TEKIRDAG iLjNDE PLUM POX POTYVIRUS
(PPV)Y’IN DOGAL VE YABANI KONUKCU
TURLERININ SAPTANMASI

Busra BAS
Yiiksek Lisans Tezi
Bitki Koruma Anabilim Dah
Danisman: Prof. Dr. Havva ILBAGI

2017



T.C.
NAMIK KEMAL UNiVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

TEKIRDAG ILINDE PLUM POX POTYVIRUS (PPV)’IN DOGAL VE
YABANI KONUKCU TURLERININ SAPTANMASI

Busra BAS

BIiTKI KORUMA ANABILIM DALI

Danisman

Prof. Dr. Havva iLBAGI

TEKIiRDAG-2017

Her hakki sakhdir.



Prof. Dr. Havva ILBAGI danismanliginda Busra BAS tarafindan hazirlanan “Tekirdag linde
Plum Pox Potyvirus (PPV)’in Dogal ve Yabani Konukgu Tiirlerinin Saptanmasi” isimli bu
calisma asagidaki jiiri tarafindan Bitki Koruma Anabilim Dali’nda Yiksek Lisans Tezi olarak

oybirligi ile kabul edilmistir.

Jiiri Baskan1: Prof. Dr. Havva ILBAGI Imza:
Uye: Prof. Dr. Serap ACIKGOZ Imza:
Uye: Yrd. Dog. Dr. Adnan KARA Imza:

Fen Bilimleri Enstitiisi Yonetim Kurulu adina

Prof. Dr. Fatih KONUKCU
Enstitii Midiirii



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TEKIRDAG ILINDE PLUM POX POTYVIRUS (PPV)’ IN DOGAL VE YABANI
KONUKCU TURLERININ SAPTANMASI

Busra BAS

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist
Bitki Koruma Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Havva ILBAGI

Sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinin en 6nemli hastaligi olan Plum pox virus (PPV),
Diinya’da ve Tiirkiye’de ekonomik a¢idan o6nemli {irlin kayiplarina neden olmaktadir.
Tiirkiye’nin i¢ ve dis karantina listesinde yer alan bu hastaligin epidemiyolojisi ve
miicadelesinde rol oynayan PPV’nin dogal ve yabani konukgu tiirlerinin belirlenmesi 6nem
tasimaktadir. Tekirdag Ili’nde sert ¢ekirdekli meyve iiretimini olumsuz ydnde etkileyen
PPV’nin bu ildeki dogal ve yabani konukgu tiirlerinin saptanmasi bu ¢alisgmanin amacini
olusturmustur. 2016 yili Haziran ayinda gergeklestirilen silirvey c¢aligmalart ile Tekirdag
[li'nin Merkez Siileymanpasa, Muratli, Corlu ve Hayrabolu ilgelerinde gdzlem ve incelemeler
yapilarak yabani formdaki sert c¢ekirdekli aga¢c ve cali tiirlerinden simptomatik yaprak
ornekleri toplanmistir. Boylece PPV’nin karakteristik sekilde yapraklarda neden oldugu
mozaik, damar aras1 bantlagma, sekil bozuklugu, klorotik lokal lekeler ile sistemik renk
degisiklikleri gosteren ve simptom gostermeyen saglikli bitkilerden yaprak oOrnekleri
alinmigtir. Siirveyler sonucunda Prunus ceracifera Pissardi Nigra’dan 31 adet, Prunus
ceracifera Atropurpurea’dan 31, Prunus serrulata Lindl. “Kanzan’’dan 6 ve Prunus spinosa
L.’dan 36 adet olmak {izere toplam 104 yaprak drnegi elde edilmistir. Orneklerde PPV nin
varligi Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (DAS-ELISA)
testi ile aragtirillmistir. Ancak DAS-ELISA testi sonucunda 104 yaprak 6rneginin hicbirinde
PPV saptanmamustir. Karakteristik viriis simptomu sergileyen 10 adet Prunus ceracifera
Atropurpurea, 8 adet P. ceracifera Pissardi Nigra, 2 adet P. serrulata “Kanzan” ve 5 adet de
P. spinosa L. yaprak orneklerinden olusan toplam 25 adet 6rnek Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) testine tabi tutulmustur. RT-PCR test sonuglarina gore
5 adet Prunus ceracifera Pissardi Nigra yaprak drneginde Plum pox virus (PPV) saptanmustir.
Ancak P. ceracifera Atropurpurea, P. serrulata “Kanzan” ve P. spinosa L. yaprak
orneklerinde tespit edilmemistir. Elde edilen bu sonuglar Plum pox virus (PPV)’in Prunus
ceracifera Pissardi Nigra’da bulunusunun ilk kaydidir.

Anahtar kelimeler: PPV, Prunus ceracifera, Prunus serrulata, Prunus spinosa
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ABSTRACT

MSc. Thesis

DETERMINATION OF NATURAL AND WILD HOST SPECIES OF PLUM POX
POTYVIRUS (PPV) IN TEKIRDAG PROVINCE OF TURKEY

Busra BAS

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

Supervisor: Prof. Dr. Havva ILBAGI

Plum pox virus (PPV) on stone fruit trees inflicts important economical fruit yield
losses in the World and as well as in Turkey. That is why it takes place external and internal
quarantine list of Turkey. So it is important to determine natural and wild host of this virus for
the epidemiological and the disease control purpuses. The aim of this study is to determine
perrenial natural wild host species of PPV in the Tekirdag Province of Turkey. During the
June of 2016 survey visits were implemented in the Tekidag districts of Siileymanpasa,
Muratli, Corlu and Hayrabolu for the observation of wild Prunus trees and shrups and leaf
samples were taken. Those leaf samples were collected from plants exhibiting characteristic
PPV disease symptoms like mosaic, vein banding, mottling, distortion, yellowing, local
chlorotic spots and discolorations as well as from symptomless healthy plants. As a results of
survey studies, 31 samples from Prunus ceracifera Pissardi Nigra, 31 samples from Prunus
ceracifera Atropurpurea, 6 samples from Prunus serrulata Lindl. “Kanzan’’ and 36 samples
from Prunus spinosa L. totally 104 leaf samples were obtained. In order to search the
presence of PPV, Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (DAS-
ELISA) tests were implemented. As a result of DAS-ELISA tests none of those 104 leaf
samples had PPV. Among the leaf samples 10 Prunus ceracifera Atropurpurea, 8 P.
ceracifera Pissardi Nigra, 2 P. serrulata “Kanzan” and 5 P. spinosa L. making totally 25
samples exhibiting characteristic severe PPV symptoms were subjected to Reverse
Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) tests. As a results of RT-PCR tests 5
Prunus ceracifera Pissardi Nigra leaf samples revealed the presence of Plum pox virus (PPV).
But P. ceracifera Atropurpurea, P. serrulata “Kanzan” P. spinosa L. leaf samples were
found free from PPV. According to our best knowledge and our results this is the first report
of Prunus ceracifera Pissardi Nigra was identified as a new host of Plum pox virus (PPV).

Key words: PPV, Prunus ceracifera, Prunus serrulata, Prunus spinosa
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

2-ME :2-Merkaptoetanol

cDNA :Komplementer Deoksiriboniikleikasid
DAS-ELISA :Double Antibody Sandwich-ELISA
dNTP :Deoksiniikleotidtrifosfat

dATP :Deoksiadenozintrifosfat

dCTP :Deoksisitidintrifosfat

dGTP :Deoksiguanozintrifosfat

EDTA :Etilendiamintetraasetik asit

ELISA :Enzyme Linked Immunosorbent Assay
EtOH :Ethanol

g :Gram

HCI :Hidroklorik asit

Kb ‘kilobaz

kDa :Kilodalton

KH2PO4 :Potasyum dihidrojen Fosfat

KCI :Potasyum kloriir

L :Litre

M :Molarite

mg :Miligram

MgClL: :Magnezyum Kloriir

ul :Mikrolitre

ml :Mililitre

nm :Nanometre

NaCl :Sodyum Kloriir

NaCOs :Sodyum Karbonat

NaHCO: :Sodyum bikarbonat

Na:HPO4.12H20 :Disodyum hidrojen fosfat

NaN3 :Sodyum azid

PCR :Polymerase Chain Reaction (Polimeraz zincir reaksiyonu)
PBST :Fosfat Tampon Cozeltisi

PPV :Plum Pox Virus



PVP
PNRSV
PDV
RNA
RT-PCR
Taq

uv

:Polyvinylpyrrolidone

:Prunus Necrotic Ringspot Virus

:Prune Dwarf Virus

:Riboniikleikasit

‘Reverse Trancriptase Polymerase Chain Reaction
:Taq polimeraz (Taq Polymerase)

:Unite

:Ultroviyole

:Volt
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1. GIRIS

Meyve vyetistiriciliginde erik, seftali, nektarin, kiraz, visne ve kayisinin iginde
bulundugu sert ¢ekirdekli, diger bir deyisle tas ¢ekirdekli meyveler diinyada énemli bir iiriin
grubunu olusturmaktadir. Sert g¢ekirdekli meyveler, botanikte Rosales takimi, Rosaceae
familyasi, Prunoidae alt familyasimin yaklasik 400 kadar bitki tiiriinii kapsayan Prunus
cinsinin iiyeleridir. Ekolojik ve ekonomik kosullarin uygunlugu iilkemizde sert ¢ekirdekli
meyve yetistiriciliginin 6nemli boyutlara ulasmasina neden olmakta ve son yillarda 6zellikle
erkenci ve soguklama istegi az c¢esitler, yaygin sert cekirdekli meyve yetistiriciliginin
yapildig1 alanlarin disma tasmaktadir. Ulkemiz sert cekirdekli meyve tiirleri iiretimi
konusunda diinyada besinci sirada yer almak olup énemli bir yere sahiptir (Anonim 2014).
Sert ¢ekirdekli meyve tiirleri {ilkemizin degisik bolgelerinde degisen yogunlukta
yetistirilmektedir. 2015 yil1 verilerine gore lilkemizde sert ¢ekirdekli meyvelerde 2.353.210
ton tretim yapilmistir. Sert ¢ekirdekli meyveler arasinda kayisi tiretimi 680.000 ton, seftali
tretimi 642.727 ton, kiraz tretimi 535.600 ton, erik iiretimi 279.761 ton, visne lretimi
183.500 ton, zerdali iiretimi 16.100 ton, kizilcik tiretimi 10.950 ton, igde iiretimi 4.270 ton
hiinnap tiiretimi 302 ton’dur. Tekirdag ilinin verilerine gore toplam 6.200 ton sert ¢ekirdekli

meyve tretiminin yapildigi goriillmektedir (Anonim 2015).

Cizelge 1.1. Tekirdag ili’ndeki sert ¢ekirdekli meyve iiretim alanlar1 ve {iretim miktarlari (Anonim

2015)

Uriin Ady Toplu Mey\(/ggrlerin Alam | Toplam Agag¢ Sayisi I"J(rt%t;l)n
Kayist 71 17.202 405
Seftali 468 202.928 1.817
Kiraz 2.343 112.029 2.308

Erik 159 49.355 1.359
Visne 8 15.204 250
Zerdali 0 1.850 21
Kizileik 0 2.020 11
fgde 0 3.070 29
Hiinnap 0 0 0
Toplam 3.049 403.658 6.200




Tirkiye’de mevcut ekolojik kosullarin uygunlugu sert g¢ekirdekli ve sert kabuklu
meyve yetistiriciliginin dnemini gittik¢e artirmakta buna bagli olarak iiretim miktarlart ile bu
meyvelerin dis satimi siirekli artis gostermektedir. Boylece s6z konusu meyve tiirleri
Tiirkiye’nin farkli bdlgelerinde degisen yogunlukta yetistirilmektedir. Onemli bir iiretim
potansiyeline sahip olan meyvelerdeki zararlanmalara ve iirlin kayiplarina neden olan birgok
biyotik ve abiyotik faktdr bulunmaktadir. Biyotik faktdrler arasinda yer alan hastaliklar sert
¢ekirdekli meyve yetistiriciligi yapilan her alanda verimi siirlayan en 6nemli faktorlerdendir.
S6z konusu bu patojenler arasinda yer alan viriis ve virlis benzeri hastalik etmenlerinin sert
cekirdekli meyve agaglarinda neden oldugu verim ve kalite kayiplari biiyilk Onem
tasimaktadir. Bu etmenlerin tasinma ve yayilmalarinin; asi, polen, bocek vektorleri ve
hastalikl tiretim materyalleri ile kolay olmasi, bu hastaliklara karsi dogrudan etkili kimyasal
miicadele yonteminin bulunmayisi nedeniyle diger hastalik ve zararlilara gére 6nemlerini bir
kat daha artirmaktadr.

Sert ¢ekirdekli meyvelerde epidemilere neden olan ve PPV’niin etmeni oldugu Sarka
hastaligi bu grubun en 6nemli hastaliklarindan biri olup, ekonomik agidan oldukga biiyiik
oneme sahiptir. PPV’niin neden oldugu Sarka hastalig: sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinden basta
erik (Prunus domestica L.) olmak {izere kayisi (Prunus armeniaca L.), seftali (Prunus persica
L. Batsch), nektarin (Prunus persica var. nucipersica (Bork) C.K. Scneider), kiraz (Prunus
avium L.), visne (Prunus cerasus L.) ve badem (Prunus dulcis L.)’de enfeksiyonlara neden
olmaktadir. Ayrica Slovakya’da enfekteli ceviz (Juglans regia L.) agaglarinda ve Euonymus
europae L. (Celastraceae R. Br.) ve Ligustrum vulgare L.’de PPV ’niin varligi ELISA, ISEM
ve biyolojik testlerle saptanmigtir (Baumgartnerova 1996, Polak 2006). Sekiz familyaya ait
yaklasik 60 bitki tiirii deneysel olarak PPV niin konukcu ¢evresine giren bitki tiirleri olarak
tanilanmustir. Sert ¢ekirdekli meyvelerin en dnemli hastaligi olan PPV’ nin bazi irklari, dogal
ve yabani Prunus spp. tiirlerini de enfekte etmektedir. Bu durum viriisiin epidemiyolojisi
acisindan biiyilk 6nem tasimaktadir. PPV niin dogal konukgular1 arasinda yabani tiirler ve
baz1 siis bitkileri yer almaktadir. Ulkemizde PPV’ niin dogal konukcu tiirleri olarak bazi
bitkiler, peyzaj calismalarinda siis bitkisi olarak kullanilmaktadir. Siis bitkilerinde viriis
hastaliklarinin goriilmesi, bitki gorselini bozmakta ve bdylece pazar degerini diisiirmektedir.
Sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinin 6nemli bir hastalig1 olan ve i¢ ve dis karantina listesinde yer
alan Plum pox virus (PPV)’in neden oldugu Sarka hastaligi ilk kez 1910 yilinda
Makedonya’da erik agaglarinda daha sonra 1915 yilinda Bulgaristan’da yine erik agaclarinda

gozlenmistir. Ancak Sarka hastalik etmeninin bir viriis tiirii oldugu, 1932 yilinda Atanasoff



tarafindan rapor edilmistir. Yaprak bitleriyle yayilabilen PPV, epidemi yapabilme veya
yaygin hale gelebilmesi nedeniyle ekonomik agidan biiyiik zararlar verebilecek bir hastaliktir.

Potyviridae familyasi, Potyvirus cinsinin bir mensubu olan PPV, 750x15 nm
boyutlarinda esnek ipliksi formda virionlara sahiptir. Tek parcali (+) sens yaklasik 9800
niikleotid igeren RNA genomu, VPg genomla iliskili 5' niikleotid kismina kovalent bagli bir
viral protein ve 3’ ucunda poly (A) kuyrugu igermektedir. PPV genomu iizerinde farkli
fonksiyon ve islem yetenegine sahip proteinleri sifreleyen alt bolgeler bulunmaktadir. Genom
bisistronik olup biiyiik bir a¢ik okuma cercevesinden (ORF) olusur ve yaklasik 355 kDa
agirh@inda bir tek poliproteini kodlamaktadir. Bu proteinler P1, HCPro, P3, 6K1, CI, 6K2,
Nla-VPg, NlaPro, NIb ve CP’dir (Lain ve ark. 1989, Maiss ve ark. 1989, Garcia ve ark.
1994). PPV; meyve agaglarinda, yaprak ve meyvelerde gbzlenen c¢arpici belirtilere neden
oldugu gibi ayn1 zamanda agaglar1 zayif diisiirerek omriinii de kisaltmaktadir. Simptomlar
cesit, yas ve sicakliga gore ¢ok degiskenlik gostermektedir. Farkli PPV 1rk ve izolatlari,
hastalik siddeti ve belirti olusumunda degisiklikler gostermektedir. PPV, deneysel olarak
birgok tiir ve gesitten yabani bitkiye mekanik olarak tasinmasina ragmen bahge igerisindeki
yayilimi veya tasinmasi tam olarak belirlenmemistir Ancak bahge kosullarinda bazi yaprak
biti tiirleri Brachycaudus helicrysii, Brachycaudus cardui, Myzus persicae, Phorodon humuli
tarafindan etkin bir sekilde non-persistent bir davranigla tasinmaktadir. Ancak duyarl Prunus
tiirlerine as1 yoluyla tasindigi gibi mekanik yolla tasinmanin gergeklestirildigi ¢ok genis bir
konukgu ¢evresi bulunmaktadir. Sarka hastaliginin belirtileri, duyarli konukgu bitkiye, cevre
sartlarina ve Ozellikle iklim kosullarina ve agacin yasina bagl olarak degisebilmektedir
(Gildow ve ark. 2000, Manachini ve ark. 2004). Serolojik reaksiyonlari, molekiiler ve
biyolojik 6zelliklerine gore irklara ayrilmaktadir. Buna gére PPV niin Diinya’da (D) Dideron
(Kerlan ve Dunez, 1979), (M) Marcus (Kerlan ve Dunez, 1979), EI Amar (Wetzel ve ark.
1991), (C) Cherry (Nemchinov ve Hadidi 1998), (Rec) Recombinant (Glasa ve ark. 2004),
(W) Winona (James ve Varga, 2005) ve (T) Turkey (Serge ve ark. 2009) olarak saptanmis ve
tanilanmig 7 ayr1 irk1 bulunmaktadir. Son zamanlarda Cherry Russian (Glasa ve ark. 2012) ve
Ancestor Marcus (Palmisano ve ark. 2012) olmak tizere iki ayri irki daha tanilanmigtir. PPV
hastalig1r yayildiktan sonra kontrolii olduk¢a zor bir hastaliktir. Hastaligin kontrolii ve
onlenmesi icin bahge siirveylerinin yapilmasi, sertifikali {iretim materyali, yaprak bitleri ile
miicadele, bahce ve fidanliklarda enfekteli agaclarin imha edilmesine yonelik miicadele
yontemlerini icermektedir. PPV kontrolil i¢in en iyi metot, siki1 karantina 6nlemleri yaninda
sert ¢cekirdekli meyve tiirleri bakimindan izoleli bolgelerde yeni kurulmakta olan fidanlik ve

tesislere viriisiin girisinin 6nlenmesi seklindedir.
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Sert c¢ekirdekli meyve iiretimini tehdit eden PPV hastaliginin epidemik hale
gelmesinde dogal ve yabani konukgu tiirlerinin 6nemi biiyiktiir. Nitekim Diinyada yapilan
calismalarda Macaristan’da Persica x davidiopersica cv. Atropurpurea, Prunus cerasifera cv.
Nigra, P. cerasifera cv. Pendula, P.cerasifera cv. Pissardii, P. cerasifera cv. Woodii, P.
glandulosa, P. glandulosa cv. Alba Plena, P. japonica, Prunus x blireana, Prunus x blireana
cv. Moseri tiirlerinin PPV’nin konukgusu oldugu bildirilmistir. Latent enfeksiyon gdsteren
kirmizi1 yaprakl bu kiiltivarlarin Macaristan’da PPV nin dagiliminda 6nemli bir rol oynadigi
Sebestyen ve ark. (2008) tarafindan rapor edilmistir. Kamenova (2008) ise Sofya ve
cevresindeki yollarda, kiigiik yerlesim alanlarinda, 6zel bahgelerde ve park alanlarinda yetisen
myrobalan agaci (Prunus cerasifera Ehrh.)’nda P. cerasifera var. rubrum ve P. cerasifera cv.
Pissardi'nin  PPV’nin dogal yabani konukc¢usu oldugunu, bunlarin tek veya Kkarisik
enfeksiyonlar halinde M, D ve Rec wrklari ile bulasik oldugunu saptamistir. Tiirkiye’de ise
PPV’nin sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinin digindaki diger dogal ve yabani prunus tiirlerinde
yapilan ¢alismalar sinirli sayidadir. 2000-2004 yillarinda Ankara ilinde yapilan ¢alismada bes
ayr1 ornamental siis bitkisi ve 24 ¢esit yabanci otta PPV arastirilmistir. Ancak mor kiraz erik
cesidi (Prunus cerasifera Pissardii)’de PPV ilk kayit olarak rapor edilmis ancak yabanci ot
tirlerinde bulunmadig: bildirilmistir. 2006 yilinda Tekirdag ilinde yapilan caligmada ise
yabani prunus tiirlerinden ¢akal erigi (Prunus spinosa L.)’nde PPV’nin bulunusu yine ilk
kayit olarak rapor edilmistir.

Tiirkiye’de PPV ile enfekteli sert ¢cekirdekli meyve agaglarini eradike etmek suretiyle
hastalikla miicadele edilmesine karsin viriisiin epidemiyolojisinde 6nemli rol oynayan dogal
ve yabani prunus tiirlerinin de saptanmasi ve eradike edilmesi, hastaligin kontrolii agisindan
onem tagimaktadir. Ancak Tiirkiye’de PPV nin dogal ve yabani prunus tiirleri ile yabanci ot
konukgularina yonelik ¢alismalar ¢ok sinirli sayida bulunmaktadir. Bu nedenle Tekirdag
[li’ndeki dogal ve yabani prunus tiirlerinde PPV hastaligim arastirmak bu tez calismasimin
amacini olusturmaktadir. Boylece Tekirdag ili ve dort ilgesinde cadde ve yol kenarlarinda siis
bitkisi olarak degerlendirilen siis erigi ¢esitlerinden Prunus ceracifera Pissardi Nigra ve
Prunus ceracifera Atropurpurea, siis kirazi Prunus serrulata “Kanzan” ve yabani c¢ali
formundaki Prunus spinosa L. g¢akal eriginde hastaligin varligi serolojik ve molekiiler
yontemlerle arastirilacaktir. BoOylece elde edilecek bulgular, literatiire onemli katkilar
saglayacagi gibi ilgili kurumlar bilgilendirmek suretiyle enfekteli bitkilerin eradike edilmesi

hastalikla miicadelede biiyiik 6nem tasiyacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

Sert ¢ekirdekli meyve agaglarinin 6nemli bir hastaligi olan Plum pox virus (PPV)’iin
neden oldugu Sarka hastaligi ilk kez 1910 yi1linda Makedonya’da erik agaglarinda daha sonra
1915 yilinda Bulgaristan’da yine erik agaclarinda gozlenmistir. Ancak Sarka hastalik
etmeninin bir viris tird oldugu ise 1932 yilinda Atanasoff tarafindan rapor edilmistir. PPV
daha sonra kayis1 (1933), seftali (1961) ve visnede (1980) saptanmistir. 1932 ve 1960 yillar
arasinda Bulgaristan’dan Yugoslavya, Macaristan, Romanya, Cezayir, Cekoslavakya,
Almanya ve Rusya’ya yayildig: tespit edilmistir. Hastaligin Bat1 Avrupa’da goriilmesinden
sonra Almanya, Avusturya ve Hollanda’da saptanmis ve hizla Isvigre, Yunanistan, Ingiltere,
Tiirkiye, Fransa, italya, Belcika, Ispanya, Portekiz, Misir, Suriye’ye yayillmis ve sonunda
Kibris’da da tespit edilmistir. 1990 yilindan sonra Sili, Amerika, Urdiin, Hindistan ve
Kanada’da rapor edilmistir. Sarka hastalik etmeni PPV’ye ait yeni raporlar bildirilmektedir.
2004 yilinda Kazakistan’da, 2005 yilinda Cin’de kayisi agaglarinda, 2006 yilinda ise Prunus
tirlerinde Arjantin ve Pakistan’da saptanmigtir. En son rapor ise ticari Japon kayist
agaclarinda Tokyo, Japonya’da tespit edildigi bildirilmistir (Sochor ve ark. 2012).

Plum pox virus (PPV)’niin Tirkiye’deki varligi ise ilk kez 1968 yilinda Sahtiyanci
(1969) tarafindan Edirne ilinde yetistirilen eriklerde saptanmistir. Kurgman (1973), Ankara
ilinde yetistirilen erik agaclarindan P. persica GF-305 iizerine kabuk agilama ile PPV’niin
varligini rapor etmistir. Daha sonra Yiirektiirk (1984), Marmara Bolgesi’nde 1976-1982
yillart arasinda yaptig1 ¢aligmada seftali, erik ve kayis1 agacinda PPV enfeksiyonun varligin
bildirmistir. Izmir ve Yalova’daki sert ¢ekirdekli meyve bahgelerinde PPV niin varli§1 Dunez
(1986) tarafindan rapor edilmistir. Yildizgordi ve Cali (1994) Dogu Akdeniz bolgesinde sert
cekirdekli meyvelerde zararli viriis hastaliklarini saptamak amaci ile yaptiklari ¢alismada 1
adet 6rnegin PPV ile enfekteli oldugunu bildirmislerdir.

Polak (1989) kayisi, seftali, erik, Prunus amigdalo-persica ve Prunus cerasifera ssp.
agaclarinda PPV’nii Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ve Immunosorbent
Elektron Mikroskobu (ISEM) ile tespit etmistir. Viriis belirtileri gosteren kayist ve seftali
agaclarinin yaprak ve kabuklarinda PPV’yi ELISA testi ile saptamistir. Siirgiin kabuklarinda
virlis saptanmis ancak P.cerasifera ssp. yapraklarinda hafif lekelenme belirtileri gosteren
yaprak oOrneklerinde tespit edilmemistir. Boylece kayisi, seftali ve P. cerasifera’da PPV
ELISA testi ile tespit etmistir. Yaprak ve meyvelerde belirtiler goriilen seftali, Prunus

amigdalo-persica ve erik (cvs Carskad, Cacanska lepotica) agaglarinda ise ISEM yontemi ile



PPV’nii saptamistir. Virlisii ayrica, PPV belirtileri gostermeyen seftali GF 305 ve P.
cerasifera ssp. Myrobalana GF 31 agaglarinin kabuk kisimlarinda da saptadigini bildirmistir.

Polak (2002) Cekoslavakya’da ¢ok genis bir dagilim gosteren erik ve myrobalans erik
anaci tiirlerinden dogal olarak yetisen ve yol kenarlarinda bulunan bu tiirlerin PPV’nin ana
inokulum kaynagi ve rezervuar bitkisi oldugunu bildirmistir. Bu c¢esitlerin yetistiriciligi
yapilan erik kiiltivarlarindan PPV’ye karsi daha hassas oldugunu bu nedenle de dayanikli
kiiltivarlarin yetistirilmesi gerektigini rapor etmistir. PPV’nin bir diger dogal konukgusu
Prunus spinosa L.’nin sinirli bolgelerde bulundugunu ve 6ncelikli 6neme sahip olmadigini
ikincil inokulum kaynagi oldugunu bildirmistir. PPV-C wrkinin kiraz ve visnede su zamana
kadar Cekoslavakya’da saptanmadigin1 ancak PPV-M 1wrkinin sadece iki erik ve bir damson
erik agacinda bulundugunu rapor etmistir. PPV ile bulasik 1 adet kayis1 ve 1 adet seftali
fidanlarinin iretim materyali ithalati ile bulastigini ve bu sekilde giris yaptigini rapor etmistir.
Son zamanlarda PPV’nin bulasik fide ve fidanlarla giris yaptigini, PPV-D wrkinin ise
Cekoslavakya’da dagiliminin ve yayginliginin konukgu tiirleri arasinda ¢ok diisiik oldugunu
rapor etmistir.

Sertkaya ve ark. (2003) Malatya ili disinda Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde PPV’yi
saptamak amaciyla yaptiklari ¢aligmada toplam 52 6rnekten sadece Ankara ilinden toplanan 2
adet kayisi1 izolatinda PPV-M 1rkini tespit etmislerdir.

James ve Thomson (2005) PPV’nin bulunusunu, bazi ornamental siis bitkileri ve
yabani prunus tiirlerinden olusan dogal ve deneysel ortamlardaki konukcu tiirlerinde
arastirmiglardir. Dogal ve deneysel konukcularinda as1 ve as1 gozii ve yaprak biti vektorlerinin
neden oldugu enfeksiyonlarin 6nemli oldugunu ancak arazi kosullarinda kok kaynagmasi
yoluyla yayilmanin ¢ok net anlagilamadigini bildirmislerdir. PPV nin inokulum kaynag: ve
potansiyel rezervuar kaynagi olarak arazide veya fidanliklarda konukcu tiirlerine
yayilmasinda, yaprak biti vektorlerinin kontrol altina alinmasi gerektigini bildirmiglerdir.
Sertifikasyon ve siirvey programlarinin olusturularak PPV ile enfekteli agaglarin eradike
edilmesi gerektigini vurgulamislardir.

Elibiiyiik (2006) PPV'nin yabani ve siis bitkilerini enfekte etme kabiliyetini incelemek
tizere cesitli yabani ve dogal sert c¢ekirdekli siis bitkisi tiirleri ile yabanci otlart PPV’nin
potansiyel rezervuari olarak arastirmistir. 2000 ile 2004 yillar1 arasinda bes ayr1 ornamental
siis bitkisinde ve 24 farkli yabanci otta arastirmistir. PPV’nin Yyabanci otlarda tespit
edilmedigini ancak bir adet mor kiraz eriginde (Prunus cerasifera Pissardii) saptadigini
bildirmistir. Boylece PPV-M 1rkin1t DASI-ELISA testi ile tanilamis ve IC-RT-PCR testi ile de

sonuglar1 dogrulamistir. Ayrica Hyalopterus pruni: erik unlu yaprak biti tiirtiniin PPV nin P.



cerasifera Pissardi’deki vektorii olarak saptamistir. Boylece bu ¢alisma, Tiirkiye'de siis bitkisi
olarak degerlendirilen P. cerasifera Pissardii’de PPV nin bulunusunun ilk kayd: olarak rapor
edilmistir.

Liacer (2006) PPV’nii bazi yabanci ot konukgular1 ve yabani prunus tiirlerinde
arastirmistir. Deneysel yontemler kullanarak PPV nin yeni yabanci ot konukgu tiirlerini rapor
etmistir. Chenopodium foetidum, Nicotiana clevelandii, N. benthamiana ve Pisum sativum
tirlerinde virlisiin pirifiye edilmesi ve Kkonsantrasyonu yoniinden uygun oldugunu
bildirmistir. Dogal kosullarda PPV ile enfekteli konukgu listesinin deneysel ortamlarda
enfeksiyona maruz kalan konukgu sayisindan daha az oldugunu rapor etmistir. PPV nin
konukgusu yabanci ot tiirlerinin &zellikle meyve fidanliklarinda viriisiin yayilmasi ve
inokulum kaynagi olmasi agisindan ¢ok dnem tagimadigini bildirmistir.

Polak (2007) Dogal ortamda kendiliginden yetisen ¢akal erigi (Prunus spinosa L.) ile
yol kenarlarindaki erik ve myrobalan anaglarinda Plum pox virus (PPV), Prune dwarf virus
(PDV), Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV), Apple chlorotic ringspot virus (ACLSV) ve
Apple mosaic virus (ApMV) hastaliklarin1 arastirmistir. Ayrica tatl ve eksi kiraz agaglarinda
ise PPV, PDV, PNRSV ve Cherry leafroll virus (CLRV)’lerini de arastirmistir. En yaygin
viriisiin eriklerde PPV oldugunu bildirmistir. Arastirilan agaglarin % 74 viriisle enfekteli
iken myrobalanda PPV, PDV ve PNRSV’nin sirastyla % 26, % 11 ve % 18 oraninda
enfeksiyona sahip oldugunu tespit etmistir. Prunus spinosa L.’de PDV’nin % 27, kirazda ise
PDV’nin % 25 ve PNRSV nin ise % 22 enfeksiyon oranini sahip oldugunu bildirmistir. Buna
ragmen tatli ve eksi kirazlarda PPV saptanmamistir. Bu sonuglar dogrultusunda Cek
Cumhuriyeti'nde dogal ortamda kendiliginden yetisen prunus cinsine mensup bitkilerde
ACLSV ve ApMV hastaliklarinin enfeksiyon oranlarinin 6nemsiz oldugunu bildirmistir.

Sebestyen ve ark. (2008) 2002 ve 2007 yillarinda Macaristan’da yaptiklar1 ¢alismada
120 tiir ve kiiltivarin bulundugu fidanliklarda yapilan siirveylerde ornamental prunus
tiirlerinde PPV’nin dogal konukgularini arastirmiglardir. Bu amagla PPV ile enfekteli 50-90
adet agact ELISA ve PCR yontemiyle testlemislerdir. Cadde kenarlarinda siis bitkisi olarak
degerlendirilen Koyu kirmizi yapraklar1 bulunan 25 P. cerasifera cv. Nigra tiiriinden 22’sinin
PPV-D 1rki, 2’sinin PPV-M 1rki ve 1 agacin ise PPV-D ve PPV-M wrkinin karigik
enfeksiyonlar halinde bulunduklarini saptamislardir. Boylece Persica x davidiopersica cv.
Atropurpurea, P. cerasifera cv. Nigra, P. cerasifera cv. Pendula, P.cerasifera cv. Pissardii,
P. cerasifera cv. Woodii, P. glandulosa, P. glandulosa cv. Alba Plena, P. japonica, Prunus x
blireana, Prunus x blireana cv. Moseri tiirlerinde PPV enfeksiyonlarini tespit etmislerdir. S6z

konusu bu silis bitkisinin koyu kirmizi1 yapraklara sahip olmasindan dolay1 viriis



konsantrasyonu yiiksek olsa dahi taninmasinin zor oldugunu bildirmislerdir. Latent
enfeksiyon gosteren kirmizi yaprakli bu kiltivarlarin Macaristan’da PPV’nin dagiliminda
onemli bir rol oynadigini vurgulamislardir. Macaristan’da su ana kadar rapor edilmeyen
PPV’nin dogal konuk¢usu bu siis bitkisi kiiltivarlarinin ve prunus tiirlerinin ¢ogaltma
materyali olarak kullanilmamas: i¢in sertifikasyon programlarina dahil edilmesi gerektigini
rapor etmislerdir.

Ilbag1 ve ark. (2008) 54 adet simptom gdsteren Prunus spinosa L. ¢akal erigi ¢ali
tirtinde Plum pox virus (PPV), Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) ve Apple mosaic
virus (ApMV)’lerini DAS-ELISA ve RT-PCR test yontemi ile aragtirmiglardir. DAS-ELISA
test sonuclarina gore, 54 ornegin 13'inde % 24.1 oraninda PPV, 8'inde % 11.1 oraninda
ACLSV, 12'sinde % 22.2 oraninda ApMV tespit etmislerdir. PPV ile enfekteli yaprak
orneklerinden izole edilen Prunus spinosa L. izolatlar1 RT-PCR testine tabi tutulmustur. RT-
PCR testinde PPV-M 1irkinin spesifik primerleri ile ¢ogaltilan 198 bp’lik DNA fragmentler
elde etmislerdir. DAS-ELISA ve RT-PCR test sonuglarina gore Tekirdag ilindeki Prunus
spinosa L.’da PPV-M 1rkinin yani sira ACLSV ve ApMV'nin varhigimi saptamislardir. Yabani
bir ¢ali tiirii olan Prunus spinosa L.’nin PPV, ACLSV ve ApMV viriislerinin inokulum
kaynag1 olmasi agisindan Trakya bolgesinde yeni kurulan meyve tesisleri i¢in ciddi bir tehdit
olusturdugunu bildirmislerdir. Elde edilen bu sonuglar Tiirkiye'de Prunus spinosa L.'da PPV,
ACLSV ve ApMV'nin bulunusunun ilk kaydi olarak rapor edilmistir.

Kamenova (2008) Sofya ve cevresindeki yollarda, kiiciik yerlesim alanlarinda, 6zel
bahgelerde ve park alanlarinda yetisen 425 adet myrobalan agaci (Prunus cerasifera Ehrh.)’n1
viriis simptomlarina gore gorsel makroskobik olarak incelemis ve PPV nin varligin1 saptamak
tizere DAS-ELISA testine tabi tutmustur. Irk farklilasmasi i¢in yapilan DASI-ELISA, PPV
izolatlarinin PPV-M ve PPV-D irklarina 6zgii spesifik monoklonal antikorlar1 kullanilarak
gergeklestirilmistir. Az sayidaki PPV izolatlar1, gen bolgesinin iki farkli bolgesini hedefleyen
M ve D spesifik primerleri ile ¢ogaltmistir. CP geninin 3' terminal bolgesini hedefleyen
primerler ile yapilan PCR testinde, PPV yi bilinmeyen izolatlarda saptamistir. Toplam olarak
% 49 oraninda PPV enfeksiyonu saptanirken, orneklerin ¢ogunlugunda % 57 oraninda PPV-
M 1rki, % 29 oraninda ise PPV-D irki ile bulasiklik tespit etmistir. Karisik enfeksiyonlar
orneklerin % 2'sinde ortaya c¢ikmis ve bilinmeyen bir PPV irkindan etkilenen hastalikli
agaglarin oraninin ise % 12 oldugunu bildirmistir. Ayrica enfekteli bir agacta PPV-Rec irkini
saptamistir. Bulgaristan'da iki siis bitkisi tiirii olan P. cerasifera var. rubrum ve P. cerasifera
cv. Pissardii'nin PPV’nin dogal yabani konukgulari oldugunu ve bunlarin tek veya karisik

enfeksiyonlar halinde M ve D wklar1 ile bulasik oldugunu saptamistir. IC-RT-PCR



sonuglarina gére Armeniaca desicarpa'nin (P. cerasifera x P. armeniaca) bir agagta PPV-M
ve PPV-Rec irklarinin karisik enfeksiyonlarini belirlemistir. Bu ¢alisma ile Bulgaristan'daki
P. cerasifera tiirlerinin PPV’nin dogal rezervuar kaynagi oldugunu ilk kayit olarak rapor
etmistir.

Serge ve ark. (2009) Ankara ilinden alinan 16 PPV izolatin1 serolojik ve molekiiler
yontemlerle analiz etmislerdir. Bir izolatin disinda tiim izolatlarin karigik enfeksiyonlar
halinde bulundugunu, PPV-M ve PPV-D wklariin izolatlarin 9’unda % 60 oraninda
enfeksiyona sahip oldugunu saptamislardir. 4 izolatin 5' ve 3' genomik bdolgesinin kismi
niikleotid sekansin1 yapmiglar ve Tiirkiye Ab-Tk rekombinant PPV izolati ile yakin iliskili
oldugunu bildirmislerdir. 3 izolatin genomik sekanslarinin, genomun 1566 pozisyonundaki
HC-Pro geninin AbTk gibi ayni rekombinasyona sahip oldugu goriilmiistir. AbTK Tiirk
izolatinin tiim genom sekansi bilinmedigi i¢in viriisiin evrimsel gecmisi saptanamamuistir.
Ancak Ankara’dan elde edilen izolatlarin genomun HC-Pro genine 6zgin bir
rekombinasyonda diger PPV izolatlar1 ile yakin iliskili oldugunu saptamislar ve ayni grupta
yer aldigini bildirmislerdir. Ancak PPV-Rec irkina benzer sekilde s6z konusu bu izolatlarin
PPV viriisiiniin yeni bir irki olan PPV-T (Turkey) irki olarak isimlendirilmesini 6nermislerdir.

Nemeth ve ark. (2010) iki botanik bahgesinde ve bir aga¢ parkinda binlerce odunsu
bitki arasindan viriis simptomlar1 gosteren bitkilerin tiir ve ¢esitlerini segerek 11 farkli viriisiin
varhigimi ELISA testi ile aragtirmigtir. 28 bitki tiir ve ¢esidinin PPV, PDV, PNRSV, CLRV ve
ASPV ile enfekteli olduklarini saptamistir. PPV nin varligini Prunus cerasifera 'Pendula’, P.
cerasifera 'Pissardii’, P. glandulosa, P. glandulosa ‘Alba Plena’, P. glandulosa ’Sinensis’, P.
japonica, P. sogdiana, P. tomentosa (Tibet'ten) ve P. x blireana 9 farkh tiir ve gesitte
saptamustir. 17 tiir ve ¢esidin ise PDV ile enfekteli olduklarini tespit etmistir.

Rubio ve ark. (2011) ti¢ farkli tiretim doneminde Prunus salicina, Prunus cerasifera,
Prunus domestica ve Prunus armeniaca erik kiiltivarlarinda PPV’nin Dideron tipi izolatinin
reaksiyonlarini arastirmiglardir. PPV simptomu gosteren tiim erik kiiltivarlarinin ELISA
testinde pozitif reaksiyon verdigini ancak ¢esitler arasinda PPV’ye kars1 reaksiyonlarin farkli
oldugunu bildirmislerdir. Cok siddetli simptom gosteren Prunus salicina Japon erik
cesitlerinin ¢ok hassas oldugunu ve ELISA’da yiiksek pozitif degerlere sahip oldugunu
belirtmislerdir. Ancak hafif simptomlar gosteren Calita, Laroda gibi bazi Japon eriklerinin ise
diisiik konsantasyona sahip oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica Prunus ceracifera siis
eriklerinden J9’un ¢ok duyarli, Kometa ¢esidinin duyarli ancak P16 ve P2980 cesitlerinin ise
PPV’ye tolerant oldugunu bildirmislerdir. Hibrit ¢esitlerden J300 ve Flavor Supreme



cesitlerinin ise duyarli, Obilnaya ¢esidinin ise Sarka hastaligina karsi tolerant oldugunu rapor
etmislerdir.

Karabacak ve Ilbag1 (2011) Trakya Bolgesi’nin Edirne, Kirklareli ve Tekirdag illerine
bagl 10 ilgedeki badem agaglarindan alinan 158 adet ¢icek ve 260 adet yaprak 6rneklerinde
Plum pox virus (PPV), Prunus necrotic ring spot virus (PNRSV) ve Prune dwarf virus (PDV)
hastaliklarint aragtirmiglardir. DAS-ELISA, TAS-ELISA ve RT-PCR test yontemleri ile ii¢
viriisiin arastirildigr badem agaclarinda bireysel olarak % 31.15 oraninda PNRSV, % 4.23
oraninda PDV, % 1.92 oraninda PPV hastaliklarin1 saptamislardir. Agaclarin % 1.54’{iniin
PNRSV+PDV ve PNRSV+PPV viriisleri ile karisik enfeksiyonlar halinde bulundugunu,
Trakya Bolgesi’ndeki badem agaclarindaki toplam viriis enfeksiyon oranlariin ise % 38.85
oraninda oldugunu bildirmislerdir.

IIbag1 ve Citir (2014) 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Trakya Bélgesindeki badem
agaglarindan toplanan 260 adet yaprak orneginde PPV hastaligini DAS-ELISA ve RT-PCR
test yontemiyle arastirmislardir. 5 badem agacinda PPV, 81 agagta PNRSV ve 11 agacta PDV
virlislerini saptamislardir. PPV ile enfekteli 5 badem izolatlarinin kismi niikleotid sekanslarini
saptamislar ve Gen bankasina kayith 17 farkli badem izolati ile filogenetik olarak
siniflandirmiglardir. Diinyadaki diger badem izolatlar1 ile % 75.72 - % 96.87 oraninda
niikleotid benzerligi saptandigim1 ancak Tirk izolatlarinin birbirleri arasindaki niikleotid
benzerliginin ise % 95.82- 96.61 oldugunu bildirmislerdir. Ayrica 5 Tiirk badem izolatlarinin
niikleotid ve aminoasit sekanslarinin filogenetik smiflandirmasinda PPV-T izolat1 ile ayni
grup igerisinde yer aldigimi bildirmislerdir. Elde edilen sonuglarin Tiirk badem izolatlarinin
Tiirkiye’de 6nceki ¢alismalarla saptanan kayisi izolatlar1 gibi PPV-T 1rkina ait oldugunu rapor
etmislerdir.

Giircan ve Ceylan (2016) PPV viriisiiniin sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinin 6nemli bir
hastaligr oldugunu, 1960 yilindan itibaren Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde varliginin rapor
edildigini bildirmislerdir. Arastiricilar PPV irklarini tanimlamak ve genetik degiskenligini
saptamak tizere yaptiklari c¢alismada enfekteli bolgelerden, uzak mesafe ve farkh
lokasyonlardan aldiklar1 612 6rnekte Oncelikli olarak PPV serolojik ve molekiiler yontemlerle
saptamiglardir. 314 adet pozitif reaksiyon veren orneklerde virlis tiirlerinin farkli irklart
arasinda korunmus bir bolge olan Potyviriis tilirleri arasinda degiskenlik gosteren PPV nin P3-
6K1 gen bolgesini igeren 664 niikleotid uzunlugundaki kismini sekanslamiglardir. Bursa’daki
bir izolatta saptanan PPV-Rec irkinin disinda, PPV-D ve PPV-T irklarmin simirli bahgelerde
bulundugunu ancak PPV-M irkinin ise bir¢cok fidanlikta bulundugunu tespit etmislerdir.
Ayrica PPV-T wrkinin Tiirkiye’de dominant bir irk oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Siirvey Cahismalari

Tekirdag Ili’nin Merkez ilge Siileymanpasa, Muratli, Corlu ve Hayrabolu ilgelerindeki
PPV’nin dogal ve yabani konukgu tiirlerinden yaprak Ornekleri almak iizere 06.06.2016-

10.06.2016 tarihleri arasinda siirvey ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Siirvey ¢alismalarinda yol

ve cadde kenarlarinda siis bitkisi olarak degerlendirilen prunus tiirlerinden siis erigi gesitleri:

Prunus ceracifera Pissardi Nigra, Prunus ceracifera Atropurpurea, siis kirazi: Prunus

serrulata Lindl. Kanzan ve dogada kendiliginden yetisen yabani ¢ali tiirlerinden cakal erigi:

Prunus spinosa L.’da simptom gosteren ve gostermeyen bitkilerden toplam 104 adet yaprak

ornekleri toplanmuistir.

EGE DENIZI
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Sekil 3.1. Trakya Bolgesi’nin Tekirdag ili’nde siirvey calismasinin gerceklestirildigi alanlar
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3.1.2. Hastalikh Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Sekil 3.1.’de gosterilen Tekirdag Ili’nin 4 ilgesinden merkez ilge Siileymanpasa ve
Corlu, Hayrabolu, Murath ilgelerinde yapilan siirvey calismalarinda sistemik viriis hastalik
belirtileri gosteren ve gostermeyen Prunus ceracifera Pissardi Nigra (Sis erigi), Prunus
ceracifera Atropurpurea (Siis erigi), Prunus serrulata Lindl. Kanzan (Siis kirazi) ve Prunus
spinosa L. (Cakal erigi) yaprak 6rnekleri toplanmis ve karakteristik viriis hastalik simptomlari
gdsteren bitkilerin fotograflar1 ¢ekilerek kayit altina alinmistir. Boylece Tekirdag ili’nin
Merkez Siileymanpasa ilgesinden 80 yaprak Ornegi, Corlu ilgesinden 13 yaprak ornegi,
Hayrabolu ilgesinden 4 yaprak 6rnegi ve Murath ilgesinden 7 yaprak 6rnegi alinarak toplam
104 adet yaprak 6rnegi ile calisma gergeklestirilmistir. Arazi calismalarinda Tekirdag ili sert
cekirdekli meyve iiretim alanlarina yakin ve uzak mesafelerde bulunan PPV’niin dogal ve
yabani konukgu tiirlerinde mozayik, damar arasi1 bantlasmasi, sekil bozuklugu, klorotik lokal

lekeler ile sistemik renk degisikligi simptomlar1 gosteren yaprak ornekleri toplanmustir.

3.1.3. Double Antibody Sandwich Enzyme-linked Immunosorbent Assay (DAS-ELISA)

Testinde Kullamilan Materyaller

Siirvey alanindan toplanan 104 adet simptom gosteren ve gostermeyen Yyaprak
ornekleri DAS-ELISA testinde materyal olarak kullanilmistir. Plum pox virus (PPV)’niin
serolojik tanis1 i¢gin DAS-ELISA testinde kullanilan poliklonal antiserumlar, pozitif ve negatif
kontroller Bioreba (Reinnach BL1, Isvicre) firmasindan temin edilmistir. Serolojik testlerde
kullanilan ELISA plate’ler ve pipet uglart Invitrogen (CA, USA) firmasindan temin

edilmislerdir.

3.1.4. Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) Testinde Kullanilan
Materyaller

Calisma materyalini olusturan Prunus ceracifera Pissardi Nigra, Prunus ceracifera
Atropurpurea, Prunus serrulata Lindl. Kanzan ve Prunus spinosa L. prunus tiirlerinde
karakteristik virlis simptomlar1 sergileyen ornekler ile DAS-ELISA testinde negatif
kontrollerin absorbans degerinin iki katina yakin absorbans degerleri gosteren enfekteli
yaprak ornekleri se¢ilmistir. Boylece 8 adet Prunus ceracifera Pissardi Nigra, 10 adet Prunus

ceracifera Atropurpurea, 2 adet Prunus serrulata Lindl. Kanzan ve 5 adet Prunus spinosa L.
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olmak iizere toplam 25 adet enfekteli yaprak ornekleri RT-PCR testinde materyal olarak
degerlendirilmislerdir. Total niikleik asit izolasyonu i¢in Foissac ve ark. (2001)’nin 6nerdigi
yontemde kullanilan kimyasallar Invitrogen (CA, USA) firmasindan temin edilmistir. CDNA
sentezi Fermentas (NY, USA) firmasindan satin aliman cDNA sentez Kkiti ile
gerceklestirilmistir. PCR islemi igin gerekli olan PCR bilesenleri ise yine Fermentas (NY,

USA) firmasindan temin edilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Arazi Gozlemleri ve Enfekteli Bitki Materyallerinin Ede Edilmesi

Tekirdag ili’nin Merkez ilgesi Siileymanpasa ve Corlu, Hayrabolu, Muratli ilgelerinde
gerceklestirilen siirvey c¢alismalarinda karakteristik mozayik, klorotik lokal lekeler, sekil
bozuklugu, damar arasi bantlasma ve sistemik renk degisikligi belirtileri gosteren ve
gostermeyen bitkilerden alinan 104 yaprak 6rneginin her biri 100 gr’dan az olmamak tizere
toplanmistir. Boylece 31 adet Prunus ceracifera Pissardii Nigra yaprak ornegi, 31 adet
Prunus ceracifera Atropurpurea, 6 adet Prunus serrulata Lindl. Kanzan yaprak 6rnegi ve 36
adet Prunus spinosa L. yaprak 6rnegi olmak iizere 104 adet yaprak ornegi etiketlenmek
suretiyle polietilen torbalara konulmus ve buz kutusu igerisinde laboratuara getirilmistir.
Toplanan yaprak ornekleri serolojik ve molekiiler testlerde kullanilmak tizere laboratuardaki -
20 °C’de ¢alisan derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Siirvey alan1 kapsami igerisinde yer
alan Tekirdag ili Merkez ilge ve diger 3 ilceden alinan 6rneklerin dagilimi Cizelge 3.1.°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Tekirdag Ili ve ilgelerinden toplanan dogal ve yabani konukgu tiirlerinine ait
orneklerin ilgelere gore dagilimi

Tige Tiir Ad1 Ornek Adedi
Prunus ceracifera Atropurpurea 31
Prunus ceracifera Pissardi Nigra 31
Stileymanpasa Prunus spinosa L.
12
Prunus serrulata Lindl. Kanzan 6
Corlu Prunus spinosa L. 13
Hayrabolu Prunus spinosa L. 4
Murath Prunus spinosa L. 7
TOPLAM 4 104
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3.2.2. Serolojik Test Yontemi (DAS-ELISA Testi)

Calisma materyalini olusturan virlis simptomu gosteren ve gostermeyen 104 adet
yaprak orneklerinde Plum pox virus (PPV)’un serolojik yontemlerle arastirilmasinda Double
Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) test yontemi
kullanilmigtir. DAS-ELISA testi, Clark ve Adams (1977)’in temel alindigi yonteme gore
antiserumlarin temin edildigi Bioreba (Reinnach BL1, Isvigre) firmasinin onerdigi prosediir

dogrultusunda gerceklestirilmistir. Buna gore;

- Kaplama tampon ¢ozeltisi icerisinde 1/20 oraninda seyreltilen antibadiler ELISA
platelerinin her bir ¢ukuruna 200 pl konulmus ve nemli bir kutu igerisine yerlestirilen plateler
30 °C’de ¢alisan inkiibatorde 4 saat siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra plateler
icerisindeki siv1 bosaltilmis ve yikama tampon ¢ozeltisi (1x PBST) ile 4 kez yikama islemi

gerceklestirilmistir.

- Calisma materyali olarak toplanan yaprak ornekleri steril porselen havan igerisinde
1/10 oraninda ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi icerisinde ezilerek bitki 6zsulari elde edilmistir.
Cam tiipler icerisine konulan ekstraktlar karistirilmak suretiyle ELISA platelerinin her bir
cukuruna 200 pl’lik miktarlarda ve iki tekerriirlii olacak sekilde konulmustur. Her bir virlise
ait pozitif ve negatif kontroller de 200 pl‘lik miktarlarda ELISA platelerinin sol ¢ukuruna iki
tekerriirlii olacak sekilde yerlestirilmis ve ELISA plateler nemli bir kutu igerisine konularak
+4 °C’de bir gece inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyondan sonra bitki ekstraktlar1 bosaltilmis ve

4 kez yikama tampon ¢ozeltisi (1x PBST) ile yikama islemi gerceklestirilmistir.

- Kullanimdan 10 dakika once hazirlanan Konjugate tampon ¢ozeltisi igerisinde
seyreltilen enzimle baglantili antiserum 1/20 oraninda seyreltilmis ve 200 pl‘lik miktarlarda
platelerin her bir ¢ukuruna konulmustur. Nemli kutu igerisine yerlestirilen plateler 30 °C’de
calisan inkiibatorde 5 saat siire ile ile inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon siiresi sonunda plateler

yikama tampon ¢ozeltisi (1x PBST) ile 4 kez yikanmugtir.
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Sekil 3.2. DAS-ELISA testinde ELISA platelerinin yikanmasi iglemi

- Substrat tampon ¢zoeltisi igerisinde seyreltilen 1mg/ 20ml pNPP ¢ozeltisinden 200
ul‘lik miktarlarda platelerin gukurlarina konulmus ve 30 °C’de ¢alisan inkiibatorde inkiibe
edilmislerdir. Sonuclar 60-120 dakika sonunda ilk olarak gorsel daha sonra da ELISA
okuyucusu (Thermo-Multiskan FC-Waltham-MA, USA)’'nda 405 nm dalga boyundaki
absorbans degerleri okunarak degerlendirilmistir. Ancak enfekteli oldugundan siiphe edilen
yaprak oOrneklerindeki virlis konsantrasyonlar: diisiik oranlarda olabileceginden plateler
buzdolabinda +4 °C’de 1 gece daha bekletilmis (Epidemiologie und Pathogendiagnostik
Institut-Aschersleben/Almanya’daki  kullanilan ~ yontem  uygulanmistir) ve  ELISA
okuyucusunda 405 nm dalga boyunda tekrar okutularak absorbans degerleri kayit altina

alimustir.

3.2.3. Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) Test Y ontemi

Karakteristik virlis simptomlar1 sergileyen ve negatif degerin iki katina yakin
absorbans degerleri gosteren 8 adet Prunus ceracifera Pissardi Nigra, 10 adet Prunus
ceracifera Atropurpurea, 2 adet Prunus serrulata Lindl. Kanzan ve 5 adet Prunus spinosa L.
olmak tizere 25 adet enfekteli prunus yaprak 6rnekleri RT-PCR testine tabi tutulmuslardir.

16



3.2.3.1. Total Niikleik Asit Ekstraksiyonu

25 adet enfekteli yaprak Orneginin total niikleik asit ekstraksiyonlar1 Foissac ve ark.
(2001) tarafindan onerilen yonteme gore yapilmistir. Buna gére 100 mg bitki materyali 1ml
ekstraksiyon tamponu ile steril havan igerisinde ezilerek homojenize edilmistir. Steril
ependorf tiipler igerisine 500 pl hacimdeki 6zsu konularak iizerlerine 100 ul miktarlarda %
10’luk Sodium lauryl sarcosyl soliisyonu ilave edilmis ve tiipler ara sira sallanmak tizere 10
dakika siireyle 70 °C’de inkube edilmigslerdir. Daha sonra 5 dakika siireyle buza daldirilan
tiipler sogutulmustur. Tiipler 14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra sivi fazin 300
ul’si daha 6nceden hazirlanmis eppendorf tiiplere transfer edilmis ve igerisine 150 ul ethanol,
25 pl silica siispansiyonu ve 300 pl 6 M Sodium iodin ilave edilmistir. Karigim, sallayici
platform {izerinde oda sicakliginda 10 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Tiipler 6000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildikten sonra iistteki sivi faz atilmis ve 500 pl yikama tamponu ile olusan
peletler yikanmustir. Tiipler 6.000 rpm’de 1 dakikalik santrifiigasyona tabi tutulduktan sonra
ikinci defa eppendorf tiiplerdeki peletler ayni hacimdeki yikama tamponu ile yikanmistir.
Elde edilen peletler, 150 ul RNase-free su ile ¢oziindiiriildiikten sonra ve 4 dakika 70 °C’de
inkiibe edilmistir. Tipler 3 dakika 14.000 rpm de santrifiij edildikten sonra, sivi faz yeni
hazirlanan ependorf tiiplere transfer edilerek, pelletler atilmistir. Elde edilen total niikleik asit,

complementer DNA (cDNA) elde edilinceye kadar —20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3.2. Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

3.2.3.2.1. Complementer DNA (cDNA) Sentezi

cDNA sentezi, kitin satin alindig1 firmanin (Fermentas) prosediiriine uygun olarak
yapilmistir. Niikleaz-free microsantrifiij tiip igerisine asagidaki bilesenler eklenmistir.

2 ul total RNA
1 ulantisens primer (100 pmol/ul )
9 ul RNAse free

su eklenerek 12 ul’ye tamamlanmis ve elde edilen karisim vortekslenerek 65 °C’de 5 dakika
inkiibe edilmis ve hizla buza daldirilarak sogutulmustur.

4l 5X First strand buffer
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1 ul Ribonukleaz inhibit6r
2 uldNTPs (10 mM)
1 pl Revers transkriptaz enzim

eklenmek suretiyle elde edilen 8 pl’lik hacimdeki bilesenler tiiplere aktarilmis ve
mikropipetle asag1 yukari ¢ekmek suretiyle karistirtlmistir. 42 °C’de 1 saat stire ile inkube
edilmis ve daha sonra 70 °C’de 5 dakika bekletildikten sonra elde edilen cDNA, PCR islemi
yapilincaya kadar — 20 °C’de saklanmistir.

3.2.3.3. Polymerase Chain Reaction (PCR) Testi

PPV’nin dogal ve yabani konukgu tiirlerinin aragtirildigi PCR testinde 10 adet Prunus
ceracifera Atropurpurea, 8 adet Prunus cerecifera Pissardi Nigra, 2 adet Prunus serrulata
Kanzan, 5 adet Prunus spinosa L. yaprak orneklerinden izole edilen cDNA’lar kullanilmustir.
PCR reaksiyonu i¢in PCR tiipleri igerisine her bir 6rnege ait 2.5 ul 10x Reaction buffer, 3.75
pl MgCly (25 mp), 1 pl dNTPs (10 mp), 1.5 pl PCI (5’-TTGAGTCAAATGGRACAGTTGG-
3’antisense), 1.5 pl PP3 (5’-TTATCTCCAGGARTTGGAGC-3’sense) primerleri, 0.2 ul Tag
DNA polymerase enzyme (MBI Fermentas), 2 pl cDNA ve 12.55 ul RNAse free su eklenerek
Thermo PCR aletine (Waltham-MA, USA) yerlestirilmistir. PCR ile ¢cDNA’nin ¢ogaltimi
Cizelge 3.2.°de gosterilen sicaklik araliklarinda gergeklestirilmistir. PPV’nin CI geninin 5’
terminal bolgesi ve P3, 6K 1 geninin 3’ terminal bolgesine spesifik dizayn edilen (Glasa ve

ark. 2002) primer giftleri I.D.T. (lowa, USA) firmasindan temin edilmistir.

Cizelge 3. 2. PPV hastaliginin PCR ile ¢cogaltiminda uygulanan sicaklik araliklari

Uygulanan Sicakhik Arahiklar:
1 dongii 40 dongii 1 dongii
94 °C 30 sn
95 °C 5dk 62 °C 30 sn 72 °C 10 dk
72 °C45 sn

3.2.3.4. % 2’lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi

2 gr Agaroz, 100 ml 1x TAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponu igerisinde mikrodalga

firinda 3-4 dakika siireyle 1sitilmistir. Diiz bir zemin {izerindeki jel tabagina yiiklenecek 6rnek
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sayisina uygun jel taragi yerlestirilmistir. Hazirlanan jel, jel tabagina kabarcik olusturmayacak
sekilde dikkatle dokiilmiistiir. 20-30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra katilasan jel,
igcerisinde 1x TAE tamponu bulunan jel tanki icerisine yerlestirilmistir. Parafilm iizerinde 5 pl
yiikleme tampon ¢o6zeltisi ve 10 pl PCR iiriinii konularak karistirilmis ve jelin ¢ukurlarina
yiiklenmistir. Jelin ilk ¢ukuruna 3 pl DNA marker (100 bp) yiiklendikten sonra 100 volt’luk
bir akimda 40-50 dakika siire ile elektrofroze tabi tutulmustur.

3.2.3.5. DNA’y1 Boyama ve Goériintiileme

Elektroforez isleminden sonra bantlarin goriiniir hale gelebilmesi igin, 1 litre saf suya
200 ul ethidium bromide (10 pg/ml ) eklenmis bir kap igerisinde 25-30 dakika bekletilerek
agaroz jelin boyanmasi saglanmistir. Ethidium bromide ile boyanan jel, Vilber Lourmat

(MArne-la-Valée cedex/ Fransa) marka jel dokiimantasyon sisteminde goriintiilenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Arazi Cahismalarina Iliskin Bulgular

Tekirdag ili'nin Merkez Siileymanpasa ilgesi ile Corlu, Hayrabolu ve Muratl
ilgelerinde yapilan siirvey ¢alismalarinda, PPV’ nin ti¢ farkli dogal konukgusu ornamental siis
bitkisi ¢esitlerinden Prunus ceracifera Pissardi Nigra, Prunus ceracifera Atropurpurea,
Prunus serrulata Lindl. Kanzan ve yabani konukgu prunus tiirlerinden Prunus spinosa L.’da
sistemik hastalik belirtileri gozlenmistir. Arazi ¢alismalarinda yapilan gozlemlerde bitkinin
yapraklarinda mozayik, Klorotik lekeler, damar arasi bantlasma, sekil bozukluklar1 ve renk
degisiklikleri en karakteristik simptomlar olarak gézlenmistir.

Tekirdag ili’nde sehir merkezi ve NKU kampiis alaninda yol boyunca (Sekil 4.1.) ve
cadde kenarlarinda siis bitkisi olarak degerlendirilen koyu kirmizi renkte yapraklara sahip
olan Prunus ceracifera Pissardi Nigra ve Prunus ceracifera Atropurpurea siis eriginde bazi

agaclarda belirgin sekilde karakteristik viriis simptomlar1 gézlenmistir.

Sekil 4.1. NKU, Ziraat Fakiiltesi kampiis alan1 igerisindeki yol kenarlarinda bulunan Prunus
ceracifera goriiniimii
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Tekirdag Ili sehir merkezi ve Namik Kemal Universitesi kampiis alanindaki cadde ve
yol kenarlarinda siis bitkisi olarak degerlendirilen Prunus ceracifera Atropurpurea’nin yaprak
damarlar1 arasindaki damar bantlasmasi simptomlar1 arazi ¢alismalarinda en dikkati ¢eken

belirtiler olarak gozlenmistir (Sekil 4.2.).

Sekil 4.2. NKU kampiis alanindaki Prunus ceracifera Atropurpurea yapraklarinda damarlar
arasi bantlasmanin en tipik belirtileri

Ayni sekilde Sekil 4.3.’de goriilecegi lizere yine kampiis alani igerisinde P. ceracifera
Atropurpurea yapraklarinda yaprak kenarlarindan baslayan damarlar arasindaki karakteristik
renk degisiklikleri ve mozayik gozlenmistir. NKU kampiis alan1 ve sehir merkezinde cadde
kenarlarinda siis bitkisi olarak degerlendirilen Prunus ceracifera Atropurpurea ve P.
ceracifera Pissardi Nigra’da yapraklarin alt kisimlarindaki damar bantlasmasi1 ve renk
degisiklikleri bir bagka viriitik simptomlar olarak dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.4.).

21



Sekil 4.3. Prunus ceracifera Atropurpurea yapraklarinda damar arasi renk degisiklikleri ve
mozayik simptomlarinin goriinimi

Sekil 4.4. Prunus ceracifera Atroprpurea yapraklarmm alt kisimlarmda damar bantlsmam
ve renk degisiklerinin goriiniimii
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Simptom sergileyen agaglardaki yapraklara ¢ok dikkatli bir sekilde bakildiginda bariz
viriitik belirtiler dikkati ¢cekmis ve bu agaclarin fotograflar1 ¢ekilerek kayit altina alinmistir.
Yapraklardaki bu belirtilerin yanisira bazi agaglarda renk degisikleri de bir bagka belirti
olarak gozlenmistir. Ancak arazi gozlemlerinde karakteristik viriis simptomlart gosteren
agaclarin ¢ok sayida olmadigi da gézlenmistir.

Ornamental siis bitkisi olarak degerlendirilen Prunus ceracifera Pissardi Nigra ve
Prunus ceracifera Atropurpurea’nin disinda ¢ali formundaki dikenimsi agagg¢ik seklinde olan
yabani formdaki cakal erigi: Prunus spinosa L. Tekirdag ili’nin sehir disindaki tarim dis1
kullanim alanlarinda, orman ve daglik alanlarinda yetismektedir (Sekil 4.5.). PPV nin yabani
konukgu tiirleri igerisinde yer alan ve PPV’nin 6nemli konukcularindan biri olan cakal
eriginde tipik mozaik simptomlar1 Sekil 4.6.’da goriilmektedir. Simptom gosteren bitkinin
yapraklarinda mozaik simptomlarinin disinda kasik seklinde kivrilmalar ve yapraklardaki renk
degisiklikleri de virlis benzeri simptomlar olarak dikkati ¢cekmistir. Sekil 4.7.’de goriilecegi
tizere P. spinosa L.’nin yapraklarindaki bir baska belirti olarak klorotik lokal lekeler de

dikkati ¢eken belirtilerdendir.

Sekil 4.5. Tek dag 1li’nin orlu 'iIQesneki dégh bir alanda Prunus spinosa L.’nin
gorunimu
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Sekil 4.6. Prunus spinosa L. yapraklarinda mozaik simptomlar1 ve yapraklarda kasik seklinde
kivrilmalarin goriiniimii

Sekil 4.7. Prunus spinosa L. yapraklarinda klorotik lokal lekelerin goriiniimii
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Tekirdag ili'nde siis bitkisi olarak degerlendirilen, PPV’nin bir diger konukgusu
Prunus serrulata Lindl. Kanzan siis kirazinda ise sekil bozuklugu ve renk degisiklikleri arazi
gozlemlerinde dikkati ¢eken simptomlardandir. Simptom gostermeyen ve cogu zaman
simptomsuz tagiyici olarak bilinen birgok siis bitkisi PPV nin dogal konukgular1 arasinda yer
almaktadir. Ancak calisma kapsami icerisinde yer alan Tekirdag ili ve ilgelerinde yetisen
PPV’nin dogal konukgularindan ornamental siis bitkileri prunus tiirleri ile yabani konukgu
tiri ¢cakal eriginde karakteristik viriis ve viriis benzeri simptomlar bazi bitkilerde goriilmesine

ragmen ¢aligma materyali olarak toplanilan bir¢ok bitkide viriitik belirtiler gézlenmemistir.

4.2.1. DAS-ELISA Test Sonuclari

Tekirdag Ili’nin merkez Siileymanpasa, Hayrabolu, Muratl ve Corlu ilgelerinden
alinan toplam 104 yaprak 6rneklerine uygulanan Double Antibody Sandwich Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) test sonuglarina gére 6rneklerin hicbirinde Plum pox
virus (PPV) hastaliginin varligina rastlanmamistir. Bdylece sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinin en
onemli viral etmeni olan Plum pox virus (PPV), Tekirdag ili merkez Siileymanpasa ilcesi,
Corlu, Hayrabolu ve Murath il¢elerindeki dogal ve yabani konukgu tiirlerinden Prunus
ceracifera Pissardi Nigra, Prunus ceracifera Atropurpurea, Prunus serrulata Lindl. Kanzan

ve Prunus spinosa L. yaprak 6rneklerinin higbirinde pozitif reaksiyon gostermemistir.

4.2.2. RT-PCR Test Sonuclari

Karakteristik viriis simptomlarindan mozayik, klorotik lokal leke, damar arasi
bantlagma, sekil bozuklugu ve sistemik renk degisikligi belirtileri sergileyen ve DAS-ELISA
testinde negatif absorbans degerlerinin iki kat1 absorbans degerlerine yakin degerler veren 25
adet yaprak ornegine uygulanan RT-PCR test sonuglarina gére 5 adet Prunus ceracifera
Pissardi Nigra yaprak orneginde PPV saptanmistir. Buna gére PPV’nin RT-PCR testi ile
teshisinde Tekirdag ili, merkez ilge Siileymanpasa’dan alman 8 adet Prunus ceracifera
Pissardi Nigra yaprak orneginin 5 adedinde 836 bp’lik bant elde edilmistir. Boylece PPV
genomu iizerinde P3 ve 6K 1 geninin 3  terminal ve CI geninin 5 terminal bélgesine spesifik
PP3 ve PCI primerleri (Glasa ve ark. 2002) kullanilarak yapilan RT-PCR testinde beklenilen
uzunlukta elde edilen DNA fragmentleri Sekil 4.8.’de gosterilmistir.
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M 1 2 3 4 5

Sekil 4.8. RT-PCR testi sonucunda elde edilen PCR iriinleri (M: 100 bp DNA marker;
1,2,3,4,5 no’lu PPV ile enfekteli Prunus ceracifera Pissardi Nigra yaprak
ornekleri)

Boylece DAS-ELISA testinde pozitif reaksiyon vermeyen ancak viriis simptomu
gosteren 10 adet Prunus ceracifera Atropurpurea, 2 adet Prunus serrulata Kanzan, 3 adet
Prunus ceracifera Pissardi Nigra ve 5 adet Prunus spinosa L. yaprak orneklerinin RT-PCR
test sonuglarina gore PPV ile enfekteli olmadiklari saptanmigtir. Calisma materyalini
olusturan prunus tiirlerinde karakteristik viriis simptomu gosteren bitki drneklerinin DAS-
ELISA ve RT-PCR testinde PPV hastalig1 i¢in pozitif sonu¢ vermemesi s6z konusu bitki

tiirlerinde diger viral hastalik etmenlerinin olabilecegi kanisin1 dogurmaktadir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Meyve vyetistiriciliginde erik, seftali, nektarin, Kkiraz, visne ve kayisinin iginde
bulundugu sert ¢ekirdekli meyveler diinyada 6nemli bir iiriin grubunu olusturmaktadir.
Tiirkiye’de mevcut ekolojik kosullarin uygunlugu sert g¢ekirdekli meyve yetistiriciliginin
Oonemini gittikge artirmakta buna bagli olarak tiretim miktarlar1 da siirekli artis gostermektedir.
Sert ¢ekirdekli meyve tiirleri Tirkiye’nin degisik bolgelerinde degisen yogunlukta
yetistirilmektedir. Nitekim Ulkemiz, meyve yetistiriciligi bakimindan biiyiik bir potansiyele
sahip olup, yetistirilen birgok meyve tiirliniin de anavatani konumundadir. Bu nedenle de
Tiirkiye meyvecilik kiiltiirii bakimindan biiyiik bir ¢esitlilige sahiptir. Binlerce yildir gerek
kaynag1 ve gerekse disaridan getirilen gesitlerin yetistirme materyaline eklenmesiyle bazi
meyve tiirlerinde yiizlerce gesit ortaya ¢ikmustir (Ozbek 1977). Tiirkiye ekonomisi ve insan
sagligi bakimindan 6nemi ¢ok fazla olan sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinin yillar itibari ile iiriin
dalgalanmalarindaki baglica sebep, bu meyve tiirlerinin tiretimini kisitlayan hastalik ve
zararhilardir. Tiirkiye’de i¢ ve dis karantina listesinde yer alan ve sert g¢ekirdekli meyve
grubunun en 6nemli hastalik etmenlerinden biri olan PPV’ niin epidemik hale gelmesi, iiretimi
tehdit edecek en onemli etkenlerdendir. Plum pox virus (PPV)’niin tasinma ve yayilmalarinin
as1, polen, vektor bocekler ve hastalikli materyal ile kolay olmasmin yaninda kimyasal
miicadele yonteminin olmayigt diger hastalik ve zararlilara gore 6nemlerini bir kat daha
artmaktadir. 1910 yilinda Makedonya’da erik agaglarinda daha sonra 1915 yilinda
Bulgaristan’da yine erik agaglarinda saptanan bu hastaligin viriitik bir etmen oldugu 1932
yilinda Atanasoff tarafindan rapor edilmistir. PPV daha sonra kayis1 (1933), seftali (1961) ve
visnede (1980) saptanmistir. 1932 ve 1960 yillar1 arasinda Avrupa’daki iilkelere yayilan bu
hastalik diinyada birgok iilkeye yayilmis 1990 yilinda ise Sili, Amerika, Urdiin, Hindistan ve
Kanada’da rapor edilmistir. En son rapor ise ticari Japon kayist agaclarinda Tokyo,
Japonya’da tespit edildigi bildirilmistir (Sochor ve ark. 2012). Su zamana kadar bilinen 7
irkinin disinda yeni 1rklar1 da tespit edilen bu hastaligin Tiirk kayist izolatlarinda saptanan
irkin PPV-T oldugu Serce ve ark. (2009) tarafindan, Tiirk badem izolatlarinda saptanan irkin
ise PPV-T oldugu ilbagi ve Citir (2014) tarafindan rapor edilmistir. Basta Avrupa iilkeleri
olmak iizere tiim diinya’da yayilma alan1 bulan PPV nin Tiirkiye’de bulunusuna dair ilk kayit
1968 yilinda Edirne ilindeki erik agaclarinda Sahtiyanci (1969) tarafindan rapor edilmistir.
Tiirkiye’de giiniimiize kadar yapilan caligmalarda sert c¢ekirdekli meyve tiirlerinden erik,
kayisi, nektarin, seftali ve bademde saptandigi farkli arastiricilar tarafindan bildirilmistir

(Kurgman 1973, Yiirektiirk 1984, Dunez 1986, Yildizgordii ve Cali 1994, Serge ve ark. 2009,
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flbag1 ve Citir 2014, Giircan ve Ceylan 2016). Diinya’da giiniimiize kadar saptanmis olan (D)
Dideron (Kerlan ve Dunez 1979), (M) Marcus (Kerlan ve Dunez 1979), El Amar (Wetzel ve
ark. 1991), (C) Cherry (Nemchinov ve Hadidi 1998), (Rec) Recombinant (Glasa ve ark.
2004), (W) Winona (James ve Varga 2005), (T) Turkey (Serce ve ark. 2009), Cherry Russian
(Glasa ve ark. 2012) ve Ancestor Marcus (Palmisano ve ark. 2012) olmak {iizere 9 ayri irki
bulunan PPV’nin, iilkemizde Marmara, Ege, Akdeniz, I¢ Anadolu ve Trakya Bolgelerinde
olmak tizere 4 ki saptanmustir. Ancak diger bolgeler i¢in belirsizlik s6z konusudur.
Tirkiye’de seftalide PPV-M 1rki (Elibiiytik 2003), kayisida PPV-M 1rki (Sertkaya ve ark.
2003), erik, nektarin, kayisi, seftalide PPV-M 1rk1 (Ulubas ve ark. 2011), kayisi, erik, seftali,
kiraz ve visnede PPV-M ve PPV-D irklar1 (Elibiiyiik 2004), erik izolatinda PPV-Rec
(Canderesse ve ark. 2007), erik izolatinda PPV-M (Kog ve Baloglu 2006), kayisi izolatinda
PPV-T ki (Serce ve ark. 2009) ve badem izolatinda PPV-T wrk1 (Ilbagi ve Citir 2014)
saptanmistir.

PPV’niin neden oldugu Sarka hastaliginin sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinin disinda
dogal, yabani formdaki ¢ali formlar1 ve ornamental siis bitkileri grubundaki prunus tiirlerinde
olmak iizere bir¢ok yabanci ot konukgusu da bulunmaktadir. Yaprak bitleriyle yayilabilen, as1
ve ¢ogaltma materyalleri ile lilkeler arasi1 yayilma alani bulan PPV ’nin epidemisinde dogal ve
yabani formdaki prunus tiirleri 6nemli rol oynamaktadir. Nitekim diinya’da yapilan
caligmalarda 1989 yilinda Polak Prunus amigdalo-persica ve Prunus cerasifera’da
bulundugunu ELISA ve ISEM yontemleri ile saptanmis, Sebestyen ve ark. (2008) ise
Macaristan’daki P. cerasifera cv. Nigra tiirinde PPV-D ve PPV-M irkini tekli ve karisik
enfeksiyonlar halinde tespit etmislerdir. Koyu kirmizi yapraklara sahip olan Prunus
ceracifera’nin yaprak renginden dolay: virilis konsantrasyonu yiiksek olsa dahi taninmasiin
zor oldugunu bildiren arastiricilar PPV’nin dagiliminda o6nemli bir rol oynadigini
vurgulamiglardir. PPV’nin dogal konukgusu bu siis bitkisi kiiltivarlarinin prunus tiirlerinin
cogaltma materyali olarak kullanilmamasi i¢in sertifikasyon programlarina dahil edilmesi
gerektigini bildirmiglerdir. Kamenova (2008) ise Bulgaristan-Sofya’da yollarda, kiigiik
yerlesim alanlarinda, 6zel bahgelerde ve park alanlarinda yetisen myrobalan anaci (Prunus
cerasifera Ehrh.)’nda PPV’yi saptamak iizere DASI-ELISA ve IC-RT-PCR yontemlerini
uygulamiglardir. P. cerasifera var. rubrum ve P. cerasifera cv. Pissardi'nin PPV nin dogal
konukgular1 oldugunu ve bunlarin tek veya karisik enfeksiyonlar halinde M ve D irklarini,
Armeniaca desicarpa (P. cerasifera x P. armeniaca)’da ise PPV-M ve PPV-Rec irklarini
saptayarak P. cerasifera tiirlerinin PPV’ nin dogal rezervuar kaynagi oldugunu rapor etmistir.
Nemeth ve ark. (2010) iki botanik bahgesinde ve bir agag¢ parkinda binlerce odunsu bitkiden
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Prunus cerasifera 'Pendula’, P. cerasifera ’Pissardii’, P. glandulosa, P. glandulosa ‘Alba
Plena’, P. glandulosa ’Sinensis’, P. japonica, P. sogdiana, P. tomentosa (Tibet'ten) ve P. x
blireana 9 farkli tiir ve ¢esitte PPV’yi saptamistir. Tiirkiye’de ise PPV’nin dogal yabani
konukgu tiirleri ve ornamental siis bitkileri ile yabanci ot konukgularinda yapilan ¢aligsmalar
cok simirl sayidadir. Nitekim 2006 yilinda Elibiiyiik tarafindan yapilan ¢alismada PPV'nin
yabani ve siis bitkilerini enfekte etme kabiliyetini incelemek iizere gesitli yabani ve dogal sert
¢ekirdekli siis bitkisi tiirleri ile yabanci otlarda PPV ni arastirmistir. DASI-ELISA ve IC-RT-
PCR testini uyguladigi Prunus cerasifera Pissardi 'de PPV-M wrkin1 saptamis ve Hyalopterus
pruni: erik unlu yaprak biti tiirlinin PPV’nin bu konukgudaki vektori oldugunu, P.
cerasifera’nin PPV nin rezervuar kaynagi oldugunu ilk kayit olarak rapor etmistir. Ancak bu
calisma disinda tilkemizde PPV’nin Prunus ceracifera Pisardi tiirtindeki varhigina dair daha
once yapilmig bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasinda Tekirdag ili’ndeki yol ve
cadde kenarlarini siisleyen ornamental siis bitkilerinden Prunus cerasifera Pissardi Nigra,
Prunus ceracifera Atropurpurea ve Prunus serrulata Lindl. Kanzan’dan alinan toplam 68 adet
simptomlu ve simptomsuz yaprak drneklerinde PPV arastirilmustir. Ilk olarak DAS-ELISA
testine tabi tutulan toplam 68 adet ornamental siis bitkisi prunus ¢esitlerinin hi¢birinde DAS-
ELISA testi sonuglarina gore PPV saptanmamustir. Ancak mozayik, sekil bozuklugu, klorotik
lokal lekeler ve damar arasi bantlasmasi belirtileri sergileyen 18 adet Prunus cerasifera (10
adet Prunus ceracifera Atropurpurea, 8 adet Prunus cerecifera Pissardi Nigra) ve 2 adet
Prunus serrulata Kanzan yaprak ornekleri ile 2 adet Prunus serrulata Lindl. Kanzan siis
bitkilerinde RT-PCR test sonuglarina goére 5 adet Prunus cerasifera Pissardi Nigra yaprak
orneginde saptanmistir. Bu ¢alisma, iilkemizde bulunan Prunus ceracifera Pisardi Nigra siis
bitkisinde PPV nin varligin1 kanitlayan ilk rapordur. RT-PCR ile testlenen Prunus serrulata
Lindl. Kanzan bitkisinde ise PPV tespit edilmemistir. Nitekim DAS-ELISA ve RT-PCR test
sonuglarina gore karakteristik virlis simptomu sergileyen bitkilerde PPV ’nin bulunmayisi
diger viral hastalik etmenlerinin varligina isaret etmektedir. Nitekim bu durum s6z konusu siis
bitkilerinin farkl viriis hastaliklar1 agisindan da arastirilmasini gerekli kilmaktadir.

Dogal ortamda kendiliginden yetisen cakal erigi (Prunus spinosa L.) ile myrobalan
anaglarinda PPV ile birlikte 5 farkli virlis hastaliginin varligi Polak (2007) tarafindan
arastirtlmistir. En yaygin viriisiin eriklerde PPV oldugunu, Prunus spinosa L.’da PPV’nin
bulunmadigin1 ancak Prunus spinosa L. drneklerinin % 27’sinin PDV ile enfekteli oldugunu
rapor etmistir. Buna ragmen 2006 yilinda ilbag: ve ark. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada
Tekirdag ili’ndeki ¢akal erigi (Prunus spinosa L.)’nde PPV-M wrkinin varligi DAS-ELISA ve
RT-PCR test yontemi ile kanitlanmistr. PPV nin disinda ACLSV ve ApMV hastaliklarinin da
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saptandigini, Prunus spinosa L.’nin PPV, ACLSV ve ApMYV viriislerinin inokulum kaynagi
olarak Trakya Bolgesi’nde yeni kurulan meyve tesisleri i¢in ciddi bir tehdit olusturdugunu
bildirmislerdir. Elde edilen bu sonug¢larin Tiirkiye'de Prunus spinosa L.'da saptanan PPV,
ACLSV ve ApMV'nin bulunusuna dair ilk kayit oldugunu rapor etmislerdir. Bu tez
calismasinda ise DAS-ELISA test sonucuna gére Tekirdag ili’nin merkez ilge ve diger 3
ilgeden alinan 36 adet Prunus spinosa L. yaprak o6rneginde PPV saptanmamistir. Mozaik,
klorotik lokal lekeler ve sekil bozuklugu simptomlar1 sergileyen 5 adet Prunus spinosa L.
yaprak Orneklerine uygulanan RT-PCR test sonuglarina gore de 6rneklerin higbirinde PPV
saptanmamustir. 2006 yilinda Tekirdag ili’nin merkez ilgesinden alinan Prunus spinosa L.
yaprak oOrneklerinde PPV saptanmis olmasina ragmen bu caligmada tespit edilmemesi,
yerlesim yerlerinin sehir disindaki uzak mesafelere kurulmasi ve kentlesmenin bu alanlara
yayillmasinin bir sonucu olarak ¢ali formundaki bu bitkilerin eradike edilmesi durumunu
ortaya ¢ikarmaktadir. Nitekim PPV’ nin yabani konukgu tiirii olan bu bitkilerin eradikasyonu
PPV’nin epidemiyolojisi agisindan son derece dnemlidir. Nitekim James ve Thomson (2005)
PPV’nin inokulum kaynagi ve potansiyel rezervuar kaynagi olan bitkilerden arazide veya
fidanliklardaki konukgu tiirlerine yayilmasini 6nlemek igin yaprak biti vektorlerinin kontrol
altina alinmas1 ve sertifikasyon ve silirvey programlariyla PPV ile enfekteli agaclarin eradike
edilmesinin 6nemini vurgulamislardir. Nitekim Ulkemizde Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanliginin tilkesel capta PPV ile miicadele ¢alismalarinda enfekteli agaglarin eradikasyonu
ile hastaligin epidemik hale gelmemesi ic¢in gerekli 6nlemleri almasi biiyiik Onem
tasimaktadir. Bu tez ¢alismasinda Tekirdag merkez ilge ve diger ii¢ ilgedeki daglik ve
ormanlik alanlardan alan Prunus spinosa L.’da PPV nin bulunmayisi, Tekirdag Ili’nde yeni
kurulan meyve tesislerinin PPV agisindan bir tehdit olusturmadigina isaret etmektedir. Ancak
karakteristik ¢arpici virlis simptomlart sergileyen Prunus spinosa L. ¢akal eriginin diger viriis
hastaliklar1 agisindan aragtirllmasini gerekli kilmaktadir. Sert ¢ekirdekli meyve agaclart i¢in
ekonomik anlamda yikici ve zarar verici bir etmen olan PPV’nin dogal ve yabani
konukgularmin arastirildigi bu tez ¢alismasinda 5 adet Prunus ceracifera Pissardi Nigra siis
eriginde hastaligin saptanmis olmasi s6z konusu agaglarin yeni kurulacak sert ¢ekirdekli
meyve tesisleri i¢in tehdit olusturdugunu gostermektedir. Nitekim yaprak bitleri ile
yayilabilen PPV’nin epidemik hale gelmesini 6nlemek, buna yonelik tedbirlerin alinmasini

saglamak bolgedeki sert cekirdekli meyve liretimi agisindan son derece 6nemlidir.
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EK1

DAS-ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (Phosphate Buffered Saline ) (PBS) pH:7.4

NaCl 8,00
KH.PO 029
Na.HPO..12H-0 2949
KCI 0,29
NaN 0,2¢g

Yukarida miktarlart verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH 0.1 M NaOH veya 0.1 M

HClI ile ayarlanmis ve +4 °C’de saklanmuistir.

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

Na,COs 1,599
NaHCO; 293¢
NaNs 029

Bromocresol purple 5,0 mg

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre suda eritilip pH ayarlanmis ve +4 °C’de

saklanmustir.

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

Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS) 1 litre
Tween-20 0,5ml

1 litre PBS tampon ¢ozeltisi igerisine 0,5 ml Tween-20 ilave edilerek hazirlanmistir. Kullanim

siiresince +4 °C’de saklanmistir.

4. Ekstraksiyon Tampon Cozeltisi ( Sample Extration Buffer) pH:7.3
PVP (Mw 10-40 10 ¢
Tween-20 0,5ml
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1 litre yikama tampon ¢ozeltisi igerisine 10 g Polyvinylpyrrolidone (PVP-40) ve 0,5 ml

Tween-20 ilave edilerek hazirlanmistir.

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

PBST 1 litre
BSA 29
Congo Red 40 mg

1 litre PBST igerisine 2 g BSA ve 40 mg Congo Red ilave edilerek pH ayarlanip +4 °C*de

saklanmistir.

6. Substrat Tampon Cozeltisi (Substrat Buffer) pH:9.8
Diethanolamine 97 ml

NaN 029

97 ml Diethanolamine 1 litre saf su igerine ilave edildikten sonra 0,2 g NaN; eklenmis ve pH:

9.8’e ayarlanmistir. Cozelti +4 °C’de saklanmis ve kullanilmadan 6nce pH kontrol edilmistir.
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EK2

Toplam Niikleik Asit Ekstraksiyonunda Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. Ekstraksiyon Tampon Cozeltisi (Grinding Buffer) pH 5.6-5.8

Guanidine, 4 M Thiocyanate, 0.2 M NaOAc (pH 5.2), EDTA 25 nM, 1.0 M KOAc, % 2.5
wt/vol PV-40, % 1 2-ME (mercapteothenol)

Guanidine

Thiocyanate 23.64 ¢
NaOAc 1369
EDTA 0.465 gr
KOAc 49¢
PV-40 1.25¢
2-ME (Mercaptoethanol) %1

CH3COOH ile pH ayarlanmistir. Otoklav ile steril edilmistir. Calisma siiresince ezme
tamponu 4 °C’de saklanmistir. % 1°lik Mercaptoethanol ekstraksiyondan hemen once

eklenmistir. Ekstrasyon tamponu 50 ml’ye gore hazirlanmistir.

2. Silika Siispansiyonu pH 2.0
Silica (Sigma % 12) 60 g

Bir mezur kabindaki 500 ml saf su igerisinde 60 gr slica koyulmus ve karistirilmistir. 24 saat
beklenmistir 470 ml {ist s1v1 atilmistir (list sivinin % 90°1) ve 500 ml’ye tamamlanmistir iyice
karigirilmistir. 5 saat bekletilmistir ve 540 ml st sivi (iist stvinin % 85°1 atilmistir) geriye
kalan 60 ml bulama¢ HCI ile pH’1 2.0’ye ayarlanmistir. Otoklav edilmis ve karanlikta oda

sicakliginda saklanmistir.

3. Sodyum lyodid Solusyonu (Nal)
Na,SO3 0.74 g
Nal (Sigma S8379) 369

40 ml kimyasal saf su igerisinde kimyasallar ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra saf ile 50 ml’ye

tamamlanmustir. Otoklav ile steril edilmistir. Calisma siiresince 4 °C’de saklanmustir.
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4. Yikama Tampon Cozeltisi (Washing Buffer 1X)
10.0 mM Tris-HCI pH 7.5 (1M), 0.5 mM EDTA (5M), 50.0 mM NaCl (0.5 M), Ethanol (%
50)

Bilesimler eklendikten sonra saf su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Daha sonra % 50 oraninda
ethanol yani 100 ml saf ethanol eklenerek 200 ml’ye tamamlanmistir. Ethanol eklemeden

once otoklav ile sterilize edilmistir ve 4 © C’de saklanmustir.
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EK3

Molekiiler Calismalarda Kullamilan Tampon Cozeltiler

1. TAEX50 Buffer Stok Soliisyon

242 gr Tris-Base (FW:121.14)
57.1 ml Glacial acid
0.5 M EDTA (pH. 8)

242 gr Tris-base 750 ml saf su igerisinde eritilmistir. Uzerine 57.1 ml Glacial asit ve 100 ml
0.5 M EDTA (pH. 8) ilave edildikten sonra 250 ml saf su ilave edilerek ¢ozelti 1000 ml’ye
tamamlamigtir. Otoklavlandiktan sonra oda sicakliginda muhafaza edilmistir. 50XTAE stok

soliisyondan seyreltilen 1 XTAE buffer Jel Elektroforezde kullanilmistir.

2. Etidium Bromide

10 mg etidium bromid 1 ml saf su igerisinde ependorf tiiplinde eritilmistir. Daha sonra 200 ul

ethidium bromide (10 pug/ml) 1 litre saf su igerisine ilave edilmistir.

40



TESEKKUR

Yiiksek lisans tez konusu olarak ‘Tekirdag ili’nde Plum Pox Virus (PPV): Sarka Viriis
Hastaliginin Dogal Yabani Konukgu Tiirlerinin Saptanmas1 Uzerine Arastirmalar’” konusunu
veren, Lisans ve Yiiksek Lisans egitim ve 6gretim hayatim boyunca bilgi ve deneyimleriyle
bana yol gosteren danisman hocam Sayin Prof. Dr. Havva ILBAGI'na tesekkiir ederim.
Ayrica her zaman destegini ve yardimlarimi esirgemeyen hocam Saym Prof. Dr. Ahmet
CITIR a tesekkiir ederim. Tez calismamin laboratuar asamalarinda her tiirli destegi saglayan
Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii’'nden arastirmaci Ziraat Yiiksek Miihendisi Lerzan
OZTURK’e tesekkiir ederim. Tez calismam boyunca benden yardimlarmi esirgemeyen,
degerli meslektaglarim Ziraat Miihendisi Onder AYDIN ve Ziraat Miihendisi Elif
YETEMEN’e tesekkiir ederim. Egitim hayatim boyunca benden desteklerini esirgemeyen,
beni yetistiren aileme, egitimin hayatta en Onemli sey oldugunu bana Ogreten sevgili
annecigim Enbiya BAS’a, sahip oldugum en degerli varlik olan kardesim Beyza BAS’a
ayrica; hayat durusunu ve c¢aligma prensibini daima 6rnek aldigim babam Yasar BAS’a igten

tesekkiirlerimi sunarim.
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