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Bu ¢alisma 2017-2019 yillan arasinda ilkbahar ve yaz donemlerinde Konya ve
Nigde illerinde yeni kurulan elma bahgelerinde Elma Mozaik Viriisii (4dpple mosaic
virus, ApMV)’nilin saptanmasi ve karakterizasyonu amaciyla yiiriitiilmiistiir. Arazi
cikislarinda simptomatolojik olarak 14 bahge ve 6220 da alan taranmis ve ApMYV ile
infekteli oldugundan siiphelenilen toplam 130 adet elma agacindan 6rnekleme yapilmis
DAS-ELISA testleri sonucunda 32 bitki bulagik bulunmustur. ApMV’ye spesifik
92D9UP (1) ve 1425RE (2) primer ¢ifti ile kullanilarak yapilan RT-PCR c¢aligmalari
sonucunda, DAS-ELISA’da pozitif ¢ikan drneklerden 382 bp biiyiikliige sahip band
elde edilmistir. Bunlar arasindan segilen, Konya-Kutéren izolatlarinin (ApMV-2,
ApMV-3, ApMV-4, ApMV-7, ApMV-15 ve ApMV-33), ApMV-2 (Kutbren 3-2) ve
ApMV-33 (Kutorend-1 ) izolatlar1 digerlerinden farkli olarak kendi aralarinda bir grup
olustururken, ApMV-3 (Kutoéren 3-3) ve ApMV-4 (Kutoren 3-4) izolatlar1 (Tiirkiye
(KX034209.1), Giiney Kore ( LC006865.1), Kanada ( KY971021.1), Cek Cumhuryeti
( LT574872.1), Hindistan ( FN564150.1), Slovakya (HG328268.1), Avusturalya
(KY883320.1), Belarus (HG328270.1), Antarktika (KC4690368.1), Brezilya
(GQ13185.1), Italya (AY542546.1) ve Norvee (KC469067.1) ile ayni gruba dahil
olmustur. Buna karsilik ApMV-15 (Kutoéren 1-3) izolat1 diger izolatlarla %80 benzerlik
gostermesine ragmen tek basina farkli bir grup olusturmustur. ApMV-7 (Kutoren 3-7)
izolat1 ise, Tiirkiye’de daha onceden tanimlanmig ApMYV izolat1 (JX155668.1) ile ayni
grupta yer almustir.

Anahtar Kelimeler: Elma, ApMV, DAS-ELISA, RT-PCR, Dizi Analizi
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ABSTRACT

MSc THESIS

DETECTION AND CHARACTERIZATION OF APPLE MOSAIC VIRUS
(ApMYV) IN NEW ESTABLISHED APPLE ORCHARDS AROUND
KONYA AND NiGDE PROVINCES

Hilal Eser AYTURK

CUKUROVA UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION

Supervisor : Assoc Prof. Dr. Muharrem A. KAMBEROGLU
Year: 2019, Pages: 71
Jury : Assoc Prof. Dr. Muharrem A. KAMBEROGLU
: Prof. Dr. Saadettin BALOGLU
: Prof. Dr. Giilsen SERTKAYA

This study was carried out for the detection and characterization of Apple
a<<mosaic virus (Apple mosaic virus, ApMV) in newly established apple orchards
in Konya and Nigde provinces during the spring and summer periods of 2017-
2019. A total of 130 apple leaf samples that were suspected to be infected with
ApMV were collected and only 32 plants were confirmed to be infected as
obtained from ELISA test results. Using RT-PCR with 92D9UP (1) and 1425RE
(2) primer pair of ApMV, 382 bp bands were obtained from Konya-Kutoren
isolates for ApMV (ApMV-2, ApMV-3, ApMV-4, ApMV-7, ApMV-15 and
ApMV-33).As a result of sequence analysis, ApMV-2 (Kutéren 3-2) and ApMV-
33 (Kutoren 4-1) isolates were found in one group. ApMV-3 (Kutéren 3-3) and
ApMV-4 (Kutdren 3-4) were in the same group with other ( Turkey (KX034209.1),
South Korea (LC006865.1), Canada (KY971021.1), Czech Republic
(LT574872.1), India (FN564150.1), Slovakia (HG328268.1), Australia
(KY883320.1), Belarus (HG328270.1), Antarctica (KC4690368.1), Brazil
(GQ13185.1), Italy (AY542546.1) ve Norway (KC469067.1)) selected world
isolates. Although ApMV-15 (Kutdren 1-3) isolate showed %80 similarity with
other isolates, it formed a different group by itself. ApMV-7 (Kutéren 3-7) isolate
took place within the same group as the other isolate (JX155668.1) previously
identified in Turkey.

Key words: Apple, ApMV, DAS-ELISA, RT-PCR, Sequence analysis.
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GENISLETILMIS OZET

Elma, insanlik tarihinin ilk meyvesidir ve tiim uygarliklar boyunca hem
insan beslenmesi hem de insan sagligi bakimindan oldukg¢a dnemli bir yere sahiptir.
Ilk olarak Kuzey Anadolu, Giiney Kafkaslar, Rusya'nin giiney batisinda kalan
bolgeler ile Orta Asya (Kazakistan'in dogusu)’da goriildiigli tahmin edilmektedir
(Ozbek, 1978). Isparta, Karaman, Nigde, Denizli, Konya, Canakkale, Antalya ve
Bursa illeri ticari olarak elma iiretiminde en 6nemli iller arasindadir.

Rosaceae familyasinin, Pomoideae alt familyasinda yer alan elma Malus
cinsi icerisinde bulunmaktadir. Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika’da dogal olarak
yetigebilen toplamda yaklasik olarak 30’a yakin elma tiiri bulunmaktadir. Genetik
cesitliliginde degisikliklerin olmasi, yabanci tozlanmasi, apomiksis ve poliploid
ozellikli olmasi nedeniyle tiir olarak siiflandirilmasi olduk¢a zordur (Campbell ve
ark, 1963).

Elma’da verim kayiplarina neden olan birgok abiyotik ve biyotik faktor
bulunmaktadir. Bunlar igerisinde as1 materyali ile taginan ve kimyasal miicadelesi
olmayan birgok viriis ve virlis benzeri hastalik elma bitkisinde belirlenmis ve viral
etmenlerin hastalik siddetlerine gore elmanin kalite ve kantitesinde farklhi
diizeylerde zarar olugturmakla beraber anag-kalem uyusmazliklarina neden oldugu
icin fidanliklarda da kayip olusturduklar bilinmektedir.

Yumusak ¢ekirdekli meyvelerde gegmisten gilinlimiize kadar ¢ok az ya da
olduk¢a 6nemli zararlara neden olan 43 adet viriis ve viriis benzeri hastalik etmeni
saptanmistir, bunlardan elma tiretim alanlarinda 6nemli viriis hastaliklarindan birisi
de Elma mozaik viriisii ( Apple mosaic viriis, ApMV)’ diir.

Elma mozaik viriisii (Apple mosaic viriis, ApMV), Bromoviridae familyasi,
llarvirus cinsi ig¢inde yer almaktadir. Viral hastalik etmeni olarak 19. yiizyilin
baglarinda belirlenmistir (Howell ve ark, 1991). ApMV’nin 19 familyadan 65 bitki
tiiriini hastalandirdigi ve c¢ok genis bir konukc¢u dizisine sahip oldugu rapor

edilmistir (Zeki, 1991). Konukgular1 arasinda bogiirtlen, ahududu, elma, kayisi,
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kiraz, badem, erik ve seftali, findik, giil ve serbet¢i otu yer almaktadir. Ayrica,
ApMV’nin digsbudak, atkestanesi ve kirmizi atkestanesinde de varligi rapor
edilmistir (Polak ve Zieglerova, 1997).

ApMV’nin dogal vektorii bilinmemektedir (Postman ve Mahlenbacher,
1994). Bununla birlikte viriis, mekanik olarak bitki 6z suyu, viriisle infekteli asi
materyali ve vejatatif iliretim materyallerinin kullanilmasi bitkiler arasinda kok
kaynagmasi ile tasinabilmektedir. Ayrica findikta yapilan caligmalarda viral
etmenin polenle ve tohumla taginabildigi de rapor edilmistir (Aramburu ve Rovira,
2000).

Bu calisma, 2017-2019 yillar1 arasinda yaklasik olarak 450 bin tonun
iizerinde elma iiretiminin gerceklestirildigi elmanin ticari degerinin yiiksek oldugu
Konya ve Nigde illerinde yeni kurulu elma bahgelerinde 6nemli viriislerden biri
olan Elma mozaik viriisii (Apple mosaic virus, ApMV)’niin serolojik ve molekiiler
olarak saptanmasi ve elde edilen ApMV izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu
amaciyla yiirtitiilmistiir. Bu amag¢ dogrultusunda, Konya ve Nigde illerinde yeni
kurulan elma bahgelerinin yogun oldugu yerlere arazi ¢ikiglar gerceklestirilmis ve
simptomolojik olarak ApMV ile bulasik oldugu diigiiniilen elma agaglarindan
ornekler almarak Cukurova Universitesi Bitki Koruma Boliimii Viroloji
laboratuvarina getirilmistir. Toplanan 6rneklerin viriisle bulasik olup olmadigini
tespit etmek amactyla o6rnekler dncelikle serolojik (DAS-ELISA) ve daha sonra
molekiiler (Polymerase Chain Reaction, PCR) yontemler ile testlenmis ve elde
edilen izolatlarin molekiiler karakterizasyonu yapilmustir.

Caligma kapsaminda 6220 doniim elma bahgesi gezilerek yaklagik
1.800.000 elma agaci simptomatolojik olarak taranmistir. Bu arazi ¢ikislarinda
ApMYV ile bulagik oldugundan siiphelenilen 130 adet elma agacindan 6rnekleme
yapilmis ve DAS-ELISA testleri sonucunda, 28 adeti Konya-Kutoren bolgesinden,
1 adeti Nigde-Zengen bolgesinden ve 3 adeti de Nigde Cukurkuyu bdlgesinden

olmak iizere toplam 32 adet O6rnegin ApMYV ile infekteli oldugu saptanmistir.
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ELISA testlerinde pozitif sonu¢ veren oOrneklerden yapilan RT-PCR islemi
sonucunda 8 drnegin net bir sekilde band olusturdugu gézlemlenmistir.

RT-PCR ¢alismalarinda band elde edilen 6rnekler birer izolat kabul edilmis
ve bunlar arasindan 6 izolat secilerek bulundugu bdlgeler ve bahgeler dikkate
almarak dizileme ve dizi analizi caismalarinda kullanilmistir. Dizi analizi
sonucunda olusturulan filogenetik aga¢ iizerinde, ApMV-2 (Kutéren 3-2) ve
ApMV-33 (Kutoren 4-1) izolatlarmin kendi aralarinda bir grup olusturtudugu
saptanmigtir. ApMV-3 (Kutoéren 3-3) ApMV-4 (Kutdren 3-4) izolatlarinin segilen
diinya izolatlar1 (Tiirkiye (KX034209.1), Giiney Kore ( LC006865.1), Kanada (
KY971021.1), Cek Cumhuryeti (LT574872.1), Hindistan ( FN564150.1), Slovakya
(HG328268.1), Avusturalya (KY883320.1), Belarus ( HG328270.1), Antarktika (
KC4690368.1), Brezilya ( GQ13185.1), Italya (AY542546.1) ve Norvec (
KC469067.1)) ile aym1 grupta yer aldigi; ApMV-15 (Kutoren 1-3) izolatinin diinya
izolatlar1 ile benzerlik gosterdigi halde ayri bir grup olusturdugu; ApMV-7
(Kutoren3-7) izolatinin ise digerlerinden farkli olarak daha &nce rapor edilen
Tiirkiye izolat1 (JX155668.1) ile ayn1 grupta yer aldig1 tespit edilmistir.

Elma yetistiriciliginde viriis hastaliklarinin zarar seviyesi genellikle anag-
kalem arasindaki iliskiye baghdir. Viriislerin miicadelesinde viriisten ari ismine
dogru sertifikali fidan kullanilmali, kiiltiirel islemler sirasinda alet ve ekipmanlar
dezenfekte edilmeli, viral etmene dayanikli ve tolerant gesit iiretebilme konusunda
caligmalar yapilmali ve bulasik oldugu belirlenen bitkiler iiretim alanlarindan
uzaklastirilarak imha edilmelidir. Gerek uluslararasi tiretim materyali transferinde

gerek yurtici materyal tasinmasinda karantina tedbirleri kritik 6nem arz etmektedir.
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1. GIRIS

Rosaceae familyasi Pomoideae alt familyas1 Malus cinsi igerisinde yer alan
elma (Malus domestica (Borkh.)) biitin diinyaya Orta Asya’dan yayilmigtir
(Anonymus, 2017).

Kiiltiir bitkilerinin orjinlerini arastiran De Candolle, 1883 yilinda
yayimladigt “L’Orgine des Plantes Cultivees” adli eserinde elmanin 4000 yildan
daha fazla bir zamandan beri kiiltlire alinmis olabilecegini One siirmiistiir
(Ozcagiran ve ark, 2004).

Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika’da dogal olarak yetisen 30 kadar elma
tiiri bulunmaktadir (Campbell ve ark, 1963).

Kiiltiire alindig1 bildirilen 6000 elma ¢esidi bulunmasina ragmen, “Golden
Delicious, Granny Smith, Fuji ve Gala grubu elma ¢esitleri toplam elma iiretiminin
%61’ini olugturmaktadir (O’Rourke, 2003).

Elma diinyada tarimi yaygin olarak yapilan ve iiretim bakimindan muz ve
tiziimden sonra en fazla tiretimi gergeklestirilen bir tiirdiir. Farkli ekolojilere uyum
kabiliyetinin yiiksek olmasi, diinya {izerinde genis bir yayilim gostermesine neden
olmustur. Elma, diinyada toplam meyve iiretiminin yaklasik %12’sini olusturarak
muzdan sonra ikinci sirada yer almaktadir (FAO, 2017).

Yumusak ¢ekirdekli meyve tiirlerinin en Onemlisi olan elmanin yazlik,
kislik ve giizliik ¢esitleri bulunmaktadir. Ozellikle de kislik cesitlerin uzun siireli
depolamaya dayanikli olmasi ve nakliye i¢in elverisli olmasi sebebiyle de 6nemi
daha da artmustir.

Elma, sofralik olarak taze tiiketilmesinin yani sira kurutulmus olarak ve
meyve suyu, marmelat, komposto ve sirke seklinde de islenerek farkli kullanim
alanlarinda da yer almistir (Kaygisiz, 2002).

Elma; fosfor, kalsiyum, potasyum, sodyum, magnezyum, silisyum gibi bir
cok mineral maddeler ile cesitli organik asitler, meyve asitleri ve dogal aroma

maddeleri igerrir. A, B1, B2, C ve E vitaminleri bakimindan da olduk¢a zengindir.
1
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Bu yoniiyle elma insan sagligi agisindan en Onemli meyveler arasinda yer alir
(Temiz, 2016).

Diinyada elma iiretim alanlar1 yillara gore degismekle birlikte yaklagik 5
milyon {i¢ yiiz bin hektar civarindadir. 2012 yilinda 5.075.039 ha olan diinya elma
tretim alanlar1 2016 yilinda %4, 3 oraninda artarak 5.293.340 ha olmustur (USDA,
2018).

Cizelge 1.1. Diinyada elma iiretim alanlari (ha)
Yillar 2012 2013 2014 2015 2016

Alan (ha) 5.075.039 | 5.160.561 5.141.398 | 5.206.832 [ 5.293.340
Kaynak: (USDA, 2018)

Diinyada elma iiretimi; hem iiretim alanlarmin artmasi hem de daha yiiksek
verimli ¢esitlerin kullaniminin yayginlagsmasina bagl olarak artis gostermistir.
2012/13 sezonunda 71.635 milyon ton olan diinya elma iiretimi 2015/16 sezonunda
%9,94 oraninda artmis ve 76.936 milyon tona ulasarak son yillarin en yiiksek
seviyesine ¢ikmistir. Diinya elma iiretimi 2017/18 sezonunda ise 76.208 milyon ton
olmustur.

2017/2018 sezonu diinya elma iiretimine bakildiginda Cin tek basina diinya
elma tiretiminin %58,39’unu karsilayarak birinci sirada yer almistir. Cin’den sonra

ikici sirada AB iilkeleri yer almis ve bu lilkeleri ABD izlemistir (Cizelge 1.2).
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Cizelge 1.2. Ulkelere gore diinya elma iiretim miktar1 (milyon ton)

ULKELER | 2012/13 | 2013/14 | 2014/15 | 2015/16 |2016/17 | 2017/18
CiN 38.500 39.680 40.920 42.600 43.900 44.500
AB 12.207 11.865 13.636 12.453 12.591 10.021
ABD 4.049 4.690 5.067 4.521 4.912 4.653
TURKIYE 2.900 2.930 2.289 2.740 2.900 2.750
HINDISTAN | 1.915 2.498 2.498 2.520 2.258 2.300
IRAN 1.693 1.573 1.573 1.573 1.573 1.573
RUSYA 1.264 1.416 1.409 1.311 1.509 1.277
SILI 1.420 1.310 1.210 1.335 1.310 1.360
BREZILYA | 1.231 1.377 1.262 1.041 1.045 1.045
UKRAYNA | 1.211 1.100 1.100 1.100 1.100 1.100
DIGER 71.635 74174 76.789 76.936 78.759 76.208

Ulkemiz, elmanin gen merkezi konumunda olup, bircok elma cesidinin

kiltiir formlarimin iilkemizde olustugu tespit edilmistir. Ekolojik agidan biiyiik

farklilik gosteren iilkemizde farkli ekolojilere uygun ve o bolgeye 6zgii olarak

yetistirilen 500’iin {izerinde elma ¢esidi bulunmaktadir. (Ozbek, 1978).

Tiirkiye’de elma yetistiriciligi neredeyse tiim illerde yapilmakla birlikte

ozellikle son yillarda belirli yorelerde yogunlasmis ve buralarda ticari amagla elma

tiretimi  gergeklestirilerek yeni teknik ve teknolojilerin kullanilmasiyla birim

alandan daha ¢ok iriin almak amaclanmistir (Karagayir, 2008). Cizelge 1.3’te

Tiirkiye’de yillar itibariyle elma ftretim alanlart gosterilmigtir. 2012 yilinda

174.811 ha olan elma iiretim alanlar1 2016 yilinda yaklasik %1 oraninda azalarak
173.394 ha olmustur.
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Cizelge 1.3. Tiirkiye'de elma iiretim alanlari (ha)
Yillar 2012 2013 2014 2015 2016

Alan( ha) 174.811 173.095 171.417 171.410 173.394
Kaynak: (FAO, 2018)

Tiirkiye, diinya elma iiretiminde 6nemli iilkelerden birisidir. Siralamadaki
yeri yildan yila degismekle birlikte, elma iiretim alan1 ve miktart bakimindan
diinyanin ilk 4 {ilkesi arasinda yer almaktadir.

Tiirkiye’de iretilen toplam elma miktar1 diinya elma iiretim miktarimin
%4,05’ini karsilarken bu oran 2017/18 iiretim sezonunda %0,44 oraninda azalarak
%3,61’e diismiistiir. Tiirkiye’de toplam yumusak ¢ekirdekli meyve iiretim miktari

3.542.680 ton olup ilk sirada 2.925.828 ton ile elma yer almaktadir (TUIK, 2017).

Cizelge 1.4. Tiirkiye Elma Uretimi (TUIK,2017)

Yillar Uretim Alani ( ha) Uretim Miktar ( ton)
2007 1.577.510 2.457.845
2008 1.583.996 2.504.494
2009 1.626.499 2.782.365
2010 1.650.775 2.600.000
2011 1.666.718 2.680.075
2012 1.748.126 2.888.985
2013 1.730.955 3.128.450
2014 1.714.169 2.480.444
2015 1.714.098 2.569.759
2016 1.733.935 2.925.828

2016 yilinda Tiirkiye elma iiretim alanlar1 1.733.935 ha olup ilk siray1
234.090 da ile Nigde ili almaktadir. Isparta 228.137 da ile ikinci sirada yer alirken,
Karaman 195.563 da ile iigiincii sirada yer almustir (TUIK, 2018).
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Nigde ili 2012 yilinda Tiirkiye elma iiretim alanlarmin %12,27’sine
sahipken yillar iginde elma iiretim alanlar1 artmig ve 2016 yilinda Tiirkiye elma
iretim alanlarmin %13,50’sine sahip olmustur. Isparta Tiirkiye elma iiretim
alanlarmin %13,16’sma ve Konya ise %11,28’ine sahiptir (TUIK, 2018).

Ulkemizde ticari olarak elma iiretiminde Isparta, Karaman, Nigde, Denizli,

Konya, Canakkale, Antalya ve Bursa s6z sahibi iller arasinda yer almaktadir.

Cizelge 1.5. Konya ili Elma Uretim Alani ve Miktar1 (Son 5 yil) (TUIK, 2017)

Yillar Uretim Alani (da) Uretim Miktari (ton)
2012 94.037 59.969

2013 95.028 75.666

2014 95.316 60.538

2015 97.081 69.107

2016 102.469 101.081

Cizelge 1.6. Nigde Ili Elma Uretim Alan1 Ve Miktari (Son 5 y1l) (TUIK, 2017)

Yillar Uretim Alani (da) Uretim Miktan (ton)
2012 214.553 317.271
2013 216.982 349.122
2014 220.99 127.945
2015 228.520 416.671
2016 234.090 376.906

Golden Delicious, Starking Delicious, Amasya elmasi, Fuji, Granny Smith,
Gala grubu, Jerseymac, Scarlet Spur ve Jonagold iilkemizde yetistiricili§i yogun

olarak yapilan gesitlerdir.
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Cizelge 1.7. Tirkiye'de gesitlerine gbre meyve veren yasta elma agag sayist (bin
adet) (TUIK 2018)

Yillar/Cesit 2012 2013 2014 2015 2016
Starking 16.894 16.679 16.793 17.052 18.273
Golden 10.803 10.829 10.872 11.316 11.486
Amasya 4.308 4.138 4.151 4.211 4.112
Granny Smith 2120 2.173 2.487 2.688 2.945
Diger 11.128 13.258 14.362 17.004 18.768
Toplam 45.253 47.077 | 48.665 52.271 55.584

Diinyanin bitkisel iiretim yapilan tiim alanlarinda 6nemli diizeyde iiriin ve
kalite kayiplarina yol acan pek cok hastaligin sorumlusu viriislerdir. Viral
etmenlerin sebep oldugu hastaliklar nedeniyle kiiltiir bitkilerinde meydana gelen
kayiplar bazen i1limli bazen de felaket derecelerinde ortaya c¢ikmaktadir. Son
yillarda yapilan deneysel galismalarda viriislerin neden oldugu hastaliklarin diger
bitki hastalik etmenlerinden daha fazla oldugu ifade edilmektedir (Yardimei,
2013). Bitki viriis hastaliklarinin kimyasal miicadelesi olmamasi nedeniyle diger
bitki hastalik etmenleriyle kiyaslandiginda onemini arttirmistir (Pavan ve ark,
2008). Diinyanin bir¢ok yerinde yaygin olarak yetistiriciligi yapilan elmada rapor
edilen baz1 virlis hastaliklari, familyalar1 ve tasinma yollar1 asagida verilen

cizelgedeki gibidir.
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Cizelge 1.8. Elmada rapor edilen bazi viriis hastaliklari, familyalar1 ve taginma

yollari
FAMILYA CiNS TUR TASINMA SEKLI
. o Apple Mosaic .
Bromoviridae llarvirus Virus (ApMV) Asi/M.Inokulasyon
Apple Chlorotic
Betaflexiviridae Trichovirus Leaf Spot Virus ( Asi/ M.inokulasyon
ACLSV)
Apple Stem
Betaflexiviridae Capillovirus Groving Virus ( Asi/ M.inokulasyon
ASGV)
o , Apple Stem Pitting .
Betaflexiviridae Foveavirus Virus ( ASPV) Asi/ M.Inokulasyon
. ’ Cherry Rasp Leaf
Secoviridae Cheravirus Virus ( CRLV) Asi/ Nematod
iy - Tomato Ring Spot
Secoviridae Nepoviriis Virus ( ToRSV) Asi/ Nematod
Tulare Apple
Bromoviridae llarviruss MosaicVirus ( Asl/ M.inokulasyon
TAMV)

Cizelgede belirtilen viriisler arasinda yer alan Elma mozaik viriisii (4pple
mosaic virus, ApMYV), Bromoviridae familyasi, Illarvirus cinsi iginde yer
almaktadir. [larvirus cinsi, serolojik karakterlerine gore 3 alt gruba ayrilmistir.
ApMV, llarvirus cinsinin altgrup 3’linde yer almaktadir. Viral hastalik etmeni
olarak 19. ylizyilin baglarinda belirlenmesinden bugiine kadar elma yetistiriciligi
yapilan bir¢ok iilkede tespit edilmistir (Howell ve ark, 1991).

Viriis, 25 ve 29 nm ¢apinda izometrik sekilli partikiillere sahiptir. ApMV
partikiilleri, tek sarmal ssSRNA yapisinda olup %16 niikleik asit ve %84 protein
icermektedir. Viriisiin genom yapisinda {i¢ ayr1 genomik (RNA 1, RNA 2 ve RNA
3) ve bir adet subgenomik (RNA 4) tespit edilmis olup bu dizilimin 6rtii proteini
(coat protein-CP) geninden sorumlu oldugu belirlenmistir (Brunt ve ark., 1996).

ApMV’nin 19 familyadan 65 bitki tiirlinii hastalandirdig1 ve ¢ok genis bir
konukcu dizisine sahip oldugu rapor edilmistir (Zeki, 1991). Virlis odunsu
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bitkilerden bogiirtlen, ahududu, elma, kayisi, kiraz, badem, erik ve seftali, findik,
giil ve serbetci otunda belirlenmistir. Ayrica, ApMV’nin digbudak, atkestanesi ve
kirmizi atkestanesinde de varligi rapor edilmistir (Polak ve Zieglerova, 1997).

ApMV’nin dogal vektorii bilinmemektedir (Postman ve Mahlenbacher,
1994). Bununla birlikte viriis, mekaniksel olarak bitki 6z suyu, viriisle enfekteli asi
materyalinin kullanilmasi, bitkiler arasinda kok kaynagmasi ve vejatatif iiretim
materyallerinin kullanilmasi ile taginabilmektedir. Ayrica, viriisiin findikta polen ve
tohum ile tasinabildigi bildirilmistir (Aramburu ve Rovira, 2000).

ApMYV, konukcgular1 iizerinde yapraklarda sarimsi-beyaz renklenmeler,
mozaik halkali lekeler ve damar bantlagsmasi seklinde tipik simptomlar gosterir. Bu
belirtiler; elma ¢esidi, virlis irk1 ve viriilensi, ¢cevre sartlarina gore ve yildan yila
degisiklik gosterebilir. Kuvvetli giines 1s181nda yapraklardaki lekelenmeler nekrotik
lekelere doniismekte ve erken dokiime neden olmaktadir. Hastalik yapraklarda
kiigiik sar1 noktalar halinde de kendini gosterebilmektedir. Belirtiler genellkle yazin
erken donemde goriilmekte olup sicakligin yiikselmesiyle maskelenebilmektedir
(Bauman, 1972).

Meijneke ve ark., (1963) ApMV’nin agacin bilyiime ve gelismesini % 20-
50 gerilettigini ayrica meyve verimini de % 30 oraninda  diisilirdiiglini
bildirmislerdir. Bunun yani sira, elma mozaik viriisiiniin elma fidanlarinin
gelismesini de olumsuz yonde etkiledigi tespit edilmistir (Klinkowski, 1960).

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasi, Konya ve Nigde illerinde yeni tesis edilmis
elma iiretim alanlarinda ApMV’nin saptanmasi bu c¢alismada kullanilacak farkli
izolatlarin elde edilmesi ile etmen virlisiin ortaya konulmasi, Konya ve Nigde
illerinden elde edilen bazi ApMV izolatlarinin molekiiler karakterizasyonlarinin
yapilmast amaciyla yiritiilmiigtiir. Bu amagclar dogrultusunda, viriis ile bulagik
oldugundan siiphelenilen elma agaglarindan yaprak ornekleri alinarak, serolojik
(DAS-ELISA) ve molekiiler (PCR) yontemler ile testlenmis ve elde edilen

izolatlarin molekiiler karakterizasyonu yapilmstir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Casper (1973), Apple mosaic virus’e ait 3 viriis izolat1 ve Prunus necrotic
ring spot virus’e ait 2 viriis izolatinin melez ¢ay giiliinden alinan alt1 viriis izolati
ile kargilastirmali olarak serolojik testini yapmistir. Test sonucunda 2 izolatin agik
bir sekilde ApMV’ye, 3 izolatin ise PNRSV’ye ait oldugunu saptamistir. Oysaki
caligmanin basinda 3 izolat ApMV’nin 2 izolat ise PNRSV’ nindir. Bu test ile
PNRSYV serotipinden ApMV serotipine uzanan ve giilden alinan izolatlarla stirekli
olarak spectrum i¢inde oldugunu bildirmistir.

Sano ve ark. (1985), ApMV’ nin %2 askorbik asit, %2 nikotin ve %0,83
PVP igeren 0,05 M sodyum fosfat tampon soliisyonu (PH:8) ile Cucumis sativus
kotiledonlarina agilamis ve bitkileri sirasiyla 16 saat ve 8 saat’lik peryotlarda 25
derecede sabit sicaklikta bekletmistir. Arastirmacilar bazi bitkileri inokulasyondan
once 1 giin boyunca karanlikta biraktiklarinda yapilan testler sonucunda
ApMV’nin hiyar bitkisi kotiledonlarinda klorotik lekeler olusturmadigi fakat
sistemik infeksiyonlara neden oldugunu saptamiglardir.

ApMV’nin yapraklarda olusturdugu klorotik renk degisimi simptomu ile
yaprak bitlerinin yapraklar iizerinde beslenmesi sonucu olusturduklari mozaik
simptomlarin ve mikro besin elementlerinden &zellikle de Mn, Fe. Zn ve Mg
noksanlik belirtileriyle ApMYV infeksiyonunun Kkarigtirilabilecegini bildirmistir
(Nemeth, 1986).

Barbara (1988), elma yetistiriciliinde % 20 oraninda iiriin kaybina neden
oldugu bilinen ApMV’nin aym1 zamanda siis bitkilerinde de Onemli kalite
kayiplarina neden oldugunu bildirmistir. Bu kayiplar1 en aza indirgemek i¢in de
virlisten ari iiretim materyalleri ile yetistiricilik yapilmasinin gerektigini ve bunun
bliyiik 6nem arz ettigini rapor etmistir.

Posnette (1989), yumusak c¢ekirdekli meyvelerde ApMV’nin asiyla
taginarak hastalik olusturdugunu ilk kez 1825 yilinda rapor etmis, fakat uzun yillar

bu konuyla ilgili bir ¢calisma yapilmamustir.
9
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Fidan (1994), Balikesir, Denizli, Canakkale, Izmir ve Usak illerindeki elma
bahgelerinde yaptigi surveylerde, 1992 yilinda topladigi 450 6rnegi DAS-ELISA
test yontemine gore tanilamis ve 4 6rnegin ApMV ile infekteli oldugunu ve 1993
yilinda topladig1 220 6rnekten, 63 6rnegin (%28,6) ACLSV ile 52 6rnegin (%23,6)
ise ASGYV ile infekteli oldugunu ilk kayit olarak rapor etmistir.

Ayni ¢calismada ApMYV ile infekteli 6rnekleri, Chenopodium amaranticolor
Costa & Reyn ve C. sativus L. bitkilerine mekanik inokulasyon yontemi ile inokule
etmistir. Chenopodium amaranticolor Costa & Reyn indikator bitkisinin viriisle
inokule edilen yapraklarinda 0.1 mm c¢apinda nekrotik lekeler goriildiigiinii,
Cucumis sativus L. indikator bitkisinin kotiledon yapraklarinda klorotik lokal
lekeler olustugunu, N. glutinosa L. da herhangi bir belirti gozlenmedigini, ACLSV
ile infekteli orneklerin C. quinoa L.’da nekrotik lekeler, ASGV ile infekteli
orneklerin ise N. glutinosa L.’da ¢izgi deseni olusturdugunu bildirmistir.

Turk (1996), Slovenya’da infekteli elma agaglarmin farkli bitki
dokularindan almman o6rneklerde; ApMV, ACLSV, ASGV varligim belirlemek
amaciyla DAS-ELISA yontemi kullanilarak makine ve el yardimiyla hazirlanan
omek preparatlar1 karsilastirmistir. ApMV, ACLSV, ASGV ‘nin varligini tespit
etmekte en iyi sonu¢ veren bitki dokusunun petal yapraklar oldugunu rapor
etmistir. Ayrica el yardimiyla hazirlanan 6rnek preparatlarin ise bu ii¢ viriisii
belirlemede daha verimli sonug verdigini bildirmistir.

Poniedzialek ve ark. (2001), Hollanda, Cek Cumhuriyeti ve Polonya’daki
13 fidanliktan alinan jonagold elma cesidi Orneklerinde ACLSV, ApMV ve
ASGV’nun varligini arastirmiglardir. Aragtirma sonucunda ApMV’nin %25 oranla
en fazla Polonya’dan alinan 6rneklerde bulundugunu rapor etmislerdir.

Ulkemizde yumusak cekirdekli meyve alanlari disinda findik yetistiriciligi
yapilan alanlarinda da ApMYV rapor edilmistir. Bu farkl tiirlerdeki ApMV izolatlari
ile yapilan RFLP calismalar1 sonucunda CP gen bolgesinde biiyiik oranda homoloji

oldugu rapor edilmistir (S6kmen, 2003).
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Ulubas ve Ertung, (2003), Elma agaglarinda ApMV’nin varligini tespit
etmek amaciyla viral etmenin kilif protein bolgesindeki DNA primerlerini
kullanarak RT-PCR yo6ntemini uygulamislardir. RT-PCR testi ile ApMV nin tespit
edilmesinin ELISA testlerine uygunluk gosterdigini bildirmislerdir. Bu test
yonteminin karantina ve as1 kalemi ile sertifikasyon programlarinda elma gen
kaynaklarinin test edilmesinde kullanigli ve giivenilir oldugu sonucuna
varmislardir.

Salem ve ark. (2005), Urdiin’de sertifikasyon programi kapsaminda
yuriittiikleri survey caligmasinda elma, armut ve ayva bahgelerinden viriis
simptomu gosteren ve gostermeyen agaglardan aldiklar1 yaprak oOrneklerinde,
ACLSV, ApMV, ASGV ve ToRSV’nun varligm1 DAS-ELISA yo6ntemini
kullanarak tespit etmislerdir. Orneklerin biiyiik ¢ogunlugunun calisilan bu dért
viriisle bulasik oldugunu saptamislardir.

Tzanetakis ve ark. (2005), yabani c¢ilek bitkilerinde ve asili cilekte
Strawberry pallidosis associated viriis (SPaV) ve Beet pseudo-yellows virus
(BPYV)’iin yam1 swra Apple mosaic ilarvirus (ApMV)’niinde infeksiyon
olusturdugunu belirtmisler ve bu dogrultuda ApMV nin her iki viriis ile niikleotid
dizilerinin %87-91, aminoasit dizisinin ise %79-88 oranlarinda benzerlik tagidigim
saptamiglardir.

Yardimci ve ark. (2005), Isparta ili elma yetistiriciligi yapilan alanlarda
elma mozaik viriisii varligimi saptamak amaciyla surveyler yapmislardir. 2001-
2003 yillar1 arasinda yapilan surveyler sonucunda alinan 276 yaprak Ornegine
DAS-ELISA testleri uygulamig sonucunda 82 6rnekte (Granny Smith, Imparator ve
M9 anaglar1)) ApMV saptamiglardir. Bu g¢alisma Isparta yoresinde elma iiretim
alanlarinda ApMV’nin saptanmasi amaciyla yiiriitiilen ilk c¢alisma olmasindan
dolay1 6nemlidir.

Akbas ve Ilhan (2005) Isparta, Karaman ve Nigde illerinde ApMV nin
varligimi saptamak ve yayginligini belirlemek amaciyla Mayis ve Haziran aylarinda

simptomolojik olarak gozlem yapmislar ve ApMV ile bulasik oldugundan
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siiphelendikleri Starking, Granny Smith, Gala, Jonaagold, Anna, Gold Star, Golden
Delicious ve Rajka c¢esiti elma agaglarindan 461 adet 6rnek toplamislardir.
Toplanan bu drneklere DAS-ELISA testi uygulamislar ve tim &rnekler ApMV
infekteli bulunmus ve bélgede yaygimlik oranini %68,3 olarak saptamiglardir. Ayni
zamanda mekanik inokulasyon yontemiyle de testler yapmislar boyleceC. sativus
L. bitkisinde tipik ApMV smptomlarina rastlamislar ancak Chenopodium
amaranticolor Costa & Reyn indikator bitkisinde herhangi bir simptoma
rastlamamiglardir. Viral etmenin en yaygin oldugu ¢esidi ise Granny Smith olarak
saptamiglardir.

Kutluk Yilmaz ve ark. (2005), Tokat ili Merkez, Pazar, Turhal ve Artova
ilcelerinde elma bahgelerinde Apple Mosaic [larviriis (ApMV)’niin yayilisini
arastirmiglardir. Arastirma sonucunda bu ilgelerde 24 elma bahgesinden toplanan
116 adet 6rmek DAS-ELISA yontemiyle testlenmis ve test sonucunda %6,9 unun
ApMV ile bulasik oldugu saptanmistir. Ayrica, Merkez ilgesinden alinan
orneklerde ApMV bulagiklik oranim1 %15,09 olarak belirlemislerdir. Hastaligin
yaygin goriildiigii ¢esiti ise Granny Smith olarak saptamiglardir.

Ozdemir ve ark. (2006), karantina kapsaminda inceledikleri 26 elma anaci
ve 17 asili elma fidanim ApMV ve ACLSV’ye kars1 5 armut anaci ve 6 asili fidam
ise ACLSV’ye karsi tanilamak igin DAS-ELISA yontemini uygulamiglardir.
Yaprak drneklerinin bu iki viriisle infekteli olmadigini saptamislardir.

Caglayan ve ark. (2006), Tirkiye’de elma yetistiriciliginin yogun oldugu
bolgelerde elmalarda 6nemli zarara yol acan dort virlis hastaliginin yayginlik
durumlarint  degerlendirmek amaciyla 2004 yilinda infekteli oldugundan
stiphelenilen 174 bitki 6rnegi toplamiglardir. Toplanan 6rnekleri ApMV, ASGV ve
ACLSV’ye karst DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleriyle testlemislerdir. Toplanan
174 o6rnegin 126 tanesinin en az bir viriis ile infekteli oldugunu bildirmislerdir.
Hastalik yayginlik oranimi ise ticari elma bahgelerinde toplanan orneklerdeki

bulagiklik dikkate alinarak %70,21 olarak saptamis cogunlugu cesit bahgelerinden
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alman gozlerle uretilen fidanlarla kurulmus olan ticari bahgelerde infeksiyon
oraninin ise daha yiiksek olup % 75 oraninda oldugunu rapor etmislerdir.

Dursunoglu ve Ertung (2006), Orta Anadolu, Akdeniz, Karadeniz ve
Marmara Bolgesi’ndeki siirvey ¢aligmalarinda infekteli oldugundan siiphelendikleri
elma, armut ve ayva agaclarindan yaprak ve siirgiin 6rnekleri toplamislar ve bu
ornekleri DAS-ELISA test yontemiyle testlemis ve tanilamislardir. Orneklerin %
29,75’inin ApMYV ile infekteli oldugunu saptamislardir.

Akpinar (2009), Trakya bolgesinde giillerde goriillen viriislerin ¢esitli
yontemler kullanarak saptanmasmni amaglayan calismasinda Edirne, Istanbul,
Kirklareli ve Tekirdag’in 18 ilgesinden karakteristik hastalik belirtileri sergileyen
giillerden toplam 287 yaprak ornegi toplamistir. Toplanan yaprak orneklerine
(DAS-ELISA) serolojik testi uygulamis ve bu 6rneklerde Prunus necrotic ringspot
virus (PNRSV), Apple mosaic virus (ApMV) ve Strawberry latent ringspot virus
(SLRSV) viriislerinin varligim1 saptamaya c¢alismistir. Sonu¢ olarak yaprak
orneklerinin 18 adedinde ApMV, 17 adedinde ise PNRSV saptamistir. Ancak
serolojik olarak saptanan bu virlisler Chenopodium quinoa L.,Chenopodium
amaranticolor Coste & Reyn. ve Cucumis sativus L. (Cengelkdy, hiyar) indikator
bitkilerine yapilan mekanik inokulasyonlar sonucu biyolojik olarak
dogrulanamamistir. Bunun nedeni olarak da inokulasyonlarin 2008 yaz
mevsiminde yiiksek sicaklik derecelerinden dolayr simptomlarin maskelenmesi
oldugunu bildirmistir.

Sevik (2009), Daha 6nceki yillarda yapilan ¢aligmalarla diinya iiretiminde
s6z sahibi oldugumuz findigin {iretim alanlarinda ApMV’nin varligini tespit
etmistir. Bu c¢alisma ile findik {iretim alanlarinda Apple mosaic ilarviriis
(ApMV)’iiniin morfolojik o6zellikleri, dogal konukgulari, simptomlari, taginma
sekli, cografi dagilimi ve kontrol yontemlerini saptamistir.

Uzunogullar1 ve ark. (2009) Giineydogu Marmara Bolgesi’nde yer alan
Bursa, Kocaeli, Sakarya ve Yalova illeri ve bu illere bagh 11 ilgedeki 170

bahceden ApMV’yi saptamak amaciyla 2006 yilinda surveyler yapmis ve elde
13



2. ONCEKI CALISMALAR Hilal Eser AYTURK

edilen ornekleri DAS-ELISA yontemiyle testlemiglerdir. Testleme sonucunda 11
farkli elma ¢esidinin %15,8 12 farkli armut g¢esidinin %24,7 ve 7 farkli ayva
cesidinin ise %21 oraninda hastalikla infekteli oldugunu saptamiglardir. Yapilan
caligmayla ¢esit diizeyinde bulagiklik tespit edilmistir Starking delicious, Golden
delicious elma gesitlerinin, Santa maria, Ak¢a ve Deveci armut ¢esitlerinin ve
Esme ayva ¢esidinin viriis ile bulasik oldugu belirlenmistir.

Cek Cumbhuriyeti’nde ApMV’nin varligini tespit edebilmek icin gerekli
uygun kosullar arastirilmis ve ¢igeklenme Oncesinde secilmis olan 472 elma
agacindan Ornekler almiglardir. Alinan bu 6rnekler farkli dokulardan ( yaprak,
cicek, dormant tomurcuk filament) alinmistir. ApMV’yi gen¢ elma yapraklarinda
tespit etmislerdir. Bu ¢alismayla ApMV infeksiyonunun en yiiksek konsantrasyona
sahip oldugu donemi ¢igeklenme Oncesi Nisan ay1 olarak belirtmiglerdir (Svaboda
ve ark, 2010).

Ertung ve ark. (2010), Tiirkiye’deki elma mozaik viriis izolatlarinin kilif
protein gen bolgesine gore molekiiler karakterizasyonu ve sekans analizi
caligmalarint yiiritmislerdir. Bu dogrultuda iilkemizde elma ve findik tretimi
yapilan alanlarindan hastalikla slipheli oldugu disiiniilen 6rnekler toplamislar ve
toplanan orneklere mekanik inokulasyon, DAS-ELISA yontemi ve RT-PCR
yontemlerini kullanarak ile testlemislerdir. Boylelikle patojenin varligimi tespit
etmislerdir. Sonu¢ olarak Tiirkiye’nin degisik bolgerine ait 7 elma ve 9 findik
izolatinin sekansini gergeklestirmislerdir.

Ertung ve ark. (2011), 2008-2009 yillar1 arasinda Ukrayna elma iiretim
alanlarindan toplanan Orneklere ait izolatlar ile ililkemiz elma ve findik {iretim
alanlarindan toplanan oOrneklere ait izolatlar1 karsilastirmiglardir.  Yapilan
karsilagtirma ¢alismalarinda Ukrayna izolatlari ile Tiirk izolatlariin baz dizilerinin
benzer oldugu saptanmig ve buna karsilik Tiirk izolatlarinin kendi i¢inde 9 ayr
genotipe ayrildigt ancak Ukrayna izolatlarinin birbirleriyle benzer oldugu

bildirilmistir.
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Degirmenci ve ark. (2011) Amasya ve Tokat illerinde 2008-2010 yillari
arasinda yiriittiikkleri ¢alismada eriklerde Furopean plum pattern hastaliginin
etmeni olan ApMV’nin varliginin tespiti amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
2008-2010 yillar1 arasinda erik bahgeleri ve diger meyve plantasyonlar1 gezilerek
simptomolojik olarak goézlemler yapmiglar ve toplamda 549 adet erik Ornegi
toplamislardir. Toplanan bu erik 6rnekleri DAS-ELISA ve RT-PCR metotlar ile
testlenmistir. Test sonuglarina gore siit erigi agaglarinda hastaligin yaygimlik
oranini Amasya’da % 46,1, Tokat’ta ise % 16,6 olarak rapor etmislerdir.

Korkmaz ve ark. (2013), Dogu Anadolu Bolgesi Van ve Malatya illerinde
ApMV’nin yayilim alanlari saptamak amaciyla siirvey c¢alismalar1 kapsaminda
bolgede yer alan ticari elma bahgeleri gezilerek toplamda 481 elma Ornegi
toplamiglardir. Bu 0&rnekleri Dot-blot hibridizasyon ve RT-PCR metodlari
kullanarak testlemislerdir. Sonu¢ olarak ApMV bulasiklik oranin1 % 0,8 olarak
saptamislardir. Ayn1 zamanda Malatya’dan aliman 6rneklerle yapilan c¢aligsmalar
sonucunda elde edilen ApMV-G ve ApMV-M izolatlarinin 6rtii proteinini (coat
protein) klonlamiglar ve niikleotid dizilerini belirlemislerdir. Watpade ve ark,.
(2013), Elma yetistiriciliginde 6nemli ekonomik kayiplara neden olan Apple
mosaic ilarvirus (ApMV) ve Apple chlorotic leaf spot virus ( ACLSV)’niin her
ikisinin de ayni anda tespiti amaciyla dublex RT-PCR yontemini gelistirmislerdir.
Boylelikle her iki viriis ile bulagik oldugundan siiphelenilen 6rneklerde viral
etmenin ne oldugunun tespitinde kullanilabilirligi kolay, zamandan tasarruf
saglayacak bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontemin kiiltlir gesitlerinde yabani
elma cesitlerinde ve anaglarda kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Grimova ve ark. (2016), Elma mozaik viriisiiniin diinya capinda genis
alanlara yayilmig olmasindan ve meyve, findik ve serbetciotu iiretimi tizerindeki
olumsuz etkilerinden dolay1 bu viriis ile ilgili tiim bilgileri derlemek amaciyla bir
caligma yapmistir. Bu ¢alisma kapsaminda viriisiin taksonomik siniflandirmasi,
genom yapisi, konukgu dizisi, simptomlari, taginma sekli viriisiin teshisi ve sebep

oldugu hastaliklar ile bunlarin kontrol yontemlerini derlemistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Cahisma Materyali Hakkinda Bilgiler

Yiiriitillen bu ¢aligmada, 2017-2019 ilkbahar ve yaz dénemlerinde Nigde
ili; Zengen ve Cukurkuyu ilgeleri/mahallesi ve Konya ilinde ise, Kutoren
mabhallesinde yeni kurulan 100 dekarin iizerinde olan elma bahgelerinde
simptomatolojik gozlemler sonucu ApMV ile bulagik oldugu diisiiniilen elma
agaclarindan alman yaprak ornekleri materyal olarak kullanilmistir. Orneklerin

alindig1 yerler ve testlenen bitki sayisi Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Orneklerin alindig1 yer ve testlenen bitki sayis1

Bahge Mevkii Bahcge Alinan Ornek Cesit Dagilimi
Numarasi Sayisi (adet)
cNigde Zengen-1 9 ScarletSpur-4
Fuji-5
Cukurkuyu-1 10 Fuji- 3
Pink Lady-2
Super Chief-3
Granny Smith-2
Cukurkuyu-2 13 Fuji-5
Gala-3

Scarlet Spur-3
Granny Smith-2
Cukurkuyu-3 10 Scarlet Spur-2
Gala-3
Fuji-2

Golden Delicious-3
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Cizelge 3.1’in devamu

Cukurkuyu-4

Gala-2
Fuji-3
Scarlet Spur-1

Cukurkuyu-5

Golden Delicious-3
Fuji-4

Cukurkuyu-6

Scarlet Spur-3
Golden Delicious-4
Fuji-2

Konya

Kutoren-1

14

Golden Delicious-2
Granny Smith-6
Scarlet Spur-4
Fuji-2

Kutoren-2

Scarlet Spur-3
Granny Smith-3

Kutoren-3

12

Granny Smith-7
Scarlet Spur-3
Gala-2

Kutoren-4

10

Granny Smith-2
Scarlet Spur-4
Fuji-2

Golden Delicious-2

Kutoren-5

Granny Smith-1
Red Chief-6

Kutoren-6

Fuji-4
Gala-2
Scarlet Spur-3

Kutoren-7

Granny Smith-7
Scarlet Spur-1

Toplam

14

130

18




3. MATERYAL VE METOT Hilal Eser AYTURK

30 -
25 - B Granny Smith
20 - m Scarlet Spur
15 -  Gala
10 A B Fuji
5 - B Pink Lady
0 m Siiper Chief
Golden Delici
ng\ \Q*\\, olden Delicious
A8 & Red Chief
%‘%& 6‘?"(? &
& ©
S

Sekil 3.1. Orneklerin alindig1 yer ve testlenen bitki sayis

Arazi ¢caligmalarinda 14 bahge 6220 da alan simptomolojik olarak taranmis
ve ApMYV ile infekteli oldugundan siiphelenilen toplam 130 adet elma siirgiin ve
yaprak Ornegi toplanmustir. Tez ¢aligmasi, C.U.Z.F. Bitki Koruma Béliimii
Fitopatoloji Anabilim Dali Viroloji Laboratuvari ve mevcut iklim odalarinda

yiiritilmistiir.

3.1.2. Serolojik Calismalarda Kullamilan Materyal

Nigde ve Konya illerinin ilgelerinde/mahallelerinde tez kapsami
dahilindeki iiretim alanlarindaki ApMYV ile bulasik oldugundan siiphe edilen elma
agaclarindan alman bitki dokulari serolojik ¢aligmalarda materyal olarak
kullanilmistir. Alinan bu ornekler oncelikle Double Antibody Sandwich Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (DAS-ELISA) testine tabi tutulmustur.

DAS-ELISA testlerinde, ayrica ticari olarak temin edilen Bioreba
firmasinin ApMV’ye spesifik ELISA kiti, ELISA pleytleri (NUNC), otomatik
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pipetler, pipet uclari, saf su, tampon ¢ozeltiler (Ek-1) ve ELISA okuyucusu
(Thermo Scientific Multiskan Go) kullanilmistir.

3.1.3. Total Niikleik Asit (TNA) Ekstraksiyonunda Kullanilan Materyal
ELISA testleri sonucunda ApMV ile infekteli oldugu saptanan arazi
ornekleri materyal olarak kullanilmustir.
TNA ekstraksiyonu isleminde; ayarlanabilir mikro pipetler ve pipet uglari,
ekstraksiyon paketleri (BIOREBA), eppendorf tiipleri, steril havan ve havan eli,
tampon ¢ozeltiler (Ek-2), masa tipi sogutmali santrifiij (Universal 320R)

kullanilmstir.

3.1.4. RT-PCR Cahsmalarinda Kullanilan Materyal

ApMV’nin molekiiler tanis1 amaciyla viriis ile bulasik elma yapraklarindan
elde edilen TNA’lar ¢aligmanin materyalini olugturmustur.

RT-PCR uygulamalarinda, Moloney Murine Leukaemia Virus’den olusan
Revert Aid Reverse Transcriptase enzimi (M-MLV 200 U/ul, 10000 U, Thermo
Scientific) ve 5X Reaction Buffer for RT, Taq polymerase enzimi (Taq DNA
polimeraz enzimi, 500 U, 5 U/ul, Termoscientific), ANTP set (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP, 4X25 pmol, Thermoscientific), MgCl,, DNA Ladder marker (100 bp, Solis
Biodyne ve 100 bp Gene Direx), pipet ve steril pipet uclari, PCR tiipleri, saf su ve
Cizelge (3.2.)’de verilen viriise spesifik primerler (10 pM) kullanilmustir.

PCR islemi, Applied Biosystems marka thermocycler cihazi kullanilarak

yapilmustir.
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Cizelge 3.2. RT-PCR Calismalarinda Kullanilan Primer Ciftleri ve Band

Biiytikligi
Primer | Dizi Baz Referans
Ciftleri Cifti
(bp)
ApMV | 5-3ATCGTCTGCAAGTACTGCAAT(Forward) Petrizk,(2005)
3-5 TCATAATTCTAACAAATC (Reverse) 672
ApMV | 92D9UP(1)-
3(5'GGCCATTAGCGACGATTAGTC-3") 382 Petrizk,(2005)
1425RE(2)-
(5'ATCGGCAAAGTCAATGTTGACS3)
ApMV | ApMV3(5'ATGCTTTAGTTTCCTCTCGG-3' Petrizk and
ApMV4(5'GGCCATTAGCGACGATTAGTC-3') | 820 Lenz, (2002)

Secilen primer giftleri 1044-1025 nt karsilik gelen hareket proteini igeren (
AMU15608 dizisi) CP —intergenik bolgesini biiyiitiir (Petrizk,2005).

3.1.5. Agaroz Jel Elektroforez Caliymalarinda Kullanilan Materyal

Agaroz jel elektroforez galismalarinda, RT-PCR ¢aligmalarinda elde edilen
PCR iiriinleri materyal olarak kullanilmistir.

Agaroz jel elektroforez uygulamasinda, agaroz (Sigma), tampon ¢ozeltiler
(Ek-3), Mini Sub. DNA Cell Elektroforez cihazi (BIORAD), gii¢ kaynagi ve UV

151k kaynagindan (UVP Ultraviolet Transilluminator) yararlanilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Bitkilerin Toplanmasi ve Muhafaza Edilmesi

Konya ve Nigde illerinde yeni tesis edilmis olan elma bahgelerinde elmada
zararli ApMV’nin tanilanmasi1 ve karakterizasyonu amaciyla Zengen, Cukurkuyu

ve Kutoren ilgelerinde/mahallelerinde arazi c¢ikislart gerceklestirilmistir. Arazi
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caligmalari, 2017-2019 yillarinda ilkbahar ve yaz doénemlerinde elma alanlarinda
yapilmustir.

Arazide Oncelikle simptomatolojik gézlemler yapilarak ApMV ile bulagik
oldugundan siiphelenilen elma yapraklarindan ve siirgiinlerinden 6rnek dokular
almmustir. Ornek alinan elma yapraklarinda damar dokusu gevresinde klorotik
alanlar, yaprak deformasyonlari, gelismede azalma, yaprakta mozaik ya da
beneklenme, bazen nekroz ve bozulma simptomlar1 aranmis, bu simptomlardan en
az birini gosteren elma bitkilerinden yapraklar alinarak ¢alismalarda kullanilmigtir
(Nemeth, 1986) (Cizelge 3.3).

Araziden alinan Ornekler numaralandirilarak buzdolab1 posetlerine
konulmus, laboratuvara getirilmis ve galigmalarda kullanilincaya kadar, 7-10 giin
gibi kisa siireligine +4 C°’de, daha uzun siireligine -20 C°’de muhafaza altina

alinmustir.

Cizelge 3.3. Arazi c¢ikiglarinda elma agaglarinda aranan simptomlar
Simptomlar ApMV

Yaprakta mozaik simptomlar N

Yaprakta solgun krem renkli lekeler

Yaprak damarlarinda bant olusumu

Gelismede azalma

Damarlar etrafinda klorotik agiima

Yaprak deformasyonlari

<) 2] =<2 2] =<2 2]

Nekroz

22



3. MATERYAL VE METOT Hilal Eser AYTURK

3.2.2. Serolojik Calismalar

Serolojik ¢aligmalarda; elma bahgelerinde simptomolojik olarak ApMV ile

bulasik oldugundan siiphelenilen elma agaglarindan toplanan yaprak &rnekleri

DAS-ELISA yontemi ile testlenmistir.

DAS-ELISA testlerinde firmanin onerisi dikkate alinarak uygulanmugtir.

3.2.2.1. DAS-ELISA Teknigi

1.

Testlenen viriise spesifik poliklonal Y-globulin (ApMV‘ye spesifik
antiserumlar; BIOREBA), firmanin bildirdigi yonteme gore 1/1000
oraninda sulandirilarak kaplama tampon ¢dozeltisinde karigtirilmis ve
ELISA pleytlerinin her bir ¢ukuruna 100 pl olacak sekilde iki tekrarli
konulmustur.

Pleytler, 37 °C’de 2-3 saat inkiibasyona alinmis ve yikama tamponu ile en
az 3 dk 3 defa yikanmustir.

1/10 oraninda hazirlanan ELISA estraksiyon tamponu ile bitki dokusu
ezilerek 6zsuyu c¢akartilmis ve her kuyuya 100 pl koyularak pleytler +4
°C’de bir gece inkiibasyona alindiktan sonra yikama tamponu ile en az 3
dk 3 defa yikanmstir.

Konjugat tamponu igerisine viriise spesifik konjugat (Y-globulin)
sulandirilarak her kuyuya 100°er ul gelecek sekilde koyulmus ve 37 °C’de
3 saat inkiibasyona alindiktan sonra yikama tamponu ile en az 3 dk 3 defa
yikanmustir.

Al kuyusu da dahil olmak iizere pleytlerin her kuyusuna substrat tampon
¢Ozeltisinden 1 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan substrattan (1mg/ml p-
nitrophenyl phosphate) her ¢ukura 100’er pl konularak pleytler 30-60 dk
oda sicakliginda karanlik bir ortamda bekletilmistir.

Pleytteki sar1 renk ol¢iimleri Thermo Scientific Multiskan Go marka
ELISA okuyucusunda 405 nm dalga boyunda okunarak sonuclar elde

edilmistir.
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7.

Yapilacak ELISA testlerinde, her bir pleytte pozitif, negatif ve buffer
olmak iizere li¢ kontrol kullanilacaktir.

Testlerin degerlendirilmesinde, negatif kontroliin bulundugu ¢ukurlardan
elde edilecek absorbans degerlerinin ortalamasinin iki veya {i¢ kat1 degerler
veren cukurlardaki ornekler bulasik kabul edilecektir (Clark ve Adams,

1977).

3.2.3. Total Niikleik Asit ( TNA) Ekstraksiyonu

TNA ekstraksiyonu, arazi ¢ikiglarinda toplanan ve ELISA testi ile bulasik

oldugu saptanan bitki orneklerinden kullanilarak Astruc ve ark. (1996), onerdigi

yonteme gore yapilmistir.

3.2.3.1. Total Niikleik Asit (TNA) Ekstraksiyonu Asamalari

1.

Ornekler ezme tamponu (100mM Tris-HCI pH.8.0, 50 mM EDTA pH. 7.0,
500 mM NaCl, 10mM 2.merkapto etanol (1/1000)) ile 1:2 (agirlik/hacim)
oraninda sulandirilarak ekstrakte edilmis ve elde edilen bitki 6zsuyu
eppendorf tiiplere alinmisgtir.

Bitki 6zsuyundan 1ml alinarak eppendorf tiiplerine aktarilmig ve 6rnekler 3
dakika 4.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

Sivi kisim iizerine % 20’lik Sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisinden 50
ul ilave edilerek vorteks ile karistirilmig ve sonra tiipler 65 °C’de 30 dakika
su banyosunda inkiibasyona tabi tutulmustur.

Tiiplere 250 pl potasyum asetat (SM) ilave edilerek 20 dakika buz
igerisinde bekletilmis ve 15 dakika 13.000 rpm’de santrifiij yapilmistir.
Elde edilen sivi kisim ikiye boliinmiis ve 500 pl’si eppendorf tiiplerine
aktarilarak -70 °C’de saklanmustir. Geriye kalan 500 pl sivi kisim yeni
hazirlanan eppendorf tiiplerine konularak ve {iizerine %100 lik etil
alkolden 500 pl ilave edilerek 1ml’ye tamamlanmis ve vorteks ile

karistirtlmustir.
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6.

10.

Daha sonra tiiplere 50 pl sodyum asetat (3M) ilave edilmis ve Ornekler
tekrar karigtirilarak -20 °C’de bir gece inkiibe edilmistir.

Ornekler 15 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edilerek sivi kistm ortamdan
uzaklastirilmigtir.

Eppendorf tiipleri filtre kagidi izerinde ters gevrilerek 5 dakika kurutulmus
ve pellet lizerine % 70’lik etil alkolden 1ml ilave edilmistir.

Ornekler RNA’lar1 ¢oktiirmek amaciyla 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij
edilmis ve tiip igerisindeki etil alkol dokiilerek eppendorf tiipleri kurutma
kagitlar1 iizerinde kurutulmustur.

Elde edilen niikleik asitler 50 ul RNaz saf su ile sulandirilarak, 15 pl ve 35

pl olmak tizere ikiye boliinmiis ve -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4. CTAB Niikleik Asit Ekstraksiyonu

Ctab niikleik asit ekstraksiyonu, arazi ¢ikiglarinda toplanan ve ELISA testi

ile bulasik oldugu saptanan bitki Omeklerinden kullanilarak Fulton ve ark,

(2007)’1n 6nerdigi yonteme gore modifiye edilmistir.

3.2.4.1. CTAB Niikleik Asit Ekstraksiyonu Asamalari

1.

Bitki drnekleri ekstraksiyon tamponu (100 mM tris, 1.4 M NaCl, 20 mM
EDTA, pH 8.0, %2 CTAB, %0.3 beta-mercaptoethanol) igerisinde 1/3
(w/v) oraninda ekstraksiyon torbalarinin i¢inde sulandirilarak homojenize
edilir.

Ekstraksiyondan sonra 4.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilir ve
siipernatant kismindan 600 pl ¢ekilerek yeni hazirlanan eppendorf tiiplere
aktarilir.

Bitki 6zsuyundan 1ml alinarak eppendorf tiipleri igerisine yerlestirilir ve
ornekler 65 °C’de su banyosunda 30 dakika inkiibe edilir.

Eppendorf tiiplere 600 pl kloroform-izomil alkol (24:1) eklenir ve 1

dakikalik vorteksin ardindan 10 dakika 12.000 rpm’de santrifiij edilir.
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5. Santrifiij sonucu olusan siipernatant kisimdan 500 pl cekilerek tekrar 1:1
oraninda kloroform-izoamil alkol eklenir, 1 dakikalik vorteksin ardindan
10 dakika 12.000 rpm’de santrifiij edilir.

6. Olusan siipernatant kistmdan 350 pl almarak 2/3 oraninda isopropanol
eklenir ve -20°C’de 1 saat bekletilir.

7. Daha sonra 15 dakika 12.000 rpm’de santriflij edilir ve tiiplerin i¢indeki
s1v1 kisim bosaltilir.

8. Eppendorf tiiplere Iml %70’lik alkol eklenerek 5 dakika 14.000 rpm’de
santrifiij edilir. Alkol dokiildiikkten sonra kurutma kagitlar1 yardimiyla
tiiplerdeki alkol temizlenir.

9. Son asamada 50 ul ddH2O su eklenir ve oda sicakliginda 3-4 saat ekstrakte
edilen niikleik asitin ¢dziilmesi beklenir. Daha sonra DNA izolatlar1 -20°C

derecede eppendorf tiiplerde muhafaza edilir.

3.2.5. RT-PCR Cahsmalar

Calismada ApMV’nin molekiiler tanisin1 yapmak, dizi belirleme
caligmalarinda kullanilacak DNA’larin elde edilmesini saglamak ve molekiiler
karakterizasyonunu yapmak amaciyla RT-PCR ¢aligmalar1 Prieto ve ark. (2001) ve
Sidek ve ark. (1999)’a gore modifiye edilerek yapilmustir.

ApMYV ile bulasik oldugundan siiphelenilen 6rnekler ilgelere/mahallelere
gore secilerek molekiiler ¢aligmalarda izolat olarak kullanilmistir. Orneklerin
isimlendirilmesinde her bir bahgenin bulundugu mevkiye gore sirasiyla kod
numarast verilmistir. Her bahceden alinan siirglin ve yaprak ornekleri alman
bahgenin adi ile tek tek numaralandirilmistir. Asagida belirtildigi gibi kodlama
yapilmustir.

Cizelge 3.4. Bitki 6rneklerinin kodlanmasi

il Bahgenin Bahge Siirgiin Ornek
Yeri Numarasi Numarasi Numarasi
Konya Kutoren Kutéren-3 Kutéren 3-1 1
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Cizelge 3.5. RT-PCR caligmalarinda secilen viriis izolatlar1 ve alindigi iller

Viriis izolati Ornek Numarasi | I Yéntem
Kutéren 3-1 1 Konya RT-PCR
Kutéren 3-1 2 Konya RT-PCR
Kutoren 3-1 3 Konya RT-PCR
Kutéren 3-1 4 Konya RT-PCR
Kutoren 3-1 6 Konya RT-PCR
Kutéren 3-1 7 Konya RT-PCR
Kutoren 3-1 9 Konya RT-PCR
Kutéren 1-3 15 Konya RT-PCR
Kutoren 1-6 18 Konya RT-PCR
Kutéren 1-8 20 Konya RT-PCR
Kutoren 1-11 23 Konya RT-PCR
Kutéren 1-12 24 Konya RT-PCR
Kutoren 1-13 25 Konya RT-PCR
Kutéren 2-1 27 Konya RT-PCR
Kutéren 2-4 30 Konya RT-PCR
Kutéren 2-5 31 Konya RT-PCR
Kutéren 4-1 33 Konya RT-PCR
Kutoren 4-9 41 Konya RT-PCR
Kutoéren 5-5 47 Konya RT-PCR
Kutoren 6-1 50 Konya RT-PCR
Kutéren 6-3 52 Konya RT-PCR
Kutoren 7-2 60 Konya RT-PCR
Kutoéren 7-3 61 Konya RT-PCR
Kutoren 7-4 62 Konya RT-PCR
Kutoéren 7-5 63 Konya RT-PCR
Kutéren 7-6 64 Konya RT-PCR
Kutoéren 7-7 65 Konya RT-PCR
Kutoren 7-8 66 Konya RT-PCR
Zengen 1-9 97 Nigde RT-PCR
Cukurkuyu 1-3 100 Nigde RT-PCR
Cukurkuyu 1-5 102 Nigde RT-PCR
Cukurkuyu 4-4 111 Nigde RT-PCR
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RT-PCR islemi asagidaki sekilde iki agamali yapilmigtir:

1. asamada, RT (Reverse transcription) islemi ile cDNA’lar elde edilmis; 2.
asamada ise elde edilen bu cDNA’lar kullanilarak PCR islemi gergeklestirilmistir.

1. RT isleminde, PCR tiiplerinin her birine total RNA’dan 2 pl konulup,
tizerine 1 pl primer (5 pmol/ pl) ilave edilerek thermocycler’a yerlestirilmis ve
95°C’de 3 dk denatiirasyon islemi uygulanmistir. Daha sonra tiipler buz iizerine
almarak 5 dk bekletilmistir. PCR tiiplerine 14,9 pl saf su, 5 pul RT tampon ¢ozeltisi
(250 mM Tris-HCI (pH 8.3), 250 mM KCl, 20 mM MgC12 ), 1 pl ANTP (2 mM),
0.3 ul RNAse ve 0.1 pl RT enzimi ilave edilerek, 48 °C'de 45 dakika inkiibe
edilmistir.

2. PCR isleminde ise ayri bir PCR tiipiine, 1. asamada yapilan islemlerden
elde edilen cDNA’lardan 2 pl konularak iizerine 16.3 pl saf su, 2.5 pul 10X PCR
tampon ¢ozeltisi (100 mM Tris -HCI (pH 8.8), 500 mM KCI, % 0.8 Nonidet P40),
1.5 pl MgCl, (25 mM), 0,5 pl dNTP, 0.2 pl Taq DNA polymerase, 1 pl forward
primer ve 1 pul reverse primer ilave edilmistir.

Daha sonra tiipler 92D9UP(1)-3 (5'-GGCCATTAGCGACGATTAGTC-3"),
1425RE(2) (5'-ATCGGCAAAGTCAATGTTGAC-3"),

5-3 (5’-ATCGTCTGCAAGTACTGCAAT-3’) (Forward),

3-5 (5’-TCATAATTCTAACAAATC-3") (Reverse)

ApMV3 (5'ATGCTTTAGTTTCCTCTCGG 3')

ApMV4 (5'GGCCATTAGCGACGATTAGTC-3") primer ¢iftleri i¢in Cizelge 3.6
daki gibi olacak sekilde ayarlanarak PCR islemi yapilmistir.

Cizelge 3.6. ApMV i¢in uygulanan PCR programi ve sicakliklar

ApMV ApMV

94 °C 2dk 94 °C 2 dk

94°C 30 sn 94°C 30 sn

50°C 30 sn 40 doéngu 50°C 30 sn 35 dongi
72 °C 90 sn 68 °C 90 sn

72°C 10 dk 68°C 10 dk
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3.2.6. Agaroz Jel Elektroforez Calismalari
Agaroz jel elektroforez ¢alismasi % 1.5’lik olacak sekilde Galitelli ve
Minafra (1994)’ya gore uygulanmustir.

1. Cam erlen igerisine 20 ml 1X TAE (4.84 g Tris, 2ml 0.5 M Na,EDTA,
1.142 ml Glacial acetic acid) ya da 1X TBE tampon ¢ozeltisi konulmus ve
agaroz tamamen eriyinceye kadar 1siticida tutulmustur.

2. Karisim kaynadiktan sonra isitictdan alinarak kisa bir siire sogumaya
birakilmis ve tank igerisine dokiilerek tarak takilmustir.

3. Jelin donmasi beklenmis ve jel donduktan sonra tarak c¢ikartilarak
elektroforez tankina yerlestirilmis ve jeli 1-2 mm gececek kadar kullanilan
buffera gore 1X TAE ya da 1X TBE eklenmistir.

4. Ornekler ve marker 5 pl olacak sekilde jeldeki kuyulara dikkatli bir sekilde
yerlestirilmistir. Marker ilk ¢ukura konulmus ve yiikleme tamponundaki
turuncu renk (Orange G) jelin sonuna gelene kadar elektroforez tankina
virtislere gore degismekle beraber 30 ya da 35 V elektrik akimi verilmistir.

5. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel, oda sicakliginda 10 dk
sireyle ethidium bromid (30 pl ethidium bromid/100 ml saf su)
¢ozeltisinde boyanmig ve daha sonra fazla ethidium bromidi uzaklagtirmak
icin 10 dk saf su icerisinde tutulmustur.

6. Jel yikandiktan sonra UV transilluminator {izerine konulmus ve UV 1sikta

ortaya ¢ikan bantlar gézlemlenerek fotografi ¢cekilmistir.
3.2.7. Dizi Belirleme ve Filogenetik Siniflandirma Calismalar:

Bu calismada kullanilan ve ApMYV igin se¢ilen izolatlarin saptanmasi, dizi

belirleme ve dizi analizi ¢alismalarinda izlenen yol Sekil 3.1 de verilmistir.
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Araziden Siipheli Orneklerin Toplanmasi

{ Orneklerin Labaratuvara Getirilmesi

Orneklerin Bahgelere Gére Numaralandiriimasi

I

| DAS-ELISA TESTI

ELISA Testinde Pozitif Sonug Veren Orneklerden izolat
Segilmesi

TNA Ekstraksiyonu

{ RT-PCR Yéntemi

‘ Agaroz-Jel Elektroforez

{ Jelde net bant veren orneklerin belirlenmesi

{ Bant Veren Orneklerin Sekansi

( NCBI

BLAST

MEGA 7

Sekil 3.2. Dizi Belirleme ve Filogenetik Siniflandirma Caligmalart
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Dizi analizi c¢aligmalari ticari hizmet alinarak yapilmistir. Dizilemede
anlamsiz bolgeler silindikten (contique) sonra NCBI, BLAST ve MEGA 7
programlari kullanilarak filogenetik agaclar elde edilmis ve belirlenen izolatlarin
diinyada bildirilmis olan diger izolatlarla benzerlik oranlari saptanmuistir.

ELISA testinde pozitif ¢ikan 6rneklere uygulanan RT-PCR c¢alismalarinda,
net olarak band veren pozitif ornekler farkli bahgeleri temsil edecek sekilde
secilerek dizi analizi ve filogenetik siniflandirma g¢aligmalarinda izolat olarak

kullanilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. ApMY ile Bulasik Bitkilerin Saptanmasi

ApMYV izolatlarinin toplanmasi, tanilanmasi ve karakterizasyonu amaciyla
2017-2019 ilkbahar ve yaz aylarinda Konya (Kutdren) ve Nigde (Zengen ve
Cukurkuyu) illerinde elma yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi alanlarda
yiiriitiilen bu tez ¢aligmasinda 6220 doniim elma bahgesi ve yaklasik 1.800.000
adet agac¢ incelenerek simptomatolojik olarak yapraklarin damarlar1 g¢evresinde
klorotik renk beneklenme, bazen nekroz simptomlar1 gosteren 130 elma agacindan
dokular almmis ve laboratuvar c¢alismalarinda oncelikle ELISA yontemi ile
testlenmistir.

Yapilan arazi ¢ikiglarinda Konya’nin Kutéren mahallesindeki 7 bahgeden
66 ornek; Nigde’nin Zengen ilgesindeki 1 bahceden 9 o6rnek ve Cukurkuyu
mahallesindeki 6 bahgeden de 55 6rnek alinarak toplamda 130 agagtan 6rnekleme
yapilmistir.

ApMV’nin bitkide en fazla yapraklarda mozaik simptomlar, ilkbaharda
solgun sar1 veya acik krem renginde lekelenmeler, renk agilmasi ve deformasyon
simptomlarina sebep oldugu gozlenmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.7,
Sekil 4.12, Sekil 4.13) Bitkide gelisme geriligi, yapraklarda sararma ve nekroz da
simptomlar arasindadir (Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.8, Sekil 4.9).

ApMYV ile infekteli elma bitkilerinde ise en fazla sararma ve yapraklarda

renk acilmasi simptomlariin goriildiigii tespit edilmistir (Sekil 4.10, Sekil 4.11).
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Sekil 4.1. Elma yapraginda mozaik simptomlar (Konya Kutéren/ApMV
infeksiyonu)

Sekil 4.2. Elma yapraginda ApMV infeksiyonuna bagli solgun sar1 veya agik krem
renginde lekeler (Konya/Kutoren)
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Sekil 4.3. Yaprakta ApMV infeksiyonuna bagli damar ag¢ilmasi ve mozaik
lekelenmeler (Konya/Kutoren)

Sekil 4.4. Yapraklarda ApMV infeksiyonuna bagh rozetlesme (Konya/Kutoren)

Sekil 4.5. Elma silirginmimde ApMV mfeksiyonuna bagli gelisme geriligi
(Konya/Kutoren)
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Sekil 4.6. Elma yapraginda ApMV infeksiyonuna bagh siddetli renk agilmasi ve
nekroz (Konya/Kutoren)

14T ) H

Sekil 4.7. ApMV ile bulagik elma surgininde nekroz, damar bantlagsmasi ve
mozaik simptomlar
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Sekil 4.8. Yaprakta sararma, mozaik lekeler ve nekrozlasan alanlar
(Konya/Kutdren)

‘ -
: 2, OF - e }
Sekil 4.9. ApMV ile bulasik bir elina agacinda siddeth damar agilmasi ve mozaik
simptomu (Konya/ Kutoren)
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Sekil 4.10. ApMV ile "bulaslk stirginde damar bantlasmas1 simptomu
(Kutdren/ApMYV infeksiyonu)

<

Sekil 4.11. ApMV ile infekteli elma aéacmda mozaik simptomlar
(Kutéren/ApMV)
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Sekil 4.13. Biiyime doneminde ApMV ile infekteli elma siirgiiniinde mozaik
simptomlar (ApMYV infeksiyonu)
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Sekil 4.14. ApMV ile infekteli bitkinin yapraklarinda renk agilmasi (ApMV
infeksiyonu)

~f

aklarinda renk agilmalart (ApMV

Sekil 4.15. ApMV ile infekteli elma yapr
infeksiyonu)
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Bu tez galigmasinda 6220 doniim alan gezilmis yaklagik 1.800.000 sayida
bitki simptomatolojik olarak incelenmistir. Konya ve Nigde illerine bagl elma
yetigtiriciliginin yaygm olarak yapildigi ilgelerden/mahallelerden ApMYV’nin

varligimi saptamak amaciyla toplam 130 adet 6rnek alinmugtir.

4.2. ELISA Calismalar:

Konya ve Nigde illerinde yeni kurulan elma bahgelerinde simptomatolojik
olarak ApMV ile bulasik oldugundan siiphelenilen 130 elma agacindan alinan
dokulara uygulanan ELISA testleri sonucunda, 28 tanesi Konya Kutoren
mahallesinden, 1 tanesi Nigde Zengen ilgesinden ve 3 tanesi de Nigde Cukurkuyu
mahallesinden olmak iizere toplamda 32 adet elma 6rnegi ApMV ile infekteli
bulunmustur. Alinan oOrneklerin c¢esit diizeyinde dagilimi yapildiginda Nigde
ilinden toplamda 13 Scarlet Spur, 25 Fuji, 5 Siiper Chief, 4 Granny Smith,8 Gala
ve 10 Golden Delicious; Konya ilinden ise 4 Golden Delicious, 26 Granny
Smith,18 Scarlet Spur, 7 Fuji, 4 Gala ve 6 Red Chief olmak {izere 130 6rnek
alimmustir.

ELISA testi sonucunda ApMV ile infekteli 6rneklerin ¢esit dagilimina
bakildiginda 28 adeti Granny Smith, 3 adeti Gala ve 1 adeti ise Scarlet Spur olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Arazi ¢ikis1 yapilan alanlar ve ELISA testi sonucu ApMV ile infekteli
olan elma bitkileri

Bahge Mevkii Bahge Alinan Cesit Dagilimi Pozitif
Numarasi Ornek (adet) Sonug
Sayisi Veren
Cesitler
Nigde Zengen-1 9 ScarletSpur-4 Scarlet
Fuji-5 Spur-1
Cukurkuyu-1 10 Fuji- 3 Granny
Pink Lady-2 Smith-2
Super Chief-3
Granny Smith-2
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Cizelge 4.1. devamu
Cukurkuyu-2 13 Fuji-5 0
Gala-3
Scarlet Spur-3
Granny Smith-2
Cukurkuyu-3 10 Scarlet Spur-2 0
Gala-3
Fuji-2
Golden Delicious-3
Gukurkuyu-4 6 Gala-2 Gala-1
Fuji-3
Scarlet Spur-1
Cukurkuyu-5 7 Golden Delicious-3 0
Fuji-4
Cukurkuyu-6 9 Scarlet Spur-3 0
Golden Delicious-4
Fuji-2
Konya Kutoren-1 14 Golden Delicious-2 | Granny
Granny Smith-6 Smith-6
Scarlet Spur-4
Fuji-2
Kutéren-2 6 Scarlet Spur-3 Granny
Granny Smith-3 Smith-3
Kutoren-3 12 Granny Smith-7 Granny
Scarlet Spur-3 Smith-7
Gala-2
Kutbren-4 10 Granny Smith-2 Granny
Scarlet Spur-4 Smith-2
Fuji-2
Golden Delicious-2
Kutéren-5 7 Granny Smith-1 Granny
Red Chief-6 Smith-1
Kutéren-6 9 Fuji-4 Gala-2
Gala-2
Scarlet Spur-3
Kutéren-7 8 Granny Smith-7 Granny
Scarlet Spur-1 Smith-7
Toplam 130 32

42




4. BULGULAR VE TARTISMA Hilal Eser AYTURK

Daha once yapilan bir ¢alismada, ililkemizde ApMV’nin farkli elma
cesitlerinde saptandigi bildirilmesine karsilik (Akbas ve Ilhan, 2005), bizim
yaptigimiz bu ¢alismada Granny Smith ¢esidinde en yaygin oldugu belirlenmistir.

Birigik ve ark. (2006) Adana, Antalya, Kahramanmaras ve Osmaniye
illerinde 2002—-2005 yillarinda yaptiklart siirvey ¢alismalari sonucunda 112 elma
bahg¢esinden 338 adet 6rnek toplamislar 6rnekleri elmada zarar yapan birkag viriise
karst DAS-ELISA yontemi ile testlemislerdir. DAS-ELISA testi sonucunda ApMV
ile bulasiklik oranmmmi %4 olarak saptamuslardir. Ornek toplama asamasinda
yuriittiigiimiiz tez calismamizda oldugu gibi tesadiifi olarak simptomolojik
gozlemler ile 6rnek toplamislardir. Calismamizda toplanan 6rnekler baz alinarak
yapilan DAS-ELISA testi sonucunda ApMV ile bulasiklik oran1 %26.4 olarak
saptanmistir.

Uzunogullar1 (2008), Marmara Boélgesi’nde Bursa, Sakarya, Kocaeli ve
Yalova illerindeki survey calismalarinda elma agacglarindan toplanan 333 yaprak ve
147 ¢igek drneginin DAS-ELISA testi sonuglarina gore 26 yaprak drnegini ApMV
ile infekteli olarak bulmustur. Ayni zamanda ApMV nin en ¢ok zarar yaptig1 ¢esidi
bizim ¢aligmamizdan farkli olarak Starking Delicious olarak saptamis ve en yaygin
oldugu ili ise Yalova olarak bildirmistir. Yiriittigiimiiz tez calismamizda ise
ApMV nin en yaygin oldugu ¢esit Granny Smith olarak belirlendi.

ApMV nin belirtilerinin elma ¢esidi, virlis irki, viriilensi ve gevre sartlarma
gore yildan yila degisebildigini Baumann (1972) ve Kutluk Yilmaz (2005) ileri
stirmiislerdir.

Yardimer ve ark, (2006), Isparta ili elma {iretim alanlarinda gézlenen ve
ApMYV benzeri infeksiyon belirtisi sergileyen etmenin tespiti amaciyla serolojik ve
simptomatolojik calismalar yiiriitmiislerdir. Siirveyler sirasinda araziden toplanan
orneklerin tiimiine DAS-ELISA testi uygulamislar ve testlenen 276 silipheli
ornekten 82’sinde elma mozaik viriisii saptamiglardir. Granny Smith, Imparator
cesitleri ve M9 anaglarindan alman Orneklerin viriisle infekteli oldugunu buna

karsilik Golden Delicious ve Starking Delicious 6rneklerinin temiz oldugunu rapor
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etmiglerdir. Bu c¢alismada edinilen sonuglar bizim c¢alismamizla benzerlik
gostermistir. Her iki calismada da ApMV ile bulasik bulunan gesit Granny
Smith’dir.

Sekil 4.16. ApMV-2(a), ApMV-3(b), ApMV-4(c), ApMV-7(d) izolatlarinin elma
yapraklarinda neden oldugu yaprak deformasyonu ve mozaik
lekelenmeler, damar bantlagsmasi, yaprakta sarimsi renk agilmasi
simptomlar1
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Sekil 4. 17. ApMV-15(e), ApMV-33(f), ApMV-6(g), ApMV-9(h), ApMV-18 (1)
ApMV-23 (i) izolatlarinin elma yapraklarinda neden oldugu yaprak

deformasyonu ve mozaik lekelenmeler, damar bantlagsmasi, yaprakta
sarims1 renk agilmasi, nekroz simptomlart.
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Sekil 4.18. ApMV-25(k), ApMV-27(1), ApMV-30(m), ApMV-31(n), ApMV-
41(0), ApMV-47(0) izolatlarinin elma yapraklarinda neden oldugu

mozaik lekelenmeler, nekroz, damarlar cevresinde renk acgilmasi
simptomlari
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ey / L :

Sekil 4.19. ApMV-50(p), ApMV-60(r), ApMV-63 (s), ApMV-64(s), ApMV-66(t),
ApMV-102(u) izolatlarinin elma yapraklarinde neden olduklar1 sarimsi
beyaz lekeler, mozaik simptomlar, rozetlesme simptomlari

DAS-ELISA testlerinde pozitif sonu¢ vererek ApMV ile bulasik oldugu
saptanan Orneklerde goriinen simptomlar incelendiginde. yaprak deformasyonu ve

mozaik lekelenmeler, yapraklarda mozaik simptomlar, damar bantlagmasi,
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yapraklarda sarims1 damar agilmalari, nekroz ve damar bantlagmalar (Sekil 4.16),
siddetli ApMV infeksiyonu sonucunda yaprak iizerinde nekroze olmus alanlar,
mozaik simptomlar, nekroz, damarlarda renk agilmalari ve yapraklarda sarimsi
beyaz lekelenmeler olusmaktadir( Sekil 4.17). Sekil 4.19 incelendiginde bu
orneklerin DAS-ELISA testlerinde pozitif sonug¢ verdigi ve ApMV simptomlarini
tagidigi buna karsilik daha hassas bir yontem olan RT-PCR yontemiyle

testlendiginde ise negatif sonu¢ alindig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.2. DAS-ELISA ve RT-PCR Test Sonuglarinin Degerlendirilmesi

ApMV ile
Belirgin . Testleme Yontemi Sonucu Bulasiklik
i ligili Gorsel
Simptom Durumu
DAS-ELISA RT-PCR
Sekil 4.17 + + infekteli
Sekil 4.18 + + infekteli
Mozaik
Sekil 4.25 + - -
Sekil 4.27 + - -
Yapraklarda . . )
Sekil 4.22 + + Infekteli
sarimsi beyaz .
Sekil 4.23 + - -
lekelenmeler
Yaprak Sekil 4.17 + + infekteli
deformasyonu Sekil 4.32 + - -
Sekil 4.19 + + infekteli
Damar
Sekil 4.28 + - -
bantlagmasi .
Sekil 4.26 + - -
Nekroz ve Sekil 4.20 + + infekteli
damarlarda Sekil 4.21 + + infekteli
renk agilmasi Sekil 4.22 + + infekteli
Rozetlesme ve Sekil 4.37 + - -
gelisme geriligi Sekil 4.38 + - -
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4.3. Total Niikleik Asit ( TNA) Ekstraksiyon Calismalari

ELISA testleri sonucunda ApMV ile infekteli oldugu belirlenen elma
agaclariin yapraklarindan alman dokular kullanilarak TNA ve CTAB olmak {izere
2 yontem de uygulanmis ancak TNA yonteminde RNA izolasyonu daha basarili
olmustur. ApMYV ilarviriis cinsinden RNA viriisii oldugu igin CTAB yonteminde
kullanilan chloroform RNA’nin par¢alanmasina neden olmaktadir. Bu sebeple
CTAB yontemiyle RNA izolasyonu gerceklestirilememistir. Yontemin RNA
virlisleri i¢in uygun bir niikleik asit izolasyon yoOntemi olmadigr kanatina

varilmstir.

4.4. RT-PCR Calismalari

Bu tez calismasinda, ELISA testleri sonucu pozitif sonu¢ veren izolatlar
ApMV’nin  molekiiller  karakterizasyonu amaciyla kullanilmistir. PCR
caligmalarinda ApMV’ye 6zgii primer ¢iftleri kullanilarak konuyla ilgili ¢aligmalar
yapan bazi arastiricilarin elde ettikleri band biiyiikliigiinde bandlar bulunmustur.
ApMV’ye spesifik primer ciftleri i¢in 2 farkli PCR sicaklik dongiisii kullanilmis
fakat 94 °C 2 dk, 94°€30 sn, 50°C 30 sn, 68 °C 90 s%35 dongii), 68°C10 dk
bu sicaklik degerlerinde 92D9UP 3(5'\(}6CCATTAGCGACGATTAGTC—3’) ve
1425RE ~ (5'ATCGGCAAAGTCAATGTTGAC3') primer ¢iftiyle sonug

alinirken,diger primer g¢iftlerinden herhangi bir sonug alinamamustir.

ApMYV icin 92D9UP(1) ve 1425RE(2) primer ¢ifti kullanilarak Konya ili
Kutéren mahallesinde yer alan bahgelerden toplanan elma izolatlarina ait 382 bp
biiyiikliiglinde bandlar elde edilmistir (Sekil 4.39). Bu sonuglar Petrizk, (2005)’nin
caligmas1 ile benzerlik gostermis, yapilan bu caligmada ayni arastiricilar
92D9UP(1) ve 1425RE(2) primerlerini kullanarak 382 bp’lik bandlar

gozlemlemislerdir.
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M12345 67289

382 bp

Sekil 4.20. ApMV’nin Kutoéren izolatlar1 ( ApMV-1, ApMV-2, ApMV-3, ApMV-
4, ApMV-6, ApMV-7, ApMV-15, ApMV-21 ve ApMV-33)
kullanilarak 92D9UP(1) ve 1425RE(2) primer cifti ile yapilan RT-PCR
bandlar1

Oztiirk ve ark. (2011) Granny Smith gesidi iizerinde yaptiklar1 ¢alismada
topladiklar1 58 6rnege RT-PCR testi uygulamislar ancak higbir érnekte tekli ApMV
infeksiyonuna rastlamamislardir. Tim Orneklerde farkli virus infeksiyonu

saptamislardir.

4.5. Dizi Belirleme ve Filogenetik Siniflandirma Cahismalari

PCR ¢alismalar1 sonucu elde edilen PCR iiriinlerine ait niikleotid dizileri,
Polar kimya firmasi tarafindan ticari olarak belirlenmis ve bu tez ¢aligmasinda
kullanilan izolatlara ait sekans bilgileri diinyada kaydedilmis diger izolatlarla

niikleotid diizeyde karsilagtirilarak filogenetik agaclar elde edilmistir.

4.5.1. Elma Mozaik Viriisii ( Apple mosaic virus, ApMV)’niin Dizi Belirleme
Calhismasi

ApMYV dizi belirleme ve analiz ¢alismalarinda ApMV ile infekteli elma
bitkilerinden izole edilen ApMV-2 (Kutéren 3-2), ApMV-3 (Kutéren 3-3) ,
ApMV-4 (Kutéren 3-4) , ApMV-7 (Kutéren 3-7) ,ApMV-15 (Kutéren 1-3) ve
ApMV-33 (Kutdren 4-1) izolatlar1 kullanilmustur.
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Filogenetik soyagaci olusturulurken kullanilan izolatlar ¢izelge 4.3°de

gosterildigi sekilde isimlendirilmistir.

Cizelge 4.3. Filogenetik soyagaci olusturulurken kullanilan izolatlarin

isimlendirilmesi
Kutoren 3-2 ApMV-2
Kutoren 3-3 ApMV-3
Kutéren 3-4 ApMV-4
Kutoren 3-7 ApMV-7
Kutéren 1-3 ApMV-15
Kutoren 4-1 ApMV-33

92D9UP  3(5'GGCCATTAGCGACGATTAGTC-3")  ve 1425RE
(5’ATCGGCAAAGTCAATGTTGAC3") primer ¢ifti ile yapilan ApMV
izolatlarinin (ApMV-2, ApMV-3, ApMV-4, ApMV-7, ApMV-15 ve ApMV-33)
yer aldig1 filogenetik agac¢ incelendiginde, ApMV-2 (Kutdren 3-2) ve ApMV-33
(Kutoren4-1 ) izolatlar1 digerlerinden farkli olarak kendi aralarinda bir grup
olustururken, ApMV-3 (Kutdren 3-3) ve ApMV-4 (Kutdren 3-4) izolatlar1 (Tiirkiye
(KX034209.1), Giiney Kore (LC006865.1), Kanada (KY971021.1), Cek
Cumhuryeti ( LT574872.1), Hindistan ( FN564150.1), Slovakya (HG328268.1),
Avusturalya (KY883320.1), Belarus ( HG328270.1), Antarktika ( KC4690368.1),
Brezilya ( GQ13185.1), Italya ( AY542546.1) ve Norveg ( KC469067.1)) izolatlart
ile ayn1 gruba dahil olmustur. Buna karsilik ApMV-15 (Kutéren 1-3) izolati, diger
izolatlarla %80 benzerlik gostermesine ragmen tek basma farkli bir grup
olusturmustur. ApMV-7 (Kutéren 3-7) izolat1 ise, Tiirkiye izolat1 (JX155668.1) ile
aynt grupta yer almigtir (Sekil 4.40). Bu izolatlarin diinyada yer alan diger

izolatlarla benzerlik orani ise Cizelge 4.4’ de verilmistir.
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APMVES |

ApMV-

LT574872.1 Czech Republic
LC006865.1 South Korea
HG328264.1 Poland

97 KC469067.1 Norway
KC469068.1 Antarctica
FN564150.1 India
HG328268.1 Slovakia

8 HG328270.1 Belarus
AY542546.1 ltaly
GQ131805.1 Brazil
KX034209.1 Turkey-Canakkale

Sekil 4.21. 92D9UP(1) ve 1425RE(2) primer ¢ifti ile saptanan ApMV izolatlarinin
(ApMV-2, ApMV-3, ApMV-4, ApMV-7, ApMV-15, ApMV-33)
filogenetik soyagaci (Bootstrap 1000 tekrarlamali)
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Cizelge 4.4. Sckans Analizi Caligmalarinda Kullanilan Diinya’'nin - Farkli
Yerlerinden Rapor Edilen ApMV Izolatlarinin Konukgulari,
Benzerlik Orani ve Orjini

ApMV Accession % ldentity Host Origin
Number
JX155668.1 93,45 Malus domestica | Turkiye
KX034209.1 93,45 Apple Tarkiye
LC006865.1 93,04 Leaves of peach Gliney Kore
KY971021.1 91,64 Malus spp. Kanada
LT574872.1 91,64 Malus silvestris Cek
Cumbhuriyeti
FN564150.1 91,27 Malus domestica | Hindistan
HG328268.1 90,61 Malus domestica | Slovakya
KY883320.1 90,55 Leaf Avusturalya
HG328270.1 90,55 Malus domestica | Belarus
KC469068.1 90,55 Malus spp. Antarktika
GQ13185.1 90,18 Malus domestica | Brezilya
cv. Fuji

AY542546.1 90,18 Pear italya
KC469067.1 89,82 Lasallia pustulata | Norveg
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5.SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismayla, Konya ve Nigde illerinde yeni kurulmus olan elma
bahgelerinde elma mozaik viriisiiniin yaygmligimin belirlenmesi, ayrica ApMV’yi
saptayarak bu calismada kullanilacak olan izolatlarin elde edilmesi; Konya ve
Nigde illerinden elde edilen bazt ApMV izolatlarin  molekiiler
karakterizasyonlarinin yapilmasi amaglanmistir. Bu amaglar dogrultusunda, viriis
ile bulasik oldugundan siiphelenilen elma agaclarindan 6rnek dokular alinarak,
serolojik (DAS-ELISA) ve molekiiler (RT-PCR) yontemler ile testlenmis ve elde
edilen izolatlarin molekiiler karakterizasyonu yapilmistir.

Bu tez ¢alismasinda saptanan sonuglar asagida 6zetlenmistir.

a) Yeni kurulan elma bahgelerine yapilan arazi g¢ikiglar1 sonucunda toplam
6220 doniimliik alanda yaklasik 1.800.000 adet elma agaci simptomolojik
olarak incelenerek 130 adet elma agacindan 6mek toplanmigs ve ApMV
tespiti igin DAS-ELISA testine tabi tutulmustur.

b) Konya ilinden 66 6rnek ve Nigde ilinden ise 64 6rnek toplanmustir.

c) ELISA testi sonuglaria gore 28’1 Kutoren (Konya), 1’1 Zengen (Nigde) ve
3 tanesi de Cukurkuyu (Nigde)’dan olmak iizere toplam 32 agacin ApMV
ile bulasik oldugu saptanmustir.

d) ELISA testi ile ApMYV ile infekteli oldugu saptanan bu 32 &6rnek cesit
bazinda incelendiginde cesitlerin 28 tanesi Granny Smith, 1 tanesi Scarlet
Spur ve 3 tanesi ise Gala olarak belirlenmistir. Boylelikle ApMV’nin en
yaygin oldugu cesit Granny Smith olarak belirlenmistir.

e) Total NA ekstraksiyon ¢aligmalarinda CTAB ve TNA olmak iizere her iki
yontem de kullanilmis ancak TNA yontemiyle RNA izolasyonu daha

basarili olmustur.
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f) RT-PCR ¢aligmalarinda DAS-ELISA testinde pozitif sonu¢ veren bu 32
ornek ApMV’ye karsi testlenmis ve 8 O6rnek ApMV primeri ile band
vermistir.

g) RT-PCR galigmalarinda ApMYV ile infekteli oldugu saptanan 8 izolatin da
hepsi Kutoren (Konya) mahallesinden alinmigtir.

h) RT-PCR asamasinda TNA preparasyonlari, Petrizk, (2005) (672 bp) ve
Petrizk and Lenz, (2002) (820 bp) tarafindan bildirilen primer ¢iftleri ile
amplifiye olmamis ve sonug elde edilememistir.

1) 92D9UP(1) ve 1425RE(2) primer ¢ifti ile yapilan ApMV izolatlarinin
(ApMV-2, ApMV-3, ApMV-4, ApMV-7, ApMV-15 ve ApMV-33) yer
aldig1 filogenetik aga¢ incelendiginde, ApMV-2 (Kutdren 3-2) ve ApMV-
33 (Kutdrend-1 ) izolatlar1 diger izolatlarla benzerlik tagimasiyla birlikte
farkl olarak kendi aralarinda bir grup olustururken, ApMV-3 (Kutdren 3-
3) ve ApMV-4 (Kutoren 3-4) izolatlar1 segilen diinya izolatlar1 (Tiirkiye
(KX034209.1), Giiney Kore ( LC006865.1), Kanada ( KY971021.1), Cek
Cumhuryeti  (LT574872.1), Hindistan (FN564150.1), Slovakya
(HG328268.1), Avusturalya (KY883320.1), Belarus (HG328270.1),
Antarktika ( KC4690368.1), Brezilya ( GQ13185.1), Italya ( AY542546.1)
ve Norveg ( KC469067.1)) ile ayni1 gruba dahil olmustur. Buna karsilik
ApMV-15 (Kutéren 1-3) izolat1 diger izolatlarla %80 benzerlik
gostermesine ragmen kendi basima farkli bir grup olugturmustur. ApMV-7
(Kutdren 3-7) izolati ise, Tiirkiye izolat1 (JX155668.1) ile ayn1 grupta yer

almugtir.

Yapilan caligmalar sonucunda alinan Orneklere serolojik testler
uygulandiginda ApMV ile bulasiklik orani %24,6 olarak saptanmistir. Sonug
olarak yiiriitiilen tez ¢alismasinda elma yetistiriciliginde sorun olan ve kimyasal

miicadelesi olmayan ApMV’nin tanilanmasi ve karakterizasyonu amaciyla
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serolojik ve molekiiler yontemler uygun bir sekilde gergeklestirilerek pozitif
sonuglar elde edilmistir.

Tez ¢aligmasinin yapildigi Konya ve Nigde illerinde yillik 450 bin tonun
tizerinde tiretimi yapilan elma boélge i¢in dnemli iirlinlerden biridir. Ayni1 zamanda
elmanin gida sanayinde bir¢ok alanda kullaniminin artmasi ve ihracatta Gnemli
iirlinler i¢inde yer almasi, bolgede yogun sekilde ticari iiretim yapan bahgelerde
iirinde meydana gelecek en ufak bir zarar1 dahi tolera edemeyecek duruma
gelmistir. Bolgede farkli illerden gelen fidanlarla bah¢e kurulumu yapildigi igin,
etmen viriisiin yayilmasini1 kontrol altina almak oldukea giigtiir. Etmenin vegetatif
olarak as1 ile ve ayrica polen ile yayilmasi, etkili bir kimyasal miicadelesinin
olmamasi dnemini arttirmistir.

Bu viriise karsi, yapilacak olan en etkili miicadele yontemi, ismine dogru
viriisten ari iiretim materyalinin kullanilmasi, koruyucu kiiltiirel uygulamalar,
dayanikli veya tolerant cesitlerin gelistirilmesi {izerine galismalar yapilmasi, viriis
ile bulagik olan bitkilerin iiretim alanindan uzaklastirilarak imha edilmesi. Ayni
zamanda treticilerin sertifikali fidan kullanimi hususunda daha hassas ve dikkatli

olmalar1 saglanmalidir.
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Ek. 1.

ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler
1. Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.4 (Fosfat Tampon Cozeltisi)

80¢g NaCl
29¢g Na,HPO,.12H,0 veya

2.3 g Na,HPO,.7H,0O
1.44 g Na,HPO4.2H20
1.15 g Na,HPO4

0.2 g KCI

0.2 g NaN;

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf su igerisinde
eritilip pH’s1 0.1N olan NaOH veya 0.1 N HCl ile ayarlanmis ve +4 C’de

muhafaza edilmistir.

2. Coating Buffer Ph 9.6 (Kaplama Tampon Cozeltisi)

2.93 g N32CO3
294 ¢ NaHCO;
02¢g NaNj;

Yukarida miktar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH
ayarlamasi yapilmis ve + 4C°’de saklanmuistir.
3. Washing Buffer (Yikama Tampon Cozeltisi)

Bir litre PBS tamponu 0.5 ml Tween-20 ilave edilerek hazirlanmustir.

4. Sample Extraction Buffer (Ornek tampon ¢ozeltisi)
Bir litre yikama tamponu ¢dzeltisi i¢ine 20 g Polyvinylpyrolidone (PVP-

40) ilave edilerek hazirlanmuistir.
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5. Enzyme Conjugate Buffer (Konjugat Tampon Cozeltisi)
Bir litre 6rnek tamponu ¢6zeltisi i¢ine 2 g ovalbumin (egg albumin) ilave
edilerek hazirlanmustir.

6. Substrat Buffer Ph 9.8 (Substrat Tampon Cozeltisi)
97 ml Diethanolamine 800 ml saf su igerisine ilave edilmis ve 0.2 g NaNj

konarak Ph 9.8’e ayarlanmis ve 1 litreye tamamlanmustir.
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Ek. 2.

Total RNA Analizlerinde Kullanilan Soliisyonlar
Ekstraksiyon Buffer (100 Mm Tris-HCI1 Ph. 8.0, 50 Mm EDTA Ph. 7.0, 500 g
NaCl, 100mM 2. Mercapto-ethanol (1/1000))

Tris-HC1 2.4228 g
EDTA 3.7224
NaCl 5844 ¢

Yukarida verilen kimyasallar 150 ml saf su igerisinde sirayla ¢oziilerek Ph
ayarlanmis ve son hacmi 200 ml’ye tamamlanmistir. Ardindan 1/1000 oraninda 2-

Mercaptoethanol eklenmistir.

% 20 Sodium Dodecyl Siilfate (SDS)
Sodium Dodecyl Siilfattan 20 g alinarak 80 ml saf su igerisinde

¢oziildiikten sonra hacmi 100 ml’ye tamamlanmustir.

Potasium asetate (CH;COOK) (5M)
Potasium asetattan 49.075 g alinarak 60 ml saf su igerisinde ¢oziildiikten

sonra hacmi 100 ml’ye tamamlanmistir.

Sodium asetate (CH;COONa(3M))
Sodium asetattan 40.824 g alinarak 60 ml saf su igerisinde ¢oziildiikten

sonra hacmi 100 ml’ye tamamlanmistir.
% 70 lik Ethanol

% 100’lik ethanolden 70 ml alinarak 30 ml saf su ile karistirilip elde

edilmistir.
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Ek. 3.

Agaroz Jel Elektroforezde Kullanilan Tampon Cozeltiler

1.

TBE Buffer (89 mM Tris, 89 mM borik asit,2 mM EDTA) (pH:8,3)
10.777 g Tris-Base, 5.502 g boric asit ve 0.744 g EDTA alinarak 900 ml
saf su i¢inde eritildikten sonra ¢ozeltinin pH’s1 8.3 olarak ayarlanarak ve
hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 1X TBE buffer hazirlanmistir.

TAE Buffer (10 mM Tris, 5 mM Sodium acetate, 0,5 mM EDTA)
(pH:8,3)

1.211 g Tris-Base, 0.680 g sodyum asetat ve 0.186 g EDTA alinarak 900
ml saf su iginde eritildikten sonra ¢6zeltinin pH’s1 8.3 olarak ayarlanarak
ve hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 1X TAE buffer hazirlanmstir.
Etidyum Bromid

10 mg etidyum bromid 1 ml saf su igerisinde eritilmis ardindan 30 pl alinip

100 ml saf su i¢ine eklenmistir.
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