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FARKLI TURUNCGIL TURLERININ CITRUS CHLOROTIC DWARF
ASSOCIATED VIRUS (CCDaV)’UNE DAYANIKLILIK DURUMLARININ
BELIRLENMESI VE BAZI R DAYANIKLILIK GENLERININ
EKSPRESYON ANALIZLERI

Bengi TOPKAYA

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dah

Danmisman: Prof. Dr. Bayram CEVIK

Turunggil klorotik ciicelesmeyle iligkili virlis (Citrus chlorotic dwarf associated virus,
CCDaV) turunggil tiretiminde verim ve kaliteyi olumsuz etkileyen viriis hastaliklarindan
biridir. Hastalik ilk kez 1980’li yillarin sonlarinda iilkemizde ortaya ¢ikmis ve kisa siire
icerisinde Dogu Akdeniz Bolgesi turunggil liretim alanlarina yayilmistir. Hastalik Defne
beyazsinegi Parabemisia myricae (Homoptera: Aleyrodidae) ile tasinmakta olup, viriis daha
sonra Cin’de de bulunmustur. Bu tez ¢alismasi kapsaminda 6ncelikle CCDaV-BATEM-M
izolatimin tespiti, biyolojik ve molekiiler karakterizasyonu yapilmstir. izolatin CP geninin
niikleotit ve aminoasit diizeyinde yapilan ¢oklu dizi analizleri sonucunda hem tilkemizdeki
hem diinyadaki diger izolatlar ile % 99-100 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Daha
sonra tllkemizde yaygin olarak yetistirilen turunggil tlirlerinin CCDaV’ye dayaniklilik ve
duyarlilik durumlar1 ortaya konulmustur. Bu amagla alti farkli turunggil tiirine CCDaV
inokiilasyonu yapilmis ve asilamadan 3, 6 , 9 ve 12 ay sonra viriis yogunlugu real-time PCR
yoluyla mutlak kantitasyon yapilarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar karsilagtirilarak
turunggil tiirlerindeki CCDaV dayaniklilik diizeyleri belirlenmis ve limonun en duyarli, iig
yaprakli portakalin ise en dayanikli tiir oldugu tespit edilmistir. Ayrica ¢aligma kapsaminda
CCDaV’ye dayanikli ve duyarli bulunan tiirlerde, bazi R genlerinin ekspresyon analizleri
yapilarak dayaniklilikta etkili R genleri belirlenmeye calisilmistir. Bu amagla ilk olarak
portakal bitkisinin genomunda kodlanan R genlerinden 15 tanesi segilerek bu genlere spesifik
primerler tasarlanmigtir. Daha sonra limon ve tigyaprakli portakal bitkilerine agilama yoluyla
CCDaV inokiilasyonu yapilmis ve inokiilasyondan 3, 6 ve 9 ay sonra alinan yaprak
orneklerinden total RNA izolasyonu yapilmistir. Segilen 15 adet R geninin CCDaV enfekteli
ve kontrol bitkilerinde ekspresyonu real-time RT-PCR yontemiyle belirlenmistir. Bu genlerin
alt1 tanesinin ekspresyonu CCDaV dayanikli bitkide artarken, diger genlerde degismedigi
belirlenmistir. Yapilan ekspresyon analizleri ile CCDaV inokiilasyonu sirasinda dayanikli
iicyaprakli ve duyarli limonda farkli ekspresyon gosteren R genleri ortaya konulmustur.
Sonuglar, test edilen R genlerinden yedi tanesinin CCDaV’ye dayaniklilikta etkili
olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Gen ekspresyonu, R genleri, Real-Time RT-PCR, CCDaV

2020, 104 sayfa
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DETERMINATION OF RESISTANCE/SUSCEPTIBILITY OF IMPORTANT
CITRUS SPECIES TO CITRUS CHLOROTIC DWARF ASSOCIATED
VIRUS (CCDaV) AND EXPRESSION ANALYSES OF SOME R GENES

Bengi TOPKAYA

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. Bayram CEVIK

Citrus chlorotic dwarf associated virus (CCDaV) is one of the virus diseases adversly effecting
yield and quality in citrus production. The disease emerged first in Turkey in the late 1980s
and spread to citrus producing areas of the Eastern Mediterranean Region of Turkey. The
disease is transmitted by Parabemisia myricae (Homoptera: Aleyrodidae) and virus was also
reported in China. In this thesis study CCDaV-BATEM-M isolate was identified, biological
and molecular characteristics of this isolate was determined. The result of the multiple
sequence comparison of the CP gene at amino acid and nucleotide level revealed that the
isolates share 99-100 % similarity with other isolates from Turkey and other countries in the
world. Then, resistance status of commonly grown citrus scpecies in Turkey to CCDaV were
determined. In this respect, six different citrus species were inoculated with CCDaV and virus
load at 3, 6, 9 and 12 months after inoculation was determined by absolute quantitation using
real-time PCR. By comparing results obtained, resistance levels of these citrus species to
CCDaV were determined and it was shown that lemon was the most sensitive and trifoliate
orange the most resistant species against CCDaV. In addition, expression of some R genes
were analyzed in the most resistant and susceptible citrus species to determine R genes
associated with CCDaV resistance. For this aim, first 15 R genes encoded in genome of sweet
orange were selected and gene spesific primers were designed for each R gene. Then lemon
and trifolaite orange plants were inoculated with CCDaV by grafting and total RNA was
isolated from leaf samples collected from the infected and control plants 3, 6 and 9 months
after inoculation. The expressions of the fifteen selected R genes in the infected and control
plants were determined by real-time RT-PCR method. As a result, while the expression of six
R genes increased in response to CCDaV infection in resistant plants, the expression of the
others did not change. The expression analyses revealed some R genes were differentially
expressed in resistant trifoliate orange and susceptible lemon in response to CCDaV infection.
The results showed that seven differentily expressed R genes identified in this study may be
important for CCDaV resistance.

Key Words: Gene expression, R genes, Real-time RT-PCR, CCDaV

2020, 104 pages
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1. GIRIS

Kokeni Giineydogu Asya’ya dayanan turunggillerin 19. yiizyilda Amerika’da baglayan
iiretimi, zaman igerisinde diinyanin diger iilkelerine de yayilmistir. Turunggiller
portakal, limon, mandarin ve greyfurt gibi “Citrus” cinsine dahil olan tiirleri
icermektedir. Sahip olduklar1 zengin C vitamini igerikleri ile insan beslenmesindeki
Ooneminin yaninda, kendine has koku ve renk sayesinde kozmetik sanayi hammaddesi
arasinda yer almis ve hem yetistiricilik hem de tiiketim a¢isindan genis bir arz-talep

dengesi olusmustur (Karahocagil vd., 2003).

Diinya’da turunggil liretiminin en ¢ok yapildigi lilkeler Cin, Brezilya ve Hindistan’dir.
Ulkemiz ise 2017 yili verilerine gére 4.7 milyon ton iiretimi ile diinya turunggil
tiretiminin % 3.25’ini yapmaktadir. Tiirkiye turunggil iretiminin % 40.88’ini portakal,
% 32.51’ni mandarin, % 21.12’sini limon, % 5.45’ini altintop ve % 0.04’{inii ise diger
turunggil meyveleri olusturmaktadir. Ulkemizin sahip oldugu iklimsel ve ekolojik
kosullar turunggil {iretimine ¢ok elverisli olmasindan dolay1, bu rakamlar her yil artis

gostermektedir (FAO, 2017).

Turunggillerde verim ve kaliteyi etkileyen bir¢ok viriis, viroid, bakteri ve fungal
hastalik bulunmaktadir. Bu hastaliklar gévde, kok, yaprak, cicek ve meyve gibi
bitkinin tiim organlarin1 etkileyebilmektedir. Hastaliklar bitkilerin verimini ve
rtinlerin  kalitesini diigtirerek Onemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Turunggillerin ¢ok yillik bitkiler olmasindan ve genel olarak hastalik gelisimine uygun
ortamlarda yetistirilmelerinden dolay1 hastaliklarla miicadele olduk¢a zor olmaktadir.
Turunggillerde iiretim genellikle asilama yoluyla yapildigindan asiyla taginan viriis ve
virlis benzeri etmenler en 6nemli hastaliklar1 olusturmaktadir. Viriis hastaliklarinin
miicadelesine yonelik herhangi bir tarim ilac1t bulunmamasi ve bir kez enfekte olan bir
agacin tim yasami boyunca bu hastaligi tasimasi turunggil {iretiminde viris

hastaliklarinin 6nemini artirmaktadir.

Tiim diinyada turunggil yetistirilen alanlarda 80’e yakin viriis ve viriis benzeri hastalik
oldugu bildirilmektedir. Bunlardan bir kismi1 bulastiklari agaglara hafif zarar verirken,
biiyiik bir kismi1 ise neden olduklar1 verim ve kalite kayiplar ile turunggil tariminm

onemli 6l¢iide engellemektedir. Bu hastaliklardan en 6nemlilerine citrus tristeza virus
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(CTV), citrus psorosis virus (CPsV), satsuma dwarf nepovirus (SDV), citrus exocortis
pospiviroid (CEVd) 6rnek olarak verilebilir (Roistacher, 1991; Ganesh vd., 2018).

Giliniimiizde bitkilerde bakterilere, funguslara, viriislere ve nematodlara karsi
dayaniklilik saglayan 60°tan fazla dayaniklilik geni belirlenmistir. Bu genlerin her biri
farkli hastalik etmenlerine kars1 dayaniklilik saglasa da genlerin molekiiler yapilari ve
fonksiyonlar1 birbirlerine benzemekte ve bitkilerde ayni veya benzer savunma
mekanizmalarin1 uyarmaktadirlar. Son yillarda bitkilerin tiim genom dizilimlerinin
tamamlanmasi sonucu her bir bitki genomunda yiizlerce R geninin bulundugu
belirlenmis ve bu genlerin bitkilerdeki etmen spesifik savunma mekanizmalarinin

temelini olusturdugu ortaya konmustur.

Gergeklestirilen bu calisma ile turunggillerde goreceli olarak yeni ortaya g¢ikan ve
tilkemizde farkli turunggil tiirlerinde hastaliga yol acarak iilkemiz ve diinya turunggil
tiretimi agisindan potansiyel bir tehlike olusturan CCDaV etmeninin etkilerini
azaltmaya yonelik olarak, farkli turunggil tiirlerinin virtise kars1 dayaniklilik durumlari
ortaya konulmus ve dayaniklilikta etkili olabilecek R genleri belirlenmeye

calisilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Turunggil Yetistiriciligi ve Onemi

Ulkemizde turunggil iiretiminin % 95°i Akdeniz ve Ege kiyilarinda yapilmaktadir ve
farkl1 bolgelerde farkli turunggil tiirlerinin yetistiriciligi 6n plana ¢ikmaktadir. Mersin,
Adana ve Hatay illerini iceren Dogu Akdeniz Bolgesi’nde toplam turunggil tiretiminin
yaklagik % 70’inden fazlas1 yapilmaktadir. Bu bolgede iiretimi yapilan turunggil tiirleri
ise % 94 greyfurt, % 87 limon, % 82 mandarin ve % 53 oraninda portakaldir.
Ulkemizin ikinci biiyiik turunggil iiretim bolgesi ise Antalya ili ve gevresini igeren
Bati Akdeniz Bolgesi’dir. Turunggil iiretiminin yaklagik % 14’4 bu bodlgeden
saglanmaktadir ve en ¢ok iiretimi yapilan tiir ise portakaldir. Ugiincii bolge ise izmir
ve gevresini iceren Ege Bolgesi olup, toplam turunggil tiretiminin % 8-10"u bu
bolgeden elde edilmektedir. Ege Bolgesi’nde en ¢ok iiretilen turunggil tiirii ise
mandarindir. Ulkemizde turunggil yetistiriciligi yapilan baska bir bolge de Dogu
Karadeniz’dir. Rize ilinde yogunlasan {retimde agirlikli olarak mandarin
yetistirilmektedir (TUIK, 2017).

Ulkemiz diinya turuncgil {iretimi icerisinde olduk¢a énemli bir potansiyele sahip olup,
her gecen yil 6nemli bir artig goriilmektedir. Diinya turunggil iiretim miktarinda son
10 yilda % 18 oraninda bir artig gergeklesirken, Tiirkiye’de bu artis % 30 oraninda
olmustur. Tirkiye, turunggil tiriinlerinin dis ticaretinde net ihracat¢1 durumunda yer
almakta ve ihracat degeri bakimimndan mandarinde diinyada 3, limonda 4, portakal ve
altintopta ise 5. sirada yer almaktadir. Yas meyve sebze ihracati igerisinde

turunggillerin pay1 yaklasik % 44 diizeyindedir (TIM, 2017).

2.2. Citrus Chlorotic Dwarf Associated Virus (CCDaV)

Dogu Akdeniz Bolgesi’ndeki turunggil iiretim alanlarinda 1980°1i yillarin sonunda
yiiriitiilen bir sérvey calismasinda 6zellikle Icel ve Tarsus yoresinde viriis benzeri bir
hastaligin yaygimligi tespit edilmistir. Simtomatolojik olarak yapilan ilk gézlemlerde
Turunggil yaprak kivirciklik viriis (Citrus crinkly leaf virus) ile ¢ok benzer olmasindan

dolayi hastalik ilk baglarda bu isim altinda adlandirilmistir.



Dogu Akdeniz Bélgesi'nde Adana ve igel illerindeki turunggil iiretim alanlarinda
yapilan sorveyler sonucunda basta Kiitdiken limon olmak iizere, Minneola tangelo,
Freemont ve Satsuma mandarini, Yafa ve Washington portakal c¢esitlerinin

yapraklarinda kirisiklik ve burusukluk belirtileri gézlenmistir (Onelge ve Cinar, 1992).

Cinar vd. (1993), Dogu Akdeniz Bolgesi’ndeki turunggil iiretim alanlarinda yaptiklar
sorvey calismalarinda, 6zellikle limon bitkilerde Crinkly leaf type virus (CLTV)
belirtilerine ¢ok fazla rastlamiglardir. Belirtilerin bu kadar hizli yayilmis olmasindan

dolay1, etmenin bir vektorii olabilecegini diistinmiislerdir.

Korkmaz vd. (1995), Dogu Akdeniz Bolgesi’nde yaptiklar1 arazi calismalarinda
bitkilerdeki belirtilerin citrus infectious variegation virus (CIVV)’a ait olabileceginden
stiphelenmislerdir. Ancak laboratuarda CIVV’e 6zgii antiserumlar ile yapilan ELISA
analizlerinde pozitif sonu¢ elde edilememis ve etmenin farkli bir viriis oldugu
diisiiniilmistlir. Etmenin tamimlanmasi i¢in hastalik ile ilgili bircok saflastirma
caligmalar1 yapilmis, fakat bir sonug¢ alimamamustir. Arastirmacilar hastaligi Citrus

chlorotic dwarf disease (CCDD) olarak adlandirmislardir.

Korkmaz vd. (1996), CCDD’nin taginmast ve epidemiyolojisi tizerinde yaptiklari
calismada, hastaligin Japon defne beyazsinegi Parabemysia myricae (Kuwana)
(Hom.: Aleyrodidae) ile tagindigini gostermistir. Yapilan ¢alismada etmenin 24 saatlik
beslenme siiresinden sonra taginma oraninin % 18 oldugu, 48 saatlik beslenmeden
sonra % 46’ya ulastigini belirtmiglerdir. Ayn1 ¢alismada arastirmacilar, etmenin
govdeye kesik atma yontemi ile de % 5 ile % 72 oraninda limon bitkisine inokiile

edilebildigini saptamislardir.

Korkmaz vd. (1997), yaptiklari bir galismada CCDD’nin limon, altintop, mandarin ve
tangelolarda hastalik olusturdugu, bunun yaninda portakal ve bazi mandarin
cesitlerinin (Marisol, Hernandina, Robinson) diger ¢esitlere oranla hastaliga biraz daha

tolerant oldugu gozlemsel olarak saptanmustir.

Hastaligin ilk olarak iilkemizde ortaya ¢ikmasi ve beyazsinek ile taginiyor olmasi,
turunggil tiretimi yapan diger iilkelerin de dikkatini ¢gekmistir. 2008 yilinda Fransa’da
CCDD’nin iilkeye girigini engellemek i¢in bir rapor yaymlanmistir (Baker vd., 2008).
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2000°’1i yillardan giiniimiize kadar hastalik giincelligini korumasina ve turuncgil
tiretimini tehdit etmesine ragmen iilkemizde otsu bitkilere tasima denemeleri disinda
(Gok, 2010) baska bir calisma yapilmamistir. Arastirmaci aralarinda fasulye, bortilce,
susam, tiitiin, patlican, domates, hiyar, kabak ve kazayaginin bulundugu 9 farkli otsu
konuk¢u tiirii  segerek inokulasyonlar yapmus, fakat higbirinde belirti

gozlemlenmemistir.

Loconsole vd. (2012a), 1990’11 yillarda tilkemizdeki turunggil alanlarinda CCDD
belirtisi gosteren hastalikli 6rnekleri alarak Italya’ya gotiirmiisler ve orada yaptiklar:
metagenomik c¢aligmalar sonucunda hastalikli bitki dokusunda 3640 niikleotidlik
Geminiviridae familyasina ait tek sarmal DNA genomlu, 5 farkli agik okuma bolgesine
sahip bir viriisiin genom dizilimini elde etmislerdir. Elde edilen bulgulara dayanarak
bu genom dizisinin CCDD hastalik etmeninin Turunggil klorotik ciicelesme
hastaligiyla iliskili oldugu ve hastalik etmeninin (Citrus chlorotic dwarf associated

virus; CCDaV) olarak isimlendirilmesini 6nermislerdir.

Etmenin molekiiler olarak tanilanmasinin ardindan Guo vd. (2015), Cin’de daha 6nce
ozellikle limonlarda gozlenen belirtiler iizerine, kendi iilkelerindeki turunggil iiretim
alanlarindan alinan 6rnekler iizerinde yaptiklart analizler sonucunda diinyada ilk kez
tilkemiz disinda CCDaV’nin varligini tespit etmislerdir. Buna ek olarak Tiirk CCDaV
izolatinin tiim genom dizisi ile Cin izolatinin genomu arasinda niikleotit diizeyinde

%96 oraninda benzerlik oldugu tespit edilmistir.

Zhou vd. (2017), Cin’de CCDaV varliginin tespiti ilizerine yaptiklart ¢aligmalar
kapsaminda 2014-2016 yillar1 arasinda Cin’in en ¢ok turuncggil iiretimi yapilan 11
ilindeki 175 bahgeye sorveyler diizenleyerek toplam 2432 o6rnek toplamislardir.
Yapilan CCDaV tanilama ¢alismalar1 sonucunda etmenin varligi 4 limon 6rneginde
tespit edilmistir. Aragtirmacilar CCDaV ile enfekteli az sayida bitki bulunmasindan
dolayi, viriisiin Cin’de heniiz yaygin olmadigini belirtmislerdir. Elde edilen CCDaV
ile enfekteli 6rneklerin molekiiler karakterizasyon ¢alismalar1 sonucunda, izolatlarin

birbirleri ile oldukea diisiik sekans heterojenitesine sahip olduklar tespit edilmistir.

Bozan ve Onelge (2018), CCDaV’nin Dogu Akdeniz Bolgesi’ndeki son durumunu

belirlemek amaciyla yaptiklar arazi ¢aligmalarinda, limonlarda % 36, mandarinlerde
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% 25.3, portakallarda % 17.6 ve altintoplarda % 17.5 oraninda bulasiklik oldugunu
gorsel olarak belirlemislerdir. Viriis belirtisi gosteren 50 bitkiden aldiklar1 6rneklerden
yapilan PCR analizleri hastalik belirtisi gosteren bu 6rneklerin tamaminin CCDaV

enfekteli oldugu belirlenmistir.

Karanfil ve Korkmaz (2018), CCDaV’nin Dogu Akdeniz Boélgesi disinda kalan
turunggil tretim bolgelerine yaptiklart arazi ¢alismalar1 ile sonucunda Akdeniz
Bolgesi'nden (Antalya) 55, Ege Bolgesi'nden (Izmir) 54, Marmara Bélgesi'nden
(Edremit korfezi) 18 ve Karadeniz Bolgesi'nden (Rize) 16 olmak iizere toplam 143
stipheli 6rnek toplamiglardir. Toplanan 6rneklerin testlenmesi sonucu Antalya ilinde
bir otel bahgesinden ve izmir ilinde bir fidanliktan alinan iki 6rnekte CCDaV
enfeksiyonu tespit edilmistir. Ayrica yapilan tiim genom dizileme ve dizi analizleri

sonucunda bulunan izolatlar Cin izolatlar1 ile % 99 oraninda benzerlik gostermistir.

Karanfil ve Korkmaz (2019), yaptiklari bir ¢alismada farkli turunggil tiirleri ve
hibritinden elde edilen 25 CCDaV izolatinin CP genine gore genetik cesitliligini
arastirmiglardir. Calisma sonucunda CCDaV izolatlarinin CP genine gore yiiksek
seviyede dizi benzerligi gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, Tiirk CCDaV izolatlarinin
CP genine gore kendi i¢lerinde ve Cin izolatlar1 ile niikleotid ve aminoasit diizeyinde
gerceklestirilen ¢oklu dizi analizleri sonucunda birbirleri ile genel olarak % 98’in
tizerinde benzerlikler gosterdigi goriilmiistiir. Buna ek olarak, izolatlarin filogenetik
iliskilerinin arastirilmasi amaci ile gergeklestirilen filogenetik analizler sonucunda ise
CCDaV izolatlarinin elde edildikleri konukgu tiirlere gore bir iligski gostermedigi fakat

cografi orijin olarak Tiirk ve Cin izolatlarinin birbirinden ayrildig: belirlenmistir.

Karanfil (2019), CCDaV'nin mevsimsel konsantrasyon degisimlerinin takibi amaci ile
gerceklestirmis oldugu qPCR ¢alismalar1 sonucunda, CCDaV konsantrasyon
seviyesinin Ozellikle ilkbahar aylarinda kuzey yonlerinden alinan o6rneklerde en
yiiksek seviyeye ulastigini belirlemistir. Etmenin en diisiik konsantrasyon seviyesi ise
kis aylarinda alinan Orneklerde tespit edilmistir. Ayrica etmenin mevsimsel
konsantrasyon seviyesinin yilin herhangi bir zamaninda PCR ile tanilama yapilmasi
icin yeterli seviyede oldugu belirlenmistir. Bu baglamda etmen tanilamasinin
mevsimsel degisikliklere bagli olmaksizin yilin herhangi bir zamaninda alinan yaprak

orneklerinden yapilabilecegi belirtilmistir.
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2.3. R Dayanikhilik Genleri

Bir patojenin normal yasaminmi devam ettirdigi konukcu bitki hassas, patojen de
viriilent olarak adlandirilmaktadir. Patojen enfeksiyon yapabilmekte ve bitkide
kolayca ¢ogalip yiikksek yogunluga wulasarak siddetli hastalik belirtileri
olusturabilmektedir. Buna karsilik patojen bitkide enfeksiyon yapabildigi halde
yogunlugu belirli bir diizeyde kaldigi i¢in yapmis oldugu zararin ekonomik zarar
esigini ge¢medigi bitkiler ise tolerant olarak adlandirilmaktadir. Ancak, bitki bu
patojenin gelisme ve ¢cogalmasini tamamen durdurabiliyor ise, bu bitki genel anlamiyla
dayanikli olarak kabul edilmekte ve patojen de avirulent olarak isimlendirilmektedir
(Candar ve Erkan, 2011).

Bitkilerde dayaniklilik yapisal, biyokimyasal ve genetik dayaniklilik olmak iizere ii¢
sekilde ortaya cikmaktadir. Bunlardan genetik dayaniklilik, dayamiklilik genleri
araciligiyla kontrol edilmekte olup, viriis hastaliklarina kars1 yatay ve dikey
dayaniklilik olmak {tizere iki farkli genetik dayamiklilik bulunmaktadir. Yatay
dayaniklilik ¢cok sayida gen tarafindan kontrol edilen ve viriise 6zel olmayan kantitatif
dayaniklilik olarak tanimlanmaktadir. Dikey dayaniklilik ise tek gen araciligi ile
kontrol edilen ve genellikle tek bir patojen veya viriise kars1 gene-karsi-gen iligkisine
dayali dayaniklilik saglayan etmen spesifik ve kalitsal bir dayanikliliktir. Temel olarak
bitkideki dayaniklilik geninin etmendeki aviriilens (avr) geni olarak adlandirilan baska
bir genle etkilesimine dayanmaktadir. Cogunlukla patojende avirulenslik, konukc¢uda
da dayaniklilik dominanttir, fakat bunun tersi de goriilebilmektedir. Genel olarak,
patojenin avr geninde mutasyon gibi bir sebeple meydana gelen degisim nedeniyle
bitki patojeni tanimamakta ve enfeksiyon durumu devam etmektedir. Dolayisiyla bu
durumda dayanikliligin tekrar olabilmesi igin, bitkideki R geninde de belirgin bir
degisikligin olmas1 gerekmektedir.

Viriislere dayaniklilik saglayan dominant genler, dayaniklilik R genleri, birgok bitkide
tanimlanmistir. Bitkilerde virlise dayaniklilik saglayan ilk dominat dayaniklilik geni
N geni olup Nicotiana glutinosa’da kesfedilmistir. Titiin bitkisinde Tiitiin mozaik
virisi (TMV)’ne kars1 asirt duyarlilik (hipersensitif reaksiyon, HR) ile iligkili
dayaniklilig1 yoneten bir gendir. N geni, HR sonucunda viriisiin yayilmasini nekrotik

alanlarla smirlandirdigi i¢in nekrozun bas harfi N ile adlandirilmistir. Daha sonra
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yapilan calismalarda bitkilerde hastalik etmenlerine karsi dayaniklilik saglayan ¢ok
sayida dominant gen bulundugu ve bunlarin yapisal ve fonksiyonel olarak farkli
bitkilerde korunmus oldugu belirlenmistir. Bu genler dayaniklilik anlamina gelen
“resistance” kelimesinin bas harfi R ile isimlendirilmis genis bir gen ailesini

olusturmakta olup tiim bitkilerde bulunmaktadir (Candar ve Erkan, 2011).

Giliniimiizde bitkilerde bakterilere, funguslara, viriislere ve nematodlara karsi
dayaniklilik saglayan 60’dan fazla R dayaniklilik geni belirlenmistir. Bu genlerin her
biri farkli hastalik etmenine karsi dayaniklilik saglasa da genlerin molekiiler yapilari
ve fonksiyonlar1 birbirlerine benzemekte ve bitkilerde ayni1 veya benzer savunma
mekanizmalarin1 uyarmaktadirlar. Son yillarda bitkilerin tiim genom dizilimlerinin
tamamlanmas1 sonucu her bir bitki genomunda yiizlerce R geni analogu bulundugu
belirlenmis ve R genlerinin bitkilerdeki etmen spesifik savunma mekanizmalarinin
temelini olusturdugu ortaya konmustur. R genleri bitki genomlarinda 6nemli bir yer
tutmakta olup model bitki Arabidopsis thaliana genomunda 1356 R geni bulundugu
belirlenmistir. Ayrica genom dizilimi tamamlanan tarimsal iiretim agisindan dnemli
bitkilerden c¢eltik genomunda 102 ve domates genomunda 465 adet R geni
bulunmaktadir (Sanseverino vd., 2010). Tarimsal {iretim agisindan énemli bir odunsu
bitki olan asma genomunda 253 ve turunggillerin model tiirii olarak tim genom

dizilimi tamamlanan portakal genomunda ise 249 potansiyel R geni belirlenmistir.

Bitki dayaniklilik  genlerinin  kodladiklar1  proteinlerin  yapilar1  incelenip
karsilagtirildiginda tiim R dayaniklilik proteinlerinin domain adi verilen korunmus
0zel bolgelere sahip oldugu goriilmektedir. R proteinleri yapisal olarak daha yakindan
incelendiginde korunmus bu 6zel boélgelerin farkli biyokimyasal fonksiyonlar
olduklari belirlenmistir. R proteinleri tasidiklar1 fonksiyonel domainlerin
biyokimyasal yapsina bakilarak en az 6 farkli smifa ayrilarak gruplandirilmistir
(Gururani vd., 2012). Bu smuflar igerdikleri fonksiyonel domainlere gére CN, CNL,
Kinase, Mlo-like, N, NL, Pto-like, RLK, RLK-GNK2, RLP, RPW8-NL, T, TN, TNL
ve digerleri olarak adlandirilmaktadir (Sanseverino vd., 2010). Bitkilerdeki viral
dayaniklilik genlerinin biiyiik bir cogunlugu R genlerinin NBS-LLR domaini igeren
alt smifinda bulunmakta ve tek genle dominant dayaniklilik saglamaktadir. Ornegin,
Rice yellow mottle virus 'e karsi ¢eltikte elF (iso) 4G1 R geni, Arabidopsis thaliana 'da

Cucumber mosaic virus’e karst RCY1 geni, bu grup igerisinde yer almaktadir (Jones,
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2001). Ayrica patates bitkisinde Potato virus X’e kars1 R dayaniklilik genleri Rx-1 ve
Rx-2, ve seftali bitkisinde Sarka viriisii’ne kars1 dayaniklilik saglayan eIF (is0)4E ve
Sde3 R genleri de NBS-LLR alt sinifi i¢inde yer almaktadir (Decroocq vd., 2005).
Bunlarin yaninda tobacco mosaic virus’e karsi ise domateste Tm-1, Tm-2 ve Tm22
genleri, yine domateste tomato spotted wilt virus’e karsi dayaniklilik saglayan Sw-5 R
geni de bu alt sinif igerisinde bulunmaktadir. Bunlarin yaninda turunggiller igerisinde
ic yaprakli portakalda (P.trifoliata) CTV’ye karsi genis dayaniklilik saglayabilecek
potansiyel CTV R genlerinin bazilart NBS-LRR alt sinifinda bulunmaktadir (Gururani
vd., 2012).

Turunggillerin model tiirli olarak segilen portakalin (Citrus sinensis) tim genom
dizilimi Xu vd. tarafindan 2013 yilinda tarafindan tamamlanarak yayinlanmistir.
Portakal genomunda kodlanan tiim genler, gen bankasi veri tabanlarinda mevcut olup
genlerin fonksiyonel analiz calismalari devam etmektedir. Portakal genomunda
kodlanan proteinlerin karsilastirmali analizleri sonucunda portakal genomunda 249

adet potansiyel R geni bulundugu belirlenmistir.

Turunggillerin en 6nemli hastalig1 olan tristeza hastaliginin etmeni CTV'ye kars1 ii¢
yaprakli portakalda dayaniklilik saglayan dominant bir dayaniklilik geni olan CTV
belirlenmistir. Gen haritalama c¢alismalar1 sonucunda kromozomda bulundugu
belirlenen CTV dayaniklilik genini igeren CTV lokusu belirlenmistir. Daha sonra
yapilan gen klonlama ¢aligsmalar1 sonucunda lokus 200 000 bp gen bolgesi igerisinde
bulunan CTV lokusunda ¢ok sayida R dayaniklik geni oldugu Saptanmistir. CTV

dayanikliligini saglayan R geninin izolasyon ¢alismalar1 hala devam etmektedir.

Bu calismada, turunggillerde goreceli olarak yeni ortaya ¢ikan ve iilkemizde farklh
turunggil tiirlerinde hastaliga yol acarak lilkemiz ve diinya turunggil iiretimi agisindan
tehlike olusturan citrus chlorotic dwarf associated virus (CCDaV)’iiniin yol actig1
hastaligin azaltilmas1 ve yayilmasin1 engellemek amaglanmistir. Bu ana amag
dogrultusunda, ticari olarak dnemli olan turunggil tiirlerinin CCDaV’ye dayaniklilik
durumlar: arastirilarak viriise en dayanikli ve en duyarl tiir belirlenmistir. Ayrica en
dayanikli ve en duyarli turunggil tiirlerinde R genlerinin ekspresyon analizlerinin

yapilarak CCDaV’ye kars1 dayaniklilikta rol oynayan R genleri tespit edilmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma; Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Molekiiler
Biyoloji Laboratuvari, Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii Bitki
Saglig1 Laboratuvar1 ve Meyvecilik Bolimii’ndeki hastalik ve zararli kontrollii seralar
kullanilarak yiiriitiilmiistiir. Ug ayr1 asamada gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda, her

bir asamada kullanilan yontemler asagida maddeler halinde verilmistir.

3.1. CCDaV’nin Tespiti ve Karakterizasyonu

3.1.1. Viriis izolat1

Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisi Kayaburnu yerleskesinde bulunan
meyvecilik boliimiindeki viriis indeksleme serasinda muhafaza edilen kara mandarin

bitkisinden alinan CCDaV izolatlar1 kullanilmaistir.

3.1.2. Total niikleik asit izolasyonu

Alman o6rnekteki CCDaV varligimi teyit etmek icin Oncelikle 6rneklerden toplam
niikleik asit (TNA) izolasyonu gergeklestirilmistir. Toplam niikleik asit izolasyonu Li
vd. (2008) belirttigi sekilde CTAB metodu ile gergeklestirilmistir. Bu amagla ilk
olarak toplanan 6rneklerden 100 mg alinarak, 1 ml CTAB (% 2 CTAB, 100mM Tris,
1.4 M NaCl, 20 Mm EDTA) ve 2 ul DDT ile steril porselen havanlar kullanilarak bitki
ornekleri ezilmistir. Ezilen bitki 6rnekleri ve CTAB soliisyonunu igeren karigim steril
eppendorf tiiplerine alinarak 1 dak. vorteks yapilmis ve ardindan -20°C’de 30 dak.
bekletilmistir. Bekleme siiresinin sonunda donan homogenat ¢oziiliinceye kadar tekrar
vorteks yapilmistir. Daha sonra 6rnekler 65°C’de 15 dak bekletilmis ve bekleme
stiresince tiipler her 5 dak. bir alt iist edilmistir. Sonra tiipler 12 000 rpm’de 10 dak.
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda tiipte iistte kalan siipernatant kistmdan 650 pl
alinarak yeni steril eppendorf tiipiine aktarilmistir. Uzerine esit hacimde 24:1 oraninda
hazirlanan koloroform:izoamilalkol eklenerek tiipler alt {ist edilmis ve 14 000 rpm’de
10 dak. santrifiij yapilmistir. Olusan siipernatanttan 350 pl alinarak yeni eppendorf
tiipe aktarilmistir. Uzerine 150 pl soguk izopropanol eklenerek pipetle yavasca

kanstirilmistir. Tiipler 14 000 rpm’de 10 dak. santrifiij yapilmistir. Tiiplerin dibinde
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pelet olusumu gozlenmis ve bu peletlere zarar vermeden iistte kalan sivi kisim
uzaklagtirllmistir. Peletler 1000 pl % 70’lik etil alkol ile yikanarak 12 000 rpm’de 5
dak. santrifiij yapilmistir. Sonrasinda yine peletlere zarar vermeden etil alkol
uzaklagtirilmis ve tiipler 5-10 dak. arasinda oda sicakliginda kapaklar1 agik bir sekilde
kurumaya birakilmigtir. Siirenin sonunda pelet 50 ul Tris-HCI (20mM, pH:8) ile
cozdiiriilmistiir. Elde edilen niikleik asitler % 1’lik agaroz jelinde elektroforez
yontemi ile kontrol edilmis, konsantrasyonlari ve kaliteleri nanodrop spektrofotometre

(Thermo, ABD) ile 6l¢iilerek kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmustir.

3.1.3. Oligoniikleotit primerlerin hazirlanmasi

Viriisiin CP geni referans alinarak bu bdlgenin tamamini c¢ogaltacak sekilde gen
bankasindaki JQ920490 (Loconsole vd., 2012a) erisim numarali CCDaV izolati
sekans verileri kullanilarak BC227 CCDaV_F ve BC228 CCDaV_R kodlu bir gift
primer tasarlanmis (Cizelge 3.1) ve hizmet alim1 seklinde ticari bir firma araciligi ile

sentezlettirilmistir (Iontek, Tiirkiye).

3.1.4. Viriisiin tespiti

Virtisiin tespiti Thermo (ABD) firmasindan temin edilen PCR kiti ve MJ Mini Personal
termal dongli cihazt  kullanilarak  (Bio-Rad, ABD) PCR yontemiyle
gerceklestirilmistir. Orneklerde CCDaV enfeksiyonunun varligmm belirlenmesi
amactyla -80°C’de saklanan TNA’lar, viriis CP genine spesifik primerler ve PCR Kiti
kullanilarak PCR analizleri yapilmistir. Bu amagla ilk olarak PCR karigimi
hazirlanmistir. Bu karisim i¢in 1X PCR karisimi (50 mM KCL, 10 mM Tris HCI 25°C
pH: 9.0, % 1 Triton X-100) i¢in 10 mM dNTP, BC227-CPG-F ve BC228-CPG-R
primerleri ve 500U Taq polimeraz enziminden 0.25 mM olacak sekilde karistirilip
steril saf su ile 25 pl’ ye tamamlanmistir. PCR tiipleri etiketlenerek hazirlanan
karisimdan her bir tiipe 23 pl olacak sekilde paylastirilmis ve iizerine 2 pl 6rnek
DNA’lar1 eklenmistir. Hazirlanan PCR karisimi 94°C’de 3 dak 40 defa tekrarlanan
94°C’de 30 sn, 55°C’de 30 sn, 72°C’de 45 sn, 72°C’de 5 dak. ve daha sonra da 4°C’de
bekleyecek sekilde programlanan termal dongii cihazina konulup CCDaV CP

genlerinin ¢ogaltilmasi saglanarak Orneklerde CCDaV varligina bakilmistir. PCR
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tiriinleri % 1.5°luk agaroz jelinde elektroforez yontemi ayristirilarak Enduro™ GDS

Touch Gel goriintiileme cihazinda goriintiilenerek analiz edilmistir.

3.1.5. Molekiiler karakterizasyon ¢alismalari

CCDaV izolatinin molekiiler karakterizasyonu izolatin tanilanmasinda kullanilan CP
geni temel alinarak yapilmistir. Bu amagla ilk olarak izolatin CP geni, gen spesifik
primerler kullanilarak PCR yontemiyle yukarida belirtilen protokol kullanilarak
cogaltilmistir. Cogaltilan PCR {irlinii EZ-10 Spin Column PCR Purification Kit (Bio
Basic Inc., Kanada) kullanilarak saflastirilmistir. Saflagtirilan CCDaV CP geninin
niikleotid dizilimi Sanger dizi analiz yontemine gore otomatik DNA dizileme
cihazinda (Refgen Biyoteknoloji, Ankara) cift yonlii olarak dogrudan dizilenerek
belirlenmistir. Elde edilen ¢ift yonlii DNA dizileri CLC Main Workbench programinda
bulunan Contig Assembly Modiiliiyle analiz edilip birlestirilerek elimizde bulunan
CCDaV izolatinin konsensiis CP gen dizilimi olusturulmustur. Elde edilen CP gen
dizilimi GenBank veritabaninda bulunan iilkemize ve diger iilkelere ait CCDaV
izolatlarinin CP dizilimleriyle karsilastirilmistir. Yapilan coklu karsilastirmalarla
izolatin CP geninin diger izolatlarla niikleotid ve amino asit diizeyinde benzerlikleri
belirlenmigtir. Daha sonra ¢oklu dizi karsilastirmalar1 yardimiyla, kullanilan CCDaV
izolatinin ilkemiz ve diinya izolatlartyla filogenetik analizler i¢in de Clustal W ile elde
edilen coklu dizi karsilastirma dosyalar1 kullanilarak Kiamura iki parameter
algoritmas1 uygulanan neighbour-joining ve UPGMA yontemleriyle filogenetik soy
agaclar1 olusturulmustur. Olusturulan soy agacinin dogrulugunu istatistiki olarak
belirlemek amaciyla 1000 tekerriirlii bootstrap analizi yapilmis ve tesadiifi olarak

olusan kiime ve/veya dallar1 engellemek i¢in en az % 50 bootstrap esigi uygulanmistir

3.2. Turuncgil Tiirlerinin CCDaV’ye Dayanikliik Durumlarinin Belirlenmesi

3.2.1. Standart olusturma ve testleme

Kantitatif PCR’da virlis yogunlugunun belirlenmesi i¢in farkli yogunluklarda hedef
DNA igeren standartlar olusturularak kullanilmistir. Bu amagla 6ncelikle CCDaV’nin
kilif protein (CP) geni PCR yontemiyle g¢ogaltilmistir. Cogaltilan CP geni PCR

saflagtirma kitiyle saflastirildiktan sonra {iriiniiniin konsantrasyonu NanoDrop
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spektrofotometrede (Thermo, ABD) dlgiilerek miktar1 belirlenerek standart
olusturmada kullanilmistir. Miktart ng cinsinden belirlenen saflastirilmis PCR
riinlerindeki hedef gen kopya sayis1 Cizelge 3.1’deki formiil kullanilarak

hesaplanmustir.

Hedef DNA Miktari (ng) * Avagado Sayisi
Hedef DNA Uzunlugu (b¢)* Doniistiirme

Kopya Sayis1 =

n
Faktoru (_g) * Ortalama Molekiiler Agirlik ( g )
g b¢ mol

Hedef DNA Miktar1 (ng) * 6.022x1023
Hedef DNA Uzunlugu (bg)* 1x10°+660

Kopya Sayis1 = (3.1)

Bu konsantrasyon baz alinarak 4x10%, 4x10°, 4x108, 4x107, 4x108, 4x10°, 4x10%
4x10° yogunluklarda kilif protein icerecek sekilde seri seyreltmeler yapilmis ve
CCDaV'nin mutlak kantitasyon i¢in 8 farkli standart olusturulmustur. Bu standartlara

gore doku drneklerindeki viriis yogunlugu belirlenmistir.

3.2.2. Bitki materyali ve yetistirilmesi

Calismanin ana materyalini Batt Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii Midiirliigi,
Kayaburnu yerleskesinde bulunan Meyvecilik Birimi'nde yetistirilen ve muhafaza
edilen bir yasindaki portakal (Citrus sinensis), mandarin (Citrus reticulata), limon
(Citrus lemon), altintop (Citrus paradisi), turung (Citrus autantium), {i¢ yaprakli

(Poncirus trifoliata) bitkileri olusturmaktadir.

Her bir turuncggil tiirline ait tohumlar, Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii
Miidiirliigii Meyvecilik Boliimii’ne ait hastalik ve zararli kontrollii seralarda, 8x1.5 cm
ebatlarinda tohum yastig1 olarak kullanilan sehpalara ekilmistir. Bu amagla tohum
yastiklarina 1:1 oraninda hazirlanan torf:perlit karisimi 10 cm kalinlikta olacak sekilde
doldurulmustur. Tohumlar kasim ayinda sira iizeri 2.5 cm, sira arasi ise 4 cm olacak
sekilde ve 1 cm derinlige ekilmis, lizerleri 1 cm kalinliginda harg ile kapatilmistir. Bir
lata yardimu ile iistteki harg bastirildiktan sonra siizgec basliklt hortumlarla haftada bir
kez sulanmigtir. Tohum yastigindaki ¢ogiirler 10-15 cm boya ulastiktan sonra,
igerisinde 1:1 oraninda torf:pomza karisimi olan 15x35 cm ebatlarinda ve 10 cm koriik

kismi bulunan polietilen torbalara sasirtilmistir.
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3.2.3. Viriis inokulasyonu

Calismanin ana bitki materyalini olusturan; portakal, mandarin, limon, altintop,
turung, li¢ yaprakli fidanlarin her tiirden dort tanesine CCDaV enfekteli kaynak
bitkiden alinan iki adet T g6z, bir adet de kabuk dokusu asilanarak viriis inokulasyonu
yapilmistir. Ayrica kullanilan her bir turunggil tliriinden iki adet bitki negatif kontrol
olarak brrakilmustir (Sekil 3.2). Inokulasyondan ii¢ hafta sonra bitkilerin tepe kismi
kesilerek yeni siirgiin olusumu saglanmistir. Virlis inokulasyonu yapilan ve kontrol
olarak birakilan bitkiler Bati Akdeniz Tarimsal Aragtirma Enstitiisii Kayaburnu
mevkiinde bulunan Meyvecilik Boliimii’nde hastalik ve zararli kontrollii seralarda
muhafaza edilmistir. Viriis inokulasyonundan 3, 6, 9 ve 12 ay sonra tiim bitkilerden
yaprak ornekleri alinarak CCDaV inokiilasyonu yapilan ve kontrol bitkilerinde viriis

varlig1 ve yogunlugu belirlenmistir.

Sekil 3. 2 Farkh turung:gﬂ tirlerine T goz ve kabuk a$ISI yontemlyle CCDa
inokulasyonu

3.2.4. Turuncgil tiirlerinde CCDaV'nin tespiti

CCDaV inokiilasyonu yapilan bitkilerde enfeksiyonunun gergeklestigini belirlemek
amaciyla 3. ayda inokiilasyon yapilan ve kontrol bitkilerinden yaprak ornekleri
alimmustir. Yaprak orneklerinden 3.1.2. kisminda agilandigi sekilde TNA izolasyonu
yapilistir. Elde edilen TN A preparatlarinda CCDaV varligi PCR mix (Thermo, ABD)
ve CCDaV CP genine spesifik primerler kullanilarak 3.1.4. kisminda agilandig1 sekilde
MJ Mini Personal termal dongii cihazinda (Bio-Rad, ABD) uygulanan PCR

yontemiyle tespit edilmistir. Her bir turunggil tiirliniin inokiilasyon yapilan ve
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yapilmayan kontrol bitkilerinden elde edilen PCR iiriinleri % 1.5’luk agaroz jelinde
elektroforez yontemi ile ayristirilarak Enduro™ GDS Touch Gel gériintiileme

cihazinda goriintiilenerek analiz edilmistir.

3.2.5. Primer ve prob tasarimi

Farkli turunggil tiirlerinde virlis yogunluguna goére CCDaV’ye dayamklilik
durumlarinin belirlenmesi i¢in dncelikle gen bankasinda bulunan viriis izolatlarina ait
kilif protein gen dizileri esas alinarak bir ¢ift gPCR primeri ve bir adet de TagMan
probu tasarlanmistir. TagMan probunda raportdr olarak FAM, sondiiriicii olarak ise

BHQ1 kullanilmistir. Primerlere ait bilgiler Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. PCR calismalarinda kullanilmak iizere tasarlanan primer g¢iftleri ve prob
Kod Dizisi Yonii | Hedef Geni

BC227-CPG-F | 5> ATGGTGAGTACCAGGAGTGG 3° | Illeri
BC228-CPG-R | 5 CAAATCTTGACCGTCCATTC 3’ Geri
CCDaV F 5’ CAGGGACAGGTTTATTGC 3’ Teri
CCDaV R 5" CTAACTCATCCAAGTCAAGC 3’ Geri
TagMan Prob | 5> FAM — TCA CAC TAT GAC GGT AGA CCT GC - BHQI1 3’

CP (812 be)

CP (92 bg)

3.2.6. Total niikleik asit izolasyonu

Inokulasyon yapilan ve kontrol bitkilerinden inokulasyondan 3, 6, 9 ve 12 ay sonra
alinan yaprak orneklerinden, CTAB total niikleik asit izolasyon yontemiyle DNA
izolasyonu (Li vd., 2008) ve 3.1.2’de aciklandig1 sekilde yapilmistir. Elde edilen
niikleik asitlerin konsantrasyonlari1 ve kaliteleri nanodrop spektrofotometre (Thermo,
ABD) ile 6lgtildiikten sonra son hacimleri 100 ng olacak sekilde steril saf su ile

seyreltilerek -80°C’ye kaldirilmistir.

3.2.7. Turunggil tiirlerinde CCDaV yogunlugunun belirlenmesi

Her bir bitkideki virlis yogunlugunun partikiil sayisi olarak belirlenmesi amaci ile
gPCR caligmalar1 yapilmistir. Bunun i¢in 100 ng TNA, CCDaV kilif protein genine
0zgiin bir ¢ift primer, bir TagMan probu, gPCR karisim1 (Thermo, ABD) ve CFX96
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Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, ABD) kullanilarak ¢ogaltim ve

kantitasyon yapilmistir.

Testlenen orneklerdeki viriis yogunlugu miktar1 bilinen ve seri olarak seyreltilen
standartlara gore hesaplanarak mutlak kantitasyon yapilmustir. Oncelikle her bir seri
seyreltmeden ve CCDaV enfekteli 6rnekten ¢ogaltilan DNA miktart belirlenmistir.
Seri seyreltme yapilan standartlarin her birinden ¢ogaltilan DNA miktari ile baslangic
DNA mikarlar1 arasinda standart egri analizi yapilarak enfekteli 6rneklerdeki viriis
yogunlugu partikiil sayis1 olarak BioRad CFX Manager™ programi kullanilarak
belirlenmistir. R? degerinin >0.95 olmasindan dolay1 ¢ogaltimin istatistiksel olarak

orantili oldugu ve standartlara gére mutlak kantitasyon yapilabilecegi kabul edilmistir.

Elde edilen yogunluga gore her bir dokuda viriisiin ne kadar ¢ogaldig1 daha 6nce rapor
edildigi sekilde hesaplanarak (Kokkinos ve Clark, 2006) her bir dokunun igerdigi viriis
konsantrasyonu belirlenmistir. Analizler iki tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir. Elde
edilen sonuglar arasinda farklilik olup olmadigi SAS istatistik paket programinda
(SAS Institute, 2005) analiz edilmistir. GLM (General Linear Model) kullanilarak
yapilan varyans analizi sonuglarinda 6nemli bulunan varyans unsurlarinin diizeyleri
arasindaki farklar1 karsilastirmak amaciyla LSD (Least Significant Difference)

kullanilmistir.

3.3. CCDaV’ye Dayanikhh ve Duyarh Turuncgil Tiirlerinde R Dayamkhihk

Genlerinin Ekspresyonlarinin Karsilastirilmasi

3.3.1. Bitki yetistirilmesi ve inokulasyon

Calismanin birinci asamasinda farkli turunggil tiirlerinin CCDaV enfeksiyonuna
tepkilerinin belirlenmesine yonelik olarak yapilan analizler sonucunda CCDaV'ye en
duyarl turunggil tiirii oldugu bulunan limon (Citrus lemon) ve en dayanikli tiir olarak
belirlenen {i¢ yaprakli portakal (Poncirus trifoliata) bitkileri secilerek ikinci agamada
kullanilmistir. Bu bitkiler daha 6nce belirtilen sekilde yetistirilmis ve istenilen
biiyiikliige geldikleri her bir tiirden alt1 fidana kaynak bitkiden alinan iki adet goz
astlanarak viriis inokulasyonu yapilmstir (Sekil 3.2). Her tiirden altisar bitki de kontrol

olarak brrakilmistir. Inokulasyondan 3 hafta sonra tepe siirgiinleri kesilmis ve as1
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bantlar1 sokiilmiistiir. Viriis inokulasyonu yapildiktan 3, 6 ve 9 ay sonra kontrol ve
viriis enfekteli bitkilerden yaprak 6rnekler alinarak sivi azot igerisinde dondurulduktan
sonra RNA izolasyonunda kullanilincaya kadar -80°C derin dondurucuda

saklanmustir.

Sekil 3.2. R gen ekspresyonlarinin belirlenmesi amactyla CCDaV duyarli kara limon
ve dayanikli ii¢ yaprakli bitkilerine CCDaV inokulasyonu

3.3.2. Gen secimi ve primer tasarimi

Tim genom dizilimi tamamlanmis olan portakal bitkisinin gen bankasi veri
tabanlarinda bulunan yaklagik 249 adet R geninin bulundugu belirlenmistir. ‘Plant
Resistance Gene Wiki’ (http://prgdb.crg.eu/wiki/Main_Page) veri tabanindaki kayitlar
incelenerek, kayitli olan 249 R adet dayaniklilik genlerine ait kodlar alinip NCBI’daki
gen dizisine ulasilmistir. Elde edilen R genlerinin her birinin BLAST analizleri
yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda 249 adet R geni igerisinden farkli gruplar
temsil edecek 15 adet R geni se¢ilmistir. Ekspresyon analizlerinde kullanilmak tizere
secgilen 15 genin her bir gen i¢in Vector NTI programi araciligi ile bir ¢ift spesifik
gRT-PCR primeri tasarlanmis (Cizelge 3.2) ve primerlerin sentezi 6zel bir firmadan

hizmet alim1 seklinde yapilmistir (Sentegen, Tiirkiye).
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izelge 3.2. Turuncgillerde aV enfeksiyonu sirasinda ekspresyon analizi
Cizelge 3.2. T illerde CCDaV enfeksi da ek lizi
yapilmak {izere se¢ilen R genleri i¢in tasarlanan primerler ve genel

ozellikleri
Baglanma Uriin
Gen Yonii Primer dizisi g . boyu
Sicakhigi (be)

CN lleri | AGTTTTCAAGAAGCTGATGCGG 55 129
Geri | GAGAGCGCGATCATCATTGC

CNL Ileri | GAACAACAACGACCTCGAACC 53 149
Geri | TTTTTGGAACAGAGGCCTCC

i1 | GEAAAACAGAGTGAGAGTGTGT
MLO-Like | o | GC 54 187
Geri | TCAGCACCCAAAGAAATGGC

N lleri | ATGTGCTGGGCATGGATTCTAGC 59 163
Geri | TTTTCCGAGCTTCCAGCTGTCC

NL 1 lleri | TTTCAGAGGAGAGGACACCC 50 199
Geri | GAGACACCATCCTGAAGAAGC

NL 2 lleri | TATTACTACAGCGCAGAAAGGC 51 127
Geri | TTCCCTGCCATAAACTTTGG

lleri | GTGTCTCATTGGCCATATGATGC

T1 . | CCTTAAGAAGTCCAGGTGAAAT 55 166
Geri
GG
T Ileri | GAAGGAAGGTTCATAGCATCG 50 194

Geri | GTAAAGTTGTCTCGGGTGTCC

TNL Ileri | CAAAACTACCCTTGCTGAAGC 51 197
Geri | CCCTCCCTTTAGTAAATTGTGG

fleri | TCATACCATTCTTACCTGCTCC
RLK1 Geri | CATGCACAAGTCCATAAGCC >0 148

fleri | GGTTTGCAAATGGAGATAGTCC
RLK?2 Geri | GCCTGTATCATTCATCAAGCC >1 155

RLP 3 lleri | CCCTCTCAACAAACTCTGAAGG 59 122
Geri | GACATGGAACCAAGTGCAGG

lleri | CCATGCAAGGCTCAATCTCG
RLPS Geri | TTGTCTGAGAGCCTTCTCTCGC > 141

Unknown | Tleri | GCACACGATAAACCTCATTCG

2 Geri | CCTTGTGTTCTAGCTGTTATGGC 52 165
‘ ileri CATCAACACCATCAGGACTCTAC
Unknown C 54 165

6

Geri | CAATTGCTTTAAGCAGTCCAGG
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3.3.3. RNA izolasyonu ve saflagtirilmasi

Viriis inokulasyonundan 3, 6 ve 9 ay sonra enfekteli ve kontrol bitkilerinden alinan
yaprak Orneklerinden TRIzol Reagent (Invitrogen, ABD) soliisyonu kullanilarak
tiretici firmanin Onerileri dogrultusunda toplam RNA izolasyonu yapilmistir.
Izolasyon sonrasinda elde edilen RNA’lara genomik DNA kontaminasyonunu
engellemek amaciyla RNase-Free DNase Set (Qiagen, Almanya) ile DNase |
uygulamasi yapilmistir. Bitki yaprak ornekleri kullanilarak yapilan toplam RNA

izolasyonu ve DNase I uygulamasi asagida agiklandigi sekilde yapilmistir.

S1vi azot igerisinde dondurularak -80°C’de muhafaza edilen yaprak Ornekleri dietil
pirokarbonat (diethyl pyrocarbonate, DEPC) ve ardindan otoklav kullanilarak
sterilizasyon yapilan steril havanlar igerisinde sivi azot kullanilarak un haline
gelinceye kadar ezilmistir. Ezilen yaprak Orneklerinden yaklasik 100 mg kadar
alinarak 2 mI’lik santrifiij tiipiine konulmustur. Ornekler iizerine 1 ml Trizol eklenerek
10 sn vorteks yapilmis ve 5 dak. oda sicakliginda bekletilmistir. Ttipler +4°C’de 12000
rpm hizda 20 dak. santrifiij edildikten sonra RNA iceren iist siv1 fazi dikkatlice
uzaklastirilarak, yeni bir eppendorf tiip igine aktarilmustir. Ust sivi faz {izerine -
20°C’de sogutulmus 0.2 ml kloroform ilave edilerek 1 dakika vorteks yaptiktan sonra
oda sicakliginda 3 dak. inkiibe edilmistir. Sonra tekrar +4°C’de 12 000 rpm hizda 15
dak. santrifiij edilmistir. Tiplerde istte kalan sivi faz dikkatlice alinarak yeni
eppendorf tiiplere aktarilmis ve istlerine 500ul soguk izopropanol eklenmistir.
RNA’y1 ¢oktiirmek i¢in karsim 10 dak. siire ile oda sicakliginda bekletilmistir.
+4°C’de 12 000 rpm hizda 15 dak. yapilan santrifiij yapilarak RNA ¢oktiiriilerek topak
haline getirilmistir. Ustte kalan sivi uzaklastirildiktan sonra, dipte olusan RNA
cokeltisi 0.5 ml % 75’lik soguk ethanol ile yikanarak +4 °C’de 7 500 rpm hizda 15
dak. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda olusan pelletlerden etanol dikkatle
cekildikten sonra, tlipler 10 dak. oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Son olarak
pelletler 95ul DEPC (dietilpirocarbonat) uygulanmis distile saf su yardimiyla

¢Ozdirilmiistiir.

Daha sonra saflastirma asamasina ge¢ilmistir. Bu amacla oncelikle her bir 6rnek igin
ayr1 bir eppendorf tiipiinde 70pul RDD tampon iizerine 10ul DNase I stok soliisyonu

eklenerek, orneklere DNase uygulamasi amaciyla bir karisim hazirlanmistir.
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Hazirlanan bu karisim (80ul) dogrudan RNeasy spin kolonun membrani iizerine
eklenerek oda sicakliginda (20-30°C) 15 dak. boyunca inkiibasyona tabi tutulmustur.
Daha sonra kolon igerisine 350ul RW1 tampon eklenerek 10 000 rpm’de 15 sn
boyunca santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasi kolon altinda kalan s1v1 kisim atilmistir.
Bir sonraki asamada kolonun yikanmasi amaciyla kolonun igerisine 500ul RPE
tampon eklenmis ve karistm 10 000 rpm hizda 15 sn boyunca santrifiij yapilmistir.
Santrifiij sonras1 kolon altinda kalan s1v1 kisim uzaklastirilmistir. Yikamanin iyi bir
sekilde gercgeklestirilmesi i¢in kolon igerisine tekrar 500 pul RPE tampon eklenerek 10
000 rpm hizda 2 dak. boyunca santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasi kolon altinda
kalan sivi  kisim atilmistir.  Kolonun igerisinde olabilecek olan etanoliin
uzaklastirilmasi amaciyla pembe kolon 2 ml’lik yeni bir toplama tiipiine aktarilmis ve
maksimum hizda 1 dak. boyunca santrifiij edilmistir. Son olarak kolon yeni bir 1.5
ml’lik toplama tiipiine aktarilarak kolonun membrani tizerine 50 pul RNase'dan ari steril
saf su eklenmis ve 10 000 rpm hizda 1 dak. santrifiij yapilara RNA'nn suya gecmesi
saglanmigtir. Santriflij sonrasi RNA parcalanmasii onlemek icin Ornekler buz
icerisine alinmistir. Elde edilen toplam RNA'nin konsantrasyonu ve safligi NanoDrop
(Thermo, ABD) ile olgiilerek bir sonraki asamada kullanilincaya kadar -80°C'de

muhafaza edilmistir.

3.3.4. cDNA sentezi

Elde edilen toplam RNA’lardan SuperScript® IV (SSIV) First-Strand cDNA sentez
kiti (Invitrogen, ABD) kullanilarak, tretici firma Onerileri dogrultusunda cDNA
sentezi yapilmistir. Oncelikle 10 mM random primer, oligo(dT) primeri ve 2000 ng
total RNA steril bir PCR tiipii icerisinde karistirildiktan sonra karigim 65 °C‘de 5 dak.
denatiirasyona tabi tutulmustur. Siire sonunda tiipler hemen buz igerisine alip 2 dak.
beletilere denatlirasyon saglanmistir. Denatiirasyonu yapilan RNA ve primer
karigimina, 1X SSIV tampon, 100mM DTT’ten 5SmM, 40 U/ul RNAase inhibitoriinden
2.0 U/ ul ve 200 U/ul SuperScript IV Reverse Transkriptaz enziminden de eklenerek,
PCR cihazinda 50 °C‘de 10 dak. ve ardindan 80 °C‘de 10 dak. bekleyecek sekilde
programlanarak cDNA sentezi tamamlanmistir. Sentezlenen c¢DNA’lar gen

ekspresyonu analizinde kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.3.5. Gen ekspresyon analizi

Oncelikle cDNA sentezi yapilan 6rneklerde ekspresyonu CCDaV inokulasyonundan
etkilenmeyen referans gen se¢imi yapilmistir. Bu amagla diger bitkilerde ¢ogunlukla
referans gen olarak kullanilan actin, tubulin, ubiqutin, 18S ribozomal RNA ve
gliseraldehit fosfat dehidrogenaz (GAPDH) genleri i¢in var olan primer giftleri ile
CCDaV inokulasyon yapilan ve yapilmayan kontrol bitkilerinden elde edilen RNA
ornekleri lizerinde denemeler yapilmistir. Real-Time PCR uygulamas1 2X RealQ Plus
SybrGreen Master Mix (Ampliqon, Danimarka) kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu
amagla 1X SybrGreen Master Mix, 400 nM referans gen spesifik primer ve 200 ng
hedef cDNA eklenerek real-time PCR karisim hazirlanmis ve karisimin hacmi steril
saf su ile 20 pl’ye tamamlanmistir. Real-Time PCR reaksiyonu 96°lik plakalarda
CFX96 Touch Real-Time System (Bio-Rad, ABD) kullanilarak yapilmistir. Real-
Time PCR cihaz ilk denatiirasyon asamasinda 95 °C'de 15 dak. olarak ayarlandiktan
sonra 40 dongii olacak sekilde, 95 °C'de 10 sn denatiirasyon, her bir primer ¢iftine 6zgii
baglanma sicakliginda 10 sn ve 72 C'de 10 sn uzama olarak programlanmustir.

Referans genlerin tamamn iki biyolojik tekrarli olarak analiz edilmistir.

R genlerinin ekspresyon analizleri yukarida belirtildigi gibi, 20 pl’lik reaksiyon
igerisinde 1X RealQ Plus SybrGreen Master Mix (Ampliqon, Danimarka), 400 nM
gen spesifik primer ve 100 ng hedef cDNA olacak sekilde yapilmistir. CFX96 Touch
Real-Time Sistemi (Bio-Rad, ABD) denatiirasyon asamasi 95 °C'de 10 sn, baglanma
54 °C'de 10 sn, uzama asamasi ise 72 °C'de 10 sn olarak programlanmistir. R genlerinin
ekspresyon analizlerinde referans gen olarak secilen 18S rRNA kullanilmistir. Gen
ekspresyonu diizeyindeki degisimler kullanilan referans gene gore 2 4A¢' yontemi
kullanilarak (Livak and Schmittgen, 2001) CFX96 Touch Real-Time PCR Detection
Sistem igerisinde yer alan CFX Manager programi (Bio-Rad, ABD) ile analiz

edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu doktora tezinin sonuclari {ic kisimda incelenmistir. Ik kisim viriisiin
karakterizasyonuna, ikinci kisim farkli turunggil tiirlerinin CCDaV enfeksiyonuna
tepkilerine, son kisim ise segilen bazi R genlerinin ikinci kissmda CCDaV’ye karsi en
dayanikli ve en duyarli oldugu belirlenen turunggil tiirlerinde ekspresyon analizlerine

ait sonuglari icermektedir.

4.1. CCDaV’nin Tespiti ve Karakterizasyonu

Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii Midirliigi (BATEM) Kayaburnu
Yerleskesi’nde bulunan seralarda CCDaV belirtisi gdsteren mandarin bitkisinden
(Sekil 4.1) alinan dort farkli yaprak drneginden TNA izolasyonu yapilmustir. izolasyon
yapilan dort adet TNA’nin konsantrasyonlari 675 pg/mL ile 381 pg/mL arasinda
degismistir. Bu TNA’lardan BC227-CPG-F ve BC228-CPG-R primerleri kullanilarak
yapilan PCR analizi sonucunda tiim dérneklerden viriise ait 812 bg biiyiikliigiindeki kilif
protein genine (CP) denk gelen bolge cogaltilmistir (Sekil 4.2). Negatif kontrolden
herhangi bir ¢ogaltim olmamistir. Bdylece orneklerdeki CCDaV varligi tespit

edilmistir.

*,
Sekil 4.1. Antalya ili Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii Midiirligi
Kayaburnu yerleskesindeki serada bulunan CCDaV ile enfekteli mandarin
bitkisinde goriilen belirtiler
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Sekil 4.2. CCDaV enfekteli oldugu disiiniilen mandarin bitkilerinde yapilan PCR
sonucunda CP geninin g¢ogaltildigin1 gosteren jel fotografi (M: 100 bg
marker, 1-4 CCDaV ile enfekteli bitkiler, 5: Negatif kontrol)

Cogaltimi yapilan DNA bélgesinin CCDaV CP genine ait oldugunu dogrulamak i¢in,
CP gen dizilimi yapilmustir. Elde edilen CP geninin dizilimi GenBank veri tabaninda
bulunan diger Tiirkiye izolatlar1 ve Cin ve Tayland’da rapor edilen Diinya izolatlarinin
CP gen dizilimleriyle karsilastirllmistir. Yapilan ¢oklu karsilastirma analizleri
sonucunda, GenBank veri tabaninda bulunan diger CCDaV izolatlarinin gostermis
olduklar1 benzerlik oranlar1 incelenmistir. Yapilan analizler sonucunda tiim izolatlarin
nt ve aa diizeyinde birbirleri ile yiiksek oranda sekans homolojisine sahip oldugu
belirlenmistir. Izolatlarin birbirleri ile nt diizeyinde % 99 benzerlik oran1 gosterirken
aa diizeyinde gosterdigi benzerligin ise % 98’in lizerinde oldugu belirlenmistir (Sekil

4.3 ve Sekil 4.4).

Bu c¢alismada elde edilen CCDaV izolati BATEM-M’nin Tiirk izolatlar1 arasinda en
fazla benzerlik % 100°liik benzerlik orani ile nt diizeyinde MER68, HAT61, MER46,
ADA36, ADA39, MER40, MER52, HAT62, HAT66, ANT79 ve ANTS8O0 izolatlar
arasinda olmustur. Birbirleri ile en az benzerlik gosteren izolatlar ise % 99 benzerlik

orani ile ADA34, ADA78, ADA76 izolatlar1 olmustur.

BATEM-M izolatinin Tiirk izolatlar1 ile aa diizeyinde kendi iglerinde gostermis
olduklar1 benzerlik oranlar1 incelendiginde ADA33 izolat1 ile % 100’liik bir benzerlik
oldugu gozlenmistir. En az benzerlik ise % 99 ile ADA34, MER53, ADA31, HAT63

ve MERS57 izolatlar1 arasinda olmustur.
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Diinya izolatlar ile gerceklestirilen ¢oklu dizi analizleri sonucunda ise genel olarak
Tiirk izolatlarmin Cin izolatlart ile ortalama olarak % 99,41 benzerlik gosterdigi
goriilmiistiir. Tayland izolatlarindan Thal19 ve Tha30 ile % 100 benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. Bu sonuglara bagh olarak, elde edilen CCDaV izolatlarinin CP geninin
Tiirkiye’deki ve diinyadaki CCDaV izolatlart ile iliskili oldugu tespit edilmistir. Elde
edilen izolatin su ana kadar rapor edilen Tiirkiye ve diinya izolatlarindan énemli bir
farklilik gdstermedigi tespit edilmistir. Bu nedenle tiim bilinen CCDaV izolatlarinm
temsil edebilen bir izolat olduguna karar verilerek, tezde yapilan inokulasyon

calismalarinda bu izolat kullanilmustir.
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Sekil 4.3. Citrus chlorotic dwarf associated virus BATEM-M izolatinin Tiirkiye ve
Diinya izolatlarinin kilif protein genleriyle niikleotit diizeyinde gosterdigi
benzerlik oranlari
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Sekil 4.4. Citrus chlorotic dwarf associated virus BATEM-M izolatinin Tiirkiye ve
Diinya izolatlarinin kilif protein genleriyle aminoasit diizeyinde gosterdigi
benzerlik oranlari

CCDaV izolatlarinin nt ve aa dizileri kullanilarak iki farkli yontemle (NJ ve UPGMA)
filogenetik analizler gerceklestirilmistir. Niikleotit dizileriyle yapilan filogenetik
analizler sonucunda NJ ve UPGMA ile olusturulan filogenetik agaglarin
topolojilerinin birbirleri ile biiyiik oranda benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. CCDaV
izolatlarinin nt diizeyinde filogenetik iligkileri incelendiginde tiim izolatlarin tek bir
filogenetik grup icerisinde yer aldiklar1 goriilmiistir. Bazi Cin izolatlarinin alt
gruplarda ikili olarak bir araya geldigi goriilse de CCDaV izolatlariin cografik orijin
veya konukguya gore ayri bir kiime olusturmadigi goriilmektedir (Sekil 4.6). CCDaV-
BATEM-M izolatinin CP genini nt dizsine gore olusan tek filogenetik grubun out
gruba yakin bolimiinde yer aldigi en yakin filogenetik iliskiyi biri Adana'dan
(ADA33) digeri Cin'den (YN-EL4) alinan iki limon izolatiyla gosterdigi goriilmiistiir

(Sekil 4.6).

CCaDV izolatlarinin aa dizileriyle yapilan filogenetik analizler sonucunda NJ ve
UPGMA ile olusturulan filogenetik agag¢larin topolojilerinin birbirleri ile ayn1 oldugu

goriilmiistiir. CCDaV izolatlarinin niikleotit diizeyinde filogenetik iligkileri

incelendiginde, Tiirkiye ve Tayland izolatlarinin tek bir filogenetik grup icerisinde yer
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aldiklar1 ancak Cin izolatlarinin kendi aralarina farkli bir filogenetik grup
olusturduklart goriilmiistiir (Sekil 4.6). CCDaV-BATEM-M izolatinin CP genini aa
dizisine gore Tiirkiye ve Tayland izolatlarinin bulundugu biiyiik grup igerisinde yer
aldig1 belirlenmistir. CCDaV-BATEM-M izolatinin en yakin filogenetik iliskiyi Hatay
ilinde mandarinden alinan HAT62 ve HAT6S izolatlariyla gosterdigi goriilmustiir

(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Citrus chlorotic dwarf associated virus BATEM-M izolatlarinin Tiirkiye ve
Diinya izolatlariyla iliskisini gosteren filogenetik aga¢. Filogenetik agag
kilif protein geninin niikleotid dizilimleri kullanilarak neighbour-joining
yontemiyle olusturulmus ve 1000 tekerriirlii bootstrap analizine tabi
tutulmustur.  MMDaV out group olarak kullanilmistir. Dallanma
noktalarindaki sayilar bootstrap degerlerini gdstermektedir
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Sekil 4.6. Citrus chlorotic dwarf associated virus BATEM-M izolatlarinin Tiirkiye ve
Diinya izolatlariyla iliskisini gosteren filogenetik agag¢. Filogenetik agag
kilif protein geninin amino asit dizilimleri kullanilarak neighbour-joining
yontemiyle olusturulmus ve 1000 tekerriirlii bootstrap analizine tabi
tutulmugtur. MMDaV out group olarak kullanilmigtir. Dallanma
noktalarindaki sayilar bootstrap degerlerini gostermektedir

4.2. Farkhh Turunggil Tiirlerinin CCDaV’ye Dayanikhlik Durumlarinin

Belirlenmesi

4.2.1. Standartlarin testlenmesi

Viriis yogunlugunun kopya sayisi olarak belirlenmesi i¢cin CCDaV izolatinin PCR ile
cogaltilan CP geni saflastirilarak konsantrasyonunun 36.4 ng/pl oldugu belirlenmistir.
Bu konsantrasyon iizerinden cogaltilan standart igerisinde bulunan kopya sayisi
4.1x10" olarak belirlemistir. Cogaltilan ve kopya sayis1 belirlenen standart
seyreltilerek 4x10-4x108 kopya igeren seri seyreltilmis 8 standart olusturulmustur.
Yapilan gPCR analizi sonucu CCDaV’nin CP geninin 4x10%den 4x10® kopya say1sina

kadar olan 8 adet tiim standartlarin tamamindan ¢ogaltim saglandigi goriilmistiir.

Standartlarin Ct (threshold cycle) degerlerinin 12 ile 36 arasinda degistigi tespit

edilmistir. En yliksek Ct degerine konsantrasyonu en yiiksek olan standart, en diisiik
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Ct degerine ise konsantrasyonu en az olan standardin sahip oldugu gozlenmistir.
Seyreltmeler arasinda kopya sayistyla orantili bir artig/azalis oldugu tespit edilmistir.
Elde edilen bulgularla gogaltim ve standart egri grafikleri olusturulmustur (Sekil 4.7.A
ve Sekil 4.7.B). Standartlarin kopya sayisi ile standartlardan yapilan g¢ogaltim
miktarmin iligkili olup olmadigimi belirlemek amaci ile standart egri analizi
yapilmistir. Analiz sonucunda elde edilen R? degerinin 1.00 olarak belirlenmistir. Bu
sonuca gore qPCR ile ¢ogaltilan miktar ile standartlarin bagslangic kopya sayilari
arasinda % 100 uyum oldugu tespit edilmistir. Slope degeri ise 3.31 olarak
belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar olusturulan standartlarin 6rneklerdeki CCDaV
yogunlugunun  kopya sayist  seklinde mutlak  olarak  belirlenmesinde

kullanilabilecegini gostermistir.
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Sekil 4.7. Orneklerde bulunan CCDaV miktarin1 belirlemek igin gelistirilen
standartlarin qPCR ile ¢ogaltim egrileri (A), standart egri analizleri (B)
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4.2.2. Viriis inokiilasyonu yapilan bitkilerde CCDaV testlemesi

Inokiilasyon yapilan turunggil tiirlerinden 3 ay sonra alian 35 rnekten TNA izole
edilmistir. Konsantrasyonu ve kalitesi yeterli goriilmeyen ornekler igin izolasyon
islemi tekrarlanmistir. Yapilan Olglimler sonucunda izole edilen TNA
konsantrasyonlarinin 878 ug/mL ile 571 pg/mL arasinda degistigi belirlenmistir.
Izolasyonu yapilan bazi &rneklerin agaroz jel elektroforez sonuglarma ait fotograf

Sekil 4.8°de verilmistir.

Sekil 4.8. CCDaV inokiilasyonu yapilan bitkilerden elde edilen bazi TNA’larin agaroz
jel elektroforez analiz sonucu (1-5: limon, 6-10: mandarin, 11-15: iig
yaprakli, 16-20: portakal)

[zolasyonu yapilan 35 adet viriis enfekteli 5 adet de kontrol bitkisine ait toplam 40 adet
TNA kullanilarak PCR ile testlenmistir. PCR analizleri sonucunda CCDaV
inokulasyonu yapilan 35 adet bitkinin tamamindan CCDaV CP genine denk gelen 812
be biiyiikliiglinde bir bolge cogaltilmistir. Ancak kontrol olarak birakilan 5 bitkilerin
hi¢ birinden CCDaV CP geni ¢ogaltilmamistir. Bazi Orneklere ait agaroz jel
elektroforez sonuglar1 Sekil 4.9’te verilmistir. Sonu¢ olarak, yapilan viriis
inokiilasyonlarmin basarili oldugu tespit edilmistir. Inokulasyondan 6, 9 ve 12 ay
sonrasinda da aynt PCR analizi yapilmig ve tiim bitkilerden CCDaV CP geni

cogaltilarak viriis enfeksiyonunun devam ettigi belirlenmistir.

29



Sekil 4.9. Inokulasyon yapilan bitkilerin CCDaV enfeksiyonu agisindan PCR ile
testlenmesine ait agaroz jel elektroforez analiz sonucu (1-4: CCDaV
enfekteli limon, 5: limon kontrol, 6-9: CCDaV enfekteli mandarin, 10:
mandarin kontrol, 11-14: CCDaV enfekteli ii¢ yaprakli, 15: ii¢ yaprakli
kontrol, 16-19: CCDaV enfekteli portakal, 20: portakal kontrol, 21-24:
CCDaV enfekteli altintop, 25: altintop kontrol, 26-29: CCDaV enfekteli
turung, 30: turung kontrol, M: 100 b¢ marker)

4.2.3. Farkh turuncgil tiirlerinde CCDaV yogunlugunun belirlenmesi

Farkli turunggil tiirlerinde yapilan viriis yogunlugu dl¢timleri viriis inokiilasyonundan
3, 6, 9 ve 12 ay sonra kantitatif real-time PCR (qPCR) ile yapilmistir. Viriis yogunlugu
viriis kopya sayisina (Sq) ve esik dongii (Cq) degerine gore mutlak olarak iki farkl
sekilde belirlenmistir. Cq degeri viriis yogunluguyla ters orantili olup, her bir 6rnegin
kaginc1 dongiide kantitasyon yapilan esige geldigini gostermektedir. Buna karsin Sq
degerleri ¢cogaltilan DNA miktarina gore her bir 6rnekte qPCR baslangicindaki virtis
yogunlugunu kopya sayisi olarak bildirmekte ve degerler viriis yogunlugu ile dogru
orantili olmaktadir. Yapilan qPCR analizinde seri seyreltilmis standartlar kullanilmis
ve her bir standart bilinen baglangi¢ konsantrasyonlarina uygun ve orantili sekilde
cogaltilmistir. Standart egri analizi sonucunda R? degeri saptanmis ve standartlarin
konsantrasyonlar1 ve ¢ogaltim miktarlar1 arasinda bir uyum oldugu istatistiksel olarak
da degerlendirilmistir. Bu standartlar kullanilarak 6rneklerde yapilan ¢ogaltimlarda
her turunggil tiiriinde inokiilasyondan sonra farkli aylarda CCDaV yogunlugu kopya

sayist olarak belirlenmistir.
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Inokiilasyondan 3 ay sonra turunggil tiirlerinde viriis yogunlugu

Viriis inokiilasyonundan 3 ay sonra yapilan qPCR analizleri sonucunda tiim turunggil
tiirlerinin  inokiilasyon yapilan bitkilerinde CCDaV CP gen bolgesi ¢ogaltim
saglanirken, kontrol bitkilerinin higbirinde cogaltim ger¢ceklesmemistir. Yapilan gPCR
analizinde kullanilan seri seyreltilmis standartlarin tamami bilinen baslangig
konsantrasyonlarina uygun ve orantili sekilde ¢ogaltilmistir. Yapilan standart egri
analizi sonucunda R? degeri 1.00 olarak belirlenerek, standartlarin konsantrasyonlari
ve ¢ogaltim miktarlari arasinda bir uyum oldugu istatistiksel olarak da gosterilmistir.
Bu sonuglar ile turunggil tiirlerinden alinan 6rneklerden kantitatif olarak viriis
yogunlugunun dogru bir sekilde belirlenebilecegi gosterilmistir. PCR sonuglar: farkl
turuncgil tiirlerinin Cq ve Sq degerleri karsilastirilarak degerlendirilmistir. Yapilan
analizlerde CCDaV enfekteli turunggil tiirlerin Cq degerlerinin 16.29 ile 31.18
arasinda degistigi ve ortalama degerinin 21.72 oldugu belirlenmistir. En yiiksek Cq
degeri limonda goriiliirken, en diisiik degerin {i¢ yaprakli portakal bitkisinde oldugu

gozlenmistir (Cizelge 4.1).

Inokiilasyondan 3 ay sonra tiirlerin Cq degerlerinin karsilastirildigi istatistiksel
analizlerde en diisiik Cq degerlerinin limon ve altintop tiirlerinden elde edildigi, viriis
yogunluklarinin birbirine benzer ve en yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir. Buna
karsin en yiiksek Cq degeri ile ii¢ yaprakli portakal CCDaV’nin en az c¢ogaldigi
turunggil tiiri olmustur. Mandarin portakal ve turungta Cq degerleri ve viriis

yogunlugu birbirine benzer ve orta diizeyde oldugu belirlenmistir.

Virlis yogunlugu Sq degerlerine gore kopya sayist olarak belirlendiginde farklh
turunggil tiirlerden elde edilen degerlerin 6.38E+06 ile 1.21E+04 arasinda degistigi ve
tiirler arasinda viriis miktarinin 10°® farklihk gosterdigi gozlenmistir. Tiim tiirlerde
ortalama Sq degeri ise 2.40E+03 olmustur. Sq degerlerine gore en yliksek viriis
yogunlugu limonda elde edilirken, en diisiikk yogunlugun ise ii¢ yaprakli portakal
bitkisinde oldugu tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda limon ve
altintop tiirlerinin viriis yogunluklar1 birbirine benzer ve en diisilk bulunmustur.
Mandarin, portakal ve turungta Sq degerleri benzer ve viriis yogunlugu orta diizeyde
bulunmustur. Buna karsin ti¢ yaprakli portakal en yiiksek Sq degeri ile CCDaV’nin en
az ¢ogaldig tiir olmustur (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. CCDaV inokiilasyonundan ii¢ ay sonra farkli turunggil tiirlerinde viriis
yogunlugunun esik dongii (Cq) ve baslangic kopya sayist (Sq) olarak

belirlenmesi
Tiir Viriis Yogunlugu
Cq Sq

Limon 16.29 £ 0.56 ¢ 6.38E+06 = 1.48E+06
Portakal 21.54 £1.02 be 5.66E+05 £+ 2.03E+05
Mandarin 22.74+1.33b 5.45E+05 £+ 1.32E+05
Turung 20.22+0.92 cd 2.42E+04 + 6.09E+03
Ug yaprakli 31.18+1.39a 1.21E+04 + 1.75E+03
Altintop 18.35+2.68 de 5.44E+06 £+ 1.37E+06
Ortalama 21.72 £ 5.00 2.40E+03 + 3.33E+03

* Tabloda harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir. Siitunlarda
bulunan harfler tiirler arasindaki farkliliklar1 géstermektedir (P<0.05). LSD Cq (0.05): 2.1925; LSD Sq
(0.05): O.D
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Sekil 4.10. Inokiilasyondan ii¢ ay sonra farkl1 turuncgil tiirlerinde CCDaV enfeksiyonu
ve viriis yogunlugunun qPCR ile belirlenmesi. Farkli turunggil tiirlerinde
cogaltim egrileri (A) ve standart egri analizi (B). (Kirmizi: standart, agik
yesil: limon, mor: turung, turkuaz: portakal, lacivert: mandarin, sari: {i¢

yaprakli portakal, koyu yesil: altintop, siyah: negatif gostermektedir)

Inokiilasyondan 6 ay sonra turuncgil tiirlerinde viriis yogunlugu

Viriis inokiilasyonundan 6 ay sonra yapilan qPCR analizleri sonucunda tiim turunggil
tiirlerinin  inokiilasyon yapilan bitkilerinde CCDaV CP gen bolgesi ¢ogaltim
saglanirken kontrol bitkilerinin hi¢birinde ¢cogaltim gergeklesmemistir. Yapilan gPCR
analizinde kullanilan seri seyreltilmis standartlarin tamami bilinen baslangig
konsantrasyonlarina uygun ve orantili sekilde ¢ogaltilmistir. Yapilan standart egri

analizi sonucunda R? degeri 0.99 oldugu belirlenerek standartlarin konsantrasyonlari
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ve ¢ogaltim miktarlari arasinda bir uyum oldugu istatistiksel olarak da gosterilmistir.
Bu sonuglar ile turunggil tiirlerinden alinan 6rneklerden kantitatif olarak viriis
yogunlugunun dogru bir sekilde belirlenebilecegi gosterilmistir. PCR sonuglari farkl
turunggil tiirlerinin Cq ve Sq degerleri karsilastirilarak degerlendirilmistir. Yapilan
analizlerde CCDaV enfekteli turunggil tiirlerin Cq degerlerinin 13.43 ile 31.31
arasinda degistigi ve ortalama degerinin 19.75 oldugu belirlenmistir. En diisiik Cq
degeri limonda goriiliirken, en yliksek degerin {i¢ yaprakli portakal bitkisinde oldugu
gozlenmistir. Inokiilasyondan 6 ay sonra tiirlerin Cq degerleri karsilastirildig
istatistiksel analizlerde en diisiik Cq degerleri limon ve altintopta elde edilmis, bu
tiirlerde virlis yogunluklar1 birbirine benzer ve en yliksek diizeyde bulunmustur. Buna
karsin en yiiksek Cq degeri ile ili¢ yaprakli portakal CCDaV’nin en az ¢ogaldigi
turuncgil tliri olmustur. Mandarin, portakal ve turung¢ Cq degerleri ve viriis
yogunlugunun 3. ay sonuglari ile paralellik gostererek birbirine benzer ve orta diizeyde

olmustur (Cizelge 4.2).

Virlis yogunlugu Sq degerlerine gére kopya sayist olarak belirlendiginde farkli
turunggil tiirlerden elde edilen degerlerin 7.45E+06 ile 1.70E+03 arasinda degistigi ve
tiirler arasinda viriis miktarinin 10° farklihk gosterdigi gozlenmistir. Tiim tiirlerde
ortalama Sq degeri ise 2.44E+03 olmustur. Sq degerlerine goére en yiiksek viriis
yogunlugu limonda, en diigiik yogunlugun ise ii¢ yaprakli portakal bitkisinde oldugu
tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analizler 3. ay sonuglari ile benzerlik
gostermistir. Buna gore limon ve altintopta virlis yogunluklar: birbirine yakin ve en
yiiksek bulunurken, mandarin portakal ve turungta Sq degerleri benzer ve viriis
yogunlugu orta diizeyde bulunmustur. Ancak ii¢ yaprakli portakal en yiiksek Sq degeri
ile CCDaV’nin en az ¢ogaldigi tiir olmustur (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. CCDaV inokiilasyonundan alt1 ay sonra farkli turunggil tiirlerinde virtis
yogunlugu esik dongii (Cq) ve baslangic kopya sayist (Sq) olarak

belirlenmesi
Tiir Viriis Yogunlugu
Cq Sq
Limon 13.43+£0.25e | 7.45E+06 + 5.16E+05
Portakal 19.13+£0.05¢c | 5.44E+05 + 1.38E+05
Mandarin 20.34+0.52b | 5.90E+06 = 1.38E+06
Turung 1846 +£1.18¢c | 2.92E+04 + 4.28E+03
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Cizelge 4.2. CCDaV inokiilasyonundan alt1 ay sonra farkli turunggil tiirlerinde viriis
yogunlugu esik dongii (Cq) ve baslangic kopya sayist (Sq) olarak
belirlenmesi (Devam)

Ug yaprakli 31.31+1.38a | 1.70E+03 + 6.51E+02
Altintop 15.86+0.50d | 6.34E+06 + 4.73E+05
Ortalama 19.75+5.81 2.44E+03 + 3.35E+03

* Tabloda harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir. Siitunlarda
bulunan harfler tiirler arasindaki farkliliklar1 géstermektedir (P<0.05). LSD Cq (0.05): 1.1969; LSD Sq

(0.05): O.D.
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Sekil 4.11.

Inokiilasyondan alti ay sonra farkli turunggil tiirlerinde CCDaV
enfeksiyonu ve virlis yogunlugunun qPCR ile belirlenmesi. Farkli
turunggil tiirlerinde ¢ogaltim egrileri (A) ve standart egri analizi (B).
(Kirmizi: standart, agik yesil: limon, mor: turung, turkuaz: portakal,
lacivert: mandarin, sar1: ii¢ yaprakli portakal, koyu yesil: altintop, siyah:
negatif gostermektedir)
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Inokiilasyondan 9 ay sonra turunggil tiirlerinde viriis yogunlugu

Viriis inokiilasyonundan 9 ay sonra yapilan qPCR analizleri sonucunda tiim turunggil
tiirlerinin  inokiilasyon yapilan bitkilerinde CCDaV CP gen bolgesi ¢ogaltim
saglanirken kontrol bitkilerinin hi¢birinde ¢cogaltim gergeklesmemistir. Yapilan gPCR
analizinde kullanilan seri seyreltilmis standartlarin tamami bilinen baslangig
konsantrasyonlarina uygun ve orantili sekilde ¢ogaltilmistir. Yapilan standart egri
analizi sonucunda R? degeri 1.00 oldugu belirlenerek standartlarin konsantrasyonlari
ve ¢ogaltim miktarlari arasinda bir uyum oldugu istatistiksel olarak da gosterilmistir.
Bu sonuglar ile turunggil tiirlerinden alinan 6rneklerden kantitatif olarak viriis
yogunlugunun dogru bir sekilde belirlenebilecegi gosterilmistir. qQPCR sonuglart farkl
turuncgil tiirlerinin Cq ve Sq degerleri karsilastirilarak analiz edilmistir. Yapilan
analizlerde CCDaV enfekteli turunggil tiirlerin Cq degerlerinin 13.96 ile 31.83
arasinda degistigi ve ortalama degerinin 20.38 oldugu belirlenmistir. En diisiik Cq
degeri limonda goriiliirken, en yiiksek degerin ii¢ yaprakli portakal bitkisinde oldugu
gozlenmistir (Cizelge 4.3).

Inokiilasyondan 9 ay sonra tiirlerin Cq degerlerinin karsilastirildig: istatistiksel
analizler sonucunda limon ve altintop en diisilk Cq degerleri ile en yiiksek viriis
yogunluguna sahip olmuslardir. Buna karsin en yiiksek Cq degeri ile ii¢ yaprakli
portakal CCDaV’nin en az ¢ogaldigi turunggil tiirii olmustur. Mandarin, portakal ve
turung Cq degerleri bir onceki aylarda oldugu gibi birbirine benzer ve viriis

yogunluklarinin da orta diizeyde oldugu gozlenmistir.

Virlis yogunlugu Sq degerlerine gore kopya sayist olarak belirlendiginde farklh
turunggil tiirlerden elde edilen degerlerin 6.14E+06 ile 2.21E+02 arasinda degistigi ve
tiirler arasinda viriis miktarmin 10° farklihk gosterdigi gdzlenmistir. Tiim tiirlerde
ortalama Sq degeri ise 2.51E+03 olmustur. Sq degerlerine gore en yliksek viriis
yogunlugu limonda elde edilirken, en diisiik yogunlugun ise ii¢ yaprakli portakal
bitkisinde oldugu tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analizlerde limon ve altintop
bitkilerindeki virtis yogunluklar1 en yiiksek ve birbirine benzer degerlerde
bulunmustur. Mandarin, portakal ve turungta Sq degerleri benzer ve viriis yogunlugu
orta diizeyde bulunmustur. Ug yaprakli portakal énceki aylarda oldugu gibi yine en
yiiksek Sq degeri ile CCDaV’nin en az ¢ogaldig: tiir olmustur (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. CCDaV inokiilasyonundan dokuz ay sonra farkli turunggil tiirlerinde viriis
yogunlugu esik dongii (Cq) ve baslangic kopya sayist (Sq) olarak

belirlenmesi
Viriis Yogunlugu
Tur
Cq Sq

Limon 13.96 £ 0.45 ¢ 6.14E+06 + 2.21E+05
Portakal 20.19 £0.63 bc | 5.30E+05 £+ 5.78E+04
Mandarin 2066 +1.01b 5.71E+06 &+ 1.13E+06
Turung 1897+1.35¢ 3.53E+03 £ 1.02E+03
Ucg yaprakl 31.83+1.15a | 2.21E+02 + 5.37E+01
Altintop 16.69 +£0.60d | 6.45E+06 + 5.37E+01
Ortalama 20.38 £5.78 2.51E+03 + 3.50E+03

* Tabloda harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir. Stitunlarda
bulunan harfler tiirler arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (P<0.05). LSD Cq (0.05): 1.3732; LSD Sq

(0.05): O.D.
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Sekil 4.12. Inokiilasyondan dokuz ay sonra farkli turunggil tiirlerinde CCDaV
Farkli
turunggil tiirlerinde cogaltim egrileri (A) ve standart egri analizi (B).
(Kirmizt: standart, agik yesil: limon, mor: turung, turkuaz: portakal,
siyah:

enfeksiyonunun ve viriis yogunlugunun qPCR ile belirlenmesi.

lacivert: mandarin, sar1: ii¢ yaprakl portakal, koyu yesil: altintop,
negatif gostermektedir)

Inokiilasyondan 12 ay sonra turuncgil tiirlerinde viriis yogunlugu

Viriis inokiilasyonundan 12 ay sonra yapilan qPCR analizleri sonucunda tiim turunggil
tiirlerinin inokiilasyon yapilan bitkilerinde CCDaV CP gen bdlgesi ¢ogaltim
saglanirken kontrol bitkilerinin hi¢birinde ¢ogaltim gerceklesmemistir. Yapilan qPCR
analizinde kullanilan seri seyreltilmis standartlarin tamami bilinen baslangig

konsantrasyonlarina uygun ve orantili sekilde ¢ogaltilmigtir. Yapilan standart egri
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analizi sonucunda R? degeri 0.9 oldugu belirlenmis ve standartlarin konsantrasyonlari
ile cogaltim miktarlar1 arasinda bir uyum oldugu istatistiksel olarak da gosterilmistir.
Bu sonuglar ile turunggil tiirlerinden alinan orneklerden kantitatif olarak viriis
yogunlugunun dogru bir sekilde belirlenebilecegi gosterilmistir. gPCR sonuglari farkl
turunggil tiirlerinin Cq ve Sq degerleri karsilastirilarak analiz edilmistir. Yapilan
analizlerde CCDaV enfekteli turunggil tiirlerin Cq degerlerinin 13.80 ile 33.03
arasinda degistigi ve ortalama degerinin 20.69 oldugu belirlenmistir. En diisiik Cq
degeri limonda goriiliirken, en yiiksek degerin ti¢ yaprakli portakal bitkisinde oldugu
gozlenmistir (Cizelge 4.4).

Inokiilasyondan 12 ay sonra tiirlerin Cq degerleri karsilastirildign istatistiksel
analizlerde Cq degerlerine limon ve altintoptan diisiik ve bu tiirlerde viriis yogunluklari
birbirine benzer ve en yiiksek diizeyde bulunmustur. Buna karsin ti¢ yaprakli portakal,
en yiiksek Cq degeri ile CCDaV’nin en az ¢ogaldig1 turunggil tiirii olmustur. Mandarin,
portakal ve turungta Cq degerleri ve viriis yogunlugunun birbirine benzer ve orta

diizeyde oldugu belirlenmistir.

Viriis yogunlugu Sq degerlerine gore kopya sayisi olarak belirlendiginde farkli
turunggil tiirlerden elde edilen degerlerin 6.50E+06 ile 2.13E+02 arasinda degistigi ve
tiirler arasinda viriis miktarnin 10° farklihk gosterdigi gdzlenmistir. Tiim tiirlerde
ortalama Sq degeri ise 4.35E+03 olmustur. Sq degerlerine gore en yiliksek viriis
yogunlugu limonda elde edilirken, en diisiik yogunlugun ise ii¢ yaprakli portakal
bitkisinde oldugu tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda en yiiksek
viriis yogunluklari limon ve altintop tiirlerinde belirlenmistir. Mandarin, portakal ve
turung Sq degerlerinin ise yine birbirine benzer oldugu gézlenmistir. Ug yaprakl
portakal tiirti tiim aylarda oldugu gibi en yiiksek Sq degeri ile CCDaV’nin en az
cogaldig tiir olmustur (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. CCDaV inokiilasyonundan on iki ay sonra farkli turunggil tiirlerinde viriis
yogunlugu esik dongii (Cq) ve baslangic kopya sayist (Sq) olarak

belirlenmesi
Virilis Yogunlugu
Tiir
Cq Sq

Limon 13.80 £0.53 e 6.50E+06 = 5.41E+03
Portakal 20.61 £0.71b 4.58E+05 + 3.70E+04
Mandarin 20.79+091b 5.45E+05 + 1.55E+03
Turung 19.02+0.94 ¢ 3.04E+03 + 5.36E+02
Ug yaprakli 33.03+0.47a 2.13E+02 + 1.65E+01
Altintop 16.89 £0.48 d 6.58E+06 + 1.65E+01
Ortalama 20.69 £6.17 4.35E+03 + 3.51E+04

* Tabloda harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak &nemlidir. Siitunlarda
bulunan harfler tiirler arasindaki farkliliklar1 gostermektedir. (P<0.05). LSD Cq (0.05): 1.0403;
LSD Sq (0.05): 0.0013.
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Sekil 4.13. Inokiilasyondan on iki ay sonra farkli turunggil tiirlerinde CCDaV

enfeksiyonu ve virlis yogunlugunun qPCR ile belirlenmesi. Farkli
turuncgil tiirlerinde cogaltim egrileri (A) ve standart egri analizi (B).
(Kirmizt: standart, agik yesil: limon, mor: turung, turkuaz: portakal,
lacivert: mandarin, sar1: ii¢ yaprakli portakal, koyu yesil: altintop, siyah:
negatif gostermektedir)
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Cizelge 4.5. CCDaV ile enfekteli tiim ¢esitlerin 1 yillik esik dongii degerleri

Tiirler Ca Ortalama
3ay 6 ay 9ay 12 ay

+ + +

Limon | 16.29 « 0.56 ¢ 13.43e 0.25 13.96 + 0.45 13.80e 0.53 14.37F 1.23
+ + + +

Portakal 21.54+1.02 | 19.13+0.05 20.19 £ 0.63 be 20.61 +£0.71 | 20.37+1.09
bc c b C
+ + +

Mandarin | 22.74+1.33 b 20'34b 0.52 2066 £1.01b 20.79b 091 21.138 1.32
+ + + +

Turung 20.22+0.92 | 1846+1.18 18.97 + 1.35 ¢ 19.02+0.94 | 19.16 +1.20
cd c c D
) + + +

Ug 311841392 31.31+1.38 318341152 33.03+0.47 | 31.84+1.28
yaprakli a a A

18.35+2.68 | 15.86 £0.50 16.89+£0.48 | 16.95+1.57
Altintop de q 16.69 +£0.60 d d E

* Tabloda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (P<0.05).

LSD Cesit (0.05): 0.7198, LSD Zaman (0.05): 0.5877, Uygulama x Cesit (0.05): O.D.

Cizelge 4.6. CCDaV enfekteli tiim ¢esitler 1 yillik viriis yogunlugu degerleri

Sq

Turler 3ay 6ay 9ay Zay Ortalama
Limon 4.14E-07 + 4.24E-08+ | 438E-08+ | 4.68E-07+ | 1.85E-07 +
2 56E-09 6.98E-10 9.29E-10 | 7.39E-09Bc | 3.01E-09 B
voral | ABLE-06 475E-06+ | 4.86E-06+ | 4.87E-05+ | L.94E-05+
9.77E-08 9.11E-08 9.66E-08 | 6.62E-07Bc | 2.83E-07 B
Mandarin | 5-19E-06 % 508E-06+ | 5.16E-06+ | 5.16E-05+ | 2,06E-05+
1.72E-07 1.58E-07 1.43E-07 | 1.55E-06 Bc | 6.17E-07 B
. 3.52E-06 + 249E-07 + | 249E-07+ | 252E-06+ | 1.01E-06+
urung 2.04E-06 2.36E-07 236E-07 | 2.39E-06 Bc | 9.54E-07 B
Ue 1.44E-02 + 1.46E-02+ | 151E-02+ | 2.60E-02+ | 1.86E-02+
yaprakli 2.00E-02 2.01E-02 210E-02 | 2.10E-03Aa | 1.44E-02 A
At 4.08E-07 + 406E-08+ | 411E-08+ | 422E-07+ | 1.68E-07+
op 6.47E-09 4.52E-10 6.55E-10 | 9.69E-07 Bc | 3.23E-07B

4.3. CCDaV’ye Dayanikhh ve Duyarh Turunggil Tiirlerinde R Dayamkhhk

Genlerinin Ekspresyonlarinin Karsilastirilmasi

4.3.1. Bitki yetistirilmesi ve inokiilasyon

Limon ve tli¢ yaprakli turunggil tiirlerinin her birinden 6 tanesine 2 g6z asisi olarak

virlis inokiilasyonu yapilmis ve her bir tiirden 6 adet bitki de kontrol olarak
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birakilmustir. Inokulasyondan 3 hafta sonra tepe siirgiinleri kesilmis ve as1 bantlart
sokiilmiistiir. Ik 6rnek alimi inokiilasyondan 3 ay sonra, ikinci &rnek alimi
inokiilasyondan 6 ay sonra, l¢iincli 6rnek alimi ise inokiilasyondan 9 ay sonra
olmustur. Limon bitkilerinde viriise ait en tipik belirtiler olan yapraklarda “V” seklinde
girinti, yapraklarda kloroz, renk agilmasi, deformasyon ve yaprak ayasinda kii¢tilmeler
gozlenmistir. Ug yaprakli bitkilerinde ise hafif siddette gelisme geriligi ve yapraklarda
hafif kivrilma seklinde olmustur (Sekil 4.14).

P4 . " “.t";‘, , -
Sekil 4.14. Limon ve ii¢ yaprakli bitkilerinde CCDaV inokiilasyonundan 3 ve 6 ay
sonra olusan viriis belirtileri

4.3.2. Gen secimi ve primer tasarimi

Actin (ACT), Ubiquitin (UBQ) ve 18S ribozomal RNA (18S rRNA) genlerine spesifik
primer ¢iftleri kullanilarak yapilan qRT-PCR ile CCDaV enfekteli ve kontrol
bitkilerinde {i¢ farkli referans genin ekspresyon analizi yapilmistir. Yapilan gRT-PCR
sonucunda analiz edilen tim 6rneklerden her {i¢ referans genin ¢ogaltimi saglanmustir.
Referans genlerden 18SrRNA c¢ok daha erken dongiilerde cogalarak esik degere
ulagirken ACT ve UBQ benzer sekilde cogalarak esik degere daha ge¢ dongiilerde
ulasmustir (Sekil 4.15). Yapilan ekspresyon analizleri kontrol ve CCDaV enfekteli
limon ve ii¢ yaprakli portakal bitkilerde her ii¢ referans genin ekspresyonun diizeyinde
degismeler oldugunu gostermistir. Ancak ekspresyon analizleri yakindan
incelendiginde ACT ve UBQ genlerinin ekspresyonlarindaki degisimin limon ve ii¢
yapraklt portakalin enfekteli ve kontrol bitkilerinde ©Onemli oOlclide degistigi
goriilmiistiir (Sekil 4.16). Buna karsin 18S rRNA referans geninin ekspresyon
diizeninde bazi degisiklikler izlenmekle birlikte hem limon hem de ii¢ yaprakli
portakalin CCDaV enfekteli ve kontrol bitkilerinde benzer ekspresyon gosterdikleri
goriilmiistiir. Yapilan referans gen ekspresyon denemeleri sonucunda 18S rRNA
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referans geninin ACT ve UBQ referans genlerine gore daha kararli oldugu tespit
edilmistir. Bu nedenle R genleri i¢in yapilacak olan gRT-PCR ¢alismalarinda 18S

rRNA geninin referans gen olarak kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.15. CCDaV enfeksiyonu sirasinda limon ve ii¢ yaprakli bitkilerinde Actin, 18S
rRNA ve Ubiquitin referans genlerinin ¢ogaltim egrileri
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Sekil 4.16. CCDaV enfeksiyonu sirasinda limon ve ii¢ yaprakli bitkilerinde Actin, 18S
rRNA ve Ubiquitin referans genlerinin ekspresyon analizleri
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4.3.3. RNA izolasyonu ve saflagtirilmasi

Total RNA izolasyonunun ardindan elde edilen RNA’larin konsantrasyonlart ve
kaliteleri NanoDrop (Thermo, ABD) cihazi kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen
RNA konsantrasyonlart 235.0-520.0 ng/ul arasinda degisirken o6rneklerin 260/280
oranlar1 1.91-2.14 arasinda degismistir. Konsantrasyonlar1 ve Kkaliteleri yeterli
goriilmeyen Orneklerin total RNA izolasyonlar1 tekrar edilmistir. Sonug olarak elde
edilen RNA’larin konsantrasyon ve kalite agisindan RT-PCR c¢alismalarinda
kullanilmak tizere yeterli miktarda ve kalitede olduklarina karar verilmistir (Cizelge

4.7).

Cizelge 4.7. Total RNA izolasyonu sonrasi {i¢ yaprakli ve limon bitkilerinden elde
edilen ortalama total RNA Konsantrasyon ve kalite degerleri

CCDaV inokiilasyon
3. ay 6. ay 9. ay

c (=) = (=) = (=)

(@] [ee) o [ee) o [ee]

Bitki o Q @ Q o A

=18 |£=2|8 |£z] 8

5| g | 8¢ 3 |88 | 3

= = S = S =

X ¥ X ¥ X <
Ug yaprakli

) 520.0 2.14 371.0 1.99 3124 2.10
enfekteli
Ug yaprakli

355.1 2.11 235.0 2.14 355.1 2.11
kontrol
Limon

) 260.3 2.08 450.0 2.14 243.2 1.91
enfekteli
Limon

387.5 2.06 271.1 2.09 278.0 2.06
kontrol

4.3.4. cDNA sentezi

cDNA sentezi sirasinda calismanin amacma uygun olarak 2 farkli primer
kullanilmistir. Random primerler kullanilarak bir 6rnekte bulunan tam uzunluktaki
ve/veya parg¢alanmig tiim mRNA’lar ve diger RNA’larin tamamindan cDNA sentezi

yapilmustir. Oligo (dT) primerleri ile poliA kuyrugu olan tiim A ve pargalanmamis
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mRNA’larin  poliA kuyruguna baglanarak cDNA sentezinin gergeklestirilmesi
saglanmistir. Random ve oligo (dT) primerlerinin her ikisinin birden kullanilmasiyla
sentezlenen cDNA’lar ile yapilan analizlerde 18SrRNA referans geninin ekspresyon
seviyesinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Boylece R genlerinin ekspresyon
caligmalarinda kullanilacak olan cDNA sentezinde random ve oligo (dT) primerlerinin

her ikisinin birlikte kullanilmasina karar verilmistir.

4.3.5. R dayanikhlik genlerinin ekspresyon analizleri

4.3.5.1. CN geninin CCDaV enfeksiyonu sonrasindaki ifadesinin belirlenmesi

Literatiir caligmas1 sonucunda CN geninin turunggil bitkilerinde hastalik dayaniminda
ve/veya toleransta etkili olabilecegi belirtildiginden dolayr CCDaV inokiilasyonu
sirasinda CN R geninin ekspresyonunu incelenmistir. Yapilan qRT-PCR sonucunda
ti¢ yaprakli portakal ve limon bitkilerinin tamamindan CN geni ve referans gen olarak
kullanilan rRNA geni ¢ogaltilmistir. Tiim bitkilerde referans genin ¢ogaltimi1 hizl bir
sekilde gercekleserek 8-10. dongiiler arasinda Ct degerine ulagmistir. Buna karsin CN
geni ise 25-35. dongiiler arasinda Ct degerine ulagsmistir (Sekil 4.16). Bu sonuglar
limon ve ti¢ yaprakli portakal bitkilerinde CN R geninin ekspresyonunda farkliliklar

oldugunu gostermistir.

CCDaV inokiilasyonu yapilan ve yapilmayan limon ve {i¢ yaprakli portakal
bitkilerinde CN R geninin ekspresyon diizeyleri belirlenerek karsilagtirilmstir.
Yapilan karsilastirmali analizlerde limon bitkisinde CCDaV inokiilasyonunun 3.
aymnda CN geninin ekspresyon diizeyinin viriis enfekteli ve kontrol bitkilerinde
yaklasik ayni degerde olduklar1 belirlenmistir. Ancak 6. ve 9. aylarda ise CCDaV
enfekteli limon bitkilerinde kontrol bitkilerine goére Onemli o&lglide azaldigi
goriilmiistiir. Buna karsin ii¢ yaprakli portakalin kontrol bitkilerinde 3, 6 ve 9. ayda
CN R geninin ekspresyonunun diisiik diizeyde oldugu ve degismedigi goriilmiistiir.
Ancak {ii¢ yaprakli portakal bitkilerinde CN R geninin ekspresyonunun viriis

inokiilasyonundan 3 ve 6 ay sonra sirasiyla 2-7 kat arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.17).

CCDaV enfekteli bitkiler ile kontrol bitkilerinde CN R genlerinin ekspresyonlarinda

olusan degisimler istatistiksel olarak analiz edildiginde limonda sadece 3. ayda
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CCDaV enfekteli ile kontrol bitkileri arasindaki farkin anlamli oldugu belirlenmistir.
Buna karsin ii¢ yaprakli portakalda 3. ve 6. aylarda enfekteli bitkiler ile kontrol
bitkilerin ekspresyon diizeylerindeki degisim istatistiksel olarak dnemli oldugu; fakat
9. aydaki farkin 6nemli olmadigi bulunmustur. Limon ve ii¢ yaprakli portakal
bitkilerinde CN R geninin ekspresyonu karsilastirildiginda kontrol bitkilerinde genin
ekspresyonu limonda ii¢ yaprakli portakala gore ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
CCDaV enfekteli bitkilerde ise CN R geninin ekspresyonunun 3. ayda limonda ve ii¢
yaprakli portakalda ayn1 diizeyde olurken 6. ayda {i¢ yaprakli portakalda, 9. ayda ise
limonda daha fazla oldugu goriilmistiir. Bu sonuglar CN R geninin limon bitkisindeki
ekspresyonunun yiiksek diizeyde oldugunu ve viriis enfeksiyonu ilerledikge
baskilandigin1 gostermektedir. Buna karsin li¢ yaprakli portakalda ¢ok diisiik diizeyde
ekspresyon gosteren CN R geninin ise CCDaV enfeksiyonuyla uyarildigini ortaya
konmustur (Cizelge 4.8).
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Sekil 4.17. CN R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve ii¢ yaprakli
bitkilerindeki ¢ogaltim egrileri
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Sekil 4.18. CN R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve li¢ yaprakli bitkilerinde
ekspresyon analizi

Cizelge 4.8. CCDaV inokiilasyonundan sonra limon ve 1ii¢ yaprakli portakal
bitkilerinde CN geninin ekspresyon analizi

Tiir Aylar CCDaV Enfekteli Kontrol
3.ay 167.4765+1.1702 A a 0.7536 £0.1796 b
Limon 6.ay 0.4092 £ 0.3459 CD 1.0208 = 0.0200
9.ay 0.5215+0.1542 CD 1.4589 + 0.1698
3.ay 1.0731+£0.1091 Ca * 0.1386 £0.0491 b
Ug yaprakli 6.ay 3.0269 £0.6932 B a 0.1332 +0.0006 b
O.ay 0.0677 +£0.0095 D 0.0773 £0.0015

* Tabloda harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir. Bilyiik harfler
gesitlerin aylar bazinda farkliligimi ve kiigiik harfler ise ayni gesit igerisinde kontrol ile arasindaki
farkliliklar gostermektedir (P<0.05). Analiz dncesinde verilere transformasyon uygulanmustir.

LSD Ug yaprakli 3 ay (0.05): 0.3669; LSD Ug yaprakli1 6 ay (0.05): 0,863; LSD Ug yaprakli 9 ay (0.05):
O.D.; LSD Limon 3ay (0.05): 0.4887; LSD Limon 6 ay (0.05): O.D.; LSD Limon 9 ay (0.05): O.D;
LSD Cesit Ekspresyonu (0.05): 2.0006

4.3.5.2. CNL geninin CCDaV enfeksiyonu sonrasindaki ifadesinin belirlenmesi

Literatiir caligmast sonucunda CNL geninin turunggil bitkilerinde hastalik
dayaniminda ve/veya toleransta etkili olabilecegi belirtildiginden dolay1 CCDaV
inokiilasyonu sirasinda CNL R geninin ekspresyonunu incelenmistir. Yapilan qRT-
PCR sonucunda ii¢ yaprakli portakal ve limon bitkilerinin tamamindan CNL geni ve
referans gen olarak kullanilan rRNA geni ¢ogaltilmistir. Tiim bitkilerde referans genin
cogaltimi hizli bir sekilde gercekleserek 8-10. dongiiler arasinda Ct degerine

ulagmistir. Buna karsin CNL geni ise 23-27. dongiiler arasinda Ct degerine ulagsmistir
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(Sekil 4.19). Bu sonuglar limon ve {i¢ yaprakli portakal bitkilerinde CNL R geninin

ekspresyonunda bazi farkliklar oldugunu gostermistir.

CCDaV inokiilasyonu yapilan ve yapilmayan limon ve {i¢ yaprakli portakal
bitkilerinde CNL geninin ekspresyon diizeyleri belirlenerek karsilagtirilmistir. Yapilan
kargilastirmali analizlerde limon bitkisinde CCDaV inokiilasyonunun 3, 6 ve 9.
aylarinda CNL geninin ekspresyon diizeyinin kontrol bitkilerinde, viriis enfekteli
bitkilerine gore 2 kat daha fazla oldugu belirlenmistir. Buna karsin {i¢ yaprakh
portakalin kontrol bitkilerinde 3, 6 ve 9. ayda CN R geninin ekspresyonunun diisiik

diizeyde oldugu ve degismedigi gorilmiistiir.

CCDaV enfekteli limon bitkilerinde 3. ve 6. aylarda diisiik olan ekspresyonun 9. ayda
2 kat artt1g1 tespit edilmistir. Ancak ii¢ yaprakli portakal bitkilerinde CNL R geninin
ekspresyonunun virlis inokiilasyonundan 9 ay sonra onemli bir diisiis yasadigi

gbzlenmistir (Sekil 4.20).

CCDaV enfekteli bitkiler ile kontrol bitkilerinde CNL R genlerinin ekspresyonlarinda
olusan degisimler istatistiksel olarak analiz edildiginde limon bitkisinde 3. ve 6.
aylarda CCDaV enfekteli ile kontrol bitkileri arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur. Ug yaprakli portakal bitkisinde ise sadece 6. ayda enfekteli bitkiler ile
kontrol bitkilerinin ekspresyon diizeylerindeki degisim istatistiksel olarak Onemli
oldugu belirlenmis, diger aylarda farklilhik 6nemli bulunmamistir. Limon ve {i¢
yaprakli portakal bitkilerinde CNL R geninin ekspresyonu karsilastirildiginda kontrol
bitkilerinde genin ekspresyonunun limonda ii¢ yaprakli portakala gére ¢ok daha
yiikksek oldugu goriilmistir. CCDaV enfekteli bitkilerde ise CNL R geninin
ekspresyonunun 3. ayda limonda ve ii¢ yaprakli portakalda birbirine yakin degerlerde
olurken, 6. ayda ii¢ yaprakli portakalda 9. ayda ise limonda daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglar CNL R geninin limon bitkisindeki ekspresyonunun yiiksek
diizeyde oldugunu ve viriis enfeksiyonu ilerledik¢e baskilandigini gdstermektedir.
Buna karsin ti¢ yaprakli portakalda ¢ok diisiik diizeyde ekspresyon gosteren CNL R
geninin ise CCDaV enfeksiyonuyla uyarildigini ortaya koymustur (Cizelge 4.9).
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Sekil 4.19. CNL R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve ii¢ yaprakli
bitkilerindeki ¢ogaltim egrileri
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Sekil 4.20. CNL R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve ii¢ yaprakli
bitkilerinde ekspresyon analizi

50



Cizelge 4.9. CCDaV inokiilasyonundan sonra limon ve ii¢ yaprakli portakal
bitkilerinde CNL geninin ekspresyon analizi

Tiir Aylar CCDaV Enfekteli Kontrol
3.ay 0.8208 £0.0587 A b 2.3000 = 0.2094 a
Limon 6.ay 0.3641 £0.0063 A b 24918 +0.2712 a
9.ay 1.3505 £0.6704 A 1.8955+0.1588
3.ay 0.5412+£0.1141 A * 0.2281 + 0.0205
Ug yaprakli 6.ay 1.1340£0.1121 A a 0.3311 £0.0534 b
9.ay 0.2019 £0.0759 A 0.1370 £ 0.0525

* Tabloda harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir. Biiyiik harfler
cesitlerin aylar bazinda farkliligin1 ve kiigiik harfler ise ayni gesit icerisinde kontrol ile arasindaki
farkliliklar géstermektedir (P<0.05). Analiz dncesinde verilere transformasyon uygulanmustir.

LSD Ug yaprakli 3 ay (0.05): O.D.; LSD Ug yaprakli 6 ay (0.05): 0.3025; LSD Ug yaprakl 9 ay (0.05):
0.D.; LSD Limon 3ay (0.05): 0.3284; LSD Limon 6 ay (0.05): 0.3708; LSD Limon 9 ay (0.05): O.D.;
LSD Cesit Ekspresyonu (0.05): O.D.

4.3.5.3. MLO-Like geninin CCDaV enfeksiyonu sonrasindaki ifadesinin

belirlenmesi

Yapilan literatiir ¢aligmasi sonucunda MLO-Like geninin turunggil bitkilerinde
hastalik dayaniminda ve/veya toleransta etkili olabilecegi belirtildiginden dolayi
CCDaV inokiilasyonu sirasinda MLO-Like R geninin ekspresyonunu incelenmistir.
Yapilan qRT-PCR sonucunda ii¢ yaprakli portakal ve limon bitkilerinin tamamindan
MLO-Like geni ve referans gen olarak kullanilan rRNA geni ¢ogaltilmistir. Tim
bitkilerde referans genin ¢ogaltimi hizli bir sekilde gergekleserek 8-12. dongiiler
arasinda Ct degerine ulagsmistir. Buna karsin MLO-Like geni ii¢ yaprakli kontrol
bitkisinin 9. ayda alinan 6rnek disindaki 6rneklerde 18-24. dongiiler arasinda Ct
degerine ulasmistir (Sekil 4.21). Bu sonuglar limon ve ii¢ yaprakli portakal bitkilerinde
MLO-Like R geninin ekspresyonlari arasinda az da olsa farklilik oldugunu

gostermistir.

CCDaV inokiilasyonu yapilan ve yapilmayan limon ve {i¢ yaprakli portakal
bitkilerinde MLO-Like R geninin ekspresyon diizeyleri belirlenerek karsilagtirilmistir.
Yapilan karsilagtirmali analizlerde limon bitkisinde CCDaV inokiilasyonunun 3. ve 6.
aylarinda MLO-Like geninin ekspresyon diizeyinin kontrol bitkilerinde, viriis
enfekteli bitkilerine gdre 4 kat daha fazla oldugu belirlenmistir. Ug yaprakli portakalin
kontrol bitkilerinde 6 ayda MLO-Like R geninin ekspresyonunun yiiksek oldugu; fakat

9. ayda 6nemli Ol¢iide azaldig1 gézlenmistir. CCDaV enfekteli limon ve ti¢ yaprakli
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bitkilerinin her ikisinde de 3, 6 ve 9. aylarda MLO-Like geninin ekspresyonunun diisiik
diizeyde oldugu ve degismedigi goriilmistiir (Sekil 4.22).

CCDaV enfekteli bitkiler ile kontrol bitkilerinde MLO-Like R genlerinin
ekspresyonlarinda olusan degisimler analizi neticesinde ii¢ yaprakli bitkisinde
enfekteli bitkiler ile kontrol bitkilerinin ekspresyon diizeylerindeki degisim her ii¢
ayda da istatistiksel olarak onemli bulunmamistir. Limon bitkisinde sadece 3. ayda
CCDaV enfekteli ile kontrol bitkileri arasindaki fark istatistiksel olarak onemli
bulunmustur. Limon ve ii¢ yaprakli portakal bitkilerinde MLO-Like R geninin
ekspresyonu karsilagtirildiginda kontrol bitkilerinde genin ekspresyonunun 3. ve 9.
aylarda limonda ii¢ yaprakli portakala gore daha yiiksek oldugu, 6. ayda ise birbirine
yakin degerlerde oldugu goriilmiistir. CCDaV enfekteli bitkilerde ise MLO-Like R
geninin ekspresyonunun tiim aylarda limon bitkisinde ii¢ yaprakli portakala gore daha
diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar MLO-Like R geninin limon ve ti¢ yaprakli
portakal bitkisindeki ekspresyonunun 9. ay disinda yiiksek diizeyde oldugunu ve viriis
enfeksiyonu ilerledik¢e baskilandigini gostermektedir. Buna karsin ii¢ yaprakli
portakalda 9. ayda cok diisiik diizeyde ekspresyon gosteren MLO-Like R geninin ise
CCDaV enfeksiyonuyla uyarildigini ortaya koymustur. Limon bitkisinde ise 9. ayda
genin ekspresyonun CCDaV enfeksiyonu ile degismedigi gézlenmistir (Cizelge 4.10).

Cogaltim Egrisi

Floresan Yogunlugu

Dongii Sayisi

Sekil 4.21. MLO-Like R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve ii¢ yaprakli
bitkilerindeki ¢ogaltim egrileri
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Relative Normalized Expression
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Sekil 4.22. MLO-Like R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve {i¢ yaprakli
bitkilerinde ekspresyon analizi

Cizelge 4.10. CCDaV inokiilasyonundan sonra limon ve ii¢ yaprakli portakal
bitkilerinde MLO-Like geninin ekspresyon analizi

Tiir Aylar CCDaV Enfekteli Kontrol
3.ay 0.2725+0.0454 A b 2.9358 £0.0925 a
Limon 6.ay 0.3258 £0.0157 A 2.7727 +£0.8623
9.ay 0.6423 £0.1770 A 0.6519 £0.0975
3.ay 0.6513 £0.1017 A * 1.2129 £ 0.1462
Ug yaprakli 6.ay 0.8978 + 0.2312 A 2.5082 + 0.7164
9.ay 0.9600 £0.4213 A 0.2893 £ 0.2858

* Tabloda harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir. Biiyiik harfler
gesitlerin aylar bazinda farkliligimi ve kiigiik harfler ise ayni gesit igerisinde kontrol ile arasindaki
farkliliklar gostermektedir (P<0.05). Analiz dncesinde verilere transformasyon uygulanmustir.

LSD Ug yaprakli 3 ay (0.05): O.D.; LSD Ug yaprakli 6 ay (0.05): O.D.; LSD Ug yaprakl 9 ay (0.05):
0.D,;

LSD Limon 3ay (0.05): 0.22095; LSD Limon 6 ay (0.05): O.D.; LSD Limon 9 ay (0.05): O.D.;
LSD Cesit Ekspresyonu (0.05): O.D

4.3.5.4. N Geninin CCDaV enfeksiyonu sonrasindaki ifadesinin belirlenmesi

Yapilan literatiir calismasi sonucunda N geninin turunggil bitkilerinde hastalik
dayaniminda ve/veya toleransta etkili olabilecegi belirtildiginden dolay1 CCDaV
inokiilasyonu sirasinda N R geninin ekspresyonunu incelenmistir. Yapilan qRT-PCR
sonucunda ii¢ yaprakli portakal ve limon bitkilerinin tamamindan N geni ve referans
gen olarak kullanilan rRNA geni cogaltilmistir. Tiim bitkilerde referans genin
cogaltimi hizli bir sekilde gercekleserek 8-10. dongiiler arasinda Ct degerine

ulagsmigtir. Buna karsin N geni ise 22-31. dongiiler arasinda Ct degerine ulagmistir
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(Sekil 4.23). Bu sonuglar limon ve {i¢ yaprakli portakal bitkilerinde N R geninin

ekspresyonunun farkli oldugunu goéstermistir.

CCDaV inokiilasyonu yapilan ve yapilmayan limon ve {i¢ yaprakli portakal
bitkilerinde N R geninin ekspresyon diizeyleri belirlenerek karsilastirilmistir. Yapilan
kargilagtirmali analizlerde limon bitkisinde CCDaV inokiilasyonunun 3. ve 6.
aylarinda N geninin ekspresyon diizeyinin kontrol bitkilerinde, virlis enfekteli
bitkilerine gore 4-5 kat daha fazla oldugu; fakat 9. ayda kontrol limon bitkilerinde
ekspresyonun azaldigi, buna karsin enfekteli limon bitkilerinde arttig1 belirlenmistir.
Ucg yaprakli portakalin hem kontrol bitkilerinde hem de CCDaV enfekteli bitkilerinde
tim aylarda N R geninin ekspresyonunun diisiik diizeyde oldugu ve degismedigi

gorilmustiir (Sekil 4.24).

CCDaV enfekteli bitkiler ile kontrol bitkilerinde N R genlerinin ekspresyonlarinda
olusan degisimler istatistiksel olarak analiz edildiginde limon bitkisinde sadece 6. ayda
CCDaV enfekteli ile kontrol bitkileri arasindaki fark istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur. Ug yaprakli portakal bitkisinde ise enfekteli bitkiler ile kontrol
bitkilerinin ekspresyon diizeylerindeki degisim istatistiksel olarak Onemli
bulunmamistir. Limon ve {i¢ yaprakli portakal bitkilerinde N R geninin ekspresyonu
karsilagtirildiginda kontrol bitkilerinde genin ekspresyonunun limonda ii¢ yaprakli
portakala gore ¢cok daha yiiksek oldugu gortilmiistiir. CCDaV enfekteli bitkilerde ise
N R geninin ekspresyonunun 3. ayda {i¢ yaprakli portakalda yiiksek degerde
bulunmasina ragmen, diger aylarda limon bitkisinde yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu
sonuglar N R geninin limon bitkisindeki ekspresyonunun yiiksek diizeyde oldugunu
ve virlis enfeksiyonu ilerledik¢e baskilandigini gostermektedir. Buna karsin ii¢
yaprakli portakalda diisiik diizeyde ekspresyon gosteren N R geninin ise CCDaV
enfeksiyonuyla nispeten uyarildigini ortaya koymustur (Cizelge 4.11).

54



Cogaltim Egrisi

1500 -
=
1

= 1000 -
=
2
-
=
g

E 500 -
=

0 -

0

Dongii Sayisi

Sekil 4.23. N R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve ii¢ yaprakli
bitkilerindeki ¢ogaltim egrileri
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Relative Normalized Expression

Sekil 4.24. N R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve ii¢ yaprakl bitkilerinde
ekspresyon analizi
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Cizelge 4.11. CCDaV inokiilasyonundan sonra limon ve ii¢ yaprakli portakal
bitkilerinde N geninin ekspresyon analizi

Tiir Aylar CCDaV Enfekteli Kontrol
3.ay 0.0789+0.0101 B 1.3418 £ 0.5645
Limon 6.ay 0.1314+0.0332B b 1.4294 +0.0643 a
9.ay 0.5568 £ 0.2764 A 0.7838 £ 0.0234
3.ay 0.1200 £0.0459 B * 0.0454 +0.0034
Ug yaprakli 6.ay 0.0896 + 0.0327 B 0.0501 + 0.0076
9.ay 0.0278 = 0.0078 B 0.0186 +0.0043

* Tabloda harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir. Biiyiik harfler
gesitlerin aylar bazinda farkliligim ve kiigiik harfler ise aym ¢esit igerisinde kontrol ile arasindaki
farkliliklar: gostermektedir (P<0.05). Analiz dncesinde verilere transformasyon uygulanmustir.

LSD Ug yaprakli 3 ay (0.05): O.D.; LSD Ug yaprakh 6 ay (0.05): O.D.; LSD Ug yaprakli 9 ay (0.05):
0.D,;

LSD Limon 3ay (0.05): O.D.; LSD Limon 6 ay (0.05): 0.2299; LSD Limon 9 ay (0.05): O.D,;
LSD Cesit Ekspresyonu (0.05): 0.3076

4.3.5.5. NL-1 Geninin CCDaV enfeksiyonu sonrasindaki ifadesinin belirlenmesi

Literatiir caligmasi sonucunda NL-1 geninin turunggil bitkilerinde hastalik
dayaniminda ve/veya toleransta etkili olabilecegi belirtildiginden dolay1 CCDaV
inokiilasyonu sirasinda NL-1 R geninin ekspresyonunu incelenmistir. Yapilan qRT-
PCR sonucunda ti¢ yaprakli portakal ve limon bitkilerinin tamamindan NL-1 geni ve
referans gen olarak kullanilan rRNA geni ¢ogaltilmistir. Tiim bitkilerde referans genin
cogaltimi hizli bir sekilde gercekleserek 7-11. dongiiler arasinda Ct degerine
ulagsmistir. Buna karsin NL-1 geni ise 24-26. dongiiler arasinda Ct degerine ulasmistir
(Sekil 4.25). Bu sonuglar limon ve ii¢ yaprakli portakal bitkilerinde NL-1 R geninin

ekspresyonunun farkli oldugunu gostermistir.

CCDaV inokiilasyonu yapilan ve yapilmayan limon ve ii¢ yaprakli portakal
bitkilerinde NL-1 R geninin ekspresyon diizeyleri belirlenerek karsilagtirilmistir.
Yapilan karsilastirmali analizlerde limon bitkisinde CCDaV inokiilasyonunun 3. ve 6.
aylarinda NL-1 geninin ekspresyon diizeyinin kontrol bitkilerinde yiiksek olurken,
virilis enfekteli limon bitkilerinde ise oldukga diisiik olduklar1 belirlenmistir. Ancak 9.
ayda ise hem CCDaV enfekteli limon bitkilerinde hem de kontrol bitkilerinde NL-1
geninin ekspresyonunun ayn diizeyde oldugu gozlenmistir. Ug yaprakli portakal

bitkilerinde 3. ve 6. aylarda hem kontrol hem de viriis enfekteli bitkilerde gen
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ekspresyonu birbirine yakin diizeyde olurken, 9. ay sonrasinda tiim ii¢ yaprakli

bitkilerinde 6nemli bir diisiis gostermistir (Sekil 4.26).

CCDaV enfekteli bitkiler ile kontrol bitkilerinde NL-1 R genlerinin ekspresyonlarinda
olusan degisimler istatistiksel olarak analiz edildiginde limon bitkisinde sadece 6. ayda
CCDaV enfekteli ile kontrol bitkileri arasindaki fark istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur. Ug yaprakli portakal bitkisinde ise enfekteli bitkiler ile kontrol
bitkilerinin ekspresyon diizeylerindeki degisim istatistiksel olarak 6nemli
bulunmamistir. NL-1 geninin ekspresyonunun hem limon hem de ii¢ yaprakl
portakalin kontrol bitkilerinde 9. ay disindaki aylarda daha yiiksek oldugu
goriilmistiir. CCDaV enfekteli bitkilerde ise gen ekspresyonunun 3. ve 6. ayda ii¢
yaprakli portakalda yliksek degerde bulunmasina ragmen, limon bitkisinde sadece 9.
ayda yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar NL-1 geninin hem limon hem de ii¢
yaprakli portakal bitkisindeki ekspresyonun 9. ay haricinde yiiksek diizeyde oldugunu
ve viriis enfeksiyonu ilerledik¢e baskilandigini gostermektedir. Buna ragmen 9. ayda
her iki turunggil bitkisinde de disiik diizeyde ekspresyon gosteren NL-1 R geninin ise
CCDaV enfeksiyonuyla uyarildigini ortaya koymustur (Cizelge 4.12).
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Sekil 4.25. NL-1 R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve ii¢ yaprakli
bitkilerindeki gogaltim egrileri
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Sekil 4.26. NL-1 R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve ii¢ yaprakli
bitkilerinde ekspresyon analizi

Cizelge 4.12. CCDaV inokiilasyonundan sonra limon ve ii¢ yaprakli portakal
bitkilerinde NL-1 geninin ekspresyon analizi

Tiir Aylar CCDaV Enfekteli Kontrol
3.ay 0.0795 +£ 0.0026 C 1.1367 + 0.4939
Limon 6.ay 0.1343 +£0.0167C Db 1.6378 +0.0472 a
9.ay 0.9445 £ 0.1329 AB 0.8855 +0.1145
3.ay 1.4050 £0.2781 AB * 1.7386 + 0.1375
Ug yaprakli 6.ay 1.7700 £ 0.1233 A 1.9771 + 0.6653
O.ay 0.8377+0.4576 B 0.4873 £0.1775

* Tabloda harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir. Biiyiik harfler
gesitlerin aylar bazinda farkliligini ve kii¢iikk harfler ise ayni gesit icerisinde kontrol ile arasindaki
farkliliklar1 géstermektedir (P<0.05). Analiz 6ncesinde verilere transformasyon uygulanmistir. LSD Ug
yaprakli 3 ay (0.05): O.D.; LSD Ug yaprakh 6 ay (0.05): O.D.; LSD Ug yaprakli 9 ay (0.05): O.D.;
LSD Limon 3ay (0.05): O.D.; LSD Limon 6 ay (0.05): 0.1263; LSD Limon 9 ay (0.05): O.D.;
LSD Cesit Ekspresyonu (0.05): 0.4222

4.3.5.6. NL-2 Geninin CCDaV enfeksiyonu sonrasindaki ifadesinin belirlenmesi

Literatiir ¢alismast sonucunda NL-2 geninin turunggil bitkilerinde hastalik
dayaniminda ve/veya toleransta etkili olabilecegi belirtildiginden dolay1 CCDaV
inokiilasyonu sirasinda NL-2 R geninin ekspresyonunu incelenmistir. Yapilan qRT-
PCR sonucunda ti¢ yaprakli portakal ve limon bitkilerinin tamamindan NL-2 geni ve
referans gen olarak kullanilan rRNA geni ¢ogaltilmistir. Tiim bitkilerde referans genin
cogaltimi hizli bir sekilde gercekleserek 7-10. dongiiler arasinda Ct degerine

ulagsmistir. Buna karsin NL-2 geni ise 23-31. dongiiler arasinda Ct degerine ulagmistir
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(Sekil 4.27). Bu sonuglar limon ve ii¢ yaprakli portakal bitkilerinde NL-2 R geninin

ekspresyonunun belirli noktalarda farklilik oldugunu gostermistir.

CCDaV inokiilasyonu yapilan ve yapilmayan limon ve {i¢ yaprakli portakal
bitkilerinde NL-2 R geninin ekspresyon diizeyleri belirlenerek karsilagtirilmistir.
Yapilan karsilagtirmali analizlerde limon bitkisinde CCDaV inokiilasyonunun 3, 6 ve
9. aylarinda NL-2 geninin ekspresyon diizeyinin kontrol bitkilerinde yiiksek olurken,
virlis enfekteli limon bitkilerinde ise 3 kat kadar diisiik oldugu belirlenmistir. Buna
karsin CCDaV enfekteli li¢ yaprakli portakal ve kontrol bitkilerinin tamaminda NL-2
geninin ekspresyon seviyesi tiim aylarda olduk¢a diisiik bir seviyede oldugu tespit

edilmistir (Sekil 4.28).

CCDaV enfekteli bitkiler ile kontrol bitkilerinde NL-2 R genlerinin ekspresyonlarinda
olusan degisimler istatistiksel olarak analiz edildiginde limon bitkisinde sadece 6. ayda
i yaprakli portakal bitkisinde ise 9. ayda enfekteli bitkiler ile kontrol bitkilerinin
ekspresyon diizeylerindeki degisim istatistiksel olarak énemli bulunmustur. NL-2 R
geninin ekspresyonunun limon kontrol bitkilerinde ii¢ yaprakli portakala gore daha
yiiksek oldugu goriilmistiir. CCDaV enfekteli bitkilerde ise gen ekspresyonunun 3. ve
6. ayda li¢ yaprakl portakalda yiliksek degerde bulunmasina ragmen, 9. ayda limon
bitkisinde yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar NL-2 R geninin limon bitkisinde
tiim aylarda CCDaV enfeksiyonu ilerledik¢e baskilandigini, buna karsin ii¢ yaprakh
portakal bitkisinde ise enfeksiyon ilerledik¢e uyarildigini ortaya koymaktadir (Cizelge
4.13).
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Sekil 4.27. NL-2 R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve ii¢ yaprakli
bitkilerindeki ¢ogaltim egrileri
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Sekil 4.28. Limon ve ii¢ yaprakli portakalda NL-2 R geninin CCDaV enfekteli ve
kontrol bitkilerindeki ekspresyon analizi
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Cizelge 4.13. CCDaV inokiilasyonundan sonra limon ve ii¢ yaprakli portakal
bitkilerinde NL-2 geninin ekspresyon analizi

Tiir Aylar CCDaV Enfekteli Kontrol
3.ay 0.0839 + 0.0043 0.8748 +0.4341
Limon 6.ay 0.1292 £ 0.0167 b 1.0222 +£0.2143 a
9.ay 0.4217 + 0.1502 1.3026 + 0.3026
3.ay 0.1294 + 0.0392 0.0634 + 0.0082
Uc yaprakli 6.ay 0.2920 + 0.1046 0.0577 + 0.0025
9.ay 0.0944 +£0.0072 a * 0.0284 +0.0091 b

* Tabloda harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir. Harflendirmeler
ayni c¢esit icerisinde kontrol ile arasindaki farkliliklari gostermektedir (P<0.05). Analiz 6ncesinde
verilere transformasyon uygulanmaistir.

LSD Ug yaprakli 3 ay (0.05): O.D.; LSD Ug yaprakh 6 ay (0.05): O.D.; LSD Ug yaprakli 9 ay (0.05):
0.1286;

LSD Limon 3ay (0.05): O.D.; LSD Limon 6 ay (0.05): 0.4692; LSD Limon 9 ay (0.05): O.D;
LSD Cesit Ekspresyonu (0.05): O.D.

4.3.5.7. T-1 Geninin CCDaV enfeksiyonu sonrasindaki ifadesinin belirlenmesi

Yapilan literatiir ¢aligmalar1 sonucunda T-1 geninin turuncggil bitkilerinde hastalik
dayaniminda ve/veya toleransta etkili olabilecegi belirtildiginden dolayr CCDaV
inokiilasyonu sirasinda T-1 R geninin ekspresyonunu incelenmistir. Yapilan qRT-PCR
sonucunda {i¢ yaprakli portakal ve limon bitkilerinin tamamindan T-1 geni ve referans
gen olarak kullanilan rRNA geni c¢ogaltilmistir. Tiim bitkilerde referans genin
cogaltimi hizli bir sekilde gercekleserek 8-10. dongiiler arasinda Ct degerine
ulagsmistir. Buna karsin T-1 geni ise 23-39. dongiiler arasinda Ct degerine ulasmistir
(Sekil 4.29). Bu sonuglar limon ve {i¢ yaprakli portakal bitkilerinde T-1 R geninin

ekspresyonunun farkli oldugunu gostermistir.

CCDaV inokiilasyonu yapilan ve yapilmayan limon ve {i¢ yaprakli portakal
bitkilerinde T-1 R geninin ekspresyon diizeyleri belirlenerek karsilastirilmistir.
Yapilan karsilastirmali analizlerde limon bitkisinde CCDaV inokiilasyonunun 6.
aymda T-1 geninin ekspresyon diizeyinin kontrol bitkilerinde en yiiksek degerde
oldugu; fakat 3. ve 9. aylarda daha diistik oldugu gozlenmistir. Viriis enfekteli limon
bitkilerinde ise 3. ve 6. aylarda gen ekspresyonu oldukea diisiik olurken, 9. ayda 2 kat
artig gostermistir. Hem viriis enfekteli ii¢ yaprakli portakal bitkilerinde hem de kontrol
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bitkilerinde T-1 R geninin ekspresyonun diisiikk diizeyde oldugu ve degismedigi
goriilmiustiir (Sekil 4.30).

CCDaV enfekteli bitkiler ile kontrol bitkilerinde T-1 R genlerinin ekspresyonlarinda
olusan degisimler istatistiksel olarak analiz edildiginde limon bitkisinde sadece 6. ayda
CCDaV enfekteli ile kontrol bitkileri arasindaki fark istatistiksel olarak Onemli
bulunmus; fakat ii¢ yaprakli portakal bitkisinde enfekteli bitkiler ile kontrol
bitkilerinin ekspresyon diizeylerindeki degisim istatistiksel olarak 6nemli
bulunmamustir. T-1 R geninin ekspresyonunun limon kontrol bitkilerinde daha yiiksek
oldugu goriilmiistir. CCDaV enfekteli bitkilerde ise gen ekspresyonunun 3. ayda hem
limon hem de ii¢ yaprakli portakalda birbirine yakin oldugu gézlenmistir. T-1 R gen
ekspresyonunun 6. ayda viriis enfekteli {ic yaprakli portakal bitkilerinde, 9. ayda ise
enfekteli limon bitkilerinde yiliksek oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar T-1 R geninin
ti¢ yaprakli portakal bitkisindeki ekspresyonun 3. ayinda ve limon bitkisinde ise 3. ve
6. aylarda yiiksek diizeyde oldugunu ve viriis enfeksiyonu ilerledikce baskilandigini
gostermektedir. Ug yaprakli portakal bitkisindeki T-1 R geninin ekspresyonu 6. ve 9.
aylarda distik diizeyde iken CCDaV enfeksiyonuyla uyarildigini ortaya koymustur.
Limon bitkisinde 9. ayda viriis enfeksiyonu oncesi ve sonrasinda birbirine yakin

degerler elde edilmistir (Cizelge 4.14).
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Sekil 4.29. T-1 R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve {i¢ yaprakli
bitkilerindeki ¢ogaltim egrileri
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Sekil 4.30. T-1 R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve {i¢ yaprakli
bitkilerinde ekspresyon analizi
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Cizelge 4.14. CCDaV inokiilasyonundan sonra limon ve ii¢ yaprakli portakal
bitkilerinde T-1 geninin ekspresyon analizi

Tir Aylar CCDaV Enfekteli Kontrol
3.ay 0.0886 + 0.0024 0.5892 + 0.2792
Limon 6.ay 0.0615 + 0.0068 b * 1.0681 + 0.0557 a
9.ay 0.8540 + 0.6710 0.8395 + 0.2326
3.ay 0.0964 + 0.0070 0.1568 + 0.0217
Uc yaprakli 6.ay 0.2627 + 0.0739 0.1405 + 0.0154
9.ay 0.2301 + 0.0962 0.0738 + 0.0008

* Tabloda harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir. Harflendirmeler
ayni gesit icerisinde kontrol ile arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (P<0.05). Analiz oncesinde
verilere transformasyon uygulanmistir.

LSD Ug yaprakli 3 ay (0.05): O.D.; LSD Ug yaprakh 6 ay (0.05): O.D.; LSD Ug yaprakli 9 ay (0.05):
0.D,;

LSD Limon 3ay (0.05): O.D.; LSD Limon 6 ay (0.05): 0.1302; LSD Limon 9 ay (0.05): O.D;
LSD Cesit Ekspresyonu (0.05): O.D.

4.3.5.8. T-2 Geninin CCDaV enfeksiyonu sonrasindaki ifadesinin belirlenmesi

Yapilan literatiir ¢aligmalar1 sonucunda T-2 geninin turuncggil bitkilerinde hastalik
dayaniminda ve/veya toleransta etkili olabilecegi belirtildiginden dolay1r CCDaV
inokiilasyonu sirasinda T-2 R geninin ekspresyonunu incelenmistir. Yapilan qRT-PCR
sonucunda {i¢ yaprakli portakal ve limon bitkilerinin tamamindan T-2 geni ve referans
gen olarak kullanilan rRNA geni c¢ogaltilmistir. Tiim bitkilerde referans genin
cogaltimi hizli bir sekilde gercekleserek 6-10. dongiiler arasinda Ct degerine
ulagsmistir. Buna karsin T-2 geni ise 23-28. dongiiler arasinda Ct degerine ulasmistir
(Sekil 4.31). Bu sonuglar limon ve ii¢ yaprakli portakal bitkilerinde T-2 R geninin

ekspresyonunun farkli oldugunu gostermistir.

CCDaV inokiilasyonu yapilan ve yapilmayan limon ve {i¢ yaprakli portakal
bitkilerinde T-2 R geninin ekspresyon diizeyleri belirlenerek karsilastirilmstir.
Yapilan karsilastirmali analizlerde limon bitkisinde CCDaV inokiilasyonunun 3, 6 ve
9. aylarinda T-2 geninin ekspresyon diizeyinin enfekteli bitkilerde oldukga diisiik bir
seviyede oldugu belirlenmistir. Kontrol limon bitkilerinde ise sadece 3. ayda
ekspresyon elde edilebilmistir. Ug yaprakli portakal kontrol bitkilerinde ise 3. ve 6. ay
sonunda T-2 R geninin ekspresyonu aym diizeyde iken 9. ayda diisiis gdstermistir. Ug

yaprakli portakal bitkisinde inokiilasyonun 3. aymnda T-2 geninin ekspresyon
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diizeyinin viriis enfekteli ve kontrol bitkilerinde yaklasik ayni diizeyde olduklari
belirlenmigtir. Buna karsin T-2 R geninin ekspresyonu viriis inokiilasyonunun 6.
ayinda 3 kat artis gOstererek en yiiksek seviyeye ulasmis; fakat 9. ay sonunda yine 5
kat diisiis gostermistir (Sekil 4.32).

CCDaV enfekteli bitkiler ile kontrol bitkilerinde T-2 R genlerinin ekspresyonlarinda
olusan degisimlerin analizi neticesinde limonda enfekteli ile kontrol bitkileri
arasindaki farklar istatistiksel olarak dnemli bulunmamistir. Buna karsin ti¢ yaprakli
portakalda 6. ayda enfekteli bitkiler ile kontrol bitkilerin ekspresyon diizeylerindeki
degisimin istatistiksel olarak onemli oldugu belirlenmistir. Limon ve {i¢ yaprakli
portakal bitkilerinde T-2 R geninin ekspresyonu Kkarsilastirildiginda kontrol
bitkilerinde genin ekspresyonunun {i¢ yaprakli portakalda limona gore daha yiiksek
oldugu goriilmiistir. CCDaV enfekteli bitkilerde ise T-2 R geninin ekspresyonunun
tiim aylarda ii¢ yaprakli portakalda limona gore oldukga yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Bu sonuglar T-2 R geninin limon bitkisinde 3. ve 6. aylardaki ekspresyonunun yiiksek
diizeyde oldugunu ve viriis enfeksiyonu ilerledik¢e baskilandigini, enfeksiyonun 9.
ayimnda ise gen ekspresyonunun uyarildigii gostermektedir. Ug yaprakli portakalda
tim aylarda diisik diizeyde ekspresyon gosteren T-2 R geninin, CCDaV
enfeksiyonuyla uyarildigi tespit edilmistir (Cizelge 4.15).
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Sekil 4.31. T-2 R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve {i¢ yaprakli
bitkilerindeki ¢ogaltim egrileri
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Sekil 4.32. T-2 R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve ii¢ yaprakli
bitkilerinde ekspresyon analizi

Cizelge 4.15. CCDaV inokiilasyonundan sonra limon ve ii¢ yaprakli portakal
bitkilerinde T-2 geninin ekspresyon analizi

Tiir Aylar CCDaV Enfekteli Kontrol
3.ay 0.2133+0.0214 B 0.4324 £ 01914
Limon 6.ay 0.1460 + 0.0258 B 1.1661 + 0.5373
9.ay 0.2525+0.2044 B 0.0395 + 0.0120
3.ay 2.2322+0.4733 AB * 1.6233 +£0.2127
Ug yaprakli 6.ay 6.3376 £ 0.9567 A a 1.9127 +0.0987 b
9.ay 2.1815+1.8882 AB 0.6014 +0.1610

* Tabloda harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir. Biiyiik harfler
gesitlerin aylar bazinda farkliligini ve kiigiik harfler ise ayni g¢esit igerisinde kontrolii ile arasindaki
farkliliklar1 gostermektedir (P<0.05). Analiz 6ncesinde verilere transformasyon uygulanmustir.

LSD Ug yaprakli 3 ay (0.05): O.D.; LSD Ug yaprakli 6 ay (0.05): 0.8341; LSD Ug yaprakli 9 ay (0.05):
0.D.; LSD Limon 3ay (0.05): O.D.; LSD Limon 6 ay (0.05): O.D.; LSD Limon 9 ay (0.05): O.D.;
LSD Cesit Ekspresyonu (0.05): 1.1477

4.3.5.9. TNL Geninin CCDaV enfeksiyonu sonrasindaki ifadesinin belirlenmesi

Literatiir ¢alismasi sonucunda TNL geninin turunggil bitkilerinde hastalik
dayaniminda ve/veya toleransta etkili olabilecegi belirtildiginden dolay1 CCDaV
inokiilasyonu sirasinda TNL R geninin ekspresyonunu incelenmistir. Yapilan qRT-
PCR sonucunda ii¢ yaprakli portakal ve limon bitkilerinin tamamindan TNL geni ve
referans gen olarak kullanilan rRNA geni ¢ogaltilmistir. Tiim bitkilerde referans genin
cogaltimi hizli bir sekilde gercekleserek 5-10. dongiiler arasinda Ct degerine

ulagmistir. Buna karsin TNL geni ise 25-28. dongiiler arasinda Ct degerine ulagmistir
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(Sekil 4.33). Bu sonuglar limon ve ii¢ yaprakli portakal bitkilerinde TNL R geninin

ekspresyonunun farkli oldugunu goéstermistir.

CCDaV inokiilasyonu yapilan ve yapilmayan limon ve {i¢ yaprakli portakal
bitkilerinde TNL R geninin ekspresyon diizeyleri belirlenerek karsilagtirilmistir.
Yapilan karsilastirmali analizlerde limon bitkisinde CCDaV inokiilasyonunun 3. ve 6.
aylarinda TNL geninin ekspresyon diizeyinin kontrol bitkilerinde yaklasik aymi
diizeyde olduklar1 belirlenmistir. Ancak 9. ayda CCDaV enfekteli limon bitkilerinde
kontrol bitkilerine gore artis goriilmiistiir. Buna karsin li¢ yaprakli portakalin hem
viris enfekteli hem de kontrol bitkilerinde 3, 6 ve 9. aylarda TNL R geninin

ekspresyonunun diisiik diizeyde oldugu ve degismedigi goriilmiistiir (Sekil 4.34).

CCDaV enfekteli bitkiler ile kontrol bitkilerinde TNL R genlerinin ekspresyonlarinda
olusan degisimlerin analizi neticesinde ii¢ yaprakli portakalin enfekteli ile kontrol
bitkileri arasindaki farklar istatistiksel olarak onemli bulunmamistir. Buna karsin
limonda ise sadece 6. ayda enfekteli bitkiler ile kontrol bitkilerin ekspresyon
diizeylerindeki degisimin istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlenmistir. Limon ve
tic yaprakli portakal bitkilerinde TNL R geninin ekspresyonu karsilastirildiginda
kontrol bitkilerinde genin ekspresyonunun limonda {i¢ yaprakli portakala gore daha
yiksek oldugu gorilmistir. CCDaV enfekteli bitkilerde ise TNL R geninin
ekspresyonunun 9. ay haricinde ii¢ yaprakli portakalda limona gore oldukga yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar TNL R geninin limon bitkisinde 3. ve 6. aylardaki
ekspresyonunun yiiksek diizeyde oldugunu ve viriis enfeksiyonu ilerledikce
baskilandigini, enfeksiyonun 9. aymda ise gen ekspresyonunun uyarildigini
gostermektedir. Ug yaprakli portakalda ise, 6. ve 9. aylarda diisiik diizeyde ekspresyon
gosteren TNL R geninin, CCDaV enfeksiyonuyla uyarildigi tespit edilmistir (Cizelge
4.16).
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Sekil 4.33. TNL R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve ii¢ yaprakli
bitkilerindeki ¢ogaltim egrileri
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Sekil 4.34. TNL R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve ii¢ yaprakl
bitkilerinde ekspresyon analizi
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Cizelge 4.16. CCDaV inokiilasyonundan sonra limon ve ii¢ yaprakli portakal
bitkilerinde TNL geninin ekspresyon analizi

Tiir Aylar CCDaV Enfekteli Kontrol
3.ay 0.1494 + 0.0071 1.6262 + 0.6697
Limon 6.ay 0.2171+£0.0223 b * 1.8208 £ 0.3185 a
9.ay 1.6540 + 0.8822 0.8642 + 0.3259
3.ay 0.2001 +0.0324 0.4965 + 0.1149
Ug yaprakli 6.ay 0.4778 +0.1359 0.2907 + 0.0080
9.ay 0.6411 + 0.0891 0.2884 +0.1119

* Tabloda harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir. Harflendirmeler
ayni cesit icerisinde kontrol ile arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (P<0.05). Analiz 6ncesinde
verilere transformasyon uygulanmistir. LSD Ug yaprakli 3 ay (0.05): O.D.; LSD Ug yaprakli 6 ay (0.05):
0.D.; LSD Ug yaprakl1 9 ay (0.05): O.D.; LSD Limon 3ay (0.05): O.D.; LSD Limon 6 ay (0.05): 0.5200;
LSD Limon 9 ay (0.05): O.D.; LSD Cesit Ekspresyonu (0.05): O.D

4.35.10. RLK-1 Geninin CCDaV enfeksiyonu sonrasindaki ifadesinin

belirlenmesi

Yapilan literatiir ¢alismalar1 sonucunda RLK-1 geninin turunggil bitkilerinde hastalik
dayaniminda ve/veya toleransta etkili olabilecegi belirtildiginden dolayr CCDaV
inokiilasyonu sirasinda RLK-1 R geninin ekspresyonunu incelenmistir. Yapilan qRT-
PCR sonucunda ii¢ yaprakli portakal ve limon bitkilerinin tamamindan RLK-1 geni ve
referans gen olarak kullanilan rRNA geni ¢ogaltilmistir. Tiim bitkilerde referans genin
cogaltimi hizli bir sekilde gercekleserek 6-20. dongiiler arasinda Ct degerine
ulagmistir. Buna karsin RLK-1 geni ise 24-35. dongiiler arasinda Ct degerine
ulagmstir (Sekil 4.35). Bu sonuglar limon ve ii¢ yaprakl portakal bitkilerinde RLK-1

R geninin ekspresyonunun farkli oldugunu gdstermistir.

CCDaV inokiilasyonu yapilan ve yapilmayan limon ve ii¢ yaprakli portakal
bitkilerinde RLK-1 R geninin ekspresyon diizeyleri belirlenerek karsilastirtlmistir.
Yapilan karsilastirmali analizlerde limon bitkisinde CCDaV inokiilasyonunun 3, 6 ve
9. aylarinda RLK-1 geninin ekspresyon diizeyinin enfekteli ve kontrol bitkilerinde
oldukea diisiik bir seviyede ve oldugu belirlenmistir. Ug yaprakli portakal kontrol
bitkilerinde de ayn1 sekilde RLK-1 geninin ekspresyonu birbirine yakin ve diisiik bir
seviyede tespit edilmistir. CCDaV enfekteli ii¢ yaprakli portakal bitkilerinde

inokiilasyonun 3. ayinda RLK-1 geninin ekspresyon diizeyinin artig gostererek en
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yiiksek seviyeye ulastigi; ancak 6. ve 9. aylarda yine diisiis gosterdigi belirlenmistir
(Sekil 4.36).

CCDaV enfekteli bitkiler ile kontrol bitkilerinde RLK-1 R genlerinin
ekspresyonlarinda olusan degisimlerin analizi neticesinde limonda 6. ve 9. aylarda, {i¢
yaprakli portakalda ise 3. ve 6. aylarda enfekteli ile kontrol bitkileri arasindaki
farklarin istatistiksel olarak Oonemli oldugu belirlenmistir. Limon ve ii¢ yaprakh
portakal bitkilerinde RLK-1 R geninin ekspresyonu karsilastirildiginda kontrol
bitkilerinde genin ekspresyonunun ii¢ yaprakli portakalda limona gore daha yiiksek
oldugu gorilmistir. CCDaV enfekteli Dbitkilerde ise RLK-1 R geninin
ekspresyonunun tiim aylarda ii¢ yaprakli portakalda limona gore oldukc¢a yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar RLK-1 R geninin limon bitkisinde 9. ay haricinde
ekspresyonunun diisiik diizeyde oldugu ve viriis enfeksiyonu ilerledik¢e uyarildigini,
enfeksiyonun 9. aymnda ise gen ekspresyonunun baskilandigimi géstermektedir. Ug
yaprakli portakalda tiim aylarda diisiik diizeyde ekspresyon gosteren RLK-1 R geninin,
CCDaV enfeksiyonuyla uyarildig: tespit edilmistir. Enfeksiyon sonucunda RLK-1
geninin ekspresyonunun ii¢ yaprakli portakalda limona gore bariz sekilde yliksek

olarak gerceklestigi gortiilmektedir (Cizelge 4.17).

Cogaltim Egrisi
1500 -
é 1000 4
£ 500 Y i
0] g ]

30 40

Dongii Sayisi

Sekil 4.35. RLK-1 R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve ii¢ yaprakli
bitkilerindeki ¢cogaltim egrileri
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Sekil 4.36. RLK-1 R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve {i¢ yaprakli
bitkilerinde ekspresyon analizi

Cizelge 4.17. CCDaV inokiilasyonundan sonra limon ve ii¢ yapraklt portakal
bitkilerinde RLK-1 geninin ekspresyon analizi

Tiir Aylar CCDaV Enfekteli Kontrol
3.ay 0.5434 + 0.0044 DE 0.2309 + 0.0793
Limon 6.ay 1.0112+0.1491 D a 0.2261 +0.0161 b
9.ay 0.1418 £ 0.0488Eb 0.6413 +0.0480 a
3.ay 32.1680+1.0856 Aa* 1.1314+0.2720 b
Uc yaprakli 6.ay 20.9625 +£0.7982 B a 1.6023 +0.2992 b
9.ay 2.1416 £ 0.7504 C 1.5962 + 0.7835

* Tabloda harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir. Biiyiik harfler
gesitlerin aylar bazinda farkliligini ve kii¢iik harfler ise aymi gesit igerisinde kontrolii ile arasindaki
farkliliklar: gostermektedir (P<0.05). Analiz dncesinde verilere transformasyon uygulanmustir.

LSD Ug yaprakh 3 ay (0.05): 0.6904; LSD Ug yaprakli 6 ay (0.05): 0.6337; LSD Ug yaprakl1 9 ay
(0.05): O.D.; LSD Limon 3ay (0.05): O.D.; LSD Limon 6 ay (0.05): 0.3280; LSD Limon 9 ay (0.05):
0.3111; LSD Cesit Ekspresyonu (0.05): 0.4343

4.35.11. RLK-2 Geninin CCDaV enfeksiyonu sonrasindaki ifadesinin

belirlenmesi

Yapilan literatiir caligmalar1 sonucunda RLK-2 geninin turunggil bitkilerinde hastalik
dayaniminda ve/veya toleransta etkili olabilecegi belirtildiginden dolay1 CCDaV
inokiilasyonu sirasinda RLK-2 R geninin ekspresyonunu incelenmistir. Yapilan qRT-
PCR sonucunda ii¢ yaprakli portakal ve limon bitkilerinin tamamindan RLK-1 geni ve
referans gen olarak kullanilan rRNA geni ¢ogaltilmistir. Tiim bitkilerde referans genin

cogaltimi hizli bir sekilde gercekleserek 5-15. dongiiler arasinda Ct degerine
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ulasmigtir. Buna karsin RLK-2 geni ise 22-33. dongiiler arasinda Ct degerine
ulagsmistir (Sekil 4.37). Bu sonuglar limon ve ii¢ yaprakli portakal bitkilerinde RLK-2

R geninin ekspresyonunun farkli oldugunu gostermistir.

CCDaV inokiilasyonu yapilan ve yapilmayan limon ve ii¢ yaprakli portakal
bitkilerinde RLK-2 R geninin ekspresyon diizeyleri belirlenerek karsilagtirtlmistir.
Yapilan karsilagtirmali analizlerde limon bitkisinde CCDaV inokiilasyonunun 3, 6 ve
9. aylarinda RLK-2 geninin ekspresyon diizeyinin enfekteli ve kontrol bitkilerinde
oldukgca diisiik bir seviyede ve oldugu belirlenmistir. Ug¢ yaprakli portakal kontrol
bitkilerinde de RLK-2 geninin ekspresyonun zaman ilerledik¢e artig gostermesine
karsin diisiik seviyede oldugu gozlenmistir. CCDaV enfekteli {i¢ yaprakli portakal
bitkilerinde inokiilasyonun 3. ayinda RLK-2 geninin ekspresyon diizeyinin artis
gostererek en yiiksek seviyeye ulastigi; ancak 6. ve 9. aylarda yine diisiis gosterdigi

belirlenmistir (Sekil 4.38).

CCDaV enfekteli bitkiler ile kontrol bitkilerinde RLK-2 R genlerinin
ekspresyonlarinda olusan degisimlerin analizi neticesinde limonda enfekteli bitkiler
ile kontrol bitkileri arasindaki farklar tiim aylarda istatistiksel olarak Onemli
bulunmamasina ragmen ii¢ yaprakli portakalda enfekteli bitkiler ile kontrol bitkileri
arasindaki farklar tiim aylarda istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. Limon ve ii¢
yaprakli portakal bitkilerinde RLK-2 R geninin ekspresyonu karsilastirildiginda
kontrol bitkilerinde genin ekspresyonunun {i¢ yaprakli portakalda 3. ay haricinde
limona gdre daha yiiksek oldugu ve 3. ayda birbirine yakin oldugu goriilmiistiir.
CCDaV enfekteli bitkilerde ise RLK-2 R geninin ekspresyonunun tiim aylarda ii¢
yaprakli portakalda limona goére oldukg¢a yliksek oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar
RLK-2 R geninin limon bitkisinde tiim aylarda ekspresyonunun yiiksek diizeyde
oldugunu ve CCDaV enfeksiyonu ilerledikce baskilandigini gdstermektedir. Ug
yaprakli portakalda tiim aylarda diisiik diizeyde ekspresyon gosteren RLK-2 R geninin,
CCDaV enfeksiyonuyla uyarildig: tespit edilmistir. Enfeksiyon sonucunda RLK-2
geninin ekspresyonun uyarimi ii¢ yaprakli portakalda limona gore bariz sekilde yiiksek

olarak gerceklestigi goriilmektedir (Cizelge 4.18).
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Sekil 4.37. RLK-2 R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve {i¢ yaprakli
bitkilerindeki ¢ogaltim egrileri
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Sekil 4.38. RLK-2 R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve {i¢ yaprakli
bitkilerinde ekspresyon analizi
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Cizelge 4.18. CCDaV inokiilasyonundan sonra limon ve ii¢ yaprakli portakal
bitkilerinde RLK-2 geninin ekspresyon analizi

Tiir Aylar CCDaV Enfekteli Kontrol ekspresyonu
3.ay 1.4167 +£0.0289 C 2.3298 £1.0141
Limon 6.ay 1.5966 + 0.2210 C 1.2649 +0.1835
9.ay 0.9743 +0.3637 C 1.7785 + 0.9976
3.ay 110.4578 + 0.9719 Aa * 2.2124 +£0.2867 b
Ug yaprakli 6.ay 44.1263 +0.6385 B a 4.3638 +1.0325 b
9.ay 24.1014 + 1.6633 B a 5.4007 £ 0.0004 b

* Tabloda harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir. Biiyiik harfler
gesitlerin aylar bazinda farkliligini ve kiigiik harfler ise ayni ¢esit icerisinde kontrolii ile arasindaki
farkliliklar1 gostermektedir (P<0.05). Analiz dncesinde verilere transformasyon uygulanmustir.

LSD Ug yaprakh 3 ay (0.05): 0.5185; LSD Ug yaprakli 6 ay (0.05): 1.1068; LSD Ug yaprakli 9 ay
(0.05): 0.7293; LSD Limon 3ay (0.05): O.D.; LSD Limon 6 ay (0.05): O.D.; LSD Limon 9 ay (0.05):
0.D.; LSD Cesit Ekspresyonu (0.05): 0.4025

4.35.12. RLP-3 Geninin CCDaV enfeksiyonu sonrasindaki ifadesinin

belirlenmesi

Literatiir caligmasi sonucunda RLP-3 geninin turunggil bitkilerinde hastaliklara
dayaniklilikta ve/veya toleransta etkili olabilecegi belirtildiginden dolayr CCDaV
inokiilasyonu sirasinda RLP-3 R geninin ekspresyonu incelenmistir. Yapilan qRT-
PCR sonucunda ii¢ yaprakli portakal ve limon bitkilerinin tamamindan RLP-3 geni ve
referans gen olarak kullanilan rRNA geni ¢ogaltilmistir. Tiim bitkilerde referans genin
cogaltimi hizli bir sekilde gercekleserek 5-18. dongiiler arasinda Ct degerine
ulagsmistir. Buna karsin RLP-3 geni ise 22-33. dongiiler arasinda Ct degerine ulagmistir
(Sekil 4.39). Bu sonuglar limon ve ii¢ yaprakli portakal bitkilerinde RLP-3 R geninin

ekspresyonunun farkli oldugunu gostermistir.

CCDaV inokiilasyonu yapilan ve yapilmayan limon ve {i¢ yaprakli portakal
bitkilerinde RLP-3 R geninin ekspresyon diizeyleri belirlenerek karsilagtirilmistir.
Yapilan karsilagtirmali analizlerde limon bitkisinde CCDaV inokiilasyonunun 3. ve 9.
aylarinda RLP-3 geninin ekspresyon diizeyinin kontrol bitkilerinde yaklasik ayni
diizeyde, 6. ayda ise daha diisiik oldugu belirlenmistir. Viriis enfekteli limon
bitkilerinde 3 ve 6. aylarda ¢ok diislik ekspresyon elde edilmistir. Enfeksiyonun 9.
aymnda enfekteli limon bitkilerinde RLP-3 geninin ekspresyonunun 2 kat arttidi
goriilmiistiir. Ug yaprakli portakalin kontrol bitkilerinde 3, 6 ve 9. aylarda RLP-3 R
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geninin ekspresyonunun diisiik diizeyde oldugu ve degismedigi belirlenmistir. Ancak
enfekteli li¢ yaprakli portakal bitkilerinde gen ekspresyonunun 3. ayda artis gosterdigi
ve 9. ayda 2 katina ulastig1 tespit edilmistir (Sekil 4.40).

CCDaV enfekteli bitkiler ile kontrol bitkilerinde RLK-3 R genlerinin
ekspresyonlarinda olusan degisimlerin analizi neticesinde limonda enfekteli bitkiler
ile kontrol bitkileri arasindaki farklar tiim aylarda istatistiksel olarak Onemli
bulunmamasina ragmen ii¢ yaprakli portakalda enfekteli bitkiler ile kontrol bitkileri
arasindaki farklar tiim aylarda istatistiki olarak 6dnemli bulunmustur. Limon ve ¢
yaprakli portakal bitkilerinde RLP-3 R geninin ekspresyonu karsilastirildiginda
kontrol bitkilerinde genin ekspresyonunun limonda ii¢ yaprakli portakal bitkisine gore
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. CCDaV enfekteli bitkilerde ise RLP-3 R geninin
ekspresyonunun tiim aylarda ii¢ yaprakli portakalda limona gore olduke¢a yiiksek
oldugu goriilmistir. Bu sonuglar RLP-3 R geninin limon bitkisinde tim aylarda
ekspresyonun yiliksek diizeyde oldugunu ve CCDaV enfeksiyonu ilerledikge
baskilandigini gostermektedir. Ug yaprakli portakalda tiim aylarda diisiik diizeyde
ekspresyon gosteren RLP-3 R geninin CCDaV enfeksiyonuyla uyarildigint ve
ozellikle 3. ay sonunda enfeksiyon ile birlikte ¢ok yiiksek diizeye ulastigi tespit
edilmistir. Enfeksiyon sonucunda RLP-3 geninin ekspresyonun uyarimi ii¢ yaprakl

portakalda limona gore oldukea yiiksek diizeyde oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.19).
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Sekil 4.39. RLP-3 R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve {i¢ yaprakli
bitkilerindeki ¢cogaltim egrileri
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Sekil 4.40. RLP-3 R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve ii¢ yaprakli
bitkilerinde ekspresyon analizi

Cizelge 4.19. CCDaV inokiilasyonundan sonra limon ve ii¢ yapraklt portakal
bitkilerinde RLP-3 geninin ekspresyon analizi

Tiir Aylar CCDaV Enfekteli Kontrol
3.ay 2.5349 +0.2828 D 4.1386 + 0.2459
Limon 6.ay 0.7186 + 0.1228 E 1.6230 + 0.4666
9.ay 1.6314 +£0.4270 D 4.0291 + 0.8275
3.ay 55.1766 £0.8445Ca™* 0.6473 +0.1607 b
Ug yaprakli 6.ay 82.6167 +1.8087 B a 0.6213 +0.0683 b
9.ay 196.2813 + 3.5108 A a 2.1616 + 0.4204 b

* Tabloda harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir. Bilyiik harfler
gesitlerin aylar bazinda farkliligini ve kiigiik harfler ise ayni g¢esit igerisinde kontrolii ile arasindaki
farkliliklar: gostermektedir (P<0.05). Analiz dncesinde verilere transformasyon uygulanmustir.

LSD Ug yaprakh 3 ay (0.05): 0.6916; LSD Ug yaprakli 6 ay (0.05): 0.4671; LSD Ug yaprakli 9 ay
(0.05): 0.6648; LSD Limon 3ay (0.05): O.D.; LSD Limon 6 ay (0.05): O.D.; LSD Limon9 ay (0.05):
0.D.; LSD Cesit Ekspresyonu (0.05): 0.375

4.35.13. RLP-5 Geninin CCDaV enfeksiyonu sonrasindaki ifadesinin

belirlenmesi

Literatiir ¢alismast sonucunda RLP-5 geninin turunggil bitkilerinde hastalik
dayaniminda ve/veya toleransta etkili olabilecegi belirtildiginden dolayr CCDaV
inokiilasyonu sirasinda RLP-5 R geninin ekspresyonunu incelenmistir. Yapilan qRT-
PCR sonucunda ii¢ yaprakli portakal ve limon bitkilerinin tamamindan RLP-5 geni ve
referans gen olarak kullanilan rRNA geni ¢ogaltilmistir. Tiim bitkilerde referans genin

cogaltimi hizli bir sekilde gercekleserek 6-18. dongiiler arasinda Ct degerine
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ulagsmistir. Buna karsin RLP-5 geni ise 23-33. dongiiler arasinda Ct degerine ulagmistir
(Sekil 4.41). Bu sonuglar limon ve ii¢ yaprakli portakal bitkilerinde RLP-5 R geninin

ekspresyonunun farkli oldugunu goéstermistir.

CCDaV inokiilasyonu yapilan ve yapilmayan limon ve ii¢ yaprakli portakal
bitkilerinde RLP-5 R geninin ekspresyon diizeyleri belirlenerek karsilagtirilmistir.
Yapilan karsilagtirmali analizlerde limon bitkisinde CCDaV inokiilasyonunun 3, 6 ve
9. aylarinda RLP-5 geninin ekspresyon diizeyinin kontrol bitkilerinde ayni seviyede
oldugu ve degismedigi belirlenmistir. Enfekteli limon bitkilerinde gen ekspresyonu 3.
ayda artis gdstermis; fakat 6. ve 9. aylarda 2 kat azalmistir. Ug yaprakli portakalin
kontrol bitkilerinde tiim aylarda RLP-5 R geninin ekspresyonunun diisiik diizeyde
oldugu ve degismedigi goriilmiistiir. Ancak enfekteli ii¢ yaprakli portakal bitkilerinde
gen ekspresyonunun 3. ayda en yiiksek seviyeye ulastigi tespit edilmistir. Buna karsin

6. ve 9. aylarda ekspresyonun 2 kat azaldig1 ve degismedigi gozlenmistir (Sekil 4.42).

CCDaV enfekteli bitkiler ile kontrol bitkilerinde RLP-5 R genlerinin
ekspresyonlarinda olusan degisimlerin analizi sonucunda limonda sadece 3. ayda
enfekteli ile kontrol bitkileri arasindaki farklar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.
Ug yaprakli portakalda ise 3. ve 9. aylarda enfekteli ile kontrol bitkileri arasindaki
farklarin istatistiksel olarak Onemli oldugu belirlenmistir. Limon ve ii¢ yapraklh
portakal bitkilerinde RLP-5 R geninin ekspresyonu karsilastirildiginda kontrol
bitkilerinde genin ekspresyonunun nispeten birbirine yakin olmakla birlikte limonda
ti¢ yaprakli portakal bitkisine gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. CCDaV enfekteli
bitkilerde ise RLP-5 R geninin ekspresyonunun 3. ayda birbirine yakin, 6. ve 9. aylarda
ise Ui¢ yaprakli portakalda limona gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar
RLP-5 R geninin ekspresyonunun limon bitkisinde 3. ayda diisiik diizeyde oldugunu
ve CCDaV enfeksiyonu ilerledik¢e uyarildigini, diger aylarda ise gen ekspresyonunun
viriis enfeksiyonu ile baskilandigim gostermektedir. Ug yaprakli portakalda tiim
aylarda diisiik diizeyde ekspresyon gosteren RLP-5 R geninin CCDaV enfeksiyonuyla
uyarildigi tespit edilmistir (Cizelge 4.20).
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Sekil 4.41. RLP-5 R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve ii¢ yaprakli
bitkilerindeki ¢cogaltim egrileri

41 -
- -
o
a
8
58371
X
w |l
o
@
N -
® 2+ B
E
-
o
z
S
s 17 - b
E ——
@

0 ¢ : B

t
RLP5
Target
—3 Limon 3 —3 Limon6 —=3 Limon9 — 3yaprakil 3 [—= 3yaprakl 6 [—=3 3yaprakli9
C—m= Kontrol L.3 = KontrolL.6 =& KontrolL.9 C—= Kontrol 3y. 3 = Kontrol 3y. 6 = Kontrol 3y. 9

Sekil 4.42. RLP-5 R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve {i¢ yaprakl
bitkilerinde ekspresyon analizi
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Cizelge 4.20. CCDaV inokiilasyonundan sonra limon ve ii¢ yaprakli portakal
bitkilerinde RLP-5 geninin ekspresyon analizi

Tiir Aylar CCDaV Enfekteli Kontrol
3.ay 3.9382+0.1174 Aa 1.1141+0.1141b
Limon 6.ay 0.6992 +0.1026 D 0.9996 + 0.2533
9.ay 0.7380 + 0.1226 CD 0.9131 +0.1428
3.ay 3.9014 £ 0.7882 A a 0.7198 +£0.1436 b
Ug yaprakli 6.ay 1.8582 + 0.0574 BC 0.7430 + 0.0720
9.ay 2.2860 + 0.8766 AB a 0.8157 £0.0274 b

* Tabloda harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir. Biiyiik harfler
cesitlerin aylar bazinda farkliligini ve kiiciik harfler ise ayni ¢esit icerisinde kontrolii ile arasindaki
farkliliklar1 géstermektedir (P<0.05). Analiz dncesinde verilere transformasyon uygulanmustir.

LSD Ug yaprakli 3 ay (0.05): 0.9371; LSD Ug yaprakl 6 ay (0.05): O.D.; LSD Ug yaprakl 9 ay (0.05):
0.1117; LSD Limon 3ay (0.05): 0.2653; LSD Limon 6 ay (0.05): O.D.; LSD Limon 9 ay (0.05): O.D.;
LSD Cesit Ekspresyonu (0.05): 0.5245

4.3.5.14. Unknown 2 Geninin CCDaV enfeksiyonu sonrasindaki ifadesinin

belirlenmesi

Yapilan literatiir ¢aligmalari sonucunda Unknown 2 geninin turuncggil bitkilerinde
hastalik dayaniminda ve/veya toleransta etkili olabilecegi belirtildiginden dolay1
CCDaV inokiilasyonu sirasinda Unknown 2 R geninin ekspresyonunu incelenmistir.
Yapilan qRT-PCR sonucunda li¢ yaprakli portakal ve limon bitkilerinin tamamindan
Unknown 2 geni ve referans gen olarak kullanilan rRNA geni c¢ogaltilmistir. Tiim
bitkilerde referans genin c¢ogaltimi hizli bir sekilde gercekleserek 6-12. dongiiler
arasinda Ct degerine ulagmistir. Buna karsin Unknown 2 geni ise 23-29. dongiiler
arasinda Ct degerine ulagmustir (Sekil 4.43). Bu sonuglar limon ve {i¢ yaprakli portakal

bitkilerinde Unknown 2 R geninin ekspresyonunun farkli oldugunu gdstermistir.

CCDaV inokiilasyonu yapilan ve yapilmayan limon ve ii¢ yaprakli portakal
bitkilerinde Unknown 2 R geninin ekspresyon diizeyleri belirlenerek
karsilastirilmistir.  Yapilan karsilastirmali analizlerde limon bitkisinde CCDaV
inokiilasyonunun 3, 6 ve 9. aylarinda Unknown 2 geninin ekspresyon diizeyinin
enfekteli ve kontrol bitkilerinde diisiik ve ayn1 diizeyde olduklar1 belirlenmistir. Buna
karsin {i¢ yaprakli portakalin kontrol bitkilerinde enfeksiyondan sonra gen ekspresyon
seviyesinde diizenli bir artis oldugu tespit edilmistir. 3. ay sonrasi elde edilen gen

ekspresyon diizeyinin 9. ay sonunda 4 katina ulastigi gozlenmistir. CCDaV ile
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enfekteli iic yaprakli portakal bitkilerinde ise Unknown 2 gen ekspresyonunun
zamanla azaldigi, 6 ve 9. aylarda birbirine yakin diizeyde oldugu goriilmiistiir (Sekil
4.44).

CCDaV enfekteli bitkiler ile kontrol bitkilerinde Unknown 2 R genlerinin
ekspresyonlarinda olusan degisimlerin analizi neticesinde limonda 3. ayda, ii¢ yaprakli
portakalda ise 9. ayda enfekteli ile kontrol bitkileri arasindaki farklarin istatistiksel
olarak 6nemli oldugu belirlenmistir. Limon ve {i¢ yaprakli portakal bitkilerinde
Unknown 2 R geninin ekspresyonu karsilastirildiginda kontrol bitkilerinde genin
ekspresyonunun ii¢ yaprakli portakalda limona gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
CCDaV enfekteli bitkilerde ise Unknown 2 R geninin ekspresyonunun tiim aylarda ii¢
yaprakli portakalda limona gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar
Unknown 2 R geninin limon bitkisinde tiim aylarda ekspresyonunun yiiksek diizeyde
oldugu ve viriis enfeksiyonu ilerledikge baskilandigimi gdstermektedir. Ug yaprakli
portakalda 3. ayda diisiik olan gen ekspresyonu enfeksiyon ile birlikte uyarilmis, 6. ve

9. aylarda ise CCDaV enfeksiyonu ile baskilanmistir (Cizelge 4.21).
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Sekil 4.43. Unknown 2 R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve {i¢ yaprakl
bitkilerindeki ¢ogaltim egrileri
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Sekil 4.44. Unknown 2 R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve ii¢ yaprakli
bitkilerinde ekspresyon analizi

Cizelge 4.21. CCDaV inokiilasyonundan sonra limon ve ii¢ yapraklt portakal
bitkilerinde Unknown 2 geninin ekspresyon analizi

Tiir Aylar CCDaV Enfekteli Kontrol
3.ay 0.0495 +0.0029 C b 0.2006 + 0.0020 a
Limon 6.ay 0.0395 + 0.0061 C 0.3829 + 0.2600
9.ay 0.0884 + 0.0096 C 0.3170+0.2318
3.ay 1.0893 £ 0.0840 A * 3.8730 £ 0.0127
Ug yaprakh 6.ay 0.6836 + 0.2810 AB 6.2707 + 0.4055
9.ay 0.5765+0.0994 B b 8.7772+0.1155a

* Tabloda harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir. Biiyiik harfler
gesitlerin aylar bazinda farkliligini ve kii¢iik harfler ise ayni ¢esit icerisinde kontrolii ile arasindaki
farkliliklar1 géstermektedir (P<0.05). Analiz 6ncesinde verilere transformasyon uygulanmistir. LSD Ug
yaprakli 3 ay (0.05): O.D.; LSD Ug yaprakli 6 ay (0.05): O.D.; LSD Ug yaprakli 9 ay (0.05): 0.3197;
LSD Limon 3ay (0.05): 0.0300; LSD Limon 6 ay (0.05): O.D.; LSD Limon 9 ay (0.05): O.D.; LSD
Cesit Ekspresyonu (0.05): 0.2706

4.3.5.15. Unknown 6 Geninin CCDaV enfeksiyonu sonrasindaki ifadesinin

belirlenmesi

Literatlir ¢alismast sonucunda Unknown 6 geninin turunggil bitkilerinde hastalik
dayaniminda ve/veya toleransta etkili olabilecegi belirtildiginden dolay1 CCDaV
inokiilasyonu sirasinda RLP-5 R geninin ekspresyonunu incelenmistir. Yapilan qRT-
PCR sonucunda ii¢ yaprakli portakal ve limon bitkilerinin tamamindan Unknown 6
geni ve referans gen olarak kullanilan rRNA geni c¢ogaltilmistir. Tiim bitkilerde
referans genin ¢ogaltimi hizli bir sekilde gergekleserek 5-11. dongiiler arasinda Ct

degerine ulagmistir. Buna karsin Unknown 6 geni ise 33-38. dongiiler arasinda Ct
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degerine ulasmistir (Sekil 4.45). Bu sonuglar limon ve ii¢ yaprakli portakal bitkilerinde

Unknown 6 R geninin ekspresyonunun farkli oldugunu gostermistir.

CCDaV inokiilasyonu yapilan ve yapilmayan limon ve {i¢ yaprakli portakal
bitkilerinde Unknown 6 R geninin ekspresyon diizeyleri belirlenerek
kargilastirilmistir.  Yapilan karsilastirmali analizlerde limon bitkisinde CCDaV
inokiilasyondan 3 ay sonra kontrol bitkilerinden elde edilen Unknown 6 gen
ekspresyonunun 6. ayda 3 katina ¢iktigi; fakat 9. ayda yine ayni seviyeye geldigi
gdzlenmistir. Ug yaprakli portakalin kontrol bitkilerinde tiim aylarda Unknown 6 R
geninin ekspresyonunun diisiik diizeyde oldugu ve degismedigi goriilmiistiir. Ancak
enfekteli ii¢c yaprakli portakal bitkilerinde gen ekspresyonunun 3. ayda en yiiksek
seviyeye ulastig1 tespit edilmistir. Buna karsin 6. ve 9. aylarda ekspresyonun kademeli

olarak azaldig1 gozlenmistir (Sekil 4.46).

CCDaV enfekteli bitkiler ile kontrol bitkilerinde Unknown 6 R genlerinin
ekspresyonlarinda olusan degisimlerin analizi neticesinde hem limonda hem de ii¢
yaprakli portakal enfekteli ile kontrol bitkileri arasindaki farklar istatistiksel olarak
onemli bulunmamistir. Limon ve ii¢ yaprakli portakal bitkilerinde Unknown 6 R
geninin ekspresyonu karsilastirildiginda kontrol bitkilerinde genin ekspresyonunun ii¢
yaprakli portakal bitkisinde limona gore daha yiiksek oldugu goriilmiistir. CCDaV
enfekteli bitkilerde ise Unknown 6 R geninin ekspresyonunun tiim aylarda ii¢ yaprakli
portakalda limona gore oldukea yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar Unknown 6
R geninin limon bitkisinde tiim aylarda ekspresyonun diizeyinin CCDaV enfeksiyonu
ilerledikce goreceli olarak baskilandigimi gdstermektedir. Ug yaprakli portakalda tiim
aylarda diisik diizeyde ekspresyon gosteren Unknown 6 R geninin CCDaV
enfeksiyonuyla uyarildigini, 6zellikle 3. ay sonunda enfeksiyon ile birlikte daha

yiiksek diizeye ulastig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.22).
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Sekil 4.45. Unknown 6 R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve ii¢ yaprakli
bitkilerindeki ¢ogaltim egrileri
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Sekil 4.46. Unknown 6 R geninin CCDaV enfekteli ve kontrol limon ve {i¢ yaprakl
bitkilerinde ekspresyon analizi

83



Cizelge 4.22. CCDaV inokiilasyonundan sonra limon ve ii¢ yaprakli portakal
bitkilerinde Unknown 6 geninin ekspresyon analizi

Tiir Aylar CCDaV Enfekteli Kontrol
3.ay 0.2550 +£ 0.0160 B 0.4965 + 0.1149
Limon 6.ay 0.1412 +0.0236 B 0.3779 +£0.1023
9.ay 0.1069 + 0.0615 B 0.2938 +0.1112
3.ay 14.3697 +5.2590 A 1.6023 +0.2992
Ug yaprakli 6.ay 10.0175 + 6.0391 A 1.5962 + 0.7835
9.ay 5.3331+2.9285 AB 1.1314 £0.2720

* Tabloda harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir. Biiyiik harfler
cesitlerin aylar bazinda farkliligin1 ve kiigiik harfler ise ayni ¢esit icerisinde kontrolii ile arasindaki
farkliliklar1 géstermektedir (P<0.05). Analiz dncesinde verilere transformasyon uygulanmustir.

LSD Cesit Ekspresyonu (0.05): 1.9778
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5. TARTISMA VE SONUC

Turunggil klorotik ciicelesme hastaligina sebep olan Citrus chlorotic dwarf associated
virus (CCDaV) diinyada ilk defa iilkemizde 1980 yillinin sonlarinda ortaya ¢ikmustir.
Arastirmacilarin hastaligin dogada hizli bir sekilde yayildigini1 gézlemlemesi tizerine,
olas1 vektorler lizerine yapilan g¢alismalar sonucunda etmenin Defne beyazsinegi
Parabemisia myricae (Kuwana) Hom.: Aleyroididae) ile tasindigi bildirilmistir
(Korkmaz vd., 1994a; Korkmaz ve Garnsey, 2000). Boylece hastalik diinyada
beyazsinek ile taginan ilk turunggil virlis hastaligi olarak kayitlara gegmistir. Sonraki
yillarda yapilan ¢alismalar ile hastalik etmeninin as1 goziiyle ve govdeye kesik atilarak
da tasinabildigi, ancak bitki 6zsu inokiilasyonu ile tasinmadigi rapor edilmistir.
(Korkmaz vd., 1995; Gok, 2010). Bulunusundan yaklasik 30 yil sonra etmenin
Geminiviridae familyasindan ssDNA genomuna sahip viriis oldugu Loconsole vd.,
(2012a) tarafindan belirlenmistir. CCDaV’nin diinyada rapor edildigi iki iilke olan
Tiirkiye ve Cin’de viriisiin tiim genom ve CP genine dayali karakterizasyonlarina
yonelik bazi ¢aligmalar yapilmistir. Su ana kadar iilkemizde 26 (Karanfil ve Korkmaz,
2019), Cin’de ise 4 adet (Guo vd., 2015) CCDaV izolatinin karakterizasyonu
yapilmistir. Etmen sadece bu iki tilkede bulunarak sinirli yayginlik gosteriyor olmakla
birlikte, giiniimiizde hastaliklarin kisa siirede ve hizli bir sekilde yayildig:

diisiiniildiiglinde diinya turuncgil endiistrisi i¢in potansiyel bir tehlike olusturmaktadir.

Yapilan bu tez ¢alismasi kapsaminda bulunmus olan CCDaV-BATEM-M izolatinin
ilk once tespiti ve karakterizasyonu yapilmistir. CCDaV CP genine gore hem Tiirkiye
hem de diinya izolatlar1 ile aa ve nt diizeyinde ¢oklu dizi analizleri yapilarak,
filogenetik iligkileri incelenmistir. Buna gére CCDaV-BATEM-M izolati ¢ogunlukla
Dogu Akdeniz Bolgesi’nden elde edilen Tiirk izolatlariyla nt diizeyinde % 100
oraninda benzerlik gostermistir. Ayrica daha 6nce Antalya’dan elde edilen iki izolatin
CP geninin de (ANT79 ve ANT80) bu ¢alismada kullanilan izolat ile %100 benzerlik
gosterdigi bulunmustur. Genel olarak hem aa hem de nt diizeyinde yapilan ¢oklu dizi
karsilastirmalarinda CCDaV izolatlarinin birbirleri ile ¢ok yiiksek seviyelerde sekans
homolojisi gosterdigi belirlenmistir. Karanfil ve Korkmaz (2019)’1n yaptig1 ¢alisma
kapsaminda elde ettigi CCDaV izolatlarinin CP genlerine gore gerceklestirmis oldugu
coklu dizi analizleri sonucunda en fazla benzerligin % 100’liik oran ile Dogu Akdeniz

ve Antalya izolatlar1 arasinda oldugu belirtilmistir. En az benzerlik gosteren izolatlarin
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ise ADA34 ve ADA7S arasinda % 99.22 oraninda oldugu bildirilmistir. Sonug olarak
CCDaV’nin genetik c¢esitliligi ile ilgili birbirine ¢ok benzer bulgular elde edilmistir.

Bu ¢alismada kullanilan CCDaV-BATEM-M izolatinin Cin izolatlar1 ile yapilan ¢coklu
dizi karsilagtirmalar1 sonucunda ortalama olarak % 99.41 benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. Bu konu ile ilgili Karanfil (2019)’in yaptig1 bir diger ¢alismada hem nt
hem de aa diizeyinde yapilan c¢oklu dizi karsilastirmalar1 sonucunda Tiirk CCDaV
izolatlar1 ile Cin izolatlar1 arasinda ortalama olarak % 99.61 benzerlik goriildigi
bildirilmistir. Bu baglamda tez kapsaminda elde edilen bulgularin daha 6nce elde

edilen sonugclar ile uyumlu olduklart goriilmektedir.

Calisma kapsamindaki inokiilasyon uygulamalarinda kullanilan CCDaV-BATEM-M
izolatinin izole edildigi mandarin agacindaki biyolojik 6zellikleri incelendiginde,
viriise 0zgill tipik simptomlar olan geng¢ yapraklarda V seklinde girintiler, klorotik
alanlar, ¢izgi seklinde renk agilmalar1 ve olgun yapraklarda kirisiklik, burusukluk,
kayik sekli olusumu gézlenmistir. Daha 6nce Mersin ve Adana illerinde turuncggil
tiretim alanlarinda gergeklestirilen gozlemler sonucunda viriisiin limon, mandarin ve
portakal agaclarinin yapraklarinda deformasyon, kirisiklik ve burusukluk olusturdugu
bildirilmistir (Onelge ve Cinar, 1992). Akdeniz Bélgesi turunggil iiretim alanlarinda
yapilan baska bir sorvey calisgmasinda ise CCDaV’nin yayginlhiginit belirlemek
amaciyla viriise 6zgli simptomlar1 gosteren 50 agactan karisik 6rnekleme yapilmistir.
Toplanan orneklerin ¢ogunda hastaliga ait tipik simptomlarin goriildiigii rapor
edilmistir (Bozan ve Onelge, 2018). Karanfil ve Korkmaz (2019)’1n yiiriitmiis oldugu
arastirma kapsaminda gerceklestirilen arazi ¢alismalarinda CCDaV ile enfekteli
orneklerin simptomolojik olarak tanisinin ¢ok kolay oldugu ve enfekteli olan tiim
turunggil cesitlerinde yeni ¢ikan yapraklarda V seklinde girinti, yapraklarda kloroz,
renk acilmasi, deformasyon ve yaprak ayasinda kiigiilmeler gozlendigi bildirilmistir.
Sanal (2020), Klemantin mandarini x Minneola tanjelo melezi olan 186 adet 6rnek
tizerinde yapmis oldugu arazi gézlemleri sonucunda hastaliga ait bir simptom skalas1
olusturarak, bu bitkilerdeki hastalik siddetini degerlendirmistir. Buna gore; 50 bitkide
ana yaprak boyunca klorofil pargalanmasi, 40 bitkide klorotik lekelenmeler ve yaprak
kivrilmasi, 54 bitkinin yapraklarinda kivrilma, burusukluk, kirigiklik, ¢arpiklagmalar
ve 42 bitkinin ise simptom gostermedigini tespit etmistir. Arazide bulunan bitkilerdeki

belirtilerin derecelendirildigi hastalik skalasinda kullanilan simptomlarin neredeyse
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tamaminin bu ¢aligmada kullanilan izolat tarafindan sera kosullarinda olusturuldugu

goriilmiistiir.

Tiim bu sonuglara bagli olarak, elde edilen CCDaV-BATEM-M izolatinin su ana kadar
tilkemizde ve diinyada rapor edilmis izolatlardan molekiiler ve biyolojik olarak 6nemli
farkliliklar gdstermedigi belirlenmistir. Bu nedenle kullanilan izolatin biyolojik ve
molekiiler ozellikleri bakimindan Tirkiye ve diinyadaki diger izolatlar1 temsil
edebilecek nitelikte oldugundan dolay1 tezde yapilan inokulasyon c¢alismalarinda

kullanilmas1 uygun bulunmustur.

Virilis yogunlugu enfekte bir canlinin kanindaki, viicut sivisindaki veya dokusundaki
viriis miktarmni ifade etmektedir. Viral yiik genellikle mL sivi veya mg doku basina
diisen virlis partikiilii olarak da tanimlanmaktadir. Virlis yogunlugunun bilinmesi
enfeksiyonun siddeti, nasil ilerleyecegi ve konukgunun viriise tepkisi hakkinda 6nemli
bilgiler vermektedir. Virlis yiikii, konuk¢udan alinan Ornek igerisindeki viriis
partikiillerinin veya viral DNA/RNA kopya sayilarinin hesaplanmasi ile
belirlenebilmektedir (Puren vd., 2010). Viriis yogunlugunun o6l¢iilmesinde bir¢ok
yontem kullanilmaktadir. Son yillarda insan, hayvan ve bitkilerde hastaliga neden olan
viral etmenlerin yogunluklarinin belirlenmesinde real-time PCR analiz metodu yaygin

olarak kullanilmaya baslamistir.

Insanlarda Human immunodefiency virus (HIV) (Vernazza vd., 1997; Tachet vd.,
1999), Influenza A (Ngaosuwankul vd., 2010; Piralla vd., 2013), Covid-19 (Siew vd.,
2020), hayvanlarda Swine influenza virus, Rabies virus, Canine distemper virus,
Feline herpes virus 1, Bovine respiratory syncytial virus gibi hastaliklara neden olan
viral etmenlerin virlis yiiklerinin belirlemesi amaciyla real-time PCR yontemi

kullanilmistir (Minakshi vd., 2014).

Bitkilerde ise, elmada Apple mosaic virus (ApMV) (Gadiou ve Kundu, 2012), seftali
ve kirazda PPV (Schneider vd., 2004), asmada GLRaV 1 ve 3, GVA, GFLV ve
GFkV’nin (Pacifico vd., 2011) viriis tanis1 ve kantitasyonuyla ilgili bir¢ok aragtirma
yapilmistir. Turunggillerde CTV nin (Bertolini vd., 2008, Loconsole vd., 2010; Ruiz-
Ruiz vd., 2007, 2009b), CPsV’nin (Loconsole vd., 2010), CLBV’nin (Ruiz-Ruiz vd.,
2009), CEVd’nin (Ghobakhloo vd., 2019), HSVd’nin (Luigi ve Faggioli, 2013)
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yogunluklarinin belirlenmesi ile ilgili ¢alismalar yapilmistir. Viriis yogunlugunun
belirlenmesi bitkide viriis enfeksiyonunun seyri, farkli doku ve organlardaki viriis
miktarinin tespiti, viriisiin bitkideki dagilimmin arastirilmasi ve farkli bitki tiir ve
cesitlerinin viriise reaksiyonlarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Gutierrez-

Aguirre vd., 2009).

Turunggil klorotik ciicelesme viriisiiniin iilkemizde i¢ karantinaya tabi hastalik
etmenler listesine dahil olmamasi nedeniyle, viriise 6zgl gelistirilmis bir arindirma
yontemi de bulunmamaktadir. Bu noktada farkli turunggil tiirlerinin viriise karsi
gostermis olduklar1 reaksiyonlarin bilinmesi 6nem arz etmektedir. Turunggillerin ¢ok
yillik bitki olmas1 ve hastalik gelisimine uygun ortamlarda yetistirilmesinden dolay1
hastaliklarinin 6zellikle viral hastaliklarin kontrolii olduk¢a zor olmaktadir. Ayrica
genel olarak bitki viriis hastaliklarina karsi kimyasal bir miicadelenin olmamasi, viriise
dayanikli veya tolerant tiir ve ¢esitlerin kullanilmasini en dnemli miicadele yontemi
olarak one c¢ikarmaktadir. Bu nedenle bu calismada ticari agidan 6nemli turuncggil
tiirlerinin CCDaV’ye karst dayaniklilik durumlarinin belirlenmesi amaciyla real-time

PCR yo6ntemiyle viriis yogunlugu 6lctilmiistiir.

CCDaV yogunlugunun belirlenmesi icin oncelikle, CP geni ¢ogaltilarak bir standart
olusturulmus ve hazirlanan standart icerisindeki kopya sayis1 4.1x10%® olarak
bulunmustur. Daha sonra bu standart DNA 4x10? - 4x108 kopya/ul viriis yogunluguna
karsilik gelecek sekilde 8 adet seri seyreltilmis standart olusturulmustur. Real-time
PCR ile ¢ogaltim sonrasinda yapilan standart egri analizinde R? degerinin 1.00 oldugu
ve qPCR ile ¢ogaltilan DNA miktari ile standartlarin baslangi¢ kopya sayilari arasinda
% 100 uyum oldugu tespit edilmistir. Slope degeri ise 3.31 olarak belirlenmistir. Daha
once turunggillerde CTV, CPsV ve CLBV’nin yogunluklarinin 6l¢iilmesi ve hizh
tanilanmasi i¢in multipleks RT-qPCR methodunun gelistirdigi bir caligmada yapilan
standart egri analizinde elde edilen R? degerleri 0.92 ile 0.99 arasinda degismis olup,
slope degeri ise 3.32 olarak belirlenmistir (Osman vd., 2015). CTV’nin enfekteli
bitkilerdeki ve yaprak bitlerindeki viriis yogunlugunun belirlendigi ¢alismada ise, 6
farkl1 ornekten 1.7x10? ile 1.7x10° arasinda viriis kopya sayis1 elde edildigi ve R?
degerinin de 0.99 olarak bulundugu belirtilmistir (Bertolini vd., 2008). PPV nin kiraz
ve seftali agaglarindan hizli teshisi ve viral RNA yogunlugunun belirlenmesi iizerine

yapilan bir bagka arastirmada, 10 farkl seri seyreltme yapilarak hazirlanan standartlar
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ile olusturulan standart egri analizi sonucunda R? degerini 0.99 olarak belirlenmistir
(Schneider vd., 2004). Yapilan karsilastirmalar sonucunda bu c¢alismadaki
standartlardan elde edilen R? degerinin 6nceki ¢alismalar gibi yiiksek oldugu ve
istatistiksel olarak kabul edilebilir diizeyde oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak
olusturulan standartlarin, dérneklerdeki CCDaV yogunlugunun kopya sayist seklinde
mutlak olarak belirlenmesinde kullanilabilecegi goriilmiistiir. Elde edilen viriis
yogunluklarimin da farkli turunggil tiirlerinin viriise tepkilerinin belirlenmesinde

kullanilmaya oldukca elverisli oldugu belirlenmistir.

Arastirma kapsaminda farkli turunggil tiirlerinde CCDaV yogunlugu, viriis kopya (Sq)
ve esik dongii (Cq) degerlerine gore iki farkli sekilde ve viriis inokiilasyonundan 3, 6,
9 ve 12 ay sonlarinda qPCR ile belirlenmistir. Buna goére Cq degerlerinin
karsilagtirildigr istatistiksel analizlerde tiim aylarda en diisiik Cq degerleri ile
CCDaV’nin en ¢ok ¢ogaldigi turunggil tiirleri limon ve altintop olurken, en yiiksek Cq
degerleri ile viriisiin en az ¢ogaldig1 turunggil tiirii ise li¢ yaprakli portakal olmustur.
Mandarin, portakal ve turung tiirlerinde virlis yogunluklar1 birbirine benzer ve orta
diizeyde olmustur. Limon bitkisinde en yiiksek viriis yogunlugu 13.43 Cq degeri ile 6.
ayda elde edilmistir. U¢ yaprakli bitkisinde ise inokiilasyondan sonra gegcen zamana

bagli olarak viriis yogunlugunun giderek azaldig1 gozlenmistir.

Real time PCR’da esik dongii (Ct) reaksiyon floresan sinyalinin esigi gectigi dongii
numaras1 olarak tanimlanmaktadir. Esik dongili, 6rneklerde PCR baslangicindaki
DNA/RNA kopya sayisint hesaplamak i¢in kullanilir ve bu deger Ct ile ters orantilidir.
Standart egri grafigindeki y ekseni esik dongiiyii (Ct) ve x ekseni ise baslangic hedef
DNA veya RNA miktarin1 (Sq) gostermektedir. CCDaV’nin konuke¢u bitkideki
yogunlugunun belirlenmesine yonelik herhangi bir calisma daha 6nce yapilmamastir.
Ancak farkli virtslerin farkli bitki tiir ve gesitlerde veya dokulardaki miktarlarinin
belirlenmesine yonelik ¢ok sayida ¢aligma yapilmistir. CTV nin 4 farkli genotipinin
portakal bitkisindeki virlis yogunluklarinin belirlenmesine yonelik analizlerin
yapildig1 bir ¢alismada, 13.9 Cq degeri ile T30 genotipinin en yiiksek viriis
yogunluguna ulastig1 belirlenmistir. En diisiik viriis yogunlugunun ise 15.8 Cq degeri
ile VT genotipinden elde edildigi rapor edilmistir. Ayn1 calismada R? degerinin 0.986
ile 0.999 arasinda, slope degerinin ise 3.663 ile 3.054 arasinda degistigi tespit
edilmistir (Ruiz-Ruiz vd., 2007). Asmada ekonomik kayba yol acan GLRaV-1,
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GLRaV-3, GVA, GFLV ve GFkV hastaliklarina neden olan etmenlerin yogunluklarini
belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada elde edilen Cq degerleri 21.11 ile 35.92
arasinda, Sq degerleri ise 1.87 x 10% ile 4.32 x 10® arasinda degismistir (Pacifico vd.,
2011). Tomato leaf curl New Delhi virus (ToOLCNDV)’liniin domates ve kabak
bitkilerindeki yogunluklarini belirlemek amaciyla farkli metotlarin denendigi bir
calismada, viriisii en hassas ve spesifik olarak teshis eden metodun TagMan qPCR
oldugu ve 9.51 x 10! DNA kopya sayisiyla kabak bitkisinde, 7.8 x 102 DNA kopya
sayisi ile de domates bitkisinde ¢ogaldigi bildirilmistir (Simon ve Ruiz, 2018).
Domateste yapilan bagka bir ¢alismada Tomato torrado virus (ToTV)’line ait farkli
tilkelerden elde edilen 23 farkli 6rnekte viriis yogunluklarina bakilmistir. Buna gore
orneklerde Ct degerlerinin 17.38 + 0.26 ile 32.34 + 2.92 arasinda, Sq degerlerinin ise
1.31 x 107 + 1.14 x 10° ile 6.85 x 10° + 3.12 x 10% arasinda degistigi belirtilmistir
(Herrera-Varquez vd., 2015).

Gergeklestirilen tez ¢alismasi kapsaminda limon, portakal, mandarin, altintop, turung
ve Ui¢ yaprakli portakal turunggil tiirlerinin CCDaV’ye kars1 dayanikliliklar agisindan
karsilastirmalar1 yapilmistir. Elde edilen bulgulara gore viriise en duyarli ¢esitin limon,
en dayanikli gesitin ise li¢ yaprakli portakal oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde
Ruiz-Ruiz (2007)’in yaptig1 bir ¢alismada portakal, turung, greyfurt, Meksika laymi
ve Alemow gibi farkli turunggil cesit ve dokularindaki CTV miktarinin ve
yogunlugunun qRT-PCR ile 6l¢iimii yapilmistir. Buna gore farkli turunggil tiirlerinden
elde edilen Cq degerlerinin 18.80 ile 21.20 arasinda, Sq degerlerine gore viriis kopya
saytlarinm ise 1.62 x 10* + 1.07 x 10 arasinda degistigi bildirilmistir. Elde edilen
sonuglarda CTV’ye kars1 en duyarl ¢esitin Meksika laymi, en dayanikli ¢esitin ise
turung oldugu belirlenmistir. Ayrica viriis yogunlugunun kabuk ve meyve dokularinda
daha fazla, yaprak ve kok dokularinda ise daha az oldugunu belirtilmistir. Bertolini
(2008)’nin farkli iilkelerden getirilen CTV izolatlarim1 iceren oOrneklerde viriis
yogunluklarint belirlemek amaciyla ELISA, (IC)-RT-nested-PCR ve gRT-PCR
analizlerinin hassasiyetlerinin de karsilastirildigi ¢alisma sonucunda qRT-PCR’in
viriis yogunlugunun belirlenmesinde diger yontemlerden agik ara daha hassas oldugu
belirtilmistir. Caligmanin qRT-PCR analizlerinde en diisiik Ct degerine sahip olan
Pineapple portakalda en ¢ok viriis yogunlugunun, buna karsin en yiiksek Ct degerleri
gosteren Washington Navel portakalinda ise virlis yogunlugunun en az oldugu

belirlenmistir. Ayni ¢alisma kapsaminda CTV ile enfekteli mandarin bitkisinde en ¢cok
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viriis yogunlugu gen¢ ve yash yapraklardan elde edilirken, en diisiik viris
yogunlugunun ise meyve sapi ve geng¢ slrgiinlerden elde edildigi bildirilmistir.
Ghobakhloo (2019)’nun yapmis oldugu calismada ise CEVd’ye karsi tolerant ve
hassas oldugu bilinen turun¢ ve Troyer sitranji tiirlerindeki viroid yogunluklarina
bakilmustir. Elde edilen sonuglar 10! ile 10® kopya/mg araligindaki enfekteli kabuk
dokusundaki viroid kopya sayisinin tespit edilebildigini ve Troyer sitranjindaki viroid
yogunlugunun turung bitkisindekine gore ¢ok daha fazla oldugunu belirtilmistir.
Ayrica viriis inokiilasyonundan 3, 6, 10, 13 ve 16 hafta sonra yapilan RT-gPCR
analizlerinde ise her iki tiirde de en basarili sonuglarin 16. hafta sonrasinda alindig1
bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda ise viriis yogunlugu 12 ay siireyle her {i¢ ayda bir
Olciilmilis ve tespiti yapilmistir. Bundan sonra yapilacak yogunluk belirleme
calismalarinin enfeksiyondan sonra birer veya ikiser hafta araliklarla yapilarak, ilk {i¢

ayda enfeksiyon seyrinin incelenmesinin faydali olacagi diistiniilmektedir.

Bitkiler dogada maruz kaldiklar1 biyotik stres faktorlerine karsi tepki vererek, bu
streslere uyum saglamak icin ¢esitli mekanizmalar kullanmaktadir. Bitkiler kendileri
icin tehlike arz eden mikroorganizmalardan kaginma ve onlar1 yok etme
mekanizmasina sahip olmamakla birlikte, patojenlere karsi savunma mekanizmasi
gelistirmislerdir. Bunlar igerisinde dayaniklilik (R) genleri bitki savunma
mekanizmalarinin 6nemli temel taslarindan birini olusturmaktadir. Bitki-patojen
etkilesimleri temelde gen-i¢in-gen teorisi olarak da adlandirilan konukcudaki her bir
dayaniklilik (R) genine karsilik patojende bir aviriilenslik (avr) geninin bulunmasi
olarak da agiklanabilmektedir. Diren¢ genleri, bitki genomlarinda yer alan ve R
proteinleri iireterek patojenlere karsi bitkide hastalik dayanikliligini uyarmaktadir.
Gilintimiizde bitkilerde farkli viriis, bakteri, fungus ve nematodlara kars1 dayaniklilik
saglayan 60’tan fazla R geni belirlenerek karakterizasyonu yapilmistir. Arabidopsis
genomunda 1356, domateste 465 ve asmada 253 adet R geni oldugu (Sanseverino vd.
2010) ancak, heniiz karakterizasyonu yapilmamis ve hangi patojenle iligkili oldugu
bilinmeyen ¢ok fazla sayida R geni vardir. Turunggillerin model tiirii olarak belirlenen
ve tiim genom dizilimi Xu ve arkadaglari tarafindan 2013 yilinda tamamlanmis olan

portakal bitkisinde ise 249 adet potansiyel R geni oldugu belirtilmistir.

Bazi R genlerinin hangi patojene kars1 dayaniklilik sagladiklari ve dayanikliligin etki
mekanizmalar1 bilinmektedir. Model bitki Arabidopsis’te CMV’ye kars1 dayaniklilik
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saglayan RCY1 geni, Turnip crinkle virus (TCV)’ye kars1 dayaniklilik saglayan HRT
geni, Pseudomonas syringae pv. tomato’ya karsi dayaniklilik RPS2 geni bu
dayaniklilik genlerindendir (Gururani vd., 2012). Ayrica tarimsal iiretim acisindan
onemli bitkilerden domates en fazla R geni karakterizasyonu yapilan bitkidir.
Domateste Sw5, Tm-2, Tm-22,1-2 R genleri sirasiyla TSWV, TMV, ToMV, Fusarium
oxysporum’a karst dayaniklilik saglayan bilinen R genleri arasinda yer almaktadir.
Bunun yaninda bazi bitkilerde karakterizasyonu yapilmis ve bir patojen ile etkilesimi
bilinen ¢ok az sayida R geni bulunmaktadir. Bunlar arasinda patateste PVX’e karsi
dayaniklilik saglayan Rx1 ve Rx2 genleri, PVY ye kars1 ise dayanikliliktan sorumlu
Y-1 geni ve tiitinde TMV’ye kars1 dayaniklilik saglayan ve ilk belirlenen R geni olan
N geni bulunmaktadir. Turunggillerin model tiirii olarak tiim genom dizilimi
tamamlanan portakal genomunda 250’ye yakin R geni ve benzeri olmasima (Plant
resistance gene wiki, 2014) ragmen bunlardan higbiri herhangi bir hastalik ile
iliskilendirilmemistir. Turunggillerde sadece ii¢ yaprakli portakalda CTV’ye karsi
dayaniklilik saglayan Ctv geninin R geni oldugu belirlenmistir (Dalio vd., 2017). Buna
karsin turunggil genomunda da heniiz bir patojen ile eslestirilmemis ve etki

mekanizmasi ortaya konmamis ¢ok sayida R dayaniklilik geni oldugu bilinmektedir.

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda turuncgillerde gelecek icin potansiyel bir tehlike
olusturan CCDaV ile iligkili olabilecek R genlerinin gen ekspresyonu yoluyla tespit
edilmeye calisilmistir. Bu portakal genomunda tespit edilen 249 adet R geni ve
benzerlerinden farkli gruplari temsil eden 15 adet gen secilerek CCDaV enfeksiyonu
sirasinda duyarli ve dayanikli turuncggil tiirlerinde gen ekspresyonu incelenmistir.
Yapilan analizler sonucunda CNL, T-2, TNL, RLK-1, RLK-2, RLP-3, RLP-5 ve
Unknown 6 R genlerinin ekspresyonunun CCDaV’ye kars1 dayanikli ti¢ yaprakl
portakal bitkisinde, duyarli limon bitkisine gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Karsilastirmali ekspresyon analizleri sonucunda segilen 15 R geninden CN, T-2, RLK-
1, RLK-2, RLP-3, RLP-5 ve Unknown 6 genlerinin yliksek diizeyde uyarilmis olmasi,
bu genlerin CCDaV’ye kars1 dayaniklilikta rol aldigin1 gostermistir.

CNL grubu R genleri hem monokotil hem de dikotil bitkilerde bulunmaktadir. CNL
genlerinin ¢esitliligi bitki tlirline gore degismekte olup, ¢ok sayida NBS-LRR
proteinleri igermektedir. Daha 6nce yapilan ¢alismalar Arabidopsis’te 150, yoncada

177, papayada 6, patateste 370, piringte 400, asmada 500°den fazla ve soya
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fasulyesinde 188 tane CNL geni oldugunu gostermistir (Ghelder ve Esmenjaud, 2016).
Nematoda karst dayanimi oldugu bilinen domates bitkisine uygulanan nematod
inokiilasyonundan sonraki 18. giinde Mi-1.1 geninin, 4. giinde ise Mi-1.2 geninin
ekspresyonunun maksimum seviyeye ulastigi belirlenmistir. Nematod inokiilasyonu
yapilmadan Once bitkide yapilan analizlerde ise her iki genin ekspresyonunun da ¢ok
diisiik seviyelerde oldugu gozlenmistir (Lavrova vd., 2016). Arabidopsis’te
Hyaloperonospora arabidopsidis fungal patojeni ile ilgili yapilan bir ¢alismada,
fungus inokiilasyonundan 21 giin sonra bitki yapraklarindan yapilan analizde RPPS8
geninin yiiksek ekspresyonu elde edilirken, koklerden alinan dokularda ayni genin
ekspresyonunun olgiilecek diizeyin altinda oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alismada 2
adet CNL geninin ekspresyonu incelenmis ve bunlardan bir tanesinin ekspresyonunun
CCDaV enfeksiyonuna karsi ti¢ yaprakli portakalda uyarildigi belirlenmistir. CNL
geninin ekspresyonunun duyarli bitkide diisiik, dayanikli bitkide yiiksek olmasi bu gen
grubunun CCDaV ’nin dayanikliligiyla iliskili olabilecegini gostermistir.

Plasma membran proteinleri arasinda yer alan Receptor-Like Kinase (RLK)’larin,
cesitli ¢evresel ipuglarina karst ¢esitli hiicresel cevaplarda, hormonal sinyallerde ve
stres algisinda rol aldiklar1 bilinmektedir. Arabidopsis’te 600’den, piringte 1000’den
fazla gene sahip olan biiyiik bir protein ailesini olusturmaktadir. Limon bitkisinde
yapilan bir caligmada kiif hastaligina neden olan Capnodium citri inokiilasyonundan
sonra 12, 24, 48 ve 72 saat sonra yapilan real-time PCR analizlerinde P5 geninin
ekspresyonunun 72. saat sonrasinda maksimum seviyeye ulastigini belirlemislerdir.
Ayni ¢aligmada, bitkiden izole edilen PS5 geni icin yapilan karakterizasyon ¢alismalari
sonrasinda genin, RLK grubu R genleri ile %83 oraninda homoloji gosterdigi tespit
edilmistir. Aragtirmacilar P5 geninin limon bitkisinde sadece Capnodium. citri
enfeksiyonu sirasinda aktive oldugunu bildirmislerdir (Felice ve Wilson, 2010). Bu
calismada toplam 20 adet RLK grubu R geninden 4 tanesinin ekspresyonu incelenmis,
bunlardan 2 tanesinin ekspresyonunun CCDaV enfeksiyonuna karsi ii¢ yaprakli
portakalda uyarildig1 belirlenmistir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalara benzer olarak bu
tez calismasinda da RLK gen ekspresyonunun duyarli bitkide diisiik, dayanikl bitkide
yiiksek olmasi, bu gen grubunun CCDaV’nin dayanikliliiyla iligkili olabilecegini

gostermektedir.
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RLP (receptor-like protein)’ler tiim yiiksek bitkilerde bulunan biiyiik protein ailelerini
olusturmaktadir. Hiicre icerisindeki DNA onarimi, rekombinasyon, transkripsiyon,
RNA islenmesi, hastalik dayanimi ve bagisik yanit gibi islevlere sahip oldugu, ayrica
cesitli patojenleri tespit eden immiinoreseptorler gibi gorev yaptiklar1 bilinmektedir
(Dalio vd., 2017). Mandarinde yapilan bir calismada Xylella fastidiosa ile
enfeksiyonundan 24 saat sonra 33 genin ekspresyonunda degisiklik oldugu tespit
edilmistir. Bu genlerden 9 tanesinin ekspresyonunun enfekteli bitkilerde kontrol
bitkilerine goére azaldigi, 24 tanesinin ekspresyonunun ise arttigr belirlenmistir
(Rodrigues vd., 2013). Bu tez ¢alismasinda toplam 57 adet RLP grubu R geninden 2
tanesinin ii¢ yaprakli portakalda uyarildigi belirlenmistir. Daha Once yapilan
calismalara benzer olarak RLP3 ve RLP5 genlerinin duyarli bitkideki ekspresyonu
diisiik olurken dayanikli bitkilerde artmis olmasi, bu R gen grubunun CCDaV
dayanikliligryla iliskili olabilecegini gostermistir..

TNL grubu genleri tek ¢enekli bitkilerde daha yaygin oldugu, Arabidopsis, patates,
erik ve keten gibi bitkilerden izole edilip karakterizasyonu yapilmig TNL R genleri
bulundugu bilinmektedir. TNL genleri viriisler (TMV/N), bakteriler (Pseudomonas
syringae/RPS4), funguslar (Melampsora lini/L6) ve nematodlar (Globodera
rostochiensis/Grol1-4, Meloidogyne spp./Ma) gibi patojenlere kars1 bazi dayaniklilik
genlerini igermektedir. Seftalide Meloidogyne spp.’ ye kars1 dayaniklilikta rol oynayan
TNL genleriyle ilgili yapilan ¢calismada 15 adet bitkiye karisik nematod inokiilasyonu
yapilmistir. Inokiilasyondan 3 hafta sonra 10 adet bitkide gal olusumu gdzlenirken, 5
adet bitkide belirti gozlenmemistir. Yapilan RNA izolasyonu ve Northern-blot
hibridizasyonu sonucunda sagak koklerde gal olusumu olan bitkilerde TNL-1 geni elde
edilememistir. Gal olusturmamis ve kontrol bitkilerinde ise yiiksek seviyede TNL-1,
TNL-2 gen ekspresyonu belirlenmistir (Claverie vd., 2011). Bu tez calismasinda bir
adet TNL grubu R geninin ii¢ yaprakli portakalda uyarildigi belirlenmistir. TNL
geniyle ilgili daha 6nce yapilan ¢alismalarda duyarl bitkilerdeki ekspresyonun diisiik,
dayanikli bitkideki ekspresyonun ise yiiksek diizeyde elde edilmis olmasi, bu ¢aligma
sonucunda yliksek seviyede elde edilen TNL geninin CCDaV’ye kars1 dayaniklilikta
iliskili olabilecegini desteklemistir. Turunggillerde daha 6nce yapilan caligmalara
benzer olarak bu c¢alismada da viral etmenle iliskili TNL grubu bir R geni

belirlenmistir.
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Unknown grubunda dayaniklilikla iligkisi olabilecek ancak herhangi bir alt gruba dahil
edilmemis genler bulunmaktadir. Plant Resistance Gene Wiki veri tabanindaki Citrus
sinensis’e ait R genleri iginde yer alan Unknown grubu genler incelendiginde, Fortune
cinsi mandarin bitkisinde Alternaria alternaria f.sp. citri’ye kars1 dayaniklilikta etkili
olabilecek aday genlerin SNP markerleri ile analizleri yapilmistir. Arastirmada
oncelikle gen¢ yapraklarin {ist ve alt yiizeylerine hazirlanan bakteri siispansiyonu ile
inokiilasyon yapilmistir. Kontrol bitkilerin distile steril su piiskiirtiilmiistiir. Hastaliga
duyarli olan bitkilerde inokiilasyondan iki giin sonra yaprak belirtileri gozlenirken,
dayanikli olan bitkilerde ise hi¢bir simptom olugsmamistir. Calismada 24 adet
Unknown grubu gen i¢in 9 adet SNP markeri kullanilarak MAS yapilmig ve 9 adet
genin patojene kars1 dayaniklilikta etkili olabilecegi bildirilmistir (Cuenca vd., 2016).
Bu tez caligmasinda toplam 148 adet Unknown grubu R geninden 5 tanesinin
ekspresyonu incelenmis ve bunlardan iki tanesinin {i¢ yaprakli portakalda uyarildig:
ve bu genlerin CCDaV dayanikliligiyla iliskili olabilecegi gosterilmistir. Daha 6nce
yapilan ¢aligmalarda bakteriyel patojenle ilgili Unknown grubu genler belirlenirken,

bu calismada bir viral etmenle iliskili R geni belirlenmistir.

Bu tez calismasmin birinci kisminda CCDaV-BATEM-M izolatinin molekiiler
karakterizasyonu, CP genine gére hem {ilkemiz hem de diinya izolatlar1 ile aa ve nt
diizeyinde ¢oklu dizi analizleri ve filogenetik iliskileri incelenmistir. ikinci kisimda
iilkemizde yaygin olarak yetistirilen turunggil tiirlerin CCDV’ye dayaniklilik ve
duyarlilik durumlar ortaya konulmustur. Viriis yogunlugunun belirlenmesi amaciyla
yapilan real-time PCR analizleri sonucunda CCDaV’ye en duyarhi turuncgil tiirii
limon, en dayanikli turunggil tiirii ise ii¢ yaprakli portakal olarak tespit edilmistir.
Ugiincii kisimda ise limon ve ii¢ yaprakli portakal bitkilerinde CCDaV’ye kars
dayaniklilikta ve toleransta etkili olabilecegi diisiiniilen 15 adet R dayaniklilik geninin
ekspresyon analizleri yapilmistir. Her bir gen icin yapilan qRT-PCR analizleri
sonucunda 15 adet genin 7 tanesi ti¢ yaprakli portakal bitkisinde yiiksek ekspresyon
vererek, CCDaV dayaniklilig1 ile iliskili olabilecegi belirlenmistir.

Bundan sonra yapilacak ¢alismalarda {imitvar bulunan R genleri ile birlikte yeni R
genlerinin de dahil edildigi arastirmalarin yapilmasi, etmenin kontroliine ve
yayilmasina kars1 alinacak dnlemler agisindan 6nem arz etmektedir. Bu tez ¢alismasi

kapsaminda limon, mandarin, portakal, altintop, lic yaprakli portakal ve turung
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tiirlerini temsil edecek sekilde belirlenen ¢esitlerle calisilmigtir. Daha fazla sayida
turunggil tiir, c¢esit ve turunggil akrabalarinin da dahil oldugu c¢aligmalarin
yapilmasinin, CCDaV dayaniklilik mekanizmasinin daha net ortaya ¢ikarilmasina
katki saglayacagi distiniilmektedir. Bunlara ek olarak, CCDaV konsantrasyon
analizlerine viriis inokiilasyonundan 3 hafta sonra yeni siirgiin olusumu ile baglanip
ayda bir yapilacak analizlerle viriise ait enfeksiyon mekanizmasi hakkinda daha ¢ok
bilgi sahibi olunmas1 miimkiin goriilmektedir. Ayrica hastaligin bulasik fidan ve as1
gozleri ile hizli bir sekilde yayilma potansiyelinden dolay, tilkesel ¢apta i¢ karantina
Onlemlerine agirlik verilmesi ve etmenle ilgili sertifikasyon programlarinin
uygulanmasi gerekmektedir. CCDaV’nin vektorii olan Parabemicia myricae ile ilgili
molekiiler analizlere ve etmenin turunggiller disinda kalan olast konukgularina yonelik

detayli calisma yapilmasi uygun olacaktir.
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