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ÖZET 

 

Plum pox virus (PPV) T IRKININ BAZI BĠYOLOJĠK ÖZELLĠKLERĠNĠN 

BELĠRLENMESĠ ve MELEZ KAYISI BĠTKĠLERĠNDE PPV’YE 

DAYANIKLILIĞIN MOLEKÜLER MARKÖRLERLE ARAġTIRILMASI 

 

Plum pox virus (PPV), sert çekirdekli meyve ağaçlarına zarar veren en önemli 

virüs etmenidir. Bu virüsün ırkları arasında yer alan PPV-T, Türkiye‘ye özgü bir ırktır. 

Bu çalıĢmada, PPV-T‘nin vektörlerle deneysel taĢınma durumunu araĢtırmak 

amacıyla, Aphis gossypii, Hyalopterus pruni ve Myzus persicae ile otsu konukçulardan 

Pisum sativum ‗Colmo‘ ve ‗Siena‘, Cucumis sativus, Nicotiana benthamiana‘ya ve 

odunsu konukçulardan ise Myrobalan 29C (Prunus cerasifera)‘ye taĢıma çalıĢmaları 

yapılmıĢtır. Ayrıca, Malatya Ġnönü Üniversitesi Kayısı AraĢtırma Parseli‘nde PPV‘ye 

dayanıklılık kazandırılmak üzere açık arazide Stark Early Orange (SEO) ile yerli 

kayısı çeĢitlerinin (Hacıhaliloğlu, Adilcevaz 5, Çöloğlu, ġekerpare, Çataloğlu) 

melezlenmesi sonucu elde edilen 134 adet melezin PPV dayanıklılık allellerini taĢıyıp 

taĢımadığı araĢtırılmıĢtır. 

 PPV-T‘nin ‗kontrollü beslenme yöntemi‘ (KBY) kullanılarak yürütülen 

deneysel taĢıma denemelerinde 60 adet P. sativum ‗Colmo‘ bezelye ve 57 adet N. 

benthamiana tütün kullanılmıĢ, yapılan DAS-ELISA ve real-time RT-PCR 

analizlerinde M. persicae‘nin PPV‘yi bezelye ve tütün bitkilerine sırasıyla % 21.60 ve 

% 25.40 oranınında taĢıdığı tespit edilmiĢtir.  

A. gossypii ile KBY‘ye göre yürütülen PPV-T taĢıma denemesinde toplam 20 

adet tütün, 50 adet bezelye  (‗Colmo‘ ve ‗Siena‘) ve 20 adet hıyar bitkisi kullanılmıĢ 

ve A. gossypii‘nin PPV‘yi tütüne %15 oranında taĢıdığı, ancak bezelye ve hıyar 

bitkilerine taĢımadığı saptanmıĢtır. 

H. pruni ile KBY‘ye göre yürütülen PPV-T deneysel taĢıma denemesinde, 6 adet 

Myrobalan 29C bitkisi kullanılmıĢtır. Denemede, 2 yıl süresince yapılan tüm DAS-

ELISA ve real-time RT-PCR analizlerinde Myrobalan 29C bitkilerinin tamamı PPV 

bakımından negatif bulunmuĢtur.  

PPV-T‘nin ‗serbest beslenme yöntemi‘ (SBY) kullanılarak M. persicae ve A. 

gossypii yaprak bitleri ile N. benthamiana‘ya yapılan taĢıma denemelerinde, M. 

persicae yaprak bitinin PPV‘yi % 16.79 oranında taĢıdığı tespit edilmiĢtir. 

Melez kayısı bitkilerinin PPV‘ye dayanıklılık durumunu belirlemek amacıyla 

yürütülen moleküler markörlerle tarama çalıĢmasında, SEO ile yerli kayısı çeĢitlerinin 

melezlenmesi sonucu elde edilen 134 adet melezin 47 tanesinin PPV‘ye dayanıklılık 

allelini taĢıdığı saptanmıĢtır.  

Bu çalıĢma, PPV-T‘nin yaprak bitleri ile deneysel taĢınma etkinliğinin 

araĢtırılması konusunda ülkemizde yapılan ilk çalıĢma olup dayanıklılık çalıĢmaları 

sonucu elde edilen melezlerin moleküler markörler kullanılarak PPV‘ye dayanıklılık 

alleli taĢıyıp taĢımadığının hızlı bir Ģekilde belirlenebileceğini ortaya koymuĢtur. 
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ABSTRACT 

 

DETERMINATION OF SOME BIOLOGICAL PROPERTIES OF Plum pox 

virus (PPV) T STRAIN AND INVESTIGATION ON RESISTANCE OF 

APRICOT CROSSING PROGENIES AGAINST PPV THROUGH 

MOLECULAR MARKERS  

 

Plum pox virus (PPV) is the most important virus which is damaging stone fruit 

trees. Among the other strains, PPV-T is a uniqe strain for Turkey. In this study, PPV-

T was experimentally transmitted to herbaceous hosts of Pisum sativum ‗Colmo‘ and 

‗Siena‘, Cucumis sativus, Nicotiana benthamiana and woody host, Myrobalan 29C 

(Prunus cerasifera) by using Aphis gossypii, Hyalopterus pruni and Myzus persicae. It 

was also investigated if 134 progenies, obtained by crossing Stark Early Orange (SEO) 

and local apricot varieties (Hacihaliloglu, Adilcevaz 5, Çöloglu, Sekerpare, Çataloglu) 

in order to provide PPV resistance in open field of Apricot Investigation Center belong 

to Malatya Inönü University, have resistance alleles. 

Experimental transmission trials of PPV-T by using ‗controlled acquasition 

access period‘ (CAAP) method showed that when PPV was transmitted to 57 tobacco 

and 60 pea (P. sativum ‗Colmo‘) by using M. persicae and tested by DAS-ELISA and 

real-time RT-PCR analysis, infection rates were found as 21.60 % and 25.40 %, 

respectively. 

In the experimental trials by using CAAP method, when PPV-T inoculated A. 

gossypii were fed on 20 cucumber, 50 pea (‗Colmo‘ and ‗Siena‘) and 50 tobacco 

plants, PPV wasn‘t transmitted to cucumber and pea, but it was transmitted to tobacco 

plants at the rate of 15 %. 

PPV-T was experimentally transmitted by H. pruni to 6 Myrobalan 29C plants 

according to CAAP method. All plants gave negative results for PPV in DAS-ELISA 

and real-time RT- PCR assays for 2 years. 

It was found that PPV-T was transmitted to tobacco plants at the rate of 16.79 % 

by using M. persicae in the experimental transmission trials with ‗unrestricted probing 

method‘ (UPM). 

In the PPV resistance studies, screening of apricot progenies by using molecular 

markers, out of 134 progenies, which was obtained by crossing SEO and local 

varieties, 47 was found including resistant allels for PPV. 

This study is the first report on experimental transmission efficiency of PPV-T 

using by different aphid species. It was also demonstrated that progenies, which were 

obtained from resistance studies, could be quickly determined by using molecular 

markers whether they have resistant allels to PPV. 
 

2014, 111 Pages 
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1. GĠRĠġ 

 

Yaz ortasında soframızda taze meyve olarak sevilip yendiği gibi kurusu, hoĢafı, 

kompostosu, reçeli, marmeladı, Ģurubu, meyve suyu, Ģekerlemesi, pestili ve tatlısı da 

makbul sayılan kayısı meyvesini veren kayısı ağacı (Prunus armeniaca L.), Prunus 

cinsinin Rosaceae (gülgiller) familyasına dâhildir. Bazı kaynaklarda anayurdunun Çin, 

bazılarında da Doğu Anadolu olduğu belirtilen kayısı, Akdeniz havzası ülkelerinden, 

Kaliforniya'ya ve hatta Avustralya'ya kadar uzanan geniĢ coğrafyada yetiĢtirilmektedir. 

Kayısının anavatanı olmamasına karĢılık iki bin yılı aĢkın bir süreden beri bu 

topraklarda yetiĢtirilmesinden dolayı Anadolu kayısının ikinci vatanı haline gelmiĢtir.  

FAO (Food and Agriculture Organization of The United Nations) 2012 yılı üretim 

verilerine göre dünyadaki toplam kayısı üretimi yaklaĢık 3.500.000 ton‘dur. Bu üretimin 

büyük çoğunluğu baĢta Türkiye (795.768 ton) olmak üzere Ġran (460.000 ton), 

Özbekistan (365.000 ton), Cezayir (269.308 ton) ve Ġtalya (247.146 ton) tarafından 

gerçekleĢmektedir (Anonymous, 2012) (ġekil 1. 1). 

Türkiye‘de, TÜĠK (Türkiye Ġstatistik Kurumu) 2013 yılı verilerine göre 2.445.268 

ton sert çekirdekli meyve üretimi mevcuttur ve bu üretimin 780.000 ton‘unu kayısı 

oluĢturmaktadır (Anonim, 2013a) (ġekil 1. 2).  

 

 

ġekil 1. 1. Dünya kayısı üretimi (FAO, 2012) 
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Kayısı ülkemizde genel olarak sofralık ve kurutmalık olarak tüketilmektedir. 

Kayısı baĢta Malatya olmak üzere, Elazığ, Erzincan, Sivas, Kars, Iğdır illeri ile Ege, 

Akdeniz, Ġç Anadolu ve Marmara bölgelerinde üretilmektedir. Ülkemizde mevcut 

bulunan yerli çeĢitler Hacıhaliloğlu, Hasanbey, KabaaĢı, Soğancı, Çataloğlu, Çöloğlu, 

Alyanak, ġalaz (Aprikoz), ġekerpare, Tokaloğlu-Erzincan, Tokaloğlu-Yalova, 

Tokaloğlu-Konya Ereğli, ġam, Turfanda Ġzmir, Ġri Bitirgen, Ġmrahor, Karacabey, Çiğli, 

Sakıt 2, Mahmudun Eriği, Adilcevaz 5, Turfanda Eskimalatya, Çekirge 52, Hacıkız, 

Ġsmailağa, Ethembey, Kuru Kabuk‘tur. Ülkemizde üretilen kayısının önemli bir bölümü 

kurutulduktan sonra ihraç edilmekte geri kalanı büyük oranda sofralık olarak, bir kısmı 

da meyve suyu üretiminde sanayide kullanılmaktadır (Anonim, 2013b). Erkenci sofralık 

kayısı yetiĢtiriciliğimiz genelde dıĢ kaynaklı çeĢitler kullanılarak ülkemizin Akdeniz ve 

Ege kıyı Ģeridinde yapılmakta iken, kurutmalık kayısı yetiĢtiriciliğimizin çok önemli bir 

kısmı Malatya‘da, neredeyse monokültür olarak yapılmaktadır. Malatya‘da 

Hacıhalioğlu (%73) ve KabaaĢı (%17) en çok yetiĢtirilen çeĢitleri oluĢturmaktadır 

(Asma, 2000).   

 

 

ġekil 1. 2. Türkiye sert çekirdekli meyve üretimi (TÜĠK, 2013) 
 

Kayısı yetiĢtiriciliğinde ekonomik öneme sahip bazı hastalık ve zararlılar 

mevcuttur. En yaygın görülenleri; Rosellinia kök çürüklüğü (Rosellinia necatrix Prill.), 

kayısı sürgün ve dal yanıklığı (Pseudomonas syringae pv. syringae Van. Hall.), 

Armillaria kök çürüklüğü (Armillaria mellea Kummer), monilya (Monilinia fructigena 

Honey), Cytospora kanseri (Leucostoma spp.), yaprak delen- çil (Coryneum beijerinckii 
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Oudem), doğu meyve güvesi (Cydia molesta Busck), meyve ağacı dip kurtları 

(Capnodis spp. Fischer von Waldheim), yaprak bitleri (Myzus persicae Sulzer.; 

Hyalopterus pruni Geoffroy.), kırmızı örümcekler (Tetranychus viennensis Zacher.; 

Tetranychus urticae Koch.; Panonychus ulmi Koch.)‘dir (Anonim 2010). Sert çekirdekli 

meyve üretimini kalite ve ürün miktarı yönünden olumsuz etkileyen baĢta Prunus 

necrotic ringspot virus (PNRSV), Prune dwarf virus (PDV), Apple chlorotic ringspot 

virus (ACLSV) ve Cherry leaf roll virus (CLRV) olmak üzere birçok virüs hastalığı 

bulunmasınarağmen Plum pox virus (PPV)‘ün sebep olduğu Sharka (ġarka) hastalığı 

sert çekirdekli meyvelerin en önemli virüs hastalığıdır (Sutic ve ark., 1999).  

Plum pox virus, Potyviridae familyasının Potyvirus cinsine aittir (Levy ve ark., 

2000; Garcia ve Cambra, 2007). PPV, 760 x 20 nm boyutlarında çok kıvrımlı, ipliğimsi 

bir partiküle sahip, pozitif anlamlı tek kollu RNA (ssRNA) içeren, 9741-9795 

nükleotidden oluĢan, partiküllerinin %7‘si nükleik asit ve %93‘ü protein olan bir 

virüstür (Kegler ve Schade, 1971; Cervera ve ark., 1993; Garcia ve ark., 2014). PPV‘nin 

bilinen sinonimleri, Prunus virus 7, Annulus pruni, Sharka virus, Prunus broad streak 

and ringspot variegation virus‘dur (Glasa ve Candresse, 2005). 

Günümüzde PPV‘nin sekiz ırkı tanımlanmıĢtır (Garcia ve ark., 2014). Bunlar; 

PPV-M (Marcus), PPV-D (Dideron) (Kerlan ve Dunez., 1979), PPV-EA (El Amar) 

(Wetzel ve ark., 1991), PPV- C (Cherry) (Nemchinov ve ark., 1996), PPV-W (Winona) 

(James ve Varga., 2005), PPV-Rec (Recombinant) (Glasa ve ark., 2004), PPV-T 

(Turkey) (UlubaĢ Serçe ve ark., 2009) ve PPV-CR (Glasa ve ark., 2013) ırklarıdır.  

PPV, ekonomik olarak özellikle kayısı, erik ve Ģeftalilerde önemli zararlara yol 

açmaktadır. Hastalıklı bitkilerde meyvelerin ağırlığı % 21- 34, Ģeker içeriği % 0,14- 

2,11 oranında azalmakta ve asit oranı artmaktadır (Nemeth, 1986). PPV Ģeftalilerde 

yaprak, meyve ve bazı çeĢitlerin çiçek taç yapraklarında simptom gösterirken, kayısı ve 

erik ağaçlarında ise yaprak, meyve ve meyve çekirdeklerinde değiĢik Ģekillerde 

belirtilere yol açmaktadır. PPV genel olarak meyve ağaçlarının yapraklarında klorotik 

bantlar, damar açılması, halka Ģeklinde beneklenme ve Ģekil bozukluğu; meyvede Ģekil 

bozukluğu ve çekirdekte halka Ģeklinde beneklenmeler; gövdede çatlamalar; çiçeklerde 

renk kırılması gibi karakteristik belirtiler göstermektedir. Genel olarak PPV, meyvenin 

pazar değerinin düĢmesine neden olmaktadır (Lopez-Moya ve ark., 2000).   
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Hastalığın en yaygın görüldüğü Avrupa‘da 100 milyondan fazla sert çekirdekli 

meyve ağacı enfekteli durumdadır.  PPV, IAPSC (Inter-African Phyto-sanitary 

Council), NAPPO (North American Plant Protection Organization) ve EPPO (European 

and Mediterranean Plant Protection Organization) tarafından karantinaya tabi olup, bu 

virüsün bulunduğu ülkelerde hastalığın yayılmasını önlemek için oldukça ciddi 

sertifikasyon ve eradikasyon çalıĢmaları yürütülmektedir. Son 30 yıl boyunca ġarka 

yönetiminin tüm dünyadaki maliyetinin 10. 000 milyon Avro‘yu geçtiği 

hesaplanmaktadır (Cambra ve ark., 2006). PPV‘nin, mekanik inokulasyon ve aĢı ile 

taĢındığı yapılan çalıĢmalarla ortaya konurken, Prunus konukçuları arasında temasla, 

polenle ve tohumla taĢınmadığı belirtilmiĢtir (Garcia ve ark., 2014). PPV‘nin 

taĢınmasında en etkili faktör Aphididae familyasında yer alan yaprak bitleri (Aphis 

craccivora, Aphis spiraecola, Brachycaudus helichrysi, Brachycaudus cardui, M. 

persicae, Myzus varinas, Myzus (Phrodon) humuli) ile olmaktadır. PPV, yaprak bitleri 

ile non-persistent olarak taĢınmaktadır (Ng ve Falk, 2006). PPV‘nin esas doğal 

vektörleri B. helichrysi,  M. persicae ve M. (Phrodon) humuli‘dir. Virüs, Aphophora 

alni, Edwardsonia plebeja, Lecanium corni, Lygus pratensis, Macrosteles laevis, Myzus 

ceraci, Olianus quinquecostatus, Paratetranycus pilosus, Typhlocyba rosae ile 

taĢınmamaktadır (Büchen-Osmond, 2006). Hyalopterus pruni‘nin, Büchen-Osmond 

(2006) tarafından PPV‘nin vektörü olmadığı belirtilirken, Gildow ve ark. (2004) ve 

Labonne ve Dallot (2006) tarafından da PPV‘nin asıl vektör türleri arasında 

belirtilmektedir. 

PPV vektörü olma ihtimali bulunan yaprak biti popülasyonlarının araĢtırıldığı bir 

çalıĢmada Pensilvanya‘daki Ģeftali bahçelerinde iki yıl süresince araĢtırılmıĢtır. yaprak 

bitleri  su tuzakları kullanılarak yakalanmıĢve en çok oranda tespit edilen yaprak 

bitlerinin Rhopalosiphum maidis, A. spiraecola ve M. persicae olduğu tespit edilmiĢtir 

(Wallis ve ark., 2005).  

Yunanistan‘da yapıĢkan sürgün yöntemi ile gerçekleĢtirilen diğer bir çalıĢmada 

arazide kayısı ağaçlarında A. gossypii ve H. pruni en çok rastlanan yaprak biti türleri 

olmuĢ, PPV epidemiyolojisinde bu yaprak biti türlerinin rol oynayabileceği ileri 

sürülmüĢtür (Varveri, 2006).  
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PPV‘nin potansiyel vektörü olan yaprak bitleri ile otsu konukçulara ve Prunus 

türlerine taĢınması konularında bazı çalıĢmalar bulunmaktadır.  Deneysel taĢımada 

kullanılan metodların etkinliği ve taĢınma epidemiyolojisini (kapsamnda ―serbest 

beslenme yöntemi‖ (SBY) ve ―kontrollü besenme yöntemi‖ (KBY) olmak üzere iki 

farklı taĢıma denemesi temel alınmıĢtır (Labonne ve ark. 1995). SBY ile kurulan 

denemelerde Aphis fabae, A. gossypii, A. spiraecola, M. persicae ve Rhopalosiphum 

padi yaprak bitlerinin PPV‘yi etkin olarak taĢıdığı bildirilmiĢtir. KBY ile yapılan 

denemelerde ise A. spiraecola ve M. persicae yaprak bitlerinin PPV‘yi etkin olarak 

taĢıdığı bildirilmiĢtir. Prunus‘dan Prunus‘a gerçekleĢtirilen PPV taĢıma denemelerinde 

KBY ve SBY kullanılmıĢtır. Ġki PPV izolatı (PPV V ve PPV BT) ve iki taĢıma 

denemesi yöntemi kullanılarak yapılan denemelerde H. pruni ile PPV taĢıması 

gerçekleĢtirilememiĢtir. Yapılan tüm taĢıma denemeleri sonucunda en etkili PPV taĢıma 

yönteminin ―serbest beslenme yöntemi‖ ile olduğu bildirilmiĢtir. 

Kuzey Amerika‘da doğal olarak bulunan 13 farklı yaprak biti türü ile 

gerçekleĢtirilen PPV‘nin deneysel taĢınması çalıĢmasında A. fabae, A. spiraecola,  

Brachycaudus persicae, Metopolophium dirhodum, M. persicae, R. padi ve Toxoptera 

citricida’nın virüsü taĢımada baĢarılı olduğu bildirilmiĢtir (Gildow ve ark., 2004).   

PPV-Rec izolatlarının (BOR-3, BULG, Horomerice ve 143A)  M. persicae ile 

taĢınması etkinliğinin araĢtırıldığı bir çalıĢmada denemeler Labonne (1995) tarafından 

uygulanmıĢ olan KBY‘ye göre kurulmuĢtur. Denemeler sonunda gerçekleĢtirilen DAS- 

ELISA analizlerine göre farklı izolatların farklı Prunus konukçularında birbirinden 

bağımsız taĢınma oranları ortaya koyduğu tespit edilmiĢtir. BOR-3, BULG, Horomerice 

ve 143A izolatlarının Prunus konuçlarına sırasıyla %35, %28, %80 ve %5 oranlarında 

M. persicae ile deneysel olarak taĢınabildiği bulunmuĢtur (Galasa ve ark., 2004). 

Capote ve ark., (2010) tarafından gerçekleĢtirilen M. persicae ile PPV-M‘nin 

deneysel taĢınması çalıĢmasında, enfeksiyon kaynağı olarak kullanılan GF305‘den, 

GF305 anacına ve Calante, Mercil ve Royal Glory kültüvarlarına sırasıyla %66.7 ve 

%46.7, %26.7 ve %26.7 oranlarında M. persicae ile PPV-M‘nin taĢındığı bildirilmiĢtir. 

Ayrıca enfeksiyon kaynağı olarak kullanılan Gladys kültüvarından sağlıklı GF305 

kültüvarına  %20.0, Mercil kültüvarına %13.3, Calante kültüvarına %26.7 ve Royal 
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Glory kültüvarına da %0.0 oranlarında M. persicae ile PPV-M‘nin taĢındığı 

bildirilmiĢtir. 

Manachini ve ark. (2007) tarafından gerçekleĢtirilen M. persicae ile PPV-M‘nin 

otsu konukçulara taĢınma çalıĢmasında yapılan RT- PCR analizleri sonrasında 15 adet 

otsu konukçu türünden 10 türe ait indikatörlerin PPV-M ile enfekteli olduğu tespit 

edilmiĢtir. Otsu indikatör olarak kullanılan P. sativum, M. chamomilla ve B. perennis 

türlerine ait test bitkilerinin taĢıma denemesinde %100 oranında PPV-M ile bulaĢık 

olduğu belirtilmiĢtir. 

Ülkemizde Ankara ili ev bahçelerinde 1995-2002 yıllarında yürütülen 

gözlemlerde, PPV enfekteli ağaçlarda sadece H. pruni tespit edilmiĢtir. Bu yaprak biti 

türüyle GF-305 fidanlarına gerçekleĢtirilen taĢıma denemeleri sonucunda yaprak biti ile 

inokulasyondan 54 gün sonra simptomlar gözlendiği ve yapılan DAS-ELISA (Double 

antibody sandwich- Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) testlerinde pozitif 

reaksiyonlar alındığı bildirilmiĢtir (Elibüyük, 2003). Çağlayan ve ark. (2013)  tarafından 

Ege Bölgesi‘nde PPV enfekteli kayısı bahçesinde yürütülen çalıĢmada, PPV enfekteli 

ağaçlar üzerine konulan yapıĢkan tuzaklarla iki yıl süresince yapılan gözlemlerde 

yaygın bulunan yaprak biti türlerinin tespiti yapılmaya çalıĢılmıĢtır. Ardarda iki yıl 

süresince yapılan gözlemlerde M. persicae (%20.15), H. pruni (%18.64), A. craccivora 

(%9.04) ve A. gossypii (%8.36)‘nin yaygın olduğu bildirilmiĢtir. Ayrıca Real-Time RT-

PCR (Reverse Transcription- Polymerase Chain Reaction; Polimeraz Zincir 

Reaksiyonu) yöntemi ile gerçekleĢtirilen analizlerde, M. persicae %34.78, H. pruni 

%32.50, Macrosiphum euphorbiae %25.00, A. gossypii %23.80, A. spiraecola %12.50 

ve A. craccivora‘nın %10.00 oranlarında PPV‘yi bünyelerinde bulundurduğu 

bildirilmiĢtir. 

PPV ile mücadelenin en önemli yolu sağlıklı bitki materyali üretmek, dayanıklı 

çeĢit kullanmak ve hastalığın yayılmasında etkisi olan faktörleri önlemeye çalıĢmaktır. 

PPV‘ye dayanıklı çeĢitlerin belirlenmesi ile ilgili dünyada çeĢitli çalıĢmalar 

yapılmaktadır. Kayısılarda PPV‘ye dayanıklılıkla ilgili oluĢturulan yeni nesil haritalar, 

PPVres (resistant) lokusunun daha iyi bir Ģekilde lokalize edilmesine izin veren ko-

dominant basit dizi tekrarı (simple sequence repeat; SSR) markörleriyle oluĢturulmuĢtur 

(Lambert ve ark., 2007; Soriano ve ark., 2008; Lalli ve ark., 2008; Marandel ve ark., 
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2009a; Pilarova ve ark., 2010; Dondini ve ark., 2010). PPVres bölgesinde toplam 42 

SSR primer çifti düzenlenmiĢ, Markör aracılığıyla seleksiyon (MAS: marker asisted 

selection) için standardize edilmesi amacıyla, haritalama için hem SEO (Stark Early 

Orange) hem de Goldrich kökenli melezlerde polimorfik olan sadece 7 SSR markörü 

(PGS1.03, PGS1.20, PGS1.21, PGS1.23, PGS1.24, PGS1.252 ve 96P10_SP6) 

seçilmiĢtir. GeliĢtirilen SSR markörlerinin, PPVres ile ilgili dayanıklılık gen bölgeleri 

için olduğu ve test edilen bütün dayanıklılık kaynaklarında ortak olduğu 

düĢünülmektedir. Bu nedenle söz konusu markörlerin, bütün dayanıklı çeĢitlerin 

döllerinde de MAS için uygun olabileceği belirtilmektedir (Soriano ve ark., 2012). 

PPV‘ye dayanıklılık ile ilgili birçok araĢtırma yapılmıĢ ve bu güne kadar yapılan 

çalıĢmalarda Goldrich, Harcot, SEO, Lito, Harlayne, Stella, OrangeRed, NJA2 kayısı 

çeĢitlerinin doğal olarak PPV dayanıklılık genini taĢıdığı belirtilmiĢtir (Decroocq ve 

ark., 2013).  

Ġnönü Üniversitesi Kayısı AraĢtırma Merkezi tarafından yeni kayısı çeĢitleri 

geliĢtirilmesi amacıyla kapsamlı bir ıslah çalıĢması baĢlatılmıĢtır.  ―Çok Amaçlı Kayısı 

Islah Projesi‖ kapsamında; erken ve geç olgunlaĢan yeni sofralık çeĢitler, verim ve 

kurutma randımanı yüksek yeni kurutmalık çeĢitleri ve ġarka hastalığına dayanıklı 

çeĢitlerin geliĢtirilmesi konusunda melezleme ıslah çalıĢmaları yapılmaktadır.  Bu 

çalıĢmalar kapsamında ġarka‘ya dayanıklı olduğu bilinen SEO, Harcot, Goldrich ve 

Stella ile yerel kayısı çeĢitleri melezlenmiĢtir. Bu güne kadar ġarka‘ya dayanıklılık 

amacıyla elde edilen yaklaĢık 3400 melez arazi koĢullarına aktarılmıĢtır. Bunların arazi 

koĢullarında dayanıklılık testine tabi tutulması büyük bir külfet anlamına gelmekle 

birlikte, PPV‘nin karantina patojeni olması nedeniyle arazide bu melezlere PPV 

inokulasyonu yapmak da imkânsız durumdadır. UlubaĢ Serçe ve ark. (2013b) bazı yerli 

kayısı çeĢitlerinde ve onların melezlerinde moleküler markörler aracılığıyla PPV 

dayanıklılığını araĢtırmıĢlardır. ÇalıĢma kapsamında PGS1.21 ve PGS1.23 markörlerini 

kullanmıĢ, Hacıhaliloğlu, KabaaĢı, Hasanbey, Çöloğlu, Adilcevaz5, ġekerpare, 

Mahmudun Eriği ve Çataloğlu gibi yerli kayısı çeĢitlerini içeren toplam 180 kayısı 

melezini taramıĢlardır. Markörlerle taranan hiçbir yerli kayısı çeĢidinde PPV 

dayanıklılığını teĢvik eden allele rastlanmadığı bildirilmiĢtir. 

Türkiye‘ye özgü bir ırk olduğu bilinen PPV-T‘nin biyolojik özellikleri, özellikle 

vektör yaprak bitleri ile taĢınma etkinlikleri detaylı bilinmemektedir. Ayrıca PPV‘nin 
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ülkemizde varlığının bilinmesinden dolayı, virüsün yayılma ihtimaline karĢılık 

mücadele yöntemleri ve dayanıklı çeĢitlerin ıslahı konularında yapılan çalıĢmalar 

günümüzde gittikçe önem kazanmaya baĢlamıĢtır.  

Yapılan bu çalıĢma iki temel kapsam içerisinde yürütülmüĢtür..  

1. ‗Plum pox virus (PPV) T ırkının bazı biyolojik özelliklerinin belirlenmesi‘, 

2. ‗Melez kayısı bitkilerinde PPV‘ye dayanıklılığın molekür markörlerle 

araĢtırılması‘.  

PPV-T ırkının bazı biyolojik özelliklerinin belirlenmesi çalıĢmasında, Labonne ve 

ark. (1995)‘ a göre ‗serbest beslenme yöntemi‘ (SBY) ve ‗kontrollü beslenme yöntemi‘ 

(KBY) olmak üzere iki farklı taĢıma denemesi yöntemi kullanılarak yaprak bitleri ile 

PPV-T‘nin deneysel taĢınma etkinliği belirlenmeye çalıĢılmıĢtır. Elde edilen bulguların, 

Ģu ana kadar sadece ülkemizde varlığı bilinen PPV-T ırkının ülkemizde yayılmasının 

takibi, PPV‘ye karĢı alınabilecek önlemler ve PPV-T‘nin biyolojik özelliklerinin 

belirlenmesi konularına temel oluĢturulması hedeflenmiĢ ve dünyada ekonomik öneme 

sahip olan PPV ile ilgili yapılan çalıĢmalara katkı sağlanması amaçlanmıĢtır.  

Melez kayısı bitkilerinde PPV‘ye dayanıklılığın molekür markörlerle araĢtırılması 

kapsamında yapılan çalıĢmalarda, Malatya‘da yerli kayısı çeĢitleri ile ġarka‘ya 

dayanıklı olduğu bilinen çeĢitlerin melezlenmesinden elde edilen ve arazi koĢullarına 

aktarılmıĢ olan melez bitkiler arasından ġarka‘ya dayanıklı bireylerin SSR markörler 

aracılığıyla seleksiyon (MAS)‘u amaçlanmıĢtır. Elde edilen veriler ile fenotipleme gibi 

uzun soluklu ve külfetli olan arazi denemeleri öncesinde PPV‘ye karĢı dayanıklılık alleli 

içeren melezlerin kısa sürede tespit edilebilmesi hedeflenmiĢtir. Böylece PPV‘ye 

dayanıklılık konularında yapılacak olan melezleme çalıĢmalarının hızlanması ve 

PPV‘ye dayanıklı yeni çeĢitlerin kısa zamanda geliĢtirilmesine katkı sağlanması 

amaçlanmıĢtır.  
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2. ÖNCEKĠ ÇALIġMALAR 

 

Plum pox virüs (PPV) Potyviridae familyasına ait olup, Ģeftali, erik, kayısı ve 

kiraz gibi çeĢitli ticari Prunus türlerini etkileyerek ġarka (Sharka) hastalığına sebep olan 

bir virüs hastalığıdır (Levy ve ark., 2000; Garcia ve Cambra, 2007; Garcia ve ark., 

2014). Günümüzde PPV‘nin sekiz ırkı tanımlanmıĢtır (Garcia ve ark., 2014). Bunlar; 

PPV-M (Marcus), PPV-D (Dideron) (Kerlan ve Dunez., 1979), PPV-EA (El Amar) 

(Wetzel ve ark., 1991), PPV- C (Cherry) (Nemchinov ve ark., 1996) , PPV-W (Winona) 

(James ve Varga., 2005), PPV-Rec (Recombinant) (Glasa ve ark., 2004), PPV-T 

(Turkey) (Serçe ve ark.,2009) ve PPV-CR (Glasa ve ark., 2013) ırklarıdır. Genellikle 

kayısı ve erikte tespit edilen PPV-D Avrupa‘da yaygın olan bir ırktır. Ancak bazı 

çalıĢmalarda PPV-D‘nin Avrupa‘nın dıĢında da bulunabildiği belirtilmiĢtir (Damsteegt 

ve ark., 2001; Reyes ve ark., 2003). Avrupa dıĢında varlığı ile ilgili henüz bir veri 

bulunmayan PPV-M ise genel olarak güney ve merkez Avrupa ülkelerinde yaygın 

olarak olarak bulunmaktadır (Myrta ve ark., 2001; Dallot ve ark., 2011). Varlığı sadece 

Mısır ile sınırlı kalmıĢ olan PPV- EA ırkı, kayısı, Ģeftali ve Japon Eriği‘nde tespit 

edilmiĢtir (Matic ve ark., 2011). Ġlk olarak viĢnede varlığı tespit edilen PPV-C ırkı 

(Nemchinov ve ark., 1996), daha sonraları Ġtalya‘da (Crescanzi ve ark., 1997; Fanigliulo 

ve ark., 2003), Macaristan‘da (Nemchinov ve ark., 1998), Beyaz Rusya‘da (Malinowski 

ve ark., 2012) ve Hırvatistan‘da (Kajic ve ark., 2012) viĢne ve kirazda tespit edilmiĢtir. 

Genetik sınıflandırmada PPV-M ve PPV-D ırkına benzerlik gösteren PPV-Rec ırkı 

(Glasa ve ark., 2002), Avrupa‘nın bir çok ülkesinde ve Avrupa dıĢında da genel olarak 

kayısı ve erik ağaçlarında tespit edilmiĢtir (Glasa ve ark., 2002, 2004; Candresse ve 

ark., 2007; Matic ve ark., 2006; Thompson ve ark., 2009). Farklı bir ırk olan ve PPV-W 

ırkının tespit edilmesine temel oluĢturan PPV-W3174 orijinal olarak ilk kez 2003 

yılında James ve Varga (2005) tarafından Kanada‘da erik ağacında tespit edilmiĢtir. 

Sonraları PPV-W izolatları Letonya, Ukrayna ve Rusya‘da tespit edilmiĢtir (Glasa ve 

ark., 2011; Mavrodieva ve ark., 2013; Sheveleva ve ark., 2012). PPV-W açık arazide 

erik, karaçalı, Kanada eriği ve kiraz eriğinde tespit edilmiĢtir (Mavrodieva ve ark., 

2013). Bugüne kadar sadece Türkiye‘de varlığı bilinen PPV-T‘nin izolatları genellikle 

kayısı ve erikte tespit edilmiĢtir (UlubaĢ Serçe ve ark., 2009). Ayrıca, SharCo FP7 

projesi kapsamında Arnavutluk‘da gerçekleĢtirilen çalıĢmalarda PPV-T tespit edildiği 
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bildirilmiĢtir (Garcia ve ark., 2014). Glasa ve ark., (2013) tarafından son olarak 

belirlenen ırk olan PPV- CR ırkı Rusya‘da viĢnelerde tespit edilmiĢtir. 

Diğer tüm virüs hastalıklarında olduğu gibi PPV‘nin de kimyasal mücadelesi 

olmadığından dünyada dayanıklı ve hassas çeĢitlerin belirlenmesi ile ilgili çalıĢmalar 

yapılmıĢtır. Ayrıca hastalığın yayılması ile ilgili önlemler alabilmek için hastalığı 

yaygın olarak taĢıyan vektörlerin tespiti ile ilgili de çeĢitli çalıĢmalar yürütülmüĢtür 

(Labonne  ve ark., 1996). Ülkemizde bulunan ve diğer ülkelerde varlığına henüz 

rastlanmamıĢ olan PPV-T‘nin biyolojik özellikleri hakkında henüz kapsamlı bir çalıĢma 

bulunmamaktadır. 

 

2.1. Türkiye’de PPV’nin Varlığı, PPV’nin Biyolojik Özelliklerinin Belirlenmesi ve 

PPV’ye Dayanıklılık ile Ġlgili Yapılan ÇalıĢmalar 

 

PPV‘nin varlığı Türkiye‘de ilk kez Edirne‘de ġahtiyancı (1968) ve daha sonraları 

da Ankara‘da Kurçman (1973) tarafından simptomolojik gözlemlere dayanılarak 

kaydedilmiĢtir.   

Yürektürk (1984) Marmara Bölgesi‘nde Ģeftali, erik, kayısı ve badem de yaptığı 

sörveyler sonrası biyolojik indeksleme yöntemi ile 345 örneğin 34‘ünde PPV 

enfeksiyonu tespit etmiĢtir.   

Ankara ve çevresindeki sert çekirdekli meyvelerde simptomolojik gözlemler, 

mekanik inokulasyonlar ve serolojik testler sonucu PPV‘nin yaygın olduğu ve erik ve 

kayısılardaki yoğun meyve dökümünün bu virüsten kaynaklandığı bildirilmiĢtir 

(Elibüyük ve Erdiller, 1995). 

 Sertkaya ve ark. (2003) ‗Türkiye‘de PPV‘nin DAS-ELISA ve RT-PCR/ RFLP 

(Restriction fragment lenght polymorphisim) analizi ile saptanması ve tanılanması‘ 

çalıĢmasında, Malatya yöresi dıĢında kalan ülkemizin önemli yetiĢtiricilik 

bölgelerindeki kiraz, erik, kayısı, nektarin, Ģeftali, badem, viĢne ağaçlarından tesadüfi 

örnekleme yapmıĢtır. RT-PCR/RFLP analizi ile DAS-ELISA ve DASI-ELISA 

bulgularını destekleyen sonuçlar elde edilmiĢtir. Toplam 52 örnekten iki adedinin PPV 

ile enfekteli olduğu ve bu iki kayısı izolatının da M ırkı olduğu belirlenmiĢtir.  

Koç ve Baloğlu, (2006), erik bahçeleri üzerine yaptıkları çalıĢmada klorotik leke, 

meĢe yaprağı benzeri renk açılmaları, yapraklarda Ģekil bozuklukları ve çizgi Ģeklinde 
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renk açılmalarının PPV- M ırkı ile bağlantılı olduğunu DAS-ELISA, RT-PCR ve RFLP 

yöntemleri ile saptamıĢ ve aynı çalıĢmada araĢtırıcılar PPV‘nin Çukurova Bölgesi için 

ilk kayıt olduğunu bildirmiĢlerdir.  

UlubaĢ Serçe ve ark. (2009) tarafından gerçekleĢtirilen bir çalıĢmada, Ankara ve 

çevresinde PPV enfeksiyonunun tespit edildiği bahçelerden izole edilen örneklerin 

nükleotid dizisi belirlenmiĢ, rekombinasyon tespit edilmiĢ ve bu yeni ırka T (Türkiye) 

adı verilmiĢtir. PPV-T izolatı günümüze değin sadece ülkemizde saptanmıĢtır.  

Bursa, Çanakkale, Ġzmir, Aydın, Afyon, Kütahya ve Manisa illerindeki Ģeftali, 

kayısı, kiraz ve erik bahçelerinde 2004, 2005, 2006 yıllarının büyüme sezonunda sert 

çekirdekli meyvelerde bulunan virüs ve viroidlerin tespiti için sörvey çalıĢması 

yapılmıĢtır. Yapılan çalıĢmada nekrotik lekeler ve meyvede Ģekil bozuklukları gösteren 

ağaçlardan toplam 1225 örnek alınmıĢ ve çeĢitli virüsleri tespit amaçlı ELISA testi 

yapılmıĢtır. Yapılan analizler sonucunda örneklerin %0.4 oranında PPV yönünden 

pozitif olduğu tespit edilmiĢtir (GümüĢ ve ark., 2007).  

Gazel ve ark. (2010), 2006 yılında Mersin ilinden erik, Ģeftali, kayısı, nektarin 

bahçelerinden alınan 37 örnekten 30‘unun ve Hatay ilinde erik, Ģeftali, kayısı, nektarin 

bahçelerinden alınan 196 örnekten 110 tanesinin PPV yönünden pozitif olduğunu 

bildirmiĢtir.  

2007 ve 2010 yılları arasında AkbaĢ ve ark. (2011) Türkiye‘nin birçok ilini 

kapsayan sörvey çalıĢması yapmıĢtır. Bu çalıĢmada ticari ve ticari olmayan taĢ 

çekirdekli meyve bahçeleri ile fidanlıklardan alınan 5762 örneğe yapılan DAS-ELISA 

ve RT-PCR analizleri sonucunda Ege Bölgesi‘nde 3, Ġç Anadolu‘da 22, Marmara‘da 

128 ve Akdeniz‘de 73 olmak üzere toplam 226 adet örneğin PPV yönünden pozitif 

olduğu bildirilmiĢtir.  

Comart ve ark. (2013) tarafından PPV‘nin D, M ve T ırkları High Resolution 

Melting (HRM) eğrisi analizleri ile araĢtırılmıĢ ve PPV genomunun farklı bölgelerini 

çoğaltan 23 primer çifti düzenlenmiĢtir. ÇalıĢmada kullanılmak üzere 10 örnek PPV-D 

izolatı sadece Ortaköy‘den, 10 örnek PPV-M izolatı Isparta, Hatay, Kayseri, Çanakkale 

illerinden ve 10 örnek PPV-T izolatı Ankara, Kayseri, Konya illerinden temin 

edilmiĢtir. Yapılan çalıĢmayla düzenlenen 23 primer çiftinden yirmi birinin çok iyi 

sonuç verdiği ve bunlardan on yedi tanesinin PPV‘nin üç ırkı için kısmen veya tamamen 

ayırt edici nitelikte olduğu bildirilmiĢtir.  
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Gürcan ve ark. (2013a) Ankara‘ya komĢu olan Aksaray, Kayseri, NevĢehir, 

Yozgat ve ana yol üzerindeki küçük yerleĢim yerlerinde sörvey çalıĢması yapmıĢlardır. 

Toplanan 120 örnek ELISA ve RT-PCR analizleri yapılmıĢ ve Ankara, Kayseri ve 

Konya‘daki genellikle kayısı ve bazı erik ev bahçelerinde PPV enfeksiyonu tespit 

edilmiĢtir. Aksaray, NevĢehir, Yozgat‘ın Ģehir merkezlerinde ve ana yol üzerindeki 

yerleĢim yerlerinde PPV enfeksiyonu bulunmamıĢtır. Bu durum PPV‘nin genellikle 

enfekteli bitki materyalleri ile yayıldığını göstermiĢtir. Özellikle Kayseri‘de gözlem 

yapılan ev bahçelerinde enfekteli kayısılarla aynı bahçede bulunan bademlerde herhangi 

bir simptom gözlenmediği bildirilmiĢtir. Bu da göstermektedir ki PPV-T enfeksiyonu 

genellikle kayısı ve eriklerle sınırlı kalmıĢtır.  

UlubaĢ Serçe ve ark. (2013a) tarafından Türkiye‘deki PPV izolatlarının çeĢitliliği 

ile ilgili bir çalıĢma gerçekleĢtirilmiĢtir. PPV‘nin genetik çeĢitliliği Türkiye‘nin farklı 

coğrafik bölgelerinden çeĢitli ticari bahçelerde, ev bahçelerinde veya Ģehir parklarında 

bulunan taĢ çekirdekli meyve türlerinden toplanan 63 örneğin analizi ile 

değerlendirilmiĢtir. PPV izolatları (Cter)P3-6K1-(Nter)Cl kodlama bölgesi ve NIb 

bölgesinin 5' sonu ile birlikte kılıf proteininin (coat protein; CP) 3' terminal bölgesini 

kapsayan iki genomik fragmentin kullanımıyla çeĢitlendirilmiĢtir. Her iki amplikon 

sekanslanmıĢ ve filogenetik analizler göstermiĢtir ki 30 PPV izolatı PPV-M, 32 PPV 

izolatı PPV-T ve bir izolat da PPV-M+D‘dir. Yapılan çalıĢma sonucunda PPV‘nin 

Türkiye‘deki yerli izolatının PPV-T olduğu belirlenmiĢ, PPV-M‘nin yeni yayılmaya 

baĢladığı kaydedilmiĢtir. Ayrıca PPV-D izolatının yalnız bulunmadığı, sadece PPV-M 

izolatı ile karıĢık enfeksiyon yaptığı bildirilmiĢtir.  

Gürcan ve ark. (2013b) tarafından yapılan bir baĢka çalıĢmada Ortaköy, 

Aksaray‘da PPV enfekteli olduğu bilinen bahçelerden alınan 50 örneğe ELISA ve RT-

PCR analizleri yapılmıĢtır. 21 örneğin P3-6K1 bölgeleri çoğaltılmıĢ ve iki yönlü sekans 

analizi yapılmıĢtır. 21 örnekten 19 tanesinin spesifik diziye sahip olduğu bulunmuĢtur. 

ÇalıĢmanın sonucunda, Gen bankası verileri ile yapılan dizi analizinin PPV-D ile 

eĢleĢtiği belirtilmiĢtir.  

Ceylan ve ark. (2013) birbirine uzak olan Çanakkale, Hatay, Isparta ve Kayseri 

illerinden topladıkları 10 örneğe PPV-M ve PPV-D spesifik antiserum kullanarak 

ELISA ve RT-PCR analizleri yapmıĢtır. P3-6K1 proteini içeren virüs genomunun 

fragmenti çoğaltılmıĢ ve sekans analizi yapılmıĢtır. 10 örnek için 805b ürünleri, 
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önceden yayınlanan sekanslar ve önceden araĢtırdıkları 30 PPV-T izolatının P3-6K1 

bölgesi ile eĢleĢtirilmiĢtir.Filogenetik eĢleĢtirme,bahçelerden toplanan izolatların PPV-

M olduğunu ve bunların büyük Ģehirlerin ev bahçelerinde bulunan PPV-T izolatlarının 

P3-6K1 bölgelerinden farklı olduğunu göstermiĢtir. Bu çalıĢma ile Türkiye‘de yaygın 

olan izolatın PPV-T olduğu ancak PPV-M‘nin tüm karantina önlemlerine rağmen 

ülkemize yurt dıĢından alınan fidanlarla girdiği bildirilmiĢtir.  

Kaya ve ark. (2014) Antakya, Hatay‘da PPV enfekteli bir bahçenin yakınına 

PPV‘den ari olan sertifikalı Prunus anaçlarıyla tesis ettikleri bir bahçede 2 yıl boyunca 

PPV‘nin yaprak bitleri ile taĢınmasını gözlemlemiĢlerdir. Yapılan DASI-ELISA 

analizleri sonunda PPV enfeksiyonu tespit ettikleri Myrobalan 29C (P. cerasifera) 

bitkilerine yaptıkları sekans analizinde, enfeksiyonun PPV-M ırkından kaynaklandığını 

bildirmiĢlerdir. 

Ankara ili ev bahçelerinde 1995- 2002 yıllarında yürütülen gözlemlerde, PPV 

enfekteli ağaçlardan sadece H. pruni tespit edilmiĢtir. Bu yaprak biti türüyle GF-305 

fidanlarına gerçekleĢtirilen taĢıma denemeleri sonucunda yaprak biti ile inokulasyondan 

54 gün sonra simptomlar gözlendiği ve yapılan DAS-ELISA testlerinde pozitif 

reaksiyonlar alındığı bildirilmiĢtir (Elibüyük, 2003).  

Çağlayan ve ark. (2013)  tarafından Ege Bölgesi‘nde PPV enfekteli kayısı 

bahçesinde yürütülen çalıĢmada, PPV enfekteli ağaçlar üzerine konulan yapıĢkan 

tuzaklarla iki yıl süresince yapılan gözlemlerde yaygın bulunan yaprak biti türlerinin 

tespiti yapılmaya çalıĢılmıĢtır. Artarda iki yıl süresince yapılan gözlemlerde M. persicae 

(%20.15), H. pruni (%18.64), A. craccivora (%9.04) ve A. gossypii (%8.36)‘nin yaygın 

olduğu bildirilmiĢtir. Ayrıca Real-Time RT-PCR (Reverse Transcription- Polymerase 

Chain Reaction; Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yöntemi ile gerçekleĢtirilen analizlerde, 

M. persicae %34.78, H. pruni %32.50, Macrosiphum euphorbiae %25.00, A. gossypii 

%23.80, A. spiraecola %12.50 ve A. craccivora‘nın %10.00 oranlarında PPV‘yi 

bünyelerinde bulundurduğu bildirilmiĢtir.  

Antakya, Hatay‘da doğal olarak PPV enfekteli nektarin bahçesinin yakınına 

Myrobolan 29C (P. cerasifera), Garnem (Prunus dulcis × ((P. persica × Prunus 

davidiana) × P. persica)), GF677 (Prunus amygdalus × P. persica), Docera 6 (P. 

domestica × P. cerasifera), Greenpac ((P. persica× P. davidiana) × (P. dulcis × P. 

persica) ve Adesoto 101 (Prunus insititia) türleri ile tesis edilen deneme bahçesinde iki 
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yıl süresince yapılan gözlemlerde yaygın bulunan yaprak bitlerinin tespiti ve PPV 

taĢıma oranları araĢtırılmıĢtır. Buna göre, M. persicae %39.47, A. fabae %25.00, A. 

gosypii %24.56, A. spiraecola %22.60, H. pruni %22.22, Macrosiphon euphorbiae 

%20.00 ve A. craccivora‘nın %8.00 oranlarında yaygın bulunduğu bildirilmiĢ,  yapılan 

squash real-time RT-PCR analizlerinde A. spiraecola‘nın %12.5, A. gossypii‘nin 

%12.42 ve H. pruni‘nin %11.11 oranlarında PPV‘yi bünyelerinde bulundurduğu tespit 

edilmiĢtir (Kaya ve ark., 2014). 

Ülkemizdeki yerli kayısı çeĢitlerinin PPV‘ye karĢı reaksiyonları konusunda 

çalıĢmalar sınırlı kalmıĢtır. Elibüyük ve Erdiller (1991) yerli çeĢitler üzerinde yaptıkları 

bir çalıĢmada, 8 kayısı ve 12 erik çeĢidinin arazideki yaprak meyve ve gövde 

simptomlarını gözlemlemiĢ, cv. Can erik çeĢidi hariç tüm çeĢitlerde hastalık simptomu 

belirdiğini bildirilmiĢlerdir.  

Ülkemiz kayısı çeĢitleri ile yurt dıĢında yapılan bir çalıĢmada Çöloğlu, 

Hacıhaliloğlu, Hasanbey, Karacabey ve Tokaloğlu çeĢitleri PPV-M ve PPV-D ırklarına 

hassas olduğu bildirilmiĢtir (Dosba ve ark., 1992).   

Elibüyük ve Erdiller (1995) Bursa‘dan temin edilen Aprikoz, Çöloğlu, 

Hacıhaliloğlu, Tokaloğlu ve ġam yerli kayısı çeĢitlerine herhangi bir inokulasyon 

yapmadan doğal olarak enfektelenen ağaçlarda dört yıl süre ile gözlemler yapmıĢlar ve 

sonuç olarak bu çeĢitlerin PPV‘ye hassas olduklarını bildirmiĢlerdir.  Ancak yaptıkları 

çalıĢmada virüs ırkını belirtmemiĢlerdir. 

Çağlayan ve ark. (2004) Türkiye‘deki yerli kayısı ve erik çeĢitlerinin PPV‘ye 

reaksiyonu ile ilgili Macaristan Erd-Elvira Meyve ve Süs Bitkileri AraĢtırma 

Merkezi‘nde bir çalıĢma yürütmüĢlerdir. Bu çalıĢma kapsamında doğal olarak PPV 

enfekteli olan 10 yıllık anaçlar üzerine yerli Türk kayısılardan Alyanak, Tokaloğlu, 

Hacıhaliloğlu, Soğancı, Hasanbey, ġekerpare, KabaaĢı, Sakıt-2, 11/89 çeĢidi, Çataloğlu, 

Çöloğlu, Mahmuduneriği, Hacıkız ve yerli eriklerden de Alerik, Can-2, Değirmendere, 

Aynalı, 1559 çeĢidi, Papaz, Havran, Türbe çukuru, Ġstanbul çeĢitleri aĢılanmıĢtır. 

AĢılanan bitkiler iki büyüme sezonu boyunca gözlemlenmiĢ ve RT-PCR analizi 

yapılmıĢtır. Sakıt-2, Aynalı, Papaz aĢı çeĢitleri PPV enfekteli bulunurken Havran aĢı 

çeĢidinde simptom gözlenmemesine rağmen RT-PCR analizlerinde PPV pozitif 

bulunmuĢtur.  
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Ġnönü Üniversitesi Kayısı AraĢtırma Merkezi tarafından yeni kayısı çeĢitleri 

geliĢtirilmesi amacıyla kapsamlı bir ıslah çalıĢması baĢlatılmıĢtır.  ―Çok Amaçlı Kayısı 

Islah Projesi‖ kapsamında; erken ve geç olgunlaĢan yeni sofralık çeĢitler, verim ve 

kurutma randımanı yüksek yeni kurutmalık çeĢitleri ve ġarka hastalığına (PPV) 

dayanıklı çeĢitlerin geliĢtirilmesi konusunda melezleme ıslah çalıĢmaları yapılmıĢtır. Bu 

çalıĢmalar kapsamında PPV‘ye dayanıklı olduğu bilinen Stark Early Orange, Harcot, 

Goldrich ve Stella ile Hacıhaliloğlu, ġekerpare, Adilcevaz, Çöloğlu, Çataloğlu gibi 

yerel kayısı çeĢitleri melezlenmiĢtir. Yapılan bu çalıĢmayla Malatya kayısılarının 

özelliklerini kaybetmeden ġarka hastalığına dayanıklılık özelliği kazandırmak 

hedeflenmiĢtir. 

ġu ana kadar sadece ülkemizde varlığı bilinen PPV-T‘nin doğal enfeksiyonuna 

karĢı 6 farklı Prunus anacının hassaslığının değerlendirilmesi ile ilgili yapılan bir 

çalıĢma kapsamında, Ġzmir‘de doğal olarak PPV-T enfekteli olan bir kayısı bahçesinde 

deneme kurulmuĢtur. Enfekteli kayısı bahçesine komĢu olarak PPV‘den ari olduğu 

bilinen sertifikalı Prunus anaçları (Myrobalan 29C, Garnem, GF 8.1, Nemaguard, 

Docera 6 ve GF677) dikilmiĢtir. Bu deneme bahçesinde PPV‘nin yayılımı ve anaçlar 

üzerindeki baĢlıca yaprak biti türlerinin varlığı takip eden iki yıl (2010, 2011) süresince 

izlenmiĢtir. 2009 Nisan ayında, 2010 ve 2011 yıllarının Eylül aylarında deneme 

bahçesinden alınan örnekler DAS-ELISA ile analiz edilmiĢtir. 2010 yılında PPV 

enfeksiyonu Nemeguard‘da %6 ve Myrobalan 29C‘de %4 olarak belirlenmiĢtir. 2011 

yılında enfeksiyon oranı Nemeguard için %16 ve Myrobalan 29C için %14 olarak 

artmıĢtır. Tüm bu testlerde diğer dört anaç PPV yönünden negatif sonuç vermiĢtir. 

Deneme alanından alınan dokuz viral izolatın PCR amplikonlarının sekans analizleri 

PPV-T ırkının AbTK izolatı ile %98 oranında, PPV-Rec ırkının Niksic6 ve BOR-3 

izolatlarıyla %95 oranında, PPV-M ırkının N1, SK68 ve PS izolatlarıyla %94 oranında 

benzediğini göstermiĢtir. Deneme alanındaki enfekteli anaçlar ve doğal olarak 

enfektelenen kayısı ağaçlarından alınan örneklerin PPV karakterizasyonu yapılmıĢ ve 

enfekteli ağaçlar %99.5 PPV-T olarak belirlenmiĢtir.  ÇalıĢma sonucunda Nemaguard 

ve Myrobalan 29C PPV-T ile doğal olarak enfektelenirken, Prunus mariana GF8.1, 

Docera6, GF677, ve Garnem PPV-T bakımından negatif bulunmuĢtur (Çağlayan ve 

ark., 2013).  
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UlubaĢ Serçe ve ark. (2013b) bazı yerli Türk kayısı çeĢitlerinde ve onların 

melezlerinde moleküler markörler aracılığıyla PPV dayanıklılığını araĢtırmıĢlardır. 

ÇalıĢma kapsamında PGS1.21 ve PGS1.23 markörleri kullanılmıĢ, Hacıhaliloğlu, 

KabaaĢı, Hasanbey, Çöloğlu, Adilcevaz5, ġekerpare, Mahmudun Eriği ve Çataloğlu 

gibi yerli kayısı çeĢitlerini içeren toplam 180 kayısı progenisini taramıĢlardır. 

Markörlerle taranan yerli kayısı çeĢitlerinden hiçbirinde PPV dayanıklılığını teĢvik eden 

allele rastlanmadığı bildirilmiĢtir. 

 

2.2. Dünya’da PPV’nin Varlığı, PPV’nin Biyolojik Özelliklerinin Belirlenmesi ve 

PPV’ye Dayanıklılık ile Ġlgili Yapılan ÇalıĢmalar 

 

PPV ilk kez Bulgaristan‘da 1915-1918 yıllarında erikte (Attanasof, 1932) tespit 

edilmiĢtir.  Etmenin baĢlangıç noktası balkanlar iken 1940‘lı yıllardan sonra kuzeyde 

Rusya, doğuda Türkiye ve Suriye, güneyde Yunanistan, Ġspanya ve batıda Portekiz‘e 

kadar yayılmıĢtır (Sutic ve ark., 1999).  Virüs ayrıca ġili (Roy ve Smith, 1994), 

Hindistan (Thakur ve ark., 1994) Kanada‘da (Thompson ve ark. 2001), ABD‘de (Levy 

ve ark., 2000) Japonya‘da (Maejima ve ark., 2010) ve Rusya Federasyonu‘nda 

(Prikhodko ve ark., 2011) tespit edilmiĢtir.  

PPV‘nin, mekanik inokulasyon ve aĢı ile taĢındığı yapılan çalıĢmalarla ortaya 

konurken, Prunus konukçuları arasında temasla, polenle ve tohumla taĢınmadığı 

belirtilmiĢtir (Garcia ve ark., 2014).  

Hastalığın kısa mesafelere yayılması ise etkin olarak yaprak bitleri ile 

gerçekleĢmektedir (Kegler ve Sutic, 1991).  

Zeyen ve Berger (1990) tarafından ‗beslenme temelli taĢınma‘ olarak adlandırılan 

bir çalıĢmada, yaprak bitlerinin epidermal hücrelerde beslenmesi esnasında virüsü non-

persistant olarak alabildiği ve aktarabildiği bildirilmiĢtir. Hastalığın, konukçu bitki 

üzerinde beslenmesi veya kolonize olması Ģart olmayan yaprak biti türleri tarafından da 

etkili bir Ģekilde taĢınabildiği ifade edilmiĢtir. PPV gibi potyvirüslerin vektör yaprak 

bitleri ile uzun mesafeler boyunca taĢınmadığı genel olarak kabul edilse de spesifik 

çevre koĢullarında bazı potyvirüslerin göçmen yaprak bitleri ile uzun mesafeler boyunca 

taĢınabileceğini düĢündüren bazı kanıtların mevcut olduğu bildirilmiĢtir. 



 

17 
 

 Shukla ve ark. (1994)‘ün yapmıĢ olduğu bir baĢka çalıĢmada PPV‘nin yaprak 

bitleri ile bahçe içinde veya bahçeler arasında yayıldığı bildirilmiĢtir. PPV taĢıyabilen 

vektörlerin ne kadar uzağa seyahat edebilecekleri ve enfekteli kaynaktan ne kadar 

süreyle PPV bulaĢtırabildikleri bilinmemektedir.  

Avrupa‘da PPV‘nin birincil yaprak biti vektörleri Romanya‘da (Isac ve ark., 

1998), Ġspanya‘da (Llacer ve Cambra, 1998), Macaristan‘da (Gaborjanyi ve Basky, 

1995) ve Fransa‘da (Labonne ve ark., 1995) tespit edilmiĢtir. Meyve bahçelerindeki 

vektör yaprak biti popülasyonları tür ve coğrafyaya göre farklılık göstererek farklı 

birincil vektörler ortaya çıkarabilir. Doğu Avrupa‘da H. pruni ve P. humuli‘nin önemli 

PPV vektörleri oldukları düĢünülmektedir. Batı Avrupa‘da ise M. persicae ve A. 

spiraecola, meyve bahçelerinde etkili PPV taĢınması ile iliĢkili olduğu bilinen daha 

yaygın vektör türleridir. Ayrıca, bir yaprak biti türünün popülasyonları arasındaki 

genetik farklılıklar potyvirüsleri taĢıyabilme yetenekleri açısından değiĢiklik gösterebilir 

(Sohi ve Swenson, 1964; Singh ve ark., 1983; Lupoli ve ark., 1992).  

Güney Fransa‘da, A. gossypii (Glover)‘ye ait bir popülasyon PPV‘yi etkili bir 

Ģekilde taĢımıĢtır; ancak Fransa‘dan ve Ġspanya‘dan alınan baĢka popülasyonlar virüsü 

etkili bir Ģekilde taĢıyamamıĢtır (Avinent ve ark., 1991; Labonne ve ark., 1995).  

PPV‘nin taĢınmasında Aphididae familyasında yer alan A. craccivora, A. 

spiraecola, B. helichrysi, B. cardui, M. persicae, M. varinas, M. humuli yaprak biti 

türleri etkin bir Ģekilde rol almaktadır. Esas doğal vektörler B. helichrysi,  M. persicae 

ve M. humuli ‗dir. Virüs A. alni, E. plebeja, H. pruni, L. corni, L. pratensis, M. laevis, 

M. ceraci, O. quinquecostatus, P. pilosus, T. rosae ile taĢınmamaktadır (Büchen-

Osmond, 2006).   

Labonne ve ark. (1995) tarafından yapılan bir çalıĢmada, PPV‘nin potansiyel 

vektörü olan yaprak bitleri ile otsu konukçulara ve Prunus türlerine taĢınmasında 

kullanılan metodların etkinliği ve taĢınma epidemiyolojisini araĢtırmıĢlardır. Bu çalıĢma 

kapsamında kullanılan yaprak bitlerinden Acyrthosiphon pisum Harris bezelyede (Pisum 

sativum L.), Aphis fabae Scopoli yaygın baklagillerde (Vicia faba L.), A. gossypii 

Glover kabakta (Cucurbita pepo L.), A. spiraecola Patch, M. euphorbiae Thomas, M. 

persicae Sulzer patlıcanda (Solanum melongena L.), D. noxia Mordvirlko, R. padi L.,S. 

avenae F. buğdayda çoğaltılmıĢtır. ÇalıĢmada, ―serbest beslenme yöntemi‖ ile kurulan 
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denemelerde virüs kaynağı olarak PPV (PPV V ve PPV BT izolatları) enfekteli bezelye 

(Pisum sativum) bitkileri, ‗kontrollü beslenme yöntemi‘ (KBY) ile kurulan denemelerde 

de PPV enfekteli tütün (N. benthamiana) bitkileri kullanılmıĢtır. ―Serbest beslenme 

yöntemi‖ (SBY) ile yaptıkları denemelerde PPV BT‘yi daha iyi taĢıdığı bilinen sağlıklı 

bitki olarak P. Sativum var. Colmo bezelyeleri kullanılmıĢtır. Bu yöntemde kendi 

konukçuları üzerinde binden fazla üretilmiĢ olan yaprak bitleri elek teliyle çevrelenmiĢ 

karanlık konteynırlara (15x40x10 cm) konulmuĢtur. Konteynır, 40 adet sağlıklı ve 8 

adet PPV BT enfekteli bezelyelerin bulunduğu kafese (39x51x37 cm) konulmuĢtur. 

Yaprak bitlerinin serbest olarak 5 gün süresince konukçu bitkilerinden kafes içindeki 

diğer (sağlıklı ve enfekteli) bitkilerde beslenmesi sağlanmıĢtır. Yaprak bitleri, beĢ 

günlük periyottan sonra insektisit ile ilaçlanarak öldürülmüĢtür. Test bitkilerinin 

büyüme çemberinde (23 ºC ± 1, 14 saat gün ıĢığı) 3 hafta simptomolojik gözleminden 

sonra immunolojik analizleri (Adamolle, 1993) yapılmıĢtır. Bu yönteme göre, A. fabae, 

A. gossypii, A. spiraecola, M. persicae ve R. padi yaprak bitlerinin PPV‘yi etkin olarak 

taĢıdığı bildirilmiĢtir. KBY ile yapılan denemelerde 100 adet kanatsız ergin ve 

nimflerden oluĢan yaprak bitleri çoğaltıldıkları konukçuları üzerinden toplanmıĢtır. Bir 

saat aç bırakılan yaprak bitleri daha sonra PPV V ile enfekteli N. benthamiana üzerinde 

6 dakika beslenmesi sağlanmıĢ, sonra sağlıklı N. benthamiana bitkileri üzerine alınarak 

burada da 1 gece boyunca beslenmesi sağlanmıĢtır. Bir gece sağlıklı bitkide tutulan 

yaprak bitleri insektisitle ilaçlanarak bitkiler büyüme çemberine alınmıĢtır (23 ºC ± 1, 

14 saat gün ıĢığı). Bu yönteme göre A. spiraecola ve M. persicae yaprak bitlerinin 

PPV‘yi etkin olarak taĢıdığı bildirilmiĢtir. Prunus‘dan Prunus‘a gerçekleĢtirilen PPV 

taĢıma denemelerinde yine SBY ve KBY kullanılmıĢtır. Enfeksiyon kaynağı olarak PPV 

BT ve PPV V izolatlari ile enfekteli olan P. persica cv. GF305 bitkisi kullanılmıĢtır. 

Ġndikatör bitki olarak da sağlıklı GF305 bitkileri kullanılmıĢtır. Yapılan denemeler 

sonunda her iki PPV iozlatı ile enfekteli bitkilerle ve her iki yöntemle kurulan 

denemelerde H. pruni ile PPV taĢıması gerçekleĢtirilememiĢtir.  

Kuzey Amerika‘da doğal olarak bulunan 13 farklı yaprak biti türü ile PPV‘nin 

Pennsylvania izolatlarının (PENN-3, PENN-4, PENN-7) deneysel taĢınması denemeleri 

sonucunda A. fabae, A. spiraecola,  B. persicae, M. dirhodum, M. persicae, R. padi ve 

T. citricida‘nın virüsü taĢımada baĢarılı olduğu, en etkili olanların A. spiraecola (%86) 

ve M. persicae (%83) türleri olarak tespit edildiği ve A. pisum, Aphis glycines, A. solani, 
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M. euphorbiae, R. maidis ve S. avenae türlerinin virüsü taĢımada baĢarısız olduğu 

bildirilmiĢtir (Gildow ve ark., 2004). 

PPV-Rec izolatlarının (BOR-3, BULG, Horomerice ve 143A)  M. persicae ile 

taĢınması etkinliğinin araĢtırıldığı bir çalıĢmada enfeksiyon kaynağı olarak PPV-Rec 

izolatları ile enfekteli N. benthamiana tütün bitkisi kullanılmıĢtır. Denemeler Labonne 

(1995) tarafından uygulanmıĢ olan KBY‘ye göre kurulmuĢtur. Demelerde test bitkisi 

olarak P. persica cv. GF305 Ģeftali bitkisi, Prunus armeniaca cv. Manicot kayısı bitkisi 

ve Prunus domestica cv. Julior erik bitkileri kullanılmıĢtır. Çoğaltıldıkları konukçuları 

üzerinden toplanan 50 adet yaprak biti 3 saat aç bırakıldıktan sonra PPV enfekteli 

yaprak üzerinde 6 dakika beslenmiĢtir. Beslenme sonrası enfekteli bitkiden sağlıklı 

bitkiler üzerine alınan yaprak bitlerinin bir gece beslenmesi sağlanmıĢ ve insektisitle 

ilaçlanarak öldürülmüĢtür. Test bitkileri 3 haftalık gözlem için uygunn koĢullara alınmıĢ 

ve 3 hafta sonunda DAS-ELISA analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. Analiz sonuçlarına göre 

farklı izolatların farklı Prunus konukçularında birbirinden bağımsız taĢınma oranları 

ortaya koyduğu tespit edilmiĢtir. BOR-3, BULG, Horomerice ve 143A izolatlarının 

Prunus konuçlarına sırasıyla %35, %28, %80 ve %5 oranlarında M. persicae ile 

deneysel olarak taĢınabildiği bildirilmiĢtir (Galasa ve ark., 2004). 

Yunanistan‘da yapıĢkan sürgün yöntemi ile gerçekleĢtirilen diğer bir çalıĢmada 

arazide kayısı ağaçlarında A. gossypii ve H. pruni en çok rastlanan yaprak biti türleri 

olmuĢ, PPV epidemiyolojisinde bu yaprak biti türlerinin rol oynayabileceği ileri 

sürülmüĢtür (Varveri, 2006).  

Manachini ve ark. (2007) tarafından gerçekleĢtirilen M. persicae ile PPV-M‘nin 

otsu konukçulara taĢınma çalıĢmasında enfeksiyon kaynağı olarak PPV-M enfekteli 

GF305 bitkisi kullanılmıĢtır. Ġndikatör bitki olarak da Leguminosae (Pisum sativum L., 

Trifolium repens L., Trifolium pratense L., ve Lupinus polyphyllus Lindley), 

Caryophyllaceae (Saponaria ocymoides L.), Compositae (Zinnia elegans L., 

Taraxacum officinale Weber, Matricaria chamomilla L., Centaurea cyanus L., Achillea 

millefolium L., ve Bellis perennis L.), Amaranthaceae (Amaranthus retroflexus L.), 

Cruciferae (Lepidium sativum L.), Linaceae (Linum rubrum L.) ve Papaveraceae 

(Papaver rhoeas L.) olmak üzere çimlenmeden sonra 3 haftalık büyüklükte olan toplam 

15 tür otsu konukçu kullanılmıĢtır. Çoğaltıldığı konukçusu üzerinden tesadüfi olarak 
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toplanan kanatsız M. persicae yaprak bitleri, enfekteli GF305 bitkisi üzerine alınmıĢ ve 

30 dakika beslenmesi sağlanmıĢtır. Enfekteli bitkiden alınan yaprak bitleri (2- 6 adet) 

sağlıklı otsu indikatörler üzerine aktarılmıĢtır. Deneme sonuda yapılan RT- PCR 

analizleri sonrasında 15 adet otsu konukçu türünden 10 tanesine ait indikatörlerin PPV-

M enfekteli olduğu tespit edilmiĢtir. Otsu indikatör olarak kullanılan P. sativum, M. 

chamomilla ve B. Perennis türlerine ait test bitkilerinin taĢıma denemesinde %100 

oranında PPV-M ile bulaĢık olduğu belirtilmiĢtir. 

Wallis ve ark. (2007) PPV PENN3 ve PPV PENN4 izolatları ile enfekteli P. 

persica ‗GF-305‘ bitkisini inokulum kaynağı olarak kullanmıĢ ve M. persicae ile 

‗Colmo‘ bezelyelerine deneysel taĢıma denemeleri yapmıĢlardır. Yaptıkları taĢıma 

denemeleri sonucunda yaptıkları 80 adet ‗Colmo‘ bezelye bitkisinden 3 tanesinin PPV 

ile enfektelendiğini bildirmiĢlerdir. Sonuç olarak inokulum kaynağı olarak Prunus 

bitkisi kullanılarak M. persicae ile otsu ‗Colmo‘ bezelye bitkilerine sadece %3-5 

oranlarında PPV taĢındığını belirtmiĢlerdir. 

Yine bir çalıĢmada Capote ve ark. (2009) toplam 405 adet Prunus (Prunus 

salicina Lindl.; P. armeniaca L.;  P. persicae L. (Batsch); P. dulcis (Mill.) D.A. Webb.) 

bitkisine yaptıkları PPV tarama analizlerinde RNA izolasyonu yapmaksızın 

gerçekleĢtridikleri spot real time RT-PCR ve RNA izolasyonu sonrasında yapılan real-

time RT-PCR analizlerinin etkinliğini karĢılaĢtırmıĢlardır. Yapılan çalıĢmalar 

sonucunda spot real-time RT-PCR‘nin %93.6 oranında PPV‘yi tespit hassasiyetine 

sahip olduğunu, çok fazla sayıda örnekle yapılan çalıĢmalarda bu yöntemin seri ve 

pratik olduğunu bildirmiĢlerdir. 

Capote ve ark., (2010) tarafından gerçekleĢtirilen M. persicae ile PPV-M‘nin 

deneysel taĢınması çalıĢmasında, enfeksiyon kaynağı olarak PPV-M enfekteli GF305 

anacı ve P. persica cv. Gladys‘in genç fidanları kullanılmıĢtır. ÇalıĢmada indikatör bitki 

olarak da sağlıklı GF305 ve GF677 üzerine aĢılanmıĢ Calante, Mercil ve Royal Glory 

kültüvarları kullanılmıĢtır. Her bir enfeksiyon kaynağı için her bir indikatör bitki 

türünden 15‘er adet bitki ile deneme kurulmuĢ, toplam 120 adet test bitkisi 

kullanılmıĢtır. Denemede, M. persicae yaprak bitlerinin kanatsız bireyleri toplanarak 1 

saat aç bırakılmıĢ, sonra 10 dakika enfekteli bitkide beslenmiĢ ve 25- 30‘ar gruplar 

halinde her bir sağlıklı test bitkisi üzerine aktarılmıĢtır. Sağlıklı bitkide 2 saat beslenen 
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yaprak bitleri ilaçlanarak öldürülmüĢtür. Test bitkileri 8 hafta süresince simptomolojik 

olarak gözlenmiĢ ve bu süre sonunda PPV‘nin üniversal tespit antiserumu olan 5B-IVIA 

(Cambra ve ark., 1994) ile DASI- ELISA analizleri yapılmıĢtır. Deneysel taĢıma 

denemesinde, enfeksiyon kaynağı olarak kullanılan GF305‘den, GF305 anacına ve 

Calante, Mercil ve Royal Glory kültüvarlarına sırasıyla %66.7 ve %46.7, %26.7 ve 

%26.7 oranlarında M. persicae ile PPV-M‘nin taĢındığı bildirilmiĢtir. Ayrıca enfeksiyon 

kaynağı olarak kullanılan Gladys kültüvarından sağlıklı cv. GF305‘e %20.0, Mercil 

kültüvarına %13.3, Calante kültüvarına %26.7 ve Royal Glory kültüvarına da %0.0 

oranlarında M. persicae ile PPV-M‘nin taĢındığı bildirilmiĢtir. 

PPV, özellikle kayısı bitkisinde oldukça yıkıcı sonuçlara sebep olan bir hastalıktır. 

Bu nedenle hastalıkla mücadele açısından dünyada çeĢitli dayanıklılık çalıĢmaları 

yapılmaktadır. Kayısı germplazmasında çeĢitli dayanıklılık kaynakları tanımlanmıĢtır ve 

bunlar günümüzde hem hastalığın genetik kontrolünün anlaĢılması hem de dayanıklı 

seleksiyonlarının üretilmesi amacıyla kullanılmaktadır. PPV dayanıklılıkla ilgili yapılan 

çalıĢmalarda tek bir genin (Dicenta ve ark. 2000), iki genin (Moustafa ve ark., 2001) 

veya üç genin (Guillet-Bellanguer ve Audergon, 2001) PPV dayanıklılıktan sorumlu 

olduğu bildirilmiĢtir. Ayrıca, Ģeftaliye benzeyen bir tür olan P. davidiana‘da [Prunus 

persica (L.) Batsch.] poligenik dayanıklılık da tanımlanmıĢtır (Decroocq ve ark., 2005; 

Marandel ve ark., 2009b).  

Soriano ve ark. (2008) daha ayrıntılı bir çalıĢmada 4 ayrı progenide (Goldrich‘le 2 

F1 soyu ve Lito ile 2 F2 soyu) dayanıklılık farklılıklarını analiz etmiĢlerdir. Bütün 

progenilerin tek bir dominant gen açısından beklenen orandan anlamlı bir Ģekilde 

farklılık gösterdiği (F1‘de 1:1 ve F2‘de 3:1) ve soyu üç-gen bazlı modele daha iyi bir 

Ģekilde uyan Goldrich x Canino melezi haricinde verilerin PPV dayanıklılığını kontrol 

eden 2 dominant bağımsız lokuslu digenik bir modele daha iyi bir Ģekilde uyduğu 

sonucuna varmıĢlardır.  

Dondini ve ark. (2010) Lito ve Harcot kayısı çeĢitlerinde Plum pox virüs M ve D 

ırklarına karĢı dayanıklılık için QTL (Quantitative trait locus) tanımlanması çalıĢması 

yapmıĢtır. Bu çalıĢmada, üç yıllık fenotipik gözlemler sırasında fideler, simptomlara ve 

ELISA testlerine dayalı olarak dayanıklı, toleranslı ve duyarlı Ģeklinde üç sınıfa 

ayrılmıĢtır. Lito dayanıklı sınıfta yer alırken Harcot toleranslı olarak sınıflandırılmıĢtır.  
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PPV dayanıklılık kapsamında çalıĢılan yeni nesil haritalar, PPVres lokusunun 

daha iyi bir Ģekilde lokalize edilmesine izin veren ko-dominant basit sekans tekrarı 

(simple sequence repeat; SSR) markörleriyle oluĢturulmuĢtur (Lambert ve ark., 2007; 

Soriano ve ark., 2008; Lalli ve ark., 2008; Marandel ve ark., 2009a; Pilarova ve ark., 

2010; Dondini ve ark., 2010).  

PPV dayanıklılık bölgesinin Vera Ruiz ve ark. (2011) tarafından bir dizi yapay 

bakteriyel kromozom (BAC; bacterial artificial chromosome) kökenli SSR ile daha ileri 

düzeyde satürasyonu PPVres lokusunun dayanıklı Lito ve Goldrich çeĢitlerinin 

haritalarında sırasıyla 7.3 ve 5.9 cm‘lik bölgelere daraltılmasıyla sonuçlanmıĢtır.  

Soriano ve ark. (2012) tarafından gerçekleĢtirilen çalıĢmada, kayısının PPVres 

bölgesinde toplam 42 SSR primer çifti düzenlenmiĢtir. ÇalıĢmanın MAS (markör 

aracılığıyla seleksiyon; marker asisted selection) için standardize edilmesi amacıyla, 

haritalama için hem SEO hem de Goldrich kökenli melezlerde polimorfik olan sadece 7 

SSR (PGS1.03, PGS1.20, PGS1.21, PGS1.23, PGS1.24, PGS1.252 ve 96P10_SP6) 

markörü seçilmiĢtir. Bir dizi dayanıklı ve duyarlı çeĢit tarandıktan sonra bu SSR‘lerin 

PPVres lokusu ile bağlantılı oldukları kanıtlanmıĢtır. Ayrıca yapılan bu çalıĢma ile 

markörlerin geliĢtirilmesi iki ayrı dayanıklılık kaynağına, Lito ve Goldrich‘e ait 

haritalara dayalı olmakla beraber bunlarla iliĢkili olan SEO, Pandora ve Sunglo gibi 

çeĢitlerde PPV dayanıklılık allelleri saptamıĢlardır. Goldrich ve Lito ile iliĢkili olmayan 

diğer dayanıklı çeĢitlerde de aynı alleller tespit edilmiĢtir. Bu durum, geliĢtirilen SSR 

markörlerinin PPVres ile ilgili dayanıklılık geni bölgesinde olduğunu ve test edilen 

bütün dayanıklılık kaynaklarında ortak olduğunu düĢündürebilir. Bu nedenle söz konusu 

markörlerin, bütün dayanıklı çeĢitlerin döllerinde de MAS için uygun olabileceği 

bildirilmiĢtir.  

Bugüne kadar Prunus türlerine özgü 360‘ın üzerinde SSR geliĢtirilmiĢtir. Bunların 

birçoğu dayanıklılık genini bulmak için yapılan kayısı genetik haritalarında 

kullanılmıĢtır (Gürcan ve Yılmaz, 2012).  

Balazs ve ark. (2013) tarafından yapılan çalıĢmada 5 SSR markörü (Aprigms 18; 

Aprigms 24;ssrPACITA5; ssrPACITA17; EP5100) hassas ve dayanıklı kayısı çeĢitlerini 

testlemede kullanmıĢtır. Kullanılan beĢ markörden üçünün (ssrPACITA5; 

ssrPACITA17; EP5100)  PPV dayanıklı çeĢitlerin seleksiyonu için uygun olduğu 

bildirilmiĢtir.  
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Bulgaristan‘nın Plovdiv bölgesinde PPV enfeksiyonunun yoğun olarak bilindiği 

bir bahçeye ‗Adesto 101‘ (P.insititia), ‗Docera 6‘ (P.domestica x P.cerasigera), 

‗Garnem‘ (P.dulcis x P.persica), GreenPac ((P.persica x P.davidiana) x (P.dulcis x 

P.persica)), ‗Nemaguard‘ (Prunus persica x Prunus davidiana), ‗Mariana GF 8.1‘ 

(P.cerasifera x P.munsoniana) çeĢitlerinin PPV‘ye reaksiyonunu saptamak amacıyla bir 

deneme kurulmuĢtur. Üç vejetasyon süresi sonunda 5 kez ELISA testi yapılmıĢ ve 

yapılan analizler sonucunda ‗Nemaguard‘ %73, ‗Mariana GF 8.1‘ %70.03, ‗Adesoto‘ 

%54.43,  ‗GreenPac‘ %39.83, ‗Garnem‘ % 39.03 ve hipersensitif olduğu bilinen birçok 

‗Docera 6‘ çeĢidinde PPV enfeksiyonu saptandığı bildirilmiĢtir (Milusheva ve 

Bozhkova, 2013).  

PPV‘ye dayanıklılık ile ilgili birçok araĢtırma yapılmıĢ ve bu güne kadar yapılan 

çalıĢmalarda Goldrich, Harcot, SEO, Lito, Harlayne, Stella, OrangeRed, NJA2 kayısı 

çeĢitlerinin doğal olarak PPV dayanıklılık genini taĢıdığını göstermiĢtir (Decroocq ve 

ark., 2013).  
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

3.1. Materyal 

 

3.1.1. ‘Plum pox virus (PPV) T Irkının Bazı Biyolojik Özelliklerinin AraĢtırılması’ 

ÇalıĢmalarında Kullanılan Bitki ve Yaprak Biti Materyalleri 

 

PPV-T ırkının bazı biyolojik özelliklerinin belirlenmesi için yaprak bitleri ile 

gerçekleĢtirilen, PPV-T‘nin deneysel taĢıma çalıĢmalarında sağlıklı indikatör bitki 

olarak tütün bitkisi (Nicotiana benthamiana), bezelye bitkisi (Pisum sativum ‗Colmo‘ 

ve Pisum sativum ‗Siena‘), hıyar bitkisi (Cucumis sativus L.) ve erik anacı (Prunus 

cerasifera cv.Myrobalan 29C) kullanılmıĢtır. Ayrıca, PPV-T‘nin deneysel taĢıma 

çalıĢmalarında inokulum kaynağı olarak, PPV-T Ankara izolatı (UlubaĢ Serçe ve ark., 

2009) ile enfekteli Myrobalan 29C erik anacı, Ġzmir Menemen civarında doğal PPV-T 

enfekteli olduğu bilinen kayısı ağacından (Çağlayan ve ark., 2013) alınan sürgün ve 

yaprak materyalleri ve PPV-T enfekteli kayısıdan (Menemen, Ġzmir) mekanik 

inokulasyonla enfektelenmiĢ N. benthamiana tütün bitkileri kullanılmıĢtır. 

PPV-T‘nin deneysel taĢıma çalıĢmalarında kullanılan Myzus persicae yaprak 

bitleri saf kültür olarak otsu konukçusu olan patlıcan (Solanum melongena L.) bitkisi 

üzerinde ve Aphis gossypii yaprak bitleri ise saf kültür olarak otsu konukçusu olan 

patlıcan (S. Melongena L.) bitkisi ve hıyar (C. Sativus L.) bitkisi üzerinde  

çoğaltılmıĢtır. Hyalopterus pruni ise PPV‘den ari olduğu bilinen erik ağaçları 

(P.cerasifera Ehrh.) üzerinden toplanarak doğrudan taĢıma denemelerinde 

kullanılmıĢtır. 

 

3.1.2. ‘Melez Kayısı Bitkilerinde PPV’ye Dayanıklılığın Moleküler Markörlerle 

AraĢtırılması’ ÇalıĢmalarında Kullanılan Bitki Materyalleri 

 

Ġnönü Üniversitesi Kayısı AraĢtırma Merkezi tarafından, PPV etmenine karĢı 

dayanıklılık genleri taĢıdığı bilinen Stark Early Orange (SEO) (Decroocq ve ark., 2013) 

ile ülkemizde özellikle Malatya yöresinde oldukça yaygın olarak yetiĢtiriciliği yapılan 

Hacıhaliloğlu, Adilcevaz5, Çöloğlu, ġekerpare ve Çataloğlu gibi yerli kayısı çeĢitlerinin 
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melezlenmesi sağlanmıĢtır (Asma, 2000). Melezlemede ana ve babadan geçen genlerde 

farklılıkları gözden kaçırmamak amacıyla SEO ve yerli hatlar melezlenirken ebeveyn 

kombinasyonuna dikkat edilmiĢ ve yerli çeĢitlerin hem ana hem baba olarak (örneğin 

Hacıhaliloğlu X SEO, SEO X Hacıhaliloğlu) melezlemeye katılması sağlanmıĢtır. SEO 

ve yerli kayısı çeĢitlerinin melezlenmesiyle elde edilen yeni melezlerden de pomolojik 

özellikleri ve DNA kalitesi iyi olan bitkilerden alınan yaprak ve sürgünler ―Melez kayısı 

bitkilerinde PPV‘ye dayanıklılığın moleküler markörlerle araĢtırılması‖ çalıĢmasında 

bitki materyali olarak kullanılmıĢtır (Çizelge 3.1). 

 

Çizelge 3. 1. SEO ile melezlenen yerli kayısıların (Hacıhaliloğlu, Adilcevaz5, Çöloğlu, 

ġekerpare ve Çataloğlu) ebeveyn kombinasyonları ve çalıĢmalarda kullanılan melez 

bitki sayıları 

Sıra Melez ÇeĢitler Kullanılan Melez Sayısı 

1 Hacıhaliloğlu x Stark Early Orange 11 

2 Adilcevaz 5 x Stark Early Orange 14 

3 Çöloğlu x Stark Early Orange 10 

4 ġekerpare x Stark Early Orange 15 

5 Stark Early Orange x Adilcevaz5 20 

6 Stark Early Orange x Hacıhaliloğlu 9 

7 Stark Early Orange x ġekerpare 22 

8 Stark Early Orange x Çataloğlu 33 

                           

Toplam 

                            134 
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3.2. Yöntem 

 

3.2.1. ‘Plum pox virus (PPV) T Irkının Bazı Biyolojik Özelliklerinin AraĢtırılması’ 

ÇalıĢmalarında Kullanılan Yöntemler 

 

3.2.1.1.  Test Bitkilerinin YetiĢtirilmesi ve Temini 

 

PPV-T‘nin yaprak bitleri ile deneysel taĢıma denemelerinde kullanılan N. benthamiana, 

P. sativum ‗Colmo‗, P. sativum ‘Siena‗, C. sativus bitkilerinin tohumları 23 °C ± 1 

sıcaklık ve 16 saat gün ıĢığı koĢullarına sahip olan iklim odasında saksılara ekilmek 

suretiyle çimlendirilmiĢtir. Myrobalan 29C bitkileri ise Adana Toros Tarım Agripark 

Biyoteknoloji Merkezi‘nde PPV‘den ari olarak doku kültürü ile üretilmiĢ olan 

fidanlardan temin edilmiĢtir.  

 

3.2.1.2. Ġnokulum Kaynağı Bitkilerin Elde Edilmesi 

 

PPV-T‘nin, aĢı gözleri ile Myrobalan 29C erik anacı bitkilerine taĢınması 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Damsteegt ve ark. (2007)‘e göre yapılan aĢı ile PPV-T‘nin taĢ 

çekirdekli meyve anaçlarına inokule edilmesinde, Ankara izolatı ile enfekteli olduğu 

bilinen kayısı bitkisinden alınan aĢı gözleri, PPV-T‘den ari olan Myrobalan 29C erik 

anaçları üzerine aĢılanmıĢtır. AĢı ile PPV-T taĢıma iĢlemi bitkilerde gözler uyanmadan 

önceki sezon olan ġubat- Mart aylarında gerçekleĢtirilmiĢtir. AĢılanan anaçların, tel ev 

içerisinde aĢı gözlerinin sürmesi takip edilmiĢtir. AĢılamadan yaklaĢık olarak 6- 8 hafta 

sonra Myrobalan 29C anaçlarındaki gözlerin sürmesi ve bitkilerin yapraklanması ile 

simptomolojik gözlemler gerçekleĢtirilmiĢtir. Daha sonra Myrobalan 29C bitkilerinden 

yaprak örnekleri alınarak yapılan DAS- ELISA ve real-time RT-PCR analizleri ile PPV-

T‘nin Myrobalan 29C bitkilerine taĢınıp taĢınmadığı belirlenmiĢtir. Tütün bitkilerine 

mekanik inokulasyon yöntemi ile PPV-T enfekte edilmesi çalıĢmaları Martinez- Gomez 

ve ark. (2000)‘na göre gerçekleĢtirilmiĢtir. Mekanik inokulasyon iĢleminde enfeksiyon 

kaynağı olarak, Ġzmir Menemen civarında PPV-T ile doğal enfekteli olduğu bilinen 

kayısı ağaçlarından  alınan yapraklar kullanılmıĢtır.PPV-T simptomunu yoğun olarak 

içeren 6-8 kayısı yaprağı üzerine 25 ml 0.01 M PBS (pH 7) eklenmiĢ ve bir havan 
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içerisinde havaneli yardımıyla iyice ezilerek virüs içeren yaprak ekstraktı elde 

edilmiĢtir. 10 adet N. benthamiana tütün bitkisinin yaprak yüzeyine hafif karborandum 

(zımpara) tozu uygulanmıĢtır. Her bitkinin yaralanan yapraklarına 500 µl virüs içeren 

yaprak ekstraktı sürüldükten sonra 2-3 dakika beklenmiĢ ve daha sonra yapraklar saf su 

ile dikkatlice yıkanmıĢtır. Mekanik inokulasyon iĢlemi tamamlanan bitkiler, 23 °C 

sıcaklık ve 16 saat gün ıĢığı olan iklim odasında simptomolojik gözleme alınmıĢtır. 

YaklaĢık olarak 4- 6 hafta sonunda da tütün bitkilerine yapılan DAS-ELISA ve real-

time RT-PCR analizleri ile PPV-T enfekteli tütün bitkileri belirlenmiĢtir. 

PPV-T ile enfekteli olduğu gerek simptomolojik gözlemler gerekse de yapılan 

DAS- ELISA ve real-time RT- PCR analizleri ile saptanan tütün bitkileri, Myrobalan 

29C bitkileri ve Ġzmir Menemen civarında doğal olarak PPV-T enfekteli olduğu bilinen 

kayısı bahçesinden Mart- Nisan aylarında alınan yaprak ve sürgünler, PPV-T‘nin yaprak 

bitleri ile deneysel taĢınması denemelerinde inokulum kaynağı olarak kullanılmıĢtır. 

 

3.2.1.3. Yaprak Bitlerinin Temini ve Çoğaltılması 

 

M. persicae ve A. gossypii Çukurova Üniversitesi Ziraat Fakültesi Bitki Koruma 

Bölümü‘nden Doç. Dr. Serdar SATAR, Mustafa Kemal Üniveristesi Bitki Koruma 

Bölümün‘den Prof. Dr. GülĢen SERTKAYA ve Ondokuz Mayıs Üniversitesi Bitki 

Koruma Bölümü‘nden temin edilmiĢtir.  

M. persicae, PPV‘den ari olduğu bilinen ve tohumdan yetiĢtirilen patlıcan (S. 

melongena) bitkisi üzerinde (ġekil 3. 1), A. gossypii de PPV‘den ari olduğu bilinen ve 

tohumdan yetiĢtirilen patlıcan (S. melongena) bitkisi ve hıyar (C. sativus) bitkisi 

üzerinde (ġekil 3. 2) 24 °C sıcaklık ve 15 saat gün ıĢığı ve %70 nem koĢullarına sahip 

olan iklim kabininde saf kültür olarak üretilmiĢtir. 

H. pruni‘nin ana konukçusu Prunus türleridir. Bu yaprak bitinin ikincil konukçu 

genellikle Ģeytan mumu (Typha latifolia L.) ve kamıĢ (Phragmites australi Cavanilles) 

bitkileri olduğundan laboratuar koĢullarında üretimi oldukça zordur (Latham ve Milles, 

2011). Bu nedenle H. pruni yaprak bitleri, Mustafa Kemal Üniversitesi‘nde bulunan ve 

PPV‘den ari olduğu tespit edilen erik ağaçları üzerinden populasyonlarının en yoğun 

olduğu Mart- Nisan aylarında doğrudan alınmıĢtır. 
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ġekil 3. 1. Patlıcan bitkisi üzerinde saf kültür olarak çoğaltılan Myzus persicae yaprak 

bitleri 

 

 

ġekil 3. 2. Patlıcan bitkisi üzerinde (solda) ve hıyar bitkisi üzerinde (sağda) saf kültür 

olarak çoğaltılan Aphis gossypii yaprak bitleri 
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3.2.1.4. PPV-T’nin Yaprak Bitleri ile Deneysel TaĢıma Denemeleri 

 

PPV-T ırkının yaprak bitleri ile taĢınma olanaklarının araĢtırılması çalıĢması, 

Labonne ve ark. (1995)‘a göre KBY ve SBY olmak üzere iki farklı yöntemde küçük 

değiĢiklikler yapılarak gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

3.2.1.4.1. ‘Kontrollü Beslenme Yöntemi’ (KBY) ile Deneysel TaĢıma Denemeleri 

 

3.2.1.4.1.1. Myzus persicae ile Bezelye (Pisum sativum ‘Colmo’; Pisum sativum 

‘Siena’) Bitkisine Deneysel TaĢıma Denemeleri 

 

M. persicae ile deneysel taĢıma denemelerinde indikatör bitki olarak ticari bir 

çeĢit olmayan ve PPV‘ye hasas olduğu bilinen P. sativum ‗Colmo‘ bezelyeleri (Wallis 

ve ark., 2007) ile ülkemize ithalatı yoğun olarak yapılan (Ġzmir Zirai Karantina 

Müdürlüğü ithalat verileri) ancak PPV‘ye hassasiyeti konusunda henüz bir çalıĢma 

yapılmamıĢ olan P. sativum ‗Siena‘ bezelye bitkileri kullanılmıĢtır (ġekil 3. 3). Bezelye 

bitkileri, tohumun çimlenmesinden 7 gün sonrasında, 3-5 yapraklı döneminde deneysel 

taĢıma denemelerine alınmıĢtır. 60 adet ‗Colmo‘ ve 20 adet ‗Siena‘ bezelyeleri 

kullanılarak farklı zamanlarda dört deneysel taĢıma denemesi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Ayrıca indikatör bezelye bitkilerinin simptomolojik geliĢiminin gözlemlendiği iklim 

odasına, ortamda oluĢabilecek viral bulaĢmaları kontrol ve tespit amacıyla PPV-T‘den 

ari olan 10 adet ‗Colmo‘ bezelye bitkisi konulmuĢtur. TaĢıma denemelerinde inokulum 

kaynağı olarak PPV-T Anakara izolatı ile enfekteli Myrobalan 29C bitkisi 

kullanılmıĢtır. 

TaĢıma denemeleri aĢağıdaki Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir.  

1. Denemede kullanılan sağlıklı bezelye bitkileri, üzerlerine tek tek tabanları 

kesilmiĢ falkon tüpler geçirilerek taĢıma denemelerine hazırlanmıĢtır (ġekil 3. 4).  

2. Denemede kullanılan çok sayıda kanatsız form yaprak biti, saf kültür olarak 

çoğaltıldığı patlıcan bitkisi üzerinden fırça ve emgi tüpü yardımı ile petri kabı 

içerisine toplanarak 60-75 dakika beyaz ıĢık altında aç bırakılmıĢtır (ġekil 3. 5). 

 



 

30 
 

 

ġekil 3. 3. Myzus persicae ile taĢıma denemelerinde kullanılan Pisum sativum ‗Colmo‘ 

(solda) ve P. sativum ‗Siena‘ bitkileri (sağda) 

 

 

ġekil 3. 4. Bezelye bitkilerinin üzerine tabanı kesilmiĢ falkon tüp geçirilerek Myzus 

persicae ile PPV-T deneysel taĢıma denemelerine hazırlanması 

 

3. Petri içerisinden alınan 30-35 adet yaprak biti PPV-T ile enfekteli Myrobalan yaprağı 

üzerinde 3- 5 dakika beslenmesi sağlanmıĢtır (ġekil 3. 6).  
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ġekil 3. 5. Myzus persicae yaprak bitlerinin, çoğaltıldığı patlıcan bitkisi üzerinden emgi 

tüpü yardımı ile toplanması (solda) ve petri içerisine konulması (sağda) 

 

 

ġekil 3. 6. Myzus persicae yaprak bitlerinin PPV-T Ankara izolatı ile enfekteli 

Myrobalan 29C yaprağı üzerinde beslenmesi 

 

4. Enfekteli Myrobalan 29C yaprağı üzerinde beslenen yaprak bitleri tekrar emgi 

tüpü ile enfekteli yaprak üzerinden toplanmıĢ ve her bir sağlıklı bitki üzerinde 30-

35 yaprak biti olacak Ģekilde indikatörbezelye bitkisine aktarılmıĢtır. (ġekil 3. 7). 
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ġekil 3. 7. PPV-T enfekteli yapraktan emgi tüpü ile toplanan Myzus persicae yaprak 

bitlerinin indikatör bezelye bitkisi üzerine aktarılması 

 

5. Yaprak bitleri indikatör bezelyeye aktarıldıktan sonra falkon tüplerin kapakları 

kapatılmıĢ ve yaprak bitlerinin tüm gece indikatör bezelye bitkisi üzerinde 

beslenmesi sağlanmıĢtır.  

6. Beslenme sonunda yaprak bitleri insektisitle ilaçlanarak öldürülmüĢtür.  

7. Ġlaçlama sonrasında bezelye bitkileri 23 °C ± 1 sıcaklık; 16 saat ıĢık 

olanaklarına sahip olan iklim odasına alınmıĢ, burada simptomatolojik olarak 

taĢıma denemesinin takibi 4- 6 hafta süresince gerçekleĢtirilmiĢtir.  

8. Bu süre sonunda bitkilerden yaprak örnekleri alınarak DAS-ELISA real-time 

RT- PCR analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

3.2.1.4.1.2. Myzus persicae ile Tütün (Nicotiana benthamiana) Bitkisine Deneysel 

TaĢıma Denemeleri 

 

M. persicae ile gerçekleĢtirilen deneysel taĢıma denemelerinde indikatör bitki 

olarak tütün (N. benthamiana) bitkileri kullanılmıĢtır. Tütün bitkileri çimlenmelerini 

takiben 3-5 yapraklı dönemdeyken deneysel taĢıma denemelerine alınmıĢtır. Tütün 
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bitkisine yapılan deneysel taĢıma denemelerinde üç farklı inokulum kaynağı (PPV-T 

doğal enfekteli kayısı, PPV-T Ankara izolatı ile enfekteli Myrobalan 29C, mekanik 

inokulasyonla PPV-T enfektelenmiĢ tütün) ile üç farklı zamanda taĢıma denemeleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Ġnokulum kaynağı olarak Ġzmir Menemen civarında PPV-T doğal enfekteli olduğu 

bilinen kayısı ağacından alınan yaprak ve sürgünlerin kullanılmasıyla yapılan 

denemelerde, indikatör olarak 60 adet sağlıklı tütün bitkisi kullanılmıĢtır.  

Deneysel taĢıma denemesi aĢağıdaki Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

1. 3-5 yapraklı döneme gelen tütün bitkileri üzerine tabanı kesik falkon tüpler 

geçirilerek bitkiler denemeye hazırlanmıĢtır (ġekil 3. 8). 

2. Kanatsız formda olan yaprak bitleri, saf kültür olarak çoğaltıldıkları patlıcan 

bitkisi üzerinden fırça ve emgi tüpü yardımı ile toplanmıĢ ve cam tüplere alınarak 

beyaz ıĢık üzerinde 30 dakika aç bırakılmıĢtır (ġekil 3. 9).  

 

 

ġekil 3. 8. Sağlıklı tütün (Nicotiana benthamiana) bitkilerine tabanı kesik falkon tüp 

geçirilerek daneysel taĢıma denemesine hazırlanması 
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ġekil 3. 9. Patlıcan bitkisi üzerinden emgi tüpü yardımı ile toplanan  Myzus persicae 

yaprak bitlerinin (solda) kapaklı cam tüplere alınması ve beyaz ıĢık üzerinde 

bekletilmesi (sağda) 

 

3. Enfekteli kayısı sürgününden üç adet yaprak alınmıĢtır ve bu yaprakların 

deneme süresince canlılığını korumak amacıyla yaprak sapları saf su içeren 

ependorf tüpler içine yerleĢtirilmiĢtir. Yapraklar petrilerin içerisine konmuĢtur. 

Yarım saat sonunda tüplerden alınan yaprak bitleri, PPV-T ile enfekteli yapraklar 

üzerine aktarılmıĢtır ve 5- 6 dakika beslenmesi sağlanmıĢtır. Yaprak bitlerinin 

beslenme süreleri boyunca petriler beyaz ıĢık üzerinde bekletilmiĢtir (ġekil 3. 10). 

4. Enfekteli kayısı yaprağında beslenmesi tamamlanan 30- 35 adet yaprak biti, 

tütün bitkisine aktarılmak üzere enfekteli kayısı yaprağı üzerinden emgi tüpü 

yardımı ile toplanmıĢtır (ġekil 3. 11). 
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ġekil 3. 10. Beyaz ıĢık üzerine alınan ve canlı kalması için yaprak sapı saf su dolu 

ependorf tüp içine batırılmıĢ olan PPV-T enfekteli kayısı yaprağı üzerinde, Myzus 

persicae yaprak bitlerinin beslenmesinin sağlanması  

 

5. Yaprak bitleri (30- 35 yaprak biti/ bitki), emgi tüpü ile sağlıklı tütün bitkileri 

üzerine aktarılmıĢ ve falkon tüplerin kapakları kapatılarak burada tüm gece 

beslenmeleri sağlanmıĢtır (ġekil 3. 12). 

6. Tütün bitkisi üzerinde beslenmesi tamamlanan yaprak bitleri ertesi gün 

insektisitle ilaçlanarak öldürülmüĢtür.  

7. Ġndikatör tütün bitkileri 4- 6 hafta süresince simptomatolojik gözlem amacıyla 

iklim odasına alınmıĢtır. Bu süre sonunda PPV varlığını tespit etmek amacıyla 

tütün bitkilerinden yaprak örnekleri alınarak DAS-ELISA ve real-time RT- PCR 

analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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ġekil 3. 11. Myzus persicae yaprak bitlerinin PPV-T enfekteli kayısı yaprağı üzerinden 

emgi tüpü ile toplanması 

 

 

ġekil 3. 12. Myzus persicae‘nin enfekteli kayısı yaprağında beslendikten sonra sağlıklı 

tütün bitkisi üzerine aktarılması (1), Myzus persicae yaprak bitlerinin sağlıklı tütün 

bitkisi üzerinde beslenmesi (2), yaprak bitlerinin tütün bitkisine aktarıldıktan sonra 

falkon tüpün kapağının kapatılması (3) 

 

Ġnokulum kaynağı olarak PPV-T Ankara izolatı ile ile enfektelenmiĢ Myrobalan 

29C bitkisi ve mekanik inokulasyonla PPV-T enfektelenmiĢ tütün bitkisi 

kullanılmasıyla yapılan denemelerde, 10‘ar adet sağlıklı tütün bitkisi kullanılmıĢtır. Her 
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iki inokulum kaynağı ile farklı zamanlarda kurulan deneysel taĢıma denemesi aĢağıdaki 

Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

1. 3- 5 yapraklı dönemde olan sağlıklı tütün bitkileri üzerlerine falkon tüpler 

geçirilerek deneysel taĢıma denemesine hazırlanmıĢtır. 

2. Saf kültür olarak patlıcan bitkisinde çoğaltılan ve denemede kullanılan kanatsız 

formda olan yaprak bitleri fırça ve emgi tüpü ile petri kabı içerisine toplanarak 

beyaz ıĢık altında 60- 75 dakika aç bırakılmıĢtır. 

3. Petri içerisinden alınan 30- 35 adet yaprak biti 6- 10 dakika beslenmesi 

amacıyla PPV-T enfekteli Myrobalan 29C (ġekil 3.13) ve tütün (ġekil 3. 14) 

bitkilerinin yaprağı üzerine aktarılmıĢtır. 

 

 

ġekil 3. 13. PPV-T enfekteli Myrobalan 29C yaprağı üzerinde Myzus persicae yaprak 

bitlerinin beslenmesi 

 



 

38 
 

 

ġekil 3. 14. PPV-T enfekteli tütün yaprağı üzerinde Myzus persicae yaprak bitlerinin 

beslenmesi 

 

4. PPV-T enfekteli Myrobalan 29C bitkisi ve tütün bitkisinde beslenmesini 

tamamlayan yaprak bitleri emgi tüpü ile toplanmıĢtır. M. persicae yaprak bitleri 

her bir bitki üzerinde 30- 35 adet olacak Ģekilde sağlıklı tütün bitkisine aktarılmıĢ 

ve burada tüm gece beslenmesi sağlanmıĢtır (ġekil 3. 15). 

5. Ertesi gün sağlıklı tütün bitkisinde beslenmesi tamamlanan yaprak bitleri 

insektisitle (Eforia 247 SC: 141 g/l thiamethoxam; 106 g/l lambda-cyhalothrin) 

ilaçlanarak öldürülmüĢtür. 

6. Ġndikatör tütün bitkileri 4- 6 hafta süresince simptomatolojik gözlem amacıyla 

iklim odasına alınmıĢtır. Bu süre sonunda, PPV varlığını tespit etmek amacıyla  

tütün bitkilerinden yaprak örnekleri alınarak DAS- ELISA ve real-time RT- PCR 

analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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ġekil 3. 15. Sağlıklı tütün bitkisinde beslenen Myzus persicae yaprak bitleri 

 

3.2.1.4.1.3. Aphis gossypii ile Bezelye (Pisum sativum ‘Colmo’; Pisum sativum 

‘Siena’) Bitkisine Deneysel TaĢıma Denemeleri 

 

A. gossypii ile deneysel taĢıma denemelerinde indikatör bitki olarak ticari bir çeĢit 

olmayan ve PPV‘ye hasas olduğu bilinen P. sativum ‗Colmo‘ bezelyeleri (Wallis ve 

ark., 2007) ile ülkemize ithalatı yoğun olarak yapılan (Ġzmir Zirai Karantina Müdürlüğü 

ithalat verileri) ancak PPV‘ye hassasiyeti konusunda henüz bir çalıĢma yapılmamıĢ olan 

P. sativum ‗Siena‘ bezelye bitkileri kullanılmıĢtır. Bezelye bitkileri, tohumun 

çimlenmesinden 7 gün sonrasında, 3- 5 yapraklı döneminde deneysel taĢıma 

denemelerine alınmıĢtır. 30 adet ‗Colmo‘ ve 20 adet ‗Siena‘ bezelye bitkisi kullanılarak 

iki farklı zamanda deneysel taĢıma denemeleri kurulmuĢtur. A. gossypii ile farklı 

zamanlarda yapılan deneysel taĢıma denelerinde inokulum kaynağı olarak PPV-T 

enfekteli Myrobalan 29C bitkisi kullanılmıĢtır. Deneysel taĢıma denemeleri aĢağıdaki 

gibi gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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1. TaĢıma denemesinde kullanılan bezelye bitkileri üzerine falkon tüpler 

geçirilmiĢ ve bitkiler taĢıma denemesine hazırlanmıĢtır.  

2. Saf kültür olarak patlıcan ve hıyar bitkisinde çoğaltılan yaprak bitlerinden 

kanatsız formda olanlar fırça ve emgi tüpü yardımı ile toplanarak petri kabı 

içerisine konulmuĢ ve 60- 75 dakika beyaz ıĢık altında aç bırakılmıĢtır (ġekil 3. 

16).  

 

 

ġekil 3. 16. Çoğaltıldığı hıyar bitkisi yaprağı üzerinden emgi tüpü ile toplanan Aphis 

gossypii yaprak bitlerinin (1) petri içerisinde toplanması (2) 

 

3. Petri içerisinden alınan 30- 35 adet yaprak biti PPV-T enfekteli Myrobalan 29C 

yaprağı üzerinde 6- 10 dakika beslendikten sonra emgi tüpü ile toplanmıĢtır. A. 

gossypii yaprak bitleri her bir bitki üzerinde 30- 35 adet olacak Ģekilde sağlıklı 

bezelye bitkisine (30- 35 yaprak biti/ bitki)  aktarılmıĢtır (ġekil 3. 17).  

4. Tüm gece indikatör bezelye bitkisinde beslenen yaprak bitleri insektisitle 

ilaçlanarak öldürülmüĢtür. 

5. Ġlaçlama sonrasında bezelye bitkileri iklim odasına alınmıĢ, burada 

simptomatolojik olarak taĢıma denemesi 4- 6 hafta süresince takip edilmiĢtir. Bu 

süre sonunda PPV‘nin varlığını tespit etmek amacıyla bezelye bitkilerinden 

yaprak örnekleri alınarak DAS-ELISA ve real-time RT- PCR analizleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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ġekil 3. 17. Aphis gossypii yaprak bitlerinin PPV-T enfekteli Myrobalan 29C bitkisi 

üzerinde (solda) ve sağlıklı bezelye bitkisi üzerinde (sağda) beslenmesi 

 

3.2.1.4.1.4. Aphis gossypii ile Tütün (Nicotiana Benthamiana) Bitkisine Deneysel 

TaĢıma Denemeleri 

 

A. gossypii ile farklı zamanlarda yapılan iki taĢıma denemesinde indikatör bitki 

olarak 20 adet N. benthamiana tütün bitkisi kullanılmıĢtır. TaĢıma denemelerinde PPV-

T inokulum kaynağı olarak mekanik inokulasyonla PPV-T enfektelenmiĢ tütün bitkisi 

kullanılmıĢtır. Denemelerde kullanılan yaprak bitleri saf kültür olarak hıyar bitkisinde 

çoğaltılmıĢtır. Kanatszı form yaprak bitleri fırça ve emgi tüpü yardımı ile çoğaltıldığı 

hıyar bitkisi üzerinden toplanarak petri kabı içerisine alınmıĢ ve 60- 75 dakika beyaz 

ıĢık altında aç bırakılmıĢtır (ġekil 3. 18). Petri içerisinden alınan 30- 35 adet yaprak biti 

PPV-T ile enfekteli tütün yaprağı üzerinde 6- 10 dakika beslendikten sonra emgi tüpü 

ile toplanmıĢtır. M. persicae yaprak bitleri her bir bitki üzerinde 30- 35 adet olacak 

Ģekilde sağlıklı tütün bitkisine aktarılmıĢtır (ġekil 3. 19). Tül kafes içine alınan indikatör 

tütün bitkilerinde tüm gece beslenmesi sağlanan yaprak bitleri ertesi gün insektisitle 

ilaçlanarak öldürülmüĢtür. Ġlaçlama sonrasında tütün bitkileri iklim odasına alınmıĢtır. 

TaĢıma denemesi simptomatolojik olarak 4- 6 hafta süresince takip edilmiĢtir. Bu süre 
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sonunda tütün bitkilerinden yaprak örnekleri alınarak DAS- ELISA ve real-time RT- 

PCR analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

 

ġekil 3. 18. Hıyar bitkisi üzerinden emgi tüpü ile toplanan Aphis gossypii yaprak 

bitlerinin (solda) petri kabı içerisine alınması (sağda) 

 

 

ġekil 3. 19. Aphis gossypii yaprak bitlerinin PPV-T enfekteli tütün bitkisi üzerinde (1) 

ve sağlıklı indikatör tütün bitkisi üzerinde (2) beslenmesi 
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3.2.1.4.1.5. Aphis gossypii ile Hıyar (Cucumis sativus) Bitkisine Deneysel TaĢıma 

Denemeleri 

 

A. gossypii ile hıyar bitkisine deneysel taĢıma denemelerinde indikatör bitki 

olarak 20 adet hıyar (C. sativus) bitkisi kullanılmıĢtır. Hıyar bitkileri çimlenmeyi 

takiben 3- 4 yapraklı döneme gelince denemelere dahil edilmiĢtir. Denemelerde 

inokulum kaynağı olarak da PPV-T enfekteli tütün bitkisi kullanılmıĢtır. Denemede 

kullanılan kanatsız form A. gossypii yaprak bitleri saf kültür olarak hıyar bitkisinde 

çoğaltılmıĢtır. 

Yaprak bitleri fırça ve emgi tüpü ile çoğaltıldığı hıyar bitkisi üzerinden petri kabı 

içerisine toplanarak 60- 75 dakika beyaz ıĢık altında aç bırakılmıĢtır. Petri içerisinden 

alınan 30- 35 adet yaprak biti PPV-T ile enfekteli tütün yaprağı üzerinde 6- 10 dakika 

beslendikten sonra emgi tüpü ile toplanmıĢtır. A. gossypii yaprak bitleri her bir bitki 

üzerinde 30- 35 adet olacak Ģekilde sağlıklı hıyar bitkisine aktarılmıĢtır (ġekil 3. 20). 

Hıyar bitkileri tül kafes içerisine konulmuĢ ve yaprak bitlerinin tüm gece beslenmesi 

sağlanmıĢtır. Tüm gece sağlıklı hıyar bitkisinde beslenen yaprak bitleri ertesi gün 

insektisitle ilaçlanarak öldürülmüĢtür. 

 

 

ġekil 3. 20.  Sağlıklı hıyar bitkisi üzerine aktarılmıĢ olan Aphis gossypii yaprak bitleri 
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Ġlaçlama sonrasında hıyar bitkileri iklim odasına alınmıĢtır. TaĢıma denemesinin 

simptomatolojik olarak takibi 4- 6 hafta süresince gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu süre sonunda 

hıyar bitkilerinden yaprak örnekleri alınarak DAS- ELISA ve real-time RT-PCR 

analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

3.2.1.4.1.6. Hyalopterus pruni ile Myrobalan 29C (Prunus cerasifera) Bitkisine 

Deneysel TaĢıma Denemeleri 

 

Bu taĢıma denemesinde sağlıklı indikatör bitki olarak, Adana Toros Tarım 

Agripark Biyoteknoloji Merkezi‘nin doku kültüründe PPV‘den ari olarak ürettiği 

Myrobalan 29C bitkileri kullanılmıĢtır. Denemede toplam 6 adet indikatör bitki 

kullanılmıĢtır. H. pruni yaprak bitleri PPV-T‘den ari olduğu bilinen erik ağaçlarından 

doğrudan toplanmıĢtır. Denemede inokulum kaynağı olarak PPV-T enfekteli Myrobalan 

29C bitkisi kullanılmıĢtır. Deneme kurulmadan önce erik bitkisinin yapraklarından 

rasgele toplanan 20 adet yaprak biti tek tek naylon membran (3MM Whatman) üzerine 

bir ependorf tüpün tabanıyla ezilmiĢ ve pens yardımı ile ependorf tüplere alınmıĢtır 

(ġekil 3. 21). Membran üzerine ezilen yaprak bitlerinin PPV‘den ari olup olmadığını 

tespit etmek için daha sonra spot real-time RT- PCR analizi yapılmıĢtır. 
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ġekil 3. 21. Hyalopterus pruni yaprak bitlerinin ependorf tüpün tabanıyla membran (3 

MM Whatman) üzerine ezilerek (solda) pesn yardımı ile ependorf tüp içerisine alınması 

(sağda) 

 

H. pruni yaprak biti ile deneysel taĢıma denemeleri, aĢağıda anlatıldığı gibi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

1. Erik ağacının yaprak ve sürgünlerinden fırça ve emgi tüpü yardımı ile petri 

kabına toplanan kanatsız form yaprak bitleri 60- 75 dakika beyaz ıĢık altında aç 

bırakılmıĢtır (ġekil 3. 22).  

2. Aç bırakılan yaprak bitlerinden 30- 35 adet toplanarak, PPV-T ile enfekteli 

Myrobalan 29C bitkisi üzerinde 6- 10 dakika beslenmesi sağlanmıĢtır (ġekil 3. 

23).  

3. Daha sonra yaprak bitleri her bir sağlıklı Myorbalan 29C bitkisi üzerindeki 3 

farklı yaprağa aktarılmıĢtır ve beslenmenin gerçekleĢtiği her yaprak beyaz bir 

iplikle iĢaretlenmiĢtir (ġekil 3. 24). Her bir sağlıklı Myrobalan 29C bitkisine, 3 

farklı yaprakta toplam 90- 105 adet yaprak biti verilmiĢtir.  

4. Yaprak bitlerinin indikatör Myrobalan 29C bitkisinde tüm gece beslenmeleri 

sağlanmıĢtır. Ertesi gün yaprak bitleri insektisitle ilaçlanarak öldürülmüĢtür. 
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ġekil 3. 22. Hyalopterus pruni yaprak bitlerinin erik yapraklarından emgi tüpü yardımı 

ile toplanarak petri kapları içerisine alınması 

 

 

ġekil 3. 23. Hyalopterus pruni yaprak bitlerinin PPV-T enfekteli Myrobalan 29C bitkisi 

üzerinde beslenmesi 



 

47 
 

 

 

ġekil 3. 24. PPV-T enfekteli yaprak üzerinden emgi tüpü yardımı ile toplanmıĢ olan 

Hyalopterus pruni yaprak bitlerinin sağlıklı Myrobalan 29C bitkisine aktarılması (solda) 

ve yaprak biti aktarılan yaprakların beyaz iplikle iĢaretlenmesi 

 

Myrobalan 29C bitkileri 8- 12 hafta simptomatolojik gözlem için iklim odasına 

alınmıĢtır. 12 hafta sonunda bitkilere real-time RT- PCR analizi yapılmıĢ ve soğuklama 

ihtiyaçlarını sağlamak amacıyla, düĢük ıĢık içeren ve + 4 °C sıcaklıkta olan bir ortama 

alınmıĢtır (Damsteegt ve ark., 2007). Myrobalan 29C bitkileri 2- 3 aylık soğuklama 

periyodu sonunda 23 °C sıcaklığa sahip iklim odasına alınarak sürgün vermesi 

sağlanmıĢ ve yapraklarda simptomolojik gözleme devam edilmiĢtir. 

 

3.2.1.4.2. ‘Serbest Beslenme Yöntemi’ (SBY) ile Deneysel TaĢıma Denemeleri 

 

3.2.1.4.2.1. Myzus persicae ile Tütün (Nicotiana benthamiana) Bitkisine Deneysel 

TaĢıma Denemeleri 

 

PPV-T‘nin, M. persicae ile N. benthamiana tütün bitkisine deneysel taĢıma 

denemelerinde iki farklı SBY metodu kullanılmıĢtır. 

Ġlk taĢıma denemesinde indikatör bitki olarak 7 adet N. benthamiana tütün bitkisi 

kullanılmıĢtır. Denemede inokulum kaynağı olarak Ġzmir Menemen civarında doğal 

olarak PPV-T enfekteli bulunan kayısı ağacından alınan sürgün ve yapraklar 

kullanılmıĢtır. Deneme aĢağıda anlatılan Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir.  
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1. Konukçu patlıcan bitkisi üzerinde çoğaltılan M. persicae yaprak bitlerinden 

kanatsız formda olanları fırça ve emgi tüpü ile petri kabına toplanmıĢ, beyaz ıĢık 

altında 60- 75 dakika aç bırakılmıĢtır.  

2. Petri içerisinden 30- 35 adet yaprak biti enfekteli kayısı yaprağı üzerine alınmıĢ 

ve enfekteli kayısı yaprağı doğrudan sağlıklı indikatör tütün bitkisi üzerine 

konulmuĢtur (ġekil 3. 25). 

 

 

ġekil 3. 25. Üzerinde Myzus persicae yaprak bitleri bulunan PPV-T enfekteli kayısı 

yapraklarının, sağlıklı tütün bitkileri üzerindeki görüntüsü 

 

3. Tüm indikatör bitkilere tek tek üzerinde M. persicae yaprak biti bulunan PPV-

T enfekteli kayısı yaprağı konulduktan sonra indikatör bitkiler yaprak bitlerinin 

serbest beslenmesi amacıyla 100x 50x 80 (derinlik: en: yükseklik) 

büyüklüğündeki tel kafese konulmuĢ,  5 gün süreyle beslenmesi sağlanmıĢtır 

(ġekil 3. 26). 

4. Deneme süresince yaprak bitlerinin indikatör bitkilere yüksek oranda geçiĢ 

yaptığı gözlenmiĢtir. BeĢinci gün sonunda M. persicae yaprak bitleri insektisitle 

ilaçlanarak öldürülmüĢtür.  
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5. Denemede kullanılan indikatör tütün bitkilerine 4- 6 haftalık gözlem sonunda 

PPV‘nin varlığını tespit etmek amacıyla DAS- ELISA ve real-time RT- PCR 

analizleri yapılmıĢtır. 

 

 

ġekil 3. 26. Myzus persicae yaprak bitlerinin serbest beslenmesini sağlamak amacıyla 

konulduğu tül kafesin (100x 50x 80 ;derinlik: en: yükseklik) görüntüsü 

 

Ġkinci taĢıma denemesinde sağlıklı indikatör bitki olarak 8 adet N. benthamiana 

tütün bitkisi kullanılmıĢtır. Denemede mekanik inokulasyonla PPV-T enfektelenen 

tütün bitkisi inokulum kaynağı olarak kullanılmıĢtır. Deneme aĢağıda anlatılan Ģekilde 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

1. Patlıcan bitkisi üzerinde çoğaltılan M. persicae yaprak bitlerinden yaklaĢık 300 

adet kanatsız form yaprak biti emgi tüpü ve fırça yardımı ile petri kabı içerisine 

toplanmıĢtır. 

2. Petri içerisinde 60-75 dakika aç bırakılan yaprak bitlerinin tamamı PPV-T 

enfekteli tütün bitkisinin yaprakları üzerine emgi tüpü ve fırça yardımı ile 

aktarılmıĢtır (ġekil 3. 27). 
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3. Üzerinde M. persicae yaprak bitleri bulunan PPV-T enfekteli tütün bitkisi, 

iklim odasında bulunan tül kafes içerisine yerleĢtirilmiĢ ve etrafına 8 adet sağlıklı 

indikatör tütün bitkisi konulmuĢtur (ġekil 3. 28). 

4. PPV-T enfekteli tütün bitkisinde serbest olarak beslenen yaprak bitlerinin, 20 

gün süresince enfekteli tütünden diğer sağlıklı tütün bitkilerine geçiĢleri 

izlenmiĢtir.  

5. Deneme sonrasında tütün bitkileri insektisitle ilaçlanarak öldürülmüĢtür. 

6. Ġndikatör tütün bitkileri 3 hafta daha simptomolojik değiĢim için gözlenmiĢ ve 

daha sonra bitkilere, PPV‘nin varlığını tespit etmek amacıyla DAS- ELISA ve 

real-time RT- PCR analizleri yapılmıĢtır. 

 

ġekil 3. 27. Myzus persicae yaprak bitlerinin emgi tüpü ve fırça yardımı ile PPV-T 

enfekteli tütün bitkisine aktarılması 



 

51 
 

 

ġekil 3. 28. Myzus persicae yaprak bitlerinin serbest beslenmesini sağlamak amacıyla 

tül kafes içerisine yerleĢtirilen PPV-T enfekteli tütün bitkisi ve sağlıklı indikatör tütün 

bitkileri 

 

3.2.1.4.2.2. Aphis gossypii ile Tütün (Nicotiana benthamiana) Bitkisine Deneysel 

TaĢıma Denemeleri 

  

KBY ile deneysel taĢıma denemesinde indikatör bitki olarak 10 adet sağlıklı N. 

benthamiana tütün bitkisi kullanılmıĢ, enfeksiyon kaynağı olarak da PPV-T ile enfekteli 

tütün bitkisi kullanılmıĢtır. YaklaĢık 300 adet kanatsız form A. gossypii yaprak biti emgi 

tüpü ve fırça yardımı ile petri kabı içerisine toplanmıĢtır.  Petri içerisinde 60- 75 dakika 

aç bırakılan yaprak bitleri PPV-T enfekteli tütün bitkisinin yaprakları üzerine yine emgi 

tüpü ve fırça yardımı ile aktarılmıĢtır. PPV-T enfekteli tütün bitkisi, iklim odasında 

bulunan tül kafes içerisine yerleĢtirilmiĢ ve etrafına 10 adet sağlıklı tütün bitkisi 

konulmuĢtur. Birkaç günlük takip sonucunda A. gossypii yaprak bitlerinin tütün 

bitkisinde beslenmediği ve öldüğü görülmüĢ ve deneme sonlandırılmıĢtır. 

 

3.2.1.5. DAS- ELISA Analizleri 

 

PPV-T‘nin yaprak bitleri ile taĢıma denemelerinde simptomatolojik gözlem 

sonunda indikatör bitkilere öncelikli olarak DAS-ELISA analizleri yapılmıĢtır. DAS- 

ELISA analizleri Clark ve Adams (1977)‘a göre yapılmıĢtır. Analizde spesifik 

monoklonal antibody olarak ‗PPV Detection Magic DAS-ELISA
® 

5B-IVIA Universal‘ 
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(Cambra ve ark., 2006) kullanılmıĢtır. DAS-ELISA analizinde kullanılan tampon 

çözeltiler SEDIAG markasına ait hazır tampon çözeltilerdir. Tampon çözeltilerin içeriği 

Ek1‘de belirtildiği gibidir. 

DAS-ELISA analizi aĢağıdaki Ģekilde geçekleĢtirilmiĢtir. 

1. IgG’lerin Kaplanması: 

IgG tampon çözeltisine 1: 100 oranında IgG eklenmiĢ ve örnek sayısı kadar 

plakadaki her bir kuyucuğa 100 µl olacak Ģekilde dağıtılmıĢtır. Plaka + 37 °C‘de 4 

saat inkübe edilmiĢtir. 

2. Yıkama AĢaması: 

Plaka üzerindeki coating tamponu plakanın ters çevrilip silkelenmesi ile 

uzaklaĢtırılmıĢtır. Kuyucuklara washing tampon çözeltisi konulmuĢ ve plaka 

tekrar ters çevrilip silkelenerek washing tamponu uzaklaĢtırılmıĢtır. Bu iĢlem 3- 4 

kez tekrarlanmıĢ ve plaka peçete üzerinde vurma hareketi ile kurutulmuĢtur. 

3. Bitki Ekstraktı Ekleme AĢaması: 

200 mg yaprak örneği, örnek ezme poĢetine (Bioreba)  toplanmıĢtır. Örnekler 

üzerine 10 ml örnek genel örnek ezme tampon çözeltisi eklenmiĢ ve örnekler el 

homojenizatörü ile ezilmiĢtir. Her örnekten 100 µl ekstrakt alınarak plakadaki 

kuyucuklara eklenmiĢtir. Plaka tüm gece + 4 °C‘de inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon 

süresi sonunda plaka yıkama aĢamasında anlatıldığı gibi yıkanmıĢtır. 

4. Conjugate Ekleme AĢaması: 

Conjugate tampon çözeltisine 1: 1000 oranında enzimle iĢaretli IgG eklenir ve 

örnek sayısı kadar plakadaki her bir kuyucuğa 100 µl olacak Ģekilde dağıtılmıĢtır. 

Plaka + 37 °C‘de 4 saat inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon süresi sonunda plaka 

yıkama aĢamasında anlatıldığı gibi yıkanmıĢtır. 
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5. Substrate Ekleme AĢaması: 

Substrate tampon çözeltisi içerisine 1 mg/ml olacak Ģekilde nitrofenyl phosphate 

(PNPP) eklenmiĢtir. Plaka üzerindeki her kuyucuğa karıĢımdan 100 µl olacak 

Ģekilde yüklenmiĢtir. 1- 2 saat + 37 ºC‘de inkübe edilmiĢtir. Plaka gözlemsel 

olarak değerlendirilmiĢ ve ELISA okuyucusunda 405 nm‘de okuma yapılmıĢtır. 

 

3.2.1.6. Nükleik Asit (RNA) Ġzolasyonu 

 

TaĢıma denemelerinde kullanılan indikatör bitkilerden nükleik asit izolasyonu, 

High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche, Version 18) ile firmanın protokolü 

doğrultusunda yapılmıĢtır. Kit içerisinde bulunan kimyasalların analize hazırlanma 

aĢaması Ek 2‘de anlatıldığı gibidir. 

Nükleik asit izolasyonu aĢağıdaki Ģekilde gerçekleĢmiĢtir: 

1. Ġndikatör bitkilerin simptom gösteren yapraklarından veya üstteki genç 

yapraklarından alınan yaklaĢık 200 mg örnek, örnek ezme poĢetine (Bioreba) 

konulmuĢtur ve üzerine 2 ml fosfat tampon çözeltisi (PBS 1X, PVP, Tween20) 

eklenerek el homojenizatörü ile ezilmiĢtir. Ezilen her bir ekstrakt içerisinden 200 

µl alınmıĢ ve ependorf tüplere aktarılmıĢtır. 

2. Tüpler üzerine 200 µl Binding tampon çözeltisi ve 50 µl proteinaz K 

eklenerek vorteks yardımı ile karıĢtırılmıĢtır. NOT: Kullanımdan hemen önce 

Binding tampon çözeltisine Poly A eklenmiĢtir (50 µl Poly A/ 2,5 ml binding). 

3. Tüpler 72 °C‘de 10 dakika inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda tüplere 

tekrardan 100 µl Binding tampon çözeltisi (Poly A eklenmiĢ) eklenmiĢtir. 

4. Örnekler toplama tüpü içerisine yerleĢtirilmiĢ olan filtreye alınmıĢ ve 8000 

g‘de 1 dakika santrifüj edilmiĢtir. 

5. Santrifüj iĢleminden sonra, toplama tüpleri atılmıĢ filtre yeni toplama tüpleri 

içerisine konulmuĢtur.  
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6. Filtre üzerine 500 µl Inhibitor Removal tampon çözeltisi eklenmiĢ ve 8000 

g‘de 1 dakika santrifüj edilmiĢtir. 

7. Santrifüj iĢleminden sonra, toplama tüpleri atılmıĢ filtre yeni toplama tüpleri 

içerisine konulmuĢtur.  

8. Filtre üzerine 450 µl Washing tampon çözeltisi eklenmiĢ ve 8000 g‘de 1 

dakika santrifüj edilmiĢtir. 

9. Santrifüj iĢleminden sonra, toplama tüpleri atılmıĢ filtre yeni toplama tüpleri 

içerisine konulmuĢtur.  

10. 8 nolu basamak aynen tekrar edilmiĢtir.  

11. Toplama tüpü içerisindeki sıvı dökülerek uzaklaĢtırılmıĢtır. Filtre tekrardan 

aynı toplama tüpü içerisine konulmuĢ ve 13,000 g‘de 10 saniye santrifüj 

edilmiĢtir. 

12. Toplama tüpü atılmıĢ, filtre 1,5 ml‘lik ependorf tüplere alınmıĢtır. 

13.  Filtre üzerine 50 µl Elution tampon çözeltisi eklenmiĢ ve 8000 g‘de 1 dakika 

santrifüj edilmiĢtir. 

14. Filtre atılmıĢ ve ependorf tüpteki RNA PCR analizleri yapılana kadar – 80 

°C‘de muhafaza edilmiĢtir. 

 

3.2.1.7. Real-time RT-PCR Analizleri 

 

Real-time RT-PCR analizleri, RNA izolasyonu sonrası yapılan real-time RT-PCR 

ve RNA izolasyonu yapmaksızın naylon membrana damlatılmıĢ bitki/ böcek 

örneklerinin hazırlanması sonrası yapılan spot real-time RT-PCR olmak üzere iki farklı 

analiz aĢaması içermektedir. 
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3.2.1.7.1. RNA Ġzolasyonu Sonrası Real-time RT-PCR Analizi 

 

Real-time RT- PCR analizleri Wetzel ve ark., (1991) tarafından düzenlenen genel 

PPV teĢhis primer dizileri kullanılarak TIB MOLBIOL (Syntheselabor GmbH) 

firmasına sentezletilen primer ve prob ile gerçekleĢtirilmiĢtir (Çizelge 3. 2). Real-time 

RT- PCR master miks hazırlığında RNA Virus Master (Roche, Verison 08) hazır kiti 

kullanılmıĢtır. Kitin içeriği Çizelge 3. 3‘de belirtildiği gibidir. Buna göre hazırlanan 

karıĢımda 0,4 µl enzim, 4 µl reaksiyon buffer, F1 primer 0,5 µM, R1 primer 0,5 µM, R2 

primer 0,5 µM, prob 0,2 µM ve 5 µl viral RNA yer almıĢtır. KarıĢımın son hacmi 20 µl 

olup, PCR koĢulları 1 döngü 50 °C‘de 8 dakika, 1 döngü 95 °C‘de 30 saniye, 45 döngü 

95 °C‘de 1 saniye, 55 °C‘de 30 saniye, 72 °C‘de 1 saniye ve son olarak 40 °C‘de 30 

saniye Ģeklinde belirlenmiĢtir. 

 

Çizelge 3. 2. Real time RT- PCR analizinde kullanılan primer/ prob dizilimleri 

Primer/ 

Prob 

Primer 

yönü 

Sekans 

uzunluğu 

(bp) 

Amplikon 

uzunluğu 

(bp) 

Primer dizilimi (5‘- 3‘) 

F1 Ġleri 20 

243 

ACCGAGACCACTACACTCCC 

R1 Geri 20 CAGAYTACAGYCTCGCCAGA 

R2 Geri 20 CAGACTACAGCCTCGCCAGA 

Prob - 25 - 

5‘-FAM-

ATTTGGCTTGGATGGAAACGTCG

GA-TAMRA-3‘ 

 

 

Real-time RT- PCR analizi Light Cycler
®
 480 II Roche cihazında 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Analiz sonuçları ise LightCycler
®
 480 Software (release 1.5.0 SP3 

Version 1.5.0.39)‘de eĢik değerleri (CT) göz önüne alınarak değerlendirilmiĢtir. 
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Çizelge 3. 3. Real-time RT-PCR reaksiyon karıĢımı (RNA Virus Master; Roche) 

Real-time RT-PCR 

Reaksiyon 

KarıĢımı 

Konsantrasyon 
1X Hacim 

(µl) 

d2H2O - 7,2 

Primer (F1) 0,5 µM 1 

Primer (R1) 0,5 µM 1 

Primer (R2) 0,5 µM 1 

Probe 0,2 µM 0,4 

Enzim 1 fold 0,4 

Reaksiyon Tamponu 1 fold 4 

Toplam reaksiyon 

karıĢımı 
15 

RNA 5 

Son Hacim 20 

 

 

3.2.1.7.2. Örneklerin Spot Real-time RT-PCR Ġçin Hazırlanması ve Spot Real-

time RT-PCR Analizi 

 

Spot real-time RT-PCR için örnekler Olmos ve ark (2005)‘e göre hazırlanmıĢtır.  

Bitki örnekleri, ektraksiyon tampon çözeltisi (PBS+ % 2 PVP+ % 0,2 DIECA) ile 

plastik torbalarda (Bioreba) el homojenizatörü yardımı ile ezilmiĢtir. Örnekler, küçük 

parçalara kesilerek 1,5 ml‘lik ependorf tüplere alınmıĢ nitroselüloz naylon membran 

(3MM Whatman) üzerine 5 µl olacak Ģekilde mikropipet yardımı ile damlatılmıĢtır 

(ġekil 3. 29). Yaprak bitlerinin spot real-time RT- PCR analizleri de, yaprak bitlerinin 

naylon membranlarda doğrudan ezilmesiyle olmaktadır. PPV hedeflerini nitroselüloz 

membrandan ayırmak için membranın bulunduğu tüpe % 0.5 Triton-X eklenmiĢ, tüpler 

95 °C‘de 10 dakika su banyosunda bekletilmiĢ, vorteksle karıĢtırılmıĢ ve kısa bir 

sanrifüjden sonra doğrudan real-time RT- PCR için kullanılmıĢtır.  
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ġekil 3. 29. Spot real-time RT-PCR analizi için küçük parçalara kesilmiĢ membranın 

(3MM Whatman)ependorf tüp içine yerleĢtirilmesi (solda) ve üzerine bitki ekstraktı 

eklenmesi (sağda) 

 

Real-time RT-PCR analizi Olmos ve ark. (2005) tarafından düzenlenen TaqMan 

real-time RT-PCR yöntemine göre gerçekleĢtirilmiĢtir. Real-time RT-PCR analizinde 

kullanılan primer ve prob sekans uzunlukları Çizelge 3. 4‘ de belirtildiği gibidir.  

 

Çizelge 3. 4. Real-time RT-PCR analizinde kullanılan primer/prob dizilimleri (Olmos 

ve ark., 2005) 

0 Primer/ 

Prob 

1 Sekans 

Uzunluğu 

(bp) 

2 Amplikon 

uzunluğu 

(bp) 

3 Primer dizilimi (5’- 3’) 

P241 22 

76 

CGTTTATTTGGCTTGGATGGAA 

P316D 22 GATTAACATCACCAGCGGTGTG 

P316M 22 GATTCACGTCACCAGCGGTGTG 

PPV-DM  

Prob 
27 - 

5‘FAM-

CGTCGGAACACAAGAAGAGGAC

ACAGA-TAMRA3‘ 

 

 

Real-time RT-PCR hazırlığında AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Kit (Applied 

Biosystems) kullanılmıĢtır. Master miks kitinin içeriği Çizelge 3. 5‘deki gibidir. Bu 

yönteme göre reaksiyon karıĢımında 1XTaqMan Universal PCR Master Mix (Applied 

biosystems), 1XMultiScribe and RNase Inhibitor Mix (Applied Biosystems), 1 µM 
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P241 primer, 0,5 µM P316D ve P316M primerleri, 200 nM TaqMan probu ve 3 µl 

membrandan elde edilen nükleik asit ekstraktı yer almıĢtır. Toplam hacim 12 µl olup 

PCR koĢulları 45 °C 10 saniye, 95 °C 10 saniye, 45 döngü 95 °C‘de 15 saniye, 60 °C‘de 

45 saniye Ģeklinde uygulanmıĢtır. Reaksiyon sonuçları ABI Prism 7000 (Applied 

Biosystems) cihazının software doğrultusunda ortaya çıkan eĢik değerlerine göre (CT) 

değerlendirilmiĢtir. 

 

Çizelge 3. 5. Real-time RT-PCR reaksiyon karıĢımı (AgPath-ID™, Applied 

Biosystems) 

Real-time RT-PCR 

Reaksiyon 

KarıĢımı 

Konsantrasyon 
1X Hacim 

(µl) 

d2H2O - 1,89 

P241 0,5 µM 0,12 

P316D 0,5 µM 0,06 

P316M 0,5 µM 0,06 

Probe (5uM STQ) 0,2 µM 0,37 

25x Enzim Mix 1 fold 0,5 

2x RT-PCR 

Tamponu 
1 fold 6 

Toplam 

reaksiyonkarıĢımı 
9 

Nükleik asit  

ekstraktı (RNA) 
3 

Son Hacim 12 
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3.2.2. ‘Melez Kayısı Bitkilerinde PPV’ye Dayanıklılığın Moleküler Markörlerle 

AraĢtırılması’ ÇalıĢmalarında Kullanılan Yöntemler 

 

3.2.2.1. Melez Bitkilerin Temini ve Muhafazası 

 

ÇalıĢmalarda kullanılan melez kayısı bitkileri Malatya Ġnönü Üniversitesi Kayısı 

AraĢtırma Merkezi tarafından elde edilen her bir melezin yapraklanma dönemini takiben 

sürgün ve yaprak örnekleri alınmıĢ, Hatay Mustafa Kemal Üniversitesi‘ne plastik 

torbalar içerisinde gönderilmiĢtir. Malatya‘dan temin edilen örneklerin yaprakları, 

alüminyum folyoya sarılmıĢ ve derhal sıvı azotta dondurularak nükleik asit izolasyonu 

yapılıncaya kadar -80 °C‘de muhafaza edilmiĢtir. 

 

3.2.2.2. Melez Bitkilerden DNA Ġzolasyonu 

 

DNA izolasyonu yapılacak olan bitki örnekleri PPV‘ye dayanıklı çeĢit olan Stark 

Early Orange (SEO) ile melezlenen yerli çeĢitlerin melezlerinden oluĢmuĢtur. 

Melezlemelerdeki kombinasyonlar ve bu kombinasyonlar sonucu elde edilen melezler 

içerisindenkullanılan bitki sayıları Çizelge 3. 6‘da verilmiĢtir. Örneklerin DNA 

ekstraksiyonları küçük değiĢikliklerle CTAB yöntemiyle (Doyle ve Doyle, 1987) 

yapılmıĢtır.  

DNA izolasyonu aĢağıdaki Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir: 

1. 50 mg dondurulmuĢ yaprak dokusu sıvı azot ile ezilerek toz haline getirilmiĢtir. 

2. Örnek üzerine 500 µl %2 CTAB tampon çözeltisi eklenmiĢ ve karıĢtırılmıĢtır. 

3. Ekstrakt 1,5 ml‘lik ependorf tüp içerisine alınmıĢ ve 60 °C‘de 45 dakika inkübe 

edilmiĢtir. 

4. Ekstrakt üzerine 500 µl 24:1 oranında kloroform:izoamilalkol eklenmiĢ ve tüp 

kapağı kapatılarak ters düz etmek suretiyle iyice karıĢtırılmıĢtır. 

5. Tüpler 13000 rpm‘de 10 dakika santrifüj edilmiĢtir. 

6. Santrifüjden sonra en üst katmandaki yaklaĢık 350 µl‘lik sıvı faz yeni 1,5 ml‘lik 

ependorf tüplere alınmıĢtır. 

7. Tüp üzerine 30 µl (0.08 hacim, 7.5 M) soğuk amonyum asetat ve 200 µl  (0.54 

hacim) soğuk izopropanol eklenmiĢ; iyice karıĢtırılmıĢtır. 
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8. Örnek -20 ºC‘de 1 saat bekletilmiĢtir. 

9. 1 saat sonunda dondurucudan alınan örnek 18.000 rpm‘de 3 dakika santrifüj 

edilmiĢtir. 

10. Sıvı faz pipetlenerek atılmıĢ, çökelti üzerine 700 µl %70 soğuk ethanol 

eklenmiĢ ve tüp ters düz edilerek karıĢtırılmıĢtır. 

11. Tüp santrifüje yerleĢtirilmiĢ, maksimum hızda 1 dakika santrifüj edilmiĢtir. 

12. Sıvı faz dikkatlice pipetlenerek uzaklaĢtırılmıĢtır. 

13. Çökelti üzerine 700 µl %95 soğuk ethanol eklenmiĢ ve tüp ters düz edilerek 

karıĢtırılmıĢtır. 

14. Tüp santrifüje yerleĢtirilmiĢ, maksimum hızda 1 dakika santrifüj edilmiĢtir. 

15. Sıvı faz dikkatlice pipetlenerek uzaklaĢtırılmıĢtır. 

16. Çökelti vakum santrifüjde veya 55 ºC‘de inkübatör içerisinde kurutulmuĢtur. 

17. Kuruyan çökelti üzerine 100 µl TE tamponu eklenerek DNA çözülmüĢtür. 

18. DNA PCR yapılana kadar -20 º C‘de muhafaza edilmiĢtir. 

 

Çizelge 3. 6. Melez kayısı çeĢitlerinin ebeveyn kombinasyonları ve bu 

kombinasyonlardan DNA izole edilen bitki sayısı 

Sıra Melez ÇeĢitler DNA Ġzole Edilen Bitki 

Sayısı 

1 Hacıhaliloğlu x Stark Early Orange 11 

2 Adilcevaz 5 x Stark Early Orange 14 

3 Çöloğlu x Stark Early Orange 10 

4 ġekerpare x Stark Early Orange 15 

5 Stark Early Orange x Adilcevaz5 20 

6 Stark Early Orange x Hacıhaliloğlu 9 

7 Stark Early Orange x ġekerpare 22 

8 Stark Early Orange x Çataloğlu 33 

Toplam 134 

 

 

 

 



 

61 
 

3.2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction; PCR) 

Analizleri 

 

PPV dayanıklılığının moleküler markırlarla taranması çalıĢmasında DNA 

izolasyonu yapılan örneklerin PCR analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. ġarkaya dayanıklı kayısı 

hatlarının seçiminde Soriano ve ark. (2012) tarafından PGS1.21 ve PGS1.23 olarak 

isimlendirilmiĢ olan SSR primerleri kullanılmıĢtır. PCR ürünleri kapillar elektroforez 

yöntemi ile analiz edilmiĢtir. Bu nedenle, PCR ürünlerinin iĢaretlenmesinde FAM ile 

iĢaretlenmiĢ M13 primeri kullanılmıĢtır. Markırların forward primerlerine 5‘ucundan 

M13(-21) dizileri eklenmiĢtir (Schuelke, 2000). Her bir reaksiyon karıĢımı toplam 20 

µl‘den oluĢmuĢtur. Tek bir reaksiyon karıĢımında 2 µl 10X Buffer (MBI Fermentas, 

GmbH, Germany), 1,2 µl MgCl2 (MBI Fermentas, GmbH, Germany), 0,2 µl dNTP‘ler 

(MBI Fermentas, GmbH, Germany), 0,8 µl forward primer, 1,6 µl reverse primer, 0,8 µl 

FAM ile iĢaretli M13(-21), 0,1 µl Taq DNA polimeraz (MBI Fermentas, GmbH, 

Germany) ve 2 µl DNA ile hazırlanan reaksiyon karıĢımları termal döngü 

(thermocycler) cihazına yerleĢtirilmiĢtir (Çizelge 3. 7 ve Çizelge 3. 8). Amplifikasyon 

için termal döngü cihazı 1 döngü 94 °C‘de 2 dakika denatürasyon, 30 döngü 94 °C‘de 

30 saniye, 50 °C‘de 1 dakika, 72 °C‘de 1 dakika ve 72 °C‘de 7 dakika son uygulamaya 

programlanmıĢtır. 

 

Çizelge 3. 7. PPV dayanıklılık çalıĢmasında yapılan PCR analizinin reaksiyon karıĢımı 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PCR reaksiyon karıĢımı PGS1.21 PGS1.23 

1X µl 1X µl 

d2 H2O 11,3 12,3 

bX10 2 2 

MgCl2 (25 mM) 1,2 1,2 

dNTPs (10 mM) 0,2 0,2 

Taq polymerase 0,1 0,1 

M13 primer (FAM iĢaretli) 

(10 mM) 
0,8 0,8 

PPVprimer (forward) (10 

mM) 
0,8 0,8 

PPVprimer (reverse) (10 mM) 1,6 1,6 

Toplam reaksiyon karıĢımı 18 

DNA  2 

Son hacim 20  
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3.2.2.4. PCR Sonuçlarının Değerlendirilmesi: Agaroz Jel Elektroforezi 

 

PCR ürünlerinin görsel hale getirilmesi amacıyla reaksiyondan sonra ürünlerin 

%1.2 agaroz jelde elektroforezi yapılmıĢtır. Elektroforez 1XTAE ortamında yapılmıĢ, 

aynı ortam jelin hazırlanmasında da kullanılmıĢtır. Jele, 3 µl yükleme boyası (6X 

Loading Dye; MBI Fermentas, GmbH, Germany) ile birlikte 7 µl yüklenen PCR 

ürünleri, 110 V‘da 40 dakika süreyle elektroforeze tabi tutulmuĢtur. Elektroforez 

sonrasında jel 1 mg/ml etidyum bromid (EtBr) içeren 1XTAE ortamında 5- 10 dakika 

bekletilerek boyanmıĢtır. UV transillümünatörde sonuçlar gözlenmiĢ ve amplifikasyon 

gerçekleĢen hatlar belirlenmiĢtir. Amplifikasyonu gerçekleĢen PCR ürünlerinin daha 

sonra kapillar elektroforezde fragment analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

Çizelge 3. 8. PPV‘ye dayanıklılığın moleküler markörlerle taranması çalıĢmasında 

kullanılan primer dizilimleri 

Primer adı 
Primer 

yönü 

Amplikon 

uzunluğu 

(bp) 

Primer dizilimi (5’- 3’) 

FAM 

iĢaretli 

M13 (-21) 

- - FAM-5‘-ACGACGTTGTAAAACGAC 

PGS1.21 
Ġleri 

Geri 
205 

ACGACGTTGTAAAACGACccctggtgttctgctctctc 

CATCCACAAATGGGAAGCAT 

PGS1.23 
Ġleri 

Geri 
235 

ACGACGTTGTAAAACGACtttgttatttgttttggttgg 

CAGGCTTTTTATGTCCTCCT 

 

 

3.2.2.5. PCR Ürünlerinin Kapiller Elektroforezi 

 

Mustafa Kemal Üniversitesi Bitki Koruma Bölümü Viroloji Laboratuarı‘nda PCR 

analizi yapılan örneklerin bir kısmının kapiller elektroforezi ticari bir firmaya 

yaptırılmıĢ, bir kısmının ise Niğde Üniversitesi, Tarım Bilimleri ve Teknolojileri 

Fakültesi‘nde ABI 3500xL Sequance Analyzer cihazında fragment analizi yapılmıĢtır. 
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Fragment analizinde tek bir reaksiyon karıĢımında 9 µl Hi-Di formamide (Applied 

Biosystem), 0,5 µl Gene Scan-500 LIZ size Standard (Applied Biosystem), 0,5 µl DNA 

eklenerek son hacim 10 µl olarak ayarlanmıĢtır (Çizelge 3. 9). Fragment analizi 

öncesinde örnekler 95 °C'de 3-5 dakika denatüre edilmiĢ, - 20 °C'de 3 dakika bekletilmiĢ 

ve sonra ABI 3500xL Sequance Analyzer cihazına yüklenmiĢtir. Fragment analizi 

tamamlanan örneklerin GeneMapper software 4.0 versiyonu ile analiz sonuçları 

değerlendirilmiĢtir. 

 

Çizelge 3. 9. Fragment analizinin reaksiyon karıĢımı 

Reaksiyon karıĢımı 

  

1X µl 

Hi-Di Formamide 9 

Gene Scan-500 LIZ size Standard 0,5 

Master miks 9,5 

DNA 0,5 

Son hacim 10 
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4. ARAġTIRMA BULGULARI ve TARTIġMA 

 

Bu çalıĢmada elde edilen bulgular 2011- 2014 yılları arasında yaklaĢık olarak dört 

yıllık bir zaman dilimini kapsamaktadır. Elde edilen bulgular, ‗Plum pox virus (PPV) T 

ırkının bazı biyolojik özelliklerinin araĢtırılması‘ ve ‗melez kayısı bitkilerinde PPV‘ye 

dayanıklılığın moleküler markörlerle belirlenmesi‘ olmak üzere iki ana baĢlık altında 

yapılan çalıĢmaları içermektedir. 

 

4.1. ‘Plum pox virus (PPV) T Irkının Bazı Biyolojik Özelliklerinin AraĢtırılması’ 

ÇalıĢmalarının Bulguları 

 

4.1.1.  Mekanik Yolla PPV-T Enfeksiyonu Yapılan Bitkilerin Simptomatolojik 

Gözlemleri, DAS-ELISA ve Real-time RT-PCR Analizleri 

 

PPV-T‘nin mekanik inokulasyonla otsu konukçularına taĢınması çalıĢmalarında, 

enfekteli kayısı bitkisinden 10 adet N. benthamiana tütün bitkisine mekanik 

inokulasyonla taĢıma gerçekleĢtirilmesinden 3 hafta sonra ilk virüs simptomları 

gözlenmiĢtir. 3- 4 haftalık simptomatolojik gözlemler sonucunda 2 adet tütün bitkisinin 

yapraklarında geniĢ mozaik lekeler, damar aralarında renk değiĢimleri ve yaprak 

uçlarında kıvrılma Ģeklinde virüs simptomları gözlenmiĢtir (ġekil 4. 1). Bitkilere 

yapılan DAS-ELISA ve viral RNA izolasyonu sonrasında gerçekleĢtirilen real-time RT-

PCR analizlerinde tütün bitkilerinin PPV ile enfekteli olduğu tespit edilmiĢtir. 
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ġekil 4.  1. Mekanik inokulasyonla PPV-T enfektelenen Nicotiana benthamiana tütün 

bitkisinin yapraklarındaki geniĢ mozaik lekeler ve renk açılmaları 

 

Mekanik inokulasyon yöntemi ile PPV-T enfektelenen tütün bitkisini inokulum 

kaynağı olarak kullanmıĢ ve3 adet sağlıklı tütün ve 5 adet sağlıklı hıyar bitkilerine 

yeniden mekanik inokulasyon gerçekleĢtrilmiĢtir. GerçekleĢtirilen mekanik 

inokulasyonlarda 3- 4 haftalık simptomatolojik gözlem sonunda 3 adet tütün bitkisinin 

tamamında damar aralarında renk açılmaları ve mozaik sarı lekeler gözlenmiĢtir (ġekil 

4. 2). Hıyar bitkilerinde ise PPV‘ye özgü herhangi bir simptom gözlenmemiĢ, yapılan 

DAS- ELISA ve viral RNA izolasyonu sonrasında gerçekleĢtirilen real-time RT- PCR 

analizlerinde de mekanik inokulasyon yapılan 5 adet hıyar bitkisinin tamamının PPV 

yönünden negatif olduğu tespit edilmiĢtir.  

Elde edilen sonuçlar, N. benthamiana tütün bitkisinin PPV‘ye daha hassas 

olduğunu ve gerek Prunus türlerinden tütün bitkisine yapılan inokulasyonlarda, gerekse 

de tütün bitkisinden tütün bitkisine yapılan mekanik inokulasyon iĢlemlerinde indikatör 

bitki olarak kullanılabileceği hususunda yapılan birçok çalıĢmayla (Labonne ve ark., 

1995; Glasa ve ark., 2004) paralellik göstermiĢtir. 
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ġekil 4.  2. PPV-T enfekteli tütünden mekanik inokulasyonla PPV-T enfektelenen 

Nicotiana benthamiana tütün bitkisinin yapraklarındaki mozaik simptomlar ve renk 

açılmaları 

 

4.1.2. PPV-T’nin Yaprak Bitleri ile Deneysel TaĢıma Denemeleri 

 

PPV-T‘nin yaprak bitleri ile deneysel taĢıma denemelerinde ‗KBY ve SBY olmak 

üzere iki farklı taĢıma yöntemi kullanılmıĢtır. Her iki yöntemin taĢıma etkinliği ve 

denemeler sonunda yapılan DAS-ELISA ve real-time RT-PCR analizleri iki baĢlık 

altında değerlendirilmiĢtir.  

 

 

 

 



 

67 
 

 

4.1.2.1. ‘Kontrollü Beslenme Yöntemi’ (KBY) ile Deneysel TaĢıma Denemeleri 

 

 

4.1.2.1.1. Myzus persicae ile Bezelye (Pisum sativum ‘Colmo’; Pisum sativum 

‘Siena’) Bitkisine Deneysel TaĢıma Denemelerinin DAS-ELISA ve Real-time RT-

PCR Analizleri 

 

M. persicae ile farklı zamanlarda yapılan KBY ile deneysel taĢıma denemelerinde 

indikatör bitki olarak toplam 60 adet P. sativum ‗Colmo‘ bezelye bitkileri kullanılmıĢtır. 

PPV-T inokulum kaynağı olarak da, PPV-T Ankara izolatı ile enfekteli Myrobalan 29C 

bitkisi kullanılmıĢtır. Bezelye bitkilerinin 45 adedinde 4- 5 haftalık yapılan 

simptomolojik gözlem sonucunda bitkilerde herhangi bir simptom gözlenmemiĢtir. 

Buna rağmen örneklere simptomolojik gözlem sonunda DAS-ELISA analizi yapılmıĢtır. 

Yapılan DAS-ELISA ve membrandan doğrudan gerçekleĢtirilen spot real-time RT-PCR 

analizlerinde tüm örnekler PPV yönünden negatif bulunmuĢtur. TaĢıma denemesinde 

kullanılan diğer 15 adet ‗Colmo‘ bezelyelerinin yapraklarında mozaik simptomlar, 

küçülmeler, kaĢıklaĢmalar ve nekrozlar gözlenmiĢtir (ġekil 4. 3). PPV‘nin bezelye 

bitkisindeki bu simptomları Diaz- Vivancos ve ark. (2008)‘nın yapmıĢ olduğu 

çalıĢmalarla paralellik göstermektedir. 

Bezelye bitkisinin yapraklarından alınan örneklere DAS- ELISA ve spot real-time 

RT-PCR analizleri yapılmıĢtır. Yapılan DAS-ELISA analizlerinde örnekler PPV 

yönünden negatif bulunurken, doğrudan membrandan yapılan spot real-time RT-PCR 

analizinde 15 örnekten 13 tanesinin PPV yönünden pozitif olduğu tespit edilmiĢtir. Elde 

edilen sonuçları teyit amacıyla spot real-time RT-PCR‘de PPV pozitif bulunan 13 

örnekten alınan yaprak örnekleri ile viral RNA izolasyonu gerçekleĢtirilmiĢ ve real-time 

RT-PCR analizi yapılmıĢtır. Yapılan real-time RT-PCR analizlerinde de 13 bezelye 

bitkisi PPV yönünden pozitif bulunmuĢtur. Spot real-time RT-PCR ve real-time RT-

PCR analizlerinde elde edilen bu bulgular, Capote ve ark. (2009) yaptıkları spot real-

time analizlerinin validasyonu çalıĢamaları ile benzerlik göstermektedir. Denemelerin 

bazılarında hem spot real-time RT- PCR hem de RNA izolasyonu sonrası yapılan real-

time RT-PCR analizleri kullanılmıĢtır. Ancak Capote ve ark. (2009)‘nın da belirttiği 

gibi RNA izolasyonu yaparak gerçekleĢtirilen PCR temelli analiz sonuçlarının çok daha 
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hassas olması gözönünde bulundurulduğundan, analizlerin büyük çoğunluğu RNA 

izolasyonu sonrasında yapılan real-time RT-PCR ile gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.  3. PPV-T‘nin Myzus persicae ile deneysel taĢıma denemesinde kullanılan 

‗Colmo‘ bezelye bitkilerinin yapraklarındaki mozaik simptomlar (1) ve bitkilerin yaprak 

ucunda kaĢıklaĢmalar (2) 

 

Denemelerde ayrıca 20 adet P. sativum ‗Siena‘ bitkisi kullanılmıĢtır. Bu bitkilerle 

kurulan taĢıma denemelerinde 4- 5 haftalık simptomolojik gözlem süresince bitkilerde 

hiçbir simptom gözlenmemiĢtir. Bezelye bitkileri, DAS-ELISA, spot real-time RT-PCR 

ve viral RNA izolasyonu sonrasında yapılan real-time RT-PCR analizlerinde de PPV 

yönünden negatif bulunmuĢtur. 

Denemelerde, ortam kontrol amaçlı kullanılan PPV-T‘den ari 10 adet bezelye 

bitkisinde denemeler süresince hiçbir simptom gözlenmemiĢtir. Deneme sonunda bu 

bitkilerin, DAS- ELISA analizi, viral RNA izolasyonu sonrasında yapılan real time RT- 

PCR analizi ve doğrudan membrandan yapılan spot real-time RT- PCR analizinde de 

PPV yönünden negatif olduğu tespit edilmiĢtir. 

Sonuç olarak, M. persicae ile PPV-T‘nin KBY ile ‗Colmo‘ bezelyelerine % 21.60 

oranında deneysel taĢıması gerçekleĢtirilmiĢtir.  Buna göre yapılan bu çalıĢmada elde 

edilen bulgular, M. persicae ile PPV-M‘nin otsu konukçularına deneysel taĢıma 

çalıĢmasında P. sativum‘a % 24.00 oranında PPV‘nin taĢındığını bildiren Manachini ve 

ark. (2007) ile benzerdir. Ayrıca bu sonuçlar, Wallis ve ark. (2007)‘ın PPV PENN3 ve 
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PPV PENN4 izolatlarının M. persicae ile ‗Colmo‘ bezelye bitkisine % 3-5 oranlarında 

deneysel taĢıma gerçekleĢtirdiğini bildirdiği çalıĢmaları ile de benzerlik göstermektedir.  

 

4.1.2.1.2. M. persicae ile Tütün (Nicotiana benthamiana) Bitkisine Deneysel TaĢıma 

Denemelerinin DAS-ELISA ve Real-time RT-PCR Analizleri 

 

KBY metodu ile kurulan denemelerde PPV-T‘nin M. persicae ile deneysel 

taĢıması araĢtırılmıĢtır. Denemelerde toplam 80 adet indikatör tütün (N. benthamiana) 

bitkisi ve üç farklı PPV-T inokulum kaynağı (PPV-T doğal enfekteli kayısı bitkisi, 

mekanik inokulasyonla PPV-T enfektelenmiĢ N. benthaminana tütün bitkisi ve PPV-T 

Ankara izolatı ile enfekteli Myrobalan 29C bitkisi) kullanılmıĢtır. 

PPV-T enfekteli kayısından M. persicae ile tütün bitkisine taĢıma denemelerinde 

kullanılan 60 adet N. benthamiana tütün bitkilerinden 23 tanesi simptomolojik gözlem 

esnasında ölmüĢtür. Diğer 37 tütün bitkisi ise 4- 5 hafta süresince iklim odasında 

simptomolojik olarak takip edilmiĢ, ancak bitkilerde simptomolojik olarak bir değiĢiklik 

gözlenmemiĢtir. N. benthamiana tütün bitkilerine yapılan DAS-ELISA analizinde 

bitkilerin tamamı PPV yönünden negatif bulunurken, doğrudan membrandan yapılan 

spot real-time RT-PCR analizinde 37 adet tütün bitkisinden 2 tanesi PPV pozitif 

bulunmuĢtur. Elde edilen bu sonuçlar, PCR temelli analizlerin PPV teĢisinde 

hassasiyetinin DAS-ELISA analizlerine oranla daha yüksek olduğunu belirten 

çalıĢmalarla (Wetzel ve ark., 1991; Levy ve Hadidi, 1994; Candresse ve ark., 1995; 

Faggoli ve ark.,1998; Schneider ve ark., 2004) paralellik göstermektedir. 

PPV-T enfekteli Myrobalan 29C bitkisi ile 10 adet N. benthamiana tütün bitkisine 

yapılan deneysel taĢıma denemeleri sonunda, indikatör tütün bitkileri 4- 5 hafta 

süresince iklim odasında simptomolojik olarak gözlenmiĢtir. TaĢıma denemelerinden üç 

hafta sonra 10 adet tütün bitkisinden sekizinin bazı alt yapraklarında mozaik benzeri 

simptomlar gözlenmiĢtir. Ancak bitkiler, DAS-ELISA ve membrandan doğrudan 

gerçekleĢtirilen spot real-time RT-PCR analizlerinde PPV negatif bulunmuĢtur. Bu 

sonucun, Cambra ve ark. (2006)‘ın yaptıkları çalıĢmalarda da belirttiği gibi PPV her ne 

kadar sistemik bir virüs ise de virüsün bir Ģekilde bazı yapraklarla sınırlı kalmıĢ 

olabileceği ve analizler için örnek olarak alınan diğer yaprakların da virüs 

konsantrasyonunu iyice azaltmıĢ olması olasılıklarıyla örtüĢtüğü düĢünülmektedir. 
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Ayrıca bitkiler çevresel faktörlere tepki olarak da bazen virüs benzeri mozaik 

simptomlar oluĢturabilmektedirler. Bu da göz önünde bulundurulduğunda, bitkilerin 

yapraklarında simptomolojik değiĢim gözlenmesine rağmen yapılan analizlerin PPV-T 

yönünden negatif olması da diğer bir neden olarak düĢünülmektedir.  

PPV-T enfekteli tütün (N. benthamiana) bitkisinden M. persicae ile indikatör N. 

benthamiana tütün bitkisine PPV-T taĢıma denemeleri sonunda, indikatör tütün bitkileri 

4- 5 hafta süresince simptomolojik olarak gözlenmiĢtir. Simptomolojik gözlemler 

sonunda 10 indikatör tütün bitkisinden 3 nolu (ġekil 4. 4) ve 7 nolu (ġekil 4. 5) 

örneklerin yaprak damarlarında bant Ģeklinde koyulaĢmalar, damar aralarında renk 

açılmaları, mozaik lekelenmeler, yaprak uçlarında kıvrılmalar ve yaprak üzerinde 

kabartılar gözlenmiĢtir. Tütün bitkilerinden alınan yaprak örneklerine yapılan DAS-

ELISA ve RNA izolasyonu sonrasında yapılan real-time RT-PCR analizlerinde 2 ve 7 

nolu bitki PPV pozitif bulunurken (ġekil 4. 6 ve ġekil 4. 7) geriye kalan 8 bitki PPV 

negatif tespit edilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.  4. Myzus persicae ile PPV-T deneysel taĢıma denemesinde kullanılan, yaprak 

damarlarında bantlaĢma, damar aralarında renk açılmaları ve yaprak üzerinde kabartılar 

gözlenen 3 nolu Nicotiana benthamiana tütün bitkisi 
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ġekil 4.  5. Myzus persicae ile PPV-T deneysel taĢıma denemesinde kullanılan, damar 

aralarında açılmalar, damarlarda koyu renklenmeler, yaprak uçlarında kıvrılmalar ve 

Ģekil bozuklukları gözlenen 7 nolu Nicotiana benthamiana tütün bitkisi 

 

Sonuç olarak, M. persicae ile PPV-T‘nin KBY metodu kullanılarak N. 

benthamiana tütün bitkisine deneysel taĢıma denemelerinde, inokulum kaynağı olarak 

PPV-T enfekteli kayısı kullanıldığında % 5.40, PPV-T enfekteli kayısından mekanik 

inokulasyonla enfektelenmiĢ N. benthamiana tütün bitkisi kullanıldığında % 20.00 ve 

PPV-T Ankara izolatı ile enfekteli Myrobalan 29C kullanıldığında ise % 0 oranlarında 

taĢıma sağlanmıĢtır. Bu sonuçlar, Glasa ve ark. (2004) tarafından yapılan farklı PPV 

izolatlarının farklı taĢınma etkinliği olduğunu belirten çalıĢamalarıyla benzerdir. Ayrıca 

bu çalıĢma, Wallis ve ark. (2007) tarafından otsu inokulum kaynağı kullanılarak yine 
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otsu indikatör bitkiye PPV‘nin M. persicae ile taĢıma denemelerinin daha baĢarılı 

olduğunu belirttikleri çalıĢmayı da desteklemektedir.  

 

 

ġekil 4.  6. Viral RNA izolasyonu sonrasında real-time RT-PCR ile PPV tespit edilen 3 

(MP3- T) ve 7 (MP7- T) nolu tütün bitkilerinin real-time Roche 480 II cihaz verilerine 

göre analiz sonuç raporu. Analiz sonucuna göre 3 nolu bitki 20.45 CP (20‘nci 

Döngü)‘de pozitif sonuç vermiĢ, 7 nolu örnek ise 19.20 CP (19‘uncu Döngü)‘de pozitif 

sonuç vermiĢtir. CP: Crossing point (DNA çoğalmasının görünebilir olduğu ilk nokta); 

PC: Pozitif kontrol (PPV-M); NC: Negatif kontrol (Su kontrol); MP: Myzus persicae 
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ġekil 4.  7. Viral RNA izolasyonu sonrasında real-time RT-PCR ile PPV pozitif tespit 

edilen 3 (MP3- T) ve 7 (MP7- T) nolu tütün bitkilerinin ve pozitif kontrolün real time 

Roche 480 II cihaz verilerine göre DNA amplifikasyon eğrisi. MP: Myzus persicae 

 

 

 

 



 

74 
 

4.1.2.1.3. Aphis gossypii ile Bezelye (Pisum sativum ‘Colmo’; Pisum sativum 

‘Siena’) Bitkisine Deneysel TaĢıma Denemelerinin DAS-ELISA ve Real-time RT-

PCR Analizleri 

 

A. gossypii ile farklı zamanlarda KBY‘ye göre yapılan deneysel taĢıma 

denemelerinde indikatör bitki olarak 30 adet P. sativum ‗Colmo‘ ve 20 adet P. sativum 

‗Siena‘olmak üzere toplam 50 adet sağlıklı bezelye bitkisi kullanılmıĢtır. Ayrıca 

denemelerde inokulum kaynağı olarak PPV-T Ankara izolatı ile enfekteli Myrobalan 

29C bitkisi kullanılmıĢtır. Denemeler sonunda bezelye bitkilerine 4-5 hafta 

simptomolojik gözlem yapılmıĢ, ancak herhangi bir viral simptom gözlenmemiĢtir. 

‗Siena‘ ve ‗Colmo‘ bezelyelerine yapılan DAS-ELISA ve real-time RT-PCR 

analizlerinde bitkiler PPV bakımından negatif bulunmuĢtur. Benzer bir çalıĢmada, 

Avinent ve ark. (1991) A. gossypii ile PPV taĢıma denemesini baĢarıyla 

sonuçlandırırken, Labonne ve ark. (1995), PPV‘nin KBY‘ye göre deneysel taĢıma 

denemelerinde PPV‘yi aktif taĢıyamadığını bildirmiĢtir. 

 

4.1.2.1.4. Aphis gossypii ile Tütün (Nicotiana benthamiana) Bitkisine Deneysel 

TaĢıma Denemelerinin DAS-ELISA ve Real-time RT-PCR Analizleri 

 

A. gossypii ile KBY metoduna göre kurulan deneysel taĢıma denemesinde 

indikatör bitki olarak 20 adet N. benthamiana tütün bitkisi kullanılmıĢ, inokulum 

kaynağı olarak da PPV-T ile enfekteli tütün bitkisi kullanılmıĢtır. PPV-T taĢıma 

denemesinden 5 hafta sonrasında 2 nolu (ġekil 4. 8) ve 8 nolu (ġekil 4. 9) N. 

benthamiana tütün bitkilerinin yaprak damar aralarında sararmalar, üst yapraklarında 

sarı mozaik lekeler ve küçülmeler gözlenirken 5 nolu (ġekil 4. 10) bitkinin yaprak 

damarlarında çok hafif renk açılmaları ve üst yapraklarda küçülme ve kıvrılmalar 

gözlenmiĢtir. 
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ġekil 4.  8. Aphis gossypii ile PPV-T taĢıma denemelerinde kullanılan ve yapraklarında 

sarı mozaik lekeler ve küçülmeler gözlenen 2 nolu Nicotiana benthamiana tütün bitkisi 
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ġekil 4.  9. Aphis gossypii ile PPV-T taĢıma denemelerinde kullanılan ve yaprak damar 

aralarında sararmalar, yapraklarında sarı mozaik lekeler ve küçülmeler gözlenen 8 nolu 

Nicotiana benthamiana tütün bitkisi 

 

 

ġekil 4.  10. Aphis gossypii ile PPV-T yaĢıma denemelerinde kullanılan ve yaprak 

damarlarında renk açılmaları (solda) ve üst yapraklarda küçülmeler (sağda) gözlenen 5 

nolu Nicotiana benthamiana tütün bitkisi 
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Altıncı hafta sonunda, taĢıma denemesinde kullanılan 20 adet tütün bitkisine 

DAS- ELISA analizi yapılmıĢtır. Yapılan DAS- ELISA sonucunda yapraklarında sarı 

mozaik lekeler ve küçülmeler gözlenen 2 ve 8 nolu tütün bitkileri PPV bakımından 

pozitif bulunurken, diğer tüm bitkiler PPV bakımından negatif bulunmuĢtur.  Bitkilere 

ayrıca viral RNA izolasyonu sonrasında gerçekleĢtirilen real-time RT-PCR analizleri 

yapılmıĢtır. DAS- ELISA analizinde PPV yönünden pozitif bulunan 2 ve 8 nolu N. 

benthamiana tütün bitkileri real-time RT-PCR analizinde de pozitif bulunmuĢ, DAS-

ELISA analizinde PPV negatif bulunan 5 nolu örnek ise real-time RT-PCR analizinde 

PPV yönünden pozitif bulunmuĢtur (ġekil 4. 11 ve ġekil 4. 12). Diğer 17 tütün bitkisi 

PPV bakımından negatif bulunmuĢtur.  

Sonuç olarak, A. gossypii ile KBY‘ye göre yapılan deneysel taĢıma 

denemelerinde, A. gossypii yaprak bitinin inokulum kaynağı tütün bitkisinden, indikatör 

N. benthamiana tütün bitkisine PPV-T‘yi % 15.00 oranında taĢıdığı tespit edilmiĢtir. 

Çağlayan ve ark. (2013), Ġzmir Menemen civarında yaptığı bir çalıĢmada A. gossypii 

yaprak bitinin kayısı ağaçlarında yaygın bulunduğunu ve bu yaprak bitinin PPV‘yi % 

23.80 oranlarında bünyesinde bulundurduğunu tespit etmiĢlerdir. Yine benzer bir 

çalıĢmada Kaya ve ark. (2014), Hatay‘da Ģeftali bahçesinde A. gossypii‘nin yaygın 

olarak bulunduğunu ve bu yaprak bitinin PPV‘yi %12.42 oranlarında bünyesinde 

bulundurduğunu belirtmiĢ, A. gossypii‘nin PPV‘yi taĢımada rol oynayabileceğini 

bildirmiĢlerdir. Yapılan bu çalıĢma ile elde edilen bulgular, A. gossypii yaprak bitinin 

PPV-T‘nin vektörü olduğunu ispatlamaktadır. Ayrıca bu çalıĢma KBY‘ye göre kurulan 

deneysel taĢıma denemelerinde A. gossypii‘nin PPV taĢımada baĢarısız olduğunu 

bildiren Labonne ve ark. (1995) ile farklılık göstermektedir. 
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ġekil 4.  11. Aphis gossypii ile PPV-T taĢıma denemelerinde kullanılan ve viral RNA 

izolasyonu sonrasında real-time RT-PCR ile PPV tespit edilen 2 (AG 2), 5 (AG 5) ve 8 

(AG 8)  nolu Nicotiana benthamiana tütün bitkilerinin real-time Roche 480 II cihaz 

verilerine göre analiz sonuç raporu. Buna göre 2 nolu bitki 22.33 CP‘de, 5 nolu bitki 

32.70 CP‘de ve 8 nolu bitki ise 21.47 CP düzeyinde PPV pozitif bulunmuĢtur. CP: 

Crossing point (DNA çoğalmasının görünebilir olduğu ilk nokta); PC: Pozitif kontrol 

(PPV-M); NC: Negatif kontrol (Su kontrol); AG: Aphis gossypii 
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ġekil 4.  12. Aphis gossypii ile PPV-T taĢıma denemelerinde kullanılan ve viral RNA 

izolasyonu sonrasında real-time RT-PCR ile PPV tespit edilen 2 (AG 2), 5  (AG 5) ve 8 

(AG 8) nolu Nicotiana benthamiana tütün bitkilerinin real time Roche 480 II cihaz 

verilerine göre DNA amplifikasyon eğrisi. PC 25.döngüde, 2 nolu bitki 22.döngüde, 8 

nolu bitki 21.döngüde ve 5 nolu bitki 32.döngüde PPV pozitif değer göstermiĢtir. PC: 

Pozitif kontrol; AG: Aphis gossypii 

 

4.1.2.1.5. Aphis gossypii ile Hıyar (Cucumis sativus) Bitkisine Deneysel TaĢıma 

Denemesinin DAS-ELISA ve Real-time RT-PCR Analizleri 

 

A. gossypii ile yapılan birçok taĢıma denemesinde hıyar bitkisi üzerinde çoğaltılan 

yaprak bitleri kullanılmıĢtır. Denemeler esnasında yaprak bitinin, P. sativum ‗Siena‘ 

bezelye bitkileri ve N. benthamiana tütün bitkileri üzerinde uzun süre beslenme 
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eğiliminde olmadıkları gözlenmiĢtir. Bu nedenle de A. gosypii‘nin hıyar bitkisi 

üzerindeki davranıĢlarını gözlemlemek ve hıyar bitkisine PPV-T‘yi daha etkin taĢıyıp 

taĢıyamadığını anlamak adına böyle bir deneme gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 PPV-T‘nin A. gossypii ile hıyar bitkisine KBY‘ye göre gerçekleĢtirilen deneysel 

taĢıma denemelerinde inokulum kaynağı olarak PPV-T enfekteli tütün bitkisi tercih 

edilmiĢ, indikatör sağlıklı bitki olarak da 20 adet hıyar bitkisi kullanılmıĢtır. Ayrıca 

denemelerde, hıyar bitkisi üzerinde çoğaltılan A. gossypii yaprak bitleri kullanılmıĢtır. 

PPV-T‘nin A.gossypii ile deneysel taĢıma denemesinde kullanılan hıyar bitkileri 

4- 5 hafta süresince iklim odasında simptomolojik olarak gözlenmiĢtir. Yapılan 

simptomolojik gözlem süresince hıyar bitkilerinden 8 tanesi ölmüĢ, kalan bitkilerin de 

yapraklarında küçülme ve geliĢme geriliği gözlenmiĢtir; ancak PPV-T‘ye özgün bir 

simptomolojik değiĢim gözlenmemiĢtir (ġekil 4. 13).  

 

 

ġekil 4.  13. Sağlıklı hıyar (Cucumis sativus) bitkisinin normal büyüklükteki yaprağı 

(solda) ve Aphis gossypii ile deneysel taĢıma denemelerinde kullanılan hıyar bitkisinin 

yapraklarındaki küçülmeler ve geliĢme geriliği (sağda) 

 

Bitkilere beĢinci hafta sonunda DAS- ELISA ve real-time RT-PCR analizleri 

yapılmıĢtır. Yapılan DAS-ELISA ve doğrudan viral RNA izolasyonu sonrası 

gerçekleĢtirilen real-time RT-PCR analizlerinde tüm örnekler PPV yönünden negatif 

bulunmuĢtur.  

Elde edilen sonuçlara göre, PPV-T‘nin A.gossypii ile deneysel taĢıma etkinliğinin 

sadece yaprak bitinin beslenmeyi tercih ettiği konukçu bitkiye bağlı olmadığının, 

taĢınma koĢullarında yaprak bitinin beslenme esnasında PPV‘yi bünyesine alıp 
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alamadığının daha etkin olduğunun, ayrıca yapılan diğer çalıĢmalara bakıldığında 

yaprak bitinin taĢıma etkinliğinde PPV‘nin ırkının da büyük rol oynadığının dikkate 

alınması gerektiği anlaĢılmıĢtır. Bu çalıĢma A. gossypii ile KBY‘ye göre yapılan 

denemelerde PPV‘nin taĢınmadığını bildiren Labonne ve ark. (1995) ile paralellik 

gösterirken, A. gossypii‘nin PPV‘yi taĢıyan vektör yaprak biti olduğunu bildiren 

Avinent ve ark. (1991) ile farklılık göstermektedir. 

 

4.1.2.1.6. Hyalopterus pruni ile Myrobalan 29C (Prunus cerasifera) Bitkisine 

Deneysel TaĢıma Denemelerinin DAS-ELISA ve Real-time RT-PCR Analizleri 

 

H. pruni ile Myrobalan 29C bitkisine deneysel PPV-T taĢıma denemesinde, 

indikatör sağlıklı bitki olarak 6 adet Myrobalan 29C bitkisi kullanılmıĢtır. Denemelerde 

inokulum kaynağı olarak da PPV-T Ankara izolatı ile enfekteli Myrobalan 29C bitkisi 

kullanılmıĢtır. TaĢıma denemesinde kullanılan H. pruni yaprak bitlerinin denemeye 

dahil edilmeden önce, yapılan spot real time RT- PCR analizlerinde PPV yönünden 

negatif olduğu tespit edilmiĢtir.  PPV-T taĢıma denemesi sonunda, indikatör Myrobalan 

bitkileri 8- 12 haftalık simptomolojik gözleme alınmıĢtır. Simptomolojik gözlem 

süresince bitkilerde herhangi bir viral simptom tespit edilmemiĢtir. Gözlem süresi 

sonunda bitkilerden alınan yaprak örneklerine doğrudan viral RNA izolasyonu ile 

gerçekleĢtirilen real-time RT-PCR analizi yapılmıĢtır. Yapılan analizlerde tüm bitkiler 

PPV yönünden negatif bulunmuĢtur. Ancak PPV‘nin çok yıllık bitkilerde, bitkilerin 

soğuklama ihtiyacını takip eden dönemde de ortaya çıkabileceği göz önünde 

bulundurulduğundan, bitkilerin 2- 3 aylık soğuklama ihtiyacı giderilmiĢtir. Daha sonra 

bitkilerin tekrardan sürgün vermesi sağlanmıĢtır. Yeni yapraklanma süresinde 6 adet 

Myrobalandan 29C bitkisinden 1 tanesinde hiçbir Ģekilde yeni sürgün oluĢmadığı ve bu 

bitkinin kuruyarak öldüğü gözlenmiĢtir. Bitkideki bu kurumanın, soğuklama süresince 

bitkinin zayıf düĢmesini sağlayabilecek PPV‘nin var olma ihtimalinden mi, fizyolojik 

nedenlerden mi kaynaklandığı bilinmemektedir. Geriye kalan 5 adet Myrobalan 29C 

bitkisinde taze yaprak sürgünleri oluĢmuĢtur. Myrobalan 29C bitkileri 2 aylık 

yapraklanma periyodu süresince simptomolojik değiĢim bakımından takip edilmiĢ, yeni 

süren yapraklarda PPV‘ye iliĢkin herhangi bir simptom gözlenmemiĢtir. Yapraklardan 

alınan örneklere DAS- ELISA analizi ve doğrudan viral RNA izolasyonu sonrası 
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gerçekleĢtirilen real-time RT- PCR analizi yapılmıĢtır. Yapılan her iki analizin 

sonucuna göre 5 adet indikatör Myrobalan bitkisinin tamamı PPV açısından negatif 

bulunmuĢtur.  

Sonuç olarak, KBY‘ye göre kurulan deneysel taĢıma denemesinde 5 adet 

Myrobalan 29C bitkisine yapılan analizlerde H. pruni‘nin PPV-T‘yi taĢımadığı tespit 

edilmiĢtir. Yapılan bu çalıĢma, Prunus‘dan Prunus‘a PPV‘nin deneysel taĢıma 

denemesinde H .pruni‘nin PPV‘yi taĢıdığını bildiren Avinent ve ark. (1993) ile farklılık 

gösterirken, Prunus‘dan Prunus‘a H. pruni‘nin PPV‘yi taĢımadığını bildiren Labonne 

ve ark. (1995) ile benzer sonuçlara sahiptir. Elibüyük (2003), Ankara‘da H. pruni‘nin 

kayısı ve erik yetiĢtiriciliğinin yoğun yapıldığı bahçelerde yaygın olduğunu belirtmiĢ ve 

bu yaprak bitinin PPV‘yi taĢıdığını bildirmiĢlerdir. Çağlayan ve ark. (2013), H. 

pruni‘nin Ege Bölgesi‘nde PPV-T enfekteli kayısı bahçesinde yaygın bulunan yaprak 

biti olduğunu ve H. pruni‘nin PPV‘yi % 32.50 oranlarında bünyesinde bulundurduğunu 

bildirmiĢlerdir. Benzer bir çalıĢmada, Kaya ve ark. (2014), Hatay‘da PPV-M enfekteli 

Ģeftali bahçesinde H. pruni‘nin yaygın bulunan yaprak biti olduğunu ve H. pruni‘nin 

PPV‘yi % 11.11 oranlarında bünyesinde bulundurduğunu bildirmiĢlerdir. Yapılan bu 

çalıĢmada elde edilen bulgular, Türkiye‘de yapılan bazı çalıĢmaları (Elibüyük, 2003; 

Çağlayan ve ark., 2013; Kaya ve ark., 2014) desteklememektedir. Ayrıca bu çalıĢmada 

elde edilen bulgular, sert çekirdekli meyve ağaçlarının 20‘den fazla yaprak bitine 

konukçuluk etmesine rağmen, yaprak bitlerinin bu ağaçlarda kolonize olmasının 

Prunus‘un türüne bağlı olduğunu ve PPV‘nin bu yaprak bitleri ile yayılmasının PPV‘nin 

ırkına bağlı olduğunu bildiren Labonne ve Dallot (2006) ile, H. pruni‘nin PPV‘yi 

taĢımadığını bildiren Büchen-Osmond (2006) ile ve virülüfer yaprak bitlerinin PPV‘yi 

taĢımada etkin olmamasının Myrobalan 29C gibi bazı Prunus anaçlarının PPV‘ye 

dayanıklılık göstermesinden kaynaklanabileceğini bildiren Vidal ve ark. (2010) ile 

benzerlik göstermektedir. 
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4.1.2.2. ‘Serbest Beslenme Yöntemi’ (SBY) ile Deneysel TaĢıma Denemeleri 

 

4.1.2.2.1. Myzus pericae ile Tütün (Nicotiana benthamiana) Bitkisine Deneysel 

TaĢıma Denemelerinin DAS-ELISA ve Real-time RT-PCR Analizleri 

 

PPV-T‘nin, M. persicae ile N. benthamiana tütün bitkisine deneysel taĢıma 

denemelerinde iki farklı SBY‘ye göre deneysel taĢıma denemesi yürütülmüĢtür. 

 Yapılan ilk deneysel taĢıma denemesinde indikatör bitki olarak 7 adet N. 

benthamiana tütün bitkileri kullanılmıĢtır. Denemede, PPV-T enfekteli kayısı 

bitkilerinin yoğun olarak PPV simptomu gösteren yaprakları inokulum kaynağı olarak 

kullanılmıĢtır. Enfekteli kayısı yaprakları üzerine aktarılan M. persicae yaprak bitleri, 

enfekteli yaprakla beraber doğrudan indikatör tütün bitkileri üzerine konulmuĢ ve tül 

kafes içerisinde serbest bir Ģekilde 5 gün boyunca beslenmesi sağlanmıĢtır. TaĢıma 

denemelerinden üç hafta sonrasında 7 adet indikatör N. benthamiana tütün bitkisinden 

bir tanesinde (6 nolu bitki) yaprak damarlarında bant Ģeklinde koyulaĢmalar ve damar 

aralarında mozaik simptomlar gözlenmiĢtir (ġekil 4. 14).  
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ġekil 4.  14. Myzus persicae ile PPV-T deneysel taĢıma denmelerinde kullanılan ve 

yaprak damarlarında bant Ģeklinde koyulaĢmalar ve damar aralarında mozaik simptom 

gözlenen 6 nolu Nicotiana benthamiana tütün bitkisi 

 

N. benthamiana tütün bitkilerinden alınan yaprak örneklerine yapılan DAS- 

ELISA ve viral RNA izolasyonu sonrasında gerçekleĢtirilen real-time RT-PCR 

analizlerinde simptom gösteren 6 nolu tütün bitkisi PPV yönünden pozitif bulunurken 

diğer tütün bitkileri negatif bulunmuĢtur (ġekil 4. 15; ġekil 4. 16). 
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ġekil 4.  15. Viral RNA izolasyonu sonrasında real-time RT-PCR ile PPV tespit edilen 6 

nolu (MP6- K) tütün bitkisinin real-time Roche 480 II cihaz verilerine göre analiz sonuç 

raporu. 6 nolu bitki 21.82 CP düzeyinde PPV pozitif bulunmuĢtur. CP: Crossing point 

(DNA çoğalmasının görünebilir olduğu ilk nokta) PC: Pozitif kontrol (PPV-M); NC: 

Negatif kontrol (Su kontrol); MP: Myzus persicae 
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ġekil 4.  16. Viral RNA izolasyonu sonrasında real-time RT-PCR ile PPV tespit edilen 

tütün bitkisinin (MP6-K) ve pozitif kontrolün real-time Roche 480 II cihaz verilerine 

göre DNA amplifikasyon eğrisi. Buna göre, PC 19. döngüde, 6 nolu bitki 21. döngüde 

PPV pozitif sonuç vermiĢtir.  MP: Myzus persicae; PC: Pozitif kontrol 

 

 SBY ile kurulan ikinci deneysel taĢıma denemesinde indikatör bitki olarak 8 adet 

N. benthamiana tütün bitkisi kullanılmıĢtır. Denemede PPV-T enfekteli tütün bitkisi 

inokulum kaynağı olarak kullanılmıĢtır. 20 gün süresince yaprak bitlerinin enfekteli 

bitkiden diğer bitkilere serbest geçiĢi ve beslenmesi sağlanmıĢtır. Deneme sonunda 

tütün bitkileri 3 haftalık simptomolojik gözleme alınmıĢtır. Simptomolojik gözlem 

sonunda 8 adet indikatör tütün bitkisinden 3, 4, 6 nolu bitkilerin yapraklarında viral 

hastalık benzeri değiĢiklikler gözlenmiĢtir (ġekil 4. 17).  
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ġekil 4.  17. Myzus persicae ile PPV-T deneyesel taĢıma denemelerinde kullanılan ve 

yapraklarında renk açılmaları ve yaprak uçlarında kıvrılmalar gözlenen 3, 4, 6 nolu 

Nicotiana benthamiana tütün bitkileri 

 

8 adet indikatör tütün bitkisine yapılan DAS-ELISA ve viral RNA izolasyonu 

sonrasında real-time RT-PCR analizi sonucunda, yapraklarında simptom gözlenen 6 

nolu bitki PPV yönünden pozitif bulunurken, diğer tütün bitkileri negatif bulunmuĢtur 

(ġekil 4. 13; ġekil 4. 14). 3 ve 4 nolu bitkilerin yapraklarında virüs simptomu benzeri 

mozaik lekeler ve renk açılmaları gözlenmesine rağmen DAS-ELISA ve real-time RT-

PCR analizlerinde PPV yönünden negatif sonuç vermesinin bitkilerde besin elementi 

eksikliğine veya stres koĢullarına bağlı olduğu düĢünülmektedir.  

Sonuç olarak SBY ile gerçekleĢtirilen iki farklı denemede, M. persicae yaprak biti 

PPV-T‘yi indikatör N. benthamiana tütün bitkisine sırasıyla % 14.29 ve % 12.50 

oranlarında taĢımıĢtır. Elde edilen bu sonuçlar, Labonne ve ark. (1995)‘nın SBY ile 

gerçekleĢtirdikleri deneysel taĢıma denemesi ile benzerdir. Ayrıca bu çalıĢma ülkemizde 

sert çekirdekli meyve yetiĢtiriciliğinin yapıldığı alanlarda M. persicae‘nin yaygın 

bulunduğu ve yaprak bititinin PPV‘nin yayılmasında vektör olabileceğini bildiren 

çalıĢmaları (Çağlayan ve ark., 2013; Kaya ve ar., 2014) da desteklemektedir. 
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ġekil 4.  18. Viral RNA izolasyonu sonrasında real-time RT-PCR ile PPV tespit edilen 6 

nolu (MP6) Nicotiana benthamiana tütün bitkisinin real-time Roche 480 II cihaz 

verilerine göre analiz sonuç raporu. Buna göre, PC 24.15 CP‘de, 6 nolu bitki 25.53 

CP‘de pozitif sonuç vermiĢtir. CP: Crossing point (DNA çoğalmasının görünebilir 

olduğu ilk nokta); PC: Pozitif kontrol (PPV-T); NC: Negatif kontrol (Su kontrol); MP: 

Myzus persicae 
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ġekil 4.  19. Viral RNA izolasyonu sonrasında real-time RT-PCR ile PPV tespit edilen 

tütün bitkisinin (MP6) ve pozitif kontrolün real time Roche 480 II cihaz verilerine göre 

DNA amplifikasyon eğrisi. Buna göre, PC 24.döngüde, 6 nolu bitki 25.döngüde PPV 

pozitif sonuç vermiĢtir. MP: Myzus persicae; PC: Pozitif kontrol 

 

4.1.2.2.2. Aphis gossypii ile Tütün (Nicotiana benthamiana) Bitkisine Deneysel 

TaĢıma Denemelerinin DAS-ELISA ve Real-time RT-PCR Analizleri 

 

A. gossypii yaprak biti ile kurulan deneysel taĢıma denemesinde indikatör bitki 

olarak 10 adet N. benthamiana tütün bitkisi, inokulum kaynağı olarak da  PPV-T ile 

enfekteli tütün bitkisi kullanılmıĢtır. Denemede, birkaç günlük takip sonucunda yaprak 

bitlerinin öldüğü gözlemlenmiĢ ve deneme sonlandırılmıĢtır. TaĢıma denemelerinde 

kullanılan A. gossypii yaprak biti konukçu bitki olarak hıyar bitkisi üzerinde saf kültür 
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olarak çoğaltılmıĢ ve burada kolonize olmuĢtur. A. gossypii yaprak bitinin farklı 

konukçu bitkilerinde farklı morfolojik eğilim gösterebildiği ve değiĢik beslenme 

davranıĢı izlediği Margaritopoulus ve ark. (2006) tarafından bildirilmiĢtir. Yapılan bu 

çalıĢmada, hıyar bitkisine adapte olmuĢ olan A. gossypii yaprak bitinin N. benthamiana 

tütün bitkisinde uzun süreli beslenmediği gözlemlenmiĢtir. Bu bulgu, Margaritopoulus 

ve ark. (2006)‘nın yaptığı çalıĢmayı destekler nitelikte olmasına rağmen, Labonne ve 

ark. (1995)‘nın A. gossypii‘nin SBY ile PPV‘yi taĢıdığını bildirdiği çalıĢmasıyla 

farklılık göstermektedir. 

 

4.2. ‘Melez Kayısı Bitkilerinde PPV’ye Dayanıklılığın Moleküler Markörlerle 

AraĢtırılması’ 

 

4.2.1. Melez Bitkilerden DNAĠzolasyonları 

 

Malatya Ġnönü Üniversitesi Kayısı AraĢtırma Enstitüsü‘nde PPV‘ye dayanıklılık 

kazandırılmak üzere açık arazide melezlenen SEO ve yerli kayısı çeĢitlerinin 

(Hacıhaliloğlu, Çöloğlu, Adilcevaz5, ġekerpare, Çataloğlu)  melezlerinin PPV 

dayanıklılık allellerini taĢıyıp taĢımadığını tespit için yapılan çalıĢmalarda küçük 

değiĢikliklerle CTAB yöntemiyle (Doyle ve Doyle, 1987) toplam 530 melezin DNA 

izolasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Melez bitkilerin dayanıklılık allelini taĢıyıp taĢımadığını 

araĢtırmak için yapılan çalıĢmalarda, DNA izolasyonu gerçekleĢtirilen 530 adet melez 

bitkiden pomolojik olarak daha iyi olabileceği düĢünülen 134 adet melezin DNA‘sı 

fragment analizlerinde kullanılmıĢtır.  

 

4.2.2. Melez Bitkilerin PCR ve Kapillar Elektroforez Analizleri 

 

ġarkaya dayanıklı kayısı hatlarının seçiminde Soriano ve ark. (2012) tarafından 

PGS1.21 ve PGS1.23 olarak isimlendirilmiĢ olan SSR primerleri kullanılmıĢtır. PCR 

analizleri, Schuelke (2000) tarafından bildirildiği Ģekilde FAM ile iĢaretlenmiĢ M13 

primeri kullanılarak fragment analizine hazırlanmıĢtır. PCR ürünleri, öncelikle agaroz 

jel elektroforez ile analiz edilmiĢtir. Amplifikasyonu gerçekleĢen ve DNA kalitesi iyi 
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olan PCR ürünlerinin daha sonra kapillar elektroforez yöntemi ile ABI 3500xL 

Sequance Analyzer cihazında fragment analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. Fragment analizi 

yapılan toplam 134 adet melez bitkinin, GeneMapper software 4.0 ile yorumlanması 

sonucunda PPVres lokusuna yakın bölgeleri içeren PGS1.21 ve PGS1.23 SSR 

primerlerinin 47 adet melez bitki DNA‘sında çoğalma gerçekleĢtirdiği ve bu 47 adet 

melezin PPV‘ye dayanıklılık allelini taĢıdığı tespit edilmiĢtir (Çizelge 4.1). Ayrıca 

çalıĢma kapsamında, SEO ve yerli çeĢitlerden farklı ebeveynlerin (ana-baba) 

kullanılmasıyla gerçekleĢtirilen melezlemelerden elde edilen yavru melezlerde de 

ebeveyn farkı olmaksızın dayanıklılık allelinin yavruya aktarıldığı tespit edilmiĢtir 

(Çizelge 4. 1). Bu sonuçlar, Goldrich‘le 2 F1 soyu ve Lito ile 2 F2 soyu‘nun 

dayanıklılık farklılıklarını analiz etmiĢ olan Soriano ve ark. (2009) çalıĢması ile 

benzerlikler içermektedir. 

Dünya‘da PPV‘ye dayanıklılığın geliĢtirilmesi konusunda benzer çalıĢmalar 

yapılmıĢtır. Soriana ve ark. (2012), yapılan çalıĢmanın MAS için standardize edilmesi 

amacıyla, haritalama için hem SEO hem de Goldrich kökenli melezlerde polimorfik 

olan sadece 7 SSR (PGS1.03, PGS1.20, PGS1.21, PGS1.23, PGS1.24, PGS1.252 ve 

96P10_SP6) primerleri seçmiĢ ve bu SSR‘lerin PPVres lokusu ile bağlantılı olduklarını 

kanıtlanmıĢlardır. Ayrıca,  geliĢtirilen SSR markörlerinin PPVres ile ilgili dayanıklılık 

genleri bölgesinde olduğunu ve test edilen bütün dayanıklılık kaynaklarında ortak 

olduğunu düĢündürdüğünden söz konusu markörlerin, bütün dayanıklı çeĢitlerin 

döllerinde de MAS için uygun olabileceğini bildirmiĢtir. Gürcan ve Yılmaz (2012), 

bugüne kadar Prunus türlerine özgü 360‘ın üzerinde SSR geliĢtirildiğini, bunların 

birçoğunun dayanıklılık genini bulmak için yapılan kayısı genetik haritalarında 

kullanıldığını bildirmiĢtir. Balazs ve ark. (2013) tarafından yapılan çalıĢmada 5 SSR 

markörü (Aprigms 18; Aprigms 24;ssrPACITA5; ssrPACITA17; EP5100) hassas ve 

dayanıklı kayısı çeĢitlerini testlemede kullanmıĢ, kullanılan beĢ markörden üçünün 

(ssrPACITA5; ssrPACITA17; EP5100)  PPV dayanıklı çeĢitlerin seleksiyonu için 

uygun olduğunu bildirmiĢtir. Decroocq ve ark. (2013), PPV‘ye dayanıklılık ile ilgili bu 

güne kadar yapılan birçok çalıĢmada Goldrich, Harcot, SEO, Lito, Harlayne, Stella, 

OrangeRed, NJA2 kayısı çeĢitlerinin doğal olarak PPV dayanıklılık genini taĢıdığını 

bildirmiĢtir. Ayrıca ülkemiz kayısı çeĢitleriyle yapılan benzer çalıĢmalarda, Dosba ve 

ark. (1992) Çöloğlu, Hacıhaliloğlu, Hasanbey, Karacabey ve Tokaloğlu çeĢitleri PPV-M 
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ve PPV-D ırklarına hassas olduğu bildirilmiĢtir. UlubaĢ Serçe ve ark. (2013b), bazı yerli 

kayısı çeĢitlerinde PGS1.21 ve PGS1.23 moleküler markörleri kullanılarak PPV 

dayanıklılığını araĢtırmıĢtır. ÇalıĢma kapsamında, Hacıhaliloğlu, KabaaĢı, Hasanbey, 

Çöloğlu, Adilcevaz5, ġekerpare, Mahmudun Eriği ve Çataloğlu gibi yerli kayısı 

çeĢitlerini içeren toplam 180 kayısı progenisi taranmıĢ, markörlerle taranan hiçbir yerli 

kayısı çeĢidinde PPV dayanıklılığını teĢvik eden allele rastlanmadığı bildirilmiĢtir. 

Dünyada ve Türkiye‘de PPV‘ye dayanıklılık konusunda yapılan tüm araĢtırmalar 

ıĢığında gerçekleĢtirilen bu çalıĢmada elde edilen veriler, UlubaĢ Serçe ve ark. (2013b) 

tarafından yerli kayısı çeĢitlerinin PPV‘ye doğal olarak dayanıklılık allelini taĢımadığını 

bildirdiği çalıĢması ile benzer, Soriano ve ark. (2012)‘ın belirlemiĢ olduğu SSR 

markörlerinin SEO kaynaklı tüm melezlemelerin döllerinde de aynı sonucu 

verebileceğini belirttikleri çalıĢmasını da destekler niteliktedir.  

 

4.1. Fragment analizi yapılan toplam melez bitki sayısı ve PPV‘ye dayanıklılık alleli 

içerdiği tespit edilen melez bitkilerin sayıları (%) 

 

Melezler 

Fragment analizi 

yapılan melezlerin 

numaraları 

PPV 

dayanıklılık 

alleli tespit 

edilen 

melezlerin 

numaraları 

Dayanıklılık 

alleli tespit 

edilen melez 

sayısı/ toplam 

test edilen bitki 

sayısı 

Dayanıklılık 

alleli tespit 

edilen melez 

sayısı (%) 

Hacıhaliloğlu 

X SEO 

44, 61, 82, 22, 28, 

34, 63, 68, 70, 76, 

82 

44, 63, 70, 76 4/11 36.36 

Çöloğlu X 

SEO 

03, 20, 21, 60, 63, 

06, 18, 29, 45, 62 
03, 18, 29, 60, 63 5/10 50.00 

Adilcevaz 5 

X SEO 

02, 29, 32, 38, 39, 

49, 52, 55, 59, 21, 

30, 36, 63, 74 

30, 49, 52, 74 4/14 28.57 

ġekerpare X 

SEO 

01, 03, 04, 08, 12, 

13, 14, 22, 32, 36, 

40, 44, 47, 50, 52 

04, 12, 32, 36, 

40, 44, 52 
7/15 46.67 
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4.1.  (Devam) Fragment analizi yapılan toplam melez bitki sayısı ve PPV‘ye 

dayanıklılık alleli içerdiği tespit edilen melez bitkilerin sayıları (%) 

SEO X 

Adilcevaz5 

08,22, 38, 47, 69, 

71, 29, 32, 58, 61, 

62, 82, 86, 93, 99, 

102, 106, 107, 111, 

176 

29, 32, 58, 69, 

93, 99, 107, 111 
8/20 40.00 

SEO X 

Çataloğlu 

05, 33, 49, 65, 66, 

82, 90, 106, 118, 

124, 125, 131, 134, 

141, 146, 147, 01, 

09, 15, 31, 34, 35, 

36, 38, 42, 55, 58, 

63, 126, 127, 129, 

135, 46 

03, 31, 42, 63, 

118, 127, 134, 

147 

8/33 24.24 

SEO X 

Hacıhaliloğlu 

2, 16, 23, 32, 02, 51, 

52, 60, 71 
16, 51, 71 3/9 33.33 

SEO X 

ġekerpare 

21, 39, 67, 74, 02, 

03, 12, 15, 27, 28, 

29, 34, 35, 40, 43, 

46, 50, 59, 61, 63, 

71, 76 

12, 21, 28, 39, 

40, 50, 61, 63 
8/22 36.36 

Toplam  134 47 47 35.07 
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5. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

 

Yapılan bu çalıĢma ‗Plum pox virus (PPV) T ırkının bazı biyolojik özelliklerinin 

belirlenmesi‘ ve ‗melez kayısı bitkilerinde PPV‘ye dayanıklılığın moleküler markörlerle 

araĢtırılması‘ olmak üzere iki ana baĢlık içermektedir. 

‗Plum pox virus (PPV) T ırkının bazı biyolojik özelliklerinin belirlenmesi‘ 

çalıĢmalarında, PPV-T‘yi taĢıdığı bilinen M. persicae ve A. gossypii yaprak bitleri 

(Avinent ve ark., 1991; Labonne ve ark., 1995) ile PPV‘yi bazı kaynaklara göre taĢıdığı 

(Lupoli ve ark., 1992) bazı kaynaklara göre ise taĢımadığı (Büchen-Osmond, 2006) 

düĢünülen ancak kayısı ağaçlarında yoğun olarak bulunan H. pruni (Çağlayan ve ark., 

2013; Kaya ve ark., 2014) yaprak bitleri ile PPV-T‘nin otsu ve odunsu konukçularına 

KBY ve SBY olmak üzere iki farklı deneysel taĢıma denemeleri gerçekleĢtirilmiĢtir.  

KBY ile PPV-T deneysel taĢıma denemelerinde kullanılan yaprak bitleri, deneme 

sonuçları ve denemelere dair öneriler aĢağıdaki gibi sıralanmıĢtır. 

1. M. persicae ile ‗Colmo‘ bezelyeleri, ‗Siena‘ bezelyeleri ve N. 

benthamiana tütün bitkisine gerçekleĢtirilen taĢıma denemelerinde, M. 

persicae‘nin adı geçen bitkilere PPV-T‘yi sırasıyla % 21.60, % 0 ve % 25.40 

oralarında taĢıdığı tespit edilmiĢtir (Çizelge 5. 1). Elde edilen bu veriler ıĢığında, 

M. persicae ile deneysel taĢıma denemelerinde ‗Colmo‘ bezelyelerinin ve N. 

benthamiana tütün bitkilerinin PPV-T ile yapılacak olan araĢtırmalarda indikatör 

bitki olarak güvenle kullanılabileceği söylenebilir. Ayrıca bu bitkilerin denemeler 

esnasındaki simptomolojik görünümünden ve yapılan analizleri desteklemesi 

bakımından PPV-T‘ye oldukça hasas olduğunu da vurgulamak gerekir. Ayrıca 

denemeler süresince elde edilen sonuçların inokulum kaynağına, çevresel 

koĢullara, yaprak bitlerinin aktarılmasında gösterilen dikkate ve deneyime bağlı 

olduğunu belirtmek gerekir. Denemelerde kullanılan N. benthamiana tütün 

bitkisinin, çevresel faktörlerden kaynaklı olarak yapraklarında simptomlar 

gözlenebileceğinin dikkate alınması gerektiği, tek baĢına simptomolojik gözlemin 

yeterli olmayacağı, mutlaka ELISA ve PCR temelli analizlerin yapılarak 

sonuçların teyit edilmesi gerektiği tespit edilmiĢtir. ‗Colmo‘ bezelyeleri kısa 

sürede yetiĢmesine rağmen ticari bir çeĢit olmadığından elde edilmesi kolay 
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olmayan bir bitkidir. N. benthamiana tütün bitkilerinin de testleme aĢamasına 

gelene kadar 4-6 hafta gibi bir süre almaktadır. Tüm bu bulgular göz önünde 

bulundurularak, yapılacak çalıĢmalara kısa sürede yetiĢen temini kolay ve en 

önemlisi PPV‘ye hassas olduğu bilinen çeĢitlerin dâhil edilmesi tavsiye 

edilmektedir. 

2. A. gossypii ile ‗Colmo‘ bezelyeleri, ‗Siena‘ bezelyeleri, N. benthamiana 

tütün bitkisi ve hıyar bitkisine gerçekleĢtirilen taĢıma denemelerinde, A. 

gossypii‘nin PPV-T‘yi her iki bezelye bitkisine % 0, tütün bitkisine %15.00 ve 

hıyar bitkisine % 0 oranlarında taĢıdığı tespit edilmiĢtir (Çizelge 5. 1). Bu 

sonuçlara göre, PPV-T‘nin A. gossypii ile deneysel taĢıma denemelerinde tek ve 

en iyi sonucu N. benthamiana tütün bitkisinin verdiğini belirtmek gerekir. PPV-

T‘nin A. gossypii yaprak biti ile taĢınmasını içeren çalıĢmalarda N. benthamiana 

tütün bitkisinin kullanımı önerilmektedir.  

3. H. pruni ile PPV-T‘nin Myrobalan 29C bitkisine gerçekleĢtirilen taĢıma 

denemelerinde, iki yıl süresince simptomolojik gözlem yapılmıĢtır. Yapılan DAS-

ELISA ve real-time RT-PCR analizlerinde H. pruni yaprak bitinin PPV‘yi 

taĢımadığı tespit edilmiĢtir. TaĢıma denemesinde indikatör olarak tercih edilen 

bitkisinin de bu sonucu etkilediği düĢünülmektedir. Ancak, bu çalıĢma ile H. 

pruni‘nin PPV-T‘nin vektörü olmadığını söylemek yerine PPV-T‘yi taĢıma 

etkinliğinin zayıf olduğunu belirtmek daha doğru olur. Buna göre, H. pruni yaprak 

bitinin PPV-T‘nin birden fazla izolatı kullanılarak ve denemelerde PPV‘ye daha 

hassas olan Prunus türleri kullanılarak daha geniĢ ve kapsamlı deneysel taĢıma 

çalıĢmalarıyla PPV-T‘yi taĢıma etkinliğinin kesinlik kazandırılması 

önerilmektedir. 

SBY ile PPV-T deneysel taĢıma denemelerinde kullanılan yaprak bitleri, deneme 

sonuçları ve denemelere dair öneriler aĢağıdaki gibi sıralanmıĢtır. 

1. M. persicae ile N. benthamiana tütün bitkisine gerçekleĢtirilen taĢıma 

denemelerinde, PPV-T kayısı yaprağı kullarak ve enfekteli tütün bitkisi kullanarak 

gerçekleĢtirilen deneysel taĢıma denemelerinde, M. persicae yaprak bitinin PPV-

T‘yi sırasıyla % 14.29 ve % 12.50 oranlarında taĢıdığı tespit edilmiĢtir (Çizelge 5. 

1). Doğrudan kayısı yaprağı kullanarak yapılan denemenin daha baĢarılı ve daha 

pratik olduğunu söylemek gerekir.  
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2. A. gossypii ile N. benthamiana tütün bitkisine taĢıma denemelerinde, A. 

gosypii‘nin tütün bitkisinde uzun süreli beslenmemesinden dolayı deneme 

sonlandırılmıĢtır. Bu durum göstermektedir ki, A. gossypii çoğaltıldığı 

konukçusundan baĢka bir bitkiye adaptasyonu kolay olan bir yaprak biti değildir. 

A. gossypii‘nin bu beslenme davranıĢının yapılan çalıĢmalarda virüsü taĢıma 

oranını etkilediği düĢünülmektedir. A. gossypii ile yapılması düĢünülen 

çalıĢmalarda eğer konukçusu olan indikatör bitki kullanılacaksa yaprak bitinin de 

aynı tür bitki üzerinde çoğaltılması önerilmektedir. 

PPV-T‘nin bazı biyolojik özelliklerinin araĢtırılması çalıĢmalarında 

gerçekleĢtirilen KBY ve SBY‘yi kıyaslamak gerekirse; 

 KBY‘nin yaprak bitleri bakımından daha fazla deneyim gerektirdiği, ancak 

SBY‘de yaprak bitinin kendiliğinden sağlıklı bitkilere geçmesi 

beklendiğinden böyle bir deneyime ihtiyaç olmadığının, 

 KBY‘de inokulum kaynağında yaprak bitlerinin beslenme oranının düĢük 

olma ihtimali olduğunun, ancak SBY‘de kısıtlı bir süre olmadığından 

yaprak bitlerinin inokulum kaynağı üzerinde mutlaka beslenmesinin 

sağlandığının, 

 SBY‘de inokulum kaynağı üzerinden yaprak bitlerinin sağlıklı bitkilere eĢit 

miktarda geçiĢ ve taĢıma olasılığının olmadığının, ancak KBY‘de her 

sağlıklı bitki üzerine eĢit miktarda yaprak biti aktarıldığından yaprak 

bitlerinin taĢıma olasılıklarının eĢit olduğunun, 

 SBY‘den biri olan doğrudan inokulum kaynağı bitkinin yaprağı kullanılarak 

kurulan denemelerin, diğer SBY olan indikatör bitkiyi doğrudan kullanarak 

kurulan denemelerden ve KBY‘den daha pratik ve taĢımada daha etkin 

olduğunun 

Göz önünde bulundurulması gerekir. 

PPV-T‘nin bazı biyolojik özelliklerinin araĢtırılması kapsamında yapılan tüm 

çalıĢmalarla, PPV-T‘nin M. persicae ile etkin olarak yayılabileceği, A. gossypii ile 

taĢınabileceği ve H. pruni ile taĢınma ihtimalinin zayıf olduğu belirlenmiĢtir. Bu bilgiler 

ıĢığında, PPV-T‘nin kayısı yetiĢtiriciliğinin yoğun yapıldığı bölgelerde saptanması 

halinde, hangi yaprak bitlerine karĢı önlem alınması gerektiğinin bilinmesi virüsün 

bölgede yayılımının engellenmesinde büyük katkılar sağlayacaktır. Ayrıca yaprak 
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bitlerinin polifag olması göz önüne alındığında, olası PPV enfeksiyonunu önlemek 

amacıyla da kayısı yetiĢtiriciliği yapılan alanlarda yabancı otlara karĢı mücadele 

çalıĢmalarına dikkat edilmesi gerekmektedir. Tütün ve bezelye gibi tek yıllık bitki 

yetiĢtiriciliği yapılan alanlarda bahçe tesis ederken ayrıca dikkat edilmesi gerektiği 

düĢünülmektedir. 

‗Melez kayısı bitkilerinde PPV‘ye dayanıklılığın moleküler markörlerle 

araĢtırılması‘ çalıĢmasında, Malatya Ġnönü Üniversitesi Kayısı AraĢtırma Merkezi‘nde 

PPV‘ye dayanıklılık kazandırılmak üzere açık arazide melezlenen SEO ve yerli çeĢit 

(Hacıhaliloğlu, Çöloğlu, Adilcevaz5, ġekerpare, Çataloğlu) kayısılardan 134 adet 

melezin PPV dayanıklılık allellerini taĢıyıp taĢımadığı araĢtırılmıĢtır. Bu melezlerin, 

PGS1.21 ve PGS1.23 SSR primerleri ve FAM ile iĢaretlenmiĢ M13 primeri kullanılarak 

PCR analizleri yapılmıĢtır. Agaroz jel elektroforezi yapılan PCR ürünleri daha sonra 

kapillar elektroforez yöntemi ile ABI 3500xL Sequance Analyzer cihazında fragment 

analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. Fragment analizi yapılan toplam 134 adet melezden, 

GeneMapper software 4.0 ile yorumlanması sonucunda 47 adet melezin PPV‘ye 

dayanıklılık allelini taĢıdığı tespit edilmiĢtir. Böylece, PPV‘ye karĢı dayanıklılık alleli 

taĢıyan melez bitkileri belirlemede MAS yapılarak minimum 2 yıl sürecek olan 

fenotipleme periyodu için ön eleme gerçekleĢtirilebileceği kanıtlanmıĢtır. Elde edilen 

sonuçlar doğrultusunda dayanıklılık potansiyeli bulunmayan çeĢit ve popülasyonlar 

arazi denemelerinden muaf tutularak zaman kazanılacaktır.  Ayrıca bu çalıĢma ile elde 

edilen sonuçlar doğrultusunda, arazi çalıĢması öncesinde ġarka‘ya dayanıklı olarak 

belirlenen çeĢitlerin arazide pomolojik yönden değerlendirilmesine öncelik 

verilebilecektir. Böylece hem dayanıklılık içerdiği bilinen hem de pomolojik açıdan iyi 

olduğu kanıtlanan çeĢitler yetiĢtiricilere öncelikli olarak önerilebilecektir. Ġleride 

Malatya gibi kayısının altın değerinde olduğu bir ile en tehlikeli virüs hastalığı olan 

ġarka‘nın girmesi halinde dayanıklı çeĢit kullanan yetiĢtiricilerin bunun zararını en az 

ölçüde yaĢayacakları düĢünülmektedir. 
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Çizelge 5. 1. ‗PPV- T ırkının bazı biyolojik özelliklerinin belirlenmesi‘ amacıyla yaprak 

bitleri ile yapılan deneysel taĢıma denemelerinin içeriği ve sonuçları 

Yaprak 

Bitleri 

Deneme 

ġekli 

Ġndikatör 

Bitki Adı 

Ġnokulum 

Kaynağı 

Bitkiler 

T

Toplam 

Bitki 

Sayısı 

POZĠTĠF 

bitki 

sayısı/Toplam 

DAS- ELISA  

yapılan bitki 

sayısı 

POZĠTĠF 

bitki 

sayısı/ 

Toplam 

Real time 

RT-PCR 

yapılan 

bitki sayısı 

Real-time 

RT--PCR 

ile PPV 

Pozitif 

Bulunan 

Bitki 

Sayısı % 

Deneme 

Detayları 

M. 

persicae 

Kontrollü 

beslenme 

yöntemi 

Bezelye (P. 

sativum 

‗Colmo‘)  

Myrobalan 

29C (Ankara 

Ġzolatı) 

60 0/ 60 13/ 60 21.60   

Bezelye (P. 

sativum 

‗Siena‘)  

Myrobalan 

29C (Ankara 

Ġzolatı) 

20 0/ 20 0/ 20 0   

Kontrollü 

beslenme 

yöntemi 

Tütün (N. 

benthamiana

) 

Kayısı (PPV- 

T doğal 

enfekteli) 

60 0/37 2/ 37 5.40 
23 ölü 

bitki 

Tütün (N. 

benthamiana

) 

Myrobalan 

29C (Ankara 

Ġzolatı) 

10 0/ 10 0/ 10 0   

Tütün (N. 

benthamiana

) 

Tütün 

(Mekanik 

inok.) 

10 2/ 10 2/ 10 20.00   

Serbest 

beslenme 

yöntemi 

Tütün (N. 

benthamiana

) 

Kayısı (PPV- 

T doğal 

enfekteli) 

7 1/ 7 1/ 7 14.29   

Tütün (N. 

benthamiana

) 

Tütün 

(Mekanik 

inok.) 

8 1/ 8 1/ 8 12.50   

A. 

gossypii 

Kontrollü 

beslenme 

yöntemi 

Bezelye 

(P.sativum 

‗Colmo‘)  

Myrobalan 

29C (Ankara 

Ġzolatı) 

30 0/ 30 0/ 30 0   

Bezelye (P. 

sativum 

‗Siena‘)  

Myrobalan 

29C (Ankara 

Ġzolatı) 

20 0/ 20 0/ 20 0   

Kontrollü 

beslenme 

yöntemi 

Tütün (N. 

benthamiana

) 

Tütün 

(Mekanik 

inok.) 

20 2/ 20 3/ 20 15.00   

Kontrollü 

beslenme 

yöntemi 

Hıyar (C. 

sativus) 

Tütün 

(Mekanik 

inok.) 

20 0/ 12 0/ 12 0 

8 ölü bitki 

Serbest 

beslenme 

yöntemi 

Tütün (N. 

benthamiana

) 

Tütün 

(Mekanik 

inok.) 

10 0 0 0 

0 

H. pruni 

Kontrollü 

beslenme 

yöntemi 

Myrobalan 

29C 

Myrobalan 

29C (Ankara 

Ġzolatı) 

6 0/ 5 0/ 5 0 

1 ölü bitki 
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EKLER 

 

Ek 1. DAS- ELISA Analizinde Kullanılan Tampon Çözeltilerin Ġçerikleri 

 

1. PBS 1X 

 

1000 ml suda çözündürülmek üzere: 

NaCl    8 g 

Na2HPO4- 12H2O  2.9 g 

KH2PO4   0.2 g 

KCl    0.2 g 

NaN3    0.2 g 

pH 7.4 olarak ayarlanır. 

 

2. PBST 1X = Washing Buffer (Yıkama tampon çözeltisi) 

 

1000 ml PBS buffer‘a eklenmek üzere: 

Tween20 0.5 ml 

pH 7.4 olarak ayarlanır. 

 

3. Genel Örnek Ezme Tampon Çözeltisi 

 

1000 ml PBS 1X‘e eklenmek üzere: 

PVP (Mw 10,000- 40,000)  10 g 

Tween20    0.5 ml 

pH 7.3 olarak ayarlanır. 

 

4. Coating Buffer (Kaplama tampon çözeltisi) 1X 

 

1000 ml suda çözündürülmek üzere: 

Na2CO3   1.59 g 

NaHCO3   2.93 g 

NaN3    0.2 g 

Bromocresol purple  5 mg 

pH 9.6 olarak ayarlanır. 

 

5. Conjugate Buffer (Enzimle iĢaretleme tampon çözeltisi) 1X 

 

1000 ml PBST 1X‘eklenmek üzere: 

BSA   2 g 
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Congo Red  40mg 

pH 7.4 olarak ayarlanır. 

 

6. Substrate Tampon Çözeltisi 

 

1000 ml suda çözündürülmek üzere: 

Diethanolamine  97 ml 

NaN3    0.2 g 

pH HCl ile 9.8 olarak ayarlanır. 
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Ek 2. High Pure Viral Nucleic Acid Kit Kimyasallarının Analize Hazırlanması 

 

1. Proteinaz K 

 

Liyofilize toz halde bulunan Proteinaz K üzerine 5 ml Elution buffer eklenir ve 

karıĢtırılır. – 15 °C veya - 25 °C‘de muhafaza edilir.  

 

2. Poly (A) 

 

Liyofilize toz halde bulunan Poly (A) üzerine 0,5 ml Elution buffer eklenir ve 

karıĢtırılır. – 15 °C veya - 25 °C‘de muhafaza edilir. 

50 µl Poly (A), 2,5 ml Binding buffer içerisine eklenerek kullanılır. Bu karıĢım 

kullanımdan hemen önce örnek sayısına göre hazırlanır. 

 

3. Inhibitor Removal Buffer 

 

Inhibitor Removal buffer üzerine 20 ml saf ethanol eklenir ve kullanıma hazır 

hale getirilir. + 15 °C veya + 25 °C‘de muhafaza edilir. 

 

4. Wash Buffer 

 

Wash buffer üzerine 40 ml saf ethanol eklenir ve kullanıma hazır hale getirilir. 

+15 °C veya +25 °C‘de muhafaza edilir. 
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