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OZET

AYDIN ILININ BAZI ILCELERINDE iINCIiR MOZAIK
HASTALIGININ YAYGINLIGININ BELIRLENMESi, ETMENIN
TANILANMASI VE URETIM MATERYALININ iNCiR SURGUN

UCU KULTURU-TERMOTERAPI iLE ETMENDEN
ARINDIRILMASI

Nazli Funda EDREMIT

Doktora Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dal
Tez Danigmani: Prof.Dr. Serap ACIKGOZ
2012, 119 sayfa

Tiirkiye, yaklasik Diinya taze incir iiretiminin % 26’sin1, kuru incir liretiminin de
% 59’ unu karsilamaktadir. Yine Tirkiye, Diinya’nin en onemli incir ireticisi
olmanm verdigi avantajla, kuru incir lretiminde ve ihracatinda da lider {iilke
konumundadir. Ayrica Diinyanin en kaliteli siyah inciri olan “Bursa Siyah1”, sahip
oldugu olaganiistii tat, sert meyve yapist ve uzun raf émrii ile Avrupa iilkelerinde
her yil artan miktarlarda talep edilmektedir. Tirkiye’de incir tretiminin %
90’1ndan fazlasini olusturan Sarilop ¢esidinin en 6nemli iiretim alani, sahip oldugu
6zel mikroklima nedeniyle Aydin yoresidir. Bu derece onemli dis satim {iriini
incirin yetistiriciligini olumsuz yonde etkileyen “Incir mozaik hastalig1”, incir
yetigtirilen tiim bdlgelerde goriiliir. Agaclarda zayiflik, verim ve Kkalite
disiikliigine neden olan bu hastalik, incir yapraklarinda ve 6zellikle
olgunlagsmamis meyvelerde kendini gsterir. Incir mozaik hastaligi, stres kosullari
ve yiiksek sicakliklarda ozellikle fidanlarda siddetini artirdigi ve kurumalarla
birlikte ekonomik kayiplara yol agtig1 bildirilmektedir. Bu arastirma Incir mozaik
hastaliginin  Aydin ili’ndeki yaygmhgm belirlemek, hastalifa neden olan
etmenleri tanilamaya yonelik molekiiler ve biyolojik ¢aligmalar yapmak ve
hastalik etmenlerinden temiz Sarilop ve Bursa Siyahi incir bitkileri elde etmek
iizere planlanmistir. Buna gore, Nazilli, Germencik, Incirliova ve Bozdogan
ilgelerinde sorveyler gerceklestirilmis ve hastaligin incir bahgelerindeki durumu
degerlendirilmistir.
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Incir mozaik hastaligi’'na neden oldugu diisiiniilen etmenlerden, Incir mozaik
viriisii (Fig mosaic virus, FMV), Incir mozaik iliskili viriis-1 (Fig mosaic
associated virus-1, FMaV-1), incir mozaik iliskili viriis-2 (Fig mosaic associated
virus-2, FMaV-2), Incir yaprak leke iliskili viriis-1 (Fig leaf mottle associated
virus-1, FLMaV-1) ve Incir yaprak leke iliskili viriis-2 (Fig leaf mottle associated
virus-2, FLMaV-2) etmenlerinin primer ciftleriyle, yukarida adi gegen ilgelerden
alinan oOrnekler ile RT-PCR analizleri yapilmistir. RT-PCR testleri sonucunda
Aydin izolatlarinda FMV ile FMaV-1 viral etmenleri saptanmis ve DNA dizi
analizleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar gen bankasinda kayitli izolatlarla
karsilastirilmis ve filogenetik akrabaliklar ortaya konmustur. Ayrica Aydin yoresi
izolatlar1 kullanilarak etmenin konukc¢u c¢evresi, bitki 6zsuyu tasinmasi ile
belirlenmeye calisilmis ve hastalik etmeninin incir tomurcuk akar1 Aceria ficus
Cotte. ile tasinma caligmalar gergeklestirilmistir. Ayrica siirgiin ucu kiiltiirii ve
termoterapi yontemleri ile saglikli Sarilop ve Bursa Siyahi incir materyalleri elde
edilmis, hizli ve giivenilir bir yontem olan RT-PCR ile in vitro kosullarda elde
edilen Sarilop ve Bursa Siyahi incir fidanlart FMV ve FMaV-1 viral etmenleri

yoniinden temiz olduklar1 belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Sarilop, Bursa Siyahi, Aceria ficus, mekanik inokulasyon,
FMV, FMaV-1, klonlama, dizi analizi, siirgiin ucu,
termoterapi



ABSTRACT

DISTRIBUTION OF FIG MOSAIC DISEASE IN SOME DISTRICTS
OF THE AYDIN PROVINCE, IDENTIFICATION OF THE CAUSAL
AGENT, ELIMINATION OF FIG MOSAIC BY FIG SHOOT-TIP
CULTURES AND THERMOTHERAPY

Nazli Funda EDREMIT
PhD. Thesis, Department of Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Serap ACIKGOZ
2012, 119 pages

Turkey meets about 26% of world fresh fig production and 59% of dry fig
production. With the advantage of being the most important fig producer in the
world, Turkey is also the leader in dried fig production and its exportation.
Besides, “Bursa Black”, is the highest quality black figcultivar in the world,
receives an increasing demand from European countries because of its
extraordinary taste, hard fruit structure and long shelf life. The most important
production area of the Sarilop variety, which consists more than 90% of fig
production Aydin province with its unique microclimate. Fig mosaic disease
reduces growing potential of this key export product. This is a disease causing
weakness in trees, and low yield and quality occur seen in all regions where figs
are grown. Manifesting itself on fig leaves and particularly in unripe fruits, it is
reported to increase its effects particularly in saplings under stress conditions with
high temperatures and resulted in economic losses due to dryings. This study was
to determine the prevalence of fig mosaic disease in the province of Aydin,
molecular and biological studies to diagnose the disease-causing agents to make
and factors of disease-free, Sarilop and Bursa Black Figs plants are planned to
achieve. Accordingly, Nazilli, Germencik, Incirliova and Bozdogan, counties
Aydin province, surveys were carried out and the disease status of fig orchards.
Fig mosaic disease are caused by factors of, Fig mosaic virus (FMV), Fig mosaic
associated virus-1 (FMaV-1), Fig mosaic associated virus-2 (FMaV-2), Fig leaf
mottle associated virus-1 (FLMaV-1) and Fig leaf mottle associated virus-2
(FLMaV-2) with their primer pairs factors, RT-PCR analysis was made.



As a result of RT-PCR tests, Aydin isolates, of FMV and FMaV-1 viral agents
were identified and exhibiting their DNA sequence analysed. The results obtained
were compared and the phylogenetic relatedness of isolates was stored in gene
banks.

Besides by using Aydin isolates, to the host environment, transmission and storage
of plant sap bud mite Aceria ficus Cotte. fig determine and causal agent. Studies
were carried out with the relocation. Bu employing shoot tip culture and
thermotherapy to virus free materials were obtained from healthy Sarilop and
Bursa Black fig. By there fast and reliable methods, which are tested by RT-PCR
in vitro, Sarilop and Bursa Black fig seedlings, determined that the FMV and
FMaV clean in terms of viral factors.

Key words: Sarilop, Bursa Siyahi, Aceria ficus, mechanical inoculation, FMV,
FMaV-1, cloning, sequence analysis, shoot tip, thermotherapy
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ONSOZ

Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan (ZRF-10018
No’lu Proje) desteklenen arastirmamiz, iilkemizde ve diinyada incir iiretimi
acisindan ¢ok 6nemli paya sahip Aydin ili’ ndeki incir bahgelerinde incir mozaik
hastaliginin yaygmligimin belirlenmesi, hastalik etmeninin biyolojik (test bitkileri
tizerine mekanik inokulasyon ve Aceria ficus Cotte. ile tasinma g¢alismalari) ve
molekiiler karakterizasyonuna (dSRNA analizi, RT-PCR ¢aligmalari, klonlama ve
dizi analizleri) yonelik yeni bulgular ve siirgiin ucu kiltiiri-termoterapi
yontemlerini kullanarak temiz Sarilop ve Bursa Siyahi incir iiretim materyalleri
elde etmeye yonelik olarak hazirlanmistir.

Tez caligmasi siiresince bana biiylik emegi gegen, beni her konuda ydnlendiren
danisman hocam Saym Prof. Dr. Serap ACIKGOZ’e tesekkiir ederim. Ayrica tez
siiresince ¢alismalarima katkilarindan dolay1 Tez izleme Komitesi’nde bulunan
diger hocalarim Saymn Prof. Dr. M. Timur DOKEN ve Sayin Prof. Dr. Semih
ERKAN’a tesekkiirlerimi sunarim. Doktora tez jlirimde bulunan hocalarim Sayin
Prof. Dr. Aynur GUREL ve Sayin Prof. Dr. Ahmet CITIR’a doktora tezime
katkilarindan  dolayr  tesekkiir ~ ederim.  Laboratuvar  ¢alismalarimdaki
yardimlarindan ve manevi destekleri ile her zaman yanimda olan Sayin Dog. Dr.
Biilent BOZDOGAN’a tesekkiirlerimi sunarim. Siirgiin ucu kiiltiirii ve termoterapi
caligmalarimda bana yardime1 olan Dr. Sadiye HAYTAya tesekkiir ederim. Akar
ile ilgili galismalarimda yol gosteren Prof. Dr. ibrahim CAKMAK’a tesekkiir
ederim. Erbeyli Incir Arastirma Istasyonu’nun degerli calisanlarina, Aydm Tarim
Il Midiirliigii ve Nazilli, Germencik, Incirliova ve Bozdogan Tarim Ilge
Miidirliiklerine tesekkiirlerimi sunarim. Hayatimin her asamasinda oldugu gibi
doktora caligmalarim sirasinda da maddi ve manevi higbir destegini esirgemeyen
ve beni destekleyen annem ve babama ve esim Niyazi EDREMIT’e, ayrica
gosterdikleri biiyiik sabirdan dolay1 esime, ogullarim Cengiz EDREMIT ve
Mehmet Doruk EDREMIT’e tesekkiir ederim. Projemin vyiiriitiilmesinde
calismalarima maddi olanak saglayan ADU Arastirma Fonuna tesekkiir ederim.
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1.GIRiS

Incir, anavatan1 dogu Akdeniz ve giineybat1 Asya (Tiirkiye'den Afganistan'a kadar)
olan, agag ya da agageik nitelikli bir bitki tiirii ve bu tiirtin meyvesidir. Dutgiller
(Moraceae) familyasina dahil olan incirin, botanik ismi Ficus carica’dir. Adim
Ege Bolgesindeki antik yerlesim alan1 Caria’dan alan incir (Sekil 1.1), Anadolu ve
Ege’de binlerce yillik bir gegmise sahiptir. Eski Yunan ve Misir uygarliklarinda
verimlilik sembolii olarak kabul edilen incirin Anadolu'daki kiiltiiriiniin insanlik
kiiltiirii kadar eski oldugunu, Herodotos M.O. 484 yilinda yazdigi yazlarda

belirtmistir.

Sekil 1.1. Ege Bolgesindeki antik yerlesim alan1 Caria Bolgesi

Anadolu ve Ege’ nin biitiin medeniyetlerinde yer alan incir, nesiller boyu hep
bollugun, bereketin simgesi olmus dinsel kitaplarda yer alisiyla da kutsal bir
nitelik kazanmustir (Anonim, 2011). Incir meyvelerinin besin degeri oldukca
yiiksek olup bilesimini % 30-40 seker, A,B ve C vitaminleri olusturmaktadir. Cok
lifli bir besin olan incir; sodyum, potasyum, kalsiyum, fosfor, magnezyum ve

demir mineralleri agisindan da olduk¢a zengindir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Akdeniz
http://tr.wikipedia.org/wiki/Asya
http://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCrkiye
http://tr.wikipedia.org/wiki/Afganistan
http://tr.wikipedia.org/wiki/A%C4%9Fa%C3%A7
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=A%C4%9Fa%C3%A7%C3%A7%C4%B1k&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bitki
http://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCr
http://tr.wikipedia.org/wiki/Meyve
http://tr.wikipedia.org/wiki/Dutgiller
http://tr.wikipedia.org/wiki/Familya

Ozellikle kuru incirde omega-3,0mega—6 yag asitleri ve protein bulunmaktadir
(Anonim, 2011). Gerek kuru, gerekse taze olarak tiiketilen incirin, insan
beslenmesindeki Oneminin yani sira, iilke ekonomisine katkisi her gecen yil
artarak devam etmektedir. Ayrica, incirin en yogun yetistiriciliginin yapildigi
Aydin Il nde daghk alanlarin ekonomik anlamda degerlendirilmesi sonucu
yarattig1 istihdam ile sosyo-ekonomik agidan da oldukc¢a degerli bir {irlindiir
(Ozden, 2008).

Cizelge 1.1. Diinya kuru incir {iretim miktarlar1 (ton) (Anonim, 2010a)

YILLAR
) 2006/2007 2007/2008 2008/2009 2009/2010
ULKELER
Tiirkiye 60.393 48.012 50.604 56.590
[ran 43.000 25.000 22.000 23.000
ABD 12.000 13.100 11.000 12.000
Yunanistan 12.000 10.000 8.000 9.000
Ispanya 3.500 5.000 4.500 5.000
Italya 5.000 4.000 4.000 4.000
TOPLAM 135.893 105.112 100.104 109.590

Kaynak: T.C. Sanayi ve Ticaret Bakanligi Teskilatlandirma Genel Miidiirliigii, 2010 yili

Incir Raporu.

Ekolojik kosullarin uygunlugu ile incirin en énemli gen merkezlerinden biri olan
Tiirkiye, FAO verilerinin 2006-2010 yillar1 arasindaki ortalama degerlerine gore
265.210 ton iiretim ile diinya yas incir liretiminin yaklasik % 25’ini karsilayarak
ilk sirada yer almaktadir. Tiirkiye’yi Misir (194.847 ton), Iran (80.174 ton),
Cezayir (75.080 ton), Fas (73.265 ton), Suriye (46.852 ton), ABD (43.298 ton) ve
Ispanya (35.500 ton) takip etmektedir (Anonim, 2010a). Diinya taze incir
tiretiminde biiyilik bir paya sahip olmanin verdigi avantaj ile kuru incir {iretimi ve
ihracatinda da Tiirkiye 56.590 ton fiiretim (Cizelge 1.1) ile diinya iiretiminin
yarisini karsilayarak, bu alanda en ¢ok iiretim yapan iilke konumundadir (Anonim,
2010a).



Incir iiretimi {ilkemizde hemen her bolgede yapilabilmesine karsin, iistiin nitelikli
kurutmalik incir, iklim kosullari, O6zellikle meyve olgunlagsma ve kurutma
mevsimindeki sicaklik, nem ve riizgar durumu gibi ekolojik istekleri nedeni ile
Ege Bolgesi’nde Biiyik ve Kiicilk Menderes Havzalarinda yetistirilmektedir.
Bircok 6zelligi nedeniyle iireticiler tarafindan tercih edilen Sarilop, yetistirilen tiim
cesitlerin yaklasik % 90’n1 olusturmaktadir (Anonim, 2010a). Tiirkiye genelinde
ise Aydm 1li, kaliteli incir iiretimi ve sahip oldugu incir agac1 varligma bagli
kapasite iistiinl{igii ile kuru incir {iretiminde ilk sirada yer almakta ve iilkemizin
ihrag ettigi incirin % 65’ini kargilamaktadir.
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Sekil 1.2. Aydin merkez ve ilgelerindeki toplam incir agag sayisi

Kurutmalik incirin ticari anlamda yetistiriciligi tiimiiyle Aydin daglarinin her iki
yondeki yamaglari ile kir ve taban arazilerde yapilmaktadir. Aydmn Ili’ nde ise
merkez ve ilgeler dikkate alindiginda toplam agag¢ sayist bakimindan Nazilli ilgesi
1.686.170 adetle birinci sirada yer almaktadir (Sekil 1.2). Nazilli il¢esini sirasiyla,
Germencik, Incirliova ve Bozdogan ilgeleri takip etmektedir (Anonim, 2010b).



45000 - 40.912

2603 3.310 4836 5.040 6.450

5000 1 55 142 167 651 735 975

Sekil 1.3. Aydin merkez ve ilgelerinde incir tiretim miktarlar1 (ton)

Aydin merkez ve ilgelerindeki incir iiretim miktarlar: ise Sekil 1.3’de verilmistir.
Cizelgede goriildiigii gibi Germencik ilgesi 40.912 ton ile ilk sirada yer almaktadir.
Germencik ilgesinden sonra 35.828 ton ile Nazilli, 20.500 ton ile Sultanhisar ve
17.030 ton ile Incirliova ilgeleri gelmektedir (Anonim, 2010b). Tiirkiye taze incir
ihracatinda s6z konusu olan en 6nemli incir ¢esidi, Bursa ve yoresinde yogun
olarak yetistirilen, fakat son yilarda Aydin, Mugla, izmir gibi sahil kusaginda
uretimi artan Bursa Siyahi incir ¢esididir. Bursa Siyahi meyveleri iri ve gosterisli,
kabuk rengi ile albenili sofralik bir ¢esit olup Avrupa iilkelerinde her yil artan
miktarlarda talep edilmekte ve taze olarak tiikketilmektedir.

Hem kurutmalik hemde yas olarak tiiketilen, iistiin kaliteli incir iiretimi yapilan
kapama bahgelerde ve son yillarda incir iiretiminde devreye giren fidanliklarda
bitki koruma acisindan ciddi bir takim problemlerle karsilasilmaktadir. Bu
problemlerden biri de viral etmen veya etmenlerin neden oldugu diisiiniilen “Incir
mozaik hastaligt (IMH)” dir. Hastalik, diinyada incir yetistiriciligi ve iiretimi
yapilan hemen her yerde, basta subtropik ve 1liman iklim kusagina sahip 6zellikle
Akdeniz iilkelerinde goriilmektedir (Al-Mughrabi ve Anfoka, 2000, Serrano vd.,
2004).

Incir mozaik hastaligi, as1, gelik ve Eriophydae (Acarina) familyasi akarlarindan
Aceria ficus Cotte. ile tasinmakta (Flock ve Wallace, 1955) ve ayrica mekanik
olarak da taginabildigi belirtilmektedir (Salomon vd., 2002, Serrano vd., 2004,
Salomon vd., 2005).



IMH etmeni tohumla tasmnmamaktadir (Flock ve Wallace, 1955). IMH, incir
yetistirilen tiim bolgelerde goriilen, agaglarda zayiflik, verim ve Kkalite
diistikliigiine neden olan bir hastaliktir (Nakasone ve Kusakari, 1991, Salomon vd.,
2005, Yakubi vd., 2007).

IMH’nin karakteristik belirtisi; yapraklarda sar1 yesilden, acik sariya kadar degisen
cesitli biyiiklikteki mozaik lekeleridir (Sekil 1.4a) (Alfieri, 1967). Bu lekelerin
kenarlari, pas renginde veya kirmizi-kahverengi zaman zaman da nekrozlar
seklinde olabilmektedir (Sekil 1.4b) (Alfieri, 1967). Bununla beraber, yapraklarin
normalden daha kiigiik ve asimetrik oldugu (Sekil 1.4c), olgunlasmamis meyve
izerinde sar1 ve renksiz lekelerin goriildiigii (Sekil 1.4d), ancak; bu lekelerin
meyve olgunlasmasiyla kayboldugu belirtilmektedir (A¢ikgéz ve Ddken, 2001).
Bu belirtilerin siddetli olmas1 durumunda hastaligin zamansiz meyve ve yaprak
dokiimiine neden olabilecegi de ifade edilmektedir (Salomon vd., 2005). Ayrica,
incir siirgiinlerinin egilip biikiilmesi, budanmas1 ve ardindan sicak hava ile agir
strese girmesi sonucu, etmenin latent durumdan ¢ikip, hizli bir sekilde ¢ogaldigi
bildirilmektedir (Salomon, 2004).

IMH etmenin viral kaynakli olabilecegi biyolojik (Serrano vd.,2004), serolojik
(Serrano vd., 2004, Salomon vd., 2005) ve dsRNA analiz (Falk ve Salem, 2006)
bulgular1 sonucunda belirlenmistir. IMH> ye neden olan etmenin molekiiler
tanilanmasina yonelik yapilan ¢aligmalar ise bir veya birden fazla viral etmenin bu
hastaligi meydana getirdigi sonucunu ortaya koymustur. Soyleki; Iitalyan
aragtiricilar IMH’ ye neden olan etmenler grubunda Incir yaprak benek iliskili
viriis 1 (Fig leaf mottle associated virus 1, FLMaV-1), incir yaprak benek iliskili
viriis 2 (Fig leaf mottle associated virus 2, FLMaV-2 (Elbeaino vd., 2006), Incir
mozaik viriisii (Fig mosaic virus, FMV RNA-1, 2, 3, 4) (Elbeaino vd., 2009)’ iin
yer aldigin1 belirlemislerdir. Daha sonra Incir mozaik iliskili viriis 1 (Fig mosaic
associated virus 1, Incir mozaik iliskili viriis 2 (Fig mosaic associated virus 2,
FMaV-2) (Walia vd., 2009), incir latent viriisii (Fig latent virus 1, FLV-1) (Gattoni
vd., 2009), incir hafif benek iliskili viriis 1 (Fig mild mottle-associated virus 1,
FMMaV-1) (Elbeaino vd., 2010), Arkansas incir closteroviriis 1 (Arkansas fig
closterovirus-1, AFCV-1), Arkansas incir closteroviris 2 (Arkansas fig
closterovirus-2, AFCV-2) (Tzanetakis vd., 2010), Incir banda vieiis 1 (Fig
badnavirus 1, FBV-1) (Tzanetakis vd., 2010) ve Incir kriptik viriis (Fig crytic
virus, FCV) (Elbeaino vd., 2011).



Sekil 1.4. Incir mozaik hastaligmin yaprak ve meyvede olusturdugu belirtiler
a) Incir yapraklarinda sar yesilden, acik sariya kadar degisen ¢esitli
biiyiikliikte lekeler b) Incir yapraklarinda kenarlari, pas renginde
nekrozlu lekeler c¢) Kiiglik ve asimetrik incir yapraklar d)
Olgunlagsmamis incir meyveleri iizerinde sar1 lekeler

Ulkemizde ise IMH’ye neden olan etmenin tanilanmasina yonelik ilk ¢alisma
Ozalp ve Heper (1972) tarafindan, Ege Bolgesinde incir mozaik hastaliginin genel
dagilimi ve cesitlerin dayaniklilik reaksiyonlar iizerine gerceklestirilmistir. IMH
etmeninin tanilanmasinda dsRNA analiz yontemi Agikgdz ve Doken (2001)
tarafindan kullanmigtir. Bu arastirma sonucunda enfekteli bitkilerden elde edilen
dsRNA profilinin gerek bant sayisi, gerekse boyut olarak daha dénceden Nolasco
ve Amoro de Sequeira (1991) tarafindan tanimlanmig olan dsRNA profiline
benzedigi bildirilmistir (A¢ikgdz ve Doken, 2003).



Ozgigekei ve Acikgoz (2009), yaptiklart DAS-ELISA sonuglarma gére IMH’ye
neden olan etmenin Potyviridae familyasia ait bir viriis olabilecegi kanisina
varmislardir. Bunlara ilave olarak iilkemizde IMH’ye neden olan viral etmenlerin
FLMaV-1, FMaV-GP, FMaV-NP, FMV (Caglayan vd., 2009, 2010), FLMaV-1,
FLMaV-2 ve FMV (Caglar vd., 2009), FLMaV 1, FLMaV 2, FMV, FLV-1,
FMMaV, AFCV 1, 2, FBV 1 ve FCV (Elgi vd., 2012) olduklar1 molekiiler

yontemlerle belirlenmistir.

Ulkemiz incir bahgelerinde yaygin olan bu hastaligin basta fidanliklar olmak iizere
kapama incir bahgelerinde ekonomik agidan ciddi kayiplar olusturabilecegi goz
ard1 edilmemesi gereken bir gergektir. Nitekim, Ozalp ve Heper (1972) IMH’nin
verim diisiikligii, meyve dokiimii ve kalite bozuklugu nedeni ile % 49’ lara varan
verim azaligina neden oldugunu belirlemislerdir. Nakasone ve Kusakari (1991),
Salomon vd. (2005) hastalik belirtilerinin giddetli oldugu durumlarda, hastaligin
meyve kalitesini diislirdiigli hatta zamansiz yaprak ve meyve dokiimiine yol
actigin1 bu nedenle de ekonomik kayiplarin meydana geldigini bildirmislerdir
(Ashihara vd., 2004, Yakubi vd., 2007).

Genel olarak viriis hastaliklarimin miicadelesinde kiiltiirel 6nlemler, vektor
miicadelesi ve saglikli iiretim materyali kullanimi uygulanmaktadir. Ancak
IMH’nin vektérii olan akar siirgiinlerdeki gozlerde ve yapraklarda kislamakta
bunlarin yani1 sira, olgunlagmamis meyvelerin ostiol pulcuklar1 arasinda
bulunmaktadir. Ancak, ekolojik olarak yetistirilen trtin grubunda yer alan incir
icin iilkemizde ruhsath akarisit bulunmamaktadir. Bu nedenle, IMH vektdriine
kars1 ilagh miicadele Onerilmemektedir (Aksoy, 2010). Yapilmasi gereken
ozellikle yeni tesis edilecek bahgelerde viriisten ari iyi nitelikli incir fidanlarinin
kullanilmasidir. Ancak, IMH’ nin, Biiyiik ve Kii¢iik Menderes Havzalarinda
oldukca yaygin oldugu, incir iiretimi yapilan alanlarda saglikli incir materyalinin
ise yok denecek kadar az oldugu bildirilmektedir (Blotgett ve Gomeg, 1967; Ozar
vd., 1986). Bu nedenle, yeni kurulacak bahgelerde, doku kiiltiirii (meristem ug
veya siirgiin ucu kiiltiirii) ve 1s1 uygulamasi ile viriisten armdirilmis, IMH’ye
neden olan etmenler yoniinden testlenmis saglikli iiretim materyalinin kullanilmasi
gerekmektedir. Bunun i¢in, Oncelikle etmenlerin hizli ve giivenilir bir sekilde
tanisinin yapilabilecegi yontemlerin gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir.



Simdiye kadar diinyada ve iilkemizde IMH etmeninden ari incir fidan iiretimine
yonelik caligmalar, incir materyalinin virtislerden arindirildiklarint gésteren hizli
ve gilivenilir testler uygulanmaksizin yapilmistir (Pontikis ve Melas, 1986; Lopez
vd., 1998; Demiralay, 1997; Fraguas vd., 2004). Ciinkii bu testlerin yapilabilmesi
icin gerekli olan bilimsel veriler bu tarihlerden sonra belirlenmistir (Elbeaino vd.,
2009; Gattoni vd., 2009).

Bu caligmanin ilk hedefi, tilkemizin énemli ihrag {iriinleri olan, Sarilop ve Bursa
Siyahi incir cesitlerinde verim ve kalite azalisina neden olan IMH nin, Aydmn IIi’
nin baz ilgelerindeki yaygmhiginimn belirlenmesidir. Digeri ise IMH’ye neden olan
etmen veya etmenlerin tanilanmasina yonelik biyolojik ve molekiiler ¢alismalar
yapmak ve vektor akar A. ficus ile tasinma c¢alismalarini gergeklestirmektir.
Ayrica, in vitro ¢ogaltim yoluyla saglikli Sarilop ve Bursa Siyahi incir {iretim
materyalinin elde edilmesi ve elde edilen iiretim materyalinin IMH’ye neden olan
etmenler yoniinden test edilmesi bu ¢alismanin hedefleri arasinda yer almaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI

Incir mozaik hastaligi (IMH), ilk kez Condit ve Horne tarafindan 1933 yilinda
saptanmis olup hastaligin bugiine kadar incir yetistiriciliginin yapildig1 hemen her
yerde goriildiigii, 6zellikle Akdeniz iilkelerinde siklikla rastlandigi bildirilmistir
(Alfieri, 1967; Al-Mughrabi ve Anfoka, 2000). Ulkemizde ise IMH ile ilgili ilk
galisgma 1967 yilinda yapilmis olup, Ege Bolgesinde yiiriitillen sorveylerde gerek
incir bahgelerinin, gerekse fidanliklarin mozaik hastaligi ile bulasik oldugu,
IMH’nin verim kaybinin tam olarak tahmin edilemeyecegi ve bulasik geliklerle
fidan tiretiminin tamamen yanlis bir uygulama oldugu bildirilmektedir (Blodgett
ve Gomeg, 1967). Ozalp ve Heper (1972) Ege bolgesinde izmir, Aydin, Mugla,
Manisa ve Denizli illerindeki incir agaglarimin % 1°den fazlasim1 kapsayan
calismalarinda incir mozaik hastaliginin genel dagilimi ve cesitlerin dayaniklilik
reaksiyonlarin1 simptamatolojik gozlemlere dayali olarak belirlemisler ve sonugta
46.647 agacm hepsinin viriislii oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica, Erbeyli Bahge
Kiiltiirleri Istasyonu bahgesinde bulunan, 1967-1970 yillar1 arasinda dort yil
stirekli kontrol altinda tutulan ve son yedi yillik verim durumlari tespit edilen 171
Sartlop incir agacindan makroskobik gozlemler sonucunda saglikli oldugu
belirlenen 9 adet agacin anaglik olarak yeni kurulacak damizliklarda tiretim
materyali olarak kullanilabilecegi kanisina varmiglardir. Hafif, orta ve kuvvetli
belirti gosteren agaglarin belirti siddeti ile verim kaybi arasindaki iligki
saptanmaya calisilmistir (Cizelge 2.1) ve belirtileri en hafif olan agaglarin, en
yiiksek verimi verdigi belirlenmistir (Ozalp ve Heper, 1972).
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Cizelge 2.1. Incir mozaik hastaliginin hafif, orta ve kuvvetli belirtilerini gosteren
incir agaglarinda belirti siddeti nedeniyle meyve veriminde meydana
gelen farklar (Ozalp ve Heper,1972)

] Belirti Siddeti
Agac Yast Hafif Orta Fark (g)
31 yas 112,9 kg 90 kg 22,9 kg
29 yas 93,9 kg 71,5 kg 22,4 kg
27 yag 71,2 kg 60,8 kg 10,4 kg
Agac Yasi Hafif Kuvvetli Fark (kg)
25 yas 75,2 kg 19,5 kg 55,7 kg
23 yag 65 kg 26,2 kg 38,8 kg

Ozalp ve Heper (1972), incir mozaik hastaligmin verim diisiikliigi, meyve
dokiimii ve kalite bozuklugu nedeni ile biiyiik zararlara yol agtigini ifade ederek,
yaptiklar1 karsilagtirmali verim denemelerinde incir mozaik hastaliginin % 49’lara
varan verim azalisina neden oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, kurutmalik bir incir
cesidi olan Sarilop’un bu hastaliga hassas oldugu da belirtilmistir (Ozar vd., 1986).

IMH’ye neden olan bu etmeninin tagmmasinda bir tomurcuk akari olan
Eriophydae familyasindan Aceria ficus’un rol oynadigi ve bitkilerdeki akar
sayisinin artmasiyla hastalik belirtisi gosteren bitki sayisinin arttigi ve vektoriin 10
giinden daha kisa siirede IMH’yi tasidig1 belirlenmistir (Flock ve Wallace, 1955).
Daha sonraki yillarda Aceria ficus’un IMH vektorii oldugu Hindistan (Vashisth ve
Nagaich, 1968) ve Japonya’da da rapor edilmistir (Nemato, 1980).

IMH nin en tipik belirtileri; geng yapraklarda daginik sari yesilden, agik sariya
kadar degisen cesitli biiyiiklikkte lekelerin ve bantlarin oldugu, genelde leke
kenarmin pas renginde veya kirmizi-kahverengi, zaman zaman da nekrozlarin
meydana geldigi belirtilmistir (Blodgett ve Gomeg, 1967; Sahtiyanci, 1972).
Siirgiinlerin egilip biikiilmesi, budama, susuzluk ve sicak hava ile agir strese giren
incir agaglarinda, etmenin latent durumdan, patojenik duruma gegtigi ve hizli bir
sekilde belirtilerin arttig1 ve oOzellikle fidanliklarda kayiplarin ciddi boyutlarda
oldugu da ifade edilmistir (Salomon, 2004). Belirtilerin siddetli oldugu durumlarda
ise hastaligin meyve Kkalitesini diigiirdiigli, hatta zamansiz yaprak ve meyve
dokiimiine yol acip (Nakasone ve Kusakari, 1991; Salomon vd., 2005) ekonomik
kayiplara neden oldugu bildirilmistir (Ashihara vd., 2004; Yakubi vd., 2007).
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Hastalik, diinyada incir yetistiricili§i yapilan hemen her yerde 6zellikle, Akdeniz
ilkelerinde goriilmektedir (Al-Mughrabi ve Anfoka 2000; Serrano vd., 2004).
Urdiin’de IMH’nin yaygmlik ve siddetini saptamak igin, iilke genelinde incir
yetistiriciliginin en yogun olarak yapildig: 13 ilde, 11 incir ¢esidini kapsayacak
sorveyler gerceklestirilmis ve sdrvey yapilan biitiin illerde IMH’nin bulundugu
bildirilmistir (Al-Mughrabi ve Anfoka, 2000).

Ispanya’da 2001 yili boyunca 30 adet ticari incir bahgesinde 20’ser agag
incelenmis ve hastalik siddetini belirlemek igin 0—4 skalasi kullanilmistir. Sérvey
yapilan biitiin alanlarda incir mozaik belirtileri goriilmiis, degerlendirmeye alinan
102 incir ¢esidinin % 92,2’sinin IMH belirtileri sergiledigi bildirilmistir (Serrano
vd., 2004).

IMH’ye neden olan etmenin konukgu gevresinin belirlenmesi amaciyla enfekteli
incir yapraklarindan elde edilen inokulum otsu konukgu bitkilere mekanik olarak
uygulanmig (Elbeaino vd., 2006; 2007; Martelli vd., 2006; Caglar vd., 2009;
Caglayan vd., 2010), ancak ¢ok az sayida pozitif sonu¢ alinmustir. Yani, IMH’ye
neden olan etmen veya etmenler mekaniksel inokiilasyona zor yanit veren
etmenler igerisinde yer almaktadir. Ancak yine de 6zsuyu ile tasinma ¢alismalari
yapmis olan, Ozalp ve Heper (1972), Salomon vd. (2002), Cucumis sativus test
bitkilerinde, Serrano vd. (2004) ise Chenopodium album, Chenopodium
amaranticolor ve Nicotiana tabacum L. cv. “Samsun” (Serrano vd., 2004) test
bitkilerinde viral belirtilerin go6zlendigini bildirmislerdir. Cucumis sativus
fidelerine yapilan mekanik inokulasyondan 6 gilin sonra, fidelerin kotiledon
yapraklarinda (Salomon vd., 2002), 8-10 giin sonra ise primer yapraklarinda sekil
bozuklugu ile nekrotik lokal lekelerin meydana geldigini bildirmislerdir (Salomon
vd., 2005). Bunlarin yani sira Serrano vd. (2004)’da 50 Mm (0.5M) NaK fosfat
tampon ¢6zeltisi (pH:8) i¢ine % 1 merkaptoetanol ve % 1 polivinilprolidone ilave
edilerek hazirladiklar soliisyonla yaptiklar1 inokulasyon sonucunda bitki 6zsuyu
ile etmenin taginabildigini ifade etmisler ve 4 ayri test bitkisinde ¢esitli belirtiler
gozlemlemislerdir (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2. Incir mozaik hastaliginin konukgu cevresini belirlemek amaciyla
yapilan mekanik inokulasyonda kullanilan test bitki tiirleri,
inokulum kaynag1 enfekteli 5 incir ¢esidi ve meydana gelen belirtiler
(Serrano vd., 2004)

Tiirler Inokulum Kaynaklar Belirtiler
CDB SA FA SF CA

Chenopodium album - - - - 3/12 LL
Chenopodium amaranticolor | 5/28 17/84 0/84 | 0/84 | 4/8 D, LL
Cucumis sativus “Asmley” 0/8 0/8 - - - -
Gomphrena globosa - 0/10 0/10 | 0/10 | 1/8 LL,C
Nicotiana megalosiphon - 0/10 0/10 | 0/10 | - -
Nicotiana tabaccum - 0/10 0/15 | 0/15 | 2/12 M
“Samsun”
Nicotiana tabaccum 0/8 0/18 0/15 | 0/15 | 0/8 -
“Xhanti”
Ocinum basillicum - 0/28 0/56 | 0/56 | 0/4 -
Vicia faba “Bianca” 0/8 0/8 - - - -
Vigna radiata - - - - 0/8 -

'CA= Colar d’Albatera, CDB= Cuello de Dama Bianco, SA= San Antonio, FA= Flor
Ancha, SF= Superfig °C= Kloroz, D=Ciicelik, LL= Lokal lezyon, M= Mozaik

Hastalik etmeninin mekanik tagimmasinin yaninda, vektor akar Aceria ficus
Cotte.’un IMH etmenini tasima etkinligi ve hastaligi kazanma siiresi iizerine
ayrintili ¢aligmalar da yapilmistir (Proeseler, 1972). Calisma sonuglarina gore tek
bir akarin dahi hastaligi tasidigi bildirilmistir. Ayrica, akarlar dnce 5 dakika
hastalikl1 bitkide, daha sonra 5 dakika saglikli bitkide tutulmus ve saglikli
bitkilerde hastalik belirtilerinin gézlendigi belirtilmistir. Bunlara ek olarak hem
geng, hem de ergin donemlerin birkag saat iginde hastalik etmenini biinyesine
alabildigi, etmeni 6-10 giin biinyesinde tutabildigi ve tasiyabildigi, ancak akar
yumurtasi ile bu etmenin taginmadigi bildirilmistir (Proeseler, 1972). Credi (1998),
hastalik etmenini Aceria ficus ile Catharanthus roseus (Cezayir meneksesi)
bitkisine tagimayi denemis ve 40 giinlik bir inkiibasyon periyodu sonunda,
yapraklarda klorotik lekelerin, mozaiklerin ve ¢iceklerde sarimsi lekelerin
meydana geldigini bildirmistir.
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1989 yilinda Japonya’nin Osaka bolgesinde ilk kez ortaya ¢ikan ve Aceria ficus ile
tasinan IMH etmeninin, incir {iretimi yapilan 53 ha’lik bir bahgede, yaprak ve
meyvede mozaik belirtilerine neden oldugu ve erken meyve dokimii sonucu
ekonomik kayiplara yol agtig1 Ashihara vd. (2004) tarafindan belirtilmistir.

Ultrastriiktiirel ¢caligmalar yapilincaya degin oncelikle bu hastaligin viral kaynakli
oldugu diisliniilmiis, daha sonraki ¢alismalarda enfekteli incir yapraklarina ait
hiicrelerin sitoplazmalarinda membranla cevrili yuvarlak yapilarin bulundugu
ortaya ¢ikmistir (Bradfute vd., 1970; Plavsic ve Milicic, 1980;

Appiano vd., 1990). ilerleyen yillarda ise “hastalikla iliskili yapilar” olarak
adlandirilan farkl biiyiikliik ve sekildeki viriis benzeri yapilarin bu hastaliga neden
oldugu ileri stirtilmiistir (Martelli vd., 1993). Kumar vd. (2003), tenuiviriis
grubuna giren ve akarla taginan Hint bezelyesi kisirlik mozaik viriisii (Pigeonpea
sterility mosaic virlis, PPSMV) ile enfekteli hint bezelyesi ve Nicotiana
benthamiana yaprak dokularinin elektron mikroskop goriintiilerinde belirlenen,
membrana bagl yapilarin, IMH etmeni ile enfekteli yapraklarda saptanan
goriintiiler ile benzer oldugunu bildirilmislerdir. Ispanya’da yapilan bir ¢alismada
ise elektron mikroskopta hastalikla iliskili yapilarin yani sira, hem incir, hem de
duyarh konukgu bitkilerin hiicrelerinde 720 nm uzunlugunda esnek ¢ubuk seklinde
bir viriisiin hastalik etmeni olabilecegini belirtilmistir (Serrano vd., 2004). Ayrica
bu calismada, hastaliktan sorumlu olarak bulunan c¢ubuk seklindeki bir viriisiin
uzun poli-A sekanslarina sahip oldugu ve mekanik olarak test bitkilerine
taginabildigi saptanmustir (Serrano vd., 2004).

Meksika ve Giliney Afrika incir yapraklarina ait 6rneklerde yapilan bir ¢alismada
ise IMH ile iliskili tipik, ¢ift membranli yapilarm bulundugu ayrica yari sert
iligimsi ve kivriml viriis benzeri yapilarin da parankima ve floem hiicrelerinde
toplanmis oldugu Castellano vd. (2007) tarafindan bildirilmistir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. A) Incir mozaik hastaliginin incir yapraginda meydana getirdigi
mozaik belirtisi, B) Parankima hiicresinde yer alan ¢ift membranh
yapilar. C) Cok esnek ipligimsi partikiiller, D) Parankima hiicresindeki
kloroplastlarda (Ch) yer alan yar1 sert ipligimsi viriis benzeri yapilar
(V) (Castellano vd., 2007).
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Ispanya’da yapilan bir baska ¢aliymada mozaik belirtileri sergileyen 47 incir
yaprak 6rneginden 2 tanesinin Elma mozaik virtsii (Apple mosaic viriis, ApMV),
7 tanesinin Elma goévde yivlenme viriisii (Apple stem grooving viriis, ASGV)
poliklonal antiserumlarma ve 25 6rnekten 1 tanesinin de monoklonal potyviriis
antiserumuna pozitif reaksiyon verdikleri belirtilmistir (Serrano vd., 2004).

Kismi saflagtirilmis incir mozaik virlisii antiserumu kullanilarak yapilan ELISA
testinde ise 26 6rnekten higbirinde pozitif sonu¢ alinamamistir (Serrano vd., 2004).
Ancak, Salomon vd. (2002) iIMH’ye neden olan etmenin serolojik tanisinda,
potyviriis grubuna giren Pirasa sar1 ¢izgi virlisii (Leek yellow stripe viriis, LYSV)
antiserumuna pozitif reaksiyon verdigini bildirmislerdir. Aydin ydresi izolatlar ile
yapilan ELISA testlerinde ise IMH hastalik etmenine karsi denenen ii¢
antiserumdan yalnizca Potyvirus grubuna kars1 diigiik absorbansta sonug alinmistir
(Ozgigekei ve Agikgdz, 2009).

Etmeni tanilamak icin yapilan dsRNA izolasyon ¢alismalarinda A¢ikgdz ve Doken
(2001) etmene ait 6.6 kbp tizerinde bir bant, 2.0 ile 0.6 kbp arasinda da iki bandin
yer aldigim1 ve dsRNA izolasyonu i¢in en uygun ornekleme zamaninin Aydin
yoresi i¢in may1s ve haziran aylar1 oldugunu bildirilmislerdir (A¢ikgdz ve Ddken,
2003). Salomon vd. (2005)’ da etmenin 3 banda sahip oldugunu belirtmisler,
ancak tekrarlanabilir sonuglar elde etmediklerini ifade etmislerdir. Bu durum,
Valverde vd. (1990)° nin bildirdikleri gibi IMH etmeninin de yer aldig1 tahmin
edilen (Brunt vd., 1996; Salomon vd., 2005) potyviriis gibi bazi viral gruplarin
diisiik kalitede dsRNA iriinii vermeleri ile agiklanmistir. Ayrica Falk ve Salem
(2006)’in IMH ile ilgili yaptiklari ¢alismada niikleotid sekans analizine gore,
IMH’ye neden olan etmenin, Closteroviridae familyasina ait bir viriis olabilecegi
ve Italya’da incir yaprak benekle iliskili viriis (Fig leaf mottle-associated viriis,
FLMaV) olarak isimlendirilen viral etmen ile baz dizilimi yoniinden 6nemli
benzerlikler gosterdigi de bildirilmistir. Ayrica, yapmis olduklar1 dsRNA
izolasyon caligmalarinda 1 ile 3 arasinda degisen band profilleri elde ettiklerini
belirtmiglerdir. Caglayan vd. (2010) ise deneysel enfekteli bitkilerden yaptiklari
dsRNA analiz sonucunda 1.30 kbp ve 1.96 kbp biiylkligiinde iki band elde
ettiklerini ifade etmislerdir.
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Etmenin tanisinin yapilabilmesi icin spesifik potyviriis primerleri kullanilarak
yapilan RT-PCR yo6nteminde ise 1.7-3.0 kbp’ lik (Serrano vd., 2004) ve 500-800
niikleotidlik PCR iiriinleri elde edilmistir (Salomon vd., 2005). Incir mozaik
hastaligina neden olan etmenin viral oldugu disiiniiliirken, Tunus’ta yapilan bir
calismada etmenin viroid olabilecegi ihtimali de ortaya ¢ikmustir (Yakoubi vd.,
2007).

Incir mozaik hastalig1 belirtilerinin gozlendigi incir agaclarinda Serbetci otu (Hop
stunt) ve Turunggil cilicelesme (Citrus exocortis) viroidleri de saptanmis ve bu
etmenlerinde IMH’ye neden olan etmenler icerisinde bulunabilecegi bildirilmistir
(Yakoubi vd., 2007). Ulkemizde de bu konuya benzer bir ¢aligma yiiriitiilmiis ve
calisma sonucunda Yediveren ¢esidi incir fidanlarinda fitoplazma benzeri
yapilarin gozlendigi bildirilmis ancak ayni yaprakta yer alan akarlarda fitoplazma
ile ilgili herhangi bir bulguya rastlanilmadig1 belirtilmistir (Caglayan vd., 2007).

IMH ile yapilan genom calismalarinda ise IMH neden olan etmenin Incir yaprak
benek iligkili virtis 1 ve 2 (Fig leaf mottle associated viriis, FLMaV 1, 2) (Elbeaino
vd., 2007)’nin Avrupa iivez agaci halkal leke viriisii (European mountain ash
ringspot associated viriis, EMARAYV) ile iligkili olabilecegi ortaya konmustur
(Walia vd., 2009). Ancak EMARAYV, incir mozaik iliskili viriis (Fig mosaic
associated viriis, FMaV) ile homoloji gosterdigi i¢in FMaV olarak
isimlendirilmistir (Walia vd., 2009).

Elbeaino vd. (2009a), Incir mozaik viriisii (Fig mosaic virus, FMV)’niin gen
haritasin1 tamamlamis ve RNA’smin dort segmentten olustugunu, bu dort
RNA’nin, siras1 ile 7093, 2252, 1490 ve 1472 niikleotid biiyiikliigiinde ve tek bir
okunabilir alana sahip oldugunu bildirmislerdir. IMH’ye neden olan dért RNA
segmentli bu etmenin EMARAYV, Giivercin bezelye kisirlik viriisii (Pigeon pea
sterility mosaic viriis, PPSMV) ve Misir kirmizi ¢izgi viriisii (Maize red stripe
viris, MRSV) ile bazi benzerlikleri paylastiklari, ayrica, Bunyaviridae
familyasindan, negative-sense ve multipartite bir RNA virlisii oldugu da
belirlenmistir (Elbeaino vd., 2009b). IMH neden olan bir diger etmen ise Gattoni
vd. (2010) tarafindan italya’da, mozaik belirtisi gdsteren ve gdstermeyen incir
agaglarinda belirlemis olduklar1 Incir latent viriis-1 (Fig latent viriis 1, FLV-1)’
dir. FLV-1’in, 700 nm uzunlugunda, ipliksi, mekanik inokulasyon ve tohum ile
tagian bir virlis oldugu, viral genom yapisinin, Flexiviridae familyasinin

Trichoviris cinsi iiyelerine benzedigi bildirilmistir.



17

Sarilop, Sarizeybek ve Yediveren incir ¢esitleri ile yapilan RT-PCR testlerinde ise
bir 6rnegin Incir yaprak benek iliskili viriis 1 (Fig leaf mottle-associated viriis-1,
FLMaV-1), bes 6rnegin EMARAV-GP ve 21 6rnegin de EMARAV-NP primerleri
ile pozitif sonug verdigi bildirilmistir (Caglayan vd., 2009).

IMH’ nin molekiiler tanilanmasina yonelik Bursa Siyahi ve deneysel enfekteli
incir yaprak/bitkilerinde yapilan RT-PCR testinde ise FMaV-GP bdlgesi igin
spesifik 468 bp ve FMaV-NP bolgesi igin spesifik 298 bp biiyiikligiinde
amplikonlar belirlenmis ve yapilan niikleotid sekanslarinin blast analizlerinde ise
Bursa Siyah1 incir bitkisinin % 90, deneysel enfekteli incir bitkilerinin % 94-96
oraninda FMV ile uyumlu oldugu belirlenmistir (Caglayan vd., 2010). Benzer bir
caligmay1 da Caglar vd. (2009), Adana, Hatay, Urfa ve Mersin illerini kapsayan
bolgede Keten Koynegi, Sarilop, Goklop ve Bardaker incir g¢esitlerinde
yapmiglardir. Bu ¢aligmada 132 6rnek, RT-PCR (Reverse Transcription PCR) ile
FLMaV-1, FLMaV-2 ve FMV primerleri kullanilarak ger¢eklesmistir. Calisma
sonucunda 6 drnegin FLMaV-2, 10 6rmegin de FMV ile pozitif sonug verdigini
bildirmislerdir.

IMH neden olan etmenler grubuna Elbeaino vd. (2010) tarafindan incir hafif
benek iliskili virtis 1 (Fig mild mottle-associated viriis, FMMaV) de dahil
edilmigtir. FMMaV’ nin, 2000 nm uzunlugunda, yedi okunabilir alana sahip, yeni
bir Closteroviriis oldugu ve ayrica enfekteli incir yapraklarindan yapilan RT-PCR
testlerinde amplikonlarin 311 bp biiyiikliigiinde oldugu belirlenmistir.

Tzanetakis vd. (2010), Incir mozaik viriisiiniin molekiiler Karakterizasyonuna
yonelik yapmis olduklar1 ¢alismada kullandiklari tek bir incir agacinda, FMV, iKi
yeni closteroviriis (Arkansas fig closterovirus-1 ve Arkansas fig closterovirus 2
(AFCV-1 ve 2) ve bir badnaviriis (Fig badnavirus-1, FBV-1) tespit etmislerdir.
Ayrica AFCV-1 ve 2’nin Incir yaprak benek iliskili viriis 1 (Fig leaf mottle
associated virus-1), FBV-1’in de Turunggil sar1 mozaik virtisii (Citrus yellow
mosaic virus) ve Kakao siskin siirgiin viriisii (Cacao swollen shot virus) ile
yakindan iligkili olduklar1 belirtilmistir. Ayrica yapilan mekanik inokulasyon
testleri sonucunda AFCV-2 ve FBV-1’in soya fasulyesinde hafif benek belirtileri
meydana getirdigi, N. occidentalis, N. tabacum, N. rustica, N. sylvestris ve Pisum
sativum test bitkilerinde ise belirti meydana getirmedigi bildirilmistir.
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Elbeaino vd. (2011) tarafindan, 1696 bp ve 1415 bp biiyiikliigiinde iki banda sahip
dsRNA profili olusturan Partitiviridae familyasina giren ve Incir gizli viriisii (Fig
cryptic viriis, FCV) olarak adlandirilan bir viral etmen daha tanimlanmigtir. Elgi
vd. (2012) ise yapmis olduklari PCR testlerinde, FLMaV1-2, FMV, FLV-1,
FMMaV, AFCV1-2, FBV-1 ve FCV etmenlerinden en az bir tanesinin enfekteli
incir agaclarinda bulundugunu bildirmiglerdir. Ayrica bir¢ok Ornekte karigim
enfeksiyonlar belirlemisler, en yaygin virlislerinde FBV-1 ve FMV oldugunu
saptamiglardir. Misir da yapilan bir ¢alismada ise FMV izolatlarinin sekans ve
filogenetik analiz sonuglarinin Italya ve Arkansas izolatlari ile %55 benzer oldugu
ayrica, FMV virlisiiniin kilif protein geninden anti-FMV poliklonal antiserumu
elde edilerek, Indirekt ELISA ydntemiyle otuz incir ¢esidinde FMV saptanmistir
(Hafez vd., 2012). Suudi Arabistan’da yapilan bir diger ¢alismada ise Hofuf
bolgesinde FLMaV-1 ve FMV viral etmenleri (Khalid, 2012), iran’da ise FLMaV-
1, FMV ve FLV-1 viral etmenleri saptanmis ve FMV Iran izolatinin Tiirk
izolatlarla ortak filogeniyi paylastig1 belirlenmistir (Morteza vd., 2012).

Incir mozaik hastaligi, incirde yaygin olarak goriilen énemli bir viral hastaliklar
grubudur. Hastaliga neden olan etmeni tanimlamak i¢in ¢ok sayida yeni RNA
virlisii ve bir de DNA viriisii (FBV-1) tespit edilmistir (Tzanetakis vd., 2010).
FBV-1’in Amerika Birlesik Devletleri'nde genis bir dagilima sahip oldugu
saptanmus, ayrica fidan ve meristem doku kiiltiir bitkilerinde FBV-1 varlig1 ortaya
konmus ve FBV-1’in incir genomuna entegre olabilme ihtimali {izerinde
durmuglardir (Minafra vd., 2012; Laney vd., 2012).

Incir mozaik hastaligia neden olan etmenlerden biri olan tek sarmalli ve negatif
polariteli, 4 RNA’ya sahip Incir mozaik viriisiiniin yapilan son ¢aligmalarda RNA-
5 ve RNA-6 olmak iizere iki RNA’ya daha sahip oldugu belirlenmistir (Elbeaino
vd., 2012; Ishikawa vd., 2012).

Incir mozaik hastaligina neden oldugu belirlenen ve yukarida isimleri verilen on
bir viral etmenin sekans dizilimlerinin tamamlanmasin1 takiben her bir viral
etmene Ozgii primerler dizayn edilmis ve RT-PCR yoéntemi ile incir viral
etmenlerinin tanilanmalar1 gergeklestirilmistir (Cizelge 2.3). Cizelge 2.3’de bu
incir viral etmenlerinin isimleri, ilgili kaynak, primerlerine ait baz dizilimleri ve
amplikon biiyiikliikleri listelenmistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ishikawa%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22513386

Cizelge 2.3. Incir mozaik hastaligina neden olan onbir viral etmene ait isim, literatiir, primer baz dizilimi ve amplikon biiyiikliikleri

Viriis isimleri

Kaynak

Primer baz dizilimi

Amplikon
biiyiikliigii (bp)

Incir yaprak benek iliskili viriis 1
(Fig leaf mottle-associated virus 1, FLMaV-1)

Elbeaino vd.,
2006

5’-CGTGGCTGATGCAAAGTTTA-3’
5’-GTTAACGCATGCTTCCATGA-3’

352 bp

Incir yaprak benek iliskili viris 2 (Fig leaf mottle- | Elbeaino vd., | 5>-GAACAGTGCCTATCAGTTTGATTTG-3’ 360 bp
associated virus 2, FLMaV-2) 2006 5’-TCCCACCTCCTGCGAAGCTAGAGAA-3’
Elbeaino vd.,, | RNA-1 5’-CGGTAGCAAATGGAATGAA-3’ 302 bp
2009a 5’-AACACTGTTTTTGCGATTGG-3’
incir mozaik viriisii 1.2.3.4 Elbeaino vd., | RNA-2 5’-GCCACTGACTTACCTATCCA-3’ 725 bp
(Fig mosaic virus—1 2’3’4’ 2009a_ 5’-CGAGGTTGTTCATGGCAATA-3’
FMV-1,2,3,4) o Elbeaino vd., | RNA-3 5’- GAGAAGCTCCAAGCCAGAAA-3’ 304 bp
e 2009b 5’- TAACCTGGCACAATCATCCA-3’
Elbeaino vd., | RNA-4 5’-TGGCAGATTCAAGATAATGG-3’ 218 bp
2009b 5’-TGGGACATTCTTGTGTCAGG-3’
Incir mozaik iligkili viris 1 . 5’-CACGAGCAAGACAAAGAGAA-3’
(Fig mosaic-associated virus—1, FMaV-1) Waliavd., 2009 | 5.4 A CTTACACATCTTACATCATCT-3’ 298 bp
Incir mozaik iligkili viriis 2 Walia vd.. 2009 5’-GGGTACATATGCGTCATTCTTG-3’ 468 bp
(Fig mosaic-associated virus—2, FMaV-2) "’ 5’-CGTTTGTCTTGGATCACAGCAA-3’
Incir latent viriisii 1 Gattoni vd.. 2009 5’-CCATCTTCACCACACAAATGTC-3’ 389 bp
(Fig latent virus-1, FLV-1) "’ 5’-CAATCTTCTTTGGCCTCCATAAC-3’
Incir hafif benek iligkili viriis 1 Elbeaino vd., | 5’- AAGGGGAATCTACAAGGGTCG-3’ 311bp
(Fig mild mottle associated viriis, FMMaV) 2010 5’-TATTACGCGCTTGAGGATTGC-3’
Arkansas incir closteroviriis 1 Tzanetakis vd., | 5’-CTGTATCTGTCATTACCTCTTCGGG-3’ 375 bp
(Arkansas fig closterovirus-1, AFCV-1) 2010 5’-ATGCTTCCTCGGCTGC-3°
Arkansas incir closteroviriis 2 Tzanetakis vd., | 5>-GTTCGGAATTAGTTAATAGATACGGTC-3’ 1671bp
(Arkansas fig closterovirus-2, AFCV-2) 2010 5’-ACCCGCTAGAGTAATCAGTCAAAGTT-3’
Incir badnaviriis 1 Tzanetakis vd., | 5~ ACCAGACGGAGGGAAGAAAT-3’ 474bp
(Fig badnavirus-, FBV-1) 2010 5’-TCCTTGCCATCGGTTATCTC-3’
5’-TCGGATTGTCTTTGGAGAGG-3’
RNA-1 s , 353 b,
Incir kriptik viriis Elbeaino vd., 5’-CGCATCCACAGTATCCCATT-3 P
(Fig cryptic viriis, FCV) 2011 RNAL2 5-TTGGCCGACTACTCAAGGTCA-3 375 bp
5’-TGCGAGGTAGCATGTGTAGC-3”
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IMH’ ye neden olan etmen veya etmenlerin tanilanmasina ydnelik yapilan bu
caligmalar viral etmenlerden temiz incir iiretim materyalinin testlenmesinde
kullanilmasi yoniiyle cok dnemlidir. Ancak, onun kadar 6nemli olan diger bir konu
da nasil temiz materyal elde edilecegidir. Su bir gercektir ki virtisler, 6zellikle
vejetatif olarak c¢ogaltilan ve generasyonlar boyunca tasinabilenler {iretim
materyallerinde sorun olusturmaktadirlar. Bu nedenle, viriissiiz bitkisel materyalin
elde edilmesi, kiiltiir bitkilerinin siirdiiriilebilir iiretimleri i¢in 6nem tasir. Birgok
tiriin viristen ari klonal {iretiminde, meristem kiiltirlin yan1 sira, sicaklik
uygulamasi ve siirgiin ucu kiiltiirii de kullanilmaktadir. Bu in vitro teknikler, ayni
zamanda, IMH etmen veya etmenlerinden temiz incir fidam {iretimine y&nelik

calismalarin yapilmasina da olanak saglamustir.

Bu konuda diinyada ve {ilkemizde yapilan galismalar incelendiginde; Muriithi vd.
(1982), mozaik belirtisi gosteren Ficus carica L. ye ait siirgiinlerden aldiklart 0.5—
1.0 mm uzunlugundaki meristemleri, IBA, NAA, BA ve GA ile zenginlestirilmis
Murashige Skoog (1962) (MS) ortaminda kiiltiire almiglardir. 0,18 mg/l NAA, 0,1
mg/l BA ve 0,3 mg/l GA igeren ortamda ise siirgiin gelisimleri gerceklesmistir.
Siirgiinlerin koklendirilmesinden sonra, seradan topraga gecirilen bitkilerde 15 ay
sonra dahi hi¢bir viriis belirtisine rastlanmamistir. Yapilan bir diger ¢aligmada ise,
Kalamon incir ¢esidine ait siirgiin u¢larinin 89 mg/1 phloroglucinol ilave edilmis
MS ortaminda en iyi gelistikleri saptanmustir. Bu siirgiinler, 1 mg/l IBA iceren
ortamlarda koklendirildikten sonra vermikulitli ortama aktarilmiglardir (Pontikis
ve Melas, 1986).

Barbosa vd. (1992) Roxo de Valinthos incirinin meristem kiiltiirii yolu ile
tiretiminde ¢ogalma ve koklenme i¢in en uygun MS ortamimin oldugunu
saptayarak, elde edilen kokli bitkilerin araziye aktarilmadan once, toprak-kum-
vermikulit karigimi igeren torbalarda 4-6 hafta siire ile alistirma seralarinda
tutulmalar1 gerektigini belirtmislerdir. Incir siirgiinlerinin in vitro ve in vivo da
koklenme durumlarnt Lopez vd. (1998) tarafindan 0,2 ve 2,0 ppm IBA, 89 g/l
phloroglucinol (PG) iceren 4 farkli MS ortami denenmis ve en yiiksek
koklenmenin PG bulunmayan 0,2 ppm IBA igeren ortamda gerceklestigini

saptamiglardir.
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In vivo 'daki en yiiksek kdklenmenin saptanmasi amactyla, mikro celikler 10, 30 ve
60 saniye siire ile 10> M IBA’ya batirilmis ve herhangi bir hormon uygulamas:
yapilmadan seraya dikilmiglerdir. Caligmada gergeklestirilen tiim uygulamalarda
%100’e yakin koklenmelerin saglandig tespit edilmistir (Lopez vd., 1998).

Cukurova kosullarina adapte olmus ve ancak geneli IMH ile enfekteli Bursa Siyahi
incir ¢esidi, meristem kiiltilirii ile tiretilmis ve viriisten ari bitkiler elde edilmistir.
Biiyiime sezonunda meristemler, izole edilmis ve 0,5 mg/l BA, 0,1 mg/l IBA, 0,1
mg/l GA 3 89 mg/l PG ve 2 g/l aktif karbon (AC) bulunan Linsmair ve Skoog
(1965) ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Daha sonra biiyiiyen uglar, ¢ogalma
ortamina aktarilmiglardir. Siirglinlerin, 0,1 ve 0,2 mg/l IBA igeren kdklendirme
ortamlarina transferlerinden sonra, %75 oraninda saglikli bitkiler elde edilmistir
(Demiralay, 1997). Benzer bir ¢alisgma, Dalkili¢ ve Ertan (1998) tarafindan
yapilmigtir. Bursa Siyahi incir ¢esidine ait on yillik agaglardan alinan
meristemleri, bir litre de 7 g agar, 30 g siikroz, 100 mg mioinositol, 1,5 mg
thiamine, 2 mg pyridoxine, 0,5 mg nikotinik asit ve 2 mg glycine iceren MS

ortamina alinmislardir.

Bu kiiltiirler, 1 mg/l BA ve 1 mg/l NAA igeren ortamin oksidasyonuna engel
olmak i¢in bir hafta karanlikta bekletilmislerdir. Kiiltiiriin altinci haftasinda, besin
ortamina 3 mg/l GA’nin ilave edilmesinden sonra meristem geligimi saglanmis,
fakat sadece bir siirgiin elde edebilmislerdir. Gella vd. (1998) ise 0,5-0,7 cm’lik
stirglin uglarint MP kat1 ortaminda kiiltiire almiglar ve ardindan 37°C’ de 16 saat
aydmlik (5000 liiks), 34°C’de 8 saat karanlik periyot seklinde sicaklik uygulamasi
yapmuslardir. Uygulamadan bir y1l sonra, serada yetistirilen incir bitkilerinde, Incir
mozaik hastalig1 belirtilerinin goriilmedigi bildirilmistir.

In vitro kiiltiir ile Ficus carica L. ¢ogaltilmasina yonelik Hepaksoy ve Aksoy
(2006) tarafindan klonlarinin ¢ogaltim1 i¢in en uygun kosullar1 ve ortami
belirlemek tizere yapilan ¢aligmada ise segilen ii¢ incir (Ficus carica L.) igin 1 mg
dm-3 o-indol-3-biitirik asit (IBA), 1 mg dm-3 gibberellik asit iceren MS
ortaminin, 5 mg dm-3 6-benziladenin igeren MS ortamindan daha iyi oldugu
belirtilmigtir. Alistirma ortami olarak da en iyi performansin volkanik tiifden elde
edildigi bildirilmistir.
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Comlekgioglu vd. (2007) tarafindan Alkuden ve Bursa Siyahi incir ¢esitlerini
FMV’den elemine etmek {izere meristem kiiltlirleri kullanilarak g¢ogaltimlar
yapilmig ve in vitro’ da cogaltilan bitkilerde viriis testlemeleri, dSRNA analiz
teknigi yardimi ile belirlenmistir. Termoterapi uygulamasi ile gerceklestirilen
meristem kiiltlirlerinin, viriissiiz incir materyalini elde etmede uygun oldugu ifade
edilerek, kiiltiire alinan bitkilerin ¢ok saglikli olmalar ile birlikte, dsSRNA viriis

testlerinin duyarl bir degerlendirme sagladig1 belirtilmistir.

Simdiye kadar Diinyada ve Ulkemizde IMH etmeninden ari incir fidan iiretimine
yonelik ¢alismalarda materyalin viriislerden arindirildiklarini gosteren hizli ve
giivenilir testleri uygulamak igin gereken bilimsel veriler mevcut olmadigindan
uygulanamamustir (Pontikis ve Melas, 1986; Lopez vd., 1998; Demiralay, 1997;
Fraguas vd., 2004; Comlekgioglu vd., 2007) Ancak, bundan sonra elde edilen yeni
bilimsel veriler (Elbeaino vd., 2009; Gattoni vd., 2009) bu viral testleri yapilabilir
kilmistir. Séyleki bugiine kadar saptanan tiim IMH etmenlerinin genom dizilimleri
ve primerler belirlenmis (Cizelge 2.3) oldugu igin, siirgiin ucu ve termoterapi ile
viriisten armdirilmig incir tiretim materyalinin RT-PCR yontemi ile testlenme

olanagi vardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3. 1. Materyal
3.1.1. Sorvey Alam ve Calisma Materyali Hakkinda Bilgiler

Sorvey alani, 45-950 m rakimlar1 arasinda yer alan taban arazi ile daghk
alanlardaki incir bahgelerinden olusmaktadir.

Bu c¢alismanin materyalini, 2009-2010 yillar1 arasinda ilkbahar ve sonbahar
donemlerinde Nazilli, Germencik, Incirliova ve Bozdogan ilgelerinde Sarilop ve
Bursa Siyahi incir bahgelerinde IMH belirtileri gdzlenen agaclardan alinan
yapraklar ve Erbeyli incir Arastirma Istasyonu’ndan alinan 2 yasindaki 20 incir
fidanina (10 Sarilop, 10 Bursa Siyahi) ait dokular (yaprak ve kok) olusturmustur.
Ayrica testlerde negatif kontrol olarak kullanilmak iizere tohumdan yetistirilmis
saglikli Sarilop ve Bursa Siyahi incir bitkileri kullanilmistir. Arazi ¢ikiglarinda
simptomatolojik olarak, IMH ile enfekteli oldugundan siiphelenilen 1085 yaprak
ornegi toplanmis ve 6rnegi 0-6 skalasina gore gruplara ayrilmistir.

3.1.2. Mekanik inokulasyon Calismalarinda Kullamilan Materyal

Mekanik inokulasyon g¢aligmalari, sérvey alanlarindan IMH etmeni ile enfekteli
oldugundan siiphelenilen ve 0-6 skalasina goére gruplara ayrildiktan sonra
testlemek amac ile laboratuvara getirilmis incir yapraklari, Incir mozaik hastalig
ile ilgili daha 6nceki ¢alismalarda denenmis olan indikatér bitkiler (Cizelge 3.1),
steril havan ve havan eli, fosfat tampon ¢6zeltisi, 2-merkaptoetanol, sodyum siilfit,
500 mesh inceligindeki karborandum tozu ve ¢gesme suyu kullanilarak yapilmistir.

Mekanik inokulasyon ¢alismalarinda, indikator bitkilerin tohumlarinin ekilmesi ve
fidelerin yetistirilmesi i¢in kum, yanmis hayvan giibresi, toprak ve torf karigimi
(1:1:1:1), plastik saksilar, plastik kiivetler, plastik viyoller ve zaman zaman
zararlilara karsi insektisit kullanilmigtir. Calismada kullanilan indikator test
bitkilerinin tohumlari Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki

Koruma Boliimii’nden temin edilmistir.
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Cizelge 3.1. Mekanik inokulasyon testinde kullanilacak indikat6ér bitkilerin
isimleri, inokule edildigi donem ve literatiir bilgileri

indikator bitkilerin inokule Literatiir
edildigi donem

Latince ismi Tiirkge ismi
Catharanthus roseus Cezayir meneksesi 6 Yaprakli Credi, 1998
Chenopodium amaranticolor Sirken 5-6 Yaprakl Ozar vd, 1086

Serrano vd., 2004

Ozar vd., 1985

Dikotiledon ve Salomon vd., 2002

Cucumis sativus Hiyar

2-4 Yaprakl Salomon, 2005
Gomphrena globosa Hanim diigmesi 4-5 Yaprakl Serrano vd., 2004
Nicotiana tabacum L. cv."Samsun’ | i, 4-5 Yaprakli | Serrano vd., 2004

3.1.3. Aceria ficus Cotte. ile Test Bitkilerine Tasinma Calismalarinda
Kullanilan Materyal

Erbeyli Incir Arastirma Istasyonu’ndan, incir mozaik hastaligi etmeni ile bulagik
oldugu diistiniilen ve Aceria ficus *un yogun bulundugu Sarilop ve Bursa Siyahi
incir agaglar1 ve fidanlarina ait yapraklar ile 4-5 yaprak doénemindeki Cezayir
menckgesi (Catharanthus roseus), hiyar (Cucumis sativus) ve tohumdan
yetistirilmis saglikli Sartlop ve Bursa Siyahi incir bitkileri Aceria ficus ile tasinma
caligmalarinda kullanilmistir.

3.1.4. Toplam RNA izolasyon Cahsmalarinda Kullamlan Materyall

Sorvey alanlarindan Incir mozaik hastalik etmeni ile enfekteli oldugundan
stiphelenilen ve 0-6 skalasina gore gruplara ayrildiktan sonra testlemek amaci ile
laboratuvara getirilmis incir yapraklar1 ve Erbeyli Incir Arastirma Istasyonu’ndan
alinan 20 incir fidanina (10 Sarilop, 10 Bursa Siyah1) ait dokular (yaprak ve kok),
ayrica tohumdan yetigtirilmis saglikli Sarilop ve Bursa Siyahi incir bitkileri
materyal olarak kullamilmistir. Ayrica, Aceria ficus ile tasinma g¢alismalar
sonucunda simptom gozlenen indikator bitkilerden elde edilen bitki 6zsular1 da
caligma materyalini olusturmustur. Toplam RNA izolasyon isleminde; tampon
cozeltiler (Ek-3.1), steril havan ve havan eli, ependorf tiipler, ayarlanabilir mikro
pipetler ve pipet ug¢lari, masa tipi sogutmali santrifiij kullanilmistir.
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3.1.5. Cift Sarmal RNA (dsRNA) izolasyon Calismalarinda Kullanilan
Materyal

dsRNA analizi igin, sérvey alanlardan incir mozaik hastaligi etmeni ile enfekteli
oldugundan siiphelenilen ve 0-6 skalasma gore gruplara ayrildiktan sonra
testlemek amaci ile laboratuvara getirilmis incir yapraklari, 2 yasindaki incir
fidanlarinin kokleri ve akar ile etmenin taginmasi saglanmis Cezayir meneksesi,
hiyar ve tohumdan yetistirilmis saglikli incir bitkileri kullanilmistir. Ayrica,
dsRNA izolasyon isleminde; tampon ¢o6zeltiler (Ek-3.1), CF-11 seliiloz kolon,
ependorf tiipler, ayarlanabilir mikro pipetler ve pipet uglari, masa tipi sogutmalh
santrifiij kullanilmigtr.

3.1.6. Reverse Transkiriptaz—Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
Cahsmalarinda Kullamlan Materyal

Incir mozaik hastalik etmen/etmenlerinin molekiiler tanis1 ve dizi belirleme
caligmalarinda DNA’larin elde edilmesi amaciyla yapilan RT-PCR ve PCR
yontemlerinde, virlis etmeni/etmenleri ile bulagik bitkilerden elde edilen toplam
RNA, SuperScript™ 1l RNAse H™ Reverse Transcriptase kiti (Invitrogen 18064-
022), Taq polimeraz (Termostabil DNA polimeraz enzim, 5U/ul, FERMENTAS,
EP0401) ve 10X reaksiyon tampon ¢ozeltisi, dNTPs set (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP, 25 mM, FERMENTAS R0181), MgCl,, MgCl, buffer, RNaz inhibitor
(40U/ul FERMENTAS, EOO0311), 1 kb DNA Ladder Markér (FERMENTAS
SMO0311), saf su, pipet ve steril pipet uglari, PCR tiipleri ve Cizelge (3.2)’de
belirtilen virtis spesifik primerler kullanilmigtir. Virlis genomu iizerinde hedef
bolgelerin ¢ogaltilmas: isleminde gerekli sicakliklar, Eppendorf marka PCR aleti
kullanilarak saglanmustir.
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Cizelge 3.2. FLMaV-1,FLMaV-2, FMV ve FMaV-1 etmenlerine ait primer baz
dizileri, beklenen PCR iriinii bityiikliigi ve literatiir bilgisi

PCR Literatiir
Viriis Primer ciftlerine ait baz dizileri
iiriinii

N17s: 5’-CGTGGCTGATGCAAAGTTTA-3’ .
FLMaV-1 352 bp Elbeaino vd., 2006
N17a: 5>-GTTAACGCATGCTTCCATGA-3’

F3s: 5’-GAACAGTGCCTATCAGTTTGATTTG -3’
FLMaV-2 360 bp Elbeaino vd., 2007
F3a: 5°-TCCCACCTCCTGCGAAGCTAGAGAA-3’

5’-CGGTAGCAAATGGAATGAAA-3’ .
FMV 302 bp Elbeaino vd., 2009
5>-AACACTGTTTTTGCGATTGG-3’

5’-CACGAGCAAGACAAAGAGAA-3’ .
FMaV-1 298 bp Walia vd., 2009
5’-CACACTTACACATCTTACATCATCT-3’

3.1.7. Agaroz Jel Elektroforez Calismalarinda Kullamlan Materyal

Agaroz jel elektroforez c¢aligmalarinda, ¢alisma konusu viriislere ait toplam
RNA’lar, PCR iiriinleri ve klonlama galigmalarinda elde edilen iiriinler materyal
olarak kullanilmastir.

Agaroz jel elektroforez isleminde, agaroz (sigma), tampon c¢ozeltiler (Ek-3.1),
mini elektroforez cihazi (THERMO) ve gii¢ kaynagi, UV 1sikkaynagi (UVP
Ultraviolet Transilluminator), Video Graphic yazici (Sony-Lip 895 CE) ile
etidyum bromiir muhafaza tankindan yararlanilmastir.

3.1.8. Klonlama Cahsmalarinda Kullamilan Materyal

Calismada, ADU Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Béliimiinden temin edilen, pUC 19
plasmidini iceren Escherichia coli DH10B izolati, GeneMark Plasmid Miniprep
saflastirma kiti, BHI (Brain Heart Infusion) broth besiyeri, XBal, EcoRI, Kpnl,
Smal ve Hindlll restriikksiyon enzimleri kullanilmistir. Calismada kullanilan
plazmidin haritas: Sekil 3.1°de verilmistir. Ayrica, ependorf tiipler, ayarlanabilir
mikro pipetler ve pipet uglari, masa tipi sogutmali santriftijile
elektrotransformasyon isleminin gergeklestirildigi BIORAD marka elektroporatdr

ve kompetan hiicre kiiveti kullanilmustir.
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Sekil 3.1. pUC 19 plasmid vektoriiniin haritasi

3.1.9. Siirgiin Ucu Kiiltiirii ve Termoterapi Calismalarinda Kullanilan
Materyal

Siirgiin ucu kiiltiirii ve termoterapi calismalarinda, Erbeyli Incir Arastirma
Istasyonu koleksiyon bahgesinden alinan Incir mozaik hastalig: ile enfekteli, 10
adet Sarilop ve 10 adet Bursa Siyahi incir ¢esitlerine ait siirglinler, binokiiler, bitki
biliyiime diizenleyici kimyasallar, 26+1°de 3500-4000 liiks 151k siddeti saglayabilen
bitki biiylitme odasi, torf: perlit (1:1) karisimi, plastik saksilar kullanilmistir.



28

3. 2. Yontem
3.2.1. incir Viriislerini Tanilamada Kullamilan Yéntemler

Calismada, Sarilop ve Bursa Siyahi incir gesitlerinde Incir mozaik hastaligina
neden olan viral etmenlerin ortaya konulmasi amaciyla, Aydm ili, Nazilli,
Germencik, Incirliova ve Bozdogan ilgelerinde belirlenen kdylere arazi ¢ikislar:
yapilmis ve 6rnekler toplanmigtir. Bu 6rnekler, ticari primerlerinin temin edilmesi
ile birlikte RT-PCR yontemi ile testlenmistir. Bu islemlerden sonra c¢alisma
konusu virtisler ile enfekteli oldugu belirlenen 6rneklerden alinan dokular
kullanilarak var olan viriislerin biyolojik (test bitkileri {izerine mekanik
inokulasyon ve Aceria ficus ile tasmma ¢alismalar1)) ve molekiiler
karakterizasyonlar1 (dsRNA analizi, RT-PCR c¢alismalari, klonlama ve dizi
analizleri)  gerceklestirilmigtir. Siirgiin ucu ve termoterapi ile elde edilen

materyalin virlisten temiz olup olmadig1 yine RT-PCR yontemi ile saptanmustir.
3.2.2. Sérvey Calismalari, Orneklerin Toplanmasi ve Muhafazasi

Aydin Gida Tarim ve Hayvanciik 11 Miidiirliigii, 2009 yili Ciftgi Kayit
Sisteminden alinan bilgiler dogrultusunda Sarilop ve Bursa Siyahi incir ¢esitlerine
ait agac ve bahge sayis1 en fazla olan Nazilli, Germencik, Incirliova ve Bozdogan
ilceleri sérvey alami olarak belirlenmistir (Cizelge 3.3). Sorvey calismalari, Incir
mozaik hastaliginin yukarida bahsedilen 4 ilgedeki yayginhigini belirlemek ve
calismada kullanilacak incir yaprak 6rneklerinin toplanmasi amaciyla 2009-2010
ilkbahar ve sonbahar donemlerinde gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.3. Ciftci Kayit Sistemine gore Aydin ilgelerine ait aga¢ ve bahge sayilari
(Anonim, 2009)

ilce Ada Agag Sayis1 (adet) Bahge Sayisi (adet)
Nazilli 1.427.560 10.379
Germencik 1.342.340 16.291
incirliova 500.722 2.348
Bozdogan 321.420 2.111
Sultanhisar 318.300 1.874
Merkez 247.700 2.079
Kuyucak 204.520 1.508
Kosk 186.580 1.485
Buharkent 180.916 1.916
Yenipazar 160.786 520
Kogarl 85.920 601
Karacasu 77.884 519
Kusadasi 28.820 205
Soke 28.682 130
Karpuzlu 6.016 39
Cine 4,278 16
Didim 648 17
TOPLAM 5.122.092 42.038

Nazilli il¢esinde, incir bahgelerinin yogun oldugu 10 kdy, Germencik ilgesinde 6
kdy, Incirliova ilgesinde 3 kdy ve Bozdogan ilgesinde 8 kdy sdrvey alanini
olusturmustur. K&ylerin se¢imi ise Gida Tarirm ve Hayvancilik {lge
Miidiirliiklerinin, 2009 yili Cift¢i Kayit Sisteminden faydalanilarak yapilmis ve bu
koylerdeki en fazla aga¢ sayisinin bulundugu bahgeler dikkate alinmistir. Bu
koyler Nazilli ilgesinde, Dereagzi, Cobanlar, Haydarli, Catak, Demirciler,
Derebasi, Ketendere, Ovacik, Samailli ve Bagcili kdyleri (Sekil 3.2), Germencik
ilgesinde, Dagyeni, Bozkdy, Kizilcagedik, Balatcik, Abdurrahmanlar ve Mursall
koyleri (Sekil 3.3), Incirliova ilgesinde, Isafakilar, Erbeyli ve Ikizdere kdyleri
(Sekil 3.3), Bozdogan ilgesinde ise Bozdogan Merkez, Osmaniye, Yenikdy,
GlineykOy, Yazikent, Olukbasi, Yakakdy ve Camlidere koyleri (Sekil 3.4)

olmustur.
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Sorvey yapilan bu koyler genelde daglik alanda bulunmaktadir. Sérveyler ilgelere
bagli koylerdeki toplam bahge sayisinin % 5 gergeklestirilmis olup, incelenen agag
sayist da koylerdeki toplam aga¢ sayisinin % 1’ini temsil etmistir. Caligmada
Barnett (1986)’1n sistematik 6rnekleme yontemi kullanilmistir. Barnett (1986)’in
sistematik Ornekleme yontemlerinden, ¢ok yillik bitkiler i¢in 6n gordiigii kiiciik
bahgeler igin b, biiyiikk bahgeler i¢in ¢ ve e formlar1 kullanilmigtir. Buna gore,
kiigiik bahgelerde bahgenin bir kosesinden diger bir kdsesine kadar olan agaclar
incelenerek yaprak ornekleri toplanmistir. Biiyiikk bahgeler icin ise bahgenin
kosegenlerinden ¢apraz (X) olacak sekilde ya da bahgenin kdsesinden girilip W
harfi gizerek agaglar incelenmis ve yaprak ornekleri toplanmistir. Ornekler, incir
yapraklari iizerindeki mozaik belirtilerinin siniflandirilmasi ile hazirlanmis olan
0-6 skalasina (Sekil 3.5) gore viriis ile enfekteli oldugu gozlenen agaglardan
alinmistir. Genelde viriisler agacta homojen dagilmadigindan yaprak ornekleri
agacin degisik yerlerinden toplanmis, hastalik belirtilerini az ya da ¢ok gdsteren
agaclar hasta olarak kabul edilmislerdir. Hastaliin yayginligi, gezilen toplam
bahge sayisi icinde hastalikli bahge sayisi dikkate alinarak hesaplanmustir.
Toplanan ornekler etiketlenmis ve polietilen posetlere konularak ¢aligmalarda
kullanilmak tizere -20°C’deki derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
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o Sorvey yapilan koyler

Sekil 3.2. Nazilli ilgesinde sorvey yapilan kdyler
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Sekil 3.3. Germencik ve incirliova ilgelerinde sérvey yapilan kdyler



33

Sekil 3.4. Bozdogan ilgesinde sorvey yapilan koyler
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Sekil 3.5. Incir yapraklari iizerindeki mozaik belirtilerine gore hazirlanmis olan
0-6 skalas1 0: Belirti yok, 1: Zayif mozaik, 2: Orta siddetli mozaik, 3:
Siddetli mozaik, 4: Damar bandlasmasi, 5: Yaprak tizerinde pas belirtisi,
6: Kiigtik bozuk sekilli yapraklar {izerinde siddetli mozaik
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Cizelge 3.4. Incir mozaik hastaliginin yayginligini belirlemek icin sérvey yapilan
ilceler, ilgelere bagli koyler, sdrvey yapilan bahge sayisi ve incelenen

agac sayisl

ilceler ilgelere Bagh Bahge Sorvey Agac Sayis1 | incelenen Agac
Koyler Sayis1 Yapilan Bahce Sayisi
Sayisi
Dereagzi 80 4 10.784 110
Cobanlar 113 6 15.416 155
Haydarli 136 7 29.560 295
Catak 200 10 22.456 225
Demirciler 229 11 22.696 225
Nazilli
Derebast 229 11 71.584 710
Ketendere 231 12 30.470 305
Ovacik 308 30 83.888 840
Samailli 432 21 60.322 600
Bagcili 434 21 97.150 950
Kizilcagedik 140 7 43.060 430
Abdurrahmanlar 165 8 33.930 340
Balatcik 439 22 45.986 460
Germencik
Mursallt 450 23 54.890 550
Dagyeni 570 28 90.476 900
Bozkoy 688 34 130.352 1300
Tkizdere 107 5 16.432 165
Incirliova Erbeyli 111 6 17.902 180
Isafakilar 434 22 107.930 1100
Olukbasi 299 15 52.974 530
Merkez 92 4 9.844 100
Yazikent 49 3 8.884 90
Yakakoy 79 4 7.248 75
Bozdogan
Giineykdy 21 1 5.938 60
Yenikdy 38 2 4.474 45
Camlidere 50 3 3.586 35
Osmaniye 12 1 2.092 20
GENEL TOPLAM 6.130 321 1.080.324 10.795
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IMH’nin yayginhigin1 belirlemek igin Aydin ili’ nin Nazilli, Germencik, incirliova
ve Bozdogan ilgelerinde toplam 27 kOy ve 321 incir bahgesinde sorveyler
gergeklestirilmis olup, toplam 10.795 aga¢ incelenmis ve 1085 adet yaprak drnegi
0-6 skalasina gore degerlendirilmistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Aydimn Ili Nazilli, Germencik, Incirliova ve Bozdogan ilgelerinde
sorvey yapilan koyler, incelenen agag sayisi ve incir gesitlerine gore
toplanan 6rnek sayilari

ilceler Iicelere  Bagh | incelenen | Toplanan Incir Cesidi
Koyler Agag Enfekteli
Sayis1 Yaprak
Ornegi Sayisi
Dereagzi 110 7 Sarilop
4 Bursa Siyahit
Cobanlar 155 10 Sarilop
6 Bursa Siyahi
Haydarli 295 22 Sarilop
8 Bursa Siyahi
Catak 225 23 Sarilop
Demirciler 225 23 Sarilop
Nazilli Derebast 710 51 Sarilop
20 Bursa Siyahi
Ketendere 305 31 Sarilop
Ovacik 840 68 Sarilop
17 Bursa Siyahi
Samailli 600 45 Sarilop
15 Bursa Siyahi
Bagcili 950 85 Sarilop
10 Bursa Siyahi




37

Cizelge 3.5. Aydin ili Nazilli, Germencik, Incirliova ve Bozdogan ilgelerinde
sorvey yapilan koyler, incelenen agag sayisi ve incir ¢esitlerine gore

toplanan ornek sayilari (devam)

ilgeler iicelere  Bagh | incelenen | Toplanan Incir Cesidi
Koyler Agag Enfekteli
Sayisi Yaprak Ornegi
Sayisi
Kizilcagedik 430 35 Sarilop
8 Bursa Siyahi
Abdurrahmanlar | 340 34 Sarilop
Balatcik 460 36 Sarilop
Germencik 10 Bursa Siyahi
Mursallt 550 40 Sarilop
15 Bursa Siyahi
Dagyeni 900 90 Sarilop
Bozkdy 1300 130 Sarilop
Ikizdere 165 9 Sarilop
8 Bursa Siyahi
tnciddiova Erbeyli 180 10 Sarilop
8 Bursa Siyahi
Isafakilar 1100 76 Sarilop
34 Bursa Siyahi
Olukbasi 530 42 Sarilop
11 Bursa Siyahi
Merkez 100 10 Sarilop
Yazikent 90 9 Sarilop
Yakakdy 75 5 Sarilop
Bozdogan 3 Bursa Siyahi
Giineykdy 60 6 Sarilop
Yenikoy 45 5 Sarilop
Camlidere 35 2 Sarilop
2 Bursa Siyahi
Osmaniye 20 2 Sarilop
Genel Toplam 10.795 1.085 896 Sarilop
189 Bursa Siyahi




38

3.2.3. Tohumdan Saghkh Sarilop ve Bursa Siyahi Incir Bitkilerinin
Yetistirilmesi

Mekanik inokulasyon, Aceria ficus ile test bitkilerine tasinma ¢aligmalari, dSRNA
ve RT-PCR testlerinde kullanilmak iizere tohumdan saglikli Sarilop ve Bursa
Siyahi incir bitkileri yetistirilmistir. Bunun igin oncelikle Sarilop ve Bursa Siyahi
incirlerinin taze meyveleri ikiye kesilerek icleri agilmig ve bir siire kurumaya
birakilmistir. Daha sonra meyve igindeki tohumlar bir cimbiz yardimiyla
meyveden ayrilmustir. Elde edilen incir tohumlari, 1:1:1:1 oraninda giibre, kum,
perlit ve toprak bulunan plastik saksilara ekilmistir. Toprak harci, 121°C’de 1 saat
otoklavda sterilize edilmistir. Saglikli olarak ¢imlenen her bir fide tek tek plastik
bardaklar icerisine sasirtilmistir (Sekil 3.6). Bu islemin ardindan 2-3 giinde bir

sulamalar1 yapilmak suretiyle caligmalarda kullanilmak iizere 16 saat aydinlik 8
saat karanlik periyotta, 10.000 liiks 151k altinda, % 60-70 nem ve 25+2° C sicakliga
sahip iklim odasina yerlestirilmistir.

Sekil 3.6. Tohumdan yetistirilen Sarilop (a) ve Bursa Siyahi (b) incir fideleri

3.2.4. Incir Mozaik Hastahk Etmeninin Mekanik inokulasyon ile Bazi Test
Bitkilerine Tasinmasi

3.2.4.1. Toprak hazirhg

Mekanik inokulasyon sirasinda kullanilan test bitkilerini yetistirmek iizere esit
oranda (1:1:1:1) giibre, kum, perlit ve toprak igeren har¢ hazirlanmistir. Bu harg
kullanilmadan once olast bulagmalari 6nlemek i¢in 121°C’de 1 saat siireyle

otoklavda sterilize edilmistir.
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3.2.4.2. Test bitkilerinin yetistirilmesi

Cizelge 3.1°de yer alan test bitkilerine ait tohumlar, toprak karisimi igeren plastik
dikdortgen saksilara ekilmistir. Saglikli olarak ¢imlenen her bir fide tek tek plastik
bardaklar igerisine sasirtilmigtir. Bu islemin ardindan 2-3 giinde bir sulamalar1
yapilmak suretiyle inokule edilecekleri zamana kadar (yaklasik 4-5 yaprakli
olduklart déneme kadar) 16 saat aydinlik 8 saat karanlik periyotta, 10.000 liiks 151k
altinda, % 60-70 nem ve 25+2°C sicakliga sahip iklim odasinda yetistirilmislerdir
(Martelli vd., 1993) . Bitkilerin saglikli biiyiimeleri i¢in gerekli makro ve mikro
besin elementleri sulama suyuna ilave edilerek bitkilere verilmistir. Zararlilara

kars1 gerektiginde pestisit uygulamalar1 yapilmistir.
3.2.4.3. Mekanik inokulasyon testinin uygulanmasi

RT-PCR yontemi ile saptanan viriislerin biyolojik karakterizasyonlarinin
yapilmasi amaciyla, viriis ile bulagik oldugu saptanan arazi ornekleri ile Erbeyli
Incir Arastirma Enstitiisii incir fidanligindan alinan Bursa Siyahi ve Sarilop incir
fidanlarina ait yaprak ve kokler inokulum olarak kullanilmig ve test bitkilerine
inokule edilmistir (Cizelge 3.6).

Mekanik inokulasyon calismalarinda kullanmak amaciyla, incir mozaik hastalig:
belirtileri gdsteren enfekteli incir yapraklarindan ve koklerinden yaklasik 3-4 g
doku sivi azot ile steril porselen havanda ezilmistir. Daha sonra pH’s1 7.2 olan ve
% 1 oraninda mercaptoethanol ile % 1 oraninda polivinilpirolidon (PVP) igeren 10
ml’lik 50mM sodyum fosfat (Na-K) tamponunda ezme islemi tekrarlanmis ve
onceden karborandum tozu serpilmis indikator bitkilerin yapraklarina pamuk
yardimiyla mekanik olarak inokule edilmistir. Kisa bir siire bekledikten sonra
inokulasyon yapilan yapraklar ¢esme suyu ile yikanmis ve indikator bitkilerde
belirti gozlenmesi amaciyla 2 ay siireyle kontrollii kosullardaki (% 60-70 oransal
nem, 16 saat aydinlik / 8 saat karanlik periyot, 10000 liiks 151k ve 254+2° C
sicaklik) iklim odasinda gozlem altina alinmigstir (Serrano vd., 2004).

Inokulum olarak fidanlara ait kdklerin kullanilabilmesi i¢in &ncelikle 2 yasindaki
tiiplii fidanlar (Sekil 3.7) bir gece boyunca suda bekletilmis ve ertesi giin akan
suda yikanarak topraklari uzaklastirilmistir. Agiga ¢ikan koklerden 6zellikle beyaz
renkli olan taze kisimlar bir makas yardimiyla kesilmis ve c¢aligmada

kullanilincaya kadar -20°C’deki derin dondurucuda bekletilmistir.
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Cizelge 3.6. Mekanik inokulasyonda kullanilmak tizere 0-6 skalasina gore
gruplandirilmig Sarilop ve Bursa Siyahi incir inokulum kaynaklart

Cesit ismi Skala No Icz ;tjip inokulum Kaynag
1 (Zayif mozaik) A Agag, yaprak
2 (Orta siddetli mozaik) B Agag, yaprak
3 (Siddetli mozaik) C Agag, yaprak
4 (Damar bandlasmast) D Agag, yaprak

Sarilop -
5 (Yaprakta pas) E Agag, yaprak
6 (Kiigiik deforme yapraklar tizerinde siddetli mozaik) F Agag, yaprak
4 (Damar bandlasmasi) G Fidan, yaprak
5 (Yaprakta pas) H Fidan, kok
1 (Zayif mozaik) A Agag, yaprak
2 (Orta siddetli mozaik) B Agag, yaprak
3 (Siddetli mozaik) C Agag, yaprak

Bursa Siyaht 4 (Damar bandlagmasi) D Agag, yaprak
5 (Yaprakta pas) E Agag, yaprak
6 (Kiiciik deforme yapraklar tizerinde siddetli mozaik) F Agag, yaprak
4 (Damar bandlagmast) G Fidan, yaprak
5 (Yaprakta pas) H Fidan, kok

Sekil 3.7. Iki yasindaki Sarilop; tiiplii incir fidam (a), fidan1 kokleri (b) ve iki
yagindaki Bursa Siyahi incir fidan1 kokleri (c)
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Calismalar, ADU Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Bitki Viriis Hastaliklar
iklim odalarinda yiritiilmiistir. Deneme 3 tekerriirlii olarak kurulmus, kontrol
olarak da her test bitkisinden 3 tanesinde karborandum ile mekanik yaralar agilmis
ve inokulum siiriilmeden, cesme suyunda yikandiktan sonra kontrol olarak

bekletilmistir.

3.2.5. incir Mozaik Hastalik Etmeninin Aceria ficus Cotte. ile Test Bitkilerine

Tasinma Calismalari

2010 yili Eyliil ayinda, Erbeyli Incir Arastirma Istasyonu’ndan, mozaik belirtisi
gosteren (Incir mozaik hastalik etmeni ile bulasik oldugu diisiiniilen) ve Aceria
ficus’un yogun bulundugu Sarilop ve Bursa Siyahi incir agaglart ve fidanlarina ait
yapraklar toplanmis ve ADU Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Viroloji iklim
odasina getirilmistir. Daha sonra bu yapraklardan, yaprak delici ile kiigiik pargalar
kesilmistir. Uzerinde 6-8 adet Aceria ficus ergini bulunan bu yaprak pargalari, 4-5
yaprak donemindeki Cezayir meneksesi (Catharanthus roseus), hiyar (Cucumis
sativus) ve tohumdan yetistirilmis saglikli Sarilop ve Bursa Siyahi incir bitkileri
iizerine yerlestirilmigtir (Credi, 1998).

Aceria ficus bulunan bu yaprak pargalarinin alt yiizeyi, test bitkilerinin alt
ylizeyine gelecek sekilde bir atag yardimiyla tutturulmustur. Akarlarin test bitkileri
iizerinde yasayabilmeleri ve beslenmelerini saglamak amaciyla birkag giin siireyle
akar tasinmis bitki yapraklarma su piskiirtiilmek suretiyle nemli kosullar
saglanmigtir. Bu bitkiler gilindiiz 25-27°C, gece 22-24° C sicaklik ve 16 saat
aydinlik / 8 saat karanlik fotoperiyota ayarli iklim odalarinda 6 hafta boyunca
diizenli olarak simptom gelisimi i¢in gozlem altinda tutulmustur (Credi, 1998).
Simptomlar degerlendirilirken kloroz, ciicelesme, lokal lezyonlar, mozaik ve
nekroz olusumlari ve benzeri sekil bozukluklart (Serrano vd., 2004) alinmustir.

3.2.6. incir Mozaik Hastahgina Neden Olan Etmenlerin dsRNA Analizi

Incir mozaik hastaligina neden olan etmenin dsRNA analizinde iki farkli yontem
denenmistir (Elbeaino vd., 2009; Ding vd., 2007; Foissac vd., 2000). dsRNA
analizi i¢in mozaik belirtisi gosteren incir yapraklari, 2 yasindaki belirti gésteren
incir fidanlarinin kokleri ve hastalik etmenini akar ile tasidigimiz Cezayir
meneksesi, hiyar ve tohumdan yetistirilmis saglikli incir bitkileri kaynak olarak
kullanilmustir.



42

Ayrica incir yapraklarindaki beyaz siitsii yapiskan maddelerden kaynaklanacak
problemleri bertaraf ederek etmene ait dsSRNA’lar1 en iyi sekilde izole etmek i¢in
incir yapraklari; dondurulmus (-80° C), kurutulmusg (65° C’ye ayarl inkiibatorde
48 saat tutulduktan sonra toz haline getirilen Ornekler +4° C’de saklanmustir,
Sipahioglu vd., 2007), ve taze olmak tiizere ii¢ farkli sekilde hazirlanarak

kullanilmagtr.
3.2.6.1. Fenol/Kloroform kullamlarak uygulanan CF-11 seliiloz kolon yontemi

Fenol/Kloroform kullanilarak uygulanan CF-11 seliilloz kolon y6ntemi farkli iki
arastirictya (Elbeaino vd., 2009; Ding vd., 2007) gore gergeklestirilmistir.
Bunlardan ilki Ding vd. (2007) tarafindan uygulanmig olan dsRNA analiz
yontemidir. Bu yontemde; 4 g enfekteli yaprak ornegi, 4 ml 1 x STE (0.1M NacCl,
0.05M tris, 0.001M EDTA pH: 6.8), 0.5 ml SDS (% 10), 0.5 ml PVP ve 1 ml 2
mercaptaetanol ile ezilmistir. Ardindan 10 ml fenol : kloroform (1:1) ilave edilerek
45 dakika buz iizerinde galkalanmistir. 10.000 rpm’de 15 dakika santrifiijden sonra
6 ml’lik siv1 faz 50 ml’ lik santrifiij tiipiine aktarilmis ve 1.1 ml % 95 etanol ilave
edilmistir. Her tiipe 1 gram seliiloz ilave edilmis ve en az bir saat oda sicakliginda
calkalanmistir. Calkalama sonras1 6rnekler kolona dokiilmiis ve % 16 etanol igeren
40 ml 1xSTE ile yikama islemine ge¢ilmistir. Yikama sonrast dsRNA’ lar 20 ml
IXxSTE 50 ml’lik santrifiij tlipiine toplanmis ve % 1’lik agaroz jelde 55 V’ da 3
saat elektroforez edilmistir. Boyama ethidium bromide ile yapilmig ve 151k
kaynaginda fotografi ¢cekilmistir.

Digeri ise Elbeaino vd. (2009) tarafindan uygulanmis olan CF-11 seliiloz kolon
yontemi olup asagidaki {i¢ agama buyapilmistir.

1. Toplam RNA ekstraksiyonu ve saflastirma asamast;

10 g enfekteli yaprak o6rnegi, 30 ml 2x STE (0.1M NaCl, 0.05M tris, 0.001M
EDTA pH: 6.8), 12 ml SDS (% 10), 0.6 ml bentonite ve 0.6 ml 2 mercaptaetanol
iceren 50 ml falcon tiipe konulmus ve 5 dakika buz lizerinde g¢alkalanmistir.
Ardindan 15 ml fenol ve 15 ml kloroform: izoamilalkol (1:1) ilave edilerek 45
dakika buzda g¢alkalanmigtir. 10.000 rpm’de 15 dakika santrifiijden sonra sivi faz
50 ml’lik santrifiij tlipine aktarilmig ve lizerine 15 ml fenol ve 15 ml kloroform:
izoamilalkol (1:1) ilave edilerek 10 dakika daha ¢alkalanmustir.
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10.000 rpm’de 15 dakika santrifiijden sonra sivi faz 50 ml’lik santrifiij tiipiine
aktarilmis ve sivi faz hacminin 0.2 kati kadar % 95 etanol ilave edilmistir. Daha
sonra her tiipe 1 gram seliiloz ilave edilmis ve en az bir saat oda sicakliginda
calkalanmistir. Calkalama sonrasi 6rnekler kolona dokiilmiis ve % 17 etanol igeren
60 ml 1 x STE ile yikama islemine ge¢ilmistir. Yikama sonrasi dSRNA’lar, 10 ml
1x TE ile 50 ml’lik santrifiij tiipline toplanmus {izerine 25 ml % 95 etanol ve 1 ml
sodyum asetat ilave edilerek -20° C’de bir gece inkiibasyona birakilmstir.

2. DNaz, RNaz ve Proteaz K Enzimlerinin uygulanmast;

-20° C’de bir gece bekletilmis tiipler 11.000 rpm’de 25 dakika 4° C’de santrifiij
yapilmigtir. Santrifiij sonrast sivi faz atilmis ve pellet oda sicakliginda
kurutulmustur. 1 ml TE solusyonu ile resiispanse edimis ve ependorf tiipe
almmigtir. 8000 rpm’de 4 dakika santrifiij yapildiktan sonra bu siispansiyon iki
ependorf tiipe 400 pl olacak sekilde paylastirilmigtir. Uzerlerine 1 ml % 95 etanol
ve 40 pul sodyum acetat ilave edilmis -70° C’de 2 saat bekletilmistir. 13.000 rpm’
de 2 dakika santrifiij yapildiktan sonra siv1 faz atilmis, pellet {izerine 0.5 ml % 70
soguk etanol ilave edilmistir. 10.000 rpm’de 7 dakika santrifiij sonrasi etanol
uzaklastirilmis ve pelet oda sicakliginda kurutulmustur.

Etanol iyice uzaklastiktan sonra pelet bulunan ependorf tiip igine; 98 pl steril
distile su, 1ul MgCl, ve 1 ul DNase (1mg/ml) ilave edilmis ve 37° C’de 30 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 15 pl SSC 20X, 32 ul steril distile su, 3 ul
RNaes (25mg/ml) yine ayni ependorf tiipe ilave edilerek yine 37° C’de 30 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda 3pl proteaz K (5Smg/ml) ilave edilmis
ve yine 37° C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 30 pl
steril distile su, 20 ul % 10 SDS, 200 ul fenol:tris ilave edilmis ve 10.000 rpm’ de
5 dakika santrifiij edilmistir. S1v1 faz yeni bir ependorf tiipe aktarilmis ve iizerine
100 pl phenol tris, 100 pl kloroform ilave edilerek yine 10.000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmigtir. Santrifiij sonrast 500 pl % 95 etanol ve 20 pl sodyum asetat
ilave edilerek -20° C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir.
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3. dsRNA’nin elektroforez analizi;

13.000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilen ependorf tiiplerden sivi faz
uzaklagtirilmis ve pelet oda sicakliginda kurutulmustur. Daha sonra 15 pl steril
distile su ile pelet resiispanse edilmis hemen -20° C’deki derin dondurucuya
kaldirilmisgtir. Ardindan % 1’ lik agaroz jelde 55 V’da 3 saat elektroforez edilmis
ve boyama ethidium bromide ile yapilmis ve 151k kaynaginda fotografi ¢ekilmistir.

3.2.6.2. Silica partikiil siispansiyon yonteminin modifiye edildigi CF-11
seliiloz kolon yontemi

Bu yontem silica partikiil siispansiyon yontemine (Foissac vd., 2000), CF-11
seliiloz kolon ydnteminin modifiye edilmis halidir (A¢ikgéz vd., 2007).

10 g enfekteli yaprak 6rnegi 20 ml ezme soliisyonu (4M guanidine thiocynate, 0.2
M NaOAc, 25 mM EDTA, 1 M KOAc, % 2.5 PVP-40,% 1 2-ME) ile steril bir
havan i¢inde ezilmis ve tiipler 70° C’ye ayarli su banyosunda 10 dakika inkiibe
edilmistir.10000 rpm’de 15 dakika santrifiijiin ardindan 10 ml siipernatant iginde 5
ml etanol, 1 ml resiispanse edilmis silica ve 8 ml 6M sodyum iyodid bulunan yeni
bir tiipe aktarilmis ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. 10000
rpm’de 2 dakika santrifiijiin ardindan siipernatant bosaltilmig ve pellet yikama
soliisyonu ile yakanmig ve 3 ml RNaz icermeyen su ile resiispanse edildikten sonra
70° C’ye ayarli su banyosunda 4 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
10.000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilmis ve siv1 faz yeni tiipe alinmis ve % 95
alkol ilavesinden sonra 1 gece -20° C’ye ayarli derin dondurucuda inkiibasyona

birakilmistir.

Inkiibasyon sonras1 tiipler, 4° C’de, 10.000 rpm’ de 20 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi sivi faz atilmig pellet 5 ml 1xSTE ile resiispanse edilmis ve ayni
tiplere 2.45 ml % 95 etanol ilave edildikten sonra CF-11 sellilloz kolona
gecilmigtir. CF-11 seliiloz kolon yonteminde ise oncelikle; 6rneklerin bulundugu
tiiplere 0.5 gram CF-11 seliiloz ilave edilmis ve iyice karistirilmistir. Ardindan 10
ml’ lik kolonlara 0.5 gram CF-11 seliiloz ilave edilmis ve % 16 etanol igeren
IXSTE ile kolonlar yikanmistir. Daha sonra 6rnekler bu kolonlara doékiilmiis ve

stiziilmeleri beklenmistir.
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Ornekler iyice kolondan siiziildiikten sonra % 16 etanol igeren 1xSTE ile kolonlar
beyazlagincaya kadar yikanmistir. Yikama iglemi sonrasi 4 ml 1xSTE ile dsRNA’
larin toplama islemine geg¢ilmistir. Toplama iglemi sonrasi 12 ml etanol, 400 pl 3
M sodyum asetat ilave edilmis -20° C’ye ayarli derin dondurucuda bir gece
bekletilmistir. Ertesi giin 10.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilen tiiplerden sivi
faz uzaklastirilmig, pellet oda sicakliginda kurutulmustur. Kuruyan pelet 0.3 ml
TBE ile resiispanse edilmistir. Resiispanse edilen 6rnekler % 1°lik agaroz jelde 55
V’da 3 saat elektroforez edilmistir. Boyama ethidium bromide ile yapilmis ve 151k
kaynaginda fotografi ¢ekilmistir.

3.2.7. 1incir Mozaik Hastaligina Neden Olan Etmenlerin Reverse
transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) Yontemi ile

Tanilanmasi

Incir mozaik hastaligina neden olan etmenlerin tanilanmas i¢in kullanilacak olan
RT-PCR yonteminde, kalip olarak toplam RNA ve dsSRNA ayri ayri kullanilmustir.
Toplam RNA ve dsRNA izolasyonlarindan sonra tamamlayact DNA (cDNA)
sentezine ve ardindan uygun primerler (Cizelge 3.2) ile PCR islemi
gerceklestirilmistir. Ancak FMaV-1 primerleri ile yapilacak PCR testi, literatiirde
verildigi sekliyle toplam RNA’dan direkt olarak RT-PCR testi (Walia vd., 2009)
uygulamasi seklinde gergeklestirilmistir.

3.2.7.1. incir mozaik hastahg belirtileri bulunan yaprak o6rneklerinden
Toplam RNA ekstraksiyonu

Toplam RNA ekstraksiyonu, mozaik belirtisi gdsteren Sartlop ve Bursa Siyahi
incir yapraklarindan ve akar ile etmenin taginmasi saglanmig Cataranthus roseus
(Cezayir meneksesi) bitkilerine ait yapraklardan yapilmustir. Incir yapraklarindan
elde edilecek, RNA safligin1 olumsuz etkileyen siitsii madde ve fenolik bilesiklere
engel olabilmek i¢in, bu yapraklar; taze, dondurulmus (-80° C) ve kurutulmus
olmak tizere li¢ farkli sekilde hazirlanmigtir. Kurutma iglemi Sipahioglu vd. (2007)
gore yapilmis olup daha sonra RNA ekstraksiyonu Foissac vd. (2000)’ ne gore
gergeklestirilmistir.
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Toplam RNA ekstraksiyonu i¢in 100 mg enfekteli yaprak ornegi 1 ml ezme
soliisyonu (4 M guanidine thiocynate, 0.2 M NaOAc, 25 mM EDTA, 1 M KOAc,
% 2.5 PVP-40) ile homojenize edilmis ve 500 pl siv1 kisim steril ependorf tiiplere
alinmigtir. Daha sonra bu tiiplere, 100 pl % 21’luk sodium lauryl sarcosyl
soliisyonu ilave edilmis ve tiipler 70° C’de 10 dakika inkiibe edildikten hemen
sonra buz iizerine alinmis ve 5 dakika da burada inkiibe edilmistir. 14000 rpm 10
dakika santrifiij yapildiktan sonra 300 pl’ lik siv1 Gist faz (supernatant), icinde 150
ul of etanol, 25 ul of restispanse edilmis silica ve 300 ul 6 M sodyum iyodid
bulunan steril ependorf tiiplere aktarilmistir. Daha sonra bu karisim 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. 6000 rpm’ de 1 dakika santrifiijiin ardindan tiip
icindeki s1v1 faz uzaklastirilmig ve pellet yikama soliisyonu ile iki kez yikandiktan
sonra 150 pl of RNase icermeyen su ile resiispanse edilmistir. Resiispansiyon
sonrasi 4 dakika 70° C’ de inkiibe edilmis tiipler 14000 rpm’ de 3 dakika satrifiij
edilmis ve sivi faz yeni ependorf tiiplere aktarilmis ve —20° C’ deki derin
dondurucuda kullanilincaya kadar saklanmustir.

3.2.7.2. incir mozaik hastalig: belirtileri bulunan 6rneklerden elde edilen
dsRNA’ larin denatiirasyonu

Incir mozaik hastalig1 belirtileri bulunan ve 3.2.5 de bahsedilen rneklerden elde
edilen dsRNA’ lar RT-PCR’de kalip olarak kullanilmadan oOnce denatiire
edilmistir. Bunun i¢in 7 pl dsRNA, 2 ul metil merkiirik hidroksit (100 mM) ve 1
ul 3’ primer ile 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir (Elbeaino vd., 2007).
Bu asamadan sonra cDNA sentezine gecilmistir.

3.2.7.3. Tamamlayact DNA (cDNA)’ min sentezi

cDNA sentezi SuperScript™ Il RNAse H™ Reverse Transcriptase kiti kullanilarak,
kit icinde verilen protokole gore gergeklestirilmistir. Bune gore niikleaz icermeyen
mikrosantrifiij tlipliniin i¢ine; 2 pl kalip RNA, 1ul (100 mM/ pl) primer, 1 ul 10
mM dNTP karisimi (dATP, dGTP, dCTP, dTTP' nin her biri 10 mM olacak) ilave
edilmis ve steril distile su ile 12 ul’ ye tamamlanmugtir. Daha sonra karigim, 65°
C’de 5 dakika 1sitilmig ve sonrasinda hemen buz lizerine konulmustur. Ardindan 4
ul 5X first strand buffer, 2 ul 0.1 M dithiothreitol (DDT), 1 ul RNaseOUT (40
units/ul) ilave edilmis iyi bir sekilde karigtirtlmisgtir.
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Karisim, 42° C’de 2 dakika inkiibe edilmis ardindan 1 pl SuperScript™ 11 RNAse
H™ Reverse Transcriptase ilave edilmis ve 42° C’ de 50 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi reverse transcriptase inaktivasyonu igin karigim
70° C’ de 15 dakika isitilmistir. ¢cDNA’ ya karsilik tamamlayict RNA’ lan
uzaklastirmak i¢in 1 pl Escherichia coli RNAseH ilave edilmis ve 37° C’ de 20
dakika karisim inkiibe edilmisti. PCR amplifikasyonunda kalip olarak
kullanilincaya kadar -20° C* de cDNA” lar muhafaza edilmistir.

3.2.7.4. Tamamlayact DNA (CDNA)’ nin PCR ile ¢cogaltilmasi

Tamamlayact DNA (cDNA)' nin PCR ile ¢ogaltilmasi isleminde 24 ul PCR
karisimma 1 pl cDNA ilave edilerek PCR tiipiinde son hacim 25 pl olacak sekilde
hazirlanmigtir. PCR; 2.5 pl 10X reaksiyon soliisyonu (200 mM Tris-HCL pH: 8.4,
500 mM KCI) 1.5 pl MgCl; (25 mM), 0.5 ul dNTPs (10 mM), her bir primerden
0.5 pl (100 pmol/ul), 0.2 ul Taqg DNA polimeraz ve 17.8 ul RNase igermeyen
steril sudan olugsmaktadir. Her primer ¢ifti icin uygun PCR kosullarinda
amplifikasyon gerceklestirilmistir (Cizelge 3.7). Amplifikasyon sonrasi elde edilen
PCR iiriinii DNA’larm % 2’lik agaroz jelde ve 100 voltta 30 dakikada dogrusal
hareketi saglanmig ve etidyum bromide ile boyanarak gozlenmistir.

3.2.7.5. Incir mozaik iliskili viriis 1 (FMaV-1) i¢in toplam RNA’dan direkt
RT-PCR testi

Tek basamakli RT-PCR protokolii uygulanarak yapilan bu islemde, 2.5 ul 10X
reaksiyon soliisyonu (200 mM Tris-HCL pH: 8.4, 500 mM KCI), 1.1 ul MgCI2
(25 mM), 1.25 pl 0.1 M dithiothreitol, 0.5 ul dNTPs (10 mM), 1.25 ul primer seti
(10 pmol/ul), 0.25 ul Taqg DNA polimeraz ve 0.35 ul revers transkriptaz enzimi
iceren 25 pl’ lik reaksiyon karisimi kullanilmigtir. FMaV-1 i¢in uygun RT-PCR
kosulunda amplifikasyon gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.7. FLMaV-1, FLMaV-2, FMV ve FMaV-1 etmenlerinin PCR kosullar
(sicaklik dereceleri ve siireleri) ve dongii sayilari

Viriis PCR Kkosullar Dongii sayis1
94°C/3 dk 1
94°C/35 sn

FLMaV-1 55°C/30 sn 33
72°C/35 sn
72°C/5 dk 1
94°C/4dk 1
94°C/30sn

FLMaV-2 58°C/30sn 35
72°C/40sn
72°C/7dk 1
94°C/4dk 1
94°C/30 sn

FMV 58°C/30 sn 35
72°C/30 sn
72°C/7dk 1
52°C/30 dk 1
94°C/30 sn 54°C/45sn 35

FMaVv-1 72°C/1dk
72°C/7dk 1

3.2.8. Reverse Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)’ nun
da Sonu¢ Alinan incir Viral Etmenlerinin Klonlama Cahsmalar:

Klonlama caligmalari, RT-PCR da mozaik belirtisi gdsteren Orneklerde pozitif
sonug veren FMV ve FMaV-1 igin uygulanmgtir. Oncelikle, FMV ve FMaV-1
viral etmenlerine 6zgii, ECORI ve XBal enzim kesim noktalarini icerecek sekilde
dizayn edilmis primer ¢iftleri ile RT-PCR testleri yapilmistir (Cizelge 3.8). RT-
PCR testleri sonucunda elde edilen FMV ve FMaV-1 etmenlerini tanima
bolgelerini ve enzim kesim noktalarini igeren, ¢ogaltilmis DNA” lar ile klonlama
vektorii olarak Escherichia coli DH10B bakterisinden izole edilmis olan pUC19
plazmidi (klonlama vektorii) kullanilmistir. Daha sonra restriksiyon enzimleri ile
kesimleri yapilip presipitasyon ve ligasyon islemlerini takiben olusturulan
rekombinant DNA (FMV/FMaV-1 c¢ogaltilmis DNA+pUC19 plazmid DNA),
hazirlanan kompetan hiicreye elektrotransformasyon yontemiyle transferi

gerceklestirilmistir.
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Elde edilen klonlardan ekstrakte edilen rekombinant plazmitlerde insert genin
(FMV ve FMaV-1 ¢ogaltilmis DNA) varligi eleketroforez, mavi beyaz koloni
olusumu ve PCR taramasi ile ortaya konmustur. Klonlama ¢aligmalart Bozdogan
vd. (2010)’ ne gore yapilmustir.

Cizelge 3.8. FMV ve FMaV-1 etmenlerinin, EcoRl ve Xbal kesim noktalari
eklenen primer ¢iftlerine ait baz dizilimleri

Primer Ad1 Eklenen Enzim Kesim Primer Baz Dizilimi
Noktasi
FMV-RNALr Eco 5’-AAAGAATTC CGGTAGCAAATGGAATGAAA-3’
FMV-RNALf Xba 5’ TTTTCTAGA AACACTGTTTTTGCGATTGG 3’
FMaV r Eco 5’-AAAGAATTC CACGAGCAAGACAAAGAGAA-3’
FMaV r Xba 5’-TTTTCTAGA CACACTTACACATCTTACATCATCT-3’

3.2.8.1. pUC 19 vektorii iceren Escherichia coli DH10B bakterisinden plazmid
ekstraksiyonu

Escherichia coli DH10B vektori pUC19 plazmid DNA’s1 GeneMark Plasmid
Miniprep kiti kullanilarak izole edilmistir. Bunun igin 6ncelikle, sivi kiiltiir
(Triptic Soy Broth; Fluka-22092) iginde, 37° C’de 1 gece inkiibe edilen pUC19
iceren bakteri kiiltiirlinden 1.5 ml ependorf tiipe almmis ve 13.000 rpm’de 5
dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasi iist sivi atilarak pellet 200 pl
reslispansiyon solusyonu ile homojen hale getirildikten sonra 200 pl liziz
solusyonu eklenerek 4-5 kez alt {ist edilmistir. Daha sonra 200 ul noétralizasyon
solusyonu eklenip yine 4-5 kez ependorf tiipler alt iist edilmis ve 13.000 rpm’de 5
dakika santrifiij yapilmistir. Olusan beyaz pellet bozulmadan sivi kisim GeneMark
Spin kolonuna aktarilmis ve 1 dakika 13.000 rpm’de santriflij yapilmistir.
Toplayict tiipteki sivi bosaltilip, kolona 600 pl yikama solusyonu eklenerek 1
dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilmis ve toplayici tiipteki sivi atilmis ve kolon
tekrar santirifiij edilmistir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
http://tr.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli

50

Yikama islemi 2 kere yapilmistir. Kolon steril yeni bir ependorf tiipe alinarak
yikama solusyonu i¢inde bulunan etanolun uzaklastirilmasi i¢in 5 dakika 37° C’de
5 dakika bekletilmistir. Daha sonra kolon iizerindeki filtreli membran kisma
dokunmadan {iizerine 50 pl yikama solusyonu eklenip 2-3 dakika oda sicakliginda
beklenip 2 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilmis kolon uzaklastirildiktan sonra
icinde plazmid bulunan ependorf tiip -20° C’de ki derin dondurucuya
kaldirilmistr.

3.2.8.2. pUC 19 plasmid DNA’simin (klonlama vektérii) EcoRl ve XBal
endoniikleaz enzimleri ile kesimi

Izolasyonu yapilan pUC19 plazmid DNA’s1 ECoRI ve XBal endoniikleaz enzimi
ile kesilerek diiz zincir (dogrusal) haline getirilmistir. ECORI endoniikleazi genom
tizerinde 5-GAATTC-3' dizilerini tamiyan ve 1. pozisyondaki G ile 2.
pozisyondaki A bazlar1 arasindan DNA’y1 keserek yapiskan ug¢ olusturan bir
enzimdir. Benzer sekilde XBal endoniikleazi genom iizerinde 5'-TCTAGA-3'
dizilerini taniyan ve 1. pozisyondaki T ile 2. pozisyondaki C bazlari arasindan
DNA’y1 keserek yapiskan ug olusturan bir enzimdir.

pUC 19 igeren Escherichia coli DH10B bakterisinden elde edilen plazmid DNA,
EcoRI ve XBal restriksiyon enzimleri ile yapigkan ug olusturacak sekilde kesimi
yapilmistir. Bunun i¢in sirasiyla 10 pl plazmid DNA, 2 pl restriiksiyon soliisyonu,
1 pl XBal enzimi, 1 pl ECORI enzimi, 1 pl CIAP (Alkalen Fosfataz) ve 5 ul dH,0O
steril bir ependorf i¢ine konulmus ve 37° C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasi 5 pl’si almarak DNA markérii ile %1 w/v’lik agaroz jelde

incelenmistir.

3.2.8.3. Incir mozaik viriisii (FMV) primerleri kullanilarak RT-PCR’de elde
edilen DNA’nmin EcoRI ve XBal endoniikleaz enzimleri ile kesimi

RT-PCR testleri sonucunda elde edilen FMV etmenini tanima bélgesini ve enzim
kesim noktasini igeren 10 ul ¢ogaltilmigs DNA, 2 ul restriiksiyon soliisyonu, 1 ul
XBal enzimi, 1 pul EcoRI enzimi ve 6 ul dH,O steril bir ependorf i¢ine konulmus
ve 37° C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonras1 5 pl’si alinarak
DNA markori ile % 1 w/v’lik agaroz jelde incelenmistir. Geriye kalan 15 pl
amplikon DNA, kesimi yapilmis klonlama vektorii ile rekombinant DNA
olusturmak iizere sirasiyla presipitasyon ve ligasyon islemleri gerceklestirilmistir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
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3.2.8.4. Incir mozaik iliskili viriis 1 (FMaV-1) primerleri kullanilarak RT-
PCR’de elde edilen DNA’nin EcoRIl ve XBal endoniikleaz enzimleri
ile kesimi

RT-PCR testleri sonucunda elde edilen FMaV-1 etmenini tanima bdlgesini ve
enzim kesim noktasini igeren 10 ul ¢ogaltilmigs DNA, 2 ul restriiksiyon soliisyonu,
1 pl XBal enzimi, 1 pl EcoRl enzimi ve 6 pl dH,O steril bir ependorf igine
konulmus ve 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonras1 5 pl’si
alinarak DNA markorii ile %1 w/v’lik agaroz jelde incelenmistir. Geriye kalan 15
ul amplikon DNA, kesimi yapilmis klonlama vektorii ile rekombinant DNA

olusturmak tizere sirastyla presipitasyon ve ligasyon islemleri gergeklestirilmistir.

3.2.8.5. EcoRI ve XBal endoniikleaz enzimleri ile kesimleri yapilmus pUC19
plasmid DNA’s1 ile FMV ve FMaV-1 primerleri kullamlarak RT-
PCR’de elde edilen DNA’larin presipitasyonu

Kesimi yapilmig 15 pl vektor plazmid DNA ile 15 ul FMV primerleri kullanilarak
RT-PCR’de elde edilen DNA’lar 85 ul distile su ile 100 pl’ye tamamlanmustir.
Daha sonra her iki tiipe de 100 ul Fenol : Kloroform : izoamilalkol eklenip
karistirilarak 10.000 rpm’ de 5 dk. santriftij edilmistir. Daha sonra vektor plazmid
DNA ile FMV primerleri kullanilarak RT-PCR’ de elde edilen DNA’ lar bu
asamada tek bir ependorf tiip i¢inde birlestirilmistir. 20 pul 3M NaOAc (pH: 5.2)
eklenip karistirildiktan sonra 200 ul % 95 isopropanol ilave edilmistir. Daha sonra
20 dk. -20° C’de inkiibasyona birakilmis ve sonra ependorf tiip 30 dk. 13.000 rpm’
de + 4° C’de santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi iist siv1 atilarak pellet tizerine 300 pl % 70’ lik ethanol eklenmis
ve 13.000 rpm’ de 5 dk. santrifiij edilmistir. Bu agamada vektor plazmid DNA” s1
ile FMV primerleri kullanilarak RT-PCR’ de elde edilen DNA’ lar Na-
asetat/etanol uygulamasi ile ¢oktiirtilmiistiir. Santrifiij sonrasi sivi atilmis, pellet
kuruduktan sonra 17 ul steril distile suda ¢oziinmis ve + 4° C’de muhafaza

edilmistir.
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3.2.8.6. Presipitasyonu yapilmis pUC19 plasmid DNA’s1 ile FMV ve FMaV-1
primerleri kullamlarak RT-PCR’de elde edilen DNA’ larin
Ligasyonu

Presipitasyonu gergeklestirilmis FMV ve FMaV-1 RT-PCR cDNA’ lar1 ile pUC19
plazmid DNA’ smnin ligasyon reaksiyonu hazirlanmistir. Bu asamada 17 pl
plazmid + amplikon DNA karisimi, 2 pl ligaz tamponu ve 1 pl T4 ligaz enzimi 1
saat oda sicakliginda bekletildikten sonra gece boyunca + 4° C’ de inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi presipitasyon islemi tekrarlanmis ve pUC19
rekombinant vektor elde edilmistir.

3.2.8.7. Escherichia coli DH10B bakteri hiicrelerinin kompetent (alici) hale
getirilmesi

Escherichia coli DH10B ekilmis plaktan tek bir koloni alinarak 5 ml BHI (Brain
Heart Infusion) sivi besiyerine tek bir koloni inokiile edilerek 37° C” de 1 gece
inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin 50 ml BHI besiyeri igeren tiipe, 1 ml’ lik
gecelik kiiltirden inokulasyon yapilmigtir. 37° C” de 3 saat inkiibasyon sonrasi
5000 rpm’ de 10 dakika + 4° C’de santirifiij gerceklestirilmistir. Ust s1v1 atilms ve
pellete 10 ml soguk steril distile su eklenerek homojenize edilmis ve ardindan 5
dakika da buz iginde inkiibe edilmistir. Bu islem iki kez tekrarlanmistir. Daha
sonra ist s1v1 uzaklastirilmig bu defa 10 ml soguk % 10 gliserol iceren steril distile
su eklenerek homojenize edilmis 5000 rpm’ de 10 dakika + 4° C’ de santirifiij
yapilmig ve iist sivi atilmistir. Pellet lizerine % 10 gliserol igeren steril distile
sudan 750 mikrolitre eklenerek 100 mikrolitrelik boliimlere ayrilmistir. Elde
edilen kompetan hiicreler -80° C’ deki derin dondurucuya kaldirilmigtir.

3.2.8.8. Rekombinant bakteri kolonilerini belirleyen Ampisilin-Xgal-IPTG

secici besiyerinin hazirlanmasi

Ampisilin-Xgal-IPTG segici besiyeri hazirlamak igin; 49 g BHIA (Brain Heart
Infusion Agar) 1L distile suda eritilip otoklavlanmis ve 50-60 °© C’ ye kadar
sogutulmugtur. 1L besiyeri i¢in 5000 pl IPTG (100 mM), 2500 ul % 2’ lik Xgal ve
1000 pl 100 mg/ml’lik ampisilin soliisyonlar1 eklenmistir. Daha sonra steril petri
kaplarina 20 ml gelecek sekilde Ampisilin-Xgal-IPTG segici besiyerinden
dokiilmistiir. Olusan hava kabarciklar alev gegirilerek patlatilmustir.
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3.2.8.9. pUC19 rekombinant vektoriiniin Escherichia coli DH10B bakterisine
elektrotransformasyonu ve rekombinant kolonilerin se¢imi

Oncelikle daha &nceden hazirlanmis olan ve -80° C’ de ki derin dondurucuda
saklanan alic1 (kompetent) hiicreler ¢ikarilmis ve buz i¢ine alinmistir. Daha sonra
10 ul’ lik pUC19 rekombinant vektorii ve 100 ul alict (kompetant) hiicre pipet
yardimiyla karistirilmis ve 5 dk. buz igerisinde bekletilmis ve ardindan hiicre
kiivetine aktarilmigtir. Elektroporatore yerlestirilen hiicre kiivetine Escherichia
coli programi kullanilarak elektrik soku verilmistir. Soktan hemen sonra 1 ml BHI
stv1 besiyeri eklenmis ve ependorf tiip igerisinde 1 saat 37° C’ de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan hemen sonra Ampisilin-Xgal-IPTG iceren segici
besiyerlerine 200 ul gelecek sekilde yayilmigtir. Plaklar 5-10 dakika kurutulduktan
sonra ters ¢evrilerek 37° C’ ye ayarlanmig inkiibatore ertesi giine kadar iiremeye
birakilmistir. Ertesi giin transformasyon plaklarinda rekombinant (geni almis olan)
ve non-rekombinant (geni almadan kapanmis olan) plazmid DNA’lar ile
transforme olmus olan bakteriler iiremigtir. Gelisen beyaz kolonilerden plazmid
ekstraksiyonu yapilarak klonlanan gen incelenecektir. Bunun i¢in plazmid
ekstraksiyonu i¢in beyaz kolonilerden 5-10 koloni se¢ilmis, 100 pg/ml ampisilin
iceren 2 ml BHI tiiplerine ekilmis ve 37° C’de bir gece inkiibe edilmistir. Tiipte
gelisen hiicrelerden plazmid ekstraksiyonu yapilmistir. Rekombinant plazmid
EcoRI ve XBal restriiksiyon enzimleriyle kesilmis, elektroforezi yapilarak plazmid

ve insert incelenmistir.
3.2.8.10. Beyaz kolonilerin (Rekombinant pUC19’a iligkin) PCR analizleri

FMV ve FMaV-1 viral etmenlerine ait spesifik primerler kullanilarak rekombinant
pUCI19 bakteri plazmid DNA’ si igerisindeki viriise ait baz dizisi (insert)
¢ogaltilmaya calisilmistir. Béylece insertin FMV ve FMaV-1 viral etmenlerine ait
olup olmadigi kontrol edilmistir. Bunun i¢in 0.2 ml’ lik PCR tiiplerine, 30 ul PCR
karisimi dagitilmigtir. Daha sonra her tiip igerisine beyaz kolonilerden bir tanesi
petri lizerinde yeri numaralandirilarak alinmis, tiipte homojenize edilmis ve uygun
PCR kosullarinda amplifikasyon gerceklestirilmistir. Amplifikasyondan sonra %
2’ lik jelde elektroforez yapilmis ve amplikonlarin bityiikliigii incelenmistir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
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3.2.9. Dizi Belirleme ve Filogenetik Siniflandirma Cahsmalar:

Klonlama sonrasi1 yapilan PCR testleri sonucu FMV ve FMaV-1 i¢in %2’lik jelde
net bir bant olusturan 2’ser adet 6rnek seg¢ilmis ve her birine bir kod verilerek dizi
belirleme ve analiz ¢aligmalarinda izolat olarak kullanilmigtir. Buna gére FMV
icin F-1 ve F-2, FMaV-1 i¢in F-3 ve F-4 kodlar1 verilmistir. DNA dizi belirleme
caligmalari, Macrogen firmasindan hizmet alinarak yapilmistir. Gelen sonuglar
dogrultusunda izolatlarin ¢ogaltilan kisimlar1 diinyada saptanmis olan diger
izolatlarla karsilastirilmis ve filogenetik agaclar olusturulmustur. izolatlarin
diinyanin diger izolatlar: ile benzerlik oranlari belirlenmesi amaciyla, NCBI Blast
programimda yer alan, Kimura modeli ve Neighbour Joining (NJ) algoritmasi

kullanilmustir.

3.2.10. Incir Mozaik Hastah@ ile Enfekteli Sarillop ve Bursa Siyah Incir
Bitkilerinin Siirgiin Ucu Kiiltiirii ve Termoterapi ile Arindirma
Cahismalan

Siirgiin ucu kiiltiirii ve termoterapi calismalar;, Ege Universitesi Miihendislik
Fakiiltesi Biyomiihendislik Boliimii doku kiiltiirii laboratuvarinda yiriitiilmiistiir.

3.2.10.1. Baslangic kiiltiiriiniin hazirlanmasi

Bu asamada eksplant olarak Incir mozaik hastaligi ile enfekteli, Sarilop ve Bursa
Siyah1 incir ¢esitlerine ait siirgiinler kullanilmistir. Tiim eksplantlar, Mayis aymda,
vegetasyon baslangicinda siirgiinlerin  u¢ kisimlarindan alman 4-5 c¢cm
uzunlugundaki yesil c¢eliklerden hazirlanmigtir. Yesil c¢eliklerden 1-1.5 cm
uzunlugunda siirgiin uglart ¢ikartildiktan sonra, mikro celikler elde edilmistir.
Yiizey sterilizasyonuna eksplantlarin akan su altinda 30 dakika yikanmasiyla
basglanmigtir. Daha sonra % 70’ lik etil alkolde (15 saniye) tutulan eksplantlar steril
distile su ile ¢alkalanarak, Tween 20 ilave edilmis % 5 lik sodyum hipoklorit
(NaOCl, ticari) ¢ozeltisine alinmstir.

Sodyum hipoklorit uygulamas: 10* ar dakikalik siirelerle, iki kez tekrarlanmis ve
eksplantlar steril distile su ile ¢alkalanarak (3 kez) ylizey sterilizasyonu
tamamlanmigtir. Sterilizasyondan sonra aseptik kabine alman siirglin uclar1 dip
kismindan, materyal 0.5-0.7 cm kalacak sekilde, kesilerek dikime hazirlanmustir.
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Baglangig kiiltiirlinde dikim ortam1 olarak, 0.5 mg/L indol-3-butirik asit (IBA) ve
0.5 mg/L Benzil adenin (BA) igeren Woody Plant Medium (WPM; Lloyd ve
McCown, 1981) besin ortaminin katt (30 g sukroz ve 7 g agar ilavesi ile
katilagtirtlmig) formu kullanilmigtir. Besin ortaminin pH’s1, 5.8” e ayarlanmugtir.
Hazirlanan ortamlar 25 x 150 mm’lik kiiltiir tiiplerine, yaklagik 15 ml olacak
sekilde doldurulmustur. Kiiltiir tiiplerine doldurulan besin ortamlar1 daha sonra 12°
C’ de, 15 dakika siireyle sterilize edilmistir. Kiiltiir tiiplerinde besin ortamlarina,
her tiipte bir eksplant olacak sekilde dikim yapilmistir. Dikim sonrasi iklim
dolabma yerlestirilen eksplantlar, 4 hafta siireyle 261" de 4000 liks 151k
siddetinde 16 saat aydinlik / 8 saat karanlik fotoperiyotta kiiltiire alinmiglardir.

3.2.10.2. Siirgiin cogaltim

Bu asamada, baslangig kiiltiiriinde tanimlanan siirgiin ucu eksplantlarinin 4 haftada
bir besin ortaminda altkiiltiire alinmasi ile ¢oklu siirgiinler elde edilmistir.
Hazirlanan ortamlar, 150 ml’lik cam kiiltiir kavanozlarina yaklasik 30 ml olacak
sekilde doldurulmustur. Tiim kiltiirler, 26+1°de 4000 liiks 151k siddetinde 16 saat
aydinlik / 8 saat karanlik fotoperiyotta birakilmiglardir.

3.2.10.3. In vitro Kkosullarda elde edilen ¢oklu siirgiinlere termoterapi
uygulamasi

Siirglin uclarmdan elde edilen ¢oklu siirgiinlere, 6 hafta boyunca bitki biiyiime
dolabinda 1s1 uygulamasi yapilmistir. Termoterapi kosullari, 37° C’ de 16 saat
aydinlik (5000 liiks) ve 34° C* de 8 saat karanlik periyot seklinde uygulanmigtir
(Gella vd., 1998).

3.2.10.4. Termoterapi uygulanmis ¢oklu siirgiinlerin koklendirilmesi

Termoterapi uygulanmis in vitro siirgiin uglari, bitki biiyiime diizenleyicisi
icermeyen yari kati odunsu bitki ortami, 20 g/L sukroz ve 7 g/L agar ilave edilmis,
yar1 doz MS (Murashige ve Skoog, 1962) besin ortamlarina koklendirme amaciyla
aktarilmistir. Bu agsamada eksplant olarak 2-3 bogumlu siirgiinler kullanilmustir.
Bu stirgiinler, siirgiin ¢ogaltim asamasinda tanimlanan siirgiin ucu eksplantlarinin
altkiiltiirler neticesinde elde edilmistir. Kiiltiir ortami olarak 8 cm yiikseklikte 300
ml’lik cam kavanozlar kullanilmig, her kavanoza yaklagik 65 ml besin ortami
konulmustur.



56

Besin ortammin pH ayarlamasi ve sterilizasyonu daha ©nceki asamalarda
belirtildigi gibi yapilmistir. Tiim kiiltiirler, 26+2° C* de 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik (4000 lLiiks) kiiltiir kosullarinda 5 hafta siireyle muhafaza edilmistir.

3.2.10.5. In vitro elde edilen Sarilop ve Bursa Siyahi incir bitkilerinin dis
ortama alistirilmalari

Koklenen bitkicikler, torf: perlit (1:1) igeren strafor kopiik bardaklara 23.08.2011
tarihinde aktarilarak, kontrollii kogullara sahip iklim odasinda, in vitro elde edilen
bitkilerin dis ortama alistirnlmas:  (aklimatizasyon) gerceklestirilmistir.
Aklimatizasyonu saglanmis ex vitro bitkiler, toprak: torf: perlit (2:1:1) karigimi

iceren plastik saksilara aktarilmis ve gelisimleri gozlenmistir.

3.2.10.6. In vitro kosullarda elde edilen Sarillop ve Bursa Siyah incir
bitkilerinin RT-PCR testleri

In vitro kosullarda yetistirilen Sarilop ve Bursa Siyahi incir fidanlari, dis ortama
alistirilmalarindan 2 ve 4 ay sonrasinda FMV ve FMaV-1 etmenlerinin varligi
yoniinden RT-PCR testi ile testlenmislerdir. 20.10.2011 ve 21.12.2011
tarihlerinde, FMV ve FMaV-1 spesifik primer ciftleri (Elbeaino vd., 2009; Walia
vd., 2009) kullanilarak RT-PCR testleri yapilmistir. Belirlenen tani yonteminin
calistyor oldugunun dogrulanabilmesi igin gerekli olan temiz materyal (negatif
kontrol) tohumdan yetistirilen incir bitkilerinden elde edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. incir Mozaik Hastahgimin Aydin ili’ nin Baz Ilgelerindeki Incir
Bahcelerindeki Yayginhk Durumu ve Toplanan incir Orneklerine
fliskin Bulgular

Incir mozaik hastaligmin, Aydm Ili’ nin en fazla incir agaci ve bahge sayisinin
bulundugu bazi ilgelerindeki yaygmligini belirlemek amaciyla, 12-16 EKim 20009,
26 Haziran—2 Temmuz 2010 ve 16-17 Eylil 2010 tarihlerinde, Nazilli,

Germencik, Incirliova ve Bozdogan ilgelerinde sorveyler gergeklestirilmistir.

Nazilli, Germencik, Incirliova ve Bozdogan ilgelerine bagl 27 kdy ve toplam 321
incir bahgesindeki toplam 10.795 aga¢c makroskobik olarak incelenmis ve Incir
mozaik hastalig1 belirtisinin bulunmadig1 agag tespit edilmemistir. Bu nedenle,
Incir mozaik hastalig1 sérveyi yapilan bahgelerde Incir mozaik hastaligi % 100
yaygin olarak degerlendirilmistir. Benzer bir bulguyu, Ozalp ve Heper (1972) Ege
bolgesinde izmir, Aydin, Mugla, Manisa ve Denizli illerinde yapmis olduklart
calismada da almislardir. Incir agaclarinmn % 1°den fazlasini kapsayan
calismalarinda Incir mozaik hastaliginin genel dagilimi ve gesitlerin dayanmiklilik
reaksiyonlarini simptomatolojik gézlemlere dayali olarak belirlemisler ve sonugcta
46.647 agacin hepsinin viriislii oldugunu saptanuslardir. Urdiin’de de IMH’nin
yayginlik ve siddetini saptamak igin, lilke genelinde incir yetistiriciliginin en
yogun olarak yapildigi 13 ilde, 11 incir c¢esidini kapsayacak sorveyler
gerceklestirilmis ve sdrvey yapilan biitiin illerde IMH’nin bulundugu bildirilmistir
(Al-Mughrabi ve Anfoka, 2000). Ispanya’da 2001 yilinda yapilan sérveylerde,
sorvey yapilan biitiin alanlarda Incir mozaik hastaligi belirtileri goriilmiis,
degerlendirmeye alman 102 incir gesidinin % 92,2’ sinin IMH belirtileri
sergiledigi bildirilmistir (Serrano vd., 2004).

Yapilan sorveylerde, siddetli mozaik belirtilerine sahip yapraklarin genellikle geng
siirgiinlerde oldugu ve bu siirglinlerdeki dallarda gelisme geriliginin bulundugu
gbzlenmistir (Sekil 4.1). Bununla birlikte, hastalik nedeniyle incir meyvelerinde
mozaik belirtilerin de meydana geldigi tespit edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. Sarilop incir c¢esidine ait gen¢ siirglinlerdeki siddetli mozaik
belirtisine sahip yapraklar

Sekil 4.2. Bursa Siyahi incir ¢esidi meyvelerinde meydana gelen mozaik
belirtileri
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Sorveylerde toplanan 1085 adet yaprak ornegi, 0-6 skalasina gore gruplara
ayrildiktan sonra, her bir grup i¢in %10’u (Cizelge 4.1) temsil eden Ornek
laboratuvar ¢alismalarinda kullanilmistir. Buna gore, 7 6rnegin 0, 49 6rnegin 1,
153 6rnegin 2, 394 6rnegin 3, 259 6rnegin 4, 110 6rnegin 5 ve 113 drnegin de 6
skala degerinde oldugu goriilmektedir. Caligmada, Nazilli ilgesinden 45,
Germencik ilgesinden 40, Incirliova ilgesinden 15, Bozdogan ilgesinden 10 olmak

iizere toplam 110 yaprak ornegi testlenmistir.
4.2. Test Bitkilerine Mekanik Inokulasyon Uygulamasi

Mekanik inokulasyon g¢aligmalarinda kullanilan, hiyar (Cucumis sativus), hanim
diigmesi (Gomphrena globosa), Cezayir meneksesi (Catharanthus roseus) ve
sirken (Chenepodium amaranticolor) test bitkilerinden fakli belirtiler gézlenmis,
titiin (Nicotiana tabacum L. cv. “Samsun”) bitkisinde ise herhangi bir belirti

meydana gelmemistir.

Cizelge 4.1. Sorvey yapilan ilgelerden 0-6 Skalasina gore toplanan ve galismada
kullanilan Sarilop ve Bursa Siyahi incir yaprak 6rnek sayilar

Cahsmada Testlenen Ornek Sayilar
0-6 Skalasina Gore Gruplara Ayrilmis
. (0-6 skalasina gore ayrilmis her bir grup igin
Ornek Sayilari
flceler %10’u temsil eden 6rnek sayisi)
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Nazilli
2 17 |68 |187 |120 |28 |23 1 1 7 19 |12 3 2 45
Germencik
0 10 |43 |132 |89 |56 |68 0 1 4 13 9 6 7 40
Incirliova
1 13 |28 |43 |29 |23 8 1 1 3 4 3 2 1 15
Bozdogan
4 9 14 132 |21 3 14 1 1 1 3 2 1 1 10
[TOPLAM | 7 49 |153 [394 [259 [110 |113 | 3 4 15 [39 [26 |12 |11 |110
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Orta siddetli, siddetli mozaik ve pas belirtilerine sahip Sarilop incir yapraklarinin
ve damar bandlagmasi belirtisine sahip Bursa Siyahi incir yapraklarindan elde
edilen inokulumlarin, Cucumis sativus L. “Beith alpha O.P.” ¢esidi hiyar
yapraklarma inokulasyonundan 8-10 giin sonra, benek seklinde klorotik lokal
lekeler, 14. giinden sonra da yapraklarda sekil bozukluklar1 gézlenmistir (Sekil
4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5). C. sativus yapraklarinda gozlenen bu belirtiler, Ozalp ve
Heper (1972), Salomon vd. (2002) ve Salomon vd. (2005) nin incir mozaik viriisii
i¢in kaydetmis olduklar1 belirtiler ile benzerlik igindedir. Ozalp ve Heper (1972),
hiyar test bitkisi lizerinde yapilan inokulasyonlardan, 8-10 giin i¢inde belirtilerin
gozlenmeye baslandigini ve meydana gelen simptomlarin, klorotik lokal lekeler,
Incir mozaik viriisiine ait 6zel mozaik lekeleri ve yaprak sekil bozukluklar:
oldugunu bildirmislerdir. Salomon vd. (2002) ise lokal lekelerin hiyar fidelerinin
gergek yapraklarinda, inokulasyondan 8-10 giin sonra ise primer yapraklarinda
sekil bozuklugu ile nekrotik lokal lekelerin meydana geldigi bildirilmistir
(Salomon vd., 2005). Bizim elde ettigimiz bulgularda hiyar bitkisinin gercek
yapraklarinda meydana gelmis olup Incir mozaik viriisii olabilecegi kanisina

varilmistir.
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Sekil 4.3. Siddetli mozaik belirtilerine sahip Sarilop incir yapraklarindan

hazirlanan inokulumun Cucumis sativus L. yapraklarinda
olusturdugu, klorotik lokal lekeler ve sekil bozukluklari

Sekil 4.4. Damar bandlagsmasi belirtisine sahip Bursa Siyahi incir
yapraklarindan hazirlanan inokulumun Cucumis sativus L.
yapraklarinda olusturdugu klorotik lokal lekeler ve sekil
bozukluklar1



Sekil 4.5. Pas belirtilerine sahip Sarilop incir yapraklarindan hazirlanan

inokulumun Cucumis sativus L. yapraklarinda olusturdugu,
klorotik lokal lekeler ve sekil bozukluklari

Orta ve siddetli mozaik belirtileri ile damar bandlasmasi belirtileri gosteren
Sarilop incir yapraklarindan elde edilen inokulumun, Gomphrena globosa L.’ye
yapilan inokulasyonlar sonucunda, 7-8 giin iginde klorotik lekeler seklinde
baglayan belirtilerin, inokulasyonun 14. giiniinden sonra bazilarinda kirmizi lokal
lelekelere (Sekil 4.6) bazilarin da ise kirmizimsi kahverengi lokal lekelere (Sekil
4.7) dontstiigii saptanmigtir. Ayrica, bazi bitkilerde belirgin nekrotik lekeler
meydana gelmistir (Sekil 4.8). Tiim bu saydigimiz belirtileri gosteren G. globosa
L. bitkilerin IMH neden olan viriis veya viriisler ile enfekteli oldugu
diisiiniilmiistiir. Nitekim Salomon vd. (2004), G. globosa L.’nin IMH’ ye neden
olan etmene karst lokal lekeler ve bu belirtileri takiben klorotik goriiniim
belirtmiglerdir.
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Sekil 4.6. Orta ve siddetli mozaik belirtilerine sahip Sarilop incir yapraklarindan
hazirlanan inokulumun, Gomphrena globosa L.’ya inokulasyonundan
sonra meydana gelen klorotik lokal (a.b) ve kirmiz1 lekeler (c)

Sekil 4.7. Damar bandlagsmasi belirtilerine sahip Sarilop incir yapraklarindan
hazirlanan inokulumun, Gomphrena globosa L.’ya inokulasyonundan
sonra meydana gelen; a) kirmizimsi kahverengi lokal lekeler b)

nekrotik lekeler ¢) saglikl bitki
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Damar bandlagmasi belirtilerine sahip Sarilop incir yapraklari ile pas belirtisine
sahip Bursa Siyahi incir koklerinden elde edilen inokulumun, Chenopodium
amaranticolor L. yapraklarinda inokulasyondan 8-10 giin sonra benek seklinde
klorotik lokal lekeler gozlenmis (Sekil 4.8a), daha sonra bu lekelerin
nekrotiklestigi saptanmustir (Sekil 4.8b). Orta ve siddetli mozaik belirtilerine sahip
Sarilop incir yapraklarindan elde edilen inokulumun da bazi C. amaranticolor

yapraklarinda inokulasyondan 21 giin sonra mozaik belirtilerin meydana geldigi
belirlenmistir (Sekil 4.9). Bu belirtiler Serrano vd. (2004) nin incir mozaik viriisii
icin kaydetmis olduklar1 belirtiler ile benzerdir.

Sekil 4.8. Damar bandlagsmasi belirtilerine sahip Sarilop incir yapraklarindan
hazirlanan inokulumun Chenopodium amaranticolor L. yapraklarina
mekanik inokulasyonundan sonra meydana gelen klorotik lokal (a) ve
nekrotik lekeler (b)
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Sekil 4.9. Orta ve siddetli mozaik belirtilerine sahip Sarilop incir yapraklarindan
hazirlanan inokulumun Chenopodium amaranticolor L. yapraklarina
mekanik inokulasyonundan sonra meydana gelen mozaik belirtileri

Pas belirtisine sahip Bursa Siyahi incir koklerinden elde edilen inokulumun,
Cataranthus roseus L. yapraklarinda inokulasyondan 8-10 giin sonra klorotik lokal
lekeler (Sekil 4.10), orta ve siddetli mozaik belirtilerine sahip Sarilop ve Bursa
Siyaht incir yapraklarindan elde edilen inokulumlarin ise yapraklara
inokulasyonlarindan yaklasik ii¢ hafta sonra mozaik belirtileri ile yaprak sekil
bozuklugu (Sekil 4.11) meydana getirdigi gozlenmistir. Cataranthus roseus L. test
bitkisi ilk kez test bitkisi olarak bu ¢aligmada kullanildig1 i¢in herhangi bir literatiir
ile tartigilamamustir.
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Sekil 4.10. Pas belirtilerine sahip Bursa Siyahi incir yapraklarindan hazirlanan
inokulumun Cataranthus roseus L. yapraklarina, inokulasyonundan
8-10 giin sonra meydana gelen klorotik lekeler
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Sekil 4.11. Orta ve siddetli mozaik belirtilerine sahip Sarilop incir
yapraklarindan hazirlanan inokulumun Cataranthus roseus L.
yapraklarina inokulasyonundan 3 hafta sonra yapraklarda

meydana gelen mozaik ve sekil bozuklugu belirtileri
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Kiigiik yapraklar tizerinde siddetli mozaik belirtilerine sahip Bursa Siyahi incir
yapraklarmin inokulum olarak kullanildigt mekanik inokulasyon testinde ise
Nicotiana tabacum L.cv.“Samsun” bitkilerinde herhangi bir belirti meydana
gelmemistir. Incir mozaik hastaligma neden olan etmen veya etmenlere ait
literatiirde yer alan mekanik inokulasyon test sonucglari ve bizim elde ettigimiz
bulgular ile Cizelge 4.2°de karsilagtirilmugtir.

Cizelge 4.2. Incir mozaik hastaligi etmeni veya etmenlerine ait mekanik
inokulasyon testlerine ait bulgular

incir cesidi Test bitkisi Belirti siiresi Belirti Literatiir
sekli

Sarilop Cucumis sativus (Hiyar) 30 giin M, D Ozalp ve Heper, 1972
- Cucumis sativus (Hiyar) 8-10 giin LL Salomon vd., 2002

Salomon vd., 2005
Albatera Chenopodium album, LL
Antonio C. amaranticolor, C, LL
Antonio Cucumis sativus -
Antonio Datura stramonium ) LL, N
Albatera Gomphrena globosa LL, K
Albatera N. tabacum “Samsun” M Serrano vd., 2004
N17, C. amaranticolor,
F3-Cezayir, C. quinoa,
Keten koynegi Nicotiana benthamiana, Elbeaino vd., 2006
Sarilop N. cavicola, - - Elbeaino vd., 2007
Gokalp N. occidentalis, Caglar vd., 2010
Bardakg1 Gomphrena globosa

Cucumis sativus

Sarilop/ Cucumis sativus 8-10 giin LL,D
Bursa Siyahi “Beith alpha” 14 giin KKL,
Sarilop Gomphrena globosa LL, K
21 giin

Sarilop/ Catharanthus roseus M, D /

. « » 10-12giin
Bursa Siyahi N. tabacum L.cv.“Samsun LL, M Doktora galigmast
Bursa Siyahi LL
M: Mozaik D: sekil bozuklugu LL: Lokal lezyon C:Ciicelik

N: ekroz K: Kloroz KKL: Kirmiz1 kahverengi leke
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4.3. Incir Mozaik Hastahk Etmeninin Aceria ficus Cotte. ile Test
Bitkilerine Tasinmasina iliskin Bulgular

Uzerinde Aceria ficus ergini bulunan Sarilop incir yapraklarinin, Catharanthus
roseus (Cezayir meneksesi) yapraklarina yerlestirildikten yaklagik 3 hafta sonra,
yapraklarda sekil bozuklugu ve kloroz meydana geldigi gozlenmistir (Sekil 4.12).
Ayrica A. ficus ile bulagik Bursa Siyahi incir yapraklarinin C. roseus yapraklarma
yerlestirildikten yaklagik 4 hafta sonra yaprak sekil bozuklugu ve klorozun yani
sira dikkat c¢ekici bi¢cimde yaprak ayasinda c¢ukurlasma meydana geldigi
gozlenmistir (Sekil 4.13). Ayrica akar ile tasimadan yaklagik dort hafta sonra C.
roseus yapraklarinda mozaik belirtileri gozlenmistir (Sekil 4.14). Credi (1998),
hastalik etmenini, Aceria ficus ile C. roseus bitkisine tasinmasindan yaklasik 40
giin sonra yapraklarda klorotik lekelerin, mozaiklerin ve g¢igeklerde sarimsi
lekelerin meydana geldigini bildirmistir. Bu bilgiler dogrultusunda, bizim elde
ettigimiz bulgularin Credi (1998)’nin elde ettigi bulgular ile uyumlu oldugu
goriilmektedir.

Sekil 4.12. Mozaik belirtileri gosteren Sarilop incir yapraklarmda bulunan
Aceria ficus erginlerinin, Catharanthus roseus L. yapraklarinda
meydana getirdigi sekil bozuklugu ve kKloroz
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Sekil 4.13. Mozaik belirtileri gosteren Bursa Siyahi incir yapraklarinda
bulunan Aceria ficus erginlerinin Chataranthus roseus L. yaprak
ayasinda meydana getirdigi ¢ukurlagma belirtisi

Sekil 4.14. Mozaik belirtileri gosteren Sarilop incir yapraklarda bulunan
Aceria ficus erginlerinin Chataranthus roseus L. yapraklarinda
meydana getirdigi mozaik belirtileri



Sekil 4.15. Aceria ficus ile bulasik yaprak pargalar1 ile tagima
caligmalar1 sonras1 Bursa Siyahi incir bitkilerinde meydana
gelen mozaik belirtileri

Sekil 4.16. Aceria ficus ile bulagik yaprak parcalarinin saglikli
Sarilop incir bitkilerine aktarildiktan sonra
meydana gelen mozaik belirtileri
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Uzerinde 6-8 adet A. ficus ergini bulunan ve mozaik simtomlari gsteren Sarilop
ve Bursa Siyahi incir yapraklarina ait pargalar, tohumdan yetistirilmis, saglikli
Sartlop ve Bursa Siyahi incir bitkileri tizerine, yerlestirildikten yaklagik 3 hafta
sonra belirtiler gdzlenmeye baglanmugtir. Oncelikle Sarilop ve Bursa Siyahi incir
yapraklar1 tizerinde mozaik belirtileri (Sekil 4.15, Sekil 4.16) daha sonrada mozaik
lekelerin etrafinda kahverengi siirlarin meydana geldigi pas belirtisi meydana
gelmistir (Sekil 4.17). IMH’ ye neden olan etmenin tasmmasinda A. ficus’ un rol
oynadig1 ve bitkilerdeki akar sayisinin artmasiyla hastalik belirtisi gosteren bitki
sayisinin artti1 ve vektoriin 10 giinden daha kisa siirede IMH’yi tasidig1 Flock ve
Wallace (1955) tarafindan bildirilmistir. Ayrica, Proeseler (1972), tek bir akarin
dahi hastalik etmenini tagidigini bildirmistir. Elde ettigimiz bulgular bir kez daha
gbstermistir ki Incir mozaik hastaligi A. ficus ile tasinmaktadir. Ancak, A. ficus
ergini bulunan ve mozaik simtomlar1 gdsteren Sarilop ve Bursa Siyahi incir

yapraklar1, hiyar bitkilerinde higbir belirti meydana getirmemistir.

Sekil 4.17. Aceria ficus ile bulasik yaprak pargalarinin saglikli Bursa Siyahi
incir bitkilerine aktarildiktan sonra meydana gelen pas belirtileri
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4.4. incir Mozaik Hastahgina iliskin dsSRNA izolasyonuna ait Bulgular

Incir mozaik hastaligina neden olan etmenlerin dsRNA izolasyon calismalarinda,
iki farkli yontem (Elbeaino vd., 2009; Ding vd., 2007; Foissac vd., 2000)
uygulanmis ve Nazilli, Germencik, Incirliova ve Bozdogan ilgelerinden temin
edilen ornekler i¢in en iyi izolasyon Elbeaino vd. (2009)’ nin fenol/kloroform
kullanarak uyguladiklar1 CF-11 seliiloz kolon yontemi ve -80° C* de dondurulmus
orneklerden ve 2 wyillik incir fidanlarina ait taze yaprak ve koklerden elde
edilmistir.

dsRNA izolasyonlarindan, 20 tanesi Erbeyli Incir Arastirma Istasyonu’na ait
fidanliktan alinan Sarilop (10) ve Bursa Siyahi (10) fidanlarina ait olup, 110 6rnek
ise Nazilli, Germencik, Incirliova ve Bozdogan ilgelerini temsil etmektedir.
Bunlarin yani sira 2 tane, akarla bulasik Sarilop incir yapraklari ile tasima
yapilmisg, Sarilop incir bitkilerine ait yapraklardan, 2 tane akarla bulagik Bursa
Siyahi incir yapraklari ile tagima yapilmis Bursa Siyahi incir bitkilerine ait
yapraklardan, 1 tane, akarla bulasik Sarilop incir yapraklar ile tagima yapilmis
Chataranthus roseus L. bitkisine ait yapraklardan ve 1 tane de akarla bulasik
Bursa Siyahi incir yapraklari ile tasima yapilmis C. roseus bitkisine ait
yapraklardan dsRNA izolasyonu yapilmistir. Toplam 136 06rnek dsRNA
izolasyonuna tabi tutulmus ve bu oOrneklerden 107 tanesinde farkli sayilarda
dsRNA bandlarina ait profiller elde dilmistir. dSRNA izolasyonuna tabi tutulan
136 o6rnegin, g¢esit ismi, belirti sekli, inokulum kaynagi, dSRNA profiline ait band
sayilar1 ve 6rnegin alindigt ilge Cizelge 4.3’ de verilmistir.
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Cizelge 4.3. dsSRNA izolasyonuna tabi tutulan 6rneklere ait ¢esit ismi, belirti sekli,
inokulum kaynagi ve dSRNA profiline ait band sayilari

Ornek Cesit Ismi Belirti Sekli inokulum Kaynag | dsRNA Profiline  ait
No Band Sayis1

1 Bur. Siy. Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (3 band)
2 Bur. Siy. Siddetli mozaik Agac-Yaprak -

3 Bur. Siy. Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (3 band)
4 Bur. Siy. Siddetli mozaik Agac-Yaprak -

5 Bur. Siy. Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (1 band)
6 Bur. Siy. Pas Agac-Yaprak + (1 band)
7 Bur. Siy. Pas Agac-Yaprak + (1 band)
8 Bur. Siy. Pas Agac-Yaprak + (2 band)
9 Bur. Siy. Pas Agac-Yaprak -

10 Bur. Siy. Pas Agac-Yaprak + (1 band)
11 Sarilop Orta Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (3 band)
12 Sarilop Orta Siddetli mozaik Agac-Yaprak -

13 Sarilop Orta Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (1 band)
14 Sarilop Orta Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (2 band)
15 Sarilop Orta Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (2 band)
16 Sarilop Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (2 band)
17 Sarilop Siddetli mozaik Agac-Yaprak -

18 Sarilop Siddetli mozaik Agac-Yaprak -

19 Sarilop Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (3 band)
20 Sarilop Siddetli mozaik Agac-Yaprak -

21 Sarilop Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (3 band)
22 Sarilop Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (1 band)
23 Sarilop Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (2 band)
24 Sarilop Damar bantlagsmasi Agac-Yaprak + (2 band)
25 Sarilop Damar bantlagmasi Agac-Yaprak + (3 band)
26 Sarilop Damar bantlagsmasi Agac-Yaprak -

27 Sarilop Damar bantlagmasi Agac-Yaprak -

28 Sarilop Damar bantlagsmasi Agac-Yaprak + (3 band)
29 Sarilop Damar bantlagsmasi Agac-Yaprak -

30 Sarilop Damar bantlagsmasi Agac-Yaprak -

31 Sarilop Damar bantlagmast Agac-Yaprak -

32 Sarilop Damar bantlagmasi Agac-Yaprak + (3 band)
33 Sarilop Kiig.yap.iize.Sid.moz. Agac-Yaprak + (3 band)
34 Sarilop Kiig.yap.iize.Sid.moz. Agac-Yaprak + (2 band)
35 Sarilop Kiig.yap.iize.Sid.moz. Agac-Yaprak + (3 band)
36 Sarilop Kiig.yap.lize.Sid.moz. Agac-Yaprak -

37 Sarilop Kiig.yap.iize.Sid.moz. Agac-Yaprak + (1 band)
38 Sarilop Kiig.yap.iize.Sid.moz. Agag-Yaprak + (2 band)
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Cizelge 4.3. dsRNA izolasyonuna tabi tutulan 6rnelere ait ¢esit ismi, belirti sekli,
inokulum kaynagi ve dsRNA profiline ait band sayilari (devam)

Omek | Cesit Ismi Belirti Sekli Inokulum Kaynag1 dsRNA Profiline ait Band
No Sayisi

73 Sartlop Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (1 band)
74 Sarilop Siddetli mozaik Agag-Yaprak + (2 band)
75 Sarilop Damar bantlagsmasi Agac-Yaprak + (1 band)
76 Sarilop Damar bantlagmasi Agac-Yaprak -

77 Sarilop Damar bantlagmasi Agac-Yaprak + (1 band)
78 Sarilop Damar bantlagsmasi Agac-Yaprak + (1 band)
79 Sarilop Damar bantlagmasi Agac-Yaprak + (2 band)
80 Sarilop Damar bantlagsmasi Agag-Yaprak + (1 band)
81 Sarilop Damar bantlagsmasi Agag-Yaprak + (1 band)
82 Sartlop Pas Agac-Yaprak + (3 band)
83 Sarilop Pas Agac-Yaprak + (3 band)
84 Sarilop Pas Agac-Yaprak + (3 band)
85 Sarilop Pas Agag-Yaprak + (4 band)
86 Bur. Siy. Orta siddetli mozaik Agac-Yaprak + (2 band)
87 Bur. Siy. Siddetli mozaik Agac-Yaprak -

88 Bur. Siy. Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (3 band)
89 Bur. Siy. Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (1 band)
90 Bur. Siy. Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (2 band)
91 Sarilop Siddetli mozaik Agac-Yaprak -

92 Sartlop Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (2 band)
93 Sarilop Siddetli mozaik Agag-Yaprak -

94 Sartlop Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (1 band)
95 Sarilop Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (2 band)
96 Sartlop Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (1 band)
97 Sarilop Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (1 band)
98 Sartlop Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (3 band)
99 Sarilop Siddetli mozaik Agag-Yaprak + (2 band)
100 Sarilop Kiig.yap.iize.sid.moz.* Agag-Yaprak + (3 band)
101 Bur. Siy. Orta siddetli mozaik Agac-Yaprak + (1 band)
102 Bur. Siy. Kiig.yap.iize.sid.moz. Agag-Yaprak + (2 band)
103 Sarilop Orta siddetli mozaik Agag-Yaprak -

104 Sarilop Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (3 band)
105 Sarilop Siddetli mozaik Agac-Yaprak -

106 Sarilop Siddetli mozaik Agac-Yaprak + (1 band)
107 Sarilop Siddetli mozaik Agag-Yaprak + (2 band)
108 Sarilop Siddetli mozaik Agag-Yaprak + (2 band)
109 Sarilop Siddetli mozaik Agag-Yaprak + (3 band)
110 Sarilop Siddetli mozaik Agag-Yaprak + (2 band)
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Cizelge 4.3. dsRNA izolasyonuna tabi tutulan 6rnelere ait ¢esit ismi, belirti sekli,
inokulum kaynagi ve dsRNA profiline ait band sayilar1 (devam)

Ornek Cesit Ismi Belirti Sekli inokulum Kaynag: dsRNA  Proiline ait
No Band Sayis1
111 Bur. Siy. Siddetli mozaik Fidan-Kok + (2 band)
112 Bur. Siy. Siddetli mozaik Fidan-Yaprak -
113 Bur. Siy. Siddetli mozaik Fidan-Yaprak + (3 band)
114 Bur. Siy. Siddetli mozaik Fidan-Yaprak -
115 Bur. Siy. Siddetli mozaik Fidan-Yaprak + (1 band)
116 Bur. Siy. Siddetli mozaik Fidan-Kok + (2 band)
117 Bur. Siy. Siddetli mozaik Fidan-Kok + (3 band)
118 Bur. Siy. Siddetli mozaik Fidan-Kok + (3 band)
119 Bur. Siy. Kiig.yap.iize.sid.moz. Fidan-Yaprak + (1 band)
120 Bur. Siy. Kiig.yap.iize.sid.moz. Fidan-Yaprak + (1 band)
121 Sartlop Siddetli mozaik Fidan-Yaprak + (3 band)
122 Sarilop Siddetli mozaik Fidan-Kok + (4 band)
123 Sartlop Siddetli mozaik Fidan-Kok + (3 band)
124 Sarilop Siddetli mozaik Fidan-Yaprak + (1 band)
125 Sarilop Siddetli mozaik Fidan-Yaprak + (2 band)
126 Sarilop Siddetli mozaik Fidan-Kok + (2 band)
127 Sarilop Siddetli mozaik Fidan-Yaprak + (2 band)
128 Sartlop Siddetli mozaik Fidan-Yaprak + (1 band)
129 Sarilop Siddetli mozaik Fidan-Yaprak + (2 band)
130 Sartlop Kiig.yap.iize.sid.moz. Fidan-Kok + (3 band)
131 Sarilop Siddetli mozaik A. ficus aktarilmig + (1 band)
yaprak (Sarilop)
132 Sarilop Pas A ficus aktarilmig
yaprak (Sarilop) + (1 band)
133 Bursa Siyahi Siddetli mozaik A. ficus aktarilmig
yaprak (Bur. Siy.) + (1 band)
134 Bursa Siyah1 Pas A.  ficus aktarilmis
yaprak (Bur. Siy.) * (2 band)
135 Catharanthus Yaprak sekil bozuklugu Aceria ficus aktarilmig
+ (1 band)
roseus yaprak (Sarilop)
136 Catharanthus Kloroz A ficus aktarilmig
roseus yaprak -
(Bursa Siyahi)

*Kiig.yap.iize.sid.moz: Kiigiik yaprak tlizerinde siddetli mozaik

dsRNA izolasyonu sonucunda pozitif sonu¢ alinan 107 6rnegin cesitlere gore
dagilimi, 81 adet Sarilop, 26 adet Bursa Siyahi seklindedir. Bu bulgu sorvey
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yapilan alanlarda IMH etmeninin Sarilop incir gesidinde daha siklikla bulundugu
gostergesidir. Nitekim Sarilop IMH etmenine daha hassas oldugu Ozar vd. (1986)
tarafindan ifade edilmistir. Sarilop ve Bursa siyahi incir 6rneklerinin dsSRNA band
profil sayilar1 Sekil 4.18” da verilmistir.

35
30
7
g 25
@ 20
i 15
£
:O 10
|| —
1 band 2 hand 3band Ahand 6 hand
B Sanlop 28 L) 19 2 1
1 Bursa siyahi 10 9 1 0 0

Sekil 4.18. Sarilop ve Bursa Siyahi incir 6rneklerinin dsRNA izolasyonu
sonucunda elde edilen band profil sayilar

Elde edilen dsRNA profillerinin 1 ile 6 band arasinda degistigi ve biiyiikliklerinin
23.130 bp ile 564 bp arasinda oldugu saptanmistir. Bu sonuglara iligkin farkli
dsRNA bandlarinin yer aldig1 profiller Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil
4.22° de verilmistir.
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23130 bp
9416 bp
6557 bp
4361 bp

2322 bp
2027 bp

564 bp

Sekil 4. 19. Incir mozaik hastalig1 ile enfekteli Sarilop incir yapraklarindan
izole edilen dsRNA profilleri. M; Markér (A DNA-HindllIl),
1; Negatif kontrol, 2; 3 banda sahip dsRNA profili, 7,8,9 ve
10; 4 banda sahip dsRNA profili

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

6557 bp
4361 bp |

2322 bp
2027 bp

Sekil 4.20. Incir mozaik hastalig: ile enfekteli Sarilop incir yapraklarindan izole
edilen dsRNA profilleri. M; Markér (A DNA-HindlIIl), 1; Negatif
kontrol, 2; 3 banda sahip dsRNA profili, 3 ve 8; 1 banda sahip
dsRNA profili, 4; 2 banda sahip dsRNA profili, 13; 6 banda sahip
dsRNA profili, 14 ve 15; 4 banda sahip dsRNA profili



23130 bp
9416 bp
6557 bp
4361 bp

2322 bp
2027 bp

Sekil 4.21.

23130 bp
9416 bp
6557 bp
4361 bp

2322 bp
2027 bp

564 bp

Sekil 4.22.
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Incir mozaik hastaligi ile enfekteli Bursa Siyahi incir
yapraklarindan izole edilen dsRNA profilleri. M; Markor (A
DNA-HindlIl), 1; 3 banda sahip dsRNA profili, 2, 3, 4 ve 5; 2
banda sahip dsRNA profili

Incir mozaik hastahii ile enfekteli Bursa Siyahi incir
yapraklarindan izole edilen dsRNA profilleri. M; Markér (A
DNA-HindlIl), 1; Negatif kontrol, 2,4 ve 5; 2 banda sahip
dsRNA profili, 3; 3 banda sahip dsRNA profili, 7; 1 banda sahip
dsRNA profili
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Acikgdz ve Ddken (2001), incir mozaik hastaligi etmenini tanilamak igin
yaptiklart dsSRNA analizlerinde etmene ait 6.6 kbp iizerinde bir bant, 2.0 ile 0.6
kbp arasinda da iki bandin yer aldigini belirtirken, Salomon vd. (2005)’da etmenin
3 banda sahip oldugunu tespit etmislerdir. Falk ve Salem (2006) ise Incir mozaik
hastaligina neden olan etmen veya etmenlerin tanilanmasma ydnelik yapilan
dsRNA izolasyon calismalarinda 1 ile 3 arasinda degisen band profilleri elde

ettiklerini belirtmislerdir.

Elbeaino vd. (2009), incir mozaik hastaligina neden olan etmenin, tek sarmall1 ve
negatif polariteli, 4 RNA” ya sahip Incir mozaik viriisii (Fig mosaic virus, FMV)
oldugunu bildirmisler ve ayrica hastalikla enfekteli incir fidanlarmin koklerinden
yapmig olduklari dsRNA izolasyonlarinda etmenin 7-0.6 kbp arasinda degisen
biyiikliiklerde bir¢ok bandin oldugunu, bunlardan 4 biiyiikk bandin FMV ait
oldugunu diger bantlarmn ise FMV’ nin alt genomlarina veya latent durumda
mevcut olan diger viral etmen veya etmenlere ait olabilecegini bildirmislerdir.
Caglayan vd. (2010) ise deneysel enfekteli bitkilerden yaptiklart dSRNA analiz
sonucunda 1.30 kbp ve 1.96 kbp biiyiikliiglinde iki band elde ettiklerini ifade

etmislerdir.

Incir mozaik hastaligina neden olan etmenlerin tanilanmasina yonelik yaptigimiz
dsRNA izolasyon testlerinden aldigimiz bulgulara gore bu hastaliga neden olan
birden fazla viral etmeninin oldugu kanisidir. Ciinkii farkli sayilarda band igeren
dsRNA profilleri elde edilmistir. Bunlar iginde 19 kbp ile 2027 bp ve 564 bp
arasinda yer alan bandlarin FMV’ye ait oldugu disiinilmektedir. Yukarida
bahsedilen biiyiikliikler disindaki dSRNA bandlarinin bagka viral etmenlere ait
oldugu tahmin edilmektedir. Ciinkii IMH’ de karisim enfeksiyonlar1 soz
konusudur.

dsRNA izolasyonunda, incir yapraklarindaki stitsii yap1 ve fenolik bilesiklerin CF-
11 seliiloz kolonda olusturdugu problemler, fenol:kloroform izolasyon yontemine
silika partikiillerinin ilave edilmesi ile giderilmistir. Ayrica inokulum olarak
kullanilan k6k ve yapraklar da ¢ok farkli sonuglar elde edilmemistir. Ancak, incir
koklerinden dsRNA izolasyonu, fenolik bilesiklerin ve siitsii yapimin olmamasi
nedeniyle daha kolay yapilmistir.
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dsRNA izolasyonu ayrica A. ficus tasinmis, Sarilop ve Bursa Siyahi incir bitkileri
ile C. roseus bitkilerine ait yapraklardan yapilmis, 1 ve 2 banda sahip dsRNA
profilleri elde edilmistir (Sekil 4.23).

M 1 2 3 4 5

23130bp
9416 bp
6557 bp

2322 bp
2027 bp

564 bp

Sekil 4.23. Aceria ficus aktarilmis bitkilere ait dsSRNA profilleri. M; Markér
(A DNA-HindlIl), 1) Aceria ficus tasinmis ve kloroz belirtisi
gostermis Catharanthus roseus bitkisi, 2) Aceria ficus tasinmis ve
yaprak sekil bozuklugu belirtisi gostermis Catharanthus roseus
bitkisi, 3) Aceria ficus tasinmis ve pas belirtisi gostermis Sarilop
incir ¢ogiirti, 4) Aceria ficus tasinmig ve siddetli mozaik belirtisi
gostermis Sarilop incir bitkisi, 5) Aceria ficus tasinmig ve pas
belirtisi gostermis Bursa Siyahi incir bitkisi, 6) Aceria ficus
tasinmig ve siddetli mozaik belirtisi géstermis Bursa Siyahi incir
bitkisi

A. ficus ile tasinmig, siddetli mozaik ve pas belirtisi olusmus Sarilop incir bitkisi
yapraklart ile yine ayni seklide akar ile tasinmis ve siddetli mozaik belirtisi
meydana gelmis Bursa Siyahi incir bitkisinden ve akar ile tasinmis, yaprak sekil
bozuklugu belirtisi gostermis C. roseus yapraklarindan yapilan dsRNA izolasyonu
sonucunda, 2027 ile 564 bp arasinda bir dSRNA band: belirlenmistir. A. ficus ile
aktarilmis ve pas belirtisi olusmus Bursa Siyahi incir bitkilerinde ise 2027 ile 564
bp arasinda 2 dSRNA bandi elde edilmistir. Sekil 4.23 de verilen tiim bu profiller,
Elbeaino vd. (2009)’ nin izole ettigi FMV’ ye ait dSRNA profiline benzerlik
gostermektedir. Bu dsRNA profilleri A. ficus’ un FMV’ yi Sarilop, Bursa Siyahi
ve C. roseus bitkilerine tagidiginin bir gostergesidir. Ancak akar ile taginmis ve
kloroz belirtisi gostermis C. roseus yapraklarindan yapilan dsRNA izolasyonu
sonucunda ise herhangi bir dsSRNA profiline saptanmamuistir.
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4.5, Incir Mozaik Hastalik Etmenlerine iliskin RT-PCR Bulgular

Incir mozaik hastalig1 belirtileri bulunan Sarilop ve Bursa Siyahi incir
yapraklarindan izole edilmis toplam RNA ve dsRNA’lar ile A. ficus ile etmenin
taginmasi saglanmis incir bitkileri ve C. roseus bitkilerine ait yapraklardan izole
edilmis toplam RNA’lar, RT-PCR ¢alismalarinda kullanilmistir. Ayrica, Incir
yaprak benek iligkili viriis 1 (Fig leaf mottle-associated virus-1, FLMaV-1)
(Elbeanio vd., 2006), Incir yaprak benek iliskili viriis-2 (Fig leaf mottle-associated
virus-2, FLMaV-2) (Elbeanio vd., 2007), Incir mozaik viriisii (Fig mosaic virus,
FMV) (Elbeanio vd., 2009) ve Incir mozaik iiskili viriis 1 (Fig mottle associated
virus-1, FMaV-1) etmenlerine ait primerler kullanilarak RT-PCR ¢aligmalari
gergeklestirilmigtir.

RT-PCR c¢aligsmalari, dsSRNA izolasyon galigmalarinda oldugu gibi toplam 136
ornek ile gerceklestirilmis ve bu Orneklerden 82 tanesinde pozitif sonuglar
alinmistir. Bu sonuglar, PCR’de kullanilan 4 primer ¢iftinden sadece FMV ve
FMaV-1 primerlerine aittir. FLMaV-1 ve FLMaV-2 primerleri ile herhangi bir

pozitif sonu¢ alinmamastir.

Sonug alinan bu 82 6rnekten 38 tanesinde yalnizca FMV, 18 tanesinde yalnizca
FMaV-1 ve 26 tanesinde hem FMV hem de FMaV-1 etmenleri karigik
enfeksiyonlar1 saptanmistir. 26 Sarilop ve 12 Bursa Siyahi incir 6rnegi sadece
FMYV, 8 Sarilop ve 10 Bursa Siyahi incir 6rnegi sadece FMaV-1, 14 Sarilop ve 12
Bursa Siyahi incir yaprak 6rnegi hem FMV hemde FMaV-1 etmenleriyle enfekteli
oldugu saptanmigtir (Sekil 4.24). Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28,
Sekil 4.29, Sekil 4.30 ve Sekil 4.31° de FMV ve FMaV-1 primerlerine pozitif
sonug vermis orneklere ait DNA profilleri goriilmektedir.
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mSarilop

Ornek sayisi
iy
s

MW Bursa siyahi

F MWWV FMviav-1 FMVWV+FMWav-1

Sekil 4.24. RT-PCR analizi sonucunda Incir mozaik viriisii ve Incir mozaik iliskili
viriis-1 viral etmenleri ile enfekteli Sarilop ve Bursa Siyahi
incirlerine ait 6rnek sayilari

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213

700 bp
500 bp
400 bp
300 bp

200 by 302 bp

Sekil 4.25. Incir mozaik hastaligi ile enfekteli Sarilop incir yapraklarindan
elde edilen total RNA’larin, Incir mozaik viriisii primer ¢iftleri
kullanilarak yapilan RT-PCR sonuglari, M; Markér, 1; Negatif
kontrol, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13; pozitif sonu¢ alinmig
orneklere ait DNA profilleri

700 bp

500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

Sekil 4.26. Incir mozaik hastaligi ile enfekteli Bursa Siyahi incir
yapraklaridan elde edilen toplam RNA’larin, incir mozaik
virisi. primer ¢iftleri kullanilarak yapilan RT-PCR
sonuglar1, M; Markor, 1; Negatif kontrol, 2,3, 4,5, 6, 7, 8,
9, 10; pozitif sonug alinmis 6rneklere ait DNA profilleri
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M 12 345 67 8 91011121314151617 18 19 2021 22 23 24 25 26 27 28 29

700 bp
300bp

Bursa Siyah

Sekil 4.27. Incir mozaik hastaligi ile enfekteli Sarilop ve Bursa Siyahi incir
yapraklarindan elde edilen total RNA’larm, Incir mozaik iliskili
virlis-1 primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR testi sonucunda
elde edilen DNA profilleri, M; Markor, 1; Negatif kontrol, 6, 7, 9,
10, 11, 12, 14, 15, 16, 17; Sarilop incir orneklerine ait DNA
profilleri, 18, 19, 21, 22, 23, 26, 29; Bursa Siyahi incir 6rneklerine
ait pozitif sonug¢ alinmig DNA profilleri

M 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19
700 bp

300bp

Sekil 4.28. Incir mozaik hastalig1 ile enfekteli Bursa Siyahi incir yapraklarmdan
elde edilen dsRNA’lar ve Incir mozaik viriisii primerleri
kullanilarak yapilan RT-PCR testi sonucunda elde edilen DNA
profilleri, M; Markor, 1; Negatif kontrol, 2-19; Incir mozaik viriisii

Sekil 4.29. Incir mozaik hastalig1 ile enfekteli Sarilop incir yapraklaridan elde
edilen dsRNA’lar ve Incir mozaik viriisii primerleri kullanilarak
yapilan RT-PCR testi sonucunda elde edilen DNA profilleri, M;
Markor, 1; Negatif kontrol, 2, 3, 4,5, 6, 7, 9, 10, 11; pozitif sonug
alinmis orneklere ait DNA profilleri



M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

700bp

300 bp

Sekil 4.30. Incir mozaik hastalig1 ile enfekteli Bursa Siyahi incir yapraklarindan
elde edilen dsRNA’lar ve Incir mozaik iliskili viriis-1 primerleri
kullanilarak yapilan RT-PCR testi sonucunda elde edilen DNA
profilleri, M; Markér, 1; Negatif kontrol, 2-13; pozitif sonu¢ alinmig
orneklere ait DNA profilleri

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M
700 bp

300 bp

Sekil 4.31. Incir mozaik hastalig1 ile enfekteli Sarilop incir yapraklarindan
elde edilen dsRNA’larin, Incir mozaik iligkili viriis-1 primerleri
kullanilarak yapilan RT-PCR testi sonucunda elde edilen DNA
profilleri, M; Markor, 1; Negatif kontrol, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11;
pozitif sonug alinmig 6rneklere ait DNA profilleri
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A. ficus ile Incir mozaik hastalik etmeninin tasmnmas: saglanmis incir bitkileri ve
C. roseus bitkilerine ait yapraklardan izole edilmis toplam RNA’lar, RT-PCR
caligmalarinda kullanilmig ve FMV primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR
testinde pozitif sonuglar alinmistir (Sekil 4.32).

700bp

300bp

Sekil 4.32. Aceria ficus ile Incir mozaik hastalik etmeni tasmmus bitkilerin
RT-PCR test sonucunda elde edilen DNA profilleri, M; Markor,
1; Negatif kontrol, 2; Sarilop inciri bitkisi, 3; Bursa Siyah1 incir
bitkisi, 4; Yaprak sekil bozuklugu belirtisi meydana gelmis
Catharanthus roseus bitkisi, 5; Kloroz belirtisi meydana gelmis
Catharanthus roseus bitkisi

Yapilan RT-PCR testleri sonucunda, Elbeaino vd. (2009)’nin belirttigi gibi FMV
icin 302 bp’de, FMaV-1 i¢in de 298 bp’de DNA bantlar elde edilmistir. Caglayan
vd. (2010)’da IMH’nin molekiiler tanilanmasina yénelik Bursa Siyahi ve deneysel
enfekteli incir yapraklarindan yaptiklar1 RT-PCR teslerindetinde FMaV-NP
(FMaV-1) bolgesi i¢in spesifik 298 bp biiyiikligiinde amplikonlar belirlemislerdir.

Incir mozaik hastaligia neden olan etmenlerin tanilanmasina yonelik yaptigimiz
RT-PCR testlerinde Incir yaprak benek viriisii ile iliskili viriis-1 (Fig leaf mottle-
associated viriis-1, FLMaV-1) primerleri ile pozitif sonu¢ alinmamistir. Ancak
Caglayan vd. (2009), Sarilop, Sarizeybek ve Yediveren incir ¢esitleri ile yapmis
olduklar1 RT-PCR testlerinde sadece bir 6rnekde FLMaV-1 i¢in pozitif sonug
almiglardir. Ayrica 21 6rnegin FMaV-1 olarak yeniden isimlendirilen EMARAV-
NP, bes ornegin de FMaV-2 olarak yeniden isimlendirilen EMARAV- GP igin
pozitif sonu¢ verdigi bildirilmistir. Caglar vd. (2009), Adana, Hatay, Urfa ve
Mersin illerini kapsayan bolgede Keten Kdynegi, Sarillop, Goklop ve Bardakei
incir ¢esitlerinde olugan 132 &rnekde RT-PCR testleri sonucunda 6 Ornegin
FLMaV-2, 10 6rnegin de FMYV ile pozitif sonug¢ verdigini bildirmislerdir.
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A. ficus tagimmis, siddetli mozaik ve pas belirtisi olusmus Sarilop incir bitkisi
yapraklarindan ve siddetli mozaik belirtisi meydana gelmis Bursa Siyahi bitkisi
yapraklarindan yapilan RT-PCR test sonucunda FMV primerleri ile yapilan RT-
PCR testinde 302 bp’de 1 band elde edilmistir. Buda bize incir mozaik hastalig: ile
enfekleti incir yapraklarindan alinan akarin, tohumdan yetistirilen incir bitkilerine
Incir mozaik hastalig1 tasidigin1 gostermektedir. Benzer sekilde akar ile tasinmis
ve yaprak sekil bozuklugu belirtisi gostermis C. roseus yapraklarindan yapilan
RT-PCR testinde pozitif sonu¢ alinmistir. Ancak akar taginmig ve kloroz belirtisi
gostermis C. roseus yapraklarindan yapilan RT-PCR testinde sonu¢ alinmamistir.
Bunlara ek olarak FMaV-1 primerleri ile yapilan RT-PCR testlerininde ise A. ficus
ile tasinmus ve belirti géstermis higbir bitkide pozitif sonug elde edilmemistir.

4.6. Incir Mozaik Viriisii ve Incir Mozaik Viriisii ile Iliskili Viriis-1’in
Klonlanmasi

Klonlama calismalari, RT-PCR da mozayik belirtisi gosteren orneklerde pozitif
sonug veren Incir mozaik viriisii (Fig mosaic virus, FMV) ve Incir mozaik viriisii
ile iligkili virtis-1 (Fig mosaic associated virus-1, FMaV-1) i¢in uygulanmistir.

4.6.1. pUC 19 Vektorii iceren Escherichia coli DH10B Bakterisinden izole
Edilen Plazmidin EcoRI ve XBal Endoniikleaz Enzimleri ile Kesimine
ait Bulgular

Izolasyonu yapilan pUC19 plazmid DNA’s1 EcoRI ve XBal endoniikleaz enzimleri
ile yapiskan ug¢ olusturacak sekilde kesilmis ve diiz zincir (dogrusal) haline
getirilmistir. Kesimin basaris1 % 1 w/v’lik agaroz jelde incelenmistir (Sekil 4.33).

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 M

Sekil 4.33. Escherichia coli DH10B bakterisinden izole edilen plazmidin EcoRI ve
XBal endoniikleazlar ile kesimi, M; Markor (Lambda DNA/Pst 1), 2, 4, 6,
8, 10, 12, 14, 17, 20, 23, 26 numarali bandlar kesim o6ncesi, 3, 5, 7, 9, 11,
13, 15,16, 18, 19, 21, 22, 24, 25, 27 numaral1 bandlar kesim sonrasi


http://tr.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
http://tr.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
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4.6.2. Incir Mozaik Viriisii ve Incir Mozaik Viriisii ile Iliskili Viriis-1
Amplikon DNA’larin EcoRl ve XBal Endoniikleaz Enzimleri ile
Kesimine ait Bulgular

RT-PCR testleri sonucunda elde edilen Incir mozaik viriisii ve Incir mozaik viriisii
ile iligkili virtis-1 amplikon DNA’lar1 XBal ve EcoRI enzimleri ile kesimi yapilmis
ve % 1 w/v’lik agaroz jelde incelenmistir (Sekil 4.34, Sekil 35).

Sekil 4.34. XBal ve EcoRI enzimleri ile kesimi yapilmis Incir mozaik viriisiine ait
amplikon DNA, M; Markor (Lambda DNA/Pst 1), 1, 3, 5, 7, 9; kesim
oncesi, 2, 4, 6, 8, 10; kesim sonrast DNA profili

Sekil 4.35. XBal ve EcoRI enzimleri ile kesimi yapilmis Incir mozaik viriisii ile iliskili
virlis-1’e ait amplikon DNA, M; Markér (Lambda DNA/Pst 1), 1, 3, 5, 7;
kesim oncesi, 2, 4, 6, 8; kesim sonrast DNA profili

4.6.3. Rekombinant pUC19 Vektoriinii Tastyan Escherichia coli Kolonilerinin
Tespiti

Incir mozaik viriisii ve Incir mozaik viriisii ile iliskili viriis-1’ait amplikon
DNA’lara ait geni iceren pUC19 vektoriiniin Escherichia coli’ye transferi
sonucunda Ampisilin-Xgal-IPTG igeren plaklarda rekombinant (beyaz) ve
rekombinant olmayan (mavi) kolonilerin gelistigi gozlenmistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. Ampisilin-Xgal-IPTG’ li besi yerinde rekombinant Escherichia coli
bakteri kolonilerinin se¢imi

Burada rekombinant olmayan bakteriler, pUC19 plazmid DNA’smin iizerinde
bulunan LacZ geninden dolay1 ortamdaki X-gal’i par¢alayarak mavi renkte koloni
olusturmuslardir. Rekombinant bakteriler ise, igerisine Incir mozaik viriisii veya
Incir mozaik viriisii ile iliskili viriis-1’ait amplikon DNA’lara ait geninin
girmesinden dolayr LacZ geni inaktif hale ge¢cmis ve ortamdaki X-gal’i
pargalayamayarak beyaz renkli koloni olusturmuslardir.

4.6.4. Escherichia coli Bakteri Kolonilerinden Rekombinant Plazmidin
Izolasyonu, insért ve PCR Analizi

Transformasyon plaginda gelisen beyaz renkli rekombinant kolonilerden plazmid
DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen rekombinant (amplikon DNA+pUC19
plazmid DNA) plazmid EcoRI ve XBal enzimleriyle kesilmesi sonucunda agaroz
jelde beklenildigi gibi bantlar olusmustur (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. EcoRI ve XBal restriiksiyon enzimleriyle kesilmis rekombinant plazmide ait
band profilleri. M, Markér (Lambda DNA/Pst 1), Incir mozaik viriisii; 1,
3,5,7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21 numarali1 bandlar kesim 6ncesi, 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 23 numarali bandlar kesim sonrasi. Incir mozaik
iligkili viriis-1; 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36 numarali bandlar kesim oncesi,
25,27, 29, 31, 33, 35, 37 numaral1 bandlar kesim sonrasi.

FMV ve FMaV-1 viral etmenlerine ait spesifik primerler kullanilarak rekombinant
pUC19 bakteri plazmid DNA’s1 igerisindeki virlise ait baz dizisi ¢ogaltilmistir.
Boylece insortiin FMV ve FMaV-1 viral etmenlerine ait olup olmadigi uygun PCR
kosullarinda kontrol edilmistir. Amplifikasyondan sonra % 2’lik agaroz jelde
FMYV igin 302 bp, FMaV-1 i¢in 298 bp’ de bandlar olugsmustur (Sekil 4.38).

Z— e 7= =8~ 9— 40~ 4= 42= 13- 4= =15

—
M 16 17 18 19 20 21 22 M 23 24 25 26 27 28 29

—
— — —
sh‘—“ -i—a—.—.~

Sekil 4.38. Klonlama sonrasi Incir mozaik viriisii ve Incir mozaik iliskili virtis-1
orneklerine ait band profilleri. M; 700bp, Incir mozaik viriisii; 1-14
arasi ile 16,17,18,20,22 numaralar klonlanmis 6rnekler, 15 numarali
ornek negatif kontrol, 19,21 numaralar klonlanamamis Srnekler, Incir
mozaik iligkili viriis-1; 23-29 aras1 klonlanmig 6rnekler
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4.7. Incir Mozaik Viriisii ve Incir Mozaik Iliskili Viriis-1’e ait Dizi
Belirleme ve Filogenetik Simiflandirma Calismalar:

PCR c¢aligmalarinda elde edilen PCR firiinlerine ait niikleotid dizileri, Macrogen
(www.macrogen.com) firmas: tarafindan ticari olarak belirlenmis ve bu ¢alismada
kullanilan viriis izolatlarina ait sekans bilgileri Diinyada kayitli diger izolatlarla
niikleotid diizeyinde karsilastirilarak filogenetik analizleri yapilmistir. FMV-1
izolat1 igin FN666274.1, FMV-2 izolati icin CAQ03479.7, FMV-3 ve FMV-4
izolatlar1 i¢in de FJ211073.1 erisim numaralari ile gelen sonuglar NCBI Blast
programinda yer alan, Kimura modeli, filogenetik analizlerde denenmis ve
Neighbour Joining (NJ) algoritmasi ile filogenetik agaglar olusturulmustur. FMaV-
1 igin gonderilen izolatlar (FMV-3 ve FMV-4) i¢cin ayni gen bolgesini

klonlandigindan ayni erisim numarasi gonderilmistir.

FMV-1 izolatinin 294 bp biiyiikligiinde RNA-Polimeraz geni, Japonya izolatlar1
ABG697832.1, AB697833.1, AB697834.1 ve AB697836.1 ile % 94, Kanada izolati
HQ703343.1 ile %93, Iran izolat1 HQ732254 ile %89, italya izolat1 AM941711.6
ile % 88, Tiirk izolati FN 666273 ile % 86 oraninda benzerlik gdstermistir (Sekil
4.39). FMV’ ye ait filogenetik soy agacinda FMV-1 izolati en ¢ok benzerlik
gostermis oldugu Japon ve Kanada izolatlar ile ayni grupta yer almistir (Sekil
4.40).

FMV-2 izolatinin 2297 bp biiyiikliigiinde RNA-Polimeraz geni, Japonya izolatlar1
BAM13796.1 ve BAMI13786.1siras1 ile % 98 ve % 97, Amerika izolati
ACW84413.1 ile % 98, Kanada izolati AE198676.1 ile % 96, italya izolati
CBJ34322.1 ile % 94 oraninda benzerlik gostermistir (Sekil 4.41). FMV’ ye ait
filogenetik soyagacinda FMV-2 izolat1 en ¢ok benzerlik gostermis oldugu Japon,
Amerika ve Kanada izolatlar: ile ayn1 grupta yer almistir (Sekil 4.42).

FMV-3 ve FMV-4 izolatlari, 808 bp biiyiikliigiinde FMaV niikleokapsid protein
geni, Japonya izolatlar1 AB697846, AB697843 ile sirasiyla % 99 ve % 96, Kanada
izolati HQ703345.1 ile % 98, Tiirk izolati GU227421.1 ile % 96 oraninda
benzerlik gostermistir (Sekil 4.43). FmaV-1’ ye ait filogenetik soyagacinda FMV-
3 ve FMV-4 izolatlar1 en ¢ok benzerlik gostermis oldugu Japon ve Kanada
izolatlari ile ayn1 grupta yer almistir (Sekil 4.44).



Sequences producing significant alignments:

Accession Description ‘ s%e ‘ ;T:?L ‘ cog\%a!e ‘ iEue Aﬁ%\
FHBREZT4.1  Fig mosaic virus partial mRMA for RNA dependent RNA polyrr 544 544 100%, 2e-151 100%.
ABROFEIZI L Fig mosaic virus RARp gene for RMA-dependent RMA polymel 387 37 33% Je-104 94
ABRYTEI4 1 Fig mosaic virus RdRp gene for RMA-dependent RMA palymer 381 381 #3% 2e-102 3%
ABRYFEII1  Fig mosaic virus RARp gene for RMA-dependent RMA palymel 372 iz #3% 1g-29 3%
ABRYFEI6 L Fig mosaic virus RARp gene for RMA-dependent RMA palymel 377 7 #3% 2g-101 3%
ABRITE41 1 Fig mosaic virus RARp gene for RMA-dependent RMA palymer 370 370 #3% il 3%
HO703343.1  Fig mosaic virus isolate CAMOL segment RMAL RMA-depende 427 427 9% 2e-116 3%
ABEB3BE3L  Fig mosaic virus RdRp gene for RMA-dependent RM& palymer 359 339 3% 7a-96 92%
ABAITEZE L Fig mosaic virus RARp gene for RMA-dependent RMA polymer 418 416 9% 4e-113 2%
HO732254.1  Fig mosaic virus isolate ESa RMA-dependent RMA polymerast 313 313 6% Be-82 89%
FMEEE2761  Fig mosaic virus partial mRNA for RMA dependent RM& polyrr 263 83 100% fe-97 88%
Huvizz2531  Fig mosaic virus isolate ESa-1 RMA-dependent RNA polymer, 293 298 3% 2e-77 38%

AMZ41TIL.E  Fig mosaic virus mRMA for RMA-dependent RMA& polymerase 340 40 100% Je-90 88%
FN&R62731  Fig mosaic virus partial mRMA for RNA dependent RNA polyrr 327 327 100%. 2e-86 7%
FNBREZTS1  Fig mosaic virus partial mRMA for RNA dependent RNA polyrr 318 Exts 100%. le-83 36%
ABROTEANL  Fig mosaic virus RdRp gene for RMA-dependent RMA polymel 263 265 35% 2e-67 36%
ABROFEIIL  Fig mosaic virus RdRp gene for RMA-dependent RMA polymel 263 265 35% 2e-67 36%
ABROTEIT 1 Fig mosaic virus RdRp gene for RMA-dependent BMA polymel 263 265 5% 2e-67 36%

Sekil 4.39. FN666274.1 erisim numarali FMV-1 kodlu izolatinin Diinya’ da kayith diger
izolatlarla karsilastirilmasi
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Sekil 4.40. FN666274.1 erisim numarali FMV-1 kodlu izolatinin,
Incir mozaik viriisii’ ne ait filogenetik soy agactaki yeri
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Sequences producing significant alignments:

Accession Description ‘ s%e ;I;:i:‘: l:ogﬁa!e
CAQDE475.7 RMA-dependent RMA polymerase [Fig mosaic virus] 4688 4688 100%
BAM137E6.1 RMA-dependent RNA polymerase, partial [Fig mosaic virus] =dbj|Bak: 170 170 3%
ACWE4413.1  polymerase [Fig mosaic virus] 07 7 15%
BAM13786.1 RMA-dependent RNA polymerase [Fig mosaic virus] 4336 4336 100%
BAM137E4 1 RMA-dependent RNA polymerase, partial [Fig mosaic virus] =dbj|Bak; 189 169 3%
BAM13789.1 FMa-dependent RNA polymerase, partial [Fig mosaic virus] 168 165 3%
BAM13789.1 RMA-dependent RMA polymerase, partial [Fig mosaic virus] =dbj|Bak; 188 168 3%
BAM13785.1 RMA-dependent RMA polymerase [Fig mosaic virus] 4506 4306 100%
AEI98676.1 RMA-dependent RNA polymerase [Fig mosaic virus] 4439 4499 100%
AFI06419.1 RMA-dependent RNA polymerase, partial [Fig mosaic virus] 152 152 3%
BAM13793.1 RrA-dependent RMA polymerase, partial [Fig mosaic virus] 167 167 3%
BAM13800.1 RMA-dependent RNA polymerase, partial [Fig mosaic virus] 187 167 %
BAM137821 RMA-dependent RNA polymerase, partial [Fig mosaic virus] 167 167 3%
BAM13734 .1 RMA-dependent RMA polymerase, partial [Fig mosaic virus] =dbj|Bak: 180 166 3%
CBJ34322 1 RM& dependent RMA polymerase [Fig mosaic virus] 157 157 3%

—
o

AFJOB418.1 RMA-dependent RMA polymerase, partial [Fig mosaic virus] 143 149 3%
CR134336.1 RMA dependent RMA polymerase [Fig mosaic virus] 183 4%

-
oo
]

Sekil 4.41. CAQ03479.7 erisim numarali FMV-2 kodlu izolatinin Diinya’ da kayith
diger izolatlarla kargilagtirillmasi
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4 gb|4 ECSPE0.1 vinrses)
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A refYP_004327 50,1 viRsas)

PabjacwsH 3 ininses) Amerikan izolati

#dbjiEam1zEE i) Japon izolat

]

@ amblC:A00 3479, Tivituses)

4  amb|CAQD 3479, Tiviiuses)

BahpEsemedvings)  Kanada izolaty

wbjlBamsTesvins) Japon izolat

Sekil 4.42. CAQO03479.7 erisim numarali FMV-2 kodlu izolatinin, Incir mozaik
viriisii’ne ait filogenetik soy agagtaki yeri
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sequences producing significant alignments:

Accession Description ‘ s%e ‘ ;T;?L ‘ COD‘%!E ‘ va%ue
F1211073.1  Fig mosaic associated virus JJw-2008 nucleocapsid protein: 1493 1493 100% oo
ABESTE4E.L  Fig mosaic virus NP gene for nucleocapsid protein, complete 1428 1426 99% 0.0
ABBS7E48.1  Fig mosaic virus NP gene for nucleocapsid protein, complete 1424 1424 99% 0.0
ABBY7E44.1  Fig masaic virus NP gene for nucleocapsid protein, complete 1419 1418 9%, oa
HO703345.1  Fig mosaic virus isolate CANOL segment RNA3 putative nucl 1327 1397 99% 0.0
GUzz7421.1  Fig mosaic virus isolate EI-BS-15 nucleocapsid protein geng 414 414 0% Se-112
GU227420.1  Fig mosaic virus isolate EI-D1-9 nucleocapsid protein gene, 414 414 30% Se-112
ABBS7E43.1  Fig mosaic virus NP gene for nucleocapsid protein, complete 1308 1308 99% 0.0
ABB37847.1  Fig mosaic virus NP gene for nucleocapsid protein, complete 1308 1306 99% 0.0
ABESTE45.1  Fig mosaic virus NP gene for nucleocapsid protein, complete 1303 1303 99% 0.0
ABBSTESZ.L  Fig mosaic virus NP gene for nucleocapsid protein, complete 1258 1258 99% 0.0
ABESTESIL  Fig mosaic virus MNP gene for nucleocapsid protein, complete 1258 1258 99% 0.0
HO377217.1  Fig mosaic virus isolate F1 nucleocapsid protein gene, parti. 388 iag 1% de-104
ABB37E55.1  Fig mosaic virus NP gene for nucleocapsid protein, complete 1242 1242 99% 0.0
ABESTESOLL  Fig mosaic virus NP gene for nucleocapsid protein, complete 1230 1230 99% 0.0
EM391954.1  Fig mosaic virus mRANA for putative nucleocapsid protein (N 1236 1236 99% 0.0
AREY7E54.1  Figmosaic virus NP gene for nucleocapsid protein, complete 12189 1219 9% 0.0

Sekil 4.43. FJ211073.1 erisim numarali FMV-3/FMV-4 kodlu izolatlarin Diinya’
da kayith diger izolatlarla karsilastirilmasi
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Sekil 4.44. FJ211073.1 erisim numarali FMV-3/FMV-4 kodlu izolatlarinin,
Incir mozaik iliskili viriis-1" e ait filogenetik soy agagtaki yeri
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4.8. Siirgiin Ucu Kiiltiirii ve Termoterapi Ile Saghkl Sarilop ve Bursa
Siyahi incir Fidam Elde Edilmesi

4.8.1. Baslangig Kiiltiirii, Coklu Siirgiin ve Kiiciik Bitkilerin Elde Edilmesi

Incir mozaik hastalig1 ile enfekteli, 10 adet Sarilop, 10 adet de Bursa Siyahi
incirler siirgiinlerine ait 4-5 cm uzunlugundaki yesil ¢eliklerden, 1-1.5 cm
uzunlugunda mikro c¢elikler elde edilmigtirr. Daha sonra sterilizasyonu
gerceklestirilmis mikro c¢elikler, 0.5-0.7 cm kalacak sekilde kesilmis ve iginde
besin ortami bulunan kiiltiir tiiplerine yerlestirilmistir. Boylece baslangic kiiltiirii
hazirlanmistir (Sekil 4.44). Benzer sekilde, Pontikis ve Melas (1986), Ficus carica
L.’ye ait siirgiinlerden 0.5-1.0 mm uzunlugundaki meristemleri, IBA, NAA, BA
ve GA ile zenginlestirilmis Murashige Skoog (1962) (MS) ortaminda kiiltiire

almiglar ve siirgiin gelisimleri gerceklestirmislerdir.

Yesil celiklerden kesilerek alinan ve eksplant olarak adlandirilan bu siirglin ucu
parcalarinin etrafinda, diizensiz gelisen, ince ¢eperli ve kallus olarak isimlendirilen
parankimatik hiicre topluluklart meydana gelmistir (Sekil 4.43). Kallus olusumu
sonrasi, 4 haftada bir besin ortaminda alt kiiltiire alinarak ¢oklu siirgiinler elde
edilmistir (Sekil 4.43). Daha sonra siirgiin uglarindan elde edilen ¢oklu siirgiinlere,
6 hafta boyunca bitki biiylime dolabinda 1s1 uygulamasi yapilmistir. Termoterapi
uygulanmis in vitro siirgiin uglar bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen yar1 kati
WPM ve %2 doz MS (Murashige ve Skoog, 1962) besin ortamlarina koklendirme
amactyla aktarilmis ve basarili sonuglar alinmistir (Sekil 4.43). Kok gelisiminin
ardindan kiigiik bitkiler gelismistir (Sekil 4.43). Koklendireme ortami olarak
Pontikis ve Melas (1986)’da IBA, NAA, BA ve GA ile zenginlestirilmis MS
ortamint kullanmiglardir. Ancak siirgiinlerin, 0,1 ve 0,2 mg/l IBA igeren
koklendirme ortamma transfer edildiginde, %75 oraninda saglikli bitkiler elde
edildigi Demiralay (1997) tarafindan bildirilmistir.
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Sekil 4.45.

Strglin ucu kiltiri ile kiigik incir bitkicigi elde edilmesi;
a,b) Siirgiin ucu, c¢) Kallus baslangici, ¢,d,e,f) Kallus olusumu,

g,h) Coklu siirgiin olusumu, 1,i) Kok gelisimi saglanmis incir
bitkicigi
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4.8.2. In vitro Elde Edilen Incir Bitkilerinin Dis Ortama Alstirilmalar:
(Aklimatizasyon)

Koklenen 5 Sarilop, 5 de Bursa Siyahi olmak tizere toplam 10 bitkicik, torf ve
perlit (1:1) iceren strafor kopiik bardaklara aktarilmis ve kontrollii kosullara sahip
iklim odasinda, in vitro elde edilen bitkilerin dis ortama alistirllmasi
(aklimatizasyon) gergeklestirilmistir (Sekil 4.46). Daha sonra aklimatizasyonu
saglanmig ex vitro bitkiler, toprak, torf ve perlit (2:1:1) karigimi igeren plastik
saksilara aktarilmistir (Sekil 4.46).

f‘

Sekil 4.46. In vitro elde edilen Sarilop ve Bursa Siyahi incir bitkileri; a,b,c) dis
ortama alistirma, d,e,f) toprak: torf: perlit (2:1:1) karisimu igeren plastik
saksilara aktarilmis bitkiler, gh) siirgiin ucu kiiltiirii ve termoterapi
uygulanarak elde edilmis saglikli Sarilop ve Bursa Siyahi incir bitkileri
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4.8.3. In vitro Elde Edilen Sarilop ve Bursa Siyahi Incir Bitkilerinin RT-PCR
Testleri

In vitro kosullarda yetistirilen Sartlop ve Bursa Siyahi incir bitkileri, incir mozaik
viriisii (Fig mosaic virus, FMV) ve Incir mozaik viriisii ile iliskili viriis-1 (Fig
mosaic associated virus-1, FMaV-1) spesifik primer ciftleri kullanilarak RT-PCR
testleri yapilmistir. Test sonucunda in vitro elde edilen incir bitkilerinin FMV ve
FMaV-1 viral etmenleri yoniinden temiz olduklart belirlenmistir (Sekil 4.47)

Sekil 4.47. In vitro elde edilmis incir bitkilerinin FMV ve FMaV-1 primerleri ile
yapilmis RT-PCR sonrast jel elekrtroforezindeki goriintiisii. M; Markor,
1; FMV pozitif kontrol, 2-6 arast FMV’den temiz in vitro Sarilop incirleri,
7-11 arast FMV’den temiz in vitro Bursa Siyahi incirleri, 16;FMaV-1
pozitif kontrol, 17-21 aras1 FMaV-1’den temiz in vitro Sarilop
incirleri, 22-26 arast FMaV-1’den temiz in vitro Bursa Siyahi
incirleri
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5. SONUC

Tiirkiye’de ve Diinya’da incir iiretiminde iist siralarda yer alan Aydin ili’ nde,
incir yetistiriciliginin yapildig1 bahgelerde Incir mozaik hastaligmin bulundugu
bilinmektedir. Ancak hastaligin yaygmliginin ne ¢apta oldugu hakkinda fazla bir
bilgi bulunmamaktadir. Bu sebeble, Incir mozaik hastaliginin yaygmhigini
saptamak amacityla Aydin Ili’ nin Nazilli, Germencik, Incirliova ve Bozdogan
ilgelerinde sorveyler gerceklestirilmistir. Sorveyler sonunda Nazilli ilgesinde 4415,
Germencik ilgesinde 3980, Incirliova ilgesinde 1445 ve Bozdogan ilgesinde 955
incir agac1 incelenmis ve agacglarin hepsinde farkli siddetlerde olmak iizere mozaik
belirtileri gdzlenmistir. Ozellikle incir agaglarinin geng siirgiinlerind enfeksiyonun
etkili oldugu ve dallarda gelisme geriligine sebeb oldugu saptanmis, ayrica incir
meyveleri iizerinde mozaik belirtileri de gozlenmistir.

Incir mozaik hastaligina neden olan etmenlerin bitki zsuyu ile taginmasi ve bazi
konukgularint belirlemek amaciyla incir bahgelerinden toplanan taze yaprak
ornekleri derin dondurucuda bekletilmis ve elde edilen bitki dzsulan ile Cezayir
meneksesi (Catharanthus roseus), sirken (Chenopodium amaranticolor), hiyar
(Cucumis sativus), hanim diigmesi (Gomphrena globosa) ve tiitiin (Nicotiana
tabacum L. cv ‘Samsun’) bitkilerine mekanik inokulasyon yapilmis, tiitiin bitkileri
hari¢ diger test bitkilerinde ¢esitli belirtiler goriilmiistiir. Hiyar (Cucumis sativus)
yapraklarinda, benek seklinde klorotik lokal lekeler ve sekil bozukluklari, hanim
diigmesi (Gomphrena globosa L.) yapraklarinda klorotik lekeler ile kirmizimsi
kahverengi lokal lekeler ve belirgin nekrotik lekeler meydana gelmistir. Sirken
(Chenopodium amaranticolor L.) yapraklarinda ise benek seklinde klorotik lokal
lekeler ve mozaik belirtileri, Cezayir meneksesi (Cataranthus roseus L.)
yapraklarinda da klorotik lekeler, mozaik ve sekil bozuklugu belirtileri

gbzlenmistir.

Incir mozaik hastalik etmeninin Aceria ficus Cotte. ergini ile tasmnma calismalar
sonucunda Catharanthus roseus L. yapraklarinda sekil bozuklgu, kloroz ve yaprak
ayasinda ¢ukurlagma ile mozaik belirtileri elde edilmistir. Ayrica, Sarilop ve Bursa
Siyahi incir yapraklar tizerinde mozaik ve pas belirtisi meydana gelmistir. Ancak
A. ficus ergini bulunan hiyar bitkilerinde higbir belirti goriilmemistir.
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dsRNA izolasyonuna tabi tutulan toplam 136 6rnekden 107 tanesinde farkli
sayilarda dsRNA bandlarina ait profiller elde dilmistir. Elde edilen dsRNA
profillerinin, 1 ile 6 band arasinda degistigi ve biiyiikliiklerinin 23.130bp ile 564bp
arasmnda oldugu saptanmustir. Bu sonuglara gére, Aydin yéresinde Incir mozaik
hastaligina neden olan birden fazla viral etmenin oldugu sdylenebilir. dSRNA
izolasyonu ayrica A. ficus ile tasinmig; Sarilop, Bursa Siyahi incir bitkileri ve C.
roseus bitkilerine ait yapraklardan yapilmis olup 1 ve 2 banda sahip dsRNA
profilleri elde edilmistir. Bu dsRNA profilleri, FMV’ nin akar ile C. roseus

bitkisine tagindiginin gostergesidir.

RT-PCR caligmalar1 da toplam 136 6rnek ile gergeklestirilmis ve bu orneklerden
82 tanesinde pozitif sonuclar alinmistir. Sonug alinan bu 82 6rnekten 38 tanesinde
yalnizca FMV, 18 tanesinde yalnizca FMaV-1, 26 tanesinde hem FMV hem de
FMaV-1 etmenleri saptanmustir. 26 Sarilop ve 12 Bursa Siyahi incir drnegi sadece
FMV, 8 Sarilop ve 10 Bursa Siyahi incir 6rnegi sadece FMaV-1, 14 Sarilop ve 12
Bursa Siyahi incir yaprak 6érnegi hem FMV hemde FMaV-1 etmenleriyle enfekteli
oldugu saptanmustir. Yapilan RT-PCR testleri sonucunda, Incir mozaik viriisii (Fig
mosaic virus, FMV) i¢in 302 bp’de, Incir mozaik viriisii ile iliskili viriis-1 (Fig
mosaic associated virus-1,FMaV-1) i¢in de 298 bp’de DNA bantlar1 elde
edilmistir. Incir yaprak benek viriisii ile iliskili-1 (Fig leaf mottle associated virus-
1, FLMaV-1) ve Incir yaprak benek viriisii ile iliskili-2 (Fig leaf mottle associated
virus-2, FLMaV-2) primerleri ile herhangi bir pozitif sonu¢ alinmamistir. Sonug
olarak, Aydin ydresinde IMH belirtisi gdsteren incir bitkilerinde, RT-PCR y&ntemi
kullanilarak FMV ve FMaV-1 viral etmenlerin varoldugu saptanmustir.

Aydin yoresinde oldugu belirlenen iki incir viral etmeni Incir mozaik viriisii ve
Incir mozaik iligkili viriis-1’in klonlanmas1 sonucu yapilan PCR testlerini takiben
FMV ve FMaV-1 i¢in dizi belirleme ve filogenetik ¢alismalar yapilmistir. Elde
edilen sonuclara gore calismada elde edilen Incir mozaik viriisiine ait Tiirk
izolatlarin, Japonya izolatlar1 ile % 98, % 97 ve % 94, Kanada izolatlar ile % 96,
% 93, Iran izolat1 ile % 93, Italya izolatlar1 ile % 94, % 88, Amerika izolat1 ile %
98 benzerlik oranlart belirlenmigtir. Bu veriler degerlendirildiginde ¢alismada elde
edilen Tirk izolatlar en ¢ok benzerlik gostermis olduklar1 Japon ve Kanada
izolatlar1 ile ayn1 grupta yer almislardir.
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Bu proje kapsaminda IMH’ye neden olan etmen veya etmenlerin tanilanmasina
yonelik yapilan ¢aligmalarin yani sira 6nem arz eden bir diger husus da iiretimde
kullanilacak iiretim materyalinin nasil temiz elde edilecegi konusudur. Bu
caligmada siirgiin ucu kiiltiirii ve termoterapi uygulamasi yapilmis Incir mozaik
viriisii ve Incir mozaik viriisii ile iliskili viriis-1’den temiz 5 adet Sarilop, 5 adet de
Bursa Siyahi incir bitkileri elde edilmistir.

Incir mozaik hastalig1 iizerine daha once iilkemizde yapilan galismalar ve bu
arastirma sonucunda Tiirkiye’deki incir yetistirilen alanlarin IMH etmenlerinin
bazilart ile enfekteli oldugu belirlenmistir. Bundan sonraki yapilacak ¢aligmalar

tlim incir viral etmenlerini kapsayacak sekilde yiiriitiilmelidir.

IMH etmenleri as1 ve vektor ile tasintyor olmasi hastalik etmenleri ile miicadelede
zorluklarida beraberinde getirmistir. Bu nedenle lilkemizde 6nemli bir dig satim
triinii olan incirin saglikli iiretim materyalinin elde edilmesi ve bu iiretim
materyali ile kapama incir bahgelerinin tesis edilmesi 6énemlidir. Bu arastirma ile
Sarilop ve Bursa Siyahi incir ¢esitlerinde virlisten temiz iiretim materyalinin nasil
elde edilecegi belirlenmistir. Bu yontemler diger incir ¢esitlerinde de kullanilarak,
saglikl incir baz materyalleri elde edilmeli ve gelikler bu anaglardan alinarak yeni
tesis edilecek bahgelerde bu tiretim materyalleri kullanilmalidir. Ancak boylece
hastaligin as1 ile taginma riski ortadan kaldirilabilecektir. Kurulacak olan bu temiz
incir bahgelerinin hastaliktan korunmasi A. ficus’ a karsi ruhsatli bir akarisitin
gelistirilmesi ile Onlenebilir. Ayrica A. ficus ile hangi incir viral etmen veya
etmenlerinin tasindigi ve bununla birlikte tasinma etkinlikleri de ¢alisiimalidir.
IMH vektorii A. ficus disinda diger incir zararlilarminda vektdr olabilme
olasiliklar aragtirilmalidir.
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EKLER

Ek. 3.1. Toplam Niikleik Asit Ekstraksiyonunda Kullanilan Soliisyonlar

1. Ezme Tampon Cozeltisi (Ekstraksiyon buffer) (100 mM Tris-HCI)

pH.8.0, 50mM EDTA pH. 7.0, 500 NaCl, 10mM 2. mercapto-ethanol (1/1000))
Tris-HCI 2.4228 g

EDTA 3.7224 g

NaCl 5.844 g

Yukardaki miktarlar 150 ml distile su igerisinde sirasiyla ¢oziilmiis pH ayarlamasi
yapilmis ve toplam hacim 200 ml’ye tamamlamigt 1r. Daha sonra 1/1000 oraninda
2-Mercaptoethanol ilave edilmistir.

2. Sodyum dodesul siilfat (%20) (Sodium Dodecyl Siilfate, SDS)

20 g sodium dodecyl siilfate 80 ml distile su igerisinde ¢oziilmiis ve hacim
100 ml’ye tamamlanmustir.

3. Potasyum Asetat (Potasium asetate CH3COOK) (5M)

49.075 g potasium asetate 60 ml su igerisinde ¢oziilmiis ve hacim 100 ml’ye
tamamlanmastir.

4. Sodyum asetat (Sodium asetate CH3COONa) (3M)

40.824 g sodium asetate 60 ml su icerisinde ¢oziilmiis ve hacim 100 ml’ye
tamamlanmastir.

5. Etanol (%70’lik) (Ethanol)

70 ml %99’ luk ethanol ile 29 ml su karigtirilarak % 70’lik ethanol hazirlanmustir.
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Ek.3.2. Molekiiler Cahismalarda Kullanilan Tampon Cozeltiler
1. TBE buffer (89 mM Tris, 89 mM borik asit, 2 mM EDTA) (pH: 8,3)

1X TBE buffer hazirlamak i¢in 10.777 gr Tris-Base, 5.502 gr boric asit ve 0.744
gr EDTA 900 ml saf su igerisinde eritilmistir. Cozeltinin pH’s1 8,3 olarak
ayarlandiktan sonra son hacim 1000 ml’ye tamamlanmstir.

2. Etidyum bromid

10 mg etidyum bromid 1 ml saf su igerisinde ependorf tiiptinde eritilmistir.
Daha sonra bu ana stoktan 30 pl alinarak 100 ml saf su igerisine ilave edilmistir.
3. Fenol/Kloroform/izoamil Alkol (25:24:1)

Stok fenolden bir pipet yardimiyla dikkatlice 25 ml cekilir. Uzerine 24 ml
kloroform ve 1 ml izoamil alkol ilave edilerek toplam hacim 50 ml’ye tamamlanir.

4. Kloroform/izoamil Alkol (24:1)

24 birim kloroform, 1 birim izoamil alkol ile karistirilarak hazirlanir. Icinde
bulundugu sise aliiminyum folyo ile sarilarak isiktan korunmali ve + 4 °C’de
saklanmalidir.

5. M Na-asetat (pH 4.8 ve 5.2)

Hazirlanmak istenen hacimde, 3 M olacak sekilde Na-asetat tartilir ve manyetik
karigtiric1 iizerinde bir miktar saf suda ¢oziiliir. Glasial asetik asit ile pH’s1
ayarlanir ve saf su ile istenen hacme tamamlanir. Otoklavlandiktan sonra oda
sicakliginda muhafaza edilir.

6. Agaroz Jel

Belirlenen hacim i¢in gerekli miktarda agaroz tartilarak bir erlen igerisine konur.
Uzerine hesaplanan hacimde 1X TBE tamponu (Ek 1.11.) konarak alev iizerinde
eriyinceye kadar tutulur. Elle tutulacak sicakliga kadar (45-50 °C) soguduktan
sonra son konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak sekilde EtBr soliisyonu (Ek 1.12.)
ilave edilir. Jel kabma dikkatli bir sekilde dokiilerek jel taragi yerlestirilir ve
donmas: i¢in yaklagik 40 dk beklenir. Jel elektroforez tankina alinarak iizeri
ortiilene kadar 1X TBE tamponu ilave edilir. Tarak ¢ikarilarak olusan kuyulara
DNA ornegi yerlestirilir.
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7.01 M MgCl,

Istenen hacim igin gerekli MgCl2 hesaplanarak tartilir ve istenilen hacimde saf su

ile ¢o6ziiliir. Otoklavlanarak +4 °C’de muhafaza edilir. Kontamine etmeden
kullanilir.

8. X-gal (20 mg/ml)

Istenen hacim igin gerekli miktarda X-gal tartilarak N,N-Dimetilformamid
icerisinde ¢oziliir. Koyu renkli bir siseye alinarak veya bulundugu kap aliiminyum
folyo ile sarilarak -20 °C’de muhafaza edilir. Hazirlanan besi yeri 45-50 °C’ye
kadar soguduktan sonra son konsantrasyon 40 pg/ml olacak sekilde stoktan ilave
edilir.
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