
 

Çukurova Tarım Gıda Bil. Der.           Çukurova J. Agric. Food Sci. 
40(2): 319-331 

doi: 10.36846/CJAFS.2025.201  

 

 

Araştırma Makales. 
Turunçg'l B'tk'ler'nde Görülen C"tlodav"rus c"tr" (CCDaV) ve Potexv"rus 

c"tr"flav"venae (CYVCV) Etmenler'n'n N'troselüloz ve Kaba F'ltre Kağıtları 
Üzer'ndek' Kalıcılık Süreler'n'n Araştırılması 
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ÖZ 
Bu araştırmada, turunçg/l yet/şt/r/c/l/ğ/nde ekonom/k kayıplara yol açan öneml/ /k/ v/ral patojen olan 
C"tlodav"rus c"tr" (CCDaV) ve Potexv"rus c"tr"flav"venae (CYVCV)'n/n, n/troselüloz ve kaba f/ltre kağıtları 
üzer/ndek/ canlılık ve tesp/t ed/leb/l/rl/k süreler/ karşılaştırmalı olarak /ncelenm/şt/r. Çalışmada v/rüsler, üç 
farklı yöntemle (CTAB protokolü /le ekstrakte ed/lm/ş total nükle/k as/t/TNA, enfektel/ b/tk/ dokusunun d/rekt 
baskısı ve b/tk/ öz suyunun damlatılması) membranlara aktarılmıştır. Beş hafta boyunca 7., 14., 21., 28. ve 35. 
günlerde RT-PCR/PCR /le yapılan anal/zlerde, CCDaV'n/n TNA formunda her /k/ kağıt türünde de 35 gün 
boyunca stab/l kaldığı tesp/t ed/lm/şt/r. CYVCV /se yalnızca TNA formunda benzer dayanıklılık gösterm/ş, 
d/ğer yöntemlerde özell/kle kaba f/ltre kağıdında tesp/t süres/ kısalmış veya h/ç sonuç alınamamıştır. Mekan/k 
/nokulasyon testler/nde, CCDaV 21. güne kadar enfekt/v/tes/n/ korurken CYVCV h/çb/r örnekte enfeks/yon 
oluşturamamıştır. Sonuçlar, özell/kle n/troselüloz f/ltre kağıtlarının her /k/ v/rüsün de nükle/k as/t düzey/nde 
uzun süre saklanması /ç/n güven/l/r b/r ortam sağladığını göstermekted/r. Bu bulgular f/ltre kağıtlarının, uzak 
mesafelere v/ral materyal gönder/m/ ve moleküler tanı laboratuvarları /ç/n sürekl/ kontrol materyal/ tem/n/nde 
prat/k, ekonom/k ve etk/l/ b/r araç olarak kullanılab/leceğ/n/ ortaya koymaktadır. 
Anahtar Kel-meler: CCDaV, CYVCV, PCR, N/troselüloz f/ltre kağıdı, Kaba f/ltre kağıdı 

Invest'gat'on of the Pers'stence Per'ods of C"tlodav"rus c"tr" (CCDaV) and Potexv"rus 
c"tr"flav"venae (CYVCV) Agents Present 'n C'trus Plants on N'trocellulose and Coarse 

F'lter Papers 

ABSTRACT 
Th/s study comparat/vely /nvest/gated the stab/l/ty and detect/on per/ods of two s/gn/f/cant v/ral pathogens /n 
c/trus cult/vat/on, C"tlodav"rus c"tr" (CCDaV) and Potexv"rus c"tr"flav"venae (CYVCV), on n/trocellulose and 
coarse f/lter papers. The v/ruses were transferred to the membranes us/ng three d/fferent methods: total nucle/c 
ac/d (TNA) extracted v/a the CTAB protocol, d/rect t/ssue /mpr/nt/ng from /nfected plant mater/al, and 
appl/cat/on of crude plant sap. Analys/s v/a RT-PCR/PCR at 7, 14, 21, 28, and 35 days post-appl/cat/on revealed 
that CCDaV rema/ned stable for 35 days on both paper types when appl/ed as TNA. CYVCV showed s/m/lar 
durab/l/ty only /n TNA form, wh/le /ts detect/on per/od shortened or y/elded no results w/th other methods, 
part/cularly on coarse f/lter paper. In mechan/cal /noculat/on tests, CCDaV reta/ned /ts /nfect/v/ty up to 21 
days, whereas CYVCV fa/led to /nduce /nfect/on /n any sample. The results demonstrate that n/trocellulose 
f/lter papers prov/de a rel/able med/um for long-term preservat/on of both v/ruses at the nucle/c ac/d level. 
These f/nd/ngs suggest that f/lter papers can serve as a pract/cal, cost-effect/ve, and eff/c/ent tool for sh/pp/ng 
v/ral mater/al over long d/stances and supply/ng cons/stent control mater/als for molecular d/agnost/cs 
laborator/es. 
Keywords: CCDaV, CYVCV, PCR, Nitrocellulose filter paper, Coarse filter paper 
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Giriş 
Turunçgiller (Citrus spp.); portakal (C. sinensis), 
mandarin (C. reticulata), limon (C. limon) ve 
greyfurt (C. paradisi) gibi türleri kapsayan, 
yaprağını dökmeyen ağaç formuna sahip, dünya 
genelinde yaygın olarak yetiştirilen önemli 
meyve türleridir (TEPGE, 2024). Ancak bu 
türlerde görülen viral hastalıklar, verimlilik ve 
kalite üzerinde ciddi ekonomik kayıplara neden 
olmaktadır. Bu hastalıkların yayılımını önlemek 
ve tanı çalışmalarını kolaylaştırmak için 
virüslerin farklı ortamlarda ne kadar süreyle 
canlı ve kalıcı kalabildiklerinin belirlenmesi 
büyük önem taşımaktadır.Çukurova Bölgesi’nde 
turunçgil üretimini tehdit eden başlıca viral 
etmenlerden C3tlodav3rus c3tr3 [Citrus chlorotic 
dwarf-associated virus (CCDaV)] ve Potexv3rus 
c3tr3flav3venae [Citrus yellow vein clearing virus 
(CYVCV)] farklı biyolojik özelliklere sahip 
olup, bulaşma yolları ve yayılım mekanizmaları 
açısından dikkat çekicidir. CCDaV; 3640 
nükleotid uzunluğunda, tek sarmallı DNA 
yapısında bir virüs olup, Geminiviridae 
familyasına ve Citlodavirus cinsine aittir 
(Locansole ve ark., 2012a). Türkiye’de ilk olarak 
1980 yılında Mersin’de tespit edilen (Çınar ve 
ark., 1993), son zamanlarda ise Çin (Guo ve ark., 
2015) ve Tayland’da (Yang ve ark., 2020) 
bildirilen virüs; bitkisel aşı materyalleri, budama 
aletleri ve Parabemisia myricae (Defne 
beyazsineği) ile persistent/semi-persistent olarak 
taşınabilmektedir (Korkmaz ve ark., 1994; 
Kersting ve ark., 1996). Etmen, genç 
yapraklarda V şeklinde girinti, damar aralarında 
renk açılması, yaprak kıvrılması ve kloroz gibi 
belirgin simptomlara yol açmaktadır (Tarım ve 
Orman Bakanlığı, 2017). 

CYVCV ise 7529 nükleotid uzunluğunda, tek 
sarmallı pozitif polariteli RNA virüsü olup, 
Alphaflexiviridae familyasına ait, Potexvirus 
cinsine bağlı ve Mandarivirus alt cinsinde 
sınıflandırılmaktadır (Loconsole ve ark., 2012b). 
İlk olarak 1988 yılında Pakistan’da turunç ve 

limon ağaçlarında tanımlanan virüs (Catara ve 
ark., 1993), daha sonra Hindistan (Ahlawat, 
1997), Çin (Chen ve ark., 2016) ve Türkiye’de 
(Önelge, 2003) tespit edilmiştir. CYVCV; 
yaprak bitleri (Aphis craccivora, Aphis 
spiraecola) ve budama aletleriyle yayılmakta ve 
yaprak deformasyonları, damar klorozu ve 
meyve kalitesinde düşüşe neden olmaktadır 
(Önelge ve ark., 2011; Afloukou ve Önelge, 
2020). 

Viral etmenlerin uzun süreli stabilitesini 
koruyarak moleküler yöntemlerle 
saptanabilirliğinin devamı, özellikle uzak 
mesafelere örneklerin taşınması ve kontrol 
materyali ihtiyacı açısından önemlidir. Bu 
bağlamda filtre kağıtları, virüslerin doku 
örnekleri üzerinden izole edilmesi ve 
korunmasında pratik bir materyal olarak 
kullanılmaktadır. Selüloz veya cam elyaf gibi 
maddelerden üretilen bu kağıtlar; gözenek 
boyutu, ıslaklık mukavemeti ve emilim 
kapasitesi gibi yapısal özellikleriyle patojenlerin 
saklanmasında önemli rol oynamaktadır (Blab 
Market, 2023; Interlab, 2023). 

Filtre kağıdı üzerinde patojen saklama 
yöntemleri ilk olarak 1986 yılında Fusarium 
oxysporum izolatları üzerinde kullanılmıştır 
(Correll ve ark., 1986). Bitki virüsleri açısından 
filtre kağıdı veya FTA (Flinders Technology 
Associates) kartları kullanılarak yapılan 
çalışmalarda; Cymbidium mosaic virus (Tanaka 
ve ark., 1997), Pepino mosaic virus ve 
Grapevine rupestris stem pitting-associated virus 
(Roy ve ark., 2005), Plum pox virus (Ádám ve 
ark., 2015) gibi etmenlerin aylarca stabil kaldığı 
ve başarılı şekilde tespit edildiği gösterilmiştir. 
Bu çalışmalar filtre kağıdı ve benzeri 
materyallerin, bitki virüslerinin muhafazası ve 
taşınmasında etkili araçlar olduğunu ortaya 
koymuştur. 
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Bu çalışmada, turunçgil yetiştiriciliğinde önemli 
zararlara yol açan CCDaV ve CYVCV’nin 
nitroselüloz ve kaba filtre kağıtları üzerindeki 
kalıcılık süreleri değerlendirilmiş ve bu 
materyallerin moleküler analizlerde kontrol 
materyali olarak kullanılabilirliği araştırılmıştır. 

Materyal ve Yöntem  
Bu çalışma, Adana ili Çukurova Üniversitesi 
araştırma arazisinde turunçgil bahçelerinden 
toplanan, enfekteli olduğu manto protein analizi 
ile belirlenmiş ve sekansları elde edilmiş bitki 
izolatları ile gerçekleştirilmiştir. Kullanılan 
CCDaV ve CYVCV etmenleri, kaba filtre 
kağıtları ile Whatman Membrane Filters 
markaya ait 15 x 9.2 cm boyutunda ve 0.45 µm 
gözenek büyüklüğündeki nitroselüloz filtre 
kağıtlarına farklı aktarım yöntemleriyle 
bulaştırılmıştır. Çalışmada; CTAB protokolü 
uygulanarak TNA ekstraksiyonu ile oluşturulan 
izolatlar kullanılmıştır (Murray ve Thompson, 

1980). Ayrıca bitki materyalinin kağıtlar üzerine 
direkt temas ettirilmesi ve bitki öz suyunun 
kağıtlar üzerine damlatılması şeklinde farklı 
uygulamalar gerçekleştirilmiştir. Virüslerin 
varlığı çalışmanın 7., 14., 21., 28. ve 35. 
günlerinde RT-PCR/PCR teknikleri ile analiz 
edilmiştir. Filtre kağıtları üzerinden elde edilen 
örneklerin pozitif çıkan izolatları; tohumdan 
yetiştirilen turunç (C. aurantium) bitkilerine, 
belirlenen periyodik zamanlarda gövde çizme 
(stem slash) yöntemi ile inokule edilmiş 
(Roistacher, 1995) ve filtre kağıtları üzerinde 
kalıcılığını sürdürdüğü tespit edilen izolatların, 
indikatör bitkilerinde replike olup olmadığı 
araştırılmıştır. Elde edilen örneklerin, 
nitroselüloz ve kaba filtre kağıdı olmak üzere iki 
farklı membran üzerinde ne kadar süre canlı 
kalabildiği ve bu membranlar üzerinden izole 
edilen viral etmenlerin kontrol materyali olarak 
kullanılabilirliği belirlenmeye çalışılmıştır. 

 
Şekil 1. Çalışmada kullanılan nitroselüloz (a) ve kaba filtre kağıdı (b) 

Örneklerin Toplaması  
Turunçgil bahçelerinde simptom gösteren limon 
ağaçlarından yaprak ve sürgün örnekleri 
toplanmış ve örnekler laboratuvara getirilmiştir. 
Filtre kağıtlarına aktarılmadan önce CCDaV ve 
CYVCV etmenlerinin bitki dokularında varlığını 
belirlemek amacıyla RT-PCR/PCR işlemleri 
gerçekleştirilmiştir. Pozitif bulunan örnekler 
filtre kağıtlarına aktarılmıştır. 
 
Biyolojik İndeksleme Çalışmalarında 
Kullanılan Bitki Materyalinin Yetiştirilmesi 

Turunçgil virüsleri laboratuvarından temin 
edilen turunç bitkilerinin tohumları; torf, perlit 

ve temiz toprak karışımı ile hazırlanan saksılara, 
her bir saksıya 3-5 adet tohum gelecek şekilde 
ekilmiş ve yeterli miktarda sulamadan sonra 
iklim odasına yerleştirilerek çimlendirilmiştir. 
Bitkiler yaklaşık 20 cm boyuna geldiğinde daha 
güçlü gelişim göstermesi amacıyla şaşırtma 
işlemi uygulanmış ve daha büyük saksılara 
alınmıştır.  

TNA Ekstraksiyonu Uygulamaları 

CCDaV ve CYVCV etmenlerinin moleküler 
olarak tanılanması için CTAB protokolü 
uygulanmış ve viral etmenler TNA 
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ekstraksiyonu ile elde edilmiştir (Murray ve 
Thompson, 1980).  

 
Virüslerin Filtre Kağıtlarına Aktarımı 
Enfekteli bitki özütleri, nitroselüloz ve kaba 
filtre kağıtlarının her birine pipet yardımı ile 75 
µl olacak şekilde aktarılmıştır. Filtre kağıtlarına 
aktarım işlemi gerçekleştirilirken kağıtların 
altına alüminyum folyo konularak olası bir 
bulaşmanın önüne geçilmeye çalışılmıştır. Viral 
etmenlerin aktarıldığı kağıtlar oda sıcaklığında 
kurumaya bırakılmış, kuruduktan sonra steril 
zarf içerisine yerleştirilerek RT-PCR/PCR 
aşamasına kadar oda sıcaklığında bırakılmıştır. 
 
CTAB Protokolü Uygulanarak TNA 
Ekstraksiyonu ile Elde Edilen Örneklerin 
Nitroselüloz ve Kaba Filtre Kağıtlarına 
Aktarılması 
Tek bir viral etmen için; nitroselüloz filtre 
kağıtları yaklaşık 3x3 cm boyutlarında 12 adet, 
kaba filtre kağıtları yaklaşık 3x3 cm 
boyutlarında 12 adet olmak üzere toplam 24 adet 
kesilmiş ve steril ortamda eşit parçalara 
bölünmüştür. Her bir filtre kağıdına CTAB 
protokolü ile oluşturulan 75 µl TNA pipet ile 
aktarılmış ve bu aşamada toplam 1800 µl TNA 
kullanılmıştır. Nitroselüloz ve kaba filtre 
kağıtlarının yarısı belirlenen beş haftalık zaman 
içerisindeki 7., 14., 21., 28. ve 35. günlerde 
yapılacak RT-PCR/PCR çalışmalarında, diğer 
yarısı ise indikatör bitkilerine uygulanacak 
mekanik inokulasyon yöntemi sırasında CCDaV 
ve CYVCV etmenleri için kullanılmıştır.  
 

Virüsler ile Bulaşık Olduğu Bilinen Bitki 
Materyallerinin Nitroselüloz ve Kaba Filtre 
Kağıtlarına Direkt Temas Ettirilmesi 
Tek bir viral etmen için; nitroselüloz filtre 
kağıtları yaklaşık 3x3 cm boyutlarında 6 adet, 
kaba filtre kağıtları yaklaşık 3x3 cm 
boyutlarında 6 adet olmak üzere toplam 12 adet 
kesilmiş ve steril ortamda eşit parçalara 

bölünmüştür. Viral etmenler ile bulaşık olduğu 
bilinen bitkilerin sürgün kısımları kesilmiş ve 
kesilen yer henüz nemini korurken direkt olarak 
filtre kağıtlarına temas ettirilmiştir. Her bir 
kağıdının üzerine kesilen sürgünlerin nemli 
kısmı yaklaşık 10 kez olacak şekilde bastırılarak 
bitki sıvısının kağıtlara aktarılması her iki virüs 
için de sağlanmıştır.  
 
Virüsler ile Bulaşık Bitki Öz Suyunun 
Nitroselüloz ve Kaba Filtre Kağıtlarına 
Aktarılması 
Tek bir viral etmen için; nitroselüloz filtre 
kağıtları yaklaşık 3x3 cm boyutlarında 6 adet, 
kaba filtre kağıtları yaklaşık 3x3 cm 
boyutlarında 6 adet olmak üzere toplam 12 adet 
kesilmiş ve steril ortamda eşit parçalara 
bölünmüştür. Viral etmenler ile bulaşık olduğu 
bilinen bitkilerin yaprak kısımları kesilmiş, 
kesilen yapraklar havanda dövücüler yardımı ile 
TE (Tris-EDTA) tampon çözeltisi kullanılarak 
ezilmiş ve sonuç olarak bitki öz suyu elde 
edilmiştir. Elde edilen bitki öz suyu, her bir filtre 
kağıdına 75 µl olacak şekilde damlatılmış ve 
toplam 900 µl TE tampon çözeltisi 
kullanılmıştır. Bu işlem CCDaV ve CYVCV için 
ayrı ayrı gerçekleştirilmiştir.  
 

Moleküler Analizler  
CCDaV ve CYVCV etmenlerinin aktarıldığı 
nitroselüloz ve kaba filtre kağıtları; beş haftalık 
zaman içerisindeki 7., 14., 21., 28. ve 35. 
günlerde RT-PCR/PCR işlemlerinde örnek 
olarak kullanılmıştır. Bu uygulamalar için 
kullanılacak her bir filtre kağıdı 1.5 ml’lik 
mikrosantrifüj tüpüne konulmuş, her bir tüpe 
150 µl TE tampon çözeltisi eklenerek filtre 
kağıtlarının üzerindeki viral etmenlerin çözelti 
ile karışması sağlanmış ve böylelikle RT-
PCR/PCR çalışmalarında kullanılacak örnekler 
elde edilmiştir. CCDaV ve CYVCV etmenleri 
için PCR işlemi sırasında kullanılan primerler 
çizelge 1’de belirtilmiş ve RT-PCR/PCR 
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işlemleri araştırmacıların belirttiği koşullara 
göre yapılmıştır (Locansole ve ark., 2012a; 
Locansole ve ark., 2012b). Örneklerin 

membranlardaki varlığı %1.5 agar jelde 
görüntülenerek belirlenmiştir (Önelge, 1997). 
 

ÇTzelge 1. CCDaV ve CYVCV etmenlerr rçrn PCR aşamasında kullanılan prrmerler 
Viral Etmen Genom 

Sıralama 
Primer Genom Uzunluğu (bp-

base pair) 
CCDaV 3202fw 

6rev 
GTTCTGTGTTTCGACCCGTT 
GGGATTCGCATGGATAGCTCATCCAA 

444 Manto protein (MP) 
 

CYVCV 7081fw 
7560rev 

ACCTCACGATGGACCACGTT 
CAGAAAATGGAAACTGAAAGCCT 

479 Manto protein (MP) 

CCDaV ve CYVCV Etmenlerinin Turunç 
Bitkilerine Mekanik İnokulasyon ile 
Aktarılması 
Filtre kağıtlarına 7., 14., 21., 28. ve 35. günlerde 
aktarılmış ve CTAB protokolü uygulanarak 
TNA ekstraksiyonu ile oluşturulmuş örneklerin 
mekanik inokulasyon çalışmalarında 
kullanılması sağlanmıştır. Bu aşamada 
nitroselüloz ve kaba filtre kağıtları üzerine 150 
µl TE tampon çözeltisi eklenerek vortex yardımı 
ile karıştırılmış ve elde edilen sıvı, tohumdan 
yetiştirilen indikatör turunç bitkilerine belirlenen 
periyodik zamanlarda gövde çizme (stem slash) 
yöntemi ile inokule edilmiştir (Roistacher, 
1995).  

Bulgular ve Tartışma 
Araştırma sonuçlarında, CCDaV etmenine ait 
CTAB ile oluşturulan 75 µl’lik TNA 
örneklerinin nitroselüloz ve kaba filtre 
kağıtlarında 35 gün süresince PCR ile varlığı 
belirlenmiştir. Bitki materyalinin kağıtlar 
üzerine direkt temas ettirilmesi ile oluşturulan 
örneklerin her iki tip filtre kağıdında 21 gün 
süresince, bitki öz suyunun aktarılmasında ise 
örneklerin nitroselüloz filtre kağıdında 35 gün, 
kaba filtre kağıdında ise 21 gün süresince PCR 
ile varlığı tespit edilmiştir. CCDaV etmeninin 
mekanik inokulasyon ile turunç bitkilerini 
enfekte edip etmediğinin araştırılması sonucu 
her iki tip filtre kağıdının 7., 14. ve 21. güne ait 
örneklerinin bitkide enfeksiyon sağladığı ancak 
28. ve 35. günlere ait örneklerinin bitkide 

enfeksiyon sağlamadığı belirlenmiştir. Yapılan 
RT-PCR çalışmaları sonucu CYVCV etmenine 
ait CTAB ile oluşturulan 75 µl’lik TNA 
örneklerinin, nitroselüloz ve kaba filtre 
kağıtlarında 35 gün süresince pozitif sonuç 
verdiği ve membranlar üzerinde kalıcı olduğu 
belirlenmiştir. Bitki materyalinin kağıtlar 
üzerine direkt temas ettirilmesi ile oluşturulan 
örnekler, nitroselüloz filtre kağıdında 35 gün 
süresince pozitif sonuç vermiş ancak kaba filtre 
kağıdında 35 gün süresince negatif sonuç 
vererek kalıcı olmadığı belirlenmiştir. Bitki öz 
suyunun kağıtlara aktarılması ile oluşturulan 
örneklerin her iki tip filtre kağıdında 35 gün 
süresince negatif sonuç verdiği tespit edilmiştir. 
Mekanik inokulasyon sonucu CYVCV 
etmeninin her iki tip filtre kağıdına ait örneklerin 
bitkide enfeksiyon sağlamadığı belirlenmiştir. 
Ndunguru ve ark. (2005) tarafından yapılan bir 
çalışmada; mısır, manyok, domates ve tütün 
bitkilerinde bazı DNA virüsleri olarak Doğu 
Afrika manyok mozaik virüsü (EACMV), 
Afrika manyok mozaik virüsü (ACMV), Mısır 
çizgi virüsü (MSV) ve Domates sarı yaprak 
kıvırcıklığı virüsü (TYLCV) hastalıklarının 
tespiti için selüloz yapısındaki FTA kartları 
kullanılmıştır. Çalışmada bitkilerden elde edilen 
yaprak örnekleri FTA kartlara preslenmiş ve 
FTA kartlarından ayrıştırılan viral nükleik 
asitlerin PCR tabanlı teknikler ile tanısal 
moleküler analiz için uygun olduğu 
bildirilmiştir. Ayrıca FTA kartlarının kontrollü 
koşullar altında ve sahada çalışırken viral 
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patojenlerin ve bitki genomik dizilerinin 
örneklenmesi, saklanması ve alınması için 
pratik, ekonomik ve hassas bir yöntem olduğu 
belirtilmiştir. Bu çalışmada ise CCDaV etmeni, 
CTAB protokolü uygulanarak TNA 
ekstraksiyonu ile oluşturulan 75 µl’lik örnekler 
şeklinde hazırlanmış ve örneklerin nitroselüloz 
ve kaba filtre kağıtlarına aktarılması sonucu her 
iki membranda da 7., 14., 21., 28. ve 35. 
günlerde kalıcılığını sürdürdüğü tespit edilmiştir 
(Şekil 2.a). Çalışmada standart bir laboratuvar 
ortamında uygulanan ve CTAB protokolüne 
göre oluşturulmuş TNA örneklerinin avantaj 
sağladığı ve DNA virüsünün her iki filtre kağıdı 
üzerinde de kalıcı olabileceği ortaya konmuştur. 
Ayrıca çalışmada nitroselüloz filtre kağıdı yerine 
kaba filtre kağıdının da rahatlıkla 
kullanılabileceği görülmektedir.  

Mahrous ve ark. (2005) tarafından yapılan bir 
çalışmada, turunçgillerde görülen Spiroplasma 
citri’nin izolasyonu ve tanılanmasında dot blot 
hibridizasyon yönteminde nitroselüloz filtre 
kağıdı kullanıldığı ve etmenin başarıyla tespit 
edildiği bildirilmiştir. Chandrashekara ve ark. 
(2012) tarafından yapılan bir diğer çalışmada, 
bitkilerde görülen Bakteriyel solgunluk 
hastalığının (Ralstonia solanacearum) 
moleküler karakterizasyonu için FTA kartlarının 
kullanıldığı bildirilmiş ve yapılan çalışma 
sonucu R. solanacearum'un hızlı ve güvenilir 
tanısı için FTA kart tekniğinin uygun bir yöntem 
olduğu belirtilmiştir. Smit ve ark. (2014) 
tarafından yapılan bir çalışmada ise insanlarda 
görülen sıtma, cüzzam, verem vb. pek çok 
hastalığın tanılanmasında Whatman filtre 
kağıtlarının, hastalıkların teşhisinde pek çok 
avantaj sağladığı belirtilmiştir. Ayrıca tanısal 
veya epidemiyolojik araştırmalar yapılırken 
uzak bölgelerde ve kaynakların yetersiz olduğu 
ortamlarda kan ve donmuş örnekleri muhafaza 
eden tesislerin çoğunlukla mevcut olmadığı, bu 
sebeple filtre kağıdı üzerinde örnek saklamanın 
yararlı ve ucuz bir yöntem olduğu ve örneklerin 

posta yolu ile gönderilebileceği bildirilmiştir. Bu 
çalışmada ise nitroselüloz ve kaba filtre 
kağıtlarına CCDaV etmeni ile bulaşık bitki 
materyali direkt temas ettirilmiş ve viral etmenin 
her iki tip membranda da 7., 14. ve 21. günlerde 
kalıcılığını sürdürdüğü fakat 28. ve 35. günlerde 
kağıtlar üzerindeki varlığını yitirdiği 
belirlenmiştir (Şekil 2.b). Çalışmada nitroselüloz 
ve kaba filtre kağıtlarına CCDaV ile bulaşık bitki 
öz suyunun aktarıldığı örneklerde ise viral 
etmenin nitroselüloz filtre kağıdında 35 gün 
süresince, kaba filtre kağıdında ise 21 gün 
süresince kalıcılığını sürdürdüğü tespit 
edilmiştir. Genel olarak filtre kağıtlarının çeşitli 
fonksiyonel özelliklere sahip olması ve pek çok 
tip ve yapıda üretilmesi, farklı alanlardaki 
bilimsel çalışmalarda kullanılmasına olanak 
sağlamış ve yapılan bu çalışmada da farklı 
bulgular elde edilmesine sebep olmuştur. Bitki 
materyalinin direkt temas ettirildiği her iki tip 
filtre kağıdına ait örnekler için elde edilen 
bulgularda herhangi bir farklılık gözlenmezken, 
bitki öz suyunun aktarıldığı nitroselüloz 
membranda, etmenin daha uzun süre kaldığı ve 
5 hafta boyunca belirlenen günlerde 
gerçekleştirilen PCR çalışmalarında pozitif 
sonuç verdiği belirlenmiştir. (Çizelge 2).  Bu 
durumda, virüsün kalıcılığında nitroselüloz filtre 
kağıdının daha başarılı olduğunu belirlenmiştir. 

Tanaka ve ark. (1997) tarafından yapılan bir 
çalışmada Tayland’da bulunan 24 farklı cinse ait 
442 orkide bitkisi, etmeni RNA olan Cymbidium 
mosaic virus (CymMV) ve Odontoglossum 
ringspot virus (ORSV) açısından hızlı immün 
filtre kağıdı metodu ile incelenmiş ve çalışmada 
Whatman GA/A modeli filtre kağıdı kullanıldığı 
belirtilmiştir. Bu çalışmada ise CYVCV etmeni, 
CTAB protokolü uygulanarak TNA 
ekstraksiyonu ile oluşturulan 75 µl’lik örnekler 
şeklinde hazırlanmıştır. Örneklerin filtre 
kağıtlarına aktarılması sonucunda viral etmenin, 
her iki tip filtre kağıdında da tüm deneme süresi 
boyunca kalıcılığını sürdürdüğü ve ardışık 5 
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hafta boyunca yapılan RT-PCR çalışmalarında 
jel üzerinde bant oluşumu göstererek pozitif 
sonuç verdiği belirlenmiştir (Şekil 3.a). 

Korkmaz (2002) tarafından yapılan bir 
çalışmada, Turunçgil tristeza virüsüne (CTV) ait 
izolatların, doku blotlama tekniği kullanılarak 
saptandığı bildirilmiş ve çalışmada blotlanmış 
membranlar 4°C ve 25°C'de %65 bağıl nemde 
saklanmıştır. Analizler, ilk blotlar yapıldıktan 1, 
2, 3 ve 4 hafta sonra gerçekleştirilmiş ve 
çalışmanın sonunda direk doku bastırmanın, 
virüsün tanısı için hızlı, duyarlı ve güvenilir bir 
yöntem olduğu ve yöntem için küçük miktardaki 
örneklerin yeterli olduğu belirtilmiştir. Ayrıca 
örnek bastırılan membranların 25°C’de en az 4 

hafta süreyle bozulmadan saklanabildiği 
bildirilmiştir. Bu çalışmada ise nitroselüloz ve 
kaba filtre kağıtlarına CYVCV ile bulaşık 
olduğu bilinen bitki materyali direkt temas 
ettirilmiş ve yapılan analiz sonucuna göre viral 
etmenin nitroselüloz filtre kağıdında 35 gün 
süresince kalıcılığını sürdürdüğü, kaba filtre 
kağıdında ise 35 gün süresince varlık 
göstermediği belirlenmiştir. (Çizelge 2). Viral 
etmenin 35 gün süresi içerisinde nitroselüloz 
filtre kağıdında var olup kaba filtre kağıdında var 
olmaması; virüsün nitroselüloz membranda daha 
kalıcı olduğunu, bu membranın kullanılması ile 
etmenin daha uzun süre saklanabileceğini ve 
yurt dışına örnek gönderiminde daha başarılı 
olacağını ortaya koymuştur. 

 

Çizelge 2. Filtre kağıtlarına CCDaV ve CYVCV patojenlerinin aktarılması ile elde edilen RT-
PCR/PCR sonuçları  

Filtre Kağıtlarına 
Aktarılan Örnekler 

Viral 
Etmen 

7. 
Gün 

14. 
Gün 

21. 
Gün 

28. 
Gün 

35.  
Gün 

Kaba filtre kağıdına aktarılan CTAB ile 
oluşturulmuş 75 µl’lik TNA 

CCDaV + + + + + 

CYVCV + + + + + 

Nitroselüloz filtre kağıdına aktarılan CTAB ile 
oluşturulmuş 75 µl’lik TNA 

CCDaV + + + + + 

CYVCV + + + + + 

Kaba filtre kağıdına bitki materyalinin direkt 
teması 

CCDaV + + + − − 

CYVCV − − − − − 

Nitroselüloz filtre kağıdına bitki materyalinin 
direkt teması 

CCDaV + + + − − 

CYVCV + + + + + 

Kaba filtre kağıdına bitki öz suyunun aktarılması CCDaV + + + − − 

CYVCV − − − − − 

Nitroselüloz filtre kağıdına bitki öz suyunun 
aktarılması 

CCDaV + + + + + 

CYVCV − − − − − 

 (+ : pozitif, − : negatif) 
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Ádám ve ark. (2015) tarafından yapılan bir 
çalışmada, Bulgaristan ve Macaristan’da sert 
çekirdekli meyve ağaçlarında büyük kayıplara 
yol açan Erik şarka virüsünün (Potyvirus 
plumpoxi, PPV) tespiti ve saklama koşulları FTA 
kartları kullanılarak test edilmiştir. Elde edilen 
sonuçlara göre Erik şarka virüs etmeninin FTA 
kartları üzerinde 7 ay boyunca saklandığı, bu 
örneklerin incelenmesi sırasında herhangi bir 
RNA bozulması yaşanmadığı ancak güvenilir bir 
protokol oluşturmak için daha fazla çalışmaya 
ihtiyaç duyulduğu bildirilmiştir. Bu çalışmada 
ise nitroselüloz ve kaba filtre kağıtlarına 
CYVCV ile bulaşık bitki öz suyu aktarılmış ve 
çalışmanın sonunda viral etmenin her iki tip 
membranda da 35 gün süresi içerisinde var 
olmadığı belirlenmiştir (Şekil 3.b). 

Yapılan bu araştırmada kullanılan filtre kağıdı 
türleri, mevcut koşullar, viral etmenlerin 
konsantrasyonu ve virüslerin farklı yöntemler 
kullanılarak filtre kağıtlarına aktarılması gibi 
birbirinden farklı pek çok değişkenin mevcut 
olduğu görülmektedir. Değişkenlerin varlığı 
çalışmanın çok yönlü olmasına ve birbirinden 
farklı pek çok veri elde edilmesine olanak 
sağlamıştır. 

Viral etmenler bazen bitkilerde gözle 
görülebilecek makroskobik simptomlar 
göstermese de bitki içerisinde varlığını 
sürdürebilmekte ve replikasyonu 
sağlayabilmektedir. Bitkilerde hastalık 
simptomlarının gözle görülmemesi böyle 
durumlarda yanıltıcı olabilir. Ancak hastalığın 
var olduğu konukçuların latent enfeksiyonları 

üzerine yapılan bir araştırma, bazı bitkilerin 
herhangi bir belirgin simptom olmaksızın 
virüslerle enfekte olabileceğini ortaya 
koymuştur (Roossinck, 2005, 2010; Richert-
Pöggeler ve Minarovits, 2014). Michaud ve ark. 
(2007) tarafından yapılan bir çalışmada, 
kullanılacak örnekleri hızlıca toplamak için filtre 
kağıdı kullanımını ve hastalık oluşturan 
virüslerin yüksek sıcaklık koşullarında uzun süre 
saklandığında moleküler tespitini ve 
genotiplenmesini açıklamak amacıyla bir 
araştırma yapılmıştır. Çalışmada biri DNA 
virüsü olan Afrika domuz vebası (ASFV) ve 
diğeri RNA virüsü olan Koyun-keçi vebası 
(PPRV) olmak üzere iki hayvan virüsü 
kullanılmış ve viral patojenler ile enfekteli kan 
örnekleri filtre kağıdına inokule edilmiştir. 
Ardından kağıtlar kurutulmuş ve farklı 
sıcaklıklarda ve çeşitli süreler boyunca 
saklanmıştır. Çalışmanın sonunda her iki 
virüsten gelen nükleik asidin 32°C sıcaklık 
koşullarında 3 ay sonra tespit edilebildiği 
bildirilmiş ayrıca DNA virüsünün varlığının 
37°C'de muhafaza edildikten 9 ay sonra bile 
tespit edilebildiği ve filtre membranlar üzerinde 
RNA’ya göre daha uzun süre saklanabildiği 
belirtilmiştir. Bu çalışma ise CCDaV etmeninin 
7., 14. ve 21. güne ait örneklerinin turunç 
bitkilerinde enfeksiyon sağladığını 
göstermektedir (Çizelge 3). RT-PCR 
çalışmalarından elde edilen bulgular ise CYVCV 
etmeninin kağıtlar üzerinden izolasyonu 
sağlanarak turunç bitkilerine aktarıldığında 
enfeksiyon sağlayamadığı ortaya koymaktadır 
(Çizelge 3).  

 

   



Turunçg'l B'tk'ler'nde Görülen C"tlodav"rus c"tr" (CCDaV) ve Potexv"rus 
c"tr"flav"venae (CYVCV) Etmenler'n'n N'troselüloz ve Kaba F'ltre Kağıtları 

Üzer'ndek' Kalıcılık Süreler'n'n Araştırılması 
 

 327 

Şekil 2. CCDaV’nin çalışmanın belirli günlerine ait %1.5 agar jeldeki 444 nt baz seviyesi görüntüsü. 
M: 1000 bp markör, N: negatif kontrol, P: pozitif kontrol a) CCDaV’nin filtre kağıtları üzerinde 35. 
güne ait görüntüsü. Örnekler sırasıyla: 1-2) Kaba filtre kağıdına aktarılmış CTAB ile oluşturulan 75 
µl TNA 3-4) Nitroselüloz filtre kağıdına aktarılmış CTAB ile oluşturulan 75 µl TNA. b) CCDaV’nin 
filtre kağıtları üzerinde 28. güne ait görüntüsü. Örnekler sırasıyla: 1) Kaba filtre kağıdına hastalık 
etmeni ile bulaşık olduğu bilinen bitki materyalinin direkt teması 2) Nitroselüloz filtre kağıdına 
hastalık etmeni ile bulaşık olduğu bilinen bitki materyalinin direkt teması 3) Kaba filtre kağıdına 
aktarılmış hastalık etmeni ile bulaşık bitki öz suyu 4) Nitroselüloz filtre kağıdına aktarılmış hastalık 
etmeni ile bulaşık bitki öz suyu 

  
Şekil 3. CYVCV’nin çalışmanın belirli günlerine ait %1.5 agar jeldeki 479 nt baz seviyesi görüntüsü. 
M: 1000-100 bp markör, N: negatif kontrol, P: pozitif kontrol a) CYVCV’nin filtre kağıtları üzerinde 
35. güne ait görüntüsü. Örnekler sırasıyla: 1-2) Kaba filtre kağıdına aktarılmış CTAB ile oluşturulan 
75 µl TNA 3-4) Nitroselüloz filtre kağıdına aktarılmış CTAB ile oluşturulan 75 µl TNA. b) 
CYVCV’nin filtre kağıtları üzerinde 14. güne ait görüntüsü. Örnekler sırasıyla: 1) Kaba filtre 
kağıdına hastalık etmeni ile bulaşık olduğu bilinen bitki materyalinin direkt teması 2) Nitroselüloz 
filtre kağıdına hastalık etmeni ile bulaşık olduğu bilinen bitki materyalinin direkt teması 3) Kaba 
filtre kağıdına aktarılmış hastalık etmeni ile bulaşık bitki öz suyu 4) Nitroselüloz filtre kağıdına 
aktarılmış hastalık etmeni ile bulaşık bitki öz suyu 

ÇTzelge 3. Mekanrk rnokulasyon rle rndrkatör brtkrlerrne aktarılan örneklerrn RT-PCR/PCR analrzlerr 
sonucu elde edrlen canlılık reaksryonları 

Mekanik İnokulasyonda Kullanılan Örnekler 7.  
Gün 

14. 
Gün 

21. 
Gün 

28. 
Gün 

35. 
Gün 

Kaba filtre kağıdına aktarılmış CCDaV ile enfekteli 75 
µl’lik TNA 

+ + + − − 

Nitroselüloz filtre kağıdına aktarılmış CCDaV ile 
enfekteli 75 µl’lik TNA 

+ + + − − 

Kaba filtre kağıdına aktarılmış CYVCV ile enfekteli 75 
µl’lik TNA 

− − − − − 

Nitroselüloz filtre kağıdına aktarılmış CYVCV ile 
enfekteli 75 µl’lik TNA 

− − − − − 

(+ : pozitif, − : negatif) 

Sonuç 
Bu çalışmada turunçgil bitkilerinde görülen ve 
bir DNA virüsü olan Citlodavirus citri ile bir 
RNA virüsü olan Potexvirus citriflavivenae 
etmenlerinin, beş haftalık zaman içerisindeki 7., 
14., 21., 28. ve 35. günlerde nitroselüloz ve kaba 
filtre kağıtları üzerindeki varlığı araştırılmıştır. 
Hastalık etmenleri filtre kağıtlarına farklı 
yöntemler kullanılarak aktarılmış ve viral 

etmenlerin; hangi yöntem kullanılarak daha uzun 
süre kontrol materyali olarak kullanılabileceği, 
bitki öz suyu konsantrasyonunun bu duruma 
etkisi ve filtre kağıtları üzerinde ne kadar süre 
canlı kalabildiği araştırılmıştır. Her iki viral 
etmen CTAB protokolü ile izole edilip 
nitroselüloz ve kaba filtre kağıtlarına 
aktarıldığında, membranlar üzerinde 35 gün 
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süresince pozitif kalarak varlığını sürdürmüştür. 
Kaba filtre kağıtlarına bitki materyalinin direkt 
teması ile oluşturulan örneklerde CCDaV’nin 21 
gün süresince membranlar üzerindeki varlığını 
sürdürdüğü belirlenmiş fakat CYVCV’nin 35 
gün süresince hiçbir izolatının pozitif sonuç 
vermediği görülmüştür. Nitroselüloz filtre 
kağıtlarına bitki materyalinin direkt teması ile 
oluşturulan örneklerde CCDaV’nin 21 gün 
süresince, CYVCV’nin ise 35 gün süresince 
membranlar üzerindeki varlığını sürdürdüğü 
görülmüştür. Kaba filtre kağıtlarına bitki öz 
suyunun aktarılması ile oluşturulan örneklerde 
CCDaV’nin 21 gün süresince pozitif sonuç 
verdiği, CYVCV’nin ise 35 gün süresince hiçbir 
izolatının pozitif sonuç vermediği görülmüş ve 
elde edilen bu sonuç, kaba filtre kağıdına bitki 
materyalinin direkt teması ile oluşturulan 
örnekler ile benzerlik göstermiştir. Nitroselüloz 
filtre kağıtlarına bitki öz suyunun aktarılması ile 
oluşturulan örneklerde CCDaV’nin 35 gün 
süresince membranlar üzerinde pozitif sonuç 
verdiği, CYVCV’nin ise negatif sonuç verdiği 
görülmüştür. Mekanik inokulasyon işlemlerinin 
üzerinden yaklaşık 3 ay geçtikten sonra filtre 
kağıtlarından elde edilen CCDaV etmeninin 
bitkiyi enfekte edip etmediği araştırılmış ve 
yapılan PCR çalışmaları sonucunda her iki tip 
filtre kağıdının 7., 14. ve 21. güne ait 
örneklerinin bitki içerisinde enfeksiyon 
sağladığı ve pozitif sonuç verdiği tespit 
edilmiştir. Ancak kağıtların 28. ve 35. günlere ait 
örneklerinin bitkide enfeksiyon sağlamadığı ve 
negatif sonuç verdiği tespit edilmiştir. CYVCV 
etmeninin bitkiyi enfekte edip etmediğinin 
araştırılması amacıyla yapılan RT-PCR 
çalışmaları negatif sonuç vermiş ve viral patojen 
bitkide enfeksiyon sağlamamıştır. 
Bitki viral hastalıklarının tarımsal üretim için 
büyük kısıtlamalar oluşturduğu önemli bir 
gerçektir. Virüslerin enfekte ettiği bitkilerden 
doğru bir şekilde örnek alınması, viral 
patojenlerin moleküler çalışmalarını 
kolaylaştırmak ve bitki koruma programlarının 

geliştirilmesi için oldukça gereklidir. Özellikle 
örnek boyutları büyük olduğunda ve laboratuvar 
tesislerinden uzak olan bölgelerde çalışma 
gerçekleştirildiğinde, örneklenen bitki dokuları 
içerisindeki virüslerin bütünlüğünün korunması 
zor olabilmektedir. Her viral patojende ya da 
başka bir hastalık etmeninde aynı sonuçları 
almak mümkün değildir. Fakat önceki 
çalışmalarda belirtilen araştırmalar ve yapılan bu 
çalışma, herhangi bir hastalık etmenin filtre 
kağıtlarında belirli sürelerde varlığını 
koruduğunu göstermiştir. Ayrıca patojenlerin 
ileriki zamanlarda yapılacak bilimsel 
çalışmalarda kullanılmak amacıyla steril 
zarflarda saklanabiliyor olması araştırmacılara 
kolaylık sunmaktadır. Bu durum, çalışmalarda 
kullanılacak materyale rahatlıkla 
ulaşılabilmesini ve araştırmaların çok daha kısa 
zamanda sonuç vermesini sağlayacaktır. 
Özellikle bitki materyallerinin ülkeler arası 
geçişine sınırlamalar getirilmesi, bir ülkeden 
diğer bir ülkeye gönderim sırasında bitki 
materyalinin çürümesi ve canlılığını kaybetmesi 
gibi sorunların da en aza indirilmesi 
sağlanacaktır. Bütün bunlar, farklı pek çok 
patojende ve çalışmanın yapıldığı koşullar 
altında değişkenlik gösterecek olsa da yapılan bu 
çalışma, farklı ülkelerdeki araştırmacılar 
tarafından hastalıkların incelenmesi ve genetik 
farklılıkların ortaya konması açısından önem 
taşımaktadır. Bu araştırmanın olumlu 
kazanımlarının yanında, doğurabileceği olumsuz 
durumlara da değinmek gerekmektedir. 
Günümüzde hastalık etmenlerinin bir ortama 
bulaşması için direkt olarak bitki materyaline 
ihtiyaç kalmamıştır. Filtre kağıtları üzerinde var 
olabilen viral patojenlerin posta yoluyla 
gönderilebiliyor olması oldukça büyük bir risk 
taşıyabilmektedir. Bu sebeplerden ülkelerin 
karantina uygulamalarını daha dikkatli ve sıkı 
olarak yönetmesi tavsiye edilebilir. 
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