euroka ve Enterdonat limon gesitlerinde sorvey ¢alismasi yiiriitiilmiistiir. Cokiintii
hastaliginin Erdemli ilgesi limon yetistiricilik alanlarinda toplam enfeksiyon oram
%29 olarak saptanmustir. Biyolojik indeksleme c¢aligmalarinda ise tohumdan
yetigtirilen Etrog citron fidanlarina gergeklestirilen mekanik inokulasyon
sonucunda yapraklarda epinasti ve yaprak nekrozlar1 gézlenen baslica simptomlar
olmustur. Cokiintli simptomu gosteren 10 farkli limon agacinin ayni zamanda
CEVd ve CCaVd ile enfekteli oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Rumple, Limon, Erdemli, Mersin




ABSTRACT

MSc THESIS

THE PREVALENCE OF RUMPLE DISEASE IN LEMON GROWING
AREAS OF ERDEMLI DISTRICT AND INVESTIGATION OF VIROID
FACTORS IN LEMON TREES WITH RUMPLE

Oguzhan KILINC

CUKUROVA UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION

Supervisor : Prof. Dr. Niiket ONELGE
Yil: 2022, Sayfa: 69
Jury : Prof. Dr. Niiket ONELGE
: Asst. Prof. Dr. Orhan BOZAN
: Asst. Prof. Dr. Ali ENDES

This study was carried out to investigate the prevalence of Rumple disease and to
investigate the citrus viroid agents in the trees where the disease is seen in the
lemon growing areas of Erdemli district of Mersin province. In the lemon orchards
in the region, surveys were carried out on Kiitdiken, Mayer, Italyan Memeli,
Euroka, Aydin ve Enterdonat lemon varieties. The total infection rate of the
Rumple disease in the lemon growing areas of Erdemli district was determined as
29%. In biological indexing studies, the main symptoms observed were epinasty
and leaf necrosis on leaves as a result of mechanical inoculation on Etrog citron
seedlings grown from seed. It was determined that 10 different lemon trees
showing collapse symptoms were also infected with CEVd and CCaVd.

Keywords: Rumple, Lemon, Erdemli, Mersin
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GENISLETILMIS OZET

Turunggiller; portakal (Citrus sinensis), mandarin (C.reticulata), greyfurt
(C.paradisi), limon (C.limon) ve laymlar (C.auratiflolia) gibi ekonomik degeri
yiiksek olan citrus tiirii meyve agaci tiirlerini de igine alan bir bitki toplulugudur.
Limon turunggiller arasinda 6nemli bir yere sahip olup turung bitkisi (C.aurantium)
ile aga¢ kavununun (C.medica) ¢aprazlanmasi sonucu elde edilen dogal hibrit bir
tiirdiir.

Limonun ilk olarak nerede ortaya c¢iktigi bilinmemekle birlikte orijin
iilkelerin Giiney Hindistan ve Cin oldugu tahmin edilmektedir. Limon diinyada
turunggil tiretiminde oldukga 6nemli bir yere sahiptir. Diinyada limon iiretimi 21
milyon ton civarindadir (FAO, 2019). Limon iiretiminde elverisli ekolojilere sahip
olan iilkeler arasinda potansiyeller ve avantajlar agisindan mevcut durumu en iyi
iilke Tirkiye’dir. Cilinkii {irtin kalitesi oldukc¢a yiiksek olan Tiirkiye, barindirdigi
Kiitdiken tiiriiniin kalite, muhafaza ve uzun yola dayaniklilik ile diinyadaki ¢esitleri
ile kiyaslandiginda benzeri olmamasi nedeniyle gelecek yillarda da uluslararasi
pazarda agirligimi arttirarak korumaya devam edecegi diisiiniilmektedir (Bostan
Budak D. ve ark., 2016).

Ulkemizde 1960 senesinde varhigi tespit edilen, 1962 senesinde %75’ lere
kadar ulasan bir zarara neden olan, bugiine kadar da farkli oranlarda ekonomik
kayiplara sebep olan ‘cokiintii, benek, copur’ gibi adlarla bilinen Rumple,
meyvenin pazar degerinin diisliren, yalnizca kabukta meydana gelen ciddi bir
fizyolojik problemdir. Limonlarda goriilen ¢okiintii; Agustos ay1 ortalarinda kiigiik
sarimst lekeler halinde meyvede goriilmeye baslayarak sonraki aylarda bu lekelerin
belirginlesmesi ve daha ilerisinde sarims1 bdlgelerde ¢okiintiiniin meydana gelmesi
ve sonunda da  ¢okiintili  bolgenin  kahverengileserek  meyvelerin

pazarlanamayacak duruma gelmesiyle sonuglanan bir zarardir. Cokiintii hastaligi
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biiyiik ekonomik kayiplara sebep olacak boyutlarda goriilmeye devam etmekte ve
ekonomik ag¢idan ihracatta iireticileri olumsuz yonde etkilemektedir.

Cokiintlii hastaliginin yayilisi ve yogunlugunun belirlenmesi, hastaliga
duyarli olan ¢esitlerin ortaya konmasi milli ekonomiye katki igin oldukca
onemlidir. Son yillarda yapilan arazi tarama sonuglarina gore ¢okiintli zararinin en
fazla Mersin ilinde bulunan limon bahgelerinde goriildiigii belirlenmistir. Literatiir
caligmalar1 incelendiginde Cokiintii hastaliinin turunggil cesitlerindeki varligi
daha once yapilan ¢aligmalarda ortaya konmus ancak Mersin Erdemli il¢esindeki
iiretim alanlarindaki durumu ve Rumple goriilen agaglarda turunggil viroid
hastaliklar1 konusunda herhangi bir ¢alisma yapilmamistir. Bu ¢alisma ile limon
iretiminde Onemli pazar kayiplarina ve ekonomik agidan {iriin degerinin
yitirilmesine neden olan Rumple hastaliginin Erdemli limon iiretim alanlarindaki
durumunu belirlemek ve ayrica Rumple goriillen agaclarda turunggil viroid
hastaliklarini arastirmak amag¢lanmustir.

Mersin ili, Erdemli ilgesi 95.130 da limon dikili alanlarin %1°1 sérvey alani
olarak secilmistir. Sorvey ¢alismalar1 Cokiintii hastaliginin belirtisini sadece limon
meyvelerinde  gostermesinden  dolay1r  bitkilerin  meyve  doneminde
gerceklestirilmistir. Belirlenen %1°lik soérvey alanlarinin tamami gezilmis ve limon
agaclart hastaligin makroskobik simptomlar1 agisindan goézlemlenmistir. Sorvey
calismas1 bolgede yaygin olarak yetistirilen Kiitdiken, Mayer, italyan Memeli,
Aydin ve Enterdonat limon ¢esitlerinde gergeklestirilmistir. Meyvelerde; hastaligin
zaman seyrine gore yaz sonunda kabuk {izerindeki sarimsi benekler halinde
goriildiigli, bu beneklerin her birinin 4 veya 5 yag kesesi ile kapl oldugu ve bu
meyvelerin bulundugu agaglar hastalik ile bulasik olarak kabul edilmistir. Simptom
gosteren agaclardan Ornekler alinmis ve ornekler secilen her bir agacin farkl
yonlerinden olmak iizere {iger adet dal ve yaprak olarak indeksleme ve molekiiler
tant c¢alismalarinda kullanilmak iizere alinmistir. Cokiintii hastaligi  goriilen

agaclarda turunggil viroid hastaliklarinin durumunu arastirmak amaciyla indikator
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bitki olarak Etrog citron tohumlarindan yetistirilen fidanlar kullanilarak mekanik
inokulasyon gergeklestirilmistir.

Mersin ilinin Erdemli ilgesindeki limon bahgelerinde 10 yasindan biyiik
limon bahgelerinde sonbahar déneminde yapilan sérveylerde Cokiintii hastaliginin
karakteristik 0zelligi olan meyve lizerinde ¢okiintii simptomlar1 goézlenmistir.
Gozlenen bu ¢oOkiintii simptomlart meyve kiiclik oldugunda kii¢iik boyutlarda
meyve bliylidilkee ¢Okiintli alanlarmin da biiyiidiigli saptanmistir. Ayrica
baslangicta kiigiik boyuttaki c¢okiintiilerin zaman iginde birleserek daha biiyiik
alanlar olusturdugu gézlenmistir. Olusan ¢okiintiiler baslangicta koyu yesil renkte
olup daha sonra Eyliil, Ekim aylarinda {iretim mevsimi sonuna dogru ¢okiintiilerin
limon {izerinde daha belirgin hale geldigi ve renginin kahverengine dondiigii
gozlenmistir. Baz1 Kiitdiken limon agaglarinda ¢okiintiilerin siyah renkli oldugu da
belirlenmistir.

Cokiintii simptomlar1 en yogun Kiitdiken limon ¢esidinde gozlenmistir.
Ancak bunun disinda bolgede yetistiriciligi yapilan Euroka ve Aydin limon
cesitlerinde de c¢okiintii simptomlart gozlenmistir. Bu limon cesitlerinde de
gozlenen ¢okiintii simptomlart Kiitdiken ¢esidinde gozlenen simptomlara benzer
oldugu cesit bazinda ¢okiintii seklinde ve derecesinde farklilik bulunmadigi
gOriilmiigtiir.

Cokiintii hastalig1 simptomu gdsteren meyveler agaglarin dis kisimlarinda
yer alan dallarda daha fazla gozlenmistir. Yapilan arazi ¢aligmalar1 sonucunda
Mersin ili Erdemli ilgesinde toplamda 1.031 dekar arazi gezilmis 36.683 agag
incelenmigtir. 10.672 agacin ¢okiintii gosterdigi gozlemlenmistir. Bu c¢alisma
sonucunda c¢okiintii hastaligimin Erdemli ilgesi limon yetistiricilik alanlarinda
toplam enfeksiyon orant %29 olarak saptanmistir. Rumple simptomu goézlenen 10
limon agacinda yapilan viroid hastaliklarinin RT-PCR yontemiyle taramasi
sonucunda 10 o6rnekten 6 tanesinin 371 bp seviyesinde bant olusturdugu ve CEVd
ile bulagik oldugu belirlenmistir. Ayrica 10 oOrnekten 6 tanesinin 300 bp

seviyesinde bant olusturdugu ve CCaVd ile bulasik oldugu belirlenmistir.
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Etrog citron bitkilerine mekanik inokulasyon yontemi ile aktarilmaya ¢aligilan
turunggil viroid hastaliklarinin simptomlar1 yaklagik iki ay sonra gdzlenmeye
baglamigtir. Turunggillerde bulunan CEVd igin karakteristik olan orta damar
nekrozu ve epinasti ve yaprak nekrozlari simptomlar1 etrog citron yapraklarinda

gdzlenmistir.
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1. GIRIS Oguzhan KILINC

1. GIRIS

Turunggiller; portakal (C.sinensis), mandarin (C.reticulata), greyfurt
(C.paradisi), limon (C.limon) ve laymlar (C.auratiflolia) gibi ekonomik degeri
yiiksek olan citrus cinsi meyve agaci tiirlerini de igine alan bir bitki toplulugudur.
Ilman iklim kusaginda yetistiriciligi yapilan bir bitki olup anavatani Cin ve
Hindistandir. Diinyada yaklagik 92 milyon ton turunggil {iretimi ger¢eklesmektedir.
Bu iiretimin %50’si portakal, %34’ mandarin, %8’i limon ve %8’i greyfurta
(Cizelge 1.1) aittir. Brezilya, Cin, ABD, Hindistan, Meksika, Ispanya, Italya, Misir

ve Tiirkiye diinyadaki baglica turunggil tiretici iilkelerdir.

Cizelge 1.1.Diinyada Turunggil Uretimi (Bin ton) (USDA, 2020)

Portakal Mandarin Limon Greyfurt Toplam
2015/2016 | 47.060 28.738 7.050 6.376 89.224
2016/2017 | 53.813 30.183 7.774 6.562 98.302
2017/2018 | 48.233 30.138 7.961 6.620 92.952
2018/2019 | 53.844 31.996 8.525 6.795 101.160
2019/2020 | 46.062 31.568 7.550 6.699 91.879

Tiirkiyede turunggil tarimi Akdeniz ve Ege Bdlgelerinde yapilir. Tiirkiye,
139.831 hektar iiretim alan1 ve 4.769726 ton iiretim hacmiyle diinya narenciye
iiretiminde 9. sirada yer almaktadir. Uretimin; %88’i Akdeniz Bélgesi’nde, %12’si
Ege Bolgesi ve diger bolgelerde gergeklesmektedir. Adana, Mersin, Hatay,
Antalya, Mugla baslica dnemli turunggil iireticisi illerimizdir (TUIK, 2020).

Limon turunggiller arasinda o6nemli bir yere sahip olup turung bitkisi
(C.aurantium) ile aga¢ kavununun (C.medica) ¢aprazlanmasi sonucu elde edilen
dogal hibrit bir tiirdiir. Limonun ilk olarak nerede ortaya ¢iktigi bilinmemekle

1
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birlikte yetistirilmeye ilk baslanan iilkelerin Giiney Hindistan ve Cin oldugu tahmin
edilmektedir. Limon (C.limon), genellikle kuzey ve giiney yarimkiirede, en diisiik
sicakliklarin 4 °C’nin iistiinde oldugu yart kurak ve kurak subtropik iklim
kusaginda yapilmaktadir. Genel olarak turunggillerin biiyiime sicakligi 12.8°C
olarak kabul edilmesine ragmen limonlarda bu sicaklik degeri 6-7°C’dir (Tuzcu
1990). Yiiksek sicaklik kosullarina en duyarli turunggil tiirii limondur. Limonlar
yazlar 1lik ve nemli; kislar1 ise 1lik gegen yerlerde geligirler. Limonlar 3-7 metre
civarinda orta biiyiikliikte agaclar meydana getirirler. Limon yapraklari, orta boyda
olup diger turunggil tlirlerinden daha agik yesil renktedir. Disi organ kisirligi bu
tiirde ¢ok sik rastlanan bir 6zelliktir. Limonlarda meyve verme ve ¢igeklenme iklim
sartlar1 iyi oldugu siirece biitiin sene siirer ve buna ‘yediverenlik’ 6zelligi denir.
Limonlarda bu sik rastlanan bir 6zelliktir. Bu 6zellikte ¢evre sartlarina ¢abuk tepki
vermesinin yani sira genetik faktorler de etkilidir. (Reuther ve ark., 1967;
Saunt,1990; Tuzcu 1990)

Limon diinyada turuncggil iiretiminde olduk¢a Onemli bir yere sahiptir.
Diinyada limon iiretimi 21 milyon ton civarindadir (FAO, 2019). Diinya limon
tiretiminde Meksika %29 pay ile lider konumda yer almaktadir (Sekil 1.1.). Limon
tiretiminde elverisli ekolojilere sahip olan {ilkeler arasinda potansiyeller ve
avantajlar agisindan mevcut durumu en iyi iilke Tirkiye’dir. Ciinkii tiriin kalitesi
oldukea yiiksek olan Tiirkiye, barindirdig1 Kiitdiken tiiriiniin kalite, muhafaza ve
uzun yola dayaniklilik ile diinyadaki ¢esitleri ile kiyaslandiginda benzeri olmamasi
nedeniyle gelecek yillarda da uluslararasi pazarda agirligini arttirarak korumaya

devam edecegi disiiniilmektedir (Bostan Budak D. ve ark., 2016).
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Sekil 1.1.Diinya Limon Uretimi (FAO, 2019)

Tiirkiye 950 bin ton limon iiretimi ile Diinya’da dordiincii sirada yer
almaktadir. Bu iiretimin %53 ’n{i Mersin, %30’ nu Adana, %5’ni Antalya, %7 sini

Mugla ve %5’ini de Hatay meydana getirir (Sekil 1.2).

Sekil 1.2.Tiirkiye ‘de limon yetistiriciligi yapilan iller haritas1 (TUIK,2019)



1. GIRIS Oguzhan KILINC

Ulkemizde 1960 senesinde varhigi tespit edilen, 1962 senesinde %75’lere
kadar ulasan bir zarara neden olan, bugiine kadar da farkli oranlarda ekonomik
kayiplara sebep olan ‘cokiintii, benek, copur’ gibi adlarla bilinen Rumple,
meyvenin pazar degerinin diisliren, yalnizca kabukta meydana gelen ciddi bir
fizyolojik problemdir. Limonlarda goriilen ¢okiintli; Agustos ay1 ortalarinda kiigiik
sarimst lekeler halinde meyvede goriilmeye baslayarak sonraki aylarda bu lekelerin
belirginlesmesi ve daha ilerisinde sarimsi bolgelerde ¢okiintiiniin meydana gelmesi
ve sonunda da c¢okiintili  bolgenin  kahverengileserek  meyvelerin

pazarlanamayacak duruma gelmesiyle sonuglanan bir zarardir (Sekil 1.3.).

Sekil 1.3.Limon meyvelerinde gelisen ¢okiintii simptomlari (Kiitdiken limon)

Rumple hastalig1 biiyiikk ekonomik kayiplara sebep olacak boyutlarda
goriilmeye devam etmekte ve ekonomik agidan ihracatta iireticileri olumsuz yonde
etkilemektedir. Rumple hastaliginin yayilisi ve yogunlugunun belirlenmesi ve
hangi limon c¢esitleri arasinda Rumple hastaligina karsi dayanikli bir limon
cesidinin olup olmadig milli ekonomiye katki icin olduk¢a dnemlidir. Son yillarda
yapilan arazi tarama sonucglarma goére c¢okiintii zararinin en fazla Mersin ilinde

bulunan limon bahgelerinde goriildiigii belirlenmistir. Bahgelerin zararlar her yil
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farklilik gostermekle beraber %5-50 oranindadir. Bu zararin goriildiigii bahgelerin
biiylik ¢ogunlugunu Kiitdiken gesidi olusturmaktadir. Son yapilan Mersin Tarim
Master Plani caligmasma gore turunggil iiretimi ve pazarlamasi konusunda
gerceklestirilen SWOT analizinde yedinci siradaki tehdit olarak Rumple hastaligi
yer aldig1 bildirilmistir (Ananymous, 2011).

Bu ¢alisma ile limon iiretiminde 6nemli pazar kayiplarina ve ekonomik
agidan {irtin degerinin yitirilmesine neden olan Rumple hastaliginin Erdemli limon
iiretim alanlarindaki durumunu belirlemek ve ayrica Rumple goriillen agaclarda

turunggil viroid hastaliklarini aragtirmak amag¢lanmustir.



1. GIRIS Oguzhan KILINC




2. ONCEKI CALISMALAR Oguzhan KILINC

2. ONCEKI CALISMALAR

Cokiintli hastaligin1 Florida’da 1956 yilinda Knorr (1958) kesfetmistir.
Sonraki yillarda ayni problem Russo ve Klotz (1963), Salerno ve ark. (1968)
tarafindan Italyada, Florida, Korsika ve Kibris’ta, Chapot ve Bahgecioglu (1969)
ve Chapot (1971) tarafindan Tiirkiye, Liibnan ve Kibris’ta ayrica Chapot (1971)
tarafindan da Etiyopya’da gézlenmistir.

Salerno (1965), bu hastaligin Sicilya’da uzun yillardir bilindigini ve
hakkinda galismalar yapildigini bildirmektedir.

Chapot ve Bahgecioglu (1969), ¢okiintii sorununun ilk zamanlarda yaygin
olarak 1960-1961 yillarinda Antalya, Mersin, Adana ve Hatay (Arsuz) yorelerinde
oldugunu bildirmislerdir.

Cokiintii zarar1 yila ve bulunan yoreye gore farklilik gosterir. Knorr (1963)
bu zarart %10-14, Salerno (1965) %30 ve Knorr ve Koo (1969) %38 olarak
bildirmislerdir. Ornegin Florida’daki meyve bahcelerinde %77, Tiirkiye’de %75
gibi oldukca fazla hasarlar ortaya g¢ikabilmektedir. (Knorr, 1963; Knorr ve Koo,
1969; Chapot ve Bahgecioglu, 1969; Chapot 1971; Klotz ve ark. 1972).

Cokiintii, farkli {ilkelerde farkl isimlerle anilir. Tk tanmimlandig1 Florida’da
1956 yilinda Rumple (Knorr, 1958), Italya’da “Raggrinzimento della Buccia”
(Salerno, 1965), “Wrinkle-rind” (kiristk kabuk) (Russo ve Klotz, 1963) ve
Tiirkiye’de “Cokiintii, Benek ve Copur” (Ozbek ve ark., 1974) olarak
isimlendirilmigtir.

Oleocellosis, turuncgil meyve kabuklarinda goriilen fizyolojik bozukluktur.
Cokiintii, Oleocellosis’e benzer sekilde kabuk hasarina sebep olur. Yag keselerinin
goriiniimiinde degisiklik olmaz iken ¢evresindeki dokularin normal goriiniimleri
kaybolur (Knorr, 1963).

Cokiintii’ye neden olan faktdrler ve meyvelerde hasarin olusumu pek ¢ok

arazi denemeleriyle arastirilmis fakat gilivenilir sonuglar elde edilememistir.
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Florida’da 1958 yilinda yapilan ilk bilimsel ¢alismalar hastaligin genetik yapi ile
baglantili olduguyla ilgilidir (Knorr, 1958, 1963; Knorr ve Koo, 1969).

Mantarlar, yaprak bitleri, bakteriler, bocek ve kurt ilaglar1 gibi durumlarla
iligkisi arastirilmig fakat olumlu bir sonu¢ alinmamistir (Knorr, 1963; Salerno ve
ark., 1968; Knorr ve Koo 1969). Viriis ve turunggil taglagsma hastaliklari ile iligkili
olabilecegi varsayilarak arastirilmis ve olumlu bir sonu¢ alinmamistir (Knorr,
1963; Chapot ve Bahgecioglu, 1969; Knorr ve Koo, 1969; Chapot, 1971).

Cokiintii’'niin su dengesi ve sulama ile iliskisinin baglarda umut verici
oldugu diisiiniilmiis ancak elde edilen bulgular tatminkar bulunmamistir (Russo ve
Klotz, 1963; Salerno, 1968, 1965; Scaramuzzi, 1965; Knorr, 1965, 1966, 1967;
Salerno ve Continella, 1967; Salerno ve ark., 1968; Knorr ve K00,1969).

Cokiintii’nlin  fizyolojik bir hastalik olabilecegi diisiiniilerek kabuk
catlamas1 ve yarilmalarin Oniine gegebilmek amaciyla GA3 ve antitranspirant
uygulamiglar fakat beklenen sonuglar alinamamistir (Knorr, 1965; Knorr ve Koo,
1969).

Biiyilk meyvelerde kiiglik meyvelere gore daha fazla ¢okiintii belirtisi
goriildiigii ve tacin giines alan giiney, bati ve giineybati boliimlerinde de daha fazla
oldugu belirtilmistir (Salerno, 1965; Knorr ve Oberbacher, 1964; Oberbacher ve
Knorr, 1965).

Cokiintii ilkbahar mevsimindeki ¢igeklerden olusan meyveleri daha fazla
etkiledigi belirtilmektedir (Salerno, 1968; Scaramuzzi, 1965).

Cokiintii’niin baslangicta belli belirsiz olarak yaz mevsimi sonunda, kabuk
izerinde sarimtirak benekler seklinde oldugu, bu beneklerin 4 veya 5 yag kesesi ile
kapli oldugu, yag keselerinin ilk olarak yesilimsi kahverengi daha sonra sarimsi
kahverengi, koyu kirmizimsi1 kahverengi ve kahverengimsi siyah oldugu ve
sonunda da ¢oktiigii bildirilmektedir (Knorr ve Koo, 1969).

Meyve ve yapraklardan elde edilen analizlere gore zarar gormiis agaglarin

yaprak ve meyveleri ile saglikli agaclardaki yaprak ve meyveler arasinda herhangi
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bir farklilik goériilmemistir (Salerno ve Continella, 1967; Salerno ve ark., 1968;
Knorr ve Koo, 1969).

Daha o6nce yapilan arastirmalarda besin elementlerinin 6nemli bir sonug
olusturmadigi bilinse de Ozbek ve ark. (1977), limonlar iizerinde yaptiklari
caligmalarda mikro besinler ile Cokiintii hastaligi arasinda bir iligki bulmuslar;
Mangan ve Cinko yoklugunun Cokiinti hastaligi gelismesinden sorumlu
olabilecegini belirtmislerdir. 3 kg Mangan Siilfat ve 5 kg Cinko Siilfat (1000 litre
suyla) dozlaryla yaptiklar1 yaprak giibresi uygulamasinin, Cokiintii belirtilerini
azaltict bir etki gosterdigini agiklayarak bu konuda daha detayli caligmalar
yapilmas1 gerektigini 6nermektedirler.

Toprak ve iklim kosullarimin Cokiintii nedeni olabilecegi bildirilmektedir
(Russo ve Klotz, 1963).

Cok fazla azot giibrelemesi uygulanan agaglarda, orta veya diisiik doz azot
uygulanan agaclara kiyasla daha fazla ¢okiintii olmaktadir. Yapraklarinda az miktar
potasyum bulunan agaglar daha yiiksek oranda ¢okiintii hasar1 gostermektedir
(Klotz ve ark., 1972).

Cokiintli belirtisi goriilen meyvelerde pazar degeri azalmasina ragmen
meyve suyu endiistrisinde kullanilmalarinda herhangi bir sorun olmadig
belirtilerek, ¢okiintiili ve saglikli limonlarin konsantresi arasinda farklilik
bulunmadig1 bildirilmektedir. Cokiintiiniin, kabuk yag olusumu ve kalitesinde
olumsuz bir etki olmadigini savunmaktadirlar (Knorr ve Oberbacher, 1965).

Cokiintii genellikle meyvenin i¢ kalitesini olumsuz etkilememektedir
(Knorr, 1958,1959; Knorr ve ark., 1963; Knorr ve Oberbacher 1964; Knorr ve Koo,
1969).

Cokiintii sonucu meyvelerin depolama siiresi azalmakta ancak depo
igerisindeki sicakligin diigiiriilmesi ve oransal nemin arttirilmast sonucu bu etki
biiyiik oranda azaltilmaktadir (Knorr ve Oberbacher, 1964).

Ispanya’min Malaga kentinde yapilan bir calismada, ¢okiintii gdsteren

agaclarin meyvelerindeki zarar durumu ve tag {lizerindeki yerleriyle ilgili tespitler
9



2. ONCEKI CALISMALAR Oguzhan KILINC

yapmiglardir. Agag tacinin i¢ ve dis kisimlarindaki meyvelerde zararin bulundugu,
genellikle tacin dogu ve gilineye bakan ylizeylerinde zararin g¢ogunlukta oldugu
belirtilmektedir (Wong ve ark., 2006).

Limon yetistiriciliginin en fazla oldugu illerden biri olan Mersin’de Cakir
ve ark., (2002) ¢okiintiiniin genel durumunu degerlendirmek iizere bir sorvey
caligmas1 yapmuglardir. Calisma Silifke, Erdemli, Mersin Merkez ve Tarsus
ilgelerine bagli Limonlu, Burunucu, Kocahasanli, Kumkuyu, Erdemli Merkez,
Tomiik, Carkeili, Kargipinari, Tece, Cesmeli, Mezitli, Davultepe ve Tarsus Merkez
koy ve beldeleri dahilinde ¢okiintii sorunu goriilen 60 bahg¢ede yapilmis gozlem ve
goriismeler sonucu elde ettikleri bilgileri degerlendirmislerdir. Degerlendirmeler
sonucu bu bahgelerin, %36’sinda ¢okiintii zararinin %15-30 arasinda, %33 liik
kisminda ¢okiintii zararinin %5-15 arasinda, %18’inde ¢okiintii zararinin %30-50
arasinda, %11’inde ¢okiintii zararinin %50°nin {izerinde ve %2’sinde ise ¢okiintii
zararinin %5°ten az oldugu belirlenmistir. incelenen bahgelerde teknik gergeveye
uymayan sekilde giibreleme yapildigi ve bu bahgelerin %33’iinde kompoze giibre
uygulandig: bildirilmigtir. Calismadaki bahgelerin %53’{inde agaglarina u¢ alma
budamasinin  teknik Onerilere uymayarak ilkbahar doneminde yapildig
bildirilmistir. Ve ¢okiintii zarar1 goriilen bu bahgelerin %42’sinin 20 yas iizerinde,
%40’nin 10-20 yas arasinda ve %18’nin ise 10 yasindan kii¢lik oldugu tespit
edilmistir.

Viroidler arasinda PSTVd’den sonra viroid olarak agiklanan ikinci bitki
patojeni, turunggil agaglarinda hastalik olusumuna sebep olan Turunggil exocortis
viroidi (CEVd)’dir ve 1972 senesinde viroid oldugu tanimlanmistir (Semancik ve
Weathers, 1972).

CEV(d, tek iplikeikli, circular veya linear forma sahip 105.000 civarinda
dalton agirliginda ve RNA zincir uzunlugu 371 niikleotid olup Rutaceae, Solanacea
ve Compositae familyalarinda hastalik olusumuna sebep olmaktadir (Rivera-
Bustamente ve Semancik, 1986; Roistacher ve ark., 1978; Semancik ve Weathers,

1972; Semancik, 1987).
10
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Exocortis hastaligimmin ilk olarak Fawcett ve Klotz’un 1948 yilinda
Kaliforniya’da tanimlandig1 ve as1 gozii ile tagindigi bildirilmistir (Benton ve ark.,
1949,1950).

Portakal, altintop, mandarin ve bilhassa turung tlizerinde bir simptom
goriilmezken, latent halde bulunmaktadir. Bu patojeni, turung simptomsuz
tasidigindan ve yaygin anag¢ olarak kullanilmasi nedeniyle hastaligin turuncgil
iizerinde ger¢ek dagilimi bilinmemektedir. Yine de diinyada turunggil yetistiriciligi
yapilan tiim belgelerde yayginlig1 rapor edilmistir (Wallace, 1978; Duran-Vila ve
ark., 1988).

Turunggil tristeza virlisii (CTV)’niin turunggil bahgelerinde yogun hasarlar
meydana getirmesinden sonra CEVd ciddi anlamda bir sorun olarak ortaya
cikmistir. Pek c¢ok iiretici tarafindan CTV’ye hassas turung anacinin yerine ii¢
yaprakli ve {i¢ yaprakli hibritlerini ana¢ olarak kullanilmaya baslamasi sonucunda
CTV’ye tolerant olan bu anaglar CEVd’ye duyarli oldugundan kisa bir siirede
CEVd’nin bir sorun olmasina neden oldugu bildirilmistir. (Semancik, 1987).

Benton ve ark. (1949) tarafindan {i¢ yaprakli anacinin toprak {izerinde olan
kisimlarinda kabuk ¢atlamalarina, soyulmalara ve agac gelisimine engel olarak da
bodurluga sebep oldugu bildirilmistir.

CEVd’ye karsi duyarli olan tiirlerin, {i¢ yaprakli ve hibritleri (Poncirus
trifoliata x Citrus sinensis), ana¢ olarak kullanilan Rangpur laymi (C.
aurantiflolia), baz1 citron ve limonlar1 kapsadigi belirtilmektedir (Weathers ve
Calavan, 1961).

CEVd, duyarli olmayan turunggil agaglarinda simptom olusturmaksizin
agaclarda bodurlasmaya sebep olabilmektedir. Pek c¢ok ticari cins ve cesitler
tolerant olmasina ragmen, bu bitkilerin duyarli anaglara asilanmasi sonucu
hastaligin bir belirtisi olarak anacta kabuk kavlamalari goriiliir (Benton ve
ark.,1949).

CEVd’nin olusturdugu hastalik iilkemizde turunggil ciicelesme hastaligi

olarak isimlendirilmistir (Semancik et al, 1994). Hastaligin sebep oldugu
11
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ekonomik zarar, daha cok elde edilen verimin azalmasi ve aga¢ Omriiniin
kisalmasindan kaynaklanmaktadir. CEVd turunggil agaclarmin geligimini
engelleyip agaglar1 bodur birakmasina ragmen meyve kalitesine olumsuz bir etki
gostermemektedir. Ancak agaglarda tacin kii¢lilmesinden kaynakli elde edilen iiriin
miktarimin azaldigi bildirilmektedir (Broadbent ve ark., 1988).

CEVd ile bulasik ii¢ yaprakli anaci iizerindeki Satsuma mandarin fidanlari
ile yaptiklart bir arastirmada, siirgliin uzunlugunun ve goévde capinin kontrol
grubundaki bitkilere kiyasla %10 ile %40 oraninda kiiciildiigiinii bildirmislerdir
(Yamada ve Tanaka, 1972).

Glinlimiizde CEVd’nin  kabuk kavlamasini  goéstermeyen, fakat
bodurlagmaya sebep olan irki veya irklar1 yetistiricilik alaninda birim alanda ¢ok
sayida agac yetistirmek ve iiretimi arttirmak amaciyla kullanilmaktadir. ilk yapilan
uygulamalar portakal ve mandarinler {izerinde Avustralya’da yapilmistir.
Boylelikle yiiksek iiriine ek olarak kiiltiirel iglemlerde ve hasat doneminde kolaylik
saglanmaktadir (Broadbent ve ark., 1988).

Turunggillerde CEVd’den sonra bildirilen ikinci viroid Turunggil cachexia
viroididir (CCaVd). Bu viroidin sebep oldugu mandarin ve mandarin hibritlerinin
as1 birlesme noktasinda floemde renk bozulmasi ve zamklanma simptomlar: ile
karakterize olan cachexia hastaligi 1950 senesinde Childs tarafindan Latincede
kotii anlamimi tagiyan kakos ve kosul anlaminda kullanilan hexis kelimelerinin
birlestirilmesi ile kotii kosul anlaminda cachexia olarak tanimlanmistir. Niikleotid
sayist 299 olan bu hastalik durumunun Turunggil cachexia viroidi araciligi ile
olusturuldugu belirlenmistir (Semancik ve ark., 1988).

Kaliforniya {iniversitesi ve Ispanya ortak arastirmalar1 sonucu Cachexia
hastalik sendromunun bilhassa CVd-IIb tarafindan meydana geldigi ve bu sebeple
hastalik etmeni igin Turuncgil cachexia viroidi (CCaVd) teriminin kullanilmasi

gerekliligini belirtmislerdir (Semancik ve Roistacher, 1991).
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CCaVd nin olusturdugu hastalik iilkemizde turunggil gdzeneklesme hastaligi olarak
isimlendirilmis Reichert (1959), Norman (1969) ve Moreira (1965) tarafindan
diizenlenen raporlarla simptomolojik olarak bildirilmistir.

Gozeneklesme hastaliginin  spesifik simptomlarinin  duyarli turunggil
cesitlerinin kalem kisminda ag1 birlesme noktasindan baslayarak yukari kisimda
bulunan primer dallara kadar devam eden floem renklenmesi, odunda ¢ukurluklar
ve buna karsi olacak bi¢imde kabuk kambiyal yiizeylerinde zamkli ¢ikintilar
oldugu bildirilmistir (Calavan ve ark., 1961).

Gozeneklesme hastaligina duyarlh tiir ve cinsler; mandarin ve mandarin
hibritleri, C.macrophylla, Parson’s Special mandarini ve Orlando tangelo (Citrus
reticulata x Citrus paradisi) dur (Calavan ve Chistiansen, 1965). Bu etmen,
diinyada turunggil yetistiriciligi yapilan biitlin iilkelerde bulunur ve mandarin ve
hibritlerinde daha yaygindir. Cachexia (gozeneklesme) hastaligi nedeniyle
meydana gelen kayiplarin ciicelesme hastaligina kiyasla ¢ok daha fazla oldugu ve
Cachexia’nin mevcudiyetinde agaglarin tamamen veriminin azalmasiyla geriye
dogru dliimlerin oldugu belirtilmistir (Reichert ve Bental, 1957).

Ozellikle hastaligin duyarli gesitlerde yaratti1 kayiplarin %75’in iizerinde
oldugu ve Cachexia hastaliginin yayginliginin énemli 6l¢iide fazla olmasimnin gesit
degistirme uygulamalarinda enfekteli agaclara duyarli gesitlerin asilanmasinda
biiyiik bir rol oynadig1 bildirilmektedir (Semancik, 1987).

Turunggillerde goriilen viroid hastaliklar1 genellikle exocortis ve cachexia
olarak bilinmesine ragmen; giiniimiizde dort cins i¢inde 7 adet viroidin yer aldigi
Cizelge 2.1°de agiklanmaktadir (Di Serio et al., 2014): Citrus exocortis viroid
(CEVd), Hop stunt viroid (HpSVd), Citrus bark cracking viroid (CBCVd), Citrus
bent leaf viroid (CBLVd), Citrus dwarfing viroid (CDVd), Citrus viroid V (CVd-
V) ve Citrus viroid VI (CVd-VI).
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Cizelge 2.1. Turunggil bitkilerini enfekte ettigi bilinen viroidler
(http://www.ictvonlinenorg/virusTaxonomy.asp)
Familya | Cins Viroid Niikleotit | Sinonimi | Varyantlari Hastalik Ad1
Tird Sayis1
Pospiviroid CEVd 371-410 Ciicelesme
Hostuviroid | HpSVd 297-303 Cvd-II CVd-Ila Gozeneklesme
CVd-IIb
CVd-Ilc
Apscaviroid | CBLVd 318 CVvd-1 CVd-Ia
§ CVd-Ib
'é Apscaviroid | CDVd 294-297 CVd-I11 CVd-Illa
= CVd-ITTb
73
e CVd-lllc
A
Cvd-IlId
Cocadviroid | CBCVd 284 Cvd-1v
Apscaviroid | CVd-V 293-294
Apscaviroid | CVd-VI 329-331 CVvd-0S

Turunggillerde bulunan ve farkli sayilarda niikleotite sahip olan viroidler;

%35’lik sPAGE (Sequential polyacrylamide gel electrophoresis)’deki
elektroforetik hareketlilikleri,

Spesifik cDNA problarmin kullanildig: hibridizasyon yontemi ile saptanan
dizilim benzerlikleri,

Konukgu dizini ve ayirt edici konukgulardaki biyolojik 6zellikleri, Etrog
citron (C.medica) bitkisinde ortaya koyduklari simptomlar

gibi kriterler g6z Oniine alinarak ayrimlarinin yapildigi bildirilmektedir
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(Duran-Vila et al., 1988; Semancik et al., 1988; Ashulin et al., 1991; Puchta et al.,
1991; Semancik and Duran-Vila, 1991; Levy and Hadidi, 1993; Reanwarakorn and
Semancik, 1998; Reanwarakorn and Semancik, 1999; Rakowski et al., Owens et
al., 2000; Ito et al., 2001; Ito et al., 2002; Serra et al., 2008).

Turunggillere akraba olan viroid hastaliklarina immun Atalantia citroides
bitki tiirlinde yeni bir viroid tespit eden Serra ve ark. (2008) bu viroidi CVd-V
olarak tanimlamiglardir. CVd-V yeni bir cins olarak 6ne siiriilmiis ve Pospiviroidae
familyas1 icerisinde Apscaviroid cinsine dahil edilmistir. Niikleotid sayis1 293-
294°tiir. Etrog citron (C.medica) ve Orlando tanjelo (C. paradisi x C. reticulata)
iizerinde uygulanan biyolojik indeksleme ve bunu takip eden sPAGE analizleri
HSVd ve CVd-III ile viroid benzeri RNA’nin varligint ortaya ¢ikarmistir. Bu
aragtirmacilar ABD, Nepal, Ispanya ve Umman’m turunggil yetistiricilik
bolgelerinden topladiklar1 64 6rnegi de analiz ederek CVd-V acisindan bulasicilik
tespit etmislerdir. CVd-V ozellikle portakal, mandarin, mandarin hibritleri, turung
ve kamkatta goriilmekle birlikte pek ¢ok turunggil ¢esidinde ve turunggile akraba
cinslerde bulunabilmektedir (Serra et al., 2008). CVd-V’nin Etrog citron’da
bodurlagma ve yaprak nekrozlari gibi belirtiler gdsterdigi aciklanmaktadir. Bu
viroid tiirii turunggil cesitlerinde tek basina yer almayarak diger viroid tiirleriyle
(CBLVd ve CDVd) beraber bulunmasi nedeniyle turunggillerde meydana getirdigi
simptomlarin net olarak bilinmedigi yapilan ¢aligmalarda belirtilmistir (Serra et al.,
2008; Hamdi et al., 2015).

[k defa Kaliforniya’da pek ¢ok turunggil viroidini igerisinde barindiran bir
turunggil ¢esidinden elde edilen CVd-IV’nin (Duran-Vila et al., 1988), turunggil
yetistiriciligi yapilan iilkelerde en az gézlenen viroid ¢esidi oldugu bildirilmektedir
(Duran-Vila and Semancik, 2003). CVd-IV 284 niikleotit uzunlugunda ve oldukga
korunakli niikleotit dizilimine sahip olup Israil ve Tiirkiye’de as1 ile tasinan
bodurlastiric1 faktdr olarak bildirilmistir (Hadas et al., 1989; Onelge et al., 2000).
CVd-1V ile CEVd yakin homolojiye sahip olmakla beraber sol terminal bdlgesinin
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HpSVd’ye oldukca benzer olmasindan dolayr CVd-1V viroidinin yeni bir mozaik
karakterli kimerik bir viroid olabilecegi diigiiniilmiistiir (Puchta et al., 1991).

CVd-IIT’in  konukgulugunun turunggillerle smirli olup Etrog citron
bitkilerinde yaprak petiollerinde meydana gelen nekrozlardan kaynakli bozuk
goriinlime sahip yapraklarin gelismesine neden oldugu bildirilmektedir (Duran-
Vila et al., 1988). Ug yaprakli anacina asili turunggil ¢esitlerinde agac gdvdesinde
goriilen el izi ve bogulmalarin, CVd-III ile iligkili olmadig1 Kaliforniya ve
Ispanya’da yapilan c¢alismalarda ortaya konmustur (Roistacher et al., 1993).
Turunggil yetistiriciligi yapilan pek ¢ok tilkede hastalik olusturmamasi CVd-III’{in
potansiyel bodurlastiric1 faktor olarak tanimlanmasina neden olmustur (Gillings et
al., 1991; Semancik et al., 1997; Villalobos et al., 1997; Owens et al., 2000).

Ito et al. (2001) tarafindan Japonya’da yapilan bir ¢alismada, turunggillerde
Original Source (OS) olarak isimlendirilen 330-331 niikleotit uzunlugunda yeni bir
viroid ¢esidinin bulundugu belirtilmistir. Bu viroid ¢esidi turunggil bitkilerindeki
diger hastaliklarla iligkilendirilmemis olup Etrog citron bitkilerinde zayif petiol
nekrozlarina ve yaprak bantlagmalarinin olusmasina neden oldugu agiklanmisgtir.
IIk zamanlar CVd-OS olarak adlandirilmis olan bu viroidin ad: daha sonra CVd-VI
olarak degistirilmistir (www.ictvonline.org). CVd-VI’'nin CEVd, CVd-III ve CVd-
IV ile benzer niikleotit diziliminde olmasi biiyiik olasilikla bu viroid g¢esitlerinin
replikasyonu esnasinda rekombinat olarak meydana gelmis kimerik bir viroid
olabilecegi diisiiniilmiistiir (Ito et al. 2001).

Tiirkiye’de turunggil viroidlerinin ilk olarak yabanci arastirmacilarin
yaptig1 caligmalarin sonucu oldugu bilinmektedir. FAO uzmani olarak bilinen
ABD’den iilkemize davet edilen Norman (1963) iilkemizde yaptig1 ¢alisma sonucu
hazirladig1 raporda turunggil agaclarinda farkli viriis hastaliklarina ek olarak
exocortis ve cachexia hastaliklarinin da bulundugunu belirtmistir.

Turunggil clicelesme hastaliginin Tiirkiye’de varligi ilk kez Norman (1963)

ve Moreira (1965) tarafindan sdylenmistir.

16



2. ONCEKI CALISMALAR Oguzhan KILINC

1964 yilinda Antalya Turunggil Aragtirma Enstitiisii’nde turunggil viriis ve
viriis benzeri hastaliklar1 lizerine baglatilan ¢alismalar 1977 yilina kadar stirmiis ve
caligmaya dahil edilen agaclarin %30’unun cachexia-xyloporosis hastaligiyla,
%72.7’sinin de exocortis hastalig1 araciligiyla bulasik oldugu belirtilmistir (Hizal
ve Goral,1987).

Uc yaprakli anacinin kullanildigi Ege Bélgesi’'nde 1964-1965 yillari
arasinda bir ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismaya 2.5 milyon civarinda turunggil agact
dahil edilmis ve bu agaclarin %23’linlin cachexia-xyloporosis hastalig1 ile,
%10’unun ise exocortis hastalig1 ile bulasik oldugu bildirilmistir (Ozalp ve Azeri,
1967).

Ege Bolgesi'nde Satsuma mandarin agaclarinda viriis ve virlis benzeri
hastaliklar1 degerlendirmek amaciyla yapilan soérvey ve indeksleme sonuclarina
gdre Satsuma agaglarinin %4.26’smin exocortis, %1.58’inin cachexia-xyloporosis
hastaliklar1 ile bulasik oldugu rapor edilmistir (Azeri ve Heper, 1973).

Dogu Akdeniz Bolgesi’'nde yapilan bir baska ¢alismada, gdzeneklesme
hastaliginin latent halde bulundugu Vasington navel, Yafa ve Valensiya
agaclarinda hastaligin mevcudiyeti biyolojik indeksleme ile ortaya konmustur
(Giildiir, 1988).

1988 yilinda Dogu Akdeniz Bolgesi’nde bulunan navel grubu portakal ve
Satsuma agaglarinda viriis ve viriis benzeri hastaliklarin tespit edilmesi amaciyla
yapilan sorvey ve indeksleme ¢alisma sonucuna gore Satsuma madarinlerinin %37
oranda gozeneklesme hastaligi ile bulasik oldugu ve indekslenen 16 Vasington
navel agacinin ise %13’{inlin CEVd ile bulasik oldugu bildirilmistir (Giillii, 1989).

Cinar ve ark. 1993 yilinda iilkemiz turunggil yetistiriciliginde viriis ve
virlis benzeri hastaliklar1 tespit etmek amaciyla bir ¢alisma yapmuglardir. Bu
caligmanin sonuglarina gore turunggil yetistiriciliginde onemli iirlin kayiplari
olusturan toplam 15 viroid, viriis ve viriis benzeri hastalik yer almaktadir. Yine
iilkemizde yapilan bir bagka sorvey calismasinda, mevcut agaglarin pek cogunun

bu patojenlerden biri veya birkaci ile bulasik oldugu bildirilmistir (Giillii, 1989).
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Viroide spesifik hastalik simptomlar1 farkli her iiriinde degisik sekillerde
gozlenebilmektedir. Bununla birlikte bag ve serbetci otu gibi vejetatif ¢ogaltilan
uriinlerde ve as1 gozi ile ¢ogaltilan turunggillerde hastalik simptomlarina neden
olmayan latent viroid varliginin yaygin oldugu one siirilmistiir (Sanger, 1988).
Ulkemizde ise Dogu Akdeniz Bélgesi'nde turung anaci iizerinde yetistirilen
turunggillerde simptom gézlenmemekle beraber CEVd ile 6nemli 6lgiide bulasiklik
saptanmig ve Turunggil cachexia viroidi (CCaVd)’nin de mandarin gesitlerinde
ekonomik olarak zarar meydana getirdigi belirtilmistir (Giillii 1989; Onelge 1994).

Cukurova Bolgesi’nde yapilan bir sérvey calismasinda navel portakal ve
mandarin agaclarmin biiylik ¢ogunlugunun CEVd ile bulasik oldugu bildirilmistir
(Cinar ve ark.,1993).

Klemantin ve Satsuma mandarinleri iizerinde c¢aligilan turunggillerde
hastalik olusumuna neden olan viroidlerin biyolojik ve biyokimyasal tanis1 konulu
bir calismada sPAGE yontemi kullanilarak CEVd ve CCaVd’e ek olarak tiim
turunggil viroidlerinin mevcudiyeti belirlenmistir (Onelge, 1994).

Israil’de yapilan onceki galismalara gore avokado ve asmada niikleotid
dizilimleri tespit edilen CVd-Ib ve CVd-IV’iin Dogu Akdeniz Bdlgesi’nde bulunan
portakal agaclarinda sirasiyla 317 ve 285 niikleotidli oldugu saptanmis ve niikleotid
dizilimleri de analiz edilerek rapor edilmistir (Onelge,1996).

Onelge (1997), Cukurova Bolgesi turunggil agaclarindan elde ettikleri
CEVd izolat1 Etrog citron (C.medica) ve Gynura bitkilerine inokule etmis ve bu
bitkilerde CEVd’'nin 371 niikleotidli oldugu ve bu niikleotidlerin dizilimlerini
belirlemistir.

Turunggil viroidlerini tespit etmek amaciyla Cukurova’da yiiriitiillen bir
sorvey calismasindan toplanan érneklerin CEVd, CVd-I, CVd-II, CVd-III ve CVd-
IV ile bulasik oldugu, teste tabi tutulan tiim turunggil cesitlerinin biiylik
¢ogunlugunda CEVd, CVd-II ve CVd-III gibi bir viroid profili gdsterdigini ve bu
viroidlerin genellikle beraber bulunarak ortak enfeksiyon olusturdugu tespit

edilmistir (Onelge, 2007).
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Viroidler riboniikleik asit (RNA) yapisindadir ve antiserumlari olmadigi
icin tanilanmalarinda  serolojik  teknikler uygulanamamaktadir. Elektron
mikroskobu uygulamalarinin  viroidlerin rutin tamisinda bagarili  olmadig:
arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Riesner ve Gross, 1985).

Turunggil viroidlerinin tanilanmast i¢in glinlimiizde 2 yontem
bulunmaktadir. Bunlardan ilki biyolojik indeksleme yontemi, digeri de molekiiler
yontemle viroid bantlarinin molekiiler tanisi ve molekiiler hibridizasyon
yontemleridir (Riesner ve Gross, 1985; Semancik ve Roistacher, 1961).

Biyolojik indeksleme prosediirlerinin, duyarli tiir ve cinslerde as1
inokulasyonu sonrasi meydana gelen simptomlar1 inceleme {izerine oldugu, su an
dahi as1 araciligiyla tasinan patojenlerin tani ve karakterizasyonunda zorunlu bir
deneme yontemi oldugu belirtilmistir (D’Onghia ve ark., 2007).

Viroid infeksiyonlarinin deneysel anlamda konukgu bitkilere transferi
bilhassa biyokimyasal arastirmalar agisindan 6nemlidir. Pek ¢ok durumda yapay
konukgularin kontrollii sartlarda daha hizli biiyiime gosterdigi ve bunlarin
dokularmin  viroid izolasyonunun degerlendirmesinde kolaylik sagladig
belirtilmektedir (Semancik ve DuranVila, 1991).

Etrog citron (C.medica) bitkilerinin indikator bitki seklinde uygulamasi ilk
olarak Salibe ve Moreira tarafindan amag¢ edinilmis olup kontrollii kosullar
cercevesinde bu yoOntem exocortis hastaliginin tanisi i¢in hizli ve duyarlt bir
prosediir olarak gelistirilmistir (Calavan ve ark.,1964;1968). Citron se¢imi ile ilgili
yillar siiren galigmalar yapilmis ve Etrog klonunun digerlerinden ¢ok daha duyarl
bir indikator oldugu ve CEVd’nin hafif irklarinin bile bu klon iizerinde ¢ok kolay
simptom gelistirdigi (Cizelge 2.2.) belirtilmistir (Roistacher ve ark.,1977).
Baglangicta bu test CEVd’nin tanisi igin tasarlanmis iken daha sonralari bu

indikatoriin diger viroid gesitleri i¢in de kullanilabilecegi bulunmustur.
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Cizelge 2.2. CEVd’nin ve diger turunggil viroidlerinin Etrog citron bitksinde
olusturdugu simptomlar (Roistacher ve ark, 1977; Duran-Vila ve
ark, 1988a,b).

Viroidin Bitki Yaprak Belirtileri Govde Belirtileri
Adi Gelisimi
Bodurluk | Orta Petiyol Yaprakta | Nekrotik Catlama | Zamklanma
Damar Nekrozu | Epinasti Lezyon
Nekrozu (Yarilma)
CEVd Siddetli Genel + Siddetli + + -
CVd-1 Hafif Lokal - Seyrek + + +
(CBLVd)
Cvd-I - - +/- - - - -
(CCaVd)
CVvd-11I Hafif Genel + Orta - - -
(CDVd)
CVd-1vV Hafif Genel - Seyrek - - -
(CBCVd)
Cvd-v Hafif - - - + + -

+ : Belirti var - : Belirti yok
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.Materyal
3.1.1.Calismada Kullanilan Bitkisel Materyal

Bu calisma Mersin ilinin Erdemli il¢esindeki limon bahgelerinde
gerceklestirilmistir. Bolgede Kiitdiken, Mayer, Italyan Memeli, Aydin ve
Enterdonat limon cesitleri yetistiriciligi yapilan bahgelerde sorvey calismasi
gerceklestirilmistir. Ayrica simptomlu ve simptomsuz agaglardan bitkisel materyal
toplanmistir. Rumple hastalig1 ile bulasik limon agaglarina ait rnekler galigmanin

bitkisel materyalini olugturmustur.

3.1.2.Biyolojik indeksleme Cahsmalarinda Kullanilan Materyaller

Yiiriitiilen biyolojik indeksleme galigmalarinda tohumdan yetistirilmis olan
etrog citron bitkileri kullanilmistir (Sekil 3.1.). Biyolojik indeksleme c¢aligmalari
esnasinda; lateks eldiven, siringa ucu, %2’°lik hipoklorit, 1X TKM tamponu

¢Ozeltisi, saf su, parafilm bantlar, viyoller ve plastik saksilar kullanmistir.

Sekil 3.1.Etrog citron ¢ekirdekleri

21



3. MATERYAL VE METOT Oguzhan KILINC

3.1.3.Total Niikleik Asit (TNA) Ekstraksiyonu Calismasinda Kullanilan
Materyal

Yiriitilen TNA ekstraksiyonu g¢aligmalarinda; Mersin’in Erdemli ilgesi
limon bahgelerinden alinan bitki &rnekleri, hassas terazi, mikrosantrifiij cihazi,
CTAB buffer (PVP-40, Tris HCL, EDTA, NaCl, B-Mercaptoethanol), havan ve
doviiciiler, makas, bistiiri, saf su, %2’lik hipoklorit, kurutma kagidi, 1,5 ml ve 2 ml
hacimlerinde eppendorf tiipler, degisik hacimlerde pipet ve pipet uclari, derin
dondurucu, vorteks ve santrifiij cihazi, kloroform : izoamil alkol (24:1),
izopropanol, %70’lik etil alkol, TE tamponu c¢ozeltisi, saf su cihazi gibi g¢esitli
materyaller ile laboratuvar aletlerinin sterilizasyonu amaciyla da otoklav ve etiiv

gibi ekipmanlar kullanilmistr.

3.1.4.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Calismalarinda Kullanilan
Materyal

Yiiriitilen PCR caligmalarinda, TNA ekstraksiyonu ile daha dnceden elde
edilmis olan TNA o6rnekleri, turunggil viroidlerine 6zgii primerler, RNase-free su,
10X Dream taq, dNTP (10mM), Go Taq enzim, degisik hacimlerdeki bazi pipet ve
pipet uglari, PCR tiipleri, vorteks karistirici, santrifiij cihazi, buz makinesi ve

thermal cycler aleti kullanilmustir.

3.1.5.Elektroforez Calismalarinda Kullanilan Materyal

PCR g¢aligmalarinda, TAE tampon, agar jel, elektroforez tanki, gii¢ tinitesi,
mikrodalga firin, jel tepsisi ve taraklari ile 1000 ve 200 bp DNA markorii materyal
olarak kullanilmustir.

Tiim jellerin goriintiillenmesi asamasinda UV transilliiminator cihazi ve jel
yikama tamponu olarak saf su ile seyreltilmis etidyum bromiir ve fotograf makinesi

kullanilmustir.
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3.2.Metot
3.2.1.S6rvey Calismalar

Mersin ili, Erdemli ilgesi 95.130 da limon dikili alanlarin %1°i tesadiifi
sOrvey alani olarak secilmistir (Bora ve Karaca 1970). Sorvey caligsmalar: Cokiintii
hastaliginin belirtisini sadece limon meyvelerinde gostermesinden dolayi bitkilerin
meyve doneminde gerceklestirilmistir. Belirlenen %1°lik sérvey alanlariin tamami
gezilmis ve limon agaclart hastalifin makroskobik simptomlar1 ag¢isindan
gozlemlenmistir. Sorvey calismasi bolgede yaygin olarak yetistirilen Kiitdiken,
Mayer, Italyan Memeli, Aydin ve Enterdonat limon gesitlerinde
gerceklestirilmistir.

Meyvelerde; hastaligin zaman seyrine gore yaz sonunda kabuk {izerindeki
sarimsi1 benekler halinde goriildiigii, bu beneklerin her birinin 4 veya 5 yag kesesi
ile kaplh oldugu ve bu meyvelerin bulundugu agaglar hastalik ile bulasik olarak

kabul edilmistir.

3.2.2.Cokiintii Hastahg ile Enfekteli Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Cokiintii  hastaligr goriilen agaglarda bulunan viroid hastaliklarinin
arastirllmasi amaciyla ¢alismada kullanilan turunggil Ornekleri, Mersin ilinin
Erdemli ilgesi limon bahgelerinden ¢okiintii hastaliginin meyvelerde gosterdigi
simptomlar gozlemlenerek toplanmustir. Ornekler secilen her bir agacin farkl
yonlerinden olmak {izere {iger adet dal ve yaprak olarak alinmig ve etiketlenerek
naylon torbalara yerlestirilerek buz kutusu icerisinde Cukurova Universitesi Bitki
Koruma Boliimii Turunggil Viriisleri Laboratuvari’na getirilmis ve indeksleme ve
molekiiler tan1 ¢alismalarinda kullanilmak {iizere +4C°’de buzdolabinda

saklanmustir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2.Cokiintii Hastalig1 ile Enfekteli Bitki Ornekleri

3.2.3.Biyolojik indeksleme Cahsmalarinda Kullamlan Indikator Bitkilerin
Yetistirilmesi ve inokulasyon Calismasi

Cokiintii hastalik etmeninin tanisin1 arastirmak igin indikator bitki olarak
Etrog citron tohumlarindan yetistirilen fidanlar kullanilmigtir. Tohumlarin ekildigi,
bitki yetistirme ortami iginde 1:1:1 oraninda, ince kum, ticari torf karigimi ve
siinger tasi (pumice) kullanilmigtir. Tohumlar, belirtilen yetistirme ortaminin
bulundugu saksilara, her saksiya 4-5 tohum olacak sekilde ekilmis ve can sulari
verilmistir.  Tohumlarda ¢ikis gozlemlenene kadar soguk havalardan
etkilenmemeleri icin, CU Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliim Parsellerinde
bulunan seralara konulmustur. indeksleme igin kullanilacak olan etrog citron
cogiirleri, 10-15 cm biiyiikliige ulastiginda tek tek saksilara sasirtilmistir. Diizenli

olarak haftada bir kez sulama ve giibrelemesi yapilmistir. Bu islemlerden bir yil
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sonra, ilkbaharda, etrog citron fidanlarina mekanik inokulasyon uygulamasi
yapilmis ve sonrasinda simptom gdzlenmesi gerceklestirilmistir.

Biyolojik indeksleme c¢alismalarinda farkli limon tiirlerinden alinan dal ve
yaprak oOrnekleri kullanilmistir. Ayrica sorvey sirasinda bulasik bahge iginde
enfekteli olmayan agaglardan da dal ve yaprak ornekleri biyolojik indeksleme

calismalarina alinmistir.

3.2.4.Total Niikleik Asit (TNA) Ekstraksiyonu Calismalari

Cokiintli  hastaliginin  molekiiler olarak tanilanmasi i¢in CTAB
(Cetyltrimethylammonium bromide) tamponu kullanilarak enfekteli bitkilerden
patojene ait TNA elde edilmesi saglanmistir (Murray ve Thompson, 1980). CTAB

tampon igerigi Cizelge 3.1.”de verilmistir.

Cizelge 3.1.CTAB tampon igerigi

Ph:8.00 200 ml
CTAB (hexadecyl
trimethyl-ammonium 4.00 g
bromide)
Tris HCL 314 ¢
EDTA 1.16 g
NaCl 1634 ¢
PVP-40 ( %2) 4.00 g
2 Mercaptoethanol % 0.2 200 pl
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Gergeklestirilen TNA ekstraksiyonu ¢aligsmalari, her bir 6rnek igin asagida
verilen yonteme gore Cukurova Universitesi Bitki Koruma Boliimii Turuncgil
Viriisleri Laboratuvarinda yliriitiilmiis ve asagidaki ekstraksiyon asamalari

uygulanmustir.

e Bitkisel materyallerden 500 mg miktarinda 6rnek alinarak, 1:10 m/v CTAB
tamponu c¢ozeltisi eklendikten sonra 6rnek homojen olacak sekilde
havanlar yardimiyla ezilmistir.

e 2 ml’lik mikrosantrifiij tlipine 2 ml bitki 6zsuyu pipet yardimiyla
almmustir.

e Omekler 65 °C sicakliktaki su banyosuna yerlestirilmis ve 60 dakika
bekletilmistir.

e Tipler 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek, 2 ml’lik mikrosantrifiij
tipline st siv1 fazdan 1 ml’lik kisim aktarildiktan sonra, tiiplere 1 ml
kloroform: isoamil alkol (24 : 1) eklenip ve calkalanarak iyice
karigtirilmustir,

e  Tiipler 13.000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenerek, 1.5 m’lik mikrosantrifiij
tiipline iist fazdan 750 pl alinip aktarilmis ve iizerine 450 ul soguk 2-
propanol eklenip yavasca 2 kez karistirilmistir.

e 20 °C’de 60 dakika inkube edilmistir.

e Inkube edilen &rnekler 13.000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenip, siv1 faz
dikkatli bir sekilde bosaltilmistir.

e Kalan pelet (kat1 faz) ise 1 ml % 70’lik etanolle yikanmustir.

e % 70’lik etanolle yikanan Ornekler 13.000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenerek, % 70’lik etanol dikkatli bir sekilde dokiilmiistiir.

e Ornekler kurutma kagidi iizerinde hava ile kurutulmustur.

e  Kati kisim (pelet) 100 ul TE tampon ¢dzeltisi igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.
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e  Ekstrakste edilen total niikleik asit kullanilincaya kadar, —20 °C
sicakliktaki derin dondurucularda muhafaza edilmistir.

e  Spektrofotometre’de A260/280 nm’de konsantrasyonu belirlenmistir.
Yiiksek kalitede niikleik asit i¢in optimum A260/230 degeri 1.8’e yakin
olan 6rnekler ¢calismada kullanilmistir.

e  Ters transkriptaz iglemi i¢in 3-5 ul TNA kullaniimistir.

3.2.5.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Asamasi

PCR islemi asagida verilen ¢izelgedeki kimyasallardan karigim
hazirlanarak her bir 6rnek i¢in asagidaki yonteme gore islem yapilmistir (Cizelge
3.2).

Cizelge 3.2.PCR reaksiyon karisim kimyasallari

Kimyasallar Miktar/Reaksiyon
Master mix 12,5 ul
RNase-free su 8.5 ul
Primer F (10 mM) Tl
Primer R (10 mM) Tl
Ornek 2 ul
Toplam Hacim 25 ul
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e Buz lizerindeki, steril mikrosantrifiij tiiplerinde 8,5 ul ddH,O Master mix

Primer F (10mM) Primer R (10mM) eklenerek hazirlanmustir.

e PCR tiiplerinde 25 pl miktarinda hazirlanan son hacim, thermal cycler

aletine yerlestirilmistir.

o Kaullanilan baz1 primerlerin, baglanma sicakliklarina uygun PCR kosullari

ayarlandiktan sonra sentez islemi baglatilmistir. Bu ¢alismada modifiye edilen

PCR kosullar1 Cizelge 3.3’de verilmistir.

e FElde edilen tiim PCR iiriinleri, elektroforez ¢alismalarina kadar 20 °C’de

muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.3.Calismanin icerigi dogrultusunda modifiye edilen PCR kosullar

Ayrilma sicakligi 94°C 3 dakika 1 dongii
94 °C 30 saniye
Baglanma 60°C 30 saniye 40 dongii
sicakligt
72°C 1.5 dakika
Uzama sicaklig1 72°C 5 dakika 1 dongii

Cizelge 3.4.Calismada kullanilan primer ¢iftleri

CCaVd Primer Genom Uzunlugu
(bp)
Forward ACTCTTCTCAGAATCCAGCGAG
300
Reverse TGCCCCGGGGCTCCTTTCTCAGGT
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Cizelge 3.5.Calismada kullanilan primer ciftleri (Onelge, 1997)

CEVd Primer Genom Uzunlugu

5’GTGCTCACCTGACCCTGCAGG3’
Forward

371

5S’ACCACAGGAACCTCAAGAAAGS’

Reverse

3.2.6.Elektroforez Calismalar: ve Orneklerin Gériintiilenmesi

Yiriitillen bu ¢aligmada ‘agar jel elektroforez yontemi’ kullanilmistir. Bu
yontem ise Onelge (1997) gore modifiye edilerek yiiriitiilmiistiir.

Agar jel elektroforez yontemi i¢in adim adim izlenen agamalar, asagida

belirtilen adimlar uygulanarak gergeklestirilmistir.

e 100 ml 1X TAE tamponu ¢dzeltisi ve 1.5 gram agar maddesi kullanilarak
hazirlanan karigim, mikrodalga firinda 2 — 3 dakika siire ile agar maddesi
iyi bir sekilde eriyinceye kadar 1sitilmistir.

e Jel tepsisi diiz bir zemin {izerinde ayarlanip, yliklenecek drnek sayisina
uygun tarak yerlestirilmistir. Hazirlanan agar karisimi biraz soguduktan
sonra jel tepsisine kabarcik olugmayacak sekilde dokiilerek, agar jelin
donmast i¢in oda sicakliginda bir miiddet bekletilmistir.

e Katilasan jel, jel tepsisi ile birlikte tankin igine yerlestirilerek, 1X TAE
tamponu ¢ozeltisi ile tankin icerisine jeli kapatacak sekilde dokiilmiis ve

tarak dikkatli bir sekilde ¢ikartilmistir.
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e Jel cukurlarinin baslangic ¢ukuruna 8 pl 100 bp’lik DNA markér, diger
cukurlara ise 10 pl hacminde olmak iizere ornekler, pozitif kontrol ve
negatif kontrol (steril distile su) yliklenmistir.

e  Elektroforez aparati elektrik akimim saglayan giic kaynagina baglanarak,
ornekler 80 — 100 volt ayarinda 25— 35 dakika siire ile elektroforez
islemine tabi tutulmustur.

e  Elektroforez iglemi tamamlanan agar jel tepsiden ayrilarak biraz sogumast
saglandiktan sonra, saf su ile seyreltilmis etidyum bromiir ¢dzeltisi
icerisinde yaklagik 10 dakika siire ile bekletilmistir.

e Bekleme asamasi tamamlanan agar jel, UV transilluminator aleti araciligi

ile gorilintiilenerek fotografi ¢ekilmistir.

3.2.7.Sekans Analizi ve Verilerin Karsilagtirilmasi

PCR ve agar jel elektroforez caligmalari sonucunda pozitif bulunan
ornekler, ayn1 kosullarda PCR uygulanarak 200 pl hacminde ¢ogaltilmistir.
Cogaltilan tiim oOrnekler niikleotid dizilimlerinin belirlenmesi amaciyla Adana
ilinde bulunan ‘Molgentek’ firmasina génderilmistir.

Sekanslama islemi tamamlanan tiim 6rneklerin baz dizilimleri ‘Finch TV’
programi kullanilarak goériintiilenip, mevcut baz dizilimleri NCBI (National Center
for Biotechnology Information) veri tabaninda ‘BLAST’ yontemiyle kayitli benzer
organizmalar ile karsilagtirilmistir.

Filogenetik analiz ¢alismalarinda da DNA dizileri ‘Mega X’ (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) programi kullanilarak ‘Likelihood Tree’ metodu

ile siniflandirilmstir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1.Cokiintii Hastaligi ile Bulasik Bahgelere Ait Arazi Gozlemleri

Mersin ili, Erdemli ilgesi 95.130 da limon dikili alanlarin %1°1 sérvey alani
olarak secilmistir. Sorvey alanlarinin tamami W seklinde ¢aprazlama ornekleme
yontemi ile gezilmistir. Soérvey calismasinda bolgede yaygin olarak yetisen
Kiitdiken limon ¢esidi disinda Italyan Memeli, Aydin, Mayer ve Enterdonato limon
cesitlerini igeren bahgelerde gezilmistir. Mersin ilinin Erdemli ilgesindeki limon
bahgelerinde 10 yasindan biiyiik limon bahgelerinde sonbahar déneminde yapilan
sorveylerde Cokiintii hastaliginin karakteristik 6zelligi olan meyve iizerinde
cokiintii simptomlar (Sekil 4.1.) gézlenmistir. Gozlenen bu ¢okiintii simptomlari
meyve kiiciik oldugunda kiiciik boyutlarda meyve biiyiidiikce ¢okiintii alanlarinin
da bliylidiigii gozlenmistir. Ayrica baslangicta kiiciik boyuttaki ¢okiintiilerin zaman
icinde birleserek daha biiyiik alanlar olusturdugu gozlenmistir. Olusan ¢okiintiiler
baslangigta koyu yesil (Sekil 4.2.) renkte olup daha sonra Eylill Ekim aylarinda
iiretim mevsimi sonuna dogru ¢okiintiilerin limon {izerinde daha belirgin hale
geldigi ve renginin kahverengine dondiigii gozlenmistir. Bazi Kiitdiken limon
agaclarinda ¢okiintiilerin siyah renkli oldugu da gézlenmistir (Sekil 4.3.)

Cokiintii simptomlar1 en yogun Kiitdiken limon gesidinde goézlenmistir.
Ancak bunun diginda boélgede yetistiriciligi yapilan Euroka ve Aydin limon
cesitlerinde de ¢okiinti simptomlart goézlenmistir. Bu limon ¢esitlerinde de
gbzlenen ¢okiintii simptomlar1 Kiitdiken ¢esidinde gdzlenen simptomlara benzer
oldugu (Sekil 4.4.) ¢esit bazinda c¢okiintii seklinde ve derecesinde farklilik

bulunmadig1 goriillmiistiir.
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Sekil 4.2.0lusan ¢okiintiiniin baslangictaki koyu yesil rengi (Kiitdiken)
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Sekil 4.3. Hastaligin son doneminde ¢okiintii bolgesinin siyahlagmasi we hastalikli
bolgenin meyvenin zay1f noktasi haline gelmesi.

A o . ~ Y ]
A. Aydm limon ¢esidi B. Kiitdiken limon ¢esidi

Sekil 4.4. Cesit bazinda ¢okiintii seklinde ve derecesinde farklilik bulunmadigi
goriilmektedir.
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Sekil 4.5. Erdemli ilcesinde Rumple hastaliginin ¢okiintii simptomunu gosteren
Kiitdiken limon meyvesi baslangi¢ simptomu.

Sekil 4.6. Sorvey caligmalart sonucunda Erdemli ilgesinde ¢okiintii hastaliginin
siddetli simptomunu gosteren Kiitdiken limon meyvesi.
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4.2.Cokiintii Hastaliginin Sorvey Calismalar:r ile Yaygmhginin Erdemli
ficesinde Belirlenmesi

Rumple hastaliginin yayginligi belirlemek amaciyla limon bahgelerinde
yapilan sorvey calismasinda Erdemli il¢esindeki limon bahgeleri 5 ile 150 dekar
alan biiyiikliigiinde olup dekar bagina ortalama 40 aga¢ bulunmaktadir. Erdemli
ilge tarim midiirliiglinden alinan verilere gore 95180 da limon dikili alan oldugu
bildirilmistir. Limon dikili alanlarin ¢esit bazinda dagiliminin %82.5’1 Kiitdiken,
%9 Aydin, %4iinii Enterdonat, %3 {inii Mayer ve %]1.5’inin italyan Memeli limon
¢esidi oldugu belirtilmistir. Kiitdiken limon ¢esidinin dikim alani diger limon
cesitlerinden fazladir. Aydin limon ¢esidinin Kiitdiken limon cesidi ile birlikte
dikildigi bolge ciftcileri tarafindan bildirilmistir. Bolgede az sayida bulunan
cesitlerden Mayer yeni kurulan bahgelerde; Italyan Memeli ise eski kurulan
bahgelerde rastlanmigtir. Cizelge 4.1.’de Erdemli ilgesi limon bahgeleri dekarlari
mahalle bazinda verilmistir.

Mersin’in Erdemli il¢esinde yapilan sorvey calismasinda 95.180 da limon
dikili alanin 1031 da alan W seklinde caprazlama drnekleme yontemi ile gezilmis
ve limonlar hastaliginin makroskobik simptomlar1 agisindan sonbahar aylarinda
incelenmistir.

Erdemli ilgesi limon yetistiricilik alani 32 mahallede bulunmaktadir
(Cizelge 4.1). Erdemli ilgesinde mahalle bazinda yaklasik 36.683 limon agaci
¢okiintli hastalig1 agisindan gozlemlenmistir. 10.672 agagta hastaligin makroskobik
simptomlar1 gozlenerek bulasik oldugu ve bulagiklik oranmin %29 oldugu
bulunmustur(Sekil 4.7). Hastalikla bulasiklik oran1 %32,82 ile en fazla Kargipinari

mahallesinde, en diisiik ise %16,34 oran ile Ciris mahallesinde gozlenmistir.
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Cizelge 4.1.Erdemli ilcesi Mahalleleri ¢okiintii hastalig1 bulasiklik cizelgesi

Mahalle Limon Gezilen Gezilen Bulasik Bulasikhik
Dekar Limon Limon Limon Yiizdeligi
Dekar Agacg Agac
Sayisi Sayisi
Arpagbahsis 9500 176 6200 1984 %32.00
Arslanlt 20 - - - -
Ayas 4500 88 3080 985 %31.98
Batisandal 800 12 480 88 %18.33
Cesmeli 9500 66 2350 724 %30.80
Ciftepiar 4000 52 1825 576 %31.56
Cirisg 200 6 257 42 %16.34
Dagh 1610 14 520 160 %30.77
Dogusandal 420 16 586 166 %28.32
Elvanl 7200 92 3225 997 %30.91
Fakili 10 - - - -
Giiciis 200 - - - -
Ilemin 50 - - - -
Hacihalilarpag | 3500 34 1150 320 %27.82
Karahidirh 1730 8 290 77 %26.55
Karakesli 400 - - - -
Karayakup 50 - - - -
Kargipinar 6000 66 2510 824 %32.82
Kayaci 350 - - - -
Kizkalesi 330 - - - -
Kocahasanli 3500 21 780 234 %30.00
Kosbucagi 2000 8 320 82 %25.62
Kumkuyu 5500 30 1120 224 %20.00
Limonlu 2100 6 250 47 %18.80
Merkez 10490 124 4400 1126 %25.59
Pinarbasg1 2000 11 420 112 %26.66
Sariyer 2000 - - - -
Tomiik 14000 188 6460 1812 %28.05
Uctepe 2500 13 460 92 %20.00
Uziimlii 100 - - - -
Yeniyurt 170 - - - -
Toplam 95180 1031 36683 10672 %29.09
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Caligmada sorvey yapilan limon agaglarmin 30.263’i Kiitdiken, 3.302’si
Aydin, 1467’si Enterdonat, 1101 tanesi Mayer ve 550 tanesi Italyan Memeli’dir.
Bolgede Kiitdiken limon g¢esidi birinci sirada yer almaktadir. Toplam 30.263
Kiitdiken agaci incelenmis; 9.836 agag bulasik olarak tespit edilmis ve bulagiklik
oraninin %32.5 oldugu bulunmustur. Bunun yan1 sira %18’lik bulasiklik orani
Aydin’da, %13 Enterdonat’da, %9 Italyan Memeli’de (Cizelge 4.2.) bulunmustur.
Bulasiklik orani siralamasi en yiiksekten en diisiige Kiitdiken, Aydin, Enterdonat,
Italyan Memeli ve Mayer seklindedir. Euroka limon ¢esidi 2 bahgede 100 agaca

yakin gezildigi i¢in ¢izelgeye eklenmemistir.

Cizelge 4.2. Mersin Erdemli Ilcesi limon ¢esidi bazinda c¢okiintii hastalig
bulasiklik oranlari

Limon Cesidi Sorvey Yapilan Bulasik Limon Bulagik Agac
Limon Agac1 Agaci Sayis1 Sayisiin Cesit
Say1s1 Bazinda
Infeksiyon

Oranlar1
Aydin 3302 595 %18
Enterdonat 1467 191 %13
Italyan Memeli 550 50 %9

Kiitdiken 30263 9836 %32.5

Mayer 1101 0 %0

Toplam 36683 10672 %29.09

Cokiintii, farkli iilkelerde farkli isimlerle anilir. Ik tanimlandig: Florida’da

Rumple (Knorr, 1958), italya’da “kabuk burusmasi” (Salerno, 1965), “Wrinkle-
rind” (kirisik kabuk) (Russo ve Klotz, 1963) ve Tiirkiye’de “Cokiintii, Benek ve
Copur” (Ozbek ve ark., 1974) olarak isimlendirilmistir.
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Bu ¢aligmada incelenen agaglarin ¢okiintii hastaligi ile bulasik oldugunun
belirlenmesinde hastaligin simptomlar1 olan ¢okiintiiler ve benekler baz alinarak
degerlendirmeler yapilmistir.

Yapilan arazi ¢aligmalar1 sonucunda Mersin ili Erdemli ilgesinde toplamda
1.031 dekar arazi gezilmis 36.683 agag¢ incelenmistir. 10.672 agacin ¢okiintii
simptomu gosterdigi goézlemlenmistir. Rumple hastalifinin karakteristik 6zelligi
olan ¢okiintii simptomonun Sicilyada uzun zamandir var oldugu ve bu hastalik
iizerine ¢aligmalarin gergeklestirildigi Salerno tarafindan bildirilmistir. Tiirkiye’de
yapilan bir ¢alismada ise Akdeniz bolgesinde Mersin, Adana, Hatay ve Antalya
illerinde yaygin bir sekilde goriildiigii bildirilmistir (Chapot ve Bahgecioglu, 1969)

Yapilan farkli ¢aligmalarda Rumple hastaliginin her yil farkli oranda olmak
ile birlikte Florida’da %77 Tiirkiye’de ise %75 e kadar olan oranda siddetli zararlar
gosterdigi belirlenmistir (Knorr ve Koo 1969; Chapot ve Bahgecioglu;1969).

Cokiintii hastaligr simptomu gosteren meyveler agaglarin giines goren dis
kisimlarinda yer alan dallarda daha fazla gbzlenmistir. Arastiricilar yapmis oldugu
calismalarda ¢okiintii hastagmin simptomlar1 Italya’da ‘‘Raggrinzimento della
buccia’’ (Salerno, 1965) ‘“Wrinkle-rind”’(kirigik kabuk) (Russo ve Klotz, 1963)
seklinde isimlendirilmistir. Bu simptomlar bu calismada goézlenen simptomlara
benzerdir. Ayrica {iilkemizde 1974 yilinda yapilan ¢aligmalarda da benzer
simptomlar goézlendigi bildirilmis ancak simptomlarin her yil gozlenmedigi bazi
yillarda simptomlarin yogun oldugu bunu takip eden yilda ise ¢ok az simptomlarin
goriilebildigi bildirilmistir.

Ozbek ve arkadaslarinin 1977 yilinda yapmis oldugu ¢alismalarda ¢okiintii
simptomlarinin toprakta bulunan mangan ve ¢inko elementi noksanligi nedeniyle
gergeklestigini bildirmiglerdir. Ancak daha sonra yapilan ¢alismalar topraktaki bu
elementin normal seviyede oldugu agaclarda da benzer durumun gergeklestigini

bildirmislerdir.
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4.3.Cokiintii  Hastahgimin  Gozlendigi Agaclarda Turuncgil Viroid
Hastahklarin Biyolojik indeksleme Yéontemi ile Belirlenmesi

Mersin ili Erdemli ilgesi limon bahgelerinden ¢dokiintii hastaliginin
karakteristik simptomlarindan meyvelerde ¢okiintii simptomu gosteren agaclardan
alman siirgiin ve yaprak ornekleri her bir 6rnek icin 3 adet olacak sekilde tohumdan
yetistirilen saglikli Etrog citron fidanlarmin govdesi yaralanarak bitki 6z suyu
mekanik olarak inokule edilmistir. Etrog citron fidanlarindan iicer adet bitki negatif
kontrol ve tiger adet bitki ise pozitif kontrol olarak birakilmistir. Etrog citronlarin

tohumdan yetistirilmesi Sekil 4.7.”de verilmistir.

Sekil 4.8. .Etrog citron tohumdan yetistirilmesi

Inokulasyonlar gergeklestirildikten sonra bitkiler haftalik olacak sekilde
yaprak simptomlar1 agisindan gézlemlenmistir. 2 ay sonra geriye dogru budama
yapilmis ve yeni siirglinlerin gelismesi saglanmisgtir daha sonra inokulasyon
gerceklestirilen bitkilerde simptom gozlemleri baglamistir. Turunggillerde bulunan
CEVd icin karakteristik olan orta damar nekrozu ve epinasti simptomlar1 etrog
citron yapraklarinda Rumple2, Rumple4, Rumple6, RumpleS, Rumplel0
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izolatlarinda gdzlenmistir (Cizelge 4.3). Gozlenen bu simptomlarin CEVd’nin
karakteristik simptomlart oldugu pek c¢ok arastirict tarafindan (Roistacher, 1991;
Semancik, 1978; Onelge, 1997) bildirilmistir. Ayrica iilkemizde yapilan
calismalarda (Hizal ve Giiral, 1987; Giillii, 1989; Onelge, 1994) CEVd i¢in etrog
citron yapraklarinda orta damar nekrozu ve epinasti simptomlarmnin karakteristik
oldugunu bildirmislerdir. Negatif kontrol olarak birakilan saglikli fidanlarda
simptomlar goriilmemistir. Ydriitiilen inokulasyon ¢alismalarinda etrog citron
indikator bitkilerinde gelisen simptomlar Sekil 4.8’de verilmistir. Etrog citronda
gozlenen en belirgin simptomlar yapraklarin ige dogru kivrilmast ve yaprak
deformasyonlarmi iceren epinasti simptomudur. Ayrica CEVd’nin gelistirdigi
siddetli damar nekrozlan da indikator bitkilerde gézlenmistir. CCaVd etrog citron
bitkilerinde genellikle simptom gelistirmemekte hafif olarak bazen yaprak
uclarinda nekrozlar gozlenebilmektedir (Reichert ve Bental,1957). Bu calismada
etrog fidanlarinin yapraklarinda nekrozlar yaninda yaprak epinastilerinin de
gelistigi gozlenmistir. CCaVd igin gelisen bu karisik simptomlar izolat olarak
belirlenen agaclarda viroidlerin karigim halinde bulundugunu gostermektedir.
Ayrica viroid etmenlerinin molekiiler bazda belirlenmesi amaciyla yiiriitiillen RT-
PCR calismalarinda segilen 10 izolatin 7 tanesinin viroidlerle enfekteli oldugu ve 5

izolatin CEVd ve CCaVd ile birlikte bulundugu belirlenmistir.
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Sekil 4.9.  Etrog citron fidanlarinda gergeklestirilen biyolojik indeksleme
calismalar1 ve yapraklarda epinasti ve nekroz gelisimleri

Cokiintlii hastaliginin goézlendigi agaglarda viroidlerin belirlenmesi i¢in
farkli limon agaglarindan alinan 6rnekler etrog citron bitkisi iizerine inokulasyonu
sonucu gosterdigi simptomlar Cizelge 4.3.’de verilmistir.

Kosbucagi mahallesinde bulunan bir bahgeden alinan Kiitdiken limon

¢esidine ait Rumplel adli 6rnek etrog citron indikator bitkisinde simptomsuz olup
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RT-PCR sonuglart CEVd ve CCaVd bakimindan pozitif bulunmustur. Yine ayn
mabhallede Kiitdiken limon ¢esidine ait Rumple2 adli 6rnek etrog citron indikatdr
bitkisinde simptom gostermis olup RT-PCR sonuglari CEVd ve CCaVd
bakimimdan pozitif bulunmugtur. Merkez mahallesinde bulunan bir bahgeden
aliman Kiitdiken limon c¢esidine ait Rumple3 adli 6rnek etrog citron indikatdr
bitkisinde yaprak kivircikligt simptomu gézlenmis olup CEVd ve CCaVd
bakimindan pozitif bulunmustur. Merkez mahallesinde bulunan bir baska bahgeden
aliman Kiitdiken limon g¢esidine ait Rumple4 adli 6rnek etrog citron indikator
bitkisinde orta damar nekrozu simptomunu gostermis olup RT-PCR sonuglari
CEVd ve CCaVd bakimindan negatif bulunmustur. Témiik mahallesinde bulunan
bir bahgeden alinan Aydin limon ¢esidine ait Rumple5 adli 6rnek etrog citron
indikatdr bitkisinde yaprak kivircikligi simptomu gézlenmis olup CEVd ve CCaVd
bakimindan pozitif bulunmustur. Arpagbahsis mahallesinde bulunan bir bahgeden
alman Aydm limon ¢esidine ait Rumple6 adli 6rnek etrog citron indikator
bitkisinde simptomlar gézlenmis olup RT-PCR sonuglart CEVd bakimindan pozitif
ve CCaVd negatif bulunmustur. Kargipmnar mahallesinde bulunan bir bahgeden
alman Kiitdiken limon c¢esidine ait Rumple7 adli 6rnek etrog citron indikator
bitkisinde yaprak kivircikligi simptomu goézlenmis olup RT-PCR sonuglar1 CEVd
ve CCaVd bakimindan negatif bulunmustur. Cesmeli mahallesinde bulunan bir
bahgeden alinan Kiitdiken limon c¢esidine ait Rumple8 adli 6rnek etrog citron
indikator bitkisinde orta damar nekrozu simptomunu gostermis olup RT-PCR
sonuglart CEVd bakimindan negatif ve CCaVd pozitif bulunmustur. Ayas
mahallesinde bulunan bir bah¢eden alinan Euroka limon ¢esidine ait Rumple9 adli
ornek etrog citron indikator bitkisinde orta damar nekrozu simptomunu gostermis
olup RT-PCR sonuglar1 CEVd ve CCaVd bakimindan negatif bulunmustur. Elvanl
mahallesinde bulunan bir bah¢eden alinan Euroka limon ¢esidine ait Rumple10 adli
ornek etrog citron indikator bitkisinde yaprak kivircikligi simptomu gozlenmis

olup RT-PCR sonuglart CEVd ve CCaVd bakimindan pozitif bulunmustur.
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Cizelge 4.3. Cokiintii hastaliginin gozlendigi agaclarda viroidlerin belirlenmesi i¢in farkli limon agaglarindan alinan 6rnekler

etrog citron bitkisi {izerine inokulasyonu sonucu gdsterdigi simptomlar

Izolatlar | Indikatér | indekslemeye Alinan Simptomsuz | Simptomlu | Simptomlu RT-PCR
bitki alinan limon yerler (yaprak (orta SONUCLARI
bitki cesitleri kivircikhigr) damar CEVd CCaVvd
nekrozu)

Rumplel Etrog C. Kiitdiken Kosbucagi + - - + +
Rumple2 Etrog C. Kiitdiken Kosbucagi - + + + +
Rumple3 Etrog C. Kiitdiken Merkez - + - + +
Rumple4 | EtrogC. Kiitdiken Merkez - - + - -
Rumple5 Etrog C. Aydin Tomiik - + - + +
Rumple6 | Etrog C. Aydin Arpacbahsis - + + + -
Rumple7 | Etrog C. Kiitdiken Kargipimar - + - - -
Rumple8 Etrog C. Kiitdiken Cesmeli - - + - +
Rumple9 Etrog C. Euroka Ayas - - + - -
Rumplel0 | Etrog C. Euroka Elvanh - + - + +

VIASILIVLI HA AV INDTNg v
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4.4.Molekiiler Cahsmalar ile ilgili Bulgular ve Tartisma

4.4.1.RT-PCR Cahsmalari ile ilgili Bulgular

Mersin ili Erdemli ilgesi limon bahgelerinden c¢okiintii hastaliginin
karakteristik simptomlarindan meyvelerde ¢okiintli simptomu gdsteren agaglardan
alinan siirgiin ve yaprak orneklerinde turunggil viroid hastaliklarindan CEVd ve
CCaVd varliginin belirlenmesi ve molekiiler olarak tanilanmasi i¢in RT-PCR
caligmalar1 gerceklestirilmistir. CEVd hastaliginin varliginin belirlenmesi ig¢in
gergeklestirilen RT- PCR ¢alismasinda araziden toplanan 10 farkli limon agacindan
alinan izolatlar kullanilmistir. Almman 6rneklerin 6 adedi Kiitdiken limon 2 adet
Aydin ve 2 adet Euruko limon ¢esidinden olusmaktadir (Cizelge 4.3).
Gergeklestirilen RT-PCR caligsmalar1 sonucunda 10 6rnekten 6 tanesinin 371 bp
seviyesinde bant olusturdugu belirlenmistir. Sekil.4.10. da %]1.5’luk agar jelde
olusan CEVd ile bulasik orneklerin 371 bp seviyesindeki bant olusumu
gosterilmistir. Cokiintii hastaligr gdsteren limon agaglarindan alinan 6rneklerden
Rumplel, Rumple2, Rumple3, RumpleS, Rumple6, Rumple10 izolatlaridir. CCaVd
hastaliginin varliginin belirlenmesi i¢in gergeklestirilen RT-PCR c¢alismasinda ise
300 bp seviyesinde bant olusturdugu belirlenmistir. %1.5’luk agar jelde olusan 300
bp seviyesindeki bant olusumu Sekil 4.9°da gosterilmigtir. Cokiintii hastaligi
gosteren ve CCaVd ile enfekteli olan izolatlar Rumplel, Rumple2, Rumple3,
Rumple5, Rumple8, Rumple10’dur.

Elde edilen bulgular CEVd ve CCaVd i¢in daha dnce yapilan ¢aligmalarla
uygun baz seviyesindedir. RT-PCR ¢aligmalarinda viroid hastaliklarinin birlikte
aym agac icinde karisim halinde bulundugu belirlenmistir. Ulkemizde yapilan pek
¢ok c¢alismada viroidlerin turunggil agaclarinda bir karisim halinde bulundugu
belirtilmistir (Onelge, 2007). Diger iilkelerde yapilan calismalarda da benzer
sonuglar belirtilmekte ve sertifikasyon ¢aligmalariin yapilmadig: veya saglikli asi
goziiniin yogun olarak kullanilmadig: iilkelerde turunggil viroidlerinin oldukga
yaygin olarak bulundugu bildirilmektedir (Hadidi vd.2003; Randles, 2003).

Ulkemizde vyiiriitiilen ¢alismalarda turuncgil agaclarinin turunggil viroidleri
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bakimindan olduk¢a yogun bulasik oldugu bildirilmektedir. Bunun nedenlerinden
bir tanesi ve en onemlisi viroid etmenlerinin mekanik olarak ¢ok kolay bigimde
taginmasidir. Zira Ozellikle her yil budamanin yapildigi limon bahgelerinde
ozellikle obur siirglin aliminda ve hasatta sodyum hipokloritin kullanilmadigi

sOrvey sirasinda yapilan goézlemlerde belirlenmistir.

Sekil 4.10. Yapilan RT-PCR sonucunda elde edilen orneklerin %1,5’luk agar
jeldeki goriintiisii. (CCaVd 300 nt bant seviyesi) 1-2-3: Kiitdiken
(rump:1, rump2: rump:3), 4: Aydmnn (rump:5), 5-6: Euroka
(rump:8,rump:10) ¢esitlerinden alinan limon O&rnekleri, K+:Pozitif
Kontrol, K-:Negatif Kontrol
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Sekil 4.11. Yapilan RT-PCR sonucunda elde edilen o6rneklerin %1.5’luk agar
jeldeki goriintiisii. CEVd’nin 371 nt bant seviyesi) 1-2-3: Kiitdiken
(rump:1, rump:2 rump:3), 4-5:Aydin  (rump:5,rump6), 6:
Euroka(rump:10), ¢esitlerinden alinan limon O6rnekleri, K+:Pozitif
Kontrol, K-:Negatif Kontrol
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M s S PUEEES 4 5 6 K+ K-
e L - -

Sekil 4.12. Yapilan RT-PCR sonucunda sekansa gonderilecek (CCaVd)
orneklerin c¢ogaltilmast 1-2-3: Kiitdiken (rump:1, rump:2, rump:3),
4:Aydin(rump:5), 5-6: Euroka (rump:8,rump:10) c¢esitlerinden alinan
limon 6rnekleri, K+:Pozitif Kontrol, K-:Negatif Kontrol
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Sekil 4.13. Yapilan RT-PCR sonucunda sekansa gonderilecek (CEVd) drneklerin
¢ogaltilmas1  1-2-3:Kiitdiken  (rump:1, rump:2, rump:3), 4-
5:Aydin(rump:5,rump6), 6: Euroka(rump:10), ¢esitlerinden alinan
limon 6rnekleri, K+:Pozitif Kontrol, K-:Negatif Kontrol

4.4.2.Niikleotid Dizilimi ve Filogenetik Analiz fle flgili Bulgular

RT-PCR c¢alismas1 gercgeklestirilerek pozitif olarak belirlenen izolatlardan
Rumple-8 ve Rumple-2 izolat1 i¢in 200 pl hacminde ¢ogaltma islemi yapilmis ve
niikleotid dizilimlerinin belirlenmesi amaciyla Adana ilinde bulunan Molgentek
firmasina goénderilmistir. Bu firmadan alinan niikleotid dizilimleri fasta formatinda

asagida verilmektedir.
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Rump-8 izolati CCaVd

> Rumple-8
TCAATCCAGCGAGAGGCGTGGAGAGAGGGCCGCGGTGCTCTGGAGTAG
AGGCTCTGCCTTCGAAACACCTTCGATCGTCCCTTCTTCTTTACCTTCTT
CTGGCTCTTCCGATGAGACGCGACCGGTGGCATCACCTCTCGGTTCGTC
CCAACCTGCTTTTGTTCTATCTGAGCCTCTGCCGCGGATCCTCTCTTGAG
CCCCTCTGGGGAATTCTCGAGTTGCCGCATAAGGCATGCAAAGAAAAA
AACTTGGCAGGGAGGTACTTAGG

Rump-2 izolati CEVd

>Rumple-2
GGAAACCTGGAGGAAGTCGAGGTCGGGGGGAGCAACTGCCTCGGTCGC
CGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGAAACAGGAGCTCGACTCCTTCCT
TTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAGGCCTGCGCGCCCCTC
GCCCGGAGCTTCTCTCTGGCTACTACCCGGTGGATACAACTGAAGCTTC
AACCCCGTACCGCTTTTCTTGATCTCTACTGCTCTCCGGGCGAGGGTGA
AAGCCCTCGGAACCCTAGATTGGGTCCCTCGGGATCTTTCTTGAGGTTC
CTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGGCAGGAAAAGAAAAAAGAGGCGG
GGGGGAAGAAGTCCAACAGGGATCCCCGG

Goriintiilenen baz dizilimleri NCBI (National Center for Biotechnology
Information) veritaban1 kullanilarak bu bankada kayith organizmalar ile
kargilagtirilmigtir. Firmadan alinan sekans sonuglart NCBI gen bankasinda bulunan
kayitlar ile karsilastirilmasinin sonucunda alinan ekran goriintiileri Sekil 4.13;
4.14;’de verilmigtir. NCBI ile gerceklestirilen blast analizi sonucunda niikleotid
dizilimi elde edilen ve farkli limon izolatlarinin NCBI gen bankas1 verileri ile %90

- %99 oraninda benzerlik olusturdugu belirlenmistir.
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Sekil 4.14. Blast analizi sonucunda Rumple-8 izolatinin NCBI gen bankasi
verileri ile karsilastirilmasi ve benzerlik oranlari

CCaVd inceledigimizde g¢alismanin RT-PCR sonucu pozitif bulunan 6
izolattan 1 tanesi sekansa gonderilmis ve yukarida belirtilen sekans sonuglar1 elde
edilmistir. Bu izolatlardan Rumple-8 BLAST analizi sonucunda NCBI verilerinde
yer alan CCaVd izolatlar1 ile %98 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir

(Sekil 4.13).
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Sekil 4. 15. Blast analizi sonucunda Rumple-2 izolatinin NCBI gen bankasi
verileri ile kargilagtirilmasi ve benzerlik oranlart

CEVd viroidinin molekiiler tanis1 amaciyla Rumple-2 izolati sekansa
gonderilmis ve yukarida belirtilen sekans sonuglari elde edilmistir. Rumple-2
izolatinin BLAST analizi sonucunda NCBI verilerinde yer alan CEVd izolatlari ile
%99 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.14)

Sekans sonuglarini NCBI gen bankasi ile karsilastirildiginda elde edilen
sonuglar her iki viroid i¢inde %90-98 oraninda daha 6nce gen bankasina kayith
izolatlarla benzer oldugu belirlenmistir. Her iki viroidin de diinyada oldukca
yaygin oldugunu diisiindiigiimiizde elde edilen sonuglar diger iilkelerde ve
iilkemizde kayith izolatlarla uyumlu oldugu goriilmektedir.

Filogenetik analiz g¢alismasi i¢in ise baz dizileri Mega X (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) programi kullanilarak ‘’Neighbour joining’’
metodu ile siniflandirilmistir. Elde edilen filogenetik agaclarin goriintiileri Sekil

4.15.; Sekil 4.16.’da verilmistir.
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GU327606.1 CCaVd-Amerika

Rumple-8 CCaVd-Erdemli

KF712280.1 CCaVd-Fransa

EU925587.1 CCaVd-Yunanistan

LC333095.1 CCaVd-Kore

MH476218.1 CCaVd-Hindistan

AB222864.1 CCaVd-Japonya

MF979532.1 CCaVd-Hirvatistan

HM357802.1 CCaVd-Cin

'— HE575348.1 CCaVd-Slovenya

'— KY654689.1 CCaVd-Iran

[—]

0.050

MG779544.1 CCaVd-Meksika

Sekil 4.16. Rumple-8 izolatinin Neighbor-joining (NJ) analiz yOntemi

kullanilarak elde edilen soy agaci goriintiisii

Elde edilen sekans sonug¢larina gore Rumple-8 izolatinin Neighbor-joining

(NJ) analiz yontemi kullanilarak elde edilen soy agacinda Amerika izolati ile %98

benzerlik gosterirken Fransa izolati ile de ayni cluster’da yer aldigi ve %96

oraninda benzerlik gdsterdigi belirlenmistir.
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AY456136.1 CEVd-Cin

GU592444.1 CEVd-Cin
EU564172.1 CEVd-Ispanya
MH995511.1 CEVd-Meksika
EF488050.1 CEVd-Ispanya
DQ431994.1 CEVd-Cin

DQ431991.1 CEVd-Cin

KX819232.1 CEVd-Kibris

MK911711.1 CEVd-Iran
KJ538554.1 CEVd-Tunus
Rumple-2 CEVd-Erdemli

KY473932.1 CEVd-Meksika

|

0.050

Sekil 4.17. Rumple-2 izolatinin Neighbor-joining (NJ) analiz yontemi
kullanilarak elde edilen soy agaci goriintiisii

Elde edilen sekans sonuglarina gore Rumple-2 izolatinin Neighbor-joining
(NJ) analiz yontemi kullanilarak elde edilen soy agacinda Tunus izolati ile %98
oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Ayrica iran izolat: ile aym cluster’da
yer aldig1 ve %92 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Niikleotid dizi analizleri ve yapilan filogenetik ¢alismalar sonucunda farkli
limon agaglarindan CCaVd ve CEVd izolatlar1 elde edilmistir. Bu viroid etmenleri
mekanik olarak makas ve bicaklarla kolayca tasinabilen her iki etmen agisindan
benzerlik gostermektedir. Mersin ilinin Erdemli ilgesinde yogun olarak limon
yetistiriciligi yapilmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda  CCaVd ve CEVd
viroidleri turunggil yetistiriciliginin yapildigi bolgemizde pek c¢ok yerde
saptanmistir (Onelge, 2007). Cokiintii gozlenen agaglarda viroid etmenlerinin
varlig1 ve niikleotid dizilimleri arasindaki benzerlikler bu calismada ele alinmustir.
Elde edilen niikletotid dizileri bolge agisindan yeni bulgulardir ancak niikleotid
dizilimleri Cokiinti simptomu gostermeyen diger turunggil cesitleri ile yakin

54



4. BULGULAR VE TARTISMA Oguzhan KILINC

benzer oldugu belirlenmigtir. Rumple hastaliginin abiyotik bir hastalik oldugu
konusunda pek cok literatiir vardir (Knorr,1963; Knorr ve Ko00,1963; Ozbek vd.,
1976). Ancak etmenin viriis olabilecegini ve asigdzi ile tasmabilir bir hastalik
oldugu da Italyan arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Majonara ve
Continella,1982). Hastalik o6zellikle Akdeniz bdlgesinde ve limon iiretiminin
gergeklestirildigi Erdemli ilgesinde yaygin olarak goriilmektedir. Patojenlarin
tanisinda son yillarda yeni ve detayll tanilama yontemleri gelismistir. Ozellikle
yeni nesil sekanslama (NGS) bunlardan biridir. Bu ¢aligma sonucunda elde edilen
izolatlarin yeni nesil sekanslama ile incelenmesi hastalik konusunda daha detayli

bilgiler verecegi diisiiniilmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Bu c¢aligma ile Mersin ili Erdemli ilgesindeki limon yetistiricilik

alanlarinda Cokiintli hastaliginin yayginliginin arastirilmasi ve ¢okiintii gdzlenen

agaclarda viroid etmenlerinin tanilamas1 yapilmistir.

1.

Mersin ilinin Erdemli ilgesindeki limon bahgelerinde 10 yasindan biiyiik
limon bahgelerinde sonbahar déneminde yapilan sorveylerde Cokiintii
hastaliginin  karakteristik 6zelligi olan meyve iizerinde ¢okiintii
simptomlart  gdzlenmistir.

Olusan ¢okiintiiler baglangigta koyu yesil renkte olup daha sonra Eyliil
Ekim aylarinda iiretim mevsimi sonuna dogru c¢okiintiilerin limon
iizerinde daha belirgin hale geldigi ve renginin kahverengine dondiigii
gozlenmistir. Baz1 Kiitdiken limon agaglarinda ¢okiintiilerin siyah renkli
oldugu da gozlenmistir.

Cokiintii simptomlar1 en yogun Kiitdiken limon ¢esidinde gézlenmistir.
Ancak bunun disinda bolgede yetistiriciligi yapilan euroka ve aydin
limon cesitlerinde de c¢okiinti simptomlar1 gozlenmistir. Bu limon
cesitlerinde de gozlenen c¢okiintii simptomlart Kiitdiken c¢esidinde
gbzlenen simptomlara benzer oldugu cesit bazinda ¢okiintii seklinde ve
derecesinde farklilik bulunmadigi goriilmiistir.

Cokiintii hastaligt simptomu gosteren meyveler agaclarin dig
kisimlarinda yer alan dallarda daha fazla gozlenmistir. Yapilan arazi
caligmalari sonucunda Mersin ili Erdemli il¢esinde toplamda 1031 dekar
arazi gezilmis 36683 agac¢ incelenmistir. 10672 agacin c¢okiintii
simptomu gdsterdigi gozlemlenmistir. Bu c¢alisma sonucunda ¢okiintii
hastaliginin Erdemli ilgesi limon yetistiricilik alanlarinda toplam

infeksiyon oran1 %29 olarak saptanmustir.
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5. PCR ¢aligmalarinda CEVd hastaliginin arastirilmasi i¢in CEVd-1F ve
CEVd-2R  primer ¢ifti kullanilmigtir.  Gergeklestirilen RT-PCR
calismalar1 sonucunda 10 6rnekten 6 tanesinin 371 nt seviyesinde bant
olusturdugu belirlenmistir. CEVd etmeni Rumpl, Rump2, Rump3,
Rump35, Rump6 ve Rump10 izolatlarrinda pozitif olarak saptanmaisgtir.

6. CCaVd hastaliginin varliginin belirlenmesi i¢in yiiriitilen RT-PCR
caligmasinda 300 nt seviyesinde 6 ornekte bant gelisimi gozlenmis ve
Rump 1, Rump2, Rump3, Rump5, Rump8 ve RumplO izolatlarinin
CCaVd ile enfekteli oldugu belirlenmistir.

7. Etrog citron iizerinde gerceklestirilen mekanik inokulasyon sonrasinda
etrog yapraklarinda epinasti ve yaprak damarlarinda nekrozlar gézlenen

baslica simptomlar olmustur.

5.2.0neriler

Bu tez caligsmasi sonucunda elde edilen bilgiler dogrultusunda yapilacak
Oneriler asagida yer almaktadir.

Cokiintli hastalig 6zellikle Akdeniz bolgesi limon yetistiricilik alanlarinda
Oonemli zararlar olusturmakta ve meyvenin pazarlanamayacak duruma gelmesine
neden olan bir abiyotik hastaliktir. Bu durum da ekonomik agidan ihracatta
tireticileri olumsuz yonde etkileyebilmektedir.

Erdemli ilgesi Dogu Akdeniz bolgesinde en fazla limon iiretim alanlarina
sahip bir ilgemizdir. Bu ilgemizde gergeklesririlen sérvey sonucunda %29 oraninda
hastaligin yaygin olarak bulunmasi olduk¢a 6nemli bir rakamdir.

Hastaligin abiyotik bir hastalik oldugu diisiiniilmektedir. Ancak hastalikla
ilgili kesinbir tan1 olmamakla birlikte, detayli arastirmalar da yiiriitiilmiis degildir.
Ekonomik olarak énemli kayiplarin gelistigi bolgemizde Rumple agag¢larin yogun
olarak viroidlerle de enfekteli oldugu ortaya konmustur. Bu nedenle hastaliklara

kars1 testlenmis fidan kullanimi budama ve hasatta mekanik tasinmalarin sodyum
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hipoklorit kullanimi ile azaltilmasi daha verimli bahgeler elde edilmesinde ve daha
kaliteli meyve eldesinde 6nemlidir.

Rumple hastaligimin abiyotik bir hastalik olarak diisiinecek olursak
Ozellikle budama ve bahge diizeni kurulurken riizgar yoniiniin belirlenmesi ve
bahg¢e neminin uzaklastirilmasi i¢in gerekli 6nlemlerin alinmasi ekonomik agidan

kayiplarin 6nlenmesinde etkin olacag diistiniilmektedir.
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