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Arastirma Makalesi
Turuncgil Bitkilerinde Goriilen Citlodavirus citri (CCDaV) ve Potexvirus
citriflavivenae (CYVCYV) Etmenlerinin Nitroseliiloz ve Kaba Filtre Kagitlar:
Uzerindeki Kahcilik Siirelerinin Arastirilmasi
Nida YALCIN'" Niiket ONELGE'

(0Y4

Bu arastirmada, turuncgil yetistiriciliginde ekonomik kayiplara yol agan onemli iki viral patojen olan
Citlodavirus citri (CCDaV) ve Potexvirus citriflavivenae (CYVCV)'nin, nitroseliiloz ve kaba filtre kagitlar
iizerindeki canlilik ve tespit edilebilirlik siireleri karsilastirmali olarak incelenmistir. Calismada viriisler, ii¢
farkli yontemle (CTAB protokolii ile ekstrakte edilmis total niikleik asit/TNA, enfekteli bitki dokusunun direkt
baskis1 ve bitki 6z suyunun damlatilmasi) membranlara aktarilmistir. Bes hafta boyunca 7., 14., 21., 28. ve 35.
giinlerde RT-PCR/PCR ile yapilan analizlerde, CCDaV'nin TNA formunda her iki kagit tiirlinde de 35 giin
boyunca stabil kaldig: tespit edilmistir. CYVCV ise yalnizca TNA formunda benzer dayaniklilik gostermis,
diger yontemlerde 6zellikle kaba filtre kagidinda tespit siiresi kisalmis veya hi¢ sonug alinamamistir. Mekanik
inokulasyon testlerinde, CCDaV 21. giine kadar enfektivitesini korurken CYVCYV higbir 6rnekte enfeksiyon
olusturamamustir. Sonuglar, 6zellikle nitroseliiloz filtre kagitlarinin her iki viriisiin de niikleik asit diizeyinde
uzun siire saklanmasi i¢in giivenilir bir ortam sagladigini gostermektedir. Bu bulgular filtre kagitlarinin, uzak
mesafelere viral materyal gonderimi ve molekiiler tan1 laboratuvarlart i¢in siirekli kontrol materyali temininde
pratik, ekonomik ve etkili bir arag olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: CCDaV, CYVCYV, PCR, Nitroseliiloz filtre kagidi, Kaba filtre kagidi

Investigation of the Persistence Periods of Citlodavirus citri (CCDaV) and Potexvirus
citriflavivenae (CYVCV) Agents Present in Citrus Plants on Nitrocellulose and Coarse
Filter Papers

ABSTRACT

This study comparatively investigated the stability and detection periods of two significant viral pathogens in
citrus cultivation, Citlodavirus citri (CCDaV) and Potexvirus citriflavivenae (CYVCV), on nitrocellulose and
coarse filter papers. The viruses were transferred to the membranes using three different methods: total nucleic
acid (TNA) extracted via the CTAB protocol, direct tissue imprinting from infected plant material, and
application of crude plant sap. Analysis via RT-PCR/PCR at 7, 14, 21, 28, and 35 days post-application revealed
that CCDaV remained stable for 35 days on both paper types when applied as TNA. CYVCV showed similar
durability only in TNA form, while its detection period shortened or yielded no results with other methods,
particularly on coarse filter paper. In mechanical inoculation tests, CCDaV retained its infectivity up to 21
days, whereas CYVCYV failed to induce infection in any sample. The results demonstrate that nitrocellulose
filter papers provide a reliable medium for long-term preservation of both viruses at the nucleic acid level.
These findings suggest that filter papers can serve as a practical, cost-effective, and efficient tool for shipping
viral material over long distances and supplying consistent control materials for molecular diagnostics
laboratories.
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Giris

Turunggiller (Citrus spp.); portakal (C. sinensis),
mandarin (C. reticulata), limon (C. limon) ve
greyfurt (C. paradisi) gibi tiirleri kapsayan,
yapragin1 dokmeyen aga¢ formuna sahip, diinya
genelinde yaygin olarak yetistirilen Onemli
meyve tlirleridir (TEPGE, 2024). Ancak bu
tiirlerde goriilen viral hastaliklar, verimlilik ve
kalite iizerinde ciddi ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Bu hastaliklarin yayilimimi 6nlemek
ve tam c¢aligmalarimi  kolaylasgtirmak ig¢in
viriislerin farkli ortamlarda ne kadar siireyle
canli ve kalic1 kalabildiklerinin belirlenmesi
biiyiik 6nem tasimaktadir.Cukurova Bolgesi’nde
turunggil iiretimini tehdit eden baglica viral
etmenlerden Citlodavirus citri [Citrus chlorotic
dwarf-associated virus (CCDaV)] ve Potexvirus
citriflavivenae [Citrus yellow vein clearing virus
(CYVCV)] farkli biyolojik o6zelliklere sahip
olup, bulagma yollar1 ve yayilim mekanizmalar
acisindan dikkat ¢ekicidir. CCDaV; 3640
niikleotid uzunlugunda, tek sarmalli DNA
olup, Geminiviridae
familyasma ve Citlodavirus cinsine aittir
(Locansole ve ark., 2012a). Tiirkiye’de ilk olarak
1980 yilinda Mersin’de tespit edilen (Cinar ve
ark., 1993), son zamanlarda ise Cin (Guo ve ark.,
2015) ve Tayland’da (Yang ve ark., 2020)
bildirilen viriis; bitkisel ag1 materyalleri, budama
aletleri  ve myricae (Defne
beyazsinegi) ile persistent/semi-persistent olarak
taginabilmektedir (Korkmaz ve ark., 1994;
Kersting ve ark., 1996). Etmen, geng
yapraklarda V seklinde girinti, damar aralarinda
renk acgilmasi, yaprak kivrilmasi ve kloroz gibi

yapisinda bir  viriis

Parabemisia

belirgin simptomlara yol agmaktadir (Tarim ve
Orman Bakanlig1, 2017).

CYVCV ise 7529 niikleotid uzunlugunda, tek
sarmalli pozitif polariteli RNA viriisii olup,
Alphaflexiviridae familyasina ait, Potexvirus
cinsine bagli ve Mandarivirus alt cinsinde
simiflandirilmaktadir (Loconsole ve ark., 2012b).
Ik olarak 1988 yilinda Pakistan’da turung ve

limon agaglarinda tanimlanan virlis (Catara ve
ark., 1993), daha sonra Hindistan (Ahlawat,
1997), Cin (Chen ve ark., 2016) ve Tiirkiye’de
(Onelge, 2003) tespit edilmisti. CYVCV;
(Aphis Aphis
spiraecola) ve budama aletleriyle yayilmakta ve
yaprak deformasyonlari, damar klorozu ve

yaprak bitleri craccivora,

meyve kalitesinde diisiise neden olmaktadir
(Onelge ve ark., 2011; Afloukou ve Onelge,
2020).

Viral etmenlerin uzun siireli stabilitesini
koruyarak molekiiler yontemlerle
saptanabilirliginin devami, Ozellikle uzak

mesafelere Orneklerin taginmasi ve kontrol
materyali ihtiyaci acisindan Onemlidir. Bu
baglamda filtre kagitlari, virlislerin doku

edilmesi  ve

materyal olarak

omekleri  lizerinden izole
korunmasinda pratik bir
kullanilmaktadir. Selilloz veya cam elyaf gibi
maddelerden iiretilen bu kagitlar; gdzenek
boyutu,
kapasitesi gibi yapisal 6zellikleriyle patojenlerin
saklanmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Blab
Market, 2023; Interlab, 2023).

1islaklik  mukavemeti ve emilim

Filtre kagidi iizerinde patojen saklama
yontemleri ilk olarak 1986 yilinda Fusarium
oxysporum izolatlar1 iizerinde kullanilmistir
(Correll ve ark., 1986). Bitki viriisleri agisindan
filtre kagidi veya FTA (Flinders Technology
kartlar1
caligmalarda; Cymbidium mosaic virus (Tanaka

ve ark., 1997), Pepino mosaic virus ve

Associates) kullanilarak  yapilan

Grapevine rupestris stem pitting-associated virus
(Roy ve ark., 2005), Plum pox virus (Adam ve
ark., 2015) gibi etmenlerin aylarca stabil kaldig1
ve basarili sekilde tespit edildigi gosterilmistir.
Bu c¢aligmalar filtre kagidi ve benzeri
materyallerin, bitki virlislerinin muhafazasi ve
tasinmasinda etkili araglar oldugunu ortaya
koymustur.
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Bu ¢alismada, turuncgil yetistiriciliginde dnemli
zararlara yol agan CCDaV ve CYVCV’nin
nitroseliiloz ve kaba filtre kagitlar1 iizerindeki
kaliciik  siireleri  degerlendirilmis bu
materyallerin molekiiler analizlerde kontrol

ve
materyali olarak kullanilabilirligi aragtirtlmistir.

Materyal ve Yontem

Bu c¢alisma, Adana ili Cukurova Universitesi
aragtirma arazisinde turuncgil bahgelerinden
toplanan, enfekteli oldugu manto protein analizi
ile belirlenmis ve sekanslar1 elde edilmis bitki
izolatlart ile gergeklestirilmigtir. Kullanilan
CCDaV ve CYVCV etmenleri, kaba filtre
kagitlar1 ile Whatman Membrane Filters
markaya ait 15 x 9.2 cm boyutunda ve 0.45 ym
gbozenek biiyiikliglindeki
kagitlarina  farkhi yontemleriyle
bulastinlmigtir. Caligmada; CTAB protokolii
uygulanarak TNA ekstraksiyonu ile olusturulan

nitroseliiloz filtre
aktarim

izolatlar kullanilmistir (Murray ve Thompson,

a) L 08B

wwwww

1980). Ayrica bitki materyalinin kagitlar tizerine
direkt temas ettirilmesi ve bitki 6z suyunun
kagitlar iizerine damlatilmasi seklinde farkl
uygulamalar  gergeklestirilmistir.  Viriislerin
varligt calismanmn 7., 14., 21., 28. ve 35.
giinlerinde RT-PCR/PCR teknikleri ile analiz
edilmistir. Filtre kagitlar iizerinden elde edilen
ormeklerin pozitif ¢ikan izolatlari; tohumdan
yetistirilen turung (C. aurantium) bitkilerine,
belirlenen periyodik zamanlarda gdvde ¢izme
(stem slash) yontemi ile inokule edilmig
(Roistacher, 1995) ve filtre kagitlar {izerinde
kaliciligini siirdiirdiigii tespit edilen izolatlarin,
indikator bitkilerinde replike olup olmadigi
Elde
nitroseliiloz ve kaba filtre kagidi olmak iizere iki
farkli membran iizerinde ne kadar siire canli

aragtirllmsgtir. edilen  Grneklerin,

kalabildigi ve bu membranlar iizerinden izole
edilen viral etmenlerin kontrol materyali olarak
kullanilabilirligi belirlenmeye ¢alisilmistir.

Sekil 1. Calismada kullanilan nitroseliiloz (a) ve kaba filtre kagidi (b)

Orneklerin Toplamasi

Turunggil bahgelerinde simptom gosteren limon
agaclarindan yaprak ve slirgiin  drnekleri
toplanmis ve drnekler laboratuvara getirilmistir.
Filtre kagitlarina aktarilmadan 6nce CCDaV ve
CYVCV etmenlerinin bitki dokularinda varligim
belirlemek amaciyla RT-PCR/PCR islemleri
gergeklestirilmigtir. Pozitif bulunan o6rnekler
filtre kagitlarina aktarilmistir.
Biyolojik Indeksleme Calismalarinda

Kullanmilan Bitki Materyalinin Yetistirilmesi

laboratuvarimdan temin
edilen turung bitkilerinin tohumlari; torf, perlit

Turunggil viriisleri

ve temiz toprak karigimi ile hazirlanan saksilara,
her bir saksiya 3-5 adet tohum gelecek sekilde
ekilmis ve yeterli miktarda sulamadan sonra
iklim odasina yerlestirilerek ¢imlendirilmistir.
Bitkiler yaklasik 20 cm boyuna geldiginde daha
giicli gelisim gostermesi amaciyla sasirtma
islemi uygulanmis ve daha biiyiikk saksilara
almmustir,

TNA Ekstraksiyonu Uygulamalar:

CCDaV ve CYVCV etmenlerinin molekiiler
olarak tanilanmasi i¢in CTAB protokolii
uygulanmig  ve  viral etmenler TNA
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ekstraksiyonu ile elde edilmistir (Murray ve
Thompson, 1980).

Viriislerin Filtre Kagitlarina Aktarim

Enfekteli bitki Oziitleri, nitroseliiloz ve kaba
filtre kagitlarimin her birine pipet yardim ile 75
ul olacak sekilde aktarilmistir. Filtre kagitlaria
aktarim islemi gergeklestirilirken kagitlarin
altina aliiminyum folyo konularak olasi bir
bulagmanin 6niine gecilmeye ¢alisilmistir. Viral
etmenlerin aktarildigi kagitlar oda sicakliginda
kurumaya birakilmis, kuruduktan sonra steril
yerlestirilerek RT-PCR/PCR

asamasina kadar oda sicakliginda birakilmistir.

zarf igerisine

CTAB Protokolii Uygulanarak TNA
Ekstraksiyonu ile Elde Edilen Orneklerin
Nitroselilloz ve Kaba Filtre Kagitlarina
Aktarllmasi

Tek bir viral etmen ig¢in; nitroseliiloz filtre
kagitlar1 yaklagik 3x3 cm boyutlarinda 12 adet,
kaba filtre kagitlar1 yaklasik 3x3 cm
boyutlarinda 12 adet olmak {izere toplam 24 adet
kesilmis ve steril ortamda esit pargalara
boliinmiistiir. Her bir filtre kagidina CTAB
protokolil ile olusturulan 75 pl TNA pipet ile
aktarilmig ve bu agamada toplam 1800 ul TNA
kullanilmigtir.  Nitroselilloz ve kaba filtre
kagitlarinin yaris1 belirlenen bes haftalik zaman
igerisindeki 7., 14., 21., 28. ve 35. giinlerde
yapilacak RT-PCR/PCR ¢aligmalarinda, diger
yarisi ise indikator bitkilerine uygulanacak
mekanik inokulasyon yontemi sirasinda CCDaV
ve CYVCYV etmenleri i¢in kullanilmistir.

Viriisler ile Bulasik Oldugu Bilinen Bitki
Materyallerinin Nitroselilloz ve Kaba Filtre
Kagitlarina Direkt Temas Ettirilmesi

Tek bir viral etmen ig¢in; nitroseliiloz filtre
kagitlar1 yaklagik 3x3 cm boyutlarinda 6 adet,
kaba filtre kagitlar1 yaklasik 3x3 cm
boyutlarinda 6 adet olmak iizere toplam 12 adet

kesilmis ve steril ortamda esit pargalara

boliinmiistiir. Viral etmenler ile bulasik oldugu
bilinen bitkilerin siirgiin kisimlar kesilmis ve
kesilen yer heniiz nemini korurken direkt olarak
filtre kagitlarma temas ettirilmistir. Her bir
kagidinin {izerine kesilen siirglinlerin nemli
kismi yaklasik 10 kez olacak sekilde bastirilarak
bitki sivisinin kagitlara aktarilmasi her iki viriis
icin de saglanmistir.

Viriisler ile Bulagik Bitki Oz Suyunun
Nitroselilloz ve Kaba Filtre Kagitlarina
Aktarilmasi

Tek bir viral etmen ig¢in; nitroseliiloz filtre
kagitlar1 yaklagik 3x3 cm boyutlarinda 6 adet,
kaba filtre
boyutlarinda 6 adet olmak iizere toplam 12 adet
kesilmis ve steril ortamda esit pargalara

kagitlar1  yaklastk 3x3 cm

boliinmiistiir. Viral etmenler ile bulasik oldugu
bilinen bitkilerin yaprak kisimlar1 kesilmis,
kesilen yapraklar havanda doviiciiler yardimi ile
TE (Tris-EDTA) tampon ¢ozeltisi kullanilarak
ezilmis ve sonu¢ olarak bitki 6z suyu elde
edilmistir. Elde edilen bitki 6z suyu, her bir filtre
kagidina 75 pl olacak sekilde damlatilmis ve
toplam 900 ul TE tampon ¢ozeltisi
kullanilmistir. Bu islem CCDaV ve CYVCV i¢in
ayr1 ayr1 gerceklestirilmistir.

Molekiiler Analizler

CCDaV ve CYVCV etmenlerinin aktarildig
nitroseliiloz ve kaba filtre kagitlari; bes haftalik
zaman igerisindeki 7., 14., 21., 28. ve 35.
giinlerde RT-PCR/PCR islemlerinde &rnek
olarak kullanmilmistir. Bu uygulamalar igin
kullanilacak her bir filtre kagidi 1.5 ml’lik
mikrosantrifiij tiipiine konulmus, her bir tiipe
150 pl TE tampon ¢ozeltisi eklenerek filtre
kagitlarinin tizerindeki viral etmenlerin ¢ozelti
ile karigmasi saglanmig ve bdylelikle RT-
PCR/PCR g¢aligsmalarinda kullanilacak 6rnekler
elde edilmistir. CCDaV ve CYVCV etmenleri
icin PCR islemi sirasinda kullanilan primerler
cizelge 1’de belirtilmis ve RT-PCR/PCR
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islemleri arastirmacilarin  belirttigi  kosullara
gore yapilmistir (Locansole ve ark., 2012a;

membranlardaki varligt  %1.5 agar jelde
goriintiilenerek belirlenmistir (Onelge, 1997).

Locansole ve ark., 2012b). Orneklerin
Cizelge 1. CCDaV ve CYVCV etmenleri i¢in PCR agamasinda kullanilan primerler
Viral Etmen Genom Primer Genom Uzunlugu (bp-
Siralama base pair)
CCDaV 3202fw GTTCTGTGTTTCGACCCGTT 444 Manto protein (MP)
6rev GGGATTCGCATGGATAGCTCATCCAA
CYVCV 7081fw ACCTCACGATGGACCACGTT 479 Manto protein (MP)
7560rev CAGAAAATGGAAACTGAAAGCCT

CCDaV ve CYVCV Etmenlerinin Turung
Bitkilerine =~ Mekanik  Inokulasyon ile
Aktarilmasi

Filtre kagitlarina 7., 14., 21., 28. ve 35. giinlerde
aktarilmis ve CTAB protokolii uygulanarak
TNA ekstraksiyonu ile olusturulmus 6rneklerin
mekanik inokulasyon caligmalarinda
kullanilmast  saglanmistir. Bu  asamada
nitroseliiloz ve kaba filtre kagitlar iizerine 150
ul TE tampon ¢ozeltisi eklenerek vortex yardimi
ile kanistirtlmig ve elde edilen sivi, tohumdan
yetistirilen indikator turung bitkilerine belirlenen
periyodik zamanlarda gévde ¢izme (stem slash)
yontemi ile inokule edilmistir (Roistacher,

1995).

Bulgular ve Tartisma

Aragtirma sonuglarinda, CCDaV etmenine ait
CTAB ile ul’lik  TNA
orneklerinin  nitroseliilloz ve kaba filtre
kagitlarinda 35 giin siiresince PCR ile varligi
belirlenmistir. Bitki materyalinin  kagitlar
iizerine direkt temas ettirilmesi ile olusturulan

olusturulan 75

orneklerin her iki tip filtre kagidinda 21 giin
stiresince, bitki 6z suyunun aktarilmasinda ise
orneklerin nitroseliiloz filtre kagidinda 35 giin,
kaba filtre kagidinda ise 21 giin sliresince PCR
ile varlig1 tespit edilmistir. CCDaV etmeninin
mekanik inokulasyon ile turung¢ bitkilerini
enfekte edip etmediginin arastirilmasi sonucu
her iki tip filtre kagidinin 7., 14. ve 21. giine ait
orneklerinin bitkide enfeksiyon sagladigi ancak
28. ve 35. giinlere ait orneklerinin bitkide

enfeksiyon saglamadigi belirlenmistir. Yapilan
RT-PCR ¢aligmalar1 sonucu CYVCV etmenine
ait CTAB ile olusturulan 75 pl’lik TNA
kaba filtre
kagitlarinda 35 gilin siiresince pozitif sonug
verdigi ve membranlar {izerinde kalic1 oldugu
Bitki
iizerine direkt temas ettirilmesi ile olusturulan
ornekler, nitroseliiloz filtre kagidinda 35 giin

orneklerinin, nitroseliilloz  ve

belirlenmistir. materyalinin ~ kagitlar

stiresince pozitif sonu¢ vermis ancak kaba filtre
kagidinda 35 giin siiresince negatif sonug
vererek kalici olmadig1 belirlenmistir. Bitki 6z
suyunun kagitlara aktarilmasi ile olusturulan
orneklerin her iki tip filtre kagidinda 35 giin
stiresince negatif sonug verdigi tespit edilmistir.
Mekanik  inokulasyon = sonucu CYVCV
etmeninin her iki tip filtre kagidina ait 6rneklerin
bitkide enfeksiyon saglamadigi belirlenmistir.

Ndunguru ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir
caligmada; misir, manyok, domates ve tiitiin
bitkilerinde bazi DNA viriisleri olarak Dogu
Afrika manyok mozaik viriisi (EACMV),
Afrika manyok mozaik viriisii (ACMV), Misir
cizgi virlisii (MSV) ve Domates sar1 yaprak
kivircikligr virtisii (TYLCV) hastaliklarmin
tespiti i¢in selilloz yapisindaki FTA kartlan
kullanilmistir. Calismada bitkilerden elde edilen
yaprak Ornekleri FTA kartlara preslenmis ve
FTA Kkartlarindan aynstirilan  viral niikleik
asitlerin PCR tabanli teknikler ile tanisal
molekiiler icin  uygun  oldugu
bildirilmistir. Ayrica FTA kartlarinin kontrollii

analiz

kosullar altinda ve sahada ¢alisirken viral
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patojenlerin ve bitki genomik dizilerinin
orneklenmesi, saklanmasi ve alinmasi igin
pratik, ekonomik ve hassas bir yontem oldugu
belirtilmistir. Bu ¢alismada ise CCDaV etmeni,
CTAB TNA
ekstraksiyonu ile olusturulan 75 pl’lik 6rnekler
seklinde hazirlanmig ve Orneklerin nitroseliilloz

protokolii uygulanarak

ve kaba filtre kagitlarina aktarilmasi sonucu her
iki membranda da 7., 14., 21., 28. ve 35.
giinlerde kaliciligini siirdiirdiigii tespit edilmistir
(Sekil 2.a). Calismada standart bir laboratuvar
ortammda uygulanan ve CTAB protokoliine
gore olusturulmus TNA Orneklerinin avantaj
sagladigi ve DNA viriisiiniin her iki filtre kagidi
iizerinde de kalic1 olabilecegi ortaya konmustur.
Ayrica ¢aligmada nitroseliiloz filtre kagidi yerine
kaba  filtre = kagidimin  da  rahatlikla
kullanilabilecegi goriilmektedir.

Mabhrous ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir
caligmada, turunggillerde goriilen Spiroplasma
citri’nin izolasyonu ve tanilanmasinda dot blot
hibridizasyon yonteminde nitroseliiloz filtre
kagidi kullanildig1 ve etmenin basariyla tespit
edildigi bildirilmistir. Chandrashekara ve ark.
(2012) tarafindan yapilan bir diger c¢alismada,
bitkilerde  goriilen = Bakteriyel solgunluk
hastaliginin solanacearum)
molekiiler karakterizasyonu i¢in FTA kartlarinin

(Ralstonia
kullanildig1 bildirilmis ve yapilan c¢alisma
sonucu R. solanacearum'un hizli ve gilivenilir
tanis1 i¢in FTA kart tekniginin uygun bir yontem
oldugu belirtilmistir. Smit ve ark. (2014)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise insanlarda
gorlilen sitma, cilizzam, verem vb. pek cok
hastaligin  tanilanmasinda Whatman filtre
kagitlarinin, hastaliklarin teshisinde pek ¢ok
avantaj sagladigi belirtilmistir. Ayrica tanisal
veya epidemiyolojik aragtirmalar yapilirken
uzak bolgelerde ve kaynaklarin yetersiz oldugu
ortamlarda kan ve donmus 6rnekleri muhafaza
eden tesislerin ¢gogunlukla mevcut olmadigi, bu
sebeple filtre kagidi iizerinde 6rnek saklamanin
yararli ve ucuz bir yontem oldugu ve 6reklerin

posta yolu ile gonderilebilecegi bildirilmistir. Bu
calismada ise nitroseliloz ve kaba filtre
kagitlarma CCDaV etmeni ile bulasik bitki
materyali direkt temas ettirilmis ve viral etmenin
her iki tip membranda da 7., 14. ve 21. giinlerde
kaliciligini stirdiirdtigii fakat 28. ve 35. giinlerde
kagitlar ~ {izerindeki  varhigim yitirdigi
belirlenmistir (Sekil 2.b). Calismada nitroseliiloz
ve kaba filtre kagitlarina CCDaV ile bulasik bitki
0z suyunun aktarildigi Orneklerde ise viral
etmenin nitroseliiloz filtre kagidinda 35 giin
stiresince, kaba filtre kagidinda ise 21 giin
stiresince  kalicihigimi  siirdiirdiigii  tespit
edilmistir. Genel olarak filtre kagitlarinin ¢esitli
fonksiyonel 6zelliklere sahip olmas1 ve pek cok
tip ve yapida iretilmesi, farkli alanlardaki
bilimsel c¢aligmalarda kullanilmasima olanak
saglamig ve yapilan bu c¢aligmada da farklh
bulgular elde edilmesine sebep olmustur. Bitki
materyalinin direkt temas ettirildigi her iki tip
filtre kagidima ait Ornekler i¢in elde edilen
bulgularda herhangi bir farklilik gézlenmezken,
bitki 6z suyunun
membranda, etmenin daha uzun siire kaldig1 ve
5 hafta boyunca belirlenen giinlerde
gergeklestirilen PCR  c¢alismalarinda pozitif
sonug¢ verdigi belirlenmistir. (Cizelge 2). Bu

aktarildig1 nitroseliiloz

durumda, viriistin kaliciliginda nitroseliiloz filtre
kagidinin daha basarili oldugunu belirlenmistir.

Tanaka ve ark. (1997) tarafindan yapilan bir
caligmada Tayland’da bulunan 24 farkli cinse ait
442 orkide bitkisi, etmeni RNA olan Cymbidium
mosaic virus (CymMV) ve Odontoglossum
ringspot virus (ORSV) acisindan hizli immiin
filtre kagidi metodu ile incelenmis ve ¢alismada
Whatman GA/A modeli filtre kagidi kullanildig1
belirtilmistir. Bu ¢calismada ise CYVCYV etmeni,

CTAB protokolii uygulanarak TNA
ekstraksiyonu ile olusturulan 75 pl’lik 6rnekler
seklinde hazirlanmistir.  Orneklerin ~ filtre

kagitlarina aktarilmasi sonucunda viral etmenin,
her iki tip filtre kagidinda da tiim deneme siiresi
boyunca kaliciligini siirdiirdiigi ve ardisik 5
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hafta boyunca yapilan RT-PCR c¢aligmalarinda
jel tizerinde bant olusumu gostererek pozitif
sonug verdigi belirlenmistir (Sekil 3.a).

Korkmaz  (2002) bir
caligmada, Turuncggil tristeza viriisiine (CTV) ait

tarafindan  yapilan
izolatlarin, doku blotlama teknigi kullanilarak
saptandig1 bildirilmis ve caligmada blotlanmig
membranlar 4°C ve 25°C'de %65 bagil nemde
saklanmistir. Analizler, ilk blotlar yapildiktan 1,
2, 3 ve 4 hafta sonra gergeklestirilmis ve
calismanin sonunda direk doku bastirmanin,
virlislin tanisi i¢in hizli, duyarh ve giivenilir bir
yontem oldugu ve yontem igin kii¢lik miktardaki
orneklerin yeterli oldugu belirtilmistir. Ayrica
ornek bastirilan membranlarin 25°C’de en az 4

hafta siireyle bozulmadan saklanabildigi
bildirilmistir. Bu ¢alismada ise nitroseliiloz ve
kaba filtre kagitlarma CYVCV ile bulagik
oldugu bilinen bitki materyali direkt temas
ettirilmis ve yapilan analiz sonucuna gore viral
etmenin nitroseliiloz filtre kagidinda 35 giin
stiresince kaliciligim siirdiirdigii, kaba filtre
kagidinda ise 35 gilin siiresince
gostermedigi belirlenmistir. (Cizelge 2). Viral

varlik

etmenin 35 giin siiresi icerisinde nitroseliiloz
filtre kagidinda var olup kaba filtre kagidinda var
olmamasi; viriisiin nitroseliiloz membranda daha
kalic1 oldugunu, bu membranin kullanilmasi ile
etmenin daha uzun silire saklanabilecegini ve
yurt digina ornek gonderiminde daha basarili
olacagim ortaya koymustur.

Cizelge 2. Filtre kagitlarma CCDaV ve CYVCV patojenlerinin aktarilmasi ile elde edilen RT-

PCR/PCR sonuglari
Filtre Kagitlaria Viral 7. 14. 21. 28. 3s.
Aktarilan Ornekler Etmen Giin | Giin Giin Giin Giin
Kaba filtre kagidina aktarilan CTAB ile CCDaV + + + + +
olusturulmus 75 pl’lik TNA
CYvcv + + + + +
Nitroseliiloz filtre kagidina aktarilan CTAB ile CCDaV + + + + +
olusturulmus 75 pl’lik TNA
CYvcv + + + + +
Kaba filtre kagidina bitki materyalinin direkt CCDaV + + + - -
temasi
CYvcv - - - - -
Nitroseliiloz filtre kagidina bitki materyalinin CCDaV + + + - -
direkt temasi
CYvcv + + + + +
Kaba filtre kagidina bitki 6z suyunun aktarilmasi CCDaV + + + - -
CYvcv - - - - -
Nitroseliiloz filtre kagidina bitki 6z suyunun CCDaV + + + + +
aktarilmasi
CYvcv - - - - -

(+ : pozitif, — : negatif)
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Adam ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir
caligmada, Bulgaristan ve Macaristan’da sert
cekirdekli meyve agaclarinda biiyiik kayiplara
yol acan Erik sarka virlisiiniin (Potyvirus
plumpoxi, PPV) tespiti ve saklama kosullar1 FTA
kartlar1 kullanilarak test edilmistir. Elde edilen
sonuclara gore Erik sarka viriis etmeninin FTA
kartlar1 iizerinde 7 ay boyunca saklandigi, bu
orneklerin incelenmesi sirasinda herhangi bir
RNA bozulmasi1 yasanmadigi ancak giivenilir bir
protokol olusturmak icin daha fazla ¢aligmaya
ihtiya¢ duyuldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada
ise nitroselilloz ve kaba filtre kagitlarina
CYVCV ile bulasik bitki 6z suyu aktarilmis ve
caligmanin sonunda viral etmenin her iki tip
membranda da 35 giin siiresi igerisinde var
olmadigi belirlenmistir (Sekil 3.b).

Yapilan bu arastirmada kullanilan filtre kagidi
tiirleri, mevcut kosullar, viral etmenlerin
konsantrasyonu ve viriislerin farkli yontemler
kullanilarak filtre kagitlarina aktarilmasi gibi
birbirinden farkli pek c¢ok degiskenin mevcut
oldugu goriilmektedir. Degiskenlerin varligi
caligmanin ¢ok yonlii olmasima ve birbirinden
farkli pek ¢ok wveri elde edilmesine olanak
saglamistir.

Viral
goriilebilecek
gostermese  de

bazen bitkilerde
makroskobik
bitki icerisinde
siirdiirebilmekte ve
Bitkilerde
goriilmemesi

etmenler gozle
simptomlar

varligini
replikasyonu
hastalik

boyle
durumlarda yaniltict olabilir. Ancak hastaligin
var oldugu konukcularin latent enfeksiyonlari

saglayabilmektedir.
simptomlarmin  goézle

lizerine yapilan bir arastirma, bazi bitkilerin
herhangi bir belirgin simptom olmaksizin
viriislerle  enfekte  olabilecegini  ortaya
koymustur (Roossinck, 2005, 2010; Richert-
Poggeler ve Minarovits, 2014). Michaud ve ark.
(2007) tarafindan yapilan bir ¢aligmada,
kullanilacak 6rnekleri hizlica toplamak igin filtre
kagidi  kullanimin1  ve hastalik olusturan
viriislerin yiiksek sicaklik kosullarinda uzun siire
saklandiginda molekiiler tespitini ve
genotiplenmesini  agiklamak amaciyla bir
aragtirma yapilmigtir. Calismada biri DNA
virlisii olan Afrika domuz vebast (ASFV) ve
digeri RNA virlisii olan Koyun-ke¢i vebasi
(PPRV) olmak {izere iki
kullanilmis ve viral patojenler ile enfekteli kan

ornekleri filtre kagidina inokule edilmistir.

hayvan virisii

Ardindan  kagitlar kurutulmus ve farkh
sicakliklarda ve c¢esitli siireler boyunca
saklanmistir. Calismanin  sonunda her iki

virlisten gelen niikleik asidin 32°C sicaklik
kosullarinda 3 ay sonra tespit edilebildigi
bildirilmis ayrica DNA viriisiiniin varligimin
37°C'de muhafaza edildikten 9 ay sonra bile
tespit edilebildigi ve filtre membranlar {izerinde
RNA’ya gore daha uzun siire saklanabildigi
belirtilmistir. Bu ¢alisma ise CCDaV etmeninin
7., 14. ve 21. giline ait Orneklerinin turung

bitkilerinde enfeksiyon sagladigini
gostermektedir  (Cizelge  3). RT-PCR
caligsmalarindan elde edilen bulgularise CYVCV
etmeninin  kagitlar {izerinden izolasyonu

saglanarak turun¢ bitkilerine aktarildiginda

enfeksiyon saglayamadigi ortaya koymaktadir
(Cizelge 3).
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Sekil 2. CCDaV ’nin ¢alismanin belirli giinlerine ait %1.5 agar jeldeki 444 nt baz seviyesi goriintiisil.
M: 1000 bp markor, N: negatif kontrol, P: pozitif kontrol a) CCDaV’nin filtre kagitlar iizerinde 35.
giine ait goriintiisii. Ornekler sirasiyla: 1-2) Kaba filtre kagidina aktarilmis CTAB ile olusturulan 75
ul TNA 3-4) Nitroseliiloz filtre kagidina aktarilmis CTAB ile olugturulan 75 pl TNA. b) CCDaV nin
filtre kagitlar1 {izerinde 28. giine ait goriintiisii. Ornekler sirastyla: 1) Kaba filtre kagidina hastalik
etmeni ile bulagik oldugu bilinen bitki materyalinin direkt temasi 2) Nitroseliiloz filtre kagidina
hastalik etmeni ile bulasik oldugu bilinen bitki materyalinin direkt temas1 3) Kaba filtre kagidina
aktarilmis hastalik etmeni ile bulagik bitki 6z suyu 4) Nitroseliiloz filtre kagidina aktarilmig hastalik
etmeni ile bulasik bitki 6z suyu

Sekil 3. CYVCV’nin ¢aligmanin belirli giinlerine ait %1.5 agar jeldeki 479 nt baz seviyesi goriintiisii.
M: 1000-100 bp markér, N: negatif kontrol, P: pozitif kontrol a) CYVCV nin filtre kagitlar {izerinde
35. giine ait goriintiisii. Ornekler sirastyla: 1-2) Kaba filtre kagidina aktarilmis CTAB ile olusturulan
75 ul TNA 3-4) Nitroseliiloz filtre kagidina aktarilmig CTAB ile olusturulan 75 pl TNA. b)
CYVCV’nin filtre kagitlar1 iizerinde 14. giine ait goriintiisii. Ornekler sirastyla: 1) Kaba filtre
kagidina hastalik etmeni ile bulasik oldugu bilinen bitki materyalinin direkt temasi 2) Nitroseliiloz
filtre kagidina hastalik etmeni ile bulagik oldugu bilinen bitki materyalinin direkt temast 3) Kaba
filtre kagidina aktarilmig hastalik etmeni ile bulagik bitki 6z suyu 4) Nitroseliiloz filtre kagidina
aktarilmis hastalik etmeni ile bulasik bitki 6z suyu

Cizelge 3. Mekanik inokulasyon ile indikatdr bitkilerine aktarilan 6rneklerin RT-PCR/PCR analizleri
sonucu elde edilen canlilik reaksiyonlari

Mekanik Inokulasyonda Kullanilan Ornekler 7. 14. 21. 28. 3s.
Giin Giin Giin Giin Giin
Kaba filtre kagidina aktarilmis CCDaV ile enfekteli 75 + + + - -
ul’lik TNA
Nitroseliiloz filtre kagidina aktarilmig CCDaV ile + + + - -

enfekteli 75 pl’lik TNA
Kaba filtre kagidina aktarilmis CYVCV ile enfekteli 75 - - - - -
ul’lik TNA
Nitroseliiloz filtre kagidina aktarilmis CYVCYV ile - - - - -
enfekteli 75 pl’lik TNA

(+ : pozitif, — : negatif)

Sonug¢
Bu galigmada turunggil bitkilerinde goriilen ve

bir DNA viriisii olan Citlodavirus citri ile bir

etmenlerin; hangi yontem kullanilarak daha uzun
stire kontrol materyali olarak kullanilabilecegi,
bitki 6z suyu konsantrasyonunun bu duruma

RNA virilisii olan Potexvirus citriflavivenae
etmenlerinin, bes haftalik zaman igerisindeki 7.,
14.,21., 28. ve 35. giinlerde nitroseliiloz ve kaba
filtre kagitlar1 iizerindeki varligr arastirlmistir.
Hastalik etmenleri filtre kagitlarina farkh
yontemler kullanilarak aktarilmis ve viral

etkisi ve filtre kagitlar {izerinde ne kadar siire
canli kalabildigi arastirilmigtir. Her iki viral
etmen CTAB protokoli ile
kaba filtre kagitlarina
aktarildiginda, membranlar iizerinde 35 giin

izole edilip
nitroseliiloz ~ ve
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stiresince pozitif kalarak varligini siirdlirmiistiir.
Kaba filtre kagitlarina bitki materyalinin direkt
temasi ile olusturulan érneklerde CCDaV’nin 21
giin sliresince membranlar {izerindeki varligini
stirdlirdiigii belirlenmis fakat CYVCV’nin 35
giin siiresince hicbir izolatinin pozitif sonug
vermedigi goriilmiistiir.  Nitroselilloz filtre
kagitlarina bitki materyalinin direkt temasi ile
olusturulan o6rneklerde CCDaV’nin 21 giin
stiresince, CYVCV’nin ise 35 giin siiresince
membranlar {izerindeki varligini siirdiirdiigii
goriilmiistiir. Kaba filtre kagitlarina bitki 6z
suyunun aktarilmasi ile olusturulan drneklerde
CCDaV’nin 21 giin siiresince pozitif sonug
verdigi, CYVCV’nin ise 35 giin siiresince hicbir
izolatinin pozitif sonu¢ vermedigi goriilmiis ve
elde edilen bu sonug, kaba filtre kagidina bitki
materyalinin direkt temas: ile olusturulan
ornekler ile benzerlik gostermistir. Nitroseliiloz
filtre kagitlarina bitki 6z suyunun aktarilmasi ile
olusturulan o6rneklerde CCDaV’nin 35 giin
stiresince membranlar {izerinde pozitif sonug
verdigi, CYVCV’nin ise negatif sonu¢ verdigi
gorlilmistiir. Mekanik inokulasyon iglemlerinin
iizerinden yaklagik 3 ay gectikten sonra filtre
kagitlarindan elde edilen CCDaV etmeninin
bitkiyi enfekte edip etmedigi arastirilmis ve
yapilan PCR c¢alismalar1 sonucunda her iki tip

filre kagidinn 7., 14. ve 21. giine ait
omeklerinin  bitki  icerisinde  enfeksiyon
sagladigi ve pozitif sonu¢ verdigi tespit

edilmistir. Ancak kagitlarin 28. ve 35. giinlere ait
orneklerinin bitkide enfeksiyon saglamadigi ve
negatif sonug verdigi tespit edilmistir. CYVCV
etmeninin bitkiyi enfekte edip etmediginin
arastirilmas1  amaciyla  yapilan RT-PCR
caligmalar1 negatif sonug vermis ve viral patojen
bitkide enfeksiyon saglamamistir.

Bitki viral hastaliklarmin tarimsal tiretim igin
biliyliik kisitlamalar olusturdugu o6nemli bir
gercektir. Viriislerin enfekte ettigi bitkilerden
dogru bir sekilde oOrnek
patojenlerin molekiiler

alinmasi, viral
calismalarini

kolaylagtirmak ve bitki koruma programlarimin

gelistirilmesi icin oldukg¢a gereklidir. Ozellikle
ornek boyutlar1 biiyiik oldugunda ve laboratuvar
tesislerinden uzak olan bolgelerde ¢aligma
gergeklestirildiginde, orneklenen bitki dokulari
icerisindeki viriislerin biitiinliigiiniin korunmasi
zor olabilmektedir. Her viral patojende ya da
bagka bir hastalik etmeninde ayni sonuglari
almak miimkiin degildir. Fakat Onceki
caligmalarda belirtilen arastirmalar ve yapilan bu
calisma, herhangi bir hastalik etmenin filtre
kagitlarinda  belirli  siirelerde  varligim
korudugunu gostermistir. Ayrica patojenlerin
bilimsel

steril

ileriki ~ zamanlarda  yapilacak

caligmalarda kullanilmak amaciyla
zarflarda saklanabiliyor olmasi arastirmacilara
kolaylik sunmaktadir. Bu durum, ¢aligmalarda

kullanilacak materyale rahatlikla
ulagilabilmesini ve arastirmalarin ¢ok daha kisa
zamanda sonu¢ vermesini  saglayacaktir.

Ozellikle bitki materyallerinin {ilkeler arasi
gecisine sinirlamalar getirilmesi, bir iilkeden
diger bir ilkeye gonderim sirasinda bitki
materyalinin ¢iiriimesi ve canliligimi kaybetmesi
gibi sorunlarm da en indirilmesi
saglanacaktir. Biitlin bunlar, farkli pek c¢ok

aza

patojende ve c¢aligmanm yapildigr kosullar
altinda degiskenlik gdsterecek olsa da yapilan bu
farkli  iilkelerdeki
tarafindan hastaliklarin incelenmesi ve genetik
farkliliklarm ortaya konmasi agisindan Onem

calisma, aragtirmacilar

tasimaktadir.  Bu  arastirmanin  olumlu
kazanimlarinin yaninda, dogurabilecegi olumsuz
gerekmektedir.
Giliniimiizde hastalik etmenlerinin bir ortama
bulasmasi icin direkt olarak bitki materyaline

durumlara da  deginmek

ihtiya¢ kalmamustir. Filtre kagitlar iizerinde var
olabilen viral patojenlerin posta yoluyla
gonderilebiliyor olmasi oldukca biiyiik bir risk
tastyabilmektedir. Bu sebeplerden iilkelerin
karantina uygulamalarmi daha dikkatli ve siki
olarak yonetmesi tavsiye edilebilir.
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