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YÜKSEK LİSANS TEZİ 
 

DOĞU AKDENİZ BÖLGESİ TURUNÇGİL ÜRETİM ALANLARINDA 
TURUNÇGİL PSOROSİS VİRÜSÜ (CPsV)’NÜN YAYGINLIĞININ 
ARAŞTIRILMASI, MOLEKÜLER OLARAK TANILANMASI VE 

KARAKTERİZASYONU 
 

Saime Büşra FİDANCI 
 

ÇUKUROVA ÜNİVERSİTESİ 
FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

BİTKİ KORUMA ANABİLİM DALI 
 

 Danışman : Prof. Dr. Nüket ÖNELGE 
   Yıl: 2018, Sayfa: 83 
 Jüri : Prof. Dr. Nüket ÖNELGE 
   : Prof. Dr. Gülşen SERTKAYA 
  : Dr. Öğr. Üys. Orhan BOZAN 
  

Bu çalışmada, Doğu Akdeniz Bölgesinde Turunçgil kavlama hastalığı 
etmeni Citrus psorosis virus (CPsV) ile bulaşık olduğu bilinen turunçgil türlerinden 
portakal, mandarin ve altıntop bahçelerinde etmenin yaygınlığı belirlenmiş ve 
alınan bitki örneklerinin biyolojik ve moleküler karakterizasyonu yapılmıştır. 
CPsV varyantları arasındaki farklılıklar birbirinden ayrılarak nükleotid dizilimleri 
belirlenmiştir. CPSV’nin tanılanması ve karakterizasyonu için 50 farklı turunçgil 
ağacından şiddetli kabuk kavlama lezyonu ve genç yapraklarda damar bantlaşması, 
meşe yaprağı deseni simptomu, yaşlı yaprak ve concave gum simptomları gösteren 
farklı örnekler toplanmıştır. Toplanan örnekler TT-PZR çalışmalarıyla analiz 
edilmiştir. Kullanılan farklı primer çiftleri ile CPsV’nin farklı gen bölgeleri 
belirlenmiştir. Yapılan biyolojik indeksleme çalışmalarında ise tohumdan 
yetiştirilen 8 aylık Pineapple portakal (Citrus sinensis) fidanlarına CPsV’nin 
inokulasyonu yapılmış ve enfekteli indikatör bitkilerin ilk gelişen sürgünlerinde 
CPsV’nin damar bantlaşması ve şok simptomları gözlemlenmiştir. Blast analizi ve 
NCBI gen bankasındaki CPsV’nin referans genomlarının karşılık gelen bölgeleri 
ile nükleotid dizilimlerinin %98 oranında benzerliğe sahip olduğu belirlenmiştir.  

 
Anahtar Kelimeler: Turunçgil, CPsV, TT-PZR, Biyolojik indeksleme, Türkiye   
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ABSTRACT 
 

MSc THESIS 
 

INVESTIGATION OF THE PREVALENCE OF CITRUS PSOROSIS 
VIRUS (CPsV) IN THE CİTRUS PRODUCTION AREAS OF THE 

EASTERN MEDİTERRANEAN REGION, AND ITS MOLECULAR 
IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION 
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 Supervisor : Prof. Dr. Nüket ÖNELGE 
   Year: 2018, Pages: 83 
 Jury : Prof. Dr. Nüket ÖNELGE 
    : Prof.Dr. Gülşen 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 
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GENİŞLETİLMİŞ ÖZET 
 

Turunçgiller dünyada olduğu gibi ülkemizde de yetiştiriciliği yapılan 

portakal (Citrus. sinensis), mandarin (C. reticulata), altıntop (C. paradisi), limon 

(C. limon) gibi türleri kapsayan en önemli meyve gruplarındandır. Turunçgil 

yetiştiriciliği yapılan alanlarda virüs ve virüs benzeri hastalıklar ekonomik olarak 

turunçgil tarımını kısıtlayan en önemli faktörlerdendir ve üretim yapılan bu 

alanlarda 80’e yakın virüs ve virüs benzeri hastalık olduğu bildirilmektedir 

(Roistacher, 1991; Navarro, 1993). Dünya’da turunçgil yetiştiriciliği yapılan 

alanlarda ciddi ekonomik kayıplara neden olan virüs hastalıklarından bir tanesi de 

Turunçgil kavlama hastalığına neden olan Citrus psorosis virüs (CPsV)’üdür. 

Günümüzde CPsV’nin iki farklı varyantı olduğu belirtilmiştir. Bunlardan birincisi 

hastalığın en çok görülen ırkı olan Psorosis A (PsA), ikincisi ise hastalığın daha 

şiddetli ırkı olan Psorosis B (PsB)’dir (Fawcett ve Klotz, 1938). Ülkemizde ve 

bölgemizde Turunçgil kavlama hastalığı ile ilgili bazı çalışmalar yürütülmüş fakat 

bu iki ırkın genomik farklılıkları ile ilgili herhangi bir çalışma yürütülmemiştir. Bu 

çalışma ile Doğu Akdeniz Bölgesi farklı turunçgil türlerini içeren turunçgil 

bahçelerinde Turunçgil kavlama hastalığının yaygınlığı belirlenmiş,  hastalığın 

biyolojik ve moleküler karakterizasyonu yapılmıştır. Ayrıca CPsV’nin farklı 

izolatları arasındaki genomik farklılıklar birbirinden ayrılarak kısmi genom 

dizilimleri belirlenmiştir. CPsV’nin Doğu Akdeniz Bölgesinde yaygınlığını 

belirlemek amacıyla Adana, Mersin, Hatay illerinde 10 yaşından ve 10 dekardan 

büyük portakal, mandarin, altıntop bahçelerinde ilkbahar ve sonbahar aktif genç 

sürgün dönemlerinde surveyler gerçekleştirilmiştir. Gerçekleştirilen surveylerde 

CPsV’nin karakteristlik simptomlarından olan genç yaprak simptomları 

değerlendirilerek yaygınlık durumu belirlenmiştir. Yapılan arazi çalışmaları 

sonucunda incelenen 11150 ağacın 3663 tanesinin hastalıkla enfekteli olduğu, 

Doğu Akdeniz Bölgesi Adana, Mersin, Hatay illerinde portakal, mandarin ve 

altıntop yetiştirilen bahçelerde toplam bulaşıklığın %33 olduğu tespit edilmiştir. 
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CPsV’nin tanılanması ve karakterizasyonu için 50 farklı turunçgil ağacından kabuk 

kavlama lezyonları genç yapraklarda damar bantlaşması, meşe yaprağı görüntüsü 

simptomları, yaşlı yaprak simptomları ve concave gum simptomu gösteren 

ağaçlardan farklı örnekler toplanmıştır. Araziden toplanan örnekler biyolojik 

indeksleme çalışması için Pineapple portakal tohumlarından yetiştirilen fidanlara 

doku inokulasyonu yöntemi ile aktarılmıştır. Yaklaşık iki ay gibi bir süre sonunda 

portakal fidanlarının uç sürgünlerinde hastalığın karakteristik özelliği olan şok 

reaksiyonları gözlenmiştir. Ayrıca fidanların genç yapraklarında damarlar üzerinde 

açık renkli damar bantlaşması ve meşe yaprağı görüntüsü, olgun yapraklar üzerinde 

kalıcı zamklı lekeler gözlenmiştir. Genç yapraklar üzerinde gelişen simptomların 

büyük bölümü yapraklar olgunlaştığında gözden kaybolmuşlardır.  

Turunçgil bahçelerinden toplanan yaprak örnekleri CPsV’nin varlığını 

moleküler olarak belirlemek için Ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu 

(TT-PZR) yöntemi ile analiz edilmiştir. TT-PZR çalışmalarında BC76/BC77, 

BC78/BC79, Ps44/Ps45, Ps62/Ps63, CPV-1/CPV-2 primer çiftleri kullanılmıştır. 
Kullanılan primer çiftlerinden CPV-1/CPV-2 ve BC78/BC79 etmenin rutin 

tanılamasında her zaman başarılı sonuç verirken diğer primer çiftleri her zaman 

aynı başarıyı göstermemiştir.  CPsV ile enfekteli bitkiler sağlıklı bitkilerde 

olmayan kılıf protein geninin 350, 514, 600 nt uzunluğundaki bantlarını 

göstermişlerdir. Kılıf protein geninin belirli bölgelerinin tanılanmaya ve 

karakterize edilmeye çalışıldığı TT-PZR çalışmaları sonucunda bölgemizde 

CPsV’nin yaygın olarak bulunduğu, kabuk kavlama simptomlarının PsA ve PsB 

sendromları ile ilgili olduğu ancak PsB sendromunun bölgemizde yaygın olarak 

bulunmadığı PsA sendromunun bölgemizde daha yoğun bulunduğu belirlenmiştir. 
Direk sekanslama yöntemi ile virüsün RNA3 ve RNA2 bölgelerinin kısmi 

nükleotid dizilimleri elde edilmiştir. Filogenet�k anal�z çalışması �ç�n �se DNA 

dizileri Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA7) programı kullanılarak 

‘‘Ne�ghbour jo�n�ng’’ metodu �le sınıflandırılmıştır.  
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Blast analizi ile NCBI gen bankasındaki CPsV’ün referans genomları ile 

karşılaştırılmış ve bölgemizden elde edilen CPsV izolatlarının RNA3 bölgesinin 

%96 oranında, RNA2 bölgesinin ise %98 oranında NCBI gen bankasında yer alan 

izolatlarla benzerlik oluşturduğu belirlenmiştir.  
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1. GİRİŞ  
 

Köken� güneydoğu Asya olan turunçg�ller; turunç, portakal, mandar�n, 

altıntop, l�mon ve bergamot g�b� ekonom�k değer� yüksek olan Citrus c�ns� meyve 

ağacı türler�n� �ç�ne alan b�r b�tk� topluluğudur. Modern anlamda turunçgil tarımı 

19. yüzyılda ABD’de başlamış ve hızla yayılmıştır. Dünya’da turunçgil üretimi 35° 

kuzey ve 35° güney paraleller arasındaki bölgelerde yapılmaktadır. Meyve grupları 

içinde dünyada en çok yetiştirilen ve tüketilen meyve grubudur. Dünya’da 9 

milyon hektar alanda yaklaşık 138 milyon ton turunçgil üretilmektedir. Bu üretimin 

%57’si portakal, %23’ü mandarin, %11’i limon, %4’ü altıntop ve %5’lik kısmıda 

diğer turunçgil çeşitleri oluşturmaktadır. Çin toplam turunçgil üretiminin %24.1 

kısmını oluşturarak en büyük turunçgil üreticisi ülke iken, onu %15.4 payla 

Brezilya ve % 8.1 pay ile Amerika Birleşik Devletleri takip etmektedir (FAO, 

2014). Ülkemiz ise toplam dünya üretimin  %2.7’lik kısmını oluşturarak yaklaşık 

125 bin hektar alanda yapılan turunçgil üretimi ile en çok turunçgil üreten ülkeler 

arasında 9. sırada yer almaktadır  ( FAO, 2014). 

 

Çizelge 1.1. Ülkelere göre turunçgil üretim verileri (FAO, 2014) 
SIRA ÜLKE ÜRETİM (ton) ALAN (ha) PAY (%) 

1 Çin 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 İspanya 6.379.100 307.900 4.2 
7 Mısır  4.092.339 173.007 3.0 
8 Nijerya  3.800.000 795.000 3.0 
9 Türkiye  3.681.158 125.383 2.7 

10 İtalya  2.744.779 154.764 2.2 
2014 TOPLAM 135.169.941 9.634.816  
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Türkiye’de turunçgil çeşitlerine göre üretim verilerine bakıldığında 

1.850.000 ton üretim miktarı ile portakal ilk sırada yer almaktadır ve bunu sırasıyla 

mandarin, limon, altıntop izlemektedir. Çizelge 1.2’ de turunçgil çeşitlerinin 

Türkiyede’ki üretim miktarı ve üretim alan verileri yer almaktadır.  

 

Çizelge 1.2. Türkiye turunçgil üretim verileri (TUİK, 2016) 
ÇEŞİT ÜRETİM ALANI (da) ÜRETİM MİKTARI (TON) 

Portakal 526.958 1.850.000 

Mandarin 263.879 1.337.037 

Limon  300.326 850.600 

Altıntop  61.554 253.120 

Diğer  132 2.250 

Toplam  1.287.717 4.293.007 

 

Ülkemizde turunçgil üretiminin %91’inin yapıldığı Akdeniz Bölgesi’ni 

sırasıyla %8.5 ile Ege ve %0.5 ile Doğu Karadeniz Bölgeleri takip etmektedir 

(Yeşiloğlu ve ark., 2007). Türkiye’deki toplam turunçgilin %85’i Çukurova ve 

Antalya Bölgesinde, %14’ü Ege Bölgesinde, %1‘lik kısmı ise Karadeniz 

Bölgesi’nde üretilmektedir (TUİK, 2016). Dünya’da turunçgil yetiştirilen alanlarda 

virüs ve virüs benzeri hastalıklar ekonomik anlamda turunçgil tarımını sınırlayıcı 

en önemli faktörlerdendir ve üretim yapılan bu alanlarda 80’e yakın virüs ve virüs 

benzeri hastalık olduğu bildirilmektedir (Roistacher, 1991). Bu hastalıklardan 

bazıları üretimi sınırlandırması sebebiyle, turunçgil tarımını engelleyerek ve aynı 

zamanda hassas tür veya anaç kalem kombinasyonlarını ölüme kadar götürebilecek 

derecede zarar vermekte iken, bazıları ise bulaşık oldukları ağaçlara fark 

edilmeyecek derecede zarar vermektedir. Bu hastalıkların en önemlilerinden biri 

Citrus psorosis virus (CPsV)’nün neden olduğu Turunçgil kavlama hastalığı’dır 

(Roistacher, 1991). Fawcett (1933) bu hastalıkla ilgili yaptığı çalışmalardan sonra, 

Turunçgil kavlama hastalığının (CPsV) turunçgil tarımına verdiği zarar ortaya 
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konmuştur (Fawcett, 1933). Bové ve ark. (1995) tarafından yapılan bir çalışmada 

turunçgil yetiştirilen alanlarda turunçgil tarımını etkileyerek ekonomik olarak 

zarara yol açan 30 önemli hastalığın virüs ve virüs benzeri etmenler tarafından 

oluşturulduğu bildirilmiştir. Ülkemizde yapılan bir çalışmada bu hastalıklardan 16 

tanesinin Türkiye’de bulunduğu saptanmıştır (Çınar ve ark., 1993). Bunlardan en 

önemlileri; Stubborn (Spiroplasma citri; Yediverenleşme), CPsV (Turunçgil 

kavlama hastalığı), CTV (Tristeza; Turunçgil göçüren hastalığı), CCDD (Turunçgil 

klorotik cüceleşme hastalığı), CEVd (Exocortis, Turunçgil cüceleşme hastalığı) ve 

CCaVd (Cachexia; Turunçgil gözenekleşme hastalığı) hastalıklarıdır. Doğu 

Akdeniz Bölgesinde yapılan bir survey çalışmasında; bölgedeki ağaçların büyük 

bir kısmının, bu patojenlerden biri veya birkaçı ile bulaşık olduğu belirlenmiştir 

(Güllü, 1989). CPsV’nin neden olduğu Turunçgil kavlama hastalığı Kuzey 

Amerika, Güney Amerika ve Akdeniz ülkeleride dahil olmak üzere turunçgil 

yetiştirilen ülkelerde ciddi hasara yol açan yaygın bir virüs hastalığıdır ve bunun 

yanı sıra ülkemizde de uzun yıllardır var olduğu bildirilmiştir ( Çınar ve ark., 

1993).  

Ülkemizde "kavlama"' olarak bilinen  psorosis hastalığı yunanca ülser yada 

uyuz anlamında olan ‘psora’ kelimesinden gelmektedir (Roistacher, 1991).  

Psorosis hastalığının etmeni, Citrus psorosis virus (CPsV)’ dür ve Ophioviridae 

familyasında Ophiovirus cinsi içinde yer alan tek sarmal negatif yapıda RNA 

virüsüdür. CPsV üç tane tek sarmal negatif yapıda RNA,  RNA polimeraz enzimi 

ve 48 kDa büyüklüğündeki kılıf proteininden oluşan bir turunçgil virüsüdür 

(Derrick ve ark., 1988; Martin ve ark., 2004; Vaira ve ark., 2005).  Günümüzde 

Turunçgil kavlama hastalığının (CPsV) iki farklı varyantı olduğu belirtilmiştir. 

Bunlardan birincisi hastalığın en çok görülen ırkı olan Psorosis A (PsA), ikincisi 

ise hastalığın daha şiddetli ırkı olan Psorosis B (PsB)’dir. Ülkemizde Psorosis 

hastalığı ile ilgili birçok çalışma yürütülmüş fakat bu iki ırkın genomik farklılıkları 

ile ilgili fazla bir hiçbir çalışma yürütülmemiştir. Bu çalışmada ile Doğu Akdeniz 

Bölgesi turunçgil bahçelerinde bulaşık olduğu bilinen Kavlama hastalığı etmeni 
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Citrus psorosis virus (CPsV)’nün bölgemizde yaygınlığı belirlenmiş, biyolojik ve 

moleküler karakterizasyonu üzerinde çalışmalar yapılmıştır. Doğu Akdeniz 

Bölgesi’nde farklı turunçgil yetiştiricilik alanlarından toplanan izolatlar moleküler 

bazda incelenmiş ve CPsV’nin farklı genomik bölgelerinin nükleotid dizilimleri 

belirlenmeye çalışılmıştır. Elde edilen verilen NCBI gen bankası verileri ile 

karşılaştırılarak CPsV’nin farklı turunçgil yetiştiricisi ülkeler arasındaki genetik 

değişimleri belirlenmeye çalışılmıştır. Ayrıca turunçgil bahçelerinden toplanan 

farklı izolatların Pineapple portakal fidanları üzerinde geliştirdiği yaprak 

simptomları gözlemlenmiş ve moleküler çalışmalar biyolojik indeksleme 

çalışmaları ile desteklenmiştir.  

 



2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR  Saime Büşra FİDANCI 

5 

2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 
 

Turunçgil psorosis virüsü ilk kez 1896 yılında Swingle ve Webber 

tarafından  bugün PsA olarak bilinen hastalığı tanımlamak için  Florida ve 

Kaliforniya’dan alınan turunçgil örneklerinde yapılan çalışmalar ile tanılanmıştır 

(Swingle ve Webber 1896).  

Turunçgil psorosis hastalığının etmeni, Citrus psorosis virus (CPsV)’ dür. 

CPsV, Ophioviridae familyasında Ophiovirus cinsi içinde yer alan tek sarmal 

negatif yapıda RNA içeren bir bitki virüsüdür (Varia ve ark., 2005 ).  

Daha sonra yapılan çalışmalar sonucunda Uluslararası Virus Taksonomi 

Komitesi (ICTV) etmenin Aspiviridae familyası içine sınıflandırmıştır (ICTV, 

2018) 

CPsV’ye ait partiküller ilk kez Derrick ve ark. (1993) tarafından 

tanımlanmış ve partiküllerin oldukça kıvrımlı, ipliksi yapıda ve iki farklı biçimde 

oluşabilen ayırt edilebilir helezonik iplikçiklerden oluştuğu bildirilmiştir.  

CPsV virionları zarfsızdır ve 3-4 nm çapındaki dairesel iplikçikler halinde 

olduğu bildirilmiştir (García ve ark., 1994). Bunlar üç adet tek sarmal, negatif 

yapıda RNA, RNA polimeraz enzimi ve yaklaşık 48 kDa büyüklüğündeki kılıf 

proteininden (CP) oluşmaktadır (Derrick ve ark., 1988; García ve ark., 1991; 

Martín ve ark., 2004).  

RNA1; 8184 nükleotit içerir ve komplementer ipliği (vcRNA) görevi 

henüz bilinmeyen 24kDa büyüklüğünde bir proteini kodlayan iki adet açık okuma 

çerçevesi (Open reading frame; ORF) içerir. RNA2; yaklaşık 1644 nükleotit 

uzunluğundadır ve 54 kDa büyüklüğünde görevi henüz bilinmeyen bir proteini 

kodlamaktadır. RNA3 ise; 1377 nükleotit uzunluğunda olup, kılıf proteinini (CP) 

kodlar (Barthe ve ark., 1998; Sánchez de la Torre ve ark., 1998, 2000, 2002; 

Naum- Onganía ve ark., 2003;  Martín ve ark., 2004). 

Portakal ve diğer duyarlı turunçgil çeşitlerinin ana gövde ve dallarında 

kabuk kavlamalarına neden olan bu hastalık Florida’da ‘Scaly bark’  veya 
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‘Gummosis’ Kaliforniya’da ise ‘Scaly Bark’ veya ‘Scaly bark gum disease’ olarak 

adlandırılmıştır (Fawcett ve Klotz, 1938; Wallace, 1957; 1968).   

Turunçgil kavlama hastalığının (CPsV) iki farklı ırkı olduğu 

tanımlanmıştır. Bunlardan birincisi hastalığın en çok görülen ve kabuk 

kavlamasının yalnızca gövde ve ana dallarda ortaya çıkan ırkı olan Psorosis A 

(PsA), ikincisi ise hastalığın daha şiddetli ırkı olan ve kabuk kavlamalarının ince 

dallara kadar hızlı bir şekilde genişlemiş Psorosis B (PsB) olduğu araştırmacılar 

tarafından bildirilmiştir ( Fawcett & Klotz, 1938; Klotz& Fawcett, 1941; Fawcett 

& Bitancourt, 1943). 

 Fawcett 1933 yılında CPsV’nin kabuk kavlama simptomlarının yanında 

genç yapraklarda beneklenme simptomlarını da tanımlamıştır.  

Genç yaprak simptomları genellikle ilkbahar sürgün gelişme döneminde 

aktif şekilde büyümekte olan genç yaprakların tüm yüzeyinde ya da yaprağın belirli  

bir bölgesinde ortaya çıkmaktadır (Wallace, 1968). 

Turunçgil Psorosis hastalığının turunçgil ağaçlarında oluşturduğu genç 

yaprak simptomları geçiçi olup yapraklar olgunlaşmaya başladıktan sonra 

kaybolmaktadır. Fakat hastalığın şiddetli formu olan PsB varyantında infekteli 

ağaçların olgun yapraklarında kalıcı simptomlar oluşturmaktadır. Genç yapraklarda 

oluşan damar bantlaşması şeklindeki simptomlar birleşerek olgun yapraklarda 

kalıcı klorotik lekeler meydana getirmekte, bazen de olgun yapraklarda meşe 

yaprağı desenini koruyacak şekilde yarı şeffaf alanlar ortaya çıkmaktadır (Wallace, 

1968; Timmer ve Beiiatena, 1977; Timmer ve ark. 1980).  

İlkbahar büyüme döneminde oluşan ve henüz sertleşmemiş genç 

yapraklarda damar bantlaşması (vein-banding) veya meşe yaprağı (oak-leaf) 

görüntüsü gibi belirtiler oluşmaktadır (Korkmaz ve Önder,  2008).  

CPsV’nin yaygın varyantı olan PsA genç yapraklarda damar bantlaşması, 

meşe yaprağı görüntüsü gibi yaprak simptomlarıyla ile birlikte gövde ve ana 

dallarda kabuk kavlamaları ile karakterize ediliriken, hastalığın daha şiddetli 

varyantı olan PsB yaşlı yaprakların üstünde düzensiz klorotik lekeler, yaşlı 
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yaprakların alt kısmında kahverengimsi zamklı kabarcıklıklar ile gövdeden ince 

dallara kadar yoğun kabuk kavlamalarıyla karakterize edilmiştir (Fawcett ve 

Cochran, 1943).  

CPsV ile enfekteli olan ağaçların önce gövde veya dallarında çok küçük 

sivilce benzeri kabartılar şeklinde lezyonların oluşumuna neden olur, daha sonra bu 

lezyonlu alanlar genişler ve düzensiz tabakalar halinde ya da küçük pulcuklar 

şeklinde kabuk kavlamaları gelişir. Kavlayan kabukların altındaki odun dokusunda 

zamklı ksilem tabakaları çok tipiktir (Wallace, 1957). Turunçgil psorosis 

hastalığının en çok görülen karakteristik belirtileri, 10 yaşından büyük ağaçlarda, 

aşı birleşme noktasından başlayıp gövde ve ana dallarda kabuk dokusunun pul pul 

veya tabakalar halinde kavlaması ve iç odun dokusu ile sürgünlerde lekelenmeler 

şeklindedir ve bu bölgelerde ilkbaharda zamk akıntılarına neden olmaktadır  

(Roistacher, 1993).  

CPsV çok nadir olarak infekteli olduğu ağaçların ölümüne sebep olur. 

Hastalığa dayanıklı olmayan bazı türlerde; zayıf yaprak gelişimi, ince dalların 

geriye doğru ölümü, büyümede duraklama, düşük verim ve meyvelerin küçük 

kalması gibi simptomların ortaya çıkmasına sebep olmaktadır (Roistacher, 1993). 

CPsV’nin neden olduğu Turunçgil kavlama hastalığı Kuzey Amerika, 

Güney Amerika ve Akdeniz ülkeleride dahil olmak üzere turunçgil yetiştirilen 

ülkelerde ciddi hasara yol açan yaygın bir virüs hastalığıdır (Roistacher, 1993).   

CPsV turunçgil yetiştirilen alanlarda hastalıklı ağaçların iletken dokularını 

etkileyerek yıllık yaklaşık % 5’lik verim kaybına neden olmaktadır (Achachi, 

2014). 

CPsV turunçgil türlerinden portakal (Citrus sinensis), mandarin (C. 

reticulata) ve altıntopun (C. paradisi) ana hastalığı olmakla birlikte, hastalığa en 

hassas olan çeşit portakaldır. Limon gibi bazı türlerde kabuk kavlaması 

görülmemesine rağmen, genç yapraklarında şiddetli damar bantlaşması 

simptomları gözlenmiştir. Üç yapraklı portakal (Poncirus trifoliata) ise CPsV 

hastalığını simptom göstermeden barındırır ve bu sebeble üç yapraklı portakal (P. 
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trifoliata) ve hibritlerinden Carrizo CPsV’ye karşı tolerant anaç olarak 

kullanılmaktadır (Milne, 1997).  

CPsV bitkinin bütün aksamında bulunur ve her türlü aşı materyali ile 

taşınabilir. Turunçgil yetiştirilen bir çok alanda hastalığın sadece enfekteli aşı 

gözleri ile yayıldığı ve taşıyıcı bir vektörü olmadığı bilinmektedir (Milne, 1997) 

 

2.1. CPsV İle İlgili Yurtdışında Yapılan Çalışmalar 
Kaliforniya’da 6000 ağaçta yapılan survey sonucunda ağaçların %14’nün 

CPsV ile bulaşık olduğu hastalığın üründe meydana getirdiği azalma sonucu % 6,5 

oranında bir gelir kaybı oluşturduğu tespit edilmiştir (Knorr ve Childs, 1968). 

Arjantin’de ciddi ekonomik kayıp neden olan Turunçgil psorosis 

hastalığına karşı yapılan kontrol uygulamalarında, sertifikasyon programı başarısız 

olmuştur  (Danos, 1990). 
Yapılan bir çalışmada CPsV’nin yalnızca bitki floemi ile sınırlı olmadığı  

DTBIA (Direct Tissue Blot İmmunoassay) ile bitkinin parankima hücrelerinde de 

çoğaldığı gösterilmiştir (Martin ve ark., 2002).   

CPsV’nün aşı yolu ile taşınan patojen olduğunun tespitinde turunçgil 

fidelerinin kullanımı ilk olarak 1968 yılında Wallace tarafından gerçekleştirilmiştir 

(Wallace, 1968). 

Turunçgil porosis hastalığı deneysel olarak turunçgil bitkileri arasında aşı 

kalemi ile rahatlıkla taşınabilmiştir. CPsV enfekteli bitkinin büyüyen kallus 

dokusunda aynen kalmıştır ve kabuk dokusunun altındaki bu kallus hücreleri aşı 

yoluyla başka reseptör (alıcı) bitkilere taşınabilmiştir (Navas-Castillo ve ark. 

1995).  

Price (1965) Citrus psorosis virüs’nü Cuscuta compacta ile %5 oranında 

portakal bitkilerine taşıdığını rapor etmiştir. Weathers ve Herjung (1964)  

yaptıkları bir çalışmada Cuscuta subinclusa bitkisini kullanarak CPsV’ü 

turunçgilden turunçgile taşımada başarılı olmuşlardır. 
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CPsV’nin aşı yolu ile taşınan patojen olduğunun tespitinde turunçgil 

fidanlarının kullanımı ilk olarak 1968 yılında Wallace tarafından 

gerçekleştirilmiştir ve turunçgil fideleri ile yapılan biyolojik indeksleme 

çalışmalarında arazide yaklaşık 11 yılda gözlenebilen kabuk kavlama simptomları 

portakal fidanlarının indikatör bitki olarak kullanılmasıyla 6 hafta sonra genç 

yaprak simptomları gözlemlenmiştir (Wallace, 1968).  

CPsV’nin biyolojik olarak tanımlanmasında en uygun indikatör bitkilerin 

Pineapple, Parson Brown, Hamlin, Koethen ve Madam Vinous portakal çeşitleri 

olduğu ancak diğer turunçgil çeşitlerininde  CPsV’nin genç yaprak simptomlarını 

geliştirebildiği araştırmacılar tarafından bildirilmiştir (Wallace, 1968).  

Child ve Jhonson (1966) CPsV’nin Carrizo sitranj (Citrus sinensis (L.) 

Obs.X Poncirus trifoliata (L.) Raf.) tohumlarıyla %1-10 oranında taşındığını 

bildirmelerine rağmen yeterli biyolojik indeksleme  yapılamamış ve arazide 

yapılan tohumla taşınma testleri negatif sonuç vermiştir.  

Yapılan çalışmalar ile Kavlama hastalığı, teşhis amaçlı kullanılan otsu 

bitkilere mekanik olarak taşındığı belirlenmiştir (Derrick ve ark., 1988).  

Milne tarafından gerçekleştirilen çalışmalarda Kinoa’ya (Chenopodium 

quinoa)  uygulanan mekanik inokulasyonla, kloroz ve nekrotik lokal lezyon 

oluşumları 4-10 gün içinde gözlenirken, Hanım düğmesi (Gomphrena globosa) 

bitkisinde, inokulasyondan 10 gün sonra kırmızı haleler şeklinde nekrotik lokal 

lezyonlar oluşur ve bunu sistemik nekrozlar takip ettiği belirtilmiştir (Milne, 1997).  

Milne tarafından gerçekleştirilen biyolojik indeksleme çalışmalarında 

kullanılan Pineapple veya Madam Vinous gibi inoküle edilmiş portakal çeşitlerinin 

yapraklarında klorotik benekler görülmüştür (Milne,  2003). 

Vogel ve Bove (1980) citrus psorosis virüsünün deneysel olarak polenle 

taşınabildiğini göstermiş ise de Timmer ve Garnsey (1980) bu tip doğal yayılmanın 

çok etkili ve yaygın olmadığını bildirmişlerdir. 

  Teksas’da yapılan bir çalışmada CPsV’nin Oomycetes familyası Olpidium 

cinsine dahil fungal vektörler içinde varlığı rapor edilmiştir (Palle ve ark., 2005).  
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CPsV hastalığı serolojik olarak; portakal (Citrus sinensis), turunç (C. 

aurantium), limon (C. limon), altıntop (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 çok 

turunçgil türünde saptanmıştır (Milne, 1997).  

  PCR ve ELISA (Enzym-Linked Immunosorbent Assay) yöntemlerinin 

kullanılarak gerçekleştirildiği bir çalışmada her ikisinde de heterolog izolatların 

homolog CPsV4 antijenine göre daha az güvenilir bir şekilde saptandığı 

gözlenmiştir (Garcia ve ark., 1997).  

Derrick ve ark. (1993)’ ın yaptıkları araştırmalarda CPsV4 ırkına karşı 

geliştirilen monoklonal antibodylerin (MAbs) yalnızca homolog antijenler ile 

pozitif reaksiyon gösterdiğini bildirmişlerdir. Barthe ve ark. (1998) tarafından 

geliştirilen bu molonklonal antibodiler, CPsV’yi tanılamak için daha az önemli 

olsalar dahi, CPsV ırklarının serolojik teşhislerdeki farklarını tespit etmek için 

yararlı olmuşlardır. 

Yapılan bir çalışmada biyolojik olarak karakterize edilmemiş örnekler ve 

biyolojik karakterizasyonu yapılmış CPsV izolatlarının tespitinde ELISA, 

moleküler hibridizasyon, TT-PZR ve immuno elektron mikroskobu yöntemleri 

kullanılmıştır. Kullanılan yöntemlerin  sonuçları karşılaştırıldığında ise ELISA, 

TT-PZR ve moleküler hibridizasyon yöntemlerinde  testlenen bütün örnekler aynı 

sonuçları vermiştir (Martin ve ark., 2002). 

 Turunçgil psorosis virüsünü serolojik olarak tanılamak için DTBIA 

kullanılarak yapılan bir çalışmada olgun yapraklar ve çiçek parçaları kullanılmış ve 

kullanılan bu bitki kısımları içerisinde homolog dağılım ve en iyi virüs yoğunluğu 

çiçeklerde saptanmıştır (Martin ve ark., 2002).  

Yapılan çalışmalar sonucunda CPsV’nin tanılanmasında kullanılan 

serolojik yöntemler arasında DTBIA dişi organların kullanımı en başarılı sonuçları 

vermiştir ( D’Onghia ve ark. 2001). 
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Roistacher ve Calavan 1974 yılında yaptıkları bir çalışmada yüksek 

sıcaklıkların CPsV’nin simptomlarının gizlenmesine sebeb olduğunu 28-40°C 

gündüz ve 26-27°C gece sıcaklıklarında 3-4 ay tutulan CPsV ile infekteli bitkilerin 

turunçgil psorosis virüsünden tamamen elimine olduğunu bildirmişlerdir. Ayrıca 

inokulasyonda kullanılan doku parçalarının büyüklüğü, sayısı ve alındığı yerin 

simptom gelişimi için gerekli olan süreyi ve simptom yoğunluğunu 

etkileyebildiğini vurgulamışlardır. 
CPsV’nin biyolojik karakterizasyonları yapılmış olan P121, P126, PB108 

ve RS-SR izolatları kullanılarak  gerçekleştirilen bir çalışmada; bu izolatlar Limon 

(C. limon), klemantin mandarini (C. clementina),  altıntop (C. paradisi), satsuma 

(C. unshiu) ve ortanique tangor (C.reticulata x C. sinensis)’a aşı kalemi ile inokule 

edilmiş ve  bu bitkiler 18-26 °C arasında olan seralarda büyütülmüştür. 

İnokulasyondan sonraki  3- 6 ay boyunca yapılan kontrollerde çeşitli belirtiler 

gözlenmiştir. P121 ve RS-SR izolatları konukçu bitkilerin yapraklarında şekil 

bozuklukları, damar bantlaşmaları gibi ciddi simptomlara yol açarken, P126 

izolatının konukçu bitkinin genç yapraklarında klorotik beneklenmeler ve sarı 

renkli halelerin oluştuğu gözlemlenmiştir (Martin ve ark., 2002). 

CPsV’nin bazı izolatları teşhis amaçlı kullanılan otsu bitkilere mekanik 

olarak taşınabilmektedir ( Timmer ve Garnsey, 1980; Derrick ve ark., 1988; Navas-

Castillo ve ark., 1993; Garcia ve ark., 1993; Navas-Castillo ve Moreno, 1995).  

Yapılan bir çalışmada Kinoa bitkisine (Chenopodium quinoa) uygulanan 

mekanik inokulasyonda, kloroz ve nekrotik lezyonlar 4-10 gün içerisinde 

gözlenirken, Hanım düğmesi bitkisine (Gomphrena globosa) uygulanan mekanik 

inokulasyondan 10 gün sonra kırmızı haleler şeklinde nekrotik lokal lezyonlar 

oluştuğu ve bunu sistemik nekrozların takip ettiği gözlemlenmiştir (Milne, 1997).  

CPsV’nin biyolojik yöntemlerle tanılanması için İtalya’da yapılan bir 

biyolojik indeksleme çalışmasında indikatör bitki olarak  Chenopodium quinoa ve 

Chenopodium amaranticolor otsu bitki türleri kullanılmıştır. İnokülasyonu 

tamamlanan bitkilerden  C. quinoa  bitkisinin yapraklarında klorotik ve nekrotik 
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lokal lezyonlar gözlenirken, C. amaranticolor’ da sistemik beneklenme ve halkalı 

lekeler oluştuğu gözlemlenmiştir ( D’onghia ve ark., 1998). 

Yapılan bir çapraz koruma testinde şiddetli concave gum simptomunun 

PsA ırkının kabuk kavlama simptomuna karşı herhangi bir koruma sağlamadığı 

ancak hafif concave gum simptomuna karşı koruma sağladığı bildirilmiştir 

(Roistacher ve Calavan, 1965).   

CPsV’ nin tanılanması için DTBIA ve ELISA testleri kullanılarak yapılan 

bir çalışmada  arazi simptomları ve indikatör bitkiler yardımıyla tanılanan PsB 

varyantına karşı çapraz koruma testleri uygulanmıştır.Uygulanan DTBIA ve 

ELISA testleri ile çapraz koruma testi aynı sonuçları vermiş ve PsB’nin spesifik 

olarak tanılanması için çapraz koruma testinin en uygun yöntem olduğu 

belirlenmiştir (Martin ve ark., 2002).   

Florida’da yapılan bir çalışmada biyolojik karakterizasyonu 

gerçekleştirilmiş olan CPV-4 ve CPV-6 izolatları kullanılarak CPsV’nin kılıf 

protein geni dizisini belirlemişlerdir (Barthe ve ark., 1998). 

CPsV’nin PsA ve PsB varyantlarının genomik dizilimlerinin farklılıklarını 

belirlemek için yapılan bir çalışmada biyolojik karakterizasyonu gerçekleştirilmiş 

P121 ve PsF izolatları kullanılarak pineapple portakal fidanları üzerine simptomsuz 

ve kabuk kavlama simptomlu olarak inokulasyonları gerçekleştirilmiştir. 

İnokülasyonu gerçekleştirilen bitkilere yapılan SSCP (Single Strand Conformation 

Polymorphism) analizleri sonucunda PsA ve PsB varyantlarının RNA1 ve RNA3 

bölgelerinde hiçbir farklılık gözlenmez iken SSCP analizi sonucunda  RNA2  

bölgelerinde farklılık olduğu gözlemlenmiş  ve PsB varyantının CPsV’nin bir 

RNA2 dizilimi ile ilişkli olduğu belirlenmiştir (Velazquez ve ark., 2012). 
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2.2. CPsV İle İlgili Türkiye’de Yapılan Çalışmalar 
Türkiye’de CPsV’nin varlığı ilk kez 1963 yılında Norman tarafından Doğu 

Akdeniz bölgesinde belirlenmiştir (Norman, 1963).  

Ege Bölgesinde yapılan surveylerde CPsV simptomatik olarak saptanmıştır 

(Özalp, 1966).  

Doğu Karadeniz Bölgesinde Ordu ve Rize illeri arasında yapılan bir 

sörveyde turunçgil ağaçlarının %1-2 oranında CPsV ile bulaşık olduğu 

belirlenmiştir (Cengiz ve ark., 1968).  

Ege Bölgesi’nde yapılan bir çalışmada ise turunçgil ağaçlarının %50 

oranında CPsV ile bulaşık olduğu belirlenmiştir (Azeri ve Heper 1973).  

Doğu Akdeniz Bölgesinde ticari portakal çeşitlerinde psorosis grubu 

hastalıkların biyolojik indekslenmesi yapılmıştır. İndeksleme çalışmaları sonunda 

materyal olarak seçilen ağaçların CPsV ile infekteli olduğu ve görsel olarak 

hastalık simptomlarını göstermeyen ağaçların CPsV’den ari olmadıkları 

belirlenmiştir. İndikatör bitkiler üzerinde yapılan biyolojik indeksleme 

çalışmalarında bitkilerde yeni gelişen sürgünlerde ortaya çıkan şok simptomları, 

genç yapraklarda damar bantlaşması, meşe yaprağı deseni, ve olgun yapraklar 

üzerinde yama şeklinde lekelenmeler gibi hastalığın karakteristlik simptomları 

gözlemlenmiştir (Önelge, 1988). 

 Doğu Akdeniz Bölgesi’nde yapılan bir surveyde Navel portakallarda %64-

80, Satsuma mandarinlerde %15.8-31 oranında CPsV ile bulaşık olduğu tespit 

edilmiştir (Güllü, 1989).  

Turunçgillerde GA3 uygulaması ve in vitro sürgün ucu aşılama tekniği 

kombinasyonunun Psorosis grubu hastalık etmenlerinden arındırılmış üretim 

materyali elde etme oranına etkisi ile ilgili yapılan bir çalışmada mandarinlerin 

%70, altıntopların %60 ve limonların %71 oranında arındırıldığı bildirilmiştir (Şaş, 

1991). 
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1997 yılında Doğu Akdeniz Bölgesinden alınan turunçgil örnekleri DAS-

ELISA yöntemi kullanılarak CPsV serolojik olarak tespit edilmiştir (Yılmaz, 

1997).   

Edremit körfez Bölgesindeki turunçgil üretim alanlarında yapılan bir 

survey çalışmasında Satsuma Owari mandarin ağaçlarından örnekler alınarak 

CPsV’ ü belirlemek için DAS-ELİSA yöntemi kullanılmış ve analizler sonucunda 

CPsV için testlenen 10 örneğin hiçbirisinde pozitif sonuç elde edilememiştir 

(Korkmaz ve Önder, 2008).  

 Kayım (2010) CPsV’nin biyolojik ve moleküler tanılanmasını 

gerçekleştirmek için Doğu Akdeniz Bölgesi’nde yaptığı bir çalışmada arazi 

surveylerinde damar bantlaşması ve meşe yaprağı gibi genç yaprak simptomları 

bulunan turunçgil çeşitlerinden toplanan örnekleri bir yaşındaki portakal 

fidanlarına inoküle etmiştir.  İndikatör olarak kulanılan 50 adet portakal fidanının 

32 tanesinde damar bantlaşması, meşe yaprağı görüntüsü ve damar sararması gibi 

genç yaprak simptomları gözlenmiştir. İndikatör bitkilerin 18 tanesinde ise düşük 

oranda genç yaprak simptomları gözlemlenmiştir. CPsV’yi moleküler olarak 

tanımlamak için yapılan arazi çalışmalarında CPsV ile bulaşık olduğu düşünülen 

simptomlu ağaçlardan toplanan yaprak örnekleri  TT-PZR yöntemini kullanılarak 

tanılanmıştır. CPsV’nin kılıf proteinine özgü 434 bp’lık bir DNA CPsV ile infekteli 

yaprak örneklerinden çoğaltılan  cDNA’ dan elde edilmiştir. Bu  spesifik DNA 

ürünü CPsV ile infekteli ağaçlardan alınan simptomsuz  yaprak örneklerinden ve 

CPsV ile bulaşık olmayan ağaçlardan alınan sağlıklı  yaprak örneklerinden elde 

edilmemiştir (Kayım, 2010).  

 Antalya ili turunçgil üretim alanlarında yapılan bir çalışmada yapılan 

surveylerde belirlenen 51  şüpheli ağaçtan alınan yaprak ve sürgün örnekleri  CPsV 

ile infekte olduğunu belırlemek amacıyla öncelikle DTBIA ve ELISA yöntemiyle 

test edilmiştir. Yapılan testlenmelerde 6 örneğin  CPsV ile enfekteli olduğu 

saptanmıştır ve örneklerin  total RNA izolasyonu yapıldıktan sonra, CPsV’ nin kılıf 

protein (CP) geni TT-PZR yöntemi kullanılarak çoğaltılmıştır. TT-PZR ile test 
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edilen 51 örneğin 6 tanesinde 1320 bp büyüklüğünde CPsV CP genine denk gelen 

bant elde edilerek serolojik testlerin sonuçları teyit edilmiş ve kılıf protein 

genlerinin dizilimi yapılarak bunların nükleotid dizilimi ve kodladığı amino asit 

dizilimi belirlenmiştir. Bu diziler analiz edilerek ülkemizin farklı bölgelerinden 

elde edilen CPsV izolatlarının birbirleriyle ve diğer izolatlarla benzerlik oranları  

karşılaştırılmış ve filogenetik ilişkileri ortaya konulmuştur (Kütük, 2011). 
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3. MATERYAL VE METOT 
 
3.1. Materyal 
3.1.1. Çalışmada Kullanılan Bitkisel Materyal 

Bu çalışmada kullanılan bitkisel materyali, Doğu Akdeniz Bölgesindeki 

eski turunçgil bahçelerinden CPsV’nin genç yaprak simptomları, yaşlı yaprak 

simptomları, kabuk kavlama simptomları, odun dokusu deformasyonları, concave 

gum simptomlarına göre toplanan portakal, mandarin, altıntop bitkilerine ait 

örnekler oluşturmuştur. CPsV hastalığının simptomlarını gösteren ağaçlardan aşı 

kalemleri şeklinde ağacın dört yönünden örnekler alınmış ve etiketlenerek naylon 

torbalara yerleştirilerek buz kutusu içerisinde laboratuvara getirilmiştir. 

Çalışmada kullanılan turunçgil örneklerine ait bilgiler Çizelge 3.1’de 

verilmiştir. 

 

Çizelge 3.1. Çalışmada kullanılan bitki örneklerine ait  bilgiler 
Örnek No Bölge Simptom Çeşit 

CPsV-1 Mersin Kabuk kavlama+ Genç 
yaprak simptomu Satsuma 

CPsV-2 Mersin Kabuk kavlama+ Genç 
yaprak simptomu Satsuma 

CPsV-3 Mersin Genç yaprak simptomu Washington 

CPsV-4 Mersin Genç Yaprak simptomu Satsuma 

CPsV-5 Mersin Concave gum Satsuma 

CPsV-6 Mersin Odun dokusu deformasyonu Satsuma 

CPsV-7 Mersin Yaşlı yaprak simptomu Altıntop 

CPsV-8 Mersin Genç yaprak simptomu Altıntop 

CPsV-9 Mersin Concave gum Satsuma 

CPsV-10 Mersin Odun dokusu deformasyonu Satsuma 
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Çizelge 3.1. Devamı 

CPsV-11 Adana Kabuk kavlama+ Genç 
yaprak simptomu Klementin 

CPsV-12 Adana Concave gum Yafa Portakal 

CPsV-13 Adana concave gum W. Navel 

CPsV-14 Adana Yaşlı yaprak simptomu W. Navel 

CPsV-15 Adana Concave gum W. Navel 

CPsV-16 Adana Yaşlı yaprak simptomu W. Navel 

CPsV-17 Adana Odun dokusu deformasyonu W. Navel 

CPsV-18 Adana Genç yaprak simptomu W. Navel 

CPsV-19 Adana Kabuk kavlama+ Genç 
yaprak simptomu W. Navel 

CPsV-20 Adana Genç yaprak simptomu W. Navel 

CPsV-21 Adana Genç yaprak simptomu Valencia 

CPsV-22 Adana Odun dokusu deformasyonu W.Navel 

CPsV-23 Mersin Yaşlı yaprak simptomu Satsuma 

CPsV-24 Mersin Genç yaprak simptomu Satsuma 

CPsV-25 Mersin Odun dokusu deformasyonu Satsuma 

CPsV-26 Mersin Yaşlı Yaprak simptomu Valencia 

CPsV-27 Mersin Kabuk kavlama+ Genç 
yaprak simptomu Valencia 

CPsV-28 Mersin Concave gum Valencia 

CPsV-29 Mersin Odun dokusu deformasyonu Altıntop 

CPsV-30 Mersin Yaşlı Yaprak simptomu Altıntop 

CPsV-31 Hatay Kabuk kavlama+ Genç 
yaprak simptomu Satsuma 

CPsV-32 Hatay Yaşlı yaprak simptomu Satsuma 
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Çizelge 3.1. Devamı 

 

3.1.2. Biyolojik İndeksleme Çalışmalarında Kullanılan Materyaller 
Yürütülen biyolojik indeksleme çalışmalarında tohumdan yetiştirilmiş olan 

Pineapple portakal fidanları kullanılmıştır. Pineapple portakal fidanlarına 

aşılanacak olan CPsV etmenine ait inokulum materyali Doğu Akdeniz Bölgesi eski 

CPsV-33 Hatay Odun dokusu deformasyonu Satsuma 

CPsV-34 Hatay Concave gum Satsuma 

CPsV-35 Hatay Kabuk kavlama+ Genç 
yaprak simptomu Altıntop 

CPsV-36 Hatay Genç yaprak simptomu Altıntop 

CPsV-37 Hatay Concave gum W. Navel 

CPsV-38 Hatay Odun dokusu deformasyonu W. Navel 

CPsV-39 Hatay Yaşlı yaprak simptomu W. Navel 

CPsV-40 Hatay Kabuk kavlama+ Genç 
yaprak simptomu Klementin 

CPsV-41 Hatay Genç yaprak simptomu Satsuma 

CPsV-42 Hatay Concave gum W.Navel 

CPsV-43 Hatay Odun dokusu deformasyonu W.Navel 

CPsV-44 Hatay Yaşlı yaprak simptomu Altıntop 

CPsV-45 Adana Concave gum W.Navel 

CPsV-46 Adana Kabuk kavlama+ Genç 
yaprak simptomu Yafa Portakal 

CPsV-47 Adana Odun dokusu deformasyonu W.Navel 

CPsV-48 Adana Yaşlı yaprak simptomu Satsuma 

CPsV-49 Adana Kabuk kavlama+ Genç 
yaprak simptomu Satsuma 

CPsV-50 Adana Yaşlı yaprak simptomu W.Navel 
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turunçgil bahçelerinden alınan örnekler ile Çukurova Üniversitesi Bitki Koruma 

Bölümü Turunçgil Virüsleri Laboratuvarı’ndan temin edilmiştir. Biyolojik 

indeksleme çalışmaları esnasında; şırınga ucu, lateks eldiven, % 2’lik hipoklorit, 

1X TKM tamponu çözeltisi, saf su, parafilm bantlar, viyoller ve plastik saksılar 

gibi çeşitli materyaller kullanılmıştır. 

 
3.1.3. Total Nükleik Asit (TNA) Ekstraksiyonu Çalışmalarında Kullanılan 
Materyal 

Yürütülen TNA ekstraksiyonu çalışmalarında; Doğu Akdeniz Bölgesi eski 

turunçgil bahçelerinden alınan bitki örnekleri, hassas terazi, mikrosantrifüj cihazı 

(Beckman, J-21 C), CTAB buffer (PVP-40, Tris HCL, EDTA, NaCl, β-

Mercaptoethanol), havan ve dövücüler, makas, bistüri, saf su, % 2’lik hipoklorit, 

kurutma kağıdı, 1,5 ml ve 2 ml hacimlerinde eppendorf tüpler, değişik hacimlerde 

pipet ve pipet uçları, rak, su banyosu, derin dondurucu, vorteks ve santrifüj cihazı, 

kloroform : izoamil alkol (24 : 1), izopropanol, % 70’lik etil alkol, TE tamponu 

çözeltisi, saf su cihazı gibi çeşitli materyaller ile laboratuvar aletlerinin 

sterilizasyonu amacıyla da otoklav ve etüv gibi ekipmanlar kullanılmıştır. 

 
3.1.4. TT–PZR (Ters Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu)  
Çalışmalarında Kullanılan Materyal 

Yürütülen TT–PZR çalışmalarında kullanılan materyaller; TNA 

ekstraksiyonu ile daha önceden elde edilmiş olan TNA örnekleri, CPsV etmenine 

özgü primerler, dNTP (Promega#U1240), ddH2O, 5X tampon çözeltisi, DTT, ters 

transkriptaz (RT) enzimi, Taq polimeraz enzimini içeren GoTaq karışımı 

(Promega#M3175), değişik hacimlerdeki bazı pipet ve pipet uçları, PCR tüpleri, 

vorteks karıştırıcı, santrifüj cihazı, buz makinesi ve thermal cycler aletidir. 

Ters Transkripsiyon (TT)  işlemi için kullanılan kimyasallar, Çizelge 

3.2’de verilmiştir. 
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Çizelge 3.2. Ters Transkripsiyon (TT) reaksiyon karışım kimyasalları 
Kimyasallar Miktar/Reaksiyon 

Toplam nükleik asit 5 μl 

RNase-free su 7.9 μl 

5X Buffer 4 μl 

dNTP (10 mM) 1 μl 

Random primer (0,5μg/ μl) 1 μl 

M-MLV-RT enzim 0,5 μl 

RNasin Ribonükleaz İnhibitör 0,3 μl 

Toplam Hacim 20 μl 

 

  PZR işlemi için kullanılan kimyasallar, Çizelge 3.3’de verilmiştir. 

 

Çizelge 3.3. PZR reaksiyon karışım kimyasalları 
Kimyasallar Miktar/Reaksiyon 

cDNA 2,5 μl 

RNase-free su 14.5 μl 

10X Dream Taq 2,5 μl 

dNTP (10 mM) 2,5 μl 

Primer F (10 mM) 1μl 

Primer R (10 mM) 1μl 

Go Taq enzim 1μl 

Toplam Hacim 25 μl 

 

TT–PZR çalışmalarında kullanılan primerlere ait bazı bilgiler Çizelge 

3.4’de verilmiştir.   
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Çizelge 3.4. CPsV’i  belirlemede kullanılan primer çiftleri  

 

3.1.5. Elektroforez Çalışmalarında Kullanılan Materyal 
TT-PZR çalışmaları için, transkripsiyon amaçlı PZR ile çoğaltılan CPsV 

izolatlarının analizinde, TAE tampon, agar jel, elektroforez tankı, güç ünitesi, 

mikrodalga fırın, jel tepsisi ve tarakları ile 100 bp DNA marker, materyal olarak 

kullanılmıştır. 

Tüm jellerin görüntülenmesi aşamasında UV transillüminatör cihazı ve jel 

yıkama tamponu olarak, saf su ile seyreltilmiş etidyum bromür ve fotoğraf cihazı 

kullanılmıştır.   

 
3.2. Metot 
3.2.1. Survey Çalışmaları 
 Çalışma Doğu Akdeniz Bölgesindeki Adana, Mersin ve Hatay illerindeki 

10 dekardan ve 10 yaşından büyük portakal, mandarin ve altıntop bahçelerinde 

gerçekleştirilmiştir. Survey çalışmaları bitkilerin aktif sürgün döneminde olduğu 

ilkbahar ve sonbahar dönemlerinde yapılmıştır. CPsV’nin yaygınlığının 

Primerler Sekans Dizilimi ( 5'–3' ) 
Çoğaltılan 

Bölge 
( bp ) 

Tanılanan 
Bölge 

BC76 ATGTCGATCCWATYAAGTSTCAC 1320 bp 
RNA3 (CP) 

BC77 TTACATAGTYGMWGCYACCCCAAAG 1320 bp 

BC78 TGCTCCAACAAAGAAATTCCC 350 bp 
RNA3 (CP) 

BC79 TTCTGCCATCTGGAGTGAGGC 350 bp 

Ps44 GACAGAGATTTAGAAATAGA 276 bp 
RNA1 

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 
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belirlenmesinde hastalığın karakteristlik simptomlarından olan genç yaprak 

simptomları (Şekil 3.1) gösteren ağaçlar değerlendirilerek hastalığın yaygınlık 

durumu belirlenmiştir. 

  

 
Şekil 3.1. Adana ili portakal ağacında görülen genç yaprak simptomu  
 

3.2.2. Bitki Örneklerinin Elde Edilmesi  
Çalışmada kullanılan turunçgil örnekleri, Doğu Akdeniz Bölgesindeki eski 

turunçgil bahçelerinden CPsV ile bulaşık olduğu bilinen ağaçlardan genç 

yapraklarda damar bantlaşması (Şekil.3.2) ve oak leaf simptomu (Şekil.3.3), kabuk 

kavlama (Şekil.3.4), şiddetli kabuk kavlama (Şekil.3.5), yaşlı yaprak simptomları 

(Şekil.3.6), odun dokusu deformasyonları ve concave gum (Şekil.3.7) simptomları 

gösteren bitkilerden seçilmiştir ve seçilen  her bir ağaçtan farklı yönlerinden olmak 

üzere üçer örnek alınmış ve etiketlenerek naylon torbalara yerleştirilerek buz 

kutusu içerisinde Çukurova Üniversitesi Bitki Koruma Bölümü Turunçgil Virüsleri 
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Laboratuvarı’na getirilmiştir. Aşı kalemlerinin yaprakları temizlenerek indeksleme 

çalışmalarında kullanılmak üzere +4C°’de buzdolabında saklanmıştır. 

 

 
Şekil 3.2. Mersin ilinde satsuma mandarin ağacından alınan örneklerden CPsV’nin 

genç yapraklarda damar bantlaşması simptomu 
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Şekil 3.3. Mersin ilinde Satsuma mandarin ağacından alınan örneklerden CPsV’nin 

meşe yaprağı görüntüsü 
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Şekil 3.4. Adana ilinde W. Navel portakal ağacından alınan örneklerden CPsV’nin 

kabuk kavlama simptomu 
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Şekil 3.5. Hatay ilinde Satsuma mandarin ağacından alınan örneklerden CPsV’nin  

şiddetli kabuk kavlama simptomu 
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Şekil 3.6. Mersin ili portakal ağaçlarından alınan örneklerden CPsV’nin yaşlı 

yaprak simptomları 
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Şekil 3.7. Mersin ilinde Satsuma mandarinden alınan örneklerden CPsV’nin 

concave gum simptomları 
 

3.2.3. Biyolojik İndeksleme Çalışmalarında Kullanılacak İndikatör Bitkilerin 
Yetiştirilmesi Ve İnokulasyon Çalışması 

CPsV etmen�n�n varlığını araştırmak �ç�n kullanılacak olan �nd�katör b�tk� 

P�neapple portakal tohumlarından yet�şt�r�lm�şt�r. Ç.Ü. Z�raat Fakültes� turunçg�l 

koleksiyon parselinde bulunan Pineapple portakal ağaçlarından, meyveler�n 

olgunlaşmaya başladığı Aralık-Ocak aylarında meyveler toplanarak tohumları �ç�n 

kullanılmıştır. Meyvelerden çıkarılan tohumlar (Şek�l 3.8), üst yüzey�ndek� 

yapışkan madden�n uzaklaştırılması amacıyla, bol suda yıkanmış ve oda 

sıcaklığında, fazla nem�n alınması �ç�n gazete kağıtları üzer�ne yayılmıştır. Üst 

yüzeyi kuruyan tohumlar, bez torbalar içine konarak 52 0C ‘de 10 dak�ka sıcak su 

uygulamasına tab� tutulmuşlardır. Daha sonra % 1’l�k 8 Hydroxy-Quinoline Sülfat 

solüsyonu içerisinde, 3 dakika beklet�lerek, �laçlama �şlem� tamamlanmıştır 

(G�ocomett�, 1986). İlaçlanan tohumlar, gazete kağıtları üzer�nde tekrar 1 gece 

kurumaya bırakılmıştır. Haf�f kuru ve neml� tohumlar, pol�et�len torbalar �çer�s�ne 
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konularak, kullanılıncaya kadar, +4 oC’de buzdolabında muhafaza ed�lm�şt�r.  

 

 
 

Şekil 3.8. Pineapple portakal meyvelerinden çıkarılan tohumların  ilaçlama işlemi 
için % 1’lik 8 Hydroxy-Quinoline Sülfat solüsyonu içerisinde görüntüsü 

 

İndikatör bitki olarak kullanılacak Pineapple portakal tohumları her bir 

saksıya 20 adet tohum (Şekil 3.9) gelecek şekilde ekimi gerçekleştirilmiştir. 

Tohumlarda çıkış gözlemlenene kadar üzerler� gazete kağıtlarıyla kapatılmış ve 

soğuk havalardan etk�lenmemeler� �ç�n, ÇÜ Z�raat Fakültes� B�tk� Koruma Bölüm 

Parseller�nde bulunan seralara konulmuştur. İndeksleme �ç�n kullanılacak olan 

P�neaaple çöğürler�, 10-15 cm büyüklüğe ulaşınca tek tek saksılara şaşırtılmış ve 

haftada bir kez sulama ve gübrelemesi yapılmıştır.  

 

 
Şekil 3.9. Pineapple portakal tohumlarının saksılara ekimi   
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Tohumdan yetiştirilen 8 aylık fidelere göz ve kabuk aşılaması olarak 

inokulasyonlar gerçekleştirilmiştir. Her simptom grubu için 1 arazi örneği seçilmiş 

ve biyolojik indekslemeye alınmıştır. İnokulum yapıldıktan sonra bitkiler haftalık 

olarak yaprak simptomları ve şok reaksiyonları açısından gözlemlenmiştir. 2 ay 

sonra geriye doğru budama yapılmış ve yeni sürgünlerin gelişmesi sağlanmış ve 

hastalık belirtileri gözlemlenmeye devam edilmiştir. Biyolojik indeksleme 

çalışmalarında etmenin bulaşık olduğu ağaçlarda oluşturduğu genç yaprak 

simptomları ve olgun yaprak simptomları hastalık belirtisi olarak 

değerlendirilmiştir. Yürütülen inokulasyon çalışmalarına ait bazı görseller, Şekil 

3.10.da verilmiştir. 

 

 
Şekil 3.10. Tohumdan yetiştirilen fidanlara gerçekleştirilen inokulasyon çalışmaları 
 

3.2.4. TNA Ekstraksiyonu Çalışmaları 
CPsV’nin moleküler olarak tanılanması �ç�n CTAB 

(Cetyltr�methylammon�um brom�de) tamponu kullanılarak hazırlanmış çözelt� 

TNA �şlem�ne tab� tutulmuş, RNA elde ed�lmes� sağlanmıştır (Murray ve 

Thompson, 1980). CTAB tampon �çer�ğ� Ç�zelge 3.5’de ver�lm�şt�r.  
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Çizelge 3.5. CTAB tampon içeriği  
Ph:8.00 100 ml 200 ml 

CTAB (hexadecyl trimethyl-ammonium 

bromide) 
2,00 g 4.00 g 

Tris HCL 1.57 g 3.14 g 

EDTA 0.58 g 1.16 g 

NaCI 8.17 g 16.34 g 

PVP-40 ( %2) 2.00 g 4.00 g 

2 Mercaptoethanol % 0.2 100 μl 200 μl 

 

Gerçekleştirilen TNA ekstraksiyonu çalışmaları, her bir örnek için aşağıda 

verilen yönteme göre Çukurova Ün�vers�tes� B�tk� Koruma Bölümü Turunçg�l 

V�rüsler� Laboratuvarında yürütülmüş ve aşağıdak� RNA ekstraks�yon aşamaları 

uygulanmıştır.  

 

· Bitkisel materyallerden 500 mg miktarında örnek alınarak, 1:10 m/v CTAB 

tamponu çözeltisi eklendikten sonra örnek homojen olacak şekilde 

havanlar yardımıyla ezilmiştir.  

· 2 ml’lik mikrosantrifüj tüpüne 2ml bitki özsuyu pipet yardımıyla alınmıştır. 

· Örnekler 65 °C sıcaklıktaki su banyosuna yerleştirilmiş ve 60 dakika 

bekletilmiştir.    

· Tüpler 10.000 rpm’de 5 dakika santrifüjlenerek, 2 ml’lik mikrosantrifüj 

tüpüne  üst sıvı fazdan 1 ml’lik kısım aktarıldıktan sonra, tüplere 1 ml 

kloroform: isoamil alkol (24:1) eklenip ve çalkalanarak iyice 

karıştırılmıştır.   

· Tüpler 13.000 rpm’de 10 dakika santrifüjlenerek,1.5 m’lik mikrosantrifüj 

tüpüne  üst fazdan 750 µl alınıp aktarılmış ve üzerine 450 µl soğuk 2-

propanol eklenip yavaşça 2 kez  karıştırılmıştır. 

· –20 °C’de  60 dakika inkube edilmiştir. 
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· İnkube edilen örnekler 13.000 rpm’de 10 dakika santrifüjlenip, sıvı faz 

dikkatli bir şekilde boşaltılmıştır.  

· Kalan pelet (katı faz) ise 1 ml % 70’lik etanolle yıkanmıştır. 

· % 70’lik etanolle yıkanan örnekler 13.000 rpm’de 10 dakika 

santrifüjlenerek, % 70’lik etanol dikkatli bir şekilde dökülmüştür. 

· Örnekler kurutma kağıdı üzerinde hava ile kurutulmuştur. 

· Katı kısım (pelet) 100 µl TE tampon çözeltisi içerisinde çözdürülmüştür. 

· Ekstrakste edilen total nükleik asit kullanılıncaya kadar, –20 °C derin 

dondurucularda muhafaza edilmiştir. 

· Spektrofotometre’de A260/280 nm’de konsantrasyonu bel�rlenm�şt�r. 

Yüksek kalitede nükleik asit için optimum  A260/280 değer� 2’ye yakın 

olan örnekler çalışmada kullanılmıştır. 

· Ters transkr�ptaz �şlem� �çin 3-5 μl TNA kullanılmıştır. 

 

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

TT–PZR çalışmaları Önelge (1997)’ye göre iki aşamada 

gerçekleştirilmiştir. İlk aşamada bir RNA virüsü olan CPsV’ün RNA’sı 

tamamlayıcı DNA’ya  (cDNA)  çevrilmiş ve daha sonra PZR çalışmasına 

alınmıştır.  

Elde edilen TNA ekstraktlarından cDNA sentezi ve PZR adımlarından 

oluşan TT–PZR testinde, her bir örnek için aşağıdaki yöntemler adım adım olacak 

şekilde gerçekleştirilmiştir. Yürütülen bütün PZR çalışmalarında, pozitif kontrol ve 

negatif kontrol (steril distile su) kullanılmıştır. 

 
3.2.5.1. Ters Transkripsiyon (TT) Çalışmaları  

Bu çalışmada örnekler için TT işlemi aşamaları aşağıdaki şekilde 

gerçekleşmiştir. 
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· 5 μl total RNA, 200 pmol random primer 1 μl PZR tüpler� �çer�s�ne 

konularak su �le 10 μl ye tamamlanmıştır.  

· Hazırlanan karışım daha sonra  65 °C’de 5 dak�ka süre �le thermal cycler 

cihazında bekletilmiştir. 

·  Cihazdan çıkarılan örnekler hemen buz içerisine alınıp 2 dakika 

bekletilerek RNA’ların denatürasyonu yapılmıştır.  

· Denatürasyonu yapılan RNA ve pr�mer karışımına 1X Reverse transkr�ptaz 

tampon solüsyonu (50 mM Tris HCl pH 8.3, 75 mM KCl, 3 mM MgCl2), 

0.5 mM dNTP, 20 ün�te Pr�merScr�pt Reverse transkr�ptaz, 20 ün�te 

RNAse İnh�b�törü ve su eklenerek 20 μl TT karışımı hazırlanmıştır.  

· PZR aleti 30 °C 10 dakika, 45 °C 1 saat ve 70 °C 15 dak�ka daha sonra da 

4°C sürekl� olarak kalacak şek�lde programlanarak cDNA sentez� 

tamamlanmıştır  

· Elde edilen cDNA direk polimeraz zincir reaksiyonunda (PZR) 

kullanılmıştır. 

 

3.2.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Aşaması 
Yürütülen TT–PZR çalışmasının PZR aşamasında ise PZR karışımı 

hazırlanmış ve sentezlenen cDNA’ların kullanılması ile tamamlanmıştır. 

Polimeraz zincir reaksiyonu aşaması, her bir örnek için aşağıdaki yönteme 

göre adım adım olacak şekilde yürütülmüştür.  

 

· Buz üzerindeki, steril mikrosantrifüj tüplerinde 8.5 μl ddH2O, 1μl 

‘’Forward’’ primer (10 μM), 1 μl ‘’Reverse’’ primer (10 μM) ve 12.5 μl 

GoTaq karışımı maddelerini içeren ‘’PZR Master Mix’’ hazırlanmıştır. 

· PZR tüplerine her örnek için, 23 μl ‘’PCR Master Mix’’ ile TT 

aşamasından elde edilen cDNA örneğinden 2 μl eklenmiştir.  
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· PZR tüplerinde 25 μl miktarında hazırlanan son hacim, thermal cycler 

aletine yerleştirilmiştir. 

· Kullanılan bazı primerlerin, bağlanma sıcaklıklarına uygun PZR koşulları 

ayarlandıktan sonra sentez işlemi başlatılmıştır. Bu çalışmada modifiye 

edilen PZR koşulları Çizelge 3.7’de verilmiştir.   

· Elde edilen tüm PZR ürünleri, elektroforez çalışmalarına kadar –20 °C’da 

muhafaza edilmiştir. 

 

Çizelge 3.6. Çalışmaya göre modifiye edilen PZR koşulları  

 

3.2.6. Nested PZR Çalışmaları 
TT-PZR sonucunda elde edilen PZR ürünleri ve CPsV CP geninin 350 bp’ 

lik kısmına spesifik  primerler kullanılarak nested PZR çalışmaları tamamlanmıştır. 

Nested PZR aşaması, her bir örnek için aşağıdaki yönteme göre adım adım olacak 

şekilde yürütülmüştür.  

 

· Buz üzerindeki, steril mikrosantrifüj tüplerinde 1X PZR tampon solüsyonu, 

(50Mm KCl, 10mM Tris HCl 25 °C pH9.0, 1%Triton X- 100), 25mM 

MgCl2, 1μl cDNA, 0.5 mM dNTP, 20 pmol BC78 ve BC79 pr�merler� ve 

2.5 ün�te Taq DNA pol�meraz (Fermentas, CA) enz�m� �çeren ve su �le 

25μl‘ ye tamamlanan PZR karışımı hazırlanmıştır.  

· B�r öncek� aşamada elde ed�len PZR karışımına 1 μl CPsV CP PZR ürünü 

eklenmiştir 

Ayrılma Sıcaklığı 94 0C 3 dakika 1 döngü 

Bağlanma Sıcaklığı 

94 0C 30 saniye 40 döngü 

600C 30 saniye 40 döngü 

72 0C 1.5 dakika 40 döngü 

Uzama Sıcaklığı 72 0C 5 dakika 1 döngü 
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· PZR tüplerinde 25 μl miktarında hazırlanan son hacim, thermal cycler 

aletine yerleştirilmiştir 

· Kullanılan bazı primerlerin, bağlanma sıcaklıklarına uygun PZR koşulları 

ayarlandıktan sonra sentez işlemi başlatılmıştır. Bu çalışmada modifiye 

edilen nested-PZR koşulları Çizelge 3.7’de verilmiştir.   

· Elde edilen tüm PZR ürünleri, elektroforez çalışmalarına kadar –20 °C’de 

muhafaza edilmiştir 

 

Çizelge 3.7. Çalışmaya göre modifiye edilen Nested-PZR koşulları  
Ayrılma Sıcaklığı 94 0C 3 dakika 1 döngü 

Bağlanma Sıcaklığı 

94 0C 30 saniye 40 döngü 

60 0C 30 saniye 40 döngü 

72 0C 30 saniye 40 döngü 

Uzama Sıcaklığı 72 0C 5 dakika 1 döngü 

 

3.2.7. Elektroforez Çalışmaları Ve Örneklerin Görüntülenmesi 
Yürütülen bu çalışmada ‘’agar jel elektroforez yöntemi’’ kullanılmıştır. Bu 

yöntem ise Önelge  (1997) ’ye  göre modifiye edilerek yürütülmüştür.  

Agar jel elektroforez yöntemi için izlenen aşamalar, aşağıda maddeler 

halinde belirtilmiştir. 

 

· 100 ml 1X TAE tamponu çözeltisi ve 2 gram agar maddesi kullanılarak 

hazırlanan karışım, mikrodalga fırında 2 – 3 dakika süre ile agar maddesi 

iyi bir şekilde eriyinceye kadar ısıtılmıştır. 

· Jel tepsisi düz bir zemin üzerinde ayarlanıp, yüklenecek örnek sayısına 

uygun tarak yerleştirilmiştir. Hazırlanan agar karışımı biraz soğuduktan 
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sonra jel tepsisine kabarcık oluşmayacak şekilde dökülerek, agar jelin 

donması için oda sıcaklığında bir müddet bekletilmiştir.  

· Katılaşan jel, jel tepsisi ile birlikte tankın içine yerleştirilerek, 1X TAE 

tamponu çözeltisi ile tankın içerisine jeli kapatacak şekilde dökülmüş  ve 

tarak dikkatli bir şekilde çıkartılmıştır. 

· Jel çukurlarının başlangıç çukuruna 8 ml 100 bp’lik DNA markör, diğer 

çukurlara ise 10 ml hacminde olmak üzere örnekler, pozitif kontrol ve 

negatif kontrol (steril distile su) yüklenmiştir. 

· Elektroforez aparatı elektrik akımını sağlayan güç kaynağına bağlanarak, 

örnekler 80 – 100 volt ayarında 45 – 60 dakika süre ile elektroforez 

işlemine tabi tutulmuştur. 

· Elektroforez işlemi tamamlanan agar  jel tepsiden ayrılarak biraz soğuması 

sağlandıktan sonra, saf su ile seyreltilmiş etidyum bromür çözeltisi 

içerisinde yaklaşık 10 dakika süre ile bekletilmiştir. 

· Bekleme aşaması tamamlanan agar  jel, UV transilluminator aleti aracılığı 

ile görüntülenerek fotoğrafı çekilmiştir. 

 

3.2.8. Sekans Analizi Ve Verilerin Karşılaştırılması 
PZR ve agar jel elektroforez çalışmaları sonucunda pozitif bulunan 

örnekler, aynı koşullarda TT–PZR uygulanarak 200 ml hacminde çoğaltılmıştır. 

Çoğaltılan tüm örnekler saflaştırma ve nükleotid dizilimlerinin belirlenmesi 

amacıyla Adana ilinde bulunan ‘’Molgentek’’ firmasına gönderilmiştir. Firmanın 

nükleotid dizilimleri belirleme çalışmaları, gönderilen etmenlerin ‘’Forward’’ ve 

‘’Reverse’’ primerlerine göre iki ayrı şekilde gerçekleştirilmiştir. 

Sekanslama işlemi tamamlanan tüm örneklerin baz dizilimleri ‘’Finch TV’’ 

programı kullanılarak görüntülenip, mevcut baz dizilimleri NCBI (National Center 

for Biotechnology Information) veri tabanında ‘’BLAST’’ yöntemiyle kayıtlı bazı 

organizmalar ile karşılaştırılmıştır.  
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Filogenetik analiz çalışmalarında da DNA dizileri ‘’Mega 7’’ (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis) programı kullanılarak ‘’Neighbour Joining’’ 

metodu ile sınıflandırılmıştır. 
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 
 
4.1. CPsV Hastalığının Survey Çalışmaları İle Yaygınlığının Belirlenmesi 

Doğu Akdeniz Bölgesi Adana, Mersin, Hatay illerindeki 10 yaşından ve 10 

dekardan büyük olan portakal, mandarin ve altıntop bahçelerinde bitkilerin aktif 

sürgün döneminde olduğu ilkbahar ve sonbahar dönemlerinde yapılan surveylerde 

CPsV hastalığının karakteristlik özellikleri olan genç yaprak simptomlarını (Şekil 

4.1) gösteren ağaçlar yapılan gözlemeler sonucunda hastalıkla bulaşık olarak kabul 

edilmiştir.     

      

 
Şekil 4.1. Yapılan survey çalışmalarında Adana ilinde CPsV’nin genç yaprak 

simptomu gözlemlenen portakal ağacı 
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Şekil 4.2. Yapılan survey çalışmalarında Mersin ilinde CPsV’nin şiddetli kabuk 

kavlama simptomunu gösteren mandarin ağacı 
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Şekil 4.3. Yapılan survey çalışmalarında Hatay ilinde CPsV’nin meşe yaprağı 

görüntüsü gözlemlenen portakal ağacı 
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 Fawcett 1933 yılında CPsV’nin kabuk kavlama simptomlarının yanında 

genç yaprak simptomlarını da tanımlamıştır. Yapılan bu çalışmada da incelenen 

ağaçların CPsV ile bulaşık olduğunun belirlenmesinde hastalığın karakteristik 

simptomları olan genç yaprak simptomları ve kabuk kavlama simptomları baz 

alınarak değerlendirmeler yapılmıştır. 
 Yapılan arazi çalışmaları sonucunda Adana, Mersin, Hatay illerinde 

toplamda 11150 tane ağaç incelenmiş ve bunların 4110 tanesi portakal, 5800 tanesi 

mandarin ve 1260 tanesi altıntop ağaçlarından oluşmaktadır. İncelenen ağaçların 

illere göre dağılımı çizelge 4.1, 4.2  ve  4.3 ’de verilmiştir. 

 

Çizelge 4.1. Survey çalışmalarında incelenen ağaçların illere göre dağılımı 
İL PORTAKAL MANDARİN  ALTINTOP TOPLAM 

ADANA 2000 1000 750 3750 

MERSİN 1500 2300 300 4100 

HATAY 600 2500 200 3300 

TOPLAM 4100 5800 1250 11150 

 

Çizelge 4.2. Survey çalışmalarında CPsV ile bulaşık olduğu belirlenen ağaç 
sayılarının illere göre dağılımı 

İL PORTAKAL MANDARİN ALTINTOP TOPLAM 

ADANA 600 250 75 925 

MERSİN 750 690 60 1500 

HATAY 210 1000 28 1238 

TOPLAM 1560 1940 163 3663 
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Çizelge 4.3. Survey çalışmaları sonucu CPsV ile bulaşık olduğu belirlenen 
ağaçların % dağılımları 

İL 
PORTAKAL 

% 

MANDARİN 

% 

ALTINTOP  

% 

TOPLAM 

İNFEKSİYON 

% 

ADANA %30 %25 %10 %25 

MERSİN %50 %30 %20 %36.5 

HATAY %35 %40 %14 %37.5 

TOPLAM 

İNFEKSİYON 

% 
%38.3 %31.3 %13.04 %33 

 

Survey yapılan bahçelerden Adana ilinde incelenen 3750 ağacın % 25’nin, 

Mersin ilinde incelenen 4100 ağacın %36.5’nin, Hatay ilinde incelenen 3300 

ağacın %37.5’nin CPsV ile bulaşık olduğu belirlenmiştir. Kaliforniya’da 6000 

ağaçta yapılan bir survey sonucunda ağaçların %14’nün CPsV ile bulaşık olduğu 

hastalığın üründe meydana getirdiği azalma sonucu % 6.5 oranında bir gelir kaybı 

oluşturduğu tespit edilmiştir (Knorr ve Childs, 1968). Ege Bölgesinde yapılan bir 

çalışmada ise turunçgil ağaçlarının %50 oranında CPsV ile bulaşık olduğu 

belirlenmiştir (Azeri ve Heper 1973).  

 Doğu Karadeniz Bölgesinde Ordu ve Rize illeri arasında yapılan bir 

surveyde turunçgil ağaçlarının %1-2 oranında CPsV ile bulaşık olduğu 

belirlenmiştir (Cengiz ve ark., 1968).  

 Yapılmış olan bu çalışmada Doğu Akdeniz Bölgesinde Adana, Mersin, 

Hatay illerinde incelenen 4100 tane portakal ağacının %38.3’nün, 5800 mandarin 

ağacının %31.3’nün, 1250 tane altıntop ağacının %13.04’nün CPsV hastalığı ile 

bulaşık olduğu hastalığın en çok portakal çeşidinde görüldüğü bunu sırasıyla 

mandarin ve altıntop çeşitlerinin izlediği belirlenmiştir. Güllü (1989) tarafından 

Doğu Akdeniz Bölgesi’nde yapılan bir surveyde ise Navel portakallarda %64-80, 
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Satsuma mandarinlerde %15.8-31 oranında CPsV ile bulaşık olduğu tespit 

edilmiştir. Araştırıcı yapmış olduğu çalışmada bölgede aktif sürgün döneminde 

genç yaprak simptomlarının oldukça yoğun olduğunu ancak olgun yaprak 

simptomlarının daha az gözlendiğini, özellikle şiddetli kabuk kavlaması gözlenen 

ağaçlarda görüldüğünü bildirmiştir. Yapılan bu çalışmada da benzer sonuçlar elde 

edilmiştir. Aktif sürgün döneminde genç yaprak simptomları oldukça yoğun 

olmakla birlikte bu simtomlar yapraklar olgunlaştığında kaybolmaktadır.  Kavlama 

hastalığı ile bulaşık bahçelerde damar bantlaşması ve meşe yaprağı deseni 

simptomları oldukça yoğun olarak bulunmakta aynı hastalığın simptomlarından 

olan beneklenmeler ve klorotik lekeler daha az görülmektedir. Ayrıca psorosis 

hastalığının kabuk kavlama simptomu yaşlı bahçelerde görülmekle birlikte bu 

simptomlar genç yaprak simptomlarına oranla daha azdır. 

  
4.2. CPsV Hastalığının Biyolojik İndeksleme Yöntemi İle Tanılanması 

Doğu Akdeniz Bölgesi eski turunçgil bahçelerinden CPsV hastalığının 

karakteristlik simptomlarından genç yaprak simptomları, yaşlı yaprak simptomları, 

kabuk kavlama simptomları, odun dokusu deformasyonları, concave gum 

simptomları göre toplanan turunçgil çeşitlerine ait örnekler her bir örnek için üç 

adet olucak şekilde tohumdan yetiştirilmiş 8 aylık sağlıklı Pineapple portakal 

fidanlarına (Şekil 4.4) göz ve kabuk aşılaması olarak  inokule edilmiş ve bitkiler 

haftalık olarak yaprak simptomları ve şok reaksiyonları açısından gözlenmeye 

çalışılmıştır. Tohumdan yetiştirilen Pineapple portakal fidanlarından üçer adet 

saksı negatif kontrol, üçer adet saksı ise pozitif kontrol olarak bırakılmıştır. 
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Şekil 4.4. Tohumdan yetiştirilmiş sağlıklı Pineapple portakal fidanlarına yapılan 

göz ve kabuk aşılaması 
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Pineapple portakalına doku inokulasyonu yöntemi ile aktarılan CPsV  

hastalığının yaklaşık iki ay gibi bir süre sonunda portakal fidanlarının  uç 

sürgünlerinde hastalığın karakteristik özelliği olan şok reaksiyonları gözlenmiştir 

(Şekil 4.5). Ayrıca genç yapraklarda damarlar üzerinde açık renkli damar 

bantlaşması (Şekil 4.6) ve meşe yaprağı görüntüsü (Şekil 4.7) gözlemlenmiştir. 

Yaşlı yapraklarda ise yaprağın üst kısmında düzensiz klorotik lekeler (Şekil 4.8) ve 

arka kısmında kahverengi kalıcı zamklı lekelerin varlığı belirlenmiştir (Şekil 4.9). 

Genç yapraklar üzerinde gelişen simptomların büyük bölümü yapraklar 

olgunlaştığında kaybolmuşlardır. Negatif kontrol olarak bırakılan sağlıklı pineapple 

fidanlarında CPsV’nin genç yaprak simptomlarına rastlanmamıştır.   

 

 
Şekil 4.5. İnokulasyon sonucu Pineapple portakal fidanında oluşan şok simptomu 
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Şekil 4.6. İnokulasyon sonucu Pineapple portakal fidanlarının genç yapraklarında 

oluşan açık renkli damar bantlaşması 
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Şekil 4.7. İnokulasyon sonucu Pineapple portakal fidanlarında oluşan meşe yaprağı 

görüntüsü 
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Şekil 4.8. İnokulasyon sonucu pineapple portakal fidanlarının yaşlı yapraklarının 

üst kısmında oluşan düzensiz klorotik lekeler 
 

 
Şekil 4.9. İnokulasyon sonucu pineapple portakal fidanlarının yaşlı yapraklarının 

alt kısmında oluşan kahverengi zamklı kabarcıklar 
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Çizelge 4.4. Farklı turunçgil çeşitlerinden alınan inokulum kaynakları ile yapılan 
doku inokulasyonu çalışmalarında Pineapple portakal bitkilerinde 
gözlemlenen simptomlar 

İzolatlar  İndikatör 
bitki 

Simptomlar 

GDB MYG YKL YZL ŞR 
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 + + + + + 

GDB: Genç yapraklarda damar bantlaşması, MYG: Meşe yaprağı görüntüsü, YKL: Yaşlı yapraklarda 
klorotik lekeler; YZL: Yaşlı yapraklarda zamklı lekeler, ŞR: Şok reaksiyonları, +: Simptom var;  -: 
Simptom yok 
 
 Çizelge 4.4’de belirtildiği gibi Mersin ili Satsuma mandarin, W. Navel 

portakal ve altıntop, Adana ili Satsuma mandarin, W. Navel portakal ve Yafa 

portakal, Hatay ili W. Navel portakala ait örneklerin Pineapple portakal indikatör 

bitkilerinde CPsV hastalığının karakteristik yaprak simptomlarından olan şok 

reaksiyonları, genç yapraklarda damar bantlaşması ve meşe yaprağı görüntüsü, 

yaşlı yapraklarda klorotik lekeler ve yaşlı yapraklarda zamklı lekeler 

gözlemlenmiştir. Gözlemlenen bütün yaprak simptomları turunçgil yetiştirilen 

alanlarda Kavlama hastalığı ile bulaşık olan ağaçlardaki simptomlarla benzerdir. 

Negatif kontrol olarak bırakılan sağlıklı Pineapple portakal fidanlarında genç 
yaprak simptomlarının gelişimi gözlemlenmemiştir. Pozitif kontrolde ise hastalığın 
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karakteristik yaprak simptomları olan genç yapraklarda damar bantlaşması, meşe 

yaprağı deseni, yaşlı yapraklarda ise klorotik lekeler ve zamklı lekeler  

gözlemlenmiştir. 

 CPsV hastalığı farklı izolatlardan alınan örneklerle tohumdan yetiştirilen 

Pineapple portakal fidanları üzerinde inokulasyonlar gerçekleştirildikten 8 haftalık 

süre sonunda oluşan ilk yapraklarda şok simptomları gözlemlenmiştir (Şekil.4.10). 

Roistacher (1991) tarafından  CPsV’nin varlığını biyolojik indeksleme yöntemiyle 

belirlemek amacıyla Pineapple ve Madam Vinous  portakal fidanlarını indikatör 

bitki olarak  kullanarak yaptıkları bir çalışmada gözlemlenen şok simptomları bu 

çalışmada olduğu gibi benzer şekilde yeni gelişen sürgünün geriye doğru kuruması 

şeklinde geliştiğini ayrıca Pineapple ve Madam Vinous portakallarının CPsV’yi 

belirlemede iyi birer indikatör bitki olduğunu bildirmiştir. 

 

 
Şekil 4.10. Pineapple portakal fidanları üzerinde inokulasyonlar gerçekleştikten 8 

hafta sonra oluşan ilk sürgünlerde şok simptomları 
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 CPsV’nin biyolojik yöntemlerle tanılanması için indikatör bitki olarak 

tohumdan yetiştirilmiş Pineapple portakal fideleri kullanılmıştır. CPsV’nin 

indikatör bitkilerde geliştirdiği tüm yaprak simptomları 8 hafta  içerisinde 

gözlemlenmiştir. Wallace ve Drake (1968) yaptıkları bir çalışmada CPsV’nin 

biyolojik olarak tespitinde ilk kez turunçgil fidanlarının kullanımı 

gerçekleştirmiştir. İndikatör bitki olarak kullanılan portakal fidanlarında 6 haftalık 

süre sonunda CPsV’nin genç yaprak simptomlarının gözlemlendiğini 

bildirmişlerdir. 

Önelge (1988) tarafından CPsV biyolojik indeksleme yöntemiyle tanılama 

çalışmasında şiddetli kavlama simptomu gelişen ağaçlarda yapılan indeksleme 

sonucunda genç yaprak simptomlarının yanı sıra olgun yaprakların ön yüzeyinde 

gelişen beneklenme ve yaprakların arka yüzeyinde gelişen zamklı lekelenmelerin 

varlığını bildirmiştir. Yapılan bu çalışmada da benzer şekilde şiddetli kabuk 

kavlama simptomları gösteren CPsV-50, CPsV-46, CPsV-7 ve CPsV-48 

izolatlarından alınan örneklerde genç yaprak simptomlarından sonra olgun 

yapraklar üzerinde kalıcı beneklenme simptomlarının geliştiği gözlemlenmiştir. 

 Güllü (1989) tarafından Doğu Akdeniz Bölgesi’nde yapılan bir çalışmada 

CPsV’nin Navel portakal çeşidinde  %64-80 oranında, Satsuma mandarin çeşidinde 

%15-31 oranında bulaşık olduğunu belirtmiş ayrıca CPsV’nin Doğu Akdeniz 

Bölgesinde yaygın olarak bulunduğunu bildirmiştir. Yapılan bu çalışmada da 

biyolojik indeksleme çalışmalarında kullanılmak üzere Doğu Akdeniz Bölgesinde 

genç yaprak simptomları, yaşlı yaprak simptomları ve kabuk kavlama simptomları 

gösteren Satsuma çeşidi mandarin ve Navel çeşidi portakallardan alınan CPsV-7, 

CPsV-46, CPsV-48, CPsV-50 örnekleri inokulum kaynağı olarak kullanılmıştır. 

Pineapple portakal fidanlarına inokulasyonları gerçekleştirilen örneklerin genç 

yapraklarında damar bantlaşması ve yaşlı yapraklarının üst kısmında kalıcı klorotik 

lekeler alt kısmında zamklı lekeler  gözlenmiştir. 

 Kayım (2010) tarafından Doğu Akdeniz Bölgesi’nde CPsV’nin biyolojik 

indeksleme yöntemiyle tanılanmasını gerçekleştirmek için yapılan bir çalışmada bir 
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yaşındaki portakal fidanlarına Adana, Mersin, Kozan’da hastalıkla bulaşık olduğu 

bilinen ağaçlardan alınan örneklerin inokulasyonu sonucunda indikatör bitkilerin 

genç yaprakları üzerinde damar bantlaşması, beneklenme ve meşe yaprağı 

görüntüsü simptomlarını gözlemlediğini bildirmiştir. Yapılan bu çalışmada da 

Adana, Mersin, Hatay illerinden CPsV’nin genç yaprak simptomları, kabuk 

kavlama simptomları, yaşlı yaprak simptomları, concave gum simptomları ve odun 

dokusu deformasyonları simptomlarını gösteren ağaçlardan alınan örnekler ile 

yapılan biyolojik indeksleme çalışmalarında genç yapraklarda damar bantlaşması 

ve meşe yaprağı görüntüsü simptomları gözlemlenmiştir. 

 

4.3. Moleküler Çalışmalar İle İlgili Bulgular ve Tartışma 
4.3.1. TT-PZR Çalışmaları İle İlgili Bulgular 
 CPsV hastalığının saptanması ve tanılanması için moleküler yöntemlerden 

biri olan TT-PZR kullanılmıştır. İlk olarak random primer kullanılarak cDNA 

sentezi gerçekleştirilmiştir. Tamamlayıcı DNA (cDNA) sentezi gerçekleştirildikten 

sonra ve RNA3 (manto protein) bölgesini çoğaltmak için CPV-1/CPV-2, 

BC76/BC77, BC78/BC79, RNA1 bölgesini çoğaltmak �ç�n Ps44/Ps45 pr�mer ç�ft�, 

RNA2 bölges�n� çoğaltmak �ç�n Ps62/Ps63 pr�mer ç�ft� kullanılmıştır. TT-PZR 

çalışmalarından elde ed�len ürünler %1.5’l�k agar jelde koşularak, eth�d�umbromür 

�le DNA boyaması yapılmış ve sonuçlar UV �le görüntülenm�şt�r. Elde edilen 

görüntülerde 100bp DNA büyüklük markörü kullanılarak amplifikasyon 

büyüklükleri belirlenmiştir. 

 Yapılan TT-PZR çalışmalarının sonucunda CPV-1/CPV-2 primer çifti ile 

çoğaltılan örneklerde 600 bp’lık (Şekil 4.11), BC78/BC79 primer çifti ile çoğaltılan 

örneklerde 400 bp’lık (Şekil 4.12) bant oluşumu gözlemlenmiştir. Ps44/Ps45 

primer çifti ile çoğaltılan örneklerde 276 bp’lık (Şekil 4.13) bant oluşumu 

gözlemlenirken, Ps62/Ps63 primer çiftleri kullanılarak çoğaltılan örneklerde 514 bp 

büyüklüğünde bantlar gözlemlenmiştir (Şekil 4.14). Araziden alınan örneklerde 
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yukarıda verilen baz uzunluğunda bant oluşumları hastalık etmenini taşıdığı 

varsayılarak pozitif olarak değerlendirilmiştir.  

CPsV hastalığının farklı turunçgil izolatları kullanılarak yapılan TT-PZR 

çalışmalarından elde edilen bazı  jel görüntüleri Şekil 4.11, Şekil 4.12, Şekil 4.13, 

Şekil 4.14’de yer almaktadır. 

 

 
Şekil 4.11. CPsV-1/ CPsV-2 primer çifti ile yapılan TT-PZR sonucunda elde edilen  

jel görüntüsü. M markör, CPsA ile enfekteli portakal örnekleri 1-
2:Adana, 3-4:Mersin, 5-6:Hatay, -K: negatif kontrol,+K:pozitif kontrol. 
600 nt uzunluğunda CPsVnün oluşturduğu band. 
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Şekil 4.12. BC78/ BC79 primer çifti ile yapılan TT-PZR sonucunda elde edilen jel 

görüntüsü.400nt uzunluğunda CPsVnün manto proteine ait bantlar. M 
markör,1: Adana, 2-3: Mersin, 4: Hatay, -K: negatif kontrol,+K: pozitif 
kontrol 
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Şekil 4.13. Ps44/Ps45 primer çifti ile yapılan TT-PZR sonucunda elde edilen 

örneklerin %1.5’luk agar jeldeki görüntüsü. CPsV’nün 276 nt 
uzunluğundaki RNA1 bölgesi. 1-2: Adana, 3-4: Mersin, 5-6-7: Hatay 
illerinden alınan portakal örnekleri. 

 

 

 

 

 

 

276 nt 
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Şekil 4.14. Ps62/Ps63 primer çifti ile yapılan TT-PZR sonucunda elde edilen 514 nt 

uzunluğundaki bantların %1.5’luk agar jel görüntüsü. CPsV ait portakal 
ağaçlarından elde edilen RNA2 gen bölgesi. M markör,1-2: Adana, 3-4: 
Mersin, 5: Hatay, -K: negatif kontrol, +K: pozitif kontrol. 

 
 Doğu Akdeniz Bölgesi eski turunçgil bahçelerinden CPsV ile bulaşık 

olduğu düşünülen ağaçlardan alınan örneklerle farklı primer çiftleri kullanılarak 

gerçekleştirilen TT-PZR çalışmalarında, toplanan 50 örneğin 35’nin CPsV ile 

bulaşık olduğu belirlenmiştir. Kullanılan primer çiftlerinden CPV-1/CPV-2 ve 

BC78/BC79 etmenin rutin tanılamasında her zaman başarılı sonuç verirken diğer 

primer çiftleri her zaman aynı başarıyı göstermemiştir 

Mersin ilinden alınan 19 örnekten 14 tanesinin hastalıkla bulaşık olduğu 

belirlenmiştir. Adana ilinden alınan 17 örnekten 12 tanesi ve Hatay illerinden 

alınan 14 örnekten 9 tanesi TT-PZR çalışmalarında pozitif sonuç oluşturmuştur.  

TT-PZR sonucunda en iyi sonuç veren örnekler şiddetli kabuk kavlaması ve genç 

yaprak simptomu oluşturan örnekler olmuştur. Bu sonuç her bölge için geçerlidir. 

Sadece genç yaprak simptomlu örneklerden alınarak yapılan TT-PZR sonuçları 

kabuk kavlaması simptomu gösteren ağaçlardan alınan örneklerle yapılan TT-PZR 
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çalışmaları kadar iyi sonuç vermemiştir. CPsV konsantrasyonun kabuk kavlaması 

oluşturmayan ağaçlarda kabuk kavlaması simptomu gösteren ağaçlardan daha az 

yoğunlukta olmasından kaynaklandığı düşünülmektedir.  

Martin ve ark. (2004) tarafından yapılan bir çalışmada CPsV ile bulaşık 

olduğu düşünülen turunçgil ağaçlarından alınan örneklere ELİSA, TT-PZR, 

moleküler hibridizasyon ve çapraz koruma testleri uygulamışlardır. Bu çalışmaların 

sonucunda kabuk kavlaması ve genç yaprak simptomu bulunan 41 örneğin CPsV 

ile bulaşık olduğunu ve sadece genç yaprak simptomlarının bulunduğu  6 örneğin 

ise CPsV ile bulaşık olmadığını belirlemişlerdir. 

D’Onghia ve ark. (2001) tarafından yapılan bir çalışmada CPsV’nin 

belirlenmesindeki en etkili dönemin çiçekleme döneminde alınan çiçek 

örneklerinden yapıldığı bildirilmiştir. Ayrıca yaprak örnekleri kullanılarak yapılan 

ELİSA, DTBIA ve TT-PZR çalışmalarında CPsV’nin belirleme oranının 

düştüğünü belirtmiştir. 

Barthe ve ark. (1998) tarafından CPsV’nin manto prote�n gen� d�z�s�n� 

bel�rlemek �ç�n yapılan b�r  çalışmada, b�yoloj�k karakter�zasyonu yapılmış CPV-4 

ve CPV-6 �zolatları TT-PZR anal�z�nde, CPV1 ve CPV2 pr�mer ç�ft� kılıf prote�n 

gen�n�n 654 ve 1253 nükleot�dler� arasındak� 600 bp‘ lık alanı çoğaltmak �ç�n 

tasarlanmıştır. Yaptıkları TT-PZR çalışmalarında 600 bp seviyesinde manto protein 

bantlarını elde etmişlerdir. Elde ed�len PZR ürünler� pol�akr�lam�d jel üzer�nde 

ayrıştırılamamış ve bunlar arasında çok ufak farklılıklar olduğu gözlenm�şt�r. Buna 

ek olarak, CPV6 izolatı turunçgillerde kabuk kavlamasına yol açarken, CPV4 

izolatı yaprak bel�rt�ler� göstermes�ne rağmen, gövde ve dallarda kabuk 

kavlamasına neden olmadığı gözlenm�şt�r. TT-PZR �ç�n tasarlanan pr�mer ç�ft� 

(CPV1 ve CPV2) çeş�tl� CPsV �zolatlarının kılıf prote�nler�ne a�t tüm açık okuma 

çerçeves�n�n (ORF) çoğaltımında kullanılmıştır. Sonuç olarak çeş�tl� �zolatların 

kılıf prote�n d�z�ler� bel�rleneb�lm�ş ve �fade ed�len bu kılıf prote�nler� ant�jen 

olarak kullanılab�lm�şt�r. CPV4 �zolatının kılıf prote�n�n �fades� �ç�n üret�len 

poliklonal antiserumunun ilk değerlend�rmes� sonucunda, bu ant�serumun değ�ş�k 
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CPsV �zolatlarının teşh�s�nde kullanılab�leceğ� tesp�t ed�lm�şt�r. Bu çalışmada 

Barthe ve ark. tarafından manto protein gen dizisini belirlemek için tasarlanan 

primer cifti (CPsV-1/ CPsV-2) kullanılarak yürütülen TT-PZR sonucunda  600 bp 

lık manto protein geni çoğaltılmış araştırıcılarla benzer sonuçlar elde edilerek 

pozitif örneklerde 600 bp seviyesinde bantlar elde edilmiştir. 

Martin ve ark.  (2005) tarafından İspanya P-121 izolatının tüm genomunun 

dizilimi belirlemek için yapmış oldukları çalışmada RNA1 bölgesini belirlemek 

için Ps44/Ps45 primer çifti ve RNA2 bölgesini belirlemek için Ps62/Ps63 primer 

çiftini kullanmışlardır. 

 Doğu Akdeniz bölgesinde yürütmüş olduğumuz bu çalışmada da 

Ps44/Ps45 ve Ps62/Ps63 primer çiftleri kullanılmış Ps44/Ps45 ile yapılan TT-PZR 

çalışmalarında testlenen 50 örnekten 10’inde 300 bp lik bantlar elde edilirken, 

Ps62/Ps63 primer çiftiyle testlenen 50 örnekten 35’inde 500 bp ‘lık bant oluşmu 

gözlenmiştir. 

Kayım (2010) tarafından Adana, Mersin ve Kozanda yapılan bir çalışmada 

CPsV ile bulaşık olduğu düşünülen farklı turunçgil çeşitlerinden alınan örnekler 

kılıf protein geninin 766 ve 1200 nükleotidleri arasındaki kısmını belirlemek için 

Cons1/Cons2 primer çiftini kullanılarak TT-PZR yöntemi ile testlenmiş ve 434 bp 

lık bantlar elde edilmiştir. Cons1/Cons2 primer çiftinin CPsV’nin kılıf protein 

genini tanılamada iyi olduğu belirtilmiş, diğer primer çiftleri ile ilgili herhangi bir 

çalışma yürütülmemiştir. Nükleotid dizilimi hakkında herhangi bir bilgi 

verilmemiştir. 

 Bu çalışmada da kılıf protein genini belirlemek için CPsV-1/CPsV-2, 

BC78/BC79 primer çiftleri kullanılmıştır. CPsV manto protein geninin 759 ve 

1139 nükleotidleri arasındaki bölgeyi tanılamak için BC76/BC77, BC78/BC79 

primer çifti kullanılarak gerçekleştirilen TT-PZR sonucunda 400 bp’lık bant 

oluşumu gözlemlenirken, 654 ve 1253 nükleotidleri arasındaki bölgeyi tanılamak 

için  CPV-1/CPV-2 primer çifti kullanılarak yapılan TT-PZR çalışmasında 600 bp 

lık bantlar elde edilmiştir.  
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CPsV hastalığının saptanması ve tanılanması için moleküler yöntemlerden 

PZR yönteminin farklı bir versiyonu olan Nested-PZR kullanılmıştır. İlk olarak 

random primer kullanılarak cDNA sentezi gerçekleştirilmiştir. Tamamlayıcı DNA 

(cDNA) sentezi gerçekleştirildikten sonra RNA3 (manto protein) bölgesini 

çoğaltmak için BC76/BC77 ve BC78/BC79 primer çiftleri kullanılmıştır. Bir 

önceki çalışmada elde edilen ürünler nested-PZR çalışmalarında kullanılmıştır. 

Daha sonra manto protein genin geninin 759 ve 1139 nükleotidleri arasındaki 

bölgesini tanılamak için Nested-PZR yöntem�yle çoğaltmak �ç�n BC78/BC79 

pr�mer ç�ft� kullanılmıştır. Nested-PZR çalışmalarından elde ed�len ürünler 

%1.5’l�k agar jelde koşularak, eth�d�umbromür �le DNA boyaması yapılmış ve 

sonuçlar UV �le görüntülenm�şt�r. Elde ed�len görüntülerde 100bp  DNA büyüklük 

markörü kullanılarak amplifikasyon büyüklükleri belirlenmiştir. Yapılan Nested-

PZR çalışmalarının sonucunda BC78/BC79 primer çifti ile çoğaltılan örneklerde 

400 bp’lık bant oluşumu gözlemlenmiştir. 

Kütük (2011) tarafından Antalya ilinin farklı turunçgil üretim 

bölgelerinden alınan turunçgil örnekleri ile yapmış olduğu bir çalışmada manto 

protein geni belirlemek için BC76/BC77 primer çiftlerini kullanmıştır. Daha sonra 

elde ettiği ürünler ile BC78/BC79 primer çiftlerini kullanarak Nested-PZR ile 

genin 759 ve 1139 nükleotidleri arasındaki bölgeyi tanılamak için çoğaltmıştır. 

Yapılan analizler sonucunda 51 örneğin 45 tanesinde 350 bp’lık bant elde etmiştir. 

CPsV’nin belirlenmesinde örnekleme zamanına bakılmaksızın hastalığın etkin bir 

şekilde tanılandığını bildirmiştir. Ayrıca Nested-PZR yöntemini kullanarak 

CPsV’nin virüs yoğunluğunun az olduğu dönemlerde alınan yaprak dokularında da 

etkin bir şekilde çalışacağını belirtmiştir. 

Manto protein geninin belirli bölgelerinin tanılanmaya ve karakterize  

edilmeye çalışıldığı TT-PZR çalışmaları sonucunda bölgemizde CPsV’nin yaygın 

olarak bulunduğu, kabuk kavlama simptomlarının PsA ve PsB sendromlarıyla ilgili 

olduğu ancak PsB sendromunun bölgemizde yaygın olarak bulunmadığı PsA 

sendromunun bölgemizde daha yoğun bulunduğu belirlenmiştir. Direk sekanslama 
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yöntemi ile virüsün RNA3 ve RNA2 bölgelerinin nükleotid dizilimleri kısmi olarak 

elde edilmiştir.  

 
4.3.2. Nükleotid Dizilimi Ve Filogenetik Analiz İle İlgili Bulgular 

PZR işlemi sonucunda pozitif olarak belirlenen örneklerden RNA2 

bölgesinden 2 ve RNA3 bölgesinden 3 adet örnek aynı koşullarda PZR işlemi 

uygulanarak, 200 μl hacminde çoğaltılarak, saflaştırılmış (Şekil 4.15, 4.16) ve 

nükleotid dizilimlerinin belirlenmesi amacıyla Adana İlinde bulunan Molgentek 

firmasına gönderilmiştir. 

 

 
Şekil 4.15. PZR işlemi sonucunda pozitif olarak belirlenen örneklerden DNA 

çoğaltması (Mersin izolatı) 
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Şekil 4.16. Purifiye edilip nükleotid dizilim analizine gönderilen örnekler ( RNA2 

gen bölgesi) PS 62/63 primeri kullanılarak çoğaltılmış portakal 
örnekleri.1: Adana, 2-3: Mersin, 4: Hatay ilinden alınan örnekler. 

 

Jel görüntüleme işlemi sonucunda, CPsV pozitif olduğu tespit edilen ve 

nükleotid dizilimlerinin belirlenmesi amacıyla, Adana İlinde bulunan Molgentek 

firmasına gönderilen örneklerin,  sekans analizleri gerçekleştirilmiş ve Forward 

primerlerine göre baz dizilimleri belirlenmiştir. Baz dizilimleri, FinchTv programı 

kullanılarak görüntülenmiştir. 

 

RNA3 Bölgesine ait bazı baz dizilimleri şu şekildedir: 
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 

 

RNA2 Bölgesine ait baz dizilimleri şu şekildedir: 
ADANA RNA2 

>ATCCTCCAGTCATTAATTCTTTTCTAAGAACATTACTCCTACATC

TATAGAAAGGAATTTTGGAGGAGTAGCCCAACTGGAAGTTGAGC

GGGCCAAACTTTCATTTGAAACATTTGGAAACAAATTCCTTTTGA

AAGATGTTTTCAAGTTCTCTGATCAAAGTCTGGGAGACAACATAT

TTCATATACTTTGTTGAAAGAAGAGGGTCATATTGACGGAATTAG

GACAGCTGGAGATGATTTGTTGGAGAAGGATGGTGAAGTGGTGA

TGATATTAGATAGTAGGGATGAGGGTAGGATGTGGATAAAGGAT

GAGTCTGGGCTGAGGTGACTGAGCATGGCTCAAAAAGTGCAAGA

GAGTATTGCATGAAGGTTGAAAAGAATGAAATTAAAGTGGAGTA

GTTGTGTGTGATTAAGATGGCTCTTATATATGATAATTAGAGTGC

GATAATCATATTTCGCTTTAAATAAACAATTCTTTTGACGATCCG

AAAGTCTGTCATACT TTGA 
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MERSİN RNA2  

TCCGCCAGTCATTATTTCTTTTCTAAGAACATTACTCCTACATCTA

TAGAAAGGAATTTTGGAGGAGTAGCCCAACTGGAAGTTGAGCGG

GCCAAACTTTCATTTGAAACATTTGGAAACAAATTCCTTTTGAAA

GATGTTTTCATGTTCTCTGATCAAAGTCTGGGAGACAACATATTG

TCATATACTTTGCTGAAAGAAGAGGGTCATATTGATGGAATGAT

GGACACTGGAGATGATGTGTTGTTGGAGAAGGATGGTGAAGTGG

TGATGATATTAGATAGTAGGGATGAGGGTAGGATGTGGATAAAG

GATGATGTCTGGGCTGAGGTGACTGAGCATGGCTCAAAAAGTGC

AAAAGAGTATTGCATGAAGGTTGAAAAGAATGAAATTAAAGTGG

AGTAGTTGTGTGTGATTAAGATGGCTCTTATATATGATATTTAGA

GTGCGATAATCATATTTCGCTTTAAATAAACAATTCTTTTGACGA

TCCGAAAGTCTGTCATACTTTGA 

 
Görüntülenen baz dizilimleri NCBI (National Center for Biotechnology 

Information) veritabanı kullanılarak bu bankada kayıtlı organizmalar ile 

karşılaştırılmıştır (Şekil 4.17 ve  Şekil 4.18) 

Filogenetik analiz çalışması için ise DNA dizileri Mega 7 (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis) programı kullanılarak ‘’Neighbour joining’’ 

metodu ile sınıflandırılmıştır. 
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Şekil 4.17. NCBI (National Center for Biotechnology Information) veritabanı 

RNA3(Manto protein) bölgesi karşılaştırılması 
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Şekil 4.18. NCBI (National Center for Biotechnology Information) veritabanı 

RNA2 bölgesi karşılaştırılması 
 

Bu çalışmada, nükleotid dizilim analizleri ve yapılan filogenetik çalışmalar 

sonucunda farklı turunçgil türlerinden alınan örneklerin RNA3 bölgesinin İspanya, 

Arjantin ve Mısır izolatları ile %96 oranında benzerlik gösterdiği, RNA2 

bölgesinin ise İspanya izolatları ile %98 oranında benzerlik gösterdiği 

belirlenmiştir. Çalışmada ayrıca farklı turunçgil türlerinin RNA3 bölgesinin birbiri 

ile olan benzerliğinin %98’in üzerinde olduğu ortaya konmuştur.  
İspanya P-121 psorosis izolatının tüm genomunun d�z�l�m� Mart�n ve 

arkadaşları tarafından yapılmıştır (Mart�n ve ark. 2005). P-121 izolatının tüm 

genom dizilemesi birbiri ile %99’un üzer�nde örtüşen en az �k� bağımsız cDNA 

klonu üzer�nden bel�rlenm�şt�r. P-121 izolatının genomik organ�zasyonun daha 

önce d�z�l�m� yapılan CPV-4 �zolatı �le aynı olduğu bel�rt�lm�şt�r. P-121‘ e ait 
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RNA1’�n 8186 nükleot�d büyüklüğünde olup, CPV-4 izolatının RNA1’den �k� 

nükleot�d daha uzun olduğu bulunmuştur. Buna göre, P-121 ve CPV4 izolatlarının 

RNA1 benzerl�kler� %81 olarak tesp�t ed�lm�şt�r. Ayrıca 24K prote�n gen�, P-121 

ve CPV4 izolatlarında yüksek oranda benzerl�k gösterm�şt�r (%92.2). P-121 

izolatına ait 1645 nükleot�d uzunluğundak� RNA2 bölgesinde bulunan 3‘ ucundaki 

terminusda ekstra C (s�toz�n) bazı bulunması neden�yle, CPV4 �zolatından sadece 

b�r nükleot�d daha uzun olduğu bel�rt�lm�şt�r. Böylece, bu �k� CPsV �zolatının RNA 

2 benzerlikleri % 83.3 olarak bulunmuştur. RNA2 tarafından kodlanan 54K protein 

benzerliklerinin ise %96.4 olduğu bel�rlenm�şt�r. P-121‘�n 1447 nükleot�d 

uzunluğundaki RNA3 bölgesinin CPV-4’den yedi nükleot�d daha kısa olduğu ve 

%85.5 oran �le d�ğer �k� RNA bölges�nden daha yüksek benzerl�k gösterd�ğ� tesp�t 

ed�lm�şt�r. Sonuç olarak, P-121 izolatının genomik RNA’larının d�z�l�m�n�n 

bel�rlenmes�, bu çalışmada kullanılan iki CPsV izolatının tüm genom d�z�ler�ndek� 

çeş�tl�l�kler�n saptanmasında yardımcı olmuş ve nükleotid benzerliklerinin ortalama 

%82 olduğu bel�rlenm�şt�r.  

Bu çalışma sonucunda elde edilen 600 nt’lik  RNA3 bölgesi İspanya 

izolatları ile %96 lık bir benzerlik oluşturmuştur. Yine bu izolatın farklı ülkelerden 

NCBI genbankasına yapılan kayıtlarda farklı yüzdelerde (PB-108 AM235981 

İspanya izolatı %96 benzerlik, İtalya izolatı LN610694 %95 ) benzerlik gösterdiği 

belirlenmiştir  (Şekil 4.19). 
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Şekil 4.19. Nükleotid dizilim analizleri ve yapılan filogenetik çalışmalar sonucunda  

farklı turunçgil türlerinden  alınan  örneklerin RNA3 bölgesinin farklı 
izolatlarla  karşılaştırılması. 

 

Nükleotid dizilim analizleri ve yapılan filogenetik çalışmalar sonucunda 

RNA2 bölgesinin ise %98 oranında İspanya izolatları ile benzerlik gösterdiği 

belirlenmiştir ( Şekil 4.20). 
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Şekil 4.20. Nükleotid dizilim analizleri ve yapılan filogenetik çalışmalar sonucunda  

farklı turunçgil türlerinden alınan örneklerin RNA2 bölgesinin farklı 
izolatlarla  karşılaştırılması. 

  

Çalışmada ayrıca farklı turunçgil izolatlarından elde edilen Psorosis 

virüsünün RNA3 bölgesinin birbiri ile olan benzerliğinin %98’in üzerinde olduğu 

ortaya konmuştur ( Şekil 4.21). Adana ve Hatay izolatlarının aynı bölüm içinde yer 

alırken Mersin izolatının ayrı bir bölümde yer aldığı belirlenmiştir. 

 

 
Şekil 4.21. Nükleotid dizilim analizleri ve yapılan filogenetik çalışmalar sonucunda  

farklı turunçgil izolatlarından alınan örneklerin RNA3 bölgesinin 
birbiri ile ve farklı Olphio virüsler ile karşılaştırılması. 
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5. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 
  
5.1. Sonuçlar 
 Bu araştırma ile Doğu Akdeniz Bölgesi’nde (Adana, Mersin, Hatay) CPsV 

ile bulaşık olduğu bilinen 10 yaşından ve 10 dekardan büyük portakal (C. sinensis), 

mandarin (C. reticulata) ve altıntop (C. paradisi) bahçelerinde hastalığın yaygınlığı 

ve hastalığın PsA ve PsB varyantlarının varlığı belirlenmiş; ayrıca, Doğu Akdeniz 

Bölgesi turunçgil üretim alanlarından CPsV ile bulaşık olduğu düşünülen 

ağaçlardan alınan bitki dokuları moleküler yöntemle (TT-PZR) araştırılmış ve 

RNA2 ve RNA3 gen bölgeleri tanılanmıştır ve  araziden alınan CPsV 

simptomlarını gösteren örnekler pineapple portakal tohumundan yetiştirilen 

fidanlarda biyolojik indeksleme yapılarak, hastalığın bu türdeki belirtileri 

araştırılmıştır. Elde edilen sonuçlar aşağıda özetlenmiştir. 

 

5.1.1. Sörvey Çalışmaları Sonuçları 
1- Doğu Akdeniz Bölgesi’nde (Adana, Mersin, Hatay) CPsV ile bulaşık 

olduğu bilinen 10 yaşından ve 10 dekardan büyük portakal (Citrus 

sinensis), mandarin (Citrus reticulata) ve altıntop (Citrus paradisi) 

bahçelerinde yapılan surveylerde PsA’nın karakteristlik simptomlarından 

olan genç yapraklarda damar bantlaşması ve meşe yaprağı görüntüsü 

simptomları yoğun olarak bulunmuştur. Bu genç yaprak simptomları ile 

birlikte gövde ve ana dallarda kabuk kavlamalarının da olduğu 

gözlemlenmiştir.  

2- Kabuk kavlama simptomları tabakalar halinde ve pul pul olmak üzere iki 

farklı şekilde bulunmaktadır. Kabuk kavlama dokularının altında odun 

dokusu içinde zamk paketleri etmenin şiddetli etkilediği portakal ve 

mandarin ağaçlarında gözlenmiştir.  

3- Şiddetli kabuk kavlama simptomu gösteren ağaçların yaşlı yapraklarında 

klorotik lekeler ve yaprakların arka kısmında zamk kabarcıkları 
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bulunmaktadır. PsB’ nin karakteristlik simptomlarından olan şiddetli kabuk 

kavlamaları ve yaşlı yaprak simptomları yoğun miktarda olmamasına 

rağmen survey çalışmasının yürütüldüğü Doğu Akdeniz Bölgesi’nde 

bulunmaktadır. 

4- Concave gum simptomunun Adana ve Mersin illerindeki mandarin 

ağaçlarında ve odun dokusu deformasyonunun ise daha çok eski 

bahçelerde ve yaşlı portakal ağaçlarında daha fazla bulunduğu 

gözlenmiştir.  

5- Doğu Akdeniz Bölgesi’nde CPsV’nin yaygın olarak bulunduğu, kabuk 

kavlama simptomlarını PsA ve PsB varyantlarının oluşturduğunu ancak 

PsB’nin olgun yaprak simptomları oluştururken PsA’nın oluşturmadığı ve 

bölgemizde PsB’nin PsA kadar yaygın olmadığı belirlenmiştir. 
6- Doğu Akdeniz Bölgesi’nde portakal, mandarin ve altıntop bahçelerinde 

gerçekleştirilen surveylerde toplamda 11150 ağacın %33’nün CPsV ile  

bulaşık olduğu belirlenmiştir. 

7- Gerçekleştirilen surveyler sonucunda CPsV’nin %38.3’lük oranla en fazla 

portakal çeşitlerinde görülmekte olduğu ve bunu %31.3 ile  mandarin ve 

%13.04 ile altıntop çeşitlerinin takip ettiği belirlenmiştir. 

 

5.1.2. Biyolojik İndeksleme Çalışmaları Sonuçları 
Farklı turunçgil türlerinden (Portakal, Mandarin, Altıntop) CPsV’ün genç 

yaprak, kabuk kavlama, yaşlı yaprak, odun dokusu deformasyonları, concave gum 

simptomlarına göre alınan izolatlardan tohumdan yetiştirilen 8 aylık pineapple 

portakal fidanlarına yapılan inokulasyon çalışması sonucunda ; 

 

- Şok reaksiyonları 

- Genç yapraklarda damar bantlaşması ve meşe yaprağı görüntüsü bütün 

indikatör bitkilerde 8 haftalık süre sonunda gözlemlenmiştir. 
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Sadece şiddetli kabuk kavlama simptomu ve yaşlı yaprak simptomları 

gösteren izolatlar ile yapılan biyolojik indeksleme çalışmalarında PsB’nin 

karakteristlik simptomlarından olan yaşlı yaprakların üst yüzeyin de düzensiz 

klorotik lekeler ve yaprakların ara kısmında kahverengi zamklı kabarcıklar 

oluştuğu gözlemlenmiştir. 

Bu çalışma ile CPsV’nin yalnızca PsB varyantının olgun yaprak simptomu 

oluşturduğu, PsA varyantının ise genç yaprak simptomları oluştururken olgun 

yaprak simptomları oluşturmadığı belirlenmiştir. 

 
5.1.3. TT-PZR Çalışmaları Sonuçları 

1. CPsV’nin moleküler olarak tanılanması çalışmalarında etmen portakal, 

mandarin ve altıntop ağaçlarından izole edilmiş ve TT-PZR yöntemiyle bu 

ağaçların hastalıkla bulaşık olduğu ortaya konmuştur. 

2. TT-PZR çalışmalarında, toplanan  50 örneğin  35’nin  CPsV  ile bulaşık 

olduğu belirlenmiştir. 

3. TT-PZR sonucunda en iyi sonuç veren örnekler şiddetli kabuk kavlaması 

ve yoğun genç yaprak simptomu oluşturan örnekler olmuştur. Bu sonuç her 

bölge için geçerlidir. 

4. Kullanılan primer çiftlerinden CPV-1/CPV-2 ve BC78/BC79  CPsV’nin 

rutin tanılamasında her zaman başarılı sonuç verirken diğer primer çiftleri 

her zaman aynı başarıyı göstermemiştir. Bu nedenle özellikle 

sertifikasyonda bu primerlerin kullanılmasının daha başarılı sonuçlar 

oluşturacağı düşünülmektedir.   
5. Moleküler olarak direk sekanslama yöntemi ile virüsün RNA3 ve RNA2 

bölgelerinin nükleotid dizilimleri elde edilmiştir. 

6. Bu çalışmada, nükleotid dizilim analizleri ve yapılan filogenetik çalışmalar 

sonucunda farklı turunçgil türlerinden alınan örneklerin RNA3 bölgesinin 

İspanya, Arjantin ve Mısır izolatları ile %96 oranında benzerlik gösterdiği 

belirlenmiştir.  
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7. Nükleotid dizilim analizleri ve yapılan filogenetik çalışmalar sonucunda 

RNA 2 Bölgesinin ise %98 oranında İspanya izolatları ile benzerlik 

gösterdiği belirlenmiştir. 

8. Çalışmada ayrıca farklı turunçgil türlerinden elde edilen Psorosis 

izolatlarının RNA3 bölgesinin birbiri ile olan benzerliğinin %98’in 

üzerinde olduğu ortaya konmuştur. 

 

5.2. Öneriler 
1. Sağlıklı üretim materyali ( SUA yöntemi uygulanmış ve mavi etiketli) ve 

bu virüse karşı testlenmiş fidan üretiminin arttırılması ve kullanılması, 

2. Aşı gözü alımında genç yaprak ve kabuk simptomlarına dikkat edilmesi ve 

bu simptomları sergileyen ağaçların aşı gözü kaynağı olarak 

kullanılmaması, 

3. Moleküler tanılamanın sertifikasyon programlarında mutlaka kullanılması 

gereken bir yöntem olarak değerlendirilmesi, 

4. Moleküler tanılamada primer seçimine dikkat edilmesi, rutin tanılamada 

manto protein bölgesinin kullanılması önerilmektedir. 
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