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Bu ¢aligma Adana, Kahramanmaras, Mersin, Nigde ve Osmaniye illerinde bulunan elma, armut ve
ayva alanlarinda 2006-2009 yillar1 arasinda yiriitilmistiir. Calismanin amaci; yumusak ¢ekirdekli
meyve agaclarinda zararli Elma Govde Cukurlasma (Apple stem grooving capillovirus: ASGV) ve
Elma Goévde Yivlesme (Apple stem pitting foveavirus: ASPV) viriis hastaliklarinin saptanmasi, elde
edilen izolatlarin karakterizasyonu ve bazi elma gesitlerinin bu hastaliklara karsi reaksiyonlarinin
belirlenmesidir. Siirvey c¢alismalar1 sonucunda 134 bahgeden alinan 619 elma, armut ve ayva
orneginin %18,41 oraninda bu hastalik etmenleri ile enfekteli oldugu ELISA testi ile belirlenmistir.
Hastalik etmenlerinin bulunma orani sirasiyla ASPV % 10,34, ASGV %5,49 ve ASPV+ASGV %
2,58, konukgu tiirlerin enfeksiyon oranlari ise armut % 19,35, elma %18,33 ve ayva %17,39 seklinde
tespit edilmistir. Bu hastalik etmenlerinin varligi molekiiler ve biyolojik yontemlerle de
dogrulanmistir. Siirvey alanlarinda yapilan makroskobik goézlemler sonucunda bu hastaliklarin
konukgular1 iizerinde bazi belirtiler meydana getirdigi ve Ozellikle ASPV’nin ayva ve armut
iizerinde ekonomik zarara neden oldugu tespit edilmistir. Karakterizasyon calismalar1 sonucunda
ASPV ve ASGV hastalik etmenlerinin konukgularma gore farkli biyolojik karakterlere sahip
olduklari, karisik enfeksiyon halinde bulunduklar1 durumlarda daha tahripkar seyrettikleri, fakat
molekiiler diizeyde izolatlar arasinda biiyiikk bir fark olmadigi belirlenmistir. Cesit reaksiyon
denemesi c¢aligmalarinda, bu hastalik etmenlerinin bazi ticari elma cesitlerinin gévde ¢apinda ve
odun dokusu kuru agirliginda azalmaya, dal agilarinda ise genislemeye neden oludugu tespit
edilmistir. Ayrica bu etmenlerin bazi ticari elma ¢esitlerinde floem nekrozu ve dallarda siskinlik
seklinde belirtilere de yol actig1 gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: ASPV, ASGV, elma, armut, ayva.
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This study was carry out in Adana, Kahramanmaras, Mersin, Nigde and Osmaniye provinces
between years of 2006 and 2009. The aim of the study was determination and characterization of
Apple Stem Grooving Capillovirus (ASGV) and Apple Stem Pitting Foveavirus (ASPV) on pome
fruits and evaluation of the reactions of some commertial cultivars to the diseases. During the
survey, 619 samples were collected from 134 orchards and, 18,41 % of the samples were founded as
ASPV, ASGV or ASPV+ASGV infected by ELISA test. The incidence of the diseases were
determined as 10,34 % ASPV, 5,49 %ASGV and 2,58 % ASPV+ASGV. The infection rate of the
species were determined as 19,35, 18,33 and 17,39 % in pear, apple and in quince, respectively.
The presence of these diseases was confirmed also by molecular and biological means. By the
macroskobik observation of the diseases in survey area the study showed that, diseases are inducing
some symptoms on the host plant especialy ASPV was resulting economical damage on quince and
pear. ASPV and ASGV were determined that can have different biological activity on their host
plants according their origin’s. Impact of the diseases agents were very valuable in case of being
mixed infection on the indicator plants. However, no any significant differences have been observed
between isolates by the molecular characterisation. Moreover, the diseases were founded that they
can reduce the trunk diameter and dryweight of the woody tissues, and increase the angle of the
branches on some commertial cultivars. The floem necrosis and stem grooving symptoms on some
succeptible commertial cultivars were observed in the reaction assay due to the ASPV and ASGV
infections.

Key words: ASPV, ASGYV, apple, pear, quince.
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1. GiRIiS Nevzat BIRISIK

1.GIRIS

Meyvecilik, insan beslenmesindeki yeri ve ticari degerinden dolay1 biitiin
diinyada oldugu gibi ililkemizde de 6nemli tarimsal faaliyetlerden biridir. Yumusak
cekirdekli meyveler (Y.C.M) grubuna giren elma, armut ve ayva; diinyada iliman
iklime sahip biitiin bolgelerde yetistirilebilmektedir. Ulkemizde ise bu meyve tiirleri
asir1 sicak ve asirt soguk iklim kosullarina sahip olan bdlgeler diginda her yerde
yetistirilmektedir. Yumusak ¢ekirdekli meyve tiirlerinin diinyadaki yillik tiretimi
2007 yili i¢in yaklasik 84.851.870 ton’dur (Cizelge 1.1). Bu iiretimin % 86,49 gibi
onemli bir miktarmi Cizelgede yer alan 23 iilke gergeklestirmektedir. Bu verilere
gore; Tirkiye, toplam 2.737.488 ton yumusak c¢ekirdekli meyve liretimiyle ayvada
birinci, elmada besinci, armutta ise yedinci sirada yer almakla birlikte genel
ortalamada besinci siradadir (FAO, 2009).

Yumusak cekirdekli meyvelerin uluslararast yillik ticari degeri Cizelge 1.2°de
gorildigi gibi yaklagik 13 milyar dolar civarindadir (FAO, 2009). Tiirkiye, diinya
yumusak ¢ekirdekli meyve tiretiminin % 2,88’ini geceklestirdigi halde, iilkemizin bu
iriinlerin ihracatindaki payi ise yalnizca % 0,18 gibi diisiik bir oranda kalmaktadir.
Bu durumun baslica nedenleri ise; oncelikle iiretimin daha c¢ok i¢ pazara yonelik
olmasi, dolayisiyla {iretilen ¢esitlerin biiyiik ¢cogunlugunun uluslararasi piyasalarda
talep gormeyen c¢esitlerlerden olusmasi ve {lretim standartlarimizin (seyreltme,
muhafaza, paketleme vb.) diisik olmasidir. Cizelge 1.2.°de iilkemizde yumusak
cekirdekli meyve ithalat miktarmin, ihracat miktarinin 1/3 oraninda oldugu ve ithal
edilen iirline 6denen bedelin ihracat gelirinden fazla oldugu goriilmektedir. Bu
Cizelgeden iilkemizde ihracat dirlinlerinin diisiik fiyatla satildigi fakat benzer
tirtinlerin ¢ok daha pahali olarak ithal edildigi anlagilmaktadir.

Ulkemizdeki toplam meyve iiretimi icerisinde yumusak ¢ekirdekli meyvelerin
pay1, Cizelge 1.3’te verilen bilgilere gdre 2.909.141 ton ile % 18,81 dir (TUIK,
2009). Bu caligmanin yiiriitiildiigi Adana, Kahramanmaras, Mersin, Nigde ve
Osmaniye illerindeki yumusak c¢ekirdekli meyve tiirlerine ait dikilis alanlari, iiretim
miktarlar1 ve toplam aga¢ varligi ise Cizelge 1.3’te verilmistir. Bu Cizelgede

goriildiigi lizere adi1 gecen illerdeki toplam yumusak ¢ekirdekli meyve iiretimi yillik
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348.752 ton olup bu rakam iilke iiretiminin % 11,98’ni olusturmaktadir. Calisma
kapsamindaki illerin yumusak c¢ekirdekli meyve agaci varligi ise 7.601.727 olup, bu

say1 iilkemizin yumusak c¢ekirdekli meyve agact varligmmin % 12,10’una denk

gelmektedir (TUIK, 2009).

Cizelge 1.1. Diinyada 6nemli yumusak cekirdekli meyve iireticisi iilkelere ait 2007
yil1 iiretim miktarlar1 (FAO, 2009).

Sira Ulkeler Elma (ton) | Armut Ayva (ton) | Toplam
(ton)
1 Gin 27.507.000 | 12.625.000 90.000 | 40.222.000
2 ABD 4.237.730 799.180 5.036.910
3 italya 2.072.500 840.516 650 2.913.666
4 iran 2.660.000 166.000 39.000 2.865.000
5 Tiirkiye 2.266.437 349.420 121.631 2.737.488
6 Rusya 2.211.000 15.500 10.000 2.226.500
7 Hindistan 2.001.400 200.000 2.201.400
8 Fransa 1.800.000 221.000 3.600 2.024.600
9 Arjantin 1.300.000 520.000 27.000 1.847.000
10 Sili 1.390.000 220.000 1.610.000
11 ispanya 672.400 537.400 21.000 1.230.800
12 Japonya 850.000 325.000 300 1.175.300
13 Polonya 1.039.100 13.000 1.052.100
14 Glney Afrika 650.000 325.000 125 975.125
15 Glney Kore 400.000 425.000 825.000
16 Ukrayna 707.000 107.200 7600 821.800
17 Kuzey Kore 635.000 125.000 760.000
18 Avusturya 477.900 175.500 653.400
19 Hollanda 370.000 224.000 594.000
20 Belcika 330.000 218.000 550 548.550
21 Avustralya 221.000 150.000 371.000
22 Portekiz 198.200 170.000 2.600 370.000
23 Cezayir 181.000 141.000 5.000 327.000
Diinya 64.255.520 | 20.105.683 490.667 | 84.851.870
23 ulkenin toplam iiretimi | Diinya uretimine oran1 % 86,49 73.388.639
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Cizelge 1.2. Diinyada ve Tiirkiye’de yumusak cekirdekli meyve ticaretine ait 2006
yili verileri (FAO, 2009).

Tiir Diinya Uretim lhracat lhracat Ithalat Ithalat
Tiirkiye | (ton) (ton) deg. (ton) deg.
(1000 USD) 1000.USD
Elma Diinya 63.875.324 | 7.166.752 4.431.758 | 6.967.882 | 4.845.528
Turkiye 2.002.033 8.586 3.024 5.644 4.975
Armut Diinya 19.655.161 | 2.175.364 1.606.776 | 2.177.490 | 1.835.953
Turkiye 317750 4.082 2.313 739 765
Ayva Diinya 484.498 16.550 14.567 13.922 12.014
Tarkiye 106.214 4.615 3.812 48 54
Toplam | Diinya 84.014.983 | 9.358.666 6.053.101 | 9.159.294 | 6.693.495
Tiirkiye 2.425.997 17.283 9.149 6.431 5.794
Oran % 2,88 % 0,18 % 0,15 % 0,07 % 0,08

Cizelge 1.3. Calismanin yiiriitiildiigii illerde yumusak ¢ekirdekli meyve tiirlerine ait

2008 yil1 verileri (TUIK, 2009).

IL Tiir Yetistirme | Agag sayisi Uretim (ton)
alani (da)
Adana Elma 9.177 327.746 7.695
Armut 1.780 67.765 1.719
Ayva 130 4.075 148
Toplam 11.087 399.586 9.562
Mersin Elma 46.286 1.147.451 62.884
Armut 2.935 150.994 4.998
Ayva 405 30.267 1.274
Toplam 49.626 1.328.712 69.156
Osmaniye Elma 1.515 64.764 1.016
Armut 340 15.355 250
Ayva 44 1.400 63
Toplam 1.899 81.519 1.329
Nigde Elma 202.110 4.316.466 219.376
Armut 5.340 117.735 4.752
Ayva 140 4.464 93
Toplam 207.590 4.438.665 224.221
Kahramanmaras Elma 42.636 1.211.230 41.607
Armut 1.735 119.085 2.444
Ayva 361 22.930 433
Toplam 44.732 1.353.245 44.484
ILLER TOPLAMI Elma 301.727 7.067.657 332.578
Armut 12.130 470.934 14.163
Ayva 1.080 63.136 2.011
Toplam 314.937 7.601.727 348.752
Ulkesel orani %17,09 %12,10 %11,98
TURKIYE Elma 1.577.510 47.196.007 2.457.845
Armut 210.579 11.890.772 356.281
Ayva 54.598 3.732.133 95.015
Toplam 1.842.687 62.818.912 2.909.141
Toplam meyve 28.651.043 | 771.639.594 15.465.265
Y.C.M.orani %6,43 %8,14 %18,81
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Tiirkiye diinyanm 6nemli yumusak cekirdekli meyve {ireticisi iilkelerinden
olmakla birlikte, bu meyve grubuna giren elma, armut ve ayvanin anavatanlarindan
bir olarak da bilinmektedir. Bu nedenle Tiirkiye yumusak c¢ekirdekli meyveler
grubunda yetistiricilik ve gen kaynaklar1 agisindan ayricalikli bir konuma sahiptir
(Ulkiimen, 1938: Ozbek, 1978). Ozellikle yeni cesit gelistirmede ve hastaliklara
dayanikli ¢esit 1slahinda Anadolu 6nemli bir gen kaynagi olarak goriilmektedir.

Tim bitkilerde oldugu gibi yumusak c¢ekirdekli meyve yetistiriciliginde
hastalik ve zararlilardan dolay1r 6nemli iiriin kayiplar1 meydana gelmektedir. Bu
hastalik etmenlerinden viriisler de yumusak c¢ekirdekli meyvelerde c¢ok sayida
hastaliga neden olup farkli diizeylerde kalite ve kantite kayiplarina yol agmaktadir.
Bu giine kadar yapilan ¢alismalar sonucunda elma, armut ve ayvada az veya ¢ok
onemli, 14 tanesi latent olmak {izere toplam 39 virlis hastaliginin varlig1 tespit
edilmistir (Ogawa ve English, 1991).

Bu hastalik etmenlerinden 6zellikle konukgulari {izerinde belirti olusturan
veya yumusak cekirdekli meyveler disinda da konukgular1 olan Elma mozaik viriisii
(Apple mosaic virus-ApMV) ve Elma yaprak klorotik leke viriisii ( Apple chlorotic
leaf spot —ACLSV) gibi etmenlerle ilgili yurt disinda ve lilkemizde c¢ok sayida
bilimsel aragtirma calismasi yiiriitiilmiistiir. Fakat konukgular: iizerinde ¢ok belirgin
simptomlar olusturmadigindan dolay1 latent olarak kabul edilen Elma Govde
Yivlesme (Apple Stem Pitting Virus: ASPV) ve Elma Govde Cukurlasma (Apple
Stem Grooving Virus: ASGV) adl virlis hastaliklariyla ilgili arastirma caligmalari
oldukga yetersizdir. Ozellikle iilkemizde bu hastalik etmenlerinin varhigi, yaygmlig,
belirtileri, konukgu bitkilerin bu hastaliklara duyarliligi ve bu hastaliklarin neden
oldugu tahmini ekonomik kayiplar hakkinda heniiz yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Bu hastalik etmenlerinden 6zellikle ASGV ’nin turunggiller, kayisi, kiraz, kivi
ve zambak gibi genis bir konukcu dizisine sahip olmasi hastaligin iilkemiz i¢in
onemini daha da artirmaktadir. Ornegin turunggillerde dnemli bir viriis hastalig1 olan
Citrus Tatter Leaf Virus (CTLV) ASGV’nin bir rkidir. Diger yandan ASPV ise
Ozellikle baz1 yumusak c¢ekirdekli meyve cesitlerinde meyve bozukluklarma yol
actigmdan ekonomik olarak daha 6nemli kabul edilmekte olup, bu hastalikla ilgili

cok sayida arastrma yiiriitiilmektedir. Ulkemizde son yillarda artan bodur
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meyvecilik ve yazlik elma yetistiriciligi nedeniyle yurt disindan ¢ok sayida meyve
fidan1 ithal edilmektedir. Meyvecilige artan bu ilgiden dolayr yumusak cekirdekli
meyve yetistiriciliginin daha 1liman iklim bdlgelerine kayarak bu hastalik
etmenlerine konukguluk edecek turunggiller gibi diger bitki tiirleriyle ayni
ekolojilerde yetistirilmesi bu hastalik etmenlerini daha da 6nemli hale getirmistir.
Ayrica iilkemizde son yillarda tesis edilen elma bahgelerinin biiyiik ¢cogunlugu bu
hastaliklara duyarli olan M (Malling) ve MM (Malling- Merton) anaglari tizerine asili
fidanlarla kurulmustur. S6z konusu bu anaglarin ¢cogunlugu yurt disindan gelmekte
olup adi gecen hastalik etmenleriyle enfekteli olma ihtimali bulunmaktadir. Bu
durum calisma konusu olan hastalik etmenlerinin bdlgemizdeki ve iilkemizdeki
onemini daha da artirmigtir. Dolayisiyla bu ¢aligmanin yiiriitiilmesindeki bir diger
onemli gerek¢e de bu hastaliklara duyarli olabilecek anag-cesit kombinasyonlarimin

dikiminin iilkemizde giderek artmasi ihtimalidir.
Bu tez calismast 2006 ve 2009 yillar1 arasinda Adana, Kahramanmaras,

Mersin, Nigde ve Osmaniye illerinde yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismayla;

v ASPV ve ASGYV hastalik etmenlerinin yukarida adi gecen illerde bulunan
elma, armut ve ayva alanlarindaki varliginin ve dagiliminin ortaya konmasi,
Bu hastalik etmenlerinin teshis metotlarmin gelistirilmesi ve optimizasyonu,
Hastalik etmenlerinin doga kosullarinda meydana getirdigi makroskobik

belirtilerin tespit edilerek ortaya konmas,

v Elde edilecek ASPV ve ASGV izolatlarmin aralarindaki biyolojik ve
molekiiler farklarin ortaya konmasi amaciyla karakterizasyon c¢aligmalarmin
yapilmasi ve,

v Ulkemizde yaygin olarak yetistirilen bazi elma gesitlerinin bu hastalik

etmenlerine kars1 verecegi reaksiyonlarin belirlenmesi amaglanmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Yumusak Cekirdekli Meyvelerde Viriis Hastaliklar

Diger bitkilerde oldugu gibi yumusak c¢ekirdekli meyvelerde de iiretim
miktarini ve kalitesini siirlayan, iiriin kayiplarina neden olan bir¢ok dnemli hastalik
ve zararli vardir. Bu hastaliklar igerisinde, degisik tasmma yollariyla yayilip bulasan
ve heniiz kimyasal miicadelesi miimkiin olmayan viriis ve virlis benzeri hastaliklar
ayr1 bir nem tagimaktadir.

Posnette, (1989)’un bildirdigine gére yumusak ¢ekirdekli meyvelerde viriis
hastaliklarinmn varlig1 ilk kez 1825 yilinda ApMV’nin asiyla taginmasiyla rapor
edilmis, fakat uzun yillar bu konuda kayda deger bir ¢alisma yapilmamistir. Sert
cekirdekli meyvelerde zararli virlis hastaliklarina dair 1951 yilinda bir kitap
yaymlanmis olmasina ragmen yumusak ¢ekirdekli meyve viriisleri konusunda ancak
1976 yilinda bir el kitab1 yaymlanabilmistir Bu tarihten sonra yapilan arastirma
caligmalar1 sonunda diinyada yumusak g¢ekirdekli meyve yetistiriciliginin yapildig:
biitiin bolgelerde virlis hastaliklarindan dolay1 ciddi verim ve kalite kayiplarinin
meydana geldigi ortaya konmustur. Bugiine kadar yumusak ¢ekirdekli meyvelerde
39 adet virlis ve virlis benzeri hastalik etmeni rapor edilmistir. Bu viriis

hastaliklarindan 6nemli olanlar1 Cizelge 2.1°de verilmistir (Nemeth, 1986).

Cizelge 2.1. Yumusak cekirdekli meyvelerde goriilen 6nemli viriisler ve taginma

yollar1
Hastalik ismi Hastalik etmeni Akronim | Taginmasi
Elma mozaik Apple mosaic llarvirus ApMV As1,M. inokulasyon

Elma klorotik yaprak lekesi | Apple chlorotik leaf spot ACLSV AsI,M. inokulasyon

Trichovirus

Elma gdvde yivlesme Apple stem pitting ASPV As1,M. inokulasyon
Foveavirus

Elma gdvde gukurlasma Apple stem groving ASGV As1,M. inokulasyon
Capillovirus

Kiraz torpulenmis yaprak Cherry rasp leaf nepovirus | CRLV Asl, Nematod

Elma topworking hastaligi | Tomato ring spot nepovirus | ToRSV Asi, Nematod
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Cizelgede yer alan hastalik etmenlerinden Cherry rasp leaf nepovirus (CRLV)
ve Tomato ring spot nepovirus (ToRSV) disinda kalanlarin diinyada yumusak
cekirdekli meyvelerin yetistirildigi biitiin alanlarda bulundugu varsayilmaktadir.
Fakat CLRV ve ToRSV hastalik etmenleri Kuzey Amerika’da bulunmakta ve
nematodlarla tasinmaktadir (Desvignes ve ark, 1999). Bu hastalik etmenlerinin elma
disinda ¢ok sayida odunsu ve otsu konukgusu bulunmaktadir ve her iki hastalik
etmeni hem EPPO (European and Mediterranean Plant Protection Organization)
bdlgesinde hem de iilkemizde rapor edilmediginden bu hastaliklar EPPO’nun Al
listesinde ve ililkemiz karantina yonetmeliginin EK—1 A listesinde yer almaktadir.

Yumusak ¢ekirdekli meyve virlis hastaliklarindan ASPV ve ASGV yumusak
cekirdekli meyve agaclarinin govde, dal ve siirgiinlerinde doku yumusamasi veya
dokuda iceriye dogru cokmeler seklinde hastalik belirtileri olusturarak Onemli
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Meyve agac¢larinda viriis hastaliklarinin neden
oldugu kayiplarin 6lgiilmesi, uzun yillar alan arastirma g¢aligmalar1 ve kompleks
tahmin modelleri gerektirdiginden olduk¢a zordur. Cembali ve ark. (2003), ABD de
yaptiklar1 bir ¢aligma sonucunda viriislerden kaynaklanan ekonomik zarari tahmin
etmek icin ticari bahgelerde ve fidanliklarda uygulanmak iizere iki farkli model
gelistirmislerdir. Bu modellerin uygulanmasi1 sonucunda elma yetistiriciliginde
ACLSV+ASGV+ASPV enfeksiyonu sonucu Golden c¢esidinde %30 oraninda bir
verim kayb1 oldugu, fakat bu zarar oraninin hastalik ve ¢esitlere bagl olarak % 67’ye
kadar ¢ikabildigi hesap edilmistir.

Viriis hastaliklariyla miicadele olduk¢a zor olmasina ragmen miicadelenin en
onemli asamasimi viriis hastalik etmenlerinin zamaninda ve dogru olarak teshis
edilmesi olusturmaktadir. Bu amagla giiniimiizde yaygin sekilde biyolojik
indeksleme, serolojik testler (6rn. ELISA- Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay),
elektron mikroskopi ve molekiiler (6rn: PCR-Polimerase Chain Reaction) teknikler
kullanilmaktadir. Son yillarda gelisen teknoloji ve molekiiler bilimi sayesinde
Mikroarray teknolojisi de bitki virolojisinde kullanilmaya baslanmistir (Milne, 1993:
Lenz ve ark. 2008).
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2.2. Tiirkiye’de Yumusak Cekirdekli Meyve Viriis Hastaliklar:

Ozkan ve Kurgman (1976), iilkemizde yumusak cekirdekli meyvelerde viriis
hastaliklar1 konusundaki ilk c¢alismanin 1964 yilinda Sahtiyanci tarafindan
yapildigini ve bu ¢alismada Orta Anadolu elma alanlarinda “Green crinkle” ve “Star
crack" hastaliklarinin varligmin rapor edildigini bildirmislerdir. Bu ¢aligmalar
yalnizca baz1 gozlemlere dayanmis olsa da faydali bulunarak sonraki yillarda (1966—
1969) yine Orta Anadolu’da 6nemli elma alanlar1 olarak kabul edilen Ankara, Afyon,
Konya, Kayseri, Eskisehir, Kirsehir, Nevsehir ve Nigde illerinde elma bahgeleri
gezilerek makroskobik gozlemler yapilmistr. Bu gdzlemler biitiin  fenolojik
donemleri kapsayacak sekilde yapilmis ve calisma sonucunda ApMV, Green crickle,
Star crack, Apple proliferation (AP) Apple Dimple Fruit (ADF) hastaliklarina
rastlandig1 rapor edilmistir (Ozkan ve Kur¢man, 1976). Bu calismalar sonucunda
daha ¢ok yaprak ve meyvelerde belirti gdsteren hastaliklarla ilgili baz1 veriler elde
edilmis, fakat herhangi bir hastalik orani verilmemistir. S6z konusu caligsmalarda
latent kabul edilen hastaliklarin varlig1 vurgulanmakla beraber bu hastaliklarla ilgili
herhangi bir veri bulunmamaktadir. Daha sonraki yillarda; Cali, (1992) yaptig1 bir
caligmada Isparta ili elma alanlarinda bazi viroid ve fitoplazma benzeri hastalik
belirtilerini rapor etmistir.

Ulkemizde 1990’11 yillardan sonra yumusak cekirdekli meyvelerde zarar yapan
viriis hastaliklar1 konusunda bazi ¢alismalar yapilmis olmasina ragmen bu ¢alismalar
daha ¢ok elma ile ilgili olmustur. Bu ¢alismalar 2000’11 yillara kadar olduk¢a simnirh
kalmig fakat bu tarihten sonra daha genis alanlarda ve degisik konukcularda farkli
hastaliklar arastirilmistir.

Akbas ve Ilhan (2005), Orta Anadolu bolgesi elma alanlarinda ApMV iizerine
yaptiklar1 ¢alismada hastalik belirtisi gosteren agaglardan alman Ornekler iizerinde
yapilan serojik testler sonucunda % 68,3 oraninda enfeksiyon belirlemislerdir. Orta
Anadolu, Karadeniz ve Marmara bolgelerinde 2005 yilinda Dursunoglu ve Ertung
(2008), elma, armut ve ayva alanlarinda yaptiklar: siirvey ¢alismasi sonucunda bu
alanlarda ApMV’nin %29,75 oraninda bulundugunu serolojik testler neticesinde

ortaya koymuslardir. Bu calisma her ii¢ yumusak cekirdekli meyve tiiriinde genis
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alanda yapilan ilk caligmalardan biridir. Ayn1 y1l Yilmaz ve ark. (2005) tarafindan
Tokat ili elma alanlarinda yapilan bir siirvey c¢alismasinda DAS-ELISA test
sonuglarina gore toplanan 6rneklerin % 6,9 oraninda ApMYV ile enfekteli oldugu
bildirilmistir. ApMV iilkemizde yumusak cekirdekli meyve alanlar1 disinda findik
alanlarinda da rapor edilmistir. Bu farkl tiirlerdeki ApMV izolatlar1 iizerinde yapilan
RFLP c¢alismalar1 sonucunda CP gen bolgesinde biiyiik oranda homoloji saptanmistir
(Sokmen, 2003).

Bir bagka calismada Caglayan ve ark. (2006) Tirkiye’'nin 6nemli elma
yetistiricilik alanlarindan 174 6rnek toplamis ve bu 6rneklerin 126 tanesinin ApMV,
ACLSV, ASPV veya ASGV ile enfekteli oldugunu ve 6zellikle ACLSV /ASPV
karisik enfeksiyon oraninin %84 gibi oldukg¢a yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.
Akbas ve Ilhan (2008), Ankara ili ayva alanlarinda yaptiklar1 cahsmada ACLSV nin
varligimmi serolojik testlerle ortaya koymuslardir. Fakat, bu calismada alinan ayva
orneklerinden hi¢gbirinde ASPV ve ApMV ’ye rastlanmadig1 rapor edilmistir.

Yumusak cekirdekli meyvelerde zararli virlis hastaliklar1 konusunda genis
kapsamli ¢aligmalardan bir digeri ise Birisik ve ark. (2008) tarafindan 2002-2005
yillar1 arasmmda Akdeniz Bdlgesi elma alanlarinda yiiriitiilmiistiir. Bu g¢alismada
Adana, Antalya, Kahramanmaras ve Osmaniye illerinden 413 elma Orneginde,
serolojik, molekiiler ve biyolojik testler yapilmis, alman elma 6rneklerinin ApMV,
ACLSV, ASPV ve ASGYV ile enfekteli oldugu ve ASPV hari¢ ortalama enfeksiyon
oranimnin ELISA sonucglarna goére % 18,8 oldugu belirlenmistir. Ayni ¢aliymada
biyolojik indeksleme sonuglarma goére alinan 6rneklerde ASGV % 60,8 ASPV ise

%54,5 oraninda bulunmustur.

2.3. Elmalarda Govde Zararlanmalarina Neden Olan Viriis Hastaliklan

Diinyada elma yetistiriciliginin gelistigi ve yayginlastig1 1920’11 yillarda elma
pamuklu biti, Avusturalya’da ve Yeni Zellanda’da epidemi yapmis ve diinyanimn diger
elma yetistiricisi iilkelerine de yayilarak sorun olmaya baslamistir. Bu zararliya kars1
miicadelede baslangicta Spy klon anaglari kullanilmig, fakat bu anaglarin

verimlerinin diisiik oldugu anlasilmistir. Bu nedenle, elma yetistiriciliginde verimi
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arttirmak ve elma pamuklu bitiyle miicadele etmek i¢in Ingiltere East Malling Bahge
Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisinde 1930’lu yillarda anag¢ gelistirme programi
yiirlitiilmeye baslanmistir. Bu program kapsaminda Malling (M) ve Malling-Merton
(MM) klon anaglar1 gelistirilmis ve tiim diinyada kullanima sunulmustur. Bu anaglar
cok biiyiik oranda ASPV ve ASGYV ile enfekteli oldugu halde bu viriis hastaliklarinin
latent olmasindan dolay1 enfeksiyon fark edilememis ve sonraki yillarda M ve MM
anaglar1t ABD’li iireticiler tarafindan kullanilip tizerine Amerika kitasinin yerli ¢esidi
olan Virgina Crab agilaninca ASPV ve ASGV’ye duyarli olan bu cesitte siddetli
belirtiler ortaya ¢ikmistir. Dolayisiyla bu hastalik etmenleri ilk olarak ABD’de ancak
1960’11 yillarda fark edilmistir. Fakat bu siirecte enfekteli olan M ve MM klon
anaclarinin diinyanin bir ¢ok bdlgesine yayildigi ¢ok sayida arastirici tarafindan
rapor edilmistir (Stouffer, 1989: Welsh ve Meer, 1989: Wood, 1996).

ASPV ve ASGV hastalik etmenleri konukcularinda kolayca fark edilmeyi
saglayacak sekilde yapraklarda renk degisimi, sekil bozukluklari ve meyve lekeleri
gibi belirtiler olusturmadigimdan dolay1 uzun yillar bu hastaliklarin varligir ve 6nemi
anlagilamamistir. S6zii edilen hastaliklar daha ¢ok bazi duyarli konukgular iizerinde
gozle goriilebilir belirtiler olusturmaktadir. Dolayisiyla bu hastaliklarin teshisinde
uzun yillar yalnizca biyolojik indeksleme yontemi kullanilmistir (Posnette, 1989).
Genel olarak biyolojik indeksleme; hastalik etmenlerinin en tipik belirtileri
gosterdikleri hassas konukgularina as1 veya mekanik inokulasyon yolu ile taginarak,
hastalik etmeninin varliginin tespit edildigi, tipik belirtilerin gdzlendigi ve bu olusan
belirtilere gore teshisin yapildigr bir yontemdir (Di Terlizzi, 1998). Fakat viriis
hastaliklarinin teshisinde meydana gelen ilerlemeler sonucunda latent kabul edilen bu
hastaliklarin modern metotlarla kolaylikla teshis edilebildigi ve 6nemli ekonomik
kayiplara neden oldugu ortaya konmustur (Menzel ve ark. 2003).

Bu iki etmenin yumusak c¢ekirdekli meyve agaglarinda olusturdugu
hastaliklar ve bunlara ait tasimmma Ozellikleri Cizelge 2.2°de verilmistir. Govde
belirtisi olusturan bu viriis hastaliklar1 tiretim materyali ile tagindig1 gibi mekanik
olarak otsu test bitkilerine ve as1 yoluyla odunsu indikator bitkilere de tasinmaktadir.
Bu etmenler indikatdr bitkilerde yaprak kivrilmalari, degisen siddet ve tipte mozaik

simptomlary, odun dokusunda yumusamalar, iceriye dogru igne ucu seklinde
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girintiler, meyvelerde sekil bozukluklar1 ve yapraklarda besin elementi noksanligi ile

karistirilan degisik goriiniimlere neden olmaktadirlar.

Cizelge 2.2. ASGV ve ASPV’nin neden oldugu hastaliklar ve taginma yollar1.

Hastalik etmeni Akronim | Hastalik ismi Tagsinma
Apple Stem ASGV Elma gdvde gukurlasma hastaligi Asi g6zl
Grooving Armut gévde gukurlasma hastaligi Mekanik
Capillovirus: Elma geriye 6lUmu inokulayon
Topworking hastaligi Tohum
Apple Stem Pitting | ASPV Elma yivlesme hastalidi Asi g6zl
Foveavirus: Elma clcelik virasu Mekanik
Elma epinasti ve geriye 6limu inokulasyon

Armut nekrotik leke hastaligi
Armut kizil lekelilik

Armut gévde gukurlagsmasi
Armut damar sararmasi
Ayva clcelik hastalig

Ayva meyve Sekil bozuklugu

Ayva duzgin halkali lekeliligi

Cizelge 2.2°de verilen calisma konusu hastaliklar EPPO bolgesi iilkelerinde
ve iilkemizde karantina listelerinde yer almamaktadir. Fakat, bu hastalik etmenleri
EPPO tarafindan hazirlanan sertifikasyon protokollerinde de iiretim materyalinden
arindirilmasi gereken hastalik etmenleri olarak yer almaktadwr. EPPO, onerdigi bu
sertifikasyon uygulamalar1 yoluyla yeni bahce tesis edilirken sertifikali iretim
materyali kullanimini tegvik etmek ve bu yolla ASPV ve ASGV hastalik etmenleriyle
miicadele edilmesini amaglanmaktadir. Bu protokollerde sertifikali {iretim materyali
elde edilmesinin ilk asamasi olarak termoterapi uygulamasi yer almaktadir.
Termoterapi uygulamasi1 tek bagina yeterli olmadigindan EPPO sertifikasyon
protokoliinde (pm4-27) doku Kkiiltiirii ve termoterapi uygulamalarinin kombine
edilmesi Onerilmektedir (EPPO, 2009). Fakat onerilen bu uygulamalarla %100
virlisten ari materyal elde etmek hedeflendiginde yapilan uygulamalar sonucu aday

bitkilerin % 40 ile 87’sinin 61diigl rapor edilmistir (Funing, ve ark. 2003).
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2.3.1. Elma Govde Yivlesme Viriisii (Apple Stem Pitting Foveavirus: ASPV)

2.3.1.1. ASPV’nin Tespiti ve Ozellikleri

Bu hastalik ilk olarak ABD’de 1940’l1 yillarda belirlenmistir. Daha sonraki
yillarda duyarli bir ¢esit olan Virgina Crab c¢esidinin ana¢ olarak kullanilmaya
baslanmasi sonucu bir ¢ok agacin kisa siirede 6lmesiyle hastalik 6nem kazanmaistir.
[Ik zamanlar as1 uyusmazlig1 olarak diisiiniilen bu hastalik sonraki yillarda asilama
ile diger bitkilere taginmig, bdylece viral bir hastalik oldugu kanitlanmigtir
(Guengerich ve Millikan, 1956). Takip eden yillarda ABD’de Spy 227 anaci {izerine
asili elma agaclarinda Oliimler goriilmiis ve yapilan c¢aligmalarla bu Oliimlerin
sebebinin de bir virlis oldugu anlagilmistir. Bu tarihte her iki hastaligin birbirinden
bagimsiz iki ayri viriisten kaynakladigi diisiiniilmiistiir (Guengerich ve Millikan,
1959). Sonraki yillarda yapilan ¢aligmalarla Kegler ve ark. (1976) Apple stem
pitting, Spy 227 geriye 6limii ve armut damar sararmasi (Pear Vein Yellowing:
PVY) hastaliklarmin tek bir etmen olan ASPV tarafindan meydana geldigini rapor
etmislerdir. Etmen viriis; herhangi bir vektor, tohum veya polenle tasinmadigi halde
ast ve mekanik inokulasyon ile tasinmaktadir. ASPV konuk¢u bitkilerden temas
yoluyla bulasmadigi halde etmen komsu bitkilere kok temasi ve kok kaynasmasi
yoluyla bulasabilmektedir (Nemeth 1986). Etmenle ilgili yapilan c¢aligmalar
sonucunda ASPV’nin ipliksi, 800 nm uzunlugunda ve 12—15 nm genisliginde ssRNA
genomik yapiya sahip bir viriis oldugu bilirlenmistir (Koganezawa ve Yanase, 1990).
Yapilan molekiiler calismalar sonucunda ise ASPV’nin Foveavirus cinsine ait bir
virlis oldugu rapor edilmistir (Martelli ve Jelkmann 1998). Uluslararast viriis
taksonomi komitesi ICTV (International Commitee on Taxonomy of Viruses) nin
yaptig1 siniflandirmaya gore ASPV’nin taksonomisi soyledir (Anonymus, 2005).

Grup  : ssRNA (pozitif sens)

Familya : Flexiviridae

Cins  : Foveavirus

Tiir : Apple Stem Pitting Virus

Akronim: ASPV (Mayo ve Brunt, 2006).

12
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ASPV lizerinde yapilan c¢aligmalar sonucunda bu etmenin genom
organizasyonu ortaya konmustur. Bu ¢alismalarda ASPV viriisiinlin beg adet ORF’ye
sahip, 9293 niikleotidden meydana gelen tek parcali bir genoma sahip oldugu
belirlenmistir (Khan ve Dijkstra, 2006). Farkli ASPV izolatlarinin genomu iizerinde
yapilan caligmalarda izolatlarin %81 ile %94 arasinda degisen oranda homoloji
gosterdigi belirlenmistir (Yoshikawa ve ark. 2001). Koganezawa ve Yanase, (1990)
tarafindan goriintiillenen ASPV’nin elektron mikroskop goriintiisii Sekil 2.1°de
verilmistir. Khan ve Dijkstra, (2006) tarafindan yapilan bu etmene ait genomun

model ¢izimi de Sekil 2.2°de verilmistir.

Sekil 2.1. ASPV hastalik etmeninin elektron mikroskop goriintiisii (Koganezawa ve
Yanase, 1990).

QORF MPz 7K CP

bl
s-u?a.ui——&_ﬂm-_dﬁ__ An 3
24TK

Sekil 2.2. ASPV’nin genom yapisini gosteren model ¢izim (Khan ve Dijkstra, 2006).

2.3.1.2. ASPV’nin Konukg¢ulari ve Yayihsi

Elma tiirleri (Malus pumila, M. sieboldii, M. sylvestris), armut (Pyrus
communis) ve ali¢ bitkileri (Crataegus mongyna) bu hastaligin dogal konukgularidir.
Fakat bu konukgulardan ¢ogu hastalig1 latent olarak tagimaktadir. Bunun yaninda

ASPV’nin 9 ayr1 familyadan degisik bitkilere deneysel olarak tagindig1 bildirilmistir.
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ASPV’nin varligi elma ve armut yetistiriciliginin yapildig1 bir¢gok bolgede rapor
edilmis olup bu etmenin genel olarak yumusak cekirdekli meyvelerin yetistirildigi

biitiin bolgelerde yaygin olarak bulunabilecegi kabul edilmektedir (Nemeth 1986).

2.3.1.3. Hastalik Belirtileri

ASPV elma ve armut agaglarinda geriye Oliim, gdovde odun dokusunda
yivlesme, damar sararmasi ve as1 noktasindan igeriye dogru ¢ukurlar (pit) olugsmasina
neden olmaktadwr. Bu hastalik, meyve ve gdvdede olusan simptomlarmn goériinme
stiresi ve siddeti agisindan hafif ve siddetli olmak {iizere iki wrka ayrilmaktadir.
ASPV’nin hafif rkinmn simptomlar1 gévdede en erken {igiincii yilda goriilmekte ve
kiigiik pitler (¢cukurlar) olusturmaktadir. Bu rkin olusturdugu enfeksiyonlarda meyve
simptomlar1 ise tli¢iincii y1lda ¢ok zayif olarak goriilmekte ve goriilme yiizdesinin de
diisiik oldugu belirtilmektedir. Buna karsin ASPV’nin siddetli irkinda ise goévde
simptomlar1 ikinci yilda ortaya ¢ikmakta ve {igiincii yilda belirtiler cok siddetli olarak
goriilmektedir. Siddetli wkin enfeksiyonlarmda meyve simptomlar1 da govde
simptomlarinda oldugu gibi ikinci yilda goriilmeye baslamakta ve daha siddetli
olarak seyretmektedir (Welsh ve Uyemoto 1980: Desvignes ve ark. 1990). ASPV
esas olarak asilama yoluyla tasinmakta, ancak enfekteli agaclardan komsu agaglara
kok kaynasmasi yoluyla gecebilmektedir. Nemeth, (1986) bu durumda, hastalik
belirtilerinin kdk yoluyla bulasmis agaglarda goriilebilmesi i¢in yaklasik bir yillik
inkiibasyon stiresi gerektigini rapor etmistir.

ASPV’nin duyarl olarak bilinen Virgina crab elma ¢esidi iizerinde olusturdugu
yivler Sekil 2.3’te, ve olusan yivlerin kabuktaki karsilig1 Sekil 2.4’te ve diger bir
duyarli elma anaci olan spy 227 meydana getirdigi epinasty belirtisi ile Hardy armut
¢esidinde neden oldugu nekrotik yaprak lekeleri ise swrasiyla Sekil 2.5 ve Sekil
2.6’da gosterilmistir.
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Sekil 2.3. ASPV’nin Virgina Crab Sekil 2.4. ASPV’nin Virgina Crab
iizerinde  olusturdugu yivler iizerinde olusturdugu yivler ve
(Pitting), (Stouffer, 1989). kabuktaki karsilig1 (Stouffer, 1989).

Sekil 2.5. ASPV’nin Spy 227 Sekil 2.6. ASPV’nin Hardy armut
iizerinde meydana getirdigi cesidinde neden oldugu nekrotik
epinasty (Desvignes, 1999). yaprak lekeleri (Stouffer, 1989).
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2.3.1.4. Hastah@in Ekonomik Onemi

ASPV ile enfekteli yumusak cekirdekli meyve agaclarinda olusan kayiplari
aragtirmak amaciyla, virlisiin neden oldugu Pear Vein Yelloving (PYV) hastalig ile
enfekteli armut fidanlhiginda 12 ayr1 ¢esit denemeye alinarak bir ¢aligma yapilmigtir.
Minoiu ve ark. (1986), tarafindan yapilan bu ¢alismada enfekteli armut bitkilerinin
saglikli bitkilere oranla % 13,4 ile % 69,7 arasinda degisen biiylime geriligi
gosterdikleri tespit edilmistir. Bu c¢alisma sonucunda ASPV ile enfekteli armut
fidanlarmm kis soguklarina karsi daha duyarli olduklari anlagilmis ve yapilan
analizler sonucunda ASPV ile enfekteli bitkilerin biinyesinde fosfor, azot, kalsiyum
ve phytoasimilatdr pigmentlerin daha az oranda bulundugu kanitlanmistir. Ayrica
enfekteli agaglarm biinyesinde saglikli agaclarda bulunmayan Hydroxyproline tespit
edilmistir. Bu madde yalnizca enfekteli bitkilerde bulundugundan bu maddenin
varligimin hastaligin teshisi i¢in kullanilabilecegi bildirilmistir (Minoiu ve ark,1986).

ASPV elmalarda yalnizca Virgina Crab iizerine asilanmis bitkilerde gozle
goriilebilir hastalik belirtileri olusturmakta ve belirgin bir zarar meydana
getirmektedir. ASPV ile enfekteli Virgina Crab bitkisinde anacin geriye dogru
Olmesinden dolay1 elma agaglarinda kayiplar meydana gelmektedir. Diger ticari
anac-kalem kombinasyonlarinda hastalik latent olarak bulunmaktadir. Bu hastaligin
V. Crab disinda yalnizca bodur M klon anaglari {izerine asilanan Charden gibi
duyarli ¢esitlerde as1 noktasinda biiyiime ve as1t uyusmazligi sonucu agac oliimlerine
neden oldugu bilinmektedir.

Ulkemizde bu hastaligim yaygmnhg ve ekonomik énemi ile ilgili fazla bir
calisma bulunmamakla birlikte Birisik ve ark. (2008), Akdeniz bdolgesi elma
alanlarinda yaptiklar1 bir siirvey calismasinda alinan 6rneklerle biyolojik indeksleme
caligmalar1 sonucu Orneklerin %55 gibi yiiksek bir oranda ASPV ile enfekteli

oldugunu rapor etmislerdir.

2.3.1.5. Hastahgin Teshisi ve Miicadelesi

Viral hastalik etmenlerinin rutin teshis ¢aliymalarmda en yaygin olarak
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kullanilan ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) test ¢aligmalarinda
kullanmak amaciyla ASPV i¢in antiserum {iretilmeye calisilmigtir. Bu konuyla ilgili
yapilan ¢ok sayida aragtirmaya ragmen ASPV i¢in uzun siire rutin teshise olanak
verecek ticari bir antiserum Uretilememistir. Ancak son yillarda monoklonal
antiserum tretimi Gugerli ve Ramel, (2004) tarafindan gergeklestirilmistir. Devam
eden antiserum iiretim ¢aligmalar1 sonucunda 2006 yilinda Bioreba (Isvicre) firmasi
tarafindan ASPV i¢in poliklonal antiserumu iiretilerek kullanima sunulmustur.
Bilindigi tizere serolojik testlerin latent viriis hastaliklarindaki teshis basarisi
cogunlukla etmene bagli nedenlerden dolayr diisiiktiir. ASPV genomu iizerinde
yapilan niikleodit dizi caligmalar1 sonucunda RT-PCR (Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction) teknigi ile virlisiin teshis imkanlar1 gelistirilmis ve
yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (Schwarz ve Jelkmann 1998, Kummert ve
ark. 1998: Jelkmann, 1994: Yoshikawa ve ark, 1992). Daha sonra Jelkmann ve
Keim-Konrad (1997), immunocapture/RT-PCR teknigini konusunda bazi ¢aligmalar
yapmig ve bu metodun ASPV i¢in daha saglikli ve giivenilir teshis imkan1 verdigini
bildirmiglerdir. Ayrica, Boom ve ark. (1990) ile Rott ve Jelkmann, (2001) ASPV
izolasyonu i¢in silica capture yonteminin basarili sonuglar verdigini bildirmislerdir.
Bu hastalikla miicadelenin esas1 diger virlis hastaliklarinda oldugu gibi
virlisten ari saglikli liretim materyali kullanmaktir. S6z konusu saglikli {iretim
materyalinin elde edilmesi amaciyla ilk kullanilan teknik termoterapidir. Cropley
(1968), enfekteli elma kalemlerinin 38°C sicaklikta, ¢eside bagli olmak iizere 21 ile
77 gilin tutuldugunda viriisiin bitki biinyesinden elemine edildigini rapor etmistir
Fakat glinimiizde, meristem kiiltiirli, shoot-tip grafting (siirgiin ucu asilamast),
protoplast kiiltiirii ve in-vitro doku kiiltiiri gibi yontemlerle viriisten ari bitkiler elde
etmek miimkiin hale gelmistir. Viriis hastaliklarinin kimyasal miicadelesi uzun
vadede sonu¢ vermeyen ve ekonomik olmayan uygulamalar olmasina ragmen bazi
kimyasallarin  bitki bilinyesinde viriis c¢ogalmasimi azalttigi veya durdurdugu
bilinmektedir. Hansen (1989), bir Guanosine analogu olan Ribavirini 500 ppm
dozunda haftalik olarak vejetasyon boyunca elma bitkilerine uygulamis ve sonugta
bu kimyasalin bitki blinyesinde ASPV viriis replikasyonunu (¢ogalmasini) ve bu

virlislin bitkide sistemik olarak taginmasini inhibe ettigini ortaya koymustur.
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2.3.2. Elma Govde Cukurlasma Viriisii (Apple Stem Grooving Capillovirus
:ASGYV)
2.3.2.1. ASGV’nin Tespiti ve Ozellikleri

Lister ve ark. (1965) bu hastalig1 ilk olarak 1965 yilinda ABD’de rapor
etmislerdir. Ilk zamanlar hastalik etmeninin ASPV ile ayn1 oldugu diisiiniilmiis, daha
sonraki yillarda De Sequeira (1965, 1967) yaptig1 c¢aligmalarda bu hastaligin
biyolojik olarak ASPV’den farkli oldugunu tespit etmistir. Bu giline kadar yapilan
caligmalara gére ASGV’nin polen veya herhangi bir vektdr bocekle tagmmadigi,
fakat mekanik inokulasyon ve as1 yolu ile tagindig1 ortaya konmustur (Nemeth 1986).
ASGV; Capillovirus grubundan 600-700 nm uzunlugunda, 12 nm genisliginde,
toplam genom biiylikligli 6.5 kb olan, ssRNA niikleotid yapisina sahip ipliksi bir
viriistiir (Murphy ve ark., 1995).

Uluslararast  viriis taksonomi komitesi ICTV tarafindan  yapilan
smiflandirmaya gére ASGV’nin taksonomisi agagida verilmistir (Anonymus, 2005).

Grup  : ssRNA (pozitif sens)

Familya : Flexiviridae

Cins  : Capillovirus

Tir : Apple Stem Grooving Virus

Akronim: ASGV (Khan ve Dijikstra, 2006)

Hirata ve ark. (2003) tarafindan Japonya’da degisik ASGV 1rklar1 {izerinde
yapilan arastrmalarda etmenin genom organizasyonu ortaya konmustur. Bu
calismalarda ASGV viriisliniin birbiri iizerine binen iki adet ORF (Open Reading
Frame)’ye sahip, 6496 niikleotitten meydana gelen tek parcali bir genoma sahip
oldugu ve bu genom yapisinin irklar diizeyinde %82 ile %98 arasinda degisen oranda
homoloji gosterdigi belirlenmistir. Lister (1970), yaptig1 calisgamalar sonucunda
ASGV etmenine ait elektron mikroskop goriintiisiini elde etmistir. Sekil 2.7°de
goriildiigii tizere ASGV ipliksi yapida bir goriiniime sahiptir. Bu virlisiin genom
yapistyla ilgili yapilan ¢aliymalar sonucunda Hirata ve ark. (2003) tarafindan Sekil

2.8’de goriilen model ortaya konmustur.
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Nevzat BIRISIK

Sekil 2.7. ASGV hastalik etmeninin elektron mikrokop goriintlisti (Lister,

1970).

ORF1

P-Pro Hel
ORF2

-

nt 4635 nt 4655

(A)n

Sekil 2.8. ASGV’nin genom yapismi gosteren model ¢izim (Hirata et, all.

2003).

2.3.2.2. ASGV’nin Konukgular: ve Yayihsi

Genig bir konuk¢u dizisine sahip olan ASGV’nin deneysel olarak 17

familyadan 40 bitki tiirline tasindigi belirlenmistir. Bu hastalik elma ve armut

yetistiriciligi yapilan bolgelerde yaygin olarak bulunan bir viriis hastaligidir. ASGV

yumusak cekirdekli meyveler disinda ¢ok farkli bitki tiirlerinde de hastalik etmeni

olarak rapor edilmistir. Ornegin, bir siis bitkisi olan zambak bitkisinin ASGV’nin

dogal bir konukcusu oldugu Inouye ve ark. (1979) tarafindan rapor edilmistir. Nickel

ve ark., (2001) tarafindan yapilan arastirmalar sonucunda sert ¢ekirdekli
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meyvelerden kayis1 (Prunus armeniaca L.) ve kiraz ( Prunus avium L.) gesitlerinin
biiyik c¢ogunlugunun hastaligi latent olarak tasidigi saptanmistir. Brezilya’da
Cleopatra mandarin ¢esidinde uzun yillardan beri gbzlenen kabukta renk agilmasi ve
basik meyve sendromunun ASGV’nin turunggil irki olan CTLV enfeksiyonundan
kaynaklandigi, serolojik, biyolojik ve molekiiler yontemlerle ortaya konmustur
(Osvaldo ve ark. 2002). Takip eden yillarda Yeni Zellanda’da Clover ve ark, (2003),
tarafindan yapilan bir caligma sonucunda Cin kaynakli kivilerde ASGV tespit edilmis
ve boylece kivi bitkisinin de ASGV’nin konukg¢usu oldugu ortaya konmustur.
ASGV’nin bugiine kadar tespit edilmis baslica irklar1 Cizelge 2.3’te verilmistir.
ASGV’nin genel olarak as1 materyali ile tagindig:1 bilinmesine karsin, Shim ve
ark. (2006a, 2006b), tarafindan Kore’de yapilan bir calismada ASGV-K olarak
bilinen ve armutlarda “Pear Black Necrotik Leaf Spot (PBNLS)” Nekrotik Siyah
Yaprak Lekesi hastaligina neden olan wkin  Talaromyces flavus adli fungus
tarafindan tagindigi belirtilmistir. Ayni arastirmacit adi gegen fungusun ASGV
hastalik etmeninin armut bitkisinin yan1 sira otsu konukgu olan Phaseolus vulgaris
(fasulye) bitkisine taginmasinda da rol aldig1 ortaya koymustur. Fakat bu ¢aligma

herhangi bagka bir arastirmaci tarafindan heniiz dogrulanmamastir.

Cizelge 2.3. ASGV nin tespit edilmis baglica irklari. Anonymous, (2005)

Virus irki Akronimi Konukgusu

Apple stem grooving virus ASGV Elma- Armut

Citrus tatter leaf virus CTLV Turuncgiller
Cherry virus A CVA Sert ¢ekirdeklilerde
Liliac chlorotic leaf sport virus LiCLV Zambak

2.3.2.3. Hastalik Belirtileri

ASGV elma ve armut agaglarinda geriye Oliim, gévde odun dokusunda
cukurlasma, yapraklarda damar sararmasi ve asi noktasinda sismelere neden
olmaktadir (Welsh ve Uyemoto 1980: Desvignes ve ark. 1990). ASGV’nin neden
oldugu bu hastaliklara ait belirtiler Sekil 2.9, 2.10., 2.11., ve 2.12’de goriilmektedir.
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Sekil 2.9. ASGV’nin Virgina Crab Sekil 2.10. ASGV’nin Virgina Crab

iizerinde  olusturdugu  ¢ukurlar iizerinde olusturdugu dal siskinligi
(Welsh ve Meer, 1989). ve nekrozlar (Desvignes ve ark.
1999).

Sekil 2.11. Virginia Crab elma Sekil 2.12. ASGV enfeksiyonu sonucu Malus
cesidinde as1  noktasinda sieboldii’de goriilen as1 noktas1 nekrozu
meydana  gelen  nekroz (Yanase, 1983).

(Lister, 1970).

Yapilan c¢alismalar sonucunda ASGV ile turunggillerlerde hastalik yapan
CTLV arasindaki iligki ortaya konmaya caligilmistir. Bu konu ile ilgili olarak devam
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eden caligmalar sonucunda iki farkli virlis olarak bilinen hastalik etmenlerinin ayni
virtisin irklart oldugu ortaya konmustur (van Regenmortel ve ark., 2000). CTLV
hastalik etmeni; limon (Citrus limon (L.) Cleopatra mandarin ve iigyaprakli turunggil
anaci (Poncirus trifoliata (L). lizerine asili bir¢cok turunggil c¢esidinde ciicelesme,
kloroz, as1 noktasinda uyusmazlik, yapraklarda parcalanma ve govde incelmesi
simptomlarina neden olmaktadwr. CTLV’nin tipik tatter leaf (parcali yapraklilik)
simptomlar1 ise C. excelasa ve Mexican lime (C. aurantifolia) iizerinde deneysel
asilamalarla indekslemeden alt1 ay sonra gozlenmektedir (Frison ve Taher, 1991;
Roistacher, 1991; Miyakawa ve Ito, 2000). Osvaldo ve ark. (2002) tarafindan
Brezilya’da yapilan bir ¢aligma sonucunda Cleopatra mandarinlerinde (Citrus reshni)
Fruit intumescence hastaligmin da muhtemel bir ASGV izolat1 oldugu ortaya
konmustur. Bunlarin disinda Cin’de kivilerde (Actinidia chinensis) goriilen damarlar
aras1 ¢okiintli, yapraklarda mozaik ve halkali lekeler seklindeki belirtilerin ASGV
enfeksiyonu sonucunda olustugu rapor edilmistir (Clover ve ark, 2003).

ASGV’nin elma ve armut gibi Rosaceae familyasina ait bitkilerden
turuncgillerlere veya zambak bitkisine nasil tagindigina dair bir bilgi yoktur. Bununla
birlikte ASGV’nin turunggillerlerden Rosaceae familyasina ait tiirlere as1 yoluyla
gectigi diisliniilmektedir (Herron ve Skaria, 2000). Kore’de armut yetistiriciliginde
onemli ekonomik kayiplara yol acan PBNLS hastaligmin ASGV virlisiinden
kaynaklandig1 yapilan elektron mikroskopi, RT-PCR ve gen sekans analizi
caligmalar1 sonucu Shim ve ark. (2004) tarafindan ortaya konmustur. Bu hastalik
armut yapraklarinda once siyah daha sonra nekroze olan ve ddkiilen biiyiik yaprak
lekelerine yol agmaktadir. Bu enfeksiyon sonucunda yaprak alaninin biiyiik bir kismi
siyah lekelerle kaplanabilmektedir. Boylece fotosentez alani azalan agagta gelisme

geriligi ve verim diisiikliigii meydana gelmektedir.

2.3.2.4. Hastaligin Ekonomik Onemi

ASGV i¢in Cek Cumhuriyetinde ELISA testi ile yapilan siirvey
caligmalarinda bazi bahgelerde %50 den fazla bir enfeksiyon orani tespit edilmistir

(Polak ve Zieglerova 2001). ASGV’nin elma agaclarindaki ekonomik zarar diizeyi
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ile ilgili yapilan bir diger ¢aligmada, bu hastalik etmeni denemeye alinan 14 farkl
elma c¢esidine as1 yoluyla bulastirilmis ve takip eden yillarda gdvde kalinliklar1 ve
boylar1 olgiilerek hasta bitkiler saglikli kontrol bitkileriyle karsilastirilmistir. Maxim
ve ark. (2004) tarafindan yapilan bu calisma sonucunda ASGV’den dolay1 biitiin
cesitlerde ortalama % 23,4 agac boyunda kisalma ve % 13,7 gévde ¢apinda daralma
tespit edilmistir. Bu etmenden dolay1 en biiylik kayip % 64,4 boy kisalmast ve %
42,9 ¢ap daralmasiyla Golden Delicious ¢esidinde goriilmiistiir.

ASGV yumusak cekirdekli meyveler diginda baz1 siis bitkileri, sert ¢ekirdekli
meyveler ve bazi turunggillerde de zararlidir. ASGV’nin turuncggillerde zararli
oldugu bilinen ve CTLV olarak adlandirilan wkinin turunggil iiretiminde ekonomik
kayba neden oldugu, 6zellikle Giiney Amerika iilkelerinde ve ABD’de bilinmektedir.
Bu nedenle CTLV’nin miicadelesine yonelik olarak ABD’de bu etmen viriis
turunggil sertifikasyon programina da dahil edilmistir (Skaria ve ark. 1997).

Ulkemizde ASGV’nin ekonomik zarar diizeyini belirlemeye ydnelik bir
calisma bulunmamakla birlikte Birisik ve ark. (2008) tarafindan Akdeniz Bolgesi
elma alanlarinda yapilan bir slirvey ¢aligmasinda alinan orneklerde ELISA testi
sonucunda %S5 biyolojik indeksleme ¢aligmalar1 sonucunda ise % 60 oraninda ASGV
virlis hastaligina rastlanmistir. Bu farkli enfekteli diizeyleri ELISA test yonteminin
bitkinin farkli fenolojik donemlerinde alman Orneklerde virlisii teshis etme
yeteneginin farkliligindan veya degisik donemlerde viriis konsantrasyonun farklilik
gostermesinden kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir (Birisik ve ark, 2008).

Bu calisma disinda iilkemizde elma, armut ve ayva iiretimi yapilan genis
alanlarmn ve kullanilan ¢esitlerin ASGV agisindan durumlarina dair herhangi bir veri
bulunmamaktadir. Ancak, Kamberoglu ve ark. (1995) tarafindan turuncgillerde
yapilan bir ¢alismada yurt disindan getirilen liretim materyalleriyle kurulmus meyer
limon bahgelerinde siirvey calismasinda elde edilen orneklerde serolojik testler

sonucunda CTLV’nin bulunmadig1 ortaya konmustur.

2.3.2.5. Hastahgin Teshisi ve Miicadelesi

Bu hastaligm teshisinde genel olarak biyolojik indeksleme, serolojik testler ve
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molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Bu testlerden biyolojik indeksleme amaciyla
mekanik inokulasyon ve odunsu indikatorlere asiyla tasima c¢aligmalart
yapilmaktadir. Serolojik testlerden ise ELISA testi bu viriislin teshisinde rutin olarak
kullanilmaktadir. Fakat virlis bitki biinyesinde diisiik yogunlukta bulundugundan
ELISA testi de zaman zaman hatali negatif sonuglar verebilmektedir (Kiard ve ark.
1996). Serolojik teshis yontemlerinden DIBA (Dot Immuno Binding Assay) ASGV
icin modifiye edilerek kullanilmig fakat ELISA’dan daha basarili sonuglar vermedigi
gorilmiistiir (Wang ve ark, 1998). ASGV i¢in yapilan niikleotid dizi ¢aligmalar1
sonucunda Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu: RT-PCR) ve Single-Strend Confirmation Polymorphism (Tek Kollu
Konformasyonal Polimorfizm: SSCP) teknikleri ile viriisiin teshis imkanlart
gelistirilmis ve yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir (Jelkmann, 1994: Yoshikawa
ve ark, 1992: Schwarz ve Jelkmann, 1998: Kummert ve ark., 1998: Magome ve ark.
1999). ASGV i¢in ayrica immunocapture/RT-PCR metodu gelistirilmis ve
uygulanmistir (Jelkmann ve Keim-Konrad, 1997: James 1999).

Kirby ve ark. (2001) ASGV nin teshisinde kullanilan metotlar1 karsilagtirilmis
ve ELISA testinin yillara gore farkli sonuglar verdigini, biyolojik indeksleme
calismalarinda ise kullanilan indikator bitki tiir ve gesitlerinin sonuclara etki ettigini,
dolayisiyla IC-RT-PCR metodunun bu hastalig1 teshis etmek i¢in en uygun yontem
oldugunu bildirmiglerdir.

Bu hastalikla miicadelenin esas1 diger bircok meyve viriis hastaliginda oldugu
gibi virlisten ar{ iiretim materyali kullanilmasidir. Temiz {iretim materyali elde etmek
amaciyla termotherapi ile meristem kiiltlirii gibi in-vitro iretim teknikleri
kullanilmaktadir. ASGV termotherapi ile elemine edilmesi en zor olan latent
viriislerdendir. Bununla birlikte enfekteli veya siipheli bitkiler 37 °C’de 7-8 hafta
tutuldugunda viriisten ari bitkiler elde edilebilmektedir (Campbell, 1968). Sertifikali
turunggil iiretim materyalinin ASGV’nin bir ki olan CTLV den ari olmasi
onemlidir. Yapilan c¢aligmalarda CTLV’nin turunggillerlerden yalnizca siirgiin ucu
asilamasiyla (Shoot-tip grafting; STG) elemine edilemedigi i¢in ayrica termotherapi
ile kombine edilmesi gerektigi belirlenmistir. (Frison ve Taher, 1991).

ASGV’nin enfekteli bitkilerden arindirilmasi ile ilgili olarak yapilan bazi
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calismalarda doku kiiltiiriinden elde edilen bitkilere bazi kimyasallarin etkisi
arastirtlmigtir. Doku kiiltlirli asamasindaki 9-12 haftalik bitkilere Quercetin ve
ribavirin (10pg ml") uygulamalarmm olumlu sonu¢ verdigi bildirilmistir (James,
2001). Rusya’da Kivi yetistiriciliginde dal uclarinda geriye 6liime neden olan ve
onemli ekonomik kayiplara yol acan ASGV ile miicadelede Trichoderma harzianum
adli antogonist fungus denenmis ve denemede %0,1 lodine Alkol (%5’lik)
solusyonu, 1 It % 2, 5 yag oranma sahip siit, ve Trichoderma harzianum str. VKM
F-2477D wk1 toplam 10 1t su i¢inde karistirilarak kivi bitkilerine uygulamis ve
yapilan bu uygulamanin hastalikla miicadelede etkili oldugu ve verimi artirdig1 rapor

edilmistir (Grinko, 2008).
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3. MATERYAL ve METOT

Bu tezin laboratuar calismalar1 Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Boéliimii ile Adana Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii Fitopatoloji subesi
viroloji laboratuarlarinda yiirlitiilmiistiir. Cesit reaksiyonu caligmalari ile sera, iklim
odas1 ve screen-house caligmalar1 Adana Zirai Miicadele Arastirma Enstitlisiinde
gerceklestirilmistir. Virlis izolatlarmin biyolojik karakterizasyonu amaciyla odunsu
indikatorler lizerinde yapilan denemeler ise, Isparta ilinde bulunan Egirdir Bahge

Kiiltiirleri Aragtirma Enstitlisii Miidiirliigii deneme alaninda gergeklestirilmistir.

3.1. Materyal

Calismada kullanilan materyalleri Adana, Kahramanmaras, Nigde, Mersin ve
Osmaniye illerindeki elma, armut ve ayva alanlari ile bu alanlardan toplanan yaprak,
stirglin, meyve ve kok drnekleri ile bu drneklerden elde edilen ASPV ve ASGV viriis
izolatlar1 olusturmustur. Siirvey alanlarindan bitki 6rneklerinin alinmasi i¢in buz
kutusu, plastik torbalar, budama makas1 ve etiketler ile bu alanlardaki belirtilerin
gorilintiilenmesi amaciyla dijital fotograf makinesi kullanilmistr.

Orneklerin muhafazasi i¢in buzdolaby, derin dondurucu (-20, -80 °C) ve + 4°C
soguk oda ve farkli biiyiikliiklerdeki plastik tiipler ile petri kaplar1 kullanilmistir.
Serolojik teshis calismalarinda Bioreba (Isvigre) firmasindan temin edilen ApMYV,
ACLSV, ASPV ve ASGV spesifik ELISA kitleri kullanilmistir. Orneklerin
Ozsuyunun c¢ikarilmasinda porselen ve cam havan setlerinden faydalanilmistir.
ELISA ¢alismalar1t Merck, Sigma, Carloerba vb. degisik firmalardan temin edilen
kimyasallarla hazirlanmig olan tampon ¢ozeltiler ile yiiriitilmiistiir. Bu ¢ozeltilerin
icerigi EK-1’de verilmistir. ELISA plateleri Titertek-Multiskan ve Tecan-Sunrise
ELISA okuyucularinda 405 nm dalga boylu filtre kullanilarak okunmustur.

RT-PCR caligsmalarinda ise Promega (ABD) firmasindan temin edilen SV
Total RNA Izolasyon kiti, GoTaq Flexi DNA Polymerase, M-MLV Reverse
Transcriptase, Proteinase K enzimleri ile Bench Top 100bp DNA Ladder Markur,
MgCl, RNasin (Riboniiklease inhibitorii) ve ANTP’s setleri kullanilmistir. Molekiiler
calismalarda fontek (Tiirkiye) firmasindan temin edilen Oligoniikletidler (primer)

kullanilmigtir. Tezin molekiiler kisminda yer alan RFLP caligmalar1 ise Fermentas
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(Kanada) firmasimdan temin edilen restriksiyon enzimleri kullanilarak yapilmistir.
Molekiiler c¢aligmalarda Eppendorf Mastercycler Gradient PCR Thermocyler,
Eppendorf 5429 ile Hettich micro 12-24 mikro santrifiijleri, Sigma 2-16 K sogutmali
santrifiij, Eppendorf Thermomixer compact karistiricili 1sitma bloku, Sartorius CP
323 S hassas terazi, Orison GLP 22 pH metre, Sellecta-Agimatic N 1siticili manyetik
karistirici, Sellecta-precisng su banyosu ile Pipetman, Biohit-proline ve Gilson
mikropipet setleri ve vortex cihazi kullanilmistir. Elektroforez ve jel goriintiileme
caligmalarinda ise Ter-Max yatay jell tanki, Agaroz (Sigma), Consort E 861 giic
kaynagi, Barnsteadlab-line e-class ¢alkalayici, Sony-Lip 895 CE Video Graphic
printer ile etihidium bromide muhafaza tankindan faydalanilmistur.

Mekanik inokulasyon ve biyolojik karakterizasyon ¢aligmalarinda ise 4000
lix aydinlatmali iklim odasi, ¢ift katli 0,7 mm aralikli screen house, sera,
otomasyonlu damla sulama sistemi, yaprak giibreleri, organik sivi giibreler ile tarim
ilaclari, ayrica har¢ hazirlanmasinda torf, perlit, dezenfekte edilmis bahge topragi ve
hayvan giibresi kullanilmistir.

Mekanik inokulasyon ¢aligmalarinda kullanilan otsu indikatdr bitki tohumlart
Italya’”da bulunan Istituto Agronomico Mediterraneo di Bari (IAM-Bari)
enstitlisiinden ve Hollanda karantina servisinden (PDI-Wageningen), ¢esit reaksiyon
denemesinde kullanilan elma fidanlar1 ise asili olarak Egirdir Bahge Kiiltiirleri
Arastirma Enstitlisiinden temin edilmistir. Biyolojik karakterizasyon c¢aligmalarinda
kullanilan odunsu indikatdr bitkiler Norve¢’te faaliyet gdsteren Gartnerhalles
Eliteplantestasjon Sauherad isimli 6zel bir fidancilik firmasmdan alinmustir.

Yukarida verilen materyallerin disinda molekiiler caligmalarda degisik
firmalardan temin edilen; Phenol, chloroform, lithium chloride, SDS, NaCl, Glikoz,
Bromephenol blue, Tris, Sodyumasetat, Potasyumastetat, EDTA, PEG, alkol, RNase
free su, miliQ su, degisik boylarda santrifiij tiipleri, tiilbent, parafilm, alimiinyum
folyo, sterilizasyon bandi, plastik ve cam pipetler, otoklav, etiiv, inkiibator, dijital

kumpas, steril cam malzeme vb. diger laboratuar ara¢ gerecleri kullanilmistir.
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3.2. Metot

3.2.1. Siirvey Yapilacak Alanlarin Belirlenmesi

Calismalarm yltritildigi bolgelere ilkbahar ve sonbaharda yapilan arazi
ziyaretleri ile siirvey ¢aligmasi yapilmistir. Siirvey ¢aligmalarinda alinan 6rnek sayisi
Cizelge 3.1°de goriildugi tizere ilgili meyve tiiriinlin o ildeki varligina bagl olarak
hesap edilmis, fakat genel olarak planlanan sayidan daha fazla 6rnek almmuistir. Agac
varligia gore, calisma boyunca 73 bahceden 6rnek alinmasi planlanmis olup ¢alisma
stiresince imkanlarin elverdigi olciide ve ¢alismalarin daha da detaylandirilmasi igin

toplam 134 bahg¢eden 6rnek alinmistir.

Cizelge 3.1. Siirvey calismalarinda 6rnek alinan iller, tiirler ve bahge sayilari .

n Tiir Agac varhg Planlanan Gergceklesen
(TUIK, 2009). | bahge sayis1 | bahce sayis
Adana Elma 327.746 8 13
Armut 67.765 4 13
Ayva 4.075 1 5
Mersin Elma 1.147.451 8 9
Armut 150.994 6 7
Ayva 30.267 2 4
Osmaniye Elma 64.764 5 7
Armut 15.355 2 3
Ayva 1.400 1 3
Nigde Elma 4.316.466 12 12
Armut 117.735 6 6
Ayva 4.464 2 4
Kahramanmarag | Elma 1.211.230 8 23
Armut 119.085 6 8
Ayva 22.930 2 17
Toplam 7.601.727 73 134

Orneklemede yer alan bazi illerde agac sayis1 az oldugu halde, 6rneklenecek
bahce sayisi yiiksek tutulmustur. Bunun nedeni; bu bolgelerde yerel cesitlerin
bulunma ihtimalinin yiiksek olmasi veya sik dikim (bodur-yaribodur) bahce tesis
edilmesidir. Bu planli Orneklemenin disinda Adana Zirai Miicadele Arastirma
Enstitiisiine Tarim Bakanliginin tasra teskilatlarindan gonderilen 6rnekler ve ¢alisma
stiresince diger bazi projeler icin araziye gidildiginde planlama dis1 alinan 6rnekler
de caligmaya dahil edilmistir. Caligmalar esnasinda imkanlar 6l¢iisiinde elde edilen

bulgularin gii¢lendirilmesi amaciyla daha fazla sayida bah¢eden 6rnek alinmaistir.
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3.2.2. Siirvey Alamindaki Bahcelerden Orneklerin Alinmasi

Ornek almak amaciyla belirlenen bahgelerde 6rnekleme basit tesadiifi usulle
yapilmistir (Bora ve Karaca, 1970). Buna gore; 6rnek sayis1 bahge biiytikliigiine bagl
olarak planlanmis; 5 da’dan kii¢lik bahgelerden ii¢, 5-10 da olan bahgelerden dort, 10
da’dan biiyiikk bahgelerden ise alt1 ila oniki arasinda bir agac¢ sayist olarak
hesaplanmustir. Ornek alman agaclar Oncelikle simptomatolojik olarak kontrol
edilmistir. Bu kontroller esnasinda agaglarda goriilen epinasty, ag1 noktasinda sigme,
as1 noktasinda nekroz, meyvelerde sekil bozukluklari, yapraklarda renk bozulmasi,
leke olusumu ve deformasyon gibi belirtiler aranmis ve herhangi bir belirti tespit
edildiginde kaydedilmistir. Ornek alman agacin her yoniinden (dogu, bati, kuzey,
giiney) 15-20 cm uzunlugunda bir yillik siirglinler alinmistir. Bir agagtan aliman
orneklerin hepsi plasitik torbaya konularak etiketlenmis ve bir 6rnek olarak kabul
edilmistir. Bu 6rnekleme metodu rutin siirvey ¢aligmalarinda kullanilmistir.

Siirvey calismalarinda pozitif bulunan bazi agaglar belirlenerek hastalik
etmenlerinin bitkinin hangi dokusunda daha iyi teshis edildiginin arastirilmasi i¢in
sonraki donemlerde tekrar ziyaret edilmistir. Belirlenen bu agaclardan ¢icek
donemindeyken 6rnek alimmaya baslanmis olup, vejetasyon donemine bagli olarak
cicek, yaprak, kabuk, meyve, meyve eti, meyve kabugu ve meyve cekirdegi
orneklenmistir. Alinan bu 6rnekler plastik torbalara konularak ve 6rnek alinan agaca
dair bilgiler bir etikete yazilarak numaralandirilmistir. Karakteristik belirti gdsteren
ve numaralandirilan agaclarin ayn1 zamanda fotograflar1 da ¢ekilerek gerektiginde
agaclarm bulunmasi ve tekrar 6rneklenebilmesi i¢in bahge icindeki yerlerinin krokisi
cizilmistir. Ornekler toplandiktan sonra etiketlenerek buz kutusu iginde soguk
ortamda laboratuara getirilmistir.

Siirvey calismalari1 esnasinda alman 6rneklerin ELISA sonuglar1 géz oniinde
bulundurularak ayni agaclardan forse (silirglin vermeye tesvik) edilmek iizere
dormant (durgun) donemde (Kasim-Aralik) 20-25 cm uzunlugunda bir yash
stirgiinler almmistir. Almnan siirgiinler etiketlenerek soguklama ihtiyacinin
karsilanmas1 amaciyla 1/1 oraninda torf/kum karisimi iginde katlanarak 60 giin

siireyle +4 °C muhafaza edilmistir. Soguklama ihtiyac1 karsilanan siirgiinler 18-25 °C
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sicaklik, %70 nem ve 16/8 saat (aydinlik/karanlik) 1s1k kosullarinda siirmeye tesvik
edilmistir. Bu uygulama sonucunda elde edilen yaprak ve siirgiinler vejetasyon
doneminde alinan Orneklerin ELISA testi sonuglariyla karsilastirilmak {izere

kullanilmistir (Birisik ve ark., 2008).

3.2.3. DAS-ELISA Cahsmalar

Araziden toplanan ornekler Bioreba (Isvigre) firmasindan temin edilen
Polyclonal antiserum igeren ticari ELISA Kkitleri kullanilarak, literatiirde Onerilen
(Clark ve Adams, 1977: Clark ve Bar-Joseph, 1984) DAS-ELISA metodu ve firma
tavsiyelerine gore test edilmistir. ELISA testleri asagida belirtilen sekilde teshis, en
uygun Ornekleme zamaninmn, en uygun bitki dokusunun belirlenmesi ve Ornek
muhafaza kosullarinin tesbiti ¢aligmalarinda kullanilmigtr. ApMV ve ACLSV
kitleri siirvey amacli degil, ASGV ve ASPV belirtilerinin bagka viral hastalik
etmenlerinden kaynaklanmadiginm belirlenmesi amaciyla kullanilmistir. ELISA
okumalar1 405 nm’de Tecan-Sunrise ELISA reader’da yapilmis ve sonuglar, negatif
kontrol OD degeri x 3 + %10 seklinde hesap edilmis ve bu sonuca goére ELISA
pozitif bulunanlar enfekteli kabul edilmistir. ELISA test c¢alismalarinda kullanilan

tampon ¢ozeltiler EK.1°de verilmistir.
DAS-ELISA uygulamalar1 agsagida verildigi Sekilde yapilmustir.

a. Kaplama: 1/1000 oraninda sulandirilmis olan IgG (y-glubulin) (Polyklonal
antiserum) ELISA pleytinin her ¢ukuruna 100 pl olacak sekilde konmustur. Bu pleyt
iizeri plastik kapakla kapatilarak +4 °C ON (Overnight=bir gece) veya 30 °C / 5 saat
olacak sekilde inkubasyona birakilmistir. Bu siireden sonra ¢ikarilan pleyt 3 kez 3’er

dk. olmak iizere yikama tamponu ile yikanmistir.

b. Ormnek Ilavesi: ELISA testi icin alinan 6rnekler 1/10 w/v (hacim/agirlik)
olacak sekilde ekstraksiyon tamponunda ezilmistir. Ezilen 6rnekler buradan almarak
2 ml tiiplere konmus, daha sonra her o6rnek icin ELISA pleytinde iki cukur
kullanilarak 100’er pl 6rnek gukurlara yerlestirilmis ve sema iizerine kaydedilmistir.

Ornek ilavesinden sonra temin edilen ticari pozitif ve negatifler ilave edilmis ve plate
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+4 °C ON veya 30 °C / 5 saat olacak sekilde inkubasyona birakilmustir ve pleyt 3 kez

3’er dk. olmak iizere yikama tamponu ile yikanmuistir.

C. Konjugate ilavesi: Inkubasyon siiresinin sonunda ELISA pleyti alinmis ve
1/1000 oraninda sulandirilan konjugate her gukura 100 pl ilave edilerek pleyt +4 °C
ON veya 30 °C / 5 saat olacak sekilde bekletilmistir. Bu asamadan sonra pleyt yine 3

kez 3’er dk. olmak iizere yikama tamponu ile yikanmustir.

d. Substrate ilavesi: Substrat tamponu igerisinde taze olarak 1 mg/ml
konsantrasyonunda hazirlanan substrate (p-nitrophenyl phospahate) her ¢ukura 100
ul olacak sekilde pleyte ilave edilmis ve plate oda sicakliginda inkube edildikten
sonra 1, 2, ve 4 saat arayla li¢ okuma yapilmis ve kaydedilmistir. Pleyt daha sonra +4

°C ON tutulmus ve tekrar okuma yapilmustr.

3.2.4 Siirvey Alanlarinda Makroskobik Goézlemler

Arazi ¢aligmalar1 2006 yilinda baslamis olup, bu dénemden sonra her siirvey
cikiginda hastaliklarin elma, armut ve ayva {lizerindeki belirtileri gozlenmeye
calisilmistir. Bu amacla, 6zellikle dnceki siirvey donemlerinde DAS-ELISA sonucu
pozitif olan ornekler ilkbahar ve sonbahar donemlerinde tekrar ziyaret edilmis ve
viral hastalik etmenleriyle iliskilendirilebilecek belirtileri not edilmistir. Bu
calismalarda ASPV veya ASGYV ile iliskilendirilebilecek her tiirlii yaprak, meyve,
govde ve siirgiin belirtileri aranmistir. Bir belirtiye rastlanmasit durumunda
isaretlenen agaclar sonraki vejetasyon donemlerinde tekrar ziyaret edilmis ve ayni
belirtilerin otaya ¢ikip ¢ikmadigi gdzlenmistir. Ug y1l boyunca yapilan bu ¢alismalar,
yaprak, meyve ve govde belirtileri olarak smiflandirilmis ve her hastalik etmenine
gore ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

Makroskobik goézlemler i¢in takip edilen agaglar, gdzlenen belirtilerin bu
meyve tiirlerinde goriilen ApMV ve ACLSV gibi diger viral hastalik etmenlerinden
olusup olusmadigmin anlasilmasi i¢in test edilmistir. Makroskobik gozlemler
esnasinda tespit edilen bazi belirtilerin viral olmayan biyotik ve abiyotik diger bazi

hastalik veya zararlilardan dolay1 olusup olusmadiginin tespiti i¢in alinan 6rnekler ve
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kaydedilen goézlemler meyve hastaliklar1 konusunda calisgan uzmanlarla birlikte
degerlendirilmistir. Makroskobik gozlemler esnasinda besin elementi noksanligt vb.
abiyotik etmenlerden veya fizyolojik nedenlerden dolay1 olustugu diisiiniilen gézlem
ve Ornekler ise bahge bitkileri konusunda uzman kisilerle birlikte degerlendirilmistir.
Ayrica gozlem yapilan bahgelerde eger varsa toprak ve yaprak analiz sonuglar1 da
degerlendirilmis ve bahgede yapilan uygulamalar konusunda bahge sahipleriyle

goriisiilmiistiir.

3.2.5. Mekanik Inokulasyon

Teshis ve karakterizasyon amaciyla yapilan mekanik inokulasyon caligmalari
Dijkstra ve Jager (1998)’in bildirdigi sekilde yapilmistir. Ozellikle ASPV igin ticari
ELISA kiti ilk kez bu ¢alismada kullanildigindan dolayr ASPV ile enfekteli oldugu
sipheli olan Orneklerden daha fazla sayida mekanik inokulasyon c¢alismasi
yapilmistir. Mekanik inokulasyon c¢aligmalarinda konukg¢u bitkilerin orta yaslh
yapraklar1 kullanilmistir (Nemeth, 1986: Refatti ve ark. 1996: Boscia ve ark. 1999).

Mekanik inokulasyon ¢aligmalarinda kullanilan test bitkileri hastalik
belirtilerinin gézlenmesi amaciyla 20+2 °C ye ayarlanmig en az 4000 liiks aydinlatma
kapasitesine sahip 16 saat aydmlik ve 8 saat karanlik olan klima odalarinda muhafaza
edilmistir. Belirtiler ilk haftadan sonra giinlik olarak gozlenmis ve belirtiler
kaydedilmistir. Bitkiler 5 haftalik olduktan sonra gozlemlere son verilmistir.
Mekanik inokulasyon caligmalarinda 0,01M Fosfat tamponu (1,362 gr KH,POy,
1,781 gr Na,HPO4.2H,O, 10 gr Egg Albumin 1lt icin, pH 8.0) kullanilmistir
(Dijkastra ve Jager, 1998).

Mekanik inokulasyon c¢alismalarinda Cizelge 3.2°de verilen otsu indikator
bitkilerden her denemede bir  karakter i¢in 4 adet kullanilarak tekerriir
olusturulmustur. Her bir denemede sadece Phosphat buffer ile muamele edilmis, 4
bitkiden olusan negatif kontrol yer almistir. Denemedeki biitlin bitkiler ayn1 toprak
karistminda normal bakim kosullarinda dengeli besleme ve sulama yapilarak

yetistirilmistir. Test bitkilerinin hastalik ve zararlilardan korunmasi amaciyla bitki
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koruma Onlemleri alinmistir. Bu caligmalarin yiiriitiildiigii iklim odasindaki test

bitkileri Sekil 3.1°de goriilmektedir.

Sekil 3.1. Mekanik inokulasyon ¢aligmalarmin yapildigi iklim odasimdan bir goriintii.

Cizelge 3.2. Mekanik inokulasyon c¢aligmalarinda kullanilan otsu test bitkileri.

Indikator bitki
Chenapodium quinoa

Z
o

C.amaranticholor
Nicotiana occidentalis

N. occidentalis cvs. P1
N. benthemiana
N. glutinosa

N. tabacum cvs. White Barley
Cucumis sativus

Phaseolus vulgaris
0 Gomphrena globosa

2O N OO | WODN| —

3.2.6. Odunsu Indikator Bitkilere Asilama

Odunsu indikator bitkilere asilama faaliyetleri bu caliyma kapsaminda iki

amagla yapilmistir. Bunlardan ilki viriis izolatlarinin teshisi ve karakterizasyonu ile
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ticari bazi elma cesitlerinin bu virlis hastaliklarina gdsterdikleri reaksiyonlarin
belirlenmesi amaciyla enfekteli bitkilerden saglikli ¢ogilir veya fidanlara yapilan
astlamalardir. Bu agilamalar Nemeth (1986), Refatti ve ark. (1996), ve Boscia ve ark.
(1999)’nin bildirdigi yontemlere gére yapilmstir.

ASGV ve ASPV’nin karakterizasyonu i¢in enfekteli elma ve armut agaclarinin
stirgiinlerinden Cizelge 3.3’te verilen her bir indikator bitkiye 1 goz, ve 2 kabuk
olmak iizere toplam 3 as1 yapilmstir. Indeksleme ¢alismalarmnda kullanilan indikatdr
bitkiler ISHS (Anonymus, 2004) onerilerine gore sec¢ilmis ve bu bitkiler viriisten ari
olacak sekilde Norveg’ten temin edilmistir. Yurt digindan temin edilen bu indikator
bitkilerden alinan gozler daha 6nceden araziye dikilmis 2 yash ¢ogiirlere asilanmig
ve gelismeleri beklenmistir. Cogiirlere asilanan indikator bitkilere yaklasik 6 ay
sonra enfekteli oldugu tespit edilmis elma agaglarindan alinan siirgiinlerden asilama
yoluyla bulastirma yapilmistir. Bulagtrma amacgli asilama c¢aligmalarinda her
indikatorden bir negatif kontrol olmak {izere iki bitki kullanilmistir. Asilanan
bitkilerin normal bakim ve beslemeleri yapilmis, vektor boceklere karsi ilaglanmas,
ve budama aletleriyle tasman hastaliklarin bulasmamasi amaciyla herhangi bir
budama veya kesim yapimamistir. Asilamadan iki yi1l sonra belirtilerin
incelenebilmesi i¢in asilanan bitkilerden gévde kesme ve kabuk kaldirma islemi
yapilmis ve gozlenen belirtiler not edilmistir. Odunsu indikator bitkilerle yapilan bu

calisma Sekil 3.2°de goriilmektedir.

Cizelge 3.3. Odunsu bitkilere indeksleme ¢alismasinda kullanilan indikator

bitkiler.
Indikator ismi Tur ismi Anag¢
Virgina crab Malus sylvestris cv. | Coglr
Spy 227 Malus sylvestris cv. | Cogur
Lord Lamborne Malus domestica cogur
Malus Platycarpa Malus Platycarpa cogur
Gravenstain Rellstab Malus domestica cogur
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Sekil 3.2. Odunsu indikatdrler iizerinde yapilan biyolojik karakterizasyon
calismasindan bir goriintii (Egirdir Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii,
Isparta).
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3.2.7. Enfekteli Bitki Dokularindan Niikleik Asit izolasyonu

Araziden toplanan ve ELISA testinde yiiksek absorbans degeri ile pozitif
sonug veren drneklerden bazilari ile ELISA testinde negatif sonug veren 6rneklerden
tesadiifen secilen bir kisim 6rneklerden ASGV ve ASPV’nin molekiiler analizlerinde
kullanilmak iizere niikleik asit izolasyonu yapilmistir. Bu amagla iki farkli yontem

kullanilmistir.

Birinci yontemde; Kobs, (1998), tarafindan bildirilen ve Promega firmasinca

SV Total RNA izolasyon kiti i¢in dnerilen yontem uygulanmistir. Bu yontemde;

v' Sipheli bitkiden alinan yaprak ornekleri su ile temizlenerek sivi azot iginde
ezilmistir.

v' Toz haline gelen 6rneklerden 30 mg alinarak kullanilmigtir.

Alinan 30 mg dokuya 6nce 175 pl Lysis buffer (RLA), daha sonra 350 pl RNA

dilutaion (RDA) buffer ilave edilerek birkac kez elle karigtirilmastir.

<

Bu karisim daha sonra 14.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
Cokelti atilarak sivi faz yeni bir tiipe alinmustir.

Stvi faza 200 pl %99 ETOH ilave edilerek pipetle yavasca karistirilmistir.

D N N NN

Elde edilen bu karisim pipet yardimiyla tim RNA’larin yapisacagi spin
kolonuna aktarilmig ve kolon atik tiipiiniin i¢inde olacak sekilde 14.000 rpm’de
1 dk santrifiij edilmistir.

v" Bu agamadan sonra kolon alinarak yeni bir tiipiin igine yerlestirilmis ve kolona
600 pl RNA yikama soliisyonu konularak (RWA) 14.000 rpm’de 1 dk santrifiij
edilmek suretiyle RNA temizlenmistir.

v Ortamdaki DNA’larin temizlenmesi i¢in kolona 50 pl DNase inkubasyon
karisimi ilave edilmis ve oda sicakliginda 20-25 dk inkubasyona birakilmistir.
Bu karigim her seferinde taze hazirlanmis ve pipet yardimiyla kolona yavasga
ilave edilmistir.

v 200 pl DNase stop soliisyonu (DSA) spin kolonun i¢ine ilave edilerek DNase

aktivitesi durdurulmus ve 14.000 rpm’de 1 dk olacak sekilde tekrar santrifiij
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edilerek kolon DNA’dan temizlenmistir.

600 pl RNA yikama soliisyonu (RWA) kolona ilave edilerek 14.000 rpm’de
yeniden 1 dk santrifiij edilmis ve bu agsama 250 ul RNA yikama soliisyonu
(RWA) ilave edilerek ikinci kez tekrar edilmistir.

Kolon bu agamadan sonra tiipten ¢ikarilmis ve toplama tiipiine konulmustur.
Kolonda mevcut RNA’larin toplama tiipline alinmasi amaciyla 100 pl
Niiklease enziminden ari su ilave edilmistir.

Bu agamadan sonra kolon 14.000’de rpm 1 dk santrifiij edilerek elde edilen
100 pl RNA igeren sivi sonraki ¢ahismalarda kullanilmak iizere -80 °C’de

muhafaza edilmistir.

Ikinci yontemde: Kundu (2002), tarafindan &nerilen Fenol-cloroform ve LiCl

(Lithium Chloride) esasli ekstraksiyon metodudur. Bu yontem asagida verilen

asamalar takip edilerek ylriitiilmiistiir.

v

1:10 (agwrlik/hacim) miktarindaki bitki 6rnegi 20 mM ekstraksiyon tamponu
(20 mM Tris-HCI pH7,4, 200 mM LiCI, 20 mM EDTA, %1 SDS) varliginda
steril havan icerisinde ekstrakte edilmistir.

Ekstrakt 10.000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek 500 pl siipernatant alinmis ve
yeni bir tiipe konulmustur.

Bu tiipe 5 pl Proteinase K enzimi (20 mg/ml) ilave edilmis ve 37°C 1 saat
inkube edilmistir.

Inkubasyondan sonra karisima ayni miktarda (500 ul) fenol/kloroform (1/1)
ilave edilerek 10 dk karistirilmis (vorteks) ve 10.000 rpm’de 10 dk santrifiij
edilerek iist siv1 faz alinarak islem ikinci kez tekrar edilmistir.

Yine iist siv1 faz alinarak 3 kati1 kadar soguk alkol (ETOH) ve 2 M LiCI
karisimu ilave edilerek vortexte karistrilmis ve -20°C’de 45 dk. viriis
partikiillerinin ¢okmesi i¢in birakilmgtir.

(Cokelmeye birakilan karigim 14.000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmis ve siv1 faz
dikkatlice atilarak ¢okelti muhafaza edilmistir.

Tiipteki ¢okeltiye 100 pl %70 soguk ETOH ilave edilip 10 dk oda
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sicakliginda bekletilmistir.

v' Daha sonra ETOH ilave edilmis pellet 14.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmek
suretiyle yikanmis ve bu islem iki kez tekrar edilmistir.

v’ (Cokelti vakum altinda veya ters cevrilerek kurutma kagidi iizerinde
kurutulmustur.

v" Bu asamadan sonra tiiplere 50 pl DEPC (Diethyl pyrocarbonate) kullanilarak
steril edilmis deionise su ilave edilerek tRNA ¢6zdiirlilmiis ve kullanilincaya

kadar -20°C muhafaza edilmistir.

3.2.8. Revers Transkripsiyon: RT

RT c¢aligmalar1 Kundu (2002)’ye gore yapilmistir. Calismalarda izole edilmis
olan niikleik asitlerden her bir viriis i¢in 2 ul RNA alinarak i¢inde 10 pmol primer
(Cizelge 3.4. ASPV-A veya ASPV-II ile ASGV-2 veya ASGV-4R) bulunan 10 pl
steril su (DEPC ile muamele edilmis) ile karistirilmistir. Daha sonra bu karisim
70°C’de 5 dk inkube edildikten sonra sogumast igin buz igerisine konmustur. Daha
sonra bu Orneklere hazirlanmig olan RT reaksion karisimi (Promega firmasindan
temin edilen 5,25 ul RNAase ari su, 300 Unite M-MLYV reverse transcriptase enzimi,
5 ul M-MLV tamponu, 20 Unite RNAsin enzimi ve 0.2 mM dNTP nukleotid) ilave
edilerek 37 °C’de 1 saat tutulmus ve 100°C’de 5 dk wsitilarak elde edilen cDNA daha

sonra kullanilmak iizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.9 Polimeraz Zincir Reaksiyonu: PCR

PCR caligmalar1t Kundu (2002)’ye gore yapilmistir. Mikrotiip icerisinde
hazirlanan PCR karisimi; Promega firmasindan temin edilen 2.5 pl Tag-polymerase
tamponu ve 2.5 Unite Taq-polymerase, 10 pmol reverse ve forward primer (Iontek),
0.2 mM dNTPs ve 1.25 mM MgCl, kullanilarak hazirlanmistir. Daha sonra bu

karisim dionize su ile 23 pl’ye tamamlanarak iizerine 2 pl daha 6nce elde edilmis
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cDNA ilave edilmis ve reaksiyon PCR cihazinda (thermocycler) asagidaki gibi

uygulanmistir. Bu ¢aligmada kullanilan primerler Cizelge 3.4’te verilmistir.

ASPV:
Toplam 35 dongii olacak sekilde;
Denatiirasyon (Ayrilma): 94 °C’de 45 saniye,

Anneling (Baglanma): 55 °C’de 1 dk. (ASPV-A/ ASPV-C) veya 62 °C’de 45 saniye
(ASPV-1/ASPV-II) primerlerinin yapigmasi i¢in ve,

Extantion (Uzama): 72 °C’de 1 dk.

Yalniz son dongiiden sonra 72 °C’de 10 dk daha yapilarak PCR verimliligi
arttirllmaya ¢aligilmistir (Kundu, 2002).

ASGV:
Toplam 35 dongii olacak sekilde;
Denatiirasyon (Ayrilma): 94 °C’de 30 saniye,

Anneling (Baglanma): 55 °C 45 saniye. (ASGV-U/ ASGV-2) veya 62 °C 1 dak
(ASGV-4F /ASGV-4R) primerlerinin yapismasi i¢in ve,

Extantion (Uzama): 72 °C’de 1 dk (polymerisation) olarak ayarlanmustir.

Ayrica son dongiiden sonra 10 dk 72° °C daha ilave edilerek PCR verimliligi
arttirilmaya ¢aligilmistir (Kundu, 2002).
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Cizelge 3.4. RT-PCR calismalarinda kullanilan primerler.

Viriis | Primer Baz dizisi Buyuklik* | Referans

ASPV ASP-CZ 5-CTCTTGAACCAGCTGATGGC-3' 264 bp Jelkman ve
ASP-A 5-ATAGCCGCCCCGGTTAGGTT-3 Keim-Konrad

(1997)

ASP-I? 5-AAGAGAAGACATCCAGATTTG-3 553 bp Kundu
ASP-IIP '5'CTATAGCCTCTCCCTTGGT-3 (2001)

ASGV | ASGV-U? | 5CCCGCTGTTGGATTTGATACACCTC-3' 499 bp James (1999)
ASGV-2P | 5-GGAATTTCACACGACTCCTAACCCTCC-3
ASGV-4F? | 5-GTTCACTGAGGCAAAAGCTGGTC-3' 574 bp Kummert ve
ASGV-4RP | 5-GACGACACCTTCTCCATGCCTTC-3 ark. (1998)

a= Forward primer (upstream)

b=Reverse primer (Downstream)

x= Cogaltilan gen bdlgesinin bp sayisi.

3.2.10. RFLP (Restriction Fragment Lenght Polimorphism) Calismalar

Karakterizasyon calismalarinda kullanilan ASPV ve ASGV izolatlarmin

niikleik asit yapilarindaki farkliliklar1 belirlemeye yonelik olarak RT-PCR sonucu

elde edilen PCR iiriinii niikleik asitler farkli restriiksiyon enzimleri yardimiyla

kesilmistir. RFLP c¢aligmalar1 Fermentas firmasi tarafindan Onerilen uygulama

protokolii dogrultusunda Cizelge 3.5’te gosterilen enzimlerle gerceklestirilmistir. Bu

enzimlerle muamele edilmis olan PCR iirlinii niikleik asitlerle daha sonra %2’lik

Agaroz jel ortaminda elektroforez yapilmistir. Elektroforez caligmalari sonunda jel

ethidium bromide ile boyanmis ve goriintiilenmistir (Galitelli ve Minafra, 1994).
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Cizelge 3.5. RFLP c¢alismalarinda kullanilan restriksiyon enzimleri.

No | Enzim | Kestigi gen bolgesi Kaynagi Konsantrasyonu
1 Hind1l | 5°...G Pu ¢ C G Py C..3 | Heamophilus influenza | 10 U/pl
3..cPyGCtPuG. .5 | RFL1
2 Hindlll 5’...A¢ AGCTT.%3 Heamophilus influenza | 10 U/pl
3’...TTCGAfA...5’ Rd
3 Rsal 5...G T¢ AC.3 Rhodopseudomonas 10 U/pl
3’...CATTG...5’ sphaeroides
4 EcoRI | 5...G ¢ AATTC.3 Escherichia coliRY 13 | 10 U/pl
3..CTT AA? G...5
5 | Pstl 5.GTGC A¢ G...3* | Providencia stuarti 10 U/ul
3..G4ACGTC..5
6 Alul 5...A G¢ CT...3 Arthrobacter luteus 10 U/pl
3. TC T GA...%
RFLP Uygulama Protokolii
1. 10 pl PCR reaksiyon karigimi alinarak 0,2 ml steril tiipe konulmustur.
2. Uzerine 18 ul Niiklease enziminden ari su ilave edilmis,
3. Bu karigimin iizerine 2 pl 10X G tamponu  (Fermentas) eklenmis,
4. Daha sonra Cizelge 3.5’te belirtilen enzimlerin birinden 1-2 pl almarak

karigima ilave edilmistir.

S.

6.

9.

Bu karisim hafifce ¢alkalanarak daha sonra 3-4 sn santrifiij edilmistir.

Enzim ilave edilen karisim 37°C 8-16 saat inkubasyona birakilmustir.

Enzim faaliyetinin durdurulmasi i¢in enzime bagl olarak belli sicaklik ve

stirelerde 1sitilarak inaktivasyon islemi yapilmistir (Hind1I, EcoRI ve Alul

icin 65 °C 20 dk, HindIII, Rsal, PstI icin 80 °C 20 dk).

Kesilen DNA parcalarinin ayirimi i¢in 60V elektrik ortaminda 1.5 saat

stireyle %2 oranindaki agaroz jelde elektroforez islemi yapilmistir..

Son olarak ethidium bromide ile boyanan jel UV altinda goriintiilenmistir.

NOT: Yukarida verilen protokol bir 6rnek i¢indir.
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3.2.11. Agaroz Jel Elektroforez Calismalar

RT-PCR ve RFLP caligmalarinin sonuglarin degerlendirilmesi ve elde edilen
DNA pargalarmnim goriintiilenmesi i¢in agaroz jel elektroforez ¢aligmalar1 yapilmistir.
Bu caligmalar Galitelli ve Minafra (1994)’ya gore asagida anlatildigi sekilde
yurlitilmiistiir. Jeldeki agaroz orant RT-PCR iiriinleri i¢in %]1,5 RFLP
uygulamalarinin goriintiilenmesi i¢cin %2 olarak ayarlanmig ve genel olarak
elektroforez isleminden sonra jel, 0.5 pg/ml oraninda ethidium bromide iceren
soliisyona konularak boyanmasi saglanmig ve elde edilen bantlar goriintiilenmistir.

Bu ¢alismalarm uygulanmasi sirasiyla soyledir;

v Cam erlen igerisine 1,5 (%1,5) veya 2 gr (%?2) agaroz tartilarak konmus ve
tizerine 75 ml 1X TAE tampon ilave edilmistir. Bu karigim mikro dalga
firmnda tamamen eriyinceye kadar isitilmis, eriyen karigim sonugta 100 ml
olacak sekilde TAE tampon ¢dzeltisi ile tamamlanmis ve 60°C sicakliktaki su
banyosunda tutularak yavas¢a sogumasi beklenmistir.

v Jel tank1 hazirlanarak tarak takilmis ve su banyosunda 60 °C sicakhiga gelen
karisim alinarak tanka dokiilmiistiir. Oda sicakliginda bekletilen jel 15-20 dk
icerisinde tamamen donduktan sonra tarak ¢ikarilarak jel aparati ile birlikte
elektroforez tankina yerlestirilmistir.

v 1 X TAE tamponu jelin lizerini 1-2 mm kaplayacak sekilde elektroforez
tankinin i¢erisine doldurulmustur.

v Ornekler 10-12 pl PCR veya RFLP iiriinii ile 2-3 ul 6 X yiikleme tamponu
(Loading Dye) olacak sekilde toplam 12-15 pl’lik karisim jelde acilmis
kuyucuklara mikropipetle yerlestirilmistir.

v Ornekler yerlestirildikten sonra 6 pl Markir en soldaki cukura gelecek sekilde
yerlestirilmis ve sagdaki en son gukura ise negatif kontrol konulmustur.

v Tank kapagi kapatilarak giic kaynagi a¢ilmig 50-70 V elektrik ortaminda jel
kosulmustur. Markirda yer alan turuncu bandm jelde son 1 cm alan kalincaya

kadar ilerlemesi saglanmig ve bu asamada isleme son verilmistir.
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v Islemin sonunda tanktan alman jel oda sicakliginda ethidium bromid ile

boyanmis ve daha sonra UV-transliminatorde goriintiilenmistir.

3.2.12. Cesit Reaksiyon Denemeleri

Bu calisma lilkemizde yaygin olarak yetistirilen bazi ticari elma c¢esitlerinin
(Cizelge 3.6) ASPV ve ASGV izolatlarma ne tiir tepkiler verdiklerinin belirlenmesi
icin yapilmistir. Bu amagla oncelikle lilkemizde son yillarda ¢ok talep gdren elma
cesitleri erkenci, giizlik ve kishk olarak farkli tiplerde olmasimna dikkat edilerek
belirlenmistir. Boylece hastalik etmenlerinin degisik donemlerde ve rakimlarda
yetistirilen elma cesitlerine farkli etkilerinin olup olmayacagi gozlenmeye
calisilmistir. Denemeye alinacak ¢esitlerin belirlenmesinden sonra, bu cesitler her iki
hastalik etmenine de duyarli oldugu bilinen MM106 iizerine asili fidan olarak Egirdir

Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Miidiirliiglinden temin edilmistir.

Cesit reaksiyon denemeleri Adana Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii
biinyesinde bulunan ve etrafinda bu hastaliklara konukg¢uluk eden herhangi bir
bitkinin bulunmadigi tel evlerde (Screen-House) kurulmustur.

Denemede kullanilan fidanlarin ASPV, ASGV, ApMV ve ACLSV ile
enfekteli olup olmadigmin belirlenmesi i¢in dikimden once tiim fidanlara DAS-
ELISA testi uygulanmistir. Bu testler sonucunda temiz bulunan 8 farkli elma
cesidine ait toplam 80 fidan 40 X 70 cm boyutlarinda varillere 1/1/1/ oranindaki
torftkum+bahge topragi ortamina dikimleri yapilmistir. Deneme Screen-house’ta
tesadiif bloklarma gore yapilmis olup deneme siiresince biitiin bitkilere ayni kiiltiirel
islemler uygulanmistir. Deneme alaninda hastalik ve zararlilar goriildiigiinde ruhsath
etkili maddelerle ilagl miicadele yapilmstur.

Deneme siiresince bitkilerde herhangi bir budama veya kesme islemi
yapilmamis ve yeni bulasmalara meydan vermemek i¢in screen house giris ¢ikislar

kontrol altina alinmistir.

43



3. MATERYAL ve METOT

Nevzat BIRISIK

3.2.12.1. Cesit Reaksiyon Deneme Plam

Cesit reaksyion deneme planinda yer alan karakterler ve denemeye ait

bilgiler agagida verilmistir.

1. Karakter: Virtsler

2. Karakter: Cesitler
Yazlik
Glizliik

AU A T

Sulama

Kislik

Negatif kontrol

Giibreleme

Deneme siiresi

Deneme baslangici

Hastalik bulagtirma tarihi

: ASPV (P2 elma izolati, EK. 3).

: ASGV (G2 elma izolati, EK. 3).

: 8 farkli elma ¢esidi.

: Jerseymac, Summer Red, Vista Bella.

: Fuji, Galaxy Gala

: Golden, Starking, Granny Smith

: Her ¢gesit icin 2 bitki

: 02 Nisan 2007

: Otomasyonlu spagetti damla sulama sistemi
: Damla sulama sistemi yoluyla (Fertigasyon)
: 05 Haziran 2007

Deneme degerlendirme tarihi: 28 Aralik 2008

: 2 vejetasyon yil1

Cesit reaksiyon denemesine ait kroki Cizelge 3.6’da ve bu denemeye ait

screen houstan alinmis bir goriintii ise Sekil 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.6. Cesit reaksiyon deneme plani.

Karakter | No DENEMEYE ALINAN GESITLER
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.
Jersey | Golden | Summer | Granny | Fuji | Starking | Vista | Galaxy
Mac Red Smith Bella | Gala
ASGV 1
2
ASPV 3
4
Negatif |5
Kontrol | 6
ASGV 7
8
ASPV 9 o)
10

6= Deneme siiresince yalnizca Fuji ¢esidine ait 9 nolu bitki 6lmiistiir.
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Sekil 3.3. Cesit reaksiyon denemesinden bir goriiniim.

Deneme kurulduktan sonra 5 Haziran 2007 tarihinde inokulasyon amacl
astlamalar yapilmis ve asilarin tutup tutmadigi 2. 3. ve 4. haftalarda gozle kontrol
edilmistir. Denemeden saglikli sonuglar alinmasi i¢in bitkilere iki vejetasyon yili
boyunca esit bakim ve besleme yapilmistir.

Cesit reaksiyon denemesi ¢alismasinda kullanilan metot daha once sarka
(plum pox virus) icin Audergon ve Morvan (1990) tarafindan gelistirilen bir
yontemdir. Bu yonteme gore ASPV (P2) ve ASGV (G2) izolatlarinin kaynagindan
alman siirgiinlerden as1 gozii alinarak denemedeki ¢esitlere T goz asis1 yontemi ile
asilanmistir. Ayrica enfeksiyonun kesin olarak saglanmasi amaciyla iki adet kabuk
asis1 da yapilmistir. Bu asilamalarin basarili olup olmadiginin anlasilmast amaciyla
ilk vejetasyon yilinin sonunda bu bitkilerden o6rnek alimmis ve ELISA testi

yapilmaistir.

Cesit reaksiyon denemesindeki elma bitkilerinin hastalik etmenlerine karsi

gosterdikleri tepkinin degerlendirilmesi amaciyla sekiz farkli karakter belirlenmistir.
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Bu karakterlerin altis1 morfolojik (1-Govde ¢api, 2-Aga¢ boyu, 3-Dal sayisi, 4-
Toplam dal uzunlugu, 5-Ortalama Dal uzunlugu, 6-Ortalama Dal agis1), diger ikisi
ise fiziksel karakterdir (1-Yaprak kuru agirligi, 2-Odun dokusu kuru agirligi). Bu
karakterlerin Sl¢lilmesinde cetvel, metre, gonye, dijital kumpas ve hassas terazi
kullanilmgtir. Elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
bilgisayar destekli istatistik programinda varyans analizi ve Duncan testi yapilarak

degerlendirilmistir.

3.2.12.2. Govde Capmin ve Aga¢ Boyunun Belirlenmesi

Denemede yer alan bitkilerde anag ile kalemin birlestigi as1 yerinin 2-3 cm
tizerinden deneme sonunda dijital kumpas ile gévde ¢ap1 Ol¢iilmiistiir. Agac boyu
Olctimleri ise toprak seviyesinden en iist dal ucuna kadar metre ile 6l¢iilmiis ve elde
edilen sonuglar negatif kontroldeki bitkilerin ortalamalariyla kiyaslanmigtir (Maxim

ve ark. 2004).

3.2.12.3. Dal sayillarinin ve Dal Uzunluklarimin Belirlenmesi

Cesit reaksiyon denemesinde yer alan bitkilerin dal sayilar1 hesaplanirken ana
govde lizerinden ¢ikan birincil dallar dikkate alinmistir. Govde lizerinden ¢ikan
topuzlar ve diger meyve dallar1 dal olarak sayilmamistir. Bu ¢alismada da
degerlendirme her gesit icin denemede yer alan iki adet negatif kontrol bitkisinin

ortalamasima gdre yapilmistir (Jones, 1980).

3.2.12.4. Dal Acilarmin Olgiilmesi

Dal agilarin 6lgiilmesi amaciyla her bitkide dort yonde en gelismis dal
secilerek toplam dort dal iizerinden dal agisi hesabi yapilmistir. Calismada gonye
kullanilmis ve dalin gévdeyle yaptig1 i¢ a¢cmin dlgiimii yapilmistir. Ortalama dal agis1
o bitkide agis1 dl¢giilen dort dalm aritmetik ortalamasinin alinmasiyla hesap edilmistir

(Ahman, 1995).
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3.2.12.5. Yaprak Dokusu Kuru Agirhginin Belirlenmesi

Cesit reaksiyon denemesinde yer alan bitkilerin farkli yonlerdeki dallarindan
degisik donemdeki yapraklar almarak karigtirilmis ve bdylece her bir bitki i¢in bir
ornek elde edilmistir. Bu yapraklar toz ve kaba kirlerinden arindirilacak sekilde
silinmis ve temiz bir makasla 1 cm genisliginde olacak sekilde kesilmistir. Kesilen
yapraklar hassas terazide 10 gr olarak tartilmis olup gazete kagidi i¢erinde yayilacak
sekilde serilerek numaralandirilmis ve 70°C kuru yakilmak iizere etiive konulmustur.
Son agrrhik tartistnin belirlenmesi amaciyla 24 saat sonra tesadiifen segilen
orneklerden tartim yapilmis ve bu tartim beser saat araliklarla tekrar edilmis olup 39
saatin sonunda Orneklerin en son agrliklarma ulastifi ve daha fazla agirlik
kaybetmedikleri tespit edilmistir. Bu agsamadan sonra etiivden alinan 6rnekler tekrar
tartilarak kuru agirliklar belirlenmistir (Walsh ve Beaton, 1973). Elde edilen yaprak

kuru agirliklari lizerinden istatistik analizleri yapilmistir.

3.2.12.6. Odun Dokusu Kuru Agirh@inin Belirlenmesi

Cesit reaksiyon denemesinde yer alan bitkilerden diger biitiin gozlemler ve
analizler yapildiktan sonra her bitkideki dallar kesilerek alinmis ve yas agirhik farki
olusmamast i¢in Ornekler plastik torbalar i¢inde en kisa siirede laboratuara
getirilmistir. Dallar iizerindeki kabuk dokusu bicakla siyrilarak uzaklastirilmis ve
geriye kalan odun dokusu ¢ift uglu meyve kesme makaslariyla 2-3 mm kalinliginda
kesilmistir. Kesilen bu odun dokular1 hassas terazide petri kaplar1 kullanilarak 10 gr
olacak Sekilde tartilmig ve kurutma kagitlarindan kesilerek elde edilen O6rnek
torbaciklarma konularak 70 °C’de kuru yakilmak {iizere etiive yerlestirilmistir. Son
agirlik tartisinin belirlenmesi amaciyla 24 saat sonra tesadiifen secilen 6rneklerden
tartim yapilmis ve bu tartim beser saat aralikla tekrar edilmis olup 44 saatin sonunda
orneklerin en son agirliklarina ulastig1 ve daha fazla agirlik kaybetmedikleri tespit
edilmistir. Bu asamadan sonra etiivden alinan Ornekler tekrar tartilarak kuru
agirliklar1 belirlenmistir (Walsh ve Beaton, 1973). Elde edilen odun dokusu kuru

agirliklar1 lizerinden istatistik analizleri yapilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu calisma Sekil 4.1°de goriilen Adana, Mersin, Nigde, Kahramanmaras ve
Osmaniye illerini kapsayan bolgede 2006-2009 yillar1 arasinda yiriitiilmistiir.
Nigde, Kahramanmaras ve Mersin Oonemli Y.C.M yetistiricisi illerdir, bununla
birlikte Adana ve Mersin ise Y.C.M iiretiminin yaninda bu hastaliklarin konukgusu

olan turunggil ve sert ¢ekirdekli meyve yetistiriciliginin 6nemli oldugu illerdir.

4.1. ASPV ve ASGYV Viriis Hastaliklarinin Saptanmasina Yonelik Siirvey ve
Teshis Calismalar
4.1.1. Siirvey Cahsmalar
Siirvey ¢alismalar1 2006, 2007 ve 2008 yillarinda ilkbahar ve Sonbahar olmak
tizere iki donemde yapilmistir. Yapilan ti¢ yillik slirvey calismalar1 neticesinde
Adana, Kahramanmaras, Mersin, Nigde ve Osmaniye olmak iizere toplam 5 ilin,
elma, armut ve ayva alanlarindan 6rnekler almmustir. Orneklemelerde 5 dekardan
kiigiik bahgelerde ii¢, 5-10 dekar olan bahgelerden dort ve 10 dekardan biiyiik
bahgelerde ise alt1 ila oniki 6rnek alinmistir. Ayica 2006 yilinda Cukurova
Universitesi Bahge Bitkilerine ait adaptasyon parselinde yapilan 6rnekleme
calismalarinda ¢esitlerin fazla olmasindan dolayr 10 dekardan olusan ve 1 bahge

olarak kabul edilen bu alandan toplam 49 6rnek alinmstir.

Sekil 4.1. Siirvey caligmalarinin yiiriitiildiigi iller.
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Toplam {i¢ yillik siirvey ¢alismalarinda Cizelge 4.1°de goriildigii tizere 2006
yilinda 7 bahg¢eden 77 6rnek, 2007 yilinda 50 bahgeden 243 6rnek ve 2008 yilinda 77
bah¢eden 299 olmak iizere toplam 134 bahgeden 619 6rnek alinmistir. Bu 6rnek

sayilarmna ayni agaglardan yapilan ikincil 6rneklemeler dahil edilmemistir.

Cizelge 4.1. Siirvey caligmalarinda orneklenen iller, tiirler ve alman Orneklerin
yillara gére dagihimu.

Il Tiir 2006 2007 2008 Toplam
Bahge | Ornek | Bahge | Ornek | Bahge | Ornek | Bahge | Ornek
Adana Elma |3 61 3 39 7 34 13 134
Armut | 1 6 2 12 10 36 13 54
Ayva |1 3 1 3 3 9 5 15
Mersin Elma |1 4 1 6 7 27 9 37
Armut | 1 3 1 6 5 21 7 30
Ayva | - - 1 3 3 9 4 12
Osmaniye | Elma | - - 2 12 5 18 7 30
Armut | - - 1 6 2 6 3 12
Ayva | - - 1 3 2 6 3 9
Nigde Elma | - - 7 30 5 21 12 51
Armut | - - 3 15 3 12 6 27
Ayva | - - 2 6 2 6 4 12
K. maras | Elma |- - 16 67 7 30 23 97
Armut | - - 4 16 4 16 8 32
Ayva | - - 5 19 12 48 17 67
Toplam 7 77 50 243 77 299 134 619

Stirvey calismalarinda 6rneklenen bahgelerin ve aliman orneklerin yumusak
cekirdekli meyve tiirleri bazinda oranlar1 Sekil 4.2 ve Sekil 4.3°te verilmistir. Sekiller
incelendiginde; elma 64 (%47) bahge ve 349 (%56) ornek sayisi ile en ¢ok Ornek
alinan tiir oldugu goriilmektedir. Armut 37 (%28) bah¢eden alinan 155 (%25) 6rnek
ile ikinci siray1 alirken, ayva ise 33 bahge (%25) toplam 115 (%19) 6rnek ile son
sirada yer almustir. Illerden alman drnek sayis1 o ilde bulunan agac sayisina orantili

olarak alinmistir.
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33;25% 115;19%
64;47%
349; 56%
155; 25%
|BElma mAmut O Ayva | ‘I:l Elma B Armut O Ayva ‘

Sekil 4.2. Siirvey c¢aligmalarinda Sekil 4.3. Siirvey c¢aligmalarinda alinan
orneklenen bahgelerin meyve ornek sayismin meyve tiirlerine
tiirlerine gore % dagilimi. gore % dagilimu.

Calismada toplanan biitiin orneklerin illere gére oranina bakildiginda Sekil
4.4°te goriildiigii gibi Adana 203 (%32) Ornek ile ilk sirada yer alirken,
Kahramanmaras 196 (%32) 6rnekle ikinci, Nigde 90 (%15) 6rnekle ii¢lincti, Mersin

79 (%13) 6rnekle dordiincii ve Osmaniye 51 (%8) 6rnekle besinci sirada yer almastir.

196, 32% 203, 32%

90, 15% 51 8% 79, 13%
Il 0

@ Adana m Mersin 0 Osmaniye O Nigde m Kahramanmarag

Sekil 4.4. Siirvey kapsaminda alinan Orneklerin illere gore sayilar1 ve %’de dagilim
oranlari.
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Illerden alman &rneklerin tiirlere gére oranma bakildiginda tiim illerde elma
ilk sirada yer alirken, armut Kahramanmarag hari¢ ikinci sirada, ayva ise son sirada
yer almigtir. Sekil 4.5°te goriildiigii iizere Kahramanmaras’ta ikinci siray1 67 drnekle
ayva alirken, armut 32 &rnekle son siradadir. Bu durum; Kahramanmarag’ta ayva
alanlarinda ASPV’nin varliginin tespit edilmesinden sonra hastalik belirtilerinin
ASPV veya diger viriis hastaliklartyla iligkisinin arastirilmasi amaciyla daha c¢ok

sayida ayva Ornegi alinmasi nedeniyle olusmustur.

18017 | 434

130+

110
90+

67

70+ 51

3 37
30

30 30
12 12 12
10

4o A —

Adana Kahramanmaras Nigde Mersin Osmaniye
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Sekil 4.5. Siirvey caligmalar1 esnasinda alinan 6rneklerin tiirlere ve illere gére dagilimi
4.1.2 Teshis Cahismalar

Siirvey calismalarinda alinan 6rneklerin yumusak cekirdekli meyve tiirlerine
gore dagilimi ve tespit edilen ASPV, ASGV ve ASPV+ASGYV ile enfekteli bitki
sayilar1 Cizelge 4.2°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore alman toplam 619
ornegin 114 tanesi virlis ile enfekteli bulunmus olup, ortalama enfeksiyon oran1 %
18,41°dir. Analizler sonucunda 64 6rnegin ASPV ile enfekteli oldugu, bu rakamin
biitlin 6rneklere oranmin ise % 10,34 oldugu belirlenmistir. Toplam 34 o6rnekte
ASGYV bulunmus ve biitiin 6rneklere gére bu etmenin bulunma oran1 % 5,49 olarak
belirlenmistir. Toplanan 6rneklerdeki ASPV+ASGYV karisik enfeksiyon orani ise 16

ornekle % 2,58 olarak hesaplanmigtir. Kahramanmaras hari¢ diger biitiin ayva
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alanlar1 temiz ¢ikarken en enfekteli alan %38,8 ile Adana ili armut alanlar1 olmustur .

Cizelge 4.2. Siirveylerde alinan 6rneklerin illere ve tiirlere gore ELISA sonuglari.

I Tiir Ornek | ASPV | ASGV | ASPV Enfekteli %
sayisl +ASGV | 6rnek enfeksiyon
sayisl

Adana Elma 134 14 9 3 26 19,40
Armut | 54 11 6 4 21 38,88
Ayva 15 - - - - -

Mersin Elma 37 2 4 1 7 18,90
Armut | 30 2 - - 2 6,66
Ayva 12 - - - - -

Osmaniye Elma 30 3 1 1 5 16,66
Armut | 12 2 - - 2 16,66
Ayva 9 - - - - -

Nigde Elma 51 6 5 4 15 29,41
Armut | 27 - - - - -
Ayva 12 - - - - -

K. maras Elma 97 5 6 - 11 11,34
Armut | 32 5 - - 5 15,62
Ayva 67 14 3 3 20 29,85

Toplam 619 64 34 16 114 18,41

% 10,34 | 5,49 2,58 18,41

enfeksiyon

Siirvey caligmalarinda elde edilen 6rneklerle yapilan DAS-ELISA ¢aligmalari
tirler bazinda degerlendirildiginde; her {i¢ tiirdeki enfeksiyon oranlarmim birbirine
yakin oldugu goriilmiistiir. Cizelge 4.3’ten de anlasilacag1 tlizere %19,35 toplam
enfeksiyon orani ile Armut birinci sirada yer alirken ikinci sirada %18,33 ile elma, ve

% 17,39 enfeksiyon orani ile ayva son sirada yer almistir.

Cizelge 4.3. Siirvey caligmalar1 ve ELISA sonuglarinin tiirlere gore dagilimi.

Tiir Bahge Ornek | ASPV | ASGV | ASPV Toplam %
sayisi sayisi +ASGV enfeksiyon

Elma 64 349 30 25 9 64 18,33

Armut 37 155 20 6 4 30 19,35

Ayva 33 115 14 3 3 20 17,39

Toplam 134 619 64 34 16 114 18,41

% 10,34 | 5,49 2,58 18,41

Bulunma

Yapilan teshis calismalar1 sonucunda toplam 114 6rnek en az bir hastalikla

enfekteli bulunurken 505 6rnek ASPV ve ASGV agisindan temiz bulunmustur. Tiim

52



4. BULGULAR ve TARTISMA Nevzat BIRISIK

ornekler iizerinden enfeksiyon oranlar1 degerlendirildiginde ASPV %10,34; ASGV
%5,49 ve karisik enfeksiyon orami ise %2,58 olarak belirlenmistir (Sekil 4.6).
Enfekteli bulunan 114 6rnek icinde ASPV 64 ornekle birinci sirada yer almis olup,
ASPV’nin biitiin enfekteli 6rnekler igindeki bulunma orani Sekil 4.7°de goriilecegi
lzere %56,14°’dir. ASGV ise 34 oOrnekle enfekteli Orneklerin  %29,82’ini
olusturmustur. Ayrica ASPV+ASGV enfekteli 6rneklerin oran1 16 6rnek ile %14,04

olarak belirlenmistir.

14,04%

0,
29.82% 36,14%

81,58%

| B Neagiif @ ASPV 0 ASGV 0 ASPV+ASGYV | | HASPV B ASGV 0 ASPV+ASGV |
Sekil 4.6. Biitiin oOrneklerdeki ELISA  Sekil 4.7. Enfekteli 6rneklerdeki ASPV,
sonuclarinin dagilima. ASGYV ve ASPV+ASGYV oranlari.

Siirvey ¢aligmalari tiirler bazinda degerlendirildiginde 5 ildeki 64 bahgeden
alman 349 elma oOrneginde yapilan DAS-ELISA testleri sonucunda 64 Ornek
enfekteli bulunmustur. Bu calismalarda elma o6rneklerinin 30 tanesinde ASPV, 25
tanesinde ASGV ve 9 adet elma Orneginde de ASPV+ASGV karisik enfeksiyon
tespit edilmistir. Bu elma drneklerindeki enfeksiyon oranlar1 Sekil 4.8°de verilmistir.
Sonug olarak elma orneklerinde sirasiyla %8,60 ASPV, %7,16 ASGV ve % 2,58
karisik enfeksiyon tespit edilmistir. Sekil 4.9°da goriildiigii lizere toplam 64 adet
enfekteli elma 6rneginin %46,88°’1 ASPV ile enfekteli bulunurken, %39,06’u ASGV

ve %14,06’s1 ise karisik enfeksiyon ile enfekteli olarak bulunmustur.

53



4. BULGULAR ve TARTISMA Nevzat BIRISIK

14,06%

/7,16%
2,58%

46,88%

39,06%

81,66%

|BASPV B ASGV 0 ASPV+ASGV O Negatif| B ASPV B ASGV O ASPV+ASGV
Sekil 4.8. ELMA orneklerindeki ELISA Sekil 4.9. Enfekteli ELMA
sonuglarmnm dagilimi. orneklerindeki ASPV, ASGV
ASPV+ASGYV oranlar.

Caligsma siiresince 5 ilden toplam 155 armut 6rnegi alinmis ve bu 6rneklerin
30 tanesi enfekteli bulunmustur (Sekil 4.10). Bu armut 6rneklerinden 20’°si ASPV, 6
s’ ASGV ve 4 bitki ise karigik enfeksiyonla enfekteli bulunmugstur. Biitiin armut
ornekleri lizerinde enfeksiyon oranlar1 ise %12,90 ASPV, %3,87 ASGV ve %2,58
karisik enfeksiyon seklinde belirlenmistir. Sekil 4.11°de goriildigli gibi hastalikl
orneklerin %66,67 ASPV ile enfekteli bulunurken %20°si ASGV ve %13,33’1 ise
ASPV+ASGYV karisik enfeksiyonu ile enfekteli bulunmustur.

12,90% 13.33%
3,87%

2,58%

20,00%

66,67%

80,65%

B ASPV B ASGV O ASPV+ASGY

B ASPV B ASGV O ASPV+ASGV O Negatif|

Sekil 4.10. ARMUT oOrneklerindeki ~ Sekil — 4.11. Enfekteli ARMUT
ELISA sonuglarinin dagilima. orneklerindeki ~ ASPV, ASGV
ASPV+ASGYV oranlari.
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Ayva ile ilgili olarak siirvey caligmalar1 kapsaminda toplam 115 ornek
almmistir. DAS-ELISA ¢alismalar1 sonucunda ASPV 14, ASGV ve Kkarigik
enfeksiyon ise 3’er ornekte tespit edilmistir. Sekil 4.12°de goriildiigii gibi yilizde
enfeksiyon oranlari ise sirasiyla %12,17 ASPV, % 2,61 ASGV ve ASPV+ASGV
seklinde belirlenmistir. Enfekteli bulunan 20 adet ayva 06rnegi igerisinde Sekil 4.13’te
gorildigii iizere %70,00 ile ASPV en yaygin halde bulunurken, ASGV ve
ASPV+ASGYV ise %15,00 oraninda esit olarak belirlenmislerdir.

12,17%
15,00%
2,61%

—2,61%

15,00%

70,00%
82,61%

B ASPV B ASGV 0 ASPV+ASGY [ Negatif| B ASPV B ASGV 0 ASPV+ASGV
Sekil 4.12. AYVA orneklerindeki ELISA  Sekil 4.13. Enfekteli AYVA
sonuglarmm dagilimi. orneklerindeki ASPV, ASGV
ASPV+ASGYV oranlari.

Yapilan teshis c¢aligmalart sonucunda her iic yumusak cekirdekli meyve
tirinde de ASGV ve ASPV’nin bulundugu, enfeksiyon oranlarinin tiirler arasinda
cok biiyiikk fark gdstermedigi goriilmiistiir. Hastalik etmenleri arasinda ASPV’nin
ASGV’ye oranla yaklagik iki kat daha yaygin bulundugu karisik enfeksiyon
oranlarmnin ise tiirler arasmda ¢ok fark gostermedigi belirlenmistir. Sekil 4.14’te
gorildigii gibi ASPV armutta (% 12,9), ASGV ise daha c¢ok elmada (% 7,16)
bulunmaktadir. Karisik enfeksiyon oranlari ise her ii¢ tiirde de bir birine yakin (%

2,58 elma, % 2,58 armut ve % 2, 61 ayva) ¢ikmistir.
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25
19,35
1Q 22 ’ 18 41
20 LASIE A% 17,39
15 —
129 12,17
10,34
104 86
7,16
5,49
51 | 3,87 -
,58 ,58 2,612,61 ,58
0
Elma Armut Ayva Ortalama
O ASPV BASGV O0ASPV+ASGV O Toplam

Sekil 4.14. ELISA sonuglarina gore siirvey alanindaki yumusak c¢ekirdekli meyve
tiirlerinin % enfeksiyon oranlar1 ve genel ortalama.

ELISA sonuglarma gore enfekteli bulunan 114 Ornek iginde hastalik
etmenlerinin dagilimi (Sekil 4.15) ASPV %56,14 ile ilk sirada, ASGV %29,82 ile
ikinci sirada ve karisik enfeksiyon ise %14,04 ile son sirada yer almistir. Yine Sekil
4.15’ten de anlagilacagi iizere ayva’da %70 ile ASPV’nin tek basina bulunma
durumu diger tiirlere gore farklilik arz etmektedir. Elma’da ASGV %39,06 ile diger
tiirlere gore daha yaygin olarak bulunmakta iken bu tiirde ASPV birinci sirada
olmasina ragmen %46,88 ile ayva ve armuttan daha diisiik bir oranda goriilmektedir.
Her ii¢ tiirdeki karisik enfeksiyon oranlari birbirine olduk¢a yakin olarak %14
civarinda bulunmustur.

Elde edilen sonuglara gére ASPV yumusak ¢ekirdekli meyvelerde ASGV’ye
oranla daha baskin bir halde bulundugu gériilmiistiir. Ozellikle ASPV; ayvada
ASGV’den yaklagik dort kat, armutta ise ASGV’den {i¢ kattan daha yaygin olarak
bulundugu tespit edilmistir. Dolayistyla lilkemizde yumusak cekirdekli meyve viriis
hastaliklar1 icerisinde ASPV’nin ASGV’den daha biiyiik bir tehdit olarak 6ne ¢iktig1

sOylenebilir.
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Elma Armut Ayva Ortalama

O ASPV B ASGV O ASPV+ASGV

Sekil 4.15. Tiirler bazinda enfekteli 6rneklerdeki hastalik oranlar.

Ulkemizde yumusak g¢ekirdekli meyve yetistiriciligi yapilan bdlgelerde bu
kapsamda bir silirvey calismast bulunmamakla birlikte 2002-2005 yillar1 arasinda
Dogu Akdeniz Bolgesi elma alanlarinda yapilan ¢aligmada ELISA sonuglarina gore
ortalama enfeksiyon %18,88 ve ASGV %y5,08 oraninda tespit edilmistir. Bu
caligmaya konu olan Orneklerle yapilan biyolojik indeksleme c¢aligmalarmna gore
ASGV %60,8 ASPV ise %54,5 olarak tespit edilmis ve bu sonuglar molekiiler
testlerle de dogrulanmistir (Birigik ve ark. 2008).

Bu calismada ASGV %5,49 oraninda bulunmus olup bu oran Birisik ve ark.
(2008) tarafindan daha 6nce elma alanlarinda bulunan ASGV oranma oldukg¢a yakin
olup sonuclar benzerlik gostermistir. Kore’de Park ve ark. (2006) tarafindan yapilan
ASGV ve ACLSYV icin ELISA ve RT-PCR yontemlerinin karsilastirildigi ¢aligmada
RT-PCR sonuglarinin genel olarak ELISA sonuglarindan iki kat daha fazla pozitif
verdigi rapor edilmistir. Biyolojik indeksleme sonuglarinin RT-PCR sonuglarindan
daha yiiksek oranda pozitif verdigi bilindiginden bu c¢alismada elde edilen sonuglar
diger iilkelerde ve ililkemizde bu konuda yapilmis olan diger calismalarla paralellik
gosterdigi sdylenebilir.

Ismaeil ve ark. (2006) tarafindan Suriyede, elma, armut ve ayva alanlarinda
yapilan benzer bir caligmada ELISA sonuglarma gére ACLSV, ASPV ve ASGV i¢in
toplam enfeksiyon orani % 34 olarak bulunmus; fakat ASGV tek basma % 2 olarak
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tespit edilmistir. Bu calismada ayva Orneklerinde herhangi bir enfeksiyon tespit
edilmemistir. Alman Ornekler ile biyolojik indeksleme yapildiginda testlenen
orneklerin % 80’1 ASPV ve ASGYV ile enfekteli bulunmustur. Biyolojik indeksleme
sonuglarinin yliksek ¢ikmasi, latent viriislerin gercek yayginlik oranlarmin daha
yiiksek oldugunu ve ELISA testinin latent viriislerin teshisinde diger metotlar kadar
hassas olmadigini gostermektedir.

Litvanya’da iilke ¢apmnda elma ve armut alanlarinda yapilan siirvey
caligmasinda DAS-ELISA sonuglarma gore toplam enfeksiyon % 12 olarak
bulunmustur. Litvanyadaki bu ¢alismada ASGV % 3,40 oraninda bulunmustur. Diger
bir sonu¢ ise armut alanlarinda ASPV’nin % 9,8 oraninda bulunmasi ve bu oranin
ASGV’nin iki kati ¢ikmasidir. Ayni 6rneklere RT-PCR uygulandiginda ise ASPV
%70, ASGV ise % 50 oraninda tespit edilmistir (Plipola ve ark. 2008). Litvanya’da
yapilan ¢alisma sonucunda ASPV ve ASGV ‘nin ELISA ile bulunma oranlar1 bu tez
calismast sonuglari ile paralellik arz etmektedir. Ayn1 zamanda ASPV’nin yumusak
cekirdekli meyve cesitlerinde ASGV’den daha yaygin oldugu sonucu her iki
calismayla dogrulanmaktadir. Piipola ve ark. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada
Mramonaja gibi yerli bir armut ¢esidinde herhangi bir enfeksiyon tespit edilmezken,
Avrupa’da oldukc¢a yaygin olan Conferance armut ¢esidinde ELISA sonuglarina gore
% 50 ASPV enfeksiyonu tespit edilmistir. Bu sonuglar hastalik etmenlerinin daha
cok enfekteli liretim materyali ile yayildigin1 gostermektedir. Lolic ve ark. (2007)
tarafindan Bosna Hersek’te elma ve armut alanlarinda yapilan ¢aligmada RT-PCR
analiz sonuglarina goére ASPV ve ASGV’nin % 69 oraninda bir yayginliga sahip
oldugunu bildirmislerdir. Genel olarak elma ve armutta yumusak cekirdekli viriis
etmenleri yakin oranda bulunsa da genel olarak armutlarda ASPV enfeksiyon orani
daha yiiksek ¢ikmaktadir. HuaiQiong ve RuXi, (1996), Cin’in Sichuan bdlgesi armut
alanlarinda yaptiklar1 calismada ASPV % 61,5 oraninda, ASGV’nin ise % 43,2
oraninda bulundugunu rapor etmislerdir. Nedeni tam olarak agiklanamamakla
beraber genellikle Y.C.M.’de ASPV ASGV’ye oranla daha yaygin olarak
goriilmektedir. Bu ¢aligmada ortaya ¢ikan verilere gore ASPV tek basma %56,1
olarak bulunurken ASGV % 29,8, ve her ikisinin karigik enfeksiyon orani ise %14
olarak bulunmustur (Sekil 4.15).
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Caglayan ve ark. (2006) elma alanlarinda yaptiklar1 caliymada alinan 174
ornekte ELISA testi ile ASGV enfeksiyon oranmmn % 12,06 oldugunu, ayni
orneklerle yapilan RT-PCR c¢aligmalarinda ise ASGV oraninin % 28,16 olarak
bulundugunu rapor etmislerdir. RT-PCR test sonuglarina gore enfeksiyon oranlarinin
yiiksek bulunmasi bu metodun daha hassas olmasindan kaynaklanmaktadir. Ornegin
Kundu, (2003), Cek cumhuriyetinde elma alanlarinda yaptig1 ¢aligma sonucunda RT-
PCR analiz sonuglarma gére ASPV’yi % 27,86, ASGV’yi % 44 karisik enfeksiyon
oranini ise % 16,7 olarak rapor etmistir.

Ulkemizde yumusak cekirdekli meyve viriisleri konusunda yapilan ¢alismalar
daha ¢ok elma ile ilgilidir. Bu ¢aligmayla armut ve ayva tiirlerinde ilk kez planli bir
stirvey calismasi yapilmistir. Dolayisiyla bu tiirlerde ASPV ve ASGYV ile ilgili veriler

ilkemiz i¢in yenidir.

4.1.3. Siirvey ve Teshis Calismalarinin iller Bazindaki Sonuglar

Adana ilinde yapilan siirvey ¢alismalarinda Cizelge 4.4’te gosterildigi iizere 6
ilcede 31 bahge ziyaret edilmis ve toplam 203 6rnek almmistir. Orneklemelerde 134
(% 66,00) ornekle elma ilk sirada yer alirken, armut 54 (% 26,60) 6rnekle ikinci
sirada, ayva ise 15 (% 7,38) ornekle son sirada yer almigtir. Adana ili Sarigam
ilcesinde yer alan Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Ciftligi ile Bahge Bitkileri Bolimiine ait deneme parselinde ¢esitlerin farkli
olmasindan dolay1 fazla sayida 6rnek alimmistir.

Adana ilinde alian 6rneklerin 47 tanesi enfekteli bulunmus, enfeksiyon orani
% 23,15 olarak hesaplanmis ve ASPV 25, ASGV 15 ve ASPV+ASGYV ise 7 ornekte
tespit edilmistir. Bu sayilara gore hastalik etmenlerinin bulunma oranlar1 Cizelge
4.4°te gorildigi gibi sirasiyla % 12,31, % 7,38 ve % 3,44 olarak belirlenmistir. Bu
oranlar tiim siirvey alanmdaki Orneklerin enfeksiyon oranindan daha yiiksektir.
Cizelge 4.4’de Saimbeyli ilgesinden alinan 6rneklerin higbirinde enfeksiyon tespit
edilmedigi, ayrica Adana ilinden alinan tiim ayva orneklerinin negatif sonu¢ verdigi
goriilecektir. Sonug olarak Adana’da enfeksiyon oranlarinin bahgeler bazinda farkl

olsada baz1 bahgelerde % 91,66 oraninda enfekteli tespit edilmistir.
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Cizelge 4.4. ADANA iline ait siirvey ve ELISA sonuglari.

liceler Tiirler | Bahge | Ornek | ASPV | ASGV | ASPV | Enfekteli %
sayisl | sayisl +ASGV | 6rnek enfeksiyon
sayisl
Saricam Elma 2 76 7 4 2 13 17,10
Karaisall | EIma 3 15 - - - - -
Armut 3 12 4 2 2 8 66,66
Yuregir Elma 2 16 3 3 1 7 43,75
Armut 2 12 5 4 2 11 91,66
Ayva 1 3 - - - - -
Ceyhan Elma 1 6 1 - - 1 16,66
Pozanti Elma 4 18 3 2 - 5 27,77
Armut 6 24 2 - - 2 8,33
Ayva 4 12 - - - - -
Saimbeyli | ElIma 1 3 - - - - -
Armut 2 6 - - - - -
Toplam 31 203 25 15 7 47 23,15
% 12,31 7,38 3,44 23,15
Bulunma

Ornek sayis1 bakimindan Adana ilinden sonra 196 6rnek ile Kahramanmaras
ili ikinci sirada yer almaktadir. Kahramanmaras ilinde Cizelge 4.5’ten anlasilacagi
gibi Merkez ve Goksun ilgelerinden toplam 48 bahceden 97 elma, 67 ayva ve 32
armut 6rnegi alinmistir. Alinan 6rneklerin orani sirasiyla elma % 49,48, ayva %34,18
ve armut %16,32 seklinde gerceklesmistir. Kahramanmarag’ta elma ve armut diginda
ayrica ayva Orneklerinde de enfeksiyon tespit edilmis olup bu nedenle
Kahramanmaras’taki ayva Ornek sayisi artirilmistir. Kahramanmaras’ta ASPV
%12,24 ile siirvey ortalamasinin iistiinde, ASGV %4,59, ASPV+ASGV %]1,53 ile
siirvey ortalamasmin altinda kalirken ortalama enfeksiyon oranmi ise %18,36 ile

toplam siirvey ortalamasina oldukc¢a yakin bulunmustur (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. KAHRAMANMARAS iline ait siirvey ve ELISA sonuglari.

liceler Tirler | Bahge | Ornek | ASPV | ASGV | ASPV | Enfekteli %
sayisi | sayisl + ornek enfeksiyon
ASGV | sayisi

Merkez Elma 5 27 2 2 - 4 14,81
Armut 2 9 - - - - -
Ayva 15 61 13 3 3 19 31,14

Goksun Elma 18 70 3 4 7 10,00
Armut 6 23 5 - - 5 21,73
Ayva 2 6 1 - - 1 16,66

Toplam 48 196 24 9 3 36 18,36

% 12,24 4,59 1,53 18,36

bulunma
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Nigde ilinde ti¢ farkli ilgede bulunan 22 bahgeden 51 elma, 27 armut ve 12
ayva olmak tizere toplam 90 6rnek alinmigstir. Bu 6rneklerin %56,66’°s1 elma, %30’u
armut ve %13,33’1 ise ayvadir. Yapilan teshis ¢alismast sonucunda ASPV %6,66,
ASGV 5,55 ve ASPV+ASGV %4,44 oraninda bulunmustur (Cizelge 4.6). Biitiin
orneklerin ortalama enfeksiyon orani ise % 16,66 ile siirvey ortalamasindan daha
diistik oranda bulunmustur. Nigde ilinden alinan elma 6rneklerinin 15°1 ¢ogiir iizerine
aslt Amasya elmasidir. Yapilan teshis caligmalarinda alman Amasya cesidi elma
orneklerinde herhangi bir enfeksiyon tespit edilememistir. Nigde ilinde ASGV ve
karisik enfeksiyon oranlari siirvey ortalamasina yakin iken 6zellikle ASPV siirvey
ortalamasmin altinda tespit edilmistir. Nigde ilinden alman armut ve ayva

orneklerinde herhangi bir enfeksiyon tespit edilmemistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. NIGDE iline ait siirvey ve ELISA sonuglari.

liceler Tirler | Bahge | Ornek | ASPV | ASGV | ASPV+ | Enfekteli %
sayisi | sayisl ASGV | ornek Enfeksiyon
sayisi

Merkez Elma 2 12 1 - 1 2 16,66

Bor Elma 4 18 3 2 2 7 38,88
Armut 2 12 - - - - -
Ayva 2 6 - - - - -

Camardi | Elma 6 21 2 3 1 6 28,57
Armut 4 15 - - - - -
Ayva 2 6 - - - - -

Toplam 22 90 6 5 4 15 16,66

% 6,66 5,55 4,44 16,66

bulunma

Cizelge 4.7°de goriildiigii gibi Mersin merkez ve Camliyayla ilgelerinden 37
elma, 30 armut ve 12 ayva olmak {izere toplam 79 6rnek alinmistir. Alinan 6rneklerin
orani sirastyla % 46,83 elma, % 37,97 armut ve %15,18 ayva gelmektedir. Yapilan
teshis caligmalar1 sonucunda Mersin ili ornekleri %5,06 ASPV ve ASGV ile
enfekteli bulunurken, karisik enfeksiyon orami % 1,26 olarak belirlenmistir.
Mersin’den alinan bu 79 6rnegin ortalama enfeksiyon orami % 11,39 ile siirvey
ortalamasmin en disiik sonucu olarak ¢ikmig, ayva Orneklerinde herhangi bir
enfeksiyon tespit edilmezken yalnizca bir elma Orneginde karisik enfeksiyon

bulunmustur.
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Cizelge 4.7. MERSIN iline ait siirvey ve ELISA sonuglari.
liceler Tiirler | Bahge | Ornek | ASPV | ASGV | ASPV | Enfekteli %
sayisl | sayisl +ASGV | ornek enfeksiyon
sayisl

Merkez Elma |2 12 - 2 - 2 16,66
Armut | 2 12 - - - - -

Camliyayla | Elma | 7 25 2 2 1 5 20,00
Armut | 5 18 2 - - 2 11,11
Ayva | 4 12 - - - - -

Toplam 20 79 4 4 1 9 11,39

% 5,06 | 5,06 1,26 11,39

bulunma

Proje kapsamindaki siirvey caligmalarinda en az 6rnek Osmaniye ilinden

alimmistir. Cizelge 4.8’de belirtildigi gibi Osmaniye Merkez, Bahge ve Hasanbeyli

ilcelerinden

30 elma, 12 armut ve 9 ayva olmak iizere toplam 51 6rnek alinmistir.

Alinan Orneklerin orani sirasiyla %58,88 elma, %23,52 armut ve %17,64 ayva

seklindedir.

Yapilan teshis ¢aligmalar1 neticesinde Cizelge 4.8’de gosterildigi gibi

ASPV 9%9,80, ASGV ve ASPV+ASGV %1,96, toplam enfeksiyon orani da %13,72

ile siirvey

ortalamasinin altinda bulunmustur. Osmaniye ilinden alman ayva

orneklerinde herhangi bir enfeksiyon tespit edilmemistir.

Cizelge 4.8. OSMANIYE iline ait siirvey ve ELISA sonuglari.
liceler Tirler | Bahge | Ornek | ASPV | ASGV | ASPV+ | Enfekteli %
sayisl | sayisl ASGV | ornek enfeksiyon
sayisl
Merkez Elma |1 5 - - - - -
Bahcge Elma |4 15 3 1 4 26,66
Armut | 2 9 2 - - 2 22,22
Ayva |1 3 - - - - -
Hasanbeyli | Elma | 2 10 1 1 10,00
Armut | 1 - - - -
Ayva |2 6 - - - - -
Toplam 13 51 5 1 1 7 13,72
% 9,80 | 1,96 1,96 13,72
bulunma
Tim c¢aligma boyunca illerden alman Ornekler ve yapilan ELISA test

sonuclarina gore elde edilen verilerin grafik olarak ifadesi Sekil 4.16°da verilmistir.
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Sekil 4.16. iller bazinda ELISA sonuclarmin karsilastiriimasi.

Yapilan test caligmalarinin sonuglar1 iller bazinda degerlendirildiginde bazi
ornekleme alanlarinda higbir enfekteli 6rnege rastlanmazken bazi bahgelerde c¢ok
yiiksek enfeksiyon oranlar1 belirlenmigtir. Bu durumun hastalik etmenleriyle
bulagmanin biiylik ¢ogunlukla fidan iiretim asamasinda ASPV ve ASGYV ile enfekteli
ana¢ veya kalemlerin kullanilmasindan kaynaklandig1r diisiiniilmektedir. Temiz
iiretim materyali ile kurulan bahgelerde sonradan meydana gelen enfeksiyon oldukca
azdir, buna karsin fidanlik asamasinda 6zellikle klon anaglarda baslangic materyali
enfekteli ise bahgede yliksek oranda bir enfeksiyon saptanmistir. Benzer bir durum
Kundu (2003) tarafindan yapilan ¢alismada Cek Cumhuriyeti elma {iretim
alanlarinda da tespit edilmistir. Bu calismada da bazi bahgelerde herhangi bir
enfeksiyon saptanmazken enfekteli bahgeler kendi ic¢inde degerlendirildiginde

enfeksiyon oranlar1 oldukca yiiksek ¢cikmustir.

4.2  ELISA Testinin Optimizasyonu Uzerine Yapilan Calismalar

4.2.1. Farkh DAS-ELISA Metotlarinin Karsilastirilmasi

Farkli DAS-ELISA metotlarinin karsilastirilmas: ¢aligmalarina 2006 yilinda
baslanmis ve 2007 yilinda devam edilmistir. Bu ¢calismayla ASPV hastalik etmeninin
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teshisinde kullanilan DAS-ELISA metodunun wuygulama sicakliklarinda ve
stirelerinde yapilan bazi degisikliklerle en yiiksek OD degeri elde edilerek rutin
teshislerde hangi yontemin daha basarili oldugunun belirlenmesi hedeflenmistir. Bu
amacgla klasik DAS-ELISA, klasik metotta sicaklik ve inkubasyon siirelerinin
degistirilmesiyle olusturulmus MODIFIYE, ile klasik DAS-ELISA testinin yiikleme
ve konjugate ilavesi agamalar1 birlestirilerek olusturulan Simultane DAS-ELISA ve
firma Onerisi dahil dort yontem karsilastirilmistir. Karsilastirilan bu yontemlerin

asamalar1 ve bu agamalardaki farklilar Cizlege 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9. ASPV’nin teshisinde farkli ELISA yontemlerinin kullanilmasi.

ELISA yontemleri
Uygulamalar | Klasik Modifiye Simultane Firma Onerisi
DAS-ELISA | DAS-ELISA | DAS-ELISA DAS-ELISA
Kaplama 37°C/4h 4°C /ON 37°C/4h 30 °C/5h
Yiikleme 4°C/ON 4°C/ON 4 °C /ON+Kon. | 4°C/ON
Konjugate 37°C/ 2h 4°C/ON - 30 °C/5h
Substrate RT/ 2h 4°C/ON RT/2h 4°C/ON

Bu ¢aligmalarda makroskobik gozlemler ve karakterizasyon caligmalari i¢in
takip edilen ve Cizelge 4.19°da verilen agaclardan almman yaprak Ornekleri
kullanilmigtir. Deneme amaciyla degistirilen zaman ve sicaklik disinda kalan diger
biitiin uygulamalar; kullanilan soliisyon miktarlar1 (100 pl/ ¢ukur), diliisyon oranlar1
(1/1000) ve yikamalar (3 dk x 3) aym sekilde kalmistir. Caligmalarda antiserum
alinan firmanin (Bioreba) Onerileri dikkate alinarak her denemede dort pozitif dort
negatif Ornek kullanilmis ve sonuclar bu Orneklerin ortalamalar1 alianarak hesap

edilmistir.

Cizelge 4.10. Farkli ELISA yontemlerinin denenmesinde elde edilen OD degerleri.

Karsilagtirma degerleri
Ornek | Pozitif Negatif Pozitif Ortalama

Yontemler Sayisi | ornek sayisi | kontrol OD | kontrol OD | pozitif OD
Klasik 8 3 0,112 0,403 0,356
DAS-ELISA

Simultane 8 3 0,124 0,413 0,372
DAS-ELISA

Firma onerisi | 8 4 0,118 0,435 0,402
DAS-ELISA

Modifiye 8 4 0,119 0,469 0,411
DAS-ELISA
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Farkli DAS-ELISA metotlarmin karsilagtirilmasi calismalarinda Modifiye
DAS-ELISA yonteminin klasik ve simultane DAS-ELISA ydntemlerinden daha
yiiksek sayida Ornegi pozitif olarak saptayabildigi belirlenmistir. Fakat modifiye
DAS-ELISA yontemi ile pozitif bulunan 6rnek sayisi, antiserum iireticisi firmanin
Onerileriyle yapilan test sonucunda bulunan pozitif 6rnek sayisi ile ayni olmustur
Cizelge 4.10°da goriildiigii gibi modifiye DAS-ELISA metodunda elde edilen OD
degerleri klasik, simultane ve firma Onerisi ile yapilan DAS-ELISA’lara oranla daha
yiiksek gerceklesmistir. Bu sonuglara gore ASPV virlis hastaliginin teshisinde
Modifiye edilmis DAS-ELISA ile iiretici firmanin 6nerdigi metot arasinda 6nemli bir
fark bulunmamigtir. Her iki metot klasik ve simultane DAS-ELISA’dan daha basarili
bulunmustur.

Carvo ve Barros (2001) ASGV’nin DAS-ELISA testlerindeki basarisinin
artirtlmas1 amaciyla antiserum sulandirma oranlarin1 degistirerek ve farkli
ekstraksiyon metotlar1 kullanarak benzer bir ¢aligma yapmis ve bu uygulamalarin
sonucu etkilemedigini tespit etmislerdir. Wu ve ark. (2001), ASGV teshisinde ELISA
metodunu gelistirmek amaciyla standart DAS-ELISA metodunu PAS-ELISA
(Protein A Svewich-ELISA) yontemiyle karsilastirmis ve standart DAS-ELISA
metodunun daha basarili oldugunu tespit etmistir. Bu c¢aligma kapsaminda ise
karsilagtirmalar yalnizca DAS-ELISA metotlar1 arasinda gergeklestirilmis, farkl

ekstarksiyon metotlar1 ¢aligilmamustir.

4.2.2. ASPV ve ASGV’nin ELISA ile Teshisi icin En Uygun Ornekleme

Zamaninin Tespiti

DAS-ELISA testi i¢in en uygun Ornekleme doneminin belirlenmesi amaciyla
caligmalar 2007 yilinda gerceklestirilmistir. Bu amagla 2006 yil1 siirvey calismalari
esnasinda ASPV ve ASGYV ile enfekteli bulunan Anna c¢esidi elma agaglarindan
alinan yaprak oOrnekleri kullanilmistir. Her iki izolat da Adana ilinde bulunmakta
olup izolatlardan P2 ASPV ile G2 ise ASGV ile enfektelidir (EK 3). Yaprak
ornekleri Mart-Aralik aylarinda ortalam 15 giinliik periyotlarla alinmistir. Ornekler

ayni giin ELISA testine tabi tutulmus ve yapilan DAS-ELISA calismalarinin
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sonuglarinin verildigi Cizelge 4.11°den de anlasilacagi iizere her iki etmen de Mart
aymin 2. yarisindan sonra alinan drneklerde pozitif sonug vermistir. ASGV 6rnekleri
haziran aymin ortalarna kadar pozitif sonuglar verirken ASPV o6rnekleri ayni
donemde negatif bulunmustur. Sonbahar 6rneklemelerinde daha diisiik OD degeri
elde edilmekle beraber ASGV Eyliil sonu, Ekim ve Kasim aylarinda pozitif sonuglar
vermistir. Ayn1 donemde ASPV ile enfekteli 6rnekler kasim ayinda pozitif sonug
vermemistir. Hem ASGV hem ASPV en yiiksek OD degerini meyvelerin yaklasik
olarak 4-6 cm ¢apinda oldugu Nisan ay1 6rneklerinde vermistir. Bu ayda yapilan
ELISA testlerinde ASGV en yiiksek negatif OD degerinin yaklasik 3 kati, ASPV ise
yaklagik 4 katt OD degeri vermistir. Bu sonuglardan da anlasilacagi iizere yil
icerisinde ASGV, ASPV’ye oranla daha uzun bir donemde pozitif sonuglar
vermektedir. Fakat ASPV Orneklerinin pozitif sonu¢ verdigi donemlerde OD
degerlerinin daha yiiksek Ol¢iilmesi ve daha kisa donemde teshis edilebilmesinden
dolayt ASPV’nin c¢evre kosullarindan ASGV’ye oranla daha ¢ok etkilendigi

kanaatine varilmistir.

Cizelge 4.11. Farkli 6rnekleme zamanlarinin tespiti amaciyla 6rnek alma tarihleri ve

ELISA sonuglari.
Ay Tarihi ASGV ASPV Negatif | Pozitif Sonug¢ | Sonug
ort. OD | ort.OD ort. OD ort. OD | ASGV | ASPV

Mart 1. Hafta 0,123 0,134 0.124 0,471 - -

3. Hafta 0,370 0,388 0,123 0,482 + +
Nisan 1. Hafta 0,440 0,515 0,128 0,477 ++ +++

3. Hafta 0,505 0,673 0,130 0,481 +++ ++++
Mayis 1. Hafta 0,407 0,376 0,130 0,467 ++ +

3. Hafta 0,365 0,375 0,129 0,488 ++ +
Haziran | 1. Hafta 0,360 0,151 0,122 0,482 + -

3. Hafta 0,160 0,132 0,117 0,479 - -
Temmuz | 1. Hafta 0,155 0,123 0,122 0,491 - -

3. Hafta 0,143 0,135 0,133 0,471 -
Agustos | 1. Hafta 0,131 0,170 0,144 0,490 - -

3. Hafta 0,130 0,155 0,135 0,475 - -
Eylul 1. Hafta 0,133 0,148 0,132 0,450 - -

3. Hafta 0,351 0,364 0,121 0,452 + +
Ekim 1. Hafta 0,404 0,391 0,122 0,445 ++ ++

3. Hafta 0,395 0,376 0,131 0,443 ++ +
Kasim 1. Hafta 0,371 0,167 0,134 0,456 + -

3. Hafta 0,166 0,156 0,129 0,472 - -
Aralik 1. Hafta 0,144 0,111 0,131 0,481 - -
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En uygun 6rnekleme zamanin tespiti i¢in yapilan ¢aligmalar neticesinde elde
edilen grafik Sekil 4.17°de verilmistir. Sekilden anlasilacag: iizere cut-off degerinin
tizerinde OD elde edilen 15 mart - 30 mayis ile 15 eylil -15 kasim arasindaki

donemler ASPV ve ASGYV i¢in uygun drnekleme zamanin igaret etmektedir.
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Sekil 4.17. ASPV ve ASGV’nin ELISA ile teshisi i¢in en uygun 6rnek alma zamant.

Yumusak c¢ekirdekli meyve viriis hastaliklarinin serolojik olarak kisa bir
vejetasyon doneminde teshis edilebildigi daha onceki g¢aligmalarda da ortaya
konmustur (Carvo ve Barros, 2001). ASGV hastalik etmeninin yi1l boyu hangi
donemlerde daha basarili bir sekilde ELISA veya RT-PCR ile teshis edilebildigi
iizerine Kundu ve ark. (2003), tarafindan Cek Cumhuriyetinde yapilan bir ¢caligmada
RT-PCR i¢in en uygun dénemin Ocak-Haziran, fakat ELISA testi i¢in ise en uygun
donemin mayis ay1 oldugunu bildirmislerdir. Ad1 gegen ¢alismanin yapildigi bolge
iklim farki nedeniyle vejetasyon agisindan Adana ilinden yaklagik olarak 1- 1,5 ay
daha geridir. Adana kosullarinda yapilan bu ¢alismada ise vejetasyon farkliligindan
dolay1 en uygun donemin Nisan ortasindan-Mayis ortasina kadar olan zaman oldugu
belirlenmistir. Diger bolgelerde iklim farkliligindan dolay1 en iyi 6rnekleme zamanin
meyvelerin yaklasik ceviz biiyiikliigline geldigi donem oldugu sdylenebilir. Bu
caligmada sonbahar doneminde alinan oOrneklerden de pozitif sonuglar alinabildigi

ortaya konmustur. Bir¢ok viriis hastaliginda tespit ve teshis i¢in daha genis bir zaman
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araligi varken ASPV ve ASGV hastalik etmenleri i¢in bu siire oldukg¢a kisa olarak
saptanmigtir.

Bunun nedeninin floemde yerlesmis olan ipliksi (Flexiviridae familyasi)
yapidaki bu viriislerin 6zellikle ¢evre sicakligindan diger viriislere oranla daha fazla
etkilenmeleri oldugu sdylenebilir ( Khan ve Dijikstra, 2006). ASPV ve ASGV viriis
hastaliklar1 da birer Flexiviridae liyesidir ve 6zellikle ASPV sicakliktan daha fazla
etkilenmektedir. Nitekim GuoPing ve ark, (1996) yaptiklar1 ¢calismada ASPV ve
ASGV ile enfekteli elma bitkilerine thermotherpy ve meristem ucu kiiltiirii
uygulamalarmm kombinasyonu ile viriisten ari iiretim materyali elde etmeye
calismis, bu calismanin sonunda enfekteli bitkilerin ancak %66,7 sini
arindirilabildigini bildirmislerdir. Enfekteli olarak kalan bitkilerin i¢erisinde ASGV
%49,8, ASPV %29,3 oraninda bulunmustur. Bu ¢alismadan anlasildigi iizere ASPV,
ASGV’ye oranla sicakliga daha duyarhidir. Bagka bir ¢alismada viriisten ari ¢ogaltim
materyali iiretiminde yapilan termoterapi uygulamalarinda ASPV 45 giiniin sonunda
%90 oraninda elemine edilirken ASGV ancak 65 giiniin sonunda %90 oraninda
elemine edilebilmistir (Eastwell, 2008). Bu sonuglar g6z 6niinde bulunduruldugunda
ASGV’nin sezon i¢inde ASPV’ye oranla daha genis bir zaman aralifinda pozitif
sonuclar vermesinin bu etmenlerin basta sicaklik olmak {izere ¢evre kosullarina
verdikleri farkli tepkilerden oldugu anlagilmaktadir. ASPV ve ASGV gibi latent
viriisler bu yiizden yalnizca yil icinde degil, degisik yillarda da ELISA testinde farkl
sonuclar verebilmektedir (Kirby ve ark. 2001). Bu veriler gbz Oniinde
bulunduruldugunda yildan yila degisen sicaklik farkliliklarina bagl olarak en uygun

ornekleme zamaninda kiiciik degisiklikler olabilecegi anlasilmaktadir.

4.2.3. ELISA Cahsmalarinda Kullamlacak En Uygun Bitki Dokusunun Tespiti

ASPV ve ASGV gibi hastalik etmenleri bitki biinyesinde daha az ¢ogalmakta
ve dokular arasinda diizensiz dagilmaktadirlar. Bu etmenler bitki biinyesinde az
sayida bulunduklarindan ve yavas yayildiklarindan dolay1 da bitki metabolizmasinda
gbzle kolayca goriilebilecek sekilde belirti olusturamazlar ve bu nedenle latent

hastalik etmeni olarak adlandmrilirlar. Latent viriislerin bitki bilinyesindeki
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konsantrasyonlar1 da az oldugundan ELISA testi ile tespitleri de zordur (Bos, 1999).
ASPV ve ASGV hastalik etmenlerinin en uygun hangi bitki dokusundan
belirlenebileceginin saptanmasi amaciyla farkli bitki dokularindan alman 6rneklerle
ELISA ¢aligmalart yapilmistir. Calisma ASPV (P2) ve ASGV (G2) ile enfekteli
bulunan Anna ¢esidi elma agaglarindan alinan, yaprak, kabuk (floem), cicek ve
meyve (meyve eti, meyve ¢ekirdegi) drnekleriyle yapilmistir. Mart ve Haziran aylar1
arasinda 15 giinliik donemler halinde alinan 6rneklerle yapilan ELISA test sonuglar1

Cizelge 4.12°de, bu sonuglarla olusturulan grafik ise Sekil 4.18 verilmistir

Cizelge 4.12. ASPV’nin ELISA ile teshisi i¢in uygun bitki dokusunun belirlenmesi.

Ay Tarihi Cicek Yaprak | Kabuk | Meyve Negatif | Pozitif
ort. OD | ort. OD | ort.OD | ort.OD | ort.OD | Ort.OD
Mart 3 Mart 0,121 0,144 0,262 - 0,119 0,481
18 Mart 0,145 0,398 0,265 - 0,123 0,489
Nisan 2 Nisan - 0,595 0,378 0,133 0,121 0,479
17 Nisan - 0,570 0,386 0,145 0,119 0,488
Mayis 5 Mayis - 0,481 0,405 0,139 0,120 0,486
20 Mayis - 0,371 0,390 0,177 0,112 0,452
Haziran | 4.Haziran - 0,252 0,273 0,367 0,105 0,461
19 Haziran | - 0,132 0,161 0,155 0,133 0,464

Bu grafikten de anlasilacagi iizere ASPV i¢in kabuk dokusu pozitif sonug
vermesine ragmen en uygun bitki dokusu yaprak olarak saptanmustir. Yaprak dokusu
mart ayinin ikinci yarisindan haziran basina kadar pozitif sonuglar vermis olmakla
birlikte en yliksek OD degerleri nisan ay1 ile mayis aymin ilk yarisinda elde
edilmigtir. Kabuk ornekleri nisan ayindan itibaren pozitif sonuglar vermis olmakla
birlikte OD degerleri yaprak oOrneklerinin altinda kalmistir. Yapilan teshis
calismalarinda ASPV yaprak ve kabuk disinda meyve c¢ekirdeginde de
saptanabilmistir. Fakat meyve Ornekleri yalnizca haziranin ilk yarisinda kisa bir
donemde pozitif sonu¢ vermis ve OD degerleri yaprak ve kabuk orneklerine ait OD
degerlerinin altinda kalmistir. Gugerli ve Ramel (2004), yaptiklar1 bir c¢alismada
ASPV’yi benzer bir Sekilde yine diisiik OD degeri ile meyve c¢ekirdeginde
bulduklarin1 rapor etmislerdir. Haziran aymda hava sicakligi yiiksek oldugu halde
meyve Orneklerinde ASPV tespit edilmesi meyve i¢ sicakligmin diisiikk olmasi ve

metobolik faaliyetlerin devam ediyor olmas ile iliskili oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 4.18. ASPV’nin ELISA ile teshisi i¢in uygun bitki dokusunun belirlenmesi.

ELISA testlerinde kullanilmak iizere ASGV i¢in en uygun bitki dokusunun
tespit edilmesi amactyla yapilan caligmalar sonucunda elde edilen veriler Cizelge
4.13’te verilmistir. Cizelgeden de anlasilacag: iizere yaprak ve kabuk oOrnekleri
pozitif, ¢icek ve meyve orneklerinden negatif sonuglar alinmistir. Yaprak ornekleri
ASPV’ye benzer sekilde mart aymin ikinci yarisindan haziran basina kadar pozitif
sonuclar vermis olup OD degerleri kabuk dokusundan yiiksek olmustur. Fakat bu
degerler ASPV icin elde edilen OD degerlerinden daha diisiik kalmistir. ASGV i¢in
alinan kabuk ornekleri ancak nisan aymin ikinci yarisindan itibaren pozitif sonuglar

vermis ve yaprak Ornekleri gibi haziran aymdan sonra negatif sonuglar vermislerdir

(Sekil 4.19).

Cizelge 4.13. ASGV’nin ELISA ile teshisi i¢in uygun bitki dokusunun belirlenmesi.

Ay Tarihi Cicek Yaprak | Kabuk | Meyve | Negatif | Pozitif
ort. OD | ort. OD | ort.OD | ort.OD | ort.OD | Ort.OD
Mart 3 Mart 0,141 0,148 0,236 - 0,126 0,481
18 Mart 0,164 0,365 0,291 - 0,122 0,489
Nisan 2 Nisan - 0,433 0,267 0,121 0,120 0,479
17 Nisan - 0,505 0,371 0,133 0,119 0,488
Mayis 5 Mayis - 0,482 0,389 0,122 0,113 0,486
20 Mayis | - 0,464 0,385 0,125 0,116 0,452
Haziran 4.Haziran | - 0,382 0,263 0,115 0,123 0,461
19 Haziran | - 0,156 0,161 0,123 0,124 0,464
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Sekil 4.19.ASGV’nin teshisi i¢in uygun bitki dokusunun belirlenmesi i¢in yapilan
ELISA test sonuglari.

ASGYV i¢in ELISA testlerinde kullanilacak en uygun dokunun belirlenmesi
amaciyla yapilan ¢alismada ¢icek, yaprak, kabuk ve meyve dokusu kullanilmistir.
Calismalar neticesinde en uygun dokunun orta yaslt yaprak oldugu belirlenmistir.
Kabuk dokusu 6rneklerinde pozitif sonuglar alinmasina ragmen, ELISA 405 nm’deki
absorbans degerleri Sekil 4.19°da goriildiigii gibi yaprak dokusu degerlerinden daha
diisiik ¢ikmistir. Kundu ve ark. (2003), tarafindan yapilan bir ¢calismada da ASGV
icin en uygun dokunun yaprak oldugu ortaya konmustur. Bu ¢aligmada saptandigi
gibi Cek Cumbhuriyetin’de de Stark Eearliest gibi baz1 yazlik ¢esitlerin haziran ayinin
ortasma kadar ELISA testinde pozitif sonuglar verdigi rapor edilmistir, (Kundu ve
ark. 2003).

ELISA testlerinde kullanilmak ic¢in uygun bitki dokusunun belirlenmesi
amaciyla son yillarda Sirbistan’da yapilan bir ¢alismada; elmada, yalnizca ¢igek petal
yapraklar1 kullanildiginda her iki etmenin de ELISA ile teshis edilebildigi rapor
edilmis olmakla beraber (Paunovic ve Jevremovic (2008), bu bulgu heniiz bagka bir
aragtirmact tarafindan dogrulanmamistir. Bu calismada ¢icek Ornekleri biitiin
dokular1 igerecek sekilde kullanilmis fakat yapilan ¢alismada ciceklerde ASPV ve
ASGV saptanmamustir.
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4.2.4. ELISA Teshis Calismalarinda Kullanilacak Orneklerin Muhafazasi

Siirvey kapsaminda toplanan 6rneklerin ¢goklugu ve bozulma riskinden dolay1
orneklerin muhafaza kosullari ve bu kosullarin DAS-ELISA teshis metoduna
etkisinin belirlenmesi amaciyla bu calisma yapilmistir. Bu amagla 2006 yilinda
yapilan ¢aligmalarda ASPV ve ASGV ile enfekteli oldugu belirlenen agaglardan
nisan aymda yaprak Ornekleri alimmis, alman bu Ornekler ELISA testlerinde
kullanilmak iizere hazirlanan ekstraksiyon tamponunda ezilmis ve test edilmistir.
Daha sonra alnan yaprak Ornekleri yaprak ve ekstrakt olarak 4°C ve -20°C
muhafaza edilmis ve haftalik periyotlar halinde ELISA testine tabi tutulmustur.

Calisma sonucunda elde edilen sonuglar Cizelge 4.14’°te verilmistir.

Cizelge 4.14. ASPV 0Orneklerinin muhafaza kosullar1 lizerine yapilan test sonuglari.

Ornek Muhafaza Kosullari
+4°C -20°C
Hafta Yaprak | Ekstraksiyon | Yaprak | Ekstraksiyon | Pozitif | Negatif Sonug
ort. OD | ort. OD ort. OD | ort. OD oD oD
1 0,535 0,491 0,534 0,512 0,499 | 0,134 ++++
2 0,518 0,302 0,513 0,505 0,489 | 0,133 +++
3 0,501 0,241 0,490 0,475 0,493 | 0,121 +++
4 0,399 0,239 0,380 0,398 0,487 | 0,129 +++
5 0,289 0,231 0,379 0,361 0,496 | 0,135 ++
6 0,202 0,195 0,388 0,223 0,452 | 0,143 +
7 0,187 0,179 0,370 0,201 0,496 | 0,138 +
8 0,169 0,171 0,367 0,195 0,405 | 0,140 +
9 0,168 0,160 0,364 0,155 0,492 | 0,133 +
10 0,170 0,164 0,289 0,165 0,498 | 0,128 -

Bu aragtirmayla yaprak orneklerinin +4°C’de bir ay, -20°C’de ise yaklagik iki
ay muhafaza edilebildigi anlagilmistir. Ekstrakte edilen 6rneklerin -20°C’de bes hafta
+4°C’de ise sadece bir hafta kullanilabilecegi goriilmiistiir. Ipliksi viriislerin
ekstrakte edilmis halde 1s1 degisikliklerine fazla dayanikli olmadiklari, dolayisyla
doku i¢erisinde muhafaza edilmelerinin daha uygun doldugu diisiiniilmektedir. Fakat
orneklerin doku igerisinde -20°C’de bile dokuz hafta kadar ELISA pozitif sonuglar
verdigi goz Oniinde alindiginda arastirma g¢aligmalarinda alinan Orneklerin fazla
bekletilmeden en kisa siirede calisilmasi gerektigi ortaya konmustur. Elde edilen

veriler Sekil 4.20’de daha kolay anlagilmak tizere grafik olarak ifade edilmistir.
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Sekil 4.20. ASPV i¢in 6rnek muhafaza kosullarinin saptanmasi.

Ornek muhafaza kosullar1 iizerine ASGV icin yapilmis olan ¢alisma sonuglar1
Cizelge 4.15’te verilmis ve enfekteli yaprak orneklerinin en fazla -20°C’de alt1 hafta
siire ile muhafaza edilebildigi goriilmiistiir (Sekil 4.21). Diger muhafaza kosullarinda
ASGV, ASPV ile aynmi sonuglar1 vermis olmakla birlikte, ASGV Orneklerinin
ASPV’den daha kisa siirede bozulmasi bu etmenle ¢alisildiginda daha hizli olunmasi
gerektigini ortaya koymustur. Bu calismalar sonucuda ELISA tamponunda ezilmis

olan 6rneklerin yaprak 6rneklerine gore daha kisa siirede bozuldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.15. ASGV 0Orneklerinin muhafaza kosullar1 iizerine yapilan test sonuglari.

Ornek Muhafaza Kosullari
+4°C -20°C
Hafta Yaprak | Ekstraksiyon | Yaprak | Ekstraksiyon | Pozitif | Negatif | Sonug
ort. OD | ort. OD ort. OD | ort. OD oD oD
1 0,475 0,401 0,491 0,412 0,405 | 0,132 ++++
2 0,410 0,279 0,443 0,415 0,411 | 0,123 +++
3 0,401 0,255 0,412 0,405 0,410 | 0,131 +++
4 0,370 0,240 0,413 0,398 0,417 | 0,127 +++
5 0,288 0,191 0,371 0,341 0,399 | 0,122 ++
6 0,277 0,183 0,362 0,223 0,403 | 0,128 +
7 0,241 0,162 0,320 0,201 0,419 | 0,135 |-
8 0,195 0,159 0,304 0,195 0,401 | 0,124 -
9 0,164 0,154 0,249 0,155 0,412 | 0,129 -
10 0,154 0,152 0,179 0,165 0,392 | 0,118 -
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Sekil 4.21. ASGV i¢in 6rnek muhafaza kosullarinin saptanmasi

ELISA calismalarinda kullanilan bitki dokular1 daha ¢ok 4 °C muhafaza
edilmekle beraber bu konuda 6zellikle yapilmis fazlaca ¢alisma bulunmamaktadir.
Fakat James (1999) yaptig1 calismada RT-PCR calismalarinda kullanilmak iizere
Kanada, Nepal, Israil, Japonya, ABD ve Giiney Afrika gibi degisik iilkelerden elde
ettigi elma ve armut bitkilerine ait yaprak ve kabuk dokularm -80 °C’de 4 ay
boyunca muhafaza etmis ve bu siirenin sonunda izolatlarin IC/RT-PCR analizlerinde
pozitif sonuglar verdigini belirlemistir. Bu calisma -80 °C’de muhafaza edilen
orneklerin immunolojik reaksiyon gdsterdiklerini ispatlamistir. Bu c¢aligmadan da
anlasildig: iizere -80 °C’de bile ancak 4 ay muhafaza edilebilen 6rneklerin ASPV ve
ASGYV i¢in -20 °C de en fazla iki ay siireyle pozitif sonuclar vermekle birlikte Grnek
saklama siiresinin tercihen 5 haftay1r gegmemesi gerektigi diisiiniilmektedir. Ayrica
ektsrakte edilmis Orneklerin muhtemelen bitki 6zsuyu iceriklerinden dolayr ¢ok
¢abuk bozulduklari, dolaysiyla 6rneklerin ekstrakte edilip 4°C’de saklanmamalari,
fakat -20 °C’de ekstrakte edilmis bu 6rneklerin bir ay siireyle kullanilmak iizere
saklanabilecegi goriilmiistiir. Cann (1999), yaprak materyallerinin saklama siiresinin
etmene gore degisebilecegini fakat kurutarak +4°C’de saklamanin daha uygun
olacagmni, daha uzun siireli muahafaza i¢in ise -190 °C’de cryopreservation

yontemlerinin kullanilmasinin daha uygun olacagini bildirmistir
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4.2.5. Dormant Dokularin Forse Edilerek ELISA Testlerinde Kullanilmasi

Stirvey caligmalarinda alman Orneklerin ELISA sonuglar1 goz Onilinde
bulundurularak ayni agaclardan dormant donemde (Kasim-Aralik) 20-25 cm
uzunlugunda bir yaslh siirglinler alinmistir. Alinan siirgiinler etiketlenerek soguklama
ihtiyacinin  karsilanmas1 amaciyla 60 giin siireyle +4°C’de muhafaza edilmistir
Soguklama ihtiyaci karsilanan siirgiinler 18-25°C sicaklik, %70 nem ve 16/8
(aydinlik/karanlik) 151k kosullarinda siirmeleri tesvik edilmistir. Yaprak veren
siirglinlerden alinan Ornekler ELISA testine tabi tutulmus ve sonuglar vejetasyon
doneminde yapilan testlerle karsilastirilmistir. Cizelge 4.16’dan anlagilacagi iizere
degisik illerinden alman 16 elma, 7 armut 8 ayva olmak {izere toplam 31 adet forse
edilen Ornekte, ortalama enfeksiyon oraninda yalnizca %3,5 civarinda bir artis
gbzlenmigtir. Bu sonuglarla dormant donemde alian orneklerin forse edilmesi ile
daha yiiksek pozitif sonuclar verdikleri ortaya konmustur. Fakat bu oran yapilan
uygulamanin test bagarisini artirmasindan daha ¢ok orneklerin test icin en uygun
donemde kullanilmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Bu metot sertifikasyon
caligmalarinda veya genis siirvey caligmalarinda uygulanabilir. Nitekim Carvo ve
Barros (2001) tarafindan yapilan bir calismada da ACLSV i¢in forse edilen

orneklerin serolojik teshisler i¢in daha uygun test 6rnegi oldugu ortaya konmustur.

Cizelge 4.16. Forse edilen 6rneklerle yapilan ELISA ¢aligmalari.

iller Konukgu | Ornek Enfekteli Ornek sayisi Etmen
sayisi Vejetasyon donemi | Forse edilen
K. maras Elma 9 1 1 ASGV
Armut 1 1 1 ASPV
Ayva 5 2 2 ASGV
Nigde Elma 6 2 2 ASGV
Armut 6 - 1 ASPV +
ASGV
Ayva 3 - - -
Adana Elma 1 1 1 ASGV +
ASPV
Toplam(%) 31 7 (%22,85) 8 (%25,80)
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4.3. Siirvey Alanlarinda Yapilan Makroskobik Gozlemler

4.3.1. ASPV lle Ilgili Makroskobik Gozlemler

Siirvey ¢aligmalarinin basladigi 2006 yilinda Adana ilinde ASPV ile enfekteli
elma ve armut agaclar1 tespit edilmistir. Enfekteli oldugu tespit edilen bu agaglar
yilda en az iki defa olmak ilizere ilkbahar ve sonbahar aylarinda ziyaret edilmis ve
gerekli gozlemler yapilarak notlar alinmistir. Calismanin ilk yilinda ASPV ile
enfekteli herhangi bir ayva agaci tespit edilemediginden ayva ile ilgili gézlemler
2007 ve 2008 yillarma aittir. Siirvey c¢aligmalart neticesinde yalnizca
Kahramanmaras ilinde ayva bahgelerinde ELISA testi ile ASPV i¢in pozitif sonuglar
alimnmistir. Dolayisiyla ayvada ASPV ile ilgili elde edilen makroskobik gozlem
verileri Kahramanmarasg ili ayva alanlarina aittir.

Makroskobik gézlemlerin yapildig1 bazi agaclarda ASPV ile beraber ACLSV
virlis hastaligina da rastlanmistir. Bu karisik enfeksiyon en ¢ok Kahramanmaras
ilindeki ayva orneklerinde goriilmiistiir. Dolayisiyla ayva bahgelerinde gdzlenen
makroskobik belirtilerin  ASPV+ACLSV  karigsik enfeksiyonunda daha siddetli
seyrettigi tespit edilmistir.

Elmalarda ASPV ile ilgili elde edilen makroskobik veriler ise Adana ilinde
bulunan ASPV MM106 iizerine asili 10-54 kod numarali Anna ¢esidi ile, yine Adana
ilinde tespit edilen ASPV enfekteli M9 {izerine asili Vista Bella elma ¢esitlerine
aittir. Bunun diginda siirvey alanlarinda 6rneklenen ¢ok sayida elma cesidinde de
makroskobik gozlemler yapilmistir.

Armutta ASPV ile ilgili elde edilen veriler ise; Adana ilinde bulunan OHF
(Old Home x Fermingdale) tizerine asili CF-41 kodlu Santamaria ile armut ¢ogiirii
izerine asili ve ¢esidi tespit edilemeyen yerli bir armut agaci lizerinde yapilmistir.
Ayrica siirvey alanlarinda bulunan ¢ogiir tizerine asili Deveci armut ¢esidi ve bunun
diginda orneklenen diger armut alanlarinda da makroskobik gozlemler yapilmistir.
Makroskobik belirtiler {izerine yapilan g¢alismalar sonucunda elde edilen bulgular

yaprak, meyve, gdvde ve diger bulgular olmak tizere smiflandirilmistir.
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4.3.1.1. ASPV ile Enfekteli Agaclarda Goriilen Meyve Belirtileri

Makroskobik gozlemler sonucu ASPV’nin c¢aligma konusu olan her ii¢
yumusak cekirdekli meyve tiirlinde meyvelerde sekil bozukluklarina yol actigi
gozlenmigstir. Bu belirtiler en siddetli olarak ayva ve armut bitkisinde goriilmekle
birlikte, elma meyvelerinde de hafif sekilde meyve bozukluklari gézlenmistir. Bu
belirtiler; elmada yalnizca Anna ¢esidinde hafif sekil bozuklugu (Sekil 4.22), armutta
taglagma (stony pit) olarak bilinen meyve deformasyonu (Sekil 4.23) ve ayva
meyvesinde malformation olarak bilinen sekil bozuklugu (Sekil 4.24 ve 4.25) ile
cekirdek evi etrafinda (Sekil 4.26) ve meyve kabugu altinda zamk paketleri (Sekil
4.27) olusmasi seklindedir.

Bu meyve belirtileri bazi arstirmacilar tarafindan rapor edilmekle birlikte
ticari gesitlerde ¢ok yaygin olmadig: diisliniilmektedir. Elmalarda gézlenen belirtiler
Welsh ve Uyemato (1980), tarafindan Virgina crab iizerinde rapor edilmis ve Flute
Fruite olarak isimlendirilmistir. Elma meyvesinde meydana gelen bu sekil
bozuklugunun yaninda enfekteli agaclardaki meyvelerin saglikli meyvelere oranla
daha kiiciik olduklar1 da gozlenmistir.

Armutlardaki meyve belirtileri ise bir ¢ok arastirmaci tarafindan rapor edilmis
ve Pear Stony Pit hastali§i olarak isimlendirilmistir. Bu hastaligin olusumunda
hastalik etmeni virlisiin meyvede siklerenkima hiicre olusumunu tesvik etmesi
sonucu oldugu bildirilmistir. Bu meyvelerin dokusu olduk¢a sert oldugundan
kesilmesi ¢ok zordur ve ticari bir degeri yoktur (Thomsen, 1989). Bu calismadaki
armut meyvesine ait belirtiler yalnizca deveci armut ¢esidinde gbzlenmistir.

Ayva meyvesindeki malformation ve zamk olusumu seklindeki hastalik
belirtileri degisik arastirmacilar tarafindan calisilmis ve bu hastaligin ASPV’nin bir
k1 olan PVYV tarafindan olusturuldugu rapor edilmistir (Waterworth, 1989:
Puanovig, 1995: Mathioudakis ve ark, 2006). Ayva meyvelerindeki belirtiler yalnizca
Kahramanmaras ilinde ve ekmek ayva cesidinde tespit edilmis ve bu belirtilerin
meyve ¢ap1 5-6 cm olduktan sonra kolayca goriilebilir hale geldigi ve iiretim sezonu

boyunca geliserek arttig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.22. Elma meyvelerinde sekil bozukluklari; kiiciik ve degisik
noktalarda ice ¢okiik meyve.
Yer : Adana
Cesit/Anac: Anna/MM106

:"I
Sekil 4.23. Armut meyvelerinde stonypit (¢ukurlasma ve taglasma)
belirtileri.
Yer :Kahramanmaras
Cesit /Anac: Deveci/OHF
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Sekil 4.24. ilkbaharda ayva meyvesinde goriilen sekil bozuklugu
(malformation), sagda.
Yer :Kahramanmaras
Cesit : Ekmek
Anag: Celikleme

Sekil 4.25. Sonbaharda ayva meyvesinde goriilen ilerlemis malformation
(sagda).
Yer :Kahramanmaras
Cesit : Ekmek
Anag : Celikleme
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Sekil 4.26. Malformation belirtisi gdsteren ayva meyvesinin ¢ekirdek evi
kenarinda ve meyve dokusunda zamk olusumu (sagda).
Yer :Kahramanmaras
Cesit : Ekmek
Anag : Celikleme

Sekil 4.27. Malformation belirtisi gdsteren ayva meyvesinin kabugu altinda
zamk olusumu (iistte).
Yer :Kahramanmaras
Cesit : Ekmek
Anag : Celikleme
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4.3.1.2. ASPV ile Enfekteli Agaclarda Goriilen Yaprak Belirtileri

Yapilan makroskobik gézlemler sonucunda Anna ¢eisidi elma yapraginda soluk
lekeler (Sekil 2.28), Golden elma cesidinde ana damar boyunca renk acilmasi ve
doku c¢okmesi (Sekil 4.29), Santamaria armut c¢esidinde yan damarlar {izerinde
gelisen sar1 lekeler (Sekil 4.30), cesidi belirlenemeyen yerli bir armut bitkisinin
yaprak ana damarinin arka yiiziinde yassilagsmas1 ve yapragin kii¢iik kalmas1 seklinde
belirtiler gozlenmistir (Sekil 4.31). Bu belirtiler genel olarak erken ilkbaharda ortaya
¢ikip mayis ay1 sonlarina kadar devam etmistir.

En siddetli yaprak belirtileri ise ayvada goriilmiis olup bu belirtiler elma ve
armuttaki belirtilerden farkli olarak vejetasyon boyunca daha uzun siire gézlenmistir.
Ayvada ASPV’nin ACLSV gibi diger hastalik etmenleriyle birlikte bulundugu
durumlarda belirtilerin daha siddetli olarak ortaya ¢iktig1 gézlenmistir. Ayvadaki bu
belirtiler; yapraklarda epinasty (Sekil 4.32), mozaik seklinde renk acilmalariyla
birlikte kiigiik yaprak olusumu (Sekil 4.33) ve ACLSV+ASPV enfeksiyonu sonucu
sistemik mozaik lekeler seklinde gézlenmistir (Sekil 4.34).

B 5 2007

Sekil 4.28. ACLSV ve ApMV negatif elma yapraginda nisan ayinda
goriilen lekeler.
Yer: Adana
Cesit: Anna
Ana¢: MM106
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Sekil 4.29. Elma yapraginda ana damar boyunca goriilen renk
acilmas1 ve doku ¢okmesi.
Yer: Adana
Cesit: Golden
Anac: M 9

Sekil 4.30. Armut yaprakarmda erken ilkbaharda goriilen yan damarlar
iizerinde geligen sar1 renkli lekeler.
Yer: Adana

Cesit: Santamaria
Anac: Cogiir
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9 4 20086
Sekil 4.31. Armut yaprak ana damarmin arkadan bakildiginda
yassilasmig ve saglikli yapraga gore daha kiiclik kalmig
goruntusu.
Yer: Adana
Cesit: Yerli
Anac: Cogiir

Sekil 4.32. Ayva yapraklarinda mozaik ve epinasty (yaprak ucundan
geriye biikiilme) belirtisi.
Yer: Kahramanmarag
Cesit: Ekmek
Anag: Celikleme
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Sekil 4.33. ASPV ile ACLSV karisik enfeksiyonu sonucu mozaik
belirtileri gosteren ve kiiglik kalmis ayva yapragi.
Yer: Kahramanmaras
Cesit: Ekmek
Anag: Celikleme

Sekil 4.34. ACLSV+ASPV karisik enfeksiyonu sonucu ayva
yapraklarinda goriilen sistemik mozaik simptomlar.
Yer: Kahramanmaras
Cesit: Ekmek
Anag: Celikleme
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4.3.1.3. ASPV ile Enfekteli Agaclarda Gozlenen Govde ve Diger Belirtiler

Bu hastalik etmeni ismini elma govdesinde meydana getirdigi pitting
(yivlesme) belirtisinden almistir. Bu hastaligin neden oldugu gévde belirtileri en ¢ok
Virgina crab ¢esidinde goriilmektedir. ASPV Ottowa 524 ve Hyslob crab, Radiant ve
Sparkler carb gibi ¢esitlerde ise as1 noktasinda da pitlere neden olabilmektedir. Baz1
ana¢ cesit kombinasyonlarinda ise kabuk dokusunda nekroz ve buna bagh olarak
gelisme geriligi ile bodurluk goriilebilmektedir (Stouffer, 1989). ASPV en c¢ok
Pyronia veitchii armut anaci lizerinde baz1 govde zararlanmalaria neden olmaktadir.
Daha cok govde nekrozu seklinde olan bu belirtiler 6nemli biiyiime geriliklerine
neden oldugu Desvignes ve ark. (1999) tarafindan rapor edilmistir. Bu c¢aligmada
yapilan makroskobik goézlemler sonucunda, Anna elma c¢esidinde bodurluk (Sekil,
4.35), Ekmek c¢esidi ayva bitkisinde govde biikiilmesi (Sekil 4.36) ve govdede diz
olusumuna rastlanmigtir (Sekil 4.37). Daha c¢ok ¢ogiir ve OHF anaglarmin
kullanildig1 bolgemizde yapilan gozlemlerde ticari armut bahgelerinde herhangi bir

govde belirtisine rastlanmamuistir.

Sekil 4.35. ASPV ve ASGYV ile enfekteli 21 yasindaki yar1 bodur elma
agaci (Ortada).

Yer: Adana

Cesit: Anna

Ana¢: MM106
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Sekil 4.36. ASPV ile enfekteli oldugu belirlenen (sagda) ve 2 yil
boyunca gozlenen 11 yash ayva agacinda goriilen govde
biikiilmesi ve konkaviteler. Solda saglikli ayva agaci.

Yer :Kahramanmaras
Cesit : Ekmek
Anag : Celikleme

o o | - oy 15,
Sekil 4.37. ASPV enfekteli 11 yash ayva agaci govdesinde goriilen
biikiilme ve diz olusumu.
Yer :Kahramanmaras
Cesit : Ekmek
Anag : Celik
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Bu makroskobik gozlemler sonucunda ASPV’nin ayvalarda Quince Fruit
Deformation Virus (QFDV) olarak bilinen hastaliga neden oldugu ve daha dnce eski
Yugoslavya da Leskovacka cesidinde goriilen belirtilerle olduk¢a benzer oldugu
gorlilmiistiir (Puanovic ve Rankovic, 1998). Yunanistan’da Mathioudakis ve ark.
(2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada, QFDV hastalik belirtisi gosteren ayva
agaclarinda yapilan analizler sonucunda ASPV ile enfekteli oldugu, ayrica bu
belirtileri gosteren bazi ayva agaglarinda ayn1 zamanda ACLSV’nin de bulundugunu
rapor etmislerdir. Bu calismada da Kahramanmaras ilinde yapilan ayvada meyve
deformasyonlarma yol acan etmenin ASPV oldugu, fakat ASPV’nin ACLSV ile
karisik enfeksiyon halinde bulundugu durumlarda zarar siddetinin artti1 ve yaprakta
renk bozulmalarmin meydana geldigi gézlenmistir. Yine benzer bir ¢aligma Akbag ve
IIhan (2008) tarafindan Ankara ili ayva alanlarinda yapilmis ve calisma sonucunda
ayva yapraklarinda sar1 ¢izgiler, lekeler ve diger renk bozulmalarinin nedeninin
ACLSV oldugu belirlenmistir, ancak ACLSV enfeksiyonu belirlenen alanlarda
meyve deformasyonlarinin  varligindan soézedilmemistir. Bu durum ayvada
ACLSV’nin tek basma bulundugu durumlarda meyve deformasyonlarma neden

olamadig1 kanaatini gli¢lendirmektedir.

4.3.2. ASGYV lle ilgili Makroskobik Gézlemler

Stirvey caligsmalar1 stiresince ASGV pozitif bulunan agaclar isaretlenerek
takip edilmistir. Isaretlenen bu agaglarda ASGV igin spesifik sayilabilecek herhangi
bir belirtiye rastlanmamistir. Ancak ASGV enfekteli armut agaglarinda gozlenen
yaprak belirtileri Sekil 4.38, govde anomalileri ise 4.39°da verilmistir. Adana’da
OHF iizerine asili Santamaria, Mersin’de ¢ogiir lizerine asili yerli armut ¢esitlerinde
gdzlenen belirtiler diger ASGV enfekteli armut agacinda gozlenmemistir.

Yumusak cekirdekli meyvelerde latent olarak bilinen hastaliklarmm uygun
konuk¢u ve c¢evre kosullarinda belirti olusturdugu yapilan baz1 arastrma
caligmalariyla ortaya konmustur. Ornegin Kore’de yapilan bir calismalarda; armut
yapraklarinda siyah nekrotik lekelere yol acan PBNLS hastalik etmenin ASGV
oldugu ortaya konmustur (Shim ve ark. 2004).
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Sekil 4.38. ASGV enfekteli armut agaci yapraginda Oak leaf pattern
(Mese yapragi simptomu).
Yer : Adana
Cesit : Santamaria
Anacg : OHF

Sekil 4.39. Armutlarda gézlenen as1 uyusmazlig belirtisi.
Yer : Mersin
Cesit : Yerli
Anac : Cogiir
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Yumusak ¢ekirdekli meyve agaglarinda gévde zararlanmalarina neden olan
virlisler konusunda yapilan ¢aligmalarda bugiine kadar belirgin ve genel bir yaprak
belirtisi ortaya konamamistir. Bu ¢aligmada yapilan makroskobik gozlemlerde Sekil
4.38’da belirtildigi gibi Santa Maria armut ¢esidinde yaprak ana damarmdan yaprak
kenarlarma dogru bir renk acilmasi goriilmiistiir. Benzer bir belirti Nashi Hosui
armut ¢esidi lizerinde Desvignes ve ark. (1999) tarafindan bildirilmistir. Ancak bu
belirti ASGV pozitif biitiin armutlarda tespit edilmemistir. Latent bir hastalik etmeni
olarak kabul edilen ASGV ’nin ¢evre kosullarina duyarli olmas1 ve bitki biinyesinde
yavas ¢ogalmasmdan dolay1 her yil dokiilen yaprak gibi bir dokudaki mevcut viriis
miktar1 ve aktivitesinin belirti gosterecek orana ulasamadigi diisiiniilmektedir.

Ancak bazi duyarli cesitlerde ve sicaklik degerlerinin ¢ok yiiksek olmadigi
lokasyonlarda latent hastalik etmenelerinin de yaprak belirtilerine neden olabilecegi
diistiniilmektedir. Nitekim Tayvan’da diinyanin degisik iilkelerinden toplanan farkli
ASGV izolatlariyla yapilan bir g¢alismada ASGV’nin Pyrus pyrifolia armut
yapraklarinda, yaprak orta damarindan kenarlara dogru doku ve renk bozulmasi
seklinde belirtiler (Sekil 4.40) gosterdigi rapor edilmistir (Wu ve ark. 2006). Ayrica
ASGV’nin Kore’de yaygin olarak bulunan armut siyah nekrotik yaprak lekesi
hastalig1 (PBNLS) ile iligili oldugu bildirilmistir (Shim ve ark. 2004).

Sekil 4.40. Wu, ve ark. (2006), tarafindan Tayvan’da Pyrus Pyrifolia armut tiirii
izerinde rapor edilen ASGV belirtileri.
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4.4. ASPV ve ASGYV Viriis Hastaliklarinin Karakterizasyonu

ASPV ve ASGV hastalik etmenlerinin karakterizasyonu amaciyla 2006
yilinda yapilan siirvey caligmalart neticesinde degisik konukcularda tespit edilmis
olan izolatlar kullanilmistir. Karakterizasyon calismalarinda kullanilan izolatlar
Cizelge 4.17°da goriilmektedir. Biitlin karakterizasyon caligmalarinda ayni izolatlar
kullanilmustir. Izolatlarm segimi 2006 yilinda yapildigindan ve 2006 yilinda
ayvalarda herhangi bir enfeksiyon tespit edilemediginden karakterizasyon ¢aligsmalar1
yalnizca elma ve armut izolatlarinda ytiriitiilmiis olup ayva izolatlar1 bu c¢aligmaya
dahil edilememistir. Ciinkii 6zellikle “Odunsu Indikatdrlere Asilama” ¢alismalardan

giivenilir sonuglar alinabilmesi i¢in en az iki yila ihtiya¢ duyulmaktadir.

Cizelge 4.17. Karakterizasyon c¢aligmalarinda kullanilan viriis izolatlar1.

Viriis Izolat ad1 | Konukcu | Yas1 | Belirti Orijin

ASPV P1 Armut 22 Yaprak lekesi Adana-Yliregir
P2 Elma 14 Yok Adana-Balcali

ASGV Gl Armut 22 Yok Adana-Yliregir
G2 Elma 20 Yok Adana-Yliregir

ASPV+ | PGl Armut 22 Yaprak lekesi Adana-Yliregir

ASGV PG2 Elma 20 Bodurluk-meyvede | Adana-Yiiregir

sekil bozuklugu

4.4.1. Biyolojik Karakterizasyon

Biyolojik karakterizasyon; degisik otsu ve odunsu indikatorlere hastalik
etmenlerinin tasmmasiyla gerceklestirilmigtir. Caligmalarda kullanilan bitkilerin
virlis hataliklarindan ari olarak elde edilmesi saglanmig ve bitkiler deneme boyunca

diger hastalik ve zararlilardan korunmustur.
4.4.1.1. Hastalik Etmenlerinin Otsu indikatorlere Mekanik Olarak Tasinmasi
Hastalik etmenlerinin indikatorler {izerindeki belirtilerinin tespit edilmesi

amaciyla Cizelge 4.18’de verilen 10 farkli otsu bitki tiirli indikator olarak

kullanilmistir. Karakterizasyon ¢aligmalarinda kullanilmak tizere farkli konukgular
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iizerinde belirlenen ve Cizelge 4.17°da gosterilen agaglardan alinan yaprak drnekleri
mekanik inokulasyon ydntemi ile konukgulara bulastirilmigtir. Kullanilan otsu
indikator bitkilerde belirti gézlenmedigi durumlarda ayni izolatlardan 6rnek alinarak
deneme tekrar edilmistir. Bu nedenle Cizelge 4.18’den anlasilacagi tizere 6zellikle

belirti vermeyen otsu bitkiler i¢in ¢ok sayida inokulasyon denemesi yapilmistir.

Cizelge 4.18. Odunsu indikatorlere mekanik inokulasyon ¢aligmalari.

No Indikator bitki Yapilan Deneme
test ve gozlemler sayis1

1 Chenapodium quinoa ELISA + GMK 11

2 C.amaranticolor ELISA+ GMK 11

3 Nicotiana occidentalis ELISA+ GMK 11

4 N. occidentalis Pl ELISA+ GMK 11

5 N. benthemiana GMK 8

6 N. glutinosa GMK 8

7 N. tobacum cvs. White Barley | GMK 8

8 Cucumis sativus ELISA+ GMK 4

9 Phaseolus vulgaris ELISA+ GMK 4

10 Gomphrena globosa GMK 4

GMK:Gozle makroskobik kontrol.

Mekanik inokulasyon ¢aligmalar1 2006, 2007 ve 2008 yili olmak iizere ii¢ yil
boyunca yapilmistir. iklim odasinda vyiiriitiilen mekanik inokulasyon calismalarinin
sonuclar1 izolatlar bazinda topluca degerlendirilmis olup Cizelge 4.19°da
Ozetlenmistir. Degerlendirmeye esas teskil eden belirtiler ve kodlar1 Cizelge altinda
verilmistir. Degerlendirme esnasinda bitkilerden gozlenen belirtiler kod numarasi
verilerek kaydedilmis ve deneme bu sekilde degerlendirilmistir.

Otsu indikatorlere yapilan mekanik inokulasyon caligmalar1 neticesinde
Chenapodium amaranticolor, Nicotiana occidentalis P1, Nicotiana  glutinosa,
Nicotiana tabacum cvs. White Barley ve Gomphrena globosa olmak iizere toplam 5
indikator bitkide herhangi bir belirti gozlenmemistir. Fakat Phaseolus vulgaris,
Cucumis sativus Nicotiana occidentalis, N. benthemiana ve Chenapodiim quinoa

tizerinde farkl: belirtiler gdzlenmistir.
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Cizelge 4.19. Viriis izolatlarinin otsu indikatdr bitkilerde neden oldugu belirtiler.

Viriis Izolatlar Indikator bitki Belirtiler
ASGV G1 Phaseolus vulgaris 34,6
Armut
. . 7
Cucumis sativus
Nicotiana occidentalis 2
G2 Phaseolus vulgaris 2
54 Elma
. . 7
Cucumis sativus
Nicotiana occidentalis 2
ASPV 21 Phaseolus vulgaris L7
rmut
. . 6
Cucumis sativus
P2 , 1,2
19 Elma Phaseolus vulgaris
. . 1,6
Cucumis sativus
ASGV +ASPV | PG1 Phaseolus vulgaris 1.3,568
Armut 55
Nicotiana occidentalis ’
PG2 Phaseolus vulgaris 1.3,469
Elma
. . 7
Cucumis sativus
Chenapodiim quinoa L
Nicotiana 2,6
benthemiana
Nicotiana occidentalis 2
X
1 Yapraklarda epinasti
2 Yapraklarda nekroz
3 Yapraklarda mozaik ve nekroz
4 Yapraklarda nekroz ve kiguk kalma
5 Yapraklarda deformasyon
6 Damar sararmasi-agilmasi
7 Yapraklarda hafif discoloration
8 Yapraklarda doku ¢cokmesi
9 Bitkide genel bodurluk

Bu caligmalarin yiiriitiildiigii iklim odasindan alinan goriintiiler Sekil 4.41°de,
indikatorler iizerinde goézlenen belirtiler ise Sekil 4.42 ile Sekil 4.50 arasindaki

resimlerde verilmistir.
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Sekil 4.41. Karakterizasyon amaciyla yapilan mekanik inokulasyon
calismalarindan bir goriintii.

- ‘ —""""—--_______“ .

Sekil 4.42. Phaseolus vulgaris bitkisinde Sekil 4.43. ASPV ve ASGV enfeksiyonu
ASGYV enfeksiyonu sonucu meydana sonucu  Phaseolus  vulgaris’te
gelen damar agilmasi (sagda). kiigiilme, epinasty ve discoloration

(renksizlesme) belirtisi.

A

Sekil 4.44. 1050 ASPV+ASGV Sekil 4.45. CU 19 ASPV/elma izolatmin

izolatinin  Phaseolus  vulgaris’te Cucumis sativus iizerinde
olusturdugu yaprak mozaikleri ve olusturdugu  damar  agilmasi
nekrozlar. simptomu.
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i

Sekil 4.46. i0-50 ASPV+ASGV Sekil 4.47. 10-50 ASPV+ASGV

izolatinin Nicotiana izolatinin  Chenapodium  quinoa
benthemiana’da  olusturdugu iizerinde meydana getirdigi epinasty
damar agilmasi ve nekrozlar. belirtisi.

Sekil 4.48. ASPV enfeksiyonu sonucu Phaseolus vulgris bitkisinde
meydana gelen epinasty belirtisi.

Sekil 4.49. ASPV ve ASGV enfeksiyonu sonucu Phaseolus vulgaris
bitkisinde olusan gelen yaprak deformasyonu, epinasty ve doku ¢okmesi.
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meydana getirdigi lokal yaprak nekrozu.

ASPV ve ASGYV i¢in yapilan teshis ve karakterizasyon ¢alismalarinda bugiine
kadar c¢ok sayida bitki denenmistir. N. Occidentalis’in test bitkisi bu amagcla
kullanilan en iyi indikator bitkilerden biri oldugu rapor edilmistir. Ayrica ASPV’nin
N. occidentalis ten odunsu bitkilerde tagiabildigi de bildirilmektedir (Leone ve ark.
1998). Kundu ve ark. (2006) yaptiklar1 bir calismada ASPV ile bulastirilmis N.
occidentalis bitkilerinin birgok ASPV 1rkina sistemik damar sararmalar1 seklinde ve
yaprak alt kismmin daralmasi seklinde tepki verdigini bildirmistir. Yiiritiilen
calismada ASPV’nin tek basina bulunmasi halinde literatiirde bahsedilen sekilde
belirti gosterirken, ASGV ile birlikte bulundugu durumlarda N. occidentalis
yapraklar1 lizerinde ana damarda sararma ve nekrotik alanlar olusturmustur.

Klerks ve ark. (2001), ASPV ile enfekteli elma bitkisinden aldiklar1 yaprak,
g6z, meyve ve petal yapraklar1 kullanarak mekanik inokulasyon yapmis ve
ASPV’nin petal yapraklar kullanilarak en iyi mayis aymda teshis edilebildigini
bildirmiglerdir. Ad1 gecen bu calismada ASPV i¢in en uygun otsu indikatoriin N.
Occidentalis oldugu ve bu indikator bitkide inokulasyon sonucu goriilen nekrotik
alanlarin ASPV’ye spesifik oldugu, meyve ornekleriyle yapilan mekanik inokulasyon
caligmalarinin ise basarili sonuglar vermedigi bildirilmistir. Bu veriler tez ¢aligmast

sonucunda elde edilen verilerle paralellik gostermektedir.
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4.4.1.2. Hastahk Etmenlerinin Degisik Odunsu indikatorlere Asillanmasi

Hastalik etmenlerinin karakterizasyonu amaciyla Cizelge 4.17°daki izolatlar
ile Materyal ve Motot boliimiinde Cizelge 3.3’te yer alan viriisten ari 5 farkli odunsu
indikator bitkilerden ikiser adet kullanilarak inokulasyon amagli agilamalar
yapilmistir. Deneme, Egirdir Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitlisii arazisinde 2 yasli
cogiirler lizerinde kurulmus, inokulasyon amaglh asilamalar 2006 yil1 sonbaharinda,
degerlendirme amaciyla gerekli kesimler ise 2008 yili sonunda yapilmistir. Bu
calismadan elde edilen veriler Cizelge 4.20’de 6zetlenmistir.

Odunsu indikatorlere yapilan agilamalar soncunda ASGV i¢in Virgina crab’ta
as1 noktas1 nekrozu, ASPV i¢in ise Spy 227 iizerinde yapraklarda epinasty belirtileri
gozlenmigstir. ASGV izolatlar1 icerisinde P1 armut izolat1 P2 elma izolatina gore
Virgina crab iizerinde daha c¢ok belirti verirken, ASPV izolatlar1 arasinda ¢ok 6nemli
bir fark ¢ikmamustir. Tekli enfeksiyonlar1 igeren izolatlarla yapilan inokulasyonlarin
hi¢ biri ikinci yil siirgin 0liimiine neden olmadigindan denemede kullanilan
izolatlarin tek basina siddetli irk olmadiklar1 diisiiniilmektedir (Welsh ve Uyemoto
1980, Desvignes ve ark. 1990).

Her iki hastaligin birlikte bulunduklar1 durumda her iki belirtinin disinda
ozellikle spy 227°de siirgiin Olimii, floemde nekroz ve asi noktasinda siskinlik
gorilmiistiir. Karigik enfeksiyonlar arasinda ise elma izolati PG2 daha siddetli
bulunmustur. Bu izolat Virgina crab, spy 227 ve M. Platycarpa lizerinde daha fazla
belirti vermistir. Mekanik inokulasyon calismalarinda karisik izolatlardan armut
izolat1 (PG1) daha siddetli bulunurken, odunsu indikatorlerde elma izolatmin (PG2)
daha siddetli bulunmasi odunsu indikatorlerin elma olmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Siirgiin 6liimii yalnizca Spy 227 indikator bitkisinde PG2 elma
izolat1 inokulasyonu sonucu olugsmustur. Gravenstain Rellstab iizerinde yalnizca PG1
izolat1 dal agilmasmna neden olmus bu indikatdrde baska herhangi bir belirti
gelismediginde ve oOzellikle Sekil 4.58’de goriildiigi tlizere floem nekrozu
olusmadigindan kullanilan izolatlar siddetli ik smifina girmemistir. Dal agilmasi
bugiine kadar rapor edilmemis bir belirtidir, fakat cesit reaksiyon denemesinde

benzer bir belirti olugsmasi elde edilen verileri dogrulamaktadir.
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Cizelge 4.20. Biyolojik indeksleme degerlendirme tablosu
Viris Izolatlar Konukgular Belirtiler*
ASGV G1 Armut Virgina crab 2,4,6
Spy 227 )
Lord Lamborne
Malus Platycarpa 2
Gravenstein Rellstab )
G2 Eima Virgina crab 2
Spy 227 )
Lord Lamborne
Malus Platycarpa 2
Gravenstein Rellstab )
ASPV P1 Armut Virgina crab -
Spy 227 1.3
Lord Lamborne 6
Malus Platycarpa 1,236
Gravenstein Rellstab )
P2 Elma Virgina crab )
Spy 227 1.3
Lord Lamborne 6
Malus Platycarpa 23,6
Gravenstein Rellstab )
ASGV +ASPV PG1 Armut Virgina crab 2,6
Spy 227 1,2,3,6
Lord Lamborne 4.6
Malus Platycarpa 2,3
Gravenstein Rellstab 6
PG2 Elma Virgina crab 2,4,6
Spy 227 1,2,3,4,6,7
Lord Lamborne 4.6
Malus Platycarpa 1.2.3
Gravenstein Rellstab )
Epinasty

AN S e

As1 noktasinda nekroz

Floemde nekroz

As1 noktasinda siskinlik
Siirgiinlerde dal siskinligi
Dal acisinin genislemesi, /7.Siirglin 6ltimii
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Bu c¢alisma sonucunda odunsu indikatorlerde gozlenen belirtiler Sekil 4.51,

4.52,4.53,4.54, 4.65, 4.56, 4.57 ve 4.58’te verilmistir.

" ~ s ; ) »
v S -~ . <, ™
R : A

Sekil 4.51. ASGV enfeksyonu sonucunda Virgina crab iizerinde goriilen ag1 noktasi
siskinligi

Sekil 4.53. Malus platycarpa lizerinde gelisen as1 noktast nekrozu.
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Sekil 4.54. ASPV enfeksiyonu sonucu Sekil 4.55. ASPV enfeksiyonu “sonucu
spy 227 indikatoriinde meydana spy 227 indikatoriinde meydana
gelen floem nekrozu. gelen siirgilin 6liimdi.

A

Sekil 4.56. ASPV enfeksiyonu sonucu Sekil 4.57. ASPV enfeksiyonu sonucu
spy 227 indikatoriinde meydana Malus platycarpa iizerinde
gelen epinasty. meydana gelen hafif epinasty.

LY
g
Sekil 4.58. Lord lamborne iizerinde Sekil 4.59. Gravenstein  Rellstab
meydana gelen ag1 genislemesi ve cesidinden bir goriintii.
floem nekrozu.
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4.4.2. ASPV ve ASGV Hastalik Etmenlerinin Molekiiler Karakterizasyonu

Molekiiler karakterizasyon c¢aligmalarinda da yine biyolojik indeksleme
calismalarinda verilen izolatlar (Cizelge 4.17) kullanilmistir. Bu c¢aligmadaki
molekiiler testler RT-PCR ve RFLP olmak iizere iki grupta yiiriitiilmiistiir. Bunlarin
ilki teshis amaciyla ve RFLP caligmalarinda kullanilmak amaciyla hastalik
etmenlerinin RT-PCR yodntemiyle teshis edilmesidir. Bu kapsamda ASGV ve ASPV
icin ikiser farkl primer seti ile RT-PCR ¢alismalar1 yapilmistir.

4.4.2.1. ASPV icin Yapilan RT-PCR Calismalari

ASPV teshisi i¢in P1, P2, PG1, PG2 ve CF7 kodlu agaglardan alinan yaprak
ornekleriyle Kundu (2002), tarafindan 6nerilen phenol-chloroform ve LiCl (Lithium
Chloride) esasl ekstraksiyon metodu kullanilarak total RNA’lar elde edilmistir. Elde
edilen bu total RNA’lar kullanilarak RT-PCR Kundu (2002)’ye gore yiiriitiilmiis,
ASPV-C ve ASPV-A primer ciftleri ile bant elde edilirken ASP-I ve ASP-II primer
ciftleriyle herhangi bir bant elde edilememistir. Dolayisiyla bu ¢alismada kullanilan
ASPYV izolatlar1 yalnizca Jelkman ve Keim-Konrad (1997), tarafindan 6nerilen ASP-
C ve ASP-A primerleri ile ¢ogaltilabilmistir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen 264
bp’lik DNA f{iriinii Agaroz jelde kosularak ethidium bromide ile boyanmig ve bantlar
goriintiilenememistir (Sekil 4.65). Calismada kullanilan biitiin izolatlar ayni primer
ciftiyle cogaltilmigtir. Sekilde goriilen Orneklerden CF-7 karakterizasyon
caligmalarinda kullanilmayan fakat pozitif oldugu ELISA testi ile saptanmis olan bir

ornek olup pozitif kontrol amaciyla kullanilmistir.
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1000

Sekil 4.60. ASP-C ve ASP-A primerleri (Jelkman &Keim-Konrad , 1997)
ile elde edilen 264 bp’lik DNA bandina ait Agaroz jel elektroforez
goruntisu.

Calismada kullanilan ASPV izolatlarinin Jelkman ve Keim-Konrad (1997),
tarafindan gelistirilmis primer ¢iftleriyle teshis edilebilirken Kundu (2002) tarafindan
gelistirilmis olan primer ¢iftleriyle teshis edilememesi elde edilen izolatlarin
Almanya DZMS’de bulunan ASPV izolatlariyla yakin iliskili olabilecegi veya
Kundu (2002) tarafindan gelistirilen primer ¢iftlerinin performansmin disiik
olabilecegi kanaatine varilmistir. ASPV izolatlarinin CP gen bolgesindeki genetik
benzerlik oranlarinin ASGV’ye oranla diisiik olmasi sentezlenen primer ¢iftlerinin

farkl izolatlarda ¢alismamasi sonucunu dogurabilmektedir.

Gang ve ark (2008) letent elma viriislerinde bu durumun ozellikle
konvansiyonel RT-PCR c¢alismalarinda goriilebilecegini bunun bitkide bulunan baz1
inhibitorlerin olabilecegini bildirmistir. Bu sorunun internal kontrol kullanilan
multiplex RT-PCR yontemiyle asilabilecegini bildirmistir. Bitkiye ait mitokondriyal

nad5 gen bolgesini ¢ogaltan bu kontroliin birden fazla primer ¢ifti ile kullanilmasi
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yapilan analizde yanlis negatif sonuglar alinmasini engellemektedir.
4.4.2.2 ASGYV icin Yapilan RT-PCR Cahsmalari

ASGYV i¢in yapilan RT-PCR ¢aligmalarinda kullanilan her iki primer seti ile
sonug¢ almmustir. Bu kapsamda her iki primer ¢iftinin kullanildig1 multiplex RT-PCR
ve tek primerle yapilan RT-PCR c¢alismalar1 sonucunda elde edilen bant goriintiileri
Sekil 4.66 ve Sekil 4.67°de verilmistir. Her iki ¢alismada da ¢ogaltilmasi beklenen
gen bolgeleri kullanilan biitlin izolatlar i¢cin elde edilmis olup, izolatlar arasinda
herhangi bir fark tespit edilmemistir. Bu calismalarda B2 izolati1 pozitif kontrol
olarak kullanilmistir. RT-PCR calismalarinda Kobs, (1998), tarafindan oOnerilen

metotla yapilan niikleik asit izolasyonlarindan daha iyi sonuclar alinmistir.

Sekil 4.61. ASGV-2/ASGV-U 499 bp. (James, 1999) ve ASGV/4F ve
ASGV/4R 574 bp. (Kummert ve ark. 1998) primer ciftleri
kullanilarak yapilan Multiplex RT-PCR sonucu elde edilmis ASGV
jell profilleri. M:Markir, PG2 ve PGl (ASPV+ASGV) karisik
enfeksiyon, G1 ve G2 ASGV tek enfeksiyon, B2 pozitif kontrol,
H:negatif kontrol.
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H B2 G1 G2 PG1 |PG2 |B2 M

1100

1000

Sekil 4.62. ASGV-2/ASGV-U 499 bp. (James (1999) primerleri
kullanilarak yapilan RT-PCR sonucu elde edilmis ASGV jell
profilleri. M:Markwr, PG2 ve PGl (ASPV+ASGV) karigik
enfeksiyon, G1 ve G2 ASGV tek enfeksiyon, B2 pozitif kontrol,
H:negatif kontrol.

4.4.2.3. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorfizim) Cahsmalar

RFLP caligmalari, karakterizasyon amaciyla segilen (Cizelge 4.17) izolatlarla
ve Cizelge 3.5’te belirtilen enzimler kullanilarak yapilmistir. Bu amagla firma
(Fermantase) onerileri de dikkate alinarak RT-PCR sonucu elde edilen DNA {iriinleri
metoduna uygun olarak enzimlerle muamele edilmistir. Kundu, (2002) tarafindan
Onerilen metotla elde edilen ASPV DNA’larinda RFLP amaciyla kullanilan (Hind II,
Hind III, EcoRI, Rsal, Alul ve Pstl) enzimlere kars1 herhangi spesifik bir reaksiyon
belirlenememistir. Konuyla ilgili yapilan literatiir aragtirmasinda bu amagla yapilmis
baska bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu konuda oOzellikle elde edilen DNA
uzunlugunun 264 bp gibi kii¢iik olmasi ve enzimlerin bu gen bolgesinde bir¢cok yerde
kesme yapmasi sonucu bantlarin ¢ok kisa olabilecegi ve bu nedenle RFLP

caligmalarinda herhangi bir goriintii elde edilemedigi diisiiniilmektedir.

ASGV izolatlar1 i¢in yapilan RFLP caligmalar1 neticesinde yine Kundu
(2002), tarafindan oOnerilen metotla elde edilen ASGV DNA bantlarmin HindII ve
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HindIII enzimleri tarafindan kesildigi gozlenmistir. ASGV bantlar1 bu iki enzimin
disinda baska bir enzim tarafindan kesilmemistir. Sekil 4.63’de goriildiigii iizere
ASGYV bantlar1 Hind III tarafindan 3 farkli noktadan kesilerek 91, 176 ve 290 bp
bantlar halinde ayrilmiglardir. Fakat yapilan RFLP calismasinda kullanilan izolatlarin
tamami ayni noktadan kesilmis olup bu agidan aralarinda herhangi bir fark

gbzlenememistir.

SU H B2 G1 G2 PG | PG M

Sekil 4.63. ASGV-2/ASGV-U 499 bp. RT-PCR iiriiniin HindIII ile
kesilmis DNA profilleri. M:Markir, PG2 ve PG1 (ASPV+ASGV)
karisik enfeksiyon, G1 ve G2 ASGV tek enfeksiyon, B2 pozitif
kontrol, H:negatif kontrol, SU kontrol.

ASGYV izolatlarinin HindII tarafindan kesilmis DNA profilleri Sekil 4.64’te
verilmistir. Bu ¢caligmada ASGV/4F ve ASGV/4R (Kummert ve ark. 1998) primerleri
ile ¢cogaltilmis 574 bp.uzunlugundaki DNA bantlarinin HindII tarafindan 480, 276,
200 ve 186 bp’lik 4 band verecek sekilde farkli noktalardan kesildigi goriilmektedir.
Fakat bu enzim, ¢aligmada kullanilan biitin ASGV izolatlarin1 ayni noktadan
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kesmistir. Dolayisiyla c¢alisma boyunca karakterizasyon amaciyla kullanilan

izolatlarin birbiriyle molekiiler anlamda oldukg¢a yakin oldugu diisiiniilmektedir.

Sekil 4.64. ASGV/4F ve ASGV/4R 574 bp. (Kummert ve ark.
1998). RT-PCR iirliniin Hind II ile kesilmis DNA profilleri.
M:Markir, PG2 ve PG1 (ASPV+ASGYV) karisik enfeksiyon,
G1 ve G2 ASGV tek enfeksiyon, B2 pozitif kontrol,
H:negatif kontrol.

RFLP calismalar1 neticesinde RT-PCR sonucu elde edilen 499 bp’lik ASGV
gen bolgesi HindlII tarafindan {i¢ kisimdan kesildigi, fakat 574 bp olarak ¢ogaltilan

gen bolgesinin ise HindlII tarafindan 4 farkli noktadan kesildigi goriilmiistiir.

Bu calisma sonucunda; elma ve armut izolatlarmmin aynmi oldugu, biitiin
izolatlarin iki farkli enzimle ayni noktalardan kesilerek bir gruba girdigi sonucuna

varilmistir.

ASGV molekiiler karakterizasyonu amaciyla ilk donem yapilan caligmalar
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neticesinde SSCP analizleri sonucu ASGV izolatlarinin 2 veya 4 gruba girdigi
belirlenmistir Bu farkliliklar1 gosteren izolatlarin ayni agacta bulanabildigi fakat
yogunluklarmm orneklerin alindig1 yaprak ve dallara gore degistigi bildirilmistir
(Magome ve ark, 1999). RFLP calismalarinda kullanilan diger enzimler ¢ogaltilan bu
gen bolgelerini spesifik olarak kesmemistir. Bu ¢alisma ASGV genenomunda bazi
farkliliklar olmasina ragmen biiyiik 6l¢ciide homojen oldugunu gostermektedir. Vera
ve ark. (1998) Avrupa’dan elde edilmis ASGV izolatlarini bu c¢alismada da
kullanilan 4F ve 4R (574 bp) primerleri ile kismi bir gen bolgesini RT-PCR ile
cogaltmis elde ettigi gen bolgesinin sekans analizlerini yapmistir. 4F ve 4R
primerleri kullanilarak elde edilen bu gen bolgeleri kendi iginde %98-100 oraninda
homoloji gosterirken Japonya’dan elde edilmis ASGV wrklariyla karsilastiriliginda
ancak %80-85 oraninda benzerlik gostermistir. Bu ¢aligsmayla elde edilen sonuglara
gore lilkemizde mevcut ASGV izolatlar1 kendi aralarinda Avrupa izolatlarma benzer
Sekilde yakmlik gdstermistir. Ulkemizde ithali yapilan elma ve armut gesitlerinin
cogunlukla Avrupa’dan ithal edildigi disiiniildiigiinde mevcut ASGV izolatlariin

Avrupa izolatlariyla bu karakter agisindan uyusmasi dogal gériinmektedir.

Magome ve ark. (1997), tarafindan CTLV ile diger ASGV rwrklar1 arasindaki
farklar1 ortaya koymak amaciyla, serolojik ve molekiiler karakterizasyon ¢aligmalari
yapilmistir. Caligmalar sonucunda ASGV’nin turunggil irki olarak bilinen CTLV nin
molekiiler ve serolojik olarak farklilik gostermedigi, fakat biyolojik 6zellikleri
acisindan fark gosterdigi ortaya konmustur. Bu g¢alismada CP gen bdlgesine ait
sekans analizleri sonucunda ASGYV igin filogenetik gruplar olusturulmustur. Fakat bu
gruplara konuk¢usundan bagimsiz sekilde degisik turuncggil, elma ve armut izolatlar1
girmistir.

ASPV  ve ASGV’nin molekiiler karakterizasyonu {izerine Cek
Cumbhuriyeti’nde yapilan sekans ve filogenetik amacli calismalarda ASPV
izolatlarinin %100’e yakin seviyede homoloji gosterdikleri belirlenmistir. Buna
karsin ASGV izolatlarmin ise %94 ve %100 oraninda homoloji gosterdikleri ve
mevcut izolatlarn iki farkli grupta toplandigi belirlenmistir (Kundu, 2008).

Avustralya da yapilan benzer bir ¢alismada ASPV izolatlar1 arasinda %98 homoloji
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bulunurken ASGV izolatlar1 arasindaki homoloji %90 olarak belirlenmistir (Rodoni
ve Constable, 2008). Latent hastalik etmenlerinin teshisinde oldugu gibi
karakterizasyonunda da mutlaka biyolojik test yontemleri kullanilmalidir. Ozellikle
sertifikasyon c¢alismalarinda biyolojik indeksleme ydntemi molekiiler yontemlerle
kombine edilmelidir (Rodoni ve Constable, 2008). Ulkemizin iiyesi bulundugu EPPO
tarafindan hazirlanmig olan PM 4-27 nolu yumusak c¢ekirdekliler sertifikasyon
protokoliinde de bu hastaliklarin kesinlikle biyolojik indeksleme metodu ile teshis
edilmesi onerilmektedir (EPPO, 2009).

RT-PCR c¢aligmalar1 264 bp’lik ASPV gen bolgesi ile yapilan RFLP
caligmalarinda ise elde edilen gen bdlgesinin herhangi bir enzimle kesilmedigi ortaya
konmustur. ASPV genomunun yapilan ¢alismalarda ASGV’ye oranla daha homojen
oldugu onceki ¢alismalarda ortaya konmus olup bu ¢alisma sonucunda iilkemizdeki

ASPV etmeninin de benzer 6zellikler tasidigi belirlenmistir.

4.5. Bazn Elma Cesitlerinin ASPV ve ASGYV Hastahk Etmenlerine Karsi

Reaksiyonlarinin Olciilmesi

Bu ¢alisma ASPV ve ASGV hastaliklarinin iilkemiz i¢in onemli bir
meyvecilik kolu olan elma yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilan elma
cesitlerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Caligmalar 2006, 2007 ve
2008 yilinda yiiriitiilmiis olup denemenin degerlendirilmesine esas gozlemler Aralik
2008 tarihinde yapilmistir. Cesit reaksiyon denemesinin degerlendirilmesi amaciyla
inokule edilen fidanlardan sekiz farkli karakter agisindan veriler alinmistir. Bu sekiz
karakterin altis1t morfolojik (Govde capi, agac boyu, dal sayisi, toplam dal uzunlugu,
ortalama dal uzunlugu, ortalama dal agis1), ikisi ise fiziksel karakterdir (Yaprak kuru
agirhigl, odun dokusu kuru agirhgi).

Bu deneme sonucunda elde edilen veriler SPPS istatistik programinda
iselenerek degerlendirilmistir. Denemede kontrol edilen karakterlere ait elde edilen
verilerin ortalamalar1 Cizelge 4.21°de, ham veriler ve satandart hatalar1 ise EK 5°te

verilmistir.
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Cizelge 4.21. Cesit reaksiyon denemesinde elde edilen verilerin ortalamasi.
Karakterler Olgiilen Parametrelerin Ortalamasi
1. 2. Govde | Agag Dal Top. Ort. Dal | Odun | Yap
Cesitler | Viriisler | ¢ap1 boyu sayisi | dal uz. dal agist kur. | kur.
(mm) (mm) | (adet) | (mm) Uz. (A" agrl. | agrl

(mm) (gn) | (gn)
Jersey | ASGV [ 1534 [15025 | 12,00 | 27425 |2427 |[5550 |581 4,15
Mac ASPV | 1547 [163,50 | 12,50 | 302,25 | 24,55 [52,00 | 585 |3,90

Kontrol | 18,95 | 140,50 | 10,50 | 245,00 | 23,80 | 44,00 | 5,94 | 4,01
Golden | ASGV | 16,39 | 181,50 | 15,25 | 678,75 | 45,55 | 64,50 | 5,81 | 4,03
ASPV | 16,10 | 190,00 | 13,50 | 63325 | 49,50 | 61,50 | 5,66 | 3,90
Kontrol | 21,05 | 188,00 | 13,50 | 593,50 | 44,65 | 47,00 | 5,90 | 4,13
Summer | ASGV | 14,68 [ 17225 [9,25 |408,75 | 46,56 | 7125 |5,92 | 3,85
Red ASPV | 1428 [ 173,00 | 11,00 | 382,50 | 39,52 | 63,00 | 5,87 | 3,86
Kontrol | 16,40 | 193,50 | 15,50 | 316,50 | 20,53 | 48,50 | 5,99 | 3,78
Granny | ASGV | 13,38 [ 191,50 [ 9,75 | 380,50 | 41,81 | 61,00 | 587 |[427
Smith ASPV 14,23 | 198,25 |9,00 | 29825 |36,56 | 6025 |586 |422
Kontrol | 18,67 | 159,00 | 12,50 | 359,50 | 16,96 | 45,50 | 5,94 | 4,44
Fuji ASGV | 15,85 [ 159,35 | 15,00 | 503,00 |33,72 |60,75 | 5,95 |4,39
ASPV | 14,60 | 173,00 | 13,33 | 485,66 | 3590 | 59,66 | 5,88 | 4,04
Kontrol | 17,66 | 161,50 | 16,00 | 589,00 | 36,81 | 45,50 | 5,98 | 4,37
Starking | ASGV | 14,41 | 119,50 | 19,00 | 118,50 | 6,35 50,00 | 6,05 4,36
ASPV | 15,13 [ 11825 | 12,50 | 165,50 | 13,83 | 49,00 | 5,96 | 4,16
Kontrol | 17,13 | 119,50 | 11,50 | 103,50 | 9,00 | 47,00 | 6,16 | 4,57
Vista ASGV | 14,72 [ 160,75 | 12,00 | 301,50 | 2525 |6625 |597 |4,14
Bella ASPV | 15,13 | 175,00 | 10,00 | 320,25 | 32,32 | 70,00 | 6,04 | 4,12
Kontrol | 17,44 | 180,50 | 9,00 | 394,50 | 44,35 | 49,50 | 6,09 | 4,41
Galaxy | ASGV | 14,57 | 175,00 | 17,25 | 482,75 [ 2820 | 63,00 | 584 | 4,20

Gala ASPV 14,45 | 190,00 | 18,50 | 591,50 | 32,07 | 63,25 | 5,72 4,16
Kontrol | 16,60 | 169,50 | 15,50 | 495,00 | 32,25 | 49,00 | 5,91 4,29
Ort. ASGV 14,92 | 163,75 | 13,68 | 393,50 | 31,46 | 61,53 | 5,90 4,17

ASPV 14,93 | 172,61 | 12,51 | 394,54 | 32,88 | 59,83 | 5,85 4,04
Kontrol | 17,99 | 164,00 | 13,00 | 387,06 | 28,54 | 47,00 | 5,99 4,25

4.5.1. Morfolojik Karakterlerle Tlgili Sonuclar

Govde capr;

Cesit reaksiyon denemesinde yer alan bitkiler iki yillik vejetasyon sonunda
ast noktasinin 2 cm tistiinden dijital kumpasla 6l¢iilerek govde caplari belirlenmistir.
Yapilan Olciimler sonucu elde edilen veriler SPSS istatistik programinda
degerlendirilmistir. GoOvde ¢ap1 varyans analiz sonucglar1 Cizelge 4.22°de
verilmektedir. Istatistik analizleri sonucunda %S5 giiven araliginda ASPV ve ASGV

viriis etmenlerinin elma c¢esitlerinde kontrole gore istatistiki agcidan onemli oranda
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govde ¢apinda daralmaya neden oldugu tespit edilmistir. Bu farkliliklar1 gosteren
grafik Sekil 4.65°te verilmistir. Grafikten anlasilacag iizere Golden ve Granny Smith
elma cesitlerinde diger ¢esitlere oranla her iki viriisten de daha ¢ok etkilenmistir.
ASPV ve ASGV viriislerinin govde ¢apina etkileri arasinda istatistiki agidan bir farka
rastlanmamistir. Her iki etmen de elma bitkilerinde ortalama %17,1 oraninda gévde
capinda daralmaya neden olmustur. Fakat EK.5.2’de verilen ¢izelgeden anlasilacagi
izere virlis enfeksiyonundan en yiliksek %23,1 ile Golden ¢esidi etkilenirken, en

diisiik oranda ise %10,5 ile Summer Red elma ¢esidi etkilenmistir.

Cizelge 4. 22. Govde ¢ap1 i¢in varyans analiz tablosu

Karakterler Serbestlik F degeri P
derecesi

Cesitler 7 6,206 0,000

Virusler 2 50,512 0,000

Virls x cesit 14 1,334 0,218

Hata 55

P: Onem degeri

F: Hesap degeri

Varyans analizi tablosunda P 6nem degerine gore onemli bulunan viriisler
icin Duncan testi yapilmis ve Cizelge 4.23’ten de anlagilacagi lizere viriislerin
denemedeki elma cesitlerine olan etkisinin ayni oldugu ve (a) grubuna girdikleri,

negatif kontrol bitkilerinin ise (b) grubuna girdikleri goriilmiistiir.

Cizelge 4.23. Govde capi i¢in yapilan Duncan testi.

Karakterler

Tekerriir sayisi

Ortalama govde
capi (mm) £ SH

ASGV 32 14,92+0,22 a
ASPV 31 14,94+ 0,19 a
Kontrol 16 17,99+0,45 b
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Sekil 4.65. Cesit reaksiyon denemesinde viriislerin govde ¢apna etkileri.

Yapilan bu arastirmada ASPV ve ASGV viriislerinin gévde capi iizerinde
etkili oldugu, ayrica ASPV’nin Granny Smith ¢esidinde floem nekrozuna, ASGV nin
ise Starking ¢esidinde dal siskinliklerine neden oldugu gézlenmistir.

Huniuda ve ark. (1983), Japonya’da bu konudaki en kapsamli ¢aligmalardan
birini yapmiglardir. Bu ¢alismada Japonya’da yetistirilen yerli 8 ticari elma ¢esidi ve
7 farkli elma anacina ACLSV ve ASPV inokule ederek iki yil siireyle gézlenmistir.
Denemede agag¢ boyu, dal uzunlugu ve govde capi dlgiilerek miimkiin olan etkileri
degerlendirilmistir. Bu denemede ASPV’nin iki yilin sonunda anacglarda 6nemli bir
etkiye neden olmadigi, fakat gesitlerin gévde capinda daralmalara yol agtig1, ayrica
bazi gesitlerin boyunda kisalmalara neden oldugu tespit edilmis ve ASPV’nin Malus
robusta ve Malus arnoldiana lizerinde ‘“‘stem pitting” belirtisi olusturdugunu da
bildirmislerdir.

ABD’de yapilan bir aragtrmada ACLSV, ASPV ve ASGV enfeksiyonu
sonucunda 6zellikle Fuji ve Yataka elma cesitlerinde govde ¢apinda saglikli olanlara
oranla bir daralma gozlendigi rapor edilmistir (Howell ve ark. 2002). Bu konuda
yapilan en 6nemli ¢aligmalarindan biri de ASPV ve ASGV viriis hastaliklarinin elma
cesitleri lizerindeki etkisinin belirlenmesi amaciyla Maxim ve ark. (2004) tarafindan
yapilan ¢aligmadir. Eski Yugoslavya’da yapilan bu ¢calismada ASGV’nin 2 yash 14
farkli elma cesidindeki etkileri 6lgiilmiis ve ASGV’nin gévde capinda ortalama
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%13,7 oraninda daralmaya neden oldugu belirlenmistir.

Yukarida verilen literatiir bilgileri, bu tez ¢alismasi sonucunda elde edilen
verilerler benzerlik arz etmektedir. Yapilan bu arastirma calismalari ile latent olarak
kabul edilen virlis hastaliklarinin, ¢calismanin yapildig: ¢esitlere veya iilkelere gore
farklilik gostermekle birlikte, degisen oranlarda konukcu bitkiler ilizerinde etkili

olduklar1 ortaya konmustur.

Agac boyu;

Cesit reaksiyon denemesinde yer alan bitkilerin toprak seviyesinden itibaren
tepe noktasina kadar olan uzunlugu 6l¢iilmiis, ASPV ve ASGV viriis hastaliklarinin
bitki boyuna olan etkisi arastirilmistir. Elde edilen verilerle yapilan varyans analiz
testinde Cizelge 4.24’te goriildiigli gibi viriis hastaliklarmnimn bitki boylar1 tizerinde iki
yillik vejetasyon siiresi sonunda istatistiki olarak 6nemli bir etkiye neden olmadigi
belirlenmistir. Varyans analiz toblosunda cesitler i¢cin elde edilen P degeri 0,000
olarak bulunmustur. Bu deger ¢esitler arasinda boy farki oldugunu gosterirken,
viriisler ve viriis ¢esit interaksiyonu i¢in elde edilen sifirdan biiyiikk P degerleri bu
karakterlerin aga¢ boyuna etki etmedigini ifade etmektedir. Aga¢ boyu analizlerinde

kullanilan 6l¢iim degerleri ve standart sapmalari1 EK.5.3’te verilmistir.

Cizelge 4.24. Agac boyu Olgiimlerine ait varyans analiz tablosu

Karakterler Serbestlik F degeri P
derecesi

Cesitler 7 12,650 0,000

Virusler 2 2,044 0,139

Virls x gesit 14 0,824 0,641

Hata 55

P: Onem degeri

F: Hesap degeri

ASPV ve ASGV virilis hastaliklarinin elma ¢esitleri lizerindeki etkisinin
belirlenmesi amaciyla Maxim ve ark. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada ASGV ’nin
2 yagh 14 farkl elma cesidindeki etkileri 6l¢iilmiis bu ¢aliymada Golden Delicious
gibi baz1 elma ¢esitlerinde aga¢c boyunun kisaldig1 gbzlenirken, James Grieve gibi

bazi ¢esitlerde ise 6nemli sayilacak bir etki tespit edilememistir.
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Dal sayisi;

Cesit reaksiyon denemesinde yer alan bitkilerin ana gdvdeleri lizerinden ¢ikan
biitiin dallar sayilarak ASPV ve ASGV viriis hastaliklarinin dal sayisina olan etkisi
belirlenmeye ¢aligilmistir. Yapilan sayimlar sonunda viriislerin denemede kullanilan
elma ¢esitlerinin dal sayisina olan etkisi, varyans analiz tablosunda viriisler ve viriis
cesit interaksiyonuna ait P degerlerinin sifirdan biiyiikk olarak hesaplanmasindan
dolayr etkisiz bulunmustur. Yapilan sayimlara gore EK 5.4’te goriildiigii tizere
ASGYV ile enfekteli bitkilerde ortalama dal sayis1 13,68 ¢ikarken ASPV ile enfekteli
bitkilerde ortalama dal sayis1 12,54 kontrol bitkilerinde ise ortalama dal sayis1 13,00
olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore yapilan varyans analiz testinde Cizelge
4.25te gorildiiglii gibi hastalik etmenlerinin ¢esitler ilizerindeki etkisi istatistiki

olarak 6nemsiz kabul edilmistir.

Cizelge 4.25. Dal say1s1 dl¢iimlerine ait varyans analiz tablosu

Karakterler Serbestlik F degeri P
derecesi

Cesitler 7 5,727 0,000

Virusler 2 1,179 0,315

VirlUs x gesit 14 1,711 0,080

Hata 55

P: Onem degeri

F: Hesap degeri

Bu calismada ASPV ve ASGV virilis hastaliklarmin elma cesitlerinin dal
sayist lizerine bir etkisi bulunmamistir. Bu konuda yumusak cekirdekli meyvelerde
daha Once yapilmis herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Fakat Jones (1980)
ahududu iizerine yaptig1 calismada Raspberry Bushy Dwarf (RBDV) ve Black
Raspberry Necrosis (BRNV) viriis hastaliklarinin ahududu dal sayisii azalttigini
bildirmistir. ASPV ve ASGV’nin agaglarda dal sayis1 iizerine dnemli bir etkisinin
olmayacg diisiiniilmekle birlikte bu yarginin test edilmesi amactyla daha uzun siireli

denemeler kurulmasi gerektigi kaninsa varilmstir.

Toplam dal uzunlugu;
Cesit reaksiyon denemesinde yer alan bitkilerin ana gdvdeleri lizerinden ¢ikan

biitiin dallar dl¢iilerek ASPV ve ASGV hastaliklarinm toplam dal uzunluguna olan
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etkisi belirlenmeye calisilmistir. Yapilan Olgimler sonucu viriislerin denemede
kullanilan elma ¢esitlerindeki dal uzunluguna etkisi P degerinin sifirdan farkl
cikmasindan dolayt istatistiki olarak 6nemli olmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.26).
Varyans analiz tablosundan anlasilacagi lizere ¢esitler arasinda toplam dal uzunlugu
acisindan fark bulunmus fakat bu farklarin c¢esitlerin kendi karakteristik
ozelliklerinde kaynaklandigi sonucuna varimistir. Toplam dal uzunluklarina ait

ortalamalar ve standart hatalar EK 5.5’te verilmistir.

Cizelge 4.26. Toplam dal uzunluguna ait varyans analiz tablosu.

Karakterler Serbestlik F degeri P
derecesi

Cesitler 7 19,123 0,000

VirUsler 2 0,046 0,955

Virls x cesit 14 0,576 0,872

Hata 55

P: Onem degeri

F: Hesap degeri

Calismada ASPV ve ASGV virlis hastaliklarinin elma ¢esitlerinin dal
uzunlugu iizerine bir etkisi bulunmamistir. Konuyla iligili yumusak ¢ekirdekli
meyvelerde daha once yapilmis herhangi bir calismaya rastlanmamakla beraber
Jones (1980), tarafindan yapilan bir arastirmada Raspberry Bushy Dwarf (RBDV) ve
Black Raspberry Necrosis (BRNV) hastaliklarinin ahududunda dal uzunlugunu
azalttigini bildirmistir. ASPV ve ASGV’nin birlikte enfeksiyonu sonucunda dal
uzunlugunu etkileyecegi diisiiniilmektedir. Bu yarginin test edilmesi amaciyla daha
uzun siireli denemeler kurulmasi bu sonuclarin anlam kazanmasi agisindan

Onemlidir.

Ortalama Dal uzunlugu;

Cesit reaksiyon denemesinde yar alan bitkilerin dal boylarinin §l¢imii sonucu
elde edilen toplam dal uzunluklar1 her bitkide tespit edilen dal sayisina boliinerek
ortalama dal uzunlugu elde edilmis ve bu veriler varyans analizine tabi tutulmustur
Ortalama dal uzunluguna ASPV veya ASGV hastalik etmenlerinin istatistiki olarak
onemli sayilabilecek bir etkisi goriilmemistir (Cizelge 4.27). Ortalama dal uzunlugu

Ol¢timleri sonucu elde edilen veriler EK5.6°da verilmistir.
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Cizelge 4.27. Ortalama dal uzunluguna ait varyans analiz tablosu

Karakterler Serbestlik F degeri P
derecesi

Cesitler 7 10,226 0,000

VirUsler 2 1,043 0,359

Virls x cesit 14 1,617 0,104

Hata 55

P: Onem degeri
F: Hesap degeri

Ortalama Dal acisi;

Cesit reaksiyon denemesinde yer alan bitkilerin ana dallarinin gdévdeye
yaptiklar1 agilar Olgiilmiis ve ortalamalar1 alimmigtir. Bu ortalamalar iizerinden
yapilan varyans analiz testi sonucunda (Cizelge 4.28) cesitler, viriisler ve viriis x
cesit interaksiyonu P degerinin sifir olmasindan dolay1 énemli bulunmustur. En
yiiksek etkilenme oran1 % 48,33 dal agis1 genislemesi ile Summer Red /ASGV
karakterinde tespit edilmistir. En diisiik ise % 4,10 ile Starking/ASPV karakterinde

goriilmiistiir. Bu konuda yapilan Olgiimler sonucu elde edilen detayli bilgiler

EKS5.7°de verilmistir.

Cizelge 4.28. Dal agis1 i¢in varyans analiz tablosu

Karakterler Serbestlik F degeri P
derecesi

Cesitler 7 16,235 0,000

Virusler 2 101,048 0,000

VirlUs x cesit 14 2,859 0,003

Hata 55

P: Onem degeri
F: Hesap degeri

Varyans analizi sonucu viriislerin etkili kabul edilmesinden sonra yapilan
Duncan testi sonucu Cizelge 4.29°da goriilecegi lizere ASPV biraz daha etkili olsa da

ASGYV ile ayn1 gruba (a) girerken, kontrol bitkileri farkl bir grup (b) olusturmustur.

Cizelge 4.29. Dal acisina viriislerin etkisinin farki i¢in yapilan Duncan testi

Karakterler Tekerriir sayisi Ortalama dal agisi (A’) £ SH
ASGV 32 61,53+1,24 a
ASPV 31 59,83+ 1,27 a
Kontrol 16 47,000,611 b

P: Onem degeri
F: Hesap degeri
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Virlis hastalik etmenlerinin elma ¢esitlerini farkli diizeyde etkilenmelerinden
dolay1, ¢esitlerin ortalama dal agilar1 iizerinde yapilan Duncan testi sonucu, ¢esitler
farkli gruplara girmistir. Sekil 4.66. ve Cizelge 4.30’den anlasilacagi iizere en ¢ok
etkilenen Summer Red ve Vista Bella elma ¢esitleri olmustur. Starking cesidi ise
viriislerden en az diizeyde etkilenmis ve kontrolle ayni gruba (a) girmistir, fakat
diisiik diizeyde de olsa, dal acilmas1 goriildiiglinden Starking/ASGV b ve ¢ grubuna
da girmistir. Deneme sonucunda yapilan analizlerden ¢esitlerin biiyiik ¢cogunlugunun
b ve e grubuna girdigi goriilmiistiir. Cesitlerin ASPV veya ASGV ile enfekteli
olmalar1 gruplamay1 degistirmis ve ASGV c¢esitler ilizerinde daha fazla dal agisi
genislemesine neden olmustur. Yalnizca Vista Bella ¢esidinde ASPV, ASGV’den

daha fazla bir dal agilmasina neden olmustur

75
70

. BN //%
60 /’/‘\\O=\

@
o
(]
©
o
45 o
40
35
30 T T T T T
Jersey Golden ~ Summer Grany Fuji Starking Vista Bella Galxy
Mac Red Smith Gala

—e—ASPV —e—ASGV —o— Kontrol \

Sekil 4.66. ASPV ve ASGV’nin ¢esitler lizerindeki dal agisina etkisi.
Denemede yer elma c¢esitlerinde ASPV ve ASGV enfeksiyonu sonucu

%29,16 oraninda dal agisinda genislemeye neden oldugu, bu oranin ASGV bulasik
agaclarda %31,91, ASPV bulasik agaclarda ise %27,29 oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.30. Cesitlerin dal agisi i¢in yapilan Duncan testi sonuglari.

Karakter

a

b

C

d

€

f

Jerseymac
Kontrol

44,0+0,00
(a)

Granny S.
Kontrol

45,5+0,49
(a)

45,5+0,49
(ab)

Fuji
Kontrol

45,5+1,50
(a)

45,5+1,50
(ab)

Golden
Kontrol

47,0+3,00
(a)

47,0+3,00
(ab)

Starking
Kontrol

47,0+0,00
(a)

47,0+0,00
(ab)

Summer.
R Kontrol

48,5+0,49
(a)

48,5+0,49
(ab)

Starking
ASPV

49,0+0,70
(a)

49,0+0,70
(ab)

Galaxy G.
Kontrol

49,5+1,00
(a)

49,5+1,00
(ab)

Vista B.
Kontrol

49,5+2,50
(a)

49,5+2,50
(ab)

49,5+2,50
(abce)

Starking
ASGV

50,0+0,40
(a)

50,0+0,40
(ab)

50,0+0,40
(abce)

Jerseymac
ASPV

52,0+3,62
(b)

52,0+3,62
(bo)

Jerseymac
ASGV

55,543,77
(©)

55,543,77
(cd)

Fuji
ASPV

59,6+1,45
(d)

59,6+1,45
(de)

Granny S.
ASPV

60,2+2,05
(d

60,2+2,05
(de)

Fuji
ASGV

60,70,47
(d)

60,7+0,47
(de)

Granny S.
ASGV

61,0+0,57
(d)

61,0+0,57
(de)

Golden
ASPV

61,5+1,19
(d)

61,5+1,19
(de)

Summer
R ASPV

63,0+1,08
(e)

Galaxy G.
ASGV

63,0+1,47
(e)

Galaxy G.
ASPV

63,2+1,10
(e)

Golden
ASGV

64,5+2,46
(e)

64,5+2.46
(eg)

Vista B.
ASGV

66,2+2,28
(e)

66,2228
(eg)

66,24228
(gh

Vista B.
ASPV

70,0:£0,81
(€]

70,0:£0,81
(gD

Summer
R. ASGV

71,240,47
U]
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Yumusak cekirdekli meyvelerde virlis hastaliklariin dal agis1 iizerine olan
etkisi konusunda yeterince bilimsel veri bulunmamaktadir. Ahman (1995), tarafindan
Isvec’te yapilan bir calismada Skane anaci iizerine asili Lobo elma ¢esidinin latent
viriislerin enfeksiyonu sonucunda dal agilarinda bir genislemeye neden oldugunu
rapor etmistir. Yaptigimiz bu ¢alismada ASPV ve ASGV’nin elmada dallarin gévde
ile yaptig1 a¢inin genisligini etkiledigi belirlenmistir. Fakat bu durumun ilerleyen
yillarda nasil devam edecegi ve dal agilmasinin verim ve meyve kalitesi lizerine olan

etkisi 6nemli bir arastirma konusu oldugu ve ¢aligilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

4.5.2. Fiziksel Karakterlerle Tlgili Sonuclar

Yaprak kuru agirhg;

Denemede yer alan bitkilerden tesadiifi olarak alman yaprak oOrnekleri
tizerinden yapilan kuru agirlik ¢aligmasi sonucunda, Cizelge 4.31°den ve EK 5.8’den
anlagilacag1 lizere ASPV ve ASGV hastalik etmenlerinin yaprak kuru agirligma

istatistiki olarak 6nemli bir etkiside bulunmadig1 ortaya konmustur.

Cizelge 4.31. Yaprak kuru agirlig1 varyans analiz tablosu.

Karakterler Serbestlik F degeri P
derecesi

Cesitler 7 5,023 0,008

Virusler 2 5,641 0,084

VirUs x cesit 14 0,416 0,991

Hata 55

P: Onem degeri
F: Hesap degeri

Odun dokusu kuru agirhg:

Denemede yer alan bitkilerin dallarindan kabuk dokusu siyrilarak elde edilen
odun dokusu kuru agirhigina ASPV ve ASGV virlis hastaliklarinin etkisi varyans
analizinde istatistiki olarak Onemli bulunmus olup, ¢esitlerde virlislerden farkl
oranlarda etkilenmistir (Cizelge 4.32). Varyans analiz tablosunda viriislere ait 0,006
P degeri %5 hassasiyet derecesi i¢in istenen 0,05 degerinden kii¢iik oldugundan

virtislerin bitki odun dokusu kuru agirligma etki ettikleri sonucuna varilmistir.
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Cizelge 4.32. Odun dokus kuru agirlig1 i¢in varyans analiz tablosu.

Karakterler Serbestlik F degeri P
derecesi

Cesitler 7 5,023 0,000

Virusler 2 5,641 0,006

Virls x cesit 14 0,416 0,963

Hata 55

P: Onem degeri, F: Hesap degeri

Viriis hastaliklarinin odun dokusu kuru agirligina olan etkisi belirlendikten
sonra yapilan Duncan testi sonucu Cizelge 4.33’te goriildiigii tizere ASPV’nin odun
dokusu kuru agirhigini daha yiiksek oranda diisiirdiigii belirlenmistir. Denemede yer
alan kontrol bitkilerinin ortalama odun dokusu kuru agiwhigt 5,75 gr, ASPV ile
enfekteli bitkilerin 5,85 ve ASGV enfekteli bitkilerin ortalamast 5,90 gr olarak
belirlenmistir. Buna gére ASPV %2,33, ASGV ise %1,50 oraninda odun dokusu
kuru agrrhgmi azaltmistir (Sekil 4.67). Cesitlere ait ortalama ve standart hata
degerleri EK 5.9’da verilmistir.

Cizelge 4.33. Odun kuru agirliginda viriisler i¢in yapilan Duncan testi.

Sekil 4.67. Cesit reaksiyon denemesinde viriislerin odun dokusu kuru

Karakterler N. tekerrir sayisi | Ortalama odun
dokusu kuru
agirhgi (gr)

ASPV 31 5,85+0,025a

ASGV 32 5,9040,028ab

Kontrol 16 5,99+0,017b

6,05
c / 5,99
5,95 /
s \/
5,85 5.85
5,8
5,75

ASGV

ASPV

Kontrol

agirhigma olan etkisi.
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Viriis enfeksiyonundan etkilenen bitkilerin nasil bir dagilim gosterdiklerinin
anlagilmasi i¢in ¢esitler bazinda Duncan testi yapilmistir. Duncan testi sonucu
olusturulan dort farkl grupta, odun dokusu kuru agirhiginin azalmasi en ¢ok Golden
cesidinde goriiliirken (a), Vista Bella ve Starking cesitleri ise en az diizeyde (d)
etkilenmigtir. Diger cesitler ise birbirine yakin gruplara girmislerdir (Cizelge 4.34)

Cizelge 4.34. Cesitlerde odun dokusu kuru agirliginda olusan degisikliklerin Duncan
testine gore degerlendirlmesi.

Karakterler | Odun kuru agirlik ortlamasi (gr) + SH
Golden 5,77+0,032(a)

Galxy
Gala

5,8120,031(a)

5,81%0,031(ab)

Jersey
Mac

5,8520,025(a)

5,85+0,025(ab)

5,85+0,025(abc)

Grany
Smith

5,88+0,075(a)

5,88+0,075(ab)

5,88+0,075(abc)

Summer
Red

5,9120,033 (b)

5,9120,033 (bc)

5,9120,033(bcd)

Fuji

5,930,026 (c)

5,9310,026(cd)

Vista
Bela

6,02+0,043(d)

Starking

6,0410,028(d)

Deneme bitkileri odun dokusu kuru agirliklar: agisindan karsilastirildiginda,
Sekil 4.73’te goriildiigii gibi virlisle enfekteli biitiin bitkilerde bu deger kontrol
bitkilerine gore diislik ¢ikmistir. Vista Bella ve Jerseymac digindaki biitiin ¢esitlerde
ASPV, ASGV’ye oranla kuru madde agirligin1 daha fazla diistirmiistiir. Yine Sekil
4.68’ten anlasilacag1 lizere Granny Smith c¢esidi her iki virlisten esit oranda
etkilenmistir. Fuji ¢esidinin ASGV ile enfekteli bireyleri bu hastalik etmeninden

fazlaca etkilenmemis olup kontrol bitkilerine yakin bir deger vermislerdir.
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Sekil 4.68. ASPV ve ASGV’nin elma ¢esitlerinin odun dokusu kuru agirligi
tizerindeki etkisi.

Viriis hastaliklarinm bitkilerin kuru agirliklar1 iizerine olan etkisi daha ¢ok tek
yillik bitkilerde arastirilmistir. Bu konuda yumusak ¢ekirdekli meyvelerde yapilmis
0zel herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Keeling, (1982) yilinda yaptig1 bir
arastirmada Soya Mozaik Viriisliniin (SMV) inokule edilmis soya bitkilerinin kuru
agirhgmda %38-59 oraninda, toplam soya kok hacminde %18 oraninda azalmaya
neden oldugunu bildirmistir. Manzanares ve ark. (1993) tarafindan enginar bitkisinde
yapilan arastirma ¢aligmasinda bir ve birden fazla viriisle enfekteli bitkilerde kuru ve
yas agwrlhigm onemli Olglide azaldigr buna karsin % kuru madde oranin viriisle
enfekteli bitkilerde daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.

Yapilan bu ¢alismada ise ASPV ve ASGV yapraklardaki % kuru madde
oranina bir ectkide bulunmazken, odun dokusundaki % kuru madde oraninda
ASPV’nin %2,33, ASGV’nin ise %]1,50 oraninda bir azalmaya neden oldugu
anlagilmigtir. Bu azalmanin hastalik etmenlerinin daha ¢ok odun dokusuna
ozellesmesi ve agacin beslenmesi iizerindeki olumsuz etkilerinden dolay1 olabilecegi
disiiniilmektedir. Fakat bu iligkinin tam olarak ag¢iklanmasi i¢in yeni arastirma

calismalarina ihtiyag vardir.
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4.5.3. Cesit Reaksiyon Denemesinde Yapilan Makroskobik Goézlemler

Cesit reaksiyon denemesinde kullanilan bitkilerde yapilan 6l¢timler disinda
biitiin agaglar makroskobik olarak ta gozlenmistir. Bu gozlemlerde ASPV ve ASGV
enfeksiyonu sonucu olusan karakteristik belirtilerin bir ¢oguna rastlanmistir.
Denemede yer alan 4 nolu Garnny Simth ¢esidinde Sekil 4.69’da goriildiigii gibi
ASPV den kaynaklanan be bu etmene spsifik olan “siirgiin nekrozlar1”nin olustugu

belirlenmistir.

Sekil 7.69. Granny Smith ¢esidine ait 10 nolu agacta ASPV enfeksiyonu sonucu
meydana gelen siirgilin nekrozu

Ayrica denemedeki 6 nolu Starking elma cesidinde ASGV enfeksiyonu
sonucu bu hastalik etmeni igin tipik belirti kabul edilen ve Sekil 4.70’te verilen
siirglinlerde sismeler (stem grooving) gozlenmistir. Bu belirtiler, ASGV’nin
indikator bitki olan Virgina crab lizerinde de meydana getirdigi ve bu nedenle teshise
esas kabul edilen belirtilerdendir.

Cesit reaksiyon denemesinde bu belirtilerin ortaya ¢ikmasi uygun ve yogun
inokulm verilmesi durumunda ticari ¢esitlerin de ASPV ve ASGV’ye siddetli
tepikiler verebilecegini ve karakteristik belirtilerin ortaya ¢ikacagini ifade
etmektedir. Japonya’da yapilan bir ¢esit reaksiyon denemesinde de benzer sekilde

ticari ¢esitlerde stem pitting vb. belirtiler gézlenmistir (Huniuda ve ark. 1983).
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Sekil 4.70. Starking cesidine ait 4 nolu agagta ASGV enfeksiyonu sonucu
meydana gelen siirglin siskinligi (stem grooving) belirtisi.

Cesit reaksiyon denemsinin 6nemli sonuclarindan biri de enfekteli agacglarda
dal agilarinin genislemesi olmustur. ASGV enfekteli Summer Red c¢esidi bitkilerinde
ortalama dal agis1 71.2°, kontrol bitkilerinde 48° olarak 6l¢iilmiis ve %48,33 oraninda
bir dal agilmasi tespit edilmistir (Sekil 4.71). Summer Red ¢esidi yazlik bir ¢gesit olup
denemdeki vejetasyon siiresi en uzun olan ¢esitlerden biridir, bu durumun bitkideki

dal agis1 genislemesininin daha belirgin olmasina neden oldugu diisiintilmektedir.

Sekil 4.71. Summer Red ¢esidinde dal agilmasi.
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Virlis enfeksiyonu sonucu odun dokusu kuru maddesinin azalmasi, dallarda
yere dogru yatmalara neden olmus ve bu nedenle daha fazla dal agis1 genislemesi
gdzlenmistir. Denemede yer alan kontrol bitkilerinin ortalama dal agis1 47,00° olarak
6l¢iilmus, buna karsn ASGV enfekteli bitkilerde bu deger 61.53°, ASPV enfekteli
bitkilerde ise 59,83° olarak tespit edilmistir. Kontrol bitkisi olarak kullanilan saglhkl
Summer Red bitkilerinde normal gelisen dal agis1 Sekil 4.72°de verildigi gibidir.

Yy .

Sekil 4.72. Cesit reaksiyon denemesindeki saglikli Smmer Red kontrol
bitkisinin dal agis1. ( 48,5° olarak &l¢iilmiistiir.)

Virlis hastaliklarinin bitkiler {izerindeki etkileri ¢esit/ana¢ kombinasyonu ile
yakin iligkilidir. Yumusak ¢ekirdekli meyvelerde viriis hastaliklarinin ticari ¢esitlerde
meydana getirdigi belirtilerin ve ekonomik zararin tespitine yonelik ilk ¢caligmalardan
biri Hickey ve Sear (1975) tarafindan Golden elma c¢esidi iizerinde yapilmistir. Bu
calismada ACLSV ve ASPV’nin ¢0giir anaglar lizerine asili Golden ¢esidinde govde
cap1, bitki biinyesindeki besin elementleri ve verim iizerine kayda deger bir etki
yapmadig1 rapor edilmistir. Fakat gelistirilen yeni g¢esit ve anaglarin kullanima
sunulmasiyla birlikte bu c¢aligmalar devam etmis ve viriis hastaliklarmin anag/cesit
kombinasyonuna bagl olarak degisik oranlarda verim ve kalite kaybimna neden

oldugu belirlenmistir.
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Penrose ve ark. (1988) tarafindan yapilan ¢alismada ii¢ farkli elma ¢esidinin
viriis ve fitoplazma ile enfekteli olan bireyleri viriisler agisindan test edilmis (virus
tested) sertifikali bireyleri bazi verim ve morfolojik aga¢ kriterleri agisindan
karsilagtirilmigtir. Denemenin sonucunda Jonathan elma c¢esidinde %56, Granny
Smith’te %41 ve Richared Delicious ¢esidinde ise viriis agisindan test edilmis
materyale gore % 40 verim kaybi oldugunu gozlemislerdir. Granny Smith ve
Richared Delicious g¢esitlerinin gévde ¢aplar1 {giincii yildan itibaren enfekteli
olanlardan daha fazla gelisirken, Jonathan ¢esidinde bu fark dokuzuncu yilin sonunda
gelismistir. Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmada elma cesitlerinin gévde caplarinda
daralma oldugu belirlenmis fakat ¢esitlerin hastalik etmenlerinden etkilenme oranlari
yukaridaki ¢aligmaya benzer sekilde farkli ¢ikmustir.

ABD’de ulusal meyve klon temizleme programi cer¢evesinde yapilan bir
arastirmada Fuji ve Yataka elma cesitlerinde ACLSV, ASPV ve ASGV enfeksiyonu
sonucu meydana gelen degisikler incelenmistir. Howell ve ark. (2002), tarafindan
yapilan bu ¢alismada, hastalik etmenlerinin meyvelerde erken olgunlasmaya neden
oldugu, enfekteli bitkilerin sagliklilara oranla daha zayif gelistigi ve gdvde ¢apinda
saglikli olanlara oranla bir daralma gozlendigi, ayrica ASPV ve ASGV enfeksiyonu
sonucunda meyvelerdeki nisasta igerigininin diistiiglinli ropor etmislerdir.

Bu ¢aligmada hastalik etmenlerinin yaprak veya dallarda gozle goriilebilecek
bir renk degisimi veya bozulmaya neden olmadigi goriilmiistiir. Gella (1989)
Ispanya’da yaptig1 bir calismada ASPV ve ASGV ile enfekteli Agua de Aranjues
armut ¢esidinin yalnizca ASPV’nin Pear Vein yelows (PVY) wrki ile bulastirildiginda
siddetli yaprak simptomu verdigni bunun diginda herhangi bir makroskobik belirti
gbzlemedigini rapor etmistir. Fakat 5 yillik denemenin sonunda kiimiilatif {iriin
miktarinda diislis oldugunu bildirmistir. Fransa’da Lemoine ve Michelesi (1990)
tarafindan yapilan bir calismada PVY hastalik etmeni olan ASPV nin tek basina veya
karisik enfeksiyon durumunda %10-15 oraninda agacta bodurluk meydana getirdigi
ayn1 zamanda %?25—-40 oraninda verim kaybina neden oldugunu bildirmislerdir. Ayni
arastirmacilar 14 yi1l boyunca devam eden calismalarinda armut cesitlerinin bu
hastalik etmeninden farkli diizeyde etkilendiklerini, Conferance armut c¢esidinin

Doyonne de Comice ¢esidine oranla ¢ok daha hassas oldugunu bildirmislerdir.

124


http://apps.isiknowledge.com/OneClickSearch.do?product=CABI&search_mode=OneClickSearch&db_id=&SID=X2bDlCBpMeHNhDBdhcp&field=AU&value=Lemoine,%20J.&ut=19912304775&pos=1

4. BULGULAR ve TARTISMA Nevzat BIRISIK

Dolayisiyla tilkemiz kosullarinda da armut ve ayva gesitleri bu hastaliklar agisindan
denenmeli ve hastaliklarin verime olan etkileri aragtirilmalidir.

Ayrica virlis hastaliklarmin  meyve rengi, igerigi, depo kosullarina
dayaniklilig1 ve meye tadi lizerine olan etkileri de arastirma konusudur. Bu amagla
1993 yilinda ABD’de yapilan bir ¢calismada Apple Green Crinkle Viriis hastaliginin
Granny Smith elma ¢esidinde %22 oraninda bodurluk, kabuk renginde koyulasma,
nem oraninda diisme ve soguk hava deposunda sagliklt meyvelere oranla %30
oranindan fazla kayba neden oldugu belirlenmistir (Fridlund, 1987). Fakat ASPV ve
ASGYV viriis hastaliklarinin yumusak g¢ekirdekli meyveler {izerindeki bu etkilerine
dair herhangi bir veri bulunmamaktadir.

Ulkemizde meyve yetistiriciliginin ihracata yonelik olmas1 ve gelisen pazar
talepleri meyvecilikte ¢esit degisikligine olan talebi artirmakta ve hizlandirmaktadir.
Cesit degisikliginin mevcut agaglarda asilama usulii ile yapilmasi latent kabul edilen
bazi hastalik etmenlerinin aga¢ Oliimii ile sonlanabilecek zararlara yol agmasina
neden olmaktadrr. Ornegin Cin’de yapilan bir arastrma c¢alismasinda, gesit
degisikligi yapilan elma bahgesinde hastalik oraninin %41 den %88’e ¢iktig1 ve cesit
degisikligi yapilan bahgelerde 1-2 yil igerisinde %15-70 oraninda aga¢ Oliimii
g6zlendigi rapor edilmistir (Zhi ve ark. 2002).

Ulkemizde modern meyvecilik tekniklerinin yayilmasi ve sik dikim (yar1
veya tam bodur) bahgeciligin giderek yayginlagmasi latent olarak kabul edilen ASPV
ve ASGV virlis hastaliklarinin daha biiyliik ekonomik kayiplara neden olmasi
sonucunu dogurabilir. Cilinkii bu bahgelerde birim alanda daha fazla agag
bulunmaktadir. Ayrica sik dikim bahgecilikte meyveleri tasiyan dallar en fazla 3—4
yasli olmaktadir. Dal agisinin genislemesine ve odun dokusu kuru agrliginin
azalmasina neden olan bu hastaliklar modern bahgecilikteki asir1 meyve yiikiinii
kaldiramayacak meyve dali olusmasma neden olacaktir. Meyve verimi, meyve
kalitesi ve depo kosullarma dayaniklilik {izerine olumsuz etkisi olabilecek bu
hastaliklarin biitiin yumusak ¢ekirdekli meyve tiirlerinde ve anaclarinda daha detayl

olarak arastirilmasi ve miicadelesine yonelik bulgular elde edilmesine ihtiya¢ vardur.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Yumusak ¢ekirdekli meyvelerde goriilen, daha c¢ok gdvde zararma neden
oldugu bilinen ve latent olarak kabul edilen ASPV ve ASGV viriis hastaliklartyla
ilgili olarak yapilan bu ¢alismada genel olarak asagidaki sonuclara ulasilmistir.

I. Siirvey yapilan 5 ilde toplam 134 bahceden 619 6rnek alinmis ve bu 6rneklerin
114 adedi, yani %18,41°1 ASPV ve/ya ASGYV ile enfekteli bulunmustur. Her
iki hastalik etmeni de biitiin illerde degisen oranlarda tespit edilmistir.

2. Caligmalar sirasinda yumusak ¢ekirdekli meyve grubuna giren her {i¢ tiirde de
(elma, armut, ayva) hem ASPV hem de ASGV hastalik etmenlerine
rastlanmistir. Bu hastalik etmenlerinden ASPV 6rneklerin % 10,34.de, ASGV
ise %35,49 oraninda bulunmustur. Ayrica her iki hastaligin birlikte bulundugu
karisik enfeksiyon orani ise %2,58 olarak belirlenmistir.

3.  Enfekteli o6rnekler dikkate alindiginda hastalik etmenlerinden ASPV’nin en
yogun sekilde ayvada (9%70,00), daha az yogun olarak armutta (%66,67) ve en
az ise elmada (46,88) bulundugu ortaya konmustur. Ayica ASPV hastalik
etmeninin 6zellikle ayvada ve armutta daha diisiik bir oranda ise elmada bazi
yaprak, meyve ve govde belirtileri olusturdugu ve bu belirtilerin baz tiirlerde
ozellikle ayvada vejetasyon siiresince goriilebildigi belirlenmistir.

4. ASPV’nin Anna gibi yazlik elma ¢esitlerinde vejetasyonun daha uzun stirdiigii
Adana gibi illerde enfekteli agaglarda daha ¢ok belirti verdigi gézlenmistir.
Bunun asil nedeninin  hastalik  etmeninin  konukg¢u  biinyesinde
biyoreplikasyonu igin gerekli olan ¢evre kosullarinin daha uzun siire devam
etmesidir. Bu nedenle vejetasyonu uzun siiren bolgelerde yetistirilen yazlik
cesitlerde hastalik etmenin daha c¢ok belirti gosterdigi belirlenmistir.

5. ASPV’nin armut ve ayvada meyve deformasyonu, taslasma, kiiciik meyve vb.
belirtilere neden oldugu, ayrica armut yapraklarinda lokal sar1 lekeler ile
yaprak arka damarinda deformasyonlara neden oldugu belirlenmistir. ASPV ve
ACLSV’nin birlikte bulunmasi durumunda ayva yapraklarinda sekil
bozuklugu, ileri derecede mozaikler ve kiiclilme seklinde belirtiler ortaya

ciktig1 gdzlenmistir.
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10.

11.

12.

13.

14.

Bu caligmada ASPV virlisiiniin elma ¢ekirdeginde bulunabildigi ortaya
konmustur. Bu bulgu ASPV’nin neden meyve belirtisi olusturdugunu da
aciklamay1 kolaylastrmaktadir. Virlistin meyvede tespit edilmesi etmenin
meyve dokusunda da zararlara neden olacagini gostermektedir.

ASGV’nin bulunma oranlar1 yumusak ¢ekirdekli meyve tiirlerine gore biiyiik
farklilar gostermemistir. Enfekteli o6rnekler i¢indeki dagilimi ise ASPV’nin
tersine en ¢ok elmada (%39,06), daha sonra armutta (%20,00) ve en az ayva’da
(%15,00) tespit edilmistir.

ASGV i¢in yapilan simptomatolojik gozlemlerde ise belirgin bir hastalik
belirtisine rastlanmamis olmakla birlikte bir armut O6rneginin yapraklarinda
mese yapragi simptomu tespit edilmistir.

ASGV’nin genel olarak ASPV’ye oranla daha az bulundugu ve ASPV ile
karisik bulundugu durumlarda ASPV’nin neden oldugu hastalik belirtilerini
artirdig1 ortaya konmustur.

Caligma siiresince yapilan siirveyler sonucunda Nigde ilinde elde edilen
Amasya cesidi elma 6rneklerinde herhangi bir ASPV veya ASGV enfekteliligi
saptanmamigtir.

Her iki hastalik etmeninin teshisinde kullanilan DAS-ELISA yonteminin daha
basarili olabilmesi i¢in en uygun oOrnek alma zamani, 6rnek muhafaza
kosullari, DAS-ELISA yontemi ve en uygun bitki dokusu belirlenmistir. Bu
caligmalardan elde edilen sonucglara gore serolojik testler i¢in en uygun bitki
dokusu olarak yaprak, en uygun 6rnek alma zamani nisan-mayis oldugu ortaya
konmustur.

Ayrica yapilacak teshis caligmalarinin siiresi, 6rnek miktar1 ve ¢alismanin
amacina gore degisik 6rnek muhafaza kosullar1 belirlenmistir.

Dormant donemde alinan 6rneklerin forse edilerek elde edilen taze yapraklarin
ELISA testlerinde kullanilabildigi ve bu yOntemin genis alan siirvey
caligmalarinda uygulanabilecek bir yontem oldugu belirlenmistir.

ASPV ve ASGV viriis hastaliklarinin teshisinde RT-PCR molekiiler

yonteminin uygulanabilece§i ve hassas caligmalarda ozellikle bu metodun
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15.

16.

17.

18.

19.

tercih edilmesi gerekliligi ortaya konmustur. Bu yontemle dormnat donemde
bile bitkilerden ASGV ve ASPV pozitif sonuclar aliabildigi saptanmigtir.
Stirvey caligmalar1 sonucu elde edilen ASPV ve ASGV izolatlari mekanik
olarak otsu indikatorlere ve asiyla odunsu indikatorlere basarili bir sekilde
tasinmig ve bu hastalik etmenlerine spesifik belirtiler gozlenmistir. Bu
caligmalar sonucunda her iki hastalik etmeninin biyolojik yontemlerle teshis
edilebildigi, fakat bu test caligmalarinin biylik isglici ve fazla zaman
gerektirdigi belirlenmistir.

Elde edilen hastalik izolatlarmm varsa aralarindaki molekiiler ve biyolojik
farklar ortaya konmaya calisilmistir. Elde edilen veriler 1s1i8inda izolatlar
arasinda biyolojik farkliliklar tespit edilmistir. Bu farklarin daha ¢ok izolatlarin
elde edildigi konukguyla iliskili oldugu belirlenmistir. Mevcut bilgiler 151ginda
biyolojik karakterizasyon caligmalarmin latent olarak kabul edilen hastalik
etmenlerinin karakterizasyonunda daha basarili oldugu diistiniilmektedir.
Calisma kapsaminda ASPV’nin 6zellikle ayvada meyvelerin pazar degerini
onemli dl¢iide diislirdiigii ve enfekteli agaclarin 6zellikle baz1 fungal hastalik
etmenlerine kars1 daha duyarli hale geldigi belirlenmistir.

ASPV enfekteli agaclarin ayn1 zamanda ASGV veya ACLSV ile enfekteli
olmas1 durumunda hastalik belirtilerinin daha siddetli seyrettigi belirlenmistir.
Hastalik etmenlerinin bazi ticari elma c¢esitlerine asilanmasi yolu ile bu
cesitlerin ASPV ve ASGV viriis hastaliklarina olan tepkisi belirlenmeye
calistlmistir. Bu ¢alisma sonucunda ASPV ve ASGV hastalik etmenlerinin
elma agaclarinin gévde ¢aplarinda daralmaya neden oldugu ve dallarin ana
govdeye yaptigi agida genislemeye sebep oldugu belirlenmistir. Ayrica
hastalik etmenlerinin agaclarin odun kuru agirhginda azalmaya neden oldugu
ve Ozellikle ASGV’nin dallarin dayanikliligina olumsuz ydnde etki ettigi
belirlenmistir. Bu denemede ticari bazi elma g¢esitlerinin bilinenin aksine
ASPV ve ASGYV ye spesifik bazi belirtiler verdigini ve ticari elma gesitlerinin
bu hastalik etmenlerinden etkilendigi ortaya konmustur. Ozellikle ASGV

enfeksiyonu sonucunda Starking elma c¢esidinde dallarda sisme (stem
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20.

21.

22.

grooving) Granny Smith ¢esidinde ise ASPV enfeksiyonu sonucunda siirgiin
nekrozu (stem necrosis) meydana gelmistir.

Cesit reaksiyon denemesi ve arazi gozlemleri sonucu elde edilen bilgiler
ozellikle ASPV’nin neden oldugu ortaya konan ekonomik zarar gbz oniinde
bulunduruldugunda bu hastalik etmenleriyle ilgili miicadele metotlarinin da
onemli oldugu goriilmektedir. Bu hastalik etmenleriyle miicadele diger viral
etmenler gibi oldukca zordur. Ozellikle hastalik belirtilerinin fidan asamasinda
ortaya ¢ikmamasi hastaligm fidanliklarda eradikasyonunu zorlastirmaktadir.
Hastalikla enfekteli fidanlarin dikiminden sonra {iretici tarafindan bahgede fark
edilebilecek belirgin simptomlar olusturmadigindan hastalik etmenleri uzun
yillar bahge icerisinde kalmaktadir.

Ayrica elde edilen bulgular neticesinde bu hastaliklarin dogada muhtemel
vektorlerle yayilabilmesi sonucunda giderek artan, fakat {iretici tarafindan fark
edilmeyen zararlara neden olabilecegi tespit edilmistir. Bu nedenle ASPV ve
ASGYV gibi latent kabul edilen viriis hastaliklariyla miicadele, karantina ve
sertifikasyon uygulamalarinim saglikli bir sekilde yiiriitiilmesiyle yapilabilir.
Bu amacla EPPO PM 4/27 (1) sertifikasyon protokolii uygulanmalidir. Ayrica
bu viriislerden ari olarak tesis edilen bahg¢elerde yeni bulagmalardan korunmak
amaciyla bahge igerisinde yapilan kiiltiirel faaliyetlerde alet ve makinelerin
temiz olmasina dikkat edilmelidir.

DAS-ELISA teshis metodu hastalik etmenlerini teshis etmekle birlikte,
konukg¢u bitkilerdeki virlis titerinin diisiik olmasi nedeniyle yanlis negatif
sonuglar verebilmektedir. Ayrica bu test i¢in kullanilan 6rnekler ancak kisa bir
donem araliginda alinabilmektedir. Dolayisyla o6zellikle sertifikasyon ve
karantina ¢aligmalarinda ELISA ile birlikte biyolojik indeksleme ve molekiiler

tan1 yontemleri de kullanilmalidir.

Bu ¢alisma kapsaminda yukarida kisaca 6zetlenen sonuglar elde edilmistir. Bu

sonuglar ASPV ve ASGV virisleri ile ilgili birgok yeni ¢alisma yapilmasi geregini

de ortaya koymustur. Bu hastalik etmenlerinin daha detayli olarak c¢alisilmasi ve

miicadeleye esas teskil edecek bilgilerin ortaya konmasi amaciyla bundan sonra
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arastirilmasi 6nerilen baglica konular ise asagida 6zetlenmistir.

1.  ASPV ve ASGYV hastalik etmenlerinin DAS-ELISA yontemiyle ¢ok basarili
bir sekilde teshis edilememe nedenlerinden biri bu etmenlerin bitkideki
partikiil sayisinin az olmasi ise diger bir neden de viriis partikiillerinin bitki
icinde homojen dagilmamasidir. Dolayistyla bu hastalik etmenlerinin bitkilerin
hangi kisimlarinda daha ¢ok bulundugunun tespit edilmesi gerekmektedir.

2. Cesit reaksiyon denemelerinin armut ve ayva gibi diger tiirlerde de yapilmasi
gerekmektedir. Planlanacak yeni cesit reaksiyon denemelerinde daha ¢ok
sayida cesit denemeye alinmalidir. Ayrica farkli anag ¢esit kombinasyonlarinin
bu hastaliklarin belirtilerinin ortaya ¢ikmasina olan etkileri de arastirilmalidir.

3. Yapilacak ¢esit reaksiyon denemelerinin bitkilerde meydana gelecek meyve
belirtilerinin gdzlenebilmesi ve uzun yillara yayilan ekonomik zararlarinin
ortaya konmasi i¢in ac¢ik alanda ve uzun siireli olarak planlanmasi
onerilmektedir.

4. Oncelikle ASPV olmak {izere her iki hastalik etmeni ile ilgili olarak dogal
yayilma ve vektor ¢alismalar1 yapilmalidir. Bu hastaligin fungal bir vektorle
veya kok kaynagmasi yoluyla yayildigmin ortaya konulmas: sertifikasyon ve
karantina uygulamalarmin yeniden diizenlenmesi gerekli kilacaktir.

5. ASPV’nin konukg¢u kdklerinde bulunmasi nedeniyle bu hastalik etmeninin kok
yapisia ve kok fonksiyonlarina olan etkisi arastiriimalidir.

6. ASGV’nin varlig1 turunggillerde ve kivide rapor edilmistir. Caligma siiresince
yapilan gozlemlerde iilkemizde son yillarda yumusak g¢ekirdekli meyvelerin
turunggil ve kivi yetistiriciligi yapilan alanlarda da yapildig1 goriilmiistiir. Bu
nedenle iilkemiz turunggil ve kivi alanlarmda ASGV’nin varligmin tespit
edilmesi ve bu alanlarda yumusak cekirdekli meyve yetistiriciligine olan
etkisinin aragtirilmasi gerekmektedir.

7.  ASPV ve ASGV ile enfekteli agaglarin diger fungal, bakteriyel ve viral
hastalik etmenlerine karsi gosterdigi duyarlhilik aragtirilmalidir. Boylece bu

viral etmenlerin dolayli zararida ortaya konulmus olacaktir.
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EKLER

EK 1. ELISA TESTINDE KULLANILAN TAMPON COZELTILER

1.

NOT: Yukarida yer alan biitiin 6lgiiler 1 L saf suda hazirlanacak sekilde verilmistir.

Fosfat Tampon Cozeltisi (Phosphate buffer saline-PBS) 1x, pH 7.4)

NaCl 8.0¢g
KH2P04 0.2 g
NazHPO4 1.15 g
KCI 02¢g
NaN3 0.2 g
H,O 1L

Yikama Tampon Cozeltisi (Washing buffer-W.B, pH 7.4)

PBS 1x 1L
Tween-20 0.5 ml

Ornek Ezme Tampon Cozeltisi (Extraction buffer-E.B, pH 7.4

PBS 1x 1L
Polyvinilpirolidine 200¢g
Tween-20 0.5 ml

Kaplama Tampon Cozeltisi (Coating buffer-C.B, pH 9.6)

N32CO3 1.59 g
NaHCO; 293 g
NaNj 0.20 g
H,O 1L

Konjugate Tampon Cozeltisi (Conjugate buffer-Cj.B, pH 7.4

PBS 1x 1L
Polyvinilpirolidine 200¢g
Tween-20 0.5 ml
Bovine serum albumin (BSA) 2.0g

Substrat Tampon Cozeltisi (Substrate buffer-S.B, pH 9.8)

Diethanolamnie 97 ml
NaN3 02¢g
H,O 1L

(Cozeltilerin pH’lar1 0,1 N NaOH veya HCI kullanilarak ayarlanmistur.
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EK 2. TOTAL RNA ANALIZLERINDE KULLANILAN COZELTIi VE
SOLUSYONLAR

1. Ekstraksiyon tamponu

Asagida belirtilen miktardaki kimyasallar 150 ml steril saf su igerisinde manyetik
karistiricida ¢oziinmiis ve pH’s1 ayarlanarak 200 ml tamamlanmigtir. Daha sonra
1/1000 v/v oraninda 2.B.Mercaptoethanol ilave edilmistir. (100 mM Tris-HCI
(pH: 8.0), 50 mM EDTA (pH:7,0), 500 mM NaCl, 10 mM 2.B.Mercaptoethanol).
Tris- HCI 2422 gr

EDTA 3,722 gr

NaCl 5,844 gr

2. %20 SDS (Sodium Dodecyl Sulphate)
20 gr SDS tartilmig ve 80 ml steril saf su igerisinde 1siticili manyetik karistiricida
¢Ozdiirlilmiistiir. Daha sonra saf su ilave edilerek 100 ml tamamlanmis ve oda

sicakliginda muhafaza edilmistir.

3. 5 M Potasyum Asetat (CH;COOK)
60 ml steril saf su icerisinde 49,07 gr potasyum asetat ¢ozdiiriilmiis ve daha sonra

100 ml’ye tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

4. 3M Sodyum Asetat (CH;COONa)
60 ml steril saf su icerisinde 40,82 gr sodyum asetat ¢ozdiiriilmiis ve daha sonra

100 ml’ye tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
5. %70 lik ETOH

% 99 Ethanolden 707 ml alinarak 293 ml saf su ilave edilmis ve hazirlanan bu

%70 ETOH 4 + °C’de kullanilmak {izere muhafaza edilmistir.
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EK 3. KARAKTERIZASYON CALISMALARINDA KULLANILAN
IZOLATLARIN KODLANMASI VE TANIMI

Viriis Ornek | izolat adi | Konukcusu | Orijin
adi
ASPV CF-41 P1 Armut Adana-Yliregir
CU-19 P2 Elma Adana-Balcali
ASGV CF-42 Gl Armut Adana-Yliregir
10-54 G2 Elma Adana-Yliregir
ASPV+ASGV | CF-39 PG1 Armut Adana-Yliregir
10-50 PG2 Elma Adana-Yliregir

Asagidaki 6rnek yalnizca bazi molekiiler caligmalarda ASGV izolat1
olarak kullanilmistir.

ASGV

BETA 2

B2

Elma

Adana-
Karantina
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EK 4. MOLEKULER CALISMALARDA KULLANILAN TAMPON
COZELTILER
1. TAE buffer (Tris + Asetik asit+ EDTA) pH:8,3
50 X TAE 1 It igin.
242 gr Tris
57,1 ml Glical Asetik asit
100 ml EDTA (pH: 8,0)

2. TE Buffer (Tris +EDTA) pH:7,4
100 mM Tris (pH:7,4)
10 mM EDTA (pH) 8,0)

3. 0,5M EDTA pH:8,0
186,1 gr /It (Otoklav edilmeli)

4. 1 M Tris pH:8,0
121,1 gr tris/lt (Ooklav edilmeli)

5. % 20 SDS
200 gr SDS 900 ml suda 60-65 °C eritilir ve 1000 ml tamamlanr.

6. TBE (Tris + Borik asit + EDTA) pH:8,3
108 gr tris
55 gr Borik asit
40 ml 0,5 M EDTA

7. Kristal Fenolun Saturasyonu

Kristal fenole 0,5 M Tris (pH: 7,4) ilave ederek 40 °C su banyosunda
kristaller eriyene kadar bekletilir. Eriyen fenolu steril benchte bekleterek suyun tiste
cikmasi beklenir ve bu faz alniarak esit hacimde 0,1 M Tris (pH: 7,5) ilave edilerek

+4 °C’de muahafaza edilir.

149



EK 5. CESIT REAKSIYON DENEME SONUCLARININ ISTATISTIKI
DEGERLENDIRMELERDE KULLANILAN VERILER

1. VERI GIRiS TABLOSU OZETi

Between-Subjects Factors

Value Label N
Elma 1 Jersey mac 10
cesitleri 2 Golden 10
3 ummer
S 10
4 .
Grany smith 10
5 Fuji 9
6 starking 10
7 Vista bella 10
8 Galaxy gala 10
Virus 1 ASGV 32
cesitleri 2 ASPV 31
3 Kontrol 16
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EK S.

2. DEGERLERIN ORTALAMASI: GOVDE CAPI

Dependent Variable: GOVDECAP

Descriptive Statistics

Elma cesitleri  Virus cesitleri Mean Std. Deviation
Jersey mac ASGV 15,3425 1,5014 4
ASPV 15,4700 ,8281 4
Kontrol 18,9450 1,6617 2
Total 16,1140 1,8753 10
Golden ASGV 16,3975 , 7367 4
ASPV 16,1000 , 7649 4
Kontrol 21,0650 3,5285 2
Total 17,2120 2,4296 10
Summer red ASGV 14,6800 1,3629 4
ASPV 14,2825 1,2958 4
Kontrol 16,4000 ,1838 2
Total 14,8650 1,3683 10
Grany smith ASGV 13,3825 ,6799 4
ASPV 14,2325 1,4302 4
Kontrol 18,6750 , 7849 2
Total 14,7810 2,2972 10
Fuji ASGV 15,8500 1,0485 4
ASPV 14,6033 1,2050 3
Kontrol 17,6600 ,2546 2
Total 15,8367 1,4782 9
starking ASGV 14,4125 ,1464 4
ASPV 15,1325 8717 4
Kontrol 17,1350 3,536E-02 2
Total 15,2450 1,1696 10
Vista bella ASGV 14,7275 ,3425 4
ASPV 15,1300 7571 4
Kontrol 17,4450 ,5586 2
Total 15,4320 1,1943 10
Galaxy gala ASGV 14,5700 1,3832 4
ASPV 14,4500 , 7944 4
Kontrol 16,6000 , 7071 2
Total 14,9280 1,2975 10
Total ASGV 14,9203 1,2581 32
ASPV 14,9355 1,0895 31
Kontrol 17,9906 1,8186 16
Total 15,5481 1,8045 79
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EK S.

3. DEGERLERIN ORTALAMASI: AGAC BOYU

Dependent Variable: AGACBOY

Descriptive Statistics

Elma cesitleri  Virus cesitleri Mean Std. Deviation
Jersey mac ASGV 150,2500 16,8201 4
ASPV 163,5000 11,7898 4
Kontrol 140,5000 14,8492 2
Total 153,6000 15,8689 10
Golden ASGV 181,5000 11,9583 4
ASPV 190,0000 6,0553 4
Kontrol 188,0000 19,7990 2
Total 186,2000 10,9727 10
Summer red ASGV 172,2500 25,7601 4
ASPV 173,0000 6,4807 4
Kontrol 193,5000 6,3640 2
Total 176,8000 17,8126 10
Grany smith ASGV 191,5000 44,2455 4
ASPV 198,2500 25,3163 4
Kontrol 159,0000 35,3553 2
Total 187,7000 35,2705 10
Fuji ASGV 159,2500 6,0759 4
ASPV 173,0000 23,5160 3
Kontrol 161,5000 7,7782 2
Total 164,3333 14,2390 9
starking ASGV 119,5000 5,0000 4
ASPV 118,2500 4,6458 4
Kontrol 119,5000 4,9497 2
Total 119,0000 4,3205 10
Vista bella ASGV 160,7500 19,2765 4
ASPV 175,0000 23,0072 4
Kontrol 180,5000 3,5355 2
Total 170,4000 19,3689 10
Galaxy gala ASGV 175,0000 9,3095 4
ASPV 190,0000 21,3542 4
Kontrol 169,5000 9,1924 2
Total 179,9000 16,4415 10
Total ASGV 163,7500 28,1219 32
ASPV 172,6129 28,2414 31
Kontrol 164,0000 26,7208 16
Total 167,2785 27,8747 79
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EK S.

4. DEGERLERIN ORTALAMASI: DAL SAYISI

Dependent Variable: DALSAYI

Descriptive Statistics

Elma cesitleri  Virus cesitleri Mean Std. Deviation
Jersey mac ASGV 12,0000 2,8284 4
ASPV 12,5000 1,7321 4
Kontrol 10,5000 2,1213 2
Total 11,9000 2,1833 10
Golden ASGV 15,2500 5,2520 4
ASPV 13,5000 3,6968 4
Kontrol 13,5000 3,5355 2
Total 14,2000 3,9944 10
Summer red ASGV 9,2500 2,8723 4
ASPV 11,0000 3,5590 4
Kontrol 15,5000 , 7071 2
Total 11,2000 3,5839 10
Grany smith ASGV 9,7500 4,0311 4
ASPV 9,0000 3,5590 4
Kontrol 12,5000 , 7071 2
Total 10,0000 3,3993 10
Fuji ASGV 15,0000 2,1602 4
ASPV 13,3333 1,1547 3
Kontrol 16,0000 ,0000 2
Total 14,6667 1,8028 9
starking ASGV 19,0000 2,1602 4
ASPV 12,5000 3,3166 4
Kontrol 11,5000 , 7071 2
Total 14,9000 4,2282 10
Vista bella ASGV 12,0000 3,1623 4
ASPV 10,0000 1,6330 4
Kontrol 9,0000 1,4142 2
Total 10,6000 2,4585 10
Galaxy gala ASGV 17,2500 2,2174 4
ASPV 18,5000 3,1091 4
Kontrol 15,5000 3,5355 2
Total 17,4000 2,7568 10
Total ASGV 13,6875 4,3879 32
ASPV 12,5161 3,7936 31
Kontrol 13,0000 2,8983 16
Total 13,0886 3,8835 79
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EK S.
5. DEGERLERIN ORTALAMASI: TOPLAM DAL UZUNLUGU

Descriptive Statistics

Dependent Variable: TDALUZ

Elma cesitleri  Virus cesitleri Mean Std. Deviation
Jersey mac ASGV 274,2500 79,2354 4
ASPV 302,2500 40,5329 4
Kontrol 245,0000 4,2426 2
Total 279,6000 56,1173 10
Golden ASGV 678,7500 261,5204 4
ASPV 633,2500 75,9885 4
Kontrol 593,5000 82,7315 2
Total 643,5000 163,2096 10
Summer red ASGV 408,7500 72,6653 4
ASPV 382,5000 124,2860 4
Kontrol 316,5000 62,9325 2
Total 379,8000 92,8186 10
Grany smith ASGV 380,5000 141,5968 4
ASPV 298,2500 124,4438 4
Kontrol 359,5000 289,2067 2
Total 343,4000 150,7118 10
Fuji ASGV 503,0000 49,0782 4
ASPV 485,6667 164,6096 3
Kontrol 589,0000 24,0416 2
Total 516,3333 97,5256 9
starking ASGV 118,5000 37,5633 4
ASPV 165,5000 47,1911 4
Kontrol 103,5000 26,1630 2
Total 134,3000 45,2009 10
Vista bella ASGV 301,5000 90,6146 4
ASPV 320,2500 35,2550 4
Kontrol 394,5000 3,5355 2
Total 327,6000 66,8883 10
Galaxy gala ASGV 482,7500 81,2173 4
ASPV 591,5000 108,7704 4
Kontrol 495,0000 62,2254 2
Total 528,7000 97,5512 10
Total ASGV 393,5000 193,1089 32
ASPV 394,5484 175,7661 31
Kontrol 387,0625 183,0244 16
Total 392,6076 182,0798 79
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EK S.

6. DEGERLERIN ORTALAMASI: DAL UZUNLUGU

Dependent Variable: ORTDUZ

Descriptive Statistics

Elma cesitleri  Virus cesitleri Mean Std. Deviation
Jersey mac ASGV 24,2750 10,7810 4
ASPV 24,5500 4,8556 4
Kontrol 23,8000 5,2326 2
Total 24,2900 7,0518 10
Golden ASGV 45,5500 11,2417 4
ASPV 49,5000 14,8299 4
Kontrol 44,6500 5,5861 2
Total 46,9500 11,1283 10
Summer red ASGV 46,5675 11,5529 4
ASPV 39,0525 18,5182 4
Kontrol 20,5300 4,9922 2
Total 38,3540 16,1977 10
Grany smith ASGV 41,8150 12,4792 4
ASPV 36,5600 21,0537 4
Kontrol 16,9600 7,1276 2
Total 34,7420 17,2996 10
Fuji ASGV 33,7275 2,5709 4
ASPV 35,9067 9,8091 3
Kontrol 36,8100 1,4991 2
Total 35,1389 5,3600 9
starking ASGV 6,3500 2,4529 4
ASPV 13,8375 4,6607 4
Kontrol 9,0000 2,8284 2
Total 9,8750 4,7756 10
Vista bella ASGV 25,2500 4,9917 4
ASPV 32,3250 3,4364 4
Kontrol 44,3500 6,5761 2
Total 31,9000 8,4396 10
Galaxy gala ASGV 28,2000 5,5251 4
ASPV 32,0750 4,8023 4
Kontrol 32,2500 3,3234 2
Total 30,5600 4,8188 10
Total ASGV 31,4669 14,8991 32
ASPV 32,8813 14,7446 31
Kontrol 28,5438 13,1332 16
Total 31,4299 14,4068 79
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EK S.

7. DEGERLERIN ORTALAMASI: DAL ACISI

Dependent Variable: ORTDACI

Descriptive Statistics

Elma cesitleri  Virus cesitleri Mean Std. Deviation
Jersey mac ASGV 55,5000 7,5498 4
ASPV 52,0000 7,2572 4
Kontrol 44,0000 ,0000 2
Total 51,8000 7,4952 10
Golden ASGV 64,5000 4,9329 4
ASPV 61,5000 2,3805 4
Kontrol 47,0000 4,2426 2
Total 59,8000 7,7143 10
Summer red ASGV 71,2500 ,9574 4
ASPV 63,0000 2,1602 4
Kontrol 48,5000 , 7071 2
Total 63,4000 8,8719 10
Grany smith ASGV 61,0000 1,1547 4
ASPV 60,2500 4,1130 4
Kontrol 45,5000 , 7071 2
Total 57,6000 6,8508 10
Fuji ASGV 60,7500 ,9574 4
ASPV 59,6667 2,5166 3
Kontrol 45,5000 2,1213 2
Total 57,0000 6,7268 9
starking ASGV 50,0000 ,8165 4
ASPV 49,0000 1,4142 4
Kontrol 47,0000 ,0000 2
Total 49,0000 1,4907 10
Vista bella ASGV 66,2500 4,5735 4
ASPV 70,0000 1,6330 4
Kontrol 49,5000 3,5355 2
Total 64,4000 8,6049 10
Galaxy gala ASGV 63,0000 2,9439 4
ASPV 63,2500 2,2174 4
Kontrol 49,0000 1,4142 2
Total 60,3000 6,3430 10
Total ASGV 61,5313 7,0390 32
ASPV 59,8387 7,0904 31
Kontrol 47,0000 2,4495 16
Total 57,9241 8,4531 79
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EK S.

8. DEGERLERIN ORTALAMASI: YAPRAK KURU AGIRLIGI

Descriptive Statistics

Dependent Variable: YAPKA

Elma cesitleri  Virus cesitleri Mean Std. Deviation
Jersey mac ASGV 4,1525 ,1187 4
ASPV 3,9050 ,2402 4
Kontrol 4,0100 ,2970 2
Total 4,0250 2177 10
Golden ASGV 4,0300 ,1663 4
ASPV 3,9050 3142 4
Kontrol 4,1350 9,192E-02 2
Total 4,0010 ,2270 10
Summer red ASGV 3,8525 ,1413 4
ASPV 3,8650 , 3369 4
Kontrol 3,7800 ,2970 2
Total 3,8430 ,2354 10
Grany smith ASGV 4,2750 ,4685 4
ASPV 4,2225 ,2568 4
Kontrol 4,4400 ,4808 2
Total 4,2870 3577 10
Fuji ASGV 4,3900 4216 4
ASPV 4,0400 ,1510 3
Kontrol 4,3700 ,6081 2
Total 4,2689 ,3849 9
starking ASGV 4,3600 ,5975 4
ASPV 4,1650 ,3602 4
Kontrol 4,5750 3,536E-02 2
Total 4,3250 4338 10
Vista bella ASGV 4.1475 ,1994 4
ASPV 4,1250 2247 4
Kontrol 4,4100 ,0000 2
Total 4,1910 ,2086 10
Galaxy gala ASGV 4,2025 ,1372 4
ASPV 4,1600 ,2728 4
Kontrol 4,2900 ,1980 2
Total 4,2030 ,1948 10
Total ASGV 4,1763 ,3357 32
ASPV 4,0487 ,2808 31
Kontrol 4,2513 ,3441 16
Total 4,1414 ,3229 79
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EK 5.
9. DEGERLERIN ORTALAMASI: ODUN DOKUSU KURU AGIRLIGI

Descriptive Statistics

Dependent Variable: ODUNKA

Elma cesitleri  Virus cesitleri Mean Std. Deviation N
Jersey mac ASGV 5,8175 2,217E-02 4
ASPV 5,8500 ,1074 4
Kontrol 5,9450 4,950E-02 2
Total 5,8560 8,195E-02 10
Golden ASGV 5,8150 3,697E-02 4
ASPV 5,6650 4,203E-02 4
Kontrol 5,9000 2,828E-02 2
Total 5,7720 ,1034 10
Summer red ASGV 5,9200 ,1294 4
ASPV 5,8775 8,655E-02 4
Kontrol 5,9900 9,899E-02 2
Total 5,9170 ,1051 10
Grany smith ASGV 5,8750 ,3215 4
ASPV 5,8650 ,2063 4
Kontrol 5,9400 ,2546 2
Total 5,8840 ,2382 10
Fuji ASGV 5,9525 2,217E-02 4
ASPV 5,8867 ,1305 3
Kontrol 5,9850 2,121E-02 2
Total 5,9378 7,839E-02 9
starking ASGV 6,0525 4,646E-02 4
ASPV 5,9675 7,455E-02 4
Kontrol 6,1600 ,0000 2
Total 6,0400 9,043E-02 10
Vista bella ASGV 5,9750 ,1601 4
ASPV 6,0450 ,1509 4
Kontrol 6,0950 7,071E-03 2
Total 6,0270 ,1361 10
Galaxy gala ASGV 5,8450 8,226E-02 4
ASPV 5,7250 6,856E-02 4
Kontrol 5,9100 ,0000 2
Total 5,8100 9,899E-02 10
Total ASGV 5,9066 ,1469 32
ASPV 5,8594 ,1565 31
Kontrol 5,9906 ,1144 16
Total 5,9051 ,1511 79
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