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Son yillarda turunggil yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi Cukurova
Bolgesi’nde farkli turunggil anaglari kullanilmaya baglamistir. Bu anaglarin kullanildig:
bahgelerde siklikla agaclarin geriye dogru kurudugu ve asi birlesme noktalarinda
siddetli kopiiklenme simptomlar1 gozlenmistir. Yapilan bu calismada Cukurova
Bolgesi'nde C35 [Poncirus trifoliata (L.) Raf. X Citrus sinensis Osb. 'Ruby'], Carrizo
(C.sinensis Osb. x P.trifoliata Raf. var “Carrizo”), C22 (C.sunki *x P.trifoliata) ve FAS
[C.reshni Tan. X P.trifoliate (L.) Raf ] gibi anaglara asili turunggil plantasyonlarinda
kopiiklenme simptomu gosteren agaglarda Citrus exocortis viroid (CEVd) ve Citrus
cachexia viroid (CCaVd)inin varligi ve enfeksiyon durumlari arastirilmstir.
Kopiiklenme belirtisi gosteren farkli turunggil anag ve gesitlerinden 6rnekler alinarak
CEVd ve CCaVd etmenleri RT-PCR yontemiyle taranmigtir. Incelenen 49 izolattan 17
tanesinin CEVd ile bulasik oldugu, 14 tanesinin de CCaVd ile bulagik oldugu
belirlenmigtir. Her iki viroid etmenin birlikte bulasik bulundugu agac sayisi ise 4’tiir.
Blast analizi ve NCBI gen bankasindaki CEVd ve CCaVd’nin referans genomlar ile
niikleotid dizilimlerinin %96-99 oraninda benzerlige sahip oldugu belirlenmistir.
Ayrica kopiik hastaligi simptomu gosteren bu agaclarin kopiiklii kabuk dokusundan
fungal ve bakteriyel etmenlerin durumunu arastirmak icin izolasyonlar yapilmistir.
Izolasyonlar sonucunda; Lasiodiplodia theobromae, Ilyonectria liriodendri, Fusarium
pseudonygamai, Alternaria alternata ve Streptomyces spp. tespit edilmistir. Bu
etmenlerden yapilan patojenite testi sonucu bitkilerde herhangi kuruma ve olim
belirtisi goriilmemistir. Ornek alinan bahgelerde toprak yapismin kiregli ve pH’sinin
7.5 ve lizeri oldugu toprak analizleri sonucunda belirlenmistir. Ozellikle U¢ Yaprakli
ve hibritlerinin yiiksek pH’ya duyarli oldugu ve bu nedenle turunggil agaglarinin stres
sorunu yasayabilecegi ayrica arastirilan iki hastalik etmeninin bir arada bulunma
sayisinin az olmasi nedeniyle sinerjistik reaksiyon olasiliginin az oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Turuncggil, Képiik, CEVd, CCaVd, RT-PCR

I



ABSTRACT

MSC. THESIS

INVESTIGATION OF TRUNK FOAMING ON CITRUS IN TERMS OF
VIROID DISEASES

Merve KAZAK

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

Supervisor  : Prof. Dr. Niikket ONELGE
Year: 2023, Page: 59
Jury : Prof. Dr. Niiket ONELGE
: Prof. Dr. Gassan KOKLU
: Asst. Prof. Dr. Orhan BOZAN

In recent years, different citrus rootstocks have started to be used in
Cukurova Region, where citrus is grown intensively. In the orchards where these
rootstocks were used, severe foaming symptoms were observed at the bud union
points and the trees were often dried backwards. In this study, the presence of
Citrus exocortis viroid (CEVd) and Citrus cachexia viroid (CCaVd) in trees
showing foaming symptoms in citrus plantations grafted on rootstocks such as C35
[Poncirus trifoliata (L.) Raf. X Citrus sinensis Osb. 'Ruby'], Carrizo (C.sinensis
Osb. x P.trifoliata Raf. var “Carrizo”), C22 (C.sunki x P.trifoliata) and FAS
[C.reshni Tan. x P.trifoliate (L.) Raf] in Cukurova Region were investigated.
CEVd and CCaVd agents were screened by RT-PCR method by taking samples
from different citrus rootstocks and cultivars showing foaming symptoms. It was
determined that 17 of the 49 isolates were infected with CEVd and 14 of them were
infected with CCaVd.

The number of trees in which both viroid factors are infected together is 4.
Blast analysis and reference genomes of CEVd and CCaVd in the NCBI gene bank
were determined to have 96-99% similarity in nucleotide sequences. In addition,
isolations were made from the foamy bark tissue of these trees, which show
symptoms of foam disease, to investigate the status of fungal and bacterial agents.
As a result of the isolations; Lasiodiplodia theobromae, Illyonectria liriodendri,
Fusarium pseudonygamai, Alternaria alternata and Streptomyces spp. were
detected. As a result of the pathogenicity test made from these factors, no signs of
drying or death were observed in the plants. As a result of soil analysis, it was
determined that the soil structure was calcareous and the pH was 7.5 and above in
the sampled gardens. It has been determined that especially trifoliate and hybrids
are sensitive to high pH and therefore citrus trees may experience stress problems.

Key Words: Citrus, Foamy bark., CEVd, CCaVd, RT-PCR
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GENISLETILMIS OZET

Turunggiller yaklagik 143 milyon ton iiretim ile diinyada en fazla iiretilen
meyve grubudur (FAO, 2019). Ekonomik anlamda turunggil tarimini sinirlayici en
onemli faktorlerden birisi de turunggil viriis ve viroid kaynakli olusan hastaliklardir
(Semancik ve Weathers, 1972; Semancik ve ark., 1988). Bu hastaliklara sebep olan
etmenlerden Citrus exocortis viroid (CEVd) ve Citrus cachexia viroid (CCaVd)
onemli bir yere sahiptir. CEVd turuncgillerde U¢ Yaprakli [Poncirus trifoliata (L.)
Raf.] ve hibritlerinde belirti olusturmakla birlikte tiim turunggil tiir ve gesitlerini
enfekte edebilmektedir (Roistacher, 1991). CEVd dayanikli turunggil tiirlerinde
simptom gostermeden, agaclarda bodurluga neden olabildigi ve bir¢ok tiir ve
cesidin dayanikli olmasma ragmen, bu ¢esitlerin duyarli anaglara asilandiginda
karakteristik simptomlarindan biri olan anagta kabuk kavlamalari ve zamk
olugumlar1 goriildiigi bildirilmistir (Benton ve ark., 1949).

CCaVd’i ise duyarli turunggil cesitlerinin kalem kisminda asi birlesme
yerinden baglayarak yukari primer dallara kadar ilerleyen floem renklenmesi ve
zamk olusumlari, odunda c¢ukurluklar ve buna karsi gelecek sekilde kabuk
kambiyal yilizeyinde zamkli ¢ikintilar seklinde belirtiler gosterdigi 1961 yilinda
Calavan ve arkadaglari tarafindan saptanmigtir. Diinyada turunggiller genel olarak
tohum, celik ve oteki vejetatif yontemlerle kolaylikla ¢ogaltilabilirse de, dzellikle
hastaliklardan korunma, iklim ve toprak kosullarina uyum saglayabilme, verim ve
kaliteyi arttirma, bitki biiylimesini kontrol edebilme gibi nedenlerden dolay1 anag
kullanma zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica, turunggillerde c¢ekirdeksiz
¢esitlerin tohumla c¢ogaltilmalarinin olanaksizligi, ¢esit muhafazasinda mutasyon
egilimleri gibi nedenlerden dolay1, turunggil yetistiriciliginin yogun olarak
yapildigr Cukurova Bolgesi’nde son yillarda farkli turunggil anaglar1 kullanilmaya
baglamistir (Bigen, 2008; Yesiloglu, 2017). Bu anaclarin kullanildig1 bahgelerde
siklikla agaglarin geriye dogru kurudugu ve asi birlesme noktalarinda siddetli

kopiliklenme simptomlarimin - goriildiigli  iireticiler tarafindan bildirilmektedir.
111



Yapilan bu tez ¢alismast da Cukurova Bolgesi’nde C35 ((Poncirus trifoliata (L.)
Raf. X Citrus sinensis Osb. 'Ruby")), Carrizo (C.sinensis Osb. x P.trifoliata Raf.
var “Carrizo”), C22 (C.sunki x P.trifoliata) ve FAS5 (C.reshni Tan. X P.trifoliate
(L.) Raf ) gibi U¢ Yaprakli (P. trifoliata) hibritleri olan anaglara asili turuncgil
plantasyonlarinda kopiiklenme simptomu gosteren agaglarda CEVd ve CCaVd’nin
durumunu aragtirmak ayrica kopiiklenmeye neden olabilecek diger nedenleri
belirlemek amaci ile yiritiilmiistiir. Yiiriitilen bu calisma sonucunda agaglarda
genel bodurluk, as1 birlesme noktasinda kabuk kavlamasi ve asi birlesim yerinden
asagiya dogru beyazimsi kopiik akimtilart gozlenen en belirgin simptomlardir.
Bolgedeki kopiiklenme belirtisi gosteren 49 agactan drnekler almarak CEVd ve
CCaVd etmenleri agisindan RT-PCR yoOntemiyle taranmistir. Gergeklestirilen RT-
PCR calismalar1 sonucunda toplamda 49 agagtan 13 tanesinin CEVd, 10 tanesinin
CCaVd ve 4 tanesinin de CEVd ve CCaVd ile birlikte bulasik oldugu tespit
edilmistir. CEVd ve CCaVd i¢in 4’er izolat sekans analizine gonderilmistir.
Filogenetik analiz ¢aligmasi igin ise DNA dizileri Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (MEGA XI) programi kullanilarak ‘’Neighbour joining’’ metodu ile
smiflandirilmistir. Blast analizi ve NCBI gen bankasindaki CEVd ve CCaVd’nin
referans genomlar ile niikleotid dizilimlerinin %96-99 oraninda benzerlige sahip
oldugu belirlenmistir. Ayrica kopiik hastaligi simptomu gosteren bu agaclarin
kopiikli kabuk dokusundan fungal ve bakteriyel etmenlerin durumunu arastirmak
icin izolasyonlar gergeklestirilmigtir. Kopikli kabuk dokusundan fungal
patojenlerin tespiti igin gerceklestirilen izolasyonlar sonucunda Lasiodiplodia
theobromae, Ilyonectria liriodendri, Fusarium pseudonygamai, Alternaria
alternata izolatlar1 elde edilmistir. Bu etmenlerden kopiiklenme simptomunu
yapabilecek ve turunggillerde patojen olan L. theobromae ve I. liriodendri’ nin
patojenite testi icin Ug Yaprakli hibriti olan C35 bitkilerine inokule edilmistir.

Inolukasyon sonucunda odun dokuda hafif diizeyde lezyon belirtisi olusturmustur.
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Bitkilerde kuruma ve 6liim belirtisi gézlenmemistir. Ayrica kopiikli kabuk
dokusundaki bakteriyel patojenleri belirlemek igin yapilan izolasyon g¢aligmalari
sonucunda sadece Streptomyces spp. izole edilmistir. Elde edilen Streptomyces spp.
izolat1 patojenite testi i¢in tiitiin bitkisine inokule edilmistir ancak tiitiinde herhangi
bir simptom olusturmadigr gozlemlenmistir. Kopiklii simptomlar gosteren
agaclarin oldugu bahgelerden alinan toprak O6rnegi analizi sonucunda toprak pH'
sinin 7.5 ve lizeri oldugu belirlenmistir. Kire¢ yapisina baktigimizda ise hemen
hemen tiim topraklarin yiliksek oranda kire¢ icerdigi goriilmekte ve bu durum

bolgemizin genel toprak yapisi ile benzerlik gostermektedir.






TESEKKUR

Tez ¢alismami yonlendiren, bilgi, 6neri ve yardimlarini esirgemeyerek kisa
siirede tezime adapte olmami saglayan danigsman hocam Saym Prof. Dr. Niiket
ONELGE’ye tesekkiirlerimi sunarim.

Bakteriyel ve fungal izolasyon ¢alismalarinda bana laboratuvarini agan ve
yardimlarim esirgemeyen Prof. Dr. Yesim AYSAN ve Dog. Dr. D. Soner AKGUL
hocalarima tesekkiir ederim.

Laboratuvar ve arazi c¢aligmam sirasinda her tiirlii konuda yardim ve
desteklerinden dolay1 Zir. Yiik. Miih. S. Biisra FIDANCI AVCI’ya tesekkiir
ederim.

Hayatimin her aninda varliklar1 ile giic buldugum, akil danistigim,
desteklerini hep arkamda hissettigim en biiyiik sansim olan arkadaslarima,

Her tiirlii destegi en ufak bir cekince duymaksizin gosteren, sonsuz
giivenleriyle beni cesaretlendiren ve sabirla hep yanimda olan basta annem Bediha
KAZAK ve babam Ersoy KAZAK’a, tiim giigliikleri agmama yardime1 olan canim
abim Erhan KAZAK’a en igten saygi, sevgi ve tesekkiirlerimi borg bilirim.

vil



ICINDEKILER SAYFA

OZ ettt I

ABSTRACT ...ttt ettt et st et e s te s ebesseessesseaseensesseensensas I

GENISLETILMIS OZET ...t 111

TESEKKUR ......comiiiiieeeeeeeeeeeeee et nenas Vil

ICINDEKILER ..ot VIII

CIZELGELER DIZINT ..o X

SEKILLER DIZINT ..ot XII

SIMGELER VE KISALTMALAR ......c.cootimtiimiinnieiesineieseesesesesiesisenensesenens XIv

L GIRIS oot 1

2. ONCEKI CALISMALAR ...ttt 5

3. MATERYAL VE METOD ...ttt 13

T LY 21155 771 USSR 13

3.1.1. Calisma Materyali .....c.cccveeeveeiiiriierieesieesieseesve e ere et e sreeseneseveesneens 13

3.1.2. Biyolojik Indeksleme Calismalarinda Kullanilan Materyal. ............. 13

3.1.3. Molekiiler Caligmada Kullanilan Materyaller .............cccceeeveeennennee. 14

3.2 MELOM. ..ttt st st b e nbe e 14

3.2.1. Calismada Kullanilan Orneklerin Elde Edilmesi...........occooveveueen..... 14

3.2.2. Molekiiler CalisSmalar ...............cooeuiiieiiiiiieiiiee e 16
3.2.2.1. RT-PCR (Revers Transkripsiyon Polimeraz Zincir

Reaksiyonu) Caligmalart..........cccccoeveevieniiiiiiieieneeeieee 18

3.2.2.1.(1). Tamamlayict DNA sentezi (cCDNA) ........cccevennnee. 18

3.2.2.1.(2). PCR SaMaS1......cccveiicurieiiiieeiieeciee e eeree e 19

3.2.3. Elektroforez ¢aligsmalari ve 6rneklerin goriintiilenmesi..................... 20

3.2.4. Sekans analizi ve verilerin karsilastirilmast ............ccooeeveieveeeenneennne. 21

3.2.4.1. Biyolojik indekslemede kullanilacak bitkilerin
VEUSHITTIMEST 1.evvevvieiieiieiie ettt re et e e snneens 21
3.2.5. Biyolojik Indeksleme Calismalart ................ccocoooveveveveeeveceenieeenennns 22
VIII



3.2.5.1. CEVd ve CCaVd’nin Etrog citron (C.medica) ve Mor
kadife cicegi (G.aurantiaca) bitkilerine inokulasyonu........... 22
3.3 Kopiik Simptomu Goriilen Agaglardan Alian Orneklerin Fungal Ve

Bakteriyel A¢idan INCelenmesi.............oovoveeeeevevevececeeeeeeeeeeeeeeeee e 23

4. BULGULAR VE TARTISMA .....oiiiiieieeet ettt 27
4.1 Arazi GOZISMIET ...c..eeiuiiiiieiieiee et 27
4.2. Molekiiler Calismalar ile ilgili Bulgular ve Tartisma ............cccccoevevevennen. 28
4.2.1. RT-PCR Calismalari ile Ilgili Bulgular............ccccooovevevevevereecnnne. 28

4.2.2. Niikleotid Dizilimi ve Filogenetik Analiz ile Ilgili Bulgular ............ 37

4.3. Biyolojik indeksleme ¢alismalar1 sonucu elde edilen bulgular.................... 44

5. SONUC VE ONERILER ........cceviviioiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 47
KAYNAKLAR ..ottt ettt teete sttt et et esaeseesessessesensesseseeseesessens 51
OZGECMIS ..ottt aeaan 59

IX



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1.
Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.
Cizelge 3.3.
Cizelge 4.1.
Cizelge 4.2.

Cizelge 4.3.

Cizelge 4.4.

Cizelge 4.5.

Avustralya’ da yapilan bir ¢alismada bazi anaglarin 6zellikleri.........
Bahgelerden toplanan drneklere ait bilgiler...........cccoevvieeiieiciieennnn,
Caligsmada kullanilan primer Giftleri........ccooveeeiiercieiiiiiiieeciie e,
Calismanin igerigi dogrultusunda modifiye edilen PCR kosullart .....
Koptik simptomu gozlenen agaclarda saptanan turunggil viroid
hastaltKIars ........cooeeriieieee e
Kopik simptomu gozlenen agaglarda fungal ve bakteriyel
1130015 11 3 PRSP UUPRUURRPO
Kaliforniya'daki kopiliklenme simptomu gosteren Fukumoto
agaclariin kok ve siirgiin 6rneklerinden elde edilen izolasyon
SOMUGIATT ....veiiiiieeiie ettt ettt et e e e et e e e be e eveeeeereeeaneens
Kopik simptomu gozlenen turunggil bahgelerinden alinan toprak
orneklerinin analiz SONUGIAIT ..........cccueevvviiiiiieiiie e,

CEVd ve CCaVd’ nin indikator bitkideki simptomlarti......................

SAYFA






SEKILLER DiZiNi SAYFA

Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

Sekil 3.4.

Sekil 3.5.

Sekil 3.6.

Sekil 3.7.

Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

Ornek alinan bahgeler. ............oovoveveviveeeieeeeeeeeeeeeeee e 13
Alinan 6rneklerin total niiklei asit ekstraksiyonu............ccccceeveererenns 17
Elektroforez kiivetine yerlestirilmis ornekler............ccocvevieniinniennnnne 21
Etrog citron ve Mor kadife ¢icegi bitkilerinin yetistirilmesi. ................ 22

Etrog citron ve Mor kadife ¢icegi bitkilerine viroid inokulasyonu. ...... 23
Bakteriyel izolasyon ¢alismasi ve tiitiin bitkisinde hipersensetive
TEAKSTYON tESti. . uvieuvietieiieiiesiiesieeteete et esteesteesteeseeesseeseessaesseessneenseens 24
C35 bitksine L.theobromae ve Lliriodendri etmenleri
INOKUIASYOMNUL ...eeuvieiiiieiiieirieieeiieieerite e eeeereeieesteesraessaesaneenseenseenseenses 25
Kopik hastaligi goriilen agaglarda yaprak dokiilmesi ve geriye
dogru GIUM DElirtileri. ....ccvvevuveeeieeieeieeieeiieree e 27
CEVd igin yapilan RT-PCR sonucunda elde edilen 6rneklerin
%1,5’1lik agar jeldeki gOTUNtUSTL ....ecoveeveerrieriieiieeie e e e 29
CCaVd i¢in yapilan RT-PCR sonucunda elde edilen 6rneklerin
%1,5’1lik agar jeldeki gOTUNtUSTL. ...cocveeveerieerienienierie e 29
C35 bitkisine L.theobromae ve I.liriodendri etmenleri patojenite
EESTL SOMUCUL ..ttt ettt ettt st ettt sb e s beesaee et ens 33
CEVd igin niikleotid dizilimlerinin belirlenmesi ve filogenetik
analiz calismalari igin yapilan BLAST analizi ekran goriintiisi. .......... 40
CCaVd i¢in niikleotid dizilimlerinin belirlenmesi ve filogenetik
analiz caligsmalari igin yapilan BLAST analizi ekran goriintiisi. .......... 40
Blast analizi sonucunda CEVd i¢cin ADA1, ADA3, ADA6, ADAS
izolatlarinin NCBI gen bankasi verileri ile kargilastirilmasi ve
benzerlik oranlart. ........cocooieririiieniiee e 42
Blast analizi sonucunda CCaVd igin ADAI1, ADA2, ADA3,
ADA7 izolatlarinin NCBI gen bankasi verileri ile karsilagtirilmasi

VE DENZETIIK OTANIAT. ... 43



Sekil 4.9. Mekanik inokulasyon sonrasi viroidlerin indikatér bitkide

olusturdugu epinasti ve neKrozlar. ...........cccecvevveerieniienieere e 45

XIII



SIMGELER VE KISALTMALAR

% : Yiizde

° : Derece

°C : Santigrat derece

ug : Mikrogram

ul : Mikrolitre

A : Adenin

BLAST : Basic Local Aligment Search Tool

bp : Baz cifti

C : Sitozin

cDNA : Komplementer Deoksiriboniikleik asit

CCaVd  : Citrus cachexia viroid

CEVd : Citrus exocortis viroid

cm : Santimetre

CTAB : Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide
ddH20 : Cift distile su

DNA : Deoksiriboniikleik asit

dNTP : Deoksintikleotid fosfat

EDTA : Etilen Diamin Tetraasetik Asit
FAO : Food and Agriculture Organization of the United Nations
FW : Forward

G : Guanin

gr : Gram

P+ : Pozitif Kontrol

N - : Negatif Kontrol

1 : Litre

M : Markor

mg : Miligram

X1V



ml

mM

NACI
NCBI
Nt
PAGE
PCR
pH
RE
RNA

RT
RT-PCR
sp.
sPAGE

Spp.

TAE

Taq

TE

TKM buffer
TNA

TUIK

uv

: Mililitre

: Milimolar:

: Normal

: Sodyum kloriir

: National Center for Biotechnology Information
: Niikleotit

: Polyacrylamide Gel Electrophoresis

: Polymerase Chain Reaction

: Hidrojen iyonu konsantrasyonu

: Reverse

: Riboniikleik asit

: Dakikadaki devir sayis1

: Reverse Transcriptase

: Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction
: Tur

: Sequential Polyacrylamide Gel Electrophoresis
: Trler

: Timin

: Tris-Acetate-EDTA

: Termostabil polimeraz enzimi

: Tris-EDTA

: Tris Tris-KCI-MgCl,)

: Total Niikleik Asit

: Tiirkiye Istatistik Kurumu

: Ultraviyole

XV



1. GIRIS Merve KAZAK

1. GIRIS

Turuncgiller; portakal (Citrus sinensis), mandarin (C.reticulata), greyfurt
(C.paradisi), limon (C.limon) ve laym (C.auratiflolia) gibi ekonomik degeri
yiiksek olan citrus cinsi meyve agaci tiirlerini de i¢ine alan bir bitki toplulugudur.
Ilman iklim kusaginda yetistiriciligi yapilmakta olup anavatani Cin ve
Hindistan’dir. Cin toplam turunggil {iretiminin %25, 62 kismini olusturarak en
biiylik turuncgil iireticisi tilke iken, onu %11,27 oram ile Brezilya ve %8,12 orani
ile Hindistan takip etmektedir. Ulkemiz ise toplam diinya iiretimin %2,53’lik
kismini olusturarak en ¢ok turunggil iireten iilkeler arasinda 7. sirada yer
almaktadir (FAO, 2019).

Turunggil yetistiriciligini olumsuz etkileyen pek ¢ok faktor bulunmaktadir.
Bu faktorlerden biri de virlis ve virlis benzeri hastalik etmenleridir. Bu viral
etmenlerden en Onemlileri Citrus psorosis virus (CPsV), Citrus tristeza virus
(CTV), Citrus chlorotic dwarf-associated virus (CCDaV), Citrus exocortis viroid
(CEVA) ve Citrus cachexia viroid (CCaVd)’dir. Bu hastalik etmenlerinin etkisini
azaltmak i¢in farkli anaglar turunggil tariminda siklikla kullanilmaktadir. Diinyada
kullanilan anaglar arasinda, Amerika ve Arjantin’de Ug¢ Yaprakli (Poncirus
trifoliata) ve hibritleri, Florida ve Brezilya’da kaba limon (C.jambhiri Lush.) ve
Rangpur laymi (C.limonia Osbeck), Giiney Afrika’da ise Kleopatra mandarini
(C.reshni Tan.) ve melezleri yer almaktadir. Ulkemizde ise, turunggil meyveleri
tiretiminin bilylik bir boliimiiniin saglandigi Akdeniz Bolgesinde en yaygin anag
turungtur (C.aurantium L.). Kuzeydogu Ege ve Dogu Karadeniz bolgelerinde ise
Ug Yaprakli en yogun kullanilan ana¢ durumundadir (Tuzcu ve ark., 2001).

Son yillarda Akdeniz Bolgesinde Ug¢ Yaprakli hibriti olan C35
(P.trifoliata (L.) Raf. X C.sinensis Osb. 'Ruby') anaci ismi sik¢a duyulan ve
iireticilerin de tercih ettigi bir ana¢ haline gelmistir (Yesiloglu, 2017). C35 anaci
Kaliforniya’ da 1987 yilinda Kaliforniya Universitesi’nde gelistirilmistir. Ug

Yaprakli ile Rubby kan portakali (C.sinensis Osb. Ruby)’nin bir hibritidir. C35
1
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anact Citrus tristeza virus (CTV), Citrus cachexia virus (CCaVd), Pytophthora
spp. ve nematodlara kars1 dayanikli bir anactir (Lacey ve ark., 2006). C35 soguga
kars1 dayaniklidir ancak CEVd etmenine, yiiksek toprak pH’sina ve kirecli
topraklara kars1 toleransli degildir (Skewes, 2017).

CEVd turunggillerde Ug¢ Yaprakli ve hibritlerinde, rangbur layminda
hastalik belirtileri olusturmakla birlikte tiim turunggil tiir ve ¢esitlerini enfekte
edebilmektedir. Ancak Ug Yaprakli ve hibritleri disindaki gesitlerde latent olarak
bulunmaktadir (Roistacher, 2004). CEVd’nin Ug¢ Yaprakli anacmin iizerindeki
karakteristik simptomlar1 anagta kabuk kavlamasi, catlaklar ve agagta bodurluk
oldugu bildirilmistir (Benton ve ark., 1949, Verniére ve ark., 2006).

CCaVd mandarin ve mandarin hibritleri gibi duyarl turunggil ¢esitlerinin
kalem kisminda asi1 birlesme yerinden baslayarak yukari primer dallara kadar
ilerleyen floem renklenmesi, odunda cukurluklar ve buna karsi gelecek sekilde
kabuk kambiyal ylizeyinde zamkli c¢ikintilar seklinde belirtiler gosterdigi
bildirilmektedir (Calavan, 1961).

CEVd ve CCaVd turuncgillerde bilinen, hastalik olusturan ve diinyada
turunggil iiretim alanlarinda yaygin olarak bulunan hastalik etmenleridir. Ancak bu
hastalik etmenlerinin olusturdugu makroskobik belirtiler iiretimde kullanilan anag
cesitleri ile farkliliklar gostermektedir.

Turunggil tariminin son 20 yilda hizla arttigi Cukurova Bolgesi’nde son
yillarda ¢esit farkliliklarinin yani sira iiretimde ana¢ farkliliklari da gelismeye
baslamistir. Uretime yeni giren anaclarla birlikte &zellikle turunggil viroid
etmenlerinin makroskobik belirtileri daha fazla goriiliir hale gelmistir. Bununla
birlikte bolgenin farkli toprak yapist 6zellikleri nedeniyle bu anaglardan bir kismi
bahge tesis etmek amaciyla gecirildigi topraklara uyum saglamamakta ve toprak
yapist nedeniyle agaglarda stres faktorleri gelisimi sonucunda gelisim farkliliklar

ve verim kayiplar1 gozlenir duruma gelmistir.
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Bu ¢alismanin amac1 Cukurova Bélgesi’nde Ug Yaprakl hibritleri iizerine
agili turunggil plantasyonlarinda kopiiklenme simptomu gosteren agaglarda CEVd
ve CCaVd etmeninin varligimi, birlikte bulunurlugunu ve simptom gelisimini
belirlemek ayrica stres faktorii olabilecek etmenleri arastirmak amaciyla

yuriitilmiistiir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Turunggiller genellikle tohum, celik vb. yontemler ile gogaltilabilirse de,
hastalikla miicadele, degisen iklim ve toprak kosullarina adaptasyon, verim ve
kalite gibi nedenlerden dolay1 ana¢ kullanimi ortaya ¢ikmugtir. Ayrica,
turunggillerde cekirdeksiz c¢esitler, mutasyonlar, monoembriyonik ¢esitlerin ¢ok
acilimli bir genetige sahip olmalari, ana¢ kullanimi gerekliligini ortaya cikaran
diger faktorlerdir (Bigen, 2008).

Diinyada kullanilan anaglar arasinda, Amerika ve Arjantin’de Ug Yaprakl
(P.trifoliata) ve melezleri, Florida ve Brezilya’da Kaba limon (C.jamphiri) ve
Rangpur laymi (C.limonia), Giiney Afrika’da ise Kleopatra mandarini (C.reshni
Tan.) ve melezleri yer almaktadir. Ulkemizde ise, turunggil meyveleri {iretiminin
biiylik bir boliimiiniin yapildigi Akdeniz Bdlgesinde en yaygin ana¢ turungtur
(C.aurantium). Kuzeydogu Ege ve Dogu Karadeniz bélgelerinde ise Ug Yaprakli
(P.trifoliata) kullanilan en yaygin ana¢ durumundadir. Son yillarda Ege ve Akdeniz
Bolgesinde Carrizo (P.trifoliata Raf. x C.sinensis Osb var. Carrizo) sitranjinin
portakal, mandarin ve altintop tiirlerine ana¢ olarak kullanimi hizli bir artis
gostermistir (Tuzcu ve ark., 2001).

C35 anact Akdeniz bolgesinde son yillarda ismi sik¢a duyulan ve
tireticilerin de tercih etmeye basladigi bir anag¢ haline gelmistir (Yesiloglu, 2017).
C35 anac1 Kaliforniya’da 1987 yilinda Kaliforniya Universitesi’nde gelistirilmistir.
Ug Yaprakli ile Rubby kan portakalinin (P.trifoliata (L.) Raf. X C. sinensis. Osb.
'Ruby") bir melezidir. C35 anaci Citrus tristeza virus (CTV), Citrus cachexia virus
(CCaVd), Pytophthora spp. ve nematodlara kars1 dayanikli bir anactir (Lacey ve
ark., 2006). C35 soguga kars1 dayaniklidir ancak yiiksek toprak pH’sina ve kiregli
topraklara karsi toleransli degildir (Skewes, 2017).

Turunggillerde yapilan bir ¢alismada as1 ve kalem uyumlari incelenmistir.

C35 anacinin Navelina portakalina uyumlu olmadig1 ayn1 zamanda Hockey navel
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portakali, Summer Gold navel portakali, Murcott tangor gibi gesitlerde de bazi
uyusmazliklara sebep oldugu bildirilmistir (Skewes, 2017).

Yine yapilan farkli bir ¢alismada C35 anacinin mandarinler ile uyumlu
oldugu bir diger caligmada ise; Murcott ¢esidinin toprak tiirleri arasinda
performansinda biiyiik farkliliklar oldugu ¢ogu agacin kotii performans gosterdigi
bildirilmistir (Ferguson ve ark., 1990; Castle ve Baldwin, 2006).

Yapilan ¢alismalarda C35 anaci iizerine asili Clemenules mandarini ve
Fukumoto portakalinin diger anaglara kiyasla daha fazla uyumsuzluk sorunlarina
neden oldugu ve agaglarin geriye dogru 6liime neden oldugu bildirilmistir (Lee ve
ark., 2009).

Avusturalya da yapilan bir calismada bazi turunggil anaglar farkhi
faktorlere gore degerlendirilmistir. Bu degerlendirmede en iyi performans gosteren
anag 1, en kotii ise 5 olarak skalandirma yapilmistir (Cizelge 2.1). C35 sitranjina
bakildiginda; Citrus tristeza viriis (CTV)’ine, toprak kokenli bir fungus olan
Phthopthora spp. ve turunggil nematodlarma karsi daha iyi bir anag¢ olarak
goziiksede kiregli ve tuzlu topraklara olduk¢a uyumsuz yani duyarli bir anag

oldugu belirtilmigtir (Khurshid ve ark., 2021).



2. ONCEKIi CALISMALAR Merve KAZAK

Cizelge 2.1. Avustralya’da Yapilan Bir Calismada Baz1 Anagclari Ozellikleri

Turunggil anaglan Turunggil | Phytophthora | Tristeza viris Kireg Tuzluluk
nematodu Spp.

Benton Sitranj ? 2 1 4 4
C35 Sitranj 2 2 1 4 3
Carrizo Sitran; 3 2 1 4 3
Kleopatra mandarin - 3 1 1 1
Citrus macrophylla 4 3 5 2 2
Poncirus trifoliata 1 1 1 5 5
Rough limon - 4 2 3 4
Portakal - 5 2 4 3
Swingle citrumelo 1 2 1 5 2
Troyer Sitranj 3 2 1 4 3
Citrus volkameriana 4 4 1 3 2

1 = Listelenen anaglann en fyisi; (Khurshid ve ark , 2021)

5 = Listelenen anaglanmn en kotisd.

Turunggillerin tuzluluga olan toleransi iklim, toprak tipi, sulama sistemi,
ana¢ kalem kombinasyonu gibi ¢esitli faktorlere baghdir (Cimen ve Yesiloglu,
2016). Tuzlu sulama suyu turuncgillerin biiylimesini ve verimi etkilediginden
dolay1 turunggiller tuza duyarli bitkiler olarak siniflandirilmistir (Prior ve ark.,
2007; Cérdoba ve ark., 2018; Algahtani ve ark., 2019; Colmenero-Flores ve ark.,
2020).

Kaliforniya’da yapilan bir ¢aligmada ise C35 anaci iizerine asili Fukumoto
navel portakal agac¢larinda ciddi kayiplarin olustugu bildirilmistir ve bu kayiplarin
olustugu agaclarda kopiik seklinde akintilar gozlenmistir. Agaclardaki bu
kopiiklenmeden dolay: hastalik ‘kopiiklii kabuk hastaligi (foamy bark rot)’” olarak
adlandirilmistir.  Kopiikk hastaligi  goriilen agaglarda var olan patojenlerin
degerlendirilmesi yapilmis basta Phytophthora citrophthora olmak iizere gesitli

fungal ve bakteriyel etmenlerin varlig1 belirlenmistir (Adesemoye ve ark., 2011).
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Kaliforniya’da yapilan bagka bir ¢alismada mese agaglarinda Ambrosia
beetle [Trypodendron sp., Gnathotrichus sp., Xyleborus sp. (Curculionidae:
Scolytinae), Platypus sp. (Curculionidae: Platypodidae)] tarafindan tasman bir
fungusun (Botryosphaeriaceae; Diplodia corticola, Dothiorella iberica ve Diplodia
agrifolia sp. nov.) mese agaclarinda kirmizimsi ve krem renkli kopiiklenme, govde
ve yan dallarda krem renkli kopiiklenme ve kirmizimsi 6zsu simptomlari
olusturdugu belirlenmistir (Eskalen ve ark., 2013).

Yapilan galigmalara gore, viroidlerin diinyada yaygin olarak bulundugu ve
onemli ekonomik kayiplara neden oldugu bildirilmistir. Birgok bitki tiirlerinde
Ornegin patates, iiziim, turunggil, hindistancevizi, serbetgiotu, domates, avokado,
seftali, elma, armut, patlican ve krizantemde 6nemli ekonomik kayiplara neden
oldugu saptanmistir (Hadidi ve ark., 2003).

Viroidlerin 6liimciil, siddetli, orta gibi degisken zarar bigimlerine sahip
oldugu saptanmus, iiriin ve kalite kaybina dnemli sekilde yol acabilecegi tespit
edilmistir (Randles, 2003).

Ulkemizde turunggil viroidlerinin varligi ilk kez yabanci arastiricilar
tarafindan ortaya konmustur. FAO uzmani olarak ABD’den gelen Norman iilkemiz
turunggillerinde farkli viriis hastaliklarimin yami sira exocortis ve cachexia
hastaliklarinin varligimi da bildirmistir (Norman, 1963). Turunggil ciicelesme
hastaliginin Tirkiye’de var oldugunu bildiren bir diger arastirict da Moreira (1965)
olmustur.

Turunggil ciicelesme hastaligina neden olan CEVd ilk olarak Kalifornia’da
yapilan bir ¢calismada Ug Yaprakli anaci iizerinde tamlanmis ve viroidin as1 gozii
ile tasindig1r belirlenmistir (Fawcett ve Klotz, 1948). Baslangicta Scaly butt
hastalig1 olarak adlandirilan CEVd diinyada turunggil yetistirilen birgok bolgeden
rapor edilmistir (Benton ve ark., 1949; Moreira, 1965; Wallace, 1978; Norman,
1963; Duran Vila ve Semancik, 2003). Etmen 371-410 nm uzunlugunda tek
iplik¢ikli, sirkular formda, yaklasik 105.000 dalton agirliginda olup zayif ve
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siddetli hastalik belirtileri gelistiren ¢ok sayida irki oldugu bildirilmistir (Semancik
ve ark., 1987).

CEVd'nin Ug¢ Yaprakli anacinmn iizerindeki karakteristik simptomlart
toprak {istii kisimlarinda kabuk kavlamalari, ¢atlamalari, soyulmalar ve bodurluk
oldugu bildirilmistir (Benton ve ark., 1949).

CEVd turunggillerde Ug¢ Yaprakli ve hibritlerinde, rangbur layminda
hastalik belirtileri olusturmakla birlikte tiim turunggil tiir ve ¢esitlerini enfekte
edebilmektedir. Ancak Ug Yaprakli ve hibritleri disindaki gesitlerde latent olarak
bulunmaktadir (Roistacher, 1991).

CEVd’e dayanikh turuncgil tiirlerinde simptom gostermeden, agaglarda
bodurluga neden olabildigi ve birgok tiir ve ¢esidin dayanikli olmasina ragmen, bu
cesitlerin duyarli anacglara asilandiginda karakteristik simptomlarindan biri olan
anagta kabuk kavlamalar1 goriildiigii bildirilmistir (Benton ve ark., 1949).

Viroid etmeninin ekonomik anlamda bitkiye zarar1 agacin veriminin
azalmas1 ve omriiniin kisalmasi nedeni ile olmaktadir. CEVd turunggil agaglarinin
gelisimini engelleyip, clicelestirirken meyve kalitesine herhangi bir etkisi yoktur.
Bunun yani sira agag tacinin kiiclilmesine bagli olarak elde edilen iiriin miktarinin
azaldig bildirilmistir (Broadbent ve ark., 1988).

CEVd ile enfekteli agaclarda erken meyve olusumu goézlendigi ancak
Rangpur laymimnin CEVd’inin siddetli irki ile enfekteli oldugunda agacin verim
oraninin %40-60 oraninda azaldig1 bildirilmistir (Salibe ve Moreira, 1968).

CEVd ile enfekteli Ug Yaprakli anaci iizerinde asili Satsuma mandarin de
gergeklestirilen bir ¢aligmada, siirgiin uzunlugunun ve goévde capmin kontrol
bitkilere oranla %10 ile %40 oraninda kii¢iik oldugu rapor edilmistir (Yamada ve
Tanaka, 1972).

Antalya Turunggiller Arastirma Enstitiisiinde turunggil viriis ve benzeri
hastaliklar1 arastirmak amaciyla yiiriitiilen bir ¢alismada mandarin agaglariin
%30’unun cachexia, %72’sinin ise exocortis viroid hastaliklariyla enfekteli

oldugunu bildirmislerdir (Hizal ve Giiral, 1987).
9
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Dogu Akdeniz Bolgesi'nde Navel grubu portakallarda ve Satsuma
mandarinler ile yiiriitiilen bir ¢aligmada ise satsuma mandarin agaclarinin %37
oraninda cachexia hastalig1, portakal agaclarindan yapilan indeksleme ¢aligmasinda
ise %83,3 niin exocortis hastaligi ile bulasik oldugu bildirilmistir (Giilld, 1989).

Turunggil Gozeneklesme hastaligr ilk kez 1950 yilinda Childs adli
aragtirict tarafindan bulunmus ve Latincede kotii kosul anlamina gelen ‘Cachexia’
olarak adlandirmistir (Childs, 1950).

Etmenin Orlando tanjelo (C.paradisi X C.reticulata)’nun floem
dokularinda olusturdugu renk bozulmalari, kahverengilesme ve zamklanma ile
birlikte gozlenen kabuk catlamalar1 ve odun ¢okiintiilerinin tanilanmak amaciyla
belirlendigi diisiiniilmektedir. Bunun yani sira Orlando tanjelo (C.paradisi Macf. X
C.reticulata Blanco)’ da goriilen simptomlar Filistin tath layminda (C./imettiodes)
gozlenmis ve hastalik ‘xyloporosis’ olarak adlandirilmistir (Reichert ve Perlberger,
1934).

Ispanya ve Kaliforniya Universitesi’nin ortak yapmis oldugu calismalar
sonucunda Cachexia hastaliginin 6zellikle CVd-1Ib tarafindan olusturuldugunu ve
bu nedenle hastalik etmeni i¢in Turunggil Cachexia Viroidi (CCaVd) teriminin
kullanilmasi gerektigini bildirmislerdir (Semancik ve Roistacher, 1991).

Mandarin ve mandarin hibritlerinin as1 birlesme noktasinda floemde renk
bozulmasi ve zamklanma simptomlar ile karakterize edilen bu hastalik etmeninin
Citrus Cachexia Viroid (CCaVd)’ i tarafindan olusturuldugu ve 299 niikleotide
sahip oldugu 1988 yilinda Semancik ve arkadaslari tarafindan belirlenmistir
(Semancik ve ark., 1988).

Cachexia hastaliginin duyarli turunggil cesitlerinin kalem kisminda asi
birlesme yerinden baslayarak yukari primer dallara kadar ilerleyen floem
renklenmesi, odunda cukurluklar ve buna karsi gelecek sekilde kabuk kambiyal
ylzeyinde zamkl ¢ikintilar seklinde belirtiler gosterdigi saptanmistir (Calavan ve

ark., 1961).

10
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Turunggil gézeneklesme hastaligi basta ABD, Cin, Avusturalya, Ispanya
olmak iizere Turunggil yetistirilen tim iilkelerde bulunmaktadir (Duran-Vila ve
ark., 1993; Sano ve ark., 1992; Gillings ark., 1991; Palacio ve Duran-Vila, 2000).

Gozeneklesme hastaliginin tilkemizdeki varligi farkli aragtiricilarin yapmis
oldugu calismalar ile simptomolojik olarak belirlenmistir (Reichert, 1959; Norman,
1963; Moreira, 1965).

Ege bolgesinde Ozalp ve Azeri (1967) tarafindan Ege bolgesinde
gergeklestirilen bir caligmada incelenen turunggil agaglarinin %23’iiniin CCaVd ile
enfekteli oldugunu bildirmislerdir.

Dogu Akdeniz bolgesinde Satsuma mandarinlerinde yapilan bir ¢alismada
sorvey gerceklestirilen alanda agaglarin %37 oraninda CCaVd ile enfekteli oldugu
saptanmis ve yapilan biyolojik indeksleme ¢alismalar ile de hastaligin tanilamasi
gerceklestirilmistir (Giilli, 1989).

Onelge (1994) tarafindan Dogu Akdeniz bdlgesinde mandarinlerde
gerceklestirilen farkli bir ¢aligma da ise CCaVd’nin varligi ve bu grupta yer alan
diger viroidleri (CVd-IIa, CVd-IIb ve CVd-IIc) sPAGE (Onelge, 1994) ve RT-PCR
yontemleriyle molekiiler olarak tanilanmistir (Onelge, 1996; Onelge ve ark., 2002).

Turunggil gozeneklesme hastaliginin etmeni olan CCaVd’ i bulasik as1
materyalleri, budama aletleri ve bitki Ozsuyu ile mekanik yollar ile
taginabilmektedir. Vektdr ve tohumla tasinim konusunda herhangi bir bildirim
yoktur (Roistacher, 1991; Eiras ve ark., 2009; Pethybridge ve ark., 2008).

Etmen 6zellikle mandarin ve hibritlerinde yaygin olup diinyada turunggil
yetigtiriciliginin yapildigi tiim tlkelerde bulunmaktadir. Cachexia (gézeneklesme)
hastaligr nedeni ile agaglarin tamamen verimden diisiip geriye dogru oliimlerin
yasandig1 bildirilmis ve olusan kayiplarin ciicelesme hastaligina oranla ¢ok daha
fazla oldugu saptanmistir (Reichert ve Bental, 1957).

Cachexia hastaliginin duyarli c¢esitler iizerinde olusturdugu kayiplarin

%75’in tizerinde oldugu ve bu derece yaygin olmasinin ¢esit degistirme

11
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islemlerinde duyarli cesitlerin enfekteli agaglara asilanmasinin biiyiik rol oynadigi
belirtilmektedir (Semancik, 1987).

Turunggil gézeneklesme viroidi hastaligmin tilkemizdeki varlig1 yabanci
aragtiricilar  Reichert (1959), Norman (1963) ve Moreira (1965) tarafindan
diizenlenen raporlarla simptomolojik olarak bildirilmistir.

Bulasik bitkinin as1 yerinde kabukta kahverengi lekeler ve siglikler,
yapraklarda ise kiiclilme ve sar1 benek olusumu meydana gelir. Tiirkiye’de bu
viroidin varhg Ozalp ve Azeri (1967) tarafindan Izmir ilinde Satsuma mandarini
agaclarinda tespit edilmis, daha sonra diger arastiricilar bu konuda ¢ok sayida
calisma yapmistir. Ege Bolgesi’nde 1964-1965 yillar1 arasinda yapilan ¢alismada,
yaklasik 2,5 milyon turunggil agacinin bulundugu bu bolgede agaglarin %23 linlin
cachexia hastalig1 ile bulasik oldugu rapor edilmistir (Ozalp ve Azeri, 1967).

Dogu Akdeniz Bolgesindeki bir arastirmada ise Satsuma mandarinlerinin
%37 oraninda gozeneklesme hastaligi ile bulagik oldugu saptanmustir (Gilli,
1989).

Onelge (1994), gozeneklesme hastaliginin mandarin agaglarinda varligimni
ve bu grupta yer alan diger viroidleri (CVd-Ila CVd-1Ib CVd-Iic) sPAGE ve RT-
PCR yo6ntemleriyle tespit etmistir (Onelge ve ark., 1997; Onelge ve ark., 2004).

12
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Calisma Materyali

Calismada kullanilacak olan bitkiler Cukurova bolgesinde Ug Yaprakli
(Poncirus trifoliata) hibritlerinden C35 (P.trifoliata (L.) Raf. X C.sinensis. Osb.
'Ruby"), Carrizo, C22 ve FAS gibi anaclar iizerinde asili turuncgil gesitlerinden
(mandarin, limon vb.) alinmistir. As1 birlesim yerinden asagiya dogru beyazimsi
kopiik simptomlart gésteren turunggil agaglarindan alinan yapraklar ve asi birlesim

yerinden alinan bitki dokusu ¢alismanin ana materyalini olusturmustur (Sekil 3.1).

3.1.2. Biyolojik indeksleme Calismalarinda Kullanilan Materyal

Yiriitillen biyolojik indeksleme c¢alismalarinda CEVd ve CCaVd’nin
tanilanmasi i¢in indikator bitki olarak tohumdan yetistirilen Etrog citron (C.medica) ve
Mor kadife ¢icegi (Gynura aurantiaca) bitkisi kullanilmigtir.

Fungal etmenlerin tespiti i¢in ise; C35 (P.trifoliata L. Raf. X C.sinensis.
Osb. 'Ruby') anaci, bakteriyel etmenin patojen olup olmadigini belirlemek igin ise

tiitlin (Nicotiana tabacum) bitkisi kullanilmisgtir.

13
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3.1.3. Molekiiler Caliyjmada Kullanilan Materyaller

Caligmada, hassas terazi, mikrosantrifiij cihazi, CTAB buffer (PVP-40,
Tris HCL, EDTA, NaCl, B-Mercaptoethanol), havan ve doviiciiler, makas, bistiiri,
saf su, %2’lik hipoklorit, kurutma kagidi, 1,5 ml ve 2 ml hacimlerinde eppendorf
tiipler, degisik hacimlerde pipet ve pipet uglari, derin dondurucu, vorteks ve
santrifiij cihazi, kloroform: izoamil alkol (24:1), izopropanol, %70’lik etil alkol, TE
tamponu ¢ozeltisi, saf su cihazi gibi ¢esitli materyaller ile laboratuvar aletlerinin
sterilizasyonu amaciyla da otoklav ve etiiv gibi ekipmanlar kullanilmistir. Ayrica
PCR ¢alismalarinda CEVd ve CCaVd’ine spesifik primerler, TAE tampon, agar jel,
elektroforez tanki, gii¢ tinitesi, mikrodalga firin, jel tepsisi ve taraklar1 ile 1000 ve
100 bp DNA markorii materyal olarak kullanilmgtir.

Tiim jellerin goriintiilenmesi asamasinda UV transilliiminatdr cihazi ve jel
yikama tamponu olarak saf su ile seyreltilmis etidyum bromiir ve fotograflama aleti

kullanilmustir.

3.2. Metod
3.2.1. Calismada Kullamlan Orneklerin Elde Edilmesi

Calismada kullanilan bitki &rnekleri Cukurova bolgesinde Ug¢ Yaprakli
hibritleri  (P.trifoliata) iizerinde asili turunggil cesitlerinin (mandarin, limon,
greyfurt) yetistirildigi bahgelerden asi birlesim yerinden asagiya dogru beyazimsi
kopiik simptomu gosteren ve kontrol amaciyla kopiik simptomu goéstermeyen
bitkilerden 6rnekler alinmistir. Ornekler segilen her bir agacin farkli yénlerinden
olmak {izere liger adet dal ve yaprak kisimlarindan alinmig ve etiketlenerek naylon
torbalara yerlestirilerek buz kutusu icerisinde Cukurova Universitesi Bitki Koruma
Boliimii Turunggil Viriisleri Laboratuvari’na getirilmis ve indeksleme ve molekiiler

tan1 ¢alismalarinda kullanilmak tizere +4C°’de buzdolabinda saklanmistir.
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Cizelge 3.1. Bahcelerden Toplanan Orneklere Ait Bilgiler

KONUM ORNEK NO |ANAC CESIT
Akdam ADAI C35 ROBINSON
Koylioglu ADA2 C35 W.MURCOT
Koyliioglu ADA3 C35 W.MURCOT
Akdam ADA4 C35 ROBINSON
Akdam ADAS C35 ROBINSON
Akdam ADAG C35 ROBINSON
Koyliioglu ADA7 C35 W.MURCOT
Akdam ADAS C35 ROBINSON
Akdam ADA9 C35 ROBINSON
Akdam ADA10 C35 ROBINSON
Akdam ADAI11 C35 ROBINSON
Akdam ADA12 C35 DOBASHI BENI
Akdam ADAI3 C35 DOBASHI BENI
Akdam ADA 14 C35 STAR RUBY
Akdam ADALS C35 W.MURCOT
Akdam ADAI16 C35 W.MURCOT
Akdam ADA17 C35 W.MURCOT
Akdam ADA18 C35 W.MURCOT
Koyliioglu ADAI19 C35 W.MURCOT
Koyliioglu ADA20 CARRIZO W.MURCOT
Koyliioglu ADA21 CARRIZO W.MURCOT
Koyliioglu ADA22 C35 W.MURCOT
Koylioglu ADA23 C35 W.MURCOT
Koylioglu ADA24 C35 W.MURCOT
Koylioglu ADA25 C35 W.MURCOT
Akdam ADA26 C35 W.MURCOT
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Cizelge 3.1. devami

Akdam ADA27 C35 W.MURCOT
Koyliioglu ADA28 C35 W.MURCOT
Akdam ADA29 C35 TANGO
Koyliioglu ADA30 FA-5 ENTERDONATO
Koyliioglu ADA31 FA-5 ENTERDONATO
Koyliioglu ADA32 FA-5 ENTERDONATO
Koyliioglu ADA33 C22 ENTERDONATO
Koyliioglu ADA34 C22 ENTERDONATO
Koyliioglu ADA35 C22 ENTERDONATO
Koyliioglu ADA36 C22 ENTERDONATO
Kéylioglu ADA37 C35 TANGO
Kéylioglu ADA38 C35 TANGO
Koyliioglu ADA39 C35 TANGO

Akdam ADA40 C35 ROBINSON
Akdam ADA41 C35 ROBINSON
Akdam ADA42 CARRIZO TANGO

Akdam ADA43 CARRIZO TANGO
Koyliioglu ADA44 C35 W.MURCOT
Koyliioglu ADA45 C35 W.MURCOT
Koyliioglu ADA46 C35 W.MURCOT
Koyliioglu ADA47 C35 W.MURCOT
Koylioglu ADA48 C35 W.MURCOT
Akdam ADA49 C35 W.MURCOT

3.2.2. Molekiiler Calismalar

Kopiiklenme hastaligi gosteren Ug Yaprakli hibritlerine asili turunggil

cesitlerinde bulunan viroidlerin tanilanmasi i¢in CTAB (Cetyltrimethylammonium

bromide) tampon ¢ozeltisi kullanilarak total niikleik asit (TNA) ekstraksiyonu

yapilmustir. Ekstraksiyon ¢alismalart Murray ve Thompson (1980)’e gore modifiye
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edilerek uygulanmustir. Calismalar Cukurova Universitesi Zir. Fak. Bitki Koruma

Boliimii Turunggil Viriisleri laboratuvarinda yiirtitilmistiir.

Toplanan bitkilerden viroid saflastirilmasi her bir ornek icin asagida

verilen protokole gore yapilmistir (Sekil 3.2) .

Sekil 3.2. Alinan 6rneklerin total niiklei asit ekstraksiyonu.

Bitki orneklerinin yapraklarindan 300 mg miktarinda alinarak 1:10
m\v CTAB ortami eklenmis ve homojen bir goriintii olusana kadar
ezilmigtir.

Ezilen orneklerin 6z sular1 2 ml‘lik tiiplere 2 ml miktarinda olacak
sekilde alinmustir.

Ornekler 65°C'de 60 dakika boyunca sicak su banyosunda isitilmistir.
Isitilirken her 15 dakikada bir 6rnekler ¢alkalanmigtir.

Isitilan 6rnekler 10.000 rpm'de 5 dakika boyunca santrifiijlenmistir.
Santifiriij sonrasinda tiipte iki faz olusmustur. Bu fazlardan bitki
dokusu igermeyen iist bolgeden 1ml alinarak 2 ml'lik baska bir tiipe
aktarilmistir. Daha sonra iizerine 1 ml Kloroform: Isoamil alkol

(24:1) eklenmis iyice ¢alkalanmustir.

17



3. MATERYAL VE METOT Merve KAZAK

Ormnekler 13.000 rpm'de 10 dakika boyunca santrifiijlenmistir.
Santrifiijden sonra 750 pl {ist fazdan alinarak 1,5 mllik tiipe
aktarilmistir. Uzerine 450 ul soguk 2-isoproponol eklenip kibarca 2
defa karigtirilmistir. Sonrasinda 6rnekler -20°C'ye alinmis ve 30-60
dakika inkiibe edilmistir.

Derin dondurucudan ¢ikarilan 6mekler 13.000 rpm‘'de 10 dakika
santrifiijlenmistir. Tipten sivi kisim dikkatli bir sekilde ¢ope
bosaltilmistir.

Tiipiin tabanina ¢oken kat1 fazin {izerine %70'1ik etanol eklenmistir ve
13.000 rpm'de 10 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Sonrasinda
dikkatli bir sekilde %70lik etanol bosaltilmustir.

Ornekler hava yolu ile kurutulmustur ve kat: kissm 100 pl 1XTE
ortami ile ¢ozdiriilmiistir (Sekil 3.2).

Elde edilen TNA ekstraksiyonlart derindondurucuda -20°C' de

kullanilanana kadar saklanmustir.

3.2.2.1. RT-PCR (Revers Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Cahsmalan

3.2.2.1.1. Tamamlayic1 DNA Sentezi (¢cDNA)

Calismanin ilk asamasinda tek iplik RNA yapisinda olan viroidlerin RT

enzimi yardimiyla cDNA sentezlemesi yapilmistir. Bu sentezleme asagidaki

Revers1 ve Revers 2 asamalariyla gerceklestirilmistir.

AN NN

Revers 1

200 pl'lik tiiplere her bir 6rnek igin;
1ul ANTP,
1ul Random Primer\Revers Primer,

6 ddH,O ve
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4ul Total Niikleik asit 6rnegi eklenmistir.
Thermo cycle cihazinda 95°C'de 3 dakika calistirilmig ardindan
ornekler 10 dakika buzda bekletilmistir.

Revers 2

v Elde edilen érnekler iizerine sirast ile;

v' 4ul 5X buffer,

v’ 2ul 0,1 DTT,

v" 0,2ul RT enzim ve

v' 1,8 ul ddH,0 eklenmistir.

v' Elde edilen friinler 42°C*de 40 dakika ve 70°C'de 15 dakika
bekletilmistir.

3.2.2.1.2. PCR Asamasi

v" Buz lizerindeki steril 200pl'lik tiip igerisine her bir rnek igin;

e 1lul Revers Primer (Cizelge 3.2)

e 1ul Forward Primer (Cizelge 3.2),

e 8,5ul ddH,O ve

e 12,5ul Dream Taq eklenmis ve kisa santrifiij yapilmistir. Daha sonra
iizerine 2 pul cDNA eklenerek hacim 25ul"ye tamamlanmistir

v' Kisa santrifiij yapilarak karistirilan {iriinler thermocycle cihazina
yerlestirilmistir.

v Kullanilan primerlerin, baglanma sicakliklarma uygun PCR kosullari

(Cizelge 3. 3) ayarlandiktan sonra sentez islemi baslatilmisgtir.

v' Elde edilen tiim PCR iiriinleri, elektroforez ¢aligmalarina kadar —20°C'de

muhafaza edilmistir.
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Cizelge 3.2. Calismada Kullanilan Primer Ciftleri

Primer Primer dizilimi Uriin boyutu (bp)

CEVdR 5'-CCGGGGATCCCTGAAGGACTT-3 371bp (Gross et al., 1982)
CEVd F 5'-GGAAACCTGGAGGAAGTCGAG-3'

CEVdR 5’ACCACAGGAACCTCAAGAAAG3 371bp (Onelge, 1997)
CEVd F 5’GTGCTCACCTGACCCTGCAGG?’

HSVd R 5'-TGCCCCGGGGCTCCTTTCTCAGGT-3'

HSVd F 5'-ACTCTTCTCAGAATCCAGCGAG-3 302bp (Sano et al., 1988)
HSVd R 5'-CCGGGGCTCCTTTCTCAGGTAAGT-3'

HSVd F 5'-GGCAACTCTTCTCAGAATCCAGC-3'

Cizelge 3.3. Calismanin Icerigi Dogrultusunda Modifiye Edilen PCR Kosullar

Ayrilma Sicakhi@i 94°C 3 dakika 1 dongii
94 °C 30 saniye 35 dongii

Baglanma Sicakhgi 57-60°C 30 saniye 35 dongi
72°C 1.5 dakika 35 dongii

Uzama Sicakhga 72°C 10 dakika 1 dongii

3.2.3. Elektroforez Calismalari ve Orneklerin Gériintiilenmesi

Bu calisma Onelge (1997)ye gore yapilmistir. Calisma agar jelin
hazirlanmasi, elektroforez cihazinda jel yiiklemesi ve etidyum bromiirde bekletilen
jelin UV de goriintiilenmesi asamalarindan olusmustur. %1,5°lik agar jel asagida
verilen yonteme gore hazirlanmugtir.

100ml 1 XTAE ortamu ¢ozeltisi {izerine 1,5 mg toz agar eklenerek karisim
homojen bir goriintii alincaya kadar mikrodalga firinda ¢ézdiiriilmiistiir. Eritilen
agar jel karisimi pleytlere dokiilmiis ve jel dondugunda 1X TAE ortami bulunan
elektroforez kiivetine yerlestirilmistir (Sekil 3.3). Jel {izerinde bulunan kuyucuklara
elde edilen iirlinler ve marker yiiklenmistir. Elektroforez cihazi 886 Volt ve 110

Miliamperde 30-40 dakika boyunca calistirilmistir. Elektroforez islemi bittikten
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hemen sonra agar jel etidyum bromiir ¢ozeltisi icerisinde 10 dakika boyunca
bekletilmigtir. Daha sonra UV 1sm1 yardimi ile jel goriintiilemesi yapilmig ve

fotografi gekilmigtir.

Sekil 3.3. Elektroforez kiivetine yerlestirilmis 6rnekler.

3.2.4. Sekans Analizi ve Verilerin Karsilastirilmasi

Jel goriintiilemesi sonucunda viroid etmeninin varligimin kesinlestigi PCR
driinleri aym1 kosullarda PCR uygulanarak 50 pl hacminde ¢ogaltilmstir.
Cogaltilan orneklerin saflagtirma ve niikleotid dizilimlerinin belirlenmesi amaciyla
firmaya gonderilmistir.

Sekanslama islemi tamamlanan tim oOrneklerin baz dizilimleri Finch TV
programi kullanilarak goriintiilenip, mevcut baz dizilimleri NCBI (National Center
for Biotechnology Information) veri tabaninda BLAST yontemiyle kayith ilgili
organizmalar ile karsilastirilmistir. Filogenetik analiz ¢alismalarinda da DNA
dizileri MEGA 11 VERSION (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
programu kullanilarak Neighbour Joining metodu ile siniflandirilmistir (Kumar ve

ark., 2018).

3.2.4.1. Biyolojik indekslemede Kullanilacak Bitkilerin Yetistirilmesi
Biyolojik indeksleme c¢alismalarinda Etrog citron (C.medica) ve Mor

kadife ¢icegi (G.aurantiaca) bitkileri kullanilmistir. Etrog citron bitkileri tohumdan
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yetistirilerek, mor kadife ¢igegi bitkisi ise c¢elikleme yontemi ile elde edilmistir
(Sekil 3.4). Etrog citron bitkileri 10 cm boyuna geldiginde sasirtilarak saksilara
alimmistir (Sekil 3.4). Bitkilerin gelisimi ve indeksleme calismalari Cukurova
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boéliimii Turunggil Viriisleri

Laboratuvari iklimlendirme odasinda gerceklestirilmistir.

" " i K ) vy, , &

A Ak : A skl e AR 3 45
Sekil 3.4. Etrog citron ve Mor kadife cicegi bitkilerinin yetistirilmesi.

3.2.5. Biyolojik indeksleme Calismalar
3.2.5.1 CEVd ve CCaVd’nin Etrog Citron (C.medica) ve Mor Kadife Cicegi
(G.aurantiaca) Bitkilerine inokulasyonu

Tohumdan yetistirilen Etrog ve Mor kadife ¢icegi bitkilerine agar jel
tizerinde bant olusturan CEVd ve CCaVd ile bulasik oldugu belirlenen toplam 8
izolat inokule edilmistir. Inokuluasyon i¢in TKM ortamu ile izolatlarm TNA
cozeltisi 1/1 oraninda kanistinlmis ve igne yardimiyla indikator bitkilerin
govdesine ¢izik atilarak inokulasyon islemi gerceklestirilip gdvdenin nemini
korumasi i¢in govde parafinle sarilmistir (Sekil 3.5). Her bir izolat i¢in 1 Etrog
bitkisi inokule edilmis ayrica 1 bitki pozitif olarak inokule edilirken sadece TKM
cozeltisinin kullanildigi 1 etrog bitkisi de negatif kontrol olarak c¢alismada

kullanilmgtir.
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Sekil 3.5. Etrog citron ve Mor kadife ¢igegi bitkilerine viroid inokulasyonu.

3.3 Kopiik Simptomu Gériilen Agaclardan Ahnan Orneklerin Fungal ve
Bakteriyel Acidan Incelenmesi

Bakteriyel agidan incelenmesi i¢in genel bir besi yeri olan tryptic soy agar
(TSA) kullanilmastir.

Tiitlinde asirt duyarlilik reaksiyonunun belirlenmesi: Tiitiin (Nicotiana
tabacum) bitkisi yapraginin alt yiizeyine damar aralarina testlenecek izolatlarin 108

hiicre/ml yogunlugundaki siispansiyonu bir enjektdr yardimi ile infiltre edilmistir
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(Sekil 3.6). 24-48 saat sonra inokule edilen alanlarda olusan nekrotik goriiniim

pozitif olarak kabul edilmistir (Lelliott ve Stead, 1987).

Sekil 3.6. Bakteriyel izolasyon ¢aligmasi ve tiitiin bitkisinde hipersensetive
reaksiyon testi.

Patojenite calismalarinda funguslarin PDA ortaminda yetistirilen 10 giinliik
kiiltiirleri kullanilmigtir. Fidan govdesinden mantar delici ile ¢ikarilan Smm g¢aplh
kabuk dokusunun yerine aynmi biiyiikliikte kesilen patojenin 10 giinliikk miseliyel
diski yerlestirilerek kabuk dokusu tekrar kapatilmistir. inokulasyon bolgesi 1slak
pamuk aliiminyum folyo ile kapatilarak fidanlar 20-25°C arasinda klima odasinda

simptom olusumuna kadar inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. C35 bitksine L.theobromae ve Lliriodendri etmenleri inokulasyonu.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Arazi Gozlemleri

Adana ilinde Ug¢ Yaprakli hibritleri iizerine asili turunggil bahgelerinde
kopiiklenme hastaligi belirtileri gdsteren plantasyonlar gezilmistir. Cizelge 3.1°de
belirtildigi gibi bu plantasyonlardan kdpiik belirtisi gosteren 25 aga¢ ve kontrol
amagch koptik belirtisi gostermeyen 24 aga¢ olmak iizere toplam 49 agactan bitki
dokusu ve yaprak ornekleri alinmistir. Kopiiklenme belirtisi gosteren agaglarin
genellikle 10 yas ve lizeri oldugu gozlenmistir. Bu agaglara bakildiginda genel
bodurluk, geriye dogru kurumalar ve as1 birlesme yerinde kavlamalar ve

catlamalar, anag-kalem uyusmazlig1 belirtileri ve as1 birlesim yerinden asagiya

dogru beyazimsi kopiirmeler gozlenmistir (Sekil 4.1) .

Sil 4.1. Képii hastalig1 glen agaclarda yaprék dkﬁlmes Ve gériyé dogril
Olim belirtileri.

Ayrica Ornek almak icin yapilan siirveyde turunggil bahgelerinde

cogunlukla Ug Yaprakl hibritlerinin (Carrizo, C35, C22 ve FA5) anag olarak tercih

edildigi gozlenmistir. Bu anacglar i¢inde en fazla tercih edilen anaglarin Carrizo

anaci ve C35 anaci oldugu gozlenmistir.
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Turunggil bahgelerinde yapilan aragtirmalar sonucunda bazi agaglarda
goriilen bodurluk, geriye dogru kurumalar, as1 birlesim yerindeki kavlamalar ve
catlamalarin turunggil viroid hastaliklarindan CCaVd ve CEVd’i belirtilerine
benzer oldugu belirlenmistir.

Bu agaglarin gdvde ve as1 birlesim yerindeki makroskobik simptomlarina
bakildiginda  o6zellikle CEVd’nin  makroskobik  simptomlarinin =~ varligi
belirlenmistir. Ayrica CCaVd ile ilgili olabilecek zamklanma belirtilerine de
rastlanmistir.

Gozlenen bu makroskobik simptomlar literatiirde CEVd ve CCaVd igin
belirtilen makroskobik simptomlara benzerdir (Childs, 1950; Calavan, 1961;
Semancik, 1988). Ayrica bolgemizde daha Once yiiriitiilmiis olan calismalarda
turunggil bahgelerinde CEVd ve CCaVd’nin varligi arastiricilar tarafindan
bildirilmis (Reichert, 1959; Norman 1963; Moreira, 1965; Ozalp ve Azeri, 1967)

ve bu calismada gdzlenen simptomlarin benzer oldugu belirlenmistir.

4.2. Molekiiler Calismalar fle Tlgili Bulgular ve Tartisma
4.2.1. RT-PCR Cahsmalar ile ilgili Bulgular

Adana ili turunggil bahcelerinden U¢ Yaprakli ve hibritlerinin ana¢ olarak
kullanildig1 kopiik simptomu gdsteren ve gostermeyen agaclardan alinan siirgiin ve
yaprak orneklerinde turunggil viroid hastaliklarindan CEVd ve CCaVd varliginin
belirlenmesi i¢in RT-PCR c¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Her iki etmenin
turunggil agaclarinda varligini belirlemek amaciyla toplam 49 adet 6rnek araziden
almmistir. Alman oOrneklerin 23 adedi W.Murcott mandarini (C.reticulata X
C.sinensis (L.) Osbeck), 10 adedi Robinson mandarini, 7 adedi Enterdonato limonu
(C.limon (L.) cv. Interdonato), 6 adedi Tango mandarini (C.reticulata Tango), 2
adedi Dobashi Beni mandarini (C.reticulata Blanco) ve 1 adet Star Ruby greyfurt
¢esididir (Cizelge 3.1). Alinan 6rneklerden 38 adedi C35, 4 adedi Carrizo, 4 adedi
C22 ve 3 adedi FAS anac1 iizerine agihidir (Cizelge 3.1).
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Gergeklestirilen RT-PCR ¢alismalar1 sonucunda 49 6rnekten 17 tanesinin
371 bp seviyesinde bant olusturdugu ve bu agaglarin CEVd ile enfekteli oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.1). Sekil 4.2°’de %1.5’luk agar jelde olusan CEVd ile
bulagik 6rneklerin 371 bp seviyesindeki bant olusumu gdsterilmistir.

CCaVd hastaligmin varliginin belirlenmesi i¢in gergeklestirilen RT-PCR
calismasinda ise 49 6rnekten 14 tanesinin ise 300 bp seviyesinde bant olusturdugu
belirlenmistir. %1.5’luk agar jelde olusan 300 bp seviyesindeki bant olusumu Sekil
4.3 de gosterilmistir. Elde edilen bulgular CEVd ve CCaVd i¢in daha 6nce yapilan
calismalarla uygun baz seviyesindedir (Semancik 1988; Duran-Vila ve Semancik,

2003).

_
_—
p——y
et
— -
—
—
-
-_——
—
-

Sekil 4.3. CCaVd i¢in yapilan RT-PCR sonucunda elde edilen 6rneklerin %1,5’lik
agar jeldeki goriintiisii.
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RT-PCR ¢aligmalarinda 4 agacta CEVd ve CCaVd birlikte ayni aga¢ iginde
karigim halinde bulundugu belirlenmistir. Turunggil agaglarinda hastalik etmeni
olan CCaVd ve CEVd etmenleri kopiik simptomu gozlenen agaclarda ¢ok az
oranda karisim halinde bir arada bulunmustur. Bu nedenle genel olarak hastalik
etmenlerinin bir arada bulunmasi nedeniyle olusabilecek sinerjistik reaksiyon
olusturma durumu k&piik hastalig1 i¢in bu ¢alismada s6z konusu olmadigi RT-PCR

caligmalar1 sonucu ortaya konulmustur.

Cizelge 4.1. Kopiik Simptomu Goézlenen Agaglarda Saptanan Turunggil Viroid

Hastaliklar:
KONUM ggNEK ANAC  |CESIT KOPUK [CEVd |CCaVd
Akdam ADAl |C35 ROBINSON + + -+
Koyliioglu  |[ADA2  |C35 W.MURCOT + - +
Koyliioglu  [ADA3  |C35 W.MURCOT + + +
Akdam ADA4 |C35 ROBINSON + + -
Akdam ADAS5 |C35 ROBINSON + + -
Akdam ADA6  |C35 ROBINSON + + b
Koylioglu  |ADA7  |C35 W.MURCOT + b L
Akdam ADA8 |C35 ROBINSON + + -
Akdam ADA9 |C35 ROBINSON + - -
Akdam ADA10 |C35 ROBINSON - - -
Akdam ADAI1l |C35 ROBINSON + - -
Akdam ADA12 |C35 DOBASHI BENI |- - -
Akdam ADA13 |C35 DOBASHI BENI |- - -
Akdam ADA14 |C35 STAR RUBY - + -
Akdam ADA15 |C35 W .MURCOT - - -
Akdam ADA16 |C35 W.MURCOT - - -
Akdam ADA17 |C35 W.MURCOT - - +
Akdam ADA18 |C35 W .MURCOT - + +
Koyliioglu  |[ADA19 |C35 W.MURCOT + - -
Koyliioglu ~ [ADA20 |CARRIZO [W.MURCOT - - -
Koyliioglu  |ADA21 |CARRIZO [W.MURCOT - - -
Koyliioglu ~ |[ADA22 |C35 W.MURCOT + } +
Koyliioglu ~ [ADA23 |C35 W.MURCOT + - -
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Cizelge 4.1. devami

Koyliioglu  |[ADA24 |C35 W .MURCOT -+ - -
Koylioglu  |ADA25 |C35 W .MURCOT - + -
Akdam ADA26 |C35 W.MURCOT - + -
Akdam ADA27 |C35 W.MURCOT + + -
Koyliioglu  |[ADA28 |C35 W .MURCOT -+ - -
Akdam ADA29 |C35 TANGO - + -
Koyliioglu  |[ADA30 |[FA-5 ENTERDONATO |- - +
Koyliioglu  |[ADA31 |[FA-5 ENTERDONATO |- - -
Koyliioglu  |[ADA32 |[FA-5 ENTERDONATO |- + +
Koylioglu  |[ADA33 |C22 ENTERDONATO |- - +
Koylioglu  |[ADA34 |C22 ENTERDONATO |- - +
Koyliioglu  |[ADA35 |C22 ENTERDONATO |- d +
Koylioglu  |[ADA36 |C22 ENTERDONATO |- g -
Koyliloglu  |[ADA37 |C35 TANGO + - -
Koylioglu  |ADA38 |C35 TANGO - - +
Koylioglu  |ADA39 |C35 TANGO r - +
Akdam ADA40 |C35 ROBINSON + N -
Akdam ADA41 |C35 ROBINSON + _ -
Akdam ADA42 |CARRIZO [TANGO . - -
Akdam ADA43 |CARRIZO [TANGO - - h
Koyliioglu  |[ADA44 |C35 W.MURCOT + - -
Koyliioglu  |ADA45 |C35 W .MURCOT -+ - -
Koyliioglu  |ADA46 |C35 W.MURCOT - + -
Koyliioglu  |[ADA47 |C35 W.MURCOT + + -
Koylioglu  |[ADA48 |C35 W .MURCOT + + -
Akdam ADA49 |C35 W .MURCOT + + -

Ayrica kopiik hastaligi simptomu gosteren bu agaclarin kopiikli kabuk
dokusundan fungal ve bakteriyel etmenlerin durumunu aragtirmak igin izolasyonlar
yapilmustir. I1zolasyonlar sonucunda kopiiklii kabuklardan izole edilen fungal
etmenler Lasiodiplodia  theobromae, Ilyonectria liriodendri, Fusarium
pseudonygamai, Alternaria alternata olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Bu etmenlerden patojen olabilecegi diisliniilen L.theobromae ve
Iliriodendri etmenleri patojenite testine alinmustir (Sekil 4.4). Ug Yaprakli hibriti
olan C35bitkisine bu patojen olabilecek etmenlerden inokulasyonlar yapilmis ve

31




4. BULGULAR VE TARTISMA Merve KAZAK

inolukasyon sonucunda odun dokusunda hafif diizeyde lezyon belirtileri
olusturmustur. Bitkilerde kuruma ve Olim belirtisi gozlenmemistir. Bakteriyel
izolasyon calismalarinda ise Streptomyces spp. izole edilmistir. Bu etmen igin
patojenite testi gerceklestirilmis ve tiitlin bitkilerine inokulasyon yapilmigtir.
Inokulasyon sonucunda herhangi bir simptomla karsilasilmamistir. Literatiirde
turunggillerde kopiik hastalig ile ilgili az sayida ¢alisma vardir. Bu ¢alismadan bir
taneside Kaliforniya’da turuncgil alanlarinda gerceklestirilmistir. Yiiriitilen bu
caligmada C35 anaci iizerine asili Fukumoto navel portakal agaglarinda ciddi
kayiplarin olustugu bildirilmistir ve bu kayiplarin olustugu agaclarda kopiik
seklinde akintilar gozlenmistir. Agaclardaki bu kopiiklenmeden dolay: hastalik
‘kopiiklii kabuk hastaligi (foamy bark rot)” olarak adlandirilmistir. Kopiik hastaligi
goriilen agaclarda var olan patojenlerin degerlendirilmesi yapilmis basta
Phytophthora citrophthora olmak lizere gesitli fungal ve bakteriyel etmenlerin
varlig1 belirlenmistir (Adesemoye ve ark., 2011) (Cizelge 4.3). Endonezya’da
yapilan bir baska c¢alismada ise bu ¢aligmada izole edilen fungal patojen olan L.
theobromae (sinonimi: Botryodiplodia theobromae) turunggil bahgelerinde 1slak
diplodia (Wet Diplodia) olarak adlandirilan belirtiler olusturup turunggil
agaclarin govdesinde kopiikli akintilar meydana getirdigi bildirilmistir (Dwiastuti
ve Aji 2021). Bizimde ¢alismamizda elde ettigimiz bu etmenlerden L.theobromae;
Endonezya’daki, Fusarium spp., Alternaria spp. ve Streptomyces spp. ise
Kaliforniya’daki izolasyon caligmalarinda elde edilen etmenlerle benzer olarak

bulunmustur.
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éekil 4.4. C35 bitkisine L.theobromae ve Lliriodendri etmenleri patojenite testi
sonucu.

Cizelge 4.2. Kopiik Simptomu Gozlenen Agaclarda Fungal ve Bakteriyel Etmenler

Fungal Etmenler

Lasiodiplodia theobromae (Botryosphaeriaceae)

Ilyonectria liriodendri (Nectriaceae)

Fusarium pseudonygamai (Nectriaceae)

Alternaria alternata (Pleosporaceae)

Bakteriyel Etmenler

Streptomyces (Actinomycetota)
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Cizelge 4.3. Kaliforniya'daki Képiiklenme —Simptomu  Gésteren  Fukumoto
Agaclarmin K6k ve Siirgiin Orneklerinden Elde Edilen Izolasyon

Sonuglari
Izole sayisi

Organizma
Bakteri
Acinetobacter 3
Bacillus spp. 6
Pantoea sp. 1
Pseudomonas spp. 5
Total bacteria species: 15
Fungus
Aternaria citri 1
Alternaria spp. 2
Botivosphaeria 3
Fusarium solani 12
Fusarium oxysporum 4
Fusarium sp. 2
Fusarium equiseti 3
Toplam fungus tiirii: 27
Oomycete
Phytophthora citrophthora 1

Aragtiricilar kopiik simptomu gozlenen agaclarda bazi bakteriyel ve fungal
hastaliklar1 incelemisler ancak viroid grubu patojenler agisindan bu agaglarda
herhangi bir aragtirma yapmamiglardir. Bu c¢alismada ele alinan viroid etmenleri
(CEVd ve CCaVd) turunggil agaclarinda yaygin olarak bulunan iki hastaliktir. Bu
hastaliklar bugiine kadar yetistiricilikte kullanilan diger anaglarda herhangi bir
kopiik olusumuna neden olmazken yeni gelistirilen C35 anacinda kdpiik simptomu
olusturmasi anacin gerek toprak yapisiyla gerekse iklim kosullar1 gibi fizyolojik
nedenlerle veya agaglarda bulunan farkli patojenlerin yarattigi stres nedeniyle

kopiik olusturabilecegi diisiiniilmektedir.
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Turunggil viroid hastaliklarinin diinya iizerinde dagilimma baktigimizda
tiim turunggil yetistiricilik alanlarinda var olan etmenler oldugu arastiricilar
tarafindan bildirilmigtir (Salibe, 1986; Roistacher, 1991; Futch ve Brlansky, 2004).
Ancak ozellikle sertifikali ve turunggil hastaliklarina karsi testlenmis fidanlarin
kullanilmadigir {ilkelerde bu hastaliklarin daha yaygm olarak bulundugu
bildirilmektedir (Fidanc1 ve ark., 2018). Ulkemizde sertifikali turuncgil fidani ile
iiretim yok denecek kadar azdir. Bu nedenle arazide bulunan agaglarin biiyiik bir
boliimii 6zellikle mekanik olarak ta tasmman bu hastaliklarla bulasiktir. Bu
caligmada da goriildiigii gibi RT-PCR ¢aligmasinda toplam 49 izolattan sadece 11
adedinde viroid etmenlerine rastlanmamistir. Yiizde olarak ele aldigimizda
incelenen izolatlarin %77,5’1 viroid etmenleriyle bulasik oldugu belirlenmistir.
Elde edilen bu rakam oldukg¢a biiyiiktiir. Bu sonug bize bdlgemizde bu hastaliklarin
oldukca yaygin olarak bulundugunu gdstermektedir. Ayrica daha 6nce yapilan
caligmalarda arastiricilar her iki viroid hastaliginin bdlgemizde yogun olarak
kullanilan turung iizerine asili turunggil agaglarinda da yaygin olarak bulundugunu
belirtmislerdir. Son yillarda bolgemizde yaygin olarak kullanilan anaglarda
ozellikle CEVd’nin makroskobik simptomlar1 yogun olarak goriilmeye baglamistir.
Oysa bolgemizde yogun olarak kullanilan turung anaci etmenin simptomsuz
tagiyicisidir. Bu nedenle oOzellikle 10 yas ve iizeri agaglarda gdzlenen kabuk
kavlamalar1 bolge iireticisini tedirgin etmektedir. Son yillarda laboratuvarimiza bu
viroid hastalig ile bulasik pek ¢ok 6rnek gelmistir. Turunggil ireticilerinin ¢esit
farkliligina gitmelerindeki esas neden Turunggil tristeza viriis (CTV) hastaligidir.
CTV hastalig1 6zellikle turung anaci lizerindeki agaglar1 daha fazla etkilemekte ve
etmenin giddetli irklar1 agaglarda 6liime neden olabilmektedir. Bu nedenle iiretici
ozellikle hastaligin daha az etkiledigi Ug Yaprakli ve hibritlerini anag olarak

kullanma egilimine ge¢mistir.
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Bolgemiz turunggil yetistiricilik alanlarina baktigimizda toprak yapisinin
oldukga kirecli ve pH’sinin yiiksek oldugunu gormekteyiz (Cizelge 4.4). Yiiriitiilen
bu ¢alismada 6rnek alinan ve kdpiik simptomu gdsteren izolatlarin toprak yapisini
inceledigimizde 11 bahgede toprak pH’sinin 7,5 ve {izerinde oldugu kire¢ oraninin
ise %18,3 oldugu goriilmektedir. Bu nedenle dzellikle Ug¢ Yaprakli ve hibritlerinin
anac olarak kullanilmasi bu pH ve kirece uygun olmadig1 pek ¢ok iilkede yiiriitiilen
caligmalarla ortaya konmustur (Khurshid ve ark., 2021). Cizelge 3.1’ de gorildiigi
gibi Carrizo ve C35 anaglarina baktigimizda yiiksek pH ve kireg¢ icerigine sahip
topraklarda sorun olusturdugu belirtilmektedir. Bu toprak yapisinda bitkiler strese
girmekte ve yeterli verim alinamamaktadir. Avusturalya’da yapilan bir ¢alismada
bolgemizde de kopiik simptomunun goriildiigii C35 anaglariin bu iilkede de sorun
yarattigin1 ve benzer sekilde 10 iizeri agaglarda as1 birlesme noktalarinda kopiik
simptomlarinin ortaya c¢iktig1 arastiricilar tarafindan bildirilmistir. Turunggil
tariminin yapildigi ve C35 anacinmn kullanildigi Avusturalya plantasyonlarinda
pH’nin yiiksek oldugu Khurshid ve arkadaslar1 (2021) tarafindan belirtilmis ve C35
anaci iizerindeki agaglarin sokiildiigii bildirilmigtir. Bu verilere baktigimizda

bdlgemizde yasanan sorunun benzer oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.4. Kopilik Simptomu Gozlenen Turunggil Bahgelerinden Alinan Toprak
Orneklerinin Analiz Sonugclari

pH Tuz % | Kire¢ %
Arazi | Anac | (6.5-7.5) | Konum (0.0-0.15) | (5-15) Organik Madde % (3-4)
1 C35 |8,04 Akdam, Yiregir 1 | 0,431 13,65 1,52
2 C35 |7,68 Akdam, Yiiregir2 | 0,01 21,11 1,33
3 C35 |7,73 Akdam, Yiiregir 3 | 0,039 25,18 1,03
4 C35 17,62 Akdam, Yiiregir4 | 0,032 19,39 0,5
5 C35 |7,69 Akdam, Yiiregir 5 | 0,014 19,71 1,22
6 C35 |7,67 Akdam, Yiiregir 6 | 0,013 23,62 1,1
7 C35 7,65 Akdam, Yiiregir 7 | 0,052 16,27 0,85
8 C35 |7,64 Akdam, Yiiregir 8 | 0,03 12,98 1,41
Koyliioglu, Seyhan
9 C35 |79 1 0,7 16,26 1,92
Koyliioglu, Seyhan
10 C35 |75 2 2,6 14,3 2,21
Koyliioglu, Seyhan
11 C35 |78 3 1 19,77 1,63

36



4. BULGULAR VE TARTISMA Merve KAZAK

4.2.2. Niikleotid Dizilimi ve Filogenetik Analiz ile flgili Bulgular

RT-PCR ¢alismasi gergeklestirilerek pozitif olarak belirlenen izolatlardan 8
izolat1 i¢in 50 pl hacminde ¢ogaltma islemi yapilmis ve niikleotid dizilimlerinin
belirlenmesi amaciyla firmaya gonderilmistir. Bu firmadan alinan niikleotid

dizilimleri fasta formatinda asagida verilmektedir.

CCavd

>ADA7 CCaVd
CTGGGGAATTCTCGAGTTGCCGCATAAGGCAAGCAAAGAAAAAACAAG
GCAGGGAGGAGACTTACCTGAGAAAGGAGCCCCGGGGCAACTCTTCTC
AGAATCCAGCGAGAGGCGTAGGAGAGAGGGCCGCGGTGCTCTGGAGTA
GAGGCTTCTTGCTTCGAAACACCATCGATCGTCCCTTCTTCTTTTACCTT
CTCCTGGCTCTTCGAGTGAGACGCGACCGGTGGCATCACCTCTCGGTTC
GTCTTCCAACCTGCTTTTTGTCTATCTGAGCCTCTGCCGCGGATCCTCTC
TTGAGCCCCT

>ADA3 CCAVd
AACCCGGGGCAACCCTTCTCAGAATCCAGCGAGAGGCGTAGGAGAGAG
GGCCGCGGTGCTCTGGAGTAGAGGCTTCTTGCTTCGAAACACCATCGAT
CGTCCCTTCTTCTTTTACCTTCTCCTGGCTCTTCGAGTGAGACGCGACGG
GTGGCATCACCTCTCGGTTCGTCTTCCAACCTGCTTTTTGTCTATCTGAG
CCTCTGCCGCGGATCCTCTCTTGAGCCCCTCTGGGGAATTCTCGAGTTG
CCGCATGGGCAAGCAAAGAAAAAACAAGGCAGGGAGGAGACTTACCT
GAGAAAGGAGCCCCGGGTT

>ADA1 CCaVd
CTGGGGAATTCTCGAGTTGCCGCATAAGGCAAGCAAAGAAAAAACAAG
GGCAGGAGAGACTTACCTGAGAAAGGAGCCCCGGGGCAACTCTTCTCA
GAATCCAGCGGGGGCGTGGAGAGAGGGCCGCGGTGCTCTGGAGTAGAG
GCTTCTAGCTTCGAAACACCAACGATCGTCCCTTCTTCTTTACCTCCTTC

TGGCTCTTCCGATGAGACGCGACCGGTGGCATCACCTCTCGGTTCGTCC
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GACCTGCCTCTTTGTCTATCTGAGCCTCTGCCGCGGATCCTCTCTTGAGC
CCCT

>ADA2 CCaVd
CTTGGGAATTCTCGAGTTGCCGCATAAGGCAAGCAAAGAAAAAACAAG
GGCAGGAGAGCCTTACCTGAGAAAGGAGCCCCGGGGCAACTCTTCTCA
GAATCCAGCGGGGGCGTGGAGAGAGGGCCGCGGTGCTCTGGAGTAGAG
GCTTCTAGCTTCGAAACACCAACGATCTTCCCTTCTTCTTTACCTCCTTC
TGGCTCTTCCGATGAGACGCGACCGGTGGCATCACCTCTCGGTTCGTCC
GACCTGCCTCTTTGTCTATCTGAGCCTCTGCCGCGGATCCTCTCTTGAGG
CCCT

CEVd

>ADA3 CEVd
GGAAACCTGGAGGAAGTCGAGGTCGGGGGGGTACAGCTGCTTCGGTCG
CCGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGAAACAGGAGCTCGACTCCTTCC
TTTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAAGCGCCACGCCCCCT
CGCCCGGAGCTTCTCTCTGGCTACTACCCGGTGGATACAACTGAAGCTT
CAACCCCAAAACCGCTTTTCTTATATCTTCACTGCTCTCCGGGCGAGGG
TGAAAGCCCTCGGAACCCTAGATTGGGTCCCTCGGGATCTTTCTTGAGG
TTCCTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGGCAGGAAAAGAAAAAAGAGG
CGGGCGGGGAAGAAGTCCTTCAGGGATCCCCGG

>ADA6 CEVd
CGGAATCTTTCTTGAGGTTCCTGTGGTGCCCACCTGACCCTGCAGGCAG
AAAAAGAAAAAGATGGCGGGTGGGGAAGAAGTCCTTCAGGGATCCCC
GGGGAAACCTGGAGGAAGTCGAGGTCGGGGGGAGCTTCTGCCTCGGTC
GCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGAAACAGGGGCTCGACTCCTTC
CTTTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAGGCGTCGCCACCCC
TCGCCCTGAGCTTCTCTCTGGCTACTACCCGGTGGATACAACTGAAGCT
TCAACCCCAGTACCGCTTTTCTTGATCTCTACTGCTCTCCGGGCGAGGG

TGAAAGCCCTCGGAACCCTAGGTCCCT
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>ADAS8 CEVd
CGGGATCTTTCTTGAGGTTCCTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGGCAG
AAAAAGAAAAAGATGGCGGGTGGGGAAGAAGTCCTTCAGGGATCCCC
GGGGAAACCTGGAGGAAGTCGAGGTCGGGGGGAGCTTCTGCCTCGGTC
GCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGAAACAGGAGCTCGTCTCCTTC
CTTTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAGGGGTTGCCACCCC
TCGCCCGGAGCTTCTCTCTGGCTACTACCCGGTGGATACAACTGAAGCT
TCAACCCCAGTACCGCTTTTCTTGATCTCTACTGCTCTCCGGGCGAGGG
TGAAAGCCCTCGGAACCCTAGAGTGGGTCCCT

>ADA1 CEVd
CGGGATCTTTCTTGAGGTTCCTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGGCAG
AAAAAGAAAAAGATGGCGGGTGGGGAAGAAGTCCTTCAGGGATCCCC
GGGGAAACCTGGAGGAAGTCGAGGTCGGGGGGAGCTTCTGCCTCGGTC
GCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGAAACAGGAGCTCGACTCCTTC
CTTTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAGGCGTCGCCACCCC
TCGCCCGGAGCTTCTCTCTGGCTACTACCCGGTGGATACAACTGAAGCT
TCAACCCCAGTACCGCTTTTCTTGATCTCTACTGCTCTCCGGGCGAGGG
TGAAAGCCCTCGGAACCCTAGAGTGGGTCCCT

Goriintillenen baz dizilimleri NCBI (National Center for Biotechnology
Information) veritaban1 kullanilarak bu bankada kayith organizmalar ile
kargilagtirilmigtir. Firmadan alinan sekans sonuglart NCBI gen bankasinda bulunan
kayitlar ile karsilagtirllmasinin sonucunda alinan ekran gorintiileri Sekil 4.5 ve
Sekil 4.6’da verilmistir. NCBI ile gercgeklestirilen blast analizi sonucunda
niikleotid dizilimi elde edilen ve farkli limon izolatlarinin NCBI gen bankasi

verileri ile %96 - %99 oraninda benzerlik olusturdugu belirlenmistir.
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Sekil 4.5. CEVd igin niikleotid dizilimlerinin belirlenmesi ve filogenetik analiz
calismalari i¢in yapilan BLAST analizi ekran goriintiisii.
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ekil 4.6. CCaVd igin niikleotid dizilimlerinin belirlenmesi ve filogenetik analiz
calismalari igin yapilan BLAST analizi ekran goriintiisii.
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Mega 11 programu kullanilarak sekansi elde edilen izolatlarin filogenetik
analiz yontemiyle soyagaci elde edilmistir (Sekil 4.7 ve 4.8). Jel goriintiileme
islemi sonucu pozitif bulunan 8 adet izolat secilmis ve aymi kosullarda PCR ile
cogaltilip saflastirildiktan sonra, niikleotid dizilimlerinin belirlenmesi amaciyla
firmaya gonderilmistir.

Elde etmis oldugumuz niikleotit dizilimleri sonucu BLAST analizi
yapilmis NCBI da kayitli bulunan diger izolatlarla ile karsilastirma yapildiginda
CCaVd izolatlar1 yaklagik %98 oraninda benzerlik gostermislerdir. Bizim
izolatlarimiz kendi aralarinda 2 farkli gruba ayrilmustir. ADA7 ve ADA3 italya
izolatiyla ayn1 grupta yer almis ve %98 oraninda benzerlik gostermislerdir. ADA1
ve ADA?2 izolatlarimiz diger izolatlardan farkli bir gruba ayrilip yaklasik %96-98
oraninda Ispanya, Japonya ve farkli bir Mersin izolatiyla benzerlik gosterdigi
filogenetik olarak ortaya konulmustur (Sekil 4.8).

Exocortis viroidi i¢in yapilan BLAST analizi sonucunda ise, NCBI da
kayitl bulunan diger izolatlar ile elde ettigimiz izolatlar karsilagtirma yapildiginda
yaklagik %99 oraninda benzerlik belirlenmistir. Dizilimlerini elde ettigimiz
izolatlar birbirinden farkli gruplarda yer almislardir. Ayrica ADAS izolati iran
izolat1 ile %98 oraninda benzerlik gdstermislerdir. ADAG izolat1 ise Ispanya izolat:
ile yakin bir homolojiye sahip oldugu belirlenmistir ve yaklasik %98 oraninda
Ispanya izolat ile benzerlik gdstermistir. ADA1 izolati Yunanistan izolat ile %98
oraninda benzerlik gostermistir. Son olarak ADA3 izolati Avusturalya izolati ile
ayni grupta yer almistir ve benzerlik oranin %99 oraninda oldugu ve diger

izolatlardan ayrildig1 belirlenmistir (Sekil 4.7).
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57%

— MT917193.1 Australia

ADA3 CEvd

MZ330107.1 USA

JX885866.1 Greece

ADA1 CEVd

HQ2840156.1 China

ADAG6 CEVd

EU564172.1 Spain

ADAS CEVd

MH265950.1 Iran

ON093255.1 ASSVd China

Sekil 4.7.Blast analizi sonucunda CEVd igin ADA1, ADA3, ADA6, ADAS
izolatlarmin NCBI gen bankasi verileri ile karsilastirilmast ve benzerlik

oranlari.
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AF213495.1 Span

——— ABOS4605.1 Japan

———— KCS84013.1 Mersin

U02527.1 USA

——— ADA1 CCavd

FJO04236.1 Sudan

MT410769.1 China

—————— ADA3 CCAVd

—————— MT155390.1 Raly

X13000.1 ASBV Spain

Sekil 4.8.Blast analizi sonucunda CCaVd i¢in ADA1, ADA2, ADA3, ADA7
izolatlarinin NCBI gen bankasi verileri ile karsilastirilmasi ve benzerlik

oranlari.
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4.3. Biyolojik indeksleme Cahismalar1 Sonucu Elde Edilen Bulgular

Yapilan RT-PCR c¢alismalar1 sonucunda, CEVd ve CCaVd ile enfekteli
oldugu saptanan orneklerin total niikleik asitleri kullanilarak indikator bitki olan
Etrog citron ve Mor kadife ¢icegi bitkileri {izerine mekanik inokulasyon
gercgeklestirilmistir. ADA1 ve ADA3 nolu izolatlar CEVd pozitif, ADA2 ve ADA7
nolu izolatlar CCaVd pozitif ve ADA45 nolu izolat ise CEVd ve CCaVd i¢in
negatif kontrol olarak biyolojik indeksleme ¢aligsmasina alinmistir (Cizelge 4.5).

Indikator bitkilerdeki simptomlar inokulasyondan yaklasik 2 ay sonra
simptom gelisimi agisindan goézlemlenmeye baglamistir. CEVd’ nin Mor kadife
cicegi bitkilerinde ilk gozlenen simptomlar ADA1 ve ADA3 nolu izolatlar i¢in
yaprak kivircikligi ve epinasti simptomlar1 olmustur (Sekil 4.9). Daha sonra bu
simptomlarin siddeti artarak yaprak kivrilmalari daha belirgin bir hal almistir.
Cizelge 4.5°de goriildiigii gibi bitkilerde siddetli bir bodurluk goézlenmistir.
Bodurluk, bitkilerin bogum aralarindaki kisalmalar nedeniyle CEVd’nin
karakteristik belirtisi olarak gelismistir. Bu hastalik belirtileri Etrog citron ve Mor
kadife cicegi bitkilerinde ortak simptomlar olarak gelismistir. Ayrica Etrog citron
yapraklarmin arka yilizeyinde damarlarda nekroz olusumlar1 gozlenmistir. Negatif
kontrol olarak saglikl bitkilerden elde edilen TNA’ lar ile inokule edilen bitkilerde
herhangi bir simptom gelisimi gézlenmemistir. Gerek {lilkemizde gerekse diinyada
turunggil viroidleri ile yiiriitilen ¢aligmalarda Etrog citron ve Mor kadife ¢icegi
bitkilerine yapilan inokulasyonlar sonucunda bu ¢alismada gézlenen simptomlara
benzerdir (Roistacher ve ark., 1977; Duran-Vila ve ark., 1988a,b). CEVd igin
yiiriitilen RT-PCR c¢aligsmalar1 da bu ¢aligmada elde edilen bulgular1 desteklemis
ve agar jel iizerinde CEVd ait 371nt uzunlugunda bantlar elde edilmistir. Mor
kadife c¢icegi bitkisi sadece CEVd’nin indikator bitkisidir. CCaVd bu bitkide
herhangi bir ¢icegi simptom gelistirmemektedir. Etrog bitkisi ise tiim turunggil
viroidlerinin genel replikator bitkisidir. Ancak bu bitki CCaVd i¢in spesifik bir
simptom gelistirmemekle birlikte diger viroidlerle birlikte bulundugunda genel bir

bodurlagsma bogum arasi kisalma ve yaprak ucu nekrozu gelistirebilmektedir.
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Yiiriitilen bu ¢alismada da ADA1 nolu ve ADA2 nolu izolatlar1 benzer simptomlar

gelistirmis yaprak uglarinda hafif nekroz (Sekil 4.7) ve genel bir bodurluk

simptomu gozlenmistir.

Cizelge 4.5. CEVd ve CCaVd’nin indikator bitkideki simptomlari

indikator bitki Etmen Bodurluk Epinasti |Nekroz olusumu
Etrog citron ADA1 (CEVd) + + -
Etrog citron ADA3 (CEVd) + + -
Etrog citron ADA?2 (CCaVd) - - +
Etrog citron ADA7 (CCaVd) - - +
Etrog citron ADA45 (Negatif K.) - - -
Mor kadife ADA1(CEVd) + + -
Mor kadife ADAS3 (CEVd) + + -
Mor kadife ADAZ2 (CCaVd) - - -
Mor kadife ADA7 (CCaVd) - - -
Mor kadife ADAA4S (Negatif K.) - - -

o,

epinasti ve nekrozlar.
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Sekil 4.9. Mekanik inokulasyon sonrasi viroidlerin indikatér bitkide olusturugu
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5.SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada Cukurova Bolgesinde Ug Yaprakli ve hibritleri {izerine asili
farkli turunggil plantasyonlarinda kdpiiklenme simptomu gosteren agaclarda CEVd
ve CCaVd etmeninin varligini, iki etmenin birlikte bulunma durumlar1 ve simptom
gelisimleri arastirilmigtir. Ayrica kopiiklenme simptomunu olusturabilecek diger

nedenler incelenmistir.

1. Incelenen 49 izolattan 17 tanesinin CEVd ile bulasik oldugu belirlenmistir.
Ayrica bu izolatlardan 14 tanesinin de CCaVd ile bulagik oldugu yapilan
analizler sonucunda ortaya konulmustur. Testlenen 49 izolatdan 4 tanesinin
ise hem CEVd hem de CCaVd ile birlikte enfeksiyon olusturdugu RT-PCR
caligmalar1 sonucu elde edilmistir.

2. Elde edilen izolatlardan yapilan biyolojik indeksleme calismasiyla Etrog
citron lizerinde CEVd’nin simptomlar1 gbézlenmis CCaVd’'nin ise hafif
yaprak ucu nekrozu simptomlarina rastlanilmistir.

3. Fungal ve bakteriyel etmenlerin durumunu arastirmak igin yapilan
izolasyonlar sonucunda tespit edilen fungal etmenler; Lasiodiplodia
theobromae, Ilyonectria liriodendri, Fusarium pseudonygamai, Alternaria
alternata’dir.

4. Bakteriyel izolasyon ¢alismalarinda ise Streptomycet spp. izole edilmistir
ve patojenite testi icin tiitiin bitkisine inokulasyon yapilmistir ve herhangi
bir simptomla karsilasilmamistir.

5. Fungal ve bakteriyel etmenlerin durumunu arastirmak icin yapilan
izolasyonlar sonucunda tespit edilen fungal etmenlerden Endonezya’ daki
izolasyon c¢alismalariyla ortak bulunan L.theobromae nin patojen
olabilecegi diisliniilmiis ve patojenite testine alinmustir. Patojenite testi

sonucu bitkilerde kuruma ve 6liim belirtisi gdzlenmemistir.
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6. Yapilan bu galisma sonucunda kopiliklenme simptomlarma CEVd ve
CCaVd etmenlerin neden olmadigi yiriitilen molekiiler ¢aligsmalar ile
ortaya konulmustur ancak bolgemizdeki toprak yapisinin son yillarda artan
farkli turuncgil anaglar1 ile uyumlu olmamasi, anag-kalem ve toprak
uyusmazliklari nedeniyle abiyotik bir hastalik olabilecegi diisliniilmektedir.

7. Turunggil tariminin son 20 yilda hizla arttigi Cukurova Bolgesi’nde son
yillarda ¢esit farkliliklarinin yani sira iiretimde ana¢ farkliliklart da
gelismeye baslamistir. Uretime yeni giren anaglarla birlikte ozellikle
turunggil viroid etmenlerinin makroskobik belirtileri daha fazla goriiliir
hale gelmistir.

8. Cukurova’da turunggil tiirlerinde C35, Carrizo, C22, FAS gibi Ug Yaprakli
hibriti olan anaglarin CTV’ye karsi alternatif olarak kullanilabilecegi
iireticiler tarafindan diistiniilmektedir. Fakat bu anaglarin ¢ok tuzlu ve
yiiksek pH gosteren yerlerde turung kadar basarili olamadigi gozlenmistir.

9. Bolgemiz topraklar1 genellikle kiregli ve tuzlu bir yapiya sahiptir. Bu
nedenle yurt diginda gelistirilen ve bolgemizde de yeni yetistirilmeye
baslanan anaglarin toprak ve pH isteklerinin iyi incelenmesi 6zellikle son
yillarda gelisen iklimsel faktorlerinde g6z onilinde bulundurularak bahce
dikimlerinin yapilmasi stres faktdrlerinin yaratacagi sorunlari azaltacagi

diistinilmektedir.

Bolgemizin bitkisel tiriin gesitliligi ve lriin verimliligi oldukca yiiksektir.
Bitkisel iiretimde verimliligi ve elde edilecek iiriin miktarmi etkileyen bircok
olumsuz faktor bulunmaktadir. Tiir ve gesit se¢iminde bahge kurulacak yerin
toprak ve iklim oOzellikleri dogrultusunda hastaliklardan — arindirilmais,
sertifikalandirilmis fidanlar1 tercih edilmelidir. CEVd’i 6zellikle Ug Yaprakli ve
hibritlerinde makroskobik simptomlar sergilemektedir. Bu bedenle U¢ Yaprakli ve
hibritlerinin anag¢ olarak kullanildig1 plantasyonlarda bu hastalik agisindan dikkatli

olunmali ve hastaliga karsi testlenmis iiretim materyali kullanilmalidir.
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Turunggil viroid hastaliklarinin tiimii mekanik olarak as1 bigagi ve
makaslarla tasinabildiginden yetistiricilik agisindan gerekli hijyen kurallarina

uyulmasi ve %2’lik sodyum hipoklorit ile temizlenmesi gerekmektedir.
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