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Bu calismada Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma Uygulama
Ciftligi turuncgil koleksiyon parsellerinde bulunan Turuncgil Sar1 Damar Ag¢ilmasi
hastalig1 (Citrus Yellow Vein Clearing (CYVCQ)) ile infekteli Kiitdiken limon (Citrus
limon) agaclarindan alinan siirgiin uglarma in vitro Siirgiin Ucu Asilama (SUA)
uygulanmis ve patojenden arindirilma oranlari tespit edilmistir. SUA islemleri
oncesinde ve sonrasinda biyolojik indeksleme yapilarak simptomlar turung (C.
aurantium) 1indikator bitkilerinde gozlemlenmistir. Bu simptomlar sar1 damar
acilmalari, kivrilma ve biikiilme seklinde olusan yaprak deformasyonlar1 ve bogum
aralarinda kisalmalardir. SUA islemleri Ilkbahar ve Sonbahar donemlerinde alinan 2
ve 4 yaprak iceren meristem kullanilarak yapilmis ve her biri Carrizo citrange (C.
sinensis x Poncirus trifoliata) anaglarina asillanmistir. In vitro gelisen bitkilerin
turung bitkisine indekslenmesi sonucunda Sonbahar doneminde elde edilen saglikli
bitki oram1 % 57, Ilkbaharda ise % 45 olarak saptanmustir. SUA calismalarinda
kullanilan 2 yaprak¢ikli meristemden % 62 oraninda, 4 yaprak¢ikli meristemden %
40 oraninda saglikli bitki elde edilmistir. SUA calismalarinda patojenden ari bitki
elde etme oranm % 50 olarak saptanmuigtir.

Anahtar Kelimeler: CYVC, Siirgiin Ucu Asilma, Kiitdiken limon
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In this study, Shoot Tip Grafting technique (STG) has been applied for shoot
tips, are collected from Citrus Yellow Vein Clearing (CYVC) infected Kutdiken
lemon (Citrus lemon) trees at University of Cukurova Search and Practise Plantation
Citrus Collection Poots and elemination percentage are determineted. The
symptomatic expression were observed on sour orange (Citrus aurantium) by
biological indexing both pre STG and post STG tecnique. These symptoms were
yellow vein clearing and deformation on leaves as curling or distorting, shortening
the nodal gap. STG technique was made by using size as the meristem that contained
2 and 4 leaves taken at the spring and autumn times and each on the shoot tips were
grafted Carrizo citrange (C. sinensis x Poncirus trifoliata) seedlings. The healthy
plant percentage, are obtained after grafting consequently were 57 %, 45 %, both
Autumn and Spring seasons. The healthy plant percentage, are obtained after grafting
consequently were 62 % and 40 % meristem that contained 2 leaves and 4 leaves
Finaly as a result in STG studies, percentage of pathogen-free plant observation was
50 %.

Key Words: CYVC, Shoot Tip Grafting, Kutdiken lemon
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1. GiRiS Nazan BAYER

1. GIRIS

Turunggiller, diinyada tropik ve subtropik bolgelerde yetistiriciligi yapilabilen
oldukca genis bir kullanim alanina sahip, bitki tiirlerini icerirler. Baslica turuncgil
tireticisi iilkeler; Brezilya, Cin ve ABD’dir. Tiirkiye ise iiretim miktar1 yoniinden ilk
10 iretici iilke arasinda yer almaktadir (Anonim, 2006). Turunggil yetistiriciligi
tilkemizde Akdeniz, Ege ve Dogu Karadeniz bolgelerinde yapilmakta, i¢ ve dis
ticaret acisindan oldukca 6nemli bir tarim kolunu olusturmaktadir. Son 10 yil icinde
Tiirkiye turunggil itretimi, diinya turuncgil tretiminin % 2,25’ini karsilarken,
919.000 ton ile diinya turunggil ihracatinin % 8’ini karsilamaktadir (Anonim, 2005).

[k yillarda yeterince 6zen gosterilmeksizin yetistirici iilkeler arasinda yapilan
tiretim materyali aligverisi sonucu yetistiricilik ve pazarlama alanindaki sorunlara ek
olarak bircok entomolojik ve fitopatolojik problemler belirgin olmaya baslamstir.
Bu problemlerin gittikce Oonem kazanmasi nedeniyle yetistiricilik yapan iilkeler
konuyla ilgili bazi sinirlamalar ve uygulamalar getirmek zorunda kalmislardir
(Broadbent, 1987).

Bugiine kadar viral patojenlere kars1 herhangi bir tedavi yontemi bulunamamis
oldugundan kabul edilen en etkin yontem, saglikli iiretim materyali kullanarak
soruna temelden ¢oziim getirmektir (Navarro, 1981). S6z konusu olan viral
patojenler vejetatif cogaltim yoluyla taginmaktadir. Bu nedenle vejetatif ¢cogaltmada
temiz bir bagslangic materyalinin kullanimi son derece Onemlidir. Temiz
materyallerin elde edilmesi amaciyla da bazi doku Kkiiltiirii tekniklerinden
yararlanilmaktadir. Hastaliksiz bitkileri elde etmek iizere ©ozel in vitro Kkiiltiir
teknikleri gelistirilmistir ve meristem kiiltiirii bu amacla kullanilan bir tekniklerden
biridir (George, 1993).

Viriisten ari bitkileri elde etmek icin cogunlukla kullanilan kiiltiir “meristem
kiiltiirii” veya “meristem ucu kiiltiirti” ifadeleri mikro ¢ogaltim amaci ile degil viriis
elemine etme amaci ile baslatilan kiiltiirleri ifade etmektedir. Kiiltiirlerde viriis
eleminasyonu i¢in kullanilan eksplantlar1 tanimlamada ise “meristem ucu” terimi
daha dogru olurken biiyiik eksplantlar kullanildiginda (genellikle 1 mm’den biiyiik)
“stirgiin ucu” seklinde ifade etmek daha dogru olmaktadir (George, 1993).
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Meyve agaglarindan viriis eleminasyonu genellikle termoterapi ile meristem
ucu kiiltiirlerinden gelisen koklii siirgiinlere mikro asilama ile basarilmistir. Mikro
asilama viriisten ari anaglarin iizerine meristemlerin asilanmasi teknigidir. Viriisle
bulagik olmayan tohumlar, kok (anac) stoklar1 olarak kullanilmaktadir. Eger
meristem in vitro’da gelismiyorsa veya meristemden gelisen siirgiinler
koklenmiyorsa, bunlarin in vitro’da g¢ogaltilmis anaclar iizerine c¢ogaltilmasi
yapilmaktadir. Ya viriisle bulasik ana bitkiden direkt olarak aseptik On islemler ile
ayrilan meristem ucu ya da meristem ucunun in vitro kiiltiiriinden sonug¢lanan kiiciik
bir siirgiin ucu viriisten ari anaca asilanmaktadir. Bu tiir mikro asilama meristem
kiiltiirtiniin ~ basarisiz  oldugu tiirlerde viriisten ari stoklar1 {iiretmek icin
kullanilmaktadir (Zimmerman ve Juwartz, 1994).

Bir bitkinin hiicrelerinde viriis konsantrasyonu hiicreden hiicreye farklidir ve
ozellikle apikal siirgiin ve kok meristemi hiicrelerinin viriis igermesi ihtimali ¢ok
diisiiktiir. Bu nedenle meristem kiiltiirlerinden viriisten ari bitkilerin elde edilmesi
miimkiin olmaktadir. Bununla beraber meristemlerin her zaman viriisten ari olmadig:
da unutulmamalidir. Giiniimiizde meristem Kkiiltiirii viriis eleminasyonu i¢in rutin
olarak uygulanan bir yontemdir. Ama farkl bitkilerden farkli viriisleri arindirmaya
gore de 6zel yontemlerle birlikte ele alinmaktadir (Sherwood, 1993).

Turunggilleri etkileyen viral kokenli hastaliklarin varligi anlasilincaya kadar
patojenler, kaynak bolgeden diinyanin turunggil yetistirilen pek cok bolgesine
yayilma olanag1 bulmustur. Bazi durumlarda bu etmenler enfektelendikleri agaclarda
belirgin bir hastalik tablosu olusturmadiklarindan, bu gibi agaclarin tiretim materyali
olarak kullanilmas: ile patojenlerin yeni alanlara yayilma firsat1 yaratilmis olmaktadir
(Wallace, 1959; Navarro, 1993).

Turunggil iiretiminde gelismis olan bir ¢ok iilke, patojenden ari as1 gozii
gereksinimlerini tesis ettikleri turuncgil cesit, 1slah ve sertifikasyon programlar:
kapsaminda {irettikleri temiz iiretim materyallerini ireticiye saglayarak
gidermektedirler (Navarro, 1981).

Tarihi gelisim i¢inde turuncgil viral patojenlerin elemine edilmesine yonelik
olarak uygulanan dogal seleksiyon ve indeksleme, termoterapi ve degisik doku

kiiltiirti yontemleri arasinda en etkini genetik stabiliteye sahip olan meristem
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kiiltiiriidiir. Ancak turunggillerin ait oldugu Rutecea familyasinda da diger agac
tiirlerinde oldugu gibi meristem kiiltiirti ¢aliymalarinda koklendirme problemi ile
karsilagilmistir. Turuncgillerde Murashige ve ark. (1972), tarafindan gelistirilip
Navarro ve ark. (1975), tarafindan detaylandirilan in vitro Siirgiin Ucu Asilama
(SUA) teknigi ile bu sorun ortadan kaldirilmistir. Meristem Kkiiltiirii caligmalart
infekteli bitkilerin siirgiin ucu kismindan olusan c¢ok kiiciik boyutlardaki
meristematik dokularin viriislerden arinmis olabilecegi esasina dayanmaktadir. Bu
goriis dogrultusunda tohumdan gelistirilmis koklendirilmis anaglarin iizerine
uygulamaya baslanan SUA c¢alismalar1 bugiin turunggilleri viral patojenlerden
arindirmada en gecerli yontemdir. Bu nedenle turunggil ¢esit, 1slah ve sertifikasyon
programlari i¢inde yaygm bir sekilde uygulanmakta olan in vitrro SUA sonucu elde
edilen bitkiler, ismine dogru olup genclik karakterleri gostermemekte ve biiyiik
oranda patojenlerden arinmis olmaktadir.

SUA calismalarinda konuk¢u ve patojene gore degismekle birlikte
turunggillerin bu patojenlerden arindirilmasi farkli oranlarda gerceklesmektedir
(Roistacher ve ark, 1976). Bu sonuclardan yola ¢ikarak Navarro ve ark. (1981),
turunggil viriis ve viriis benzeri patojenleri, SUA yoOntemiyle elemine edilme
basarilarina gore gruplandirmislardir.

In vitro SUA teknigi turuncgil tiirlerinde % 60-70 oranindaki basaris1 ve % 90
topraga sasirtmadaki basarisi ile ticari iiretimde onemli bir uygulama alan1 bulmustur
(Growser, 1994). Bu sekilde SUA yontemleri viriisten ari klonlar elde etmek igin
basariyla kullanilmaktadir.

Bu c¢aligmada ele alinan Turuncgil Sar1 Damar Acilmasi (Citrus Yellow Vein
Clearing (CYVC)) hastalig1 diinyada ilk kez Pakistan’da limonlarda (Citrus limon)
ortaya c¢ikmistir. Bove (1989), hastaligi Pakistan’da rapor etmis, Yellow Vein
Clearing “YVC” olarak adlandirmistir.

Alshami ve ark. (2003)’larinin yapmis olduklar1 ¢alismada Yellow Vein
Clearing hastaligin1 arastirmislar, etmen viriisii pirifiye ederek 685x14 nm
uzunlugundaki ipliksi partikiillerin elektron mikroskobunda gozleyerek hastalig:

“Citrus Yellow Vein Clearing” viriisii olarak adlandirmiglardir.
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Hastalik simptomlarinin (Sar1 damar ag¢ilmalari, yapraklarda deformasyonlar ve
kivrilmalar) baslangicta Turuncgil Variegation Viriis (Citrus Variegation Virus
(CVV)) ve Turunggil Gociiren Hastalig1 (Citrus Tristeza Viriis (CTV)) ile akraba
olabilecegi diisiintilmiistiir. Bu hastaliklarin teshisinde tan1 yontemleri olarak DAS-
ELISA (Double Antibody Sandwich-Enzyim Linked Immunosorbent Assay) ve
Electron Microscopy (Elektron Mikroskop) gozlemleri gibi teknikler kullanilmustir.
ELISA testinde spesifik CVV ve CTV antiserumlar1 kullanilmis fakat sonucta
CYVC’ in bu etmenlerle akraba olmadigi ortaya ¢ikarilmistir (Catara ve ark. 1993).

Daha sonra Grimaldi ve Catara (1996) yaptiklar1 ¢calismada limonlarda bulunan
CYVC etmeninin ipliksi bir yapiya sahip oldugunu ortaya koymuslardir.

Ulkemizde ilk kez Onelge, 2003 yilinda bu hastalig1 limonlarda rapor etmis ve
hastaligi “Sar1 Damar Acgilmas1” olarak adlandirmistir. Hastalik Kiitdiken ve
Enterdonata limon cesitlerinin ve turun¢ (C. aurantium) bitkilerinin geng
yapraklarinda, ana ve yan damarlarda renk agilmalar1 ve yapraklarm kenarinda
kivrilmalar, burusup kirismalar seklinde goriilmektedir. Hastalikli yapraklar 1s18a
tutuldugunda damar ac¢ilmasi daha net goriilebilmektedir. Hastalik gen¢ yapraklarda
belirgin oldugu kadar yapraklar olgunlastiginda da belirginligini korumakta ve renk
acilmalar1 olgun yapraklarda da goriilebilmektedir.

Bu calismanm amaci, diinyada ilk kez Pakistan’da teshis edilen ve daha sonra
da Tiirkiye’ de rapor edilen, simdilik Cukurova Universitesi Arastirma ve Uygulama
Ciftligi turunggil parsellerinde limon ve turunglarda gozlenen sar1 damar agilmasi
(Citrus Yellow Vein Clearing) “CYVC” hastaligi ile bulasik Kiitdiken limon
cesitlerinden alinan siirgiin uclar1 kullanmilarak in vitro SUA teknigi ile hastaligi

arindirmak ve temiz bitki materyali elde etmektir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Giintimiizde bitkileri hastaliklardan arindirmak i¢in kullanilan doku kiiltiirii
teknikleri ayni zamanda hastaliklara dayanikliligi arttirmak, dayanikli bitki
genotiplerini korumak, bitki hastaliklarina karsi somoklonal dayaniklilik meydana
getirmek, dayanikli bireyleri secmek veya dayanikliliga cevap veren genlerin
aktarilmasimi kolaylagtirmak i¢in de kullanilmaktadir (George, 1993).

Viral etmenler vejetatif yollarla tasindiklar1 icin, vejetatif ¢cogaltma yapilirken
temiz bir bagslangic materyalinin kullanimi son derece Onemlidir. Temiz
materyallerin elde edilmesi amaciyla da bazi doku Kkiiltiirii tekniklerinden
yararlanilmaktadir (George, 1993).

Doku kiiltiirii  teknikleri icinde ise kallus, protoplast, cesitli iireme
kapasitesindeki dokular (oviil, nusellus) ve meristem kiiltiirii yer almaktadir
(Bhojwani ve Razdan, 1983).

Doku kiiltiirii teknikleri iginde, viriislerden arindirma agisindan en etkin
yontemlerden biri genetik stabiliteye sahip meristem kiiltiiriidiir. Gergek stabilitenin
korundugu meristem kiiltiiriinde yalniz basina meristem degil, meristem ve ilk birkac
yaprakc¢iktan ibaret olan meristem ucu (siirgiin ucu) kiiltiire alinmaktadir (Walkey,
1985).

Meristem kiiltiiri alaninda ilk girisim 1933 yilinda White’in Kus otu (Stelaria
media)’ nun siirgiin ucunu kiiltiire almasi ile olmustur. Daha sonra 1945 yilinda Loo,
Kuskonmaz bitkisinin (Asparagus officinalis) 5 mm uzunlugundaki gévde uglarini
kiiltire almay1 basarmustir. Esas olarak meristem Kkiiltiirii baslangici Latin ¢icegi
(Tropaeolum majus)’ nden basarili bir meristem ucu kiiltiirleri ve sonucta kokli
bitkilerin elde edilmesi ile olmustur. Daha sonra meristem ucu kiiltiirlerinin viriisten
ari bitkileri tiretmedeki potansiyeli biiyiik ilgi gdrmiis, 1952 yilinda Morel ve Martin
tarafindan Yildiz Cicegi (Dahlia. spp)’nde ve 1955 yilinda da 6 patates (Solanum
tuberosum) c¢esidinde viriisten ari bitkiler elde edilmistir (Doods ve Roberts, 1986;
Nehra ve Kartha, 1994).

Viriis ve viriis benzeri hastaliklarin turuncgilleri ciddi boyutlarda etkilediginin

anlagilmasindan sonra, bu hastaliklardan ari bitki elde etmede c¢esitli yontemler
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uygulama alani bulmugtur. Bunlardan en eski olan1 poliembriyonik ¢esitlerin niiseller
¢ogiirlerinin se¢imi olmustur (Weathers ve Calavan, 1959; Knorr ve Childs, 1968).
Niiseller cogiirlerden elde edilen bitkilerin uzun yillar genglik karakterleri
gostermeleri, fazla dikenli olmalari, aga¢ habitusunun biiyiik olmasi, ge¢ meyveye
yatmasi, ismine dogru olmamasi, yontemi smirlayan ¢ok 6nemli olumsuz yonlerdir
(Juarez ve ark., 1976).

Monoembriyonik kiiltiivarlarda ise genclik karakterlerine sahip olmayan viriis
ve viriis benzeri etmenlerden ari liretim materyali elde etmek amaciyla pek cok
kiiltir  bitkisinde yaygm olarak kullanilan termoterapi turunggillerde de
uygulanmistir (Desjardians ve ark., 1957; Lin ve Lo, 1966; Olson ve Rogers, 1969).

Viriisten ari bitki rejenarasyonunun kallustan ve protoplastlardan baslatilan
kiiltiirlerle de elde edilebilecegini belirten raporlar bulunmaktadir. Ancak kallus
kaynakli bitkiler kesin olarak viriisten ari olmayip orijinal bitkiye genetik olarak
benzemeyebilmektedir. Bu da kallus kiiltiirlerinin  viriis  eleminasyonunda
kullaniminin ¢ok uygun olmadigini ortaya koymustur (George, 1993).

Baz1 turunggil viriis ve viriis benzeri hastaliklarin sicaklik uygulamalar: ile
inaktive edilebilmesi, diger bir yontem olan termoterapinin ana prensibi oldugu
bildirilmistir (Olson ve Rogers, 1969). Termoterapi uygulamas: i¢inde sicak su
uygulamasi, sicak hava uygulamasi, sicak nemli hava uygulamasi gibi farkli
yontemler bulunmaktadir. Fakat viriisii tamamen inaktive edecek derecede yiiksek 1s1
uygulamalar1 ¢cogu zaman bitkiyi 6lime gotiirmektedir. Ayrica bazi viriis ve viriis
benzeri patojenlerin bu uygulama ile elimine edilmeyisi, yontemin uygulanmasinda
smirlayici faktorler olarak rol aldig: belirtilmektedir (Roistacher, 1977).

[k olarak in vive Siirgiin Ucu Asilama (SUA) ile Turunggil Ciicelesme Viroid
(Citrus Exocortis Viroid (CEVd)) etmeni elimine edilebilmistir. 38 °C sicaklikta 230
giin tutulan limon (Citrus limon) fidanlarindan aliman yaklasik 1 cm 6lgiistindeki
siirglinler, ayn1 captaki anaclara asilanarak termoterapi ile siirgiin ucu kombine
edilmis ve basarili sonu¢ alinmistir (Stubbs, 1968).

Murashige ve ark. (1972)’ larinm in vitro’da yetistirdikleri gen¢ anag fideleri
izerine siirgiin uclarmi asilayarak birkag¢ turuncgil bitkisi elde etmede gosterdikleri

basar1 bu bitkilerin bir kisminin CEVd hastaligindan ari olmalar1 ve nusellar
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fidanlarin sahip olduklar1 genclik karakterlerini gostermemeleri ile daha da onem
kazanmustir. Arastiricilar bu ¢alismada 0,1-0,2 mm biiyiikliikteki biiyiime konisi ile
ilk 3 yaprakciktan ibaret olan siirgiin uglarini, 2 haftalk fide anaglar iizerine
asilamiglar ve mikro asilanmis bitkileri kontrollii kosullarda biiyiitmiislerdir. Calisma
sonunda, siirgiin ucu Olciisii arttik¢a, patojenden ari turunggil elde etme olasiliginin
azalacagini belirlemislerdir.

Navarro ve ark. (1975)’larmin bu konu iizerine yaptiklar1 daha kapsamli bir
calisma ile metot rutin hale getirilmistir. Calismada portakallar (C. sinensis) i¢in en
uygun ana¢ olarak Troyer citrange (C. aurantium X Poncirus trifoliata), limon ve
laym i¢in ise kaba limon (C. jamphiri) saptanmistir. En iyi siirgiin ucu kaynagi olarak
da serada yetistirilen fidan veya bahcede mevcut agaclarin yapraklar1 koparilarak,
bunlarin ¢iplak dallarindan olusan siirgiinler oldugu bulunmustur. Ayrica kesilen
lateral gozleri, in vitro da kiiltiire almak suretiyle, siirgiin elde etme yontemini
gelistirmislerdir. Daha detayli hale getirilen in vitro SUA sonucunda %30 ve %50
oraninda basari ile asilanarak elde edilen bitkiler, son asamada %95’ lik bir canlilik
orani ile topraga aktarilabilir duruma geldigi belirtilmistir.

Ayni arastirmacilar SUA teknigi ile Turunggil Kavlama Hastahigir (Citrus
Psorosis Viriis (CPsV)) ve CEVd etmeninin arindirilmasinda siirgiin ucu kaynaginin
ve Olciisiiniin etkisini arastirmak iizere bir calisma yapmislardir. CPsV’ii ve CEVd’
inden ari bitki elde etmek i¢in en iy1 siirgiin ucu kaynagmin serada yetistirilen fidan
veya bahcede mevcut agaclarin yapraklarmmin koparilmasit sonucu olusan yeni
stirglinlerin oldugunu, en iyi siirgiin dl¢iisiiniin ise ilk 3 yaprak¢igi iceren siirgiin ucu
oldugunu bildirmislerdir (Navarro ve ark., 1975).

Bunlara ek olarak farkli patojenlerin aym siirgiin ucu i¢inde dagilim deseninin
degisebildigini ve in vitro SUA ile farkl wrklarmi dahi ayrmanin miimkiin oldugunu
ortaya koymuslardir (Navarro ve ark., 1976; Roistacher ve ark., 1976).

Roistacher ve ark. (1976)’lar1 in vitro’ da SUA ile birka¢ viriis, CEVd ve
Turunggil Yediverenlesme (Stubborn) hastaliginin eleminasyonu iizerine yaptiklari
caligmada elde ettikleri sonuclarla farkli anaglar ilizerinde hastalik etmenlerinin

arindirilma oranlar1 belirleyebilmislerdir.
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Bu calismadan yola ¢ikilarak turunggil viriis ve viriis benzeri hastaliklar SUA
yonteminin kullanilmasiyla hastaliklar1 elemine edebilme giicliigiine gore su gruplara
ayrilmiglardir (Navarro ve ark., 1981).
1. Elemine edilmesi ¢ok kolay olan hastaliklar: CEVd, Turunggil
Gozeneklesme Viroid (Citrus Cachexia Viroid (CCaVd)) etmeni,
Turunggil Yediverenlesme Hastalik (Stubborn) etmeni

2. Elemine edilmesi kolay olan hastaliklar: Turunggil Gogiiren Hastaligi-
Cogiir Sarilig1 wka (Citrus Tristeza Viriis-Seedling Yellows (CTV-SY)),
Turunggil Damar Enasyon Viriis (Citrus Vein Enation Viriis (CVEV)
etmeni

3. Elemine edilmesi giic olan hastaliklar: Citrus Dweet Mottle Viriis

(CDMV), Turunggil Taslasma (Citrus Impietratura) Hastaligi,
Turunggil Zamkl1 Cukur (Citrus Concave Gum) Hastalig1 ve Turunggil
Govde Civilesmesi (Citrus Cristacortis) Hastaligi.

In vitro SUA tekniginde ana¢ yasmin asilama basarisina olan etkisini
arastirmak lizere, bir haftalik, iki haftalik ve 3-4 haftalik anaclarla caligmalar
yapilmistir. En iyi sonug¢ iki haftalik ¢ogiirlerde almmustir. Bir haftalik ¢ogiirlerin
izerinde yapilan asilamalarda, anacta kallus gelisimi daha hizli olmasi nedeniyle
siirglin ucunun gelismesini engelledigi, 3-4 haftalik c¢ogiirlerde ise siirgiinlerin
kurudugu ve doku kaynasmasinin gerceklesmedigi bildirilmistir (Navorro ve
ark.,1975).

In vitro SUA yonteminin belirli bir esasa oturtulmasindan sonra (Navorro ve
ark., 1975), bircok arastiric1 degisik SUA teknikleri ve SUA sonrasi in vitro kosullara
aktarilmasi iizerine arastirmalar yapmuslardir ( Navarro ve ark., 1975; Su ve Chu,
1984; Filho, 1984).

In vitro SUA’da degisik birka¢ kesim seklinin karsilastirilmasi amaciyla
yapilan bir caligmada, anacin epikotil tepesini kesmek suretiyle siirgiin ucunu korteks
yiizeyine koyarak asilama basaris1 % 37.5, iletim dokusu iizerine koyarak % 50,
anacin tam ortasina koyulmasiyla % 35’ lik bir basar1 saglanmistir (Navvarro ve ark.,
1975). Anacta yine epikotilin tist kismin1 kesip, 1 mm uzunlugunda yatay ve dikey

kesim yaparak ters T olusturulmasiyla ve siirgiin ucunu bu kesim sekliyle ortaya
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cikan korteks yiizeyine koyulmasiyla % 45°lik basar1 saglanmistir. Bu
degerlendirmelere gore en iyi ana¢ kesim ve siirgiin ucu yerlestirme seklinin ters T
oldugu bildirilmistir.

Su ve Chu (1984), in vitro’da gelisen 2 haftalik anaclarin tepesini kestikten
sonra, epikotilde 2-3 mm asagida 0,3-0,4 mm biiyiikliigiinde korteksi de i¢ine alan
ticgen bir parca ¢ikartmiglar ve 0.2 mm 6lgiisiindeki siirgiin ucunu, iiggen i¢inde
korteksin kesilen ylizeyinin iizerine veya vaskiiler silindir halkanin iizerine
koymuslardir. i¢inde siirgiin bulunan iicgeni daha sonra ayn1 anagtan elde edilen ve
kesilen ticgen biiyiikliigiindeki epidermal doku ile kapatmislardir. Arastirmacilar bu
teknigi uygularken, iki farkli ana¢ kullanmislardir. Luchen portakalmn ana¢ olarak
kullanilmast sonucunda % 75,8 oraninda, Troyer citrange’ 1n ana¢ olarak
kullanilmast sonucunda ise % 60 oraninda basarili agilama elde etmislerdir.

Bagsarili bir in vitro SUA i¢in yapilan arastirmaya gore, meristem bolgesinin etil
alkol ile silinmesi binokiiler steromikroskobu altinda yatay hava akishh kabinde
calisarak meristem bolgesi izole edilmesi gerektigi belirtilmistir. Meristemi ayirmak
icin kullanilan kesicilerin keskin olmasmi saglamak bakimindan sik sik degistirilmesi
ve sterilize edildikten sonra kullanilmasi gerektigi belirtilmistir. Oncellikle dis
yapraklar ve yaprak taslaklar1 temizlenip sonra meristematik bodlge almdigi icin
meristematik bolgenin cabuk kuruyabilecegi ve zarar gorebilecegi belirtilmistir.
Kurumayi 6nlemek icin sterilize edilen aletlerin sicak olmamasma dikkat edilmesi ve
calisma bolgesinin aydinlatilmasinda 1sinmaya meydan verilmemesi gerektigi
bildirilmistir (Sherwood, 1993).

Basarili bir in vitro SUA sonrasi bitkileri in vivo kosullara aktarmak da en az
basaril1 asilama kadar onem tasir. Navorro ve ark. (1975)’ lar1 tarafindan rutin hale
getirilen SUA’ da bitkiler asillamadan 5-8 hafta sonra topraga aktarildiginda % 95
oraninda canlihk saptanmustir. Fakat topraga aktarilan bitkilerin indeksleme
biiytikliigline gelmeleri 7 ay gibi uzun bir zaman almaktadir (De Lange, 1978). Bu
siirenin kisaltilmas1 amaciyla topraga aktarma disinda farkli in vivo yontemler
arastirilmistir.

De Lange (1978), SUA sonrasinda bitkileri 10 mm capindaki kaba limonlara

asilama yaparak % 89 gibi basarili agilama orani elde etmistir. Mikro asilanmis bu
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bitkiler, topraga aktarilan bitkilere oranla daha kisa siirede (5 aydan daha Once)
indeksleme biiyiikliigiine erigsmislerdir.

Filho (1984) tarafindan yapilan bir calismada, in vitro SUA’dan hemen sonra
bitkicikler sivi besin ortamma aktarilmayip 1 aylik anaclar iizerine asilanmislardir.
Bu sekilde % 80’lik basar1 saglanabilecegi bildirilmistir.

In vitro SUA yOntemiyle virlis ve viriis benzeri patojenlerle bulasik bitkilerde,
patojenleri bu bitkilerden elemine edilmesinin miimkiin oldugunu gosteren bazi
caligmalar yapilmis ve yaymlanmigtir.

Brezilya’ da yapilan bir ¢calismada SUA yontemi kullanilarak CTV, CEVd,
CCaVd elemine edilmesinde % 100 basar1 saglanmistir. Ayni zamanda bu
caligmayla, CPsV etmenlerinin arindirilmasinda elde edilen % 60’ lik oran tamamen
viriisten ari bitkiler elde etmek icin SUA teknigi ile birlikte termoterapi tekniginin de
kullanilmasinin gerektigini gostermistir. Bu deneyde fidanlar 38 °C’ de 16 saat
aydinlikta, 32 °C’ de 8 saat karanlikta 60 giin boyunca klima odalarinda bekletilmis
ve SUA’da kullanilacak olan meristematik siirgiin uglar1 elde edilmistir.
Meristematik parcalarm 7 aylik Rangpur laymi (C. [limonia) fidanlaria
asilanmasindan sonra fidanlar sera ortaminda gelistirilmistir. Farkli portakal
cesitlerinin kullanildigi bu ¢alismada CPsV etmenin arindirilmasinda % 100 basar1
saglanmustir (Carvalho ve ark., 2002).

Hindistan’ da yapilan bir calisjmada Kinnow (C. nobilis Lour x C. deliciosa
Tenora) portakallarinda cok ciddi problemlere neden olan Hindistan Turuncgil
Halkali Leke Viriis (Indian Citrus Ringspot Virus (ICRSV)) etmeninin elemine
edilmesinde SUA ile termoterapi teknigi kombine bir sekilde uygulanmistir. ICRV
etmeni ile infekteli agaclardan alinan siirgiinlere 40 °C 30 dakika, 45 °C 60 dakika,
50 °C 120 dakika olmak iizere sicak nemli hava uygulamasi yapilmis, siirgiinler MS
(Murashige ve Skoog, 1962) ortaminda kiiltiire alinmistir. Siirgiinlerden gelistirilen
siirglin uclar1 limon anaclar1 iizerine aseptik kosullarda asilanmistir. 50 °C su
banyosunda 2 saat bekletilen 0.7 mm uzunlugunda olan siirgiin uglariyla yapilan in
vitro SUA yontemi ile elde edilen ICRSV etmeninden ari bitkilerin (% 36.84)

maksimum sayis1 her iki uygulama yontemine gore karsilastirildiginda, nemli sicak
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hava uygulamasinin, su banyosu uygulamasina oranla daha etkili oldugu
gozlemlenmistir (Sharma ve ark., 2008).

Bunlara ek olarak SUA ile rk ayrimi ¢aligmalar1 da yapilabilmistir. Gonzales
ve ark. (1980)’lar1 siddetli CTV-SY ile bulasik bitkilerden orta dereceli CTV izolat1
ile bulasik bitkiler elde etmislerdir. Ayn1 zamanda siddetli CEVd ki ile bulasik
bitkilerden orta derecede siddetli CEVd wrki ile bulasik bitkiler elde etmislerdir.

Ulkemizde ge¢mis yillarda viriisten ari turunggil iiretme amaciyla niisellar klon
calismalar1 (Ozhan, 1967), klon seleksiyonu ve indeksleme yontemleri (Ozalp ve
Herper, 1974) uygulama alani bulmustur. Gerek niiseller hatlarin sahip oldugu
fenolojik dezavantajlar, gerekse indeksleme ve klon seleksiyonu caligmalari i¢in 6n
kosul olarak, secilen bireyler i¢inde hastaliksiz bireylerin bulunmasi gerekliligi ve
tiim bu caligsmalarin uzun yillar siirmesi, sonugta basariy1 engelleyici veya kisitlayici
unsurlar1 olusturmustur.

Ulkemizde ilk kez turuncgiller iizerine yapilan in vitro SUA ile ilgili bir
calismada viriis ve viriis benzeri hastalik etmenleri ile infekteli 5 navel (C. sinensis)
cesidi (Skags Bonanza, Parent Washington, Frost Niisellar, Carter, Atwood) ayr1 ayr1
termoterapi, in vitro SUA ve her iki teknigin kombinasyonu uygulanmistir.
Termoterapi ve in vitro SUA’nin uygulanmasiyla arindirilabilme oranlarinin diisiik
kaldig1, her iki uygulamanm kombine edilmesiyle arindirma oranlarmin yiikseldigi
bildirilmistir. Indeksleme calismasi1 sonucunda termoterapi ile CEVd ve CCaVd’i %
40, CTV’i % 25, CPsV’u % 20 ve Stubborn hastalik etmeni % 100 oraninda bu
cesitlerden armdirilmustir. In vitro SUA ile CEVd, Stubborn, CCaVd, CTV etmenleri
9% 100 oraninda arindirilirken, CPsV etmeninde bu oran % 47 olmustur. Bu iki
teknigin kombinasyonu ile CEVd, CTV etmenleri ve Stubborn’ da armdirma orant %
100 iken CPsV etmeninde oran % 73’e, CCaVd etmeninde ise % 80’e ¢ikmigstir
(Tamer, 1988).

Ulkemizde gergeklestirilen diger bir calismada in vitro SUA tekniginde dort
farkli ana¢ kesim seklinin (ters T, ters T" den parca alma, govdeye licgen kesim ve
tepeyi kesme) kullanildigi caligmada, dort degisik farkh turuncgil tiiriinde kesim
yontemlerinin basar1 oranlar1 belirlenmeye calisilmistir. Atwood navel portakal

cesidinde ters-T, Star Ruby altintop (C. paradisi) cesidinde ters-T ve ters-T den
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parca alma, Kaba limon ¢esidinde tepeye koyma, Klemantin mandarin (C. deliciosa)
cesidinde ise gbovdeye licgen kesim sekli daha basarili bulunmustur (Go¢gmen, 1992).

1983 yilinda C.U Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma béliimiinde viriisten ari bitki
elde etme caligmalar1 baslamis ve biiyiik islerlik kazanarak C.U Subtropik Meyveler
Arastirma ve Uygulama Merkezi biinyesinde pratige aktarilmistir. Termeterapi ve in
vitro SUA teknikleri kombinasyon halinde uygulanarak 30’dan fazla portakal,
mandarin, limon ve altintop bitkileri tiim patojenlerden arindirilarak bolge
tireticilerine testlenmis bitki olarak aktarilmistir (Cinar ve ark., 1993).

Bitkisel iiretimde etkili olan doku Kkiiltiirii tekniklerinden meristem ve siirgiin
ucu teknikleri giiniimiizde yaygin bir kullanim alam1 bulmustur. Bu kiiltiirler 6nce
vejetatif olarak cogaltilan bitkilerin hizli klonal ¢ogaltimi, viriissiiz materyal elde
etme ve hem vejetatif hem de tohumla iiretilen bitkilerin germplazmalarinin
muhafazasi gibi alanlarda kullanilmig, daha sonra bitki 1slahinda gen transferi ile
genetik transformasyonlar1 gergeklestirmede kullanilmaya baslanmistir (Nehra ve
Kartha, 1994). Ayrica vejetatif bitki materyallerinin uluslar arasi degisiminde ve
patojenlerden arindirmada da kullanilmaktadir.

Viriis ve viriis benzeri hastaliklar turunggil tarmmi lizerinde pek ¢ok olumsuz
etkiye sahip olup, ekonomik turunggil iiretimini smirlayict onemli faktorlerden
biridir. Viriis ve benzeri hastaliklarm turunggil teknolojisi gelismemis iilkelerde
verimi % 10-50 oraninda azalttig1 belirtilmistir (Futch ve Brlansky, 2004).

Turunggiller, diinyada yetistiriciligi yaygin olarak yapilan en eski bitkilerden
birisi olmasia karsin, 1933 yilinda Fawcett’in CPsV etmeninin viriis oldugunun
bildirilmesine kadar, turunggil tariminda viriislerin etkisi bilinmiyordu (Bar- Joseph
ve ark., 1989). Diinyada ekonomik anlamda 6nemli 30 viriis ve viriis benzeri
hastaliktan (Bove, 1995) iilkemizde sadece 14’u bugiine kadar saptanabilmistir
(Cinar ve ark., 1993). Bu hastaliklar arasinda iilkemizde turunggillerde ortaya cikan
en son hastalik ise “Turuncgil Sar1 Damar Acilmasi” (CYVC) hastaligidir (Onelge,
2003).

CYVC hastahigr diinyada ilk kez Pakistan’da ortaya ¢ikmustir. Italya ve
Pakistan’in birlikte yiiriittiikkleri arastrma 1987-1991 yillar1 arasinda Pakistan
Islamadad’da 4 farkli turunggil yetistirilen alanda yiiriitiilmiis ve CYVC simptomlar1
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gozlenen 15 limon hattindan alinan Ornekler Pakistan NARC (Ulusal Tarimsal
Arastirma Konseyi)’da incelenmistir. Burada yapilan cesitli calismalarda bu etmenin
as1 gozii ile taginabildigi, yalnizca limon ve nadiren turungta simptom olusturdugu,
portakal, mandarin veya altintopta, ayrica kaba limonda da simptom gozlenmedigi
rapor edilmistir.

Hastaligim ilk kez goriildiigii Pakistan’ da farkli turunggil alanlarinda bulunan
limon ve turung agacglarinda sar1 damar agilmalari, yapraklarda deformasyonlar ve
kivrilmalar seklinde simptomlar gbzlemlenmistir. Farkli turuncgil tiir ve cesitlerine
yapilan kabuk inokulasyonu ile turung ve limon yapraklarinda beneklenme seklinde
simptomlar gelistirdigi belirtilmistir. Kaba limon Ciacuculli, Parson’s Special
mandarin ¢esitlerinde, Marsh Seedless altmtop cesitlerinde, Meksika laymi (C.
latifolia) cesitlerinde, Dweet tangor (C. reticulata) ve Etrog citron (C. medica)
cesitlerinde ise simptom gelistirmedigi belirtilmistir. Mekanik inokulasyon
caligmalarinda hastaligi tasima denemeleri basarisizlikla sonu¢lanmustir. Hastalik
teshisinde tan1 yontemleri olarak DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich-Enzyim
Linked Immunosorbent Assay) ve Electron Microscopy (Elektron Mikroskop)
gozlemleri gibi teknikler kullanilmig, ELISA testinde spesifik CVV ve CTV
antiserumlar1 kullanilmis fakat sonucta CYVC’ nin bu etmenlerle akraba olmadigi
farkli bir viral etmen oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Catara ve ark. 1993).

Daha sonraki yillarda Grimaldi ve Catara (1996) Elektron Mikroskop
yontemiyle limon ve turun¢ geng ilkbahar yapraklarinda CYVC viriis etmenine ait
13-14 nm capinda ve 530-1.800 nm uzunlugunda olan ipliksi viriis partikiillerinin
varligim bildirmislerdir.

Hindistan’ da yapilan bir arastirmada, CYVC hastalig1 16 turuncgil ¢esidine as1
yoluyla tasinmis bununla beraber CYVC hastalig: ile infekteli Etrog citron turunggil
bitkisinden, saglikli Mosambi portakalinmn tohumlarina ve Phaseolus vulgaris
(Fasulye) cesitleri olan saxa, singtamey, gheusemi ve Chenepodium quinoa (Ak
kazayagi) bitkilerine mekanik olarak bulastirilmis, fasulye cesitlerinden Singtamey
ve ak kazayagi bitkisinin inokule edilmis yapraklarinda lokal lezyonlar meydana
getirmis ancak fasulye bitkilerinde infeksiyon sistemik olmustur. Viriis piirifiye

edilmis ve 685x14 nm iplik seklindeki partikiilleri elektron mikroskobunda
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gozlenmistir. DAS ve DAC (Direct Antigen Coating) ELISA, ISEM (Immunosorbent
Electron Microscopy) serolojik yontemleriyle CYVC viriisiiniin protein kilifinin 32
kilo dalton molekiil agirligma sahip oldugu belirlenmistir (Alshami ve ark., 2003).

Ulkemizde ise bu hastahik 2003 yilinda Onelge tarafindan rapor edilmistir. Bu
raporda Cukurova Bolgesinde CYVC ile infekteli limon agaglarinda, sar1 damar
acilmas1 simptomunun Yyapraklarda, yan damarlar iizerinde farkli boyutlarda
beneklenmeler seklinde goriildiigii bildirilmistir. Ayrica bu simptomlarin geng
yapraklarda, yaprak kivrilmalar1 ve biikiilmeler ile birlikte gelistigi, arazi
simptomlarinin ilkbahar ve sonbahar siirgiin gelisme doneminde oldukg¢a belirgin
oldugu, yaz gelisme doneminde de gozlemlendigi bildirilmistir. CYVC’ nin as1 ile
tasima calismalarinda turung, Enter, Kiitdiken, Italyan ve Lamas limon cesitlerine
tasindig1 belirtilmistir. Bununla beraber, Madam Vinous, Pineapple, Navelina,
W.navel, Valencia portakal cesitleri, Satsuma, Klemantin, Fremont, Nova, Parson’s
Special, Kara mandarin (C. reticulata) ¢esitleri, Star Ruby, Rio Red, Marsh Seedles,
Duncan altintoplari, Meksika laymi, kaba limon ¢esitlerinde CYVC’ ye ait herhangi
bir simptomun gelismedigi bildirilmistir (Onelge, 2003).
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Materyal

3.1.1. Cahsmada Kullamlan Aday Agaclar

In vitro Siirgiin Ucu Asilama (SUA) teknigi uygulanacak bitki materyalleri
Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma Uygulama Ciftligi (AUC)
turunggil koleksiyon parsellerinde bulunan, Turunggil Sar1 Damar Ac¢ilmasi (Citrus
Yellow Vein Clearing (CYVC)) etmeni ile infekteli Kiitdiken limon (Citrus limon)
cesitlerine ait agaclardan almmustr. Bitki materyalleri Ilkbaharda, Nisan-Mayis-

Haziran aylarinda ve sonbaharda Eyliil- Ekim-Kasim aylarinda alimmustir.

3.1.2. indeksleme Cahsmalarinda Kullamlan indikator Bitki

In vitro SUA 06ncesinde ve sonrasinda fidanlarda bulunabilecek CYVC etmeni
belirlemek amaciyla turung (C. aurantium) indikator bitkisi kullanilmistir. Turung
fidanlar1 tohumdan yetistirilmis olup, C.U Ziraat Fakiiltesi AUC turuncgil koleksiyon
parsellerinde bulunan agaclardan meyvelerin olgunlasmaya basladigi Aralik-Ocak

aylar1 arasinda alinmastir.
3.1.3. In vitro SUA’ da Kullanilan Anaclar

Siirgiin ucu calismalarinda Kiitdiken limonlar (C. jambhiri) icin ii¢ yaprak
hibritlerinden olan Carrizo citrange (C. sinensis x Poncirus trifoliata) ¢esidi anag
olarak kullanilmistir.

3.1.4. In vitro SUA Sonrasi Elde Edilen Bitkilerin Asilandig1 Anaclar

SUA’dan sonra elde edilen bitkiler daha hizli bir sekilde indekslenme

biiyiikliigiine gelmeleri i¢in, turunca yan as1 yapilarak biiyiimeleri saglanmustir.
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3.1.5. Calismada Kullanilan Kimyasallar

3.1.5.1. Kiiltiir Ortamlar:

In vitro SUA’ larmda anag olarak kullanilan tohumlarmn gelistigi ortam ve SUA

sonras1 bitkilerin gelismeleri i¢in gerekli olan sivi ortam, Murashige ve Skoog (1962)

Temel Besin Ortaminin, Navarro ve ark (1975)’lar1 tarafindan modifiye edilmesiyle

olusturulmustur (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Inorganik tuzlar ilave edilmis Murashige ve Skoog (1962) temel besin
ortami (Navarro ve ark., 1975).

Stok soliisyonu Icindekiler Miktar(mg/1)

1. Nitratlar NH4NO; 82.5
KNO3 95.0

2. Siilfatlar MgS04.H,O 0.0815
MnSO,.H,O 0.845
ZnS0,4.7H,0 0.43
CuS04.5H,0O 0.00125

3. Halojenler CaCl,.6H,O 0.0022
KI 0.0415
CoCl,.6H,O 0.00125

4. P.BO.Mo. KH,PO,4 85.0
H3BO; 0.31
Na,Mo4.2H,0 12.5

5. NaFeEDTA FeS04.7H,O 1.392
Na,EDTA 1.862

6. Vitaminler Nikotinik Asit 0.025
Pridoxin HCI 0.025
Thiamin HCI 0.005
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3.1.5.2 Bitki Yetistirme Harci ve Sulama Suyunda Kullanilan Kimyasallar

Bitki yetistirme ortami i¢inde 1:1:1 oraninda ince kum, ticari torf karigimi ve
siinger tast (Pumice) kullanilmistir. Harca karistirilan kimyasallar, sulama suyu ile

verilen besin ¢ozeltileri Cizelge 2’ de verilmistir.

Cizelge 3.2. Bitki gelistirme ortami ve sulama suyuna katilan besin maddeleri
kum+torf+siinger tasi karisimina ilave edilen besin maddeleri

Adi Kimyasal Formiilii

Makro Elementler

Triplesiiperfosfat P,0s

Dolomit MgCOs3

Klsiyum karbonat CaCOs;

Mikro Elementler

Bakar siilfat CuSO4x SH,O

Cinko siilfat ZnSOy4 (%36 Zn)
Mangan siilfat MnSOy4 (%28 Mn)
Demir siilfat FeSO4 x TH,O
Amonyum molibdad (NH4)6.M07024 x H,O
Borik asit H3BO;

Sulama suyuna ilave edilen besin maddeleri

Adi Kimyasal Formiilii
Kalsiyum Amonyum Nitrat Ca(NH4)2 NOs
Amonyum nitrat (NH4)2 NOs
Potasyum siilfat K,SO4
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3.2. Metod
3.2.1. indikator Bitki Elde Edilmesi ve Muhafazasi

Calismada indekslemede kullanilan turung bitkisi tohumlar1 ve anag¢ olarak
kullanilan ii¢ yaprak hibritlerinden Carrizo sitrange tohumlari, C.U Ziraat Fakiiltesi
AUC turunggil koleksiyon parsellerinde bulunan agaclardan elde edilmistir.
Meyveler, olgunlasma donemi olan Aralik-Ocak aylar1 arasinda toplanmustir.
Cikarilan tohumlarn iist ylizeyindeki yapigkan maddenin uzaklastirilmas: amaciyla
cesmede bol suda yikanmis ve biraz kurumalari i¢in oda sicakliginda gazete kagitlar:
lizerine yayilmustir. Ust yiizeyi kuruyan tohumlar, bez torbalar icine konarak 52 °C’
de 10 dakika sicak su uygulamasma tabi tutulmugslardir. Daha sonra % 1’lik 8
Hydroxy-Quinoline Siilfat soliisyonu icerisinde 3 dakika bekletilerek ilaglama islemi
tamamlanmistir(Giocometti, 1986). Ilagclanan tohumlar tekrar gazete kagitlar
tizerinde 1 gece kurumaya birakilmistir. Hafif kuru ve nemli tohumlar polietilen
torbalar igerisine konarak +4 °C’ de soguk odada veya buzdolabinda kullanilincaya
kadar muhafaza edilmistir.

Turung bitkisi tohumlar: ilaglandiktan sonra 3.1.5.2° de verilen bitki yetistirme
harci i¢cinde saksilara, her saksiya 4-5 tohum olarak ekilmis ve can sular1 verilmistir.
Cikis gozlemlenene kadar tizerleri gazete kagitlariyla kapatilmis soguk havalardan
etkilenmemeleri i¢in C.U Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliim Parsellerinde
bulunan seralara konulmustur. Indeksleme amaci i¢in kullanilacak olan turung
tohumlar1 10-15 cm biiyiikliige ulasinca tek tek saksilara sasirtilmis ve Cizelge 3.2°
de verilen sulama suyuna ilave edilen kimyasallarla giibreleme ve sulama islemleri

haftada bir kez uygulanmustir.

3.2.2 Ana Materyalin Indekslenmesi

C.U Ziraat Fakiiltesi AUC turuncgil koleksiyon parsellerinde bulunan Kiitdiken
limon ¢esitlerinde simptomolojik olarak gozlemlenen CYVC hastaligii belirlemede
indikator bitki olarak turung bitkisi kullanilmistir.

CYVC hastalig1 ile bulasik oldugu diisiiniilen Kiitdiken limon cesitlerine ait

agaclardan alinan siirgiinlerden elde edilen gozler, turung bitkisine asilanmistir.
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Doku inokulasyonlar1 her indikator bitkiye 2 adet gbz asis1 seklinde yapilmustir.
Indekslemeden bir ay sonra bitkiler geriye dogru budanarak yeni siirgiinlerin
olusmasi tesvik edilmis ve CYVC hastaligina ait sar1 damar agilmasi, normalden
kiiciik yapraklar, gen¢ yapraklarda olusan kivrilma ve biikiilme gibi simptomlar
arastirilmistir.  Bitkiler indekslenirken kullanilan as1 bigaklar1 ve makaslar her
defasinda % 2’lik Sodyum Hipoklorit soliisyonuna (NaOCl) batirilarak sterilize
edilmistir. Negatif kontrol olarak 1 adet turung bitkisine hi¢bir islem uygulanmamis
ve diger indekslenen bitkilerle birlikte C.U. Bitki Koruma Arastirma Parselinde
bulunan seraya konulmustur. Yaz aylarinda haftada iki defa, kis aylarinda haftada bir
defa olmak suretiyle sulamasi yapilmis, gerekli goriildiigiinde giibreleme (Cizelge

3.2.) ve bakim islemleri indeksleme yapilan bitkilere uygulanmustir.

3.2.3.In vitro SUA Tekniginin Uygulanmasi
3.2.3.1. Kiiltiir Ortamlarimin Hazirlanmasi

Murashige ve Skoog (1962) temel besi ortaminin esas alinmasiyla olusturulan
kat1 ve sivi ortamlar hazirlanmistir. Ortamlarin hazirlanmasinda, Cizelge 1° de
verilen 1,2,3,4,5 no’lu kimyasal maddeler ayr1 ayr1 500 ml destile suda eritildikten
sonra, 1 no’lu stok soliisyon oda sicakliginda, digerleri ise buzdolabinda
saklanmigtir. 6 no’lu vitamin ortamu 250 ml destile suda eritilip buzdolabinda

saklanmustir.

3.2.3.1.(1). SUA’da Anac¢ Olarak Kullanmilacak Tohumlar igin Kat1 Tohum
Ortaminin Hazirlanmasi: 1,2,3,4,5 no’ lu stok soliisyonlarindan 10 ar ml alinip
1000 mlI’ye tamamlanmis ve 0.1 N NaOH veya 0.1 N HCI ile pH 5.7°ye
ayarlanmistir. Kiiltiir ortami, % 1°lik Difco Bacto Agar ilavesi ile katilagtirilmigtir.
Hazirlanan kiiltiir ortami, 150x25x2 mm 0Olgiisiindeki Pyrex test tiiplerine 25’er ml
konularak 121 °C’ de 15 dakika siire ile otoklav edilmistir. Otoklav edilen tiipler
buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.2.3.1.2. SUA Sonras1 Bitkilerin Gelismesi Icin Kullamlan Sivi Besin
Ortaminin Hazirlanmasi: 1,2,3,4,5 ve 6 no’lu stok soliisyonlarindan 10’ ar ml

alimmig, 100 mg Myo-inositol ile 75 g Sakaroz ilave edilmis ve destile su ile 1000
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ml’ ye tamamlanip, pH 5.7° ye ayarlanmistir. Hazirlanmis olan bu sivi kiiltiir ortamu,
test tiiplerine yine 25 ml olarak konmustur. Bitkilerin tiip icerisinde tam olarak ve
sabit bir sekilde yerlesebilmeleri i¢in, ortasinda delik bulunan filtre kagitlar: tiiplere
yerlestirilmistir. Kapaklar1 kapatilan tiipler 121 °C’de 15 dakika siire ile otoklav

edilmis ve buzdolabinda saklanmustir.

3.2.3.2. In vitro SUA Teknigi

Asilama islemine gecilmeden Once, asagidaki islemler sira ile yapilmustir.

Ana¢ Tohumlarin Cimlendirilmesi: Her iki tohum kabugu soyulan Carrizo
citrange tohumlart % 0.5’lik Sodyum Hipoklorit (NaOCl) ¢ozeltisi ile 10 dakika
yiizey sterilazyonu i¢in bekletilmistir. 3 defa destile su ile ¢alkalandiktan sonra, %1’
lik Difco Bacto Agar ile katilagtirilan Murashige ve Skoog (1962) temel besin ortami
bulunan tiiplere iicer tohum ekilerek 27 °C’de sabit sicaklikta ve karanlik kosullarda
14 giin siire ile kiiltiire alinmiglardir. Tohumlarin ekimi esnasinda kullanilan aletler,
ekim yapilan kati1 ortamim bulundugu deney tiipiiniin ag1z kismu ve tiipiin kapak kismi1
her defasinda ispirto ocagi kullanilarak steril edilmis, yatay akish steril kabinlerde

tohumlarin ekimi yapilmstir.

Siirgiin Ucunun Elde Edilmesi ve Hazirlanmasi: Siirgiin ucu kaynagi olarak
C.U. Ziraat Fakiiltesi AUC turuncgil koleksiyon parsellerinde bulunan Kiitdiken
limon agaglarinda gelisen geng siirgiinler kullanilmigtir. Siirgiinler yaklasgik 1 cm
kalacak sekilde fazla yapraklar1 atilmistir. Araziden toplanan meristemler daha sonra
petri kaplarma almarak % 0.25’lik Sodyum Hipoklorit (NaOCI) soliisyonunda 5

dakika siire ile steril edilmis ve 3 kez steril destile su ile ¢alkalanmustir.

Anacin Hazirlanmasi: 14-17 giin sonunda uygun biiyiikliige gelmis Carrizo
citrange c¢oOgiirleri tiiplerden alindiktan sonra steril kosullarda, epikotil 1-1.5 cm,
hipokotil, 4-6 cm uzunlugunda kalacak sekilde kesilmistir. Ayrica kotiledonlar ve
yan siirgiinlerde uzaklastirilmistir. Asilama islemi i¢in, stereobinokiiler mikroskop

altinda anacm epikotil ucuna 1mm dikey ve 2 mm yatay ters-T kesigi acilmustir.
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Anag hazirlhigr sirasinda kullanilan kesici aletler keskin olmasi bakimimdan sik
sik degistirilmis, atese tutularak sterilize edilen aletlerin sicak olmamasina dikkat

edilmistir (Sherwood, 1993).

Asilama Islemi ve Agslanmus Bitkilerin Bakim: Asilama islemi yine
sterobinokiiler mikroskop altinda yapilmistir. SUA islemi, ilkbahar ve sonbahar
donemlerinde alinan meristem dokusu ile ilk iki yaprak primordiasini iceren 0.14-
0.18 mm o6lciisiindeki siirgiin ucu (meristem+2) ve meristem dokusu ile ilk dort
yaprak primordiasini iceren 0.18-0.21 mm 6l¢iisiindeki (meristem+4) iki ayr1 siirgiin
ucu Olgiisii kullanilarak yapilmus, iki farkli 6lciideki siirgiin uclarmin her biri, Carrizo
citrange anacinda acilan ters-T kesigi igcine meristematik bdlgenin cabuk
kuruyabilecegi g6z Oniinde bulundurularak cok hizli bir bicimde yerlestirilmistir. Bu
islem sirasinda kurumay: onlemek icin sterilize edilen aletlerin sicak olmamasina
dikkat edilmis ve calisma bolgesinin aydinlatilmasinda 1sinmaya meydan
verilmemistir (Sherwood, 1993).

Sivi ortamlara aktarllan ve iki yaprak gelistirdikten sonra yan asilamada
kullanilan bitkiciklerin turun¢ anaci ile ¢ok daha iyi kaynagsmasini saglamak
amaciyla anacta ve bitkicikte miimkiin oldugunca uzun kesit alinmistir.

Kesilen bitkicik, anagta acilan kesit icine Ozenle yerlestirilmis ve seritler
halinde kesilmis parafilm ile sikica baglanmustir. In vitro bir ortamdan in vivo ortama
adapte olmasi1 amaciyla, iki ucu kesilmis seffaf bir polietilen torba yan asilanmis
bitkinin lizerine gecirilerek acik uclar1 a1 bolgesinden 5-10 cm alt ve iist kismmdan
baglanmistir. Asinin daha iyi kaynamasi amaciyla, turuncun yan as1 yapilan
bolgesinin iistiinde kalan kismi en u¢ kismindan itibaren hafifce egilerek anacin
topraga yakin yerinden sikica baglanmustir.

Yan as1 uygulanmis turung bitkileri 24-26 °C giindiiz, 21-23 °C gece sicakligina
ayarhi kontrollii klima odalarinda gelismeye birakilmistir. Asilamadan 10 giin sonra
anacin kivrilan kismi torba tizerinden kesilmistir. Ayn1 zamanda torbanin alt kismu,
bir hafta sonra ise iist kismi da acilarak torbalar tamamen ¢ikarilmistir. Yan asi

uygulanmig bitkide gelismeyi tesvik amaciyla, as1 yerinin 8-10 cm iizerinden anag
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kesilmistir. Bitkiler normal gelismeleri siiresince bakim islemleri uygulanmis ve

sulamalar1 diizenli olarak yapilmistir.
3.3 SUA’ dan Elde Edilen Bitkilerin Turun¢ Uzerinde indekslenmesi

SUA calismast sonucunda elde edilen Kiitdiken limon bitkilerinin CYVC
hastaligindan armip arinmadigini arastirmak amaciyla yetistirilen turung bitkilerine
SUA yontemi ile gelistirilmis bitkilerden alinan goz (1 adet) ve kabuk dokular1 (2
adet) verilmis ve turunc yapraklarinda gelisen damar ac¢ilmalari, yapraklarda gelisen
kirisiklik ve burusukluklara bakilarak simptomlar gézlenlemeye ¢alisilmistir. Ayrica
SUA sonrasinda gelisen Kiitdiken limon bitkilerinin yapraklarinda da damar acilmasi

simptomlar1 gdzlenmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Ana Materyalde Simptomolojik Olarak Saptanan Patojenin Biyolojik

Indeksleme Yontemi ile Belirlenmesine ait Bulgular

C.U Ziraat Fakiiltesi AUC turuncgil koleksiyon parsellerinde bulunan Kiitdiken
limon (Citrus limon) cesitlerine ait agaclarda sar1 damar acilmasi simptomu
yapraklarda, yan damarlar tizerinde farkli boyutlarda sar1 renk agilmalar1 seklindedir.
Damarlardaki renk acgilmasi yesil renginin sartya donmesi ve cizgi seklinde
gelismektedir. Yapraklar normal boyuttan daha kiiciik gelismekte renk agilmalari
bazen yaprak yiizeyinde beneklenme seklinde goziikebilmektedir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. CYVC ile infekteli Kiitdiken limon agac¢larindan alinmis yapraklarda
gozlemlenen simptomlar. Yan damarlar boyunca goriilen sar1 damar
acilmalart ve yapraklarda meydana gelen kivrilma ve
deformasyonlar

Ayrica bu simptomlarin goriildiigii gen¢ yapraklarda kivrilma ve biikiilmelerde

gozlemlenmistir. Arazi simptomlarmin ilkbahar ve sonbahar siirgiin gelisme
doneminde gen¢ yapraklarda daha belirgin oldugu hatta yaz gelisme doneminde

olgun yapraklar iizerinde varligi da belirlenmistir. Damar acilmasi simptomu,

yapraklar giines 1s1ginda daha belirgin bir sekilde gdozlemlenmektedir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Giines 1s18ma tutulan CYVC ile infekteli Kiitdiken limon
yapraklarinda daha belirgin bir sekilde gozlemlenen sar1 damar
acilmas1 simptomu

Calismada indikator bitki olarak kullanilan turun¢ (C. aurantium) bitkileri

Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi AUC turunctgil koleksiyon parsellerinde
gozlemlenen Turunggil Sar1 Damar Ac¢ilmasi (Citrus Yellow Vein Clearing=CYVC))
hastalig1 ile infekteli oldugu simptomolojik olarak belirlenen Kiitdiken limon (C.
limon) cesidine ait agaclardan alinan doku parcalar1 ile (gdoz ve kabuk) Mayis-
Haziran aylar1 arasinda asilanmistir. Bu asilama caligmasiyla hastaligin ana
materyalinin biyolojik indeksleme yontemi ile saptanmasi amaclanmistir. Boylece
Kiitdiken parsellerinde simptomolojik olarak belirlenen CYVC hastaligi turung
bitkilerine aktarilmis ve hastaligin belirtileri turung bitkilerinde goézlemlenmistir.
Indeksleme islemi yapilan turung bitkileri Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bitki Koruma Arastirma Parsellerinde bulunan seralara konulmus, sulama ve bakim
islemleri diizenli olarak yapilmistir.

Indeksleme isleminin yapildigi Mayis aymndan ii¢ ay sonra serada bulunan

turun¢ indikator bitkilerinde CYVC hastaligina ait simptomlar gozlenmeye
baslanmistir. Bu simptomlar yaprak yan damarlar1 iizerinde farkli boyutlardaki

sarims1 bant seklinde damar acilmalari, beneklenmeler, yapraklarda deformasyonlar
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ve kivrilmalar, yaprak kii¢iilmeleri, bitki boyunda kontrol bitkilerine oranla kisalma,

bodurlasma seklindedir (Sekil 4.3).

-

Sekil 4.3. CYVC ile infekteli turunc¢ bitkileri iizerinde gelisen farkli
boyutlardaki sar1 damar acilmalari, yapraklarda hem ice hem disa
dogru olusan kivrilmalar

4.2 Siirgiin Ucu Asilamalan
4.2.1. In vitro SUA Calismalarina Ait Bulgular

In vitro SUA’ da anag olarak Carrizo citrange (C. sinensis x Poncirus trifoliata)
anaclar1 kullanilmistir. Carrizo citrange tohumlar1 soyulup, yiizey sterilizasyonundan
sonra daha Onceden hazirlanan kati agar ortamina ekilmis ve inkiibatorde karanlik
kosullarda ¢imlenmeye birakilmistir.

Tohumlarin ¢imlenme sorununu ortadan kaldirmak icin Onlemler alinmig
Kasim-Aralik aylarinda hasat edilen tohumlar Giocometti (1986)’nin belirttigi
yonteme gore muhafaza edilmistir. Bu yonteme gore tohumlar 52 °C’ de 10 dakika
sicak su uygulamasina tabi tutulmuslardir. Daha sonra % 1’lik 8 Hydroxy-Quinoline
Siilfat soliisyonu icgerisinde 3 dakika bekletilerek ilaclama islemi tamamlanmustir.

Arastirmaci1 bu yonteme gore Florida kaba limon, portakal, Troyer ve Carrizo
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citrange tohumlar1 ¢imlenme kaybi olmadan 1 veya daha uzun yillar muhafaza
edilebildigini belirtmektedir. In vitro SUA icin anaglarm ekildigi kati ortam
hazirhiginda herhangi bir sorun yasanmadigi siirece ana¢ olarak daha cok 10-14
giinlik anaclar kullamilmigtir. Bazen bu siirenin gectigi 20-25 giinliik anaclar da
caligmada kullanilmistir. Ancak 3-4 haftalik anaclarin kullanimi asilama basarisini
etkilemis ve bu anacglarda asilma basaris1 diisiik olmustur. Benzer sekilde Navarro ve
ark. (1975)’ larmin 15 giinliik anaglarin 6ncesinde ve sonrasinda asilama basarisinin
etkilendigini belirtmislerdir.

In vitro SUA iglemleri ilkbahar (Nisan-Mayis-Haziran) ve sonbahar (Ekim-
Kasim-Aralik) olmak iizere iki farkli donemde yapilmistir. CYVC hastalig: ile
infekteli Kiitdiken limon cesitlerine ait agaglardan alman meristemlerin Carrizo
citrange anaglar1 ilizerine asilanmasi sirasinda tohumdan kati ortama ekilerek
cimlendirilen ve iki hafta sonunda elde edilen Carrizo citrange anacmin epikotil
ucuna Imm dikey ve 2 mm yatay ters-T seklinde acgilarak hazirlanan kesige
yerlestirilmistir. SUA sonucunda meristem dokusu ile ilk iki yaprak primordiasini
iceren 0.14-0.18 mm siirgiin ucu (meristem+2) 6l¢iisii kullanilarak asilanmis ve sivi
ortama aktardmistir. Bu yontem kullanilarak toplam 16 adet bitkicik elde edilmistir.
Bu bitkiciklerin 6 tanesi sonbahar donemimde, 10 tanesi ilkbahar doneminde elde
edilmistir.

Calismada uygulanan ikinci meristem biiyiikliigii ise meristem dokusu ile ilk
dort yaprak primordiasini igeren 0.18-0.21 mm siirgiin ucudur. Bu 6l¢ii kullanilarak
asilanmis SUA yapilmis sivi ortamlara aktarilmis 20 adet bitkicik elde edilmistir. Bu
bitkiciklerin 8 tanesi sonbahar doneminde, 12 tanesi ilkbahar doneminde elde

edilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. CYVC ile infekteli Kiitdiken limon agaclarindan alinmig Meristem+4
siirgiin ucu Olciisii kullanilarak Carrizo citrange anaglarina in vitro
SUA teknigi ile asilanmis ve sivi ortama alinmis bitkicikler

Sonbahar doneminde CYVC ile infekteli simptom gozlenen agaglarda siirgiin
ucu bulmak zorlastig1 icin bu donmede yapilan in vitro SUA tekniginin kullanildig:
bitki sayis1 daha az kalmistir. Bu nedenle ilkbahar doneminde elde edilen agilanmig
bitki sayisi, sonbahar doneminde elde edilen asilanmis bitki sayisina gore daha
fazladir. Arazide CYVC ile infekteli bazi Kiitdiken limon agaglarmin yapraklar:
yolunmus ve siirgiin tesviki icin zemin hazirlanmistir. Ancak riizgarin etkisiyle
ciplak kalan dallarda meristem dal iizerinde kurumaya ve SUA teknig8i i¢in bu
meristemler kullanilamaz bir hale gelmistir. Uygulanabilir diger bir yontem olarak
CYVC ile infekteli bitkilerden alinan dallarin laboratuvarda tiip iginde siirgiin
vermeye tesvik edilmesidir (Navarro ve ark., 1984). Uygulanan bu yontemde fungal
ve bakteriyel bulagikliklar bu teknigin uygulanmasina olanak vermemistir.

In vitro SUA isleminden sonra sivi besin ortamina aktarilan 36 adet bitkicigin
gelisimleri sirasinda bakim islemleri devam etmistir. Ana¢ olarak Carrizo citrange
kullanildig: i¢in olusan siirgiinler tipik ti¢ yaprakl seklinde gelistiginden asilamada
kullanilan Kiitdiken limon ¢esitlerinden belirgin bir sekilde ayirt edilebilmistir. Anag
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sirglinleri sik sik alinarak, yan asilama yapilacak olan siirgiin ucunun gelismesine
olanak taninmustir.

Asilamalarda in vitro olarak calisilmasina ragmen, bitkilerin gelistigi test
tiiplerinde bakteriyel ve fungal bulagsmalar kaydedilmistir. Bu sorunun ¢dziimii i¢in
bazen haftada 3 defa olmak iizere geng bitkiler taze ortamlara alinarak, bitki gelisimi
icin tesvik edilmislerdir. Buna ragmen bulasiklik nedeniyle bitki 6liimleri de ortaya
cikmustir.

Mikrobiyal bulasikligr dnlemek i¢in miicadelede uygulanan diger bir yontem
ise bulasik tiiplerden alinan asili bitkiciklerin kokleri % 96’lik alkol ile silinmis veya
0.1’ lik Sodyum Hipoklorit soliisyonunda 30 saniye tutulduktan sonra ii¢ defa steril
suda yikanmistir. BOylece bitkinin biiyiimesine zaman kazandirilmistir. Ancak
uygulanan her iki yontemde de basari smirli olmustur. Bu nedenlerden dolay:
bitkiciklerin bulundugu tiiplerde meydana gelen fungal ve bakteriyel bulasikliklar
SUA tekniginde basar1 oramini diisiirmiis (% 50), bitkiler iki yaprak¢ik oluncaya
kadar temiz ortamlara aktarilarak yasatilmaya ¢alisilmistir. Bulasik olan bitkiciklerin
temiz tiiplere aktarma islemi yapilirken yatay hava akish kabin i¢inde calisilsa bile
aktarma isleminden sonra herhangi bir SUA islemi yapilmamis veya kabin uzun siire
calisir durumda birakilmis, havaya dagilan fungal etmenlerin ugucu sporlarin
bitkicikleri bulastirma ihtimalleri goz 6niinde bulundurulmustur.

Bulagikliklarin tekrarlanip bitki 6liimlerinin artmasini engellemek i¢in in vitro
SUA uygulanmis bitkiler iki yaprake¢ik gelistirdikce turung bitkisine yan as1
uygulamasina gecilmistir.

SUA calismalarinda asilama basarist genel olarak degerlendirildiginde saatte 15
kadar bitkinin asilamasi gerceklestirilmis ve bu caligmalar sonunda % 35 dolayinda
slirglin olusturulmus bitki elde edilmistir. Bu degerler bu konuda yapilmis benzeri
caligma sonuglariyla benzerlik gostermektedir (Navarro ve ark., 1975; Tamer, 1988;

Sas, 1991).

4.2.2. In vitro SUA Sonrasinda Yan Asilannus Bitkilere Ait Bulgular

SUA sonrasinda elde edilen bitkiciklerin daha hizli gelisimini saglamak

amaciyla bitkicikler turung ¢ogiirleri tizerine yan asi seklinde asilanarak aktarilmistir.
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Fakat burada dikkat edilmesi gereken bir konu, anac¢ olarak kullanilan turungta ve
kalem olarak kullanilan Carrizo citrange bitkisinde kesit yiizeylerinin olabildigince
biiylik alinmasidir. Bu sekilde temas yiizeyi artarak besin aligverisi kolaylastirilmis ve
bitki asilama basaris1 daha fazla olmustur. In vitro SUA islemleri sonucunda elde
edilen bitkicikler, turun¢ anacina yerlestirildikten sonra parafilm ile sarilarak sikica
baglanmistir. Boylece SUA sonrasinda elde edilen bitkiler turun¢ anacinda daha hizl
bir gelisme donemine ge¢mis ve yaklasik 3 ay gibi bir siirede hastaliktan arinip
arinmadigini anlamak icin indekleme boyutuna ulagmustir. Yan agilamanin uygulamasi
sirasinda herhangi bir giicliikle karsilagilmamis ve basarili bir sekilde turung

bitkilerine asilama uygulanmistir (Sekil 4.5).

Y.

Sekil 4.5. SUA sonrasinda gelisen bitkilerin turung anaci iizerine yan asilanma
yoluyla aktarilmasi

[Ikbahar doneminde elde edilen meristem+2 yaprakcik siirgiin  Olgiisii

kullanilarak SUA teknigi ile elde edilmis 10 adet bitkicik turung bitkisi tizerinde

indeksleme calismasina alinarak hastaliktan (CYVC) temizlenip temizlenmedigi

kontrol edilmistir. Siirgiin veren bu bitkiciklerde ve yan asilamanin yapildig: turung

bitkilerinde yapilan gdzlemler sonucunda bitkilerin 4 tanesinde CYVC hastaligina ait

29



4. BULGULAR ve TARTISMA Nazan BAYER

sar1 damar agilmasi, damarlarda beneklenmeler, yapraklarda kivrilma ve biikiilmeler
seklindeki simptomlar 3 ay sonunda gozlemlenmeye baslanmis, 6 tanesinde ise
herhangi bir simptoma rastlanmamis ve saglikli olarak degerlendirilmistir. Bu sekilde
ilkbahar doneminde CYVC hastaligindan arindirmada basar1 ylizdesi % 60 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4. 1. SUA calismalar1 ve yan asilamalar sonucu elde edilen bitkilerin %
arindirilma oranlari

Dénem Meristem Bitkicik Sayisi| Saglikli Bitki | Hastalikl Bitki| %
Olgusi Sayisi Sayisi Arindirma
Basarisi
ilkbahar M+2 10 6 4 %60
Sonbahar M+2 6 4 2 %66
ilkbahar M+4 12 4 8 %33
Sonbahar M+4 8 4 4 %50

Sonbahar doneminde elde edilen meristem+2 yaprak siirgiin 6l¢iisii kullanilarak
SUA teknigi ile elde edilmis 6 adet bitkicik turung iizerine indekslenmistir. Bu
donemdeki indeksleme c¢aligmalar1 sonucunda gelisen bitkiciklerde ve yan asilama
yapilmis turung bitkilerinin 2 tanesinde sar1 damar acilmasi ve yaprak ylizeyinde yesil
renkten sartya dogru donen beneklenmeler seklinde CYVC hastaligina ait yaprak
simptomlar1 gozlenmis (Resim 6), 4 bitkide ise herhangi bir simptoma
rastlanmamistir. Sonbahar donemindeki indekslemeler sonucu elde edilen hastaliktan
ari bitki elde etme basar1 ylizdesi % 66 olarak belirlenmistir.

[Ikbahar déneminde elde edilen meristem+4 yaprak siirgiin 6lciisii kullanilarak
SUA teknigi ile elde edilmis 12 adet bitkicik indeksleme boyutuna ulastiginda bir goz,
iki kabuk dokusu alinmis, turung iizerine biyolojik indeksleme yapilarak hastaliktan
ari olup almadig1 kontrol edilmistir. Siirgiin veren bu bitkicikler iizerinde ve turung
bitkilerinde yapilan gozlemler sonucunda bitkilerin 8 tanesinde sar1 damar agilmasi
yaprak simptomlar1 2 ay sonunda gozlemlenmeye baslanmis, daha sonra yapraklarda
meydana gelen simptomlar ise yaprak kivrilmalar1 ve biikiilmeleri seklindeki
deformasyonlar olarak gozlemlenmistir. Indekslenmis bitkilerin 4 tanesinde ise

herhangi bir simptoma rastlanmamistir. Indekslemeler sonucunda yapilan gozlemlere
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dayanarak hastaliktan ari temiz bitki elde etmedeki basar1 ylizdesi %33 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Sekil 4.6. Turung indikator bitkileri izerinde meydana gelen cizgi seklindeki

sar1 damar ac¢ilmasi simptomlari

Sonbahar doneminde meristem+4 yaprak siirgiin 6l¢iisii kullanilarak elde edilen
8 adet bitkicik turung indikatorii lizerine testlenmistir. Bu bitkilerin 4 tanesinde CYVC
hastaligina ait sar1 damar acgilmasi, yaprak yiizeyinde beneklenmeler ve yaprak
deformasyonlar1 seklindeki simptomlar gozlenmis, 4 tanesinde ise hastaliga ait
herhangi bir simptoma rastlanmamistir. Yapilan indekslemeler sonucu elde edilen
hastaliktan ari temiz bitki elde etme basar1 yiizdesi % 50 olarak belirlenmistir.

SUA asilama caligmalar1 sonucunda ilkbahar doneminde her iki siirgiin ucu
Olciisti kullanilarak toplam 22 adet bitki elde edilmis, sonbahar doneminde bu say1
14’e diigmiistiir. Sonbahar doneminde CYVC ile infekteli Kiitdiken agaclarindan taze
siirgiin eldesi daha zor oldugu i¢in ilkbahar doneminde elde edilen bitkicik sayis1 daha
fazla olmustur.

Yapilan indekslemeler sonucunda ilkbahar doneminde elde edilen toplam 22
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bitkiden 10 tanesi saglikli, sonbahar doneminde elde edilen 14 bitkiden 8 tanesi
sagliklidir. Bu sekilde sonbahar doneminde elde edilen saglikli bitki oran1 (% 57)
ilkbahar doneminde elde edilen saghkli bitki oranmndan (% 45) daha fazladir. Bu
durumda CYVC ile infekteli Kiitdiken limon agac¢larindaki siirgiinlerin yaz
sicaklarinda termoterapi etkisine maruz kaldigi ve sonbahar aylarinda yapilan SUA
caligmalarinin basar1 oranini olumlu bir sekilde etkiledigi diisiiniilebilir.

SUA caligmalarinda kullanilan meristem+2 yaprak Ol¢iisiiyle 16 adet bitkicikten
turung bitkisine indekslenmesi sonucu 10 adet saglikli bitki elde edilmis, meristem+4
yaprak olciisiiyle elde edilen 20 adet bitkicigin turunca indekslenmesi sonucu 8 adet
hastaliktan ari bitki materyali gdzlemlenmistir. Bu sonuclara gore meristem+2 yaprak
slirglin Ol¢iisii kullanilarak elde edilen hastaliktan ari bitki sayisinin daha fazla oldugu
belirlenmistir. Nitekim SUA’ da kullanilan siirgiin ucu 6lgiisii  biiyiidiikge
patojenlerden arinmis bitki elde etme orani diismekte fakat asilama basarisinda bir
artiy meydana geldigi Navarro ve ark. (1976) tarafindan bildirilmistir. Bu ¢aliymada
elde edilen sonuclar benzer niteliktedir. Bu sonuglara gére CYVC hastalig1 ile bulasik
bitkilerden toplamda 36 adet bitkiden 18 adet saglikli patojenden arindirilmis bitki
elde edilmistir. Caligma sonucunda toplamda temiz bitki elde etme basar1 oran1 % 50
olarak saptanmuigstir.

Navarro ve ark. (1981) yaptiklar1 calismaya gore % 50’ lik bir basar1 orani
CYVC hastaligimni1 elemine edilebilmesi kolay hastaliklardan biri olarak karsimiza
cikarmustur.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi AUC turuncgil koleksiyon parsellerinde
bulunan CYVC hastalig: ile infekteli Kiitdiken limon (Citrus limon) agaglarmdan
alinan doku parcalar1 turung (C. aurantium) bitkisine verilmis ve hastaligin biyolojik
indekslemesi yapilmistir. Biyolojik indeksleme sonucunda indikator bitkilerde
gozlemlenen simptomlar yapraklarda yesilden sar1 renge dogru degisen damarlarda
renk acilmalar1 ve cizgi seklinde bantlasmalar ve sarimsi beneklenmelerdir. Infekteli
yapraklar 1s18a tutuldugunda simptomlar daha belirgin bir sekilde gozlemlenmistir.
Ayni zamanda indekslemeden 3 ay sonra normalden kiiciik yaprak olusumu ve olusan
bu yapraklarda kivrilma, biikiilme gibi deformasyonlar tespit edilmistir.

SUA caligmalar1 sonucunda ilkbahar doneminde toplam 22 adet bitkicik,
sonbahar doneminde ise 14 adet bitkicik elde edilmistir. Sonbaharda elde edilen bitki
sayist ilkbahar donemine oranla daha az olmustur. Ilkbahar doneminde bitkiler daha
aktif olmasinin yan1 sira sonbahar déneminde siirgiin gelisiminin daha az olmasi bunu
etkileyen faktorlerdir.

Sonbahar doneminde elde edilen toplam saglikli bitki oram1 % 57, ilkbahar
doneminde elde edilen saglikli bitki oran1 % 45 olarak saptanmustir.

SUA calismalarinda kullanilan meristem+2 yaprak ol¢iisiiyle 16 adet bitkiden 10
adet saghkli bitki elde edilmis, meristem+4 yaprak Olciisiiyle elde edilen 20 adet
bitkiden ise 8 adet hastaliktan ari bitki materyali elde edilmistir. Bu sonuglara gore
meristem+2 yaprak siirgiin 6l¢iisii kullanilarak elde edilen hastaliktan ari bitki sayisi
daha fazla olmustur.

CYVC hastaligi ile bulasik Kiitdiken limon agaclarindan toplam olarak 36 adet
bitki elde edilmistir. Elde edilen bitkilerin 18 tanesi saglikli olup, CYVC simptomu
gelistirmemistir. Temiz bitki elde etme basar1 orant % 50 olarak saptanmustir.

CYVC hastalig1 icin biyolojik indekslemede kullanilan turung ¢ogiirlerinde yan
damar iizerinde sar1 renkli bantlagsmalar seklinde renk agilmalari, yapraklarin normal
boyutunda kiiciilmeler, bogum aralarinda kisalmalar, yapraklarda iceri ve disari
biikiilmeler ve kivrilmalar seklinde deformasyonlar olusmustur. Turung c¢ogiirleri

hastaligin indekslenmesinde oldukc¢a uygun bir indikator bitki olup iki ay gibi kisa
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stirede bulagik bitki simptomlarimi gelistirmektedir.
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