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Arastirma Sanlurfa il ve ilgelerinde giillerde Erik Necrotic Ring Spot Viriis’iinii saptamak igin
yapilmigtir. Viriis hastaligimin belirtilerini gosteren 19 ornekle resmi parklardan Mayis 2005
doneminde toplanmistir. Toplanan &rneklerin %21.05’1 ELISA yontemiyle, %31.57’si ise RT-PCR
yontemiyle pozitif olarak belirlenmistir. Giillerde hastalik ilk kez bolgede bu ¢aligmayla saptanmustir.
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This study was carried out to detect PNRSV on rose in Sanlurfa province and its districts in 2005.
Sampling was made in May. Samples were collected from public gardens. 19 samples expressing
virus diseases were tested for PNRSV by ELISA and RT-PCR. The diseases incidence, as percentage
of total samples for PNRSV, was found 21.05% by ELISA and 31.57 % by RT-PCR. PNRSV was
determined as a new virus on rose in this region.
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1. GiRiS Sezer GURAN

1. GIRIS

Kesme ¢igek yetistiriciliginin diinyadaki tarihsel gelisimi siis bitkileri sektoriintin
gelisimiyle biiylik 6l¢iide paralellik gostermistir. Bu faaliyet alani, ticari anlamda 20.
yy’in baslarindan itibaren Onem kazanmaya baslamig ve Ozellikle II. Diinya
Savagindan sonra bir¢ok gelismis ve gelismekte olan iilke i¢in Onemli bir ticari

konuma gelmistir (Karagiizel ve ark., 2001).

Kesme ¢igekeilik, sagladigi ihracat geliri ve istihdam ile {ilkemiz i¢in énemli bir
sektor konumundadir. Ulkemizde; 10.365 da’lik alanda kesme c¢icek iiretimi
yapilmaktadir. Kesme ¢igek iiretimimizin % 52’sini karanfil, % 17’sini giil, % 10’unu
krizantem, %4 iinii sebboy, % 3’ilinili gerbera, %2’sini glaydl olusturmaktadir. Kiiltiirii
karanfilden sonra en fazla yapilan ve birim alandan yiiksek gelir saglan giil bitkisi
tilkemizde; agikta ve sera alanlarinda olmak tizere 500 dekarlik bir alanda yetistiriciligi

yapilmaktadir (Altintas, 2004).

Giil (Rosa spp.), sert ve yumusak cekirdekli meyvelerinde iginde bulundugu
Rosaceae (Giilgiller) familyasina dahil bir bitkidir. Rosaceae familyas: icerisinde yer
alan tiirlerde birgok virlis ve viriis benzeri hastalik etmeni bulunmaktadir. Gerek
Diinyada ve gerekse Tiirkiye’de bu hastalik etmenleri ile ilgili bir ¢ok ¢aligma

yapilmistir.

Gil bitkisinde verimi ve kaliteyi etkileyen en Onemli faktorlerden biri giil
hastaliklaridir. Giillerde bir¢ok fungal, viral ve bakteriyel etmen hastalik yapmaktadir
(Horst, 1989).

Bir¢ok bitkide hastalik etmeni olan viriislerden Prunus Necrotic Ringspot Virus
(PNRSV), Apple Mosaic Virus (ApMV), Arabis Mosaic Virus (ArMV), Strawberry
Latent Ringspot Virus (SLRVS) giillerde hastalik yapmaktadir (Fulton, 1952; Ikin ve
Forst, 1976; Cooper, 1979; Thomas, 1980; 1981; 1982; Fletcher, 1984; Simith ve ark.,
1988).
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Martelli (1992), Alfamovirus, Bromovirus ve Cucumovirus ile PNRSV’ ninde
icinde bulundugu Ilarvirus genusunun Bromoviridae familyasi i¢inde oldugunu
bildirmektedir.

PNRSV’nin i¢inde bulundugu Ilarvirus genusunu temsil eden iiye Tobacco Streak
Virus (TSV)’tiir. Grubun ismi “ isometric labile ringspot” kelimelerinden gelmektedir.
Ik kez 1930 yilinda bildirilen PNRSV’nin partikiilleri isometric ve basiliform
yapisindadir. PNRSV’nin genomu tek sarmalli (ss: single-stranded) RNA’dan ibaret
olup, partikiilleri zarfsiz, 25-35 nm ¢apinda ve 70 nm uzunlugundadir (Ong, 1987).

PNRSV’nin konukgu dizisi Rosa cinsleri, Prunus, Malus ve Humulus lupulus
dogal konukgularidir (Nementh, 1986). Ekonomik agidan en 6nemli konukgulari
arasinda giil (Rosa spp.), Prunus cinslerine ait kiraz (Prunus avium), visne (P.
cerasus), erik (P. domestica), badem (P. dulcis), seftali (P. persica) ve serbet¢i otu
(Humulus lupulus) bulunmaktadir. PNRSV bir¢ok irka sahiptir ve bunlarin bazilari
meyve agaclarinda ciddi problemlere neden olmaktadir (Nyland ve ark, 1976; Fulton,
1981).

Viriis konuk¢usu olan bitkilerde; kloroz, nekroz, yaprak deformasyonu ve gelisme
geriligine yol agmaktadir. Klorozlarin; ¢izgi, halka, bant, leke yada mozaik
goriiniimiinde olabilecekleri rapor edilmistir. Gozler, yapraklar ve dallarin nekrotik
gorilintli verebilecegi ve epinasti, kirigiklik, enation gibi goriintiilerinde hastalik
simptomlar1 arasinda yer aldig1 saptanmigtir. Ayrica, nekrozlarin genellikle siddetli bir
infeksiyonu takiben gelismenin ilk evrelerinde gozlendigi ve yapraklarda dahil olmak
tizere dal ve siirglinleri etkiledigi belirtilmistir (Bock, 1967; Dunez, 1988; Mink, 1992;
Nyland ve ark., 1976).

Gillerde “giil mozayik™ hastaligina sebep olan PNRSV c¢igek iiretiminde % 40’a
varan azalmalara neden olmaktadir. Bunun yaninda ¢igeklerde deformasyonlara, renk
kirilmalarina, cigeklerin yas ve kuru agirliklarinda azalmalara ve geg ¢igeklenmelere
neden olmaktadir (Thomas, 1980). Giil bitkisinde verim azalmas1 6zellikle yaglik giil
tiretiminde onem kazanirken, goncalarin kiiclilmesi, bitkinin zayiflamasi ve renk
kirilmasi ile yapraklardaki anormal renklenmeler seklinde yapilarin olusmasi kesme
giil yetistiriciliginde pazar degerinin diismesine sebebiyet verdiginden ekonomik kayip

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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Giil mozaik virlisi hem PNRSV hem de ApMYV tarafindan olusturulmaktadir.
Karakteristik simptomlar1 arasinda yapraklarda klorotik halkalar ve ¢izgiler; gelismede
gerileme goriiliir. Bunun yaninda PNRSV, ApMV’den daha yaygin olarak goriiliir.
PNRSV genellikle giillerde ciceklenmeyi geciktirir. Cigek biiyiikliigiiniin ve sayisinin
azalmasina ve deforme olmus ¢igeklerin oraninin artmasina neden olur (Bjarnason ve
ark., 1985).

Yiiksek viriis konsantrasyonunda, inhibitdrlerden dolayr diger yontemlerin
uygulanmadigi zamanlarda ELISA yonteminden faydalanmak miimkiindiir. Serolojik
bir kitle testi olan ELISA nin giivenilirligi ve kullanimi birtakim sinirlamalara baglidir.
Ozellikle odunsu bitkilerde, viriisiin homojen olmayan dagilimindan ve mevsime bagl
yiiksek hava sicakliklarindan dolay1r ELISA yontemiyle testlenmesinden dolayi virtisiin
saptanmasinda birtakim giicliikler ¢ikabilmektedir (Clark ve Adams, 1977; Torrance,
1981). Bundan dolay1 daha duyarli ve giivenilir teknik olarak bilinen ve 6zellikle de
mevsime bagli farkli virlis konsantrasyonlarindan nispeten daha az etkilenen,
bitkilerde diisiik viriis konsantrasyonlarinda dahi kolayca teshis edilebilen PCR
yontemiyle ELISA da karsilasilabilecek bir¢ok sorun ortadan kalkmaistir.

PCR; DNA’nin ¢ogaltimi (amplifikasyon) anlayisin1 esas almaktadir. Bu yontem
Karry Mullis tarafindan ortaya atilmis ve daha sonra Cetus Corporation’daki bir grup
tarafindan gelistirilmistir. Boylece molekiiler biyolojide yeni bir donemin baslamasina
olanak saglayarak, insanlardaki viral patojenler basta olmak iizere bir¢ok bitki
patojeninin saptanmasinda rutin olarak kullanilmaya baslanmistir (Mullis ve ark.,
1986; Mullis ve Faloona, 1987).

Virlis  hastaliklarina  kars1  heniiz  herhangi bir kimyasal miicadele
bulunmamaktadir. Bundan dolay1 bazi kiiltiirel 6nlemler ve viriisten ari veya dayanikli
tiretim materyali kullanmak en 6nemli miicadele yolu olarak goriilmektedir. Bitki
virlislerini tanimak, irklarmi ve konuke¢u dizilerini belirlemek ve hizli tan1 yontemleri
ile etmeni tanimlamak kontrol agisindan 6nem arzetmektedir. Calisma, Sanliurfa ilinde
giil bitkilerinde PNRSV viriis hastaliginin var olup olmadigin1 ve yaygmliginin hangi

oranda oldugunu saptamak amaci ile yapilmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Virlisin  ELISA ile tamimlanmasi c¢ok kolay ve yaygin bir sekilde
yapilmaktadir. Ancak odunsu bitkilerde, virlisiin homojen olmayan dagilimindan ve
mevsime bagli yiikksek hava sicakliklarindan dolayr ELISA  yoOntemiyle
testlenmesinden dolay1 viriisiin saptanmasinda birtakim giigliikkler ¢ikabilmektedir
(Torrance, 1981).

Son yillarda biyoteknolojik yontemler alanindaki gelismeler ile wviriis
hastaliklarinin tanisinin daha kisa zamanda, kolay, kesin ve giivenilir bir bigimde
yapilmasina olanak saglamistir. Duyarli ve daha giivenilir teshis teknigi olarak bilinen
PCR’in kullanilmasiyla birlikte ELISA testinde karsilasilan sorunlar ortadan
kalkmistir (Saade, 1999).

Ulkemizde ve Diinyada giillerde ve giiller ile ayn1 familya icersinde bulunan
tiirlerde goriilen PNRSV’nin serolojik ve biyoteknolojik yontemlerle belirlenmesine
yonelik yapilan bir ¢ok siirvey caligsmalari bulunmaktadir. Bunlardan bazilar1 agagida
verilmigtir.

Ulkemizde Ege Bolgesi seralarinin bazilarinda giillerde gdzlenen mozayik
belirtilerine dayanilarak giillerde viriis enfeksiyonu oldugu kanisina varilmis ancak
baska bir ¢alisma yapilmamustir (Tiirkoglu ve Fidan, 1982).

Ulkemizde giillerde yapilan serolojik galismalar ile PNRSV’nin Samsun, Isparta
ve Ankara’dan toplanan oOrneklerde tespit edildigi bildirilmistir (Erdiller ve ark.,
1995).

PNRSV serolojik olarak Malatya ilindeki giillerde, bazi seftali, kiraz ve
visnelerde saptanmustir (Baloglu ve ark., 1999; Sipahioglu ve ark., 1999; Sipahioglu,
2000).

Dogu Akdeniz Bolgesi’nde yetistirilen giillere de % 7.27 oraninda (220 drnekte
16 infekteli) PNRSV mevcuttur (Sipahioglu ve ark., 2001). Saptanan infeksiyon
oraninin olduk¢a diisiik oldugu ve ithal edilen {iretim materyalinin kontrolii ile
yurti¢inde gil fidani iiretiminde simptom gosteren siipheli bitkilerin kullanilmamasi

geregi aragtirmacilar tarafindan belirtilmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR Sezer GURAN

PNRSV giil bitkisine ilave olarak sert c¢ekirdekli meyve agaclarinda biiylik
sorunlara yol agmaktadir. PNRSV’nin infekteli olan polenlerle erik, kiraz ve visne
plantasyonlarinda agactan agaca tasmnabildigi ELISA ile kanitlanmistir (Gilmer ve
Way, 1961; Cameron ve ark., 1973).

Digiaro ve ark. (1992), ELISA testini kullanarak PNRSV nin infekteli badem ve
tohumlarindaki lokalizasyonlarmi belirlemek amaciyla yaptiklart c¢alismada
PNRSV’nin badem polenlerinin hem intergiimentleri i¢inde ve disinda ve hem de
ovulde bulundugunu saptamistirlar. Testlenen ¢ogiirlerde PNRSV’nin % 4.5-11.5
oraninda infeksiyona neden oldugu tespit edilmistir.

DI Terlizzi ve ark. (1992), Giiney Italya’da gerceklestirdikleri kayisi, erik ve
seftali agaclarindan aldiklar1 6rnekler ile yaptiklar1 ELISA ve biyolojik indeksleme
yontemiyle testledikleri kayisilarda % 39, eriklerde, % 46 ve seftalide % 54 oraninda
PNRSYV infeksiyonu belirlemislerdir.

Azeri (1994), ELISA yéntemi kullanarak Balikesir, Canakkale, Izmir, Manisa
ve Aydin’da farkli Prunus tirlerinden topladigi ornekleri testlemesi sonucunda
PNRSV ve diger bir¢ok viral etmenlerle Prunus tiirlerinin bulasik oldugunu
saptamistir.

Yildizgérdii ve Hurigil (1996), Ulkemizde; Dogu Anadolu, Ege ve Marmara ile
Dogu Akdeniz Bolgesi’nde Ilarvirus grubu igersinde yeralan viriislerle ilgili olarak
yaptiklar1 ¢alismalarda ELISA ve biyolojik indeksleme ¢aligmalari ile PNRSV’nin
varligini saptamustir.

Gazel (1997), ELISA ve biyolojik indeksleme yontemlerini kullanarak Hatay
yoresindeki sert ¢ekirdekli meyve agaglarinda zararli viriis hastaliklarini tespit etmek
amaciyla yaptig1 bir ¢alismada; testlenen 6rneklerde PNRSV’nin % 18.4 oraninda
oldugunu saptamistir.

Kahramanmaras ve cevresinde yetistirilen sert ¢ekirdekli meyve agaglarindan
alinan Orneklerin ELISA ile testlenmesi sonucunda % 6.45 oraninda PDV, % 0.04
oraninda da PNRSV infeksiyonu saptanmistir (Arikan, 2002).

Dogu Akdeniz Bolgesi’nde yetistirilen sert ¢ekirdekli meyve agaglarinda zararl
mevcut PNRSV viriisiiniin biyolojik, serolojik ve molekiiler yontemlerle saptanmasi

ve tamimlanmasi {lizerine caligmalar yiriitilmiistiir. Caligmalarda sert g¢ekirdekli
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meyve izolatlarindan farkli olarak giil izolatlar1 da materyal olarak kullanilmistir
(Kog, 2003).

Giillerde zararli olan PNRSV iilkemizde sert ¢ekirdeklilerde de yaygin olarak
bulunmaktadir. Ulkemizde yapilan bir calismada, meyve yetistiriciliginin yapildig
farkli bolgelerdeki fidanliklar ve meyve bahgelerinden alinan erik, kayisi, kiraz,
seftali ve nektarinden 486 bitki materyalinde PNRSV’nin bulunma yogunlugu
arastirilmistir. Bu materyallerdeki mevcut viriisleri saptamak i¢in tiim Orneklere
DAS-ELISA testi ile RT-PCR teknigi uygulanmis, RT-PCR ile 51 6érnek PNRSV ile
bulagik bulunurken DAS-ELISA testi ile sadece 31 ornek bulasik bulunmustur
(Ulubas ve Ertung, 2004).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1.Materyal
3.1.1. Orneklerin ahndig yerler

Arastirma materyalini olusturan hastalikli bitki 6rnekleri, Sanliurfa Merkez
(SM), Birecik Merkez (BrM) ve Bozova Merkez (BoM) ilgelerinde giil bitkilerinin

bulundugu park ve bahgelerden alinmistir.

3.1.2. DAS-ELISA calismalarinda kullanilan materyal

Serolojik ¢alismada kullanilan PNRSV antiserum kiti LOEWE (Amstgericht
Miinchen HRB 84575, Almanya) firmasindan temin edilmistir. ELISA testinde
Fosfat Tamponu Salin (PBS), Yikama Tamponu, Kaplama Tamponu, Substrat
Tamponu, Ornek Tamponu ve Konjugat Tampon Cozeltileri (EK 1), Alkalin
Fosfataz Enzimi Substrat olarak p-nitrophenyl phosphate (Sigma Chemical
Company, ST, Lois, M.O. 63178 USA) ve 8 x 12’lik U sekline sahip mikropleytler

kullanilmastir.

3.1.3. PCR calismalarinda kullanilan materyal
RT-PCR isleminde; total RNA c¢alismalar1 sonunda elde edilen niikleik asit

ekstraktlar1 kullanilmagtir.

Hedeflenen niikleik asit parcalarinin ¢ogaltilmasi amaciyla yapilan RT-PCR
calismasi; Taq polimeraz (Termostabil DNA polymerase enzyme, SU/ul, Fermentas,
EP0401), dNTP set (dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 25 mM, Promega), reaksiyon
tampon ¢ozeltisi, MgCl,, MgCl, buffer, PNRSV’ye spesifik forward (5’GAG CTC
TGG TCC CACT CA GG-3’) ve reverse (5’-TCACTCTAGATCTCAAGCAG-3’)
primerler (10 mM), Moloney Murine Leukaemia Virusten olusan reverse
transcriptase (MMLV-RT, 200U/ul, Fermentas, EP0441) enzimi ve reverse
transcriptase tamponu, RNAse inhibitor enzimi (40U/ul Fermentas, EO0311), DNA
markerlar1 1 kb (Promega; G571A) ve 100 bp (Fermantas, SM0623), ependorf

tiipleri ve Techno Genius marka thermocycler cihazi kullanilarak yapilmigtir.
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3.1.4. Agaroz jel elektroforez calismalarinda kullamilan materyaller

Agaroz jel elektroforez ¢alismalarinda, total niikleik asit izolasyonu ve RT-

PCR islemleri sonunda elde edilen niikleik asit tirtinleri kontrol edilmistir.

Bu amagla yapilan agaroz jel elektroforez isleminde; agaroz, mikrodalga firin,
BIORAD marka Mini Sub. DNA Cell Elektroforez cihazi ve gii¢ kaynagi ile UVP

Ultraviolet Transilluminator marka UV 1s1k kaynagi kullanilmistir.

3.2.Yontem
3.2.1. Orneklerin toplanmasi

Viriis hastaliginin belirtilerini gésteren (yapraklarda klorotik lekeler, burusukluk,
beneklesme, mozaik, yaprak alaninda kiiciilme ve bogum aralarinda kisalma)
ornekler giil bitkisi bulunan park ve bahgelerden Mayis 2005 tarihinde Sanliurfa ve
ilgelerinden tesadiifi olarak toplanmugtir.

3.2.2. ELISA testi
ELISA testi Clark ve Adams (1977)’e gore ELISA kitinin alindig1r firmanin
onerdigi sekilde uygulanmistir.
3.2.2.1. ELISA testinin uygulanmasi

ELISA testinde saglikli giil bitkileri ve 6rnek tamponu olmak {izere iki farkl
negatif kontrol kullanilmis ve testlenecek her bir 6rnek iki tekerriirlii olarak pleytin
cukurlarina yerlestirilmistir.

-Kaplama tamponu ile 1:200 oraninda sulandirilmis &-globulinden, ELISA
pleytinin her bir ¢ukuruna 200ul konularak ve pleyt iizeri kapatilarak +37 °C’de 4
saat inkube edilmistir.

-Inkubasyondan sonra yikama tamponu ile tiim ¢ukurlar iiger dakika siireyle
lic defa yikanmistir. Her yikama isleminden sonra pleyt ters gevrilerek, havada

sallanmis ve 5-6 katli havlu pegete iizerine vurularak kurumasi saglanmistir.
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-Ornek tamponu ile 1:20 oraninda ekstrakte edildikten sonra, testlenecek her
bir ornek, alt alta gelecek sekilde her ¢ift ¢gukura 200ul ilave edilmis ve sonra +6
°C’de bir gece inkube edilmistir.

-Inkubasyondan sonra pleyt daha &nceden belirlendigi gibi cukurlar arasi
karisma olmayacak sekilde dikkatli olarak yikanmistir.

-Konjugat tamponu ile 1:200 oraninda sulandirilmis konjugattan her bir ¢ukura
200pul1 konulmus ve pleyt 30°C’de 4 saat inkubasyona birakilmistir. Sonra pleyt daha
once belirtildigi sekilde yikanmigtir.

-Substrat tamponunda taze olarak hazirlanan substrattan (1mg/ml p-nitrophenyl
phosphate) her bir cukura 200 pl konulmus ve 30-120 dakika oda sicakliginda inkube
edilmistir.

-Inkubasyon siiresi sonunda, gerekli oldugu zaman reaksiyonu durdurmak igin
her bir gukura 50 pl 3 M NaOH ilave edilmistir.

-Sonuglarin degerlendirilmesi,

a) Sar1 renk olusumu

b) ORGANON TEKNIKA Microwell System Reader 230 S okuyucusu ile 405
nm dalga boyunda absorbans degerleri dl¢tilmiistiir.

Cukurlardaki sar1 renk olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir. Ayrica
saglikli Ornegin iki kati veya daha fazlasi absorbans degerine sahip Ornekler

hastalikla bulagik olarak degerlendirilmistir.

3.2.3. Molekiiler test calismalar:

3.2.3.1. Bitki total niikleik asit (TNA) ekstraksiyonu

PNRSV ile infekteli oldugu ELISA yontemiyle belirlenen ve belirlenmeyen giil
bitkisinden alinan simptomlu yapraklar kullanilarak yapilan total RNA ekstraksiyonu
calismalar1 Astruc ve ark. (1996)’nin bildirdigi yonteme gore asagidaki sekilde

uygulanmistir:

1- Ornekler, steril bir havan igersinde ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi (Ek 2) ile
1:2 (w/v) oraninda sulandirilarak ezilmis ve bitki O6zsuyu steril tiilbentten

stiziilmiistiir. Elde edilen bitki 6zsuyundan 1 ml alinarak ependorf tiipleri
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igerisine konulmus ve 3 dk. 4.000 rpm’de santrifiij edilmistir. S1v1 faz atilmus,
¢okelti alinmustir.

Olusan cokelti fazinin iizerine %20’lik SDS ¢o6zeltisinden 50 pl ilave edilerek
vorteks yapilmis ve tiipler sicak su banyosunda 65 °C’de 30 dk Inkiibe
edilmistir.

Tiplerin icersine 250 ul potasium acetate (5M) ilave edilerek, 20 dk buz
icerisinde bekletilmis ve daha sonra 15 dk 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Ustte kalan 1000 pl’lik sivi kisim iki tiipe béliinmiis, bunlarin 500 pl’si 20
°C’de saklanmig, 500 ul’si de yeni hazirlanan ependorf tiiplerine konulmus ve
iizerine 500 pul % 100°liik ethanol ilave edilerek 1 ml’ye tamamlanip vorteks
edilmistir.

Tiiplere 3 M’lik 50 pl sodium acetate ilave edilip tekrar karistirildiktan sonra,
-20 °C’de bir gece bekletilmis ve 14.000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek sivi
kisim ortamdan uzaklastirilmustir. Igerisinde ¢okelti bulunan ependorf tiipleri
bir filtre kagidi lizerine ters ¢evirilip 5-10 dk kurutulmus ve ¢okelti, iizerine 1
ml ethanol (% 70) ilave edilerek yikanmustir.

RNA’larin ¢oktiiriilmesi amaciyla 13.000 rpm’de 5 dk santrifiij yapildiktan
sonra, tlip icerisindeki ethanol uzaklastirilmis ve ependorf tiipleri kurutma
kagitlari ile dikkatlice kurulanmustir.

Total RNA’lar1 iceren c¢okelti 50 pl RNAse igermeyen distile su ile
sulandirilmis ve preparat 15 ul ve 35 ul’lik olmak {izere ikiye bdliinerek
ependorf tiipleri i¢ersinde -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Elde edilen preparasyonlar total RNA’larin varhiginin ortaya konulmasi

amaciyla agaroz jel elektroforez islemi yapilarak kontrol edilmistir.

3.2.3.2. Revers transkriptaz polymerase chain reaction (RT-PCR)

RT-PCR ¢aligmalar1 Speiegel ve ark., (1999) ve Ko¢ (2003)’un kullandig1

yontemlere gore yuirtitilmiistiir.

3.2.3.3. Komplemanter DNA (cDNA)’nin sentezi

2 ul RNA, 1 ul Primer 2 (Reverse) ve 12 ul H,O PCR tiipii igerisinde 94 °C de 4'

termocycle bekletildikten sonra tiipler hemen buz {lizerine konulmustur. Daha sonra

10
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bu tiipler igerisine RT karigtmi ( 1 ul dNTPs, 5 ul RT Buffer, 0.1 ul RT, 0.3 pl
RNase, 3.6 ul H,O) ilave edilmis ve 42 °C de 1 saat bekletilerek viral RNA dan

cDNA sentezlenmistir.

3.2.3.4. PCR reaksiyonu

cDNA dan 3 pl alinarak 1 pl dNTs, 2.5 pl MgCl, free buffer, 1.5 pul MgCl,, 1
ul Prl, 1 ul Pr2, 0.2 ul Taq ve 14.8 ul H,O igeren PCR mix igerisine ilave edilerek
tipler daha Onceden programlanmis olan Termocycle aletine yerlestirilmis ve

program calistirtlmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. PNRSV viriisiine ait genetik matezalin PCR ile gogaltlmmda uzgulanan sicakli araliklari

PCR 6ncesi PCR PCR sonrasi
Doéngu sayisi 1X 40X 1X
Sicaklik 94°C 94°C 54°C 72°C 72°C
Zaman 2 dak. 30sn 1 dak 1 dak. 10 dak.

PCR c¢ogaltimindan sonra elde edilen PCR iiriinleri, elektroforeze
uygulanincaya kadar -20 °C de saklanmustir.

3.2.4. RT-PCR iiriinlerinin analizi
3.2.4.1. Agaroz jelin (% 1.2°lik) hazirlanmasi

RT-PCR islemi sonunda, PNRSV’nin c¢ogaltilan niikleik asit materyali
bromofenol blue ile boyanip %1°lik agaroz jel elektroforez yontemine tabi
tutulmustur. Gallitelli ve Minafra (1994)’ya gore uygulanan yontemde:

360 mg agaroz 30 ml 1xTAE tampon ¢ozeltisi (4.84 gr Tris, 2 ml 0.5 M
Na,EDTA, 1.142 ml Glucial Asetic Acid/1 It) i¢erisine konularak, agaroz eriyinceye
kadar mikrodalga firinda 1sitilmig ve son hacim tekrar 30 ml’ye ayarlanmustir.

Karigim bir siire sogumaya birakildiktan sonra; jel, hazirlanan kisma bosaltilarak
tarak takilmistir.

Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ekilmis ve bu kisim elektroforez tankina
yerlestirilerek, jeli 1-2 mm gegecek kadar 0.5 x TAE tampon ¢ozeltisi ilave
edilmistir.

11
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Ornekler; 15 ul érnek ve 4 ul 6x loading buffer olacak sekilde hazirlandiktan
sonra jeldeki kuyulara dikkatli bir sekilde yiiklenmistir. Ilk kuyuya marker (1ul
marker, 1 pl loading buffer, 4 ul saf su) konulmustur.

Loading buffer igindeki turuncu renk (Orange G) jelin sonuna gelene kadar
elektroforez tankina 40 V elektrik akimi verilmistir.

Jel, elektroforez islemi sonunda, oda sicakliginda 10 dk 30 pul (10 mg/ml saf su)
ethidium bromid/100 ml saf su ¢o6zeltisinde calkalanarak boyanmis ve daha sonra
fazla ethidium bromidi uzaklastirmak i¢in 5 dk saf su icerisinde tutulmustur.

Yikanan jel, UV Transilluminator iizerine konularak, UV 1sikta ortaya g¢ikan
bantlar gézlenmis ve fotografi ¢ekilmistir.

12
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Toplanan Orneklerde Belirlenen Simptomlar

Sanlwurfa ve ilgelerindeki giil yetistirilen alanlardan 6zellikle merkez
parklardan virlistin simptomlarinin goriilmeye baslandigi Mayis 2005 tarihinde
Merkez ilgeden ii¢ yerde, diger ilgelerde ise birer yerde Ornekleme yapilmistir.
Ornekleme yapilan yerlerde simptomatolojik olarak 19 &rnek toplanmustir.
' Orneklerin toplandigi Sanlurfa Merkez, Birecik Merkez ve Bozova Merkez
Ilgelerinde giil bitkilerinin bulundugu alanlardan Prunus Necrotic Ring Spot
Virilisi’nlin olabilecegi farkli tipte simptomlara rastlanilmistir. Bu simptomlar;
yapraklarda sararma ve klorotik lekeler (Sekil 4.1), beneklesme (Sekil 4.2), yaprak

alaninda kiigiilme (Sekil 4.3) ve bogum aralarinda kisalma bigimlerinde
belirlenmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.1. Gill bitkisinin yapraklarinda sararma ve klorotik lekeler

13
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Sekil 4.2. Giil bitkisinin yapraklarinda beneklesme

Sekil 4.3. Giil bitkisinin yapraklarinda yaprak alanindaki kii¢iilme

14
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Sekil 4.4. Giil bitkisinin yapraklarinda yaprak alanindaki kii¢iilme ve bogum aralarinda kisalma

4.2. ELISA Testi Sonuglar:

Toplanan 19 6rnegin dordii tanesi pozitif olarak saptanmistir. Sanliurfa merkez
ilgeden toplanan 11 6rnegin ii¢ tanesi, Bozova merkezinden toplanan bes 6rnegin bir
tanesi PNRSV igin pozitif olarak saptanmistir. Birecik merkezinden toplanan ii¢
ornekte ise PNRSV viriisii belirlenememistir. Toplanan 6rneklerde bulasiklik oranlari
Sanliurfa merkezde %27.27, Bozova merkezinde %20.00 ve Birecik merkezinde ise
tespit edilmemistir. Toplanan Orneklerde bogum aralarinda kisalma, yapraklarda
kiigiilme ve beneklesme bigciminde simptom gosteren Orneklerin tiimi ELISA

testinde pozitif sonug¢ vermistir.

15
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4.3. RT-PCR Yontemi Sonug¢lar:
Toplanan 19 6rnegin alt1 tanesi pozitif olarak saptanmistir. Sanliurfa merkez
ilceden toplanan 11 6rnegin dort tanesi, Birecik merkezinden toplanan bes 6rnegin
bir tanesi ve Bozova merkezinden toplanan {i¢ 6rnegin bir tanesi PNRSV i¢in pozitif

olarak saptanmistir.

Cizelge 4.1. Sanliurfa Merkez ve diger il¢elerden alinan 6rneklerden elde edilen ELISA testi sonuglari

Ornegin _Testlenen _Hastalikh Absorbans Testlenen Orneklerin
Alindigi Yer  Ornek sayisi  Ornek Sayisi Degeri Bulasiklik Orani
Merkez 11 3 0.587-0.623 27.27
Birecik 5 1 0.392-0.409 20.00
Bozova 3 0 - 0.00
Toplam 19 4 21.05
Pozitif Kontrol: 2.54-2.87 Negatif Kontrol: 0.089-0.093

Toplanan o6rneklerde RT-PCR yontemi ile bulagiklik oranlart ise Sanlurfa
merkezde %36.36, Bozova merkezinde %20.00 ve Birecik merkezinde ise %33.33
olarak tespit edilmistir. RT-PCR ydntemi ile yapilan ¢alismada toplanan 19 6rnekten
6 tanesinde kullanilan primerler yaklasik 605-612 bp’lik bir biiyiiklik olusturmustur
(Sekil 4.5; Sekil 4.6).

Cizelge 4.2. Sanlurfa Merkez ve diger ilgelerden alinan 6rneklerden elde edilen RT-PCR testi

sonuglari
Ornegin _Testlenen ELISA (+) RT-PCR (+)  Testlenen Orneklerin
Alindigi Yer  Ornek sayisi Bulagiklik Orani
Merkez 11 3 4 36.36
Birecik 5 1 1 20.00
Bozova 3 0 1 33.33
Toplam 19 4 6 31.57

16
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10.000 bp
5.000 bp

3.000 bp

1.500 bp

1.000 bp <+— 1.000 bp
750 bp

500 bp
<+— 500 bp

259 bp

Sekil 4.5. PNRSYV ile infekteli izolatlar SM1 (b), SM2 (¢) ve SM3 (d). DNA Marker 1
kb (a) ve PCR Marker 100 bp (e).

10.000 bp
5.000 bp

3.000 bp

1.500 bp

1.000 bp 1.000 bp
750 bp

500 bp

259 bp

Sekil 4.6. PNRS izolatlar1 ile BoM (b), BrM (c¢) ve SM4 (d). DNA Marker 1 kb (a) ve
PCR Marker 100 bp (e).
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Toplanan 19 6rnekte ELISA yontemi ile dort 6rnek pozitif olarak belirlenirken
RT-PCR yonteminde dort 6rnege ilave olarak yapraklarda sararma ve klorotik lekeler
gosteren iki 6rnek daha pozitif olarak saptanmistir. Bu nedenle toplanan 6rneklerdeki
bulasiklik orant RT-PCR yonteminde (%31.57) ELISA yontemine gore (%21.05)
daha yiiksek saptanmistir (Cizelge 4.2).

Giillerde yapilan ¢alismalarda ELISA yontemi ile PNRSV ile bulasiklik orani
%1-23.3 arasinda degismektedir (Moury ve ark., 2001; Rakhshandehro ve ark.,
2006). Arastirmada ise bulasiklik ELISA yontemi ile toplam ornekte %21.05 olarak
belirlenmistir. Bu oran daha Once yapilan calismalarda saptanan bulagiklik oranlari
icerisinde yer almaktadir. Ancak RT-PCR yontemi ile bu oran % 31.57 olarak
saptanmistir. Bunun nedeni ise RT-PCR yoOnteminin ELISA yontemine gore
tanilamada daha duyarli bir teknik olmasindan kaynaklanmaktadir. Nitekim sert
cekirdekli meyve agaglarinda PNRSV viriisii ile yapilan g¢aligmalarda ELISA
yontemi ile negatif sonu¢ veren 6rnekler RT-PCR yontemi ile pozitif sonug vermistir
(Moury ve ark., 2001; Mekuria ve ark., 2003; Spiegel ve ark., 2004).

Simptomatolojik belirti gosteren 19 6rnegin sadece alt1 tanesinde PNRSV’nin
saptanmis olmast toplanan Orneklerde baska viriislerinde bulunabilecegini
gostermektedir. Nitekim giillerde PNRSV’ne ilave olarak Apple Mosaic Virus
(ApMV), Tobacco Streak Virus (TSV), Arabis Mosaic Virus (ArMV), Strawberry
Latent Ringspot Virus (TRSV) ve Tomato Ringspot Virus (TomRSV) rapor
edilmistir (Moury ve ark., 2001; Szyndel ve ark., 2006).

PNRSV giil bitkilerinde ELISA ve RT-PCR caligmalariyla bélgede ilk kez
belirlenmistir. PNRSV primerlerinin olusturdugu niikleotid biiytikligi (605-612)
ayn1 primerlerle ¢aligilan farkli ¢caligmalarda elde edilen biiyiikliiklere yakin olarak
bulunmustur. Ancak bolgede giillerden elde edilen PNRSV izolatlarinin diinyada
saptanan diger izolatlarla farkliliklarinin veya benzerliklerinin ortaya koyulabilmesi
i¢in serolojik (Moury ve ark., 2001) ve molekiiler diizeyde (Spiegel ve ark., 2004)

daha detayli ¢aligmalarin yapilmasi zorunluluk arzetmektedir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER
5.1. Sonuglar
Sanlwrfa ili ve ilgelerinden Mayis ay1 igerisinde PNRSV hastaliginin
belirtilerini gdsteren 19 drnek toplanmustir. Ornekler hastaligin bolgede bulunup
bulunmadigini kontrol etmek i¢in ELISA ve RT-PCR yo6ntemleriyle incelenmistir.
Toplanan 19 6rnegin dort tanesi ELISA yontemiyle hastalikla bulasik olarak
tespit edilmistir. Pozitif olarak bulunan dort 6rnekte beneklesme, yaprak ayasinda
kiiciilme ve bogum aralarinda kiigiilme bi¢imlerinde simptomlar belirlenmistir.
Toplanan 19 6rnegin alt1 tanesi RT-PCR yontemiyle hastalikla bulasik olarak
tespit edilmistir. Pozitif olarak bulunan dort 6rnege ilave olarak iki Ornekte ise
klorotik lekeler bigiminde belirtiler gozlenmistir.
RT-PCR analizinde hastalikla beklirlenen 6rneklerde 605-612 niikleotit
uzunlugu arasinda degisen biiyiikliikler saptanmistir. Bolgede yapilan bu ¢alismayla

hastalik giillerde ilk olarak belirlenmistir.

5.2. Oneriler
Gilineydogu Anadolu Projesi alani igerisinde yer alan Sanliurfa ilinde sera

alanlari, jeotermal enerji kaynaklarinin bulunmasi nedeni ile artmakta ve seralarda
tek iirlin sebze yetistiriciligi yapilmaktadir. Ancak yakin bir gelecekte bu seralarda
katma degerinin yiiksek olmasi nedeniyle giil bitkisinin de aralarinda bulundugu
kesme cicek yetistiriciliginin yapilmast planlanmaktadir. Bolgeye getirilen giil
fidanlarmin tiimii disaridan getirilmekte ve zaman zaman bu fidanlar viriis
hastaliklari ile bulasik olmaktadir. Calismada bdlgedeki parklardan toplanan ve viriis
hastaliginin belirtilerini gosteren oOrneklerde giillerin 6nemli bir hastalig1 olan
PNRSV bulunmustur.

Bu nedenle:

1. Bolgeye disaridan getirilen fidanlar PNRSV ile bulasik olmamalidir.

2. Gl fidanlari sertifikali olmalidir.
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3. Giil fidam {reticileri, Urettikleri giil ¢esitlerinin ana¢ ve kalemlerinin PNRSV
ile bulasik olup olmadigini ELISA ve RT-PCR yontemiyle mutlaka test
ettirmelidirler.

4. Bolgeye getirilen giil fidanlarinin maksimum hassasiyet i¢in mutlaka RT-PCR
ile kontrol edilmeli veya kontrol edilmis olmalidir.

5. Bolgede giil fidan1 iiretimine baslandiginda, {iretim materyallerinin viral
hastaliklar acisindan kontrolii iiretim yerinde serolojik ve molekiiler diizeyde
mutlaka yapilmalidir.

6. Bolgedeki diger giil virtisleri tesbit edilmelidir.

7. Ozellikle bélge icin dnemli bir giil gesidi olan Halfeti giiliinde viriisiin bulunup
bulunmadig: arastirilmalidir.

8. Bolgede giillerde PNRSV saptandigindan dolayi, viriisiin esas konukgular1 olan
sert ¢ekirdekli meyve agaclarinda sert gekirdekli meyve fidan ve anaglarinin

sertifikali ve bilinen hastaliklardan ari olmasina dikkat edilmelidir.
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EK 1.
DAS-ELISA testinde kullanilan tampon ¢ozeltiler

1. Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (Phosphate Buffered Saline) (PBS) pH

7.4
1A\ T 8.0 gr
KHoPO4 oo 0.2 gr
NaQHPO47H20 ...................................... 2.9 gr
veya
*NazHPO4.7H20 .................................. 2.3 gr
*NayHPO4.2H70.....c.cooiiiieiiieeeii, 1.44 gr
*NagHPO4(Susuz) ......ccovveeevveeenrenne 1.15 gr
KCl o 0.2 gr
NANG e 0.2 gr

Miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1 0.1 NaOH veya 0.1
N HCL ile ayarlanmis ve +4 °C’de saklanmustir.

2.Kaplama Tampon Cozeltisi (Coating Buffer), pH = 9.6

NaxCO3 oo, 1.59 gr
NaHCO3 oo 293 gr
NaN3 e 0.2 gr

Yukaridaki kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1 ayarlanmis ve +4 °C’de

saklanmustir.

3. Yikama Tampon Cozeltisi (Washing Buffer)
Phosphate Buffered Saline (PBS) tamponu ................... 1 litre
TWEEN-20 ..ot 0.5 ml

1 litre PBS tamponuna 0.5 ml Tween-20 ilave edilerek tampon hazirlanmstir.

Kullanim siiresince 4 °C’de saklanmustir.

4. Sample Extraction Buffer (Ornek tampon ¢ozeltisi)
Bir litre yikama tamponu ¢ozeltisi i¢cine 20 gr Polyvinylpyrolidone (PVP-40)

ilave edilerek hazirlanmustir.

5. Konjugat Tampon Cozeltisi (Enzyme Congugate Buffer )
Ornek tamponu ............ccooeueveveeerereeeeeeeeeeeeeeeenens 1 litre
Ovalbumin (egg albumin) .........cccceeevveeeriieeereeenee. 2 gr
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1 litre 6rnek tampon ¢ozeltisi icersine %0.2 oraninda ovalbumin (egg albumin)

ilave edilerek hazirlanmis ve +4 °C’de saklanmustir.

6. Substrat Tampon Cozeltisi (Substrat Buffer) pH 9.8
Diethanolamine ......................... 9.7 ml

9.7 ml Diethanolamine 80 ml saf su icine ilave edildikten sonra, 0.02 gr NaNj;
ilave edilmis ve HCl ile pH’s1 9.8’e ayarlanarak saf su ile 100 ml’ye tamamlanmustir.

Cozelti +4 °C’de saklanmis ve kullanilmadan 6nce pH’s1 kontrol edilmistir.
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EK 2.
Total RNA analizlerinde kullanmilan soliisyonlar

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

Tris-HCLooeiieeeeeeeeeeeee 2.4228 gr
ADTA ..o, 3.7224 gr
NaCll oo 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 igerisinde ¢Ozlilmiis
ve volum 100 ml ye tamamlanmustir.
3. Potasium asetate (CH3;COOK) (5M)
49.075 gr potasium asetate 60 ml su igerisinde ¢oziilmiis ve volum 100 ml ye
tamamlanmustir.
4. Sodium asetate CH;COONa (3M)
40.824 gr sodium asetate 60 ml su igerisinde ¢Oziilmiis ve volum 100 ml ye
tamamlanmuistir.
5. % 70’lik Ethanol
70 ml %99’ luk ethanol ile 29 ml su karistirilarak % 70 lik ethanol hazirlanmustir.
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OZET

Bu aragtirma Sanlurfa il ve ilgelerinde giillerde Erik Nekrotik Halkali Leke
Virilis (PNRSV)’linii saptamak icin yapilmistir. Yapraklarda sararma, beneklesme ve
klorotik lekeler, yaprak alaninda kii¢lilme ve bogum aralarinda kisalma bi¢imlerinde
simptomatolojik belirti gdsteren 19 drnek toplanmistir. Ornekler Sanlurfa Merkez,
Birecik Merkez ve Bozova Merkez’inde resmi parklardan ve bahgelerinden Mayis
2005 doneminde toplanmustir.

Toplanan 19 6rnegin dort tanesi (%21.05) ELISA yontemiyle Prunus Necrotic
Ring Spot Viriisii ile bulasik olarak tespit edilmistir. Ayni orneklere RT-PCR
yontemi uygulandiginda ise bu oran %31.57 olarak belirlenmistir.

PNRSV’ne 6zgii primerler ile yapilan molekiiler ¢aligmalarda ise agaroz jelde
kullanilan primerlere 6zgii 605-612 arasinda degisen bir biiyiiklik saptanmistir.

Hastalik ilk kez bolgede giillerde bu ¢alismayla ortaya konmustur.
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SUMMARY

This study was carried out to identify of Prunus Necrotic Ring Spot Virus on
rose plants in Sanlrfa province and districts in May 2005. Rose samples (19) were
collected from public gardens in May. Samples were expressing chlorotic patches,
mottling, decreasing of leaf lamina and shortening of internot on the foliage.

RT-PCR analysis of the samples revealed that six (%31.57) of 19 PNRSV
plants were infected whereas infection was detected in only four samples (%21.05)
by ELISA. The RT-PCR primers derived 605-612 nucleotid long fragments in the
infected samples.

This is the first report that rose plants infected with PNRSV in this region.
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