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Bu calisma, Cukurova Universitesi Subtropik Meyveler Arastirma ve
Uygulama Merkezi Seralarinda kontrollii kosullarda bulunan, yurt digindan {iretime
yonelik olarak getirtilmis turunggil {iretim materyallerinden, 6 portakal, 6 mandarin,
5 altintop ve 6 limon ¢esidinin viriis (77isteza) ve Spiroplasma (Spiroplasma citri)
yoniinden serolojik ve molekiiler yontemlerle testlenmesi amaciyla 2009-2010 yillari
arasinda yiriitilmustiir.

Calismalarda kullanilan {retim materyalleri DAS-ELISA yontemi ile
testlenmis ve pozitif kontrol amagli kullanilan bitkiler hari¢, negatif kontrol
bitkilerinde ve diger iiretim materyallerinde Tristeza ve Spiroplasma citri
infeksiyonlarina rastlanmamugtir.

PCR ¢aligmalarinda, CTV1 ve CTV10 primer ¢ifti CTV’ nin protein kilif gen
653 bp’lik ¢ogaltmak amaciyla kullanilmistir. P58-4f ve P58-4r primer c¢ifti
Stubborn’ nun putative p58 adhesin-like gen 450 bp’lik mesafeleri ¢ogaltmak
amactyla kullanilmigtir. RT-PCR ¢alismasi sonucunda, Tristeza igin sadece pozitif
kontrol olarak kullanilan 24 numarali 6rnekte agaroz jel de 653 bp’ lik band
gbzlemlenmis ve diger 6rnekler negatif olarak bulunmustur. Stubborn i¢in ise biitiin
ornekler agaroz jel de 450 bp’ lik band gozlenememistir.

Bu caligmada kullanilan ¢esitlerin Tristeza ve Spiroplasma citri hastalik
etmenleri ile bulasik olmadig1 serolojik ve molekiiler yontemlerle belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Tristeza, Stubborn, DAS-ELISA, RT-PCR
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TESTING OF CITRUS PRODUCTION MATERIALS BROUGHT FROM
ABROAD IN TERM OF Tristeza and Spiroplasma citri BY USING
SEROLOGICAL AND MOLECULAR METHODS

Murat GUNEY

CUKUROVA UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF BIOTECHNOLOGY

Supervisor :Prof. Dr. Namik Kemal KOC
Year: 2011, Pages: 66

Jury :Prof. Dr. Namik Kemal KOC
:Prof. Dr. Ali ERKILIC
:Prof. Dr. Yesim AYSAN

This study was conducted on 6 oranges, 6 mandarin, 5 grapefruits and 6
lemons varieties, brought from abroad for production, maintained in greenhouses of
Cukurova University, Subtropical Fruits Research and Experimental Centre. These
production materials were tested in term of Tristeza ve Spiroplasma citri by
serological and molecular techniques by 2009 and 2010 years.

The production materials were tested by DAS-ELISA, and except positive
control all samples and negative control were found negative for Tristeza and
Stubborn diseases.

In PCR assays, CTV1 and CTV10 primers couple were used to amplify 653
bp on coat protein gene of CTV; P58-4f and P58-4r primer couple were used to
amplify 450 bp on putative p58 adhesin-like gene of Stubborn. In the result of PCR
assays, 653 bp band was observed on agarose gel for only sample coded 24 number
for Tristeza and remaining samples were found as negative; 450 bp bands were not
observed on agarose gel for all samples for Stubborn.

It was determined all of varieties used in this study are not infected with
Tristeza and Stubborn by serologically and molecular techniques.

Key Words: Tristeza, Stubborn, DAS-ELISA, RT-PCR
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TESEKKUR

Calismalarimin yiriitiilmesinde bilgi ve deneyimleri ile beni yonlendiren,
aydinlatict bilgi veren, yapici elestirilerini ve yardimlarimi esirgemeyen danisman
hocam Sayin Prof. Dr. Namik Kemal KOC’a tesekkiir ederim. Ayrica tez
caligmalarim siiresince goriislerine basvurdugum Sayin Prof. Dr. Ali ERKILIC
tesekkiirlerimi sunarim.

Tez ¢alismalarimin her asamasinda biiyiik bir 6zveri ile bana yardimci ve
destek olan arkadaslarim Doktora Orgencisi M. Nasir ROFIQ, Yiiksek Lisans
Ogrencisi Sevecen DOKMEZ’e, Ziraat Miihendisi Cemile GOKSAL ve C.U.
Subtropik Meyveler Arastirma ve Uygulama Merkezi Sekreteri Eda DOGAN’a
yiirekten tesekkiir ederim.

Bunlara ek olarak projenin yliriitiilmesinde ¢aligmalarima maddi olanak
saglayan Cukurova Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne tesekkiir
ederim.

Hayatimin her asamasinda oldugu gibi yiiksek lisans ¢aligmalarim sirasinda
da maddi ve manevi higbir destegi esirgemeyen ve beni destekleyen babam Ibrahim
GUNEY, annem Ese GUNEY, agabeyim Ahmet GUNEY e ve ailemin tiim fertlerine

yiirekten tesekkiir ederim.

III



ICINDEKILER SAYFA

OZ ettt I
ABSTRACT ...ttt sttt ettt st e bt et e st e nbeenees I
TESEKKUR ....coootiiiiiiiienieiiesie it see e see st 11
ICINDEKILER .....cooouiimiiiiiieeiiesiesie s sese s e IV
CIZELGELER DIZINT .....ooiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e VI
SEKILLER DIZINI.....ocoiuiiiiiioiiieeeeeeeee et VIII
SIMGELER VE KISALTMALAR ..ottt X
LGIRIS oottt 1
1.1. Turunggil Tristeza Viriis’ii (Gogiiren Hastalig1) ........cocoveevcvveenciiencieecieenne, 2
1.1. Turunggil Yediverenlesme (Palamutlagsma) Hastalig1 ..........cccceeveveeennnnnne. 4
2.ONCEKI CALISMALAR .....coooevtiiiieriiineieeiseiesiesese e e 9
3. MATERYAL VE METOD ....cc.ooiiiiiiiiiieceee et 19
R LY, 21 1< 7 | SRS 19
3.1.1. Arastirmanin Yriitiildigl Yer ve Bitkisel Materyaller .................... 19
3.1.2. Serolojik Calismalarda Kullanilan Materyal.............cccccceviiniiennnnnnn 21
3.1.3. Molekiiler Calismalarda Kullanilan Materyal..............ccccocvereennenn 21
3.1.3.1. Total Niikleik Asit Ekstraksiyonu Caligsmalarinda Kullanilan
Materyal.. ...cooeeiieeieeece e e 21
3.1.3.2. PCR Calismalarinda Kullanilan Materyal.............ccccoovevirnnenen. 22
3.1.4. Agaroz Jel Elektroforez Calismalarinda Kullanilan Materyal........... 23
3.2 MELOM ..t 23
3.2.1. Bitki Materyallerinin Muhafazasi..........c.cccccceevvieeniieeniiiinee e 23
3.2.2. Serolojik Calismalar ...........c.coeviieiiiiiiiniieiee e 24
3.2.2.1. DAS-ELISA Testi Calismalart ..............ccccoevveieeinieeiiiiiieeeenee. 24
3.2.3. PCR YONIOMI..ccuueiiiiiiiiiiieiieeiceite ettt 26
3.2.3.1. Total Niikleik Asitlerin Elde Edilmesi.. ........ccoceevieniiiininnicnneen. 26
3.2.3.2. PCR CaliSmalarti..........ccceeoeiiuiiieieiiiieceeieiee e 27

IV



3.2.3.2.(1). Niikleik Asitlerin Elde Edilmesi...........cccccevvuerniinicnnennee. 28

3.2.3.2.(2). Primerlerin Olusturulmast ..........ccceecveevciieercieeeniieeiee e, 28

3233 PCRu. e et 29

3.2.3.4. PCR Yonteminin Uygulamast........ccccoeeeeenieniienieniienieeieeeeee. 30
3.2.3.4.(1). Tristeza igin RT-PCR .....ccccoiviiiiiiiiieeeeeeeee 30
3.2.3.4.(2). Spiroplasma citri igin PCR...........ccoceviiiiniiiniiinicneens 32

3.2.4. Agaroz Jel Elektroforez Calismalart ...........ccceevvveeviieeniieenieeieeenne 32

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA ...coooiiiiiiiiieeeceeeeeee 35
4.1. SIMptomotolojik GOZICM .......eeeveieeeiiieeiieeieece e 35
4.2. Serolojik Calismalar............cccoeviiiiiieniiiieieceee e 38
4.2.1. DAS-ELISA Testi Calismalari ... 38

4.3 PCR Y ONEEIM ..ottt ettt sttt st 41
4.3.1. Total Niikleik Asit Ekstraksiyon Calismalart ... 41
4.3.2. PCR CaltSMAIAIL ...........ooooooooooo oo 42

5. SONUCLAR VE ONERILER .....ccceooniiniiiiiiniienierineiesiseseseseesieseseseesiesenns 45
KAYNAKLAR oottt st s 49
OZGECMIS .ottt 61
EKLER ...ttt ettt ettt et et e sttt ene e aeenneenean 62



CiZELGELER DiZiNi

SAYFA
Cizelge 3.1. Tristeza igin kullanilan primerler ve sentezlenen bolgenin
molekiiler blylKITGGZU .....c.eevvvieiiiiieie e 22

Cizelge 3.2. Spiroplasma citri i¢in kullanilan primerler ve sentezlenen bolgenin

molekiiler biiyiikligii

VI



VII



SEKILLER DiZiNi SAYFA

Sekil 1.1. Tiirkiye'nin Turunggil Uretimi (1000 ton) (Foreign Agricultural
Service/USDA, 2010) c..viiiiiieeiieeeee ettt e e 1

Sekil 3.1. Vektorlere karsi ¢ift kathh korumali seralardaki yurt disindan
getirtilmis ¢esitlerden bir goriintim (A: Portakal, B: Mandarin).............. 19

Sekil 3.2. Bilgisayar kontrollii seralardaki yurt disindan getirtilmis cesitlerden

bir goriiniim (A: Portakal, B: Altintop, C: Limon, D: Mandarin)............ 20
Sekil 3.3. ELISA ¢alismalarindan bir gOrintim ...........cceccveeeeieeeiieencieeeniee e, 24
Sekil 3.4. Total Niikleik Asit Ekstraksiyonu ¢aligmalarindan bir goériintim............. 26

Sekil 4.1. Tristeza ile bulasik bitkide goriilen hizli gelisen ani 6liim (quick
AECHNE) ..ttt et eere e e aaeeesnreeenens 36
Sekil 4.2. Tristeza ile bulasik bitkilerden bir goriiniim (A: Cigeklenme, B:
Kiiglik meyveli Bitki)......ccoviiriiiieiieciece e 36
Sekil 4.3. Tristeza ile bulasik hastalikli meyve ve saglikli meyve goriiniimii ......... 36
Sekil 4.4. Spiroplasma citri ile infekteli turunggil agaglarinda siirgiin olusumu
(rozetlesme), kasik seklinde yaprak olusumu (A) ve bogum
aralarinin kisalmasi (B) gOrinimii.........c.cceeevveeeriieeiieeniieenieeeiee e 37
Sekil 4.5. Spiroplasma citri ile infekteli ve sagliklt meyvelerden bir goriiniim (A:
Ustten goriiniis, B: Meyvede iki farkli renk olusumu, C: Gobegin
kaybolmast, C: Eksen carpiklig1).........cooooiiiiiiiiiiiiiien, 38
Sekil 4.6. ELISA testi sonucunda meydana gelen sar1 renk olusumu, negatif ve
pozitif kontroller ve hasta (pozitif kontrol, K) 6rnek goriiniimii (A:
ELISA sonuglari, B: Ornek numaralari) C: Tristeza S: Stubborn K:
Pozitif Kontrol....... ..o 40
Sekil 4.7. Tristeza’nin Agaroz Jeldeki Total Niikleik Asit Bandlari ....................... 41
Sekil 4.8. Spiroplasma citri’nin Agaroz Jeldeki Total Niikleik Asit Bandlari ........ 42
Sekil 4.9. PCR Marker, 1 kb’lik (M) ve pozitif kontrol (24: numarali 6rnek; A,
B) (A: P1-P6, M1-M6 ve L1-L3 o6rnekleri; B: L4-L6, A1-AS5 ve 25

NUMATALT OTNEK) .oeeiiieiiieciie e e e en 43

VIII



Sekil 4.10. PCR Marker (M) ve 450 bp’lik Spiroplasma citri, (P1-P6, M1-M6,
L1-L6, A1-AS, 24, 25, 26, 27, 28 numarali 6rnekler)............ccccveenneennee.

IX



SIMGELER ve KISALTMALAR

Bp

°C
cDNA
TTV
dATP
dCTP
dGTP
DNA
dNTP
EDTA
ELISA

gr
H,O
Kb

M-MLV
PBS
PCR

pH

Pr

TAE
Taq

: Baz cifti

: Santigrad derece

: Komplementer Deoksiriboniikleikasid
: Turunggil Tristeza Virtist (TTV)

: Deoksiadenozintrifosfat

: Deoksisitidintrifosfat

: Deoksiguanozintrifosfat

: Dekosiriboniikleikasit

: Deoksiniikleotidtrifosfat

: Ethilenediaminetetraacetic acid

: Enzim bagli immunolojik deney (Enzyme Linked Immunosorbent

Assay)

: Gram

: Su

: Kilo baz

: Mikrolitre

: Moloney Murine Leukemia Virus

: Fosfat Buffer-tuz Tamponu

: Polimeraz Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
: Hidrojen iyonu konsantrasyonu

: Primer

: Tris-Acetate-EDTA

: Thermus aquaticus



XI



1. GIRIS Murat GUNEY

1. GIRiS

Turunggiller, tiretim ve ihra¢ iriinleri arasinda diinyada ilk siralarda yer
almaktadir. Diinyada 7,6 Milyon hektarlik alanda 100 milyon ton turunggil iiretimi
rapor edilmistir (FAO, 2007). Turunggil tretiminin yaklasik %70’1 Kuzey yarim
kiirede yapilmaktadir. Turunggil iiretimi yapan iilkeler Brezilya, ABD, Cin ve
Akdeniz ilkeleri olup bunlar arasinda iiretim miktari, kalite ve cesit acisindan
farkliliklar goriilmektedir. Bu pazar igerisinde Tiirkiye’nin yillik turunggil meyve
tretimi (Sekil 1.1) her yil artarak devam etmekte ve 2007 yilinda 2.988 milyon ton
olarak gerceklesmistir (FAO, 2007).

Tiirkiye, Akdeniz iilkeleri igerisinde en dnemli turunggil iireticilerinden birisi
konumundadir. Ulkemiz toprak ve iklim kosullarma bagl olarak Akdeniz, Ege ve
Dogu Karadeniz bolgesinde turunggil yetistiriciligi yapilmaktadir. Ulkemizde her yil
yaklasik 92 bin hektar alanda 2,5 milyon ton {iiretim yapilmaktadir. Yillik tiretim
degeri 750 milyon TL olan turunggilin ¢cogunlugu yurt icinde tiiketilirken % 30°luk
kismu ihrag edilebilmektedir. Tiirkiye turunggil iiretimi 2,5 milyon ton ile diinya
turunggil {retiminin %2,55’in1  karsilarken, 919.000 ton ile diinya turunggil

thracatinin %8’ini karsilamaktadir (Anonymous, 2006).
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Sekil 1.1. Turkiye’'nin Turunggil Uretimi (1000 ton) (Foreign Agricultural Service/lUSDA, 2010)
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Turuncggil yetistiriciliginde kalite ve kantiteyi olumsuz yonde etkileyen en
onemli faktorlerden birisi de turuncggil hastalik ve zararlilaridir (Kranz ve ark., 1977,
Ploetzi, 2003). Bunlar arasinda viriis ve viriis benzeri hastalik etmenleri, bitkiden
bitkiye mekanik yollardan kolaylikla bulagabilmeleri, as1 goziiyle ve vektor bocekler
araciligiyla tasiabilmeleri dolayisiyla ¢ok genis alanlara kisa siirede yayilabilmeleri
ve Ozellikle diger etmenlerde uygulanabildigi gibi bunlara kars1 kullanilabilecek
etkili bir kimyasal miicadele yonteminin bulunmamasi nedeni ile ayri1 bir 6neme
sahiptirler. Az gelismis iilkelerde bu tiir hastalik etmenlerinden kaynaklanan verim
kayiplar1 %10-50 arasinda olmaktadir (Futch ve Brlansky, 2004).

Diinyada turuncgil iiretim alanlarinda sorun olusturan 78’den fazla viriis ve
viroid hastaligr Dbelirlenmistir. Ancak bu hastaliklar arasinda {ilkemizdeki
turunggillerde sorun olusturan 16 virilis ve virlis benzeri hastalik etmeni rapor
edilmistir (Nas ve Tekinel, 1973; Cengiz ve Nas, 1976; Cmar ve Onelge, 1992).
Ulkemizdeki turuncgillerde sorun olusturan bu hastaliklar arasinda Tristeza
(Gogtiren), Spiroplasma citri (Yediverenlesme) hastaliklari, diger virlis ve viriis
benzeri hastaliklara oranla daha yaygin olarak goriilmekte ve Onemli {iriin

kayiplarina neden olmaktadir (Cinar ve ark., 1993).

1.1. Turuncgil Tristeza Viriisii (Gogiiren Hastaligr)

Turuncgillerde sorun olusturan virlis hastaliklar1 igerisinde son 60 yilin en
onemli hastaligi Turunggil Tristeza virisi(TTV) dir (Bar-Joseph ve ark., 1989).
Ispanyolca ‘Hiiziin’ anlamma gelen Tristeza, iilkemizde ise "Gogiiren hastalig:"
olarak bilinmektedir.

Closterovirideae familyasiin Closterovirus cinsinden olan Turunggil
Tristeza virtisii 11 nm ile 2000 nm olan ipligimsi yapidaki partikiillerden olusur.
Turunggil Tristeza virlisii, i¢ dokulara ozellikle floeme sinirli ipliksi yapida
viriislerdir (Bar-Joseph ve ark., 1979; Bar-Joseph ve Lee., 1990).

Turuncggil Tristeza viriisii hastaliga duyarli anaclar lizerine asili agaclardaki
simptomlar1; bodurlagsma (slow decline) ve hizli gelisen ani 6lim (quick decline)

veya ani solgunluk, yaprak dokiimii ve infeksiyonu takiben 2—3 ay i¢inde aga¢ oliimii
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seklindedir. Hastaligin en karakteristik simptomu as1 yerindeki as1 uyusmazligi
seklindeki siskinliklerdir. Bu siskinliklerin bulundugu yerden kabuk kaldirildiginda
kabuk ve odun kambiyal yiizeylerinde igne ucu seklinde cikintilar ve cukurlar
olusturmasidir (Salibe, 1986). Tristeza ile bulasik agaclarda, gogme (decline), ¢ogiir
sariligl (seedling yellows), ve gdvde cukurlagsmasi (stem pitting), kiiciik meyve
olusumu ve gen¢ yapraklarda c¢inko noksanligima benzer Ilekelenmeler de
goriilmektedir. Turunggil Tristeza virlisli yaygin indikator olan Mexican lime (Citrus
aurantifolia (Christm.) Swingle)’da damar beyazlasmasi, yaprak biikiilmesi ve govde
cukurlagmasi simptomlart ile spesifiktir (Garnsey ve ark., 1987).

Portakal, mandarin, altintop ve diger turunggil ¢esitlerini etkileyen en zararli
turunggil viral hastaliklarindan birisi olan Tristeza virlisii 6zellikle turung iizerine
asili portakal (C. sinensis), mandarin (C. reticula) ve altintop (C. paradisi) cesit ve
tiirlerinde yikicidir (Roistacher, 1991).

Turunggil Tristeza virlisi'niin kokeni muhtemelen Cin olup hastaligin
yayilim1 hastalikli turunggillerin insan aktiviteleri, 6zellikle bitkisel {iretim, as1 ve
budamaya bagli olarak yayildigi sanilmaktadir. CTV hastalig1 tohumla tasinmamakla
birlikte yakin mesafelere as1 yoluyla ve vektorlerle non-persistent olarak
tasinmaktadir (Lovisolo, 1993).

Ulkemiz Akdeniz Bolgesi turunggil alanlarida bu viriisiin vektdrleri arasinda
Aphis gossypi ve A. spiraecola’ ya sik¢a rastlanmaktadir. Hastaligin yayilimi ilk
Ispanya ve Israil’de gozlemlenmistir. Diger iilkelerden Arnavutluk, Cezayir, Kibris,
Mistr, Italya, Liibnan, Fas, Filistin, Tunus ve Tiirkiye’de hastaligin yayilim ile ilgili
bir¢cok izolat belirlenmistir (Davino ve ark., 1983; Bar Joseph ve Lee, 1989;
Kyriakou ve ark, 1993; Bové, 1995; D’Onghia ve ark., 1998; Stamo ve D’Onghia,
1998; Jarrar ve ark., 2000).

Diinyada ekonomik olarak dnemli ve en yikici turunggil viral hastaliklarindan
biri olan Tristeza (Bar-Joseph ve ark., 1989; Lee ve Rocha-Pena, 1992; Rocha-Pena
ve ark.,1995) Tiirkiye’ de ilk kez (Norman, 1963) Dogu Akdeniz ve Ege Bolgesinde
(Ozalp ve Azeri, 1967) rapor edilmistir.

Viriislerin saptanmasinda c¢ok sik kullanilan ELISA (Bar-Joseph ve ark.,
1979; Cambra ve ark., 1991; Rocha-Pena ve Lee, 1991) ve RT-PCR (Nolasco ve
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ark., 1993, Roistacher, 1991) yontemleri Tristeza hastaliginin tanilanmasinda
(Cambra ve ark., 1981) c¢ogunlukla kullanilmakta ve viriisiin saflastirilmasinda
izlenen asamalarin kontrol edilmesi, virlis miktarinin saptanmasi, bitki biinyesinde
viriisiin translokasyonunun takip edilmesinde, yaprak bitleri ve in vitro yetistirilen
bitkilerde viriislerin varliginin ortaya konulmasinda, sertifikasyon ve eradikasyon
caligmalarinda kullanilmaktadir (Ke ve ark., 1984; Cambra ve ark., 1991).

Turunggil Tristeza virlisiiniin tilkemizdeki varligi serolojik, RT-PCR ve
biyolojik testleme yontemleri ile (Baloglu, 1988, Korkmaz ve ark.,, 2006)
belirlenmistir.

Etmeni bir virlis olan gocliren hastaliginin kontroliinde hastaliga dayanikli anag
secimi, siirglin ucu asilama teknigi ile elde edilen saglikli bitkilerden tiretilmis
fidanlar bahge tesisinde kullanilmali, T7isteza viriisii ile infekteli agacglar imha
edilmeli, fidanlar yabanci ot igermeyen kosullarda veya vektorlere karsi cift kath
korumal1 seralarda cogaltilmali ve hastaligin vektorii olan yaprak bitlerinin

miicadelesinde spesifik afit ilac1 kullanilmalidir (Attard, 2004).

1.2. Turuncgil Yediverenlesme (Palamutlasma) Hastaligi

Turunggil Yediverenlesme hastaligi 1915-1917 yillan arasinda Kaliforniya’nin
Redland yakinlarindaki Washington Navel portakal bahgelerindeki verimsiz
turunggil agaclari, anag lizerinden kesilerek saglikli gozlerle tekrar asilandiklarinda
tekrar ayni simptomlarin gozlenmesi sonucunda Waite tarafindan bu gelisme tipi
‘Inatg1’ anlamina gelen Ingilizcede “Stubborn” olarak adlandirmistir. Ancak bu
hastalik ilk kez 1929 yilinda Perry J.C. tarafindan bu isimle tarif edilmistir (Fawcett
ve ark., 1944; Fawcett ve Klotz., 1948).

Bitkilerin ileti demetlerinde bulunan Spiroplasma citri sistemik hastaliklara
sebep olur. Konukcu bitkilerde lokal lezyonlara neden olmaz. Hiicre duvarsiz bir
bakteridir. 1898 yilindan beri bu hiicre duvarsiz mikroorganizmalar mikoplazmalara
benzerliklerinden dolay1 ‘mikoplazma benzeri organizma’ olarak
isimlendirilmekteydi. Bu mikroorganizmanin hiicre duvarsiz oldugu 1967 yilinda

Japonya’da tespit edilmistir. Gilinlimiizde kisaca ‘mollikiitler’ olarak da
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adlandirilmaktadir. Gram pozitif bir bakteri grubu olan mollikiitler, kendi kendine
cogalabilen prokaryotlar i¢cinde en az DNA igerigine sahip olan
mikroorganizmalardir.

Bitkilerin iletim demetlerinden floem’de bulunan mollikiitler fitoplazma ve
spiroplazma olarak ikiye ayrilirlar. Spiroplazma’lar, spiral morfolojiye sahip,
hareketli ve in vitro sartlarda besi yerinde gelistirilebilen mikroorganizmalardir.
Taksonomik olarak Spiroplasma citri incelendiginde prokaryot alemi, mollicutes
siifi, mycoplasmatales takimi, spiroplasmataceae familyasi ve spiroplazma cinsine
ait bir mikroorganizmadir.

Yapilan bir ¢alismada tekrasiklin grubu antibiyotiklerin portakal fidanlarinda
hastalik simptomunu baski altinda tutmasi nedeniyle hastalik etmenin bir viriis
olmadig1 anlagilmistir (Igwegbe ve Calavan., 1970). Turunggil Yediverenlesme
hastaligina bir mollikiit olan Spiroplasma citri sebep olmaktadir.

Spiroplasma citri ile infekteli turunggil agaclarin genellikle hafif ve siddetli
derecede siirglin olusturdugu, bogum aralarinin kisaldigi ve ¢ok sayida yan gozler
olusturdugu, olusan siirgiinlerin belirgin bir sekilde yukar1 dogru (rozetlesme) oldugu
goriiliir (Deluchi 1964; Schinder, 1966; Calavan, 1966). Infekteli agaglarin yaprak
uclarinda beneklenmeler, kasik seklinde yaprak olusumu, yapraklarda mikroelement
(Ozellikle Zn) eksikligine benzeyen degisiklikler, vaktinden &nce yaprak
dokiilmeleri, slirglinlerde geriye dogru 6liim ve bitki boyunda kisalmalar goriiliir
(Calavan, 1968). Infekteli agaclar normalden daha yogun yaprak tasir ve giinese
dogru egiliminde artis gézlemlenir (Carpenter ve Calavan, 1969).

Palamutlasma veya Yediverenlesme Hastaligi adi da verilen bu hastalikla ile
infekteli turunggil agaclarinda mevsim dis1 ¢igeklenmeler, siddetli derecede deforme
olmus ve palamut seklini almis ekseni carpik meyveler bulunur. Navel cinsi portakal
agaclarinda hastalik meyve gobeginin kaybolmasina ve meyve renginin normalden
acik sar1 veya sapa yakin kisminin diger kisma gore daha yesil renkte olmasina neden
olur. Bu tiir meyvelerde abortif tohum olusumu goriiliir (Childs ve Carpenter, 1961).

Palamutlasma Hastalig1 ile bulasik meyvelerin tadi yavan, eksi veya anormal

derecede ac1 olup diisiik kalitededir. Hastalik portakal (Citrus sinensis) cesitlerinde
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ve en fazla Washington Navel’de zarar yapmakta, ayrica mandarin (C. reticula) ve
altintop (C. paradisi), turung, sadok ve kamkat’ larda da etkilidir (Cengiz, 1965).

Turunggil Yediverenlesme Hastaligi ile ilgili olarak ilk kez Kaliforniya’ da 1915
yilinda ve 1928’de Filistin’de gen¢ Turunggil bahgelerinde 6nemli ekonomik
zararlara neden oldugu bildirilmistir. 1950°li yillarin ortalarinda Adana, Iskenderun
ve Icel’de Washington Navel portakal agaclarinda verim azalmasi ve calilasma
sikdyetleri tizerine Tirkiye’ye davet edilen Chapot, yaptigt ¢aligmalarda
yediverenlesme hastaliginin varligini belirlemistir (Chapot, 1959).

Turunggil Yediverenlesme Hastaligi Cezayir, Fransa (Korsika), Kibris, Misir,
Iran, Irak, Urdiin, Liibnan, Fas, Italya (Sicilya), Suriye, Tunus ve Tiirkiye’yi de igine
alan cok sayida Akdeniz ve Ortadogu iilkesinde Onemli bir sorun olarak
goriilmektedir (Fawcett ve ark., 1944; Chapot, 1959; Vogel ve Bove, 1974).

Turunggil Palamutlasma Hastaligt Dogu Akdeniz Bolgesinde vektorlerle
taginabilen en 6nemli turunggil hastaliklarindan birisidir (Caglayan ve Cinar 1990).
Hastalik etmeni Spiroplasma citri ciice agustos boceklerinin bazi tiirleri (Euscelis
plebeius, Scaphytopius nitridus, Circulifer tenellus, C. haematocepts) tarafindan
tasinmaktadir (Liu ve ark. 1983; Bove, 1986).

Yediverenlesme Hastaligi olarak da tanimlanan bu hastaliin miicadelesinde;
yeni bahge tesisinde siirglin ucu asilama teknigi ile tretilmis saglikli fidanlar veya
saglikli as1 gozii kullamilmalidir. Hastalikli agaglar sokiiliip yok edilmeli
(eradikasyon), saglikli fidan {iretimi yabanci otlardan arindirilmis kosullarda veya
vektorlere kars1t korumali seralarda ¢ogaltilmali, vektorlere karsi etkin miicadele
yiirtitiilmelidir (Attard, 2004).

Dis ticarette son ii¢ yilda Tiirkiye'nin yas meyve ve sebze ihracatinin yarisinin
turuncgillerden karsilaniyor olmasi ve en ¢ok ihracati yapilan meyve tiirii olmasi
turunggil liretiminin Tirkiye ag¢isindan 6nemini ortaya koymaktadir.

Ulkemizde daha ¢ok eski sayilabilecek cesitlerin iiretimde hakim olmasi ve
bu cesitlerle hald bah¢e kurulmaya devam edilmesi ve buna bagl bilingsiz sekilde
yeni tesislerin olusturulmasi dis pazarda rekabet giiciinii zayiflatmaktadir. Bu
sebeplerden dolayi, i¢ tiiketim ve dis ticarette talep ve rekabet kosularini artirict yeni

¢esitlerin liretimi 6nem kazanmaktadir.
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Diinyanin c¢esitli turunggil {reticisi iilkelerinde bulunan yeni cesitlerin
tilkemize getirilmesi bunlarin iilkemizde g¢ogaltilarak iilkemiz turunggil iiretimine
dahil edilmesi diinya ile rekabet edebilme agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Ancak
as1 gozii veya fidan olarak getirilen bu ¢esitler ile birlikte ¢esitli hastalik ve zararlilar
veya vektor boceklerin iilkemize girmesi s6z konusu olabilmektedir. Bu baglamda
turunggil yetistiriciligi, turuncgil hastalik ve zararlilar ile ilgili olarak diger turunggil
iireticisi iilkelerle iligki igerisinde olan Cukurova Universitesi Subtropik Meyveler
Arastirma ve Uygulama Merkezi zaman zaman ekonomik turunggil cesitlerini
Merkeze getirebilmektedir. Ancak yukarida da belirtildigi iizere bu tiir bitkisel
materyallerin ¢ogaltilip iireticiye verilmeden saglikli olup olmadiklar1 yoniinden test
edilmesi sarttir. Bununla ilgili olarak yapilan bu ¢aligmada yurt disindan iiretime
yonelik olarak getirilmis olan bazi turunggil iiretim materyallerinin Spiroplasma citri
ve Tristeza etmenleri yoniinden serolojik ve molekiiler yontemlerle testlenmesi

amaclanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Turunggil Tristeza Virisii (TTV) ilk defa Kaliforniya ve Italya’da Citrus
sinensis ve Citrus aurantium tiirlerinde bulunmustur (Meneghini, 1946; Fawcett ve
Wallace, 1946, Kitajima ve ark., 1964). Arjantin (Carrera, 1933)’de Turung (Citrus
aurantium) anaci lizerine asili 10 milyon (Fernandez Valiela, 1963), Brezilya’da ise
1937 ve 1948 yillar1 arasinda 6 milyon (Bitancourt, 1940) agac1 yok eden TTV
turunggillerin en yikici hastaliklarindan biridir.

Turuncggil Tristeza Hastaligi’nin yaprak bitleri Toxoptera citricidus (Kirk.) ile
tasindigr ilk defa 1946 (Meneghini) yilinda rapor edilmistir. Daha sonraki yillarda
hastaligin Aphis gossypii, A. spiraecola ve Toxoptera aurantii (Dickson ve ark.,
1951; Norman ve Grant, 1956) ile tasindig1 saptanmuistir.

Baloglu (1988), Dogu Akdeniz Bdlgesi’nde turunggiller iizerine yaptigi
caligmada, arazide simptom goOsteren ve gostermeyen agaclarda indeksleme
calismalari, ELISA testi ve elektron mikroskobu ile Tristeza viriisiiniin varligini
ortaya koymustur. Arastirici, yogun olarak turung anacinin kullanilmasi, infeksiyon
kaynaginin ve vektdr boceklerden bazilarinin bulunmasindan dolayr bu viriis
hastaliginin iilkemiz turunggilleri icin potansiyel bir tehlike olusturdugunu
bildirmistir. Ayrica bolgede iki ayr1 hafif irkin mevcut oldugunu ve dogal yayilmanin
olabilecegini belirtmistir.

Ghazanfari ve Dods (1994), Tristeza virlisiiniin ELISA yOntemi ile tespit
edilebilmesi i¢in agactan alinacak en uygun doku tipini belirlenmek amaciyla
yaptiklar1 bu calismada, agaclarin dort bir yanindan alinan farkli yaslarda siirgiin,
yaprak ve yaprak saplarmi kullanmislardir. Arastiricilar, 7risteza viriislinlin agagta
homojen dagilmadigini, ELISA testlerinde en yiiksek okuma degerlerini Tristeza ile
infekteli agacin kuzey tarafindan alinan ve yeni olgunlasan yapraklarin petiollerinden
hazirlanan 6rneklerin verdigini, bunu sirastyla olgunlagsmais siirgiinler, taze siirgiinler,
yasl petioller, geng ve yasl yaprak laminasinin takip ettigini bildirmislerdir.

Akbulut ve ark., (1996) yaptiklar1 calismada bes Tiirk turuncgil Tristeza
viriisii izolatinin protein kilif gen sekanslarini siralamiglar ve klonlayarak

karsilastirmislardir. Filogenetik analiz ile Tiirk izolatlarinin gen sekanslart ile siddetli
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govde cukurlasmast simptomlu Japon Tristeza, viriisii izolati (B53)’nin gen
sekanslarmin birbiriyle yakindan iliskili oldugunu ortaya c¢ikarmislardir. Bes izolat
ile Japon izolatlar monoklonal antikor MCA13 ile reaksiyon gostermislerdir.

Turunggil Tristeza viriisiiniin saflastirilmasi, viriise spesifik monoklonal
antikorlar elde edilmesi ve viriis izolatlar1 arasindaki farkliliklarini belirlemek icin
yapilan bir caligmada kolon kromotografisi yontemi ile daha saf viriis elde edilmis ve
immuno elektron mikroskop yontemiyle viriisiin varligi ortaya konulmustur. Saf
viriis preparasyonunun spektrofotometrik okunmasinda 260/280 orant 1,2 viriis
miktar1 da 454 pg/ml olarak hesaplanmistir. Saflastirilmis viriis ile yapilan SDS-
PAGE yonteminde iki bant gozlenmis ve viriisiin kilif proteinlerinin molekiil
agirliklar yaklagik olarak 26 kDa olarak belirlenmistir (Kamberoglu, 2000).

Tiirkiye’deki Turunggil Tristeza virlisiiniin 10 izolati, farkli poliklonal ve 2
farkli monoklonal (3E10 ve MCA-13) antibadi kullanilarak direk doku bastirma
(DTBIA) ve DAS-ELISA yontemleriyle kiyaslanmistir. Ayrica bir Satsuma
bahcesindeki 258 aga¢ DAS-ELISA ve DTBIA yontemleriyle testlenmistir. ELISA
ve DTBIA yontemleri ile testleme sonucunda toplam 7 agacin infekteli 251 agacin
ise saglikli oldugu saptanmistir (Korkmaz, 2001).

Farkli cografik bdlgelerden elde edilen ii¢ Tristeza izolatinin biyolojik,
serolojik ve genomik farkliliklar1 belirlemek icin yapilan bu ¢alismada, P1 izolati
(Meyer) 1982°de Marrakeck yakinlarindaki bir alandan, P2 ve R1 izolatlar1 1998 ve
2000 yilinda Fas ile Ispanyol Klamantinden izolatlari kullamlmustir. P1 izolati
Meksika laymi ve altintop tizerinde hafif, orta ve siddetli derecelerde damar agilmasi
simptomlar1 gostermistir. P2 ve R1 Meksika laym1’ nda sadece zayif damar agilmasi
ve kontrol olarak kullanilan diger indikator bitkilerde gévde ¢ukurlagmasi ve diger
simptomlar goriilmemistir. Sadece P1 izolati Monoklonal Antibody MCA-13 ile
reaksiyona girmistir. Ancak biitlin izolatlar 3DF1+3CAS5 karisimi ile pozitif olarak
tepkimeye girmistir. Bu {i¢ teknik TTV izolatlarimin karsilikli iligkilerinin ayirt
edilmesinde kullanildigin1 géstermislerdir (Lbida ve ark., 2005).

Garnsey ve ark. (2005), 30 tilkeden getirdikleri 266 TTV izolatlarindaki
simptomlar1 turung Tlzerine asili portakal ile Duncan greyfurt, Madam vinous

portakal ve Mexican [ime 1lzerine asili bitkilerle karsilagtirmali olarak
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degerlendirmislerdir. Belirledikleri iki standart izolat1 her test i¢in referans olarak
kullanmiglardir. Testlemeler de izolatlarin, TTV simptom siddetinin yan: sira spesifik
indikator bitkilerde simptomlarin azalma kabiliyetleri de belirgin bir sekilde
farkliliklar gozlemlemislerdir. Bes indikator bitki de go6zlemlenen simptom
farkliliklar1; fidan sariligi, turung lizerine asili portakallarda bodurluk ile portakal ve
greyfurtlarda gozlemlenen goévde c¢ukurlasmasinin TTV patojenitesinin  degisik
kombinasyonlarda ve bagimsiz bir sekilde ifadesi oldugu kanisina varmiglardir.

Kiiba’da Turunggil Tristeza virtisii (TTV) nilin Toxoptera citricida Kirkaldy
varliginda turunggil alanlarinda agaglarin iiretkenlik Omriinii uzatmak i¢in son 10
yildir uygulanan bir virlis yonetim programinda, epidemiyolojik ve TTV’nin
karakterizasyonu iizerine ¢aligmalar yapilmaktadir. Program kapsaminda her alanda
tespit edilen epidemiyolojik degisimlere gore sistematik olarak giincellenmektedir.
Elde edilen sonuglar genel viriis sikligiin bazi bolgelerde diisiik oranlarda (%7,73)
baz1 bolgelerde ise daha yiiksek oranlarda (en fazla% 53 kadar) oldugunu
gostermektedir (Batista ve ark., 2005).

Italya’da zor kontrol altina alman Turunggil Tristeza viriisii (TTV) Apulia
(giiney-dogu Italya) Iyonya kiyilarinda turunggil bahgelerinde varligt DAS-ELISA
ve Dot-Blot Hibridizasyon testleri ile son zamanlarda tespit edilmistir. ELISA
yontemi ile 7 farkli {ilkeden getirilmis 27 virlislii bitkinin 21’1 tanimlanirken, bu
izolatlarin tiimiiniin TTV ile infekteli oldugu riboprobe ile belirlenmistir. Ayrica,
Tristeza odakl bir bolgeden rastgele 16 turunggil 6rnegi alinip incelediklerinde her 7
ornegin 2’sinin TTV ile infekteli oldugu serolojik ve molekiiler olarak
tanimlamislardir (Barbarossa ve ark., 2005).

Barzegar ve ark. (2006) yaptiklart bu calismada Kuzey iran’da Mahdasht
bahgeleri ve Mazandaran Eyaletindeki turuncgil bahgelerinde Japonya’dan ithal
edilmis infekteli Satsuma agaclarindan izole edilen dort turunggil Tristeza viriisiiniin
biyolojik ve molekiiler 6zelliklerini arastirmislardir. Arastirmaya yonelik TTV ile
infekteli Alemow (Citrus macrophylla Wester) anaglar1 lizerine asili portakal
agaclarim toplamislardir. Izolatlarm kilif protein geni 672 bp’lik spesifik primerler

kullanilarak cogaltmislar ve Sekans analizleri Japon NUagA izolatlarinda %97-98

11



2. ONCEKI CALISMALAR Murat GUNEY

fidan sariligi, California izolatlarinda T7isteza viriisii %98-99 govde cukurlasmasi
simptomlar1 saptamislardir.

Hirvatistan’da turunggil yetistirilen bahgelerde cesitli Satsuma mandarinlerde
(Citrus unshiu Marc.) en fazla zarar veren turunggil patojeninin 7risteza viriisii
oldugu serolojik ve molekiiler yontemlerle ortaya konulmustur. 4 Satsuma ¢esidi
Ichimaru, Kuno ve Zorica Rana canli indikator Meksika laymi (Citrus aurantifolia
cv. Swwingle)’nda TTV varligim1 belirlemek i¢in biyolojik olarak testlenmis ve
simptomlar Satsuma mandarin ¢esitlerinin TTV ile bulasik oldugu saptanmustir.
oldugunu gostermistir. Laboratuarda yapilan DTBIA, DAS-ELISA, IC/RT-PCR
testlemeleri sonucunda yaprak biikiilmesi, kloroz, damar acilmasi, govde
cukurlagmas1 ve bodurlasma simptomlart saptanmistir. DTBIA testlemeleri Kuno
mandarinlerin %42’sinin TTV ile negatif oldugunu gostermistir (Hartl-Musinov ve
ark., 2006).

Ulkemiz Edremit Koérfez Bolgesi’nde yer alan Edremit, Havran ve Burhaniye
ilcelerindeki turunggil bahgelerinde 2005 ve 2006 yillar1 arasinda Satsuma Owari
mandarinlerinde viriis ve viriis benzeri hastalik etmenlerinden Tristeza, Exocortis,
Satsuma dwarf ve Psorosis’in varliklarinin belirlenmesi amaciyla bir calisma
yapilmistir. Calismalarda Tristeza virlisiiniin saptanmasinda hem DAS-ELISA hem
de biyolojik indeksleme yontemleri uygulanarak test edilmis ve 156 drnekten 38’i
pozitif bulunmustur. Ayrica DAS-ELISA testi sonucunda Tristeza igin pozitif
bulunan 6rneklerden 6’s1 biyolojik indekslemede kullanilmis ve indikator bitkilerden
Meksika lime (Citrus aurantifolia)’nda damar agilmasi (vein-clearing) ve govde
cukurlagmasi simptomlar1 gdzlenmistir (Korkmaz ve Onder, 2008a).

Ulkemizin ii¢ farkli turuncgil iiretim bolgesi olan Edremit Korfezi, Kiyr Ege
ve Dogu Karadeniz Boélgesindeki arazi g¢alismalarinda (2005-2006) Tristeza’ ya
dayanikli Poncirus trifoliata anaci iizerine asili Satsuma cv. owari mandarin
agaclarindan toplanan 119 6rmnek DTBIA ve DAS-ELISA yontemleri ile
testlenmistir. DTBIA ve DAS-ELISA testleri sonucunda, 119 6rnekten 20°si (%16,8)
Tristeza ile infekteli oldugunu saptanmistir. Ayrica, infekteli 20 6rnek ile indeksleme
caligmalar1 sonrasinda turung anaci iizerine asili greyfurt ve portakal agaglarinda

herhangi bir simptom goriilmedigi, ancak Meksika lime (Citrus aurantifolia)’nda
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vein-clearing, leaf cupping ve chlorosis simptomlar1 gozlemlenmistir (Korkmaz ve
ark., 2008b).

Ulkemizin bes farkli turunggil iiretim bolgesinde yapilan arazi ¢alismalarinda
(2005-2006) farkli turunggil cesitlerinden toplanan 201 Ornegi turunggil Tristeza
viriisii ile bulagik olup olmadigini belirlemek amaciyla DAS-ELISA ve RT-PCR
yontemleri ile testlenmistir. ELISA testi sonucunda 41 6rnek 7risteza ile infekteli
bulunurken, PCR ¢alismalarinda ilaveten 13 Ornek daha Tristeza ile infekteli bitki
saptanmistir (Korkmaz ve ark., 2008c¢).

Bertolini ve ark. (2008), Bitki dokularinda ve yaprak bitlerinde Tristeza
viriisiiniin kantitatif tespitinde gelistirdikleri TagMan Real-time RT-PCR yontemi ile
saflastirilmis Hedef RNA’yr doku baski (tissue-print) ve ezilmis (squash)
prosediirlerini kullanilarak, yaprak bitleri ve bitki dokularindaki turuncgil Tristeza
virlis RNA’sinin belirlenmesinde kullanmiglardir. Bu yontem ile farkli bolgeler ve
kokenlerden gelen TTV izolatlar testlemislerdir. Kantitatif sinir 1.7x107 ile1.7x10°
aras! transkript kopyasi olarak degismekte olarak belirlemislerdir. Infekteli bir agacin
farkli organlarindaki TTV RNA’sinin tahmini sayisi, saflagtirllmis RNA’larin sablon
olarak kullanildigi ve 1.9x10* ile 3.7x10° arasi (tissue-printed) (doku baski) doku
malzemesi olarak degerlendirildiginde 4.5x10° ile 6.5x10® aras1 olarak
belirlemislerdir. Yaprak bitleri kopya sayisi ise 1.23x10° ile 4.73x10° arasinda
degiskenlik gosterdigini saptamislardir.

Yokomi ve ark. (2009), Kaliforniya’da Turunggil Klonal Koruma Programi
kapsaminda yaklasik 40 yildir kurulu olan koleksiyonlardan aldiklar1 temsili izolatlar
ile son zamanlarda yayilim gosteren izolatlarin filogenetik iligkisinin tespiti ve
genetik farkliliklarin belirlenmesi ile ilgili bir ¢alisma yapmislardir. Calismalarinda
385 izolata spesifik problar ile RT-PCR, MMM analizi, SSCP yontemini kullanilarak
degerlendirmislerdir. Izolatlarin % 90’dan fazlas1 T30 genotipine sahip oldugu ve
izolatlarin 37°si standart olmayan (NS) TTV genotip yapisinda oldugunu
saptamiglardir.

Roy ve ark. (2009), Tristeza viriisii genotiplerinin ayirt edilmesi ve es zamanli
belirlenmesi i¢in Simplex ve hexaplex RT-PCR testlerini gelistirilmislerdir. Tristeza

viriisli; simptomlari, niikleotid homoloji ve filogenetik analizlerine bagli olarak bes
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genotip i¢inde gruplandirmislardir. Bu genotipleri; T3, T30, T36, VT ve B165 olarak
tasarlamiglardir. Gen Bankasindan gelen genotipik TTV niikleotid gen dizisi
verilerine dayanarak spesifik primerler hazirlamislardir. Kontrol P18 geni dahil
olmak {lizere bes genotipinde eszamanli belirlenmesinde Hexaplex-RT-PCR
yontemini kullanilarak ¢ogaltmiglardir. Hex-RT-PCR sonuglarinin dogrulugunu dizi
analizi yontemi ile karsilagtirmali olarak ortaya ¢ikarmislardir.

Yokomi ve ark. (2010b), Kaliforniya Exeter yakinlarindaki Lindcove
Arastirma ve Yayin (Extension) Merkezinde, 2007 yili bahari, 71 hektarlik alanda
turuncgil 7Tristeza viriisii ile bulasikli en az 50 agac tespit etmisler ve yaptiklar: bu
calisma ile izolatlarin yaprak biti ile tasinabilirligini ve genetik cesitliliklerini
degerlendirmislerdir. Temsili dokuz agactan alinan 6rneklemelerle ELISA, RT-PCR,
coklu molekiiler markir testi, Protein kilif (CP) gen analizi ve vektor taginimi ile
ilgili testler yapmislardir. Dokuz izolatinda T30 genotipine sahip oldugunu
saptamiglardir. Analizler, yaprak bitlerinin % 12,5’luk genel bir etkinlik gosterdigi ve
TTV’ yi 9 temsili agactan 5’ine tasidigini gostermislerdir. Merkez arazide turunggil
alaninda yaptiklar1 surveyi ile 1296 agacin %1,2 oranda TTV ile infekteli oldugunu
belirlemislerdir.

Yokomi ve ark. (2010c), Tristeza viriisiiniin potansiyel ciddi izolatlarinin
belirlemesi ve TTV tiim izolatlarinin tespiti i¢in bir multipleks Tagman tabanli RT-
PCR yontemi gelistirmislerdir. Protein kilif (CP) gen dizilerine dayanan bir TTV
TagMan prob (TTV-CYS) evrensel CTV izolatlarinin tespiti i¢in tasarlanmislardir.
Ug izolata spesifik problar, multipleks bir reaksiyonda TTV izolat1 ayrimi igin iki
coat protein genleri (CPi) arasinda hedef intergene dizileri gelistirmislerdir. Prob
CPi-SP, TTV izolatlarindan fidan sarilig1 (TTV-SY), portakal ve greyfurtlarda govde
cukurlagmasi (TTV-SP)’n1 belirlemede VT ve T3 genotipleri i¢in; Prob CPi-T36 ise
T36 genotipleri i¢in tasarlamiglardir. Ayrica, Prob CPi-T36-NS Kaliforniya’da bir dis
grup clade izolatlar1 belirlenmede hafif T36 benzeri genotipler i¢in tasarlamiglardir.

Spiroplasma citri’nin neden oldugu Yediverenlesme Hastalifinin en 6nemli
simptomlarinin yapraklarda ve siirgiinlerde hafif ve siddetli derecelerde siirgiin
(rozetlesme) olusumu, kasik seklinde yaprak olusumu, meyvelerin palamut seklini

almasi, geciken veya diizenli olmayan yesillenmeler ve mavi albedo olusumu ile
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abortif tohum olusumu oldugunu rapor etmistir. Mavi albedo simptomuna tarla
kosullarinda artan Spiroplasma citri ile bulasik altintop, portakal ve tanjelo
agaclarinda rastlandigi belirtilmistir (Olson, 1969).

Saillard ve ark. (1978), Fas ve Korsika’ dan topladiklar1 Ciice agustos
boceklerinde Spiroplasma citri’yi ELISA tekni8iyle saptamislardir. ELISA
yonteminin hem kiiltiire alinmis Spiroplasma’lar1 hem de bitki veya boceklerdeki
etmeni direkt olarak saptamak i¢in kullanilabilecegi belirlemislerdir.

Archer ve ark. (1982), yaptiklart bir calismada konukg¢u bocekte ve bitkide
Spiroplasma citri’ nin varligmin belirlenmesinde ELISA yonteminin duyarlt bir
metot oldugunu  gostermislerdir.  Yaprak biti  Euscelidius  variegatus’'da
Spiroplasma  citri’nin  ¢ogaldigin1  ELISA  yontemi ile testleyerek ortaya
koymuslardir. Boylelikle Yediverenlesme hastaliginin vektorlerinin belirlenmesinde
ELISA yonteminin uygun bir teknik oldugunu gostermislerdir.

Caglayan ve Cmar (1990) yaptiklar1 bu c¢alismada Dogu Akdeniz
Bolgesindeki Valensiya ve Navelina portakal ¢esitleri, Minneola tangelo, Fremont ve
Encore mandarin cesitleri ve Star Ruby altintop c¢esitlerinde Yediverenlesme
hastalig1 etmeni Spiroplasma citri’yi Deformasyon ve Biiyiime Engelleyici testleri,
Dikey Jel Elektroforez ve ELISA testleri uygulayarak gostermislerdir. Deformasyon
testi ile Washington Navel ve Israil (SPA) izolatlarmin homolog anti serumlarmin
1:10240 ve 1:2560 olarak tespit etmisler. Biiylime engelleyici testinde SPA 5 mm
anti serum ile 10 mm homolog anti serum genisligindeki bir tabakada higbir
engelleyicinin olmadig1 saptamislardir. 1-dikey jel elektroforez ve ELISA testleriyle
de deformasyon ve biiylime engelleyici testlerinden elde edilen bulgular
dogrulamislardir.

Kersting ve Sengonca (1992) yaptiklar1 bu ¢alisma da Spiroplasma citri’ nin
lic yeni yaprak biti Balclutha hebe, Cicadulina bipunctella (Cicadulina bipunctata)
ve Orosius orientalis ortaya ¢ikarmiglardir.

Dogu Akdeniz Bolgesinde yaptiklar1 bir arastirmada Yediverenlesme
hastaliginin dort konukgu bitkisi saptanmis ve bunlar igerisinde en Onemli
konuk¢unun susam (Sesamum indicum) oldugu bulunmustur (Kersting ve ark.,

1993).
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Bitkinin iletim demetlerinde sinirli kalan hastalik etmeni Spiroplasma citri
cesitleri arasindaki genetik farkliliklari gostermek ve yeni izolatlar1 ortaya ¢ikarmak
amactyla 1980 ile 1993 yillar1 arasinda Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA-PCR
(RAPD-PCR) ile ¢ogaltilan 35 Spiroplasma citri izolati 2005-2006 yillarinda
cogaltilmistir. Analizlerde 20 primer c¢ifti kullanilarak ©nemli oranda izolatlar
arasindaki farkliliklar aciga ¢ikarmiglardir. Ancak, 15 yil 6nce toplanan ornekler ile
son zamanlarda toplanan izolatlar karsilastirildiginda genetik bilgiler de benzerlikler
olmadigini saptamiglardir. RAPD ile 5 band diziliminde Spiroplasma citri’ nin farkli
izolatlarina ait gen dizilimlerini saptamislar ve DNA’y1 modifiye eden enzim, zarda
yer alan lipoproteini kodlayan fragmentler (DNA parcalar1) ve viriis fragmentlerini
gosterilmislerdir. Ancak izolatlar arasinda farkliliklar olmadigi PCR sonuglart ile
aciga ¢cikmistir (Mello ve ark., 2008).

Yokomi ve ark. (2008) yaptiklar1 bu caligmada turuncgil palamutlagma
hastaliginin belirlenmesinde Spiroplasma citri’ nin P58 ve P89 gen sekanslarini esas
alan primerler kullanilarak, Kern County (Kaliforniya, ABD)’deki iki turunggil
bahcesinden alinan Orneklerin PCR analizleri geleneksel metotlar kullanilarak
patojenin kiiltiirleri ile karsilagtirmalarin1 yapilmiglardir. PCR sonuglar1 kullanilan
primerler de zamana bagli olarak ornekler % 85 ile % 100 arasinda kiiltiirleri
eslestirilmistir. PCR ile Orneklerin negatif kiiltlirlerinde Spiroplasma citri’ nin
varhgini saptanmislardir. izolatlarin P58 primer ciftleri ile farkli reaksiyon
gostermeleri eski ve yeni izolatlarda iki farkli Spiroplasma citri popiilasyonundan
kaynaklandigin1 saptamislardir. Ayrica turuncgil palamutlagsma hastaliginin tekrar
orani bahgelerde % 3,7 ile % 58,3 olarak saptamislardir. Bu sonuglar Spiroplasma
citri’nin ortaya ¢ikartilmasinda Real-time PCR’mn iyi bir yontem oldugunu
gostermislerdir.

Mello ve ark. (2009), yaptiklar1 c¢alismada Yediverenlesme hastaligi
siddetinin bakteriyel genotipi ile degil Spiroplasma citri popiilasyonu ile iliskili
oldugunu belirlemislerdir. Turunggil {iretiminde Spiroplasma citri nin neden oldugu
Yediverenlesme hastaliginin etkisi infekteli agacglardaki hastalik siddeti ile bakteriyel
popiilasyonu ile iligkileri bulunmadigini saptamislardir. Kantitatif PCR, siddetli
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simptomlu agaclarin hafif simptomlu agaglardan meyvede Spiroplasma citri
popiilasyonunun yaklasik 6000 kez yiiksek oldugunu gostermistir.

Kubaa ve ark. (2009), Suriye’de turuncgil bahgelerinde Yediverenlesme
hastalig1r etmeni, Spiroplasma citri’nin molekiiler yontemlerle saptamaya yonelik
yaptiklar1 bu ¢alismada, Eyliil 2008'de, Kolumela 130 simptomlu ve simptomsuz
agaclarin meyvesinden toplamis Orneklerde Spiroplasma citri’de varliginin tespiti
i¢in Bari Universitesine gondermislerdir. DNA ekstraksiyonu ve gergek zamanl
konvansiyonel PCR (conventional and real-time PCR) yonteminde, sirasiyla, P58-
6f/4r ve p58 3f/4r primer ciftler1 kullanarak, Yokomi ve arkadaslarmma gore
testlemislerdir. Iki farkli bahceden (Lattakia 11 ve 1 Tartous olarak) on iki portakal
agaci (% 9,2), Spiroplasma citri testlerinde pozitif olarak tespit edilmistir.

Mello ve ark (2010a), Kaliforniya’da Yediverenlesme hastaliginin
epidemiyolojisi iizerine bir ¢alisma yapmislardir. Segilen iki ticari bahgedeki hastalik
orani; kiiltiire alma ve spesifik PCR kullanilarak, sirasiyla, 6rnekleme teknigine bagh
olarak, % 46-85 ile % 1-4 arasinda cesitlilik gostermistir. Siddetli veya hafif
simptomlu agaglarda meyve kalitesi ve verimi ile 2006 ve 2007 yillarinda
Kaliforniya’da Spiroplasma citri’ den ari bir bahgedeki agaglarin meyve kalite ve
verimini karsilastirmislar ve infekteli agaclar Spiroplasma citri’den ari agaclardan
%30 daha diislik verim ve meyve kalitesinde oldugunu saptamiglardir. Ayrica, son
zamanlarda Kaliforniya toplanan 34 Spiroplasma citri izolat1 ile ABD ve Akdeniz
bolgesinden 20 yil 6nce getirtilmis 35 Spiroplasma citri izolati, RAPD markirlar
kullanarak karsilastirmislar ve bolgesel veya toplanma zamanina bagli olmayan
onemli genetik farkliliklar tespit etmislerdir. Ticari bahgelerde hastalik oran1 % 84,8
ve meyve kalitesi ve verimi iizerine etkisi onemli olmakla beraber daha yiiksek
degerlerde de olabilecegi sinyalini vermistir.

Kaliforniya’da Spiroplasma citri nin neden oldugu Stubborn hastaliginin
etkisi tam olarak anlasilmig veya Olclilmemis olmasi iizerine yapilan bu calismada
turunggil tiretiminde Spiroplasma citri infeksiyonun etkisini 6lgmek ve farkl
simptomlu agaclarda bakteriyel dagilim degerlendirmeyi amaglamiglardir.
Calismalarda 6lctimlere; tiretim seras1 golgeligi, yliksekligi, genisligi, govde cap1 ve

meyve sayisi ve erken hasat meyve sayisini da dahil etmislerdir. Agac basina 30
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meyve tartilmig, Ol¢lilmiis ve renk, boyut ve glines yanig1 icin degerlendirmislerdir.
Meyve suyunu ekstrakte edip tartmislar ve toplam kuru madde ve titre edilebilir asit
miktarmm dlgmiislerdir. Infekteli agaglarda meyvelerin deforme olma olasiligi saglikli
agaclardan daha fazla olup, meyveler daha kiiciik, daha bigimsiz olarak
gozlemlemislerdir (Mello ve ark., 2010b).

Yokomi ve arkadaslar1 (2010a) Real-time PCR kullanarak turunggil
yetistirilen alanlarda Stubborn hastalig1 yaygmligiin tahminine yonelik bir ¢aligma
yapmuglardir. Real-time PCR yontemini, Spiroplasma citri P58 putative adhesin
multigen dizilimine bagli primer ¢ifti P-58-3f/4r ve DNA baglayic1 florofor SYBR
Green kullanmilarak Spiroplasma citri’nin tespit etmek i¢in gelistirmislerdir.
Kaliforniya merkezi iki ilgesinde bes test alanindan toplanan 1239 aga¢ Real-time
PCR testlenmis ve hastaligin tahmini oranlar1 % 4,2, % 22,4, % 28,6 ve % 58 olarak

saptanmistir.

18



3. MATERYAL VE METOD Murat GUNEY

3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirmanin Yiiriitiildiigii Yer ve Bitkisel Materyaller

Aragtirma, Cukurova Universitesi Subtropik Meyveler Arastirma ve Uygulama
Merkezi Laboratuari ve arastirma seralarinda yliriitiilmiistiir.

Arastirmalarda bitki materyali olarak Merkez Seralarinda kontrollii kosullarda
bulunan, yurt disindan getirtilmis bazi portakal, mandarin, altintop ve limon ¢esitleri
kullanilmistir (Sekil 3.1; 3.2).

Calismalarda kullanilan bitki materyallerinden portakal cesitleri P1, P2, P3, P4,
P5, P6, mandarin gesitleri M1, M2, M3, M4, M5, M6, altintop ¢esitleri A1, A2, A2,
A4, AS, limon gesitleri L1, L2, L3, L4, L5, L6 olarak kodlanmistir. Ayrica
calismalarda kullanilan kontrol bitkiler ise; 24 (=pozitif kontrol, Tristeza) ve 25, 26,
27 (=negatif kontroller) olarak kodlanmustir.

1

J!’I

Sekil 3.1. Vektorlere karsi ¢ift katli korumali seralardaki yurt disindan
getirtilmis gesitlerden bir goériinim (A: Portakal, B: Mandarin).
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Sekil 3.2. Bilgisayar kontrolli seralardaki yurt disindan getirtiimis gesitlerden bir goérinim
(A: Portakal, B: Altintop, C: Limon, D: Mandarin).
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3.1.2. Serolojik Calismalarda Kullanilan Materyal

Cukurova Universitesi Subtropik Meyveler Arastirma ve Uygulama Merkezi
kontrollii kosullarda bulunan, yurt disindan getirtilmis bazi portakal, mandarin,
altintop ve limon g¢esitlerinden alinan bitki dokular1 materyal olarak kullanilmistir.
Tristeza virlisii icin bitki materyallerinin siirglin kabuk doku ekstraktlari,
Spiroplasma citri igin ise ayni bitki materyallerinin yaprak sap1 ve orta damar
ekstraktlar1 kullanilmistir.

Serolojik bir tan1 yontemi olan DAS-ELISA Testlerinde; Tristeza ve
Spiroplasma citri’ye spesifik ELISA kitleri, ELISA pleyti, tampon ¢ozeltiler (Ek1)

kullanilmastir.

3.1.3. Molekiiler Cahismalarda Kullanilan Materyal

Molekiiler bir tam1 yontemi olan PCR calismalarinda ise, total niikleik asit
ekstraktlari, primerler, enzimler ve diger PCR malzemeleri ve ELISA testinde
kullanilan doku 6rnekleri kullanilmistir.

PCR yonteminde, arastirmada kullanilan bitki materyallerinden elde edilen
total niikleik asitler, RT enzimi, RT buffer, Taq polymerase enzimi, ANTPs, RNAse
inhibitor, cesitli tampon c¢ozeltiler, virlise spesifik primerler, agarose, ethidium
bromide ve elektroforez aparati materyal olarak kullanilmistir. PCR ¢aligmalari,

Cizelge 3,1; 3,2.’de belirtilen primerler kullanilarak yapilmaistir.

3.1.3.1. Total Niikleik Asit Ekstraksiyonu Calismalarinda Kullanilan Materyal

Tristeza viriisii icin bitki materyallerinin siirgiin kabuk doku ekstraktlari,
Spiroplasma citri i¢in ise ayni bitki materyallerinin yaprak sapi1 ve orta damar
ekstraktlar1 ¢calisma materyalini olusturmustur.

Total RNA ekstraksiyonu isleminde; steril havan ve havan eli, tampon

cozeltiler, eppendorf tiipleri ve MIKRO 22 R marka masa tipi sogutmali santrifiij
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kullanilmistir. Total RNA ekstraksiyonu caligmalarinda kullanilan soliisyonlar

Ek2’de yer almaktadir.

3.1.3.2. PCR Calismalarinda Kullanilan Materyal

PCR yonteminde, total Niikleik Asit ekstraksiyonu calismalar1 sonunda,
Tristeza olmayan iiretime yonelik testlenen bitkilerden elde edilen total niikleik asit
ekstraktlart materyal olarak kullanilmistir.

RT-PCR islemi, Moloney Murine Leukaemia Virus’ den olusan reverse
transcriptase  (MMLV-RT, 200U/ul, Fermentas, EP0441) enzimi ve reverse
transcriptase reaksiyon tampon ¢ozeltisi, Taq polymerase enzimi (Termostabil DNA
polymerase enzyme, 5SU/ul, Fermentas, EP0401) ve reaksiyon tampon c¢ozeltisi,
dNTP set (dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 25 mM, Fermentas), PCR buffer (Dream Taq
Gren DNA PolymerasetMgCl2 (10X)) RNAse inhibitor (40U/ul Fermentas,
EOO0311), 1 kb DNA marker (Fermentas), ¢esitli tampon ¢ozeltiler, saf su, pipet ve
steril pipet uglari, PCR tiipleri ve Cizelge 3.1. ve Cizelge 3.2.’de verilen Tristeza ve
Spiroplasma citri’ ye spesifik primerler (10mM) kullanilarak yapilmistir.

Ayrica caligsmalarda, elde edilen sonuclar1 karsilastirmak amaciyla ticari
olarak temin edilen 2X PCR Master Mix (Fermentas)’ de kullanilmistir. Viriisiin ve
viroidin genomu {izerindeki hedef bdlgelerin ¢ogaltilmas: isleminde gerekli

sicakliklar, TECHNE GENIUS marka Thermocycler aleti kullanilarak saglanmistir.

Cizelge 3.1. Tristeza igin kullanilan primerler ve sentezlenen bdlgenin molekdler

biyikliga
Primerler .
Baz Dizilimi Molekiiler atll'(b'?;to‘ég)
Biiyiikliigii (bp) .
CTV1 ATGGACGACGAAACAAAGAA 1
CIVI0 | ATCAACGTGTGTTGAATTTCC 653
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Cizelge 3.2. Spiroplasma citri igin kullanilan primerler ve sentezlenen bdlgenin molekuler

blayuklagu
Primerler Baz Dizilimi Molekiiler | Yokomi ve
Biyuklugu | ark., (2010a)
(bp)
P58-4f CGGACAAATTAAGTAATAAAAGAGC
GCACAGCATTTGCCAACTACA 450

P58-4r

3.1.4. Agaroz Jel Elektroforez Calismalarinda Kullanilan Materyal

Agaroz jel elektroforez caligmalarinda, total Niikleik Asit ekstraksiyonu
islemi sonucunda elde edilen Tristeza ve / veya Spiroplasma citri’ye ait total Niikleik
Asit’ler ile PCR caligmalar1 sonunda elde edilen PCR {iriinleri materyal olarak
kullanilmastir.

PCR iirlinlerinin molekiil agirliklarinin kontrolii i¢in kullanilan 1 kb DNA
marker Fermentas firmasindan temin edilmistir.

Agaroz jel elektroforez isleminde, agaroz, tampon c¢ozeltiler, DNA
elektroforez cihazi ve gii¢ kaynagi (BIORAD), jel goriintilleme cihaz1 (Ultraviolet

Transilluminator)’dan yararlanilmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Bitki Materyallerinin Muhafazas:

3.1.1° de belirtilen bitkilerden sap, govde, yaprak kisimlarindan alinan
ornekler plastik torbalara konularak, etiketlenip, 7-10 giin gibi kisa bir siire igin
+4°C’de, daha uzun siire i¢in ise -20 °C’de muhafaza edilerek DAS-ELISA testi ve
PCR c¢alismalarinda kullanilmistir.
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3.2.2. Serolojik Calismalar

Yurt disindan yeni getirilen {iretim materyallerinin, simptomotolojik olarak
Tristeza ve / veya Spiroplasma citri ile bulasik olup olmadig arastirmak amaciyla
oncelikle Double Antibody Sandwich (DAS) ELISA ile testlenmistir.

Yapilan ELISA testlerinde kullanilan pleytlerin her birinde, 6rnek tampon
cozeltisi ve saglikli agaglardan alinan veya firmalardan ticari olarak temin edilen
dokular ile hazirlanan ekstrakt olmak tizere iki farkli negatif kontrol ve Tristeza veya
Spiroplasma citri ile bulagik ticari olarak temin edilmis bir pozitif kontrol
kargilastirma amaciyla kullanilmistir. ELISA testlerinde kullanilan tampon ¢ozeltiler
ile bunlarin hazirlanmasi Ek1°de verilmistir.

ELISA testleri sonucunda, saglikli kontrol i¢in 405 nm’de elde edilen
absorbans degerinin en az iki kati ve daha fazla absorbans degeri veren ornekler

pozitif olarak kabul edilmistir (Barba ve Riccioni, 1993; Helguera ve ark., 2002).

3.2.2.1. DAS-ELISA Testi Calismalari

Tristeza ve Spiroplasma citri etmenlerinin belirlenmesinde DAS-ELISA testi

Clark ve Adams (1977)’1n belirttigi yonteme gore ve kosullarimiza uygun sekilde
modifiye edilerek uygulanmistir (Sekil 3.3). Tampon ¢ozeltileri Ek1°de verilmistir.

Sekil 3.3. ELISA calismalarindan bir gérinim
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ELISA testinin uygulanmasinda izlen basamaklar sirasiyla:

a. Tristeza ve Spiroplasma citri’ye spesifik y-globulin, firmanin bildirdigi
prosediire gore kaplama tamponu (EK 1) ile belirlenen oranda sulandirilip, ELISA
pleytinin her bir gukuruna 200 m eklenip, 37 °C de’ 4 saat inkiibe edilmistir.

b. Inkiibasyon sonras1 yikama tamponu ile tiim cukurlar ii¢ kez yikanmistir.
Yikama tamponu ¢ozelti 3’er dakika siireyle cukurlarda bekletilmis ve ters ¢evrilerek
pleyt bosaltilmistir. Bu islem 3 kere tekrar edilmistir.

c. Ornek tampon g¢ozeltisinde 1/10 oraninda sulandirilip ekstrakte edilen
ornekler, alt alta gelecek sekilde her bir ¢ift ¢ukura 200 M eklenmistir. Ayrica,
testlenecek ornekler haricinde bir saglikll bitki ekstrakti, bir tampon ¢6zelti kontrol
ve birde pozitif 6rnek ekstrakti kontrol amaclh konularak +4 °C’ de bir gece boyunca
inkiibe edilmistir.

d. Inkiibasyondan sonra pleytler yikama tamponu ile 2. madde de belirtildigi
sekilde tekrar yikanmistir.

e. Konjugate tamponu ile optimum konsantrasyona gore sulandirilmis
konjugat® dan her bir ¢ukura 200 ni konmus ve pleyt 37 °C de 4 saat inkiibasyona
birakilmstir.

f. Inkiibasyondan sonra pleytler yikama tamponu tekrar yitkanmustir.

g. Substrat tamponunda taze olarak hazirlanmis substrattan (1mg/ml p-
nitrophenyl phosphate) her bir cukura 200 m konmus ve pleytler, 30-60 dk. veya
gerekli goriildiiglinde daha uzun siire oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir.

h. Inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyonu durdurmak igin her bir ¢ukura 50 ni
3 M NaOH ilave edilmistir.

1.0lgiimler, ELISA okuyucusu ile 405 nm dalga boyunda degerlendirilmistir.

ELISA testlerinde, her bir pleytte pozitif kontrol, negatif kontrol ve tampon
¢Ozelti olmak iizere ii¢ kontrol kullanilmistir. Testin c¢alisip calismadigi pozitif
kontrol ve tampon ¢dzeltini bulundugu cukurlara bakilarak karar verilmistir. Pozitif
kontroliin yliksek absorbans degerli, tampon ¢dzeltinin ise diisiik absorbans degerli
oldugu durumlarda testlerin c¢alistigt kabul edilmistir. Ayrica testlerin

degerlendirmesinde, negatif kontroliin bulundugu cukurlardan elde edilen absorbans
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degerlerinin ortalamasinin iki veya Ui¢ kat1 degerler veren ¢ukurlardaki ornekler

hastalik ile bulasik kabul edilmistir (Bar-Joseph ve ark., 1979; Roistacher, 1991).

3.2.3. PCR Yontemi

3.2.3.1. Total Niikleik Asitlerin Elde Edilmesi

ELISA testlerinde kullanilan bitkilerden alinan dokular total Niukleik asit

(tNA) ekstraksiyonu ¢alismalari i¢in kullanilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Total Nikleik Asit Ekstraksiyonu
galismalarindan bir gériinim

Astruc ve ark., (1996)’nin Onerdigi yonteme gore yapilmis olan tNA

ekstraksiyonu i¢in izlenen basamaklar sirasiyla;

a- Caligmada kullanilacak her bir 6rnek i¢in 1 gram alinip sivi azot yardim
ile havan-havaneli kullanilarak ezildikten sonra ekstraksiyon tampon ¢ozeltisinde
(100mM Tris-HCI pH.8.0, SOmM EDTA b-pH. 7.0, 500 NaCI, 10mM 2. mercapto-
ethanol (1/1000)) 1:2 (w/v) oraninda sulandirilarak ekstrakte edilmis ve steril
tiilbentten stiziilmiistiir.

b- Bu bitki 6zsuyundan 1ml alinmis ve eppendorf tiipler igerisine konmus ve

orneklerin oldugu tiipler 3 dakika 4.000 rpm’de santrifiij edilmistir.
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¢- Siipernatant (list s1v1) lizerine % 20’lik Sodium Dodecyl Sulfat (SDS)’den
50 m ilave edilerek ve vortekste karistirilmistir.

d- Tiipler 65 °C’de 30 dakika su banyosunda inkube edilmistir.

e- Daha sonra tiiplere 250 ni potasium asetate (5M) ilave edilerek 20 dakika
buz igerisinde bekletilmis ve daha sonra 15 dakika 13.000 rpm’de santrifiij
edilecektir.

f- Siipernatant ikiye bdliinerek, 300 mi’si yeni hazirlanmis eppendorf
tiiplerine konarak -70 °C’ de saklanmustir. Geriye kalan 500 m siipernatant ise yeni
hazirlanan eppendorf tiiplerine konularak iizerine % 100’liikk Ethanol’den 500 mi
ilave edilerek 1ml’ye tamamlanmis ve vortekste karistirilmistir.

g- Sonra tiiplere 50mM sodium asetate (3M) ilave edilmis ve ornekler tekrar
karistirilarak -70 °C’de bir gece bekletilmistir.

h- Ertesi giin 15 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant
ortamdan uzaklastirilmistir.

1- Eppendorf tiipleri ters cevrilerek filtre kagidi tizerinde 5 dakika siire ile
kurutulmus ve pellet iizerine 1ml ethanol (% 70) ilave edilmistir.

i- Ornekler RNA’lar1 ¢oktiirmek igin 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij
edilmis ve tiip igerisindeki ethanol atilarak eppendorf tiipleri kurutma kagitlar: ile
dikkatlice kurutulmustur.

j- Elde edilen total Niikleik Asit’ler 50 m RNAse free distile su ile
sulandirilarak, 15m ve 35 ml olmak {izere ikiye bdliinerek eppendorf tiipleri
icerisinde -70 °C’de muhafaza edilmistir.

Daha sonra Agaroz Jel Elektroforez yontemiyle total Niikleik Asit’lerin

varlig1 kontrol edilmistir.
3.2.3.2. PCR Calismalan

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR; PCR) 1980’11 yillardan itibaren in vitro

ortamda spesifik bir DNA parcasinin kopyalarimin kisa zincirli oligoniikleotid
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primerler yardimi ile yonlendirilerek enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde
tanimlanmaktadir.

DNA molekiiliindeki dizisi bilinen iki bolge arasindaki spesifik DNA
pargasint ¢ogaltmak i¢in, ¢ok az miktarda mRNA’dan ¢cDNA’lar olusturarak bitki
patojenlerinin niikleik asit dizileri belirlenebilmektedir. PCR, cift iplikli bir DNA
molekiilinde hedef dizilere iki oligoniikleotid primerin baglanmasi ve uzamasi
esasina dayanmaktadir. Niikleik asit materyali RNA olan bir hedef ¢ogaltilmak
isteniyorsa, once RNA’dan Reverse Transcriptase (RT) enzimi yardimi ile cDNA’lar
elde edilmekte ve daha sonra bu cDNA’ lar PCR islemiyle ¢cogaltilmaktadir.

PCR c¢aligmalari, o6rnekleme yapilan bitkilerde Tristeza veya Spiroplasma
citri etmenlerinin molekiiler bir yontem kullanilarak saptanmasi ve tanilanmasi
amaciyla yapilmstir.

Bu caligmada PCR islemi; total Niikleik Asit ekstraksiyonu ile elde edilen
Tristeza ve Spiroplasma citri’ye niikleik asitleri iizerindeki belirli bolgelerin spesifik

primerler kullanilarak uygun kosullar altinda ¢ogaltilmas1 amaciyla yapilmistir.

3.2.3.2.(1). Niikleik Asitlerin Elde Edilmesi

Yurt disindan yeni getirilen liretim materyalleri Astruc ve ark., 1996’ nin
onerdigi yonteme gore ekstrakte ile edilmis total Niikleik Asit’ler 1/20 (V/V)
oraninda 1X TAE tampon ¢6zeltisi ile sulandirilarak ve hedef niikleik asit olarak elde

edilmistir. Elde edilen bu total Niikleik Asit’ler PCR c¢alismalarinda kullanilmastir.

3.2.3.2.(2). Primerlerin Olusturulmasi

Tez calisma konusu olan Tristeza ve Spiroplasma citri’nin genomlari
tizerindeki farkli bolgelere ait spesifik primerler, literatiir taramalar1 sonucunda farkl
arastiricilarin kullandigr ve spesifik olarak ortaya koyduklart primer baz dizilimleri
referans alinarak dizayn edilmistir.

Tristeza virtsi i¢in (CTV1) 5'-ATG GAC GAC GAA ACA AAG AA -3've
(CTV10) 5'- ATC AAC GTG TGT TGA ATT TCC -3' primer ¢ifti, Spiroplasma citri
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icin ise, (P58-6f) 5'- GCG GAC AAA TTA AGT AAT AAA AGA GC -3' ve (P58-

4r) 5'- GCA CAG CAT TTG CCA ACT ACA -3' primer ¢ifti kullanilmstir.
Primerler ticari olarak sentezlettirilmis ve firmanin bildirdigi pmol degeri

dikkate alinarak 10 pM calisma konsantrasyonu olacak sekilde steril saf su ile

sulandirilmstir.

3.23.3. PCR

PCR c¢aligmalarinda 200 pl’lik ince duvarli PCR tiipleri kullanilmistir.
Spiroplasma citri DNA’simin ¢ogaltilmasi i¢in yapilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR; PCR) asamasinda 25ul son hacim kullanilmustir.

Tristeza RNA’simnin komplementer DNA’s1 (cDNA) doniistiiriilmesi i¢in
yapilan Reverse Transcriptase (RT) asamasinda 20ul son hacim, cDNA’nin
cogaltilmasi icin yapilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR; PCR) asamasinda 25pul
son hacim kullanilmistir.

Tristeza ve Spiroplasma citri’ye spesifik primerlerden amplifikasyon
sirasinda her primer i¢in pmol/pl konsantrasyonu ayarlanarak kullanilmistir.

Viral RNA’nin cDNA’ya doniistiiriilmesi amaciyla calismanin Reverse
Transcription asamasinda kullanilan Reverse Transcriptase (M-MLV, stok 200U/ pl)
enzimi son hacminde 10- 20U, M-MLV Buffer (stok 5X) son hacminde 1X, RNase
inhibitori (stok 40U/ pl) son hacminde 15U olacak sekilde kullanilmistir (Cillo ve
ark., 2004).

Calismada kullanilan ve 100°’er mM olarak temin edilen deoksiniikleotid
trifosfat (dTTP, dATP, dGTP, dCTP)’ lardan 20’ ser pl alinarak 25 mM olan 80ul’lik
dNTP karisimina 120ul ddH,O ilave edilmek suretiyle 200 pl ye tamamlanmistir. Bu
karsim sonucunda dNTP’ler 10 mM olarak elde edilmis ve farkli arastiricilarin daha
onceki ¢aligmalarina gore farkli miktarlarda kullanilmistir (Monti ve ark., 1999).

Reverse Transcriptase ¢alismasit sonucunda elde edilen komplamenter
DNA’nin (cDNA) PCR’da cogaltilmas: sirasinda kullanilan MgCl, (25 mM)
sollisyonu calisma hacminde 1,5 mM, Mg Free Buffer (10X) son hacimde 1X olacak
konsantrasyonda, Taq DNA Polimeraz (5U/ul) enzimi c¢aligmalara goére farkl
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miktarlarda (2,5-5U) ve son olarak ddH,O son hacmi tamamlayacak miktarda

kullanilmastir.

3.2.3.4. PCR Yonteminin Uygulamasi

Total Niikleik Asit ekstraksiyonu calismalarinda elde edilen preparatlar
kullanilmistir ve PCR islemleri Hung ve ark., (2000); Nolasco ve ark., (2002)’nin

yontemleri modifiye edilerek asagidaki sekilde ytriitiilmustiir.

3.2.3.4.(1) Tristeza icin RT-PCR

Tristeza virisii i¢cin PCR islemi iki asamada yapilmistir, RT (Reverse
transcription) islemi ile cDNA'lar elde edildi ve bu cDNA'larla PCR yapilmustir.

RT asamasinda, 200 pl’ lik PCR eppendorf tiipiine, 3 pl total RNA, 1 pl
reverse primer (CTV10) 5'- ATC AAC GTG TGT TGA ATT TCC -3' (50 pmol/ pl)
ve 8.5 ul ddH20 konularak Thermocycler aletinde 95 °C’ de 3 dakika bekletilerek
niikleik asitlerin denatiire olmasi ve diiz bir iplik haline gelmesi saglanmistir. Tiipler
Thermocycler’dan alinarak hemen buz igerisine konulmustur. Bu sayede tiip
icerisindeki Reverse primerin RNA tiizerindeki hedef bolgeye yapismasi saglanmistir.
Daha sonra tiip icerisine 7.5 pl Reverse transcriptase karigimi (1pl ddNTP, 0.3 pl M-
MLV enzimi, 4 pul RT buffer, 0.5 ul RNase inhibitorii, 1.7 pl ddH20) ilave edilerek
son hacim 20 ul’ye tamamlanmstir. Ornekler 42 °C’de 1 saat inkube edilerek cDNA
sentezi gerceklestirilmistir.

PCR agsamasinda ise, yukaridaki islemlerden elde edilen cDNA’dan 5 pl
aliarak, tizerine 14.75 pl ddH20, 2.5 pul PCR buffer (Dream Taq Gren DNA
Polymerase+MgCl12 (10X)) 0.5 ul dANTPs (10 pmol), 1 pl primer (CTV1) 5'-ATG
GAC GAC GAA ACA AAG AA -3' (10 pmol/ ul), 1 pl primer (CTV10) 5'- ATC
AAC GTG TGT TGA ATT TCC -3' (10 pmol/ pl) ve 0.25 pl Taq polimeraz enzimi
(5U/ul), ile karigtirilmis ve 25 pl’lik son hacimde PCR tiipiine konulmustur. Daha
sonra PCR tiipleri;
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94 °C’ de 3 dakika ........... 1 dongii

94 °C’ de 1 dakika ...........
52°C’ de 1 dakika ........... 35 dongii
72 °C’ de 1 dakika ...........

72 °C’ de 10 dakika .......... 1 dongii

seklinde programlanmis Thermocycler aletine yerlestirilmistir. Calisma sonunda
cogaltilan niikleik asitler 1X TAE de hazirlanan % 1°lik Agaroz Jelde kontrol
edilmistir.

Calismada kullanilan farkli sicakliklar ve bunlarin neden kullanilacaklari
asagida verilmistir:

a. 42 °C’ de 1 saat; Amplifikasyonu yapilacak olan turunggil Tristeza viriisi
(CTV) RNA’sindan komplementer DNA (cDNA) elde etmek amaciyla
kullanilmistir. 42 °C CTV reverse transcriptase enziminin ¢alisma sicakligidir.

b. 94 °C’ de 3 dakika; Viriisiin RNA’simna komplementer olarak elde edilmis
olan cDNA’ y1 viriise ait olan RNA’dan ayirmak amaciyla ayarlanmistir. Cift iplikli
niikleik asitteki zincirler 94 °C’de birbirinden ayrilmaktadir. PCR asamasinda bu
cDNA c¢ogaltilmistir.

c. 94 °C’ de 1 dakika; Amplifikasyonda b’deki programin ¢alistiriimasi
sirasinda birbirinden ayrilmayan RNA ve cDNA’larin ayrilmast ve daha sonra
olusacak ¢ift ipliklerin siirekli birbirinden ayrilmasi i¢in ayarlanmaistir.

d. 52 °C’ de 1 dakika; Kullanilan primerlerdeki G, C, A ve T baz miktarlari
goz Oniinde bulundurularak Tm=(G+C)x4+(A+T)x2 formilli (Tm=melting
temperature=erime 1s1s1) ile ayarlanmistir ve bu sicakliktan 2°C asagisi
kullanilmistir. Bu programdaki sicaklik seviyesi; primerlerin, ¢ogaltilmasi
hedeflenen niikleik asitte bulunan ve primerlere spesifik yerlere baglanmasi igin
gerekli olan sicakliktir.

e. 72 °C’ de 1 dakika; DNA Taq polimeraz enziminin ¢alisma sicakligi olup,
d’deki programin ¢aligmas: ile spesifik bolgelere baglanan primerlerin uzamasi igin
ayarlanmistir. Bu sicaklikta DNA Taq polimeraz enzimi dNTP’leri kullanarak
amplifikasyonu gerceklestirir.

¢, d ve e’deki programlar 35 defa ¢alisacak sekilde ayarlanmistir.
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f. 72 °C’ de 10 dakika; Amplifikasyon sonunda cogaltilan niikleik asit

ipliklerinde tamamlanmayan bolgelerin tamamlanmas1 amaciyla ayarlanmistir.

3.2.3.4.(2) Spiroplasma citri icin PCR

Stubborn i¢in PCR islemi, niikleik asit materyali DNA’ lar kullanilarak PCR
islemi yapilmistir. PCR isleminde; her 200 pl’ lik PCR eppendorf tiipiine, 1 pl DNA,
tizerine 18.75 pl ddH20, 2.5 pul PCR buffer (10X) (Dream Taq Gren DNA
Polymerase +MgCl2), 0.5 pul dNTP (ATP, GTP, CTP, TTP), 1 pl primer (P58-6f) 5'-
GCG GAC AAA TTA AGT AAT AAA AGA GC -3' (50 pmol/ pl), 1 pl primer
(P58-4r) 5'- GCA CAG CAT TTG CCA ACT ACA -3' (50 pmol/ pl) ve 0.25 pl Taq
polimeraz enzimi (5U/ul) ile karistirilmis ve 25 pl” lik son hacimde PCR tiipiine

konulmustur. Daha sonra PCR tiipleri;

94 °C’ de 3 dakika ........... 1 dongii

94 °C’ de 45 saniye ..........
53 °C’ de 45 saniye .......... 35 dongi
72 °C’ de 1 dakika ..........

72 °C’ de 1 dakika .......... 1 dongti

seklinde programlanmis Thermocycler aletine yerlestirilmistir. Caligma sonunda
cogaltilan niikleik asitler 1X TAE de hazirlanan % 2’lik Agaroz Jelde kontrol

edilmistir.

3.2.4. Agaroz Jel Elektroforez Calismalari

PCR islemlerinin sonuglar1 asagidaki sekilde hazirlanmis Agaroz jel
elektroforez yontemine tabi tutulmustur. Calismada kullanilan tampon cozeltiler ve
hazirlanmasi Ek.3’de verilmistir.

Gallitelli ve Minafra (1994)’e gore uygulanan yontemde;

a. Agaroz miktar1 ¢aligmalara gore (% 1 i¢cin 300 mg; olacak sekilde) 30 ml
1X TAE tampon c¢ozeltisi (4.84 gr Tris, 2 ml 0.5 M Na,EDTA, 1.142 ml Glucial
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Asetic Acid/lt) igerisine konulmus ve karisim mikrodalga firinda eritildikten sonra
son hacim 30 ml olacak sekilde tampon ¢ozeltiden ilave edilmistir.

b. Agaroz TAE karistimi elektroforez aparatinda jel hazirlana kisma
bosaltilarak tarak takilmistir ve bir siire sogumaya birakilmistir.

c. Jel donduktan sonra tarak dikkatli bir sekilde ¢ikartilmistir. Daha sonra
jel’in tlizerini 1-2 mm kadar kaplayincaya kadar tank icerisine 1X TAE tampon
¢oOzeltisi ilave edilmistir.

d. 8 pl PCR iirlinii iizerine 2 pl 6x Loading buffer (yiikkleme tamponu) ilave
edildikten sonra toplam 10 pl karisim jel deki c¢ukurlara dikkatli bir sekilde
yerlestirilmistir. Ilk ¢ukura (8 pl H;O + 2 pl Loading buffer + 2 pl marker)
konulmustur.

e. Yikleme tampon igerisindeki turuncu rengin (orange G) jelin sonuna
gelmesine bir veya iki parmak kalana kadar jel tankina 30V elektrik akimi
verilmistir.

f. Jel, islemi sonunda, oda sicakliginda 10 dk. Siire ile 100 ml H,O + 30 pl
(10mg/ml saf su) ethidium bromide karigimi igerisinde boyanmistir. Jeldeki fazla
ethidium bromide uzaklastirincaya kadar 5 dakika saf su i¢erisinde tutulmustur.

g. Yikama isleminden sonra jel, UV Transilluminator {izerine konularak, UV

1s1kta ortaya ¢ikan bantlar gézlenmis ve fotografi ¢ekilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Turunggillerin en 6nemli sorunlarindan olan virilis hastaliklarindan TTV ve
hiicre duvarsiz bakterilerden Spiroplasma citri’yi saptamak ve tanilamak amaciyla
serolojik (ELISA) ve molekiiler (PCR) yontemler kullanilmaktadir.

Turuncgil yetistiriciligini tehdit eden en bliyiik sorunlardan birisi Turunggil
Tristeza hastalifi’dir. Tristeza hemen hemen turunggil tariminin yapildigr tiim
tilkelerde mevcuttur.

Akdeniz iilkelerinde ozellikle Tiirkiye ve Suriye’de genis alana yayilan
(Attard, 2004) ve iiretimle ilgili sorunlarin basinda yer alan Spiroplasma citri,
portakallar basta olmak {izere greyfurt gesitlerini de tehdit eden onemli bir hastalik
etmenidir. Tiim diger virilis ve viriis benzeri hastalik etmenleri ile %100 taginmasina
karsin, Spiroplasma citri % 10-15 oraninda tasinabilmektedir. Bunun nedeni ise
hastaligin agaglarda homojen dagilmamasidir. Disaridan getirilen turunggil iiretim
materyallerinin mutlaka viriis, virod ve prokaryotik hastalik etmenleri yoniinden
testlenmesi gerekmektedir.

C.U. Subtropik Meyveler Arastirma ve Uygulama Merkezi Seralarinda
kontrollii kosullarda bulunan, yurt disindan iiretime yonelik olarak getirtilmis bazi
portakal, mandarin, altintop ve limon cesitleri bu tez ¢aligmas1 kapsaminda TTV ve

Spiroplasma citri bulagiklig1 yoniinden testlenmistir.

4.1. Simptomotolojik Gozlem

Turunggil Tristeza viriisii hastalig ile bulasik agaclarda simptomlar genel olarak,
bodurluk, hizli gelisen ani 6lim (Sekil 4.1) veya ani solgunluk, yapraklarda damar
acilmasi, ¢ogiir sariligr ve govde cukurlagmasi, kiiclik meyve olusumu (Sekil 4.2;
4.3) seklindedir. Arazide gozlemlerinde bu tip simptomlar1 gdsteren agaglarin
hastalik ile bulasik olabilecegi cesitli arastiricilar tarafindan (Salibe, 1986; Baloglu,
1988; Giilli, 1989; Korkmaz ve ark., 2008b) bildirilmistir. Calismalarda kullanilan
bitkilerde, pozitif kontrol olarak kullanilan 24 numarali ornekte slow decline

simptomu goriilmiis olup diger 6rneklerde herhangi bir simptom goriilmemistir.
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Sekil 4.2. Tristeza ile bulasik bitkilerden bir gériinim (A: Cigeklenme,
B: Kuglk meyveli bitki)

Hasteikl Maywa

Sekil 4.3. Tristeza ile bulasik hastalikli meyve ve sagliklt meyve goriiniim
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Ayn1 zamanda bu bitkilerde, Yediverenlesme hastaligina ait olan hafif ve siddetli
derecede siirgiin olusumu ve olusan siirgiinlerde belirgin bir sekilde yukari dogru
rozet seklinde olmasi, bogum aralarinda goriilen kisalmalar (Sekil 4.4) ve ¢ok sayida
yan g6z olusumu, meyve renginin normalden ag¢ik sar1 veya sapa yakin kisminin
diger kisma gore daha yesil renkte (Sekil 4.5) olmasi gibi simptomlarin olup
olmadigi kontrol edilmistir. Hastaligin arazi gozlemlerinde sadece simptomlara
bakilarak hastalik hakkinda karar vermenin zor oldugu ¢esitli arastiricilar tarafindan
(Olson, 1969; Carpenter ve Calavan, 1969; Mello ve ark., 2010a) bildirilmis olup
calismalarda  kullanilan  bitkilerde  Spiroplasma  citri’nin  neden  oldugu

Yediverenlesme hastalik simptomlart gézlenmemistir.

Sekil 4.4. Spiroplasma citri ile infekteli turunggil agacglarinda siirgiin olusumu (rozetlegsme),
kasik seklinde yaprak olusumu (A) ve bogum aralarinin kisalmasi (B) gérinimi
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|

Saglikh Meyve Hastalikh Meyve Saghkli Meyve Hastalikli Meyve

Saghkl Meyve Hastalikli Meyve

C

Sekil 4.5. Spiroplasma citri ile infekteli ve saglikh meyvelerden bir gériinim (A: Ustten
gorunus, B: Meyvede iki farkh renk olusumu, C: Goébegin kaybolmasi, C: Eksen
carpikhigi).

Simptomotolojik gozlemlerle virlisiin kesin tanist miimkiin olmadigindan,
calismalarda Ornekler Tristeza ve Yediverenlesme hastaliklari icin DAS-ELISA ve

PCR yontemleriyle testlenmistir.
4.2. Serolojik Calismalar
4.2.1. DAS-ELISA Testi Calismalar:
Yapilan DAS-ELISA testlerinde, 6 portakal, 6 mandarin, 5 altintop ve 6
limon ¢esidinden alinan ornekler Tristeza ve Spiroplasma citri hastalik etmenlerine

karsi anti serumlar kullanilarak test edilmistir. DAS-ELISA testleri sonucunda,

saglikli kontrol i¢in 405 nm’de elde edilen absorbans degerinin en az iki kat1 ve daha
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fazla absorbans degeri veren Ornekler pozitif olarak kabul edilmistir (Barba ve
Riccioni, 1993; Helguera ve ark., 2002).

Hizli ve giivenilir bir yontem olan ELISA’nin bitki materyallerindeki
Turunggil Tristeza Virlisi'nii saptamak i¢in basarili sonuglar verebilecegi
bildirilmistir (Clark ve ark., 1977; Ghazanfari ve Dods, 1994; Korkmaz, 2001).
ELISA calismalar1 sonucunda testlenen 28 bitki 6rneginden sadece pozitif kontrol
olarak kullanilan 24 numarali 6rnek 77isteza hastaligina kars1 pozitif bulunmus olup
diger 27 ornek negatif bulunmustur. ELISA yontemi ile bitki materyallerinde
Spiroplasma citri’nin saptanmasinda basarilt oldugu Clark ve ark., (1978) ve
Caglayan ve Cinar, (1990) tarafindan bildirilmistir. Yediverenlesme hastaliina karsi
yapilan ELISA c¢alismalar1 sonucunda testlenen 28 6rnegin tamami negatif olarak

bulunmustur (Sekil 4.1).
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s - \

- .

LTINS

b

B
Sekil 4.6. ELISA testi sonucu meydana gelen sari renk olusumu, negatif ve pozitif
kontroller ve hasta (pozitif kontrol, K) érnek gérunimi (A: ELISA sonuglan,
B: Ornek numaralan) C: Tristeza S: Stubborn K: Pozitif Kontrol

Cukurova Universitesi Subtropik Meyveler Arastirma ve Uygulama Merkezi
Seralarinda kontrollii kosullarda bulunan, serolojik testlerle (DAS-ELISA) saglikli

oldugu saptanmis olan turunggil iiretim materyalleri PCR yontemleriyle testlenmistir.
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4.3. PCR Yontemi

4.3.1. Total Niikleik Asit Ekstraksiyon Calismalar:

PCR islemlerinde kullanilacak olan total Niikleik Asit’ler, Tristeza ve
Spiroplasma citri igin ELISA testlerine tabii tutulan turunggil Orneklerinden
saflastirilmis ve TAE tampon ¢6zeltisinde hazirlanan % 1°lik agaroz jel (CTV igin)
ve %2’lik agaroz jel (Spiroplasma citri i¢in) kullanarak elektroforez yontemi ile
testlenmislerdir.

Agaroz jelde yapilan kosum islemi sonucunda, Ethidium bromid ile boyanan
jel tlizerinde viriis (Tristeza) ve virilis benzeri hastaliklardan ari turunggil iiretim
materyallerinden elde edilen total Niikleik Asit (tNA)’ler gozlenmistir (Sekil 4.2;
4.3).

tNA

Sekil 4.7. Tristeza'nin Agaroz Jeldeki
Total Nikleik Asit Bandlan
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tNA

Sekil 4.8. Spiroplasma citrinin Agaroz Jeldeki
Total Nukleik Asit Bandlari

4.3.2. PCR Calismalari

Molekiiler yontemlerden biri olan PCR, Tristeza veya Yediverenlesme
hastaliklarinin  saptanmasi ve tanilanmasi c¢aligmalarinda kullanilmistir.  PCR
calismalarinda, Tristeza i¢in CTV1 ve CTV10 kodlu primer ¢ifti 653 bp’lik,
Spiroplasma citri i¢in ise P58-4f ve P58-4r kodlu primer ¢ifti 450 bp’lik bolgeyi
cogaltmak amaciyla kullanilmistir.

Turunggil o6rneklerinden elde edilen total Niikleik Asit’ler ile yapilan RT
(Reverse Transkriptase) c¢alismalart sonucunda cDNA’lar elde edilmis ve bu
cDNA’lar RT-PCR i¢in g¢aligmalarinda kalip olarak kullanilmistir. PCR ¢aligmasi
sonucunda elde edilen iiriinler %]1’lik agaroz jelde kosularak DNA boyamasi
yapilmis ve sonuglar goriintiilenmistir. Elde edilen goriintiiler Markir araciligr ile
elde edilen DNA amplifkasyon materyalinin biiytikligi o6l¢iilmiis ve beklenen
boyutlarda amplifiye materyal elde edilmistir.

Niblett ve ark. (2000)’nin Tristeza hastaliginin 1k ayirimi tizerine yaptiklari
calismada kullandiklar1t CTV1 ve CTVI10 primer ¢ifti 653 bp’lik mesafeleri

cogaltmak amaciyla bu calismada kullanilmistir. Bu arastirmada pozitif kontrol
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olarak kullanilan 24 numarali 6rnekte 653 bp’lik band ¢ogaltilmigtir. Ancak diger 27
ornek i¢in yapilan PCR ¢aligmasi sonucunda elde edilen PCR iiriinleri agaroz jelde

kontrol edilmis ve herhangi bir band gézlenememistir (Sekil 4.4).

65%p

M™ 24" 14" I5° 6 Al

B

Sekil 4.9. PCR Marker,1 kb’ lik (M) ve pozitif kontrol (24: numaral 6rnek; A, B)
(A: P1-P6, M1-M6 ve L1-L3 6rnekleri; B: L4-L6, A1-A5 ve 25 numarall
ornek)

Ayrica, ELISA testleri sonucu Spiroplasma citri ile bulasik olmadigi saptanan
turunggil Orneklerinden niikleik asit materyali DNA’lar kullanilarak PCR islemi
yapilmistir. PCR calismasi sonucunda elde edilen Spiroplasma citri amplifikasyon
materyali %?2’lik agaroz jelde kosularak DNA boyamasi yapilmis ve sonuglar
goriintiilenmistir. Elde edilen goriintiiler Markir araciligi ile elde edilen DNA
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amplifkasyon materyalinin biiytikligi 6l¢iilmiis ve beklenen boyutlarda amplifiye
materyal elde edilmistir.

Yokomi ve ark. (2010a)’min Yediverenlesme hastalifinin yayginliginin
arastirtlmasina yonelik yaptiklar1 ¢aligmada kullandiklar1 P58-4f ve P58-4r primer
cifti 450 bp’lik mesafeleri ¢ogaltmak amaciyla kullanilmis ve turunggil iiretim

materyallerinde beklenen biiytikliigii sahip bandlar gézlemlenmemistir (Sekil 4.5).

— — i e AR AR AR R e S e
™ PT P2 P3 P4 P5 P6 M1 M2 M3 M4 M5 M6 L1 12 L3 L4 L5

M. L6 A1, A2 A3 A4 A5, 24 252627 28

450 bp

Sekil 4.10. PCR Marker (M) ve 450 bp’ lik Stubborn, (P1-P6, M1-M6, L1-L6,
A1-A5, 24, 25, 26, 27, 28 numaral érnekler)
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Ulkemiz toprak ve iklim kosullarina bagli olarak Akdeniz, Ege ve Dogu
Karadeniz bolgesinde turunggil yetistiriciligi yapilmaktadir. Bu bolgelerde, turuncgil
yetistiriciliginde ekonomik anlamda kalite ve kantite parametrelerinin diismesinde
viriis ve viriis benzeri etmenlerin ayr1 bir 6nemi vardir.

Bu hastalik etmenleri, bitkiden bitkiye mekanik yollarla kolaylikla
bulasabilmeleri, as1 goziiyle ve vektor bocekler araciligiyla tasinabilmelerinden
dolay1 cok genis alanlara kisa siirede yayilabilmekte ve biiyiikk kayiplara yol
acmaktadir. Bunlara kars1 kullanilabilecek etkili bir kimyasal miicadele yonteminin
bulunmamas1 6nemini daha da artirmaktadir.

Tristeza (Gogiiren) ve Spiroplasma citri (Yediverenlesme) etmenler hemen
hemen turunggil tariminin yapildig: tiim tilkelerde goriilmektedir. Bu nedenle yurt
disindan  getirtilmis  turunggil {iretim materyalleri mutlaka Gogiiren ve
Yediverenlesme hastaliklarina neden olan etmenler yoniinden serolojik ve molekiiler
yontemlerle testlenmesi gerekmektedir.

Ayrica, ililkemizde daha cok eski sayilabilecek cesitlerin liretimde hakim
olmas1 ve bu ¢esitlerle hala bah¢e kurulmaya devam edilmesi ve buna bagli bilingsiz
sekilde yeni tesislerin olusturulmasi dis pazarda rekabet giiclinii zayiflatmaktadir. Bu
sebeplerden dolayi, i¢ tiiketim ve dis ticarette talep ve rekabet kosularini artirict yeni
cesitlerin iiretimi Oon plana ¢ikmaktadir. Bu baglamda {izerinde durulmasi gereken
onemli konulardan birisi de, iilkemiz ekolojik kosullarina uygun, verim ve kalite
bakimindan stiin nitelikler tasiyan yurt disindan yeni turunggil iiretim
materyallerinin getirilmesi ve modern tekniklerle testlenmesi gerekmektedir.

Bu calisma, Cukurova Universitesi Subtropik Meyveler Arastirma ve
Uygulama Merkezi seralarinda kontrollii kosullarda bulunan, yurt disindan {iretime
yonelik olarak getirilmis olan bazi portakal, mandarin, altintop ve limon ¢esitlerinin
Spiroplasma citri (Palamutlasma) ve Tristeza (Gogiiren) hastaliklar1 yoniinden
serolojik (DAS-ELISA) ve molekiiler (PCR) yontemlerle testlenmesi amaciyla
yapilmugtir.
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Bu calismada elde edilen sonuclar asagida 6zetlenmistir;

Cukurova Universitesi Subtropik Meyveler Arastirma ve Uygulama Merkezi
Seralarinda kontrollii kosullarda bulunan, yurt disindan {iiretime yonelik olarak
getirtilmis bazi1 portakal, mandarin, altintop ve limon ¢esitleri bu tez ¢aligmasinda
simptomotolojik olarak Gogiiren ve Yediverenlesme hastalik simptomlar
gozlemlenmemistir.

Merkez seralarda kontrollii kosullardaki {iretim materyalleri DAS-ELISA ile
testlenmistir. ELISA testlerinde, pozitif kontrol amaglh kullanilan bitkiler harig,
negatif kontrol bitkilerinde ve diger iiretim materyallerinde Tristeza ve Spiroplasma
citri infeksiyonlarina rastlanmamaistir.

ELISA testleri sonucu Tristeza ve Spiroplasma citri ile bulasik olmadig
saptanan turunggil Orneklerinden saflastirilmis ve TAE tampon ¢ozeltisinde
hazirlanan Tristeza amplifikasyon materyali i¢in %]1’°lik agaroz jel, Spiroplasma citri
amplifikasyon materyali i¢in ise %2’ lik agaroz jel kullanilarak elektroforez yontemi
ile gozlenmislerdir.

Total RNA preparasyonlart RT-PCR caligmalarinda kullanilmis ve Tristeza
icin CTV1 ve CTV10 kodlu primer cifti 653 bp’ lik DNA bandi agaroz jelde
gozlenmistir. Spiroplasma citri igin ise, P58-4f ve P58-4r kodlu primer ¢ifti 450 bp’
lik DNA bandi goriilmiistiir. PCR calismast sonucunda, pozitif kontrol olarak
kullanilan bitki (24 numarali 6rnek, 7risteza) hari¢ turunggil iiretim materyallerinde
beklenen biiyiikliigli sahip bandlar gézlemlenmemistir.

Sonug olarak, turunggil yetistiriciligini sinirlayan ve etkin miicadele yontemi
bulunmayan CTV ve Spiroplasma citri hastalik etmenlerinin bu ¢aligmada kullanilan
cesitler ile bulasik olmadig serolojik ve molekiiler yontemlerle ortaya ¢ikarilmigtir.

Ulkemiz turunggil tarimi igin énemli katkilari olan C.U. Subtropik Meyveler
Arastirma ve Uygulama Merkezi turunggil yetistiriciliginde biyoteknolojik
yontemlerden faydalanmakta ve her y1l 150.000-200.000 hastaliklardan ari turunggil
fidan tiretip Ureticilere vermektedir. Bu c¢alisma ile Merkez seralarinda yurt disindan
tiretime yonelik olarak getirtilmis baz1 portakal, mandarin, altintop ve limon ¢esitleri
Tristeza ve Yediverenlesme hastaliklar1 yOniinden serolojik ve molekiiler

yontemlerle testlenmistir ve lilkemiz turunggil iireticilerinin hizmetine sunulmustur.
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Yurt disindan getirtilmis bu cesitler ile {ireticilerin yeni turunggil bahgeleri
olusturmalar1 verim ve kaliteyi olumlu yonde etkileyecek ve turunggil {ireticisinin i¢
tiketim ve dis pazarda rekabet kosullarini da artiracaktir. Boylelikle, turunggil
tireticisinin gelir diizeyini arttiracak ve dolayisiyla da {liniversite ve iilke ekonomisine

katki saglayacaktir.
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EKLER

Ek 1.

ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.4 (Fosfat tampon ¢ozeltisi)

8.0 gr NaCl
0.2 gr KH2PO4
29 gr Na2HPO4.12H20 veya

2.3 gr Na2HPO4.7H20
1.44. gr Na2HPO4. 2H20
1.15 gr Na2HPO4 (anhdrous)
0.2 gr KCI
0.2 gr NaN3

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH s1 0.1 N

NaOH veya 0.1 N HCl ile ayarlanmis ve 4 °C de saklanmistir.

2. Coating buffer pH 9.6 (Kaplama tampon ¢ozeltisi)
1.59 gr Na2CO3
2.93 gr NaHCO3
0.2 gr NaN3
Yukarida miktar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1 ayarlanmis

ve 4 °C de saklanmustur.

3. Washing Buffer (Yikama tampon ¢ozeltisi)
Bir litre PBS tamponu 0.5 ml Tween-20 ilave edilerek hazirlanmistir.
4. Sample Extraction Buffer (Ornek tampon cozeltisi)
Bir litre yikama tamponu ¢ozeltisi i¢ine 20 gr Polyvinylpyrolidone (PVP-40)

ilave edilerek hazirlanmistir.
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5. Enzyme Conjugate Buffer (Konjugat tampon ¢ozeltisi)
Bir litre 6rnek tampon ¢ozeltisine 2 gr ovalbumin (egg albumin) ilave

edilerek hazirlanmistir.
6. Substrat Buffer pH 9.8 (Substrat tampon ¢ozeltisi)

97 ml Diethanolamine 800 ml saf su i¢ine ilave edildikten sonra 0.2 gr NaN3

konmus ve HCl ile pH 9.8’e ayarlanarak 1 litreye tamamlanmuistir.
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Ek 2.

Total RNA Analizlerinde Kullanilan Cozeltiler

1. Ekstraksiyon buffer:

(100mM Tris-HCI pH.8.0, 50mM EDTA pH.7.0, 500mM NaCl, 10mM 2. mercapto-
ethanol (1/1000))

Tris-HCI 2.4228 gr
EDTA 3.7224 gr
NaCl 5.844 gr

Yukardaki miktarlar 150 ml distile su igerisinde sirasiyla ¢oziilmiis pH
ayarlamasi yapilmis ve toplam hacim 200 ml ye tamamlamistir. Daha sonra 1/1000

oraninda 2-Mercaptoethanol ilave edilmistir.

2. % 20 Sodium Dodecyl Siilfate (SDS)
20 gr sodium dodecyl siilfate 80 ml distile su icerisinde ¢oziilmiis ve volum

100 ml ye tamamlanmastir.

3. Potasium asetate (CH3COOK) (5M)
49.075 gr potasium asetate 60 ml su igerisinde ¢6ziilmiis ve volum 100 ml ye

tamamlanmaistir.

4. Sodium asetate CH3COONa(3M)
40.824 gr sodium asetate 60 ml su igerisinde ¢oziilmiis ve volum 100 ml ye

tamamlanmaistir.
5. % 70 lik Ethanol

70 ml %99’ luk ethanol ile 29 ml su karistirilarak % 70 lik ethanol

hazirlanmistir.
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6. 1X TE Tampon Cozeltisi (10mM Tris-HCI, ImM EDTA; pH 8,0)
0.157 gr Tris-HCI ve 0.037 gr EDTA 80 ml saf su igerisinde eritilmistir.

Cozeltinin pH’s1 8,0 olarak ayarlanip sonra son hacim 100 ml’ye tamamlanmustir.
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EK 3
Agaroz Jel Elektroforez Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler
1. TAE Tampon Cozeltisi (10mM Tris, SmM Sodium acetate, 0,5 mM EDTA)
(pH: 8.3)

1X TAE buffer hazirlamak i¢in 1.211 gr Tris-Base, 0.680 gr sodium acetate
ve 0.186 gr EDTA 900 ml saf su igerisinde eritilmistir. Cozeltinin pH’ s1 8,3 olarak
ayarlandiktan sonra son hacim 1000 ml’ye tamamlanmaistir.

3. Farkl konsatrasyonlarda agaroz jel hazirlamak icin;

% 1’ lik agaroz jel i¢in 300mg agaroz 30 ml 1x TAE igerisinde
% 2’ lik agaroz jel i¢in 600 mg agaroz 30 ml 1x TAE igerisinde

4. Ethidium Bromide

10 mg ethidium bromide 1 ml saf su igerisinde ependorf tiiplinde eritilmistir.
Daha sonra bu ana stoktan 30 pl alinarak 100 ml saf su icerisine ilave edilmistir.
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