CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTiTUSU

YUKSEK LISANS TEZI

Saime Busra FIDANCI

DOGU AKDENiz BOLGESIi TURUNCGIL URETIM
ALANLARINDA  TURUNCGIL  PSOROSIS  VIRUSU

(CPsV)’NUN YAYGINLIGININ ARASTIRILMASI,
MOLEKULER OLARAK TANILANMASI VE
KARAKTERIZASYONU

BiTKi KORUMA ANABILIM DALI

ADANA-2018



CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

DOGU AKDENiZ BOLGESI TURUNCGIL URETIM ALANLARINDA
TURUNCGIL PSOROSIS VIiRUSU (CPsV)’NUN YAYGINLIGININ
ARASTIRILMASI, MOLEKULER OLARAK TANILANMASI VE
KARAKTERIZASYONU

Saime Biisra FIDANCI
YUKSEK LIiSANS TEZi

BiTKi KORUMA ANABILIM DALI

Bu Tez 13/07/2018 Tarihinde Asagidaki Juri Uyeleri Tarafindan
Oybirligi/Oyeeklugy ile Kabul Edilmistir.

Prof. Dr. Nuket ONELGE  Prof. Dr.Giilsen SERTKAYA Dr. Ogr. Uys. Orhan BOZAN
DANISMAN UYE UYE

Bu Tez Enstitimuz Bitki Koruma Anabilim Dalinda hazirlanmustir.
Kod No:

Prof. Dr. Mustafa GOK
Enstitt Mudura

Bu Cahsma C. U. Arastirma Projeleri Birimi Tarafindan Desteklenmistir.
Proje No: FYL-2016-6198

Not: Bu tezde kullanilan 6zgin ve baska kaynaktan yapilan bildiriglerin, gizelge ve
fotograflarin kaynak gosterilmeden kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri
Kanunundaki hiikimlere tabidir.




0z

YUKSEK LISANS TEZi

DOGU AKDENiZ BOLGESI TURUNCGIL URETIM ALANLARINDA
TURUNCGIL PSOROSIS VIRUSU (CPsV)’NUN YAYGINLIGININ
ARASTIRILMASI, MOLEKULER OLARAK TANILANMASI VE
KARAKTERIZASYONU

Saime Biisra FIDANCI

CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BiTKi KORUMA ANABILIiM DALI

Danisman : Prof. Dr. Nilket ONELGE
Yil: 2018, Sayfa: 83
Juiri : Prof. Dr. Nilket ONELGE
: Prof. Dr. Giilsen SERTKAYA
: Dr. Ogr. Uys. Orhan BOZAN

Bu calismada, Dogu Akdeniz Bolgesinde Turunggil kavlama hastalig
etmeni Citrus psorosis virus (CPsV) ile bulasik oldugu bilinen turunggil tiirlerinden
portakal, mandarin ve altintop bahcelerinde etmenin yayginhig: belirlenmis ve
alinan bitki orneklerinin biyolojik ve molekiler karakterizasyonu yapilmustir.
CPsV varyantlar: arasindaki farkliliklar birbirinden ayrilarak nikleotid dizilimleri
belirlenmistir. CPSV’nin tanilanmas: ve karakterizasyonu igin 50 farkli turunggil
agacindan siddetli kabuk kavlama lezyonu ve genc yapraklarda damar bantlasmasi,
mese yapragi deseni simptomu, yash yaprak ve concave gum simptomlar: gésteren
farkli ornekler toplanmigtir. Toplanan ornekler TT-PZR calismalariyla analiz
edilmistir. Kullanilan farkli primer giftleri ile CPsV’nin farkli gen bdlgeleri
belirlenmistir. Yapilan biyolojik indeksleme ¢alismalarinda ise tohumdan
yetistirilen 8 aylik Pineapple portakal (Citrus sinensis) fidanlarina CPsV’nin
inokulasyonu yapilmis ve enfekteli indikator bitkilerin ilk gelisen sirglinlerinde
CPsV’nin damar bantlagmasi ve sok simptomlar: gozlemlenmistir. Blast analizi ve
NCBI gen bankasindaki CPsV’nin referans genomlarinin karsilik gelen bolgeleri
ile nlikleotid dizilimlerinin %98 oraninda benzerlige sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Turuncgil, CPsV, TT-PZR, Biyolojik indeksleme, Turkiye



ABSTRACT

MSc THESIS

INVESTIGATION OF THE PREVALENCE OF CITRUS PSOROSIS
VIRUS (CPsV) IN THE CITRUS PRODUCTION AREAS OF THE
EASTERN MEDITERRANEAN REGION, AND ITS MOLECULAR
IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION
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Supervisor : Prof. Dr. Niket ONELGE
Year: 2018, Pages: 83
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: Prof.Dr. Giilsen SERTKAYA
. Asst. Prof. Dr. Orhan BOZAN

In this study, the prevalence of orange, mandarin and grapefruit orchards in
the Eastern Mediterranean region known to be contaminated with Citrus psorosis
virus (CPSV) disease has been determined. Biological and molecular
characterization of collected plant samples was carried out. The genomic
differences between the CPSV variants were separated to determine nucleotide
sequences. For the identification and characterization of CPSV, samples were taken
from 50 different citrus trees with severe barking lesions, vein banding and oak leaf
pattern symptoms on young leaves, old leaves and concave gum symptoms. The
collected leaf samples were analyzed by RT-PCR studies. Different gene pairs of
CPSV were identified by using different primer pairs.In the biological indexing
studies, CPSV was inoculated to 8 month old Pineapple oranges (Citrus sinensis)
plants which grown from the seed. Vein banding symtoms and shock reaction of
CPSV were observed in the first growth flushes of infected indicator plants during
biological indexing assays. Blast analysis showed that CPSV in the NCBI gene
bank had 98% similarity to nucleotide sequences with corresponding regions of
reference genomes.

Keywords: Citrus, CPsV, RT-PCR, Biological indexing, Turkey




GENISLETILMIS OZET

Turuncgiller diinyada oldugu gibi Ulkemizde de vyetistiriciligi yapilan
portakal (Citrus. sinensis), mandarin (C. reticulata), altintop (C. paradisi), limon
(C. limon) gibi tirleri kapsayan en 6nemli meyve gruplarindandir. Turunggil
yetistiriciligi yapilan alanlarda viris ve virls benzeri hastaliklar ekonomik olarak
turunggil tarimini kisitlayan en 6nemli faktorlerdendir ve Uretim yapilan bu
alanlarda 80’e yakin virlis ve virls benzeri hastalik oldugu bildirilmektedir
(Roistacher, 1991; Navarro, 1993). Dunya’da turuncgil yetistiriciligi yapilan
alanlarda ciddi ekonomik kayiplara neden olan viriis hastaliklarindan bir tanesi de
Turunggil kavlama hastaligina neden olan Citrus psorosis virs (CPsV)’udir.
Gunlmizde CPsV’nin iki farkl varyant: oldugu belirtilmistir. Bunlardan birincisi
hastaligin en cok gorilen 1rki olan Psorosis A (PsA), ikincisi ise hastaligin daha
siddetli 1rki olan Psorosis B (PsB)’dir (Fawcett ve Klotz, 1938). Ulkemizde ve
bélgemizde Turuncgil kavlama hastalig: ile ilgili bazi ¢calismalar yurutilmus fakat
bu iki irkin genomik farkliliklar ile ilgili herhangi bir ¢alisma yiritilmemistir. Bu
calisma ile Dogu Akdeniz Bolgesi farkli turunggil tdrlerini iceren turuncgil
bahcelerinde Turunggil kavlama hastaliginin yayginhg: belirlenmis, hastaligin
biyolojik ve molekiler karakterizasyonu yapilmistir. Ayrica CPsV’nin farkl
izolatlar1 arasindaki genomik farkliliklar birbirinden ayrilarak kismi genom
dizilimleri belirlenmistir. CPsV’nin Dogu Akdeniz Bolgesinde yayginligin
belirlemek amaciyla Adana, Mersin, Hatay illerinde 10 yasindan ve 10 dekardan
blyuk portakal, mandarin, altintop bahgelerinde ilkbahar ve sonbahar aktif geng
slirglin donemlerinde surveyler gerceklestirilmistir. Gerceklestirilen surveylerde
CPsV’nin karakteristlik simptomlarindan olan gen¢ yaprak simptomlar:
degerlendirilerek yayginlik durumu belirlenmistir. Yapilan arazi calismalar
sonucunda incelenen 11150 agacin 3663 tanesinin hastalikla enfekteli oldugu,
Dogu Akdeniz Bolgesi Adana, Mersin, Hatay illerinde portakal, mandarin ve

altintop yetistirilen bahcelerde toplam bulasikligin %33 oldugu tespit edilmistir.
Il



CPsV’nin tanilanmas: ve karakterizasyonu igin 50 farkli turuncgil agacindan kabuk
kavlama lezyonlar1 geng yapraklarda damar bantlasmasi, mese yapragi goruntisu
simptomlar:, yasli yaprak simptomlart ve concave gum simptomu gdosteren
agaclardan farkli ornekler toplanmistir. Araziden toplanan Ornekler biyolojik
indeksleme caligmasi icin Pineapple portakal tohumlarindan yetistirilen fidanlara
doku inokulasyonu yontemi ile aktarilmistir. Yaklasik iki ay gibi bir siire sonunda
portakal fidanlarimin ug sirgiinlerinde hastaligin karakteristik 6zelligi olan sok
reaksiyonlar1 gozlenmistir. Ayrica fidanlarin gen¢ yapraklarinda damarlar tizerinde
acik renkli damar bantlasmasi ve mese yaprag: gorintisu, olgun yapraklar tzerinde
kalict zamkli lekeler gozlenmistir. Geng yapraklar tzerinde gelisen simptomlarin
blyuk bolimu yapraklar olgunlastiginda gézden kaybolmuslardir.

Turuncggil bahgelerinden toplanan yaprak ornekleri CPsV’nin varligim
molekiler olarak belirlemek igin Ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu
(TT-PZR) yontemi ile analiz edilmistir. TT-PZR calismalarinda BC76/BC77,
BC78/BC79, Ps44/Ps45, Ps62/Ps63, CPV-1/CPV-2 primer ciftleri kullanilmistir.
Kullanilan primer ciftlerinden CPV-1/CPV-2 ve BC78/BC79 etmenin rutin
tanilamasinda her zaman basarili sonug verirken diger primer giftleri her zaman
ayn: basariyr gostermemistir.  CPsV ile enfekteli bitkiler saglikli bitkilerde
olmayan kilif protein geninin 350, 514, 600 nt uzunlugundaki bantlarin
gostermiglerdir. Kilif protein geninin belirli bolgelerinin  tanilanmaya ve
karakterize edilmeye calisildigi TT-PZR c¢alismalari sonucunda bdlgemizde
CPsV’nin yaygin olarak bulundugu, kabuk kavlama simptomlarinin PsA ve PsB
sendromlari ile ilgili oldugu ancak PsB sendromunun bélgemizde yaygin olarak
bulunmadigi PsA sendromunun bolgemizde daha yogun bulundugu belirlenmistir.
Direk sekanslama yontemi ile virlsin RNA3 ve RNA2 bolgelerinin kismi
nikleotid dizilimleri elde edilmistir. Filogenetik analiz ¢alismas: igin ise DNA
dizileri Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGATY) programi kullanilarak

““Neighbour joining’” metodu ile siniflandiriimustr.
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Blast analizi ile NCBI gen bankasindaki CPsV’iin referans genomlar: ile
karsilagtiritlmis ve bolgemizden elde edilen CPsV izolatlarinin RNA3 bdélgesinin
%96 oraninda, RNA2 bolgesinin ise %98 oraninda NCBI gen bankasinda yer alan

izolatlarla benzerlik olusturdugu belirlenmistir.
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1. GIRIS

Kokeni guneydogu Asya olan turunggiller; turung, portakal, mandarin,
altintop, limon ve bergamot gibi ekonomik degeri yiiksek olan Citrus cinsi meyve
agaci tlrlerini igine alan bir bitki toplulugudur. Modern anlamda turunggil tarim:
19. yuzyilda ABD’de baslamis ve hizla yayilmistir. Dlnya’da turunggil dretimi 35°
kuzey ve 35° giiney paraleller arasindaki bolgelerde yapilmaktadir. Meyve gruplar
icinde dunyada en cok yetistirilen ve tiketilen meyve grubudur. Dunya’da 9
milyon hektar alanda yaklasik 138 milyon ton turuncgil Uretilmektedir. Bu Gretimin
%57’si portakal, %230 mandarin, %11’i limon, %40 altintop ve %5’lik kismida
diger turuncgil cesitleri olusturmaktadir. Cin toplam turuncgil Gretiminin %24.1
kismini olusturarak en biylk turuncgil Ureticisi Glke iken, onu %315.4 payla
Brezilya ve % 8.1 pay ile Amerika Birlesik Devletleri takip etmektedir (FAO,
2014). Ulkemiz ise toplam diinya Gretimin %2.7’lik kismini olusturarak yaklasik
125 bin hektar alanda yapilan turuncgil tretimi ile en gok turunggil ureten tlkeler
arasinda 9. sirada yer almaktadir ( FAO, 2014).

Cizelge 1.1. Ulkelere gore turunggil uretim verileri (FAO, 2014)

SIRA ULKE URETIM (ton) ALAN (ha) PAY (%)
1 Cin 33.105.000 3.051.000 24.1
2 Brezilya 19.735.000 802.862 15.4
3 ABD 10.133.246 2.363.683 8.1
4 Hindistan 10.090.000 755.500 6.1
5 Meksika 7.613.105 556.789 5.1
6 ispanya 6.379.100 307.900 4.2
7 Misir 4.092.339 173.007 3.0
8 Nijerya 3.800.000 795.000 3.0
9 Turkiye 3.681.158 125.383 2.7
10 italya 2.744.779 154.764 2.2
2014 TOPLAM 135.169.941 9.634.816
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Tirkiye’de turuncgil cesitlerine goére Gretim verilerine bakildiginda
1.850.000 ton Uretim miktar: ile portakal ilk sirada yer almaktadir ve bunu sirasiyla

mandarin, limon, altintop izlemektedir. Cizelge 1.2° de turuncgil cesitlerinin

Tirkiyede’ki Uretim miktar: ve Uretim alan verileri yer almaktadir.

Cizelge 1.2. Tiirkiye turuncgil tretim verileri (TUIK, 2016)

CESIT URETIM ALANI (da) URETIM MIKTARI (TON)
Portakal 526.958 1.850.000
Mandarin 263.879 1.337.037
Limon 300.326 850.600
Altintop 61.554 253.120
Diger 132 2.250
Toplam 1.287.717 4.293.007

Ulkemizde turuncgil Gretiminin %91’inin yapildigi Akdeniz Bolgesi’ni
sirasiyla %8.5 ile Ege ve %0.5 ile Dogu Karadeniz Bolgeleri takip etmektedir
(Yesiloglu ve ark., 2007). Turkiye’deki toplam turunggilin %85’i Cukurova ve
Antalya Bolgesinde, %14’0 Ege Bolgesinde, %1‘lik kismi ise Karadeniz
Bolgesi’nde uretilmektedir (TUIK, 2016). Diinya’da turuncgil yetistirilen alanlarda
virlis ve virls benzeri hastaliklar ekonomik anlamda turunggil tarimini sinirlayici
en 6nemli faktorlerdendir ve Uretim yapilan bu alanlarda 80’e yakin viris ve viriis
benzeri hastalik oldugu bildirilmektedir (Roistacher, 1991). Bu hastaliklardan
bazilar1 Uretimi sinirlandirmas: sebebiyle, turunggil tarimini engelleyerek ve ayni
zamanda hassas tir veya anag¢ kalem kombinasyonlarin: 6liime kadar gotiirebilecek
derecede zarar vermekte iken, bazilari ise bulasik olduklari agaclara fark
edilmeyecek derecede zarar vermektedir. Bu hastaliklarin en dénemlilerinden biri
Citrus psorosis virus (CPsV)’niin neden oldugu Turuncgil kavlama hastaligi’dir
(Roistacher, 1991). Fawcett (1933) bu hastalikla ilgili yaptigi ¢calismalardan sonra,

Turunggil kavlama hastaliginin (CPsV) turuncgil tarimina verdigi zarar ortaya
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konmustur (Fawcett, 1933). Bové ve ark. (1995) tarafindan yapilan bir ¢alismada
turuncggil yetistirilen alanlarda turuncgil tarimini etkileyerek ekonomik olarak
zarara yol acan 30 énemli hastaligin virlis ve virlis benzeri etmenler tarafindan
olusturuldugu bildirilmistir. Ulkemizde yapilan bir calismada bu hastaliklardan 16
tanesinin Turkiye’de bulundugu saptanmistir (Cinar ve ark., 1993). Bunlardan en
onemlileri; Stubborn (Spiroplasma citri; Yediverenlesme), CPsV (Turuncgil
kavlama hastaligi), CTV (Tristeza; Turuncgil gdclren hastaligi), CCDD (Turuncgil
Klorotik clicelesme hastaligi), CEVd (Exocortis, Turuncgil cicelesme hastaligi) ve
CCaVd (Cachexia; Turuncgil gozeneklesme hastaligi) hastaliklaridir. Dogu
Akdeniz Bolgesinde yapilan bir survey calismasinda; bdlgedeki agaclarin biyik
bir kisminin, bu patojenlerden biri veya birkag: ile bulasik oldugu belirlenmistir
(Gulla, 1989). CPsV’nin neden oldugu Turuncgil kavlama hastahgr Kuzey
Amerika, Giuney Amerika ve Akdeniz Ulkeleride dahil olmak tizere turuncgil
yetistirilen Ulkelerde ciddi hasara yol agan yaygin bir virtis hastaligidir ve bunun
yan sira tlkemizde de uzun yillardir var oldugu bildirilmistir ( Cinar ve ark.,
1993).

Ulkemizde "kavlama'™ olarak bilinen psorosis hastalig1 yunanca ilser yada
uyuz anlaminda olan ‘psora’ kelimesinden gelmektedir (Roistacher, 1991).
Psorosis hastaliginin etmeni, Citrus psorosis virus (CPsV)’ dir ve Ophioviridae
familyasinda Ophiovirus cinsi iginde yer alan tek sarmal negatif yapida RNA
virtsudir. CPsV (¢ tane tek sarmal negatif yapida RNA, RNA polimeraz enzimi
ve 48 kDa buyukligundeki kilif proteininden olusan bir turuncgil virtstdir
(Derrick ve ark., 1988; Martin ve ark., 2004; Vaira ve ark., 2005). Glinlimuzde
Turunggil kavlama hastaliginin (CPsV) iki farkli varyant: oldugu belirtilmistir.
Bunlardan birincisi hastaligin en ¢ok gorilen irki olan Psorosis A (PsA), ikincisi
ise hastaligin daha siddetli irki olan Psorosis B (PsB)’dir. Ulkemizde Psorosis
hastalig ile ilgili bircok calisma yuratulmus fakat bu iki irkin genomik farkliliklar:
ile ilgili fazla bir hicbir calisma yurdtilmemistir. Bu calismada ile Dogu Akdeniz

Bolgesi turuncgil bahcgelerinde bulasik oldugu bilinen Kavlama hastaligi etmeni
3
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Citrus psorosis virus (CPsV)’niin bélgemizde yayginligi belirlenmis, biyolojik ve
molekiler karakterizasyonu Uzerinde calismalar yapilmistir. Dogu Akdeniz
Bolgesi’nde farkl turuncgil yetistiricilik alanlarindan toplanan izolatlar molekdiler
bazda incelenmis ve CPsV’nin farkli genomik bélgelerinin nikleotid dizilimleri
belirlenmeye c¢ahisilmistir. Elde edilen verilen NCBI gen bankas: verileri ile
karsilastirilarak CPsV’nin farkli turunggil yetistiricisi Ulkeler arasindaki genetik
degisimleri belirlenmeye calisilmigtir. Ayrica turunggil bahcelerinden toplanan
farkli izolatlarin Pineapple portakal fidanlari Uzerinde gelistirdigi yaprak
simptomlart gozlemlenmis ve molekiler caligmalar biyolojik indeksleme

calismalari ile desteklenmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Turuncggil psorosis virtst ilk kez 1896 yilinda Swingle ve Webber
tarafindan  bugun PsA olarak bilinen hastaligi tanimlamak igin  Florida ve
Kaliforniya’dan alinan turuncgil drneklerinde yapilan ¢alismalar ile tanilanmistir
(Swingle ve Webber 1896).

Turuncgil psorosis hastaliginin etmeni, Citrus psorosis virus (CPsV)’ dr.
CPsV, Ophioviridae familyasinda Ophiovirus cinsi icinde yer alan tek sarmal
negatif yapida RNA igeren bir bitki virlisudir (Varia ve ark., 2005 ).

Daha sonra yapilan calismalar sonucunda Uluslararast Virus Taksonomi
Komitesi (ICTV) etmenin Aspiviridae familyas: i¢ine simiflandirmistir (ICTV,
2018)

CPsV’ye ait partikiller ilk kez Derrick ve ark. (1993) tarafindan
tanimlanmig ve partikullerin oldukga kivrimly, ipliksi yapida ve iki farkli bigimde
olusabilen ayirt edilebilir helezonik iplikciklerden olustugu bildirilmistir.

CPsV virionlar zarfsizdir ve 3-4 nm ¢apindaki dairesel iplikgikler halinde
oldugu bildirilmistir (Garcia ve ark., 1994). Bunlar U¢ adet tek sarmal, negatif
yapida RNA, RNA polimeraz enzimi ve yaklasik 48 kDa buyuklugiindeki kilif
proteininden (CP) olusmaktadir (Derrick ve ark., 1988; Garcia ve ark., 1991;
Martin ve ark., 2004).

RNAL; 8184 nukleotit igerir ve komplementer ipligi (vcRNA) gorevi
henliz bilinmeyen 24kDa biyukligtnde bir proteini kodlayan iki adet acik okuma
cercevesi (Open reading frame; ORF) icerir. RNA2; yaklasik 1644 nikleotit
uzunlugundadir ve 54 kDa buyUkluginde gorevi henliz bilinmeyen bir proteini
kodlamaktadir. RNA3 ise; 1377 nikleotit uzunlugunda olup, kilif proteinini (CP)
kodlar (Barthe ve ark., 1998; Sanchez de la Torre ve ark., 1998, 2000, 2002;
Naum- Ongania ve ark., 2003; Martin ve ark., 2004).

Portakal ve diger duyarh turuncgil cesitlerinin ana gdvde ve dallarinda

kabuk kavlamalarina neden olan bu hastalik Florida’da ‘Scaly bark’ veya
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‘Gummosis’ Kaliforniya’da ise ‘Scaly Bark’ veya ‘Scaly bark gum disease’ olarak
adlandinlmigtir (Fawcett ve Klotz, 1938; Wallace, 1957; 1968).

Turuncgil kavlama hastaliggmin (CPsV) iki farkli irki  oldugu
tanimlanmigtir.  Bunlardan birincisi  hastahgin en ¢ok gorilen ve kabuk
kavlamasinin yalmzca gévde ve ana dallarda ortaya ¢ikan irki olan Psorosis A
(PsA), ikincisi ise hastaligin daha siddetli irki olan ve kabuk kavlamalarinin ince
dallara kadar hizl bir sekilde genislemis Psorosis B (PsB) oldugu arastirmacilar
tarafindan bildirilmistir ( Fawcett & Klotz, 1938; Klotz& Fawcett, 1941; Fawcett
& Bitancourt, 1943).

Fawcett 1933 yilinda CPsV’nin kabuk kavlama simptomlarinin yaninda
geng yapraklarda beneklenme simptomlarini da tanimlamstir.

Geng yaprak simptomlar1 genellikle ilkbahar siirgiin gelisme doneminde
aktif sekilde bllyumekte olan geng yapraklarin tiim yiizeyinde ya da yapragin belirli
bir bélgesinde ortaya ¢ikmaktadir (Wallace, 1968).

Turuncgil Psorosis hastaliginin turuncgil agaclarinda olusturdugu geng
yaprak simptomlari gecici olup yapraklar olgunlasmaya basladiktan sonra
kaybolmaktadir. Fakat hastaligin siddetli formu olan PsB varyantinda infekteli
agaclarin olgun yapraklarinda kalici simptomlar olusturmaktadir. Gen¢ yapraklarda
olusan damar bantlagsmas: seklindeki simptomlar birleserek olgun yapraklarda
kalici Kklorotik lekeler meydana getirmekte, bazen de olgun yapraklarda mese
yapragi desenini koruyacak sekilde yar: seffaf alanlar ortaya ¢ikmaktadir (Wallace,
1968; Timmer ve Beiiatena, 1977; Timmer ve ark. 1980).

Ilkbahar bilyiime déneminde olusan ve heniiz sertlesmemis genc
yapraklarda damar bantlasmas: (vein-banding) veya mese yapragi (oak-leaf)
goruntiisii gibi belirtiler olusmaktadir (Korkmaz ve Onder, 2008).

CPsV’nin yaygin varyanti olan PsA genc¢ yapraklarda damar bantlagmast,
mese yapragi goruntist gibi yaprak simptomlariyla ile birlikte govde ve ana
dallarda kabuk kavlamalar1 ile karakterize ediliriken, hastaligin daha siddetli

varyanti olan PsB yasli yapraklarin Ustinde diizensiz klorotik lekeler, yash
6
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yapraklarin alt kisminda kahverengimsi zamkli kabarcikliklar ile gdvdeden ince
dallara kadar yogun kabuk kavlamalariyla karakterize edilmistir (Fawcett ve
Cochran, 1943).

CPsV ile enfekteli olan agaclarin dnce govde veya dallarinda ¢ok kigik
sivilce benzeri kabartilar seklinde lezyonlarin olusumuna neden olur, daha sonra bu
lezyonlu alanlar genisler ve duzensiz tabakalar halinde ya da kiglk pulcuklar
seklinde kabuk kavlamalar: gelisir. Kavlayan kabuklarin altindaki odun dokusunda
zamkl ksilem tabakalari cok tipiktir (Wallace, 1957). Turunggil psorosis
hastaliginin en ¢ok gorllen karakteristik belirtileri, 10 yasindan buyik agaclarda,
ast birlesme noktasindan baslayip gévde ve ana dallarda kabuk dokusunun pul pul
veya tabakalar halinde kavlamas: ve i¢ odun dokusu ile surgunlerde lekelenmeler
seklindedir ve bu boélgelerde ilkbaharda zamk akintilarina neden olmaktadir
(Roistacher, 1993).

CPsV cok nadir olarak infekteli oldugu agaglarin 6limine sebep olur.
Hastaliga dayanikli olmayan bazi turlerde; zayif yaprak gelisimi, ince dallarin
geriye dogru o6limu, biylimede duraklama, dusik verim ve meyvelerin kuguk
kalmas gibi simptomlarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (Roistacher, 1993).

CPsV’nin neden oldugu Turuncgil kavlama hastahigi Kuzey Amerika,
Guney Amerika ve Akdeniz ulkeleride dahil olmak UGzere turuncgil yetistirilen
tlkelerde ciddi hasara yol acan yaygin bir virls hastaligidir (Roistacher, 1993).

CPsV turunggil yetistirilen alanlarda hastalikl agaglarin iletken dokularin
etkileyerek yillik yaklasik % 5’lik verim kaybina neden olmaktadir (Achachi,
2014).

CPsV turuncgil tlrlerinden portakal (Citrus sinensis), mandarin (C.
reticulata) ve altintopun (C. paradisi) ana hastaligi olmakla birlikte, hastaliga en
hassas olan cesit portakaldir. Limon gibi bazi tirlerde kabuk kavlamasi
gorilmemesine ragmen, gen¢ Yyapraklarinda siddetli damar bantlagmasi
simptomlar1 gozlenmistir. Uc yaprakli portakal (Poncirus trifoliata) ise CPsV

hastaligin1 simptom gdéstermeden barindirir ve bu sebeble t¢ yaprakli portakal (P.
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trifoliata) wve hibritlerinden Carrizo CPsV’ye Kkarsi tolerant ana¢ olarak
kullaniimaktadir (Milne, 1997).

CPsV bitkinin bdtin aksaminda bulunur ve her turlii as1 materyali ile
tasinabilir. Turuncgil yetistirilen bir ¢cok alanda hastaligin sadece enfekteli as1

gozleri ile yayildig: ve tasiyici bir vektori olmadig: bilinmektedir (Milne, 1997)

2.1. CPsV ile ilgili Yurtcisinda Yapilan Calismalar

Kaliforniya’da 6000 agagta yapilan survey sonucunda agaclarin %14’nin
CPsV ile bulasik oldugu hastaligin Griinde meydana getirdigi azalma sonucu % 6,5
oraninda bir gelir kaybi olusturdugu tespit edilmistir (Knorr ve Childs, 1968).

Arjantin’de ciddi ekonomik kayip neden olan Turunggil psorosis
hastaligina kars1 yapilan kontrol uygulamalarinda, sertifikasyon programi basarisiz
olmustur (Danos, 1990).

Yapilan bir ¢caligmada CPsV’nin yalnizca bitki floemi ile sinirli olmadig:
DTBIA (Direct Tissue Blot immunoassay) ile bitkinin parankima hiicrelerinde de
cogaldigr gosterilmistir (Martin ve ark., 2002).

CPsV’niin ast yolu ile tasinan patojen oldugunun tespitinde turuncgil
fidelerinin kullanimu ilk olarak 1968 yilinda Wallace tarafindan gergeklestirilmistir
(Wallace, 1968).

Turuncgil porosis hastaligir deneysel olarak turuncgil bitkileri arasinda as1
kalemi ile rahatlikla tasinabilmistir. CPsV enfekteli bitkinin biylyen kallus
dokusunda aynen kalmistir ve kabuk dokusunun altindaki bu kallus hiicreleri asi
yoluyla baska reseptdr (alici) bitkilere tasinabilmistir (Navas-Castillo ve ark.
1995).

Price (1965) Citrus psorosis viriis’ni Cuscuta compacta ile %5 oraninda
portakal bitkilerine tasidigin1 rapor etmistir. Weathers ve Herjung (1964)
yaptiklari bir c¢ahsmada Cuscuta subinclusa bitkisini kullanarak CPsV’i

turuncgilden turuncgile tasimada basarili olmuslardir.
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CPsV’nin ast yolu ile tasinan patojen oldugunun tespitinde turuncgil
fidanlarinin ~ kullantmi ilk  olarak 1968 yilinda Wallace tarafindan
gerceklestirilmistir ve turuncgil fideleri ile yapilan biyolojik indeksleme
calismalarinda arazide yaklasik 11 yilda gozlenebilen kabuk kavlama simptomlar:
portakal fidanlarinin indikator bitki olarak kullanilmasiyla 6 hafta sonra geng
yaprak simptomlar: gézlemlenmistir (Wallace, 1968).

CPsV’nin biyolojik olarak tanimlanmasinda en uygun indikatdr bitkilerin
Pineapple, Parson Brown, Hamlin, Koethen ve Madam Vinous portakal gesitleri
oldugu ancak diger turuncgil cesitlerininde CPsV’nin geng yaprak simptomlarin:
gelistirebildigi aragtirmacilar tarafindan bildirilmistir (Wallace, 1968).

Child ve Jhonson (1966) CPsV’nin Carrizo sitranj (Citrus sinensis (L.)
Obs.X Poncirus trifoliata (L.) Raf.) tohumlariyla %1-10 oraninda tasindigin
bildirmelerine ragmen vyeterli biyolojik indeksleme yapilamamis ve arazide
yapilan tohumla tasinma testleri negatif sonug vermistir.

Yapilan caligmalar ile Kavlama hastaligi, teshis amacli kullanilan otsu
bitkilere mekanik olarak tasindig: belirlenmistir (Derrick ve ark., 1988).

Milne tarafindan gerceklestirilen calismalarda Kinoa’ya (Chenopodium
quinoa) uygulanan mekanik inokulasyonla, kloroz ve nekrotik lokal lezyon
olusumlart 4-10 gin iginde gozlenirken, Hanim diigmesi (Gomphrena globosa)
bitkisinde, inokulasyondan 10 giin sonra kirmizi haleler seklinde nekrotik lokal
lezyonlar olusur ve bunu sistemik nekrozlar takip ettigi belirtilmistir (Milne, 1997).

Milne tarafindan gerceklestirilen biyolojik indeksleme calismalarinda
kullanilan Pineapple veya Madam Vinous gibi inokile edilmis portakal cesitlerinin
yapraklarinda klorotik benekler gérilmustir (Milne, 2003).

Vogel ve Bove (1980) citrus psorosis virlistinin deneysel olarak polenle
tasinabildigini gostermis ise de Timmer ve Garnsey (1980) bu tip dogal yayilmanin
cok etkili ve yaygin olmadigin: bildirmislerdir.

Teksas’da yapilan bir ¢calismada CPsV’nin Oomycetes familyas: Olpidium

cinsine dahil fungal vektorler icinde varhig: rapor edilmistir (Palle ve ark., 2005).
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CPsV hastalig1 serolojik olarak; portakal (Citrus sinensis), turung (C.
aurantium), limon (C. limon), altintop (C. paradisi), klemantin mandarini (C.
clementina), satsuma (C. unshiu), fortune mandarini (C. celementina x C.
tangerina) ve ortanique tangor (C.reticulate x C. sinensis) hibritleri gibi bir ¢ok
turuncgil tirtinde saptanmstir (Milne, 1997).

PCR ve ELISA (Enzym-Linked Immunosorbent Assay) yontemlerinin
kullanilarak gergeklestirildigi bir calismada her ikisinde de heterolog izolatlarin
homolog CPsV4 antijenine gore daha az glvenilir bir sekilde saptandigi
gOzlenmistir (Garcia ve ark., 1997).

Derrick ve ark. (1993)" in yaptiklar arastirmalarda CPsV4 irkina Karsi
gelistirilen monoklonal antibodylerin (MAbs) yalnizca homolog antijenler ile
pozitif reaksiyon gosterdigini bildirmiglerdir. Barthe ve ark. (1998) tarafindan
gelistirilen bu molonklonal antibodiler, CPsV’yi tanilamak icin daha az 6nemli
olsalar dahi, CPsV rklarinin serolojik teshislerdeki farklarini tespit etmek icin
yararl olmuslardir.

Yapilan bir ¢aligmada biyolojik olarak karakterize edilmemis ornekler ve
biyolojik karakterizasyonu yapilmis CPsV izolatlarinin tespitinde ELISA,
molekiler hibridizasyon, TT-PZR ve immuno elektron mikroskobu yontemleri
kullandmugstir. Kullanilan yontemlerin - sonuclart karsilastirildiginda ise ELISA,
TT-PZR ve molekuler hibridizasyon yontemlerinde testlenen biitiin 6rnekler ayni
sonuglart vermistir (Martin ve ark., 2002).

Turunggil psorosis virlsini serolojik olarak tanilamak icin DTBIA
kullanilarak yapilan bir ¢alismada olgun yapraklar ve ¢igek parcalari kullanilmis ve
kullanilan bu bitki kisimlar igerisinde homolog dagilim ve en iyi virls yogunlugu
ciceklerde saptanmigtir (Martin ve ark., 2002).

Yapilan cahsmalar sonucunda CPsV’nin tanilanmasinda kullanilan
serolojik yontemler arasinda DTBIA disi organlarin kullanimi en basarili sonuglari
vermistir ( D’Onghia ve ark. 2001).
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Roistacher ve Calavan 1974 yilinda yaptiklart bir calismada yiksek
sicakliklarin CPsV’nin simptomlarinin gizlenmesine sebeb oldugunu 28-40°C
gunduz ve 26-27°C gece sicakliklarinda 3-4 ay tutulan CPsV ile infekteli bitkilerin
turuncgil psorosis virtisinden tamamen elimine oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
inokulasyonda kullanilan doku pargalarimin buyikltgi, sayist ve alindigi yerin
simptom gelisimi icin gerekli olan sureyi ve simptom yogunlugunu
etkileyebildigini vurgulamiglardir.

CPsV’nin biyolojik karakterizasyonlar: yapilmis olan P121, P126, PB108
ve RS-SR izolatlar1 kullanilarak gerceklestirilen bir ¢calismada; bu izolatlar Limon
(C. limon), klemantin mandarini (C. clementina), altintop (C. paradisi), satsuma
(C. unshiu) ve ortanique tangor (C.reticulata x C. sinensis)’a as1 kalemi ile inokule
edilmis ve bu bitkiler 18-26 °C arasinda olan seralarda buydtilmustir.
Inokulasyondan sonraki 3- 6 ay boyunca yapilan kontrollerde cesitli belirtiler
gozlenmistir. P121 ve RS-SR izolatlari konukgu bitkilerin yapraklarinda sekil
bozukluklari, damar bantlasmalari gibi ciddi simptomlara yol acarken, P126
izolatinin konukgu bitkinin geng yapraklarinda klorotik beneklenmeler ve sari
renkli halelerin olustugu gézlemlenmistir (Martin ve ark., 2002).

CPsV’nin bazi izolatlar1 teshis amagli kullanilan otsu bitkilere mekanik
olarak tasinabilmektedir ( Timmer ve Garnsey, 1980; Derrick ve ark., 1988; Navas-
Castillo ve ark., 1993; Garcia ve ark., 1993; Navas-Castillo ve Moreno, 1995).

Yapilan bir ¢alismada Kinoa bitkisine (Chenopodium quinoa) uygulanan
mekanik inokulasyonda, kloroz ve nekrotik lezyonlar 4-10 gun igerisinde
gozlenirken, Hanim digmesi bitkisine (Gomphrena globosa) uygulanan mekanik
inokulasyondan 10 giin sonra kirmizi haleler seklinde nekrotik lokal lezyonlar
olustugu ve bunu sistemik nekrozlarin takip ettigi gézlemlenmistir (Milne, 1997).

CPsV’nin biyolojik yontemlerle tanilanmas: icgin Italya’da yapilan bir
biyolojik indeksleme calismasinda indikator bitki olarak Chenopodium quinoa ve
Chenopodium amaranticolor otsu bitki tirleri kullanilmistir. Inokiilasyonu

tamamlanan bitkilerden C. quinoa bitkisinin yapraklarinda klorotik ve nekrotik
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lokal lezyonlar gozlenirken, C. amaranticolor’ da sistemik beneklenme ve halkali
lekeler olustugu gézlemlenmistir ( D’onghia ve ark., 1998).

Yapilan bir capraz koruma testinde siddetli concave gum simptomunun
PsA 1rkinin kabuk kavlama simptomuna karsi herhangi bir koruma saglamadigi
ancak hafif concave gum simptomuna karsi koruma sagladigi bildirilmistir
(Roistacher ve Calavan, 1965).

CPsV’ nin tanilanmasi icin DTBIA ve ELISA testleri kullanilarak yapilan
bir ¢cahismada arazi simptomlar: ve indikator bitkiler yardimiyla tanilanan PsB
varyantina karsi capraz koruma testleri uygulanmigtir.Uygulanan DTBIA ve
ELISA testleri ile capraz koruma testi ayni sonuglari vermis ve PsB’nin spesifik
olarak tanilanmasi icin capraz koruma testinin en uygun yodntem oldugu
belirlenmistir (Martin ve ark., 2002).

Florida’da  yapilan  bir  calismada  biyolojik  karakterizasyonu
gerceklestirilmis olan CPV-4 ve CPV-6 izolatlar1 kullanilarak CPsV’nin kilif
protein geni dizisini belirlemislerdir (Barthe ve ark., 1998).

CPsV’nin PsA ve PsB varyantlarinin genomik dizilimlerinin farkliliklarint
belirlemek icin yapilan bir calismada biyolojik karakterizasyonu gerceklestirilmis
P121 ve PsF izolatlar: kullanilarak pineapple portakal fidanlar: Gizerine simptomsuz
ve kabuk kavlama simptomlu olarak inokulasyonlari gerceklestirilmistir.
Inokiilasyonu gerceklestirilen bitkilere yapilan SSCP (Single Strand Conformation
Polymorphism) analizleri sonucunda PsA ve PsB varyantlarinin RNAL1 ve RNA3
bolgelerinde hicbir farklihk gdzlenmez iken SSCP analizi sonucunda RNA2
bolgelerinde farklilik oldugu gdézlemlenmis ve PsB varyantinin CPsV’nin bir

RNAZ2 dizilimi ile iliskli oldugu belirlenmistir (Velazquez ve ark., 2012).
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2.2. CPsV lle Tlgili Tuirkiye’de Yapilan Cahsmalar

Turkiye’de CPsV’nin varligr ilk kez 1963 yilinda Norman tarafindan Dogu
Akdeniz bolgesinde belirlenmistir (Norman, 1963).

Ege Bolgesinde yapilan surveylerde CPsV simptomatik olarak saptanmistir
(Ozalp, 1966).

Dogu Karadeniz Bolgesinde Ordu ve Rize illeri arasinda yapilan bir
sOrveyde turuncgil agaclarinin %1-2 oraminda CPsV ile bulasik oldugu
belirlenmistir (Cengiz ve ark., 1968).

Ege Bolgesi’nde yapilan bir calismada ise turuncgil agaclarinin %50
oraminda CPsV ile bulasik oldugu belirlenmistir (Azeri ve Heper 1973).

Dogu Akdeniz Bolgesinde ticari portakal cesitlerinde psorosis grubu
hastaliklarin biyolojik indekslenmesi yapilmistir. indeksleme calismalar: sonunda
materyal olarak secilen agaclarin CPsV ile infekteli oldugu ve gorsel olarak
hastalik simptomlarint gostermeyen agaclarin  CPsV’den ari olmadiklar
belirlenmistir.  indikator bitkiler (zerinde yapilan biyolojik indeksleme
caligmalarinda bitkilerde yeni gelisen surgunlerde ortaya ¢ikan sok simptomlari,
gen¢ yapraklarda damar bantlasmasi, mese yapragi deseni, ve olgun yapraklar
Uzerinde yama seklinde lekelenmeler gibi hastaligin karakteristlik simptomlar:
gozlemlenmistir (Onelge, 1988).

Dogu Akdeniz Bolgesi’nde yapilan bir surveyde Navel portakallarda %64-
80, Satsuma mandarinlerde %15.8-31 oraninda CPsV ile bulagik oldugu tespit
edilmistir (Gullu, 1989).

Turuncggillerde GA; uygulamasi ve in vitro surgin ucu asilama teknigi
kombinasyonunun Psorosis grubu hastalik etmenlerinden arindirilmis Gretim
materyali elde etme oranina etkisi ile ilgili yapilan bir ¢alismada mandarinlerin
%70, altintoplarin %60 ve limonlarin %71 oraninda arindirilldig: bildirilmistir (Sas,
1991).
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1997 yilinda Dogu Akdeniz Bolgesinden alinan turunggil drnekleri DAS-
ELISA yontemi kullanilarak CPsV serolojik olarak tespit edilmistir (Yilmaz,
1997).

Edremit korfez Bolgesindeki turunggil Uretim alanlarinda yapilan bir
survey calismasinda Satsuma Owari mandarin agaclarindan ornekler alinarak
CPsV’ (i belirlemek icin DAS-ELISA yontemi kullanilmis ve analizler sonucunda
CPsV icin testlenen 10 &rnegin higbirisinde pozitif sonu¢ elde edilememistir
(Korkmaz ve Onder, 2008).

Kayim (2010) CPsV’nin biyolojik ve molekiler tanilanmasim
gerceklestirmek icin Dogu Akdeniz Bolgesi’nde yaptigi bir calismada arazi
surveylerinde damar bantlasmas: ve mese yaprag: gibi genc yaprak simptomlar:
bulunan turuncgil cesitlerinden toplanan Ornekleri bir yasindaki portakal
fidanlarina inokiile etmistir. Indikatér olarak kulanilan 50 adet portakal fidaninin
32 tanesinde damar bantlasmasi, mese yapragi goriintiisii ve damar sararmasi gibi
genc yaprak simptomlar1 gézlenmistir. indikatér bitkilerin 18 tanesinde ise diisiik
oranda genc yaprak simptomlari gdzlemlenmistir. CPsV’yi molekiler olarak
tanimlamak igin yapilan arazi ¢alismalarinda CPsV ile bulasik oldugu disuntlen
simptomlu agaclardan toplanan yaprak érnekleri TT-PZR yontemini kullanilarak
tandanmustir. CPsV’nin kilif proteinine 6zgii 434 bp’lik bir DNA CPsV ile infekteli
yaprak orneklerinden cogaltilan cDNA’ dan elde edilmistir. Bu spesifik DNA
urund CPsV ile infekteli agaclardan alinan simptomsuz yaprak orneklerinden ve
CPsV ile bulasik olmayan agaclardan alinan saglikli yaprak orneklerinden elde
edilmemistir (Kayim, 2010).

Antalya ili turuncgil Uretim alanlarinda yapilan bir caligmada yapilan
surveylerde belirlenen 51 stipheli agagtan alinan yaprak ve surgun drnekleri CPsV
ile infekte oldugunu belirlemek amaciyla éncelikle DTBIA ve ELISA yontemiyle
test edilmistir. Yapilan testlenmelerde 6 ornegin CPsV ile enfekteli oldugu
saptanmustir ve 6rneklerin total RNA izolasyonu yapildiktan sonra, CPsV’ nin kilif

protein (CP) geni TT-PZR yontemi kullanilarak cogaltilmistir. TT-PZR ile test
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edilen 51 6rnegin 6 tanesinde 1320 bp buyukluginde CPsV CP genine denk gelen
bant elde edilerek serolojik testlerin sonuglari teyit edilmis ve kilif protein
genlerinin dizilimi yapilarak bunlarin nukleotid dizilimi ve kodladigi amino asit
dizilimi belirlenmistir. Bu diziler analiz edilerek tlkemizin farkli bélgelerinden
elde edilen CPsV izolatlarinin birbirleriyle ve diger izolatlarla benzerlik oranlari

karsilastirilmis ve filogenetik iliskileri ortaya konulmustur (Kutik, 2011).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Cahsmada Kullanilan Bitkisel Materyal

Bu calismada kullanilan bitkisel materyali, Dogu Akdeniz Boélgesindeki
eski turunggil bahgelerinden CPsV’nin geng¢ yaprak simptomlari, yash yaprak
simptomlari, kabuk kavlama simptomlari, odun dokusu deformasyonlari, concave
gum simptomlarina gore toplanan portakal, mandarin, altintop bitkilerine ait
ornekler olusturmustur. CPsV hastaliginin simptomlarini gosteren agaclardan asi
kalemleri seklinde agacin dort yoninden 6rnekler alinmis ve etiketlenerek naylon
torbalara yerlestirilerek buz kutusu icerisinde laboratuvara getirilmistir.

Calismada kullanilan turuncggil oOrneklerine ait bilgiler Cizelge 3.1’de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan bitki 6rneklerine ait bilgiler

Ornek No Bolge Simptom Cesit
CPsV-1 Mersin Kabuk kavlgma+ Geng Satsuma
yaprak simptomu
CPsV-2 Mersin Kabuk kavlgma+ Geng Satsuma
yaprak simptomu
CPsV-3 Mersin Geng yaprak simptomu Washington
CPsVv-4 Mersin Geng Yaprak simptomu Satsuma
CPsV-5 Mersin Concave gum Satsuma
CPsV-6 Mersin Odun dokusu deformasyonu Satsuma
CPsV-7 Mersin Yasl yaprak simptomu Altintop
CPsV-8 Mersin Geng yaprak simptomu Altintop
CPsV-9 Mersin Concave gum Satsuma
CPsV-10 Mersin Odun dokusu deformasyonu Satsuma
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Cizelge 3.1. Devami

CPsV-11 Adana Kabuk kavlgma+ Geng Klementin
yaprak simptomu
CPsV-12 Adana Concave gum Yafa Portakal
CPsV-13 Adana concave gum W. Navel
CPsV-14 Adana Yaslh yaprak simptomu W. Navel
CPsV-15 Adana Concave gum W. Navel
CPsV-16 Adana Yaslh yaprak simptomu W. Navel
CPsV-17 Adana Odun dokusu deformasyonu W. Navel
CPsV-18 Adana Geng yaprak simptomu W. Navel
CPsV-19 Adana " kavlgma+ Geng W. Navel
yaprak simptomu
CPsV-20 Adana Geng¢ yaprak simptomu W. Navel
CPsV-21 Adana Geng¢ yaprak simptomu Valencia
CPsV-22 Adana Odun dokusu deformasyonu W.Navel
CPsV-23 Mersin Yaslh yaprak simptomu Satsuma
CPsV-24 Mersin Geng yaprak simptomu Satsuma
CPsV-25 Mersin Odun dokusu deformasyonu Satsuma
CPsV-26 Mersin Yagl Yaprak simptomu Valencia
CPsV-27 Mersin Kabuk kav"f.j‘maJr Geng Valencia
yaprak simptomu
CPsV-28 Mersin Concave gum Valencia
CPsV-29 Mersin Odun dokusu deformasyonu Altintop
CPsV-30 Mersin Yagl Yaprak simptomu Altintop
+
CPsV-31 Hatay Kabuk kavlgma Gene Satsuma
yaprak simptomu
CPsV-32 Hatay Yasl yaprak simptomu Satsuma
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Cizelge 3.1. Devami

CPsV-33 Hatay Odun dokusu deformasyonu Satsuma
CPsV-34 Hatay Concave gum Satsuma
+

CPsV-35 Hatay Kabuk kaviama+ Geng Altintop
yaprak simptomu

CPsV-36 Hatay Geng yaprak simptomu Altintop

CPsV-37 Hatay Concave gum W. Navel

CPsV-38 Hatay Odun dokusu deformasyonu W. Navel

CPsV-39 Hatay Yasl yaprak simptomu W. Navel

+

CPsV-40 Hatay K kavlgma Geng Klementin
yaprak simptomu

CPsVv-41 Hatay Geng yaprak simptomu Satsuma

CPsVv-42 Hatay Concave gum W.Navel

CPsV-43 Hatay Odun dokusu deformasyonu W.Navel

CPsV-44 Hatay Yasli yaprak simptomu Altintop

CPsV-45 Adana Concave gum W.Navel

CPsV-46 Adana Kabuk kavlgma+ Geng Yafa Portakal
yaprak simptomu

CPsVv-47 Adana Odun dokusu deformasyonu W.Navel

CPsVv-48 Adana Yaslh yaprak simptomu Satsuma

CPsV-49 Adana Kabuk kaviama+ Geng Satsuma
yaprak simptomu

CPsV-50 Adana Yaslh yaprak simptomu W.Navel

3.1.2. Biyolojik indeksleme Cahsmalarinda Kullamlan Materyaller

Ydurattlen biyolojik indeksleme ¢alismalarinda tohumdan yetistirilmis olan

Pineapple portakal fidanlar

kullanilmastr.

Pineapple portakal

fidanlarina

asilanacak olan CPsV etmenine ait inokulum materyali Dogu Akdeniz Bolgesi eski
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turuncgil bahgelerinden alinan 6rnekler ile Cukurova Universitesi Bitki Koruma
Bolima  Turunggil Virlsleri Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Biyolojik
indeksleme calismalar1 esnasinda; siringa ucu, lateks eldiven, % 2’lik hipoklorit,
1X TKM tamponu c¢ozeltisi, saf su, parafilm bantlar, viyoller ve plastik saksilar

gibi cesitli materyaller kullanilmustr.

3.1.3. Total Nukleik Asit (TNA) Ekstraksiyonu Cahsmalarinda Kullanilan
Materyal

Yuruttlen TNA ekstraksiyonu calismalarinda; Dogu Akdeniz Bolgesi eski
turuncgil bahcelerinden alinan bitki drnekleri, hassas terazi, mikrosantrifilj cihazi
(Beckman, J-21 C), CTAB buffer (PVP-40, Tris HCL, EDTA, NaCl, B-
Mercaptoethanol), havan ve doéviiciler, makas, bisturi, saf su, % 2’lik hipoklorit,
kurutma kagidi, 1,5 ml ve 2 ml hacimlerinde eppendorf tiipler, degisik hacimlerde
pipet ve pipet uglari, rak, su banyosu, derin dondurucu, vorteks ve santriflij cihazi,
kloroform : izoamil alkol (24 : 1), izopropanol, % 70’lik etil alkol, TE tamponu
cozeltisi, saf su cihazt gibi cesitli materyaller ile laboratuvar aletlerinin

sterilizasyonu amaciyla da otoklav ve etiiv gibi ekipmanlar kullanilmistir.

3.14. TT-PZR (Ters Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
Cahsmalannda Kullamlan Materyal

Yuratulen TT-PZR c¢ahsmalarinda kullanilan  materyaller; TNA
ekstraksiyonu ile daha 6nceden elde edilmis olan TNA o6rnekleri, CPsV etmenine
0zgl primerler, dNTP (Promega#U1240), ddH,O, 5X tampon ¢ozeltisi, DTT, ters
transkriptaz (RT) enzimi, Tag polimeraz enzimini iceren GoTaq karigim
(Promega#M3175), degisik hacimlerdeki bazi pipet ve pipet uclari, PCR tlpleri,
vorteks karistirici, santrifllj cihazi, buz makinesi ve thermal cycler aletidir.

Ters Transkripsiyon (TT) islemi i¢in kullamilan kimyasallar, Cizelge

3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Ters Transkripsiyon (TT) reaksiyon karigim kimyasallari

Kimyasallar Miktar/Reaksiyon

Toplam nikleik asit 5ul
RNase-free su 7.9 ul
5X Buffer 4 ul
dNTP (10 mM) 1l
Random primer (0,5ug/ pl) 1yl
M-MLV-RT enzim 0,5 pl
RNasin Riboniikleaz inhibitér 0,3 ul

Toplam Hacim 20 pl

PZR islemi icin kullanilan kimyasallar, Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. PZR reaksiyon karisim kimyasallar

Kimyasallar Miktar/Reaksiyon

cDNA 2,5l
RNase-free su 14.5 pl
10X Dream Taq 2,5 ul
dNTP (10 mM) 2,5 ul
Primer F (10 mM) 1pl
Primer R (10 mM) 1pl
Go Tag enzim 1ul

Toplam Hacim 25 pl

TT-PZR calismalarinda kullanilan

3.4’de verilmistir.
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Cizelge 3.4. CPsV’i belirlemede kullanilan primer ciftleri

Cogaltilan
Tanilanan
Primerler Sekans Dizilimi (5'-3") Bolge
Bolge
(bp)
BC76 |ATGTCGATCCWATYAAGTSTCAC 1320 bp
RNA3 (CP)
BC77 |TTACATAGTYGMWGCYACCCCAAAG 1320 bp
BC78 | TGCTCCAACAAAGAAATTCCC 350 bp
RNA3 (CP)
BC79 |TTCTGCCATCTGGAGTGAGGC 350 bp
Ps44 GACAGAGATTTAGAAATAGA 276 bp RNAL
Ps45 TACATCACTATCTAATCCTAT 276 bp
Ps62 AAAGATGTTTTCATGTTCTCT 514 bp RNA 2
Ps63 TATTTAAAGCGAAACATGAT 514 bp
CPV-1 |GCTTCCTGGAAAAGCTGATG 600 bp
RNA 3 (CP)
CPV-2 |TCTGTTTTTGTCAACACACTCC 600 bp

3.1.5. Elektroforez Cahsmalannda Kullamlan Materyal

TT-PZR ¢alismalart igin, transkripsiyon amacli PZR ile gogaltilan CPsV
izolatlarinin analizinde, TAE tampon, agar jel, elektroforez tanki, gii¢ Unitesi,
mikrodalga firin, jel tepsisi ve taraklar: ile 100 bp DNA marker, materyal olarak
kullanilmastr.

Tim jellerin gorintiilenmesi asamasinda UV transilliminator cihazi ve jel
yikama tamponu olarak, saf su ile seyreltilmis etidyum bromir ve fotograf cihazi

kullanilmastr.

3.2. Metot
3.2.1. Survey Cahsmalar

Calisma Dogu Akdeniz Bolgesindeki Adana, Mersin ve Hatay illerindeki
10 dekardan ve 10 yasindan biyik portakal, mandarin ve altintop bahcelerinde
gerceklestirilmistir. Survey calismalar: bitkilerin aktif slirgiin déneminde oldugu

ilkbahar ve sonbahar donemlerinde yapilmistir. CPsV’nin yayginliginin
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belirlenmesinde hastaligin karakteristlik simptomlarindan olan gen¢ yaprak
simptomlart (Sekil 3.1) goOsteren agaclar degerlendirilerek hastaligin yayginhk

durumu belirlenmistir.

O

4 *.... -'..- ! .L.- : | i h H
Sekil 3.1. Adana ili portakal agacinda gorulen gencg yaprak simptomu

3.2.2. Bitki Orneklerinin Elde Edilmesi

CGalismada kullanilan turunggil 6rnekleri, Dogu Akdeniz Bolgesindeki eski
turuncgil bahcelerinden CPsV ile bulasik oldugu bilinen agaglardan genc
yapraklarda damar bantlagmasi (Sekil.3.2) ve oak leaf simptomu (Sekil.3.3), kabuk
kavlama (Sekil.3.4), siddetli kabuk kavlama (Sekil.3.5), yash yaprak simptomlar:
(Sekil.3.6), odun dokusu deformasyonlar: ve concave gum (Sekil.3.7) simptomlar
gosteren bitkilerden segilmistir ve segilen her bir agagtan farkli yonlerinden olmak
Uzere Ucer ornek alinmig ve etiketlenerek naylon torbalara yerlestirilerek buz

kutusu icerisinde Cukurova Universitesi Bitki Koruma Bolimii Turuncgil Virisleri
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Laboratuvari’na getirilmistir. As1 kalemlerinin yapraklar: temizlenerek indeksleme
calismalarinda kullanilmak tizere +4C°’de buzdolabinda saklanmustir.

Sekil 3.2. Mersin ilinde satsuma mandarin agacindan alinan drneklerden CPsV’nin
geng yapraklarda damar bantlasmas: simptomu
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Sekil 3.3. Mersin ilinde Satsuma mandarin agacindan alinan drneklerden CPsV’nin
mese yapragi goruntusu
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Sekil 3.4. Adana inde W. Navel portaka

kabuk kavlama simptomu

| agacindan alinan 6rneklerden CPsV’nin
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Sekil 3.5. Hatay ilinde Satsuma mandarin agacindan alinan 6rneklerden CPsV’nin
siddetli kabuk kavlama simptomu
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Sekil 3.6. Mersin ili portakal agaclarindan alinan 6rneklerden CPsV’nin yash
yaprak simptomlari
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Sekil 3.7. Mersin ilinde Satsuma mandarinden alinan 6rneklerden CPsV’nin
concave gum simptomlari

3.2.3. Biyolojik indeksleme Cahsmalarinda Kullanilacak indikatér Bitkilerin
Yetistirilmesi Ve inokulasyon Calismasi

CPsV etmeninin varhgint arastirmak icin kullanilacak olan indikator bitki
Pineapple portakal tohumlarindan yetistirilmistir. C.U. Ziraat Fakiltesi turuncgil
koleksiyon parselinde bulunan Pineapple portakal agaclarindan, meyvelerin
olgunlasmaya basladigi Aralik-Ocak aylarinda meyveler toplanarak tohumlar: igin
kullanilmistir.  Meyvelerden c¢ikarilan tohumlar (Sekil 3.8), (st yuzeyindeki
yapiskan maddenin uzaklastirilmas: amaciyla, bol suda yikanmis ve oda
sicakhginda, fazla nemin alinmas: igin gazete kagitlar: Gizerine yayilmstir. Ust
yiizeyi kuruyan tohumlar, bez torbalar icine konarak 52 °C ‘de 10 dakika sicak su
uygulamasina tabi tutulmuslardir. Daha sonra % 1’lik 8 Hydroxy-Quinoline Sulfat
soliisyonu icerisinde, 3 dakika bekletilerek, ilaglama islemi tamamlanmistir
(Giocometti, 1986). ilaclanan tohumlar, gazete kagitlar1 tizerinde tekrar 1 gece

kurumaya birakilmistir. Hafif kuru ve nemli tohumlar, polietilen torbalar icerisine
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konularak, kullanilincaya kadar, +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.8. Pineapple portakal meyvelerinden ¢ikarilan tohumlarin ilaglama islemi
icin % 1’lik 8 Hydroxy-Quinoline Silfat sollisyonu icerisinde goriintusi

Indikator bitki olarak kullanilacak Pineapple portakal tohumlar: her bir
saksiya 20 adet tohum (Sekil 3.9) gelecek sekilde ekimi gerceklestirilmistir.
Tohumlarda cikis gozlemlenene kadar lzerleri gazete kagitlariyla kapatilmis ve
soguk havalardan etkilenmemeleri i¢in, CU Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliim
Parsellerinde bulunan seralara konulmustur. indeksleme icin kullamlacak olan
Pineaaple c¢ogirleri, 10-15 cm blyukliuge ulasinca tek tek saksilara sasirtilmis ve
haftada bir kez sulama ve glibrelemesi yapilmastir.

Sekil 3.9. Pineapble portékal tohumlarinin saksilara ekimi
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Tohumdan vyetistirilen 8 ayhk fidelere géz ve kabuk asilamasi olarak
inokulasyonlar gerceklestirilmistir. Her simptom grubu icin 1 arazi érnegi secilmis
ve biyolojik indekslemeye alinmistir. inokulum yapildiktan sonra bitkiler haftalik
olarak yaprak simptomlari ve sok reaksiyonlari agisindan gézlemlenmistir. 2 ay
sonra geriye dogru budama yapilmis ve yeni surginlerin gelismesi saglanmis ve
hastalik belirtileri godzlemlenmeye devam edilmistir. Biyolojik indeksleme
calismalarinda etmenin bulasik oldugu agaclarda olusturdugu gen¢ yaprak
simptomlart  ve olgun yaprak simptomlart hastalhik belirtisi  olarak
degerlendirilmistir. Yuruttlen inokulasyon calismalarina ait bazi gorseller, Sekil
3.10.da verilmistir.

Sekil 3.10. Tohumdan yetistirilen fidanlara gerceklestirilen inokulasyon calismalar

3.2.4. TNA Ekstraksiyonu Calismalar:

CPsV’nin molekiiler olarak tanilanmasi igin CTAB
(Cetyltrimethylammonium bromide) tamponu kullanilarak hazirlanmig ¢ozelti
TNA islemine tabi tutulmus, RNA elde edilmesi saglanmistir (Murray ve

Thompson, 1980). CTAB tampon icerigi Cizelge 3.5’de verilmistir.
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Cizelge 3.5. CTAB tampon igerigi

Ph:8.00 100 ml 200 ml
CTAB (hexadecyl trimethyl-ammonium
bromide) 2,00 g 4.00 g
Tris HCL 1579 3.14g
EDTA 0.58 g 1.16 g
NaCl 8.17 g 16.34 g
PVP-40 ( %2) 2.00 g 4.00 g
2 Mercaptoethanol % 0.2 100 pl 200 pl

Gergeklestirilen TNA ekstraksiyonu calismalari, her bir érnek icin asagida

verilen yonteme gore Cukurova Universitesi Bitki Koruma Bolimi Turunggil

Virlsleri Laboratuvarinda yiritilmis ve asagidaki RNA ekstraksiyon asamalar

uygulanmastir.

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

2 mI’lik mikrosantrifuj tiptne 2ml bitki 6zsuyu pipet yardimiyla alinmastr.
Ornekler 65 °C sicakliktaki su banyosuna yerlestirilmis ve 60 dakika
bekletilmistir.

Tipler 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek, 2 ml’lik mikrosantrifij
tlpune 0st sivi fazdan 1 mlI’lik kisim aktarildiktan sonra, tiiplere 1 ml
kloroform: isoamil alkol (24:1) eklenip ve calkalanarak iyice
karigtirilmigtar.

Tupler 13.000 rpm’de 10 dakika santrifujlenerek,1.5 m’lik mikrosantrif(j
tpune Ust fazdan 750 pl alimp aktarilmis ve Gzerine 450 pl soguk 2-
propanol eklenip yavasca 2 kez Kkaristirilmigtir.

—-20 °C’de 60 dakika inkube edilmistir.
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Inkube edilen 6rnekler 13.000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenip, sivi faz
dikkatli bir sekilde bosaltilmistir.

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

% 70’lik etanolle yikanan O©rnekler 13.000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenerek, % 70’lik etanol dikkatli bir sekilde dokulmustr.

Ornekler kurutma kagid: tizerinde hava ile kurutulmustur.

Kat1 kisim (pelet) 100 pl TE tampon ¢ozeltisi icerisinde ¢ozdirilmustr.
Ekstrakste edilen total nikleik asit kullanilincaya kadar, —20 °C derin
dondurucularda muhafaza edilmistir.

Spektrofotometre’de A260/280 nm’de konsantrasyonu belirlenmistir.
Yuksek kalitede nikleik asit icin optimum A260/280 degeri 2’ye yakin
olan ornekler calismada kullanilmastir.

Ters transkriptaz islemi icin 3-5 ul TNA kullaniimustr.

3.2.5. Ters Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (TT-PZR)
Calismalan

TT-PZR  calismalari  Onelge  (1997)’ye  gore iki asamada
gerceklestirilmistir. ilk asamada bir RNA viriisi olan CPsV’in RNA’s:
tamamlayict DNA’ya (cDNA) cevrilmis ve daha sonra PZR calismasina
alinmustur.

Elde edilen TNA ekstraktlarindan cDNA sentezi ve PZR adimlarindan
olusan TT-PZR testinde, her bir 6rnek i¢in asagidaki yontemler adim adim olacak
sekilde gerceklestirilmistir. Yuratulen bitin PZR calismalarinda, pozitif kontrol ve

negatif kontrol (steril distile su) kullanilmustir.

3.2.5.1. Ters Transkripsiyon (TT) Cahsmalar:
Bu cahismada ornekler icin TT islemi asamalari asagidaki sekilde

gerceklesmistir.
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5 ul total RNA, 200 pmol random primer 1 pl PZR tlpleri igerisine
konularak su ile 10 pl ye tamamlanmstir.

Hazirlanan karisim daha sonra 65 °C’de 5 dakika sure ile thermal cycler
cihazinda bekletilmistir.

Cihazdan ¢ikarilan 6rnekler hemen buz igerisine alimip 2 dakika
bekletilerek RNA’larin denatiirasyonu yapilmastir.

Denattrasyonu yapilan RNA ve primer karisimina 1X Reverse transkriptaz
tampon soliisyonu (50 mM Tris HCI pH 8.3, 75 mM KCI, 3 mM MgCl,),
0.5 mM dNTP, 20 inite PrimerScript Reverse transkriptaz, 20 Unite
RNAse Inhibitorii ve su eklenerek 20 pl TT karisimi hazirlanmustir.

PZR aleti 30 °C 10 dakika, 45 °C 1 saat ve 70 °C 15 dakika daha sonra da
4°C surekli olarak kalacak sekilde programlanarak cDNA sentezi
tamamlanmstir

Elde edilen cDNA direk polimeraz zincir reaksiyonunda (PZR)

kullanilmustr.

3.2.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Asamasi

Ydirdtilen TT-PZR c¢alismasinin PZR asamasinda ise PZR Kkarisimi
hazirlanmis ve sentezlenen cDNA’larin kullaniimasi ile tamamlanmustir.

Polimeraz zincir reaksiyonu asamasi, her bir érnek icin asagidaki yénteme

gore adim adim olacak sekilde yurGtiImustir.

Buz (zerindeki, steril mikrosantrifiij tlplerinde 8.5 pl ddH,O, 1ul
“’Forward’” primer (10 uM), 1 ul “’Reverse’” primer (10 uM) ve 12.5 ul
GoTaq karigitmi maddelerini igeren “’PZR Master Mix’’ hazirlanmigtir.

PZR tuplerine her ornek igin, 23 ul “PCR Master Mix’ ile TT

asamasindan elde edilen cDNA 6rneginden 2 ul eklenmistir.
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PZR tiplerinde 25 pl miktarinda hazirlanan son hacim, thermal cycler
aletine yerlestirilmistir.

Kullanilan bazi primerlerin, baglanma sicakliklarina uygun PZR kosullari
ayarlandiktan sonra sentez islemi baslatilmistir. Bu calismada modifiye
edilen PZR kosullar1 Cizelge 3.7°de verilmistir.

Elde edilen tim PZR runleri, elektroforez ¢alismalarina kadar —20 °C’da

muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.6. Calismaya gore modifiye edilen PZR kosullar:

Ayrilma Sicaklig 94 °C 3 dakika 1 dongi
94 °C 30 saniye 40 dongii

Baglanma Sicakhgi 60°C 30 saniye 40 dongl
72°C 1.5 dakika 40 dong

Uzama Sicakligi 72°C 5 dakika 1 dongu

3.2.6. Nested PZR Cahsmalan

TT-PZR sonucunda elde edilen PZR urinleri ve CPsV CP geninin 350 bp’
lik kismina spesifik primerler kullanilarak nested PZR ¢alismalari tamamlanmstir.
Nested PZR asamasi, her bir rnek igin asagidaki yonteme gore adim adim olacak
sekilde yurutilmustr.

Buz Uzerindeki, steril mikrosantrifij tiplerinde 1X PZR tampon sollisyonu,
(50Mm KCI, 10mM Tris HCI 25 °C pH9.0, 1%Triton X- 100), 25mM
MgCI2, 1ul cDNA, 0.5 mM dNTP, 20 pmol BC78 ve BC79 primerleri ve
2.5 Unite Tag DNA polimeraz (Fermentas, CA) enzimi igeren ve su ile
25ul* ye tamamlanan PZR karigimi hazirlanmastir.

Bir dnceki asamada elde edilen PZR karistmina 1 pl CPsV CP PZR riinu

eklenmistir
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PZR tiplerinde 25 pl miktarinda hazirlanan son hacim, thermal cycler
aletine yerlestirilmistir

Kullanilan bazi primerlerin, baglanma sicakliklarina uygun PZR kosullari
ayarlandiktan sonra sentez islemi baslatilmistir. Bu calismada modifiye
edilen nested-PZR kosullari Cizelge 3.7’de verilmistir.

Elde edilen tim PZR runleri, elektroforez calismalarina kadar —20 °C’de

muhafaza edilmistir

Cizelge 3.7. Calismaya gore modifiye edilen Nested-PZR kosullar:

Ayrilma Sicakligi 94 °C 3 dakika 1 dong
94 °C 30 saniye 40 déngl

Baglanma Sicakligi 60 °C 30 saniye 40 dong(
72°C 30 saniye 40 dong

Uzama Sicaklig 72°C 5 dakika 1 dongii

3.2.7. Elektroforez Cahsmalar Ve Orneklerin Goriintilenmesi

Yurattlen bu ¢calismada “’agar jel elektroforez yontemi’” kullaniimistir. Bu
yontem ise Onelge (1997) ye gore modifiye edilerek yiritilmistiir.

Agar jel elektroforez yontemi igin izlenen asamalar, asagida maddeler

halinde belirtilmistir.

100 ml 1X TAE tamponu ¢ozeltisi ve 2 gram agar maddesi kullanilarak
hazirlanan karisim, mikrodalga firinda 2 — 3 dakika sure ile agar maddesi
iyi bir sekilde eriyinceye kadar 1sitilmustir.

Jel tepsisi diz bir zemin Ulzerinde ayarlanip, yuklenecek drnek sayisina

uygun tarak yerlestirilmistir. Hazirlanan agar karisimi biraz soguduktan
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sonra jel tepsisine kabarcik olusmayacak sekilde dokilerek, agar jelin
donmast i¢in oda sicakliginda bir miiddet bekletilmistir.

Katilasan jel, jel tepsisi ile birlikte tankin igine yerlestirilerek, 1X TAE
tamponu cozeltisi ile tankin igerisine jeli kapatacak sekilde dokulmis ve
tarak dikkatli bir sekilde cikartilmistir.

Jel gukurlarimin baslangi¢ ¢ukuruna 8 ml 100 bp’lik DNA markér, diger
cukurlara ise 10 ml hacminde olmak (zere Ornekler, pozitif kontrol ve
negatif kontrol (steril distile su) yuklenmistir.

Elektroforez aparati elektrik akimini saglayan glc¢ kaynagina baglanarak,
ornekler 80 — 100 volt ayarinda 45 — 60 dakika siire ile elektroforez
islemine tabi tutulmustur.

Elektroforez islemi tamamlanan agar jel tepsiden ayrilarak biraz sogumasi
saglandiktan sonra, saf su ile seyreltilmis etidyum bromir cozeltisi
icerisinde yaklasik 10 dakika stire ile bekletilmistir.

Bekleme asamasi tamamlanan agar jel, UV transilluminator aleti aracilig:

ile goruntilenerek fotografi cekilmistir.

3.2.8. Sekans Analizi Ve Verilerin Karsilastinnlmasi

PZR ve agar jel elektroforez caligmalari sonucunda pozitif bulunan
ornekler, aynt kosullarda TT-PZR uygulanarak 200 ml hacminde gogaltilmstir.
Cogaltilan tim o&rnekler saflastirma ve nukleotid dizilimlerinin belirlenmesi
amaciyla Adana ilinde bulunan *’Molgentek’ firmasina gonderilmistir. Firmanin
nikleotid dizilimleri belirleme calismalari, gonderilen etmenlerin *’Forward’” ve
“’Reverse’” primerlerine gore iki ayri sekilde gerceklestirilmistir.

Sekanslama islemi tamamlanan tiim 6rneklerin baz dizilimleri “’Finch TV’
programi kullanilarak goruntilenip, mevcut baz dizilimleri NCBI (National Center
for Biotechnology Information) veri tabaninda “’BLAST’” yontemiyle kayitli bazi

organizmalar ile karsilastirilmastir.
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Filogenetik analiz calismalarinda da DNA dizileri “’Mega 7°” (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) programi kullanilarak *‘’Neighbour Joining’’

metodu ile siniflandirilmustr.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. CPsV Hastahginin Survey Cahsmalan fle Yayginhgimn Belirlenmesi
Dogu Akdeniz Bolgesi Adana, Mersin, Hatay illerindeki 10 yasindan ve 10
dekardan biyUk olan portakal, mandarin ve altintop bahcelerinde bitkilerin aktif
strgin déneminde oldugu ilkbahar ve sonbahar dénemlerinde yapilan surveylerde
CPsV hastaliginin karakteristlik dzellikleri olan gen¢ yaprak simptomlarint (Sekil
4.1) gosteren agaclar yapilan gézlemeler sonucunda hastalikla bulasik olarak kabul

edilmistir.

Sekil 4.1. Yapilan survey calismalarinda Adana ilinde CPsV’nin genc yaprak
simptomu gozlemlenen portakal agaci
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Sekil 4.2. Yapilan survey calismalarinda Mersin ilinde CPsV’nin siddetli kabuk
kavlama simptomunu gésteren mandarin agact
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e
Sekil 4.3. Yapilan survey calismalarinda Hatay ilinde CPsV’nin mese yapragi
goruntist gézlemlenen portakal agaci
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Fawcett 1933 yilinda CPsV’nin kabuk kavlama simptomlarinin yaninda
gen¢ yaprak simptomlarini da tammlamistir. Yapilan bu calismada da incelenen
agaclarin CPsV ile bulasik oldugunun belirlenmesinde hastaligin karakteristik
simptomlar: olan geng¢ yaprak simptomlar: ve kabuk kavlama simptomlar: baz
alinarak degerlendirmeler yapilmustir.

Yapilan arazi calismalari sonucunda Adana, Mersin, Hatay illerinde
toplamda 11150 tane agac incelenmis ve bunlarin 4110 tanesi portakal, 5800 tanesi

mandarin ve 1260 tanesi altintop agaclarindan olusmaktadir. incelenen agaglarin

illere gore dagilimi gizelge 4.1, 4.2 ve 4.3 ’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Survey calismalarinda incelenen agaclarin illere gore dagilimi

iL PORTAKAL | MANDARIN ALTINTOP TOPLAM
ADANA 2000 1000 750 3750
MERSIN 1500 2300 300 4100
HATAY 600 2500 200 3300
TOPLAM 4100 5800 1250 11150

Cizelge 4.2. Survey caligmalarinda CPsV ile bulasik oldugu belirlenen agag

sayilarinin illere gore dagilim:

iL PORTAKAL MANDARIN ALTINTOP TOPLAM
ADANA 600 250 75 925
MERSIN 750 690 60 1500
HATAY 210 1000 28 1238
TOPLAM 1560 1940 163 3663

42




4. BULGULAR VE TARTISMA

Saime Biisra FIDANCI

Cizelge 4.3. Survey calismalari sonucu CPsV ile bulagik oldugu belirlenen

agaclarin % dagilimlar

. TOPLAM
_ PORTAKAL | MANDARIN | ALTINTOP | . .
iL INFEKSIYON

% % %
%

ADANA %30 %25 %10 %25
MERSIN %50 %30 %20 %36.5
HATAY %35 %40 %14 %37.5
TOPLAM
INFEKSIYON %38.3 %31.3 %13.04 %33
%

Survey yapilan bahgelerden Adana ilinde incelenen 3750 agacin % 25’nin,
Mersin ilinde incelenen 4100 agacin %36.5’nin, Hatay ilinde incelenen 3300
agacin %37.5’nin CPsV ile bulasik oldugu belirlenmistir. Kaliforniya’da 6000
agacta yapilan bir survey sonucunda agaclarin %14’nin CPsV ile bulasik oldugu
hastaligin riinde meydana getirdigi azalma sonucu % 6.5 oraninda bir gelir kayb1
olusturdugu tespit edilmistir (Knorr ve Childs, 1968). Ege Bolgesinde yapilan bir
caligmada ise turuncggil agaclarinin %50 oraninda CPsV ile bulasik oldugu
belirlenmistir (Azeri ve Heper 1973).
Dogu Karadeniz Bolgesinde Ordu ve Rize illeri arasinda yapilan bir
%1-2 oraninda CPsV
belirlenmistir (Cengiz ve ark., 1968).

surveyde turuncgil agaclarinin ile bulasik oldugu

Yapilmis olan bu calisgmada Dogu Akdeniz Boélgesinde Adana, Mersin,
Hatay illerinde incelenen 4100 tane portakal agacimin %38.3’nlin, 5800 mandarin
agacinin %31.3’niin, 1250 tane altintop agacinin %13.04’nin CPsV hastalig: ile
bulasik oldugu hastaligin en ¢ok portakal ¢esidinde goruldigi bunu sirasiyla
mandarin ve altintop cesitlerinin izledigi belirlenmistir. Gulli (1989) tarafindan

Dogu Akdeniz Bolgesi’nde yapilan bir surveyde ise Navel portakallarda %64-80,
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Satsuma mandarinlerde %15.8-31 oraminda CPsV ile bulasik oldugu tespit
edilmigtir. Arastirict yapmis oldugu calismada bélgede aktif siirgiin déneminde
geng yaprak simptomlarinin oldukga yogun oldugunu ancak olgun yaprak
simptomlarinin daha az gozlendigini, 6zellikle siddetli kabuk kavlamas: gdzlenen
agaclarda goraldugind bildirmistir. Yapilan bu ¢alismada da benzer sonuglar elde
edilmistir. Aktif strgin doneminde genc¢ yaprak simptomlar1 oldukca yogun
olmakla birlikte bu simtomlar yapraklar olgunlastiginda kaybolmaktadir. Kavlama
hastaligi ile bulasik bahgelerde damar bantlasmasi ve mese yapragi deseni
simptomlar: oldukga yogun olarak bulunmakta ayni hastaligin simptomlarindan
olan beneklenmeler ve klorotik lekeler daha az gérilmektedir. Ayrica psorosis
hastaligimin kabuk kavlama simptomu yash bahcelerde gorulmekle birlikte bu

simptomlar geng yaprak simptomlarina oranla daha azdir.

4.2. CPsV Hastahgimn Biyolojik indeksleme Yéntemi fle Tanilanmasi

Dogu Akdeniz Bolgesi eski turunggil bahgelerinden CPsV hastaliginin
karakteristlik simptomlarindan gen¢ yaprak simptomlari, yasl yaprak simptomlari,
kabuk kavlama simptomlari, odun dokusu deformasyonlari, concave gum
simptomlar: gore toplanan turuncgil cesitlerine ait drnekler her bir drnek igin U¢
adet olucak sekilde tohumdan vyetistirilmis 8 aylik saglikli Pineapple portakal
fidanlarina (Sekil 4.4) goz ve kabuk asilamas: olarak inokule edilmis ve bitkiler
haftalik olarak yaprak simptomlar1 ve sok reaksiyonlari agisindan gézlenmeye
calisitlmigtir. Tohumdan yetistirilen Pineapple portakal fidanlarindan Ucer adet

saksi negatif kontrol, Ucer adet saks: ise pozitif kontrol olarak birakilmustir.
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Sekil 4.4. Tohumdan yeistirilmis saglikli Pineapple portakal fidanlarina yapilan
g0z ve kabuk asilamasi
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Pineapple portakalina doku inokulasyonu yontemi ile aktarilan CPsV
hastahginin yaklagik iki ay gibi bir sure sonunda portakal fidanlarimin ug
strgunlerinde hastaligin karakteristik 6zelligi olan sok reaksiyonlar1 gézlenmistir
(Sekil 4.5). Ayrica gen¢ yapraklarda damarlar Uzerinde acik renkli damar
bantlasmas:1 (Sekil 4.6) ve mese yaprag: gorintusi (Sekil 4.7) gdzlemlenmistir.
Yash yapraklarda ise yapragin (st kisminda diizensiz klorotik lekeler (Sekil 4.8) ve
arka kisminda kahverengi kalict zamkli lekelerin varlig: belirlenmistir (Sekil 4.9).
Geng yapraklar (zerinde gelisen simptomlarin biyik bolumi yapraklar
olgunlastiginda kaybolmuslardir. Negatif kontrol olarak birakilan saglikl pineapple

fidanlarinda CPsV’nin genc yaprak simptomlarina rastlanmamstir.

Sekil 4.5. inokulasyon sonucu Pineapple portakal fidaninda olusan sok simptomu
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Sekil 4.6. Inokulasyon sonucu Pineapple portakal fidanlarinin geng yapraklarinda
olusan acik renkli damar bantlasmasi
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A 5

- 4

Sekil 4.7. Iinokulasyon sonucu Pineapple portakal fidanlarinda olusan mese yaprag:
goruntisu

48



4. BULGULAR VE TARTISMA Saime Bisra FIDANCI

Sekil 4.8. inokulasyon sonucu pineapple portakal fidanlarinin yash yapraklarinin
ust kisminda olusan diizensiz klorotik lekeler

Sekil 4.9. inokulasyon sonucu pineapple portakal fidanlarinin yash yapraklarinin
alt kisminda olusan kahverengi zamkli kabarciklar
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Cizelge 4.4. Farkli turuncgil gesitlerinden alinan inokulum kaynaklari ile yapilan
doku inokulasyonu calismalarinda Pineapple portakal bitkilerinde
gozlemlenen simptomlar

izolatlar indikator Simptomlar
bitki

GDB | MYG YKL YZL SR
CPsV-1 Pineapple portakal + + - - +
CPsV- 46 Pineapple portakal + + + + +
CPsV-3 Pineapple portakal + - - - +
CPsV-50 Pineapple portakal + + + + +
CPsV-9 Pineapple portakal + + - - +
CPsV- 42 Pineapple portakal + - - - +
CPsV-6 Pineapple portakal + + - - +
CPsV- 47 Pineapple portakal + + - - +
CPsV-7 Pineapple portakal + + + + +
CPsV-48 Pineapple portakal + - + + +
- kontrol Pineapple portakal - - - - -
+ kontrol Pineapple portakal + + + + it

GDB: Geng yapraklarda damar bantlasmasi, MYG: Mese yaprag: gorintisi, YKL: Yash yapraklarda
klorotik lekeler; YZL: Yash yapraklarda zamkl: lekeler, SR: Sok reaksiyonlari, +: Simptom var; -:
Simptom yok

Cizelge 4.4’de belirtildigi gibi Mersin ili Satsuma mandarin, W. Navel
portakal ve altintop, Adana ili Satsuma mandarin, W. Navel portakal ve Yafa
portakal, Hatay ili W. Navel portakala ait 6rneklerin Pineapple portakal indikattr
bitkilerinde CPsV hastaliginin karakteristik yaprak simptomlarindan olan sok
reaksiyonlari, gen¢ yapraklarda damar bantlasmasi ve mese yapragi gorintusa,
yash yapraklarda klorotik lekeler ve vyashh yapraklarda zamkli lekeler
gozlemlenmistir. Gozlemlenen bitin yaprak simptomlar: turunggil yetistirilen
alanlarda Kavlama hastalig: ile bulasik olan agaclardaki simptomlarla benzerdir.
Negatif kontrol olarak birakilan saglikli Pineapple portakal fidanlarinda genc

yaprak simptomlarinin gelisimi gdzlemlenmemistir. Pozitif kontrolde ise hastaligin
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karakteristik yaprak simptomlar: olan genc yapraklarda damar bantlasmasi, mese
yapragi deseni, yash vyapraklarda ise Klorotik lekeler ve zamkli lekeler
gozlemlenmistir.

CPsV hastalhig1 farkl: izolatlardan alinan drneklerle tohumdan yetistirilen
Pineapple portakal fidanlar1 Gizerinde inokulasyonlar gerceklestirildikten 8 haftalik
stire sonunda olusan ilk yapraklarda sok simptomlar: gézlemlenmistir (Sekil.4.10).
Roistacher (1991) tarafindan CPsV’nin varhigint biyolojik indeksleme yontemiyle
belirlemek amaciyla Pineapple ve Madam Vinous portakal fidanlarini indikator
bitki olarak kullanarak yaptiklar: bir calismada gozlemlenen sok simptomlar: bu
calismada oldugu gibi benzer sekilde yeni gelisen surguniin geriye dogru kurumasi
seklinde gelistigini ayrica Pineapple ve Madam Vinous portakallarinin CPsV’yi

belirlemede iyi birer indikator bitki oldugunu bildirmistir.

Sekil 4.10. Pineapple portakal fidanlar: Gzerinde inokulasyonlar gercgeklestikten 8
hafta sonra olusan ilk stirgiinlerde sok simptomlar
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CPsV’nin biyolojik yontemlerle tanilanmas: icin indikator bitki olarak
tohumdan yetistirilmis Pineapple portakal fideleri kullanilmigtir. CPsV’nin
indikator bitkilerde gelistirdigi tim yaprak simptomlart 8 hafta icerisinde
gozlemlenmistir. Wallace ve Drake (1968) yaptiklari bir ¢alismada CPsV’nin
biyolojik  olarak tespitinde ilk kez turunggil fidanlarimin  kullanimi
gerceklestirmistir. Indikator bitki olarak kullamilan portakal fidanlarinda 6 haftalik
sire sonunda CPsV’nin gen¢ yaprak simptomlarinin  gozlemlendigini
bildirmislerdir.

Onelge (1988) tarafindan CPsV biyolojik indeksleme yontemiyle tanilama
calismasinda siddetli kavlama simptomu gelisen agaclarda yapilan indeksleme
sonucunda gen¢ yaprak simptomlarinin yan: sira olgun yapraklarin 6n yiizeyinde
gelisen beneklenme ve yapraklarin arka ylizeyinde gelisen zamkl: lekelenmelerin
varhigint bildirmistir. Yapilan bu calismada da benzer sekilde siddetli kabuk
kavlama simptomlar1 gbsteren CPsV-50, CPsV-46, CPsV-7 ve CPsV-48
izolatlarindan alinan Orneklerde gen¢ yaprak simptomlarindan sonra olgun
yapraklar tzerinde kalic1 beneklenme simptomlarinin gelistigi gozlemlenmistir.

Gulli (1989) tarafindan Dogu Akdeniz Bolgesi’nde yapilan bir ¢alismada
CPsV’nin Navel portakal ¢esidinde %64-80 oraninda, Satsuma mandarin ¢esidinde
%15-31 oraninda bulasik oldugunu belirtmis ayrica CPsV’nin Dogu Akdeniz
Bolgesinde yaygin olarak bulundugunu bildirmistir. Yapilan bu ¢alismada da
biyolojik indeksleme galismalarinda kullanilmak Gzere Dogu Akdeniz Bolgesinde
geng yaprak simptomlari, yash yaprak simptomlar: ve kabuk kavlama simptomlar:
gosteren Satsuma ¢esidi mandarin ve Navel cesidi portakallardan alinan CPsV-7,
CPsV-46, CPsV-48, CPsV-50 ornekleri inokulum kaynag: olarak kullaniimastur.
Pineapple portakal fidanlarina inokulasyonlari gerceklestirilen orneklerin genc
yapraklarinda damar bantlasmas: ve yash yapraklarinin tst kisminda kalici klorotik
lekeler alt kisminda zamkli lekeler gozlenmistir.

Kayim (2010) tarafindan Dogu Akdeniz Bdlgesi’nde CPsV’nin biyolojik

indeksleme yontemiyle tanilanmasini gerceklestirmek igin yapilan bir calismada bir
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yasindaki portakal fidanlarina Adana, Mersin, Kozan’da hastalikla bulasik oldugu
bilinen agaglardan alinan drneklerin inokulasyonu sonucunda indikator bitkilerin
gen¢ Yyapraklart Uzerinde damar bantlasmasi, beneklenme ve mese Yyapragi
gorintust simptomlarint gdzlemledigini bildirmistir. Yapilan bu calismada da
Adana, Mersin, Hatay illerinden CPsV’nin gen¢ yaprak simptomlar:, kabuk
kavlama simptomlari, yash yaprak simptomlari, concave gum simptomlar: ve odun
dokusu deformasyonlar1 simptomlarini gosteren agaclardan alinan 6rnekler ile
yapilan biyolojik indeksleme calismalarinda geng yapraklarda damar bantlasmasi

ve mese yapragi goruntisi simptomlar: gézlemlenmistir.

4.3. Molekuler Cahsmalar ile ilgili Bulgular ve Tartisma
4.3.1. TT-PZR Cahsmalan ile ilgili Bulgular

CPsV hastaliginin saptanmasi ve tanilanmasi i¢in molekiiler yontemlerden
biri olan TT-PZR kullanilmistir. ilk olarak random primer kullamlarak cDNA
sentezi gergeklestirilmistir. Tamamlayici DNA (cDNA) sentezi gerceklestirildikten
sonra ve  RNA3 (manto protein) bolgesini ¢ogaltmak icin CPV-1/CPV-2,
BC76/BC77, BC78/BC79, RNAL bdlgesini ¢cogaltmak icin Ps44/Ps45 primer cifti,
RNAZ2 bolgesini ¢ogaltmak igin Ps62/Ps63 primer ¢ifti kullanilmistir. TT-PZR
calismalarindan elde edilen Urinler %1.5’lik agar jelde kosularak, ethidiumbromir
ile DNA boyamas: yapilmis ve sonuglar UV ile goriintilenmistir. Elde edilen
goruntillerde 100bp DNA buyidklik markdri  kullanilarak — amplifikasyon
bluyuklikleri belirlenmistir.

Yapilan TT-PZR ¢alismalarinin sonucunda CPV-1/CPV-2 primer cifti ile
cogaltilan 6rneklerde 600 bp’lik (Sekil 4.11), BC78/BC79 primer cifti ile cogaltilan
orneklerde 400 bp’lk (Sekil 4.12) bant olusumu go6zlemlenmistir. Ps44/Ps45
primer cifti ile cogaltilan 6rneklerde 276 bp’lik (Sekil 4.13) bant olusumu
gozlemlenirken, Ps62/Ps63 primer ciftleri kullanilarak ¢cogaltilan 6rneklerde 514 bp

blyukliginde bantlar gozlemlenmistir (Sekil 4.14). Araziden alinan 6rneklerde
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yukarida verilen baz uzunlugunda bant olusumlari hastalik etmenini tasidig
varsayilarak pozitif olarak degerlendirilmistir.

CPsV hastaliginin farkli turuncgil izolatlar1 kullanilarak yapilan TT-PZR
calismalarindan elde edilen bazi jel goruntileri Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13,
Sekil 4.14’de yer almaktadir.

Sekil 4.11. CPsV-1/ CPsV-2 primer ¢ifti ile yapilan TT-PZR sonucunda elde edilen
jel goruntist. M markdr, CPsA ile enfekteli portakal ornekleri 1-
2:Adana, 3-4:Mersin, 5-6:Hatay, -K: negatif kontrol,+K:pozitif kontrol.
600 nt uzunlugunda CPsVnun olusturdugu band.
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Sekil 4.12. BC78/ BC79 primer cifti ile yapilan TT-PZR sonucunda elde edilen jel
gorintusi.400nt uzunlugunda CPsVnin manto proteine ait bantlar. M
markor,1: Adana, 2-3: Mersin, 4: Hatay, -K: negatif kontrol,+K: pozitif
kontrol
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Sekil 4.13. Ps44/Ps45 primer cifti ile yapilan TT-PZR sonucunda elde edilen
orneklerin  %1.5’luk agar jeldeki goriintisi. CPsV’nin 276 nt
uzunlugundaki RNA1 bolgesi. 1-2: Adana, 3-4: Mersin, 5-6-7: Hatay
illerinden alinan portakal 6rnekleri.
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Sekil 4.14. Ps62/Ps63 primer cifti ile yapilan TT-PZR sonucunda elde edilen 514 nt
uzunlugundaki bantlarin %1.5’luk agar jel gérlntiist. CPsV ait portakal
agaclarindan elde edilen RNA2 gen bélgesi. M markér,1-2: Adana, 3-4:
Mersin, 5: Hatay, -K: negatif kontrol, +K: pozitif kontrol.

Dogu Akdeniz Bolgesi eski turuncgil bahcelerinden CPsV ile bulasik
oldugu dustnilen agaclardan alinan orneklerle farkli primer ciftleri kullanilarak
gerceklestirilen TT-PZR c¢alismalarinda, toplanan 50 6rnegin 35’nin CPsV ile
bulasik oldugu belirlenmistir. Kullanilan primer ciftlerinden CPV-1/CPV-2 ve
BC78/BC79 etmenin rutin tanilamasinda her zaman basarili sonug verirken diger
primer ciftleri her zaman ayni basariyr gostermemistir

Mersin ilinden alinan 19 6rnekten 14 tanesinin hastalikla bulasik oldugu
belirlenmistir. Adana ilinden alinan 17 6rnekten 12 tanesi ve Hatay illerinden
alinan 14 ornekten 9 tanesi TT-PZR calismalarinda pozitif sonu¢ olusturmustur.
TT-PZR sonucunda en iyi sonug veren 6rnekler siddetli kabuk kavlamasi ve genc
yaprak simptomu olusturan érnekler olmustur. Bu sonu¢ her bélge icin gecerlidir.
Sadece geng yaprak simptomlu 6rneklerden alinarak yapilan TT-PZR sonuglar

kabuk kavlamas: simptomu gosteren agaclardan alinan 6rneklerle yapilan TT-PZR
S7
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caligmalar kadar iyi sonug vermemistir. CPsV konsantrasyonun kabuk kavlamasi
olusturmayan agaclarda kabuk kavlamas: simptomu gosteren agaclardan daha az
yogunlukta olmasindan kaynaklandig: distinilmektedir.

Martin ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir calismada CPsV ile bulagik
oldugu diisiiniilen turuncgil agaclarindan alinan &rneklere ELISA, TT-PZR,
molekdler hibridizasyon ve ¢apraz koruma testleri uygulamiglardir. Bu ¢alismalarin
sonucunda kabuk kavlamasi ve geng¢ yaprak simptomu bulunan 41 érnegin CPsV
ile bulasik oldugunu ve sadece genc¢ yaprak simptomlarinin bulundugu 6 érnegin
ise CPsV ile bulasik olmadigini belirlemislerdir.

D’Onghia ve ark. (2001) tarafindan yapilan bir calismada CPsV’nin
belirlenmesindeki en etkili doénemin c¢icekleme doneminde alinan cigek
orneklerinden yapildig: bildirilmistir. Ayrica yaprak ornekleri kullanilarak yapilan
ELISA, DTBIA ve TT-PZR calismalarinda CPsV’nin belirleme oranimn
dustiglnd belirtmistir.

Barthe ve ark. (1998) tarafindan CPsV’nin manto protein geni dizisini
belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada, biyolojik karakterizasyonu yapilmis CPV-4
ve CPV-6 izolatlar1 TT-PZR analizinde, CPV1 ve CPV2 primer gifti kilif protein
geninin 654 ve 1253 nikleotidleri arasindaki 600 bp* lik alant gogaltmak igin
tasarlanmigtir. Yaptiklart TT-PZR calismalarinda 600 bp seviyesinde manto protein
bantlarint elde etmislerdir. Elde edilen PZR Urlnleri poliakrilamid jel Gzerinde
ayristirilamamis ve bunlar arasinda ¢ok ufak farkliliklar oldugu gozlenmistir. Buna
ek olarak, CPV6 izolati turuncgillerde kabuk kavlamasina yol acgarken, CPV4
izolat1 yaprak belirtileri gostermesine ragmen, govde ve dallarda kabuk
kavlamasina neden olmadigi gozlenmistir. TT-PZR igin tasarlanan primer ¢ifti
(CPV1 ve CPV2) gesitli CPsV izolatlarinin kilif proteinlerine ait tim agik okuma
cercevesinin (ORF) c¢ogaltiminda kullanilmigtir. Sonug olarak cesitli izolatlarin
kilif protein dizileri belirlenebilmis ve ifade edilen bu kilif proteinleri antijen
olarak kullanilabilmistir. CPV4 izolatimn kihif proteinin ifadesi igin Uretilen

poliklonal antiserumunun ilk degerlendirmesi sonucunda, bu antiserumun degisik
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CPsV izolatlarimin teshisinde kullanilabilecegi tespit edilmistir. Bu calismada
Barthe ve ark. tarafindan manto protein gen dizisini belirlemek icin tasarlanan
primer cifti (CPsV-1/ CPsV-2) kullanilarak ydritilen TT-PZR sonucunda 600 bp
lik manto protein geni ¢ogaltilmig arastiricilarla benzer sonuclar elde edilerek
pozitif drneklerde 600 bp seviyesinde bantlar elde edilmistir.

Martin ve ark. (2005) tarafindan ispanya P-121 izolatinin tim genomunun
dizilimi belirlemek i¢in yapmis olduklari ¢alismada RNAL1 bdélgesini belirlemek
icin Ps44/Ps45 primer ¢ifti ve RNA2 bdlgesini belirlemek igin Ps62/Ps63 primer
ciftini kullanmiglardur.

Dogu Akdeniz bdlgesinde yuritmis oldugumuz bu calismada da
Ps44/Ps45 ve Ps62/Ps63 primer ciftleri kullanilmig Ps44/Ps45 ile yapilan TT-PZR
calismalarinda testlenen 50 ornekten 10’inde 300 bp lik bantlar elde edilirken,
Ps62/Ps63 primer ciftiyle testlenen 50 6rnekten 35’inde 500 bp ‘lik bant olusmu
gozlenmistir.

Kayim (2010) tarafindan Adana, Mersin ve Kozanda yapilan bir ¢alismada
CPsV ile bulasik oldugu dustintlen farkli turuncgil gesitlerinden alinan 6rnekler
kilif protein geninin 766 ve 1200 nikleotidleri arasindaki kismint belirlemek igin
Cons1/Cons2 primer ¢iftini kullanilarak TT-PZR yontemi ile testlenmis ve 434 bp
lik bantlar elde edilmistir. Cons1/Cons2 primer ciftinin CPsV’nin kilif protein
genini tanilamada iyi oldugu belirtilmis, diger primer giftleri ile ilgili herhangi bir
calisma ydratulmemistir. Nukleotid dizilimi hakkinda herhangi bir bilgi
verilmemistir.

Bu calismada da kilif protein genini belirlemek icin CPsV-1/CPsV-2,
BC78/BC79 primer ciftleri kullanilmigtir. CPSV manto protein geninin 759 ve
1139 nukleotidleri arasindaki bélgeyi tanilamak i¢in BC76/BC77, BC78/BC79
primer cifti kullanilarak gerceklestirilen TT-PZR sonucunda 400 bp’lik bant
olusumu gozlemlenirken, 654 ve 1253 nikleotidleri arasindaki bolgeyi tanilamak
icin CPV-1/CPV-2 primer cifti kullanilarak yapilan TT-PZR ¢alismasinda 600 bp

lik bantlar elde edilmistir.
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CPsV hastaliginin saptanmasi ve tanilanmas: i¢in molekiiler yontemlerden
PZR yonteminin farkl bir versiyonu olan Nested-PZR kullaniimistir. Tlk olarak
random primer kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Tamamlayict DNA
(cDNA) sentezi gergeklestirildikten sonra RNA3 (manto protein) bdlgesini
cogaltmak icin BC76/BC77 ve BC78/BC79 primer ciftleri kullanilmigtir. Bir
onceki calismada elde edilen Grinler nested-PZR c¢alismalarinda kullaniimustir.
Daha sonra manto protein genin geninin 759 ve 1139 nikleotidleri arasindaki
bolgesini tamlamak igin Nested-PZR yontemiyle ¢ogaltmak icin BC78/BC79
primer cifti kullanilmigtir. Nested-PZR calismalarindan elde edilen drinler
%1.5’lik agar jelde kosularak, ethidiumbromir ile DNA boyamas: yapilmis ve
sonuglar UV ile goriintulenmistir. Elde edilen gorintiilerde 100bp DNA biyuklik
markorii kullanilarak amplifikasyon buyuklikleri belirlenmistir. Yapilan Nested-
PZR caligmalarinin sonucunda BC78/BC79 primer cifti ile ¢cogaltilan érneklerde
400 bp’lik bant olusumu gézlemlenmistir.

Kitik (2011) tarafindan Antalya ilinin  farkli turunggil (retim
bolgelerinden alinan turuncgil érnekleri ile yapmis oldugu bir calismada manto
protein geni belirlemek icin BC76/BC77 primer ¢iftlerini kullanmistir. Daha sonra
elde ettigi Grunler ile BC78/BC79 primer ciftlerini kullanarak Nested-PZR ile
genin 759 ve 1139 niikleotidleri arasindaki bolgeyi tanilamak igin cogaltmstir.
Yapilan analizler sonucunda 51 érnegin 45 tanesinde 350 bp’lik bant elde etmistir.
CPsV’nin belirlenmesinde 6rnekleme zamanina bakilmaksizin hastaligin etkin bir
sekilde tanilandigim bildirmistir.  Ayrica Nested-PZR yodntemini kullanarak
CPsV’nin viris yogunlugunun az oldugu dénemlerde alinan yaprak dokularinda da
etkin bir sekilde calisacagini belirtmistir.

Manto protein geninin belirli boélgelerinin tanilanmaya ve karakterize
edilmeye ¢ahisildigi TT-PZR calismalart sonucunda bdlgemizde CPsV’nin yaygin
olarak bulundugu, kabuk kavlama simptomlarinin PsA ve PsB sendromlariyla ilgili
oldugu ancak PsB sendromunun bdlgemizde yaygin olarak bulunmadigi PsA

sendromunun bélgemizde daha yogun bulundugu belirlenmistir. Direk sekanslama
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yontemi ile virisin RNA3 ve RNA2 bdlgelerinin niikleotid dizilimleri kismi olarak
elde edilmistir.

4.3.2. Nukleotid Dizilimi Ve Filogenetik Analiz ile ilgili Bulgular

PZR islemi sonucunda pozitif olarak belirlenen &rneklerden RNA2
bolgesinden 2 ve RNA3 bdlgesinden 3 adet 6rnek ayni kosullarda PZR islemi
uygulanarak, 200 ul hacminde ¢ogaltilarak, saflastirilmis (Sekil 4.15, 4.16) ve
niikleotid dizilimlerinin belirlenmesi amaciyla Adana ilinde bulunan Molgentek

firmasina gonderilmistir.

Sekil 4.15. PZR islemi sonucunda pozitif olarak belirlenen orneklerden DNA
cogaltmasi (Mersin izolati)
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Sekil 4.16. Purifiye edilip nukleotid dizilim analizine gonderilen érnekler ( RNA2
gen bolgesi) PS 62/63 primeri kullanilarak ¢ogaltilmis portakal
ornekleri.1: Adana, 2-3: Mersin, 4: Hatay ilinden alinan 6rnekler.

Jel gorintileme islemi sonucunda, CPsV pozitif oldugu tespit edilen ve
nikleotid dizilimlerinin belirlenmesi amaciyla, Adana ilinde bulunan Molgentek
firmasina gonderilen 6rneklerin, sekans analizleri gerceklestirilmis ve Forward
primerlerine gore baz dizilimleri belirlenmistir. Baz dizilimleri, FinchTv program:
kullanilarak gérintilenmistir.

RNAZ3 Bolgesine ait bazi1 baz dizilimleri su sekildedir:

Adana RNA3
>GGACGTCTCTAGATGATTAGACACTTACGAGTGCTGTCTGCTCT
ATATGCAAACTGAACTTGCTGGGAATCCGTCTGTGAGATATGCTG
GGTTTGCAAGTAGTTTTCAAACCAAGCAAAAGTTGTCCCCTGCTG
CTGATGCAACTCATGAGTCCCTGATGCCATTGCTGGAAACCAATC
AGAAGATTGAAAAATCAATTGCGATAAGAGATTTTCTGAAAACA
ATGGAGGGACAATGGAAAAATCAGAAAAGGCTTCATCCTTTATC
TGATGAAAAACCAACAATAAAAAACTTCACTCTGAAGCTGACAT
GTGCTATAATTTACAGCCTCACTCCGATGGCAGAAAAATACTACG
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GAAAGTCGTGTGCCTCATTCCACATGGTAGAAAAAACAAACTTT
CTTTGAGGTGACAACTATAATTAAAACGTTGGAAGGACTTGGAC
TCTTCACCAACCGTGGCATTCGAGATCGGATCAACCACCCCTCTC
TTACACTTCTCTCTAAAATTAACATTGGATTTAATTTACGGAGGC
ATTTCTCATTGTTTATATACCTTACGCTTTCCGGGCTTGTTGAGGT
CCTACCCCGTTTATTTGACTTGCTTATT

Mersin RNA3
>GCTACATACGTCTCGTGTTAGAGTGCGTTATGTCCGGTATAGTA
CCTCTTAGAAAACATCATTTTGAGTGTTCTCTCGGATGAATTGGA
ATACTACGGGGGGTAAACCAAAGTGGAGATTTGCCAAAGGTAAA
TGATTCTAACGAGGAACCTAGATTGATATGCTGAAAATGAAGCG
CACAGGTGAAAAATGAATTGTGCTAATCACTTTGTTCCTGTGGTG
CCTGCATCATGGGACGATCAAAGAAGGAATAAATGATATCAAGT
GTGCAAGGATAGAGAAAGACTCTTATACGCTCAACCCCACATGT
GCTATAATTTACAGCCTCACTCATAATGGCAAAAAACACACTTTT
GGATGAACGGCCCATTGTATGGTTACTTAAATTTGATCTACACAC
TCTTTGTGAGGAAAACCCGAAACTGCAAATCCCTAAATCGCGGG
AATGGCAAGAGCCCCGCCAGGTCCCTCGGAGGCAACGGTATATC
GTAAAGAGGTTTCCGGGGCGGGGGGGTGGTAAATTGTAAGTAGG
TTGTGGGATTTGTTTGTCAGTGCTCCGATTCGGGCCAGGGGGTGC
GTTAACCTTTGGCTCGGGTTAGAGGGGTCCGAGA

Hatay RNA3
>GGACGTCTCTAGATGATTAGACACTTACGAGTGCTGTCTGCTCT
ATATGCAAACTGAACTTGCTGGGAATCCGTCTGTGAGATATGCTG
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GGTTTGCAAGTAGTTTTCAAACCAAGCAAAAGTTGTCCCCTGCTG
CTGATGCAACTCATGAGTCCCTGATGCCATTGCTGGAAACCAATC
AGAAGATTGAAAAATCAATTGCGATAAGAGATTTTCTGAAAACA
ATGGAGGGACAATGGAAAAATCAGAAAAGGCTTCATCCTTTATC
TGATGAAAAACCAACAATAAAAAACTTCACTCTGAAGCTGACAT
GTGCTATAATTTACAGCCTCACTCCGATGGCAGAAAAATACTACG
GAAAGTCGTGTGCCTCATTCCACATGGTAGAAAAAACAAACTTT
CTTTGAGGTGACAACTATAATTAAAACGTTGGAAGGACTTGGAC
TCTTCACCAACCGTGGCATTCGAGATCGG

RNAZ2 Bolgesine ait baz dizilimleri su sekildedir:

ADANA RNA2
SATCCTCCAGTCATTAATTCTTTTCTAAGAACATTACTCCTACATC
TATAGAAAGGAATTTTGGAGGAGTAGCCCAACTGGAAGTTGAGC
GGGCCAAACTTTCATTTGAAACATTTGGAAACAAATTCCTTTTGA
AAGATGTTTTCAAGTTCTCTGATCAAAGTCTGGGAGACAACATAT
TTCATATACTTTGTTGAAAGAAGAGGGTCATATTGACGGAATTAG
GACAGCTGGAGATGATTTGTTGGAGAAGGATGGTGAAGTGGTGA
TGATATTAGATAGTAGGGATGAGGGTAGGATGTGGATAAAGGAT
GAGTCTGGGCTGAGGTGACTGAGCATGGCTCAAAAAGTGCAAGA
GAGTATTGCATGAAGGTTGAAAAGAATGAAATTAAAGTGGAGTA
GTTGTGTGTGATTAAGATGGCTCTTATATATGATAATTAGAGTGC
GATAATCATATTTCGCTTTAAATAAACAATTCTTTTGACGATCCG
AAAGTCTGTCATACT TTGA
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MERSIN RNA2
TCCGCCAGTCATTATTTCTTTTCTAAGAACATTACTCCTACATCTA
TAGAAAGGAATTTTGGAGGAGTAGCCCAACTGGAAGTTGAGCGG
GCCAAACTTTCATTTGAAACATTTGGAAACAAATTCCTTTTGAAA
GATGTTTTCATGTTCTCTGATCAAAGTCTGGGAGACAACATATTG
TCATATACTTTGCTGAAAGAAGAGGGTCATATTGATGGAATGAT
GGACACTGGAGATGATGTGTTGTTGGAGAAGGATGGTGAAGTGG
TGATGATATTAGATAGTAGGGATGAGGGTAGGATGTGGATAAAG
GATGATGTCTGGGCTGAGGTGACTGAGCATGGCTCAAAAAGTGC
AAAAGAGTATTGCATGAAGGTTGAAAAGAATGAAATTAAAGTGG
AGTAGTTGTGTGTGATTAAGATGGCTCTTATATATGATATTTAGA
GTGCGATAATCATATTTCGCTTTAAATAAACAATTCTTTTGACGA
TCCGAAAGTCTGTCATACTTTGA

Goriintulenen baz dizilimleri NCBI (National Center for Biotechnology
Information) veritaban: kullanilarak bu bankada kayitli organizmalar ile
karsilagtirtlmistir (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18)

Filogenetik analiz ¢alismas: igin ise DNA dizileri Mega 7 (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) programi kullanilarak “’Neighbour joining’’

metodu ile siniflandirilmastir.
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Sekil 4.17. NCBI (National Center for Biotechnology Information) veritaban
RNA3(Manto protein) bolgesi karsilastiriimasi
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Sekil 4.18. NCBI (National Center for Biotechnology Information) veritaban:
RNAZ2 bolgesi karsilagtiriimasi

Bu calismada, nikleotid dizilim analizleri ve yapilan filogenetik ¢alismalar
sonucunda farkl: turunggil tirlerinden alinan érneklerin RNA3 bélgesinin Ispanya,
Arjantin ve Misir izolatlari ile %96 oraninda benzerlik gosterdigi, RNA2
bolgesinin ise Ispanya izolatlar1 ile %98 oraminda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. Calismada ayrica farkli turuncggil tirlerinin RNA3 bdélgesinin birbiri
ile olan benzerliginin %98’in Uizerinde oldugu ortaya konmustur.

Ispanya P-121 psorosis izolatimin tiim genomunun dizilimi Martin ve
arkadaglari tarafindan yapilmistir (Martin ve ark. 2005). P-121 izolatimin tim
genom dizilemesi birbiri ile %99’un (zerinde Ortlisen en az iki bagimsiz cDNA
klonu Uzerinden belirlenmigtir. P-121 izolatimin genomik organizasyonun daha

Once dizilimi yapilan CPV-4 izolati ile aym: oldugu belirtilmistir. P-121° e ait
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RNAZL’in 8186 nukleotid blyukliginde olup, CPV-4 izolatimn RNAZL’den iki
niikleotid daha uzun oldugu bulunmustur. Buna gore, P-121 ve CPV4 izolatlarinin
RNAL benzerlikleri %81 olarak tespit edilmistir. Ayrica 24K protein geni, P-121
ve CPV4 izolatlarinda yilksek oranda benzerlik gostermistir (%92.2). P-121
izolatina ait 1645 niikleotid uzunlugundaki RNA2 bélgesinde bulunan 3 ucundaki
terminusda ekstra C (sitozin) bazi bulunmas: nedeniyle, CPV4 izolatindan sadece
bir nikleotid daha uzun oldugu belirtilmistir. Boylece, bu iki CPsV izolatinin RNA
2 benzerlikleri % 83.3 olarak bulunmustur. RNA2 tarafindan kodlanan 54K protein
benzerliklerinin ise %96.4 oldugu belirlenmigtir. P-121‘in 1447 nikleotid
uzunlugundaki RNA3 bdlgesinin CPV-4’den yedi nukleotid daha kisa oldugu ve
%85.5 oran ile diger iki RNA bolgesinden daha yiliksek benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. Sonu¢ olarak, P-121 izolatinin genomik RNA’larinin diziliminin
belirlenmesi, bu calismada kullanilan iki CPsV izolatinin tum genom dizilerindeki
cesitliliklerin saptanmasinda yardimci olmus ve niikleotid benzerliklerinin ortalama
%82 oldugu belirlenmistir.

Bu calisma sonucunda elde edilen 600 nt’lik RNA3 bolgesi ispanya
izolatlar1 ile %96 lik bir benzerlik olusturmustur. Yine bu izolatin farkl: tilkelerden
NCBI genbankasina yapilan kayitlarda farkli yuzdelerde (PB-108 AM235981
Ispanya izolat: %96 benzerlik, italya izolati LN610694 %95 ) benzerlik gosterdigi
belirlenmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Nikleotid dizilim analizleri ve yapilan filogenetik ¢calismalar sonucunda
farkl turunggil tdrlerinden alinan 6rneklerin RNA3 bdélgesinin farkl

izolatlarla karsilastiriimasi.

Nikleotid dizilim analizleri ve yapilan filogenetik galismalar sonucunda

RNA2 bolgesinin ise %98 oraninda ispanya izolatlar: ile benzerlik gosterdigi

belirlenmistir ( Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Nukleotid dizilim analizleri ve yapilan filogenetik calismalar sonucunda
farkl: turuncgil tirlerinden alinan orneklerin RNA2 bolgesinin farkl

izolatlarla karsilastiriimasi.

Cahismada ayrica farkli turuncgil izolatlarindan elde edilen Psorosis
virtsuniin RNA3 bolgesinin birbiri ile olan benzerliginin %98’in izerinde oldugu
ortaya konmustur ( Sekil 4.21). Adana ve Hatay izolatlarinin ayni bolim iginde yer

alirken Mersin izolatinin ayri bir bélimde yer aldig: belirlenmistir.

17 WMersin CPsY RMA3

3 -l—_CF‘s‘J RNA3 ltalya
—— CPsV RNA3J Tunus
L CPsV RNA3J Ispanya

Mirafiore lettuce virus RMA3

— BIMaV Bluberry mosaic virus
Adana CPsV RNA3J

47
4 | Hatay RMNA3

b

Sekil 4.21. Nukleotid dizilim analizleri ve yapilan filogenetik ¢alismalar sonucunda
farkli turuncgil izolatlarindan alinan 6rneklerin RNA3 bdlgesinin
birbiri ile ve farkli Olphio virusler ile karsilastiriimasi.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Bu arastirma ile Dogu Akdeniz Boélgesi’nde (Adana, Mersin, Hatay) CPsV
ile bulasik oldugu bilinen 10 yasindan ve 10 dekardan buyik portakal (C. sinensis),
mandarin (C. reticulata) ve altintop (C. paradisi) bahcelerinde hastaligin yayginhg:
ve hastaligin PsA ve PsB varyantlarinin varhigi belirlenmis; ayrica, Dogu Akdeniz
Bolgesi turuncggil Gretim alanlarindan CPsV ile bulasik oldugu dustndlen
agaclardan alinan bitki dokulari molekiler yontemle (TT-PZR) arastirilmis ve
RNA2 ve RNA3 gen bolgeleri tanilanmistir ve  araziden alinan CPsV
simptomlarini gosteren Ornekler pineapple portakal tohumundan vyetistirilen
fidanlarda biyolojik indeksleme yapilarak, hastaligin bu tirdeki belirtileri

arastirllmigtir. Elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

5.1.1. Sorvey Cahsmalari Sonuglan

1- Dogu Akdeniz Bolgesi’nde (Adana, Mersin, Hatay) CPsV ile bulasik
oldugu bilinen 10 yasindan ve 10 dekardan biyuk portakal (Citrus
sinensis), mandarin (Citrus reticulata) ve altintop (Citrus paradisi)
bahgelerinde yapilan surveylerde PsA’nin Kkarakteristlik simptomlarindan
olan gen¢ yapraklarda damar bantlasmasi ve mese yapragir goriintisi
simptomlar: yogun olarak bulunmustur. Bu geng yaprak simptomlar: ile
birlikte gdvde ve ana dallarda kabuk kavlamalarinin da oldugu
gozlemlenmistir.

2- Kabuk kavlama simptomlar: tabakalar halinde ve pul pul olmak lizere iki
farkl sekilde bulunmaktadir. Kabuk kavlama dokularinin altinda odun
dokusu icinde zamk paketleri etmenin siddetli etkiledigi portakal ve
mandarin agaclarinda gézlenmistir.

3- Siddetli kabuk kavlama simptomu gosteren agaclarin yash yapraklarinda

klorotik lekeler ve vyapraklarin arka kisminda zamk kabarciklar
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bulunmaktadir. PsB’ nin karakteristlik simptomlarindan olan siddetli kabuk
kavlamalari ve yash yaprak simptomlari yogun miktarda olmamasina
ragmen survey calismasimin yiritildigi Dogu Akdeniz Bélgesi’nde
bulunmaktadir.

Concave gum simptomunun Adana ve Mersin illerindeki mandarin
agaclarinda ve odun dokusu deformasyonunun ise daha ¢ok eski
bahcelerde ve vyash portakal agaclarinda daha fazla bulundugu
g6zlenmistir.

Dogu Akdeniz Bolgesi’nde CPsV’nin yaygin olarak bulundugu, kabuk
kavlama simptomlarint PSA ve PsB varyantlarimin olusturdugunu ancak
PsB’nin olgun yaprak simptomlar: olustururken PsA’nin olusturmadig: ve
boélgemizde PsB’nin PsA kadar yaygin olmadigi belirlenmistir.

Dogu Akdeniz Bolgesi’nde portakal, mandarin ve altintop bahcelerinde
gerceklestirilen surveylerde toplamda 11150 agacin %33’nin CPsV ile
bulasik oldugu belirlenmistir.

Gergeklestirilen surveyler sonucunda CPsV’nin %38.3’liik oranla en fazla
portakal gesitlerinde gorilmekte oldugu ve bunu %31.3 ile mandarin ve

%13.04 ile altintop cesitlerinin takip ettigi belirlenmistir.

5.1.2. Biyolojik indeksleme Cahismalari Sonuglarn

Farkl: turunggil tlrlerinden (Portakal, Mandarin, Altintop) CPsV’un geng

yaprak, kabuk kavlama, yash yaprak, odun dokusu deformasyonlari, concave gum

simptomlarina gore alinan izolatlardan tohumdan yetistirilen 8 aylik pineapple

portakal fidanlarina yapilan inokulasyon ¢alismas: sonucunda ;

Sok reaksiyonlari
Geng yapraklarda damar bantlasmasi ve mese yapragi goruntiisii butin

indikator bitkilerde 8 haftalik siire sonunda gdzlemlenmistir.
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Sadece siddetli kabuk kavlama simptomu ve yash yaprak simptomlar
gosteren izolatlar ile yapilan biyolojik indeksleme calismalarinda PsB’nin
karakteristlik simptomlarindan olan yasli yapraklarin (st yizeyin de diizensiz
klorotik lekeler ve yapraklarin ara kisminda kahverengi zamkli kabarciklar
olustugu gozlemlenmistir.

Bu calisma ile CPsV’nin yalmzca PsB varyantinin olgun yaprak simptomu
olusturdugu, PsA varyantinin ise genc¢ yaprak simptomlar: olustururken olgun

yaprak simptomlar: olusturmadig: belirlenmistir.

5.1.3. TT-PZR Calhismalar: Sonuglar

1. CPsV’nin molekiler olarak tamlanmasi calismalarinda etmen portakal,
mandarin ve altintop agaclarindan izole edilmis ve TT-PZR ydntemiyle bu
agaclarin hastalikla bulasik oldugu ortaya konmustur.

2. TT-PZR calismalarinda, toplanan 50 drnegin 35’nin CPsV ile bulagik
oldugu belirlenmistir.

3. TT-PZR sonucunda en iyi sonug veren ornekler siddetli kabuk kavlamasi
ve yogun geng yaprak simptomu olusturan 6rnekler olmustur. Bu sonug her
bolge icin gegerlidir.

4. Kullanilan primer ciftlerinden CPV-1/CPV-2 ve BC78/BC79 CPsV’nin
rutin tanllamasinda her zaman basarili sonug verirken diger primer ciftleri
her zaman aymi basartyr gostermemistir.  Bu nedenle 6zellikle
sertifikasyonda bu primerlerin kullanilmasinin daha basarili sonuclar
olusturacag: dustinilmektedir.

5.  Molekiiler olarak direk sekanslama yontemi ile virlisin RNA3 ve RNA2
bolgelerinin nikleotid dizilimleri elde edilmistir.

6. Bu ¢alismada, nikleotid dizilim analizleri ve yapilan filogenetik caligmalar
sonucunda farkli turuncgil turlerinden alinan érneklerin RNA3 bolgesinin
Ispanya, Arjantin ve Misir izolatlar: ile %96 oraninda benzerlik gosterdigi

belirlenmistir.
73



5. SONUCLAR VE ONERILER Saime Biisra FIDANCI

Nikleotid dizilim analizleri ve yapilan filogenetik ¢alismalar sonucunda
RNA 2 Bolgesinin ise %98 oramnda ispanya izolatlar1 ile benzerlik
gosterdigi belirlenmistir.

Galismada ayrica farkli turuncgil tdrlerinden elde edilen Psorosis
izolatlarinin  RNA3 Dbolgesinin birbiri ile olan benzerliginin %98’in

uzerinde oldugu ortaya konmustur.

5.2. Oneriler

1.

Saglikli Uretim materyali ( SUA yodntemi uygulanmis ve mavi etiketli) ve
bu virlise karsi testlenmis fidan Gretiminin arttiriimas: ve kullaniimasi,

As1 g6zl aliminda geng yaprak ve kabuk simptomlarina dikkat edilmesi ve
bu simptomlar1 sergileyen agaglarin as1 g6zu kaynagi olarak
kullaniimamast,

Molekiiler tanilamanin sertifikasyon programlarinda mutlaka kullaniimasi
gereken bir yontem olarak degerlendirilmesi,

Molekiiler tanilamada primer secimine dikkat edilmesi, rutin tanilamada

manto protein bolgesinin kullanilmasi 6nerilmektedir.
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