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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Tiirkiye Turuncgil Alanlarindaki Tristeza Viriis Izolatlarimin Kihf Protein
Genlerinin Klonlamasi, DNA Diziliminin Belirlenmesi ve Analizi

Gozde ERKIS

Siileyman Demirel Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dah

Jiiri: Prof. Dr. Savas KORKMAZ
Dog. Dr. Bayram CEVIK (Danisman)
Yrd. Dog. Dr. Nejla YARDIMCI

Tiim diinyada turunggil yetistirilen alanlarda yaygin olarak goriilen Turuncgil tristeza
virlisii (Turunggil tristeza virlis=CTV) c¢ok 6nemli ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Kullanilan ana¢ ve kaleme bagl olarak konuk¢usunda yaprak damar
acilmasindan bitkinin Sliimiine kadar farkli belirtiler meydana getirmektedir. Son
yillarda diinyada CTV’niin molekiiler karakterizasyonuna yonelik ¢ok sayida
arastirma yapilmistir. Ancak iilkemizde CTV’niin varlig1 1980°1i yillardan bu yana
bilinmekle birlikte molekiiler karakterizasyonuna yonelik c¢alismalar heniiz
yapilmamistir. Bu calismada Tirkiye’de turunggil yetistiriciliginin yaygin olarak
yapildigi Dogu ve Bati Akdeniz, Ege sahil seridi, Edremit Korfezi ve Dogu
Karadeniz bolgelerindeki turunggil iiretim alanlarinda bulunan ve serolojik ve
biyolojik 0Ozellikleri belirlenen CTV izolatlarinin 15 tanesi segilerek molekiiler
ozellikleri belirlenmistir. Bu amagla oncelikle farkli turunggil tiretim bolgelerinden
secilen 15 CTV izolatin1 igeren doku orneklerinden total RNA izolasyonu
yapilmistir. Daha sonra bu izolatlarin kilif protein genleri iki asamali ters
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemiyle ¢ogaltilarak tiim
izolatlardan 672 bp biiyiikliigiinde bir bant elde edilmistir. RT-PCR yontemiyle
cogaltilan CTV kilif protein genleri T-A klonlama yontemiyle pPGEM-T Easy plazmit
vektoriine klonlanip Escherichia coli bakterisine aktarilarak ¢ok sayida koloni elde
edilmistir. Her bir izolat i¢in elde edilen beyaz kolonilerden en az bes tanesi segilerek
koloni PCR yontemiyle taranmis ve her bir izolatin kilif protein genini igeren en az
iki beyaz koloni belirlenmistir. Bu kolonilerden plazmid izolasyonu yapildiktan
sonra plazmidler ECORI enzimiyle kesilip CTV kilif protein geni igerdikleri teyit
edilmistir. Daha sonra plazmitlere klonlan CTV kilif protein genlerinin dizilimi
yapilarak bunlarin niikleotid dizilimi ve kodladigi amino asit dizilimi belirlenmistir.
Kilif protein genlerinin niikleotid ve amino asit dizilimleri analiz edilerek iilkemizin
farkli bolgelerinden elde edilen CTV izolatlarin birbirleriyle ve diinyadaki diger
izolatlarla benzerlik oranlari ve filogenetik iliskileri ortya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Turunggil, Turunggil tristeza viriisii, kilif protein geni, DNA
dizileme, Filogenetik analiz

2009, 59 sayfa
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ABSTRACT
M. Sc. Thesis

Molecular Cloning, Sequencing and Analysis of the Coat Protein
Genes of Citrus tristeza virus Isolates from Different Citrus Growing
Regions of Turkey
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Siileyman Demirel University, Graduate School of Applied and Natural
Sciences Department of Plant Protection

Thesis Committee: Prof. Dr. Savas KORKMAZ
Assoc. Prof. Dr. Bayram CEVIK (Supervisor)
Asst. Prof. Dr. Nejla YARDIMCI

Citrus tristeza virus (CTV), widespread in all citrus growing areas of the world,
causes significant economical losses. CTV induces different symptoms ranging from
mild vein clearing to the death of citrus trees depending on the combination of the
rootstock and scion used. Recently a number of studies have been conducted about
molecular characterization of CTV in the world. However, even though the existence
of CTV in Turkey has been known since 1980s, the molecular characteristics of CTV
isolates have not been studied. In this study, 15 CTV isolates collected from different
citrus growing region of Turkey including Eastern and Western Mediterranean,
Aegean Cost, Edremit Gulf, Eastern Black Sea regions and previously characterized
by serological and biological assays were selected and their molecular characteristics
were determined. First, total RNA was isolated from citrus bark tissue collected from
CTV infected trees from different regions. Then the coat protein (CP) gene of these
isolates were amplified by a two-step reverse transcription-polymerase chain
reaction (RT-PCR) method and a DNA fragment of 672 bp corresponding to the CP
gene of CTV was obtained from all isolates. The CP genes amplified by RT-PCR
were cloned into the pPGEM-T Easy plasmid vector using T-A cloning method. After
the transformation of then the Escherichia coli a number of colonies potentially
carrying the CTV CP genes were obtained. For each isolate at least five white
colonies were screened by colony PCR and at least two colonies carrying the pGEM-
T Easy plasmid with the CTV CP gene were identified. Plasmids were isolated from
these colonies and of the presence of CTV CP gene in the plasmids was confirmed
by EcoRI digestion. Then the CTV CP genes cloned in tho the pGEM-T Easy
plasmid were sequence and their nucleotide and deduced amino acid sequences were
determined. Similarity and phylogenetic relationship of the CP gene of Turkish CTV
isolates with each other and with the CP genes of CTV isolates from different
regions of the world were determined using the nucleotide and amino acid sequences.

Key words: Citrus, Citrus tristeza virus, Coat protein gene, Sequencing,
Phylogenetic analysis
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1.GIRiS

Ulkemiz uygun iklimi ve yer sekilleri sayesinde ¢ok gesitli sebze ve meyvenin
yetismesine olanak saglamaktadir. Diinyada turunggil yetistiriciligi, 0Ozellikle
tilkemizin giiney sahillerinin de i¢cinde bulundugu 40° kuzey ve 40° giiney enlemleri
arasinda yapilmaktadir (Kaygisiz ve Aybak, 2000). Turunggiller toplam 103 milyon
ton tiretimi ile diinyada en fazla iiretilen meyve grubudur. Diinyada en biiytik iiretici
iilke Brezilya olup onu sirasiyla A.B.D, Cin, Meksika, Ispanya ve Hindistan
izlemektedir. Tiirkiye toplam 2.650.000 ton iiretimi ile Akdeniz iilkeleri igerisinde
Ispanya ve Italya’ nin ardindan iigiincii biiyiik iiretici iilke konumundadir. Bu iiretim
ayni zamanda diinya turunggil liretiminin yaklasik % 2.45’ ini olusturmaktadir

( FAO, 2005). Akdeniz Ihracatcilar Birligi verilerine gore turunggiller 676.816 ton
ihracat miktar1 ve 296.387.213 ABD dolar1 gelir ile iilkemizde iiretilen yas meyve ve
sebzede ilk siradadir (Akib, 2006).

Ulkemizde turunggil {iretim alanlar1 baslica ii¢ bolgede yer almaktadir. En biiyiik
tiretim bolgesi olan Akdeniz bolgesini sirasiyla Ege, Marmara ve Dogu Karadeniz
bolgeleri izlemektedir. Akdeniz Bolgesinde Cukurova, Hatay, Antalya; Marmara
Bolgesinde Edremit Korfezi, Ege Bolgesinde sahil seridi; Dogu Karadeniz
Bolgesinde ise Rize Tiirkiye turunggil iiretiminin 6nemli miktarinin yetistirildigi
yerlerdir (Hizal ve Goral, 1987). Diger turunggil iireticisi iilkelerde oldugu gibi
Tiirkiye’de de turuncgil tiirleri icerisinde yaklasik % 57’ lik payla en ¢ok portakal
tiretilmektedir ve bunu % 24’ liik payla limon izlemektedir. Ugiincii sirada ise % 16
lik oranla mandarin olup daha sonra sirasiyla % 2 ve % 1’lik payla altintop ve turung

gelmektedir (Hizal ve Goral, 1987).

Tiim diinyada turunggil yetistirilen alanlarda 80’ e yakin viriis ve viriis benzeri
hastalik oldugu bildirilmektedir. Tristeza, Kavlama (Psorosis), Palamutlagma
(Stubborn), Taslasma viriis hastaligi (Impietratura), Ciicelesme (Exocortis)
turunggillerde goriilen baslica virlis ve virlis benzeri hastaliklardir (Roistacher,
1991). Bunlar arasinda tristeza, turunggillerde en yaygin goriilen ve en ¢ok ekonomik

kayba neden olan viriis hastaligidir (Bar-Joseph vd., 1989).



Hastaligin orijininin turunggillerin anavatan1 olan Giineydogu Asya oldugu
diisiintilmektedir (Wallace vd., 1956). Ancak hastalik ilk olarak 1910 yilinda Giiney
Afrika’da rapor edildikten sonra, 1960’ Ii yillarda Giiney Amerika’ da epidemi
olusturarak milyonlarca turunggil agacinin Sliimiine neden olmustur. Bu nedenle
Portekizcede “hiiziin” anlamina gelen tristeza hastaligi daha sonra 1980’ 1i yillarda
Israil ve Ispanya’ da ortaya ¢ikmustir. Tristeza giiniimiizde, baz1 izole adalar harig
diinyada turunggil yetistiriciliginin yapildigr tiim bolgelerde yaygin olarak
bulunmaktadir (Lee ve Rocha-Pena, 1992).

Triseza hastaligiin  etmeni Turunggil tristeza viriisi (CTV)’diir. CTV,
Closteroviridae familyasinda Closterovirus cinsi igerisinde yer alan tek sarmal RNA
iceren bir bitki viriisiidiir. Virlis partikiilleri esnek ipliksi bir yapidadir. 2000 nm
uzunlugunda ve 10-12 nm capinda tek sarmalli RNA genomuna sahip CTV’ niin

genomu yaklasik 20 kb biiytiikliigindedir (Bar-Joseph vd., 1979).

CTV genomunun tamaminin dizisi belirlenerek 19 protein kodlayan, 12 acik okuma
cercevesi (open reading frame; ORF) igerdigi ortaya konulmustur (Pappu vd., 1993,
Karasev vd., 1995). Bu genlerden birisi 672 baz ¢ifti uzunlugunda kapsid protein
geni (CP) olup CP geni 223 amino asit uzunlugunda ve 25kDa biiyiikliiglinde bir
protein kodlamaktadir (Sekiya vd., 1991).

Turunggil tristeza virlisli, ¢ok sayida turunggil tiirii, varyetesi ve hibridi yaninda
birgok turunggil akrabasini da enfekte etmektedir. Ayrica CTV, Rutacea familyasi
disinda 200 bitkiyi de enfekte ettigi bildirilmektedir. Diinyada ticari olarak iiretilen
turunggil tlirlerinin ¢ogu CTV’ ne kars1 duyarlidir. Buna karsin {i¢ yaprakli portakal
(Poncirus trifoliata) CTV’ ne karst dayaniklidir. Bu nedenle ii¢ yaprakli portakal ve
hibritleri bazi turunggil yetistirilen bolgelerde anag¢ olarak kullanilmaktadir (Muller
ve Garnsey, 1984).

Turunggil tristeza viriisii, turunggillerde kullanilan ana¢ ve kaleme bagli olarak
konukgularda farkli belirtilere neden olmaktadir. CTV’ niin farkli konukgularinin
olusturdugu belirtiler Meksika layminda yaprak damar agilmasi, turung tizerine asili

tiim turuncggil tiirlerinde hizli gogiiren (quick decline; QD), fidan sararmasi (seedling



yellows; SY) ve kullanilan anaca bagl olmaksizin greyfurt ve portakalda goévde ve
dal ¢ukurlagmasi (stem pitting; SP) olarak gruplandirilmaktadir. CTV izolatlar farkl
konukgularda olusturduklar1 belirtilere gore siniflandirilmaktadir. Bu amagla bir dizi
test konukcusu belirlenerek CTV’ niin biyolojik o6zelliklerinin belirlenmesinde

kullanilmaktadir (Garnsey vd., 1987).

[liml1 streyn olarak da adlandirilan ve sadece Meksika layminda yaprak damarlari
acilmasi belirtisi gosteren streynler ticari turunggillerde kayda deger belirti
meydana getirmemektedir. Meksika laymi disindaki turunggillerde belirti olusturan
ve agacin oliimi dahil ekonomik agidan 6nemli belirtilere neden olan CTV streynleri
ise siddetli streynler olarak adlandirilmaktadir. Bu streynlerde farkli konukgularda
hizli gogiiren, gévde cukurlasmast ve fidan sararmasi gibi belirtilere neden
olmaktadirlar. Hizli gégiiren belirtileri turung anacglarina asili portakal, mandarin ve
greyfurtlarda goriilebilir. Eger {i¢ yaprakli portakal veya mandarin gibi dayanikli
anaglara asilama yapilirsa, asilamadan hemen sonra bitki kendini toparlayabilir.
Fidan sararmasi; turung, limon ve greyfurtlarda ciicelesmeye neden olur. Direncli bir
anaca asilama yapildig1 takdirde bitki kendini toparlayabilir. Bu belirtiler sera
kosullarinda her zaman go6zlemlenirken arazi kosullarinda ortaya c¢ikmayabilir
(Roistacher, 1982). Bazi toleransh cesitler lizerinde Ornegin altintoplarda agag
gbovdesi iizerinde anatomik bozukluk sonucu olarak govde cukurlagmalari (stem
pitting) goriiliir. Agac kabugu soyuldugunda goévde ve dal ¢ukurlagmasinin floemde
olusturdugu ¢okiintii rahatlikla goriilebilir. Govde ve dal ¢cukurlagsmasi; clicelesme ve
kloroz yaninda meyve sayisinda ve biiyiikliiglinde azalmaya neden olarak iiriiniin

verim ve kalitesini diistiriir ( Da Graca vd., 1984).

Turuncgil tristeza virlisii genellikle enfekteli iiretim materyallerinin saglikli bitkilere
asilanmas1 yoluyla yayilmakla beraber az da olsa kesme inokulasyon yoOntemiyle
mekanik olarak da tasinmaktadir (Muller ve Garnsey, 1984). Ancak CTV, dogal
olarak Toxoptera citricida, Toxoptera aurantii, Aphis gossypii, Aphis spiraecola
vektorleri ile semi-persistant olarak tasinmaktadir (Yokomi, 1989; Roistacher, 1989).
T. citricida, CTV’ niin en etkili vektériidiir. Ulkemizde heniiz varligma iliskin kayit

bulunmamaktadir. Ancak iilkemizin turunggil iiretim alanlarinda tristeza virilisii ve



onun tastyicist A. gossypii yaygin olarak bulunmaktadir. Ayrica iilkemizde turunggil
yetistiriciliginin en yaygin olarak yapildigi Akdeniz Bolgesinde tristeza viriisiine
duyarli turun¢ anaci kullanilmaktir. Tiim bu kosullar ve tristeza viriisiiniin en etkin
vektorii olan T. citricida’ nin son yillarda Portekiz ve Ispanya’da bulunmas: (Ilharco
vd., 2005) g6z oOniine alindiginda tristeza viriisii iilkemiz turunggil yetistiriciligi

acgisindan onemli bir tehlike olusturmaktadir.

CTV ile miicadele i¢in dayanikli ana¢ kullanmak, ilimli streynlerle ¢apraz koruma,
gen aktarimi yoluyla dayaniklilik kazandirma gibi farkli yontemler gelistirilmigtir
(Lee ve Rocha-Penna, 1992). Uc yaprakli (Poncirus trifoliata), sitranjlar (ii¢ yaprakli
portakal melezleri), Kleopatra mandarini (Citrus reshni), Volkameriana (Citrus
volkameriana), Swingle sitrumelo (Ug yaprakli ve altintop), Kaba limon (Citrus
jambhiri), Rangpur Laymi (Citrus limonia), Yuzu (Citrus junos) tristezaya dayanikli
anaclardir (Garnsey vd., 1987; Davies ve Albrigo, 1994). Ancak tlilkemizde turuncgil
yetistiriciliginin yaygin olarak yapildigi Akdeniz Boélgesinde CTV’ ne hassas olan
turung anaci kullanilmaktadir. Buna karsin Ege, Marmara ve Dogu Karadeniz
bolgelerinde ii¢ yaprakli portakal veya melezi olan Carrizo sitranji anag¢ olarak
kullanilmaktadir. Dayanikli ana¢ kullanim1 yaninda turunggillere 1limhi CTV
streynleri asilanarak siddetli CTV  streynlerine karsi dayamiklilik saglanmasina
olanak saglayan ¢apraz koruma yontemi de kullanilmaktadir ( Lee vd., 1987; Lee ve

Brlansky, 1990).

Turunggil tristeza virlisi’ ne karst biyoteknoloji yoluyla dayaniklilik gelistirme
caligmalart ilk olarak CTV’ niin kilif protein geninin Agrobacterium bakterisi
araciligiyla turung ve layma aktarilmasi ile baglanmistir. Daha sonra CTV’ niin farkli
streynlerinden elde edilen kilif protein genleri ticari olarak onem tasiyan baska
turuncgil tlirlerine aktarilmistir (Yang vd., 2000; Febres vd., 2003). Ancak turunggil
bitkilerinde CTV’ {ine kars1 dayaniklilik saglanip saglanamadigi heniiz tam olarak

bilinmemekte ve bu konuda ¢alismalar devam etmektedir.

Turunggiller iilkemizin sahil bdlgelerinde yetistirilen ekonomik agidan dnemli bir

meyve grubudur. Gerek yetistirilen tiir ve cesitler gerekse ihracattaki pay1



bakimindan 6nemli olan turuncggillerde bir¢ok virlis ve virlis benzeri hastaligin
bulundugu bilinmektedir. Bu hastaliklardan Turunggil tristeza viriisii’ nlin yol agtig1
tristeza hastaliginin {ilkemizde bulundugu 1980’ li yillardan beri bilinmektedir.
Ancak Dogu Akdeniz bolgesinde Cukurova yoresi digindaki bolgelerde hastaligin
varligt ve yayilist bilinmemektedir. Son yillarda yapilan {ilkesel survey
caligmalarinda CTV’ niin turuncgillerin yetistirildigi tim bdlgelerde bulundugu
saptanmigtir. Ayrica bulunan bu bitkilerden bazilarinin biyolojik 6zellikleri

belirlenmistir (Korkmaz vd., 2008).

Bu c¢alismada iilkemizin farkli turunggil iiretim alanlarindan elde edilen CTV
izolatlarinin kilif protein genleri klonlanip gen dizilimi belirlenmistir. Bu ¢alisma

tilkemizde CTV’ niin molekiiler karakterizasyonuna yonelik ilk caligmadir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Turunggil tristeza viriisiiniin Yayilma Alanlar

Turunggil tristeza hastaligi, ilk olarak 1910 yilinda Giiney Afrika’ da greyfurt
anacina asili turunggillerde rapor edilmistir (Webber, 1943). Hastalikla ilgili benzer
kayiplar 1930’ lu yillarda Arjantin ve Brezilya’ da turung iizerine asili portakallarda
goriilmiistiir (Lee ve Rocha-Penna, 1992). Turunggillerde tristeza hastalig
giiniimiizde, bazi izole adalar hari¢ diinyada turunggil yetistiriciliginin yapildig1
bolgelerde yaygin olarak bulunmaktadir (Lee ve Rocha-Penna, 1992). Ulkemizde ise
tristeza hastaligi ilk defa Norman tarafindan Adana ve ¢evresindeki turunggil meyve
bahgelerinde belirtildikten sonra 1967 yilinda Ozalp ve Azari tarafindan Ege
Bolgesinde bulundugu simptomatik olarak belirlenmistir. Daha sonra CTV’ niin
Dogu Akdeniz Bolgesinde bulundugu biyolojik indeksleme ve serolojik yontemlerle
tespit edilmistir (Baloglu, 1988). Dogu Akdeniz Bdlgesinde belirlenen CTV
izolatlarinin serolojik ve biyolojik indeksleme yontemleriyle karakterizasyonlari

yapilmustir (Korkmaz, 2002).

Ulkemizin turunggil iiretilen tiim bolgelerinde Turunggil tristeza viriisiiniin varhgi,
MCA 13 antibodisi ile siddetli streynlerini belirlemek icin yapilan Western blot
analizlerinde daha énce CTV’ niin varhigi DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleriyle
belirlenen 41 6rnek kullanilmistir ve 32 pozitif sonug elde edilmistir. Ayrica iki
yonlii PCR metodu kullanilarak Western blot ¢calismalar1 desteklenmistir. Molekiiler
ve serolojik yontemlere ek olarak biyolojik indeksleme yontemi de kullanilarak
izolatlarin biyolojik 6zellikleri arastirilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda da izolatlarin
higbiri turung tizerine asili portakal ve altintop bitkilerinde simptom olusturmazken,
Meksika laymi bitkisinde ise damar agilmasi simptomu olusturmuslardir. Ayrica tim
Satsuma izolatlar1 ve bir kamkat izolati Meksika laymi bitkisinde govde
cukurlagmasi simptomu olusturmustur. Bu sonuglar farkli turunggil iiretim
bolgelerinde turunggil tristeza virlisiiniin siddetli streynlerinin  bulundugunu

gostermistir (Korkmaz vd., 2008).



2.2. Turuncgil tristeza  viriisiiniin  Tamlanmas1 ve Izolatlarimin
Karakterizasyonu

Turunggil tristeza viriisiinii tanilamak ve izolatlarinin karakterizasyonu i¢in bir¢ok
yontem gelistirilmistir. Bu yontemler farkli indikator bitkilerde belirti olusturma
(biyolojik indeksleme) (Garnsey vd., 1987 ; McClean, 1977 ) afidlerle tasinma
(Roistacher ve Bar-Joseph, 1984.) gibi biyolojik yontemlerle, monoklonal (MCA 13)
( Permar vd. 1990; Vela vd., 1986) ve poliklonal antibodiler kullanilarak yapilan
ELISA, western blot gibi serolojik yontemler, DNA probe hibridizasyonu (Rosner
vd.,1986; Lee ve Bar-Joseph, 1986 ), cift-sarmalli RNA (dsRNA ) analizi (Dodds,
vd. 1987), polipeptit harita analizi (Guerri vd., 1990), restriksiyon parcalarinin
uzunluk polimofizm (RFLP) analizi (Gillings vd., 1993; Akbulut, 1995), Multiple
molekiiler markerler (Hilf vd., 1995), tek sarmala uygun polimorfizm (SSCP) (Rubio
vd., 1996) cift yonli tersine transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
(Cevik vd., 1996), irka spesifik problarla hibridizasyonu (Cevik vd., 2005) gibi

molekiiler yontemler gelistirilmekte ve kullanilmaktadir.

Turunggil tristeza viriisiiniin 3 izolat1 ile afidlerle tasinma calismasinda, Aphid
gossypii’ nin 1, 3, 9, 27’ inci bireyleri kullanilmistir. Viriisiin taginmasinda 1, 3, 9,
27’ inci aphid uygulamalarinda sirasiyla %1.1, 6.7, 23.3, 56.7 enfeksiyon gdsterdigi
belirlenmistir. Bu ¢aligmada Giliney Amerika’da T.citricida kullanilarak yapilan
calismaya  benzer sonuglar  alindigi  gorilmistir.  Enfeksiyon  egrisi
degerlendirildiginde 52 aphid uygulamasinda 24°C de 24 saat besleme periyodundan
sonra 33 canli aphid bulunmustur. Bu sonuclar Kaliforniya’da tristeza viriisi
streynlerinin A. gossypii ile etkin bir seklide tasindigini gostermektedir ( Roistacher
vd., 1984).

Biyolojik indeksleme yontemleri ¢ok fazla is giicii gerektirmekte olup, biiyiik 6lgekli
testlerde maliyeti c¢ok yiiksektir. Cevre, konukcu, degerlendirme sistemleri ve
terminolojideki farkliliklardan dolay: farkli alanlardan elde edilen CTV izolatlarinin
siddetinde belirsizlikler olmaktadir. Bu nedenle standardize edilmis konukgu testleri
gelistirilmistir. Bu amagla bes farkli indikator bitki ( Meksika laymi, turung, Duncan

greyfurdu, Madam vinous portakali, turun¢ iizerine asili navel portakalr)



kullamlmustir. Ug 6nemli hastalik belirtisi belirlenmistir. Bireysel ve toplam konukcu
indeks skorlari, her bir izolatin biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilmistir

(Garnsey, 1987).

Serolojik yontemler igerisinde enzime bagli immunosorbent testi (ELISA) ile direk
dokuya bastirma (DTBA) testi en ¢ok kullanilan yd&ntemlerdir. 1970 lerden beri
kullanilan serolojik yontemler, daha giivenilir, daha hizli ve daha diisiik maliyetlidir.
CTV’ niin belirlenmesi icin spesifik baglanma bolgelerine (epitop) uygun cesitli
monoklonal antibodiler (Mab) gelistirilmistir. MCA13 monoklonal antibodisi
yumusak 1rklarla reaksiyon vermeyip sadece siddetli CTV streynlerini tanidigi igin
yumusak ve siddetli streynlerin ayriminda basariyla kullanilmaktadir (Permar vd.,
1990). CTV’ niin yumusak ve siddetli streynlerinin MCA 13 monoklonal antibodisi
ile ayrim1 kilif proteininin 124. pozisyonundaki bir amino asit farklilig1 sayesinde
gerceklesmektedir. Bu aminoasidin siddetli streynlerde fenilalin iken yumusak

streynlerde tiyrosin oldugu belirlenmistir (Pappu vd., 1993).

CTV’ iin de govde ¢ukurlasmasina neden olan izolatlar1 hizli bir sekilde belirlemek
amaciyla Indirekt ELISA (I-DAS-ELISA) testi ve farkli yakalayici ve saptayici
antikorlarin  bir ¢ok kombinasyonu degerlendirilmistir. Bu antikorlarin iki
kombinasyonu, enfekteli portakal bitkilerinde goévde cukurlagsmasina sebep olan
streynleri belirlemek icin uygun olduklar1 bulunmustur. Bu antikorlardan bir tanesi
yakalayic1 olarak kullanilan ve bakteride {iretilen kilif proteinine karsi olusturulan
poliklonal serum digeri ise saptayici olarak kullanilan ve bakteride liretilen kilif
proteinine kars1 gelistirilen 3E10 monoklonal antibodisidir. Turunggil yetistirilen 20
farkl iilkeden alinan ve 35 tanesi portakalda govde cukurlagmasina neden olan 76
CTV izolati, yakalayici ve ara saptayici poliklonal ve monoklonal antikorlarin farkl
kombinasyonlar1 kullanilarak I-DAS ELISA’ da analiz edilmistir. ELISA’ nin bu ¢ok
kapsamli format1 veriler ile birlestirildiginde portakal bitkilerinde goévdede
cukurlasmaya neden olan CTV izolatlarinin giivenilir bir sekilde serolojik olarak

ayrimina olanak sagladig goriilmiistiir (Nikolaeva vd., 1996).



Kong ve arkadaglari 1999 yilinda her bir CTV izolatinda dizi degiskenleri
(haplotipleri) belirleyip, analiz etmislerdir. CTV izolatlarinin 4 farkli genom bolgesi
tek zincir konformasyon polimorfizm (SSCP) analizi kullanilarak, bes farkl
Kaliforniya CTV izolatimin popiilasyon yapisi arastirilmistir. Ayrica haplotip
niikleotid dizi analizinden elde edilen sonuglarla, izolatlar i¢inde ve arasinda genetik
cesitlilik oldugu belirlenmistir. Calisilan CTV izolatlarinin ¢ogunun genetik agidan
birbiriyle iligkili oldugu ve iclerinden birinin baskin oldugu haplotip
popiilasyonundan olustugu anlasilmigtir. Fakat bir tanesinde, ayni izolatin
haplotiplerinin niikleotid dizileri arasinda yiiksek oranda farklihlk oldugu
belirlenmistir. Bu haplotiplerin diger izolatlarin haplotipleri ile karsilastirilmasi
sonucunda, baz1 CTV izolatlarinin, sapma gosteren iki izolatin karisik enfeksiyonu

sonucunda ortaya ¢ikmig olabilecegi diisliniilmektedir.

Hung ve arkadaslar1 2000 yilinda CTV’ niin farkli streynlerinin belirlenmesi i¢in tek
basamakli tersine transkripsiyon ve polimeraz zincir reaksiyonuna (RT-PCR) baglh
bir yontem kullanmiglardir. Bu yontem, etkili enzim karisimi ve uygun bir tampon
¢ozeltisi kullanilarak tek bir tiip igerisinde PCR ve RT-PCR’ 1 birlestirilmesini
icermekteydi. Tek asamali RT-PCR yontemi, iki basamakli RT-PCR ve ELISA
testleriyle karsilastirildiginda, CTV’ niin konukc¢uda c¢ok diisiik konsantrasyonda
oldugunda dahi ¢ok yiiksek bir hassasiyet sagladig1 belirlenmistir.

Rubio ve arkadaslar1 tarafindan Kaliforniya ve Ispanya’ dan alman 30 CTV
izolatinin, hem kendi i¢inde hem de bu izolatlar arasinda, 4 genom bdlgesinin
genetik cesitliligi ve popiilasyon yapist incelenmistir. Analizler, izolatlarin ¢cogunun
degiskenlerden birinin baskin oldugu dizi farkliliklar1 gosteren bir popiilasyon
icerdigi gosterilmistir. DoOrt izolat, bazi genom bolgelerinde iki biiylik dizi
degiskenligi gostermistir. Bu izolatlardan {igiline ait iki ana degisken birbirleri
arasinda c¢ok diigiik bir niikleotid benzerligi gosterirken diger izolatlarin niikleotid
benzerligi yiiksek bulunmustur. Bu da sapma gosteren iki izolatin karigik enfeksiyon
olusturdugu olasihigimi diisiindiirmektedir. Farkli genom bdlgelerinde yapilan
istatiksel analizlerin ve filogenetik iligkilerin uyumsuzlugu, bazi CTV dizi

degiskenlerinin genomlarinin, sapma gosteren dizi degiskenleri arasindaki



rekombinasyon etkinliklerinden kaynaklandigin1 gostermistir. Genetik agidan
bakildiginda, niikleotid farkliligt ve cografi orijin arasinda higbir iligki
gbdzlenmemistir. Burada analiz edilen Ispanya ve Kaliforniya izolatlarinin aym

popiilasyonun iiyeleri oldugu diisiiniilmektedir (Rubio, 2001).

Coklu molekiiler markerlar ile T3, T30, T36 ve VT CTV izolatlarinin belirli
bolgelerinden ya da tiim genomundan elde edilen diziye spesifik primerler ile
birbirine bitisik olmayan ii¢ bolge ¢ogaltilmistir. Uluslararas: koleksiyondan genetik
olarak birbiriyle iliskili oldugu diisiiniillen 372 izolat i¢in bu genetik markerlar
kullanilmistir. Bunlardan 85 izolat T3 izolatiyla, 81 izolat T30 izolatiyla, 11 izolat
T36 izolatiyla, 89 izolatta VT izolatiyla benzerlik gostermistir. Geriye kalan 106
izolattan 51 tanesinde iki veya daha fazla taninabilir viral genotipleri igeren karisik
enfeksiyon tespit edilmigken, 55 tanesi i¢in net bir grup tespit edilememistir. Bu
calismada CTV izolatlarin1 siniflandirmak i¢in kombine ¢oklu molekiiler markerlar

ve niikleotid dizi verilerinin kullanilabilecegi gosterilmistir (Hilf, 2005).

CTV popiilasyon yapist ile molekiiler ve biyolojik karakterizasyonu arasindaki
iliskinin daha 1yi anlagilmasi i¢in Cin’ in bes ilinden alinan 72 CTV 6rnegi biyolojik
indeksleme, p25/Hinf I restriksiyon pargaari uzunluk polimorfizmi (RFLP), ¢oklu
molekiiler markerlar ve RT-PCR analizlerinden yararlanilarak aragtirilmistir. Siddetli
govde cukurlagsmasina sebep olan izolatlarin karisiminin bolgede yaygin oldugu
bulunmustur. p25/Hinf | RFLP grup 3 ve p23/BD-PCR grup 1, 3’e bagh izolatlar
yayginhgin temel sebebi olmustur. izolatlarm ¢ogu T30 ve VT genotiplerinin
karisimi oldugu goriilmiistiir. Bolgedeki streyn karigimlarinin daha dogru bir sekilde
saptanmast ve izolatlarin biyolojik 6zelliklerinin daha iyi anlasilmasit ii¢ molekiiler

metodu es zamanli uygulayarak basarilmistir (Zohou vd., 2007).

2.3. Turunggil tristeza viriisiiniin  Genom Dizisinin Belirlenmesi ve

Karsilastirilmasi

Su ana kadar diinyanin farkli turuncgil bolgelerinden elde edilen sekiz CTV

izolatinin tiim genomunun dizilemesi yapilarak, her birinin farkli biyolojik aktiviteye
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sahip oldugu belirlenmistir (Karasev vd., 1995; Mavassi vd., 1996; Yang vd.,1999;
Vives vd., 1999; Suastika vd., 2000; Albiachi-Marti vd., 2000; Ruiz-Ruiz vd., 2006;
Amin vd., 2006).

Florida T36 tristeza izolatinin tiim genomunun dizisinin belirlenmesi Karasev ve
arkadaglar1 tarafindan 1995 yilinda yapilmistir. Genomun 19.296 niikleotide sahip
oldugu ve 12 tane agik okuma c¢ergevesi (ORF) icerisinde organize oldugu
belirlenmistir. Bu ORF’ lerin potansiyel olarak en az 17 tane protein iriini
kodlayabildikleri belirlenmistir. Birinci ORF bolgesi, 108’ inci niikleotidden
baslamakta ve protease benzeri 2 papain (P-PRO), metiltransferaz (MT), helikaz
(HEL) iceren 349 kDa biiytikliigiinde bir polipeptid kodlamaktadir. ORF 1b bolgesi,
a+l ribozomal frameshift iizerinden ifade edilen 57 kDA biiyiikliigiinde RNA’ya
bagimli RNA polimeraz kodlamaktadir.

Mawassi ve arkadaslar1 tarafindan 1996 yilinda, CTV’ niin fidan sararmasina neden
olan VT izolatinin 19.226 niikleotid igeren RNA genomunun dizilemesi yapilmistir.
Dizisi 6nceden tamamlanan CTV’ niin T-36 izolat1 ile ORF1 bdlgesi hari¢ benzer
genom organizasyonuna sahip oldugu bulunmustur. CTV VT izolatinin ORF1
bolgesinde, goriilen niikleotid eksikliklerinden dolay1 70 niikleotid daha kisa oldugu
belirlenmigtir. VT ve T36 izolatlarinin tiim genom dizilerinin karsilagtirilmasinda, 3’
ucunda bulunan 10 ORF boyunca ortalama % 89’luk benzerlik bulunurken, ORF1
boyunca yalnizca %60-70 lik benzerlik bulunmustur. 5’ ucundaki gen kodlamayan
bolgelerde (UTR), yalnizca %60’ lik bir benzerlik varken, 3’ ucundaki gen
kodlamayan bolgelerde ise %97’ lik bir benzerlik bulunmustur. Mawassi ve
arkadaslar tarafindan closterovirus grup iiyelerinin iki streyinin genomlar arasindaki
degisikligin ilk defa ayrintili bir sekilde karsilastirilmasi yapilmistir. Biiyiik RNA
genomlarina sahip iki CTV streyni arasinda farkli viriis gruplar arasindakinden daha

fazla farklilik olabilecegi gozlemlenmistir.
Yang ve arkadaslar1 tarafindan 1999 yilinda CTV’ niin SY568 izolatinin genom

dizisi belirlenmistir. Daha 6nceden genom dizisi belirlenen T36 ve VT izolatlariyla

genom organizasyonlarinin benzer oldugu ortaya konulmustur. Kaliforniya’ dan elde
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edilen siddetli gdvde ¢ukurlasmasina neden olan SY568 izolati, Israil’ den elde
edilen fidan sararmasina neden olan VT izolat1 ile %87 den fazla tiim genom dizi
benzerligi gosterdigi belirlenmistir. Florida’ dan elde edilen hizli gogiiren T36 izolat1
ise, SY568 ile % 81 dizi benzerligi gosterdigi ortaya konulmustur. Dizi benzerligi
genomun 3’ ucunda % 90’ nin iizerinde iken 5’ ucunda % 56’ ya kadar diistiigl
belirlenmistir. Bu {i¢ izolatin dizilerine bagh olarak genomun 3’ ucu iyi

korunmusgken, 5’ ucunda nispeten sapmalar bulunmustur.

Turunggil tristeza viriisiiniin T385 Ispanyol izolatinin genom dizisinin belirlenmesi
de Vives ve arkadaslar1 (1999) tarafindan yapilmistir. Bu izolatin genom dizisi, T36
(Florida), VT (lsrail), SY568 (Israil) izolatlari ile karsilastirildiginda genomu 19.259
niikleotid uzunlugunda olan T385 izolati, T36 izolatinin genomundan 37 niikleotid
daha kisayken, VT izolatindan 33 niikleotid, SY568 izolatindan ise 10 niikleotid daha
uzun oldugu belirlenmistir. T385 izolati, T36 ile %81.3, VT izolatiyla %89.3, SY
568 izolatiyla % 94 benzerlik gosterdigi belirlenmigstir. T385 izolatinin 5> UTR’ nin
VT ile %67, SY568 ile %66.3, T36 ile %42.5 benzerlik gosterirken, 3° UTR’
biitiin izolatlarda %97 benzerlik gosterdigi bulunmustur. Kodlanan bolgede, T385 ve
VT arasindaki niikleotid farkliliklar1 genom boyunca dagilmistir (%90 benzerlik).
T385 ile diger izolatlar arasinda bdyle bir durum gozlemlenmemistir. T385 ve SY
568 izolatlari, genomun sekizinci 3’ ucundaki ORF’ leri %90 niikleotit benzerligine

sahipken yalnizca ORF 1 a’ da %72.3 benzerlik goriilmiistiir.

Albiach-Marti ve arkadaslar tarafindan biyolojik olarak farkli 6zelliklere sahip dort
izolatin genom dizisinin tamami belirlenmistir. Niikleotid dizilerinde %60’ dan fazla
farkliliklar bulundugu belirlenmistir. [limli T30 izolatinin tim genom dizisinin
Ispanyol T385 (1liml1) izolatiyla ¢ok benzer oldugu bulunmustur. Ayrica farkl
bolgelerden, farkli konukgulardan, farkli zamanlarda alindig: ileri siiriilen (B252
Tayvan, B272 Kolomibiya, B354 Kaliforniya) diger izolatlarin dizi 6rnekleri T30
dizisiyle tamamen benzer oldugu bulunmustur. Bu izolatlar arasindaki dizi
farkliliklari, T30 popililasyonunun degiskenlik aralifindan  kaynaklandig
diisiiniilebilir (Albiach-Marti vd., 2000).
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Turunggil tristeza virlisiiniin fidan sararmasina neden olan izolatt NuagA’ nin tam
niikleotid dizisi belirlenmistir. Genom 19.302 niikleotidden olusmustur ve Onceden
genom dizilimi belirlenen izolatlarla benzerlik gosterdigi ve 12 acik okuma
cercevesine (ORF) sahip oldugu bulunmustur. Bu genom, son zamanlarda dizisi
belirlenen CTV genomlar1 arasinda en biiyiigii olan T36 (¢abuk gogiiren, Florida)’
dan 6 niikleotid (nt); VT (fidan sararmasi, Israil)’ den 76 nt; T385 (1liml, Ispanya)’
den 43 nt ve SY568 (gbvde ¢ukurlagmasi, Kaliforniya)’ den 53 nt daha uzun oldugu
saptanmistir. NUagA ve diger izolatlar arasindaki dizi karsilastirmasi, genomun 3’
ucu boyunca yaklasik % 90 oraninda benzerlikler ortaya ¢ikarirken genomun 5’ ucu
T36’ nin ki ile % 70 benzerlik gosterirken VT, SY568 ve T385’ inkilerle % 90
oraninda benzerlik gostermistir. NUagA ile VT, SY568 ve T385 yakindan
iliskiliyken NUagA ile T36 arasindaki iligkinin daha az oldugu belirlenmistir
(Suastika vd., 2000).

Siddetli gdvde cukurlasmasina neden olan T318A Ispanyol (19252 niikleotid)
izolatinin tim genomunun dizilemesi yapilmistir. SY568 (Kaliforniya) ve NUagA
(Japonya) izolatlariyla genom dizisi benzerlik gosterirken, T385 (Ispanya) ve T30
(Florida) izolatlariyla dizi benzerligi olarak farklilik gostermistir. Diger siddetli
izolatlardan farkli olarak T318A izolatinin 6nceden gévde ¢ukurlagsmasi izolatlariyla
iligkili 5 ucunda gen kodlanmayan bolgede benzer bir dizi degiskenligine (tipll)
sahip oldugu bulunmustur (Ruiz-Ruiz vd., 2005).

Misir’da bulunan CTV izolatlarinin karakterizasyonunda CP geni kullanilmistir. Bu
amagcla iki farkli bélgeden alinan ii¢ Misir CTV izolatinin CP genleri, immocapture
RT-PCR ile c¢ogaltilarak ve tek zincir konformasyon polimorfizm (SSCP)
yontemiyle analiz edilerek farkli dizilime sahip olup olmadigi arastirilmistir. Daha
sonra bu izolatlardan bazilarinin CP gen dizilimi karsilastirilmistir. Diinyanin baska
bir yerinden alian referans dizilerle yapilan karsilagtirma, bu haplotiplerin hizli
gocliren ve govdede cukurlagsmaya neden olan siddetli streyn Florida T3 ile ¢ok
yakin bir sekilde kiimelendigini gostermistir. Elde edilen aminoasit dizilerinin analizi

MCAT13 antikoruyla spesifik epitop tasidigini gostermistir. Gen bankasinda bulunan
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Misir izolatinin dizileriyle yapilan dizi karsilastirmast %8’ lik bir farklilikla bu

izolatin farkli bir kokene sahip oldugu belirlenmistir (Amin, 2006).

2.4. Turunggil tristeza viriisiiniin Kilif Protein Gen Dizisinin Belirlenmesi

Turuncgil tristeza viriisiiniin kilif protein gen dizilisindeki farkliliklar1 ortaya koyarak
bunlar1 biyolojik ozelliklerle iligskilendirmek amaciyla ilk olarak Florida’ da kilif
protein geni dizi belirleme ve karsilastirma c¢alismasi yapilmistir. Bu ¢alismada
dsRNA’ lardan cDNA sentezlenerek kilif protein genleri g¢ogaltilmistir. Biyolojik
ozellikleri farkli olan yedi Florida izolati ile dort yabanci izolatin kilif protein genleri
klonlanmustir. Klonlarin CP genleri dizilimi belirlenerek bu genin 669 baz ¢ifti
uzunlugunda ve 223 amino asit protein kodladig1 tespit edilmistir. Tiim izolatlarin
hem niikleotid hem de amino asit dizilimleri arasinda %80’ den fazla benzerlik
bulundugu ortaya konmustur. Ayrica karsilastirmalar sonucunda her bir izolatin
benzersiz amino asit dizilimine sahip oldugunu ve bu amino asitlerden bir kisminin
bloklar halinde biitiin izolatlarda korundugu bulunmustur. Soy agaci analizleri, 1liml
ve siddetli Florida izolatiyla olusturan farkli cografi bolgelerden alinan yabanct CTV
izolatlar1 arasinda onemli benzerlikler oldugu ve soy agacindaki gruplarla izolatlarin
biyolojik Ozellikleri arasinda bir baglanti oldugunu ortaya koymustur (Pappu vd.,

1992).

Israil” de tristeza viriisiiniin fidan sararmasina neden olan streyni (SY) ile fidan
sararmasina neden olmayan streyninin (NSY) kilif protein gen dizilimi belirlenmistir.
Ikili karsilastirmalar sonucunda VT grubunu olusturan alt1 izolatin niikleotid ve
amino asit dizilerinde biiyiik benzerlikler ortaya ¢ikmistir. Bu grup, turunca asilanan
portakaldan olusan duyarli kombinasyon lizerinde ¢ok i1limli CTV reaksiyonuna
sebep olan NSY izolati ile siddetli fidan sararmasina ve portakal/turung reaksiyonuna
sebep olan ii¢ SY izolatindan olugmustur. Aphis gossypii tarafindan siirekli olarak
tasinmayan bir CTV izolati olan MT’ nin, Aphis gossypii ile tasimnan CTV
izolatlarinin her birinin iki amino asitinde (Val 103 ve Glu 113) farkhilik
bulunmustur. Degisken bir sekilde tasinan CTV izolati ST’ den aliman cDNA

klonlarmin dizilemesi yapilarak, test edilen klonlar arasinda biiyiik bir dizi ¢esitliligi

14



oldugu gésterilmistir. Bu dizi karsilastirmalar1 sonucunda Israil’ de son zamanlardaki
CTV salginlarimin, kilif protein genlerinde biiyiik farkliliklar gésteren en az iki CTV
streyninden (VT ve HT) kaynaklandig1 gosterilmistir (Mawassi vd., 1992).

Cevik ve arkadaglar1 tarafindan 1995 yilinda Meyer limonlarindan elde edilen CTV
izolatlarinin kilif protein genleri klonlanip dizisi belirlenmistir. Dizi analizlerine
bagl olarak bu izolatlar ve diger bilinen izolatlar arasindaki akrabalik iliskileri
ortaya konmustur. Bu izolatlarin bazilar1 siddetli Florida T36 izolatiyla niikleotid
dizisi olarak %90-99, aminoasit dizisi olarak %91-100 benzerlik gdsterdigi
goriilmiistliir. Yapilan dizi analizlerinde Meyer limonlarindan elde edilen 203C ve
204D izolatlarinin CTV’ niin 1liml streynleri oldugu belirlenmistir. Bu izolatlarla

Florida T30 1liml1 streyni ile bir grup olusturulmustur (Cevik vd., 1995).

Hindistan’ da turunggil tristeza viriis izolatlarimin kilif protein gen dizilerine ve
RFLP’ lere gore gruplandirilmasit ve karsilastirilmast yapilmistir. Hindistan” da dort
farkli bolgeden alinan CTV oOrnekleri (Bangalor (CTV-B), Delhi (CTV-D), Nagpur
(CTV-N) ve Pune (CTV-P)) Kagzi laymlarina (Citrus aurantifolia) asilanmistir.
Asilanmadan sonraki 6-8 hafta iginde biitiin izolatlar, tipik damarda beyazlagsma ve
beneklenme simptomlarimi gostermistir. Buna ek olarak, 8-10 ay sonra CTV-B ve
CTV-P izolatlarinda govde cukurlagmasi goriilmiistiir. Bu izolatlarin CTV kilif
protein geni, biitiin izolatlar i¢in 672 bp’ lik kilif protein geni spesifik primerler
kullanilarak RT-PCR y6ntemiyle ¢ogaltilmistir. Dort Hint izolatinin kilif protein geni
dizi analizi yapildiginda, Hint izolatlarn ile govde c¢ukurlasmasina neden olan
Kaliforniya CTV SY568 izolati arasinda %93-94 oraninda niikleotid dizi benzerligi
oldugu; Hint izolatlar1 ile fidan sararmasia neden olan Japon NuagA ve Israil VT
p346 izolatlariyla arasinda %92-93 oraninda benzerlik oldugu gdsterilmistir.
Filogenetik analizde Hint CTV izolatlar1 ayri bir boliim olusturduklar1 ve diger

izolatlardan oldukga farkli olduklari ortaya ¢ikmistir (Roy vd., 2002).
Iran’m iki farkli cografi bolgesinden alinan 22 Turunggil tristeza viriisii izolatinin,

kilif protein genlerine gére karakterizasyonu yapilmistir. Bu amagla Iran’ in CTV

enfeksiyon dagilimi yiiksek olan kuzey bolgelerinden 13 izolat alinirken, 9 izolat da
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CTV’ niin varligt ve afidlerle taginmasi Onceden saptanan giliney bdolgesinden
almmistir. Alinan tiim izolatlar CTV’ niin cesitli belirtilerini gdstermektedir. Once
turunggil Orneklerinde virlis varligt hem poliklonal hem de monoklonal antikor
kullanilarak serolojik olarak ispatlanmistir. Biitiin tristeza izolatlarinin, 672 bp
biiyiikliigiinde kilif protein genlerine spesifik primerler kullanilarak RT-PCR
yontemiyle c¢ogaltilmistir. Cogaltilan kilif protein genleri klonlanip dizilimi
belirlenerek hem niikleotid ve amino asit dizilerinin karsilastirilmast hem de
birbirleriyle ve gen bankasindaki diger tristeza izolatlarinin kilif protein dizileriyle
karsilastirilmasi yapilmistir. Elde edilen verilere gore Iran izolatlarmn, Kaliforniya
SY 568 izolat1 ve Japon NUagA izolatiyla biiylik oranda (%97’ye varan) benzerlik
gosterdigi goriilmiistiir. Ancak kuzey ve giliney bolgelerden elde edilen izolatlar

arasinda biiyiik bir ayrim goriilmemistir (Barzegar vd., 2005a).

Yine Iran’ da yapilan benzer bir calismada, Japonya’ dan ithal edilen ve iran’ n
kuzeyindeki turunggil bahgelerinde yetigen viriislii Satsuma agaglarindan alinan dort
CTV izolatinin biyolojik ve molekiiler 6zellikleri arastirilmistir. CTV enfeksiyonlu
ornekler portakal agaglarindan alinarak Alemow (Citrus macrophylla Wester)
fidelerine asilanmistir. Indikator bitkilerden bu izolatlar biyolojik olarak Meksika
laymi, Alemow ve Citrus hysterix’ te damarda beyazlasmaya ve govdede
cukurlagsma; turung ve greyfurt fidelerinde sararma ve biiylime geriligine yol
acmistir. Bu turunggil Orneklerinin serolojik yontemlerle CTV enfekteli olduklar
belirlenmistir. Bu izolatlarin kilif protein geni, biitiin izolatlar i¢in 672 bp amplikon
saglayan spesifik primerler kullanilarak ¢cogaltilmistir. Dizi analizi, iran izolatlariyla
govde cukurlagsmasina neden olan Kaliforniya CTV SY568 izolat1 arasinda % 98-99
oraninda dizi benzerligi oldugunu; Iran izolatlartyla fidan sararmasma neden olan
Japon izolati NUagA arasinda % 97-98 oraninda benzerlik oldugu ortaya ¢ikmistir
(Barzegar vd., 2005b).

Kibris’ da yapilan bir calismada konukgularda farkli simptomlar olusturan 12 CTV
izolatinin kilif protein gen dizisi, bilinen izolatlar ile karsilastirilmistir. Niikleotid
dizi analizleri, bu izolatlarin cografi 6zelliklere gore gruplanma gdstermedigini

ortaya koymustur. Tiim diziler, bes farkli grubu olusturan 6nceden bilinen izolatlarla
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benzerlik gostermistir. Kibris izolatlarindan bazilar1 greyfurt ve portakalda govde
cukurlagsmasi simptomlarin1 gdstermistir. Bu izolatlarin Venezuela izolat1 olan ve
govde cukurlagmasina neden olan B249 izolatiyla benzerlik gosterdikleri

belirlenmistir (Papayiannis vd., 2007).

Cin’ in giineyinden toplanan CTV izolatlarinin karakterizasyonu, turuncgil
bitkilerinde biyolojik indeksleme, restiksiyon pargalarinin uzunluk polimorfizmi
(RFLP) ve kilif protein genlerinin bi-directional tersine transkripsiyon polimeraz
zincir reaksiyonu (BD-RT-PCR) ile yapilmistir. Biyolojik testlerde 30 izolattan
sadece iki tanesinde goriinlir simptomlar olusturmazken, 28 izolat gdvde
cukurlagmasi, damarlarda beyazlasma, bitkilerde bodurlasma ile Meksika layminda,
Duncan greyfurtlarinda ve turung¢ fidanlarinda yapraklarda sararma simptomlari
olusturmustur. BD-PCR analizinde, N3 ve N4 izolatlarindan 1limli streynler igin
spesifik olan 392 bp biiylikliiglinde bant elde edilirken, diger 28 izolat i¢in siddetli
streynlere spesifik 320 bp biiyiikliigiinde bant elde edilmistir. Kilif protein genine ait
RT-PCR iriinlerinin Hinfl restriksiyon enzimiyle kesilerek RFLP analizinde,
Gillings tarafinda tanimlanan yedi gruptan farkli olarak yeni bir grup daha
tanimlanmigtir. On iki Cin CTV izolatindan elde edilen kilif protein gen dizileri
niikleotid seviyesinde %91.5-99.7 oraninda amino asit seviyesinde %94.2-99.6
oraninda benzerlik gostermistir. Cin’den elde edilen CTV popiilasyonlarinin
kompozisyonun kilif protein genlerinde yiiksek oranda genetik ¢esitlilik oldugunu

gostermistir (Jiang vd., 2008).

Meksika’da Citrus aurantifolia’ nin yapraklarinda kilif protein genine spesifik RT-
PCR yapilmistir. Portakal agaglarinin bazilari, poliklonal antikorla yapilan baslangi¢
testlerinde ve CTV’ye 6zel monoklonal antikor MCA-13 ile yapilan takip eden
testlerde pozitif sonu¢ vermistir. Ayni zamanda karakteristik CTV benzeri partikiiller
elektron mikroskobu ile gozlemlenerek CTV enfeksiyonu dogrulanmistir. Bu
izolatlar indikator bitkilere asilanmistir. Ancak indikator bitkilerde sadece yaprak
damarlarinin  sararmasi simptomu gozlemlenmistir. Indikatdr bitkilerden birinin
RNA’s1, CTV teshisini ve PCR yontemlerini dogrulamak ve izolatlardan birini

klonlamak ve dizisini belirlemek i¢in kullanilmistir. Bu izolatin kilif protein geni
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spesifik primerler kullanilarak niikleotid dizileri belirlenmistir. Tahmin edildigi gibi
yaklagik (672bp) 700 bp’ lik RT-PCR firiinii elde edilmesine ragmen; beklenmedik
bir sekilde kilif protein geninin 618. pozisyonunda EcoRI kesme bolgesi
bulunmugtur. CTV’ nilin siddetli streynlerinde oldugu gibi (2), fenilalanin
bulunmustur. Meksika izolatlariin kilif protein gen dizileri (U32116) ve gen
bankasindan alinan diger diziler arasindaki benzerlik M76485 icin %91.17 oraninda,
L12175 igin %90.14 oraninda ve S67800 i¢in % 89.32 oraninda bulunmustur
(Cepeda-Nieto vd., 1997).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 CTV izolatlan

Calismanin ana materyalini iilkemizde turunggil yetistiriciliginin yaygin olarak
yapildig1 Akdeniz Bélgesi’nden Adana , Mersin ve Antalya, Ege Bélgesi’nden Izmir
ve Aydin, Marmara Bolgesi’nden Edremit korfezi ve Karadeniz Bolgesi’nden Rize
ilinden alinan ve 6nceden ELISA ve ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyon
(RT-PCR) yontemleriyle CTV pozitif oldugu belirlenen ve biyolojik
karakterizasyonu yapilan CTV izolatlar1 olugturmaktadir (Korkmaz vd., 2007). CTV
izolatlar1 secilirken her bolgeden en az iki tane olmasimna ve bu izolatlarin farkl
turunggil tiirlerinden elde edilmis olmasina dikkat edilmistir. Kullanilan CTV

izolatlarin 6zellikleri Cizelge 3.1°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.1. Kullanilan CTV izolatlarinin 6zellikleri (Korkmaz vd., 2008).

cors .. Toplama Belirtiler Tanilama
Izolat Bitki/Anac Bolge Z;)mam Meksika laymi ELISA RT-PCR
A22(BA-1) W. Navel/Turung Bat1 Akdeniz Subat 2006 vc, sp? + +
A23(BA-2) W. Navel/Turung Bat1 Akdeniz Subat 2006 Ve + +
AD1(DA-1) Yafa/Turung Dogu Akdeniz Nisan 2006 VC + +
AD3(DA-2) Yafa/Turung Dogu Akdeniz Nisan 2006 VC + +
AD7(DA-3) Satsuma/Turung Dogu Akdeniz Nisan 2006 ve, sp (zayif) + +
AD15(DA-5) Kamgquat/Turung Dogu Akdeniz Nisan 2006 vc, le, ch, sp (zayif) + +
E5S(EK-1) Satsuma/P. trifoliata Edremit Korfezi Aralik 2005 | vc, Ic, ch, sp (zayif) + +
E11(EK-2) Satsuma/P. trifoliata Edremit Korfezi Aralik 2005 ve, lc, sp (zayif) + +
E28(EK-5) Satsuma/P. trifoliata Edremit Korfezi Aralik 2005 ve, Ic, sp (zayif) + +
I-5(KE-1) Satsuma/P. trifoliata Kiy1 Ege Mart 2006 ve, Ic, ch, sp (orta) + +
I-10(KE-3) Satsuma/P. trifoliata Kiy1 Ege Mart 2006 vc, sp (zayif) + +
124(KE-4) Satsuma/P. trifoliata Kiy1 Ege Mart 2006 vc, sp (zayif) + +
R7(DK-1) Satsuma/P. trifoliata Dogu Karadeniz Nisan 2006 ve, Ic, ch, sp (zayif) + +
R20(DK-3) Satsuma/P. trifoliata Dogu Karadeniz Nisan 2006 ve, Ic, ch, sp (zayif) + +
R38(DK-4) Satsuma/P. trifoliata Dogu Karadeniz Nisan 2006 ve, lc, sp (zayif) + +

E: Edremit Korfezi , A:Antalya, I:Izmir, R:Rize, AD: Adana

2 ye:yaprak ve damar acilmasi (vein clearing), lc:yaprak kivrilmasi (leaf cupping), ch: kloroz, sp:gdvde ve dal ¢ukurlasmasi(stem pitting)
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3.2. Oligoniikleotid primerler

Kilif protein genlerinin ¢ogaltilmast i¢in kullanilacak olan oligoniikleotid primerler,
kilif protein geninin 5° ve 3’ ucunda bulunan korunmus boélgelere spesifik ve daha
once CTV’niin klonlanmasinda kullanilan primerlerine dayanarak ME24 5'
ATGGACGACGAAACAAAG 3' ve BC25 5' TCAACGTGTGTTAAATTTCC 3'
ad1 ve dizisine sahip bir ¢ift primer tasarlanmistir. Tasarlanan primerler primer
sentezi konusunda faaliyet gosteren bir ticari firma (lontek) tarafindan

sentezlenmistir.

3.3. Total RNA izolasyonu

Turunggil tristeza viriisii bir RNA viriisii oldugundan dolay1 kilif protein geninin
cogaltilmasi i¢in 6ncelikle enfekteli bitkilerden total RNA izolasyonu yapilmistir. Bu
amagla enfekteli bitkilerden toplanan geng¢ siirgiilerden 100 mg kabuk dokusu
aliarak 1.5 ml’lik santrifiij tlipii igerisinde sivi azot kullanilarak ezilmistir. Ezilen
kabuk dokusuna BioBasic (Kanada) firmasindan saglanan tek asamali RNA
izolasyon soliisyonundan (One Step RNA Solution) 1 ml eklenip, vorteksle iyice
karistirllarak  homojenizasyonu saglandiktan sonra, iretici firmanin Onerileri
dogrultusunda asagida belirtildigi sekilde total RNA izolasyonu yapilmisti. Once
ornekler 4 °C ‘de 12000 g hizda 10 dakika siireyle santrifiij yapilarak ¢éziinmez bitki
dokular ¢oktiiriilerek RNA igeren siipernatant yeni bir tiipe aktarilmistir. Tiipler 5
dakika siireyle oda sicakliginda bekletildikten sonra 100 pl kloroform eklenmistir.
Ornekler kloroform ile iyice karistirildiktan sonra oda sicakliginda tekrar 5 dakika
beklenmistir. Daha sonra tiipler 12000 g hizda 10 dakika siireyle santrifiij yapilarak
faz ayrimi yapilmis ve RNA igeren (siipernatant) iist fazdan 500 pl alinarak yeni bir
tiipe aktarilmigtir. Siipernatant lizerine 500 pl isopropyl eklenerek 10 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra tiipler 12000 g hizda 10 dakika siireyle santrifiij
yapilarak RNA’ lar ¢oktiiriilmistiir. Stvi kisim atildiktan sonra ¢oktiiriilen RNA, 1
ml %75 etil alkol ile yikandiktan sonra tiipler 12000 g hizda 5 dakika siireyle
santrifiij yapilarak RNA’larin yikanmasi saglamistir. Etanol igeren sivi kisim

dokiildiikten sonra tiipler agz1 agik olarak oda sicakliginda 5 dakika siireyle
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bekletilerek c¢oktiiriilen RNA’lar kurutulmustur. Son olarak elde edilen RNA’lar 50

ul steril saf suda ¢ozdiirtilerek kullanilincaya kadar -80 °C’ de saklanmuistir.

3.4. Kilif Protein Genlerinin Cogaltilmasi

Kilif protein genlerinin ¢ogaltilmasi iki asamali ters transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyonu yontemi (RT-PCR) ile yapilmistir. RNA izolasyonu sonucu elde edilen
RNA’lar dan Random primer ve Power Script reverse transkriptaz enzim kullanilarak
komplementer DNA (cDNA) sentezlenmistir. Bu amagla 1 ul total RNA, 200 pmol
random primer 1 pl bir tiip icerisine konularak su ile 10 pl ye tamamlanmistir.
Karigim 65 °C 5 dakika bekletildikten sonra buza konulup 2 dakika bekletilerek
RNA’larin denatiirasyonu saglamigtir. Denatiirasyonu yapilan RNA ve primer
karisimina 1X Reverse transkriptaz tampon soliisyonu (50mM Tris HCI pHS.3,
75mM KCl, 3mM MgCl2), 0.5 mM dNTP, 200 pmol Random primer, 20 {inite
PrimerScript Reverse transkriptaz, 20 iinite RNAse Inhibitdrii ve su eklenerek 20 pl
RT karisimi hazirlanmistir. PCR makinesi 30 °C 10 dakika 45 °C 1 saat ve75 °C 15
dakika daha sonra da 4°C siirekli olarak kalacak sekilde programlanarak cDNA
sentezi yapilmistir. Daha sonra sentezlenen cDNA’ lardan Ex Taqg DNA Polimeraz
enzimi CTV kilif protein genine spesifik BC24-25 primerleri kullanilarak kilif
protein genleri ¢cogaltilmistir. Bu amagla 1X PCR tampon soliisyonu, (50Mm KCI,
10mM Tris HCI1 25 °C pH9.0, 1%Triton X-100), 2ul cDNA, 0.5 mM dNTP, 20 pmol
BC24 ve BC25 primerleri ve 2.5 tlinite Takara Ex Taq DNA polimeraz enzimi igeren
ve su ile 50 pl° ye tamamlanan PCR karisimi hazirlanmistir. Hazirlanan PCR
karisimi1 94 °C 3 dakika, 40 defa tekrarlanan 95 °C’ de 30 sn 55 °C’ de 30 sn ve
72°C’ de 1,5 dakika, 72 °C’ de 5 dakika daha sonra da 4°C’ de bekleyecek sekilde
programlanan PCR makinesine konularak kilif protein genlerinin cogaltilmasi
yapilmugtir. Elde edilen PCR iirinleri lamda Hind III DNA biiyiikliik markorleriyle
birlikte %1 agaroz jelinde elektroforez yontemiyle ayrigtirilip etidyum bromiir ile
boyandiktan sonra ultraviyole 1sik altinda Doc-It jel gorlintileme sisteminde
gorilintiilenerek 672 bp biiyiikligiindeki CTV kilif protein geninin ¢ogaltildig1

belirlenmistir.
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3.5. Kilif Protein Genlerinin Klonlanmasi

RT-PCR yontemiyle ¢ogaltilan CTV kilif protein genleri PGEM-T Easy plazmid
vektoriine (Promega, ABD) T-A klonlama yontemiyle pGEM-T Easy plazmid
vektoriine klonlanmistir. Klonlama iglemi iiretici firmanin Onerileri goz Oniine

alinarak asagidaki gibi yapilmistir.

3.5.1. Ligasyon

Ligasyon PCR ‘la ¢ogaltilan ve klonlanacak olan kilif protein genlerinin, pGEM-
Teasy plazmid vektorii ile birlestirilmesi islemidir. Bu asamada PCR ile ¢ogaltilan
CTV kilif protein geninden ¢ogaltilan genin miktarint gdsteren bandlarin
yogunluguna bagli olarak 2-5 ul alinarak 50 ng pGEM T easy plazmidi, 5 iinite T4
DNA ligaz enzimi ve 1X ligasyon tampon ¢dzeltisi (0.05 M Tris-HCI pH 8.0, 0.01 M
MgCl2 1 mM ATP ve 50 ug/ml bovine serum albumin) igeren 15 pl* lik ligasyon
karisimina eklenerek ligasyon karisimi hazirlamistir. Hazirlanan karisim 16 saat

stireyle 4°C’ de bekletilerek ligasyon islemi tamamlanmuistir.

3.5.2. Transformasyon

Transformasyon islemi, ligasyon karigiminin bir kisminin hiicre duvari gegirgen hale
getirilmis (competent) Escherichia coli bakterisine aktarilmasidir. Bu amagla E. coli
bakterisinin JM109 1rkinin -80°C’ de dondurulmus ve buzda ¢6zdiiriilmiis competent
hiicrelerinden 100 pl alinarak 1.5 ml tiipe konulmustur. pGEM-T easy plazmidi ve
CTV kilif protein genlerini igeren ligasyon karisimindan 5 pl alinarak tiiplerdeki E.
coli IM109 competent hiicrelere eklenerek 30 dakika boyunca buzda bekletilmistir.
Daha sonra karisim 42°C’ de 90 saniye siireyle bekletilerek 1s1 soku uygulanmistir ve

tekrar birka¢ dakika buza konularak transformasyon islemi tamamlanmustir.
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3.6. Rekombinant Kolonilerin Secimi

Transformasyonu yapilan bakterilere SOC bakteriyel siv1 besi ortamindan (2% bacto-
trytone, 0.5% bacto-yeast ekstrakt0.05 NaCl, 0.01M KCI, 0.01M MgClz2, 0.01M
MgSO4 ve 0.2M glukoz) 1 ml eklenerek bakteriler 37° C* de 220 devir/dakika hizla
calkalamali inkiibatorde 1 saat siireyle bilylitiilmiistiir. Son olarak biiyiitiilen
bakteriler 60 pg/ml ampisilin ve 20mg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indoly-B-galacto-
pyranoside (X gal) maddesi iceren 2X YT (yeast ekstract trytone) katt ortami (2 %
bacto-trytone, 0.5 % bacto-yeast ekstrakt, 0.05 M NacCl,) bulunan petri kaplarina
ekilerek 37°C’ de 16 saat inkiibasyona birakilmistir. CTV kilif protein genini tasiyan
pGEM-T Easy plazmidini igeren bakteriler 100 pg/ml ampisilin ve 20 mg/ml X gal
maddesi igeren 2X YT kat1 ortaminda biiyliyerek beyaz renkli koloniler olustururken,
sadece pGEM-T Easy plazmidini i¢erenler ise mavi renkli koloniler olusturacagindan
dolay1r rekombinant yani CTV kilif protein genini igeren ve icermeyen bakteri
kolonileri renklerine gore belirlenmistir. Boylece CTV kilif protein genini igeren

plazmidleri tagiyan beyaz kolonilerin se¢imi yapilmistir.

3.7. Rekombinant Bakteriyel Kolonilerin Belirlenmesi

Mavi-beyaz koloni se¢imi istenilen genleri igeren rekombinant plazmidleri tastyan
bakteriyel kolonilerin se¢ciminde yararli olmasina ragmen bazen mavi koloniler hedef
genleri igerebilecegi gibi bazi beyaz kolonilerde istenilen geni igermeyebilir. Bu
nedenle olusan beyaz renkli kolonilerin gercekten CTV kilif protein genini tasiyan
pGEM-T easy plazmidini igerip igermedigi daha hassas bir yontem olan koloni PCR
yontemiyle taranarak daha kesin olarak belirlenmistir. Bu amagla 6nce elde edilen
beyaz koloniler steril bir pipet ucuyla alinarak 2X YT ortami iceren yeni bir petri
kabma 1 cm’® biiyiikliigiinde bir alana ¢izme yoluyla inokule edilerek 37 °C de 16
saat boyunca biiylitiildiikten sonra kullanilmak tizere 4 °C’ de saklanmistir. Daha
sonra 1X PCR buffer (5S0Mm KCI, 10mM Tris HCI1 25 °C pH9.0, 1%Triton X-100),
10mM dNTPs, 25mM MgClz, 20 pmol plazmid TA klonlamas1 yapilan bdlgenin alt

ve Ust kisimlarina spesifik tiniversal M13R ve MI3F primerleri ve 2.5 iinite Taq
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DNA polimeraz (Bioron, Almanya) eklenerek PCR karisimi hazirlanip PCR
tiiplerine konulmustur. Koloni PCR i¢in hazirlanip PCR tiiplerine konulan karigima
cizilerek biiyiitiilen beyaz renkli bakteri kolonilerinden steril bir pipet ucuyla alinarak
bakteri kolonisi eklenmistir. Bakteri eklenen koloni PCR karisim1 94 °C de 3 dakika
40 defa tekrarlanan 94 °C de 30 saniye, 50°C de 30 saniye, 72 °C de 1 dakika ve
72°C de 5 dakika daha sonra da 4 °C de bekleyecek sekilde programlanan PCR
makinasinda yapilmistir. Her bir izolat i¢in en az bes beyaz koloni se¢ilerek koloni
PCR yontemiyle test edilmistir. Koloni PCR’ 1n tamamlanmasindan sonra elde edilen
PCR firtinleri Hind III DNA biiyiiklik markdorleriyle birlikte %1°lik agaroz jeline
elektroforez yontemiyle ayristirillarak etidyum bromiir ile boyandiktan sonra

ultraviyole 151k altinda Doc-It jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir.

3.8. Plazmid izolasyonu

Koloni PCR’ dan elde edilen sonuglarin elektroforez yontemiyle analiz edilmesinden
sonra CTV kilif protein genini iceren pGEM-T easy plazmidini i¢erdigi kesin olarak
belirlenen koloniler secilerek bunlardan plazmid izolasyonu yapilmistir. Her bir
izolat i¢in koloni PCR’ da pozitif sonug veren en az iki koloni segilerek plazmid
izolasyonu yapilmistir. Her bir CTV izolat1 i¢in koloni PCR sonuglarina gore segilen
koloniler, 60 pg/ml ampisilin iceren 5 ml 2X YT siv1 besi ortamina inokule edilerek
37°C’ de 16 saat boyunca 220 devir/dakika hizda ¢alkalamali inkiibatorde
blyiitiilmiistiir. Steril bir mikrofiij tiiptine 1000 pul gliserol ve 1000 ul biiyiitiilen
bakterilerden alinarak gliserol stoklar1 hazirlanmistir. Geriye kalan kismu BioBasic
firmasindan (Kanada) saglanan plazmid saflastirma kiti kullanilarak plazmid
izolasyonu yapilmistir. Plazmid izolasyonu iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda

asagidaki sekilde yapilmistir

Bakteri hiicrelerinin parcalanmasi i¢in her bir dérnege 100 pl soliisyon I eklenip 1
dakika oda sicakliginda beklenmistir. Parcalanmayan bakteri hiicrelerini tamamen
parcalamak icin 200 pl soliisyon II eklenip tekrar 1 dakika oda sicakliginda
beklenmistir. Ornekler 12000 g ve 4 °C‘de 5 dakika santrifiij yapilip kolona
dokiilmiistiir. Kolonlar 10000 g ve 4 °C*de 2 dakika santrifiij yapilmigtir. Daha sonra
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plazmidi diger maddelerden temizlemek icin yikama soliisyonu eklenip yine 10000 g
ve 4 °C de 2 dakika siireyle santrifiij yapilmustir. Istenmeyen maddeleri tamamen
uzaklagtirmak ve daha temiz bir plazmid elde edebilmek icin yikama soliisyonu
ekleme islemi tekrarlanmig ve son olarak 50 pl elution tampon soliisyonu eklenerek

plazmid saflastirma islemi tamamlanmistir.

3.9. EcoR I Restriksiyon Enzimiyle Kesme (Digestion) islemi

Elde edilen bu pGEM-T Easy plazmit DNA’larindan 10 pl, 20000 iinite EcoR |
enzimi, 1X ECOR | enzimi tampon soliisyonu ve 0.2 pl bovine serum albumin (BSA)
ve steril saf su eklenerek bir tiip igerisinde toplam 20 pl’ lik bir digestion karisimi
hazirlanmistir. Bu karisim 37 °C’ de 16 saat bekletilerek plazmitlerin kesilme islemi
yapilmistir. ECOR | enzimiyle kesme isleminin tamamlanmasindan sonra elde edilen
DNA’lar HindIIl DNA biiyiiklik markorleriyle birlikte %1°1lik agaroz jelinde
elektroforez yoOntemiyle ayristirilarak etidyum bromiir ile boyandiktan sonra
ultraviyole 151k altinda Doc-It jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmis ve 672 bp’

lik CTV CP genini tastyip tasimadiklari kesin olarak belirlenmistir.

3.10. Kilif Protein Geninin Dizisinin Belirlenmesi ve Karsilastirilmasi

CTV kilif protein genlerini kesin olarak tasidiklar1 belirlenen saflagtirilmig
plazmidlerden bir tanesi secilerek CTV kilif protein genlerinin dizilimi yapilmistir.
DNA dizilimi Refgen Biyoteknoloji (Ankara) firmasinda hizmet alimi seklinde
yaptirilmigtir. DNA dizilimi pGEM-T Easy plazmidinin T-A klonlama bdlgesinin
yaklagik 50 bp iist ve alt kismindaki bolgelere spesifik M13F ve M13R {iniversal
primerleri kullanilarak dongii dizileme yontemiyle otomatik DNA dizileme cihaziyla
yapilmistir. Her bir izolat i¢in bir klonun iki yonden M13F ve M13R primerleri
kullanilarak CTV kilif protein geninin dizilemesi yapilmistir. Elde edilen ham DNA
dizilimleri Vector NTI DNA dizi analiz programina aktarilarak oncelikle pGEM-T
easy plazmid vektoriine ait DNA dizileri temizlenerek CTV kilif protein genine ait
niikleotid dizilimi elde edilmistir. Daha sonra niikleotid diziliminden yararlanilarak

CTV kilif protein geninin amino asit dizilimleri elde edilmistir. Ulkemizin farkli
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turunggil liretim bolgelerinden alinan izolatlarin kilif protein genlerine ait niikleotid
ve amino asit dizileri Alingn X programinda coklu dizi karsilastirma yapilarak
birbirleriyle olan benzerlik oranlar1 yilizde olarak belirlenmistir. Daha sonra gen
bankasinda DNA ve protein veri tabanlarinda arastirma yapilarak diinyanin farkl
turunggil iiretim bolgelerinde elde edilen CTV izolatlarma ait kilif protein geni
niikleotid ve amino asit dizileri elde edilmistir. Bu diziler {ilkemizin farkli turunggil
iiretim alanlarindan elde edilen izolatlarin kilif protein genlerine ait niikleotid ve
amino asit dizileriyle AlingnX programi kullamilarak karsilastirilmistir. Ulkemizdeki
tim CTV izolatlarinin diinya izolatlariyla benzerlik gosterip goOstermedigi ve
benzerlik oranlar1 yiizde olarak belirlenmistir. Ayrica iilkemizde bolgesel olarak elde
edilen CTV izolatlarinin kendi aralarinda benzerlik gosterip gostermedigi ve

benzerlik oranlar1 yine yiizde olarak belirlenmistir.

3.11 Kilif Protein Geninin Filogenetik Analizi

Ulkemizin farkli turunggil iiretim bolgelerinden alinan CTV izolatlarnin Alingn X
programinda ¢oklu niikleotid ve amino asit dizi karsilastirmalart yapilan CTV kilif
protein genine ait ¢oklu karsilastirma dosyalar1 Clostal X programina aktarilarak
filogenetik analizler yapilmistir. Filogenetik analiz verileri kullanilarak Kiamura iki
parametre alogaritmasi uygulanan neighbor-joining ve UPGMA yontemleriyle
filogenetik soy agaci olusturulmustur. Olusturulan soy agacinin dogrulugunu
istatistiki olarak belirlemek amaciyla 1000 tekerriirlii bootstrap analizi yapilmstir.
Son olarak olusturulan soy agaclar1 TreeView soy agaci goriintiileme programi
kullanilarak goriintiilenerek tilkemizin farkli turunggil iiretim bdlgelerinden toplanan
CTV izolatlarinin birbiriyle yakinlik dereceleri ve genetik iliskileri ortaya
konulmustur. Ayn1 sekilde diinyanin diger turunggil iiretim bdlgelerinden elde edilen
izolatlarin gen bankasinda bulunan kilif protein genlerinin niikleotid ve amino asit
dizilerinin ¢oklu karsilastirmalar1 yukarida belirtildigi gibi filogenetik analizlere tabi

tutularak soy agaclar1 olusturularak TreeView programinda goriintiilenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1.Total RNA izolasyonu

Turuncgil tristeza virlisii bir RNA viriisii oldugundan dolay1 kilif protein geninin
cogaltilmasi i¢in Oncelikle enfekteli bitkilerden elde edilen total RNA izolasyonu
yapilmustir. Total RNA izolasyonu tek agamali RNA soliisyonu (Biobasic, Kanada)
kullanilarak tiretici firmanin onerileri dogrultusunda yapilmistir. Elde edilen toplam
RNA’larin niteligini ve miktarin1 belirlemek amaciyla RNA’larin bir kismu %l
agaroz jelinde elektroforez yontemiyle ayrigtirilarak goriintiilenmistir. Jelde
ayristirilan toplam RNA’lar incelendiginde 28S ve 18S ribozomal RNA’larinin
belirgin bantlar olusturdugu goézlemlenmistir. Bu 6rneklerden basarili bir sekilde
total RNA izolasyonunun yapildigi ve elde edilen RNA’larin parcalanmadigini
gostermistir. Bu sonuglar enfekteli bitki dokularindan izole edilen toplam RNA’larin
bitki RNA’lar1 yaninda CTV’ iine ait genomik ve subgenomik RNA’lar1 da i¢erdigini

ve CTV’ niin kilif protein geninin ¢ogaltilmasinda kullanilabilecegini gostermistir.

4.2.Tersine Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Total RNA izolasyonu sonucu elde edilen RNA’lardan iki asamali tersine
transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemi kullanilarak once
random primer ile tamamlayict (komplomenter) DNA (cDNA) sentezlenmistir daha
sonra kilif protein geninin 5’ ve 3’ ucunda bulunan korunmus bolgelere spesifik
BC24 ve BC25 primerleri kullanilarak ilkemizin farkli turunggil {iretim
bolgelerinden elde edilen CTV izolatlarinin kilif protein genleri PCR yontemiyle
cogaltilmigtir. RT-PCR sonucunda elde edilen PCR iiriinlerinin bir kismi lamda Hind
III DNA biiyiikliik markoriiyle birlikte %1 ‘lik agaroz jelinde elektroforez yontemiyle
ayristirilarak analiz edilmistir. Yapilan analizler sonucunda saglikli turunggil
bitkisinden elde edilen toplam RNA’da herhangi bir bant ¢ogaltilamazken pozitif
kontrol olarak kullanilan CTV Igdir izolati ve farkli bolgelerden elde edilen 15
izolati igeren Orneklerden elde edilen toplam RNA’larin hepsinden 672 bp
biiyiikliigiinde bir bant elde edilmistir. Ulkemizin farkli turunggil iiretim

bolgelerinden elde edilen CTV izolatlarinin RT-PCR yontemiyle cogaltilan kilif
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Sekil4.1. Farkli turunggil liretim alanlarindan elde edilen 15 farkli Turunggil tristeza
viris izolatlarindan 672 bp biiyiikliglinde kilif protein geninin ¢ogaltildigini gosteren
agaraoz jel fotografi. — negatif kontrol olarak kullanilan saglikli turunggil 6rnegini,
+ ise pozitif kontrol olarak kullanilan I izolatim1 gostermektedir. A: Antalya, AD;
Adana I: Izmir R: Rize ve E: Edremit M1: Lamda Hind III DNA biiyiikliik markorii
M2: 1 kb DNA biiyiikliik markorii.
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protein genleri Sekil 4.1°de gosterilmektedir. Tiim izolatlardan ¢ogaltilan kilif
protein genlerinin biiyiikliigii ayn1 olmasina ragmen farkli izolatlardan ¢ogaltilan
bantlarin yogunluklarinda bazi farkliliklar gézlenmistir. Bu farkliliklarin total RNA
izolasyonunda kullanilan enfekteli dokularda bulunan virlis miktarindan
kaynaklandig1 diisiniilmektedir. Saglikli bitki dokusundan elde edilen toplam
RNA’dan herhangi bir bant elde edilmemisken enfekteli dokulardan elde edilen
RNA’larin tamamindan 672 bp biiyiikligiindeki bandin elde edilmesi CTV kilif

protein geninin spesifik olarak ¢ogaltildigini géstermistir.

4.3. Kilif Protein Genlerinin Klonlanmasi ve DNA Dizilemesi

RT-PCR yontemiyle ¢ogaltilan CTV izolatlarimin kilif protein genleri T-A
klonlamas1 yontemiyle yapilmistir. T-A klonlama yontemi Taq DNA polimeraz gibi
3’>5’ eksoniikleaz aktivitesi olmayan DNA polimerazlarla yapilan PCR gogaltimi
sirasinda c¢ogaltilan DNA’larin 3’ ucuna fazladan bir Adenin (A) eklenmesine
dayalidir. Bu sekilde ¢ogaltilan 3° ucunda fazladan bir A iceren DNA’lar 5’ucunda
bir tane Timin (T) tasiyan T-A klonlama vektorleri olarak adlandirilan plazmidlerle
birlestirilerek PCR {iriinlerinin DNA ligaz enzimi yardimiyla plazmid vektorlerine
klonlanmasi saglanmaktadir. Ulkemizin farkli turunggil {iretim bdlgelerinden elde
edilen izolatlarin kilif protein genleri yukarida belirtildigi gibi iki agsmali RT-PCR
kiti kullanilarak yapilmistir. PCR asamasinda Ex Taq DNA polimeraz (Takara,
Japonya) enzimi kullanildigindan dolayr PCR’ da c¢ogaltilan CTV kilif protein
genlerine ait cDNA’ larin 3’u¢larina ¢ogaltim sirasinda fazladan bir A eklenmistir.
Bu DNA’lar 5’ ucunda fazladan bir T iceren pGEM T Easy (Promega, ABD) T-A
klonlama plazmid vektoriine T4 DNA ligaz enzimi kullanilarak klonlanmistir. CTV
kilif protein genlerini iceren pGEM T easy plazmidler 1s1 soku transformasyon
yoluyla Escherichia coli bakterisinin JM109 wrkina aktarilmigtir. Transformasyonu
yapilan E. coli bakterileri ampisilin ve X-gal i¢eren 2X YT besi ortamina ekilerek
ampisilin antibiyotigine dayaniklilik ve mavi-beyaz koloni se¢imi yoluyla CTV kilif
protein genlerini igeren plazmidleri tasiyan bakteri kolonilerinin seleksiyonu

yapilmistir. Bu seleksiyon sonucunda ¢cok sayida mavi ve beyaz bakteri kolonileri
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Sekil 4.2. Transformasyonu yapilan E. coli bakterilerinin ampisilin ve X-gal i¢ceren

2X YT besi ortaminda olusturduklar1 kolonileri gosteren fotograf.
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elde edilmistir. Elde edilen mavi koloniler CTV kilif protein geni tagimayan pGEM-
T easy plazmidlerini igermekte olup klonlamanin ger¢eklesmedigini yani CTV kilif
protein genleri ile pGEM-T Easy plazmidinin birlestirilemedigini gostermektedir.
Elde edilen beyaz koloniler ise CTV kilif protein geni tasiyan pGEM Teasy
plazmidlerini igermekte olup klonlanma isleminin basarili oldugunu gostermektedir.
Farkli CTV izolatlariin kilif protein genlerinin klonlanmas1 sonucunda her bir izolat
icin ¢ok sayida mavi ve beyaz koloniler elde edilmistir. Farkli izolatlar i¢in farklh
sayilarda mavi ve beyaz koloniler goriilmesine ragmen her izolat i¢in yeterli sayida
kilif protein genini icerdigi diisiiniilen beyaz koloni elde edilmistir. Baz1 izolatlarin
kilif protein genlerinin klonlanmasi sonucu elde edilen koloniler Sekil 4.2° de
gosterilmektedir. Secilen beyaz kolonilerin daha sonra kullanilmak iizere tekrar

biiylitiildiigli mastir petri kaplar da Sekil 4.2° de gdsterilmektedir.

Mavi-beyaz koloni seleksiyonu klonlanan genleri igeren bakterilerin belirlenmesinde
kullanilmasina ragmen beyaz kolonilerin istenilen CTV kilif protein genlerini
gercekten igerip icermedigini kesin olarak belirlemek amaciyla beyaz kolonilerin
koloni PCR yontemiyle taramasi yapilmistir. Bu amagla her bir izolat i¢in elde edilen
beyaz kolonilerden en az bes tanesi segilerek pGEM-T easy plazmidine spesifik
MI3F (ileri) ve M13R (geri) primerleri kullanilarak bunlardan primerlerin baglanma
bolgeleri arasinda kalan ve plazmid igerisindeki CTV kilif protein genini ve vektor
dizilerini igeren DNA’ nin ¢ogaltilmasi yapilmigtir. Her bir izolat i¢in en az 5 beyaz
koloninin koloni PCR ydntemiyle taramasi yapilmis ve her bir izolatin kilif protein
genini iceren en az iki beyaz koloni belirlenene kadar taramalara devam edilmistir.
Koloni PCR’1n tamamlanmasindan sonra elde edilen PCR iiriinleri DNA biiytikliik
markdrleriyle birlikte % 1 agaroz jelinde elektroforez yoOntemiyle ayristirilarak
etidyum bromiir ile boyandiktan sonra ultraviyole 1s1k altinda goriintiilenerek analiz
edilmistir. Farkli CTV izolatlarimin kilif protein genlerini iceren kolonilerin
belirlenmesi icin yapilan koloni PCR sonuglar1 Sekil 4.3° de gosterilmektedir.
Sonuglar incelendiginde bazi izolatlar i¢in taranan tiim kolonilerin yaklagik 750 bp’
lik bir DNA bant1 ¢ogaltilarak pozitif sonug verdigi yani hepsinin CTV kilif protein
geni icerdigi belirlenmistir. Bazi izolatlar (AD1, ES, E11, E28, I5, 110 ve 124) icin
yapilan taramalarda beyaz kolonilerin bazilarindan 750 bp’lik bant ¢cogaltilarak
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750 bp

750 bp

750 bp

Sekil 4.3. Farkli CTV izolatlarimin kilif protein genlerini iceren kolonilerin
belirlenmesi i¢in yapilan koloni PCR ile baz1 izolatlardan 750 bp’lik bantlarin elde

edildigini gosteren jel fotograflari.
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pozitif sonug elde edilirken bazilarindan ise daha kii¢iik bir DNA bant1 ¢cogaltilarak

negatif sonug verdigi yani CTV kilif protein geni icermedigi belirlenmistir.

Koloni PCR’ da pozitif sonug¢ vererek CTV kilif protein genlerini igerdigi kesin
olarak belirlenen beyaz kolonilerden her bir izolat i¢in bes tanesi se¢ilerek ampisilin
igeren 2X YT sivi ortamu igerisinde 37°C’ de calkalamali inkiibatorde 16 saat
boyunca biiylitiilmiistiir. Bunlarin hepsinden bir kismi alinarak gliserol stok
hazirlanip daha sonra kullanilmak iizere -80 °C derin dondurucuda saklanmustir.
Biiyiitiilen ve gliserol stoklar1 hazirlanan bakteri kolonilerinden ikisi segilerek
bunlardan MiniPrep plazmid DNA izolasyon kiti (BioBasic, Kanada) kullanilarak

plazmid izolasyonu yapilmustir.

Elde edilen bu plazmid DNA’ lar A-T klonlamasi yapilan bdlgenin her iki yaninda
bulunan ECORI restriksiyon enzimi kesme bolgelerinden kesim yaparak klonlanan
DNA pargasinit plazmidden ayiran ECoRI restriksiyon enzimiyle kesilmistir. Kesilen
DNA’ lar daha sonra %1’ lik agaroz jelinde biiylikliik markorleriyle birlikte
yiritiilerek etidyum bromiir ile boyandiktan sonra ultraviyole 1sik altinda
incelendiginde pozitif olan yaklasik 3000 bp biiyiikliigiinde pGEM-T Easy plazmid
DNA” s1 ve yaklagik 700 bp biiyiikliigiinde CTV kilif protein genine ait bant elde
edildigi goriilmiistir. Tim CTV izolatlarimin kilif protein genlerini igeren
plazmidlerin ECORI enzimiyle kesilmesi sonucunda elde edilen sonuglar Sekil 4.4” de
gosterilmistir. Bu sonuglar yakindan incelendiginde bazi izolatlardan (ES, E11 ve I5)
700 bp bant yerine daha kiiclik iki bant olustugu goézlenmistir (Sekil 4.4). Bu
sonuglar bu CTV izolatlarmin kilif protein genlerinde ECORI enzimi kesme
bolgesinin bulundugunu gdstermistir. Bunun sonucunda ise klonladigimiz izolatlarin

CTV kalif protiein genini tagidiklar1 kesinlesmistir.

Saflastirilan ve ECORI enzimiyle kesilerek CTV kilif protein genini tagidigir kesin
olarak belirlenen plazmidlerden bir tanesi segilerek DNA dizilimi belirlenmesi
amaciyla Refgen Biyoteknoloji (Ankara) firmasina gonderilmistir. CTV kilif protein
genlerini igceren pGEM-T Easy plazmidlerinin DNA dizilimi M13F ve M13R

primerleri kullanilarak dongii dizileme yontemiyle otomatik DNA dizileme cihaziyla
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Sekil4.4. EcoRI restiriksiyon enzimiyle yapilan kesimden sonra pGEM-T Easy

plazmitlerinin CTV kilif protein genini igerdigini gosteren jel fotograflari.
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yapilmistir. Her bir izolat i¢in elde edilen DNA dizilerinden 6ncelikle plazmide ait
bolgeler temizlenerek CTV kilif protein genine ait diziler elde edilmistir. Elde edilen
DNA dizileri Vector NTI (Invitrogen, ABD) dizi analiz programlarinda

incelenmistir.

4.4.Kilif Protein Genlerinin Dizi Analizi

4.4.1.Niikleotid Dizi Analizi

Ulkemizde farkli bolgelerden alman CTV izolatlarmin kilif protein genlerinin
niikleotid dizilimleri kendi aralarinda karsilastirildiginda izolatlarin kilif proteinleri
arasinda % 91-100 arasinda degisen oranlarda benzerlik oldugu bulunmustur. En ¢ok
benzerlik %100°] iik oranla Edremit Korfezinden Satsuma mandarinden E28 izolati
ile Rize’den yine Satsuma agac¢larindan alinan R20 izolat1i arasinda oldugu
belirlenmistir. R20 izolat: daha sonra en fazla benzerligi %99 luk oranla Izmir
bolgesinden alinan 110 Satsuma izolatiyla gostermistir. R20 izolati en fazla
benzerligi E28 ve 110 izolatiyla gosterirken ayni bolgeden alinan R38 izolat1 %98’
lik benzerlik oraniyla en fazla benzerligi Edremit Korfezi ve Kiy1 Ege Bolgelerinden
alinan El11, I5 ve 124 Satsuma izolatlartyla gdstermistir. izolatlar bolgelere gore
incelendiginde ayni bolgeden alinan izolatlar arasinda en fazla benzerlik %99’ luk
oranla Antalya ilinden Washington Navel portakalinda alinan A22 ile A23 izolatlari
arasinda goriilmiistiir. Calisilan tlim izolatlarin birbirleriyle gosterdikleri niikleotid

dizi benzerlikleri Cizelge 4.1° de gdsterilmistir.

Kilif protein geni niikleotid dizi karsilastirmasina gore tiim izolatlardan en ¢ok
farklilik gosteren Cukurova Bolgesinden Yafa portakal agacindan alinan ADI
izolati olmustur. Bu izolat Edremit Korfezinden alman E5 ve E28 ve Kiy1 Ege
Bolgelerinden alinan IS5 ve 110 izolatlartyla sadece %91 benzerlik gostermistir. AD1
izolat1 ayn1 bolgeden bir kamkat bitkisinden alinan AD15 izolatiyla da sadece %92
oraninda benzerlik gdsterdigi belirlenmistir. Buna karsin ayni izolat Cukurova
bolgesinden alinan AD3 ve AD7, Rize’den toplanan R20, Edremit korfezinde
bulunan E11 ve Kiy1 Ege bolgesinden alinan 124 izolatlariyla %97 gibi yiiksek bir
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Cizelge 4.1 Ulkemizdeki CTV izolatlarinin niikleotid dizilerinin benzerlik oranlar

izolat Ad: R20 | E28 | 110 | E5 I5 | Ap15 | R7 | A22 | A23 | AD1 | AD3 | AD7 | R38 | E11 | 124
CPG | CPG | CPG | CPG | CPG | CPG | CPG | CPG | CPG | CPG | CPG | CPG | CPG | CPG | CPG
R20 CPG 100 | 99 97 97 93 92 93 93 91 92 92 93 93 92
E28 CPG 98 97 97 92 92 93 93 91 92 92 93 93 92
110 CPG 97 96 92 92 93 93 91 93 92 93 92 93
E5 CPG 99 91 93 92 92 91 91 92 92 93 92
I5 CPG 91 93 93 93 91 92 92 93 93 93
ADI15 CPG 93 94 94 92 94 93 94 93 93
R7 CPG 96 96 95 96 96 96 97 97
A22 CPG 99 96 97 97 97 98 98
A23 CPG 96 97 97 97 98 98
ADI CPG 97 97 97 97 97
AD3 CPG 98 99 98 98
AD7 CPG 98 98 98
R38 CPG 99 99
El1 CPG 99
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oranda benzerlik gostermistir. Ayrica Adana civarinda bir kamkat bitkisinden alinan
ADI5 izolat1 da E5 ve I5 izolatlariyla %91 oraninda benzerlik gostererek en cok

farklilik gosteren izolatlardan biri olmustur.

Gen bankas1 veritabanlarinda diinyanin farkli turunggil iiretim bolgelerinden elde
edilen yaklasik 200 farkli izolatin kilif protein geninin dizilimi bulunmaktadir. Gen
bankasinda bulunan bu CTV protein genlerinin niikleotit dizilimleri alinarak
tilkemizin farkli bolgelerinden elde edilen CTV izolatlarinin kilif protein genlerinin
niikleotid dizilimiyle karsilagtirarak iilkemizde bulunan CTV izolatlarinin diger
uluslararas1 izolatlarla benzerlik oranlar1 belirlenmistir. Yapilan karsilastirmalar
sonucunda iilkemiz CTV izolatlariin diinya izolatlariyla %89-99 arasinda degisen

oraninda benzerlik gosterdikleri belirlenmistir.

Bu calismada kullanilan 14 CTV izolatiyla en ¢ok benzerlik gosteren bes uluslarasi
izolatin isimleri, iilkeleri ve  bunlarin benzerlik oranlart Cizelge 4.1° de
gosterilmistir. Cizelge yakindan incelendiginde niikleotid dizi benzerligi bakimindan
tilkemiz izolatlarindan A23, AD1, AD3, AD7, R7, R38, E11, 124’ le en ¢ok benzerlik
gosteren izolatin %97-99 arasinda degisen oranlarla Portekiz’ den Klon 19-21 oldugu
bulunmustur. Diger izolatlardan ii¢ tanesi (I10, ve R20, E28) en ¢ok benzerligi %98
ve %99 oranlartyla Italya’ dan CTV0032 izolatiyla gostermislerdir. AD15 ve ES
izolatlarinin en ¢ok benzerligi sirasiyla %98 ve %99 oranlariyla ABD’den AT9-12 ve
CH-P117 izolatlaryla gosterdikleri belirlenmistir. Geriye kalan A22 ve I5 izolatlari
ise en cok benzerligi sirastyla Giiney Kore’den Pfam01785 (%99) ve Kiiba’dan
CPC41J-12 (%98) gostermistir. Ayrica Meksika’dan TAMI11, Yeni Zelanda’dan
NZRBI1 ve CB6, iran’dan Kaaz ve TN1, Cin’den CHN-N3, Arjantin’den C257-9,
Yunanistan’dan G17 ve G73, Ispanya’dan B35 ve Kibris’tan CY95 14-46 ve CY92
57-52 izolatlar iilkemizin farkli bolgelerinden elde edilen CTV izolatlariyla en ¢ok
benzerlik gosteren bes izolat igerisinde yer aldiklari belirlenmistir. Diger taraftan
Portekiz’den Strain 2-98, Hindistan, CTV-Delhi, Arjantin’ den C257-2 klon2,
Cin’den JX1-1, Kibris’tan CY89-60-36 izolatlar1 niikleotid dizi benzerligi
bakimindan iilkemiz CTV izolatlariyla en az benzerlik gosteren izolatlar olduklari

bulunmustur.
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Cizelge 4.2. Ulkemizdeki CTV izolatlar1 ile diinyadaki CTV izolatlarinin niikleotid

dizilerinin benzerlik oranlari

izolat Ady I 1 1 1\% N
Giiney Kore Portekiz Yeni Zelanda Meksika [ran
A22 Pfam01785 Klon 19-11 CB6 TAMI11 Kaaz
%99 %98 %98 %97 %97
Portekiz Giiney Kore | Yeni Zelanda Meksika [ran
A3 Klon 19-21 Pfam01785 CB6 TAMI11 Kaaz
%98 %98 %98 %97 %97
Portekiz Giiney Kore Meksika Yeni Zelanda [ran
ADI Klon 19-21 Pfam01785 TAMI1 NZRB1 TN1
%97 %96 %96 %95 %95
Portekiz Meksika Yeni Zelanda | Giiney Kore Arjantin
AD3 Klon 19-21 TAMI11 NZRBI1 Pfam01785 C257-9
%98 %98 %97 %96 %96
Portekiz Giiney Kore | Yeni Zelanda Meksika [ran
AD7 Klon 19-21 Pfam01785 NZRBI1 TAMI11 Kaaz
%98 %97 %97 %97 %97
ABD Kibris Giiney Kore Portekiz Meksika
ADIS AT9-12 CY92-57-52 Pfam01785 Klon 19-21 TAMI11
%98 %96 %94 %93 %93
Portekiz fran Yeni Zelanda Meksika Giiney Kore
R7 Klon 19-21 TNI1 NZRB1 TAMI11 Pfam01785
%97 %97 %97 %96 %96
Italya Yunanistan Kiiba fran Cin
R20 CTV0032 G73 CPC41J-12 TNI CHN-N3
%99 %99 %98 %98 %98
Portekiz Meksika [ran Yeni Zelanda | Giiney Kore
R38 Klon 19-21 TAMI11 Kaaz NZRBI Pfam01785
%99 %98 %98 %98 %97
ABD Kiiba Yunanistan Iran Cin
E5 CH-P117 CPC41J-12 G17 TNI1 CHN-N3
%99 %98 %98 %98 %98
Portekiz Yeni Zelanda Meksika fran Arjantin
Klon 19-21 NZRB6 TAMI11 Kaaz C257-9
Ell %99 %99 %98 %98 %98
Italya Yunanistan Kiiba fran Cin
F28 CTV0032 G73 CPC41J-12 TNI CHN-N3
%99 %99 %98 %98 %98
Kiiba Portekiz Ispanya Cin fran
CPC41J-12 | Klon 19-21 B35 CHN-N3 TNI1
15 %98 %98 %98 %98 %98
Italya Yunanistan Iran Ispanya Cin
110 CTV0032 G17 TNI B35 CHN-N3
%98 %98 %97 %98 %97
Portekiz Yeni Zelanda Meksika [ran Kibris
4 Klon 19-21 NZRB1 TAMI11 Kaaz CY95 14-46
%99 %98 %98 %98 %98
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4.4.2. Amino Asit Dizi Analizi

Ulkemizde farkli bélgelerden alinan CTV izolatlarmin kilif protein genlerinin amino
asit dizilimleri kendi aralarinda karsilagtirildiginda izolatlarin kilif proteinleri
arasinda %90 ile %100 arasinda degisen oranlarda benzerlik oldugu bulunmustur.
Calisilan tiim izolatlarin birbirleriyle gdsterdikleri niikleotid dizi benzerlikleri
Cizelge 4.3’de gosterilmistir. En ¢ok benzerlik %100’ liikk oranla sirasiyla Edremit
Korfezi, Kiy1 Ege ve Dogu Karadeniz bolgelerinden alinan Satsuma izolatlarindan
E11, 124, ve R38 izolatlar1 arasinda oldugu belirlenmistir. Ayrica sirasiyla Edremit
Korfezi ve Kiy1 Ege Bolgesinden Satsuma izolatlar1 E5 ve IS5 ve Edremit
Korfezinden alinan E28 ve Rize’den alinan R20 izolatlariin kilif protein genleri de
%100 benzerlik gostererek en ¢ok korunmus izolatlar olarak belirlenmistir. %100
oranla en ¢ok benzerlik gosteren ¢ok sayida izolat olmasina ragmen bu izolatlardan
hicbiri kendi bdlgesindeki izolatlarla %100 benzerlik gostermeyip farkli bolgelerden
izolatlarla gostermistir. Bu benzerlikler daha ¢ok Satsuma mandarin yetistiriciliginin
yapildigi Edremit Korfezi, Kiyr Ege ve Dogu Karadeniz bolgelerinden alinan
izolatlar arasinda bulunmustur. iki Antalya izolati A22 ve A23 niikleotid dizi
karsilastirilmasinda ayni bolgeden olan izolatlar arasinda en ¢ok dizi benzerligi
gosterirken amino asit diziliminde kendi aralarinda %98 oraninda benzerlik
gosterirken Edremit Korfezinden E11 ve Dogu Karadeniz Bolgesinden R38
izolatlariyla daha fazla (%99) benzerlik gosterdikleri belirlenmistir.

Kilif protein geni amino asit dizi karsilagtirmasina gore tiim izolatlar igerisinde %90
oranla en az benzerligin Dogu Akdeniz Bolgesinde bir Yafa portakal agacindan
alman AD1 ve yine aymi bolgeden bir kamkat agacindan alinan A1S5 izolatlar
arasinda oldugu belirlenmistir. Tim izolatlarla karsilastirildiginda diger izolatlarin
kilif protein genlerinin amino asit dizilimiyle %90 ile %95 arasinda benzerlik
gosteren AD1 izolat1 bu ¢aligmada arastirilan izolatlar arasinda en farkli izolat olarak
belirlenmistir. AD15 en diisiik (%90) bezerlik gosterdigi AD1 izolat1 yaninda diger

izolatlarla %93 ile %95 oraninda benzerli gostererek en farkli ikinci izolat olmustur
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Cizelge 4.3. Ulkemizdeki CTV izolatlarinin aminoasit dizilerinin benzerlik oranlari

izolat CTV | CTV | CTV | CTV | CTV | CTV | CTV | CTV | CTV | CTV | CTV | CTV | CTV | CTV | CTV
Ad A22 | A23 | AD1 | AD7 | AD15S | E28 | R20 110 ES IS R7 | AD3 | 124 E11 | R38
CpP Cp CpP Cp Cp Cp Cp CpP CP CP CP CpP CP CpP Cp
A22 CP 98 94 97 94 96 95 94 95 96 96 96 98 99 99
A23 CP 94 97 93 95 94 94 95 96 96 96 98 99 99
ADICP 95 90 91 91 91 92 92 93 93 95 95 95
AD7CP 95 94 93 94 95 96 96 96 98 99 99
ADI5CP 94 94 94 94 95 95 95 94 94 94
E28 CP 100 97 97 97 96 92 95 95 95
R20 CP 97 96 97 96 92 95 95 95
110CP 96 96 95 93 94 95 95
E5 CP 100 98 93 96 96 96
I5 CP 98 94 96 97 97
R7CP 95 97 98 98
AD3CP 96 97 97
124CP 100 100
E11 CP 100
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Diinyanin farkli turunggil iiretim bolgelerinden elde edilen ve Gen bankasi veri
tabanlarinda kilif protein gen dizilimi bulunan 200 farkli izolatin kilif protein
genlerinin amino asit dizilimleri alinarak {iilkemizin farkli bolgelerinden elde edilen
CTV izolatlarinin kilif protein genlerinin amino asit dizilimiyle karsilastirilmistir. Bu
karsilastirmalar sonucunda iilkemizde bulunan CTV izolatlarinin diger uluslararasi
izolatlarla benzerlik oranlari amino asit diizeyinde de belirlenmistir. Yapilan
karsilagtirmalar sonucunda iilkemiz CTV izolatlariin diinya izolatlariyla 89-100%
arasinda degisen oranda benzerlik gosterdikleri belirlenmistir. Bu caligmada
kullanilan 15 CTV izolatin amino asit diziliminde en c¢ok benzerlik gosteren bes
uluslararas1 izolatin isimleri, iilkeleri ve bunlarin iilkemiz izolatlariyla benzerlik
oranlar1 Cizelge 4.3’ de verilmistir. Sonuclar yakindan incelendiginde iilkemiz
izolatlar1 bes tanesinin amino asit dizilimi bakimindan say1 olarak en fazla Portekiz
izolatlarinin kilif protein genleriyle benzerlik gosterdikleri belirlenmistir. Bu
izolatlardan Antalya’dan portakal agacindan alinan A22 ve A23 ve Izmir
bolgesinden Satsuma agacindan alinan 124 izolati Portekiz’ den Klon 6.5 %98-99
arasinda degisen oranlarla en fazla benzerlik gosterirken Rize ve Edremit
Korfezinden alinan R38 ve El1 izolatlar1 sirasiyla %99 ve %100 oraniyla en ¢ok
benzerligi Portekiz’den 19-21 izolatiyla gostermistir. Calisilan 15 izolat igerisinden
Edremit Korfezinden alman EI11 ve E28 sirasiyla  Portekiz’den 19-21 ve
Yunanistan’dan G73 izolatlartyla %100 benzerlik gosterdikleri belirlenmigtir. Ayni
sekilde Rize’ den alman R38 ve Izmir bolgesinden alman IS5 izolatlar1 sirasiyla
Portekiz’ den 19-21 ve Ispanya’ dan B35 izolatlartyla %100 benzer oldugu tespit
edilmistir. izolatlardan dért tanesi (110, R20, ES ve E28) en ¢ok benzerligi %96 ve
%100 oranlariyla Yunanistan’ dan G17 veya G73 izolatiyla gostermislerdir. Bunun
yaninda Adana’dan alinan AD3 ve AD7 yaninda Rize’den alinan R7 izolat1 %96 ile
%99 arasinda degisen oranlarla en ¢ok benzerligi Yeni Zelanda’ dan NZRB 11
izolatiyla gostermistir. Geriye kalan AD1 ve ADI1S5 izolatlari ise en cok benzerligi
sirastyla %95 oraninda Hirvatistan’ dan FN-D ve %95 oraninda Misir’ dan Qaha
izolatiyla gdstermislerdir. Ayrica Meksika’ dan Colima 1997, iran’ dan TN2, Cin’
den JX-1-1, Florida’ dan T36 FS2-2 , italya’ dan 0032, Portekiz’ den Klon 25-20,

ve Sirbistan’ dan TN6-31 izolatlarinin iilkemizin farkli bolgelerinden elde edilen
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Cizelge 4.3. Ulkemizdeki CTV izolatlari ile diinyadaki CTV izolatlarinin aminoasit

dizilerinin benzerlik oranlari

1zolat
Ad | 11 111 v \%
Portekiz Hirvatistan Yeni Zelanda Cin Ispanya
Klon 6.5 FN-D NZRB 11 JX-1-1 B53
A22 %98 %98 %97 %97 %97
Portekiz Hirvatistan Yeni Zelanda Cin Ispanya
A2 Klon 6.5 FN-D NZRB 11 JX-1-1 B53
3 %98 %97 %97 %97 %97
Hirvatistan Ispanya Yeni Zelanda Cin Portekiz
ADI1 FN-D B53 NZRB 11 L-5 Klon 6.5
D %95 %95 %94 %94 %94
Yeni Zelanda Portekiz Hirvatistan Ispanya Cin
A NZRB 11 Klon 6.5 FN-D B53 JX-1-1
D3 %96 %96 %96 %95 %95
Yeni Zelanda Portekiz Hirvatistan Ispanya Cin
NZRB 11 Klon 6.5 FN-D B53 IX-1-1
AD7 %99 %98 %97 %97 %97
Maisir Florida Iran Meksika Yunanistan
A Qaha T36 FS2-2 TN2 Colimal997 G73
D15 %97 %97 %94 %94 %93
Yeni Zelanda Ispanya Cin Iran Sirbistan
NZRB 11 B35 JX-1-1 TNI1 T6-31
R7 %98 %098 %98 %98 %98
Yunanistan Ispanya Italya fran Portekiz
R20 G73 B35 0032 TN2 Klon 25-20
%99 %96 %96 %96 %96
Portekiz Hirvatistan Ispanya Y. Zelanda Cin
Klon 19-21 FN-D B53 NZRBI11 JX-1-1
R38 %100 %99 %99 %98 %98
Ispanya Yunanistan Sirbistan Meksika Iran
B35 G17 TN6-31 Colimal997 TN2
15 %100 %100 %99 %99 %99
Yunanistan Ispanya Italya Portekiz Meksika Colima
CTV G17 B35 0032 Klon25-20 1997
110 %96 %96 %96 %95 %95
Portekiz Ispanya Yeni Zelanda Hirvatistan Cin
Klon 6.5 B53 NZRB 11 FN-D IX-1-1
124 %99 %99 %98 %98 %98
Yunanistan Meksika Iran Ispanya Sirbistan
G17 Colima 1997 TN2 B35 TN6-31
ES %99 %99 %99 %98 %98
Portekiz Hirvatistan Ispanya Yeni Zelanda Cin
Klon 19-21 FN-D B53 NZRB 11 IX-1-1
Ell %100 %99 %99 %98 %98
Yunanistan Ispanya Italya fran Portekiz
E28 G73 B35 0032 TN2 Klon 25-20
%100 %97 %97 %96 %96
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CTV izolatlartyla en ¢ok benzerlik gosteren bes izolat igerisinde yer aldiklari
belirlenmistir. Diger taraftan Portekiz’ den F12, Arjantin’® den C257-2 klon 2,
Hindistan’ dan Nagpur ve DKG1, Iran’ dan iran 3 ve Japonya’ dan B185 izolatlari
amino asit dizi benzerligi bakimindan {ilkemiz CTV izolatlariyla en az benzerlik

gosteren izolatlar olduklari bulunmustur.

4.5. Filogenetik Analiz

Ulkemizin farkli turunggil iiretim alanlarmdan elde edilen CTV izolatlarinin
birbirleriyle genetik iligkisini belirlemek amaciyla 15 farkli izolatin kilif protein
genlerine ait niikleotid ve amino asit dizileri kullanilarak filogenetik analizler
yapilmistir. Niikleik asit dizilimine gore olusturulan filogenetik soy agaci Sekil 4.5’
de gosterimistir. Niikleik asit dizileri kullanilarak yapilan filogenetik analizler
sonucunda izolatlarin genetik iliskisi belirlenmistir. Bu analizlere goére birbirine
yakin iligki gosteren iki ana grup belirlenmistir. Bu gruplardan birincisi yedi izolat
igerirken ikinci grup alt1 izolat1 kapsamistir. E11, I 24 ve R38 izolatinin kilif protein
genleri filogenetik analizde iicli ayn1 anlamina gelen “trichotomy” olusturmus olup
birbirlerinden farkliliklar1 bulunamamistir. Bu nedenle de izolatlar hi¢bir gruba dahil
edilemeyip genetik olarak diger izolatlardan farkli olduklar1 ve kilif protein gen
dizilimine gore evrimsel olarak birbirlerine en yakin izolatlar olduklar1 belirlenmistir.
Olusturulan soy agaglarinin dallar1 372-1000 arasinda degisen bootstrap degerleriyle
desteklenmekte olup tesadiifii olmadigi ve soy agacindaki dallardan c¢ogunun
istatistiksel acidan desteklendigini gostermistir. Niikleik asit dizilimine gore
olusturulan filogenetik soy agaci Sekil 4.5 de gosterilmistir. Birinci grupta bulunan
izolatlarin biri (AD15) hari¢ tamami Satsuma bitkisinden elde edilen izolatlar
olurken ikinci gruptaki izolatlar biri hari¢ tamami turung lizerine asili portakaldan
elde edilen izolatlar1 icermektedir. Bu da kilif protein genlerinin niikleotid
dizilimlerine gore yapilan filogenetik analizlerde izolatlarin cografik bolgelere gore
degil daha c¢ok alindiklar1 konukg¢u turunggil tiirlerine gore gruplandigi tespit

edilmistir.

44



— R20 CPG

973

505

955

735

970

1000

958

— E28 CPG

110 CPG

— E5 CPG

989

—— I5CPG

AD15 CPG

R7 CPG

—— A22 CPG

999

—— A23 CPG

372

AD1 CPG

— AD3 CPG

TRICHOTOMY

414

408

—— AD7 CPG

R38 CPG

E11 CPG

124 CPG

Sekil 4.5. Ulkemizdeki CTV izolatlarinin kilif protein geni niikelotid dizilerinin

TreeView programu ile olusturulan filogenetik soy agaci.
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Ulkemizin farkli turunggil iiretim alanlarindan alnan CTV izolatlarmin kilif
proteinlerine ait amino asit dizilimi kullanilarak yapilan filogenetik analizler
sonucunda da niikleik asit dizileriyle olusturulan soy agacina benzer bir soy agaci
elde edilmistir. Olusturulan soy agaglarinin dallar1 212-966 arasinda degisen
bootstrap degerleriyle desteklenmekte olup tesadiifii olmadigi ve soy agacindaki
dallardan cogunun istatistiksel agidan desteklendigini gostermistir. Kilif protein
genlerinin amino asit dizilimine gore olusturulan filogenetik soy agaci Sekil 4.6’ da
gosterilmektedir. Olusturulan soy agacinda iki ana grupta ayrilan izolatlar daha ¢ok
elde edildikleri konukgulara gore gruplanmiglardir. Ancak soy agaci yakindan
incelendiginde her iki grunun alt gruplara ayrildigi ve ara gruplarin olustugu
gozlenmistir. Olusturulan soy agaclarinin dallar1 212-966 arasinda degisen bootstrap
degerleriyle desteklenmekte olup soy agacindaki dallardan bir kisminin ¢ogunun
istatistiksel agidan desteklendigini gostermistir. E11, I 24 ve R38 izolatlarinin kilif
protein genlerinin amino asit dizilimi filogenetik analizde {i¢ii ayn1 anlamina gelen
“trichotomy” olusturmus olup birbirlerinden farkliliklar1 bulunamamistir. Bu nedenle
de izolatlar hicbir gruba dahil olamayip genetik olarak diger izolatlardan farkl

olduklar1 ve evrimsel olarak birbirlerine en yakin izolatlar olduklar1 belirlenmistir.

Amino asit dizilimine gore yapilan filogenetik analizlerde olusan birinci grubun
E28, R20, 110, ES5, 15, AD15, R7 ve AD3 izolatlarin1 igerdigi belirlenmistir. Bu grup
yakindan incelendiginde E28, R20 ve 110 izolatlarin1 iceren bir alt grup ve bunun
yaninda E5 ve IS5 izolatlarini igeren ikinci bir alt grup belirlenmistir. Bu grup ve alt
gruplarinda bulunan izolatlardan AD15 ve AD3 hari¢ tamaminin Satsuma izolatlari
oldugu tespit edilmistir. Olusan ikinci ana grup sadece Akdeniz bolgesinden ADI,
AD7, A22 ve A23 izolatlarin1 kapsamakta olup bu da kendi iginden biri sadece AD1
ve AD7 Dogu Akdeniz bolgesi izolatlarini digeri ise A22 ve A23” den olusan Bati
Akdeniz izolatlarini iceren iki alt gruba ayrilmistir. Bu gruptaki izolatlardan AD7
hari¢ tamamu portakal agaglarindan toplanan izolatlar1 olusturmaktadir. Birinci grup
icerisinde yer alan ancak iki alt gruptaki izolatlardan daha farkli olarak tam bir alt
gruplama gostermeyen ADI15, R7 ve AD3 izolatlar1 sirasiyla Kamkat, Satsuma ve
Portakal gibi farkli konukculardan alinan izolatlar olup cografik ve biyolojik olarak

birinci ve ikinci grup arasinda 6zellikler gostermektedirler.
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Sekil 4.6. Ulkemizdeki CTV izolatlarmin kilif protein geni amino asit dizilerinin

TreeView programu ile olusturulan filogenetik soy agaci.
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Bu sonuglar bu izolatlarin ara izolatlar oldugunu gostermektedir.

Yapilan filogenetik analizler iilkemizin farkli turunggil iiretim bolgelerinden alinan
izolatlarin genetik olarak benzerlik gosterdigi ve bolgelerden daha ¢ok alinan
konukcuya gore farklilik veya benzerlik gosterdikleri belirlemistir. Izolatlarn kilif
protein genlerinin hem niikleotide hem de amino asit dizilimlerine gore yapilan
analizler Ug yaprakli portakal iizerine asili olarak Satsuma yetistiriciliginin yapildig
Kiy1 Ege, Edremit Korfezi ve Dogu Karadeniz bdlgelerinden alinan izolatlarin
birbirleriyle daha yakin genetik iligki gosterdikleri belirlemistir. Ayni sekilde turung
tizerine asili portakal yetistiriciliginin yapildig1 Akdeniz bolgesinden alinan izolatlar
cogunlugunun birbirleriyle daha yakin genetik iliski gosterdigi tespit edilmistir. Her
bir gruptan farkli olarak kamkat bitkisinden alinan AD15 izolati ise Satsuma grubu

izolatlara daha yakin olmasina ragmen her iki grup arasinda yer almugtir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Yapilan bu c¢aligmada tilkemizde farkli turunggil alanlarindan elde edilen 15 farklh
Turunggil tristeza virlistiniin kilif protein genleri uygun vektorlerle klonlanarak
dizilimi belirlenmistir. Elde edilen kilif protein genlerinin niikleotid ve amino asit
dizilimleri kendi aralarinda ve gen bankasinda niikleotid ve amino asit dizileri
bulunan diinyadaki diger CTV izolatlariyla karsilastirilmistir. Ulkemizde CTV’ niin
bulundugu 1980’ li yillardan bu yana bilinmesine ragmen yapilan ¢aligmalar sadece
Cukurova bolgesiyle sinirlt kalmigtir (Baloglu 1988; Korkmaz 2002). Bu nedenle
iilkemizde CTV yayginlig1 ve izolatlarinin biyolojik ve molekiiler karakterizasyonu
konusunda calismalar eksik kalmistir. Bu eksikligi gidermek amaciyla son yillarda
tilkemizdeki tiim turunggil {iretim alanlarin1 kapsayan survey calismalar1 yapilarak
CTV’ niin yayginligi ve farkli bolgelerden elde edilen izolatlarin indikator bitkiler
tizerinde biyolojik Ozellikleri belirlenmistir (Korkmaz vd., 2008). Bu calismada
farklr turunggil tiretim bolgelerinde yetistirilen farkli turuncggil tiirlerinden elde edilen
CTV izolatlarinin molekiiler dzellikleri karakterize edilmistir. Ulkemizdeki CTV
izolatlarinin kilif protein gen dizilimlerinin belirlenmesi konusunda yapilan ilk
calismadir. Ulkemiz CTV izolatlarinin kilif protein gen dizilimleri belirlenerek, bu
izolatlarin birbirleriyle ve diinyadaki diger CTV izolatlariyla genetik benzerlikleri ve

farkliliklar1 ortaya konulmustur.

Ulkemiz CTV izolatlarinin kilif protein genlerin niikleotid ve amino asit dizileri
karsilagtirildiginda izolatlar arasinda sirasiyla % 91-99 ve 9% 90-100 arasinda
degisen oranlarda benzerlik oldugu bulunmustur. Bu oranlar daha once diinyanin
farkli turunggil iiretim bolgelerinde yapilan c¢aligmalarda elde edilen oranlarla

paralellik gostermektedir (Barzager vd., 2005a; Papayiannis, 2007).

Bu caligmada kilif protein gen dizilimi karsilastirilan 15 izolattan sadece E28 ile R20
izolatlarinin niikleotid diziliminde %100 benzerlik gdsterdigi ve iilkemizin genetik
olarak en yakin izolatlar1 olduklar1 ortaya konmustur. ki izolat farkli turunggil
tiretim bolgesinden alinmasina ragmen her ikiside {i¢ yaprakli portakal iizerine asili

Satsuma agaclarindan izole edilmistir (Cizelge 3-1). Her iki izolatin da biyolojik
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karakterizasyonu daha onceden yapilmis olup her ikiside Meksika layminda yaprak
damar acilmasi, yaprak kivrilmasi ve zayif da olsa gévde cukurlagsmasina neden
olmaktadirlar (Korkmaz vd., 2008). Genel olarak bakildiginda bu ¢alismada kilif
protein gen dizilimi analizi yapilan izolatlar bolgesel olarak ayrilmak yerine daha ¢ok
alindiklar1 konukgularina gore gruplanmaktadirlar. Filogenetik analizlerde olusan iki
ana grubun biyolojik 6zellikleri karsilastirildiginda 6zellikle amino asit dizilinine
gbre olusturulan soy agacindaki birinci grubun Meksika layminda orta ve zayif
siddete govde ¢ukurlagsmasina yol acan E28, R20, 110, ES, IS, AD15, R7 ve AD3
izolatlarini icerdigi belirlenmistir. Buna karsin ikinci grupta yer alan AD1, AD3, A22
ve A23 izolatlarin ise meksika layminda sadece yaprak damar agilmasina neden
oldugu bilinmektedir (Cizelge 3.1) (Korkmaz vd., 2008). Bu sonuglar genetik
benzerlik gosteren izolatlarin cografik ozelliklerinden daha ¢ok alindiklar1 konuk¢u
ve indikator bitkilerde olusturduklar: belirtiler gibi biyolojik 6zellikleri bakimindan
benzer olduklar1 ve ona gore gruplandiklar1 belirlenmistir. Benzer bulgular daha once
farkli turunggil iiretim bolgelerinden CTV izolatlarin kilif protein gen analizlerinde
de elde edilmis olup filogenetik siniflandirmalarin izolatlarin biyolojik 6zellikleriyle
paralellik gosterdigi belirlenmistir (Mawassi vd., 1992; Pappu vd., 1993; Cevik vd.,
1995; Roy vd., 2002; Barzegar vd., 2005a; Papayiannisvd., 2007; Jiang vd., 2008).

Ulkemizde farkli turunggil iiretim alanlarmdan alinan izolatlar diinyanin diger CTV
izolatlariyla karsilagtirildiginda kilif protein genlerinin niikleotid diziliminde 89-99%
oraninda benzerlik oldugu belirlenmistir. Calisilan 15 izolattan sekiz tanesi en fazla
benzerligin Portekiz’den Strain 19-21 izolatiyla gdstermistir. Bu izolatin Meksika
layminda gévde cukurlasmasina neden oldugu bildirilmistir (Sequeira vd., 1999).
Geriye kalan izolatlardan {i¢ tanesi R20, E28 ve 110 en ¢ok benzerligi Italya’dan
CTV0032 izolatiyla gdstermistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda Italya’dan 0032
izolatinin gévde ¢ukurlasmasina neden oldugu bildirilmistir (Barbarossa vd., 2006).
Ulkemiz izolatlariyla en cok benzerlik gdsteren bes izolat igerisinde cesitli
tilkelerden farkli izolat bulunmaktadir. Bunlar arasinda bulunan izolatlarin ¢ogunun
biyolojik ozellikleri bilinmemekle birlikte Cin CHN-N3 izolatt gdvde
cukurlagsmasina neden oldugu bildirilmistir. Bu sonuglar kilif protein genlerinin

niikleotid dizilimine gdre yapilan analizler lilkemiz izolatlarinin ¢ogunlukla Akdeniz
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iilkelerinden alman CTV izolatlariyla benzerlik gosterdigini ortaya koyarak bu
izolatlarin bolgesel olarak yayildigmi gostermistir. Ulkemiz izolatlariyla en ¢ok
benzerlik gosteren izolatlarin gdvde cukurlagmasi belirtisine yol acan izolatlar olmasi
tilkemiz izolatlarinin bir kismmin govde ¢ukurlasmasina neden olabilecek siddetli
izolatlar oldugu tespit edilmistir. Daha 6nce yapilan biyolojik indeksleme ¢alismalari
bu izolatlarin Meksika layminda zayif ve orta siddette dal ¢ukurlagsmasina yol

agtiklar1 belirtilmistir. (Korkmaz vd., 2008).

Ulkemizdeki CTV izolatlarmin kilif protein genlerinin amino asit dizisi diinyadaki
diger CTV izolatlariyla karsilastirildiginda calisilan 15 izolattan sekiz tanesi en fazla
benzerligi Portekiz, Yunanistan ve Misir’ dan alinan izolatlarla gostermistir. Bu da
tilkemiz izolatlarinin daha ¢ok Akdeniz havzasinda yaygin olarak bulunan izolatlarla
benzer olduklarin1 gostermistir. Bu izolatlarin ¢ogunun biyolojik 6zellikleri
bilinmese de Portekiz’ den Klon 19-21° in Meksika layminda gévde ¢ukurlagsmasina
(Sequeira vd., 1999) ve Misir’dan Qaha izolatinin (Amin vd., 2006) ise hizli gogiiren
belirtilerine neden oldugu rapor edilmistir. Ulkemiz izolatlartyla en gok benzerlik
gosteren bes izolat igerisinde yer alan Cin JX1-1 izolatinin gévde c¢ukurlagmasi
(Zhang, 2006), Ispanya BS53 izolatinin cabuk gdgiiren ve portakalda govde
cukurlagsmasi ve B35 izolatinin ise siddetli gogiiren, govde cukurlagsmasi, fidan
sararmasi simptomlarini gosterdikleri belirlenmistir (Pappu vd., 1993). Ayrica italya
0032 izolatinin ise govde cukurlagsmasina neden oldugu daha dnce rapor edilmistir

(Barbarossa vd., 2006).

Yapilan bu ¢alismada iilkemizin bes farkli turunggil iiretim bdlgesinden alinan 15
farkli izolatin kilif protein gen dizilimi yapilarak molekiiler 6zellikleri ilk defa ortaya
konulmustur. Yapilan filogenetik analizlerde {ilkemiz izolatlarinin alinan konukgusu
ve biyolojik dzelliklerine gore gruplandiklar belirlenmistir. Uluslararas: izolatlarla
yapilan ¢oklu karsilagtirmalar {ilkemiz izolatlarinin bir kisminin gévde ¢ukurlagsmasi
ve hizli gogiiren gibi siddetli belirtilere yol agcan CTV izolatlariyla benzerlikler
gostererek iilkemizde de bu siddetli izolatlarin bulundugunu gostermistir. Ulkemizde
CTV’ niin varliginin belirlendigi 1980’11 yillardan bu yana az da olsa 6zellikle Dogu

Akdeniz bolgesinden alinan izolatlarin biyolojik karakterizasyonlar1 yapilarak
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iilkemizde sadece Meksika layminda yaprak damar agilmasina neden olan 1liml
izolatlarin bulundugu belirlenmistir (Baloglu, 1988; Yilmaz, 1999; Kamberoglu,
2001; Korkmaz 2002). ancak son yillarda farkli bolgeden alinan izolatlarla biyolojik
Ozelliklerini belirlemek amaciyla yapilan ¢aligmalarda Meksima layminda govde
cukurlagsmasina yol agtiginin belirlenmesiyle iilkemizde siddetli izolatlarin
olabilecegi ilk olarak one siiriilmiistiir (Korkmaz vd., 2008). Bu ¢alismanin bulgulari
tilkemizde CTV’ niin siddetli streylerinin bulunduguna dair daha onceki biyolojik
verileri destekleyen molekiiler verileri ortaya koyarak iilkemizde siddetli CTV
izolatlarin bulundugunu ve bunlara kars1 6nlem alinarak yayilmalarinin engellenmesi

gerektigini belirtmistir.
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