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OZET

Plum pox virus (PPV) ILE INOKULE EDILEN TEST BiTKiLERINDE
ViRUS HAREKETININ KANTITATiF OLARAK BELiRLENMESI VE
KAYSERI ILINDE PPV-T IRKININ EPIDEMIYOLOJISININ
ARASTIRILMASI

Sarka hastaligina neden olan Plum pox virus (PPV) Potyviridae familyasina bagl
Potyvirus cinsinin bir iiyesidir. Diinya ¢apinda yaygin olan Sarka hastalig1 iilkemizde de
son yillarda yayginlagsmaya baslamistir. Bu viriisiin bugiine degin saptanmis olan 9 1rk1
arasinda yer alan PPV-Turkey (PPV-T) sadece iilkemize 6zgii bir irk olup son yillarda
karakterizasyonu yapilmistir. Bu ¢alisma ile Kayseri ilinde dogal enfeksiyon
kosullarinda PPV-T’nin farkli Prunus anaglarina karsi1 reaksiyonlar1 ve PPV-T ile yapay
olarak inokule edilen test bitkilerinde viriis hareketinin kantitaif olarak belirlenmesi
arastirilmistir.

Bu ¢alismanin iki temel amaci bulunmakta olup birinci ¢alisma paketinde PPV-T
irkinin bitki igerisinde yayilma hizi arastirilmistir. PPV’nin deneysel konukcusu olan
Nicotiana benthamiana bitkisinde mekanik inokulasyon sonrasi yapilan Real Time
gPCR analizleri sonucunda viriisiin iki ile dort giin icerisinde alttan 3-5. yapraga ulastigi
tespit edilmistir.

Ikinci galigma paketinde PPV-T’nin dogal yayilma potansiyelinin belirlenmesi
amaclanmistir. PPV-T ile enfekteli oldugu belirlenmis olan kayisi, erik ve seftali
agaclar1 bulunan bir iretici bahgesine Prunus spp. igin anag¢ olarak kullanilabilen,
PPV’den ari olarak in vitro kosullarda iiretilmis olan Nemaguard (Prunus persicae x P.
davidiana), Myrobolan 29 B ve C (P. cerasifera), Garnem (P. dulcis x [(P. persica x P.
davidiana) x P. persica]) ve GF677 (P. amygdalus x P. persica) dikilmistir. Her bir
anactan 200 adet olmak tizere deneme 10 tekerriirlii olarak tesadiifi deneme bloklarina
gore planlanmistir. Deneme parselinde kullanilan anaglar 2015, 2016 ve 2017 yillarinda
ve yilda iki kez (ilkbahar ve sonbahar) olmak iizere SB-IVIA monoklonal antikorlari
kullanilarak DAS-ELISA analizleri yaninda RT-PCR ile de testlenmistir. Calismanin
sonucuna gore PPV-T enfeksiyonuna en hasas ana¢ %3,61 enfeksiyon orani ile
Nemaguard olmus, bunu %2,74 ile Myrobolan 29C ve %1,04 ile Myrobolan 29B takip
etmistir. Diger anaglar {i¢ y1l boyunca yapilan testlemelerde gerek DAS-ELISA gerekse
RT-PCR analizleri sonucunda PPV ile enfekteli bulunmamastir.

Deneme parselinde en yaygin afit tiirleri olarak Aphis gossypii, A. craccrivora, A.
spiraecola, Brachycaudus helichrysi, Hyalopterus pruni, Myzus persicae, Macrosiphum
euphorbiae ile teshisi yapilamayan diger bazi afit tiirleri saptanmigtir. Real Time RT-
PCR analizlerine gore; 2015 yilinda testlenen afitlerde PPV bulunma orani en yiiksek A.
gossypii’de (%100) saptanmis olup bunu sirasiyla B. heliochrysi (%77,77), A.
spiraecola (%55,72), M. persicae (%46,05), H. pruni (%30,76) ve diger afit tiirleri
(%30,76) izlemistir. 2016 yilinda ise en yiikksek PPV ile enfeksiyon orant %100 ile A.
gossypii ve M. euphorbiae’da saptanmis olup bunu sirasiyla A. spiraecola (%76,32), M.
persicae (%73,1), B. heliochrysi (%61,53), teshisi yapilamayan diger tiirler (%50) ve H.
pruni (%62,06) izlemistir.

Bu ¢alisma sonucunda PPV-T’nin Kayseri ilinde dogal kosullarda afitlerle etkin
bir sekilde tagindigr ve Prunus tiirleri i¢in ana¢ olarak PPV’ye duyarli oldugu tespit
edilen Nemaguard ve Myrobolan gibi anaglarin tercih edilmemesi gerektigi sonucuna
varilmistir.



2019, 82 Sayfa

Anahtar kelimeler: Sarka hastaligi, PPV-Tiirkiye, ana¢ reaksiyonlari, DAS-ELISA,
afit, Real-Time gPCR.



ABSTRACT

DETERMINATION OF Plum pox virus (PPV) MOVEMENT THROUGH
INOCULATED TEST PLANTS BY QUANTITATIVE METHODS AND
EPIDEMIOLOGICAL ASPECT OF PPV-T IN KAYSERI PROVINCE

Plum pox virus (PPV), which causes Sharka disease, is a member of the Potyvirus
genus of the Potyviridae family. The disease could be detected all over the world as
well as recently widespread in Turkey. Currently, nine PPV strains had been identified
and among them, PPV-Turkey (PPV-T) is a unique strain found only in Turkey and it
has recently been characterized. The aims of the present study were to identify the
susceptibility of six different Prunus rootstocks to PPV-T under natural inoculum
conditions in Kayseri province, located in Central Anatolia region of Turkey and to
identify PPV-T movement in inoculated test plants by using Real-Time quantitative
PCR.

There are two main aims in this study. In the first working package, the movement
and concentration of PPV-T in inoculated Nicotiana benthamiana was studied by using
Real Time gPCR method. The experiment was designed as 10 replications and 7-8 mm
diameters leaf discs were collected from the inoculated tobacco plants every day starting
from the first inoculation day. According to Real Time gPCR results, PPV reached 3"
to 5™ leaves from the bottom in 2-4 days after the inoculation.

In the second working package, determination of natural spreading potential of
PPV-T was studied. The experimental plot was established near a naturally PPV-T
infected orchard which was mixed plantation with apricot, plum and paech. Five
different rootstocks which was produced in vitro condition as PPV-free such as
Nemaguard (P. persicae x P. davidiana), Myrobolan 29 B and C (P. cerasifera),
Garnem (P. dulcis x [(P. persica x P. davidiana) x P. persica]) and GF677 (P.
amygdalus x P. persica) were planted in this plot. From each rootstock, 200 plants were
planted and experiment was designed in a randomized complete block desing with 10
replications per block. All rootstocks were regularly tested with 5B-1VIA monoclonal
antibody in DAS-ELISA and RT-PCR both spring and autumn during 2015-2017. The
most susceptible rootstocks in terms of PPV-T infection rate was detected as
Nemaguard, Myrobalan 29B and Myrobalan 29 C with the infection rate of 3.61%,
2.74% and 1.04% by DAS-ELISA, respectively. On the other hand, GF677 and Garnem
were never found infected with PPV-T.

Aphis gossypii, A. craccrivora, A. spiraecola, Brachycaudus helichrysi,
Hyalopterus pruni, Myzus persicae, Macrosiphum euphorbiae and some unidentified
aphid species were detected as most abundant species in experimental plot. In 2015, the
highest percentage of viruliferous aphids was found in A. gossypii (100%), followed by
B. heliochrysi (77.77%), A. spiraecola (55.72%), M. persicae (46.05%), H. pruni
(30.76%) and unidentified aphid species (30.76%) wheras it was 100% for A. gossypii
and M. euphorbiae followed by A. spiraecola (76.32%), M. persicae (73.1%), B.
heliochrysi (61.53%), unidentified aphid species (50%), and H. pruni (62.06%) in 2016.

As a result of this study, it was concluded that PPV-T was effectively transmitted
by different aphid species in natural conditions in Kayseri province of Turkey.
Nemaguard and Myrobolan which were found to be the most sensitive rootstocks to
PPV-T should not be preferred to use by farmers as Prunus rootstock.
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1. GIRIS

Tirkiye, diinya iizerinde uygun iklim kusagina sahip olmasi nedeniyle tiim meyve
tiirleri yetistiriciligi acisindan oldukga iistiin ekolojik avantaja sahiptir (Agaoglu ve ark.,
1997). Tirkiye’de iireticiligi yapilan meyve tiirlerinin biiyiik bir kismin1 sert ¢ekirdekli
meyveler olusturmaktadir. Bunlar igerisinde kaysi, kiraz, erik, badem, seftali, gibi tiirler
yaygin olarak yetistirilmektedir (Giil ve Akpinar, 2006).

Meyve yetistiriciliginde Prunus ailesi, diger bir deyisle sert ¢ekirdekli meyveler
diinyada onemli bir {irlin grubunu olusturmaktadir. Tiirkiye, diinyada onemli sert
cekirdekli meyve iireticisi ve ihracatcist konumundadir. Ozellikle diinya kurutmalik

kayis1 pazarinin %70’ine Tiirkiye hakimdir (Cizelgel.1).

Cizelge 1.1. Yillara gore diinyada sert ¢ekirdekli meyve tiretimi (Xing ve ark., 2017)

Seftali ve

nektarin Erik Kayisi Kiraz

liretimi Uretimi Uretimi Uretimi

(10*Ton/ (10*Ton (10*Ton (10*Ton
Ulke %) Ulke | %) Ulke | %) Ulke | %)
Cin L9005 iy OO0 cin 52013  Cin 36/16
Italya 140.2/6.5  Sirbistan 73.8/6.4  Tirkiye 81.2/19.7 Tirkiye 49.4/21.5
Ispanya 133.0/6.2 Romanya  51.2/45 Iran 45.7/11.1  Amerika 30.1/13.1
Amerika 96.5/4.5 Sili 30.6/2.7  Ozbekistan 43.0/10.5 Iran 20.0/8.7
Yunanistan 66.6/3.1 Tirkiye 30.5/2.7  Cezayir 32.0/7.8 Italya 13.1/5.7
Tiirkiye 63.8/3.0 Iran 30.5/2.7 ltalya 19.8/4.8  Ozbekistan 10.0/4.4

Ulkemizde sert gekirdekli meyve yetistiriciligi ve {iretim miktar: siirekli artis
gostermektedir (TUIK, 2017). Sert c¢ekirdekli meyve tiirleri iilkemizin degisik
bolgelerinde degisen yogunlukta yetistirilmektedir. Ornegin, Malatya ve civar: dzellikle
kuru kayis1 yetistiriciliginde sadece tilkemiz i¢in degil, diinya i¢in en 6nemli bir bolgeyi
olustururken, bu durum goz 6niinde bulunduruldugunda Sarka hastaligi Tiirkiye kayisi

tarimi1 ve buna bagli endiistrisi i¢in 6nemli bir tehdittir (Giircan ve Yilmaz, 2012).



Cizelge 1.2. Yillara gore Tiirkiye’de sert ¢ekirdekli meyve iiretimi (TUIK, 2017)

. Seftali Uretimi Erik Uretimi Kayis1 Uretimi  Kiraz Uretimi

(Ton) (Ton) (Ton) (Ton)
2012 611 165 300 046 760 000 470 887
2013 637 543 305 393 780 000 494 325
2014 608 513 265 490 270 000 445 556
2015 642 727 279 761 680 000 535600
2016 674 136 297 589 730 000 599 650
2017 771 459 291934 985 000 627 132

Plum pox virus (PPV)’iin neden oldugu sarka hastaligi, sert ¢ekirdekli meyvelerin
en Oonemli ve en yikict viral hastaligidir. PPV, IAPSC (Inter-African Phyto-sanitary
Council), NAPPO (North American Plant Protection Organization) ve EPPO (European
and Mediterranean Plant Protection Organization) tarafindan karantinaya tabi olup, bu
viriisin  bulundugu {ilkelerde hastaligin yayilmasin1 6nlemek icin oldukca ciddi
sertifikasyon ve eradikasyon c¢alismalar1 yiritilmektedir. Cambra ve ark. (2006),
tarafindan yapilan bir arastirmada son 30 yi1l boyunca sarka hastalig1 yonetiminin tim
diinyadaki maliyetinin 10 milyar Avro‘yu gectigi hesaplanmaktadir.

PPV ilk olarak 1915 yilinda Bulgaristan’da erik agaclarinda goriilmiis ve
Atanasoff (1932) tarafindan tanimlanmistir. Bu nedenle, ilk PPV salginlart Dogu
Avrupa’dan bildirilmis ve ilerleyen yillarda etmen kayis1 (1933), seftali (1961) ve
visnede de (1980) saptanmistir (Sochor ve ark., 2012).

Bati Avrupa'da hastaligin ilerlemesi, II. Diinya Savasindan sonra; 1960’larda
Almanya ve Avusturya'dan Hollanda, Isvicre, Yunanistan, Ingiltere ve Tiirkiye’ye
kadar; 1970’lerin basinda Fransa, italya ve Belgika’da; 1980’lerin basinda Ispanya ve
Portekiz’de; 1980°lerin sonlarinda ise Misir, Suriye ve Kibris’da rapor edilmistir. Sarka
hastaligi Prunus tiirlerinin yetistirildigi onemli {lkelerden sadece Avustralya, Yeni
Zelanda, Gliney Afrika ve ABD’nin Kaliforniya eyaletinde saptanamamistir (Sochor ve
ark., 2012).

Tiirkiye’de ise PPV’nin varhigi ilk olarak Marmara ve I¢ Anadolu Bolgelerinde
bildirilmistir (Sahtiyanci, 1968; Kur¢man, 1973). Marmara bdlgesinde 1968, I¢ Anadolu
bolgesinde ise 1973 yillarinda saptanmis ancak yeni hastalik girigleri 1980’11 yillarda
Ege, 2000°1i yillarda ise Akdeniz Bolgesin’de goriilmiistiir (Caglayan ve ark. 2013).



Bu c¢aligmanin ise iki temel amaci bulunmaktadir. Birincil amaci iilkemize 6zgii
bir itk olan PPV-T ile deneysel olarak inokule edilmis olan Nicotiana benthamiana ve
GF 305 bitkilerinde viriisiin bitki i¢inde yayilma durumunun Kkantitatif olarak
belirlenmesi ve ikincil olarak da Kayseri ilinde PPV-T’nin dogal tasinma durumunun
saptanmasidir. Bu kapsamda calisma iki ¢aligma paketi seklinde yiirtitiilmiistiir:

Birinci calisma paketinde PPV ile mekanik olarak inokule edilmis olan N.
benthamiana ve as1 yoluyla inokule edilen GF 305 bitkilerinde PPV-T’nin yayilmasini
kantitatif olarak izlemek i¢in Real-Time PCR analizleri yapilmistir. Real-Time PCR
optimizasyon ¢alismalar1 yapildiktan sonra PPV-T ile inokule edilen N. benthamiana ve
GF 305 bitkilerinde inokulasyon yapilan bdlgeden viriisiin bitkinin diger bdlgelerine
ilerlemesi simptomolojik olarak ve Real-Time PCR yontemiyle degerlendirilmistir. Bu
calisma ile deneysel indikatdr bitkilerde PPV-T wrkinin hangi hizda yayildigini ve
yayilma siirecinde otsu-odunsu indikator bitkilerde olusturacagi simptom siddetinin
gozlenmesi ve molekiiler testlerle dogrulanmasi amaglanmustir.

Ikinci ¢aligma paketinde ise PPV’nin epidemiyolojisi calismalarinda Kayseri
ilinde dogal enfekteli kayisi, erik ve seftali karisik dikim yapilmis bir bahge segilerek
oncelikle bu bahgedeki enfeksiyon orani saptanmistir. Segilen bolgede PPV-T nin dogal
tasinma durumunu ortaya koymak amaciyla secilen bu bahgenin kenarina PPV’ye
duyarli ve tolerant oldugu bilinen PPV’den ari anaglar dikilerek 3 yil boyunca
gozlenmis ve DAS ELISA ve RT-PCR yontemleriyle testlenmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda dogal enfeksiyon kosullarinda PPV-T nin saglikli anaglara tasinma orani,
tasinmada Onemli rol oynayan afit tiirlerinin belirlenmesi ve PPV-T 1rkina hassas ve

tolerant anag tiirlerinin belirlenmesi amaclanmastir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Sarka hastaligina neden olan Plum pox virus (PPV) Potyviridae familyasina bagl
Potyvirus cinsinin bir tiyesidir. Hastalik etmeni ipliksi yapida, esnek, 660-770XI2 nm
boyutlarinda olup, genom tek sarmal RNA’dan olusmustur (Agrios, 2005). Etmenin,
biyolojik, serolojik, molekiiler ve epidemiolojik 0Ozelliklerine gore 10 farkli ki
bulunmaktadir. Bunlar; PPV-M (Marcus), PPV-D (Dideron), PPV-Rec (recombinant),
PPV-EA (ElI Amar), PPV-C (Cherry), PPV-T (Turkey), PPV-W (Winona), PPV-CR
(Cherry Russian), PPV-An, PPV-CV (Cherry Volga) (Kerlan ve Dunez, 1979; Ulubas
Serce ve ark., 2011; Sochor ve ark., 2012; Palmisano ve ark., 2012; Glasa ve ark., 2013;
Chirkov ve ark., 2018).

PPV ile ilgili yapilan ¢alismalarda Kerlan ve Dunez (1979) tarafindan ilk olarak -
M (Marcus) ve -D (Dideron) wrklart bildirilmistir. Kayist ve eriklerde yaygin olmasina
ragmen dogal inokulum kosullarinda seftalilerde daha az rastlanan -D irkinin ilk olarak
Avrupada; -M wkinin ise Orta ve Giiney Avrupa’da yaygin oldugu bildirilmistir
(Damsteegt ve ark., 2001; Maejima ve ark., 2011; Glasa ve ark., 2013). PPV-M 1rk1
seftali agaclarinda siddetli epidemilere neden olmasiyla birlikte, aktif bir sekilde
afitlerle tasinmaktadir (Capote ve ark., 2008; Dallot ve ark., 2001). PPV-EA (El Amar),
Misir'da kayisi, Seftali ve Japon eriklerinde (Matic ve ark., 2006; Youssef ve Shalaby,
2006); PPV-C (cherry) visne ve kirazda Moldova, Italya, Macaristan, Belarus ve
Hirvatistan’da (Nemchinov ve Hadidi, 1996; Crescenzi ve ark., 1997; Fanigliulo ve
ark., 2003) tespit edilmistir. PPV-M ve PPV-D irkina genetik benzerlik gosteren PPV-
Rec (Recombinant) irki birgcok Avrupa tlkesinde, Avrupa’nin disindaki iilkelerde ve
Tiirkiye’de erik ve kayisi agaclarinda rapor edilmistir (Garcia ve ark., 2014; Candresse
ve ark., 2007; Lowery ve ark., 2015). PPV-Rec wrkinin etkin bir sekilde afitlerle
tagindigr belirlenmistir (Glasa ve ark., 2004). Genis dagilim ve yayginligi goz Oniine
alindiginda, PPV-Rec irki, -M ve -D wrklarindan sonra en 6nemli 1tk olarak kabul
edilmektedir. Farkli bir irk olan ve PPV-W (Winona) irkinin tespit edilmesine temel
olusturan PPV-W3174 izolat1 orijinal olarak ilk kez 2003 yilinda James ve Varga
(2005), tarafindan Kanada’da eriklerde; daha sonra Letonya, Ukrayna ve Rusya’da
tespit edilmistir (Glasa ve ark., 2011; Mavrodieva ve ark., 2013). Agik arazide erik,

Kanada erigi, kiraz erigi ve tiiyli kirazlarmm PPV-W ile bulasik oldugu belirlenmistir



(Mavrodieva ve ark., 2013). PPV-CR (Cherry Russian), Rusya'da (Glasa ve ark., 2013);
PPV-An Arnavutluk’ta (Palmisano ve ark.,2012); PPV-CV (Cherry Volga) Rusya’da
kiraz agaglarinda (Chirkov ve ark., 2018) tespit edilmistir (Sekil 2.1).

Ilk olarak Tiirkiye’de kayisi, seftali ve erikte tespit edilen PPV-T (Turkey)
tilkemize 6zgii bir irktir (Ulubag ve ark., 2009). Son yillarda Arnavutluk’da eriklerde
tespit edilen bir PPV izolatinin Tirkiye irki ile ¢ok benzer olmasina karsin evrimsel
siiregte Marcus 1rkinin potansiyel atasi olabilecegi diisiiniilmiis ve ayr1 bir 1tk olarak
PPV-An (Ancestor Marcus) olarak isimlendirilmistir (Palmisioet ve ark., 2012; James
ve ark., 2013; Garcia ve ark., 2014).

Sekil 2.1. Plum pox virus irklariin Diinya’daki dagilimi (EPPO, 2019)

2.1. Tiirkiye’de PPV Irk Dagilimu ile Tlgili Yapilmis Calismalar

Ulkemizde 1rk dagilim ile ilgili yapilan arastirmalarda Marmara (Canakkale) ve
Akdeniz (Adana, Mersin ve Hatay) Bolgelerinde nektarin, seftali ve kayisi1 agaglarinda
PPV-M 1rki, Ankara’da kayist ve eriklerde -M 1rki ile birlikte -D, ki Isparta’da
eriklerde Rec 1rki, Orta Anadolu (Ankara) ve Ege Bolgesi (Izmir)’nde ise -T 1rki
saptanmistir (Ulubas ve ark. 2009). Bu durumda; eski yillardan beri enfekteli oldugu
bilinen bolgelerde PPV-T, son yillarda enfeksiyonun saptandigi bolgelerde ise PPV-M
irk1 oldugunu gostermektedir (Caglayan ve ark., 2013).



Giircan ve ark., (2013b)’nin I¢ Anadolu Bélgesi’nde yaptiklar1 bir ¢alismada
Ortakdy, Aksaray sehir merkezleri ve ilgelerinden toplanan simptomatik kayisi ve erik
agaclarinda DASI-ELISA ve RT-PCR analizleri sonucunda PPV-D 1rki bulunmustur.
Bu ¢alisma ile tilkemizde ilk kez PPV-D 1rki ilk kez tek basina saptanmustir.

Ceylan ve ark. (2013a), Yunanistan ve Italya’dan getirilen iiretim materyalleri ile
yeni kurulan ticari seftali ve erik bahgelerinde ve ev bahgelerinde PPV’nin bulunma
durumunu aragtirmiglardir. Birbirine uzak dort ilden (Canakkale, Hatay, Isparta ve
Kayseri) 10’ar 6rnek toplanmistir. Yapilan testlemeler sonucunda yeni kurulan
bahcelerde PPV-M 1rkinin; ev bahgelerinde ise PPV-T wrkinin yayginhigi tespit
edilmistir.

PPV-T wrkinin I¢ Anadolu bélgesinde yaygimligini belirlemek amaciyla yapilan
bir ¢calismada Ankara, Kayseri, Konya, Aksaray, Nevsehir, Yozgat ve civarlarindaki
yerlesim yerlerinden 120 6rnek toplanmis ve DASI-ELISA (Double Antibody Sandwich
Indirect-ELISA) ve RT-PCR yontemleri ile testlenmistir. Yapilan analizler sonucunda
Ankara, Kayseri ve Konya’da PPV enfeksiyonu bulunmugtur. Bu {i¢ il arasinda en
yiiksek bulasiklik oranm1 Ankara’da bulunurken Aksaray, Nevsehir ve Yozgat sehir
merkezlerinde enfeksiyona rastlanmamistir. GenBankasinda kayithh PPV dizileri ile
yapilan karsilastirmalar sonucunda biitiin 6rneklerin PPV-T 1rk1 oldugu belirlenmistir.
Hicbir seftali, badem ve kiraz agacinda enfeksiyona rastlanmamistir. Bu da PPV-T
wrkinin ¢ogunlukla kayisi ve bazi erik gesitlerini enfekte ettigini gostermistir (Giircan ve
ark. 2013a).

Kayseri’de PPV enfeksiyon oranini belirlemek i¢in yapilan bir c¢alismada
Kayseri il merkezinde 53, Yahyali’da ise 10 agagtan 6rnek toplanmistir. DASI-ELISA
ve RT-PCR analizleri ile 6rneklerde viriistin varlig testlenmistir. RT PCR ¢aligmalari
sonucunda Kayseri il merkezinde 47 6rnegin PPV ile bulasik oldugu (%89) ve toplanan
tiim izolatlarin PPV-M 1rki oldugu bildirilmistir. Serolojik testlemelerde ise 33 6rnek -
M spesifik antiserumun yani sira -D spesifik antiserum ile de reaksiyon gostermistir.
Benzer durumlarda yapilan detayli ¢alismalar boyle izolatlarin PPV-T (Turkey)
olabilecegini gdstermistir. Hastalik Yahyali ilgesindeki bir erik bahgesinde ilk defa
tespit edilmistir. Kayseri il merkezindeki sert cekirdekli agaclarin Sarka ile yogun
olarak enfekteli oldugu belirlenmis ve dolayisiyla hastaligin Kayseri il merkezinde uzun

stiredir var oldugu sonucuna varilmistir (Ceylan ve ark., 2013b).



Giircan ve Ceylan (2016) tarafindan yapilan 1tk dagilimi ile ilgili ¢aligmada
toplanan 612 Ornegin 314 tanesinin PPV pozitif oldugu belirlenmistir. Calismanin
sonucuna gore -D ve -T rkinin daha ¢ok ev bahgelerinde; -M wrkinin kapama meyve
bahgelerinde bulundugu belirtilmistir. Bursa’dan toplanan 6rneklerden bir tanesinde -

Rec rkinin oldugu rapor edilmistir. (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Plum pox viriis irklarinin Tiirkiye’deki dagilimi (Giircan ve Ceylan,

2016)

2.2. Plum pox viriis Irklariin Konukeu Bitki icerisinde Hareketi ile ilgili Yapilms

Calismalar

Kayis1 agaglart bu etmenin bir¢ok irkinin konukgusu olmakla birlikte, duyarlilik
acisindan ¢esitler arasinda farkliliklar goriilmektedir. Belirtiler, yapraklarda ikincil
damarlarin ¢evresinde daginik ¢izgi ve hale seklinde olup, agacin i¢ kismindaki bazi
yapraklarda vejetasyon boyunca kaybolmayabilir. Kayisi meyvelerindeki belirtiler,
parlak sar1 halkalar veya ¢ekirdege kadar ulagan derin yaralar seklinde olabilmektedir.
Cekirdek iizerinde sar1 veya krem rengi halkalarla ¢evrili koyu noktalar Sarkanin tipik
belirtilerindendir. Duyarli erik ¢esitlerinin yapraklarinda, damarlar boyunca renk
acilmalar1 goriiliir, meyve etinde yaralar olusur, meyveler olgunlagsmadan dokiiliir.
Meyveler ac1 veya tatsiz olmasindan dolayr pazar degerini yitirir. Seftali ¢esitlerinde
tomurcuk dokiilmesi ve ta¢ yapraklarda pembemsi ¢izgiler olusmasina neden olur.

Duyarli ¢esitlerde yaprak belirtileri ilkbaharda hemen ortaya ¢ikar. Yapraklarin ikincil



ve l¢clinciil damarlar1 boyunca sararma veya yaprak kenarlarina dogru sarimsi benekler
ve haleler seklinde goriiliir. Yaprak belirtileri ¢ok tipik olup, aliskin bir goz kolayca
taniyabilir (Agrios, 2005; Anonim, 2008; Sochor ve ark., 2012).

Bitkileri sistemik olarak enfekte eden viriislerin organizma seviyesinde tasinmasi,
degisik tip hiicrelerden ve dokulardan gegmesini gerektirir. Eger enfeksiyon epidermal
hiicrelerden baslarsa, bunun ardindan viriisiin mezofilden floem parankimasi ve komsu
hiicrelerine gegmesi gerekir. Enfeksiyonun baslangi¢ noktasindan diger yapraklara uzun
mesafeli tasinma ise, iletim demetlerinde fotosentez firiinleri ile birlikte kalburlu
borulardan (floem) kitlesel olarak hizla taginma seklinde gerceklesir. Sistemik
dokularda gerceklesen bu tasinma sonunda enfeksiyon noktasindan uzaklasan virds,
ulastig1 noktada, plazmodezma yoluyla hiicreden hiicreye taginir. Viriisiin bitki i¢inde
yayilisi viris ve bitki tirline bagli olarak degisir. Bitki virislerinin sistemik
enfeksiyonu, her birinde yer alan viral ve konukgu faktorler arasindaki uyumlu
etkilesime baglidir (Topkaya ve Ertung, 2017).

PPV-D wrkinin duyarli ve dayanikli kayisi ¢esitlerinde bitki igerisinde hareketinin
incelendigi bir c¢aligmada, PPV inokiile edilmis anaglar iizerine asilanan duyarl
cesitlerde bitki icerisinde uzun mesafede taginmasi ve simptom gozlemlenmesi miimkiin
olurken; dayanikli g¢esitlerin PPV’nin uzun mesafelere taginmasina izin vermedigi
belirlenmistir. Viriisiin ksilem ve bazende korteks tabakasinda lokalize oldugunu, ayrica
biitiin kiiltlirlerin virlisiin belirli bir yere kadar hareketine izin verdigi ancak duyarl
cesitlerde uzun mesafelere taginabildigini bildirmislerdir (Dicenta ve ark., 2003).

PPV-D nin odunsu bitkilerde uzun ve kisa mesafede hareketinin bitkilerin duyarl
olmas1 ya da dayanikli olmasi ile ilgili iliskisinin belirlenmesi amaciyla Rubio ve ark.
(2008) tarafindan yapilan aragtirmada deneme iki farkli sekilde kurulmustur. Birinci
yontemde GF 305 indikator bitkisine kabuk asisi ile PPV-D inokule edilmis ve daha
sonra ‘Real Fino’ ve ‘Stark Early Orange’ kayist genotipleri asilanmis; as1 kalemlerinin
lizerine de tekrar GF 305 as1 kalemi ile as1 yapilmistir. Ikici yontemde ise saglikli GF
305 bitkisi tlizerine Real Fino’ ve ‘Stark Early Orange’ kayisi genotipleri dogrudan
asilanmis; as1 kalemlerinin {izerine PPV-D ile bulasik GF 305 as1 kalemi ile as1 yapilmis
ve viriisiin ksilem ve floemde hareketi gozlemlenmistir. Dayanikli genotip olan Stark

Early Orange’in her iki yontemde de viriisiin bitki i¢inde ilerlemesini engelledigi



belirlenmistir. Bu c¢alisma ile PPV’nin bitkide uzun mesafede tasinmasinin nasil

gerceklestigi belirlenirken dayaniklilik ¢caligsmalari i¢in yeni bir yontem onerilmistir.

2.3. Plum pox virus’un Vektor Afit Tiirleri ile Tasinmasi ve Vektor Biinyesinde

Viriisiin Varhiginin Belirlenmesi ile Tlgili Cahsmalar

Sarka hastaligin uzun mesafede yayilmasi, enfekteli fidan ve gozlerin bir
bolgeden bagka bir bolgeye transferi ile olmaktadir. Hastaligin yayilimi kisa mesafede
ise yaprak bitleriyle (Aphis craccivora, A. spiraecola, Brachycaudus helichrysi, B.
cardui, Myzus persicae, M. varinas, M. (Phrodon) humuli) ger¢eklesmektedir. Yaprak
bitleri bir yaprak veya meyve yiizeyini beslenmek amaciyla ziyaret ettiginde sitiletini
dokuya batirmakta ve hiicre igerigini bilinyesine almaktadir. Bu islemi 30 saniye kadar
kisa bir siirede yapmakta ve bu beslenme sirasinda viriis partikiilleri sitilet iizerine
alinabilmektedir. Viriis partikiilleri sitilette 1-3 saate kadar kalabilmektedir. Bu siirecte
virlis saglikli bitkilere afitin beslenme faaliyetleri ile aktarilabilmektedir (Isac ve ark.,
1998).

Afitler PPV’nin epidemiyolojisinde onemli rol oynamaktadir. PPV’nin afitle
taginmasimin bir sonucu olarak 5 yil igerisinde bulasiklik orani %10 dan %100’e
ulasabilmektedir (Gottwald ve ark., 1995; Varveri, 2006). Sarka hastaliginin goriildiigii
bolgelerde wviriilent afit oraninin belirlenmesi hastalik kontrolii igin stratejiler
gelistirmek amaciyla ¢ok 6nemlidir (Kimura ve ark., 2016).

PPV’nin, kantitatif analizlerinde ve 0&zellikle afitlerin biinyesinde PPV’nin
saptanabilmesi amaciyla Real-Time RT-PCR yontemi basariyla kullanilabilmektedir.
Real Time PCR ile SYBR Green | erime egrisi analizi ¢esitli patojenlerin tanimlanmasi
ve belirlenmesi i¢in basit ve giivenilir bir yontemdir (Varga ve James, 2006). SYBR
Green | boyasi DNA’ya spesifik olmayan bir sekilde baglanma gosterebilmektedir. Bu
uygulamada, floresans artis1 her zaman spesifik amplifikasyonu géstermeyebilir. Ciinkii
cift sarmal DNA’ya entegre olan SYBR Green | ortamda hedef molekiiller olmadiginda
primerlerin kendi aralarinda gerceklesecek olan baglanmalar (primer dimer) sonucunda
da yapiya katilarak floresans olusumuna sebep olabilmektedir. Bu olumsuz faktorii
gidermek i¢in amplifikasyon iirlinlerinin “erime egrisi” analizi yapilmaktadir (Anonim,

2006).



TagMan sisteminde, 5' ve 3' uglarindan florokrom (floresans veren) maddelerle
isaretli prob kullanilmaktadir. Probun 5' ucunda bildirici (reporter) florokrom (6-
carboxyfluorescein= 6-FAM), 3’ucunda ise baskilayict (quencher) florokrom (6-
carboxy-tetramethyl-rhodamine=TAMRA) bulunmaktadir. Prob, tek sarmal hale
getirilen hedef molekiil lizerinde, primerlerin baglanma bolgesinin arasinda kalan yere
baglanir. Probla hedef molekiil arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece raportor
florokrom maddenin sinyal olusturmasi, 3' ugtaki baskilayic1 florokrom tarafindan
engellenmektedir. Primerlerin hedef niikleik asite baglanmasini takiben baslatilan
primer uzamasi probun baglandig1 noktaya kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi
icin Tag DNA polimeraz enzimi 5'—3' niikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ ugtan
yikmaya baslar. Boylece raportor florokrom serbest hale geger ve sinyal olusturur. Her
siklusta tretilen amplikon miktarina paralel olarak sinyal siddeti de artmaktadir
(Anonim, 2006).

Amplikon uzunluklart sirasiyla 114 ve 380 bp olan PPV-D ve —M rklarini
spesifik olarak saptamak amaciyla SYBR Green | boyasi kullanilarak yapilan erime
egrisi analizlerinin multipleks Real Time PCR caligmasina gére hizli ve giivenilir bir
analiz yontemi oldugu bulunmustur (Varga ve James, 2005). Bu ¢alismalarda farkl
irklarin belirlenmesinde erime egrisi sicaklig: farklilik gdstermistir. Ornegin —D 1rk1 icin
Tms: 84,1-84,43°C ve —M 1rki i¢in TmS: 85,34-86,11°C olarak belirlenmistir. Bu islem
PPV’nin hem otsu konukc¢usu hem de odunsu konukgusu i¢in uygulanmis sonucunda
wrklar i¢in erime sicakligi konukguya gore degisiklik gdstermemistir. Calismada 74 bp
biiyiikliiglinde biitiin irklar1 tantyan primerler (PPV-P1 - ACCGAGACCACTACACTCCC;
PPV-U — TGAAGGCAGCAGCATTGAGA; PPV-FD — TCAACGACACCCGTACGGGC;
PPV-FM — GGTGCATCGAAAACGGAACG; Nad5-F — GATGCTTCTTGGGGCTTCTT
GTT; PPV-RR - CTCTTCTTGTGTTCCGACGTTTC; Nad5-R — CTCCAGTCACCAACA
TTGGCATAA; PPVRR-LUX FAM GAAACGCTCTTCTTGTGTTCCGACGTSTC;
Nad5F-LUX FAM GAACAAGTGCTTCTTGGGGCTTCTTGS5TC) kullanilmistir. Bu
fragman uzunlugu 80,12 — 81,52°C erime egrisi sicakligi i¢in PPV rklarm
tanimlamada uygun bir amplikondur. Bu ¢alisgmada SYBR Green | ve LUX primer
karsilagtirmas1 yapilmistir ve SYBR Green | ile yapilan analizlerde erime egrisi pikleri
LUX primerle yapilan analizlere gore daha iyi sonu¢ vermistir. Bunun sonucu olarak

PPV 1rklarimi tanimlamada SYBR Green | daha giivenilir bulunmustur. SYBR Green |
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analizi diger analizlere gore nispeten ucuz ve diger elektroforetik yontemlerdeki
ethidium bromide kullanimina ihtiya¢ duyulmamasi ile basit bir uygulama olarak
belirlenmistir (Varga ve James, 2005).

Varga ve James (2006) tarafindan yapilan bir ¢calismada 74 bp amplikonun Real-
Time RT-PCR ve SYBR Green | erime egrisi analizi PPV C, -EA ve —W wrklariin
tanimlanmasin1 da miimkiin kilmistir. 155 bp amplikon ile yaptiklar1 ¢aligmadan etkili
sonu¢ alamadiklar1 i¢in modifiye etmisler ve birtakim degisiklikler Onermislerdir.
Bunlar; 1) DNA iiretiminde tek tiip reaksiyonundan dithiothreitol kaldirildig1 zaman iki
tiip protokolii ile ayn1 hassaslikta sonu¢ vermistir 2) Daha yavas erime oraninin 6rnegin
0,1°C/s nin 0,4°C/s ye gore zayif amplikonlarin tanimlanmasinda ve ard arda gelen
amplikasyonlarin ¢6ziiniirliigliniin daha iyi olmasinda daha verimli oldugu belirtilmistir.
SYBR Green I’1 ikili erime egrisi analizleri i¢in uygun bulmuslardir.

Olmos ve ark. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada PPV nin ana irklarindan olan —
D ve —M’yi sayisal olarak analiz edebilmek i¢in hassas Taq Man kimyasallarina
dayanan Real Time RT-PCR gelistirilmistir. Primer ve prop dizayni igin universal P1 ve
P2 (Wetzel ve ark.,, 1991) primerleri arasinda kalan niikleotit dizisi secilmistir.
GeneBank, ENSEMBL ve DDBJ veri tabanlarindan elde edilen 59 niikleotitlik PPV
dizilerinin DNA dizi analizleri yapilmistir. Optimal oligo dizisi primer express (ABI)
kullanilarak elde edilmistir. Primerler P241 (5-CGT TTATTTGGC TTG GAT GGA A-
3), P316D (5-GAT TAA CAT CACCAG CGG TGT G-3) ve P316M (5-GAT TCA
CGT CACCAG CGG TGT G-3) amplifikasyon sonrast 76 bp DNA fragmenti
olusturmustur. Taq Man probu PPV-DM (5-CGT CGGAAC ACA AGA AGA GGA
CAC AGA-3) 5' ucunda FAM, 3' ucunda TAMRA ile isaretlenmistir. Real-Time PCR
primerlerini de igeren 243 baz ¢iftlik spesifik PPV niikleotid dizisi RT-PCR kullanilarak
cogaltilmis ve pGEM-T vektoriine aktarilarak JM 109 E. coli bakterisinde
klonlanmistir. Transforme alanlar amplisin direncine goére ve T7 ile P1 primerleri
kullanilarak yapilan PCR ile gosterilmistir (Wetzel ve ark., 1991). Plasmid Not 1
bolgesinde linearize edilmis ve Megascrit T7 kiti kullanilarak yapilan in vitro
trankripsiyon reaksiyonunda hedef olarak kullanilmistir ve takiben DNase 1 enzimi ile
37°C’de 30 dk muamele edilmistir. 304 niikleotitlik RNA’nin sentezi (243 niikleotit
PPV+63 bazlik pGem-T (vektor) %2 lik agaroz jelde elektroforezle goriintiilenmistir.

RNA fenol kloroform ekstraksiyonu ve etanol ¢oktiirme yontemiyle saflastiriimistir.

11



RNA miktar1 UV densitometri kullanilarak pg olarak dl¢iilmiistiir. Tek zincirli RNA nin
mikrogram olarak pikomole doniistiiriilmesi riboniikleotidin (340 Da) molekiiler agirlig
ve transkriptin baz sayis1 goz Oniinde bulundurularak yapilmistir. ssSRNA = pug
(ssRNA)’in x (10° pg/lg) x (1 pmol/340 pg) x (1/Nb). Avagadro sabiti (Avogadro,
1811) transkript sayisini tahmin etmekte kullanilmistir (6.023 x 102 molecules/mol).
Transkript sayist her Sul i¢in hesaplanmis ve her kantitatif Real Time RT-PCR
reaksiyonu igin standart olarak kullanilmustir. 10 kez seyreltilmis seri seyreltik 4x10*2
den 4x10° kadar hazirlanmis tiiplere dagitilmis ve kullanilincaya kadar -80°C de
saklanmigtir. 4x108 den 4x10° kadar olan seyreltikler standart egriyi olusturmak igin
kullanilmistir. Taq Man analizi gPCR ABI 7000 Prism cihazinda yapilmistir. Reaksiyon
kokteyli 1X Tagq Man universal master miksi (ABI),1X MultiScribe ve RNase Inhibitor
karisimi (ABI), 1uM primer P241, 0,5 uM primer P316D, 0,5 uM primer P316M ve
200Nm Taq Man probu ve 5 pl 6rnek igermektedir. RT-PCR protokolii bir adim 48 °C
30 dk ve 95°C 10 dk ve takiben 40 dongii 95°C 15 sn ve 60°C 1 dk seklindedir. Veri
kontrolii ve analizi ABI Prism 7000 programi kullanilarak yapilmistir. Standart esik
makine tarafindan kabul edilen degerdir. 10 seyreltik ¢ozelti 4 teknik tekrar biciminde
Real-Time PCR’in hassasiyetini ve giivenilirligini test etmek i¢in yapilmistir. Dort
transkript kopyasini tanimlayacak reaksiyon olsa da kantifikasyon 40 kopyadan 4x10®
kopyaya kadar tanimlanmigtir. Metot enfekte N. benthamiana bitkilerinden elde edilen
D 3.3 RB/Nb (NAT) PPV izolatin1 sagliklilara bulastirdiktan sonra ondan elde edilen
ekstraklar lizerinde yapilmigtir. Bitki ekstraktlari bireysel plastik torbalar icerisinde 1:10
(w/v) PBS’de, pH 7.2, 2% (w/v) PVP-10 ile desteklenmis ve 0.2% (w/v) DIECA ile
ezilmesiyle hazirlanmistir (Cambra ve ark., 1994). Viral RNA RNEasy bitki minikiti
(Qiagen) ile her bireyden kii¢iik modifikasyonlar (Bertolini ve ark., 2001) yapilarak
izole edilmistir. Ozetle 200 ul bitki ekstrakt1 350 ul RLT buffer ile karistirilmis ve
lysate QIAshredder kolona aktarilmis ve filtrenin altina gegen kisim alinmistir. Saf
etanol yarim hacim olarak lizota eklenmis ve karisim RNeasy spin kolona aktarilmistir.
RW1 ve RPE tampon ¢ozelti ile yikandiktan sonra 50 ul RNase’dan ari su ile
seyreltilmis ve -20°C’de kullanilincaya kadar saklanmistir. Real Time RT-PCR
giivenilirligi bitki materyali i¢in her Ornegin 3 kez Olglilmesiyle saglanmustir.
Transkriptlerden elde edilen standart egrinin uygunlugu en hassas PPV hedef

kantifikasyonu igin standardin ve arazi Orneklerinin amplifikasyon verimliligi
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Rasmussen (2001)’e gore karsilastirilmistir. Kalibrasyon egrisinin verimliligi asagidaki
formiil kullanilarak hesaplanmistir: slope = —1/log (efficiency). Verimlilik, transkriptler
ve arazi ornekleri icin sirasiyla 1,93 ve 1,92 olarak saptanmistir. Real Time RT-PCR
hassasiyeti monoklonal antibody (5B-IVIA) kullanildigt DAST ELISA (Cambra ve ark.,
1994), konvensiyon RT-PCR (Candresse ve ark., 1995) ve nested PCR ile
kargilastirilmistir (Olmos ve ark., 2003). Farkli yontemlerden elde edilen sonuglar
karsilastirildiginda Real Time RT-PCR 1:32, 768.000 seyreltme ile en hassas metod
olarak bulunmustur (Olmos ve ark., 2005).

Afit vektorleri ile non-persistent taginan virlisleri tanimlamaya yarayan PCR
tabanli analizlerin kullanighligini gosteren ¢ok az calisma bulunmaktadir (Olmos ve
ark., 1997; Cambra ve ark., 2004). Real-Time kantitatif RT-PCR yontemi genis dinamik
bir kantifikasyonu olmasi nedeniyle niikleik asitlerin tanimlanmasinda hassas bir
metoddur. Bu yontem afit biinyesinde bulunan non propagative ve sirkulatif viriislerin
RNA kopya sayisini ¢ikarmak i¢in kullanilmistir (Fabre ve ark., 2003).

Dallot ve ark. (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada Fransa’da PPV-M ile
enfekteli agaclarin bulundugu bir seftali bahgesinde PPV nin afit vektorlerle taginmasi
7-10 yillik bir siire¢ boyunca yeni simptom gosteren agacglarin takibi yapilarak
incelenmistir. %69-100 oraninda enfekteli agaglar ilk 12 m, %79-100 oraninda enfekteli
agaclar 18 m de oldugu ve afitler tarafindan virusun 12-75 metre mesafeye tasinabildigi
belirlenmistir. Ispanya’da yapilan benzer bir ¢alisgmada PPV-M rrkinin dogal inokulum
kosullarinda 12 m mesafeye kadar tagindigi bildirilmistir (Cambra ve ark., 2006).

Yunanistan’da yapigkan siirglin yontemi ile gerceklestirilen diger bir ¢alismada
arazide kayisi agaglarinda A. gossypii ve H. pruni en ¢ok rastlanan afit tiirleri olmus,
PPV epidemiyolojisinde bu afit tiirlerinin rol oynayabilecegi ileri stiriilmiistiir (Varveri,
2006).

PPV-T ve -M rwrklarinin dogal enfeksiyonunu belirlemek amaciyla 2010-2011
yillarinda {zmir ve Hatay’da yapilan ¢alismalarda, dogal kosullarda afitlerle PPV-T ve -
M iwrklarinin farkli Prunus anaglarina tasinma ve enfeksiyon durumlari belirlenmistir.
Izmir ilinde en yaygin afit tiirleri M. persicae (%20,15), Hyalopterus pruni (%18,64), A
craccivora (%9,04) olarak belirlenirken, Hatay’da A. gossypii (%20,55), A. spiraecola
(9%19,38), H. pruni (%13,36) olarak bulunmustur. 2011 yilinda yapilan analizler
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sonucunda en yiiksek viriis bulundurma oranini ise M. persicae gostermistir (Caglayan
ve ark., 2013).

Hatay’in Antakya ilgesinde dogal olarak PPV enfekteli nektarin bahgesinin
yakinina saglikli Myrobolan 29C (P. cerasifera), Garnem (P. dulcis x [(P. persica x P.
davidiana) x P. persica]), GF677 (P. amygdalus x P. persica), Docera 6 (P. domestica
x P. cerasifera), Greenpac ((P. persicax P. davidiana) x (P. dulcis x P. persica) ve
Adesoto 101 (P. insititia) tiirleri ile tesis edilen deneme bahgesinde iki yil siiresince
yapilan gozlemlerde yaygin bulunan yaprak bitlerinin tespiti ve PPV tasima oranlari
aragtirtlmistir. Buna gore, M. persicae %39,47, A. fabae %25, A. gosypii %24,56, A.
spiraecola %22,60, H. pruni %22,22, Macrosiphon euphorbiae %20 ve A.
craccivora’nin %8 oranlarinda yaygin bulundugu bildirilmis, yapilan Real Time RT-
PCR analizlerinde A. spiraecola’nin %12,5, A. gossypii’nin %12,42 ve H. pruni’nin
%11,11 oranlarinda PPV’yi biinyelerinde bulundurdugu tespit edilmistir (Kaya ve ark.,
2014).

Lowery ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada PPV tasinmasindan sorumlu
en etkili afit tiriiniin M. persicae oldugu belirtilmistir. Daha 6nce enfekte olmus erik
yapraklarindan beslenen yaprak bitleri %36; enfekteli seftali yapraklarindan beslenen
yaprak bitleri ise 18-28% oraninda viriisii seftali fidanlarina bulagtirmistir. Aphis
spiraecola (Patch) ile M. persicae kiyaslandiginda; 4. spiraecola’nin PPV tasinmasinda
daha az etkili oldugu ancak seftalinin en hassas oldugu donemlerde popiilasyonunun
daha yiiksek olmasindan dolayr PPV’nin yayilmasinda daha etkili oldugu rapor
edilmistir.

Nisan 2011 ve Aralik 2012 tarihleri arasinda Japonya'da PPV ile bulasik bir
bahgede afitlerin virusun epidemiyolojisindeki roliiniin belirlenmesi amaciyla yapilan
aragtirmada her hafta 50 tane ergin afit test edilmistir. Yaprak bitlerinin sayis1 gecen yila
gore degismekle birlikte, iki y1l boyunca saptanan bes baskin tiirden, Aphis spiraecola
en cok tuzaga yapisan tiir olarak bulunmustur. PPV salginlarindan sorumlu olan en
yaygin tiirler A. spiraecola, A. craccivora, A. gossypii ve Rhopalosiphum maidis olarak
bulunmus ancak, A. spiraecola epidemiyolojideki roliiniin diger tiirlere gore daha

onemli oldugu belirtilmistir (Kimura ve ark., 2016).
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2.4. Plum pox viriis’iine Karst Ana¢ Duyarhhgmin Belirlenmesi ile Tlgili
Cahismalar

Plum pox viriis ile miicadele yontemlerinden en Onemlisi hastalikli bitkilerin
ivedilikle uzaklastirilmas1 ve yerine saglikli bitkilerin dikilmesidir. Ancak, dayanikli
yeni genotiplerin gelistirilmesi ve yeni dayanikli kaynaklarinin arastirilmasi sorunun en
kesin ¢oziimii olmaktadir (Kegler ve ark., 1996; Rubio ve ark., 2005). Kalem ve
anaclarin  duyarlilik/dayaniklilik seviyeleri arasinda olast bir iliski olabilecegi
disiintilerek kayis1 ve eriklerde bir¢cok caligma yiriitiilmiis fakat olumlu sonug
almamamistir (Sutic, 1999). Dragoiski ve ark. (2002) eriklerde farkli anag-gesit
kombinasyonlarinda hastaligin yayilma hizinda farkliliklar gézlemis ancak Blazek ve
ark., (2003) bu bulgular1 teyit etmemistir. Bir bagka caligsmada ise anag olarak kullanilan
farkl1 sert gekirdekli bitki tiirleri ve melezlerinden kayisi, erik ve seftalilerin (Myrobalan
29 C disinda) PPV’ye duyarli oldugu ancak bir grup kiraz (P. lannesiana) ve badem
melezlerinin (GF677) yliksek oranda tolerant oldugu bildirilmistir (Rubio ve ark.,
2005).

Caglayan ve ark. (2004)’nin Tiirkiye’deki yerli kayisi ve erik cesitlerinin PPV’ye
reaksiyonu ile ilgili yaptiklari bir ¢aligmada dogal olarak PPV ile enfekteli olan 10 yillik
anaglar tlizerine yerli Tiirk kayisilardan Alyanak, Tokaloglu, Hacihaliloglu, Soganci,
Hasanbey, sekerpare, Kabaasi, Sakit-2, tip 11/89 ¢esidi, Cataloglu, Cologlu,
Mahmudunerigi, Hacikiz ve yerli eriklerden de Alerik, Can-2, Degirmendere, Aynali,
tip 1559 ¢esidi, Papaz, Havran, Tiirbe ¢ukuru, gesitleri asilanmigtir. Asilanan bitkiler iki
biiylime sezonu boyunca gozlemlenmis ve RT-PCR analizi yapilmistir. Sakit-2, Aynali,
Havran cesitleri PPV’ye oldukca hassas bulunurken eriklerden tip 1559 ve Papaz,
kaysilardan ise tip 11/89 ¢esidi PPV ye tolerant bulunmustur. En siddetli simptomlar ise
Aynali erik ¢esidi ile Sakit-2 kayisi c¢esidinde gozlenmis ve bu gozlemler RT-PCR
analizleriyle de dogrulanmustir.

PPV’ye duyarli ve dayanikli anaglarin (Adesoto 101, Mariana GF8-1, Cadaman
ve Garnem) dogal inokulum kosullarinda reaksiyonlarimin belirlendigi bir caligmada
DAS-ELISA ve RT-PCR testlemeleri sonucunda Adesoto 101 ve Mariana GF8-1
anaglarinin PPV’ye ¢ok duyarli oldugu bulunurken, birkag Cadaman ve Garnem
anaciinin da real-time RT-PCR testi sonucunda PPV ile enfekteli oldugu tespit
edilmistir (Milusheva ve Bozhkova, 2013).
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Dogal inokulum kosullarinda PPV-T wrkinin farkli anaglara karst duyarliliginin
arastirildigl bir ¢alismada ise kullanilan Prunus anaglarinda (Nemaguard, Myrobalan
Prunus marianna GF8.1, Docera 6, GF677 ve Garnem) yapilan testlemeler sonucunda
%6,14 enfeksiyon orani ile Myrobalan 29C ve %4,66 enfeksiyon orami ile de
Nemaguard PPV-T enfeksiyonuna en hassas anaglar olarak bulunmustur (Gazel ve ark.,
2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Biyolojik indeksleme

Biyolojik indeksleme c¢alismalari amaciyla Nicotiana bentamiana ve GF 305
bitkileri kullanilmistir (Desvignes ve ark., 1999). Indeksleme c¢alismalarinda kaynak
bitki olarak kullanilan PPV-T ile enfekteli N. bentamiana bitkisi ise Erciyes
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi 6gretim iiyesi Dog¢. Dr. Kahraman Giircan’dan temin

edilmistir.

3.1.2. Epidemiyolojik Caliymalar

Epidemiyolojik ¢aligmalarda PPV’ye duyarli oldugu bilinen ve in vitro kosullarda
tiretilmis olan 29 B ve C (P. cerasifera), Nemaguard (P. persica x P. davidiana),
GF677 (P. dulcis x P. persica) ve tolerant olarak bilinen Garnem (P. dulcis x [(P.

persica x P. davidiana) x P. persica]) anaglariin her birinden 200 adet kullanilmistir.

3.1.3. Serolojik ve Molekiiler Calismalar

Serolojik ve molekiiler caligmalarda ana enfeksiyon kaynagi olarak Kayseri ilinde
secilen dogal enfekteli bir kayisi-erik-seftali karigik dikim yapilmis bir bahgedeki PPV
ile enfekteli agacglarin ve PPV’den ari olarak bahge kenarina dikilen anaglarin yaprak
ornekleri ile bu anaglardan toplanan olasi vektor afitler kullanilmistir. DAS-ELISA testi
i¢in kullanilan PPV antiserumlari, BIOREBA (Isvigre) firmasindan temin edilmitir.
ELISA’da 96 gukur igeren, ¢ukurlar1 diiz tabanli ve IgG absorbe etme Gzelligindeki
BIOREBA marka plakalar kullanilmistir.

Real Time PCR ¢alimalari i¢in ana¢ deneme parselinden 2015 ve 2016 yillarinda
toplanan PPV vektorii afitler ve PPV’nin bitki igerisinde hareketinin belirlenebilmesi
amaciyla yapilan calismamizda kullanilan tiitiin bitkilerinden alinan 6rnekler

kullanilmastir.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Real-Time PCR Optimizasyonu ve Nicotiana benthamiana ile GF305

Bitkilerinde PPV’nin Hareketinin incelenmesi

3.2.1.1. Nicotiana benthamiana ve GF 305 Bitkilerinin Yetistirilmesi

N. benthamiana bitkilerin yetistirilmesinde torf, toprak ve kumdan olusan karisim
1:1:1 oraninda karstirilarak kullanilmistir. Indikator bitki tohumlar1 ¢imlenme siirecini
tamamlayincaya kadar 1sik ve sicaklik kontroliine sahip iklim odasinda tutulmustur.
Tohumlarin ¢imlenmesini takiben fideler 5-6 yaprakli doneme ulastiklarinda ayn
karisim ile doldurulmus 10 cm ¢apinda ve 15 cm yiiksekligindeki plastik saksilara
sastrtilmagtir. Ayrr ayri saksilara sasirtilan otsu test bitkileri +22-24°C sicaklik, %60-70
orantili nem ve 16/8 (aydinhk/karanlik) saat 151k periyodunda muhafaza edilmistir.

Biyolojik indeksleme amaciyla odunsu indikator bitki olarak kullanilacak GF 305
bitki tohumlarinin soguklama ihtiyaglarinin karsilanmasi, engelleyici etmenleri
gidermek, tohum kabugunu yumusatmak, embriyonun su ve oksijen alimim
kolaylastirmak amaciyla tohumlar etiivde sterilize edilmis torf, kum ve perlit igerisinde
katlama islemine tabi tutularak +4°C de bir y1l bekletilmistir. Bu siire¢ sonucunda ekimi
yapilan tohumlarin hepsi ¢imlenmis ancak PPV inokulasyonu yapilacak doneme
gelmeden GF 305 anacglarinda kuruma goézlemlenmigstir. Daha sonra farkli yontemler
kullanilarak birka¢ kez tohumun c¢imlenmesi saglanmis ama anaclarin yeteri kadar
biiyiimeden kurudugu goriilmiistiir (Sekil 3.1). Bu nedenle denemenin GF 305 anac1 ile

olan kismi1 kurulamamastir.
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Sekil 3.1. Biyolojik indeksleme amaciyla odunsu indikator bitkisi olarak

kullanilacak GF 305 anaci yetistirme ¢aligsmalari

3.2.1.2. PPV-T’nin Nicotiana benthamiana’ya inokulasyonu ve Viriis Yayllmasinin

Izlenmesi

Mekanik inokulasyon ¢aligmalari i¢in 5-6 yaprakli doneme ulasan N. benthamiana
fideleri kullanilmistir. PPV-T ile enfekteli kaynak bitkiden alinan simptomlu yapraklar
steril havan kullanilarak buz iistiinde fosfat tamponu ile ezilmis ve 2 kath tiilbent ile
stiziildiikten sonra 6nceden karborondum tozu serpilerek hazirlanan bitkilerin ilk ¢ikan

ti¢ yapragina inokule edilmistir (Sekil 3.2). Deneme 10 tekerriirlii olarak kurulmustur.
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Sekil 3.2. Nicotiana benthamiana bitkilerine PPV-T irkinin mekanik

inokulasyonu

N. benthamiana bitkilerinde inokulasyon yapilan yapraktan ikinci giinden itibaren
her giin 7-8 mm boyutunda disk seklinde 6rnekler alinmigtir (Sekil 3.3). 10. giine kadar
yapraklardan disk alma igslemine devam edilmistir. Alinan yaprak diskleriyle hazirlanan
ekstraksiyonda viriis miktar1 Real Time gPCR ile kantitatif olarak belirlenmistir.

Bitkilere inokulasyon islemi 23.12.2018 tarihinde yapilmistir. ilk Ornekler
inokulasyondan iki giin sonra inokulasyon yapilan yapraklar ve bu yapraklarin hemen
tizerindeki yapraktan alinmistir. Ertesi giin inokulasyon yapilan tiglincli yapraktan
(alttan ticlincli yaprak), inokulasyon yapilan yapragin hemen iizerindeki yapraktan ve
onun iizerindeki yapraktan almarak 6rneklemeye 10 giin devam edilmistir. Ornekler
steril 1000 pl pipet ucunun arkasi ile kesilmis ve steril 1,5ul lik ependorf tiiplere
aktarilmigtir (Sekil 3.4). Alinan 6rnek materyal Real-Time gPCR ile testlenmistir. Real-
Time gPCR analizi i¢in standart egrisi Applied Biosystems firmasi tarafindan

diizenlenmis Plazmitten standart egrisi hazirlama protokoliine gore hazirlanmistir.
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Sekil 3.3. Nicotiana benthamiana bitkilerinden disk seklinde drnek alma islemi

:
e

@) 2. Brnek
1. drnek
3. ek

inokulasyan yamlan yaprak

Sekil 3.4. Nicotiana benthamiana bitkilerinden 6rnek alma isleminin sematize

edilmis goriintiisii



3.2.1.3. Real Time gPCR Reaksiyonu icin Standart Hazirlanmasi

Standart, kantitatif analizlerde kullanilmak amaciyla miktar1 Olglilmiis
(konsantrasyonu bilinen) niikleik asit Ornegidir. Standartlar, sadece kantitasyonu
yapilmak istenen hedef gen/patojenin DNA/RNA miktarin1 yansitir. Real Time RT-
gPCR reaksiyonunda standart olarak kullanilmak {izere PPV-T ile inokule edilmis olan
bitkilerden yaprak ornekleri alinmis ve GENOKS total RNA izolasyon kiti kullanilarak
RNA’lar izole edilmistir. Izole edilen RNA’lardan cDNA elde edilmis ve
goriintiilenmistir. PPV 1rkina ait DNA pargalarini ¢ogaltmak amaciyla PPV universal
primerleri olan P1, (5-3' ACC GAG ACC ACT ACA CTC CC) ve P2, (5-3' CAG
ACT ACA GCC TCG CCA GA) kullanilmistir. Primerler ile ¢ogaltilmis DNA pargalari
pGEM-T Easy plasmid vektorlere klonlanmustir.

3.2.1.3.1. TOPO® XL PCR Cloning Kit ile Klonlama Asamalari
DNA Cleaning / Extraction Kiti kullanilarak temizleme islemi

TOPO CLONING vektore klonlama islemi

Transformasyon

el

Kompetent hiicrelere plazmidin transforme olup olmadigini belirlemek i¢in PCR
islemi
5. Plasmid izolasyonu ve Klonlarin Analizi
PCR sonucu c¢ogaltilan DNA’larin saflagtirilmasit i¢in MinElute PCR Purification Kit
(Quick-Start protokol) kullanilmustir.
DNA’larin saflastirilmast asagidaki sekilde gerceklestirilmistir:
1. 1 pl PCR iiriinii i¢in 5 pl PB buffer eklenmistir. Karisim ependorf tup igerisinde
hazirlanmstir.
2. PCR iirini+PB buffer karistmi spin kolona aktarilmis ve 2 dk santrifiij
yapilmustir.
3. Alta ¢oken kisim dokiilmiis spin kolona 750 pl PE buffer eklenmistir ve 2 dk
santrifly) yapilmistir.
4. lkinci kez 2 dk santrifiij yapilip alta ¢oken kisim dokiilmiistiir. Daha sonra filtre
1,5 pl lik yeni bir ependorf tiipe aktarilmistir.
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5. Uzerine 15 pl distile su (RNase free su) ilave edilmis ve 1 dk bekletildikten sonra
2 dk santrifiij yapilmistir.

3.2.1.3.2. TOPO® XL Vektore gen Aktarilmasi

DNA, ekstraksiyon kiti kullanilarak temizlendikten sonra ligasyon reaksiyonunda

kullanilmustir (Cizelge 3.1.).

1. PCR iiriinii ve PCR-XL TOPO vektor belirtilen miktarlarda ependorf tube i¢inde
karistirilmis ve 30 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

2. Inkiibasyondan sonra 0,5 pl 6X TOPO cloning stop solution eklenmis ve oda
sicakliginda birkag sn karistirilmastir.

3. 1 dk santrifiij yapildiktan sonra hemen buzun iizerine alinmig ve competent

hiicrelere transformasyona devam edilmistir.

Cizelge 3.1. Plazmite gen aktarimi i¢in reaksiyon icerigi

TOPO CLONING 1X
REAKSIYONU
PCR fiiriinii 2l
PCR-XL TOPO vektor 0,5 ul
Toplam Hacim 2,5 ul

3.2.1.3.3. JM 109 E. coli hiicrelerine Rekombinant Plazmitlerin Transformasyonu

Kompetan halde bulunan E. coli bakterisinden 50 pl alinarak steril ve sogultulmus

1. 2 pl Topo cloning reaksiyon iiriiniinden One Shot Elektroporation cell iizerine
eklenmis ve yavasca karistirtlmistir (pipetleme yapilmamalidir).

2. Dikkatli bir sekilde hiicre ve DNA Elektroporation kuvetine aktarilmistir.

3. Elektroporasyon islemi yapilmistir.

4. Islem tamamlandiktan sonra hemen iizerine 450 ul SOC ortamindan eklenmis ve
tyice karigtirllmistir

5. Daha sonra karigtm 15 ml lik falkon tiipe aktarilmis ve 37°C’de 1 saat

calkalayicida inkiibasyona birakilmistir.
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6. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra daha 6énce hazirlanmis olan 50 pg/ml
Kanamisin i¢eren LB besi yerine baget yardimiyla farkli yogunlukta (20ul, 50 pl,
100 pl, 150 pl) ekim yapilmistir.

7. Bir gece boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.

8. Gelisen tek kolonilereden alinip saflastirma yapilmustir.

9 Tek koloniler yeni kanamisin igeren ortama aktarilmistir. Petrinin arkasi kii¢iik

kare parcalara boliinerek numaralandirilmis ve her bir karenin igerisine steril

edilmis kiirdanlarla ¢izgi seklinde ekim yapilmstir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra gelisen rekombinant

plazmitlerini tasiyan kolonilerin goriintiisii

3.2.1.3.4. Plasmid Izolasyonu ve Klonlarin Analizi

Rekombinant E. coli bakterisinin PPV genini tasiyip tasimadiklarini kontrol etmek
i¢in beyaz koloni igerdikleri plazmit DNA’larini izole etmek i¢in 50 pg/ml Kanamisin
iceren LB besi yerine ekim yapilmig ve 37°C de bir gece inkiibasyona birakilmistir.
Ertesi giinli ireyen bakterilerden plazmitin saflastirilmasi amaciyla “Plazmid DNA
purification” (GenElute Plasmid Minikrep Kit Sigma PLN-70) kiti kullanilmigtir.
Biiyiiyen rekombinant bakterilerden 2 pl steril ependorf tiiplere aktarilmistir. Oda
sicakliginda 12000xg’de 1 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant atildiktan sonra pelet
iizerine 200 pl resuspansion+RNase soliisyonundan eklenmis ve vortekslendikten sonra
iizerine 200 pl Lysis soliisyonundan eklenmistir. Ters diiz edilerek karigtirilmistir.

Karigimin {izerine 350 pl neutralization soliisyonundan eklenmis ve ters diiz edilerek
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karistirtlmistir. Karistirtldiktan sonra 12000xg de 10 dk santrifiij edilmistir. Pellet iyice
¢Ozdiriilmiistiir. Karisim colon filtrelere aktarilmadan once filtreler 500 pl Column
Preparation soliisyonuyla hazirlanmistir ve karisim kolon filtrelere aktarilmis 1 dk
12000xg de santrifiij edilmistir. Filtrenin altinda kalan kistm dokiilmiistiir ve
kontaminasyonlarin temizlenmesi amaciyla 500 pl Optional Wash Solution eklenmis dk
12000xg de santrifiij edildikten sonra alt faz dokiilmiistiir. Kolon filtrenin iizerine ikici
kez 500 ul Wash Solution eklenmis 1 dk 12000xg de santrifiij edildikten sonra alt faz
dokiilmistiir. Spin kolon 1 dakika etanoliin uzaklastirilmasi i¢in kurumaya birakilmistir.
Spin kolon yeni bir tiipe aktarilmis ve 100 pl Elution soliisyonu ilave edilmistir. 1 dk
12000xg de santriflij edildikten sonra filtre atilmistir. Kompetent hiicrelere plazmitin
transforme olup olmadigini belirlemek i¢in PCR iglemi yapilmistir.

Transkript sayis1 Applied Biosystems Creating Standard Curves gore
hesaplanmistir. Standarttan seyreltme serileri hazirlanmis ve kullanilincaya kadar -80°C
de muhafaza edilmistir. Daha sonra bu seyreltme serileri standart egriyi olusturmak igin

kullanilmastir.

3.2.1.4. Real Time gPCR Analizleri

Viriisiin varhiginmi belirlemek ve kantitatif degerlere ulasabilmek amaciyla Real-
Time RT-PCR analizleri i¢in Olmos ve ark. (2005) ile Varga ve James (2005)
tarafindan bildirilen yontem, ¢alismamiza gore optimize edilmistir. P1, (5-3'" ACC
GAG ACC ACT ACA CTC CC) ve P2, (5-3' CAG ACT ACA GCC TCG CCA GA)
primerleri kullanilmigtir. Real-time gPCR analizleri, RNA izolasyonu yapmaksizin
naylon membranlarda bitki Orneklerinin dogrudan ezilmesiyle yapilmistir. Bitki
orneklerinin hazirlanmasi sonrasi yapilan analiz agamasi icermektedir. Real time gPCR
analizleri i¢in Roche LightCycler® 480 SYBR Green I Master kiti kullanilmistir. Kitin
icerigi Cizelge 3.1’de belirtildigi gibidir. Buna gore hazirlanan karisimda 10 pl Enzim
Karigimi (2X) (Roche), 7.2 pl reaksiyon buffer, P1 primer 0,4 ul, P2 primer 0,4 ul ve 2
ul viral cDNA yer almistir. Karisimin son hacmi 20 pl olup, PCR kosullar1 Cizelge 3.2.
de belirtildigi seklinde belirlenmistir.

25



Cizelge 3.2. Real-time RT-PCR reaksiyon karigimi (Roche LightCycler® 480 SYBR
Green 1)

Tek reaksiyon (hacim) Bilesenler
721 Su, PCR-grade (Roche FastStart ile birlikte
saglanmaktadir)
0,4ul Forward Primer (F) (ara stok 20 uM)
0,4ul Reverse Primer (R) (ara stok 20 uM)
10ul Enzim Karigimi (2X) (Roche)

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan Real Time gPCR sicaklik dongiileri

Denaturasyon Amplifikasyon Melting curve Cooling
Parametre

Analiz modu  yok Kuantifikasyon modu Erime Egrisi modu Yok

Déngii 1 40 1 1

Hedef [°C] 95 95 58 72 95 60 97 40

Sﬁr_e . 00:10:00 00:00:10 00:00:10  00:00:10  00:00:05  00:00:60 00:00:00  00:00:30

[hh:mm:ss]

Ramp. Rate 4 49 4.40 2.20 4.40 4.40 2.20 0.2 20

[°C/s]

f/l%qduelsmon yok yok Yok single yok yok Continuous Yok

3.2.2. Kayseri ilinde PPV-T’nin Dogal Kosullarda Tasinmasi, Olas1 Vektorlerin

Belirlenmesi ve Ana¢c Duyarhlik Calismalar:

3.2.2.1. PPV-T ile Enfekteli Bahce Secimi ve Anag¢ Parseli Tesisi

Kayseri ilinde PPV ile dogal enfekteli bir kayisi, erik karisik dikim yapilmis
bahce segilerek bu bahg¢edeki agaglar testlenerek enfeksiyon orani saptanmistir. PPV’ nin
dogal tasinma durumunu ortaya koymak amaciyla segilen bu bahgenin kenarma PPV’ye
duyarli oldugu bilinen Myrobolan 29 B ve C, Nemaguard, GF677 ve tolerant olarak
bilinen Garnem anaglarindan her birinden 200 adet olmak tizere 10 tekerriirlii tesadiif
bloklar1 deneme desenine gore dikim yapilmistir (Sekil 3.6) (Caglayan ve ark., 2013;
Gazel ve ark., 2014).
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Sekil 3.6. Anag¢ deneme parselinin goriintiisii

Deneme Sekil 3.7°de belirtildigi sekilde kurulmustur. Kullanilan anaglar PPV’

den ari olarak in-vitro kosullarda tiretilmis sertifikali fidanlardir.

Nemaguard

Myrobolan 298

Sekil 3.7. Epidemiyolojik ¢alismalarda kullanilacak PPV den ari ve PPV’e duyarli

ve tolerant olarak bilinen farkli anaglarla kurulmus parselin deneme deseni
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3.2.2.2. DAS- ELISA Analizleri

Anag dikimini izleyen yilin ilkbahar aylarinda simptom gosterip géstermemesine
bakilmaksizin anaglarin tamamindan alinan yaprak ornekleri (4 yaprak/anag) Double
Antibody Sandwich-ELISA (DAS-ELISA) yontemi ile testlenmistir (Clark ve Adams,
1977).

Standart DAS-ELISA testi asagidaki sekilde uygulanmistir.

1) Immuno gama globiilinler (IgG), kaplama tamponu ile 1/100 oraninda
sulandirilmis ve ELISA plakalariin her bir ¢ukuruna 100 pl konulmustur. Plakalarin
tizeri kapatilarak buharlasma engellemis ve 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir.

2) Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile tiim ¢ukurlar 3 kez en az 3’er dakika
bekletilerek yikanmistir. Her yikamada plakalar hizla ters gevrilerek bosaltilmis ve en
son yikamadan sonra 8-10 katli pegete lizerine vurularak kurumasi saglanmistir.

3) Omnek tamponu icinde ezilmis her bir drnek iki tekrarli olarak IgG ile
kaplanmis plakaya her bir ¢gukura 100 pl olacak sekilde yerlestirilmistir. Plakaya kontrol
olarak ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi, antiserum Kkiti igerisinde gelen pozitif ve negatif
kontroller de eklenerek +4°C’de tiim gece boyunca inkiibasyona birakilmistir.

4) Gece boyunca inkiibasyondan sonra plakalar 2 numara da belirtildigi sekilde
yikanmugtir.

5) Konjugat tamponu ile konjugatlar 1/1000 oraninda sulandirilarak her bir ¢ukura
100 pl konulmus ve 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir.

6) Inkiibasyon sonra plakalar 2 numarada belirtildigi sekilde ytkanmustir.

7) Substrat tamponu ile taze olarak hazirlanan substrat (Img/ml p-
nitrophenylphosphate) her bir ¢gukura 100 pl konulmus ve oda sicakliginda karanlikta
inkiibe edilmistir. Renk degisimine bagli olarak 30, 60, 120 dakika sonra plakalar
SEAC-SIRIOS marka ELISA mikroplaka optik okuyucusunda 405 nm dalga boyunda
okunmustur. Okunan absorbans degerlerine gore negatif kontrol degerinin en az iki kati
ve daha yukar1 absorbans degeri veren 6rnekler pozitif olarak kabul edilmistir (Clark ve
Adams, 1977).
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3.2.2.3. Bitkisel Materyalden Total RNA izolasyonu

DAS-ELISA testlerinde pozitif sonu¢ veren veya siipheli goriilen sert ¢ekirdekli

bitki oOrneklerinden RT-PCR analizleriyle testlenmek iizere total RNA izolasyonu

Geneaid Total RNA izolasyon kiti kullanilarak yapilmustir.

a)

b)

)

k)

RNA izolasyonu asagidaki sekilde yapilmistir;

50-100 mg yaprak Ornegi s1v1 azot ile toz haline gelene kadar ezilmis ve 1,5 ml lik
ependorf tiipiine aktarilmistir.

500 pl RB bufer 6rnek iizerine eklenmis vorteks ile karigtirildiktan sonra 60°C’de
5 dakika inkiibasyona birakilmaistir.

Filtre 2 ml lik tiiplere yerlestirildikten sonra 6rnek karisimi kolona aktarilmis ve 1
dk 1000xg’de satrifiij yapilmistir.

Alta stiziilen sivi kisim 1,5 ml yeni ependorf tiipe aktarilir, tizerine 1/2 oraninda
saf ethanol eklendikten sonra nazikce karigtirilmastir.

Ornek RB filtre {izerine eklenmis 14.000xg de 1 dK satrifiij yapilmustir.

Alta ¢oken sivi kisim dokiildikten sonra RB filtre tekrar aymi tiipe
yerlestirilmistir.

14.000%g de 30 saniye satriflij yapilmistir.

400 uL W1 bufer RB filtre {izerine eklenmis ve 14.000xg de 30 saniye satrifiij
yapilmugtir.

Alta siiziilen sivi kistm dokiildiikten sonra filtre 2 ml yeni ependorf tiipe
aktarilmistir.

600 pL Wash Bufer RB filtrenin tizerine eklenmis ve 14.000xg’de 30 saniye
satrifllj yapilmistir.

Alta siiziilen sivi kistm dokiildiikten sonra filtre 2 ml yeni ependorf tiipe
aktarilmistir.

j ve k basamagindaki islemler ikinci kez tekrarlanmastir.

RB filtre ependorf tiipe aktarildiktan sonra 14.000xg’de 3dk filtrenin kurumasi
icin santriflij yapilmugtir.

Daha sonra filtre 1.5 ml yeni ependorf tiipe aktarimistir. Filtre {izerine 30 pL
RNase-free su eklenmis ve 14.000xg’de 1 dk santrifiij yapilarak satf RNA’nin dibe

¢okmesi saglanmistir.
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3.2.24. cDNA Sentezi ve RT-PCR (Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir

Reaksiyonu) Analizleri

Total RNA’ lar kalip olarak kullanilarak cDNA sentezlenmistir. Random hexamer
primerinden 1 pl, RNA’dan 10 pl ve 1 pl 10mM dNTP ile karisim hazirlandiktan sonra
65°C’de 5 dk. inkiibe edildikten sonra 5 dk. buz iizerinde bekletilmistir. Uzerine 1 pl
M-MLYV ters transkriptaz (Moloney Murine Leukaemia virus reverse transcriptase, 200
unite/ul, Invitrogen), 4 ul 5x Ters Trankriptaz buffer (Invitrogen), 2 ul 0,IM DTT, ve 1
ul RNAse free su eklenerek 25°C’de 10 dk., 37°C’de 50 dk., 70°C’de 15 dk. inkiibe
edildikten sonra buz flzerinde tutulmustur. Sentezlenen cDNA’lar -20°C’de
saklanmigtir. cDNA’lar kalip olarak kullanilarak PCR yapilmistir.

RT-PCR analizleri sirasinda PPV igin genel olarak kullanilan P1, (5-3' ACC
GAG ACC ACT ACA CTC CC) ve P2, (5-3' CAG ACT ACA GCC TCG CCA GA)
primerleri ile ¢alisilmigtir. Reaksiyonda kullanilacak olan 20 pl karigimin igerigi; 4 ul
cDNA ve 10X Taq Buffer 2 pul, 25 mM MgClz 2 pl, 5 mM dNTP 2 ul, Taq polimeraz
0.5 pl, 25 puM primer P1, 25 uM primer olacak sekilde hazirlanmis ve Thermal Cycler
cihazinda ¢ogaltim gerceklestirilmistir. RT-PCR analizi i¢in kullanilan amplifikasyon
programinda Oncelikli olarak 95°C de 5 dk, 35 dongii olacak sekilde "95°C’de 30 sn
denatiirasyon, 52°C’de 45 sn primer baglanma, 72°C’de 1dk uzama" ve 72 °C’de 7 dk
son uzama islemi gerceklestirilmistir (Akbas ve ark., 2011; Olmos ve ark., 2005;
Sertkaya ve ark., 2003). RT-PCR iriinleri %2’lik agaroz jel eletroforezde analiz
edilmistir. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel, ethidium bromide ile

boyanarak UV goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir.

3.2.2.5. Afit tiirlerinin belirlenmesi

PPV ile enfekteli bahce i¢ine dikilen in vitro anaglar ziyaret eden ergin kanatli
afit popiilasyonu, yapiskan bitki metoduna gore (Avinent ve ark., 1993) izlenmistir. Bu
yontemde her bir anag tiiriinde anacin biiyiikliigiine gére degismek tizere haftalik olarak
3 siirgiine yapigkan sprey uygulamasi yapilmistir. Bu siirgiinler bir hafta sonra {izerine
yapismis olan afitlerle birlikte toplanmis ve bir sonraki hafta toplanmak {izere yeni

stirgiinler spreylenmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Ergin kanatl afit popiilasyonunun belirlenmesi amaciyla anag

stirgiinlerinin yapiskan bitki metoduna gore spreylenmesi

Spreylenen bitkiler labaratuvar ortamina getirilerek iizerine yapisan afitler terpen
ile yapistiklart siirgiinlerden ayiklandiktan sonra tiirlerine gére ayrilmis ve %70’lik
alkol igeren tiiplere alinmistir. Toplanan yapiskan siirgiinlerdeki ergin afitler secilerek
teshis edilmistir. Teshis islemleri Dr. Antonio Olmos (IVIA-Ispanya) ve Dr. Ogr. Uyesi
Kamuran Kaya (Hatay Mustafa Kemal Universitesi) ile birlikte yapilmustir.

3.2.2.6. Afit Biinyesinde PPV’iin Bulunma Durumunun Real Time Reverse

Transcriptase Polymerase Chain Reaction Yontemi ile Saptanmasi

Yogun olarak bulunan afit tiirlerinde PPV’{in varligini belirlemek amaciyla Real
time RT-PCR analizleri yapilmistir (Olmos ve ark., 2005). Bu yontemde her bir afit tek
tek steril seliilloz membran (Whatman NC, Roche) iizerine aktarilmistir (Sekil 3.9)
aktarildiktan sonra 100 pl %0,5’lik Triton X-100 ¢o6zeltisi eklenmis ve 95°C’lik su
banyosunda 10 dakika bekletilerek vorteks karistirict ile karistirilmastir.
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Sekil 3.9. Yaprak bitlerinin ependorf tiipiin tabantyla membran (3 MM Whatman)

izerine ezilerek (solda) pens yardimi ile ependorf tiip igerisine alinmasi

Ezilen afit 6rnekleri Cizelge 3.4’deki primer dizileri kullanilarak Real Time- RT-
PCR analizine tabi tutulmustur. RT-PCR i¢in reaksiyon karisiminda 1X i¢in H20 (1,89
ul), 2x RT-PCR (6 pl), 25 x Enzyme Mix (0,5 ul), probe primerler ise P241(100uM)
0,12 pl, P316D(100 uM) 0.6ul, 5uM STQ 0,37 ul ve kaliptan 3 pl olmak {izere toplam
12 pl hazirlanmistir. Real-Time RT-PCR reaksiyonlart 1 dongii 45°C 10 dk ve 95°C de
10 dk ve 45 dongii igin 95°C 15 sn ve 60°C de 45 sn seklindedir (Olmos ve ark., 2005;
Osman ve Rowhani, 2006).

Cizelge 3.4. Plum pox virus’un tespitinde kullanilan Real Time RT-PCR primer dizileri

5 3
Primer ad1 Primer baz dizisi o -

modifikasyon modifikasyon
P241 primer 5’- CGTTTATTTGGTTGGATGGAA-3’ Yok Yok
P316D primer 5’- GATTAACACACCAGCGGTGTG-3° Yok Yok
P316M primer 5’- GATTCACGTCACAGCGGTGTG-3” Yok Yok
Taq Man probu 5-CGT CGGAAC ACA AGA AGA GGA

Fam Tamra

PPV-DM CAC AGA-3
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu ¢alisma 2015-2017 yillar1 arasinda yiiriitiilmiis olup “Plum pox virus (PPV) ile
Inokule Edilen Test Bitkilerinde Viriis Hareketinin Kantitatif Olarak Belirlenmesi” ve
“Kayseri ilinde PPV-T Irkinin Epidemiyolojisinin Arastirilmasi” olmak iizere iki ana

baslik altinda yapilan ¢alismalar1 igermektedir.

4.1. Real-Time gPCR Optimizasyonu ve Nicotiana benthamiana Bitkisinde Plum

pox virus (PPV)’iin Hareketinin incelenmesi

PPV-T’nin otsu konukgusu N. benthamiana igindeki hareketi ve yayilma hizini
izlemek amaciyla PPV-T ile enfekteli tiitiin bitkisinden, 7 adet saglikl tiitiin bitkisine
mekanik inokulasyon yapilmustir. Inokiilasyon islemini takip eden 9. giinde ilk viriis
simptomlar1 en istteki gen¢ yapraklarda gozlenmistir. 10 giinlik simptomatolojik
gozlemler sonucunda 5 adet tiitiin bitkisinin yapraklarinda genis mozaik lekeler, damar
aralarinda renk degisimleri, deformasyonlarve yaprak tizerinde kabarikliklar seklinde

virlis simptomlart gézlenmistir (Sekil 4. 1).

33



Ornek 1
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Sekil 4.1. Mekanik inokulasyon yontemiyle PPV-T ile enfekte edilen Nicotiana

benthamiana bitkisinin yaprak damarlarinda gézlenen bantlagsma, damar aralarinda
renk acilmalari ve kabartilar ve bu bitkide viriisiin hareketliliginin izlenmesi amaciyla

disklerin alinmasi

PPV-T ile inokule edilen tiitiin bitkilerinde Tiirkiye’ye 6zgii bir irk olan PPV-
T’nin hareketi kantitatif Real Time PCR yontemi kullanilarak incelenmis ve viriisiin test
bitkilerinde ka¢ giinde ne kadar ilerledigi ve hangi yogunluga eristigi belirlenmistir.
Inokule edilen tiitiin bitkilerinde yapilan simptomolojik gdzlemler sonucunda ilk
simptomlar, inokulasyondan sonra 9. giinde bitkinin tstteki en gen¢ yapraklarinda hafif
acik yesil koyu yesil renklenmeler seklinde ortaya ¢ikmistir. Bu durum viriisiin
yogunlugunun bitkide 9. giinden itibaren artmis olabilecegini gostermektedir.
Inokulasyon yapildiktan iki giin sonra alinan yaprak érneklerinde PPV-T nin 2 ila 4 giin
igerisinde alttan 3-5. yapraga ulastigi tespit edilmistir. Viriis, 4 numarali tiitiin 6rneginde
inokulasyondan sonra 2. giinde 3 nolu yaprakta 2.16E1 konsantrasyonda saptanirken 1
numarali tiitin 6rneginde inokulasyondan 6 giin sonra 5 nolu yaprakta 5.47E1
konsantrasyonda saptanmistir (Cizelge 4.1; Sekil 4.2). Konuyla ilgili diinyada ve

Tirkiye’de yapilan ¢alismalarla ilgili makaleler incelendiginde bu ¢alisma ile benzerlik

36



gosteren herhangi bir yayma ulasilamamistir. PPV’nin bitkide hareketi ile ilgili
calismalarin bir¢ogu etmenin floemle mi ya da ksilemle mi tagindigini belirlemek
amaciyla yapilmistir. PPV nin bitki i¢inde uzun mesafelere tasinmasiyla ilgili yiiriitiilen
bu calismalar genellikle serolojik ve RT-PCR yontemleri kullanilarak yapilmistir
(Dicenta ve ark., 2003; Rubio ve ark., 2008). Olmos ve ark. (2005)’nin PPV ile
enfekteli N. benthamiana bitkisinden izole ettikleri RNA’larin 1/10- 1:65,536,000
araliginda seyrelterek kullanarak yaptiklari TagMan real-time RT-PCR analizi
sonucunda son seyreltme oraninda viriis konsantrasyon Ol¢iimii yapilamamistir. Bu
calisgmada da inokule edilen tiitiin bitkilerinden sadece 1 ve 4 nolu bitkide viriis
replikasyonunun ve bitkide ilerleme hizinin belirlenebilmesi nedeniyle her inokule
edilen bitkide viriis replikasyonunun ayni sekilde ilerlemedigi goriisline varilmistir.
Bununla birlikte bu calismada elde edilen 6n bulgularin daha detayli calismalarla

desteklenmesi ve arastirilmasi gereklidir.

Amplification Curves

2 4 6 & 1o 12 14 15 18 20 22 24 25 28 30 32 34 3B 3| 40 42 44
Cycles

Sekil 4.2. Real-time qPCR ile PPV-T tespit edilen N. benthamiana orneklerinin bir
DNA amplifikasyon egrisi (P: Pozitif kontrol, N: Negatif kontrol).

Cizelge 4.1. N. benthamiana bitkilerinde PPV-T irkinin ikinci ve dordiincii giinde
pozitif olarak belirlenen yaprak oOrneklerinin Real Time gPCR analiz
sonuglar1 (CP: Crossing point (DNA ¢ogalmasimin goriinebilir oldugu ilk

nokta))

Ornek adi Cp Konsantrasyon
Pozitif kontrol 25,87 1.88E6
Standart 10° 28.24 2.16E5
Standart 10* 31.43 1.18E4
Standart 10° 36.67 9.97E3
Standart 102 35.55 2.78E2
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Standart 10* 38.82 1.41E1
4. bitki inokulasyon yapilan 3. Yaprak 28.48 2.16E1
1.bitki inokulasyon yapilan yapraklarin 2. 3148 5.47E1
iist yaprak ornegi '
Negatif kontrol

4.2. Topo XL Klonlama Vektoriinde Tiim Genomun Varhgimmin PCR Analizleri ile

Dogrulanmasi

Plazmitlerin PPV igerip icermedigini dogrulamak i¢in universal primerler ve
plazmitlerin kalip DNA olarak kullanilmasiyla PCR yapilmistir. PCR iiriinleri %1,5” luk
agaroz jel lizerine yliklenmis daha sonra 120 V’da 120 dk elektroforez cihazinda
kosturulmustur. PCR iiriinlerinin goriintiillenmesi Bio-Rad goriintiileme cihazinda
ultraviyole 151k altinda gerceklestirilmistir. Yapilan PCR isleminden elde edilen iiriinler
jelde goriintiilenmistir. Jelde bant veren koloniler plazmitin bakteri hiicresine transforme

oldugunu gostermistir (Sekil 4.3).

FERSURE RETRENE 3

Sekil 4.3. PCR iirlinlerinin %1,5 lik agaroz jelde goriintiilenmesi sonucu elde
edilmis jel gortintiisti (Cukurlarin tizerinde belirtilen rakamlar saflagtirilmig E. coli
bakterilerinin ¢izgi seklindeki tek kolonilerden alinmis 6rneklerdir. Su: Negatif kontrol
olarak, YM1: Pozitif kontrol olarak kullanilmistir.).
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4.3. Kayseri 1li Kosullarinda Bazi Prunus Anaclarimin Plum pox virus’iine (PPV)

Duyarhhigimin Belirlenmesi

4.3.1. Simptomolojik gozlemler

4.3.1.1. Deneme parselinde Plum pox virus simptomu gosteren anaclar

Plum pox virus (PPV) belirtilerinin saptanmasi i¢in anaglardan ilkbahar ve
sonbahar doneminde simptomolojik gozlemler yapilmistir. Duyarli ¢esitlerde yaprak
belirtileri ilkbahar aylarinda belirgin iken havalarin 1sinmas ile birlikte yaz ve sonbahar
aylarinda kaybolmaktadir (Agrios, 2005; Anonim, 2008; Sochor ve ark., 2012). Anag
tirlerinin gogunda simptom goriilmezken sadece Nemaguard ve Myrobolan anaglarinda
yapraklarda bantlasma ve klorotik halkali lekeler gozlemlenmistir (Sekil 4.4).

Son yillarda yiiriitilen PPV’ye anaglarin duyarlilig ile ilgili calismalarda PPV’ nin
afitlerle dogal enfeksiyonuna en hassas anaglarin Nemaguard, Mariana GF 8.1,
Myrobalan 29C ve Adesoto oldugu, Greenpack ve Garnem’in orta derecede duyarli
oldugu ve GF677 ile Cadaman anaglarinin ise oldukga tolerant oldugunu bildirmislerdir
(Vidal ve ark., 2010; Milusheva ve Bozhkova, 2013). Dogal inokulum kosullarinda
PPV-T wkinin farkli anaglara karsi duyarliliginin arastirildigi bir c¢alismada ise
Myrobalan 29C ve Nemaguard PPV-T enfeksiyonuna en hassas anaglar olarak
bulunmustur (Caglayan ve ark., 2014). Calismamizin sonucunda elde edilen sonuglar

yapilan bir¢cok ¢aligmayla paralellik gostermistir.

Nemaguard 18
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Nemaguard 45 Nemaguard 45

Nemaguard 108 Myrobolan 29C 58

”|
BT

» s

Myrobolan 29B 72

Sekil 4.4. Anag deneme parselinden toplanan Sarka simptomu gosteren anag

yaprak ornekleri
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4.3.1.2. Plum pox virus-Turkey (PPV-T) ile Enfekteli Olan Deneme Parselinin

Cevresinde Bulunan Prunus spp. Bahgesinde Simptomolojik Gozlemler

Enfeksiyon kaynagi olan bahgedeki Prunus (Sekil 4.5.) tiirlerinde simptomolojik

gozlemler sonucunda plum pox virus (PPV) belirtileri gozlemlenmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.5. Anag¢ deneme parselinin bulundugu enfeksiyon kaynagi olan bahgedeki
Prunus agaglarinda alinan 6rneklerin koordinatlar1 (B13 kodu anag deneme parselini

simgelemektedir, B14 (erik), B15 (seftali), B16 (erik), B12 (kayis1), B4 (erik) ve B7
(kayisi)).
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B4 Erik B7 Kayist

B12 Kayis1 B14 Erik

B15 Seftali B16 Erik
Sekil 4.6. Anag¢ deneme parselinin bulundugu enfeksiyon kaynagi olan bahgedeki

Prunus agaglarinda Sarka simptomu goriintiileri (B4 (erik), B7 (kayis1), B12 (kayisi),
B14 (erik), B15 (seftali) ve B16 (erik)).
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4.3.2. Deneysel Anag¢ Parselinde Bulunan Anaglarin ve Etrafindaki Prunuslarin
DAS ELISA ve RT-PCR Analiz Sonuglar:

Deneysel anag¢ parselinde bulunan tiim anaglardan alinan 6rnekler gerek ilkbahar
ve gerekse sonbahar doneminde Double Antibody Sandwich-ELISA (DAS-ELISA)
yontemi ile testlenmistir (Clark ve Adams, 1977). Ilkbahar ve sonbahar aylarinda
deneme parselinden 2015 yilinda toplanan 641, 2016 yilinda 610 ve 2017 yilinda 601
adet ornek DAS-ELISA yontemiyle testlenmistir. Testlenen orneklerden sadece
Nemaguard ve Myrobalan anaglarindan alinan o6rneklerde pozitif sonug alinmustir.

(Sekil 4.7; 4.8). Bu durum simptomolojik gézlemleri de dogrular niteliktedir.

Sekil 4.7. Deneysel anag parselinde bulunan Prunus spp. anaglarinin DAS —
ELISA ile testlenmesi sonucu pozitif bulunan Nemaguard ve Myrobolan anaglarina ait

bitki 6rneklerinin gorsel degerlendirilmesi (P:Pozitif kontrol, N: Negatif kontrol)

Ana¢ deneme parselinin etrafinda bulunan Prunus c¢esitlerinden 6rnekler alinmis
DAS-ELISA yontemi ile testlenmistir. Bu analizlerin sonucuna gore deneme alani
etrafindaki agaglardan B14 (Erik), B15 (Seftali), B16 (Erik), B12 (Kayis1), B4 (Erik) ve
B7 (Kayis1) pozitif sonug vermistir.
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Sekil 4.8. Deneysel anag parselinde bulunan Prunus spp. anaglarinin DAS-ELISA
ile testlenmesi sonucu pozitif bulunan Nemaguard ve Myrobolan anaglarina ait farkl
bitki 6rneklerinin gorsel degerlendirilmesi (P:Pozitif kontrol, N: Negatif kontrol)

DAS-ELISA ile pozitif bulunan anag 6rnekleri ve pozitif 6rneklerin gevresinde
bulunan ancak ELISA ile negatif sonu¢ veren Ornekler RT-PCR analizleri ile
testlendiginde sadece DAS-ELISA ile pozitif bulunan 6rnekler RT-PCR ile de pozitif
bulunmustur (Sekil 4.9).

0 2 2 N N 2 R R N N R N R R

Sekil 4.9. PPV ye spesifik P1/P2 primerleri kullanilarak gerceklestirilen RT-PCR
analizi sonucuna gore DAS ELISA testinde pozitif ¢ikan anaglarin hepsi pozitif

reaksiyon gostermistir. (1: Markor, 2: N108, 3: N 65, 4: N 148, 5: N 18, 6: N44, 7: N45,
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8: C58 9: C44, 10: KNT +, 11: B 72, 12: C65, 13: B15, 14: Negatif kontrol, 15: Pozitif
Kontrol) (N: Nemaguard, C: Myrobalan 29C, B: Myrobolan 29B)

Son yillarda PPV’ye karsi ana¢ duyarlililig: ile ilgili ¢alismalarda afitlerle dogal
enfeksiyona en hassas anaglarin Nemaguard, Mariana GF 8.1, Myrobalan 29C,
Myrobolan 29B ve Adesoto oldugu, Greenpack ve Garnem’in orta derecede duyarl
oldugu ve GF677 ile Cadaman anaglarinin ise olduk¢a tolerant oldugunu bildirmislerdir
(Vidal ve ark., 2010; Milusheva ve Bozhkova, 2013; Caglayan ve ark., 2013; Kaya ve
ark., 2014).

Bizim ¢aligmamizda kullanilan Garnem, GF 677, Myrobolan 29C ve 29B,
Nemaguard anaglari igerisinde daha Onceki caligmalarda da PPV’ye duyarli oldugu
belirtilmis olan Myrobolan 29C, 29B ve Nemaguard anaglar1 3 yil siiresice PPV’ye en
duyarli anaglar olarak saptanmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Deneysel anag parselinde bulunan farkli anaglarin PPV acgisindan
DAS-ELISA ve RT-PCR ile testlenmesi sonucu elde edilen sonuglar

Pozitif anag Pozitif anac Pozitif ana¢ sayis1
Kullamilan Anaglar sayist/Toplam anag¢ sayist/Toplam anag¢ /Toplam anag sayisi

sayisi (2015) sayisi (2016) (2017)
Garnem 0/134 0/134 0/125
GF 677 0/144 0/141 0/138
Myrobolan 29C 0/74 2/73 2/72
Myrobolan 29B 0/97 1/96 1/96
Nemaguard 0/192 6/166 6/170
Toplam 0/641 9/610 9/601

Deneme parselinde 2016-2017 yillarinda alinan 6rneklerden DAS-ELISA ve RT-
PCR analizleri sonucunda pozitif ¢ikan orneklerin sekans analizleri sonucu elde edilen
baz dizileri NCBI ‘da BLAST programi ile irk diizeyinde belirlenmistir. Elde edilen
sekans sonuglarinin GenBank’a kayitli sekans sonuglari ile karsilastirilmalart sonucunda

pozitif ana¢ Orneklerinin hepsinin PPV-T 1irki ile yiiksek oranda benzerlik gosterdigi

belirlenmistir (Sekil 4.10).
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Plum pox virus isolate AnYnAp129, complete genome
Sequence |: MF346257.1 Length: 9784 MNumber of Matches: 1

Range 1: 2024 to 3736 GenBsnk Graphics

Score Expect Id=ntiti=s Gaps Strand
1469 bits(795) 0.0 B07/813{9%%) I:I"EIEI 0%) Plus/Plus
Query 1 TTEEAGAGAATTAAGTTEATCOGAALAGATTCTCTGCAATCTTGGEA 68
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 2924 GECTTEGAGAGAAT TRAAGTTEETCOEAAAGATTCTCTGCAATCTTGEA 2083

Query 61 ATCGCACEOTOaCEAARACATATACCALMARCCTT TLATCOCGALAGACGCAGCAGATTT 128

Sbjct 2984 ATCGCAGCGETGOCOEAMAACATATACCAAAGCCCTTCATCCCGAAAGACSCAGCAGATTT 3843

Query 121 AGEAGECARGTACGACATCTCCGT TCGGTCATTAC TTEGCAGTCAATACASACGCCTGAA 180

Sbjct 3844 AGEAGSCAGGTACGACATCTCCGTTCAETCATTAC TTEGSCAGTCAATACAAACGCCTGAS 3183

Query 181 EETTCOGCGEAALAGAGACGACETCSTTTETTACACACACCAGTCSATEGEGAL 248

Ebjct 3184 AGACETEGTTCOOGCGEGAAAAGAGACGACGTCGTTTETTACACACACCAGTCEATEGEEAA 3163

Query 241  GCTATTCTECAAAGCTATCEGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATATT 304
) LCLPLLEEREEET T e L e er e v b e e e e e ee

Shict 3164 GCTATTCTECAAAGLTATCEGAATTTCCACARETTTTCTTCCAAGCACTCTGASEATATT 3223

Query 381 LGGAGCCACATGTAATTCAATGAT 368
. |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| [ITTETELLT

shjct 3224 AATAGGAGCCACATGCAATTCAATGAT 3263

Query 361  TAATEAACATAAACATTTAANGCAASTTECTGCTGATCETGAMGATALGAARAGATTCAL 428
. CCLLREEET FEPRERL e e e e e e e een e e e e e renr

shjct 3284 TAATGAACACAAACATTTAAMGCAAGTTACTGCTGATCGTEAMGATALGAARAGATTCAA 3343

AGETTTTECACACEACACTATCAGARAAGETTEET TECACACCAACAGLGEA 480

GAGATTECAGET
[LLLELCEVELE et TEVEREL L L e e L e ER e il
TTECAGET

Quary 421 I
Shict 3344 GAGA AGETTTTETACACGAGAC TATCAGARALGET TEAET TRCACACC AACAGCGEA 3483

Query 431 ATATETGCAAGE TEALALM CCTEATCTAT TGAMACATECAGAGEACTT 548
. ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

shjct 3ama ATATETGCAAGETEARAMCCCTEATCTATTGAMACATGCAGAGGACTT 3463

Query 541 GAGATEGECAAGTTET TETECATCALLST AAMAGAGATTCACAAGCTAATCTGES 628
. ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Shict 3464 GAGATEGGCAAGTTET THTECATCAALET AALAGAGAT TCACAAGCTAATCTAEA 3523

Qusry 681  ACGAETCETABCATTTGTAECCCTTSTTATGATGCTTTTTGACTCEGAGCEGAGTGATEE 658
) [LLPLLETECET R e e e e e e e e e een

Shict 3524 ACGAGTCETAGCATTTETAECCCTTGTTATGATACTTTTTEACTCEGAGCGEAGTAATES 3563

Query 661 ALECTTAAGEETETCATGEGALGTATCGATCAGACTSTTCA  7I2a

TETTTACAAMATCCTCAATARS

. CCLLLEEETEEET R e e e L e e e e e

shjct 3584 TETTTACAAMATCCTCAATAAGCT TAAGEGCGTCATGEGALGTATCGATCAGACTATTCA 3643

guery 721 ACATTEAAGACATAT TAEACHAALAGANET TEACAGTCGATTT 788
) |||||||||||||||||||||||||||||| CIELTLEET TR E el

Shict 3844 ATTGAAGACATET TEEACGAAALGALET TEACAGTCGATTT 3743

Query 781  TGTCTTECAMAGTAATGAGETTGCACCAACTET 813

Sbjct 3784 TOETCTTECAAAGTAATSAMGTTGCACCAACTGT 3736
Nemaguard 108 kodlu pozitif ana¢ Orneginin NCBI ‘da yapilan BLAST
sonuglarina bakildiginda PPV izolatinin % 99 oraninda —T 1rki ile benzerlik gosterdigi

belirlenmistir
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Plum pox virus isolate AnYnAp129, complete genome
Sequence II: MF346257.1 Length: 9784 MNumber of Matches: 1

Range 1: 2923 to 3736 GenBank Graphics

Score ) Expect Id=ntites _ Zaps Strand
1435 bits(7%0) 0.0 B05/814(95%) [l"514l 0% Plus/Plus
Query 1 AGGAGTEGEAGCAGSCT TEGAGAGAATTAAGTTGETEGGALLAGATTCTCTECAATCTTEG 68

Sbjct 2923 AGGAGTTGEAGCAGSCT TGGAGAGAATTAAGTTGETCGGAMAGATTCTCTEGCAATCTTGE 2982

Query 61 CAMAGCCTTTCATCCCGAALMGACGCAGCAGATT 1268
. |||||||||||||||||||||||||||||||||| LLDVLLTELETE LRttt
Shjct 2983 ACCAALGCCCTTCATCCCGAAMGACGCAGCAGATT 3842
guery 121  TAGGAGECAGETACGACATCTCCETTCGETCATTACTTGECAGTCAATACALACGCCTEA 188
) CCDCELTEREL R L e e e n e e e p el
Shijct 3843 TAGGAGECAGETACGACATCTCCETTCGETCATTACTTGECAGTCAATACARACECCTES 3182

Query 181 ALGACETOETTCOEEEAALAEAEAGACGTOETTTETTACACACACCAGTOGATSEGEA 248

Sbjct 3183 AAGACGTGET TCGGCGEAAAAGAGACGACGTCET TTGTTACACACACCASTOGATGEGEA 3162

Query 241 TCTGCAMAGETATCGEAATTTCCACMAGTTTTCTTCCAMGCACTCTEAAGATET 384
) ||||||||||||||||||||||||||||||| [CLLLECETEEE T el

Shict 3163 AGCTATTCTGCAAAGCTATCGEAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAMGCACTCTEAAGATET 3222

Query 381  TTEACATGCTCATCATATTTGETCTCTTACTTTCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATEA 368
) LLECDCLEEET L e e e e et e e e ee e e et

Shjct 3223 TTGACATGCTCATCATATTTGETCTCTTGCTTTCAATAGGASCCACATGCAATTCAATEA 3282

Query 381  TCAANTGAACACAMACATTTAMAGCANGTTGCTECTGATCATEAAGATAAGAMAAGATTCA 424
) | ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Shict 3283 TTAATEAGCACAAACATTTAMAGCANGTTGCTECTEATCETEAMGATAAGAMARGATTCA 3342

Query 431  AGAGATTGCAGETTTTGTACACGAGACTATCABAAANGGTTEGTTECACACCALCAGLEE 488
) LCLCTLLEEETE e e et et e e e et el

Shict 3343 AGAGATTGCAEGTTTTATACACGAGACTATCAGLAALGGTTEGTTECACACCALCAGCES 3482

Query 481  ATEAATTTCTTGAATATATECALGGTEAALMACCCTEATCTATTEAAMCATGCAGAGGACT 548
) LLLCTLLREETE T et et et ee e e e e el

Shict 3483 ATGAATTTCTTGAATATGTGCALGETGAAMCCCTEATCTATTGAAMCATGCAGAGEACT 3462

Query 541  TGATTGEAGATGGGCAMGTTGTTETGCATCAMMGTALALGAGATTCACAMGCTAATCTEE 684
) LCEL DR Rt e e et et et e e e e el

Shict 3463 TEATCAGAGATGGGCALGTTGTTETGCATCANAGTALANGAEATTCACANGCTAATCTES 3522

Query 681  AACGAGTCETAGCATTTETAGCCCTTETTATGATECTTTTTEACTCGGAGCGEAGTGATG 668
) LLLCTCLERET L e e e e e i e e e et

Shict 3523 ANCGAGTCETAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTEACTCGEAGCGELETEATE 3582

Query 661  GTETTTACAMATCCTCAATAAGE TTALGGGCETCATEGEALGTATCGATCABACTETTC 728
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Shict 3583 GTGTTTACAMMATCCTCAATAAGC TTALGGECETCATEGEAMGTATCEATCAGACTETTC 3642

Query 721  ACCACCAMAGTTTGEACGACATTEANGACATGTTEGATGAMAGAAGTTGACAGTCGATT 788

5bjct 3643 ACCATCAAAGTT TGGACGACATTEAAGACATGTTEGACGAAAAGAAGTTEACAGTCEGATT 3782

Query TE1 TTETCTTOCAALGTAATGALETTECACCAL

CTGT
LLECERERETE LT LT TEETELLTrr
CTET

5bict 3783 TTATCTTGCAAAGTAATGAAGTTECACCAL

Bl4

Nemaguard 18 kodlu pozitif ana¢ orneginin NCBI ‘da yapilan BLAST
sonuglarina bakildiginda PPV izolatinin % 99 oraninda —T 1rki ile benzerlik gosterdigi

belirlenmistir

47



Plum pox virus isolate AnYnAp129, complete genome
Sequence I0: MF346257.1 Length: 9784 MNumber of Matches: 1

Range 1: 2024 to 3736 GenBank Graphics

Score Expect Id=nliti=s Gaps Strand
1474 birs(798) 0.0 B03/813(55%) 0/813(0%) Plus/PFlus
Query 1 AGCAGECTTEGAGAGAAT TAAGTTEATCOGALAAGATTCTCTGCAATCTTGEA 68
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbjct 2924 GECTTEGAGAGAATTAAGTTEETCOGARLAEATTCTCTECAATCTTGEA 2983
Juery 61 EOTEECEALAACATATACCAAAGCCTTTCATOCOGARAGACGCAGCAGATTT 128
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII LLLLLEEEEPELEETELTELET
Sbjct 2984 GCAECEETEECEALAAACATATACCALLECCITTCATOLOGALAGACDGCAGCAGATTT 2643
Query 121  AGGAGSCAGGTACGACATCTCOGTTCGETCATTACTTGGCAGTCAATACAAACGCCTGAA 188
) LCCCLCLELELEEEEDELEDELETTECEEE P E LR Ere e
Sbjct 3844 AGGAGGCAGETACGACATCTCOGT TCGETCATTACTTGECASTCAATACAAACGCCTGAA 3183
Query 181 GETTCGGCEEAARAGAGACGACETCOTTTAT TRCACACACCAGTCGATGAGGAA 248
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 3184 TCEE0EEAALAGAGACEACETCETTTETTACACACACCAGTCEATEAEGAA 3163
Query 241 TCTTCCAAGCACTCTGAAGATGTT 384
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 3164 CACALGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAEATGTT 3223
Query 381 AATAGGAGCCACATOTAATTCAATGAT 368
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII [TETELE
Sbjct 3224 AATAGGAGCCACATOCAATTCAATGAT 3283
Query 381 GAAGATAAGASAAGATTCAA 428
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 3284 AGGATAAGAALAGATTCAA 3343
Query 421 CAGETTTTECACACEAEACTATCAGALAAGET TAET TACACACCAACAGCGGA 488
) IIIIIIIIIIIIIIII CLLCTELELL T TEEE PP LR R en
5bjct 3344 GAGATTECAGET TTTGTACACGAGACTATCAGAAAASGTTGETTECACACCAACAGCGEA 3483
Quary 431 TEAATATATGCAAGE TEAAAACCCTEATCTAT TAALACATACAGAGGACTT 548
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 3484 ATATETGCAAGE TEAAAACCCTEATCTATTGALACATGCAGAGGACTT 3463
Quary 541 CEGAGATEGECAAGTTET TATECATCAAAET ALAAGAGAT TCACALMGCTAATCTGEA 688
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 3484 AGATEEECAASTTET TATECATCAALETAAAAGAGATTCACAAGETAATCTGEA 3523
Quary 681 ACGAGTCOTAGCATTTATAGCCCTTATTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAGTAGATEE 668
) [COCCLLELEEEE PR E T e EE R LR L Ere
S5bjct 3524 ACGAGTCGTAGCATTTSTAGCCCTTSTTATGATGCTTTTTGACTCEGAGCGEAGTEATES 3583
Query 681 TOTTTACAARATCCTCAATALECTTAAGEETETCATEEEAAETATCOATCAGACTATTCA 728
) LLLLELEEETELER DY R e R CEEEEE LT L DR L e
Sbjct 35B4  TOTTTACAARATCCTCAATAAGCT TAAGEGCGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCA 3643
Query 721 AAETTTGEACGATAT TGAAGACATETTEEACEARLANGAAET TEACAGTCGATTT 78
) IIIIIIIIIIIIIIIIII [EDEPPLEETEEETELEE TP R LT rer
Sbjct 3644 AAAETTTGEACGACAT TEAASACATETTGEACGAALAGALGT TEACAGTCGATTT 3783
Query 781 CTTELALAGTAATEAAETTECACCAALTET 813
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 3784 TOTCTTECAGAGTAATSAMGTTGCACCAACTGT 3736

sonuglarina bakildiginda PPV izolatinin % 99 oraninda —T 1rki ile benzerlik gosterdigi

Nemaguard 45 kodlu pozitif anag orneginin NCBI

belirlenmistir

48
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Plum pox virus isolate KrMrAp504, complete genome
Sequence [I; MF346280.1 Length: 5784 MWumber of Matches: 1

Range 1: 2060 to 3731 GerBank Graphics

Score

1341 bits(726)

Bxpect Identiti=s Gaps Strand

0.0 757/774{98%) 2"1"?4I 0% Pluz/Plus

QUEF‘}'
shict
QIJEF‘}'
shict
QUEF‘}'
sbict
Query
shict
Query
shict
QUEF‘}'
shict
l:EI.JEF'}'
shict
QUEF‘}'
shict
l:EI.JEF'}'
shict
Query
shict
l:EI.JEF'}'
sbict
QUEF‘}'
shict
QIJEF‘}'
shict

Myrobalan 29C 58 kodlu pozitif anag orneginin NCBI ‘da yapilan BLAST

sonuglaria bakildiginda PPV izolatinin % 98 oraninda —T 1rki ile benzerlik gosterdigi
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B4
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fed
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3679

belirlenmistir

A AT TET e AT T TEEAAT A LT OO CEAA AL ATATACCALLEICTTT

BT T T TR AT T TEEAATCGC AR BTG GAAALCATATACCALLECICITT

AT E ARG A G AGCACAT T TAGEAGECAGETACGACATCTCCGTTOGETCATTALT

AT e ARG G A ACATTTAGEAGECACETACGACATCTCCGTTOGETCATTALT

TEOTTCEECEEAALAGAGACEACATCOTTTE

AALGACETEETTCEECEEAAMATAGACGEACETCITTTE

TCTTCCAABCAC TCTGAAGATGT TTEACATECTCATCATAT TTBETCTCTTRCTTTCAAT
LLLECTETEEELEEDEPELE TR E L R E T ERE T ELETy |
TCTTCCAAGCAC TCTGAAGATGT TTGACATGCTCATCATAT TTGETCTCTTRCTTTCAAT

AEEA G A AT ETAATTCAAT AT TAAT AL ACARACATTTARAECAAGTTECTACTEA

A A AT AT T AAT AT TAATGAA AL ALACATTTALAECALGTTELTACTEA

TCATEAAGATALGALALEATTCALGAGATTECAGETTTTACACACGAGACTATCAGALLL

e G AAGAT AL G A AL GATTCAAGAGATTECAGETTTTECACACCAGACTATIAGALAA

CTTEAATATOTECAAGETEAMMACCCTES

TTCTTEAATATETOCAMGETEARALCICTEL

T TATTEAAACATE G GEACTTEATCGGAGATEGECAAGTTETTATECATCALAET AL

TOTATT AR A TE A G A TTEATCEEAGATEEECAAGTTETTATECATCARAET A4

TG TAGTCTEEAREAGTCATAECATTTETAGLCITTETTATCGATALCT

T A TAATCTEGAACEARTCATAGCATTTETAGCCCTTETTATEATACT

GTTTACLALATTCTCAATALGI TTALGEGCETIAT

GTOTTTACAALATOCTCAATALECTTAAGEECATIAT

A AT e AT A ACTETTCAC AT CARAETT TTEGACCATATTEALGACATECTER

BEEAAGTATCEATCAGACTET T ACCATCALLE-TTTAGACEACATTGAAGACATATTEE
A BRSNS ALGATEACAGTCGATTYTTATCTTELAAMTTARTGAASTYSCACCA 777

A A AL TTEACAGTCGATT-TTETCTTELAAAGTAATGAAETTECACCA 3731
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Plum pox virus isolate P145 polyprotein gene, partial cds
Sequence Il EUT34802.1 Length: 4550 Humber of Matches: 1

Range 1: 2913 to 3687 GenBank Graphics

Score Expect Id=ntities Gaps Strand
1404 bits(7&0) 0.0 770/775(39%) 0/773(0%) Pluz/Pluz
Query 1 GETEECEAARACATATACCARAGCCTTTCAT 68

] |||||||||||||||||||||||||||||||||I||I|||||I||I||I||||| L]
Sbjct 2913 AGCGETEECEAARACATATACCAAMGCCCTTCAT 2972

Query 61 COCGARAGACECAGCAGATTTAGEAGECAGGTACGACATCTCCGTTCGATCATTACTTGE 128

Sbjct 2973 CCOGAALGACGCAGCAGATTTAGGEAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGEE 3832

Query 121 AATACAMACGCCTGARAGACGTEET TCEACGGAMAGAGACGACGTCGTTTETTA 188
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbict 3833 AATACALACGCCTGARAGACGTEET TCEACGGAMAMEABACGACGTCATTTETTA 3892
Query 181 GGAMGCTATTCTGCAAAGCTATCEGAATTTCCACAAGTTTTCT 248
] ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
shjct 3893 CTATTCTECAMMGCTATCGEAATTTCCACAAGTTTTCT 3152

Query 241  TCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATTATATTTGETCTCTTGLTTTCAATAGGE 388

Sbjct 3153 TCCAAGCACTCTEAAGATGETTTGACATGCTCATCATATTTGETCTCTTGCTTTCAATAGG 3212

Query 381  AGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTECTEATCG 268

Sbjct 3213 AGCCACATGCAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGLTGATCE 3272

Query 381 TOAAGATAAGALALGATTCAACAGATTGLAGGTTTTGLACACGAGACTATCAGAALAGET 428

Sbjct 3273 TGAAGATAAGAAAAGATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGTACACGAGACTATCAGAAAAGET 3332

Query 421 AATATGTGCAAGGTGAAMACCCTGATCT 488
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
shict 3333 AATATGTGCAAGGTGAARACCCTGATCT 3382
Query 481 GTGCATCAMAGTAABAG 540
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 3303 CATCABAGTAABAG 3452

Query 541  AGATTCACAAGCTAATCTGEAACGAGTCATAGCATTTATAGCCCTTATTATGATGLTTTT &8d

Sbjct 3453 AGATTCACAMGCTAATCTGEAACGAGTCRTAGCATTTGTAGCCCTTATTATEATECTTTT 3512

Query 681 TAAGCTTAAGGETETCATGEE 668
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| LTI
shict 3513 TCAATAAGCTTAAGGECETCATGEE 3572
Query 661 TETTCACCATCAAAGTT TGGACGACATTGAAGACATGTTGGACEA 720
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 3573 GACTETTCACCATCAAAGTT TAGACGACATTGAAGACATETTEEACEA 3632

Query 721 ARAGAACTTGACAGTCGATTTTATCTTGCAALGTAATEAAGTTECACCARCTETC 773

Sbjct 3633 AAAGAAGTTGACAGTCEATTTTATCTTACAALGTAATGAAGTTECACCALCTGTC 3687

Myrobalan 29C 44 kodlu pozitif anag orneginin NCBI ‘da yapilan BLAST
sonuglaria bakildiginda PPV izolatinin % 99 oraninda —T 1rki ile benzerlik gosterdigi

belirlenmistir
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Plum pox virusisolate KrMrAp504, complete genome
Sequence ID: MF346280.1 Length: 9784 Mumber of Matches: 1

Range 1: 2063 to 3702 GenBank Graphics

Score Bxpect Id=ntities Gaps Strand
1334 bits(722) 0.0 734/740(3%%) D"F"4EIEI::-‘|::I Flus/Fluz
Query 1 LATCECAGCEETEGCEAALACATATACCARAGCCTTTIAT 68
) |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| L1
shjct 2963 AATCECAGCEETEOCEAALACATATACCAAMGCCCTTIAT 3822

Query 61 CoCEAnAGAlECAECAGATTTAGEAGECAGETACGACATCTCOGTTOGETCATTALTTES 128

Sbjct 3823 COCGAAAGACECAGCASATTTAGGAGGCASETACGACATCTCOGTTCSGTCATTACTTES 3852

Query 121  CAGTCAATACASACGLCTOAAGACGTORT TCOGCEGAAMACAGACTACGTCRTTTETTA 188

Sbjct 3863 CAGCCAATACAAACGCCTGAAMGACGTGETTCEGCEGAAAAGAGACGACGTCATTTATTA 3142

Query 131 GEAAGCTATTCTECAALECTATCEEAATTTCCACAAGTTTTCT 248

Sbjct 3143 GLTATTCTGCAAMECTATCGEAATTTCCACAAGTTTILT 3282

Query 241 TCCAAGCACTCTGAMGATGTTTGACATGCTCATTATATTTGETCTCTTGCTTTCAATAGS 384

Sbjct 3283 TCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGETCTCTTGCTTTCAATAGE 3262

Query 381 AGCCACATGTAATTCAATGATTAATEAACACAALCATTTALAGCALGTTGCTGLTATCE 268

Sbjct 3263 AGCCACATGCAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGLTGATCS 3322

Query 381 TOALGATAAGALAMGATTCALGAGATTOCAGITTTTOCACACGAGACTATCAGAALAGET 428

Sbjct 3323 TOAAGATAAGALAAGATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGCACACGAGACTATCAGAALAGET 3382

Query 421 ALGATGAAMACCCTGATCT 488
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
shict 3383 GCAMGGTGAAMACCCTGATCT 3442
Query 481 TGATCAGAGACGEGCALGTTGTTETECATCALAGTAAMAG 548
] |||||||||||||||||||||||||||||| CECTEELEEEETET LT P
shict 3443 GGACTTEATCGGAGATAEGCAMGTTATTETGLATCALAGTAALAG 3562

Query 541  AGATTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTOATAGCATTTATAGCCCTTATTATGATEITTTT 68a

Sbjct 3583 AGATTCACAAGCTAATCTGEAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTATTATGATECTTTT 3562

Query 681 TLAGCTTAAGGGTETCATGEG 660
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| [T
Shict 3363 TCCTCAATAAGCTTAMGGGCGTCATGEE 3622
Query 661 CACCATCAAAGTTTGEACGACATTGAAGACATGTTGEACGA 728
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
shjct 3623 GACTGTTCACCATCAMGTTTAGACGACATTGLAGACATETTGGACGA 3662

Query 721 ALAGOAGTTOACAGTCGATT 748

Sbjct 3683 AAAGAAGTTGACAGTCGATT 3782

Myrobalan 29B 72 kodlu pozitif ana¢ 6rneginin NCBI ‘da yapilan BLAST
sonuglara bakildiginda PPV izolatinin % 99 oraninda —T 1rki ile benzerlik gosterdigi

belirlenmistir
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Plum pox virus isolate KrMrAp504, complete genome
Sequence |I: MF346280.1 Length: 9784 MNumber of Matches: 1

Range 1: 2963 to 3735 GenBank Graphics

Score Expect Id=ntitjes Gaps Strand

1400 bits(738) 0.0 768/773(9%%) 0/773(0%) Plus/Flus

Query 1 AATCGCAGCGT GO0 GARAACATATACCAMLGCCTTTCAT 68
) I|IIIIIII|IIIIIII|IIIIIII||IIIIII||IIIIIIIIIIIIII||III 11

Sbjct 2963 AGCEETEACEAMRACATATACCAALGCCCTTCAT 2822

Query 61 COCGAAAGACGIAG AGATTTAGEAGGCAGETACGACATCTCOGTTCGETCATTACTTGE 124

Sbjct 3823 CCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGEAGGCAGETACGACATCTCCGTTCGETCATTACTTGE 3852

Query 121 CAGTCAATACAGACGCCTGALAGACGTORTTCGGCGGAAALGAGACGACGTCATTTETTA 188

Sbjct 38E3 CAGCCAATACAAACGCCTGAAAGACGTGET TCEGCEGAMAAGAGACGACGTCGTTTETTA 3142

Query 181 GALECTATTCTGCAALGCTATCGEAATTTCCACALGTTTICT 244

Sbjct 3143 GCTATTCTGCAALECTATCOEAATTTCCACARGTTTTCT 3282

Query 241  TCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATOCTCATCATATTTGETCTCTTGITTTOAATAGGE 384

Sbjct 3283 TCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGETCTCTTGCTTTCAATAGE 3262

Query 381 AGCCACATGTAATTCAATGATTAATGALCACAALCATTTARLGCAAGTTGCTGLTGATCG 364

Sbjct 3263 AGCCACATGCAATTCAATGATTAATGAACACAAMCATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCE 3322

Query 381 TGAAGATAAGACALGATTCALEAGATTOCAGGTTTTOCACACGAGACTATCAGRALAGET 428

Sbjct 3323 TGAAGATAAGARAAGATTCAMGAGATTGCAGATTTTGCACACGAGACTATCAGAASAGET 3382
Query 421 GCAAGGTGAAMACCCTGATCT 488
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 3383 AATATGTGCAMGETGAAMCCCTGATCT 3442
Query 481 GTECATCAAAGTAAMG 549
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 3443 TGTGCATCAAAGTAAMG 3502

Query 541  AGATTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTETAGCCCTTGTTATGATGITTTT &@d

Sbjct 3583 AGATTCACAMGCTAATCTGEAACGAGTCGTAGCATTTETAGCCCTTGTTATGATECTTTT 3562

Query 681 AATAAGCTTAAGGGTGTCATGEE 668
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| LT
sbjct 3363 TCCTCAATAAGCTTAAGEGCGTCATEEE 3622
Query 661 CACCATCAAAGTTTGEACGATATTGAAGACATGTTGGACGA 720
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| [LTELELTETTTETET
sbjct 3623 TCACCATCAAAGTTTGGACGACATTGAAGACATGTTGGACEA 3682

Query 721 AAAGAAGTTGACAGTCOATTTTATCTTOCAMLETAATEAAGTTECACCALCTE 773

Sbjct 36E3 AAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG 3735

Nemaguard 65 kodlu pozitif anag Orneginin NCBI ‘da yapilan BLAST
sonuglara bakildiginda PPV izolatinin % 99 oraninda —T 1rki ile benzerlik gosterdigi

belirlenmistir

52



Plum pox virus isolate Pl45 polyprotein gene, partial cds
Sequence |0 EUT34802.1 Length: 4550 Mumber of Matches: 1

Range 1: 2877 to 3686 GenBank Graphics

Score Expect Identiti=s Gaps Strand

1432 bits(726) 0.0 B01/810{95%) IZI"BIEIEI::-‘n:I Plus/Flus

Query 1 AATTARGTTGETHEGAAAGATTCTCTGCAATITTGGAATC &8
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII CCLEELLETETETTELTTEET

Sbjct 2877 ACACAATTAAGTTEETCIEAAAGATTCTCTGCAATOTTEERAATC 2038

Query 61 GETEGCGAARACATATACCARAGCC TTTCATCCOGAALGACGCAGCAGATTTAGG 128

Sbjct 2937 GCAGCGETEGCGAAMACATATACCAAASCCCTTCATCOCGAMAGACGCAGCAGATTTAGE 2996

Query 121 AATACARACGCCTGAAAGA 180
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

shjct 2907 AACGCCTEAAMGA 3856

Query 181 TCEGCGEAMAGABACGACGTCRTTTETTACACACACCAGTCGATGEGEAMGCT 248

Sbjct 3857 CGTGGTTCEGCGGAAAAGAGACGACSTORTTTETTACACACACCAGTCGATEGGGAAGET 3116

Quary 241 TCEEAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATETTTGA 389
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
shjct 3117 AATTTCCACARGTTTTCTTCCAMGCACTCTGAAGATETTTEA 3176
Query 361 AGCCACATATAATTCAATGATCAL 360
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| FETLLETETED T
shjct 3177 TCAATAGGAGCCACATGCAATTCAATEATTAL 3236

Query 381 TEAACACAAACATTTALAGCAMGTTOCTECTEATCOTEALGATALCALALGATTCALGAG 428

Sbjct 3237 TGAACACAARCATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCATGAMSATAAGAAAAGATTCAAGAE 32096

Query 421 ACGAGACTATCAGLALAGETTEETTELACACCARCAGCETATEL 488

Sbjct 3297 AOACTATCAGARAAGETTOETTECACACCAMCAGIEEATEA 3356

Query 431 ATTTCTTGAATATETECAACGTEALAACCITEATCTATTGAALCATGCAGAGEACTTEAT 548

Sbjct 3357 ATTTCTTGAATATGTECAAGETGAAAACCCTGATCTATTGAMACATGCAGASEACTTGAT 3416

Query 541  TOEAGATGGGCAAGTTGTTETGLATCALAGTAAAAGAGATTCACAAGCTARTCTESAACGE 6G84

shjct 3417 CGGAGATGGACAAGTTGTTGTECATCAMAGTAAAGAGATTCACAAGCTAATCTEGAACE 3476

Query 681  AGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATECTTTTTGACTCGGAGCGEAGTGATGETET 668
) [CLCCLPELELEEL T EEE LT e L PP eyt

shjct 3477 AGTCETAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATECTTTTTGACTCAEASCGEAGTGATGETET 3536

Query 661 TCATGEGAAGTATCEATCAGACTGTTCACCA 720
) ||||||||||||||||||||||||||||||||H||||||||||||||||||||||||||

shjct 3537 AAGCTTAAGGGCGTCATGEGAAGTATCEATCAGACTGTTCACCA 3506

Quary 711  CCAMAGTTTGGACGACATTGAAGACATETTGSATEALAAGAAGTTGACAGTCGATTTTET 788
) CCCEELEDELT LR T e R L e

Shjct 3507 TCARAGTTTGEACGACATTGAAGACATGTTGGACGAAAMGAAGTTEACAGTCGATTTTET 3636

Query 781 CTTGCAAAGTAATGAASTTECACCAACTAT 818

Chdrt  2RET  FTTAECAAARTAATRAASTTESASTAACTAT  ARAAR

Nemaguard 148 kodlu pozitif anag orneginin NCBI ‘da yapilan BLAST
sonuglara bakildiginda PPV izolatinin % 99 oraninda —T 1rki ile benzerlik gosterdigi

belirlenmistir
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Plum pox virus isolate AnYnAp129, complete genome
Sequence |I: MF346257.1 Length: 9784 Number of Matches: 1

Range 1: 2062 to 3699 GenBank Graphics

Score Expect Identitie=s Zaps Strand

1323 bits(716) 0.0 730/737(99%) Z’FSTID%:I Plus/Flus

Query 1 TEC-ATCTTGERATCECAGCEETEGCEALAAACATATACCALAGCCTTTOAT 58
. ||||||| IIII [LULTERETERECEE LD TR TR e Tner 1t

sbjct 2953 CTECAATCTTECEAATCOCAGCEETEACGAMLATATATACCALMAGCCCTTCAT 2822

Query 68 COCEARAGACECAGCAGATTTAGEAGECAGETACGACATCTCOETTOGETCATTACTTEE 118
) II||||||IIIIIIIIIIIIIIII||IIIIIIII|||||||||||||||||||||||||

sbjct 3823 GAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGECAGETACGACATCTCOGTTCGATCATTACTTES 3862

Query 128 TCAATA AL AL TEARAGACGTGETTCEGCEEAALACAGACGACGTOGTTTETTA 172
) II||||||IIIIIIIIIIIIIIII||IIIIIIII|||||||||||||||||||||||||

sbjct 3883 TCAATA AL ACGC I TEAMAGACSTEETTCEGCEEAALACAGACTACGTOGTTTETTA 2142

Query 188 ACCAGTOGATEOEGAACC TATTCTOLAARECTATCGGAATTTCCACAASTTTTCT 239
) II||||||IIIIIIIIIIIIIIII||IIIIIIII|||||||||||||||||||||||||

sbjct 3143 A A AL ASTGATEEEEALECTATTCTECALAECTATCOEAATTTCCACAASTTTTCT 2282

Query 248 TCATATTTGETCTCTTGCTTTCAATAGE 299
. ||||||||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII||||||||||||||||||||||

sbjct 3283 TCATATTTOGETCTCTTGLTTTCARTAGG 3262

Query 388  AGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAMCATTTAGAGCAAGTTGCTACTGATCE 359
. R R

Shjct 3263 AGCCACATECAATTCAATGATTAATGAMCACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCE 3322

Query 368  TGALGATAAGAAAAGATTCAGGAGATTGCAGGTTTTGTACACGAGACTATCAGAAAAGET 419
. |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Shict 3323 TGAGGATAAGALAAGATTCAMGAEATTGCASGTTTTATACACGAGACTATCAGAAALGET 33B2

Query 428  TGETTECACACCAACAGCGEATGAATTTCTTGAATATATGCAMGATGAAMACCCTGATCT 478
. CLLELTECEEE P e e e e e e e e e e e

Shjct 3383 TGETTGCACACCAACAGCGEATGAATTTCTTGAATATATGCAMGATGAAMACCCTGATCT 3442

Query 438  ATTGARACATECAGAGGACTTGATTGGAGATGEGCALGTTGTTETECATCALAGTALLAG 539
) |||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||

Shjct 3443 ATTGAMACATGECAGAGGACTTGATCSGAGATGEGCALGTTGTTETECATCALAGTAARAG 3582

Query 548  AGATTCACAMGCTAATCTGEAACGAGTCGTAGCATTTATAGCCCTTGTTATGATECTTTT 509
. |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Shjct 3583 AGATTCACAAGCTAATCTGEAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATECTTTT 3562

Query £88  TGACTCGGAGCGGAGTGATEGTGTTTACAMMATCCTCALTAAGCTTAAGGECATCATGEE 659
. CCLELTEEEEL T L e e e e e e e e e e e een e

Shict 3563 TGACTCEGAGCGGAGTEATEGTGTTTACALALTCCTCALTAAGCTTAAGGECGTCATGEE 3622

QueEry 668  ARMGTATCGATCAGACTGTTCATCATCAAAGTTTGEACGACATTGAAGACATGTTEGACEA 719
. CLLETEEEEEE T e e e e e e e e e e e

Shjct 3623 ALAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCARAGTTTGEACGACATTEAAGACATGTTEGACEA 3682

Query 728  AAAGAAGT-GACAGTCG 735

Sbjct 36B3 AAAGAAGTTGACAGTCS 3690

Nemaguard 44 kodlu pozitif ana¢ Orneginin NCBI ‘da yapilan BLAST
sonuglarina bakildiginda PPV izolatinin % 99 oraninda —T 1rki ile benzerlik gosterdigi

belirlenmistir

Sekil 4.10. Deneme parselinde PPV ile bulasik oldugu belirlenen Nemaguard,
Myrobolan 29B ve Myrobolan 29C anaglarinin BLAST analiz sonuglari

Anag¢ deneme parselinin etrafinda bulunan DAS-ELISA testi sonucunda pozitif
¢ikan Prunus tiirlerinden alinan 6rneklerin sekans analizleri sonucu gelen baz dizileri
NCBI ‘da BLAST programi ile ik diizeyinde belirlenmistir. Elde edilen sekans

sonuclarinin GenBank’a kayitli sekans sonuclari ile karsilastirilmalar1 sonucunda pozitif
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ana¢ Orneklerinin hepsinin PPV-T ki ile benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Sekil
4.11).

Plum pox virus isolate AnYnApl29, complete genome
Sequence |0: MF346257.1 Length: 9784 MNumber of Matches: 1

Range 1: 2064 to 3699 GenBank Graphics

Score Expedt Idenlities zaps Strand
1330 bits(720) 0.0 730/736(99%) EI"I"SE-IEI::-‘u:I Plus/Fluz
Query 1 AATCECAGCEETEECCAMMACATATACCAAAGICTTTCATE &8
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII [T
Sbjct 2964 TEGAATCGCAGCEETOECCALAACATATACCAAAGICITTCATE 3823

Query 61 COGARAGACGCAGLAGATTTAGGAGGCAGETACGACATCTCOOTTCOETCATTACTTGEL 128

Sbjct 3824 COGAAAGACGCAGCAGATTTASGAGGCASSTACGACATCTCOGTTOGSTCATTACTTAEC 3883

Query 121 GTEGTTCAECEEAAMAGAGACGACGTCETTTGTTAC 188
) ||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||

sbjct e84 TCGECEGAARAGAGACGACGTCETTTGTTAC 3143

Query 181 ATGGEEAAGCTATTCTECALAGE TATCGEALTTTCCACARGTTTTCTT 248
) ||||||||||||||||||||||| CLCLCCLTERETECEEE PR eyl

sbjct 3144 TCGATGEEGAAGCTATTCTGCARAGE TATCEGALTTTCCACARGTTTTCTT 3283

Query 241  CCAMGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGGTCTCTTGCTTTCAATAGEA 380
) ||||||||||||||||||||||| CCCLCECTERELE LR E LR L TerEry

Shjct 3284 CCAAGCACTCTGAAGATETTTEACATGCTCATCATATTTGETCTCTTACTTTCAATAGGA 3263

Query 381  GCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACALACATTTALAGCAMGTTECTECTEATLET 268

Sbjct 3264 GCCACATGCAATTCAATGATTAATGAACACAMACATTTAAAGCANGTTGCTGCTGATCET 3323

Query 361 GAMGATALGAALAGATTCAAGAGATTECAGETTTTETACACCACACTATCAGARALEGTT 4248

Sbjct 3324 GAAGATALGAAAAGATTCAAGAGATTGCAGSTTTTGTACACGASACTATCAGAGALEETT 33E83

Query 421 TECACACCAACAGCOGATEAATTTCTTEAATATOTGCAAGETEAAAACCCTEATLTA 488

Sbjct 3384 GETTGCACACCAACAGCGGATEAATTTCTTEAATATATECAAGETGAAAACCCTGATCTA 3443

Query 431 AGAGEACTTEATTEEAGATEEECAAGTTETTATACATCALLGTALALGS S48

shjct 3444 CAGAGEACT TGATCGGAGATEGECAAGTTETTETACATCAAMGTALAAGA 3503

Query 541  GATTCACAAGCTARTCTGGAACGAGTCETAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTT 688
) LCECCCDEEEREE FEPEEEREEE R R E LT e L eyl

Sbjct 3584 GATTCACAAGCTAATCTEGAACGAGTCGTAGCATTTETAGCCCTTETTATGATACTTTTT 3563

Query 681 GCEGAGTGATGEKGTT TACAAAATCCTCAATAMGCTTALGEGCETCATEAEA 668
) |||||||||||||||||||| LLLDCCEEETELE P T EERE P e

sbjct 3564 GCEGAGTGATGETETT TACAARATCCTCAATARGCTTALGEGCETCATEGEA 3623

Query 661  AGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTCTGGACGACATTGAMGACATGTTGEACGAA 728
) LCLCECDEEEREE PR r e LR L e e e e eeen ey

Sbjct 3624 AGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTEGACGACATTGAAGACATGTTGEACGAA 3683

Query 721  AMGAAGTTGACAGTCE 736

Sbjct 3684 AAGAASTTGACAGTCE 3699

Anag¢ deneme parseli etrafinda B15 (Seftali) kodlu pozitif 6rnegin NCBI ‘da
yapilan BLAST sonuglaria bakildiginda PPV izolatinin % 99 oraninda T 1rki ile

benzerlik gosterdigi belirlenmistir
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Plum pox virus isolate KrMrAps04, complete gemome
Sequence |D: MF346280.1 Length: 9784 MNumber of Matches: 1

Range 1: 2972 to 3695 GenBsnk Graphics

Score ) Expect Id=ntiti=s ) Gaps Strand
1250 bits(658) 0.0 716/725(25%) 3/725(0%) Plus/Plus
Query 1 TEC-ATCTTGE-ATCGCAGCGETEACGAALAACATATACCAALGCCTTTCATCCCGAALGS 58

5bjct 2972 TECAATCTTGGAATCGCAGCGETEECGAAMACATATACCARAGCCCTTCATOCCGAAAGA 3831

Query 50  CGCAGCAGATTTAGGAGECAGETACGACATCTCCETTCGETCATTACTTGRCAGTCAATA 118
) LCLVRCEEV I C TR e et e e e e ey 1 frell

Shict 3832 CGCAGCAGATTTABGAGGCAGETACGACATCTCCGTTCGETCATTACTTGECAGCCALTA 3891

Query 118 GTTACACACACCS 178
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

shict 3@e2 TTTGTTACACACACCA 3151

Query 179 AATTTCOACAAGTTTTCTTCCAMGCAC 238
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Shict 3152 GEAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAGECAL 3211

Query 239 T TGAAGATOTTTEACATGCTCATCATATTTGETCTCTTECTT TCAATAGEAGCCACATE 298

5bjct 3212 TOTGRAGATGTT TGACATGCTCATCATATTTGATCTCTTECTTTCAATAGGAGCCACATE 3271

Query 299 TAATTCAATGAT TAATGAACACAANCATTTARAGCAAGTTGCTELTGATOOTEAAGATAR 358

Sbjct 3272 CAATTCAATGAT TAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTECTECTEGATCOTGAAGATAA 3331

Query 359 AL GAT TCAAGAGAT TECAGETTTTGCACACGAGACTATCAGAALAGETTESTTELAC 418

Sbjct 3332 GAAMAGATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGCACACGAGACTATCAGAALAGETTGGTTGCAC 3391

Query 419 A AL A GG AT AATTTCT TEOAATATETEAACETEALAACCITSATITATTEALACSE  4ATE

5bjct 3392 ACCAACAGCGGATGAATTTCTTGAATATGTECAAGGTGAAMACCCTGATCTATTGAAACA 3451

Query 470 GCATCAMMGTAMALGAGATTCACA 538
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Shict 3452 TECATCAMAGTAMANGAGATTCACK 3511

Query 530  AGCTAATCTGEAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTETTATGATGCTTTTTEACTCGES 508
) LCLLTCLEL LT e e e e e e el

Shict 3512 AGCTAMTCTGEAACGAGTCETAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATECTTTTTGACTCGEA 3571

Query 500 TETTTACAMATCCTCANTANGC TTALGGETETCATGEGALGTATCEA 658
) |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| LLLEDELDETLLLLLnn

shict 3572 TEGTETTTACALAATCCTCARTAAGC TTAMGGECETCATEGELAGTATCRA 2631

Query 650 ACCATCAMAGTTTAGACGMCATTEAMGACATGTT TAGACGAARAGALET  T18
) ||||||||||||||||||||||||||||| [LLELTLTELL ||||||||||||||||

shict 3832 TTCACCATCAMAGTTTAGACGACATTEAMGACATG - TTAGACEAARAGALET 3608

Query 719 TGACA 723

5bjct 3691 TEACA 3605

Anag¢ deneme parseli etrafinda B12 (Kayis1) kodlu pozitif 6rnegin NCBI ‘da
yapilan BLAST sonuglaria bakildiginda PPV izolatinin % 99 oraninda -T 1rki ile

benzerlik gosterdigi belirlenmigtir
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Plum pox virus isolate AnYnAp129, complete genome
Sequence |D: MF346257.1 Length: 9784 MWumber of Matches: 1

Range 1: 2064 to 3700 GenBank Graphics

Score ) Expect Ig=ntiTies ) Gaps Strand
1315 bits{712) 0.0 731/740(99%) 4’?4EID%&) Plus/Flus
Query 1 TCTGCAATCTTEGEAATCECAGCGETEECAAMALACATATACCAANGCCTTTCA 66
) IIIIIIIIIIIIIIIII CECLELECTCTEREREEEE DEELE e e 1t
Sbjct 2964 TCTECAATCTT-GEAATCECAGCEETEECGA-AAACATATACCAMAGICITTCA 2621

Query 61 TOCCGARLCAC G AGCAGATTTAGGAGECAGGTACGACATCTCCGTTCGETCATTACTTG 128

Sbjct 3822 TCCOGAAAGACGCASCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCATTCGSTCATTACTTE 3881

Query 121 TEETTCSECEEAAMAGAGACBACGTCATTTETT 188
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

sbjct 3882 AAAGACGTGETTCGECGEAAAAGAGACGACETCATTTATT 3141

Query 181 ATGEGGAAGC TATTCTGCAAAGCTATCGGAATT TCCACAAGTTTTC 248
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

sbjct 3142 TCGATGEEREAAGC TATTCTGCAMAGCTATCGGAATT TCCACAAETTTTE 3261

Query 241 GCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGGTCTCTTGCTTTCAATAG 384
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

sbtjct 3282 CACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGETCTCTTECTTTCAATAG 3261

Query 381 GAGCCACATSTAATTCAATEATTAATEAACACALLCATTTARLECALGTTECTGCTEATC 2648

Sbjct 3262 GAGCCACATGCAATTCAATGATTAATGAACACAGACATTTAALGCAGGTTGCTGCTEATL 3321

Query 381 GTGALGATAAGALLLGATTCAAGAGATTECAGETTTTETACACCAGACTATCAGALALEE 4248

Sbjct 3322 GTGAAGATALGAAAAGATTCAAGAGATTECAGETTTTGTACACGAGACTATCAGALALEG 331

Query 421 GCACACT AATATETGCAAGETGAMAACCCTGATC 488
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

shjct 3382 GACACT AATATGTGCAAGETGAAAACCCTEATE 3441

Query 481 TECAGAGEACTTGATTGAGATGEECAAGTTETTETGCATCAAMGTALAS 548
) ||||||||||||||||||||||||| Fnnnnnnnnnninn

shjct 3442 TACAGAGEACTTAATCAAAGATEECAAGTTETTATACATCAAMGTARAL 3501

Query 541 GAGATTCACARGCTAATCTEEAACEAGTCGTAGCATTTGTAGCCOTTGTTATEATACTTT  Gaa

) CLCCLELELEREL e e e e e e e et entn
Shjct 3582 GAGATTCACAAGCTAATCTGEGAACGAGTCATASCATTTETAGCCCTTGTTATAATGCTTT 3561
Query 681 GEAGTEATAENETT TACAALAT CCTCAATAMGCTT AAGGGCATCATEE 668
) |||||||||||||||||||||| LOLCCCEVEEEERER P P e et el
shjct 3562 GCGAAGTEATAETETTTACAALAT CCTCAATAMGCTTAAGGGCGTCATEG 3621
Query 661  SGAMGTATCGATCAGACTATTCACCATCALAGTCTGGACGACATTGAAGACATGTTGGAC 728
) AR
Shjct 3622 -GAAGTATCGATCAGACTATTCACCATCALAGTTTGEACGACATTGAAGACATGTTGGAC 3688
Query 721 GAAAAGAAGT-GACAGTCGA 739

Sbjct 36B1 GAAAAGAAGTTGACAGTCGA 3788

Anag¢ deneme parseli etrafinda B7 (Kayisi) kodlu pozitif 6rnegin NCBI ‘da
yapilan BLAST sonuglarina bakildiginda PPV izolatinin % 99 oraninda —T 1rki ile

benzerlik gosterdigi belirlenmistir
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Plum pox virus isolate An¥nAp129, complete genome
Sequence I MF346257.1 Length: 9784 MWumber of Matches: 1

Range 1: 2062 to 3697 GenBank Graphics

Score ) Expect Id=ntizies ) Gaps Strand
1327 bits(71B) 0.0 730,/736(99%) 1/736[0%) Plus/Fluz
Query 1 AR GATTCTCTECAATCT TEEAAT CECAGIEATOECOARARCATATACCARAGCCTTTCA 68

Sbjct 2962 AAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCAGCEGTGECGALAACATATACCARAGCCCTTCA 3821

Query 61 TOCCGARACACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTOCGTTCGETCATTACTTG 128

Sbjct 3822 TOCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGETCATTACTTG 3881

Query 121 AATACAAACGCCTEAALEACGTGETT CGECEEAAMAGAGACGACGTCGTTTETT 138
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

shjct 3es2 AACGCC TGAAMGACETGATTCAECGEAAMAGAGACBACGTCATTTATT 3141

Query 131 BT CEATEEGEALGC TATTCTECAMAGCTATCEGAATTTCCACARGTTTTC 248
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

shjct 3142 CEATEEGEAAGC TATTCTECALAGCTATCGGANTTTCCACARGTTTTC 3281

Query 241  TTCCALGCACTCTGALGATETTTEACATELTCATCATATTTEATCTCTTGCTTTCAATAG 388

Sbjct 3282 O A TCTEAAGATETTTEACATECTCATCATATTTEETOTOTTGCTTTCAATAG 3261

Query I8l GAGCCACATETAATTCAATEATTAATGALCACALACATTTALLGCALGTTECTECTEATL 268

Sbjct 3262 GAGCCACATGCAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAMGCAMGTTGCTGCTEATC 3321

Query 381 GTGAMGATALGAALAGATTCAAGAGATTGECAGETTTTETACALGAGACTATCAGALMARG 428

Sbjct 3322 GTGAAGATAAGAAAAGATTCAAGAGATTGCAGETTTTGTACACGAGACTATCAGAAMAGE 3351

Query 421 CTTEAATATETGCAAGETGAMAACCCTEATE 438
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

shjct 3382 AATATETECAAGETGAMAACCCTEATE 3441

Query 481 ATGCAGAGGACTTGATTGEAGAT GGECAAGTTETTGTGCATCAAAGTARAL 548
) ||||||||||||||||||||||||| LCCCLELEELEE L EEE T T e e

shjct 3442 AGAGGACTTGATCGGAGATGEECAAGTTGTTGTGCATCAAAGTARAA 3501

Query 541  GAGATTCACAAGCTAATCTEGAACGAGTCOTACCATTTGTAGCCCTTETTATGATGCTTT &9

) LCECLDEEPELECTEEREE TR e e ey ei |
Shjct 3582 GAGATTCACAAGCTAATCTGEAACGAGTCETAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTT 3561
Query 681 GCGEAGTGATGEKETTTACAALATC CTCAAT AMGCTTAAGEGLGTCATEE 668
) ||||||||||||||||||||| LT T L e er e
shjct 3562 AECGEAGTGATGETETTTACAARATCCTCAATAMGCTTARGEGCGTCATEE 3621
Query 661  GAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAALGTCTGGACGACATTGAMGACATGTTGEACG 728
) LELCTEELECEETEETEE R T e e EERL e e e e e |
Shjct 3622 GAAGTATCEATCAGACTGTTCACCATCAAMGTTTGEACGACATTGAAGACATGTTGEACE 3681
QuERy 721  AMABGAAGT-GACAGT 735

Sbjct 3682 AMAAGAAGTTGACAST 3697

Anag¢ deneme parseli etrafinda B16 (Erik) kodlu pozitif 6rnegin NCBI ‘da
yapilan BLAST sonuglarina bakildiginda PPV izolatinin % 99 oraninda -T 1rki ile

benzerlik gosterdigi belirlenmigtir
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Plum pox virus isolate AnYnApl129, complete genome
Sequence ID: MF346257.1 Length: 9784 MNumber of Matches: 1

Range 1: 2967 to 3701 GenBank Graphics

Score Expect Id=ntiti=s Gaps Strand
1323 bits{716) 0.0 728/735(99%) 0,/733(0%) Plus/Plus
Query 3 TCTTEEAATCGCAGCGETGECGANMAACATATACCAARGCCTTTCATCCCE 62

) |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| [ILTTIEE
Sbjct 2967 A TCTTEEAATCGCAGCEATEECEALAACATATACCARAGCCCTTLATCOCE 3826
Query 63 AAAGACGCAGCAGAT TTAGEAGGC AGETACGACATCTCOAT TCOGTCATTACTTEGCAGT 122

Sbjct 3827 AAAGACECAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCOGTTCOETCATTACTTGGCAGT 3BE6

Query 133  CAATACARACECCTGAMAGACGTAGTTCEGCAGAMALGAGACGACETCETTTGTTACACA 182
) LELLREETE L L e e e e e e et e e e e et

Shjct 3887 CAATACAAACGCCTGARAGACETGETTCGGCGEAMALGAGACGACETCGTTTETTACACA 3146

Query 183 CACCASTCEATGOEGAMGCTATTCTGCAANSCTATCSGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCA 242

Sbjct 3147 CACCASTCEATAGGGAAGCTATTCTGCAALGCTATCOGGAATTTCCACARSTTTTCTTCCA 3286

Query 243 AGCACTCTEARGATETTTOACATECTCATCATATTTGETCTCTTECT TTLAATAGGAGCC 382

Ebjct 3287 AGCACTCTGAAGATSTTTGACATGCTCATCATATTTGATCTCTTGCTTTCAATAGGAGCC 3266

Query 383 AATETAATTCAATEATTAATEAACAC AL CATY TALAGCALGTTELTECTEATCOTGAL 262

Sbjct 3267 ACATGCAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGLTGLTGATCGTGAA 3326

Query 383 GATALGAL AL EATTCAAGAEATTECAGSTTTTETACACGAGAC TATCAGALAAGETTGET 422

Sbjct 3327 GATAAGAAALGATTCAAGAGATTGCAGETTTTETACACGASACTATCAGAALAGETTGET 3366

Query 423 TTGALTATAT TCALGATEALALCCCTGATCTATTE 482
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||| CERLLRETEEELTERETELntrnl

shict 3387 TCTTGAATATETECAMGETEAAMACCCTEGATETATTE 3446

Query 483 CATECAGAGGACTTEATCEGAGATGEGCANGT TETTETECATCAGASTALGAGAGAT 542
. ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||

Shjct 3447 ARACATECAGAGGACTTEATCSGAGATGEGCAAGTTGTTATECATCALASTAALAGAGAT 3586

Query 543 T ARG TAATCTOEAACGAGTCETAGCATTTATAGCCCTTGTTATGATEGLTTTTTGAL 682

Ebjct 3587 TCACAAGCTAATCTEGAACGAGTCETAGCATTTETASCCCTTGTTATGATGCTTTTTGAL 3566

Query 683 GAGCGEAECGATEETETT TACARAATCCTCAATAMGCT TAAGEGCATCATAEEARET 662
) ||||||||||| CLLILTEE L e e e e e e erenl

Shict 3567 GAGUGEAETGATEGTET T TACALAATCCTCAATAAGCT TAAGEGCETCATGEGALET 3626

Query 683 AAAGTTTEEAYGACATTEANGACATGTTEGACEALAAG 722
. |||||||||||||||||||||||||||||||| CELCEREEEETREE L e

shjct 3627 TCAAAGTTTGEACGACATTEAAGACAT GTTASACEAALMAG 3656

Query 723 TTGACAGTCGAT 737
) |||||||||||||||

Shjct 3657 AAGTTGACAGTCEAT 3781

Ana¢ deneme parseli etrafinda B14 (Erik) kodlu pozitif 6rnegin NCBI ‘da
yapilan BLAST sonuglarina bakildiginda PPV izolatinin % 99 oraninda —T 1rki ile

benzerlik gosterdigi belirlenmigtir
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Plum pox virus isolate An¥YnAp129, complete genome
Sequence |0: MF346257.1 Length: 9784 Number of Matches: 1

Range 1: 2064 to 3701 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1310 bits{709) 0.0 728/738(5%%) 1/738(0%) Plus/Plus
Query 1 AGATTCKCTGC-ATCTTEEAATCGCAGCGOTOCLCARAACATATACCAAAGCCTTTCATC 59

S5bjct 2964 AGATTCTCTGCAATCTTEGAATCGCAGCGSTGRCGAAAACATATACCAAAGCCCTTCATC 3823

Query &8 AGGCAGETACGATATCTCTETTCAGTCATTACTTGEC 119
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||| [LLEE DTEERERLEERETin

sbhict 3824 GCAGETACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGEE 3883

Query 120 6TTCGECEEAALAGAGACEACGTCETTTETTAC 179
) |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||H|||||||||||||

shjct 3884 TCGECEEAALAGAGACEACGTCETTTATTAC 3143

Query 138 ATGEEEAAGCTATTCTECALAGC TATCGEAATTTCCACARGTTTTCTT 239
) |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||H|||||||||||||

Shijct 3144 TCGATGEGEAAGCTATTCTECAAAGE TATCAGAATTTCCACAAGTTTTCTT 3203

Query 248  CCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGETCTCTTGCTTTCAATAGGA 299

Sbjct 3284 CCAAGCACTCTGAAGATGTTTEACATGCTCATCATATTTGSTCTCTTGCTTTCAATAGES 3263

Query 388 GCCACATOTAATTCAATEATTAATEAG A AL ATTTARAGCALETTEGCTGCTEATIET 359

5bjct 3264 GOCACATGCAATTCAATGATTAATGAACACAAACATT TAALGCAMGTTGCTECTEATCGT 3323

Query 358 AL GATALCANLAGATTCAAGAGATTECAGETTTTETACACEAGACTATCAGALALEETT 419

Shjct 3324 GAAGATAMGAAAAGATTCAAGAGATTGCAGGETTTTGTACACGAGACTATCAGAAAAGGTT 3383

Query 420 GGETTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTGAATATGTGCAAGGTGAMAACCCTGATCTA 479
. CCELDEVERERET e Er e e e e r e e e e e e e e e ey

shjct 3384 GETTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTGAATATETGCAAGETEAAAACCCTEATCTA 3443

Query 489  CTBAAMCATGCAGAGGACTTGATTGGAGATGGECAAGTTATTGTGCATCAAMGTAAALGA 539
) NANNUmmn ||||||||||||||||||||||||||||||||H||

Shjct 3444 TTGAAMCATGCAGAGGACTTGATCGGAGATGGGECAAGTTGTTGTGCATCAAAGTAMALGA 3583

Query 548  GATTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTT 509
. CCLLDCLERERE TP e e e r e e e e e re e e e ey

Shict 3584 GATTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTETTATGATGCTTTTT 3563

Query 688  GACTCGEAGCGGAGTEATGETETTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAGGECGTCATGGEA 659
) CCLLDCDERERETE LR L e e R e e En ety

Shict 3564 GACTCGEAGCGGAGTGATGETETTTACAAAATCCTCAATAAGCTTALGGGCGTCATEGEA 3623

Query 668 AGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAALGTTTGGACGACAT TGAMGACATGTTGEACGAA 719
) CCLCDECELERETE LR e e e e r e e e e e r e e e ey

Shict 3624 AGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGACGACATTGAAGACATGTTGEACGAA 3683

Query 720  ALAGRAGWTGACAGTCGAT 737

Ebjct 3684 AAGAASTTEACASTOGAT 3781

Ana¢ deneme parseli etrafinda B4 (Erik) kodlu pozitif 6rnegin NCBI ‘da
yapilan BLAST sonuglaria bakildiginda PPV izolatinin % 99 oraninda -T 1rki ile

benzerlik gosterdigi belirlenmistir

Sekil 4.11. Anag¢ deneme parseli etrafinda PPV ile bulasik oldugu belirlenen

Prunus tiirlerinin BLAST analiz sonuglari
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PPV ile bulasik oldugu belirlenen Prunus anaglari ve c¢esitlerinin sekans analiz
sonuglari denemenin kuruldugu Kayseri ili Talas ilgesindeki ev bahgesinde PPV-T
wrkmin yaygin oldugunu gostermistir. I¢ Anadolu Bélgesi'nde 1k dagilimin
belirlenmesine yonelik yapilan c¢alismalar sonucunda PPV-M, -D wrklarmin agik
bahgelerde, -T irkinin ise ev bahgelerinde yaygin oldugu belirlenmistir (Ceylan ve ark.,
2013a; Giircan ve ark., 2013a; Ceylan ve ark., 2013b; Giircan ve Ceylan, 2016; Ulubas
ve ark., 2009). Yapilan galismalar ve bizim denememizden elde etttigimiz sonuglar

onceki caligmalarla biiyiik 6l¢iide benzerlik gostermistir.

4.3.3. Afit Tiirlerinin Teshisi

flkbaharda Mayis aymin ilk haftasindan baslamak iizere Agustos aymnin SON
haftasina kadar yapiskan siirgiin yontemiyle anaglar tizerindeki afit popiilasyonu
izlenmistir. Buna gore 2015 ve 2016 yillarinda yiiriitiilen bu ¢alismada May1s ayinin ilk
haftas1 afit popiilasyonu olduk¢a diisiik bulunurken yillara gore degisiklik gostermekle
birlikte Haziran ayinin basindan Temmuz ayimnin ilk yarisina kadar afit populasyonu
yiikselmeye devam etmistir Temmuz ayinin ikinci haftasindan sonra ise populasyonda
tekrar bir diisme gozlenmistir (Sekil 4.12). Caglayan ve ark. (2013)’nin Ege Bolgesi-
Izmir’de yaptiklar1 benzer bir ¢alismada 2010 yilinda afit popiilasyonunun en yiiksek
oldugu tarih 26 Mayis olarak saptanirken, 2011 yilinda 31 Mayis olarak bildirilmistir.
Kaya ve ark. (2014)’nin Hatay’da yaptiklart benzer bir ¢aligmada afit popiilasyonunun
Mayis aymin son haftasi en yiiksek diizeye ulagtigini tespit etmislerdir (30.05.2013). Bu
bulgular bizim c¢alismamizla elde edilen sonuglar ile kiyaslandiginda Kayseri ilinin
iklim kosullariin belirtilen diger illerden daha sert olmasi ve afitlerin popiilasyon artisi
icin gerekli sicaklik kosullarmin Haziran (giinliik ortalama en yiiksek ve diisiik
sicakliklar sirasiyla 25,7°C, 14,2°C) ve Temmuz (giinliik ortalama en yiiksek ve diisiik
sicakliklar swrasiyla 26,8°C, 19,5°C) aylarinda saglanmasi nedeniyle farklilik

gostermistir.
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Sekil 4.12. PPV ile enfekteli bahgenin yaninda bulunan ana¢ deneme parselinde
farkli anag tiirlerinden yapigkan siirgiin yontemine gore 2015 ve 2016 yillarinda

ilkbahar ve yaz aylarinda her hafta toplanan farkli afit tiirlerinin ortalama sayist.
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Deneme parselinde PPV nin kisa mesafede yayilmasinda sorumlu olabilecek afit
tirleri olarak Aphis gossypii, A. craccrivora, A. spiraecola, Brachycaudus helichrysi,
Hyalopterus pruni, Myzus persicae, Macrosiphum euphorbiae ve teshisi yapilamayan
diger bazi tiirler saptanmistir. Saptanan afit tiirlerinin yiizdelik degerleri irdelendiginde
2015 yilinda % 44.56 degeriyle en yiiksek oran A. spiraecola olurken, bunu sirasiyla %
31.70 H. pruni, % 16.85 M. persicae, % 2.43 teshisi yapilamayan diger tiirler, % 2.21 A.
gossypii, % 1.99 B. helichrysi ve % 0.22 ile M. euphorbiae izlemistir. 2016 yilinda ise
% 39,36 degeriyle yine en yiiksek oran A. spiraecola olurken, bunu sirasiyla % 36,71
M. persicae, % 20,16 H. pruni, % 1,80 B. helichrysi, % 0,83 ile A. gossypii, % 0,55
teshisi yapilamayan diger tiirler, % 0,44 M. euphorbiae ve % 0,13 ile A. craccrivora

izlemistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Deneysel anag¢ parselinden yapiskan siirgiin metoduna gore her hafta
toplanan farkli tiirlere ait afit sayis1 ve oransal degerleri

Afit tiirleri 2015 2016
Birey Sayisi % Birey Sayisi %

Myzus persicae 76 16.85 264 36.71
Aphis gossypii 10 2.21 6 0.83
A. spiraecola 201 44.56 283 39.36
Hyalopterus pruni 143 31.70 145 20.16
Brachycaudus helichrysi 9 1.99 13 1.80
A. craccivora 0 0 1 0.13
Macrosiphum euphorbiae 1 0.22 3 0.41
Diger tiirler 11 2.43 4 0.55
Toplam 451 719

Diinya da bugiine degin yapilan ¢alismalarda en yaygin saptanan PPV vektorleri
Brachycaudus cardui, B. helichrysi, M. persicae, Phorodon humuli (Sullivan, 2011) ve
A. spiraecola’dir (Cambra ve ark., 2004). Ulkemizde (Antakya/Hatay ve Izmir-Ege
bolgesi) yapilan c¢alismalarin sonucuna gore M. persicae, A. fabae, A. gosypii, A.
spiraecola, H. pruni, Macrosiphon euphorbiae ve A. craccivora en yaygin PPV
vektorleri olarak tespit edilmistir (Caglayan ve ak., 2014; Kaya ve ark., 2014). I¢
Anadolu Boélgesi’'nde (Kayseri) PPV’nin epidemiyolojisinden sorumlu vektorlerin

belirlenmesi amaciyla yaptigimiz ¢aligmanin sonucunda belirlenen afit tiirleri diinyada
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ve Tiirkiye’de yapilmis ¢calismalarin sonuglart ile benzerlik gostermistir. PPV’nin dogal
olarak tasinmasi ilkbahar aylarinda en hizli iken yaz aylarinda diisiik orandadir. Bizim
calismamizda bolgemizdeki iklim kosullarina bagl olarak afit miktar1 16-23 Haziran

tarihleri arasinda en yiiksek popiilasyona ulagsmistir.

4.3.3.1. Afit biinyesinde PPV’iin bulunma durumunun Real Time Ters

Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yontemi ile Saptanmasi

Sarka hastalig1 yaprak bitleriyle ¢ok hizli bir sekilde tasinabildigi i¢in kontroliinde
zorluklar yaganmaktadir (Llacer ve ark., 1992). Hastaligin hangi afit ile ne kadar etkin
tagindiklarinin bilinmesi etmenin yayilmasinin kontrol edilmesinde 6nemli olmaktadir.

Real Time RT-PCR analiz sonuglarina gére 2015 ve 2016 yillarinda ilkbahar ve
yaz doneminde (Mayis-Agustos aylari) in vitro’da tiretilen 5 farkli anagtan toplanan afit

tiirleri, sayilar1 ve PPV enfeksiyon oranlar1 Cizelge 4.4 ve 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.4. 2015 yilinda in vitro tretilen farkli anaglardan toplanan afit tiirleri,
sayilar1 ve PPV enfeksiyon oranlar1 (enfekteli afit/testlenen toplam afit sayisi)

Anaglar (2015) (Enfekteli afit/testlenen toplam afit sayisi)
Myrobolan Myrobolan

Afit tiirleri Nemaguard 29B 29 C GF 677 Garnem Toplam
Aphis gossypii 0/0 1/1 212 0/0 717 10/10 (%100)
0,
A. spiraecola 26/44 18/28 22143 23140 23146 11?52%)(/"
A. craccivora 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Hyalopterus 18/92 8/12 3/13 12121 3/5 441143 (%
pruni 30.76)
. 35/76 (%
Myzus persicae 15/44 12/12 7/8 1/12 0/0 46.05)
Macrosiphum
euphorbiae 0/0 0/0 0/1 0/0 0/0 0/1
Brachycaudus
helichrysi 3/4 1/1 0/0 3/4 0/0 7/9 (%77.77)
Diger tiirler 4/11 0/2 0/0 0/0 0/0 4/13 (%30.76)
66/195 40/56 34/67 39/77 33/58 212/453
Toplam

(%33.85)  (%71.42)  (%50.74)  (%50.64) (%56.89)  (%46.79)
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Cizelge 4.5. 2016 yilinda in vitro tretilen farkli anaglardan toplanan afit tiirleri,
sayilar1 ve PPV enfeksiyon oranlar1 (Enfekteli afit/testlenen toplam afit sayisi)

Anaclar (2016) (Enfekteli afit/testlenen toplam afit sayisi)

Afit tiirleri Nemaguard Myrob];)lan 29 Myrolg)lan 29 GF 677 Garnem  Toplam
Aphis gossypii 1/1 2/2 0/0 3/3 0/0 6/6 (%100)
] 216/283
A. spiraecola 64/70 21/31 34/61 43/57 54/64 (%76.32)
A. craccivora 0/0 0/0 0/1 0/0 0/0 0/1
Hyalopterus 90/145
oruni 50/74 3/5 21/34 12/16 4/16 (%62.06)
. 193/264
Myzus persicae 78/130 4/4 10/12 51/60 50/58 (%73.1)
Macrosiphum 0/0 3/3 0/0 0/0 0/0  3/3(%100)
euphorbiae
Brachycaudus 8/13
helichrysi 0/0 0/0 4/8 0/0 4/5 (%61.53)
Diger tiirler 0/0 1/1 1/1 0/2 0/0 214 (%50)
Toolam 193/275 34/46 70/117 109/138 112/143 518/719
P (%70.18) (%73.91) (9%59.82)  (%78.98) (%78.32) (%72.04)

Bir¢ok bitki viriisii gibi PPV’nin de bir bitkiden digerine aktarilmasi i¢in vektor
boceklere ihtiya¢c duyar. Bu aktarim ilk dnce PPV ile bulasik bir bitki ile vektoriin
beslenmesi ile baslar, afit bir ile birka¢ saat viriisii styletinde tutar ve latent doneme
gerek duymadan beslenme hareketiyle yeni bitkilere virlisii aktarmasiyla sonuglanir
(Cambra ve Vidal, 2017). Epidemiyolojik c¢alismalarda afit vektoriin tirti kadar
fidanliklar1 ziyaret eden afit tiirlerinin viriisii biinyelerine alma oranida 6nemlidir. Non-
sirkiilatif olarak yaprak bitleriyle tasinan PPV’nin vektor biinyesinde PCR tabanli
saptanmasina yonelik iilkemizde ¢ok az c¢alisma bulunmaktadir. Real Time PCR
afitlerin biinyesinde viriisiin belirlenmesi i¢in ¢ok hasas bir yontemdir. Bu yontem non-
sirkiilatif taginmanin s6z konusu oldugu viriislerin afit biinyesindeki varligini
saptanmasinda etkin kullanilan bir yontemdir (Fabre ve ark., 2003). 2015 yilinda
testlenen 453 afitten 212 adedi PPV vektorii olarak belirlenirken; 2016 yilinda 719
afitten 518’1t PPV wvektori olarak belirlenmigtir. 2015 yili ile 2016 yili verileri
karsilagtirildiginda enfekteli afit sayisinin iki katina ¢iktigi belirlenmistir. Yapilan
testlemelere gore; 2015 yilinda 5 farkli anagtan toplanan ve test edilen 76 M. persicae
tirtinden 35’1, 10 A. gossypii tiiriinden 10’u, 201 A. spiraecola tiiriinden 112’si, 143. H.
pruni tiirtinden 44’1, 9 B. heliochrysi tiiriinden 7°si, ve 13 adet digerlerinden 4°1i; 2016
yilinda test edilen 264 M. persicae tiiriinden 193’#, 6 A. gossypii tiirlinden 6’s1, 283 A.
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spiraecola tiiriinden 216’s1, 145 H. pruni tiiriinden 90’1, 13 B. heliochrysi tiiriinden 8’i,
3 M. euphorbiae tiirtinden 3’ ve 4 adet digerlerinden 2’si biinyesinde PPV
icermektedir. Real Time RT-PCR analiz sonuglarina gére 2015 ve 2016 yillarinda
Kayseri ilinde PPV’nin tasinmasinda en etkin afit tiirleri olarak A. spiraecola, M.
persicae ve H. pruni bulunmustur (Sekil 4.13, 4.14, 4.15; Cizelge 4.6, 4.7, 4.8). Diinya
genelinde ve Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda PPV’nin epidemiyolojisinden sorumlu
ana afit tiirleri olarak Myzus persicae, Hyalopterus pruni ve A. spiraecola belirtilmistir
(Cambra ve ark., 2006; Gildow ve ark., 2004; Labonne ve Dallot, 2006; Caglayan ve
ark., 2013; Kaya ve ark., 2014). PPV’nin afitle tasinmasi bir¢ok faktore bagl olarak
degisiklik gosterebilmektedir. Bu faktdrlerden en dnemlileri PPV 1rklart ve bolgenin
iklim 6zellikleridir. Bunlara bagli olarak ¢aligmanin yapiladigi bolgelerde toplanan PPV
vektorii afit tlirlerinde farkliliklar ortaya ¢ikabilmektedir. Bizim c¢alismamizda
belirlenen vektor afitler Tiirkiye’de ve diinyada iklimsel oOzellikleri birbirine yakin
bolgelerde yapilan galismalarla benzer sonuglar gostermistir Bunun yani sira Cizelge
4.4°te goriildiigl gibi Kayseri ilinde PPV nin tasinmasinda en etkin rol oynayan olasi
vektorlerden A. spiraecola, Hyalopterus pruni ve Myzus persicae tiirleri Garnem ve
GF677 gesitlerini de yogun olarak ziyaret etmesine ve PPV enfekteli afit oraninin
oldukga yiiksek olmasina karsin bu iki anag ¢esidinde ii¢ y1l boyunca PPV enfeksiyonu
saptanamamasi bu cesitlerin PPV’ye tolerant oldugunu gostermistir. Ulkemizde Dogu
Akdeniz (Hatay) ve Ege Bolgesi’nde (Izmir-Menemen) yiiriitiilen benzer bir ¢calismada
da ayn1 parelellikte sonu¢ alinmigtir. Real time PCR analiz sonucuna gore M. persicae
ornekleri 31.65 CP ve 33.62 CP araliginda, A. spiraecola 31.84 CP ve 34.12 CP
araliginda ve 32.82 CP ve 36.42 CP araliginda pozitif sonu¢ vermistir (CP: Crossing
point (DNA ¢ogalmasinin goriinebilir oldugu ilk nokta).
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Cizelge 4.6. Real-time RT-PCR ile PPV tespit edilen Myzus persicae 6rneklerinin
bir kisminin cihaz verilerine gore analiz sonug raporu.

Experiment: plate 5 Selected Filter: FAM (465-510)

Include Color Pos Name Cp
True 255 D1 M. persicae 31.95
True 255 D2 M. persicae 32.30
True 255 D3 M. persicae 33.44
True 255 D4 M. persicae 33.62
True 255 D5 M. persicae 32.95
True 255 D6 M. persicae 33.28
True 255 D7 M. persicae 31.61
True 255 D8 M. persicae 33.32
True 255 D9 M. persicae 33.47
True 255 D10 M. persicae 31.80
True 255 D11 M. persicae 32.07
True 255 D12 M. persicae 32.44

Amplification Curves
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Sekil 4.13. Real-time RT-PCR ile PPV tespit edilen Myzus persicae 6rneklerinin
bir kismiin DNA amplifikasyon egrisi.
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Cizelge 4.7. Real-time RT-PCR ile PPV tespit edilen A. spiraecola orneklerinin
bir kisminin cihaz verilerine gore analiz sonug raporu.

Experiment: plate 5 Selected Filter: FAM (465-510)

Include Color Pos Name Cp
True 255 El A. spiraecola 32.35
True 255 E2 A. spiraecola 31.84
True 255 E3 A. spiraecola 33.20
True 255 E4 A. spiraecola 33.30
True 255 E5 A. spiraecola 31.87
True 255 E6 A. spiraecola 30.49
True 255 E7 A. spiraecola 32.03
True 255 E8 A. spiraecola 32.64
True 255 E9 A. spiraecola 33.58
True 255 E10 A. spiraecola 34.12
True 255 E1ll A. spiraecola 30.64
True 255 E12 A. spiraecola 33.22

Amplification Curves

18.774
17.2741
15.774
14.274
127741

510)

L 11.274
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8.274

Fluorescence (465.

B.774
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Sekil 4.14. Real-time RT-PCR ile PPV tespit edilen A. spiraecola érneklerinin bir

kisminin DNA amplifikasyon egrisi.
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Cizelge 4.8. Real-time RT-PCR ile PPV tespit edilen H. pruni 6rneklerinin

kisminin cihaz verilerine gore analiz sonug raporu

bir

Experiment: plate 5 Selected Filter: FAM (465-510)

Include Color Pos Name Cp
True 255 H1 H. pruni 34.94
True 255 H2 H. pruni 34.2
True 255 H3 H. pruni 35.31
True 255 H4 H. pruni 34.83
True 255 H5 H. pruni 34.92
True 255 H6 H. pruni 34.79
True 255 H7 H. pruni 34.59
True 255 H8 H. pruni 32.82
True 255 H9 H. pruni 34.83
True 255 H10 H. pruni 33.33
True 255 H11 Su kontrol 0
True 255 H12 Negatif 0

Fluorescence (465-510)

Amplification Curves

16.563

15.063

13.563

12,063

10.563

3.063

7.563H

.06

4,563

3.063

1.563H

0.063{ ===

o

Sekil 4. 15. Real-time RT-PCR ile PPV tespit edilen H. pruni drneklerinin bir

kisminin DNA amplifikasyon egrisi.
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4. SONUC ve ONERILER

Meyve yetistiriciliginde erik, seftali, nektarin, kiraz, visne ve kayisinin iginde
bulundugu sert ¢ekirdekli, diger bir deyisle tas ¢ekirdekli meyveler diinyada énemli bir
iirlin grubunu olusturmaktadir. Plum pox viriis (PPV)’iin neden oldugu Sarka hastalig
diinyada sert ¢ekirdekli meyve yetistiriciligi yapilan tim {ilkelerde en fazla zarar yapan
hastaliklardan biridir. Sarka hastaligr hem i¢ hem dis karantiya tabii bir hastaliktir. Bu
calisma ile elde edilen bulgular “PPV ile inokule edilen test bitkilerinde viriis
hareketinin Kkantitatif olarak belirlenmesi ve Kayseri ilinde PPV-T wrkinin
epidemiyolojisinin Arastirilmas1” olmak tizere iki ana baglik altinda yapilan ¢aligmalari
icermektedir.

Birinci ¢alisma paketinde {ilkemize ait bir rk olan PPV-T (Turkey) tiitiin
(Nicotiana benthamiana) bitkilerine mekanik inokulasyon yontemiyle inokule
edilmistir. N. benthamiana bitkilerinde PPV’ nin kantitatif analizi i¢in Real-Time PCR
optimizasyonu yapilmis ve PPV-T wrkinin bu bitkide hangi hizda yayildigi ve yayilma
siirecinde olusturdugu simptomlar gozlenmistir. 10 tekerriirlii olarak kurulan denemede,
inokulasyon yapilan yapraktan ilk giinden itibaren her giin 7-8 mm boyutunda alinan
disk seklindeki orneklerin kantitatif analizi ile PPV’nin bitki i¢indeki yayilma hizi
izlenmis ve 2 ila 4 giin i¢erisinde altan 3-5. yapraga ulastiklari tespit edilmistir. Yapilan
calismada test bitkilerinde PPV hareketinin kantitatif verilerle belirlenmesine yonelik
iilkemizde yapilan ilk calismadir. PPV-T ile inokule edilen tiitiin bitkilerinde viriisiin
olduk¢a hizli yayildigi; yaprak damar aralarinda renk agilmalari ve kabartilar gibi
simptomlar olusturdugu gozlenmistir. Bu 6n bulgular tilkemize 6zel bir irk olan PPV-
T’nin diger PPV rklar1 gibi oldukg¢a viriilent oldugunu gostermekte ve kontrol
stratejilerinin  gelistirilmesinde bu durumun dikkate alinmasi gerektigini ortaya
koymaktadir.

Ikinci ¢aligma paketinde ise PPV’nin epidemiyolojisi ¢alismalarinda Kayseri
ilinde dogal enfekteli kayisi, erik ve seftalinin karigik dikim yapildigi bir bahge
secilerek oncelikle bu bahgedeki PPV enfeksiyon orani ve irki saptanmistir. Deneme
parseline uzakligi 2 m ile 100 m arasinda olan bolgelerden tesadiifi olarak toplanan 18
adet Prunus orneginden 6 tanesi PPV ile enfekteli bulunmus ve etmen PPV-T olarak
tanimlanmistir. Bu 1rkin dogal tasinma durumunu ortaya koymak amaciyla secilen bu

bahgenin kenarina PPV’ye duyarli oldugu bilinen Myrobolan 29 B ve C, Nemaguard ile
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kismi olarak tolerant olan Garnem ve GF677 anaglar1 dikilmis ve anag dikimini izleyen
yilin ilkbahar aylarinda simptom gosterip gostermemesine bakilmaksizin anaglarin
tamamindan Yyaprak Ornekleri almarak DAS ELISA ve RT-PCR yontemleriyle
testlenmistir. Denemenin ilk kuruldugu yil olan 2015 yilinda yapilan testlemeler
sonucunda pozitif ana¢ belirlenemezken; 2016 ve 2017 yillarinda yapilan analizler
sonucunda Myrobolan 29B, Myrobolan 29 C ve Nemaguard anaglar1 PPV ile enfekteli
bulunmustur. Bu bulgular c¢er¢evesinde sert ¢ekirdekli fidan {iretiminde 6zellikle PPV
tespit edilen alanlarda Myrobolan 29B, C ve Nemaguard anaglarinin kullanilmamasi ve
GF677 ve Garnem’in tercih edilmesi 6nerilmektedir.

Kayseri ilinde PPV’ nin olasi vektorlerinin belirlenmesi amaci ile iki yi1l boyunca
yapilan ¢alismalarda en yiiksek afit popiilasyonu Haziran aymda tespit edilmistir.
Deneme parselinde PPV nin kisa mesafede yayilmasinda sorumlu olabilecek afit tiirleri
olarak Aphis gossypii, A. craccrivora, A. spiraecola, Brachycaudus helichrysi,
Hyalopterus pruni, Myzus persicae, Macrosiphum euphorbiae saptanmistir. Bu afit
tirlerinin yillara gére yogunlugu incelendiginde 2015 yilinda % 44.56 degeriyle en
yiiksek oran A. spiraecola olurken, bunu sirasiyla % 31.70 H. pruni, % 16.85 M.
persicae, % 2.43 teshisi yapilamayan diger tiirler, % 2.21 A. gossypii, % 1.99 B.
helichrysi ve % 0.22 ile M. euphorbiae izlemistir. 2016 yilinda ise % 39.36 degeriyle
yine en yiiksek oran A. spiraecola olurken, bunu sirasiyla % 36.71 M. persicae, % 20.16
H. pruni, % 1.80 B. helichrysi, % 0.83 ile A. gossypii, % 0.55 teshisi yapilamayan diger
tiirler, % 0.44 M. euphorbiae ve % 0.13 ile A. craccrivora izlemistir Afit yogunlugu ve
bu afitlerde PPV’nin saptanma orani birlikte degerlendirildiginde ise Kayseri ilinde
PPV’nin taginmasinda etkin rol oynayabilecek afit tiirlerinin A. spiraecola, M. persicae
ve H. pruni oldugu kanisina varilmistir.

Viriislerin etkin bir kimyasal miicadelesi bulunmadigindan korunma 6nlemleri 6n
plana ¢ikmaktadir. PPV gibi non-persistent tasinan viriislerin vektorleriyle
miicadelesinde virlisiin bocek biinyesine alinmasi ve aktarmasi arasinda ¢ok kisa bir
siire bulunmasi nedeniyle de pestisit kullanimi 6nerilmemektedir. PPV niin afitler ile
tasinma durumu Ege ve Akdeniz bolgelerinde sirastyla izmir ve Hatay’da &nceki
calismalarla gosterilmistir. Bu ¢alisma ile de sert ¢ekirdekli meyve agaglarinin
yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi Kayseri ilinde PPV epidemiyolojisinde rol

oynayan afit tiirleri belirlenmis ve bu sonuglar dogrultusunda dogal enfeksiyon
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kosullarinda PPV-T 1rkina tolerant ana¢ tiirlerinin belirlenerek fidan iireticilerine
onerilmesi ile PPV’ye karsi kontrol stratejilerinin gelistirilmesine katki saglanmasi
konusunda 6nemli veriler elde edilmistir. Bu ¢alismanin sonuglar literatiir bilgileri ile
desteklendiginde asagidaki somut oneriler 6n plana ¢ikmaktadir:

1- PPV’ye tolerant olarak tespit edilen GF677 ve Garnem gibi anaglarin tercih
edilmesi,

2- Yeni tesis edilecek bahgelerde Sertifikali ve PPV’den ari fidanlarin tercih
edilmesi

3-Fidanlarin bahgeye dikildikten sonra da belirli araliklarla PPV ag¢isindan diizenli
olarak testlenmesi,

4-Afitlerle PPV nin taginma olasiligini azaltmaya yonelik miicadele yontemlerinin

uygulanmasi.

72



KAYNAKLAR

Agrios, G. 2005. Plant pathology. Elsevier Academic Press. 767p.

Agaoglu, Y.S., Celik, H., Celik, M., Fidan, Y., Giilsen, Y., Giinay, A., Halloran, N.,
Koksal, A1, ve Yanmaz, R., 1997. Genel Bahge Bitkileri. T.C. A.U.Z.F.
Egitim, Arastirma ve Gelistirme Vakfi Yayinlar1 No: 4, Ankara.

Akbas, B., Degirmenci, K., Cift¢i, O., Kaya, A., Yurtmen, M., Uzunogullari, N., Celik,
N., Tirkdlmez, S., 2011. Update on Plum pox virus Distribution in Turkey.
Phytopathol. Mediterr. 50, 75-83.

Anonim, 2006. Real-Time PCR aplications guide. BIORAD. http://www.bio-
rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/Bulletin_5279.pdf

Anonim, 2008. Zirai Miicadele Teknik Talimatlar. 4: 87p.

Atanasoff, D., 1932. Plum pox. A new virus disease. In Yearbook university of sofia,
University of Sofia, F.0.A. Ed. Sofia, (11): 49-69.

Avinent L., Hermoso de Mendoza A., Llacer G., 1993. Comparison of sampling
methods to evaluate aphid populations (Homoptera, Aphidinea) alighting on
apricot trees. Agronomie. 13: 609-613.

Avogadro, A., 1811. Essai d’une mani‘ere de determiner les masses relatives des
molecules elementaires des corps, et les proportions s’elon lesquelles elles
entrent dans ces combinaisons. J. Phys. 73, 58.

Bertolini, E., Olmos, A., Mart'inez, M.C., Gorris, M.T., Cambra, M., 2001. Single-step
multiplex RT-PCR for simultaneous and colorimetric detection of six RNA
viruses in olive trees. J. Virol. Methods 96, 33-41.

Blazek, J., Paprstein, F., R. Karesova., 2003. Spread of Plum pox virus in new plum
orchards of the Czech Republic and resistant cultivars to the disease. Acta
Hort. 622, 359—364.

Cambra, M., Asensio, M., Gorris, M.T., P’erez, E., Camarasa, E., Garc'ia, J.A., Moya,
JJ., L'opez-Abella, D., Vela, C., Sanz, A., 1994. Detection of Plum pox
potyvirus using monoclonal antibodies to structural and non-structural proteins.
EPPO Bull. 24, 569-577.

Cambra, M., Capote, N., Cambra, M.A., Llacer, G., Botella, P. & Lopez-Quilez, A.
2006. Epidemiology of sharka disease in Spain. OEPP/EPPO Bulletin 36:
271-275.

Cambra, M., Gorris, M.T., Capote, N., Asensio, M., Mart'inez, M.C., Bertolini, E.,
Collado, C., Hermoso de Mendoza, A., Mataix, E., 2004. Epidemiology of
Plum pox virus in Japanese Plums in Spain. Acta Horticult. 657, 195-200.

Cambre, M., and Vidal, E., 2017. Sharka, a vector-borne disease caused by Plum pox
virus: vector species, transmission mechanism, epidemiology and mitigation
strategies to reduce its natural spread. ISHS Acta Horticulturae 1163: il
International Symposium on Plum Pox Virus. Doi:
10.17660/ActaHortic.2017.1163.10.

Candresse, T., Macquaire, G., Lanneau, M., Bousalem, M., Quiot-Douine, L., Quiot,
J.B., Dunez, J., 1995. Analysis of Plum pox virus variability and development
of strain-specific PCR assays. Acta Horticult. 386, 357-369.

Candresse, T.; Svanella—Dumas, L.; Gentit, P.; Caglayan, K.; Cevik, B. 2007, First
report of the presence of plum pox virus rec strain in turkey. Plant Dis. 91,
331-331.

73


https://www.actahort.org/books/1163/index.htm
https://www.actahort.org/books/1163/index.htm
https://doi.org/10.17660/ActaHortic.2017.1163.10

Capote, N., Perez-Panades, J., Monzo, C., Carbonell, E.A., Urbaneja, A., Scorza, R.,
Ravelonandro, M., Cambra, M., 2008. Assessment of the diversity and
dynamics of Plum pox viriis and aphid populations in transgenic European
plums under Mediterranean conditions. Transgenic Research, 17: 367-377.

Ceylan, A, Giircan, K, Akbulut, M, Ghaderi, M., 2013b. Kayseri’de Yiiksek Sarka
Enfeksiyonu. Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Dergisi, 30(2): 80-85.

Ceylan, A., Giircan, K., Ghanderi, M., Akbulut, M., Serce Ulubas, C., 2013a.
Transmission route of new Plum pox viriis introductions in Turkey. Book of
abstracts. 2" International Symposium on Plum pox viriis. Olomouc, Czech
Republic, September 3-6, p19.

Chirkov, S., Sheveleva, A., Ivanov, P., Zakubanskiy, A., 2018. Analysis of Genetic
Diversity of Russian Sour Cherry Plum pox virus Isolates. Provides Evidence
of a New Strain. Plant Disease, 102:569-575 https://doi.org/10.1094/PDIS-07-
17-1104-RE.

Clark, M. F. and Adams, A. N., 1977. Characteristics of the Micro-Plate Method of
Enzime Linked Immuno Sorbent Assay for the Detection of Plant Viruses.
Journal Of General Virology. 34, 475-483.

Crescenzi, A., d’Aquino, L., Comes, S., Nuzzaci, M., Piazzolla, P., Boscia, D., Hadidi,
A., 1997. Characterization of the sweet cherry isolate of Plum pox potyvirus.
Plant Disease, 81: 711-714.

Caglayan, K., Serce, C.U., Gazel, M., Kaya, K., Cengiz, F.C., Vidal, E., Cambra, M.,
2013. Evaluation of the Susceptibility of Different Prunus Rootstocks to
Natural Infection of Plum Pox Virus-T. Journal of Plant Pathology, 95 (3),
579-586.

Caglayan, K., Serce, C. U., Gazel, M., Polat, A., Voight, E., 2004. Reaction of Some
Turkish Plum and Apricot Cultivars to Plum pox virus. J. Turk.Phytopath.,
3(1-3): 19-24.

Dallot, S., Quiot-Douine, L., Saenz, P., Cervera, M. T., Garcia, J.-A., and Quiot, J.-B.
2001. Identification of Plum pox virus determinants implicated in specific
interactions with different Prunus spp. Phytopathology 91:159-164.

Damsteegt, V.D., Stone, A.L., Luster, D.G., Levy, L., Gildow, F.E. and Welliver, R.,
2001. Preliminary characterization of a North American isolate of Plum pox
virus from naturally infected peach and plum orchards in Pennsylvania, USA.
Acta Hortic., 550: 145-152.

Desvignes, J.C., Boy¢é, R., Cornaggia, D., Grasseau, N., 1999 Virus diseases of fruit
trees. Ctifl, Paris (FR).

Dicenta, F., Marti nez-Go” mez, P., Rubio, M., Audergon, J.M., 2003. Localisation and
movement of Plum pox virus in apricot stem tissues. Ann. Appl. Biol. 142,
99- 105.

Dragoiski, K., H. Dinkoya, and I. Miney, 2002: Rate of PPV infection of some plum
cultivars depending on rootstock and management systems. Acta Hort. 577,
263—267

Elibuyuk, 1.0. 2004. Current situation of sharka disease in ankara, Turkey.
Phytoparasitica, 32, 417-420.

EPPO, 2019. EPPO A2 List of pests recommended for regulation as quarantine pests.
https://gd.eppo.int/taxon/PPV000/distribution (Erisim tarihi: 22.05.2019).

74


https://doi.org/10.1094/PDIS-07-17-1104-RE
https://doi.org/10.1094/PDIS-07-17-1104-RE
https://gd.eppo.int/taxon/PPV000/distribution

Fabre, F., Kervarrec, C., Mieuzet, L., Riault, G., Vialatte, A., Jacquot, E., 2003.
Improvement of Barley yellow dwarf virus-PAV detection in single aphids
using a fluorescent real-time RT-PCR. J. Virol. Methods 110, 51-60.

Fanigliulo, A., Comes, S., Maiss, E., Piazzolla, P., Crescenzi, A., 2003. The complete
nucleotide sequence of Plum pox virus isolates from sweet (PPV-SwC) and
sour (PPV-SoC) cherry and their taxonomic relationships within the species.
Archives of Virology, 148: 2137-2153.

Garcia, J. A., Glasa, M., Cambra, M., Candresse, T., 2014. Plum pox virus and sharka: a
model potyvirus and a major disease. Molecular Plant Pathology. 15: 226-41.

Gazel, M.; Serce, C.U., Kaya, K., Cengiz, F.C., Cambra, M., Caglayan, K. 2014. Farkli
Prunus Anaglarinin Plum pox virlis-T’niin Dogal Enfeksiyonuna Olan
Duyarliliklar1. Tiirkiye V. Bitki Koruma Kongresi, 3-5 Subat 2014, Antalya.
P: 180.

Gildow, F., Damsteegt, V., Stone, A., Schneider, W., Luster, D., Levy, L., 2004. Plum
pox in North America: identification of aphid vectors and a potential role for
fruit in virus spread. Phytopathology, 94: 868-874.

Glasa, M., Malinowski, T., Predajna, L., Pupola, N., Dekena, D., Michalczuk, L.,
Candresse, T., 2011. Sequence variability, recombination analysis, and specific
detection of the w strain of Plum pox virus. Phytopathology, 101: 980-985.

Glasa, M., Palkovics, L., Kominek, P., Labonne, G., Pittnerova, S., Kudela, O.,
Candresse, T., Subr, Z., 2004. Geographically and temporally distant natural
recombinant isolates of Plum pox virus are genetically very similar and form a
unique PPV. Journal of General Virology, 85: 2671-81.

Glasa, M., Prikhodko, Y., Predajna, L., Nagyova, A., Shneyder, Y., Zhivaeva, T., Subr,
Z., Cambra, M. and Candresse, T., 2013. Characterization of sour cherry
isolates of Plum pox virus from the Volga basin in Russia reveals a new cherry
strain of the virus. Phytopathology, 103, 972-979.

Gottwald, T.R., Avinent, L., Llacer, G., Hermoso De Mendoza, A. & Cambra, M.
(1995) Analysis of the spatial spread of sharka (Plum pox virus) in apricot and
peach orchards in Eastern Spain. Plant Disease 79: 266-278.

Giil, M., Akpinar, M.G., 2006. Diinya ve Tiirkiye Meyve Uretimindeki Gelismelerin
Incelenmesi. Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 19(1), 15-27.

Giircan, K., Yilmaz, K. U., 2012. Sarka (Plum Pox Virus) hastaligi, kayisida hastaliga
dayanikliligin genetigi ve molekiiler calismalar. Erciyes Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 28(5):402-412.

Giircan, K., Ceylan, A. 2016. Strain identification and sequence variability of Plum pox
virus in Turkey. Turkish Journal of Agriculture And Forestry, 40: 1-16.

Giircan, K., Ceylan, A., Akbulut, M., Comart, S., Akbas, B., Ghaderi, M. (2013b). Plum
pox viriis D in Turkey. Book of abstracts. 2" International Symposium on
Plum pox viriis. Olomouc, Czech Republic, September 3-6, p22.

Giircan, K., Ceylan, A., Akbulut, M., Degirmenci, K., 2013a. PPV-T is common at
home gardens of Central Anatolia. Book of abstracts. 2" International
Symposium on Plum pox viriis. Olomouc, Czech Republic, September 3-6,
p21.

Isac, M., Preda, M., Marcu, M., 1998. Aphid species-vectors of Plum pox virus, Acta
Virologica, 42, 233-234.

James, D., Varga, A., 2005. Nucleotide sequence analysis of Plum pox virus isolate
W3174: evidence of a new strain. Virus Research, 110: 143-150.

75



James, D., Varga, A., Sanderson, D., 2013. Genetic diversity of Plum pox virus: strains,
disease and related challenges for control. Canadian Journal of Plant
Pathology, 35: 431-441.

Kaya, K., Gazel, M., Serge, C. U., El¢i, E., Cengiz, F. C., Cambra, M., Caglayan, K.,
2014. Potential vectors of Plum pox virus in the Eastern Mediterranean Region
of Turkey. Entomologia Generalis, Vol. 35, Issue 2: 137-150.

Kegler, H. and Schade, C., 1971. Plum pox virus. CMI/AAB Description of Plant
Viruses, No. 70.

Kegler, M., Fuchs, E., Griintzig, M., Krezal, G., Wegener, B., 1996. Susceptibility of
genotypes of the genus Prunus to Plum pox virus. Plant Dis. Prot. 103, 225-
261.

Kerlan, C. and Dunez, J. (1979) Différenciation biologique et sérologique des souches
du virus de la sharka. Ann. Phytopathol. 11, 241-250.

Kimura, K., Usugi, T., Hoshi, H., Kato, A., Ono, T., Koyano, S., Kagiwada, S., Nishio,
T., and Tsuda, S. 2016. Surveys of viruliferous alate aphid of Plum pox virus in
Prunus mume orchards in Japan. Plant Dis. 100:40-48.

Kur¢gman, S., 1973. Nachweis des sharka-virus an aprikosen und pflaumenbaumen in
Ankara. The Journal Turkish Phytopathology. 2(3): 124-129.

Labonne, G. and Dallot, S., 2006. Epidemiology of sharka disease in France. EPPO
Bull., 36, 268— 270.

Llacer, G., Avinent, L., and Hermoso de Mendoza, A., 1992. Epidemiology of plum pox
(sharka) virus in Valencia (Spain). Acta Hort. 309, 129-134.

Lowery, D. T., Vickers, P., Bittner, L.A., Stobbs, L. W., Foottit, R.G., 2015. Aphid
Transmission of the Ontario Isolate of Plum Pox Virus. J. Econ. Entomol.
108(5): 2168-2173 (2015); DOI: 10.1093/jee/tov172

Maejima, K., Himeno, M., Komatsu, K., Takinami, Y., Hashimoto, M., Takahashi, S,
Yamaji, Y. Oshima, K., Namba, S., 2011. Molecular epidemiology of Plum
pox virus in Japan. Phytopathology, 101: 567-574.

Matic, S., Al-Rwahnih, M., Myrta, A., 2006. Diversity of Plum pox virus isolates in
Bosnia and Herzegovina. Plant Pathology, 55: 11-17.

Mavrodieva, V., James, D., Williams, K., Negi, S., Varga, A., Mock, R., Levy, L.,
2013. Molecular analysis of a Plum pox virus w isolate in plum germplasm
hand carried into the USA from the Ukraine shows a close relationship to a
Latvian isolate. Plant Dis., 97: 44-52.

Milusheva, S., Bozhkova, V., 2013. Reaction of six Prunus rootstocks to Plum pox
virus in conditions of Plovdiv Region of Bulgaria. 2nd International
Symposium on Plum pox virus. Olomouc, Czech Republic, 59.

Nemchinov, L. and Hadidi, A., 1996. Characterization of the sour cherry strain of Plum
pox virus. Phytopathology, 86: 575-580.

Olmos A., Bertolini E., Gil M., Cambra M., 2005. Real-time assay for quantitative
detection of non-persistently transmitted Plum pox virus RNA targets in single
aphids. Journal of Virological Methods 128: 151-155.

Olmos, A., Cambra, M., Das’1, M.A., Candresse, T., Esteban, O., Gorris, M.T., Asensio,
M., 1997. Simultaneous detection and typing of Plum pox potyvirus (PPV)
isolates by heminested-PCR and PCR-ELISA. J. Virol. Methods 68, 127-137.

Olmos, A., Esteban, O., Bertolini, E., Cambra, M., 2003. Nested-PCR in a single closed
tube (pp. 151-159). In: Bartlett, J., Stirling, D. (Eds.), Methods in Molecular

76



Biology. PCR Protocols: Methods and Applications, vol. 226, 2a ed. Humana
Press, Totowa, p. 545.

Osman F., Rowhani A., 2006. Application of a spotting sample preparation technique
for the detection of pathogens in woody plants by RT-PCR and real-time PCR
(TagMan). Journal of Virological Methods 133: 130-136.

Palmisano, F., Boscia, D., Minafra, A., Myrta, A., Candresse, T., 2012. An atypical
Albanian isolate of Plum pox virus could be the progenitor of the Marcus
strain. 22nd International Conference on Virus and Other Graft Transmissible
Diseases of Fruit Crops p. 33.

Rasmussen, R., 2001. Quantification on the LightCycler instrument (pp.21-34). In:
Meuer, S., Wittwer, C., Nakagawara, K. (Eds.), Rapid Cycle Real-Time PCR:
Methods and Applications. Springer, Heidelberg, p. 408.

Rubio, M., Martinez-Gomez, P., Dicenta, F., 2008. Study of long-distance movement of
Plum pox virus (Sharka) as an alternative resistance-evaluation method in
Prunus. Sci. Hortic., doi:10.1016/j.scienta.2008.06.010.

Rubio, M., Martinez-Gomez, P., Pinochet, J. Dicenta, F., 2005. Evaluation of resistance
to sharka (Plum pox virus) of several Prunus rootstocks. Plant Breeding, 124,
67-70.

Sahtiyanci, S., 1968. Virus de la sharka chez le prunier. Bulletin Phytosanitaire FAO.,
17 (3).

Sertkaya, G., Serce, C.U., Caglayan, K., 2003. Detection and Characterization of Plum
Pox Potyvirus (PPV) by DASI-ELISA and RT-PCR / RFLP Analysis in
Turkey. Turk J Agric For 27: 213-220.

Sochor, J., Babula, P., Adam, V., Krska, B. and Kizek, R. 2012. Sharka: The Past, The
Present and The Future. Viruses (4): 2853-2901.

Sullivan M., 2011. CPHST Pest Datasheet for Plum pox virus. Journal of Plant
Pathology (2013), 95 (3), 579-586.

Sutic, D.D., Ford, R.E., and Tosic, M.T., 1999. Handbook of plant virus diseases. CRC
Press. London, NewYork, Washington.

Topkaya, S., Ertung, F., 2017. Bitki Patojeni Viriislerde Ortii Proteininin Yapisi ve
Fonksiyonlari. Gaziosmanpasa Journal of ScientificResearch 2017, 6(3),
116-126.

TUIK, 2017. Yillara gore Tirkiye’de sert ¢ekirdekli meyve iiretimi.
http://www.tuik.gov.tr/PreTablo.do?alt_id=1001 (Erisim tarihi 30.03.2018).

Ulubas Serce C., Gazel, M., Caglayan K., 2011. Plum pox virus streynlerinin
Tiirkiye“deki Dagilimi (Distribution of Plum pox virus strains in Turkey),
Tiirkiye IV. Bitki Koruma Kongresi Bildirileri, Kahramanmaras s. 72.

Ulubas Serce, C., Candresse, T., Svanella-Dumas, L., Krizbai, L., Gazel, M., Caglayan,
K., 2009. further characterization of a new recombinant group of Plum pox
virus isolates, PPV-T, found in orchards in the Ankara province of Turkey.
Virus Research, 142: 121-126.

Varga A., ve James D., 2005. Detection and differentiation of Plum pox virus using
real-time multiplex PCR with SYBR Green and melting curve analysis: a rapid
method for strain typing. Journal of Virological Methods 123: 213-220.

Varga A., ve James D., 2006. Real-time RT-PCR and SYBR Green | melting curve
analysis for the identification of Plum pox virus strains C, EA, and W: Effect
of amplicon size, melt rate, and dye translocation. Journal of Virological
Methods 132:146-153.

77


http://www.tuik.gov.tr/PreTablo.do?alt_id=1001

Varveri, C., 2006. Epidemiology of Plum pox virus strain M in Greece. Bulletin
OEPP/EPPO Bulletin 36: 276-278.

Vidal E., Moreno A., Bertolini E., Perez-Panades J., Carbonell E.A., Cambra M., 2010.
Susceptibility of Prunus rootstocks to natural infection of Plum pox virus and
effect of mineral oil treatments. Annals of Applied Biology 157: 447-457.

Wetzel, T., Candresse, T., Ravelonandro, M., Dunez, J., 1991. A polymerase chain
reaction assay adapted to Plum pox virus detection. J. Virol. Methods 33,
355-365.

Youssef, S.A., Shalaby, A., 2006. Plum pox virus (PPV) in Egypt. EPPO Bull., 36:
208s.

78



OZGECMIS

Yazar, 1986 yilinda Kayseri’de dogdu. Ilkokul, Ortaokul ve Lise 6grenimini Kayseride
’de tamamladi. Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii’nden
2009 yilinda mezun oldu. Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Bitki Koruma
Anabilim Dalindan 2012 yilinda Yiiksek Lisans derecesiyle mezun oldu. 2011 yilinda
goreve basladigi Erciyes Universitesi Seyrani Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimii’nde halen Arastirma Gorevlisi olarak gorev yapmaktadir.

Eserler
Uluslararasi1 hakemli dergilerde yayimlanan makaleler:

Temur C., Tiryaki O., (2013). Irradiation alone or comined with other alternative
treatments to control postharvest diseases. African Journal of Agricultural
Research, 8(5), 421-434. (Yayin No: 882591)

Temur C., Tiryaki O., Basaran M., Uzun O., (2012). Adaptation and validation of
QUEChERS method for the analysis of trifluralin in wind eroded soil. Journal of
Environmental Science and Health Part B-Pesticides Food Contaminants and
Agricultural Wastes, 47(9), 842-850. (Yaym No: 882586)

Temur C., Tiryaki O. (2010). The Fate of Pesticide in the Environment. Journal of
Biological and Environmental Sciences, 4(10), 29-38. (Yayimn No: 882589)

B. Uluslararasi bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitaplarinda (proceedings)
basilan bildiriler:

Temur Cmar, C., Gazel, M., Giircan, K., Caglayan, K., 2018. Determination of the
reaction to Plum Pox Virus-Turkey (PPV-t) infection of different prunus
rootstocks in open field in Kayseri province. Tiirkiye VII. Bitki Koruma Kongresi
(Uluslararasi1 Katilimli), Mugla, Tirkiye, 14-17 Kasim 2018, ss. 86.

Temur C., Isik D., (2018). Determination of plant protection problems in sugar beet
garden inkayseri province of Turkey. Cukurova I. Uluslararast1 Multidisipliner
Calismalar Kongresi, 152-157. (Tam Metin Bildiri/S6zlii Sunum) (Yayin
No0:4630710)

Isik D., Fatma T., Temur C., (2018). Investigation of Potential Use of Some Corn Lines
and Cultivars as a Trap Plant Against Broomrape (Orabanche Spp.). Cukurova I.
Uluslararas1  Multidisipliner Calismalar Kongresi, 430-434. (Tam Metin
Bildiri/S6zlii Sunum) (Yayin No:4631553)

Isik D., Temur C., (2018). Allelopathic Potential of Some Essential Oil Bearing Plant
Extracts on Setaria spp. Cukurova I. Uluslararasi Multidisipliner Caligsmalar
Kongresi, 435-443. (Tam Metin Bildiri/S6zlii Sunum) (Yaym No:4631211)

79



Temur C., Isik D., (2018). Baz1 Yabanci ot Tiirlerinin Plum Pox Virus’e Konukguluk
Etme Potansiyeli. Cukurova I. Uluslararas1 Multidisipliner Calismalar Kongresi,
159-163. (Tam Metin Bildiri/S6zlii Sunum) (Yayin No:4630947)

Temur C., Isik D., (2018). Determination of plant protection problems in Peache garden
in Mersin province of Turkey. 2nd International Symposium on Innovative
Approaches in Scientific Studies, 741-743. (Tam Metin Bildiri/S6zIlii Sunum)
(Yayin No:4632582)

Isik D., Temur C., (2018). Allelopathic Potential of Some Essential Oil Bearing Plant
Extracts on Chenepodium album L. 2nd International Symposium on Innovative
Approaches in Scientific Studies, 443-447. (Tam Metin Bildiri/S6zIli Sunum)
(Yayin No:4631824)

Isik D., Temur C., Colak E.S., Yiiksel E., (2018). Organik Tarimda Zararl1 Hastalik ve
Yabanci Otlarla Miicadelede Ugucu Yaglarin Etkisi. International® EURASIAN
Natural Nutrition and Healthy Life Congress, 245-248. (Tam Metin Bildiri/Sozlii
Sunum) (Yayin No:4633345)

Isik D., Colak E.S., Temur C., Bing6l S., (2018). Erzincan’da Gida ve Tibbi Olarak
Kullanilan Yabanci Otlar. International. EURASIAN Natural Nutrition and
Healthy Life Congress, 100-104. (Tam Metin Bildiri/S6zlii Sunum) (Yaymn
N0:4633616)

Isik D., Temur C., Colak E.S., Taskesen Y.E., (2018). Develi’de Gida ve Tibbi Olarak
Kullanilan Yabanci Otlar. International° EURASIAN Natural Nutrition and
Healthy Life Congress, 84-87. (Tam Metin Bildiri/S6zli Sunum) (Yaymn
N0:4633860)

Yiiksel E., Temur Cinar C., Isik D., Canhilal R., (2017). Microbial Pesticides in Ipm.
3rd International Conference on Environmental Science And Technology, 10-10.
(Ozet Bildiri/Sézlii Sunum) (Yayin No:3769029)

Temur Cmar C., Yiksel E., Mert M., Isik D., Canhilal R., (2017). Determination of
plant protection problems in potato field in Kayseri province of Turkey. 3rd
International  Agriculture Congress, 90-90. (Ozet Bildiri/Poster) (Yayn
N0:3918988)

Temur Cinar C., Yetiik G., Bulut H., Yiiksel E., Beyzi E., Isik D., Arslan M., (2017).
Allelopathic effects of medical plants essential oils on Parapholis incurva. 3rd
IAC and 3rd ICVAS CONGRESS, 32-32. (Ozet Bildiri/S6zlii Sunum) (Yayin
N0:3918147)

Temur Cinar C., Yetiik G., Bulut H., Yiiksel E., Beyzi E., Isik D., (2017). Investigation
on the Herbicidal Effects of Essential Oil Obtained From Two Mint Species on
Parapholis Incurva. International Conference on Agriculture, Forest, Food
Sciences and Technologies, 522-522. (Ozet Bildiri/S6zlii Sunum) (Yaym
N0:3918627)

80



Yiiksel E., Temur Cinar C., Canhilal R., (2017). Entomopathogenic Nemetodes as Bio-
control Agents in Agriculture. International Conference on Agriculture, Forest,
Food Sciences and Technologies, 314-314. (Ozet Bildiri/Sozlii Sunum) (Yaymn
N0:3917116)

Temur Cmar C., Yiiksel E., Isik D., Canhilal R., (2017). New Approach to Plant
Protection. International Conference on Agriculture, Forest, Food Sciences and
Technologies, 489-489. (Ozet Bildiri/S6z1lii Sunum) (Yayin No:3917292)

Yiiksel E., Temur C., Canhilal R., Isik D. (2017). The Role of Biopesticides in Crop
Protection. International Conference on Agriculture, Forest, Food Sciences

Caglayan K., Gazel M., El¢i E., Temur Cmar C., 2014. First report on Grapevine
leafroll associated virus 1 infecting pomegranate trees (Punica granatum L.) in
Turkey 14th Mediterranean Phytopathological Union (MPU) Congress, Istanbul,
Tiirkiye, 25-29 August 2014, cilt.54, no.1, ss.175. (Ozet Bildiri/S6zlii Sunum)
(Yayin No:3918322)

Temur C., Tiryaki O., Ulkiici S., Yildiz M. (2013). Phytoremediation An
Environmentally Approach to Remove Pesticides from Contaminated Soil. 8th
MGPR International Symposium of Pesticides in Food and the Environment in
Mediterranean Countries and MGPR Annual Meeting p:45. (Ozet Bildiri/) (Yayin
N0:882600)

Temur C., Tiryaki O., Akar N., Karnas Z. (2013). Bioremediation a tool for
environmental cleaning of pesticide contaminated soil. 8th MGPR International
Symposium of Pesticides in Food and the Environment in Mediterranean
Countries and MGPR Annual Meeting-111. (Ozet Bildiri/) (Yayin No:882597)

Temur C., Tiryaki O. (2012). Trifluralin Analysis in Wind Eroded Soils by QUEChERS
Method. 9th European Pesticide Resudue Workshop-EPRW p:322. (Ozet Bildiri/)
(Yaym No:882596)

Temur C., Tiryaki O. (2011). Quality Systems for Pesticide Residue Analysis 1SO
17025 and OECD GLP. 7th MGPR International Symposium-65. (Ozet Bildiri/)
(Yaym No:882598)

Temur C., Tiryaki O. (2010). The use of 14C labelled compound for the uncertainty
measurement in pesticide residue analysis. Pesticides in the Mediterranean Area-
36. (Ozet Bildiri/) (Yayin N0:882599)

D. Ulusal hakemli dergilerde yayimlanan makaleler:

Tiryaki O., Temur C. (2012). Pestisit Kalint1 Analizlerinde Kalite Sistemleri 1ISO 17025
ve OECD GLP, Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 28(4), 270-
279., Auf Sayisi: 0 (Kontrol No: 882587)

Tiryaki O., Secer E., Temur C. (2011). Yemlerde Mikotoksin Olusumu Toksisiteleri ve

Mikotoksin Kalinti Analizleri. Anadolu Dergisi, 21(1), 44-58., Auf Sayisi: 0
(Kontrol No: 882590)

81



Temur C., Tiryaki O. (2011). Effect of gamma irradiation on Penicillium expansum
isolated from Golden Delicious apples. The Journal of Turkish Phytopath., 41(1-
3), 1-11., Auf Sayisi: 0 (Kontrol No: 882588)

E. Ulusal bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitaplarinda basilan bildiriler:

Delen Nafiz, Tiryaki O., Tirkseven S.G., Temur C. (2015). Tiirkiye’de Pestisit
Kullanimi, Kalinti Vedayaniklilik Sorunlari, Céziim Onerileri. Tiirkiye Ziraat
Miihendisligi VIII. Teknik Kongresi, 558-779. (Tam Metin Bildiri/S6zIli Sunum)
(Yayin N0:4723483).

82



