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Bu calisma, Dogu Akdeniz Bolgesi Adana, Mersin ve Hatay illerinde
Turunggil tristeza virGsunin (CTV) vyeni izolatlarimin saptanmasi amaciyla
yapilmistir. Toplam 11 tane turuncgil bahcesinden CTV simptomlar: gosteren
agaclardan 75 tane ornek toplanmstir. Bahcgelerde bulunan bu &rnekler turung
anaci lzerine asirt portakal, altintop, mandarin, kamkat ve kalamondin cesitlerini
icermektedir. Orneklerin molekiler karakterizasyonu belirlemek icin TT-PZR
uygulanmus ve primer olarak CTV-CPU primeri kullanilmistir. Toplam 75 6rnekten
8 tanesi 6rnek CTV ile pozitif olarak bulunmustur. Bu érneklerden Karatas ve
Mersin’den toplanan CTV-T1, CTV-T2 CTV-T3 ve CTV-T4 olarak belirlenen 4
izolat icin sekans analizi yapilmis, caligmalar sonrasi elde edilen bu 4 izolat
Genbank verileri ile karsilagtirilarak % 96 ile % 99 oraninda eski Tlrkiye izolatlar:
ile benzerlik saptanmistir. Tim 6rnekler Kaliforniya T525 izolati ile ayn: grupta
kendini gostermistir. Daha 6nce yapilan calismalarda T525 izolatt T30 ve T36
1limh ve siddetli genotiplerini. icermektedir. Ek olarak Tiirkiye izolatlar1 Adriyatik
bélgesinde Bosna, Hirvatistan, Karadag ve Sirbistan ile yakin iliskide oldugu
saptanmustir. Ayrica P. trifoliata CTV dayaniklilik kirilmasi gosteren Yeni Zelanda
izolat1 da bu izolatlar benzer 6zellikler gostermistir. Bu calisma daha énce Cevik
tarafindan yapilan ¢alismay1 dogrulamaktadir. Bu veriler turuncgillerde gelecekte
cross protection calismalarinda  kullamlmas: acisindan  faydali  olacag:
dustnilmektedir.

Anahtar kelimeler: Turuncgil tristeza virust, TT-PZR, CTV izolati, turuncgil,
turung
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ABSTRACT

MSc THESIS

DETERMINATION OF NEW CITRUS TRISTEZA VIRUS ISOLATES IN
THE EASTERN MEDITERRANEAN REGION, AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF THESE ISOLATES.

Johana Yiceth MEDINA GiL

CUKUROVA UNIVERSITY
INSTUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION

Supervisor  : Asst. Prof. Dr. Orhan BOZAN
- Year:2018, Pages:109
Jury : Asst. Prof. Dr. Orhan BOZAN
: Prof. Dr. Nilket ONELGE
: Asst. Prof. Dr. Mustafa KUSEK

This study was carried out to determine the occurrence of new isolates of the
Citrus tristeza virus (CTV) in the eastern Mediterranean region of Turkey, specifically
in Adana, Mersin and Hatay provinces. 75 samples from 11 citrus orchards in which
were observed symptoms of CTV were collected. Orange, grapefruit, mandarin,
kumgquat and calamondin most grafted on sour orange were present at the orchards. For
the samples’ molecular characterization, the RT-PCR test was applied using the CTV-
CPU primers. 8 of the amplified samples showed positive results for CTV. These
samples were designated as CTV-T1, CTV-T2, CTV-T3, and CTV-T4 and came from
Karatas and Mersin orchards. The results revealed that the samples had an identity of
96-99% between our isolates and the Turkish isolates found in the GenBank databases.
All our samples were grouped within the first clade together with the isolated T525
from California, which has been previously reported as containing mild and severe
genotypes T30 and T36 respectively (Wang et. al. 2013). Additionally, Turkish isolates
showed closeness with isolates from the eastern part of the Adriatic region (Bosnia,
Croatia, Montenegro, and Serbia) which are closely related to New Zealand isolates
that have been reported broken resistance in Poncirus trifoliata. This study confirms
reports previously made by Cevik et al 2013, which suggest that Turkish isolates are a
mixture of severe and mild strains of CTV. These data can be useful for the application
of cross-protection programs and to avoid futures CTV epidemics in regions where
rootstocks such as P. trifoliata are used.

Keywords: Citrus tristeza virus, RT-PCR, CTV isolate, citrus, sour orange



GENISLETILMIS OZET

Turuncgil Gretimi, 100'den fazla tlkede dunya ¢apinda son 10 yilda gok
gelisme gostermis ve 2016 yilinda dinya capinda 124 milyon tona ulasmustir
(FAO-STAT, 2017). Dikimi yapilan gesitler icinde portakal, mandarin, limon ve
altintop bulunmaktadir. Tirkiye, dinya capinda turuncgil Gretiminde dokuzuncu
sirada yer almakta ve Dogu Akdeniz bolgesi ulusal diizeyde % 84,2 oraninda taze
turuncgil meyvesi Uretmektedir (Turuncgil tanitim gurubu 2016).

Turuncgillerde 80'den fazla virlls ve virls benzeri hastaliktan
etkilenmektedir (Roichaster, 1991). Turuncgil tristeza virlsu (CTV), Asya kdkenli
bir hastalik olup ve gecmiste Kaliforniya, ispanya ve israil gibi ilkelerde ciddi
ekonomik kayiplara nedem: olmustur. Bu hastalik, Closteroviridae familyas:
icindeki viruslerin en biytk ve en karmasik genomu iceren bir RNA virtstudur.
Gociren hastalzgi, Citrus cinsinin tlrlerinde, yaprak ve meyvelerde azalma ve
deformasyon, verim azalmasi, kloroz, bodurlasma ve en kot durumda agaclarin
6lumin0 neden olmaktadir. Tur icerisinde CTV'ye en hassas tirler, turung (Citrus
aurantium) ve bir indikator bitkisi olarak kullanilan Meksika laym (Citrus
aurantifolia) bulunmaktadir (Bar-Joseph ve ark, 1989).

CTV, konukcu bitkilerin floeminde bulunmaktadir. CTV dogal olarak
Toxoptera citricida ve Aphis gossypii gibi bdcek vektérleri tarafindan
tasinmaktadir. Fakat T. citricida en etkili vektoridur (Hermoso de Mendoza ve
ark., 1988a).

Bu vektorin varhg: ulkemizde bulunmamaktadir, ancak Ilharco 2006
tarafindan yapilan raporlara gore, bocek Portekiz ve Ispanya'nin kuzeyinde
bulunmustur. Turkiye’de dahil olmak (zere, Akdeniz turuncgil Ureten Glkelerin
blyuk bir kisminda patojene ¢ok duyarli olan turung anaci kullaniimaktadir.
Bununla birlikte, Aphis gossypii Tirkiye genelinde yaygin olarak bulunmaktadir ve
bu vektdr gecmiste Ispanya ve Israil'de bildirilen biyiik epidemilerin ortaya

cikmasina neden olmustur (Ruiz ve ark., 2006). Ayrica viriis, mekanik olarak veya
Il



Onceden infekte olmus bitki materyalinin tasinmasiyla yayilmaktadir (Bar-Joseph
ve ark, 1989).

CTV’nin ug 1rk bilinmektedir (Bar-Joseph ve ark, 1989). Ani 6lum/Quick
decline (D) en olumcul wrktir, ¢linkl bitkilerin ¢ok kisa zamanda geriye dogru
kurumasina ve 6limine neden olur ve hemen hemen tim turuncgil tirlerinin gogu
bu viriis rkina kars1 ok duyarhdir. ikinci sirada gévde cukurlasmasi/stem pitting
(SP) olup, Meksika laymda ¢ok belirgin bir sekilde gozlenir, genellikle bitkinin
govdesinde ciddi deformasyonlar gosterir ve agaclarin verimliligini biytk 6l¢iide
etkilemektedir. Son olarak, ¢cogir sariligi/Seedling yellows (SY), genellikle sera
kosullarinda gorulir ve cogunlukla Meksika laymi ve altintopu etkilenmektedir
(Rocha Pefia ve ark., 1995).

CTV'nin ilk salgini, 1931 yilinda, Guney Afrika'dan Arjantin’e ithal edilen
1400 turuncgil fidanindan sonra Arjantin'de rapor edilmistir. Daha sonra, bir¢ok
yazar, Brezilya, Kaliforniya, Florida, Veneziella ve daha sonra Avrupa kitasinda
ve Asya'da ispanya ve Israil'de sirasiyla viriistin salginlarini rapor etmislerdir (Bar-
Joseph ve ark, 1989).

Goctlren hastaligi, geleneksel olarak viriisin patojenik dzelliklerini bilmek
icin biyolojik endeksleme yoluyla tespit yapilmakta, ayni zamanda vir{isu
tanilamak igin pratik ve kolay bir yontem olan ELISA, DTBIA olarak
imminoenzimatik teknikleri gelistirilmistir. Son olarak, TT-PZR gibi molekiler
teknikler, viris dizisinin ¢ogaltilmasina izin veren primer kullanimiyla bitkilerde
virsun varliginin dogrulanmasini saglamaktadir.

Turkiye'de 1966'da CTV’nin varligi bildirilmistir (Bové 1966). Sonra
Ulkedeki baska turuncgil yetistirme alanlarinda varhig: belirlenen, ilimli 1rk oldugu
bildirilen bircok izolat bulunmustur. Ancak 2013'de Western blot testi ve BD-RT-
PCR ile Cevik ve ark., (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada, daha énce Igdir
izolat hafif ve siddetli CTV genotiplerinin bir kombinasyonu oldugu gosterilmistir.
Bu calisma ile Turkiye'nin Dogu Akdeniz bolgesinde yeni izolatlar bulunmus ve bu

izolatlarin molekdler 6zellikleri ortaya konmustur.
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Bu calismada Adana, Mersin ve Hatay illerinde turuncgil tretim bahceleri
ziyaret edilmistir. Arazide CTV simptomlarimin goruldigu 11 bahgede farkl:
tarlerde turuncgil agaglarinda 75 drnek toplanmistir. Bahgelerde, kloroz, bodurluk,
deforme meyve ve Kkiglk yapraklari ve asi/anag birlesim yerinde kabuk
kaldirildiginda, bitkinin odun dokusunda ¢ikintilar, kabuk dokusunda girinti
belirtileri gozlemlenen agaclardan laboratuvarda islem ve analiz icin 6rnekler
toplanmustur.

Total nikleik asitlerin (TNA) ekstraksiyonu icin ekstraksiyon tamponu
CTAB ve modifiye Murray ve Tomphson, (1980) protokolii kullanilmistir. Virs
tanimlama, numunelerin amplifikasyonu icin CTV-CPU primerlerin kullanildig
(IDT Inc®, USA firmadan saglanmistir), TT-PZR testi ile gerceklestirilmistir
(Wang ve ark., 2013). Amplifiye edilmis Urunleri gézlemlemek igin % 1 agaroz jeli
kullanihip etidyum bromur igine daldirilmigtir.  Bantlar bir UV transilluminatori
aracihgiyla goralmustir. Sonuclar analiz edilen 75 drneklerinin 8'in CTV i¢in TT-
PZR kullanilarak pozitif sonug¢ verdigini gostermistir. 672 bp pozisyonunda net
bantlar gézlenmistir (Sekil 4.17).

Bu calismada elde edilen izolatlardan dérdii sekanslanmigtir (CTV T1,
CTV-T2, CTV-T3 ve CTV-T4). Diziler, GenBank'ta yer alan bilgilerle benzerlik
oranlarimin  karsilastirillmas: icin  bir BLAST olan NCBI veri tabant ile
karsilastirilmigtir. Tarkiye izolatlarimin (CTV-T) benzerlik yiizdesini, aralarindaki
benzerligi %96 ile %99'u arasinda ve karsilastirildiklar: diger Glkelerin izolatlart
arasinda %91 ile %100 oldugu bulunmustur. Kaliforniya'dan 7525 ve CCTEA-108,
Bosna'dan B11 ve Hirvatistan ve Karadag gibi dogu Adriyatik Ulkelerinin
sekanslari, Tirkiye izolatlar ile yliksek derecede benzerlik gosterilmistir.

Bu calismada elde edilen izolatlarin niikleotid dizilimler ve filogenetik
analizleri MEGA10 program ile gerceklestirilmistir. Bu calismada elde edilen 4
izolatin nukleotid dizilimler 50 farkl niikleotid dizisi karsilagtirilmistir. Sonuglar 7
genotip grubun olusumunda ortaya ¢ikmigtir. CTV T1, CTV-T2, CTV-T3 ve CTV-

T4 izolatlari, Wang ve ark (2013)’a gore hafif siddetli olarak karakterize edilen
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Kaliforniya'dan T525 izolati ile birlikte ayn: filogenetik grup bulunmaktadir.
Ayrica T30 ve T36 genotiplerinin bir kombinasyonuna sahiptir, bu nedenle daha
once Turkiye'de bildirilen ¢alismalarin yan: sira genotiplerin bir karisimi oldugu
disundlmektedir (Cevik ve ark., 2013).

Buna ek olarak varligi (Sekil 4.25) Adriyatik Ulkeleri bu ¢alismada elde
edilen izolatlarin ¢ok yakin bir genetik benzerlik gorulmustur. Cerni ve ark.,
(2009), bitki materyallerinin Tlrkiye ve Japonya'dan Adriyatik bdlgesine
tasindigini; sekanslarindaki benzerliklerin nedenlerinden biri olabilecegini, tasinan
bitki materyali CTV izolatlarinin bir kaynagi olusturabilecegini bildirilmistir.

Bu c¢alisma, daha sonraki caligmalarin yam sira ¢apraz koruma
programlarinin uygulanmasi ve iyilestirilmesi icin bir referans gorevi gorecegi

dustnilmektedir.
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TESEKKUR

Her seyden dnce, profesyonel meslek yasamimda bu biylk adimi atmami
sagladigi icin Tanri'ya sukrediyorum. Bu slrecgte beni uzaktan destekledigi igin
aileme tesekkir ediyorum. Orhan Bozan hocama bana inandigi igin, sefkatli
davrandig icin, bitki hastaliklari hakkinda bana Ogrettikleri icin, Turkiye'nin ve
Turk insanlarint en guzel yliziinu bana gosterdigi igin ona tesekkir ederim.

Niiket Onelge'e sevgiyle bircok seyi dgrettigi ve kalbini bana agtig: icin ve
Cukurova Universitesinin Turunggil Virisleri Laboratuvarindaki tim calisma

gurubuma bana yardimlari icin ¢ok tesekkir ederim.
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1. GIRIS

Turuncggil tarimi, Dinyada ve Turkiye’de son yillarda dnemli ve hizh
gelismeler gostermistir. Alti kitada (Afrika, Kuzey Amerika, Giliney Amerika,
Asya, Avrupa (Akdeniz) ve Okyanusya) ve 100'den fazla tlkede ticari turuncgil
Uretimi yapildig: bildirilmistir (FAO, 2017).

2016 yilinda Dlnyamin turuncgil toplam Gretimi 124,3 milyon ton (MT)
olarak gerceklesmistir (FAO, STAT 2017). Dlnyadaki Uretimi ve ticareti yapilan
en Onemli turuncgil guruplart portakal, mandarin, limon ve altintoptur. 2016
yilinda 67,2 MT portakal, 33,0 MT mandarin, 16,0 MT limon ve 8,3 MT altintop
Uretilmistir (FAO, STAT 2017). En 6nemli turuncgil Ureticileri: Cin, Brezilya ve
Hindistan olup Turkiye dokuzuncu sirada bulmaktadir (Cizelge 1.1.).

Cizelge 1.1. 2016°da turuncgil Gretimi miktarlari. (FAO, STAT., 2017)

Ulke Toplam Uretim (bin ton)
Diinya 124. 246,0
Cin 32.705,9
Brezilya 16. 555,1
Hindistan 9. 755,8
ABD 7.829,0
Ispanya 6.882,0
Meksika 6.634,0
Misir 4.930,4
Iran 4. 067,6
Tirkiye 3.652,1

2016/2017 wyillarinda Turkiye’de: yaklasitk 3,7 MT portakal, limon,
mandarin ve altintop Uretilmistir (Cizelge 1.2.). Turkiye % 2.7 pay ile turuncgil
Uretiminde dinyada dokuzuncu sirada yer almaktadir. Turkiye'de (Uretilen
turuncgillerin % 63’0 i¢ piyasada tiiketilmektedir (USDA-FAS, 2017). Toplam
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880 milyon dolar degerinde turuncgil ihra¢ edilmektedir. En gok ihracat yapilan
yerler Rusya ve Irak, ardindan Ukrayna'dir (USDA-FAS, 2017).

Tirkiye'de 2016 yilinda turuncgil Gretim alanlar1 yaklasik 135 bin hektar
alana ¢ikmstir (TUIK, 2017). Tirkiye’nin turuncgillerinin %84,2’si Akdeniz
bolgesinde Uretilmektedir (Turuncgil tanitim gurubu, 2016). Turkiye genelinde
toplam turuncgil Uretiminin % 26,6's1 Adana, % 24,5'i Mersin, % 21,1'i Hatay'da
Uretilmektedir. Adana bolgesinde turuncgil Uretiminin % 60’11 mandarin, %
10’unu portakal, % 5’ini limon ve % 5’ini altintop olusturmaktadir (TUIK, 2017).

Cizelge 1.2. Tirkiye’de Turunggil Uretim miktarlar: ve Uretim Alanlari (TUIK,

_2017). __

Urin Toplam Uretim (ton) Toplam Alan (ha)
Portakal 1.850.000 52.696
Mandarin 1.337.037 46.569
Limon 850.600 30.033
Altintop 253.120 6.155

Tirkiye turuncgil Gretim miktarlarinda 2007 yilindan 2016 yilina kadar %
44°1uk bir artis gergeklesmistir. Glnumuzde toplam 4,29 milyon ton turuncgil
meyvesi Uretimi gerceklesmistir (TURKTOB, 2017). Turuncgil dretim alanlarina
24 bin hektar eklenmesi, daha verimli gesitlerin kullaniimasi, profesyonel bakim
tekniklerininin gelismesi, tarimsal desteklerin artmas: ve Dogu Akdeniz Bdélgesinin
uygun ekolojik dzellikleri nedeniyle turunggil tretim yildan yila artmis ve artmaya
devam etmektedir.

Turuncgillere ve diger bitkilere zarar verebilen; hastalik, zararl ve yabanci
otlar bulunmaktadir. Turuncgil Uretiminde karsilasilan sorunlarin  basinda
hastaliklar ve bu hastaliklar icinde virlis ve virlis benzeri hastahklar blyuk
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu hastaliklar; agaglarda verim azalmasi,

meyve, kok, govde ve yapraklarda deformasyonlar bunun yaninda, bitkilerde
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anormal gelisimler, bodurluk problemleri ve hatta agaclarin 6limine neden
olabilmektedir.

Turuncgil virds hastaliklari; bulagik Gretim materyali, mekanik tasinma ve
vektorler aracilig: ile yayilmaktadir (Timmer ve ark., 2002). Dinyadaki turuncgil
Uretim alanlarinda yaklasik 80 viris ve virls benzeri hastalik oldugu bildirilmistir
(Roistacher, 1991).

Turuncgil yetistiriciligi icin en énemli viral hastaliklardan biri Turuncgil
tristeza virlsu [Citrus tristeza virus (CTV)]‘dur (Bar-Joseph ve ark, 1989).
CTV’ye kars1 turung anaci (Citrus aurantium) oldukca duyarhdir, ayrica turung
anact Turkiye turuncil Gretiminde kullanilan en Onemli anactir. Hastahigin
dinyadaki 6nemi kacimlmazdir ve turuncgiller tarihinde en cok arastirilan
hastaliktir. Dinya genelinde turung (Citrus aurantium) (zerine asilanan
milyonlarca agacin geriye dogru kurumasina ve Olimlerine sebep olmustur
(Garnsey and Lee, 1988). Ayn1 zamanda altintop ve portakal gibi cesitlerde de
ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Moreno ve ark, 2008; Rocha-Pena ve
ark, 1995); Ureticiler ve arastirmacilar kiresel turuncgiller endustrisini sirekli
tehdit eden bu sorunun ¢oziimunde strekli bir micadele igindedirler.

Turuncgil tristeza virisu (CTV), Closterovirus cins, Closteroviridae
familyasi), turunggil Gretiminin seyrini degistiren, yikici epidemilere neden olan bir
hastalik etmenidir (Moreno ve ark., 2008). Bu hastalik, Rutaceae familyasina ait
tarlerin floem hicrelerinde bulunmakta ve farkli afid tirleri (Toxoptera citricida,
Aphis gossypii, A. spiraecola, A. crassivora, T. aurantii vb) ile tasinmaktadirlar.
CTV; Poncirus cinsi gibi viruse tolerant gosteren ana¢ guruplari olsa bile, pek ¢ok
turuncgil trlerini, cesitlerini, hibritlerini, bazi akraba turuncgil turlerin infekte
edebilmektedir (Bar-Joseph ve ark., 1989).

CTV, yaklagik 2.000 nm uzunlugunda ve 10-12 nm ¢apinda uzun, esnek ve
lifli virionlara sahiptir (Karasev ve ark., 1995, Moreno ve ark., 2008). Virionlar,
5.4-6.5 x 16 daltonluk tek iplikcikli bir RNA (ssRNA) icerir, pozitif ve

bélinmemis polariteye sahiptir (Cambra ve Moreno, 2000; Moreno ve ark., 2008).
3
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CTV, bitkileri etkileyen tim virGsler icinde en uzun RNA genomuna sahiptir
(Manjunath ve ark., 2000).

RNA viruslerinin gogunda oldugu gibi, CTV'de bitkide bir arada bulunan
ve yuksek dlzeyde genetik ve fenotipik gesitlilik gosteren bir genetik varyant
vardir; CTV'nin Closterovirus cinsinin belki de en karmasik tiirlerinden biri oldugu
disundlmektedir (Moreno ve ark., 2008). Enfekte olan agaclarda, daha dnce tarif
edilen (ssRNA) basit iplikler ve subgenomik RNA (sgRNA) ve defektif RNA
(diRNA) tarafindan olusturulan cift iplikli RNA (dsRNA) gibi farkli tiplerde
RNA'nin bulunmaktadir (Manjunath ve ark., 2000).

Yillar boyunca agaglarda bulunan farkli CTV irklarinin RNA's1, CTV ile
enfekte edilen yaprak bitleri tarafindan tekrarlanan enfeksiyonlarin yanisira
anormal veya kusurlu viral RNA (birikmis mutasyonlar) ve homolog
rekombinasyonlar; bunlar icinde degiskenlik sonucu farkli bir CTV genotipler
olusumustur. Buna ek olarak, bu farkli sekanslar, yar1 tur 6zelliklerini gosteren ¢ok
Ozel yapilar sunabilmektedir. Bitin bu degiskenler, CTV'nin ge¢misten gelen
genetik seviyesinde farklilik yaratmaktadir (Harper ve ark., 2008).

Dodds ve Bar-Joseph, (1983) Closterovirus ile infekte olmus bitkilerde
molekdl agirhigr saptanan sSRNA genomunun yaklasik iki kati blyikliginde
dsRNA parcaciklart bulmuslar ve bunlart virGsin c¢ogalma bigimleri ile
iliskilendirmis, dsRNA'lar, portakal, turung, Meksika laymi, altintop ve C. excelsa
konukgu bitkilerinde oldukca fazla, altintop ve turuncta daha az miktarda dsRNA
saptamuglardr.

Farkli izole edilmis CTV genomlarinin birka¢ bolgesini analiz ederek
yapilan gesitli ¢alismalarda, farkli yerlerde bulunan CTV genomlarinin, farkh
patojenik 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir. Rekombinasyonlari muhtemelen
Tristeza'da sik gorilebilecegi; buylk olasilikla CTV'nin en az iki ya da g farkl
genotipinin gelisebilecegi belirtilmistir. Buna ek olarak homolog olmayan
rekombinasyonlarin sikga gerceklestigi ve bunlarin sgRNA'nin iki ucunu iceren

dsRNA'a Urettigi ancak bu bolgelerde orta bdlgenin kisimlarinin bulunmadig
4
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gosterilmistir (Moreno ve ark., 2008). Buglne kadar literatlire gére analiz edilen
birkag CTV izolatinin viral genom sekanslarinda tanimlanan farkliliklara ragmen,
siniflandiriilma calismalarinda CTV, sadece bir tir olarak kabul edilmistir
(Manjunath ve ark., 2000).

Cambra ve ark. (1993), Broadbent ve ark., (1996) ve Albiach-Marti ve ark.,
(2000b), infekteli bir bitkiden, bir CTV izolatin1 saglikli bir bitkiye yaprak bitleri
yoluyla tasinmasi ile ilk izolattan farkli olarak degisik Ozellikler gbsteren
izolatlarin meydana geldigini bildirmiglerdir.

Dinya turunggil tretiminde buyik kayiplara neden olan Turuncgil tristeza
virst ‘nlin Gg 1rkr vardir ve bunlarin simptomlar: genellikle turung veya Meksika
laym cesitleri goriilmektedir. Ilk olarak, agaclarda solgunluk iireten ve turung
anaclarina asilanan hemen hemen tim turuncgil tdrlerini (limon diginda)
etkileyebilen en siddetli irki olan “ani 6lim” (Quick decline)’diir. Bu patojenden
kaynaklanan ikinci sendrom, “gdvde cukurlasmasi” (stem pitting) olup, anac
kullanmaksizin simptom gosteren duyarl: bitkiler Meksika laym: ve portakal
cesitlerinde gozlemlenmektedir (Bar-Joseph ve ark., 1989; Roistacher, 1991;
Cambra ve Moreno, 2000).

Uglincti sendrom, turung, limon veya altintopta goriilebilen ¢ogiir sarihig
veya "seedling yellows" ve genellikle sera kosullarinda olusmaktadir. Bu
sendromlarin gorulme sikhgi, izolatlara ve etkilenen tirlere gore degismektedir
(Rocha Pefia ve ark., 1995).

Gocuren hastal:g:, dogal olarak Rutaceae familyasina ait cins ve tirleri
etkilemekte, Ozellikle Citrus ve Fortunella cins ve melezlerinde daha etkilidir.
Bununla birlikte, Aegle, Aeglopsis, Afraegle, Atalantia, Citropsis, Clausena,
Clymenia, Eremocitrus, Hesperthusa, Merrillia, Microcitrus, Pamburus,
Pleiospermium, Severinia ve Swinglea gibi diger cinslerde CTV tarafindan
etkilendigi rapor edilmistir (Bar-Joseph ve Lee., 1990, Bar-Joseph ve ark., 1989,
Yoshida 1996, Cambra ve Moreno, 2000 Moreno ve ark., 2008). Passifloraceae
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familyasina ait bazi tlrlerde laboratuvar kosullarindaki  calismalarda
kullaniimaktadir (Mller ve ark., 1974).

CTV bir ana¢ hastalig1 olarak kabul edilir, bu nedenle CTV ile etkilenen
Ulkelerin cogunda virlise karsi dayanikli ana¢ kullanilmaktadir. Tablo 1.3 ‘de.

Turkiye'de kullanilan ticari turuncgil anaclar: gérulmektedir.

Cizelge 1.3. Tirkiye'de ticari Uretim yapilan alanlarda kullanilan anaglar (Tuzcu ve

ark., 1995).
Isim Bilimsel adh
Turung Citrus aurantium L.
Uc Yaprakl Poncirus trifoliata.

Portakal
Carrizo ve Troyer Citrus sinensis (L.) Osh.x Poncirus trifoliata (L.) Raf
Sitranjlar

C-35 Sitranji Poncirus trifoliata (L.) Raf. X Citrus sinensis. Osb.
"Ruby"

Volkameriana Citrus volkameriana V. Ten. Pasq

Sitrumelo 1452 Poncirus trifoliata Raf. x Citrus paradisi Macf. var.
"1452"

Yaprak bitleri tarafindan tasinan CTV; afidin tlrlerine, konukgularina,
virsun irklarina ve cevre kosullarina bagl olarak sok simptomlar: ve 6nemli
infeksiyon oranlarina ulasarak yogun miktarda epidemi yapabilir (Wallace ve ark.,
1956; Bar-Joseph ve Loebenstein 1973; Raccah ve ark., 1980; Hermoso de
Mendoza ve ark., 1984, 1988b; Roistacher ve Bar-Joseph 1987; Yokomi ve
Garnsey, 1987; Hermoso de Mendoza ve ark., 1988a) .

Toxoptera citricida, turuncgillerin 6nemli bir zararlisidir ve ayn1 zamanda
CTV'nin en etkili vektorudir (Wallace ve ark., 1956). Bu vektor, turunggil dretim
alanlarinda yaygin olarak bulunur ve bulunmadig: yerlerde hastalik; Aphis gossypii,
A. spiraecola, A. crassivora, T. aurantii ve Myzus persicae tarafindan
tasinmaktadir  (Roistacher ve Bar-Joseph, 1987). Bu afid tirleri virisin

tasinmasinda daha az etkili olmasina ragmen, infeksiyon sirecinde, bu tir
6



1. GIRIS Johana Yiceth MEDINA GIL

vektorlerin popilasyonun fazla oldugu durumlarda agir epidemilere neden
olabilmektedir (Marroquin ve ark. 2004).

Bu yaprak bitleri, virsi semi-persistent olarak tasimaktadir. Sindirim
sisteminde dolasimsiz formda ve birkag saniye ile bir saat arasinda degisen bocek
vicuduna gecme siresine (acquisition period) sahiptir. Virls, bdcek viicuduna
gectikten sonra 24 ila 48 saat sonra virusiin bulagsmasim saglamaktadir (Rocha-
Pefia ve ark., 1995; Cambra ve ark., 2000a ve 2000b).

T. citricida, agaclarin yapraklarinda populasyonlar olusturur ve bitkiler
lizerine beslenirken, bitkinin yaprak ylizeyinde mantarlarin blylmesini tesvik eden
sekerlerden olusan balimsi bir madde uretir. Yaprak bitlerinin diskisindan
kaynaklanan sekerli madde 0zerinde Ureyen mantarlar (Fumajin), fotosentez
oraninda azalma, aga¢ hacminde kuculme ve en sonunda meyve kalitesinde diisme
gorulmektedir (Sagarpa, 2009). Bununla birlikte, T. citricida ‘nin turuncgillerdeki
asil zarar1 Turuncgil tristeza virlisi’ni tasimasindan dolay: olusturdugu zarardir
(Sagarpa, 2009).

CTV’yi tastyan en etkin vektor T. citricida olarak bilinmesine karsin, etkili
olarak tasimadigi halde, Glkemiz turuncgil bahcelerinde hastalig: tasiyabilen baska
vektorler bulunmaktadir (Baloglu, 1988, Cinar ve ark., 1993, Korkmaz, 2002).
Akdeniz havzasinda, CTV Aphis gossypii tarafindan iletilir. Ancak, bu vektorin
hastaligi tasima etkinligi ve T. citricida’n:n tasima etkinligininkinden 20 kat daha
azdir (Costa ve Grant, 1951; Dickson ve ark., 1951). Bazi turuncgil Ureten
Ulkelerde, T. aurantii ve Aphis gossypii gibi vektorler hastaligin yayilmasinda
Onemli bir rol oynamaktadir (Timmer ve ark., 2002).

Baz: vyazarlar, CTV’nin A. gossypii ve T. citricida vektorleri ile
tasinmasinda bdélgesel kosullar ve zamana bagl olarak farkliliklar olabilecegini
bildirmektedir (Gottwald ve ark., 1998, Cambra ve ark., 2000a). Bu goéruslere gore,
A. gossypii belirli bir bolgede mevcut oldugunda, virlis yogunlugu sekiz ile on bes
yil arasinda bir zamanda infeksiyon oran1 % 5'ten % 95'e kadar ¢ikabilir, bdylece

nispeten uzak olan bahcelerde CTV, rastgele ve daginik bir dagilim gosterebilir.
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Ancak, baskin vektor T. citricida ise ayni artislar, iki ila dort yil arasinda degisen
daha kisa surelerde meydana gelir ve bahcelerde hastalik dagilimi daha dizenli
hale gelir ve virlis komsu bahgelere tasinabilmektedir (Gottwald ve ark, 1996b,
1998 ve 1999).

CTV ‘“nin tanilanmasinin birgok yolu vardir. Dogu Akdeniz Bdlgesi gibi
ana¢ olarak turuncun kullanildigi bolgelerde gorilen ilk simptomlar agaclarda
bodurlasma ve bu bodurlasma gosteren agaclarda asi birlesme noktasinda turung
yani ana¢ kisminda kabuk kaldirdigimizda odun yiizeyinde igne ucu veya balik disi
seklinde cikintilar ve kabuk dokusunda bu cikintilara karsi gelen girintiler
bulunmaktadir. Ancak bu sadece bir 6n tani1 olarak kullanilir; sonrasinda CTV
varhigini teyit edebilmek icin laboratuvar testlerinin yapilmasi gerekmektedir.

Geleneksel yontemlerin iginde ilk basta gelen seralarda yapilan biyolojik
indeksleme bulunmaktadir. Bu yontem hastaliga duyarh cesitlerin tohumlarindan
uretilmis saglikl indikator bitkilerine inokile edilmesinden olusur. Bu bitkilere
inokule edilen dokularda hastalik bulunmasi durumunda, hastaliga tepki
gostermekte ve birkag ay sonra hastaligin tipik simptomlari meydana gelmektedir
(Roistacher, 1991, Garnsey ve ark., 1995). Bu test, spesifik olmakla birlikte
izolatlarin virdlensliginin belirlenmesi izin verirken, diger yandan pahali ve uzun
streli  bir metot oldugu yogun 0©rnekleme gerektirdiginden c¢ok fazla
onerilmemektedir (Bové ve ark., 1988).

Biyolojik indeksleme c¢alismalart sonrast CTV’nin purifikasyonu ile
birlikte serolojik yontemler ve imminoenzimatik teknikler kullaniimaya
baslanmistir. Bunlar, mono veya poliklonal antikorlarin kullanimindan olusmus ve
CTV'nin saptanmasi icin en ¢ok kullanilan yontemlerin basinda gelmistir (Bar-
Joseph ve ark., 1979, Cambra ve ark, 1991, Garnsey ve ark., 1993, Gonsalves ve
ark., 1978; Nikolaeva ve ark., 1998; Permar ve ark., 1990; Vela ve ark., 1986). Bu
yontemler spesifik antijen-antikor tanima ve kombinasyonuna izin vermis (Abbas
ve ark., 1991; Matthews, 1991) ve virtsln hizli ve ekonomik olarak tanimlamasi

saglamistir, ancak bu yontem CTV izolatlarinin, 6zellikle patojenik 6zelliklerinin,
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belirlenme sirecinde spesifik olarak kisitlamalar: barindirmaktadir (Permar ve ark.,
1990; Nikolaeva ve ark., 1998; Ruiz-Garcia ve ark., 2009).

Gunlimuzde, reverse-transcription polimerase chain reaction (RT-PCR) ve
gercek zaman (real time-PCR) gibi molekiler teknikler kullanilmaktadir; bunlar
virls genomunun kisa sekanslari olarak bilinen primerler kullanilarak yapilir
(Ayllén ve ark., 2001; Loeza-Kuk, 2008). Sonra hibridizasyon, retro-transkripsiyon
ve amplifikasyon calismalari icin RNA'larin spesifik tespiti yoluyla CTV
izolatlarindaki farkliliklarin belirlenmesini mimkiin kilmaktadir (Nolasco ve ark.,
1993; Olmos ve ark., 1999).

CTV, bitki binyesine gectikten sonra sistemik olarak tasinir, konukgu
bitkisine hastalik bir kez bulastiktan sonra bagigiklik sistemi olmadig: icin bitki,
hastaligi elemine edemez. Turuncggil yetistiriciligi yapilan bolgelerde hastaligin
epidemik salginlarin1 dnleyen koruyucu onlemleri alinmalidir. Garnsey ve ark.,
(1998) 'tna gore bu 6nlemler, izolatin tiiriine ve olusumuna ve bahgelerde bulunan
turuncgil cesitlerine bagl olmaktadir. Bu 6nleyici tedbirler, beklenen infeksiyon ve
patojenlerin yayginlasmasinin engellenmesi temel alinarak yapilmaktadir.

Turuncgil tristeza virlsinun varhg: Turkiye'de bircok rapor edilmistir.
Ulkemizde ilk kez izolat olan Igdir izolati, biyolojik ve serolojik olarak karakterize
edilmistir (Baloglu, 1988). Yapilan dsRNA analizleri sonucunda bdlgemizde
bulunan CTV izolatinin bir karisim helinde bulundugu bildirilmistir (ince, 1999).
Ancak, Cevik ve ark., 2013 yilinda yaptiklari ¢alismaya kadar bilinen tum izolatlar
hafif olarak kabul edilmistir. Bu arastirncilarin galigmasinda, Turkiye'de CTV
varhiginin, biyolojik aktivitenin oldugu virtisiin farkli irklarindan olusan karigik bir
infeksiyonun sonucu oldugu ileri strulmekte ve bu Turkiye izolatlar1 diger
tilkelerden rapor edilen orta ve siddetli irklarla benzerlik gostermektedir.

Bu calismada, Dogu Akdeniz bolgesindeki turuncgil alanlarinda yeni CTV
izolatlarinin varhgini belirlenmis, yeni izolatlarin molekiler karakterizasyonu
ortaya konmus ve bolgelerimizden elde edilen bu yeni izolatlarin 6zellikleri

belirlenmeye ¢alisiimustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Dinyada CTV hastahg:

CTV, tim dlnyada turuncgil tretimi yapan Ulkelerde gortlmektedir. Dogal
olarak ekvatorun 41. Derece kuzey ve giiney enlemleri arasinda yetistiriciligi
yapilmaktadir. Turunggil tristeza virtisi’nin kékeninin turunggillerin ana vatan
olan Asya kitasi (Malezya, Glineydogu Asya, Cin, Malay takimadalari, Yeni
Kaledonya ve Avustralya) Ulkeleri oldugu tahmin edilmekte, fakat ¢ogu turuncgil
tirlerin kokeni bilinmemektedir. Daha 6nce yapilan bazi calismalara goére tim
turuncgil tarlerinin, altintop, etrog sitron ve mandarinden meydana gelen dogal bir
melezlesme ile olustugu bildirilmistir (Bar-Joseph ve ark., 1989).

Turuncgil cesitleri, yaklasik iki bin yil boyunca Yakin Dogu ve Akdeniz
bolgelerinde yetistirilmistir (Bar-Joseph ve ark., 1989). Sonra 17. yiizyilda Guney
Afrika'ya, 19. yuzyilin ikinci yarisinda Sidney Avustralya'ya bolgesine, ve
sonunda 20. yuzyilda Amerika'ya yayilmistir (Broadbent ve ark., 1996; Cambra ve
Moreno, 2000). CTV’nin ilk yayilimi, infekteli bitki materyalinin kullanimi ve
tasinmas: yoluyla gerceklestigi tahmin edilmektedir (Wallace ve Ark., 1956; Bar
Joseph ve Ark., 1983). Hastalik ilk kez 1931'de Arjantin'de epidemi yapmis, daha
sonra 1937'de Brezilya'da, 1939'da Kaliforniya'da, 1951'de Florida'da, 1956'da
Ispanya'da, 1960°ta Israil'de ve son olarak 1970'te Venezuela'da hastalik ortaya
cikmigtir (Ducharme ve ark., 1951; Norman ve Grant, 1956; Bar Joseph ve ark.,
1984; Rocha-Pena ve ark., 1995). Sekil 2.1’de dunyada CTV'nin dagilim
gorilmektedir (EPPO 2018). Tristeza hastaligimin dlinyada olusan ekonomik
kayiplar1 hakkinda kesin rakamlar vermek ¢ok zordur.

Bu hastaligin olusumunda en blyik etken Phytophthora sp. hastaliginin
portakallarda ¢ok fazla zarara neden olmasidir. Bu nedenle, Phytophthora sp.
nedeniyle tohumdan Uretilen portakal agaclari (Citrus sinensis) kullanilamamasi ve
bunlarin yerine turung anaci (Citrus aurantium L.) kullanimi artmistir (Bar-Joseph

ve ark., 1989). Ancak, bu ana¢ kullanimindan sonra Avustralya'da 1860 yilinda,
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Java Adasi’nda ve Guney Afrika'da 1891'de agaclarda oOlimler gorilmeye
baslanmis ve bunun sebebi olarak ana¢ kalem uyusmazhg: bildirilmistir. Daha
sonra, Bar-Joseph ve ark., (1989) tarafindan aktarilan bazi literatirde bu hipotez
reddedilmis ve bu aga¢ olumlerinin bazi yerel hastalik etmenleri tarafindan
meydana geldigini ileri strilmustir. CTV, 1890'dan baslayarak, dinya capinda
turuncgil yetistiriciligi yapilan alanlara yayilmis ve CTV’nin endemik oldugu
bolgelerden CTV bulunmayan bdlgelere tasinmistir. Ayrica, turunggil Uretimi
yapilan bolgeler arasinda cesit degisimleri sirasinda hastalik diger bdélgeler
tasinmistir.  Ote yandan ¢ yaprakli (Poncirus trifoliata) ve kaba limon agac
(Citrus jambhiri) gibi anaclar lizerine asilanan agaclarda hastalik gériilmemis ve bu
agaclarin yeterince gelismis oldugunu gozlenmistir ( Webber, 1925; Toxopeus,
1937).

Sekil 2.1. CTV’nin ulkeler bazinda dagilimi, (EPPO, 2018).

Bir bolgeden digerine hastahiginin yayilmasi ve farkli cgesitlerin ve
anaclarin kombinasyonu sonucu; go¢me, govde cukurlagsmasi ve ¢Oglr sarilig
(Sirasiyla decline, stem pitting ve seedling yellows) olarak bilinen Gg¢ 1rk

belirlenmistir (Garnsey ve ark., 1987). Hastaligin en fazla goruldigi ve zarar
12
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verdigi Amerika kitasina yetistiriciliginin yapilmas: amaciyla yeni turungil cesitleri

getirilmis fakat hastaligin en etkin vektorii olan Toxoptera citricida ‘nin
Amerika’da bulundugu ve hastalig: epidemiyolojisinde ¢ok blyuk bir etken olacagi
on gorilmemistir (Wallace ve ark., 1956).

Wallace (1978) ve Bar-Joseph ve ark., (1989) tarafindan bildirildigine gore
ilk Amerika kitasina hastaligin girisinin Guney Afrika'dan Arjantin'e ithal edilen
1.400 adet farkli gesitler iceren turuncgil agaclar1 (Kaba limonun anaglar: tzerine
asih Lue Gim Gong tath portakal cesitleri) ile oldugu tahmin edilmektedir.
Hastaligin blyuk olasihikla Temmuz 1930'da simptom gdstermeyen (simptomsuz)
agaclarla birlikte Ulkeye giris yaptig1 varsayilmaktadir. Tim bunlar baslangigta
Arjantin'de ve Giney Amerika'da CTV'nin ilk kayithi kok clrimesi (roots rot,
Phytophthora sp.) salginiyla ayn1 zamana rastlar (Bar-Joseph ve ark., 1989). T.
citricida vektoriniin bollugundan dolay: salginin hizla yayilmasi, milyonlarca
turung Gzerinde asilanan portakal agaglari ve son olarak blyuk bir miktarda olusan
infekteli materyalin kaynaginin ortaya ¢ikmasini agiklamaktadir (Wallace ve ark.,
1956).

CTV, 1937 yilinda Kaliforniya'da ¢cok yogun sekilde turuncgil agaclarinin
6limune neden olmus (Wallace ve ark., 1978) ve bu dénemde hastaligin meydana
getirdigi geriye dogru o6lim (Moreira, 1942) ve agir epidemiyolojik sonuglar
nedeniyle portakizce “Huzlin” anlamina gelen Tristeza olarak adlandirilmistir
(Roistacher, 1995).

Tristeza'nin bilinen isimlerinden bazilari: Arjantin'de kok ¢urtklugl
(podredumbre de racillas), Brezilya'da tzuntd, hizin (tristeza), Amerika Birlesik
Devletleri'de "quick deline” ve "budunion disease", Gana'da “dieback of limes”,
Guney Afrika'da “stem pitting”, Awvustralya’da fidanlarda sararma “seedling
yellows”, Japonya'da bodurluk "Hassaku dwarf" ve "Natsudaidai dwarf" dir. Bu
hastaliklarin hepsinin aym patojenden kaynaklanan farkli adlandirmalar oldugu

belirlenmistir.
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Akdeniz uUlkelerinde CTV varhg Dickson ve Flock (1959) tarafindan
rapor edilmistir ve bu virisiin muhtemelen bu bdlgede 1890 yilindan itibaren
gozlemlendigini distntlmektedir, fakat hastalik Akdeniz ulkelerinde heniiz yaygin
olarak gortlmemektedir. Bunun yaninda, hastaligin énem kazanmasi icin, altintop
ve portakal gibi cesitlerde kaydedilen ciddi hasarlarin ortaya ¢ikmasi gerektigi,
CTV virlisine toleranshi anaglara asilandigi zaman bile yikici etkisinin
gozlemlendigi rapor edilmistir (Roistacher, 1988; Garnsey ve Lee, 1988; Rocha-
Pefia ve ark., 1995; Broadbent ve ark., 1996; Cambra ve Moreno, 2000).

CTV ki protein kapsid ve c¢ogunlukla filiform parcaciklar olarak
adlandirilan yapilara, yaklasik 2 000 nm uzunlugunda ve 10-12 nm ¢apinda uzun,
esnek ve lifli virionlara sahiptir (Karasev ve ark., 1995; Moreno ve ark., 2008).

Biyofiziksel olarak Closterovirus cinsi icerisinde ilk karakterizasyonu
yapilan Turuncgil tristeza virtstdir (Moreno ve ark., 2008). CTV yaklasik olarak
19.3 kb genomik bir RNA (gRNA)’ya sahiptir ve nikledtid sekansinin tamami en
az dokuz farkl: izolat Gzerinden belirlenmistir (Karasev ve ark., 1995; Vives ve
ark,. 1999; Ruiz-Ruiz ve ark., 2006; Moreno ve ark., 2008).

CTV'nin genomu (gRNA) on iki Agik Okuma Cercevesi (ORF: Open
Reading Frame) sahiptir. Bunlar on yedi protein Grind ve iki transdiiksiyonsuz
(Okuma) bolgesinde (5' ve 3' ucudur) 107 ve 273 nikleotid arasindaki bolgeyi
kapsamaktadir (Gowda ve ark., 2003b; Satyanarayana ve ark., 2004).

CTV'nin yapisinda iki protein kapsid (CP ve CPm) bulunmaktadir. CP ve
CPm, sirasiyla %97 ve %3' oraninda agirhik icermektedir (Satyanarayana ve ark.,
2000).

CTV'nin gRNA replikasyonunda negatif zincirlerin sentezi kalip olarak
kullanilarak yeni pozitif iplikcik tretilmektedir. Ancak pozitif iplikcikler, daha gok
negatif ipleri sayesinde olusmaktadir (Satyanarayana ve ark., 2002b). Siklikla,
CTV le infekteli olmus dokular bilyiik miktarlarda pozitif ve negatif stranded
defektif RNAlar (dRNA) biriktirmektedir. Genelde defektif RNA ‘lar yaygin bir

sekilde bahce izolatlarinin dsRNA’larinda gozlemlenmektedir, ancak dRNAlarin
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biyolojik olarak roli hala tam olarak bilinmemektedir (Dodds ve ark., 1987; Guerri
ve ark., 1991; Mawassi ve ark., 1995a, b.; Moreno ve ark., 1990).

Bazi cahismalarda, bazi iimh CTV izolatlarin varligi avantaj olarak
gorilmekte ve énerilmektedir (Pathak ve Nagy, 2009). CTV'nin konukgularinin dis
faktorlerle etkilesimi buylk o6lcude bilinmemektedir. CTV ve farkli turuncgil
tirlerinin  kokeni ayni: oldugu icin CTV'nin izolatlarinin ¢ogunun bitkilerde
simptom gostermedigi bununda turuncgillerle birlikte olan bir evrim sonucu oldugu
bildirilmistir (Yang G. ve ark., 1999).

Virus infeksiyonlari, konukgularin gen ekspresyonunda, metabolizmasinda
ve fizyolojisinde degisikliklere neden olmaktadir. Bazi viruslerde kloroplastlarin
azalmasina sebep olmakta ve bundan dolay: fotosentez aktivitesini disiirmekte,
nisasta Uretiminde degisikleri neden olmaktadir (Killiny ve ark,. 2017). Giris
bolimunde belirtildigi gibi, Tristeza’n:n ¢ ana rki vardir (Sekil 2. 3.). Bu wrklarin
olusturdugu simptomlar ¢ faktdre bagli olarak bitkilerde hastalik gérintusi ve
siddetine neden olur, bunlar; infekte olmus tlrler veya cesit, ana¢ cinsleri ve
CTV'nin rklaridir. Ortak orijinlerine ragmen, bu wrklarin Gyeleri vektor
tasinmasinin etkinligi ve patojenisitesi agisindan farklilik gdsteren az sayida
fenotipik 6zelligi paylasmaktadir. Guniimiizde yedi tane karakterize olmus genotipi
vardir. Harper (2013) tarafindan yapilan bir calismada, "genotip" kelimesi, tek bir
filogenetik soyu tanimlamak igin kullanilmistir. Bu, yuksek bir sekans kimligi ve
paylasilan bir evrimsel tarihi ifade eder. Bu ¢alismada filogenetik analiz, en az alt
mevcut genotip varligini ve spekulatif/stipheli olarak kalmasina ragmen yedinci bir
potansiyel genotipi temsil eden bir rekombinant izolat olan HA16-5 (Melzer ve
ark., 2010) oldugunu gostermistir (Sekil 2.2.). Bu alti genotipin genomlarinin
incelenmesi, evrimsel tarihlerinin, cesitliliklerin karmasik bir karigtmi oldugunu,
genlerin icinde ve arasinda ve aym zamanda suslar arasinda ve genis bir
rekombinasyon ve sirekli degisen bir cevreye adaptasyon arasindaki segici

diferansiyel basinglar oldugunu gostermektedir.
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Gocuren hastaligi, etmeni Citrus tristeza virus (CTV) olan bir virlstir, ve
turung veya diger duyarli anaclarin tzerinde farkl turuncgil cesitlerini (portakal,
mandarin, altintop, kamkat ve laym) etkilemektedir.

CTV 'nin en olumcll ve en siddetli simptomu igeren 1rk, “quick
decline”dir. Bu irk simptom olarak, agacin geriye dogru kurumasi ve hizl bir
sekilde, haftalar i¢inde agacinin 6lumu gerceklesmektedir. Ayrica yaprak sayisinda
azalma, yapraklarin sararmasi ve dokilmesi, geriye dogru 6lim, fotosentez ve
besin iletiminde azot eksikliginden dolay1, yapraklarda kiglk ve klorotik lekeler ve
soluk ve deforme olmus, ticari 6nemini yitirmis meyveler olusturmaktadir. Bu
siddetli ve olumcil wrk asi birlesme cizgisinin hemen altinda kabuk ve odun
dokusunda simptomlar olusturmaktadir (Schneider, 1959). Hastalik ila infekteli
agaclarda anag-kalem c¢izgisinin hemen altinda odun dokusunda balik disi gibi
cikintilar gozlenmekte ve hastalik, iletim demetlerinde tikanikliga sebep olmaktadir
(Sekil 2.3.).
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Sekil 2.2. Harper (2013) yili c¢alismasinda analiz edilen CTV izolatlarimin
filogenisi, virisin en 6nemli rklari belirtilmigtir. Kirmizi isareti
HA16-5 ( Hawaii’dan) slpheli ve gurupsuz yeni bir izolat ifade
edilmektedir.

Su ve mineraller acgisinda yetersiz beslenmesiyle agacta solgunluklara
sebep olmakta ve kok sisteminde hizla ilerleyen olumler baslamakta, ardindan
agaclarin toprak 0stinde gorilebilen kisimlari élimle sonuclanmaktadir. Bu 1rk
turung agaci Uzerine asih cesitlerde meydana gelmektedir ve hastaliktan korunmak
icin dayanikli anaglarin kullanilmasi 6nerilmektedir (Moreno ve ark., 2008).

‘Stem pitting’ (SP) 1rki bazi bitkilerde kambiyumun bdlgelerinde degisik
meristematik aktivitesinde bir kesinti veya anormal bir parankimal blylmesiyle

baslamaktadir. Ardindan bu bdlgesel degisikler, odun deformasyonlari ile
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sonuclanmaktadir. Genelde bu odun deformasyonlar: sonucu, agacinin kambiyum
dokusunun etkilenir ve sonrasinda agagta bodurluk, kiigik ve kalitesiz meyvelerin
olusumu, disuk verim ve kalitesiz meyve ile meyve suyu Uretimi gergeklesir
(Schneider, 1959).

Moreno ve arkadaslarinin 2008 yilinda yapmis olduklari ¢alismaya gore SP
‘ye duyarl turunggil cesitleri fidan veya asilanmis asili kalem kombinasyonlarinda
da etkili olmaktadir. Fakat Garnsey ve ark 2005, laym, altintop ve bazi
portakallarda siddetli simptomlarin gozlemlenmesi (damar acikhigi ve yapraklarda
kasiklasma vb.) gevre kosullarina bagl olarak degisebildigini isaret etmektedirler.
Mandarin cesitleri SP izolatlarina kars1 dayanikhilik gdstermektedir. Stem pitting
irk1 genelde agacinin 6limiine sebep olmayan, fakat asirt doku bilytimesi ve kronik
olarak verim azalmasi ve sonunda buna bagl olarak ekonomik kayiplar
gostermektedir.

Uciincii 1rk, ‘seedling yellows’ (SY)‘dur. Bu CTV wrkinin bazi izolatlar
bahcelerde bulunan limon ve altintop gesitlerinde godzlemlenmektedir (Wallace,
1978). Fakat diger baz1 seedling yellow izolatlarinin etkisinden dolay: yapraklarda
yogun sararma, kok sistemin azalmasi ve c¢ekirdeklerden elde edilen altintop, limon
ve turung bitkilerinde bodurluk meydana gelmesi ile karakterize edilmektedir
(Moreno ve ark., 2008). Bazen, SY simptomu gosteren olan turuncgil agaclar iyi
bir bakim ve besleme ile bu bitkilerin yesil aksamlarinin yeniden normal surgin,
yaprak ve renk kazanmasi mumkindir (Moreno ve ark., 2008). SY'nin cDNA elde
edilmesinde, bu 1rkin, CTV'nin genomunda spesifik patojenik belirleyicileri

bolgeleri kullaniimaktadir (Satyanarayana ve ark,. 1999, 2001).
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Sekil 2.3. Turunggil bahgelerinde CTV nin simptomlari: A-B (stem pitting, balik
disi gibi cikintilar) C (kabukta bu cikintilara uygun girintiler (pin
holing)), D-E (agaglarin bodurlugu ve kloroz).

CTV nin tarihi boyunca bir ¢ok izolatlari, simptomplar: ve olusan zarar
tarif edilmistir, ama karmasik bir virls oldugu i¢in bazi durumlarda farkl virtsler
ile karistirilmistir (Wallace, 1978).

Siklikla CTV tarafindan konukgularinda gorulen simptomlar hafif, orta
veya siddetli olarak karakterize edilir (Garnsey ve ark., 1987). CTV‘nin
izolatlarinin taninmast icin farkli yontemler gelistirilmistir. Biyolojik indekseleme
en yaygin kullanilan yéntemlerden biridir (Roistacher, 1991). Bu metodu Garnsey
ve ark,. (1987) yaptiklar1 calismalarda gére simptomlarin gériiniimine, konukgu
cesidine ve hava kosullarina bagl oldugunu belirtmisler ve en sonunda tecriibeli
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bir gozlemci tarafindan hastalik simptomlari takip edilmesi gerektigini
bildirmislerdir.

Normalde, simptomlarin siddetinin belirlenmesi ve bunlari daha onceki
calismalarla karsilastirilarak CTV'nin bir veya birkag spesifik izolatlar ile inokile
edilen ve pozitif kontrol olarak kullanilan indikator bitkilerde ortaya cikan
simptomlarin calisilacak izolatlarin  bitkilerdeki reaksiyonlarinin  dogrudan
karsilastirilmas: ve degerlendirilmesine dayanilmaktadir. Garnsey ve ark., 1987
Meksika laymi, turung Gzerine asih portakal, turung fidani, Duncan altintop ve
Madame Vinous fidanlar1 kullanarak bir arastirma ydritmuslerdir. Yaptiklar
calismada bu indikator bitkileride yapraklarda damar acikhgi, SP, floem nekrozu,
bodurluk ve SY gibi simptomlar: analiz etmislerdir. Nihayet hastalik olusumunun,
konukgudan konukguya degisebilecegini ve uygun hava kosullarinda simptomlarin
meydana gelebilecegini gozlemlemislerdir.

Daha sonra yapilan calismalarda CTV’nin tanmist i¢in inmminoenzimatik
analizler ve metotlar1 kullanilmigtir. Bunlar daha pratik, ekonomik ve hizli bir
sekilde sonuglar vermektedir. CTV’nin pirifikasyonu yapildiktan sonra
monoklonal veya poliklonal antiseriim ve antikor-antijen spesifik kombinasyonlar
aracigiyla arastirilan virustin belirlenmesine izin vermektedir. Tum turuncgil
yetistirilen alanlarda CTV’nin belirlenmesi ve infekteli agaclarin eradikasyon
programlarinda ELISA testi onemli bir arag olarak kullanilmistir (Garnsey ve ark.,
1979; Bar-Joseph ve ark., 1979; 1989; Cambra ve ark., 1979; Moreno ve ark.,
2008).

CTV'nin gRNA nukleotid sekans tanimlamasini yaptiktan sonra, cDNA
veya cCRNA’nmin  molekiler hibridizasyonu denemelerini iceren farkli viral
RNA'larin spesifik  belirlenmesine dayanan tani prosedurleri gelistirilmistir
(Barbarossa ve Savino, 2006; Narvaez ve ark., 2000; Rosner ve Bar-Joseph, 1984).
Hatta gercek zamanlhh RT-PCR (gercek zamanh kantitatif RT-PCR) ile infekteli

turuncgil dokusunda veya virislu afitlerde hastaligin gelismis bir yontemle hassas
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olarak tanilanmasi, sayisal olarak sonuglarin alinmasini ve grafik olusumu ile
degerlendirme yapilabilmektedir (Bertollini ve ark,. 2008).

Ilk CTV epidemisi olusumundan bu yana CTV'nin izolatlarin biyolojik
Ozelliklerindeki degisiklikler, tur ve yogunlugu, meydana getirdigi simptomlar ve
afidler tarafindan tasinabilirligi belirlenmistir. Degisik simptomlara bagli olarak
farkl: bilesenlerin (farki virusler) varhigini 6ne siiren bir hipotez ortaya atilmis fakat
daha sonra yapilan ¢alismalarda CTV tek bir virls olarak karakterize edilmis ve
sonra bu hipotez reddedilmistir (Garnsey ve ark., 1977; Satyanarayana ve ark.,
1999, 2001). Bir cok teknik kullanilarak CTV nin varligi belirlenmesine ragmen,
biyolojik indeksleme calismalari patojenik 0Ozelliklerini gérmek icin hala
kullanilmaktadir (Ballesteros-Olmos ve ark., 1993; Garnsey ve ark., 1991).

CTV'nin plrifikasyon ve molekiiler karakterizasyonu yapildiktan sonra,
CTV izolatlarin 1wrklari ve onlarin patojenik ozellikleri arastirmak igin hizl
yontemler, molekiuler markorler ile bulunmustur. Bazi metotlarda kapsid proteinleri
farkliliklarint gérmek icin monoklonal veya poliklonal antikorlar ya da peptid
haritalar, endoproteaz (papain, trypsin, V8 protease, chymotrypsin, and
thermolysin  endoproteaz) kullanarak, sodyum dodesil sulfat—poliakrilamid jel
Elektroforez (SDS-PAGE) ile purifikasiyon yaptiktan sonra, CP belirlenmektedir
(Guerri ve ark., 1990). Permar ve ark., 1990, CTV izolatlarinin belirlenmesi icin en
yaygin monoklonal antikor MCA13 ile (korunmus siddetli sekans tanimaktadir)
calismiglardir. Bu monoklonal antikor siddetli izolatlarin ayirt edilmesi igin biyuk
Olglde kullaniimaktadir (Permar ve ark., 1990) Fakat hafif izolatlar eksik taninan
bir epitop olarak kabul edilmektedir (Pappu ve ark., 1993).

Single-strand conformation polymorphism (SSCP), CTV izolatlarinin
populasyon yapisini karakterize etmek ve sekanslama icin spesifik varyantlarint
se¢mek igin kullanilmigtir. Bu yontem izolatlarin icinde ve aralarindaki genetik
cesitliligin belirlenmesine izin vermektedir (Ayllén ve ark., 2006; Rubio ve ark.,
2001).
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Rapor edilen tim sekanslarin filogenetik analizi sonucu, yedi CTV izolati
dahil, li¢ ana gruptaki yapiy: ortaya ¢ikarmigtir;

Siddetli SP izolatlarindan birinci grubu, Kalifornia'dan SY568R (portakal
(Citrus sinensis (L.) Osb) ve altintopta belirgin bir SP olusturur), Japonya'dan
NuagA (Meksika laym ve diger konukgularda yogun DL ve SY simptomlarina
neden olur.) ve Israil'den VT (Altintopta DL, SY ve bazende hafif bir sekilde SP
olusturur) bulunmaktadir (Ruiz-Ruiz ve ark., 2006; Vives ve ark., 2005; Z.N.
Yang ve ark., 1999; Suastika ve ark., 2001; Mawassi ve ark., 1996);

Ikinci grupta Florida'dan T30 ve ispanya'dan T385 hafif izolatlar
bulunmaktadir (Albiach-Marti ve ark., 2000c; Vives ve ark., 1999).

Uglincii grupta Florida'dan T36 (DL ve SY goriliir), Misir'dan Qaha
(AY340974) vardir (Karasev ve ark.,1995; Pappu ve ark., 1994). Grup ici nikleotid
benzerlik oran1 % 97,5’in Uzerinde iken, en dislk oran % 75,6 ile VT ve Qaha
arasinda olmaktadir.

Farkli yerlerden ve farkli patojenik dzelliklere gosterilen CTV barindiran
izolatlarda genetik degiskenlige ragmen, zaman ve yiksek bir koruma
(konservasyon) derecesi vardir ve populasyon yapisimindaki sekanslarda tutarl bir
stunlagl olan izolatlar bulunmaktadir. Bu sekanslarda CTV, yiiksek degiskenlige
ve kompleks bir yapisiya sahip olmaktadir (Ayllon ve ark., 2006; Vives ve ark.,
2005).

Bahgelerde CTV'nin populasyonlar: sekillendiren faktdrler mutasyon,
rekombinasyon olaylari, seleksiyon, genetik degisiklikler ve gen akisi nedeniyle
bahcelerde agaclarin tekrarlanan inokilasyonlari ve infekteli tomurcuklar
tasinmasini CTV  varyasyonlarimn  (Farkliliklarin)  olusmasina  katkida
bulunmaktadir (Moreno ve ark., 2008).

Rekombinasyon, cogaltma islemi sirasinda farkli genetik varyantlarin
nlkleotid zincirleri arasinda genetik bilginin bulundugu dizilimlerde bazi dizilerin
degistigi islemlerdir. Homolog ve homolog olmayan rekombinasyonlari, CTV'nin

evrimi icin hizli bir ara¢ olabilmektedir. Homolog olmayan rekombinasyonlar,
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defektif RNA’larin birikerek; biytk oranda artmas: olarak bildirilmistir (Ayllén ve
ark., 1999a; Guerri ve ark., 1991; Mawassi ve ark., 1995 a,b; Yang ve ark, 1997).

Rekombinasyon, bazi durumlarda 6limcil veya biyolojik olarak
dezavantajli mutasyonlar1 onararak hizli evrimlesme icin firsatlar sunabilmektedir.
Son olarak, CTV popllasyonlar1 da virtsiin dogal ve kultirel dagilmasindan
etkilenmektedir.

Ozet olarak, CTV'nin bazi konukcularda genetik olarak kararl
gorinmesine ragmen, farkli cevresel kosullar altinda farkhh cesit-anag
kombinasyonlarla, insan gudumli etkilesimler genetik degiskenlik olusturabilir,
daha sonra rekombinasyon, seleksiyon, genetik siriiklenme veya gen akisi gibi
diger faktorler bolgeler arasinda etkilesim meydana getirebilir (Moreno ve ark.,
2008).

2.2. Turkiye de CTV

Tirkiye'de, turuncgil agaclarinda 30 yildan uzun slredir virlis ve virlis
benzeri hastaliklarin bulundugu bilinmektedir (FAO.org 2018). 1960 yilindan
bugiine dek Tirkiye'de narenciye hastaliklar1 ¢calismalarinda 15'e yakin zarar veren
virlis ve viriis benzeri rapor edilmistir (TURKTOB 2018).

Turuncgil Uretim alanlarinda gérilen bu virls ve benzeri arasinda, Psorosis
hastaligi, Stubborn, Cachexia, Impietratura, Exocortis, Goguren ve digerleri
hastaliklar bulunmaktadir (Cizelge 2.1). Bu hastaliklar, Tristeza hari¢, Akdeniz
ulkelerinin gogunda yaygindir (Bové 1966).

CTV ulkemizde degisik bolgelerde varlig: bildirilmistir ancak zarari heniiz
ekonomik diizeyde degildir. Ulkemizi diger ilkeler ile Kkarsilastirdigimizda,
Turkiye’de Goguren hastaligz  nin - ¢ok  yayilmamasimin - birkag  sebebi

bulunmaktadir.
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Cizelge 2.1. Tirkiye’de bulunan baz: virls ve virts benzeri hastaliklar (Cinar ve
Onelge, 2010; TURKTOB ve FAO on line).

Hastahk

Bilimsel adh

ilk raporlar

Gocuren hastalig

Citrus tristeza virus (CTV)

Norman, 1963
Moreira, 1965

Kavlama hastaligi

Citrus psorosis virus (CPSV)

Norman,1963

Satsuma Ciuicelik Satsuma dwarf virus (SDV) Azeri, 1973
hastalig Boveé, 1978
Turuncgil parcali Citrus tatter leaf virus Kamberoglu &
yaprak hastaligi (CTLV) Baloglu, 1998.
Turunggil sart damar Citrus yellow vein clearing Onelge 2003
acilmasi hastaligi virus (CYVCV)

Turuncgil taglama Citrus impietratura disease Chapot,1961
hastalig

Turuncgil Klorotik Citrus chlorotic dwarf Ass. Cinar, 1993

cucelesme hastalig:

virus (CCDaV)

Yaprak kirigiklik veya
burusukluk hastalik

Citrus leaf rugose virus
(CLRV)

TURKTOB 2018

Citrus infectious variegation | Azeri, 1973
virus (CIVV)
Citrus crinkly leaf virus Martelli, 1996

(CCLV)

Gummy bark (CGB) Moreira 1965
Turunggil Cucelik Citrus exocortis viroid Norman, 1963
Viroid hastalig: (CEVA) Moreira, 1965

Turuncgil Citrus cachexia viroid Reichert 1959,
Gozeneklesme Viroid (CCAVd) Norman 1963,
hastalig Moreira 1965.
Stubborn Spiroplasma citri Chapot, 1956

Concave gum, Blind pocket,

Howd D., 2002

Bunlar arasinda yayilmada virlisiin zayif aktivitesi ve iklim kosullar
sayilabilir. Buna ragmen turung, ana¢ olarak Turkiye’nin turunggil dretimi

alanlarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir, o yizden en etkili vektérin (T.
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citricida) bolgemize ulagmasi durumunda agir epidemiler olusturabilecektir
(Baloglu ve ark 2009).

Muhtemelen CTV, Turkiye'nin dogusundan, Dogu Asya'dan Karadeniz
Bolgesi'ne getirildigi ileri surilmistir; Bir baska inokulum kaynag: da, israil'den
gelen cesitlerle olustugu ileri strulmistur (Baloglu, CIHEAM, 2009). Fakat
Amerika’dan gelen bitkisel materyallerin Ulkemize girisinden dolay: hastalik
acisindan bir kaynak oldugu dustnulmektedir (Anonymus). Yapilan bazi
calismalarda Turkiye izolatlar1 genetik olarak T30 genotip icermis ve Kaliforniya
izolatlar1 ile bazi Tirkiye izolatlarinin genetik benzerligi bildirmislerdir (Cevik ve
ark., 2013).

Tirkiye'de CTV ile ilgili simptomolojik gozlemlerine dayal: ilk raporlar
Dogu Akdeniz Bolgesinde (Norman, 1963) ve Moreira (1965) yapilmustir.

Ege bolgesinde, izmir ili turuncgil Gretimi yapilan bahgelerde, Ozalp ve
Azeri (1967), tarafindan bir sorvey c¢alismas: ydritilmis ve sorvey sonucu bir
Satsuma (Rize) mandarin bahgesinde, bir agaci Tristeza (Goguren) hastalig: ile
infekteli bulmuslardir.

1976'da Dolar ve Cengiz tarafindan yayinlanan raporda ulkemizde
CTV’nin mevcut oldugunu ve Turkiye’nin tariminin gelecegi icin buyuk bir
potansiyel tehlike oldugunu bildirmislerdir.

Dolar (1976), Adana'da CTV infeksiyonu oldugundan suphelendigi 215
agac belirlenmis ve bunlardan 106’sin1 Meksika laym indikator bitkisi tzerine
asilamig, Adana'daki bu supheli agaclardan CTV’nin tespiti biyolojik indeksleme
ile dogrulanmigtir. Toplam inokulum verilen 106 Meksika laym bitkisinden 66°s1
tristeza simptomu gostermistir.

Ayrica Adana’da bir Yafa portakal ve Mersin'de 5 mandarin agacinda
Cengiz ve ark (1976) tarafindan biyolojik indekslemeler yapilarak, Dogu Akdeniz
bélgesinde CTV nin varligin1 bildirilmistir. Yurittlen ¢alismalarda 156 supheli
agac bildirilmis, ayni: zamanda hastaligi yayilmamasi icin yurtdisindan getirilen

infekteli agaclar yok edilmistir.
25



2. ONCEKIi CALISMALAR Johana Yiceth MEDINA GiL

Ege bolgesinde (1978) yilinda Azeri ve Heper, satsuma mandarinlerinde
bir ¢alisma yapmiglar ve simptomolojik olarak ve Meksika laymda biyolojik
indeksleme ile doku boyama metodu kullanarak hastaliga yakalanma orani %16.02
belirlemiglerdir. Hafif ve c¢ok siddetli degisik 1irklarin bulundugunu isaret
etmiglerdir.

Azeri ve Karaca (1978), satsuma mandarinlerinde yaptiklar: bir sérvey
calismas: ile Ege’de (izmir'de Merkez ilcede, Seferihisar, Bornova, Karsiyaka,
Menemen, Urla ilgelerinde) infeksiyon oraninin %15 ve %22,5 arasinda oldugunu,
hatta baz1 bolgelerde oranin %30’a ulastigim bildirmislerdir.

Azeri (1981), turung Uzerinde asilanmig satsuma mandarinleri agaglarinda
geriye dogru kuruma, yaprak dokilmesi ve aga¢ Olimleri simptomlarint rapor
etmistir. Rapor sonunda arastirmacilar gore satsuma aga¢ 6lumlerinin Tristeza ve
Xyloporosis (Cachexia) hastaliklarin karigik infeksiyonu sonucu olan bir etki
oldugunu belirtmiglerdir.

Yine, Azeri’nin (1984) yilinda satsuma agaclarinin CTV ile infeksiyon
oram belirleyen bir calismasinda, biyolojik indeksleme ve ELISA testi
yontemlerini kullanarak izmir bolgesi icin elde edilen sonuglarda , Tristeza
hastaligina yakalanma oraninin % 17.79 oldugunu gdstermis ve turuncun tristeza
virtsune kars1 ok duyarli bir anag oldugunu belirtmistir.

Turkiye'de ilk izolat CTV'nin varhig: serolojik ve biyolojik denemelerle
belirlenmistir (Baloglu, 1988). Arastirici, bu calismada CTV’nin morfolojik
Ozelliklerinin incelemesi, irklarinin belirlenmesi kapsaminda bu testleri yapmustir.
Hatta sonuglarda simptomlar gostermeyen agaclarda bile CTV hastalig
bulunmustur.

Dogu Akdeniz Bolesinde turung Uzerine asili navel portakal ve satsuma
mandarin agaclarinda simptomolojik olarak ve indekseleme calismalar: sonuglarda
hastalig: varlig: belirlenmis, Hatay (Dértyol’da) %0.06, icel (Merkez’de) %0.08 ve
Adana (Kozan’da) %2.1 oraninda degisen infeksiyon bildirilnistir (Gulli, 1989)
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Yumruktepe, (1993) yilinda Dogu Akdeniz Bolgesi'nde yaprak bitleri
Uzerine bir arastirma gerceklestirmistir. Bu ¢alisma sonucu bdlgede Aphis citricola,
A. gossypii, A. craccivora, Toxoptera aurantii ve Myzus persicae aphid tirleri
tespit edilmistir. A. citricola ve A. gossypii, CTV hastaliginin tasinmas icin diger
tirler arasinda en iyi vektor tlrleri olarak bulunmustur. Diger yandan tlkemizde
turuncgil bahgelerinde pamuk yaprak biti (A. gossypii) bollugu goérilmektedir.
Portekiz ve Ispanya'nin bazi bolgelerinde T. citricidus varlig: (1lharco ve ark. 2006)
bildirilmistir; bundan dolay1 Akdeniz havzasinda turuncgil endustrisine yonelik
blyuk bir tehlike olusturmaktadir. Cunkd T. citricida yeni Tristeza salginlari igin
risk olarak gortlmektedir.

CTV’nin Mersin'in izolatlarini kullanarak A. gossypii ile yapilan tasima
calismalarinda % 0.0 ile % 21,5 arasinda degisen oranlarda vektorle tasinma
gerceklestirebilmistir (Satar, 1997).

Ince (1999), Cukurova Boélgesi’nde bulunan bazi izolatlarin biyolojik ve
biyokimyasal o6zelliklerini belirlenmesine yonelik bir calisma yonetmistir. Bu
calismada farkli bahcgelerden elde edilen farkli izolatlarda, farkli dSRNA yapilar
olusturdugunu belirtmigtir. Irklarin etmenin bir karsisim halinde oldugu
bildirilmistir. Ayrica seedling yellows (SY) irkina serolojik ve biyolojik ¢alismalar
icin uygun zamanin belirlenmesi igin ELISA testi kullanarak Mayis ve Ekim
aylarinin en uygun zaman oldugunu belirlemistir.

Yilmaz (1990), Dogu Adeniz Bolgesi’nde turuncgil virusleri izolatlar: ile
tasinma denemeler yapmis, bu ¢alismasinda A. gossypii, A. rubarum ve A. solenalle
vektorleri kullanilmig, ama sonugta sadece A.gossypi vektori CTV hastaligim
Meksika laym bitkisine tasiyabilmistir.

Sertkaya ve ark., (2001), Dogu Akdeniz Bolgesin’de gerceklestirdikleri bir
calismada 14 bahcede Tristeza benzeri simptom gdsteren 54 adet aga¢ belirlemis
bunlardan 24 agag igin ELISA testi yapmis fakat sadece 9 agaci1 CTV ile infekteli

bulmustur.
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Dogu Akdeniz Bolgesi'nde turuncgil yetistirme alanlarinda CTV
yayginhgin belirlemek igin serolojik yontemler kullanilarak (ELISA ve DTBIA
yontemleri) yeni bir sorvey calismasi gergeklestirilmistir. Yapilan sorveyde bu
bélgede CTV yayginligi % 0.04 olarak bulunmustur (Bozan 2002).

Daha sonra Onder ve Korkmaz 2005 ve 2006 arasinda Edremit Korfez
Bolgesi’nde satsuma owari agaclarinda virlis ve viroid hastaliklar varliklarin
belirlenmesi amaciyla bir calisma yurttmasler ve Tristeza igin hem DAS-ELISA
hem de biyolojik indeksleme yontemleri uygulanarak test etmislerdir. DAS-ELISA
testi sonucunda Tristeza icin alinan 156 drnekden 38’si CTV ile pozitif olarak
bulunmustur (Onder ve Korkmaz, 2008).

Tirkiye'de bu zamana kadar farkli izolatlarla seroloji ve biyoloji
calismalar1 kullanilarak sinirli calismalar yapilmis ve bu ¢alismalar sonucu bu
izolatlarin ilimli izolatlar oldugu bildirilmistir (Baloglu, 1988; Cinar ve ark., 1993;
Korkmaz, 2002).

Korkmaz  ve ark., (2008) arkadaslar1 tarafindan farkli turuncgil
cesitlerinden toplam 201 6rnek toplanmistir ve DAS-ELISA monoklonal antikor
(MCA13) ve RT-PCR kullanarak satsuma agaglarimin CTV ile infekteli oldugunu
bildirmiglerdir. Bu arastirmada elde edilen pozitif sonuclar ile 41 6rnegi DAS-
ELISA aracihigiyla ve 13 6rnegi RT-PCR kullanilarak tespit edilmistir. Bu izolatlar
daha sonra MCAL3 pozitif ve negatif izolatlarin farkhilasmasina ve karisik
enfeksiyonlarin saptanmasina izin veren bidirectional/PCR (BD / PCR) ile
dogrulanmistir. Biyolojik indeksleme icin toplamda farkli cografi bolgeleri ve
konukgular1 temsil eden 28 izolat secilmistir. Ama bu izolatlarin yapilan
inokulasyon calismalarinda higbiri turung, altintop veya portakal fidanlarinda
simptom goOstermemis, fakat bitlin izolatlar Meksika laym bitkisinde yapraklarda
damar agiklamasi simptom olusumu gostermistir. Bu calismada ayrica izolatlarin
sadece CTV’nin iliml irklarinin degil ayn1 zamanda Glkemiz icin potansiyel tehlike

olan orta siddetli ve giddetli irklarinin da bulundugunu géstermislerdir.
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Turgut ve Baloglu (2009) tarafindan Akdeniz ve Ege bdlgesindeki 23
ilcede bir calisma yapilmistir. Aragtiricilar, farkli siddette simptom gdsteren 276
adet agactan érnekler toplamiglardir. Toplanan drnekleri tamami DAS- ELISA testi
ve bazi 6rneklerde de RT-PCR yontemi kullanilms, yapilan ¢alismalar sonucunda
bunlardan eski izolat 8 6rnekte CTV ile bulasik oldugu kesin bulunmustur.

Tirkiye'de serolojik ve biyolojik olarak karakterize edilmis CTV’nin
izolatlar: ile ilgili 6nceki caligmalarda, bitiin yayinlanan CTV nin izolatlarinin ve
bunlarin icinde bulunan Igdir izolat1 (ilk bilinen CTV izolati)’ inda bulanan CTV
irkinin,  hafif CTV ki olarak bildirilmistir. Ancak bu arastirmaya gore Igdir
molekiler 6zellikleri western blot ve BD-RT-PCR denemeler kullanilarak agirlikl
olarak siddetli izolatlarda bulunan MCA13 epitopunun varhigini gostermistir. Bu
calismanin sonuglarinda, daha o6nce biyolojik olarak hafif bir izolat olarak
tanimlanan izolatlarin aslinda hafif ve siddetli irklarin bir karigimini icerdigini
acikca gosterilmistir (Cevik ve ark., 2013).

Goksu ve ark., 2017, turuncgil anag 1slah: programinda hibridizasyondan
elde edilen farkl: hibrit (melez) popilasyonlarindaki dayanikliginin iyilesmesini
icin seleksiyon markérlerinin kullanilabilecegini gostermislerdir. Bu ¢alismada
Tristeza’ya dayanikli Rubidoux (i¢ yapraklisi ve Yerli ti¢ yaprakli’nin baba olarak
kullanildigi melezleme kombinasyonlarinda molekiler markorler kullanilarak
melezlerin erken dénemde Tristeza’ya dayaniklilik durumlarinin belirlenmesi igin
calisilmistir. Sonugda 26 adet melez bitki dayaniklilik calismalarinda kullaniimaya
aday gosterilmistir. Ancak, sonuglarda tristeza virusiine hem tolerans ve hem de
duyarl oldugu bilinen ve bu c¢alismada baba olarak kullanilan Sunki mandarini,
Gou tou turuncu ve Cin turuncunda OPG18, OPG09, OPK16, OPO12, OPG06

markdrlerinden dayaniklilik bantlar: elde edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel Materyal

CTV hastaliginin ile infekteli oldugu distnllen veya simptom gosteren
agaclardan bitkisel materyal alinmistir. Ornekler toplandiktan sonra plastik
torbalara konulmus ve iginde buz olan buzluklarda muhafaza altina alinmistir.
Daha sonra toplanan bu drnekler laboratuvara getirilerek ekstraksiyon yapilincaya
kadar +4°C’de buzdolabina konulmustur. Toplanan 6rnekler; portakal, altintop,
mandarin, kumquat cesitlerinden alinmigtir. Bu bitkisel materyal olarak
kullanilacak oOrnekler ektraksiyon yapildiktan sonra Cukurova Universitesi,
Turuncgil virtsleri laboratuvarinda molekiler calismalar yapilmasim igin -20°C

derin dondurucunda bekletilmistir.

3.1.2. Total Nukleik Asitleri (TNA) ektraksiyonu i¢in kullamlan Materyal

Total Nukleik Asitleri (TNA) ektraksiyonu CTAB ekstraksiyon buffer
(PVP-40, Tris HCL, EDTA, NaCl, B-Mercaptoethanol) kullanilarak yapilmistir. Bu
asamada, gerekli kimyasallar cizelge 3.1.”de verilmistir. Diger malzemeler 2 ml ve
1.5 ml’lik eppendorf tipleri, makas, havan ve doéviiciler, rak, pipet ve pipet uclar
kullanilmastr.

Bu adimda kullanilan cihazlar EPPENDORF® mikrosantrifij, BASIC®
laboratuvar analitik terazi, CENCO® , vorteks, su banyosu KOTTERMAN®,
EPPENDORF® spektrofotometre ve otoklavdan yararlanilmustir.
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Cizelge 3.1. TNA ektraksiyonlarimin yapilmas: igin kullanilan CTAB protokol

malzemeler
Kimyasal malzemeler Konsantrasyonlar
CTAB buffer %2
I1zoamil alkol 24:1
hipoklorit %2
izopropanil, %100
Etil alkol %70
TE buffer (pH 8) -
Saf su -

3.1.3. Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (TT-PZR/RT-PCR)
icin kullamlan Materyaller

TT-PZR protokolde CTV-CP primerleri (Integrated DNA Technologies®
firmasi), ddH,0, GoTaq® green Hot start master mix (GoTaq Polymeraz, dNTPs ve
MgCl, ") PROMEGA® ve reaksiyon bufferleri vb. biyokimyasallar (Cizelge 3.2.),

pipetler, pipet uculart ve PCR eppendorf tupleri

olusturmustur.

EPPENDORF®  mikrosantrifij, CENCO® vorteks, EPPENDORF®

spektrofotometre, PZR cihazi TA-TECHNOGENE®

kullanilmastr.

Cizelge 3.2. TT-PZR islemi igin kullanilan kimyasallar.

Kimyasallar Konsantrasyonlar
Total nukleik asit 1ug/ul
dNTP 10mM
RNase free ddH,0 -

GoTaq® green Hot start mix 2X
Primers (F) 10pmol/ul
Primers (R) 10pmol pl
cDNA -

Buffer (pH 8.5) 5%

AMV RTase 10 u/ul
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3.1.4. Elektroforez i¢in kullamilan materyal

Elektroforez calismalarinda kullanilan kimyasallar %1 Agaroz, Ethidium
bromide, markérler, Loading dye vb. ve elektroforez tanki (BIORAD®)
kullanilmastr.

Agaroz jelde olusan bandlar gérmek icin BioDoc-It fluor kamera makinesi

ve UPV® cihazi ve diger malzemeler materyali olusturmustur.

3.1.5. Arastirma Alan.

Dogu Akdeniz Bolgesi Turuncggil yetistiriciligi yapilan alanlarda ¢alisma
gerceklestirilmistir. Adana, Mersin, Hatay illerinden érnekler toplanmistir (Sekil
3.1.). Ornekler, tesadiifi olarak gezilen bahceler ezilmis ve infekteli agaclar: oldugu

disundlen 11 bahcedeki agaglardan toplanmustir.
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3.2. Metot
3.2.1. Arazide Belirtilerin taninmasi ve bitki materyali elde edilmesi

Orneklerin toplanacag: agaclarda geng olmayan taze sirginler tercih
edilmistir. Ornekler agacin farkh yaslarda ve degisik yonlerinden rastgele secilerek
75 slpheli agactan drnekler alinmustir (Cizelge 3.3.).

Agaclarda aranan simptomlar sunlardirdir:

U Cok siddetli infeksiyonlarda, as1 birlesme noktasinda diz seklinde cikinti
olusur

U Bodurluk veya gelisme geriligi

c:

As1 birlesme noktasinda turung boliminde cikintilar, kabukta bu
¢ikintilara uygun girinti simptomlar: goralir (pin holing)

Agacta dal kurumalar:

Agacta genel az yapraklilik

Kiglk yaprak olusumu

c. cCc Cc c

Kloroz
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Cizelge 3.3. Ornek alinan bahgelerle ilgili bilgiler

Gezilen iller | Gezilen Ornek Cesitler

Bahcelerin sayisi

Yerleri
Mersin Alata 3 Vasington Yerli

portakal
Mersin Mersin 1 11 Vasington
Adana Karatas 1 5 Vasington
Hatay Dortyol 2 Satsuma Kamkat
Mersin Mersin 2 8 Vasington
Mersin Igdir 5 Valensiya Klemantin | Turung
Adana Karatas 2 2 Vasington
Adana Karatas 3 6 Vagington Altintop
Tarsus Mersin 3 6 Vasington
Mersin Mersin 4 4 Satsuma
Hatay Tigem 6 Kalamondin | Kamkat Satsuma
Adana Karatas 4 17 Satsuma
Toplam 75

3.2.2. TNA ekstraksiyonu Cahsmalan

CTV’nin RNA’simin elde edilebilmesi igin, bitki materyalinden Total
Nikleik asit (TNA) ekstraksiyonu Murray ve Thompson (1980)’dan modifiye
edilerek kullanilmastir.

Butin CTV ile infekteli oldugundan suphelenilen 6rneklerin yaprak
saplari, ve taze dallarin kabugu alimp sivi azot kullanilarak ezilmistir. Bunun igin
250-300 miligram arasinda bitki dokusu tartilip molekuler calismalar igin hazir
hale getirilmistir. Ezilen bitki dokular1 2 ml’lik eppendorf tiiplere aktarilmis ve

Uzerine CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide) ekstraksiyon ¢ozeltisi (pH:8)
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Iml eklenmistir (CTAB buffer icgindeki olusturan malzemeler cizelge 3.4.
goOstermektedir).

Bir saat boyunca 65 °C’ de su banyosunda inkiibe edilmistir. Bu zaman
tamamlandiktan sonra 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek beklenmistir. Sivi
faz alinarak (800ul) 2 ml’lik yeni santriftj tlpine aktarihp, 1 ml hacimde
kloroform/isoamil alkol (24:24:1,) eklenip, vortex yapilmastir.

Ardindan 15.000 rpm’de 10 dakika boyunca santriftjlenmistir. Sivi fazi
(750ul) alinip, yeni 1,5 ml’lik tlpe aktarihip ve Gzerine 450 pl soguk isopropanol
eklenmistir. Hafifce 2 veya 3 defa karistirnlmis ve sonra -20°C’ de 60 dakika
siresince inkibe edilmistir.

Daha sonra 13.000 rpm’del5 dakika santrifiijlenerek sivi faz dikkatli bir
sekilde pelet elde edilmesi igin bosalmistir. Sonra elde edilmis pelet %70’lik etil
alkol eklenip yikanilarak, 15.000 rpm’de 5 dakika (iki kez) santriftjlenilmistir.
Alkol bosaltildiktan sonra 1-2 saat civarinda oda kosullarinda pelet kurutulmustur.

Sonunda elde edilen pelet 100ul TE buffer icinde c¢ozduralmustar.
Ekstrakte edilen total niikleik asit etiketlenip -20 °C’de muhafaza edilmistir. RT-
PCR islemleri yapmak icin, alinmig bitiin 6rneklerden calismalarda 5ul TNA

kullanilmastr.

Cizelge 3.4. 100 ml CTAB bufferin hazirlanmasini igin gerekli malzemeler.

Kimyasal Miktar
CTAB 2,009
EDTA 0,58¢
NaCl 8,17 ¢
Tris HCL 157¢
PVP-40 [2%] 2,00 g
2 Mercaptoethanol [0,2%] 200l
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3.2.3. Primerler

Primerler, GenBank'ta mevcut olan CTV'nin irklart igin secilmistir. Bu
primerler, farkli izolatlarin goklu sekanslari mevcut hedef patojenin korunmus
bolgelerine baglanmak tizere secilmistir. Secilen primerler sekanslarit CTV-CP-U-F
(5’CWTGAGCRCTGCTTTAAGGGTC-3") ve CTV-CP-U-R 5
GATGAAACTCCACCATCCCGATC-3") olmustur (IDT Inc®, USA firmasi)
(Wang ve ark., 2013).

PCR calismalar1 yapilmadan 6nce drneklerin konsantrasyonu 1ng/ul olarak

ayarlanmustir.

3.2.4. Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (TT-PZR) Testi

TT-PZR cahsmalarinda (Wang ve ark., 2013) modifiye protokoli
kullanilmigtir.  Elde edilen nUkleik asit ekstraktlarindan, konvansiyonel ters
transkripsiyon (TT) kullanilarak komplementer DNA (cDNA) sentezi yapilmistir.
Bundan sonra polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) testi gerceklestirilmistir.

Ters transkripsiyon asamasinda ilk olarak denaturasyon yapilmast igin total
nikleik asitleri (1pg/ul konsatrasyonu) 5ul, dNTP’ler 2ul, Reverse primer
(20pmol/ul) 1ul ve ddH,O 2ul (hep ornekte toplam10ul) kullanilarak yapilmastir.
Bu biyokimyasal sivilarin PZR tilipleri (zerine aktarilip vorteks ve kisa spin
yapilarak iyice karigtirilmigtir.

Ornekler hazirladiktan sonra 70°C’de 5 dakika PZR cihazinda denatiire
edilmistir. Denatiirasyondan sonra buz (zerinde 3 dakikadan fazla beklenmistir.
Daha sonra 5x buffer (AMV Rtase icin) 4ul, AMV RTase (reverse transcriptase)
(10 u/pl) 0.2 pl, ve ddH,O 5.8 ul (toplam 10 pl /6rnek) ile RTase karisimi
hazirlanilmistir. RNA ornekleri (zerine yukaridaki karisimdan 10 pl eklenip
vorteksle ve hizlica santrifiljlenilmistir. Sonunda 42°C “‘de 1 saat PZR cihazinda
bekletilmistir.

PZR icin elde edilen cDNA kullaniimistir. Bu asamada takip eden

biyokimyasallar kullanilarak belli miktarlarda 8,5 ul ddH,O, GoTaq Hot Start mix
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12,5 pl, primer “Forward” (10 pmol) 1 pl, primer “Reverse” (10 pmol) 1 pul
sonunda cDNA 2 ul ve eklenerek toplamda 25ul PZR karisimi tamamlanarak PZR
tiplerinde hazir hale getirilmistir.

PZR yiritme asamalar: sicakliklari ve kosullari sunlardir (gizelge 3.5.): 94
°C’de 2 dakika (1 dongl); 94 °C’de 30 saniye, 56 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 1
dakika (40 dongl) ve 72 °C’de 10 dakika (1 dongu) olarak PZR cihazinda
gerceklestirmistir. PZR yurutme ¢ahismalar: bittikten sonra amplifiye ornekleri
PZR tiplerinde -20 °C’de saklanmustir.

Cizelge 3.5. PZR galismasi igin asamalar ve zamanlar.

Asama Sicaklhik Zaman Doénguler
Ayrilma sicaklig 94 °C 2 dakika 1 dongu
Baglama sicakligi 94°C 30 saniye 40 dongu
56 °C 30 saniye
72°C 1 dakika
Uzama sicakhig 72°C 10 dakika 1 dongi

3.2.5. Elektroforez Calismalar:

Elektroforez islemlerinde DNA markérleri hazirlamak icin markorlerden
0,5 pul (2-Log DNA ladder [1 pg/ul] NEB), 5 ul of ddH,0O, 1 ul of gel loading dye
(NEB), kullanilmustur.

Agar jel metodu kullandig: zaman ilk olarak 1 g’lik agaroz tozu (Agaroz [1
%]) 100 ml TAE buffer [1x] icinde mikrodalga kullanilarak ¢ozilmustir. Agaroz
karigim jel tepsine dokilmis ve donmas icin bekletilmistir. Jel donduktan sonra,
elektroforez tanki iginde yerlesmis ve TAE buffer uygun bir sekilde (jel kaplanana
kadar) jel tankina dokalmdaistar.

Bundan sonra kibar bir sekilde hazirlanmig markérden 8 ul ve RT-PCR

drdinlerinden 10 ul koyup 120 volt gli¢ ile 25-30 dakika boyunca jel yuruttlmistr.
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Jel ydratuldikten sonra etidyum bromir icinde 5 dakika batirilarak
bekletilmistir. Sonra UV transilluminator cihaz kullanilarak bantlar gézlenmistir ve

fotograflar gektirilmistir.

3.2.6. PZR Urunlerinin sekans analizi ve filogetik kanslastiriima ¢calismalar
PZR pozitif bulunan izolatlar sekansalamaya gonderilmis, elde edilen

sonuglar oOnceki caligmalarin (Yokomi ve ark., 2018; Cevik ve ark., 2013; Wang

ve ark., 2013; Fisher ve ark., 2013; Harper ve ve ark., 2010; Cerni ve ark., 2009)

ve referans CTV raporlu ¢alismalar NCBI (National Center for Biotechnology

Information) veri bankasinda ¢oklu sekanslar hizalamalari MEGAL0 aligner
(Molecular evolutionary genetics analisys) (Tamura ve ark., 2018) kullanilarak
yapilmistir (Thompson ve arkadaslari, 1997).

NCBI biyolojik veri bankasinda BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) uygulamasi ile infekteli olarak belirlenen izolatlar karsilastirma yapilmistir.

MEGA 10, Kimura 2-parametre modeline dayanan agac yapimi ve inter ve
intra nikleotid mesafeleri igin neighbor-joining  (komsu-birlestirme) metod
kullanilarak izolatlar arasindaki filogenetik iliskileri degerlendirmek icin
(dendogram yapist) kullanilmigtir (Saitou ve Nei, 1987; Nei ve Kumar. , 2004;
Tamura ve ark., 2018).

GenBank’tan 50 sekans secilip filogenetik iliskiler ve gruplart gormek igin
MEGA10 kullaniimstir (Tamura ve ark., 2018). DNA dizilimleri, Aling ClustalW

metodu araciyla yapilmistur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Ornek toplanma ve arazide simptomlan gézlem cahsmalan ile ilgili
bulgular

Bitkisel materyalleri secmek, yeni izolatlar1 belirlemek ¢alismanin en
Onemli asamalarindan birisini olusturmustur. Calisma alan: olarak Adana, Mersin
ve Hatay illeri turuncgil alanlari secilmistir. Calismada bahcge igerisinde bodur
goranumlu, az yaprakli, calilasma gosteren agaclar ve genel olarak diger agaclara
gore yapraklarda kloroz, kii¢iik yaprakla gosteren agaclar secilmistir. Bu agaclarda
bu simptomlara ek olarak agacin as1 birlesme noktasindan kabuk kaldirilmis ve
ana¢ kisminda odun dokusunda igne ucu seklinde ¢ikintilar ve kabukta buna uygun
girinti simptomlar aranmustir.

Alanda, turung anaci Uzerine yaygin olarak asilanmis agaclarda belirtiler
goralmisttr. Simptomlarin ¢cogu Mersin bdlgesinde bulunmustur. Genelde ast
noktasinda igne ucu, balik disi (ping-holing) gibi simptomlar genelde Vasinton
portakallarinda gozlenmistir (Sekiller 4.2.-4.16.). Diger yandan, agaclarda
bodurluk siddetli bir sekilde g6zlenmistir.

Ornekler agaclardan yeni sirginler segilerek ilkbahar ve sonbahar
donemlerindeki toplanmistir. Cambra ve ark., (2000a; 2002) calismalarinda
agaclarin farkli vejetatif mevsimlerinde iki yildan uzun bir stredir yas¢a blyuk
bahceleri gezmis, Tristeza virlisine agisindan simptom gdsteren agaglar: segmis ve
CTV ile infekteli agaglarin orneklenmesi igin en uygun mevsimin ilkbahar
oldugunu belirlemistir; ¢linki bu dénemde hastaligin agactaki en yiiksek virs
konsantrasyonu seviyelerine ulastigini bildirmislerdir.

Diger yandan, Cambra ve ark., (2000a; 2002) ‘lart yaz mevsiminde
virtslerin dokudaki konsantrasyonunun énemli 6lglide azaldigin: tespit etmislerdir.
Bu incelemelere dayanarak, érnekler toplanmis ve laboratuvarda analiz edilmistir.
Ayrica Ince (1999), tarafindan sunulan literatir raporlarinda Tiirkiye'de orta

dereceli sicakliklardaki mevsimlerde (Spesifik olarak Mayis ve Ekim aylarinda)
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bitki dokularinda virisin yogunlugunun fazla oldugunu dogrulayan raporlar
bulunmaktadur.

Dogu Akdeniz bolgesi’nde Adana, Mersin ve Hatay illerinden toplanan 75
adet CTV orneklerinin (Cizelge 3.3. ve Sekil 4.1) TNA'nin ekstraksiyonu
gerceklestirilmigtir.  Ekstraksiyon sonucunda, 5 pul 06rnek kullanilarak
spektrofotometrede 6lglim gergeklestirilmistir. NUkleik asitlerin konsantrasyonunu
belirlemek icin 260 ve 280 nm'de (DO 260/280) optik yogunluk okumasi
yapilmigtir.

Ornek sayisi
40

35
30
25
20
15
10

(6]

ADANA HATAY MERSIN

Sekil 4.1. Dogu Akdeniz bolgesi’nde illere gore alinan érnek sayilart
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Sekil 4.2 Bodurluk veya gelisme geriligi (Sar1 yapraklar)
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sekl 4.4. Agacta kloroz
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L e - A A A e T :
Sekil 4.6. Agacta genel az yapraklik, kiigiik yaprak olusumu
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Sekil 4.8. As1 birlesme noktasinda kahverengilesme (uyumsuzluk ve ﬁékroz); odun

ve kabukta g6ziikmektedir.
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Sekil 4.9. CTV nin varligint uyumsuzlugu birlesme noktasinda deformasyon
olusturur (A,B).
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AT
-

Sekil 4.10. Kabukta ¢ikintilara uygun girintileri (pin holing) gdzukmektedir
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Sekil 4.11. Kabukta ¢ikintilara uygun girintileri (pin holing) gézukmektedir
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Sekil 4.12. Tam as1 birlesme noktasinda turung bdéliminde ¢ikintilar,
bulunmaktadir.
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Sekil 4.13. CTV sebebiyle Asi birlesme noktasindan asagiya dogru turung
boéliminde ‘bal:ik disi’ (parankima dokularinda anormal bir
blylmesi meydana getirir) sekilde cikintilar goriilmektedir.

54



4. BULGULAR VE TARTISMA Johana Yiceth MEDINA GIiL

Sekil 4.14. CTV sebebiyle Ast birlesme noktasindan asagiya dogru turung
boliminde “bal:k disi’ (parankima dokularinda anormal bir blytmesi
meydana getirir) sekilde ¢ikintilar gérilmektedir.
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Sekil 4.15. CTV infekteli agacta as1 birlesme nokta farklilar: gérilmektedir.
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Sekil 4.16. Saglikh bir agacta as1 birlesme noktasi
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4.2. Molekdler ¢ahsmalar ilgili bulgular

CTV’nin tamlanmasi igin TT-PZR metodu kullanilmistir. RNA nin
konsantrasyonu 1ng/pL olacak sekilde ayarlanmistir. Ilk asamasinda coat/manto
protein (CP) gen spesifik primerler (CTV-CP-U) korunmus bolgeler kullanilarak
tanilama yapilmis, ardindan cogaltmasint gergeklestirilmistir (Hilf ve Garnsey
2000). Ilk asamada cDNA elde etmek icin ters transkripsiyon AMV Rtase
kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen Urtnlerin bandlarini gérmek igin %1
agaroz jelde kosulup UV ile gérintilenmistir.

TT-PZR sonuglarinda CTVCPU-F/CTVCPU-R primer ¢ifti ile ¢ogaltilan
orneklerde 672 bp bant seviyesinin gergelestigi gozlemlenmistir (Sekil 4.17). Bu

bant seviyesine olan sahip 6rnekler infekteli olarak degerlendirilmistir.

CTVS CTvVe “CTvY

CTV CP 672bp

Sekil 4.17. CP’den TT-PZR ile amplifikasyonun analiz jel gorintlsu. Yaprak
saplar: ve kabuktan elde edilen cDNA, CTV-CP-U primer ve cDNA
sentezi icin kullamlan adaptor dizisi primerinin bir kombinasyonu
kullanilarak TT-PZR igin template olarak kullanilmistir. Agaroz %1
jel elektroforezi ile elde edilen TT-PZR drunlerinin bromid boyamasi
yapilmustir.
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Dogu Akdeniz Bolgesin’de TT-PZR c¢alismas: yapmak igin toplanan 75
Ornekten 8 tanesinin pozitif oldugu belirlenmistir (Sekil 4.17). Dogu Akdeniz
Bolgesi turunggil alaninda Goguren hastaliginin etkiledigini gosteren birgok

karakteristik simptomlar gorulebilmistir.

Cizelge 4.1. RT-PZR ile pozitif oldugu belirlenen 6rnekler, bulundugu yerler
(bahceleri) gorulmektedir.

KOD BAHCE YERI
CTVv 11 Karatas 4
CTVv1-2 Karatas 4
CTV 2-1 Karatas 3
CTV 2-2 Karatas 3
CTV 3-1 Mersin 2
CTV 3-2 Mersin 2
CTV 4-1 Mersin 3
CTV 4-2 Mersin 3

4.3. Sekanslann analizi

Sekans analizi i¢in, Dogu Akdeniz Bolgesinde toplanan drneklerden elde
edilen 4 izolat kullanilmistir. Ek olarak, CP amplifikasyonlarindan tiretilen 50
sekans secilmis ve MEGA 10 programinda filoenetik analizler yapilmistir (Sekil
4.18.). Bu DNA dizilimleri, Aling ClustalW metodu araciyla gerceklestirilmistir.
Daha sonra bu sekanslar dendogram olusturmak icin kullanilms, olas: filogenetik
karsilastirmalar ile son yillarda Turkiye'de ortaya c¢ikmus olabilecek evrimsel
iligkilerin tam ve kismi uzunlukta olmasi saglanmistir (Sekil 4.18.).

Toplanan érneklerden elde edilen dizilerin hizalanmasindan sonra, bunlar
NCBI veri tabanina girilmis ve GenBank'ta bulunan en yakin sekanslari
karsilagtirmak igin bir BLAST gerceklestirilmistir (Sekil 4.19.). Hizalama ve

karsilastirma icin NCBI veri bankasinda bulunan belirli benzerlik ylzdesine sahip
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1350 veri kullanilmis ve bunlar icerisinde Kkarsilastirilma icgin daha ©nceki
caligmalarda belirlenen izolatlar kullanilmustir (Sekil 4.19) (Yokomi ve ark.,
2018; Cevik ve ark., 2013; Wang ve ark., 2013; Fisher ve ark., 2013; Harper ve ve
ark., 2010; Cerni ve ark., 2009), Tristeza virtsunin wrklarinin molekiler dzellikleri,
Onceden kurulmus olan tarihi temellere gore farkliliklari Tilrkiye ve Dinya
izolatlarinin Karsilastiriimast igin kullanilmigtir.

Elde edilen sonuclara gore, benzerlik yuzdeleri %100 ile % 91 arasinda
degismistir. CTV-T1 izolati ile P09.22 ve Kaliforniya CCTEA-108 izolatlar: en
yuksek benzerlik oranlari gostermistir. NCBI gen bankasinda sunulan verilere
goren % 100 benzerlik gostermistir. Bununla birlikte, bu arastirmada bulunan diger
izolatlarda, benzerlik oranlar1 Cizelge 4.2'de gorulebilecegi gibi CTV-T1 izolatlar
icin % 100 - %91 oraninda gergeklesmistir.

CTV -T2, CTV -T3 VE CTV -T4 izole edilen 0&rnekler NCBI veri
tabanm sonuclarina goére benzerlik yiizdeleri % 99 ve % 91 arasinda degismistir
(Cizelgeler 4.3.,4.4. ve 4.5)).

Albiach-Marti ve ark., (2000) ve Ruiz-Ruiz ve ark., (2006) ‘nin yaptiklari
calismalara gore genel olarak, farkli cografik orijinli CTV izolatlar1 arasindaki dizi
karsilagtirmalar1 ve sinirli bir genotip farklhiliklar ile zamansal ve yerel olarak
ayrilan CTV genomlari arasinda yiiksek benzerlik oldugunu géstermistir.

Albiach-Marti ve ark., 2000 yihinda B354 (Kaliforniya), B252 (Tayvan),
B272 (Kolombiya) ve T30 (Florida) ‘dan kullanilan degisken CTV genomlarinin
toplam nukleotid kimliklerinin genomik degiskenliginin % 98.3'den % 100'e kadar
degistigini gostermistir. T30 ve T385 genotip dizileri arasinda % 97.5 ile % 98.4
arasinda bir degiskenlik bulunmustur. Bu c¢alismada, tum izolatlar iginde yakinlik
etkisinin nedeninin orijinleri ayn1 bdlgeden (Asya) geldigi icin ve Uretim
materyalleri ile zaman icerisisinde yayildig: ileri surilmastr.

Fas’in kuzeybatisinda 6nemli bir CTV epidemisi tespit edilmistir (Afechtal
ve ark. 2011). Fas izolati HF947330 aksesiyon numaras: ile GenBank'ta temsil

edilmektedir.
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Afechtal ve ark.. (2011) nukleotid dizisinin analizini yaptig1 zaman, Puerto
Rico'dan (JF957196) (Roy, ve ark., 2013) Poncirus trifoliata’mn CTV direncini
kiran (RB) B301 izolat1 ile % 98.8'lik bir benzerlik ytizdesini gostermistir.

Yeni Zelanda RB'si izolati olan NZRB-90 izolat1 ile % 97 (FJ525432)
(Harper ve ark., 2010) benzerlik gosterdigi saptanmustir.

Sekil 4.18. MEGAL10 ile analiz edilen sekanslarin dizileme goruntsu
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CTV-T2 izolatla karsilastirilmasinin gérintasa.
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gorilmektedir.

en yakin
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Sekil .21. NCBI GenBank CTV-T2 sekans Kkarsilasriimada baz yUzdeeri
goOstermektedir. Bu sekans Igdir izolatla ve farkli cevik tarafindan
rapor edimis Turkiye izolatlar: ile en yakin ilskileri gosterilmektedir.
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Sekil 4.22. NCBI GenBank CTV-T3izolati sekans karsilastirnlmalarinda bazi
yuzdeler go6zlemlenmektedir. Bu izolat, Igdir izolatt % 99 bir
benzerlik yizdesi bulunmus ve Bosna izolatlari en yakin iliskileri
gorilmistar.
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Sekil 21.23. NCBI GenBank CTV-T4 izolatinin sekans Karsilastirilmasindaki

yuzdeler goriilmektedir. 1gdir izolatt % 99 bir benzerlik bulunmakta

ve cevik tarafindan rapor edilmis Turkiye izolatlar1 ile en yakin
ilskileri gosterilmektedir.
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CTV’nin bolgemiz izolatlarinin molekiler 6zelliklerinin belirlenmesi igin
hem Turkiye hem de diinya izolatlarinin raporlarinin NCBI verileri kullanilarak
karsilastirma yapilmustir.

Sadece bu caligmada bulunan Turkiye izolatlar1 % 96 - % 99 arasinda bir
benzerlik oran1 gérilmiistar.

Ancak dogal olarak elde edilen diger llke sonuclarina gore, benzerlik
yuzdesine gore ilk 50 izolatin sekanslardan benzerlik yiizdeleri %100 ile %91
arasinda degismektedir (Cizelgeler 4.2.; 4.3.; 4.4. ve 4.5.). Turkiye izolatlar
disinda, Kaliforniya'dan CA-S1-L ve T525 izolatlar, Bosna’dan B11,
Karadag’dan T3, Hirvatistan’dan 16J, Fas’tan L-Clem3-Mor ve Yeni Zeland’dan
NZRB-1 izolatlar1, NCBI elde edilen sonuclara gore akrabalik yuzdelerine
bakilarak bu calismada elde edilen CTV izolatlarina en yakin izolatlar olarak
goraliip ve kabul edilmistir.

Yokomi ve ark. (2018)’min galismasina gore, GenBank veri tabanlarinda
Ozel bir analiz gerceklestirerek elde ettigi dizilerle karsilastirilirken, S1
izolasyonlarinin  niikleotidlerin  farkli olmasi nedeniyle S1 gurubu olarak
adlandirilan farkli bir gurup oldugu ortaya giktigini, ve bu S1 gurubunun Cin,
Guney Kore, Tirkiye, Bosna ve Hirvatistan gibi Ulkelerde de gértlebilecegini 6ne

strmuslerdir.
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Cizelge 4.2. CTV -T1 ile NCBI’de kayith izolatlardan elde edilen karsilagtirma ve
benzerlik oranlar1 gorilmektedir.

izolatlar (%) Benzerlik Orijin CTV-T1
P09.22 Kaliforniya 100
CCTEA-108 Kaliforniya 100
CA-S1-L Kaliforniya 99
T525 Kaliforniya 99
CA-P116 Kaliforniya 99
IGDIR Turkiye 98
WM-23-BA-2 Turkiye 98
B11 Bosna 98
D28 Bosna 98
EG-11_(EK-2) Trkiye 97
EBS-38_(DK-4) Turkiye 97
L-Clem3-Mor Fas 97
CY95-14-46 Kibris 97
16J Hirvatistan 97
T3 Karadag 97
NZRB-1 Yeni Zelanda 97
Nzrb-th30 Yeni Zelanda 97
Khanpur85 Pakistan 97
Kpg2 Hindistan 97
Ctv-South-Korea Guney Kore 97
Y8 Cin 97
XT34-7 Cin 97
15.14 S&o Tomé ve Principe 97
6.5 S&o Tomé ve Principe 97
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Cizelge 4.2. Devami

Arscott38 Jamaika 97
CampbellsCastlel3 Jamaika 97
TAM11 Meksika 97
EM-7-DA-3 Turkiye 96
42] Hirvatistan 96
MAIB_Q109 Strbistan 96
S12 Cin 96
SNH-9-sA-Tp3 Uruguay 96
T36 Florida 95
FS701-T30 USA 95
SY576 Kaliforniya 94
Qaha Misir 94
Al8 Tayland 94
VT Israil 93
SY568 Kaliforniya 93
176 Ispanya 92
CTV-0032-italy Italya 92
ITO8-4-ITALY Italya 92
T30 Florida 92
FS674-T36 USA 92
HA16-5 USA 92
B26 Israil 91
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Cizelge 4.3. CTV- T2 ile NCBI’de kayith izolatlardan elde edilen karsilagtirma ve
benzerlik oranlar1 gorilmektedir.

izolatlar (%) Benzerlik Orijin CTV-T2
IGDIR Turkiye 99
WM-23-BA-2 Turkiye 98
B11 Bosna 98
XT34-7 Cin 98
P09.22 Kaliforniya 97
CA-S1-L Kaliforniya 97
CCTEA-108 Kaliforniya 97
T525 Kaliforniya 97
CA-P116 Kaliforniya 97
D28 Bosna 97
EG-11_(EK-2) Tiirkiye 97
16J Hirvatistan 97
Khanpur85s Pakistan 97
Ctv-South-Korea Giiney Kore 97
EBS-38_(DK-4) Turkiye 96
L-Clem3-Mor Fas 96
CY95-14-46 Kibris 96
T3 Karadag 96
NZRB-1 Yeni Zelanda 96
NZRB-TH30 Yeni Zelanda 96
Kpg2 Hindistan 96
Y8 Cin 96
15.14 Sdo Tomé ve Principe 96
6.5 Sao Tomé ve Principe 96
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Cizelge 4.3. Devami

Arscott38 Jamaika 96
CampbellsCastlel3 Jamaika 96
TAM11 Meksika 96
EM-7-DA-3 Turkiye 96
42 Hirvatistan 96
MAIB_Q109 Sirbistan 96
S12 Cin 96
SNH-9-sA-Tp3 Uruguay 96
T36 Florida 94
FS701-T30 USA 94
Qaha Misir 94
SY576 Kaliforniya 93
Al8 Tayland 93
VT Israil 93
SY568 Kaliforniya 92
CTV-0032-italy Italya 92
IT08-4-1ITALY Italya 92
T30 Florida 92
FS674-T36 USA 92
176 Ispanya 91
HA16-5 USA 91
B26 Israil 91
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Cizelge 4.4. CTV- T3 ile NCBI’de kayith izolatlardan elde edilen karsilagtirma ve

benzerlik oranlar1 gérilmektedir.

izolatlar (%) Benzerlik Orijin CTV-T3
IGDIR Turkiye 99
WM-23-BA-2 Tirkiye 99
B11l Bosna 98
XT34-7 Cin 98
P09.22 Kaliforniya 97
CA-S1-L Kaliforniya 97
CCTEA-108 Kaliforniya 97
T525 Kaliforniya 97
CA-P116 Kaliforniya 97
D28 Bosna 97
EG-11_(EK-2) Tiirkiye 97
16J Hirvatistan 97
Ctv-South-Korea Giiney Kore 97
Y8 Cin 97
EBS-38_(DK-4) Tirkiye 96
L-Clem3-Mor Fas 96
CY95-14-46 Kibris 96
T3 Karadag 96
NZRB-1 Yeni Zelanda 96
Nzrb-th30 Yeni Zelanda 96
Khanpur85 Pakistan 96
Kpg2 Hindistan 96
15.14 Sdo Tomé ve Principe 96
6.5 Sdo Tomé ve Principe 96
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Cizelge 4.4. Devami

Arscott38 Jamaika 96
CampbellsCastlel3 Jamaika 96
TAM11 Meksika 96
EM-7-DA-3 Turkiye 96
42 Hirvatistan 96
S12 Cin 96
SNH-9-sA-Tp3 Uruguay 96
T36 Florida 94
FS701-T30 USA 94
Qaha Misir 94
SY576 Kaliforniya 93
Al8 Tayland 93
VT Israil 93
SY568 Kaliforniya 92
176 Ispanya 92
CTV-0032-italy Italya 92
IT08-4-ITALY Italya 92
T30 Florida 92
FS674-T36 USA 92
HA16-5 USA 91
B26 Israil 91
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Cizelge 4.5. CTV- T4 ile NCBI’de kayith izolatlardan elde edilen karsilagtirma ve

benzerlik oranlar1 gérilmektedir.

izolatlar (%) Benzerlik Orijin CTV-T4
IGDIR Tirkiye 99
WM-23-BA-2 Trkiye 99
XT34-7 Cin 99
B11 Bosna 98
D28 Bosna 98
CA-S1-L Kaliforniya 98
P09.22 Kaliforniya 97
CCTEA-108 Kaliforniya 97
T525 Kaliforniya 97
CA-P116 Kaliforniya 97
EG-11_(EK-2) Trkiye 97
EBS-38_(DK-4) Turkiye 97
L-Clem3-Mor Fas 97
16J Hirvatistan 97
NZRB-1 Yeni Zelanda 97
Khanpur85 Pakistan 97
Ctv-South-Korea Gilney Kore 97
Y8 Cin 97
6.5 S&o Tomé ve Principe 97
CY95-14-46 Kibris 96
T3 Karadag 96
Nzrb-th30 Yeni Zelanda 96
Kpg2 Hindistan 96
15.14 Sao Tomé ve Principe 96
Arscott38 Jamaika 96
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Cizelge 4.5. Devami

CampbellsCastlel3 Jamaika 96
TAM11 Meksika 96
EM-7-DA-3 Trkiye 96
42J Hirvatistan 96
S12 Cin 96
SNH-9-sA-Tp3 Uruguay 96
T36 Florida 95
FS701-T30 USA 95
SY576 Kaliforniya 94
Qaha Misir 94
Al8 Tayland 94
VT Israil 93
SY568 Kaliforniya 93
176 Ispanya 92
CTV-0032-italy Italya 92
IT08-4-ITALY Italya 92
T30 Florida 92
FS674-T36 USA 92
HA16-5 USA 92
B26 Israil 91

4.4. Dendogram olusturmasinin ve analizleri

Bu calismada elde edilen izolatlar, CTV-T1 ve CTV-T2 izolatlar: arasinda
%99,9 oraninda ve CTV-T3 ve CTV-T4 izolatlar1 arasinda %99.00 oraninda
benzerlik ytzdesi gostermistir. Bu calismada elde edilen izolatlar ile Turkiye'de
Onceden yapilmis olan izolatlar1 ile ilgili ¢calismalar karsilastirirken, filogenetik

olarak ayni1 genotip grubuna ait olduklarini belirlenmistir (Sekil 4.24).
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Genel filogenetik iliskiler agaci yapmak icin 50 tane sekans kullaniimustir.
Bu sonuglara gore soy agacit 7 tane blyik grup gozlemlenmistir (Sekil 4.25).
Turuncgil tristeza virtisi kuvvetli irkina karsilik gelen SY grubu (AF001623) ait
tyeleri ile minimum %92, maksimum % 96 benzerlik ytzdesi bulunmustur.

CTV-TL1 izolat grubunun T525 genotipi ile dikkate deger sekans benzerligi
gostermistir (sekil 4.25). Ancak Tiurkiye izolatlar1 ile Kaliforniya izolatlar
arasindaki benzerlik ve filogenetik iligkilerin yuzdesindeki bu yakinhg: anlamak
icin, kitalararasi Uretim materyallerinin kolay bir sekilde transfer edilmesi ve
ulkemize degisik yollarla ¢ok fazla miktarda Kaliforniya’dan turuncgil Gretim
materyalleri getirilmesi 6rnek verilebilir.

Israil’den siddetli VT (U56902) izolatin grubu iginde baska mevcut izolat:
bulunmamistir. Ulkemizde 6rneklenen bolgeler T36 (AY170468) grubu iginde
sonuclar benzerlik yizdelerinin sekanslarinda %97 ile %92 arasinda benzerlik
degisen genis bir yelpazede yayilmis olarak goriilmusttr. Kaliforniya, yeni bir orta
siddetli izolatlara karsilik S1 grubu (KU589213) bulunmaktadir, bu arastirmanin
CTV-T’ler izolatlarina gore benzerlik ylzdeleri % 99 ile % 93 arasinda

gostermistir.
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r— KC349988.1 CTV lpr TURKEY
L— KC349869.1 CTV lgdr TURKEY
KC349866.1 CTV lod TURKEY
KU85759.1 CTV AC-10_(KE-3) TURKEY
KU35780.1 CTV EBS-20_(DK-4) TURKEY
KU85761.1 CTV EG-28.(EK5) TURKEY
KU365T82.1 CTV AC. (KE-1) TURKEY
— KU85783.1 CTVEG-5 (EK-1) TURKEY
KU85764.1 CTV EM-15_(DA5) TURKEY
KU35785.1 CTVEBS-7_(DK-1) TURKEY
_[ KU385766.1 CTV WH-22_(BA-1) TURKEY
KUB5T67.1 CTVWLZ3.(BA2) TURKEY
— L CTV.T4 TURKEY
_[ KU385768.1 CTV EM-1_(DA-1) TURKEY
| KUB5T72.1 CTVAC-24. (KE-4) TURKEY
L KUU385789.1 CTV EBS-38. (DK-4) TURKEY
KC349867 1 CTV lod TURKEY
CTV-T-3 TURKEY
KU385T73.1 CTVEG-11_(EK-2) TURKEY
KU385T70.4 CTV EM-3_(DA-2) TURKEY
KU3B5T71.1 CTV EMT (DA-3) TURKEY
CTV-T-1 TURKEY
CTV-T-2 TURKEY

Sekil 4.24. Evrimsel olarak Turkiye’de bu ¢alismadaki izolatlar ile eski Turkiye
izolatlar1 arasindaki genetik iliskiler gosterilmektedir.
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Sekil 4.25. Benzerlik gosteren ilk 50 sekanstan dendogram filogenetik iliskileri

gosterilmektedir.

Bu sonuglara gbre 7 tane biydk gurup

gozlemlemistir. Bu calismada elde edilen izolatlar (CTV-T1, CTV-T2,
CTV-T3 ve CTV-T4) T525 Kaliforniya izolatlar1 ile ayn1 grubunda yer

almastir.



4, BULGULAR VE TARTISMA Johana Yiceth MEDINA GIL

Ruiz-Ruiz ve ark., (2006) dokuz CTV izolati igin rapor edilen tim
sekanslarin filogenetik analizini yaparken, Ispanya'dan siddetli SP izolatlar:
T318A'y1 iceren (i¢ ana grup ortaya ¢ikarmiglardir.

Ayn1 zamanda, Moreno (2008), izolatlar arasindaki bir poptlasyon
yapisinin degisebildigini, bazilari baskin bir dizi ve yakin iliskili bazi varyantlardan
olustugunu ve digerlerinin cok farkli sekans varyantlarina sahip karmasik bir
yapiya sahip oldugunu bildirmistir. Ayrica, bu alandaki CTV populasyonlarini
sekillendiren izolatlarin  farklihgini yaratabilecek birgok faktér oldugunu
aciklamiglardur.

Filogenetik agaclarda, bu calismada elde edilen tim izolatlarin Adriyatik
bolgesinden izolatlarla benzerlik bulunmustur.

Bu izolatlar, RB izolatlar1 ile benzerlik gostermekte ve bu izolatlara g
yaprakli anaclari duyarhilik gorilmektedir (Harper ve ark,. 2010; Cerni ve ark.,
2009). Bu Dbolgelerde (gyaprakli anaci yogun kullantmindan dolay:, P.
trifoliata’nin CTV’ye duyarlilik gelistirmesi 6nemlidir. Cesitli CTV genotiplerinin
bir rezervuar bolgesini olusturan Dogu Adriyatik bolgesi’nden infekteli materyal
stirekli olarak yayildig: belirtilmistir (Cerni ve ark., 2009).

Dogu Adriyatik bolgesinde etkin bir vektérin ve CTV yayilim hizi
bildirilmedigi dustnulduginde, bu bodlgedeki bu yiksek dizilim degiskenliginin tek
uygun aciklamasi, baslangicta farkli CTV ile infekteli turuncgil materyallerinin
gectigimiz yizyilda, 6zellikle Japonya, ve Tirkiye gibi Ulkelerden elde edilmesi
sebebiyle oldugu dustnllmektedir (Gatin 1992, Stamo ve ark., 2000).

Bu calisma ile elde edilen Turkiye izolatlarinin T525 Kaliforniya izolatina
genetik olarak benzemesi, Blast analizi ve filogenetik agaclanmalarda eski Turkiye
izolatlar1 ile % 96 ile % 99 arasinda yakin olarak eslesmesi ile CTV ile ilgili
ulkemizde molekiler olarak yapilan son calismalar olan Korkmaz ve ark., (2008)
ve Cevik ve ark., (2013)’nin yaptiklar1 calismalarla ayn: dogrultuda sonuclar
cikmustir.  Sonuclar ile daha ©nce yapilan bu calismalar birbirini dogrular

niteliktedir.
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Dogu Akdeniz bolgesinde bu calismada Adana, Mersin ve Hatay’dan
infekteli oldugu dustinllen 11 bahgede 75 6rnek Uzerinde arastiriimalar yapilmis ve
Adana‘da 2 farkli bahgede ve Mersin‘de 2 farkli bahgede 8 6rnekte, Turuncgil
tristeza virtsi (CTV) pozitif oldugu TT-PZR testi kullanilarak tespit edilmistir.

Bu drneklerden 4 tanesine sekans analizi yapilmis ve sekans sonucu daha
once ulkemizde yapilan caligmalarda elde edilen Tirkiye izolatlar: ile ylksek
oranda benzerlik gostermistir;

CTV-T1 izolat1 bazi Kalifornia izolatlar: ile %100 benzerlik gosterirken,
CTV-T2, CTV-T3 ve CTV-T4 izolatlar: diger eski Turkiye izolatlar: ile %96-%99
arasinda benzerlik gdstermektedir.

CTV-T4 izolatinin, CTV Igdir izolat: ile ylksek derecede benzerlige sahip
oldugu belirlenmistir.

Ek olarak, aralarinda lIgdir, Deniz kuyusu, Dortyol ve farkli Mersin
izolatlarininda bulundugu eski izolatlardan faydalanilmak istenmis ama bu
izolatlarin eradike edildigi gézlenmis, bu eski izolatlarin bulundugu bahcelerde
yakin bolgeler 6rneklenmis, ancak bu bahgelerden toplanan Orneklere TT-PZR
uygulandiginda CTV ile bulasik olan bir drnege rastlanmamustir.

Bulunan izolatlarin Adriyatik bolgesi izolatlarina genetik benzerligi,
Tulrkiye’den bu bdlgeye bitki materyalinin tasinmasi olarak dusunilmektedir.
Bitkisel malzemenin Dogu Adriyatik bolgesine tasinmasi, Bosna, Hirvatistan,
Karadag ve Sirbistan'dan izolatlar: ile Turkiye'nin CTV-T1, CTV-T2, CTV-T3 ve
CTV-T4 arasindaki benzerligin olas: sebeplerinden biri olabilir.

Evrimsel mesafelerin karsilastiriimas: sirasinda, VT ve SY gibi siddetli
izolatlarla yeterli bir benzerlik gérilmemistir.

Dayanik kirilmasi “RECISTANCE BREAKING” RB'yi gosteren cesitli
dizilimlerle benzerliklerin bilinmesi, bir sonraki CTV salginint 6nlemek igin

yapilacak ¢alismalarin basarilmas: icin blyik énem tasiyabilmektedir. Poncirus'a
81



5. SONUCLAR VE ONERILER Johana Yiceth MEDINA GIL

asilanan agaclardan elde edilen Fas, Yeni Zelanda ve Jamaika gibi Ulkelerin
izolatlar1, su anda Turkiye'de bulunan izolatlarla benzerlik géstermektedir.

Bu caligmada elde edilen yeni CTV izolatlari daha Onceki yapilan
calismalarda elde edilen izolatlarla yuksek oranda benzerlik gdstermektedir. Bu
benzerlik icinde daha 6nceki yapilan calismalarda elde edilen sonuglarda eski CTV
izolatlarinin 1liml: irklar yaninda diger orta ve siddetli irklarin bir karisimi olarak
bulundugu, cross-protection sayesinde siddetli irklarin 6n plana cikamadig:
bildirilmistir. Yeni belirlenen CTV izolatlarinin bu CTV irklarinin karisimi olarak
bulunmasi muhtemeldir. Yapilacak diger calismalarda bu karisimin belirlenmesi
icin ek calismalar yapilmalidir. Bu yapilacak ¢alismalar CTV evrimi, spesifik

rklarin tespiti ve ¢apraz koruma icin 6nemlidir.
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