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Tekirdag ili ve ilgelerindeki sert ¢ekirdekli meyve iiretimini olumsuz yonde etkileyen Plum pox
virus (PPV) ve Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) hastaliklarini saptamak amaciyla 2018
yili Haziran ve Temmuz aylarinda siirvey c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Siirvey
calismalarinda Tekirdag ili merkez Siileymanpasa ilgesinden 71 adet yaprak ornegi, Sarkody
ilgesinden 30, Murath ilgesinden 25, Corlu ilgesinden 19 ve Malkara ilgesinden 13 adet yaprak
ornegi olmak tizere toplam 158 adet yaprak 6rnegi toplanmistir. Boylece mozaik, nekrotik ve
klorotik lekeler, damar bantlasmasi ve sekil bozukluklar1 sergileyen 76 adet kiraz, 35 adet erik,
28 adet seftali, 19 adet kayis1 yaprak orneklerinde PPV ve PNRSV nin varhigi Double Antibody
Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) testi ile arastirilmistir. Ayrica
halkali leke ve damar bantlasmasi simptomlar1 sergileyen kiraz yaprak 6rneklerinde Plum pox
virus (PPV), Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) testi ile
aragtirtlmigtir. DAS-ELISA testi sonuglaria gore 16 adet 6rnegin PPV ile 4 adet 6rnegin ise
PNRSYV ile enfekteli oldugu tespit edilmistir. RT-PCR test sonu¢larma gore kiraz yaprak
orneklerinde PPV saptanmamistir. Bu sonuclar dogrultusunda 9%10.13 oraninda PPV ile
enfeksiyon orani saptanirken, PNRSV ile enfeksiyon orani1 %2.53 olarak tespit edilmistir. Her
iki viriisiin neden oldugu ildeki toplam enfeksiyon orani ise %12.66 olarak bulunmustur.

Anahtar kelimeler: DAS-ELISA, RT-PCR, PNRSV, PPV, Sert ¢ekirdekli meyve
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ABSTRACT

MSc. Thesis
INVESTIGATION on DETECTION of Plum pox virus (PPV) and Prunus necrotic leafspot
virus (PNRSV) in STONE FRUIT GROWING AREAS in TEKIRDAG

Mourat CHEKiM AMET

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

Siipervisor: Prof. Dr. Havva ILBAGI

The survey studies have been performed in June and July of 2018 to identify the Plum pox virus
(PPV) and Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV), negatively affecting stone fruit production
in its districts and Tekirdag province. During the survey studies a total of 158 leaf samples,
including 71 leaves from center district Siileymanpasa, 25 samples from Murath district, 19
samples from Corlu district, 13 samples from Malkara district were collected. Thus,
symptomatic leaf samples exhibiting mosaic, necrotic and chlorotic local spots, vein banding,
and leaf deformations symptoms of sweet cherry (76), plum (35), peach (28), apricot (19) were
tested for the presence of PPV and PNRSV by Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (DAS-ELISA). Moreover, infected sweet cherry leaf samples showing
ring spot and vein banding symptoms were tested by Reverse Transcriptase Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR). DAS-ELISA test results showed that the infections of PPV and PNRSV,
on 16 and 4 leaf samples, respectively. RT-PCR test results revealed that PPV was found in
none of the sweet cherry leaf samples. As a result of this study were obtained the infection rate
% 10.13 of PPV, while PNRSV had an infection rate as % of 2.53. The total infection rate in
the Tekirdag province for both viruses were found % 12.66.

Key words: DAS-ELISA, PNRSV, PPV, RT-PCR, Stone fruit
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1. GIRIS

Tiirkiye, iklim kusagindaki konumu itibariyla meyve yetistiriciligi agisindan {istiin
ekolojik avantajlara sahiptir. Farkli iklim kosullarina sahip olmasi nedeniyle de iilkenin degisik
bolgelerinde bir¢ok meyve tiirii, ¢ok eski yillardan beri yetistirilmektedir. Diinyada mevcut gen
merkezlerinden hem Yakindogu ve hem de Akdeniz havzasi i¢inde yer alan Tiirkiye, birgok tiir
ve c¢esidin gen merkezi konumundadir. Bu durum ekolojik kosullarin meyve yetistiriciligine
uygun olmasi nedeniyle de avantaj saglamaktadir. Nitekim, bugiin diinya lizerinde kiiltiirii
yapilan 138 meyve tiiriinden ¢ogunlugu iliman iklim meyve tiirleri olmak tizere, tropik ve
subtropik meyve tiirleri de dahil olmak tizere 80’den fazla tiir iilkemizde yetistirilebilmektedir.
Tirkiye’de eski yillardan beri elma, armut, ayva, findik, antep fistigi, kestane, badem, visne,
kiraz, erik, liziim, nar, zeytin gibi birgok meyve tiirii yetistirilmektedir. Kiiltlirii yapilan meyve
tiirleri disinda alig, iivez, kusburnu, keciboynuzu, melengi¢, buttum, idris, igde, kizilcik, dut
gibi bir¢cok yabani meyveye de rastlanmaktadir. Eski yillarda meyvecilik birden fazla tiiriin bir
arada bulundugu, genis araliktaki mesafelerle dikilen bahgelerde yapilmaktadir. Kullanilan
cesitlerin bir kismi yerel ¢esitler olup, verimi diisiik olan ancak baz1 meyve 6zellikleri ile 6n
plana ¢ikan ¢esitlerdir. Bunun yaninda ¢ok uzun yillar, biitiin diinyada kullanilan baz1 yabanci
cesitlerin de yetistiriciligi yapilmaktadir. Ulkemizde gériilen biiyiik tiir zenginliginin yaninda
yine biiyiik bir ¢esit bollugu ile de karsilagiimaktadir. Nitekim elmada cesit sayis1 500’1,
armutta 600’0, erikte 200’0, seftalide 100’1 ve iizlimde 1200’1 agmustir (Agaoglu, 1987).
Ulkemiz, bahge kiiltiiriiniin besigi olmas1 nedeniyle gesitli meyvelerin iiretim ve isletmelerinin
olusturulmasina da olanak saglamaktadir. Ornegin seftali denince Bursa, kayis1 denince
Malatya, incirde Aydin, c¢ekirdeksiz liziimde Manisa, fistikta Antep ve Urfa, narda Urfa,
findikta Ordu ve Giresun illeri diinya piyasalarinda iirtinleri ile birlikte birer kalite sembolii
olarak bilinirler. Meyvelerin yetistirilmesinde iklim faktorii 6nemli rol oynamaktadir. Tropikal
iklim meyveleri kis sicakliginin 0 °C’ye diismesi halinde donarlar. Subtropikal iklim meyveleri
0 °C’nin altindaki sicakliklara bir dlgiide dayanabilmektedir. Turunggil meyveleri -2 °C’de
donduklar1 halde, agaglar -10 °C’ye kadar dayanabilirler. Zeytin ve incirler de -10 °C’ye kadar
dayanabilirler. 1liman iklim meyveleri daha diisiik sicakliklara dayanabilirler. Elma ve armut
dinlenme doneminde bulunduklar1 kis aylarinda sicakligin -30 °C’ye kadar diismesinden dahi
zarar gormezler. Seftali ise -20 °C’ye kadar dayanabilir (Anamerig, 1986). Erik kiiltiirii tizerine
bilgiler 2000 y1l 6ncesine dayanmakttadir. Genel olarak erigin anavatan1 Anadolu, Hazar Denizi
civar1 ve Kafkasya oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla, Anadolu erik i¢in de onemli bir gen

kaynagmi olusturmaktadir (Ozbek, 1978; Ozvardar ve Onal, 1990). Erik’te ¢esit se¢imi ile ilgili
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yapilan ilk c¢aligmada 22 yerli ve yabanci erik ¢esitlerinin farkli fenolojik ve pomolojik
ozellikleri belirlenmis, degerlendirme sekilleri, olgunlasma tarihleri, verim ve kaliteleri
gozetilerek Marmara Bolgesi igin R.C.Violet ve Giant (sofralik), R.C Verte (sofralik ve
konservelik), Stanley (sofralik ve kurutmalik), d’Agen ve Kostendil (kurutmalik) imitvar
cesitler olarak belirtilmistir (Onur, 1973). Prunus cinsine giren seftali Prunus persica Stokes
(Batsch) igerisinde baslica ti¢ kiiltiir formu bulunmaktadir. Bunlar tiiylii, tiiysiiz ve domates
seftalisi (Ozbek, 1978; Eris ve Barut, 2000) tiirleridir. Kiraz (Prunus avium L.), yabani cesit
olarak Toroslarda, Dogu Toroslarda ve Kuzey Anadolu daglarinda ¢ok sayida kiraz agaglar1
bulunmaktadir (Ozbek, 1978). Kayisi, Ulkemizde yetistirilen ve ihrag edilen meyve tiirlerinden
biridir. Anadolu, kayisinin esas anavatani olmamasina karsilik en az iki bin yildan beri bu
topraklarda tarimi yapilmasimdan 6tiirii ok zengin genetik zenginlige ulagsmistir. Gerek tiretim
ve gerekse digsatim kapasitesi yoniinden Tiirkiye nin 6nemli tiriinlerinden biridir (Asma, 2000).
Ulkemizde ¢ok yagish Karadeniz bdlgesi haric hemen hemen yer yerde kayisi agacina
rastlanmakla birlikte kurutmalik kayisi tarimi daha ¢ok Malatya, Elazig, Sivas (Giiriin) ve
Kahramanmaras (Elbistan) illerinde, sofralik kayisi iiretimi ise Mersin, Antalya, Isparta’y1

kapsayan Akdeniz Bolgesi’nde yogunlasmistir (Asma, 2011).

Tirkiye’nin 2017-2018 donemi yillik meyve tiretim rekoltesi sert ve yumusak ¢ekirdekli
meyveler olarak yumusak c¢ekirdekli meyve iiretimi 4 321 890 ton, sert ¢ekirdekli meyve
iiretimi ise 2 660 066 ton olarak gergeklesmistir (Anonim, 2019).

Cizelge 1.1. 2018 yilinda Diinya’daki sert ¢ekirdekli meyve agaclari toplam iiretim alani ve
miktarlar1 (Anonim, 2018a)

Ulke Alan (ha) Uretim miktar (ton)
Tiirkiye 84.087 639.564
ABD 34.398 312.430
Ozbekistan 12.161 172.035
Sili 30.170 155.935
Iran 17.024 137.268
Italya 29.156 114.798
Ispanya 27.368 106.584




Tiirkiye, toprak, iklim ve bitki gen kaynaklar1 bakimindan ¢ok zengin bir iilkedir.
Anadolu’nun uygun ekolojik kosullarinda ¢ok sayida meyve ve sebzenin yetistirilerek ihrag
edilmektedir. Ulkemiz gerek iiretim miktari, gerekse meyve tiir ve cesit sayis1 bakimindan

diinyanin 6nemli meyve iireticisi iilkeleri arasinda yer almaktadir.

Cizelge 1.2. 2018 yili Tiirkiye’deki sert ¢ekirdekli meyve tiretim alan1 ve miktarlar1 (Anonim,
2018b)

Sehir Alan (ha) Uretim miktar (ton)
Izmir 119.865 57.892
Manisa 96.533 47.348
Konya 70.987 68.204
Bursa 60.109 52.235
Isparta 53.319 36.275
Afyonkarahisar 43.493 41.043
Denizli 35.439 24.868
Nigde 26.190 27.012
Amasya 25.751 36.444
Canakkale 16.952 20.906
Diger iller 292.228 227.337
Toplam 840.866 639.564

Kiiltiir bitkilerinin ¢ogunda oldugu gibi sert ¢ekirdekli meyve agaglarinda da viriis
hastaliklarindan dolay1 zararlar meydana geldigi ve iriin kaybi olustugu bildirilmektedir.
Bugiine kadar sert ¢ekirdekli meyve agaclarii etkileyen 150°den fazla viriis, viroid, fitoplazma;
g0z ve kalem agis1 ile taginabilen viriis ve viriis benzeri hastalik etmeni rapor edilmistir (Dunez,
1990). Sert ¢ekirdekli meyvelerdeki ekonomik 6neme sahip dnemli viriis hastaliklarindan, PPV
ilk kez Bulgaristan’da 1900’lii yillarin baslarinda saptanmis ve hizla yayilarak tiim sert
cekirdekli meyveleri tehdit etmeye baglamistir. Karantina listelerinde biiylik bir 6neme sahip
olan sarka hastaligi hakkinda diinyada ¢ok sayida galisma yapilmistir. (OEPP/EPPO, 1983).

Potyviridae familyasi, Potyvirus cinsinin bir mensubu olan Plum pox virus (PPV), 750x15 nm
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boyutlarinda esnek ipliksi formda virionlara sahiptir. Tek pargali, pozitif (+) duyarl yaklasik
9800 niikleotid iceren RNA genomu, VPg genomla iligkili 5' niikkleotid kismina kovalent bagl:
bir viral protein ve 3’ ucunda poly (A) kuyrugu icermektedir. PPV genomu iizerinde farkli
fonksiyon ve islem yetenegine sahip proteinleri sifreleyen alt bolgeler bulunmaktadir. Genom
bisistronik olup biiyiik bir a¢ik okuma bolgesinden (ORF) olusur ve yaklasik 355 kDa
agirliginda bir tek poliproteini kodlamaktadir. Bu proteinler P1, HCPro, P3, 6K1, CI, 6K2, Nla-
VPg, NlaPro, NIb ve CP’dir (Garcia vd., 1994; Lain, Riechmann ve Garcia, 1989; Maiss Timpe
vd.,1989). PPV; meyve agaglarinda, yaprak ve meyvelerde gozlenen ¢arpict belirtilere neden
oldugu gibi ayn1 zamanda agaglar1 zayif diistirerek mriinii de kisaltmaktadir. Simptomlar gesit,
yas ve sicakhga gore ¢ok degiskenlik gostermektedir. Farkli PPV 1rk ve izolatlari, hastalik
siddeti ve belirti olusumunda degisiklikler gostermektedir. PPV, deneysel olarak birgok tiir ve
cesitten yabani bitkiye mekanik olarak tasinmasina ragmen bahge igerisindeki yayilimi veya
taginmasi 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 davranisla tasinmaktadir. Bununla birlikte, duyarli Prunus
tiirlerine as1 yoluyla tasindigr gibi mekanik yolla tagmmmanin gergeklestirildigi ¢ok genis bir
konukgu cevresi bulunmaktadir. Sarka hastaliginin belirtileri, duyarli konukgu bitkiye, cevre
sartlarma ve Ozellikle iklim kosullarma ve agacin yasma bagli olarak degisebilmektedir
(Gildow vd., 2004; Manachini, Casati, Aliverti ve Cinanni, 2004). Serolojik reaksiyonlari,
molekiiler ve biyolojik 6zelliklerine gore wrklara ayrilmaktadir. Buna gére PPV niin Diinya’da
(D) Dideron (Kerlan ve Dunez, 1979), (M) Marcus (Kerlan ve Dunez, 1979), EI Amar (Wetzel
vd., 1991), (C) Cherry (Nemchinov ve Hadidi, 1998), (Rec) Recombinant (Glasa vd., 2004),
(W) Winona (James ve Varga, 2005) ve (T) Turkey (Serce vd., 2009) olarak saptanmis ve
tanillanmis 7 ayr1 ki bulunmaktadir. Son zamanlarda Cherry Russian (Glasa vd., 2012) ve
Ancestor Marcus (Palmisano vd., 2012) olmak tizere iki ayr1 ki daha tanilanmistir. Sarka
hastaliginin Tiirkiye’deki varligi ise ilk kez Sahtiyanci (1969) tarafindan Edirne ilinde
yetistirilen eriklerde saptanmustir. Bu hastalik yayildiktan sonra kontrolii olduk¢a zor bir
hastaliktir. Hastaligin kontrolii ve 6nlenmesi i¢in bahge siirveylerinin yapilmasi, sertifikali
tiretim materyali, yaprak bitleri ile miicadele, bahce ve fidanliklarda enfekteli agaglarin imha
edilmesine yonelik miicadele yontemlerini icermektedir. PPV kontrolii i¢in en iyi metot, sik1
karantina 6nlemleri yaninda sert ¢ekirdekli meyve tiirleri bakimindan izoleli bolgelerde yeni

kurulmakta olan fidanlik ve tesislere viriisiin giriginin dnlenmesi seklindedir.



Sert ¢ekirdekli meyve agaclarmin bir diger 6nemli viral hastalik etmeni Prunus necrotic
ringspot virus (PNRSV), meyve agaclarinda zarara neden olan ekonomik agidan 6nemli bir
virlis hastali§1 olup, meyve yetistiriciliginin yapildig1 tiim alanlarda goriilmektedir. Prunus’un
kiiltiirii yapilan tiim tiir ve ¢esitlerinin hastalik etmeninin en az bir veya daha fazla irkina duyarl
olduklar1 bilinmektedir (Neyland, Gilmer ve Moore, 1976). PNRSV’nin, Bromoviridae
familyasina bagl Ilarvirus cinsine mensup bir tiir oldugu, izometrik partikiillerinin yaklagik
olarak 23-27 nm arasinda degisen ¢apta Ve tek sarmal ssSRNA molekiilii igeren bir viriis oldugu
bildirmistir (Ong, 1987). Tim genom boyutu 8.056 Kb olup, {i¢ segmentten olusmaktadir.
Uzunluklari; RNA1 i¢in 3.662 Kb, RNA2 i¢gin 2.507 Kb ve RNA3 i¢gin ise 1.887 Kb’dir. Viriis
as1 ve dolayisiyla as1 gozii ile tasmir, mekanik olarak tasinmaz ancak tohum ve polenle
tagimabilmektedir. Bilinen bir vektorii yoktur. Tiirkiye’de Nekrotik halkali leke viriis hastaligi
(Prunus necrotic ringspot virus: PNRSV) ilk olarak 1974 yilinda Afyon ilindeki visne ve
kirazlarda tespit edilmistir (Kurgman, 1974). Yiirektiirk (1984) Marmara bdlgesinde Bilecik,
Bursa, izmit, Sakarya, Istanbul ve Tekirdag illerinde 1976-1982 yillar1 arasinda yiiriittiigii
calismalar sonunda az sayida seftali, erik ve kayisilarda PPV tespit etmistir. Kiraz da dahil
olmak tizere sert ¢ekirdekli meyvelerde sistemik hastaliklara neden olan PNRSV’ nin tohum ve
polen ile yayildigi, bu yayilma seklinin ad1 gegen viriisiin meyve bahgelerinde ¢ok hizli bir
sekilde yayilmasma neden oldugunu ileri siirmiislerdir (George ve Davidson, 1963). Viriisiin
genel belirtileri; yapraklarda klorozlar, nekroz, yaprak deformasyonu ve gelisme geriligi olarak
siralanmustir. Klorozlarin halka, ¢izgi, bant, leke ya da mozaik goriiniimiinde olabilecekleri
rapor edilmistir. Ayrica yapraklar, gozler ve dallar lizerinde nekrotik alanlar olusabilecegini

bildirilmistir (Neyland vd., 1976).

Bu tez ¢alismasinda Tekirdag ilinde sert ¢cekirdekli meyve agaglarinda verim ve kalite
kayiplarma neden olan Plum pox virus (PPV) ve Prunus necrotic ringspot virus
(PNRSV)’lerinin sebep olduklar1 viriis hastaliklarinm bulunusu ve yayginlik durumlart DAS-
ELISA ve RT-PCR test yontemi ile arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Sert ¢ekirdekli meyve agaclarmin 6nemli bir hastaligi olan Plum pox virus (PPV)’iin
neden oldugu Sarka hastaligi ilk kez 1910 yilinda Makedonya’da erik aga¢larinda daha sonra
1915 yilinda Bulgaristan’da yine erik agaglarinda gozlenmistir. Ancak Sarka hastalik etmeninin
bir viriis tiirii oldugu ise 1932 yilinda Atanasoff tarafindan rapor edilmistir. PPV daha sonra
kayis1 (1933), seftali (1961) ve visnede (1980) saptanmistir. 1932 ve 1960 yillar1 arasinda
Bulgaristan’dan Yugoslavya, Macaristan, Romanya, Cezayir, Cekoslavakya, Almanya ve
Rusya’ya yayildigi tespit edilmistir. Hastaligin Bat1 Avrupa’da goriilmesinden sonra Almanya,
Avusturya ve Hollanda’da saptanmis ve hizla Isvicre, Yunanistan, Ingiltere, Tiirkiye, Fransa,
Italya, Belgika, Ispanya, Portekiz, Misir, Suriye’ye yayilmis ve sonunda Kibris’da da tespit
edilmistir. 1990 yilindan sonra Sili, Amerika, Urdiin, Hindistan ve Kanada’da rapor edilmistir
(Gildow vd., 2004; Glasa vd., 2012).

PPV Sarka hastaligimin Tiirkiye’deki varhigi ise ilk kez Sahtiyanci (1969) tarafindan
Edirne ilinde yetistirilen eriklerde saptanmistir. Ardindan Kurgman (1973) Ankara ilinde
yetistirilen erik agaglarindan P. persica GF-305 iizerine kabuk asilama ile PPV nin varhigmi
rapor etmistir. Yiirektiirk (1984) ise Marmara Bolgesinde 1976-1982 yillar1 arasinda
gerceklestirdigi ¢alismada seftali, erik ve kayisi agacinda PPV enfeksiyonunun varligini rapor

etmistir.

Dallot, Gottwald, Labonne ve Quiot (2003), PPV’nin 4 grubunu tanilamislardir.
Bunlardan PPV-Dideron (PPV-D) ve PPV-Marcus (PPV-M) hem Avrupa’da en yaygin olan
hem de epidemiyolojik Ozellikleri bakimmdan belirgin farkliliklar gosteren 2 temel grubu
olusturmaktadir. Bu iki grup Prunus spp. tiirlerindeki hastalik siddeti ve 6zellikle yaprak biti
beslenmesi sonucu seftali bitkisini enfekte etme yeteneklerine gore farkliliklar tasidigi

bildirilmistir.

PPV’nin varligi Amerika Birlesik Devletleri’nin Pennsylvania eyaletinde 1999 yilinda,
2000 yilinda ise Kanada-Ontario’da tespit edilmistir. 10 yillik bir siirvey ve eradikasyon
programinin uygulanmasi ile 2009 yilinda Pennsylvania'da PPV enfeksiyonunun sona erdigi
ancak Ontario’da ise 2000 yilindan 2008 yilina kadar enfeksiyonunun biiyiik 6l¢iide azaldig:
bildirilmistir. Bu ¢alismanm amaci PPV siirvey ve eradikasyon programlar1 sayesinde sert
cekirdekli meyve agaclarinda PPV saptama yontemlerini ne 6lgiide etkiledigi karsilastirilmistir.

Bu amagla her iki programin 6rnekleme zamani ve viriisii saptama verimliligini degerlendirmek



amaciyla simiilasyon modelini gelistirmislerdir. Pennsylvania oOrnekleme ve tespit
protokollerinin Ontario programima gore % 40.5'e kiyasla % 71.8'lik verimlilige sahip oldugu
belirlenmistir. Pennsylvania ve Ontario PPV eradikasyon programlarmdaki bazi 6zelliklerin
PPV ’nin teshis verimliligini etkiledigini bildirmislerdir. Bu ¢alismanin bir sonucu olarak PPV
ile enfekteli agaclarin saptanmasinda her iki eradikasyon programinin etkinligi agisindan
onemli ve karsilastirmali sonuglar elde edildigi rapor edilmistir (Gougherty, Pazdernik, Kaiser
ve Nutter, 2015).

James ve Thomson (2005) PPV’nin bulunusunu, bazi siis bitkileri ve yabani prunus
tiirlerinden olusan dogal ve deneysel ortamlardaki konukgu tiirlerinde aragtirmiglardir. Dogal
ve deneysel konukgularinda asi, as1 gozii yoluyla ve yaprak biti vektorlerinin neden oldugu
enfeksiyonlari dnemli oldugunu ancak arazi kosullarinda kok kaynasmasi yoluyla yayilmanin
cok net anlasilamadigi sonucuna varmiglardir. PPV’nin inokulum kaynagi ve potansiyel
rezervuar kaynagi olarak arazide veya fidanliklarda konukgu tiirlerine yayilmasinda, yaprak biti
vektorlerinin kontrol altina alinmasi gerektigini bildirmislerdir. Sertifikasyon ve siirvey

programlari ile PPV ile enfekteli agaglarin eradike edilmesi gerektigini de vurgulamislardir.

Slovenya'da kayisi, seftali, erik ve damson erik agaglarinda PPV’nin varligi DAS-
ELISA, RT-PCR ve Real-time PCR yontemleri ile arastirilmistir. PPV’nin mayis ayinda
yapraklarm enfekteli kisimlarindan alinan 6rneklerle ve Agustos aymin baslangicina kadar ii¢
teshis metodu ile tespit edilebildigini ancak arazi ¢alismalar1 esnasinda kullanilan DAS-ELISA
ve AgriStrip testleri ile teshisin bu donemde gerceklesmedigi saptanmistir. Ozellikle Agustos
ayinda alinan tomurcuklarda PPV’nin varlig1 tespit edilmemistir. Ancak arazi ¢alismalar1
esnasinda simptomatik 6rneklerde tespit edildigi ancak simptom gostermeyen 6rneklerde DAS-
ELISA testi ve kismen de molekiiler teknikler kullanilarak yapilan testlerin negatif sonug
verdigi bildirilmistir. Arazi ¢alismasi esnasinda kullanilan testlerin ve simptom gosteren
orneklerde PPV’nin varliginin dogrulanmasi gerektigi ve simptom gostermeyen 6rneklerde ise
DAS-ELISA ve diger molekiiler testlerin viriisiin teshisinde kullanilmasinin yararli olacag:

bildirilmistir (Virséek Marn, Mavri¢ Plesko, Altenbach ve Bitterlin, 2014).

2005 ve 2008 yillarinda Cek Cumbhuriyeti'nin farkli bolgelerinde iiretimi yapilan erik,
myrobalan ve karagali agaglarindan alinan 52 adet ¢icek ve 90 adet yaprak 6rneklerinde PPV-
D, PPV-M ve PPV-Rec wklarmin dagilimi DAS-ELISA test yontemi ile aragtirilmigtir.
Monoklonal antiserumlar kullanilarak yapilan DASI-ELISA testi ile PPV-M k1 kanitlanmustir.

Ayrica karakteristik viriis simptomlar1 gosteren agaglardan alinan yaprak drneklerinde RT-PCR
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test yontemi kullanilarak PPV-D, PPV-M ve PPV-Rec klar1 saptanmigtir. % 94.6- % 100
enfeksiyon orani ile PPV-D, % 2.3 PPV-M wki, % 3.1 oraninda ise PPV-Rec ki tespit
edilmistir. Test edilen drneklerde % 95 oraninda PPV-D enfeksiyonu saptanirken, PPV-M ve
PPV-Rec wrklarinda % 2.5 oraninda bulasiklik tespit edilmistir. PPV-C'nin varlig1 tatli kiraz ve
visne agaglarinda saptanmamistir. Ayrica kayisi agaglarinda ise PPV-EA'nin bulunmadigi

bildirilmistir (Polak ve Kominek, 2009).

Iki hiperspektral uzaktan algilama teknigi, spektral yansitma ve klorofil floresan teknigi
kullanilarak erik agaclarinda yapraklarda gozle goriiliir simptomlar olmadan erken asamada
biyotik stresin etkisi Sarka hastaliginin tanimlanmasi igin kullanilmistir. Arastirma,
Bulgaristan'da yaygin olarak kullanilan bitki cesitlerinden ‘Angelina’, ‘Black Diamond’ ve
‘Mirabelle’ ¢esitlerinde hiperspektral yansima ve floresans verileri, goriiniir ve yakin kizilotesi
spektral araliklarda (400-1000 nm) tasmabilir, ¢ok kanalli fiber optik spektrometre ile
toplanmustir. Saglhkli kontrol ve enfekteli erik yapraklarmin spektral verileri arasindaki
farklarim 6nemini degerlendirmek igin istatistiksel ve tanimlayici analizler uygulanmistir.
Karsilastirmali analizler, bitki virolojisinde genis ¢apta uygulanan serolojik testlerden DAS-
ELISA ile yapilmistir. iki uzaktan algilama teknigi ve serolojik test sonuglar1 arasinda bulunan
iligki  gOriiniir simptomlar ortaya c¢ikmadan Once vejetasyonun saghk durumu
degerlendirmelerini kolaylikla ve zarar vermeden gerceklestirmek icin hiperspektral yansitma
ve floresan tekniklerinin uygulanabilirligini gsterdigi kanitlanmistir (Krezhova, Stoev, Petrov
ve Maneva, 2015).

Mainardi, Gilli ve Triolo (1992) tarafindan yapilan c¢alismada, mikro ¢ogaltim
yontemlerinden siirgiin ucu kiiltiirii ile elde edilen Mr.S.2/5 erik anaglarinda PNRSV ve PPV’yi
saptamak amaciyla DAS-ELISA test yontemi kullanilmistir. Mikro ¢ogaltim yontemi ile elde
edilen siirglin ug¢larinda yiiksek enfeksiyon orani goriildiigii ve her iki virlisiin varligini
saptamada bu yontemin serada yetistirilen bitkilerden daha giivenilir oldugu ileri siiriilmiistiir.
In vitro’da ¢ogaltimdan elde edilen tiim bitkilerin yiiksek enfeksiyon oranina sahip oldugu ve
erik anaglarindaki siirgin ucu in vitro alt kiltirlerinde PNRSV ve PPV’nin eradike
edilemeyecegi tespit edilmistir. indeksleme igin in vitro ¢ogaltim materyallerinin kullaniminin

meyve agaclarmin sertifikasyon programlarinda bazi avantajlar verebilecegi bildirilmistir.

Epidemiyolojik olarak 6nemli bes farkli PPV izolatinin viriis bulasiciligi {izerine
sicakligm, simptomlarm yogunlugu ve Nicotiana benthamiana’daki viriis yogunlugunun

arastirildigr bir bagka calismada ise 17 °C’de bes farkli izolatta hastalik simptomlarinin
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yogunlugu ve infektivitesinde farkliligin goriilmedigi belirlenmistir. Ancak yliksek
sicakliklarda bitkide ¢ogalma ve bulasma kapasitelerinde farkliliklar gézlenmistir. 30 °C’de
virlis antijen miktarinin 6nemli dlgiide azaldig1 ve sadece birkag bitkinin enfeksiyona maruz
kaldig: tespit edilmistir. PPV rekombinat BOR-3 izolatinin test edilen diger PPV izolatlariyla
karsilastirildiginda yiiksek sicakliklara daha ¢ok tolerans gdsterdigi tespit edilmistir. Boylece
yiiksek sicakliklara adaptasyonun PPV’nin epidemiyolojisinde etkili olabilecegi ileri
stirtilmistiir (Glasa, Labonne ve Quiot, 2003).

Németh, Nyerges, Hangyal ve Kosa (2010), Macaristan’da iki botanik bahgesinde ve bir
aga¢ parkinda binlerce odunsu bitki arasindan virlis simptomlar1 gosteren bitkilerin tiir ve
cesitlerini segerek 11 farkli viriisiin varligin1 ELISA testi ile arastirmistir. 28 bitki tiir ve ¢esidin
PPV, PDV, PNRSV, CLRV ve ASPV ile enfekteli olduklarmni1 saptanmislardir. PPV nin
varligint Prunus cerasifera Pendula, P. cerasifera ‘Pissardii’, P. landulosa, P. glandulosa
‘Alba Plena’, P. glandulosa ’Sinensis’, P. japonica, P. sogdiana, P. tomentosa (Tibet'ten) ve
P. x blireana’ da 9 farkl tiir ve ¢esitte belirlemislerdir. Ayrica 17 tiir ve ¢esidin ise PDV ile

enfekteli olduklarini tespit etmislerdir.

Elibiiyiik (2003), 1995-2002 yillarinda Ankara ilindeki erik, kayis1 ve seftali agaglarmin
bulundugu 10 ev bahgesinde yaptig1 gozlemlerde PPV hastaliginin yiiksek oranda yaygin
oldugunu tespit etmistir. DAS-ELISA ve IC-RT-PCR yontemleri kullanilarak yapilan bu
¢alisma sonucunda PPV ’nin varligi hastalik kaynaginda % 85.7-100 iken, 500 m uzaginda %
25-29.4 oranina distiigi belirlenmistir. PPV-M 1rkinin saptandigi bu calismada vektor
Hyalopterus pruni’ nin PPV’nin Ankara’daki tek vektorii oldugu ilk kayit olarak bildirilmistir.

[Ibag1, Citir ve Bostan (2008), 54 adet simptom gdsteren Prunus spinosa L. ¢akal erigi
yaprak orneklerinde Plum pox virus (PPV), Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) ve Apple
mosaic virus (ApMV)’lerini DAS-ELISA ve RT-PCR test yontemi ile arastirmislardir. DAS-
ELISA test sonuglarina gére, 54 6rnegin 13'tinde % 24.1 oraninda PPV, 8'inde % 11.1 oraninda
ACLSV, 12'sinde ise % 22.2 oraninda ApMV’nii tespit etmiglerdir. PPV ile enfekteli yaprak
orneklerinden izole edilen Prunus spinosa L. izolatin1 RT-PCR testine tabi tutmuslar ve PPV-
M rrkinin spesifik primerleri ile ¢ogaltilan 198 bp’lik fragmentler elde etmigslerdir. DAS-ELISA
ve RT-PCR testinin sonucuna gore Tekirdag ilindeki Prunus spinosa L.’da PPV-M irkinin yani
sira ACLSV ve ApMV'nin varligimi saptadiklarini bildirmislerdir. Yabani bir ¢ali tiirii olan
Prunus spinosa L.’nin PPV, ACLSV ve ApMV’lerinin inokulum kaynagi olmasi agisindan
Trakya Bolgesinde yeni kurulan meyve bahgeleri ig¢in ciddi bir tehdit olusturdugunu

9



bildirmislerdir. Elde edilen bu sonuglarin Tiirkiye'de Prunus spinosa L.'da saptanan PPV,

ACLSV ve ApMV'nin bulunusunun ilk kaydi oldugunu rapor etmislerdir.

Elibiiyiik (2006), PPV'nin yabani ve siis bitkilerini enfekte etme kabiliyetini incelemek
tizere yagtig1 bir ¢alismada 5 ayr1 yabani ve dogal sert ¢ekirdekli siis bitkisi tiirleri ile 24 farkli
yabanci ot tiiriinii potansiyel rezervuar kaynagi olarak arastirmistir. PPV nin yabanci otlarda
tespit edilmedigini ancak bir adet mor kiraz eriginde (Prunus cerasifera Pissardii) saptandigini
bildirmistir. Boylece PPV-M rkin1 DASI-ELISA testi ile tanilamis ve IC-RT-PCR testi ile de
dogrulamistir. Ayrica Hyalopterus pruni: erik unlu yaprak biti tiiriiniin PPV nin P. cerasifera
Pissardi’daki vektorii olarak saptamistir. Bu ¢alisma, Tiirkiye'de sert ¢ekirdekli meyvelerden
slis bitkisi agact olan P. cerasifera’nin PPV nin rezervuari oldugunun ilk kaydi olarak rapor

edilmistir.

Giircan ve Ceylan (2016), PPV wrklarini tanilamak ve genetik degiskenligini saptamak
iizere yaptiklari calismada enfekteli bolgelerden, uzak mesafe ve farkl lokasyonlardan aldiklari
612 ornekte PPV’yi serolojik ve molekiiler yontemlerle arastirmuslardir. 314 adet pozitif
reaksiyon veren ornekte virlis tlirlerinin farkl irklar1 arasinda korunmus bir bdlge olan ve
Potyvirus tiirleri arasinda degiskenlik gosteren PPV’nin P3-6K1 gen bdlgesini i¢eren 664
niikleotid uzunlugundaki kismini sekanslamislardir. Bursa ilindeki bir izolatta saptanan PPV-
Rec rkinin disinda, PPV-D ve PPV-T wrklarmin sinirl bahgelerde bulundugunu ancak PPV-M
irkinimn ise birgok fidanlikta bulundugunu tespit etmislerdir. Ayrica PPV-T wkinm Tiirkiye’de

dominant bir rk oldugunu da bildirmislerdir.

Buzkan vd. (2005), Siitcii Imam Universitesi sert ¢ekirdekli meyveler adaptasyon
parselinde gergeklestirdikleri siirvey ¢alismalar1 sonucunda 183 adet kayis1 6rneginde PNRSV,
PPV, PDV, ApMV, ACLSV viriislerini arastirmiglar ve PPV bulasiklik oraninmn % 2.73
oraninda bulundugunu bildirmislerdir. % 13.41 oraninda PNRSV, % 1.63 oraninda ise PDV ve
ApMV ile bulasiklik orani tespit etmislerdir.

Trakya Bolgesi’nin 10 ilgesinden toplanan 158 badem agacindan ¢igek drnegi ve 260
adet yaprak 6rneklerine uygulanan DAS-ELISA, TAS-ELISA ve RT-PCR testlerinde Plum pox
virus (PPV), Prunus necrotic ring spot virus (PNRSV) ve Prune dwarf virus (PDV) viriisleri
arastirilmistir. Bolgedeki badem agacglarinda bireysel olarak % 31.15 oraninda PNRSV, % 4.23
oraninda PDV, % 1.92 oraninda ise PPV saptanmistir. Agaclarin % 1.54’{inlin PNRSV+PDV
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ve PNRSV+PPV viriisleri ile karigik enfeksiyona sahip oldugu, toplam bulasiklik oraninin ise
% 38.85 oldugu bildirilmistir (Karabacak ve Ilbagi, 2011).

[Ibag1 ve Citir (2014) tarafindan yapilan bir calismada ise Trakya Bolgesindeki badem
agaclarindan toplanan 260 yaprak 6rneginde PPV, DAS-ELISA ve RT-PCR test yontemiyle
arastirilmigtir. 5 badem agacinda PPV, 81 agagta PNRSV ve 11 agagta PDV wviriisleri
saptanmustir. PPV ile enfekteli 5 badem agacindan alinan badem izolatlarinm kismi niikleotid
dizileri, Gen bankasina kayitli 17 farkli badem izolati ile filogenetik olarak siniflandirilmustir.
Trakya Bolgesi badem izolatlarinin, Diinyadaki diger badem izolatlar1 ile %75.72 - %96.87
oraninda niikleotid benzerligi saptanirken, Tiirk izolatlar1 arasindaki niikleotid benzerliginin %
95.82- 96.61 oldugu belirlenmistir. 5 Tirk badem izolatlarmin niikleotid ve aminoasit
sekanslarinin filogenetik smiflandirmasinda PPV-T izolat1 ile ayn1 grup icerisinde yer aldig1 ve
boylece Tiirk badem izolatlarinin Tiirkiye’de onceki ¢aligmalarla saptanan kayisi izolatlar1 gibi

PPV-T rrkina ait oldugunu saptamislardir.

Bursa ilinde sert ¢ekirdekli meyve bahgelerinde Sarka hastaligmin yaygmlik durumunu
belirlemek amaciyla yapilan bir bagka caligmada ise 166 adet erik, seftali, nektarin, vishe ve
badem agacglarinda PPV’ nin varhigi DAS-ELISA testi ile arastirilmis ve PPV’nin yayginlik
orant % 24.1 olarak bulunmustur. En yiiksek PPV enfeksiyonu % 57.1 enfeksiyon oraniyla
Inegdl'de bulunmus ve bunu sirasiyla % 50.0, % 27.3, % 25.0, % 10.0 ve % 7.1 enfeksiyon
orani ile Orhangazi, Giirsu, Yenisehir, Osmangazi ve Mudanya ilgeleri izlemistir. En yiiksek
PPV enfeksiyonu erikte (% 41.7) ve sonrasinda nektarin (% 40) ve seftali (% 16.5) 'de tespit
edilmistir. Kiraz ve badem agaglarinda ise PPV saptanmadig: bildirilmistir (Saydam, Arslan,
Ersoy ve Elibiiyiik, 2018).

PPV hastalig1 ile miicadelede, enfekteli alanlarin ve bu alanlardaki PPV izolatlarinin
saptanmas1 amactyla Arnavutluk, Kibris, Misir, Yunanistan, italya ve Tiirkiye'de siirvey
calismalar1 gergeklestirilmistir. DAS-ELISA testi ve 5B (genel), 4DG5 (PPV-D’ye spesifik),
AL (PPV-M’e spesifik), TUV ve AC (PPV-C’ye spesifik), ve EA24 (PPV-El Amar’a spesifik)
monoklonal antibadiler kullanilarak 170 PPV izolatinin irklari arastirilmistir. PPV-M 1rki
Arnavutluk, Kibris, Yunanistan, Italya ve Tiirkiye’de, PPV-D Arnavutluk ve italya’da, her iki
rkin karigik enfeksiyonlari Arnavutluk’taki birka¢ meyve fidanliginda tespit edilmistir.
Misir’daki iki ayr1 lokasyondan alman 7 kayisi izolatinda PPV-El Amar saptanmigtir. Bilinen
dort PPV serotipine (M, D, C ve El-Amar) 6zgii evrensel MADb5B ve MADb'lerin bir
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kombinasyonu ile DAS-ELISA testinin, PPV'nin basit, hassas ve rutin tespiti ve irklarinin ayirt
edilmesi igin etkili oldugu bildirilmistir (Myrta vd., 1998).

Salem, Mansour, Almusa ve Al-Nsour (2003) tarafindan yapilan ¢aligmada badem,
seftali ve erik ¢esitlerinde PNRSV’nin dogal enfeksiyonuna maruz kalan bitkinin farkli
kisimlarindan ¢igeklerde, aktif biiyliyen tomurcuklarda ve gen¢ yapraklarda virlis
enfeksiyonunun belirlenmesi i¢in en uygun zaman oldugunu ancak yaz aylarinmn uygun
olmadigmi bildirmislerdir. Virlis konsantrasyonundaki mevsimsel dalgalanmalarm tiim
cesitlerde ayni oranda olmadigi, bu nedenle, tiim ¢esitlerde tek bir 6rnekleme zamanmin

enfekteli ve saglikli aga¢ ayrimimi yapmak icin yeterli olamayacagi bildirilmistir.

Urdiin'de yetistirilen ve viriis benzeri simptomlar gosteren sert c¢ekirdekli meyve
agaclarindan elde edilen izolatlarda ise PNRSV izole edilmistir. PNRSV-J’nin smirli sayida
deneysel konukguya sahip oldugunu, seyreltme infektivitesinin 10 ve termal inaktivasyon
noktasinin 57 °C oldugunu belirlemislerdir. PNRSV-J inokulasyondan 6-8 giin sonra hasat
edilen salatalik yapraklarindan izole edilmistir. Saflagtirma yonteminde antikor iiretimi i¢in
yeterli viriis miktar1 saglanmig ve tavsanin immiinize edilmesi yoluyla iiretilen antiserumun
PNRSV'ye yiiksek 6zgiilliik gostererek 1024 titreye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica IC-RT-
PCR metodunun otsu ve odunsu bitki dokularinda PNRSV'nin saptanmasinda etkili oldugu
belirlenmistir. PNRSV’ye ait RT-PCR iiriinlerinin niikleotid dizisi elde edilerek, filogenetik
analizi yapilmis ve PNRSV'nin Grup I (PV32) izolatlarmmm bir iiyesi oldugu saptanmistir
(Salem vd., 2004).

Verma, Ram ve Zaidi (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise Begonia bitkilerinin
yaprak saplar1 in vivo teknikler ile 0.2 mg/I NAA ve 0.2 mg/l BAP (pH 5.8)’a maruz birakilarak
MS ortaminda gelistirilmistir. Koklendirme ortaminda filizler ayr1 ayr1 veya kombinasyon
halinde kemoterapiye (virazol, 2-tiyourasil veya 6-azaurasil) ve termoterapiye (16 saat 151k
stiresi i¢in 38 °C ve 8 saat karanlik siiresi i¢in 22 °C) tabi tutulmustur. Kemoterapi ve
termoterapi ile muamele edilmis bitkiler PNRSV nin varlig1 agisindan DAS-ELISA ve RT-
PCR testine tabi tutulmustur. RT-PCR testinde 785 bp’lik bir fragment elde edilmistir. 20
mg/I'lik bir konsantrasyonda virazoliin (ELISA ve RT-PCR ile indekslenen PNRSV icermeyen
bitkilerin sirasiyla % 30 ve % 20'si) diger kimyasallara kiyasla daha etkili oldugu bulunmustur.
25 giin siiren termoterapi sonucunda PNRSV ile enfekteli olmayan bitkiler elde edilmistir. Her
ikisinin kombinasyonu sonucunda ¢ok sayida PNRSV’den ari bitkiler elde edildigi
bildirilmistir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda her {i¢ kimyasalin da toksik oldugu
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bulunmustur. Ancak 25 giinden fazla siiren termoterapinin bitkinin yapraklarinda kizarikliga ve

stirglinlerin 6liimiine neden oldugu bildirilmistir.

Yegiil ve Baloglu (2019), 2014 yili vegetasyon doneminde, dogal olarak enfekteli
oldugu belirlenmis badem agaglarinda PNRSV, PDV ve Cherry leaf roll virus (CLRV) viriisleri
icin en uygun ornek alma dénemini belirlemek iizere iki haftada bir 2 ayr1 badem ve ceviz
agacindan alinan yaprak orneklerini DAS-ELISA testine tabi tutmuslardir. Her ii¢ viriisiin
konsantrasyonu ilkbaharda en yiiksek absorbans degerine (PNRSV i¢in 1,891, PDV igin 0,507
ve CLRV i¢in 2,22) ulaswrken sicakliklarmn yilikselmesi ile Temmuz ayindan itibaren
konsantrasyonun negatif absorbans degeri verdigi belirlenmistir. Sonbaharda, ekim ayindan
itibaren PNRSV, PDV ve CLRV-1 izolatlarinin tekrar pozitif absorbans degerlerine ulastig
saptanmustir. CLRV-2 izolatinin ise sadece Temmuz ay1 sonuna kadar pozitif sonug verdigi ve
sonraki aylarda vegetasyon sonuna kadar negatif degerlere ulastigi bildirilmistir. Arastirmadan
elde edilen sonuglara gore ceviz ve badem izolatlarinda; PNRSV, PDV ve CLRV igin en uygun

ornekleme zamaninin ilkbahar aylar1 oldugu sonucuna varilmistir.

Ulubas ve Ertung (2004), Tiirkiye’de sert ¢ekirdekli meyve liretiminin gergeklestirildigi
farkli bolgelerdeki meyve fidanliklar1 ve bahgelerden toplanan kiraz, visne, seftali, nektarin,
kayis1 ve erik agaclarinda PNRSV’nin varligii DAS-ELISA ve RT-PCR yontemiyle
arastirmistir. RT-PCR testi sonucunda 51 ornekte PNRSV tespit edilirken, DAS-ELISA
testinde ise 31 Ornekte viriisiin varligi saptanmistir. PCR-RFLP analizi ise restriksiyon
endonukleazlar kullanilarak gerceklestirilmis ve filogenetik siniflandirilmasi yapilmistir.
Sadece Bursa 21 izolatmin PV-32 grubunun bir iiyesi oldugu belirlenmistir. PCR-RFLP
sonuglarma dayali olarak gruplandirmada farkli cografik lokasyonlarin ortaya c¢ikmadigi

bildirilmistir.

Himachal Pradesh'nin seftali tiretimi yapilan bdlgelerinde (Solan, Shimla ve Sirmour),
2016 y1l1 Nisan-Mayis, Haziran, Temmuz ve Agustos aylarinda seftali (Prunus persica) cv. July
Elberta bitkilerinin yaprak ve meyvelerinde simptom gosteren 6rneklerde PNSRV nin varligi
arastirilmistir. Makroskobik simptomlara dayali olarak yaygmlik yilizdesinin 1-18 arasinda
degistigi tespit edilmistir. Latent bir virlis olan PNRSV’nin sadece simptomlara dayali olarak
degerlendirilemeyecegini, bu nedenle de DAS-ELISA testinin viriisiin varhgmi dogrulamak

i¢in hizli ve giivenilir bir yontem oldugunu ileri siirmiislerdir (Kapoor ve Handa, 2017).
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Himachal Pradesh'deki Solan, Sirmour, Shimla ve Kullu bdlgelerindeki ticari seftali
yetistiriciligi yapilan 40 seftali bahgesinde yapilan bir baska calismada ise PNRSV’nin
insidans1 arastirilmistir. Klorotik lekeler, nekrotik halkalar, orta damarda bantlasma ve
stirgiinlerde deformasyonlar seklinde simptomlar gosteren agaglardan alinan yaprak drnekleri
DAC, DAS-ELISA ve DIBA test yontemleri ile testlenmistir. Makroskobik gozlemlere dayali
olarak isaretlenmis agaclardan alinan O6rnekler ELISA ve DIBA testlerinin sonuglari ile

dogrulanmustir (Kapoor ve Handa, 2018).

Paduch-Cichal ve Sala-Rejczak (2007) tarafindan 2005-2006 yillarinda yapilan bir
calismada PNRSYV ile enfeksiyonun, tarlada yetistirilen ii¢ farkh giil ¢esidi ‘Ingrid Bergman’
‘Mr Lincoln’ ve ‘Queen Elizabeth’ ¢esitlerinin biiylime, ¢igek iiretimi ve kalitesi lizerindeki
etkisi arastirilmistir. Asilamadan bir ve iki yil sonra, ¢igeklerin taze ve kuru agirliklari, ¢igek
capi, siirglin ¢api, siirgiin uzunlugu, siirgiin sayisi, ¢icek sayisi ve ¢igek yapraklari sayismin
onemli Olciide azaldig1 belirlenmistir. Simptomlarin giil ¢esitlerinin her birinin yapraklar1

tizerinde belirgin sekilde goriildiigiine isaret etmislerdir.

Sucha ve Svobodova (2010), 2006-2008 yillarinda Cek Cumhuriyeti'nin kiraz tiretim
alanlarindaki ticari meyve bahgelerinde ve fidanliklardaki PNRSV ve PDV’lerinin yaygmlik
oranlarmi belirlemek amaciyla slirvey calismalart yapmislardir. 1.198 kiraz ve 240 visne
agacindan toplam 1.438 yaprak 6rneginde, PNRSV’nin % 6.3 enfeksiyon oranina sahip oldugu,
PDV’nin ise % 10.9 oraninda oldugunu bildirmislerdir. % 22.5 orani ile visne agacinin yiiksek
oranda enfeksiyona maruz kaldigini, toplam enfeksiyon oraninin ise % 17.7 oldugunu tespit

etmislerdir.

Kilig, Yardimci ve Giibiir (2017) tarafindan yapilan bu ¢alismada 2012 yilinda Burdur
ilindeki giil yagi (Rosa damascena Mill.) iiretim alanlarinda viriis benzeri simptomlar gésteren
toplam 102 giil yapragi ornegini 8 farkli konumdan toplamiglar ve DAS-ELISA testi ile
kullanarak PNRSV’nin varlig1 agisindan test etmislerdir. 102 yaprak Orneginin 16’smin
PNRSV ile enfekteli oldugunu saptamislardir. DAS-ELISA testinde pozitif reaksiyon veren
ornekleri Cucumis sativus L. cv. F1 Cemre, Chenopodium quinoa Wild. ve Catharanthus
roseus L.G. Don. indiktér bitkilerine iizerine inokule etmisler ve Chenopodium quinoa Wild
bitkisinde klorotik lokal lezyonlar goriilirken, Cucumis sativus L. cv. F1 ve Catharanthus
roseus L.G. Don. bitkilerinde simptom goriilmedigini bildirmiglerdir. PNRSV inokule edilen
Chenopodium quinoa Wild bitkilerinin izolasyonu sonucu elde edilen RNA ile yapilan RT-PCR
testi sonucunda 785 bp biiylikligiindeki fragmentleri elde ettiklerini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Siirvey Calismalari

Tekirdag ili Merkez Siileymanpasa, Sarkoy, Muratli, Malkara ve Corlu ilgelerindeki sert
cekirdekli meyve iretim alanlarindaki ve ev bahgelerindeki kiraz (Prunus avium L.), erik (P.
domestica L.), seftali (P. persica L.) ve kayis1 (P. armenica L.) agaglarindan yaprak 6rnekleri
almak tizere 2018 y1l1 Haziran ve Temmuz aylarinda siirvey ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Bu
kapsamda Tekirdag ili Merkez Siileymanpasa ilgesine bagli Barbaros mahallesi, Nusrath kdyii
ve Naip koyii, Sarkoy ilgesine bagl Cinarli, Giizelkoy ve Kirazli koyleri, Malkara ilgesi Ibribey

koyl, Murath ve Corlu ilgeleri bu ¢calismanin arastirma alanini olusturmustur.
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Sekil 3.1. Tekirdag ili ve ilgelerinde siirvey ¢alismalarinin gergeklestirildigi alanlar
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3.1.2. Hastahkh Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Sekil 3.1.’de gorildigi tizere ¢alisma alanimi kapsayan Tekirdag ili Merkez ilge
Stileymanpasa, Sarkdy, Malkara, Murath ve Corlu ilgelerinde iiretimi yapilan sert ¢ekirdekli
meyve agaclarinda ve ev bahgelerindeki agaglarda karakteristik mozaik, klorotik ve nekrotik
lekeler, sekil bozuklugu, damarlar arasi1 bantlasma ve deformasyon belirtileri gosteren yaprak
ornekleri toplanmis ve fotograflari ¢ekilerek kayit altina alinmistir. Boylece 76 adet kiraz, 35
adet erik, 28 adet seftali, 19 adet kayis1 olmak iizere toplam 158 adet simptomlu yaprak 6rnegi
etiketli polietilen torbalara konularak buz kutusu igerisinde Namik Kemal Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii, Molekiiler Fitopatoloji ve Viroloji Laboratuvarina
getirilmistir. Toplanan yaprak materyalleri serolojik ve molekiiler testler uygulanincaya kadar
—20 °C’de ¢alisan derin dondurucuda muhafaza edilmislerdir. Siirveyler esnasinda toplanilan

yaprak ornekleri serolojik ve molekiiler testlerde materyal olarak kullanilmistir.

3.1.3. DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
Testinde Kullanilan Materyaller

Siirvey ¢alismalarinda kiraz, erik, seftali ve kayis1 agaglarindan alinan 158 adet enfekteli
yaprak ornekleri DAS-ELISA testinde materyal olarak kullanilmistir. Plum pox virus (PPV) ve
Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV)’lerinin poliklonal antiserumlari, pozitif ve negatif
kontroller (AGDIA), porselen havan ve havan eli, ELISA plate’leri, pipetler, ependorf tiipler,

cam malzemeler kullanilmistir.

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

Caligma materyalini olusturan kiraz (Prunus avium L.) agaglarindan alinan yaprak
orneklerinde Plum pox virus (PPV) ile enfekteli oldugundan siiphelenilen ve DAS-ELISA
testinde negatif kontrollerin absorbans degerinin iki katma yakin absorbans degerleri gosteren
enfekteli yaprak 6rnekleri RT-PCR testi igin se¢ilmistir. Boylece secilen 14 adet enfekteli kiraz
yaprak Ornekleri PPV’nin varligin1 saptamak {izere RT-PCR testinde materyal olarak
degerlendirilmislerdir. Total niikleik asit izolasyonu Foissac, Savalle-Dumas, Gentit, Dulucq
ve Canderesse (2001)’nin 6nerdigi yontemde kullanilan kimyasallar Invitrogen (CA, USA)

firmasindan temin edilmistir. cDNA sentezi Fermentas (NY, USA) firmasindan satin alinan
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cDNA sentez kiti ile gergeklestirilmistir. PCR islemi i¢in gerekli olan PCR bilesenleri ise yine

Invitrogen (NY, USA) firmasindan temin edilmistir.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Arazi Gozlemleri ve Enfekteli Bitki Materyalinin Elde Edilmesi

Tekirdag ilinin bes ilgesi Merkez Siileymanpasa, Sarkdy, Muratli, Malkara ve Corlu
ilcelerindeki sert ¢ekirdekli meyve iiretim alanlarinda yapilan arazi ¢alismalarinda simptom
gosteren kiraz, erik, seftali ve kayis1 agaclarindan yaprak 6rnekleri toplanmistir. Ayni zamanda
yol kenarindaki ve ev bahgelerindeki simptom gosteren kiraz, erik, seftali ve kayisi
agaclarindan da yaprak Ornekleri toplamilmistir. Arazi caligmalarinda agaglarda gozlenen
karakteristik sarilik, mozaik, nekrotik ve Klorotik lekeler ve sekil bozukluklari seklinde
tanimlanabilecek hastaliktan dolayr verim ve kalite kayiplar1 gozlenmistir. Siirvey
calismalarinda Tekirdag ili Merkez il¢e Siilleymanpasa’dan 71 adet yaprak Ornegi, Sarkdy
ilgesinden 30, Muratli’dan 25, Corlu’dan 19, Malkara ilgesinden ise 13 adet enfekteli yaprak
ornegi olmak iizere toplam 158 adet simptom gosteren yaprak Ornekleri toplanmistir. Bu
dogrultuda siirvey ¢alismalarinda ¢alisma kapsami igerisinde yer alan bes ilge ve kdylerden

alman enfekteli yaprak 6rneklerinin dagilimi1 Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Tekirdag ili sert ¢ekirdekli meyve iiretim alanlarindan toplanan 6rneklerin alindig1
yer, ¢esit ad1 ve 6rnek adedi

Bitki Orneginin Ahndig yer Bitki Orneginin Alnan Bitki Ornek
Adi Adedi

Iice Ad Mevki ve Koy Adi

Siileymanpasa Nusrath Koy Kiraz 23
Siileymanpasa Nusrath Koy Erik 3
Siileymanpasa Naipkdy Kiraz 15
Siilleymanpasa Naipkoy Erik 5
Siileymanpasa Naipkdy Kayisi 6
Siileymanpasa Naipkdy Seftali 5
Sarkoy Cinarli Kiraz 9
Sarkoy Cinarli Erik 2
Sarkoy Cmarlt Kayisi 3
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Sarkoy Kirazli Kiraz 10
Sarkoy Kirazli Erik 1
Sarkoy Kirazl Seftali 2
Sarkoy Merkez Kayis1 2
Sarkoy Glizelkoy Kiraz 1
Siileymanpasa Barbaros Kiraz 9
Siileymanpasa Barbaros Erik 1
Siilleymanpasa Barbaros Kayisi 2
Siilleymanpasa Barbaros Seftali 2
Malkara Ibribey Kiraz 2
Malkara Ibribey Erik 1
Malkara Ibribey Kayis1 2
Malkara Ibribey Seftali 8
Murath Merkez Kiraz 3
Murath Merkez Erik 14
Murath Merkez Kayis1 3
Murath Merkez Seftali 5
Corlu Merkez Kiraz 4
Corlu Merkez Erik 8
Corlu Merkez Kayisi 1
Corlu Merkez Seftali 6
Toplam 158

3.2.2. Serolojik Test Yontemi (DAS-ELISA Testi)

Siirvey alanindan toplanan simptom gosteren 158 adet kiraz, erik, seftali ve kayisi

yaprak 6rnekleri DAS-ELISA testine tabi tutulmustur. Toplanan yaprak drneklerinde; Plum pox
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virus (PPV) ve Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) ’lerinin varligini saptamak tizere Clark
ve Adams (1977)’in temel alindigi yontemde gergeklestirilen Double-antibody sandwich
enzyme linked immunosorbent assay (DAS-ELISA) testi, antiserumlarin temin edildigi
AGDIA (Elkhart, Indiana—USA) firmasmin 6nerdigi prosediire gore gerceklestirilmistir. Buna

gore;

- Kaplama tampon ¢ozeltisi i¢erisinde 1/200 oraninda seyreltilen y-globulin, ELISA
platelerinin her bir ¢ukuruna 100 pl konulmus ve nemli bir kutu igerisine yerlestirilen plateler
37 °C’de calisan inkiibatdrde 2 saat siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra plateler
icerisindeki siv1 bosaltilmis ve yikama tampon ¢ozeltisi (1x PBST) ile 2 kez yikama islemi

gergeklestirilmistir.

- Caligma materyali olarak toplanan kiraz, erik, kayis1 ve seftali yaprak ornekleri steril
porselen havan igerisinde 1/10 oraninda ekstraksiyon tampon c¢ozeltisi eklemek suretiyle
ezilmis ve bitki 6zsular1 elde edilmistir. Cam tiipler icerisine konulan ekstraktlar karistirilmak
suretiyle ELISA platelerinin her bir ¢ukuruna 100 pl’lik miktarlarda ve iki tekerriirlii olacak
sekilde konulmustur (Sekil 3.2). Her bir viriise ait pozitif ve negatif kontroller de 100 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 5 kez yikama tampon ¢ozeltisi (1x PBST)

ile yikama islemi gercgeklestirilmistir.
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Sekil 3.2. Porselen havanlarda enfekteli bitkilerden elde edilen bitki ekstraklar

- Enzimle isaretli y globulin (Konjugate) 1/100 oraninda konjugat tamponu ile
seyreltilmis ve 100 pl‘lik miktarlarda platelerin her bir ¢ukuruna konulmustur. Nemli kutu
icerisine yerlestirilen plateler 37 °C’de ¢alisan inkiibatorde 2 saat siire ile inkiibe edilmislerdir.

Inkiibasyon siiresi sonunda plateler yikama tampon ¢dzeltisi (1x PBST) ile 5 kez yikanmistir.

- Substrat tamponu ile 1 mg/ml p-nitrophenyl phosphate 100 pl‘lik miktarlarda
platelerin ¢ukurlarma konulmus ve 37 °C’de inkiibatore edilmislerdir.
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Sekil 3.3. DAS-ELISA testinde ELISA platelerinin yikanmasi islemi

- Sonuglar 60-120 dakika sonunda ilk olarak gorsel daha sonra da ELISA okuyucusu
(Thermo-Multiskan FC)’nda 405 nm dalga boyundaki absorbsiyon degerleri okunarak

degerlendirilmistir.

-Ancak enfekteli oldugundan siiphe edilen kiraz, erik, kayist ve seftali yaprak
orneklerindeki viriis konsantrasyonlar: diisiik oranlarda oldugundan plateler buzdolabinda + 4
°C’de 1 gece daha bekletilmistir. Daha sonra ELISA okuyucusunda 405 nm dalga boyunda
tekrar okutularak absorbans degerleri kayit altina alinmigtir. Negatif kontrol degerlerinin iki

katindan daha yliksek absorbans degerleri pozitif olarak kabul edilmistir.
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3.2.3. Molekiiler Test Yontemi (RT-PCR Testi)

Kiraz (Prunus avium L.) agaglarindan alinan ve karakteristik virlis simptomlari
sergileyen, Plum pox virus (PPV) ile enfekteli oldugundan siiphelenilen ve DAS-ELISA
testinde negatif kontrollerin absorbans degerinin iki katina yakin absorbans degerleri gosteren
14 adet enfekteli yaprak ornekleri PPV’nin varligini saptamak iizere RT-PCR testine tabi

tutulmustur.

3.2.3.1. Total Niikleikasit Ekstraksiyonu

Virilis belirtisi sergileyen 14 adet enfekteli yaprak orneklerinin total niikleik asit
ekstraksiyonlar1 Foissac vd. (2001) tarafindan 6nerilen yonteme gore yapilmistir. Buna gore
100 mg bitki materyali 1ml ekstraksiyon tamponu ile steril havan igerisinde ezilerek
homojenize edilmistir. Steril ependorf tiipler icerisine 500 pl hacimdeki 6zsu konularak
tizerlerine 100 pl miktarlarda %10’luk Sodium lauryl sarcosyl soliisyonu ilave edilmis ve tiipler
ara sira sallanmak tizere 10 dakika stireyle 70 °C’de inkube edilmislerdir. Daha sonra 5 dakika
stireyle 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 pl ethanol, 25 ul silica siispansiyonu ve 300 ul 6 M Sodium iodin ilave
edilmistir. Karigim, sallayici platform {lizerinde oda sicakliginda 10 dakika siireyle inkiibe
edilmistir. Tiipler 6000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra iistteki sivi faz atilmig ve 500
pul yikama tamponu ile olusan peletler yikanmistir. Tiipler 6.000 rpm’de 1 dakikalik
santrifiigasyona tabi tutulduktan sonra ikinci defa eppendorf tiiplerdeki peletler ayni1 hacimdeki
yikama tamponu ile yikanmustir. Elde edilen peletler, 150 ul RNase-free su ile
¢Oziindiiriildiikten sonra ve 4 dakika 70 °C’de inkiibe edilmistir. Tiipler 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.
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3.2.3.2. Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) Testi

3.2.3.2.1. Complementer DNA (cDNA) Sentezi

cDNA sentezi, cDNA sentez Kitinin satin alindig1 firmanin (Fermentas) prosediiriine
uygun olarak yapilmistir. Buna gore Niikleaz-free microsantrifiij tiip igerisine asagidaki

bilesenler eklenmistir.

2 ul total RNA
1 ul antisens primer (100 pmol/ul)
9 ul RNAse free su
eklenerek 12 pl’ye tamamlanmis ve elde edilen karisim vortekslenerek 65 °C’de 5 dakika

inkiibe edilmis ve hizla buza daldirilarak sogutulmustur.

4 ul 5X First strand buffer

1 pl Ribonukleaz inhibitor

2 Wl dNTPs (10 mM)

1 pl Revers transkriptaz enzim
eklenmek suretiyle elde edilen 8 ul’lik hacimdeki bilesenler tiiplere aktarilmis ve mikropipetle
asag1 yukar1 ¢ekmek suretiyle karistirilmistir. 42 °C’de 1 saat siire ile inkube edilmis ve daha
sonra 70 °C’de 5 dakika bekletildikten sonra elde edilen cDNA, PCR islemi yapilincaya kadar

— 20 °C’de saklanmustir.

3.2.3.2.2. Polymerase Chain Reaction (PCR) Testi

Tekirdag ili ve ilgelerinden aliman 14 adet kiraz yaprak orneklerinden izole edilen
c¢DNA’lar Plum pox virus (PPV) nin varligini saptamak tizere PCR testinde kullanilmigtir. PCR
reaksiyonu i¢in PCR tiipleri igerisine her bir 6rnege ait 2.5 ul 10x Reaction buffer, 3.75 ul
MgClz (25 mu), 1 pl dNTPs (10 my), 1.5 ul PCI (5’-TTGAGTCAAATGGRACAGTTGG-
3’antisense), 1.5 pl PP3 (5’-TTATCTCCAGGARTTGGAGC-3’sense) primerleri, 0.2 ul Tag
DNA polymerase enzyme (MBI Fermentas), 2 ul cDNA ve 12.55 ul RNAse free su eklenerek
Thermo PCR aletine (Waltham-MA, USA) yerlestirilmistir. PPV genomunun P3 geninin 3’
bolgesi 2915 ve 3750 nt arasindaki 835 niikleotidlik bdlgeyi ¢cogaltmak i¢in kullanilan primer
¢ifti 1.D.T. (lowa, USA) firmasindan temin edilmistir. PCR ile cDNA’nin ¢ogaltimi Cizelge

3.2.’de gosterilen sicaklik araliklarinda gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.2. PPV hastaliginin PCR ile ¢ogaltiminda uygulanan sicaklik araliklari

Uygulanan Sicakhik Arahklan
Viriisiin Ad1 1 déngii 40 dongii 1 déngii
94 °C 30 sn
PPV 95 °C 5dk 62 °C 30 sn 72°C10dk
72°C45sn

3.2.3.3. % 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 iizerindeki jel tabagima yiiklenecek drnek
sayisina uygun jel taragi yerlestirilmistir. Hazirlanan jel, jel tabagina kabarcik olusturmayacak
sekilde dikkatle dokiilmiistiir. 20-30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra katilasan jel,
icerisinde 1x TAE tamponu bulunan jel tanki igerisine yerlestirilmistir. Parafilm tizerinde 5 pl
yiikleme tampon ¢ozeltisi ve 10 pl PCR {iriinii konularak karistirilmis ve jelin ¢ukurlarma
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.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Arazi Cahsmalarma iliskin Bulgular

Tekirdag ilinin Merkez ilgesi Siileymanpasa, Sarkdy, Corlu, Malkara ve Murath
ilgelerinde sert ¢ekirdekli meyve iiretim alanlarinda yapilan siirvey ¢alismalarinda Plum pox
virus (PPV) ve Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV)’lerini saptamak i¢in gdzlemler
yapilmistir. Sert ¢ekirdekli meyvelerden kiraz (P. avium L.), erik (P. domestica L.), seftali (P.
persica L.) ve kayis1 (P. armenica L.) agaglarinda sistemik hastalik belirtileri gdzlenmistir.
Arazi ¢aligmalarinda yapilan gozlemlerde bitkinin yapraklarinda mozaik, klorotik lekeler,
damarlar arasi bantlasma, sekil bozukluklar1 ve renk degisiklikleri en belirgin karakteristik

simptomlar olarak g6zlenmistir.

[

Sekil 4.1. Tekirdag ili Corlu ilgesi bir ev bahgesindeki erik agacindan alinan yapraklardaki
halkali leke simptomlarinin goriiniimii
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Corlu ve Muratl ilgelerindeki erik ve kayist bahgelerinde Plum pox virus (PPV)’nun en

karakteristik simptomlarindan halkali leke ve damar bantlagsmasi simptomlar1 gozlenmistir.

Sekil 4.2. Tekirdag ili Corlu ve Murath ilgesinde erik yapraklarindaki halkali leke ve damar
bantlagmas1 simptomlar1

Sekil 4.3. Tekirdag ili Murath ilgesinde erik yapraklarindaki halkali leke simptomlar1
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Tekirdag ilinin Merkez Siileymanpasa ilgesinde kiraz iiretimi agisindan énemli bir

konuma sahip olan Naip kdyiinde bazi kiraz agaglarinda sistemik viral hastalik belirtileri dikkati

cekmistir.

Sekil 4.4. Siileymanpasa il¢esi Naip koylinde kiraz yapraklarinda klorotik lokal lekelerin
gorunimu

Sekil 4.5. Tekirdag Nusrath koytlindeki kiraz bahgesinden alinan yapraklarda halkali leke ve
klorotik leke simptomlar1
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Sekil 4.6. Siileymanpasa ilgesi Barbaros mahallesindeki kiraz yapraklarindaki karakteristik
lokal lekeler, mozaik ve damar bantlagsmasi belirtileri

Sekil 4.7. Tekirdag ili merkeze bagli Naip koyiinden alinan kiraz yapraklarinda tipik sistemik
simptomlar
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Sekil 4.8. Sarkdy ilgesinde kayisi yapraklarinda tipik damar bantlagsmasi simptomlarinin
gorunimu

Sekil 4.9. Muratli ilgesinden alman kayis1 yaprak 6rneklerinde halkali lekeler ve damarlar aras1
renk degisikliklerinin goriiniimii (soldaki saglikli yaprak)
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Simptom sergileyen agaglardaki yapraklara ¢ok dikkatli bir sekilde bakildiginda bariz
viriitik belirtiler dikkati ¢ekmis ve bu agaclarin fotograflari ¢ekilerek kayit altina alinmistir.
Yapraklardaki bu belirtilerin yanisira baz1 agaglarda belirgin sekilde halkali lekeler, mozaik,
damar bantlasmasi ve sekil bozukluklar erik, seftali, kiraz ve kayisi agaglarinda karakteristik
simptomlar olarak dikkati ¢gekmistir. Bununla birlikte yol kenarlarinda bulunan erik ve kayisi
agaclarmdaki karakteristik viriis simptomlar1 daha bariz bir sekilde gozlenmistir. Ozellikle
Muratli ve Corlu ilgelerinde ev bahgeleri ve yol kenarlarindaki yasl agaglarin daha belirgin
virlis simptomlarina sahip oldugu goériilmiistiir. Yeni kurulan tesislerde ¢ok fazla dikkati ¢geken
belirtiler gozlenmemekle birlikte bu durumun sertifikali fidan kullanimma 6nem verildigini

gosteremekte olup, 6nemli bir tarimsal liretim faaliyeti olarak dikkati gekmistir.
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4.2. DAS-ELISA Test Sonuclan

Tekirdag ili sert ¢ekirdekli meyve {liretim alanlarini olusturan ve arastirma alani
icerisinde yer alan Merkez Siileymanpasa il¢esinden alinan 71, Sarkody ilgesinden 30,
Muratli’dan 25, Corlu’dan 19, Malkara ilgesinden alinan 13 adet enfekteli yaprak 6rneklerinde
PNRSV ve PPV viriislerini saptamak amaciyla uygulanan DAS-ELISA testi sonuglarina gore
20 adet 6rnek enfekteli olarak bulunmustur. Cizelge 4.1’de goriilecegi lizere 16 adet 6rnegin
PPV ile 4 adet 6rnegin ise PNRSV ile enfekteli oldugu tespit edilmistir. Tekirdag ili Merkez
Siileymanpasa ilgesi, Barbaros mahallesinden alinan 1 adet Seftali yaprak 6rnegi ile Murath
ilcesinden alman 1 adet seftali yaprak 6rnegi PPV ile enfekteli bulunmustur. Murath ilgesindeki
kayis1 agaclarindan alinan 2 adet kayis1 yaprak 6rnegi ile Corlu ilgesinden alinan 1 adet kayis1
yaprak 6rneginin PPV ile enfekteli oldugu tespit edilmistir. Ayrica, Murath ve Corlu ilgesindeki
erik agaclarmdan aliman 11 adet 6rnegin ise PPV ile enfekteli oldugu saptanmistir. Bununla
birlikte Sarkdy ilgesinden alinan 1 adet kayisi, Malkara ilgesi ibribey koyu (1), Siileymanpasa
ilgesi Barbaros mahallesi (1), Corlu ilgesinden alinan (1) birer adet kiraz yaprak drnekleri olmak
lizere toplam 4 adet simptom gosteren yaprak orneginde ise PNRSV saptanmustir. Ayrica,
orneklerin hi¢birinde PNRSV ve PPV ile karisik enfeksiyonlar tespit edilmemis olup her iki

viriislin bireysel enfeksiyonlar olusturdugu goriilmiistiir.

Sekil 4.10. DAS-ELISA testinde pozitif reaksiyon veren drneklerin goriiniimii
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4.3. RT-PCR Test Sonuclari

PPV’nin tipik simptomlarin1 sergileyen ornekler ile DAS-ELISA testinde negatif

kontroliin iki katia yakin absorbans degeri gosteren drnekler arasindan secilen toplam 14 adet

kiraz yaprak ornegine uygulanan RT-PCR test sonuclarina gore orneklerin hi¢birinde PPV

tespit edilmemistir.

Cizelge 4.1. Tekirdag ili sert ¢ekirdekli meyve tiretim alanlarinda DAS-ELISA test yontemiyle
saptanan viral hastalik etmenler

Viriis adi Ornek | Enfekteli
) Adedi Ornek
Ilce Adi Mevki, Meyve adedi
Kdyadi | adt | oy | pNRSV | PNRSVHPPV
Siileymanpasa | Nusrath Kiraz 23
Nusrath Erik 3
Naip Kiraz 15
Naip Kayisi 6
Naip Erik 5
Naip Seftali 5
Barbaros | Kiraz 1 9 1
Barbaros | Kayisi 2
Barbaros | Seftali 1 2 1
Barbaros | Erik 1
Sarkoy Cmarli Kiraz 9
Cmarli Erik 2
Cinarli Kayist 3
Kirazl Kiraz 10
Kirazl Erik 1
Kirazli Seftali 2
Merkez Kayisi 1 2 1
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Giizelkoy | Kiraz 1
Murath Merkez Erik 8 14 8
Merkez Seftali 1 5 1
Merkez Kiraz 3
Merkez Kayist 2 3 2
Malkara Ibribey Seftali 8
Ibribey Kiraz 1 2 1
Ibribey Kayist 2
Ibribey Erik 1
Corlu Merkez Erik 3 8 3
Merkez Seftali 6
Merkez Kiraz 1 4 1
Merkez Kayisi 1 1 1
Toplam 8 4 16 4 - 158 20

Bu sonuglar dogrultusunda % 10.13 oraninda PPV ile enfeksiyon saptanirken, PNRSV
ile enfeksiyon orani % 2.53 olarak tespit edilmistir. Her iki viriisiin neden oldugu ildeki toplam
enfeksiyon orani ise % 12.66 olarak bulunmustur. Bu sonuclar dogrultusunda Tekirdag ili ve 5
ilgesinde tiretimi yapilan sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinden kiraz, seftali, erik ve kayisida PPV
enfeksiyon oraninin PNRSV’ye gore daha yiiksek odugu belirlenmistir. Bu baglamda her iki
viriisle miicadele kapsaminda 6zellikle PPV ile enfekteli olarak tespit edilen seftali, erik ve
kayisi agaglarinin eradike edilmesinin gerekliligi bu tez ¢alismasmin bir sonucu olarak

Onerilmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Meyve vyetistiriciliginde erik, seftali, nektarin, kiraz, visne ve kayisinin iginde
bulundugu sert ¢ekirdekli meyveler diinyada 6nemli bir iriin grubunu olusturmaktadir.
Tiirkiye’de mevcut ekolojik kosullarin uygunlugu sert g¢ekirdekli meyve yetistiriciliginin
Onemini gittik¢e artirmakta buna bagli olarak iiretim miktarlar1 da siirekli artis gdstermektedir.
Sert c¢ekirdekli meyve tiirleri Tiirkiye’nin degisik bolgelerinde degisen yogunlukta
yetistirilmektedir. Nitekim meyve yetistiriciligi bakimindan biiyiik bir potansiyele sahip olan
Tiirkiye, birgok meyve tiiriiniin de anavatani konumundadir. Bu nedenle de Tiirkiye, meyvecilik
kiiltiiri bakimindan biiyiikk bir ¢esitlilige sahiptir. Binlerce yildir gerek yerel ve gerekse
disaridan getirilen cesitlerin yetistirme materyaline eklenmesiyle bazi meyve tiirlerinde
ylizlerce ¢esit ortaya ¢ikmistir (Agaoglu, 1987). Tiirkiye ekonomisi ve insan sagligi bakimindan
onemi ¢ok fazla olan sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinin yillar itibari ile liriin dalgalanmalarindaki
baslica sebep, iiretimi yapilan bolgelerde bu meyve tiirlerinin iiretimini kisitlayan hastalik ve
zararhlardir. Tiirkiye’de i¢ ve dis karantina listesinde yer alan ve sert ¢ekirdekli meyve
agaclarmim en 6nemli hastalik etmenlerinden biri olan Plum pox virus (PPV)’iin neden oldugu
Sarka hastaliginin epidemik hale gelmesi iiretimi tehdit edecek en 6nemli etkenlerdendir.
PPV’nin tasinma ve yayilmasimnin as1, polen, vektor bocekler ve hastalikli materyaller ile kolay
olmasinin yaninda kimyasal miicadele yonteminin de olmayis1 diger hastalik ve zararlilara gore
onemlerini bir kat daha arttirmaktadir. 1910 yi1linda Makedonya’da erik agaglarinda daha sonra
1915 yilinda Bulgaristan’da yine erik agaglarinda saptanan bu hastaligin virtitik bir etmen
oldugu 1932 yilinda Atanasoff tarafindan rapor edilmistir. PPV daha sonra kayis1 (1933), seftali
(1961) ve visnede (1980) saptanmustir. 1932 ve 1960 yillar1 arasinda Avrupa’daki iilkelere
yayilan bu hastalik diinyada bir¢ok iilkeye yayilmis, 1990 yilinda ise Sili, Amerika, Urdiin,
Hindistan ve Kanada’da rapor edilmistir. En son rapor ise ticari Japon kayis1 aga¢larinda Tokyo,
Japonya’da tespit edildigi bildirilmistir (Gildow vd., 2004; Glasa vd., 2012; Palmisano vd.,
2012 ). Su zamana kadar bilinen 7 irkinin disinda yeni irklar1 da tespit edilen bu hastaligin Tiirk
kayis1 izolatlarinda saptanan irkin PPV-T oldugu Serge vd. (2009) tarafindan rapor edilmistir.
Basta Avrupa iilkeleri olmak iizere tiim diinyada yayilma alani bulan PPV’nin Tiirkiye’de
bulunusuna dair ilk kayit 1968 yilinda Edirne ilindeki erik agaclarinda Sahtiyanci (1969)
tarafindan rapor edilmistir. Ardindan Kur¢gman (1973) Ankara ilinde yetistirilen erik
agaglarindan P. persica GF-305 iizerine kabuk asilama ile PPV’nin varligini rapor etmistir.
Yirektiirk (1984) ise Marmara Bolgesinde 1976-1982 yillar1 arasinda gergeklestirdigi

caligmada seftali, erik ve kayis1 agacinda PPV enfeksiyonun varhigini rapor etmistir.
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Tiirkiye’de gliniimiize kadar yapilan caligmalarda sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinden erik, kayisi,
nektarin, seftali ve bademde saptandig1 farkli arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Elibiiytik,
2003; Serce vd., 2009; Karabacak ve Ilbagi, 2011; Ilbag1 ve Citir, 2014; Giircan ve Ceylan,
2016; Saydam vd., 2018). PPV’nin epidemiyolojisinde 6nemli rol oynayan dogal yabani
konukgular1 ve siis agaglarindaki varligi, Elibiiyiik (2006) tarafindan Ankara ilindeki Prunus
cerasifera Pissardii’de ve IIbag1 vd. (2008) tarafindan ise Tekirdag ilinde Prunus spinosa L.’da
saptanmustir. Bununla birlikte yine Tekirdag ilinde Prunus ceracifera Pissardi Nigra’da PPV
enfeksiyonu belirlenmistir (Bas, 2017). James ve Thomson (2005) ise PPV ’yi, bazi siis bitkileri
ve yabani prunus tiirlerinden olusan dogal ve deneysel ortamlardaki konukgu tiirlerinde
aragtrrmiglar ve potansiyel inokulum kaynagi ve rezervuar kaynagi olan bu bitkilerle
miicadelenin 6nemini vurgulamislardir. Ayni sekilde Németh vd. (2010) ise odunsu bir¢ok
bitkide ve bazi siis agaclarinda olmak iizere 9 farkl tiir ve ¢esitte PPV’ nin varligini rapor
etmistir. Bu tez ¢alismasinda Tekirdag ilindeki sert ¢ekirdekli meyve agaglarmin yogun olarak
iretiminin yapildig1 5 ilgedeki arazi gdzlemleri esnasinda karakteristik viriis simptomlarindan
mozaik, halkali leke, klorotik ve nekrotik lekeler, damar bantlasmasi ve sekil bozuklari
simptomlari, bariz bir sekilde gézlenmis olup 6zellikle baz1 agaclarda verim ve kaliteyi 6nemli
olciide etkiledigi belirlenmistir (Sekil 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8). Ozellikle ev bahgeleri ve
yol kenarlarinda bulunan yash agaclarin viral hastalik etmenlerinden oldukca etkilendikleri
gbdzlenmistir. S6z konusu bu agaclarin miicadelesi oldukga zor olan viral hastalik etmenleri igin
birer inokulum kaynagi olduklar1 dikkati ¢ekmistir. Nitekim i¢ ve dis karantina listesinde yer
alan ve ekonomik agidan 6nemli bir viral hastalik etmeni olan PPV nin erik, seftali ve kayisida
varligi DAS-ELISA test yontemiyle kanitlanmistir. DAS-ELISA test sonuglarina gére 16 adet
ornegin PPV ile enfekteli oldugu tespit edilmistir. Simptom gosteren toplam 158 adet erik,
kiraz, seftali ve kayis1 yaprak orneklerinin 16 adedinde saptanan PPV nin enfeksiyon orani %
10.13 olarak belirlenmistir. Tekirdag ilinde yetistiriciligi yapilan bazi kiraz agaglarinda
PPV’nin tipik simptomlarmi sergileyen kiraz yaprak Ornekleri ile DAS-ELISA test
sonuclarinda negatif kontroliin iki katina yakin absorbans degeri gosteren 14 yaprak érneginin
RT-PCR testi sonucunda PPV tespit edilmemistir. Nitekim Polak ve Kominek (2009) Cek
Cumhuriyeti'nin farkli bolgelerinde yaptiklari caligmada PPV-C'nin varligini tatli kiraz ve vigne
agaclarinda saptanmadigmi bildirmislerdir. Nitekim su zamana kadar Tiirkiye’de PPV’ nin
varlig1 kirazda saptanmamig olmasina ragmen arastirma alani igerisinde yapilacak daha detayl
calismalarla kiraz agaglarinda PPV’nin durumunun incelenmesine gereksinim duyulmaktadir.
Ayni sekilde Virs¢ek Marn vd. (2014) arazi ¢alismasi esnasinda kullanilan testlerin ve simptom

gosteren Orneklerde PPV’nin varliginin dogrulanmasi gerektigini ve simptom gdstermeyen
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orneklerde ise molekiiler testlerin viriisiin teshisinde kullanilmasint énermislerdir. Avrupa
iilkelerinde yaygin sekilde bulunan ve bu nedenle karantina listelerinde yer alan PPV’nin
miicadele yollarma iligkin birgok c¢alisma yapilmis olup, Glasa vd. (2003) etmenin 30 °C’de
virlis antijen miktarmin 6nemli dlgiide azaldigmi, yliksek sicakliklara adaptasyonun PPV nin
epidemiyolojisinde etkili olabilecegini ileri siirmiislerdir. Mainardi vd. (1992) indeksleme i¢in
invitro ¢ogaltim materyallerinin kullanimmin meyve agag¢larinin sertifikasyon programlarinda
bazi avantajlar saglayabilecegini bildirmislerdir. Gougherty vd. (2015) ise Amerika Birlesik
Devletleri’nin Pensilvanya eyaleti ve Kanada, Ontario’da PPV ile miicadelede basarili sekilde
uygulanan siirvey ve eradikasyon metotlari iceren PPV saptama yontemlerini ne dlglide
etkiledigi karsilastirilmistir. Pennsylvania Ornekleme ve tespit protokollerinin Ontario
programina gore % 40.5'e kiyasla % 71.8'lik verimlilige sahip oldugunu belirlemislerdir.
Pennsylvania ve Ontario PPV eradikasyon programlarindaki bazi 6zelliklerin PPV nin teshis
verimliligini etkiledigini belirlemiglerdir. Sert ¢ekirdekli meyve agaclarimin diger 6nemli viral
hastalik etmenlerinden Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV), Sarkoy ilgesinde alinan 1 adet
kayisi, Malkara ilgesi Ibribey koyii, Siileymanpasa ilgesi (1), Barbaros mahallesi (1), Corlu
ilcesinden alman (1) birer adet kiraz yaprak ornekleri olmak iizere toplam 4 adet simptom
gosteren yaprak orneginde saptanmustir. PNRSV ile enfeksiyon orani % 2.53 olarak tespit
edilmistir. PNRSV’nin Tiirkiye’de varligi ilk olarak 1974 yilinda Afyon ilindeki visne ve
kirazlarda tespit edilmistir (Kur¢man, 1974). Daha sonra Yirektiirk (1984), Marmara
Bolgesinde Bilecik, Bursa, izmit, Sakarya, Istanbul ve Tekirdag illerinde saptanustir. Yegiil ve
Baloglu (2019) ise Cukurova Bolgesindeki ceviz ve badem izolatlarinda PNRSV’yi saptamiglar
ve en uygun Ornekleme zamaninin ilkbahar aylar1 oldugu bildirmislerdir. Bununla Karabacak
ve Ilbag1 (2011) Trakya bolgesi badem agaglarinda PNRSV nin varligini1 ELISA ve RT-PCR
test yontemleri ile saptamiglardir. Ulubas ve Ertung (2004) ise Tiirkiye’de sert ¢ekirdekli meyve
iiretiminin gergeklestirildigi farkli bolgelerdeki meyve fidanliklar1 ve bahgelerden toplanan
kiraz, visne, seftali, nektarin, kayis1 ve erik agaclarinda PNRSV’nin varliginit DAS-ELISA ve
RT-PCR yontemiyle saptamislardir. Kili¢ vd. (2017) Burdur ilindeki giil yag1 (Rosa damascena
Mill.) tiretim alanlarinda PNRSV’yi arastirarak, DAS-ELISA ve RT-PCR testi ile viriisiin
varligin1 kanitlamiglardir. Buzkan vd. (2005), PNRSV’nin kayisi orneklerinde % 13.41
oraninda enfeksiyona neden oldugunu belirlemislerdir. Kapoor ve Handa (2017) latent bir viriis
olan PNRSV’nin sadece simptomlara dayali olarak degerlendirilemeyecegini, bu nedenle de
DAS-ELISA testinin viriisiin varligimi dogrulamak i¢in hizli ve giivenilir bir yontem oldugunu
ileri siirmiiglerdir. Urdiin’de sert ¢ekirdekli meyve yetistiriciliginin yapildig1 alanlarda 72 ticari

meyve bahgesinden alinan 2552 adet yaprak orneginde PNRSV’nin varligi arastirilmis ve
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testlenen Orneklerin % 15'inin PNRSV ile enfekteli oldugunu bulmuslardir. PNRSV’nin
insidansinin arastirildigi bir bagka ¢alismada ise DAC, DAS-ELISA ve DIBA test yontemleri
ile viriistin varlig1 kanitlanmistir (Kapoor ve Handa, 2018). PNRSV’nin badem, seftali ve erik
cesitlerinde tespiti i¢in en uygun zamanin ilkbahar yetistirme sezonunda alman ¢igek ve geng
yapraklar oldugunu bildirmislerdir (Salem vd., 2003). Bu tez ¢alismasmin bir sonucu olarak
PPV ve PNRSV viriislerinin arastirma alani igerisinde yer alan Tekirdag ilindeki toplam
enfeksiyon orani % 12.66 olarak bulunmustur. Bu baglamda PPV’nin enfeksiyon orani
PNRSV’den daha yiiksek bulunmustur. Nitekim Tiirkiye’de i¢ ve dig karantina listesinde yer
alan PPV nin miicadelesinde Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligmin tilkesel ¢apta yiirtittiigii
PPV ile miicadele ¢aligmalarinda enfekteli agaglarin eradikasyonu ve hastaligin epidemik hale
gelmesini Onlemek i¢in gerekli 6nlemler alinmasina vurgu yapilmaktadir. Bu kapsamda PPV
ile enfekteli bulunan agaclar eradike edilmektedir. Bu tez ¢alismasindan elde edilen bulgular
sayesinde Tekirdag ilinde yeni kurulan meyve tesislerinin PPV agisindan bir tehdit
olusturmadigin1 gostermektedir. Ancak ev bahgeleri ve yol kenarlarinda bulunan yash
agaclarda saptanan PPV’nin birer inokulum kaynagi olarak sorun olusturduguna isaret
etmektedir. Nitekim yaprak bitleri ile yayilabilen sarka hastaliginin epidemik hale gelmesini
Oonlemek buna yonelik tedbirlerin alinmasini saglamak bolgedeki sert ¢ekirdekli meyve tiretimi

acgisindan son derece dnemlidir.
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EK1

DAS-ELISA Testlerinde Kullamlan Tampon Cozeltiler

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

NaCl 8,0¢g
KH2PO 0,2g
Na:HPO4.12H-0 299
KCI 0,2¢g
NaN 0,29

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH 0.1 M NaOH veya 0.1 M

HCT ile ayarlanmis ve +4 °C’de saklanmistir.

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

Na.CO:s 159¢
NaHCOs 293¢
NaNs 0,29

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 C6zeltisi (PBS) 1 litre

Tween-20 0,5ml

1 litre PBS tampon ¢6zeltisi igerisine 0,5 ml Tween-20 ilave edilerek hazirlanmistir. Kullanim

stiresince +4 °C’de saklanmustir.

4. Ekstraksiyon Tampon Cozeltisi (Sample Extration Buffer) pH:7.3

PVP (Mw 10-40 109

Tween-20 0,5 mi

1 litre yikama tampon ¢6zeltisi igerisine 10 g Polyvinylpyrrolidone (PVP-40) ve 0,5 ml Tween-

20 ilave edilerek hazirlanmustir.
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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

saklanmugtir.

6. Substrat Tampon Cozeltisi (Substrat Buffer) pH:9.8

Diethanolamine 97 ml

NaN 0,29

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

9.8’e ayarlanmistir. Cozelti +4 °C’de saklanmis ve kullanilmadan 6nce pH kontrol edilmistir.
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EK 2

Toplam Niikleik Asit Ekstraksiyonunda Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. Ekstrasyon 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 499
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 6nce 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 dist s1v1 atilmistir (list stvinin % 90°1) ve 500 ml’ye tamamlanmistir iyice
karigirilmistir. 5 saat bekletilmistir ve 540 ml iist siv1 (list 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)
Na2SO3 0.74 ¢
Nal (Sigma S8379) 36 g

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

tamamlanmistir. Otoklav ile steril edilmistir. Caligma 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 NacCl (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 6nce

otoklav ile sterilize edilmistir ve 4 °C’de saklanmustir.
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