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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ISTANBUL ILI’NDE DiKiMi YAPILAN LALELERDEKI VIRUS HASTALIKLARININ
SAPTANMASI VE TANILANMASI UZERINE ARASTIRMALAR

Serkan DENIZER

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist
Bitki Koruma Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Ahmet CITIR

Gosterisli ¢igeklerinden dolay1 siis bitkisi olarak tarihten glinlimiize, artan ilgiye sahip
olan lale (Tulipa spp) tiir ve gesitleri,“Monocotyledoneae” Bitki Diinyasi’nin “Liliaceae”
familyasindan ¢ok yillik soganli ve otsu bir bitkidir. Giiniimiizde lale Istanbul’un simgesi
olarak kabul edilmekte bu yiizden Istanbul’da her yil acik yesil alanlarda yogun bir sekilde
dikilmektedir. Her kiiltiir bitkisinde oldugu gibi lalenin de yetistiriciligi yapilirken, hastalik ve
zararl1 etmenler goriilmektedir. Bu calisma ile 2013-2014 yillarinda Istanbul ili’ndeki agik
yesil alanlardaki lalelerde goriilen virlis hastaliklarin1 saptamak serolojik ve molekiiler
yontemlerle viriisleri tanilamak amaglanmistir. Karakteristik mozayik, ciicelik, kloroz ve
diger sistemik hastalik simptomlar1 sergileyen bitkilerden 274 adet 6rnek elde edilmistir. 264
adet simptomatik petal yaprak Ornegine uygulanan Double Antibody Sandwich Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) yontemi ile serolojik teste tabi tutularak
Tobacco rattle virus (TRV), Tobacco mosaic virus (TMV), Arabis mosaic virus (ArMV) ve
Strawberry latent ringspot virus (SLRSV) viriisleri arastirilmistir. Ancak arastirilan bu
virlislerin hig¢birine bu 6rneklerde rastlanmamustir. Lalelerde renk kirilmasi ve clicelige neden
olan virlisiin saptanmasi i¢in LEAF- DIP metodu ile Scanner Elektron Mikroskop (SEM)
calismasi yapilmis ancak aranan esnek ¢ubuk formundaki virionlara rastlanmamistir. Geriye
kalan 10 6rnekten RNA ekstraksiyonu yapilarak Tulip breaking virus (TBV )’e 6zgii cDNA
sentezi gerceklestirilmistir. Viriisiin tiim genom dizilimine ait {i¢ primer ¢ifti ile TBV ’niin
kapstiliinii olusturan protein alt {inite molekiilii sentezini kodlayan 3 ¢ift primerler kullanilarak
Real-Time RT-PCR (qRT-PCR ) testi gergeklestirilmisti. qRT-PCR sonucu her yil
Istanbul’da dikimi yapilan lalelerin petal yapraklarindaki renk kirilmasi ve ciicelige neden
olan viriisiin TBV oldugu kanitlanmistir.

Anahtar kelimeler: Tulipa spp., Tulip breaking virus (TBV), DAS-ELISA, SEM, Real-Time
RT-PCR
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ABSTRACT

MSc. Thesis

DETERMINATION AND IDENTIFICATION OF TULIP VIRUS DISEASES ON
TULIPS IN ISTANBUL PROVINCE OF TURKEY

Serkan DENIZER

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet CITIR

For their elegant flowers as a perennial herbaceous ornamental bulb plant with many
cultivars, tulip (Tulipa spp.) have been attracted attention historically and classified into
“Monocotyledoneae” Liliaceae family of plant world. Today tulip has been considered as a
symbol of Istanbul and planted intensively in recreational areas every year. Like every
cultivated and produced plant species, tulips suffer from their pests and diseases. In order to
determine tulip virus diseases and identify their viruses on tulips grown in Istanbul this
research study was implemented during the years of 2013 and 2014. For this purpose 274 leaf
samples from symptomatic tulip petals and leaves exhibiting characteristic mosaic, color
breaking, dwarfing and chlorosis were collected in parks, gardens, forests and other
amusement sites in Istanbul. By employing Double Antibody Sandwich Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) tests presence of Tobacco rattle virus (TRV), Tobacco
mosaic virus (TMV), Arabis mosaic virus (ArMV) and Strawberry latent ringspot virus
(SLRSV) viruses were searched on 264 petal leaf samples. However none of these viruses
were found in tested samples. In order to observe flexible rot shape virions of Tulip breaking
virus (TBV) visually leaf-dip method was implemented by using Scanning Electron
Microscopy (SEM). Merely there was none flexible virions on prepared grids. 10 remaining
tulip leaf samples were used for RNA extraction and cDNA synthesis was done. By
employing 3 pairs of primer of full genome of TBV and 3 pairs of primers of code protein of
TBV gene Real-Time RT-PCR (qRT-PCR) test was implemented. As a result of gqRT-PCR
tests at least 2 samples of symptomatic tulip plants of Istanbul revealed the presence of TBV.

Key words: Tulipa spp., Tulip breaking virus (TBV), DAS-ELISA, SEM, qRT-PCR
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1. GIRIS

Bulunduklar1 ortama dekoratif, ilgi ¢ekici bir goriiniim saglayan ve canlilik
kazandiran, soganli bitkilerin, kesme g¢igek, saksili ve bahge ¢icegi olarak her gegen giin
kullanim1 artmaktadir. Artan bu kullanim, siis bitkileri ticareti iginde, soganlt siis bitkileri
ticaretini kiiciimsenmeyecek bir diizeye ulastirmistir. Halen 800’den fazla soganli siis bitki tiir
ve ¢esidinin ticaretinin yapildig: siis bitkileri sektoriinde Lale (Tulipa), Nergis (Narcissus),
Glaydl (Gladiolus), Siisen (Iris), Zambak (Lilium), Cigdem (Crocus) ve Siimbiil (Hyacinthus)
ticareti en ¢ok yapilan soganli siis bitkileridir. Bu yedi tiirlin, toplam soganli siis bitkileri

ticaretindeki pay1 % 90’dir (Alp ve ark. 2010, Benschop ve ark. 2010).

En ¢ok ticareti ve iretimi yapilan soganli bitkilerden biri olan lalenin kokeni, Orta
Asya’ya dayanmaktadir. Anavatani, kuzeyde Pamir yaylalarina, Tien-San daglarina, giineyde
Hindistan’in Kesmir Bolgesi’nde 4000 m rakimdaki daglara, doguda Cin, batida ise Dogu
Anadolu’dan Kafkasya’ya kadar uzanan genis bir cografyadir (Everett, 2013).

Lalenin botanik taksonomideki yeri asagida gosterilmistir.

Alem:  Plantae

Sube: Magnoliophyta
Boliim: Monocotiledoneae
Simif: Magnoliopsida
Takim: Liliales

Familya: Liliaceae

Cins: Tulipa

Halen yetistiriciligi yapilan baslica lale tiirlerinin isim listesi ise Cizelge 1.1.’de

gosterilmistir.



Cizelge 1.1. Tiirkiye’de baslica lale tiirleri isim listesi (Akalin, 1952).

LATINCE ADI TURKCE ADI
Tulipa acuminata Vakl. Ucu sivri lale
Tulipa elegans hort. Zarif lale

Tulipa fulgens hort. Parlak kirmizi
Tulipa montane Lindl. Dag lalesi

Tulipa oculus Solis amans. Glnes gozl
Tulipa praecox Ten. Er agan lale
Tulipa pubescens willd. Yumusak tlyld lale
Tulipa pulchella fenzel Pek glizel

Tulipa retroflexa hort. Ters Lale

Tulipa seratina Reboul. Gec acan lale
Tulipa silvestris L. Orman lalesi
Tulipa suaveolens Guzel kokulu lale
Tulipa hispanica willd. ispanyol lalesi
Tulipa biflora hort. Cift renkli lale
Tulipa tricolor Ledeb. Ug renkli lale
Tulipa sintenisii Baker in Gard Mus lalesi

Lale sogani, botanik anlamda ger¢ek sogandir. Lale ¢igegi alt1 adet tag yaprak, 6 erkek
organ (iki sirali), ii¢ karpelli disi ovaryum organdan olusur. “Tulipa” cinsi yaklagik 125 tiir
icerir. Lale, Anadolu’nun daglik bolgeleri, yazin kuru ve sicak, kisin soguk ve nemli gecen
iklime sahip bolgelerde dogal olarak yetismektedir. Tirkiye’de “Tulipa” cinsinden 17 tiir, 1
alt tiir ve 1 botanik varyete olarak toplam 19 adet taksona mensup lale dogal olarak
yetismektedir. Tirkiye’nin dogal bitki oOrtiisii de lale tiirleri acisindan olduk¢a zengindir.
Tulipa humulis Herbert, gibi birgok tiir Antalya’dan baglayarak, Van ve Hakkari’e kadar genis
bir yayilis alanina sahiptir. Ayn1 zamanda sahip oldugumuz tiirler ¢ok ciddi varyasyonlar
gostermektedir. Ornegin, T. humilis lale ve giilde hemen hemen hi¢ sahip olmadig koyu
leylak (mavi) rengine sahip tiplerden bahsedilmektedir. Ayni sekilde endemik bir tiiriimiiz
olan Mus lalesi Tulipa sintenisii Baker in Gard’nin Mus ovasindaki popiilasyonunda biiyiik
varyasyonlardan bahsedilmektedir (Eker 2010, Alp 2012, Alp ve ark. 2013, Everett 2013).

Lale, acik yesil alanlarda siis bitkisi, ev i¢i dekorasyonlarda ve bezeme sanatlarinda

motif olarak cesitli lilkelerin yasamlarinda yer almistir. Ayrica bir tarimi yapilan bitkisel



tiretimin bir {riinii olarak da Onemi disiinlildiigiinde, {ilkenin tarihinde, kimliginde,
ekonomisinde ve kiiltiirinde son derece Onemli yeri oldugu goriiliir. Osmanh
Imparatorlugunun XVII. yiizyillin basindaki “Lale Devri” ve Hollanda’nin basta lale olmak
tizere diger soganli ve yumrulu bitkilere dayali ekonomisinin, turizmle birlikte iilke agisindan
ne derece énemli oldugu bilinmektedir. Bitkisel {irlin olarak Tiirkiye’de her gegen giin 6nemi
artmakta olan Lale (Tulipa spp.) Tiirk Islam kiiltiiriinde de 6nemli bir yere sahiptir. Lale
kiiltiirimiizde, Allah’in varhigmi ve tekligini simgelemektedir (Atasoy 2002, Alp 2006, Alp
ve Asur 2006).

Bugiin Hollanda topraklarinin yaklasik dortte birinde lale yetistirilmektedir. Bu biiytlik
miktarda {iretim sonucunda her yil yaklasik 3 milyar lale sogani iiretilmekte ve bunun 2
milyar1 diger iilkelere ihra¢ edilmektedir. Hollanda lalelerini satin alan iilkelerin basinda
A.B.D, Japonya ve Almanya gelmektedir. Uretilen yeni melez tiirlerde; yeni renk tonlar1, yeni
formlar, farkli ¢igeklenme periyotlari, daha dayanikli ve uzun siireli ¢icek acabilecek

ozellikler gelistirilmektedir (Alp ve ark. 2010, Benschop ve ark. 2010).

Lalenin, Tiirkiye'den Avrupa'ya hangi tarihte gotiriildigli, kesin olarak
bilinmemektedir. Avusturya-Macaristan Imparatoru’nun, Sultan Siileyman nezdindeki
biiyiikelgisi O. G. Busbecq'in, Istanbul’dan Avrupa'ya gotiirdiigii bitkiler arasinda lale
soganlarinin da bulundugu sanilmaktadir. Busbecq, hayatinda ilk defa karsilagtigi lalenin,
Edirne ile Istanbul arasindaki tarlalarda yetistirildigini, 1554 ilkbaharinda bu yoldan gegerken
gordiiglinii kaydeder. Ayn1 yoldan 1673 yilinda gecen Fransiz el¢ilik memuru A. Galland, 15
Mayis 1673 pazartesi giinli, Liileburgaz civarinda lale tarlalar1 gordiigiinii belirtmektedir.
Istanbul’dan Avrupa'ya gétiiriilen ilk lale tiirlerinin hangileri oldugu tam olarak

bilinmemektedir (Baytop 1998, Pavord 1999).

Lalenin Avrupa'da taninmasi ve yayilmasinda, Fransiz botanik¢i Charles de 1'Escluse
(1526-1609), katkida bulunmustur. Biitiin Avrupa’yr dolagmis olan bilim adami, 1573-1576
yillarinda Viyana Botanik Bahgesi Direktodrlii’gii yaptig: sirada, Istanbul’dan birgok soganli
bitki elde etme olanagi bulmustur (Baytop 1998, Pavord 1999).

Lalenin kiiltiire alindig ilk topraklar Anadolu olmasina karsin, ticari siis bitkisi olarak
bilimsel nitelikte yetistiriciligi Hollanda’nin Leiden Universitesi Bahge Bitkileri Boliim
Baskan1 Botanik¢i Carolus CLUSIUS tarafindan 1590 yilindan itibaren baslatilmistir.
CLUSIUS 1576 yilindan itibaren lale yetistirme konusunda yaptigi c¢alismalar esnasinda

homojen renkli lale g¢esitlerinde renk kirilmasi ve mozayik tipte petal yapraklardaki
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renklenmeyi fark ederek bu 06zelligi tasiyan lale soganlarindan homojen renkli diger lale
soganlarina tasiabildigini saptamistir. Bu bulgusunu lalede yeni ¢esitler {iretim teknigi olarak
degerlendirmistir (Lesnaw ve Ghabrial 2000). Avrupa’da ¢ilginlik derecesinde lale sevgisi ve
tiretim (Tulipamania) donemi yasanirken 1656 yilinda Londra’da yayimlanan Parkinson’s
Herbal Kitabi’nda agag baski teknigi ile lalelerde farkli renklerin ve renk tonlarinin ig ige yer
aldig1 lale ¢igek resimleri, lalede renk kirilmasi viriis hastaliginin o zamandan var oldugunun
bir kanitidir (Matthews 1970). Ancak bu belirtiler bir sistemik viriis hastaliginin etkisinden
ziyade hasta lalelerin bir gesit 6zelligi olarak degerlendirilmistir ve bdyle ¢igek agan lale
soganlarindan tek bir adedinin 3000 Gulden’e satildig1 yani zengin ve genis bir ailenin bir
yillik ge¢imini saglayacak harcama tutarina esdeger oldugu bildirilmistir (Lesnaw ve Ghabrial
2000).

18 yiizyllin basindan itibaren yasanan Istanbul’daki Lale devri (1711-1730)’de
200°den fazla farkli lale ¢esidine ait soganlarin yetistirildigi ve heveslilere sunuldugu
bildirilmistir. Basta Saadabat Saray1 ile Hali¢ kiyilari, Bogazi¢i’nde Kiigiikksu Kasri, Yal
Bahgeleri ve Koruluklar lalelerin en ¢ok dikildigi ve siis bitkisi olarak degerlendirildigi
rekreasyon alanlar1 olarak Osmanli Baskenti Istanbul’a hizmet etmistir. Siiphesiz istanbul
disinda Bursa ve Edirne gibi dnceki baskentler yaninda 6zellikle sehzadelerin yoneticileri
oldugu Manisa, Konya ve Amasya gibi sancak beyliklerinde de laleler en makbul ¢igek tiir ve
cesitleri olarak 6nemli yer tutmustur. Tarihi ge¢gmisi bakimindan bu denli 6nemli olan lale
modern Peyzaj Mimarlig1 agisindan da ¢ok degerli bir tarh ¢igegi ve bitkisel peyzaj malzemesi
olarak degerlendirilmektedir (Atasoy 2002, Korkut ve ark. 2010).

Lale Osmanli déneminde Istanbul’u siisleyen bir siis bitkisi olarak ¢ok kullanilmigsa
da daha sonralar1 kullanimi azalmistir. Istanbulun, lalenin kiiltiire almmasi ve tarihsel
gelisiminde ©nemli bir yeri olmustur. Istanbul’a 6zgii olan lalenin, tekrar vatani ile
bulusturmaya yonelik ¢aligmalar siirdiiriilmektedir. “Lale Vatanina Geri Doniiyor” slogani ve
programu cercevesinde Istanbul Biiyiiksehir Belediyesi lalenin agik yesil alanlarda siis bitkisi
olarak kullanimina baslanmustir. Giiniimiizde Istanbul’da 38 milyon adet lale sogan1 agik yesil
dis mekanlar da kullanilmaktadir.

Halen Istanbul Biiyiiksehir Belediyesi Baskanligi tarafindan desteklenen ve kurulan
Istanbul Lale Vakfi lalenin her tiirlii kiiltiirel ve bilimsel arastirma ve gelistirmeye yonelik
faaliyetlerini diizenlemektedir. Bu baglamda 2013 yilinda 5. Diinya Lale Zirvesi genis bir
uluslararas1 katilimla Istanbul’da gergeklestirilmistir. 2014 yilinda ise yine 9. Uluslararasi

Istanbul Lale Festivali’nin diizenlenmis olmas1 bu cicege atfedilen Snemin bir gostergesidir.



Her kiiltiir bitkisinde oldugu gibi lalede ¢icek kalitesini ve sogan verimini olumsuz
yonde etkileyen zararlilar disinda patojenik hastaliklar bulunmaktadir. Lale basta olmak tizere
soganli bitkilerde onemli 12 fungal hastalik yaninda 11 farkli virlis hastalig1 da ¢icek
kalitesini ve sogan verimini diisiirmektedir (Daughtrey ve Wick 1995). Lalede hastaliklara
neden olan, Tulip breaking virus (TBV), Tulip band-breaking virus (TBBV ), Tulip top-
breaking virus (TTBV), Tulip halo necrosis virus (THNV) Tulip chlorotic blotch potyvirus
(TCBV), Tulip mosaic virus (TBV sinonimi), Tulip X virus (TVX) Tobacco rattle virus
(TRV), Tobacco mosaic virus (TMV), Arabis mosaic virus (ArMV) ve Strawberry latent
ringspot virus (SLRSV) virtisler, lalenin 6nemli patojenleri olarak 6n plana ¢ikmislardir. Her
ne kadar laleler de renk kirilmasi tarihsel gegmisi bakimindan en ¢ok bilinen hastalik belirtisi
ise de, bunun nedeninin bir viriis oldugu hususu 1932 yilindan itibaren fark edildigi Smith
(1972) tarafindan bildirilmistir. Tiirkiye’de ise lalede mozayik hastaliginin bulundugu ilk defa
Bremer (1954) tarafindan bildirilmistir. Benzer lale hastaliklarina neden olan viriisler ise
Miller (1966), Langeveld ve ark. (1991), Dekker ve ark. (1993) tarafindan tanimlanmis ve
listelenmistir. Buna gore lalelerde Tulip breaking virus (TBV) yaninda Tulip top breaking
virus (TTBV) adi 6ne ¢ikmaktadir. Ancak en son Kings ve ark. (2012) tarafindan yapilan
viriislerin isimlendirilme ve taksonomisinde Tulip breaking virus (TBV), Tulip mosaic virus
(TuMV) tiirleri ile TBV-IN Hindistan irki ve TuMV-JP Japonya irklarin Potyviridae
familyasinda Potyvirus cinsi igersinde yer verilmistir. Fakat Tulip mild mottle mosaic virus
(TMMMV)’ii ise Ophioviridae familyasinda Ophiovirus cinsi igerisinde simiflandirilmistir.
Dogal olarak lalelerde goriildiigii bildirilen bu viriislerle birlikte lale sogani gesitlerinin 22
virlis tlirtine duyarli olduklari, lale sogan ve ¢icek kalitesini diisiirdiikleri Sochacki (2013)
tarafindan bildirilmistir. TBV hakkinda bir diger calisma Ege bdlgesinde gergeklestirilmis
olup Tiirkoglu ve Fidan (1996) krizantem, nergis ve zambak yaninda lalelerdeki viriis
hastaliklarin1 biyolojik 6zelliklerine gore arastirmustir. Lalelerde renk kirilmasi viriisi
TBV’niin indikator tiitin Nicotiana clevelandii ve hanim diigmesi Gomphreana globosa
bitkilerine yaptiklart mekanik inokulasyonla, sistemik mozayik belirtileri gosterilerek TBV

olasiligin dile getirmislerdir.

Brunt ve ark. (1996) lalelerde renk kirilmasina neden olan bes farkli viriis hastaligin
tanimlarken asil etmenin TBV olduguna isaret etmislerdir. TBV niin konukcu ¢evresinin ise
Tulip ve Lilium tiirleri ile smirli oldugunu bildirmislerdir. Lesnaw ve Ghabrial (2000)
yaptiklar1 derleme c¢alismasinda, laledeki renk kirilmasi simptomlarin1 klasik ve tarihi

ozellikleri olan iinlii ressamlarin tablolarindaki goriintiilerle tanimlamislardir. Ayrica degisik



lale cesitlerindeki renk kirilmasi hastalik belirtilerinin  de farkliliklar gdsterdigini
bildirmislerdir. Bunlardan Rembrandt lale ¢esidinde renk kirilmasina neden olan TBV’niin
farkli bir izolat olabilecegini de vurgulamislardir. Lalelerde renk kirilmasi mekanizmasinin
petal yapraklardaki anthocyanin pigmentinin sentez mekanizmasinin phl-ph6 adli altt gen

tarafindan kontrol edildigini petunya bitkisi 6rneginde agiklamislardir.

Brunt ve ark. (1996)'nin yaptiklart derlemeye gore TBV’niin oOzellikleri soyle
siralanmistir. Tek sarmal RNA igeren viriis 750-775 nm boyunda 14 nm ¢apinda esnek ¢ubuk
formunda olup 1586 nt’den olusan bir genom yapisina sahiptir. Viriis duyarli konuk¢u
hiicreleri icersinde Riizgar Giilii seklinde ilgi cisimcikleri olusturmaktadir. Benzer ilgi
cisimciklerini TVX tarafindan da olusturulabildigi Rivas ve ark. (2009) tarafindan da
bildirilmigtir. Ad1 gegen arastiricilar Hollanda’dan Brezilya’ya ithal edilen lale soganlarinda
TMV ile TVX virislerini ilgi cisimciklerinin sekli ile saptamiglardir. Mekaniksel
inokulasyonla taginan bu viriis bitki dokularinin birbirlerine temas: ile tasinmazken, sogan
agisi ile tagiabilir. Polenle ve gergek tohumla tasinmayan TBV non-persistent bir davranisla
Myzus persicae, Aphis gossypii, Aphis fabae, Macrosiphum euphorbiae, Dysaphis tulipae,

Aulocorthum circumflexum (Aphididae, Homoptera) etkin bir sekilde tasinmaktadir.

Dogal olarak TBV’niin inokulum kaynag1 enfekteli lale ve zambak soganlaridir. Viriis
alt1 farkli vektor yaprak biti tilirleri ile non-persistent olarak hasta bireylerden saglikli olanlara
etkin bir sekilde tasinmaktadir. TBV niin Diinya’daki yayilisi ise uluslar arasi lale sogani
ticareti ile olmaktadir. Nitekim bazi tilkeler uyguladiklar1 karantina 6nlemleri ile enfekteli lale
sogani partilerini saptayabilmislerdir. ABD’nin Illinois Eyalet Universitesi’nin Yaymm
Servisi’nce Onerilen lale viriis hastaliklari ile miicadele yontemleri olarak (Anonim, 1990);

-Gerek lale sogani iiretim alanlarinda ve gerekse lale ¢igek tarhlarinda gozlemler
yapilarak ¢igek petal yapraklarinda renk kirilmasi simptomlar: sergileyen bireylerin sogani ile
birlikte sokiilerek imha edilmelidir.

-Lale sogani iiretiminde, dikim ve bakim iglemlerinde kullanilan her tiirli budama ve

bakim aletlerinin steril olmasina dikkat edilmelidir.

-Gerek lale sogani iiretim alanlarinda ve gerekse lale cicek tarhlarinda vektor yaprak

bitlerinin beslenmesinin engellenmesi i¢in yazlik yag (DNOC) uygulamasi gerekir.



-Hos goriintiileri nedeniyle lale ve zambaklarda renk kirilmasi sergileyen enfekteli
soganlarin olusturduklart ¢igek tarhlarinin, homojen renkli ¢igekler acan lale ve zambak

¢esitlerine ait ¢igek tarhlarindan uzakta tesis edilmesi Onerilir.

-Gerek lale sogani tiretim alanlarinda ve gerekse lale ¢icek tarhlarinda yabanci ot

miicadelesi yapilarak olasi viriis inokulum kaynaklarinin 6niine gegilmis olur.

-Lale soganlarmin iiretim parsellerinde ve lale soganlarinin park ve bahgelere
dikiminde, ¢icek tarhlarin tesis ederken ¢igek rengine gore hareket edilmelidir. Koyu renkli
cicek agan ¢esitlerle beyaz ve sar1 renkli ¢igek agan gesitleri, parlak agik renkli pembe,
kirmizi, kahverengi ve turuncu renkli ¢igek agan gesitlerden daha uzak mesafelere dikilmesi

yerinde olur. Boylece yaprak bitlerinin viriisleri tasimasi sinirlandirilmis olur.

Son yillarda bir ileri teknoloji iiriinii olarak Hollanda’da lalelerde renk kirilmasi virtis
hastaligi ile miicadele i¢in lale sogani iiretim parsellerindeki TBV enfekteli soganlar
ayiklayip uzaklastirmak i¢in Polder ve ark. (2010), Polder ve ark. (2014) tarafindan tasarlanan
optik algilayicilar (sensorler) ve bu sensorleri tasiyan hareketli robotlarin  kullanimi

onerilmektedir.

Istanbul tarih sahnesinde yerini aldig1 giinden bu yana ¢ag acip, ¢ag kapatacak kadar
stratejik, Diinya Kiiltiir Miras1 listesinde bulunan eserleri ile tarihin c¢eyiz sandigi
konumundadir. Ormanlari, Korulart ve Bogazi ile doga hazinesi metropol bir sehirdir. Boylesi
farkli giizellikleri barindiran, sanayi, ticaret, saglik, kiiltiir, finans ve ulasim merkezi konumda
bir cazibe sehir olan Istanbul, her gecen giin aldig i¢ gd¢ artisi ile birlikte 14.167.460 niifusu
ile 17 Avrupa iilkesinden daha kalabalik bir yerlesim merkezidir (Anonim 2013). Hizla artan
niifus miktar, carpik kentlesmesi ve betonlagmasi ile Istanbul Ili'nde yesil alanlara olan
ihtiya¢ her gecen giin artmaktadir. Yesil alanlardaki Peyzaj diizenlemeleri igerisinde de en
onemli ornamental siis bitkilerinden birisi olan Lale ve yetistiriciligi giin gectikge Onem arz
etmektedir. Lale ( Tulipa spp.) tiirleri Istanbul basta olmak iizere Tiirkiye nin pek ¢ok illeri ile
0zdeslesmis soganl siis bitkilerindendir. Yapilan gozlemlerde her yil artan Slglide iiretimi
yapilan lalelerde, renk kirilmasi hastalifi basta olmak iizere sistemik virlis hastaliklar

belirtileri gozlenmektedir.

Istanbul Ili’nin park, bahge, koru, ve diger regreasyon alanlarindaki lalelerde goriilen
viriis hastaliklarin1 saptamak, tanilamak ve miicadelesine yonelik Onerilerde bulunmak bu

¢alismanin baslica amacini olusturmustur.



2. KAYNAK OZETLERI

Bremer (1954) Tirkiye’de lalede mozaik hastaliginin bulundugunu ilk defa

gbzlemlemis ve bildirmistir.

Miller (1966) tarafindan Tulip breaking viriis (TBV) ve benzeri lale hastaliklarina
neden olan viriis patojenlerini listelemistir. Buna gore lalelerde Tulip breaking virus (TBV)

yaninda Tulip top breaking virus (TTBV) adi 6ne ¢ikmaktadir.

Matthews (1970) 1656 yilinda Londra’da yayimlanan Parkinson’s Herbal Kitabi’nda
agac baski teknigi ile lalelerde farkli renklerin ve renk tonlarinin i¢ ige yer aldig lale ¢igcek
resimlerinin lalede renk kirilmasina neden olan viriis hastaliginin o zamandan beri var

oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica TBV potyvirus cinsine mensup oldugunu bildirmistir.

Smith (1972) laleler de renk kirilmasi belirtisinin nedeninin bir viriis etmeni oldugu

hususunun 1932 yilindan itibaren anlasildigini bildirilmistir.

Anonim (1990) ABD’nin Illinois Eyalet Universitesi’nin Yayim Servisi’nce lale viriis
hastaliklar1 ile miicadele yontemleri olarak; renk kirilmasi simptomlart sergileyen lale
soganlarinin sokiilerek imha edilmesini, iiretim, dikim, bakim islemlerinde kullanilan her
tirlii budama ve bakim aletlerinin steril olmasina dikkat edilmesini, vektor yaprak bitlerinin
beslenmesinin engellenmesi i¢in yazlik yag (DNOC) kullanilmasini, hos goriintiileri
nedeniyle renk kirilmasi sergileyen enfekteli soganlarin olusturduklar1 c¢icek tarhlarinin,
homojen renkli ¢igek cesitlerinden uzakta tesis edilmesini, yabanci ot miicadelesi yapilarak
olas1 virlis inokulum kaynaklarinin 6niine gecilmesini, lale soganlarinda ¢icek rengine gore
hareket edilip, koyu renkli ¢igek acan cesitlerle, parlak acik renkli ¢icek agan cesitlerin
birbirinden daha uzak mesafelere dikilerek yaprak bitlerinin viriisleri tagima etkinliginin

siirlandigini belirtmislerdir.

Langeveld ve ark. (1991) dejenere primer ciftleri kullanilarak potyvirus cinsine
mensup tlirlerden TBV‘nin zambaktaki 1rkinin RT-PCR testi uygulanarak tanisini
gerceklestirilmistir. TBV’nin 1586 nt iceren tek sarmal RNA’ya sahip oldugu gosterilerek
Coat Protein (CP) molekiiliiniin sentezini gerceklestiren bolgeden elde edilen 335 nt igeren
primer ¢ifti kullanmak sureti ile CP olusturan protein alt iinite molekiiliiniin amino asit

sekans analizini gerceklestirmislerdir.



Dekker ve ark. (1993) lale ve zambak ciceklerinde renk kirilmasina neden olan bes
ayr1 poytvirus tiiriinii serolojik ve PCR yontemi ile tanilamiglar ve bunlar1 genom yapilarina
gore degerlendirerek, yaptiklar1 filogenetik analizle diger 27 potyvirus tiirii ile iliskilerini

saptamak suretiyle bunlarin birbirleri ile olan farkliliklarini ortaya koymuslardir.

Le Nard ve De Hertogh, (1993) Lale soganlarinin anatomik yapisini soyle
tanimlamiglardir; Lale soganlari, iki ile altt etli pul seklinde yapraklarinin tabanda
birlesmesinden olugmustur. Kokler sogan tabanindan g¢ikar. Normal de lale soganinin kokleri
noncontroctile (biiziilemez) dallanamaz, kok sagak olusturmaz. Gozler pullarin i¢ tabaninda
veya tunik i¢ kisminda bulunur. Genellikle pul basina bir adet tomurcuk bulunur. Eger sogan

kiigiik capli yani vegetatif donemde ise sadece bir gbz olusur.

Daughtrey ve Wick (1995) Lale basta olmak {izere soganl bitkilerde 6nemli 12 fungal
hastalik yaninda 11 farklt viriis hastaliginin da ¢igek kalitesini ve sogan verimini diisiirmekte

oldugunu bildirmislerdir.

Tiirkoglu ve Fidan (1996) Ege bolgesinde krizantem, nergis ve zambak yaninda
lalelerdeki virlis hastaliklarin1 biyolojik 6zeliklerine gore arastirip, Tulip breaking virus
(TBV)’niin indikator tiitiin Nicotiana clevelandii ve hanim diigmesi Gomphreana globosa
bitkileri {izerine mekanik inokulasyonla sistemik mozayik belirtileri elde edip TBV’niin

biyolojik tanisin1 gerceklestirmislerdir.

Brunt ve ark. (1996) lalelerde renk kirilmasina neden olan bes farkli viriis hastaligini
tanimlarken, asil etmenin TBV olduguna isaret etmislerdir. Mekaniksel inokulasyonla taginan
bu viriis bitki dokulariin birbirlerine temas1 ile tasinmazken, sogan asis1 ile
taginabilmektedir. Polenle ve gercek tohumla tasinmayan TBV non-persistent bir davranigla
Myzus persicae, Aphis gossypii, Aphis fabae, Macrosiphum euphorbiae, Dysaphis tulipae,
Aulocorthum circumflexum; (Aphididae, Homoptera) etkin bir sekilde tasindigi
bildirmislerdir. Ayrica TBV’niin konukgu ¢evresinin ise Tulip ve Lilium tiirleri ile sinirh
oldugunu belirlemislerdir. Yazarlar TBV’niin 6zelliklerinden bahsederken, tek sarmal RNA
igeren bu viriisiin 750-775 nm boyunda 14 nm ¢apinda esnek ¢ubuk formunda oldugunu ve
1586 nt’den olusan bir genom yapisina sahip bulundugunu bildirmislerdir. Ayrica Viriise
duyarli konukgu bitki hiicrelerinin igerisinde Riizgar Giilii seklinde ilgi cisimcikleri
olusturduklarmi ve benzer ilgi cisimciklerini TVX tarafindan da olusturulabildigini ileri

siirmiislerdir.



Lesnaw ve Ghabrial (2000) lalenin anavataninin Tiirkiye olmasina karsin, ticari siis
bitkisi olarak bilimsel nitelikte yetistiriciligi Hollanda’nin Leiden Universitesi Bahge Bitkileri
Boliim Bagkani Botanik¢i Carolus CLUSIUS tarafindan 1590 yilindan itibaren baslatildigini
bildirmislerdir. Clusius’un 1576 yilindan itibaren lale yetistirme konusunda yaptig1 calismalar
esnasinda homojen renkli lale gesitlerinde renk kirilmasi ve mozayik tipte petal yapraklardaki
renklenmeyi fark ederek bu oOzelligi tasiyan lale soganlarindan homojen renkli diger lale
soganlara tasiabildigini saptamis oldugunu, bu bulgusunu lalede yeni cesitler liretim
teknigi olarak degerlendirmis oldugunu belirtmislerdir. Ancak bu gosterisli belirtilerin bir
sistemik virtis hastaliginin etkisinden ziyade laleler bir gesit 6zelligi olarak degerlendirilmis
oldugunu agiklamiglardir. O donemde bdyle cicek acan lale soganlarindan tek bir adedinin
3000 Gulden’e satildigini, bu miktarin zengin ve kalabalik bir ailenin bir yillik ge¢imini
saglayacak harcama tutarina esdeger oldugu bildirilmislerdir. Yazarlar yaptiklari derleme
calismasinda laledeki renk kirilmasi simptomlarini klasik ve tarihi 6zellikleri olan ve taninmig
ressamlarin tablolarindaki goriintiilerle tanimlamiglardir. Ayrica degisik lale cesitlerindeki
renk kirilmast hastalik belirtilerinin de farkliliklar gosterdigini bildirmislerdir. Bunlardan
Rembrandt Lale Cesidinde renk kirillmasina neden olan TBV’niin farkli bir izolat
olabilecegini de vurgulamislardir. Lalelerde renk kirilmasi mekanizmasinin petal
yapraklardaki anthocyanin pigmentinin sentez mekanizmasinin phl-ph6 adli altt gen

tarafindan kontrol edildigini petunya bitkisi 6rneginde agiklamislardir.

King (2005) Giiniimiizde lalenin kesme c¢icekgilikte, saksili ve bahgelerde ve peyzaj
alanlarinda kullanildigin1 belirterek, lalelerin yiizlerce ¢esidiyle en fazla iiretilen soganli
bitkilerin basinda geldigini ileri siirmiistiir. Lale tizerinde 1980°1i yillardan sonra yapilan 1slah
calismalariyla elde edilmis yiizlerce ¢esidi bulundugunu ve yiizlerce ¢esidiyle her tiirlii iklim

kosullarinda yetisen lale ¢esidi bulmak miimkiin oldugunu ileri stirmiistiir.

Alp (2006) Soganli bitkilerin bir tarim {iriinii olarak da Onemi yaninda, iilkenin
tarihinde, kimliginde, ekonomisinde ve kiiltlirlinde de son derece farkli yerleri bulunduguna
isaret etmistir. Osmanli Imparatorlugunun XVII. yiizyilin basindaki “Lale Devri” déneminde
halkin refah seviyesinin yiikseldigine dikkat ¢cekerek giinlimiizde soganli bitkilerin ihracatinin
Hollanda Ekonomisi’ne olan ¢ok olumlu katkisini da bunun en tipik Ornegi olarak

gostermistir.
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Rivas ve ark. (2009) Hollanda’dan Brezilya’ya ithal edilen lale soganlarinda TMV ile

TVX viriislerini ilgi cisimciklerinin sekli ile saptamislardir

Korkut ve ark. (2010) tarihi ge¢misi bakimindan 6nemli olan lale bitkisini modern
Peyzaj Mimarlig1 agisindan da ¢ok degerli bir tarh ¢igegi ve peyzaj bitkisel malzemesi olarak

degerlendirilebilecegini ileri stirmiislerdir.

Polder ve ark. (2010) bir ileri teknoloji triinii olarak Hollanda’da lalelerde renk
kirilmasi viriis hastaligi ile miicadele i¢in lale sogam iiretim parsellerindeki TBV enfekteli

soganlar1 ayiklayip uzaklagtirmak amaci ile optik algilayicilar (sensorler) tasarlamiglardir.

Eker (2010) Tulipa cinsinin revizyonunu gergeklestirerek Diinya’daki 125 Tulipa tiirii
arasinda Tirkiye’de de 17 adet tiir, 1 alt tiir ve 1 botanik varyetenin bulundugunu, bu tiirlerin

ve taksonlarin dogal olarak Tiirkiye Florasinda yer aldiklarini ileri stirmiistiir.

Kings ve ark. (2012) tarafindan yapilan viriislerin isimlendirilmesi ve taksonomisinde,
lalelerde renk kirilmasina neden olan viriislerden; Tulip breaking virus (TBV), Tulip mosaic
virus (TulMV) tiirleri ile TBV-IN Hindistan irk1 ve TulMV-JP Japonya irklarin1 Potyviridae
Familyasinda Potyvirus cinsi igerisinde gostermislerdir. Tulip mild mottle mosaic viriis

(TMMMV)’iine ise Ophioviridae familyasinda Ophiovirus cinsi i¢erisinde yer vermislerdir.

Sochacki (2013) Polonya’nin lale plantasyonlarinda Tulip breaking virus (TBV) ve
Tobacco rattle virus (TRV) basta olmak iizere Tobacco necrosis virus (TNV), Cucumber
mosaic virus (CMV) ve Lily symptomless virus (LSV)’lerinin dogal olarak gorildigiini ve
epidemik boyutlarda hastalik yaptiklarini bildirmistir. Adi gegen bu viriislerle birlikte lale
gesitlerinin 22 viris tlirtine duyarli olduklarini, lale sogan ve ¢icek kalitesini diisiirdiiklerini
saptamigtir. Caligmalarda DAS-ELISA ve RT-PCR testleri ile indeksleme ¢alismalarinit Leen
van der Mark ve Strong Gold lale ¢esitleri tizerinde yogunlastirmistir. Her iki ¢esit lalenin de

arastirilan bes viriise duyarli olduklarini saptamistir.

Alp ve ark.(2013) ise Tiirkiye’de Tulipa cinsine giren bazilar1 endemik olmak tizere 17
tiir, 1 alt tiir, bir botanik varyeteden meydana gelen toplam 19 lale takson’u oldugunu
bildirmislerdir. Bunu Tiirkiye agisindan genetik materyal zenginligi olarak degerlendiren
arastiricilar, Tiirkiye’de yeni lale tiirleri bulunabilecegi gibi yeni gesitlerin 1slah edebilme

potansiyeline isaret etmislerdir.
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Anonim (2013) Istanbul’un tarih sahnesinde yerini aldig1 giinden bu yana ¢ag acip,
cag kapatacak kadar stratejik, Diinya Kiiltlir Mirasi listesinde bulunan eserleri ile tarihin ¢eyiz
sand1g1 konumunda oldugu bildirilmistir. Ayrica Istanbul’un, sahip oldugu ormanlari, korulari
ve bogazi ile doga hazinesi bir Metropol yerlesim alani oldugu vurgulanmistir. Boylesi farkli
giizellikleri barindiran, sanayi, ticaret, saglik, kiiltiir, finans ve ulasim merkezi konumdadir.
Bu &zelliklerinden dolay1 bir cazibe kenti olan Istanbul, her gecen giin aldig1 i¢ ve dis go¢
artis1 ile birlikte 14.167.460 niifusa ulasarak 17 Avrupa iilkesinden daha kalabalik bir

yerlesim merkezi konumuna yiikselmis oldugu degerlendirilmistir.

Polder ve ark. (2014) Hollanda’da 2010 yilinda tasarladiklar1 sensorleri tasiyan
hareketli robotlar1 iireterek tireticilerin kullanimina sunmuslardir. Boylece TBV’ nin neden
oldugu lalede renk kirilma hastaligi ile miicadele i¢in modern bir teknolojiyi devreye

sokmuslardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Siirvey ¢calisma alanlari ve lale yaprak 6rneklerinin toplanmasi

Tezin uygulamasina yonelik olarak 2013-2014 yilinda gergeklestirilen surveyler, Sekil
3.1°de gosterilen Istanbul ili’nde lale dikimi yapilan alanlar1 Merkezde; Emirgan, Yildiz,
Beykoz Korulari, Bogaz i¢indeki diger korular ve kasir bahgeleri, Goztepe Parki, Giilhane
Parki ve Yedikule’deki Soganli Bitkiler Koleksiyonu’nu igeren Uluslararasi Barig Parki’ni ve
Sile ilge merkezini kapsamistir. Ayrica Silivri ve Catalca ilgelerindeki lale sogami iiretim
alanlarinda da gozlemler yapilmistir. Lale gigek, petal yapraklarinin farkli renk ve renk
tonlarmin bir araya geldigi, renk kirtlmalarin1 sergileyen c¢icekler ve bitki yapraklar
caligmanin konusu olup hasta ve simptomatik lalelerin petal ve ger¢ek yapraklarindan alinan
yaprak ornekleri arastirma materyalini olusturmustur. Boylece ¢alisma, Istanbul ili smirlart
icerisinde bulunan Park, Bahge, Koru, Regreasyon alanlarina dikilen, lale soganlarinin Mart
ve Nisan aylarindaki ¢igeklenme doneminde, karakteristik mozayik, ciicelik, kloroz, sekil
bozuklugu ve diger sistemik renk degisikligi sergileyen 274 adet bitkinin ta¢ yapraklarindan
ornekler toplanmistir. Toplanan 6rnekler etiketli polietilen torbalara konularak buz kutusu
icerisine yerlestirilip, serolojik ve molekiiler testlerde materyal olarak kullanilmak {izere
laboratuara getirilmistir. Serolojik ve molekiiler testler uygulanincaya kadar 6rnekler — 20

°C’de c¢alisan derin dondurucuda muhafaza edilmislerdir.
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KARADENIZ

MARMARA DENIzi

Sekil 3.1 stanbul iI’inde lale dikimi yapilan ve 6rnek toplanan alanlar

3.1.2. Double Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay( DAS-
ELISA) testinde kullanilan materyaller

Stirvey alanindan toplanan 264 adet lale tag yaprak oOrnekleri Double Antibody
Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) testinde materyal olarak
kullanilmigtir. DAS-ELISA testinde Tobacco rattle virus (TRV), Tobacco mosaic virus
(TMV)’lerine karsi hazirlanmis poliklonal antiserumlar, pozitif ve negatif kontroller ve
serolojik test kitleri LOEWE BIOCHEMICA, (Sauerlach — GERMANY) firmasindan temin
edilmigtir.  Ayrica Arabis mosaic virus (ArMV) ve Strawberry latent ringspot virus
(SLRSV)’lerine kars1t hazirlanmis poliklonal antiserumlar, pozitif ve negatif kontroller ve
serolojik test kitleri ise SEDIAG S.A.S (Longvic — FRANCE) firmasindan temin edilmistir.
Orneklerin 405 nm dalga boyunda absorbsiyon degerlerinin dlgiilmesi i¢in Thermo Scientific
Multiskan FC ELISA Plate Reader cihazi kullanilmustir.

3.1.3. Scaning Elektron Mikroskopi (SEM) calismasi icin kullanilan materyaller

Lalelerde renk kirilmasina neden olan esnek cubuk forumunda virionlar iceren
virtislerin ve bu virlislerin agregatlagmasi sonucu ortaya ¢ikan Riizgar giilii sekilindeki ilgi

cisimciklerini gormek amaci ile Scaning Elektron Mikroskop (SEM) caligsmasi yapilmistir. Bu
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amagla forumwar kapl gridler, bistiiri ve enfekteli lale yaprak o6rnekleri ile goriintiiniin elde

edilmesi i¢in Zeiss marka Scaning Elektron Mikroskop (SEM) kullanilmistir.

3.1.4. Real-Time RT-PCR (gRT-PCR) testinde kullamilan materyaller

Real-Time RT-PCR (gqRT-PCR) testini uygulamak amaciyla lale drnekleri arasindan
RNA izolasyonunda kullanilmak tizere 1 adet saglikli kontrol ve 2 adet renk kiriklig1 belirtisi
sergileyen lale yaprak ornekleri materyal olarak secilmistir. Kalan ornekler ise —80 °C’de
calisan derin dondurucuda muhafaza edilmistir. RNA izolasyonu i¢in PureLink® RNA Mini
Kit kullanilarak asagidaki protokol uygulanmistir. qRT-PCR i¢in de asagida listesi verilen
dejenere primer ciftleri ve cDNA reverse transcriptase kiti kullanilmistir. Orneklerin 460 nm
dalga boyunda absorbsiyon degerlerinin dl¢iilmesi ve 560 nm dalga boyunda tanilamasi i¢in
de ABI 7500 F RT-PCR Plate Reader cihazi kullanilmistir. Tulip breaking virus (TBV) igin

tasarlanan ve kullanilan primer ¢iftleri Cizelge 3. 1.’de gosterilmistir.
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Cizelge 3. 1. Istanbul Lalelerinde Tulip breaking virus (TBV) arastirmasi igin tasarlanan ve

kullanilan Primer ¢iftleri.

Tiim Genoma Ozgii Primer Ciftleri

P1- 8 F (Forward)
R (Revers)

P2-14 F (Forward)
R(Revers)

P3-17 F (Forward)
R(Revers)

GGACCACTTTGCGAACACTT
AGTGGCTAAGAAGACGCGAG

TGGTGATGACCTATTGCTGG
AGTGGCTAAGAAGACGCGAG

TGGTGATGACCTATTGCTGG
AGCTCGGTTCCCAACTACAA

Proteine Alt Unite Molekiilliinii Sentezleyen Gene Ozgii Primer Ciftleri

PROL1 F (Forward)
R(Revers)

PRO2 F (Forward)
R(Revers)

PRO3 F (Forward)
R(Revers)

GACATCACCGAACATAAATGGA
TTCTCTAGCCCGATTAGGAGTT

GACATCACCGAACATAAATGGA
TTCTCTAGCCCGATTAGGAGT

GACATCACCGAACATAAATGG
TTCTCTAGCCCGATTAGGAGTT

Relatif Gen Ekspresyonunu Normalize Eden 18S Primer Cifti

18S.upl TGGTTGATCCTGCCAGTA
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3.2. Yontem

3.2.1. Siirvey metodu ve viriis enfekteli lalelerin saptanmasi

Lalelerin ¢igeklenme doneminde gergeklestirilen Siirveyler esnasinda gezilen biitiin
alanlarda c¢iceklerin petal yapraklarindaki renk kirilma belirtileri gézlenmis ve bunlarin
karakteristik simptomlar sergileyen bireylerinin renkli fotograflari g¢ekilerek kayit altina
alinmistir. Ayrica petal yapraklarindan viriisleri test etmek i¢in 6rnekler saglanmistir. Boylece
Istanbul Ili'nde biitiin lale dikim alanlarin1 temsil edebilecek sayida toplam 274 adet drnek

elde edilmistir.

3.2.2. Doul.:)le Antibody Sandwich Enzyme Linked immunosorbent Assay (DAS-ELISA)
testi
Lale petal yaprak 6rneklerinde virtislerin serolojik yontemle arastiriimasinda Clark ve
Adams (1977)’1n 6nerdigi Double Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(DAS-ELISA) yontemi ile anti serumlarin ve test Kkitlerinin saglandigi LOEWE
BIOCHEMICA ve SEDIAG (S.A.S) firmalarmin énerdikleri protokoller izlenmistir.

Bitki doku orneklerinin hazirlanmasinda, her bir 6rnegin 1 g miktart icin 10 ml
Ekstraksiyon tampon c¢ozeltisi isabet edilecek sekilde steril porselen havanlara konulan
ornekler homojenize edilerek, viriisleri icerdiginden siiphe edilen bitki 6zsuyu 6rnekleri steril
20 mI’lik etiketli siselere transfer edilip + 4 ° C’de buzdolabinda test edilene kadar muhafaza
edildiler.

1) Kaplama tampon ¢ozeltisi ile 200 defa seyreltilen 1gG ELISA Plate’lerinin her bir

cukuruna 0,2 ml konularak 4 saat siire ile 37 ° C inkube edildi.

2 ) Plateler yikama tampon ¢ozeltisi ile 4 defa yikandi. Bu amagla her bir seferde
yikama tampon ¢ozeltisi konulan plateler 3 dakika siire ile bekletildikten sonra ters ¢evrilerek

bosaltild1 ve sividan tamamen arindirildi.

3 ) Homojeniz’e edilerek hazirlanan yaprak 6rnekleri, Conjugate tampon ¢ozeltisi ile
20 misli seyreltilerek Pozitiv ve Negativ Antijen kontrolleri ile birlikte, Platelerdeki her bir

cukura 0,2 ml diisecek sekilde dolduruldu. Her bir 6rnek iki yenilemeli olarak hazirlanip 1slak
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kagit havlulara sarilarak paketlenen platler, bir gece siire ile + 4° C’lik buzdolabinda inkiibe
edildi.

4 ) Inkiibasyondan sonra Plateler yikama tampon ¢ozeltisi ile 4 defa yikandi. Bu
amacla her bir seferde yikama tampon ¢oOzeltisi konulan plateler 3 dakika siire ile

bekletildikten sonra ters ¢evrilerek bosaltildi ve sividan tamamen arindirildu.

5 ) Conjugate tampon ¢ozeltisi ile 200 misli seyreltilen Anti Body AF Conjugate,
Platelerdeki her bir cukura 0,2 ml diisecek sekilde dolduruldu. 4 saat siire ile 37 ° C’de inkube
edildi.

6 ) Plateler yikama tampon ¢ozeltisi ile 4 defa yikandi. Bu amagla her bir seferde
yikama tampon ¢ozeltisi konulan plateler 3 dakika siire ile bekletildikten sonra ters ¢evrilerek

bosaltild1 ve sividan tamamen arindirildi.

7 ) Kullanimdan hemen 6nce hazirlanmis olan Substrate ¢6zeltisinden Platelerdeki her
bir ¢ukura 0,2 ml diisecek sekilde dolduruldu. 2 saat siire ile oda sicakligi ve karanlikta

inkibe edildi.

8 ) Platler 6nce gozle daha sonrada 405 nm dalga boyunda absorbsiyon degerlerinin

saptamak i¢in Thermo Scientific Multiskan FC ELISA Plate Reader cihazinda 6lgiildii.

Boylece Lale ¢igek ve petal yaprak orneklerinde TRV, TMV, ArMV ve SLRSV
viriislerin varhigi serolojik olarak arastirilmistir. SEDIAG (S.A.S) Firmasindan temin edilen
ArMV ve SLRSV virlislerine karsi hazirlanmis poliklonal antiserumlar kullanilarak
orneklerin ELISA testinde ise ayn1 yontem takip edilmistir. Ancak bazi inkubasyon siireleri 4

saat yerine 2 saat, yikama islemi ise ArMV i¢in 3 defa ve SLRSV icin ise 5 defa yapilmstir.

3.2.3. Scanner Elektron Mikroskopi ( SEM ) calismasi

Yaprak Bandirma (Leaf- Dip) Brandes and Paul (1957) metodu’na gore bakir elektron
mikroskop gridleri 200 mesh’lik Formwar ile kaplanarak hazirlanmistir. Her bir grid iizerine
I’er damla ultra filitre edilmis saf su konulmustur. Keskin bistiirii ile bitki yaprag: kesilerek,
kesilmis ylizeyden sivri bir u¢ olusturulmustur. Bu u¢ 3 defa grid iizerindeki su damlasina
bandirilarak igerdigi partikiiller ve ilgi cisimciklerinin saf suya karismasi saglanmistir. Daha

sonra gridler karbonla fikse edilerek kromla kaplanip Scanner Elektron Mikroskobunda
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incelenerek esnek ¢ubuk formunda virionlar ve bunlarin olusturdugu Riizgar Giilii seklindeki

ilgi cisimcikleri (Inclusion Bodies) aranmustir.

3.2.4. Real Time RT-PCR (qRT-PCR ) testi

Lale petal yaprak orneklerinde TBV viriisiiniin molekiiler yontemle arastirilmasinda RNA
izolasyonu i¢in PureLink® RNA Mini Kit kullanildi ve asagidaki protokol uygulanmastir.

3.2.4.1. Bitki dokusunun homojenize edilmesi

Secilen materyallerin ¢igek kisimlar1 oncelikle siv1 azot ile pargalanmistir. Toz haline
getirilen Orneklerden DNA-RNA igermeyen 4 ayri eppendorf tiipiine 200°er mg kadar
almmustir. % 1 lik 2- merkaptoetanol igeren taze lysis tampon ¢ozeltisi hazirlanmig ve her bir
tipe 800 pl eklenmistir. Tiiplere SSB02-RNA 0.2 mm RNase-free boncuklardan eklenerek
ornekler Tissue lyser, Next Advance marka doku pargalayicisinda maksimum hizda 4
dakikada parcalanarak homojenize edilmistir.

3.2.4.2. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin Sekil 3.2.’de gosterilen basamaklar izlenmistir. Buna gore;

a ) Homojenize edilen 6rnekler 20.000 g de 5 dk dondiirtilerek santrifiij edilmistir.

b ) Siv1 fazdan yeni eppendorf tiiplerine 400 ul alinarak her birinin iizerine 400 pl
%70’1ik etanolden eklenmistir.

¢ ) Ornekler vortekslenmis ve 700 pl érnek spin kolona aktarilmistir.

d ) 12.000 g de 15 sn santrifiije tabi tutulduktan sonra b ve ¢ adimlari tekrarlanarak

ornekler tekrar vortekslenerek santrifiije edilmistir.

e ) Spin kolona 700 pl yikama tampon ¢ozeltisi | eklenerek 12.000 g de 15 sn santrifiij

edilmistir.

f) Pelet kismu atilarak sulu faz yeni bir koleksiyon tiipiine alinmistir.
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g ) Spin kolona 500 pul yikama tampon ¢ozeltisi II eklenmis ve 12.000 g de 15 sn

santrifiij edilmistir.

h ) g adimi tekrarlanarak 12.000 g de 2 dk santrifiij edilmistir.

1 ) Spin kolon yeni bir eppendorfa tiipiine alinarak 30-100 pl RNase-free su
eklenmistir. Oda sicakliginda 1 dk bekletildikten sonra 12.000 g’ de 2 dk santrifiij edilip RNA

molekiilleri eppendorft tiipiine aktarilmistir.

i
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|
|
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i
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Sekil 3.2. Orneklerden elde edilen RNA ekstraksyon basamaklari

3.2.4.3 RNA 6l¢iimii

RNA miktarlar1 nanodrop ile (Thermo, Multiscan Go) Azsp sonuglarina gore asagidaki
formiille belirlenmistir. Bir sonraki cDNA asamasi i¢in miktarlar tabloda belirtildigi sekilde

esitlenmistir.

RNA(pg/ml)=260 nm'deki OD (Absorbans degeri) x sulandirma orani x 40



3.2.4.4. cDNA sentezi

cDNA sentezi igin High capacity cDNA reverse transcription kit (applied biosystem)

kullanilmis ve asagidaki protokol uygulanmaistir.

10X RT Tampon ¢ozeltisi
25X dNTP Mix (100mM)

10X RT Random Primer

2.0 ul
0.8 ul

2.0 ul

MultiScribe Reverse Transcriptase 1.0 ul

Nuclease-free su

4.2 ul

Yukaridaki bilesenlerden hazirlanan karisimdan 10 pl PCR tiiplerine paylastirilmis ve

son hacim 10 pl olacak sekilde Cizelge 3.2.”e gore RNA ve su miktarlar1 eklenmistir.

Cizelge 3.2. qRT-PCR ¢alismasi igin drneklerden izole edilen RNA miktarlari.

Ornek RNA miktari(ng/ pl) Alman RNA miktari(ul) Nuclease-free su (ul)
K3 242 7 3
K8 214 8 2
017 197 9 1
020 195 9 1
Cizelge 3.3. cDNA sentezi i¢in qRT-PCR protokolii.
1. basamak 2. basamak 3. basamak 4. basamak

Sicaklik (°C) 25 37 85 4

Stire 10 dk 120 dk 5sn o0

3.2.4.5 Real Time PCR Protokolii

Cizelge 3.3.’de gosterilen protokole gore elde edilen cDNA’lardan virlis RNA

ekspresyonunu belirlemek i¢in asagida Cizelge 3.3.’de belirtilen Real Time PCR protokolii
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uygulanmistir. Reaksiyonda, viriis tiim genomuna ve coat proteine 6zgii primerler kullanilmig

ayrica endojenik kontrol olarak 18S genine 6zgii primer secilmistir. Virlis genomuna 6zgii

primerler Biology Workbench ve Primer3 programlar ile belirlenmistir. Tiim c¢aligmalar 3

tekrarl yapilmistir.

Cizelge 3.4. Real Time PCR Protokolii.

Power Sybr Green PCR master mix
Forward primer (100nm)

Reverese primer(100nm)

cDNA

Su

95°C 10 dk
95°C 15 sn
60°C 1 dk

12.5 ul
24 ul
24 ul
2 ul

57wl

} 50 dongii
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Siirvey sonuclar1 ve gozlemlenen hastalik belirtileri.

Istanbul ili’nde Lale sogani dikim alanlar1 ve lale sogani iiretim alanlarinda yapilan
gozlemler sonucunda c¢iceklenme doneminde lalelerde renk kirilmasi sergileyen bitkilere
rastlanmistir. BOyle hasta bitkilerin petal yapraklarinda lale gesitlerine 6zgii homojen renkler
bozularak, bu renklerin degisik tonlarindan olusan mozaik belirtileri saptanmustir. Sekil
4.1°de gorildigi gibi petal yapraklarindaki renk kirilmasi yaninda ciicelik belirtileri
gbzlemlenen ve sik rastlanan ayri bir belirtidir. Boylece gozlem sonuglar ile Bremer (1954),
Tiirkoglu ve Fidan (1996), Lesnaw ve Ghabrial (2000) tarafindan ileri siiriilen lale’lerdeki

karakteristik mozaik ve renk kirtlmasi hastaliginin varligi dogrulanmstir.

Sekil 4.1. Istanbul Silivri’de lale sogan iiretim tarlasinda saptanan renk kirilmast,
ciicelik ve goncadaki sekil bozuklugu belirtileri.
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Sekll 4.2. Ayni gesitten olusturulan lale ¢igek tarhinda saglikli laleler arasinda tek bir
bireydeki renk kirilmasi ve gercek yapraklarinda sarilik belirtileri.

Sekil 4.3. Park alanindaki ¢igek tarhinda ayni gesit lalede degisik derecelerde lale renk
kirilmasi belirtilerinin goriiniisii.
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o)

1 lalelerde degisik boyﬁﬂarda gonca

Sekil 4.4. Cigk tarhinda ayn1 ¢esit nfektel
olusmas.

Sekil 4.5. Cicek tarhina dikilmis hastalikli soganlardan ¢ikan degisik renk kirilmasi ve
goncalardaki deformasyonlarin goriiniisii.
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Sekil 4.6. Istanbul Emirgan Korusu’nda farkl1 iki gesit renkli saglikli lalelerin
olusturdugu ¢icek tarhi

Sekil 4.7. Istanbul Beykoz’daki Hidiv Kasr1 Bahgesi’nde renk kirilmasi enfekteli
cesitli renklerden lalelerin olusturdugu cicek tarhi (solda) ve saglikli beyaz
lalenin olusturdugu ¢icek tarhi (sagda) yer almustir.
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Sekil 4.2 te goriildiigii gibi petal yapraklarda renk kirilmasi yaninda gergek
yapraklarda da sistemik sarilik ve nekrotik u¢ kurumalar1 dikkati ¢ekmistir. Sekil 4.3. ve Sekil
4.4. incelendiginde goriilecegi gibi lalelerdeki renk kirilmasi, degisik derecelerde
olusabilmekte ve goncalarin boyutlarinda da varyasyonlar dikkati ¢ekmektedir. Tanimlanan
bu belirtiler Brunt ve ark. (1996), Lesnaw ve Ghabrial (2000) tanimladiklari, Sochacki
(2013)’nin ise Polonya’da gozlemledikleri belirtilerle uyum gostermektedir.

Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.’da dikkati cekecegi gibi hastalikli lalelerin goncalarindaki
boyutlar genellikle kiiciilmekte hastalik siddetine bagli olarak bazi goncalar iri kalirken
digerleri kiicilmektedirler. Sekil 4.6.’da goriilecegi gibi saglikli olan lale soganlarindan
olusturulan ¢icek tarhlarinda renk kirilmasi olayina rastlanmamis oldugu halde Sekil 4.7 ‘de
goriildiigh gibi enfekteli soganlardan olusturulan gigek tarhindaki tiim lalelerin renk kirilmast
belirtilerini gostermesi yanindaki beyaz c¢icek acan lale tarhi ile mukayese edildiginde
hastalikl1 lalelerin kisa kaldigi ve ciicelik sergiledikleri dikkati ¢cekmektedir. Saptanan TBV
hastalik belirtileri, Anonim (1990)’in estetik goriintimlii TBV enfekteli lalelerin saglikli

lalelerin yer aldig1 ¢igek tarhlarindan uzak tutulmasi onerilerini teyit etmektedir

4.2. DAS- ELISA test sonuclar

Istanbul ve c¢evresindeki tiim alanlarda rastlanan simptomatik lale bitkilerinden
toplanan 274 adet Ornegin 264 adedi Double Antibody Sandwich Enzyme Linked
Immunosorbent Assay ( DAS - ELISA ) testine tabi tutularak bitkilerde renk kirlmasina
neden olan viriislerin varlig1 arastirtlmistir. Ticari serolojik test kitleri saglanan ve poliklonal
anti serumlar1 elde edilen viriislerden Tobacco rattle virus (TRV), Tobacco mosaic virus
(TMV), Arabis mosaic virus (ArMV) ve Strawberry latent ringspot virus (SLRSV) olmak
tizere dort virlis lzerinde calisilmistir. Ancak ticari serolojik test kiti ve anti serumu

saglanamayan Tulip breaking virus ( TBV ) serolojik olarak bu ¢aligmada arastirilamamustir.

Elde edilen DAS — ELISA test sonuglarina gore testi yapilan dort viriisiin higbirinin
orneklerde bulunmadigr goriilmistiir. Elde edilen negatif DAS-ELISA test sonuglari serolojik
olarak Rivas ve ark. (2009) Brezilya’da saptamis olduklar1 iki virlis Tobacco mosaic virus
(TMV), Tulip virus X (TVX) ve Sochacki (2013)’nin Polonya lale plantasyonlarinda
saptamis oldugu bes lale viriisiiniin bulgularmin aksini gdstermis olup Istanbul lalelerinde

TBV disinda diger viriislerin bulunmadig1 goriilmiistiir.
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4.3. Scaning Elektron Mikroskopi ( SEM ) ¢alismasi sonuglar:

Leaf- Dip metodu ile hazirlanan elektron mikroskop gridlerinin higbirinde esnek
cubuk forumundaki vironlara ve bu vironlarin olusturdugu disiiniilen ilgi cisimciklerine
rastlanmamustir. Ayni cinse mensup Turnip mosaic virus (TuMV) igin leaf-dip yontemi ile
hazirlanan gridlerinde viriislin esnek ¢ubuk formundaki virionlar1 Citir (1975) Transmission
Elektron Mikroskopi (TEM) yontemi ile goriintiilenmis ve benzer sekilde Rivas ve ark.
(2009) TBV’iin olusturdugu riizgar giilii benzeri ilgi cisimciklerini lalenin mezofil hiicreleri
icerinde goriintiilemiglerdir. Bu c¢alismada alinan olumsuz sonug¢ kullanilan Elektron

Mikroskobun Scanning Elektron Mikroskop (SEM) olmasindan kaynaklanabilir.

4.4. Real Time Polimeraz Chain Reaction (RT-PCR) test sonuclari

Istanbul Park ve Bahgelerindeki ¢igek tarhlarindan toplanan ve petal yapraklarinda
renk kirilmasi belirtileri sergileyen 10 lale yaprak 6rnegi Real Time Polimeraz Chain
Reaction (RT-PCR ) testine tabi tutuldu. Sonugta lale yaprak 6rnekleri, dizayn edilen primer
ciftleri kullanilarak viriisiin kilif protein alt tinite molekiillerinin sentezini saglayan ve 277 nt
iceren genom bdlgesinin ekspresyon g¢aligmasi sonucu elde edilen cDNA fragmentlerinin
niikleotid dizi analizleri yapildi. Orneklerden elde edilen iki izolatin Uluslararast Gen
Bankasi’ndaki TBV’ne ait S60804 numarali aksesiyon ile % 95 olasilikla ayn1 kiimede yer
aldiklar1 kamitlanmistir. Bdylece Istanbul ve cevresinde yaygin olarak goriilen lalelerdeki
renk kirilmasi hastalik etmeninin Tulip breaking viriis (TBV) oldugu kanitlanmis ve
saptanmigtir. Elde edilen bu bulgular TBV tanisi i¢in Langeveld ve ark. (1991), Dekker ve
ark. (1993) ile Sochacki (2013)’nin gerceklestirdikleri RT-PCR test sonuglart ile uyum
gostermistir. RT-PCR calismalarina iliskin sekil ve Cizelgeler EK-2 de gosterilmistir.

Yapilan ¢alismada viriisiin mevcut tiim genetik materyalinin belirlenmesi i¢in dizayn
edilmis P2 primer ¢iftinin yalmz viriis 1 izolat1 i¢in, P3 primer ¢iftinin ise yalmz viriis 2
izolat1 i¢in istatistiksel anlamda 6nemli gen ekspresyonu olusturdugu gézlemlenmistir. Ancak
viriisiin protein bolgesinde spesifik primer olan Pro2 primer ¢iftinin her iki viriis izolati
orneginde 6nemli diizeyde gen ekpresyonu olusturdugu belirlenmistir. Kontrole kiyasla Pro2
primerinin ¢ogalttig1 gen bolgesi TBV 6zgii bulunmus, kontrol ve TBV enfekteli 6rneklerine
0zgii protein bolgesine ait gen ekspresyonlari arasindaki fark istatistiksel olarak Onemli

diizeyde saptanmustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tiirkiye’nin ve en onemli Metropol Kenti olan Istanbul ile 6zdeslesen lalenin
hastaliklar1 konusunda yapilacak her tiirlii ¢alisma kamu ve yerel yonetimler tarafindan

desteklenmeyi hak etmektedir.

Bu amacla 0Ozellikle lale sogami iiretim alanlarinda ve ithal edilen lale sogani
partilerinde, lalede verimi ve kaliteyi olumsuz yonde etkileyen bes ayr1 viriisiin arastirilmasi
gerekir. Bu ¢alisma ile lalelerde sadece TBV saptanmistir. Buna ek olarak Avrupa
tilkelerinden ithal edilen lale sogan1 partilerinde, Tulip virus X (TVX), Tobacco rattle virus
(TRV), Tobacco mosaic virus (TMV), Arabis mosaic virus (ArMV), Strawberry latent
ringspot virus (SLRSV) ve Cucumber mosaic viriis (CMV)’lerinin arastirilmasi, karantina

listelerinde girisi yasak patojenler olarak degerlendirilmesi yerinde olacaktir.

Lalenin gen kaynaklar1 arasinda Tiirkiye yer aldigina gore ve halen bu topraklarda
lalede renk kirilmasi hastaligi TBV disinda bir baska viriis hastaligina rastlanmamis olmast,
uluslararasi siis bitkileri ticaretinde ve lale sogani {iretiminde Tiirkiye’ye onemli bir avantaj
saglayabilir. Bu sayede kesme ¢icek sanayi sektorii disinda soganli bitkiler ihracatinda énemli

bir gelir kaynagi olarak degerlendirilebilir.

Ote yandan Tiirkiye Florasi’ndaki laleye iliskin tiir ve varyasyon zenginligi genetik
kaynaklar1 degerlendirilerek yeni ve hastaliklara dayanikli lale gesitlerinin 1slah1 ve Diinya’ya

tanitilmasi da desteklenmeye deger bir baska aragtirma alanidir.

Ayrica lale sogan iiretiminin ve lale dikim faaliyetlerinde Istanbul Biiyiiksehir
Belediyesi 6rnek alinarak sadece Istanbul ile sinirli kalmayip tiim Tiirkiye capinda yerel

yonetimler i¢in peyzaj ve siis bitkisi materyalli olarak degerlendirilmesi yerinde olacaktir.
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9.EK1

DAS-ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler
1. Fosfat tamponlu Tuz Cozeltisi (Phosphate Buffered Saline ) (PBS) pH:7,2-7.4

Naclo.ooo i 8,0 gr
KHoPOg o, 0,2 gr
NazHPO4.7H20 .......................... 2,9 gr
KCL. 0,2 gr
NaN3 ....................................... 0,2 ar
TWeen-20.....cccoiiiiiiiiiiiiie., 0,5 ml

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH 0.1 M NaOH veya 0.1 M
HClI ile ayarlanmis ve +4 C de saklanmuistir.

2. Kaplama Tampon Cozeltisi (Coating Buffer) pH: 9.6

Na2C03 .................................... 1,59 gr
NaHCO;z. ..o 2,93 gr
NaNg. . 0,2 gr
Bromocresol purple....................... Smg

Yukarida miktarlart verilen kimyasallar 1 litre suda eritilip pH ayarlanmis ve +4 °C’ de
saklanmustir.

3. Yikama Tampon Cozeltisi (Washing Buffer) (PBST) pH: 7.4

Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS)............ 1 litre
TWEEN-20......oeiviiiiiiiiieieeae 0,5 ml

1 litre PBS tampon ¢ozeltisi icerisine 0,5 ml Tween-20 ilave edilerek hazirlanmistir. Kullanim
stiresince +4 C “ de saklanmistir.

4. Ekstraksiyon Tampon Cozeltisi ( Sample Extration Buffer) pH:7.2-7.4

1 litre yikama tampon ¢ozeltisi igerisine 10 gr Polyvinylpyrolione (PVP-40) ilave edilerek
hazirlanmigtir. 39

5. Konjugat Tampon Cozeltisi ( Enzyme Conjugate Buffer) pH: 7.4

PBST.. .o, 1 litre
BSA. . 2 gr
CongoRed.........covviviiiiiin.. 40 mg

1 litre PBST igerisine 2 gr BSA ve 40 mg Congo Red ilave edilerek pH ayarlanip + 4 °C ‘de
saklanmustir.
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6. Substrat Tampon Cozeltisi (Substrat Buffer) pH:9.8

97 ml Diethanolamine 1 litre saf su igerine ilave edildikten sonra 0,2 gr NaN; eklenmis ve
pH: 9.8’e ayarlanmistir. Cozelti +4 °C’ de saklanmis ve kullanilmadan 6nce pH kontrol
edilmistir.

36



EK. 2

Viriis izolatlarinin toplam RNA ve RNA’da tasidigr spesifik proteini kodlayan kod
protein ( CP ) kismina ait dizayn edilen primer ¢iftleri ile yapilan gen ekspresyon ¢alismasinin
relatif ekspresyon oranlari, CT degerleri ve bu degerlere dair istatistiksel analizler Sekil 1,
Cizelge 1 ve Cizelge 2’ de verilmistir.

Virts 1
60

50
40
30
20

10

o I U SN | BN N

Kontrol Viriis1 |Kontrol Virlis1 |Kontrol Virlis1 |Kontrol Virlisl | Kontrol Virtisl |Kontrol Virtisl

Relatif Gen Ekspresyonu {18S ile normalize edilmistir)

P1 P2 P3 PRO1 PRO2 PRO3

10 Viris 2

Relatif Gen Ekspresyonu (18S ile normalize edilmistir)

ol BN BN NI NN | |H

Kontrol Viriis2 | Kontrol Virlis2 |Kontrol Virlis2 | Kontrol Virlis2 | Kontrol Virlis2 | Kontrol Virlis2

P1 P2 P3 PRO1 PRO2 PRO3
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Sekil 1. Kontrol ve viriis izolatini igeren iki farkli lale yaprak drneginden dizayn
edilen primerlere ait relatif gen ekspresyon degerleri.

Cizelge 1. Kontrol ve 2 adet viriis tasidigr bilinen lale bitkisinden elde edilen yapraklarin
mRNA’lara ait CT degerlerinin, ortalama, standart hata ve % 95 giiven araligi

degerleri.
Std. % 95 Giiven Aralig1
Ortalama Sapma  Std Hata Altsimr UstSimr  Minimum Maximum
Pl Kontrol 3541 041 0.24 34.38 36.43 35.00 35.83
Viriis1 33.24 0.60 0.35 3L75 34.72 32.84 33.92
P2 Kontrol 36.62 0.58 0.34 35.18 38.07 35.97 37.09
Viriis 32.73 0.26 0.15 32.08 33.39 3245 3297
P3 Kontrol 34.95 0.34 0.19 34.12 35.79 34.58 35.24

Viriis1 35.28 2.35 1.36 29.45 41.12 3339 3791

Prol Kontrol 41.69 2.38 1.38 35.78 4761 39.36 4412
Viriis1 37.32 1.07 0.62 34.67 39.97 36.51 38.53

Pro2 Kontrol 4169 044 0.25 40.60 42.78 4123 42.10
Viriis1 36.73 0.37 021 35.82 37.64 36.31 36.99

Pro3 Kontrol 37.44 0.22 013 36.89 38.00 37.19 37.60
Viriis1 36.17 154 0.89 32.36 39.99 35.27 37.95

P1 Kontrol 36.00 041 0.23 35.00 37.01 35.61 36.42
Viriis2 36.11 0.23 0.13 35.53 36.70 35.94 36.38
P2 Kontrol 31.20 0.62 0.36 35.67 38.74 36.53 31.73
Viriis2 37.23 0.72 041 35.45 39.01 36.69 38.05
P3 Kontrol 36.25 0.31 0.18 3547 37.02 35.90 36.50

Viriis2 35.21 0.51 0.30 33.94 36.49 34.67 35.69

Prol Kontrol 40.95 342 197 32.46 49.44 37.29 44,05
Viriis2 4153 181 1.05 37.02 46.03 39.96 4351

Pro2 Kontrol 4122 0.46 0.27 40.07 42.37 40.72 4164
Viriis2 38.46 0.47 0.27 37.29 39.64 37.99 38.94

Pro3 Kontrol 38.78 0.23 0.13 38.21 39.36 38.53 38.98
Viriis2 38.28 176 1.02 33.90 42.66 36.87 40.26
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Cizelge 2. Kontrol ve lale yaprak orneklerinden elde edilen viriis izolatinin sahip
oldugu 6 adet primer ¢ifti ile yapilan ekspresyon denemesinde Ct degerlerine ait varyans
analiz cizelgesi.

Virtis 1 Viriis 2
KT SD KO F Sig. KT SD KO F Sig.
P1 Gruplar 7.068 1 7.068| 26.716 .007 019 1 019 172 699
Arasi
Grup lgi 1.058 4 265 437 4 109
Toplam 8.126 5 456 5
P2 Gruplar 22.668 1] 22668 111.140 .000 001 1 .001 .003 962
Aras|
Grup igi 816 4 204 1.789 4 447
Toplam 23.484 5 1.790 5
P3 Gruplar 163 1 163 .058 822 1.602 1 1.602 8.876 041
Arasi
Grup gi 11.258 4 2.814 722 4 180
Toplam 11421 5 2.324 5
Prol Gruplar 28.691 1] 28691 8.421 044 500 1 500 067 809
Aras|
Grup igi 13.628 4 3.407 29.936 4 7484
Toplam 42319 5 30.436 5
Pro2 Gruplar 36.944 1|  36.944| 226.904 000 11.395 1] 11.395| 52.036 .002
Arasi
Grup igi 651 4 163 876 4 219
Toplam 37.596 5 12.271 5
Pro3 Gruplar 2421 1 2421 2.008 229 378 1 378 239 650
Aras|
Grup igi 4822 4 1.206 6.322 4 1580
Toplam 7.243 5 6.700 5
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