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oz

Bu ¢aligmada Adana ili Kozan, Yiregir ve Karatas ilgesi, Mersin ili Tarsus il¢esi, Hatay ili
Erzin ilgelerinde yetistirilen, Washington Navel ve Satsuma mandarin bahgelerinden simptomolojik
olarak Spiroplasma citri ile bulagik oldugu disiiniilen toplam 25 agagtan ornek toplanmustir.
Toplanan turunggil 6rneklerinin dncelikle klasik PCR yontemi ile teshisi yapilmis, sonrasinda pozitif
olarak bulunan 6rneklerin bir kismi1 gPCR yontemi belirlenmistir. Klasik PCR molekiiler yontemi ile
hastalig1 belirlemek i¢in 6ncelikle P89-f/P89-r primerleri kullanilarak PCR testi uygulanmis ve
toplam 25 6rnegin 10’u pozitif olarak bulunmustur. Pozitif bulunan 10 6rnegin 6’sina P58-3f/4r ve
P58-1f/P58-2r primer g¢iftleri kullanilarak qPCR testi uygulanmistir. Caligmada kullanilan 6 6rnegin
tamami P58-3f/P58-4r primer ¢iftinin kullanilarak yapilan qPCR testi sonucunda 6’s1 da pozitif
bulunurken P58-1f/P58-2r primer ¢ifti kullanilarak yapilan gPCR testinde sadece 1 ornek pozitif
sonug vermistir. S. Citri hastaliginin qPCR ile teshisinde P58-3f/P58-4r primer ¢iftinin daha giivenilir
bir sekilde kullanilabilecigi belirlenmistir. Ayrica klasik PCR testinde negatif ¢ikan ve qPCR’de
negatif olarak kullanilan bir 6rnekte pozitif ¢ikmis, bu sonugla hastaligin belirlenmesinde qPCR

yonteminin daha etkili oldugu goriistilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Spiroplasma citri, gPCR, molekiiler yontemler, turunggil.
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ABSTRACT

In this study, a total of 25 samples were collected from trees that were symptomtologically
thought to be infected with Spiroplasma citri from Washington Navel and Satsuma mandarin
orchards grown in Adana province Kozan, Yiiregir and Karatas districts, Mersin province Tarsus
district, Hatay province Erzin districts. The collected citrus samples were first diagnosed by the
classical PCR method, and then some of the samples found to be positive were determined by the
gPCR method. To determine the disease with the classical PCR molecular method, PCR testing was
first performed using P89-f/P89-r primers and 10 of a total of 25 samples were found to be positive.
gPCR testing was performed on 6 of the 10 positive samples using P58-3f/4r and P58-1f/P58-2r
primer pairs. While all 6 samples used in the study were found positive as a result of the gPCR test
using the P58-3f/P58-4r primer pair, only 1 sample gave a positive result in the qPCR test using the
P58-1f/P58-2r primer pair. It has been determined that the P58-3f/P58-4r primer pair can be used
more reliably in the diagnosis of S. citri disease by qPCR. In addition, a sample that was negative in
the classical PCR test and used as negative in gPCR was positive, and with this result, it was argued

that the gPCR method was more effective in detecting the disease.

Keywords: Spiroplasma citri, gPCR, molecular diagnosis, Citrus.
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1. GIRIS

Turunggiller; subtropik iklim istegine sahip, ekonomik degeri yiiksek cesitler iceren
Rutaceae familyasi Aurantioideae alt familyasinin {iyesi olan, Citrus cinsine ait bir bitki
toplulugudur. Rutaceae familyasi igerisinde ¢ok farkli gesitleri icermektedir. Bu ¢esitler igerisinde
portakal, mandarin, limon, altintop, turung, kamkat, aga¢ kavunu, sadok ve bergamot bulunmaktadir.
Turuncggiller insan hayatinda ¢ok 6nemli bir role sahiptir. Turunggiller sadece viicudumuzun C
vitamin ihtiyacini kargilamakla kalmayip ayni zamanda recel, meyve suyu, hatta kozmetikde bile
onemli bir fayda saglamaktadir. Turuncgiller ekvatorun 40° derece kuzey ve giiney enlemleri
arasinda yer alan sicak iilkelerde yetistirilmektedir ¢iinkii soguk iklimde verim miktarinda azalma
meydana gelmektedir (ADATUB 2023).

Eskiden sadece Akdeniz bolgesinde iiretim alanlarina sahip olan Turunggiller giiniimiizde
yogun bir ilgi gergevesinde hem kuzey hem de Giiney Yarimkiire'de iiretimi yapilmaktadir. Bu
yarimkiirede {retilen turunggiller erkenci ve gecci turunggiller olarak iki isim altinda
yetistirilmektedir. Turunggillerin iiretim sezonu Nisan/Mayis aylarinda baslayip, Kasim/Aralik
aylarma kadar devam etmektedir. Erkenci turunggil gesitlerinin iiretim sezonu ise Ekim/Kasim
aylarinda baslayip, Mayis/Haziran aylarina kadar devam etmektedir (ADATUB 2023).

2021 yili diinya tizerinde yaklagik olarak 8,7 milyon hektarlik bir alanda turunggil tiretimi
gerceklestirilmistir. Turunggil {iretim alanlarinin %45'ini portakal, %36'sin1 mandarin, %15'ini limon
ve %4'inii greyfurt olusturmaktadir. Diinya iizerinde 2022/23 iiretim sezonunda gerceklesen 101
milyon tonluk turunggil {iretiminin %47’si portakal ¢esidine aittir. Portakalin meyve suyu iiretiminde
daha yaygin olarak kullanilmasi nedeniyle bu miktar 6nemli bir paya sahip olmaktadir. AB iilkeleri,
turunggil ithalatinda diinyada onde gelen iilkeler arasinda yer almakta ve bu durumu Rusya
izlemektedir. Turuncgil ihra¢ eden iilkeler arasinda ise Giiney Afrika, Tiirkiye ve Misir 6ne ¢ikmig
durumdadir (FAO 2021).

Turunggillerin ana vatan1 Asya'nin giineydogusu, Cin ve Hindistan’dir. Diinyada turunggil
cesitlerinin tretimi 40° Kuzey ve 40° giiney enlemleri arasinda biiyiik bir yogunlukta yapilmakta
olup, 6zellikle 19. yy'da turunggil iiretim alanlar1 ve iiretim miktarlarinda hizli bir artis gériilmektedir
(Ath1 ve Sahin, 2021).

Kitalar tizerinde ki turunggil iiretimi dagilima bakarsak eger Asya Kitast %44,9 oran ile
birinci, Amerika Kitasinda %34,7 orani ile ikinci, Afrika Kitasinda ise % 12,2 orani ile li¢iincii sirada
yer almaktadir (Ath ve Soyler, 2018).

2022/23 yili diinya turunggil tretiminde yaklasik olarak 101 milyon ton iretim
gergeklestirilmistir. Bu tiretimin 48 milyon tonunu portakal, 37 milyon tonunu mandarin, 9 milyon
tonunu limon ve 7 milyon tonunu greyfurt olusturmaktadir (Cizelge 1.1.). Uretim miktarlar1 yiizde
olarak belirtildiginde tiretimin %47'si portakal, %37'si mandarin, %9'u limon ve %7'si greyfurta

aittir. Oransal olarak belirtildigi gibi meyve suyu sanayisinde portakal ¢ok tiiketilen bir meyve



oldugundan aym sezonda diinya iizerinde 1 milyon 532 bin ton portakal suyu iiretilmistir. Bu
tiretimin %73 tinii Brezilya, %11’ini Meksika, %6’sin1 ABD olusturmustur. Brezilya portakal suyu

diretiminin % 93’{inii gerceklestirmistir (FAO 2023).

Cizelge 1.1. Diinyada Turunggil Uretim Verileri FAO (2023)

Portakal Mandarin Limon Greyfurt Toplam
2018/2019 54.302 32.908 9.033 6.816 103.059
2019/2020 46.102 32.711 8.806 6.797 94.416
2020/2021 48.186 36.026 9.362 6.681 100.255
2021/2022 50.410 37.832 10.204 6.965 105.411
2022/2023 47.765 36.923 9.069 6.807 100.564

2023/2024 ADATUB (Adana Turunggil Ureticileri Birligi) verilerine gore Tiirkiye ile ayn1
pazara sahip olan iilkelerde 2023/2024 {iretim sezonunda hasat artig1 beklenmektedir. Bu iilkelerden
biri olan Ispanya'da ge¢ donem mandarin ve limonlarda ¢ok sayida hasat artisi, Huelva bélgesinde
verim azlig1 erkenci portakallarda beklenirken normal bir hasat artimi ise ge¢ donem yetisen
portakallarda beklenmektedir. Misir'da verimliligin  artist  kendini fidan bahgelerinde
gostermekteyken portakal, limon ve mandarin hasatinda da bu durumun yani sira rekabetten dolay1
pazar kayiplarinin da yasanacag tahmin edilmektedir (ADATUB 2023).

Tirkiye'de ilk olarak 1936'1 yillarda turunggil tiretimi yapilmigtir. Turunggil ihracati ise
1950'li yillarda gergeklestirilmistir. 1989'da  Madrid’de bulunan Liason Committee For
Mediterranean Citrus (CLAM)’a Tiirkiye kendi {iyeligini ger¢eklestirmistir (Atl H.F. ve Sahin A.,
2021). Biiyiik bir hasat farkiyla Tiirkiye’de Ege ve Akdeniz Bolgelerinden ve farkli turunggil
yetistiriciligi olan bolgelerden 2022 yilinda 4,7 milyon ton turunggil iiretimi gergeklestirilmistir.
Uretimin yogun yapildig1 iller ise Adana, Mersin, Antalya, Hatay, Mugla ve Osmaniye illeridir.
Akdeniz Bolgesi’nde iiretimin %82’sini portakal, %87’sini mandarin, %91’ini limon ve %96’sin1
greyfurt saglamaktadir.

2022 yilinin Bitkisel Uretim Istatistikleri'ne gére turunggil iiretiminin 1 milyon 865 bin ton'
unu mandarin, 1 milyon 323 bin ton' unu limon, 1 milyon 322 bin tonunu portakal, 198 bin tonunu
greyfurt, 2 bin 808 tonunu turung saglamaktadir. 2021 yilindan farkli olarak 2022 yilinda mandarin
ve turungta artis goriiliirken portakal, greyfurt ve limonda azalma gdzlenmistir (TUIK 2023).

2018 ve 2022 yillarinda Tiirkiye'de toplam turunggil tiretiminde 2018 yilina nisbeten %4
oraninda bir azalma goriilmistiir. En fazla artis %37 oranla turungta ve en fazla azalma ise %39 oran

ile Washington cesidi portakalda (Cizelgel.2.) goriilmiistiir (TUIK 2022).



Cizelge 1.2. Tiirkiyede Turunggil Uretim Verileri TUIK (2022)

Uriin 2018 2019 2020 2021 2022
Portakal 1.900.000 1.700.000 1.333.975 1.742.000 1.322.000
Mandarin 1.650.000 1.400.000 1.585.629 1.819.000 1.865.000
Limon 1.100.000 950.000 1.188.517 1.550.000 1.323.000
Greyfurt 250.000 249.185 238.012 249.000 198.000
Turung 2.052 2.230 2.609 2.615 2.808
Toplam 4.902.052 4.301.415 4.348.742 5.362.615 4.710.808

[lk olarak Kaliforniya'da tanimlanan turunggil yediverenlesme hastaligi'nin (CSD), Amerika
Birlesik Devletleri ve Akdeniz Bolgesi'ndeki ¢ogu kurak turunggil iiretim bolgesinde bulunan yaygin
bir bakteriyel hastalik oldugu bildirilmistir. CSD ciddi aga¢ hasarina yol agarak meyve liretimi ve
kalitesinin diismesine neden olmustur. CSD'nin tespiti, diisiik ve dalgali titre ve patojenin infekte
agaclardaki diizensiz dagilimi nedeniyle zor oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada, tespit belirteci
olarak S. citri tarafindan salgilanan bir protein kullanarak CSD i¢in yeni bir teshis yonteminin
gelistirildigi bildirilmistir (Shi ve ark., 2013).

CSD ilk olarak 1915'te Kaliforniya'da gézlemlenmis ve daha sonra 1942'de as1 yoluyla
bulagan bir hastalik oldugu kanitlanmigtir. Bahgede, hastalikli agaglar basik ve bodur goriiniimlere
sahiptir ve pazar degeri dusiik, kalitesiz meyveler vermektedir. Hastaliga, Spiroplasmataceae
familyasina (Mollicutes) ait, floem kisithi patojenik bir mollikiit olan S. citri neden olmaktadir.
Floemle beslenen birkag yaprak zararlisi tiirii (Cicadellidae, Hemiptera), S. citri'nin kalic1 ve ¢ogalic
bir sekilde dogal yayilmasini desteklemektedir. Bu ¢aligmada CSD'yi sinirlamak amaciyla yeni
tanitilan tiirler i¢in bir karantina sistemi uygulanmistir. Diinya ¢apinda CSD ile ilgili mevcut bilgi
durumu bu genel bakista 6zetlenmistir; burada en iyi uygulamalarin benimsenmesi yoluyla hastaligin
yayilmasini 6nlemek veya sinirlamak igin S. citri tespiti, karakterizasyonu, kontrolii ve yok
edilmesindeki son geligsmeler vurgulanmigtir (Sagouti ve ark., 2022).

Kersting ve ark. (1993) yaptiklari ¢alismada Catharanthus roseus (L)., Crepis echinops (L.),
Digitaria sanguinulis (L.), Echium sp., Salsola kali (L)., Sesamum indicum (L)., Sorghum halepense
(L.), Xanthium sp., Zea mays bitkilerinde ELISA yontemi ile S. citri'nin varligini ortaya
koymuslardir.

S. citri’nin yayilabilmesi i¢in yabanci otlarin konukguluk ettigi diisiiniiliip bu yonde bir takim
caligmalar yapilmigtir. Yapilan bu ¢alismalar sonucunda; Sorghum halepense, Convolvulus arvensis,
Salsola kali, Sonchus oleraceus olmakla 4 adet yabanci ot tiiriinde S. citri'ye rastlanilmistir (Uygur
1991).

Gobekli portakallarda sorun olusturan S. citri‘nin Neoaliturus haematoceps'e bagli olarak
yayilmasi {izerine bir arastirma yapilmistir. Adana ili Kozan ilgesindeki Washington Navel portakal

bahgelerinde yapilan arastirmada, S. citri enfeksiyon oranlart farkli kiiltiirel iglemlere gore



karsilastirilmistir. Yabanci otlarin PCR ile test edilmesi sonucunda bazi tiirlerin (Convolvulus
arvensis, Taraxacum officinale, Sorghum halepense, Cynodon dactylon, Conyza canadensis,
Amaranthus viridis, Chenopodium album, Paspalum dilatatum, Euphorbia heterophylla, Solanum
nigrum, Mercurialis annua, Fumaria officinalis) S. citri ile bulagikligi belirlenmis, ayrica, N.
haematoceps bireyleri ve simptom gosteren meyvelerin PCR ile test edilmesiyle de S. citri
bulasiciligina dair pozitif sonuglar elde edilmistir (Ates, 2021).

Ceyran (2021), tarafindan Adana'nin Kozan, Yiiregir ve Karatas ilgeleri ile Mersin'in Tarsus
ilcesi ve Hatay'in Erzin ilcesinde yetistirilen Washington Navel, Valencia portakali ve Satsuma
mandarin bahgelerinde goriilen S. citri’ye ev sahipligi yapan yabanci ot ve turunggil 6rneklerinin
PCR testi ile belirlenmesi ve izolatlarin molekiiler benzerlik oranlarinin incelenmesi yoniinde bir
caligma yapilmistir. Toplamda 45 6rnek toplanmis olup, bunlarin 20’si yabanct ot, 25’1 ise turunggil
yapragi ve meyve Orneklerinden olusmustur. PCR testi uygulanarak Orneklerin molekiiler
karakterizasyonu belirlenmistir ve P89-r/f primeri kullanilmistir. 45 &rnekten 18'i pozitif sonug
vermistir. Yabanci ot 6rnekleri arasinda Portulaca oleracea, Siitlegen prostrata, Dinebra retroflexa,
Mercurialis annua, Conyza canadensis, Solanum nigrum pozitif sonuglar vermistir. Orneklerin
molekiiler karakterizasyonunu belirlemek i¢in her bolgeden birer olmak {izere toplam 4 6rnek
sekansa gonderilmis ve segilen izolatlar Tiirk ve yabanci izolatlarla %96 ile %100 benzerlik
gostermistir.

Bu ¢alismanin amaci; Dogu Akdeniz Bolgesi’nin farkli turunggil alanlarinda S. citri’nin
farkli primer ¢iftleri kullanilarak molekiiler testlerden 6ncelikle klasik PCR ardindan qPCR gibi

farkli molekiiler yontemlere tabi tutarak saptamaktir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Asya'nin glineydogusu, Cin ve Hindistan Turunggillerin ana vatanlarmi olusturmaktadir.
Farkli turunggil cesitleri diinya tiretiminde 40° Kuzey ve 40° giiney enlemleri arasinda biiyiik bir
yogunlukta yapilmakta olup, 6zellikle 19. yy'da hizli bir sekilde gelisme gdstererek iiretim alanlarini
stirekli arttirmistir (Atlt H.F. ve Sahin A., 2021).

Kitalar tizere olan dagilima bakildiginda diinya tizerinde turunggil iiretimi Asya Kitasinda
%44.9 orani ile birinci, Amerika Kitasinda %34,7 orani ile ikinci, Afrika Kitasinda ise % 12,2 orani
ile tiglincii sirada yer almaktadir (Atli ve Soyler, 2018).

2022/23 yili diinya turunggil tretiminde yaklasik olarak 101 milyon ton diretim
gerceklestirilmistir. Bu {iretimin 48 milyon tonunu portakal, 37 milyon tonunu mandarin, 9 milyon
tonunu limon ve 7 milyon tonunu greyfurt olusturmaktadir (FAO 2023).

2018 ve 2022 yillarinda Tiirkiye'de toplam turunggil tiretiminde 2018 yilina nisbeten %4
oraninda bir azalma goriilmistiir. En fazla artis %37 oraniyla turungta ve en fazla azalma ise %39
orantylanWashington cesidi portakalda gériilmiistiir (TUIK 2022).

S. citri’nin olusturdugu hastalik 1915-1917 yillart arasinda Kaliforniya’nin Redland
yakinlarindaki Washington Navel portakal bahcelerinde tespit edilmistir. Bu bahgedeki verimsiz
turunggil agaglari, anag iizerinden kesilerek saglikli gozlerle tekrar asilandiklarinda tekrar ayni
simptomlarin gdzlenmistir. Bunun sonucunda Waite tarafindan bu gelisme tipi ‘Inat¢’ anlamina
gelen Ingilizcede “Stubborn” olarak adlandirmistir. Ancak bu hastalik ilk kez 1929 yilinda Perry J.C.
tarafindan bu isimle tarif edilmistir (Fawcett ve ark., 1944).

S. citri ile infekteli turunggil agaglarmin genellikle hafif ve siddetli derecede siirgiin
olusturdugu, bogum aralarinin kisaldig1 ve ¢ok sayida yan gozler olusturdugu, olusan siirgiinlerin
belirgin bir sekilde yukar1 dogru (rozetlesme) oldugu goriilmiistiir (Calavan, 1966).

Infekteli agaclarin yaprak uglarinda beneklenmeler, kasik seklinde yaprak olusumu,
yapraklarda mikroelement (6zellikle Zn) eksikligine benzeyen degisiklikler, vaktinden dnce yaprak
dokiilmeleri, siirgiinlerde geriye dogru 6liim ve bitki boyunda kisalmalar goriilmiistiir (Calavan,
1968).

Infekteli turunggil agaclarinda mevsim dis1 ciceklenmeler, siddetli derecede deforme olmus
ve palamut seklini almis ekseni carpik meyveler oldugu tesbit edilmistir. S. citri ile bulagik
meyvelerin tadi yavan, eksi veya anormal derecede aci olup diisiik kaliteye sahip olmustur. Hastalik
portakal (Citrus sinensis) ¢esitlerinde ve en fazla Washington Navel’de zarar yapmakta, ayrica
mandarin (C. reticula) ve altintop (C. paradisi), turung, sadok ve kamkatlarda da goériilmustiir
(Cengiz, 1965).

Navel cinsi portakal agaclarinda hastalik meyve gobeginin kaybolmasina ve meyve renginin
normalden agik sar1 veya sapa yakin kisminin diger kisma gore daha yesil renkte olmasina neden

olmustur. Bu tiir meyvelerde abortif tohum olusumu goriilmiistiir (Childs ve Carpenter, 1961).



S. citri, indikator bitkilere inokulasyon yoluyla tespit edilebilir; en uygun olani giindiizleri
32°C, geceleri ise 27°C sicaklikta tutulan Madame Vinous portakal ¢esididir (Bové, 1988). Diger
indikator gesitler arasinda Marsh greyfurt ¢esidi ve Sexton tangelo ¢esidi bulunmaktadir. En iyi
inokulum, orta damar i¢eren geng yaprak pargalaridir. S. citri, belirtiler gosteren agaglardan oldukga
giivenilir bir sekilde kiiltiirlenir; kullanilacak en iyi materyal, tohumlar, meyve ekseni pedunkiiler
ucu veya Ekim ayinda toplanan benekli yaz yapraklaridir (Bové et al., 1984).

Hastalik etmeni as1 materyali ve ciice agustos bocekleri ile saglikli bitkilere taginmaktadir.
Circulifer tenellus (Baker), Scaphytopius nitridus (Delong), S. acutus delongi (Young), Neoaliturus
haematoceps (Bové, 1986) ve C.tenellus (Klein et al.,1988) 6nemli vektorleridir. Hastalik etmeni
tohumla taginmamaktadir.

Dogu Akdeniz Bolgesinde yapilan bir ¢aligmada, S.citri'nin belirtileri ve tespiti ile ilgili
uygun bir calisma gerceklestirilmistir. Bu c¢alismada ELISA ve jel elektroforez yontemleri
kullanilmistir. Bunun sonucunda, Washington Navel izolatinin (SPT-WN) ve Israil izolatinin (SPA)
seyreltme son noktalarinin sirastyla 1:10240 ve 1:2560 oldugu belirlenmistir. Biiylime inhibisyonu
testi, homolog antiserum i¢in 10 mm ve SPA antiserumu i¢in 5 mm'lik bir bolge genisligi ortaya
koymustur. Arastirmacilar, n immiinizasyon serumu ile doyurulmus disklerin ¢evresinde inhibisyon
olmayan bdlgelerin varligini belirlemislerdir. ELISA ve 1 boyutlu jel elektroforezi yontemleri,
deformasyon ve bilylime inhibisyon testleri ile elde edilen bulgular1 dogrulamiglardir (Caglayan ve
ark., 1970).

1976’nin sonlarinda yapilan bir ¢alismada, Cin lahanasi ve pak-choi bitkilerinin bodur ve
sararmig bitkilerinin S. citri ile infekte oldugu tespit edilmistir.Ayrica, yabani turpgiller tizerinde
yapilan bir arastirmada, organizmanin ayni zamanda pancar yaprak zararlis1 Circulifer tenellus'un
istila ettigi hardal bitkisinde bulundugu belirlenmistir. Bu durum, S. citri ana konukgusu olarak
tanimlanan birinci yabanci iki yillik veya ¢ok yillik bitkinin 6nemli bir enfeksiyon kaynagi oldugunu
kanitlamistir. Bunun yaninda arastirmacilar, S. citri'nin yaprak zararlist Scaphytopius nitridus
tarafindan Cin lahanasi, Shasta papatyasi, kirmizi yonca ve turplara aktarildigini tespit etmislerdir
(Oldfield ve ark., 1977).

Osorio-Acosta (1999), yapmis oldugu bir ¢alismada S. citri'nin 3 verim parametresi iizerine
etkisini degerlendirilmistir. Caligmay1 tam 3 sene boyunca hastaligin belirtilerinin ¢ok oldugu 12
agacta gozlemlenilmistir. Greyfurttaki hastalik siddeti, iki bahg¢ede Diizey 0'dan 3'e kadar dnemli
Olgiide degistigini farkedilmigmistir. Buna karsilik Valencia portakalinin hastalik siddetinde en
diistik artig1 gosterdig tespit edilmistir. Caligma sonunda S. citri‘nin gébek portakalinin orta diizeyde
Navel ve Valencia portakallarinda ise yiiksek diizeyde simptom gosterdigi degerlendirilmistir.

Wang ve arkadaslar1 (2015), S. citri'nin izolasyonunun ve kiiltlire alinmasinin zor ve zaman
alic1 oldugunu belirtmiglerdir. S. citri genellikle diisiik titrede bulunur ve turunggillerde diizensiz
dagilir, bu da giivenilir algilamay1 zorlastirir. PCR, S. citri tespitinde yaygin olarak kullanilirken,

yeni genom dizilimi bakterinin ¢ok sayida profaj geni kopyasina sahip oldugunu gostermistir. Bu



kopyalarin PCR duyarlihigm artirdig1 diisiiniilmiistiir. iki primer seti, Php-orfl ve Php-orf3,
kullanilarak yapilan qPCR analizlerinde, Php-orfl'in diger primerlere gére daha hassas oldugu
bulunmustur. Profaj primer setleri, Kaliforniya'daki turunggil bahgelerinden alinan Orneklerle
dogrulanmis ve tespit duyarliligini en az 10 kat artirdigi goriilmiistiir, ancak pozitif 6rnek tespit
edilememistir.

Maheshwari ve ark. (2017), tarafindan yapilan ¢alisma turunggil inat¢1 hastaliginin (CSD)
etkeni olan S. citri'yi kantitatif olarak tespit etmek amaciyla ddPCR'nin uygulanabilirligini
degerlendirmistir. Turunggil dokularinda S. citri tespitini degerlendirmek i¢in ddPCR ve gercek
zamanli PCR (qPCR) karsilagtirilmistir. Bu amagla, housekeeper geni spiralin ve ¢ok kopyali bir
profaj geni olan SpV1 ORF1'e dayanan iki primer seti, SP1 ve SPV1 ORFI, kullanilmistir. On kat
seyreltme serilerindeki standart egri analizleri, hem ddPCR hem de qPCR'min iyi dogrusallik ve
verimlilik sergiledigini ortaya koymustur. Ancak, ddPCR'nin qPCR'ye gore on kat daha fazla
duyarliliga sahip oldugu ve spiralin geninin tek kopyasini bile dogru bir sekilde Olcebildigi
belirlenmigtir. Alic1 ¢aligma karakteristik (ROC) analizi, ddPCR metodolojisinin CSD tanisi i¢in
daha giivenilir oldugunu ve egri altindaki alanin qPCR'ye kiyasla anlamli derecede daha genis
oldugunu gostermistir. Alan 6rnekleri, ddPCR'nin etkinligini dogrulamak igin kullanilmig ve daha
yiiksek bir patojen titresi nedeniyle meyve kolumellasindaki S. citri enfeksiyonunu saptamada
gPCRa esit veya ondan daha iyi oldugu gortilmistiir. ddPCR tahlili, gPCR'ye kiyasla hem S. citri
spiralinini hem de SPV1 ORFL1 hedeflerini kantitatif olarak yiiksek hassasiyet ve dogrulukla tespit
etmistir. ddPCR'nin, her iki hedef'i¢in de oldukga tekrarlanabilir sonuglar verdigi ve turunggil dokusu
ekstraktindaki PCR inhibitorlerine karsi qPCR'den daha yiiksek diren¢ gosterdigi bulunmustur.

Mello ve ark. (2010), bakteri dagilimini degerlendirmek i¢in Kaliforniya’da yapmis olduklari
calismada S. citri'nin pozitif oldugu bilinen agaglardan ornekler almistir. Farkli yonde orneklerde
olgme islemleri gergeklestirilmistir, S. citri ile pozitif agaglardan elde edilen meyveler, saglikli
agaclara kiyasla daha kiigiik ve ¢ogunlukla seklinin bozuk oldugunu gozlemlemislerdir. S. citri ile
infekteli agaglarda meyve sayisinda onemli bir azalma meydana geldigini belirlemislerdir. Bu
calisma sonucunda S. citri'nin Kaliforniya’da iiretime ve pazarlamaya ciddi bir endise
yaratabilecegini kanitlamiglardir.

Shi ve ark. (2014), S. citri'nin tespiti igin bir dizi ¢alisma yiirlitmiis ve bu ¢aligmalar sirasinda
S. citri tarafindan salgilanan bir protein kullanmislardir. Mikrobiyal patojenlerin, enfeksiyon
sirasinda infekte olmus bitkilerde vaskiiler akisla sistemik olarak potansiyel olarak dagilabilen ¢esitli
proteinler salgiladiklarint ve bu nedenle de bu proteinlerin dagilimlarinin patojen enfeksiyon
bolgeleriyle sinirli olmadigint ve enfeksiyon igin biyolojik bir belirteg olarak kullanilabilecegini
belirtmislerdir. S. citri tarafindan salgilanan bu proteinin turunggil floem ekstrakti varliginda yiiksek
diizeyde eksprese edilebilen bir protein oldugu tespit edilmis ve bu ¢alismada kiitle spektrometresi
kullanilmigtir. S. citri ile infekte olmus turunggil ve cezayir meneksesinin (Vinca spp.) saglikli

bitkilerden ayirt edilebilmesi i¢in bu proteine kars1 SCCCPP1 antikoru iiretilmistir. Bu antiserumun,



S. citri tespitinde 6zel laboratuvar ekipmanina ihtiya¢ duyulmadan doku baskisi analizi yapilmasinda
kullanilabildigi ve saha aragtirmalar1 i¢in uygun oldugu belirtilmistir. Caligma, patojen tarafindan
salgilanan proteinin turunggil bakteriyel hastaliginin teshisi yoniinde bir belirte¢ (indikatdr) olarak
kullanilmasini ve diger bitki hastaliklarina da uygulanabilecegini ortaya koyulmustur.

Abd El-Fatah ve ark. (2016), yaptiklar1 ¢alismada Misir'da bulunan bahgelerde farkli ¢esit
mandarin ve portakallarda S. citri‘yi tesbit etmislerdir. Bah¢eden alinan 6rneklerden belirlenen S.
citri, yapay C-3G sivi ortaminda kiiltiire alinmis ve bunun sonucunda ortam sivisinin kirmizidan
sartya donistiigiinii gozlemlemislerdir. S. citri, diisiik agarh ortamda gelistiginde, S. citri hiicrelerinin
agar matrisi boyunca hareket etme kabiliyeti nedeniyle ara sira ¢evreleyen uydu kolonilerle birlikte
kizarmig yumurta gibi bulanik koloniler olugturmustur. Simptomatik 6rneklerden ekstrakte edilen
DNA, PCR ile Spiralin-f/Spiralin-r primer ¢ifti kullanilarak 675 bp'lik iiriinlerin amplifikasyonu i¢in
sablon olarak kullanmiglardir. Ayrica Spiralin geni klonlanmisg, dizilenmis ve elde edilen izolat,
Qualubia izolati (AM157771), Misirdan Fewa izolati (AM157770), Iran'dan SPF1 izolat:
(KT834818) ve Fransa'dan (U13996) izolat1 ile yakin iligskiyi gosteren dizi analizi ile molekiiler
olarak karakterize etmislerdir.

Drais ve ark. (2018), yaptiklar1 aragtirmada, S. citri'nin arazi tespiti i¢in yeni araglar
gelistirmislerdir. ilk olarak, taze kesilmis doku yiizeyinden protein antijenlerinin nitroseliiloz
membrana aktarilmasiyla c¢alisan bir yontem olan Dogrudan Doku Blot immunoAssay (DTBIA)
gelistirilmigtir. Bu protokol, iki sitrus koleksiyonunda yapilan saha aragtirmasiyla dogrulamislardir.
Ardindan, yeni kesfedilen Cezayir S. Citri izolatinin molekiiler karakterizasyonu yapilmis ve bocek
vektorlerinin varlig1 arastirilmistir. Ayrica, hizli bir tespit yontemi olan Dongii Medyatik izotermal
Amplifikasyon (LAMP) testi gelistirilmis ve saha kosullarinda basarili bir sekilde dogrulanmustir.
Son olarak, Akdeniz ve Amerikan S. citri izolatlar1 arasindaki genetik ¢esitlilik incelenmistir.

Caglar ve ark. (2020), Tiirkiye'de bulunan S. citri'nin farkli izolatlarinin tespiti i¢in bir takim
caligmalar yapilmistir. Caligma zamani farkl primer ¢iftleri kullanilmigtir. Bu primer ¢ifterinden
Spiralin-f/r primerinden higbir pozitif 6rnek tespit edilmemistir. Aksine P89-r/f ve P58-6f/4r primer
ciftleri ile tim oOrnekler pozitif sonu¢ vermistir. Filogenetik agacin olusturulmasi P89-r/f primer
ciftinden elde edilen amplikonun dizilenmesi zamani ger¢eklestirilmistir. Flogenetik agacin
gergeklestirilmesi sonucunda Tiirkiye'de bulunan S. citri izolatlarinin Fas, Misir ve ABD'den izole
edilenlere kiyasla Meksika, Ispanya, Cezayir ve Italiya'dan izole edilenlerle daha yakin iliskili
oldugunu gosterilmistir (Caglar ve ark., 2020).

El-Banna ve ark. (2020), S. citri‘yi, misir, thlamur, limon ve volkamerin agacindan hastalik
simptomlarini temsil eden thlamur agaglarindan toplanan érneklerden izole etmistiler. S. citri'nin
varlig1, mavi boyali floem olarak Dienes boyasiyla lekelenen kesitlerin incelenmesiyle kontrol
edilmigtir; bu, infekte floem dokularinda Spiroplasma'nin varligini géstermistir. C3-G'ye 6zgii sivi
ve kat1 ortamda kiiltiirleme de gergeklestirmisdiler. Izole edilen Spiroplasma, spesifik poliklonal

antikorlar kullanilarak DAS-ELISA ile S. citri olarak tanimlanmistir. Transmisyon elektron



mikroskobu ile S. citri'nin kimligi ve morfolojisi dogrulanmistir. Arkadas hiicrelerdeki niikleollerin
hasar gérmesi de S. citri enfeksiyonunun bir etkisi olarak gosterilmigtir. S. citri siv1 kiiltiiriinden
gercek zamanli PCR amplifikasyonu, Php-orfl primer ¢ifti kullanilarak diferansiyel spesifiklik
gostermisdi. Toplam DNA, bes taze 6rnekten basariyla izole edilmis ve Spiralin, P58 ve P89 primer
ciftleri kullanilarak geleneksel PCR i¢in sablon olarak kullanmislardir.

Yapilan bagka bir ¢alismada, Fas’ta turunggil bahgelerinde S. citri'nin rutin teshisi igin
serolojik ve molekiiler yontemlerin dogrulanmasi amaglanmistir. Fas'in turunggil yetistirilen ana
bolgelerde S. citri enfeksiyonlariin mevcut durumunu giincellemek i¢in bir aragtirma yapilmustir.
Bu kapsamda, 2020 ve 2021 yillarinda toplam 23 turunggil bahgesinden, S. citri enfeksiyonuna bagl
simptomlar gosteren 575 yaprak drnegi toplanmistir. Tim 6rneklerde S. citri varligi, ¢ift antikorlu
sandvi¢ enzime bagli immiinosorbent analizi (DAS-ELISA) yontemi ile test edilmistir. Bu test
sonucunda, 57 drnekte S. citri enfeksiyonu tespit edilmis, 41 6rnek siipheli bulunmus ve geri kalan
ornekler negatif ¢ikmistir. DAS-ELISA testinin sonug¢larini dogrulamak i¢in 148 numune, {i¢ farkl
geni (varsayilan yapigsma benzeri gen P58, varsayilan yapigsma geni P89 ve spiralin geni) hedefleyen
spesifik primer ¢iftleri kullanilarak, geleneksel polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve ger¢ek zamanl
PCR (qPCR) ile ek molekiiler testlere tabi tutulmustur. Primerler kullanilarak yapilan amplifikasyon
sonucunda, bitki dokusunda farkli 6zgilliikk derecelerinde S. citri tespit edilmistir. Sonuglar, Fas
turunggil bahgelerinde S. citri yogunlugunun %6,5 ile %78 arasinda degistigini gOstermistir.
Molekiiler testler, 6zellikle varsayilan yapisma benzeri gen P58'i hedefleyen gercek zamanli PCR
testleri, dogru teshis i¢in en hassas yontemler olarak 6ne ¢ikmistir. Gergek zamanli PCR, P58 genini
hedefleyen primerlerle, pozitif ve siipheli ELISA 6rneklerinin yan1 sira bazi negatif 6rneklerde de
pozitif sonuglar vermistir. Bu, gercek zamanli PCR'nin yiliksek duyarliligini ve dogrulugunu
kanitlamistir (Sagouti ve ark., 2023).

S. citri ile ilgili sinirli sekans verisi nedeniyle, bakteri Fresno County, CA'daki bir giftlikte
yetistirilen dogal olarak infekte olmus Cin lahanasindan izole edilmistir. S. citri CC-2'den elde edilen
DNA, LD8'deki saf bir kiiltiirden ¢ikarilmis ve PacBio dizilemesine tabi tutulmustur. Tek bir
1.709.192 bp dairesel kromozom ve 40.210, 39.313 ve 2.921 bp boyutlarinda ii¢ plazmid ile dort
contig elde edilmigtir. Burada gelistirilen genom, S. citri'nin sekans veritabanini genisletmistir ve
Kaliforniyada S. citri'nin ilk tiim genom sekans kaydini olusturmustur (Yakomi ve ark., 2020).

Iftikhar ve ark., (2020), yaptiklar1 calismada, patojenin Sp4 besiyeri ile teshis edilmesi
amaciyla S. citri infekteli yapraklardan ve meyvenin kolumella kismindan izole edilmistir. Kiiltiir
ortami 30°C'de inkiibe edilmistir. 7-14 giin inkiibe edildikten sonra ortamin rengi kirmizidan sariya
donmiis ve bu, S. citri'nin baslangigtaki varligini gostermistir. Tipik olarak kati besiyerinde kizarmig
yumurta seklinde koloni gozlenilmistir. S. citri'nin molekiiler tespiti i¢in yaprak orneginden DNA
ekstrakte edilmistir. S. citri spesifik Spiraline-f ve spiraline-r primer ¢ifti, spiralin geninin 675 bp'lik
bir Uriinle amplifikasyonu i¢in kullanilmistir. Patojenite testi yapilmistir. Basarili agilamanin

ardindan hastaligin varliginit dogrulayan simptomlar gézlemlenilmistir. Ayrica, inatg1 turunggillerin



tespiti, Sargodha'nin turunggil bahgelerinde S. citri'nin ortamda biyolojik ve molekiiler olarak ilk kez
tanimlanmasina yol agtigini belirlemislerdir.

Ceyran (2021), tarafindan Adana'nin Kozan, Yiiregir ve Karatas ilgeleri ile Mersin'in Tarsus
ilgesi ve Hatay'in Erzin ilgesinde yetistirilen Washington Navel, Valencia portakali ve Satsuma
mandarin bahgelerinde goriilen S. citri‘ye ev sahipligi yapan yabanci ot ve turunggil 6rneklerinin
PCR testi ile belirlenmesi ve izolatlarin molekiiler benzerlik oranlarinin incelenmesi yoniinde bir
caligma yapilmistir. Toplamda 45 6rnek toplanmis olup, bunlarin 20°ni yabanci ot, 25°ni ise turunggil
yapragl ve meyve Orneklerinden olusmustur. PCR testi uygulanarak orneklerin molekiiler
karakterizasyonu belirlenmistir ve P89-r/f primeri kullanilmustir. 45 ornekten 18'i pozitif sonug
vermistir. Yabanci ot Ornekleri arasinda Portulaca oleracea, Euphorbia prostrata, Dinebra
retroflexa, Mercurialis annua, Conyza canadensis, Solanum nigrum pozitif sonuglar vermistir.
Orneklerin molekiiler karakterizasyonunu belirlemek igin her bolgeden birer olmak iizere toplam 4
ornek diziye gonderilmis ve incelenen izolatlar Tiirk ve yabanci izolatlarla %96 ile %100 benzerlik
gostermistir.

Ates (2021) gobekli portakallarda sorun olusturan S. citri'nin Neoaliturus haematoceps'e
bagli olarak yayilmasi incelenmistir. Adana ili Kozan ilgesindeki Washington Navel portakal
bahgelerinde yapilan arastirmada, S. citri enfeksiyon oranlar1 farkli kiiltiirel iglemlere gore
karsilagtirilmistir. Yabanci otlarin PCR ile test edilmesi sonucunda bazi tiirlerin(Convolvulus
arvensis, Taraxacum officinale, Sorghum halepense, Cynodon dactylon, Conyza canadensis,
Amaranthus viridis, Chenopodium album, Paspalum dilatatum, Euphorbia heterophylla, Solanum
nigrum, Mercurialis annua, Fumaria officinalis) S. citri ile bulasikligi belirlemis, ayrica,
N.haematoceps bireyleri ve simptom gosteren meyvelerin PCR ile test edilmesiyle de S. citri
bulagiciligina dair pozitif sonuglar elde etmistir.

Yapilmis bagka bir ¢alisma da S. citri'nin Malezya turunggil bitkilerinde bulunup
bulunmadigini belirlemek ve patojenin tespitine yonelik molekiiler bir yontem olugturmak amaciyla
gergeklestirilmigti. CTAB DNA ekstraksiyon protokolleri kullanilarak turunggil bitkisinden TNA
ekstraksiyonu yapilmstir. Sonug, turunggil bitkisi 6rneginin S. citri patojeninden arinmig oldugunu
gosterilmistir. Ornekte bant uzunlugunun bulunmamasi, ekstraksiyon islemi sirasinda uzun siire
nedeniyle 6rnek DNA'nin denatiire olmus olabilecegi gosterilmistir. Jel elektroforezinden elde edilen
sonug, alt1 kopyanin tiimiinde markdre karsilik gelen goriiniir bir bant gdstermedigi, dolayisiyla PCR
performansinin zayif veya basarisiz oldugu gosterilmistir (Hasan ve ark., 2022).

S. citri'yi tanimlamak icin ¢esitli molekiiler ve biyokimyasal testler yapilmistir. In vitro
kosullar altinda S. citri, kizarmis yumurta benzeri sekilli bir koloninin gézlemlendigi SP4 besiyerinde
biiyiidiigiinii ve hastaligin 6nemini koruyan mevcut kisa notta simptomoloji, tespit, bulasma ve
yonetimi kisaca anlatilmigtir (Kiptoo ve ark., 2021).

Yedi S. citri izolat genomunun, 1,58 Mbp ile 1,74 Mbp arasinda degisen tek bir dairesel

kromozom ve 1597-2232 protein kodlayan gen i¢erdigi bulunmustur. Bu izolatlar, yaprak zararlis
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aktarimiyla iligkili GII3-3X izolatindandan pSci6'ya benzer bir plazmide sahip oldugu
belirlemislerdir. S. citri genomlarinda bulunan profaj dizileri, konakg¢1 araliginin genisletilmesine
katkida bulunabilindigini gostermislerdir. Bu bulgular S. citri'nin genetik ¢esitliligine iliskinligini
belirlemistir (Rattner ve ark., 2021).

Sagouti ve ark. (2022), infekte olmus yabanci otlar, turunggillere bulasmanin ana kaynagi
oldugunu ve infekteli turunggillerden turunggillere bulagsmanin yalnizca kiigiik bir yiizdesi oldugunu
soylemislerdir. Floemle beslenen birkag yaprak zararlisi tiirii (Cicadellidae, Hemiptera) , S. citri'nin
kalic1 ve ¢ogalici bir sekilde dogal yayilmasini destekledigini ve yeni meyve bahgesi dikimlerinde
ve tomurcuk sertifikasyonunda S. citri igermeyen tomurcuklar kullanildigini, indeksleme ¢aligmalari
baslatildigin1 belirtmistirler. Ayrica, S. Citri‘yi sinirlamak amaciyla yeni tanitilan tiirler i¢in bir
karantina sistemi uygulamigtilar. Diinya ¢apinda S. citri ile ilgili mevcut bilgi durumu bu genel
bakista Ozetlemisdiler; burada en iyi uygulamalarin benimsenmesi yoluyla hastaligin yayilmasimi
onlemek veya smirlamak icin S. citri tespiti, karakterizasyonu, kontrolii ve yok edilmesindeki son
gelismeler vurgulanmastir.

Benazzouz ve ark. (2023), tarafindan farkli bir calisma daha Cezayirde yapilmistir.
Cezayirde yapilan bu ¢alismanin amaci S. citri izolatlarinin varh@ini tesbit etmisdir. Ornekler
belirtilerin daha keskin gosterdigi yaprak ve meyvelerden alinmistir. S. Citri'nin tanimlanmast igin
ELISA ve PCR testleri yapilmistir. Simptomatik 6rneklerden ekstrakte edilen DNA, PCR ile Spiralin
(Scl / Scl-) ve (SpiF / SpiR) primer ¢iftleri kullanilarak 675 bp'lik iiriinlerin amplifikasyonu igin
sablon olarak kullanmis olub, ayrica spiralin geni klonlanmis ve dizilenmistir. Kesin inatg1
simptomlar gosteren numunelerin yaklasik %18,234 ELISA pozitif oldugu belirlenmistir. Dizi
analiziyle molekiiler karakterizasyon, aralarinda %99 homoloji bulunan iki Cezayir izolatini
tanmimlanmusdir. S. citri izolat1 12 (0Q078580) ve S.citri izolat1 14 (0Q068387) filogenetik agag,
Cezayir S. citri izolatlarinin Iran ve Corse'den izole edilenlere gére Misir ve Israil ile daha yakindan
iligkili oldugunu gostermislerdir.

Fasta bulunan turunggil bahgelerinde serolojik ve molekiilar yontemleri dogrulamak igin S.
citri'nin teshisi yoniinde bir takim ¢aligmalar yapilmistir. Calismanin yiiriitiilmesi igin 2020 ve 2021
yillarinda turunggil bahgelerinden toplam 575 yaprak 6rnegi alinmigtir. Tiim niimuneler ¢ift antikorlu
sandvi¢ enzim baglantili immiinosorbent (DAS-ELISA) tahlili kullanilarak yapilmistir. Yapilmis
tahliller sonucunda 57 6rnek pozitif, 41 6rnek siipheli ve geri kalan ornekler ise negatif olarak
belirlenmistir. Testin sonuglarimi dogrulamak icin yeniden 148 Ornek gotiiriilerek geleneksel
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve gergek zamanli PCR (qPCR) kullanilarak molekiiler testler
yapilmistir. Yapilan bu ¢alismada kullanilan 6rneklerin %6,5 ile %78 pozitif olarak belirlenmistir.
Sonug olarak Fas'ta bulunan turunggil bahgelerinin S. citri ile infekteli oldugu ve pozitiflik yoniinde
S. citri i¢in en duyarli genin P58 oldugu belirlenmistir (Sagouti ve ark., 2023).

McNeil ve ark. (2023), yapmis olduklari ¢alismada, geng Washington navel portakallarini

(Citrus sinensis), S. citri ile infekteli oldugu teyit edilen agaglardan elde edilen tomurcuklarla
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agilamistir. Yaprak ornekleri metabolomik ve diferansiyel gen ekspresyonu analizleri i¢in 10 ay
boyunca aylik olarak toplanmistir. Deney boyunca kontrol ve S. citri ile infekte agaglar arasinda
metabolitlerin konsantrasyonunda ve ifade edilen genlerde dnemli farkliliklar gozlenmistir. Jasmonik
asit sinyali, hiicre duvar1 modifikasyonu, amino asit biyosentezi ve antioksidan ve antimikrobiyal
ikincil metabolitlerin iiretimi dahil olmak {izere O6nemli savunma ve stres yollaryla iligkili
metabolitler ve genler, ¢alisma boyunca ve hatta simptom gelisiminden once S. citri tarafindan
etkilenmistir.

Yapilmis baska bir saligmada, S. citri'nin sadece turunggil bitkilerini degil, ayn1 zamanda siis
bitkilerini, havug, turp gibi tek y1llik bitkileri ve yabanci otlar1 da infekte ettigi bulunmustur (Yokomi
ve ark., 2020). S. citri'nin yaprak pireleri tarafindan tasinan bir patojen oldugu belirtilmistir. Ayrica,
bu hastalik etmeninin ana konukgularmin diginda yabani turpta kok ciiriikliigiine neden oldugu
(Fletcher, 1986) ve havugta mor yaprak hastaligina yol agtig1 gibi ekonomik agidan 6nemli birgok
bitki hastaligima sebep oldugu gosterilmistir (Lee ve ark., 2006). S. citri'yi tespit etmek i¢in en etkili
arag olarak, spiralin genini hedefleyen PCR tespiti kabul edilmistir (Lee ve ark., 2006; Yokomi ve
ark., 2008).

Turunggil yediverenlesme hastaliginin (CSD) epidemiyolojik caligmalar1 ve yodnetim
stratejileri igin S. Citri'nin tespiti i¢in gelistirilen qPCR yontemi, PS8 varsayilan adezin geninden
tiiretilen 0zgilin primer ¢ifti ve SYBR Green floresan baglayici kullanilarak optimize edilmistir. Bu
yontem, S. citri'nin BR3-3X susundan elde edilen amplikonlarin sekans analiziyle dogrulanmis ve
yiiksek duyarlilik gostermistir (8 x 107-5 ile 1.2 x 107-6 ng S. citri DNA's1 tahmini). Gergek zamanli
PCR ile yapilan analizler, meyve kolumellasinda yaprak orta seritlerine gore daha yiiksek S. citri
titresi oldugunu ortaya koymustur, bu da eski doku orneklerinin tercih edilen materyal oldugunu
gostermistir. iki orta Kaliforniya ilgesinde bes farkli test alaninda gerceklestirilen galismalar, CSD
yogunlugunun (%58.9, %4.2, %0, %13.4 ve %28.6) degiskenlik gosterdigini ve bu yontemin hastalik
insidansinin degerlendirilmesinde etkili oldugunu gostermistir (Yakomi ve ark., 2010).

Yakomi ve ark. (2009), yapmis olduklar1 ¢alismada geng turunggillerde S. citri'nin tespiti
icin gelistirilen PCR yontemlerinin Onemini vurgulamistir. S. citri'nin  turunggil fidanlig:
endiistrisindeki varligim belgelemek amaciyla kullanilan PCR yontemleri, 6zellikle uzun latent
periyot ve diigiik patojen titresi gibi zorluklarla karsilasmistir. CCNB tarafindan desteklenen bir proje
kapsaminda, Madam Vinous fidanlarinda asili seralarda ve eleklerde S. citri'nin tespiti i¢in ger¢ek
zamanli kantitatif (q) PCR kullanilmigtir. Asilamadan sonra 33 giin i¢inde qPCR ile S. citri DNA's1
tespit edilirken, yetistirme yontemi ile bu siirenin minimum 42 giin oldugu belirlenmistir. gPCR'in
ekonomik ve kullanici dostu olmasi, geleneksel PCR yontemlerine tercih edilmesini saglamustir.
Ayrica, ¢aligma sonuglart gostermistir ki, gPCR yodntemi tarla agaglarindan alinan columella ve
yaprak orta damari gibi Orneklerde S. citrimin daha yiiksek titresini istatistiksel olarak

belirleyebilmektedir (P < 0.001). Bu bulgular, turunggil fidanliklarinda S. citri enfeksiyonunun etkili
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bir sekilde tespit edilebilecegini ve qPCR'nin patojeni belirlemek i¢in giivenilir bir yontem oldugunu
ortaya koymustur.

ICRSV kilif protein geninin 164 bp'lik bir bolgesini hedef alan yeni tasarlanmig primerler,
ICRSV'nin tespiti igin bir SYBR Green bazli kantitatif ters transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-qPCR) tahlilini gelistirmis ve optimize edilmesi igin bir ¢alisma yapilmistir. RT-
gPCR tahlili, tarama evinde tutulan ICRSV ile infekte olmus bitkilerden ve saha orneklerinden
ekstrakte edilen viral RNA kullanilarak degerlendirilmis ve dogrulanmistir. Standart egriler, 9.48.1
fmol (5.709 x 109) ile 0.000948 amol (5.709 x 102) arasinda degisen sekiz log ICRSV-cCRNA kopya
numarasi biriminde dinamik bir dogrusal aralik sergilemistir; seri kullanilarak reaksiyon basina
5.709 x 102 kopya tespit sinir1 belirlenmistir. On kat seyreltilmis in vitro kopyalanmis vi ral CRNA
kullanilarak gelistirilen RT-qPCR, ICRSV'ye oldukg¢a spesifiktir ve diger turunggil patojenlerine
tepki vermemistir. Ayrica, geleneksel RT-PCR yontemlerine gore yaklasik 100 kat daha duyarhidir.
Bu nedenle, bu test yontemi, bitki karantina istasyonlarinda, turuncgil as1 gozi sertifikasyon
programlarinda, laboratuvarlarda, KVK'larda ve fidanliklarda kullanilabilecektir. Bu ¢aligma,
ICRSV'nin RT-qPCR ile basaril bir sekilde tespit edildigi ilk akademik ¢aligma olmustur (Kokane
ve ark., 2021).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Calisma Alam

Bu ¢alisma Adana ili Kozan ve Yiiregir; Mersin ili Tarsus il¢esi; Hatay ili Erzin ilgesinde
yetistiriciligi yapilan, Washington navel ve Satsuma mandarin bahgelerinde gerceklestirilmistir.

Calismada esnasinda kullanilan 6rnekler, daha 6nce hastaligin tespit edildigi bahgelerden secilmistir.

3.1.2. Arastirmada Kullamlan Bitkisel Materyal

Orneklerin toplanmast igin 2022-2023 yillarinda Eyliil-Ekim aylar1 arasindaki dénemde
turunggil agaclarinin hastalik belirtilerini en iyi sekilde gozlemleyebildigimiz zaman dilimlerinde
bahgeler ziyaret edilmistir. Adana’nin Kozan ve Yiregir ilgelerinde, Mersin’in Tarsus ilgesinde ve
Hatay’in Erzin ilgesinde bulunan portakal ve mandarin agacinin yetistirildigi alanlardaki bahgeler
gezilerek hastalik belirtileri gosteren agaclardan meyve drnekleri alinmistir.

Toplanan o6rnekler, tarih ve koordinat bilgilerini igeren kagitlarla birlikte farkli plastik
posetlere konularak i¢inde buz bulunan buzluga yerlestirilmistir. Daha sonra, bu 6rnekler Cukurova
Universitesi Turunggil Viriisleri Laboratuvarina getirilmis ve ¢alisma ¢alisma yapilincaya kadar +4
°C'deki buzdolabina veya -20°C'deki derin dondurucuya yerlestirilmistir. Caligma igin segilen
ornekler, sivi azotta ezilerek hassas terazide 200-250 mg olacak sekilde tartilmis ve ekstraksiyon
caligmasi i¢in hazir hale getirilmistir. Ardindan, molekiiler ¢alismalar i¢in Turunggil Viriisleri
Laboratuvarinda -20 °C'deki derin dondurucuda saklanmustir.

Adana ili Kozan ilgesinden 10 6rnek, Yiiregir ilgesinden 2 drnek. Mersin ili Tarsus ilgesinden
11 6rnek ve Hatay ili Erzin ilgesinde ise 2 6rnek olmak {izere toplam 25 6rnek toplanmistir (Cizelge

3.1).
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Cizelge 3.1. Caligmada drnekleme yapilan bolgeler ve 6rnek sayilart
iL ILCE ORNEK NUMARASI
1

Adana Kozan

OO N[OO B~ W|IN

[EEN
o

[EY
[N

Yiiregir

[EEN
N

[EEN
w

[EEN
N

[EEN
()]

RN
(op]

[EEN
\l

Mersin Tarsus

[EEN
[e0)

RN
©

N
o

N
[

N
N

N
w

N
S

Hatay Erzin

N
(6}

N
a1

TOPLAM

3.1.3. Ekstraksiyon I¢in Kullanilan Materyaller

Orneklerin ekstraksiyonu CTAB ekstraksiyon tamponu (PVP-40, Tris HCI, EDTA, NaCl, B-
Mercaptoetanol) kullanilarak gergeklestirilmistir (Ek 1).

Ekstraksiyon islemi i¢in kimyasal olarak; %2'lik CTAB tamponu, Izoamil alkol (24:1),
%2'lik hipoklorit, %100'lik izopropanol, %70'lik etil alkol, pH 8 olan TAE tamponu (Ek 2) ve saf
su kullanilmaistir.

Gerekli malzemeler arasinda; 1,5 ml ve 2 ml eppendorf tiipleri, makas, havan ve doviiciiler,
pipet ve pipet uclari, bulunmaktadir.

Kullanilan cihazlar arasinda; Weightlab Instruments WN-CM15® mikrosantrifiij, Basic®
laboratuvar analitik terazi, Scilogex MX-S® vorteks, Kotterman® su banyosu, Eppendorf®

spektrofotometre ve otoklav yer almaktadir.
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3.1.4. PCR Analizi I¢in Kullanilan Materyaller

PCR analizi i¢in Yokomi ve digerleri (2008) tarafindan yapilan ¢aligmada, Spiroplasmalarin
molekiiler teshisi i¢in P89 primerleri kullanilmistir. Kullanilan diger malzemeler arasinda ddH»O,
GoTaq Hot start mix (GoTaq Polimeraz, dNTP'ler ve MgCI2++), Progema® ve reaksiyon
tamponlari, pipetler, pipet uclar1 ve PCR eppendorf tiipleri bulunmaktadir. Calismada Weightlab
Instruments WN-CM15® mikrosantrifiij, Basic® laboratuvar analitik terazi, Scilogex MX-S®
vorteks, Eppendorf® spektrofotometre ve TA-Technogene® PCR cihazlar1 kullanilmistir.

PCR reaksiyonlari i¢in, 1x GoTaq tamponu, 8,5 ul H20, 1 ul forward primer, 1 ul reverse
primer, 12,5 ul GoTaq Polimeraz1 ve 2,0 ul DNA olmak tizere toplam 25,0 pl reaksiyon karigimi
hazirlanmigtir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. PCR’da kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasallar Konsantrasyonlar

Go Taqg hot start mix 12,5 ul
Primer F 1,0 ul
Primer R 1,0 ul
Saf su 8.5 ul
TNA 2,0 ul
Toplam 25.0 nl

3.1.5. Elektroforez i¢in Kullanilan Materyaller

Elektroforez ¢alismalarinda, PCR c¢alismasindan elde edilen iiriinler i¢in %1,8 Agaroz,
Ethidium bromid, markérler, yiikleme boyasi, 1X TAE tamponu, pipetler ve pipet uglari ile birlikte
Biorad® elektroforez tanki kullanilmistir. Agaroz jelde olusan bantlarin goriintiilenmesi i¢in kamera
ve UV goriintiileme cihaz1 kullanilmastir.

Toplam 25 &rnek her biri sirastyla jel elektroforezde yiiriitiilmiistiir. Ornekler jelde
yerlestirildigi zaman 6ncesinde markor daha sonra 6rnekler en sonda ise kontrol amagla negatif 6rnek

koyularak yiiriitiilme islemi baslatilmistir.

3.1.6. qPCR I¢in Kullanilan Materyaller

Bu asamada SYBR Green mix, ddH,O, primer P58-3f/P58-4r, P58-1f/P58-2r primer ¢iftleri
ve DNA kullanilarak Roche Light Cycler 480 II marka cihazda qPCR islemi gerceklestirilmistir.
Kullanilan diger malzemeler arasinda pipetler, pipet uglari ve PCR eppendorf tiipleri de yer
almaktadir. Hazirlanan her bir 6rnege Cizelge 3.6.’teki PCR basamaklart uygulanmisgtir.

PCR reaksiyonlari i¢in 11 pul SYBR Green mix, 11 pl ddH,0, 0.5 pl P58-3f/4r, 0.5 ul P58-
3f/P58-4r primerleri ve 2 ul DNA olmak tizere toplam 25 pl reaksiyon karisimi hazirlanmisg, ayrica

0,05 rox soliisyonu ilave edilmistir (Cizelge 3.3.).
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Cizelge 3.3. qPCR’da kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasallar Konsantrasyonlar
Sybrgreen mix 11l
Primer P58-3f 0.5 ul
Primer P58-3r 0.5 ul
Saf su 11 ul
TNA 2 pl
Rox soliisyonu 0,05 ul
Toplam 25.05 nl
3.2. Metod

Caligmada kullanilan 6rnekler 6nceden belirlenen arazilerde bulunan portakal bahgelerinden
toplanmustir.

Orneklerin alindig1 bahgelerde, simptomolojik olarak dncelikle agacin bodur goriiniimi,
kasik seklini almis yapraklar, ¢inko noksanligi belirtisine benzer yapraklardaki sari lekeler,
yapraklarin internodlarinda kisalma ve buna bagh ¢alilasma, agac iizerinde ayni zamanda irili ufakl
farkli donemlerde meyveler, yeni siirgiinler ve ¢igek olusumu, meyvelerde eksen kaymasi, yeni
stirglinlerin yukar1 dogru biiytimesi seklinde belirtiler gozlemlenmistir. Toplanan drnekler, tarih ve
koordinat bilgileri ile birlikte plastik torbalara konularak buzlukta muhafaza edilmis, daha sonra
laboratuvara getirilen 6rnekler Turunggil Viriisleri laboratuvarindaki +4°C buzdolabinda veya -20°C

derin dondurucularda muhafaza edilmistir.

3.2.1. Arazide Hastalikh Bitkilerin Teshisi ve Bitki Materyali Elde Edilmesi
Arastirmada kullandigimiz 6rnekler dnceden belirledigimiz turunggil bahcelerinden elde

edilmigtir. Toplanan 25 6rnegin hepsi farkli agaglardan ve/veya farkli bahgelerden toplanmistir.

Zamansiz ¢icek agimi

Bodur bitki

Kiiciik ve kasik seklini almig yapraklar
Internod kisalmasi

Meyvede kiiciilmeler, palamut seklini alma ve eksen egikligi

AN N N N N

Genel olarak agacin iist siirgiinlerinin bogum aralar1 kisaldig1 i¢in ¢alilasma goriiniimii

gibi hastalik belirtileri aranmstir.
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3.2.2. Laboratuvar Calismalari
3.2.3. Total DNA Ekstraksiyon Yontemi

Stubborn hastalik belirtileri gosteren bitkilerin sadece meyve kolumellas1 ¢aligmada
kullanilmig ve bu kolumellalar siv1 azot kullanilarak ezilmistir. Ezilen kolumella dokulari, molekiiler
caligmalar icin hazir hale getirilmek iizere 1,5 ml'lik eppendorf tiiplerine 200-250 mg arasinda
tartilarak konulmustur.

Ekstraksiyon yontemi olarak Dr. Ogr. Uyesi Orhan Bozan'in Li ve ark. (2008)'den modifiye
ettigi ekstraksiyon yontemi kullanilmistir (Ek 3).

3.2.4. Primerler

Yokomi ve ark.larinin  (2008) c¢aligmasinda Onerdikleri P89 primeri ¢iftleri,
Spiroplasmalarin molekiiler teshisinde kullanilmigtir. Bu primerler, spiralin geninden elde edilen bir
DNA pargasidir ve ayni zamanda S. citri genomunda bulundugu varsayilan adenin protein gen
bolgesini taniyan bir genidir. qPCR ¢alismasinda kullanilan 2 primer ¢ifti (P58-3f/P58-4r ve P58-
1f/P58-2r) Yokomi (2008) tarafindan dizayn ve tavsiye edilen ve bir ¢ok S. citri ¢alismasinda
kullanilan primer ¢iftleri kullanilmigtir (Cizelge 3.4.).

Cizelge 3.4. Caligmalarda kullanilan primerler;

Primer Hedef Gen Primer dizilimi Boyut
P89-f Varsayilan P89 | ATTGACTCAACAAACGGGATAA 707 bp
P89-r adezin geni CGGCGTTTGTTAATTTTTGGTA

pP58-3f Varsayilan P58
P58-4r adezin benzeri gen GTCCCTAATGCACCGTGAAAA | 119bp

P58-1f Varsayilan P58 | TTCGCTCGCATAAGTATCATATCTTC
P58-2r adezin benzeri gen 86 bp

3.2.5. Spiroplazma DNA'sinin Klasik PCR ile ¢cogaltilmasi

P89-f/P89-r primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR ¢alismasinda DNA amplifikasyon
parametreleri asagidaki gibidir (Cizelge 3.5.). Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C'de 3 dakika (1 dongt),
denatiirasyon 95°C'de 30 saniye, replikasyon 52°C'de 30 saniye, uzatma 72°C'de 1.5 dakika, 40
dongii ve son uzatma 72°C'de 10 dakika (1 dongii).
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Cizelge 3.5. Caligmanin igerigi dogrultusunda modifiye edilen PCR asamalari

Sicakhik Zaman Dongiiler
95°C 3 dakika 1 déngii
95°C 30 saniye

52°C 30 saniye 40 dongii
72 °C 1 dakika

72°C 10 dakika 1 déngii

3.2.6. Elektroforez Cahsmalari

Elektroforez islemlerinde DNA markorleri hazirlamak igin markorlerden 2-Log DNA
Ladder (0.1-10.0 kb) kullanilmisgtr.

Agar jel metodu kullanildiginda, ilk olarak 1,8 g'lik agaroz (%1,8) 50 ml TAE buffer (1x)
icinde mikrodalga kullanilarak ¢oziilmiistiir. Agaroz jel karisimi jel tepsisine dokiilmiis ve donmast
icin bekletilmistir. Jel donduktan sonra, elektroforez tanki igine yerlestirilmis ve TAE buffer uygun
bir sekilde (jel kaplanana kadar) jel tankina dokiilmistiir (Sekil 3.1.).

Bundan sonra, hazirlanan markérden 10 pul PCR calismasi sonucu elde edilen {irlinlerden 8
uL jeldeki oyuklara koyulmus ve 110 volt giicii ile yaklasik 90 dakika boyunca jel yiirttilmiigtiir.

PCR iiriinleri, jel yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra etidyum bromiir iginde 10 dakika
bekletilmis, ardindan UV transilluminator cihazi kullanilarak bantlar gézlemlenmis ve

fotograflanmistir

Sekil 3.1. 1.8% hazirlanmig agaroz jel
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3.2.7. Spiroplazma DNA'simin gPCR yoluyla ¢ogaltiimasi

P58-3f/P58-4r ve P58-1f/P58-2r primer giftleri kullanilarak yapilan qPCR ¢alismasinda
DNA amplifikasyon parametreleri asagidaki gibidir (Cizelge 3.6.): Baslangic olarak 5 dakika
boyunca 95°C'de ve ardindan 15 saniye boyunca 95°C'de ve 45 saniye boyunca 61.5°C'de 45

dongiiden olugmustur.

Cizelge 3.6. qQPCR basamaklari

Sicakhik Zaman Dongiiler
95°C 5 dakika

95°C 15 saniye 45 dongii
61.5°C 45 saniye

Ornekler 6ncesinde pipet yardimiyla qPCR tiiplerine aktarilmis (Sekil 3.2.) sonrasinda
yukarida ¢izelgede (Cizelge 3.6.) verildigi gibi tek tek dongiiler segilmis ve Roche LightCycler®
(Sekil 3.4.) markali cihaza yerlestirilmistir (Sekil 3.3.)

y i3 ]
=L 4
BT
Ad o S
g A
gf

Sekil 3.2. qPCR isiéininin yapilist
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Sel 3.4. Calismada kullanilan Roche Lighcl markali qPCR cihazi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Turuncgil Yediverenlesme Hastahgi ile infekteli oldugu diisiiniilen bahcelerde
gozlemlenen simptomlar

Adana’nin Kozan ve Yiiregir ilcelerinde, Mersin’in Tarsus ilcesinde ve Hatay’in Erzin
ilcesinde ziyaret edilen turunggil bahgelerinde, agaglarin en belirgin hastalik simptomlarinin
goriildigii aylar Eylil-Ekim aylar1 oldugundan ¢alisilacak ornekler belirtilen aylarda toplanmis ve
ornek numaralari ile birlikte laboratuvara getirilmistir. Incelenen turuncgil bahgelerindeki agaglar
genel olarak 15-20 yaslarindaki Washington portakal ve ¢ok azi Satsuma mandarin ¢esitlerinden
olugsmaktadir. Simptomolojik olarak yapilan gézlem caligmalarinda Adana ili Kozan ilgesinden 10
ornek (1,2,3,4,5,6,7,8,9,10), Yiregir ilgesinden 2 6rnek (11,12), Mersin ili Tarsus ilgesinden 11
ornek (13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23), Hatay ili Erzin il¢esinden ise 2 6rnek (24,25) olmak iizere
hastalik ile infekteli oldugu diistiniilen 25 6rnek toplanilmigtir. Bu 6rneklerden Adana ili Kozan ve
Yiiregir ilgesi, Mersin ili Tarsus ilgesinden toplanan toplam 23 6rnek (1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23) Washington Navel portakal ¢esidinden ve Hatay ili
Erzin ilgesinden toplanan 2 6rnek (24, 25) ise Satsuma mandarin ¢esidinden toplanmistir (Cizelge
4.1.). Arazide alinan orneklerde genel olarak gozlemlenen simptomlarin basinda diger saglikli
agaclarla karsilastirildiginda bodurlasma gelmektedir. Hastalikla infekteli olarak disiiniilen
agaclarin biiylik kisminda bodurlasma 6n plana ¢ikmaktadir (Sekil 4.1). Agaclarda diger belirgin
olarak goriilen simptomlardan olan yapraklarin kii¢iik, ovale yakin bir sekil alarak kasik gibi
cukurlagsmis ve ¢inko noksanligina benzer sekilde damar aralarinda sarimsi renk agilmalari
gozlemlenmistir (Sekil 4.2). Bilinen simptomlandan olan siirgiinlerin yukar1 dogru yonelmesi ve
agaclarda genel bir calilasma gezilen bahgelerde goriilen diger simptom guruplarindandir (Sekil 4.3)
Yine ayni agaglarda S. citri’nin en tipik belirtileri olarak bilinen zamansiz ¢i¢ek olusumu, farkli
olgunlagsma evrelerinde irili ufakli meyveler (Sekil 4.4), meyvelerin olgunlagsma evresinde mese
palamudu seklini almasi (Sekil 4.5) ve bu tiir meyvelerde meyvenin sap kismina yakin kabugunun
daha kalin olmasi, meyve gobegine yakin kisimlarda ise meyve kabugunun daha ince gorildiigi

simptomlar (Sekil 4.6) gézlemlenmistir.
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ekil 4.3. Turunggil Yediverenlesme hastaliginin turuncgil agaglarinda bogum aralarimin kisalmasi,
g g
yukar1 dogru biiyiiyen yeni siirgilinler ve agaclarda ¢alilagma.

W . \ S - AN

Orhan-BOZAN
)

Sekil 4.4. Agag lizerinde irili ufakli meyveler ve yeni sgﬁnleri yukar1 yonelmesi.
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Sekil 4.5. Meyvelerin palamut seklini almast.

Sekil 4.6. Meyvenin sap kismina yakin kabugunun daha kalin (A), gébek kismina yakin kabugun
daha ince (B) olmasi ve eksen kaymasi.
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Cizelge 4.1. Orneklerin gesit farkliliklar1 ve lokasyonlara gore verileri

. _ ORNEK .
IL ILCE NUMARAS| CESIT

Adana Kozan 1 Portakal (Washington)
Adana Kozan 2 Portakal (Washington)
Adana Kozan 3 Portakal (Washington)
Adana Kozan 4 Portakal (Washington)
Adana Kozan 6 Portakal (Washington)
Adana Kozan 7 Portakal (Washington)
Adana Kozan 8 Portakal (Washington)
Adana Kozan 9 Portakal (Washington)
Adana Kozan 10 Portakal (Washington)
Adana Kozan 11 Portakal (Washington)
Adana Yiregir 12 Portakal (Washington)
Adana Yiregir 13 Portakal (Washington)
Mersin Tarsus 14 Portakal (Washington)
Mersin Tarsus 15 Portakal (Washington)
Mersin Tarsus 16 Portakal (Washington)
Mersin Tarsus 17 Portakal (Washington)
Mersin Tarsus 18 Portakal (Washington)
Mersin Tarsus 19 Portakal (Washington)
Mersin Tarsus 20 Portakal (Washington)
Mersin Tarsus 21 Portakal (Washington)
Mersin Tarsus 22 Portakal (Washington)
Mersin Tarsus 23 Portakal (Washington)
Hatay Erzin 24 Mandarin (Satsuma)

Hatay Erzin 25 Mandarin (Satsuma)

Yapilan farkli ¢caligmalar sonucunda bazi aragtirmacilar tarafindan hastaligin simptomlar ile
ilgili benzer bulgulara rastlanilmistir. Bu bulgular asili agaglarda daha fazla gézlemlenilmistir. Ast

yapilmis agacglarda genel goriiniim olarak agacglarin bodur goériiniim aldig: ve infekteli yapraklarin

normalden daha fazla kii¢iik oldugu bildirilmistir (Fawcet ve ark., 1944).

S. citri’nin Akdeniz Bolgesinde yogun bir sekilde turunggil liretiminin yapildigi alanlarda
meyve kalitesinde bir takim zarara neden oldugu ve S. citri'den etkilenen agaglarin dikey bir sekilde
uzadi@ini, genel olarak agaglarda bodurlagsma olustugunu ve bogum aralarinin kisalip sar1 renk

acilmasi gosteren yapraklarla birlikte kloroz goriiniimiine sahip olan ciliz yapraklarin oldugunu
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belirtilmistir. Cogu meyvenin de heniiz olgunlagma evresine gelmeden agag dalindan kopup diistiigii
ve olgunluk c¢agina gelmis ¢ok az sayida meyvenin de goriiniim olarak mese palamudu seklinde
oldugunu goézlemlemislerdir (Cacciola ve ark., 2017).

Farkli arastirmacilar tarafindan yapilan diger caligmalarda aga¢ boylarinda kisalik, sekil
bozukluklar1 ve meyve veriminin azalmasi gibi simptomlarin goériilmesinin sebebinin muhtemelen
floemde beslenen S.citri'nin konuk¢ulugunu yaptigi bitkinin karbonhidrat ve sterol kullanmasiyla
ilgili olup bu enerji kaynaklar1 i¢in konukculariyla rekabet ederek bazi seker ve hormonlarin
tilkenmesine ve bazilarinin birikmesine neden oldugu tespit edilmistir. Ortaya ¢ikan bu sonucun,
turunggil bitkisinin metabolizmasini etkileyerek yaprakta renk agilmalarina, bodurluga, mevsim dig1
ciceklenmeye, daha kiigiik ve daha az meyve iiretimine neden oldugu bildirilmistir (Gaurivaud ve
ark., 2000; Wei ve ark., 2006; Iftikhar ve ark., 2020).

Diger bir ¢alismada S. citri ile bulagik olan agag¢larda bulunan meyvelerin tadinin eksi, yavan
ve anormal derecede aci oldugu kalitesinin diisiik oldugu ve hastalia maruz kalmis infekteli
agaclarim %30-50 oraninda verimde kayba neden oldugu rapor edilmistir. S. citri’nin bulastigi
bitkinin biinyesinde devamli kalip 30-32°C olan optimum sicaklikta kolaylikla gbzlemlendigini ve
simptom gosterdigi saptanmustir (Saglio ve ark., 1971).

Yapilan bagka bir ¢caligmada simptomolojik belirtilere géz oniine alinarak agacin yaprak,
stirgiin ve meyvelerinde rastlandigi bildirilmistir. Yapraklarin normal seklinin kiigiiliip ovale yakin
bir sekil aldig1 ve bazen de kasik gibi ¢ukurlastigi gézlemlenmistir. Buna ilaveten yapraklarin ug
kisimlarinda beneklenmeler, yapraklarin damar aralarinda ¢inko noksanligini andiran sarimsi lekeler
tespit etmislerdir. Agaglarda rastladiklar1 diger simptomolojik bulgularin ise agag¢ {iizerinde
mevsimsiz ¢igcek olugumu, irili ufakli meyvelerin olmasi, olusmaya baglamig ¢igeklerin ise ¢ok az bir
kisminin meyve vermesi ve bu meyvelerin ¢ogunlugunun olgunlagsmadan dokiilmesi gibi bulgular
oldugu bildirilmistir (Manna ve ark., 2013).

Dogu Akdeniz bolgesinde yapilmis bir ¢aligmada ise S. citri’ye hassas olan agaglarin geng
yastaki agaclar oldugu ve geng yastaki agaclarda yasli agaglara gore simptomolojik belirtilerin daha
kolay bir sekilde gozlemlendigi saptanmustir. S. citri simptomlar1 gosteren portakal agaglarinin
bolgelere gére %21.6 ile %67.4 oraninda farklilik gdsterdigi rapor edilmistir (Giillii, 1989).

Yokomi ve ark., (2010), gPCR yontemi ve spiroplasma kiiltiiri yontemini kullandiklart
caligmada simptomolojik olarak hafif veya siddetli belirtiler gosteren agaclardaki bakteriyel dagilim
tespit etmislerdir. Siddetli belirtiler gosteren agaglarda meyve agirliginin, meyve biiyiikligi ve
meyve sayisinda azalma Olustugu ifade edilmistir.

Bu ¢alismada elde edilen simptomolojik bulgular ile yukarida farkl arastiricilarin elde etmis
oldugu simptomolojik bulgular karsilastirildiginda bu ¢alisma ile Ortiistiigli, benzestigi
goriilmektedir. Yapilan bu caligmada elde edilen simptomolojik aragtirma bulgular farkl

aragtiricilar tarafindan yapilan ¢aligmalarla desteklenmektedir.
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4.2. Molekiiler Calismalar fle Tlgili Bulgular
Turunggil 6rneklerinden toplam DNA izolasyonu, cetyltrimethyl-ammoniumbromide (CTAB)
yontemi (Li ve ark., 2008) modifiye edilerek gergeklestirilmis ve bu DNA'lar, ¢alismamizda PCR

kalib1 olarak kullanilmustir.

4.2.1. Klasik PCR Calismalari

Calismada yediverenlesme hastalik etmeninin molekiiler olarak tanimlanmasi i¢in giivenilir
bir yontem olan PCR analizi kullanilmistir. Kullanilan 6rneklerin tamami meyve kolumellas1 (Sekil
4.7.) kullanilarak gergeklestirilmistir. Daha once yapilan ¢aligmalarda meyve kolumellast S. citri
hastaligin belirlenmesinde en uygun doku olarak belirlendigi i¢in calismada bu doku kullanilmstir.
S. citri'nin belirlenmesi amaciyla, Yokomi ve ark. (2008) tarafindan dizayn edilen P89-f/P89-r primer
ciftiyle klasik PCR analizi gerceklestirilmistir. PCR analizi sonucunda elde edilen goriintiiler,
Markér kullanilarak DNA amplifikasyon materyalinin boyutlar1 6l¢iilmils ve beklenen 707 bp
boyutlarinda amplifiye materyal elde edilmistir.

Sekil 4.7. Calismada kullanilan meyve kolumellasi

P89-f/P89-r primer ¢iftiyle toplam 25 6rnek PCR analizine tabi tutularak PCR iirtinleri 10
taraklik (1 markor, 8 6rnek, 1 negatif kontrol) agar jelde toplamda 4 kez yiiriitiilerek caligsma
tamamlanmustir. Jellerin ilk tarak kuyusuna 100 bp’lik markdr, yanindaki 8 kuyuya 6rnekler ve son
kuyuya negatif kontrol yiiklenmistir. Son jelde ise ilk kuyuya markor yanina son, 25. 6rnek ve negatif

kontrol yiiklenmistir. Calisilan toplam 25 simptomolojik olarak infekteli oldugu diisiiniilen 6rnekten
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10 adedi (1-4-5-6-7 (Adana/Kozan), 11 (Adana/Yiiregir), 14-15-16-20 (Mersin/Tarsus) numarali
ornekler) 707 bp biiyiikligiinde bant olusturmus ve bu drnekler pozitif olarak degerlendirilmigtir
(Cizelge 4.2.).

Yokomi ve ark., (2008), hastaligin PCR yontemi ile belirlenmesi ig¢in 675 bp molekiiler
driinii veren spiraline-f ve spiraline-r primer ciftlerini ve 707 bp molekiiler {iriinii veren P89-f/ P89-
r primer ¢iftlerini kullanmislar ve klasik PCR i¢in en iyi sonucun P89-f/ P89-r primer ciftleri
oldugunu bildirmislerdir. Manna ve ark. (2013), S. citri'nin tespiti i¢cin P89-f/ P89-r ve spiraline-f/
spiraline-r primerlerini kullanmislardir. Spiraline primerlerinin, yaz aylarinda toplanan orneklerle
calisildiginda en iyi sonucu verdigini agiklamiglardir. Ayn1 zamanda yaptiklari bu ¢aligmada P89-f/
P89-r primer ¢iftlerinin, Misir izolatlarimin S. citri tespiti igin spesifik ve etkili oldugu bildirilmistir.
Ayni primerler El-Fatah ve ark., (2016) tarafindan da kullanilmig P89-f/ P89-r primer giftleri en iyi
sonucu verdigini bildirmislerdir.

Bu ¢alismada kullanilan P89-f/ P89-r primer ¢ifti bir ¢ok arastirici tarafindan kullanilmis ve
S. citri’nin saptanmasi i¢in en iyi sonucun bu primerlerle alindigini bildirmislerdir (Yokomi ve ark.,

(2008); Manna ve ark. (2013); El-Fatah ve ark., (2016)).
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Cizelge 4.2. Calisma alanlarindan alinan meyvelerin kolumella kisimlar1 kulanilarak elde edilen

sonuclar.
ORNEK . . .
NUMARASI IL ILCE CESIT MEYVE POZITIF/NEGATIF

Portakal .
1 Adana Kozan (Washington) Kolumella Pozitif
Portakal .
2 Adana Kozan (Washington) Kolumella Negatif
Portakal .
3 Adana Kozan (Washington) Kolumella Negatif
Portakal ..
4 Adana Kozan (Washington) Kolumella Pozitif
Portakal .
5 Adana Kozan (Washington) Kolumella Pozitif
Portakal .
6 Adana Kozan (Washington) Kolumella Pozitif
Portakal .
7 Adana Kozan (Washington) Kolumella Pozitif
Portakal .
8 Adana Kozan (Washington) Kolumella Negatif
Portakal .
9 Adana Kozan (Washington) Kolumella Negatif
Portakal .
10 Adana Kozan (Washington) Kolumella Negatif
o Portakal .
11 Adana Yiiregir (Washington) Kolumella Pozitif
o Portakal .
12 Adana Yiregir (Washington) Kolumella Negatif
. Portakal .
13 Mersin Tarsus (Washington) Kolumella Negatif
: Portakal .
14 Mersin Tarsus (Washington) Kolumella Pozitif
: Portakal .

ashington
15 Mersin Tarsus Washing Kolumella Pozitif
. Portakal .

ashington
16 Mersin Tarsus Washing Kolumella Pozitif
. Portakal .

ashington
17 Mersin Tarsus Washing Kolumella Negatif
. Portakal .

ashington
18 Mersin Tarsus (Washi ) Kolumella Negatif
. Portakal .

ashington
19 Mersin Tarsus (Washi ) Kolumella Negatif
. Portakal .
20 Mersin Tarsus (Washington) Kolumella Pozitif
. Portakal .
21 Mersin Tarsus (Washington) Kolumella Negatif
. Portakal .
22 Mersin Tarsus (Washington) Kolumella Negatif
. Portakal .
23 Mersin Tarsus (Washington) Kolumella Negatif
. Mandarin .
24 Hatay Erzin (Satsuma) Kolumella Negatif
. Mandarin .
25 Hatay Erzin (Satsuma) Kolumella Negatif
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Yukarida da belirtildigi gibi toplam 25 6rnekten 4 farkli jel yiirtitiilmiistiir. Yiriitiliin 4 farkl
jel sonucunda 10 6rnek pozitif olarak degerlendirilmistir. Yapilan ek bir ¢caligma ile 10 6rnegi tek bir
jelde gdstermek amaciyla 2 farkli jel daha yapilmustir. 11k jele sirastyla drnekler (M (markoér), 5, 7,
6, 20, 14, 15, 16, 11 negatif kontrol) yerlestirilmis, ikinci jelde ilk jelde kulanilamayan 6rnekler ve
ek olarak ayni olan 6rnekler (M (markor), 2, 1, 4, 5, 14, 15, 16, 11 negatif kontrol) kullanilmis ve
Sekil 4.8. ve Sekil 4.9. daki jel goriintiileri elde edilmistir.

Cizelge 4.3. Toplam 25 6rnegin jel sonuglari, pozitif (+) ve negatif (-) olarak elde edilen sonuglar

Markor Ornek numaralari ve PCR sonuglari Negatif
kontrol
M 1 2 3 4 5 6 7 8 NK
+ - - + + + + -
M 9 10 11 12 13 14 15 16 NK
- - + - - + + +
M 17 18 19 20 21 22 23 24 NK
- - - By - - = -
M 25 NK

M5 7 6 2014 5

Sekil 4.8. Molekiiler Calismalar Sonucu %1,8’lik agaroz jel elektroforezi ile elde edilen PCR
iiriinlerinin ethidium bromid boyamasi ile alinan jel goriintiileri (1. jel). (M: Markor, 5, 7,
6,20, 14, 15, 16, 11 pozitif bulunan 6rnekler, N: negatif kontrol).
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2 1 4 5 14 15 16 11 N

Sekil 4.9. Molekiiler Calismalar Sonucu %1,8’lik agaroz jel elektroforezi ile elde edilen PCR
iriinlerinin ethidium bromid boyamas: ile aliman jel goriintiileri (2. jel). M: Markor,
,1,4,5,14,15,,11 pozitif bulunan 6rnekler, N: negatif kontrol.

4.2.2. qPCR Cahismalan

S. citri'nin belirlenmesi amaciyla, Yokomi ve ark. (2017) tarafindan dizayn edilen P58-
3f/P58-4r ve P58-1f/P58-2r primer giftleri ile (Cizelge 4.4.) qPCR ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
gPCR analizleri sonucunda elde edilen goriintiiler asagida gosterilmistir (Sekil 4.8., Sekil 4.9.).

Cizelge 4.4. P58-3f/4r ve P58-11/2r primer ¢ifti kullanilarak yapilan qPCR sonug¢lari

Ornekler P58-3f/4r Ornekler P58-1f/2r
1 + 1 -
4 + 4 -
5 + 5 -
14 + 14 -
15 + 15 +
11 + 11 -
17(N) + 14 -
H.O - 15 -
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Yapilan qPCR ¢alismasinda kullanilan 2 primer ¢iftide (P58-3f/P58-4r ve P58-1f/P58-2r) bir
¢ok S. citri galismasinda kullanilan primer giftleridir. Bu ¢alismada ilk kez Yokomi (2008) tarafindan
dizayn ve tavsiye edilen bu primer giftleri ¢alismada denemek amaciyla kullanilmigtir. Yapilan bu
¢aligma sonucunda Klasik PCR ¢aligsmasinda elde edilen toplam 10 pozitif 6rnekten (1, 4, 5, 6, 7, 11,
14, 15, 16, 20 nolu o6rnekler) 6’s1 (1, 4, 5, 11, 14, 15 nolu 6rnekler) ve 1 adet yine klasik PCR’da
negatif bulunan bir 6rnek (17 nolu 6rnek) negatif kontrol olarak qPCR ¢aligmasina dahil edilmistir.
Her iki primer ¢iftinin (P58-3f/P58-4r ve P58-1f/P58-2r) kullanildigi 6rneklere renklendirici 6zellige
sahip olan ROX boya maddesi eklenmistir. Sadece ikinci primer ¢iftinin son iki 6rnegi (14, 15)
kontrol olarak yeniden kullanilmis ve ROX boya maddesi eklenmemistir. Calisma sonucunda boya
maddesi eeklenmeyen iki 6rnekte (14, 15) negatif sonug¢ vermistir. P58-3f/P58-4r primer ¢iftinin
kullanildig1 qPCR ¢alismasinda tiim ornekler pozitif sonug verirken P58-1f/P58-2r primer ¢iftinin
kullanildig1 qPCR ¢alismasinda sadece 15 (ROX boya maddesi ile boyanan 15 nolu &rnek) numarali
ornek pozitif sonu¢ vermistir. Ayrica Klasik PCR’da negatif bulunup bu ¢alismada negatif kontrol
olarak kullanan 17 numalar1 6rnekte qPCR ¢alismasinda pozitif sonug vermistir. Her iki primer ¢ifti
degerlendirildiginde S. citri’nin qPCR ile tanilanmasinda P58-3f/P58-4r primer ¢iftinin hastaligi
tanilamada ¢ok iyi calistigi, tim 6rnekler igin pozitif sonug verdigi, hatta Klasik PCR’da negatif
¢ikan bir 6rnegin bu ¢alismada qPCR ile pozitif sonug verdigi goriilmustiir. P58-1f/P58-2r primer
cifti her ne kadar 6 6rnekten sadece 1 6rnegi pozitif bulsada pozitif olarak bilinen tiim 6rneklerden
sadece 1 tanesi pozitif saptayabildigi goriildiigiinden S. citri ¢alismalarinda ¢ok giivenilir olarak
goriilmemistir (Cizelge 4.4.).

Yokomi ve ark., (2010), Kaliforniya’da yaptiklar1 ¢alismada, Real Time PCR kullanilarak S.
citrinin  SYBR Green kullanarak S. citrinin tanilanmast igin P-58-3f/4r primer ¢iftini
gelistirmiglerdir. Calismada S. citri'den klonlanmig amplikonlardan elde edilen dizilerin sekansi, S.
citri izolati BR3-3X'in varsayilan adhezin geninin niikleotid dizisiyle %100 6zdeslik gdstermistir.
Deneme duyarliliginin, arazideki turunggil agaglarindan toplanan dokunun mg’1 bagina 8 x 10-5 ile
1,2x10-6 ng S. citri DNA's1 (hedef genin 6,14 x 105 ile 9,6 x 103 kopyasi) oldugu tahmin edilmistir.
S. citri titresi, meyve kolumellasinda yaprak orta damarlarina gore siirekli olarak daha yiiksek
bulunmus ve bu da 6nceki dokuyu 6rnekleme i¢in en iyi se¢im haline getirmistir. Real Time PCR,
bes test alaninda 1.239 agaci arastirmak i¢in kullanilmig ve CSD yogunlugu sirastyla %58,9, %4,2,
%0, %13,4 ve %28,6 oranlariyla sonuglanmistir. Bu, Kaliforniyanin merkezindeki bazi turunggil
bahgelerinde CSD'nin 6nemli infeksiyon yogunlugunun meydana geldigini gostermis ve CSD
infeksiyon yogunlugunu degerlendirmek igin bir arag¢ olarak Real Time PCR'in faydasini ortaya
koymustur.

Yokomi ve ark., (2008), S. citri'nin kantitatif tespitini her iki primer ciftini (P58-3f/4r)
kullanilarak elde etmislerdir. P58-3f/4r primerleri kullanilarak, beklenen biiyiikliikte amplikonlar S.
citri kiiltiirlerinden iiretilmistir. PCR sonuglari, kullanilan primerlere bagl olarak %85 ile %2100

oraninda kiiltiire alma sonuglariyla eslestirilmistir. Daha da 6nemlisi, kiiltiir ¢alismalarinda negatif
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bulunan agaglardan S. citri 6rneklerinden PCR ile %5 ile %15'inde pozitif tespit edilmistir; bu da
PCR';m saha orneklerinde S. citri'nin tespiti i¢in kiiltiire alma kadar iyi veya daha iyi performans
gosterildigi  bildirilmistir. Boylece Real Time PCR’in tespit igin en iyi yontem oldugunu
kanitlanmustir. Orneklerin P58 primer ¢iftlerine farkli tepkisi, S. citri'nin iki popiilasyonunun tarihsel
ve glinlimiiz tarla izolatlarinda bulundugunu gostermektedir. Hastaligin goriilme sikliginin iki
bahgede %58,3 ve %3,7 oldugu tahmin edilmektedir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar, arazideki
agaclarda S. citri'nin gilivenilir bir sekilde saptanmasi i¢in PCR'nin etkin bir sekilde
kullanilabilecegini gdstermistir.

Sagouti ve ark., (2023), Fas’ta turunggil bahgelerinde S. citri tanisi igin serolojik ve
molekiiler yontemleri dogrulamay1 amaglamiglardir. Fas turunggil bahgelerindeki patojen salgininin
mevcut durumu hakkinda giincelleme saglamak icin, Fas'in ana turunggil yetistirme bolgelerinde S.
citri aragtirmast yapmuslardir. S. citri enfeksiyonuna benzeyen simptomlara sahip turunggil
agaclarindan toplam 575 yaprak Ornegi toplanilmustir. 2020 ve 2021 yillarinda 23 turunggil
bahg¢esinden 6rnekler toplanilmistir. Tiim 6rneklerde S. citri'nin varligit DAS-ELISA kullanilarak test
edilmistir. Bu yontemle, 57 6rnegin S. citri ile infekte oldugu, 41 6rnegin siipheli sonuglara sahip
oldugu ve kalan Orneklerin negatif oldugu bulunmustur. DAS-ELISA testinin sonuglarini
dogrulamak igin, ¢ farkli geni (P58 geni, P89 geni ve spiralin geni) hedefleyen spesifik primer
ciftlerine dayali geleneksel polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve gergek zamanlt PCR (qPCR)
kullanilarak ek molekiiler test i¢in 148 ornek secilmistir. P58'i hedef alan primerler kullanilarak, S.
citri farkli 6zgiillik derecelerine sahip bitki dokusundan geleneksel ve gergek zamanli PCR
amplifikasyonuyla tespit edilmistir. Sonuglar, %6,5 ile %78 arasinda degisen genis bir pozitif 6rnek
araligiyla tiim Fas turunggil bahgelerinde S. citri yogunlugunu belirlenmesine ve ozellikle P58
primeri kullanilarak gerceklestirilen Real Time PCR analizlerinin S. citri'nin dogru teshisi i¢in en
hassas testler oldugunun goriilmesine olanak saglamistir. Ozellikle P58 hedefli primerlerle yapilan
Real Time PCR, tim pozitif ve siipheli ELISA 6rneklerinin yani sira bazi negatif 6rneklerde de
pozitif sonuglar vermis olup, OD degeri saglikli 6rneklerin 1,5 katina yakin bir degerde olup, bu da
bu teknigin yiiksek duyarliligin1 gostermektedir.

Tim qPCR sonuglarinin degerlendirdigimizde qPCR molekiiler tanilama yonteminin
hastalig1 tanilamada klasik PCR’dan daha iyi ¢alistigi, daha hizli sonug verdigi, daha az laboratuvar
malzemeleri kullanimimini sagladigi, kansorejen malzemelerinin (Ethidium bromide) kullanimin
gerekmedigi bir yontem olarak etkin ve giivenilir oldugu belirlenmistir. Yine bu ¢alismada kullanilan
primer ¢iftlerden P58-3f/P58-4r primer ¢iftinin hastaligi tanilamada ¢ok iyi g¢alistigi qPCR
yonteminde rahatlikla kullanilabilecegi goriilmiistiir.

gPCR testi sonuglarina ait veriler resimde gosterildigi sekilde kayda alinmaktadir. Elde
edilen verilere gore Al degeri 1 numarali 6rnegi temsil etmekte olup titre degeri 8,95; A2 degeri 4
numarali 6rnegi temsil etmekte olup titre degeri 11.78; A3 degeri 5 numarali 6rnegi temsil etmekte

olup titre degeri 22.66; A4 degeri 14 numarali 6rnegi temsil etmekte olup titre degeri 22.66; A5
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degeri 15 numaral1 rnegi temsil etmekte olup titre degeri 6.75; A6 degeri 11 numarali 6rnegi temsil
etmekte olup titre degeri 7,65; A7 degeri 17 numarali 6rnegi temsil etmekte olup titre degeri 16.88;
B5 degeri 15 numarali 6rnegi temsil etmekte olup titre degeri 28.51 saptanmistir. Sekil 4.7.’den
goriildiigii gibi klasik PCR testinde negatif ¢ikan 6rneklerden B5 degeri 15 numarali 6rnek qPCR
testi sonucunda yiiksek titre degeri gostermistir (Sekil 4.10.).

Results

Inc  Pos Name Type CP Concentration  Standard Status
%} A1 11 Unknown 8.95
M A2 12 Unknown 11.78
M A3 13 Unknown 22.66
M A4 14 Unknown 22.66
| A5 15 Unknown 6.75
M A6 16 Unknown 7.65
%} A7 |17 Unknown 16.88
[} A8 18 Unknown

) B1 31 Unknown

™ B2 32 Unknown

[} B3 33 Unknown

(%} B4 34 Unknown

%} B5 35 Unknown 28.51
%} B6 36 Unknown

%} B7 37 Unknown

[} B8 38 Unknown

Sekil 4.10. gPCR analizi sonucunda elde edilen titre degerleri

Sekil 4.11.°de gosterilen qPCR analizi sonucu amplifikasyon grafiginde dikey eksendeki
floresan miktarinin yatay eksendeki dongili sayisina gore grafigi gizilerek, tim PCR reaksiyonu
stiresince liriin birikimini temsil eden bir amplifikasyon grafigi olusturulmustur. Esik degeri
degerleri, ornekteki niikleik asit miktar1 ile ters iliskilidir. Diigiik esik degerleri yiiksek miktarda
hedeflenen niikleik asidi gosterirken, yiiksek esik degerleri hedef niikleik asidin daha diisiik (ve hatta

cok az) miktarlarini ifade eder.
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Sekil 4.11. qPCR analizi sonucu amplifikasyon grafigi

gPCR analizi sonucu elde edilen verilerden olan mutlak sonug¢ (Abs quant results) tablosu
incelendiginde negatif ve pozitif olarak gosterilmektedir. Verilere incelendiginde Al degeri 1
numarali 6rnek; A2 degeri 4 numarali 6rnek; A3 degeri 5 numarali; A4 degeri 14 numarali 6rnek;
A5 degeri 15 numarali 6rnek; A6 degeri 11 numarali numarali 6rnek; A7 degeri 17 numarali 6rnek;

BS5 degeri 15 numaral1 6rnek infekteli olarak gosterilmistir (Sekil 4.12.).

AEFEARNERENK 7
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o
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Sekil 4.12. Orneklerin bilgisayarda negatif ve pozitif durumlarinin gdstergesi.
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4.2.3. Klasik PCR ve qPCR'in Karsilastirilmasi

Molekiiler biyoloji alaninda sik¢a kullanilan ve basarili sonuglar elde edilen yontemlerden
biri klasik PCR'dir (Gibson, 2006). Bu ydntem, zamanla 6nemini koruyarak cagimizda daha da
yaygin bir sekilde kullanilmaya baglanmistir. Gegmis donemlerde kullanilan molekiiler yontemlerin,
bugiinkii yontemlere kiyasla daha yavas ve dogruluk oraninin daha diisiik oldugu goriilmektedir.
Modern arastirmalarda ise bilim insanlar1 ve arastirmacilar, yeni nesil molekiiler yontemlerden biri
olan qPCR" tercih etmektedirler. qPCR, bir¢ok farkli 6zelligi ile ¢alismalar sirasinda daha iyi
sonuglar alinmasini saglamaktadir. Ayrica, jel elektroforezi gibi eski tekniklere kiyasla qPCR ile
calismanin daha hizli ve etkin oldugu gozlemlenmistir. qPCR asamalarinda, 6rnekler dogrudan
cihaza yerlestirilerek analiz edilmekte ve sonuglar ekranda belirlenmektedir (Sekil 3.3). Bazi cihazlar
icin tetikleyici Ozelliklerine bagli olarak Rox soliisyonu kullanilmasi1 gerekebilmektedir. Rox
soliisyonunun Roche LightCycler® gibi markali cihazlarda kullanilmasi, pozitif sonuglar elde
etmede etkili olmaktadir. Klasik PCR ile qPCR yontemleri karsilastirildiginda, klasik PCR sirasinda
farkli mix, farkli primer, jel elektroforez yontemleri ve UV goriintilleme kullanilmaktadir. Buna
karsilik, qPCR sirasinda farkli mix, farkli primer ve nihayetinde floresans boyama teknigi
uygulanmaktadir (Saunders ve ark., 2004).

Yapilan bir ¢ok caligmada Klasik PCR ile negatif olarak degerlendirelen bazi izolatlarin q
PCR ile pozitif sonuglar verdigi belirlenmistir (Yokomi ve ark., (2008); Manna ve ark. (2013); El-
Fatah ve ark., (2016)). Bu calismada klasik PCR toplam 25 6rnekden 10 tanesi pozitif olarak
degerlendirilmis ve 6 6rnek yeniden qPCR'a tabi tutulmustur. Kullanilan bu 6 6rnekten tamami da
pozitif sonug vermistir. Calismada klasik PCR ile negatif bulunan 17 numarali 6rnek gPCR ¢aligsmasi
sonucu pozitif sonu¢ vermistir (Cizelge 4.5.). Bu ¢alisma sonucu da gostermistir ki gPCR Klasik

PCR’dan daha giivenilir sonu¢ vermistir.

Cizelge 4.5. qPCR ve klasik PCR karsilastiriimasi.

Ornekler gPCR Klasik PCR
1 + +
4 + +
5 + +
11 + +
14 + +
15 + +
17 + -
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4.3. Arazide Gozlemlenen Simptomolojik Bulgularin ve Molekiiler Sonuglarin
Karsilastirilmasi

Arazi ¢aligmalari sirasinda, turunggil agaglarinda zamansiz ¢igek agimi, genel bir bodurluk,
olgun meyve ve kiigiik meyvenin ayni anda bulunmasi, bogum aralarinin kisalmasi ve g¢alilagma
benzeri simptomlar ile yapraklarda kiigiilme, kasik seklini alarak ¢ukurlasma, ¢inko noksanligina
benzer sar1 benekler ve meyvelerde palamut sekli ve eksen kaymasi gibi hastalik belirtileri
gozlemlenmistir. Bu belirtiler, molekiiler yontemlerden klasik PCR ve qPCR ile test edilmistir.
Toplam 25 6rnek P89-f/P89-r primerleri kullanilarak klasik PCR ile testlenmistir. PCR sonucunda
simptomolojik olarak infekteli olarak belirlenen 25 6rnekten 10 6rnek (1-4-5-6-7-11-14-15-16-20
nolu drnekler) pozitif olarak saptanmugtir. Orneklerin klasik PCR ile incelenmesi sonucu 10 adeti
pozitif sonug vermistir. Q PCR ile yapilan caligmada ise toplam 25 6rnegin 11’inde pozitif sonug
bulunmustur. Bu sonuglar kargilastirildiginda klasik PCR ve qPCR analizlerinin giivenilir testler
oldugu, iki PCR yontemi i¢inde de qPCR yontemi S. citri hastaliginin belirlenmesinde en giivenilir
yontemlerden biri oldugu goriilmektedir. Yokomi ve ark. (2008), yaptiklar1 benzer bir caligma gPCR
yonteminin giivenilir ve hassas bir tanilama yontemi oldugunu vurgulamislardir.

Kaliforniya’da yapilan bir ¢caligmada S. citri’nin epidemiyolojisi arastirilmistir. Molekiiler
yontem olarak PCR ve kiiltiire alma y6ntemleri ile iki bahge secilmis ve hastalik yiizdesi %1-4 ile
%46-85 arasinda Olciilmiistiir. Karsilagtirilan iki bahgede meyve kalitesi ve verimi géz Oniinde
bulundurularak hafif simptom gosteren bahgede verimlilik iyi olmasina ragmen S. citri ile infekteli
bah¢ede meyve verim ve kalitesinin %30 oraninda daha diisiik oldugunu saptamiglardir (Mello ve
ark., 2010).

Yokomi ve ark.(2008), Kaliforniya’da turunggil palamutlagma hastaliginin belirlenmesinde
P58 ve P89 primer ¢iftini kullanarak S. citri nin varligini PCR ile testlemisler ve Kern County
(Kaliforniya, ABD)’deki iki turunggil bahgesinden 6rnek alip patojenin kiiltiirleri ile karsilastirma
yapmiglardir. PCR sonuglar1 dogrultusunda ornekler % 85 ile % 100 arasinda kiiltiirleri ile
eslestirilmistir. PCR ile 6rneklerin negatif kiiltiirlerinde dahi S. citri nin varligin1 saptanmiglardir.

Fas’ta bulunan turunggil bahgelerinde serolojik ve molekiiler yontemleri dogrulamak igin S.
citri'nin teshisi yoniinde bir takim ¢aligmalar yapilmistir. Calismanin yiiriitiilmesi igin 2020 ve 2021
yillarinda turunggil bahgelerinden toplam 575 yaprak 6rnegi alinmistir. Tlim niimuneler DAS-ELISA
analizi kullanilarak yapilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda 57 niimune pozitiv 41 niimune siipheli
geri kalan niimune ise negatif olarak belirlenmistir. Testin sonug¢larini dogrulamak i¢in yeniden 148
ornek gotiirillerek klasik PCR ve gPCR kullanilarak molekiiler testler yapilmistir. Yapilan bu
caligmada kullanilan 6rneklerin %6,5 ile %78 pozitiv olarak belirlenmistir. Sonug olarak Fas'da
bulunan turunggil bahgelerinin S. citri ile infekteli oldugu ve pozitiflik yoniinde S. citri igin en duyarlt

genin P58 oldugu belirlenmistir (Sagouti ve ark., 2023).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alisma kapsaminda, Adana’nin Kozan ve Yiiregir il¢elerinde, Mersin’in Tarsus ilgesinde
ve Hatay’in Erzin ilgesinde bulunan portakal ve mandarin bahgelerinde yediverenlesme hastaligini
tespit etmek amaciyla Ornekler seg¢ilmistir. Ziyaret edilen turunggil bahgelerinde, bodurlagsma
gosteren agaglar, zamansiz ¢igek acimi belirtileri sergileyen dallar, kiigiilmiis ve kasik seklini almis,
cinko noksanligina benzer sar1 benekli yapraklar, internodlar1 kisalmig ve dik uzayan geng siirgiinler
ile meyvelerde sekil bozuklugu, palamut seklinde irili ufakli meyvelerin bir arada bulundugu agaglar
incelenmistir.

Hastalik belirtilerinin tiimii turunggil agaglarinda gozle goriilemeyebilir, zira hastalik etmeni
olan S. citri bitki icerisinde homojen bir dagilim sergilemez. Bu durum, arazi gézlemlerinde CSD
hastalik simptomlarin1 diger hastalik belirtileri veya bitki besin elementi eksiklikleriyle
karistirilabilir. Hastaligin kesin ve dogru teshisi i¢in giivenilir olan molekiiler yontemlerden 6ncelikle
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve gPCR yontemi kullaniimalidir.

Arazi caligmalar1 sirasinda, yukarida verilen belirtileri gosteren oOrneklere molekiiler
yontemlerden klasik PCR ve qPCR uygulanmigtir. Toplam 25 6rnek P89-f/P89-r primerleri
kullanilarak klasik PCR ile testlenmistir. PCR sonucunda 10 6rnek (1-4-5-6-7-11-14-15-16-20 nolu
ornekler) pozitif olarak saptanmistir. Adana’nin Kozan ilgesinden 5 6rnek (1-4-5-6-7 nolu 6rnekler),
Adana’nin Yiiregir ilcesinden 1 6rnek (11 nolu 6rnek), Mersin’in Tarsus ilgesinden 4 6rnek (14-15-
16-20 nolu 6rnekler) infekteli bulunmustur.

Yapilan qPCR ¢alismasinda kullanilan 2 primer ¢ifti de (P58-3f/P58-4r ve P58-1f/P58-2r)
bircok S. citri ¢alismasinda kullanilan primer ¢iftleridir. Bu ¢alismada ilk kez Yokomi (2008)
tarafindan dizayn ve tavsiye edilen bu primer ciftleri ¢alismada denemek amaciyla kullanilmstir.
Yapilan ¢alisma sonucunda Klasik PCR c¢alismasinda elde edilen toplam 10 pozitif 6rnekten (1, 4, 5,
6,7, 11, 14, 15, 16, 20 no’lu 6rnekler) 6’s1 (1, 4, 5, 11, 14, 15 no’lu 6rnekler) ve 1 adet yine klasik
PCR’da negatif bulunan bir 6rnek (17 nolu 6rnek) negatif kontrol olarak qPCR ¢alismasina dahil
edilmistir. P58-3f /P58-4r primer ¢iftinin kullanildigi qPCR ¢alismasinda tiim 6rnekler pozitif sonug
verirken P58-1f/P58-2r primer ¢iftinin kullanildigi qPCR ¢alismasinda sadece 15 numarali 6rnek
pozitif sonu¢ vermistir. Ayrica Klasik PCR’da negatif bulunup bu ¢alismada negatif kontrol oralak
kullanan 17 numalar1 6rnekte qPCR ¢aligmasinda pozitif sonu¢ vermistir. Her iki primer ¢iftini
degerlendirildiginde S. citri’nin qPCR ile tanilanmasinda P58-3f/P58-4r primer ¢iftinin hastalig
tanilamada ¢ok 1iyi calistigi, tim 6rnekler igin pozitif sonug verdigi, hatta Klasik PCR’da negatif
¢ikan bir 6rnegin (17 numarali 6rnek) bu ¢alismada qPCR ile pozitif sonug verdigi goriilmiistiir. P58-
1f/P58-2r primer ¢ifti her ne kadar 6 drnekten sadece 1 6rnegi pozitif bulsada pozitif olarak bilinen
tim Orneklerden sadece 1 tanesi pozitif saptayabildigi gorildiigiinden S. citri ¢alismalarinda gok
giivenilir olarak goriilmemistir. Ayrica qPCR testi sonuglarina ait elde edilen verilere gére 1 numarali

ornegin titre degeri 9.07; 4 numarali 6rnegin titre degeri 11.77; 5 numarali 6rnegin titre degeri 22.38;
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14 numarali 6rnegin titre degeri 23.77; 15 numarali 6rnegin titre degeri 6.97; 17 numarali drnegin
titre degeri 17.17; 15 numarali 6rnegin titre degeri ise 28.80 olarak saptanmistir. Klasik PCR testinde
negatif ¢ikan Orneklerden BS degeri 15 numarali 6rnek qPCR testi sonucunda yiiksek titreme
gostermistir. Bu yontem sayesinde, hastalik etmeninin varligi kesin bir sekilde tespit edilerek dogru

teshis saglanmistir.
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EK-1. CTAB Tamponu (Ekstraksiyon Tamponu)

CTAB :2,00gr
PVP-40 : 2,00 gr

100 nM EDTA : 1,57 gr
1,4 M NacCl : 8,17 gr

Hazirlanan ¢ozelti i¢in, 80 ml steril saf suya ¢oziindiiriildiikten sonra pH degeri 8,0 olarak
ayarlandi ve son hacim 100 ml'ye tamamlanmistir. Ekstraksiyon ¢alismalarinda kullanilmak {izere

%,1 oraninda 2-Mercaptoethanol eklenmistir.
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EK- 2. 1X TAE Tamponu

10 nM Tris-Base : 1,211 gr
0,5nM EDTA : 0,186 gr
5 nM Sodium acetate : 0,680 gr

Oncelikle, 800 ml steril saf suya belirli miktarlarda ¢oziinme adimlari uygulanmistir. Daha
sonra bu ¢ozeltiye ,1 N NaOH ve N HCI kullanilarak pH degeri 8,3 olarak ayarlanmistir. Sonrasinda
ise hacim tamamlanarak toplamda 100 ml'lik bir karigim elde edilmistir. Hazirlanan karigim

otoklavda steril edilmistir ve cam bir kap igerisinde +4 °C'de bekletilmistir.

54



EK- 3. Total DNA Ekstraksiyon Yontemi

Her 6rnekten 250 mg hassas terazide tartilarak 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere konulmustur.

YV V.V V V V V V V V V V V VYV VY

Y VY

1000 ul CTAB orneklere eklenmistir.

Her 6rnek 1 dakika vortekslenmistir.

Ornekler -20 °C’de 30 dakika bekletilmistir.

Dolaptan ¢ikarilan 6rnekler 10 saniye kadar vortekslenmistir.

60 °C’ de 60 dakika inkiibe edilmis ve her 15 dk’da bir tiipler ters-diiz edilmistir.
13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapilmistir.

Her 6rnedigin tist fazindan 500 ul alinmistir.

Her 6rnege 500 ul kloroforizoamil eklenmistir

Tiipler elle alt-list edilmistir.

14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

Her 6rnegin iist fazindan 250 ul alinmistir. Uzerine 175 ul soguk propanol eklenmistir.
Tiipler elle kibarca 2 defa sallanmistir.

Ornekler 60 dakika inkiibe edilmistir.

14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

Tiplerdeki pelletin {izerindeki sivi1 faz dikkatli bir sekilde dokiilerek ve kalan pelletin
iizerine 500 ul %70’lik alkol eklenmistir.

Tiipler elle hafif¢e sallanmistir.

14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

Her tiipteki pelletler kalacak sekilde dikkatlice i¢indeki alkol dokiilmiis ve drnekler bir
pecetenin iistiine agz1 acik kalcak sekilde kurumaya birakilmigtir.

Her 6rnege 100 ul Buffer eklenip ve pellet eritilmistir.

Total DNA’lar1 kullanilincaya kadar -20°C’ de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
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