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OZET

Plum pox virus (PPV) T IRKININ BAZI BIYOLOJIK OZELLIKLERININ
BELiRLENMESi ve MELEZ KAYISI BITKILERINDE PPV’YE
DAYANIKLILIGIN MOLEKULER MARKORLERLE ARASTIRILMASI

Plum pox virus (PPV), sert ¢ekirdekli meyve agaglarina zarar veren en énemli
virlis etmenidir. Bu viriisiin 1rklar1 arasinda yer alan PPV-T, Tiirkiye’ye 6zgii bir irktir.
Bu c¢alismada, PPV-T’nin vektorlerle deneysel tasinma durumunu arastirmak
amaciyla, Aphis gossypii, Hyalopterus pruni ve Myzus persicae ile otsu konuk¢ulardan
Pisum sativum ‘Colmo’ ve ‘Siena’, Cucumis sativus, Nicotiana benthamiana’ya ve
odunsu konukgulardan ise Myrobalan 29C (Prunus cerasifera)’ye tasima g¢alismalari
yapilmistir. Ayrica, Malatya inénii Universitesi Kayis1 Arastirma Parseli’nde PPV ye
dayaniklilik kazandirilmak tizere agik arazide Stark Early Orange (SEO) ile yerli
kayis1 ¢esitlerinin (Hacihaliloglu, Adilcevaz 5, Codloglu, Sekerpare, Cataloglu)
melezlenmesi sonucu elde edilen 134 adet melezin PPV dayaniklilik allellerini tasiyip
tagimadigr arastirilmistir.

PPV-T’nin ‘kontrollii beslenme yontemi’ (KBY) kullanilarak yiiriitiilen
deneysel tasima denemelerinde 60 adet P. sativum ‘Colmo’ bezelye ve 57 adet N.
benthamiana tiitiin kullanilmig, yapilan DAS-ELISA ve real-time RT-PCR
analizlerinde M. persicae’nin PPV’yi bezelye ve tiitiin bitkilerine sirasiyla % 21.60 ve
% 25.40 oranininda tagidig tespit edilmistir.

A. gossypii ile KBY’ye gore yiiriitillen PPV-T tasima denemesinde toplam 20
adet tiitiin, 50 adet bezelye (‘Colmo’ ve ‘Siena’) ve 20 adet hiyar bitkisi kullanilmig
ve A. gossypii’nin PPV’yi tiitine %15 oraninda tasidigi, ancak bezelye ve hiyar
bitkilerine tasimadig1 saptanmistir.

H. pruni ile KBY’ye gore yiiriitilen PPV-T deneysel tagima denemesinde, 6 adet
Myrobalan 29C bitkisi kullanilmistir. Denemede, 2 yil siiresince yapilan tim DAS-
ELISA ve real-time RT-PCR analizlerinde Myrobalan 29C bitkilerinin tamami PPV
bakimindan negatif bulunmustur.

PPV-T’nin ‘serbest beslenme yontemi’ (SBY) kullanilarak M. persicae ve A.
gossypii yaprak bitleri ile N. benthamiana’ya yapilan tasima denemelerinde, M.
persicae yaprak bitinin PPV’yi % 16.79 oraninda tasidig1 tespit edilmistir.

Melez kayis1 bitkilerinin PPV’ye dayaniklilik durumunu belirlemek amaciyla
yiiritiilen molekiiler markorlerle tarama ¢alismasinda, SEO ile yerli kayisi ¢esitlerinin
melezlenmesi sonucu elde edilen 134 adet melezin 47 tanesinin PPV’ye dayaniklilik
allelini tagidig1 saptanmustir.

Bu c¢alisma, PPV-T’nin yaprak bitleri ile deneysel tasinma etkinliginin
arastirilmasi konusunda iilkemizde yapilan ilk ¢alisma olup dayaniklilik ¢alismalari
sonucu elde edilen melezlerin molekiiler markoérler kullanilarak PPV’ye dayaniklilik
alleli tasty1p tasimadiginin hizli bir sekilde belirlenebilecegini ortaya koymustur.
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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 unige 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, Cologlu, Sekerpare, Cataloglu)
in order to provide PPV resistance in open field of Apricot Investigation Center belong
to Malatya Inonii 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. GIRIS

Yaz ortasinda soframizda taze meyve olarak sevilip yendigi gibi kurusu, hosafi,
kompostosu, receli, marmeladi, surubu, meyve suyu, sekerlemesi, pestili ve tatlis1 da
makbul sayilan kayis1 meyvesini veren kayis1 agaci (Prunus armeniaca L.), Prunus
cinsinin Rosaceae (giilgiller) familyasina dahildir. Baz1 kaynaklarda anayurdunun Cin,
bazilarinda da Dogu Anadolu oldugu belirtilen kayisi, Akdeniz havzasi iilkelerinden,
Kaliforniya'ya ve hatta Avustralya'ya kadar uzanan genis cografyada yetistirilmektedir.
Kayisinin anavatan1 olmamasina karsilik iki bin yili askin bir siireden beri bu
topraklarda yetistirilmesinden dolay1 Anadolu kayisinin ikinci vatani haline gelmistir.

FAO (Food and Agriculture Organization of The United Nations) 2012 yil1 iiretim
verilerine gore diinyadaki toplam kayisi iiretimi yaklagik 3.500.000 ton’dur. Bu iiretimin
biiyiik cogunlugu basta Tiirkiye (795.768 ton) olmak iizere iran (460.000 ton),
Ozbekistan (365.000 ton), Cezayir (269.308 ton) ve italya (247.146 ton) tarafindan
gerceklesmektedir (Anonymous, 2012) (Sekil 1. 1).

Tiirkiye’de, TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu) 2013 yil1 verilerine gore 2.445.268
ton sert cekirdekli meyve iiretimi mevcuttur ve bu tiretimin 780.000 ton’unu kayisi

olusturmaktadir (Anonim, 2013a) (Sekil 1. 2).

Diinya Kayisi Uretimi (Ton)
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Sekil 1. 1. Diinya kayist tiretimi (FAO, 2012)



Kayist iilkemizde genel olarak sofralik ve kurutmalik olarak tliketilmektedir.
Kayis1 basta Malatya olmak lizere, Elaz1g, Erzincan, Sivas, Kars, Igdir illeri ile Ege,
Akdeniz, I¢ Anadolu ve Marmara bodlgelerinde iiretilmektedir. Ulkemizde mevcut
bulunan yerli ¢esitler Hacihaliloglu, Hasanbey, Kabaasi, Soganci, Cataloglu, Cologlu,
Alyanak, Salaz (Aprikoz), Sekerpare, Tokaloglu-Erzincan, Tokaloglu-Yalova,
Tokaloglu-Konya Eregli, Sam, Turfanda izmir, iri Bitirgen, imrahor, Karacabey, Cigli,
Sakit 2, Mahmudun Erigi, Adilcevaz 5, Turfanda Eskimalatya, Cekirge 52, Hacikiz,
Ismailaga, Ethembey, Kuru Kabuk’tur. Ulkemizde iiretilen kayisinin énemli bir boliimii
kurutulduktan sonra ihra¢ edilmekte geri kalan1 biiyiik oranda sofralik olarak, bir kismi1
da meyve suyu iiretiminde sanayide kullanilmaktadir (Anonim, 2013b). Erkenci sofralik
kayis1 yetistiriciligimiz genelde dis kaynakli ¢esitler kullanilarak iilkemizin Akdeniz ve
Ege kiy1 seridinde yapilmakta iken, kurutmalik kayis1 yetistiriciligimizin ¢ok dnemli bir
kismi Malatya’da, neredeyse monokiiltir olarak yapilmaktadir. Malatya’da
Hacihalioglu (%73) ve Kabaasi (%17) en ¢ok yetistirilen gesitleri olusturmaktadir
(Asma, 2000).

Tiirkiye Sert Cekirdekli Meyve Uretimi (Ton)
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Sekil 1. 2. Tiirkiye sert cekirdekli meyve iiretimi (TUIK, 2013)

Kayis1 yetistiriciliginde ekonomik Oneme sahip bazi hastalik ve zararlilar
mevcuttur. En yaygin goriilenleri; Rosellinia kdk ciiriikliigii (Rosellinia necatrix Prill.),
kayis1 siirgiin ve dal yanikligi (Pseudomonas syringae pv. syringae Van. Hall.),
Armillaria kok ¢urikligi (Armillaria mellea Kummer), monilya (Monilinia fructigena

Honey), Cytospora kanseri (Leucostoma spp.), yaprak delen- ¢il (Coryneum beijerinckii



Oudem), dogu meyve giivesi (Cydia molesta Busck), meyve agaci dip kurtlari
(Capnodis spp. Fischer von Waldheim), yaprak bitleri (Myzus persicae Sulzer.;
Hyalopterus pruni Geoffroy.), kirmizi 6riimcekler (Tetranychus viennensis Zacher.;
Tetranychus urticae Koch.; Panonychus ulmi Koch.)’dir (Anonim 2010). Sert ¢ekirdekli
meyve Uretimini kalite ve {irlin miktar1 yoniinden olumsuz etkileyen basta Prunus
necrotic ringspot virus (PNRSV), Prune dwarf virus (PDV), Apple chlorotic ringspot
virus (ACLSV) ve Cherry leaf roll virus (CLRV) olmak iizere bir¢ok viriis hastaligi
bulunmasimaragmen Plum pox virus (PPV)’tin sebep oldugu Sharka (Sarka) hastaligi
sert ¢ekirdekli meyvelerin en 6nemli viriis hastaligidir (Sutic ve ark., 1999).

Plum pox virus, Potyviridae familyasinin Potyvirus cinsine aittir (Levy ve ark.,
2000; Garcia ve Cambra, 2007). PPV, 760 x 20 nm boyutlarinda ¢ok kivrimli, ipligimsi
bir partikiile sahip, pozitif anlamli tek kollu RNA (sSRNA) iceren, 9741-9795
niikleotidden olusan, partikiillerinin %7’si niikleik asit ve %93°l protein olan bir
viriistiir (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).

Giliniimiizde PPV’nin sekiz irki tanimlanmigtir (Garcia ve ark., 2014). Bunlar;
PPV-M (Marcus), PPV-D (Dideron) (Kerlan ve Dunez., 1979), PPV-EA (EI 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) (Ulubas Serge ve ark., 2009) ve PPV-CR (Glasa ve ark., 2013) irklaridir.

PPV, ekonomik olarak o6zellikle kayisi, erik ve seftalilerde 6nemli zararlara yol
acmaktadir. Hastalikli bitkilerde meyvelerin agirligt % 21- 34, seker igerigi % 0,14-
2,11 oraninda azalmakta ve asit orani artmaktadir (Nemeth, 1986). PPV seftalilerde
yaprak, meyve ve bazi ¢esitlerin ¢icek ta¢ yapraklarinda simptom gosterirken, kayisi ve
erik agaclarinda ise yaprak, meyve ve meyve cekirdeklerinde degisik sekillerde
belirtilere yol agmaktadir. PPV genel olarak meyve agacglarinin yapraklarinda klorotik
bantlar, damar agilmasi, halka seklinde beneklenme ve sekil bozuklugu; meyvede sekil
bozuklugu ve ¢ekirdekte halka seklinde beneklenmeler; govdede ¢atlamalar; ¢igeklerde
renk kirilmasi gibi karakteristik belirtiler gostermektedir. Genel olarak PPV, meyvenin

pazar degerinin diismesine neden olmaktadir (Lopez-Moya ve ark., 2000).



Hastaligin en yaygin goriildiigii Avrupa’da 100 milyondan fazla sert ¢ekirdekli
meyve agact enfekteli durumdadir. PPV, IAPSC (Inter-African Phyto-sanitary
Council), NAPPO (North American Plant Protection Organization) ve EPPO (European
and Mediterranean Plant Protection Organization) tarafindan karantinaya tabi olup, bu
viriisiin bulundugu {ilkelerde hastaligin yayilmasini 6nlemek ic¢in oldukca ciddi
sertifikasyon ve eradikasyon c¢alismalari yliriitilmektedir. Son 30 yil boyunca Sarka
yonetiminin tim diinyadaki maliyetinin 10. 000 milyon Avro’yu gectigi
hesaplanmaktadir (Cambra ve ark., 2006). PPV’nin, mekanik inokulasyon ve as1 ile
tasindig1 yapilan ¢aligmalarla ortaya konurken, Prunus konukgular1 arasinda temasla,
polenle ve tohumla tasinmadigi belirtilmistir (Garcia ve ark., 2014). PPV’nin
tasinmasinda en etkili faktor Aphididae familyasinda yer alan yaprak bitleri (Aphis
craccivora, Aphis spiraecola, Brachycaudus helichrysi, Brachycaudus cardui, M.
persicae, Myzus varinas, Myzus (Phrodon) humuli) ile olmaktadir. PPV, yaprak bitleri
ile non-persistent olarak tasinmaktadir (Ng ve Falk, 2006). PPV’nin esas dogal
vektorleri B. helichrysi, M. persicae ve M. (Phrodon) humuli’dir. Viriis, Aphophora
alni, Edwardsonia plebeja, Lecanium corni, Lygus pratensis, Macrosteles laevis, Myzus
ceraci, Olianus quinquecostatus, Paratetranycus pilosus, Typhlocyba rosae ile
tasinmamaktadir (Biichen-Osmond, 2006). Hyalopterus pruni’nin, Biichen-Osmond
(2006) tarafindan PPV’nin vektorii olmadig belirtilirken, Gildow ve ark. (2004) ve
Labonne ve Dallot (2006) tarafindan da PPV’nin asil vektor tiirleri arasinda

belirtilmektedir.

PPV vektorii olma ihtimali bulunan yaprak biti popiilasyonlarinin arastirildig bir
calismada Pensilvanya’daki seftali bahgelerinde iki yil siiresince arastirilmistir. yaprak
bitleri su tuzaklar1 kullanilarak yakalanmisve en c¢ok oranda tespit edilen yaprak
bitlerinin Rhopalosiphum maidis, A. spiraecola ve M. persicae oldugu tespit edilmistir
(Wallis ve ark., 2005).

Yunanistan’da yapiskan siirgiin yontemi ile gerceklestirilen diger bir ¢alismada
arazide kayis1 agacglarinda A. gossypii ve H. pruni en ¢ok rastlanan yaprak biti tiirleri
olmus, PPV epidemiyolojisinde bu yaprak biti tiirlerinin rol oynayabilecegi ileri

stiriilmiistiir (Varveri, 20006).



PPV’nin potansiyel vektorii olan yaprak bitleri ile otsu konukgulara ve Prunus
tiirlerine taginmasi konularinda bazi calismalar bulunmaktadir. Deneysel tagimada
kullanilan metodlarin etkinligi ve tasinma epidemiyolojisini (kapsamnda “serbest
beslenme yontemi” (SBY) ve “kontrollii besenme yontemi” (KBY) olmak iizere iki
farkli tasima denemesi temel alinmistir (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 tasidigi bildirilmistir. KBY ile yapilan
denemelerde ise A. spiraecola ve M. persicae yaprak bitlerinin PPV’yi etkin olarak
tagidig bildirilmistir. Prunus’dan Prunus’a gergeklestirilen PPV tasima denemelerinde
KBY ve SBY kullanilmistir. ki PPV izolat1 (PPV V ve PPV BT) ve iki tasima
denemesi yontemi kullanilarak yapilan denemelerde H. pruni ile PPV tasimasi
gerceklestirilememistir. Yapilan tiim tasima denemeleri sonucunda en etkili PPV tasima

yonteminin “serbest beslenme yontemi” ile oldugu bildirilmistir.

Kuzey Amerika’da dogal olarak bulunan 13 farkli yaprak biti tiiri ile
gerceklestirilen PPV’nin deneysel tasinmasi calismasinda A. fabae, A. spiraecola,
Brachycaudus persicae, Metopolophium dirhodum, M. persicae, R. padi ve Toxoptera

citricida nin viriisii tasimada basarili oldugu bildirilmistir (Gildow ve ark., 2004).

PPV-Rec izolatlarimin (BOR-3, BULG, Horomerice ve 143A) M. persicae ile
tasinmasi etkinliginin arastirildig1 bir ¢alismada denemeler Labonne (1995) tarafindan
uygulanmis olan KBY ’ye gore kurulmustur. Denemeler sonunda gerceklestirilen DAS-
ELISA analizlerine gore farkli izolatlarin farkli Prunus konukgularinda birbirinden
bagimsiz taginma oranlari ortaya koydugu tespit edilmistir. BOR-3, BULG, Horomerice
ve 143A izolatlarinin Prunus konuglarina sirasiyla %35, %28, %80 ve %5 oranlarinda

M. persicae ile deneysel olarak taginabildigi bulunmustur (Galasa ve ark., 2004).

Capote ve ark., (2010) tarafindan gerceklestirilen M. persicae ile PPV-M’nin
deneysel tasinmasi caligmasinda, enfeksiyon kaynagi olarak kullanilan GF305°den,
GF305 anacina ve Calante, Mercil ve Royal Glory kiiltiivarlarina sirasiyla %66.7 ve
%46.7, %26.7 ve %26.7 oranlarinda M. persicae ile PPV-M’nin tasindig: bildirilmistir.
Ayrica enfeksiyon kaynagi olarak kullanilan Gladys kiiltiivarindan saglikli GF305
kiiltiivarina  %20.0, Mercil kiiltiivarina %13.3, Calante kiiltiivarina %26.7 ve Royal



Glory kiltiivarna da %0.0 oranlarinda M. persicae ile PPV-M’nin tasindigi
bildirilmistir.

Manachini ve ark. (2007) tarafindan gergeklestirilen M. persicae ile PPV-M’nin
otsu konukgulara taginma g¢alismasinda yapilan RT- PCR analizleri sonrasinda 15 adet
otsu konukgu tiirinden 10 tiire ait indikatorlerin PPV-M ile enfekteli oldugu tespit
edilmistir. Otsu indikator olarak kullanilan P. sativum, M. chamomilla ve B. perennis

tiirlerine ait test bitkilerinin tasima denemesinde %100 oraninda PPV-M ile bulagsik

oldugu belirtilmistir.

Ulkemizde Ankara ili ev bahgelerinde 1995-2002 yillarinda yiiriitiilen
gozlemlerde, PPV enfekteli agaglarda sadece H. pruni tespit edilmistir. Bu yaprak biti
tiiriiyle GF-305 fidanlarina gergeklestirilen tasima denemeleri sonucunda yaprak biti ile
inokulasyondan 54 giin sonra simptomlar gbzlendigi ve yapilan DAS-ELISA (Double
antibody sandwich- Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) testlerinde pozitif
reaksiyonlar alindig: bildirilmistir (Elibiiyiik, 2003). Caglayan ve ark. (2013) tarafindan
Ege Bolgesi’'nde PPV enfekteli kayis1 bahgesinde yiiriitiilen ¢alismada, PPV enfekteli
agaclar iizerine konulan yapiskan tuzaklarla iki yil siiresince yapilan gozlemlerde
yaygin bulunan yaprak biti tiirlerinin tespiti yapilmaya ¢alisilmigtir. Ardarda iki yil
sliresince yapilan gozlemlerde M. persicae (%20.15), H. pruni (%18.64), A. craccivora
(9%9.04) ve A. gossypii (%8.36) nin yaygin oldugu bildirilmistir. Ayrica Real-Time RT-
PCR (Reverse Transcription- Polymerase Chain Reaction; Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) yontemi ile gergeklestirilen analizlerde, M. persicae %34.78, H. pruni
%32.50, Macrosiphum euphorbiae %25.00, A. gossypii %23.80, A. spiraecola %12.50
ve A. craccivora’nin %10.00 oranlarinda PPV’yi biinyelerinde bulundurdugu
bildirilmistir.

PPV ile miicadelenin en 6nemli yolu saglikli bitki materyali iiretmek, dayanikli
cesit kullanmak ve hastaligin yayilmasinda etkisi olan faktorleri 6nlemeye calismaktir.
PPV’ye dayanikli cesitlerin belirlenmesi ile ilgili diinyada ¢esitli calismalar
yapilmaktadir. Kayisilarda PPV’ye dayaniklilikla ilgili olusturulan yeni nesil haritalar,
PPVres (resistant) lokusunun daha iyi bir sekilde lokalize edilmesine izin veren ko-
dominant basit dizi tekrar1 (simple sequence repeat; SSR) markorleriyle olusturulmustur
(Lambert ve ark., 2007; Soriano ve ark., 2008; Lalli ve ark., 2008; Marandel ve ark.,



2009a; Pilarova ve ark., 2010; Dondini ve ark., 2010). PPVres bolgesinde toplam 42
SSR primer c¢ifti diizenlenmis, Markor araciligiyla seleksiyon (MAS: marker asisted
selection) i¢in standardize edilmesi amaciyla, haritalama i¢in hem SEO (Stark Early
Orange) hem de Goldrich kokenli melezlerde polimorfik olan sadece 7 SSR markorii
(PGS1.03, PGS1.20, PGS1.21, PGS1.23, PGS1.24, PGS1.252 ve 96P10_SP6)
secilmistir. Gelistirilen SSR markoérlerinin, PPVres ile ilgili dayaniklilik gen bolgeleri
icin oldugu ve test edilen biitiin dayaniklilik kaynaklarinda ortak oldugu
distiniilmektedir. Bu nedenle s6z konusu markdrlerin, biitiin dayanikli ¢esitlerin
dollerinde de MAS igin uygun olabilecegi belirtilmektedir (Soriano ve ark., 2012).
PPV’ye dayaniklilik ile ilgili birgok arastirma yapilmis ve bu giline kadar yapilan
calismalarda Goldrich, Harcot, SEO, Lito, Harlayne, Stella, OrangeRed, NJA2 kayisi
cesitlerinin dogal olarak PPV dayaniklilik genini tasidigi belirtilmistir (Decroocq ve
ark., 2013).

[nonii Universitesi Kayis1 Arastirma Merkezi tarafindan yeni kayisi gesitleri
gelistirilmesi amaciyla kapsamli bir 1slah ¢alismasi baglatilmistir. “Cok Amach Kayisi
Islah Projesi” kapsaminda; erken ve ge¢ olgunlasan yeni sofralik cesitler, verim ve
kurutma randimani yiiksek yeni kurutmalik gesitleri ve Sarka hastaligina dayanikli
cesitlerin gelistirilmesi konusunda melezleme 1slah caligmalar1 yapilmaktadir. Bu
caligmalar kapsaminda Sarka’ya dayanikli oldugu bilinen SEO, Harcot, Goldrich ve
Stella ile yerel kayist cesitleri melezlenmistir. Bu giine kadar Sarka’ya dayaniklilik
amaciyla elde edilen yaklasik 3400 melez arazi kosullarina aktarilmistir. Bunlarin arazi
kosullarinda dayaniklilik testine tabi tutulmasi biiyiik bir kiilfet anlamina gelmekle
birlikte, PPV’nin karantina patojeni olmasi nedeniyle arazide bu melezlere PPV
inokulasyonu yapmak da imkansiz durumdadir. Ulubas Serge ve ark. (2013b) baz1 yerli
kayis1 ¢esitlerinde ve onlarin melezlerinde molekiiler markorler araciligiyla PPV
dayanikliligini aragtirmiglardir. Calisma kapsaminda PGS1.21 ve PGS1.23 markorlerini
kullanmis, Hacihaliloglu, Kabaasi, Hasanbey, Cologlu, Adilcevaz5, Sekerpare,
Mahmudun Erigi ve Cataloglu gibi yerli kayisi ¢esitlerini iceren toplam 180 kayist
melezini taramislardir. Markorlerle taranan higbir yerli kayisi ¢esidinde PPV
dayanikliligini tesvik eden allele rastlanmadigi bildirilmistir.

Tiirkiye’ye 6zgii bir irk oldugu bilinen PPV-T’nin biyolojik 6zellikleri, 6zellikle

vektor yaprak bitleri ile tasinma etkinlikleri detayli bilinmemektedir. Ayrica PPV nin



tilkemizde varliginin bilinmesinden dolay1, viriisiin yayilma ihtimaline karsilik
miicadele yoOntemleri ve dayanikli ¢esitlerin 1slahi1 konularinda yapilan calismalar
giinlimiizde gittikce 6nem kazanmaya baslamistir.

Yapilan bu ¢alisma iki temel kapsam igerisinde yuriitilmiistiir..

1. ‘Plum pox virus (PPV) T irkinin bazi biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi’,

2. ‘Melez kayist bitkilerinde PPV’ye dayanikliligin molekiir markorlerle

arastirilmasi’.

PPV-T wrkinin bazi biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi ¢alismasinda, Labonne ve
ark. (1995)’ a gore ‘serbest beslenme yontemi’ (SBY) ve ‘kontrollii beslenme yontemi’
(KBY) olmak iizere iki farkli tasima denemesi yontemi kullanilarak yaprak bitleri ile
PPV-T’nin deneysel tasinma etkinligi belirlenmeye ¢alisilmistir. Elde edilen bulgularmn,
su ana kadar sadece tilkemizde varhigi bilinen PPV-T irkinin tilkemizde yayilmasinin
takibi, PPV’ye karsi alinabilecek onlemler ve PPV-T’nin biyolojik o6zelliklerinin
belirlenmesi konularina temel olusturulmasi hedeflenmis ve diinyada ekonomik 6neme
sahip olan PPV ile ilgili yapilan galismalara katki saglanmasi amaglanmustir.

Melez kayisi bitkilerinde PPV’ye dayanikliligin molekiir markorlerle arastirilmasi
kapsaminda yapilan ¢alismalarda, Malatya’da yerli kayisi cesitleri ile Sarka’ya
dayanikli oldugu bilinen ¢esitlerin melezlenmesinden elde edilen ve arazi kosullarina
aktarilmig olan melez bitkiler arasindan Sarka’ya dayanikli bireylerin SSR markérler
araciligiyla seleksiyon (MAS)’u amaglanmustir. Elde edilen veriler ile fenotipleme gibi
uzun soluklu ve kiilfetli olan arazi denemeleri 6ncesinde PPV ye kars1 dayaniklilik alleli
iceren melezlerin kisa siirede tespit edilebilmesi hedeflenmistir. Boylece PPV’ye
dayaniklilik konularinda yapilacak olan melezleme caligmalarinin hizlanmasi: ve
PPV’ye dayanikli yeni ¢esitlerin kisa zamanda gelistirilmesine katki saglanmasi

amagclanmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Plum pox viriis (PPV) Potyviridae familyasina ait olup, seftali, erik, kayist ve
kiraz gibi ¢esitli ticari Prunus tiirlerini etkileyerek Sarka (Sharka) hastaligina sebep olan
bir viriis hastaligidir (Levy ve ark., 2000; Garcia ve Cambra, 2007; Garcia ve ark.,
2014). Gilinlimiizde PPV’nin sekiz irki tanimlanmistir (Garcia ve ark., 2014). Bunlar;
PPV-M (Marcus), PPV-D (Dideron) (Kerlan ve Dunez., 1979), PPV-EA (ElI 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) (Serce ve ark.,2009) ve PPV-CR (Glasa ve ark., 2013) wklaridir. Genellikle
kayist ve erikte tespit edilen PPV-D Avrupa’da yaygin olan bir irktir. Ancak bazi
calismalarda PPV-D’nin Avrupa’nin disinda da bulunabildigi belirtilmistir (Damsteegt
ve ark., 2001; Reyes ve ark., 2003). Avrupa disinda varlig: ile ilgili heniiz bir veri
bulunmayan PPV-M ise genel olarak giiney ve merkez Avrupa iilkelerinde yaygin
olarak olarak bulunmaktadir (Myrta ve ark., 2001; Dallot ve ark., 2011). Varlig1 sadece
Misir ile simirhi kalmig olan PPV- EA 1rki, kayisi, seftali ve Japon Erigi’nde tespit
edilmistir (Matic ve ark., 2011). Ilk olarak visnede varlig1 tespit edilen PPV-C 1rki
(Nemchinov ve ark., 1996), daha sonralar1 italya’da (Crescanzi ve ark., 1997; Fanigliulo
ve ark., 2003), Macaristan’da (Nemchinov ve ark., 1998), Beyaz Rusya’da (Malinowski
ve ark., 2012) ve Hirvatistan’da (Kajic ve ark., 2012) visne ve kirazda tespit edilmistir.
Genetik smiflandirmada PPV-M ve PPV-D iwrkina benzerlik gosteren PPV-Rec 1rki
(Glasa ve ark., 2002), Avrupa’nin bir ¢ok iilkesinde ve Avrupa disinda da genel olarak
kayis1 ve erik agaclarinda tespit edilmistir (Glasa ve ark., 2002, 2004; Candresse ve
ark., 2007; Matic ve ark., 2006; Thompson ve ark., 2009). Farkl bir 1irk olan ve PPV-W
wkinin tespit edilmesine temel olusturan PPV-W3174 orijinal olarak ilk kez 2003
yilinda James ve Varga (2005) tarafindan Kanada’da erik agacinda tespit edilmistir.
Sonralar1 PPV-W izolatlar1 Letonya, Ukrayna ve Rusya’da tespit edilmistir (Glasa ve
ark., 2011; Mavrodieva ve ark., 2013; Sheveleva ve ark., 2012). PPV-W ag¢ik arazide
erik, karagali, Kanada erigi ve kiraz eriginde tespit edilmistir (Mavrodieva ve ark.,
2013). Bugiine kadar sadece Tiirkiye’de varligi bilinen PPV-T nin izolatlar1 genellikle
kayis1 ve erikte tespit edilmistir (Ulubas Serce ve ark., 2009). Ayrica, SharCo FP7
projesi kapsaminda Arnavutluk’da gerceklestirilen ¢alismalarda PPV-T tespit edildigi



bildirilmistir (Garcia ve ark., 2014). Glasa ve ark., (2013) tarafindan son olarak
belirlenen 1rk olan PPV- CR 1rki Rusya’da visnelerde tespit edilmistir.

Diger tiim viriis hastaliklarinda oldugu gibi PPV’nin de kimyasal miicadelesi
olmadigindan diinyada dayanikli ve hassas ¢esitlerin belirlenmesi ile ilgili ¢alismalar
yapilmistir. Ayrica hastaligin yayilmasi ile ilgili onlemler alabilmek icin hastaligi
yaygin olarak tagiyan vektorlerin tespiti ile ilgili de ¢esitli calismalar ylriitiilmiistiir
(Labonne ve ark., 1996). Ulkemizde bulunan ve diger iilkelerde varligma heniiz
rastlanmamis olan PPV-T’nin biyolojik 6zellikleri hakkinda heniiz kapsamli bir ¢calisma

bulunmamaktadir.

2.1. Tiirkiye’de PPV’nin Varhig, PPV’nin Biyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi ve
PPV’ye Dayamikhlik ile flgili Yapilan Cahsmalar

PPV’nin varlig1 Tiirkiye’de ilk kez Edirne’de Sahtiyanci (1968) ve daha sonralari
da Ankara’da Kur¢man (1973) tarafindan simptomolojik gozlemlere dayanilarak
kaydedilmistir.

Yiirektiirk (1984) Marmara Bolgesi’nde seftali, erik, kayist ve badem de yaptigi
sOrveyler sonrasi biyolojik indeksleme yontemi ile 345 Ornegin 34’tinde PPV
enfeksiyonu tespit etmistir.

Ankara ve cevresindeki sert ¢ekirdekli meyvelerde simptomolojik gozlemler,
mekanik inokulasyonlar ve serolojik testler sonucu PPV’nin yaygin oldugu ve erik ve
kayisilardaki yogun meyve dokiimiiniin bu viriisten kaynaklandigr bildirilmistir
(Elibiiyiik ve Erdiller, 1995).

Sertkaya ve ark. (2003) ‘Tiirkiye’de PPV’nin DAS-ELISA ve RT-PCR/ RFLP
(Restriction fragment lenght polymorphisim) analizi ile saptanmasi ve tanilanmasi’
calismasinda, Malatya yoresi disinda kalan iilkemizin O6nemli yetistiricilik
bolgelerindeki kiraz, erik, kayisi, nektarin, seftali, badem, visne agaclarindan tesadiifi
ornekleme yapmistir. RT-PCR/RFLP analizi ile DAS-ELISA ve DASI-ELISA
bulgularini destekleyen sonuglar elde edilmistir. Toplam 52 6rnekten iki adedinin PPV
ile enfekteli oldugu ve bu iki kayisi izolatinin da M 1rki oldugu belirlenmistir.

Kog ve Baloglu, (2006), erik bahgeleri lizerine yaptiklari ¢alismada Klorotik leke,

mese yapragl benzeri renk agilmalari, yapraklarda sekil bozukluklar1 ve ¢izgi seklinde
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renk agilmalarmin PPV- M 1rki ile baglantili oldugunu DAS-ELISA, RT-PCR ve RFLP
yontemleri ile saptamis ve ayni ¢alismada arastiricilar PPV’nin Cukurova Bolgesi igin
ilk kay1t oldugunu bildirmislerdir.

Ulubas Serc¢e ve ark. (2009) tarafindan gergeklestirilen bir calismada, Ankara ve
cevresinde PPV enfeksiyonunun tespit edildigi bahgelerden izole edilen Orneklerin
niikleotid dizisi belirlenmis, rekombinasyon tespit edilmis ve bu yeni irka T (Tirkiye)
ad1 verilmistir. PPV-T izolat1 giinlimiize degin sadece iilkemizde saptanmustir.

Bursa, Canakkale, izmir, Aydin, Afyon, Kiitahya ve Manisa illerindeki seftali,
kayisi, kiraz ve erik bahgelerinde 2004, 2005, 2006 yillarinin biiyiime sezonunda sert
cekirdekli meyvelerde bulunan virlis ve viroidlerin tespiti i¢in sorvey caligsmasi
yapilmistir. Yapilan calismada nekrotik lekeler ve meyvede sekil bozukluklar1 gdsteren
agaclardan toplam 1225 6rnek alinmis ve gesitli viriisleri tespit amacli ELISA testi
yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda orneklerin %0.4 oraninda PPV yoniinden
pozitif oldugu tespit edilmistir (Gliimiis ve ark., 2007).

Gazel ve ark. (2010), 2006 yilinda Mersin ilinden erik, seftali, kayisi, nektarin
bahgelerinden alinan 37 6rnekten 30’unun ve Hatay ilinde erik, seftali, kayisi, nektarin
bahgelerinden alinan 196 oOrnekten 110 tanesinin PPV yoniinden pozitif oldugunu
bildirmistir.

2007 ve 2010 yillar1 arasinda Akbas ve ark. (2011) Tirkiye nin bir¢ok ilini
kapsayan soOrvey calismasi yapmistir. Bu calismada ticari ve ticari olmayan tas
cekirdekli meyve bahgeleri ile fidanliklardan alinan 5762 6rnege yapilan DAS-ELISA
ve RT-PCR analizleri sonucunda Ege Bélgesi’'nde 3, I¢ Anadolu’da 22, Marmara’da
128 ve Akdeniz’de 73 olmak iizere toplam 226 adet 6rnegin PPV ydniinden pozitif
oldugu bildirilmistir.

Comart ve ark. (2013) tarafindan PPV’nin D, M ve T wrklart High Resolution
Melting (HRM) egrisi analizleri ile arastirilmis ve PPV genomunun farkli bolgelerini
¢ogaltan 23 primer gifti diizenlenmistir. Calismada kullanilmak tizere 10 6rnek PPV-D
izolat1 sadece Ortakdy’den, 10 6rnek PPV-M izolat1 Isparta, Hatay, Kayseri, Canakkale
illerinden ve 10 oOrnek PPV-T izolati Ankara, Kayseri, Konya illerinden temin
edilmistir. Yapilan ¢alismayla diizenlenen 23 primer ¢iftinden yirmi birinin ¢ok iyi
sonug verdigi ve bunlardan on yedi tanesinin PPV nin {i¢ 1rki i¢in kismen veya tamamen

ayirt edici nitelikte oldugu bildirilmistir.
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Giircan ve ark. (2013a) Ankara’ya komsu olan Aksaray, Kayseri, Nevsehir,
Yozgat ve ana yol tizerindeki kiigiik yerlesim yerlerinde sorvey caligsmast yapmiglardir.
Toplanan 120 6rnek ELISA ve RT-PCR analizleri yapilmis ve Ankara, Kayseri ve
Konya’daki genellikle kayis1 ve bazi erik ev bahgelerinde PPV enfeksiyonu tespit
edilmistir. Aksaray, Nevsehir, Yozgat’in sehir merkezlerinde ve ana yol tizerindeki
yerlesim yerlerinde PPV enfeksiyonu bulunmamistir. Bu durum PPV’nin genellikle
enfekteli bitki materyalleri ile yayildigini géstermistir. Ozellikle Kayseri’de gozlem
yapilan ev bahgelerinde enfekteli kayisilarla ayn1 bah¢ede bulunan bademlerde herhangi
bir simptom gézlenmedigi bildirilmistir. Bu da gostermektedir ki PPV-T enfeksiyonu
genellikle kayis1 ve eriklerle siirl kalmistir.

Ulubas Serce ve ark. (2013a) tarafindan Tiirkiye’deki PPV izolatlarinin ¢esitliligi
ile ilgili bir ¢alisma gerceklestirilmistir. PPV nin genetik ¢esitliligi Tiirkiye’nin farkli
cografik bolgelerinden cesitli ticari bahgelerde, ev bahgelerinde veya sehir parklarinda
bulunan tas c¢ekirdekli meyve tiirlerinden toplanan 63 Ornegin analizi ile
degerlendirilmistir. PPV izolatlar1 (Cter)P3-6K1-(Nter)Cl kodlama bdolgesi ve NIb
bolgesinin 5' sonu ile birlikte kilif proteininin (coat protein; CP) 3' terminal bdlgesini
kapsayan iki genomik fragmentin kullanimiyla gesitlendirilmistir. Her iki amplikon
sekanslanmis ve filogenetik analizler gostermistir ki 30 PPV izolatt PPV-M, 32 PPV
izolatt PPV-T ve bir izolat da PPV-M+D’dir. Yapilan ¢alisma sonucunda PPV’nin
Tiirkiye’deki yerli izolatinin PPV-T oldugu belirlenmis, PPV-M’nin yeni yayilmaya
basladigi kaydedilmistir. Ayrica PPV-D izolatinin yalniz bulunmadigi, sadece PPV-M
izolat1 ile karisik enfeksiyon yaptig: bildirilmistir.

Giircan ve ark. (2013b) tarafindan yapilan bir baska calismada Ortakoy,
Aksaray’da PPV enfekteli oldugu bilinen bahgelerden alinan 50 6rnege ELISA ve RT-
PCR analizleri yapilmistir. 21 6rnegin P3-6K1 bolgeleri ¢cogaltilmis ve iki yonlii sekans
analizi yapilmistir. 21 6rnekten 19 tanesinin spesifik diziye sahip oldugu bulunmustur.
Calismanin sonucunda, Gen bankasi verileri ile yapilan dizi analizinin PPV-D ile
eslestigi belirtilmistir.

Ceylan ve ark. (2013) birbirine uzak olan Canakkale, Hatay, Isparta ve Kayseri
illerinden topladiklar1 10 6rnege PPV-M ve PPV-D spesifik antiserum kullanarak
ELISA ve RT-PCR analizleri yapmistir. P3-6K1 proteini igeren virlis genomunun

fragmenti cogaltilmis ve sekans analizi yapilmistir. 10 6rnek i¢in 805b {iriinleri,

12



onceden yaymnlanan sekanslar ve onceden arastirdiklari 30 PPV-T izolatinin P3-6K1
bolgesi ile eslestirilmistir.Filogenetik eslestirme,bahgelerden toplanan izolatlarin PPV-
M oldugunu ve bunlarin biiyiik sehirlerin ev bahgelerinde bulunan PPV-T izolatlarinin
P3-6K1 bolgelerinden farkli oldugunu gostermistir. Bu ¢alisma ile Tiirkiye’de yaygin
olan izolatin PPV-T oldugu ancak PPV-M’nin tiim karantina Onlemlerine ragmen
tilkemize yurt disindan alinan fidanlarla girdigi bildirilmistir.

Kaya ve ark. (2014) Antakya, Hatay’da PPV enfekteli bir bahg¢enin yakinina
PPV’den ari olan sertifikali Prunus anaclariyla tesis ettikleri bir bah¢ede 2 yil boyunca
PPV’nin yaprak bitleri ile tasinmasini gozlemlemislerdir. Yapilan DASI-ELISA
analizleri sonunda PPV enfeksiyonu tespit ettikleri Myrobalan 29C (P. cerasifera)
bitkilerine yaptiklar1 sekans analizinde, enfeksiyonun PPV-M 1rkindan kaynaklandigini
bildirmislerdir.

Ankara ili ev bahgelerinde 1995- 2002 yillarinda yiiriitillen gézlemlerde, PPV
enfekteli agaglardan sadece H. pruni tespit edilmistir. Bu yaprak biti tiiriiyle GF-305
fidanlarina gergeklestirilen tasima denemeleri sonucunda yaprak biti ile inokulasyondan
54 giin sonra simptomlar gozlendigi ve yapilan DAS-ELISA testlerinde pozitif
reaksiyonlar alindig1 bildirilmistir (Elibiiyiik, 2003).

Caglayan ve ark. (2013) tarafindan Ege Bolgesi’'nde PPV enfekteli kayisi
bahgesinde yiiriitiilen calismada, PPV enfekteli agaclar {izerine konulan yapiskan
tuzaklarla iki yil siiresince yapilan gozlemlerde yaygin bulunan yaprak biti tiirlerinin
tespiti yapilmaya calisilmigtir. Artarda iki yil sliresince yapilan gozlemlerde M. persicae
(9%20.15), H. pruni (%18.64), A. craccivora (%9.04) ve A. gossypii (%8.36) nin yaygin
oldugu bildirilmistir. Ayrica Real-Time RT-PCR (Reverse Transcription- Polymerase
Chain Reaction; Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemi ile gerceklestirilen analizlerde,
M. persicae %34.78, H. pruni %32.50, Macrosiphum euphorbiae %25.00, A. gossypii
%23.80, A. spiraecola %12.50 ve A. craccivora’nin %10.00 oranlarinda PPV’yi
blinyelerinde bulundurdugu bildirilmistir.

Antakya, Hatay’da dogal olarak PPV enfekteli nektarin bahcesinin yakinina
Myrobolan 29C (P. cerasifera), Garnem (Prunus dulcis x ((P. persica x Prunus
davidiana) x P. persica)), GF677 (Prunus amygdalus x P. persica), Docera 6 (P.
domestica x P. cerasifera), Greenpac ((P. persicax P. davidiana) x (P. dulcis x P.

persica) ve Adesoto 101 (Prunus insititia) tiirleri ile tesis edilen deneme bahgesinde iki
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yil siiresince yapilan gozlemlerde yaygin bulunan yaprak bitlerinin tespiti ve PPV
tasima oranlari aragtirllmistir. Buna gore, 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’nin %8.00 oranlarinda yaygin bulundugu bildirilmis, yapilan
squash real-time RT-PCR analizlerinde A. spiraecola’nin %12.5, A. gossypii’nin
%12.42 ve H. pruni’nin %11.11 oranlarinda PPV’yi biinyelerinde bulundurdugu tespit
edilmistir (Kaya ve ark., 2014).

Ulkemizdeki yerli kayisi gesitlerinin PPV’ye karsi reaksiyonlar1 konusunda
caligmalar siirli kalmigtir. Elibiiylik ve Erdiller (1991) yerli ¢esitler lizerinde yaptiklar
bir calismada, 8 kayist ve 12 erik ¢esidinin arazideki yaprak meyve ve govde
simptomlarint gézlemlemis, cv. Can erik ¢esidi hari¢ tiim ¢esitlerde hastalik simptomu
belirdigini bildirilmislerdir.

Ulkemiz kayis1 ¢esitleri ile yurt disinda yapilan bir calismada Cologlu,
Hacihaliloglu, Hasanbey, Karacabey ve Tokaloglu ¢esitleri PPV-M ve PPV-D irklarina
hassas oldugu bildirilmistir (Dosba ve ark., 1992).

Elibiiyiik ve Erdiller (1995) Bursa’dan temin edilen Aprikoz, Cologlu,
Hacihaliloglu, Tokaloglu ve Sam yerli kayisi ¢esitlerine herhangi bir inokulasyon
yapmadan dogal olarak enfektelenen agaglarda dort yil siire ile gézlemler yapmislar ve
sonug olarak bu c¢esitlerin PPV’ye hassas olduklarini bildirmiglerdir. Ancak yaptiklar
caligmada viriis irkin1 belirtmemislerdir.

Caglayan ve ark. (2004) Tirkiye’deki yerli kayis1 ve erik ¢esitlerinin PPV’ye
reaksiyonu ile ilgili Macaristan Erd-Elvira Meyve ve Siis Bitkileri Arastirma
Merkezi’nde bir ¢alisma yiirtitmiislerdir. Bu ¢alisma kapsaminda dogal olarak PPV
enfekteli olan 10 yillik anaglar iizerine yerli Tiirk kayisilardan Alyanak, Tokaloglu,
Hacihaliloglu, Soganci, Hasanbey, Sekerpare, Kabaasi, Sakit-2, 11/89 ¢esidi, Cataloglu,
Cologlu, Mahmudunerigi, Hacikiz ve yerli eriklerden de Alerik, Can-2, Degirmendere,
Aynali, 1559 c¢esidi, Papaz, Havran, Tiirbe ¢ukuru, Istanbul gesitleri asilanmustir.
Asilanan bitkiler iki biiylime sezonu boyunca gozlemlenmis ve RT-PCR analizi
yapilmistir. Sakit-2, Aynali, Papaz as1 cesitleri PPV enfekteli bulunurken Havran asi
cesidinde simptom gozlenmemesine ragmen RT-PCR analizlerinde PPV pozitif

bulunmustur.
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Inonii Universitesi Kayis1 Arastirma Merkezi tarafindan yeni kayisi cesitleri
gelistirilmesi amaciyla kapsamli bir 1slah ¢alismasit baglatilmistir. “Cok Amacglh Kayisi
Islah Projesi” kapsaminda; erken ve ge¢ olgunlasan yeni sofralik cesitler, verim ve
kurutma randimani yiiksek yeni kurutmalik c¢esitleri ve Sarka hastaligmma (PPV)
dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi konusunda melezleme 1slah ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu
calismalar kapsaminda PPV’ye dayanikli oldugu bilinen Stark Early Orange, Harcot,
Goldrich ve Stella ile Hacihaliloglu, Sekerpare, Adilcevaz, Cologlu, Cataloglu gibi
yerel kayisi ¢esitleri melezlenmistir. Yapilan bu c¢alismayla Malatya kayisilarinin
Ozelliklerini kaybetmeden Sarka hastaligina dayaniklilik 6zelligi kazandirmak
hedeflenmistir.

Su ana kadar sadece iilkemizde varligi bilinen PPV-T’nin dogal enfeksiyonuna
kars1 6 farkli Prunus anacinin hassasliginin degerlendirilmesi ile ilgili yapilan bir
calisma kapsaminda, Izmir’de dogal olarak PPV-T enfekteli olan bir kayis1 bahcesinde
deneme kurulmustur. Enfekteli kayisi bahgesine komsu olarak PPV’den ari oldugu
bilinen sertifikali Prunus anaglar1 (Myrobalan 29C, Garnem, GF 8.1, Nemaguard,
Docera 6 ve GF677) dikilmistir. Bu deneme bahgesinde PPV’nin yayilimi ve anaglar
tizerindeki baslica yaprak biti tiirlerinin varlig: takip eden iki y1l (2010, 2011) siiresince
izlenmistir. 2009 Nisan ayinda, 2010 ve 2011 yillarmin Eylil aylarinda deneme
bahgesinden alinan ornekler DAS-ELISA ile analiz edilmistir. 2010 yilinda PPV
enfeksiyonu Nemeguard’da %6 ve Myrobalan 29C’de %4 olarak belirlenmistir. 2011
yilinda enfeksiyon oran1 Nemeguard icin %16 ve Myrobalan 29C igin %14 olarak
artmistir. Tim bu testlerde diger dort anag¢ PPV yoéniinden negatif sonug¢ vermistir.
Deneme alanindan alian dokuz viral izolatin PCR amplikonlarinin sekans analizleri
PPV-T wrkinin AbTK izolat1 ile %98 oraninda, PPV-Rec irkinin Niksic6 ve BOR-3
izolatlariyla %95 oraninda, PPV-M 1rkinin N1, SK68 ve PS izolatlartyla %94 oraninda
benzedigini gostermistir. Deneme alanindaki enfekteli anaglar ve dogal olarak
enfektelenen kayist agaclarindan alinan 6rneklerin PPV karakterizasyonu yapilmis ve
enfekteli agaglar %99.5 PPV-T olarak belirlenmistir. Calisma sonucunda Nemaguard
ve Myrobalan 29C PPV-T ile dogal olarak enfektelenirken, Prunus mariana GF8.1,
Docera6, GF677, ve Garnem PPV-T bakimindan negatif bulunmustur (Caglayan ve
ark., 2013).
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Ulubas Serce ve ark. (2013b) bazi yerli Tiirk kayisi ¢esitlerinde ve onlarin
melezlerinde molekiiler markorler araciligilyla PPV dayanikliligini arastirmiglardar.
Calisma kapsaminda PGS1.21 ve PGSI1.23 markorleri kullanilmig, Hacthaliloglu,
Kabaasi, Hasanbey, Cologlu, Adilcevaz5, Sekerpare, Mahmudun Erigi ve Cataloglu
gibi yerli kayist g¢esitlerini iceren toplam 180 kayis1 progenisini taramislardir.
Markérlerle taranan yerli kayisi ¢esitlerinden higbirinde PPV dayanikliligini tesvik eden

allele rastlanmadig1 bildirilmistir.

2.2. Diinya’da PPV’nin Varhg, PPV’nin Biyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi ve
PPV’ye Dayamkhlik ile flgili Yapilan Cahsmalar

PPV ilk kez Bulgaristan’da 1915-1918 yillarinda erikte (Attanasof, 1932) tespit
edilmistir. Etmenin baslangic noktasi balkanlar iken 1940’11 yillardan sonra kuzeyde
Rusya, doguda Tiirkiye ve Suriye, giineyde Yunanistan, Ispanya ve batida Portekiz’e
kadar yayilmistir (Sutic ve ark., 1999). Virlis ayrica Sili (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 edilmistir.

PPV’nin, mekanik inokulasyon ve asi ile tagindigi yapilan ¢alismalarla ortaya
konurken, Prunus konukgular1 arasinda temasla, polenle ve tohumla tagimmadigi
belirtilmistir (Garcia ve ark., 2014).

Hastaligin kisa mesafelere yayilmasi ise etkin olarak yaprak bitleri ile

gerceklesmektedir (Kegler ve Sutic, 1991).

Zeyen ve Berger (1990) tarafindan ‘beslenme temelli tasinma’ olarak adlandirilan
bir ¢alismada, yaprak bitlerinin epidermal hiicrelerde beslenmesi esnasinda viriisii non-
persistant olarak alabildigi ve aktarabildigi bildirilmistir. Hastaligin, Konuk¢u bitki
tizerinde beslenmesi veya kolonize olmasi sart olmayan yaprak biti tiirleri tarafindan da
etkili bir sekilde tasinabildigi ifade edilmistir. PPV gibi potyviriislerin vektor yaprak
bitleri ile uzun mesafeler boyunca taginmadigi genel olarak kabul edilse de spesifik
cevre kosullarinda bazi potyviriislerin gogmen yaprak bitleri ile uzun mesafeler boyunca

taginabilecegini diisiindiiren bazi kanitlarin mevcut oldugu bildirilmistir.
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Shukla ve ark. (1994)’tin yapmis oldugu bir baska c¢alismada PPV’ nin yaprak
bitleri ile bahge icinde veya bahgeler arasinda yayildig1 bildirilmistir. PPV tasiyabilen
vektorlerin ne kadar uzaga seyahat edebilecekleri ve enfekteli kaynaktan ne kadar

siireyle PPV bulastirabildikleri bilinmemektedir.

Avrupa’da PPV’nin birincil yaprak biti vektorleri Romanya’da (Isac ve ark.,
1998), Ispanya’da (Llacer ve Cambra, 1998), Macaristan’da (Gaborjanyi ve Basky,
1995) ve Fransa’da (Labonne ve ark., 1995) tespit edilmistir. Meyve bahgelerindeki
vektor yaprak biti popiilasyonlar1 tiir ve cografyaya gore farklilik gostererek farkli
birincil vektorler ortaya ¢ikarabilir. Dogu Avrupa’da H. pruni ve P. humuli’nin 6nemli
PPV vektorleri olduklar1 diistintilmektedir. Bati Avrupa’da ise M. persicae ve A.
spiraecola, meyve bahgelerinde etkili PPV taginmasi ile iliskili oldugu bilinen daha
yaygin vektor tlrleridir. Ayrica, bir yaprak biti tlirliniin popiilasyonlar1 arasindaki
genetik farkliliklar potyviriisleri tasiyabilme yetenekleri agisindan degisiklik gosterebilir
(Sohi ve Swenson, 1964; Singh ve ark., 1983; Lupoli ve ark., 1992).

Giliney Fransa’da, A. gossypii (Glover)’ye ait bir popiilasyon PPV’yi etkili bir
sekilde tasimustir; ancak Fransa’dan ve Ispanya’dan alian baska popiilasyonlar viriisii

etkili bir sekilde tasryamamistir (Avinent ve ark., 1991; Labonne ve ark., 1995).

PPV’nin tasinmasinda Aphididae familyasinda yer alan A. craccivora, A.
spiraecola, B. helichrysi, B. cardui, M. persicae, M. varinas, M. humuli yaprak biti
tirleri etkin bir sekilde rol almaktadir. Esas dogal vektorler B. helichrysi, M. persicae
ve M. humuli “dir. Viriis A. alni, E. plebeja, H. pruni, L. corni, L. pratensis, M. laevis,
M. ceraci, O. quinquecostatus, P. pilosus, T. rosae ile tasinmamaktadir (Biichen-
Osmond, 2006).

Labonne ve ark. (1995) tarafindan yapilan bir ¢alismada, PPV’nin potansiyel
vektorii olan yaprak bitleri ile otsu konukgulara ve Prunus tiirlerine taginmasinda
kullanilan metodlarin etkinligi ve tasinma epidemiyolojisini arastirmislardir. Bu ¢alisma
kapsaminda kullanilan yaprak bitlerinden Acyrthosiphon pisum Harris bezelyede (Pisum
sativum L.), Aphis fabae Scopoli yaygin baklagillerde (Vicia faba L.), A. gossypii
Glover kabakta (Cucurbita pepo L.), A. spiraecola Patch, M. euphorbiae Thomas, M.
persicae Sulzer patlicanda (Solanum melongena L.), D. noxia Mordvirlko, R. padi L.,S.

avenae F. bugdayda ¢ogaltilmistir. Caligmada, “serbest beslenme yontemi” ile kurulan
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denemelerde viriis kaynagi olarak PPV (PPV V ve PPV BT izolatlar1) enfekteli bezelye
(Pisum sativum) bitkileri, ‘kontrollii beslenme yontemi’ (KBY)) ile kurulan denemelerde
de PPV enfekteli tiitiin (N. benthamiana) bitkileri kullanmilmistir. “Serbest beslenme
yontemi” (SBY) ile yaptiklar1 denemelerde PPV BT’yi daha iyi tasidigi bilinen saglikli
bitki olarak P. Sativum var. Colmo bezelyeleri kullanilmistir. Bu yontemde kendi
konukgulart tizerinde binden fazla iiretilmis olan yaprak bitleri elek teliyle ¢cevrelenmis
karanlik konteynirlara (15x40x10 ¢m) konulmustur. Konteynir, 40 adet saglikli ve 8
adet PPV BT enfekteli bezelyelerin bulundugu kafese (39x51x37 cm) konulmustur.
Yaprak bitlerinin serbest olarak 5 giin siiresince konukgu bitkilerinden kafes i¢indeki
diger (saglikli ve enfekteli) bitkilerde beslenmesi saglanmistir. Yaprak bitleri, bes
giinlik periyottan sonra insektisit ile ilaglanarak oOldiriilmistiir. Test bitkilerinin
biiylime ¢emberinde (23 °C + 1, 14 saat giin 15181) 3 hafta simptomolojik g6zleminden
sonra immunolojik analizleri (Adamolle, 1993) yapilmistir. Bu yonteme gore, A. fabae,
A. gossypii, A. spiraecola, M. persicae ve R. padi yaprak bitlerinin PPV’yi etkin olarak
tasidigr bildirilmistir. KBY ile yapilan denemelerde 100 adet kanatsiz ergin ve
nimflerden olusan yaprak bitleri ¢ogaltildiklari konukgular tizerinden toplanmistir. Bir
saat a¢ birakilan yaprak bitleri daha sonra PPV V ile enfekteli N. benthamiana tizerinde
6 dakika beslenmesi saglanmis, sonra saglikli N. benthamiana bitkileri {izerine alinarak
burada da 1 gece boyunca beslenmesi saglanmistir. Bir gece saglikli bitkide tutulan
yaprak bitleri insektisitle ilaglanarak bitkiler biiyiime ¢gemberine alinmigtir (23 °C + 1,
14 saat giin 15181). Bu yonteme gore A. spiraecola ve M. persicae yaprak bitlerinin
PPV’yi etkin olarak tasidigi bildirilmistir. Prunus’dan Prunus’a gergeklestirilen PPV
tasima denemelerinde yine SBY ve KBY kullanilmistir. Enfeksiyon kaynagi olarak PPV
BT ve PPV V izolatlari ile enfekteli olan P. persica cv. GF305 bitkisi kullanilmistir.
Indikator bitki olarak da saglikli GF305 bitkileri kullanilmistir. Yapilan denemeler
sonunda her iki PPV i1ozlati ile enfekteli bitkilerle ve her iki yontemle kurulan

denemelerde H. pruni ile PPV tasimasi gergeklestirilememistir.

Kuzey Amerika’da dogal olarak bulunan 13 farkli yaprak biti tiirii ile PPV nin
Pennsylvania izolatlarinin (PENN-3, PENN-4, PENN-7) deneysel tasinmasi denemeleri
sonucunda A. fabae, A. spiraecola, B. persicae, M. dirhodum, M. persicae, R. padi ve
T. citricida’nin viriisii tasimada basarili oldugu, en etkili olanlarin A. spiraecola (%86)

ve M. persicae (%83) tiirleri olarak tespit edildigi ve A. pisum, Aphis glycines, A. solani,
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M. euphorbiae, R. maidis ve S. avenae tiirlerinin viriisii tasimada basarisiz oldugu
bildirilmistir (Gildow ve ark., 2004).

PPV-Rec izolatlarinin (BOR-3, BULG, Horomerice ve 143A) M. persicae ile
taginmast etkinliginin arastirildigi bir ¢alismada enfeksiyon kaynagi olarak PPV-Rec
izolatlar1 ile enfekteli N. benthamiana tiitiin bitkisi kullanilmistir. Denemeler Labonne
(1995) tarafindan uygulanmis olan KBY’ye gore kurulmustur. Demelerde test bitkisi
olarak P. persica cv. GF305 seftali bitkisi, Prunus armeniaca cv. Manicot kayis1 bitkisi
ve Prunus domestica cv. Julior erik bitkileri kullanilmistir. Cogaltildiklar1 konukgulari
tizerinden toplanan 50 adet yaprak biti 3 saat a¢ birakildiktan sonra PPV enfekteli
yaprak lizerinde 6 dakika beslenmistir. Beslenme sonrasi enfekteli bitkiden saglikli
bitkiler iizerine alinan yaprak bitlerinin bir gece beslenmesi saglanmis ve insektisitle
ilaglanarak oldiriilmiistiir. Test bitkileri 3 haftalik gézlem i¢in uygunn kosullara alinmis
ve 3 hafta sonunda DAS-ELISA analizleri gergeklestirilmistir. Analiz sonuglarina gore
farkli izolatlarin farkli Prunus konukgularinda birbirinden bagimsiz taginma oranlari
ortaya koydugu tespit edilmistir. BOR-3, BULG, Horomerice ve 143A izolatlarinin
Prunus konuglarina sirasityla %35, %28, %80 ve %S5 oranlarinda M. persicae ile

deneysel olarak taginabildigi bildirilmistir (Galasa ve ark., 2004).

Yunanistan’da yapiskan siirglin yontemi ile gerceklestirilen diger bir ¢aligmada
arazide kayis1 agaglarinda A. gossypii ve H. pruni en ¢ok rastlanan yaprak biti tiirleri
olmus, PPV epidemiyolojisinde bu yaprak biti tiirlerinin rol oynayabilecegi ileri

stiriilmiistiir (Varveri, 2006).

Manachini ve ark. (2007) tarafindan gergeklestirilen M. persicae ile PPV-M’nin
otsu konukgulara tasinma calismasinda enfeksiyon kaynagi olarak PPV-M enfekteli
GF305 bitkisi kullanilmistir. Indikatér 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 iizere ¢cimlenmeden sonra 3 haftalik biiyiikliikte olan toplam

15 tiir otsu konuk¢u kullanilmistir. Cogaltildigi konukgusu iizerinden tesadiifi olarak
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toplanan kanatsiz M. persicae yaprak bitleri, enfekteli GF305 bitkisi tizerine alinmig ve
30 dakika beslenmesi saglanmistir. Enfekteli bitkiden alinan yaprak bitleri (2- 6 adet)
saglikli otsu indikatorler iizerine aktarilmistir. Deneme sonuda yapilan RT- PCR
analizleri sonrasinda 15 adet otsu konukgu tiirtinden 10 tanesine ait indikatorlerin PPV-
M enfekteli oldugu tespit edilmistir. Otsu indikatér olarak kullanilan P. sativum, M.
chamomilla ve B. Perennis tiirlerine ait test bitkilerinin tasima denemesinde %100

oraninda PPV-M ile bulasik oldugu belirtilmistir.

Wallis ve ark. (2007) PPV PENN3 ve PPV PENN4 izolatlan ile enfekteli P.
persica ‘GF-305’ bitkisini inokulum kaynagi olarak kullanmis ve M. persicae ile
‘Colmo’ bezelyelerine deneysel tasima denemeleri yapmislardir. Yaptiklart tasima
denemeleri sonucunda yaptiklart 80 adet ‘Colmo’ bezelye bitkisinden 3 tanesinin PPV
ile enfektelendigini bildirmislerdir. Sonug¢ olarak inokulum kaynagi olarak Prunus
bitkisi kullanilarak M. persicae ile otsu ‘Colmo’ bezelye bitkilerine sadece %3-5
oranlarinda PPV tasindigini belirtmislerdir.

Yine bir ¢alismada 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 yaptiklart PPV tarama analizlerinde RNA izolasyonu yapmaksizin
gerceklestridikleri spot real time RT-PCR ve RNA izolasyonu sonrasinda yapilan real-
time RT-PCR analizlerinin etkinligini karsilagtirmiglardir. Yapilan ¢alismalar
sonucunda spot real-time RT-PCR’nin %93.6 oraninda PPV’yi tespit hassasiyetine
sahip oldugunu, cok fazla sayida Ornekle yapilan ¢alismalarda bu yontemin seri ve

pratik oldugunu bildirmislerdir.

Capote ve ark., (2010) tarafindan gergeklestirilen M. persicae ile PPV-M’nin
deneysel taginmasi ¢aligmasinda, enfeksiyon kaynagi olarak PPV-M enfekteli GF305
anaci ve P. persica cv. Gladys’in geng fidanlar1 kullanilmigtir. Calismada indikator bitki
olarak da saglikli GF305 ve GF677 iizerine asilanmig Calante, Mercil ve Royal Glory
kiiltiivarlart kullanilmistir. Her bir enfeksiyon kaynagi i¢cin her bir indikator bitki
tirtiinden 15’er adet bitki ile deneme kurulmus, toplam 120 adet test bitkisi
kullanilmistir. Denemede, M. persicae yaprak bitlerinin kanatsiz bireyleri toplanarak 1
saat ac birakilmis, sonra 10 dakika enfekteli bitkide beslenmis ve 25- 30’ar gruplar
halinde her bir saglikli test bitkisi lizerine aktarilmistir. Saglikli bitkide 2 saat beslenen
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yaprak bitleri ilaglanarak o6ldiiriilmistiir. Test bitkileri 8 hafta sliresince simptomolojik
olarak gbzlenmis ve bu siire sonunda PPV nin {iniversal tespit antiserumu olan 5B-1VIA
(Cambra ve ark., 1994) ile DASI- ELISA analizleri yapilmistir. Deneysel tasima
denemesinde, enfeksiyon kaynagi olarak kullanilan GF305’den, GF305 anacina ve
Calante, Mercil ve Royal Glory kiiltiivarlarina sirasiyla %66.7 ve %46.7, %26.7 ve
%26.7 oranlarinda M. persicae ile PPV-M’nin tagindig1 bildirilmistir. Ayrica enfeksiyon
kaynagi olarak kullanilan Gladys kiiltiivarindan saglikli cv. GF305’¢ %20.0, Mercil
kiiltiivarina %13.3, Calante kiiltiivarina %26.7 ve Royal Glory kiiltiivarina da %0.0
oranlarinda M. persicae ile PPV-M’nin tasindig bildirilmistir.

PPV, 6zellikle kayis1 bitkisinde oldukga yikici sonuglara sebep olan bir hastaliktir.
Bu nedenle hastalikla miicadele acisindan diinyada cesitli dayaniklilik caligmalar
yapilmaktadir. Kayis1 germplazmasinda gesitli dayaniklilik kaynaklari tanimlanmistir ve
bunlar glinlimiizde hem hastaligin genetik kontroliiniin anlasilmasi hem de dayanikli
seleksiyonlarinin tiretilmesi amaciyla kullanilmaktadir. PPV dayaniklilikla ilgili yapilan
calismalarda tek bir genin (Dicenta ve ark. 2000), iki genin (Moustafa ve ark., 2001)
veya li¢ genin (Guillet-Bellanguer ve Audergon, 2001) PPV dayanikliliktan sorumlu
oldugu bildirilmistir. Ayrica, seftaliye benzeyen bir tiir olan P. davidiana’da [Prunus
persica (L.) Batsch.] poligenik dayaniklilik da tanimlanmistir (Decroocq ve ark., 2005;
Marandel ve ark., 2009b).

Soriano ve ark. (2008) daha ayrintili bir ¢alismada 4 ayr1 progenide (Goldrich’le 2
F1 soyu ve Lito ile 2 F2 soyu) dayaniklilik farkliliklarini analiz etmislerdir. Biitiin
progenilerin tek bir dominant gen agisindan beklenen orandan anlamli bir sekilde
farklilik gosterdigi (F1°’de 1:1 ve F2’de 3:1) ve soyu li¢g-gen bazli modele daha iyi bir
sekilde uyan Goldrich x Canino melezi haricinde verilerin PPV dayanikliligin1 kontrol
eden 2 dominant bagimsiz lokuslu digenik bir modele daha iyi bir sekilde uydugu
sonucuna varmiglardir.

Dondini ve ark. (2010) Lito ve Harcot kayisi ¢esitlerinde Plum pox viriis M ve D
wklarina kars1 dayaniklilik i¢in QTL (Quantitative trait locus) tanimlanmasi ¢alismasi
yapmustir. Bu ¢alismada, {i¢ yillik fenotipik gozlemler sirasinda fideler, simptomlara ve
ELISA testlerine dayali olarak dayanikli, toleransli ve duyarli seklinde ii¢ sinifa

ayrilmistir. Lito dayanikli sinifta yer alirken Harcot toleransli olarak siniflandirilmistir.
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PPV dayaniklilik kapsaminda calisilan yeni nesil haritalar, PPVres lokusunun
daha iyi bir sekilde lokalize edilmesine izin veren ko-dominant basit sekans tekrari
(simple sequence repeat; SSR) markorleriyle olusturulmustur (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 dayaniklilik bolgesinin Vera Ruiz ve ark. (2011) tarafindan bir dizi yapay
bakteriyel kromozom (BAC; bacterial artificial chromosome) kokenli SSR ile daha ileri
diizeyde satiirasyonu PPVres lokusunun dayanikli Lito ve Goldrich cesitlerinin
haritalarinda sirasiyla 7.3 ve 5.9 cm’lik bolgelere daraltilmasiyla sonuglanmustir.

Soriano ve ark. (2012) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada, kayisinin PPVres
bolgesinde toplam 42 SSR primer ¢ifti diizenlenmistir. Calismanin MAS (markor
araciligiyla seleksiyon; marker asisted selection) i¢in standardize edilmesi amaciyla,
haritalama i¢in hem SEO hem de Goldrich kokenli melezlerde polimorfik olan sadece 7
SSR (PGS1.03, PGS1.20, PGS1.21, PGS1.23, PGS1.24, PGS1.252 ve 96P10_SP6)
markorii secilmistir. Bir dizi dayanikli ve duyarl cesit tarandiktan sonra bu SSR’lerin
PPVres lokusu ile baglantili olduklar1 kanitlanmistir. Ayrica yapilan bu calisma ile
markorlerin  gelistirilmesi iki ayr1 dayaniklilik kaynagina, Lito ve Goldrich’e ait
haritalara dayali olmakla beraber bunlarla iliskili olan SEO, Pandora ve Sunglo gibi
cesitlerde PPV dayaniklilik allelleri saptamiglardir. Goldrich ve Lito ile iligkili olmayan
diger dayanikli cesitlerde de ayni alleller tespit edilmistir. Bu durum, gelistirilen SSR
markorlerinin PPVres ile ilgili dayaniklilik geni bolgesinde oldugunu ve test edilen
biitiin dayaniklilik kaynaklarinda ortak oldugunu diisiindiirebilir. Bu nedenle s6z konusu
markorlerin, biitin dayanikli ¢esitlerin dollerinde de MAS i¢in uygun olabilecegi
bildirilmistir.

Bugiine kadar Prunus tiirlerine 6zgii 360°1n lizerinde SSR gelistirilmistir. Bunlarin
bircogu dayaniklilik genini bulmak ic¢in yapilan kayis1 genetik haritalarinda
kullanilmistir (Giircan ve Yilmaz, 2012).

Balazs ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢alisgmada 5 SSR markorii (Aprigms 18;
Aprigms 24;ssrPACITADS; ssrPACITAL7; EP5100) hassas ve dayanikli kayisi ¢esitlerini
testlemede kullanmistir.  Kullanilan bes markoérden {igiiniin  (ssrPACITAS;
sstPACITA17; EP5100) PPV dayanikli gesitlerin seleksiyonu i¢in uygun oldugu

bildirilmistir.
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Bulgaristan’nin Plovdiv bolgesinde PPV enfeksiyonunun yogun olarak bilindigi
bir bahgeye ‘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) cesitlerinin PPV’ye reaksiyonunu saptamak amaciyla bir
deneme kurulmustur. Ug vejetasyon siiresi sonunda 5 kez ELISA testi yapilmis ve
yapilan analizler sonucunda ‘Nemaguard’ %73, ‘Mariana GF 8.1° %70.03, ‘Adesoto’
%54.43, ‘GreenPac’ %39.83, ‘Garnem’ % 39.03 ve hipersensitif oldugu bilinen bir¢ok
‘Docera 6’ ¢esidinde PPV enfeksiyonu saptandigi bildirilmistir (Milusheva ve
Bozhkova, 2013).

PPV’ye dayaniklilik ile ilgili bir¢ok aragtirma yapilmis ve bu giine kadar yapilan
calismalarda Goldrich, Harcot, SEO, Lito, Harlayne, Stella, OrangeRed, NJA2 kayisi
cesitlerinin dogal olarak PPV dayaniklilik genini tasidigini gostermistir (Decroocq ve
ark., 2013).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1.‘Plum pox virus (PPV) T Irkinin Baz1 Biyolojik Ozelliklerinin Arastirilmasy’
Cahsmalarinda Kullamlan Bitki ve Yaprak Biti Materyalleri

PPV-T wrkinin bazi biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in yaprak bitleri ile
gergeklestirilen, PPV-T’nin deneysel tasima calismalarinda saglikli indikator bitki
olarak tiitiin bitkisi (Nicotiana benthamiana), bezelye bitkisi (Pisum sativum ‘Colmo’
ve Pisum sativum ‘Siena’), hiyar bitkisi (Cucumis sativus L.) ve erik anaci (Prunus
cerasifera cv.Myrobalan 29C) kullanilmigtir. Ayrica, PPV-T’nin deneysel tagima
caligmalarinda inokulum kaynagi olarak, PPV-T Ankara izolati (Ulubas Serge ve ark.,
2009) ile enfekteli Myrobalan 29C erik anaci, izmir Menemen civarinda dogal PPV-T
enfekteli oldugu bilinen kayisi agacindan (Caglayan ve ark., 2013) alinan siirgiin ve
yaprak materyalleri ve PPV-T enfekteli kayisidan (Menemen, Izmir) mekanik
inokulasyonla enfektelenmis N. benthamiana tiitiin bitkileri kullanilmustir.

PPV-T’nin deneysel tasima calismalarinda kullanilan Myzus persicae yaprak
bitleri saf kiiltiir olarak otsu konukgusu olan patlican (Solanum melongena L.) bitkisi
tizerinde ve Aphis gossypii yaprak bitleri ise saf kiiltiir olarak otsu konuk¢usu olan
patlican (S. Melongena L.) bitkisi ve hiyar (C. Sativus L.) bitkisi {izerinde
cogaltilmistir. Hyalopterus pruni ise PPV’den ari oldugu bilinen erik agaglar
(P.cerasifera  Ehrh.) iizerinden toplanarak dogrudan tasima denemelerinde

kullanilmastir.

3.1.2.‘Melez Kayis1 Bitkilerinde PPV’ye Dayamkhiligin Molekiiler Markorlerle
Arastirilmasr’ Calismalarinda Kullanilan Bitki Materyalleri

Inonii Universitesi Kayis1 Arastirma Merkezi tarafindan, PPV etmenine kars:
dayaniklilik genleri tagidigi bilinen Stark Early Orange (SEO) (Decroocq ve ark., 2013)
ile tilkemizde 6zellikle Malatya yoresinde olduk¢a yaygin olarak yetistiriciligi yapilan
Hacihaliloglu, Adilcevaz5, Cologlu, Sekerpare ve Cataloglu gibi yerli kayisi ¢esitlerinin
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melezlenmesi saglanmistir (Asma, 2000). Melezlemede ana ve babadan gecen genlerde
farkliliklar1 gozden kagirmamak amaciyla SEO ve yerli hatlar melezlenirken ebeveyn
kombinasyonuna dikkat edilmis ve yerli ¢esitlerin hem ana hem baba olarak (6rnegin
Hacihaliloglu X SEO, SEO X Hacihaliloglu) melezlemeye katilmasi saglanmistir. SEO
ve yerli kayisi gesitlerinin melezlenmesiyle elde edilen yeni melezlerden de pomolojik
ozellikleri ve DNA kalitesi iyi olan bitkilerden alinan yaprak ve siirgiinler “Melez kayisi
bitkilerinde PPV’ye dayanikliligin molekiiler markorlerle arastirilmasi” ¢alismasinda

bitki materyali olarak kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3. 1. SEO ile melezlenen yerli kayisilarin (Hacihaliloglu, Adilcevaz5, Cologlu,
Sekerpare ve Cataloglu) ebeveyn kombinasyonlar1 ve ¢alismalarda kullanilan melez
bitki sayilari

Sira Melez Cesitler Kullanilan Melez Sayisi
1 Hacihaliloglu x Stark Early Orange 11
2 Adilcevaz 5 x Stark Early Orange 14
3 Cologlu x Stark Early Orange 10
4 Sekerpare x Stark Early Orange 15
5 Stark Early Orange x Adilcevazb 20
6 Stark Early Orange x Hacihaliloglu 9
7 Stark Early Orange x Sekerpare 22
8 Stark Early Orange x Cataloglu 33

134
Toplam
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3.2. Yontem

3.2.1.Plum pox virus (PPV) T Irkimin Baz1 Biyolojik Ozelliklerinin Arastirllmasy’

Calismalarinda Kullamilan Yontemler

3.2.1.1. Test Bitkilerinin Yetistirilmesi ve Temini

PPV-T’nin yaprak bitleri ile deneysel tasima denemelerinde kullanilan N. benthamiana,
P. sativum ‘Colmo‘, P. sativum ’Siena‘, C. sativus bitkilerinin tohumlar1 23 °C =+ 1
sicaklik ve 16 saat gilin 15181 kosullarina sahip olan iklim odasinda saksilara ekilmek
suretiyle ¢cimlendirilmistir. Myrobalan 29C bitkileri ise Adana Toros Tarim Agripark
Biyoteknoloji Merkezi’nde PPV’den ari olarak doku kiiltiirii ile {iretilmis olan

fidanlardan temin edilmistir.

3.2.1.2. Inokulum Kaynag Bitkilerin Elde Edilmesi

PPV-T’nin, as1 gozleri ile Myrobalan 29C erik anaci bitkilerine tagmmasi
gerceklestirilmistir. Damsteegt ve ark. (2007)’e gore yapilan as1 ile PPV-T’nin tas
cekirdekli meyve anaclarina inokule edilmesinde, Ankara izolati ile enfekteli oldugu
bilinen kayis1 bitkisinden alinan as1 gozleri, PPV-T’den ari olan Myrobalan 29C erik
anaglar1 tizerine asilanmistir. Asi ile PPV-T tagima islemi bitkilerde g6zler uyanmadan
onceki sezon olan Subat- Mart aylarinda gerceklestirilmistir. Asilanan anaglarin, tel ev
igerisinde as1 gozlerinin siirmesi takip edilmistir. Asilamadan yaklasik olarak 6- 8 hafta
sonra Myrobalan 29C anaglarindaki goézlerin siirmesi ve bitkilerin yapraklanmasi ile
simptomolojik gozlemler gergeklestirilmistir. Daha sonra Myrobalan 29C bitkilerinden
yaprak ornekleri alinarak yapilan DAS- ELISA ve real-time RT-PCR analizleri ile PPV-
T’nin Myrobalan 29C bitkilerine tasinip tasinmadigi belirlenmistir. Tiitlin bitkilerine
mekanik inokulasyon yontemi ile PPV-T enfekte edilmesi ¢alismalart Martinez- Gomez
ve ark. (2000)’na gore gergeklestirilmistir. Mekanik inokulasyon isleminde enfeksiyon
kaynagi olarak, izmir Menemen civarinda PPV-T ile dogal enfekteli oldugu bilinen
kayisi agaclarindan alinan yapraklar kullanilmigtir. PPV-T simptomunu yogun olarak
iceren 6-8 kayis1 yaprag: tizerine 25 ml 0.01 M PBS (pH 7) eklenmis ve bir havan
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icerisinde havaneli yardimiyla iyice ezilerek virlis iceren yaprak ekstrakti elde
edilmistir. 10 adet N. benthamiana tiitiin bitkisinin yaprak yilizeyine hafif karborandum
(zimpara) tozu uygulanmistir. Her bitkinin yaralanan yapraklarma 500 pl virilis igeren
yaprak ekstrakti stirtildiikten sonra 2-3 dakika beklenmis ve daha sonra yapraklar saf su
ile dikkatlice yikanmistir. Mekanik inokulasyon islemi tamamlanan bitkiler, 23 °C
sicaklik ve 16 saat giin 15181 olan iklim odasinda simptomolojik gozleme alinmustir.
Yaklasik olarak 4- 6 hafta sonunda da tiitiin bitkilerine yapilan DAS-ELISA ve real-
time RT-PCR analizleri ile PPV-T enfekteli tiitiin bitkileri belirlenmistir.

PPV-T ile enfekteli oldugu gerek simptomolojik gozlemler gerekse de yapilan
DAS- ELISA ve real-time RT- PCR analizleri ile saptanan tiitiin bitkileri, Myrobalan
29C bitkileri ve Izmir Menemen civarinda dogal olarak PPV-T enfekteli oldugu bilinen
kayis1 bahgesinden Mart- Nisan aylarinda alinan yaprak ve siirgiinler, PPV-T’nin yaprak

bitleri ile deneysel taginmasi denemelerinde inokulum kaynagi olarak kullanilmistir.

3.2.1.3. Yaprak Bitlerinin Temini ve Cogaltilmasi

M. persicae ve A. gossypii Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimii’nden Dog. Dr. Serdar SATAR, Mustafa Kemal Univeristesi Bitki Koruma
Boéliimiin’den Prof. Dr. Giilsen SERTKAYA ve Ondokuz Mayis Universitesi Bitki
Koruma Boliimii’nden temin edilmistir.

M. persicae, PPV’den ari oldugu bilinen ve tohumdan yetistirilen patlican (S.
melongena) bitkisi tizerinde (Sekil 3. 1), A. gossypii de PPV’den ari oldugu bilinen ve
tohumdan yetistirilen patlican (S. melongena) bitkisi ve hiyar (C. sativus) bitkisi
tizerinde (Sekil 3. 2) 24 °C sicaklik ve 15 saat giin 15181 ve %70 nem kosullarina sahip
olan iklim kabininde saf kiiltiir olarak {iretilmistir.

H. pruni’nin ana konukgusu Prunus tirleridir. Bu yaprak bitinin ikincil konuk¢u
genellikle seytan mumu (Typha latifolia L.) ve kamis (Phragmites australi Cavanilles)
bitkileri oldugundan laboratuar kosullarinda iiretimi oldukg¢a zordur (Latham ve Milles,
2011). Bu nedenle H. pruni yaprak bitleri, Mustafa Kemal Universitesi’nde bulunan ve
PPV’den ari oldugu tespit edilen erik agaglari {izerinden populasyonlarinin en yogun

oldugu Mart- Nisan aylarinda dogrudan alinmistir.
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Sekil 3. 1. Patlican bitkisi lizerinde saf kiiltiir olarak ¢ogaltilan Myzus persicae yaprak
bitleri

Sekil 3. 2. Patlican bitkisi lizerinde (solda) ve hiyar bitkisi {izerinde (sagda) saf kiiltiir
olarak ¢ogaltilan Aphis gossypii yaprak bitleri
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3.2.1.4. PPV-T’nin Yaprak Bitleri ile Deneysel Tasima Denemeleri

PPV-T wkinin yaprak bitleri ile tasinma olanaklarinin arastirilmasi caligsmasi,
Labonne ve ark. (1995)’a gére KBY ve SBY olmak iizere iki farkli yontemde kiigiik
degisiklikler yapilarak gergeklestirilmistir.

3.2.1.4.1. ‘Kontrollii Beslenme Yontemi’ (KBY) ile Deneysel Tasima Denemeleri

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

¢Siena’) Bitkisine Deneysel Tasima Denemeleri

M. persicae ile deneysel tasima denemelerinde indikator bitki olarak ticari bir
¢esit olmayan ve PPV’ye hasas oldugu bilinen P. sativum ‘Colmo’ bezelyeleri (Wallis
ve ark., 2007) ile iilkemize ithalati yogun olarak yapilan (Izmir Zirai Karantina
Midiirligi ithalat verileri) ancak PPV’ye hassasiyeti konusunda heniiz bir ¢alisma
yapilmamis olan P. sativum ‘Siena’ bezelye bitkileri kullanilmistir (Sekil 3. 3). Bezelye
bitkileri, tohumun ¢imlenmesinden 7 giin sonrasinda, 3-5 yaprakli doneminde deneysel
tasima denemelerine alinmistir. 60 adet ‘Colmo’ ve 20 adet ‘Siena’ bezelyeleri
kullanilarak farkli zamanlarda dort deneysel tasima denemesi gergeklestirilmistir.
Ayrica indikator bezelye bitkilerinin simptomolojik gelisiminin gozlemlendigi iklim
odasina, ortamda olusabilecek viral bulagmalar1 kontrol ve tespit amaciyla PPV-T’den
ari olan 10 adet ‘Colmo’ bezelye bitkisi konulmustur. Tagima denemelerinde inokulum
kaynagi olarak PPV-T Anakara izolati ile enfekteli Myrobalan 29C bitkisi
kullanilmistir.

Tasima denemeleri asagidaki sekilde gerceklestirilmistir.

1. Denemede kullanilan saglikli bezelye bitkileri, iizerlerine tek tek tabanlari

kesilmis falkon tiipler gegirilerek tasima denemelerine hazirlanmistir (Sekil 3. 4).

2. Denemede kullanilan ¢ok sayida kanatsiz form yaprak biti, saf kiiltiir olarak
cogaltildig1 patlican bitkisi ilizerinden firca ve emgi tiipi yardimi ile petri kab1

igerisine toplanarak 60-75 dakika beyaz 1s1k altinda ag¢ birakilmistir (Sekil 3. 5).
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Sekil 3. 3. Myzus persicae ile tasima denemelerinde kullanilan Pisum sativum ‘Colmo’
(solda) ve P. sativum “Siena’ bitkileri (sagda)

Sekil 3. 4. Bezelye bitkilerinin iizerine tabani kesilmis falkon tiip gecirilerek Myzus
persicae ile PPV-T deneysel tasima denemelerine hazirlanmasi

3. Petri igerisinden alinan 30-35 adet yaprak biti PPV-T ile enfekteli Myrobalan yapragi

iizerinde 3- 5 dakika beslenmesi saglanmistir (Sekil 3. 6).
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Sekil 3. 5. Myzus persicae yaprak bitlerinin, gogaltildig1 patlican bitkisi tizerinden emgi
tiipii yardimu ile toplanmasi (solda) ve petri i¢erisine konulmasi (sagda)

Sekil 3. 6. Myzus persicae yaprak bitlerinin PPV-T Ankara izolat1 ile enfekteli
Myrobalan 29C yaprag: iizerinde beslenmesi

4. Enfekteli Myrobalan 29C yaprag iizerinde beslenen yaprak bitleri tekrar emgi
tiipi ile enfekteli yaprak iizerinden toplanmis ve her bir saglikli bitki tizerinde 30-
35 yaprak biti olacak sekilde indikatorbezelye bitkisine aktarilmustir. (Sekil 3. 7).
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Sekil 3. 7. PPV-T enfekteli yapraktan emgi tiipii ile toplanan Myzus persicae yaprak
bitlerinin indikator bezelye bitkisi iizerine aktarilmasi

5. Yaprak bitleri indikator bezelyeye aktarildiktan sonra falkon tiiplerin kapaklart
kapatilmis ve yaprak bitlerinin tiim gece indikator bezelye bitkisi {izerinde
beslenmesi saglanmistir.

6. Beslenme sonunda yaprak bitleri insektisitle ilaglanarak oldiiriilmiistir.

7. Tlaglama sonrasinda bezelye bitkileri 23 °C + 1 sicaklik; 16 saat 151k
olanaklarina sahip olan iklim odasina alinmig, burada simptomatolojik olarak
tagima denemesinin takibi 4- 6 hafta siiresince gerceklestirilmistir.

8. Bu siire sonunda bitkilerden yaprak ornekleri alinarak DAS-ELISA real-time
RT- PCR analizleri gergeklestirilmistir.

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

Tasima Denemeleri
M. persicae ile gergeklestirilen deneysel tasima denemelerinde indikator bitki

olarak tiitiin (N. benthamiana) bitkileri kullanilmistir. Tiitlin bitkileri ¢imlenmelerini

takiben 3-5 yaprakli donemdeyken deneysel tasima denemelerine alinmuistir. Titiin
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bitkisine yapilan deneysel tasima denemelerinde ii¢ farkli inokulum kaynagi (PPV-T
dogal enfekteli kayisi, PPV-T Ankara izolati ile enfekteli Myrobalan 29C, mekanik
inokulasyonla PPV-T enfektelenmis tiitiin) ile ti¢ farkli zamanda tasima denemeleri
gergeklestirilmistir.

Inokulum kaynag olarak Izmir Menemen civarinda PPV-T dogal enfekteli oldugu
bilinen kayist1 agacindan alinan yaprak ve siirglinlerin kullanilmasiyla yapilan
denemelerde, indikator olarak 60 adet saglikli tiitiin bitkisi kullanilmistir.

Deneysel tasima denemesi asagidaki sekilde gerceklestirilmistir.

1. 3-5 yaprakli doneme gelen tiitiin bitkileri tizerine tabani kesik falkon tiipler

gegirilerek bitkiler denemeye hazirlanmistir (Sekil 3. 8).

2. Kanatsiz formda olan yaprak bitleri, saf kiiltiir olarak ¢ogaltildiklar1 patlican

bitkisi lizerinden fir¢a ve emgi tiipii yardimi ile toplanmis ve cam tiiplere alinarak

beyaz 151k tlizerinde 30 dakika ag¢ birakilmistir (Sekil 3. 9).

Sekil 3. 8. Saglikl tiitiin (Nicotiana benthamiana) bitkilerine tabani kesik falkon tiip
gecirilerek daneysel tasima denemesine hazirlanmasi
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Sekil 3. 9. Patlican bitkisi iizerinden emgi tiipii yardimi ile toplanan Myzus persicae
yaprak bitlerinin (solda) kapakli cam tiiplere alinmasi ve beyaz 1s1k iizerinde
bekletilmesi (sagda)

3. Enfekteli kayis1 siirgliniinden ii¢ adet yaprak alimmistir ve bu yapraklarin
deneme siiresince canliligini korumak amaciyla yaprak saplar1 saf su igeren
ependorf tiipler icine yerlestirilmistir. Yapraklar petrilerin igerisine konmustur.
Yarim saat sonunda tiiplerden alinan yaprak bitleri, PPV-T ile enfekteli yapraklar
lizerine aktarilmistir ve 5- 6 dakika beslenmesi saglanmistir. Yaprak bitlerinin
beslenme siireleri boyunca petriler beyaz 151k tizerinde bekletilmistir (Sekil 3. 10).
4. Enfekteli kayis1 yapraginda beslenmesi tamamlanan 30- 35 adet yaprak biti,

tiitlin bitkisine aktarilmak {izere enfekteli kayis1 yaprag lizerinden emgi tiipii

yardimi ile toplanmistir (Sekil 3. 11).
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Sekil 3. 10. Beyaz 151k lizerine alinan ve canli kalmasi i¢in yaprak sapi saf su dolu
ependorf tiip icine batirilmis olan PPV-T enfekteli kayisi yapragi iizerinde, Myzus
persicae yaprak bitlerinin beslenmesinin saglanmasi

5. Yaprak bitleri (30- 35 yaprak biti/ bitki), emgi tiipi ile saglikli tiitiin bitkileri
tizerine aktarilmis ve falkon tiiplerin kapaklar1 kapatilarak burada tiim gece
beslenmeleri saglanmistir (Sekil 3. 12).

6. Tiitlin bitkisi lizerinde beslenmesi tamamlanan yaprak bitleri ertesi giin
insektisitle ilaglanarak oldirtilmiistiir.

7. Indikator tiitiin bitkileri 4- 6 hafta siiresince simptomatolojik gézlem amaciyla
iklim odasina alinmistir. Bu siire sonunda PPV varligini tespit etmek amaciyla
tiitlin bitkilerinden yaprak 6rnekleri alinarak DAS-ELISA ve real-time RT- PCR

analizleri gergeklestirilmistir.
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Sekil 3. 11. Myzus persicae yaprak bitlerinin PPV-T enfekteli kayis1 yaprag lizerinden
emgi tiipi ile toplanmasi

Sekil 3. 12. Myzus persicae’nin enfekteli kayisi yapraginda beslendikten sonra saglikli
tiitlin bitkisi tizerine aktarilmasi (1), Myzus persicae yaprak bitlerinin saglikli tiitiin
bitkisi tizerinde beslenmesi (2), yaprak bitlerinin tiitiin bitkisine aktarildiktan sonra
falkon tiipiin kapaginin kapatilmasi (3)

Inokulum kaynagi olarak PPV-T Ankara izolat: ile ile enfektelenmis Myrobalan
29C bitkisi ve mekanik inokulasyonla PPV-T enfektelenmis tiitin bitkisi

kullanilmastyla yapilan denemelerde, 10’ar adet saglikli tiitiin bitkisi kullanilmistir. Her
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iki inokulum kaynagi ile farkli zamanlarda kurulan deneysel tasima denemesi asagidaki
sekilde gergeklestirilmistir.
1. 3- 5 yaprakli donemde olan saglikli tiitiin bitkileri {izerlerine falkon tiipler
gegirilerek deneysel tasima denemesine hazirlanmigtir.
2. Saf kiiltlir olarak patlican bitkisinde ¢ogaltilan ve denemede kullanilan kanatsiz
formda olan yaprak bitleri firga ve emgi tiipii ile petri kabi igerisine toplanarak
beyaz 151k altinda 60- 75 dakika ag¢ birakilmistir.
3. Petri icerisinden alinan 30- 35 adet yaprak biti 6- 10 dakika beslenmesi
amaciyla PPV-T enfekteli Myrobalan 29C (Sekil 3.13) ve tiitiin (Sekil 3. 14)

bitkilerinin yapragi tizerine aktarilmistir.

Sekil 3. 13. PPV-T enfekteli Myrobalan 29C yaprag tizerinde Myzus persicae yaprak
bitlerinin beslenmesi
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Sekil 3. 14. PPV-T enfekteli tiitiin yaprag: tizerinde Myzus persicae yaprak bitlerinin
beslenmesi

4. PPV-T enfekteli Myrobalan 29C bitkisi ve tiitiin bitkisinde beslenmesini
tamamlayan yaprak bitleri emgi tiipii ile toplanmistir. M. persicae yaprak bitleri
her bir bitki {izerinde 30- 35 adet olacak sekilde saglikli tiitiin bitkisine aktarilmig
ve burada tiim gece beslenmesi saglanmistir (Sekil 3. 15).

5. Ertesi giin saglikli tiitiin bitkisinde beslenmesi tamamlanan yaprak bitleri
insektisitle (Eforia 247 SC: 141 g/l thiamethoxam; 106 g/l lambda-cyhalothrin)
ilaglanarak oldiirtilmiistiir.

6. Indikator tiitiin bitkileri 4- 6 hafta siiresince simptomatolojik gdzlem amaciyla
iklim odasina alinmistir. Bu siire sonunda, PPV varligin1 tespit etmek amaciyla
tiitiin bitkilerinden yaprak ornekleri alinarak DAS- ELISA ve real-time RT- PCR

analizleri gergeklestirilmistir.
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Sekil 3. 15. Saglikli tiitiin bitkisinde beslenen Myzus persicae yaprak bitleri

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

¢Siena’) Bitkisine Deneysel Tasima Denemeleri

A. gossypii ile deneysel tasima denemelerinde indikator bitki olarak ticari bir gesit
olmayan ve PPV’ye hasas oldugu bilinen P. sativum ‘Colmo’ bezelyeleri (Wallis ve
ark., 2007) ile iilkemize ithalat: yogun olarak yapilan (Izmir Zirai Karantina Miidiirliigii
ithalat verileri) ancak PPV ’ye hassasiyeti konusunda heniiz bir ¢alisma yapilmamis olan
P. sativum ‘Siena’ bezelye bitkileri kullanilmistir. Bezelye bitkileri, tohumun
cimlenmesinden 7 gilin sonrasinda, 3- 5 yaprakli doneminde deneysel tasima
denemelerine alinmustir. 30 adet ‘Colmo’ ve 20 adet ‘Siena’ bezelye bitkisi kullanilarak
iki farkli zamanda deneysel tasima denemeleri kurulmustur. A. gossypii ile farkli
zamanlarda yapilan deneysel tasima denelerinde inokulum kaynagi olarak PPV-T
enfekteli Myrobalan 29C bitkisi kullanilmistir. Deneysel tasima denemeleri asagidaki
gibi gergeklestirilmistir.
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1. Tasima denemesinde kullanilan bezelye bitkileri {izerine falkon tiipler

gecirilmis ve bitkiler tasima denemesine hazirlanmistir.

2. Saf kiiltiir olarak patlican ve hiyar bitkisinde ¢ogaltilan yaprak bitlerinden

kanatsiz formda olanlar firga ve emgi tiipii yardimi ile toplanarak petri kabi

igerisine konulmus ve 60- 75 dakika beyaz 151k altinda ag¢ birakilmistir (Sekil 3.
16).

Sekil 3. 16. Cogaltildigi hiyar bitkisi yapragi ilizerinden emgi tiipii ile toplanan Aphis
gossypii yaprak bitlerinin (1) petri i¢erisinde toplanmasi (2)

3. Petri igerisinden alinan 30- 35 adet yaprak biti PPV-T enfekteli Myrobalan 29C
yaprag lizerinde 6- 10 dakika beslendikten sonra emgi tiipii ile toplanmistir. A.
gossypii yaprak bitleri her bir bitki {izerinde 30- 35 adet olacak sekilde saglikli
bezelye bitkisine (30- 35 yaprak biti/ bitki) aktarilmistir (Sekil 3. 17).

4. Tim gece indikatdr bezelye bitkisinde beslenen yaprak bitleri insektisitle

ilaglanarak olduriilmiistiir.

5. TIlaglama sonrasinda bezelye bitkileri iklim odasma alinmis, burada
simptomatolojik olarak tasima denemesi 4- 6 hafta siiresince takip edilmistir. Bu
stire sonunda PPV’nin varligimmi tespit etmek amaciyla bezelye bitkilerinden
yaprak oOrnekleri alinarak DAS-ELISA ve real-time RT- PCR analizleri
gergeklestirilmistir.
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Sekil 3. 17. Aphis gossypii yaprak bitlerinin PPV-T enfekteli Myrobalan 29C bitkisi
tizerinde (solda) ve saglikli bezelye bitkisi {izerinde (sagda) beslenmesi

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

Tasima Denemeleri

A. gossypii ile farkli zamanlarda yapilan iki tasima denemesinde indikator bitki
olarak 20 adet N. benthamiana tiitiin bitkisi kullanilmistir. Tasima denemelerinde PPV-
T inokulum kaynagi olarak mekanik inokulasyonla PPV-T enfektelenmis tiitiin bitkisi
kullanilmigtir. Denemelerde kullanilan yaprak bitleri saf kiiltiir olarak hiyar bitkisinde
cogaltilmistir. Kanatszi form yaprak bitleri firga ve emgi tiipii yardimui ile ¢ogaltildig:
hiyar bitkisi lizerinden toplanarak petri kabi igerisine alinmig ve 60- 75 dakika beyaz
151k altinda a¢ birakilmistir (Sekil 3. 18). Petri i¢erisinden alinan 30- 35 adet yaprak biti
PPV-T ile enfekteli tiitiin yaprag: tizerinde 6- 10 dakika beslendikten sonra emgi tiipii
ile toplanmigtir. M. persicae yaprak bitleri her bir bitki lizerinde 30- 35 adet olacak
sekilde saglikli tiitiin bitkisine aktarilmustir (Sekil 3. 19). Tiil kafes igine alinan indikator
tiitlin bitkilerinde tiim gece beslenmesi saglanan yaprak bitleri ertesi giin insektisitle
ilaclanarak oldiiriilmiistiir. {laclama sonrasinda tiitiin bitkileri iklim odasina almmustir.

Tasima denemesi simptomatolojik olarak 4- 6 hafta siiresince takip edilmistir. Bu siire
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sonunda tiitiin bitkilerinden yaprak ornekleri alinarak DAS- ELISA ve real-time RT-
PCR analizleri gergeklestirilmistir.

Sekil 3. 18. Hiyar bitkisi iizerinden emgi tiipii ile toplanan Aphis gossypii yaprak
bitlerinin (solda) petri kab1 icerisine alinmasi (sagda)

2

1

Sekil 3. 19. Aphis gossypii yaprak bitlerinin PPV-T enfekteli tiitiin bitkisi tizerinde (1)
ve saglikli indikator tiitiin bitkisi lizerinde (2) beslenmesi
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3.2.1.4.1.5. Aphis gossypii ile Hiyar (Cucumis sativus) Bitkisine Deneysel Tasima

Denemeleri

A. gossypii ile hiyar bitkisine deneysel tasima denemelerinde indikator bitki
olarak 20 adet hiyar (C. sativus) bitkisi kullanilmistir. Hiyar bitkileri ¢imlenmeyi
takiben 3- 4 yaprakli doneme gelince denemelere dahil edilmistir. Denemelerde
inokulum kaynagi olarak da PPV-T enfekteli tiitiin bitkisi kullanilmistir. Denemede
kullanilan kanatsiz form A. gossypii yaprak bitleri saf kiiltiir olarak hiyar bitkisinde
cogaltilmistir.

Yaprak bitleri firca ve emgi tiipii ile gogaltildig1 hiyar bitkisi iizerinden petri kab1
icerisine toplanarak 60- 75 dakika beyaz 11k altinda ag¢ birakilmustir. Petri igerisinden
alinan 30- 35 adet yaprak biti PPV-T ile enfekteli tiitiin yaprag: tizerinde 6- 10 dakika
beslendikten sonra emgi tiipii ile toplanmistir. A. gossypii yaprak bitleri her bir bitki
tizerinde 30- 35 adet olacak sekilde saglikli hiyar bitkisine aktarilmistir (Sekil 3. 20).
Hiyar bitkileri tiil kafes igerisine konulmus ve yaprak bitlerinin tiim gece beslenmesi
saglanmistir. Tiim gece saglikli hiyar bitkisinde beslenen yaprak bitleri ertesi giin

insektisitle ilaglanarak 6ldirilmiistiir.

Sekil 3. 20. Saglikli hiyar bitkisi iizerine aktarilmis olan Aphis gossypii yaprak bitleri
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flaglama sonrasinda hiyar bitkileri iklim odasina alinmistir. Tasima denemesinin
simptomatolojik olarak takibi 4- 6 hafta siiresince gergeklestirilmistir. Bu siire sonunda
hiyar bitkilerinden yaprak ornekleri alinarak DAS- ELISA ve real-time RT-PCR

analizleri gergeklestirilmistir.

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

Deneysel Tasima Denemeleri

Bu tasima denemesinde saglikli indikator bitki olarak, Adana Toros Tarim
Agripark Biyoteknoloji Merkezi’'nin doku kiiltiirinde PPV’den ari olarak {irettigi
Myrobalan 29C bitkileri kullanilmistir. Denemede toplam 6 adet indikator bitki
kullanilmigtir. H. pruni yaprak bitleri PPV-T’den ari oldugu bilinen erik agaglarindan
dogrudan toplanmisgtir. Denemede inokulum kaynagi olarak PPV-T enfekteli Myrobalan
29C bitkisi kullanilmistir. Deneme kurulmadan once erik bitkisinin yapraklarindan
rasgele toplanan 20 adet yaprak biti tek tek naylon membran (3MM Whatman) tizerine
bir ependorf tiliplin tabaniyla ezilmis ve pens yardimi ile ependorf tiiplere alinmistir
(Sekil 3. 21). Membran iizerine ezilen yaprak bitlerinin PPV’den ari olup olmadigini

tespit etmek i¢in daha sonra spot real-time RT- PCR analizi yapilmstir.
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Sekil 3. 21. Hyalopterus pruni yaprak bitlerinin ependorf tiipiin tabaniyla membran (3
MM Whatman) iizerine ezilerek (solda) pesn yardimi ile ependorf tiip igerisine alinmasi
(sagda)

H. pruni yaprak biti ile deneysel tasima denemeleri, asagida anlatildigi gibi

gerceklestirilmistir.

1. Erik agacinin yaprak ve siirgiinlerinden firca ve emgi tiipii yardimi ile petri
kabina toplanan kanatsiz form yaprak bitleri 60- 75 dakika beyaz 11k altinda ag
birakilmustir (Sekil 3. 22).

2. Ag birakilan yaprak bitlerinden 30- 35 adet toplanarak, PPV-T ile enfekteli
Myrobalan 29C bitkisi tizerinde 6- 10 dakika beslenmesi saglanmistir (Sekil 3.
23).

3. Daha sonra yaprak bitleri her bir saglikli Myorbalan 29C bitkisi tizerindeki 3
farkli yapraga aktarilmistir ve beslenmenin gerceklestigi her yaprak beyaz bir
iplikle isaretlenmistir (Sekil 3. 24). Her bir saglikli Myrobalan 29C bitkisine, 3
farkli yaprakta toplam 90- 105 adet yaprak biti verilmistir.

4. Yaprak bitlerinin indikatdr Myrobalan 29C bitkisinde tiim gece beslenmeleri

saglanmistir. Ertesi giin yaprak bitleri insektisitle ilaglanarak 6ldiriilmiistiir.
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Sekil 3. 22. Hyalopterus pruni yaprak bitlerinin erik yapraklarindan emgi tiipii yardimi1
ile toplanarak petri kaplari igerisine alinmasi

Sekil 3. 23. Hyalopterus pruni yaprak bitlerinin PPV-T enfekteli Myrobalan 29C bitkisi
tizerinde beslenmesi
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Sekil 3. 24. PPV-T enfekteli yaprak iizerinden emgi tiipii yardimu ile toplanmis olan
Hyalopterus pruni yaprak bitlerinin saglikli Myrobalan 29C bitkisine aktarilmasi (solda)
ve yaprak biti aktarilan yapraklarin beyaz iplikle isaretlenmesi

Myrobalan 29C bitkileri 8- 12 hafta simptomatolojik gozlem i¢in iklim odasina
almmustir. 12 hafta sonunda bitkilere real-time RT- PCR analizi yapilmis ve soguklama
ithtiyaclarini saglamak amaciyla, diisiik 151k iceren ve + 4 °C sicaklikta olan bir ortama
alinmigtir (Damsteegt ve ark., 2007). Myrobalan 29C bitkileri 2- 3 aylik soguklama
periyodu sonunda 23 °C sicakliga sahip iklim odasina alinarak silirgiin vermesi

saglanmis ve yapraklarda simptomolojik gézleme devam edilmistir.

3.2.1.4.2. ‘Serbest Beslenme Yontemi’ (SBY) ile Deneysel Tasima Denemeleri

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

Tasima Denemeleri

PPV-T’nin, M. persicae ile N. benthamiana tiitiin bitkisine deneysel tasima
denemelerinde iki farkli SBY metodu kullanilmustir.

[k tasima denemesinde indikatdr bitki olarak 7 adet N. benthamiana tiitiin bitkisi
kullanilmistir. Denemede inokulum Kkaynagi olarak Izmir Menemen civarinda dogal
olarak PPV-T enfekteli bulunan kayisi agacindan alinan siirgiin ve yapraklar

kullanilmistir. Deneme asagida anlatilan sekilde gerceklestirilmistir.

47



1. Konukgu patlican bitkisi tizerinde ¢ogaltilan M. persicae yaprak bitlerinden
kanatsiz formda olanlar1 firga ve emgi tiipii ile petri kabina toplanmis, beyaz 151k
altinda 60- 75 dakika a¢ birakilmistir.

2. Petri igerisinden 30- 35 adet yaprak biti enfekteli kayis1 yapragi tizerine alinmis

ve enfekteli kayisi yapragi dogrudan saglikli indikatdr tiitiin bitkisi {izerine
konulmustur (Sekil 3. 25).

Sekil 3. 25. Uzerinde Myzus persicae yaprak bitleri bulunan PPV-T enfekteli kayist
yapraklarinin, saglikli tiitiin bitkileri tizerindeki goriintiisii

3. Tum indikator bitkilere tek tek iizerinde M. persicae yaprak biti bulunan PPV-
T enfekteli kayis1 yapragi konulduktan sonra indikator bitkiler yaprak bitlerinin
serbest beslenmesi amaciyla 100x 50x 80 (derinlik: en: yiikseklik)
biiyiikliigiindeki tel kafese konulmus, 5 giin silireyle beslenmesi saglanmistir
(Sekil 3. 26).

4. Deneme siiresince yaprak bitlerinin indikator bitkilere yiiksek oranda gegis
yaptig1 gozlenmistir. Besinci giin sonunda M. persicae yaprak bitleri insektisitle

ilaglanarak olduriilmiustiir.
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5. Denemede kullanilan indikator tiitiin bitkilerine 4- 6 haftalik gézlem sonunda
PPV’nin varligin1 tespit etmek amaciyla DAS- ELISA ve real-time RT- PCR

analizleri yapilmistir.

Sekil 3. 26. Myzus persicae yaprak bitlerinin serbest beslenmesini saglamak amaciyla
konuldugu tiil kafesin (100x 50x 80 ;derinlik: en: yiikseklik) goriintiisii

fkinci tasima denemesinde saglikli indikator bitki olarak 8 adet N. benthamiana
titiin bitkisi kullanilmigtir. Denemede mekanik inokulasyonla PPV-T enfektelenen
tiitlin bitkisi inokulum kaynagi olarak kullanilmistir. Deneme asagida anlatilan sekilde
gergeklestirilmistir.

1. Patlican bitkisi {izerinde gogaltilan M. persicae yaprak bitlerinden yaklasik 300

adet kanatsiz form yaprak biti emgi tiipii ve firca yardimi ile petri kabi igerisine

toplanmistir.

2. Petri igerisinde 60-75 dakika ag¢ birakilan yaprak bitlerinin tamami PPV-T

enfekteli tiitiin bitkisinin yapraklar {lizerine emgi tiipli ve firca yardimi ile

aktarilmistir (Sekil 3. 27).
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Sekil 3. 27. Myzus persicae yaprak bitlerinin emgi tiipii ve fir¢a yardimi ile PPV-T
enfekteli tiitiin bitkisine aktarilmasi

3. Uzerinde M. persicae yaprak bitleri bulunan PPV-T enfekteli tiitiin bitkisi,
iklim odasinda bulunan tiil kafes igerisine yerlestirilmis ve etrafina 8 adet saglikli
indikator tiitlin bitkisi konulmustur (Sekil 3. 28).

4. PPV-T enfekteli tiitiin bitkisinde serbest olarak beslenen yaprak bitlerinin, 20
giin siiresince enfekteli tiitinden diger saglikli tiitiin bitkilerine gegisleri
izlenmistir.

5. Deneme sonrasinda tiitiin bitkileri insektisitle ilaglanarak oldiiriilmiistiir.

6. Indikator tiitiin bitkileri 3 hafta daha simptomolojik degisim icin gézlenmis ve
daha sonra bitkilere, PPV’ nin varligin1 tespit etmek amaciyla DAS- ELISA ve
real-time RT- PCR analizleri yapilmustir.
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Sekil 3. 28. Myzus persicae yaprak bitlerinin serbest beslenmesini saglamak amaciyla
tiil kafes igerisine yerlestirilen PPV-T enfekteli tiitiin bitkisi ve saglikli indikator tiitiin
bitkileri

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

Tasima Denemeleri

KBY ile deneysel tasima denemesinde indikator bitki olarak 10 adet saglikli N.
benthamiana tiitiin bitkisi kullanilmis, enfeksiyon kaynagi olarak da PPV-T ile enfekteli
tiitlin bitkisi kullanilmigtir. Yaklasik 300 adet kanatsiz form A. gossypii yaprak biti emgi
tipli ve firga yardimi ile petri kabr igerisine toplanmistir. Petri igerisinde 60- 75 dakika
ac birakilan yaprak bitleri PPV-T enfekteli tiitiin bitkisinin yapraklar iizerine yine emgi
tipii ve firca yardimi ile aktarilmigtir. PPV-T enfekteli tiitiin bitkisi, iklim odasinda
bulunan tiil kafes igerisine yerlestirilmis ve etrafina 10 adet saglikli tiitiin bitkisi
konulmustur. Birka¢ giinlikk takip sonucunda A. gossypii yaprak bitlerinin tiitiin

bitkisinde beslenmedigi ve 6ldiigii goriilmiis ve deneme sonlandirilmistir.

3.2.1.5. DAS- ELISA Analizleri

PPV-T’nin yaprak bitleri ile tasima denemelerinde simptomatolojik gozlem
sonunda indikator bitkilere oncelikli olarak DAS-ELISA analizleri yapilmistir. DAS-
ELISA analizleri Clark ve Adams (1977)’a gore yapilmistir. Analizde spesifik
monoklonal antibody olarak ‘PPV Detection Magic DAS-ELISA® 5B-IVIA Universal’
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(Cambra ve ark., 2006) kullanilmistir. DAS-ELISA analizinde kullanilan tampon
cozeltiler SEDIAG markasina ait hazir tampon ¢ozeltilerdir. Tampon ¢ozeltilerin igerigi

Ek1’de belirtildigi gibidir.
DAS-ELISA analizi asagidaki sekilde gegeklestirilmistir.
1. IgG’lerin Kaplanmasi:

IgG tampon c¢ozeltisine 1: 100 oraninda IgG eklenmis ve O6rnek sayis1 kadar
plakadaki her bir kuyucuga 100 pul olacak sekilde dagitilmistir. Plaka + 37 °C’de 4

saat inkiibe edilmistir.
2. Yikama Asamasi:

Plaka tizerindeki coating tamponu plakanin ters ¢evrilip silkelenmesi ile
uzaklastirnllmistir. Kuyucuklara washing tampon ¢ozeltisi konulmus ve plaka
tekrar ters ¢evrilip silkelenerek washing tamponu uzaklagtirilmistir. Bu islem 3- 4

kez tekrarlanmig ve plaka pecete lizerinde vurma hareketi ile kurutulmustur.

3. Bitki Ekstrakt1 EKleme Asamasi:

200 mg yaprak Ornegi, drnek ezme posetine (Bioreba) toplanmistir. Ornekler
tizerine 10 ml 6rnek genel 6rnek ezme tampon ¢ozeltisi eklenmis ve drnekler el
homojenizatorii ile ezilmistir. Her ornekten 100 pl ekstrakt alinarak plakadaki
kuyucuklara eklenmistir. Plaka tiim gece + 4 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon

sliresi sonunda plaka yikama agamasinda anlatildig: gibi yikanmistir.
4. Conjugate Ekleme Asamasi:

Conjugate tampon ¢ozeltisine 1: 1000 oraninda enzimle isaretli IgG eklenir ve
ornek sayis1 kadar plakadaki her bir kuyucuga 100 pl olacak sekilde dagitilmustir.
Plaka + 37 °C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda plaka

yikama agamasinda anlatildig1 gibi yikanmustir.
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5. Substrate Ekleme Asamasi:

Substrate tampon ¢dzeltisi igerisine 1 mg/ml olacak sekilde nitrofenyl phosphate
(PNPP) eklenmistir. Plaka tizerindeki her kuyucuga karisimdan 100 pl olacak
sekilde yiiklenmistir. 1- 2 saat + 37 °C’de inkiibe edilmistir. Plaka gozlemsel

olarak degerlendirilmis ve ELISA okuyucusunda 405 nm’de okuma yapilmustir.

3.2.1.6. Niikleik Asit (RNA) izolasyonu

Tasima denemelerinde kullanilan indikator bitkilerden niikleik asit izolasyonu,
High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche, Version 18) ile firmanin protokolii
dogrultusunda yapilmistir. Kit igerisinde bulunan kimyasallarin analize hazirlanma

asamas1 Ek 2’de anlatildig gibidir.
Niikleik asit izolasyonu asagidaki sekilde gergeklesmistir:

1. Indikator bitkilerin simptom gosteren yapraklarindan veya distteki genc
yapraklarindan alinan yaklasik 200 mg o6rnek, ornek ezme posetine (Bioreba)
konulmustur ve iizerine 2 ml fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS 1X, PVP, Tween20)
eklenerek el homojenizatorii ile ezilmistir. Ezilen her bir ekstrakt icerisinden 200

ul alinmis ve ependorf tiiplere aktarilmistir.

2. Tipler tizerine 200 pl Binding tampon c¢dzeltisi ve 50 pl proteinaz K
eklenerek vorteks yardimi ile karistirilmistir. NOT: Kullanimdan hemen Once

Binding tampon ¢6zeltisine Poly A eklenmistir (50 pl Poly A/ 2,5 ml binding).

3. Tiipler 72 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiiplere
tekrardan 100 pl Binding tampon ¢ozeltisi (Poly A eklenmis) eklenmistir.

4. Ornekler toplama tiipii icerisine yerlestirilmis olan filtreye alinmis ve 8000

g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

5. Santrifiij isleminden sonra, toplama tiipleri atilmis filtre yeni toplama tiipleri

igerisine konulmustur.
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6. Filtre lizerine 500 pl Inhibitor Removal tampon ¢ozeltisi eklenmis ve 8000

g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

7. Santrifiij isleminden sonra, toplama tiipleri atilmis filtre yeni toplama tiipleri

igerisine konulmustur.

8. Filtre lizerine 450 pl Washing tampon ¢ozeltisi eklenmis ve 8000 g’de 1

dakika santrifiij edilmistir.

9. Santrifiij isleminden sonra, toplama tiipleri atilmig filtre yeni toplama tiipleri

igerisine konulmustur.
10. 8 nolu basamak aynen tekrar edilmistir.

11. Toplama tiipii ig¢erisindeki sivi dokiilerek uzaklastirilmistir. Filtre tekrardan
ayni toplama tiipii icerisine konulmus ve 13,000 g’de 10 saniye santrifiij

edilmistir.
12. Toplama tiipii atilmis, filtre 1,5 ml’lik ependorf tiiplere alinmistir.

13. Filtre tizerine 50 pl Elution tampon ¢ozeltisi eklenmis ve 8000 g’de 1 dakika

santrifiij edilmistir.
14. Filtre atilmis ve ependorf tiipteki RNA PCR analizleri yapilana kadar — 80
°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.1.7. Real-time RT-PCR Analizleri

Real-time RT-PCR analizleri, RNA izolasyonu sonrasi yapilan real-time RT-PCR
ve RNA izolasyonu yapmaksizin naylon membrana damlatilmis bitki/ bocek
orneklerinin hazirlanmasi sonrasi yapilan spot real-time RT-PCR olmak iizere iki farkli

analiz asamasi igermektedir.
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3.2.1.7.1. RNA izolasyonu Sonrasi Real-time RT-PCR Analizi

Real-time RT- PCR analizleri Wetzel ve ark., (1991) tarafindan diizenlenen genel
PPV teshis primer dizileri kullanilarak TIB MOLBIOL (Syntheselabor GmbH)
firmasina sentezletilen primer ve prob ile gerceklestirilmistir (Cizelge 3. 2). Real-time
RT- PCR master miks hazirhiginda RNA Virus Master (Roche, Verison 08) hazir Kiti
kullanilmistir. Kitin icerigi Cizelge 3. 3’de belirtildigi gibidir. Buna gore hazirlanan
karisimda 0,4 pl enzim, 4 pl reaksiyon buffer, F1 primer 0,5 uM, R1 primer 0,5 pM, R2
primer 0,5 uM, prob 0,2 uM ve 5 ul viral RNA yer almistir. Karistmin son hacmi 20 pl
olup, PCR kosullart 1 dongii 50 °C’de 8 dakika, 1 dongii 95 °C’de 30 saniye, 45 dongi
95 °C’de 1 saniye, 55 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 1 saniye ve son olarak 40 °C’de 30

saniye seklinde belirlenmistir.

Cizelge 3. 2. Real time RT- PCR analizinde kullanilan primer/ prob dizilimleri

) ) Sekans Amplikon
Primer/ Primer

uzunlugu  uzunlugu Primer dizilimi (5°- 3”)
Prob yonii
(bp) (bp)
F1 Teri 20 ACCGAGACCACTACACTCCC
R1 Geri 20 243 CAGAYTACAGYCTCGCCAGA
R2 Geri 20 CAGACTACAGCCTCGCCAGA
5’-FAM-
Prob - 25 - ATTTGGCTTGGATGGAAACGTCG
GA-TAMRA-3’

Real-time RT- PCR analizi Light Cycler® 480 II Roche cihazinda
gerceklestirilmistir. Analiz sonuglar ise LightCycler® 480 Software (release 1.5.0 SP3
Version 1.5.0.39)’de esik degerleri (CT) goz oniine alinarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 3. 3. Real-time RT-PCR reaksiyon karigimi (RNA Virus Master; Roche)

Real-time RT-PCR

Reaksiyon Konsantrasyon X H?C'm
Karisimm (ul)
d,H,0 - 7,2
Primer (F1) 0,5 uM 1
Primer (R1) 0,5 uM 1
Primer (R2) 0,5 uM 1
Probe 0,2 uM 0,4
Enzim 1 fold 0,4
Reaksiyon Tamponu 1 fold 4
Toplam reaksiyon

15
karisim
RNA 5
Son Hacim 20

3.2.1.7.2. Orneklerin Spot Real-time RT-PCR I¢in Hazirlanmasi ve Spot Real-
time RT-PCR Analizi

Spot real-time RT-PCR ig¢in 6rnekler Olmos ve ark (2005)’e gore hazirlanmistir.
Bitki ornekleri, ektraksiyon tampon ¢ozeltisi (PBS+ % 2 PVP+ % 0,2 DIECA) ile
plastik torbalarda (Bioreba) el homojenizatdrii yardimu ile ezilmistir. Ornekler, kiigiik
parcalara kesilerek 1,5 ml’lik ependorf tiiplere alinmis nitroseliilloz naylon membran
(3MM Whatman) lizerine 5 pl olacak sekilde mikropipet yardimi ile damlatilmistir
(Sekil 3. 29). Yaprak bitlerinin spot real-time RT- PCR analizleri de, yaprak bitlerinin
naylon membranlarda dogrudan ezilmesiyle olmaktadir. PPV hedeflerini nitroseliiloz
membrandan ayirmak i¢in membranin bulundugu tiipe % 0.5 Triton-X eklenmis, tiipler
95 °C’de 10 dakika su banyosunda bekletilmis, vorteksle karistirilmis ve kisa bir

sanrifiijden sonra dogrudan real-time RT- PCR ig¢in kullanilmistir.
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Sekil 3. 29. Spot real-time RT-PCR analizi igin kii¢iik pargalara kesilmis membranin
(3MM Whatman)ependorf tiip igine yerlestirilmesi (solda) ve lizerine bitki ekstrakti
eklenmesi (sagda)

Real-time RT-PCR analizi Olmos ve ark. (2005) tarafindan diizenlenen TagMan
real-time RT-PCR yontemine gore gercgeklestirilmistir. Real-time RT-PCR analizinde

kullanilan primer ve prob sekans uzunluklar1 Cizelge 3. 4’ de belirtildigi gibidir.

Cizelge 3. 4. Real-time RT-PCR analizinde kullanilan primer/prob dizilimleri (Olmos
ve ark., 2005)

Sekans  Amplikon
Primer/

Uzunlugu  uzunlugu 3 Primer dizilimi (5’- 3°)
Prob— (bp) (bp)
P241 22 CGTTTATTTGGCTTGGATGGAA
P316D 22 76 GATTAACATCACCAGCGGTGTG
P316M 22 GATTCACGTCACCAGCGGTGTG
5’FAM-
PPV-DM
Brob 27 - CGTCGGAACACAAGAAGAGGAC
ro

ACAGA-TAMRA3’

Real-time RT-PCR hazirhginda AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Kit (Applied
Biosystems) kullanilmistir. Master miks kitinin igerigi Cizelge 3. 5’deki gibidir. Bu
yonteme gore reaksiyon karisiminda 1XTagMan Universal PCR Master Mix (Applied
biosystems), 1XMultiScribe and RNase Inhibitor Mix (Applied Biosystems), 1 uM
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P241 primer, 0,5 uM P316D ve P316M primerleri, 200 nM TagMan probu ve 3 pl
membrandan elde edilen niikleik asit ekstrakti yer almistir. Toplam hacim 12 ul olup
PCR kosullar1 45 °C 10 saniye, 95 °C 10 saniye, 45 dongii 95 °C’de 15 saniye, 60 °C’de
45 saniye seklinde uygulanmistir. Reaksiyon sonuglart ABI Prism 7000 (Applied
Biosystems) cihazinin software dogrultusunda ortaya cikan esik degerlerine gore (CT)

degerlendirilmistir.

Cizelge 3. 5. Real-time RT-PCR reaksiyon karigimi (AgPath-ID™, Applied
Biosystems)

Real-time RT-PCR

Reaksiyon Konsantrasyon 1X Hacim

Karisim (u)
d,H,0 - 1,89
P241 0,5 M 012
P316D 0,5 uM 0,06
P316M 0,5 uM 0,06
Probe (5uM STQ) 0,2 uM 0,37
25x Enzim Mix 1 fold 0,5
e TR
Toplam 9

reaksiyonkarisimi

Niikleik asit 3
ekstrakti (RNA)
Son Hacim 12
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3.2.2.‘Melez Kayis1 Bitkilerinde PPV’ye Dayamiklihigin Molekiiler Markorlerle

Arastirllmas’ Calismalarinda Kullanilan Yontemler

3.2.2.1. Melez Bitkilerin Temini ve Muhafazasi

Calismalarda kullanilan melez kayisi bitkileri Malatya Inénii Universitesi Kayist
Arastirma Merkezi tarafindan elde edilen her bir melezin yapraklanma donemini takiben
siirgiin ve yaprak oOrnekleri alinmis, Hatay Mustafa Kemal Universitesi'ne plastik
torbalar igerisinde gonderilmistir. Malatya’dan temin edilen Orneklerin yapraklari,
aliminyum folyoya sarilmis ve derhal sivi azotta dondurularak niikleik asit izolasyonu

yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.2. Melez Bitkilerden DNA izolasyonu

DNA izolasyonu yapilacak olan bitki 6rnekleri PPV’ye dayanikli ¢esit olan Stark
Early Orange (SEO) ile melezlenen vyerli cesitlerin melezlerinden olusmustur.
Melezlemelerdeki kombinasyonlar ve bu kombinasyonlar sonucu elde edilen melezler
icerisindenkullanilan bitki sayilar1 Cizelge 3. 6°da verilmistir. Orneklerin DNA
ekstraksiyonlart kiigiik degisikliklerle CTAB yontemiyle (Doyle ve Doyle, 1987)
yapilmistir.

DNA izolasyonu asagidaki sekilde gergeklestirilmistir:
1. 50 mg dondurulmus yaprak dokusu s1v1 azot ile ezilerek toz haline getirilmistir.
2. Ornek iizerine 500 ul %2 CTAB tampon ¢dzeltisi eklenmis ve karistirilmistir.
3. Ekstrakt 1,5 mI’lik ependorf tiip igerisine alinmis ve 60 °C’de 45 dakika inkiibe
edilmistir.
4. Ekstrakt tizerine 500 ul 24:1 oraninda kloroform:izoamilalkol eklenmis ve tiip
kapag1 kapatilarak ters diiz etmek suretiyle iyice karigtirilmistir.
5. Tiipler 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
6. Santrifiijden sonra en iist katmandaki yaklagik 350 pl’lik sivi faz yeni 1,5 ml’lik
ependorf tiiplere alinmustir.
7. Tiip tizerine 30 pl (0.08 hacim, 7.5 M) soguk amonyum asetat ve 200 ul (0.54

hacim) soguk izopropanol eklenmis; iyice karistirilmistir.
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8. Ornek -20 °C’de 1 saat bekletilmistir.

9. 1 saat sonunda dondurucudan alinan 6rnek 18.000 rpm’de 3 dakika santrifiij

edilmistir.

10. Siv1 faz pipetlenerek atilmis, ¢okelti lizerine 700 pl %70 soguk ethanol

eklenmis ve tiip ters diiz edilerek karistirilmistir.

11. Tiip santrifiije yerlestirilmis, maksimum hizda 1 dakika santrifiij edilmistir.

12. Siv1 faz dikkatlice pipetlenerek uzaklastirilmistir.

13. Cokelti tizerine 700 pl %95 soguk ethanol eklenmis ve tiip ters diiz edilerek

karigtirilmistir.

14
15
16
17
18

. Tiip santrifiije yerlestirilmis, maksimum hizda 1 dakika santrifiij edilmistir.

. Siv1 faz dikkatlice pipetlenerek uzaklastirilmistir.

. Cokelti vakum santrifiijde veya 55 °C’de inkiibator icerisinde kurutulmustur.

. Kuruyan ¢okelti tizerine 100 ul TE tamponu eklenerek DNA ¢6ziilmiistiir.
. DNA PCR yapilana kadar -20 ° C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge
kombinasyonlardan DNA izole edilen bitki sayis1

Sira

o N oo o A W DN P

6. Melez kayis1 c¢esitlerinin

Melez Cesitler

Hacihaliloglu x Stark Early Orange
Adilcevaz 5 x Stark Early Orange
(Cologlu x Stark Early Orange
Sekerpare x Stark Early Orange
Stark Early Orange x Adilcevaz5
Stark Early Orange x Hacihaliloglu
Stark Early Orange x Sekerpare
Stark Early Orange x Cataloglu

Toplam
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Sayis1

11
14
10
15
20
9
22
33
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3.2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction; PCR)

Analizleri

PPV dayanikliliginin molekiiler markirlarla taranmasi1 calismasinda DNA
izolasyonu yapilan 6rneklerin PCR analizi gerceklestirilmistir. Sarkaya dayanikli kayisi
hatlarinin se¢iminde Soriano ve ark. (2012) tarafindan PGS1.21 ve PGS1.23 olarak
isimlendirilmis olan SSR primerleri kullanilmigtir. PCR iiriinleri kapillar elektroforez
yontemi ile analiz edilmistir. Bu nedenle, PCR iiriinlerinin isaretlenmesinde FAM ile
isaretlenmis M13 primeri kullanilmistir. Markarlarin forward primerlerine 5’ucundan
M13(-21) dizileri eklenmistir (Schuelke, 2000). Her bir reaksiyon karigimi toplam 20
ul’den olusmustur. Tek bir reaksiyon karisiminda 2 pl 10X Buffer (MBI Fermentas,
GmbH, Germany), 1,2 ul MgCl, (MBI Fermentas, GmbH, Germany), 0,2 ul dNTP’ler
(MBI Fermentas, GmbH, Germany), 0,8 ul forward primer, 1,6 ul reverse primer, 0,8 pl
FAM ile isaretli M13(-21), 0,1 pul Tag DNA polimeraz (MBI Fermentas, GmbH,
Germany) ve 2 ul DNA ile hazirlanan reaksiyon karigimlart termal dongii
(thermocycler) cihazina yerlestirilmistir (Cizelge 3. 7 ve Cizelge 3. 8). Amplifikasyon
i¢in termal dongii cihazi 1 dongii 94 °C’de 2 dakika denatiirasyon, 30 dongii 94 °C’de
30 saniye, 50 °C’de 1 dakika, 72 °C’de 1 dakika ve 72 °C’de 7 dakika son uygulamaya

programlanmuistir.

Cizelge 3. 7. PPV dayaniklilik ¢calismasinda yapilan PCR analizinin reaksiyon karigimi

PCR reaksiyon karisim PGS1.21 PGS1.23
1X ul 1X ul

d; H,0 11,3 12,3

bX10 2 2

MgCl, (25 mM) 1,2 1,2

dNTPs (10 mM) 0,2 0,2

Taq polymerase 0,1 0,1

M13 primer (FAM isaretli)

(10 mM) 0,8 0,8

PPVprimer (forward) (10 0.8 0.8

mM)

PPVprimer (reverse) (10 mM) 1,6 1,6

Toplam reaksiyon karisim 18

DNA 2

Son hacim 20

61



3.2.2.4. PCR Sonuclarinin Degerlendirilmesi: Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iirlinlerinin gorsel hale getirilmesi amaciyla reaksiyondan sonra {iriinlerin
%1.2 agaroz jelde elektroforezi yapilmistir. Elektroforez 1XTAE ortaminda yapilmis,
ayni ortam jelin hazirlanmasinda da kullamilmistir. Jele, 3 ul ylikleme boyas1 (6X
Loading Dye; MBI Fermentas, GmbH, Germany) ile birlikte 7 pl yiiklenen PCR
triinleri, 110 V’da 40 dakika siireyle elektroforeze tabi tutulmustur. Elektroforez
sonrasinda jel 1 mg/ml etidyum bromid (EtBr) iceren 1XTAE ortaminda 5- 10 dakika
bekletilerek boyanmistir. UV transilliimiinatérde sonuglar gézlenmis ve amplifikasyon
gerceklesen hatlar belirlenmistir. Amplifikasyonu gergeklesen PCR iiriinlerinin daha
sonra kapillar elektroforezde fragment analizi ger¢eklestirilmistir.

Cizelge 3. 8. PPV’ye dayanikliligin molekiiler markorlerle taranmasi ¢caligmasinda
kullanilan primer dizilimleri

) Amplikon
Primer ]
Primer adi L uzunlugu Primer dizilimi (5’- 3°)
yonu
(bp)
FAM
isaretli - - FAM-5’-ACGACGTTGTAAAACGAC
M13 (-21)
Tleri ACGACGTTGTAAAACGACccctggtgttctgctctctc
PGS1.21 ) 205
Geri CATCCACAAATGGGAAGCAT
Tleri ACGACGTTGTAAAACGAC ttgttatttgttttggttgg
PGS1.23 ) 235
Geri CAGGCTTTTTATGTCCTCCT

3.2.2.5. PCR Uriinlerinin Kapiller Elektroforezi

Mustafa Kemal Universitesi Bitki Koruma Béliimii Viroloji Laboratuari’nda PCR
analizi yapilan Orneklerin bir kismimin kapiller elektroforezi ticari bir firmaya
yaptirilmis, bir kisminin ise Nigde Universitesi, Tarim Bilimleri ve Teknolojileri

Fakiiltesi’nde ABI 3500XL Sequance Analyzer cihazinda fragment analizi yapilmistir.
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Fragment analizinde tek bir reaksiyon karigiminda 9 pl Hi-Di formamide (Applied
Biosystem), 0,5 pl Gene Scan-500 L1Z size Standard (Applied Biosystem), 0,5 ul DNA
eklenerek son hacim 10 pl olarak ayarlanmistir (Cizelge 3. 9). Fragment analizi
oncesinde 6rnekler 95 °C'de 3-5 dakika denatiire edilmis, - 20 °C'de 3 dakika bekletilmis
ve sonra ABI 3500xL Sequance Analyzer cihazina yiiklenmistir. Fragment analizi
tamamlanan Orneklerin GeneMapper software 4.0 versiyonu ile analiz sonuglari

degerlendirilmistir.

Cizelge 3. 9. Fragment analizinin reaksiyon karigimi

Reaksiyon karisim 1X pl
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. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu caligmada elde edilen bulgular 2011- 2014 yillar1 arasinda yaklasik olarak dort
yillik bir zaman dilimini kapsamaktadir. Elde edilen bulgular, ‘Plum pox virus (PPV) T
irkinin bazi biyolojik 6zelliklerinin arastirilmasi’ ve ‘melez kayis1 bitkilerinde PPV’ye
dayanikliligin molekiiler markdrlerle belirlenmesi’ olmak iizere iki ana baslik altinda

yapilan ¢alismalar1 igermektedir.

4.1. ‘Plum pox virus (PPV) T Irkimin Baz1 Biyolojik Ozelliklerinin Arastirilmasi’®

Calismalarimin Bulgular:

4.1.1. Mekanik Yolla PPV-T Enfeksiyonu Yapilan Bitkilerin Simptomatolojik
Gozlemleri, DAS-ELISA ve Real-time RT-PCR Analizleri

PPV-T’nin mekanik inokulasyonla otsu konukgularina taginmasi ¢aligmalarinda,
enfekteli kayisi bitkisinden 10 adet N. benthamiana tiitiin bitkisine mekanik
inokulasyonla tasima gerceklestirilmesinden 3 hafta sonra ilk virlis simptomlar
gozlenmistir. 3- 4 haftalik simptomatolojik gézlemler sonucunda 2 adet tiitiin bitkisinin
yapraklarinda genis mozaik lekeler, damar aralarinda renk degisimleri ve yaprak
uclarinda kivrilma seklinde viriis simptomlar1 gozlenmistir (Sekil 4. 1). Bitkilere
yapilan DAS-ELISA ve viral RNA izolasyonu sonrasinda gerceklestirilen real-time RT-
PCR analizlerinde tiitiin bitkilerinin PPV ile enfekteli oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4. 1. Mekanik inokulasyonla PPV-T enfektelenen Nicotiana benthamiana tiitiin
bitkisinin yapraklarindaki genis mozaik lekeler ve renk agilmalari

Mekanik inokulasyon yontemi ile PPV-T enfektelenen tiitiin bitkisini inokulum
kaynagi olarak kullanmis ve3 adet saglikli tiitiin ve 5 adet saglikli hiyar bitkilerine
yeniden mekanik inokulasyon gergeklestrilmistir.  Gergeklestirilen — mekanik
inokulasyonlarda 3- 4 haftalik simptomatolojik gézlem sonunda 3 adet tiitiin bitkisinin
tamaminda damar aralarinda renk acilmalar1 ve mozaik sar1 lekeler gézlenmistir (Sekil
4. 2). Hiyar bitkilerinde ise PPV’ye 6zgii herhangi bir simptom gozlenmemis, yapilan
DAS- ELISA ve viral RNA izolasyonu sonrasinda gergeklestirilen real-time RT- PCR
analizlerinde de mekanik inokulasyon yapilan 5 adet hiyar bitkisinin tamaminin PPV
yoniinden negatif oldugu tespit edilmistir.

Elde edilen sonuglar, N. benthamiana tiitiin bitkisinin PPV’ye daha hassas
oldugunu ve gerek Prunus tiirlerinden tiitiin bitkisine yapilan inokulasyonlarda, gerekse
de tiitlin bitkisinden tiitiin bitkisine yapilan mekanik inokulasyon islemlerinde indikator
bitki olarak kullanilabilecegi hususunda yapilan bir¢ok calismayla (Labonne ve ark.,

1995; Glasa ve ark., 2004) paralellik gostermistir.
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Sekil 4. 2. PPV-T enfekteli tiitinden mekanik inokulasyonla PPV-T enfektelenen
Nicotiana benthamiana tiitiin bitkisinin yapraklarindaki mozaik simptomlar ve renk
agilmalar1

4.1.2.PPV-T’nin Yaprak Bitleri ile Deneysel Tasima Denemeleri

PPV-T’nin yaprak bitleri ile deneysel tasima denemelerinde ‘KBY ve SBY olmak
tizere iki farkli tasima yontemi kullanilmigtir. Her iki yontemin tasima etkinligi ve
denemeler sonunda yapilan DAS-ELISA ve real-time RT-PCR analizleri iki baslik

altinda degerlendirilmistir.
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4.1.2.1. ‘Kontrollii Beslenme Yontemi’ (KBY) ile Deneysel Tasima Denemeleri

4.1.2.1.1. Myzus persicae ile Bezelye (Pisum sativum ¢Colmo’; Pisum sativum
‘Siena’) Bitkisine Deneysel Tasima Denemelerinin DAS-ELISA ve Real-time RT-
PCR Analizleri

M. persicae ile farkli zamanlarda yapilan KBY ile deneysel tasima denemelerinde
indikator bitki olarak toplam 60 adet P. sativum ‘Colmo’ bezelye bitkileri kullanilmustir.
PPV-T inokulum kaynagi olarak da, PPV-T Ankara izolati ile enfekteli Myrobalan 29C
bitkisi kullanilmigtir. Bezelye bitkilerinin 45 adedinde 4- 5 haftalik yapilan
simptomolojik gbézlem sonucunda bitkilerde herhangi bir simptom goézlenmemistir.
Buna ragmen 6rneklere simptomolojik gézlem sonunda DAS-ELISA analizi yapilmistir.
Yapilan DAS-ELISA ve membrandan dogrudan gergeklestirilen spot real-time RT-PCR
analizlerinde tiim 6rnekler PPV yoéniinden negatif bulunmustur. Tasima denemesinde
kullanilan diger 15 adet ‘Colmo’ bezelyelerinin yapraklarinda mozaik simptomlar,
kiiglilmeler, kasiklasmalar ve nekrozlar gozlenmistir (Sekil 4. 3). PPV’nin bezelye
bitkisindeki bu simptomlar1 Diaz- Vivancos ve ark. (2008)’nmin yapmis oldugu
caligmalarla paralellik gostermektedir.

Bezelye bitkisinin yapraklarindan alinan 6rneklere DAS- ELISA ve spot real-time
RT-PCR analizleri yapilmistir. Yapilan DAS-ELISA analizlerinde o6rnekler PPV
yoniinden negatif bulunurken, dogrudan membrandan yapilan spot real-time RT-PCR
analizinde 15 6rnekten 13 tanesinin PPV yoniinden pozitif oldugu tespit edilmistir. Elde
edilen sonuglar1 teyit amaciyla spot real-time RT-PCR’de PPV pozitif bulunan 13
ornekten alinan yaprak ornekleri ile viral RNA izolasyonu gerceklestirilmis ve real-time
RT-PCR analizi yapilmigtir. Yapilan real-time RT-PCR analizlerinde de 13 bezelye
bitkisi PPV yoniinden pozitif bulunmustur. Spot real-time RT-PCR ve real-time RT-
PCR analizlerinde elde edilen bu bulgular, Capote ve ark. (2009) yaptiklar1 spot real-
time analizlerinin validasyonu g¢alisamalari ile benzerlik gostermektedir. Denemelerin
bazilarinda hem spot real-time RT- PCR hem de RNA izolasyonu sonras1 yapilan real-
time RT-PCR analizleri kullanilmistir. Ancak Capote ve ark. (2009)’nin da belirttigi
gibi RNA izolasyonu yaparak gerceklestirilen PCR temelli analiz sonuglarinin ¢ok daha
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hassas olmasi gozoniinde bulunduruldugundan, analizlerin biiyiikk cogunlugu RNA

izolasyonu sonrasinda yapilan real-time RT-PCR ile ger¢eklestirilmistir.

Sekil 4. 3. PPV-T’nin Myzus persicae ile deneysel tasima denemesinde kullanilan
‘Colmo’ bezelye bitkilerinin yapraklarindaki mozaik simptomlar (1) ve bitkilerin yaprak
ucunda kasiklagsmalar (2)

Denemelerde ayrica 20 adet P. sativum ‘Siena’ bitkisi kullanilmistir. Bu bitkilerle
kurulan tasima denemelerinde 4- 5 haftalik simptomolojik gozlem siiresince bitkilerde
higbir simptom gozlenmemistir. Bezelye bitkileri, DAS-ELISA, spot real-time RT-PCR
ve viral RNA izolasyonu sonrasinda yapilan real-time RT-PCR analizlerinde de PPV
yoniinden negatif bulunmustur.

Denemelerde, ortam kontrol amag¢lhi kullanilan PPV-T’den ari 10 adet bezelye
bitkisinde denemeler siiresince hi¢bir simptom goézlenmemistir. Deneme sonunda bu
bitkilerin, DAS- ELISA analizi, viral RNA izolasyonu sonrasinda yapilan real time RT-
PCR analizi ve dogrudan membrandan yapilan spot real-time RT- PCR analizinde de
PPV yoniinden negatif oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak, M. persicae ile PPV-T’nin KBY ile ‘Colmo’ bezelyelerine % 21.60
oraninda deneysel tasimasi gergeklestirilmistir. Buna gore yapilan bu ¢alismada elde
edilen bulgular, M. persicae ile PPV-M’nin otsu konukgularina deneysel tasima
calismasinda P. sativum’a % 24.00 oraninda PPV nin tasindigin1 bildiren Manachini ve
ark. (2007) ile benzerdir. Ayrica bu sonuglar, Wallis ve ark. (2007)’1mn PPV PENN3 ve
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PPV PENN4 izolatlarinin M. persicae ile ‘Colmo’ bezelye bitkisine % 3-5 oranlarinda

deneysel tasima gerceklestirdigini bildirdigi ¢aligmalar ile de benzerlik gostermektedir.

4.1.2.1.2. M. persicae ile Tiitiin (Nicotiana benthamiana) Bitkisine Deneysel Tasima
Denemelerinin DAS-ELISA ve Real-time RT-PCR Analizleri

KBY metodu ile kurulan denemelerde PPV-T’nin M. persicae ile deneysel
tasimasi arastirtlmistir. Denemelerde toplam 80 adet indikator tiitiin (N. benthamiana)
bitkisi ve Ui¢ farkli PPV-T inokulum kaynag (PPV-T dogal enfekteli kayis1 bitkisi,
mekanik inokulasyonla PPV-T enfektelenmis N. benthaminana tiitiin bitkisi ve PPV-T
Ankara izolati ile enfekteli Myrobalan 29C bitkisi) kullanilmistir.

PPV-T enfekteli kayisindan M. persicae ile tiitiin bitkisine tasima denemelerinde
kullanilan 60 adet N. benthamiana tiitiin bitkilerinden 23 tanesi simptomolojik gozlem
esnasinda Olmiistiir. Diger 37 tiitiin bitkisi ise 4- 5 hafta siiresince iklim odasinda
simptomolojik olarak takip edilmis, ancak bitkilerde simptomolojik olarak bir degisiklik
gozlenmemistir. N. benthamiana tiitiin bitkilerine yapilan DAS-ELISA analizinde
bitkilerin tamami1 PPV yoniinden negatif bulunurken, dogrudan membrandan yapilan
spot real-time RT-PCR analizinde 37 adet tiitiin bitkisinden 2 tanesi PPV pozitif
bulunmustur. Elde edilen bu sonuglar, PCR temelli analizlerin PPV tesisinde
hassasiyetinin DAS-ELISA analizlerine oranla daha yiiksek oldugunu belirten
calismalarla (Wetzel ve ark., 1991; Levy ve Hadidi, 1994; Candresse ve ark., 1995;
Faggoli ve ark.,1998; Schneider ve ark., 2004) paralellik gostermektedir.

PPV-T enfekteli Myrobalan 29C bitkisi ile 10 adet N. benthamiana tiitiin bitkisine
yapilan deneysel tasima denemeleri sonunda, indikator tiitiin bitkileri 4- 5 hafta
stiresince iklim odasinda simptomolojik olarak gozlenmistir. Tagima denemelerinden ii¢
hafta sonra 10 adet tiitlin bitkisinden sekizinin bazi alt yapraklarinda mozaik benzeri
simptomlar gozlenmistir. Ancak bitkiler, DAS-ELISA ve membrandan dogrudan
gerceklestirilen spot real-time RT-PCR analizlerinde PPV negatif bulunmustur. Bu
sonucun, Cambra ve ark. (2006)’1n yaptiklart ¢alismalarda da belirttigi gibi PPV her ne
kadar sistemik bir virlis ise de viriisiin bir sekilde bazi yapraklarla sinirli kalmis
olabilecegi ve analizler icin Ornek olarak alinan diger yapraklarin da virls

konsantrasyonunu iyice azaltmis olmasi olasiliklariyla ortiistiigli distiniilmektedir.
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Ayrica bitkiler cevresel faktorlere tepki olarak da bazen virlis benzeri mozaik
simptomlar olusturabilmektedirler. Bu da gbz o6niinde bulunduruldugunda, bitkilerin
yapraklarinda simptomolojik degisim gézlenmesine ragmen yapilan analizlerin PPV-T
yoniinden negatif olmas1 da diger bir neden olarak diistiniilmektedir.

PPV-T enfekteli tiitin (N. benthamiana) bitkisinden M. persicae ile indikator N.
benthamiana tiitiin bitkisine PPV-T tasima denemeleri sonunda, indikator tiitiin bitkileri
4- 5 hafta siiresince simptomolojik olarak gdzlenmistir. Simptomolojik gozlemler
sonunda 10 indikator tiitiin bitkisinden 3 nolu (Sekil 4. 4) ve 7 nolu (Sekil 4. 5)
orneklerin yaprak damarlarinda bant seklinde koyulagmalar, damar aralarinda renk
acilmalari, mozaik lekelenmeler, yaprak uclarinda kivrilmalar ve yaprak iizerinde
kabartilar gozlenmistir. Tiitlin bitkilerinden alinan yaprak orneklerine yapilan DAS-
ELISA ve RNA izolasyonu sonrasinda yapilan real-time RT-PCR analizlerinde 2 ve 7
nolu bitki PPV pozitif bulunurken (Sekil 4. 6 ve Sekil 4. 7) geriye kalan 8 bitki PPV
negatif tespit edilmistir.

Sekil 4. 4. Myzus persicae ile PPV-T deneysel tasima denemesinde kullanilan, yaprak
damarlarinda bantlasma, damar aralarinda renk acilmalar1 ve yaprak iizerinde kabartilar
gobzlenen 3 nolu Nicotiana benthamiana tiitiin bitkisi
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Sekil 4. 5. Myzus persicae ile PPV-T deneysel tasima denemesinde kullanilan, damar
aralarinda agilmalar, damarlarda koyu renklenmeler, yaprak uglarinda kivrilmalar ve
sekil bozukluklar1 gézlenen 7 nolu Nicotiana benthamiana tiitiin bitkisi

Sonug olarak, M. persicae ile PPV-T'nin KBY metodu kullanilarak N.
benthamiana tiitiin bitkisine deneysel tasima denemelerinde, inokulum kaynag: olarak
PPV-T enfekteli kayist kullanildiginda % 5.40, PPV-T enfekteli kayisindan mekanik
inokulasyonla enfektelenmis N. benthamiana tiitiin bitkisi kullanildiginda % 20.00 ve
PPV-T Ankara izolat: ile enfekteli Myrobalan 29C kullanildiginda ise % 0 oranlarinda
tasima saglanmistir. Bu sonuglar, Glasa ve ark. (2004) tarafindan yapilan farkli PPV
izolatlarinin farkli taginma etkinligi oldugunu belirten calisamalariyla benzerdir. Ayrica

bu ¢alisma, Wallis ve ark. (2007) tarafindan otsu inokulum kaynagi kullanilarak yine
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otsu indikator bitkiye PPV’nin M. persicae ile tasima denemelerinin daha basarili
oldugunu belirttikleri ¢calismay1 da desteklemektedir.

-t LightCycler® 480 Software
g ————— T
ﬁllﬂcpnrl_ ALLLL
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Abs Quant/Fit Points for 140704_PPV_MP_T {Abs QuantfFit Points)
Settings

Channel | 465-510
Color Compensation | Off
Standard Curve  Set Efficiency (2.00)

Pragrarn  Cycling Units

First Cycle 1 Last Cycle 45 Background 2-6
Moiseband Method Moiseband (Fluor) Moiseband 6.0978 STD Dev Multiplier 15.3631
# of Fit Points 2 Threshald Method | Auto Threshald 60975

Subset Name  140704_PPY_MP_T

Results

Inc  Pos  Mame Type CP Concentration = Standard  Status
M Al PC Unknown 19.44
B A2 MPYT Unknown 19.20
M | Bl NC LUnkriown

M | B2 MPBT Unknown

E 1 MPIT Unknown

M | C2 MPI-T LUnkriown

M D1 MPZT Unknown

E D2 MPIO-T Unknown

B | E1 MP3T Unknown 20.45
M F1  MP4T Unknown

B | G1 MPST Unknown

B | Hl MPBE-T Lnknown

Sekil 4. 6. Viral RNA izolasyonu sonrasinda real-time RT-PCR ile PPV tespit edilen 3
(MP3- T) ve 7 (MP7- T) nolu tiitiin bitkilerinin real-time Roche 480 Il cihaz verilerine
gore analiz sonu¢ raporu. Analiz sonucuna gore 3 nolu bitki 20.45 CP (20’nci
Dongii)’de pozitif sonug vermis, 7 nolu 6rnek ise 19.20 CP (19’uncu Dongii)’de pozitif
sonu¢ vermistir. CP: Crossing point (DNA ¢ogalmasinin goriinebilir oldugu ilk nokta);
PC: Pozitif kontrol (PPV-M); NC: Negatif kontrol (Su kontrol); MP: Myzus persicae
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Sekil 4. 7. Viral RNA izolasyonu sonrasinda real-time RT-PCR ile PPV pozitif tespit
edilen 3 (MP3- T) ve 7 (MP7- T) nolu tiitiin bitkilerinin ve pozitif kontroliin real time

Roche 480 II cihaz verilerine gore DNA amplifikasyon egrisi. MP: Myzus persicae
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4.1.2.1.3. Aphis gossypii ile Bezelye (Pisum sativum ¢Colmo’; Pisum sativum
‘Siena’) Bitkisine Deneysel Tasima Denemelerinin DAS-ELISA ve Real-time RT-
PCR Analizleri

A. gossypii ile farkli zamanlarda KBY’ye gore yapilan deneysel tagima
denemelerinde indikator bitki olarak 30 adet P. sativum ‘Colmo’ ve 20 adet P. sativum
‘Siena’olmak tizere toplam 50 adet saglikli bezelye bitkisi kullanilmistir. Ayrica
denemelerde inokulum kaynagi olarak PPV-T Ankara izolati ile enfekteli Myrobalan
29C bitkisi  kullanilmigtir. Denemeler sonunda bezelye bitkilerine 4-5 hafta
simptomolojik gozlem yapilmis, ancak herhangi bir viral simptom gozlenmemistir.
‘Siena’ ve ‘Colmo’ bezelyelerine yapilan DAS-ELISA ve real-time RT-PCR
analizlerinde bitkiler PPV bakimindan negatif bulunmustur. Benzer bir ¢alismada,
Avinent ve ark. (1991) A. gossypii ile PPV tasima denemesini basariyla
sonuglandirirken, Labonne ve ark. (1995), PPV’nin KBY’ye gore deneysel tasima
denemelerinde PPV’yi aktif tastyamadigini bildirmistir.

4.1.2.1.4. Aphis gossypii ile Tiitiin (Nicotiana benthamiana) Bitkisine Deneysel
Tasima Denemelerinin DAS-ELISA ve Real-time RT-PCR Analizleri

A. gossypii ile KBY metoduna gore kurulan deneysel tasima denemesinde
indikator bitki olarak 20 adet N. benthamiana tiitiin bitkisi kullanilmig, inokulum
kaynagi olarak da PPV-T ile enfekteli tiitiin bitkisi kullanilmistir. PPV-T tagima
denemesinden 5 hafta sonrasinda 2 nolu (Sekil 4. 8) ve 8 nolu (Sekil 4. 9) N.
benthamiana tiitiin bitkilerinin yaprak damar aralarinda sararmalar, iist yapraklarinda
sart mozaik lekeler ve kiigiilmeler gozlenirken 5 nolu (Sekil 4. 10) bitkinin yaprak
damarlarinda ¢ok hafif renk acgilmalari ve {ist yapraklarda kiigiilme ve kivrilmalar

gozlenmistir.
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Sekil 4. 8. Aphis gossypii ile PPV-T tasima denemelerinde kullanilan ve yapraklarinda
sar1 mozaik lekeler ve kiigiilmeler gbzlenen 2 nolu Nicotiana benthamiana tiitiin bitkisi
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Sekil 4. 9. Aphis gossypii ile PPV-T tasima denemelerinde kullanilan ve yaprak damar

aralarinda sararmalar, yapraklarinda sar1t mozaik lekeler ve kiigiilmeler gozlenen 8 nolu
Nicotiana benthamiana tiitiin bitkisi

g4

Sekil 4. 10. Aphis gossypii ile PPV-T yasima denemelerinde kullanilan ve yaprak
damarlarinda renk agilmalar1 (solda) ve iist yapraklarda kii¢iilmeler (sagda) gézlenen 5
nolu Nicotiana benthamiana tiitiin bitkisi
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Altinct hafta sonunda, tasima denemesinde kullanilan 20 adet tiitiin bitkisine
DAS- ELISA analizi yapilmistir. Yapilan DAS- ELISA sonucunda yapraklarinda sari
mozaik lekeler ve kiigiilmeler gbzlenen 2 ve 8 nolu tiitiin bitkileri PPV bakimindan
pozitif bulunurken, diger tiim bitkiler PPV bakimindan negatif bulunmustur. Bitkilere
ayrica viral RNA izolasyonu sonrasinda gergeklestirilen real-time RT-PCR analizleri
yapilmistir. DAS- ELISA analizinde PPV yoniinden pozitif bulunan 2 ve 8 nolu N.
benthamiana tiitiin bitkileri real-time RT-PCR analizinde de pozitif bulunmus, DAS-
ELISA analizinde PPV negatif bulunan 5 nolu 6rnek ise real-time RT-PCR analizinde
PPV yoniinden pozitif bulunmustur (Sekil 4. 11 ve Sekil 4. 12). Diger 17 tiitiin bitkisi
PPV bakimindan negatif bulunmustur.

Sonu¢ olarak, A. gossypii ile KBY’ye gore yapilan deneysel tasima
denemelerinde, A. gossypii yaprak bitinin inokulum kaynag tiitiin bitkisinden, indikator
N. benthamiana tiitiin bitkisine PPV-T’yi % 15.00 oraninda tasidig1 tespit edilmistir.
Caglayan ve ark. (2013), Izmir Menemen civarinda yaptig1 bir ¢alismada A. gossypii
yaprak bitinin kayist agaglarinda yaygin bulundugunu ve bu yaprak bitinin PPV’yi %
23.80 oranlarinda bilinyesinde bulundurdugunu tespit etmislerdir. Yine benzer bir
caligmada Kaya ve ark. (2014), Hatay’da seftali bahcesinde A. gossypii’nin yaygin
olarak bulundugunu ve bu yaprak bitinin PPV’yi %12.42 oranlarinda biinyesinde
bulundurdugunu belirtmig, A. gossypii’nin PPV’yi tagimada rol oynayabilecegini
bildirmislerdir. Yapilan bu c¢alisma ile elde edilen bulgular, A. gossypii yaprak bitinin
PPV-T’nin vektorii oldugunu ispatlamaktadir. Ayrica bu ¢alisma KBY’ye gore kurulan
deneysel tasima denemelerinde A. gossypii’nin PPV tasimada basarisiz oldugunu

bildiren Labonne ve ark. (1995) ile farklilik géstermektedir.
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Sekil 4. 11. Aphis gossypii ile PPV-T tasima denemelerinde kullanilan ve viral RNA
izolasyonu sonrasinda real-time RT-PCR ile PPV tespit edilen 2 (AG 2), 5 (AG 5) ve 8
(AG 8) nolu Nicotiana benthamiana tiitiin bitkilerinin real-time Roche 480 Il cihaz
verilerine gore analiz sonu¢ raporu. Buna gore 2 nolu bitki 22.33 CP’de, 5 nolu bitki
32.70 CP’de ve 8 nolu bitki ise 21.47 CP diizeyinde PPV pozitif bulunmustur. CP:
Crossing point (DNA c¢ogalmasinin goriinebilir oldugu ilk nokta); PC: Pozitif kontrol

(PPV-M); NC: Negatif kontrol (Su kontrol); AG: Aphis gossypii
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Sekil 4. 12. Aphis gossypii ile PPV-T tagima denemelerinde kullanilan ve viral RNA
izolasyonu sonrasinda real-time RT-PCR ile PPV tespit edilen 2 (AG 2), 5 (AG 5) ve 8
(AG 8) nolu Nicotiana benthamiana tiitiin bitkilerinin real time Roche 480 II cihaz
verilerine gére DNA amplifikasyon egrisi. PC 25.dongiide, 2 nolu bitki 22.dongiide, 8
nolu bitki 21.dongiide ve 5 nolu bitki 32.dongiide PPV pozitif deger gostermistir. PC:
Pozitif kontrol; AG: Aphis gossypii

4.1.2.1.5. Aphis gossypii ile Hiyar (Cucumis sativus) Bitkisine Deneysel Tasima
Denemesinin DAS-ELISA ve Real-time RT-PCR Analizleri

A. gossypii ile yapilan birgok tasima denemesinde hiyar bitkisi tizerinde gogaltilan
yaprak bitleri kullanilmigtir. Denemeler esnasinda yaprak bitinin, P. sativum ‘Siena’

bezelye bitkileri ve N. benthamiana tiitiin bitkileri iizerinde uzun siire beslenme
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egiliminde olmadiklar1 goézlenmistir. Bu nedenle de A. gosypii’nin hiyar bitkisi
tizerindeki davraniglarini gozlemlemek ve hiyar bitkisine PPV-T’yi daha etkin tasiyip
tastyamadigin1 anlamak adina boyle bir deneme gerceklestirilmistir.

PPV-T’nin A. gossypii ile hiyar bitkisine KBY’ye gore gerceklestirilen deneysel
tasima denemelerinde inokulum kaynagi olarak PPV-T enfekteli tiitiin bitkisi tercih
edilmis, indikator saglikli bitki olarak da 20 adet hiyar bitkisi kullanilmigtir. Ayrica
denemelerde, hiyar bitkisi tizerinde ¢ogaltilan A. gossypii yaprak bitleri kullanilmistir.

PPV-T’nin A.gossypii ile deneysel tasima denemesinde kullanilan hiyar bitkileri
4- 5 hafta siiresince iklim odasinda simptomolojik olarak gozlenmistir. Yapilan
simptomolojik gozlem siiresince hiyar bitkilerinden 8 tanesi 6lmiis, kalan bitkilerin de
yapraklarinda kiigiilme ve gelisme geriligi gozlenmistir; ancak PPV-T’ye 6zglin bir

simptomolojik degisim gozlenmemistir (Sekil 4. 13).

—

Sekil 4. 13. Saglikli hiyar (Cucumis sativus) bitkisinin normal biiyiikliikteki yapragi
(solda) ve Aphis gossypii ile deneysel tasima denemelerinde kullanilan hiyar bitkisinin
yapraklarindaki kii¢iilmeler ve gelisme geriligi (sagda)

Bitkilere besinci hafta sonunda DAS- ELISA ve real-time RT-PCR analizleri
yaptlmistir. Yapilan DAS-ELISA ve dogrudan viral RNA izolasyonu sonrasi
gergeklestirilen real-time RT-PCR analizlerinde tim 6rnekler PPV yoniinden negatif
bulunmustur.

Elde edilen sonuglara gére, PPV-T’nin A.gossypii ile deneysel tasima etkinliginin
sadece yaprak bitinin beslenmeyi tercih ettigi konuk¢u bitkiye bagli olmadiginin,

tasinma kosullarinda yaprak bitinin beslenme esnasinda PPV’yi biinyesine alip
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alamadiginin daha etkin oldugunun, ayrica yapilan diger caligmalara bakildiginda
yaprak bitinin tagima etkinliginde PPV nin 1rkinin da biiyiik rol oynadiginin dikkate
alinmas1 gerektigi anlagilmistir. Bu c¢alisma A. gossypii ile KBY’ye gore yapilan
denemelerde PPV’nin taginmadigimi bildiren Labonne ve ark. (1995) ile paralellik
gosterirken, A. gossypii’nin PPV’yi tasiyan vektdr yaprak biti oldugunu bildiren
Avinent ve ark. (1991) ile farklilik gostermektedir.

4.1.2.1.6. Hyalopterus pruni ile Myrobalan 29C (Prunus cerasifera) Bitkisine
Deneysel Tasima Denemelerinin DAS-ELISA ve Real-time RT-PCR Analizleri

H. pruni ile Myrobalan 29C bitkisine deneysel PPV-T tasima denemesinde,
indikator saglikli bitki olarak 6 adet Myrobalan 29C bitkisi kullanilmistir. Denemelerde
inokulum kaynagi olarak da PPV-T Ankara izolati ile enfekteli Myrobalan 29C bitkisi
kullanilmistir. Tasima denemesinde kullanilan H. pruni yaprak bitlerinin denemeye
dahil edilmeden 6nce, yapilan spot real time RT- PCR analizlerinde PPV yoniinden
negatif oldugu tespit edilmistir. PPV-T tasima denemesi sonunda, indikator Myrobalan
bitkileri 8- 12 haftalik simptomolojik gozleme alinmistir. Simptomolojik go6zlem
stiresince bitkilerde herhangi bir viral simptom tespit edilmemistir. Gozlem siiresi
sonunda bitkilerden alinan yaprak oOrneklerine dogrudan viral RNA izolasyonu ile
gergeklestirilen real-time RT-PCR analizi yapilmigtir. Yapilan analizlerde tiim bitkiler
PPV yoniinden negatif bulunmustur. Ancak PPV’nin ¢ok yillik bitkilerde, bitkilerin
soguklama ihtiyacim1 takip eden donemde de ortaya cikabilecegi goz Oniinde
bulunduruldugundan, bitkilerin 2- 3 aylik soguklama ihtiyaci giderilmistir. Daha sonra
bitkilerin tekrardan siirgiin vermesi saglanmistir. Yeni yapraklanma siiresinde 6 adet
Myrobalandan 29C bitkisinden 1 tanesinde higbir sekilde yeni siirgiin olusmadigi ve bu
bitkinin kuruyarak 6ldiigii gézlenmistir. Bitkideki bu kurumanin, soguklama siiresince
bitkinin zayif diismesini saglayabilecek PPV’nin var olma ihtimalinden mi, fizyolojik
nedenlerden mi kaynaklandigi bilinmemektedir. Geriye kalan 5 adet Myrobalan 29C
bitkisinde taze yaprak siirgiinleri olusmustur. Myrobalan 29C bitkileri 2 aylk
yapraklanma periyodu siiresince simptomolojik degisim bakimindan takip edilmis, yeni
stiren yapraklarda PPV’ye iliskin herhangi bir simptom gozlenmemistir. Yapraklardan

alinan Orneklere DAS- ELISA analizi ve dogrudan viral RNA izolasyonu sonrasi
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gerceklestirilen real-time RT- PCR analizi yapilmistir. Yapilan her iki analizin
sonucuna gore 5 adet indikator Myrobalan bitkisinin tamami PPV agisindan negatif
bulunmustur.

Sonug olarak, KBY’ye gore kurulan deneysel tasima denemesinde 5 adet
Myrobalan 29C bitkisine yapilan analizlerde H. pruni’nin PPV-T’yi tasimadig tespit
edilmistir. Yapilan bu c¢alisma, Prunus’dan Prunus’a PPV’nin deneysel tasima
denemesinde H .pruni’nin PPV’yi tasidigini bildiren Avinent ve ark. (1993) ile farklilik
gosterirken, Prunus’dan Prunus’a H. pruni’nin PPV’yi tasimadigini bildiren Labonne
ve ark. (1995) ile benzer sonuglara sahiptir. Elibiiyiik (2003), Ankara’da H. pruni’nin
kayisi ve erik yetistiriciliginin yogun yapildigi bahgelerde yaygin oldugunu belirtmis ve
bu yaprak bitinin PPV’yi tasidigini bildirmislerdir. Caglayan ve ark. (2013), H.
pruni’nin Ege Bolgesi’nde PPV-T enfekteli kayisi bahcesinde yaygin bulunan yaprak
biti oldugunu ve H. pruni’nin PPV’yi % 32.50 oranlarinda biinyesinde bulundurdugunu
bildirmislerdir. Benzer bir ¢alismada, Kaya ve ark. (2014), Hatay’da PPV-M enfekteli
seftali bahgesinde H. pruni’nin yaygin bulunan yaprak biti oldugunu ve H. pruni’nin
PPV’yi % 11.11 oranlarinda biinyesinde bulundurdugunu bildirmislerdir. Yapilan bu
calismada elde edilen bulgular, Tiirkiye’de yapilan bazi ¢alismalar1 (Elibiiyiik, 2003;
Caglayan ve ark., 2013; Kaya ve ark., 2014) desteklememektedir. Ayrica bu ¢alismada
elde edilen bulgular, sert g¢ekirdekli meyve agaglarinin 20’den fazla yaprak bitine
konukguluk etmesine ragmen, yaprak bitlerinin bu agaglarda kolonize olmasinin
Prunus’un tiiriine bagli oldugunu ve PPV’ nin bu yaprak bitleri ile yayilmasinin PPV nin
irkina bagl oldugunu bildiren Labonne ve Dallot (2006) ile, H. pruni’nin PPV’yi
tagimadigini bildiren Biichen-Osmond (2006) ile ve viriiliifer yaprak bitlerinin PPV’yi
tasimada etkin olmamasinin Myrobalan 29C gibi bazi Prunus anaglarimin PPV’ye
dayaniklilik gdstermesinden kaynaklanabilecegini bildiren Vidal ve ark. (2010) ile

benzerlik gostermektedir.
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4.1.2.2. ‘Serbest Beslenme Yontemi’ (SBY) ile Deneysel Tasima Denemeleri

4.1.2.2.1. Myzus pericae ile Tiitiin (Nicotiana benthamiana) Bitkisine Deneysel
Tasima Denemelerinin DAS-ELISA ve Real-time RT-PCR Analizleri

PPV-T’nin, M. persicae ile N. benthamiana tiitiin bitkisine deneysel tasima

denemelerinde iki farkli SBY’ye gore deneysel tasima denemesi yiirtitilmiistiir.

Yapilan ilk deneysel tasima denemesinde indikator bitki olarak 7 adet N.
benthamiana tiitiin bitkileri kullanilmistir. Denemede, PPV-T enfekteli kayisi
bitkilerinin yogun olarak PPV simptomu gosteren yapraklart inokulum kaynagi olarak
kullanilmistir. Enfekteli kayis1 yapraklar {izerine aktarilan M. persicae yaprak bitleri,
enfekteli yaprakla beraber dogrudan indikator tiitiin bitkileri iizerine konulmus ve tiil
kafes icerisinde serbest bir sekilde 5 giin boyunca beslenmesi saglanmistir. Tasima
denemelerinden ti¢ hafta sonrasinda 7 adet indikator N. benthamiana tiitiin bitkisinden
bir tanesinde (6 nolu bitki) yaprak damarlarinda bant seklinde koyulasmalar ve damar

aralarinda mozaik simptomlar gézlenmistir (Sekil 4. 14).
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Sekil 4. 14. Myzus persicae ile PPV-T deneysel tasima denmelerinde kullanilan ve
yaprak damarlarinda bant seklinde koyulagsmalar ve damar aralarinda mozaik simptom
gozlenen 6 nolu Nicotiana benthamiana tiitiin bitkisi

N. benthamiana tiitin bitkilerinden alinan yaprak Orneklerine yapilan DAS-
ELISA ve viral RNA izolasyonu sonrasinda gerceklestirilen real-time RT-PCR
analizlerinde simptom gosteren 6 nolu tiitiin bitkisi PPV yoniinden pozitif bulunurken

diger tiitiin bitkileri negatif bulunmustur (Sekil 4. 15; Sekil 4. 16).
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Sekil 4. 15. Viral RNA izolasyonu sonrasinda real-time RT-PCR ile PPV tespit edilen 6
nolu (MP6- K) tiitiin bitkisinin real-time Roche 480 II cihaz verilerine gore analiz sonug
raporu. 6 nolu bitki 21.82 CP diizeyinde PPV pozitif bulunmustur. CP: Crossing point
(DNA ¢ogalmasmin goriinebilir oldugu ilk nokta) PC: Pozitif kontrol (PPV-M); NC:
Negatif kontrol (Su kontrol); MP: Myzus persicae
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Sekil 4. 16. Viral RNA izolasyonu sonrasinda real-time RT-PCR ile PPV tespit edilen
tiitiin bitkisinin (MP6-K) ve pozitif kontroliin real-time Roche 480 Il cihaz verilerine
gore DNA amplifikasyon egrisi. Buna gore, PC 19. dongiide, 6 nolu bitki 21. dongiide
PPV pozitif sonug vermistir. MP: Myzus persicae; PC: Pozitif kontrol

SBY ile kurulan ikinci deneysel tasima denemesinde indikator bitki olarak 8 adet
N. benthamiana tiitiin bitkisi kullanilmistir. Denemede PPV-T enfekteli tiitiin bitkisi
inokulum kaynagi olarak kullanilmistir. 20 giin siiresince yaprak bitlerinin enfekteli
bitkiden diger bitkilere serbest gegisi ve beslenmesi saglanmigtir. Deneme sonunda
tiitlin bitkileri 3 haftalik simptomolojik gozleme alinmistir. Simptomolojik goézlem
sonunda 8 adet indikator tiitiin bitkisinden 3, 4, 6 nolu bitkilerin yapraklarinda viral

hastalik benzeri degisiklikler gézlenmistir (Sekil 4. 17).
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Sekil 4. 17. Myzus persicae ile PPV-T deneyesel tasima denemelerinde kullanilan ve
yapraklarinda renk acilmalar1 ve yaprak uglarinda kivrilmalar gézlenen 3, 4, 6 nolu
Nicotiana benthamiana tiitiin bitkileri

8 adet indikator tiitiin bitkisine yapilan DAS-ELISA ve viral RNA izolasyonu
sonrasinda real-time RT-PCR analizi sonucunda, yapraklarinda simptom gozlenen 6
nolu bitki PPV yoniinden pozitif bulunurken, diger tiitiin bitkileri negatif bulunmustur
(Sekil 4. 13; Sekil 4. 14). 3 ve 4 nolu bitkilerin yapraklarinda viriis simptomu benzeri
mozaik lekeler ve renk agilmalari gézlenmesine ragmen DAS-ELISA ve real-time RT-
PCR analizlerinde PPV yoniinden negatif sonu¢ vermesinin bitkilerde besin elementi
eksikligine veya stres kosullarina bagli oldugu diisiiniilmektedir.

Sonug olarak SBY ile gerceklestirilen iki farkli denemede, M. persicae yaprak biti
PPV-T’yi indikator N. benthamiana tiitiin bitkisine sirasiyla % 14.29 ve % 12.50
oranlarinda tasimistir. Elde edilen bu sonuglar, Labonne ve ark. (1995)’nin SBY ile
gerceklestirdikleri deneysel tasima denemesi ile benzerdir. Ayrica bu ¢alisma iilkemizde
sert ¢ekirdekli meyve yetistiriciliginin yapildigi alanlarda M. persicae’nin yaygin
bulundugu ve yaprak bititinin PPV’nin yayilmasinda vektdr olabilecegini bildiren

calismalar1 (Caglayan ve ark., 2013; Kaya ve ar., 2014) da desteklemektedir.
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Sekil 4. 18. Viral RNA izolasyonu sonrasinda real-time RT-PCR ile PPV tespit edilen 6
nolu (MP6) Nicotiana benthamiana tiitiin bitkisinin real-time Roche 480 Il cihaz
verilerine gore analiz sonu¢ raporu. Buna gore, PC 24.15 CP’de, 6 nolu bitki 25.53
CP’de pozitif sonu¢ vermistir. CP: Crossing point (DNA ¢ogalmasinin goriinebilir
oldugu ilk nokta); PC: Pozitif kontrol (PPV-T); NC: Negatif kontrol (Su kontrol); MP:
Myzus persicae

88



amplification Gurves

| Al FC AT MPT = B NC B2 WFE - 1 M D1 WFZ = E1; WF3 Fi: MPS G1; WFS = Hi; MPE

2T —

2075

18755 P
_IETE 6 nolu bitki (25. déngl) e
= b
B 1475 .
; - - PC (24, déngi)
s . _—
g 1075 o pa——
§ BT 7 e
= e _ﬂf‘éﬂ;‘“"‘-“‘*ﬁ m—_—

755 s

2 4 B B MW M2 W W W8 XN X M X B N XM OE E ML OL M
Cycles

Sekil 4. 19. Viral RNA izolasyonu sonrasinda real-time RT-PCR ile PPV tespit edilen
tiitlin bitkisinin (MP6) ve pozitif kontroliin real time Roche 480 II cihaz verilerine gore
DNA amplifikasyon egrisi. Buna gore, PC 24.dongiide, 6 nolu bitki 25.dongiide PPV
pozitif sonug¢ vermistir. MP: Myzus persicae; PC: Pozitif kontrol

4.1.2.2.2. Aphis gossypii ile Tiitiin (Nicotiana benthamiana) Bitkisine Deneysel
Tasima Denemelerinin DAS-ELISA ve Real-time RT-PCR Analizleri

A. gossypii yaprak biti ile kurulan deneysel tasima denemesinde indikator bitki
olarak 10 adet N. benthamiana tiitiin bitkisi, inokulum kaynagi olarak da PPV-T ile
enfekteli tiitiin bitkisi kullanilmistir. Denemede, birkag giinliik takip sonucunda yaprak
bitlerinin 6ldiigii gbzlemlenmis ve deneme sonlandirilmistir. Tasima denemelerinde

kullanilan A. gossypii yaprak biti konukgu bitki olarak hiyar bitkisi tizerinde saf kiiltiir
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olarak cogaltilmis ve burada kolonize olmustur. A. gossypii yaprak bitinin farkli
konuk¢u bitkilerinde farklt morfolojik egilim gdsterebildigi ve degisik beslenme
davranigi izledigi Margaritopoulus ve ark. (2006) tarafindan bildirilmistir. Yapilan bu
calismada, hiyar bitkisine adapte olmus olan A. gossypii yaprak bitinin N. benthamiana
tiitlin bitkisinde uzun siireli beslenmedigi gézlemlenmistir. Bu bulgu, Margaritopoulus
ve ark. (2006)’nin yaptig1 calismayi destekler nitelikte olmasina ragmen, Labonne ve
ark. (1995)’min A. gossypii’nin SBY ile PPV’yi tasidigini bildirdigi ¢alismasiyla
farklilik gostermektedir.

4.2. ‘Melez Kayisi Bitkilerinde PPV’ye Dayamiklihigin Molekiiler Markorlerle

Arastirilmasy’

4.2.1. Melez Bitkilerden DNAizolasyonlar

Malatya indnii Universitesi Kayis1 Arastirma Enstitiisii’nde PPV’ye dayaniklilik
kazandirilmak {izere acik arazide melezlenen SEO ve yerli kayisi cesitlerinin
(Hacihaliloglu, Cologlu, Adilcevaz5, Sekerpare, Cataloglu)  melezlerinin PPV
dayaniklilik allellerini tasiyip tasimadiini tespit ic¢in yapilan calismalarda kiigiik
degisikliklerle CTAB yontemiyle (Doyle ve Doyle, 1987) toplam 530 melezin DNA
izolasyonu gergeklestirilmistir. Melez bitkilerin dayaniklilik allelini tasiyip tasimadiginm
arastirmak icin yapilan ¢alismalarda, DNA izolasyonu gergeklestirilen 530 adet melez
bitkiden pomolojik olarak daha iyi olabilecegi diigiiniilen 134 adet melezin DNA’s1

fragment analizlerinde kullanilmistir.

4.2.2. Melez Bitkilerin PCR ve Kapillar Elektroforez Analizleri

Sarkaya dayanikli kayis1 hatlarinin se¢iminde Soriano ve ark. (2012) tarafindan
PGS1.21 ve PGS1.23 olarak isimlendirilmis olan SSR primerleri kullanilmistir. PCR
analizleri, Schuelke (2000) tarafindan bildirildigi sekilde FAM ile isaretlenmis M13
primeri kullanilarak fragment analizine hazirlanmigtir. PCR {iriinleri, oncelikle agaroz

jel elektroforez ile analiz edilmistir. Amplifikasyonu ger¢eklesen ve DNA Kalitesi iyi
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olan PCR firiinlerinin daha sonra kapillar elektroforez yontemi ile ABI 3500xL
Sequance Analyzer cihazinda fragment analizi gergeklestirilmistir. Fragment analizi
yapilan toplam 134 adet melez bitkinin, GeneMapper software 4.0 ile yorumlanmasi
sonucunda PPVres lokusuna yakin bolgeleri igeren PGS1.21 ve PGS1.23 SSR
primerlerinin 47 adet melez bitki DNA’sinda ¢ogalma gergeklestirdigi ve bu 47 adet
melezin PPV’ye dayaniklilik allelini tasidigi tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Ayrica
calisma kapsaminda, SEO ve yerli cesitlerden farkli ebeveynlerin (ana-baba)
kullanilmasiyla gerceklestirilen melezlemelerden elde edilen yavru melezlerde de
ebeveyn farki olmaksizin dayaniklilik allelinin yavruya aktarildigi tespit edilmistir
(Cizelge 4. 1). Bu sonuglar, Goldrich’le 2 F1 soyu ve Lito ile 2 F2 soyu’nun
dayaniklilik farkliliklarini analiz etmis olan Soriano ve ark. (2009) calismasi ile
benzerlikler icermektedir.

Diinya’da PPV’ye dayanikliligin gelistirilmesi konusunda benzer c¢aligmalar
yapilmigtir. Soriana ve ark. (2012), yapilan ¢alismanin MAS igin standardize edilmesi
amactyla, haritalama i¢in hem SEO hem de Goldrich kokenli melezlerde polimorfik
olan sadece 7 SSR (PGS1.03, PGS1.20, PGS1.21, PGS1.23, PGS1.24, PGS1.252 ve
96P10_SP6) primerleri se¢gmis ve bu SSR’lerin PPVres lokusu ile baglantili olduklarini
kanitlanmiglardir. Ayrica, gelistirilen SSR markarlerinin PPVres ile ilgili dayaniklilik
genleri bolgesinde oldugunu ve test edilen biitiin dayaniklilik kaynaklarinda ortak
oldugunu distindiirdiigiinden s6z konusu markorlerin, biitin dayanikli gesitlerin
dollerinde de MAS i¢in uygun olabilecegini bildirmistir. Giircan ve Yilmaz (2012),
bugiine kadar Prunus tiirlerine 6zgii 360’mn tizerinde SSR gelistirildigini, bunlarin
bircogunun dayaniklilik genini bulmak ic¢in yapilan kayisi genetik haritalarinda
kullanildigin1 bildirmistir. Balazs ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada 5 SSR
markorii (Aprigms 18; Aprigms 24;ssrPACITAS; ssrPACITAL7; EP5100) hassas ve
dayanikli kayisi gesitlerini testlemede kullanmis, kullanilan bes markorden {igiiniin
(sstPACITAS; ssrPACITA17; EP5100) PPV dayanikli ¢esitlerin seleksiyonu icin
uygun oldugunu bildirmistir. Decroocq ve ark. (2013), PPV’ye dayaniklilik ile ilgili bu
giine kadar yapilan birgok c¢alismada Goldrich, Harcot, SEO, Lito, Harlayne, Stella,
OrangeRed, NJA2 kayis1 gesitlerinin dogal olarak PPV dayaniklilik genini tasidigini
bildirmistir. Ayrica iilkemiz kayis1 ¢esitleriyle yapilan benzer c¢alismalarda, Dosba ve

ark. (1992) Cologlu, Hacihaliloglu, Hasanbey, Karacabey ve Tokaloglu ¢esitleri PPV-M
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ve PPV-D irklarina hassas oldugu bildirilmistir. Ulubas Serge ve ark. (2013b), baz1 yerli
kayis1 c¢esitlerinde PGS1.21 ve PGS1.23 molekiiler markorleri kullanilarak PPV
dayanikliligini aragtirmistir. Calisma kapsaminda, Hacihaliloglu, Kabaasi, Hasanbey,
Cologlu, Adilcevaz5, Sekerpare, Mahmudun Erigi ve Cataloglu gibi yerli kayisi
cesitlerini igeren toplam 180 kayis1 progenisi taranmis, markorlerle taranan hicbir yerli
kayisi ¢esidinde PPV dayanikliligini tesvik eden allele rastlanmadigi bildirilmistir.
Diinyada ve Tiirkiye’de PPV’ye dayaniklilik konusunda yapilan tiim aragtirmalar
15181nda gerceklestirilen bu ¢alismada elde edilen veriler, Ulubas Serce ve ark. (2013b)
tarafindan yerli kayis1 ¢esitlerinin PPV’ye dogal olarak dayaniklilik allelini tagimadigini
bildirdigi c¢aligmasi ile benzer, Soriano ve ark. (2012)’in belirlemis oldugu SSR
markdrlerinin  SEO  kaynakli tiim melezlemelerin dollerinde de ayni sonucu

verebilecegini belirttikleri galismasini da destekler niteliktedir.

4.1. Fragment analizi yapilan toplam melez bitki sayisi ve PPV’ye dayaniklilik alleli
icerdigi tespit edilen melez bitkilerin sayilart (%)

PPV Dayamkhhk
. dayamkhhk alleli tespit Dayanikhihk
Fragment analizi . . . . .
. alleli tespit edilen melez alleli tespit
Melezler yapilan melezlerin . .
numaralart edilen sayisy/ toplam edilen melez
melezlerin test edilen bitki sayisi (%)
numaralari sayisi
Hacthalilos] 44,61, 82, 22, 28,
acTIAO8Y 34, 63, 68, 70, 76, 44, 63, 70, 76 4/11 36.36
X SEO
82
Cologlu X 03, 20, 21, 60, 63,
SEO 06, 18, 29, 45, 62 03, 18, 29, 60, 63 5/10 50.00
Adilcevaz 5 02,29, 32, 38, 39,
X SEO 49, 52, 55, 59, 21, 30, 49, 52, 74 4/14 28.57
30, 36, 63, 74
01, 03, 04, 08, 12
Sekerpare X o o 04,12, 32, 36,
SEO 13, 14, 22, 32, 36, 40, 44, 52 7/15 46.67

40, 44, 47, 50, 52
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4.1. (Devam) Fragment analizi yapilan toplam melez bitki sayist ve PPV’ye
dayaniklilik alleli igerdigi tespit edilen melez bitkilerin sayilari (%)

08,22, 38, 47, 69,
71, 29, 32, 58, 61,

,SO\I(EjiCI)cZ(vaz5 62, 82, 86, 93, 99, 9239’9392’1%% 61911 8/20 40.00
102, 106, 107, 111, 99, 197,
176
05, 33, 49, 65, 66,
82, 90, 106, 118,
124,125, 131, 134
LS~ 03,31,42,63
SEO X 141, 146, 147, 01, 31, 42, 63,
Cataloglu 09, 15, 31, 34, 35, 118, 113177 134, 8/33 24.24
36, 38, 42, 55, 58,
63, 126, 127, 129,
135, 46
SEO X 2,16, 23,32, 02, 51,
Hacthaliloglu 52, 60, 71 16,51, 71 3/9 33.33
21, 39, 67, 74, 02,
03, 12, 15, 27, 28,
;eEl?e Y 2934354043 oSl t % 8/22 26.36
P 46, 50, 59, 61, 63, 9% 0%
71,76
Toplam 134 47 47 3507
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu ¢alisma ‘Plum pox virus (PPV) T wrkinin baz1 biyolojik 6zelliklerinin
belirlenmesi’ ve ‘melez kayis1 bitkilerinde PPV’ye dayanikliligin molekiiler markorlerle

arastirilmasi’ olmak tizere iki ana baslik igermektedir.

‘Plum pox virus (PPV) T wkimin bazi biyolojik o6zelliklerinin belirlenmesi’
calismalarinda, PPV-T’yi tasidigi bilinen M. persicae ve A. gossypii yaprak bitleri
(Avinent ve ark., 1991; Labonne ve ark., 1995) ile PPV’yi baz1 kaynaklara gore tasidigi
(Lupoli ve ark., 1992) baz1 kaynaklara gore ise tasimadigi (Biichen-Osmond, 2006)
diistiniilen ancak kayis1 agaglarinda yogun olarak bulunan H. pruni (Caglayan ve ark.,
2013; Kaya ve ark., 2014) yaprak bitleri ile PPV-T’nin otsu ve odunsu konukgularina

KBY ve SBY olmak iizere iki farkli deneysel tasima denemeleri gerceklestirilmistir.

KBY ile PPV-T deneysel tasima denemelerinde kullanilan yaprak bitleri, deneme

sonuclar1 ve denemelere dair 6neriler asagidaki gibi siralanmistir.

1. M. persicae ile ‘Colmo’ bezelyeleri, ‘Siena’ bezelyeleri ve N.
benthamiana tiitiin  bitkisine gergeklestirilen tasima denemelerinde, M.
persicae’nin adi gegen bitkilere PPV-T’yi sirasiyla % 21.60, % 0 ve % 25.40
oralarinda tasidigi tespit edilmistir (Cizelge 5. 1). Elde edilen bu veriler 1s181nda,
M. persicae ile deneysel tasima denemelerinde ‘Colmo’ bezelyelerinin ve N.
benthamiana tiitiin bitkilerinin PPV-T ile yapilacak olan arastirmalarda indikator
bitki olarak giivenle kullanilabilecegi sdylenebilir. Ayrica bu bitkilerin denemeler
esnasindaki simptomolojik goriiniimiinden ve yapilan analizleri desteklemesi
bakimindan PPV-T’ye olduk¢a hasas oldugunu da vurgulamak gerekir. Ayrica
denemeler siiresince elde edilen sonuglarin inokulum kaynagina, gevresel
kosullara, yaprak bitlerinin aktarilmasinda gdsterilen dikkate ve deneyime bagl
oldugunu belirtmek gerekir. Denemelerde kullanilan N. benthamiana tiitiin
bitkisinin, c¢evresel faktorlerden kaynakli olarak yapraklarinda simptomlar
gozlenebileceginin dikkate alinmasi gerektigi, tek basina simptomolojik gézlemin
yeterli olmayacagi, mutlaka ELISA ve PCR temelli analizlerin yapilarak
sonuglarin teyit edilmesi gerektigi tespit edilmistir. ‘Colmo’ bezelyeleri kisa

siirede yetismesine ragmen ticari bir cesit olmadigindan elde edilmesi kolay
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olmayan bir bitkidir. N. benthamiana tiitiin bitkilerinin de testleme asamasina
gelene kadar 4-6 hafta gibi bir siire almaktadir. Tiim bu bulgular géz Oniinde
bulundurularak, yapilacak g¢alismalara kisa siirede yetisen temini kolay ve en
onemlisi PPV’ye hassas oldugu bilinen ¢esitlerin dahil edilmesi tavsiye
edilmektedir.

2. A. gossypii ile ‘Colmo’ bezelyeleri, ‘Siena’ bezelyeleri, N. benthamiana
titiin bitkisi ve hiyar bitkisine gergeklestirilen tasima denemelerinde, A.
gossypii’nin PPV-T’yi her iki bezelye bitkisine % 0, tiitiin bitkisine %15.00 ve
hiyar bitkisine % 0 oranlarinda tasidigi tespit edilmistir (Cizelge 5. 1). Bu
sonuglara gore, PPV-T’nin A. gossypii ile deneysel tasima denemelerinde tek ve
en iyi sonucu N. benthamiana tiitiin bitkisinin verdigini belirtmek gerekir. PPV-
T’nin A. gossypii yaprak biti ile tasinmasini igeren ¢aligmalarda N. benthamiana
tiitlin bitkisinin kullanimi 6nerilmektedir.

3. H. pruni ile PPV-T’nin Myrobalan 29C bitkisine gerceklestirilen tasima
denemelerinde, iki y1l siiresince simptomolojik gézlem yapilmistir. Yapilan DAS-
ELISA ve real-time RT-PCR analizlerinde H. pruni yaprak bitinin PPV’yi
tagimadigr tespit edilmistir. Tasima denemesinde indikator olarak tercih edilen
bitkisinin de bu sonucu etkiledigi diistiniilmektedir. Ancak, bu calisma ile H.
pruni’nin PPV-T’nin vektorii olmadigini séylemek yerine PPV-T’yi tasima
etkinliginin zayif oldugunu belirtmek daha dogru olur. Buna gore, H. pruni yaprak
bitinin PPV-T’nin birden fazla izolati kullanilarak ve denemelerde PPV’ye daha
hassas olan Prunus tiirleri kullanilarak daha genis ve kapsamli deneysel tasima
calismalariyla PPV-T’yi  tasima  etkinliginin  kesinlik  kazandirilmasi
Onerilmektedir.

SBY ile PPV-T deneysel tasima denemelerinde kullanilan yaprak bitleri, deneme
sonuclar1 ve denemelere dair Oneriler asagidaki gibi siralanmistir.

1. M. persicae ile N. benthamiana tiitiin bitkisine gergeklestirilen tagima
denemelerinde, PPV-T kayis1 yapragi kullarak ve enfekteli tiitiin bitkisi kullanarak
gerceklestirilen deneysel tasima denemelerinde, M. persicae yaprak bitinin PPV-
T’yi sirastyla % 14.29 ve % 12.50 oranlarinda tasidigi tespit edilmistir (Cizelge 5.
1). Dogrudan kayisi yapragi kullanarak yapilan denemenin daha basarili ve daha

pratik oldugunu sdylemek gerekir.
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2. A. gossypii ile N. benthamiana tiitiin bitkisine tasima denemelerinde, A.
gosypii’nin tiitiin bitkisinde uzun siireli beslenmemesinden dolayr deneme
sonlandirilmistir. Bu durum gostermektedir ki, A. gossypii ¢ogaltildig
konuk¢usundan baska bir bitkiye adaptasyonu kolay olan bir yaprak biti degildir.
A. gossypii’nin bu beslenme davranisinin yapilan g¢alismalarda viriisii tagima
oranini etkiledigi disiinilmektedir. A. gossypii ile yapilmasi disiiniilen
calismalarda eger konukgusu olan indikator bitki kullanilacaksa yaprak bitinin de
ayni tiir bitki tizerinde ¢ogaltilmasi 6nerilmektedir.

PPV-T’nin  baz1  biyolojik  &zelliklerinin  arastirilmasi  ¢aligmalarinda
gerceklestirilen KBY ve SBY’yi kiyaslamak gerekirse;

e KBY’nin yaprak bitleri bakimindan daha fazla deneyim gerektirdigi, ancak
SBY’de yaprak bitinin kendiliginden saglikli bitkilere geg¢mesi
beklendiginden boyle bir deneyime ihtiyag olmadiginin,

e KBY’de inokulum kaynaginda yaprak bitlerinin beslenme oraninin diisiik
olma ihtimali oldugunun, ancak SBY’de kisitli bir siire olmadigindan
yaprak bitlerinin inokulum kaynagi {izerinde mutlaka beslenmesinin
saglandiginin,

e SBY’de inokulum kaynag ilizerinden yaprak bitlerinin saglikli bitkilere esit
miktarda gecis ve tasima olasiligmin olmadiginin, ancak KBY’de her
saglikli bitki lizerine esit miktarda yaprak biti aktarildigindan yaprak
bitlerinin tasima olasiliklarinin esit oldugunun,

e SBY’den biri olan dogrudan inokulum kaynag: bitkinin yaprag: kullanilarak
kurulan denemelerin, diger SBY olan indikator bitkiyi dogrudan kullanarak
kurulan denemelerden ve KBY’den daha pratik ve tasimada daha etkin
oldugunun
Go6z Onilinde bulundurulmas: gerekir.

PPV-T’nin bazi biyolojik 6zelliklerinin arastirilmasi kapsaminda yapilan tiim
calismalarla, PPV-T’nin M. persicae ile etkin olarak yayilabilecegi, A. gossypii ile
tagiabilecegi ve H. pruni ile tasinma ihtimalinin zayif oldugu belirlenmistir. Bu bilgiler
1s181inda, PPV-T’nin kayis1 yetistiriciliginin yogun yapildig1 bolgelerde saptanmasi
halinde, hangi yaprak bitlerine karsi onlem alinmasi gerektiginin bilinmesi viriisiin

bolgede yayiliminin engellenmesinde biiylik katkilar saglayacaktir. Ayrica yaprak
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bitlerinin polifag olmasi goz Oniine alindiginda, olast PPV enfeksiyonunu &nlemek
amaciyla da kayist yetistiriciligi yapilan alanlarda yabanci otlara karsi miicadele
caligmalarina dikkat edilmesi gerekmektedir. Tiitlin ve bezelye gibi tek yillik bitki
yetistiriciligi yapilan alanlarda bahge tesis ederken ayrica dikkat edilmesi gerektigi
distiniilmektedir.

‘Melez kayist bitkilerinde PPV’ye dayanikliligin molekiiler markdrlerle
arastirilmas1’ ¢alismasinda, Malatya Inonii Universitesi Kayis1 Arastirma Merkezi’nde
PPV’ye dayaniklilik kazandirilmak {izere acik arazide melezlenen SEO ve yerli gesit
(Hacihaliloglu, Cologlu, Adilcevaz5, Sekerpare, Cataloglu) kayisilardan 134 adet
melezin PPV dayaniklilik allellerini tasiyip tasimadigi arastirilmistir. Bu melezlerin,
PGS1.21 ve PGS1.23 SSR primerleri ve FAM ile isaretlenmis M13 primeri kullanilarak
PCR analizleri yapilmistir. Agaroz jel elektroforezi yapilan PCR iiriinleri daha sonra
kapillar elektroforez yontemi ile ABI 3500xL Sequance Analyzer cihazinda fragment
analizi gergeklestirilmistir. Fragment analizi yapilan toplam 134 adet melezden,
GeneMapper software 4.0 ile yorumlanmasi sonucunda 47 adet melezin PPV’ye
dayaniklilik allelini tagidig1 tespit edilmistir. Boylece, PPV’ ye kars1 dayaniklilik alleli
tastyan melez bitkileri belirlemede MAS yapilarak minimum 2 yil siirecek olan
fenotipleme periyodu icin 6n eleme gerceklestirilebilecegi kanitlanmistir. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda dayaniklilik potansiyeli bulunmayan gesit ve popiilasyonlar
arazi denemelerinden muaf tutularak zaman kazanilacaktir. Ayrica bu ¢alisma ile elde
edilen sonuglar dogrultusunda, arazi ¢alismasi Oncesinde Sarka’ya dayanikli olarak
belirlenen ¢esitlerin  arazide pomolojik yOnden degerlendirilmesine Oncelik
verilebilecektir. Boylece hem dayaniklilik icerdigi bilinen hem de pomolojik agidan iyi
oldugu kanitlanan cesitler yetistiricilere &ncelikli olarak oOnerilebilecektir. Ileride
Malatya gibi kayisinin altin degerinde oldugu bir ile en tehlikeli viriis hastaligi olan
Sarka’nin girmesi halinde dayanikli ¢esit kullanan yetistiricilerin bunun zararini en az

Olclide yasayacaklar1 diisiiniilmektedir.
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Cizelge 5. 1. ‘PPV- T wrkinin bazi biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi’ amaciyla yaprak
bitleri ile yapilan deneysel tasima denemelerinin igerigi ve sonuglari

POZITIF .
POZITIF bitki  Real-time
o RT--PCR
. Inokulum bitki sayisy ile PPV
Yaprak Deneme  Indikator Kavnast Toplam sayisyToplam  Toplam Pozitif Deneme
Bitleri Sekli Bitki Adi aynag Bitki DAS- ELISA  Real time Detaylari
Bitkiler oy Bulunan
Sayis1 yapilan bitki RT-PCR Bitki
sayis1 yapilan o
bitki sayis1 Sayist %
Bezelye (P.  Myrobalan
.. sativum 29C (Ankara 60 0/ 60 13/ 60 21.60
Kontrollii , :
Colmo’) 1zolatr)
beslenme
yontemi  Bezelye (P. Myrobalan
sativum 29C (Ankara 20 0/ 20 0/ 20 0
‘Siena’) Izolat1)
Tiitiin (N. Kayis1 (PPV- 23 5lii
benthamiana T dogal 60 0/37 2/ 37 5.40 bitki
) enfekteli)
M. Kontrollii Tiitiin (N. Myrobalan
persicae  beslenme benthamiana 29C (Ankara 10 0/ 10 0/10 0
yontemi ) Izolat1)
Tiitiin (N. Tiitiin
benthamiana (Mekanik 10 2/ 10 2/ 10 20.00
) inok.)
Tiitiin (N. Kayis1 (PPV-
benthamiana T dogal 7 17 17 14.29
Serbest enfekteli)
beslenme —— P
Sntemi Tiitiin (N. Tiitiin .
Y benthamiana ~ (Mekanik 8 1/8 18 12.50
) inok.)
Bezelye Myrobalan
Kontrollii gP.satlvEJm 29C (Ankara 30 0/ 30 0/ 30 0
Colmo’) Izolat1)
beslenme
Sntemi Be;elye (P.  Myrobalan
Y sativum 29C (Ankara 20 0/ 20 0/ 20 0
‘Siena’) Izolat)
A Kontrollii  Tiittin (N. Tiitiin
‘.. beslenme benthamiana (Mekanik 20 2/ 20 3/20 15.00
gossypii - . ;
yontemi ) inok.)
Kontrollii Hiyar (C Tiitiin
beslenme salt}ilvas). (Mekanik 20 0/ 12 0/ 12 0
yontemi inok.) 8 olii bitki
Serbest  Tiitiin (N. Tiitlin
beslenme benthamiana (Mekanik 10 0 0 0
yontemi ) inok.) 0
Kontrollii Myrobalan
beslenme Myrobalan 29C (Ankara 6 0/5 0/5 0
H.pruni  yontemi 29C Izolat) 1 olii bitki
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EKLER
Ek 1. DAS- ELISA Analizinde Kullanilan Tampon Cézeltilerin Icerikleri

1. PBS 1X

1000 ml suda ¢oziindiiriilmek {izere:

NaCl 8¢

Na;HPO,- 12H,0 299
KH2PO, 029
KCI 029
NaNs3 029

pH 7.4 olarak ayarlanir.

2. PBST 1X = Washing Buffer (Yikama tampon cozeltisi)
1000 ml PBS buffer’a eklenmek iizere:
Tween20 0.5 ml
pH 7.4 olarak ayarlanir.
3. Genel Ornek Ezme Tampon Cozeltisi
1000 ml PBS 1X’e eklenmek iizere:
PVP (Mw 10,000- 40,000) 109
Tween20 0.5 ml
pH 7.3 olarak ayarlanir.

4. Coating Buffer (Kaplama tampon ¢ozeltisi) 1X

1000 ml suda ¢oziindiiriilmek {izere:

Na,CO3 1599
NaHCO; 293¢
NaN3 0.2g
Bromocresol purple 5mg

pH 9.6 olarak ayarlanir.
5. Conjugate Buffer (Enzimle isaretleme tampon c¢ozeltisi) 1X

1000 ml PBST 1X’eklenmek tizere:
BSA 29

109



Congo Red 40mg
pH 7.4 olarak ayarlanir.

6. Substrate Tampon Cozeltisi
1000 ml suda ¢oziindiiriilmek tizere:
Diethanolamine 97 mi

NaN3 029
pH HCl ile 9.8 olarak ayarlanir.
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Ek 2. High Pure Viral Nucleic Acid Kit Kimyasallarinin Analize Hazirlanmasi

1. Proteinaz K

Liyofilize toz halde bulunan Proteinaz K iizerine 5 ml Elution buffer eklenir ve
kanigtirilir. — 15 °C veya - 25 °C’de muhafaza edilir.

2. Poly (A)
Liyofilize toz halde bulunan Poly (A) tizerine 0,5 ml Elution buffer eklenir ve
kanstirilir. — 15 °C veya - 25 °C’de muhafaza edilir.
50 ul Poly (A), 2,5 ml Binding buffer icerisine eklenerek kullanilir. Bu karisim
kullanimdan hemen 6nce 6rnek sayisina gore hazirlanir.

3. Inhibitor Removal Buffer

Inhibitor Removal buffer iizerine 20 ml saf ethanol eklenir ve kullanima hazir
hale getirilir. + 15 °C veya + 25 °C’de muhafaza edilir.

4. Wash Buffer

Wash buffer tizerine 40 ml saf ethanol eklenir ve kullanima hazir hale getirilir.
+15 °C veya +25 °C’de muhafaza edilir.
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