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OZET

BATI AKDENiZ BOLGESI’NiN ONEMLI ELMA YETISTIRIiCILiGi
YAPILAN YORELERINDE BAZI VIRUS HASTALIKLARININ ELISA VE
RT-PCR YONTEMIYLE TANILANMASI

Bati Akdeniz Bolgesi’nde 2005-2006 yillarinda yiiriitiilen bu calismada Egirdir
Bahge Kiiltiirleri Arastirma merkezinin damizlik bloklar1 ile Korkuteli ilgesindeki bazi
ticari elma bahgeleri Elma Mozaik Viriisii (Apple Mosaic Virus=ApMYV), Elma Go6vde
Yivlenme Viriisii (Apple Stem Grooving Virus=ASGV), Elma Klorotik Yaprak Leke
Viriisti (Apple Chlorotic Leaf Spot Virus=ACLSV) ve Elma Govde Cukurlagsma Viriisii
(Apple Stem Pitting Virus=ASPV)’ne kars1 ELISA ve RT-PCR yontemiyle testlenmistir.
ASPV’ye karsi ticari antiserumun son yillarda iiretilmis olmasi nedeniyle bu viriis
sadece RT-PCR ile saptanmustir. Arazi ¢calismalarinda sadece ApMV nin tipik belirtileri
olan yapraklarda mozaiklesme ve klorotik alanlar gézlenirken diger viriislere ait higbir
belirti saptanamamistir. Toplanan 72 Ornegin tamami RT-PCR ile testlenmis ve 29
ornek hem ELISA hem de RT-PCR ile testlenerek sonuglar kiyaslanmistir. ELISA testi
ile bu 6rneklerin % 13.79’unun ApMV, % 31.03’iiniin ASGV ve % 44.82’sinin ACLSV
ile enfekteli oldugu belirlenmistir. RT-PCR ile ise orneklerin % 40.28’inin ASGV, %
56.94’iiniin ApMV, % 58.33’linlin ACLSV ve % 69.44’iiniin ASPV ile enfekteli oldugu
bulunmustur. ApMV, ACLSV ve ASGV agisindan kiyaslanan 29 6rnegin ELISA ile 16
tanesi en az bir viriis ile enfekteli bulunurken RT-PCR ile 28 bitki enfekteli olarak
saptanmigtir.

Test edilen orneklerde en yaygin karisik enfeksiyon ACLSV+ASPV (% 44.44)
olarak saptanirken bunu sirasiyla ApMV+ACLSV (% 38.89), ApMV+ASPV (% 37.5)
ASGV+ASPV (% 33.33), ACLSV+ASGV (% 26.39) ve ApMV+ASGV (% 20.83)
izlemigtir. ApMV+ACLSV+ASGV+ASPV dortlii enfeksiyon orant ise % 18.06 olarak
saptanmistir.

Bu c¢alisma elmalarda 6nemli dort viriis hastaliginin Bati Akdeniz Bdlgesi’nin
calisilan yorelerinde simptom gostermeyen agaclarda da ¢ok yaygin oldugunu ve RT-
PCR yonteminin bu virilislerin saptanmasinda ELISA’ya gore ¢ok daha basarili bir
sekilde kullanilabilecegini ortaya koymustur.

2007, 48 sayfa

Anahtar Kelimeler: Elma, ApMV, ACLSV, ASGV, ASPV, RT-PCR, ELISA, Egirdir,
Korkuteli
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF SOME VIRUS DISEASES IN IMPORTANT
APPLE GROWING PROVINCES OF WEST MEDITERRANEAN REGION
by ELISA and RT-PCR

This study was conducted in Egirdir Horticulture Reserach Institute-Egirdir and
commercial apple orchards in Korkuteli, located in West Mediterranean Region, in
order to test Apple Mosaic Virus=ApMV, Apple Chlorotic Leaf Spot Virus=ACLSV,
Apple Stem Grooving Virus=ASGV, Apple Stem Pitting Virus=ASPV by ELISA and
RT-PCR. Because of commercial antisera has been recently produced against ASPV,
the samples against to this virus were tested only by RT-PCR. During the field
observations, only typical ApMV symptoms like mosaics and chlorotic spot on the
leaves were recorded whereas not any symptoms for other three viruses were observed.
Seventytwo samples were collected and all of them tested by RT-PCR whereas 29
samples out of 72 were tested both by ELISA and RT-PCR and the result were
compared. ELISA result showed that that the infection rates for ApMV, ASGV and
ACLSV were 13.79 %, 31.03 % and 44.82 %, respectively. When these samples were
tested by RT-PCR the infection rates were 40.28 % for ASGV, 55.56 % for ApMV,
58.33 % for ACLSV and 69.44 % for ASPV. When 29 samples were compared by
ELISA and RT-PCR for ApMV, ACLSV and ASGV, 16 samples were found to be
infected by at least one virus by ELISA whereas 28 samples were infected when they
were tested by RT-PCR.

The most common mix infections in tested samples were recorded as (44.44 %)
ACLSV+ASPV, followed by ApMV+ACLSV (38.89 %), ApMV+ASPV (37.5 %),
ASGV+ASPV (33.33 %), ACLSV+ASGV (26.39 %) and ApMV+ASGV (20.83 %),
respectively. Mix infection rate of four viruses (ApMV+ACLSV+ASGV+ASPV) was
18.06 %.

By means of this research was revealed that, the most important four virus
diseases are widespread and also have prevalent in symptomless plants in studied
provinces of the West Mediterranean Region. Additionally RT-PCR method was proved
to be more successful than ELISA to detect these viruses.

2007, 48 pages

Key Words: Apple, ApMV, ACLSV, ASGV, ASPV, RT-PCR, ELISA, Egirdir,
Korkuteli
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ONSOZ

Yumusak c¢ekirdekli meyvelerde iiretimi simirlayan ve Avrupa iilkelerinin
karantina listesinde yer alan 6nemli virlisler Elma Mozaik Viriisii (ApMV), Elma
Klorotik Yaprak Leke Viriisii (ACLSV), Elma Govde Yivlenme Viriisii (ASGV) ve
Elma Govde Cukurlasma Virlisii (ASPV)’diir. Meyve agaglarinda enfeksiyon yapan
viriislerin  tanilanmasinda karsilagsilan en Onemli sorunlardan bazilari; viris
konsantrasyonunun diisiik olmasi, bir ¢ok viriisiin agacta diizensiz dagilimi ve agag
dokusunda bulunan ve viriis gelisimini engelleyen fenolik bilesikler gibi maddelerin
yogun olarak bulunmasidir. Bu olumsuz etkenlere ilaveten viriis simptomlarinin diger
bazi etmenlerin neden oldugu belirtilerle (besin maddesi noksanligi, bocek zararlari,
cevresel faktorler v.b.) sik¢a karistirilmasi ve bazi viriislerin agaglarda latent olarak
bulunmasi da viriis tanisini zorlastiran diger faktorler arasindadir. Viriis hastaliklart ile
etkin bir miicadele programinin olusturulabilmesi oncelikle viriislerin hizli ve giivenilir
tan1 yontemlerinin gelistirilmesi ile miimkiindiir. Yillardan beri viriis tanis1t amaciyla
kullanilan biyolojik indeksleme yontemi giiniimiizde hala yaygin olarak uygulanmakla
birlikte zaman alici olmasi nedeniyle smirli olarak yada diger tani ydntemlerini
desteklemek amaciyla kombineli olarak kullanilmaktadir. Serolojik yontemlerden en
yaygin kullanilani ELISA ise gerek hassas gerekse hizli bir tani1 yontemi olmasina
karsin odunsu dokularda viriisiin tanilanmasinda bazen yanlis sonuglarin alinmasina yol
acmaktadir. Bu yontemlerin olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak amaciyla son yillarda
virlislerin tanilanmasinda farkli PCR yontemleri; hassas, giivenilir ve hizli bir yontem
olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Bu calismada iilkemiz elma yetistiriciligi acgisindan 6nemli olan Bati Akdeniz
Bolgesi’ndeki bazi damizlik ve ticari bahgeler, 6nemli dort viriis (ApMV, ACLSV,
ASGV ve ASPV) hastaligina karst1 ELISA ve RT-PCR ile testlenerek iilkemizin bu
bolgesi hakkinda bazi 6n bulgular elde edilmistir. Calismanin siirli olanaklarla
yiiriitiilmesi nedeniyle 6rnek sayisinin bdlgeyi tam olarak temsil etmemesine karsin
calisma sonucunda elde edilen yliksek enfeksiyon oranlari son derece diistindiirticiidiir.
Ulkemizdeki diger elma damizlik merkezlerinin, gerek iilkemizde iiretilen gerekse yurt
disindan ithal edilen fidanlarin ve ticari bahgelerin giivenilir yontemlerle testlenerek bu

viriisler agisindan iilkemizin genel ve kesin tablosunun ¢ikarilmasi 6nemli bir dncelik
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olarak goriilmektedir. Ozellikle latent olarak bulunan ve iireticilerin fark etmesi oldukga
zor hatta olanaksiz olan bu viriis hastaliklarina karsi Tarim Bakanliginin acilen gerekli
Onlemleri almas1 zorunlu bir yaklasim olacaktir. Bu ¢alismada elde edilen veriler yakin
gelecekte ililkemizde baslatilmasi acilen Onerilen “Elma Sertifikasyon Programi” igin
onemli bir rehber niteligi tagimaktadir.

Tez konumun belirlenmesinde ve c¢alismalarimin her asamasinda yardimlarini
esirgemeyen, degerli fikir ve katkilartyla 11k tutan ve yonlendiren danigsman hocam,
Sayin Prof.Dr. Kadriye CAGLAYAN’a (Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bitki Koruma Anabilim Dali Bagkani), laboratuar ¢alismalarinda bana yardimci olan
degerli hocalarim, Yrd.Do¢.Dr. Cigdem ULUBAS SERCE ve Yrd.Dog¢.Dr. Mona
GAZEL’e tesekkiirlerimi sunarim. Calismalarim sirasinda bana her konuda destek olan
arkadasim ZirMiih. Seyda OZDEMIR’e tesekkiir ediyorum. Ayrica tezimin her
asamasinda ve hayatta beni her konuda destekleyen aileme sabir ve anlayislarindan

dolay1 sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.
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1. GIRIS

Elma, ¢ok genis yayilma alan1 gosteren ve degisik ekolojilerde iiretimi yapilabilen
bir tlirdiir. Diinya elma tiretimi yaklagik 57 milyon ton civarindadir. Diinya’da en fazla
tiretim 19.5 milyon ton ile Cin’de gergeklestirilmekte, ABD 5.1 milyon tonla ikinci
sirada, Tiirkiye ise 2.5 milyon ton ile ii¢lincii sirada yer almaktadir. Yaklasik 32
milyona varan meyve veren agag sayisi ile elmacilik iilkemizin 6nemli bir gelir kaynagi
olup, bilyiik bir boliimii iilke i¢inde tiiketilmektedir. Yaklagik 24.658 tonu yurt disina
ihra¢ edilerek, 13.067.000 $ gibi bir ddviz girisi de saglamaktadir. Ulkemizde elma
yetistiriciligi bakimindan 6nemli bir potansiyele sahip olan Isparta ilinde {iretilen elma
toplam miktarin % 22’sini olusturmaktadir. Ildeki toplam 4.9 milyon meyve agacinin
3.2 milyonu yani % 65’1 elma agacindan ibarettir. 490.000 ton yumusak cekirdekli
meyve Uretiminin % 99’unu, tim meyve liretiminin ise % 84’linli elma olusturmaktadir
(ANONIM 2006a). 2004 yili verilerine gore ise toplam yumusak g¢ekirdekli meyve
tiretimi 2.513.450 tondur. Elma 2.100.000 ton iiretim ile yumusak cekirdekli tiirler
icinde birinci siray1 alirken bunu 320.000 ton ile armut, 80.000 ton ile de ayva
izlemektedir (ANONIM, 2006b).

Kiltir elmast (Malus communis Lam.) yetistiriciligi tlkemiz genelinde
yapilmakta, ancak en uygun kiiltiir merkezleri yabanisinin yayilma alanlarina paralel
olarak Kuzey Anadolu’da bulunmaktadir. Karadeniz Kiy1 Bélgesi, I¢ Anadolu ve Dogu
Anadolu yaylalar1 arasindaki gecit bolgeleri ve son yillarda Gilineyde Goller Bolgesi
elmanim 6nemli yetistiricilik alanlarini olusturmaktadir (ANONIM, 2006¢).

Yetistirilmesine ve tiiketilmesine ¢ok eski devirlerde baslanilan elma iliman iklim
meyveleri arasinda basta gelmektedir. Kiiltlir bitkilerinin orjini iizerinde g¢aligmalar
yapan De Condolle 1883°de yayinladigi ‘‘Lorgine des Plantes Culturees’’ adli eserinde
bitkileri gruplandirarak elmay1 4000 yildan fazla zamandan beri kiiltiire alinmis bitkiler
arasinda gostermistir (OZBEK, 1978).

Yumusak ¢ekirdekli meyvelerde virlis, viriis benzeri ve fitoplazma hastaliklarinin
onemi biiyliktiir ve sayilar1 40’1n iizerindedir (NEMETH, 1986). Avrupa ve Akdeniz
iilkelerinde (EPPO bolgesi) ise s6z konusu hastaliklarin sayis1 elma ve armutlarda 20
civarindadir (ANONIM, 1992). Bu grup viriislerin bir kismi genel olarak bitkide

yapraklarda klorozlar, nekrozlar ve bitki biiylimesinde duraklamaya, meyve verim ve



kalitesinde azalmaya sebep olarak ekonomik Omiirlerinin azalmasina neden olurlar
(NEMETH, 1986). Bununla birlikte bu meyve grubunu hastalandiran bazi viriisler ticari
cesitlerde gozle goriilebilir simptom olusturmazken sadece duyarli konukgularda
belirgin simptomlar olusturmaktadir.

Yumusak c¢ekirdekli meyvelerde iiretimi smirlayan ve Avrupa iilkelerinin
karantina listesinde olan dort dnemli virlis bulunmaktadir. Bu viriisler: Elma mozaik
virtisii (Apple mosaic virus, ApMV), Elma klorotik yaprak leke viriisii (Apple chlorotic
leaf spot virus, ACLSV), Elma goévde yivlenme viriisii (Apple stem grooving virus,
ASGV) ve Elma govde cukurlasma viriisii (Apple stem pitting virus, ASPV)’diir
(MINK, 1989; DESVIGNES 1999). ApMV disindaki ii¢ viriis hastalig ticari elma ve
armut kiiltiirlerinde c¢ogunlukla simptom olusturmazlar. Bu nedenle de viriislerin
yayilmasint 6nleme agisindan bu viriislere karsi fidanlarin ve agaglarin testlenmesi son
derece Onemlidir. Yapilacak testlerde kalemler kadar anag¢ bitkilerin de test edilmesi
gereklidir. Viriis hastaliklar1 ile miicadelede en etkili yontemler; temiz materyal
kullanmak, enfekteli agaglarin yok edilmesi, dayanikli ¢esit kullanmak, vektorlerle ve
ara konukcularla miicadele etmektir. Miicadelede viriisiin teshisi en dnemli agamay1
olusturmaktadir. Biyolojik indeksleme viriislerin tanilanmasinda yogun olarak
kullanilan giivenilir bir yontem olup mevsime bagli ve zaman alicidir. Diger bir yontem
olan Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ile viriislerin tespit edilmesi daha
kisa siirede sonu¢ vermesi agisindan daha elverisli olmakla beraber, baz1 viriislere karsi
heniiz kullanimi sinirlidir. Son yillara kadar ASPV igin ticari olarak iiretilmis bir
antiserum bulunmazken (NEMCHINOV ve HADIDI, 1998); 2005 yilinda Bioreba
firmas1 bu viriis icin kit gelistirmistir (ANONIM, 2005). Niikleik asit dizilerinin in vitro
kosullarda ¢ogaltilmasi olan Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PCR) gelistirilmesinden
sonra RT-PCR yontemi meyve agaclarinda hastalik yapan bitki patojeni viriislerin
tanilanmasinda basarili bir sekilde kullanilmaya baslanmistir (SAIKI ve ark., 1985).

Ulkemizde uzun yillardir elma agaglarinda bazi zararlar gézlenmekle birlikte son
yillara degin viriis hastaliklari ile ilgili kapsamli arastirmalar yapilmanustir. i¢ Anadolu
Bolgesi’'nde 1964 yilinda meyve agaglarinda virlis hastaliklarinin  belirlenmesi
konusunda yapilan bir calismada elmalarda Green crincle (Yesil kirisiklik) ve Star crack
(Y1ldiz ¢atlagi) hastaliklar1 simptomolojik olarak gdzlenmistir (SAHTIYANCI, 1964).

Daha sonraki yillarda yapilan caligmalar da simptomoloji ve indekslemeyle sinirl



kalmistir (OZKAN ve KURCMAN, 1976; NOGAY ve ark., 2001). Isparta yoresinde
meyveleri kii¢iilmiis bazi elma agaclarinda simptomolojik goézlemler yapilarak alinan
ornekler elektron mikroskobu ile incelenmis ve biyolojik indekslemeler yapilmistir. Bu
orneklerde herhangi bir viriis veya fitoplazmaya rastlanmamustir (CALI, 1992). Atatiirk
Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitlisii’'ndeki elma indikatorleri lizerine asilanan bazi
elma c¢esitlerinin biyolojik indekslemesi sonucunda bu Orneklerin bazilarinin elma
kiigiikk meyvelilik hastaligi (apple chat fruit disease), elma yesil kirigiklik hastaligi
(apple green crinkle disease), armut taglagsma hastalig1 (pear stony pit disease) ve armut
halkali leke mozaik viriisii (Pear ring pattern mosaic virus) ile enfekteli oldugu
bildirilmistir (NOGAY ve ark., 2001). Elma viriislerinin molekiiler yontemlerle
tamlanmasina yonelik ilk ¢alisma CAGLAYAN ve ark. (2004) tarafindan yapilmis ve
174 bitki 6rnegi ELISA ve RT-PCR ile testlendiginde elma agaclarinin % 72.4’iiniin en
az bir viriis ile enfekteli oldugu saptanmustir. Isparta ilinde yapilan bir diger ¢aligmada
elma agaclarinda klorotik mozaik simptomlar1 gézlenmis ve bu ornekler DAS-ELISA
testi ve RT-PCR ile testlenmis ve 276 6rnegin 82’si ApMYV ile enfekteli bulunmustur
(YARDIMCI ve ark., 2006). Son bir yil i¢inde bu ¢alismalar biiyiik bir ivme kazanmis
ve iilkemizin farkli bolgelerinden sonuglar yayinlanmaya baglamistir (CITIR ve
ILBAGI, 2006; YARDIMCI ve ark., 2006; BIRISIK ve ark., 2006; DURSUNOGLU ve
ERTUNC, 2006).

Bu calisma ile iilkemizin énemli gen kaynaklarini igeren ve heniiz testlenmemis
bir bolge olan Bati Akdeniz Bolgesi’ndeki elma agaglarinda goriilen ve verimi onemli
Olclide etkileyen ApMV, ACLSV, ASGV’nin ELISA ve RT-PCR ile ASPV’nin ise
sadece RT-PCR ile saptanmas1 amaglanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda gerek damizlik
bloklardaki yerli ve yabanci ¢esitler, gerekse bu bolgede ticari olarak yetistirilen gesitler
iki farkli teshis yontemi ile saptanarak sonuglar kiyaslanmistir. Boylece bu bolgedeki
Oonemli bazi yoreler i¢in viriis hastaliklarinin yayginlik oranlar1 belirlenerek olasi bir
sertifikasyon programinda bu testlerin kullanim olanaklar1 tartisilmistir. Bu calismada
elde edilen veriler yakin gelecekte iilkemizde baglatilmasi acilen oOnerilen “Elma

Sertifikasyon Programi1” i¢in 6nemli bir rehber niteligi tasimaktadir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Elma Mozaik Viriisii (ApMYV) ile ilgili Yapilan Cahsmalar

ApMV’nin viral hastalik etmeni olarak ilk kez WHITE (1928) tarafindan Rosa
spp. (giil)’de; BRADFORD ve JOLEY (1933) tarafindan Malus domestica (elma)
bitkilerinde bildirildigi; hastalik etmeni bocekler ile ve olasilikla tohum ile tasinmadigi;
mekanik inokulasyon, asi ve muhtemelen polen ile tasindigi ayrica elma mozaik
viriisiinlin en eski bilinen virlislerden biri olup, en yaygin olan elma viriis hastaligi
oldugu belirtilmektedir (ANONIM, 2006d).

YARWOOD (1955) Tulare elma mozaik viriisiiniin llarvirus grubunun ‘A’
serolojik alt grubuna dahil oldugunu ve elmalar iizerinde ApMV’nin olusturdugu
simptomlara benzer belirtiler olusturmasina ragmen akrabaligi olmadigini bildirmistir
(NEMETH, 1986).

Serolojik ¢alismalar ApMV’nin, Prunus Necrotic Ring Spot Virus (Prunus
Nekrotik Halkali Leke Viriisii) ile akraba oldugunu gdstermistir (NEMETH, 1986).

FULTON (1968); SENEVIRATNE ve POSNETTE (1970) Elma mozaik
virlisiniin giil mozaik ve erik ¢izgililik viriis hastaliklar1 ile ¢ok benzer oldugunu
serolojik testler ile kanitladiklarin1 bildirmektedirler (NEMETH, 1986). MINK, (1992)
PNRSV’nin giillerde neden oldugu RMV (rose mosaic virus) hastaligina ApMV’nin
neden oldugunu bildirmistir. ApMV’nin 19 familyadaki 65°den fazla bitki tlirtinde
hastalik meydana getirebilecegi bildirilmis ve virlistin Amerika, Yeni Zelanda ve
Avustralya’da giill yetistiriciligi yapilan alanlarda yaygin olarak bulundugu
kaydedilmistir (CONVERSE ve BARTLETT, 1979).

Virilisiin farkli biyolojik 6zellikleri oldugu bilinen pek ¢ok irki bulundugu ve
bunlar arasinda da virulens ve otsu konukg¢u dizisi bakimindan farkliklar oldugu
bildirilmistir (NEMETH, 1986). Birch line pattern virus, birch ringspot virus, Dutch
plum line pattern virus, European plum line pattern virus, hop A virus, horse cgesnut
yellow virus, rose mosaic virus olarak sinonimleri vardir (BRUNT ve ark., 1996).

BRUNT ve ark. (1996) etmenin dogal konukcular1 arasinda en Onemlilerinin;
Malus domestica (elma) ve Malus spp. oldugunu bunun disinda Rosaceae (giilgiller)

familyasindan pek cok tiirde ve serbet¢i otunda enfeksiyon yapabilecegi; ApMV



partikiillerinin 25-29 nm capinda yuvarlak oldugu 117, 88 ve 95S sedimentasyon
katsayil1 virionlarin % 16 niikleik asit % 84 protein icerdigi, genomunun tek sarmalli
oldugu ve Bromoviridae familyasinin 3. alt grubu igerisinde Ilarvirus cinsinde yer aldig
kaydedilmektedir.

MEIINEKE ve ark. (1963) bazi viriis hastaliklarinin dogrudan dogruya meyvede
zarar yapmasina karsin, bazilarinin hem agacin gelismesine ve verimine hem de meyve
kalitesine zarar verdigini; elmada ApMV’ nin agacin biiylimesini % 50, gelismesini %
20 oraninda gerilettigini, meyve verimini % 30 oraninda diislirdiiiinii ayrica viriisiin
olumsuz etkisinin elma fidanlarinin gelismesinde de goriildiigiinii bildirmislerdir
(OZKAN ve KURCMAN, 1976). POSNETTE ve CROPLEY (1956) ApMV nin
ekonomik yonden meyve verimine etkisinin uzun yillar goz ardi edildigini ve uzun
stireli yapilan caligmalar sonucunda virulent irkin {iriinii % 30-40 oraninda azalttigini
ifade etmislerdir (NEMETH, 1986). ApMV disindaki (ACLSV, ASGV ve ASPV)
virlislerin elmalarda karisik enfeksiyon seklinde bulunmalar1 durumunda % 60’a kadar
varan oranlarda verim azalmasina neden olabilecegi ifade edilmektedir (CAMPBELL,
1963; ZAHN, 1996). SUTIC ve ark. (1999) ApMV’nin yumusak cekirdekli meyve
agaclart ve giil cesitlerinde enfeksiyon yaparak iriiniin yaklagik % 20’sinin
kaybedilmesine neden oldugunu bildirmislerdir.

BAUMANN (1972) ApMV belirtilerinin; elma ¢esidi, virlis irki ve virulensi ile
cevre sartlarina bagli olarak yildan yila degistigini ve yapraklarda sarimsi beyaz
lekelenmeler, halkali lekeler, kapali lekeler, damar bantlagsmalar1 seklinde goriildiiglint;
kuvvetli giines 1s1ginda yapraklarda nekrozlarin olustugunu; hastaligin yapraklarda
kiigiik sar1 noktalar halinde de goriilebilecegini ve belirtilerinin genellikle yazin erken
aylarinda goriilerek sicakligin yilikselmesiyle maskelenebilecegini ifade etmistir
(OZKAN ve KURCMAN, 1976). Mozaik simptomlarinin viriis irkina ve gesitlerin
duyarliligmma bagli olarak hem siddetinde hem de goriiniimiinde biiyiik degisiklik
gosterdigi ifade edilmektedir; ayrica virlisiin hassas ¢esitlerde soluk sar1 damar
bantlagmasi veya krem renkli beneklenme olusturdugunu, zamanla bu belirtilerin kiigtik
veya biiylik lekeler veya halkali lekeler meydana getirebilecegini ve bu belirtilerin ilk
donemlerinin yaprak bitlerinin beslenme zararindan kaynaklanan mozaik lekeleri ile ya
da iz element eksikliklerinden kaynaklanan renk degisiklikleri ile karistirabilecegi

belirtilmektedir (NEMETH, 1986). KEGLER (1959) inkiibasyon periyodunun



enfeksiyonun meydana geldigi mevsime bagli oldugunu; yaz aylarinda tomurcuklanan
bitkilerin sadece takip eden ilkbaharda simptom gosterebilecegini, gen¢ elma
fidanlarinin ve bazi ticari gesitlerin ise mayis veya nisan aylarinda enfeksiyonu takip
eden birkac hafta icerisinde simptom gosterebilecegini bildirmistir (NEMETH, 1986).
BRUNT ve ark. (1996) ApMV nin elma tiirlerinde mozaik, sert ¢cekirdekli meyve agaci
tiirlerinde nekrotik halkali leke, serbet¢i otunda ise klorotik lekeler olusturdugunu
bildirmislerdir.

DE SEQUEIRA ve LISTER (1969) ApMV nin latex test ile SENEVIRATNE ve
POSNETTE (1970) agar jel diifiizyon testi ile serolojik olarak tespit edilebilecegini;
latex testi ile teshisin yapilmasinda optimum zamanin nisan baslarindan haziran ortasina
kadar oldugunu ve son zamanlarda ELISA testi i¢in en iyi kaynagin mayis ayinda alinan
cicek ve yapraklar oldugunu ifade etmektedirler (NEMETH, 1986).

ApMV’nin molekiiler seviyede karakterizasyonu ¢alismalarinda ALREFAI ve ark.
(1994) in vitro kosullarda poliadenil bagladiklart ApMV RNA3’iiniin oligo(dT) ve
spesifik primerler kullanarak ¢cDNA’sin1 elde etmisler; daha sonra plazmid vektorde
klonlayarak ApMV subgenomik RNA4 niikleotid dizilerini agiklamislardir.
Aragtiricilar, RNA4’{in 666 nt’den olusan bir a¢ik okuma alani (open reading frame;
ORF) igerdigini, 5’ ucunda 55 nt, 3’ ucunda ise 264 nt’i kapsayan transle edilmeyen bir
bolgenin tespit edildigini bildirmislerdir

SANCHEZ-NAVARRO ve PALLAS (1994) ApMV’nin RNA4’iiniin baz
dizilerini klonlanmig cDNA’dan elde etmisler ve 891 nt uzunlugundaki kismin protein
kilif (CP) genine karsilik geldigini ve 226 amino asit kodlayabildigini ayrica bu
bolgenin alfalfa mozaik virus (AIMV) ile tutlin ¢izgi virusu (TSV)’ne analog oldugunu
bildirmislerdir.

SHIEL ve ark. (1995) ApMV elma izolatlarinin RNA3’iiniin tiim niikleik asit
dizisini agiklayarak 2056 nt uzunlugunda oldugunu ve iki ORF kodladigini bildirmisler;
RNA3’liniin biiyliklik ve genom organizasyonunun diger Bromoviridae familyasi
tiyeleri ile benzerlik gosterdigini ifade etmislerdir.

SHIEL ve BERGER (2000) ApMV’nin RNA1 ve RNA2’sinin tiim niikleotid
bazlarini belirlemisler ve karakterize etmislerdir. Arastiricilar, ApMV RNA1’inin 3476
nt uzunlugunda oldugunu ve tek bir biiylik ORF kodladigini, RNA2’nin ise 2979 nt
uzunlugunda ve tek bir ORF kodladigini1 bildirmislerdir. RNA1 ve RNA2’nin diger



ilarviruslerin baz dizilerine ¢ok benzerlik gosterdigi ancak daha ¢ok AIMYV ile ayn1 baz
dizilerine sahip oldugunu belirtmislerdir.

POSNETTE ve CROPLEY (1956); HOLMES (1960) ApMV’nin kontrolii i¢in
saglikl liretim materyali kullanilmas1 gerektigini; as1 kalemlerinin 36 °C sicaklikta 3 ile
10 hafta bekletilmesi durumunda bozulmadan kalarak virlis konsantrasyonunun
azaldigin bildirmislerdir (NEMETH, 1986).

KURCMAN (1977) Tiirkiye’de kiiltiir bitkilerinde bulunan viriis hastaliklarini
incelemis ve yaptig1 ¢alismalar sonucunda yumusak cekirdekli meyve viriislerinden
ApMV’nin elma ve armut ¢esitlerinde bulundugunu bildirmistir.

SIPAHIOGLU ve ark. (2001) Amerika, Yeni Zelanda ve Avustralya’da giil
yetistirilen alanlarda yaygin olan ApMV’nin Tiirkiye’de Dogu Akdeniz Bdolgesi’nde
kesme giil yetistiricili§i yapilan bolgelerdeki yaygimnligr {lizerine yapmis olduklar
serolojik caligmalarda testlenen Orneklerin higbirinde ApMV enfeksiyonuna
rastlamadiklarin1 bildirmislerdir.

CAGLAYAN ve ark. (2004) Dogu Akdeniz Bélgesi’nde testlenen 174 bitkide
ApMV’nin koleksiyon bahgelerindeki yayginligint ELISA ile % 2.3, RT-PCR ile %
6.38 olarak bulmuslardir. Buna karsi ticari bahgelerde ELISA ile higbir enfeksiyon
saptanamazken RT-PCR ile % 10 oraninda bulasiklik saptamiglardir.

SOKMEN ve ark. (2004) yaptiklar1 bir ¢aligmada findikta ApMV simptomu
gostermeyen bitkilerin ELISA da pozitif, simptomlu bitkilerin ise negatif sonu¢ vermesi
sonucu DAS-ELISA yonteminin, yaprak orneklerinde virlisiin saptanmasi agisindan
yeterince hassas bir yontem olmadigini ifade etmislerdir. Ayrica mayis-haziran 2002-
2003 doneminde Samsun’da findik {retiminin yogun olarak yapildigi Carsamba,
Salipazar1 ve Terme ilgelerine bagh 28 kdyde toplam 62 bahgede ApMYV ile bulasiklik
durumunun belirlenmesi i¢in 10 ocakta topladiklar1 620 6rnegi DAS-ELISA yontemi ile
test etmisler ve drneklerin ilgelere gore % 10-18.3 arasinda degisen oranlarda ApMYV ile
bulasik oldugunu belirlemislerdir.

DURSUNOGLU ve ERTUNC (2006) ApMV’nin teshisi amaciyla Tiirkiye’de
farkli bolgelerden aldiklar1 elma, armut ve ayvalarin yaprak ve siirgiin 6rneklerini DAS-
ELISA yontemiyle testlemisler ve Orneklerin % 29.75’inin ApMV ile enfekteli

oldugunu bulmuslardir.



SOKMEN ve ark. (2006) findik ve farkli yabanci otlardan Scandix sp.(veniis
taragl), Artemisia vulgaris L. (adi pelin), Campanula sp. (¢angigegi), Galeopsis sp.,
Salvia verbenaca L. (¢imen adagay1), Prunella sp. (dag erigi), Clematis vitalba L. (ak
asma) ve Rubus canencens L. (bogiirtlen) elde edilen ApMV izolatlarini fasulye
(Phaseolus vulgaris) bitkisine inokule ederek sakladiklarini ve orneklerden izole
ettikleri RNA’lar1 RT-PCR ile testlediklerinde beklendigi sekilde 620 bp biiyiikliigiinde

bantlar elde edildigini ve karakterizasyonlarin1 yaptiklarini bildirmislerdir.

2.2. Elma Klorotik Yaprak Leke Viriisii (ACLSV) Ile ilgili Yapilan Cahsmalar

ACLSYV elmalarda tanimlanan ilk latent virtis olup, LUCKWILL ve CAMPBELL
(1959) tarafindan Ingiltere’”de Malus platycarpa line pattern virus olarak
adlandirilmigtir; MINK ve SHAY (1959) ABD’de viriislin elma klorotik yaprak leke
olarak bilindigini ve Rus elma anag¢ klonlarinda (R12740-7A) virlis simptomlarinin
goriildiiglinii;, CROPLEY ve ark. (1963) ise ACLSV’nin ayva anaglarinda mozaik
belirtileri olusturdugunu bildirmislerdir (NEMETH, 1986).

ACLSYV viral hastalik etmeni olarak ilk kez Syringa vulgaris (leylak) bitkisinde
BRUNT (1978) tarafindan bildirilmekte; en dnemli belirtilerinin bitki iizerinde klorotik
lokal lezyonlar meydana gelmesi ve bu lekelerin zamanla birleserek daha biiyiik lekeler
olusturup hat sekline déniismesi oldugu belirtilmektedir (ANONIM, 2006¢).

Virlis saflagtirilmasinda en uygun method 1971°de LISTER ve HADIDI
tarafindan bildirilmis, ancak 1973’de DUNEZ ve ark. Prunus tiirlerindeki izolatlarin
saflagtirilmasinda baz1 degisiklikler yaptiklarini belirtmislerdir (NEMETH, 1986).

CHAIREZ ve LISTER (1973) biyolojik ve serolojik ozellikler bakimindan
ACLSV’nin 2 elma ve 1 seftali izolatinda farkli oldugunu, YANESE ve ark. (1975)
farkli tipteki ACLSV izolatlarinin Hopa ve Maruba anaglari iizerinde simptom
gostermedigini; MARENAUD ve ark. (1976) ise farkli gruptaki izolatlarla ¢alistiklarini
ve ACLSV izolatlarimin otsu ve odunsu konukgular {iizerinde serolojik olarak
karakteristik simptomlar meydana getirdigini; DETIENNE ve ark. (1980) da 13 farkh
meyve tiirlindeki 9 farkli irk1 izole edip ¢aligtiklarin1 ve ACLSV izolatlar1 arasinda zay1f
serolojik iliski oldugunu ELISA testi ile saptadiklarini bildirmislerdir (NEMETH,
1986).



LISTER (1970) ACLSV’nin dogal konukg¢ularinin ¢cogunun Rosaceae (giilgiller)
familyasina ait oldugunu, yumusak ¢ekirdekli meyvelerden dogal konukgular1 arasinda
Cydonia oblanga (ayva), Malus pumila (cennet elmasi), Mespilus germanica (musmula)
ve Pyrus communis (armut) bulundugunu; sert ¢ekirdekli meyvelerden dogal
konukgular1 arasinda Prunus armeniaca (kayisi), P. avium (kiraz), P. cerasus (visne), P.
cerasifera (kirmiz1 erik), P. domestica (erik), P. persica (siis seftalisi) ve P. salicina
(japon erigi) bulundugunu; diger konukgular1 arasinda ise Amelanchier canadensis (tas
armudu), Chaenomeles sp.(¢cicek agan ayva bahardali ¢ali), Crateagus monogyna (alig),
C. ozyacantha (fil bahar), Prunus spinosa (¢akal erigi) ve P. tomentosa (gal1 visne)
oldugunu ifade etmistir (SUTIC, 1999).

SAKSENA ve MINK (1969); KEGLER (1977) otsu konukgu bitkiler arasinda;
Beta vulgaris flavescens, Chenopodium album (sirken), C. amaranticolor (kirmizi
kazayag1), C. botrys (kazayagi), C. quinoa (ak kazayagi), C. rubrum, Cucumis sativus
(hiyar), Nicotiana tabacum (tiitiin), Petunia hybrida (petunya), Phaseolus vulgaris
(fasulye) ve Pisum sativum (bezelye) oldugunu ifade etmislerdir (NEMETH, 1986).

CADMAN (1965); LISTER ve ark. (1965) yaptiklari ¢aligmalar sonucunda
ACLSV’nin sadece yumusak cekirdekli meyveleri etkilemedigi ayni zamanda sert
cekirdekli meyvelerde de hastalik olusturabildigini bildirmislerdir (NEMETH, 1986).

GILMER ve MINK (1971); MINK ve ark. (1971) bazi latent ACLSV izolatlarinin
Malus tiirleri iizerinde simptom gostermezken Chenopodium quinoa indikatorleri
izerinde simptom gosterebilecegini bildirmislerdir (NEMETH, 1986). DESVIGNES ve
ark. (1991) ACLSV’nin indikator bitkilerden Chenopodium amaranticolor (kirmizi
kazayagi) ve C. quinoa (ak kazayagi) da lokal yaralar ve sistemik lekeler; Phaseolus
vulgaris cv. Top crop da kahverengi—mor lokal yaralara, Prunus persica (cv Elberta ya
da GF 305) ve P. tomentosa (cali visne) fidelerinde koyu yesil ¢okiik beneklenme
belirtilerine, Cydonia vulgaris C 7/1 de klorotik yaprak lekesi belirtilerine,
deformasyonlara ve damarlarda siskinliklere neden oldugu ayrica Pyronia veitchii
celiklerinin ACLSV nin irklarina hassas oldugu ifade edilmektedir (SUTIC, 1999).

LUCKWILL ve CAMPBELL (1963) Ingiltere’de yaptiklar1 calismalarda elma
ana¢ klonlarinda viriisiin bulundugunu ayrica M2, M4, M7, M9 ve M15 anaclarinin

viriisle tamamen enfekteli oldugunu digerlerinin (M1, M12 ve MI16) ise kismen
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enfekteli oldugu ve M26 anacinda herhangi bir enfeksiyona rastlamadiklarini
bildirmislerdir (SUTIC, 1999).

MARENAUD ve ark. (1976) ACLSV’nin farkli konukgularda farkli simptomlar
meydana getirdigini ve bazi ACLSV wrklarinin tiim konukgular1 enfekte edebilirken
bazilarinin ise elmadan sert ¢ekirdekli meyve agaclarina zor tagindigini bildirmislerdir.
Irk diizeyindeki gruplandirmalarda da hem konukgulardaki simptom gelisimini hem de
serolojik akrabaliklar1 dikkate aldiklarini bildirmislerdir (SUTIC, 1999).

LISTER ve BAR-JOSEPH (1981) ACLSV virionlarinin ipliksi, ¢ok kivrimli,
radyal simetrik oldugunu; partikiillerin biiyiikliigliniin izolata, konukgu bitkiye ve diger
teknik faktorlere bagli oldugunu ayrica uzunlugunun 700-825 um, genisliginin 12 pum
oldugunu bildirmektedirler (NEMETH, 1986). LISTER (1970) ACLSV partikiillerinin
600 x 12 nm oldugunu; GERMAN ve ark. (1991) 720-740 x 12 nm biiytkliigiindeki
iplik¢iklerden meydana geldigini; ¢okelme katsayisinin 96 S oldugunu, DELBOS ve
DUNEZ (1988) tek polipeptid igeren protein kilifin 23.5 kDa agirhiginda oldugunu;
GERMAN ve ark. (1991) tek sarmalli RNA’ya sahip 7555 niikleotidden ve 2500 kDa
agirhiginda oldugunu, LISTER ve BAR-JOSEPH (1981) ise 2200-2400 kDa agirliginda
oldugunu ifade etmislerdir (SUTIC, 1999).

CROPLEY (1968) mekanik tasinmada meyvelerin, GILMER ve MINK (1971) ise
cicek ta¢ yapraklarimin yapraklardan daha iyi inokulum kaynagi oldugunu ayrica
kambiyal dokularin da inokulum kaynag: sayildigini bildirmislerdir (NEMETH, 1986).
MC CRUM (1965) komsu agaclar arasinda virlisiin yayilmasinin kdk kaynasmasi ile
veya yaprak siirtlinmesi ile meydana gelen mekanik yaralanmalar sonucunda oldugunu
ifade etmektedir (NEMETH, 1986). ACLSV’nin yayilma kosullarinin incelendigi ancak
tasinma seklinin heniiz bilinmedigini; FRITZCHE ve KEGLER (1968) virlisiin
Eudorylamoid nematodlar ile tagindigini, SUTIC (1981) ise virlisiin Myzus persicae
(Seftali yaprak biti) ile tasindigini bildirmektedirler (SUTIC, 1999). FRINDLUND
(1973) ACLSV’nin bir odunsu bitkiden digerine goz asisiyla rahatlikla taginabildigini
ancak enfekteli agaclarda esit dagilim gostermedigini; FRINDLUND (1983) kisa as1
kalemlerinin (5-10 tomurcuk uzunlugunda) genellikle sistemik enfeksiyonlara sebep
oldugunu daha uzunlarmin (20-40 tomurcuk uzunlugunda) ise uc¢ kisimlara dogru
saglikli tomurcuklar igcerdigini, bu nedenle de inokulasyonlar i¢in kisa kalemlerin daha

uygun olacagint ve kalemin alt kisminda bulunan gozlerin veya kabuk parcalarinin
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alinarak indikator bitkilere agilama yapilmasi gerektigini bildirmistir (NEMETH, 1986).
DELBOS ve DUNEZ (1988) ACLSV’nin odunsu bitkilerden otsu bitkilere geng
yapraklar, meyveler, tomurcuklar ve bitki 6z suyu ile mekanik olarak tasinabilecegini,
ayrica meyve agaclarindaki enfeksiyonun belirlenmesinde gerek arazi kosullarinda
gerekse aragtirma amagli kullanilabilecegini ifade etmislerdir (SUTIC, 1999).

LISTER ve BAR-JOSEPH (1981); THOMAS (1983) bentonit yardimiyla
saflastirilmigs Chenopodium quinoa (ak kazayagi) 6zsuyunda virlisiiniin émriiniin 20
°C’de 1 giin ve +4 °C’de 10 giin oldugunu, termal inaktivasyon noktasimin 52-55 °C,
son sulandirma noktasinm 10 oldugunu bildirmisglerdir (NEMETH, 1986).

SAKSENE ve MINK (1969) elma ¢icek tac yapraklarindan aldiklar1 materyallerde
viriisiin tespit edilebilmesi i¢in halka ¢cokelme testini, LISTER ve HADIDI ise (1971)
gel diifiizyon testini kullanmiglar; ayrica KERLAN ve ark. (1981) immunosorbent
elektron mikroskobunun ELISA’ya benzer hassas bir metot oldugunu ifade etmislerdir
(NEMETH, 1986).

CAMPBELL ve BEST (1964) virlisten ari materyallerin ¢ogaltma amaciyla
kullanilmas1 gerektigini ve bu tlir materyallerin elde edilebilmesi i¢in de bitki
pargalarinin 37-38 °C sicaklia maruz birakilmasi gerektigini ve en iyi sonucun siirgiin
ucu asilamalar1 yapilarak alinabilecegini belirtmislerdir (NEMETH, 1986).

CIESLINSKA ve RUTKOWSKI (2006) ACLSV ile enfekteli olan ve M9 anaci
lizerine agilanan “Sampion” ve “Golden delicious” elma ¢esitlerini saglikli olanlara gore
degerlendirdiklerinde verim azalmasi saptadiklarint ve M26 anaci iizerine asilanan
sagliklt veya enfekteli agaclarin meyvelerinde 6nemli bir fark bulunmadigini, ayrica
anaglardan bagimsiz olarak meyve agirligi saglikli agaclarda enfekteli olanlara gore
daha fazla bulundugunu ifade etmislerdir.

OZDEMIR ve KAYA (2006) Izmir’de yaptiklari bir caligmada sertifika ve
karantina programlar1 cercevesinde ithal ettikleri orneklerden 114 tanesini farkh
virlislere kars1 ELISA ile testlediklerini belirtmislerdir. 26 elma anaci ve 17 asilanmis
bitkiyi ApMV ve ACLSV’ye karsi; 5 armut anact ve 6 asilanmis bitkiyi ise ACLSV’ye
kars1 testlediklerinde drneklerin tiimiiniin testlenen viriisler agisindan temiz bulduklarini
bildirmislerdir.

CITIR ve ILBAGI (2006) DAS-ELISA testi sonucunda 4 tane M. pumila (cennet
elmasi) agacindan bir tanesini ACLSV ile bir tanesini de ApMV ile enfekteli
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bulduklarin1 bildirmisler, ayrica ApMV’nin kiiltiir bitkileri disinda bogiirtlen, musmula
ve aligda da bulundugunu belirterek Tekirdag yoresi igin potansiyel inokulum

kaynaklar1 olduklarini ifade etmislerdir.

2.3. Elma Govde Yivlenme Viriisii (ASGV) ile Ilgili Yapilan Cahsmalar

ASGYV viral hastalik etmeni ilk olarak Malus sylvestris cv. Virginia Crab elma
agacinda LISTER ve ark. (1965) ve DE SEQUEIRA (1965) tarafindan bildirilmekte;
mekanik inokulasyon, as1 ve Chenopodium quinoa bitkisinin tohumlari (%10-20) ile
taginabildigi; hastalik belirtilerinin Virginia Crab elma agacinin gévdesinde yivlenme ve
as1 yerlerinde anormal olusumlar seklinde goriildiigli, ayrica viral etmenin tiitiin ve
fasulye bitkilerinde de hastalik meydana getirebilecegi bildirilmektedir (ANONIM,
2006f).

Patojen ayni yil igerisinde iki farkli isimle tanimlanmaktadir; LISTER ve ark.
(1965) Chenopodium quinoa’yr kullanarak elma latent tip 2 (C-431 izolat) ismini
kullanmiglar; DE SEQUEIRA (1965) otsu bitkilerden Nicotiana glutinosa ve C. quinoa
ile Virginia Crab elma indikatorlerine asilayarak ve ASPV’den ayirt etmek icin E36
viriis kodunu kullanmislardir; daha sonra DE SEQUEIRA ve POSNETTE (1969) ise
elma govde yivlenme viriisii (Apple stem grooving virus) ismi ile adlandirdiklarini; DE
SEQUEIRA ve LISTER (1969)’da elma latent tip 2 olarak tanimladiklarini
WATERWORTH ve GILMER (1969) ABD’de Chenopodium quinoa’da bilinen koyu
yesil epinasty viriisiin govde yivlenme virlisii oldugunu bildirmislerdir (NEMETH,
1986).

ASGV’nin konukgu bitkileri arasinda; Malus pumila (cennet elmasi), M. sylvestris
(elma) ve Pyrus communis (armut) bulunmakta, VAN DER MEER (1975, 1976) diger
konukg¢u bitkileri arasinda odunsu bitkilerden; Aronia melanocarpa, A. prunifolia,
Cotoneaster bulata, C. simonsi, C. acutifolia, C. dielsiana, Sorbus aucuparia (yabani
tivez) ve Pyronia veitchii’nin bulundugunu; LISTER ve ark. (1965); WOTERWORTH
ve GILMER (1969) otsu konukc¢u bitkiler arasinda; Amaranthus retroflexus (kirmizi
kokli tilki kuyrugu), Ammi majus (biiyiik kiirdanotu), Antirrhinum majus (aslan agzi),
Chenopodium amaranticolor (kirmizi kazayagi), C. quinoa (ak kazayagi), Cucumis

sativus (hiyar), Cucurbita maxima (bal kabagi), Gomphrena globosa (medine ¢icegi),
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Nepeta cataria (kedi nanesi), Nicotiana glutinosa (tiitiin), N. rustica (maras otu),
Phaseolus vulgaris (fasulye), Sesbania sp., Tetragonia expansa (Yeni Zelanda
1spanagi), Torenia fournieri ve Vigna sinensis (boriilce) bulundugunu, simptom
gostermeyen konukgular1 arasinda; Datura stramonium (boru ¢icegi), Nicotiana
clevelandii (tiitiin), N. tabacum (tiitiin) ve Petunia hybrida (Petunya) bulundugunu
bildirmektedirler (NEMETH, 1986).

ASGV’nin ticari elma anag ve ¢esitlerinde latent enfeksiyonlara sebep oldugu ve
sadece indikator bitkilerde simptom gosterdigi, Virginia Crab’da sebep oldugu
simptomlardan sonra ASGV adin1 aldigi; asilamay: takiben ikinci yazin sonunda
enfekteli Virginia Crab elma agacinin govde ¢apinin azalarak govdede gukurlagmalarin
oldugu, ayrica as1 noktasindan kabuk kaldirildiginda uzunlamasina ¢ukurlarin goze
carptig; E36 virlis wrkinda as1 noktasinda siskinlik belirtilerinin goriildiigli, kabuk
dokusunda diiz, bunun altindaki odun dokusunda ise ¢okiik ve diiz alanlarin olustugu;
enfekteli siirgiinlerin normal stirgiinlere gore daha genis agili ve dikeye yakin oldugu ve
normal siirgiinlerde ac1 33-39° iken enfekteli olanlarda 53—-65° oldugu; fidanlarin as1
birlesim noktasindan kolayca kirilabilecegi bildirilmektedir (NEMETH, 1986). Floem
ve ksilemin nekrozlagsmasindan dolayr asi birlesim noktasinin hemen {istiinde
kahverengi bir hat olugsmakta ve bu simptomlara dayanarak bazi Amerikali arastiricilar
‘kahverengi hat’ viriis hastalig1 olarak adlandirmiglardir. Ayrica C—431 wrkinin sadece
govde cukurlagsmalarina sebep oldugu, kahverengi hat olusturmadigi ve bazi viriis
izolatlarinin Virginia Crab’dakine benzer simptom meydana getirmezken Chenopodium
quinoa indikator bitkisinin kullanilmasi ile saptanabilecegi ifade edilmektedir
(NEMETH, 1986). YANASE (1983) Ilatent viriislerin tek basmna ticari elma
cesitlerindeki 6neminin heniiz bilinmedigini bildirerek ASGV’nin Malus sieboldii ve M.
arborescens iizerine yapilan inokulasyonlarda agaglarin 6liime yaklagmasina sebep
oldugunu ifade etmistir (NEMETH, 1986).

ASGV’nin bir odunsu bitkiden digerine goz asis1 ve yonga asi ile taginabilecegi;
inokulumun koklerden alinmasiyla simptomlarin daha iyi gozlenebilecegi ve virlisiin
Virginia Crab elma agacinda sistemik enfeksiyon meydana getirmedigi, bu nedenle de
teshisinde enfekteli siirgiinlerin asilanmasi ile yapilmasi gerektigi ifade edilmistir

(NEMETH, 1986).
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Bentonit yardimiyla saflastirllmis Chenopodium quinoa 6zsuyunda viriisiin
Omriiniin 20 °C’de 2 giin ve 4 °C’de 27 giin oldugu; termal inaktivasyon noktasinin 60-
63 °C ve son sulandirma noktasinin 10 oldugu; virionlarin ipliksi, ¢ok kivrimli 600-
700 x 12 nm biiytikliiglinde, sedimentasyon katsayisinin 112S oldugu bildirilmektedir
(NEMETH, 1986).

Elma wvirlislerinin  teshisinde ELISA ve biyolojik indekslemenin bazi
dezavantajlariin oldugu ve bu nedenle de RT-PCR tekniginin ASGV, ApMV, ACLSV
ve ASPV’nin teshisinde basariyla kullanilabilecegi bildirilmistir (JELKMANN, 1994;
MACKENZIE ve ark., 1997). MASSART ve ark. (2006) yaptiklar1 bir ¢alismada
ASGV, ApMV, ACLSV ve ASPV’yi saptamak i¢in duplex RT-PCR protokoliinii
gelistirmisler ve normal RT-PCR ydntemi ile kiyaslamiglardir. Her iki testte de viriis
RNA’smm 10° kez seyreltildiginde bile saptanabildigini bildirmislerdir. Ayrica
enfekteli bir Ornegin 79 tane saglikli ornekle karistirilip duplex protokole gore
testlenmesi durumunda basarili bir sekilde saptanabildigini ve normal RT-PCR
protokolii ile % 96 oraninda bir benzerlik oldugunu ifade etmislerdir.

CAMPBELL (1968) ASGV’nin kontroliinde saghkli {retim materyali
kullanilmas1 gerektigini ve siirgiinlerden viriisiin elemine olabilmesi i¢in birkag¢ hafta 37
°C sicaklikta tutulmasi gerektigini ileri stirmiistiir (NEMETH, 1986).

CAGLAYAN ve ark. (2004) Dogu Akdeniz Bélgesi’'nde 6zellikle simptomsuz
agaclarda elma viriislerinin oldukca yaygin oldugunu RT-PCR yontemini kullanarak
yaptiklar1 bir calismada ilk kayit olarak bildirmislerdir. Dort 6nemli elma viriisiiniin
yayginligin1 RT-PCR yontemi ile belirleyerek hastaligin damizlik materyallerle kurulan
cesit bahgelerinde yayginlik oraninin % 70.21 oldugunu, ticari bahgelerde ise bu oranin
% 75 oldugunu belirtmislerdir (CAGLAYAN ve ark., 2006).

BIRISIK ve ark. (2006) Adana, Kahramanmaras, Antalya ve Osmaniye
bolgelerindeki 93 bahgedeki 9 ¢esitten toplam 338 Grnegi rastgele topladiklarini ve
ornekleri ELISA, biyolojik indeksleme ve RT-PCR ile testlediklerini bildirmislerdir.
Tiim ornekleri ApMV, ASGV ve ACLSV i¢in ELISA testine tabi tuttuklarini ve test
sonucunda enfeksiyon oranint % 36 bulduklarini belirtmislerdir. ELISA testi sonucunda
ACLSV % 18, ASGV % 12 ve ApMV % 4, karisik enfeksiyonu ise % 5 oraninda
bulduklarin1 ve Dogu Akdeniz Boélgesi’ndeki elma agaglarinda viriis enfeksiyonunun

yiiksek oranda bulundugunu bildirmislerdir.
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2.4. Elma Gévde Cukurlasma Viriisii (ASPV) ile Ilgili Yapilan Calismalar

ASPV viral hastalik etmeni ilk olarak SMITH (1954) tarafindan Malus sylvestris
bitkisinde bildirilmistir ve hastalilk etmeninin bdcekler ile tasmmmadigi mekanik
inokulasyon ve ag1 ile taginabildigi ayrica tohum, polen ve bitkilerin birbirine temas ile
de tasinmadigi bildirilmektedir; ayrica Malus sylvestris ticari ¢esitlerinin Virginia Crab
ve M. sieboldii gibi duyarli anaglara asilanmalari sonucunda geriye dogru zayiflama
gosterdigi, Malus sieboldii de geriye dogru 6lim ve i¢ kabuk nekrozlarinin meydana
geldigi; Malus sieboldii var. arborescens yapraklarinda ise epinasti ve i¢ kabuk
kararmalarinin meydana geldigi ifade edilirken viriisiin Avrupa iilkelerinin birgogunda
bildirildigi belirtilmektedir (ANONIM, 2006g).

Hastalik ilk defa Amerika’da bu yiizyilin ilk yarisinda bazi soguga tolerant
anaglarda goriilmistiir; Virginia Crab lizerine asilanan agaglarin kisa bir siire igerisinde
O0lmeye basladigi, govde tlizerinde ilk kez goriilen derin cukurlarin ilk 6nceleri as1 kalem
uyusmazligindan kaynaklandigir diisiintilmiis, ancak patojenin siirgiin ve kabuk
dokularinin agilanmasiyla tagimanin gergeklestigi  goriildiiglinde bunun viriis
karakterinde oldugunu bildirmislerdir (NEMETH, 1986).

ASPV’nin dogal konukgu bitkileri arasinda; Malus pumila (cennet elmasi), M.
Sieboldii, M. Sieboldii var. arborescens, M. Slyvestris ve Pyrus communis (armut)
oldugu; Ciice Crab tipi Malus slyvestris anaglarinin Red River Crab, Beauty Crab,
Robin Crab, Sugar Crab, Columbia Crab oldugu ve bu anaglarin viriise ¢ok hassas
oldugu ifade edilmistir (NEMETH, 1986).

ASPV’nin, virlis/virlis benzeri ve fitoplazma hastaliklardan ApMV, elma ¢oklu
siirglin (apple proliferation), elma kiiclik meyvelilik hastalig1 (apple chat fruit), elma
yesil kirigiklik (apple green crinkle) hastaligi ve elma lastiksi gévde (apple rubbery
wood) hastaligr gibi meyve kiigiilmesine neden oldugu bildirilmektedir (NEMETH,
1986).

YANASE ve ark. (1975) Malus sieboldii ve M. sieboldii var. arborescens anaglari
tizerinde ¢ogaltilan elma agaclarina tekrar asilama yapildiginda bazi agaclarin 6liime

yaklastigini bildirerek, ‘top-working’ hastaligi adin1 vermislerdir (NEMETH, 1986).
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YANASE (1983) son zamanlarda yaptig1 ¢alismalarda iki ana¢ ¢esidinin as1
birlesim noktasinda goriilen nekroz ve oOliimlere ASPV’nin neden oldugunu ayrica
ASPV’nin sadece Virginia Crab anaci iizerine asili olan agaglarda dikkate deger zarar
meydana getirdigini, hatta aga¢ 6liimlerine sebep oldugunu belirterek Crab tipi anaglar
lizerine asili olmayan agacglarda simptom goriilmedigini, ¢ilinkii ticari ¢esitler ve diger
ana¢ cesitlerin virlis tarafindan latent olarak enfekteli oldugunu ifade etmektedir
(NEMETH, 1986).

RICH (1967) ASPV’nin meyve bahgelerinde komsu agaglar arasinda kok
kaynasmasiyla tasinabildigini; kalem ve goz asist ile yayildigini ve inkiibasyon
periyodunun 1 yil oldugunu belirtmistir (NEMETH, 1986).

Cekoslovakya elma bahgelerindeki ASPV ve ASGV ile enfekteli elma agaglar tek
basamak RT-PCR yontemiyle testlendiginde ASPV ile bulasiklik oran1 % 28, ASGV ile
% 44 olarak bulunmustur. Karisik enfeksiyon orani % 17 olarak belirlenmistir. Bu
virlislerin teshisi i¢in en 1yi materyalin yaprak dokusu, dormant tomurcuk yada
ciceklenme donemindeki yapraklar oldugu ifade edilmistir (KUMAR-KUNDU, 2006).

HASSAN ve ark. (2006) toplam 60 6rnegi ACLSV, ASGV ve ApMV i¢in ELISA
ile ve ASPV’yi de igeren dort virlis i¢in Pentaplex RT-PCR ile testlemisler ve enfekteli
ornek sayisin1 PCR ile daha fazla bulduklarini bildirmislerdir.

ASPV’nin kontroliinde saglikli liretim materyali kullanilmas1 gerektigi; bitkilerin
38 °C sicaklikta muhafaza edilmesi ile viriisiin elemine olabilecegi ayrica bu sicakligin
bitkilere ka¢ giin uygulanmasi gerektiginin de c¢esitlere gore farklilik gosterecegi
belirtilirken; CROPLEY (1968) EM7 anac1 i¢in saglikli siirgiinler ¢iktiktan sonra 14
giin, diger cesitler i¢in ise 21-77 giiniin gerekli oldugunu bildirmistir (NEMETH, 1986).
ASPV ile miicadelede MC CRUM ve HILBORN (1972) Malus sargentii anaglarinin
kullanilmasini onermislerdir. Bu anaglar kullanildiginda ASPV’nin fidanliklardan

elemine olma ihtimalinin yiiksek olacagini belirtmislerdir (NEMETH, 1986).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Survey Calismalari

Calisma Bati Akdeniz Bolgesi’nde Isparta-Egirdir Bahge Kiiltiirleri Arastirma
Enstitiisii’'nliin aragtirma ve tretim parselleri ile Antalya-Korkuteli’ndeki ticari
bahgelerde yiiriitiilmiistir. Bu bahcelerden simptom gosteren ve gostermeyen
agaclardan alinan yapraklar veya siirgiinlerin kabuk kismi yapilan testlerde

kullanilmustir.

3.1.2. Serolojik ve Molekiiler Calismalar

ELISA testlerinde kullanilan antiserum ve konjugatlar Loewe (Almanya)
firmasindan temin edilmistir. Ayrica igerikleri ekte verilen Fosfat Tamponu, Yikama
Tamponu, Kaplama Tamponu, Ornek Tamponu, Konjugat Tamponu ve Substrat
Tamponu (Ek.1) ile 8x12’lik U seklinde gukurlara sahip mikroplakalar kullanilmistir.
Niikleik asit izolasyonu i¢in ise bitki ezme, yikama tamponlari ile EtOH, Nal, NaCl,

EDTA, KOAc, NaOAc ve silika siispansiyonlar1 (Ek.2) kullanilmigtir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Survey Calismalar ve Bitki Materyallerinin Toplanmasi

Isparta-Egirdir ve Antalya-Korkuteli ilgelerinde se¢ilen bahgelerde Nisan ayindan
itibaren survey ¢aligmalar1 baglatilmis ve Haziran ayina kadar tiim 6rnekler toplanmustir.
Bitki ornekleri toplanirken CANOVA ve ark. (1962) ve POSNETTE (1963)’nin
bildirdigi elma viriis hastaliklar1 belirtileri g6z oniinde tutulmus ve agacglarin gelismesi,
dallarin durumu, yapraklarda deformasyon ve mozaik lekeleri, meyvelerde kiigiilmeler,
anormallikler, saplarin durumu, renk degisikligi, meyve kabugunda mantarlagmalar,

catlamalar gibi belirtilerin bulunup bulunmadigina dikkat edilmistir. Bahg¢enin en az
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%5’1n1 temsil edecek sekilde gerek simptom gosteren gerekse simptomsuz agaclarin 4
farkl1 yoniinden 20-25 cm’lik siirgiinler kesilmistir. Alman bu siirgiinler plastik
torbalara etiketlenerek yerlestirilmis ve buz igeren kutularda gerek serolojik testlemeler

gerekse niikleik asit izolasyonu i¢in testleninceye kadar saklanmistir.

3.2.2. Bitki Materyalinin Muhafazasi

Araziden laboratuara getirilen ornekler farkli sekillerde muhafaza edilmistir. +4
°C’de muhafaza edilen bitki materyallerinin bir kismu CaCl,’de kurutulmus, bir kismu da
gliserol igerisinde -20 °C’de saklanmistir. Ayrica bu 6rneklerin her birinden toplam
RNA’lar da ekstrakte edilmistir ve ekstrakte edilen RNA’lar -80 °C’de muhafaza

edilmistir.

3.2.3. ELISA Testinin Uygulanmasi

Viriisle bulasik oldugundan siiphelenilen agaglardan alinan 6rneklerden ApMV
icin simptom gosteren kisimlarindan, ACLSV ve ASGV ig¢in ise farkli siirglinlerin
yapraklarindan alman 1 gram doku tartilmig ve steril porselen havan igerisinde, 1:10
oraninda sulandirilarak tampon ¢dzeltisi ile ezilmistir ve ekstraktlar kullanilincaya kadar
buzdolabinda saklanmistir.

Serolojik ¢alismalarda “Double Antibody Sandwich-ELISA” (DAS-ELISA)
yontemi kullanilmistir (CLARK ve ADAMS, 1977). Yapilan ELISA testlerinde
LOEWE (Almanya) firmasindan temin edilen ApMV, ACLSV ve ASGV poliklonal
antiserum kitleri kullanilmistir. Her viriis i¢in firmanin protokoliinde belirtilmis oldugu
antiserum sulandirma oranlar1 dikkate alinmistir. Standart ELISA testi asagidaki sekilde
uygulanmistir:

e Gamma globulinler, kaplama tamponu ile kullanilacak optimum konsantrasyona
gore sulandirilmis ve mikrotiter ELISA plakalarinin her bir ¢ukuruna 100 pl
konulmustur. Plakalarin iizeri kapatilarak buharlasma engellenmis 37 “C’de 4 saat

inkiibe edilmistir.
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e Iinkiibasyondan sonra yikama tamponu ile tiim ¢ukurlar 3 kez en az 3’er dakika
bekletilerek yikanmistir. Her yikamada plakalar hizla ters ¢evrilerek bosaltilmis ve
en son yikamadan sonra 8-10 katli pegete lizerine vurularak kurumasi saglanmustir.

e Ornek tamponu i¢inde ezilmis her bir érnek iki tekrarl olarak, gamma globulin ile
kaplanmis mikrotiter plakaya her bir ¢ukura 100 ul olacak sekilde yerlestirilmistir.
Plakaya kontrol olarak ekstraksiyon tampon ¢dzeltisi, antiserum kiti icerisinde gelen
pozitif ve negatif kontroller de eklenerek +4 °C’de tiim gece boyunca inkiibasyona
birakilmistir.

e Tiim gece inkiibasyondan sonra plakalar daha dnce belirtildigi sekilde yikanmistir.

e Konjugat tamponu ile konjugatlar optimum konsantrasyonda sulandirilarak her bir
cukura 100 pl konulmus ve 37 °C’de 4 saat inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyondan sonra plakalar daha &nce belirtildigi sekilde yikanmistir.

e Substrat tamponu ile taze olarak hazirlanan substrattan (1 mg/ml p-nitrophenyl
phosphate) her bir ¢ukura 100 pl konulmus ve oda sicakliginda karanlikta inkiibe
edilmistir. Renk degisimine bagli olarak 30, 60, 120 dakika sonra plakalar
mikroplaka optik okuyucusunda 405 nm dalga boyunda okunmustur.

BARBA ve RICCIONI (1993) 405 nm dalga boyunda okunan absorbans
degerlerine gore saglikli kontrol degerinin en az iki kat1 ve daha yukar1 okuma degeri
veren Ornekler pozitif olarak kabul edilmistir (GAZEL, 1997). Absorbans degerleri
markas1 SEAC-SIRIOS olan ELISA okuyucusunda okunmustur.

3.2.4. PCR Calismalar1 (Polymerase Chain Reaction= Polimeraz Zincir
Reaksiyonu)

3.2.4.1. Niikleik Asit izolasyonu

Toplam niikleik asitler, BOOM ve ark. (1990) tarafindan ilk kez tanimlanan silica-
capture metodunun ROTT ve JELKMANN (2001) tarafindan yapilan degisikliklerine
gore izole edilmistir. Bu yonteme gore;

e 0.3 g yaprak materyali 3 ml silica igeren ezme tamponunda ezilmis ve bundan 500
ul alinip tizerine 100 pl %10 N-Lauryl sarkosil ve 5 pl 2-Merkaptoethanol

eklenmistir.



20

e Karisim 70 °C’de 10 dk tutulduktan sonra 5 dk buz {izerinde bekletilmistir.

e Tiipler 13.000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra olusan sivi fazdan 300 pl
alinarak iizerine 150 pl % 96 Ethanol, 300 ul 6M Nal, ve 25 pl resiispanse edilmis
silica eklenmistir.

e Tiipler karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dk. inkiibe edilmistir.

e Tiipler 6.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

e Olusan c¢okelti 2 kez yikama tamponunda ¢doziindiiriilerek yeniden santrifiij
edilmistir.

e (Cokelti oda sicakliginda kurutularak 150 pl destile suda siispanse edilmistir.

e Tiipler 70 °C’de 5 dk inkiibe edilerek birkac¢ dakika buz {izerinde bekletilmistir.

e 13.000 rpm’de 3 dakika inkiibe edildikten sonra elde edilen supernatanttan 130 pl’si
yeni tiiplere aktarilarak kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmustir.

3.2.4.2. Revers Transkripsiyon (RT; Reverse Transcription)

Bu islem su sekilde gergeklestirilmistir; 5 pl toplam niikleik asit ekstrakti, 2 pl
random hexamer primer (100 uM), 2 ul oligo (dT);s (0.5 pg/ul), 4.5 pl RNase-ar1 su
karisimi 70 °C’de 10 dk tutulmustur. Daha sonra bu karisima 4 pl 5Xreaksiyon ortami
(250 mM Tris-HCI, pH 8.3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,), 2 ul dANTP mix (10 mM),
0.5 ul MMLV-Reverse transcriptase (200 unite/ul) eklenmistir. Reverse transkripsiyon
islemi icin tiipler 37 °C’de 10 dakika bekletildikten sonra 42 °C’de 1 saat, 70 °C’de 10
dakika tutularak ¢cDNA’lar elde edilmistir. Daha sonra cDNA’lar -20 °C’de muhafaza

edilmistir. Revers transkripsiyonun sematik goriintiisii Sekil 3.1°de goriildiigii gibidir.
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Wiral nikdeds asit trolasyonu (BIVA)

Hedet EITA

Eewverse primer

dNTP's (dATE, dQTFP, dCTF, JdTTF)
Eealarron ortarm

Hedet EIMNA

5 r
Denatirasyon (72"C)
3!
5 ]
Arnealng
(Primerin badlanmasi, 37 "
3'H
—p Levers Transknptaz'm Ellenmest
StE 3
cDIA senter (37-457C)
3= A
53
EbJA-cDHA habr
3! 5 !

Sekil 3.1. Revers transkripsiyonun sematik olarak agiklamasi (ULUBAS, 2003)
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3.2.4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

ACLSV, ASGV, ApMV ve ASPV viriislerinin tespit edilmesinde kullanilan
primer baz dizileri Cizelge 3.1°de verilmistir. PCR karigimi; 13.6 pul RNase-ar1 su, 1 pl
cDNA, 0.6 ul MgCl, (50 mM), 1.6 pl ANTP mix (2.0 mM), 1 pl viriise 6zgii primer
karisimi (20 pmol/ul), 2 ul PCR 10Xreaksiyon tamponu, 0.2 pl Taqg-DNA polymerase
(Goldstar 5 U/pl) igerecek sekilde hazirlanmigtir. ACLSV ve ASGV amplifikasyonlari
icin thermocycler 1 dongii 94 °C’de 2 dakika, 35 dongii 94 °C’de 1 dakika, 46 °C’de 1
dakika ve 72 °C’de 1 dakika seklinde programlanmistir. Ancak ASPV i¢in annealing
sicakligr 46 °C yerine 57 °C olarak ayarlanmistir. ApMV amplifikasyonu icin ise 94
°C’de 2 dakika, 35 dongii 94 °C’de 30 saniye, 62 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 1 dakikada
yapilmistir. Daha sonra reaksiyon 72 °C’de 5 dakikada tamamlanmistir (Sekil 3.2).

Cizelge 3.1. ApMV, ACLSV, ASGV ve ASPV spesifik primer ¢iftleri (MENZEL ve

ark., 2002).

Primer Baz dizisi (5'-3") Primer Uriin
bolgesi uzunlugu

ACLSV
Sense 5-TTC ATG GAA AGA CAG GGG CAA -37 6860-6880, | 677 bp
Antisense | 5'-AAG TCT ACA GGC TAT TTA TTA TAA GTC TAA-3" | 7507-7536
ASPV
Sense 5’-ATG TCT GGA ACC TCA TGC TGC AA-3’ 8869-8895, | 370 bp
Antisense | 5'-TTG GGA TCA ACT TTA CTA AAA AGC ATA A-3’ 9211-9238
ApMV
Sense 5’-ATC CGA GTG AAC AGT CTA TCC TCT AA-3’ 1474-1499, | 262 bp
Antisense | 5-GTA ACT CAC TCG TTA TCA CGT ACA A-3° 1711-1735
ASGV
Sense 5’-GCC ACT TCT AGG CAG AAC TCT TTG AA-3’ 6039-6064, | 273 bp

Antisense | 5"-AAC CCC TTT TTG TCC TTC AGT ACG AA-3’ 6286-6311
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cDOH2

Primer cifh

dITP's (dATP, dGTF, dCTP, dTTE)
Termostabl DA polimeraz

(Tag Polimeraz)

Eeaksivon ortarm

5! 3! 5' 3’

EIA-cDIA hibrit
Hedef cDINA

+H s 315!

Denatirasyon (94-26"C)

. 3 5! 3'E ;
3! S5
Annealing
: (Primetlerin baglanmast, 50-62 "C)
5" 3
3 5'
FPolimenzasyon
(70-727C)
5! 3!

Cilt iplitetlcs DR A'"m sentem

1. Déngni 2. Déngii

Sekil 3.2. PCR’1n sematik olarak agiklamasi (ULUBAS, 2003)
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3.2.4.4. PCR Sonuclarimin Degerlendirilmesi : Jel Elektroforez

RT-PCR fiiriinlerinin gorsel hale getirilmesi amaciyla reaksiyondan sonra iirtinler
%1-1.5 agaroz jel elektroforez islemine tabi tutulmustur. Elektroforez 0.5XTAE
ortaminda gergeklestirilmis ve ayni ortam jelin hazirlanmasinda da kullanilmistir. Jele 3
ul yikleme ortami (6X; 15 pl icin 150 mg bromophenol blue, 18 g gliserol, 6 ml
50XTAE) ile birlikte 10 pl yiliklenen PCR friinleri, 100 V’da 1 saat siireyle
elektroforeze tabi tutulmustur. Islem bittikten sonra jel 1 mg/ul etidyum bromid (EtBr)
iceren 0.5XTAE ortaminda 5-10 dakika EtBr ile boyanmistir (Ek.3). Daha sonra UV
transilliimiinatdrde sonuclar gozlenerek polaroid fotograflar1 ¢ekilmistir. Testlenen dort

viriisiin spesifik primer ciftleri Cizelge 3.1°de verilmistir.



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu aragtirmada Bati Akdeniz Bdlgesi’nin en yaygin elma yetistirilen Antalya-
Korkuteli ve Isparta-Egirdir ilgelerindeki bahgelerde elma agaclarinda zarar olusturan
ApMV, ACLSV, ASGV ve ASPV i¢in arazi gozlemleri yapilmis, ELISA ve RT-PCR
testi ile de kesin tanilar1 yapilarak bu virlis hastaliklarmin yayginlik oranlar

belirlenmistir.

4.1. Arazi Gozlemleri

Elma viriislerinin saptanmasi i¢in en uygun mevsimin ilkbahar aylar1 olmas1 ve
sicakligin artmasiyla birlikte viriis konsantrasyonunun diismesi nedeniyle bitki 6rnekleri
2005 yilmin Mayis ayinda toplanmistir. Ornekler Isparta-Egirdir Bahge Kiiltiirleri
Arastirma Enstitiisii’nlin aragtirma ve iretim parselleri ile Antalya-Korkuteli’ndeki
ticari bahgelerde virlis simptomu gosteren bitkilerden (Sekil 4.1) ve latent bulundugu
bilinen viriisler (ACLSV, ASGV ve ASPV) i¢in ise tesadiifi olarak bahg¢enin % 5’ini
temsil edecek sekilde alinmistir. Toplam 72 6rnegin 25 tanesi Antalya-Korkuteli’ndeki
bahgelerden, 47 tanesi ise Isparta-Egirdir ilindeki bahgeden toplanmustir.

Survey yapilan bahgelerdeki agaglarda halkali mozaik simptomlari, yapraklarda
nekrotik lekeler, bodurluk, kloroz gibi simptomlar goézlenmistir (Sekil 4.1). BRUNT ve
ark. (1996) da ApMV’nin elma tiirlerinde mozaik lekeleri olusturdugunu bildirmislerdir.

ApMYV disindaki diger viriis hastaliklar1 (ACLSV, ASGV ve ASPV) ile ilgili bu
virlislerin indikator bitkilerde yaptiklar1 simptomlara benzer tipik higbir belirti
gbzlenmemistir. NEMETH (1986) ACLSV, ASGV ve ASPV’nin ticari elma ve armut
cesitlerinde tipik simptom olusturmadan latent olarak bulundugunu ifade etmektedir.

NEMETH (1986) ApMV belirtilerinin ilk doénemlerinin yaprak bitlerinin
beslenmesi sonucunda olusan mozaik lekeleri ile ya da iz element eksikliginden
kaynaklanan renk degisiklikleri ile karstirilabilecegini belirtmistir. Bu ¢alismada
mozaik ve kloroz belirtisi gosteren agaclardan alinan drnekler testlendiginde belirtilerin

ApMV’den kaynaklandig1 saptanmustir.
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Sekil 4.1. a-b) Isparta-Egirdir ilgesindeki bir elma bahgesinde ApMYV ile enfekteli
oldugu saptanan 38 nolu agagtaki mozaik simptomlar1 ve kloroz ¢) Antalya-
Korkuteli’nde bir elma bahg¢esinde ApMV ile enfekteli oldugu saptanan 4
nolu agagta 6zellikle bir boliimde yogunlasan mozaik simptomlar1 ve kloroz
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Calisma kapsaminda toplanan materyallerde ApMV simptomlar1 belirgin sekilde
goriilmiis, ELISA ve RT-PCR testleri de viriisiin varligin1 dogrulamistir. Ayrica bu
calisma ApMV’nin Isparta-Egirdir ve Antalya-Korkuteli’nden alinan 6rneklerde 6nemli
bir sorun oldugunu gostermistir. Benzer bir ¢alisma CITIR ve ILBAGI (2006)
tarafindan Tekirdag ilinde yapilmis ve agaglardaki belirtilerin ApMV’den kaynaklandigi
bildirilmistir.

4.2. ELISA Testi Sonuglari

Yeterli antiserum bulunmadigindan toplam 72 Ornegin 29 tanesi ELISA
yontemiyle testlenebilmistir. Testlenen bu 6rneklerin tamami RT-PCR yontemi ile de
testlenerek sonuglar kiyaslanmistir. Bu 6rneklerden 16 tanesinin en az bir viriis hastaligi
ile enfekteli oldugu saptanmig ve enfeksiyon oram1 ELISA ile % 55.17 olarak
bulunmustur. ELISA ile testlenen ii¢ viriisiin enfeksiyon oranlari Cizelge 4.1°de

goriildiigl gibi saptanmustir.

Cizelge 4.1. DAS-ELISA testi sonucunda belirlenen ApMV, ACLSV ve ASGV ile
enfekteli 6rnek sayisi ve % enfeksiyon orani

ApMV ACLSV ASGV
Enfekteli 6rnek sayisi 4 13 9
% Enfeksiyon orani 13.79 44.82 31.03

Cizelgede de goriildiigli gibi testlenen bitkiler ApMV ile % 13.79 oraninda
enfekteli bulunurken simptom gostermeyen agaglardan tesadiifi olarak alinan bir ¢ok
ornekte ACLSV ve ASGV pozitif olarak bulunmustur. Bu agaclarda belirti
goriilmemesinin nedeni bu viriislerin latent olarak bulunmasindan kaynaklanmaktadir.
Latent viriislerden ACLSV’nin enfeksiyon orant % 44.82, ASGV’nin ise % 31.03
olarak saptanmistir.

ELISA testi ile testlenen 29 Orne8in absorbans degerleri ise Cizelge 4.2°de

verilmistir.
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Cizelge 4.2. ELISA testi ile ApMV, ACLSV ve ASGV’ye karsi testlenen orneklerin
absorbans degerleri (405 nm)

Ornek | Arazideki ELISA Absorbans Degerleri (405 nm)
Sira | Ornek No Alindigr yer ApMV ACLSV ASGV
No

1 1 Korkuteli/Antalya 0.069 0.103 0.103
2 4 Korkuteli/Antalya 0.066 0.149 0.167
3 5 Korkuteli/Antalya 0.069 0.476* 0.100
4 6 Korkuteli/Antalya 0.071 0.071 0.089
5 11 Korkuteli/Antalya 0.066 0.124 0.282*
6 14 Korkuteli/Antalya 0.064 0.068 0.105
7 17 Korkuteli/Antalya 0.071 0.081 0.093
8 18 Korkuteli/Antalya 0.077 0.071 0.118
9 29 Egirdir/Isparta 0.097 0.082 0.108
10 30 Egirdir/Isparta 0.981* 0.422* 0.321*
11 37 Egirdir/Isparta 0.320* 0.513* 0.245*
12 38 Egirdir/Isparta 0.066 0.081 0.100
13 39 Egirdir/Isparta 0.071 0.072 0.127
14 41 Egirdir/Isparta 0.082 0.789* 0.088
15 43 Egirdir/Isparta 0.498* 0.660* 0.160
16 44 Egirdir/Isparta 0.139 0.400* 0.273*
17 45 Egirdir/Isparta 0.071 0.507* 0.275*
18 49 Egirdir/Isparta 1.119* 0.463* 0.241*
19 51 Egirdir/Isparta 0.075 0.075 0.269*
20 52 Egirdir/Isparta 0.084 0.237* 0.147
21 54 Egirdir/Isparta 0.093 0.085 0.206*
22 56 Egirdir/Isparta 0.075 0.095 0.089
23 59 Egirdir/Isparta 0.078 0.693* 0.097
24 61 Egirdir/Isparta 0.065 0.423* 0.226*
25 62 Egirdir/Isparta 0.068 0.103 0.098
26 68 Egirdir/Isparta 0.075 0.316* 0.099
27 70 Egirdir/Isparta 0.075 0.262* 0.097
28 71 Egirdir/Isparta 0.081 0.105 0.111
29 72 Egirdir/Isparta 0.081 0.136 0.131

* : Pozitif bulunan 6rnekler

ApMYV icin; Pozitif Kontrol Ortalamasit : 0.601
Negatif Kontrol Ortalamasi : 0.075

ACLSYV ig¢in; Pozitif Kontrol Ortalamasi : 0.609
Negatif Kontrol Ortalamasi : 0.093

ASGYV ig¢in; Pozitif Kontrol Ortalamast : 0.483
Negatif Kontrol Ortalamasi : 0.081
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Cizelgede de goriildiigii gibi 6rneklerden 4 tanesi ApMV, 13 tanesi ACLSV, 9
tanesi ise ASGV ile enfekteli olarak bulunmustur. Orneklerin biiyiik bir ¢cogunlugu
karisik enfekteli olup, 6 agagta ACLSV, 3 agacta ise ASGV tek enfeksiyon olarak tespit
edilmistir. ApMV ise pozitif bulundugu tiim Orneklerde karigik enfeksiyon seklinde
saptanmistir. Testlenen agacglarin 13’i arastirilan viriisler agisindan temiz bulunmustur.
ELISA testi sonucunda ApMV ve ACLSYV ile karisik 6rnek sayist 4, enfeksiyon oram %
13.79; ApMV ve ASGYV ile karigik 6rnek sayis1 3, enfeksiyon oran1 % 10.34; ACLSV
ve ASGV ile karisik 6rnek sayisi 6, enfeksiyon orani % 20.69 olarak belirlenirken;
ApMV, ACLSV ve ASGV 3’lii enfeksiyon seklinde 3 agacta goriilmiis ve enfeksiyon
orani % 10.34 olarak bulunmustur. ELISA testi ile Antalya-Korkuteli’ndeki bahgelerden
alinan O6rneklerde ApMV enfeksiyonuna rastlanmazken 1 6rnek ACLSV ile ve 1 6rnek
de ASGYV ile enfekteli olarak belirlenmistir. Isparta-Egirdir’deki bahc¢eden alinan
orneklerden 4 tanesinin ApMYV ile 12 tanesinin ACLSV, 8 tanesinin ASGV ile enfekteli
oldugu bulunmustur. Buna gore Korkuteli ilgesinden alinan 6rneklerde enfeksiyon orani
% 25 olarak belirlenirken, Egirdir ilgesinden alinan orneklerde % 67 olarak
bulunmustur. ELISA testi sonucunda 6rneklerin daha ¢cok ACLSV ile enfekteli oldugu
ve bunu sirastyla ASGV ve ApMV’nin izledigi goriilmiistiir.

CAGLAYAN ve ark. (2004) Dogu Akdeniz Bélgesi’'nde dort 6nemli elma
viriistinlin yayginligini ELISA yontemi ile belirleyerek hastaligin damizlik materyallerle
kurulan gesit bahgelerinde yayginlik oraninin % 37.23 oldugunu, ticari bahgelerde ise
bu oranmn % 33.75 oldugunu belirtmislerdir. Ayrica BIRISIK ve ark. (2006) Adana,
Kahramanmaras, Antalya ve Osmaniye bolgelerindeki 93 bahgedeki 9 ¢esitten celik ve
yapraklarin alinmasiyla toplam 338 ornegi ApMV, ASGV ve ACLSV’ye Kkarsi
testlediklerinde genel enfeksiyon orani % 36; ACLSV % 18, ASGV % 12 ve ApMV %
4 olarak bulunmus karigik enfeksiyon ise % 5 oraninda saptanmustir. Ulkemizde yapilan
bu calismalar dikkate alindiginda 6zellikle Egirdir ilgesindeki damizlik blokta Dogu
Akdeniz Bolgesi’ne gore tiim viriislerin daha yaygin bulundugu goriilmektedir.
Calismanin Bati Akdeniz Bolgesi’nde smirli bir alanda ve smirli sayida 6rnekle
yiritilmesi nedeniyle bu sonuglarin daha kapsamli ¢aligmalarla desteklenmesi
gerekmektedir.

(Calisma sirasinda toplanan drneklerin bazilarinin ¢esit adi bilinmekte; bazilari ise

tireticiler ile gorilisilememesi nedeni ile bilinmemektedir. Testlenen ¢esitlerden 12
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tanesi Granysmith, 13 tanesi Golden delicious, 2 tanesi Jonagored, 1 tanesi Braeburn, 1
tanesi Fuji, 1 tanesi Jersey mac, 1 tanesi Kasel-37, 1 tanesi Yellow spur, 1 tanesi Red
chief, 1 tanesi Galaxy-Gala ve 1 tanesi de Lutz golden olarak bildirilmistir.

ELISA testi sonucunda gesit bazinda enfekteli agaglarin dagilimi incelendiginde;
ApMYV ile enfekteli olarak belirlenen 4 agagtan 3 tanesinin Granysmith, ACLSV ile
enfekteli olarak belirlenen 13 agactan 6 tanesinin Granysmith, 1 tanesinin Golden
delicious ve 1 tanesinin de Kasel-37 oldugu; ASGV ile enfekteli olarak belirlenen 9
agactan 5 tanesinin Granysmith ve 1 tanesinin Golden delicious oldugu saptanmustir.

Buna gore testlenen gesitler igerisinde en yogun enfekteli olan Granysmith ¢esitidir.

4.3 Orneklerin RT-PCR ile Testlenmesi ve ELISA Testi ile Kiyaslanmasi

Toplanan 72 6rnek RT-PCR ile testlenmis ve ELISA ile testlenen 29 6rnegin
sonucuyla kiyaslanmistir. Bu ¢aligmada testlenen elma agacglarinin % 97.22’sinin en az
bir viriis ile enfekteli oldugu RT-PCR testi ile kanitlanmistir. Benzer bir calisma
CAGLAYAN ve ark. (2004) tarafindan yapilmis ve farkli bolgelerden aldiklar1 174
bitki 6rnegini ELISA ve RT-PCR ile testlediklerinde bu 6rneklerin 126 tanesinin en az
bir viriis ile enfekteli (% 72.41) oldugunu bulmuslardir.

RT-PCR testlerinin sonuglarina gore, testlenen toplam 72 6rnegin 42 tanesinin
ACLSV ile, 41 tanesinin ApMYV ile, 29 tanesinin ASGV ile, 50 tanesinin ASPV ile
enfekteli oldugu saptanmistir. Enfeksiyon oranlart ise % 56.94 ApMV, % 58.33
ACLSV, % 40.28 ASGV ve % 69.44 ASPV olarak bulunmustur (Cizelge 4.3). Buna
gore en yliksek enfeksiyon orant ASPV’de bulunmus, bunu sirastyla ACLSV, ApMV ve
ASGYV izlemistir.

RT-PCR testi ile Antalya-Korkuteli’ndeki bah¢eden alinan Orneklerde 9 6rnek
ACLSYV ile, 18 drnek ApMV ile, 5 6rnek ASGV ile ve 11 6rnek ASPV ile enfekteli
olarak bulunmustur. Bu ilgeden alinan ornekler genel olarak degerlendirildiginde
testlenen 25 drnegin 23 tanesi en az bir virlis ile enfekteli olarak bulunmustur (% 92).
Isparta-Egirdir’deki bah¢eden alinan Orneklerde ise 33 6rnek ACLSV ile, 23 Grnek
ApMV ile, 24 6rnek ASGYV ile ve 39 drnek ASPV ile enfekteli olarak belirlenmistir. Bu
bahgedeki genel enfeksiyon orani ise % 100 olup testlenen tiim agacglar en az bir viriis

ile bulasik durumdadir.
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Cizelge 4.3. Testlenen bitki materyallerinde RT-PCR testi ile belirlenen ApMYV,
ACLSV, ASGV ve ASPV ile enfekteli ornek sayist ve % enfeksiyon

orani

Enfekteli Ornek Sayisi % Enfeksiyon Orani
ApMV ACLSV  ASGV ASPV | ApMV  ACLSV  ASGV ASPV
41 42 29 50 56.94 58.33 40.28 69.44

Testlenen Orneklerde ELISA yontemine gore RT-PCR da daha fazla sayida
karisik enfeksiyonlar saptannustir. Ikili ve dortlii karisik enfekteli drnek sayis1 ve
oranlar1 Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Testlenen bitki materyallerinde RT-PCR testi sonucunda karigik
enfeksiyon seklinde belirlenen enfekteli bitki sayis1 ve % enfeksiyon

orani

ApMV

Karigik ACLSV | ACLSV | ACLSV | ApMV | ApMV | ASGV | ACLSV

Enfeksiyon ApMV | ASGV ASPV | ASGV | ASPV | ASPV | ASGV
ASPV

Enfekteli

Bitki Sayis1 28 19 32 15 27 24 13

Enfeksiyon

Orani (%) 38.89 26.39 44.44 20.83 | 37.5 | 3333 18.06

Cizelge 4.4’ de de goriildiigii gibi ¢ogu ornekte karisik enfeksiyon tespit edilmistir.
Calismada testlenen 4 viriis (ApMV, ACLSV, ASGV, ASPV) 13 ornekte karisik
enfeksiyon seklinde saptanmis ve % enfeksiyon orani 18.06 olarak belirlenmistir.
Toplam 72 ornekte sadece 2 agac¢ calisilan herhangi bir viriisle enfekteli bulunmamus,
tek enfeksiyon tespit edilen aga¢ sayist ApMV icin 6, ASGV icin 3, ASPV igin 7,
ACLSV igin ise 2 olarak saptanmustir. Farkli viriislerle iiclii enfeksiyon seklinde
bulunan 6rnek sayisi ise 14 olup, enfeksiyon oranm % 19.44’diir.

Bati Akdeniz Bolgesi’'nde elma yetistiriciliginin en ¢ok yapildigi Antalya-
Korkuteli ve Isparta-Egirdir Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitlisii’ndeki bahgelerden
alinarak testlenen toplam 72 6rnegin alindig1 yerler ve ELISA ile RT-PCR testlerinin

kiyaslamali sonuglar1 Cizelge 4.5’de verilmistir.
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Cizelge 4.5. Testlenen bitki materyallerinde ApMV, ACLSV, ASGV ve ASPV ile
enfekteli 6rneklerin DAS-ELISA ve RT-PCR testi ile karsilastirilmasi

ELISA RT-PCR
O;I“:k Alindiga yer ApMV | ACLSV | ASGV | ACLSV | ApMV | ASGV | ASPV

1 Korkuteli/Antalya - - - - + - -
2 Korkuteli/Antalya * * * - + - +
3 Korkuteli/Antalya * * * - + - -
4 Korkuteli/Antalya - - - + + _ B
5 Korkuteli/Antalya - + - + + - -
6 Korkuteli/Antalya - - - - + - -
7 Korkuteli/Antalya * * * + + - -
8 Korkuteli/Antalya * * * - + - -
9 Korkuteli/Antalya * * * + + - +
10 | Korkuteli/Antalya * * * - + - +
11 | Korkuteli/Antalya - - + - + - +
12 | Korkuteli/Antalya * * * + + - _
13 | Korkuteli/Antalya * * * + + - i
14 | Korkuteli/Antalya - - - - + - +
15 | Korkuteli/Antalya * * * + + - -
16 | Korkuteli/Antalya * * * + + - ;i
17 | Korkuteli/Antalya - - - - + - -
18 | Korkuteli/Antalya - - - - - - -
19 | Korkuteli/Antalya * * * + + + +
20 | Korkuteli/Antalya * * * - - + _
21 | Korkuteli/Antalya * * * - - - i
22 | Korkuteli/Antalya * * * - - + +
23 | Korkuteli/Antalya * * * - - - +
24 | Korkuteli/Antalya * * * - - + +
25 | Korkuteli/Antalya * * * - - + i
26 | Egirdir/Isparta * * * - - + +
27 | Egirdir/Isparta * * * + - + +
28 | Egirdir/Isparta * * * - - + N
29 | Egirdir/Isparta - - - - - R +
30 | Egirdir/Isparta + + + + + R +
31 Egirdir/Isparta * * * - - + _
32 | Egirdir/Isparta * * * + - + i
33 | Egirdir/Isparta * * * - - + +
34 | Egirdir/Isparta * * * + - T T
35 | Egirdir/Isparta * * * + - + +
36 | Egirdir/Isparta * * * + - + T
37 | Egirdir/Isparta + + + + + + +
38 | Egirdir/Isparta - - - - + i N
39 | Egirdir/Isparta - - - - + + -
40 | Egirdir/Isparta * * * + + + +
41 | Egirdir/Isparta - + - + + + +
42 | Egirdir/Isparta * * * + + + +
43 | Egirdir/Isparta + + - + + - +
44 | Egirdir/Isparta - + + + + T T
45 | Egirdir/Isparta - + + + + + +
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Cizelge 4.5. (Devam) Testlenen bitki materyallerinde ApMV, ACLSV, ASGV ve

ASPV ile enfekteli orneklerin DAS-ELISA ve RT-PCR testi ile
karsilastirilmasi
46 | Egirdir/Isparta * * * + T T T
47 | Egirdir/Isparta * * * + T T T
48 | Egirdir/Isparta * * * - B T
49 | Egirdir/Isparta + + + + T T T
50 | Egirdir/Isparta * * * - - - i
51 | Egirdir/Isparta - - + + + N T
52 | Egirdir/Isparta - + - + - N T
53 | Egirdir/Isparta * * * - - N +
54 | Egirdir/Isparta - - + + - N T
55 | Egirdir/Isparta * * * - - N +
56 | Egirdir/Isparta - - - - + - +
57 | Egirdir/Isparta * * * + + N T
58 | Egirdir/Isparta * * * T T B i}
59 | Egirdir/Isparta - + - + _ - _
60 | Egirdir/Isparta * * * + i _ i
61 Egirdir/Isparta - + + + + T T
62 | Egirdir/Isparta - - - + - - +
63 | Egirdir/Isparta * * * n + N T
64 | Egirdir/Isparta * * * I + T T
65 | Egirdir/Isparta * * * I + T T
66 | Egirdir/Isparta * * * n + N T
67 | Egirdir/Isparta * * * n R T T
68 Egirdir/Isparta - + - + - _ T
69 | Egirdir/Isparta * * * + N N T
70 | Egirdir/Isparta - + - + - N T
71 | Egirdir/Isparta - - - - - - i
72 | Egirdir/Isparta - - - - + + i

+ : Virtus ile enfekteli

- : Viriis yok
* : Test edilmemis 6rnekler

Cizelgede de goriildiigii gibi Korkuteli ilgesinde testlenen 6rneklerde 5 no.’lu

ornek ACLSV, 11 no.lu 6rnek ise ASGV ile enfekteli bulunmustur. Egirdir ilgesinde ise
30, 37, 43 ve 49 no.lu 6rnekler ApMYV ile; 30, 37, 41,43,44,45,49,52, 59, 61, 68 ve 70
no.lu 6rnekler ACLSV ile; 30, 37, 44, 45, 49, 51, 54 ve 61 no.lu ornekler ise ASGV ile

enfekteli olarak bulunmustur.

DAS-ELISA testi sonucunda ApMYV ile negatif olarak tespit edilen 25 6rnekten 16

tanesi, ACLSV ile negatif olarak tespit edilen 16 6rnekten 4 tanesi ve ASGV ile negatif

olarak tespit edilen 20 drnekten 3 tanesi RT-PCR testi ile pozitif olarak bulunmustur.

Bu durum beklenen bir sonu¢ olup daha oOnce bir ¢ok arastirici tarafindan da
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dogrulanmistir (JELKMANN 1994; MACKENZIE ve ark., 1997). ELISA testi
sonucuna gore ASGV agisindan pozitif bulunan 9 6rnek RT-PCR ile testlendiginde
sadece 5 tanesi ASGV ile enfekteli bulunmugtur. ASGV viriisii son yillarda molekiiler
caligmalara konu olmus ve iizerinde molekiiler yapis1 hakkinda yeterince bilgi birikimi
olmayan bir elma virtisiidiir. Gen bankasinda bu virlisiin ¢ok sayida izolat1 kayith
degildir, bu nedenle tiim izolatlar1 tespit edebilecek spesifik primer diizenlenmesinde
cok onemli olan baz dizisi degiskenligi bilgisi sinirhidir (VASKOVA ve ark., 2000).
Sonug olarak, RT-PCR’da kullanilan primer ciftlerinin ELISA’da tespit edilen izolatlar
saptayamamis olmasi olasidir. ELISA testi sonucunda ACLSV ile enfekteli bulunan 13
ornegin timii RT-PCR testi ile de enfekteli olarak bulunmustur. Goriildigii gibi bu
calismada ornekler RT-PCR ile testlendiginde enfekteli bitki sayis1 ELISA’ya gore bazi
istisnalar disinda daha fazla bulunmustur. Bu sonuglar CAGLAYAN ve ark. (2006)’nin
Dogu Akdeniz Bolgesi’nde yaptiklart ¢aligma ile paralellik gdstermektedir. 174 elma
ornegini ELISA ve RT-PCR ile testledikleri calismalarinda RT-PCR ile % 8.6 oraninda

daha fazla 6rnegi pozitif bulmuslardir.
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RT-PCR ile test edilen bazi1 orneklere ait jel resimleri Sekil 4.2 ve 4.3’de
goriilmektedir. Sekilde goriildiigli gibi jel lizerinde her bir viriis i¢in beklenen seviyede
(PCR iirlinli uzunlugu; bp) bant olusumu goriilen bolgeler 6rneklerin ACLSV ve ApMV
ile enfekteli oldugunu gostermistir. Bant olusumu goriilmeyen bdlgeler ise aranan

viriisler (ACLSV ve ApMV) yoniinden temiz bulunmustur.

M 38 39 65 48 49 60 51 52 54 65 47 68 54 50 66 +K K

677 bhp

M 12 3 456 7 8 91011 121314 1516 1719.K +K

262 bp

Sekil 4.2. Araziden toplanan bazi elma orneklerinin RT-PCR ile elde edilen jel
goriintiileri. M: 100 bp DNA markir1 (MBI Fermentas), -C: negatif kontrol,
+C: pozitif kontrol
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Sekil 4.3°de goriildiigii gibi RT-PCR sonucunda jele yiiklenen orneklerde ilgili
virilislin beklenen seviyesinde olusan bantlar 6rneklerin ASGV veya ASPV ile enfekteli
oldugunu gostermistir. Bant olusumu goriilmeyen 6rnekler ise aranan viriisler (ASGV

ve ASPV) yoniinden temiz bulunmustur.

M 38 48 50 45 47 44 49 54 60 61 64 65 71 67 72 55 56 +K +K -K

273 bp
ASGV

M 35 36 37 38 40 40 58 59 40 41 42 43 44 45 46 47 48 -K +K +K

370 bp

Sekil 4.3. Araziden toplanan bazi elma orneklerinin RT-PCR ile elde edilen jel
goriintiileri. M: 100 bp DNA markir1 (MBI Fermentas), -C: negatif kontrol,
+C: pozitif kontrol
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RT-PCR testi sonucunda gesit bazinda enfekteli agaglarin dagilimi incelendiginde;
12 tane Granysmith, 2 tane Golden delicious, 1 tane Flaxy-gala, 1 tane Jonagored, 1
tane Red chief, 1 tane Lutz golden, 1 tane Braeburn, 1 tane Fuji ve 1 tane de Kasel-37
ve 1 tane Yellow spur ACLSV ile enfekteli olarak tespit edilmistir. 8 tane Granysmith,
3 tane Golden delicious, 1 tane Glaxy-gala, 1 tane Jonagored, 1 tane Lutz golden, 1 tane
Braeburn ve 1 tane Fuji de ApMV enfeksiyonu bulunmustur. 4 tane Golden delicious,
10 tane Granysmith, 2 tane Jonagored, 1 tane Braeburn ve 1 tane Fuji de ASGV ile
enfekteli olarak belirlenmistir. 11 tane Granysmith, 9 tane Golden delicious, 1 tane
Glaxy-gala, 2 tane Jonagored, 1 tane Red chief, 1 tane Lutz golden, 1 tane Braeburn, 1
tane Fuji, 1 tane Kagsel-37 ve 1 tane Jersey mac ASPV ile enfekteli olarak bulunmustur.
RT-PCR testi ile enfekteli olarak belirlenen diger agaglarin ¢esit adi bilinmemektedir.
Buna gore testlenen cesitlerden en yaygin enfekteli ¢esitler Granysmith ve Golden

delicious olarak belirlenmistir.



5. SONUC VE ONERILER

Pek cok meyve kiiltiirliniin merkezi olan Tiirkiye, farkli ekolojik kosullara sahip
olmasiyla elma, kayisi, erik ve kiraz gibi degisik meyve agaglarinin anavatanidir. Bu
meyve tiirleri iilkemizde ekonomik olarak 6nemli meyve tiirlerini olusturmakta ancak
yuksek verimli ve kaliteli meyve elde etmek her zaman miimkiin olamamaktadir. Bu
durumun en 6nemli sebeplerinden birisi agaclarin pek cok viriis, fungus, bakteri, viroid
ve fitoplazma hastaliklarindan etkilenmesidir. Bu hastaliklar arasinda viriis ve virlis
benzeri hastaliklar yumusak cekirdekli meyveleri sinsice tehdit etmektedir. Ciinkii
yumusak cekirdekli meyvelerde bulunan pek c¢ok viriis, viroid ve fitoplazma ticari
cesitlerde gozle goriilebilir simptom olusturmazken sadece hassas konukgularda belirgin
simptomlar olusturabilmektedir. Bu nedenle elma yetistiriciliginde karantinaya tabi
viriis hastaliklar1 agisindan erken ve dogru teshis son derece 6nemlidir. Viriisiin ELISA
testi ile tespit edilmesi daha kisa siirede sonu¢ vermesi agisindan elverisli olmakla
beraber kullanim1 bazi1 nedenlerle sinirlidir. Odunsu dokularda viriislerin diizensiz
yayilmasi, virlis konsantrasyonunun diisiik ve mevsimlere gore farklilik gostermesi
ELISA ile yapilan testlerde zaman zaman hatali sonucglarin alinmasina neden
olabilmektedir (TORRANCE ve DOLBY, 1984). Daha onceden yapilan caligsmalar
sonucunda DAS-ELISA yo6ntemiyle tespit edilebilen viral partikiil konsantrasyonundan
625 kez daha diisiik konsantrasyonda bile viral partikiiller RT-PCR teknigi ile tespit
edilebilmistir (SANCHEZ-NAVARRO ve ark., 1998). Bitkide bu kadar diisiik
konsantrasyondaki viriisiin varliginin RT-PCR teknigi ile belirlenebilmesi mevsimlere
bagli olmaksizin gergeklestirilebilmektedir. Bu yontemin o6zellikle fidanliklarda anag
bitkilerin testlenmesinde kullanilmasi ile saglikli bitkilerden enfekteli olanlarin ayirt
edilmesi erken donemde miimkiin olabilecektir. Ayrica fidanliklarin virlis yoniinden
dikkatli kontrol edilerek yapraklarda mozaik, bant ve halka lekeler gosteren, siirgiinleri
zayif olan, govdesi gevrek, yapraklar1 normalden biiyiik, catallanma belirtisi gdsteren
agaclarin  dikkatle secilerek ayiklanmasi gerekmektedir. Ancak bilindigi gibi
simptomoloji ¢ogu zaman yanilticidir. Biitiin bu nedenler dikkate alindiginda viriis
enfeksiyonlarinin tespit edilmesinde RT-PCR tekniginin lilkemizdeki damizlik bloklarin

ve fidanliklarin testlenmesinde yaygin olarak kullaniminin saglanmasi gereklidir.
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Bu calismada elmalarda EPPO standartlarina gore karantinaya tabii ApMYV,
ACLSV, ASGV ve ASPV’nin iilkemizin énemli damizlik bloklarindan Egirdir Bahge
Kiiltiirleri’ndeki durumu arastirilmistir. Ayrica elma yetistiriciliginde énemli Korkuteli
ilgesindeki ticari bahgelerden alinan ornekler testlenerek Bati Akdeniz Bdlgesi elma
yetistiriciligi onemli virlisler agisindan az sayida Orneklede olsa ilk kez irdelenmistir.
Bu caligmanin sonucunda ELISA ve RT-PCR yontemleri yeterli antiserum temin
edilememesi nedeniyle 29 ornekle kiyaslanmistir. Ancak 72 6rnegin tamami RT-PCR
ile testlenmistir. ELISA testi ile bu 6rneklerin % 13.79’unun ApMV, % 31.03’linlin
ASGV ve % 44.82°sinin ACLSV ile enfekteli oldugu belirlenmistir. RT-PCR ile ise
orneklerin % 40.28’inin ASGV, % 56.94’iinlin ApMV, % 58.33’iinlin ACLSV, ve %
69.44’linlin ASPV ile enfekteli oldugu bulunmustur.

Testlenen orneklerde en yaygin karigik enfeksiyon ACLSV+ASPV (% 44.44)
olarak saptanirken bunu sirastyla ApMV+ACLSV (% 38.89), ApMV+ASPV (% 37.5)
ASGV+ASPV (% 33.33), ACLSV+ASGV (% 26.39) ve ApMV+ASGV (% 20.83)
izlemigtir. ApMV+ACLSV+ASGV+ASPV dortlii enfeksiyon orani ise % 18.06 olarak
saptanmistir. Kiyaslanan 29 6rnegin ELISA ile 16 tanesi en az bir viriis ile enfekteli
bulunurken RT-PCR ile 28 bitki enfekteli olarak saptanmistir. Beklenen bu sonug
molekiiler yontemlerin sertifikasyon programlarinda kullanilmalarinin ne kadar gerekli
oldugunu bir kez daha vurgulamstir.

Ulkemizin diger meyvecilik bélgelerinde oldugu gibi Isparta ydresinde de meyve
fidanlan farkli yerlerden saglanmaktadir. Son yillarda yurt disindan 6nemli 6l¢iide fidan
ithal edilmesi, bakanlik kontroliindeki damizlik bloklarin ve fidan iiretim merkezlerinin
denetimlerinin diizenli yapilmamasi ve fidanlarin kontrolsiiz kosullarda ve sertifikasiz
tiretilmesi viriis hastaliklarinin bu denli yaygin olmasinin en 6nemli nedenleridir. Elma
yetistiriciligi agisindan son derece Onemli olan Bati Akdeniz Bolgesi’nde virlis
enfeksiyonlarinin varliginin daha detayli arastirilmasinin yani sira saglikli fidan
tiretiminde izlenecek yolun takip ve tesvik edilmesi de gerekmektedir. Ayrica gelismis
ilkelerde elmalarda wuygulanan sanitasyon ve sertifikasyon programi iilkemiz

kosullarina uyarlanarak ivedilikle baslatilmalidir.
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EKLER

Ek 1. ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. Fosfat Tamponu Salin (Phosphate Buffered Saline-PBS) pH: 7.4

NaCl 80¢g
KH,PO,4 02¢g
NazHPO4 12 H20 veya 2.9 g
NazHPO4 7H20 2.3 g
Na,HPO, 2H,0 144 ¢
Na,HPOj4 (Susuz) 1.15¢g
KCl1 02¢g
NaNj3 02¢g

Yukarida verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1 0.1 NaOH veya 0.1 N HCl ile
ayarlanmis ve 4 °C’de saklanmistir. Bu tampon ¢ozelti 5 veya 10 kat konsantre olarak
stok c¢ozelti seklinde hazirlanip saklanabilir ve gerekli oldugunda ayni oranda

sulandirilip kullanilabilir.

2. Kaplama Tamponu (Coating Buffer) pH: 9.6

N212CO3 1.59 g
NaHCO; 293¢
NaNj; 02¢g

Yukarida verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1 ayarlanmis ve 4 °C’de

saklanmistir. Ancak her kullanimda pH kontrol edilmistir.

3. Yikama Tamponu (Washing Buffer)

1 litre PBS tamponuna 0.5 ml Tween-20 ilave edilerek hazirlanmistir.

4. Ornek Tamponu (Sample Buffer)
1 litre tampon ¢ozeltisi icerisine 20 g (%2) Polyvinylpyrolidone 40.000 (PVP-40) ilave

edilerek hazirlanmstir (1 ay igerisinde kullanilmak tizere 4 °C’de saklanabilir).
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5. Enzim Konjugat Tamponu (Enzyme Conjugate Buffer)
1 litre ornek tamponu ig¢ine 2 g (%2) Ovalbumin (egg albumin) ilave edilerek

hazirlanmistir (1 ay igerisinde kullanilmak tizere 4 °C’de saklanabilir).
6. Substrat Tamponu (Substrat Buffer) pH: 9.8
97 ml Diethanolamine 800 ml saf su igerisine ilave edilir. Sonra 0.2 g NaNj; eklenir ve

HCl ile pH 9.8’e ayarlanarak 1 litreye tamamlanir (karanlikta 4 °C’de saklanabilir ancak

kullanilmadan 6nce pH kontrol edilmelidir).

Ek 2. Niikleik Asit Izolasyonunda Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

1. Grinding Buffer

Guanidine Thiocynate (4.0 M) 11.8 ¢
3 M NaOA¢ pH:5.2 (0.2 M) 6.6 ml
0.5 M EDTA pH:8.0 (25 mM) 5ml

5MKOAc pH:7.5(1.0 M) 20 ml
PVP 40 (% 2.5) 025¢g

1.1. 0.5 M EDTA, pH 8.0
0.0145 g EDTA 100 ml d,H,O’de eritilir. Magnetik karistiric1 ile kuvvetle karistirilir.
pH’s1 NaOH pelletleri ile 8.0’a ayarlanir. Otoklav edilir, oda sicakliginda saklanir.

1.2. 5 M KOAc, pH 6.0
29.445 g KOAc 60 ml saf suda ¢oziindiiriiliir. Glacial asetik asid damlatilarak pH 6.0’a

ayarlanir. Suyla 100 ml’ e tamamlanur.

1.3 3 M NaOAg, pH 5.2
40.8 g NaOA¢ 100 ml’e su ile tamamlanir.

2. Nal Solution
0.75 g Na,SO3 40 ml su iginde ¢oziindiiriiliir ve 36 g Nal eklenerek karistirilir. Soliisyon

karanlikta +4 °C’de saklanabilir.
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3. Wash Buffer

10 mM Tris-HCI, pH:7.5
0.5 mM EDTA

50 mM NaCl

50 % Ethanol (EtOH)

3.1. 10 mM Tris-HCl, pH 7.5
0.121 g Trizma base 80 ml d,H,0 ile ¢ozilindiiriiliir. pH konsantre HCI eklenerek istenen
seviyeye getirilir. 100 ml’ye d,H,O eklenerek tamamlanir ve otoklavda steril edildikten

sonra oda sicakliginda rutin kullanimlar i¢in 3-4 aya kadar saklanir.

3.2. 50 mM NaCl

0.29 g NaCl igerisine saf su eklenerek 50 ml’ye tamamlanir.

4. Resuspended Silica

60 g silica iizerine 500 ml d,H,0 eklenir. Karisimi ¢okelmesi icin 24 saat beklenir. Ust
fazin 470 ml’si atilir ve {izerine 500 ml d;H,O eklenir. Cokelmesi icin 5 saat birakilir.
Soliisyonun {iist fazindan 440 ml alinarak atilir, 60 ml ¢amurlu kisim kalir ve HCl ile pH
2.0’ye ayarlanir. Sonra otoklav edilir ve stok 1.5 ml’lik eppendorf tiipler icerisinde

kullanilincaya kadar +4 °C’de birkag¢ ay karanlik bir yerde saklanir.

Ek 3. AGAROSE JEL ELEKTROFOREZ (MANIATIS ve ark., 1982)

1. Materyal
1.1. TAEX50

100 ml stok icin
Trizma base 24.2
0.5 M EDTA pH 8.0 10 ml

0.6 glacial acetic acide 5.71 ml

Otoklav edilir, oda sicakliginda saklanir.
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1.2. Yiikleme Ortam
15 ml 6X stok icin

150 mg Bromophenol blue
18 g Glycerol

6 ml TAEXS50

-20°C’de saklanir.

1.3. Ethidium Bromide Soliisyonu
1 mg/ml 200 ml stok icin
200 ml 0.5XTAE

200 pl Ethidium Bromide (Sigma E-1510) (son konsantrasyon 1 mg/ml)
Koyu renkli bir kap i¢inde karanlik ortamda oda sicakliginda saklanir. 5-10 defaya

kadar ayni soliisyon kullanilabilir. Daha sonraki kullanimlar i¢in tazelenmelidir.

2. Yontem

2.1. % 1 Agarose Jel Elektroforezi

1 g agaroz, 100 ml 0.5XTAE i¢inde mikrodalga firinda eritilir. Yaklasik 40 °C sicakliga
geldikten sonra, elektroforez iinitesinin jel tepsisine dokiilerek agarozun donmasi
beklenir (15-20 dakika). 0.5XTAE ortami iceren elektroforez tankina yerlestirilen
agaroz jelin gukurlaria PCR f{iriinleri yiiklenir. Ornek yiiklemesi, 5-10 pl PCR iiriinii ve
3 ul yiikleme ortami ayr1 bir yerde karistirilarak yapilir. PCR iirtinlerinin 100 V’da 1
saat elektroforezinden sonra ethidium bromide soliisyonu ile jel 5-10 dakika boyanir ve
UV transilluminatérde sonuglar gozlenir. Istenildigi takdirde kamera ile polaroid

fotograf cekilir.



